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บทคัดยอ 
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาสารปองกันความเย็นที่เหมาะสม ไดแก นมพรองมันเนย โมโนโซเดียมกลูตาเมต (MSG) 
และซูโครส ที่ความเขมขน 10 % ตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียแกรมลบ Escherichia Coli แบคทีเรียแกรมบวก Staphylococcus 
Aureus และแบคทีเรียแกรมบวกท่ีสรางสปอร Bacillus Subtilis Subtilis ดวยกระบวนการไลโอฟไลเซชันวิธีมาตรฐาน และปรับปรุง
กระบวนการไลโอฟไลเซชันโดยใชไนโตรเจนเหลวแทนขั้นตอน Primary Drying เพื่อเก็บรักษาแบคทีเรียไดเปนระยะเวลานานโดยมี
คุณสมบัติคงเดิม กระบวนการไลโอฟไลเซชันวิธีมาตรฐานที่มีขั้นตอน Primary Drying 3 ชั่วโมง และ Secondary Drying 2 ชั่วโมง 
และใช 10% MSG เปนสารปองกันความเย็น จะใหการรอดชีวิตของแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิดดีที่สุด โดยการรอดชีวิตของ E. coli, S. 
Aureus และ B. Subtilis เทากับ 99.02 ± 0.43%, 96.03 ± 0.24% และ 94.02 ± 0.30% ตามลำดับ เมื่อเก็บรักษาเปนเวลา 6 เดือน 
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส อยางไรก็ตาม วิธีดังกลาวเปนกระบวนการท่ีใชเวลานาน ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงใชไนโตรเจนเหลวแทนข้ันตอน 
Primary Drying และใช 10% MSG เปนสารปองกันความเย็น กระบวนการไลโอฟไลเซชันโดยใชไนโตรเจนเหลวทำไดโดยแชหลอดแอ
มพูลที่มีแบคทีเรียในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 30 วินาที ตามดวยขั้นตอน Secondary Drying เปนเวลา 3 ชั่วโมง ผลการเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 เดือน พบวา E. Coli, S. Aureus และ B. Subtilis มีการรอดชีวิตเทากับ 97.46 ± 0.53%, 
96.89 ± 0.68% และ 91.54 ± 0.10% ตามลำดับ ซึ่งใกลเคียงกับวิธีเดิมท่ีมีคาเทากับ 96.28 ± 0.25%, 98.15 ± 0.33% และ 92.25 
± 0.17% ตามลำดับ ดังนั้นจึงสรุปไดวา สามารถใชไนโตรเจนเหลวในกระบวนการไลโอฟไลเซชันเพื่อเก็บรักษาแบคทีเรียไดโดยลด
ระยะเวลากระบวนการได 2 ช่ัวโมง 
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Abstract  
 This study aimed to determine the most suitable lyoprotectant for preserving bacteria by standard 
lyophilization. Three lyoprotectants, including skim milk, sucrose and monosodium glutamate (MSG), were 
evaluated at concentrations of 10%(w/v) were evaluated for their protective effects on the survival of the Gram-
negative bacteria, Escherichia coli, and Gram-positive bacteria, Staphylococcus aureus and the spore-forming gram-
positive bacterium Bacillus subtilis. In addition, a modified lyophilization process was developed by replacing 
primary drying step with liquid nitrogen to reduce the processing time while maintaining long-term bacterial viability 
and stability. The highest survival rate of all tested bacteria obtained when 10% (w/v) MSG was used as 
lyoprotectant for lyophilization with primary drying and secondary drying of 3 and 2 h, respectively, after 6 months 
preservation at 4°C. The survival rate of E. Coli, S. Aureus, and B. Subtilis were 99.02±0.43%, 96.03±0.24%, and 
94.02 ± 0.30%, respectively. However, this method was time-consuming. Therefore, this study used liquid nitrogen 
instead of the primary drying step and selected a 10% MSG as the lyoprotectant. The modified lyophilization 
process involved immersing ampoules containing bacteria in liquid nitrogen for 30 seconds, followed by a 
secondary drying step for 3 h. The results showed that the modified lyophilization method yielded survival rates 
after 24 months of storage at 4°C for E. Coli, S. Aureus, and B. Subtilis of 97.46 ± 0.53%, 96.89 ± 0.68% and 91.54 
± 0.10%, respectively. These survival rates were similar to those achieved with the traditional lyophilization process, 
which had survival rates for E. Coli, S. Aureus and B. Subtilis of 96.28 ± 0.25%, 98.15 ± 0.33% และ 92.25 ± 0.17% 
respectively. Therefore, we concluded that liquid nitrogen can successfully replace the primary drying step, 
reducing the lyophilization process by 2 h while maintaining effective long-term bacterial preservation. 

