
การศึกษาสภาวะการเพาะเลี้ยงและกระบวนการอบแห้งเพื่อผลิตหัวเชื้อ 
โพรไบโอติกด้วยกากถั่วเหลือง 

 

A STUDY OF CULTURE CONDITIONS AND DRYING PROCESS FOR 
PROBIOTIC INOCULUM PRODUCTION WITH SOYBEAN MEAL  

 
 
 
 
 
 
 

อาทิตยาพัณณ์  กันนิกา 

 
 
 
 
 
 
 

วิทยานิพนธ์นี้เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตร 

ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชา ชีววิทยาประยุกต์ 
คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี 
ปีการศึกษา 2562 

ลิขสิทธิ์ของมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบรุี 
 



 
 

การศึกษาสภาวะการเพาะเลี้ยงและกระบวนการอบแห้งเพื่อผลิตหัวเชื้อ 

โพรไบโอติกด้วยกากถั่วเหลือง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

อาทิตยาพัณณ์  กันนิกา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิทยานิพนธ์นี้เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตร 

ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชา ชีววิทยาประยุกต์ 
คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี  

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี 
ปีการศึกษา 2562 

ลิขสิทธิ์ของมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบรุี 





 
 

(3) 
 

หัวข้อวิทยานิพนธ์ การศึกษาสภาวะการเพาะเลี้ยงและกระบวนการอบแห้งเพื่อผลิตหัวเช้ือ 
   โพรไบโอติกด้วยกากถ่ัวเหลือง 
ชื่อ-นามสกลุ  นางสาวอาทิตยาพัณณ์  กันนิกา 
สาขาวิชา  ชีววิทยาประยุกต ์
อาจารย์ท่ีปรึกษา     อาจารยอ์ัษฎาวุธ  อารีสิรสิุข, Ph.D. 
ปีการศึกษา      2562 

 
บทคัดย่อ 

การศึกษาครั ้งนี ้มีว ัตถุประสงค์เพื ่อ (1) หาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเลี ้ยงโพรไบโอติก 
Enterococcus faecium A028 ด ้ ว ยก า ร ห ม ั ก แบ บแห ้ ง  ( Solid-State Fermentation, SSF)  
ในกากถ่ัวเหลือง (Soy Bean Meal, SBM) (2) ศึกษาการเพาะเลี้ยงโพรไบโอติกด้วยการหมักแบบกะซ้ำ 
(3) ศึกษาสารปกป้องเซลล์โพรไบโอติกและอุณหภูมิในกระบวนการอบแห้ง และการเก็บรักษา โดย
คัดเลือกปัจจัยที่สำคัญต่อการเพาะเลี้ยงด้วยแผนการทดลองแบบ  Plackett-Burman Design (PBD) 
และ (4) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมด้วยวิธีการพื้นผิวตอบสนอง (Response Surface Methodology) 
โดยวางแผนการทดลองแบบ Box-Benkhen Design (BBD) ผลการศึกษาพบว่าอัตราส่วนน้ำต่อ SBM 
ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง และความเข้มข้นกากน้ำตาล เป็นปัจจัยสำคัญที่มีผลต่อการเพิม่จำนวนเซลล์
ที ่มีชีวิตทั ้งหมด (Total Viable Cell Counts, TVC) สามอันดับแรก โดยมีค่า Effect contribution 
เท่ากับ 56.27 14.33 และ 10.46 % ตามลำดับ ปัจจัยดังกล่าวถูกคัดเลือกไปศึกษาระดับที่เหมาะสมต่อ
การเพิ่มค่า TVC ของแบคทีเรียใน SBM ปริมาณ 300 g พบว่าสภาวะที่เหมาะสมคือ อัตราส่วนน้ำต่อ 
SBM เท่ากับ 1.5:1 (v/w) และระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงเท่ากับ 15.45 ช่ัวโมง ในขณะที่ความเข้มข้น
กากน้ำตาลไม่มีผลต่อการเพิ่มค่า TVC อย่างมีนัยสำคัญที่ระดับความเช่ือมั่น 95 % โดยค่า TVC เพิ่มข้ึน
เท่ากับ 1.91 Log CFU/g (24.30 % ของ TVC เริ่มต้น) และมีค่า TVC สูงสุดเท่ากับ 9.77 Log CFU/g  
นอกจากนี้ยังพบว่าการเพาะเลี้ยง E. faecium A028 แบบ SSF ใน SBM ปริมาณ 3,000 g ไม่แตกต่าง
จากระด ับเร ิ ่มต ้นอย ่างม ีน ัยสำค ัญ  (p-value > 0.05) เม ื ่อศ ึกษาการหม ักแบบกะซ ้ำ พบว่า  
การหมักแบบ SSF ที่อัตราส่วน 90 มีความเหมาะสมในการผลิต TVC สูงสุดเท่ากับ 9.19 Log CFU/g 
ผลการเลียนแบบการเจริญพบว่าแบบจำลอง Logistic และแบบจำลอง Gompertz สามารถเลียนแบบ
การเจริญของ E. faecium A028 ในการเพาะเลี้ยงแบบ SSF และกระบวนการหมักแบบกะซ้ำได้เป็น
อย่างดี (ค่า R2 อยู ่ในช่วง 0.956-0.995) การวิจ ัยคร ั ้งนี ้ช ี ้ให ้เห ็นว่า  SBM เป ็นวัสดุราคาถูกที ่มี
ประสิทธิภาพที่สามารถนำมาใช้เป็นวัตถุดิบในการเพาะเลี้ยงโพรไบโอติก E. faecium A028 แบบ SSF 
ได ้

นอกจากนี้การศึกษาสารปกป้องเซลล์โพรไบโอติกเพื่อเพิ่มการรอดชีวิตของ E. faecium A028 
ในระหว่างการอบแห้ง ผลการวิจัยพบว่ากระบวนการทำให้แห้งมีผลต่ออัตราการรอดชีวิตของ   
E. faecium A028 การใช้สารปกป้องเซลล์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งมอลโตเดกซ์ทรินเป็นสารปกป้องที่ดีที่สุด 
สามารถรักษาความอยู่รอดของโพรไบโอติกจากความร้อนของกระบวนการอบแห้ง มีการรอดชีวิตสูงสุด
เท่ากับ 83.32 % และพบว่าการรอดชีวิตของโพรไบโอติกขึ้นอยู่กับอุณหภูมิในการอบแห้ง โดยจำนวน
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เซลล์ที่รอดชีวิตของ E. faecium A028 ลดลงเล็กน้อยที่อุณหภูมิ 55˚C และลดลงมากที่อุณหภูมิ 75˚C 
นอกจากนี้ในการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงโพรไบโอติก พบว่าการเก็บรักษาโพรไบโอติกที่อุณหภูมิสูง
แบคทีเรียจะมีอัตราการตายจำเพาะสูงข้ึน โดยมีอัตราการตายจำเพาะเมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 40  50 
60 และ 70˚C เท่ากับ 0.0170  0.0249  0.0759  และ 0.4465 h-1 ตามลำดับ  

จากการศึกษาทั้งหมดพบว่า SBM เป็นวัตถุดิบที่เหมาะสมสำหรับการผลิตโพรไบโอติกโดยไม่
ต้องเสริมสารอาหาร กระบวนการ SSF ที่มีการหมักแบบกะซ้ำ สามารถเพาะเลี้ยงโพรไบโอติกได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ ง่าย และต้นทุนต่ำ และสารมอลโตเด็กซ์ตรินสามารถใช้ในการรักษาความอยู่รอดของ   
E. faecium A028 ในระหว่างกระบวนการอบแห้งได้  

 
คำสำคัญ : Enterococcus faecium A028  สภาวะที่เหมาะสม  กระบวนการหมักแบบแห้ง  

กากถ่ัวเหลือง การรอดชีวิต  การหมกัแบบกะซ้ำ 
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ABSTRACT 
The aims of this study were to : (1) optimize the growth condition of a probiotic 

strain Enterococcus faecium A028 with solid-state fermentation (SSF) in soybean meal 
(SBM), (2) study the probiotic cultivation by repeated batch fermentation, (3) study the 
protective agent and temperature in drying process and storage. The important 
cultivation variables were selected according to the Plackett–Burman Design (PBD), and 
(4) study the optimum state via the Response Surface Methodology by employing the 
Box-Benkhen Design (BBD) statistical model.  

The results revealed that the water to SBM ratio, incubation time, and molasses 
concentration were the first-three main variables affecting the increase of Total Viable 
Cell Counts (TVC) with the effect contribution of 56.27, 14.33, and 10.46 %, respectively. 
These three variables were selected to determine the optimum level of increasing 
bacteria TVC in 300 g of SBM. It was found that the optimal level was 1.5:1 (v/w) of water 
to SBM ratio and 15.45 hour of incubation time, whereas the effect of molasses 
concentration did not significantly affected the increase of TVC at the confidence level 
of 95 %. The TVC was increased to 1.91 Log CFU/g (24.30 % of initial TVC); and the 
maximum of TVC was 9.77 Log CFU/g. Moreover, it was revealed that cultivation of E. 
faecium A028 in 3,000 g of SBM by SSF was not significantly different from the initial 
level (p-value >  0.05). In the experiment of repeated batch fermentation, applying SFF 
with 90 % replacement of new materials was a suitable process to continuously produce 
the highest TVC of 9.19 Log CFU/g. Finally, the results of growth simulation were denoted 
that the Logistic model and modified Gompertz model could well imitate the growth of 
E. faecium A028 by SSF and the repeated batch fermentation process (R2 was in the 
range of 0.956-0.995). This research suggested that the SBM was an effective low-cost 
material that could be used for cultivating E. faecium A028 probiotic by the SSF process. 
In addition, the study of protectants, which enhanced the survival rate of probiotic during 
the drying process indicated that the drying process affected the survival rate of E. 
faecium A028 probiotic. Utilization of protective agents, especially maltodextrin could 
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highly prevent the probiotic from the heat in the drying process with the maximum 
survival rate at 83.32 %. In the probiotic drying process, the findings indicated that the 
strain viability of probiotic depended on the drying temperatures. The viable cell number 
of E. faecium A028 slightly decreased at 55˚C and severely decreased at 75˚C. 
Furthermore, Probiotic powder which was stored at the high temperatures resulted in 
the increase of specific death rate of bacteria. The specific death rates of storage at 40, 
50, 60, and 70˚C were 0.0170, 0.0249, 0.0759, and 0.4465 h-1, respectively.  

 Overall, SBM was suitable as a raw material for producing probiotic without 
nutrient supplementation. The SSF with the repeated batch fermentation process was 
the efficient, simple and inexpensive process for producing a probiotic product of good 
quality. The maltodextrin could be used to maintain the survival of probiotic during the 
drying process.  

 
Keywords: Enterococcus faecium A028, optimum condition, solid-state fermentation, 
                soybean meal, survival, repeated batch fermentation 
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กิตติกรรมประกาศ 
 

วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ประสบความส าเร็จได้ดีด้วยความกรุณาจาก ดร. อัษฎาวุธ อารีสิริสุข 
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แก้ปัญหาตลอดระยะเวลาการศึกษาไม่ว่าจะเป็นการสอนในเรื่องของทฤษฎีและการท าปฏิบัติการรวมถึง
สนับสนุนอุปกรณ์ อาหารเลี้ยงเชื้อ และสารเคมีในการท าการทดลองเป็นอย่างดีและตรวจแก้ไข
ข้อบกพร่องต่าง ๆ ในการปฏิบัติงาน รวมทั้งเป็นก าลังใจที่ดีเสมอมาตลอดระยะเวลาที่ท าการวิจัยจน
ส าเร็จลุล่วงไปด้วยดี  

ขอกราบขอบพระคุณ ดร.จันทิมา ฑีฆะ อาจารย์ที่ปรึกษาร่วมวิทยานิพนธ์และกรรมการสอบ
ในครั้งนี้ที่ให้ค าปรึกษาในระหว่างการศึกษาตลอดระยะเวลาที่ท าการศึกษาให้ค าแนะน าในการท า
ปฏิบั ติ ก ารและตรวจทานแก้ ไขวิ ทยานิพนธ์ ฉบับนี้ จนส า เ ร็ จลุ ล่ ว ง ไปด้ วยดี  ขอขอบคุณ  
ผศ.ดร.สุทธิชา ณ ระนอง ธรรมสิทธิรงค์ ที่กรุณาเป็นประธานสอบในครั้งนี้และคอยให้ค าชี้แนะเพ่ือให้
วิทยานิพนธ์มีความสมบูรณ์ยิ่งขึ้น และขอขอบคุณ ดร. อารณี โชติโก ที่กรุณาเป็นกรรมการสอบในครั้งนี้ 
ผู้ด าเนินการวิจัยขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างสูงไว้ ณ โอกาสนี้  

ขอขอบคุณ สาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราช
มงคลธัญบุรี ที่เอ้ือเฟ้ือสถานที่รวมทั้งอุปกรณ์ อาหารเลี้ยงเชื้อ สารเคมีต่างๆ ในการวิจัย  

สุดท้ายนี้ ขอกราบขอบพระคุณ คุณพ่อธนภาค กันนิกา และคุณแม่ประเทือง น้อยนคร 
ผู้ที่สนับสนุนการศึกษาในครั้งนี้เป็นอย่างดี อบรมสั่งสอน ช่วยเหลือห่วงใย และเป็นก าลังใจที่ดีอย่างยิ่ง
ตลอดเวลาจนท าให้การศึกษาครั้งนี้ส าเร็จลุล่วงได้ด้วยดี  
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บทท่ี 1 
บทน ำ 

  

1.1  ทีม่ำและควำมส ำคัญ 
โพรไบโอติก ตามความหมายขององค์การอาหารและเกษตรแห่งสหประชาชาติ (FAO/WHO) 

หมายถึง จุลชีพที่มีชีวิต ซึ่งบริโภคเข้าไปในปริมาณที่เหมาะสมก่อให้เกิดผลดีต่อสุขภาพร่างกาย [1] 
จุลินทรีย์ที่จัดอยู่ในกลุ่มโพรไบโอติกได้แก่แบคทีเรียกลุ่มที่สร้างกรดแลคติกซึ่งแบคทีเรียกลุ่มนี้เป็น
แบคทีเรียแกรมบวก เพ่ิมความปลอดภัยด้านอาหารและสุขภาพของผู้บริโภคโดยการป้องกันและลดเชื้อ
ก่อโรค [2] 

ปัจจุบันมีการน าเชื้อโพรไบโอติกมาใช้ในการผสมลงไปในผลิตภัณฑ์อาหารสัตว์ เพ่ือส่งเสริม
ระบบภูมิคุ้มกัน เพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยอาหาร รวมทั้งลดจ านวนจุลินทรีย์ก่อโรคในระบบทางเดิน
อาหารสัตว์  การเพาะเลี้ยงโพรไบโอติกมีการพัฒนากันอย่างรวดเร็ว ซึ่งใช้วิธีกระบวนการหมักแบบแห้ง 
(SSF) ในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ซึ่งเป็นวิธีที่ง่าย การถ่ายทอดออกซิเจนในระบบได้ดีกว่าการเพาะเลี้ยง
แบบเหลว (SMF) นอกจากนี้ยังมีบางรายงานว่าจุลินทรีย์ โพรไบโอติกที่หมักแบบแห้ง (SSF)  
มีค่าการเจริญและการรักษาสมดุลของจุลินทรีย์ในล าไส้ในไก่เนื้อและลูกสุกร ได้ดีกว่าการเพาะเลี้ยง  
แบบเหลว (SMF) [1] จุลินทรีย์มีอัตราการรอดชีวิตสูงและที่ส าคัญยังสามารถน าวัตถุดิบที่เหลือทิ้งจาก
ทางเกษตร และอุตสาหกรรมทางการเกษตร ทั้ งนี้ยังมีการหมักแบบแห้งแบบกะซ้ าซึ่ ง เป็น 
กระบวนการหมักท่ีสามารถท าการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ซึ่งจะได้ผลิตภัณฑ์ในแต่ละรอบของเพาะเลี้ยง และ
สามารถท าการหมักได้อย่างต่อเนื่องหรือจนกว่าเชื้อจุลินทรีย์มีจ านวนลดลง [3] 

 จากการศึกษามีการใช้โพรไบโอติกแบบผง เพราะใช้งานง่าย สะดวก มีความเสถียร และ  
มีความยืดหยุ่นต่อการใช้งานสูง [4] เพ่ือให้ผลิตภัณฑ์มีประสิทธิภาพที่ดี จ าเป็นต้องมีเชื้อโพรไบโอติก
เริ่มต้นในปริมาณสูง เพราะเม่ือผ่านระบบทางเดินอาหารสัตว์เชื้อจะลดลง อาจท าให้เชื้อโพรไบโอติกที่ได้
ไม่เพียงพอต่อการส่งเสริมสุขภาพของสัตว์ และระยะเวลาใน การเก็บรักษา รวมทั้งปัจจัยต่าง ๆ ใน
กระบวนการผลิต เช่น กระบวนการอบแห้ง เพราะมีการใช้ลมร้อนซึ่งอาจท าให้เชื้อจุลินทรีย์ที่มีชีวิตมี
อัตราการตายเพ่ิมขึ้น ซึ่งการอบแห้งมีหลายรูปแบบ ได้แก่ การอบแห้งแบบแช่แข็ง การอบแห้ง  
แบบพ่นฝอย การอบแห้งด้วยสุญญากาศ การอบแห้งด้วยการเป่าลม และอ่ืน ๆ [5] 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เ พ่ือศึกษาหาสภาวะที่ เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์    
โพรไบโอติกในกากถั่วเหลือง (Soybean meal, SBM) ด้วยกระบวนการหมักแบบแห้ง โดยวิธีการ
ออกแบบการทดลองทางสถิติ โดยใช้การออกแบบการทดลองแบบพ้ืนผิวตอบสนองเพ่ือใช้ในการ
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ก าหนดค่าควบคุมส าหรับการปฏิบัติการครั้งนี้ โดยการออกแบบการทดลองทางสถิตินี้นับเป็นวิธีการ
ออกแบบการทดลองที่ท าให้ประหยัดทรัพยากรและสามารถใช้วิธีการทางคณิตศาสตร์เพ่ือประเมินหา
สภาวะที่ เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์โพรไบโอติกด้วยกระบวนการหมักแบบแห้งและ
กระบวนการหมักแบบกะซ้ า ได้ และคัดเลือกสารปกป้องเซลล์ที่ เหมาะสมในการปกป้องเซลล์ 
โพรไบโอติกระหว่างการอบแห้งด้วยลมร้อนและศึกษาอัตราการรอดชีวิตระหว่างการเก็บรักษา 
เพ่ือสร้างแบบจ าลองการท านายอายุการเก็บรักษา 
 

1.2  วัตถุประสงค์ของงำนวิจัย 
1.2.1  เพ่ือคัดเลือกปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญของโพรไบโอติกด้วยการหมักแบบแห้งใน SBM 
1.2.2  เพ่ือศึกษาระดับที่เหมาะสมของปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการเจริญของโพรไบโอติก  
1.2.3  เพ่ือศึกษาการเพาะเลี้ยงโพรไบโอติกด้วยกระบวนหมักแบบกะซ้ า (Repeated Batch 

Fermentation) 
1.2.4  เพ่ือศึกษาการเพาะเลี้ยงโพรไบโอติกใน SBM ด้วยการหมักแบบแห้งในระดับขยาย

ขนาด 
1.2.5  เพ่ือศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิต่อการอบแห้ง SBM ที่หมักด้วยโพรไบโอติก 
1.2.6  เพ่ือศึกษาการผลิตผงโพรไบโอติกและการเก็บรักษา  

 

1.3  ขอบเขตของกำรวิจัย 
1.3.1  ขอบเขตของสถานที่ท าการวิจัย 

        1.3.1.1  สาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี
ราชมงคลธัญบุรี   

 1.3.1.2  หน่วยวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพ ศูนย์ความเป็นเลิศด้านเทคโนโลยีชีวภาพและ 
นาโน คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี 

   1.3.1.3  FS107, Department of Food Science, National Pingtung University 
of Science and Technology (NPUST), Taiwan 

1.3.2  ขอบเขตของงานวิจัย  
        1.3.2.1  คัดเลือกปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการเจริญของโพรไบโอติกด้วยการหมักแบบแห้ง
ใน SBM 
 



18 
 

   1.3.2.2  ศึกษาระดับปัจจัยที่เหมาะสมของปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการเจริญของ 
โพรไบโอติกด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง (Response Surface Methodology) 
       1.3.2.3  ศึกษาการเพาะเลี้ยงโพรไบโอติกด้วยกระบวนการหมักแบบกะซ้ า (Repeated 
Batch Fermentation) 
        1.3.2.4  ศึกษาการเพาะเลี้ยงโพรไบโอติกใน SBM ด้วยการหมักแบบแห้งในระดับ
ขยายขนาด 
        1.3.2.5  ศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิต่อการอบแห้ง SBM ที่หมักด้วยโพรไบโอติก 
        1.3.2.6  ศึกษาการผลิตผงโพรไบโอติกและการเก็บรักษา  
 

1.4  กรอบแนวควำมคิดกำรวิจัย 
โพรไบโอติก (Probiotic) คือ กลุ่มของจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพของมนุษย์และสัตว์  

[6] ซึ่งพบได้ในบริเวณล าไส้ โพรไบโอติกในสิ่งมีชีวิตสามารถช่วยควบคุมปริมาณจุลินทรีย์ก่อโรค และ

สร้างสมดุลภายในล าไส้ สร้างแบคเทอริโอซิน (Bacteriocins) สร้างเอนไซม์ที่กระตุ้นการดูดซึม

สารอาหารของสิ่งมีชวิต มีอิทธิพลต่อการควบคุมภูมิคุ้มกัน และยับยั้งเอนไซม์ที่กระตุ้นในการเกิด

โรคมะเร็งและเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคพาโทเจน (Pathogen) [7] รวมถึงจุลินทรีย์ที่เตรียมขึ้นเพ่ือใช้เป็น

ส่วนผสมในอาหารในรูปที่มีชีวิต อาหารที่มีโพรไบโอติกโดยทั่วไปอาจมีส่วนผสมของโพรไบโอติกหนึ่ง

ชนิดหรือมากกว่าก็ได้ โดยจุลินทรีย์กลุ่มนี้ต้องได้รับการศึกษาและตรวจสอบอย่างแน่ชัดแล้วว่าไม่มี

ผลเสียต่อสุขภาพของผู้บริโภค และเม่ือบริโภคเข้าไปแล้วจะเป็นตัวช่วยควบคุมเชื้อจุลินทรีย์ที่ร่างกายไม่

ต้องการให้อยู่ในปริมาณที่ไม่ก่อให้เกิดโรคหรือก่อให้เกิดปัญหาต่าง ๆ ให้แก่ร่างกายได้ เชื้อจุลินทรีย์ 

โพรไบโอติกส่วนใหญ่ได้รับจากการบริโภคอาหารที่มีส่วนประกอบของโพรไบโอติก เช่น ผลิตภัณฑ์นม

หมักชนิดต่าง ๆ แหนมสด และผักดอง เป็นต้น  

คุณสมบัติของโพรไบโอติก ขึ้นอยู่กับชนิด สปีซีส์ และสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ ประสิทธิภาพ
ของโพรไบโอติกยังขึ้นอยู่กับปริมาณ ระยะเวลา และช่วงเวลาในการให้โพรไบโอติก ซึ่งจะช่วยการรักษา
จุลินทรีย์ต่าง ๆ และความสามารถในการปกป้องร่างกายไม่ให้ ได้รับอันตรายจากเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค 
และสามารถผลิตเอนไซม์มาย่อยสารอาหารบางประเภทที่ระบบการย่อยในร่างกายสัตว์ที่ไม่สามารถย่อย
ได้ให้เป็นสารที่มีประโยชน์และร่างกายดูดซึมไปใช้ประโยชน์ได้  ดังนั้นโพรไบโอติกจึงเป็นจุลินทรีย์ที่มี
ประโยชน์ต่อการเพาะเลี้ยงสัตว์อย่างมาก งานวิจัยนี้มุ่ ง เน้นการผลิตจุลินทรีย์ โพรไบโอติก 
ในรูปแบบหัวเชื้อแบบแห้งให้สามารถน าไปผสมกับอาหารที่ใช้เลี้ยงสัตว์ได้ง่ายสะดวกในการจัดเก็บ และ
การขนส่ง ซึ่งจะช่วยเพ่ิมผลผลิตการเพาะเลี้ยงได้สูง ลดการพ่ึงพาสารเคมีและยาปฏิชีวนะได้ ให้วัตถุดิบ
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ดังกล่าวมีคุณค่าทางอาหารเพ่ิมขึ้น เช่น ปริมาณโปรตีนทั้งหมด กรดอะมิโนอิสระ และยังสามารถลด
ความเป็นพิษของสารเคมีบางชนิดในวัตถุดิบได้ ท าให้อาหารสัตว์มีคุณค่าทางโภชนาการสูงขึ้น 
 

1.5  ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
1.5.1  ทราบถึงคุณสมบัติหลังกระบวนการหมักแบบแห้งใน SBM 
1.5.2  ทราบถึงปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการเจริญของโพรไบโอติกด้วยการหมักแบบแห้งใน SBM  
1.5.3  ทราบถึ งระดับปัจจั ยที่ เหมาะสมของปัจจั ยที่ มี อิทธิพลต่อการ เจริญของ 

โพรไบโอติก 
1.5.4  ทราบถึงเพาะเลี้ยงโพรไบโอติกใน SBM ด้วยการหมักแบบแห้งในระดับขยายขนาด 
1.5.5  ทราบถึงสภาวะการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์โพรไบโอติกในกระบวนการหมักแบบกะซ้ า 
1.5.6  ทราบถึงการอยู่รอดของโพรไบโอติกระหว่างกระบวนการอบแห้ง 
1.5.7  ได้หัวเชื้อจุลินทรีย์โพรไบโอติกที่มีประสิทธิภาพ 



 

 

บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1  แบคทีเรียกรดแลคติก (Lactic acid bacteria, LAB)  
แบคทีเรียกรดแลคติก (Lactic Acid Bacteria, LAB) เป็นแบคทีเรียที่มีความสามารถใน 

การหมักน ้าตาลกลูโคสหรือน ้าตาลที่มีคาร์บอน 6 อะตอมได้ และสร้างผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ ออกมา โดย
สามารถแบ่งแบคทีเรียกรดแลคติกออกเป็น 2 กลุ่มตามผลิตภัณฑ์ที่ถูกสร้างขึ น คือ กลุ่ม ฮอมอเฟอร์เมน
เททีฟ (Homofermentative) และกลุ่มเฮทเทอโรเฟอร์เมนเททีฟ (Heterofermentative) โดยกลุ่ม
แรกนั นแบคทีเรียจะผลิตกรดแลคติกเป็นผลิตภัณฑ์หมักได้มากกว่า  95 % ผลิตกรดอะซิติก  
(Acetic acid) 5 % และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์อีกเล็กน้อย ส้าหรับแบคทีเรียกลุ่มที่สองจะผลิต 
กรดแลคติกประมาณ 50 % และผลิตกรดอะซิติก กรดฟอร์มิก (Formic acid) เอทธานอล (Ethanol) 
และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์รวมกันประมาณ 50 %  แบคทีเรียกรดแลคติกเป็นแบคทีเรียติดสี  
แกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ [8] ไม่ผลิตเอนไซม์คะตะเลส ไม่มีไซโตโครม ทนต่อความเป็นกรด  
ต้องการสารอาหารสูงในการเจริญ บางชนิดสร้างเอนไซม์คะตะเลสเทียม  (Pseudocatalase)  
ซึ่งขาดกลุ่มพอร์ไฟริน (Porphyrin Group) [9] มีรูปร่างแบบแท่ง กลม รวมถึงก่ึงแท่งก่ึงกลม ไม่สามารถ
เคลื่อนที่ได้ ต้องการอากาศเล็กน้อยในการเจริญและบางชนิดเจริญได้ในสภาพที่ไร้อากาศ [9] เนื่องจาก
เป็นแบคทีเรียที่ได้พลังงานจากการหมักน ้าตาลโดยไม่ต้องใช้ออกซิเจน เป็นแบคทีเรียที่ต้องการอาหาร
ค่อนข้างซับซ้อนและมีความอุดมสมบูรณ์ (Complex and Enrichment Media) โดยจะใช้กรดอะมิโน
เป็นแหล่งของไนโตรเจน แบคทีเรียจะเจริญได้ในอาหารที่มี Growth factor และมีวิตามิน เช่น ไบโอทิน 
(Biotin) หรือริโบฟลาวิน (Riboflavin) และส่วนใหญ่ต้องการสารอนินทรีย์ เช่น แมงกานีส แมกนีเซียม 
และฟอสฟอรัส ในปริมาณที่ค่อนข้างสูง [10] เป็นกลุ่มของแบคทีเรียที่ไม่ก่อให้เกิดโรค เป็นแบคทีเรีย
ประจ้าถิ่นซึ่งสามารถพบได้ทั่วไปในร่างกาย เช่น บริเวณเยื่อบุภายในท่อของทางเดินอาหาร ช่องฟันและ
ช่องคลอดของสัตว์ที่เลี ยงลูกด้วยนม และยังพบทั่วไปตามธรรมชาติ โดยเฉพาะในอาหารหมักดอง 
ผลิตภัณฑ์เนื อ ผลิตภัณฑ์นม เครื่องดื่มต่าง ๆ และเครื่องในสัตว์ เป็นต้น 

