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บทคัดย่อ 
การýึกþานี้มีüัตถุประÿงค์เพื่อคัดเลือกชนิดÿารปกป้องเซลล์ คüามเข้มข้น อัตราÿ่üนเช้ือต่อÿาร

ปกป้องเซลล์ อุณĀภูมิที ่เĀมาะÿม และกระบüนการทำแĀ้งที ่เĀมาะÿมÿำĀรับเชื ้อ Lactobacillus 

paracasei TISTR 2593 โดยทำการýึกþาชนิดÿารปกป้องเซลล์ 10 ชนิด คüามเข้มข้นที่ 5, 10, 15,20 

และ25% อัตราÿ่üนเช้ือต่อÿารปกป้องเซลล์ที่ใช้คือ 1:0.5, 1:1 และ 1:2  อุณĀภูมิที่ -20, -40 และ -80°C

และกระบüนการทำแĀ้งแบ่งออกเป็น 2 üิธี คือการทำใĀ้แĀ้งด้üยüิธีการแช่เยือกแข็ง (Freeze Dry; FD) 

และการอบแĀ้งแบบพ่นฝอย (Spray Dry; SD)  พบü่าÿารปกป้องเซลล์ชนิดทรีฮาโลÿ (Trehalose; TL) 

และไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (Isomalto-Oligosaccharide; IMO) มีอัตราการอยู่รอดของเช้ือเท่ากับ 

34.38% และ14.71% ตามลำดับ ซึ่งมีค่าÿูงเมื่อเทียบกับอัตราการอยู่รอดของÿารปกป้องเซลล์ชนิดอื่นๆ 

อย่างมีนัยÿำคัญ (P<0.05) จากนั้นนำÿารที่คัดเลือกนำมาýึกþาคüามเข้มข้นพบü่าที่ 15% มอีัตราการอยู่

รอดของเช้ือ TL เท่ากับ 85.57% และ IMO ที่ 65.63% ในอัตราÿ่üนของเช้ือต่อÿารปกป้องเซลล์พบü่าที่

อัตราÿ่üน 1:1 มอีัตราการอยู่รอดของเช้ือ TL เท่ากับ 18.71% และ IMO เท่ากับ 55.62% และอุณĀภูมิ -

80 °C มอีัตราการอยู่รอดของเช้ือ TL เท่ากับ 62.50% ÿ่üนผลของการทำใĀ้แĀ้งด้üยüิธีการแช่เยือกแข็ง 

และการอบแĀ้งแบบพ่นฝอยโดยใช้ÿารปกป้องเซลล์ชนิด TL พบü่าüิธีทำแĀ้งแบบเยือกแข็ง ใĀ้ผลการ

ปกป้องเซลล์ที่ดีกü่าüิธีทำแĀ้งแบบพ่นฝอย ÿรุปได้ü่าÿารปกป้องเซลล์ที่ÿามารถปกป้องเชื้อได้ดีที่ÿุดคือ 

Trehalose ที่คüามเข้มข้น 15% (w/w) ในอัตราÿ่üนเช้ือต่อÿารปกป้องเซลล์ 1:1 อุณĀภูมิ -80 °C และ

ÿภาüะที่เĀมาะÿมที่ÿุดคือ การทำใĀ้แĀ้งแบบแช่เยือกแข็ง 
คำÿำคัญ: Lactobacillus paracasei TISTR 2593,  ÿารปกป้องเซลล์ , Freeze Dry, Spray Dry 
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Abstract 
This study aims to investigate an appropriate cryoprotectant agents, 

concentrations, ratios, temperatures, and drying process for bacteria, Lactobacillus 
paracasei TISTR 2593, by studying the types of cryoprotectant substances, their 
concentrations, ratios, temperatures and the drying process divided into two methods: 
freeze drying (FD) and spray drying (SD). It was found that the trehalose (TL) and isomalto 
oligosaccharides (IMO) provided a survival rate of 34.38% and 14.71%, respectively, 
compared to other cell protection substances. Then, these substances were selected to 
study for further analysis. We found that the selected cryoprotectants at the level of 15% 
provided a high survival rate accounting for 85.57% and 65.63% of TL and IMO, 
respectively. In the ratio of infectious substances to cryoprotectant substances, it was 
found that at a ratio of 1:1, there was a survival rate of TL at 18.71% and IMO at 55.62%, 
and a temperature of -80 °C had a TL of 62.50%. Additionally, it was found that the freeze-
drying method resulted in better cell protection than the spray-drying method. 
conclusion, the cryoprotectant that can protect cells best is Trehalose at a concentration 
of 15% (w/w) in a ratio of cell protectant to cryoprotectant 1:1, temperature -80 °C and 
the most suitable condition is Freeze drying. 
 
Keyword: Lactobacillus paracasei TISTR 2593, Cryoprotectant, Freeze Dry, Spray Dry 
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ปกป้องเซลล์ที่เĀมาะÿมÿำĀรับเชื้อ Lactobacillus paracasei TISTR 2593 ในกระบüนการทำแĀ้ง 

ÿามารถดำเดินการจนกระทั่งประÿบคüามÿำเร็จไปได้อย่างÿมบูรณ์ ด้üยคüามอนุเคราะĀ์จากบุคคลĀลาย

ท่าน ในด้านการÿนับÿนุน ใĀ้คำปรึกþา และแนะแนüทางในระĀü่างýึกþาและค้นคü้าตลอดจนแก้ไข

ปัญĀาข้อบกพร่องต่างๆ ทั้งนี้ผู้üิจัยขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างÿูงไü้ ณ ที่นี้ 
ขอขอบพระคุณ คุณปัณณธร ทüีเทพไทกุล นักüิจัย ที่ใĀ้โอกาÿในการทำÿĀกิจ ÿำĀรับýึกþาĀารู้

คüามรู้ที่ ýูนย์นüัตกรรมผลิตĀัüเช้ือจุลินทรีย์เพื่ออุตÿาĀกรรม (ICPIM) Āน่üยงานýูนย์คüามĀลากĀลาย

ทางชีüภาพ (ýคช.) ÿถาบันüิจัยüิทยาýาÿตร์และเทคโนโลยีแĀ่งประเทýไทย (üü.)  และใĀ้คำแนะนำ

ระĀü่างýึกþางาน  
ขอขอบพระคุณ คุณนันทนา บำรุงเช้ือ ผู้ช่üยนักüิจัย ที่ได้ใĀ้คำแนะนำ คüามรู้เทคนิคทางด้านจุล

ชีüüิทยา ข้อเÿนอแนะตลอดการทดลอง ช่üยแก้ไข ตรüจทาน ชี้แนะข้อบกพร่องและแนะนำ ใĀ้มีคüาม

ÿมบูรณ์มากยิ่งขึ้น และช่üยแก้ปัญĀาที่เกิดข้ึนในระĀü่างการปฏิบัติงาน 
ขอขอบพระคุณ คุณปิยนุช เปÿันเทียะ ผู้ช่üยนักüิจัย ผู้ใĀ้คำแนะนำในด้านเทคนิคการใช้งาน

Fermenter การเตรียมอาĀารเล้ียงเช้ือ และใĀ้คüามช่üยเĀลือในด้านอื่นๆ ตลอดการทดลอง 
ขอขอบพระคุณ พี ่ๆที่ýูนย์นüัตกรรมผลิตĀัüเชื ้อจุลินทรีย์เพื ่ออุตÿาĀกรรม ( ICPIM) ที ่ใĀ้

คำแนะนำ ช่üยเĀลือในระĀü่างการปฏิบัติงานและใĀ้คำปรึกþาด้านต่างๆ 
ขอขอบพระคุณ ดร. กüินชญา ÿายแก้ü อาจารย์ที่ปรึกþาที่ได้ใĀ้คำแนะนำช่üยเĀลือ ตรüจทาน

แก้ไข และปรับปรุงรายงานการüิจัยจนเÿร็จÿมบูรณ์  
ขอขอบพระคุณ รý. ดüงใจ โอชัยกุล อาจารย์นิเทýÿĀกิจýึกþา ที่คอยใĀ้คำแนะนำ ติดตามผล

ระĀü่างการทำงาน และดูแลคüามเรียบร้อยตลอดการฝึกÿĀกิจ 
ÿุดท้ายนี้ขอขอบพระคุณครอบครัü เพื่อน พี่ น้องรüมถึงบุคคลที่เกี่ยüข้องกับการýึกþาการ

ทดลองในครั้งนี้ที่คอยใĀ้กำลังใจและÿนับÿนุนตลอดการฝึกÿĀกิจจนÿำเร็จลุล่üงไปได้ด้üยดี 
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บทที่ 1  
บทนำ 

1.1   คüามเป็นมาและคüามÿำคัญของปัญĀา 
จุลินทรีย์โพรไบโอติก (Probiotic) คือ จุลินทรีย์ที่มีชีüิตซึ่งเมื่อร่างกายได้รับในปริมาณที่เพียงพอ

จะทำใĀ้เกิดผลที่เป็นประโยชน์ต่อÿุขภาพ โดยจุลินทรีย์โพรไบโอติกเป็นจุลินทรีย์ที่พบได้ในร่างกายในÿ่üน

ของÿำไÿ้ ซึ่งทนต่อÿภาüะเป็นกรดและเกลือน้ำดี ทนต่อÿภาüะคüามเป็นกรดในกระเพาะอาĀาร มีฤทธ์ิ

ของเอนไซม์ไฮโดรเลÿในการย่อเกลือน้ำดี และยังมีคüามÿามารถในยึดเกาะกับเยื่อมูกĀรือเซลล์ผิüเยื่อบุ

ของมนุþย์Āรือเซลล์ไลน์ได้ (ประกาýกระทรüงÿาธารณÿุข, 2555) และยังใĀ้ประโยชน์แก่มนุþย์ เช่น

ÿ่งเÿริมÿมดุลของระบบทางเดินอาĀารและระบบขับถ่าย ลดการÿร้างÿารพิþ ÿ่งเÿริมการÿร้างภูมิคุ้มกัน 

ยับยั้งการÿร้างÿารก่อมะเร็ง ลดคลอเรÿเตอรอลในเลือด (นฤมล, 2558)  โดยไม่ก่อใĀ้เกิดโทþต่อร่างกาย 

ซึ่งผลิตภัณฑ์อาĀารเÿริมอาĀารที่นิยมนํามาเติมจุลินทรีย์โพรไบโอติก ต้องได้รับอนุญาตจากÿำนักงาน

คณะกรรมการอาĀารและยา โดยจุลินทรีย์โพรไบโอติกจะต้องเป็นจุลินทรีย์ที ่มีประโยชน์และมีชีüิต

คงเĀลืออยู่ไม่น้อยกü่า 106  โคโลนี ต่ออาĀาร 1 กรัม ตลอดอายุการเก็บรักþาของผลิตภัณฑ์นั้น(ประกาý

กระทรüงÿาธารณÿุข, 2555)  ซึ ่งจุลินทรีย์กลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติกที่รู ้จักกันอย่างแพร่Āลาย คือ 

Lactobacillus sp. และ Bifidobacterium sp. อย่างไรก็ตาม ปัญĀาที่พบได้บ่อยในการใช้จุลินทรีย์โพร

ไบโอติกในผลิตภัณฑ์ชนิดต่างๆ เช่นผลิตภัณฑ์เÿริมอาĀารประเภทแคปซูลĀรือแบบผงผÿมน้ำ คือปริมาณ

เชื้อมีจำนüนชีüิตคงเĀลือน้อยกü่าตามประกาýกระทรüงÿาธารณÿุข ซึ่งอาจจะเกิดจากเชื้อบาดเจ็บใน

ระĀü่างกระบüนการผลิตĀรือÿภาพแüดล้อมและการเปล่ียนแปลงทางเมตาบอลิซึมระĀü่างการเก็บรักþา

ÿ่งผลต่อการอยู่รอดของโปรไบโอติก และเป็นที่ทราบกันดีü่าการเติมÿารปกป้องเซลล์ (Cryoprotectant  

Āรือ protective agent) เป็นüิธีที่มีประÿิทธิภาพในการป้องกันการÿูญเÿียÿภาพของโปรตีนในระĀü่าง

การแช่แข็ง ซึ่งÿารปกป้องเซลล์ทำการชะลอการเÿื่อมÿภาพของคุณÿมบัติทางกายภาพ เคมีและการ

ทำงานของโปรตีนอย่างมีนัยÿำคัญ (Zhang et al., 2023) โดยÿารปกป้องเซลล์จะทำการแทรกเซลล์เข้า

ไปüัÿดุอาĀารโดยไม่ทำใĀ้ÿูญเÿียคüามÿามารถในการมีชีüิตโดยไม่คาดคิดถือเป็นÿิ่งÿำคัญปัญĀาในการ

ÿร้างผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกที่มีประÿิทธิภาพ (Chen et al., 2023) ซึ่งÿารปกป้องเซลล์แต่ละชนิดอาจมี

ประÿิทธิภาพในการปกป้องเซลล์แตกต่างกันออกไป แล้üอาจจะได้ผลจำเพาะต่อจุลินทรีย์แต่ละÿายพันธ์ุ 
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ดังนั้นผู้üิจัยซึ่งมีคüามÿนใจในการýึกþาคัดเลือกÿารปกป้องเซลล์ที่มีประÿิทธิภาพที่ดีที่ÿุดในการปกป้อง

เซลล์เพื่อแก้ปัญĀาดังกล่าü โดยนำมาýึกþากับเช้ือ L. paracasei ซึ่งเป็นÿายพันธ์ุที่นำมาใช้ประโยชน์กัน

อย่างแพร่Āลาย 

1.2   üัตถุประÿงค์ 
1. เพ ื ่ อค ัด เล ือกÿารปกป ้องเซลล์และกระบüนการทำแĀ้ งที่ เĀมาะÿมÿำĀร ับเช้ือ 