 
Keywords: Lyophilization Alternative Method, Liquid Nitrogen, Lyoprotectant Mechanism, Microbial Culture 
Collection, Survival 
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บทนำ  
 การนำจุลินทรียมาใชประโยชนที่หลากหลาย เชน ใชในการเรียนการสอน การวิจัยเพื่อการพัฒนาในดานตางๆ ทั้งทางดาน
การแพทย ดานการเกษตร ดานอุตสาหกรรม และดานสิ่งแวดลอม จำเปนตองอาศัยจุลินทรียที ่บริสุทธิ ์ (Pure Culture) และ
คุณลักษณะคงที่ ดังนั้นการเก็บรักษาจุลินทรียที่มีประโยชนเหลานี้จึงเปนสิ่งที่สำคัญ ตองมีการดูแลอยางถูกตองและเลือกวิธีการเก็บ
รักษาที่เหมาะสมเพื่อชวยใหจุลินทรียคงความบริสุทธิ์ไมเกิดการปนเปอน มีการรอดชีวิตสูง ไมเกิดการเปลี่ยนแปลงหรือเกิดการกลาย
พันธุ สามารถนำไปใชเปนเชื้ออางอิง (ศูนยชีววัสดุประเทศไทย, 2559; Pupa et al., 2021) งานวิจัยของคณาจารยและนิสิตรวมท้ัง
การเรียนการสอนของภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย จะตองใชจุลินทรียในการทดลอง ดังนั้น การ
เก็บรักษาจุลินทรียใหมีชีวิตรอด ไวเปนสตอคอยางเพียงพอจึงมีความสำคัญเปนอยางยิ่ง การเก็บรักษาจุลินทรียสามารถเก็บไดท้ังแบบ
ระยะสั้นและระยะยาว การเก็บรักษาจุลินทรียระยะสั้น เชน การตอเช้ือใหม (Subculturing) วิธีน้ีมีขอเสียคือ เมื่อตอเช้ือใหมบอยครั้ง
อาจทำใหเกิดการปนเปอนจุลินทรียอื่นระหวางการถายเชื้อและอาจทำใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของจุลินทรียได (Ayala-
Zermeño et al., 2017) การเก็บรักษาจุลินทรียระยะยาวทำไดหลายวิธี ตัวอยางเชน การเก็บรักษาจุลินทรียภายใตพาราฟนเหลว 
การเก็บรักษาจุลินทรียบนตัวกลางที่แหง (Drying) การเก็บรักษาจุลินทรียที่อุณหภูมิเยือกแข็งตั้งแต -20 ถึง -80 องศาเซลเซียส 
(Freezing) การเก็บรักษาจุลินทรียในไนโตรเจนเหลวท่ีมีอุณหภูมิต่ำถึง -196 องศาเซลเซียส เปนตน การเก็บรักษาจุลินทรียดวยวิธีการ
ทำแหงแบบเยือกแข็งหรือกระบวนการไลโอฟไลเซชัน (Freeze Drying หรือ Lyophilization) เปนวิธีที่นิยมอยางมาก ใชในการเก็บ
รักษาจุลินทรียจำนวนมาก เน่ืองจากประหยัดพ้ืนท่ีเก็บ สะดวกตอการเคลื่อนยาย จุลินทรียคงคุณสมบัติไวไดเหมือนเดิมและมีชีวิตรอด
ไดนานมากกวา 10 ป กระบวนการไลโอฟไลเซชันมีสามขั้นตอน คือ การแชแข็ง (Freezing) เปนขั้นตอนที่ใชระยะเวลาสั้นที่สุดใน
กระบวนการทำแหงแบบเยือกแข็ง ทำโดยการลดอุณหภูมิของสารละลายเซลลท่ีอุณหภูม ิ-20 ถึง -80 องศาเซลเซียส (Fonseca et al., 
2014; Luo et al., 2020; Rockinger et al., 2021) เพื่อทำใหน้ำภายในและภายนอกเซลลเกิดการแข็งตัว การแชแข็งที่อุณหภูมิต่ำ
เกินไปจะสงผลใหผิวเมมเบรนของจุลินทรียเสียรูปไป เมื ่อแชแข็งอยางชาๆ จะสงผลใหเซลลมีการคายน้ำที ่มากขึ้นซึ ่งเกิดจาก 
Hyperosmotic และผลึกน้ำแข็งจะมีการกอตัวขนาดใหญสรางความเสียหายตอผนังเซลลโดยตรง ข้ันตอนน้ีจะทำใหเกิดโครงสรางของ
ผลึกน้ำแข็งทั้งขนาดและรูปรางที่แตกตางกัน (Morgan และ Vesey, 2010) การทำแหงปฐมภูมิ (Primary Drying) ทำใหจุลินทรียใน
หลอดแอมพูลเยือกแข็งและแหงขณะท่ีหมุนเหว่ียง น้ำจะถูกดูดออกไปจนเหลือน้ำภายในเซลลจุลินทรียเพียง 5 - 10% ข้ันน้ีใชเวลา 3 - 
4 ชั่วโมง และอาจใชเวลาเปนวันกวาจะเสร็จสิ้น ขึ้นอยูกับหลายปจจัย เชน ชนิดและสายพันธุของจลุินทรีย ปริมาณของตัวอยาง และ
อุณหภูมิที่ใชในการทำแหง เปนตน (Kumar et al., 2012; Nowak และคณะ, 2020) และการทำแหงทุติยภูมิ (Secondary Drying) 
น้ำจะถูกดูดออกไปจนเหลือน้ำภายในเซลลจุลนิทรียเพียง 1 - 2% ภายใตระบบสุญญากาศ ใชเวลา 2 - 4 ช่ัวโมง (สมบูรณ ธนาศุภวัฒน, 
2544) ผลิตภัณฑที่ไดมีความเสถียรสูงเนื่องจากปริมาณน้ำที่เหลืออยูนอย ทำใหสามารถเก็บรักษาไดเปนระยะเวลานาน มีอัตราการ
ปนเปอนต่ำ สามารถเก็บรักษาและขนสงไดงายภายใตอุณหภูมิหอง สามารถละลายผลิตภัณฑเพื ่อนำมาใชไดงายและรวดเร็ว 
(Sandhya และ Disha, 2019, Rockingera et al., 2021) การเก็บรักษาจุลินทรียดวยกระบวนการไลโอฟไลเซชัน จำเปนตองใชสาร
ปองกันความเย็น (Cryoprotectant) ซึ่งเปนสารที่ปองกันไมใหเซลลจุลินทรียถูกทำลายระหวางการแชเยือกแข็ง ปองกันการเกดิผลึก
น้ำแข็งจากขั้นตอนการแชแข็งในการเก็บรักษาจุลินทรีย ซึ่งการเย็นลงอยางรวดเร็วสงผลใหเซลลตาย เนื่องจากการกอตัวเปนน้ำแข็ง
อยางรวดเร็ว บางครั้งน้ำจะถูกดึงออกจากเซลลระหวางกระบวนการจึงทำใหเซลลขาดน้ำและตายได โมเลกุลของน้ำจะกลายเปน
น้ำแข็ง ซึ ่งผลึกน้ำแข็งจะทิ ่มแทงเซลลทำใหเซลลเกิดความเสียหายได (Sankha, 2018; Chen et al., 2019; Ge et al., 2024; 
Mohammadipanah et al., 2017; Kim et al., 2018) สารปองกันความเย็นมีหลายชนิด เชน skim milk ทำหนาที่เคลือบผิวเซลล
และชวยลดความเสียหายของเยื่อหุมเซลล และชวยรักษาสมดุลน้ำรอบเซลล (Wong et al., 2010) โมโนโซเดียมกลูตาเมต เปนสารใน
รูปผลึกสีขาว ไมสามารถซึมเขาสูเซลลได ทำหนาที่ชวยรักษาสมดุลแรงดันออสโมซิสและชวยคงสภาพของโปรตีนภายในเซลล ลดการ
เสียสภาพของโปรตีนเมื่อถูกแชแข็ง มีกลไกการปกปองเซลลโดยการสรางชั้นหุมรอบผนังเซลลเพื่อปองกันไมใหเกิดความเสียหายจาก
ผลึกน้ำแข็งเจาะ สามารถชวยใหการรอดชีวิตเพิ่มขึ้นถึง 40 - 70% และมักใชรวมกับสารอื่นเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ (Carvalho et al., 
2003; Chen et al., 2023; Rockinger et al., 2021) และซูโครส เปนสารที่สามารถซึมผานเขาเซลลไดเล็กนอย รักษาเซลลโดยการ
ดึงน้ำออกจากเซลลกอนการแชแข็ง เพื่อลดการเกิดน้ำแข็งภายในเซลล และชวยคงสภาพของเยื่อหุมเซลล ทำใหเซลลเสียหายนอยลง 
(Sompach et al., 2022) สารปองกันความเย็นแตละชนิดอาจใหประสิทธิภาพแตกตางกันข้ึนอยูกับชนิดของแบคทีเรีย สงผลตออัตรา
การรอดชีวิตของแบคทีเรียในกระบวนการไลโอฟไลเซชันที่แตกตางกันไป ดังนั้นจึงตองหาสารปองกันความเย็นที่เหมาะสมทั้งสำหรับ
แบคทีเรียแกรมลบและแบคทีเรียแกรมบวก (Stefanello et al., 2019; Wang et al., 2021) นอกจากนี้เวลาของกระบวนการไลโอฟ
ไลเซชันก็ยังสงผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียเชนกัน (สมบูรณ ธนาศุภวัฒน, 2544; Prakash et al., 2013) ถึงแมกระบวนการไล
โอฟไลเซชันเปนวิธีการเก็บรักษาจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพ แตวิธีนี้ใชระยะเวลาในการดำเนินการหลายชั่วโมงและมีขั้นตอนยุงยาก 
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ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจปรับปรุงกระบวนการไลโอฟไลเซชันใหประหยัดทั้งเวลา แรงงานและพลังงานไฟฟา ลดขั้นตอนการทำงาน
รวมถึงตองการลดตนทุนคาใชจาย โดยการใชไนโตรเจนเหลวมาแทนขั้นตอน Primary Drying โดยศึกษาการอยูรอดของแบคทีเรีย 3 
ชนิด ไดแก E. coli, S. aureus และ B. subtilis ซึ่งเปนตัวแทนแบคทีเรียที่ใชประจำในการเรียนการสอนของภาควิชาจุลชีววิทยา 
คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย รวมท้ังศึกษาหาสารปองกันความเย็นท่ีเหมาะสม ประเมินการรอดชีวิตและคุณสมบัติของ
แบคทีเรียหลังการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 เดือน 
 
