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บทคดัย่อ 

การทดสอบคุณสมบติัการเป็นโพรไบโอติกของแบคทีเรียแลกติกท่ีคดัแยกไดจ้าก
นมววัและนมแพะจ านวน 108 ไอโซเลท พบว่ามีแบคทีเรียแลกติกท่ีสามารถรอดชีวิตในสภาวะ
เลียนแบบกระเพาะอาหารท่ีพีเอช 3, 2 และ 1 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 ชัว่โมง  
ไดม้ากกวา่ร้อยละ 50 จ านวน 48, 29 และ 8 ไอโซเลท ตามล าดบั ทั้งน้ีมีแบคทีเรีย 8 ไอโซเลท ท่ี
สามารถรอดชีวิตไดม้ากกวา่ร้อยละ 50 ในสภาวะเลียนแบบล าไส้เล็กท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 4 ชัว่โมง แต่มีเพียง 7 ไอโซเลท ท่ีสามารถรอดชีวิตในสภาวะเลียนแบบกระเพาะอาหารและ
ล าไส้เล็กท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 7 ชั่วโมงแบบต่อเน่ืองไดม้ากกว่าร้อยละ 50 และ
แบคทีเรียแลกติกทั้ง 7 ไอโซเลท มีความสามารถในการเกาะติดต ่ากว่าร้อยละ 20 การทดสอบ
ความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือก่อโรค (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella 
typhimurium และ Listeria monocytogenes) พบวา่มีเพียง 3 ไอโซเลท (CM21, CM47 และ CM53) 
ท่ีสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคทุกสายพนัธ์ุท่ีทดสอบได ้ การทดสอบความสามารถในการผลิต
เอนไซม์ย่อยเกลือน ้ า ดี  พบว่าแบคทีเรียทั้ ง  3 ไอโซเลท สามารถย่อยเกลือน ้ า ดีชนิด 
glycodeoxycholate ได ้และมีเพียง 2 ไอโซเลท (CM21 และ CM53) ท่ีสามารถยอ่ยเกลือน ้ าดีชนิด 
glycocholate ได ้เม่ือน าแบคทีเรียแลกติกทั้ง 3 ไอโซเลท (CM21, CM47 และ CM53) มาท าการจดั
จ าแนกสายพนัธ์ุโดยการวิเคราะห์ล าดับเบสบนสาย 16s rDNA พบว่าทั้ง 3 ไอโซเลท เป็น 
Lactobacilus plantarum subsp. plantarum โดยมีค่าความเหมือนเท่ากบัร้อยละ 99.17, 99.79 และ 
98.91 ตามล าดบั จากนั้นน า Lactobacillus plantarum CM53 มาศึกษาผลของการห่อหุ้มดว้ย 
อลัจิเนตโดยวธีิอิมลัชนั, การห่อหุ้มดว้ยเพคตินและคาร์ราจีแนนโดยวิธีเอกซ์ทรูชนั และผลของการ
เติมซูโครสลงในวสัดุห่อหุ้ม พบวา่การห่อหุ้ม Lactobacillus plantarum CM53 ดว้ยอลัจิเนตร้อยละ 
3 ท่ีไม่เติมซูโครส และการห่อหุ้มดว้ย low methoxy เพคติน ร้อยละ 5 ร่วมกบัการเติมซูโครส 
ร้อยละ 5 มีประสิทธิภาพในการห่อหุ้มสูง สามารถปกป้องเซลล์ในสภาวะแช่เยือกแข็งไอศกรีมได ้
สามารถปกป้องเซลล์ในสภาวะเลียนแบบทางเดินอาหารได ้ และสามารถปลดปล่อยเซลล์ไดสู้งใน
สภาวะเลียนแบบล าไส้เล็กส่วนต้น จากนั้ นท าการผลิตไอศกรีมวานิลลาเสริมโพรไบโอติก  
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Lactobacillus plantarum CM53 ท่ีถูกห่อหุ้มดว้ยวสัดุพยุงท่ีคดัเลือกทั้ง 2 ชนิด และเซลล์อิสระ 
พบว่าการห่อหุ้มดว้ยอลัจิเนตร้อยละ 3 สามารถปกป้องเซลล์ไดดี้ท่ีสุดในสภาวะการผลิตและเก็บ
รักษาไอศกรีม โดยมีจ านวนเซลล์ท่ีมีชีวิตคงท่ีตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา นาน 8 สัปดาห์  
เม่ือน ามาทดสอบลกัษณะทางกายภาพ ชีวภาพ และประสาทสัมผสัของไอศกรีมเสริมโพรไบโอติก 
พบว่าไอศกรีมเสริมโพรไบโอติกท่ีห่อหุ้มดว้ยอลัจิเนตมีค่าทางกายภาพไม่แตกต่างจากชุดควบคุม 
(ไอศกรีมเสริมเซลล์โพรไบโอติกแบบอิสระ) มีค่าทางชีวภาพไม่เกินค่ามาตรฐาน และผูบ้ริโภคให้
การยอมรับไอศกรีมเสริมโพรไบโอติกท่ีห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนต 
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Abstract 

Probiotic testing of 108 isolates of lactic acia bacteria (LAB) isolated from cow 
and goat milk showed that there were 48, 29 and 8 isolates could survive more than 50 percent in 
simulated gastric juice at pH 3, 2 and 1 at 37°C for 3 h, respectively. Moreover, all 8 isolates 
could survive more than 50 percent in simulate intestinal tract condition at 37°C for  
4 h. However, only 7 isolates could survive more than 50 percent in continuous simulate 
gastrointestinal tract condition at 37°C for 7 h and showed less than 20 percent hydrophobicity. 
Among them, 3 isolates (CM21, CM47 and CM53) exhibited antimicrobial activity against all 
pathogenic bacteria (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium and 
Listeria monocytogenes). These LAB were able to hydrolyze glycodeoxycholate and only 2 of 
them (CM21 and CM53) were able to hydrolyze glycocholate. All 3 isolates (CM21, CM47 and 
CM53) were identified by 16S rDNA sequencing as Lactobacillus plantarum subsp. plantarum 
with similarity of 99.17, 99.79 and 98.91, respectively. Accordingly, Lactobacillus plantarum 
CM53 was selected to study the effect of encapsulation with alginate by emulsion technique,  
low-methoxy pectin and carrageenan by extrusion technique and the effect of addition of sucrose.  
The encapsulation with 3% alginate without sucrose and 5% low methoxy pectin with 5% sucrose 
showed high encapsulation efficiency, survival ability in the freezing condition of ice cream and 
gastrointestinal tract condition and releasing ability in simulated small intestine (jejunum) 
condition. Then the study of the production of probiotic fortified ice cream with Lactobacillus 
plantarum CM53 in 3 forms (free cells, cells encapsulated with 3% alginate without sucrose and 
cells encapsulated with 5% low methoxy pectin with 5% sucrose) were evaluated. It was found 
that cells encapsulated with 3% alginate showed the highest protection during production and 
storage of ice cream as the number of encapsulated Lactobacillus plantarum CM53 was 
constanted throughout the storage time for 8 weeks. The ice cream fortified with probiotic cells 
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encapsulated with alginate showed the physical characteristic not difference form the control (ice 
cream fortified with free cell). The microbiological quality of ice cream fortified with 
encapsulated cells does not excess the standard requirement. Moreover, the sensory test showed 
that the consumers accepted the ice cream fortified with probiotic cells encapsulated with 
alginate. 
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บทที่ 1  

บทน า 

บทน าต้นเรื่อง  

โพรไบโอติก (Probiotic) เป็นจุลินทรีย์ที่มีชีวิต เมื่อบริโภคในปริมาณที่เพียงพอจะ
ก่อให้เกิดประโยชน์ต่อสุขภาพ โดยช่วยควบคุมสมดุลของจุลินทรีย์ในทางเดินอาหาร ป้องกันความ
ผิดปกติในระบบทางเดินอาหาร ลดการเกิดโรคลําไส้อักเสบ ลดการเกิดมะเร็ง ลดการแพ้น้ําตาล 
แลกโตส ลดปริมาณคอเลสเตอรอลในเลือด ลดผลข้างเคียงจากยาปฏิชีวนะที่มีต่อลําไส้ และช่วย
กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันให้ดีขึ้น (พระราชบัญญัติอาหาร พ.ศ. 2522ก, 2554; Begley et al., 2006; 
Fuller, 1989) จุลินทรีย์โพรไบโอติกต้องมีคุณสมบัติดังนี้ ทนต่อสภาวะที่เป็นกรดในกระเพาะ
อาหาร ทนต่อเกลือน้ําดีในลําไส้ สามารถผลิตกรดแลกติก ยึดเกาะกับผนังลําไส้ได้ และสร้างสาร
ยับยั้งแบคทีเรียชนิดอ่ืนได้ (อัจฉรา หนูเพรช, 2546)  

ผลิตภัณฑ์เสริมโพรไบโอติกเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเพื่อสุขภาพที่ได้รับความนิยม
ในปัจจุบัน โดยในปี 2554 มีมูลค่าการตลาดรวมมากกว่า 2 หมื่นล้านดอลลาร์ (Marketsandmarkets, 
2013) อุตสาหกรรมอาหารมีการนําโพรไบโอติกมาประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์หลายชนิด เช่น 
ผลิตภัณฑ์นมและนมเปร้ียวพร้อมดื่มประเภทพาสเจอไรส์ โยเกิร์ต ชีส และผลิตภัณฑ์นมผง เป็นต้น 
(สยามธุรกิจ, 2556) ผลิตภัณฑ์ไอศกรีมเป็นผลิตภัณฑ์นมชนิดหนึ่ง มีค่าทางโภชนาการสูงมีกรด 
อะมิโนจํ า เป็ นครบ ถ้วน และเป็ นแหล่ งสํ าคัญของก รดอะ มิโนทริปโตเฟนแล ะไลซีน  
(พัชรินทร์ รักถาวร, 2542) นอกจากนีไ้อศกรีมถือเป็นของหวานที่มีความเป็นสากล ได้รับความนิยม
จากคนทั่วโลก ตั้งแต่เด็กจนถึงผู้ใหญ่ ตลาดไอศกรีมปี 2555 มีมูลค่าสูงถึง 16,500 ล้านบาท  
และมีแนวโน้มการขยายตัวเพิ่มสูงขึ้น (ฐานเศรษฐกิจออนไลน์, 2555) จึงมีความเป็นไปได้ที่จะเสริม
จุลินทรีย์โพรไบโอติกลงไป (Homayouni et al., 2008b) 

อย่างไรก็ตามการเสริมจุลินทรีย์โพรไบโอติกลงในผลิตภัณฑ์อาหาร มักประสบ
ปัญหา เนื่องจากโพรไบโอติกที่เสริมลงไปเกิดการบาดเจ็บ หรือไม่สามารถรอดชีวิตได้ในระหว่าง
กระบวนการผลิตและเก็บรักษา และเมื่อโพรไบโอติกเหล่านี้ผ่านเข้าสู่ร่างกาย ต้องผ่านระบบย่อย
อาหารที่มีสภาวะเป็นกรดและเอนไซม์เปปซินในกระเพาะอาหาร รวมทั้งสภาวะเป็นด่าง เกลือน้ําดี 
และเอนไซม์เพนครีเอตินในลําไส้เล็ก ปัจจัยเหล่านี้ล้วนส่งผลให้จํานวนโพรไบโอติกที่มีชีวิตลด
จํานวนลง จนอาจไม่เพียงพอที่จะก่อประโยชน์ต่อสุขภาพของมนุษย์ได้ ตามข้อกําหนดของ
กระทรวงสาธารณสุข ผลิตภัณฑ์ที่จัดอยู่ในกลุ่มผลิตภัณฑ์โพรไบโอติก  ต้องมีจํานวนจุลินทรีย์ 
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โพรไบโอติกที่มีชีวิตไม่น้อยกว่า 6 Log Colony Forming Unit (CFU) ต่ออาหาร 1 กรัม ตลอดอายุ
การเก็บรักษาของอาหาร (พระราชบัญญัติอาหาร พ.ศ. 2522ก, 2554) การห่อหุ้มโพรไบโอติก 
(Encapsulation) คือ กระบวนการที่เซลล์โพรไบโอติกถูกห่อหุ้มให้อยู่ในรูปของแคปซูลด้วยพอลิ -
เมอร์เป็นชั้นบางๆ เกิดเป็นไมโครแคปซูลซึ่งมีขนาดเล็ก ชั้นพอลิเมอร์บางๆ ที่นํามาหุ้มจะเป็นตัว
ป้องกันเซลล์ไม่ให้สัมผัสกับสภาวะที่เป็นอันตราย และปลดปล่อยเซลล์ที่อยู่ภายในออกมาใน
สภาวะที่ต้องการ  

งานวิจัยนี้ทําการคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกจาก
นมวัว และนมแพะ รวมทั้งศึกษาชนิด และความเข้มข้นของวัสดุห่อหุ้มที่เหมาะสมสําหรับห่อหุ้ม
โพรไบโอติกที่คัดเลือกได้ โดยสามารถป้องกัน และปลดปล่อยเซลล์โพรไบโอติกในสภาวะ
เลียนแบบทางเดินอาหารได้ รวมทั้งสามารถปกป้องเซลล์โพรไบโอติกที่คัดเลือกได้ในสภาวะการ
ผลิต และเก็บรักษาไอศกรีม แล้วทําการผลิตไอศกรีมเสริมโพรไบโอติกที่ถูกห่อหุ้ม 
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การตรวจเอกสาร 

1.โพรไบโอติก  
โพรไบโอติก หมายถึง จุลินทรีย์ที่มีชีวิต อาจมีเพียงสายพันธุ์เดียวหรือ 

เป็นส่วนผสมของจุลินทรีย์หลายสายพันธุ์  จุลินทรีย์เหล่านี้อาจอยู่ในรูปของเซลล์แห้งจาก
กระบวนการระเหิดแห้ง (Freeze-dried cells) หรืออยู่ในรูปผลิตภัณฑ์หมัก เมื่อร่างกายได้รับ 
ในปริมาณที่เพียงพอจะทําให้เกิดผลที่เป็นประโยชน์ต่อสุขภาพ โดยช่วยปรับปรุงคุณสมบัติของ
จุลินทรีย์ดั้งเดิมที่อาศัยอยู่ในลําไส้ให้สมดุล และส่งเสริมการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์เจ้าถิ่น 
ที่มีประโยชน์ (พระราชบัญญัติอาหาร พ.ศ. 2522ก, 2554; Mohammadi et al., 2011) 

1.1 คุณสมบัติของจุลินทรีย์โพรไบโอติก 
จุลินทรีย์ที่เป็นโพรไบโอติกต้องมีคุณสมบัติที่สําคัญดังนี้  
1.1.1 สามารถทนต่อสภาวะที่เป็นกรดในกระเพาะอาหาร 

กระเพาะอาหารมีค่าพี เอชอยู่ที่ประมาณ 1-3 ซึ่ง เกิดจากร่างกายหลั่งกรด 
ไฮโดรคลอริก และเอนไซม์เปปซินถูกสร้างขึ้นเพื่อช่วยในการย่อยอาหาร ค่ าพีเอชที่ต่ําและการ
ทําลายแบคทีเรียของเอนไซม์เปบซิน มีผลต่อการมีชีวิตรอดของแบคทีเรียเมื่อผ่านกระเพาะไปถึง
ลําไส้ (Huang and Adams, 2004) โดยทั่วไปความสามารถในการต้านทานต่อกรด และพีเอชจะ
ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของโพรไบโอติก โดย Bifidobacteria มีความสามารถในการทนต่อกรดหรือ 
พีเอชน้อยกว่า Lactobacillus จากรายงานพบว่า Lactobacillus acidophilus เป็นสายพันธุ์ที่มี 
ไซโทพลาสมิกเมมเบรน (Cytoplasmic membran) มีคุณสมบัติเป็นบัฟเฟอร์สูง (pH 3.72-7.74) ช่วย
ให้ทนต่อการเปลี่ยนแปลงของพีเอช และมีความคงตัวภายใต้สภาวะกรด นอกจากนี้อิทธิพลของ
เอนไซม์ โดยเฉพาะ H+-ATPase จะมีผลต่อการรอดชีวิตของโพรไบโอติกสายพันธุ์ต่างๆ ในสภาวะ
กรดด้วย (Mohammadi et al., 2011) 

1.1.2 สามารถทนต่อเกลือน้ําดี (bile salt) ในลําไส้เล็ก 
เกลือน้ําดี คือโซเดียมไกลโคโคลเลท (Sodium glycocholate) และโซเดียมทอโร-

โคลเลท (Sodium taurocholate) ถูกสร้างขึ้นมาจากโคเลสเตอรอลโดยตับ สารเหล่านี้จะถูกหลั่งเป็น
น้ําดีโดยเซลล์ตับผ่านทางท่อน้ําดี (Bile duct) เข้าสู่ถุงน้ําดี (Gallbladder) ช่วยย่อยสารอาหาร
ประเภทไขมันในลําไส้เล็กของคนและสัตว์ (Taranto et al., 1996) น้ําดีที่ถูกหลั่งเข้าสู่ลําไส้เล็ก 
ส่วนต้น จะมีความเข้มข้นอยู่ในช่วงร้อยละ 1.5-2.0 ในชั่วโมงแรกของการย่อยอาหาร จากนั้นความ
เข้มข้นจะลดลงจนถึงประมาณร้อยละ 0.3 (Noriega et al., 2004) จากรายงานของ Shirota (1962 
 อ้างโดย พัชรวรรณ รัตนอุบล, 2552) พบว่า Lactobacillus ที่มีสามารถทนเกลือน้ําดีสูง ได้แก่ 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9E%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%8A
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%82%E0%B8%8B%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A1%E0%B9%84%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%95&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%82%E0%B8%8B%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A1%E0%B8%97%E0%B8%AD%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%95&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%82%E0%B8%8B%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A1%E0%B8%97%E0%B8%AD%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%95&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%97%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%94%E0%B8%B5&action=edit&redlink=1
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Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus fermenti, Lactobacillus acidophilus และ Lactobacillus 
casei โดยสามารถทนเกลือน้ําดไีด้ที่ความเข้มข้นร้อยละ 2, 4, 10, 12 และ 15 ตามลําดับ  

1.1.3 สามารถเกาะติดกับเยื่อบุผนังลําไส้  
เมื่อโพรไบโอติกเข้าสู่ลําไส้ของมนุษย์และสัตว์จะสามารถก่อประโยชน์ได้มาก

หรือน้อยขึ้นอยู่กับความสามารถในการเกาะติดกับเนื้อเยื่อบุผิวของลําไส้ (Printo et al., 1983;  
Blay et al., 2004) การเคลือบของโพรไบโอติกที่ผนังทางเดินอาหารจะทําให้การย่อยอาหาร และ
การดูดซึมเป็นไปอย่างปกติ Gusils และคณะ (1999 อ้างโดย มงคล ถิรบุญยานนท์ และปิยะนุช  
เนียมทรัพย์, 2550) รายงานว่า Lactobacillus animalis และ Lactobacillus fermentum  
มีความสามารถในการเกาะติดกับเซลล์อิพิทีเลียม (Epithelium) ของกระเพาะ ลําไส้เล็ก และลําไส้
ใหญ่ได้ โพรไบโอติกที่มีประสิทธิภาพดี ต้องสามารถแข่งขันกับจุลินทรีย์ก่อโรคในเข้ายึดเกาะผนัง-
ลําไส้ โดยปกติแล้วจุลินทรีย์ก่อโรคจะเข้าเกาะและต่อต้านการเคลื่อนที่ของลําไส้ที่มีการบีบตัว 
เพื่อให้อาหารเคลื่อนที่ในลักษณะลูกคลื่น (Segmentation) จากการศึกษาของ Rinkinen และคณะ 
(2003) พบว่า Lactobacillus rhamnosus GG, Bifidobacterium lactis Bb12, Lactobacillus pentosus 
UK1A, Lactobacillus pentosus SK2A, Enterococcus faecium M74 และ Enterococcus faecium 
SF273 สามารถแข่งขันกับ Clostridium perfringens ในการเข้าเกาะติดกับผนังลําไส้เล็กได้ดี  
โดยสามารถลดอัตราการเกาะติดจากร้อยละ 79.1 เป็นร้อยละ 53.7 ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษา
ของ Collado และคณะ (2007) ที่ได้ทําการศึกษาความสามารถในการเกาะติดกับมูคัส (Mucus) 
ลําไส้เล็กของโพรไบโอติก 4 สายพันธุ์คือ Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus rhamnosus 
LC705, Bifidobacterium breve 99 และ Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii JS และ
เชื้อก่อโรค 7 สายพันธุ์ คือ Bacillus vulgates, Clostridium histolyticum, Clostridium diffcile, 
Staphylococcus aureus, Eschirichia coli, Salmonella enterica serovar Typhimurium และ Listeria 
monocytogenes โดยการเพาะเลี้ยงร่วมกันที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง พบว่า
ความสามารถในการเกาะติดของเชื้อโพรไบโอติกและ เชื้อก่อโรคมีความแตกต่างกันอย่างมี-
นัยสําคัญ (P<0.05) และการใช้โพรไบโอติก ร่วมกันทั้ง 4 สายพันธุ์สามารถยับยั้งการเกาะติดของ
เชื้อก่อโรคได้ทุกสายพันธุ์  

1.1.4 สามารถสร้างสารต่อต้านเชื้อก่อโรค 
โพรไบโอติกสามารถสร้างสารต่อต้านเชื้อก่อโรคทั้งที่เป็น primary metabolite 

เช่น กรดอินทรีย์ และ secondary metabolite เช่น ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และแบคเทอริโอซิน เป็น
ต้น Arihana และคณะ (1998) พบว่า Lactobacillus gasseri ซึ่งเป็นแบคทีเรียโพรไบโอติกที่พบได้
มากในทางเดินอาหารของคนและสัตว์ สามารถลดการแพร่กระจายของ Staphylococcus aureus 
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และสร้าง enterotoxin ในระหว่างการหมักไส้กรอกได้ นอกจากนี้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ หรือ  
แบคเทอริโอซินที่ถูกสร้างขึ้น จะทําให้เกิดสภาวะที่ไม่เหมาะกับการเจริญของ Staphylococcus 
aureus (พัชรวรรณ รัตนอุบล, 2552) และ Lactobacillus reuteri สามารถผลิต รูทีริน (Reuterin)  
เป็นสารโมเลกุลต่ําที่ไม่ใช่โปรตีนสามารถละลายได้ดีที่พีเอชเป็นกลาง สามารถยับยั้งแบคทีเรีย 
แกรมบวกและแกรมลบ ยีสต์ รา และโปรโตซัว ได้ (Dasechel and Klaenhammer, 1989) 

1.2 ประโยชน์ของโพรไบโอติก 
บทบาทหลักของโพรไบโอติกต่อสุขภาพไม่ได้เป็นการรักษา แต่เป็นการป้องกัน 

ปัญหาสุขภาพต่าง ๆ ที่อาจเกิดขึ้นได้ แบคทีเรียโพรไบโอติก เช่น Lactobacillus. acidophilus, 
Enterococcus faecalis, Streptococcus thermophilus และ Bifidobacterium bifidum เป็นแบคทีเรียที่
อาศัยอยู่ในลําไส้เล็กและลําไส้ใหญ่ ทําหน้าที่ช่วยย่อยอาหารและผลิตสารอาหารที่ดีมีประโยชน์ 
ได้แก่ กรดอะมิโน กรดแลกติก พลังงาน วิตามินเค วิตามินบี และสารปฏิชีวนะธรรมชาติหลายชนิด 
ซึ่งก่อประโยนช์ต่อร่างกาย (ธารารัตน์ ศุภศิริ, 2542) เมื่อสัตว์ได้รับโพรไบโอติกเข้าสู่ร่างกายแล้ว  
โพรไบโอติกจะผ่านเข้าสู่กระเพาะอาหาร จะเจริญและแข่งขันกับเชื้อก่อโรคในการยึดเกาะกับเยื่อบุ-
ทางเดินอาหาร และเพิ่มจํานวนบนเยื่อบุลําไส้ โดยเฉพาะผนังลําไส้เล็กทุกส่วน ซึ่งจะแทรกตัวอยู่ที่
ร่องผนัง (Villi) จึงช่วยลดการเกาะกลุ่มของเชื้อก่อโรค และทําให้เกิดการขับเชื้อก่อโรคออกจาก
ทางเดินอาหาร นอกจากนี้โพรไบโอติกจะอาศัยอาหารจากลําไส้ เพื่อใช้เจริญเติบโต ทําให้สภาวะ
แวดล้อมในลําไส้มีสภาพเป็นกรด ส่งผลให้เชื้อก่อโรคซึ่งมักไม่ทนกรดไม่สามารถเจริญเติบโตได้ 
และสามารถผลิตสารต้านเชื้อแบคทีเรียก่อโรค เช่น กรดอินทรีย์ แบคเทอริโอซิน ไฮโดรเจนเปอร์-
ออกไซด์ และสารชนิดอ่ืน ๆ ช่วยปรับสมดุลจุลินทรียท์ที่มีประโยชน์ให้สามารถควบคุมจุลินทรีย์
ก่อโรคในระบบทางเดินอาหารได้ นอกจากนี้ยังส่งผลดีต่อสุขภาพในด้านอ่ืนๆ เช่น ช่วยลดระดับ
โคเลสเตอรอลในเลือด ช่วยป้องกันการติดเชื้อและช่วยกระตุ้นหน้าที่ของระบบภูมิคุ้มกัน ซึ่งกลไก
การกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย เร่ิมจากเมื่อโพรไบโอติกเข้าสู่ร่างกายจะกลายเป็นสิ่ง -
แปลกปลอมในร่างกาย จึงกระตุ้นเม็ดเลือดขาว ชนิดโมโนไซต์ ที่ไหลเวียนตามหลอดเลือด  
ให้เคลื่อนที่มายังตําแหน่งที่เชื้อโรครุกล้ําเข้ามาสู่ร่างกาย แล้วโมโนไซต์ก็เติบโตเป็นแมคโครฟาจ 
เพื่อกินเชื้อโรคนั้น และสามารถผลิตสารเคมีคล้ายฮอร์โมนที่ทําหน้าที่สื่อสารระหว่างเซลล์  
ที่เกี่ยวข้องกับการทําลายเชื้อโรค เช่น ไซโตคายน์ ชนิดแกมมาโกลบูลิน เอ (Immunoglobulin A; 
IgA)  อินเตอร์ลิวคิน (Inter-leukin) และทูเมอนิวโครซีสแฟคเตอร์ แอลฟา (Tumor Necrosis Factor; 
TNF-α) ทําให้การสื่อสารกับเนื้อเยื่อน้ําเหลืองในชั้นใต้เยื่อบุลําไส้ดียิ่งขึ้น  ส่งผลให้การสร้างสาร
ป้องกันและกระตุ้นภูมิคุ้มกันเข้าสู่ภาวะสมดุล นําไปสู่การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันแบบ
ป้องกันมากกว่าการตอบสนองแบบก่อการอักเสบหรือภูมิแพ้ ทําให้เนื้อเยื่อที่อักเสบบรรเทาลง และ
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ซ่อมแซมเซลล์ร่างกายที่บาดเจ็บให้ฟื้นตัวเร็วขึ้น (ไชยวัฒน์ ไชยสุต และ ศศิธร ศิริลุน, 2553; 
Ouwehand et al., 1999) ช่วยป้องกันการเกิดมะเร็ง ในลําไส้ โดยอาศัยกลไกต่าง ๆ เช่น อาจช่วยกด
การทํางานของสารก่อมะเร็ง ลดสารเมแทบอไลต์ที่ไม่พึงประสงค์ เช่น แอมโมเนียม อินโดล  
สแกโทล และลดปริมาณเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการก่อมะเร็ง (Procarcinogenic enzyme) ในลําไส้
ใหญ่ โพรไบโอติกยังอาจควบคุม หรือยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่สร้างสารหรือเอนไซม์ที่
เกี่ยวข้องกับการก่อมะเร็งได้ และมีผลต่อการ เคลื่อนไหวหรือการบีบตัวของลําไส้ ทําให้กําจัดสาร
ก่อการกลายพันธุ์ สารก่อมะเร็งให้ออกจากร่างกายได้เร็วขึ้น ช่วยลดอาการแพ้น้ําตาลเเลกโตส 
รวมทั้งช่วยเพิ่มคุณค่าทางอาหารโดยช่วยให้ระบบย่อยอาหารให้ทํางานได้ดีขึ้น และช่วยบังคับการ
เคลื่อนที่ภายในระบบทางเดินอาหาร โพรไบโอติกไม่ได้จํากัดการใช้เฉพาะในทางเดินอาหาร
เท่านั้น อาจจะมีผลต่อระบบอ่ืน ๆ เช่น ทางเดินหายใจส่วนต้น ระบบปัสสาวะ และระบบสืบพันธุ์  
เป็นต้น (ศุภศิลป์ มณีรัตน์, 2551; ไชยวัฒน์ ไชยสุต และศศิธร ศิริลุน, 2553; Mohammadi et al., 
2011) ประโยชน์ของโพรไบโอติกโดยสรุปแสดงดัง Table 1 

Table 1 Potential clinical targets of probiotic intervention 
Effect Potential mechanism Potential risks 

Nutritional management of 

acute diarrhoea 

Reduction in the duration of rotavirus 

shedding, normalization of gut 

permeability and microbiota 

Risk related to host and strain 

characteristics 

Nutritional management of 

allergic disease Inflammatory 

bowel disease 

Degradation/structural modification of 

enteral antigens, normali- zation of the 

properties of aberrant indigenous 

microbiota and of gut barrier 

functions, local and systemic 

inflammatory response, increase in the 

expression mucins 

Strains with proinflammatory 

effects/adverse effects on 

innateimmunity Translocation 

/infection 

Reducing the risk of infectious 

disease 

Increase in IgA-secreting cells against 

rotavirus, the expression of mucins 

Risk related to host and strain 

characteristics 

Reducing the risk of allergic 

/inflammatory dissease  

Promotion of gut barrier functions, 

anti-inflammatory potential, 

regulation of the secretion of 

inflammatory mediators, and 

promotion of development of the 

immune system 

Directing the microbiota 

towards other adverse 

outcomes/directing the 

immune responder type to 

other adverse outcomes 

Source: Isolauri et al. (2004) 
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1.3 แหล่งของโพรไบโอติก 
จุลินทรีย์โพรไบโอติกนั้นมีประโยชน์มากมายต่อสิ่งมีชีวิต แต่การที่จะได้มาซึ่ง 

โพรไบโอติกที่ดี และมีประสิทธิภาพ จะต้องมีการคัดเลือก และศึกษาคุณสมบัติของการเป็น 
โพรไบโอติก เพื่อให้ได้สายพันธุ์ที่มีความปลอดภัย และมีประสิทธิภาพในการส่งเสริมสุขภาพ 
แหล่งที่มาของจุลินทรีย์โพรไบโอติกเป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่สําคัญ เนื่องจากโพรไบโอติกที่มาจาก
แหล่งที่แตกต่างกันมีความสามารถในการเจริญได้ในสภาวะที่แตกต่างกัน 

1.3.1 มนุษย์  
จุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์มี 2 กลุ่ม ทั้งที่ก่อประโยชน์

ต่อร่างกาย เช่น Lactobacilli และ Bifidobacteria และที่ให้โทษต่อร่างกาย เช่น Clostridia และ 
Staphylococci ซึ่งการเจริญ และเพิ่มจํานวนของจุลินทรีย์แต่ละกลุ่มส่งผลต่อสุขภาพของมนุษย์  
โดยถ้ากลุ่มจุลินทรีย์ที่ให้โทษมีปริมาณมากกว่าจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์จะทําให้ร่างกายเกิดโรคต่าง 
ๆ เช่น ท้องเสีย ท้องร่วง โดยปกติกลุ่มจุลินทรีย์ที่เป็นประโยชน์จะทําหน้าที่ในการรักษาสมดุล
จุลินทรีย์ในทางเดินอาหาร โพรไบโอติกที่พบในมนุษย์ ส่วนใหญ่พบในบริเวณทางเดินอาหารซึ่ง
จํานวนจุลินทรีย์ในทางเดินอาหารแต่ละชนิดแตกต่างกัน โดยบริเวณดูโอดินัน (Duodenum)  
มีประมาณ 3-4 Log CFU/g ส่วนเจจูนัม (Jejunum) มีประมาณ 5-7 Log CFU /g และบริเวณลําไส้
เล็กส่วนปลาย (Ileum) พบประมาณ 7-8 Log CFU/g และในส่วนลําไส้ใหญ่จะมีจํานวนของ
จุลินทรีย์หนาแน่นที่สุด คือประมาณ 10-11 Log CFU /g แสดงดัง Figure 1 แต่ละบุคคลจะมีชนิด
และปริมาณจุลินทรีย์ประจําถิ่นแตกต่างกันขึ้นกับหลายปัจจัย เช่น วัย สุขภาพ วิถีชีวิต และรูปแบบ
การบริโภค  เป็นต้น เช่น ทารกเมื่อแรกคลอดจะพบจุลินทรีย์ชนิดดี คือ Lactobacilli จํานวนมาก 
ต่อมาจะลดลงเมื่อทารกมีอายุเพิ่มขึ้น ทารกที่ดื่มนมแม่ในช่วง 7 วันแรก จะพบ Bifidobacteria 
ภายในลําไส้สูง โดยทารกที่ดื่มนมมารดา จะมีปริมาณของ Bifidobacteria อยู่มากกว่าทารกที่ดื่มนม
ผง ส่งผลให้ทารกกลุ่มนี้มีภูมิคุ้มกันที่ดี นอกจากนี้น้ํานมแม่มีองค์ประกอบของโอลิโกแซคคาไรด์ 
(Oligosaccharides) ชนิดกาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (Galactooligosaccharides) เป็นองค์ประกอบ
ที่มีคุณสมบัติเป็นสารพรีไบโอติก สามารถกระตุ้นการเจริญในแบคทีเรียกลุ่ม Bifidobacteria ได้ 
(นิรัญญา บุญต้ิน, 2550) 
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Figure 1 The numerically dominant microbial genera in the adult human gastrointestinal tract 
Source: Isolauri et al. (2004) 

1.3.2 สัตว์  
ส่วนใหญ่แบคทีเรียโพรไบโอติกจะพบมากในบริเวณทางเดินอาหารของสัตว์ 

เนื่องจากบริเวณนี้มีสภาวะที่ส่งเสริมให้แบคทีเรียกลุ่มนี้เจริญได้ดี นิรัญญา บุญติ้น (2550) ได้แยก
จุลินทรีย์โพรไบโอติกจากทางเดินอาหารของสัตว์ทะเล ประกอบด้วย ปลา กุ้ง และปู รวม 20 ชนิด 
พบว่าสามารถแยกแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกได้ 3 สายพันธุ์ ได้แก่ Pediococcus 
pentosaceus APa4, Pediococcus pentosaceus Ala 1 และ Enterococcus faecium ARa1 โดย
แบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ สามารถยับยั้ง Listeria monocytogenes ได้ หทัยรัตน์ มุสิกสังข์ (2551) ได้
แยกแบคทีเรียแลกติกที่เป็นโพรไบโอติกจากทางเดินอาหารของไก่กระทง อายุประมาณ 40-50 วัน 
และไก่พื้นเมืองอายุประมาณ 3-4 เดือน สามารถแยกแบคทีเรียแลกติกได้ทั้งหมด 548 ไอโซเลท  
เมื่อนํามาทดสอบคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกเบื้องต้น และประสิทธิภาพการย่อยโปรตีน ไขมัน 
และแป้ง พบว่าสามารถคัดแยกแบคทีเรียโพรไบโอติกที่มีคุณสมบัติดังกล่าวได้ 5 สายพันธุ์ ได้แก่ 
Enterococcus sp., Eenterococcus lactis, Eeterococcus faecium, Enterococcus faecium และ 
Pideococcus pentosaceus  