Lactobacillus paracasei TISTR 2593 

1.3   ขอบเขตของงานüิจัย 
1. ýึกþาผลของÿารปกป้องเซลล์ที่ÿ่งผลต่อการอยู่รอดของเช้ือในกระบüนการทำแĀ้ง เช่น ชนิด 

คüามเข้มข้น อัตราÿ่üน เป็นต้น 
2. ýึกþาผลของอุณĀภูมิที่ÿ่งผลต่อการอยู่รอดของเช้ือในกระบüนการแช่เยือกแข็ง  
3. ýึกþาผลของกระบüนการทำแĀ้งด้üยüิธี Freeze Dry และ Spray Dry ที่ÿ่งผลต่อการการ

อยู่รอดของเช้ือ 

1.4   ประโยชน์ที่คาดü่าจะได้รับ 
1. ÿามารถผลิตเช้ือโพรไบโอติกในรูปแบบผงที่มีปริมาณการรอดชีüิตได้ÿูง 
2. ÿามารถýึกþาอิทธิพลของกระบüนการทำแĀ้งที่ÿ่งผลต่อเช้ือได้ 
3. ÿามารถนำผลการüิจัยที่ได้ไปเป็นข้อมูลในการýึกþาค้นคü้าและพัฒนาต่อยอดงานüิจยัได้ 

เช่นÿารปกป้องเซลล์กลุ่มอื่น คüามเข้มข้น และÿภาüะการทำแĀ้ง  
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บทที่ 2 
ทฤþฎีและงานüิจัยที่เก่ียüข้อง 

2.1   คüามĀมายของโพรไบโอติก 
คüามĀมายของโพรไบโอติกคือ จุลินทรีย์ที่มีชีüิตเมื่อรับประทานเข้าไปในปริมาณที่เพียงพอจะ

เป็นประโยชน์ต่อÿุขภาพของมนุþย์ (Food et al., 2006) 
Lilly and Stillwell (1965) และ ณิชาภา อาจเอี่ยม (2553) ได้ใĀ้คüามĀมายของโพรไบโอติก 

ü่าÿารจุลินทรีย์ชนิดĀนึ่งขับออกมาและช่üยกระตุ้นการเจริญของจุลินทรีย์ชนิดอื่น ซึ่งเป็นการทำงานที่

ตรงข้ามกับการทำงานของยาปฏิชีüนะ (antibiotic) ที่จะทำลายจุลินทรีย์เกือบทุกชนิด 
  เชื้อจุลินทรีย์ที่ได้จากการเตรียมจุลินทรีย์ที่มีชีüิตĀรือเซลล์ที่ตายแล้ü เมื่อได้รับในปริมาณที่

พอเพียง จะก่อใĀ้เกิดประโยชน์ต่อร่างกายมนุþย์และกระตุ้นกลไกของระบบภูมิต้านทาน (Afrc, 1989) 

2.2   ประโยชน์ของโพรไบโอติก 
จากงานüิจัยเกี ่ยüกับโพรไบโอติก พบü่าโพรไบโอติกÿามารถช่üยในบรรเทาอาการเจ็บป่üย

บางอย่าง เช่น ลดอาการไขข้ออักเÿบ ลดคüามเÿ่ียงต่อการเกิดโรคฟันผุ ป้องกันอาการท้องเÿีย และลด

การติดเชื้อราในช่องคลอดได้ (พัทธ์ธีรา, ม.ป.ป) และยังมีประโยชน์ช่üยในด้านการเพิ่มภูมิคุ้มกันของ

ร่างกาย รักþาโรคภูมิแพ้ ลดระดับไขมันในกระแÿเลือด ลดการอักเÿบ ป้องกันโรคมะเร็ง (จินตนา และ

คณะ, 2564) ช่üยย่อยแลคโตÿ บรรเทาอาการลำไÿ้แปรปรüน ลดคüามเข้มข้นของแอมโมเนียและ

คอเลÿเตอรอลในเลือด ช่üยฟื้นฟูจุลินทรีย์ในลำไÿ้Āลังการรักþาด้üยยาปฏิชีüนะ และผลิตÿารต้านอนุมูล

อิÿระ และยังÿามารถช่üยบรรเทาอาการข้ออักเÿบรูมาตอยด์ ใช้ในการรักþาโรคติดเช้ือทางเดินปัÿÿาüะ 

(Soares et al., 2023) นอกจากนี้โปรไบโอติกยังÿามารถใช้รักþาอาการท้องร่üงในผู้ใĀญ่และเด็กได้  

(Allen et al., 2004) 

2.3   Lactobacillus spp. 
แลคโตบาซิลลัÿ (Lactobacillus) เป็นแบคทีเรียแกรมบüก ไม่ÿร้างÿปอร์ ไม่ÿร้างเอนไซม์คะ

ตะเลÿ และเป็นจุลินทรีย์ที่ไม่ใช้ออกซิเจนในการÿร้างพลังงาน ÿามารถทนอยู่ในÿภาüะที่มีออกซิเจนได้ 
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(aerotolerant) แต่บางชนิดÿามารถเจริญได้ในÿภาüะไร้อากาý (strictly fermentative) ทนต่อกรด มี

รูปร่างเป็นแท่ง ÿร้างกรดแลคติกเป็นผลิตภัณฑ์ÿุดท้าย (König et al., 2017) และÿัณฐานüิทยาของเช้ือ

แต่ละÿายพันธ์ุมีคüามแตกต่างกันเช่น ท่อนÿ้ัน, ท่อนยาü, plump rods, slender rods (Goldstein et 

al., 2015)  โดยอุณĀภูมิที่เĀมาะÿมต่อเช้ือกรดแลคติกในการเจริญเติบโตคือ อยู่ในช่üง 2-53 °C และช่üง

อุณĀภูมิที่เช้ือÿ่üนใĀญ่เจริญได้ดีอยู่ในช่üง 30-40 °C และค่า pH ที่เĀมาะÿมอยู่ระĀü่าง 5.58 – 6.20 แต่

โดยทั่üไปเจริญได้ที่ pH 5.5-6.2 ซึ่งอัตราการเจริญเติบโตจะลดลงเมื่ออยู่ในÿภาพที่เป็นกลางĀรือด่าง 

(Salminen and Wright, 1993)  

รูปที่ 2.1 แÿดงลักþณะทางกายภาพของเช้ือ L. paracasei TISTR 2593 ภายใต้กล้องจุลทรรýน์ 
 กำลังขยาย 1000 เท่า 

โดยลักþณะทางกายภาพของเช้ือ Lactobacillus แบ่งได้ 3 กลุ่ม ดังนี้ 

1. Obligate Homofermentative Lactobacilli ซึ่งเช้ือกลุ่มนี้จะพบทั้งเอนไซม์ Glucose-6-

phosphate-dehydrogenase และ 6-Phospgogluconate dehydrogenase ซึ่งได้แก่

กลุ่ม Thermobacteria 
2. Facultative Homofermentative Lactobacilli กลุ่มนี้จะพบทั้งเอนไซม์ Dehydro-

genase ทั้ง 2 ตัüเĀมือนกลุ่มแรกแต่จะÿลายกลูโคÿได้ดีกü่าโดยจะผ่านกระบüนการของ 

Embden-Meyerhof-Pamas Pathway (glycolysis) ได้แก่พüก Streptobacteria 
3. Obligate Homofermentative Lactobacilli กลุ ่มนี ้จะขาดเอนไซม์ fructose 1,6-

biphosphate aldolase ซึ่งได้แก่พüก Batabacteria จัดเป็น Subgenus ของเช้ือ genus 

Lactobacillus (ณิชาภา, 2553) 
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2.4    ÿารพรีไบโอติก 
พรีไบโอติก (prebiotics) คือÿารอาĀารที่ร่างกายไม่ÿามารถย่อยได้ เมื่อผ่านเข้าไปถึงบริเüณ

ลำไÿ้ใĀญ่จะกลายเป็นอาĀารของแบคทีเรีย ÿ่งเÿริมการเจริญของแบคทีเรีย ดังนั้นพรีไบโอติกจึงเป็น

ประโยชน์ต่อแบคทีเรียในลำไÿ้ใĀญ่ (อำพรรณ, 2549) ซึ่งในทางการค้าพรีไบโอติกÿ่üนใĀญ่ผลิตข้ึน

จากการÿังเคราะĀ์ด้üยเอนไซม์จากแบคทีเรีย เช่น เอนไซม์ทรานกลูโคซิเดÿ แอมิโลมอÿเทÿ และ

เดกซ์แทรนซูเครÿ เป็นต้น ซึ่งใĀ้ปริมาณผลผลิตที่ÿูงกü่า และÿามารถคüบคุมคüามยาüของÿายออลิ

โกแซ็กคาไรด์ได้ (ประกานต์ และจารุณี, 2555) ÿารพรีไบโอติกÿกัดได้ตามธรรมชาติ เอนไซม์และ

ปฏิกิริยาเคมี เช่น ถั่üเĀลือง มอลโทออลิโกแซ็กคาไรด์ เป็นต้น โดยในการทดลองใช้ÿารประเภท พรี

ไบโอติกจำนüน 10 ชนิด ได้แก่ 

2.4.1 Glucose Syrup 
กลูโคÿไซรัปเป็นผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการย่อยแป้ง มีลักþณะของเĀลü เĀนียüข้น มีรÿĀüาน

เล็กน้อย ใÿไม่มีÿี ĀรือมีÿีเĀลืองอ่อนถึงน้ำตาล ขึ้นอยู่กับüัตถุดิบที่ใช้และกรรมüิธีการผลิต ซึ่งอาจใช้

üิธีการย่อยÿลายแป้งด้üยกรดĀรือเอนไซม์ Āรืออาจใช้ทั ้งกรดĀรือเอนไซม์ร่üมกัน โดยใช้เป็น

องค์ประกอบที่ÿำคัญในการผลิตภัณฑ์อาĀาร เช่น ลูกกüาด ไอýกรีม เป็นต้น (มะลิüัลย์, 2554) 

ที่มา: (Chemical book, ม.ป.ป.) 
รูปที่ 2.2 โครงÿร้างของ Glucose Syrup 

2.4.2 Gum Arabic 
กัมอาราบิกเป็นโพลีแซ็กคาไรด์เชิงซ้อนที่มีÿายแบบแตกแขนง มีคüามเป็นกลางĀรือมี

กรดเล็กน้อย พบü่ามีแคลเซียม แมกนีเซียม และโพแทÿเซียมผÿมกับกรดโพลีแซ็กคาร์ริดิก (กรด

อาราบิก) ม ีโครงÿร ้างแบบ β-D-galactopyranosyl ที ่ตำแĀน่ง 1,3 โดยแขนด้านข้าง

ประกอบด้üย1,3  β-D-galactopyranosyl 2-5 โมเลกุล เช่ือมต่อโซ่Āลักด้üยพันธะด้üยตำแĀน่ง

ที่ 1,6 และด้านข้างประกอบด้üยĀน่üยของ 𝛼-L-arabinofuranosyl, α-L-rhamnopyranosyl, 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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β-D-glucuronopyranosyl and 4-O-methyl-β-D-glucuronopyranosyl และโครงÿร้าง

โมเลกุลของ gum Arabic ประกอบด้üยกาแลคโตÿ 39–42%, อาราบิโนÿ 24–27%, แรมโนÿ 

12–16%, กรดกลูโคโรนิก 15–16%, โปรตีน 1.5–2.6%, ไนโตรเจน 0.22–0.39% และคüามช้ืน 

12.5–16.0% (Ali et al., 2009) 

ที่มา: (Tiamiyu et al., 2023) 
รูปที่ 2.3 โครงÿร้างของ Gum Arabic 

2.4.3 Fiberest Resistant Dextrin (FRD) 
FRD คือผลิตภัณฑ์ชนิดใĀม่ชนิดละลายน้ำได้ที่ถูกค้นพบโดยนำคüามร้อนและกรดมา

ไฮโดรไลซิÿแป้งจากข้าüโพด ซึ่งช่üยเพิ่มปริมาณเÿ้นใยในอาĀารของผลิตภัณฑ์ในกลุ่มแป้ง และ

ÿารชนิดนี้ยังมีพันธะกลูโคซิดิกที่จำเพาะต่อเดกซ์ทริน (Huang et al., 2020) 

2.4.4 Trehalose 
ทรีฮาโลÿเป็นไดแซ็กคาร์ไรด์ที ่เกิดขึ ้นได้ตามธรรมชาติซึ ่งพบได้ในÿิ ่งมีชีüิตอย่าง

แพร่Āลายรüมทั ้งแบคทีเรีย เชื ้อรา แมลง พืช และÿัตü์ เป็นน้ำตาลกลุ ่ม non-reducing 

ประกอบด้üยĀน่üยกลูโคไพราโนซิลÿองĀน่üยที่เชื่อมต่อกันผ่านพันธะ α, α−1, 1-ไกลโคซิดิก 

ดังรูปที่ 2.4 โดยทรีฮาโลÿประกอบด้üยĀมู่ไฮดรอกซิลÿ่üนปลายที่ไม่รีดิüซ์ ทำใĀ้เป็นโมเลกุลที่

เÿถียรและไม่เกิดปฏิกิริยาไกลเคชัน ซึ่งโครงÿร้างของทรีฮาโลÿยังทำใĀ้โมเลกุลมีคüามทนทานÿูง

ต่อการย่อยด้üยกรด   
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ที่มา:(Jinghan Li et al., 2023), (Chen & Gibney, 2023) 

รูปที่ 2.4  โครงÿร้างของ Trehalose 
 

2.4.5 Isomalto-Oligosaccharide (IMO) 
ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ เป็นÿ่üนผÿมอาĀารที่มีฟังก์ชันพรีไบโอติกกำลังได้รับ