วัตถุประสงคการวิจัย  
 1. เพื่อศึกษาสารปองกันความเย็นที่เหมาะสมสำหรับเก็บรักษาแบคทีเรียดวยกระบวนการไลโอฟไลเซชันไดระยะเวลานาน
และมีคุณสมบัติเหมือนเดิม 
 2. เพ่ือปรับปรุงกระบวนการไลโอฟไลเซชันโดยใชไนโตรเจนเหลวแทนข้ันตอน Primary Drying 
 3. เพื่อประเมินระยะเวลาการเก็บรักษาและคุณสมบัติของแบคทีเรียหลังจากการเก็บรักษาดวยกระบวนการไลโอฟไลเซชัน
แบบใหม 
 
ระเบียบวิธีวิจัย 
 1. การเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรีย 
 ใชลูปเขี่ยแบคทีเรียแตละชนิด ไดแก E. coli, S. aureus และ B. subtilis จากคลังเก็บจุลินทรียของภาควิชาจุลชีววิทยา 
คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ลงในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งผิวหนาเอียง Tryptic Soy Agar (TSA) บมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 - 24 ชั่วโมง และขีดเชื้อซ้ำลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง TSA นำไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
หลังจากนั้นนำโคโลนีเดี ่ยวบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งมาลงในอาหารเลี ้ยงเชื้อเหลว Tryptone Soya Bean Broth (TSB) นำไปบมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 18 ชั่วโมง (ระยะที่แบคทีเรียเจริญเต็มที่อยูในชวง Late Log 
Phase) 
 
