
 
 

 
 

บทที ่3 
วธีิดาํเนินการวจิยั 

 
วิธีดาํเนินการวิจยั  ผูว้ิจยัไดด้าํเนินการตามหวัขอ้ต่อไปน้ี 
 3.1  วตัถุดิบ  เช้ือจุลินทรีย ์ วสัดุอุปกรณ์ 
 3.2  วิธีการดาํเนินการวิจยั 
 3.3  สถิติท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ขอ้มูลในงานวิจยั 
 
3.1  วตัถุดิบ เช้ือจุลนิทรีย์ วสัดุอุปกรณ์ในการวจัิย 
 3.1.1  วตัถุดิบท่ีใชใ้นงานวจิยั 
  เห็ดท่ีใชใ้นการวิจยั จาํนวน 8 ชนิด ประกอบดว้ย เห็ดหอม (Lentinula edodes) เห็ด 
นางรม (Pleurotus ostreatus) เห็ดขอนขาว (Lentinus squarrosulus) เห็ดฟาง (Volvariella volvace) 
เห็ดนางฟ้า (Pleurotus sajor-caju) เห็ดเขม็ทอง (Flamulina velutipes) เห็ดบด (Lentinus polychrous) 
เห็ดนางรมหลวง (Pleurotus eringii) ตวัอยง่เห็ดทั้งหมดไดจ้ากตลาดสดเทศบาล และซุปเปอร์มาเกต 
เมืองมหาสารคาม  
 3.1.2 เช้ือจุลินทรีย ์

  ตวัอยา่งแบคทีเรียท่ีใชใ้นการศึกษาประกอบดว้ย และเช้ือโพรไบโอติคแบคทีเรีย (Lactic 
Acid Bacteria; LAB) จาํนวน 2 สายพนัธ์ุ คือ Lactobacillus acidophilus La-5 และ Bifidobacterium  
lactis BL-04) เช้ือแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร กลุ่ม Enterobacteriaceae คือ Escherichia 
coli ได้จากห้องปฏิบติัการของ ผศ.ดร.ปริยาภรณ์ อิศรานุวฒัน์ ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะ
เทคโนโลย ีมหาวิทยาลยัมหาสารคาม 
  3.1.3 เคร่ืองมือท่ีใชใ้นการทดลอง 
   3.1.3.1  เคร่ืองวิเคราะห์โครมาโทกราฟีเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 
Chromatography, HPLC) HPLC- PDA รุ่น 20A Series ของบริษทั Shimadsu 
   3.1.3.2  เคร่ืองวิเคราะห์ Truspec CHNO/S ของบริษทั Leco, Thailand 
  3.1.3.3  เคร่ืองวิเคราะห์ LECO-Dry รุ่น TFE-2000 ของบริษทั Leco, Thailand 
  3.1.3.4 เคร่ืองวิเคราะห์ความช้ืนอินฟาเรด รุ่น HB43-S Halogen ของบริษทั Mettler 
Toledo 
   3.1.3.5  เคร่ืองกลัน่ระเหยสุญญากาศ (Rotary vacuum evaporator) รุ่น Buchi ของบริษทั 
Syncore 
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   3.1.3.6  เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยไอนํ้า (autoclave) ของบริษทั Hirayama Manufacturing 
Corporation, Japan 
   3.1.3.7  ตูเ้ข่ียเช้ือ (laminar flow) Telstar/AV-30/70 ของบริษทั Lab Focus, Spain 
   3.1.3.8  ตูบ่้มเช้ือ (CO2 Incubator) ของบริษทั Contherm Scientific 