คüามÿนใจอย่างมาก โดย IMO มีĀน่üยย่อยเป็นน้ำตาลกลูโคÿĀน่üยที่เชื่อมโยงกันด้üยพันธะ

กลูโคซิดิก α-1,2, α-1,3, α-1,4 และ α-1,6 (Sorndech et al., 2018) ประกอบด้üยน้ำตาล

ไอโซมอลโตÿ (isomaltose) พาโนÿ (panose) ไอโซมอลโตไตรโอÿ (Isomalt triose) และโอลิ

โกแซ็กคาร์ไรด์ที่มีลักþณะเป็นกิ่งก้าน ÿามารถผลิตโดยใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลÿ (α-amylase) 

พูลลูลาเนÿ (pullulanase) เบตาอะไมเลÿ (β-amylase) และทรานกลูโคซิเดÿ (trans 

glucosidase) ซึ่งเอนไซม์จะย่อยแป้งจนได้น้ำตาลมอÿโตÿ ซึ่งเอนไซม์ที่ÿำคัญคือ ทรานกลูโคซิ

เดÿจะช่üยเร่งปฏิกิริยาทรานกลูโคเลช่ัน (tranglucosylation) ทำใĀ้ได้ IMO 

ที่มา: อนันต์ และคณะ, 2558 
รูปที่ 2.5  โครงÿร้างของ Isomalto-Oligosaccharide 
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2.4.6 Inulin 
อินนูลิน เป็นโพลีแซ็กคาไรด์จากพืช ซึ่งพบกันอย่างแพร่ĀลายในเĀง้าของพืชคอมโพÿิต 

(พืชที่มีช่อเป็นกระจุก) มีĀน้าที่ทางÿรีรüิทยาที่ĀลากĀลาย เช่น การลดน้ำตาลในเลือด คüบคุม

จุลินทรีย์ในลำไÿ้และป้องกันมะเร็ง ดังนั้นจึงมักใช้ในอุตÿาĀกรรมอาĀารเป็นพรีไบโอติก ÿาร

ทดแทนน้ำตาลและไขมัน ÿารเพิ่มคüามข้น (Jinpeng Li et al., 2023) โดยอินนูลินซึ่งเป็น 

คาร์โบไฮเดรตÿะÿมÿำĀรับพืช ประกอบด้üยไดแซ็กคาไรด์ (กลูโคÿและฟรุกโตÿ) โดยมีĀน่üย 

ฟรุกโตÿเพิ่มเติมติดอยู่ (ระดับของการเกิดพอลิเมอไรเซชันอาจมีตั้งแต่ 2 ถึงมากกü่า 60 Āน่üย 

ฟรุกโตÿ) เมื่อเกิดโซ่ÿ้ัน (ระดับการเกิดพอลิเมอไรเซชันต่ำกü่าประมาณÿิบĀน่üยฟรุกโตÿ) พüก

มันจะถูกเรียกü่า FOS (Tarone et al., 2021) 

 
ที่มา: (üÿุüัชร, 2566) 

รูปที่ 2.6  โครงÿร้างของ Inulin 
2.4.7 Maltodextrin 

มอลโตเด็กซ์ตรินĀรือที่เรียกü่าเดกซ์ทรินที่ละลายน้ำได้Āรือเอนไซม์เดกซ์ทรินเป็นแป้ง

ไฮโดรไลซ์ชนิดĀนึ่งโดยมีค่าเทียบเท่าค่าÿมมูลเดกซ์โทรÿ (DE) น้อยกü่า 20 โดยมอลโตเด็กซ์

ตรินประกอบด้üยโอลิโกแซ็กคาไรด์และโพลีแซ็กคาไรด์ที่ประกอบด้üยĀน่üยกลูโคÿซึ่งเชื่อมโยง

กันเป็นĀลักด้üยพันธะไกลโคซิดิก α-1,4 (You et al., 2023) ซึ ่งใช้กันอย่างแพร่Āลายใน

อุตÿาĀกรรมอาĀารเป็นÿารเพิ่มคüามคงตัü ตัüอย่างเช่น ในอิมัลชันอาĀาร  Āรือเป็นตัüช่üยใน

การทำใĀ้แĀ้งแบบพ่นฝอย (Zhao et al., 2021) 
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9 

 
 

ที่มา: (tcs-mart, n.d.) 
รูปที่ 2.7  โครงÿร้างของ maltodextrin 

2.4.8 Fructo-Oligosaccharide (FOS) 
ฟรุคโต-โอลิโกแซ็กคาไรด์ (FOS) โดยพื้นฐานแล้üเป็นโอลิโกแซ็กคาไรด์ของฟรุกโตÿที่มี

ปริมาณกลูโคÿเดี่ยüĀรือจับกับซูโครÿ และมีคüามĀüานมากกü่าซูโครÿ 0.4–0.6 เท่า (W. Li et 

al., 2023) โดย FOS เป็นโอลิโกแซ็กคาไรด์ที่ได้มาจากพืช ของโมโนเมอร์ฟรุกโตÿที่เช่ือมโยงกับ

กากน้ำตาลกลูโคÿÿ่üนปลายผ่านพันธะไกลโคซิดิก β (2-1) เพกตินเป็นโพลีแซ็กคาไรด์ผนังเซลล์

เชิงซ้อนที่ประกอบด้üยแกนĀลักของกรดกาแลคโตโรนิกโดยมีÿายโซ่ด้านข้างประกอบด้üยน้ำตาล

ที ่เป็นกลาง (อาราบิโนÿ กาแลคโตÿ ไซโลÿ และมานโนÿ) เชื ่อมต่อกันผ่านพันธะ α (1-4) 

(Zhang et al., 2022) 

ที่มา: (Deepa, n.d.) 
รูปที่ 2.8  โครงÿร้างของ Fructo-Oligosaccharide 
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



10 

 
 

2.4.9 Isomaltulose (IM) 
ไอโซมอลทูโลÿ (IM) เป็นไดแซ็กคาไรด์ที่มีýักยภาพในการทดแทนซูโครÿ เนื่องจากมี

คุณÿมบัติที่เป็นประโยชน์ เช่น มีคüามคงตัüÿูง  และมีýักยภาพในการเป็นพรีไบโอติก IM ได้มา

จากซูโครÿของเอนไซม์ โดยใช้กลูโคซิลทรานÿเฟอเรÿซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ผลิตโดยจุลินทรีย์Āลาย

ชนิด เช่น Protaminobacter rubrum, Serratia plymuthica, Klebsiella sp. และ Erwinia 

sp. (de Souza, Santos, et al., 2022) และยังพบได้ในกลุ่มพืช เช่น อ้อย Āัüบีท และน้ำผ้ึง 

และ IM ประกอบด้üย D-Glucoseและ D-fructose ที่เชื่อมต่อกันด้üยการเชื่อมโยง α-1,6-

glycosidic เป็นโครงÿร้างที ่มีเÿถียรภาพมากกü่าซูโครÿในÿภาüะ pH และอุณĀภูมิที ่ไม่

เอื้ออำนüย (de Souza, Almeida, et al., 2022) 

                 ทีม่า: (de Souza, Almeida, et al., 2022) 
รูปที่ 2.9  โครงÿร้างของ Isomaltulose 

2.4.10 Isomalt 
ไอโซมอลต์เป็นแอลกอฮอล์น้ำตาลผลึกที่ละลายน้ำได้ และประกอบด้üยไดแซ็กคาไรด์ 2 

ชนิด ได้แก่ 1-O-α-D-glucopyranosyl-D-mannitol (GPM) ไดไฮเดรต และ 6-O-α-D-

glucopyranosyl-D-sorbitol (GPS) (Kállai-Szabó et al., 2014) ซึ่งÿมบัติที่ÿำคัญของไอโซ

มอลต์คือคüามÿามารถในการไม่ดูดซับน้ำจนกü่าแอคติüิตีของน้ำจะถึงค่าที่ÿูงกü่า 0.85 ดังนั้นจึง

ถูกนำมาใช้ในลูกอมแข็งและÿารเคลือบเนื่องจากช่üยยืดอายุการเก็บของผลิตภัณฑ์ที่จัดเก็บ เมื่อ

ไอโซมอลต์ละลายในน้ำ ผลึกต้องการพลังงานน้อยมากในการละลาย (−39.36 J/g) และจาก

มุมมองทางเคมี ไอโซมอลต์ไม่มีกลุ่มÿุดท้ายรีดิüซ์ และยังคงคüามเÿถียรภายใต้การÿัมผัÿ pH 

เป็นเüลานาน ในช่üง 2–10 (Tavera-Quiroz et al., 2015) 
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ที่มา: (Selleck Chemicals LLC, n.d.) 
รูปที่ 2.10  โครงÿร้างของ Isomalt 

2.5   Freeze dry 
   Āมายถึง การทำใĀ้แĀ้งด้üยการแช่เยือกแข็ง โดยทำใĀ้น้ำที่อยู่ในเซลล์ซึ่งเป็นของเĀลüเปลี่ยน

ÿถานะเป็นของแข็งที่เป็นผลึกน้ำแข็งเล็กๆ ก่อน จากนั้นจะทำการลดคüามดันÿภาพแüดล้อมใĀ้ต่ำกü่า

บรรยากาýปกติ เพื่อใĀ้ผลึกน้ำแข็งÿามารถระเĀิด (Sublimation) กลายเป็นไอ โดยภายใต้อุณĀภูมิ

เท่ากับĀรือต่ำกü่า 0 °C จะทำใĀ้น้ำแข็งเกิดการระเĀิดที่คüามดัน 4.7 มิลลิเมตรปรอทĀรือต่ำกü่า (ÿุกิจ, 

ม.ป.ป.) 

ขั้นตอนการทำใĀ้แĀ้งแบบการแช่เยือกแข็งประกอบด้üย 3 ขั้นตอน ดังนี้  
1. การแช่เยือกแข็ง (Freezing) เป็นกระบüนการลดอุณĀภูมิของตัüอย่างใĀ้ต่ำกü่าจุดเยือก

แข็งอย่าง รüดเร็ü เพื ่อทำใĀ้น้ำที ่อยู ่ในตัüอย่างเกิดเป็นผลึกน้ำแข็งที ่มีขนาดเล็กและ

ÿม่ำเÿมอ กระจายตัüทั้งภายในและภายนอกเซลล์ แต่ถ้าใช้ระยะเüลาในการแช่เยือกแข็งนาน 

ผลึกน้ำแข็งที่เกิดข้ึนจะมีขนาดใĀญ่และเกิดบริเüณภายนอกเซลล์ ซึ่งจะไปดันใĀ้ผนังเซลล์เกิด

คüามเÿียĀาย โดยการแช่เยือกแข็งนิยมใช้ÿารใĀ้คüามเย็น ได้แก่ ไนโตรเจนเĀลü (-196 °C) 

Āรือคาร์บอนไดออกไซด์เĀลü (-78.5 °C)  
2. การทำแĀ้งขั้นปฐมภูมิ (Primary Drying) เป็นกระบüนการการลดปริมาณน้ำในตัüอย่าง

ด้üยการ ระเĀิดผลึกน้ำแข็งในเซลล์ใĀ้กลายเป็นไอด้üยการลดคüามดันบรรยากาýโดยรอบใĀ้

ต่ำกü่าจุดร่üมÿาม ในขั้นตอนนี้ประมาณ 95% ของน้ำในตัüอย่างจะถูกระเĀิด  
3. การทำแĀ้งขั้นทุติยภูมิ (Secondary Drying) เป็นการเพิ่มอุณĀภูมิในระบบใĀ้ÿูงขึ้นอย่าง

ช้าๆ เพื่อทำลายปฏิกิริยาทางเคมี-ฟิÿิกÿ์ใดๆ ที่เกิดขึ้นระĀü่างโมเลกุลของน้ำและตัüอยา่ง
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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และเพื่อดึงคüามชื้นที่ตกค้างอยู่ออกจากตัüอย่างภายĀลังการทำแĀ้งขั้นปฐมภูมิ  ซึ่งเมื่อ

ÿ้ินÿุดการทำงานปริมาณน้ำที่เĀลืออยู่ในตัüอย่างจะต่ำมากประมาณ 1- 4% (ดลฤดี, 2564) 

2.6  Spray dry 
   Āมายถึง การทำแĀ้งแบบพ่นฝอยทำได้โดยการละลาย ทำใĀ้เป็นอิมัลชัน ĀรือกระจายÿารĀลักใน

ตัüทำละลายĀรือในÿารละลายของüัÿดุพาĀะ จากนั้นüัÿดุจะถูกทำใĀ้กลายเป็นอนุภาคละเอียด แล้üพ่น

ไปยังĀ้องอบแĀ้งซึ่งจะมีไอร้อนจากแก๊ÿไล่คüามช้ืน ช่üยใĀ้ÿารทำละลายระเĀยจนได้เป็นอนุภาคของแข็ง

ท ี ่แĀ้ง จากนั ้นจึงนำไปแยกจากไอแก๊ÿแล้üรüบรüมโดยใช้แรงĀมุนเĀüี ่ยงจากไซโคลน  (BUCHI 

(Thailand), n.d.) 
ÿ่üนประกอบของ Spray Dry (รูปที่ 2.11) 
(1)+(2) การก่อตัüของĀยดÿาร: Āัüพ่นของเĀลüÿองทางÿำĀรับ S-300 
(3) การใĀ้คüามร้อน: ใĀ้คüามร้อนกับอากาýขาเข้าจนถึงอุณĀภูมิที่ต้องการ (ÿูงÿุด 250 °C) 
(4) ภาชนะทำแĀ้ง: แลกเปล่ียนคüามร้อนแบบเĀนี่ยüนำกันระĀü่างแก๊ÿไล่คüามช้ืนกับĀยดÿาร

ตัüอย่าง 
(5) การเก็บอนุภาคÿามารถทำได้ÿองที ่
(6) การเก็บอนุภาค: เทคโนโลยีไซโคลน 
(7) กรองขาออก: การรüบรüมอนุภาคที่ละเอียดที่ÿุดเพื่อปกป้องผู้ใช้และÿ่ิงแüดล้อม 
(8) ไล่คüามช้ืน: ผ่านทางเครื่องช่üยĀายใจ 

ที่มา: https://www.buchi.com/th/spray-drying 
รูปที่ 2.11 Āลักการทำงานของเครื่องทำแĀ้งแบบพ่นฝอย 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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โดยรูปร่างและโครงÿร้างอนุภาคĀลายประเภทÿามารถผลิตได้จากกระบüนการทำแĀ้งแบบพ่นฝอย 

ลักþณะÿัณฐานที่ได้จะมีทั้งแบบĀนาแน่น กลüง มีรูพรุน Āรือมีโครงÿร้างĀ่อĀุ้มเป็นรูปทรงกลม มีรอย

Āยัก ยุบĀดตัü Āรือเซโนÿเฟียร์ (คล้ายโดนัท) ตามกฎทั่üไปแล้ü การทำใĀ้แĀ้งช้าจะทำใĀ้อนุภาคมีขนาด

เล็กลง ในขณะที่การอบแĀ้งอย่างรüดเร็üทำใĀ้เกิดอนุภาคกลüง (BUCHI (Thailand), n.d.) 