แบคทีเรียกรดแลคติกถูกจัดเป็นกลุ่มที่ส้าคัญ 4 สกุล (Genus) ได้แก่ Lactobacillus 
Leuconostoc  Pediococcus และ Streptococcus คุณสมบัติทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของแบคทีเรีย
กรดแลคติกทั ง 4  สกุล แสดงในตารางที่ 2.1 ปัจจุบันมีการตรวจสอบระดับสารโมเลกุลขนาดใหญ่  
(Macromolecule) ต่าง ๆ ภายในเซลล์และวิเคราะห์ถึงความสัมพันธ์และลักษณะเฉพาะทางพันธุกรรม
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โดยเฉพาะกรดนิวคลีอิก ซึ่งใช้จัดจ้าแนกจุลินทรีย์ได้ถึงระดับ Species และ Subspecies โดยใช้เทคนิค
ขั นสูงทางพันธุศาสตร์ การเปรียบเทียบลักษณะดังกล่าวมีความแม่นย้าในการจัดจ้าแนก 
แบคทีเรียกรดแลคติกออกเป็นสกุลต่าง ๆ ดังนี  Aerococcus Alloiococcus Bifidobacterium  
Carnobacterium Enterococcus Lactobacillus Lactococcus Leuconostoc Pediococcus 
Streptococcus Tetragenococcus Vagococcus และ Weissella [10] 
 
ตารางท่ี 2.1 คุณสมบัติทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแลคติกทั ง 4 สกุล 

คุณสมบัติทางสรีรวิทยา
และชีวเคมี 

Lactobacillus  Leuconostoc  Pediococcus  Streptococcus  

Growth at pH 8.0  
Growth at pH 9.6  

ND  
-  

ND  
-  

+  
+  

ND  
+/-  

Growth at NaCl 4 %  
Growth at NaCl 8 %  

ND  
+/-  

ND  
ND  

+  
+/-  

ND  
ND  

Growth at 45˚C  
Growth at 50˚C 

+  
+/-  

+  
-  

+  
+/-  

+/-  
ND  

Acid formation  
Arabinose  
Fructose  
Galactose  
Maltose  
Raffinose  
Ribose  
Sucrose  
Trehalose  

+  
+  
+  
+  
+  
+  
+  
-  

ND  

+  
+  
+  
+  

ND  
-  
-  

+/-  
+/-  

ND  
+  
+  
+  
-  

-  
ND  
+/-  
-  

+/-  
-  
+  
+  
-  

+/-  
+/-  
+/-  
+/-  

Xylose 
Arginine hydrolysis 
Catalase activity 

- 
+ 

ND 

- 
- 

ND 

- 
- 
- 

- 
+/- 
- 

 หมายเหตุ  - คือไม่เกิดปฏิกิริยา + คือ เกิดปฏิกิริยา  
+/- คือ ความแตกต่างระหว่างสปีชีส์ ND คือไม่มีข้อมูล 

  ที่มา : Pospiskova et al. (2013) [11] 
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2.2  ประโยชน์ของแบคทเีรียกรดแลคติก 
แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถยับยั งการเจริญของจุลินทรีย์อ่ืนๆ เช่น Bacillus subtilis 

Micrococcus pyogenes Escherichia coli Salmonella sp. Staphylococcus aureus แ ล ะ 
Pseudomonas sp. เป็นต้น และยังมีความสามารถในการผลิตสารต่างๆ ที่ส่งผลเพ่ือยับยั งการเจริญ
ของจุลินทรีย์อื่นด้วย ได้แก่ 

2.2.1  ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (H2O2) เป็นสารที่มีคุณสมบัติยับยั งการเจริญของจุลินทรีย์
และยังสามารถท้าปฏิกิริยากับสารอื่นให้กลายเป็นสารที่มีผลในการยับยั งจุลินทรีย์ได้ [10] 

2.2.2  ไดอะซิติล (Diacetyl) เป็นสารให้กลิ่นเฉพาะในผลิตภัณฑ์นมหมักและยังมีคุณสมบัติ
ยับยั งจุลินทรีย์อีกด้วย [10]  

2.2.3  แบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) เป็นโปรตีนโมเลกุลใหญ่ ซึ่งมีความสามารถท้าลาย
แบคทีเรียได้อย่างรวดเร็ว โดยผลิตจากแบคทีเรียหลายชนิด มีผลยับยั งการเจริญของแบคทีเรีย 
แกรมบวกได้หลายชนิดรวมทั งจุลินทรีย์ที่ท้าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษได้อีกด้วย แบคเทอริโอซินจึงเป็น
สารที่ได้รับความสนใจน้าไปใช้เป็นสารถนอมอาหาร [10]  

2.2.4  รูทีริน (Reuterin) เป็นสารที่ไม่ใช่โปรตีน ละลายได้ดีที่พีเอชเป็นกลาง มีน ้าหนัก
โมเลกุลต่้า ผลิตโดยแบคทีเรียจ้าพวก Lactobacillus reuterin รูทีรินสามารถยับยั งการเจริญ 
ของจุลินทรีย์ได้หลากหลายชนิด ทั งแบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบ ยีสต์ รา โพรโทซัว และจุลินทรีย์ที่
ก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ [11]  
 

2.3  โพรไบโอติก (Probiotic) 
2.3.1  โพรไบโอติก (Probiotic) หมายถึง กลุ่มของจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพของ

มนุษย์และ สัตว์ ซึ่งพบได้ในบริเวณล้าไส้ และรวมถึงจุลินทรีย์ที่เตรียมขึ นเพ่ือใช้เป็นส่วนผสมในอาหาร
ในรูปที่มีชีวิต อาหารประเภทโพรไบโอติกโดยทั่วไปมีส่วนผสมของจุลินทรีย์หนึ่งชนิดหรือมากกว่าก็ได้  
ซึ่งจุลินทรีย์กลุ่มนี ต้องได้รับการศึกษาและตรวจสอบอย่างแน่ชัดแล้วว่าไม่มีผลเสียต่อสุขภาพของ 
ผู้บริโภค และเมื่อมนุษย์บริโภคเข้าไปแล้วจะเป็นตัวช่วยควบคุมเชื อจุลินทรีย์ที่ร่างกายไม่ต้องการให้อยู่
[12] ในปริมาณที่ ไม่ก่อให้ เกิดโรค หรือก่อให้ เกิดปัญหาต่างๆ ให้แก่ร่างกายได้  เชื อจุลินทรีย์  
โพรไบโอติกส่วน ใหญ่ได้รับจากการบริโภคอาหารที่มีส่วนประกอบของโพรไบโอติก เช่น ผลิตภัณฑ์นม
หมักชนิดต่างๆ แหนมสด เป็นต้น คุณสมบัติของโพรไบโอติก คือ มีความสามารถในการปกป้องร่างกาย
ไม่ให้ได้รับอันตรายจากเชื อจุลินทรีย์ก่อโรค และสามารถผลิตเอนไซม์มาย่อยสารอาหารบางประเภทที่
ระบบการย่อยในร่างกายมนุษย์ไม่สามารถย่อยได้ให้เป็นสารที่มีประโยชน์และร่างกายดูดซึมไปใช้  
ประโยชน์ได ้[13] 
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2.4  หลักเกณฑ์ในการคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย์โพรไบโอติก 
2.4.1  ด้านลักษณะทั่วไป 

   2.4.1.1  การคัดเลือกสายพันธุ์ที่จะน้ามาใช้กับมนุษย์ สายพันธุ์นั นควรมีต้นก้าเนิดมา
จากมนุษย์ 
   2.4.1.2  สายพันธุ์ที่ใช้ควรมีความปลอดภัยต่อการบริโภคของมนุษย์ โดยมีการทดสอบ
เพ่ือใช้กับมนุษย์ และมีการรับรองผลที่เกี่ยวข้องกับสุขภาพทางด้านการบ้าบัดที่สามารถพิสูจน์ได้ 
   2.4.1.3  เชื อจุลินทรีย์ที่เลือกใช้เป็นโพรไบโอติกจะต้องมีประโยชน์ต่อสุขภาพ เช่น 
ผลิตวิตามินและเป็นสารยับยั ง เป็นต้น 
   2.4.1.4  ต้องมีความคงตัวทางพันธุกรรมไม่ก่อเกิดการกลายพันธุ์ ไม่ส่งผ่านยีนที่ทนต่อ
สารปฏิชีวนะ 
   2.4.1.5  ไม่เป็นเชื อก่อโรคเป็นพิษหรือมีปฏิกิริยาที่ก่อให้เกิดโรคมะเร็งในอวัยวะต่างๆ
รวมทั งมีประวัติเกี่ยวข้องกับโรค เช่น โรคติดเชื อเยื่อบุหัวใจอักเสบ หรือโรคระบบทางเดินอาหารผิดปกติ
เป็นต้น 

 2.4.2  ด้านความคงทนในสภาวะต่างๆ  
   2.4.2.1  ต้องรอดชีวิตในสภาวะที่ เป็นกรดของระบบทางเดินอาหารและล้าไส้  
ตอนบน ทนต่อกรดและน ้าดี ยึดเกาะในส่วนของเยื่อบุผิวของล้าไส้ได้ และแพร่ขยายพันธุ์ในล้าไส้อย่าง
น้อยที่สุด ระยะเวลาหนึ่ง 
  2.4.2.2  โพรไบโอติกจะต้องมีชีวิตและมีความคงทนในระหว่างกระบวนการแปรรูป
และภายใต้สภาวะการเก็บรักษา  
  2.4.2.3  มีความคงตัวหลังจากการท้าแห้งแบบแช่แข็ง หรือโดยวิธีการอ่ืนๆ 

2.4.3  ด้านบทบาทหน้าที่ 
  2.4.3.1  ผลิตสารต่อต้านจุลินทรีย์  
  2.4.3.2  มีกิจกรรมป้องกันในอาหาร เช่น ยับยั งจุลินทรีย์ที่ท้าให้อาหารเสื่อมเสียหรือ
อาหารเป็นพิษ และมีกิจกรรมต่อต้านเชื อจุลินทรีย์ก่อโรค เช่น Salmonella sp. และ Listeria 
monocytogenes เป็นต้น  
  2.4.3.3  มีคุณสมบัติต่อต้านการกลายพันธุ์ และต่อต้านสารก่อมะเร็ง รวมทั งกระตุ้น
ระบบภูมิคุ้มกันแต่จะไม่มีผลเมื่อเกิดการอักเสบอยู่ก่อนแล้ว  
  2.4.3.4  ให้ลักษณะทางประสาทสัมผัสที่ดีในผลิตภัณฑ์  
  2.4.3.5  ให้ประโยชน์แก่ผู้ที่ให้ที่อยู่อาศัย ต่อโพรไบโอติก และสามารถขยายการผลิต
เข้าสู่ระดับอุตสาหกรรมได้ [14] 



 

24 
 

2.5  คุณสมบัติของจุลินทรีย์โพรไบโอติกส าหรับมนษุย์ 
  2.5.1  จุลินทรีย์ที่สามารถใช้เป็นโพรไบโอติกได้ต้องเป็นจุลินทรีย์ที่มีความปลอดภัยต่อมนุษย์  
  2.5.2  ต้องแสดงให้เห็นผลดีได้ชัดเจนกว่าการไม่เติมโพรไบโอติก  
  2.5.3  ต้องทนต่อสภาวะแวดล้อมในล้าไส้เล็ก ทางเดินอาหาร ตลอดจนทางเดินหายใจ  
  2.5.4  ลดคอเลสเทอรอลได้  
  2.5.5  ยับยั งสารก่อมะเร็งทั งทางตรงและทางอ้อมโดยกระตุ้นให้เกิดระบบภูมิคุ้มกัน  
 2.5.6  สามารถใช้น ้าตาลแลคโตสได้ ท้าให้การดูดซับแคลเซียมและวิตามินได้ดี [15] 
 

2.6  จุลินทรีย์ที่ใช้เป็นโพรไบโอติก   
 จุลินทรีย์ที่ใช้เป็นโพรไบโอติกมีหลายชนิด ทั งแบคทีเรีย ยีสต์ และรา และแต่ละชนิดมีหลาย
สายพันธุ์ที่สามารถน้ามาใช้เป็นโพรไบโอติก ได้แก่  

2.6.1  แบคทีเรีย ส่วนมากเป็นแบคทีเรียแลคติก เช่น  
2.6.1.1  จีนัส Lactobacillus เช่น Lactobacillus acidophilus Lactobacillus 

delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, 
Lactobacillus sakei, Lactobacillus brevis, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus kefir 
และ Carnobacterium  

2.6.1.2  จีนัส Leuconostoc ได้แก่ Leuconostoc mesenteroides และ 
Leuconostoc plantarum  

2.6.1.3  จีนัส Pediococcus ได้แก่ Pediococcus pentosaceus และ 
Pediococcus halophilus  

2.6.1.4  จีนัส Streptococcus ปัจจุบันแบ่งเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่ม Enterococci 
เช่น Enterococcus faecium M74 และ SF68 กลุ่ม Lactococci เช่น Lactococcus lactis subsp. 
lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. diacetylactis และ
กลุ่ม Streptococci เช่น Streptococcus salivarius subsp. thermophilus  

2.6.1.5  จีนัส Bifidobacterium เช่น Bifidobacterium animalis, 
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum และ
Bifidobacterium thermophilum 

2.6.1.6  จีนัส Propionibacterium ได้แก่ Propionibacterium freudenreichii  
2.6.1.7  จีนัส Bacillus ได้แก่ Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis  
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 2.6.2  ยีสต์ ยีสต์ที่น้ามาใช้ ได้แก่ Saccharomyces cerevisiae และ Candida 
pintolopesii  
 2.6.3  รา เชื อราที่น้ามาใช้ ได้แก่ Aspergillus niger และ Aspergillus oryzae [15] 
 

2.7  ผลของโพรไบโอติกในการยับยั้งจุลินทรีย์   
ในปัจจุบันความต้ องการลดปริ มาณการใช้ สาร เคมี เ พ่ื อการถนอมอาหาร  เช่น 

 ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ กรดเบนโซอิก กรดซอร์บิก และไนเตรต มีมากขึ นจึงท้าให้มีการศึกษาเกี่ยวกับการ
ใช้สารที่ผลิตขึ นจากธรรมชาติ ซึ่งมีคุณสมบัติสามารถยับยั งการเจริญของจุลินทรีย์เพ่ือทดแทนการใช้
สารเคมีในการถนอมอาหาร โดยคุณสมบัติของสารดังกล่าวต้องสามารถยับยั งจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดอาหาร
เสื่อมเสียและก่อโรค การศึกษาจุลินทรีย์โพรไบโอติกก้าลังได้รับความสนใจและเป็นแนวทางในการ
พัฒนาอุตสาหกรรมอาหาร โดยโพรไบโอติกแต่ละชนิดจะมีความสามารถในการยับยั งจุลินทรีย์ ชนิดอื่นๆ 
ได้แตกต่างกัน ดังตารางที่ 2.2 
ตารางท่ี 2.2   สมบัติการยับยั งจุลินทรีย์ชนิดอื่นของจุลินทรีย์โพรไบโอติกบางชนิด 

จุลินทรีย์ที่ถูกยับยั ง จุลินทรีย์โพรไบโอติก 
Aeromonas hydrophila  
Bacillus cereus  
Clostridium botulinum  
Escherichia coli  
Listeria monocytogenes  
Salmonella  
Staphylococcus aureus  
Vibrio parahaemolyticus  
Yersinia enterocolitica  
Clostridium tyrobutyricum  
Moulds  
Yeasts  

Lactococcus, Pediococcus  
Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus  
Lactobacilliceae,  Bacillus,  Brevibacterium 
Enterococcus, Micrococcus  
Lactobacilliceae, Lactococcus, Pediococcus  
Lactobacillus sp., Lactococcus sp. Leuconostoc 
Pediococcus, Lactococcus lactis  
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc  
Lactobacilliceae, Lactococcus, Bacillus  
Lactococcus, Pediococcus  
Lactobacilliceae  
Lactic acid bacteria  
Bacillus  
Aeromonas  

ที่มา : Mossel et al., (1996) [16] 
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 จากตารางที่ 2.2  จะเห็นว่าจุลินทรีย์ที่ออกฤทธิ์ในการยับยั งส่วนใหญ่จะเป็นกลุ่มโพรไบโอติก 
ในระบบอาหารมีโพรไบโอติกหลายชนิดที่แสดงสมบัติในการต่อต้านจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน เช่น ถั่วหมักแหนม 
และผักดอง เป็นต้น 
 

2.8  การผลิตสารยับยั้งจุลินทรีย์  
โพรไบโอติกหลายชนิดสามารถผลิตสารเมตาบอไลท์บางชนิดที่มีคุณสมบัติในการยับยั ง 

จุลินทรีย์ ซึ่งสารที่ผลิตขึ นบางครั งก็มีโครงสร้างที่ไม่ซับซ้อน เช่น กรดอินทรีย์ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
ไดอะเซทิล และริวทีรีน เป็นต้น ซึ่งสารเหล่านี สามารถยับยั งจุลินทรีย์ทั่วไปได้แบบไม่เจาะจง [16] และ
บางครั งก็ผลิตสารยับยั งจุลินทรีย์ที่มีโครงสร้างที่ซับซ้อนขึ น และมีคุณสมบัติในการยับยั งจุลินทรีย์ที่
จ้าเพาะมากขึ นได้แก่ แบคเทอริโอซิน (Bacteriocins) ซึ่งสารที่จุลินทรีย์ โพรไบโอติกผลิตขึ นจะมีผลต่อ
จุลินทรีย์ในลักษณะที่แตกต่างกัน ดังนี  

2.8.1  กรดอินทรีย์  
  โพรไบโอติกสามารถผลิตกรดอินทรีย์ ได้หลายชนิด  แบคทีเรียแลคติกจะผลิต 
กรดแลคติกเป็นผลิตภัณฑ์หลัก และบางครั งก็สามารถผลิตกรดชนิดอ่ืนได้ด้วย [17] ขึ นกับชนิดของ
จุลินทรีย์ในสภาวะที่เหมาะสม กรดอินทรีย์จะถูกสังเคราะห์จากกระบวนการย่อยสลายคาร์โบไฮเดรต
ส้าหรับจุลินทรีย์กลุ่มโฮโมเฟอร์เมนต์เตทีฟแลคติกแอซิดแบคทีเรีย เช่น Lactococci, Pediococci, 
Streptococci และ Lactobacilli บางชนิด [13] จะผลิตกรดแลคติกได้เป็นส่วนใหญ่ ส่วนแบคทีเรีย
กลุ่มเฮทเทอโรเฟอร์เมนต์เตทีฟแลคติกแอซิดแบคทีเรีย เช่น Lactobacillus lactis subsp. cremoris, 
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus แ ล ะ   Lactobacillus casei ซึ่ ง จ ะ ห มั ก 
ได้สารชนิดอ่ืนด้วยนอกจากกรดแลคติก เช่น กรดอะซิติก หรือ แอลกอฮอล์ เป็นต้น กรดอินทรีย์ 
จะยับยั งจุลินทรีย์ได้โดยที่กรดจะแทรกผ่านเข้าไปในเซลล์ของจุลินทรีย์และเกิดการแตกตัวภายในเซลล์
ได้ไฮโดรเจนไอออน ซึ่งมีผลต่อกระบวนการเมทาบอลิซึมภายในเซลล์ และกรดอินทรีย์ยังไปท้าให้โปรตีน
ภายในเซลล์เกิดการเสียสภาพ ท้าให้เซลล์ไม่สามารถด้าเนินกิจกรรมต่อไปได้  

ประสิทธิภาพในการยับยั งจุลินทรีย์ของกรดอินทรีย์จะแตกต่างกัน มีการศึกษาพบว่า
กรดอินทรีย์สามารถยับยั งจุลินทรีย์ได้ดีกว่ากรดอนินทรีย์และมีข้อสันนิษฐานว่าประสิทธิภาพในการ
ยับยั งจุลินทรีย์น่าจะเกี่ยวข้องกับสัดส่วนโมเลกุลของกรดที่แตกตัวและไม่แตกตัว  โดยประสิทธิภาพ 
จะเพ่ิมมากขึ นเมื่อค่าความเป็นกรด-ด่างต่้าลง ซึ่งจะมีสัดส่วนโมเลกุลกรดที่ยังไม่แตกตัวสูง [17] 

2.8.2  ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  
            ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) มีคุณสมบัติเป็นพิษทางชีววิทยา โพรไบโอติกบางชนิด
สามารถผลิตไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ได้  ได้แก่  Lactobacilli, Lactococci, Pediococci และ 
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Leuconostoc [18] แบคทีเรียเหล่านี จะผลิตไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในสภาวะที่มีออกซิเจนเท่านั น 
และจุลินทรีย์ทีผ่ลิตจะทนได้มากกว่าจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์จะท้าปฏิกิริยากับไขมันที่
เยื่อหุ้มเซลล์ ซึ่งจะส่งผลให้เซลล์ไม่สามารถควบคุมการผ่านเข้าออกของสารได้และมีผลในการท้าลาย
โครงสร้างกรดนิวคลีอิกรวมทั งโปรตีนภายในเซลล์ นอกจากนี ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ยังสามารถรวมตัว
กับสารชนิดอื่นเกิดเป็นสารยับยั งจุลินทรีย์ชนิดใหม่ขึ นมาได้ [17]  

2.8.3  ไดอะซิทิล  
          ไดอะซิทิล (2,3-Butanedione) ได้จากกระบวนการสลายซิเทรตในสภาวะมีและไม่มี
ออกซิเจน ซึ่งขับออกมาโดยจุลินทรีย์กลุ่ม Lactococci , Pediococci และ Leuconostoc   ไดอะซิทิล
จะมีผลต่อแบคทีเรียแกรมลบ ยีสต์ รา ได้มากกว่าแบคทีเรียแกรมบวก [18] เนื่องจากจะไปขัดขวางการ
ใช้อาร์จินีนของแบคทีเรียแกรมลบโดยไปแทนที่อาร์จินีนในการรวมตัวกับโปรตีนที่จับอยู่กับอาร์จินิน 
(arginin – binding protein)  

2.8.4  อะซิทัลดีไฮด์  
            อะซิทัลดีไฮด์ เกิดจากกระบวนการหมักคาร์โบไฮเดรตของแบคทีเรียแลคติกในสภาวะ
ไม่มีเอนไซม์แอลกอฮอล์ไฮโดรจีเนส จึงผลิตอะซิทัลดีไฮด์ออกมามาก ซึ่งเป็นการหมักแบบเฮทเทอโร
เฟอร์ เมนเตชั่น  มีการรายงานว่าอะซิทัลดี ไฮด์ เข้มข้น  10- 100 ppm สามารถยับยั ง  E. coli,   
S. aureus และ Salmonella typhimurium ได้  

2.8.5  ริวทีริน  
          ริวทีรีนเกิดจากกระบวนการสลายกลีเซอรอลและกลีเซอรอลดีไฮด์ซึ่งผลิตโดย 
Lactobacillus reuteri ในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน [18] ริวทีรีนไม่ใช่แบคเทอริโอซิน แต่เป็นสารผสม
ของ โมโนเมอริกไฮเดรทโมโนเมอริก และไซคลิกไดเมทริก ในรูปของเบต้าไฮดรอกซีโพรพิโอนัลดีไฮด์  
ริวทีรีนเป็นสารต้านจุลินทรีย์มีผลต่อแบคทีเรียแกรมลบ แบคทีเรียแกรมบวก ยีสต์ และรา เนื่องจากไป
ยับยั งเอนไซม์ไรโบนิวคลีโอไทด์รีดักเทส ท้าให้ไม่สามารถด้าเนินกิจกรรมภายในเซลล์ได้ มีรายงานว่า  
ริวทีรีนเติมในเนื อวัวสามารถยับยั ง E. coli และจุลินทรีย์ชนิดอื่นได้ [17] 

2.8.6  แบคเทอริโอซิน  
           แบคเทอริโอซิน (Bacteriocins) เป็นสารประเภทเปปไทด์หรือโปรตีนขนาดเล็ก
สามารถยับยั งการเจริญของแบคทีเรียที่ไวต่อสารดังกล่าวได้ รวมทั งแบคทีเรียที่มีลักษณะคล้ายคลึงกับ
แบคทีเรียที่ให้กรดแลคติก แต่ไม่ท้าลายหรือเป็นพิษต่อเซลล์ผู้ผลิต แบคเทอริโอซินเป็นสารที่เกิดขึ นตาม
กลไกทางธรรมชาติ จึงมีความปลอดภัยมากกว่าสารเคมี  โพรไบโอติกหลายชนิดสามารถสร้าง 
แ บ ค เ ท อ ริ โ อ ซิ น ไ ด้  เ ช่ น  Lactobacillus acidophilus ส า ม า ร ถ ผ ลิ ต  Acidocin ไ ด้  ส่ ว น 
 Lactococcus lactis สามารถผลิต Nisin ได้ Lactobacillus plantarum สามารถผลิต plantaricin 
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และ Bacillus subtilis สามารถผลิต Subtilin ได้ เป็นต้น มีการรายงานว่าแบคเทอริโอซินที่สร้างจาก
แบคทีเรียแลคติกมีคุณสมบัติในการยับยั งการเจริญของแบคทีเรียที่มีผลต่อคุณภาพและความปลอดภัย
ในอาหาร เช่น Bacillus cereus, C. botulinum, C. perfringens, S. aureus, L. monocytogenes 
รวมทั งแบคทีเรียแลคติกบางชนิด [19] 
   แบคเทอริโอซินมีผลต่อแบคทีเรียโดยการยับยั งการเจริญหรือท้าลายเซลล์แบคทีเรียได้ 
โดยจะมีผลต่อเซลล์ในลักษณะใดขึ นอยู่กับชนิด ความบริสุทธิ์ และความเข้มข้นของแบคเทอริโอซิน 
รวมทั งสภาวะแวดล้อม ชนิดจ้านวนเซลล์เป้าหมาย และการรวมตัวกับสารอาหาร แบคเทอริโอซิน
ท้าลายเซลล์เป้าหมายโดยแบคเทอริโอซินแต่ละโมเลกุลร่วมกันท้าให้เกิดรูหรือช่องว่างที่เยื่อหุ้มเซลล์
เป้าหมาย ส่งผลให้เกิดการเสียสมดุลของไอออน สูญเสียกรดอะมิโนและสารประกอบกลุ่มฟอสเฟต  
ซึ่งเป็นส่วนประกอบที่ส้าคัญในการสร้างพลังงานของเซลล์ กลไกการท้าลายเซลล์เป้าหมายแตกต่างกัน
ออกไปตามแต่ละชนิดของแบคเทอริโอซิน เช่น ไนซิน ซึ่งผลิตโดย Lactobacillus lactis subsp. 
Lactis เป็นแบคเทอริโอซินกลุ่มแลนติไบโอติก ที่เป็นกลุ่มที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก ทนความร้อนและ 
มี ว งแหวนที่ เ กิ ดจากพันธะระหว่ าง โม เลกุลข องสารประกอบซัล เฟอร์ ในโมเลกุล เรียกว่ า  
แลนธิโอนีน ลักษณะการท้าลายแบคทีเรียของไนซินเป็นแบบท้าลายแบคทีเรียแกรมบวกทั่วไป และยัง
สามารถท้าลายเยื่อหุ้มเซลล์ภายนอกของแบคทีเรียแกรมลบบางชนิด โดยไนซินเป็นสายโพลีเปปไทด์ที่มี
ประจุสุทธิเป็นบวกจะเข้าจับกันเซลล์ของแบคทีเรียเป้าหมาย เป็นผลให้เยื่อหุ้มเซลล์จะถูกรบกวน  
เซลล์เกิดรูพรุนที่เยื่อหุ้มพลาสมาท้าให้องค์ประกอบภายในเซลล์รั่วไหลออกมา เซลล์ไม่สามารถด้าเนิน
กิจกรรมต่อไปได้ ส่วนสปอร์ของแบคทีเรียจะไวต่อไนซิน โดยกรณีสปอร์พบว่า เยื่อหุ้มเซลล์จะถูกท้าลาย
อย่างรวดเร็วระหว่างที่สปอร์เกิดการงอก ถ้าไนซินมีความเข้มข้นสูงจะสามารถยับยั งการสร้าง 
เปปทิ โ ด ไกลแคนซึ่ ง เ ป็ นส่ วนประกอบที่ ส้ า คัญของผนั ง เ ซลล์ ข อง  E. coli และ  Bacillus  
stearothermophilus ได้ [20] 
  ส่วนแบคเทอริโอซินกลุ่มนอนแลนติไบโอติกส์ จะมีขนาดโมเลกุลที่เล็กและทนความ
ร้อนการยับยั งท้าได้โดยในขั นตอนแรกปลายด้าน N-terminal ของโมเลกุลแบคเทอริโอซินซึ่งมีประจุ
บวกจะเข้าจับกับส่วนหัวของฟอสโฟลิปิดที่เยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียเป้าหมายซึ่งมีประจุลบโดยแรงทาง
ไฟฟ้าสถิตย์ จากนั นปลายด้าน C-terminal ในโมเลกุลแบคเทอริโอซิน ซึ่งมีคุณสมบัติเป็นไฮโดรโฟบิกจะ
ท้าปฏิกิริยากับเอซิลกรุ๊ปของไขมันในเยื่อหุ้มเซลล์ ท้าให้เกิดเป็นรูที่เยื่อหุ้มเซลล์ ส่งผลให้เซลล์สูญเสีย
สมดุลไอออนรวมทั งสารประกอบฟอสเฟตภายในเซลล์  
   จุลินทรีย์โพรไบโอติกสามารถสร้างสารยับยั งจุลินทรีย์ที่เป็นสาเหตุของโรคในมนุษย์
และสัตว์ได้ ซึ่งเรียกว่าแบคเทอริโอซิน ดังตารางที่ 2.3 
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ตารางท่ี 2.3  สารยับยั งจุลินทรีย์ที่ได้จากเชื อจุลินทรีย์ (แบคเทอริโอซิน) 

            จลุินทรีย์แบคเทอริโอซิน    สารยับยั ง 
Lactobacillus sp. 