 
  3.1.2  สารเคมีท่ีใชใ้นการทดลอง 
   3.1.2.1  สารมาตรฐานนํ้ าตาลทั้งหมด 15 ชนิด ประกอบดว้ย เบตา้-กลูแคน (β-glucan) 
ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ (Fructo-oligosaccharide, FOS) สตาชีโอส (Stachyose)ราฟีโนส            
(D(-)Raffinose) ไซโลส (D(-)xylose) ซูโครส (D(-)Sucrose) มอลโทส (D(-)Maltose) แลคโทส      
(D(-)Lactose) กลูโคส (D(-)Glucose) ทรีฮาโลส  (Trehalose) กาแลคโตส (D(-)galactose) แรมโนส 
(D(-)Rhamnose) แมนโนส (Mannose) ฟรุกโตส (Fructose) อะราบิโนส (D(-)Arabinose) ไมโอ‐ไอ
นอซิทอล (myo-inositol) แมนนิทอล (D(-)manitol) ซอบิทอล (D(-)Sorbitol) ของบริษทั Sigma-
Aldrich 
   3.1.2.2  สารมาตรฐานกรดทั้งหมด 7 ชนิด ประกอบดว้ย กรดอะซิติค (Acetic acid) 99%
กรดแลคติค (Lactic acid) 99% กรดโพรพิโอนิค (propionic) acid 99% กรดเอน-วาเลริค (n-valeric 
acid) 99% กรดไอโซ-วาเลริค (Iso-valeric acid) 99% กรดบิวทีริค (Butyric acid) 99% กรดไอโซ-บิวที
ริค (Iso-butyric acid) 99% ของบริษทั Sigma-Aldrich 
   3.1.2.3 อาหารเล้ียงเช้ือประกอบดว้ย Broth MRS, Agar MRS, Nutrient broth (NB) และ 
Nutrient agar (NA) (Criterion, USA) 

 
3.2 วธีิการดําเนินการทดลอง 
 3.2.1  การเตรียมตัวอย่าง 

  3.2.1.1  เตรียมตวัอย่างวตัถุดิบ โดยนาํตวัอย่างเห็ดทั้งหมดมาทาํความสะอาดโดยการลา้ง
และผึ่งลมใหส้ะเด็ดนํ้ า ฉีกตวัอยา่งเห็ดเป็นช้ินๆ ก่อนนาํไปอบแหง้ดว้ยตูอ้บ Hot air oven ท่ีอุณหภูมิ 
60 oC (จนเหลือปริมาณความช้ืนตํ่ากว่า 5%) จากนั้นนาํไปป่ันให้ละเอียดโดยเคร่ือง Waring Blender 
ร่อนผา่นตะแกรงอะลูมิเนียมขนาด (sieve) 200 mesh 
 3.2.1.2  การสกดัสารสกดัท่ีละลายนํ้ าจากเห็ด ดดัแปลงจากวิธีการของ Hu et al. (2008) ชัง่
ผงเห็ด 25 g เติมนํ้ ากลัน่ปริมาณ 500 ml นาํไปใหค้วามร้อนดว้ยอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 80 oC นาน 2 
ชัว่โมง นาํสารสกดัท่ีไดไ้ปป่ันเหวี่ยงท่ี 3000 rpm นาน 15 min กรองโดยผา่นกระดาษกรอง Whatman 
No. 4 นาํสารท่ีกรองไดไ้ปทาํให้เขม้ขน้ดว้ยเคร่ือง Evaporator ท่ีอุณหภูมิ 40 oC จากนั้นนาํไปทาํให้
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แหง้ท่ีอุณหภูมิ 50 oC ในตูอ้บ Hot Air Oven เกบ็ตวัอยา่งสารสกดัในภาชนะกนัความช้ืน เพื่อใชใ้นการ
ทดลองต่อไป 
 3.2.2  การวเิคราะห์ปริมาณความช้ืนและองค์ประกอบทางเคมีของเห็ด 
    3.2.2.1 การวิเคราะห์ปริมาณความช้ืนของเห็ด 

วิเคราะห์ปริมาณความช้ืน (moisture content) ของตวัอย่างเห็ด ตามวิธี AOAC (2000) 
โดยนาํเห็ดสด ท่ีทราบนํ้ าหนกัท่ีแน่นอนไปอบท่ีอุณหภูมิ 105 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ชัง่นํ้ าหนกัหลงั
อบ ทาํการทดลองทั้งหมด 3 ซํ้า จากนั้นคาํนวณหาค่าเปอร์เซ็นตค์วามช้ืน โดย 