1.3.3 ผลิตภัณฑ์อาหาร  
ผลิตภัณฑ์อาหารเป็นแหล่งธรรมชาติของโพรไบโอติก ส่วนใหญ่พบมากใน

ผลิตภัณฑ์นม เช่น โยเกิร์ต และนมดิบ Sieladie และคณะ (2011) ได้คัดแยกแบคทีเรีย 
โพรไบโอติกจากนมวัวดิบ 32 ตัวอย่าง พบว่า สามารถคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถทนกรดที่พีเอช 2 
และ 3 และเกลือน้ําดีได้ร้อยละ 0.2 และ 0.4 (W/V) ได้ทั้งหมด 15 ไอโซเลท จากการศึกษาของ 

Oesophagus 

No Own microbiota 

Microbes from food and oral cavity Stomach 

104 CFU/g 

Candida albicans 
Helicobacter pytori 

Streptococus 

Jejunum 

105 – 107 CFU/g 
Bacteroides 

Candida albicans 

Lactobacillus 

Streptococus 

Ileum 

107 - 108 CFU/g 

Bacteroides 
Clostridium 

Enterobacteriaceas 

Enterotococus 
Lactobacillus 

Veillonella 

Duodenum 

103 – 104CFU/g 
Bacteroides 

Candida albicans 

Lactobacillus 
Streptococcus 

 

Colon 

1010 – 1011CFU/g 

Bacteroides 
Bacillus 

Clostridium 

Enterococcus 

Eubacterium 

Peptostreptococcus 

Ruminococcus 
Streptococcus 
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Maragkoudakis และคณะ (2006) สามารถคัดเลือกแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกจาก
ผลิตภัณฑ์นมได้ 3 สายพันธุ์ ได้แก่ Lactobacillis casei Shirita ACA-DC 6002, Lactobacillus 
paracasei subsp. tolerans ACA-CD 4037 และ Lactobacillus. plantarum ACA-DC 146 นอกจาก
ผลิตภัณฑ์นมแล้ว อาหารหมักถือได้ว่าเป็นแหล่งของโพรไบโอติกที่สําคัญเช่นเดียวกัน อัจฉรา  
หนูเพชร (2546) ได้คัดแยกแบคทีเรียแลกติกจากอาหารหมักจากพืชและสัตว์จํานวน 23 ชนิด พบว่า
สามารถคัดแยกแบคทีเ รียแลกติกได้  327 ไอโซเลท และเมื่อนํามาทดสอบคุณสมบัติ 
โพรไบโอติกเบื้องต้น และความสามารถในการย่อยโปรตีน ไขมัน และแป้ง พบว่าสามารถคัดเลือก
แบคทีเรียแลกติกที่เป็นโพรไบโอติกได้ 5 สายพันธุ์ ประกอบด้วย Pediococcus pentosaceua (LA6), 
Lactobacillus casei (LA13), Lactobacillus plantarum (LA71), Lactobacillus plantarum (La102) 
และ Lactobacillus delbrueckii (LA198) ผลการศึกษานี้สอดคล้องกับผลการศึกษาของ  
จุไรรัตน์ ร่วมพันธ์ (2550) ได้คัดแยกแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ์ Lactobacillus plantarum JR21 และ
มีคุณสมบัติโพรไบโอติกจากอาหารหมักจากสัตว์ และพืชทั้งหมด 52 ตัวอย่าง และแบคทีเรียที่
คัดเลือกได้สามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค ได้แก่ Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, 
Escherichia coli, Salmonella enterica serovar Typhi และ Vibrio parahaemolyticus ได้ 

1.4 จุลินทรีย์ท่ีใช้เป็นโพรไบโอติกในผลิตภัณฑ์อาหาร 
จุลินทรีย์โพรไบโอติกนํามาประยุกต์ใช้ในอาหารส่วนใหญ่อยู่ในกลุ่มแบคทีเรียที่

ผลิตกรดแลกติก (Lactic acid bacteria) เป็นกลุ่มแบคทีเรียที่ย้อมติดสีแกรมบวก ไม่สร้างสปอร์  
ไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลส (Catalase) มีทั้งชนิดที่เป็นรูปท่อน และรูปกลม โดยทั่วไปแบคทีเรีย 
แลกติกอาศัยในแหล่งที่มีสารอาหารอุดมสมบรูณ์ เช่น เนื้อและผลิตภัณฑ์เนื้อ ผลิตภัณฑ์นม และ 
อาหารหมักดองต่างๆ เป็นต้น สามารถหมักย่อยน้ําตาลกลูโคส หรือน้ําตาลที่มีคาร์บอน 6 อะตอม
อ่ืน ๆ ได้ และผลิตผลิตภัณฑ์ชนิดต่างๆ ออกมา จากชนิดและปริมาณผลิตภัณฑ์ที่เชื้อผลิตได้นี้ 
สามารถจัดแบ่งแบคทีเรียกรดแลคติกออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ กลุ่มโฮโมเฟอร์เมนเททีฟ 
(Homofermentative) สามารถผลิตกรดแลคติกจากการหมักย่อยน้ําตาลดังกล่าวได้สูงประมาณ 
ร้อยละ 95 ที่เหลืออีกร้อยละ 5 จะผลิตกรดแอซีติก (Acetic acid) และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์อีก
เล็กน้อย และอีกหนึ่งคือ เฮทเทอโรเฟอร์เมนเททีฟ (Heterofermentative) ภายหลังจากการการหมัก
ย่อยน้ําตาลแล้ว จะผลิตกรดแลคติกประมาณร้อยละ 50 และอีกร้อยละ 50 ผลิตกรดแอซีติก  
กรดฟอร์มิก (Formic acid) รวมทั้งเอทธานอล (Ethanol) และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์

 
 

แบคทีเรียแลกติกส่วนใหญ่ต้องการอากาศเพียงเล็กน้อย (Microaerophile)  
บางสายพันธุ์เป็นพวกไม่ต้องการอากาศอย่างยิ่ง (Strickly anaerobe) เนื่องจากเป็นแบคทีเรียที่ได้
พลังงาน จากการหมักน้ําตาลโดยไม่ต้องใช้ออกซิเจน ต้องการอาหารค่อนข้างสลับซับซ้อนและ
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อุดมสมบูรณ์ (Complex and enrichment media) โดยใช้กรดอะมิโนเป็นแหล่งไนโตรเจน เชื้อจะ-
เติบโตได้ในอาหารที่มีปัจจัยการเจริญ และวิตามินหลายชนิด เช่น ไบโอทิน (Biotin) ริโบฟลาวิน 
(Riboflavin) และส่วนใหญ่ต้องการสารอนินทรีย์ในปริมาณค่อนข้างสูง เช่น แมงกานีส แมกนีเซียม 
และ ฟอสฟอรัส เป็นต้น นอกเหนือจากความสามารถในการผลิตอาหารหมักที่มีรสเปร้ียวหลาย
ชนิดแล้ว สามารถใช้แบคทีเรียกรดแลคติกเป็นเชื้อมาตรฐานในการวิเคราะห์วิตามินบางชนิด เช่น 
วิตามินบี 12 บางสายพันธุ์ของเชื้อกลุ่มนี้ยังสามารถใช้เป็นอาหารเสริมสัตว์แทนสารปฏิชีวนะ  
โดยสามารถยับยั้งการเติบโตของจุลินทรีย์อ่ืน ๆ ได้ เช่น Bacillus subtilis, Brochothrix 
thermosphacta, Clostridium botulinum, Clostriduim perfringens, Clostridium sporogenes, 
Escherichia coli, Klebsiella spp., Listeria monocytogenes, Micrococcus pyogenes, Proteus spp., 
Salmonella spp., Shigella sonnei, Staphylococcus aureus และ Yersinia pseudotuberculosis  
เป็นต้น 

อย่างไรก็ตามยังมีแบคทีเรียชนิดอ่ืน และยีสต์บางชนิดที่ได้มีการศึกษาถึง
คุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก (de Vrese and Schrezenmeir, 2008) แสดงดัง Table 2 การใช้จุลินทรีย์
โพรไบโอติกในอาหารส่วนใหญ่จะใช้ในผลิตภัณฑ์นม เช่น โยเกิร์ต และนมเปร้ียว เป็นต้น และใน
ปัจจุบันมีการเพิ่มความหลากหลายโดยการเสริมโพรไบโอติกลงในผลิตภัณฑ์ชนิดต่างๆ เช่น 
อาหารสําหรับทารก เนยแข็ง เคร่ืองดื่มเวย์ และซุปผลไม้ เป็นต้น  
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Table 2 Examples of common probiotics 
Lactobacillus  Bifidobacterium  Streptococcus.  Saccharomyces  Others 
L. acidophilus  B. adolescentis S. thermophilus S. cerevisiae Bacillus cereus 
L. amylovorus  B. animalis S. salivarius. S. boulardii Bacillus coagulans 
L. bulgaricus  B. bifidum S. diaacetylactis 

 
Escherichia coli 

L. brevis  B. brevis    
Enterococcus faecium 

L. casei B. infantis  
  

Propionibacterium 
L. cellobiosus B. longum 

  
freudenreichii 

L. crispatus B. thermophilum 
  

Homeostatic Soil 
L. curvatus  

   
Organisms (HSO's) 

L. fermentum  
    L. gallinarum 
    L. johnsonii  
    L. lactis 
    L. paracasei 
    L. plantarum 
    L. salivarius 
    L. sporogenes  
    L. reuteri  
    L. rhamnosus         

Source: Sekhon and Jairath (2010) 

2. การห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติก  
การนําโพรไบโอติกมาใช้ประโยชน์มีการพัฒนารูปแบบการใช้อย่างหลากหลาย 

เพื่อให้เกิดประโยชน์สูงสุด การเติมโพรไบโอติกลงในผลิตภัณฑ์นมซึ่งเป็นอาหารที่มนุษย์
รับประทานกันในชีวิตประจําวัน จะทําให้มนุษย์ได้รับประโยชน์จากการทํางานและกิจกรรมของ
โพรไบโอติกได้ง่ายที่สุด แต่โพรไบโอติกส่วนใหญ่ที่เติมลงไปในผลิตภัณฑ์นมไม่สามารถรอดชีวิต 
และมีกิจกกรมได้เพียงพอที่จะก่อประโยชน์ต่อสุขภาพ โดยเฉพาะการก่อประโยชน์ในทางเดิน
อาหาร ซึ่งเป็นระบบเป้าหมายที่ต้องการให้โพรไบโอติกเหล่านี้เจริญ ทั้งนี้เนื่องจากสภาวะการผลิต 
และเก็บรักษาผลิตภัณฑ์อาหารทําให้เซลล์โพรไบโอติกที่มีชีวิตเกิดการบาดเจ็บ หรือลดจํานวนลง 
จนเมื่อไปถึงระบบทางเดินอาหารจึงไม่สามารถที่จะก่อประโยชน์ นอกจากนี้สภาวะทางเดินอาหาร
ของมนุษย์ยังเป็นอีกหนึ่งสาเหตุที่ทําให้เซลล์โพรไบโอติกเหล่านี้ลดจํานวนลง ดังนั้นจึงได้มี
การศึกษาวิธีการที่สามารถเพิ่มการรอดชีวิต หรือปกป้องโพรไบโอติกจากการบาดเจ็บ เพื่อให้ได้
โพรไบโอติกที่มีชีวิตจํานวนมากที่สุด และสามารถเจริญแข่งขันกับจุลินทรีย์ประจําถิ่นได้  
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วิธีที่ได้รับการศึกษาอย่างแพร่หลาย คือ วิธีการห่อหุ้มเซลล์ด้วยวัสดุธรรมชาติ (ศุภศิลป์ มณีรัตน์ , 
2551) ซึ่งการห่อหุ้มเซลล์เป็นวิธีการใหม่ และมีประสิทธิภาพในการเพิ่มอัตรารอดชีวิตของโพร
ไบโอติกได้ 

การห่อหุ้มเซลล์เป็นกระบวนการทางเคมีกายภาพ (Physical chemistry) หรือ
เชิงกล (Mechanical) ที่ของเหลวหรืออนุภาคถูกห่อหุ้มให้อยู่ในรูปของแคปซูลด้วยพอลิเมอร์เป็น
ชั้นบางๆ จนเกิดเป็นแคปซูลที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางต่ํากว่านาโนเมตรจนถึงต่ํากว่ามิลลิเมตร  
(Burgain et al., 2010) ทําให้มีคุณสมบัติที่เป็นประโยชน์มากมาย ได้แก่ ช่วยให้ง่ายต่อการนําไปใช้
งาน ควบคุมการทํางานของสารให้มีการปลดปล่อยสารที่ถูกห่อหุ้มในบริเวณที่เหมาะสม และ 
ยังลดความสิ้นเปลืองในการใช้สาร  

2.1 โครงสร้างของแคปซูลจากกระบวนการห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติก 
โดยทั่วไปแคปซูลหรือไมโครบีด (Microbead) ที่ได้จากกระบวนการห่อหุ้มเซลล์

จะประกอบด้วยส่วนสําคัญ 2 ส่วนหลักๆ คือ เซลล์ของจุลินทรีย์ที่บรรจุอยู่ภายในแคปซูล เรียกว่า 
คอร์ (Core) และวัสดุพยุงที่เป็นสารห่อหุ้มที่เคลือบอยู่รอบๆ เซลล์โพรโอติก เรียกว่า วอลล์ (Wall) 
แสดงดังใน Figure 2 ส่วนของวอลล์นั้นอาจเป็นสารเพียงชนิดเดียว หรือประกอบด้วยสารหลาย
ชนิด วัสดุพยุงที่นิยมนํามาห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกนั้นจะเป็นสารที่มีอยู่ในธรรมชาติ เช่น น้ําตาล 
กัม โปรตีน และโพลีแซค์คาไรด์ เป็นต้น 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 Structure of capsule 
Source: Desai and Park (2005) 

2.2 วัตถุประสงค์ในการห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติก 
การห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกนั้นมีวัตถุประสงค์หลักคือ การปกป้องเซลล์  

โพรไบโอติกจากสิ่งแวดล้อมที่เป็นอัตราย และช่วยเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียโพรไบโอ
ติกในไอศกรีมได้ Homayouni และคณะ (2008a) ได้ศึกษาผลของการห่อหุ้มเซลล์ต่อการรอดชีวิต
ของโพรไบโอติก 2 สายพันธ์คือ Lactobacillus casei Lc-01 และ Bifidobacterium lactis Bb-12  

Core material 

Shell materil Core material 
Shell material 
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โดยใช้แคลเซียม-อัลจิเนตเป็นวัสดุห่อหุ้ม และใช้วิธีอิมัลชันในการห่อหุ้มเซลล์ แล้วตรวจสอบ
จํานวนเซลล์โพรไบโอติกที่มีชีวิตที่ถูกห่อหุ้ม และเซลล์อิสระ ระหว่างการเก็บรักษาที่ -20  
องศาเซลเซียส นาน 180 วัน พบว่าจํานวน Lactobacbacillus casei และ Bifidobacterium lactis ที่
เป็นเซลล์อิสระลดลงโดยเฉลี่ย 3.4 และ 2.9 Log CFU/ml ตามลําดับ สําหรับเซลล์ที่มีการห่อหุ้ม
ลดลง 1.4 และ 0.7 Log CFU/ml ตามลําดับ ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาของ Shah และ Ravula 
(2000) รายงานว่า การห่อหุ้มเซลล์ช่วยปรับปรุงจํานวนของ Lactobacillus acidophilus MJLA1 และ 
Bifidobacterium spp. BDBB2 ให้ดีขึ้น เมื่อเทียบกับเซลล์ที่ไม่ถูกห่อหุ้มในของหวานประเภทนม 
แช่แข็ง เมื่อเก็บรักษาไว้นาน 12 สัปดาห์  

การห่อหุ้มสามารถปกป้องเซลล์โพรไบโอติกในสภาวะทางเดินอาหารได้ จาก
การศึกษาของ Michida และคณะ (2006) ได้ห่อหุ้มโพรไบโอติกสายพันธุ์ Lactobacillus plantarum 
เพื่อเพิ่มการรอดชีวิตในสภาวะเลียนแบบทางเดินอาหาร พบว่าเมื่อเซลล์ถูกห่อหุ้มด้วยสารสกัดจาก
ข้าวบาเล่ย์ (Barley extract) ร้อยละ 2 ในสภาวะเลียนแบบน้ําย่อยในกระเพาะอาหาร นาน 180 นาที 
จํานวนเซลล์ที่มีชีวิตลดลงเหลือ 6.5 Log CFU/ml จากเซลล์เร่ิมต้น 7.24 Log CFU/ml ในขณะที่
เซลล์ที่ไม่ถูกห่อหุ้ม เมื่อทดสอบในสภาวะเดียวกันเป็นเวลา 30 นาที พบว่าจํานวนเซลล์ที่มีชีวิต
ลดลงเหลือ 1.92 Log CFU/ml จากเซลล์เร่ิมต้น 7.24 Log CFU/ml ต่อมาทําการทดสอบการรอดชีวิต
ในสภาวะน้ําดีนาน 240 นาที พบว่าไม่มีการลดลงของจํานวนเซลล์โพรไบโอติกที่มีชีวิต ส่วนเซลล์
ที่มีการห่อหุ้มด้วยสารสกัดจากข้าวบาเล่ย์ร้อยละ 2 ทดสอบที่สภาวะเดียวกันนาน 240 นาที พบว่า
จํานวนเซลล์ที่มีชีวิตไม่มีการเปลี่ยนแปลง ผลการศึกษาที่ได้สอดคล้องกับผลการศึกษาของ  
Ding และ Shah (2009) ซึ่งทําการห่อหุ้มแบคทีเรียโพรไบโอติกได้แก่ Lactobacillus rhamnosus, 
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus, 
Lactobacillusparacasei, Lactobacillus rhamnosus HOWARU, Bifidobacterium longum, 
Bifidobacterium lactis type Bl-04, Bifidobacterium lactis type Bi-07 และ Bifidobacterium 
bifidum HOWARU โดยใช้อัลจิเนต กัวกัม แซนแทนกัม โลคัสบีนกัม และคาร์ราจีแนนกัม  
เข้มข้นร้อยละ 3 (W/V) แล้วทดสอบการรอดชีวิตในสภาวะกรดที่พีเอช 2 อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง หลังจากสัมผัสกับสภาวะกรด นาน 2 ชั่วโมง จํานวนเซลล์ที่มีชีวิต
เฉลี่ย 3.04 Log CFU/ml ขณะที่เซลล์ที่ถูกห่อหุ้มด้วยวัสดุพยุงทุกชนิด พบว่าสามารถรอดชีวิตได้
มากกว่า 5.0 Log CFU/ml ที่สภาวะเดียวกัน เมื่อนํามาทดสอบการรอดชีวิตในสภาวะที่มีเกลือน้ําดี
ชนิด taurocholic acid ความเข้มข้นร้อยละ 3 (W/V) นาน 8 ชั่วโมง พบว่าเซลล์อิสระมีจํานวนเซลล์
ที่มีชีวิตเฉลี่ย 4.17 Log CFU/ml ส่วนเซลล์ที่ถูกห่อหุ้มด้วยอัลจิเนต แซนแทนกัม และคาร์รา-
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จีแนนกัม มีประสิทธิภาพในการป้องกันเซลล์ในสภาวะที่มี taurocholic acid มากที่สุด มีจํานวน
เซลล์มีชีวิตเป็น 6.41, 6.47 และ 5.00 Log CFU/ml ตามลําดับ 

2.3 วิธีการห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติก 
2.3.1 วิธีการเอกซ์ทรูชัน (Extrusion technique) 

วิธีการเอกทรูชัน เป็นวิธีการดั้งเดิมและใช้กันโดยทั่วไป ในการทําเม็ดเจลด้วย
ไฮโดรคอลลอยด์ ทําได้โดยการเตรียมสารละลายไฮโดรคอลลอยด์ เช่น คาร์ราจีแนน ไคโตซาน  
เจลาติน อัลจิเนต และเพคติน แล้วจึงเตรียมเซลล์แบคทีเรียลงไปผสมให้เข้ากัน และใช้วิธีการปล่อย
ซัสเพนชั่นของเซลล์ผ่านหัวเข็มฉีดยาให้มีลักษณะเป็นหยดลงในสารละลายสําหรับทําให้เจลแข็งตัว 
เช่น สารละลายโซเดียมคลอไรด์ สารละลายแคลเซียมคลอไรด์ ขนาดและรูปร่างของเม็ดเจลขึ้นกับ
เส้นผ่านศูนย์กลางของเข็มฉีดยาและความสูงการหยดซัสเพนชั่นลงในสารช่วยให้แข็งตัว วิธีการนี้
เป็นวิธีการที่ได้รับความนิยมเป็นอย่างมาก เนื่องจากเป็นวิธีที่ง่าย ไม่ซับซ้อน ต้นทุนในการผลิตต่ํา 
และส่วนผสมที่ใช้มีสภาวะที่ไม่รุนแรง เซลล์แบคทีเรียจึงมีการรอดชีวิตสูง (จุฬาลักษณ์ ชูพรหม , 
2553) ตัวอย่างการห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกโดยใช้เทคนิคเอกทรูชันแสดงดัง Table 3 
Table 3 Encapsulation of probiotic bacteria by extrusion technique 

Bacteria Supports used Special treatment Diameter of 
bead (mm) Application 

Lactobacillus delbrueckii 
ssp. bulgaricus 

1.875% 
alginate 

N 2.5 Yoghurt 

Lactococcus lactis       
ssp. cremoris 

2%        
alginate 

Coated with low 
MW chitosan 

2 Biomass 
production 

Lactobacillus plantarum 1.5%     
alginate 

Added glycerol 2 Biomass 
production 

Lactobacillus reuteri, 
Lactobacillus salivarius , 
Lactobacillus gallinarum 

5%     
pectinate 

Coated with 
chitosan (1%) 

1 N 

N, no treatment 
Source: Krasaekoopt et al. (2003) 

2.3.2 วิธีการอิมัลชัน (Emulsification technique) 
อิมัลชันเป็นวิธีการทางเคมีที่ใช้ห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกที่มีชีวิต และวัสดุที่ใช้ใน

การห่อหุ้มเป็นไฮโดรคอลลอยด์ (อัลจิเนต, คาร์ราจีแนน และเพคติน) หลักการของวิธีการนี้อาศัย
ความสัมพันธ์ระหว่างเฟสไม่ต่อเนื่อง (Discontinuous) และเฟสต่อเนื่อง (Continuous phases)   
การห่อหุ้มด้วยวิธีการนี้จําเป็นต้องมีอิมัลซิไฟเออร์ สารลดแรงตึงผิว และสารที่ทําให้แข็งตัวเติมลง
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ในอิมัลชัน (Burgain et al., 2010) ข้อดีของวิธีการน้ีคือ เป็นวิธีที่ง่ายในการขยายขนาดการผลิต และ
มีอัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูง เม็ดเจลที่ได้มีเส้นผ่านศูนย์กลางน้อย แต่วิธีการนี้ก็มีข้อเสีย คือ 
มีขนาดและรูปร่างไม่สม่ําเสมอ และควบคุมให้อยู่ในสภาวะปลอดเชื้อได้ยาก ขั้นตอนที่ช่วยให้
สามารถผลิตเม็ดเจลให้มีขนาดตรงตามความต้องการทําได้โดยการเพิ่มความเร็วในการกวน และ
อัตราส่วนของน้ําต่อน้ํามัน เม็ดเจลที่เติมลงในสารละลายโพลีเมอร์ขั้นที่สอง เพื่อสร้างเป็นชั้นผิวที่
เคลือบ เพิ่มการป้องกันให้กับเซลล์ หรืออาจปรับปรุงคุณสมบัติทางประสาทสัมผัส (Burgain et al., 
2010) วัสดุที่ใช้สําหรับห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกด้วยวิธีการอิมัลชันมีหลายชนิดด้วยกัน เช่น 
โซเดียมอัลจิเนต คาร์ราจีแนน และเซลลูโลสอะซิเตตพลาเลตผสมกับเจลาติน เป็นต้น ซึ่งวัสดุตัว
พยุงจะมีคุณสมบัติแตกต่างกันออกไป สําหรับวัสดุที่นิยมนํามาห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติก  
ด้วยเทคนิคอิมัลชันแสดงดัง Table 4 

2.4 วัสดุพยุงท่ีใช้ในการห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติก 
วัสดุพยุงที่นิยมใช้ในการห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกส่วนใหญ่จะเป็นสารที่มาจาก

ธรรมชาติไม่มีความไวต่อสภาวะทางเดินอาหาร สภาวะการผลิตและเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ รวมทั้ง
วัสดุพยุงชนิดที่เลือกต้องอนุญาตให้ใช้ในอาหารได้ เพราะฉะนั้นในการเลือกวัสดุพยุงต้องศึกษา
ข้อกําหนดทางกฎหมาย และวัตถุประสงค์การนํามาใช้งาน วัสดุพยุงที่นิยมนํามาใช้ในการห่อหุ้ม
เซลล์โพรไบโอติกมีดังนี้ 

2.4.1 อัลจิเนต (Alginate) 
อัลจิเนตเป็นโพลีแซกคาไรด์ที่สกัดได้จากสาหร่ายทะเลสีน้ําตาล ประกอบด้วย  

β-D-แมนนูโรนิก และ α-L-กลูโคโรนิก แอซิด จํานวนและลําดับที่จัดเรียงในสายโพลิเมอร์นั้น
แตกต่างกันขึ้นอยู่กับแหล่งที่มาของอัลจิเนต จํานวนและลําดับเหล่านี้มีผลต่อคุณสมบัติเชิงหน้าที่ใน
การเป็นวัสดุพยุงของอัลจิเนตดัง Figure 3  

อัลจิเนตมีการใช้อย่างกว้างขวางในรูปโซเดียมอัลจิเนต แคลเซียมอัลจิเนต และ
โพแทสเซียมอัลจิ เนต เป็นต้น แคลเซียมอัลจิ เนตมีประสิทธิภาพสูงในการห่อหุ้มเซลล์ 
โพรไบโอติกมาก เพราะใช้ง่าย ไม่มีพิษ มีความเข้ากันทางชีวภาพกับแบคทีเรีย สภาวะในการเกิด
เจลไม่รุนแรง และต้นทุนต่ํา อย่างไรก็ตามอัลจิเนตยังมีข้อเสียในการใช้ห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติก 
เช่น มีความไวต่อกรด ทําให้ไม่ทนกับสภาวะในกระเพาะอาหาร การขยายขนาดกระบวนการผลิต
ทําได้ยาก นอกจากนี้เม็ดเจลที่ได้มีรูพรุนมากจึงมีผลเสียต่อการห่อหุ้มเซลล์ แต่สามารถแก้ไขได้โดย
การผสมอัลจิเนตกับสารประกอบโพลิเมอร์ หรือปรับโครงสร้างของอัลจิเนต โดยใช้สารเติมแต่งที่
แตกต่างกัน เช่น ผสมอัลจิเนตกับแป้ง ซึ่งเป็นวิธีการช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการห่อหุ้มโพรไบโอติก
ให้ดีขึ้น (Burgain et al., 2010) 
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จากการศึกษาของ Mandal และคณะ (2006) ที่ทําการห่อหุ้มเซลล์ Lactobacillus 
casei NCDC298 ในอัลจิเนตความเข้นข้นแตกต่างกัน (ร้อยละ 2, 3 และ 4) ทดสอบการรอดชีวิตใน
สภาวะพีเอชต่ํา (pH 1.5) เกลือน้ําดีเข้มข้น (ร้อยละ 1 และ 2) และการแปรรูปด้วยความร้อน (55, 60 
หรือ 65 องศาเซลเซียส) พบว่าการรอดชีวิตของ Lactobacillus casei NCDC298 ที่ผ่านการห่อหุ้ม 
ดีกว่าเซลล์อิสระในทุกสภาวะการทดสอบ และเมื่อความเข้มข้นของอัลจิเนตที่ใช้เป็นวัสดุห่อหุ้ม
เพิ่มขึ้น จํานวนเซลล์ที่รอดชีวิตเพิ่มสูงขึ้นด้วย  เมื่อทดสอบการปลดปล่อยในสภาวะพีเอชเลียนแบบ
ลําไส้ (pH 7.4) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 0.5, 1, 2 และ 3 ชั่วโมง พบว่าเมื่อเวลาในการบ่ม
เพิ่มขึ้นจํานวนเซลล์ที่ปลดปล่อยเพิ่มสูงขึ้นด้วย จํานวนเซลล์ที่ปลดปล่อยออกมาอยู่ระหว่าง 3.40 
และ 3.70 Log CFU/g จากจํานวนเซลล์เร่ิมต้น 9.40 Log CFU/g 

 
Figure 3 The molecular structure of alginate. Alginate molecules are linear block co-polymers 

of  β-D-mannuronic (M) and  α-L-guluronic acids (G) with a variation in composition 
and sequential arrangements: (a) alginate monomers, (b) chain conformation, (c) block 
distribution. 

Source: de Vos et al. (2006) 
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Table 4 Encapsulation of probiotic bacteria by emulsion technique 
Bacteria Support used Continuous 

phase 
Special Diameter of 

bead 
Application 

Streptococcus thermophile, 
Lactobacillus delbrueckii ssp. 
bulgaricus 

3% κ-carragenan 
and locust bean 
gum (2:1) 

Soy oil N 0.5-2 mm Yoghurt 

Streptococcus thermophiles, 
Lactococcus lactis ssp. , 
Lactobacillus delbrueckii ssp. 
bulgaricus 

3% κ-carragenan 
and locust bean 
gum (2:1) 

Soy oil N 0.5-1 mm — 

Lactobacillus delbrueckii ssp. 
bulgaricus 

3% alginate Vegetable oil 
with 2% 
emulsifier 

2% 
emulsifier 
added 

— Ice cream 

Lacbacillus casei ssp. casei 3% κ-carragenan 
and locust bean 
gum (11:1) 

Vegetable oil N 1-2 mm Biomass 
production 

Lactobacillus delbrueckii ssp. 
bulgaricus 

3.6% alginate Vegetable oil 
containing 0.2% 
Tween 80 

6% 
glycerol 
or 
mannitol 
added 

30 µm Frozen 
dessert 

Lactobacillus delbrueckii ssp. 
bulgaricus 

3% alginate Vegetable oil 
containing 0.2% 
Tween 80 

0.5% 
sodium 
lauryl 
sulphate 
added 

25-35 µm Frozen ice 
milk 

Lactococcus lactis ssp. cremoris 2% alginate Canola oil Coated 
with poly-
L-lysine 

50 µm- 
1 mm 

Biomass 
production 

Bifibacterium bifidum,  
Bifibacterium infantis 

3% alginate Orn oil 
containing 0.2% 
Tween80 

Added 
glycerol 

— Ice cream 

N, no treatment 
—, no record 
Source: Krasaekoopt et al. (2003) 

2.4.2 แป้ง (Starch) 
แป้งเป็นพอลิแซกคาร์ไรด์ ประกอบด้วยกลูโคสหลาย ๆ หน่วยมาต่อกันด้วยพันธะ 

α–ไกลโคซิดิก  มีองค์ประกอบหลักเป็นอะไมโลส ซึ่งประกอบด้วยโพลิเมอร์หลักและกิ่งก้าน 
(Chain) สายตรงคือ D- กลูโคไพราโนสซึ่ง ต่อกันด้วยพันธะ α-1-4 ไกลโคซิดิก ส่วนกิ่งก้าน คือ 
อะไมโลเพคติน ประกอบด้วยกลูโคสที่ต่อกันด้วยพันธะ α-1-4 และ α-1-6 ไกลโคซิดิก สําหรับ 
resistant starch เป็นแป้งที่เอนไซม์เพนครเีอติน (Amylase) ในลําไส้เล็กไม่สามารถย่อยได้ เนื่องจาก
มีคุณสมบัติเป็นพรีไบโอติก โพรไบโอติกสามารถนําไปใช้ในการเจริญในลําไส้ ทําให้สามารถเกิด

17 
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การหมักในลําไส้ใหญ ่รวมทั้งมีพื้นผิวเหมาะสําหรับยึดเกาะของโพรไบโอติก และสามารถเพิ่มการ
ส่งผ่านโพรไบโอติกที่มีชีวิตไปยังลําไส้เล็ก (Burgain et al., 2011) จากการศึกษาของ Sultana และ
คณะ (2000) ทําการห่อหุ้ม Lactobacillus casei ด้วยแคลเซียม-อัลจิเนต (ร้อยละ 2) ร่วมกับแป้ง
ข้าวโพด  ที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน (ร้อยละ 0, 1, 2 และ 4) พบว่า การเติมแป้งข้าวโพดร้อยละ 2 
ผสมกับอัลจิเนต มีผลให้การคืนสภาพของเซลล์ (Recovery cell) ของ Lb. casei สูงกว่าการห่อหุ้ม
ด้วยอัลจิเนตอย่างเดียว การใช้อัลจิเนตร่วมกับแป้งข้าวโพดร้อยละ 2 มีค่าการคืนสภาพเท่ากับ 
3.1×1011 CFU/g ส่วนที่ไม่มีการเติมแป้งข้าวโพด (ร้อยละ 0) มีค่าการคืนสภาพเท่ากับ เท่ากับ 
4.0×108 CFU/g ส่วนการเติมแป้งข้าวโพดสูงกว่าร้อยละ 4 ไม่มีประสิทธิภาพในการห่อหุ้มแบคทีเรีย 
โดยมีค่าการคืนสภาพเท่ากับ 2.9 ×109 CFU/g  

2.4.3 เพคติน (Pectin) 
เพคติน หมายถึง กลุ่มของพอลิแซคคาไรด์จากพืช โมเลกุลมีกรด D- กาแลคโทร-

ไพแรโนซิลยูนิก ต่อกันด้วยพันธะ α-1,4–ไกลโคซิดิก บางส่วนของสายโซ่จะมีหมู่เมทอลซิลมา 
อินเทอริฟายด์ด้วย (วรรณา ตุลยธัญ, 2549) (Figure 4) เพคตินเป็นส่วนประกอบของเนื้อเยื่อพืช พบ
ได้ในผลไม้ทุกชนิดในส่วนของผนังเซลล์ และเนื้อเยื่อภายใน (Intercellular tissues) และมี
คุณสมบัติเป็นใยอาหาร พบประมาณร้อยละ 15-20 เนื่องจากไม่สามารถย่อยได้ในระบบทางเดิน
อาหาร จึงช่วยให้การขับถ่ายดี ลดความเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งลําไส้ใหญ่ และยังช่วยขัดขวางการดูด
ซึมไขมันไม่ให้เข้าสู่กระแสเลือดจึงป้องกันไม่ให้เกิดโรคหลอดเลือดหัวใจ และหลอดเลือดสมอง
ตีบ เพคตินมีคุณสมบัติพิเศษคือ เมื่อละลายน้ําจะพองตัวเป็นเจลในอุตสาหกรรมอาหารและ
เคร่ืองดื่มจึงนิยมใช้เพคตินเพื่อพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหาร โดยใช้เป็นสารทําให้เกิดเจล ในผลิตภัณฑ์
แยม เยลลี่ และขนมหวาน รวมทั้งมีการใช้เพกตินใช้เป็นสารให้ความคงตัวในผลิตภัณฑ์นม และ 
โยเกิร์ต 