 2. การเตรียมสารปองกันความเย็น 
 สารปองกันความเย็นที่ใชในงานวิจัยนี้มีทั้งหมด 3 ชนิด ไดแก Skim Milk, ซูโครส และโมโนโซเดียมกลูตาเมต (MSG) ความ
เขมขน 10% เตรียมสารปองกันความเย็นแตละชนิดใสหลอดทดลองขนาด 22 มิลลิลิตร หลอดละ 5 มิลลิลิตร โดย Skim Milk นำไป
น่ึงฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางน้ิว อุณหภูมิ 116 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที สำหรับซูโครสนำไปน่ึงฆาเช้ือดวยความ
ดันไอ          15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และ MSG นำไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนด/ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
 3. กระบวนการไลโอฟไลเซชัน (Lyophilization) 
 3.1 กระบวนการไลโอฟไลเซชันวิธีมาตรฐาน (Primary Drying 3 ช่ัวโมง และ Secondary Drying 2 ช่ัวโมง)  
 นำแบคทีเรียแตละชนิดที่เพาะเลี้ยงจากขอ 1 ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 10 นาที เทสวนของเหลวทิ้ง ลางเซลลโดยการเตมิสารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ลงในหลอดเซนติ
ฟวจเดิมและนำมาปนเหวี่ยง โดยทำซ้ำสองครั้ง เทสวนของเหลวทิ้งและเติมสารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด และนำมาวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ปรับใหคาการดูดกลืนแสงประมาณ 1 (มีจำนวนเชื้อประมาณ 108 CFU/ml) จากนั้นนำ
สารละลายเซลล 5 มิลลิลิตร ผสมกับสารปองกันความเย็นที่เตรียมในขอ 2 ใหไดความเขมขนสุดทายชนิดละ 10% ผสมใหเขากันดวย 
Vortex Mixer แลวดูดแบงสารละลายแบคทีเรีย 0.3 มิลลิลิตร ลงในหลอดแอมพูล ท่ีผานการลางดวยกรดไฮโดรคลอริกและน้ำประปา
จนสะอาด และผานน่ึงฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และเปลี่ยนจากจุก
สำลีเปนถุงผาดัง แลวนำเขาเครื่อง Freeze Dryer เพื่อเขาสูขั้นตอน Primary Drying ที่อุณหภูมิ -43 องศาเซลเซียส ความดัน 245 
มิลลิบาร เมื่อครบเวลานำถาดหลอดแอมพูลออกจากเครื่อง Freeze Dryer เปลี่ยนถุงผาที่คลุมปากหลอดเปนจุกสำลี ตัดปลายสำลีให
พอดีกับปากหลอดดวยกรรไกรปลอดเชื้อ แลวใชแทงแกวงอดันจุกสำลีลงไปเหนือปลาย Slant จากนั้นนำหลอดแอมพูลไปคอดคอ
หลอดดวยเปลวไฟความรอนสูง โดยใหรอยคอดอยูบริเวณเหนือจุกสำลปีระมาณ 1 เซนติเมตร และใหบริเวณท่ีคอดมีเสนผานศูนยกลาง
ของหลอดประมาณ 1 - 2 มิลลิเมตร จากนั้นนำหลอดที่คอดแลวไปเสียบเขากับเครื่อง Freeze Dyer เพื่อเขาสูขั้นตอน Secondary 
Drying ที่อุณหภูมิ -86 องศาเซลเซียส ความดัน 60 มิลลิบาร ทำแหงภายใตสภาวะสุญญากาศ เมื่อครบเวลา ปดหลอดแอมพูลใน
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สภาวะสุญญากาศโดยใชเปลวไฟความรอนสูงตรงบริเวณรอยคอดไปหลอมเพ่ือคอดคอหลอด (Constrict) ไดหลอดแอมพูลแบคทีเรียท่ี
ผานการทำแหงแบบเยือกแข็ง จากน้ันนำหลอดแอมพูลไปเก็บในท่ีมืดอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยทดสอบการรอดชีวิตของแบคทีเรีย
ท่ีเวลา 0, 1, 3 และ 6 เดือน  
 
 3.2 กระบวนการไลโอฟไลเซชันโดยใชไนโตรเจนเหลว  
 นำแบคทีเรียแตละชนิดที่เพาะเลี้ยงจากขอ 1 โดยเตรียมเชื้อวิธีเดียวกับขั้นตอน 3.1 มาถายเชื้อลงในสารปองกันความเยน็ท่ี
คัดเลือกมาจากกระบวนการไลโอฟไลเซชันวิธีมาตรฐานจากขอ 3.1 ผสมแบคทีเรียและสารปองกันความเย็นใหเขากันดวย Vortex 
Mixer แลวดูดแบงสารละลายแบคทีเรียประมาณ 0.3 มิลลิลิตร ลงในหลอดแอมพูล แลวตัดปลายสำลีใหพอดีกับปากหลอดดวยกรรไกร
ปลอดเชื้อ แลวใชแทงแกวงอดันจุกสำลีลงไป จากนั้นนำหลอดแอมพูลไปคอดคอหลอดดวยเปลวไฟความรอนสูง โดยใหรอยคอดอยู
บริเวณเหนือจุกสำลีประมาณ 1 เซนติเมตร และใหบริเวณที่คอดมเีสนผานศูนยกลางของหลอดประมาณ 1 - 2 มิลลิเมตร จากนั้นนำ
หลอดท่ีคอดแลวไปแชไนโตรเจนเหลว เสียบเขากับเครื่อง Freeze Dryer เพ่ือเขาสูข้ันตอน Secondary Drying ท่ีอุณหภูมิ -86 องศา
เซลเซียส ความดัน 60 มิลลิบาร ทำแหงภายใตสภาวะสุญญากาศ เมื่อครบเวลา ปดหลอดแอมพูลในสภาวะสุญญากาศโดยใชเปลวไฟ
ความรอนสูงตรงบริเวณรอยคอดไปหลอมเพื ่อคอดคอหลอด (Constrict) ไดหลอดแอมพูลแบคทีเรียที ่ผ านการทำแหงดวย
กระบวนการไลโอฟไลเซชัน จากนั้นนำหลอดแอมพูลไปเก็บในที่มืดอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กระบวนการไลโอฟไลเซชันโดยใช
ไนโตรเจนเหลวน้ีจะแปรผนัเวลาในข้ันตอนการแชไนโตรเจนเหลว 2 ชวงเวลา คือ 20 วินาทีและ 30 วินาที และในข้ันตอน Secondary 
Drying แปรผันเวลา 4 ชวงเวลา คือ 2 ชั่วโมง, 3 ชั่วโมง, 4 ชั่วโมง และ 5 ชั่วโมง เก็บผลการทดลองที่เวลา 0, 1, 3, 6, 12 และ 24 
เดือน เพื่อการทดสอบการอยูรอดของแบคทีเรียโดยหาเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรีย ทดสอบคุณสมบัติของแบคทีเรียโดย
ทดสอบชีวเคมี และตรวจสอบความเปนสุญญากาศของหลอดแอมพูล หลังการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปรียบเทียบ
กับกระบวนการไลโอฟไลเซชันวิธีมาตรฐาน 
 
