
บทท่ี 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

1. จุลินทรีย 

แบคทีเรียกรดแลคติก (lactic acid bacteria) สายพันธุ Lactobacillus sp. I11 ท่ีคัดเลือก

โดย วิศัย พรหมเทพและสุวภา ยศตะโคตร (2553) 

2. อาหารเล้ียงเช้ือ 

ภาคผนวก ก 

3. อุปกรณในหองปฏิบัติการ 

3.1 ตูปลอดเชื้อ 

3.2 วอรเท็กมิกซเซอร 

3.3 หมอนึ่งความดัน 

3.4 ตูบมเชื้อ 

3.5 เครื่องเซนตริฟวจ 

4. วิธีการทดลอง 

4.1 ศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการหุมเซลล  Lactobacillussp. I11 ดวยอัลจีเนตโดยการ

เปรียบเทียบความเขมขนของสารละลายโซเดียมอัลจีเนต 

4.1.1 การเตรียมเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกในการหุมเซลล  

ถายแบคทีเรียกรดแลคติก Lactobacillus sp. I11 จํานวน 1 โคโลนี ลงเลี้ยงใน

อาหารเหลว MRS (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 

– 18 ชั่วโมง จากนั้นทําการถายเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก 5 เปอรเซ็นตลงในอาหารเหลว MRS 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมท่ีสภาวะเดิม ถายเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก 5 เปอรเซ็นต ลงในอาหารเหลว 

MRS ปริมาตร 500 มิลลิลิตร บมท่ีสภาวะเดียวกัน หลังจากนั้นทําการเก็บเซลลโดยการเหวี่ยงแยก

ดวยความเร็ว 7,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 15 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ลางเซลลดวย

สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 เปอรเซ็นต 2 ครั้ง เพ่ือกําจัดอาหารและสิ่งสกปรกท่ีหลงเหลืออยู

ออกและแขวนลอยเซลลในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ก) 

 4.1.2. วิธีการหุมเซลลแบคทีเรียกรดแลคติกดวยโซเดียมอัลจีเนต 

  ผสมสารละลายโซเดียมอัลจีเนตเขมขน 1 % ปริมาตร 40 มิลลิลิตรกับสาร

แขวนลอยเซลลท่ีเตรียมไวปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติมลงในน้ํามันปาลมปริมาตร 250 มิลลิลิตร ซ่ึงเติม 

Tween 80 ในอัตราสวน 0.2 % ทําใหเปนอิมัลชั่นดวยเครื่องปนผสมความเร็ว 400 รอบ/นาทีนาน 

10 นาที หยดสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 500 มิลลิลิตร และต้ัง

ท้ิงไว 30 นาที ทําเชนเดียวกันนี้ โดยเปลี่ยนความเขมขนของสารละลายโซเดียมอัลจีเนตเปน 2.0 และ 
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3.0 % และเก็บรวบรวมเม็ดแบคทีเรียแคลเซียมอัลจีเนต เพ่ือวิเคราะหปริมาณการรอดชีวิตของ

แบคทีเรียท่ีถูกหุม 

 4.1.3. การนับจํานวนเซลลเพ่ือวิเคราะหปริมาณการรอดชีวิตของแบคทีเรียท่ีถูกหุม 

ชั่งเม็ดแบคทีเรียน้ําหนัก 1 กรัม ละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7 

ปริมาตร 9 มิลลิลิตร เขยานาน 30 นาที ทําการเจือจางกอนถายสารแขวนลอยของแบคทีเรียลงบน

อาหารแข็ง MRS ซ่ึงมีบรอมครีซอลเพอเพิลเปนอินดิเคเตอร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 

48 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีของแบคทีเรียบนจานอาหารแข็งและคํานวณหาคา CFU/g (ภาคผนวก 

ข) 

4.2. เปรียบเทียบชนิดของแปงท่ีเหมาะสําหรับใชเปนส่ือผสมการทําแหงแบบแชแข็ง (freeze 

drying) และศึกษาอายุการเก็บรักษากลาเช้ือผงหลังกระบวนการทําแหง 

 4.2.1 การเตรียมเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกในการทําแหงแบบแชแข็ง 

  ถายแบคทีเรียกรดแลคติก Lactobacillus sp. I11 ท่ีผานการหาสภาวะท่ีเหมาะสม

ตอการหุมเซลลดวยอัลจีเนต คือ ใชสารละลายโซเดียมอัลจีเนตความเขมขน 3 เปอรเซ็นต โดยทําตาม

หัวขอ 4.1.1 จากนั้นนํามาผสมสารละลายโซเดียมอัลจีเนตเขมขน 3 เปอรเซ็นตปริมาตร 40 มิลลิลิตร

แลวเติมลงในน้ํามันปาลมปริมาตร 250 มิลลิลิตรซ่ึงเติม Tween 80 ในอัตราสวน 0.2 % ทําใหเปน

อิมัลชั่นดวยเครื่องปนผสมความเร็ว 400 รอบ/นาทีนาน 10 นาที หยดสารละลายแคลเซียมคลอไรด

ความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 500 มิลลิลิตรและต้ังท้ิงไว 30 นาที ซ่ึงจะทําใหได เม็ดเชื้อ

แบคทีเรียกรดแลคติก Lactobacillus sp. I11 

4.2.2 วิธีการศึกษาการเปรียบเทียบการใชสื่อผสมการทําแหงแบบแชแข็ง (freeze drying) 

และการเก็บรักษากลาเชื้อผงหลังกระบวนการทําแหง 

  ผสมเม็ดเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก Lactobacillus sp. I11 กับแปงท่ีเปนสื่อผสม 3 

ชนิดคือ แปงขาวเจา แปงขาวโพด แปงมันสําปะหลังดวยอัตราสวนแปงตอเม็ดแบคทีเรีย 1 : 1 (w/w) 

กอนผานเครื่องทําแหงแบบแชแข็ง โดยการอบแหงนั้นจะสิ้นสุดลงเม่ือความดันของเครื่องทําแหงแบบ

แชแข็งคงท่ีเปนเวลานาน 2 ชั่วโมงซ่ึงจะใชเวลาการอบแหงอยูในชวง 22 - 28 ชั่วโมง โดยใช 

Glycerol เปน control จากนั้นบรรจุเม็ดเชื้อแหงใสถุงอะลูมิเนียมฟอยลปดผนึกปากถุงดวยระบบ

สุญญากาศ แบงเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหองและอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทําการสุมตัวอยางท่ีเก็บไวใน

วันท่ี 0 7 15 30 45 60 และ 90 

 4.2.3 การวิเคราะหการรอดชีวิตของแบคทีเรียกรดแลคติก 

ชั่งเม็ดแบคทีเรีย 1 กรัมละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7 ปริมาตร 9 

มิลลิลิตรเขยานาน 30 นาที ท่ีผานการใชสื่อผสมและการทําแหงแบบแชแข็ง ดังขอ 4.2.2 จากนั้นนํามา

ตรวจสอบการรอดชีวิตของแบคทีเรียกรดแลคติก โดยวิธี dilution plate count บนอาหารแข็ง MRS ท่ี

มีบรอมครีซอลเพอเพิลเปนอินดิเคเตอร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง นับ

จํานวนโคโลนีของแบคทีเรียท่ีรอดชีวิตบนจานอาหารแข็งและคํานวณหาคา CFU/g (ภาคผนวก ข) 