 
Figure 4 The molecular structure of pectin 
Source: http://www.gate2biotech.com/dictionary.php?word=177 

http://www.gate2biotech.com/dictionary.php?word=177
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2.4.4 คาร์ราจีแนน (Carragenan) 
คาร์ราจีแนนเป็นพอลิแซคคาไรด์ที่สกัดได้จากสาหร่ายทะเลสีแดง ประกอบด้วย 

ß-D-กาแลกโทส และ 3,6-แอนไฮโดร D- กาแลกโทส จับกันด้วยพันธะ α-1,3 และ  
ß-1,4 ไกลโคซิดิก และจะมีหมู่ซัลเฟตเป็นเอสเทอร์อยู่  จึงมีคุณสมบัติเป็นแอนไอออนิก  
คาร์ราจีแนนที่สําคัญมี 3 ชนิด ได้แก่ kappa (κ)-, iota (i)- และ lambda (λ )-คาร์ราจีแนน ดังแสดงใน 
Figure 5 โดยทั่วไปจะนิยมใช้ κ-คาร์ราจีแนน สามารถละลายได้ในน้ําร้อนที่อุณหภูมิ 60-80  
องศาเซลเซียส (วรรณา ตุลยธัญ, 2549) ที่ช่วงความเข้มข้นร้อยละ 2-5 สามารถเหนี่ยวนําให้เกิดเจล 
การห่อหุ้มโพรไบโอติกด้วยคาร์ราจีแนน จะเติมเซลล์โพรไบโอติกลงในสารละลายคาร์ราจีแนน
ปลอดเชื้อ(อุณหภูมิ 40-45 องศาเซลเซียส) แล้วลดอุณหภูมิลงให้เท่ากับอุณหภูมิห้องทําให้เกิด 
เจลาติไนซ์เซชั่น (Gelatinization) แล้วเติมไอออนโมโนวาเลนท์ (Monovalent ions) เช่น 
โปรตัสเซียมไอออนในรูปโปตัสเซียมคลอไรด์ (KCl) ทําให้เม็ดเจลมีความคงตัว อย่างไรก็ตามมี
รายงานว่ า  โปตัส เซียม คลอไรด์สามารถยับยั้ งแบคที เ รียแลกติกบางสายพันธุ์ ได้  เช่น  
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus และ Lactobacillus delbrueckii ssp. แต่สามารถใช้ Rb+, 
Cs+  และ NH4

+ ions ทดแทนได้ และเม็ดเจลที่ได้มีความแข็งแรงเมื่อเปรียบเทียบกับโปรตัสเซียม
ไอออน (Mortazavian et al., 2007) 

 
Figure 5 Idealized structures of the three types of carrageenan 
Source: Relleve et al. (2005) 

  

κ-carrageenan 

ι-carrageenan 

λ-carrageenan 
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2.5 ปัจจัยในการห่อหุ้มเซลล์ท่ีมีผลต่อการรอดชีวิตของโพรไบโอติก 
ปัจจัยในการห่อหุ้มเซลล์ที่มีผลต่อการรอดชีวิตของโพรไบโอติกสามารถแบ่งออก

ได้หลายปัจจัย ดังนี ้
2.5.1 วิธีการในการห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติก 

การห่อหุ้มเซลล์แบคทีเรียที่นิยมนั้นมี 2 วิธี คือ วิธีการเอกซ์ทรูชัน และอิมัลชัน 
โดยโพรไบโอติกที่ผ่านการห่อหุ้มเซลล์ทั้งสองวิธีการสามารถรอดชีวิตเพิ่มขึ้นร้อยละ 80-95  
(ศุภศิลป์ มณีรัตน์, 2551) และนอกจากขั้นตอนในการห่อหุ้มของทั้งสองวิธีจะแตกต่างกันข้อดีและ
ข้อด้อยในการห่อหุ้มเซลล์ของทั้งสองวิธีมีความแตกต่างกันแสดงดัง Table 5  

Table 5 Positive and negative features of extrusion and emulsion 

Factor Extrusion Emulsion 

Technological feasibility Difficult to scale up Easy to scale up 

Cost Low High 

Simplicity High Low 

Size of bead 2-5 mm 25 µm - 2 mm 

Source: Musikasang (2008) 
2.5.2 วัสดุพยุง 

โดยทั่วไปแล้ววัสดุที่จะนํามาห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกนั้น จะต้องป้องกันเซลล์
โพรไบโอติกในสภาวะกระเพาะอาหารได้ และสามารถปลดปล่อยเซลล์โพรไบโอติกออกมาเมื่อถึง
ลําไส้เล็ก ตามที่ได้กล่าวไว้ข้างต้นอัลจิเนตจะสามารถเกิดเป็นเจลได้ต้องมีแคลเซียมไอออนเป็นตัว
ยึดระหว่างสายของอัลจิเนต เพราะฉะนั้นหากใช้อัลจิเนตเป็นวัสดุพยุงจะต้องหลีกเลี่ยงสภาวะที่เป็น
กรดสูงและมีสารจับโลหะ เนื่องจากสภาวะเหล่านี้ส่งผลให้โครงสร้างเจลของอัลจิเนตเกิดการ
สูญเสียแคลเซียมไอออน ทําให้เม็ดเจลสูญเสียคุณสมบัติในการปกป้องเซลล์ แต่การใช้อัลจิเนต
ร่วมกับ resistant starch จะทําให้เม็ดเจลที่ได้ ทนทานต่อการย่อยของเอนไซม์ และสภาวะกรดสูงได้ 
หากต้องการให้โพรไบโอติกรอดชีวิตจนถึงลําไส้เล็ก ควรคัดเลือกวัสดุพยุงที่มีความคงตัวต่อสภาวะ
กรดในกระเพาะอาหาร และเมื่ออยู่ในสภาวะลําไส้เล็ก เม็ดเจลต้องเปิดออกและปลดปล่อยเซลล์
ออกมา  แต่หากวัสดุพยุงสามารถทนทานต่อเอนไซม์เพนครีเอตินและสภาวะลําไส้เล็กได้จน
สามารถลงไปสู่ลําไส้ใหญ่ได้จะเป็นประโยชน์ต่อร่างกายมากกว่า เนื่องจากจะมีผลต่อระบบขับถ่าย
โดยตรง และทําให้โพรไบโอติกสามารถคงตัวอยู่ในลําไส้ได้ดีขึ้น การคัดเลือกวัสดุพยุงชนิดทีมี
คุณสมบัติดังกล่าวทําได้ยาก เนื่องจากข้อจํากัดเกี่ยวกับลักษณะทางเคมีของวัสดุห่อหุ้ม สําหรับ
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ผลิตภัณฑ์อาหารที่มีความชื้นสูง  ต้องเลือกใช้วัสดุพยุงที่มีคุณสมบัติ เป็นไฮโดรฟอร์บิค 
(Hydrophobic) 

2.5.3 ความเข้มข้นของวัสดุพยุงที่ใช้ 
ความเข้มข้นของวัสดุพยุงจะมีผลต่อขนาดของเม็ดเจลที่ได้ ซึ่งจ ะส่งผลต่อ

ประสิทธิภาพในการห่อหุ้มเซลล์ เมื่อเม็ดเจลมีขนาดใหญ่ขึ้นประสิทธิภาพในการปกป้องเซลล์ใน
ผลิตภัณฑ์อาหาร และสภาวะร่างกายเพิ่มสูงขึ้นด้วย จากการศึกษาของหทัยรัตน์ มุสิกสังข์ (2551) 
ได้ศึกษาผลของความแตกต่างของขนาดเม็ดเจลต่อความสามารถในการรอดชีวิตของ  
Lactobacillus acidophilus CSCC 2400 และ CSCC 2409 ที่ห่อหุ้มเซลล์ด้วยอัลจิเนตในเม็ดเจล
ขนาด 200, 450 และ 1000 ไมโครเมตร แล้วทดสอบความสามารถในการรอดชีวิตของแบคทีเรียที่
สภาวะกรด (pH 2) พบว่าการรอดชีวิตของ Lactobacillus acidophilus CSCC 2400 และ CSCC 
2409 เพิ่มสูงขึ้นตามขนาดของเม็ดเจลที่เพิ่มขึ้น โดยเม็ดเจลขนาด 1000 ไมโครเมตร ทําให้เชื้อ
แบคทีเรียรอดชีวิตมากที่สุด รองลงมาคือ เม็ดเจลขนาด 450 และ 200 ไมโครเมตร ตามลําดับ 
สอดคล้องกับผลการศึกษาของ จุฬาลักษณ์ ชูพรหม (2553) ที่นํา Lactobacillus acidophilus TISTR 
1034 มาห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร้อยละ 2 ในเม็ดเจลขนาด 1.80, 2.08, 2.10 และ 2.40 มิลลิเมตร 
เปรียบเทียบการรอดชีวิตในสภาวะกรด พีเอช 2.0 นาน 3 ชั่วโมง พบว่าการห่อหุ้มในเม็ดเจลขนาด 
2.40 มิลลิเมตร ให้การรอดชีวิตสูงสุดคือร้อยละ 45.43 รองลงมาคือขนาด 2.10, 2.08 และ 1.80 
มิลลิเมตร ตามลําดับ โดยให้การรอดชีวิตเท่ากับร้อยละ 37.64, 32.11 และ 30.87 ตามลําดับ และ
ขนาดของเม็ดเจลที่เพิ่มขึ้นจะลดการถูกย่อยด้วยเอนไซม์เพนครีเอติน  แม้ว่าขนาดของเม็ดเจลที่
เพิ่มขึ้นจะช่วยให้การรอดชีวิตของโพรไบโอติกเพิ่มขึ้น แต่ขนาดของเม็ดเจลต้องเหมาะสมกับการ
นําไปประยุกต์ใช้ เน่ืองจากมีผลต่อความรู้สึกในปาก (Mouth-feel) และกลิ่นรสของผลิตภัณฑ์ 

2.3.4 สายพันธุ์ของโพรไบโอติก 
แบคทีเรียโพรไบโอติกสายพันธุ์ต่างๆ มีการรอดชีวิตแตกต่างออกไป ขึ้นอยู่กับ

ลักษณะเฉพาะของสายพันธุ์ แบคทีเรียบางสายพันธุ์ไม่มีความเข้ากันทางชีวภาพกับวัสดุพยุง จะมี
ผลให้การรอดชีวิตลดลง เพราะฉะนั้นก่อนการห่อหุ้มเซลล์จึงควรศึกษาถึงลักษณะของแบคทีเรียที่
นํามาใช้ จากการศึกษาของ Grosso และ Fávaro-Trindade (2004) ที่เปรียบเทียบการรอดชีวิตของ
แบคทีเรีย 3 สายพันธุ์คือ Bifidobacterium lactis, Streptococcus thermophilus และ Lactobacillus 
delbruekii ssp. bulgaricus ที่ผ่านการห่อหุ้ม และเติมลงในโยเกิร์ตเก็บที่อุณหภูมิ 7 องศาเซลเซียส 
พบว่าเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาผ่านไป 28 วัน Streptococcus thermophilus และ Lactobacillus 
delbruekii ssp. bulgaricus มีค่าการรอดชีวิตเท่ากับ 6.25  และ 5.25 Log CFU/ml ตามลําดับ แต่ไม่
พบการรอดชีวิตของ Bifidibacterium lactis นอกจากสายพันธุ์ของโพรไบโอติกแล้ว จํานวนเซลล์
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เร่ิมต้นก่อนการห่อหุ้มเป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่มีความสําคัญ หากจํานวนเซลล์เร่ิมต้นสูง จะมีผลให้
จํานวนเซลล์ในแต่ละเม็ดเจลสูง ทําให้การรอดชีวิตของโพรไบโอติกเพิ่มขึ้น นอกจากนี้หากจํานวน
เซลล์สูงจะทําให้เม็ดเจลมีความนุ่ม ซึ่งช่วยปรับปรุงความรู้สึกในปากให้ดีขึ้น 

3. ไอศกรีม 
ไอศกรีม คือ ของผสมแช่เยือกแข็งที่ประกอบด้วยนม สารให้ความหวาน สารให้

ความคงตัว (Stabilizer) อิมัลซิไฟเออร์ และอาจเติมส่วนผสมอ่ืน ๆ เช่น ผลิตภัณฑ์จากไข่ สี และ
สตาร์ชไฮโดรไลเสท (Starch hydrolysate) ของผสมนี้เรียกว่า มิกซ์ (Mix) จะนําไปผ่านกระบวนการ
พาสเจอไรซ์ (Pasteurization) และโฮโมจีไนซ์ (Homogenization) ก่อนนําไปแช่แข็ง ซึ่งเป็นการดึง
ความร้อนออกอย่างรวดเร็ว ขณะเดียวกันมีการกวนเพื่อตีอากาศเข้าเนื้อผลิตภัณฑ์ ทําให้ผลิตภัณฑ์ที่
ได้มีความเรียบเนียน และความนุ่นตามต้องการ (พัชรินทร์ รักถาวร, 2542) 

ไอศกรีมคืออาหารที่เหมาะสมสําหรับการเจริญของจุลินทรีย์ เนื่องจากปริมาณ
สารอาหาร มีพีเอชเป็นกลาง (pH 6-7) และมีระยะเวลาการเก็บรักษาที่ยาวนาน แม้ว่าไอศกรีมจะเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิต่ํา และมีขั้นตอนการพาสเจอไรส์ เพื่อกําจัดจุลินทรีย์ที่มีอันตราย แต่พบว่ายังมีการ
ระบาดของเชื้อก่อโรคในไอศกรีม ซึ่งอาจมีการปนเปื้อนของเชื้อก่อโรคจากส่วนประกอบที่เติมลง
ไปหลังการพาสเจอไรส์ มีรายงานการตรวจพบเชื้อก่อโรคได้แก่ Bacillus cereus, Salmonella sp., 
Listeria sp. และ Yersinia sp. ในผลิตภัณฑ์ไอศกรีม จากรายงานพบว่าผลิตภัณฑ์นมทั้งหมดที่ผลิต
กันทั่วโลก มีผลิตภัณฑ์ไอศกรีมมากกว่าร้อยละ 5 ที่ตรวจพบ Listeria monocytogenes (Jo et al., 
2007) และจากการศึกษาของ Jo และคณะ (2007) ที่ทําการตรวจสอบไอศกรีม 3 รสชาติ คือ  
วานิลลา ชอกโกแลต และสตอร์เบอร์ร่ี ที่ผลิตจากบริษัทเดียวกันมีวางขายในท้องตลาดของประเทศ
เกาหลี ตรวจพบเชื้อที่ทําให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษคือ Listeria ivanovii, Escherichia coli และ 
Salmonella Typhimurium นอกจากนี้พบจํานวน Total aerobic bacteria ยีสต์และรา  และโคลิฟอร์ม
ในไอศกรีม อยู่ในช่วง 2 ถึง 3 Log CFU/g. ผลการทดลองที่ได้สอดคล้องกับผลการทดลองของ 
El-Sharef และคณะ (2006) ที่ได้ทําการตรวจสอบปริมาณจุลินทรีย์ในผลิตภัณฑ์ไอศกรีมที่วางขาย
ในเมือง Tripoli ประเทศลิเบีย พบ Total bacteria count (TBC) อยู่ในช่วง 3 ×101 ถึง 5 ×108 CFU/ml 
ค่า MPN ของโคลิฟอร์มอยู่ระหว่าง 0.0 และ 1 มิลลิลิตรต่อลิตร สําหรับเชื้อก่อโรคที่ตรวจพบใน
ผลิตภัณฑ์ไอศกรีมทั้งหมดที่นํามาตรวจสอบคือ Escherichia coli ร้อยละ 6 (ประกอบด้วย 2 
serogroup O157), Salmonella spp. ร้อยละ 5, Aeromonas spp. ร้อยละ 19, Straphylococcus aureus 
ร้อยละ 38 และ Listeria monocytogenes ร้อยละ 4 นอกจากนี้พบว่าแบคทีเรียก่อโรคที่แยกได้มี
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มากกว่าร้อยละ 80 ที่สามารถทนยาปฏิชีวนะได้หนึ่งชนิด และ ร้อยละ 25 สามารถทนยาปฏิชีวนะ
ได้สามชนิด (Multiple-drug resistance) 

4. ปัจจัยที่มีผลต่อการรอดชีวิตของโพรไบโอติกในผลิตภัณฑ์ไอศกรีม 
จุลินทรีย์โพรไบโอติกที่มีชีวิตตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาอาหารเป็นข้อกําหนด

สําคัญในผลิตภัณฑ์โพรไบโอติก ส่วนใหญ่มีการศึกษาเกี่ยวกับ การเพิ่มอัตราการรอดชีวิตใน
ไอศกรีมที่มีการใช้เทคนิคที่แตกต่างกัน เช่น ผสมบริสุทธิ์ในรูปกล้าเชื้อ หรือเติมนมหมักที่มี 
โพรไบโอติกผสมอยู่เพื่อควบคุมพีเอชของไอศกรีม ซึ่งการสูญเสียจุลินทรีย์โพรไบโอติกที่มีชีวิต 
ส่วนใหญ่เกิดขึ้นในขั้นตอนการผลิตและระหว่างการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ นอกจากนี้การละลายของ
ผลิตภัณฑ์ในระหว่างการบริโภคอาจเป็นอันตรายต่อเซลล์โพรไบโอติกได้ ในผลิตภัณฑ์ไอศกรีม 
เซลล์โพรไบโอติกจะอยู่ภายใต้ความเครียดที่แตกต่างกันประกอบไปด้วย อันตรายทางเคมีจาก
ส่วนผสมในผลิตภัณฑ์ (พีเอช ปริมาณกรดทั้งหมด และ ปริมาณน้ําตาล) การบาดเจ็บจาก 
การแช่แข็ง การปฏิบัติเชิงกล และความเป็นพิษจากออกซิเจน ซึ่งปัจจัยหลักที่ส่งผลกระทบต่อการ
รอดชีวิตของโพรไบโอติกในไอศกรีม มีดังนี ้

4.1 ส่วนผสม 
น้ําตาล (เลกโตส และซูโครส) ที่ใช้เป็นส่วนประกอบหลักในไอศกรีม มีผลต่อ

จํานวนของโพรไบโอติกที่มีชีวิตในผลิตภัณฑ์ไอศกรีม โดยจะลดการรอดชีวิตของโพรไบโอติก 
เน่ืองจากทําให้เกิดความเครียดออสโมซิส (Osmotic stress) แต่อาจทําให้โพรไบโอติกบางสายพันธุ์
รอดชีวิตเพิ่มขึ้น เนื่องจากน้ําตาลมีคุณสมบัติเป็นสารป้องกันความเย็น (Cryoprotectant) ซึ่ง
ผลกระทบของน้ําตาลที่มีต่อเซลล์โพรไบโอติก ขึ้นอยู่กับชนิด และความเข้มข้นของน้ําตาล  
สายพันธุ์ของโพรไบโอติก อุณหภูมิ อัตราการแช่แข็ง เทคโนโลยีที่ใช้แช่แข็ง และระยะเวลาในการ
เก็บรักษา จากผลการทดลองของ Akin และคณะ (2007) ที่ได้ทําการผลิตไอศกรีมโพรไบโอติก 
(Lactobacillus acidophilus และ Bifidobacteriam lactis) ที่มีความเข้มข้นของน้ําตาลแตกต่างกัน 
(ร้อยละ 15, 18 และ 21 ) แล้วทําการตรวจสอบ Total viable count (TVC) ของโพรไบโอติก พบว่า
ในไอศกรีมที่มีน้ําตาลร้อยละ 18 มี TVC สูงสุด และเมื่อมีการเติมอินนูลิน ในอัตราส่วนร้อยละ 2  
พีเอช 5.9 พบว่า การรอดชีวิตของ Lactobacillus acidophilus และ Bifidobacteriam lactis ดีขึ้น ซึ่ง
หากระดับของอินนูลินเพิ่มขึ้น จํานวนของ Lactobacillsu acidophilus และ Bifidobacterium lactis 
จะเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสําคัญ (P≤ 0.05) เนื่องมาจากอินนุลินมีคุณสมบัติเป็นสารพรีไบโอติก จะช่วย
ส่งเสริมการเจริญของโพรไบโอติกได้ 
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4.2 กระบวนการปั่นไอศกรีม (Freezing process)  
ระหว่างกระบวนการปั่นไอศกรีมไอศกรีม เซลล์โพรไบโอติกมีโอกาสเสียดสีกับ

ผนังของถังปั่น และใบพัดที่ใช้กวนผสม ทําให้ผนังเซลล์และเยื่อหุ้มเซลล์ เกิดการบาดเจ็บอย่าง
รุนแรง และการแช่เยือกแข็งทําให้เกิดผลึกน้ําแข็งทั้งภายนอกและภายในเซลล์ มีผลทําให้ตัวถูก
ละลายทั้งภายนอกและภายในเซลล์เข้มข้นขึ้น หรือเกิดการสูญเสียน้ําภายในเซลล์ ทําให้กิจกรรม
การเผาผลาญพลังงานภายในเซลล์ลดลง และอุณหภูมิที่ลดลงอย่างรวดเร็วมีผลทําให้เซลล์เกิดการ
บาดเจ็บ และเกิดการช็อกเนื่องจากความเย็นได้ อย่างไรก็ตาม การแช่เยือกแข็งไอศกรีมแบบรวดเร็ว
หลังจากเติมโพรไบโอติลงไปจะช่วยรักษาจํานวนของเซลล์ที่มีชีวิตไว้ได้ Magariños และคณะ 
(2007) ได้ศึกษาการเติมแบคทีเรียโพรโบโอติกสายพันธุ์ Lactobacillus acidophilus La-5 ลงใน
ไอศกรีมที่มีปริมาณไขมันร้อยละ 8 และอัตราการเติมอากาศ (Overrun) ร้อยละ 108 พบว่าอัตราการ
รอดชีวิตของ Lactobacillus acidophilus La-5 อยู่ที่ร้อยละ 91.3 (ประมาณ 6.0 Log cycle) ผลการ
ทดลองที่ได้คล้ายกับผลของ Hekmat และ McMahon (1992) พบว่าไอศกรีมที่มีปริมาณไขมัน  
ร้อยละ 12 และอัตราการเติมอากาศร้อยละ 106 จํานวน Lactobacillus acidophilus ที่มีชีวิตลดลง  
1 Log cycle และ Bifidobacterium lactis มีอัตราการรอดชีวิตร้อยละ 90.1 พบว่าหลังจากการผลิต
ไอศกรีม จํานวน Bifidobacteria ลดลงร้อยละ 10 จากจํานวนเร่ิมต้น 

4.3 กระบวนการเติมอากาศ (Overrun process) 
กระบวนการเติมอากาศ เป็นการเติมอากาศผสมลงในไอศกรีมทําให้ปริมาตรของ

ไอศกรีมเพิ่มขึ้น กระบวนการนี้มีผลให้โพรไบโอติกที่มีชีวิตลดลง เนื่องมาจากปริมาณออกซิเจน 
และความต่างศักย์ (Redox potential) (เป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นของออกซิเจน)  
มีอิทธิพลตอ่โพรไบโอติกที่มีชีวิตในระหว่างการแปรรูป และการเก็บรักษา โพรไบโอติกส่วนใหญ่
เป็นสายพันธุ์ Lactobacillus และ Bifidobacterium ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ในกลุ่มที่ต้องการออกซิเจนเพียง
เล็กน้อง(Microaerophilic) หรือกลุ่มที่ไม่ต้องการออกซิเจน (Anaerobic) ดังนั้นออกซิเจนที่มีค่า
ความต่างศักย์สูง จึงเป็นปัจจัยที่สําคัญสําหรับแบคทีเรียในกลุ่มนี้ แบคทีเรียในกลุ่มนี้แตกต่างจาก
จุลินทรีย์ที่ต้องการอากาศที่มีความสามารถในการรีดิวซ์ออกซิเจนไปเป็นน้ําได้อย่างสมบรูณ์  
แต่สําหรับ Bifidobacteria ระบบการดูดซับออกซิเจนมีน้อยหรือไม่มีเลย เป็นผลให้การลดออกซิเจน
ไม่สมบรูณ์เกิดเป็นไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และแบคทีเรียในกลุ่มนี้ไม่สามารถผลิตเอ็นไซม์- 
คะตะเลส ซึ่งเป็นเอ็นไซม์ที่จําเป็นสําหรับทําลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ จึงนําไปสู่การสะสม
สารพิษ เช่น ซุปเปอร์ออกไซด์ แอนไอออนเรดิคอล (Superoxide anion radical; O2) และไฮโดรเจน
เปอร์-ออกไซด์ ภายในเซลล์ทําให้เซลล์ตายในที่สุด จากการศึกษาของหลายๆงานวิจัยได้แสดงให้
เห็นว่าอัตราการเติมอากาศร้อยละ 106 -108 ทําให้จํานวนโพรไบโอติกที่มีชีวิตลดลง (Lactobacillus 
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acidophilus และ Bifidobacterium lactis) น้อยกว่าร้อยละ 10 หลังจากการแช่เยือกแข็งและการทําให้
แข็ง (Mohammadi et al., 2011) และจากการศึกษาของ Akalin และ Erisir (2008) ผลิตไอศกรีม 
โพรไบโอติก (Lactobacillus acidophilus La-5 และ B. animalis Bb-12) มีอัตราการเติมอากาศ 
ร้อยละ 27.6, 31.7 และ 50. พบว่า จํานวนของโพรไบโอติกที่มีชีวิตไม่มีความแตกต่างกันอย่าง 
มีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) 

4.4 ระยะเวลาการเก็บรักษา  
โดยทั่วไปโพรไบโอติกในไอศกรีมสามารถรอดชีวิดได้ตลอดอายุการเก็บรักษา 

ดังที่กล่าวไว้ข้างต้นแล้วว่า การรอดชีวิตของแบคทีเรียโพรไบโอติกขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ ส่วนผสม
ของผลิตภัณฑ์ เทคโนโลยีการผลิต อุณหภูมิการเก็บรักษาและระยะ เวลาในการเก็บรักษา  
Salen และคณะ (2005) ได้ศึกษาการผลิตไอศกรีมโพรไบโอติก โดยการผสมนมหมักที่มี  
โพรไบโอติก (ไอศกรีมผสม) แล้วนํามาแช่เยือกแข็งเป็นไอศกรีม แล้วทําการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ  
26 องศาเซลเซียส นาน 12 สัปดาห์ พบว่าจํานวนของ Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus 
reuteri, Lactobacillus gasser, Lactobacillus  rhamnosus และ Bifidobacterium bifidum ที่มีชีวิต
ลดลง 2.23, 1.68, 1.54, 1.23 และ 1.77 Log CFU/g ตามลําดับ แม้ว่าจํานวนเซลล์โพรไบโอติกที่มี
ชีวิตลดลง แต่ไอศกรีมยังคงเป็นผลิตภัณฑ์อาหารโพรไบโอติก เนื่องจากจํานวนมีจํานวนเซลล์ที่มี
ชีวิตสูงกว่า 6 Log CFU/g ซึ่งเป็นจํานวนต่ําสุดที่ควรจะมีตามข้อกําหนดของกระทรวงสาธารณสุข 
Fávaro-Trindade และคณะ (2007) ได้ศึกษาไอศกรีม yellow mombin (Sponadias mombin ) ถูกผลิต
โดยใช้กล้าเชื้อแตกต่างกันคือ Lactobacillus acidophilus 74-2, Lactobacillus acidophilus LAC4 
และกล้าเชื้อโยเกิร์ต มีค่าพีเอชแตกต่างกัน (4.5 และ 5.0) และความเข้มข้นของครีมที่เติมลงไป
แตกต่างกัน (ร้อยละ 5 และ 10) ทําการแช่แข็งส่วนผสม และเก็บรักษาที่ -18 องศาเซลเซียส นาน 
105 วัน พบว่าจํานวนเซลล์ที่มีชีวิตมีแนวโน้มลดลงตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา จากจํานวนเชื้อ
เร่ิมต้นที่อยู่ในช่วง 7-9 Log CFU/g มีการลดลงอยู่ในช่วง 6.0-3.0 Log cycle อย่างไรก็ตามทุก
ตัวอย่างที่ทดสอบยังคงมีจํานวนเซลล์ที่มีชีวิตสูงกว่า 6 Log CFU/g  

4.5 สายพันธุ์ของโพรไบโอติก 
 การคัดเลือกโพรไบโอติกสายพันธุ์ที่เหมาะสมสําหรับใช้ในผลิตภัณฑ์ไอศกรีม
เป็นสิ่งจําเป็น โดยต้องคัดเลือกสายพันธุ์ที่ต้านทานต่อการผลิต และการเก็บรักษาไอศกรีม รวมทั้ง
สภาวะทางเดินอาหารของมนุษย์ มีงานวิจัยที่ได้ชี้เห็นว่าระหว่างการแช่แข็งไอศกรีม จะเกิดการ
สูญเสียเซลล์โพรไบโอติกที่มีชีวิตสูงสุด เนื่องจากความเป็นพิษของออกซิเจน และการเก็บรักษาที่
อุณหภูมิต่ํา ซึ่ง Lactobacillus เป็นสายพันธุ์ที่สามารถต้านทานอันตรายได้สูงกว่า Bifidobacteria ใน
ผลิตภัณฑ์แช่แข็ง จากการศึกษาพบว่า Lactobacillus johnsonii La-1 สามารถมีชีวิตได้ในไอศกรีมที่
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มีปริมาณน้ําตาลสูง และทนต่อการบาดเจ็บที่เกิดขึ้นในระหว่างการแช่เยือกแข็งไอศกรีม มีจํานวน
เซลล์ที่มีชีวิตมากกว่า 7 Log CFU/g อย่างน้อย 10 สัปดาห์ของการเก็บรักษา (Mohammadi et al., 
2011)  

5. ผลของสารป้องกันความเย็นต่อการรอดชีวิตของโพรไบโอติก 
สารป้องกันความเย็น (Cryoprotectant) เป็นวัสดุหรือตัวกลางที่ใช้ห่อหุ้มจุลินทรีย์ 

เพื่อป้องกันการบาดเจ็บหรือการถูกทําลายจากสภาวะแวดล้อมภายนอก โดยช่วยลดค่าออสโมติก  
ที่แตกต่างกันระหว่างภายในและภายนอกเซลล์ ทําให้จุลินทรีย์สามารถปรับตัวให้เข้ากับสภาวะ -
แวดล้อมภายนอกได้ และสารป้องกันความเย็นจะทําให้ผลึกน้ําแข็งมีขนาดเล็กลงระหว่าง
กระบวนการแช่แข็ง โดยขณะที่อุณหภูมิลดลงจนกระทั่งน้ําเร่ิมเปลี่ยนสถานะกลายเป็นน้ําแข็ง 
จุลินทรีย์จํานวนหนึ่งจะได้รับผลกระทบและเกิดอาการ cold shock ซึ่งจะทําลายเยื่อหุ้มเซลล์ ทําให้
เกิดการเปลี่ยนแปลงไขมันในเยื่อหุ้มเซลล์ ทําให้มีลักษณะเป็นรูพรุนที่ชอบน้ํา (Hydrophilic pores) 
เป็นผลให้องค์ประกอบของเซลล์ร่ัวออกไปสู่ภายนอก เพิ่มการฉีกขาดของสายดีเอ็นเอ รวมทั้งการ
สังเคราะห์โปรตีนที่มีความจําเพาะกับสภาวะของ cold shock ด้วย เมื่อน้ําเปลี่ยนสถานะเป็นน้ําแข็ง
ทั้งหมด จะทําให้จุลินทรีย์ตายและบาดเจ็บเพิ่มมากขึ้น น้ําแข็งที่เกิดขึ้นในระยะแรกนั้นจะกลายเป็น
น้ําแข็งเคลือบอยู่ภายนอกเซลล์ ต่อมาน้ําภายในเซลล์จะเกิดการแข็งตัว ซึ่งจะมีผลทําลายเซลล์ และ
เกิดแรงดันออสโมติกขึ้นภายนอกเซลล์ เป็นผลให้เซลล์ขาดน้ํา เกิดการเปลี่ยนแปลงอิออน และพี
เอชขึ้นในเซลล์ส่วนที่เป็นน้ํา โครงสร้างและหน้าที่ขององค์ประกอบภายในเซลล์ และสาร-โมเลกุล
ใหญ่ถูกทําลายไป เป็นผลให้จุลินทรีย์ตาย (สุมณฑา วัฒนสินธุ์, 2549) นอกจากนี้สารป้องกันความ
เย็นยังทําหน้าที่เป็นบัฟเฟอร์ โดยการจับกับน้ําทําให้จุดเยือกแข็งของสารละลายลดลง เกิดการก่อตัว
ของผลึกน้ําแข็งในปริมาณต่ํา ช่วยลดความเสียหายที่เกิดกับเซลล์ สารป้องกันความเย็นมีด้วยกัน
หลายชนิด ที่นิยมใช้ ได้แก่ นมพร่องมันเนย แลกโตส กลีเซอรอล ซูโครส และกลูโคส เป็นต้น  

5.1 สารป้องกันความเย็นท่ีใช้ส าหรับโพรไบโอติก 
สารหลายชนิดมีคุณสมบัติเป็นสารป้องกันความเย็น ซึ่งสารเหล่านี้ต้องมี

ความสามารถในการซึมผ่านผนังเมมเบรน และละลายน้ําได้ดี โดยในแต่ละโมเลกุลของสารป้องกัน
ความเย็นจะสามารถสร้างพันธะไฮโดรเจนกับน้ําได้ และมีความสามารถในการนําไฟฟ้าได้ต่ํา  
สารที่มีคุณสมบัติข้างต้น ได้แก่ สารประเภทคาร์โบไฮเดรต พอลิออล หรือพอลิแอลกอฮอล์ 
(Polyalcohol) และกรดไฮดรอกซีโมโนคาร์บอกซิลิก (Hydroxy monocarboxylic acid) (จุฬาลักษณ์ 
เพรชพลอย, 2549)  
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ซูโครส (Sucrose) ซูโครสเป็นคาร์โบไฮเดรต ประเภทไดแซ็กคาไรด์ หรือที่รู้จัก
โดยทั่วไปว่า น้ําตาลทราย (Table sugar) มีสูตรโมเลกุลเป็น C12H22O11 โครงสร้างโมเลกุล 
ประกอบด้วยมอนอแซ็กคาไรด์ 2 โมเลกุล คือกลูโคส (Glucose) และฟรักโทส (Fructose)  
Siaterlis และคณะ (2009) ได้ศึกษาประสิทธิภาพการป้องกันความเย็นของน้ําตาล 3 ชนิด ได้แก่ 
ซูโครส ทรีฮาโลส และซอร์บิทอล ในกระบวนการทําแห้งแบบแช่เยือกแข็ง  Lactobacillus 
rhamnosus GG พบว่าซูโครสมีประสิทธิภาพในการปกป้องเซลล์ได้ดีกว่าทรีฮาโลส และซอร์บิทอล 
ซึ่งการใช้ซูโครสความเข้มข้นร้อยละ 5 และ 10 ทําให้ Lactobacillus rhamnosus GG สามารถรอด
ชีวิตได้หลังจากการทําแห้งแบบแช่เยือกแข็งร้อยละ 90 และ 60 ตามลําดับ ที่สภาวะการเก็บรักษ า  
-20 องศาเซลเซียส และการใช้ซูโครสความเข้มข้นร้อยละ 5 มีประสิทธิภาพในการป้องกันความเย็น
ได้ดีกว่ากลีเซอรอล 