 
     เปอร์เซ็นตค์วามช้ืน  =  นํ้าหนกัเห็ดท่ีหายไปหลงัอบ        x 100 
                นํ้าหนกัเห็ดสดก่อนอบ 
 

   3.2.2.2 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนหยาบ (crude protein) เป็นการวิเคราะห์หาปริมาณ
ไนโตรเจนจากตวัอยา่งผงเห็ด วิเคราะห์อตัโนมติัดว้ยเคร่ือง Truspec CHN ทาํการทดลองทั้งหมด 3 ซํ้า 
แลว้คาํนวณหาปริมาณโปรตีนโดยคาํนวณจาก 

 
crude protein = % N x 6.25  

 
   หมายเหตุ  % N หมายถึง ร้อยละของไนโตรเจนทั้งหมด 
       6.25 หมายถึง ค่าคงท่ีขององคป์ระกอบโปรตีน 

 
   3.2.2.3 การวิเคราะห์ปริมาณเถา้ (ash) ตามวิธี AOAC (2000) โดยนาํเห็ดสดไปชัง่
นํ้ าหนกัตวัอยา่งทั้งก่อนอบและหลงัอบเพื่อหานํ้ าหนกัท่ีแน่น จากนั้นทาํการเผาให้เป็นเถา้ท่ีอุณหภูมิ 
550 oC คาํนวณหาค่าปริมาณเถา้ ทาํการทดลอง 3 ซํ้าโดยคาํนวณจาก 

 
        ปริมาณเถา้ (%) =  นํ้าหนกัเถา้         x 100 
                                      นํ้าหนกัเห็ดก่อนอบ 
 

   3.2.2.4 การวิเคราะห์ปริมาณไขมนั ดว้ยเทคนิค supercritical fluid extraction (SFE) 
คือการใชส้ารในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิและความดนัเหนือจุดวิกฤต ซ่ึงมีคุณสมบติัในการซึมผา่นของแขง็
ไดเ้หมือนแก๊ส และสามารถละลายสารไดเ้หมือนของเหลว ทาํการวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง LECO-Dry ใช้
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เวลา 20-45 min/ sample (Winkler and Rennick, 2007) เพื่อตรวจสอบปริมาณไขมนั โดยเคร่ือง
วิเคราะห์อตัโนมติั ทาํการทดลองทั้งหมด 3 ซํ้า 

 
   3.2.2.5 การวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรตทั้งหมด (Total Carbohydrate) ตามวิธีของ 
Heleno et al., (2009) ทาํการทดลองทั้งหมด 3 ซํ้า โดยคาํนวณจาก 

 
ปริมาณคาร์โบไฮเดรต = 100 – (%ความช้ืน+%โปรตีน+%ไขมนั+%เถา้) 

 
    3.2.2.6 การวิเคราะห์ปริมาณความช้ืนของเห็ด 

วิเคราะห์ปริมาณความช้ืน (moisture analyzer) ของตวัอย่างผงเห็ด วิเคราะห์อตัโนมติั
ดว้ยเคร่ืองวดัความช้ืนอินฟาเรด ทาํการทดลองทั้งหมด 3 ซํ้า 

 
   3.2.2.7 การวิเคราะห์ค่าพลงังาน Energy (Kcal) ตามวิธีของ Heleno et al., (2009) ทาํการ
ทดลองทั้งหมด 3 ซํ้า โดยคาํนวณจาก 

 
พลงังาน Energy (Kcal) = 4 x (%โปรตีน + %คาร์โบไฮเดรต) + 9 x (%ไขมนั) 

 
  3.2.3  วเิคราะห์องค์ประกอบธาตุของเห็ด 
   องคป์ระกอบธาตุของเห็ด ไดแ้ก่ คาร์บอน (carbon) ไฮโดรเจน (hydrogen) ไนโตรเจน 
(nitrogen) และซลัเฟอร์ (sulfur) วิเคราะห์องคป์ระกอบธาตุของเห็ด จากตวัอย่างผงเห็ด วิเคราะห์
อตัโนมติัดว้ยเคร่ือง Truspec CHNO/S ทาํการทดลองทั้งหมด 3 ซํ้า 