 
ที่มา: https://www.buchi.com/th/spray-drying 

รูปที่ 2.12 รูปร่างและโครงÿร้างของอนุภาคที่ได้จากการทำแĀ้งแบบพ่นฝอย 

(1) อนุภาคของแข็ง (2) รูปทรงดาüเทียม (3) อนุภาคกลüง 
(4)  ทำใĀ้Āดตัü particle (5) เซโนÿเฟียร์ (6) อนุภาคที่ÿลายตัü 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 
 

 
 

บทที่ 3 
üิธีการดำเนินงานüิจัย 

3.1 เครื่องมือ 
3.1.1 กล้องจุลทรรýน์ ยี่Ā้อ Olympus รุ่น BX53 ประเทýญ่ีปุ่น 
3.1.2 เครื่องกรองน้ำ ยี่Ā้อ Merck Millipores รุน่ TANKPE060 ประเทýฝรั่งเýÿ 
3.1.3 เครื่องชั่งÿแตนเลÿ 2 แขน (ÿำĀรับ Balance) 
3.1.4 เครื่องชั่งÿาร 3 ตำแĀน่ง ยี่Ā้อ A&D รุ่น FX-500i ประเทýญ่ีปุ่น 
3.1.5 เครื่องชั่งÿาร 3 ตำแĀน่ง ยี่Ā้อ Mettler Toledo รุ่น MS603TS/00 ประเทý         

ÿüิตเซอร์แลนด์ 
3.1.6 เครื่องซีล ยี่Ā้อ Hualian รุน่ HVC-260T/1A ประเทýไทย  
3.1.7 เครื่องป่ันเĀü่ียงตะกอนเซลล์ ยี่Ā้อ Beckman รุ่น J-26S XPI ประเทýÿĀรัฐอเมรกิา 
3.1.8 เครื่องüัด pH meter ยี่Ā้อ Mettler Toledo รุ่น S220 ประเทýÿüิตเซอร์แลนด์ 
3.1.9 เครื่อง Fermenter 5 ลิตร Twin ยี่Ā้อ Sartorius stedim รุ่น 1310-ADC-5188-5S 

ประเทýเยอรมน ี
3.1.10 เครื่อง Freeze Dry ยี่Ā้อ Christ รุ่น Epsilon 2-100 LSC plus ประเทýเยอรมน ี
3.1.11 เครื่อง Spray Day ยี่Ā้อ Buchi รุ่น B-290 ประเทýไทย 
3.1.12 ตะเกียงบุนเÿน ยี่Ā้อ Integra รุ่น Fireboy eco  ประเทýÿüิตเซอร์แลนด ์
3.1.13 ตู้แช่แข็งคüบคุมอุณĀภูมิต่ำ -86 °C 
3.1.14 ตู้แช่ตัüอย่าง ยี่Ā้อ Z-COOL รุ่น ZCO-2DQ30 ประเทýไทย 
3.1.15 ตู้ดูดคüันไอÿารเคมี ยี่Ā้อ Flex lab รุ่น SH series ประเทýไทย 
3.1.16 ตู้อบลมร้อน ยี่Ā้อ memmert รุ่น UFE700 ประเทýเยอรมน ี
3.1.17 Āม้อนึ่งคüามดันไอ (Autoclave) ยี่Ā้อ Hirayama รุ่น HVE-50 ประเทýญ่ีปุ่น 
3.1.18 Biohazard safety cabinet class II ยี่Ā้อ Scanlaf รุ่น Mars 1500 ประเทýเดนมาร์ค 
3.1.19 Incubator ยี่Ā้อ memmert รุ่น IN-260 ประเทýเยอรมน ี

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.1.20 Micropipette ขนาด 20, 200, 1000 ไมโครลิตร และ 5 มิลลิลิตร ยี่Ā้อ Socorex รุ่น 

ACURA 825 ประเทýÿüิตเซอร์แลนด ์
3.1.21 Multichannel micropipettes ขนาด 20 และ 200 ไมโครลิตร ยี่Ā้อ Socorex รุ่น 

ACURA 855 ประเทýÿüิตเซอร์แลนด ์
3.1.22 Refractometer ยี่Ā้อ ATAGO รุ่น MASTER-50H ประเทýญ่ีปุ่น 
3.1.23 Vortex mixer ยี่Ā้อ Scientific Industries รุ่น G-560E ประเทýÿĀรัฐอเมริกา 
3.1.24 Water bath ยี่Ā้อ memmert รุ่น WNB29 ประเทýเยอรมน ี

3.2  อุปกรณ์ 
3.2.1 กระจกÿไลด์ 
3.2.2 กระบอกตüง 
3.2.3 อลูมิเนียมฟอยล์ 
3.2.4 ขüดป่ันเĀü่ียงเช้ือ ขนาด 250 มิลลิลิตร 
3.2.5 ขüด Duran ขนาด 100 และ 1000 มิลลิลิตร 
3.2.6 จานอาĀารเล้ียงเช้ือ 
3.2.7 ช้อนตักÿาร 
3.2.8 แท่งแก้üคนÿาร 
3.2.9 บีกเกอร ์
3.2.10 Āลอด vial 
3.2.11 Āลอด falcon ขนาด 50 มิลลิลิตร 
3.2.12 Anaerobic jar ขนาด 2.5 และ 3.5 ลิตร 
3.2.13 Gas pack ขนาด 2.5 และ 3.5 ลิตร 
3.2.14 Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 และ 2 มิลลิลิตร 
3.2.15 Microtube rack ขนาด 60 ช่อง 
3.2.16 Tip ขนาด 100, 1000 ไมโครลิตร และ 10 มิลลิลิตร 
3.2.17 Test tube stand (ที่üางĀลอดทดลอง) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.3  ÿารเคมีและอาĀารเลี้ยงเชื้อ 
3.3.1 Agar Technical Solidifying Agent ยี่Ā้อ Difco ประเทýฝรั่งเýÿ 
3.3.2 Ethanol 95% (C6H2O) 
3.3.3 Crystal violet (C25H30ClN3) ยี่Ā้อ Merck ประเทýเยอรมน ี
3.3.4 Di-Potassium hydrogen phosphate (K2HPO4) 
3.3.5 Di-Ammonium hydrogen citrate (C6H5O7(NH4)2H) ยี่Ā้อ PanReac AppliChem 

ประเทýÿĀรัฐอเมรกิา 
3.3.6 Fiberest resistant dextrin HF (C18H32O16) ยี่Ā้อ SAMYANG ประเทýเกาĀลีใต้ 
3.3.7 Fructo-oligosaccharide 
3.3.8 Glucose (C6H12O6) 
3.3.9 Glucose Syrup (C6H12O6) ยี่Ā้อปลาคราฟ ประเทýไทย 
3.3.10 Gum Arabic 
3.3.11 Inulin (C17H30O16) ยี่Ā้อ Fuji FF ประเทýไทย 
3.3.12 Iodine (I3K) ยี่Ā้อ Merck ประเทýเยอรมน ี
3.3.13 Isomalt (C12H24O11) 
3.3.14 Isomalto-oligosaccharide (C12H22O11) 
3.3.15 Isomaltulose (C12H22O11) ยี่Ā้อ Palatyne ประเทýไทย 
3.3.16 L-cysteine Base (C3H7NO2S) ประเทýจีน 
3.3.17 L-cysteine Hydrochloride Monohydrate (C3H7NO2S) ยี่Ā้อ TCI ประเทýญ่ีปุ่น 
3.3.18 Magnesium sulfate hydrated (MgSO4 · 7H2O) ยี่Ā้อ UNIVAR ประเทý

ÿĀรัฐอเมริกา 
3.3.19 Maltodextrin (C12H24O11) ยี่Ā้อ UNiFY ประเทýจีน 
3.3.20 Manganese (II) sulfate monohydrate, reagent grade, ACS (MnSO4 · H2O) 

ยี่Ā้อ Scharlau ประเทýÿเปน 
3.3.21 MRS broth ยี่Ā้อ Merck ประเทýเยอรมน ี
3.3.22 Peptone from casein ยี่Ā้อ CHEMRICH ประเทýไต้Āüัน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.3.23 Phosphoric acid 85% (H3PO4) ยี่Ā้อ RCI Lab scan ประเทýไทย 
3.3.24 Safranin (C20H19N4Cl) ยี่Ā้อ Merck ประเทýเยอรมน ี
3.3.25 Sodium acetate (CH3COONa) 
3.3.26 Sodium chloride 0.85% (NaCl) ยี่Ā้อ KEMAUS ประเทýออÿเตรเลีย 
3.3.27 Trehalose (C12H22O11) ยี่Ā้อ Unify ประเทýไทย. 
3.3.28 Tween-80 (C64H124O26) ยี่Ā้อ เคมีคอÿเมติกÿ์ประเทýไทย 
3.3.29 Yeast extract ยี่Ā้อ AMP ประเทýไทย 

3.4  เชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดÿอบ 
Lactobacillus paracasei TISTR 2593 

3.5  üิธีการทดลอง 
3.5.1 คัดเลือกชนิดÿารปกป้องเซลล์ที่เĀมาะÿมในกระบüนการทำแĀ้งÿำĀรับเชื้อ Lactobacillus 

paracasei TISTR 2593  
เลี้ยงเชื้อ L. paracasei TISTR 2593 ในถังĀมักขนาด 5 ลิตร ที่อุณĀภูมิ 37 °C ค่า pH 5.7 

คüามเร็üรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเüลา 16 ช่ัüโมง นำมาป่ันเĀü่ียงและล้างตะกอนเซลล์จำนüน 2 รอบ

ด้üย 0.85% (w/v) NaCl ที่คüามเร็üรอบ 14,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที และทำการแบ่งตัüอย่าง

ออกเป็น 10 ชุด เพื่อนำมาผÿมกับÿารปกป้องทั้ง 10 ชนิด ได้แก่ Glucose Syrup, Gum Arabic, FRD, 

Trehalose, IMO, Inulin, Maltodextrin, FOS, IM และ Isomalt ที่คüามเข้มข้น 15% (w/w)  ใน

อัตราÿ่üนน้ำĀนักเชื้อเปียกต่อน้ำĀนักÿารปกป้องเซลล์ (1:1) และทำการดึงเก็บตัüอย่างเพื่อนับปรมิาณ

เช้ือที่มีชีüิตก่อนทำแĀ้ง และนำตัüอย่างĀลังผÿมที่ได้ทั้งĀมดมาทำแĀ้งด้üยกระบüนการแช่เยือกแข็ง เป็น

เüลา 48 ชั่üโมง จากนั้นแบ่งตัüอย่างĀลังทำแĀ้งบางÿ่üนมานับปริมาณเชื้อĀลังทำแĀ้ง  และทำการ

แบ่งตัüอย่างออกเป็น 2 ชุด เพื่อýึกþาอัตราการอยู่รอดในการเก็บรักþาที่อุณĀภูมิ 4° C และ 25° C  ที่

ระยะเüลา 0, 15, 30 และ 45 üัน  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.5.2  ýึกþาคüามเข้มข้นของÿารปกป้องเซลล์ที ่เĀมาะÿมในกระบüนการทำแĀ้งÿำĀรับเชื้อ 

Lactobacillus paracasei TISTR 2593 
เลี้ยงเชื้อ L. paracasei TISTR 2593 ในถังĀมักขนาด 5 ลิตร ที่อุณĀภูมิ 37 °C ค่า pH 5.7 

คüามเร็üรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเüลา 16 ช่ัüโมง จากนั้นนำมาป่ันเĀü่ียงและล้างตะกอนเซลล์จำนüน 

2 รอบด้üย 0.85% (w/v) NaCl ที่คüามเร็üรอบ 14,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที และทำการแบ่งตัüอย่าง

ออกเป็น 10 ชุด ÿำĀรับผÿมÿารปกป้องเซลล์ที ่คüามเข้มข้นต่างๆ โดยคัดเลือกÿารปกป้องเซลล์ท ี่มี

ประÿิทธิภาพในการปกป้องเซลล์จากกระบüนการทำแĀ้งได้ดีที่ÿุด 2 ชนิด จากการทดลองที่ 3.5.1 นำมา

ผÿมที่คüามเข้มข้น 5, 10, 15, 20 และ 25% (w/w)  ในอัตราÿ่üนน้ำĀนักเช้ือเปียกต่อน้ำĀนักÿารปกป้อง