 4. การนับจำนวนแบคทีเรียท่ีมีชีวิตดวยวิธี Viable Plate Count 
 ทดสอบการรอดชีวิตของแบคทีเรียดวยวิธี Viable Plate Count (นับจำนวนแบคทีเรียกอนการทำแหงดวยกระบวนการไล
โอฟไลเซชันเปรียบเทียบกับการเก็บรักษาเดือนตางๆ) เปดหลอดแอมพูลดวยการใชตะไบตัดโดยรอบของหลอดบริเวณตรงกลางของ
สำลีที ่อยู ภายในหลอด จากนั้นทำการหักหลอดแลวเติมอาหารเลี ้ยงเชื ้อเหลว Tryptic Soy Broth (TSB) ลงไปผสมใหเขากัน ดูด
สารละลายแบคทีเรียมาเจือจางในโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.85% โดยวิธี 10 fold dilution ดูดสารละลายที่เจือจางแลวหยดลง
บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง TSA 10 ไมโครลิตร การเจือจางละ 3 หยดและทำการทดลอง 3 ซ้ำ บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ชั่วโมง นับจำนวนแบคทีเรียโดยเลือกเฉพาะความเขมขนที่นับจำนวนจุลินทรียไดระหวาง 3 - 30 โคโลนี แลวคำนวณหาจำนวน
แบคทีเรีย         (Log CFU/ml) และคำนวณหาการรอดชีวิตของแบคทีเรีย (%) 
 

การรอดชีวิตของแบคทีเรยี (%) = (Log CFU/ml กอน - Log CFU/ml หลัง)x100 
                                    Log CFU/ml กอน 

 
 5. การทดสอบคุณสมบัติของแบคทีเรีย 
 5.1 ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและทดสอบชีวเคมี 
 แบคทีเรียที่ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและทดสอบชีวเคมีนำมาจากขอ 3 ซึ่งการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาและทดสอบชีวเคมีของแบคทีเรียแตละชนิด มีดังน้ี  
 1) การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศน ตรวจสอบการติดสีแกรม รูปรางลักษณะของเซลล และ
การสรางสปอร 
 2) การทดสอบ Methyl red และ Voges Proskauer (MR-VP)  
ใชลูปแตะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีจะทดสอบไปเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ MR-VP เมื่อแบคทีเรียเจริญใหแบงเปน 2 หลอด หลอดแรก
เติมสารละลาย methyl red 2-3 หยด เขยาใหเขากัน ถาเกิดสีแดงแสดงวาแบคทีเรียสามารถยอยคารโบไฮเดรตและมีกรดเกิดข้ึน สวน

หลอดที่สอง เติมสารละลาย α-naphthol ความเขมขน 6% 0.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน แลวเติมสารละลาย KOH ความเขมขน 
40% เขยาใหเขากันแลวตั้งท้ิงไว 5-10 นาที ถาเกิดสีชมพูหรือสีแดง แสดงวาแบคทีเรียสามารถสังเคราะห acetoin 
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 3) การทดสอบการหมักคารโบไฮเดรตและการสังเคราะหกาซไฮโดรเจนซัลไฟด  
ใชลูปแตะโคโลนีของแบคทีเรียที่จะทดสอบไป streak บนอาหาร Triple sugar iron agar (TSI) และใชเข็มเขี่ยเชื้อแตะโคโลนีของ
แบคทีเรียที่จะทดสอบไป stab ลงในอาหาร TSI ถาแบคทีเรียสามารถหมักน้ำตาลกลูโคส แลกโตสและซูโครสได ทั้งบนผิวและที่กน
หลอดของอาหารจะเปลี่ยนจากสีสมไปเปนสีเหลืองทั้งหลอด อานผลวา A/A แตถาแบคทีเรียไมสามารถใชน้ำตาลชนิดใดไดเลย สีของ
อาหารจะไมเปลี่ยน อานผลวา N/N, K/N และ K/K การเกิดกาซจะเห็นเปนรอยแยกหรอืฟองกาซท่ีแทรกอยูในเน้ืออาหาร TSI และการ
เกิดกาซไฮโดรเจนซัลไฟลจะเห็นสีดำของตะกอนท่ีกนหลอด 
 4) การทดสอบการใชซิเตรทเปนแหลงคารบอน  
 ใชลูปแตะโคโลนีของแบคทีเรียที่จะทดสอบไป streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Simmon’s citate agar ถาอาหารเปลี่ยนจากสี
เขียวเปนสีน้ำเงิน แสดงวาแบคทีเรียสามารถใชซิเตรตเปนแหลงคารบอนได 
 5) การทดสอบการเคลื่อนท่ี  
 โดยใชเข็มเขี่ยเชื้อแตะโคโลนีของแบคทีเรียที่จะทดสอบไป stab ลงในอาหาร Semi solid media ถาแบคทีเรียเจริญเติบโต
กระจายออกไปจากแนวท่ี stab ไว แสดงวาแบคทีเรียสามารถเคลื่อนท่ีได 
 
 5.2 ทดสอบความเปนสุญญากาศ 
 นำหลอดแอมพูลไปตรวจสอบความเปนสุญญากาศภายในหลอด โดยใชเครื่อง High-frequency Spark  
Tester หากหลอดแอมพูลท่ีเปนสุญญากาศจะเห็นประกายแสงสีน้ำเงิน-มวงภายในหลอด สำหรับหลอดแอมพูลท่ีไมเปนสุญญากาศจะ
ไมเห็นเห็นประกายแสงสีน้ำเงิน-มวงภายในหลอด  
 

6. การคำนวณทางสถิติ 
 ทุกการทดลองทำ 3 ซ้ำ (นับจำนวนแบคทีเรีย 9 ซ้ำ) ทดสอบความแตกตางของคาเฉลี่ยการรอดชีวิตดวยวิธีการวิเคราะห
ความแปรปรวน (analysis of variance, ANOVA) ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% และเปรียบเทียบคาเฉลีย่ (Post Hoc test) ดวยวิธี LSD 
(Least Significant Difference)  
 