 
  3.2.4  การหาปริมาณ Yeid ของสกดัเห็ด 
   ปริมาณผลผลิตสุทธิท่ีไดจ้ากกระบวนการสกดัเห็ด คาํนวณอยูใ่นรูปของร้อยละโดยคิด
จากนํ้ าหนกัสารท่ีสกดัไดห้ลงัจากการทาํแหง้ต่อนํ้ าหนกัแห้งเร่ิมตน้ของผงเห็ด (Yim et al., 2009) 
คาํนวณจากสูตร 

 
Extract Yeid (%)  =  Weight dry weight of mushroom extracted         x 100% 

                   Weight dry weight before mushroom extracted 
 
 



50 
 

 
 

  โดย  Weight dry weight of mushroom extracted = นํ้าหนกัสารท่ีสกดัไดห้ลงัจากการทาํแหง้ 
     Weight dry weight before mushroom extracted = นํ้าหนกัแหง้เร่ิมตน้ของผงเห็ด 

 
  3.2.5 การวเิคราะห์ปริมาณนํา้ตาลและสารพรีไบโอติคของสารสกดัจากเห็ด 
   3.2.5.1 การวิเคราะห์ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด (total soluble sugar) โดยวิธี Total sugar 
assay (พนัธ์ระวี หมวดศรี, 2551) 
    ปริมาณนํ้ าตาลทั้ งหมดของสารสกัดจากเห็ด คือ องค์ประกอบทั้ งหมดท่ีเป็น
คาร์โบไฮเดรต ไดแ้ก่ โมโนแซคคาไรด ์ไดแซคคาไรด ์ และโอลิโกแซคคาไรด ์การวิเคราะห์ปริมาณ
นํ้ าตาลทั้งหมด มีวิธีการดงัน้ี นาํสารสกดัเห็ดแต่ละชนิด จากขอ้ 3.2.2 ชนิดละ 1 g ละลายดว้ยนํ้ ากลัน่
ปริมาตร 10 ml ในหลอดทดลอง ทาํใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ 4 oC ดูดสารละลายมา 200 μl ใส่ลงในหลอด
ทดลอง แลว้เติม Orcinal-sulphuric acid (ภาคผนวก ค) ปริมาตร 800 μl เขยา่ใหเ้ขา้กนั นาํไปใหค้วาม
ร้อนในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 80 oC เป็นเวลา 15 min และทาํใหเ้ยน็ลงอยา่งรวดเร็ว นาํสารละลายท่ีได้
ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 nm โดยใชส้ารละลายกลูโคสเป็นสารละลายมาตรฐาน 
ทาํการทดลองทั้งหมด 3 ซํ้า 
   3.2.5.2 การวิเคราะห์ปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์ (reducing sugar) โดยวิธี Somogyi-Nelson 
(Somogyi and Nelson, 1952) 
    มีวิธีการวิเคราะห์ดงัน้ี เตรียมสารสกดัเห็ดแต่ละชนิด จากขอ้ 3.2.2 ใหมี้ความเขม้ขน้ 
0.05% w/v แลว้ดูดสารละลายปริมาตร 0.5 ml ในหลอดทดลอง เติมสารผสมระหว่าง Somogyi I 
(ภาคผนวก ง) และ Somogyi II (ภาคผนวก ง) ในอตัรา 4:1 ปริมาตร 1 ml เขยา่ใหส้ารละลายผสมกนั 
จากนั้นนาํไปให้ความร้อนดว้ยอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 80 oC เป็นเวลา 10 min ทาํให้เยน็แลว้เติม 
Nelson 1 ml (ภาคผนวก ง) ผสมใหเ้ขา้กนั เขยา่ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั นาํไปวดัการดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคล่ืน 550 nm เปรียบเทียบกบั Blank ซ่ึงใชน้ํ้ ากลัน่ และใชส้ารละลายกลูโคสเป็นสารละลาย
มาตรฐาน ทาํการทดลองทั้งหมด 3 ซํ้า 
   3.2.5.3 การคาํนวณปริมาณสารพรีไบโอติคของสารสกดัจากเห็ด 
    วิธีการหาปริมาณของสารพรีไบโอติคอยา่งหยาบ (crude prebiotic) โดยการคาํนวณน้ี 
เป็นการหาปริมาณพรีไบโอติคท่ีถือว่าเป็นปริมาณนํ้ าตาลท่ีไม่ถูกรีดิวซ์ (non-reducing sugar) ซ่ึง
หมายถึง นํ้ าตาลท่ีมีโมเลกุลใหญ่ เช่น กลุ่มโอลิโกแซคคาไรด์ ปริมาณสารพรีไบโอติคอย่างหยาบ 
(crude prebiotic) คาํนวณจากปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด (total soluble sugar) ลบดว้ยนํ้ าตาลรีดิวซ์ 
(reducing sugar) (พนัธ์ระวี หมวดศรี, 2551) ดงัสมการ  