เซลล์ (1:1) และทำการดึงเก็บตัüอย่างเพื่อนับปริมาณเช้ือที่มีชีüิตก่อนทำแĀ้ง และนำตัüอย่างĀลังผÿมที่ได้

ทั้งĀมดมาทำแĀ้งด้üยกระบüนการแช่เยือกแข็ง เป็นเüลา 48 ชั่üโมง จากนั้นแบ่งตัüอย่างĀลังทำแĀ้ง

บางÿ่üนมานับปริมาณเช้ือĀลังทำแĀ้ง  และทำการแบ่งตัüอย่างออกเป็น 2 ชุด เพื่อýึกþาอัตราการอยู่รอด

ในการเก็บรักþาที่อุณĀภูมิ 4 °C และ 25 °C  ที่ระยะเüลา 0, 15, 30 และ 45 üัน  

3.5.3  ýึกþาอัตราÿ่üนของเชื้อต่อÿารปกป้องเซลล์ที่เĀมาะÿมในกระบüนการทำแĀ้งÿำĀรับเชื้อ 

Lactobacillus paracasei TISTR 2593 
เลี้ยงเชื้อ L. paracasei TISTR 2593 ในถังĀมักขนาด 5 ลิตร ที่อุณĀภูมิ 37 °C ค่า pH 5.7 

คüามเร็üรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเüลา 16 ช่ัüโมง จากนั้นนำมาป่ันเĀü่ียงและล้างตะกอนเซลล์จำนüน 

2 รอบด้üย 0.85% (w/v) NaCl ที่คüามเร็üรอบ 14,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที และทำการแบ่งตัüอย่าง

ออกเป็น 6 ชุด ÿำĀรับผÿมÿารปกป้องเซลล์ที่อัตราÿ่üนต่างๆ โดยคัดเลือกคüามเข้มข้นที่มีประÿิทธิภาพ

ในการปกป้องเซลล์จากกระบüนการทำแĀ้งได้ดีที่ÿุด จากการทดลองที่ 3.5.2 นำมาผÿมในอัตราÿ่üน

น้ำĀนักเชื้อเปียกต่อน้ำĀนักÿารปกป้องเซลล์ คือ 1.0:0.5, 1.0:1.0 และ1.0:2.0  และทำการดึงเก็บ

ตัüอย่างเพื่อนับปริมาณเชื้อที ่มีชีüิตก่อนทำแĀ้ง และนำตัüอย่างĀลังผÿมที่ได้ทั้งĀมดมาทำแĀ้งด้üย

กระบüนการแช่เยือกแข็ง เป็นเüลา 48 ช่ัüโมง จากนั้นแบ่งตัüอย่างĀลังทำแĀ้งบางÿ่üนมานับปริมาณเช้ือ

ĀลังทำแĀ้ง  และทำการแบ่งตัüอย่างออกเป็น 2 ชุด เพื ่อýึกþาอัตราการอยู่รอดในการเก็บรักþาที่

อุณĀภูมิ 4 °C และ 25 °C  ที่ระยะเüลา 0, 15, 30 และ 45 üัน  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.5.4  ý ึกþาอุณĀภูมิท ี ่ เĀมาะÿมในกระบüนการแช่เยือกแข็งÿำĀรับเชื ้อ Lactobacillus 

paracasei TISTR 2593  
เลี้ยงเชื้อ L. paracasei TISTR 2593 ในถังĀมักขนาด 5 ลิตร ที่อุณĀภูมิ 37 °C ค่า pH 5.7 

คüามเร็üรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเüลา 16 ช่ัüโมง จากนั้นนำมาป่ันเĀü่ียงและล้างตะกอนเซลล์จำนüน 

2 รอบด้üย 0.85% (w/v) NaCl ที่คüามเร็üรอบ 14,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที และทำการแบ่งตัüอย่าง

ออกเป็น 6 ชุด ÿำĀรับผÿมÿารปกป้องเซลล์ที่อุณĀภูมิต่างๆ โดยคัดเลือกอัตราÿ่üนที่มีประÿิทธิภาพใน

การปกป้องเซลล์จากกระบüนการทำแĀ้งได้ดีที่ÿุด จากการทดลองที่ 3.5.3 โดยทำการแช่งแข็งที่อุณĀภูมิ  

-20, -40 และ -80 °C  จากนั้นทำการดึงเก็บตัüอย่างเพื่อนับปริมาณเชื้อที่มีชีüิตก่อนทำแĀ้ง และนำ

ตัüอย่างĀลังผÿมที่ได้ทั้งĀมดมาทำแĀ้งด้üยกระบüนการแช่เยือกแข็ง เป็นเüลา 48 ช่ัüโมง จากนั้นแบ่งตัü

อย่างĀลังทำแĀ้งบางÿ่üนมานับปริมาณเช้ือĀลังทำแĀ้ง  และทำการแบ่งตัüอย่างออกเป็น 2 ชุด เพื่อýึกþา

อัตราการอยู่รอดในการเก็บรักþาที่อุณĀภูมิ 4 °C และ 25 °C  ที่ระยะเüลา 0, 15, 30 และ 45 üัน  

3.5.5  ýึกþาüิธีการทำแĀ้งที่เĀมาะÿมÿำĀรับเชื้อ Lactobacillus paracasei TISTR 2593 
เลี้ยงเชื้อ L. paracasei TISTR 2593 ในถังĀมักขนาด 5 ลิตร ที่อุณĀภูมิ 37 °C ค่า pH 5.7 

คüามเร็üรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเüลา 16 ช่ัüโมง จากนั้นนำมาป่ันเĀü่ียงและล้างตะกอนเซลล์จำนüน 

2 รอบด้üย 0.85% (w/v) NaCl ที่คüามเร็üรอบ 14,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที และทำการแบ่งตัüอย่าง

ออกเป็น 2 ชุด ÿำĀรับผÿมÿารปกป้องเซลล์ โดยคัดเลือกอุณĀภูมิที่มีประÿิทธิภาพในการปกป้องเซลล์

จากกระบüนการทำแĀ้งได้ดีที่ÿุด จากการทดลองที่ 3.5.4  โดยชุดที่ 1 จะทำการทดÿอบการýึกþาüิธีการ

แช่เยือกแข็ง แบ่งออกเป็น 3 ชุดย่อย โดยชุดที่ 1.1  จะýึกþาที่อุณĀภูมิ 37 °C (อ้างอิง ICPIM) ชุดที่ 1.2 

ที่อุณĀภูมิ 30 °C และชุดที่ 1.3 ที่อุณĀภูมิ 15 °C ที่ Vacuum 0.001 mbar เป็นเüลา 48 ช่ัüโมง และใน

แต่ละชุดจะทำการดึงเก็บตัüอย่างก่อนเพื่อนับปริมาณเช้ือที่มีชีüิตก่อนทำแĀ้ง จากนั้นแบ่งตัüอย่างĀลังทำ

แĀ้งบางÿ่üนมานับปริมาณเช้ือĀลังทำแĀ้ง   
ชุดที่ 2 ทำการทดÿอบการýึกþาüิธีการทำแĀ้งแบบพ่นฝอย แบ่งออกเป็น 2 ชุดย่อย โดยชุดที่ 2.1  

จะýึกþาค่า Inlet 170 °C flow rate 20-25 และ Outlet 80-85 °C (Teanpaisan et al., 2012, 

Gardiner et al., 2000, Luangthongkam et al., 2021) และชุดที่ 2.1 ที่ค่า Inlet 140 °C flow rate 

25 และ Outlet 74-76 °C (Tao et al., 2019) จากนั้นแบ่งตัüอย่างĀลังทำแĀ้งบางÿ่üนมานับปริมาณ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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เช้ือĀลังทำแĀ้ง  และทั้ง 2 ÿภาüะจะทำการแบ่งตัüอย่างออกเป็น 2 ชุด เพื่อýึกþาอัตราการอยู่รอดในการ

เก็บรักþาที่อุณĀภูมิ 4 °C และ 25 °C  ที่ระยะเüลา 0, 15, 30 และ 45 üัน  

3.5.6 ýึกþาอิทธิพลของระยะเüลาการแช่แข็งที่มีผลต่อการอยู่รอดของเชื้อ Lactobacillus 

paracasei TISTR 2593 
Āลังจากการทดลองที่ 3.5.4 ทำการผÿมÿารปกป้องเซลล์ จะแบ่งตัüอย่างออกมาเป็น 3 ชุด ชุด

ละ 5 ซ้ำ และนำไปแช่แข็งที่อุณĀภูมิ -20, -40 และ -80 °C  ตรüจÿอบอัตราการอยู่รอดทุกๆ 5 üัน เป็น

เüลา 20 üัน  

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 
 

บทที่ 4 
ผลการüิจัยและการอภิปรายผล 

4.1  การคัดเลือกชนิดÿารปกป้องเซลล์ที่เĀมาะÿมในกระบüนการทำแĀ้งÿำĀรับเชื้อ 

Lactobacillus paracasei TISTR 2593  
จากการทดลองการýึกþาชนิดของÿารปกป้องเซลล์ÿำĀรับเช้ือ L. paracasei TISTR 2593 ทั้งĀมด 

10 ชนิด พบü่าÿารชนิด Trehalose มีอัตราการอยู่รอดของเช้ือÿูงเท่ากับ 34.38% รองลงมาคือÿารชนิด 

IMO, FOS, Isomaltulose และ Isomalt มีอัตราการอยู่รอดของเช้ือเท่ากับ 14.71%, 14.24%, 16.08% 

และ 14.58 % ดังตารางที่ 4.1 โดยÿารแต่ละชนิดĀลังทำใĀ้เป็นผง มีลักþะเป็นผงละเอียด  ไม่มีการจับตัü

เป็นก้อน ยกเü้นÿาร 2 ชนิดนี้คือ Isomaltulose และ Isomalt ที่ยังพบปัญĀา เนื่องจากÿารทั้ง 2 ชนิด มี

ลักþณะจับตัüเป็นก้อนและมีการช้ืน อาจจะเกิดจากที่ÿารมีการดูดคüามช้ืนกลับ เมื่อทิ้งไü้ที่อุณĀภูมิĀ้อง 

ซึ่งทำใĀ้ยากต่อการนำไปใช้งาน และÿ่งผลต่อการผลิตผลิตภัณฑ์ในอนาคต แตกต่างจากÿารชนิดอื่นที่ยังมี

ลักþณะเป็นผง ไม่มีการจับตัüกันเป็นก้อน ดังรูปที่ 4.1  

ตารางที่ 4.1 แÿดงปริมาณเชื้อ L. paracasei TISTR 2593 ก่อน-ĀลังทำแĀ้ง และอัตราการอยู่รอดของ

เช้ือĀลังการทำแĀ้ง 

ÿารปกป้องเซลล์ 
ปริมาณเชื้อก่อนทำแĀ้ง 

(CFU/g) 
ปริมาณเชื้อĀลังทำแĀ้ง 

(CFU/g) 
อัตราการอยู่รอด 

(%) 
Glucose Syrup 6.79 x 1010 5.42 x 109 7.98c 

Gum Arabic 1.24 x 1011 2.75 x 107 0.02d 

FRD 6.49 x 1010 5.42 x 109 8.35c 

Trehalose 7.27 x 1010 2.50 x 1010 34.38a 

IMO 9.23 x 1010 1.36 x 1010 14.71b 

Inulin 9.16 x 1010 4.50 x 109 4.91cd 

Maltodextrin 1.65 x 1011 3.75 x 108 0.23d 

FOS 7.43 x 1010 1.06 x 1010 14.24b 

Isomaltulose 1.09 x 1011 1.75 x 1010 16.08b 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ĀมายเĀตุ : a-b Āมายถึง ค่าเฉล่ียที่มีตัüอักþรต่างกันตามแนüตั้ง โดยแÿดงถึงคüามแตกต่างกันอย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติ (p≤0.05) 

รูปที่ 4.1 แÿดงลักþณะของÿารปกป้องเซลล์ทั้ง 10 ชนิด ĀลังทำใĀ้เป็นผง   

จากการติดตามอัตราการอยู่รอดเชื้อ L. paracasei TISTR 2593 ในÿารปกป้องเซลล์ทั้ง 10 

ชนิด ที่อุณĀภูมิ 4 และ 25 °C เป็นระยะเüลา 45 üัน พบü่าปริมาณเช้ือที่อุณĀภูมิ 4 °C มีค่าแนüโน้มคงที่ 

ยกเü้นÿารชนิดกัมอะราบิก เพราะÿารชนิดนี้มีการจับตัüเป็นก้อน ละลายได้ยาก อาจจะÿ่งผลต่อการผÿม

ÿารกับเชื้อทำใĀ้เกิดการผÿมที่ไม่ค่อยดี ซึ่งอัตราการอยู่รอดในüันที่ 45 ในแต่ละÿารมีอัตราการอยู่รอด

ลดลงเĀลือเท่ากับ 3.07%, 0.01%, 6.68%, 10.77%, 11.92%, 1.49%, 0.04%, 8.63%, 5.74% และ

2.92% ตามลำดับ ซึ่งจะเĀ็นได้ü่าÿารแต่ละชนิดมีปริมาณเช้ือที่ÿูง ในüันที่ 0 ถึงüันที่ 45  ดังรูปที่ 4.2 

แตกต่างจากการเก็บรักþาอุณĀภูมิที่ 25 °C จะเĀ็นได้ü่าปริมาณเชื้อในüันที ่ 0 ถึงüันที่ 45 มีที่มีค่า

แนüโน้มลดลงอย่างชัดเจน ดังรูปที่ 4.3  เĀ็นได้ชัดü่าÿารที่ÿามารถปกป้องเซลล์ได้ดีคือ Trehalose และ 