5.2 ผลของการห่อหุ้มเซลล์ร่วมกับสารป้องกันความเย็น 
การใช้วัสดุหลายชนิดร่วมกันจะช่วยให้การรอดชีวิตของเซลล์โพรไบโอติกเพิ่มขึ้น 

สําหรับผลิตภัณฑ์ไอศกรีมซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีกระบวนการผลิตที่ใช้อุณหภูมิต่ําจนเกิดเป็นผลึก
น้ําแข็งขึ้น รวมทั้งมีการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา การนําสารที่มีคุณสมบัติเป็นสารป้องกันความเย็น 
มาใช้เป็นวัสดุพยุงร่วมด้วยจะช่วยเพิ่มให้การรอดชีวิตของเซลล์โพรไบโอติกในผลิตภัณฑ์ไอศกรีม
เพิ่มขึ้น 

จากการศึกษาของจุฬาลักษณ์ ชูพรหม (2553) ได้ทําการการห่อหุ้ม Lactobacillus 
plantarum GIF17 A5 ด้วยโซเดียมอัลจิเนตร่วมกับการเติมเส้นใยถั่วเหลืองร้อยละ 3 และเคลือบด้วย
สารลายไคโตซาน แล้วนํามาทําแห้งแบบแช่เยือกแข็งด้วยสารป้องกันความเย็น 3 ชนิด ได้แก่  
นมพร่องมันเนย ซูโครส และเส้นใยถั่วเหลือง ความเข้มข้นร้อยละ 10 (w/v) พบว่า การใช้ซูโครส
หรือนมพร่องมันเนยช่วยให้ Lactobacillus plantarum GIF17 A5 มีการรอดชีวิตหลังการทําแห้ง
แบบแช่-เยือกแข็งสูงที่สุด โดยให้การรอดชีวิตเท่ากับร้อยละ 73.58 และ 74.69 ตามลําดับ ต่อมา
ทําการศึกษาความเข้มข้นของซูโครสที่เหมาะสม สําหรับช่วยให้  Lactobacillus plantarum GIF17 
A5 ถูกห่อหุ้มมีการรอดชีวิตสูงสุด โดยความเข้มข้นของซูโครสที่ใช้ได้แก่ ร้อยละ 0, 5, 10, 15 และ 
20 จากการทดลองพบว่าการใช้ซูโครสความเข้มข้นร้อยละ 15 และ 20 ช่วยให้ Lactobacillus 
plantarum GIF17 A5 ที่ถูกห่อหุ้มมีการรอดชีวิตสูงสุดหลังการทําแห้งแบบแช่เยือกแข็งและมีค่าไม่
แตกต่างกันที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 โดยให้การรอดชีวิตเท่ากับร้อยละ 77.62 และ 78.78 

จากการศึกษาของ Sultana และคณะ (2000) ได้ทําการห่อหุ้มเซลล์ Lactobacillus 
casei ด้วยอัลจิเนตร้อยละ 2  ร่วมกับการเติมแป้งข้าวโพดร้อยละ 2  และใช้กลีเซอรอลเป็น 
สารป้องกันความเย็น โดยใช้กลีเซอรอลที่ความเข้มข้นร้อยละ 15 และร้อยละ 20 เปรียบเทียบกับ 
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อัลจิเนตร้อยละ 2 และการใช้อัลจิเนตร้อยละ 2 ร่วมกับแป้งข้าวโพดร้อยละ 2 โดยใช้วิธีการอิมัลชัน 
ต่อมานําเม็ดเจลที่ได้ไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นับจํานวนเซลล์ที่รอดชีวิตก่อนและ
หลังการแช่แข็ง จากการทดลองพบว่าการใช้กลีเซอรอลร่วมกับอัลจิเนตและแป้งข้าวโพดเป็นวัสดุ
พยุง  มีผลให้ Lactobacillus casei ที่ห่อหุ้มรอดชีวิตหลังการแช่ เยือกแข็งสูงกว่าการใช้ 
อัลจิเนต และการใช้อัลจิเนตร่วมกับแป้งข้าวโพด  เมื่อความเข้มข้นของกลีเซอรอลเพิ่มขึ้นการรอด
ชีวิตของ Lactobacillus casei ที่ห่อหุ้มรอดชีวิตหลังการแช่เยือกแข็งสูงขึ้น โดยการใช้อัลจิเนต  
แป้งข้าวโพดและกลีเซอรอลร้อยละ 20 เป็นวัสดุห่อหุ้มให้ค่าการรอดชีวิตสูงสุด รองลงมาการคือ 
การใช้อัลจิเนต แป้งข้าวโพด และกลีเซอรอลร้อยละ 15  การใช้อัลจิเนต และอัลจิเนตร่วมกับแป้ง-
ข้าวโพด โดยให้ค่าการรอดชีวิตร้อยละ 93.31, 68.72, 66.79 และ 66.02 ตามลําดับ 

วัตถุประสงค์  
1. เพื่อแยกและคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกจากนมวัว และ 
นมแพะ  
2. เพื่อศึกษาวัสดุพยุงที่เหมาะสมสําหรับห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกที่คัดเลือกได้ 
3. เพื่อศึกษาผลของวิธีการเติมและการรอดชีวิตของโพรไบโอติกที่ถูกห่อหุ้มในผลิตภัณฑ์
ไอศกรีม 
4. เพื่อศึกษาการยอมรับของผู้บริโภคต่อผลิตภัณฑ์ไอศกรีมเสริมโพรไบโอติก 
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บทที่ 2 
วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการ 

วัสดุอุปกรณ์ 
1. วัสดุ 

1.1. นมแพะ จากฟาร์มในจังหวัดสงขลา จ านวน 10 ตัวอย่าง 
1.2. นมวัว จากฟาร์มในจังหวัดสงขลา จ านวน 10 ตัวอย่าง 
1.3. แบคทีเรียอินดิเคเตอร์ ได้แก่ Escherichia coli DMST 4212, Salmonellas typhimurium 
DMST 562, Listeria monocytogenes DMST 1327 และ Staphylococcus aureus DMST 8840 
จากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข ประเทศไทย โดยแบคทีเรียที่ใช้เป็น
แบคทีเรียอินดิเคเตอร์เป็นสายพันธุ์ที่มีรายงานว่าตรวจพบในผลิตภัณฑ์ในไอศกรีม  
1.4. น้ ามันถั่วเหลือง (Food grade, Thailand) 

2. อาหารเล้ียงเชื้อ 
อาหารเลี้ยงเชื้อ บริษัทผู้ผลิต/ ประเทศ 
2.1  Agar Difco/ USA 
2.2  Barid parker Difco/ USA 
2.3  Bismuth sulfite agar  Difco/ USA 
2.4  Brain heart infusion  Difco/ USA 
2.5  Eosin methylene blue broth Difco/ USA 
2.6  de man-Rogosa-Sharpe (MRS) broth Himedia/India 
2.7  Lactose broth Difco/ USA 
2.8  Lauryl sulphate broth Difco/ USA 
2.9  Lysine iron agar (LIA) Difco/ USA 
2.10  Nutrient broth Himedia/India 
2.11  Plate count agar (PDA) Difco/ USA 
2.12  Peptone Difco/ USA 
2.13  Salmonella shigella agar (SSA) Difco/ USA 
2.14  Selenite cysteine broth (SCB) Difco/ USA 
2.15  Triple sugar iron (TSI) Difco/ USA 
2.16  Tryticases soy broth Difco/ USA 
2.17  Xylose lysine desaxycholate (XLD) agar Difco/ USA 
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3. สารเคมี 
สารเคมี เกรด บริษัทผู้ผลิต/ ประเทศ 
3.1  Bile salt Analytical Himedia/India 
3.2  Calcium carbonate (CaCo3) Analytical Finechem/Australia 
3.3  Calcium cholride (CaCl2) Analytical Ajax/Australia 
3.4  Glycerol Analytical VWR International, England 
3.5  Hydrogenperoxide (H2O2) Analytical วิทยาศรม/ประเทศไทย 
3.6  n-hexadecane  Analytical Merk/Germany 
3.7  Pancreatin from porcine pancreas Analytical Sigma/USA 
3.9  Pectin Food Ajax/Australia 
3.10  Pepsin form  porcine stomach mucosa 

(600 unit/mg) 
Analytical Sigma/USA 

3.11  Potassium dihydrogen phosphate 
(KH2PO4) 

Analytical Rankem/India 

3.12  Sodium alginate Food Fluka/USA 
3.13  Sodium cholride (NaCl) Analytical J.T. Baker/USA 
3.14  κ-carrageenan Food Ajax/Australia 
3.15  Sodium taurocholate (TC) hydrate Analytical Sigma/Germany 
3.16  Sodium taurodeoxycholate (TDC) 

hydrate 
Analytical Sigma/Germany 

3.17  Sodium glycocholate (GC) hydrate Analytical Sigma/Germany 
3.18  Sodium Glycodeoxycholate (GDC) 

hadrate 
Analytical Sigma/Germany 
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4. อุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 
เคร่ืองมือ บริษัทผู้ผลิต/ ประเทศ 
4.1  กล้องจุลทรรศน์ รุ่น CX-21 Olympus/Japan 
4.2  เคร่ืองเขย่าให้อากาศแบบควบคุมอุณหภูมิ รุ่น VS-848OSR-L LMS/Japan 
4.3  เคร่ืองชั่ง 2 ต าแหน่ง รุ่น BP2100S Sartorius/Thailand 
4.4  เคร่ืองตีปั่นผสมอาหาร รุ่น 400 CIRCULATOR Seward/England 
4.5  เคร่ืองปั่นผสม รุ่น G-56OE Scientific/USA 
4.6  เคร่ืองปั่นไอศกรีม รุ่น 104-40 Taylor/USA 
4.7  เคร่ืองหมุนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated 

centrifuge) รุ่น Avanti-JE centrifuge 
Backman Coulter/USA 

4.8  ตู้บ่มเชื้อ รุ่น 854 Schwabach Memmert/Germany 
4.9  ตู้อบ (Hot air oven) รุ่น FD53 Binder/Germany 
4.10 พีเอชมิเตอร์ รุ่น Cyberscan PH 510 Cyberscan/USA 
4.11 หม้อน่ึงฆ่าเชื้อด้วยความดันไอน้ า รุ่น SS-325 Tomy/Japan 
4.12 กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning 

Electron Microscopy; SEM) รุ่น FEI Quanta 400 
FEI company/USA 

4.13 เคร่ืองท าเนื้อเยื่อแห้ง (Critical point dryer; CPD)  
รุ่น Polaron CPD 7501 

Quorum Technologies/ UK 

4.14 เข็มฉีดยา เบอร์ 24G×1" Nipro/Thailand 

วิธีการ 
1. การแยกและคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก 

1.1 การแยกแบคทีเรียแลกติกจากนม 
ท าการแยกเชื้อแบคทีเรียแลกติกจากนมแพะจ านวน 10 ตัวอย่าง และ นมวัวจ านวน 

10 ตัวอย่าง จากฟาร์มในจังหวัดสงขลาโดยน าตัวอย่าง 25 กรัม มาเจือจางด้วยสารละลายโซเดียม-
คลอไรด์เข้มข้นร้อยละ 0.85 ปริมาตร 225 มิลลิลิตร แล้วเจือจางต่อแบบ ten-fold series dilution 
แล้วดูดสารละลายตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากความเข้มข้นที่เหมาะสมมาท าการ pour plate  
ในอาหารแข็ง MRS ที่เติมเกลือน้ าดีร้อยละ 0.1 และแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 0.5 บ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง จากนั้นเลือกโคโลนีที่มีวงใสล้อมรอบ และมีลักษณะแตกต่างกัน
จากจานเพาะเลี้ยง มาท าให้บริสุทธิ์โดยการขีด (Streak) บนอาหารแข็ง MRS จนได้โคโลนีเดี่ยวที่
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บริสุทธิ์ จากนั้นท าการย้อมเซลล์แบคทีเรียด้วยวิธีการย้อมแกรม เพื่อศึกษารูปร่างใต้กล้องจุลทรรศน์ 
คัดเลือกเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก จากนั้นทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตะเลสโดยใช้ไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ คัดเลือกเฉพาะไอโซเลทที่ไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลส และเก็บเชื้อที่แยกได้ใน 
กลีเซอรอลร้อยละ 20 ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และบนอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเอียง (Slant)  
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ทดสอบในขั้นต่อไป 

1.2 การทดสอบคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกเบื้องต้นในหลอดทดลอง (in vitro) 
1.2.1 การเตรียมเชื้อแบคทีเรียส าหรับทดสอบ 

ถ่ายเชื้อที่แยกได้ในข้อ 1.1 ที่เก็บในกลีเซอรอลร้อยละ 20 มิลลิลิตร ปริมาตร  
0.4 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 
ชั่วโมง ท าสองคร้ัง เพื่อคืนสภาพเซลล์ แล้วน ามาขีดบนอาหารแข็ง MRS เพื่อให้ได้โคโลนีเดี่ยวที่
บริสุทธิ์ น าโคโลนีเดี่ยวที่ได้ถ่ายลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นดูดเซลล์ซัสเพนชั่น ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน eppendorf 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว น ามาเหวี่ยงแยกเซลล์ที่ความเร็ว 8,500 รอบต่อนาที  
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที ล้างตัวเซลล์ด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 
ร้อยละ 0.85 สองครั้ง จากนั้นน าไปทดสอบคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติก ดังนี้ 

1.2.2 การทดสอบความสามารถในการทนต่อกรดและเอนไซม์เปปซิน 
การทดสอบการทนต่อกรดและเอนไซม์เปปซิน เป็นการทดสอบความสามารถใน

การอยู่รอดของแบคที เรียในสภาวะเลียนแบบสภาวะของกระเพาะอาหารที่ เป็นกรดและ 
มีเอนไซม์เปปซิน โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Wang และคณะ (2010) เติมสารละลาย phosphate 
buffer saline (PBS) ที่ปรับค่าพีเอชด้วย 1 M HCl ให้มีพีเอช 3 และ 2 และมีเอนไซม์เปปซินความ
เข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (เอนไซม์เปปซิน 1800 unit/ml) ของตัวอย่าง ลงในแบคทีเรียที่ได้
จากข้อ 1.2.1 น าไปบ่มในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แล้วตรวจสอบ
จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตที่เวลา 0 และ 3 ชั่วโมง โดยวิธีการ drop plate บนอาหารแข็ง MRS เติม
แคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 0.5 ท าการทดลอง 2 ซ้ า ค านวณค่าการรอดชีวิตโดยใช้สมการที่ 1  
แล้วคัดเลือกไอโซเลทที่มีค่าการรอดชีวิตสูงกว่าร้อยละ 50 ไปทดสอบในขั้นต่อไป 
 
 
 

Survival (%) =  logCFU ml at 3 hr 

logCFU ml at 0 hr 
×100………………………………………………สมการที่ 1 
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1.2.3 การทดสอบความสามารถในการทนต่อเกลือน้ าดีและเอนไซม์เพนครีเอติน 
การทดสอบความสามารถในการทนต่อเกลือน้ าดีและเอนไซม์เพนครีเอติน เป็น

การทดสอบความสามารถในการอยู่รอดของแบคทีเรียในสภาวะที่เลียนแบบสภาวะของล าไส้เล็กที่
มีเกลือน้ าดีและเอนไซม์เพนครีเอติน โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Wang และคณะ (2010)  
เติมสารละลาย PBS ที่ปรับค่าพีเอชด้วย 1 M NaOH ให้มีพีเอช 8.0 เติมเกลือน้ าดีความเข้มข้น 
ร้อยละ 1 และ 2 และเอนไซม์เพนครีตินความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ลงในแบคทีเรียที่
คัดเลือกได้จากข้อ 1.2.2 ที่ผ่านการเตรียมเซลล์ดังข้อ 1.2.1 น าไปบ่มในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ แล้ว
ตรวจสอบจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตที่เวลา 0 และ 4 ชั่วโมง โดยวิธีการ drop plate บนอาหารแข็ง MRS  
ที่เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 0.5  ท าการทดลอง 2 ซ้ า ค านวณค่าการรอดชีวิตโดยใช้สมการที่ 2 
คัดเลือกไอโซเลทที่มีการรอดชีวิตสูงกว่าร้อยละ 50 ไปทดสอบในขั้นต่อไป 
 
 

1.2.4 การทดสอบความสามารถในการทนต่อสภาวะเลียนแบบทางเดินอาหาร
แบบต่อเน่ือง 

การทดสอบความสามารถในการทนต่อสภาวะเลียนแบบทางเดินอาหาร
แบบต่อเนื่อง โดยเร่ิมจากทดสอบความสามารถในการทนต่อสภาวะกรด แล้วน ามาทดสอบต่อใน
สภาวะเกลือน้ าดี โดยเติมสารละลาย PBS ที่ปรับค่าพีเอชด้วยด้วย 1 M HCl ให้มีพีเอช 2 และมี
เอนไซม์เปปซินความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ลงในแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ข้อ 1.2.3 ผ่านการ
เตรียมเซลล์ดังข้อ 1.2.1 น าไปบ่มในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน  
3 ชั่วโมง แล้วหมุนเหวี่ยงแยกเซลล์ด้วยความเร็ว 8,500 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
นาน 4 นาที แล้วแบ่งเซลล์ออกเป็น 2 ส่วน ส่วนที่ 1 น าไปตรวจสอบจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตที่เวลา  
0 และ 3 ชั่วโมง โดยวิธีการ drop plate บนอาหารแข็ง MRS ที่เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 0.5 
ท าการทดลอง 2 ซ้ า ค านวณค่าการรอดชีวิตโดยใช้สมการที่ 1 และส่วนที่ 2 เติมสารละลาย PBS  
ที่ปรับค่าพีเอชด้วย 1 M NaOH ให้มีพีเอช 8.0 เติมเกลือน้ าดีความเข้มข้นร้อยละ 1 และเอนไซม์ 
เพนครีตินความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปบ่มในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส แล้วตรวจสอบจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตที่เวลา 4 ชั่วโมง โดยวิธีการ drop plate  
บนอาหารแข็ง MRS ที่เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 0.5 ท าการทดลอง 2 ซ้ า ค านวณค่าการรอด
ชีวิตโดยใช้สมการที่ 3 แล้วคัดเลือกไอโซเลทที่มีการรอดชีวิตสูงกว่าร้อยละ 50 ไปทดสอบในขั้น-
ต่อไป 
 

Survival (%) =  logCFU ml at 4 hr 

logCFU ml at 0 hr 
×100………………………………………………สมการที่ 2 

 

Survival (%) =  logCFU ml at 7 hr 

logCFU ml at 0 hr 
×100………………………………………………สมการที่ 3 
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1.2.5 การทดสอบ cell hydrophobicity (Ocana et al., 1999) 
น าแบคทีเรียที่คัดเลือกได้จากข้อ 1.2.4 มาเตรียมเซลล์ตามวิธีในข้อ 1.2.1 แล้วเติม

สารละลาย PBS ที่ปรับค่าพีเอชด้วย 1 M HCl และ 1 M NaOH ให้มีพีเอช 7.2 ลงไป น าไปวัดค่า
ความความขุ่นที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร โดยควบคุมค่าความขุ่นให้อยู่ในช่วง 0.4-0.6 แล้ว
เติม n-hexadecane ในอัตราส่วนเซลล์ซัสเพนชั่นต่อ n-hexadecaneเป็น 4:1 จากนั้นเขย่า นาน 3 นาที 
วางทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง นาน 20 นาที เพื่อให้สารแขวนลอยของเชื้อแยกออกเป็นสองส่วน แยกเอา
ส่วนน้ าออกมา (ส่วนล่าง) น าไปวัดความความขุ่นที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (หากแบคทีเรียที่
น ามาทดสอบมีคุณสมบัติ  hydrophobicity ค่ าความขุ่นควรลดลง) แล้วท าการค านวณหา 
hydrophobicity โดยใช้สูตรดังสมการที่ 4 แล้วคัดเลือกไอโซเลทที่มีค่า hydrophobicity สูงกว่า 
ร้อยละ 50 ไปทดสอบขั้นในต่อไป 
 
 
 

1.2.6 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร  
การทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร ดัดแปลงจากวิธี

ของ Şimşek และคณะ (2006) โดยใช้แบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได้แก่ Escherichia coli DMST 4212, 
Salmonellas typhimurium DMST 562, Listeria monocytogenes DMST 1327 และ Staphylococcus 
aureus DMST 8840 โดยวิธี agar spot น าแบคทีเรียที่คัดเลือกได้จากข้อ 1.2.5 ที่เจริญในอาหารเหลว 
MRS ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ชั่วโมง ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มา spot (Drop)  
บนอาหารแข็ง MRS แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ชั่วโมง และน าแบคทีเรีย
อินดิเคเตอร์ ไปเลี้ยงในอาหารเหลว BHI ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 6 ชั่วโมง (มีเชื้อ
ประมาณ 6 Log CFU/ml) จากนั้นน าแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาแขวนลอยใน
อาหาร BHI soft agar (0.75% agar)  แล้วน าไปเททับบนอาหารแข็ง MRS ที่มีแบคทีเรียแลกติกเจริญ
อยู่ น าจานเพาะเชื้อไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ถ้าแบคทีเรียแลกติกที่
คัดเลือกสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได้ จะเกิดวงใส (Inhibition zone) รอบ ๆ cell spot 
วัดขนาดของวงใสรอบ ๆ cell spot (จากขอบนอก cell spot ถึงขอบนอกวงใส) คัดเลือกแบคทีเรีย
แลกติกที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ทุกสายพันธุ์ที่ทดสอบ 

น าแบคทีเรียแลกติกไอโซทที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคได้ทุกสายพันธุ์ มา
ยืนยันผลความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค โดยวิธี overlay (Overlay method) ดัดแปลง
จากวิธีการของ Prema (2013) โดยน าแบคทีเรียแลกติก ซึ่งเจริญในอาหารเหลว MRS ที่อุณหภูมิ 37 

Hydrophobicity (%) = 
(O.D.

before added n-hexadecane
- O.D.

 after added n-hexadecane

O.D.
before added n-hexadecane

×100…..สมการที่ 3 
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องศาเซลเซียส นาน 18 ชั่วโมง จ านวน 1 ลูป มาขีดเส้นยาว 2 เซนติเมตร บนอาหารแข็ง MRS แล้ว
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ชั่วโมง แล้ว overlay ด้วยอาหารกึ่งแข็ง BHI (0.75% 
agar) ที่มีแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ (มีเชื้อประมาณ 6 Log CFU/ml) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง หากเกิดวงใส  รอบ ๆ เส้นที่ขีดไว้ วัดขนาดของวงใส
รอบ ๆ แสดงว่าแบคทีเรียแลกติกสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได้ 

1.2.7 ทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ย่อยเกลือน้ าดี (Bile salt hydrolase)  
ทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ย่อยเกลือน้ าดี ตามวิธีของ Taranto และ

คณะ (1996) เตรียมอาหาร MRS soft agar  ที่เติม TC, TDC, GC และ GDC ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 
(w/v) น าแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกจากข้อ 1.2.7 ที่เจริญในอาหารเหลว MRS ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 18 ชั่วโมง ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มา drop ลงบน MRS soft agar ที่เติมเกลือน้ าดีแล้ว
น าจานเพาะเชื้อไปบ่มในสภาวะไร้ออกซิเจน ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง 
แบคทีเรียแลกติกทีมีตะกอน (Opaque halo) ของกรดเกลือน้ าดีรอบ ๆ แสดงว่าสามารถผลิตเอนไซม์
ย่อยเกลือน้ าดีได้ 

1.3 การเทียบเคียงสายพันธ์จุลินทรีย์ท่ีมีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก 
น าเชื้อที่ได้จากข้อ 1.2.7 ที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกเบื้องต้น มาเทียบเคียง 

สายพันธุ์ โดยส่งวิเคราะห์ล าดับเบสของ 16S rDNA น าล าดับเบสของ 16S rDNA ที่ได้ไปเทียบกับ
ฐานข้อมูลที่มีอยู่ใน GenBank database โดยใช้โปรแกรม BLAST 

2. การศึกษาคัดเลือกวัสดุพยุงที่เหมาะสมส าหรับห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกที่คัดเลือกได้ 

2.1 ศึกษาความเข้มข้นของวัสดุพยุงชนิดต่าง ๆ ท่ีเหมาะสมส าหรับห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติก 
2.1.1 อัลจิเนตร่วมกับแป้งข้าวโพดโดยวิธีอิมัลชัน 

การห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกด้วยอัลจิเนตร่วมกับแป้งข้าวโพดด้วยวิธีอิมัลชัน โดย
ดัดแปลงจากวิธีการของ Homayouni และคณะ (2008a) ชั่งอัลจิเนต แป้งข้าวโพด และซูโครส 
ปริมาณความเข้มข้นแสดงดัง Table 6 ละลายในน้ ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อ แล้วน าไปฆ่าเชื้อที่
อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที ลดอุณหภูมิของผสมที่ผ่านการฆ่าเชื้อให้มีอุณหภูมิ 40–
45 องศาเซลเซียส เติมเชื้อโพรไบโอติกที่เตรียมดังข้อ 2.1 ร้อยละ 0.1 ของสารละลายอัลจิเนต-แป้ง
ข้าวโพด-ซูโครสลงไป จากนั้นเติมน้ ามันพืชที่ผสมเลซิตินที่ปลอดเชื้อร้อยละ 0.2 ในอัตราส่วน 2:1 
ของสารละลายอัลจิเนต ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วยความเร็ว 400 รอบต่อนาที นาน 20 นาที จน
เกิดอิมันชันที่สมบรูณ์ หลังจากนั้นเติม 0.1 M CaCl2 ที่ปลอดเชื้อ ในอัตราส่วน 2:1 ของ
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สารละลายอัลจิเนต แล้วผสมให้เป็นเนื้อเดียว พักทิ้งไว้ประมาณ 30 นาที จนเกิดเป็นเม็ดเจลออกมา 
แยกน้ ามันออกโดยใช้ผ้าขาวบางที่ปลอดเชื้อ ล้างเม็ดเจลที่ได้ด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์  
ร้อยละ 0.9 ที่ผสมกลีเซอรอลร้อยละ 5 ปลอดเชื้อ เก็บรักษาเม็ดเจลที่ในขวดแก้วปลอดเชื้อ  
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อศึกษาในขั้นต่อไป  
Table 6 Concentration of sodium alginate and sucrose used as supporting material for 

encapsulation of probiotic 

Treatments 
Concentration of supporting material (%) 

Sodium-alginate Hi-maize Sucrose 
A1-0 1 2 0 
A2-0 2 2 0 
A3-0 3 2 0 
A1-5 1 2 5 
A2-5 2 2 5 
A3-5 3 2 5 
A1-10 1 2 10 
A2-10 2 2 10 
A3-10 3 2 10 

Note: A = alginate 

2.1.2 เพกตินโดยวิธีเอกซ์ทรูชัน 
การห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกด้วยเพกติน  ใช้เทคนิคเอกทรูชัน ซึ่งดัดแปลงจากวิธี

ของ Voo และคณะ (2008) โดยชั่งเพกติน และซูโครสในปริมาณความเข้มข้นแสดงดัง Table 7 
ละลายในน้ ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อ แล้วน าของผสมที่ได้ไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส 
นาน 20 นาที  ลดอุณหภูมิลงให้เป็น 40-45 องศาเซลเซียส แล้วเติมเชื้อโพรไบโอติกที่ได้จากข้อ 2.1 
ในปริมาณร้อยละ 0.1 ลงในสารละลายเพกติน-ซูโครส แล้วผสมให้เข้ากันด้วยความเร็ว 500 รอบต่อ
นาที นาน 5 นาที ใช้เข็มฉีดยาเบอร์ 24G ความยาวเข็ม 1 นิ้ว ดูดสารละลายหยดลงใน 0.1 M CaCl2 
ที่ปลอดเชื้อ เพื่อผลิตเป็นเม็ดเจล แยกเม็ดเจลที่ได้ด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 ท าการล้างเม็ดเจลที่ได้
ด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ร้อยละ 0.9 ที่ผสม กลีเซอรอลร้อยละ 5 ปลอดเชื้อ เก็บรักษาเม็ดเจล
ที่ในขวดแก้วปลอดเชื้อ ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อศึกษาขั้นต่อไป  

2.1.3 คาร์ราจีแนนโดยวิธีเอกซ์ทรูชัน 
การห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกด้วยคาร์ราจีแนนโดยเทคนิคเอกทรูชัน ดัดแปลงจาก

วิธีของ Tsen และคณะ (2004) ชั่ง κ-คาร์ราจีแนน และซูโครสในปริมาณความเข้มข้นแสดงดัง 
Table 8 ละลายในน้ ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อ แล้วน าของผสมที่ได้ไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 110  
องศาเซลเซียส นาน 20 นาที ลดอุณหภูมิลงให้เป็น 40-45 องศาเซลเซียส แล้วเติมสารละลาย
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แขวนลอยของโพรไบโอติกที่ได้จากข้อ 2.1 ลงในสารละลายคาร์ราจีแนนในอัตราส่วน 1:1 แล้วใช้
เข็มฉีดยาเบอร์ 24G ความยาวเข็ม 1 นิ้ว ดูดสารละลายหยดลงใน 0.5 M potassium chloride (KCl) 
ปลอดเชื้อ เพื่อผลิตเป็นเม็ดเจล แชเ่ม็ดเจลที่ได้ไว้ในสารละลาย KCl แล้วเขย่าที่ความเร็ว 70 รอบต่อ
นาที ที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง แยกเม็ดเจลออกโดยใช้กระดาษกรองเบอร์ 1 แล้ว
ล้างเม็ดเจลด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ร้อยละ 0.9 ที่ผสมกลีเซอรอลร้อยละ 5 ปลอดเชื้อ เก็บ
รักษาเม็ดเจลที่ในขวดแก้วปลอดเชื้อ ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อศึกษาขั้นต่อไป  

Table 7 Concentration of pectin and sucrose used as supporting material for encapsulation of 
probiotic 

Treatments 
Concentration of supporting material (%) 

Low methoxy pectin High methoxy pectin Sucrose 
LP-0 5 0 0 
LP-5 5 0 5 
LP-10 5 0 10 
HP-0 0 5 0 
HP-5 0 5 5 
HP-10 0 5 10 
MixP-0 2.5 2.5 0 
MixP-5 2.5 2.5 5 
MixP-10 2.5 2.5 10 

Note: LP = 5%low methoxy pectin, HP = 5%high methoxy pectin, Mix P = 2.5% low methoxy 
pectin + 2.5%high methoxy pectin 

Table 8 Concentration of κ-carragenan and sucrose used as supporting material for encapsulation 
of probiotic 

Treatments Concentration of supporting material (%) 
Carrageenan Sucrose 

C3-0 3 0 
C3-5 3 5 
C3-10 3 10 
C4-0 4 0 
C4-5 4 5 
C4-10 4 10 

Note: C = carrageenan 
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2.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานของโพรไบโอติกท่ีถูกห่อหุ้มด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบส่อง
กราด (Scanning Electron Microscopy; SEM) 

น าเม็ดเจลที่ห่อหุ้มเซลล์ที่ได้จากข้อ 2.2 มาศึกษาลักษณะโครงสร้างของเม็ดเจล 
และลักษณะของโพรไบโอติกที่ถูกห่อหุ้มอยู่ภายในเม็ดเจล โดยดัดแปลงจากวิธีของ Allan-Wojas 
และคณะ (2007) โดยน าเม็ดเจลจ านวน 1 กรัม มาตรึง (Fix) ด้วยสารละลาย 0.1 M PBS พีเอช 5.0  
ที่มี glutaraldehyde ความเข้มข้นร้อยละ 2.5 (v/v) ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 
ชั่วโมง จากนั้นล้างเม็ดเจล 2 คร้ัง ด้วยสารละลาย 0.1 M PBS pH 5.0 (อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส) 
แล้วน ามาก าจัดน้ า (Dehydration) ด้วย ethanol series เร่ิมจากความเข้มข้นร้อยละ 50 (15 นาที), 70 
(15 นาที), 90 (15 นาที) และ absolute ethanol (3 ×15 นาที) จากนั้นน าตัวอย่างไปท าแห้งด้วยเคร่ือง 
Critical point drying น าเม็ดเจลที่ผ่านการท าแห้งมาติดบนแท่นวางตัวอย่าง (Stub) แล้วน าไปเคลือบ
ทองด้วยเครื่อง sputter coater หลังจากนั้นน าเม็ดเจลไปดูรูปร่างด้วยเคร่ือง SEM Quanta โดยใช้ AV 
12.50 และ 20 kV 

2.3 การทดสอบประสิทธิภาพการห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติก  
ประสิทธิภาพการห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกของวัสดุผยุงแต่ละชนิดดัดแปลงจาก

วิธีการของ Sandova-Castilla และคณะ (2010) ชั่งเม็ดเจลจากข้อ 2.2 มา 1 กรัม เติมลงในสารละลาย 
PBS พีเอช 7.2 ปริมาตร 9 มิลลิลิตร น าไปเขย่าบนเคร่ือง vortex ที่ระดับความเร็วสูงสุด นาน 10 
นาที เพื่อให้เม็ดเจลแตก แล้วท าการเจือจางแบบ ten-fold dilution ด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์
ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 จนได้ความเข้มข้นที่เหมาะสม นับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตโดยวิธีการ  
pour plate ในอาหารแข็ง MRS ที่ เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 0.5 บ่มที่ อุณหภูมิ  37  
องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง รายงานผลเป็น Log CFU/g น ามาค านวณหาประสิทธิภาพการ
ห่อหุ้ม (Encapsulation efficiency) ดังสมการที่ 5 คัดเลือกวัสดุพยุงที่มีค่าประสิทธิภาพการห่อหุ้ม
สูงสุด เพื่อศึกษาในขั้นต่อไป 
 

ก าหนดให้ X0 เป็นจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตก่อนการห่อหุ้ม 
  Xt เป็นจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตหลังการห่อหุ้ม 

2.4 การศึกษาประสิทธิภาพการปกป้องเซลล์ในสภาวะการปั่นไอศกรีม 
ท าการผลิตไอศกรีมวานิลลาสูตรพื้นฐาน โดยใช้ส่วนผสมไอศกรีมตาม

รายละเอียดดัง Table 9 และมีขั้นตอนการผลิตดังนี้คือ ผสมส่วนผสมแห้งทั้งหมดเข้าด้วยกัน  
น าส่วนผสมที่เป็นของเหลว ได้แก่ น้ าและครีมไปให้ความร้อนจนมีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส แล้ว