 
Lactococcus sp. 
Leuconostoc sp. 
Pediococcus sp. 

Bacillus sp. 

caseicin, curvacin , brevicin, plantaricin 
fermenticin, lactacin , lactocin helveticin 
nisin, lactococcins, lacticin , lactostrepcins 
Carnocin, mesenterocin, leucocin, louconocin 
Pediocin 
Subtilisin 

 ที่มา : Mossel et al. (1996) [16] 
 

2.9  การใช้โพรไบโอติกควบคุมจุลินทรีย์ในผลิตภัณฑ์อาหาร  
โพรไบโอติกเป็นจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ต่อร่างกาย จึงท้าให้มีการน้าโพรไบโอติกมาใช้ใน

อุตสาหกรรมอาหารหลากหลายชนิด โดยในช่วงแรกพบว่ามีการใช้ในการผลิตภัณฑ์อาหารประเภทไวน์  
โยเกิร์ต แหนม เป็นต้น ต่อมาได้มีการศึกษาและพัฒนาพบว่าจุลินทรีย์บางชนิดหากได้รับประทานเข้าไป
จะเกิดผลดีต่อร่างกาย ช่วยให้มีสุขภาพดีและมีอายุยืนยาว ซึ่งพบว่าโพรไบโอติกหลายชนิดสามารถ
ควบคุมจุลินทรีย์ที่ไม่ต้องการในผลิตภัณฑ์อาหารได้ทั งจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดอาหารเน่าเสียและจุลินทรีย์ที่
ก่อให้เกิดโรคที่ปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์อาหาร โดยวิธีนี เป็นการควบคุมจุลินทรีย์ที่ได้รับความสนใจมาก 
เนื่องจากเป็นการเพ่ิมความปลอดภัยแก่ผู้บริโภคทั งจากจุลินทรีย์ที่ก่อโรค และจากสารเคมี จึงท้าให้มี
การศึกษาการน้าโพรไบโอติกมาใช้ควบคุมจุลินทรีย์ในผลิตภัณฑ์อาหารชนิดต่างๆ ได้แก่ ผลิตภัณฑ์นม 
ผลิตภัณฑ์เนื อสัตว์ ผลิตภัณฑ์ปลา ผักและผลไม ้เป็นต้น [21] 
 

2.10  ข้อควรพิจารณาการผลิตผลิตภัณฑ์โพรไบโอติก   
ในการผลิตผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกเพ่ือให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีลักษณะดีทางกายภาพและ 

ทางประสาทสัมผัส และมีปริมาณเชื อโพรไบโอติกที่มีชีวิตอยู่ในผลิตภัณฑ์ในปริมาณที่เหมาะสมนั นเป็น
สิ่งส้าคัญ ดังนั นในการผลิตจึงมีปัจจัยหลายอย่างเข้ามาเกี่ยวข้อง เช่น ความปลอดภัยของสายพันธุ์ที่
เลือกใช้ ผลของการเป็นโพรไบโอติกปริมาณเชื อเริ่มต้นที่เติมลงไป สภาวะที่ใช้ในการบ่ม ความสัมพันธ์ที่
เกิดขึ นระหว่างชนิดของเชื อในกรณีการใช้เชื อผสม รวมถึงการเหลือรอดชีวิตในผลิตภัณฑ์ในช่วงระหว่าง
การเก็บรักษาและผลที่เกี่ยวของกับสุขภาพในแง่ของการเป็นผลิตภัณฑ์โพรไบโอติก ซึ่งถือเป็นปัจจัย
ส้าคัญที่ส่งผลต่อการผลิตผลิตภัณฑ์โพรไบโอติก [21] 
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2.11  การใช้โพรไบโอติกในผลิตภัณฑ์อาหาร  
อาหารที่มีเชื อโพรไบโอติกเป็นองค์ประกอบที่ใช้ส้าหรับการบริโภคของมนุษย์มีออกจ้าหน่าย

ในประเทศญี่ปุ่น ซึ่งเชื อแบคทีเรียที่ใช้คือ Lactobacillus acidophilus และ L. casei โดยใช้เป็น
ส่วนประกอบในผลิตภัณฑ์นมหมัก ปัจจุบันมีการเพ่ิมจ้านวนของสปีชีส์ต่างๆ ที่ใช้ในผลิตภัณฑ์ 
โ พ ร ไบ โ อติ ก เ ป็ น อย่ า ง ม า ก  เ ช่ น  Bacillus sp. และ  fungi คื อ  Saccharomyces sp. แ ล ะ  
Aspergillus sp. แต่ในผลิตภัณฑ์นมหมัก ยังคงเปน็ผลิตภัณฑ์หลักท่ีใช้เป็นตัวกลางในการส่งผ่านเชื อโพร
ไบโอติก และถือเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีความหลากหลาย แต่อย่างไรก็ตามยังมีการใช้เชื อโพรไบโอติกใน
ผลิตภัณฑ์ อ่ืนๆ ได้แก่  fruit juices, fruit soups, infant formulas และยังใช้ ในทางเภสัชกรรม  
จากผลิตภัณฑ์ต่างๆ ซึ่งจะท้าให้เกิดการบ่งชี ให้เห็นถึงศักยภาพของการตลาดของผลิตภัณฑ์โพรไบโอติ
กในอนาคตต่อไป [21]  
 

2.12  คุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกของ E. faecium 
ในปัจจุบันการใช้โพรไบโอติกร่วมกับอุตสาหกรรมการผลิตสัตว์มีแนวโน้มที่แพร่หลายมากขึ น

ทั งในระดับอุตสาหกรรมและเกษตรกรรายย่อย เนื่องจากโพรไบโอติกมีประโยชน์หลายด้าน  
อย่างที่ทราบกันเป็นอย่างดีว่าโพรไบโอติกสามารถช่วยย่อยสารอาหารเพ่ือให้สัตว์มีการเจริญได้ดีขึ น 
ขนาดตัวใหญ่ขึ น น ้าหนักมากขึ น และยังสามารถยับยั งแบคทีเรียก่อโรคในสัตว์ได้อีกด้วย [11] จึงส่งผล
ให้ผลผลิตที่ ได้มีคุณภาพดีขึ นและขายได้ราคาสูง [22] มีการศึกษาค้นคว้าเกี่ยวกับประโยชน์ 
ของโพรไบโอติกต่อการผลิตสัตว์ออกมาเพ่ือยืนยันถึงศักยภาพของโพรไบโอติกที่สามารถใช้ร่วมกับการ
ผลิตสัตว์ได้อย่างปลอดภัย ดังนี  

Pospiskova et al. (2013) [23] ท้าการทดลองเกี่ยวกับโพรไบโอติกที่มีผลต่อการเจริญของ
เชื อก่อโรคในล้าไส้ของสุกร ในงานวิจัยมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพของโพรไบโอติกในระบบ
ทางเดินอาหารของสุกร แบ่งการทดลองเป็น 2 กลุ่ม โดยกลุ่มที่ 1 ให้อาหารที่เสริมโพรไบโอติก   
E. faecium SF68 และกลุ่มที่ 2 ให้อาหารโดยไม่เสริมโพรไบโอติก (กลุ่มทดลอง) เก็บตัวอย่างอุจจาระ
ไปทดสอบ พบว่า ในกลุ่มท่ีเสริมด้วยโพรไบโอติกมีจ้านวน E. coli และ Clostridium spp. ลดลงอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ ผลการทดลองแสดงให้เห็นถึงข้อดีอย่างชัดเจนของการบริโภคอาหารเสริมด้วย 
โพรไบโอติกส่งผลให้ลดการเกิดโรคอุจจาระร่วงที่พบบ่อยในอุตสาหกรรมการเลี ยงสุกร  

Bybee et al. (2011) [24] ศึกษาผลของ E. faecium SF68 ต่อโรคท้องร่วงในแมวและสุนัข 
ในการทดลองมีแมวทั งหมด 217 ตัว และสุนัข 182 ตัว ท้าการทดลอง 4 สัปดาห์ โดยมีกลุ่มที่ได้รับ
อาหารเสริมด้วยโพรไบโอติกและกลุ่มที่ไม่ได้รับอาหารเสริมโพรไบโอติก (กลุ่มควบคุม) ผลการทดลอง
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พบว่าอาหารที่เสริมด้วยโพรไบโอติกส่งผลให้โรคท้องร่วงในแมวลดลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ  
แต่ในสุนัขไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 

Hafsa et al. (2015) [25] ศึกษาศักยภาพโพรไบโอติกสายพันธุ์ E.  faecium และความ
ต้านทานต่อแบคทีเรียก่อโรคที่แยกจากล้าไส้และอุจจาระไก่ การศึกษาครั งนี มีวัตถุประสงค์เพ่ือแยกและ
ระบุคุณสมบัติของ Enterococcus sp. ที่แยกจากล้าไส้และอุจจาระไก่เพ่ือคัดเลือกโพรไบโอติก 
ที่มีศักยภาพ โดยแยกแบคทีเรียจากล้าไส้และอุจจาระไก่ 30 ตัว ที่เลี ยงจากฟาร์มเพาะเลี ยง ผลการ
ทดลองพบว่า Enterococcus sp. มีการรอดชีวิตในสภาวะที่มีเกลือน ้าดี 0.2 % เป็นเวลา 24 h และ
สภาวะจ้าลองของน ้าย่อยในกระเพาะอาหารที่พีเอช 2.5 เป็นเวลา 8 ชั่วโมง แบคทีเรียดังกล่าวมีความ
ต้านทนต่อเชื อก่อโรค S. enteritidis มีการะบุสายพันธุ์ว่าเป็น E. faecium จากการทดลองพบว่า  
E. faecium เป็นโพรไบโอติกที่มีศักยภาพที่สามารถน้าไปใช้ร่วมกับอาหารสัตว์เพ่ือส่งเสริมด้านสุขภาพ
ของสัตว์ได้เป็นอย่างดี 

Simonova et al. (2009) [26] ท้าการวิจัยเกี่ยวกับ E. faecium CCM7420 และผลต่อการ
ย่อยอาหารของกระต่าย ผลการทดลองพบว่า กระต่ายมีน ้าหนักเพ่ิมขึ นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
หลังจากได้รับอาหารเสริมด้วย E. faecium CCM7420  

Divyashri et al. (2015) [27] ศึกษาถึงคุณสมบัติโพรไบโอติก พบว่า E. faecium CFR 
3003 มีการรอดชีวิตภายใต้สภาวะจ้าลองในระบบทางเดินอาหาร เนื่องจากสามารถทนต่อสภาวะกรด  
พีเอช 1.5  2.0 และ 3.0 สามารถรอดชีวิตที่ความเข้มข้นของเกลือน ้าดี 0.45 % และรอดชีวิต 
ภายใต้สภาวะที่มีเอนไซม์เพปซินและทริปซิน  

Ghomrassi et al. (2016) [28] ศึกษาศักยภาพของ Enterococci ที่แยกจากปลาทะเลที่มี
ความต้านทานต่อแบคทีเรียแกรมลบ มีการระบุสายพันธุ์ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้พบว่ามี E. faecium 
จ้านวน  13 ไอโซเลต และ L. lactis จ้านวน 3 ไอโซเลต ผลการทดลองพบว่า E. faecium จ้านวน  
6 ไอโซเลต สามารถยับยั งแบคทีเรียก่อโรค Streptococcus parauberis  Vagococcus spp. และ 
Carnobacterium maltaromaticum และโดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมลบ คือ  Flavobacterium 
frigidarium  Vibrio pectenicida  V. penaeicida และ Photobacterium damselae โดยแบคทีเรีย
ก่อโรคที่ใช้ทดสอบแยกจากปลาที่เป็นโรค และมีการรอดชีวิตในสภาวะที่มีเกลือน ้าดี จากการทดลอง
แสดงถึงศักยภาพของ E. faecium ที่สามารถใช้เป็นโพรไบโอติก 

Sarra et al. (2013) [29] แยกและศึกษาลักษณะของแบคทีเรีย Enterococci จากปลา โดย
ท้าการศึกษาและเก็บรวบรวมข้อมูลของแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได้จากอวัยวะภายในของปลาที่มี
คุณสมบัติที่ดีและมีความปลอดภัย ซึ่งสามารถคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติก 3 สายพันธุ์ คือ GM1 GM2 
และ GM3 ระบุว่าเป็น E. feacium โดยใช้วิธีทางชีวโมเลกุล ทั ง 3 สายพันธุ์สามารถยับยั งเชื อจุลินทรีย์ 
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มีการผลิตแบคเทอริโอซินที่มีความสามารถในการยับยั งแบคทีเรียที่ท้าให้เกิดการเน่าเสียของอาหารและ
ยับยั ง Carnobacterium maltaromaticum ที่เป็นเชื อก่อโรคในปลา และมีความไวต่อยาปฏิชีวนะ
หลายชนิดได้แก่ Ampicillin Penicillin Tetracycline และ Gentamicin แต่มีความสามารถในการ
ต้านทานต่อยา Rifampicin การศึกษาครั งนี แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียสายพันธุ์ดังกล่าวสามารถใช้เป็น
โพรไบโอติกส้าหรับส่งเสริมการเจริญหรืออาจใช้เพ่ือปรับปรุงความปลอดภัยของผลิตภัณฑ์อาหาร  
 

2.13  กระบวนการหมักแบบแห้ง (Solid-State Fermentation, SSF) 
กระบวนการหมักแบบ หมายถึง การหมักที่เกี่ยวข้องกับของแข็งในที่ไม่มีน ้าหรือมีน ้าปริมาณ

เพียงเล็กน้อยแต่พื นผิวจะต้องมีความชื นพอที่จะช่วยการเจริญและการเผาผลาญอาหารของจุลินทรีย์  
การหมักแบบ Solid-State Fermentation (SSF) ยังช่วยกระตุ้นการเจริญของจุลินทรีย์ในธรรมชาติใน
ของแข็งที่ชื นและได้เป็นต้นแบบของเทคนิคการหมักในสมัยโบราณอีกด้วย จึงไม่น่าแปลกใจที่เกือบทุก
กระบวนการหมักที่ ใช้ในสมัยโบราณอยู่บนพื นฐานของหลักการของ SSF  การหมักแบบ SSF  
นิยมน้าวัสดุเหลือทิ งจากทางเกษตรหรืองอุตสาหกรรมเกษตร เพราะใช้พลังงานที่ต่้ากว่าและมีน ้าเสีย
น้อยและเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมและยังเป็นการแก้ไขปัญหาการก้าจัดของเสียที่เป็นของแข็งอีกด้วย 

ประวัติศาสตร์ของเทคโนโลยีการหมักที่บ่งชี ว่ากระบวนการ SSF เป็นที่นิยมในประเทศ
ตะวันตกในช่วงหลังปี  ค .ศ. 1940 ได้มีการพัฒนาของเทคโนโลยีการหมักแบบ Submerged 
fermentation (SMF)  ในพัฒนายาปฏิชีวนะ ซึ่งมีความต้องการอย่างมากของยาปฏิชีวนะในช่วง
สงครามโลก SMF กลายเป็นเทคโนโลยีแบบอย่างที่ดีส้าหรับการผลิตสารประกอบต่าง ๆ [30]   
และในช่วง 1960-1970 มีรายงานปรากฏในการผลิตสารพิษจากเชื อราโดย SSF ในการผลิตอาหารสัตว์
ที่อุดมไปด้วยโปรตีน มีการรายงานที่เกี่ยวข้องกับการใช้ประโยชน์จากวัสดุเหลือทิ งจากอุตสาหกรรม
เกษตร จึงเป็นที่สนใจการพัฒนากระบวนการหมักเพ่ือเพ่ิมมูลค่าของวัตถุดิบเหลือทิ งทีต่้นทุนต่้าอย่างอ่ืน 
ตั งแต่นั นมาได้มีการเพ่ิมการพัฒนาอย่างต่อเนื่อง เช่นอาหาร, สาร Primary และ Secondary ต่าง ๆ 
และกระบวนการทางชีวภาพ เช่น Bioleaching Bio pulping Bioremediation Bio beneficiation 
ฯลฯ [30] 

SSF มีข้อดีมากมายกว่า SMF เป็นการหมักท่ีง่ายและลดค่าใช้จ่ายได้ และยังมีหลักการในการ
ควบคุมของพารามิ เตอร์ที่แตกต่างกันเช่นค่า pH อุณหภูมิอากาศการถ่ายโอนออกซิเจนและ
ความชื น SSF ไม่มีความซับซ้อนซึ่งต่างจากการหมักแบบ SMF ดังตารางที่ 2.4 
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ตารางท่ี 2.4  ข้อดีและข้อเสียของ SSF และ SMF 

ข้อดี ข้อเสีย 
ผลผลิตที่สูงขึ น 
การไหลเวียนของออกซิเจนที่ดีขึ น 
วัตถุดิบที่ใช้ต้นทุนต่้า 
ไม่ต้องก้าจัดน ้าที่เสียจากกระบวนการผลิต 
ใช้พลังงานน้อยและลดค่าใช่จ่าย 
เป็นกระบวนการหมักท่ีง่าย 
เป็ นการหมั กที่ คล้ ายกับการ เจริญของ
จุลินทรีย์ที่อยู่อาศัยตามธรรมชาติ 

มีการเคลื่อนย้ายค่อนข้างยาก 
มีประสิทธิภาพในการผสมต่้า 
มีการควบคุมที่ค่อนข้างยากของพารามิเตอร์ใน
ก ร ะบ ว น ก า ร ( pH, ค ว า ม ร้ อ น , ค ว า มชื น
สารอาหาร, ฯลฯ) 
อ า จ มี ปั ญ ห า เ กี่ ย ว กั บ ค ว า ม ร้ อ น ส ะ ส ม 
ถ้าหากผลิตภัณฑ์มีปนเปื้อนต้องใช้ค่าใช้จ่ายสูง
ในการก้าจัด 

 
ที่มา : Couto and Sanroman, (2006) [30] 
 

2.13.1  การประยุกต์ใช้กระบวนการหมักแบบ SSF กับ จุลินทรีย์โพรไบโอติก 
                ปัจจุบันมีการประยุกต์ใช้ SSF กับจุลินทรีย์โพรไบโอติกในการเพาะเลี ยงสัตว์ต่างๆ 
เป็นจ้านวนมาก  เนื่องจากจุลินทรีย์ดังกล่าวมีคุณสมบัติที่ส่งเสริมการเจริญของสัตว์ต่างๆได้ เช่น  
ช่วยรักษาสมดุลและควบคุมปริมาณของจุลินทรีย์ก่อโรคภายในระบบทางเดินอาหารของสัตว์  
เพ่ิมประสิทธิภาพในการย่อยอาหารท้าให้สัตว์สามารถดูดซึมอาหารได้มากขึ น ส่งเสริมและกระตุ้นระบบ
ภูมิคุ้มกันท้าให้สัตว์มีสุขภาพแข็งแรง มีอัตราการรอดชีวิตสูง ซึ่งในปัจจุบันการเพาะเลี ยงจุลินทรีย์   
โพรไบโอติกมีการพัฒนาอย่างรวดเร็ว โดยประยุกต์ใช้กระบวนการหมักแบบแห้งในการเพาะเลี ยง    
จุลินทรีย์เนื่องจากเป็นวิธีที่ง่าย การถ่ายเทออกซิเจนในระบบดีกว่าการเพาะเลี ยงแบบเหลว จุลินทรีย์  
มีอัตราการรอดชีวิตสูง และยังสามารถใช้วัสดุเหลือทิ งทางการเกษตร และอุตสาหกรรมการเกษตร  
เช่น กากถั่วเหลือง และกากถั่วเขียว มาใช้เป็นวัตถุดิบในการเพาะเลี ยงได้ [31], [32] เนื่องจากมีโปรตีน  
โอลิโกแซคคาไรด์ (Oligosaccharides) วิตามินบี และแร่ธาตุต่างๆ เป็นองค์ประกอบ ท้าให้วัตถุดิบ
ดังกล่าวมีคุณค่าทางอาหารเพ่ิมขึ น เช่น ปริมาณโปรตีนทั งหมด กรดอะมิโนอิสระ และยังสามารถ 
ลดความเป็นพิษของสารเคมีบางชนิดในวัตถุดิบได้ ท้าให้อาหารสัตว์มีคุณค่าทางโภชนาการสูงขึ น  
   ทั งนี ในปัจจุบันเกษตรกรนิยมใช้อาหารสัตว์ที่ผ่านกระบวนการหมักด้วยจุลินทรีย์แบบ
สดในการเพาะเลี ยงสัตว์ต่างๆ ซึ่งอาหารดังกล่าวมีอายุในการเก็บรักษาสั นท้าให้ต้องมีการผลิตใหม่อยู่
เสมอ จุลินทรีย์มีอัตราการรอดชีวิตลดลงอย่างรวดเร็วเมื่อเก็บรักษาเป็นเวลานาน เกิดการปนเปื้อนของ
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จุลินทรีย์ที่ไม่พึงประสงค์ได้ง่าย ใช้พื นที่ในการจัดเก็บมาก และมีน ้าหนักในการขนส่งสูง ซึ่งส่วนใหญ่มี
การผลิตจุลินทรีย์โพรไบโอติกด้วยการเพาะเลี ยงแบคทีเรียแลคติก (lactic acid bacteria, LAB)  
 

2.14  การอบแห้ง (Drying) 
หลักการอบแห้งคือ น้าความชื นออกจากวัตถุดิบเพ่ือยืดอายุการเก็บรักษา เมื่อท้าการอบแห้ง

วัตถุดิบเปลี่ยนเป็นผลิตภัณฑ์แล้วจะสามารถเก็บได้ในระยะเวลาที่นานขึ น  โดยผลิตภัณฑ์นั นจะไม่เกิด
ความเสียหายจากการเจริญของจุลินทรีย์ต่างๆ เนื่องจากวัตถุดิบที่น้ามาอบแห้งแล้วจะไม่มี ความชื น
เหลืออยู่หรืออาจจะเหลืออยู่น้อยมากจนจุลินทรีย์ไม่สามารถเจริญขึ นได้ การอบแห้งเป็นการประหยัด
เนื อท่ีในการเก็บรักษาอีกด้วย เนื่องจากการอบแห้งเป็นการดึงน ้าออกจากวัตถุดิบจึงท้าให้วัตถุดิบมีขนาด
เล็กลงและน ้าหนักน้อยลง คุณภาพของผลิตภัณฑ์สุดท้ายหลังการอบแห้ งได้รับผลกระทบมาจาก
กระบวนการอบแห้ง ท้าให้รสชาติ สี และกลิ่นที่เปลี่ยนแปลงไป มีการถ่ายเทความร้อนจากสิ่งแวดล้อม
ภายนอกไปยังผิวหน้าของวัตถุดิบในระหว่างกระบวนการอบแห้งและการถ่ายเทมวลจากข้างในตู้อบไป
ยังผิวของวัตถุดิบเนื่องจากเป็นการถ่ายเทความชื นสู่สิ่งแวดล้อม [33] 

2.14.1  จลนพลศาสตร์การอบแห้ง (Drying kinetics) 
     การอบแห้งเป็นการถ่ายเทความร้อนไปยังวัตถุดิบที่มีความชื นเพ่ือไล่ความชื นออกมา
ในรูปแบบของการระเหย ปัจจัยต่างๆที่มีผลต่อการอบแห้ง  คือ อุณหภูมิที่ ใช้ ในการอบแห้ง  
ความชื นสัมพัทธ์ อัตราการไหลของอากาศในระหว่างกระบวนการอบแห้ง และประสิทธิภาพของเครื่อง
อบแห้ง พฤติกรรมของการอบแห้งด้วยลมร้อนเป็นตัวกลางในการพาความชื นออกจากตัววัตถุดิบ [33] 

2.14.2  การอบแห้งวัตถุดิบชนิดต่างๆ 
   Tirawanichakul et al. (2012) [34] ศึกษาการอบแห้งของขนุนด้วยพลังงานความ
ร้อนผสมผสานระหว่างรังสีอินฟราเรด ไมโครเวฟ และลมร้อน โดยได้ท้าการทดลองอบแห้งขนุนในช่วง
อุณหภูมิ 40 - 60˚C ในทุกการทดลอง โดยขนุนมีค่าความชื นเริ่มต้นอยู่ในช่วง 300 - 400 % มาตรฐาน
แห้ง หลังจากการอบแห้งค่าความชื นของขนุนลดลงเหลือ 12 - 19 % มาตรฐานแห้ง จากการทดลอง
พบว่าอัตราการอบแห้งของขนุนขึ นอยู่กับอุณหภูมิที่ใช้ในระหว่างกระบวนการอบแห้งเมื่อเทียบกับ
ความชื นเริ่มต้นของตัวอย่างขนุน มีการศึกษาจลนพลศาสตร์ในการอบแห้งชั นบางของขนุนพบว่า
แบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์  Modified Page Logarithmic และ Approximation of Diffusion 
เหมาะสมกับการอบแห้งแบบ 2 ขั นตอนด้วยคลื่นไมโครเวฟกับลมร้อน การอบแห้งด้วยรังสีอินฟราเรด 
และการอบแห้งด้วยพลังงานความร้อนระหว่างรังสีอินฟราเรดร่วมกับลมร้อน ตามล้าดับ  
   Nadee et al. (2012) [35] ศึกษาการอบแห้งของใบเตยด้วยรังสีอินฟราเรดร่วมกับลม
ร้อนและการอบแห้งด้วยลมร้อนเพียงอย่างเดียว ท้าการอบแห้งที่อุณหภูมิ 45 - 65˚C ใช้ก้าลังของ 
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รังสีอินฟราเรดที่ 500 และ 1,000 W ความชื นเริ่มต้นในการอบแห้งใบเตยและความชื นสุดท้ายอยู่ที่  
400 - 600 % มาตรฐานแห้ง และ 8 - 12 % มาตรฐานแห้ง ตามล้าดับ แบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์ที่
เหมาะสมส้าหรับการอบแห้งใบเตยด้วยรังสีอินฟราเรดที่ก้าลัง 1,000 W ร่วมกับลมร้อนและการอบแห้ง
ด้วยลมร้อนเพียงย่างเดียวคือ แบบจ้าลองของ Logarithmic และแบบจ้าลองที่ใช้ส้าหรับการอบแห้ง
ด้วยรังสีอินฟราเรดที่ก้าลัง 500 W ร่วมกับลมร้อนคือ แบบจ้าลองของ Page 
   Tirawanichakul et al. (2013)  [36] ได้ท้าการอบแห้งใบบัวบกที่อุณหภูมิ 50-70˚C 
ด้วยรังสีอินฟราเรดที่ก้าลัง 500 - 1,500 W โดยใบบัวบกสดที่น้ามาท้าการทดลองมีความชื นเริ่มต้นที่ 
600 % มาตรฐานแห้ง และความชื นสุดท้ายที่ 20 % มาตรฐานแห้ง แบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์ที่
เหมาะสมส้าหรับการอบแห้งใบบัวบกคือ สมการของ Midilli  
   Phosee et al. (2013)  [37] ได้ท้าการอบแห้งใบสะระแหน่ด้วยลมร้อนที่อุณหภูมิ 55  
65 และ 75˚C  ใบสะระแหน่มีความชื นเริ่มต้น 6.98 กรัมน ้าต่อกรัมน ้าหนักแห้ง และความชื นสุดท้าย
หลังการอบแห้งท่ี 0.064 กรัมน ้าต่อกรัมน ้าหนักแห้ง แบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์ที่เหมาะสมส้าหรับการ
อบแห้งคือ สมการของ Midilli โดยมีค่ามีค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) สูงสุด ในขณะที่ค่ารากที่สอง
ของความคลาดเคลื่อนก้าลังสองเฉลี่ย (RMSE) และค่าไคสแคว์ (X2) ต่้าสุด 
 