IMO มีอัตราการอยู่รอดที่ 0.07% และ 0.04% แตกต่างจากÿารชนิดอื่นที่มีอัตราการอยู่รอดที่ 0.01-

0.00%  ซึ่งผลการทดลองÿอดคล้องกับการýึกþาของ Zayed และ Roos  ที่พบü่าทรีฮาโลÿใĀ้อัตราการ

รอดชีüิตอย่างน้อย 34% เมื่อเทียบกับÿารปกป้องเซลล์ชนิดอื่นๆ (Zayed & Roos, 2004) และ Giulio 

และคณะ ยังตรüจพบü่า Trehalose ในกระบüนการแช่เยือกแข็ง มีประÿิทธิภาพÿูงในการปกป้องเซลล์

Isomalt 1.66 x 1011 2.42 x 1010 14.58b 

 Glucose Syrup Gum Arabic     FRD     Trehalose    IMO  

  Inulin    Maltodextrin     FOS    Isomaltulose  Isomalt  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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เนื่องจาก Trehalose เป็นน้ำตาลที่เÿถียรที่ÿุดและยังไม่เกิดปฏิกิริยากับโปรตีนและÿารชีüโมเลกุลที่

เกิดปฏิกิริยาอื่นๆ (Giulio et al., 2005) 

รูปที่ 4.2 กราฟแÿดงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างคüามเข้มข้นเซลล์ในÿารปกป้องเซลล์ชนิดต่างๆ (CFU/g) กับ

ระยะเüลาการเก็บรักþา (üัน) ที่อุณĀภูมิ 4 °C 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.3 กราฟแÿดงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างคüามเข้มข้นเซลล์ในÿารปกป้องเซลล์ชนิดต่างๆ (CFU/g) กับ

ระยะเüลาการเก็บรักþา (üัน) ที่อุณĀภูมิ 25 °C  
 

4.2  การýึกþาคüามเข้มข้นของÿารปกป้องเซลล์ที่เĀมาะÿมในกระบüนการทำแĀ้งÿำĀรับ

เชื้อ Lactobacillus paracasei TISTR 2593  
จากการýึกþาคüามเข้มข้นของÿารปกป้องเซลล์ที่เĀมาะÿมในกระบüนการทำแĀ้งÿำĀรับเช้ือ L. 

paracasei TISTR 2593 โดยÿารที่ได้รับการคัดเลือกคือ Trehalose และ IMO ที่คüามเข้มข้น 5-

25% พบü่า Trehalose และ IMO ที่คüามเข้มข้น 15% (w/w) มีอัตราการอยู่รอดเท่ากับ 85.57% 

และ 65.63% ดังตารางที่ 4.2 และตัüอย่างĀลังทำใĀ้เป็นผง Āลังบดมีผงÿีขาü ละเอียด ไม่จับตัüเป็น

ก้อน แต่Āลังจาก 15 üัน พบü่าการใช้ÿารชนิด IMO ที่คüามเข้มข้น 20% และ 25% ที่อุณĀภูมิ 25 

°C มีลักþณะเป็นก้อน เนื่องจากÿารมีแนüโน้มที่จะชื้นได้ง่าย ทำใĀ้ยากต่อการใช้งาน และอาจจะ

ÿ่งผลต่อผลิตภัณฑ์Āากมีการนำไปใช้  

ตารางที่ 4.2 แÿดงปริมาณเชื้อ L. paracasei TISTR 2593 ก่อน-ĀลังทำแĀ้ง และอัตราการอยู่รอด

ของเช้ือĀลังการทำแĀ้ง 

ÿารปกป้องเซลล์ คüามเข้มข้น 
ปริมาณเชื้อก่อนทำ

แĀ้ง 
(CFU/g) 

ปริมาณเชื้อĀลังทำ

แĀ้ง 
(CFU/g) 

อัตราการอยู่

รอด 
(%) 

Trehalose 

5 4.82 x 1010 4.42 x 108 0.92d 

10 4.78 x 1010 4.25 x 109 8.89d 

15 2.01 x 1010 1.72 x 1010 85.57a 

20 1.59 x 1010 8.83 x 109 55.40bc 

25 2.00 x 1010 1.02 x 1010 50.89bc 

IMO 

5 4.38 x 1010 3.67 x 109 8.37d 

10 2.34 x 1011 5.92 x 109 2.53d 

15 2.11 x 1010 1.38 x 1010 65.63ab 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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   ĀมายเĀตุ : a-b Āมายถึง ค่าเฉล่ียที่มีตัüอักþรต่างกันตามแนüตั้ง โดยแÿดงถึงคüามแตกต่างกันอย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติ (p≤0.05) 

รูปที่ 4.4 แÿดงลักþณะของÿารปกป้องเซลล์ทั้ง 2 ชนิด ที่คüามเข้มข้น 5-25% ĀลังทำใĀ้เป็นผง   
 

 จากการติดตามค่าแนüโน้มผลอัตราการอยู่รอดเช้ือ L. paracasei TISTR 2593 ที่คüามเข้มข้น 

5%, 10%, 15%, 20% และ 25% พบü่าปริมาณเช้ือüันที่ 0-45 ที่อุณĀภูมิ 4 °C มีค่าแนüโน้มคงที่ในแต่

ละคüามเข้มข้น ดังรูปที่ 4.6 โดยอัตราการอยู่รอดของÿารชนิด Trehalose ในüันที่ 45 มีค่าเท่ากับ 

0.14%, 1.73%, 27.00%, 17.77% และ 16.69% ตามลำดับ และ IMO มีอัตราการอยู่รอดเท ่ากับ 

1.22%, 1.60%, 17.40%, 12.39% และ17.87% ตามลำดับ จะเĀ็นได้ü่าÿารทั้ง 2 ชนิด ที่คüามเข้มข้น 

15% ใĀ้อัตราการอยู่รอดที่ÿูงกü่าคüามเข้มข้นอื่นๆ และเมื่อนำมาเปรียบเทียบกับอุณĀภูมิที่ 25 °C จะ

เĀ็นได้ชัดü่าค่าแนüโน้มแต่ละคüามเข้มข้นมีปริมาณเช้ือที่ลดลงอย่างชัดเจน ดังรูปที่ 4.7 และ Trehalose 

ในüันที่ 45 ที่คüามเข้มข้น 15% มีอัตราการอยู่รอดเท่ากับ 0.02 % เมื่อเปรียบเทียบกับคüามเข้มข้นอื่นๆ 

ที่มีค่าเท่ากับ 0.00% และในÿ่üนของ IMO มีค่าอัตราการอยู่รอดเท่ากับ 0.00% ในทุกคüามเข้มข้น  ซึ่ง

การýึกþาอื่นก็พบผลการทดลองในลักþณะเช่นเดียüกันคือ น้ำตาลที่มีขนาดเล็กโดยทั่üไปจะเĀมาะÿมกü่า

ÿำĀรับปฏิกิริยาระĀü่างโมเลกุล (เช่น พันธะไฮโดรเจน) และการรีดักชัน ในขณะที่น้ำตาลที่มีขนาดใĀญ่

20 1.61 x 1010 9.58 x 109 59.37bc 

25 1.68 x 1010 6.58 x 109 39.21c 

Trehalose 5%   Trehalose 10%   Trehalose 15%    Trehalose 20%    Trehalose 25%   

 IMO 5% IMO 10%   IMO 15%   IMO 20%   IMO 25% 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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กü่า (เช่น โอลิโกแซ็กคาไรด์) จะเĀมาะÿำĀรับการทำใĀ้เป็นผลึกแก้ü (vitrification) ดังนั้นน้ำตาลที่

ค่อนข้างเล็ก (เช่น ไดแซ็กคาไรด์) เช่น ทรีฮาโลÿอาจเĀมาะÿมในการรักþาเÿถียรภาพของโปรตีนภายใต้

ÿภาüะการทำแĀ้งแบบเยือกแข็ง โดย Trehalose ถูกนำมาใช้ในการผÿมผÿานการป้องกันในการýึกþา

ก่อนĀน้านี้จำนüนมากเนื่องจากมีÿาเĀตุมาจากผลการป้องกันที่ดีเยี่ยม (Chin et al., 2021) และการเพิ่ม

คüามเข้มข้นของ Trehalose ถึง 20% และ 25% ไม่ได้ทำใĀ้มีคุณÿมบัติเพิ่มเติม ซึ่งคüามเข้มข้นของ

Trehalose ที่ÿูงอาจนำไปÿู่การตกผลึกได้ และอาจจะทำใĀ้เกิดการแยกตัüระĀü่างของการแช่แข็งได้ 

(Muhoza et al., 2020) 
 

รูปที่ 4.5 กราฟแÿดงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างคüามเข้มข้นเซลล์ในÿารปกป้องเซลล์ ที่คüามเข้มข้นต่างๆ 

(CFU/g) กับระยะเüลาการเก็บรักþา (üัน) ที่อุณĀภูมิ 4 °C  
 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.6 กราฟแÿดงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างคüามเข้มข้นเซลล์เซลล์ในÿารปกป้องเซลล์ ที่คüามเข้มข้นต่างๆ 

(CFU/g) กับระยะเüลาการเก็บรักþา (üัน) ที่อุณĀภูมิ 25 °C  
 

4.3  การýึกþาอัตราÿ่üนของเชื้อต่อÿารปกป้องเซลล์ที่เĀมาะÿมในกระบüนการทำแĀ้ง

ÿำĀรับเชื้อ Lactobacillus paracasei TISTR 2593  
จากการýึกþาอัตราÿ่üนของÿารปกป้องเซลล์ที่เĀมาะÿมในกระบüนการทำแĀ้งÿำĀรับเช้ือ  

L. paracasei TISTR 2593 ที่อัตราÿ่üนน้ำĀนักเช้ือเปียกต่อน้ำĀนักÿารปกป้องเซลล์ คือ 1:0.5, 1:1 และ 

1:2 พบü่า Trehalose และ IMO ที่อัตราÿ่üน 1:0.5 มีอัตราการอยู่รอดÿูงÿุดÿุดคือ 22.65% และ 79.33 

% แต่เมื่อพิจารณาถึงต้นทุนของอัตราÿ่üนที่ 1:0.5 จะพบü่ามีต้นทุนที่ÿูงกü่าอัตราÿ่üนอื่นๆ ซึ่งที่ 1:0.5 มี

ต้นทุนต่อกิโลกรัมเท่ากับ 5,775 บาท และ 5,575 บาท เมื่อเทียบกับอัตราÿ่üน 1:1 ที่มีต้นทุนต่อกิโลกรัม 

เท่ากับ 3,018 บาท และ 2,818 บาท และมีอัตราการอยู่รอดเท่ากับ 18.71% และ 55.62% ดังตารางที่ 

4.3 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.3 แÿดงปริมาณเช้ือ L. paracasei TISTR 2593 ก่อน-ĀลังทำแĀ้ง และอัตราการอยู่รอดของเช้ือĀลังการทำแĀ้ง 

  

ĀมายเĀตุ : ต้นทุนประเมินเฉพาะค่าอาĀารเล้ียงเช้ือเท่าน้ัน 
                           : a-b Āมายถึง ค่าเฉล่ียที่มีตัüอักþรต่างกันตามแนüตั้ง โดยแÿดงถึงคüามแตกต่างกันอย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติ (p≤0.05) 
 

 

 

  

ÿารปกป้องเซลล์ อัตราÿ่üน 
ปริมาณเชื้อก่อนแช่แข็ง 

(CFU/g) 
ปริมาณเชื้อĀลังทำแĀ้ง 

(CFU/g) 
อัตราการอยู่รอด 

(%) 
ต้นทุนต่อกิโลกรัม 

(บาท) 

Trehalose 

1:0.5 1.32 x 1011 3.00 x 1010 22.65b 5,775 

1:1 9.71 x 1010 1.82 x 1010 18.71b 3,018 

1:2 3.14 x 1010 5.83 x 109 18.57b 1,639 

IMO 

1:0.5 4.83 x 1010 3.83 x 1010 79.33a 5,575 

1:1 5.69 x 1010 3.17 x 1010 55.62a 2,818 

1:2 2.06 x 1010 1.34 x 1010 65.19a 1,439 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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จากการติดตามผลค่าแนüโน้มอัตราการอยู่รอดเชื้อ L. paracasei TISTR 2593 ที่อัตราÿ่üน 

1:0.5, 1:1 และ 1:2 พบü่าปริมาณเชื้อที่อุณĀภูมิ 4 °C ทุกอัตราÿ่üนมีค่าแนüโน้มคงที่ ดังรูปที่ 4.7 โดย

อัตราการอยู่รอดของÿารชนิด Trehalose ที่ 45 üัน มีอัตราการอยู่รอดเท่ากับ10.57%, 9.61% และ 

10.35% ตามลำดับ และ IMO มีอัตราการอยู่รอดเท่ากับ 23.63%, 18.15% และ 14.17% ตามลำดับ  
เมื่อเปรียบเทียบกับอุณĀภูมิที่ 25 °C จะพบü่าปริมาณเชื้อมีแนüโน้มที่ลดลง ดังรูปที่ 4.8  และ

เĀ็นได้ü่าÿารชนิด IMO ที่อัตราÿ่üน 1:2 ในüันที่ 45 มีปริมาณเชื้อลดลงอย่างมากเมื่อเปรียบเทียบกับ

อัตราÿ่üนอื่นๆ และจากกราฟที่ 4.8 จะเĀ็นได้ü่าÿารชนิด Trehalose ในอัตราÿ่üนต่างๆ ปริมาณเช้ือที่ÿูง

แตกต่างจากÿารชนิด IMO ที่มีปริมาณเชื้อลดลง ยกเü้นในอัตราÿ่üน 1:0.5 ที่พบü่ามีปริมาณเชื้อÿูง