 
สารพรีไบโอติคอยา่งหยาบ = ปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด – ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ 
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   3.2.5.4 การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณนํ้าตาลของสารสกดัจากเห็ด ดว้ยเคร่ือง HPLC 
   เตรียมตวัอยา่งสารสกดัเห็ดแต่ละชนิด จากขอ้ 3.2.2 ใหมี้ความเขม้ขน้ 2% (w/v) ผสม
บน vortex mixer ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั แลว้กรองตวัอยา่งผา่นตวักรอง ขนาด 0.2 μm เติมลงในขวด
ตวัอยา่ง (vial) ปริมาตร 2 ml นาํตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของนํ้ าตาลในสารสกดัจาก
เห็ด โดยใชเ้คร่ือง HPLC ดดัแปลงจากวิธีของ Guide to Aminex HPLC Columns (BIO-RAD, USA) 
(2011) ใชเ้คร่ือง HPLC (Shimadzu Cooperation Analysis & Measuring Instruments Division Kyoto, 
Japan) ระบบ Pumping system ; LC-20AD Series และ Auto injector system; SIL-20A series ใช ้
Refractive Index Detector; RID-10A Series Column; Bio-Rad (Richmond, CA) HPX-87P, 300 mm 
x 7.8 mm with Bio-Rad micro-guard cartridges (30 x 4.6 mm) ท่ีอุณหภูมิ 85 oC ปริมาตรท่ีฉีด 20 μl 
ใชเ้ฟสเคล่ือนท่ีเป็นนํ้ า ท่ีอตัราการไหล 0.6 ml/min วิเคราะห์ชนิดและคาํนวณปริมาณนํ้ าตาลของสาร
สกดัท่ีได ้โดยการเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานนํ้ าตาล ดงัน้ี β-glucan, FOS, 
stachyose, raffinose, sucrose, maltose, lactose, glucose, xylose, galactose, arabinose, fructose, myo-
inositol, manitol และ sorbitol ทาํการทดลองทั้งหมด 3 ซํ้า 