2.15  องค์ประกอบของกากถั่วเหลือง  
กากถั่วเหลือง (Soybean Meal, SBM) มีโปรตีน (Protein) กรดอะมิโน (Amino Acid) และ

ไนโตรเจน (Nitrogen) เป็นองค์ประกอบหลัก [38] และมีปริมาณไลซีนสูง  ซึ่งเป็นสารอาหารที่มี
ประโยชน์ และรสชาติอร่อย ท้าให้เป็นแหล่งโปรตีนที่ดีส้าหรับใช้เป็นอาหารสัตว์ [39] ในSBM  
ยังมีสารประกอบที่ส้าคัญอย่างไอโซฟลาโวนส์ โดยไอโซฟลาโวนส์นั นเป็นสารที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพ  
มีการค้นพบว่าสามารถป้องกันความเสี่ยงต่อโรคกระดูกพรุน ไอโซฟลาโวนส์ในถั่วเหลืองยังสามารถ
ส่งเสริมความแข็งแรงในเพศหญิงได้ เนื่องจากในถั่วเหลืองมีสารส้าคัญที่มีโครงสร้างทางเคมีคล้ายกับ
เอสโตรเจนซึ่งเป็นฮอร์โมนในเพศหญิง [40] มีงานวิจัยพบว่าในสัตว์ปีกสามารถย่อย SBM ได้ดี โดยจะ
ผลิตเอนไซม์โปรตีเอสมาท้าการย่อยสารอาหารจ้าพวกโปรตีน ส่งผลให้สัตว์มีการย่อยโปรตีนได้เร็ว ท้าให้
มีการเจริญเร็วขึ น SBM จึงเป็นวัตถุดิบชนิดหนึ่งที่สามารถน้ามาใช้เป็นอาหารสัตว์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
[38] ในช่วงปี พ. ศ. 2550 ถึงปี พ.ศ. 2558 ได้มีการสุ่มตัวอย่าง SBM จากประเทศสหรัฐอเมริกา บราซิล 
และอาร์เจนตินา เพ่ือศึกษาองค์ประกอบทางเคมีจากแหล่งที่มาของถั่วเหลือง โดยศึกษาถึงปริมาณ
โปรตีนรวม (Crude Protein) คุณภาพและคุณค่าทางโภชนาการของ SBM การวิเคราะห์หาปริมาณ
ความชื นหรือวัตถุแห้ง (Dry Matter, DM) พบว่า SBM จากประเทศสหรัฐอเมริกาและบราซิลมีค่า
โปรตีนรวมมากกว่าSBM จากประเทศอาร์เจนตินา มีค่าเท่ากับ 532  532 และ 517 g / kg ตามล้าดับ  
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SBM จากประเทศสหรัฐอเมริกาและประเทศอาร์เจนตินามีปริมาณไลซีนมากกว่า  SBM จากประเทศ
บราซิล มีค่าเท่ากับ 6.17  6.11 และ 6.07 % ตามล้าดับ SBM จากประเทศสหรัฐอเมริกามีซูโครส
มากกว่า SBM จากประเทศอาร์เจนตินาและบราซิล เท่ากับ 84  78  และ 64 g / kg และมีปริมาณ
คาร์โบไฮเดรตชนิดสแตคีโอส (Stachyose) เท่ากับ 64  57 และ 53 g / kg ตามล้าดับ ปริมาณไฟเบอร์
เท่ากับ 118 102 และ 90 g / kg  และแรฟฟิโนส (Raffinose) เท่ากับ 16  14 และ 11 g / kg จาก
ประเทศบลาซิล อาร์เจนตินา และสหรัฐอเมริกา ตามล้าดับ ในส่วนของปริมาณแร่ธาตุขึ นอยู่กับ
แหล่งที่มาของSBM โดย SBM จากประเทศบราซิลมีธาตุเหล็ก (Fe) มากแต่มีแคลเซียม (Ca) น้อย มีธาตุ
ฟอสฟอรัส (P) ธาตุโพแทสเซียม (K) มากกว่า SBM จากประเทศสหรัฐอเมริกาและประเทศอาร์เจนตินา 
ตัวชี วัดคุณภาพโปรตีนแตกต่างกันไปตามแหล่งที่มาของ SBM ค่ากิจกรรมยูริเอส (Urease Activity) 
ของ SBM จากประเทศอาร์เจนตินามีค่าต่้าสุด ความเสียหายที่เกิดจากความร้อน เช่น การเกิดปฏิกิริยา
เมลลาร์ด (Maillard Reaction) หรือปฏิกิริยาการเกิดสีน ้าตาลมีค่าต่้าสุดใน  SBM จากประเทศ
สหรัฐอเมริกา องค์ประกอบทางเคมี คุณภาพโปรตีนและคุณค่าทางโภชนาการของ SBM ในแต่ละ
แหล่งที่มามีความแตกต่างกัน ที่ปริมาณโปรตีนรวมเท่ากัน SBM จากประเทศสหรัฐอเมริกามีไฟเบอร์
น้อย ซูโคสและไลซีนมาก [41] มีการศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพของ SBM ด้วยการหมักแบบแห้ง
ร่ วมกับการใช้ เชื อผสม ดั งนี  Streptococcus thermophiles  Bacillus subtilis MA139 และ
Saccharomyces cerevisiae ผลการทดลองพบว่า SBM หมักผสมโพรไบโอติก สามารถท้าให้ลูกสุกร
หย่านมมีประสิทธิภาพในการเจริญได้ดีขึ น [39] SBM เป็นแหล่งโปรตีนจากพืชที่นิยมใช้มากที่สุดในด้าน
การเพาะเลี ยงสัตว์ เนื่องจากมีโปรตีนสูงและต้นทุนต่้า [42]  
 

2.16  อายุการเก็บรักษา (Shelf Life)   
อายุการเก็บรักษา หมายถึง สภาวะต่าง ๆ ที่ใช้ในการแปรรูปและการเก็บรักษาอาหาร อาจมี

ผลต่อคุณภาพของอาหารภายหลังการเก็บรักษาในช่วงเวลาหนึ่ง ลักษณะทางคุณภาพเมื่ออยู่ในสภาวะที่
ไม่ต้องการ อาจมีเพียงหนึ่งลักษณะหรือมากกว่านั น ที่ระบุว่าอาหารไม่เหมาะสมที่ จะบริโภค  
หรืออาจกล่าวได้ว่าอาหารนั นหมดอายุการเก็บรักษา นอกจากนี  อายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ยังหมายถึง 
ระยะเวลาที่คุณสมบัติของอาหารยังคงเป็นที่ยอมรับได้ของลูกค้า ผู้ผลิตอาหารต้องรับผิดชอบว่าอายุการ
เก็บผลิตภัณฑ์ของตนนั นต้องไม่สั นกว่าวันหมดอายุ (Expiring Date) ที่ประทับไว้บนผลิตภัณฑ์ [43] 
การศึกษาอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์เพ่ือคงคุณภาพผลิตภัณฑ์ที่เหมาะสมในช่วงเวลาที่ต้องการ
ภายใต้สภาวะการเก็บรักษาและการขนส่ง โดยอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ มีความแตกต่าง
กันและขึ นอยู่กับสภาวะการแปรรูปต่าง ๆ ในโรงงาน และอุณหภูมิที่ใช้การเก็บรักษา  
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อายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์อาหารเป็นการบ่งบอกถึงระยะเวลาที่ผลิตภัณฑ์นั นยังมีความ
ปลอดภัยต่อผู้บริโภค รวมถึงยังมีประสาทสัมผัสทางเคมี กายภาพ และชีวภาพ เป็นที่พึงพอใจ และคงไว้
ซึ่งคุณค่าทางโภชนาการ ทั งนี ต้องอยู่ภายใต้เงื่อนไขของการเก็บรักษาตามสภาวะที่ เหมาะสม   
นอกจากนี หากพิจารณาถึงปัจจัยที่ส่งผลต่ออายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์อาหารแล้วสามารถแบ่งออกได้
เป็น 2 ปัจจัย ได้แก่ ปัจจัยภายใน (Intrinsic Factors) ซึ่งเป็นปัจจัยที่แสดงถึงคุณสมบัติของผลิตภัณฑ์
อาหาร เช่น ค่าวอเตอร์แอคติวิตี (Water Activity: aw) ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ค่าความเป็นกรด
ทั งหมด (Total Acidity) ปริมาณออกซิเจนที่มีอยู่  แร่ธาตุต่าง ๆ ปริมาณเชื อจุลินทรีย์ เริ่มต้น  
การใส่สารป้องกันการเสีย (Food Preservative) องค์ประกอบของสารกลุ่มชีวเคมีต่าง ๆ เป็นต้น และ
ปัจจัยภายนอก (Extrinsic Factors) เช่น การควบคุมอุณหภูมิ ในระหว่างการเก็บรักษาและ 
การจัดจ้าหน่าย การสัมผัสกับสิ่งแวดล้อมภายนอก ในระหว่างกระบวนการผลิตและกระบวนการขนส่ง 
รวมไปถึงการจัดการของผู้บริโภค เป็นต้น ทั งปัจจัยภายในและปัจจัยภายนอกต่างก็มีปฏิกิริยาซึ่งกัน 
และกันในแง่การยับยั งหรือการกระตุ้นให้เกิดการเปลี่ยนแปลงต่าง ๆ ที่ส่งผลต่ออายุการเก็บรักษา  
ซึ่งการเปลี่ยนแปลงต่าง ๆ [44] สามารถแบ่งได้ดังนี  

2.16.1  การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ  
    เป็นการเปลี่ยนแปลงที่มีสาเหตุมาจากความผิดพลาดในการจัดการในขั นตอนการ

เก็บเกี่ยว กระบวนการผลิต และการขนส่ง เช่น การช ้าของผัก ผลไม้ การแตกหักของผลิ ตภัณฑ ์
ขนมอบกรอบ การสูญเสียความกรอบของผลิตภัณฑ์ เป็นต้น  

2.16.2  การเปลี่ยนแปลงทางเคมี  
    สามารถเกิดได้ทั งขั นตอนการผลิตและการเก็บรักษาโดยปฏิกิริยาเคมีส่วนมากจะ

เกี่ยวข้องกับองค์ประกอบภายในของอาหารที่มีปัจจัยแวดล้อมภายนอกเข้ามาเป็นตัวช่วยในการ
เกิดปฏิกิริยา โดยปฏิกิริยาเคมีที่ส้าคัญ ๆ ได้แก่ ปฏิกิริยาจากเอนไซม์ (Enzymatic Reaction) เช่น  
การเกิดกลิ่นหืน การเกิดสีน ้าตาล เป็นต้น 

2.16.3  การเปลี่ยนแปลงทางจุลินทรีย์  
    การเปลี่ยนแปลงลักษณะนี ต้องอาศัยปัจจัยที่เพียงพอประกอบด้วย จึงจะสามารถ

เกิดการเปลี่ยนแปลงดังกล่าวได้ เช่น ค่าวอเตอร์แอคติวิตีในผลิตภัณฑ์อาหาร ความเข้มข้นของ
สารละลายน ้าตาลหรือเกลือ (Osmotic Concentration) ค่าความเป็นกรด-ด่างของผลิตภัณฑ์  
อุณหภูมิที่ใช้ในการเก็บรักษา เป็นต้น เช่น การเน่าเสียของอาหารสด เป็นต้น 

   แม้ว่าปัจจุบันจะมีการพัฒนาอย่างรวดเร็ว ก็ได้มีการประยุกต์ใช้ในการประมาณอายุ
การเก็บรักษาของอาหารและการตรวจการเน่าเสียเช่นใช้แบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์ โดยมีวัตถุประสงค์
เ พ่ือสรุปความเป็นไปได้ของสิ่ งมีชีวิตที่ท้า ให้อาหารเน่ า เสียและพัฒนาความก้าวหน้ าของ 
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กระบวนการผลิตและกระบวนการเก็บรักษา โดยใช้ความรู้เชิงปริมาณของจุลินทรีย์ใช้ในการท้านายและ
เป็นพื นฐานในการพัฒนาอุปกรณ์และเครื่องมือเ พ่ือใช้ในการตรวจสอบตั งแต่กระบวนการผลิต  
การเก็บรักษา การจัดจ้าหน่าย และการคาดการณ์อายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์ที่เหลือ ซึ่งมีปัจจัยที่
ส้าคัญๆ ได้แก่ การบรรจุภัณฑ์ อุณหภูมิ ค่ากิจกรรมของน ้า ค่าความเป็นกรด-ด่าง คุณสมบัติของอุปกรณ์
ที่ใช้ และอ่ืน [43] 
     ซ่ึงผลิตภัณฑ์อาหารเป็นแหล่งที่อยู่ที่ดีเยี่ยมส้าหรับการเจริญจุลินทรีย์ ซึ่งอาจจะมีการ
ปนเปื้อนมาจากขั นตอนการแปรรูปและการจัดการด้าเนินการต่าง ๆ ก่อให้เกิดการเน่าเสียของผลิตภัณฑ์
โดยตัวเลขเริ่มต้นของสิ่งมีชีวิตที่ปนเปื้อนมีผลกระทบมาจากหลายปัจจัยซึ่ งประกอบไปด้วย  
ปัจจัยภายนอก ได้แก่ อุณหภูมิและค่าความชื นสัมพัทธ์ ปัจจัยที่มาจากกระบวนการผลิต ได้แก่  
การถูกท้าลายด้วยความร้อน ปัจจัยอ่ืน ๆ เช่น อัตราการเจริญจ้าเพาะของจุลินทรีย์ชนิดนั น ๆ  
การเสื่อมสภาพของอาหารเกิดขึ นอย่างต่อเนื่องระหว่างการเก็บรักษาอาจเป็นผลมาจากการเปลี่ยนแปลง
ทางด้านกายภาพ ด้านเคมีในตัวอาหาร และกิจกรรมต่าง ๆ ของจุลินทรีย์ในตัวผลิตภัณฑ์นั น ๆ  
ซึ่งผู้บริโภคสามารถปฏิเสธสินค้าได้ เช่น  การสูญเสียสีแดงสดบนผลิตภัณฑ์ที่ได้จากเนื อสัตว์ [43] 

2.16.4  วิธีการแบบดั งเดิม 
                      วิธีการทางจุลชีววิทยาแบบดั งเดิม เป็นการตรวจสอบเพ่ือก้าหนดขอบเขตการ
เสื่อมสภาพของผลิตภัณฑ์ถูกจ้ากัดด้วยเวลา และการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ ส้าหรับปฏิกิริยาการ
ย่อยสลายที่ท้าให้เกิดการเน่าเสียอาจจะพบจ้านวนจุลินทรีย์ได้ตั งแต่ 7 Log /g หรือ mg ของผลิตภัณฑ์  
นั น ๆ ขึ นอยู่กับสถานะ มีการใช้อุปกรณ์ที่มีความซับซ้อน มีราคาแพง เพ่ือให้ได้ผลที่แม่นย้าและรวดเร็ว 
สามารถท้าซ ้าได้ และน้าไปใช้ในการประมาณอายุการเก็บรักษาโดยส่วนใหญ่จะใช้การตรวจสอบด้วย
วิธีการทางกายภาพและทางเคมี [42] ได้รับการยอมรับเพ่ือใช้ส้าหรับท้านายอายุการเก็บรักษาน้อยมาก 
และได้มีการคิดและพัฒนาเพ่ือน้าไปสู่ความก้าวหน้าทางเทคโนโลยีที่ได้รับการยอมรับอย่างกว้างขวาง
ทางด้านอุตสาหกรรมด้านอาหาร 

2.16.5  จุลชีววิทยาท้านาย 
               การท้านายอายุการเก็บรักษา และการประยุกต์ ใช้ต่าง ๆ คือ  [44] ได้แก่   
การวัดจ้านวนจุลินทรีย์เริ่มต้นของผลิตภัณฑ์ ชนิดของจุลินทรีย์ ความซับซ้อนของอาหารแต่ละประเภท
ไม่เท่ากัน จึงมีการพัฒนารูปแบบทางคณิตศาสตร์ที่เหมาะสมเพ่ือหาความแปรปรวนทางชีวภาพ 
ความจ้าเป็นภายใต้เงื่อนไขต่าง ๆ และการพัฒนาเทคโนโลยีเพ่ือใช้ตรวจสอบปัจจัยภายนอก 
   มีข้อก้าหนดหลายข้อที่ช่วยในการก้าหนดระดับความเชื่อมั่นเพ่ือความปลอดภัยและ
คุณภาพของอาหารในทุกขั นตอนหลังการผลิต ข้อดีเฉพาะที่เป็นไปได้จากการสร้างแบบจ้าลอง คือ 



 

39 
 

   2.16.5.1  เพ่ือเพ่ิมความเชื่อมั่นในการก้าหนดคุณภาพของผลิตภัณฑ์และอายุการเก็บ
รักษาเพ่ือใช้ในการพัฒนาตลาดที่ส่งออกไกล ๆ ได้ 
   2.16.5.2   สามารถระบุพารามิเตอร์ส้าหรับพัฒนาความเสถียรของจุลินทรีย์ 
ทางจุลภาคหรือผลิตภัณฑ์อาหารแปรรูป 
   2.16.5.3  สามารถให้ความหมายการระบุและปริมาณผลกระทบของข้อบกพร่อง 
ของการประมวลผลและระบบการกระจายสินค้าซึ่งอาจท้าให้เกิดการปฏิเสธสินค้าโดยเฉพาะสินค้า
ส่งออก 
   2.16.5.4  เป็นพื นฐานในการพัฒนาระบบคุณภาพ HACCP อย่างสมเหตุสมผล โดยมี
การสะสมข้อมูลเชิงปริมาณเกี่ยวกับจุลินทรีย์ และท้าให้ข้อก้าหนดของพารามิเตอร์ การประมวลผล
ผลิตภัณฑ์การก้าหนดการเก็บรักษา และจัดจ้าหน่ายเพ่ือป้องกันหรือจ้ากัดจ้านวนจุลินทรีย์ 
ที่ก่อให้อาหารเสื่อมสภาพ เพ่ือพัฒนาไปสู่ระบบที่ยอมรับได้ 

ในช่วงปี 1980 และ 1990 [45] มีการศึกษาส่วนใหญ่เกี่ยวข้องกับการสร้างแบบจ้าลอง
เลียนแบบพฤติกรรมของจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับโรคที่เกิดจากอาหารและก่อให้เกิดการเน่าเสียในอาหาร 
ซึ่งได้รับความสนใจมากขึ น และในปี 1960 และ 1970 มีรายงานเกี่ยวกับการเน่าเสียหลายแนวคิดมีการ
พัฒนาวิธีการและพัฒนาแบบจ้าลองเพ่ือใช้ในการตรวจสอบและการประยุกต์ถูกริเริ่มขึ นและทดสอบ
ความสัมพันธ์กับการท้านายอายุการเก็บรักษาอาหารเย็นที่เก็บไว้และน้าไปสู่การพัฒนากลยุทธ์และ
เทคโนโลยี เช่น การก้าหนดระดับความเน่าเสีย ความสัมพันธ์และความอดทนต่ออุณหภูมิต่าง ๆ  
การสัมผัสกับอุณหภูมิที่ผันผวน โดยได้ท้าการน้านมที่ผ่านการพลาสเจอร์ไรซ์มาท้าการหาค่าเฉลี่ยของ
สิ่งมีชีวิตที่จะท้าให้ผลิตภัณฑ์เกิดการเน่าเสีย 5   CFU/mL ด้วยค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.4 เป็นจุดเริ่มต้น 
เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4˚C และมีเวลาที่เชื อ Pseudomonas spp. เจริญ คือ 5.5 h ดังนั นอายุการเก็บรักษา
ของผลิตภัณฑ์นมสามารถเก็บไว้ได้นาน 7.5 วัน คิดได้จาก 
จ้านวนของการเจริญของจุลินทรีย์ก่อนการเน่าเสีย = 7.5-(-2.3) 

          = 9.8 x Log 10/Log 2 
= 32.5 

ดังนั น เวลาที่สามารถเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ได้   = 32.5 x 5.5  
= 7.5 วัน [45] 
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2.17  การทดสอบอายุการเก็บของผลิตภัณฑ์อาหาร 
             การทดสอบอายุการเก็บของผลิตภัณฑ์อาหารมี 2 วิธี ดังนี  

2.17.1  การทดสอบในสภาวะปกติ โดยการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ทดสอบไว้ที่สภาวะ 
ควบคุมปกติสุ่มตัวอย่างผลิตภัณฑ์มาตรวจสอบคุณภาพเป็นระยะ ๆ จนกระทั่งผลิตภัณฑ์เสื่อมคุณภาพ
จนไม่เป็นที่ยอมรับ โดยมีการก้าหนดอายุการเก็บรักษาตั งแต่เริ่มต้นจนถึงผลิตภัณฑ์เสื่อมคุณภาพ 
จนไม่เป็นที่ยอมรับให้เป็นอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์นั น 

2.17.2  การทดสอบในสภาวะเร่ง โดยการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ไว้ที่สภาวะควบคุมที่สามารถ
เร่งการเสื่อมเสียของผลิตภัณฑ์ได้ เช่น อุณหภูมิสูงกว่าปกติ ความเข้มข้นของออกซิเจนสูงกว่าปกติ  
เป็นต้น สภาวะการเก็บรักษาเหล่านี จะท้าให้เกิดการเสื่อมเสียอย่างเร็วขึ น ระยะเวลาที่ใช้ในการทดสอบ
จึงสั นลงจากนั นน้าค่าไปแปลผลเป็นอายุการเก็บที่สภาวะปกติ เช่น อาหารชนิดหนึ่งมีอายุการเก็บ  
60 วันที่สภาวะปกติและ 15 วันที่สภาวะเร่ง ดังนั นอายุการเก็บ 1 วันที่สภาวะเร่งจะเท่ากับ 4 วันที่
สภาวะปกติ [45] 

การเปลี่ยนแปลงคุณภาพของผลิตภัณฑ์ระหว่างการเก็บรักษาเป็นสิ่งที่ไม่พึงประสงค์  
การเปลี่ยนแปลงต่าง ๆ เช่น ความคงตัว กลิ่นรส กลิ่นและเนื อสัมผัส  มีความส้าคัญมากในการวิเคราะห์
อายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ คุณลักษณะทางประสาทสัมผัสของอาหารทุกชนิดจะเปลี่ยนไปเมื่อเก็บ
รักษา อาจเกิดขึ นได้เร็วมาก เช่น  ในผลิตภัณฑ์สด เป็นต้น หรืออาจเกิดขึ นได้ช้ามาก เช่น อาหาร
กระป๋อง เป็นต้น อายุการเก็บผลิตภัณฑ์เป็นค่าที่ประมาณได้ยาก เนื่องจากถ้าใช้วิธีทดสอบอายุการเก็บ
ตามหลักการคือ บรรจุอาหารตามเงื่อนไขการผลิตตั งไว้ในสภาวะที่ต้องการหาค่าอายุการเก็บรักษาจริง 
ก้าหนดค่าช่วงเวลาของการทดสอบแล้วน้าตัวอย่างผลิตภัณฑ์มาตรวจวัดค่าตัวแปรที่ ใช้เป็นดัชนีชี วัด
คุณภาพ ติดตามดูเวลาเก็บ ว่าเวลาที่เท่าใดที่ท้าให้อาหารที่บรรจุเสื่อมสภาพ แต่การทดลองดังกล่าวใ ช้
เวลายาวนานและหากต้องการตรวจผลิตภัณฑ์ในปริมาณมาก เวลาที่ใช้ในการทดลองใน แต่ละสภาวะจะ
เพ่ิมมากขึ นและในทางอุตสาหกรรมไม่สามารถรอผลการทดลองยาวนานได้ ดังนั นจึงมีการทดลองใน
สภาวะเร่ง โดยทดสอบการเก็บตัวอย่าง ผลิตไว้ที่อุณหภูมิสูง ซึ่งเรียกว่า การทดสอบในสภาวะเร่ง 
(Accelerated Shelf Life Test, ASLT) [45] 
 

2.18  ปัจจัยที่มีผลต่อการรอดชีวิตของโพรไบโอติกเมื่อผ่านกระบวนการผลิต 
การรอดชีวิตและกิจกรรมของโพรไบโอติกมีความส้าคัญมาก เนื่องจากโพรไบโอติกต้องรอด

ชีวิตอยู่ในผลิตภัณฑ์ระหว่างการเก็บรักษาซึ่งต้องมีจ้านวนจุลินทรีย์ที่รอดชีวิตน้อยที่สุด 10 7 CFU/mL 
จนกระทั่งวันที่บริโภคโพรไบโอติกนั น [46] นอกจากนี ยังต้องมีการรอดชีวิตเมื่อผ่านสภาวะที่เป็นกรด
ของกระเพาะอาหารและต้องทนต่อการท้าลายต่อเอนไซม์และเกลือน ้าดีในล้าไส้เล็ก ในช่วงหลายปีที่
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ผ่านลูกค้ามีความต้องการอาหารเสริมที่มีโพรไบโอติกสูงขึ น จึงได้มีการพัฒนาการท้าแห้งของผลิตภัณฑ์
โพรไบโอติกเพ่ือป้องกันเซลล์และเพ่ิมอัตราการรอดชีวิตของจุลินทรีย์ โดยการท้าแห้งของผลิตภัณฑ์
ส า ม า ร ถ เ พ่ิ ม ส า ร อ า ห า ร เ ข้ า ไ ป โ ด ย ต ร ง โ พ ร ไบ โ อ ติ ก จ ะ ส า ม า ร ถ มี ชี วิ ต อ ยู่ ป ร ะ ม า ณ  
6-7 Log CFU/g ได้ถ้ามีการเก็บรักษาไว้เป็นอย่างดี  (FAO and WHO, 2006) จุลินทรีย์โพรไบโอติก 
 L. rhamnosus เป็นแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพสูงในการยึดเกาะและสามารผ่านไปในระบบทางเดิน
อาหารได้ดี ซึ่งจุลินทรีย์แต่ละชนิดมีคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกที่แตกต่างกันออกไป [47] แต่อย่างไร
ก็ตามการลดลงของจ้านวนเซลล์อาจเกิดขึ นได้จากการระเหยของน ้าออกนอกเซลล์และอุณหภูมิที่ใช้สูง
เกินไปในกระบวนการระเหยน ้าออกหรือกระบวนการอบแห้งผลิตภัณฑ์ [48] เพ่ือเป็นการแก้ไข
ผลกระทบที่เกิดขึ นจึงได้มีการน้าวิธีการ Microencapsulation หรือการท้าให้จุลินทรีย์ถูกห่อหุ้ม 
ด้วยสารห่อหุ้ม [49] ซึ่งมีปัจจัยหลายด้านที่มีบทบาทต่อการรอดชีวิตของโพรไบโอติก ประกอบไปด้วย
ปัจจัยต่างๆ ดังนี  

2.18.1  สายพันธุ์ของจุลินทรีย์  
      การใช้จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการทนต่อสภาวะแวดล้อมที่รุนแรงได้จะท้าให้
อัตราการรอดชีวิตของจุลินทรีย์เมื่อผ่านกระบวนการผลิตต่าง ๆ มีจ้านวนมาก ท้าให้ผู้บริโภคได้รับ
จุลินทรีย์ที่มีประโยชน์สู่ร่างกายในปริมาณที่เพียงพอ 

2.18.2   องค์ประกอบของอาหารเลี ยงเชื อ 
      เป็นปัจจัยแรกที่ควรค้านึงถึง อาหารเลี ยงเชื อที่มีองค์ประกอบของอาหารที่เหมาะสม
ต่อการเจริญของจุลินทรีย์ท้าให้จุลินทรีย์นั นสามารถเพ่ิมจ้านวนได้อย่างรวดเร็ว 

2.18.3  พีเอช 
               พีเอชของอาหารเลี ยงเชื อที่ต่างกันก็ส่งผลให้เชื อนั นมีการรอดชีวิตที่แตกต่างกัน 

2.18.4  อุณหภูมิที่ใช้ในการเพาะเลี ยง 
               อุณหภูมิที่ใช้ในการเพาะเลี ยงเชื อแต่ละชนิดจะไม่เหมือนกันขึ นอยู่กับชนิดของสาย
พันธุ์ จุลินทรีย์บางชนิดสามารถเจริญได้ดีที่อุณหภูมิสูง 

2.18.5  ระยะเวลาในการเก็บเก่ียวเชื อ 
      การเจริญของแบคทีเรียมี 4 ระยะ คือ Lag phase Log phase Stationary phase 
และ Death phase ซึ่งระยะ Stationary phase จะเกิดความหลากหลายทางกายภาพของเซลล์ โดย
ระยะที่เหมาะสมต่อการรอดชีวิตระหว่างการท้าแห้งขึ นอยู่กับชนิดของจุลินทรีย์ 