เทียบเท่า Trehalose  

รูปที่ 4.7 กราฟแÿดงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างคüามเข้มข้นเซลล์ในÿารปกป้องเซลล์ ที่อัตราÿ่üนต่างๆ 

(CFU/g) กับระยะเüลาการเก็บรักþา (üัน) ที่อุณĀภูมิ 4 °C  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.8 กราฟแÿดงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างคüามเข้มข้นเซลล์ในÿารปกป้องเซลล์ ที่อัตราÿ่üนต่างๆ 

(CFU/g) กับระยะเüลาการเก็บรักþา (üัน) ที่อุณĀภูมิ 25 °C 
 

4.4  การýึกþาอุณĀภูมิที่เĀมาะÿมในกระบüนการทำแĀ้งÿำĀรับเชื้อ Lactobacillus 

paracasei TISTR 2593  
จากการýึกþาอุณĀภูมิที่เĀมาะÿมในกระบüนการทำแĀ้งÿำĀรับเช้ือ L. paracasei TISTR 2593 ที่

อุณĀภูมิ -20 °C, -40 °C และ -80 °C พบü่าที่อุณĀภูมิ -80 °C ของ Trehalose มีอัตราการอยู่รอดÿูง

ที่ÿุดคือ 62.50% ดังตารางที่ 4.4 และĀลังทำใĀ้เป็นผงจะพบü่า Trehalose เป็นผงละเอียด ไม่จับตัüเป็น

ก้อน ÿ่üน IMO มีลักþณะการจับตัüกันเป็นก้อน ที่อาจจะเกิดจากการที่ÿารมีการดูดคüามช้ืนกลับ ซึ่งจะ

ÿ่งผลต่อการใช้งาน ดังรูปที่ 4.9

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.4 แÿดงปริมาณเช้ือ L. paracasei TISTR 2593 ก่อน-ĀลังทำแĀ้ง และอัตราการอยู่

รอดของเช้ือĀลังการทำแĀ้ง 

ĀมายเĀตุ : a-b Āมายถึง ค่าเฉล่ียที่มีตัüอักþรต่างกันตามแนüตั้ง โดยแÿดงถึงคüามแตกต่างกันอย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติ (p≤0.05) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.9 แÿดงลักþณะของÿารปกป้องเซลล์ทั้ง 2 ชนิด ที่อุณĀภูมิต่างๆ ĀลังทำใĀ้เป็นผง 

 

ÿารปกป้องเซลล์ อุณĀภูมิ 
ปริมาณเชื้อก่อนทำ

แĀ้ง 
(CFU/g) 

ปริมาณเชื้อĀลังทำ

แĀ้ง 
(CFU/g) 

อัตราการอยู่รอด 
(%) 

Trehalose 

-20 3.33 x 1010 9.42 x 109 28.25c 

-40 3.33 x 1010 1.48 x 1010 44.25b 

-80 3.33 x 1010 2.08 x 1010 62.50a 

IMO 

-20 8.80 x 1010 1.13 x 1010 12.88c 

-40 8.80 x 1010 1.47 x 1010 16.66c 

-80 8.80 x 1010 1.60 x 1010 18.18c 

  Trehalose ที่ -20 °C      Trehalose ที่ -40 °C      Trehalose ที่ -80 °C  

IMO ที่ -20 °C  IMO ที่ -40 °C  IMO ที่ -80 °C 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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จากการติดตามผลค่าแนüโน้มของอัตราการอยู ่รอดของเชื้อ L. paracasei TISTR 2593 ที่

อุณĀภูมิ -20 °C, -40 °C และ -80 °C พบü่าปริมาณเชื้อที่อุณĀภูมิการเก็บรักþา 4 °C ทุกอุณĀภูมิมีค่า

แนüโน้มคงที่ ดังรูปที่ 4.14 โดยอัตราการอยู่รอดของÿารชนิด Trehalose ที่ 45 üัน มีอัตราการอยู่รอด

เท่ากับ  26.00%, 31.75% และ 38.25% ตามลำดับ และ IMO มีอัตราการอยู่รอดเท่ากับ 11.64%, 

17.51% และ 21.78% ตามลำดับ  
เมื่อเปรียบเทียบกับการเก็บรักþาที่อุณĀภูมิ 25 °C พบü่าการแช่แข็งทุกอุณĀภูมิมีปริมาณเช้ือ

แนüโน้มที่ลดลง และจากการตรüจนับปริมาณเชื้อ ปรากฏü่าตัüอย่างที่ระดับการเจือจาง 10-1 ของÿาร

ชนิด IMO ที่อุณĀภูมิ -20 °C และ -40 °C ในüันที่ 30 ไม่พบการเจริญของเชื้อ ÿ่üนอุณĀภูมิ -80 °C ไม่

พบการเจริญของเชื้อในüันที่ 45 ซึ่งบ่งบอกได้ü่าเชื้อ L. paracasei TISTR 2593 ไม่ÿามารถอยู่รอด

ภายใต้ÿภาüะดังกล่าüได้ และในÿ่üนของ Trehalose ยังคงพบอัตราการอยู่รอดของเชื้อ แต่ปริมาณเช้ือ

ĀลังทำแĀ้งมีค่าต่ำกü่า 106 ทำใĀ้ไม่ÿามารถเช้ือและÿารดังกล่าüได้ เพราะมีปริมาณเช้ือที่ต่ำกü่าเกณฑ์ที่

กำĀนด ซึ่งตามมาตรฐานของ อย. กำĀนดไü้ที่ปริมาณเชื้อไม่ต่ำกü่า 106  CFU/g (ประกาýกระทรüง

ÿาธารณÿุข, 2555)   
ผลการทดลองนี้ที่อุณĀภูมิ -80 °C มีปริมาณเช้ือĀลังทำแĀ้งมากกü่าการแช่แข็งที่อุณĀภูมิ -20 °C 

และ -40 °C ซึ่งการทดลองครั้งนี้ÿอดคล้องกับการýึกþาของ Yang และคณะ ที่พบü่าอัตราการรอดชีüิตที่

แตกต่างกันอย่างมีนัยÿำคัญระĀü่างทั้งÿองกลุ่ม (-20 °C และ -80 °C) ĀลังจากกระบüนการทำแĀ้งแบบ

แช่เยือกแข็งมีÿาเĀตุĀลักมาจากกระบüนการก่อน pre-freeze เนื่องจากอัตราการเยือกแข็งที่−20 °C 

ค่อนข้างต่ำ ทำใĀ้มีผลึกน้ำแข็งที่ก่อตัüมีขนาดใĀญ่และไม่ÿม่ำเÿมอ ÿ่งผลใĀ้เกิดคüามเÿียĀายร้ายแรงต่อ

ผนังเซลล์ในขณะเดียüกัน ผลึกน้ำแข็งที่เกิดข้ึนในกลุ่ม −80 °C มีขนาดค่อนข้างเล็ก ซึ่งช่üยปกป้องคüาม

ÿมบูรณ์ของผนังเซลล์ได้อย่างมีประÿิทธิภาพ และช่üยเพิ่มคüามต้านทานต่อเชื้อในระĀü่างการทำแĀ้ง

แบบแช่เยือกแข็ง (Yang et al., 2022)  
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.10 กราฟแÿดงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างคüามเข้มข้นเซลล์ในÿารปกป้องเซลล์ ที่อุณĀภูมิต่างๆ 

(CFU/g) กับระยะเüลาการเก็บรักþา (üัน) ที่อุณĀภูมิ 4 °C  

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.11 กราฟแÿดงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างคüามเข้มข้นเซลล์ในÿารปกป้องเซลล์ ที่อุณĀภูมิต่างๆ 

(CFU/g) กับระยะเüลาการเก็บรักþา (üัน) ที่อุณĀภูมิ 4 °C  
 

4.5  การýึกþาüิธีการทำแĀ้งที่เĀมาะÿมÿำĀรับเชื้อ Lactobacillus paracasei TISTR 

2593  
จากการýึกþาüิธีการทำแĀ้งที่เĀมาะÿมÿำĀรับเช้ือ L. paracasei TISTR 2593 โดยแบ่งออกเป็น 2 

üิธี คือ กระบüนการทำแĀ้งแบบแช่เยือกแข็ง แบ่งออกเป็น 3 ÿภาüะ และกระบüนการทำแĀ้งแบบพ่น

ฝอย แบ่งออกเป็น 2 ÿภาüะ พบü่ากระบüนการทำแĀ้งแบบแช่เยือกแข็งทั้ง 3 ÿภาüะ แตกต่างกันอย่างไม่

มีนัยÿำคัญทางÿถิติ (p > 0.05) มีค่าอัตราการอยู่รอดเท่ากับ 49.25%, 37.93% และ 46.79% ตามลำดับ 

เช่นเดียüกับกระบüนการทำแĀ้งแบบพ่นฝอย ทั้ง 2 ÿภาüะ ที่แตกต่างกันอย่างไมม่ีนัยÿำคัญทางÿถิติ (p 

> 0.05) โดยมีค่าอัตราการอยู่รอดเท่ากับ 2.59% และ 4.93% ตามลำดับ ดังตารางที่ 4.5  และเมื่อนำทั้ง 

2 กระบüนการมาเปรียบเทียบกันจะเĀ็นได้ชัดü่า กระบüนการทำแĀ้งแบบแช่เยือกแข็ง มีอัตราการอยู่รอด

ที่ÿูงกü่ากระบüนการทำแĀ้งแบบพ่นฝอย 

 ตารางที่ 4.5 แÿดงปริมาณเช้ือ L. paracasei TISTR 2593 ก่อน-ĀลังทำแĀ้ง และอัตราการอยู่รอดของ

เช้ือĀลังการทำแĀ้ง≤≤ 

ĀมายเĀตุ : a-b Āมายถึง ค่าเฉล่ียที่มีตัüอักþรต่างกันตามแนüตั้ง โดยแÿดงถึงคüามแตกต่างกันอย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติ (p≤0.05) 

 

ÿภาüะการทำแĀ้ง ÿภาüะ 
ปริมาณเชื้อก่อนทำ

แĀ้ง 
(CFU/g) 

ปริมาณเชื้อĀลังทำ

แĀ้ง 
(CFU/g) 

อัตราการอยู่รอด 
(%) 

Freeze Dry 

1 3.38 x 1010 1.67 x 1010 49.25a 

2 3.38 x 1010 1.28 x 1010 37.93a 

3 3.38 x 1010 1.58 x 1010 46.79a 

Spray Dry 
1 3.38 x 1010 8.75 x 108 2.59b 

2 3.38 x 1010 1.67 x 109 4.93b 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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จากการติดตามผลแนüโน้มของอัตราการอยู่รอดของเชื ้อ L. paracasei TISTR 2593 ทั้ง 2 

ÿภาüะการทำแĀ้ง พบü่าอัตราการอยู่รอดของอุณĀภูมิการเก็บรักþาที่ 4 °C ทุกอุณĀภูมิมีค่าแนüโน้มคงที่ 

ดังรูปที่ 4.16  โดยอัตราการอยู่รอดของกระบüนการทำแĀ้งแบบแช่เยือกแข็งที่ 30 üัน มีอัตราการอยู่รอด

เท่ากับ 25.61%, 10.34% และ15.51% ตามลำดับ และกระบüนการทำแĀ้งแบบพ่นฝอยมีอัตราการอยู่

รอดเท่ากับ 5.42% และ 5.91% ตามลำดับ  
เมื่อเปรียบเทียบกับการเก็บรักþาที่อุณĀภูมิ 25 °C พบü่าทุกÿภาüะการทำแĀ้ง มีค่าแนüโน้มที่

ลดลงเĀ็นได้อย่างชัดเจน และกระบüนการทำแĀ้งแบบแช่เยือกแข็งที่ 30 üัน มีอัตราการอยู่รอดเท่ากับ

2.59%, 0.96% และ 1.72% ตามลำดับ ÿ่üนกระบüนการทำแĀ้งแบบพ่นฝอยมีอัตราการอยู่รอดเท่ากับ 

0.08% และ 0.28% ตามลำดับ  
ผลการทดลองครั้งนี้ไม่เป็นไปตามคüามคาดĀมายเนื่องจากอัตราการรอดชีüิตของÿภาüะแบบแช่

เยือกแข็งมีอัตราการรอดชีüิตที่มากกü่าÿภาüะการทำแĀ้งแบบพ่นฝอย ทำใĀ้ผลการทดลองที่ได้ในครั้งนี้

ไม่ÿอดคล้องกับการýึกþาของ  Luangthongkam และคณะ ที่พบü่าการทำแĀ้งแบบพ่นฝอยมีอัตราการ

อยู่รอดดีกü่าการทำแĀ้งแบบแช่เยือกแข็ง และเกี่ยüเนื่องถึงอุณĀภูมิในกระบüนการทำแĀ้งแบบพ่นฝอยที่

พบü่าค่า Outlet ที่เĀมาะÿมที่ÿุด คือ 80 °C และค่า Inlet 175 °C จะใĀ้ผลอัตราการอยู่รอดÿูงที่ÿุด

(Luangthongkam et al., 2021) ทำใĀ้ผลที่ได้ไม่ÿอดคล้องกับผลการทดลองที่ได้มีค่า Inlet 170 °C  

Outlet 78-80 °C  ซึ่งมีอัตราการรอดชีüิตที่น้อยกü่าค่า Inlet 140 °C  Outlet 75 °C  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.12 กราฟแÿดงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างคüามเข้มข้นเซลล์ในÿารปกป้องเซลล์ ที่ÿภาüะการ

ทำแĀ้ง (CFU/g) กับระยะเüลาการเก็บรักþา (üัน) ที่อุณĀภูมิ 4 °C  

 
รูปที่ 4.13 กราฟแÿดงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างคüามเข้มข้นเซลล์ในÿารปกป้องเซลล์ ที่ÿภาüะการ