ผลการวิจัย 
 1. การทำแหงดวยกระบวนการไลโอฟไลเซชันวิธีมาตรฐาน 
 จากการทำไลโอฟไลเซชันแบคทีเรียแกรมลบ E. coli แบคทีเรียแกรมบวก S. aureus และแบคทีเรียแกรมบวกท่ีสรางสปอร 
B. subtilis เพื่อศึกษาการเก็บรักษาดวยกระบวนการไลโอฟไลเซชันที่มีขั้นตอน Primary Drying 3 ชั่วโมงและขั้นตอน Secondary 
Drying 2 ชั่วโมง โดยใชสารปองกันความเย็น 3 ชนิด ไดแก Skim Milk, ซูโครส และ MSG ความเขมขน 10% พบวาลักษณะของเช้ือ
ทั้ง 3 ชนิดหลังผานกระบวนการไลโอฟไลเซชันจะมีลักษณะคลายกันคือ ลักษณะเปน slant มีผงแหงอยูภายใน สำหรับการรอดชีวิต
ของแบคทีเรียหลังกระบวนการไลโอฟไลเซชันวิธีมาตรฐานนั้น มีการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 เดือน และ
เปรียบเทียบกับแบคทีเรียกอนการทำแหงเพ่ือหาการรอดชีวิตของแบคทีเรีย (%) จากผลการทดสอบในตารางท่ี 1 พบวาเมื่อเก็บรักษา
แบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด เปนเวลา 6 เดือน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เมื่อใช 10% Skim Milk เปนสารปองกันความเย็น การรอดชีวิต
ของแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด ประมาณ 93 - 95% เมื่อใช 10% ซูโครสเปนสารปองกันความเย็น พบวา การรอดชีวิตของแบคทีเรียทั้ง 3 
ชนิด ประมาณ 86 - 94% และถาใช 10% MSG เปนสารปองกันความเย็น การรอดชีวิตของแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด มีการรอดชีวิตดีท่ีสุด 
โดยการรอดชีวิตของ E. coli, S. aureus และ B. subtilis เทากับ 99.02 ± 0.43%, 96.03 ± 0.24% และ 94.02 ± 0.30% ตามลำดบั 
เมื่อเก็บรักษาเปนเวลา 6 เดือน ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดังน้ันในการปรับปรุงกระบวนการไลโอฟไลเซชันโดยใชไนโตรเจนเหลวใน
ข้ันตอนตอไปจึงเลือกใช 10% MSG เปนสารปองกันความเย็น 
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ตารางท่ี 1 การอยูรอด (%) ของแบคทีเรียหลังกระบวนการไลโอฟไลเซชันวิธีมาตรฐานดวยสารปองกันความเย็นชนิดตางๆ เปนเวลา 6 
เดือน ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ชนิดแบคทีเรีย 
การรอดชีวิตของแบคทีเรีย (%) 

10% Skim milk 10% ซูโครส 10% MSG 

E. coli 95.16 ± 0.49 94.37 ± 0.31 99.02 ± 0.43 

S. aureus 95.17 ± 0.30 94.51 ± 0.42 96.03 ± 0.24 

B. subtilis 93.86 ± 0.32 86.68 ± 0.28 94.02 ± 0.30 

 
 2. การทำแหงดวยกระบวนการไลโอฟไลเซชันโดยใชไนโตรเจนเหลว 
 ผูวิจัยปรับปรุงกระบวนการไลโอฟไลเซชันโดยใชไนโตรเจนเหลว (Liquid Nitrogen) เขามาใชในการแชแข็งแบคทีเรียแทน
ข้ันตอน Primary Drying โดยใช 10% MSG เปนสารปองกันความเย็น แปรผันเวลาในการแชแข็งแบคทีเรียในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 
20 วินาที และ 30 วินาที และในข้ันตอน Secondary Drying แปรผันเวลาเปน 2 ช่ัวโมง, 3 ช่ัวโมง, 4 ช่ัวโมง และ 5 ช่ัวโมง เก็บรักษา
แบคทีเรียหลังกระบวนการไลโอฟไลเซชันของงานวิจัยนี ้เปนเวลา 24 เดือน ที ่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากผลการทดลอง
กระบวนการไลโอฟไลเซชันโดยใชไนโตรเจนเหลวพบวา พบวาลักษณะแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด หลังกระบวนการไลโอฟไลเซชันโดยใช
ไนโตรเจนเหลวแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิดจะเปนฟองอยูที่กนหลอด การรอดชีวิตของแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิดพบวาการรอดชีวิตลดลงอยางมี
นัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% E. coli และ S. aureus มีการรอดชีวิตมากกวา 94% ในขณะที่ B. subtilis มีการรอด
ชีวิตมากกวา 83% เมื่อเก็บรักษาเปนเวลา 24 เดือน ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากการแปรผันเวลาการแชไนโตรเจนเหลวและเวลา
ในขั้นตอน Secondary Drying พบวา การแชไนโตรเจนเหลว 30 วินาที รวมกับขั้นตอน Secondary Drying 3 ชั่วโมง การรอดชีวิต
ของ E. coli, S. aureus และ B. subtilis เทากับ 97.46 ± 0.53%, 96.89 ± 0.68% และ 91.54 ± 0.10% ตามลำดับ ซึ่งมีการรอด
ชีวิตที่ใกลเคียงกับกระบวนการไลโอฟไลเซชันวิธีมาตรฐานมากที่สุด ที่มีการรอดชีวิตของแบคทีเรียเทากับ 96.28 ± 0.25%, 98.15 ± 
0.33% และ 92.25 ± 0.17% ตามลำดับ เมื่อเก็บรักษาเปนเวลา 24 เดือน ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ภาพท่ี 1) 
 

 
ภาพท่ี 1 การรอดชีวิตของ E. coli, S. aureus และ B.subtilis หลังกระบวนการไลโอฟไลเซชันวิธีมาตรฐาน (Standard) และใช
ไนโตรเจนเหลว (LN = Liquid Nitrogen, SD = Secondary Drying) ดวยสารปองกันความเย็น 10% MSG เก็บรักษาเปนเวลา            
24 เดือน ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ตัวอักษรท่ีแตกตางกัน (a, b) หมายถึงความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับความ
เช่ือมั่น 95%) 
 
 

3. การทดสอบคุณสมบัติของแบคทีเรียหลังการทำแหงแบบเยือกแข็ง 
 จากการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและทดสอบคุณสมบัติของแบคทีเรียโดยทดสอบชีวเคมี และตรวจสอบความเปน
สุญญากาศของหลอดแอมพูลของแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด พบวาทุกภาวะกระบวนการไลโอฟไลเซชันและทุกเวลาการเก็บรักษา จะใหผล
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การทดสอบที่เหมือนกัน โดยแบคทีเรียแตละชนิดหลังกระบวนการไลโอฟไลเซชันมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติชีวเคมี 
เหมือนกับแบคทีเรียกอนกระบวนการไลโอฟไลเซชัน ดังแสดงในตารางท่ี 2 
 