2.18.6  สารปกป้องเซลล์ (Protective Agent) 
               สารปกป้องเซลล์ หรือ Protective Agent คือ วัสดุหรือตัวกลางที่ใช้ในการห่อหุ้ม
จุลินทรีย์ไว้เพ่ือป้องกันการบาดเจ็บหรือการท้าลายจากสภาวะแวดล้อมภายนอก สารปกป้องเซลล์มี
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หลายชนิดแต่ที่นิยมใช้กัน ได้แก่ นมพร่องมันเนยคืนรูป (Reconstituted Skim Milk) ซูโครส เป็นต้น 
ซึ่งการเลือกใช้สารปกป้องเซลล์ที่จะห่อหุ้มจุลินทรีย์อย่างเหมาะสมจะท้าให้จุลินทรีย์มีอัตราการรอดชีวิต
สูงขึ น  

2.18.7  อุณหภูมิและภาชนะบรรจุภัณฑ์ในระหว่างการเก็บรักษา 
      การเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่้าจะช่วยเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ไว้ได้นานขึ น และภาชนะที่ใช้
ในการบรรจุผลิตภัณฑ์มีความส้าคัญต่อการรอดชีวิตของผลิตภัณฑ์โดยต้องไม่มีการแพร่ผ่านของ
ออกซิเจนและความชื น  [49] 
 

2.19  สารปกป้องเซลล ์(Protective Agent) 
สารปกป้องเซลล์ หมายถึง ตัวกลางที่ใช้ในการห่อหุ้มจุลินทรีย์เพ่ือป้องกันการถูกท้าร้ายจาก

สภาวะแวดล้อม  สารปกป้องเซลล์ของจุลินทรีย์ที่นิยมน้ามาใช้ เช่น หางนมผง (Skim Milk Powder) 
[50] เวย์โปรตีน (Whey Protein Isolate) [51] มอลโตเดกซ์ทริน (Maltodextrin) [52] Arabic Gum 
น ้าตาลซูโครส (Sucrose) น ้าตาลแลคโตส (Lactose) [53] ผงชูรส (Monosodium Glutamate, MSG) 
[54] เป็นต้น แต่ก็ยังมีสารปกป้องเซลล์ชนิดอื่น ๆ ที่สามารถใช้เป็นสารปกป้องเซลล์ได้เช่นกัน ดังต่อไปนี  

2.19.1  ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (Fructo-Oligosaccharides, FOS) และอินนูลิน (Inulin) 
  อินนูลินเป็นสารโพลิแซคคาไรด์ (Polysaccharides) เป็นสารประกอบขนาดเล็กอยู่

ในกลุ่มฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่มีฟรุคโตส (Fructose) 3-60 โมเลกุล โดยอินนูลินจะพบได้ทั่วไปใน
ธรรมชาติทั งในพืช แบคทีเรีย และเชื อราบางชนิด อินนูลินและฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด์สามารถละลาย
ในน ้าร้อน อุณหภูมิประมาณ 80˚C  ได้ดีและละลายได้เพียงเล็กน้อยในน ้าเย็นและแอลกอฮอล์ [55] 
และมีความคงตัวสูงและไม่มีผลข้างเคียงต่อประสาทสัมผัส มีรสชาติหวานเล็กน้อย จึงมีการน้ามาใช้
ประโยชน์ในอุตสาหกรรมอาหาร เช่น น้าไปปรับปรุงในรสชาติและเนื อสัมผัส ช่วยรักษาความสด ช่วยให้
เครื่องดื่มละลายเข้ากันได้ดี ซึ่งมีงานวิจัยรายงานว่าการเติมอินนูลินลงในไอศกรีมจะช่วยการ เจริญและ
เพ่ิมการรอดชีวิตของ L. acidophilus และ B. lactis ให้มากขึ น [56] 

2.19.2  กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (Galacto-Oligosaccharide, GOS) 
    กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์เป็นโอลิโกแซคคาไรด์ที่มีกาแลคโตสเป็นองค์ประกอบ  
พบในน ้านมของคน น ้านมวัว โยเกิร์ต และสังเคราะห์มาจากกาแลคโตสโดยเอนไซม์ เบตากาแลคโตซ
เดส (β-galactosidase) เป็นกลุ่มโอลิโกแซคคาไรด์ที่ไม่สามารถย่อยได้ จึงสามารถผ่านไปถึงล้าไส้ได้โดย
ไม่ผ่านการย่อยและถูกดูดซึมไปใช้โดยจุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ ในล้าไส้ใหญ่ โดยผลผลิตหลักๆ ที่ได้จะเป็น
กรดไขมันสายสั นๆ เช่น อะซิเตท โพพิโอเนท บิวไทเรท เป็นต้น [57] 
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2.19.3  ซอยบีนโอลิโกแซคคาไรด์ (Soybean Oligosaccharide, SOS) 

  เป็นโอลิโกแซคคาไรด์ที่พบได้ทั่วไปในพืชตระกูลถั่ว เช่น ถั่วเหลือง ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่ม 
Raffinose และ Family Oligosaccharides ซึ่งเป็นสารประกอบของ Raffinose และ Stachyose [58] 
สามารถทนต่อกรดในกระเพาะอาหารและเอนไซม์ในล้าไส้เล็ก สามารถเคลื่อนที่ไปในล้าไส้ใหญ่และเกิด
การหมักโดยจุลินทรีย์ในล้าไส้ใหญ่ 

  2.19.4  แลคโตซูโครส (Lactosucrose, LS) 
    แลคโตซูโครสผลิตมาจากการสังเคราะห์จากสารตั งต้นของน ้าตาลแลคโตสและซูโครส 
โดยใช้เอนไซม์ β-fructosefuronosidase และมีผลส่งเสริมจุลินทรีย์ในกลุ่มของ Bifidobacteria [59] 

2.19.5  แลคทูโลส (Lactulose) 
     แลคทูโลสเป็นน ้าตาลโมเลกุลคู่ (Disaccharide) ประกอบด้วยน ้าตาลกาแลคโตส
และฟรุคโตสเชื่อมต่อกันด้วยพันธะ β-1,4 glycosidic linkage มีคุณสมบัติละลายในน ้า ละลายใน 
เมทานอลได้เล็กน้อย แต่ไม่ละลายในอีเทอร์ ซึ่งโดยปกติแล้วแลคทูโลสไม่มีหรือมีน้อยมากในอาหาร
ทั่วไปส่วนมากมีการน้าแลคทูโลสไปใช้ในการเติมแต่งในอาหารชนิดต่าง ๆ เพ่ือส่งเสริมสุขภาพของ
ผู้บริโภค [60] 

2.19.6  ไอโซมอลโตโอลิโกแซคคาไรด์ (Isomalto-Oligosaccharide, IMO) 
   ไอโซมอลโตโอลิโกแซคคาไรด์ประกอบด้วยหน่วยย่อยของน ้าตาลกลูโคสเชื่อมต่อกัน

ด้วยพันธะ  α,1-6 glycosidic linkage โดยถูกเปลี่ยนมาจากแป้งโดยการใช้กระบวนการย่อยโดยเอนไซม์ 
2 ขั นตอน คือขั นตอนการย่อยแป้งด้วยเอนไซม์ α-amylase และ Pullulanase [61] 

2.19.7  กลูโคโอลิโกแซคคาไรด์ (Gluco - Oligosacchharide, GOS) 
  กลูโคโอลิโกแซคคาไรด์ประกอบไปด้วยน ้าตาลกลูโคสต่อกันด้วยพันธะ β,1-6 
glycosidic linkage เป็นโอลิโกแซคคคาไรด์ที่มาจากการสังเคราะห์ด้วยเอนไซม์ glucosyl-transferase 
ที่ผลิตโดยจุลินทรีย์ Leuconostoc mesenteroides หรืออาจจะสกัดมาจาก β-glucan จากต้นโอ๊ค
และได้รับการยอมรับว่าเป็นอาหารสุขภาพ (Functional Food) [61] 

2.19.8  ไซโลโอลิโกแซคคาไรด์ (Xylo - Oligosaccharide, XOS)  
  ไซโลโอลิโกแซคาไรด์มีโครงสร้างหลักประกอบด้วยโมเลกุลของน ้าตาลไซโลสที่ต่อกัน
ด้วยพันธะ β-1,4 xylo-oligasaccharide [61] 
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2.20  ประเภทของแบบจ าลอง (Model) 
แบบจ้าลองในทางวิทยาศาสตร์ คือ รูปแบบการน้าเสนอต่างๆ ที่เป็นตัวเลขจริงของระบบที่

สน ใจ  ซึ่ ง อาจจะอยู่ ใ นรู ปของข้ อคว ามบรรยาย  ( Verbal Model)  แบบจ้ าลองแผนภาพ  
(Diagrammatic Model)  แบบจ้าลองทางกายภาพ (Physical Model)  หรือ แบบจ้าลองทาง
คณิตศาสตร์ (Mathematic Model) โดยเฉพาะอย่างยิ่งแบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์ได้มีการประยุกต์
อย่างกว้างขวาง รวมถึงงานทางด้านกระบวนการชีวภาพด้วย แสดงเนื่องจากสามารถน้าเสนอข้อมูลใน
เชิงปริมาณและตัวเลข แบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์ของกระบวนการทางชีวภาพนั น อาจอยู่ในรูปแบบ
ง่ายๆ เพียงสมการเดียวหรืออาจมีความซับซ้อนหลายสมการ ซึ่งความสัมพันธ์ของตัวแปรต่าง ๆ  
เช่น เซลล์ องค์ประกอบทางเคมี และปัจจัยทางกายภาพอ่ืน ๆ อาทิ เช่น อุณหภูมิ พีเอช เป็นต้น [62] 

แบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์ของกระบวนการทางชีวภาพโดยทั่วไปจะมีความ 
ซับซ้อน และ มีแบบจ้าลองหลายประเภท คือ แบบจ้าลองปฐมภูมิ แบบจ้าลองทุติยภูมิ และ แบบจ้าลอง
ตติยภูมิ ดังแสดงในตารางที่ 2.5  ดังนั นการจ้าลองจึงต้องอาศัยการแก้สมการเชิงคณิตศาสตร์ด้วย
โปรแกรมคอมพิวเตอร์ และแสดงผลได้ทั งข้อมูลเชิงตัวเลขและกราฟ ถึงแม้ว่าแบบจ้าลองทาง
คณิตศาสตร์ที่ พัฒนาขึ นจะไม่สามารถอธิบายหรือเป็นตัวแทนของระบบจริงได้ อย่างสมบูรณ์  
แต่เมื่อน้าแบบจ้าลองมาเลียนแบบกระบวนการแล้ว ท้าให้เกิดประโยชน์ได้หลายด้าน คือ  

2.20.1  ช่วยให้มีความเข้าใจในกระบวนการมากขึ น เนื่องจากแบบจ้าลองมักถูกออกแบบมา

เพ่ือแสดงให้เห็นถึงความสัมพันธ์ระหว่างเหตุปัจจัยและผลลัพธ์ การเปรียบเทียบข้อมูลที่ท้านายได้ จาก

แบบจ้าลองกับข้อมูลจากการทดลองจริงจะช่วยให้มีความเข้าใจในระบบมากยิ่งขึ น  

2.20.2  ช่วยในการออกแบบการทดลอง การวิเคราะห์ความไว (Sensitive) ของแบบจ้าลอง

จะช่ วยให้ทราบว่ า  ตั วแปรไหนที่ มีหรื อ ไม่มีความส้ าคัญ หากตั วแปรใดไม่มีความส้ าคัญ  

ก็จะไม่น้ามาพิจารณาในแบบจ้าลองและการทดลอง ท้าให้ลดจ้านวนการทดลองได้ 

2.20.3  ใช้ในการท้านายและควบคุมกระบวนการออกแบบควบคุมกระบวนการ และเมื่อ

แบบจ้าลองไม่ผ่านการทดสอบความถูกต้องแล้ว ก็สามารถที่จะใช้ท้านายการเปลี่ยนแปลงของ

กระบวนการภายใต้สภาวะต่าง ๆ ได้ ซึ่งสมการทางคณิตศาสตร์ที่ได้จะถูกน้าไปใช้ในการออกแบบระบบ

ควบคุมกระบวนการ [63] 

2.20.4   ใช้ในการหาสภาวะที่เหมาะสมของกระบวนการ ซึ่งการหาสภาวะที่เหมาะสมนั น

โดยทั่วไปจะพิจารณาถึงความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยต่าง ๆ ที่มีผลกระทบโดยตรงต่อประสิทธิภาพของ

กระบวนการ โดยเฉพาะอย่างยิ่งผลก้าไรหรือต้นทุนของกระบวนการ ดังนั น การแปรค่าปัจจัยต่ าง ๆ  

โดยการเลียนแบบกระบวนการช่วยให้ทราบถึงสภาวะที่เหมาะสมได้ 
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ตารางท่ี 2.5 ประเภทของแบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์ 

แบบจ าลองปฐมภูมิ แบบจ าลองทุติยภูมิ แบบจ าลองตติยภูมิ 

Gompertz Function 
Belehradek Model 

(Square-root Model) 
USDA Pathogen 

Modelling Program 

Modified Gompertz 
Ratkowsky Model 

(Square-root Model) 
Food Micro Model 

Modified Monod Model 
D Values of Thermal 

Inactivation 
Z value - 

Growth Decline Model of 
Whiting and 
Cygnarowicz 

Polynomial or 
Response 

- 

Three-phase Linear Model - - 
 
ที่มา : McDonald and Sun (1999) [63] 
 

2.21  งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
Wirunpan et al. (2016) [54] ได้ท้าการทดลองโดยการใช้เชื อ L. lactis 1464 ผสมกับ

อาหารกุ้งก่อนการอัดเม็ด แล้วอบแห้งด้วยอุณหภูมิ 50 60 70 และ 80˚C ให้ได้ค่าความชื นต่้ากว่า  
11 % โดยในการทดลองใช้ระดับอุณหภูมิต่างๆ ในการอบแห้งเป็นตัวชี วัดอัตราการรอดชีวิต มีจ้านวน
จุลินทรีย์อยู่ในระดับ 106-108 CFU/g  และอัตราการรอดชีวิตหลังการอบแห้งมีตั งแต่ 75.94 - 92.28 %  
ที่ pH 3.8 และอัตราการรอดชีวิตตั งแต่ 89.54 - 96.87 % ที่ pH 7 และนอกจากนี ยังมีการเพ่ิมสาร
ป้องกันเซลล์ที่ให้ประสิทธิภาพดีคือ ผงชูรสและนมผง 

Khem et al. (2015) [64] ได้ท้าการทดลองใช้สารปกป้องเซลล์ L. plantarum A17 ได้แก่ 
Whey protein, Trehalose, Lactose และ Skim milk ระหว่างการอบแห้งที่อุณหภูมิ 50 60 และ 
90˚C โดย Whey protein ให้การปกป้องสูงสุด และทดสอบการรอดชีวิตโดยการอบแห้งที่อุณหภูมิ 50 
60 แล ะ  90˚C โ ดย ใ ช้ ตั ว ป้ อ ง กั น เ ซลล์  คื อ  Whey Protein แล ะ  Lactose ที่ อุณหภู มิ  50  
และ 60˚C เซลล์ที่ได้รับความร้อนที่อุณหภูมิ 50˚C เป็นเวลา 180 sec. มีอัตราการรอดชีวิตลงเล็กน้อย  
ที่อุณหภูมิ 60˚C อัตราการรอดชีวิตอยู่ที่ log 5 และ 90 ˚C อยู่ที่ log 3 การทดสอบอัตราการรอดชีวิต
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โดยการเติมสารที่ป้องกันเซลล์ที่แตกต่างกัน อบแห้งที่อุณหภูมิ 90˚C และ 110˚C ในช่วง 90 sec.  
แรกของอุณหภูมิ 90˚C มีเชื ออยู่ประมาณ log 9 ในขณะที่อุณหภูมิ 110˚C อัตราการรอดชีวิตลดต่้าลง 
แต่ส้าหรับ Whey Protein ทีพ่ลาสเจอร์ไรซ์ และไม่พลาสเจอร์ไรซ์ ไม่ได้ส่งผลต่อการลดลงของเชื ออย่าง
มีนัยส้าคัญ 

Desmons et al. (1998) [65] ได้ท้าการผลิตเชื อ L. brevis มีความเข้มข้นของเซลล์ถึง 
8.2x1010 CFU/mL ภายใน 21 h โดยการหมักแบบกึ่งกะในอาหาร MRS โดยการอบแห้งแบบแช่เยือก
แข็ง และมีการปรับปรุงโดยการเติมสารปกป้องเซลล์ ได้แก่ กลีเซอรอล แคลเซียมคาร์บอเนต และนมผง
ไขมันต่้า 70 % และใช้แบบจ้าลองโดยอ้างอิงสมการของ Arrhenius ใช้ในการท้านายอายุการเก็บรักษา 
อุณหภูมิที่ ใช้ในการเก็บได้แก่ 30 46 และ 60˚C โดยที่ อุณหภูมิ  30˚C มีค่าคงที่  (k) สูงสุด คือ  
มีค่าเท่ากับ 1.66 h-1 กราฟที่ใช้แสดงการท้านายโดยอ้างอิงสมการของ Arrhenius และเปรียบเทียบของ
การท้านายและการทดลองจริงออกมาเป็นเปอร์เซ็นต์ที่อุณหภูมิ 4˚C โดย 50 วัน เปอร์เซ็นต์การรอด
ชีวิตโดยการท้านายเท่ากับ 58 % และจากการทดลองจริงเท่ากับ 59 % และ 137 วัน เปอร์เซ็นต์การ
รอดชีวิตโดยการท้านายเท่ากับ 23 % และจากการทดลองจริงเท่ากับ 16 % 

Krokida et al. (2003) [66] ได้ท้าการศึกษากระบวนการอบแห้งของผักต่าง ๆ โดยใช้การ
อบแห้งด้วยอากาศ โดยมีค่าความชื นสัมพัทธ์อยู่ระหว่าง 0.10 - 0.90 และมีการศึกษาค่ากิจกรรมของน ้า
เปรียบเทียบกันของสองอุณหภูมิ คือ 30 และ 70˚C ท้าให้ทราบว่าขนาดของตัวอย่างระหว่างการอบแห้ง
โดยเฉพาะอุณหภูมิที่เพ่ิมขึ นค่าคงที่ของการอบแห้งก็เพ่ิมขึ นด้วย 

Syarifah Nor Faizah Syed Abdul Rahman et al. (2015) [67] ได้ท้ าการทดลองการ
อบแห้งเงาะที่อุณหภูมิ 40 50 60 70 และ 80 ˚C เป็นเวลา 24 h โดยใช้แบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์  
4 แบบ คือ แบบจ้าลองของ Lewis, Page, Handerson และ Pabis โดยมีค่าประสิทธิภาพการแพร่ 
(Deff) ตั งแต่ 1.34 x 10-10 ถึง 4.36 x 10-10 cm2/s ค่าพลังงานกระตุ้นมีค่าเท่ากับ 24.99 KJ 

Costa et al. (2017)[68] ได้ท้าการยืดอายุการเก็บรักษาของชีสโดยการจับกันของกรดได้
น้าเสนอประสิทธิภาพของสารประกอบคาร์บอนไดออกไซด์และไนโตรเจนที่แตกต่างกันของจุลินทรีย์  
ผลของการทดลองท้าให้ทราบว่าค่าคาร์บอนไดออกไซด์มีผลต่อรสชาติของชีส  และการบรรจุภัณฑ์ 
ภายใต้ไนโตรเจน 100 % สามารถควบคุมการเจริญของยีสต์ได้ ซึ่งวิธีการแก้ปัญหาที่ดีที่สุด คือการใช้ 
Lysozyme และ Na2-EDTA และ MAP ที่ความเข้มข้นไนโตรเจน 100 % สามารถเก็บรักษาได้ประมาณ 
26 วัน  

Tsironi et al. (2017) [69] ศึกษาการพัฒนาและการท้านายอายุการเก็บรักษาสลัดผักสด
พร้อมทานในสภาวะห่วงโซ่อุปทานภายใต้บรรยากาศที่ปรับเปลี่ยน 3 % ของออกซิเจน 10 % ของ
คาร์บอนไดออกไซด์ และ 82 % ของไนโตรเจน โดยท้าการวัดประชากรของจุลินทรีย์ วิตามินซี และ 
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เนื อสัมผัสเมื่อสิ นสุดการเก็บรักษาตรวจพบ Pseudomonas spp. มีค่าอยู่ในระดับ 8 มีการสูญเสีย
วิตามินซีเริ่มต้น 20 % ค่าสมการของ Arrhenius มีค่าพลังงานกระตุ้นเท่ากับ 69.1 

Basholli-Salihu et al. (2014) [70] ท้าการศึกษาเพ่ือเลือกสารป้องกันเซลล์ B. infantis 
UV16PR ระหว่างการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่้าและประเภทของอาหารที่แตกต่างกัน สารปกป้องเซลล์  
ที่ใช้ ได้แก่ Cellobiose, Lactose Sucrose และ Trehalose พบว่า Cellobiose ความเข้มข้น 5 %
สามารถปกป้องเซลล์ได้ดีที่สุด หลังจากการเก็บรักษาไว้ที่ อุณหภูมิต่้า และความเข้มข้น 10 %  
ของสารปกป้องเซลล์ทั งหมดส่งผลให้ B. infantis มีอัตราการรอดชีวิตที่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ 
หลังจากการเก็บรักษาไว้ที่ อุณหภูมิต่้าเป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ และยังพบว่า Cellobiose และ 
Trehalose ยังช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการท้างานของ β-galactosidase อีกด้วย 

Dattatreya et al. (2007) [71] ศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิที่ใช้ในการเก็บรักษาเวย์
โปรตีนชนิดหวาน (Sweet Whey Protein; SWP) ที่มีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ต่างกัน โดยมีการใช้
เครื่องดูดความชื นในการดูดความชื นของตัวผลิตภัณฑ์ออกและเร่งการเกิดสีน ้าตาลโดยการใช้อุณหภูมิใน
การเก็บรักษาที่ 40 60 และ 80˚C ส่งผลให้เกิดสีน ้าตาลมากขึ นเมื่อเวลาผ่านไปและใช้อุณหภูมิที่สูงขึ น 
และท้าให้มีค่าความเป็นกรด-ด่าง ลดลง ใช้สมการของจลนพลศาสตร์ในการศึกษาอายุการเก็บรักษาเพ่ือ
ท้านายผลกระทบของอุณหภูมิ ในระหว่างกระบวนการผลิต การขนส่ง และการเก็บรักษา  
โดยหาความสัมพันธ์ระหว่างเวลาและอุณหภูมิพบว่าการเพ่ิมขึ นของอุณหภูมิและการลดลงของค่าความ
เป็นกรด-ด่าง สามารถเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ได้นาน 2 ปี ที่อุณหภูมิ 53˚C 
 



 

 

บทท่ี 3 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 
 

3.1  อุปกรณ์  
3.1.1  กระดาษอะลูมิเนียมฟอยด์ (Aluminium Foil)  
3.1.2  กระบอกตวง (Cylinder) Favorit 
3.1.3  กากถั่วเหลือง  
3.1.4  ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer Flask) SCHOTT 
3.1.5  ขวดส าหรับเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ (Glass Bottle) 
3.1.6  จุกส าลี (Cotton) รถพยาบาล 
3.1.7  ตะเกียงแอลกอฮอล์ (Alcohol Lamp) 
3.1.8  ถุงตีปั่น (Stomacher Bag) 
3.1.9  ถุงฟอยด์ทึบซิปล็อคชนิดตั้งได้ 
3.1.10  ทิป (Tip) 
3.1.11  น้ ากลั่น (Distilled water) 
3.1.12  บีกเกอร์ (Beaker) SCHOTT 
3.1.13  ไมโครปิเปต (Micropipette) Gilson 
3.1.14  หลอดทดลอง (Test Tube) PYREX 
3.1.15  เครื่องชั่งแบบละเอียด 2 ต าแหน่ง (Precision Balance) Mettler Toledo รุ่น  

PL -3002 
3.1.16  เครื่องชั่งแบบละเอียด 4 ต าแหน่ง (Analytical Balance) 
3.1.17  เครื่องตีปั่น (Stomacher) SEWARD รุ่น Stomacher 400 circulator 
3.1.18  เครื่องบดละเอียด 
3.1.19  เครื่องบ่มชนิดควบคุมอุณหภูมิได้ (Incubator) JSR 
3.1.20  เครื่องผสมสารละลาย (Vortex) 
3.1.21  เครื่องอบลมร้อน (Hot Air Oven) WiseVen รุ่น WOF-305 
3.1.22  ตู้ปลอดเชื้อ (Biological Safety Cabinet) ESCO รุ่น AC2 
3.1.23  หม้อนึ่งความดันไอ (Autoclave) N-Biotex รุ่น NB-1080 
3.1.24  ซองดูดความชื้น 
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3.2  สำรแคมี 
3.2.1  อาหารวุ้น (Agar) BioAgars 
3.2.2  แคลเซียมคาร์บอนเนต Calcium carbonate (CaCO3) UNIVAR 
3.2.3  De Man Rogosa and Sharpe (MRS)  HIMEDIA 
3.2.4  โซเดียมคลอไรด์ Sodium chloride (NaCl) UNIVAR 
3.2.5  คอปเปอร์ซัลเฟต (CuSO4.5H2O) UNIVAR 
3.2.6  โซเดียมซิเตรท (C6H5O7Na3) UNIVAR 
3.2.7  โซเดียมคาร์บอเนต (NaCO3) UNIVAR 
3.2.8  โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) UNIVAR 
3.2.9  ฟูรินซีโอแคลทู (Folin-Ciocalteau) JSR 
3.2.10  โบไวน์ซีรั่มอัลบูมิน (Bovine Serum Albumin ;BSA)  UNIVAR 

 

3.3  วิธดี ำเนินกำรวิจัย 
3.3.1  จุลินทรีย์ท่ีใช้ในกำรศึกษำ  

             Enterococcus faecium  A028 [72] 
3.3.2  กำรเก็บรักษำเชื้อ 

                     ถ่ายเชื้อ E. faecium A028 ปริมาตร 1 mL ลงในอาหารเหลว de Man Rogosa 
and Sharpe (MRS) 100 mLน าไปเพาะเลี้ยงในตู้บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ  40˚C นาน 24 h จากนั้นน าเชื้อ 
200 µL ใส่หลอดไมโครทิวป์เททับด้วยกลีเซอรอล 75 % ผสมให้เข้ากันจากนั้นเก็บไว้ในตู้แช่เยือกแข็งที่ 
-80˚C 

3.3.3  กำรเตรียมกล้ำเชื้อ 
            ถ่ายเชื้อ E. faecium A028 ปริมาตร 1 mLที่เก็บไว้ในตู้แช่เยือกแข็งที่-80˚C ลงใน
อาหารเหลว MRS ปริมาตร 50 mL ไปเพาะเลี้ยงในตู้บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 40 ˚C นาน 24 h เพ่ือกระตุ้น
การเจริญ จากนั้นถ่ายเชื้อที่ได้ปริมาณ 30 mL ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 270 mL อีกครั้ง น าไป
เพาะเลี้ยงในตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 40˚C เป็นเวลา 18 h ในสภาวะนิ่ง น าไปใช้เป็นกล้าเชื้อในการทดลองต่อไป 

3.3.4  กำรคัดเลือกปัจจัยที่มีผลต่อกำรเจริญของโพรไบโอติกใน SBM ด้วยกำรหมักแบบ
แห้ง 
             ถ่ายกล้าเชื้อจุลินทรีย์ลงใน SBM ที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว ท าการทดลองด้วยการแปรผันปัจจัย
ทั้งหมด 7 ปัจจัย ได้แก่ อัตราส่วนของน้ าต่อ SBM (X1) อุณหภูมิ (X2) ความเข้มข้นกากน้ าตาล (X3) 
ปริมาณกล้าเชื้อ (X4) ความเป็นกรดด่าง (X5) แคลเซียมคาร์บอนเนต (X6) และเวลาในการเพาะเลี้ยง 
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(X7) (ตารางที่ 3.1) เพ่ือศึกษาอิทธิพลของแต่ละปัจจัยต่อการเจริญของ E. faecium ใน SBM โดยวาง
แผนการทดลองแบบ Plackett Burman Design (PBD) [75] ดังตารางที่  3.2 จากนั้นท าการเก็บ
ตัวอย่างมาวิเคราะห์จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตทั้งหมด (Total Viable Cell Count, TVC) ที่เพ่ิมขึ้น ท าการ
ทดลอง 3 ซ้ า และค านวณค่าทางสถิติด้วยโปรแกรม Design Expert Version 7.0 เพ่ือคัดเลือกปัจจัยที่
มีอิทธิพลต่อการเจริญของ E. faecium A028  และน าไปศึกษาระดับท่ีเหมาะสมของแต่ละปัจจัยต่อไป 
 
ตำรำงท่ี 3.1 ปัจจัยที่ใช้ในการศึกษาอิทธิพลต่อการเจริญของ E. faecium  A028 ด้วยกระบวนการ     
                SSF ใน SBM โดยวางแผนการทดลองแบบ PBD 

ปัจจัย หน่วย สัญญาลักษณ์ 
ระดับของปัจจัย 

ต่ า  
(-1) 

สูง 
(+1) 