 
  3.2.5  การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดัต่อการเป็นพรีไบโอตคิ 
   3.2.5.1  การเตรียมเช้ือทดลอง 
    เตรียมเช้ือโพรไบโอติคทดสอบ 2 สายพนัธ์ุ ประกอบดว้ย L. acidophilus La-5 และ      
B. lactis BL-04 โดยถ่ายเช้ือทดสอบท่ีเก็บไวใ้น Glycerol เขม้ขน้ 20 % (v/v) ท่ีอุณหภูมิ -40 oC ใน
ปริมาณ 1 % (v/v) ลงในอาหาร สาํหรับ L. acidophilus La-5 ใชอ้าหาร MRS broth นาํไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 18–24 ชัว่โมง ในสภาวะไร้ออกซิเจน (5% CO2)  ส่วน B. lactis BL-04 เล้ียง
ในอาหาร MRS broth บ่มใน Anarobic jar ใช ้Gaspack (Merch, Germany) ท่ีอุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 
18–24 ชัว่โมง ส่วนเช้ือในระบบทางเดินอาหารท่ีใชท้ดสอบคือ E. coli เล้ียงในอาหาร NB บ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 18–24 ชัว่โมง ทาํการถ่ายเช้ืออยา่งนอ้ย 2 คร้ัง ก่อนนาํไปทดลอง 
  3.2.5.2  การศึกษาการส่งเสริมการเจริญของโพรไบโอติคและการลดลงของค่า pH 
    การศึกษาการส่งเสริมการเจริญของเช้ือโพรไบโอติค ดดัแปลงวิธีจาก Synytsya et 
al., 2009 โดยเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ MRS broth สูตรดดัแปลงโดยเติมสารสกดัจากเห็ด 2% แทน
นํ้ าตาลกลูโครส ในสูตรพื้นฐาน (ใชอ้าหาร MRS สูตรพื้นฐานเป็นตวัอยา่งควบคุม, ดงัภาคผนวก. ก) 
เติมเช้ือโพรไบโอติคทั้ง 2 สายพนัธ์ุ ปริมาณเช้ือ 2 % (v/v) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

ตามสภาวะท่ีเหมาะสม ดงัขอ้ 3.2.5.1 เก็บตวัอยา่งท่ีชัว่โมงท่ี 0, 6, 12, 18, 24, 36 และ 48 ตามลาํดบั 
ตรวจวดัการเจริญของแบคทีเรีย โดยการวดัค่าดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคล่ืน 620 nm และวดัการลดลง
ของค่าพีเอช ทาํการทดลองทั้งหมด 3 ซํ้า 



52 
 

 
 

  3.2.5.3  การทดสอบค่าดชันีการเป็นพรีไบโอติค (Prebiotic Index, PI) 
    การทดสอบดชันีการเป็นพรีไบโอติค เป็นการศึกษาความสามารถของสารสกดัจาก
เห็ดต่อการส่งเสริมการเจริญของเช้ือโพรไบโอติคแบคทีเรีย และยบัย ั้งเช้ือก่อโรคในลาํไส ้ซ่ึงดดัแปลง 
จากวิธีการของ Huebner et al. (2008)  
    การศึกษาการเจริญของเช้ือโพรไบโอติค ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ ทาํตามขอ้ 3.2.5.2 สาํหรับ
เช้ือ E. coli ทาํการทดลองเช่นเดียวกนักบัการส่งเสริมการเจริญของเช้ือโพรไบโอติค โดยเล้ียงใน
อาหาร NB ท่ีเติมสารสกดัจากเห็ด 2% ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ NB สูตรดดัแปลง (ใชอ้าหาร NB สูตร
พื้นฐาน + 2% glucose เป็นตวัอยา่งควบคุม, ดงัภาคผนวก ก) วดัค่า OD ท่ีชัว่โมงท่ี 0 และ 24 ทาํการ
ทดลองทั้งหมด 3 ซํ้า นาํผลท่ีไดม้าคาํนวณค่า PI ตามสูตร  

 
Prebiotic Index   =  

 
[(probiotic log OD on the prebiotic at 24 h- probiotic log OD on the prebiotic at 0 h)] 
      (probiotic log OD on glucose at 24 h- probiotic log OD on glucose at 0 h) 

 

             
- [(enteric log OD on the prebiotic at 24 h- enteric log OD on the prebiotic at 0 h)] 
           (enteric log OD on glucose at 24 h- enteric log OD on glucose at 0 h) 

 