ตารางท่ี 2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติชีวเคมีและความเปนสุญญากาศของหลอดแอมพูลของแบคทีเรีย 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา/

ชีวเคมี/ความเปนสุญญากาศ 
E. coli S. aureus B. subtilis 

ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศน ยอมติดสีแดง รูปรางแทง ยอมติดสีมวง รูปรางกลม ยอมติดสีมวง รูปรางแทงยาว สรางสปอร 
MR + + - 
VP - + + 
TSI acid butt/acid slant, Gas acid butt/acid slant alkaline butt/acid slant 

Citrate - + + 
การเคลื่อนท่ี + - + 

ความเปนสญุญากาศ + + + 
หมายเหตุ เครื่องหมาย + หมายถึง Positive result/หลอดเก็บเช้ือมีความเปนสุญญากาศ เครื่องหมาย - หมายถึง Negative result 
 
 สำหรับคาใชจายของกระบวนการไลโอฟไลเซชันวิธีมาตรฐานท่ีมีการแปรผันชนิดของสารปองกันความเย็นน้ัน พบวา MSG มี
ตนทุนตอหลอดต่ำที่สุด และเมื่อเปรียบเทียบตนทุนทั้ง 2 กระบวนการ พบวากระบวนการไลโอฟไลเซชันโดยใชไนโตรเจนเหลวนั้นมี
ตนทุนที่ต่ำกวากระบวนการไลโอฟไลเซชันวิธีมาตรฐานประมาณ 1 บาทตอหลอด โดยตนทุนของกระบวนการไลโอฟไลเซชันวิธี
มาตรฐานนั้นมีราคาหลอดละ 53.16 บาท ในขณะที่ตนทุนของกระบวนการไลโอฟไลเซชันโดยใชไนโตรเจนเหลวนั้นหลอดละ              
51.97 - 52.72 บาท โดยตนทุนท่ีคิดน้ีไมรวมคาอุปกรณและสารอาหารอ่ืนๆ คิดเฉพาะคาไฟฟาและสารปองกันความเย็น (ตารางท่ี 3) 
 
ตารางท่ี 3 เปรียบเทียบความคุมทุนคาใชจายของกระบวนการไลโอฟไลเซชันท่ีมีการแปรผันชนิดสารปองกันความเย็น 

วิธีการเก็บรักษา 
ตนทุนตอหลอด (บาท) 

Skim milk ซูโครส MSG 

Primary drying 3h+Secondary drying 2h 53.37 53.24 53.16 
Liquid nitrogen 20s+Secondary drying 2h - - 51.97 
Liquid nitrogen 30s+Secondary drying 2h - - 51.97 
Liquid nitrogen 20s+Secondary drying 3h - - 52.28 
Liquid nitrogen 30s+Secondary drying 3h - - 52.28 
Liquid nitrogen 20s+Secondary drying 4h - - 52.47 
Liquid nitrogen 30s+Secondary drying 4h - - 52.47 
Liquid nitrogen 20s+Secondary drying 5h - - 52.72 
Liquid nitrogen 30s+Secondary drying 5h - - 52.72 