Water to SBM ratio v/w X1 0.1:1 1:1 
Incubation Temperature  ˚C X2 30 40 
Molasses %w/v X3 0 5 
Starter %v/w X4 5 10 
pH - X5 5 6 
CaCO3 %w/v X6 0 0.05 
Incubation Time h X7 4 12 
Dummy - X8, X9, X10, X11 -1 1 
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ตำรำงท่ี 3.2  แผนการทดลองแบบ PBD  

การทดลอง X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 
1 1:1 40 0 10 6 0.05 4 -

1.00 
-

1.00 
1.00 -

1.00 2 0.1:1 40 5 5 6 0.05 12 -
1.00 

-
1.00 

-
1.00 

1.00 
3 1:1 30 5 10 5 0.05 12 1.00 -

1.00 
-

1.00 
-

1.00 4 0.1:1 40 0 10 6 0 12 1.00 1.00 -
1.00 

-
1.00 5 0.1:1 30 5 5 6 0.05 4 1.00 1.00 1.00 -
1.00 6 0.1:1 30 0 10 5 0.05 12 -

1.00 
1.00 1.00 1.00 

7 1:1 30 0 5 6 0 12 1.00 -
1.00 

1.00 1.00 
8 1:1 40 0 5 5 0.05 12 1.00 1.00 -

1.00 
1.00 

9 1:1 40 5 5 5 0 4 -
1.00 

1.00 1.00 -
1.00 10 0.1:1 40 5 10 5 0 4 1.00 -

1.00 
1.00 1.00 

11 1:1 30 5 10 6 0 4 -
1.00 

1.00 -
1.00 

1.00 
12 0.1:1 30 0 5 5 0 4 -

1.00 
-

1.00 
-

1.00 
-

1.00  
3.3. 5  กำรศึ กษำระดั บที่ เ หมำะสมของปั จจั ยที่ มี อิ ทธิ พลต่ อกำร เจริญของ  

E. faecium ด้วยวิธีพื้นผิวตอบสนอง (Response Surface Methodology) 
       ถ่ายกล้าเชื้อ E. faecium A028 ลงใน SBM ที่ฆ่าเชื้อแล้ว โดยแปรผันปัจจัยที่มี
สัดส่วนอิทธิพล (Effect Contribution) ต่อการเจริญของแบคทีเรียมากที่สุดจ านวน 3 ปัจจัย  
(จากผลการทดลองที่ 3.3.4) ได้แก่ อัตราส่วนของน้ าต่อSBM  (X1) ความเข้มข้นกากน้ าตาล (X3) และ
เวลาที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง (X7) (ตารางที่ 3.3) โดยวางแผนการทดลองแบบ Box-Benkhen Design 
(BBD) [74] ดังตารางที่ 3.4 จากนั้นท าการเก็บตัวอย่างมาวิเคราะห์ค่า TVC ที่เพ่ิมขึ้น มาค านวณค่าทาง
สถิติโดยท าการทดลอง 3 ซ้ า และสร้างความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยที่ศึกษากับการเจริญของ  
E. faecium   A028 ด้วยสมการ Second-Order Polynomial Quadratic Equation น าสมการที่
ได้มาหาสภาวะที่เหมาะสมและท าการทดลองเพาะเลี้ยง E. faecium A028 ในสภาวะดังกล่าวเพ่ือทวน
สอบ (Validation) ผลการทดลอง 
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ตำรำงท่ี 3.3  ปัจจัยที่ใช้ในการศึกษาอิทธิพลต่อการเจริญของ E. faecium ด้วยการหมักแบบ SSF ใน    
                SBM โดยแผนการทดลองแบบ BBD 

ปัจจัย 
 

หน่วย สัญญาลักษณ์ 
ระดับของปัจจัย 

ต่ า  
(-1) 

กลาง  
(0) 

สูง  
(+1) 

Water to SBM ratio v/w X
1
 0.5 1.25 2 

Molasses %w/v X
3
 0 2.5 5 

Incubation Time h X
7
 4 14 24 

 
ตำรำงท่ี 3.4  การวางแผนทดลองแบบ BBD  

การทดลอง X
1
 X

3
 X

7
 

1 0.50 (-1) 0.00 (-1
บบบบบบบบบบบบบบบบบบบบบบบบบบ

ฦฦงงื) 

14.00 (0) 

2 2.00 (+1) 0.00 (-1) 14.00 (0) 

3 0.50 (-1) 5.00 (0) 14.00 (0) 

4 2.00 (+1) 5.00 (0) 14.00 (0) 

5 0.50 (-1) 2.50 (+1) 4.00 (-1) 

6 2.00 (+1) 2.50 (+1) 4.00 (-1) 

7 0.50 (-1) 2.50 (+1) 24.00 (+1) 

8 2.00 (+1) 2.50 (+1) 24.00 (+1) 

9 1.25 (0) 0.00 (-1) 4.00 (-1) 

10 1.25 (0) 5.00 (0) 4.00 (-1) 

11 1.25 (0) 0.00 (-1) 24.00 (+1) 

12 1.25 (0) 5.00 (0) 24.00 (+1) 
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3.3.6  กำรศึกษำกำรเพำะเลี้ยง E. faecium ในSBM ด้วยกระบวนกำรหมักแบบแห้งใน
ระดับขยำยขนำด 
            น าสภาวะที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยง E. faecium A028 ที่ได้จาการทดลองข้อที่ 
3.3.5 มาเตรียม SBM ปริมาณ 3,000 g น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121˚C ความดันไอน้ า 15 psi เวลา 
15 min ถ่ายกล้าเชื้อจุลินทรีย์ที่เพาะเลี้ยงได้ ลงไปในปริมาณที่เหมาะสม ท าการเพาะเลี้ยงในสภาวะที่
เหมาะสม จากนั้นท าการเก็บตัวอย่างเป็นช่วงๆ ตลอดการเพาะเลี้ยง 

3.3.7  กำรศึกษำกำรเพำะเลี้ยง E. faecium ในSBM ด้วยกระบวนกำรหมักแบบแห้งใน
กำรหมักแบบกะซ้ ำ (repeated batch)  
          น าสภาวะที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยง E. faecium A028 ที่ได้จาการทดลองข้อที่ 
3.3.5 มาเตรียม SBM 300 g โดยจะแบ่งออกเป็น 3 ชุด น าไปนึ่งฆ่าเชื้อ ถ่ายกล้าเชื้อ LAB ลงไปใน
ปริมาณที่เหมาะสม ท าการเพาะเลี้ยงในสภาวะที่ได้ 3.3.5 เมื่อสิ้นสุดกระบวนการจะถ่าย FSBM 50 70  
หรือ 90 % ตามล าดับ จากนั้นเติม SBM ที่ฆ่าเชื้อแล้วลงไปในปริมาณเท่าเดิมเก็บตัวอย่างเพ่ือวิเคราะห์
ปริมาณเซลล์ทั้งหมด และท าการทดลองแบบเดิมจนกว่าการเจริญของแบคทีเรียจะคงที่หรือเริ่มลดลง 

3.3.8  กำรศึกษำกำรเพำะเลี้ยง E. faecium ในSBMด้วยกระบวนกำรหมักแบบแห้งแบบ
กะซ้ ำ (repeated batch) ในระดับขยำยขนำด 
         น าสภาวะที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยง E. faecium A028 ที่ได้จาการทดลองข้อที่ 3.3.7 
มาเตรียม SBM ปริมาณ 3,000 g น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 ˚C ความดันไอน้ า 15 psi เวลา  
15 min ถ่ายกล้าเชื้อจุลินทรีย์ที่เพาะเลี้ยงได้ ลงไปในปริมาณที่เหมาะสม ท าการเพาะเลี้ยงในสภาวะที่
เหมาะสม จากนั้นท าการเก็บตัวอย่างเป็นช่วงๆ ตลอดการเพาะเลี้ยงเพ่ือวิเคราะห์ปริมาณเซลล์ทั้งหมด  

3.3.9  กำรศึกษำค่ำจลนพลศำสตร์กำรเจริญของ E. faecium ด้วยSBM ในกระบวนกำร
หมักแบบแห้ง 
  น าข้อมูลส่วนการหาระดับที่เหมาะสมของปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการเจริญและข้อมูลการ
เพาะเลี้ยง E. faecium A028 ในSBMกระบวนการหมักแบบแห้งในระดับขยายขนาดทั้งการหมักแบบ
กะและกะซ้ าโดย  
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         3.3.9.1.  อัตราการเจริญของจุลินทรีย์สูงสุด (Maximum Growth Rate) ของ  
E. faecium A028 

1) การหาอัตราการเจริญของจุลินทรีย์สูงสุด (rm) ด้วยสมการของ 
Gompertz [75] 

             ท าโดยวิธีการหาผลต่างยกก าลั งสองที่น้อยที่สุ ด ( Least Square 
Method) ระหว่างข้อมูลที่วัดได้จากการทดลองจริงและแบบจ าลองของ Gompertz ที่เวลาต่างๆ โดยใช้
ฟังก์ชั่น (Function) Solver ในโปรแกรม Microsoft Excel เวอร์ชั่น 2010 โดยสมการของ Gompertz 
Model แสดงดังสมการที่ (3.1)  

                                             𝑋 = 𝑋0 [𝑋max. exp [−exp [
𝑟max.exp(1)

𝑋max
] (𝑡L − 𝑡) + 1]]         (3.1) 

   
  โดยที่  X0      คือ จ านวนจุลินทรีย์ที่ชั่วโมงเริ่มต้น (Log CFU/g) 
   Xmax   คือ จ านวนจุลินทรีย์ที่ชั่วโมงสุดท้าย (Log CFU/g) 
   rmax    คือ อัตราการเจริญของจุลินทรีย์สูงสุด (CFU/g.h-1)  
   tL       คือ ระยะเวลาช่วง lag phase (h-1) 
   t        คือ เวลาในการเพาะเลี้ยง (h-1) 
 

  2)  การหาอัตราการเจริญจ าเพาะสูงสุดด้วยสมการของ Logistic  
        การค านวณอัตราการเจริญจ าเพาะสูงสุดของจุลินทรีย์ (Maximum specific 
Growth Death Rate, µmax) [76] โดยสมการของ Logistic Model แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ของ 
Logistic ที่ใช้ในการศึกษาค่า µmax ของ E. faecium ที่เพาะเลี้ยงแบบ SSF ใน SBM แสดงดังสมการที่ 
(3.2) และ (3.3)                     

                                            𝑑𝑥

𝑑𝑡
 = 𝜇max (1 −

𝑋

𝑋max
) 𝑋                               (3.2) 

  
                                                              

                                               𝑋 =
𝑋0exp(𝜇max.𝑡)

1−[(
𝑋0

𝑋max
)(1−exp(𝜇max .𝑡))]

                       (3.3)                               

    
    โดยที่  X0     คือ จ านวนจุลินทรีย์ที่ชั่วโมงเริ่มต้น (Log CFU/g) 
    Xmax  คือ จ านวนจุลินทรีย์ที่ชั่วโมงสุดท้าย (Log CFU/g) 
    µmax  คือ อัตราการเจริญจ าเพาะของจุลินทรีย์สูงสุด (h-1) 
    t       คือ เวลาในการเพาะเลี้ยง (h) 
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3.3.10  กำรศึกษำกำรรอดชีวิตของโพรไบโอติกระหว่ำงกระบวนกำรอบแห้ง 
   3.3.10.1  การศึกษาการคัดเลือกสารปกป้องเซลล์ในระหว่างการอบแห้ง 

                  น า SBM ที่หมักครบเวลาแล้ว 8 h มาแผ่กระจายบนผ้าขาวบางที่ฆ่าเชื้อ
แล้วจึงท าการพ่นสารป้องกันเซลล์ความเข้มข้น 5 % ปริมาณ 300 mL ลงไปบน SBM แล้วท าการผสม
เข้ากันให้จนทั่ว โดยชนิดของสารปกป้องเซลล์ที่ใช้ ได้แก่ น้ ากลั่น (ชุดควบคุม) หางนมผง (Skim Milk)  
ม อ ล โ ต เ ด ก ซ์ ท ริ น  ( Maltodextrin)  ผ ง ชู ร ส  ( Monosodium-  Glutamate, MSG)  
ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (Fructo-Oligosaccharides, FOS) และ ยีสต์สกัด (Yeast Extract) แล้วจึง
น าไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 55˚C สุ่มเก็บตัวอย่างเป็นช่วง ๆ ตลอดการอบแห้งเพ่ือน ามาวัดจ านวนเซลล์ที่มี
ชีวิตทั้งหมดและค่าความชื้นใน SBM  

 3.3.10.2  การศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิในระหว่างการอบแห้งต่อการลดของ
จุลินทรีย์ 

               น า SBM ที่หมักครบเวลาแล้ว 8 h มาแผ่กระจายบนผ้าขาวบางที่ฆ่าเชื้อ
แล้วจึงท าการพ่นสารป้องกันเซลล์ความเข้มข้น 5 % ปริมาณ 300 mL ลงไปบน SBM แล้วท าการผสม
เข้ากันให้จนทั่ว โดยชนิดของสารปกป้องเซลล์ที่ใช้คือ มอลโตเดกซ์ทรินแล้วจึงน าไปอบแห้งที่อุณหภูมิ  
55 65 และ 75 ˚C สุ่มเก็บตัวอย่างเป็นช่วง ๆ ตลอดการอบแห้งเพ่ือน ามาวัดจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตทั้งหมด
และค่าความชื้นใน SBM  

             น าข้อมูลการลดลงของความชื้นที่เวลาต่าง ๆ มาค านวณหาอัตราการแห้ง 
(Drying Rate) ของ SBM หมักที่มีการเติมสารปกป้องเซลล์ โดยประยุกต์ใช้สมการทางคณิตศาสตร์ 
(Mathematical modeling) ของการอบแห้ง ในการหาค่าดังกล่าว 

1) การค านวณหาสัดส่วนความชื้นโดยใช้แบบจ าลองของ Page [77] 
 

    MR = exp(-kdrying)tn                             (3.4) 
 

                                   โดยที่      MR     คือ  ค่าสัดสว่นความชื้น 
      kdrying  คือ  อัตราการแห้ง (h-1) 
      t        คือ  เวลา (h) 

             n       คือ  ล าดับของปฏิกิริยา 
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2)  การค านวณหาค่าอัตราการตาย (Death rate) [80] 
 
                                        lnNt - lnN0 = -kdeathtn                          (3.5) 
 

    โดยที่       Nt     คือ จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตเริ่มต้น (Log CFU/g) 
                    N0     คือ จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตรอด (Log CFU/g) 
                           kdeath คือ อัตราการตายจ าเพาะ (h-1) 

                              t      คือ เวลา (h) 

                    n      คือ ล าดับของปฏิกิริยา 
 
3)  การค านวณหาค่า R2 [81] 

 

𝑅2 =
∑ (𝑋exp−𝑋expmean)

2𝑁
𝑖=1 −(𝑋pre−𝑋exp,i)

2
 

∑ (𝑋exp,i−𝑋expmean,i
)

2
𝑁
𝑖=1

               (3.6) 

 
โดยที่    Xexp       คือ จ านวนจุลินทรีย์ที่ได้จากการทดลอง (Log CFU/g) 

          Xexpmean
  คือ ค่าเฉลี่ยรวมของจุลินทรีย์ที่ได้จากการทดลอง (Log CFU/g) 

          Xpre        คือ จ านวนจุลินทรีย์ที่ได้จากการท านาย (Log CFU/g) 
 

3.3.11  กำรผลิตผงโพรไบโอติกและกำรเก็บรักษำ 
     น า SBM ที่มีจุลินทรีย์โพรไบโอติกที่ผ่านการอบแห้งแล้วมาบดให้ละเอียดเป็นผงโดย
ใช้ตะแกรงบดขนาดรูพรุน 80 ช่องต่อตารางนิ้ว จากนั้นน ามาผสมกับแป้งมันส าปะหลังและ  
มอลโตเดกซ์ทริน (Maltodextrin) แล้วน าไปบรรจุใส่ถุงฟอยด์ทึบซิปล็อค จ านวนถุงละ 1000 g จากนั้น
น าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิที่แตกต่างกันได้แก่  40 50 60 และ 70˚C เก็บตัวอย่างเป็นระยะเพ่ือน ามาวัด
จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตทั้งหมด 
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3.3.11.1   การค านวณหาค่าคงที่อัตราการตายของจุลินทรีย์ [78] 
 

                              ln
Nt

N0
= -kdeatht                                  (3.7) 

 
โดยที่ N0 คือ จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตเริ่มต้น (Log CFU/g) 

                 Nt  คือ จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตรอด (Log CFU/g) 
                  t   คือ เวลาที่ใช้ในการท าลายเชื้อ (day) 
             kdeath คือ ค่าคงท่ีอัตราการตายจ าเพาะ (day-1) 
  เมื่อแทนค่าในสมการที่ 3.7 จะได้ค่า kdeath หรือค่าคงที่อัตราการตายจ าเพาะและเมื่อ
น าค่า kdeath ไปสร้างกราฟกับค่า 1/T ในสมการของ Arrhenius (สมการที่ 3.8) จะสามารถสร้างกราฟ
เพ่ือใช้ในการท านายอายุการเก็บรักษาของจุลินทรีย์ได้ 
 

3.3.11.2  กราฟของ Arrhenius [79] 
 

                         ln kdeath = ln A - 
E

RT
                                (3.8) 

             
                       โดยที่  Ea คือ ค่าพลังงานกระตุ้น (j/mole) 

     R  คือ ค่าคงที่ของแก๊ส (8.314 j/˚K/mole) 
T  คือ อุณหภูมิสัมบูรณ์ (˚K) 
A  คือ ค่าคงที่ของ Arrhenius 

 โดยการหาค่าคงที่ของ Arrhenius (A) และพลังงานกระตุ้น (Ea) โดยเขียนกราฟความสัมพันธ์

ระหว่าง ln kdeath กับ 1/T จะได้กราฟเส้นตรงที่มีความชันเท่ากับ 
Ea
R
 

 
3.3.12  วิธีกำรวิเครำะห์ 

    3.3.12.1  จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตรอดท้ังหมด 
        ชั่งตัวอย่างจ านวน 10 g ต่อ 0.85 % NaCl ปริมาตร 90 mL น าไปตีปั่น
ด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 min จากนั้นน าไปเจือจางด้วย 0.85 % NaCl  
ใช้เทคนิคการ pour plate โดยใช้อาหาร MRS Agar ผสมกับ 0.8 % CaCO3 แล้วจึงน าไปบ่มไว้ที่
อุณหภูมิ 40˚C เป็นเวลา 24 h แล้วค านวณจ านวนเซลล์ที่รอดชีวิต 
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3.3.12.2  การหาค่าความชื้น 
        โดยใช้ SBM ที่หมักแล้วและอยู่ระหว่างขั้นตอนการอบแห้ง โดยเก็บ
ตัวอย่างออกมาเป็นช่วงเวลาต่าง ๆ แล้วน ามาชั่งน้ าหนักโดยใช้เครื่องชั่ง 4 ต าแหน่งจ านวน 5 g แล้ว
น าไปอบที่อุณหภูมิ 105˚C เป็นเวลา 2 h แล้วน ามาชั่งน้ าหนักอีกครั้งด้วยเครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง โดย
ค านวณค่าเปอร์เซ็นต์ความชื้นจากสูตรดังต่อไปนี้ [54] 
 

                  เปอร์เซ็นต์ความชื้น = 
 

ws

dsws

W

WW 
                   (3.9) 

  โดยที่  Wws คือ น้ าหนักเปียก (g) 
     Wds คือ น้ าหนักแห้ง (g) 

 

3.4  สถำนที่ท ำกำรทดลอง และเก็บข้อมูล 
3.4.1  ห้องปฏิบัติการสาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัย

เทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี 
3.4.2  หน่วยวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพ ศูนย์ความเป็นเลิศด้านเทคโนโลยีชีวภาพและนาโน  

คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี 
3.4.3 FS107, Department of Food Science, National Pingtung University of 

Science and Technology (NPUST), Taiwan 

 



 

 

บทท่ี 4 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 

4.1  ผลการคัดเลือกปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการเจริญของ E. faecium A028ใน SBM ด้วย 
กระบวนการ SSF 

ผลการศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญของ  E. faecium A028 ที่เพาะเลี้ยงแบบ SSF  

ใน SBM ด้วยการวางแผนการทดลองแบบ PBD แสดงดังตารางที่ 4.1 โดยพบว่าจุลินทรีย์สามารถเจริญ 

ใน SBM ได้ทุกสภาวะที่ท าการทดลอง และมีการเจริญแตกต่างกันในแต่ละสภาวะ การศึกษานี้มีทั้งหมด 

7 ตัวแปร ซึ่งแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มได้ ปัจจัยทางกายภาพ ปัจจัยทางชีวภาพ และปัจจัยทางเคมี  

ปัจจัยทางกายภาพ ได้แก่ อัตราส่วนของน้ าต่อSBM (water:SBM) อุณหภูมิในการเพาะเลี้ยง และ

ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง ความชื้นของวัตถุดิบที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์แบบแห้งนั้นเป็นปัจจัย

หนึ่งที่มีความส าคัญต่อการเจริญของจุลินทรีย์ ซึ่งจุลินทรีย์แต่ละชนิดสามารถเจริญได้ในวัตถุดิบที่มี

ความชื้นแตกต่างกัน นอกจากนี้จุลินทรีย์ยังมีการเจริญได้สูงสุดในอุณหภูมิที่แตกต่างกัน และในการ

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกนั้นควรมีการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเนื่องจาก

แบคทีเรียกลุ่มนี้มีความสามารถในการสร้างกรดแลคติกพร้อมกับการเจริญ หากมีการเพาะเลี้ยงนานจะ

ท าให้มีการสร้างกรดแลคติกออกมาเป็นจ านวนมากซึ่ งจะยับยั้ งการเจริญของแบคที เรีย ได้   

(Product Inhibition) ท าให้จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตลดลง ปัจจัยทางชีวภาพ ได้แก่ ปริมาณกล้าเชื้อที่ใช้ใน

การทดลองปริมาณกล้าเชื้อเป็นปัจจัยหนึ่งที่มีความส าคัญต่อการเจริญของจุลินทรีย์ในระหว่างการ

เพาะเลี้ยง โดยหากมีการใช้กล้าเชื้อน้อยเกินไป อาจท าให้จุลินทรีย์ใช้เวลาในการเพ่ิมจ านวนในช่วงแรก

ของการเพาะเลี้ยงนานและมีระยะ lag phase ยาว ส่งผลต่ออัตราการเจริญและการผลิตผลิตภัณฑ์ได้ 

และหากใช้กล้าเชื้อมากเกินไปจะท าให้ต้นทุนในการเตรียมกล้าเชื้อเพ่ือเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ในระดับขยาย

ขนาดหรือในระดับอุตสาหกรรมสูงขึ้น ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องหาระดับของกล้าเชื้อที่เหมาะสมในเพาะเลี้ยง

จุลินทรีย์เพ่ือให้จุลินทรีย์สามารถเจริญได้สูงสุดและมีต้นทุนในการเพาะเลี้ยงน้อยที่สุด ปัจจัยทางเคมี 

ได้แก่ ปริมาณกากน้ าตาล ความเป็นกดรดด่างเริ่มต้น และปริมาณแคลเซียมคาร์บอเนต กากน้ าตาล 

เป็นแหล่งคาร์บอนราคาถูกท่ีใช้ในการศึกษานี้ เพ่ือให้แบคทีเรียน าไปใช้ในการเจริญและเพ่ิมจ านวนเซลล์

ที่มีชีวิต นอกจากนี้ระดับความเป็นกรดด่างเริ่มต้นยังมีความส าคัญต่อการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย  

กรดแลคติก เนื่องจากปัจจัยดังกล่าวมีผลต่อความสามารถในการเจริญและการสร้างกรดแลคติก  

ระหว่างการเพาะเลี้ยงหากแบคทีเรียเจริญเติบโตในสภาพแวดล้อมที่มีความเป็นกรดด่างไม่เหมาะสม 
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จะท าให้เจริญได้น้อย และแคลเซียมคาร์บอเนตยังเป็นสารที่ช่วยลดผลกระทบของกรดแลคติกต่อการ

เจริญได้ซึ่งจะช่วยให้แบคทีเรียยังสามารถเจริญในสภาวะที่มีความเข้มข้นของกรดแลคติกสูงสอดคล้อง

กับงานวิจัยของ Rodriguez de olmos ในปี 2015 ซึ่งศึกษาอิทธิพลของปัจจัยในการเพาะเลี้ยงต่อการ

เจริญของแบคทีเรียกรดแลคติก L. paracasei supsp. paracasei และ B. longum ด้วยกระบวนการ

หมักแบบ SSF ในถั่วเหลืองที่มีความชื้น 60 % พบว่าแบคทีเรียมีการเจริญ และมีจ านวนเซลล์ที่มีชีวิต

เท่ากับ 9.5 และ 9.0 Log CFU/g ตามล าดับ [80] เมื่อพิจารณาอิทธิพลของปัจจัยต่อการเจริญของ  

E. faecium โดยการวิเคราะห์การถดถอย (Regression Analysis) (ตารางที่ 4.2) พบว่าปัจจัยแต่ละ

ชนิดส่งผลต่อการเจริญของ E. faecium แตกต่างกัน โดยระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง (X7) มีอิทธิพลต่อ

การเจริญของแบคทีเรียสูงที่สุด ซึ่งมีค่า Effect Contribution เท่ากับ 56.27 % รองลงมาคือ ปริมาณ

น้ าต่อSBM (X1) และความเข้มข้นกากน้ าตาล (X3) โดยมีค่า Effect Contribution เท่ากับ 14.33  และ 

10.46 % ตามล าดับ (ตารางที ่4.2)  

ตารางท่ี 4.1  ผลการทดลอง PBD แต่ละปัจจัย  

การทดลอง X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 Increased TVC  
(Log CFU/g) 

1 1:1 40 0 10 6 0.05 4 -
1.0
0 

-
1.0
0 

1.0
0 

-
1.0
0 

0.75 
2 0.1

:1 
40 5 5 6 0.05 12 -

1.0
0 

-
1.0
0 

-
1.0
0 

1.0
0 

0.33 
3 1:1 30 5 10 5 0.05 12 1.0

0 
-

1.0
0 

-
1.0
0 

-
1.0
0 

0.66 
4 0.1

:1 
40 0 10 6 0 12 1.0

0 
1.0
0 

-
1.0
0 

-
1.0
0 

0.26 
5 0.1

:1 
30 5 5 6 0.05 4 1.0

0 
1.0
0 

1.0
0 

-
1.0
0 

0.45 
6 0.1

:1 
30 0 10 5 0.05 12 -

1.0
0 

1.0
0 

1.0
0 

1.0
0 

0.15 
7 1:1 30 0 5 6 0 12 1.0

0 
-

1.0
0 

1.0
0 

1.0
0 

0.54 
8 1:1 40 0 5 5 0.05 12 1.0

0 
1.0
0 

-
1.0
0 

1.0
0 

0.93 
9 1:1 40 5 5 5 0 4 -

1.0
0 

1.0
0 

1.0
0 

-
1.0
0 

0.22 
10 0.1

:1 
40 5 10 5 0 4 1.0

0 
-

1.0
0 

1.0
0 

1.0
0 

0.18 
11 1:1 30 5 10 6 0 4 -

1.0
0 

1.0
0 

-
1.0
0 

1.0
0 

0.18 
12 0.1

:1 
30 0 5 5 0 4 -

1.0
0 

-
1.0
0 

-
1.0
0 

-
1.0
0 

0.41 
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ตารางท่ี 4.2  อิทธิพลของปัจจัยในการเพาะเลี้ยงแบบ SSF ต่อการเจริญของ E. faecium A028 