 
   3.2.5.4  การวิเคราะห์การผลิตกรดไขมนัสายสั้น  
    เตรียมตวัอย่างนํ้ าหมกัท่ีไดจ้ากการเติมเช้ือโพรไบโอติค ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ จากการ
ทดลองท่ี 3.2.5.2 นาํมาป่ันเหวี่ยงท่ี ความเร็วรอบ 10,000 rpm เป็นเวลา 10 min กรองตวัอยา่งผา่นตวั
กรอง (nylon membrane filter) ขนาด 0.2 μm ใส่ในขวด vial นาํตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ปริมาณ 
SCFA ตามวิธีของ ปริยาภรณ์ อิศรานุวฒัน์ (2551) โดยใช ้HPLC ยีห่อ้ Shimazu, Instument Divition 
Kyoto, Japan ระบบ Pumping system; SIL-10AD Series พร้อมเคร่ืองตรวจวดั SPD-M20A Diode 
Array Detector, Auto injector system, คอลมัน์ C18 ขนาด 2.5 x 150 mm, ใช ้ 0.05% Sulfuric acid 
(HPLC grade) เป็นเฟสเคล่ือนท่ี ความยาวคล่ืน 210 nm อตัราการไหล 1.0 ml/ min ปริมาณตวัอยา่งท่ี
ฉีด 20 μl คาํนวณปริมาณกรดไขมนัสายสั้น โดยเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานกรด 
ดงัน้ี acetic acid, lactic acid, propionic acid, n-valeric acid, iso-valeric acid, butyric acid และ iso-
butyric acid ทาํการทดลองทั้งหมด 3 ซํ้า 
  3.2.5.5  การศึกษาใชน้ํ้ าตาลของสารสกดัจากเห็ดโดยเช้ือโพรไบโอติคแบคทีเรีย 

   เตรียมตวัอย่างนํ้ าหมกัท่ีไดจ้ากการเติมเช้ือโพรไบโอติค ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ จากการ
ทดลองท่ี 3.2.5.2 นาํมาป่ันเหวี่ยงท่ี ความเร็วรอบ 10,000 rpm เป็นเวลา 10 min กรองตวัอยา่งผ่านตวั
กรอง (nylon membrane filter) ขนาด 0.2 μm ใส่ในขวด vial นาํตวัอย่างท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ปริมาณ
นํ้ าตาลหลงัการเจริญของเช้ือโพรไบโอติคแบคทีเรีย โดยใชเ้คร่ือง HPLC ดดัแปลงจากวิธีของ Guide 
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to Aminex HPLC Columns (BIO-RAD, USA) (2011) ใชเ้คร่ือง HPLC (Shimadzu Cooperation 
Analysis & Measuring Instruments Division Kyoto, Japan) ระบบ Pumping system ; LC-20AD 
Series และ Auto injector system; SIL-20A series ใช ้Refractive Index Detector; RID-10A Series 
Column; Bio-Rad (Richmond, CA) HPX-87C, 300 mm x 7.8 mm with Bio-Rad micro-guard 
cartridges (30 x 4.6 mm), Water (HPLC grade) ท่ีอุณหภูมิ 85 oC ปริมาตรท่ีฉีด 20 μl  ท่ีอตัราการ
ไหล 0.6 ml/ min วิเคราะห์ชนิดและคาํนวณปริมาณนํ้ าตาลของสารสกดัท่ีได ้โดยการเปรียบเทียบกบั
กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานนํ้ าตาล ทั้งน้ีนํ้ าตาลมาตรฐานท่ีใชว้ิเคราะห์หาในขั้นตอนน้ี ไดจ้าก
การผลทดลองขอ้ 3.2.5.4 ซ่ึงมีการตรวจพบในสารสกดัจากเห็ด และนํ้ าตาล trehalose และนํ้ าตาล 
mannose ซ่ึงเป็นนํ้ าตาลท่ีมีรายงานการตรวจพบในเห็ด (Heleno et al., 2009) ทาํการทดลอง
ทั้งหมด 3 ซํ้า 

 
3.3  สถิติทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ข้อมูลในงานวจัิย 
 ในการวิจยัเชิงทดลอง (Experimental Research) โดยใชห้ลกัสถิติวางแผนการทดลองแบบ
สุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design) วิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว One-way Analysis 
of Variance) โดยการใชโ้ปรแกรมสาํเร็จรูป SPSS version 11.5 และเปรียบเทียบความแตกต่างขอ้มูล
โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) แต่ละการทดลองทาํการทดลอง 3 ซํ้า 

 