 
สรุปผลการวิจัย  
 จากผลการทดสอบการเก็บรักษาแบคทีเรียดวยกระบวนการไลโอฟไลเซชันที่ใชขั้นตอน Primary Drying 3 ชั่วโมง และ
ข้ันตอน Secondary Drying 2 ช่ัวโมงของ E. coli, S. aureus และ B. subtilis พบวาในการเก็บรักษาเปนเวลา 6 เดือน ท่ีอุณหภูมิ 4
องศาเซลเซียส การใช 10% MSG เปนสารปองกันความเย็น ทำใหการรอดชีวิตของแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิดดีที่สุด โดยการรอดชีวิตของ E. 
coli, S. aureus และ B. subtilis เทากับ 99.02 ± 0.43%, 96.03 ± 0.24% และ 94.02 ± 0.30% ตามลำดับ ดังนั ้นการใช 10% 
MSG จึงเปนสารปองกันความเย็นท่ีเหมาะสมท่ีสุดสำหรับแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิดน้ี โดยใหการรอดชีวิตของแบคทีเรียดีท่ีสุด 
 จากการปรับปรุงกระบวนการไลโอฟไลเซชันโดยใชไนโตรเจนเหลวแทนขั้นตอน Primary Drying นั้นพบวาสามารถลด
ขั้นตอนการทำงานได 4 ขั้นตอนและลดระยะเวลาการทำงานได 2 ชั่วโมง จากเดิมที่กระบวนการไลโอฟไลเซชันวิธีมาตรฐานที่มี              
11 ขั้นตอนและใชเวลา 5 ชั่วโมง ขั้นตอนทีล่ดลงไมสงผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรีย การรอดชีวิตของแบคทีเรียยังใกลเคียงกับการ
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เก็บรักษาดวยกระบวนการไลโอฟไลเซชันวิธีมาตรฐาน ซึ่งกระบวนการไลโอฟไลเซชันโดยใชไนโตรเจนเหลว 30 วินาที และขั้นตอน 
Secondary Drying 3 ชั่วโมง ท่ีใช 10% MSG เปนสารปองกันความเย็น ใหการรอดชีวิตของแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิดดีที่สุด โดยการรอด
ชีวิตของ E. coli, S. aureus และ B. subtilis เทากับ 97.46 ± 0.53%, 96.89 ± 0.68% และ 91.54 ± 0.10% ตามลำดับ เมื่อเก็บ
รักษาเปนเวลา 24 เดือน ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 เมื่อตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและทดสอบคุณสมบัติของแบคทีเรียและตรวจสอบความเปนสุญญากาศของหลอด
แอมพูลของแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิดหลังกระบวนการไลโอฟไลเซชันวิธมีาตรฐานและกระบวนการไลโอฟไลเซชันโดยใชไนโตรเจนเหลว ท่ี
เก็บรักษาเปนเวลา 24 เดือน พบวา แบคทีเรียแตละชนิดมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติชีวเคมีเหมือนกับแบคทีเรียกอนการ
ทำแหงดวยกระบวนการไลโอฟไลเซชัน จากผลการทดสอบน้ีแสดงวาแบคทีเรียมีคุณสมบัติเหมือนเดิม นอกจากน้ียังสามารถเก็บรักษา
ไดระยะเวลานานถึง 24 เดือนเน่ืองจากแบคทีเรียในหลอดแอมพูลถูกเก็บในสภาวะสุญญากาศ ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
อภิปรายผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 ผลทดสอบจากงานวิจัยน้ีพบวา การใช 10% MSG เปนสารปองกันความเย็น ทำใหการรอดชีวิตของแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิดดี
ท่ีสุด ซึ่ง MSG เปนกรดอะมิโนท่ีมีมวลโมเลกุลขนาดเล็กสามารถเขาสูเซลลผานทางเยื่อหุมเซลลและชะลอการกอตัวของผลึกน้ำแข็งท้ัง
ในและนอกเซลล ควบคุมความดันออสโมติก และสามารถเขาไปทำปฏิกิริยากับหมูคารบอกซิลของโปรตีนเพื่อเพิ่มความเสถียรของ
โครงสรางจุลินทรียจึงสามารถปกปองจุลินทรียจากความเย็นจัดไดดี (Carvalho และคณะ, 2003) งานวิจัยของ Carvalho et al. 
(2003) ที่ใช MSG เปนสารปองกันความเย็นดวยกระบวนการไลโอฟไลเซชันเพื่อเก็บรักษาแบคทีเรีย 5 ชนิด ไดแก Lactobacillus 
bulgaricus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Enterococcus durans แ ล ะ  Enterococcus faecalis 
เปนเวลา 120 วัน ที ่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ในที่มืด โดยแบคทีเรียมีการรอดชีวิตเทากับ 95.25, 93.28, 97.59, 92.08 และ 
96.20% ตามลำดับ ซึ่งงานวิจัยนี้พบวา MSG เปนสารปองกันความเย็นที่มีประสิทธิภาพดีในการเก็บรักษาแบคทีเรียผลิตกรดแลคติก 
MSG ชวยเพิ่มการรอดชีวิตระหวางการเก็บรักษา เนื่องจากความเสถียรของโครงสรางโปรตีนระหวางหมูอะมิโนของ MSG กับหมูคาร
บอกซิลของโปรตีนของแบคทีเรีย นอกจากนี้ Lactobacillus acidophilus ATCC 4962 ที่เก็บรักษาดวยกระบวนการไลโอฟไลเซชัน
โดยใช MSG ความเขมขน 0.3% เปนเวลา 8 สัปดาห ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส จะรอดชีวิต 72.11% ซึ่งรอดชีวิตมากกวาการใช
ซูโครสเปนสารปองกันความเย็นและการไมเติมสารปองกันความเย็นระหวางกระบวนการไลโอฟไลเซชัน (Pyar และ Peh, 2014) 
สำหรับงานวิจัยของ Tanimomo และคณะ, 2016 ท่ีศึกษาการเก็บรักษา Bifidobacterium Crudilactis ดวยกระบวนการไลโอฟไลเซ
ชันในขั้นตอน Primary Drying 69 ชั่วโมง และ Secondary Drying 6 ชั่วโมง และใช MSG เปนสารปองกันความเย็น สามารถเก็บ
รักษาที ่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 6 เดือน ซึ ่งแบคทีเรียมีการรอดชีวิตประมาณ 90% สำหรับการปรับปรุง
กระบวนการไลโอฟไลเซชันโดยใชไนโตรเจนเหลวแทนขั้นตอน Primary Drying นั้น แบคทีเรียมีการรอดชีวิตสูงเทียบเทากับการใช
กระบวนการไลโอฟไลเซชันวิธีมาตรฐานหลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 เดือน โดยท่ีแบคทีเรียยังคง
คุณสมบัติเหมือนเดิมไมเปลี่ยนแปลง ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Strasser et al. (2009) ท่ีไดศึกษาการเก็บรักษาแบคทีเรียผลิตกรด
แลคติก 2 ชนิด คือ Enterococcus faecium และ Lactobacillus plantarum ดวยกระบวนการไลโอฟไลเซชันที่ใชสารปองกัน
ความเย็น 4 ชนิด คือ กลูโคส ซูโครส ทรีฮาโลส และมอลโตเดกตริน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4, 22 และ 35 องศาเซลเซียส พบวา
แบคทีเรียทั้ง 2 ชนิดนี้มีการรอดชีวิตไดดีที่สุดเมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และในที่มืด และงานวิจัยของ Shekh et al. 
(2020) ที่ใชกระบวนการไลโอฟไลเซชันในการทำแหง Lactobacillus plantarum GP ดวยสารปองกันความเย็นหลายชนิด ทั้งสาร
ปองกันความเย็นชนิดเดียวและผสม เชน แลกโลส ซูโครส และนมพรองมันเนย โดยเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 
เดือน พบวา Lactobacillus plantarum GP มีชีวิตรอดมากถึง 98% และยังคงคุณสมบัติเหมือนเดิม 
 กระบวนการไลโอฟไลเซชันโดยใชไนโตรเจนเหลวแทนข้ันตอน Primary Drying จะชวยลดระยะเวลาดำเนินการอยางมาก 
รวมท้ังประหยัดแรงงาน มีตนทุนคาใชจายต่ำ และลดคาใชจายของภาควิชาฯ ได สามารถนำกระบวนการไลโอฟไลเซชันท่ีปรับปรุงน้ีไป
ประยุกตใชกับแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบชนิดอ่ืน รวมท้ังยีสตและราชนิดอ่ืนท่ีใชสำหรับการเรียนการสอนและงานวิจยั
ของภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย สำหรับการวิจัยเพิ่มเติมในอนาคต มีการศึกษาการเก็บรักษา
จุลินทรียทุก ๆ ป เปนเวลาอยางนอย 5 ป ทดสอบภาวะการเก็บรักษาจุลินทรียที่อุณหภูมิหองและอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
เปรียบเทียบกับเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส รวมถึงการทดสอบสารปองกันความเย็นชนิดอื่น ๆ ทั้งแบบชนิดเดียวและผสม
เน่ืองจากความสามารถในการปองกันความเย็นของสารปองกันความเย็นแตละชนิดจะใหผลท่ีแตกตางกันในจุลินทรียแตสายพันธุ  
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