Encapsulation efficiency (%) = 
 Xf

X0
×100…………………………………………..สมการที่ 5 
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เทส่วนผสมแห้งลงไปกวนตลอดเวลา ให้ความร้อนจนมีอุณหภูมิถึง 60 องศาเซลเซียส คงไว้เป็น
เวลา 30 วินาที ตีปั่นให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วยเคร่ืองปั่นผสม น าไปพาสเจอร์ไรส์ที่อุณหภูมิ 85 องศา-
เซลเซียส นาน 2 นาที ท าให้เย็นทันทีด้วยน้ าเย็นจัดจนอุณหภูมิลดลงเป็น 15 องศาเซลเซียส แล้วบ่ม
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง ได้เป็นส่วนผสมไอศกรีมเหลว (Ice cream mixed) 
ต่อมาน าไอศกรีมเหลวไปแช่เยือกแข็ง ด้วยเคร่ืองปั่นไอศกรีม นาน 10 นาที จากนั้นน าไปบรรจุลง
ในถ้วยพลาสติกที่มีเม็ดเจลที่คัดเลือกได้จากข้อ 2.4 (2 กรัม) ปริมาณ 20 กรัม ต่อมาแบ่งไอศกรีม
ออกเป็นสองชุดทดสอบ ชุดที่ 1 น าไปนับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตโดยวิธีการ pour plate ในอาหารแข็ง 
MRS ที่เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 0.5 (X0) ส่วนชุดที่สองน าไปแช่แข็ง (Hardening)  
ที่อุณหภูมิประมาณ -20 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง แล้วน าไปนับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตโดย
วิธีการ pour plate ในอาหารแข็ง MRS ที่เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 0.5 (Xf) แล้วน ามา
ค านวณหาประสิทธิภาพการรอดชีวิต ดังสมการที่ 6 คัดเลือกวัสดุพยุงที่โพรไบโอติกมีค่าการรอด
ชีวิตสูง เพื่อทดสอบในขั้นต่อไป 
 

ก าหนดให้ X0 เป็นจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตก่อนการแช่แข็ง 
 Xt เป็นจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตหลังการแช่แข็งที่-20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

Table 9 Ingredients of vanilla ice cream 

Ingredients Ratio (%) 
Cream (35%) 25.6 
Skimmed milk powder 10.2 
Sugar 12.0 
Carboxymethyl cellulose (CMC) 0.8 
Water 51.4 
Modified with vanilla and cream aroma - 

Source: สมจิตร สุรพัฒน์ (2544) 

2.5 การศึกษาประสิทธิภาพในการปกป้องเซลล์ในสภาวะเลียนแบบทางเดินอาหารโดยการ
ทดสอบแบบต่อเนื่อง  

ชั่งเม็ดเจลจากข้อ 2.2 จ านวน 1 กรัม แช่ในสารละลาย PBS พีเอช 2 ที่มีเอนไซม์- 
เปปซิน 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แล้วหมุนเหวี่ยงแยกเม็ด
เจลด้วยความเร็ว 8,500 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 4 นาทีจากนั้นแบ่งออกเป็น

Survival (%) = 
 𝑋𝑓

𝑋0
×100…………………………………………………………………..สมการที่ 6 
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สองส่วน ส่วนแรก คือ ส่วนที่ไม่ผ่านสภาวะเกลือน้ าดีจะน ามานับจ านวนเซลล์ที่เหลือรอดด้วย
วิธีการ pour plate  และส่วนที่สองน าเม็ดเจลเติมลงในสารละลาย PBS บัฟเฟอร์ที่ปรับพีเอชเป็น 8.0 
และมีเกลือน้ าดีเข้มข้นร้อยละ 1 และ 2 มีเอนไซม์เพนครีเอตินความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
บ่มในอ่างที่ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง นับจ านวนเซลล์ที่เหลือรอด
ชีวิตด้วยวิธีการ pour plate ค านวณค่าการรอดชีวิตดังสมการที่ 3 คัดเลือกวัสดุพยุงที่เซลล์สามารถ
รอดชีวิตได้สูง เพื่อทดสอบในขั้นต่อไป 

2.6 การศึกษาประสิทธิภาพการปลดปล่อยเซลล์ออกจากเม็ดเจล 
น าเม็ดเจลที่เตรียมจากวัสดุพยุงที่คัดเลือกได้จากข้อ 2.5 และ 2.6 มา 1 กรัม เติมลง

ขวดแก้ว ขนาดประมาณ 20 มิลลิลิตร เติมสารละลาย PBS พีเอช 7.2 ปริมาตร 9 มิลลิลิตร เขย่าเบา ๆ
และบ่มในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั่วโมง แล้วเก็บตัวอย่าง
ทุก ๆ ชั่วโมง (0, 1, 2, 3, 4, 5 และ 6) ตรวจนับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตของโพรไบโอติกด้วยวิธีการ 
pour plate (Sheu และ Marshall, 1993) ค านวณร้อยละการปลดปล่อยเซลล์ โดยใช้สมการที่ 7 
คัดเลือกวัสดุพยุงที่สามารถปลดปล่อยเซลล์โพรไบโอติกได้สูง เพื่อทดสอบในขั้นต่อไป 
 

 

3. ศึกษาการรอดชีวิตของโพรไบโอติกในขั้นตอนการผลิตไอศกรีม 

3.1 การเตรียมเชื้อโพรไบโอติกเร่ิมต้น 

3.1.1 เซลล์โพรไบโอติกที่ไม่ผ่านการห่อหุ้ม (Free cell) 
น าแบคทีเรียโพรไบโอติกที่คัดเลือกได้จากตอนที่ 1 เลี้ยงในอาหารเหลว MRS ที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18 ชั่วโมง ถ่ายเชื้อเร่ิมต้นปริมาตร 15 มิลลิลิตร ในอาหารเหลว 
MRS ปริมาตร 150 มิลลิลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง เหวี่ยงแยกเซลล์ที่
ความเร็วรอบ 8,500 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ล้างตัวเซลล์ด้วย
สารละลายแคลเซียมคลอไรด์เข้มข้นความเข้มข้นร้อยะ 0.85 สองคร้ัง น าตัวเซลล์ไปซัสเพนชั่นใน
นมยูเอชทีแช่เย็นปริมาตร 50 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน าไปใช้  
(เก็บไว้ไม่เกิน 6 ชั่วโมง) (ดัดแปลงจาก Nousia et al., 2011) ตรวจสอบจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตของ
โพรไบโอติกที่ซัสเพนชั่นอยู่ในนมยูเอชที โดยวิธีการ pour plate ในอาหารแข็ง MRS ที่เติม
แคลเซียมคาร์บอเนตความเข้มข้นร้อยละ 0.5 รายงานผลเป็น Log CFU/ml  

Release (%) = 
Relesed bacteria count difference time (log CFU ml) 

 Initial bacteria count (log CFU ml) 
×100………………....สมการที่ 7 
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3.1.2 เซลล์โพรไบโอติกที่ถูกห่อหุ้ม (Encapsulated cell) 
น าเซลล์โพรไบโอติกที่คัดเลือกได้จากตอนที่ 1 ที่ห่อหุ้มเซลล์ด้วยวัสดุพยุง และ

วิธีการที่คัดเลือกได้จากตอนที่ 2 มาท าซัสเพนชั่นในนมยูเอชทีแช่เย็นปริมาตร 50 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน าไปใช้ (เก็บไว้ไม่เกิน 6 ชั่วโมง) ตรวจสอบจ านวนเซลล์ที่มี
ชีวิตของโพรไบโอติกที่ซัสเพนชั่นในนมยูเอชที โดยวิธีการ pour plate ในอาหารแข็ง MRS agar  
ที่เติมแคลเซียมคาร์บอเนตความเข้มข้นร้อยละ 0.5 รายงานผลเป็น Log CFU/ml  

3.2 การผลิตไอศกรีมวานิลลา 
ท าการผลิตไอศกรีมวานิลลาสูตรพื้นฐาน โดยใช้ส่วนผสมไอศกรีมตาม

รายละเอียดดัง Table 9 และมีขั้นตอนการผลิตดังนี้คือ ผสมส่วนผสมแห้งทั้งหมดเข้าด้วยกัน น า
ส่วนผสมที่เป็นของเหลว ได้แก่ น้ าและครีมไปให้ความร้อนจนมีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส แล้วเท
ส่วนผสมแห้งลงไปกวนตลอดเวลา ให้ความร้อนจนมีอุณหภูมิถึง 60 องศาเซลเซียส คงไว้เป็นเวลา 
30 วินาที ตีปั่นให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วยเคร่ืองปั่นผสม น าไปพาสเจอร์ไรส์ที่ อุณหภูมิ 85  
องศาเซลเซียส นาน 2 นาที ท าให้เย็นทันทีด้วยน้ าเย็นจัดจนอุณหภูมิลดลงเป็น 15 องศาเซลเซียส 
แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั่วโมง ได้เป็นส่วนผสมไอศกรีมเหลว หลังจากนั้น
น าแช่เยือกแข็ง ด้วยเคร่ืองปั่นไอศกรีม บรรจุไอศกรีมในถ้วยพลาสติก ปิดฝา แล้วน าไปแช่แข็งที่
อุณหภูมิประมาณ -20 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง น าไปเก็บรักษาที่-20 องศาเซลเซียส (สมจิตร 
สุรพัฒน,์ 2544) เพื่อทดสอบในขั้นต่อไป 

3.3 ศึกษาการรอดชีวิตของเซลล์โพรไบโอติกที่เติมในไอศกรีมเหลวก่อนการปั่นไอศกรีม 
หลังจากพาสเจอไรซ์ส่วนผสมไอศกรีม เติมเซลล์โพรไบโอติกที่เป็นเซลล์อิสระ 

(ชุดควบคุม) ได้จากข้อ 3.1.1 หรือ เซลล์ที่ถูกห่อหุ้มเตรียมได้จากข้อ 3.1.2 ลงไป โดยควบคุม
จ านวนเซลล์โพรไบโอติกที่มีชีวิตเร่ิมต้นประมาณ 8-10 Log CFU/g ของไอศกรีม ตรวจนับจ านวน
เซลล์ที่มีชีวิตเร่ิมต้น น าส่วนผสมที่ได้ไปบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 6 ชั่วโมง ตรวจนับ
จ านวนเซลล์โพรไบโอติกที่มีชีวิตในไอศกรีมเหลว ต่อมาน าไปปั่นด้วยเคร่ืองปั่นไอศกรีม นาน 10 
นาที ขั้นตอนการปั่นไอศกรีมจะมีการตีอากาศเข้าไปในเนื้อไอศกรีม ท าให้ปริมาตรของไอศกรีม
เพิ่มขึ้น ต่อมานับจ านวนเซลล์โพรไบโอติกที่มีชีวิตหลังจากแช่เยือกแข็ง บรรจุไอศกรีมลงในถ้วย
พลาสติก ปิดฝา น าไปแช่แข็งที่ อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง นับจ านวนเซลล์โพรที่
มีชีวิตหลังขั้นตอนการแช่แข็ง น าไอศกรีมที่บรรจุอยู่ในถ้วยพลาสติกไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 สัปดาห์ เก็บตัวอย่างไอศกรีมเพื่อตรวจนับจ านวนเซลล์โพรไบโอติกที่มี
ชีวิตทุก ๆ สัปดาห์ 
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3.4 ศึกษาการรอดชีวิตของโพรไบโอติกที่เติมหลังการปั่นไอศกรีม (After Freezing) 
ท าการผลิตไอศกรีมตามข้อ 3.2 น าไปปั่นด้วยเคร่ืองปั่นไอศกรีมนาน 10 นาที 

จากนั้นเติมเซลล์โพรไบโอติกที่เป็นเซลล์อิสระ ที่ได้จากข้อ 3.1.1 หรือ เซลล์ที่ถูกห่อหุ้มที่เตรียมได้
จากข้อ 3.1.2 ลงไป โดยควบคุมจ านวนเซลล์โพรไบโอติกที่มีชีวิตเร่ิมต้นประมาณ 8-10 Log CFU/g 
ของไอศกรีม บรรจุไอศกรีมลงในถ้วยพลาสติก ปิดฝา น าไปแช่แข็ง ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
นาน 24 ชั่วโมง ตรวจนับจ านวนเซลล์โพรไบโอติกที่มีชีวิตหลังขั้นตอนการแช่แข็ง น าไอศกรีม
เสริมโพรไบโอติกที่บรรจุในถ้วยพลาสติกไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 8 
สัปดาห์ โดยเก็บตัวอย่างตรวจนับจ านวนเซลล์โพรไบโอติกที่มีชีวิตทุก ๆ สัปดาห์ 

3.5 การตรวจสอบคุณภาพของไอศกรีม 
น าไอศกรีมโพรไบโอติกจากข้อ 3.3 และ 3.4 มาตรวจสอบคุณภาพทางกายภาพ 

ชีวภาพ และประสาทสัมผัส 
3.5.1 การตรวจสอบคุณภาพทางกายภาพ 

3.5.1.1. ค่าสี  
วัดค่าสีระบบ Hunter Lab และแสดงผลเป็น L*, a* และ b* ด้วยเคร่ืองวัดค่าสี 

(Hunter Lab Colorimeter) 
3.5.1.2. อัตราการขึ้นฟู  
การวัดอัตราการขึ้นฟูตามวิธีการของ Akın และคณะ (1990 อ้างโดย Akin et al., 

2007) และค านวณหาอัตราการขึ้นฟู (overrun) ตามสมการที่ 8 
 
 

3.5.1.3. การวัดอัตราการละลาย  
การวัดอัตราการละลายดัดแปลงจากวิธีของ Garcia และคณะ (1995) โดยน า

ไอศกรีมที่ผ่านการแช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ซึ่งบรรจุอยู่ในถ้วย
พลาสติก น าเนื้อไอศกรีมที่ทราบน้ าหนักแน่นอนวางบนตะแกรงสแตนเลสที่รองรับด้วยบีกเกอร์
ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เร่ิมจับเวลาอัตราการละลาย เมื่อไอศกรีมหยดลง
ในบีกเกอร์หยดแรก ชั่งน้ าหนักไอศกรีมที่ละลายทุก ๆ 5 นาที ข้อมูลที่ได้น าไปหาร้อยละการละลาย
ที่เวลา 15 และ 35 นาที โดยใช้สมการที่ 9 

 

Overrun (%) = 
 weight of unit mix -weight of equal volume of  ice cream 

weight of equal volum of  ice cream
×100………….สมการที่ 8 

Melting (%) = 
weight  of  melted  ice cream

weight  of  ice cream at initial time
×100……………………………...สมการที่ 9 



43 

3.5.2 การตรวจสอบคุณภาพทางจุลินทรีย์ตามมาตรฐานไอศกรีม (พระราชบัญญัติอาหาร 
พ.ศ. 2522ค, 2544) 

3.6.2.1 ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด 
3.6.2.2 ปริมาณแบคทีเรียแลกติก  
3.6.2.3 ตรวจสอบจุลินทรีย์ก่อโรค 

- Escherichia coli ตามวิธีการของ AOAC (2000) 
- Staphylococcus aureus ตามวิธีการของ AOAC (2000) 
- Salmonella sp. ตามวิธีการของ AOAC (2000) 
- Bacillus cereus ตามวิธีการของ BAM (2002) 
- Listeria monocytogenes ตามวิธีการของ BAM (2002) 

3.5.3 การตรวจสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัส 
ตรวจสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัสในด้านการยอมรับของผู้บริโภค ด้วยวิธี 

Hedonic scale 9 score โดยผู้ทดสอบที่ไม่ได้ผ่านการฝึกฝนจ านวน 30 คน ปัจจัยที่ทดสอบ ได้แก่ 
ลักษณะเนื้อสัมผัส กลิ่น สี รสชาติ และความชอบโดยรวม โดยวางแผนการทดลองแบบ RCBD 
(Randomize Complete Block Design) 

4. การวิเคราะห์ค่าทางสถติิ 
ใช้การประมวลผลโดยโปรแกรมทางสถิติ SPSS (Statistical Packages for the 

Social Science) version 11.5 วิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (Analysis of variance; One-way 
ANOVA) และใช้การเปรียบเทียบเชิงซ้อนด้วย Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ที่
ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 
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บทที่ 3  

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง  

1. การแยกและคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก 

1.1 แบคทีเรียแลกติกที่แยกได้จากนม 
การคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกที่แยกได้จากนมวัว และนมแพะ จากฟาร์มในพื้นที่

จังหวัดสงขลา จ านวน 20 ตัวอย่าง ได้แบคทีเรียทั้งหมด 190 ไอโซเลท ดังแสดงใน Table 10  
จากตารางพบว่าจ านวนแบคทีเรียที่แยกได้จากนมวัว นมแพะแตกต่างกัน โดยองค์ประกอบของ
นมวัวและนมแพะมีผลต่อปริมาณแบคทีเรียสร้างกรด เนื่องจากองค์ประกอบในนมวัวและนมแพะ
แตกต่างกัน โดยนมวัวมีน้ าตาลสูงกว่านมแพะ (Bosworth and Van Slyke, 1916) ซึ่งสอดคล้องกับ
ผลการทดลองของ Ceballos และคณะ (2009) ที่พบว่าปริมาณน้ าตาลแลกโตสในนมวัวสูงกว่านม
แพะ โดยมีปริมาณแลกโตสเท่ากับร้อยละ 4.47 และ 4.11 ตามล าดับ น้ าตาลเป็นสารตั้งต้นใน
กระบวนการหมัก ได้ผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็นกรด เมื่อปริมาณน้ าตาลในนมวัวสูงกว่านมแพะ จึงท าให้
สามารถคัดแยกแบคทีเรียสร้างกรดได้มากกว่า นอกจากนี้แหล่งของนมดิบ อาหารที่สัตว์บริโภค 
และอายุของแม่วัวหรือแพะ จะส่งผลต่อชนิดของจุลินทรีย์ดั้งเดิมในล าไส้ที่แตกต่างกัน 
Table 10 Number of bacteria isolated from cow and goat milk 

Samples Source of sample Number of sample Number of isolated Total isolates 

Cow milk 
Sadao 4 50 

100 Hatyai 3 20 
Chana 3 30 

Goat milk 
Sadao 6 60 

90 Hatyai 2 20 
Chana 2 10 

น าแบคทีเรียที่สร้างกรดทั้ง 190 ไอโซเลท มาทดสอบคุณสมบัติเบื้องต้นของ
แบคทีเรียแลกติก ได้แก่ การทดสอบทางสัณฐานวิทยา (การย้อมสีแบบแกรมดูรูปร่างและการ
จัดเรียงตัวของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์) และการสร้างเอนไซม์คะตะเลส โดยแบคทีเรียแลกติก
เป็นแบคทีเรียแกรมบวกไม่สร้างสปอร์ รูปร่างกลม หรือท่อน (บุษกร อุตรชาติ, 2548) และไม่สร้าง
เอนไซม์คะตะเลส เนื่องจากแบคทีเรียกลุ่มนี้ขาดสารไซโตโครม (Cytochromes) และฟอร์ไฟลิน 
(Phophylin) จึงให้ผลคะตะเลสเป็นลบ (สุมณฑา วัฒนสินธุ์ , 2549) จากการศึกษาพบว่าสามารถ 
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คัดแยกแบคทีเรียแลกติกได้ทั้งหมด 108 ไอโซเลท ประกอบด้วย แบคทีเรียรูปกลม (Cocci) และ 
รูปท่อน (Rod) ทั้งหมด 44 และ 64 ไอโซเลท ตามล าดับ ดังแสดงใน Table 11 จากตารางแสดงให้
เห็นว่าแบคทีเรียแลกติกที่แยกได้จากนมวัวเป็นรูปท่อนมากกว่ารูปกลม และแบคทีเรียแลกติกที่แยก
ได้จากนมแพะเป็นรูปกลมมากกว่ารูปท่อน  

ผลการทดลองที่ได้สอดคล้องกับผลการทดลองของ Espeche และคณะ (2012)  
ซึ่งท าการคัดแยกแบคทีเรียแลกติกจากนมวัว จากฟาร์มในประเทศอาร์เจนตินาจ านวน 51 ตัวอย่าง 
พบว่าสามารถคัดแยกแบคทีเรียแลกติกได้ทั้งหมด 33 ตัวอย่าง โดยมีจ านวนแบคทีเรียแลกติกอยู่
ระหว่าง 5.62×102±4.10×102 CFU/ml ต่อตัวอย่าง และการศึกษาของ Badis และคณะ (2004) ซึ่งท า
การคัดแยกแบคทีเรียแลกติกจ านวน 725 สายพันธุ์ จากนมแพะดิบในประเทศอัลจีเรีย พบว่า
แบคทีเรียแลกติกที่คัดแยกได้ประกอบด้วย Lactobacillus (ร้อยละ 31.6), Lactococcus (ร้อยละ 
28.4), Leuconostoc (ร้อยละ 22.2), Streptococcus (ร้อยละ 13.7) และ Pediococcus (ร้อยละ 4.1) 
Delavenne และคณะ (2012) ท าการคัดแยกแบคทีเรียแลกติกจากนมวัว นมแพะ และนมแกะใน
ประเทศฝร่ังเศส จ านวน 27 ตัวอย่าง พบว่าแบคทีเรียแลกติกที่คัดแยกได้จากนมวัว และนมแพะมี
จ านวนสูงกว่านมแกะอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.0001) แสดงให้เห็นว่าในนมวัวและนมแพะ
เป็นแหล่งของแบคทีเรียแลกติก 

แบคทีเรียแลกติกที่คัดแยกได้อาจมีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก ที่จะช่วยก่อ
ประโยชน์แก่สุขภาพของมนุษย์ได้ จึงน าแบคทีเรียแลกติกจ านวน 108 ไอโซเลท ไปทดสอบ
คุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกเบื้องต้นในหลอดทดลอง 

Table 11 Number of lactic acid bacterial strains isolated from cow and goat milk 

Samples 
Number of LAB strains 

Cocci Rod Total strains 
Cow milk (CM) 1 53 54 
Goat milk (GM) 43 11 54 
Total strains 44 64 108 
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1.2 คุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกเบื้องต้นในหลอดทดลอง (In vitro) ของแบคทีเรียแลกติกท่ี
แยกได้ 

1.2.1 ความสามารถในการทนต่อกรดและเอนไซม์เปปซิน 
ในกระเพาะอาหารของมนุษย์ มีเอนไซม์เปปซิน เป็นองค์ประกอบหลัก ท าหน้าที่

ย่อยโปรตีนหรือเปปไทด์ (Peptides) ให้เป็นเปปไทด์สายสั้น หรือกรดอะมิโน โดยในแต่ละวัน
ผู้ใหญ่จะหลั่งเอนไซม์เปปซินออกมา 20,000-30,000 หน่วยกิจกรรมของเอนไซม์ (Enzyme activity 
unit) หรือเทียบเท่ากับ 10 มิลลิกรัมต่อวัน (Hur et al., 2006) โดยเฉลี่ยเอนไซม์- 
เปปซินจะถูกหลั่งออกมาประมาณ 3 มิลลิกรัมต่อมื้ออาหาร (หากรับประทานอาหาร 3 มื้อต่อวัน) 
และพีเอชที่เหมาะสม (pH optimum) ส าหรับการท างานของเอนไซม์เปปซินเท่ากับ 1.6-3.2 
(Ganong, 2001) ค่าพีเอชในกระเพาะอาหารจะเร่ิมจาก 1 แล้วเพิ่มเป็น 4.5 อย่างรวดเร็วหลังจาก
รับประทาน และโดยเฉลี่ยอาหารที่รับประทานเข้าไปจะอยู่ในกระเพาะอาหารประมาณ 3 ชั่วโมง 
(Guo et al., 2009)  

การทดสอบความสามารถในการทนต่อกรดและเอนไซม์เปปซิน พบว่าแบคทีเรีย-
แลกติกทั้ง 108 ไอโซเลท เมื่อน ามาทดสอบการทนต่อสภาวะกรดที่พีเอช 1, 2 และ 3 ที่มีเอนไซม์- 
เปปซินความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง พบว่ามี
แบคทีเรียแลกติกที่สามารถรอดชีวิตได้มากกว่าร้อยละ 50 ที่พีเอช 3, 2 และ 1 จ านวน 48, 29 และ 8 
ไอโซเลท ตามล าดับ โดยแบคทีเรียแลกติกที่สามารถทนกรดที่พีเอช 1 ประกอบด้วย GM41 และ 
GM52 ซึ่งคัดแยกได้จากนมแพะ และ CM7, CM15, CM21, CM46, CM47 และ CM53 ซึ่งคัดแยก
ได้จากนมวัว โดยมีค่าการรอดชีวิตแสดงดัง Figure 6 ผลการทดลองที่ได้สอดคล้องกับผลการ
ทดลองของ Maragkoudakis และคณะ (2006) ซึ่งน า Lactobaciilus จ านวน 29 สายพันธุ์ ที่แยกได้
จากผลิตภัณฑ์นม 9 ชนิด ประกอบด้วย นมวัวสด, Yakult, Actimel (Danone), Feta brine, Feta 
cheese, Cheddar cheese, Kaseri cheese และ Galotyri cheese มาทดสอบการรอดชีวิตในสภาวะกรด
ที่พีเอช 1 และ 3 โดยที่พีเอช 3 พบว่าทุกสายพันธุ์ที่ทดสอบมีจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตไม่แตกต่างจาก
จ านวนเซลล์เร่ิมต้นหลังจากบ่มนาน 3 ชั่วโมง แต่เมื่อทดสอบที่สภาวะพีเอช 1 หลังจากบ่มนาน 3 
ชั่วโมง พบว่ามีเพียง 2 สายพันธุ์ คือ Lactobacillus sp. ACA-C 108 และ Lactobacillus sp. ACA-
DC 109 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่คัดแยกได้จากนมวัวสดเท่านั้นที่สามารถรอดชีวิตได้ นอกจากนี้ Cebeci 
และ Cűrakan (2003) ท าการทดสอบความสามารถในการทนต่อกรดในอาหาร MRS broth ที่พีเอช 
3.5 เป็นเวลา 96 ชั่วโมง พบว่ามี Lactobacillus sp. จ านวน 10 สายพันธุ์ ที่สามารถเจริญเติบโตได้ 
จากทั้งหมด 15 สายพันธุ์ ความสามารถในการทนต่อกรดของแบคทีเรีย ต้องอาศัยกลไกในการ
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รักษาระดับพีเอชคือ การปล่อยโปรตอนออกจากไซโตพลาสซึม โดยอาศัยการท างานของเอนไซม์- 
H+-ATPase และต้องใช้พลังงาน ATP ในการขับโปรตรอนออก (McDonald et al., 1990) 

1.2.2 ความสามารถในการทนต่อเกลือน้ าดีที่มีเอนไซม์เพนครีเอติน 
หลังจากอาหารผ่านกระเพาะอาหารจะเข้าสู่ล าไส้เล็ก อาหารจะอยู่ในล าไส้เล็ก

ประมาณ 4 ชั่วโมง ล าไส้เล็กของมนุษย์มีเอนไซม์ที่ถูกหลั่งมาจากตับอ่อน (Pancreatic juice) มีสี-
เหลืองใส ๆ มีฤทธิ์เป็นเบสอ่อน ๆ และมีพีเอชประมาณ 7-8 โดยเอนไซม์จากตับอ่อนมีหลายชนิด 
ชนิดหลัก ๆ ประกอบด้วย เอนไซม์ที่ย่อยโปรตีนหรือโพลีเปปไทด์ ได้แก่ ทริปซิน (Trypsin) และ
ไคโมทริปซิน (Chymotrypsin) เอนไซม์ที่ย่อยแป้งและน้ าตาลที่ย่อยในปากไม่หมด ได้แก่ อะไมเลส 
(Amylase) และเอนไซม์ย่อยไขมันหลังจากไขมันถูกท าให้แตกตัวด้วยน้ าดีที่หลังออกจากตับ ได้แก่ 
ไลเปส (Lipase) (เชาวน์ ชิโนรักษ์ และ พรรณี ชิโนรักษ์, 2540; ปรีชา สุวรรณพินิจ และ นงลักษณ์ 
สุวรรณพินิจ, 2551)  

การทดสอบความสามารถในการทนต่อเกลือน้ าดีที่มีเอนไซม์เพนครีเอติน ใน
สภาวะเลียนแบบล าไส้เล็กของมนุษย์ โดยใช้เอนไซม์เพนครีเอตินที่ประกอบด้วย เอนไซม์ย่อย
โปรตีน อะไมเลส และไลเปส พบว่าแบคทีเรียแลกติกทั้ง 8 ไอโซเลท ที่คัดเลือกได้ข้างต้น (สามารถ
ทนกรดที่พีเอช 1 ในสภาวะที่มีเอนไซม์เปปซินความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นาน 3 ชั่วโมง 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส) สามารถรอดชีวิตที่พีเอช 8.0 ในสภาวะที่มีเกลือน้ าดีร้อยละ 1 และ 2 
และมีเอนไซม์เพนครีเอตินความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นาน 4 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียสได้ และมีค่าการรอดชีวิตมากกว่าร้อยละ 50 ดังแสดงใน Figure 6 ผลการทดลองที่ได้
สอดคล้องกับผลการทดลองของ Sieladie และคณะ (2011) ซึ่งท าการคัดเลือกแบคทีเรีย Lactobacilli 
ที่ทนกรดจ านวน 15 สายพันธุ์ มาทดสอบความสามารถในการทนเกลือน้ าดี  พบว่าแบคทีเรีย 
Lactobacilli ทุกสายพันธุ์ที่น ามาทดสอบสามารถรอดชีวิตได้สูงกว่าร้อยละ 50 ในสภาวะที่มีเกลือ-
น้ าดีร้อยละ 0.2 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง Zego และคณะ (2011) น า 
Lactobacillus plantarum ที่คัดแยกได้จาก Italian และ Argentinean cheeses จ านวน 98 สายพันธุ์  
มาทดสอบความสามารถในการทนต่อเกลือน้ าดีความเข้มข้น 0.1 และ 0.3% ที่อุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง พบว่าแบคทีเรียแลกติกทุกสายพันธุ์ที่น ามาทดสอบมีค่าการรอดชีวิตเฉลี่ย
ประมาณร้อยละ 40 โดยมีค่าการรอดชีวิตต่ าสุดและสูงสุดเท่ากับร้อยละ 12.21 และ 95.98 ตามล าดับ  

แบคทีเรียแลกติกสามารถสร้างเอนไซม์ย่อยเกลือน้ าดี ซึ่งเอนไซม์ชนิดนี้สามารถ
เร่งให้เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสของเกลือน้ าดีที่จับกับกรดอะมิโน (Conjugated bile salt) ได้เป็น
เกลือน้ าดีอิสระ (Unconjugated bile salt) ท าให้แบคทีเรียแลกติกสามารถทนต่อการท าลายของเกลือ
น้ าดีได้ Hofmann และ Eckmann (2006) รายงานว่าเกลือน้ าดีอิสระยับยั้งแบคทีเรียได้น้อยกว่า  
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เมื่อเปรียบเทียบกับเกลือน้ าดีที่จับกับกรดอะมิโน และเกลือน้ าดีอิสระจะสูญเสียคุณสมบัติการเป็น
ไฮโดรโฟร์บิค และไฮโดรพิลิก (Hydrophilic) ส่งผลให้การละลายน้ าลดลง ท าให้การซึมผ่านผนัง
เซลล์ของแบคทีเรียลดลง  

1.2.3 ความสามารถในการทนต่อสภาวะเลียนแบบทางเดินอาหาร โดยการทดสอบ-
แบบต่อเน่ือง 

เมื่อน าแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ทั้ง 8 ไอโซเลท มาทดสอบความสามารถใน
การรอดชีวิตในสภาวะเลียนแบบทางเดินอาหารโดยการทดสอบแบบต่อเนื่อง เร่ิมจากน าเซลล์
แบคทีเรียมาทดสอบการรอดชีวิตในสภาวะเลียนแบบกระเพาะอาหารที่พีเอช 2 ในสภาวะที่มี
เอนไซม์เปปซิน แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นน าไปบ่มต่อที่
สภาวะเลียนแบบล าไส้เล็กที่พีเอช 8 มีเกลือน้ าดีร้อยละ 1 และเอนไซม์เพนครีเอติน บ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จากการทดลองพบว่าที่สภาวะเลียนแบบกระเพาะอาหาร
แบคทีเรียแลกติกทั้ง 8 ไอโซเลท สามารถรอดชีวิตได้สูงกว่าร้อยละ 50 แต่เมื่อน าไปทดสอบใน
สภาวะเลียนแบบล าไส้เล็กแบบต่อเนื่องพบว่า มีเพียง 7 ไอโซเลท (GM41, CM7, CM15, CM21, 
CM46, CM47 และ CM53) ที่สามารถรอดชีวิตได้มากกว่าร้อยละ 50 และแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ์ 
GM52 มีค่าการรอดชีวิตต่ ากว่าร้อยละ 50 โดยค่าการรอดชีวิตดังแสดงใน Figure 6   

เมื่อแบคทีเรียสัมผัสกับสภาวะในกระเพาะอาหาร ซึ่งมีพีเอชต่ าและมีเอนไซม์ - 
เปปซิน ซึ่งเป็นเอนไซม์ย่อยโปรตีน จะท าให้แบคทีเรียเกิดการบาดเจ็บ เมื่อแบคทีเรียสัมผัสกับ
สภาวะในล าไส้เล็กที่ประกอบด้วยเกลือน้ าดีที่ความเข้มข้นสูง ที่สามารถละลายไขมันของเยื่อหุ้ม
เซลล์ได้อย่างรวดเร็วเป็นเหตุให้โปรตีนที่แทรกอยู่ที่เยื่อหุ้มเซลล์ (Integral membrane protein) แยก
ออกมา ส่งผลให้ส่วนประกอบภายในเซลล์ไหลออกมาและเป็นเหตุให้เซลล์ตายไปในที่สุด (Huang 
and Adams, 2004; Begley et al., 2005) 
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Figure 6 Survival rate of selected lactic acid bacteria isolates after exposure to simulated 

gastrointestinal tract condition at 37 °C.  
SGJ = simulated gastric juice containing 3 mg/ml pepsin for 3 h.; SIJ = simulated small 
intestine containing 3 mg/mi pacreatin at pH 8.0 for 4 h; GIT = simulated 
gastrointestinal tract condition (gastric juice containing 3 mg/ml pepsin for 3 h and 
small intestine containing 3 mg/mi pancreatin at pH 8.0 for 4 h) 

1.2.4 ความสามารถในการเกาะติดผนังล าไส้ (Cell hydrophobicity) 
การเกาะติดกับเซลล์เจ้าบ้านเป็นคุณสมบัติที่ส าคัญส าหรับการก่อก่อประโยชน์

ของแบคทีเรียโพรไบโอติก โดยแบคทีเรียจะใช้ส่วนปลายของพิไล (Pili) ที่อยู่บนผิวเซลล์ในการเข้า
เกาะกับเซลล์เจ้าบ้าน โดยพิไลชนิดที่ใช้ในการยึดเกาะเซลล์เรียกว่า fimbriae นอกจากนี้แบคทีเรีย
โพรไบโอติกอาจใช้องค์ประกอบของโครสร้างที่อยู่บนผิวเซลล์ เช่น แคปซูล (Capsule) หรือ
โปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์ ได้แก่ ไกลโคโปรตีน (Glycoprotein) หรือ ไกลโคลิปิด 
ในการเกาะติดกับเซลล์เจ้าบ้าน หรือรีเซพเตอร์ (Receptor) โดยจะจับกับโมเลกุลของน้ าตาลที่รีเซพ-
เตอร์ที่ผิวเซลล์ อย่างไรก็ตามรีเซพเตอร์ที่ผิวเซลล์จะมีความจ าเพาะกับแบคทีเรียบางสายพันธุ์  
(อรอนงค์ พริ้งศุลกะ, 2555) 