Variable Coefficients Effect Plot Effect p-value
Effect 

Contribution (%)
Water:SBM 0.092 0.18 0.088 14.33

Incubation Temperature 0.062 0.12 0.205 6.48

Molasses -0.078 0.16 0.127 10.46

Starter -0.017 -0.03 0.704 0.47

pH -0.018 -0.04 0.677 0.57

CaCO3 0.00003 0.01 0.908 0.043

Incubation Time -0.18 -0.36 0.011 56.27  
  
จากผลการทดลองแสดงให้ เห็นว่า SBM สามารถใช้ เป็นวัตถุดิบในการเพาะเลี้ ยง 

E. faecium A028 ด้วยกระบวนการ SSF ได้ เนื่องจาก SBM ประกอบด้วยสารอาหารที่มีประโยชน์ต่อ
การเจริญของแบคทีเรีย โดยเฉพาะโปรตีนซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักใน SBM และยังมีปริมาณ 
กรดอะมิโนไลซีนสูง ช่วยส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรียได้  [81] ซึ่งแบคทีเรีย E. faecium A028  
มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์โปรติเอส (Protease) [74] จึงสามารถย่อยโปรตีนใน SBM เพ่ือ
น ามาสร้างขึ้น เมื่อเพ่ิมปริมาณน้ าในกระบวนการ SSF จุลินทรีย์จึงมีการเจริญได้มากข้ึน [83] สอดคล้อง
กับงานวิจัยนี้ซึ่งพบว่าปริมาณน้ าต่อ SBMแสดงอิทธิพลในทางบวกต่อการเจริญ E. faecium A028   
เมื่อพิจารณาอิทธิพลของการเติมกากน้ าตาลใน SBM พบว่าการเติมกากน้ าตาลความเข้มข้น 5 %  
ท า ให้แบคที เรีย เจริญได้สู งขึ้น เล็ กน้อยแสดงให้ เห็นว่ ากากน้ าตาลมี อิทธิพลต่อการ เจริญ 
ของจุลินทรีย์โพรไบโอติกใน SBM [78] แต่มีอิทธิพลน้อยกว่าระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงและ 
ปริมาณน้ าต่อ SBM และผลการทดลองยังพบว่าระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงมีอิทธิพลในทางลบต่อการ
เจริญเนื่องจากในระหว่างการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียจะมีการสร้างกรดแลคติกขึ้นมา เมื่อเพาะเลี้ยงเป็น
เวลานานกรดแลคติกที่เกิดขึ้นจะยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียได้  [84] ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงที่
เพ่ิมขึ้นจึงท าให้การเจริญของ E. faecium A028 ลดลงอย่างเห็นได้ชัด อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณา
อิทธิพลของอุณหภูมิที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง ปริมาณกล้าเชื้อ ความเป็นกรดด่าง (pH) และปริมาณ
แคลเซียมคาร์บอนเนต ในระดับที่ท าการทดลอง พบว่าปัจจัยดังกล่าวมีอิทธิพลต่อการเจริญของ 
โพรไบโอติกน้อย โดยมีค่า Effect Contribution เท่ากับ 6.48 0.47 0.57 และ 0.04 % ตามล าดับ 
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ดังนั้นจึงเลือกปริมาณน้ าต่อ SBM ปริมาณกากน้ าตาล และระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงมาศึกษาระดับที่
เหมาะสมในการทดลองถัดไปโปรตีนภายในเซลล์และการผลิตเอนไซม์เพ่ือใช้ในกิจกรรมต่าง ๆ  
ของแบคทีเรีย [82] ดังนั้น SBM ที่เหลือจากกระบวนการผลิตน้ ามันถั่วเหลืองในโรงงานอุตสาหกรรมจึง
เป็นวัตถุดิบที่น่าสนใจน ามาประยุกต์ ใช้ เป็นวัตถุดิบในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียโพรไบโอติก 
ด้วยกระบวนการ SSF เนื่องจากสามารถส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรียได้เป็นอย่างดีและมีราคาถูก 

นอกจากนี้เมื่อพิจารณาอิทธิพลของปริมาณน้ าต่อ SBM อุณหภูมิในการเพาะเลี้ยงความ
เข้มข้นของกากน้ าตาล และปริมาณแคลเซียมคาร์บอนเนต พบว่าปัจจัยดังกล่าวแสดงอิทธิพลในทางบวก
ต่อการเพ่ิมค่า TVC ของแบคทีเรีย (Positive Effect) ซึ่งเมื่อปัจจัยดังกล่าวเพ่ิมขึ้นจะส่งเสริมให้
แบคทีเรียมีการเจริญมากขึ้นด้วย ในขณะที่ปริมาณกล้าเชื้อ ความเป็นกรดด่าง และระยะเวลาในการ
เพาะเลี้ยง แสดงอิทธิพลในทางลบ (Negative Effect) ต่อการเจริญของ E. faecium (ตารางที ่4.2)  

ในปี 2003 Gervais and Molin [82] รายงานว่าความชื้นมีความส าคัญต่อกระบวนการ
เพาะเลี้ยงจุลินทรีย์แบบ SSF เนื่องจากน้ าท าหน้าที่เป็นตัวท าละลายสารอาหารใน SBM ท าให้ 
โพรไบโอติกสามารถดูดซึมสารอาหารและแร่ธาตุใน SBM มาใช้ในการสร้างองค์ประกอบของเซลล์ได้ง่าย 
 

4.2  ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยง E. faecium A028 ใน SBM ด้วย
วิธีพื้นผิวตอบสนอง (Response Surface Methodology) 

ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียโพรไบโอติกใน SBM แสดงดัง
ตารางที่ 4.1 และ 4.2 และความสัมพันธ์ระหว่างค่า TVC ที่เพ่ิมข้ึน (Increased TVC) กับปัจจัยที่ศึกษา
แสดงดังสมการที่ (4.1)  จากแผนการทดลองแบบ Box-Benkhen Design (BBD) ผลการทดลองพบว่ามี
ปัจจัยที่มีผลต่อการเพาะเลี้ยง  E. faecium อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยแบบจ าลอง (Model) มีค่า  
p-value และ R2 เท่ากับ 0.0012 และ 0.9457 ตามล าดับ และมีค่าความเข้ากันได้ของแบบจ าลอง 
(Lack of Fit) เท่ากับ 0.2287 แสดงว่า Model นี้มีความเหมาะสมในการอธิบายการเพ่ิมขึ้นของค่า TVC 
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % อย่างไรก็ตามพบว่า ปริมาณน้ าต่อ SBM และ ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง  
มีอิทธิพลต่อการเจริญของแบคทีเรียอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ α เท่ากับ 0.05 (p-value เท่ากับ 
0.0229 และ 0.0007 ตามล าดับ) ในขณะที่ความเข้มข้นของกากน้ าตาลไม่มีอิทธิพลต่อการเจริญอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติในช่วงที่ท าการทดลอง (p–value เท่ากับ 1.000) (ตารางท่ี 4.3) 

รู ป ที่ 4 . 1 (A) แ ส ด ง พ้ื น ผิ ว ต อ บ ส น อ ง  ( Response Surface)  ข อ ง อิ ท ธิ พ ล ร่ ว ม  
(Interaction Effect) ระหว่างปริมาณน้ าต่อ SBM และความเข้มข้นของกากน้ าตาลเมื่อเพาะเลี้ยง 
นาน 14 h ผลการทดลองแสดงว่าปริมาณน้ าต่อ SBM ส่งผลต่อการเจริญของแบคทีเรียมากกว่าความ
เข้มข้นของกากน้ าตาล รูปที่ 4.1(B) แสดงอิทธิพลร่วมระหว่างปริมาณน้ าต่อ SBM และระยะเวลาในการ
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เพาะเลี้ยงที่ความเข้มข้นของกากน้ าตาลเท่ากับ 2.5 % โดยปัจจัยทั้งสองชนิดส่งผลต่อการเจริญ 
ของโพรไบโอติก และรูปที่ 4.1(C) แสดงอิทธิพลร่วมของความเข้มข้นของกากน้ าตาลและระยะเวลา 
ในการเพาะเลี้ยง พบว่าระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงส่งผลต่อการเจริญมากกว่าความเข้มข้น  
ของกากน้ าตาล  

สมการที่ (4.1) พบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการเพ่ิมค่า TVC ของโพรไบโอติกคือ ปริมาณน้ า
ต่อ SBM เท่ากับ1.5:1 v/w ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงนาน 15.45 h โดยจะมีค่า TCV เพ่ิมขึ้นเท่ากับ 
1.91 Log CFU/g (Predicted Result) จากจ านวนจุลินทรีย์เริ่มต้น เมื่อน าสภาวะดังกล่าวมาทดลอง
เพาะเลี้ยง E. faecium ด้วยการหมักแบบ SSF ใน SBM เพ่ือทวนสอบผลการทดลอง (Validation) 
พบว่า มีค่า TVC เพ่ิมขึ้นเท่ากับ 9.77 Log CFU/g (Experimented Result) ซึ่งไม่แตกต่างจากผลการ
ทดลองที่ได้จากสมการที่ (4.1) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % แสดงให้เห็นว่า
สมการที่ (4.1) มีประสิทธิภาพในการอธิบายอิทธิพลของปัจจัยที่ศึกษาได้อย่างเหมาะสมที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 % 

น าข้อมูลมาสร้างแบบหุ่น (Model) ด้วยสมการ Second Order Polynomial Quadratic 
Equation น าสมการที่ได้มาท านายสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยง LAB ด้วยการหมักแบบแห้งใน
SBM น าสภาวะที่ท านายจากสมการดังกล่าวมาท าการทดลองจริง และเปรียบเทียบกับข้อมูลจากสมการ 
(Predicted Result)  เ พ่ือยืนยันผลการทดลองโดยท าการวิ เ คราะห์ทางสถิ ติ  One-Sample 
t-test ซ่ึงมีค่า Sig = 0.945 > 0.05 แสดงว่าข้อมูล มีปริมาณ TCV ไม่แตกต่างกัน ในการทดลองจริงกับ
ค่าที่ได้จากการท านายแสดงให้เห็นว่าค่าที่ได้จากการท านาย สามารถน ามาเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์  
โพรไบโอติกได้จริงที่ระดับความเชื่อม่ันที่ 95 %  

จะเห็นได้ว่าจากการศึกษาการหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงสอดคล้องกับงานวิจัย 
Handa ในปี 2014 [84] ได้ท าการศึกษาการหาสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงโพรไบโอติก 
ในการการหมักแบบแห้งด้วยแบบถั่วเหลืองด้วยพ้ืนผิวตอบสนอง พบว่าการออกแบบด้วยแผนการ
ทดลองแบบ Box-Benkhen Design (BBD) ช่วยเพ่ือประสิทธิภาพในกระบวนการหมักและช่วย
ประหยัดเวลาในการเพาะเลี้ยงได้อีกด้วย 
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ตารางท่ี 4.3  การวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of Variance, ANOVA) ของผลการทดลอง 

Source Sum of Squares df Mean Square f-value p-value  

Model 0.5875 9 0.0653 13.5369 0.0012 

X1 0.0406 1 0.0406 8.4221 0.0229 

X3 0.0000 1 0.0000 0.0000 1.0000 

X7 0.1596 1 0.1596 33.0999 0.0007 

X1X3 0.0182 1 0.0182 3.7794 0.0930 

X1X7 0.0081 1 0.0081 1.6798 0.2361 

X3X7 0.0110 1 0.0110 2.2863 0.1743 

X1
2 0.2345 1 0.2345 48.6318 0.0002 

X3
2 0.0091 1 0.0091 1.8880 0.2118 

X7
2 0.0960 1 0.0960 19.9090 0.0029 

Residual 0.0338 7 0.0048   
Lack of Fit 0.0211 3 0.0070 2.2161    0.2287 

Pure Error 0.0127 4 0.0032   
Correlation 

total 
0.6200 16    

R2 = 0.9457 
 
Increased TVC (Log CFU/g) = 0.606+1.317X1-0.021X3+0.058X7-0.036X1X3-  

         6.000X1X7+2.100X3X7 – 0.419X1
2+7.440X3

2-1.510X7
2      (4.1) 

 
เมื่อ X1  คือ ปริมาณน้ าต่อSBM (% v/w) 

X3  คือ ความเข้มข้นกากน้ าตาล (%) 
X7  คือ ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง (h) 
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รูปที่ 4.1  อิทธิพลร่วมของปัจจัยที่มีผลต่อการเพาะเลี้ยง 
             (A) อิทธิพลร่วมของปริมาณน้ าต่อSBMและกากน้ าตาล  
             (B) ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงและปริมาณน้ าต่อSBM และ 
             (C) ความเข้มข้นของกากน้ าตาลและระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง 

(A) 

(B) 
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4.3  ผลการศึกษาการเพาะเลี้ยง E. faecium A028 ในSBMด้วยกระบวนการหมักแบ

แห้งในระดับขยายขนาด 
จากการศึกษาการเพาะเลี้ยง E. faecium A028 ในระดับขยายขนาด พบว่าของจุลินทรีย์ 

มีการเจริญใกล้เคียงกับการเพาะเลี้ยงขนาดเล็ก แสดงให้เห็นว่าสภาวะที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ 
 E. faecium A028 ในระดับเริ่มต้น (ปริมาณ SBM เท่ากับ 300 g) สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการ
เพาะเลี้ยงแบคทีเรียแบบขยายขนาดได้ (ปริมาณ SBM เท่า 3000 g) ให้ผลที่ไม่แตกต่างกันกับการ
เพาะเลี้ยงในระดับเริ่มต้นที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % (ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ   
มีค่า Sig= 0.930>0.05) 

ผลการศึกษาการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ E. faecium A028 ในระดับขยายขนาดซึ่งใช้ SBM 
จ านวน 3,000 g (SBM3,000g) แสดงดังรูปที่ 4.2 พบว่าแบคทีเรียสามารถเจริญได้โดยมีค่า TVC เท่ากับ 
9.66 Log CFU/g ซึ่งใกล้เคียงกับการเพาะเลี้ยงในระดับเริ่มต้น (SBM300g) ซึ่งมีค่า TVC เท่ากับ  
9.77 Log CFU/g และเมื่อท าการเลียนแบบ (Simulation) การเจริญของ E. faecium A028 ด้วย
แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์แบบ Logistic และแบบ Gompertz พบว่าแบบจ าลองทั้งสองแบบสามารถ
เลียนแบบการเจริญของโพรไบโอติกได้อย่างเหมาะสม (รูปที่ 4.2 (A) และ4.2 (B)) โดยให้ค่า R2 มากกว่า 
0.95 (ตารางที่ 4.4) นอกจากนี้เมื่อพิจารณาค่าจลนพลศาสตร์การเจริญของแบคทีเรียจากแบบจ าลอง 
Logistic (ตารางที่ 4.4) พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียในระดับเริ่มต้น และระดับขยายขนาด จะมีค่า 
µmax เท่ากับ 0.295 h-1 และ 0.234 h-1 ตามล าดับ ในขณะที่ค่า rmax ซึ่งได้จากแบบจ าลอง Gompertz 
เมื่อเพาะเลี้ยงในระดับเริ่มต้นและระดับขยายขนาด มีค่าเท่ากับ 0.948 Log CFU/g h และ  
0.726 Log CFU/g h ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียมีอัตราการเจริญเมื่อเพาะเลี้ยงในระดับขยาย
ขนาดลดลงเล็กน้อยเมื่อเทียบกับขนาดเริ่มต้น อย่างไรก็ตามการเพาะเลี้ยงในระดับเริ่มต้นและระดับ
ขยายขนาดให้ค่า TVC ใกล้เคียงกัน (ตารางที่ 4.4) พบว่า SBM สามารถใช้เป็นวัตถุดิบในการเพาะเลี้ยง
แบคทีเรียโพรไบโอติกได้ใกล้เคียงกับวัตถุดิบชนิดอ่ืน ๆ ดังนั้นการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแบบ SSF ด้วย 
SBM ในการศึกษานี้จึงสามารถน าไปพัฒนาการผลิตโพรไบโอติกส าหรับจ าหน่ายในเชิงพาณิชย์ได ้
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รูปที่ 4.2  (A) การเลียนแบบการเจริญของ E. faecium A028 ด้วยแบบจ าลอง Logistic และ  
          (B) แบบจ าลองประยุกต์ของ Gompertz ในการเพาะเลี้ยงระดับเริ่มต้นและระดับขยาย  

ตารางท่ี 4.4 ค่าจลนพลศาสตร์การเจริญของ E. faecium A028 ที่ได้จากแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ 
 แบบจ าลอง Logistic  แบบจ าลอง Gompertz  

SBM300g SBM3,000g SBM300g SBM3,000g 

X0 (Log CFU/g) 6.671 6.075 6.661 6.078 
Xmax (Log CFU/g) 9.714 9.744 9.730 9.777 
µmax (h-1) 0.295 0.234 NC NC 
rmax (Log CFU/g h) NC NC 0.948 0.726 
t L (h) NC NC 0.000 0.000 
R2 0.994 0.962 0.995 0.956 

NC =Not calculated 
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เมื่อท าการเปรียบเทียบค่า TVC ของการเพาะเลี้ยงโพรไบโอติกด้วย SSF โดยใช้กับงานวิจัย
อ่ืนๆ (ตารางที่ 4.5) พบว่าการใช้ SBM เป็นวัตถุดิบในกระบวนการ SSF ให้ค่า TVC สูงกว่าการ
เพาะเลี้ยงโพรไบโอติกด้วยวัตถุดิบอ่ืน ๆ แสดงให้เห็นว่า SBMเป็นวัตถุดิบที่มีศักยภาพส าหรับน ามาใช้
เป็นวัตถุดิบในการหมักแบบ SSF ซึ่งเป็นกระบวนการที่ ใช้พลังงานต่ ามีน้ าเสียน้อย เป็นมิตรกับ
สิ่งแวดล้อม และยังเป็นการเพ่ิมมูลค่าของวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรได้อีกทางหนึ่ง  
ตารางท่ี 4.5  การเปรียบเทียบการเพาะเลี้ยงโพรไบโอติกแบบ SSF  

วัตถุดิบ  จุลินทรีย์ TVC* 
(L
o
g
C
F
U
/g
) 

อ้างอิง 
Oats L. plantarum 

B. animalis 
9.45 
8.50 

(Zhang et al., 2015) [89] 

Soy L. paracasei supsp. 
paracasei 
B. longum 

9.50 
9.00 

(Rodriguez de Olmos et 
al., 2015) [82]  

Wheat L. reuteri 
L. plantarum 

9.00 
8.50 

(Ayyash et al., 2019) 
[90]  

Soybean meal E. faecium (SBM300g) 
E. faecium (SBM3,000g) 

9.82 
9.77 

(ศิรยาพร และคณะ, 2559) 
[72] 

Soybean meal E. faecium (SBM300g) 
E. faecium (SBM3,000g) 

9.77 
9.66 

This study 
This study 

*TVC is total viable cell count(Log CFU/g) 

 

4.4  ผลการศึกษาการเพาะเลี้ยง E. faecium  A028 ในSBM ด้วยกระบวนการ SSF 
โดยการหมักแบบกะซ้้า (Repeated Batch Fermentation)  

การศึกษาการเพาะเลี้ยง E. faecium A028 ด้วยกระบวนการหมักแบบกะซ้ าโดยแบ่ง
ปริมาณการน าเข้าและออกแต่ละรอบของกระบวนการหมักแบบแห้ง ออกเป็น 3 ชุดคือ 50 70 และ 
90 % โดยน้ าหนักปริมาณเริ่มต้น โดยแต่ละชุดการทดลองมีการน า FSBM (Fermented SBM, FSBM) 
ออกและเติม SBM ใหม่เข้าไปเพาะเลี้ยงโพรไบโอติก จ านวน 4 รอบ (RB1-RB4) ซึ่งผลการทดลองพบว่า 
E. faecium A028  มีการเจริญเพ่ิมข้ึนและ มีการเจริญสูงสุดในช่วงชั่วโมงท่ี 15 ของการเพาะเลี้ยงในแต่
ละรอบแสดงดังรูปที่ 4.3 และตารางท่ี 4.6 โดยเมื่อสิ้นสุดการเพาะเลี้ยงในแต่ละรอบพบว่า การทดลองที่ 
90 % มีปริมาณFSBM สูงกว่าที่ 50  และ 70 % (ตารางที่ 4.6) และพบว่า การทดลองที่ 50  70 และ 
90 % มีค่า TVC อยู่ในช่วง 9.1 - 9.3 Log CFU/g  9.0-9.2 Log CFU/g และ 8.9 - 9.1 Log CFU/g
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ตามล าดับ ทั้งนี้จะเห็นได้ว่าในการทดลองที่ 90 % มีค่า TVC เฉลี่ยน้อยกว่าการทดลองระดับอ่ืน ๆ 
เล็กน้อยอาจเป็นเพราะปริมาณ FSBM ที่เหลือในระบบส าหรับที่ใช้เป็นกล้าเชื้อในการเพาะเลี้ยงรอบ
ถัดไปมีน้อยกว่าการทดลองระดับอื่น ๆ และการเติม SBM ปริมาณที่สูงอาจจะท าให้ การผสมกับ FSBM
เดิมที่เหลือในรอบที่ผ่านมายังไม่ดีเท่าที่ควร [3] อาจส่งผลให้ปริมาณ TVC และอัตราการเจริญจ าเพาะมี
แนวโน้มที่ลดลงเล็กน้อยในช่วง RB4 ของกระบวนการหมักแบบกะซ้ า  อย่างไรก็ตามพบว่าในการทดลอง
ที่ 90 % มีปริมาณของ FSBM ที่สูงกว่าชุดการทดลองที่ 50 และ 70 % ท าให้มีอัตราการผลิต TVC 
เพ่ิมขึ้นในแต่ละชุดการทดลองเนื่องจากการเพ่ิมอัตราส่วนการแทนที่ของ SBM ท าให้มีการสะสมของ 
โพรไบโอติกเพ่ิมข้ึน [85]  ซ่ึงกระบวนการหมักแบบกะซ้ าท าให้โพรไบโอติกมีการเจริญอย่างต่อเนื่องและ
มีประสิทธิภาพ ประหยัดเวลาในการเตรียมกล้าเชื้อส าหรับการเพาะเลี้ยงแต่ละครั้งให้ผลิตภัณฑ์ใน
ปริมาณที่มากข้ึนในระยะเวลาการหมักท่ีสั้นลง และสามารถลดค่าใช้จ่ายในการเพาะเลี้ยงได้อีกด้วย SFF 
จึงเป็นกระบวนการน่าสนใจส าหรับการเพาะเลี้ยงโพรไบโอติก  

เมื่อพิจารณาปริมาณ FSBM ที่ผลิตได้ในแต่ละรอบการเพาะเลี้ยง พบว่าการทดลองที่ขนาด 50  
70  และ 90 %  ได้ผลผลิตเท่ากับ  150  210 และ 270 g ในเวลา 15 h ตามล าดับ และทุกการทดลอง 
มีค่า µmax  rmax และ TVC ใกล้เคียงกัน 

ตารางที่ 4.7 แสดงค่าประสิทธิภาพในกระบวนการหมักแบบแห้งในการหมักแบบกะซ้ า   
ซึ่งพบว่าการหมักในขนาด 300 g จ านวน 4 รอบจะได้ปริมาณ FSBM  1,200 g โดยการเพาะเลี้ยงที่  
50  70 และ 90 %  มีปริมาณ FSBM ทีใช้เป็นกล้าเชื้อเท่ากับ 750  930 และ 1,110 g โดยมีการเตรียม
กล้าเชื้อเพียงรอบที่ 1 เท่านั้น โดยมีค่า TVC อยู่ในช่วง 9.11- 9.20 Log CFU/g และอัตราการผลิต TVC 
เท่ากับ 92.00 127.91 และ 163.98 Log CFU/h ของการทดลองที่ 50 70 และ 90 % ตามล าดับ และ
การเพาะเลี้ยงโพรไบโอติกในระดับขยายขนาด (3000 g) ผลการทดลองพบว่ามีค่า TVC เฉลี่ยเท่ากับ 
9.158 Log CFU/g เมื่อเพาะลี้ยงนาน 15 h โดยมีปริมาณ ปริมาณ FSBM ที่ผลิตได้ทั้งหมด เท่ากับ 
1 0 ,8 00  g แล ะมี ค่ า  µmax แ ล ะ  rmax  อยู่ ใ น ช่ ว ง  0 . 0 99 - 0 . 8 93  h-1และ  0 . 9 68 - 3 . 0 0 3  
Log CFU/g h ตามล าดับ (ตารางท่ี 4.8)  
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รูปที่ 4.3  การเพาะเลี้ยง E. faecium A028 ด้วยการหมักแบบกะซ้ าที่อัตราส่วน (A) 50 % (B) 70 %  
    (C) 90 %  โดยน้ าหนัก 
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รูปที่ 4.4  การเพาะเลี้ยง E. faecium A028 ด้วยกระบวนการหมักแบบกะซ้ าในระดับขยายขนาดที่ 
   อัตราส่วน 90 % โดยน้ าหนัก 

 
ตารางท่ี 4.6  การเจริญสูงสุดของแต่ละสภาวะในการเพาะเลี้ยงแบบกะซ้ า 

 
 
 
 

 
ชุดการทดลอง (%) 

TVC สูงสุดเฉลี่ย (Log CFU/g) 

RB 1 RB 2 RB 3 RB 4 ค่าเฉลี่ย 

50 (300 g) 9.148 9.160 9.334 9.160 9.201 

70 (300 g) 9.094 9.073 9.178 9.197 9.136 

90 (300 g) 9.173 9.195 9.085 8.996 9.112 

90 (3000 g) 9.216 9.111 9.134 9.173 9.158 
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ตารางท่ี 4.7  ประสิทธิภาพการเจริญของโพรไบโอติกและค่าผลผลิตในกระบวนการหมักแบบกะซ้ า 

ชุดการทดลอง 
 (%) 

FSBM (g) 
อัตราการผลิต FSBM 

(g/h) 
TVC สูงสุดเฉลี่ย อัตราการผลิต TVC  

(Log CFU/g)  (Log CFU/h) 

50 (300 g) 600 10 9.20 92.00 
70 (300 g) 810 14 9.14 127.91 
90 (300 g) 1,080 18 9.11 163.98 
90 (3000 g) 10,800 180 9.16 1,648.80 

 
เมื่อน าแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์แบบ Logistic และแบบ Gompertz มาเลียนแบบการ

เจริญของโพรไบโอติกพบว่าแบบจ าลองทั้งสองแบบสามารถเลียนแบบการเจริญของโพรไบโอติกในกระ
บวนการหมักแบบกะซ้ าได้อย่างเหมาะสม (รูปที่ 4.5 และ 4.6) โดยมาค่า R2 มากกว่า 0.96 เมื่อพิจารณา
ค่าจลนพลศาสตร์การเจริญของ โพรไบโอติกที่ ได้ จากแบบจ าลอง Logistic และ Gompertz  
(ตารางที่ 4.8) พบว่า µmax และค่า rmax ของแต่ละการทดลองมีแนวโน้มที่สูงขึ้นตามอัตราส่วนการน าเข้า
และออกของ SBM อาจเป็นเพราะในแต่ละรอบของการเพาะเลี้ยงมีการสะสมของจุลินทรีย์มากขึ้นจึงท า
ให้อัตราการเจริญของจุลินทรีย์สูงขึ้นและสูงกว่าการเพาะเลี้ยงแบบกะ ซึ่งเห็นได้ว่ากระบวนหมักแบบกะ
ซ้ ามีประสิทธิภาพสูงกว่ากระบวนแบบกะประหยัดเวลาและต้นทุนในการเตรียมกล้าเชื้อ และให้ค่า TVC 
ของโพรไบโอติกสูง อีกท้ังยังสามารถผลิต FSBM ออกมาได้อย่างต่อเนื่อง  [92] 
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รูปที่ 4.5  การเลียนแบบการเจริญของ E. faecium A028 ด้วยสมการ Logistic  ในกระบวนการหมัก  
             แบบกะซ้ าที่อัตราส่วน (A) 50 % (B) 70 % และ (C) 90 % โดยน้ าหนัก 
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รูปที่ 4.6  การเลียนแบบการเจริญของ E. faecium A028 ด้วยสมการ Gompertz  ในกระบวนการ 

   หมักแบบกะซ้ าที่อัตราส่วน (A) 50 % (B) 70 % และ (C) 90 % โดยน้ าหนัก 
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รูปที่ 4.7  การเลียนแบบการเจริญของ E. faecium A028 ด้วยสมการ (A) Logistic (B) Gompertz     

   ด้วยกระบวนการหมักแบบกะซ้ าในระดับขยายขนาดที่อัตราส่วน 90% โดยน้ าหนัก 
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ตารางท่ี 4.8  ค่า µmax และ rmax  จากแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ Logistic และ Gompertz   
                 ตามล าดับในกระบวนการหมักแบบกะซ้ า 
ชุดการทดลอง (%) µmax (h-1) rmax (Log CFU/g h) 

RB 1 RB 2 RB 3 RB 4 RB 1 RB 2 RB 3 RB 4 

50  (300 g) 0.092 0.323 0.611 1.768 0.285 1.051 2.042 4.647 
70  (300 g) 0.103 0.243 0.240 0.710 0.318 1.257 1.756 2.294 
90  (300 g) 0.227 0.482 0.610 0.126 0.697 1.538 1.830 3.251 
90  (3000 g) 0.099 0.257 0.584 0.893 0.368 0.847 1.952 3.003 

 

4.5  ผลการศึกษาการรอดชีวิตของโพรไบโอติกระหว่างการอบแห้ง 
 4.5.1  ผลของสารปกป้องเซลล์ต่อการรอดชีวิตของโพรไบโอติกระหว่างการอบแห้ง 

การศึกษาสารปกป้องเซลล์ที่มีคุณสมบัติเหมาะสม ท าการทดลองโดยพ่นสารปกป้องเซลล์ความ
เข้มข้น 50 g/L ปริมาตร 30 mL อบแห้งด้วยลมร้อน ที่อุณหภูมิ 55˚C เป็นเวลา 24 h ท าการเก็บ
ตัวอย่างเพ่ือหาจ านวนโพรไบโอติกที่รอดชีวิตและอัตราการแห้งที่เวลาต่าง ๆ โดยก าหนดปัจจัยที่ใช้ใน
การพิจารณาคุณสมบัติของสารปกป้องเซลล์ ได้แก่ อัตราการรอดชีวิต ความชื้น ราคา และประสิทธิภาพ
ในการปกป้องเซลล์ ในกระบวนการอบแห้ง SBM หลังการหมัก (Drying Process) 
ปัจจัยที่ 1 คือ อัตราการรอดชีวิต จากรูปที่ 4.8 พบว่าจ านวนโพรไบโอติกที่รอดชีวิตในชุดควบคุมลดลง