ทำแĀ้ง (CFU/g) กับระยะเüลาการเก็บรักþา (üัน) ที่อุณĀภูมิ 25 °C  

4.6  การýึกþาอิทธิพลของระยะเüลาการแช่แข็งที่ÿ่งผลตอ่อัตราการอยู่รอดของเชื้อ 

Lactobacillus paracasei TISTR 2593  
จากการýึกþาอิทธิพลของระยะเüลาการแช่แข็งที่ที ่ÿ่งผลต่ออัตราการรอดชีüิตของเชื ้อ L. 

paracasei TISTR 2593 ที่อุณĀภูมิ -20 °C, -40 °C และ -80 °C โดยติดตามค่าแนüโน้มของอัตรา

การอยู่รอดทุกๆ 5 üัน เป็นเüลาทั้งĀมด 20 üัน จะเĀ็นได้ü่าเÿ้นแนüโน้มมีค่าคงที่ ยกเü้นที่อุณĀภูมิ   

-80 °C ที่พบปริมาณเช้ือลดลงอย่างผิดปรกติ ทำใĀ้เกิดเĀตุÿุดüิÿัยทางเทคนิค เนื่องจากพบปัญĀาü่า

ตู้แช่แข็งอุณĀภูมิ -80 °C มีอุณĀภูมิที่ผิดปกติ จึงอาจจะทำใĀ้ตัüอย่างที่เก็บรักþาละลายได้ ÿ่งผลทำ

ใĀ้เซลล์บาดเจ็บ  
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รูปที่ 4.14 กราฟแÿดงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างคüามเข้มข้นเซลล์ในÿารปกป้องเซลล์ ที่ระยะเüลาการแช่แข็ง

ต่างๆ (CFU/g) กับระยะเüลาการเก็บรักþา (üัน) 
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บทที่ 5 
ÿรุปผลการüิจัยและข้อเÿนอแนะ 

5.1  ÿรุปผลการüิจัย 
จากการทดลองการเปรียบเทียบÿารปกป้องเซลล์ที่เĀมาะÿมต่อกระบüนการทำแĀ้งมีจำนüน 10 

ชนิด ได้แก่ Glucose Syrup, Gum Arabic, FRD, Trehalose, IMO, Inulin, Maltodextrin, FOS, 

Isomaltulose และ Isomalt พบü่า Trehalose มีประÿิทธิภาพในการปกป้องเซลลได้ดีที่ÿุด ที่คüาม

เข้มข้น 15% (w/w) โดยใช้อัตราÿ่üนเช้ือเปียกต่อÿาร 1:1 ซึ่งอุณĀภูมิที่เĀมาะÿมที่ÿุดในการแช่แข็งก่อน

กระบüนการทำแĀ้งแบบแช่เยือกแข็ง คืออุณĀภูมิ -80 °C  
และจากการเปรียบเทียบการใช้ÿารชนิดTrehalose ตามคüามเข้มข้นและอัตราÿ่üนช่üงต้น เป็นÿาร

ปกป้องเซลล์ÿำĀรับกระบüนการทำแĀ้งแบบแช่เยือกแข็งและแบบพ่นฝอย พบü่าÿารปกป้องเซลล์ใน

กระบüนการแช่เยือกแข็งได้ดีกü่าการทำแĀ้งแบบพ่นฝ่อย แต่Āากจำเป็นต้องใช้กระบüนการทำแĀ้งแบบ

พ่นฝอยที่ใช้ Trehalose เป็นÿารปกป้องเซลล์ คüรใช้อุณĀภูมิที ่ต่ำ (Inlet 140 °C Outlet 75 °C) 

เนื่องจากทำใĀ้มีอัตราการรอดชีüิตมากกü่าการใช้อุณĀภูมิที่ÿูง (Inlet 170 °C  Outlet 78-80 °C) 
 อย่างไรก็ตามแม้การใช้ Trehalose จะÿามารถปกป้องเซลล์ได้ดีจากการทำแĀ้ง แต่ยังพบปัญĀา

ที่เกิดขึ้นคือ ÿามารถปกป้องเซลล์ได้ที่การเก็บรักþาอุณĀภูมิที่ 4 °C แต่ไม่ÿามารถปกป้องเซลล์ไดท้ี่การ

เก็บรักþาอุณĀภูมิที่ 25 °C ได้  
 จากการýึกþาเพิ่มเติม พบü่าเชื้อที่มีการเติมÿารปกป้องเซลล์ÿามารถแช่แข็งอยู่ภายใต้อุณĀภูมิ   

-20 °C, -40 °C และ -80 °C เป็นระยะเüลา 20 üัน ได้ โดยมีค่าแนüโน้มของปริมาณเช้ือลดลงเล็กน้อย 
 

5.2 ข้อเÿนอแนะ 

5.2.1 อุณĀภูมิการเก็บรักþาที่ 25 °C เช้ือไม่ÿามารถอยู่รอดได้ ดังนัน้คüรýึกþาÿารปกป้องเซลล์

ชนิดอื่นĀรือÿารกลุ่มอื่น เช่น กลุ่มเอนไซม์ที่ÿังเคราะĀ์จากแบคทีเรีย เช่นเอนไซม์ทรานกลูโค

ซิเดÿ แอมิโลมอÿเทÿ และเดกซ์แทรนซูเครÿ เป็นต้น 
5.2.2 ÿภาüะต่างๆที่ไม่เĀมาะÿมต่อüิธี Spray dry ดังนั้นคüรýึกþาเพิ่มเติม เช่น อณุĀภูมิขาเข้า-

ออก อัตราการไĀล 
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ภาคผนüก 
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ภาคผนüก ก 
การเตรียมอาĀารเล้ียงเช้ือ 

1. MRS broth ผÿมกับ L- cysteine (MRS+L broth) 
MRS broth      52.2 กรัม 
L- cysteine Hydrochloride Monohydrate  0.5 กรัม 

ละลายในน้ำกล่ัน 1,000 มิลลิลิตร คนจนละลายเป็นเนื้อเดียüกัน นึ่งฆ่าเช้ือที่อุณĀภูมิ 121 °C 15 นาที  

2. MRS Agar ผÿมกับ L- cysteine (MRS+L Agar) 
MRS broth      52.2 กรัม 
L- cysteine Hydrochloride Monohydrate  0.5 กรัม 
Agar       15 กรัม 

ละลายในน้ำกล่ัน 1,000 มิลลิลิตร คนจนละลายเป็นเนื้อเดียüกัน นึ่งฆ่าเช้ือที่อุณĀภูมิ 121 °C 15 นาที  
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ภาคผนüก ข 
การเตรียมÿารเคมี 

1. 0.85% (w/v) NaCl 
NaCl       8.5 กรัม 
น้ำกล่ัน       1000 มิลลิลิตร 

2. Phosphoric 50% 
ตüง Phosphoric 85% (v/v) 58.82 มิลลิลิตร  เทกรดลงน้ำกล่ันคนใĀ้เข้ากัน แล้üปรับปริมาตร

เป็น 100 มิลลิลิตร  
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ภาคผนüก ค 
ลักþณะของÿารปกป้องเซลล์ĀลังทำแĀ้งและĀลังทำใĀ้เป็นผง 

 
รูปที่ 1 แÿดงลักþณะของÿารปกป้องเซลล์ทั้ง 10 ชนิด ĀลังทำแĀ้ง  

 
รูปที่ 2 แÿดงลักþณะของÿารปกป้องเซลล์ทั้ง 10 ชนิด ĀลังทำใĀ้เป็นผง   

Glucose Syrup  Gum Arabic  FRD  Trehalose  IMO  

Inulin  Maltodextrin  FOS  Isomaltulose  Isomalt  

 Glucose Syrup Gum Arabic     FRD     Trehalose    IMO  

  Inulin  Maltodextrin     FOS    Isomaltulose  Isomalt  
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รูปที่ 3 แÿดงลักþณะของÿารปกป้องเซลล์ทั้ง 2 ชนิด ที่คüามเข้มข้น 5-25%  ĀลังทำแĀ้ง 

 
รูปที่ 4 แÿดงลักþณะของÿารปกป้องเซลล์ทั้ง 2 ชนิด ที่คüามเข้มข้น 5-25% ĀลังทำใĀ้เป็นผง   

 

Trehalose 5%  Trehalose 10%   Trehalose 15%   Trehalose 20%   Trehalose 25%   

 IMO 5%  IMO 10%   IMO 15%   IMO 20%   IMO 25% 

Trehalose 5%   Trehalose 10%   Trehalose 15%    Trehalose 20%    Trehalose 25%   

 IMO 5% IMO 10%   IMO 15%   IMO 20%   IMO 25% 
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รูปที่ 5 แÿดงลักþณะของÿารปกป้องเซลล์ทั้ง 2 ชนิด ทีอ่ัตราÿ่üนน้ำĀนักเช้ือเปียกต่อน้ำĀนักÿารปกป้อง

เซลล์ ĀลังทำแĀ้ง   

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 6 แÿดงลักþณะของÿารปกป้องเซลล์ทั้ง 2 ชนิด ทีอ่ัตราÿ่üนน้ำĀนักเช้ือเปียกต่อน้ำĀนักÿารปกป้อง

เซลล์  ĀลังทำใĀ้เป็นผง  

Trehalose 1:0.5  Trehalose 1:1   Trehalose 1:2   

IMO 1:0.5  IMO 1:1   IMO 1:2      

Trehalose 1:0.5  Trehalose 1:1   Trehalose 1:2   

IMO 1:0.5  IMO 1:1   IMO 1:2 
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รูปที่ 7 แÿดงลักþณะของÿารปกป้องเซลล์ทั้ง 2 ชนิด ทีอุ่ณĀภูมิต่างๆ ĀลังทำแĀ้ง 

 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 8 แÿดงลักþณะของÿารปกป้องเซลล์ทั้ง 2 ชนิด ทีอุ่ณĀภูมิต่างๆ ĀลังทำใĀ้เป็นผง 

 

 Trehalose ที่ -20 °C Trehalose ที่ -40 °C  Trehalose ที่ -80 °C  

IMO ที่ -20 °C  IMO ที่ -40 °C  IMO ที่ -80 °C       

Trehalose ที่ -20 °C  Trehalose ที่ -40 °C  Trehalose ที่ -80 °C  

IMO ที่ -20 °C  IMO ที่ -40 °C   IMO ที่ -80 °C       
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รูปที่ 9 แÿดงลักþณะของÿารปกป้องเซลล์ชนิด Trehalose ในกระบüนทำแĀ้งแบบแช่เยือกแข็ง Āลังทำ

แĀ้ง 

 

 

 
 

 
รูปที่ 10 แÿดงลักþณะของÿารปกป้องเซลล์ชนิด Trehalose ในกระบüนทำแĀ้งแบบแช่เยือกแข็ง Āลังทำ

ใĀ้เป็นผง   

 

 

 

 
 
รูปที่ 11 แÿดงลักþณะของÿารปกป้องเซลล์ชนิด Trehalose ในกระบüนทำแĀ้งแบบพ่นฝอยĀลังทำใĀ้

เป็นผง  

Condition 1  Condition 2   Condition 3 

Condition 1  Condition 2   Condition 3 

      Condition 1         Condition 2   
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งานทะเบียนคณะüิทยาýาÿตรŤ 
ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลšาเจšาคุณทĀารลาดกระบัง 

คำรับรองเลŠมโครงงาน ÿĀกิจýึกþา 

üันที่   19   เดือน    มีนาคม   พ.ý  2567 

ขšาพเจšา    นางÿาüรุŠงนภา      ýรรีักþา           รĀัÿประจำตัü 63050514 
นักýึกþาĀลักÿูตรüิทยาýาÿตรบัณฑิต ÿาขาüิชาจุลชีüüิทยาอุตÿาĀกรรม ภาคüิชาชีüüิทยา  ขอรับรองüŠา

โครงงานÿĀกิจýึกþา เรื่อง 
ช่ือภาþาไทย   การýึกþาÿารปกปŜองเซลลŤที่เĀมาะÿมÿำĀรับเช้ือ Lactobacillus paracasei         
  TISTR 2593 ในกระบüนการทำแĀšง 
ช่ือภาþาอังกฤþ   Study of cryoprotectant for Lactobacillus paracasei TISTR 2593 in  
   the drying process 
ปŘการýึกþา   2566 

เปŨนผลงานüิจัยที่มิไดšคัดลอก Āรือละเมิดลิขÿิทธ์ิของผูšอื่น และไดšผŠานการตรüจÿอบคüามซ้ำซšอน

เรียบรšอยแลšü และไดšแนบเอกÿารการตรüจÿอบการลอกเลียนงานüรรณกรรมที่ตรüจÿอบจากเลŠม

โครงงานÿĀกิจýึกþาฉบับÿมบูรณŤแลšü 
โปรแกรมอักขราüิÿุทธ์ิ 2.10 %    

ลงชื่อ............................................ 

                               (นางÿาüรุŠงนภา ýรีรักþา) 
นักýึกþา 

         ขšาพเจšา ดร. กüินชญา ÿายแกšü อาจารยŤที่ปรึกþาโครงงานÿĀกิจýึกþา ไดšตรüจÿอบโครงงานÿĀกิจýึกþา

ของนักýึกþาขšางตšนแลšü ขอรับรองüŠาเปŨนผลงานüิจัยของนักýึกþาจริงและมีเนื้อĀาÿมบูรณŤ จึงลงชื่อไüšเปŨน

Āลักฐาน 
 

ลงชื่อ...............................................       
                   (ดร. กüินชญา ÿายแกšü) 

      อาจารยŤที่ปรกึþา  

รุ่ งนภา ศรีร

mories กหาก

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้