Hydrophobicity เป็นคุณสมบัติส าคัญส าหรับแบคทีเรียเพื่อใช้ในการเกาะติดกับ
เซลล์เยื่อบุทางเดินอาหาร และส่งเสริมสุขภาพของร่างกาย แบคทีเรียที่สามารถเกาะติดล าไส้ได้  
จะเป็นตัวขับเคลื่อนส าคัญให้ร่างกายของมนุษย์เกิดกลไกการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันของ
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ร่างกาย โดยเฉพาะในล าไส้นั้นมีเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันมากกว่าร้อยละ 80 จึงถือว่า
ระบบทางเดินอาหารเป็นส่วนมีบทบาทสูงต่อสุขภาพของมนุษย์  (ไชยวัฒน์ ไชยสุต และ  
ศศิธร ศิริลุน, 2553)  

การวัดค่า hydrophobic บริเวณผิวเซลล์แบคทีเรีย สามารถวัดได้โดยทางตรง เช่น 
contact angle (CAM) และวิธีทางอ้อม เช่น Microbial adhesion to hexadecane (MATH) assay ซึ่ง
เป็นวิธีการที่ใช้ในการศึกษาคร้ังนี้ วิธีการนี้จะวัดความสามารถของแบคทีเรียในการเกาะติดกับ  
n-hexadecane โดยอาศัยแรงไฮโดรไฟบิค (Hydrophobic force) ความสามารถในการเกาะติดกับ  
n-hexadecane สัมพันธ์กับความสามารถในการเกาะติดกับเซลล์เยื่อบุผนังล าไส้เล็ก จากการทดลอง
ของ Deepika และคณะ (2009) ได้น าแบคทีเรียโพรไบโอติกสายพันธุ์ Lactobacillus rhamnusus GG 
มาทดสอบผลของอายุของโพรไบโอติกต่อความสามารถในการเกาะติดกับ n-hexadecane (pH 3.0) 
และ Caco-2 ECACC 8601202 cell line พบว่า เมื่ออายุของเซลล์เพิ่มขึ้นจาก 4 เป็น 8 และ 13 
ชั่วโมง ค่าร้อยละการเกาะติดกับ n-hexadecane จะเพิ่มสูงขึ้น แต่เมื่อเซลล์มีอายุเพิ่มขึ้นเป็น 26 
ชั่ วโมง ความสามารถในการเกาะติดกับ n-hexadecane จะลดลง ซึ่ งสอดคล้องคล้องกับ
ความสามารถในการเกาะติดกับ Caco-2 ECACC 8601202 cell line 

จากการการทดลองพบว่าแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ทั้งหมด 7 ไอโซเลท  
มีค่า hydrophobicity ต่ ากว่าร้อยละ 50 ดังแสดงใน Figure 7 โดยทุกไอโซเลทที่ทดสอบ 
มีค่า hydrophobicity ต่ ากว่าร้อยละ 20 ไอโซเลทที่มีค่า hydrophobicity สูงสุดคือ CM21 และ CM41 
โดยมีค่า hydrophobicity เท่ากับร้อยละ 14.96±4.69 และ 14.19±0.42 ตามล าดับ รองลงมาคือ 
CM15, CM7, CM53, CM46 และ CM47 ซึ่งมีค่า hydrophobicity ร้อยละ 11.93±0.02, 10.24±0.55, 
8.32±1.36, 8.25±0.22 และ 2.02±0.08 ตามล าดับ ผลการทดลองที่ได้สอดคล้องกับผลการทดลอง
ของ Maldonado และคณะ (2012) ซึ่งน าแบคทีเรียแลกติกจ านวน 96 ไอโซเลท ที่แยกได้จากฟันและ
ไส้ตรงของลูกสุกรสุขภาพดี มาทดสอบคุณสมบัติการเกาะติดกับ n-hexadecane พบว่าแบคทีเรีย
แลกติกที่แยกได้ส่วนใหญ่มีค่า hydrophobicity อยู่ในระดับต่ า (ร้อยละ 0-30) มีเพียง 3 ไอโซเลท 
เท่านั้น ที่แสดงค่า hydrophobicity สูงกว่าร้อยละ 60 โดยความสามารถในการเกะติดของแบคทีเรีย
แลกติกขึ้นอยู่กับองค์ประกอบของโครงสร้างและการจัดเรียงตัวของผนังเซลล์ แบคทีเรียแลกติกซึ่ง
เป็นแบคทีเรียแกรมบวกผนังเซลล์จะประกอบไปด้วย thick peptidoglycan layer ซึ่งมีพื้นผิวหลาย
ชนิด ประกอบด้วย (lipo)-teichoic acid, polysaccharides, covalently bound proteins และ S-layer 
protein มีหลายงานวิจัยที่ชี้ให้เห็นว่าองค์ประกอบเหล่านี้มีบทบาทต่อการเกาะติดกับผนังเซลล์ล าไส้
เล็ก คุณสมบัติพื้นผิวเซลล์ของแบคทีเรียขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย เช่น อาหารเลี้ยงเชื้อ สภาวะและ
ระยะเวลาที่เจริญ (Deepika et al., 2009) และจากรายงานของนักวิจัยหลายท่านแสดงให้เห็นว่า 



51 

คุณสมบัติ hydrophobicity เป็นคุณสมบัติเฉพาะของแต่ละสายพันธุ์ ซึ่งความสามารถในการเกาะติด
กับมิวคัสของล าไส้เล็กสัมพันธ์กับการผลิต exopolysaccharides ซึ่งเป็นแคปซูลชนิดโพลีแซคคา
ไรด์ ที่พบได้น้อยมากในแบคทีเรีย (Maldonado et al., 2012) แคปซูลเป็นองค์ประกอบที่สามารถ
พบได้ในแบคทีเรียบางชนิด มีลักษณะเป็นสารเหนียว เป็นเมือกคล้ายวุ้น ไม่ติดสีแกรม (Gram 
staining) มีหน้าที่ส าคัญคือ ช่วยให้แบคทีเรียเกาะติดกับพื้นผิว และยึดติดกับโฮสต์ได้  (พิมพ์เพ็ญ  
พรเฉลิมพงศ์ และ นิธิยา รัตนาปนนท์) 

 
Figure 7 Adhesion ability of selected lactic acid bacterial strains to n-hexadecane. The bacteria 

cultures were suspended in 1 M PBS pH 7.2. The error bars represent standard deviation 
a-d Different superscripts indicate significant difference (P<0.05).  

1.2.5 ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร 
เมื่อน าแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ทั้ง 7 สายพันธุ์มาทดสอบความสามารถใน

การยับยั้งเชื้อก่อโรคทั้ง 4 สายพันธุ์คือ Escherichia  coli, Salmonella  typhimurium, 
Staphylococcus aureus และ Listeria monocytogenes ด้วยวิธี agar spot test จากการทดลอบพบว่ามี
เพียง 3 ไอโซเลท ที่สามารถยับยั้งเชื้อก่อโรคได้ทั้ง 4 สายพันธุ์ ประกอบด้วย CM21, CM47 และ 
CM53 แสดงดัง Table 12 จากตารางพบว่า CM53 มีความสามารถในการยับยั้ง Escherichia coli 
และ Staphylococcus aureus สูงที่สุดอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับ CM21 และCM47 
ในขณะที่ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ Salmonella typhimurium ต่ าที่สุดเมื่อเปรียบเทียบ
กับ CM21 และCM47 (P>0.05) ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ Listeria monocytogenes 
พบว่า CM47, CM21 และ CM53 มีรัศมีของการยับยั้งไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(>0.05) และมีรัศมีวงใสเฉลี่ยเป็น 3.6, 3.4 และ 3.1 มิลลิเมตร ตามล าดับผลที่ได้สอดคล้องกับ 
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ผลการทดลองของ Şimşek และคณะ (2006) ซึ่งน าแบคทีเรียแลกติกที่คัดแยกได้จาก sourdough 
จ านวน 20 ไอโซเลท มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคจ านวน 6 สายพันธุ์ ด้วย
วิธี agar spot test พบว่า แบคทีเรียแลกติกจ านวน 9, 17, 16, 4, 11 และ 9 ไอโซเลท แสดง
ความสามารถในการยับยั้ง Listeria monocytogenes Li6, Bacillus subtilis ATCC6633, Bacillus 
licheniformis NRRL-B1264, Escherichia coli ATCC39403, Staphylococcus aureus ATCC 29213 
และ Clostridium perfringens 4TTK ตามล าดับ นอกจากนี้ Sumathi และ Reetha (2012) น า
แบคทีเรียแลกติกจ านวน 10 ไอโซเลทที่คัดแยกได้จากนมดิบ มาทดสอบความสามารถในการยับยั้ง
แบคทีเรียก่อโรค โดยใช้วิธี agar spot พบว่าแบคทีเรียแลกติกทั้ง 10 ไอโซเลทสามารถยับยั้บการ
เจริญของ Staphylococcus aureus ได้ และมีแบคทีเรียแลกติก 9 ไอโซเลท สามารถยับยั้งการเจริญ
ของ Salmonella typhi, Listeria monocytogenes และ Bacillus cereusได้ และแบคทีเรียแลกติก 
จ านวน 8, 7 และ 4 ไอโซเลทสามารถยับยั้งการเจริญของ Enterobacter cloacae, Escherichia coli 
และ Shigella sp. ได้ตามล าดับ 

Table 12 Inhibition of pathogenic bacteria by selected lactic acid bacterial strains using  
agar spot test 

Isolate 
Mean ± SD of radian of inhibition zone (mm) 

Escherichia coli Salmonella typhimurium Staphylococcus aureus Listeria momocytogenes 

GF41 5.7 ± 0.4b _ 2.5 ± 0.2c _ 

CM7 4.1 ± 0.5b _ _ _ 

CM15 6.3 ± 1.2b _ 2.5 ± 0.5c _ 

CM21 6.4 ± 0.9b 3.5 ± 0.4b 5.2 ± 0.3b 3.4 ± 0.9a 

CM46 5.2 ± 1.2b _ 2.4 ± 0.2c 1.2 ± 0.3c 

CM47 8.6 ± 0.3b 5.4 ± 0.1a 4.6 ± 0.7b 3.7 ± 0.0a 

CM53 9.7 ± 0.8a 5.1 ± 0.0a 7.6 ± 0.2a 3.1 ± 0.0ab 

Values are given as mean±SD from triplicate determination. 
a-c Different superscripts in the same column indicate significant difference (P<0.05) 
- No inhibition zone detected 
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เมื่อน าแบคทีเรียแลกติกทั้ง 3 ไอโซเลต คือ CM21, CM47 และ CM53 มายืนยันผล
การยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ ด้วยวิธี overlay พบว่า ผลการทดลองที่ได้สอดคล้องกับผลการยับยั้ง
แบคทีเรียอินดิเคเตอร์ที่ใช้วิธี agar spot โดยแบคทีเรียแลกติกทั้ง 3 ไอโซเลท แสดงกิจกกรมยับยั้ง
การเจริญของ Escherichia  coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus และ Listeria 
monocytogenes โดยสังเกตได้จากวงใสที่เกิดขึ้นรอบ ๆ รอยขีด ดังแสดงใน Figure 8 ซึ่งสอดคล้อง
กับผลการศึกษาของ Espeche และคณะ(2012) ที่พบว่าแบคทีเรียแลกติกที่คัดแยกจากนมวัวดิบ
จ านวน 9 ไอโซเลท สามารถยับยั้งการเจริญของ Listeria innocua, Listeria monocytogenes และ 
Staphylococcus dysgalactiae ได้โดยการผลิตแบคเทอริโอซิน ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และกรด
อินทรีย์ และสอดคล้องกับ Sieladie และคณะ (2011) ซึ่งน าแบคทีเรีย Lactobacilli จ านวน 15  
ไอโซเลท ที่คัดเลือกได้จากนมวัวสด มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคได้แก่ 
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Entercoccus faecalis, Escherechia coli, 
Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa และ Klebsiella pneumonia พบว่ามีเพียง 1 สายพันธุ์ 
ที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคได้ทุกสายพันธุ์  และจากรายงานของ Sumathi และ Reetha (2012) 
พบว่านมดิบเป็นแหล่งส าคัญที่สามารถคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกที่สามารถผลิตแบคเทอริโอซินได้  

ความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรคของแบคทีเรียแลกติกเกิดจากกรดอินทรีย์ 
(Organic acid) ที่ถูกผลิตขึ้นในระหว่างการเจริญเติบโต โดยเฉพาะกรดแลกติก ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์
หลักที่เป็นสาเหตุให้พีเอชลดต่ าลด จนสามารถยับยั้งจุลินทรีย์ได้หลากหลายชนิด กรดแลกติกเป็น 
กรดอ่อนที่อยู่ในรูปโมเลกุลไม่แตกตัว มีคุณสมบัติเป็น lipophilic ท าให้สามารถซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์
เข้าไปภายในได้โดยอิสระ และเกิดการแตกตัวให้โปรตอนออกมาจึงมีแนวโน้มที่จะท าให้ภายใน
เซลล์มีสภาวะเป็นกรดและท าให้เกิดปฎิกิริยารีดอกซ์ภายในเซลล์ เซลล์จะพยายามารักษาสภาวะพี
เอชที่เป็นกลาง (ภายในเซลล์ปกติมีพีเอชเป็นกลาง ประมาณ 7.5) โดยการขับโปรตอนออกไปจาก
เซลล์ กลไกนี้มีผลให้เซลล์เจริญเติบโตช้าลง เนื่องจากต้องใช้พลังงานบางส่วนขับไล่โปรตอน
ออกไป และส่งผลท าให้ electrochemical proton gradient ของเซลล์แเสียหาย หรือเยื่อหุ้มเซลล์
สูญเสียความสามารถในการเป็นเยื่อเลือกผ่าน ส่งผลให้ระบบการขนส่ง substrate ผิดปกติ เป็น
สาเหตุให้แบคทีเรียหยุดการเจริญ (Bacteriostasis) และท าให้แบคทีเรียตายในที่สุด นอกจาก
แบคทีเรียแลกติกสามารถผลิตกรดอะซีติก และกรดโพรพิโอนิก (Probionic acid) ท าให้ภายนอก
เซลล์มีตัวรับอิเลกตรอน (Electron acceptors) ในปริมาณสูงแม้ว่ากรดที่ผลิตออกมาจะมีปริมาณ
น้อย แต่กรดทั้งคู่มีค่า pKa สูงกว่ากรดแลกติก ดังนั้นจึงมีสัดส่วนของกรดที่อยู่ในรูปโมเลกุลไม่แตก
ตัวสูงกว่าที่สภาวะพีเอชค่าเดียวกัน กลไกการท าลายของกรดอะซีติก และโพรพิโอนิกคล้ายกับกรด
แลกติก โดยจะมีผลต่อเยื่อหุ้มเซลล์ ด้วยการท าลาย electrochemical proton กรดอินทรีย์สามารถ
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ยับยั้งได้ทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ แต่แบคทีเรียแกรมลบจะมีความไวต่อกรดมากกว่า
แบคทีเรียแกรมบวก เนื่องจากแบคทีเรียแกรมลบมีผนังเซลล์บางกว่าแกรมบวก จึงท าให้กรด
อินทรีย์สามารถซึมผ่านเข้าไปท าลายเซลล์ได้มากกว่า สอดคล้องกับผลการทดลองใน Table 12 
แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกทุกไอโซเลท สามารถยับยั้ งการเจริญของ Eschirichia 
coli ได้ แต่อย่างไรมีเพียง 3 ไอโซเลทเท่านั้น ที่สามารถยับยั้งการเจริญของ Salmonella 
typhimurium ได้ เน่ืองจากสายพันธุ์นีม้ีความต้านทานต่อกรดได้สูงจึงถูกยั้บยั้งได้ยากกว่า นอกจากนี้
แบคทีเรียแลกติกยังสามารถผลิตแบคเทอริโอซิน เป็นสารเปปไทด์หรือสารประกอบโปรตีน สร้าง
จากแบคทีเรียสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่มีสายพันธุ์ใกล้เคียงกับแบคทีเรียที่ผลิต
แบคเทอริโอซิน แบคทีเรียแลกติกเป็นแบคทีเรียแกรมบวก กลไกการออกฤทธิ์ของแบคเทอริโอซิน
คือ ไปยับยั้งการสร้าง peptidoglycan จึงส่งให้เกิดการหยุดสร้างผนังเซลล์หรือสร้างได้ไม่สมบรูณ์ 
แบคทีเรียจะตายได้ ด้วยเหตุนี้แบคทีเรียแลกติกจึงสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก
คือ Staphylococcus aureus และ Listeria monocytogenes ได้ และแบคทีเรียแลกติกสามารถผลิต
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ซึ่งเป็นสารที่ได้จากกระบวนการเมทาบอลิซึมในสภาวะที่มีออกซิเจน 
เนื่องจากแบคทีเรียแลกติกไม่มีเอนไซม์คะตะเลส เร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์เป็นน้ า จึงท าไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์สะสมอยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ และท าปฏิกิริยากับแสง
สว่างหรือออกซิเจน เกิดสารที่เป็นอันตรายต่อเซลล์ เช่น hydroxyl radicle ซึ่งเป็นสารออกซิแดนซ์ที่
รุนแรง สามารถท าลายกรดนิวคลีอิก โปรตีนและชีวโมเลกุลอ่ืน ๆ ของสิ่งมีชีวิตได้ จึงสามารถยับยั้ง
การเจริญของจุลินทรีย์อ่ืนได้ (ศุภศิลป์ มณรัตน์, 2551; สุมณฑา วัฒนสินธุ์, 2549; Schnűrer and 
Magnusson, 2005; de Vuyst and Vandamme, 1994; Juven and Pierson, 1996; Ocana et al., 1999; 
Schnűrer and Magnusson, 2005; Lewus et al., 1991)  
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Figure 8 Inhibition of pathogenic bacteria by selected lactic acid bacterial strains using  

overlay assay 

1.2.6 ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ย่อยเกลือน้ าดี 
น้ าดีเป็นของเหลวสีเหลืองอมเขียวที่ประกอบด้วย กรดน้ าดี โคเลสเตอรอล 

ฟอสฟอร์ลิปิด และ สารสี biliverdin ซึ่งกรดน้ าดีแบ่งออกเป็น2 แบบดังนี้ กรดน้ าดีขั้นต้น คือ cholic 
และ chenodeoxycholic acid ซึ่งถูกสังเคาระห์จากโคเลสเตอรอลโดยตับ จากนั้นหมู่คาร์บอกซิล 
(Carboxyl) ของกรดน้ าดีจะสร้างพันธะเอไมด์ (Amide bond) กับหมู่อะมิโนของกรดอะมิโนไกลซีล 
(Glycine) หรือทอร์รีน (Taurine) ท าให้สามารถละลายน้ าได้ ได้น้อยกว่า (Oomen et al., 2004)  
จากการทดลองพบว่าแบคทีเรียแลกติกทั้ง 3 ไอโซเลท คือ CM21, CM47 และ CM53 ผลิตเอนไซม์
ย่อยเกลือน้ าดีชนิด GDC ได้ นอกจากนี้ CM21 และ CM53 สามารถผลิตเอนไซม์ที่สามารถย่อย
เกลือน้ าดีชนิด GC ได้ และแบคทีเรียแลกติกทั้ง 3 ไอโซเลท ไม่สามารถย่อยเกลือน้ าดีชนิด TC และ 
TDC ได้ดังแสดงใน Table 13 สอดคล้องกับการศึกษาของ Cebeci และ Cűrakan (2003) ซึ่งน า 
Lactobacillus sp. จ านวน 7 ไอโซเลทมาทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ย่อยเกลือน้ าดี
ชนิด TDC, TC, GDC และ GC พบว่า ทุกสายพันธุ์ที่ทดสอบสามารถผลิตเอนไซม์ย่อยเกลือน้ าดี
ชนิด GDC ได้ และมีเพียง 5 สายพันธุ์ ที่สามารถย่อยเกลือน้ าดีชนิด TC ได้ และไม่มีสายพันธุ์ใด

Escherichia coli Samonella typhimurium Staphylococcus aureus Listeria monocytogenes 

CM21 

CM47

CM53 
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สามารถย่อยเกลือน้ าดีชนิด GC และ TDC ได้ และ Zago และคณะ (2011) ได้น าแบคทีเรียแลก
ติกสายพันธุ์ Lactobacillus plantarum ที่คัดแยกได้จาก Italian และ Argentinean cheses จ านวน 98 
สายพันธุ์ มาทดสอบความสามารถในการย่อยเกลือน้ าดีชนิด TDC และ GDC (ความเข้มข้นร้อยละ 
0.5) พบว่ามีเพียง 27 สายพันธุ์ที่สามารถย่อยเกลือที่สามารถย่อยเกลือน้ าดีทั้ง 2 ชนิดได้ โดยมี
ตะกอนขุ่นของ sodium taurodeoxycholate และ sodium glycodeoxycholate รอบ ๆ โคโลนี 
เอนไซม์ย่อยเกลือน้ าดีสามารถเร่งให้เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสของเกลือน้ าดีที่จับกับกรดอะมิโน 
(Conjugated bile salt) โดยเข้าไปท าลายสายเปปไทด์ (Peptide linkage) ของกรดน้ าดี ท าให้กรด- 
อะมิโน หลุดออกได้เป็นเกลือน้ าดีอิสระ (Unconjugated bile acid) เกลือน้ าดีในรูปอิสระสามารถ
ละลายได้น้อยกว่าเกลือน้ าดีที่จับกับกรดอะมิโน และเกิดการตกตะกอนที่พีเอชต่ า การมีกิจกรรม
ของเอนไซม์ย่อยเกลือน้ าดี สัมพันธ์กับความสามารถในการทนเกลือน้ าดี เนื่องจากเมื่อน้ าดีถูกย่อย
ส่งผลให้ความสามารถในการซึมผ่านผนังเซลล์ลดลง แบคทีเรียจึงทนต่อเกลือน้ าดีได้ (Erkkilä and 
Petäjä, 2000) นอกจากนี้แบคทีเรียแลกติกที่สามารถผลิตย่อยเกลือน้ าดี  สามารถลดระดับ
โคเลสเตอรอลในเลือดได้ เนื่องจากโคเลสเตอรอลเป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์เกลือน้ าดี  
โพรไบโอติกที่สามารถสร้างน้ าย่อยหรือเอนไซม์ที่สามารถย่อยเกลือน้ าดีได้ จะท าให้เกลือน้ าดีที่ถูก
ย่อยแล้วเป็นเกลือน้ าดีอิสระ (Deconjugated bile salt) ถูกขับออกทางอุจจาระได้ดี ท าให้ร่างกายใช้
โคเลสเตอรอลมาสังเคราะห์เป็นเกลือน้ าดีทดแทน จึงส่งผลให้ลดระดับโคเลสเตอรอลในเลือดได้ 
(Pinto et al., 2006) นอกจากนี้หากโพรไบโอติกสามารถน าโคเลสเตอรอลไปใช้ในการสร้างเซลล์  
(Cholesterol assimilation) โดยการดึงโคเลสเตอรอลไปใช้ในการสร้างเป็นเยื่อหุ้มเซลล์ 
(Cytoplasmic membrane) ใช้ในการเจริญของเซลล์ในขณะที่แบคทีเรียก าลังอยู่ในช่วงเจริญ และ
เซลล์เมมเบรนของโพรไบโอติกอาจสามารถจับกับโคเลสเตอรอลได้  (Cholesterol removal) ส่งผล
ให้ปริมาณโคเลสเตอรอลที่อยู่ในเลือดลดลง (ไชยวัฒน์ ไชยสุต และศศิธร ศิริลุน, 2553) 
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Table 13 Bile salt hydrolase activity of selected lactic acid bacteria 

Isolates 
Bile salt hydrolase activity* 

GC GDC TC TCD 
CM21 + + - - 
CM47 - + - - 
CM53 + + - - 
*The formation of opaque granular white colonies/ the formation of precipitate halos around 
colonies.  
GC: glycocholic acid sodium salt; GDC: glycodeoxycholic acid sodium salt; TC: taurocholic acid 
sodium salt; TDC: taurodeoxycholic acid sodium salt; +: indicates bile salt hydrolase activity; -: 
indicates the absence of bile salt hydrolase activity. 

2. สายพันธ์ุของแบคทีเรียแลกติกจากนมวัวที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก 
น าแบคทีเรียแลกติกที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกทั้ง 3 สายพันธุ์ คือ CM21, 

CM47 และ CM53 ที่คัดแยกได้จากนมวัว และมีรูปร่างท่อน มาท าการจัดจ าแนกสายพันธุ์ โดยการ
วิเคราะห์ล าดับเบสบนสาย 16s rDNA พบว่าเมื่อน าล าดับเบสของ CM21, CM47 และ CM53 
จ านวน 506, 496 และ 495 bp ตามล าดับ ไปเปรียบเทียบกับล าดับเบสที่มีอยู่ในฐานข้อมูล GenBank 
database โดยใช้โปรแกรม BLAST พบว่าล าดับเบสของ 16s rDNA ของแบคทีเรียไอโซเลท CM21, 
CM47 และ CM53 มีล าดับเบสเหมือนกับ Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 
14917T มากที่สุด (ATCC: American Type Culture Collections, T: สายพันธุ์อ้างอิง และเป็นสาย-
พันธุ์แรกที่ค้นพบ) โดย CM21, CM47 และ CM53 มีความเหมือน (Homology) กับ Lactobacillus 
plantarum เท่ากับร้อยละ 99.17, 99.79 และ 98.91 ตามล าดับ แสดงดัง Figure 9, 10 และ 11 จึงจัด
จ าแนกแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลต เป็นสายพันธุ์ Lactobacillus plantarum ซึ่งสอดคล้องกับรายงาน
ของ Sieladie และคณะ (2011) ซึ่งระบุว่า Lactobacillus plantarum ที่คัดแยกจากจากนมวัวสดมี
คุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก ทนต่อสภาวะกรดและเกลือน้ าดี ผลิตเอนไซม์ย่อยเกลือน้ าดี  ย่อย
โคเลสเตอรอล (Cholesterol assimilation) และสามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค  

Argyri และคณะ (2012) ท าการคัดแยกแบคทีเรียแลกติกจากมะกอกหมัก พบว่า
สามารถคัดแยก Lactobacillus plantarum ที่มีศักยภาพเป็นโพรไบโอติก โดยเป็นสายพันธุ์ที่สามารถ
รอดชีวิตในสภาวะพีเอชต่ า สภาวะที่มีเกลือน้ าดีสูงกว่าร้อยละ 80 และสามารถเกาะติดกับ Caco-2 
cells นอกจากนี้ Maragkoudakis และคณะ (2006) ท าการศึกษาความสามารถในการเกาะติดกับ 
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Caco-2- cells ของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกจากผลิตภัณฑ์นม พบว่า  Lactobacillus plantarum 
ACA-DC 146 มีค่าการเกาะติดสูงสุดเท่ากับร้อยละ 25.5  

Lactobacillus plantarum เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปท่อน สามารถเจริญได้ทั้งใน
สภาวะที่มี และไม่มีออกซิเจน (Facultative anaerobic) ท าให้แบคทีเรียสายพันธุ์นี้สามารถรอดชีวิต
ในทางเดินอาหารได้สูง เนื่องจากในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์ ยิ่งลึกลงไปยิ่งมีปริมาณอากาศ
ที่เบาบางหรือไม่มีอากาศเลย (ไชยวัฒน์ ไชยสุต และศศิธร ศิริลุน, 2553) และเป็นแบคทีเรียที่ไม่ก่อ
โรค Lactobacillus  plantarum สามารถพบได้ใน น้ าลาย และระบบทางเดินอาหารของมนุษย์ ใช้
ทั่วไปในการหมักอาหาร เช่น โยเกิร์ต ชีส กระหล่ าปลี และ กิมจิ เป็นต้น สามารถหมักน้ าตาลแล้ว
ให้กรดแลกติก และแอลกอฮอล์ ซึ่งกรดแลกติกที่ผลิตได้อยู่ในรูป D- และ L- isomer และเป็น
แบคทีเรียที่มีศักยภาพที่จะใช้เป็นโพรไบโอติก เนื่องจากสามารถทนต่อพีเอชต่ าในกระเพาะอาหาร 
และสามารถทนทานต่อกรดน้ าดีในล าไส้เล็ก สามารถจับกับเยื่อบุทางเดินอาหารได้ และใช้รักษา
โรคที่เกิดกับล าไส้ จากการศึกษาของ Qin และคณะ (2009) พบว่า Lactobacillus plantarum 
สามารถปกป้องเซลล์เยื่อบุทางเดินอาหาร จากการท าลายของ Escherichia coli โดยป้องกันไม่ให้
สัณฐานวิทยาของเซลล์เจ้าบ้าน (Host cell morphology) เปลี่ยนแปลง ลดการเกิดแผล และต้านทาน
การซึมผ่านของสารโมเลกุลใหญ่ นอกจากนี้ยังช่วยเพิ่มการเผาพลาญพลังงานของเซลล์ล าไส้ และ
กระตุ้นให้เกิดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน (Adlerberth et al., 1996) มีรายงานวิจัยพบว่า
กระบวนการหมักธัญพืชด้วย Lactobacillus plantarum สามารถเพิ่มปริมาณสารส าคัญต่างๆ 
(Bioactive compounds) รวมทั้งสารอาหาร เช่น โปรตีน ไขมัน คาร์โบไฮเดรต และเยื่อใย มีรายงาน
ว่าการหมักข้าวสาลีด้วย Lactobacillus plantarum และ Lactobacillus rossiae สามารถเพิ่มปริมาณ
โปรตีนได้ การหมักข้าวโพดด้วย Lactobacillus plantarum สามารถเพิ่มปริมาณไขมัน โปรตีน และ
ลดปริมาณคาร์โบไฮเดรต และการถั่วเหลืองและงาด าด้วย Lactobacillus plantarum มีปริมาณ
โปรตีน ไขมัน และเยื่อใยเพิ่มสูงขึ้น และช่วยลดปริมาณคาร์โบไฮเดรต (วรัมพร วงศ์สุดิน และคณะ, 
2553) 

de Vries และคณะ (2006) รายงานว่า Lactobacillus plantarum เป็นสายพันธุ์ที่มี
ความสามารถสูงในการทน (High tolerance) ต่อกรดไฮโดรคลอริก (pH 2) และเกลือน้ าดี  
เป็นสายพันธุ์ที่พบได้มาก เจริญเติบโตได้ง่าย และเป็นจุลินทรีย์ประจ าถิ่นในมนุษย์ และมีหลายสาย
พันธุ์ที่ถูกน าไปทดสอบความสามารถในการก่อประโยชน์ต่อสุขภาพ การก่อประโยชน์ขึ้นอยู่กับ
ปริมาณการบริโภค Lactobacillus plantarum ที่มีชีวิตเข้าไป จากการวิจัยพบว่า ผู้ที่บริโภค 
Lactobacillus plantarum 299v ทุกวัน ต่อเนื่องนาน 3 สัปดาห์ ในอุจจาระมีปริมาณกรดคาร์บอกซี-
ลิก (จาก 83 เพิ่มเป็น 113 mmol/g อุจจาระ), กรดอะซีติก (จาก 48 เพิ่มเป็น 64 mmol/g อุจจาระ) 
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และ กรดโพรพิโอนิก (จาก 11 เพิ่มเป็น 17 mmol/g อุจจาระ) เพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ และจาก
การทดลองของ Johansson และคณะ (1998) ซึ่งให้ผู้บริโภคจ านวน 58 คน รับประทาน 
Lactobacillus plantarum ปริมาณ (Dose) 2.0 × 1010 CFU ต่อวัน นาน 3 สัปดาห์ พบว่าในอุจจาระมี
ปริมาณกรดไขมันสายสั้น (Short-chain fatty acid) เพิ่มขึ้น และ Bukowska และคณะ (1998) ได้ให้
ผู้ทดสอบจ านวน 30 คน รับประทาน Lactobacillus plantarum ปริมาณ 1010 CFU ต่อวัน ต่อเนื่อง
นาน 6 สัปดาห์ สามารถลดปริมาณโคเลสเตอรอลชนิด LDL ได้ร้อยละ 9.6 และ fibrinogen  
ได้ร้อยละ 13.5 สอดคล้องกับการศึกษาของ Naruszewicz และคณะ (2002) น าผู้ทดสอบจ านวน 36 
คน มารับประทาน Lactobacillus plantarum ปริมาณ 2.0×1010 CFU ต่อวัน ต่อเนื่องนาน 6 สัปดาห์ 
พบว่าสามารถลดปริมาณโคเลสเตอรอลชนิด LDL ได้ร้อยละ 11.7 และ fibrinogen ได้ร้อยละ21.0 
นอกจาก Lactobacillus plantarum สามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันตามธรรมชาติได้ จากการศึกษา
ของ Cunningham-Rundles และคณะ (2000) ได้ให้เด็กที่ติดเชื้อ HIV จ านวน 18 คน รับประทาน 
Lactobacillus plantarum เป็นระยะเวลา 1 เดือน พบว่าการตอบสนองของภูมิคุ้มกันตามธรรม
เพิ่มขึ้น 

จาการคัดเลือกแบคทีเรียโพรไบโอติก สามารถคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกที่มี
คุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกที่ดีที่สุดได้ทั้งหมด 3 ไอโซเลท และเป็นสายพันธุ์ดียวกัน คือ 
Lactobacillus plantarum CM21, Lactobacillus plantarum CM47 และ Lactobacillus plantarum 
CM53 แต่ในการศึกษาในตอนต่อไป ต้องการคัดเลือกเพียงสายพันธุ์เดียว จากผลการทดสอบ
คุณสมบัติโพรไบโอติกเบื้องต้นดังแสดงใน Table 14 พบว่า Lactobacillus plantarum CM47 มีค่า 
Hydrophobicity ต่ า และไม่สามารถย่อยเกลือน้ าดีชนิด GC จึงสรุปได้ว่ามีคุณสมบัติการเป็น 
โพรไบโอติกด้อยกว่าอีกสองสายพันธุ์ และ Lactobacillus plantarum CM53 มีความสามารถยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรียก่อโรคได้ดีกว่า Lactobacillus plantarum CM21 จึงถูกคัดเลือก เพื่อน าไป
ศึกษาผลของการห่อหุ้ม และเสริมลงในไอศกรีม 
Table 14 The probiotic properties of selected lactic acid bacteria 

Isolates 

Probiotic properties 

Survival at GIT 
(%) 

Hydrophobicity (%) 
Antimicrobial activity 

Radian of inhibition (mm) 
BHS activity 

 
EC ST SA LM GDC GC TDC TC 

CM21 61.2 14.961 6.4 3.5 5.2 1.2 + + - - 

CM47 59.8 2.013 5.2 5.4 4.6 3.7 + - - - 

CM53 55.9 8.317 9.7 5.1 7.6 3.1 + + - - 

EC: Escherichia coli, ST: Salmonella typhimurium, SA: Staphylococcus aureus,  
LM: Listeria monocytogenes 
GC: glycocholic acid sodium salt; GDC: glycodeoxycholic acid sodium salt; TC: taurocholic acid 
sodium salt; TDC: taurodeoxycholic acid sodium salt 
+: indicates bile salt hydrolase activity; -: indicates the absence of bile salt hydrolase activity 
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Figure 9 Neighbour-joining tree comprising 16S rRNA gene sequences of strain CM21and related 