จาก 9.20 Log CFU /g เหลือ 6.56 Log CFU/g คิดเป็นการรอดชีวิตเท่ากับ 71.27 %และการทดลอง

ยังพบว่า  เมื่อใช้มอลโตเดกซ์ทรินมีโพรไบโอติกมีการรอดชีวิตสูงที่สุดเท่ากับ 83.33 % ทั้งนี้การใช้   

ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ หางนมผง ผงชูรส และยีสต์สกัด มีจ านวนโพรไบโอติกที่รอดชีวิตใกล้เคียงกัน

เท่ากับ 76.46 78.53 76.07 และ 75.49 %   

การเปลี่ยนแปลงของความชื้นในระหว่างการอบแห้ง(ปัจจัยที่ 2) แสดงในรูปที่ 4.9 โดยการ
เลื อกพิจารณาค่ าความชื้ น  (Moisture Content; Mc) ของสารปกป้อง เซลล์ แต่ละประเภท  
ผลการทดลอง พบว่า ชุดควบคุมมีค่าความชื้นต่ าที่สุด เท่ากับ 3.59 % และมอลโตเดกซ์ทรินมีค่า
ความชื้น เท่ากับ 4.18 % ในขณะที่ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ หางนมผง ผงชูรส และ ยีสต์สกัด  
มีค่าความชื้น เท่ากับ 3.90  4.10  4.02  และ 3.96 % ตามล าดับจาการทดลองจะเห็นว่าการทดลอง
ควบคุมมีอัตราการแห้งเร็วที่สุดรองลงมาคือ ฟรุกโตโอลิโกแซกคาไรด์ ซ่ึงการลดลงที่รวดเร็วของความชื้น
ส่งผลท าให้แบคทีเรียมีอัตราการตายเพ่ิมขึ้น เนื่องจากมีการสูญเสียน้ าภายในเซลล์อย่างรวดเร็ว [42] 
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นอกจากนี้เมื่อพิจารณาอัตราการแห้งจ าเพาะ (kdrying) โดยใช้แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ศึกษาค่า
จลนพลศาสตร์ดังกล่าวตามแบบจ าลองของ Page เพ่ืออธิบายพฤติกรรมการลดลงของความชื้นผลการ
ทดลองแสดง ดังรูปที่ 4.9 พบว่าฟรุกโตโอลิโกแซกคาไรด์  มีอัตราการแห้งจ าเพาะสูงสุดเท่ากับ  
0.0018 h-1  ดังแสดงในตารางที่ 4.9 และเมื่อพิจารณาอัตราการตายจ าเพาะพบว่าท าให้โพรไบโอติก 
มีอัตราการตายจ าเพาะต่ าที่สุดเท่ากับ 0.0022 h-1 และการใช้ผงชูรสจะท าให้โพรไบโอติกมีอัตราการ
ตายจ าเพาะสูงสุด 

ปัจจัยที่ 3 ราคาของหางนมผง และ มอลโตเดกซ์ทริน ซึ่งมีค่าเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตใกล้เคียง
กันจากการตรวจสอบราคาพบว่า มอลโตเดกซ์ทรินมีราคาถูกกว่าหางนมผงถึง 3 เท่า  

ปัจจัยที่ 4 พิจารณาประสิทธิภาพในการปกป้องเซลล์ โดยสารปกป้องเซลล์ที่ใช้ในการทดลอง
แบ่งออกเป็นสองกลุ่ม ได้แก่ กลุ่มของคาร์โบไฮเดรต ประกอบไปด้วยมอลโตเดกซ์ทริน และ  
ฟรุกโต-โอลิโกแซกคาไรด์ และกลุ่มของโปรตีนซึ่งประกอบไปด้วย ผงชูรส และ หางนมผง ทั้งสองกลุ่มมี
กลไกในการปกป้องเซลล์ที่แตกต่างกัน โดยสารในกลุ่มคาร์โบไฮเดรตจะท าหน้าที่ปกป้องเยื่อหุ้มเซลล์
ภายนอก  และเข้าไปป้องกันความเสียหายภายในเซลล์ [42] รวมทั้งยังลดค่าการสูญเสียกิจกรรมของ
เอนไซม์เบต้ากาแลคโตซิเดต (β-galactosidase) ภายในเซลล์ [80] และสารในกลุ่มโปรตีนมีกลไกในการ
ท างานคือ จะเคลือบผนังเซลล์ของแบคทีเรีย ซึ่งโครงสร้างของโปรตีนเป็นโครงสร้างง่าย ๆ และ  
หลังกระบวนการอบแห้งสามารถคืนน้ าให้กับเซลล์ได้ง่าย [42] ดังนั้น สารในกลุ่มคาร์โบไฮเดรตคือ  
มอลโตเดกซ์ทริน จึงมีคุณสมบัติในการปกป้องเซลล์ที่ดีกว่าสารในกลุ่มโปรตีนคือ หางนมผง  
เพราะสามารถปกป้องเซลล์ได้ทั้งภายในและภายนอกเซลล์ รวมทั้งยังลดค่าการสูญเสียกิจกรรมของ
เอนไซม์เบต้ากาแลคโตซิเดต (β-galactosidase) ภายในเซลล์ได้อีกด้วย 

จากปัจจัยทั้ง 4 ข้อที่กล่าวมาข้างต้น ที่ได้ใช้ในการพิจารณาการคัดเลือกสารปกป้องเซลล์เพ่ือ
เพ่ิมอัตราการรอดชีวิตของ E. faecium A028 ระหว่างการอบแห้งด้วยลมร้อน พบว่า มอลโตเดกซ์ทริน 
เป็นสารปกป้องเซลล์ที่ดีที่สุด เพราะมีจ านวนเซลล์ที่รอดชีวิตสูงสุด ราคาถูก และมีคุณสมบัติในการ
ปกป้องเซลล์ที่ดีกว่าสารกลุ่มโปรตีน 
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รูปที่ 4.8  การรอดซีวิตของ E. faecium A028 โดยใช้สารปกป้องเซลล์ต่างชนิดในกระบวนการ 

   อบแห้งที่อุณหภูมิ 55˚C 
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รูปที่ 4.9  ปริมาณความชื้นของ FSBM E. faecium A028 โดยใช้สารปกป้องเซลล์ต่างชนิด 
             ในกระบวนการอบแห้งที่ อุณหภูมิ 55˚C 
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ตารางท่ี 4.9  อัตราการแห้งจ าเพาะและอัตราการตายจ าเพาะของกระบวนการอบแห้งด้วยสารป้องกัน          
                 ต่าง ๆ ที่อุณหภูมิ 55 °C 

 

 

สารปกป้องเซลล์ kdrying (h
-1) kdeath (h

-1) 

Control 0.0004 0.0200 

Maltodextrin 0.0007 0.0027 

FOS 0.0018 0.0022 

MSG 0.0002 0.0135 

Skim milk 0.0006 0.0102 

Yeast extract 0.0011 0.0092 
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รูปที่ 4.10  การเลียนแบบการอบแห้ง FSBM ที่อุณหภูมิ 55˚C เมื่อเติมสารปกป้องเซลล์ชนิด  
    ต่างๆ (A) Control (B) Maltodextrin (C) Fructo Oligosaccharide (D) Skim milk   
    (E) Monosodium glutamate (F) Yeast Extract 
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4.5.2  ผลของของอุณหภูมิในระหว่างการอบแห้งต่อการรอดชีวิต 
       การรอดชีวิตของ E. faecium A028 ในระหว่างกระบวนการอบแห้งที่อุณหภูมิต่าง ๆ 

โดยใช้มอสโตเดกซ์ทรินเป็นสารปกป้องเซลล์แสดงดังรูปที่ 4.10 โดยจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตเริ่มต้นของ  
E. faecium A028 มีค่ า  10 .25 Log CFU/g เมื่ ออบ FSBM ที่ อุณหภูมิ  55˚C เป็น เวลา 24 h  
มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 83.33 %  ในขณะที่การรอดชีวิตของ E. faecium A028 ลดลงเป็น 
71.15  และ 60.10 % เมื่ออบแห้งที่อุณหภูมิ 65 และ 75˚C ที่ 24 h ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบว่า
อัตราการตายจ าเพาะของแบคทีเรียที่ อุณหภูมิ 55 65 และ 75˚C เท่ากับ 0.0027 0.0156 และ  
0.074 h-1 ตามล าดับ (รูปที่ 4.11) จะเห็นได้ว่าเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ E. faecium A028 จะลดลง
เมื่ออุณหภูมิในการอบแห้งสูงขึ้น เนื่องจากกระบวนการอบแห้งด้วยลมร้อนเป็นกระบวนการที่ท าให้
ความชื้นของวัสดุลดลงซึ่งส่งผลต่ออัตราการรอดชีวิตของโพรไบโอติก โดยผลการทดลองชี้ให้เห็นว่า
อุณหภูมิและระยะเวลาของกระบวนการอบแห้งมีผลต่ออัตราการแห้งของ FSBM เมื่ออุณหภูมิที่ใช้ใน
การอบแห้งสูงขึ้น อัตราการแห้งจะเพ่ิมขึ้นเนื่องจากโมเลกุลของน้ าเกิดการระเหยสูง และโมเลกุลของน้ า
ภายในวัสดุจะเคลื่อนที่เร็วขึ้น ระยะห่างระหว่างโมเลกุลของน้ าเพ่ิมขึ้น เป็นการลดแรงกระท าระหว่าง
โมเลกุลในทางอ้อม 

ตารางที่ 4.10 แสดงอัตราการแห้งและอัตราการตายของโพรไบโอติก พบว่าเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น
อัตราการอบแห้งและอัตราการตายของโพรไบโอติกจะสูงขึ้น เนื่องจากเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นจะท าให้
ความชื้นของ FSBM ลดลงอย่างรวดเร็วส่งผลให้เซลล์โพรไบโอติกสูญเสียน้ าภายในเซลล์รวดเร็วและ 
ตายเร็วขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Wirunpan ในปี 2016 [54] ที่ท าการศึกษาการอบแห้งอาหาร
เลี้ยงกุ้งที่มีโพรไบโอติก Lactobacillus lactis 1464 พบว่า อัตราการรอดชีวิตของโพรไบโอติกขึ้นอยู่
กับอุณหภูมิในการอบแห้งและชนิดของสารปกป้องเซลล์ การใช้สารปกป้องเซลล์ช่วยเพ่ิมอัตราการรอด
ชีวิตได้ในกระบวนการอบแห้ง โดยมีเซลล์ที่มีชีวิตอยู่ ในช่วง 106-108 CFU/g และค่าความชื้น 
ต่ ากว่า 11% จากผลการทดลองนี้จึงสรุปได้ว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการอบแห้ง FSBM คืออุณหภูมิ  
55 ˚C และใช้มอลโตเดกซ์ทรินเป็นสารปกป้องเซลล์ 
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รูปที่ 4.11  การรอดชีวิตของ E. faecium A028 ในกระบวนการอบแห้งที่อุณหภูมิ 55 65 และ 75˚C  

    โดยใช้มอลโตเดกซ์ทรินเป็นสารปกป้องเซลล์ 
 
ตารางท่ี 4.10 อัตราการแห้งจ าเพาะและอัตราการตายจ าเพาะของกระบวนการอบแห้งที่อุณหภูมิต่าง ๆ  

 

 

 

 

 

อุณหภูมิ kdrying (h
-1) kdeath (h

-1) 

55°C 0.0007 0.0027 

65°C 0.0088 0.0156 

75°C 0.0141 0.074 
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4.6  การผลิตผงโพรไบโอติกและการเก็บรักษา 
ผลของการศึกษาอัตราการรอดชีวิตของ E. faecium A028 ในผลิตภัณฑ์ผงโพรไบโอติกที่ใช้

มอลโตเดกซ์ทรินเป็นสารปกป้องเซลล์ระหว่างการอบแห้งด้วยลมร้อนและเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิต่าง ๆ 
แสดงดังรูปที่ 4.12 จากการทดลองพบว่าที่อุณหภูมิ 40˚C อัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียจะลดลง
เล็กน้อยโดยมีจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตเท่ากับ 5.443 Log CFU/g หรือ 66.78 % เมื่อเก็บรักษาไว้ 47 วัน  
ที่อุณหภูมิ 50˚C อัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียลดลงเหลือเท่ากับ 5.128 Log CFU/g หรือ 62.91% 
ในเวลา 26 วัน ที่อุณหภูมิ 60˚C อัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียลดลงเหลือเท่ากับ 3.550 Log CFU/g 
หรือ 43.55 % ในเวลา 11 วัน และท่ีอุณหภูมิ 70˚C อัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียลดลงเป็นคงเหลือ
เท่ากับ 3.57 Log CFU/g หรือ 43.85 % ในเวลา 56 h เนื่องจากอุณหภูมิที่เพ่ิมขึ้นส่งผลต่ออัตราการ
รอดชีวิตของแบคทีเรียหรืออาจกล่าวได้ว่าการเพ่ิมขึ้นของอุณหภูมิส่งผลให้  E. faecium A028  
มีอัตราการตายสูงขึ้นตามไปด้วย เพราะอุณหภูมิที่สูงส่งผลต่อการเร่งการสูญเสียน้ าออกสู่ภายนอกเซลล์
ของแบคทีเรีย E. faecium A028 นอกจากนั้นยังพบว่าการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงโพรไบโอติกท่ีอุณหภูมิ
ต่ าไม่ส่งผลต่อการลดลงของจ านวนแบคทีเรีย ที่อุณหภูมิ 40˚C ระยะเวลาเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ 47 วัน 
พบว่าอัตราการตายของแบคทีเรียลดลง 2 Log CFU/g สาเหตุการตายลดลงช้า เนื่องจากแบคทีเรีย E. 
faecium A028 สามารถเจริญได้ดีที่ อุณหภูมิ 40˚C [73] และเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิในการเก็บรักษา
ผลิตภัณฑ์ให้สูงขึ้นแบคทีเรียจะมีอัตราการรอดชีวิตลดลงของอุณหภูมิที่สูงขึ้นเป็นล าดับ  

อัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียโพรไบโอติกระหว่างการอบแห้งและการเก็บรักษา 
มีความสัมพันธ์แบบแปรผกผันกับอุณหภูมิที่ใช้ในการเก็บรักษา และการลดลงของจ านวนเซลล์ที่มีชีวิต
ของแบคทีเรีย อันเนื่องมาความร้อนจากอุณหภูมิที่สูงไปสร้างความเสียหายบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ส่งผลให้
เยื่อหุ้มเซลล์มีการสลายตัวสูงขึ้นเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น [50] 
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รูปที่ 4.12   E. faecium A028 ระหว่างกระบวนการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่างๆ 

 
การศึกษาแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์เพ่ือศึกษาค่าจลนพลศาสตร์การตายของแบคทีเรียใช้

อธิบายพฤติกรรมการลดลงของจ านวนแบคทีเรียที่อุณหภูมิต่าง ๆ แสดงในดังรูปที่ 4.13 โดยพิจารณา
จากค่าอัตราการตายจ าเพาะ (kdeath) และ ล าดับของปฏิกิริยา (n) จากตารางที ่4.11 ค่า kdeath แสดงถึง
อัตราเร็วในการตายของแบคทีเรียในระหว่างการเก็บรักษา ค่า kdeath สูง แสดงว่าแบคทีเรียมีอัตราการ
ตายเร็ว ค่า kdeath ต่ า แสดงว่าแบคทีเรียมีอัตราการตายช้า จากรูปที่ 4.13 จะเห็นได้ว่าที่อุณหภูมิต่าง ๆ 
มี อัตราการตายเท่ ากับ  0.0059 0.0170  0.0249  0.0759  0.4004 และ 0.4465 h-1ตามล าดับ  
จากแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ n แสดงถึงล าดับของปฏิกิริยา ปฏิกิริยาล าดับที่ 0 (Zero Order) 
ลักษณะของกราฟเป็นเส้นตรงและมีอัตราคงที่ แสดงว่าไม่มีปัจจัยใด ๆ ที่ส่งผลกระทบต่อการตายของ
แบคทีเรีย ปฏิกิริยาล าดับที่ 1 (First Order) ลักษณะของกราฟเป็นเส้นโค้ง แสดงว่ามีปัจจัยที่ส่งผลต่อ
การตายของแบคทีเรีย นั่นคือ อุณหภูมิที่สูงขึ้น ท าให้มีแนวโน้มเข้าใกล้ค่าการทดลอง [84] จากที่กล่าว
มาข้างต้น จะพบว่าเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น ค่า kdeath และค่า n จะสูงขึ้นตาม เพราะว่าอุณหภูมิสูงท าให้
แบคทีเรียตายมากขึ้นส่งผลให้จ านวนเซลล์รอดชีวิตลดลง ทั้งยังท าให้แบคทีเรียมีชีวิตรอดที่อุณหภูมิสูง
ในระยะเวลาสั้น ดังนั้นแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ที่ใช้มีความสอดคล้องกับผลการทดลอง โดยพิจารณา
จากค่าที่ได้จากการทดลองมีค่าใกล้เคียงกับค่าท านายหรือมีแนวโน้มไปในทิศทางเดียวกัน 
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รูปที่ 4.13  ความสัมพันธ์ระหว่าง ln(Nt/N0) และ ระยะเวลาในการเก็บรักษา (A) 40°C (B) 50°C 
              (C) 60°C (D) 70°C 
 

 จากการพิจารณาค่าจลนพลศาสตร์การตายของแบคทีเรียในข้อ 4.5 ท าให้ทราบว่าเมื่ออุณหภูมิ
สูงขึ้นจะท าให้แบคทีเรียมีอัตราการตายที่สูงขึ้นตามอุณหภูมิไปด้วย จากนั้นพิจารณาค่า kdeath จาก
ตารางที่ 4.12 โดยน ามาค านวณให้อยู่ในรูปของ ln kdeath และเปลี่ยนอุณหภูมิที่ใช้ในการเก็บรักษาจาก
องศาเซลเซียส (°C)  เป็นองศาเคลวิน (°K) และค านวณอุณหภูมิให้อยู่ในรูปของ 1/T เพ่ือน าค่าที่ได้มาหา
ความสัมพันธ์ระหว่าง ln kdeath และอุณหภูมิ (รูปที่ 4.14) เพ่ือหาค่าคงที่โดยการใช้ความสัมพันธ์ 
จากสมการของ Arrhenius แสดงในตารางที่ 4.13 จากความสัมพันธ์จะพบว่าเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น  
ln kdeath ก็จะเพ่ิมขึ้นตามอุณหภูมิ แล้วน าไปใช้ในการสร้างสมการท านายอายุการเก็บรักษาและกราฟ
ของ Arrhenius เพ่ือใช้ในการท านายอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์โพรไบโอติก ที่อุณหภูมิต่าง ๆ  
ตามที่ ต้ องการ  สมการที่ ใช้ ในการท านายอายุการ เก็บรั กษาของ E. faecium A028 ได้ แก่   
ln kdeath = -12.799(1/T) x1000 +36.394 แสดงในตารางที่ 4.13 
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ตารางท่ี 4.11  ค่าจลนพลศาสตร์การตายของ E. faecium A028 ในระหว่างการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ     
         ต่าง ๆ 

 

ตารางท่ี 4.12  ค่า ln kdeath ของผลิตภัณฑ์ผงโพรไบโอติกที่อุณหภูมิต่าง ๆ  

อุณหภูมิ 
(°C) 

อุณหภูมิ
สัมบูรณ์ 

(°K) 
1/T 1/T*1000 

kdeath  
(day-

1) 
ln kdeath 

40 313.15 0.00319 3.1934 0.0170 -4.0745 

50 323.15 0.00309 3.0945 0.0249 -3.6929 

60 333.15 0.00300 3.0017 0.0759 -2.5783 

70 343.15 0.00291 2.9142 0.4465 -0.8063 

 
ตารางท่ี 4.13  ค่าคงที่และสมการของอาร์เรเนียส 

สมการของ Arrhenius A Ea (J/mol) R2 

ln kdeath = -12.799(1/T) x1000 +36.394 6.393x1015 -106.410 0.8920 

 

อุณหภูมิ 
(°C) 

จุลินทรีย์
เริ่มต้น  
Log 

CFU/g 

จุลินทรีย์ที่
รอด
ชีวิต   
Log 

CFU/g 

kdeath 

 

(day-

1) 

n R2 RMSE 

40 8.150 5.443 0.0170 0.8392 0.9671 0.0002 

50 8.150 5.128 0.0249 1.1293 0.9406 0.0005 

60 8.150 3.550 0.0759 0.9702 0.9835 0.0004 

70 8.150 3.575 0.4465 0.7207 0.9953 0.0002 
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รูปที่ 4.14  ความสัมพันธ์ระหว่าง lnkd กับ 1 / T ของ E. faecium A028 ที่อุณหภูมิต่างๆ 

การท านายอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์ผงโพรไบโอติก สามารถอธิบายได้โดยสมการใช้
ค่า kdeath ที่ได้จากสมการค่าคงที่ของ Arrhenius (อาร์เรเนียส) จากตารางที่ 4.13 จะได้เป็นสมการที่ใช้
ในการท านายอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์ผงโพรไบโอติกซึ่งมีค่าคงที่ของ Arrhenius เท่ากับ 
6.393x1015 และค่าพลังงานกระตุ้นเท่ากับ -106.410 J/mol [65] โดยน าไปใช้ในการท านายจ านวน
เซลล์ที่มีชีวิตรอดของจุลินทรีย์ ณ เวลาต่าง ๆ ที่ ใช้ในการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงโพรไบโอติก 
ดังแสดงในตารางที่ 4.14 โดยค านวณหาจ านวนเซลล์ของแบคทีเรียที่มีชีวิตรอดในสมการท านายอายุการ
เก็บรักษา โดยใช้ความสัมพันธ์ของล าดับปฏิกิริยาเป็นสมการเส้นตรง พบว่าสามารถท านายการรอดชีวิต
ของโพรไบโอติกได้ใกล้เคียงกับการทดลองจริง ดังนั้นจึงสามารถน าสมการดังกล่าวมาประยุกต์ใช้ในการ
ท านายอายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงโพรไบโอติกที่อุณหภูมิต่าง ๆ ได้ 
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ตารางท่ี 4.14  การเปรียบเทียบอัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกท่ีอุณหภูมิ  
                   65°C  ที่ได้จากการทดลองและจากการท านาย 

อุณหภูมิ 
(°C) 

สมการท านาย 
อายุการเก็บรักษา 

ระยะเวลา 
การเก็บรักษา

(วัน) 

จ านวนเซลล์ที่รอดชีวิต 
TVC (Log CFU/g) 

การทดลอง
จริง 

การท านาย 

65 ln
Nt
N0

 = -(0.4004)t1 2.333 3.870* 3.887* 

 
* หมายถึง จ านวนเซลล์ที่รอดชีวิตจากผลการทดลองจริงและผลการท านายที่อุณหภูมิ 65°C ไม่แตกต่าง

กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ α = 0.05 
 

 



บทท่ี 5 

สรุปผลการวิจัย และขอ้เสนอแนะ 
 

5.1  สรุปผลการวิจัย 
การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของโพรไบโอติก E. faecium A028 ด้วยแผนการ

ทดลองแบบ BBD พบว่าสภาวะที่เหมาะสมคือ การใช้ปริมาณน ้าต่อ SBM เท่ากับ 1.5:1 v/w และ
เ พ า ะ เ ลี ย ง น า น  15.45 h  โ ด ย แ บ ค ที เ รี ย มี ค่ า  TVC เ พ่ิ ม ขึ น เ ท่ า กั บ  1.91 Log CFU/g  
(24.30% ของ TVC เริ่มต้น) และสามารถเจริญได้สูงสุดเท่ากับ 9.77 Log CFU/g นอกจากนี การ
เพาะเลี ยงจุลินทรีย์ในระดับขยายขนาดยังมีประสิทธิภาพใกล้เคียงกับการเพาะเลี ยงในระดับเริ่มต้น และ
แบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์ Logistic และ Gompertz สามารถใช้ในการเลียนแบบการเจริญของ 
โพรไบโอติกได้เป็นอย่างดี โดยมีค่า R2 มากกว่า 0.95  และกระบวนหมักแบบกะซ ้ามีประสิทธิภาพ 
สูงกว่ากระบวนการหมักแบบกะ โดยสามารถระยะเวลาในการเตรียมกล้าเชื อและยังคงให้การเจริญของ 
โพรไบโอติกใกล้เคียงกับการเพาะเลี ยงแบบกะ อีกทั งยังสามารถน้าผลิตภัณฑ์ออกมาได้อย่างต่อเนื่อง  

การศึกษาการคัดเลือกสารปกป้องเซลล์เพ่ือเพ่ิมอัตราการรอดชีวิตของ E. faecium A028 
ในผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกหลังจากการอบแห้งด้วยลมร้อนและการเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิสูง เนื่องมาจาก
การเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ไว้ที่อุณหภูมิสูง อุณหภูมิจะส่งผลกระทบต่ออัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรีย 
โดยการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ไว้ที่อุณหภูมิสูงจะส่งผลท้าให้อัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียลดลง  
จึงได้ท้าการศึกษาการใช้สารปกป้องเซลล์เพ่ือเพ่ิมอัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรีย และจากการศึกษา
พบว่า มอลโตเดกซ์ทรินสารปกป้องเซลล์ที่ท้าให้โพรไบโอติกมีอัตราการรอดชีวิตสูงสุดในระหว่างการ
อบแห้งด้วยลมร้อน  จากการศึกษาค่าจลนพลศาสตร์อัตราการตายของแบคทีเรียระหว่างการเก็บรักษา
ไว้ที่อุณหภูมิต่าง ๆ พบว่า เมื่ออุณหภูมิสูงท้าให้ค่าอัตราการตายจ้าเพาะสูงขึ นไปด้วย ซึ่งส่งผลต่อการ
รอดชีวิตของผลิตภัณฑ์โพรไบโอติก ดังนั น จากการค้านวณและการสร้างแบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์ 
สามารถน้าไปใช้ในการท้านายอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกได้ใกล้เคียงกับการทดลอง
จริง 

5.2  ข้อเสนอแนะ 
  5.2.1  ศึกษาองค์ประกอบและสารอาหารต่าง ๆ ของ SBM หลังจากกระบวนการอบแห้ง

ด้วยลมร้อนมีคุณค่าทางสารอาหารเปลี่ยนแปลงไปหรือไม่  
 5.2.2  ผสมจุลินทรีย์มากกว่า 1 ชนิด ในผลิตภัณฑ์โพรไบโอติก เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพใน       
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การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 

1. De Man Rogosa and Sharpe (MRS) broth 
Dextrose    20  g 
Meat peptone   10  g 
Beef extract    10  g 
Yeast extract    5  g 
Sodium acetate   5  g 
K2HPO4     2  g 
Ammonium citrate   2  g 
Tween     1  g 
Magnesium sulfate    0.1  g 
Manganese sulfate   0.05  g 
ชั่งเลี้ยงเชื้อเหลว MRS ปริมาตร 55.15 g ละลายด้วยน้้ากลั่น 1000 mL น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วย

หม้อนึ่งความดันไอ (Autoclave) ด้วยอุณหภูมิ 121˚C ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้วเป็นเวลา 15 
min 

2. De Man Rogosa and Sharpe (MRS) Agar 
Dextrose    20  g 
Meat peptone   10  g 
Beef extract    10  g 
Yeast extract    5  g 
Sodium acetate   5  g 
K2HPO4     2  g 
Ammonium citrate   2  g 
Tween     1  g 
Magnesium sulfate    0.1  g 
Manganese sulfate   0.05  g 
Agar    15 g 
CaCO3    2  g 



 

 
 

ชั่งเลี้ยงเชื้อเหลว MRS ปริมาตร 55.15 g ละลายด้วยน้้ากลั่น 1000 mL น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วย
หม้อนึ่งความดันไอ (Autoclave) ด้วยอุณหภูมิ 121˚C ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้วเป็นเวลา 15 
min 
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1.วิธีการวิเคราะห์ 
1.1  จ ำนวนเซลล์ที่มีชีวิตรอดท้ังหมด 

ชั่งตัวอย่ำงจ ำนวน 10 กรัม ต่อ NaCl 0.85 เปอร์เซ็นต์ ปริมำตร 90 มิลลิลิตร น ำไป 
ตีปั่นด้วยควำมเร็วรอบ 200 รอบ เป็นเวลำ 2 นำที จำกนั้นน ำไปเจือจำงด้วย 0.85 % NaCl ใช้เทคนิค
กำร Pour plate โดยใช้อำหำร MRS Agar ผสมกับ 0.8 เปอร์เซ็นต์ CaCO3 แล้วจึงน ำไปบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 
40 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง แล้วค ำนวณจ ำนวนเซลล์ที่รอดชีวิต 
 

 

รูปที่ ข.1 เทคนิคกำร Pour plate
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