Lactobacillus sp. Bootstap values expressed as percentages of 1000 replications (greater 
than 60% are shown at the branch points). Bar, 0.01 substitution per nucleotide position 
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Figure 10 Neighbour-joining tree comprising 16S rRNA gene sequences of strain CM47 and 

related Lactobacillus sp. Bootstap values expressed as percentages of 1000 replications 
(greater than 60% are shown at the branch points). Bar, 0.01 substitution per nucleotide 
position. 
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Figure 11 Neighbour-joining tree comprising 16S rRNA gene sequences of strain CM53and 

related Lactobacillus sp. Bootstap values expressed as percentages of 1000 
replications (greater than 60% are shown at the branch points). Bar, 0.01 substitution 
per nucleotide position. 
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3. การห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกที่คัดเลือกได้ 

3.1 ความเข้มข้นของวัสดุพยุงท่ีเหมาะสมส าหรับห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกท่ีคัดเลือกได้ 
การศึกษาคร้ังนี้ต้องการน าแบคทีเรียโพรไบโอติกที่คัดเลือกได้เสริมลงในไอศกรีม 

เป็นผลิตภัณฑ์ที่ผ่านสภาวะการผลิตที่รุนแรง เช่น การปั่นเพื่อแช่เยือกแข็ง ด้วยเคร่ืองปั่นไอศกรีม 
ในถังปั่นไอศกรีมที่มีใบพัด ท าหน้าที่ตีอากาศเข้าไปในเนื้อไอศกรีม กระบวนการแช่แข็ง และการ
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส สภาวะเหล่านี้จะท าให้เซลล์โพรไบโอติกบาดเจ็บ และเมื่อ
ผู้บริโภครับประทานโพรไบโอติกเข้าไป เซลล์ที่บาดเจ็บจะสัมผัสกับสภาวะย่อยอาหารของมนุษย์ 
ส่งผลให้เซลล์ตาย จนไม่สามารถก่อประโยชน์ต่อสุขภาพได้ แต่การห่อหุ้มโพรไบโอติก จะช่วย
ป้องกันไม่ให้เซลล์สัมผัสกับสภาวะที่ เป็นอันตราย ส่งผลให้เซลล์ไม่บาดเจ็บ เมื่อผู้บริโภค
รับประทานเข้าไป จึงมีเซลล์ที่มีชีวิตเพียงพอที่จะก่อประโยชน์ต่อสุขภาพได้  

3.1.1 อัลจิเนตร่วมกับแป้งข้าวโพด 
เมื่อน า Lactobacillus plantarum CM53 มาห่อหุ้มด้วย อัลจิเนตร้อยละ 1, 2 และ 3 

ร่วมกับ Hi-maize ร้อยละ 2 และซูโครสร้อยละ 0, 5 และ 10 โดยใช้วิธีอิมัลชั่น ที่เป็นระบบน้ าใน
น้ ามัน (Water in oil) น้ าในที่นี้คือ สารผสมอัลจิเนต โดยเซลล์โพรไบโอติกเป็นเฟสไม่ต่อเนื่องจะ
กระจายเป็นอนุภาคเล็ก ๆ ในน้ ามันที่เป็นเฟสต่อเนื่อง เมื่อเติม CaCl2 สารที่ช่วยให้แข็งตัว 
(Hardening agent) อนุภาคเล็ก ๆ ของอัลจิเนตจะเกิดการแข็งตัว และแยกตัวออกจากเฟสของน้ ามัน 
จากการทดลองพบว่า เมื่อความเข้มข้นของอัลจิเนตเพิ่มสูงขึ้น จากร้อยละ 1 เป็น ร้อยละ 3 ขนาด
ของเม็ดเจลที่ได้จะใหญ่ขึ้นอย่างชัดเจน (Figure 12) โดยที่อัลจิเนตร้อยละ 1 เม็ดเจลมีขนาดที่
สม่ าเสมอกว่าอัลจิเนตร้อยละ 2 และ 3 และเมื่อปริมาณของซูโครสเพิ่มสูงขึ้นพบว่าขนาดของเม็ด-
เจลโตขึ้น และไม่มีความสม่ าเสมอสังเกตได้จาก Figure 12 Aa เมื่อไม่มีการเติมซูโครสลงไปเม็ดเจล
ที่ได้มีขนาดสม่ าเสมอกว่า ที่เติมซูโครสร้อยละ 5 (Figure 12 Ab)  และร้อยละ 10 (Figure 12 Ac) 
โดยทั่วไปขนาดเม็ดเจลของอัลจิเนตเพิ่มขึ้นตามความหนืดของสารละลายอัลจิเนต หากความเข้มข้น
ของอัลจิเนตสูงขึ้นจะส่งผลให้ความหนืดของสารละลายอัลจิเนตเพิ่มสูงขึ้น (Anal and Singh, 2007) 
นอกจากนี้ปริมาณซูโครสที่เติมลงไป จะส่งผลให้สารละลายอัลจิเนตมีความหนืดมากขึ้น เม็ดเจลที่
ได้จึงมีขนาดใหญ่ขึ้น จากรายงานการห่อหุ้มเซลล์โดยใช้เทคนิคอิมัลชันจะท าให้ได้เม็ดเจลที่มีขนาด 
0.2-5,000 ไมโครเมตร (Zuidum and Shimon, 2010)  

อย่างไรก็ตาม Anal และ Singh (2007) รายงานว่าหากเม็ดเจลอัลจิเนตมีขนาดใหญ่
กว่า 1 มิลลิเมตร จะส่งผลให้เนื้อสัมผัสของอาหารที่ได้ไม่ดี แต่หากมีขนาดต่ ากว่า 100 ไมโครเมตร 
ความสามารถในการป้องกันเซลล์แบคทีเรียในสภาวะเลียนแบบกระเพาะอาหารไม่แตกต่างกับ  



64 

เซลล์อิสระ แสดงว่าขนาดของเม็ดเจลที่ห่อหุ้มแบคทีเรียต้องมีขนาดที่เหมาะสม จากรายงานของ 
Mørch (2008) ขนาดเม็ดเจลที่เหมาะสมคือ ประมาณ 400 ไมโครเมตร แต่ในด้านการใช้งาน เม็ดเจล
มีขนาดใหญ่ สามารถใช้งานได้ง่ายกว่าขนาดเล็ก จากการทดลองพบว่าการห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร้อย
ละ 2 เติมซูโครสร้อยละ 10 และ อัลจิเนตความเข้มข้นร้อยละ 3 เติมซูโครสร้อยละ 5 และ 10 มี
ขนาดเม็ดเจลเฉลี่ยมากกว่า 3 มิลลิเมตร ดังแสดงใน Figure 12 Bc, Cb และ Cc ขนาดเม็ดเจลที่ใหญ่
จะท าให้เนื้อสัมผัสของไอศกรีมหยาบ ความรู้สึกในปากด้อยลง โดยทั่วไปแล้วไอศกรีมที่ดีจะต้องมี
ผลึกน้ าแข็งขนาดเล็กกว่า 50 ไมครอน จะท าให้ได้เนื้อสัมผัสที่เรียบเนียน แต่ถ้าขนาดผลึกน้ าแข็ง
ใหญ่กว่า 50 ไมครอน จะได้ไอศกรีมที่มีเนื้อสัมผัสหยาบ ไม่น่ารับประทาน (หทัยทิพย์ ร้องค า, 
2552) ดังนั้นเม็ดเจลที่ได้จากอัลจิเนตร้อยละ 2 เติมซูโครสร้อยละ 10 และอัลจิเนตร้อยละ 3 เติม
ซูโครสความเข้มข้นร้อยละ 5 และ 10 จึงไม่เหมาะสมที่จะน ามาประยุกต์ใช้ในไอศกรีม เนื่องจากจะ
ท าให้ได้ไอศกรีมมีผลึกน้ าแข็งที่ใหญ่เกินไป ส่งผลต่อการยอมรับของผู้บริโภค 

   

   

   
Figure 12 Photographs showing the characteristics of 1 (A), 2 (B) and 3% (C) alginate with 2% 

Hi-maize beads and 0 (a), 5 (b) and 10% (c) sucrose by emulsion technique 

การห่อหุ้มเซลล์ Lactobacillus plantarum CM53 ด้วยอัลจิเนตร้อยละ 1 เติม
ซูโครสร้อยละ 0, 5 และ 10 อัลจิเนตร้อยละ 2 เติมซูโครสร้อยละ 0 และ 5 และ อัลจิเนตร้อยละ 3 ที่
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ไม่มีการเติมซูโครส สามารถผลิตเม็ดเจลขนาดเล็กและค่อนข้างสม่ าเสมอจึงถูกคัดเลือกเพื่อน าไป
ทดสอบประสิทธิภาพการห่อหุ้มต่อไป 

3.1.2 เพคติน 
เมื่อห่อหุ้ม Lactobacillus plantarum CM53 ด้วยเพคตินทั้ง 3 แบบ คือ การห่อหุ้ม

ด้วย high methoxyเพคตินร้อยละ 5, low methoxy เพคตินร้อยละ 5 และ low methoxy เพคตินร้อย-
ละ 2.5 ผสมกับ high methoxy เพคติน ร้อยละ 2.5 ด้วยวิธีเอกซ์ทรูชัน โดยหยดสารละลายเพคตินที่
ผสมกับเซลล์แบคทีเรียลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ จะเกิดเป็นเม็ดเจล จากการทดลองพบว่า 
การห่อหุ้มด้วย high methoxy เพคตินไม่สามารถที่ผลิตเม็ดเจลออกมาได้ เนื่องจากการเกิดเจลของ
เพกตินชนิดนี้จะต้องมีองค์ประกอบที่เหมาะสมคือ ปริมาณน้ าตาลร้อยละ 55-65 และค่าพีเอชอยู่
ระหว่าง 2.9-3.1 (Rolin and de Vries, 1990; Oakenfull, 1991) แต่ในการทดลองคร้ังนี้ปริมาณ
น้ าตาล และพีเอชไม่เหมาะสม จึงไม่สามารถขึ้นรูปเม็ดเจล เนื่องจากการใช้น้ าตาลความเข้มข้นสูง 
ส่งผลให้สารละลายภายนอกเซลล์มีความเข้มข้นสูงกว่าภายในเซลล์ ท าให้แรงดันออสโมติก 
(Osmotic pressure) ของสารละลายภายนอกสูงกว่าภายในเซลล์ น้ าจากภายในเซลล์จะไหลออกสู่
ภายนอกท าให้เซลล์เหี่ยว นอกจากนี้จุลินทรีย์ไม่สามารถเจริญได้ที่น้ าตาลเข้มข้นร้อยละ 50-70  
(นงลักษณ์ สุวรรณพินิจ และ ปรีชา สุวรรณพินิจ, 2554) เพราะฉะนั้นจึงสรุปได้ว่า high methoxy  
เพคติน ไม่เหมาะสมที่จะน ามาห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติก แต่การห่อหุ้มเซลล์ด้วย low methoxy-  
เพคติน และ low methoxy เพคตินผสมกับ high methoxy เพคติน สามารถผลิตเม็ดเจลรูปร่างกลม มี
ขนาดสม่ าเสมอ สีเม็ดเจลไม่แตกต่างกัน เมื่อสังเกตด้วยตาเปล่า และการเติมซูโครสความเข้มข้น
แตกต่างกันไม่ส่งผลต่อขนาดของเม็ดเจล ดังแสดงใน Figure 13 การห่อหุ้มเซลล์ด้วยวิธีเอ็กซ์ทรูชัน 
สามารถผลิตเม็ดเจลที่มีขนาดสม่ าเสมอ เนื่องจากขนาดของเม็ดเจลขึ้นอยู่กับเส้นผ่านศูนย์กลางของ
เข็มฉีด  

เม็ดเจลของ low methoxy เพคติน ความเข้มข้นร้อยละ 5 และ low methoxy-  
เพคตินร้อยละ 2.5 และ high methoxy เพคตินร้อยละ 2.5 ที่เติมซูโครสร้อยละ 0, 5 และ 10 มีเส้น-
ผ่านศูนย์กลางเม็ดเจลเฉลี่ยเท่ากับ 2 มิลลิเมตร ขนาดเม็ดเจลที่ได้สอดคล้องกับผลการทดลองของ 
Sohali และคณะ (2011) ซึ่งได้ผลิตเม็ดเจลอัลจิเนตด้วยวิธีเอกซ์ทรูชัน ที่มีขนาดเฉลี่ย 1.9 มิลลิเมตร 
และ Motazavian และคณะ (2007) รายงานว่า โดยทั่วไปแล้วขนาดของเม็ดเจลที่ผลิตโดยวิธี- 
เอ็กซ์ทรูชัน มีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 2-5 มิลลิเมตร จากการทดลองเม็ดเจลเพคตินทั้ง 2 ชุด-
ทดสอบ มีขนาดที่ไม่ใหญ่เกินไป และสม่ าเสมอ ในทุกชุดทดสอบ จึงถูกคัดเลือกเพื่อน าไปทดสอบ
ประสิทธิภาพการห่อหุ้มเซลล์ต่อไป  
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3.1.3 คาร์ราจีแนน 
เมื่อน า Lactobacillus plantarum CM53 มาห่อหุ้มด้วยคาร์ราจีแนนความเข้มข้น

ร้อยละ 3 และ 4 ร่วมกับซูโครสร้อยละ 0, 5 และ 10 พบว่าการห่อหุ้มด้วยคาร์ราจีแนนร้อยละ 3 และ 
4 เติมซูโครสร้อยละ 10 เท่านั้นที่สามารถผลิตเม็ดเจลได้ เม็ดเจลคาร์ราจีแนนไม่เป็นรูปกลม แต่มี
รูปร่างที่ไม่เป็นรูปทรง แตกต่างจากการห่อหุ้มด้วยอัลจิเนต และเพคติน ขนาดเม็ดเจลไม่มีความ
สม่ าเสมอดังแสดงใน Figure 14 จึงคัดเลือกเฉพาะคาร์ราจีแนนความเข้มข้นร้อยละ 3 และ 4 ที่เติม
ซูโครสร้อยละ 10 เพื่อน าไปทดสอบประสิทธิภาพการห่อหุ้มต่อไป 

   

   
Figure 13 Photographs showing the characteristics of 5% low methoxy pectin (A) and 2.5%  

low methoxy pectin +2.5% high methoxy pectin (B) beads with 0 (a), 5 (b) and  
10% (c) sucrose by extrusion technique 

  
Figure 14 Photographs showing the characteristics of 3 (a) and 4% (b) carrageenan and 10% 

sucrose by extrusion technique 
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3.2 ลักษณะโครงสร้างจุลภาคของเม็ดเจลท่ีห่อหุ้มเซลล์  Lactobacillus plantarum CM53  
โดยใช้วัสดุพยุงแตกต่างกัน 

จากการทดลองในข้อที่ 3.1 พบว่าเม็ดเจลจากวิธีอิมัลชัน และเอกซ์ทรูชันมีขนาด
แตกต่างกัน โดยขนาดของเม็ดเจลที่ได้จากเทคนิคเอ็กซ์ทรูชันมีขนาดใหญ่กว่าเม็ดเจลที่ได้จาก
เทคนิคอิมัลชัน สอดคล้องกับรายงานของ Motazavian และคณะ (2007) รายงานว่าโดยทั่วไปแล้ว
ขนาดของเม็ดเจลที่ผลิตโดยวิธีเอ็กซ์ทรูชันจะมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางใหญ่กว่า (ประมาณ 2-5 
มิลลิเมตร) เม็ดเจลที่ผลิตด้วยวิธีอิมัลชัน (ประมาณ 25 ไมโครเมตร -2 มิลลิเมตร) และเมื่อน าเม็ดเจล
ของอัลจิเนตที่ผลิตด้วยวิธีอิมัลชัน และเม็ดเจลของเพคติน และคาร์ราจีแนนที่ผลิตด้วยวิธี  
เอกซ์ทรูชันมาดูลักษณะโครงสร้างจุลภาคของเม็ดเจลด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลกตรอนแบบส่อง
กราด พบว่าเม็ดเจลผลิตได้จากอัลจิเนต (Figure 15 Aa) และเพคติน (Figure 15 Ba) มีลักษณะเป็น
ทรงกลม (Spherical) มีพื้นผิวเรียบ (Smooth) และสม่ าเสมอ ในขณะที่เม็ดเจลของคาร์ราจีแนนมี
ลักษณะแบน มีผิวที่ขรุขระ ไม่สม่ าเสมอ และ มีรูปทรงไม่ปกติ (Irregular) ดังแสดงใน Figure 15 
Ca สอดคล้องกับรายงานของ Nag (2011) ซึ่งรายงานว่ารูปร่างของเม็ดเจล อาจมีรูปร่างที่ไม่ปกติ
หรือทรงกลมที่มีพื้นผิวที่เรียบหรือขรุขระได้ ซึ่งขนาด รูปร่าง และพื้นผิวของเม็ดเจลขึ้นอยู่กับ
วิธีการ และวัสดุที่ใช้ในการผลิตเม็ดเจล โดยขนาด รูปร่าง และพื้นผิวของเม็ดเจลจะมีผลต่อ
ประสิทธิภาพในการห่อหุ้ม หากพื้นผิวของเม็ดเจลมีรูพรุนจะส่งผลให้ประสิทธิภาพในการห่อหุ้ม
และความสามารถในการป้องกันเซลล์ในสภาวะแวดล้อมที่ เป็นอันตรายต่อเซลล์ลดต่ าลง 
(Motazavian et al., 2007) 
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Figure 15 Scanning electron microscopy pictures of alginate containing 2% Hi-maize (A), pectin 

(B) and carrageenan containing 10% sucrose (C) beads. Morphology of bead at a 
magnification 100x (a), bead loaded with Lactobacillus plantarum CM53 at a 
magnification 10,000x (b) and higher magnification view of encapsulated 
Lactobacillus plantarum CM53 at a magnification 30,000x (c). 
   Lactobacillus plantarum CM53 cell 

     
Figure 16 Structure of outer surface of 3% alginate (a) and 5% LM- pectin containing 5% sucrose 

(b) and 4% carrageenan beads (c). Magnification of all pictures is 20,000x. 
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3.3 ผลของชนิดวัสดุพยุงต่อประสิทธิภาพการห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติก 
จากการน าเม็ดเจลที่ผลิตได้จากวัสดุพยุงที่คัดเลือกได้จากข้อที่ 3 ประกอบด้วย  

อัลจิเนตเข้มข้นร้อยละ 1 เติมซูโครสร้อยละ 0, 5 และ 10 จ านวน 3 ชุดทดสอบ, อัลจิเนตเข้มข้น- 
ร้อยละ 2 เติมซูโครสร้อยละ 0 และ 5 จ านวน 2 ชุดทดสอบ, low methoxy เพคตินเข้มข้นร้อยละ 5 
เติมซูโครสร้อยละ 0, 5 และ 10 จ านวน 3 ชุดทดสอบ, low methoxy เพคตินเข้มข้นร้อยละ 2.5 
ร่วมกับกับ high methoxy เพคตินเข้มข้นร้อยละ 2.5 เติมซูโครสร้อยละ 0, 5 และ 10 จ านวน 3 ชุด-
ทดสอบ และคาร์ราจีแนนเข้มข้นร้อยละ 3 และ 4 เติมซูโครสร้อยละ 10 จ านวน 2  
ชุดทดสอบ มาทดสอบประสิทธิภาพการห่อหุ้มเพื่อจะคัดเลือกวัสดุพยุงที่มีประสิทธิภาพการห่อหุ้ม
สูงสุด ผลที่ได้แสดงใน Figure 17  

จากการทดลองพบว่า เมื่อความเข้มข้นของอัลจิเนตเพิ่มขึ้น ประสิทธิภาพการ
ห่อหุ้มจะเพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05)  การห่อหุ้มเซลล์ ด้วยอัลจิเนตร้อยละ 1  
มีประสิทธิภาพการห่อหุ้ม (ร้อยละ 74.89±0.1) ต่ ากว่าการห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร้อยละ 2 และ 3 (ร้อย
ละ 87.22±0.77 และ 93.60±5.72) จากการทดลองพบว่าการห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร้อยละ 3 มี
ประสิทธิภาพการห่อหุ้มสูงสุด และสอดคล้องกับการศึกษาของ สิรสา สุมงคล (2556) ที่ห่อหุ้มเซลล์ 
Lactobacillus plantarum CIE17A5 ด้วยอัลจิเนตความเข้มข้นร้อยละ 3 ด้วยวิธีอิมัลชัน พบว่ามี
ประสิทธิภาพการห่อหุ้มเท่ากับร้อยละ 93.63 การเติมซูโครสผสมกับอัลจิเนตเพื่อใช้ในการห่อหุ้ม
ไม่สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการห่อหุ้มได้ การห่อหุ้มเซลล์ด้วยอัลจิเนตความเข้มข้นร้อยละ 1 เติม
ซูโครสร้อยละ 0, 5 และ 10 มีประสิทธิภาพในการห่อหุ้มต่ า จึงไม่เหมาะสมที่จะน ามาใช้ห่อหุ้ม
เซลล์โพรไบโอติก 

ส าหรับการห่อหุ้มด้วยเพคติน พบว่าชนิดของเพคติน และความเข้มข้นซูโครสที่
เติมลงไปไม่มีผลต่อประสิทธิภาพการห่อหุ้ม โดยทุกชุดทดสอบมีค่าประสิทธิภาพการห่อหุ้มสูงกว่า
ร้อยละ 85 ซึ่งไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ดังแสดงใน Figure 17 

การห่อหุ้มด้วยคาร์ราจีแนน พบว่าการห่อหุ้มด้วยคาร์ราจีแนนที่ความเข้มข้นร้อย-
ละ 3 และ 4 มีประสิทธิภาพการห่อหุ้มไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P≥0.05) และเท่ากับ
ร้อยละ 68.88 ± 1.37 และ 68.62 ± 0.66 ตามล าดับ คาร์ราจีแนนมีค่าประสิทธิภาพการห่อหุ้มต่ าสุด 
เปรียบเทียบกับอัลจิเนตและเพคติน เนื่องจากในระหว่างการผลิตเม็ดเจล ต้องละลายคาร์ราจีแนนที่
อุณหภูมิ 75±5 องศาเซลเซียส และเมื่อทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องจะเกิดเป็นเจลทันที ด้วยเหตุนี้ในระหว่าง
การผลิตเม็ดเจลจึงควบคุมอุณหภูมิของสารละลายคาร์ราจีแนนระหว่าง 50-60 องศาเซลเซียส 
สอดคล้องกับรายงานของ Anal และคณะ (2007) ได้กล่าวว่าการละลายคาร์ราจีแนนความเข้มข้น
ร้อยละ 2-5 ต้องใช้อุณหภูมิ 60-80 องศาเซลเซียส แล้วเติมเซลล์ลงในสารละลายคาร์ราจีแนนที่
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อุณหภูมิ 40-45 องศาเซลเซียส การใช้อุณหภูมิสูงระหว่างผลิตเม็ดเจลท าให้เซลล์ที่กระจายตัวแทรก
อยู่ในสารละลายคาร์ราจีแนนเกิดการบาดเจ็บ และตายได้ ส่งผลให้ประสิทธิภาพการห่อหุ้มกว่าการ
ห่อหุ้มด้วยอัลจินเนตและเพคติน จึงสรุปได้ว่าคาร์ราจีแนนไม่เหมาะสมส าหรับน ามาห่อหุ้มเซลล์
โพรไบโอติก 

 
Figure 17 Encapsulation efficiency of Lactobacillus plantarum CM53 by different supporting 

materials. 1% alginate (1A), 2% alginate (2A), 3% alginate (3A), 5% low methoxy 
pectin (5LM), 2.5% low methoxy pectin + 2.5% high methoxy pectin (5LHM), 3% 
carrageenan (3C) and 4% carrageenan (4C). 
a-d Different superscripts indicate significant difference (P<0.05). 

จากการลองพบว่าทั้งความเข้มข้นและชนิดของวัสดุพยุงมีผลต่อประสิทธิภาพการ-
ห่อหุ้ม วัสดุพยุงที่มีประสิทธิภาพสูงสุดคือ อัลจิเนตเข้มข้นร้อยละ 2 ที่เติมซูโครสร้อยละ 0 และ 5, 
อัลจิเนตเข้มข้นร้อยละ 3 ที่ไม่เติมซูโครส, low methoxy เพคตินเข้มข้นร้อยละ 5 ที่เติมซูโครส 
ร้อยละ 0, 5 และ 10, low methoxy เพคติเข้มข้นร้อยละ 2.5 ร่วมกับกับ high metoxy เพคตินเข้มข้น
ร้อยละ 2.5 ที่เติมซูโครสร้อยละ 0, 5 และ 10 โดยมีค่าประสิทธิการห่อหุ้มไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (P≥0.05) ด้วยเหตุนี้วัสดุพยุงทั้ง 9 ชุดทดสอบ ถูกเลือกเพื่อน าไปทดสอบ
ประสิทธิภาพในการปกป้องเซลล์ Lactobacillus plantarum CM53 ในไอศกรีมแช่เยือกแข็ง 

3.4 ผลของชนิดวัสดุพยุงต่อประสิทธิภาพการปกป้องเซลล์ในไอศกรีมแช่แข็ง 
เมื่อน าเม็ดเจลที่ผลิตจากวัสดุพยุงที่คัดเลือกได้จากข้อ 3.3 มาทดสอบความสามารถ

ในการปกป้องเซลล์ Lactobacillus plantarum CM 53 ในสภาวะแช่แข็งไอศกรีม โดยผลิตไอศกรีม
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วานิลลาสูตรพื้นฐาน แล้วเติมเม็ดเจลที่ห่อหุ้มเซลล์ลงไป จากนั้นน าไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 ± 5 
องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง เพื่อคัดเลือกวัสดุพยุงที่ช่วยให้ Lactobacillus plantarum CM 53 มีค่า
การรอดชีวิตสูง ผลการทดลองที่ได้ดังแสดงใน Figure 18 

การห่อหุ้มเซลล์ด้วยอัลจิเนตร้อยละ 2, อัลจิเนตร้อยละ 3, low methoxy เพคติน 
และ low methoxy เพคติน ร่วมกับ low methoxy เพคตินเติมซูโครสร้อยละ 10 สามารถปกป้อง
เซลล์ได้สูงสุด โดยมีค่าการรอดชีวิตของเซลล์ Lactobacillus plantarum CM 53 ไม่มีความแตกต่าง
กันอย่างมีนยัส าคัญทางสถิติ (P≥0.05) มีค่าการรอดชีวิตสูงกว่าร้อยละ 90  

การห่อหุ้มเซลล์ด้วยอัลจิเนต และ low methoxy เพคติน ปริมาณซูโครสที่เติมลง
ไปไม่มีผลต่อความสามารถในการปกป้องเซลล์ เน่ืองจากเมื่อความเข้มข้นของซูโครสเพิ่มสูงขึ้นจาก
ร้อยละ 0 เป็นร้อยละ 5 ความสามารถในการรอดชีวิตของ Lactobacillus plantarum CM ไม่แตกต่าง
กัน เนื่องจากกลไกในการเกิดเจลของอัลจิเนต และ low methoxy เพคติน เกิดจากสายของอัลจิเนต 
และ low methoxy เพคตินสร้างพันธะกับแคลเซียมไอออน แต่การห่อหุ้มด้วย low methoxy เพคติน 
ร่วมกับ high methoxy เพคติน ความเข้มข้นซูโครสมีผลต่อความสามารถในการปกป้องเซลล์ จาก 
Figure 15 เห็นได้ว่าที่ระดับความเข้มข้นของซูโครส 0 และ 5 การรอดชีวิตของ Lactobacillus 
plantarum CM 53 ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (P≥0.05) แต่เมื่อความเข้มข้นของซูโครสเพิ่มขึ้น
เป็นร้อยละ 10 พบว่าการรอดชีวิตของ Lactobacillus plantarum CM 53 เพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (P<0.05) โดยค่าการรอดชีวิตของ Lactobacillus plantarum CM 53 ที่ความเข้มข้นของ
ซูโครสร้อยละ 0, 5 และ 10 เท่ากับ 54.45±2.88, 55.66±3.87 และ 97.94±2.00 ตามล าดับ พบว่าการ
รอดชวีิตเพิ่มขึ้นประมาณร้อยละ 40 เนื่องจาก HM-เพคติน ต้องใช้น้ าตาลในการเกิดเจล เมื่อน้ าตาล
มีความเข้มข้นสูงขึ้นท าให้เกิดเจลได้ดีขึ้น ส่งผลให้โครงสร้างเจลแข็งแรงขึ้นจึงปกป้องเซลล์ได้ดีขึ้น 
ด้วยเหตุนี้จึงสรุปได้ว่าการใช้ low methoxy เพคติน ผสมกับ high methoxy เพคติน ไม่เหมาะสมที่
จะน ามาห่อหุ้มเซลล์  Lactobacillus plantarum CM53 เพื่อเสริมในไอศกรีม 

วัสดุพยุงที่ใช้ห่อหุ้มทุกชนิดถูกเติมซูโครลสลงไปด้วย เพื่อที่จะท าหน้าที่เป็นสาร
ป้องกันความเย็นในสภาวะแช่แข็งไอศกรีม แต่จากการทดลองพบว่าการเติมซูโครสไม่มีผลต่อ
ประสิทธิภาพการปกป้องเซลล์ เมื่อห่อหุ้มเซลล์ด้วยอัลจิเนต และ low methoxy เพคติน  

จากการทดสอบประสิทธิภาพการปกป้องเซลล์ในสภาวะแช่แข็งไอศกรีม สามารถ
คัดเลือกวัสดุพยุงได้ทั้งหมด 7 ชุดทดสอบ ดังนี้ อัลจิเนตร้อยละ 2 เติมซูโครสร้อยละ 0 และ 5,  
อัลจิเนตร้อยละ 3, low methoxy เพคตินร้อยละ 5 เติมซูโครสร้อยละ 0, 5 และ 10 และ low methoxy 
เพคติน ร่วมกับ high methoxy เพคติน ที่เติมซูโครสร้อยละ 10 เพื่อน าไปทดสอบความสามารถใน
การปกป้องเซลล์ในสภาวะเลียนแบบทางเดินอาหาร 
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Figure 18 Survival rate of encapsulated Lactobacillus plantarum CM 53 during ice cream 

hardening (-20 °C) for 48 h., 2%alginate containing 0 and 5% sucrose (2A0S and 
2A5S respectively), 3% alginate (3A0S), 5% low methoxy pectin containing 0, 5 and 
10% sucrose (LM0S, LM5S and LM10S respectively) and 2.5% high methoxy pectin 
with 2.5% low methoxy pectin containing 0, 5 and 10% sucrose (HLM0S, HLM5S and 
HLM10S respectively) 
a-d Different superscripts indicate significant difference (P<0.05). 

3.5 ผลของชนิดวัสดุพยุต่อประสิทธิภาพในการปกป้องเซลล์โพรไบโอติกในสภาวะเลียนแบบ
ทางเดินอาหาร 

การทดสอบประสิทธิภาพในการปกป้องเซลล์ในสภาวะเลียนแบบทางเดินอาหาร 
เร่ิมจากน าเม็ดเจลที่เตรียมได้จากวัสดุพยุงที่คัดเลือกได้จากข้อ 3.4 สภาพเม็ดเจลเร่ิมต้นจะมีลักษณะ
กลม (Figure 19a) เมื่อเม็ดเจลสัมผัสกับสภาวะเลียนแบบกระเพาะอาหาร (pH 2) ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง เม็ดเจลยังคงมีรูปร่างกลม เกิดการพองตัวเล็กน้อย (Figure 19b) แสดง
ว่าวัสดุพยุงมีความคงตัวในสภาวะกรด แต่เมื่อเม็เจลสัมผัสกับสภาวะเลียนแบบล าไส้เล็ก ซึ่งมีเกลือ
น้ าดี (pH 8) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง พบว่าเม็ดเจลละลายและไม่สามารถคง
รูปร่างได้ ดังแสดงใน Figure 19c แสดงว่าเม็ดเจลไม่มีความคงตัวในสภาวะล าไส้เล็ก ท าให้สามารถ
ปลดปล่อยเซลล์โพรไบโอติกออกจากเม็ดเจล ในการทดลองคร้ังนี้ได้คัดเลือกโพรไบโอติก  
สายพันธุ์ที่สามารถทนสภาวะเลียนแบบล าไส้เล็กได้ จึงท าให้สามารถรอดชีวิตเพียงพอที่จะก่อ
ประโยชน์ต่อสุขภาพได้ 
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Figure 19 Charecteristic of beads before exposure to simulated gastrointestinal tract condition (a); 

after expose simulated gastric juice (b) and after expose simulated small intestine 

เมื่อน าเม็ดเจลที่ผลิตจากวัสดุพยุงที่คัดเลือกได้จากข้อ 3.4 มาทดสอบประสิทธิภาพ
ในการปกป้องเซลล์ในสภาวะเลียนแบบทางเดินอาหารแบบต่อเนื่อง เปรียบเทียบกับเซลล์อิสระ  
ผลการทดลองดังแสดงใน Table 15 จากการทดลองพบว่าชนิดของวัสดุพยุงมีผลต่อประสิทธิภาพ
การปกป้องเซลล์ในสภาวะเลียนแบบทางเดินอาหาร 

เมื่อห่อหุ้มเซลล์ Lactobacillus plantarum CM53 ด้วยอัลจิเนตพบว่า การรอดชีวิต  
Lactobacillus plantarum CM53 สูงกว่าซลล์อิสระ และเมื่อความเข้มข้นของอัลจิเนตเพิ่มสูงขึ้นจาก
ร้อยละ 2 เป็นร้อยละ 3 ค่าการรอดชีวิต Lactobacillus plantarum CM53 เพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (P<0.05)  ค่าการรอดชีวิตของเซลล์อิสระ, เซลล์ที่ถูกห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร้อยละ 2 และ 
ร้อยละ 3 ในสภาวะเลียนแบบทางเดินอาหารเท่ากับ ร้อยละ 69.17± 0.11, 89.07 ± 0.49 และ 91.13 ± 
1.38 ตามล าดับ สอดคล้องกับผลการทดลองของ ณัฐพัฒน์ เสาะสมบรูณ์ (2554) ได้ทดสอบการรอด
ชีวิตของ Lactobacillus salivarius L5-4 ในสภาวะเลียนแบบกระเพาะอาหาร ในรูปเซลล์อิสระ และ
เซลล์ที่ถูกห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร้อยละ 1.5, 2, 2.5 และ 3 พบว่า ค่าการรอดชีวิตของเซลล์อิสระต่ าสุด 
รองลงคือเซลล์ที่ถูกห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร้อยละ 1.5, 2, 2.5 และ 3 มีค่าการรอดชีวิตเท่ากับร้อยละ 
64.11, 76.24 79.57, 79.66 และ 80.04 ตามล าดับ และผลการทดลองของ Annan และคณะ (2008) 
ได้ศึกษาการรอดชีวิตของ Bifidobacterium adolescentis 15703T ที่ถูกห่อหุ้มด้วยเจลาตินร้อยละ 3 
และเคลือบด้วยอัลจิเนตร้อยละ 1 ในสภาวะเลียนแบบทางเดินอาหารแบบต่อเนื่อง พบว่าเซลล์ที่ถูก
ห่อหุ้มรอดชีวิต (7.35-7.57 Log CFU/ml) ได้สูงกว่าเซลล์อิสระ (6.41-6.71 Log CFU/ml) อย่างมี
นัยส าคัญ (P<0.05) นอกจากนี้พบว่าเมื่อห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตปริมาณซูโครสที่เติมลงไปไม่มีผลต่อ
การรอดชีวิตของ Lactobacillus plantarum CM53 ในสภาวะเลียนแบบทางเดินอาหาร  

เมื่อหุ้มเซลล์ Lactobacillus plantarum CM53 ด้วย low methoxy เพคติน ร้อยละ 5  
เติมซูโครสร้อยละ 0, 5 และ 10 พบว่าการรอดชีวิตของ Lactobacillus plantarum CM53 ในสภาวะ
เลียนแบบกระเพาะอาหารไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (P>0.05) แต่เมื่อน าไปทดสอบต่อใน
สภาวะเลียนแบบล าไส้เล็กโดยการทดสอบแบบต่อเนื่อง พบว่าการห่อหุ้มด้วย low methoxy เพคติน

a b c 
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ร้อยละ 5 ที่เติมซูโครสร้อยละ 5 ค่าการรอดชีวิตของ Lactobacillus plantarum CM53 สูงกว่าเติม
ซูโครสร้อยละ 0 และ 10 และการห่อหุ้มด้วย low methoxy เพคติน สามารถปกป้องเซลล์ได้ดีกว่า
เซลล์อิสระอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อทดสอบในสภาวะเลียนแบบทางเดินอาหาร  
การห่อหุ้มเซลล์ด้วย low methoxy เพคตินร้อยละ 2.5 ร่วมกับ high methoxy เพคตินร้อยละ 2.5  
เติมซูโครสร้อยละ 10 ค่าการรอดชีวิตของ Lactobacillus plantarum CM53 ในสภาวะเลียนแบบ
ทางเดินอาหารไม่แตกต่างกับเซลล์อิสระอย่างมีนัยส าคัญ แสดงว่าไม่เหมาะสมที่จะน ามาห่อหุ้ม
เซลล์เพื่อเสริมลงในไอศกรีม 

จากการทดสอบประสิทธิภาพการปกป้องเซลล์ในสภาวะเลียนแบบทางเดินอาหาร 
พบว่าการห่อหุ้มเซลล์ Lactobacillus plantarum CM53 ด้วยอัลจิเนตร้อยละ 3 และ low methoxy-  
เพคตินร้อยละ 5 เติมซูโครสร้อยละ 5 สามารถปกป้องเซลล์ได้ดีที่สุด จึงถูกคัดเลือกเพื่อน าไปศึกษา
ความสามารถในการปลดปล่อยต่อไป 

Table15 Effect of encapsulation on the survival of Lactobacillus plantarum CM53 during 
exposure to simulated gastrointestinal tract condition for 7 h 

Encapsulating material Sucrose (%) 
Survival (%) 

SGJ SIJ 

2% alginate 
0 89.61 ± 0.15c 89.07 ± 0.49b 

5 89.22 ± 0.60c 87.06 ± 0.76c 

3% alginate 0 92.99 ± 1.24ab 91.13 ± 1.38a 

5% LM-pectin 

0 96.23 ± 4.84a 86.07 ± 0.36c 

5 96.40 ± 1.94a 89.76 ± 0.64ab 

10 94.86 ± 0.48a 86.17 ± 1.97c 

2.5% low methoxy pectin+ 2.5% high 
methoxy pectin 

10 69.55 ± 0.23d 69.85 ± 0.95d 

Free cell 0 69.82 ± 1.26d 69.17 ± 0.11d 

Values are given as mean±SD from triplicate determination. 
a-cDifferent superscripts in the same column indicate significant difference (P<0.05) 
SGJ: simulated gastric juice (pH 2.0 containing 3mg/ml pepsin); SIJ: simulated small intestine 
(1% bile salt containing 3mg/ml pancreatin, pH8.0). 
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3.6 ผลของชนิดวัสดุพยุงต่อความสามารถในการปลดปล่อยเซลล์ 
การศึกษาความสามารถในการปลดปล่อยเซลล์ออกจากเม็ดเจลท าการศึกษาที่

สภาวะเลียนแบบล าไส้เล็กส่วนต้น (PBS พีเอช 7.2 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส) ซึ่งเป็นต าแหน่งที่
ของเหลวจากตับอ่อนและน้ าดีจากตับมาเปิดเข้า และเป็นต าแหน่งที่มีการย่อยเกิดขึ้นมากที่สุด แล้ว
นับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตที่ถูกปลดปล่อยออกมาทุก 1 ชั่วโมง นาน 6 ชั่วโมง พบว่าเม็ดเจลของวัสดุ-
พยุงทั้งสองชนิดสามารถปลดปล่อยเซลล์ออกจากเม็ดเจลได้ และเมื่อระยะเวลาในการสัมผัสสภาวะ
เลียนแบบล าไส้เล็กเพิ่มขึ้น ความสามารถในการปลดปล่อยเซลล์จะเพิ่มสูงขึ้น และเมื่อบ่ม  
เม็ดเจลนาน 6 ชั่วโมง จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตไม่ลดจ านวนลงดังแสดงใน Figure 20 จากภาพเห็นได้ว่า 
เมื่อบ่มเม็ดเจลนาน 1 และ 2 ชั่วโมง เม็ดเจลอัลจิเนตสามารถปลดปล่อยเซลล์ได้สูงกว่าเม็ดเจล 
เพคตินอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) แต่เมื่อเวลาบ่มนาน 3 ชั่วโมง เม็ดเจลเพคตินสามารถ
ปลดปล่อยเซลล์ได้สูงกว่าเม็ดเจลอัลจิเนต (P<0.05) อย่างไรก็ตามเมื่อเวลาบ่มเพิ่มเป็น 4, 5 และ 6 
ชั่วโมง ความสามารถในการปลดปล่อยเซลล์ของเม็ดเจลทั้งสองชนิดไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี -
นัยส าคัญ (P≥0.05)  

โดยธรรมชาติแล้วอัลจิเนตประกอบไปด้วยสายกรดแมนนูโรนิก และ กรดกลูโค-
โรนิก แอซิด มีค่า pKa เท่ากับ 3.38 และ 3.65 ตามล าดับ (Mørch, 2008) เมื่ออยู่ในสภาวะเลียนแบบ
ล าไส้เล็กที่มีพีเอชเป็น 7.2 ซึ่งสูงกว่าค่า pKa ของอัลจิเนตท าให้ประจุรวมของอัลจิเนตเป็นลบมาก
ขึ้น ส่งผลให้สายของอัลจิเนตเกิดการผลักกัน จนท าให้สูญเสียความสามารถในการเกิดเจล  
Draget และคณะ (1997) รายงานว่าอัลจิเนตสามารถเกิดเจลได้ที่พีเอชต่ ากว่า pKa แต่เมื่อพีเอช
ประมาณ 7 เจลของอัลจิเนตจะเกิดการแตกสลาย เนื่องจากค่าพีเอชที่สูงกว่า ค่า pKa ของอัลจิเนต 
จะไปปรับประจุรวมของโครงสร้างอัลจิเนตเป็นลบ ท าให้สายโพลิเมอร์ของอัลจิเนตเกิดการพลัก
กัน ส่งผลให้อัลจิเนตสูญเสียความสามารถในการเกิดเจล จึงท าให้เกิดการปลดปล่อยเซลล์ออกจาก
เม็ดเจล สอดคล้องกับผลการศึกษาของ จุฬาลักษณ์  ชูพรหม (2553) ที่ท าการห่อหุ้ม  
Lactobacillus plantaum CIF17 A5 ด้วยอัลจิเนตร้อยละ 2 ร่วมกับเส้นใยถั่วเหลืองร้อยละ 3 แล้ว
น ามาทดสอบการปลดปล่อยเซลล์ที่พีเอช 5, 6, 7 และ 8 เป็นเวลา 6 ชั่วโมง พบว่า การปลดปล่อย
เซลล์ที่พีเอช 5 และ 6 เท่ากับร้อยละ 47.48 และ 52.17 ตามล าดับ ซึ่งต่ ากว่าที่พีเอช 7 และ 8 ที่
สามารถปลดปล่อยได้สูงถึงร้อยละ 99.00 และ 99.67 ตามล าดับ Annan และคณะ (2008) ได้ห่อหุ้ม 
Bifidobacterium adolescentis 15703T ด้วยอัลจิเนตและเคลือบด้วยเจลาติน พบว่าในสภาวะกรด 
เม็ดเจลจะคงตัว แต่ในสภาวะที่เป็นด่างเม็ดเจลละลายอย่างรวดเร็ว นอกจากนี้ Hou และคณะ (1999) 
ได้รายงานว่าค่า pKa ของ low methoxy เพคตินอยู่ในช่วง 3.55-4.10 การเกิดเจลของ low methoxy 
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เพคติน เกิดตรงหมู่คาร์บอกซิลของเพคติน ที่พีเอช 6.5 และ 7.0 เป็นพีเอชที่สูงกว่าค่า pKa ท าให้เกิด
การแตกสลายของเจล และเกิดการปลดปล่อยเซลล์ออกจากม็ดเจลเพคติน 

จากการทดสอบประสิทธิภาพการปลดปล่อยเซลล์ พบว่าการห่อหุ้มด้วยอัลจิเนต
ร้อยละ 3 ที่ไม่เติมซูโครส และ low methoxy เพคตินร้อยละ 5 ที่เติมซูโครสร้อยละ 5 สามารถ
ปลดปล่อยได้ไม่แตกต่างกันจึงคัดเลือกวัสดุพยุงทั้งสองชนิด เพื่อน าไปเสริมลงในไอศกรีมวานิลลา 

 
Figure 20 Releasing of Lactobacillus plantarum CM53 from alginate beads in simulated small 

intestine (PBS pH 7.2.) at 37°C for 6 h, 3% alginate (3A0S) and 5% low-methoxy 
pectin containing 5% sucrose (LM5S) 
a-d Different superscripts indicate significant difference (P<0.05). 

4. ศึกษาการรอดชีวิตของโพรไบโอติกในขั้นตอนการผลิตไอศกรีม 

4.1 การรอดชีวิตของ Lactobacillus plantarum CM53 ท่ีเติมก่อนกระบวนการป่ันไอศกรีม 

เมื่อน าไอศกรีม Lactobacillus plantarum CM53 ที่เติมในรูปเซลล์อิสระ และเซลล์
ที่ห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร้อยละ 3 (เม็ดเจลอัลจิเนต) และ low methoxy เพคตินร้อยละ 5 ที่เติมซูโครส
ร้อยละ 5 (เม็ดเจลเพคติน) ลงในไอศกรีมเหลวที่ผ่านการพาสเจอไรส์เรียบร้อย แล้วน าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 6 ชั่วโมง นับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตเร่ิมต้น หลังจากนั้นน าไปปั่นให้
เป็นเนื้อไอศกรีม ด้วยเคร่ืองปั่นไอศกรีม นับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตหลังกระบวนการปั่นไอศกรีม แล้ว

a 

a 

a 

b 

a a a 

a 

a 

b 

a 

a 
a a 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 1 2 3 4 5 6

R
el

ea
se

 (
%

) 

Time (h) 

3A0S

LM5S



77 

น าไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง จากการทดลองพบว่า จ านวนเซลล์ที่มี
ชีวิตเร่ิมต้นของไอศกรีมทั้ง 3 ชุดทดสอบไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (P≥0.05) แต่หลังจาก
กระบวนแช่แข็งพบว่า การห่อหุ้มเซลล์ด้วยอัลจิเนตร้อยละ 3 มีจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตสูงสุด (P<0.05) 
ส่วนการห่อหุ้มเซลล์ด้วย low methoxy เพคตินร้อยละ 5 เติมซูโครสร้อยละ 5 มีจ านวนเซลล์ที่มีชีวิต
ไม่แตกต่างจากเซลล์อิสระ (P≥0.05) และเมื่อน าไอศกรีมผ่านกระบวนการแช่แข็ง เซลล์ที่ห่อหุ้ม
ด้วยอัลจิเนตร้อยละ 3 มีจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตสูงสุด รองลงมาคือเซลล์ที่ห่อหุ้มด้วย low methoxy เพ
คตินร้อยละ- 5 ที่มีซูโครสร้อยละ 5 และเซลล์อิสระ ดังแสดงใน Table 16  

เมื่อผลิตไอศกรีมเสริม Lactobacillus plantarum CM53 โดยเติมเซลล์ลงใน
ไอศกรีมเหลวก่อนกระบวนการปั่นไอศกรีม พบว่ากระบวนการผลิตไอศกรีมมีผลต่อการจ านวน 
Lactobacillus plantarum CM53 ที่มีชีวิต ดังแสดงใน Table 16 จากตารางพบว่าเมื่อผลิตไอศกรีม
เสริมโพรไบโอติกเซลล์อิสระ จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตลดลงหลังจากผ่านกระบวนการปั่นไอศกรีม 
และแช่แข็งไอศกรีม (P<0.05) แต่เมื่อห่อหุ้มเซลล์ด้วยอัลจิเนตร้อยละ 3 พบว่าหลังจากกระบวนการ
ปั่นไอศกรีม จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตไม่แตกต่างจากจ านวนเซลล์ เร่ิมต้น (P≥0.05) แต่เมื่อผ่าน
กระบวนการแช่แข็ง พบว่าจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) เมื่อเทียบกับจ านวน
เซลล์เร่ิมต้น และเซลล์ที่ถูกห่อหุ้มด้วย low methoxy เพคตินร้อยละ 5 เติมซูโครสร้อยละ 5 พบว่า
หลังกระบวนการปั่นไอศกรีม และแช่แข็งจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P<0.05) แต่จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตหลังผ่านกระบวนการผลิตทั้งสองขั้นตอนไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญ (P≥0.05) จากการทดลองสามารถสรุปได้ว่ากระบวนการปั่นไอศกรีม และแช่แข็งมีผลต่อ
จ านวนเซลล์ที่มีชีวิต โดยกระบวนการเหล่านี้ส่งผลให้จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตลดลง แต่อย่างไรก็ตาม
การห่อหุ้มเซลล์ด้วยอัลจิเนตร้อยละ 3 และ low methoxy เพคตินร้อยละ 5 ที่เติมซูโครสร้อยละ 5 
สามารถปกป้องเซลล์ได้ดีกว่าเซลล์อิสระ จากรายงานของ Akalin และ Erisir (2008) ระหว่างการ 
แช่เยือกแข็งไอศกรีมเซลล์โพรไบโอติกจะเกิดการเสียดสีกับใบพัด และผนังของถังปั่น รวมทั้งใน
ระหว่างการแช่ยือกแข็งมีการเติมอากาศเข้าไป เพื่อให้เนื้อไอศกรีมขึ้นฟู ปัจจัยเหล่านี้ส่งผลให้เซลล์
ที่ไม่ถูกห่อหุ้มเกิดการบาดเจ็บ เมื่อน าไปแช่เยือกแข็งท าให้จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตตาย  
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Table 16 Effect of freezing and hardening on total viable count of Lactobacillus plantarum CM53 
in ice cream 

Ice cream 

Total viable count (Log CFU/g) 
Initial cell After freezing After 

hardening 
Control 8.68 ± 0.14aA 8.19 ± 0.10bB 7.46 ± 0.32cC 
3% alginate beads 8.82 ± 0.20aA 8.71 ± 0.20aA 8.57 ± 0.11aB 
5% lom methoxy pectin with 5% sucrose 
beads 8.68 ± 0.12aA 8.25 ± 0.04bB 8.25 ± 0.02bB 

Values are given as mean±SD from triplicate determination. 
a-cDifferent superscripts in the same column indicate significant difference (P<0.05). 
A-CDifferent superscripts in the same raw indicate significant difference (P<0.05). 

เมื่อน าไอศกรีมเสริมโพรไบโอติกที่เติมเซลล์หลังกระบวนการปั่นไอศกรีม มา
ทดสอบการรอดชีวิตในระหว่างการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 8 สัปดาห์ พบว่า
เซลล์ที่ถูกห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร้อยละ 3 และ low methoxy เพคตินร้อยละ 5 เติมซูโครสร้อยละ 5 
สามารถรอดชีวิตได้สูงกว่าเซลล์อิสระอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ตลอดระยะเวลาการเก็บ
รักษา ดังแสดงใน Figure 21 เมื่อเก็บรักษาไอศกรีมนาน 8 สัปดาห์ การห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร้อยละ 3 
มีจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตสูงสุด รองลงมาคือเซลล์ที่ถูกห่อหุ้มด้วย low methoxy เพคตินร้อยละ 5 เติม
ซูโครสร้อยละ 5 และเซลล์อิสระ จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตเท่ากับ 8.17, 7.74 และ 6.16 Log CFU/g 
ตามล าดับ (จ านวนเซลล์เร่ิมต้นของทุกชุดทดสอบประมาณ 8 Log CFU/g) ตลอดระยะเวลาการเก็บ
รักษาเซลล์ที่ถูกห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร้อยละ 3 มีจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตมีแนวโน้มคงที่ตลอดระยะเวลา
การเก็บรักษา และสูงกว่าการห่อหุ้มด้วย low methoxy เพคตินร้อยละ 5เติมซูโครสร้อยละ 5 มี
จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตลดลงประมาณ 1 Log CFU/g ในขณะที่เซลล์อิสระลดลงประมาณ 2 Log 
CFU/g  สอดคล้องกับผลการทดลองของKrasaekoopt และคณะ (2004) ได้ห่อหุ้มเซลล์ 
Lactobacillus acidophilus 547, Bifidobacterium bifidum ATCC 1994 และ Lactobacillus casei 01 
ด้วยอัลจิเนตที่เคลือบด้วยไคโตซาน แล้วเติมลงในโยเกิร์ต เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
นาน 4 สัปดาห์ เพื่อศึกษาการรอดชีวิตโดยเปรียบเทียบกับเซลล์อิสระ พบว่าเซลล์ที่ถูกห่อหุ้ม
สามารถรอดชีวิตได้สูงกว่าเซลล์อิสระ 1 Log cycle และจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตตลอดระยะเวลาการ
เก็บรักษามีประมาณ 7 Log CFU/g และ Akin และคณะ (2007) ได้ท าการผลิตไอศกรีมเสริม 
โพรไบโอติกสายพันธุ์ Lactobacillus acidophilus และ Bifidobacterium lactis.ที่ไม่ถูกห่อหุ้ม แล้ว
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เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วัน พบว่าจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตลดลงจาก 7 
Log CFU/g เป็น 5 Log CEU/g  

แต่อย่างไรก็ตามแม้ว่า Lactobacillus palntarum CM53 ที่เป็นเซลล์อิสระมีจ านวน
เซลล์ที่มีชีวิตน้อยกว่าเซลล์ที่ถูกห่อหุ้ม และจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตมีแนวโน้มลดลงตลอดระยะเวลา
การเก็บรักษา แต่ยังคงมีจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตอยู่ในช่วง 6 Log CFU/g เป็นจ านวนที่อยู่ในเกณฑ์
มาตรฐานของผลิตภัณฑ์โพรไบโอติก 

 
Figure 21 Effect of frozen storage (-20°C) for 8 weeks on the total viable cell of free and 

encapsulated Lactobacillus plantarum CM53 cells added in ice cream before freezing. 
a-c Different superscripts indicate significant difference (P<0.05). 

4.2 การรอดชีวิตของ Lactobacillus plantarum CM53 ท่ีเติมหลังกระบวนการปั่นไอศกรีม 
ผลการเสริม Lactobacillus plantarum CM53 ในรูปเซลล์อิสระ และเซลล์ที่ห่อหุ้ม

ด้วยอัลจิเนตร้อยละ 3  และ low methoxy เพคตินร้อยละ 5 ที่เติมซูโครสร้อยละ 5 ในไอศกรีมหลัง
การปั่นไอศกรีม ไอศกรีม ด้วยเคร่ืองปั่นไอศกรีม ไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง พบว่า จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตเร่ิมต้นของไอศกรีมทั้ง 3 ชุดทดสอบไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญ (P≥0.05) แต่หลังจากการแช่แข็งพบว่า การห่อหุ้มเซลล์ด้วยอัลจิเนตร้อยละ 3 มีจ านวน
เซลล์ที่มีชีวิตสูงสุด สอดคล้องกับผลการทดลองในข้อ 4.1 รองลงมาคือเซลล์อิสระ เซลล์ที่ห่อหุ้ม
ด้วย low methoxy เพคตินร้อยละ 5 ที่เติมซูโครสร้อยละ 5 ตามล าดับ โดยจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตของ
แต่ละชุด-ทดสอบแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) ดังแสดงใน Table 17  

a 
a a 

a 
a a a a a 

a 
b 

b 

b a a a b 

b c 
c 

c 

b b b 

c 

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

9.0

0 1 2 3 4 5 6 7 8

T
o

ta
l 

v
ia

b
le

 c
e
ll

 (
lo

g
 C

F
U

/g
) 

Time (week) 

Alginate beads

Pectin beads

Free cell



80 

จากการทดลองพบว่า กระบวนการปั่นไอศกรีม ไอศกรีมมีผลต่อจ านวนเซลล์ที่มี
ชีวิตที่เป็นเซลล์อิสระ และเซลล์ที่ห่อหุ้มด้วย low methoxy เพคตินร้อยละ 5 ที่เติมซูโครสร้อยละ 5  
โดยจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตเร่ิมต้น และหลังแช่เยือกแข็งมีจ านวนแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P<0.05) สอดคล้องกับผลการทดลองในข้อ 4.1 แต่อย่างไรก็ตามกระบวนการแช่แข็งไม่มี
ผลกระทบต่อเซลล์ที่ถูกห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร้อยละ 3 โดยจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตก่อนและหลังแช่ 
เยือกแข็งไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P≥0.05) เน่ืองมาจากการห่อหุ้มเซลล์ด้วยอัลจิเนต
ใช้เทคนิคอิมัลชันในการห่อหุ้ม ซึ่งมีน้ ามันเป็นส่วนผสมในการห่อหุ้ม น้ ามันอาจจะไปเคลือบรอบ- 
ๆ รอบเม็ดเจล ท าให้บริเวณโดยรอบไม่มีน้ าจึงท าให้การเกิดผลึกน้ าแข็งน้อยกว่า ขณะที่การห่อหุ้ม
ด้วยเพคตินที่ใช้เทคนิคเอกซ์ทรูชัน อาจจะเกิดผลึกน้ าแข็งมากกว่าจึงส่งผลให้จ านวนเซลล์ที่มีชีวิต
ลดลง 
Table 17 Effect of hardening on the total viable count of Lactobacillus plantarum CM53 in  

added ice crean after freezing 

Ice cream 
Total viable count (Log CFU/g) 

Initial cell After hardening 
Control 8.81 ± 0.20aA 8.17 ± 0.09bB 
3% alginate beads 8.92 ± 0.96aA 8.66± 0.76aA 
5% low methoxy pectin with 5% sucrose beads 8.78 ± 0.05aA 8.04 ± 0.22cB 

Values are given as mean±SD from triplicate determination. 
a-cDifferent superscripts in the same column indicate significant difference (P<0.05) 
A-CDifferent superscripts in the same raw indicate significant difference (P<0.05) 

เมื่อเก็บรักษาไอศกรีมเสริม Lactobacillus plantarum CM53 ที่ถูกเติมหลังการ 
แช่เยือกแข็งไอศกรีม ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 สัปดาห์ ผลการทดลองที่ได้แสดงดัง 
Figure 18 จากการทดลองพบว่า การห่อหุ้มเซลล์สามารถปกป้องเซลล์โพรไบโอติกได้ดีกว่าเซลล์
อิสระตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาไอศกรีม เมื่อเก็บรักษาเป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบว่าการห่อหุ้ม
ด้วยอัลจิเนตร้อยละ 3 มีจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตสูงสุด รองลงมาคือเซลล์ที่ถูกห่อหุ้มด้วย low methoxy- 
เพคติน ร้อยละ 5 ที่เติมซูโครสร้อยละ 5 และเซลล์อิสระ โดยมีจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตเท่ากับ 8.28, 
7.72 และ 6.63 Log  CFU/g ตามล าดับ (จ านวนเซลล์เร่ิมต้นของทุกชุดทดสอบประมาณ 8 Log 
CFU/g) ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาการห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร้อยละ 3 จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตมี-
แนวโน้มคงที่ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา และส่วนจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตสูงกว่าการห่อหุ้มด้วย 
low methoxy เพคตินร้อยละ 5 ที่เติมซูโครสร้อยละ 5 พบว่าจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตลดลงประมาณ  
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1 Log CFU/g ในขณะที่เซลล์อิสระลดลงประมาณ 2 Log CFU/g เมื่อเทียบกับจ านวนเซลลที่มีชีวิต
เร่ิมต้น ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองในข้อ 4.1  

 

 
Figure 22 Effect of frozen storage (-20°C) for 8 weeks on the total viable cell of free and 

encapsulated Lactobacillus plantarum CM53 cells added in ice cream after freezing 
a-c Different superscripts indicate significant difference (P<0.05). 

4.3 ลักษณะโครงสร้างเจลของเม็ดเจลอัลจิเนตและเพคติน 
จากการทดลองผลของสภาวะการผลิตและการเก็บรักษาไอศกรีมเสริม 

โพรไบโอติกที่ถูกห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร้อยละ 3 ด้วยเทคนิคอิมัลชัน และ low methoxy เพคติน 
ร้อยละ 5 ที่เติมซูโครสร้อยละ 5 ด้วยเทคนิคเอกซ์ทรูชัน พบว่าการห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตสามารถ
ปกป้องเซลล์ Lactobacillus plantarum CM53 ได้ดีกว่าเพคติน ซึ่งเมื่อน าเม็ดเจลของอัลจิเนต และ 
เพคติน มาศึกษาลักษณะของโครงสร้างเจลที่ห่อหุ้มเซลล์ไว้ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลกตรอนแบบ
ส่องกราดดังแสดงใน Figure 16 พบว่าโครงสร้างเจลของอัลจิเนตมีความหนาแน่นมากกว่า และ 
มีรูพรุนน้อยกว่า (16a) เมื่อเปรียบเทียบกับโครงสร้างของ low methoxy เพคติน (16b) จึงช่วย
ปกป้องเซลล์ไม่ให้สัมผัสกับสภาวะที่เป็นอันตราย ส่งผลให้เซลล์เกิดการบาดเจ็บน้อยกว่า  
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4.4 คุณภาพของไอศกรีมเสริมโพรไบโอติก 
4.4.1 คุณลักษณะทางกายภาพ  

เมื่อน าไอศกรีมเสริมโพรไบโอติกทั้ง 3 ชุดทดสอบประกอบด้วย ไอศกรีมเสริม  
Lactobacillus plantarum CM53 ที่เป็นเซลล์อิสระ (ควบคุม) เซลล์ที่ถูกห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร้อยละ 3  
 และ low methoxy เพคตินร้อยละ 5 ที่เติมซูโครสร้อยละ 5 เติมเม็ดเจลร้อยละ 2 ของน้ าหนัก
ไอศกรีม (w/w) ลักษณะของไอศกรีมทั้ง 3 ชุดทดสอบดังแสดง Figure 23 จากรูปเห็นได้ว่าไอศกรีม
เสริมโพรไบโอติกชุดชุดควบคุม (23a) ลักษณะเนื้อไอศกรีมมีความเรียบเนียนกว่าไอศกรีมที่เสริม
เม็ดเจล และไอศกรีมที่เสริมด้วยเม็ดเจลอัลจิเนต (23b) เนื้อไอศกรีมเรียบเนียนกว่าที่เสริมด้วย 
เม็ดเจลเพคติน (23c) เนื่องจากขนาดของเม็ดเจลของอัลจิเนตมีขนาดประมาณ 187.4 ไมโครเมตร 
ซึ่งมีขนาดเล็กกว่าเมื่อเทียบกับเม็ดเจลเพคตินที่มีขนาดประมาณ 2,000 ไมโครเมตร  

    
Figure 23 Charecteristic ice cream supplemented with free cells (a) and cells encapsulated with 

alginate (b) or pectin (c). 

เมื่อน าไอศกรีมที่เสริมโพรไบโอติกทั้ง 3 ชุดทดสอบที่มีการเติมเซลล์โพรไบโอ- 
ติกลงไป 2 แบบ แบบที่ 1 คือเติมหลังกระบวนการปั่นไอศกรีม ไอศกรีม และแบบที่ 2 คือ เติมลงใน
ไอศครีมเหลวก่อนการปั่นไอศกรีมน ามาตรวจสอบค่าทางกายภาพ โดยวัดค่าสีโดยใช้ระบบ L*, a* 
และ b* จากการทดลองพบว่า การเติมเม็ดเจลลงไปส่งผลต่อ L* ซึ่งเป็นค่าที่แสดงความสว่างของ
ไอศกรีม ดังแสดงใน Table 19 โดยไอศกรีมเสริมโพรไบโอติกชุดควบคุม (Control 1 และ Control 
2) มีค่า L* เท่ากับ 94.53±0.41 และ 94.80±0.53 ตามล าดับ ซึ่งสูงกว่าไอศกรีมเสริมด้วยเม็ดเจล 
อัลจิเนต (Alginate 1 และ Alginate 2) และเพคติน (Pectin 1 และ Pectin 2) อย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (P<0.05) แต่ไอศกรีมเสริมเม็ดเจลอัลจิเนตและเพคตินมีค่า L* ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (P≥0.05) โดยไอศกรีมเสริมเม็ดเจลอัลจิเนต Alginate 1 และ Alginate 2 มีค่า L* เท่ากับ 
88.44±1.93 และ 89.33±2.40 ตามล าดับ ส่วนไอศกรีมเสริมเม็ดเจลเพคติน Pectin 1 และ Pectin 2  
มีค่า L* เท่ากับ 87.91±1.90 และ 87.99±2.12 ตามล าดับ จากผลการทดลองสามารถสรุปได้ว่าการ
เติมเม็ดเจลลงในไอศกรีมมีผลต่อความสว่างของไอศกรีม แต่วิธีการเติมโพรไบโอติกลงในไอศกรีม

a b c 
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ก่อนหรือหลังการปั่นไม่ส่งผลต่อความสว่างของไอศกรีมเสริมโพรไบโอติกทั้งที่อยู่ในรูปของเซลล์
อิสระ และเซลล์ที่ถูกห่อหุ้ม  

ส่วนค่า a* เป็นค่าที่บ่งบอกถึงสีของไอศกรีม หากมีค่าเป็นลบ จะเป็นสีเขียว  
แต่หากมีค่าเป็นบวกจะเป็นสีแดง จากการทดลอง พบว่าไอศกรีมชุดควบคุม (Control 1 และ 
Control 2) และที่เสริมม็ดเจลอัลจิเนต (Alginate 1 และ Alginate 2) ให้ค่า a* เป็นลบเหมือนกัน 
แสดงว่าไอศกรีมทั้ง 2 ชุดทดสอบให้ค่าเป็นสีเขียว แต่ไอศกรีมที่เสริมเม็ดเจลเพคตินมีค่า a* เป็น
บวก แสดงว่าเป็นสีแดง ดังแสดงใน Table 19 นอกจากนี้พบว่าวิธีการเติมโพรไบติกก่อนหรือหลัง
หารปั่นไม่มีผลต่อค่า  a* โดยไอศกรีมที่เสริมโพรไบโอติกชุดควบคุม Control 1 และ Control 2 มี
ค่า a* เท่ากับ -0.25±0.06 และ -0.39±0.16 9 ตามล าดับ ส่วนไอศกรีมเสริมด้วยเม็ดเจลอัลจิเนต ให้ค่า 
a* เท่ากับ -0.94±0.36 และ -1.58±0.48 ตามล าดับ จากผลการทดลองเห็นได้ว่าการเสริม 
โพรไบโอติกที่ห่อหุ้มด้วยอัลจิเนต และเพคติน ค่า a* ของไอศกรีมแตกต่างกัน เนื่องจากสีของเม็ด
เจลอัลจิเนตมีสีขาวขุ่น ส่วนเม็ดเจลเพคตินมีสีโทนเหลืองอ่อน (Figure 12 และ 13) ด้วยเหตุนี้จึง
ส่งผลต่อค่า a*  

เมื่อพิจารณาในส่วนของค่า b* หากค่าเป็นบวกจะแสดงสีเหลือง และหากเป็นลบ
จะแสดงสีน้ าเงิน จากการทดลองดังแสดง Table 18 พบว่าไอศกรีมเสริมโพรไบโอติกทุกชุดทดสอบ
ให้ค่า b* เป็นบวก ซึ่งแสดงว่าไอศกรีมเสริมโพรไบโอติกมีสีเหลือง ไอศกรีมเสริมเม็ดเจล 
อัลจิเนตให้ค่า b* สูงสุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับไอศกรีมเสริมเม็ดเจล
เพคตินที่เติมหลังการปั่น (Pectin 1) และเซลล์อิสระ ซึ่งไอศกรีมทั้งสองชุดทดสอบมีค่า b* ไม่
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P≥0.05) ส่วนวิธีการเติมโพรไบโอติกก่อนหรือหลังการปั่น
ไอศกรีม ไม่มีผลต่อค่า b* ทั้งไอศกรีมเสริมโพรไบโอติกชุดควบคุม C1 และ C2 มีค่า b* เท่ากับ 
10.78±0.48 และ 11.39±0.90 ตามล าดับ และไอศกรีมที่เสริมเม็ดเจลอัลจิเนต Alginate 1 และ 
Alginate 2 มีค่าb* เท่ากับ 13.10±0.72 และ 13.78±0.50 ตามล าดับ แต่ไอศกรีมที่เสริมเม็ดเจล 
เพคตินพบว่า วิธีการเติมเม็ดเจลโพรไบโอติกลงในไอศกรีมมีผลต่อค่า b* โดยการเติมเม็ดเจลลงไป
ก่อนการปั่น (Pectin 2) มีค่า b* เท่ากับ 13.67±0.60 มีค่าสูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกับการเติมหลังการปั่น (Pectin 1) ซึ่งมีค่า b* เท่ากับ10.44±1.16 

เมื่อน าไอศกรีมมาทดสอบร้อยละการขึ้นฟู (Overrun) พบว่าร้อยละการขึ้นฟูของ
ไอศกรีมทุกชุดสอบอยู่ในช่วงร้อยละ 32 -37 ซึ่งไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
ดังแสดงใน Table 19  ค่าร้อยละการขึ้นฟูสอดคล้องกับผลของ Akalin และ Erisir (2008) ได้ผลิต
ไอศกรีมโพรไบโอติก คือ Lactobacillus acidophilus La-5 และ Bifidobacterium animalis Bb-12 
พบว่ามีอัตราการขึ้นฟูร้อยละ 27.6 -50 ซึ่งการเติมและวิธีการเติมเม็ดเจลไม่มีผลต่ออัตราการขึ้นฟู
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ด้วยเช่นกัน  การขึ้นฟูของไอศกรีมเกิดจากการอัดอากาศเข้าไปในไอศกรีมเหลวในระหว่างการการ
ปั่นไอศกรีม ส่งผลให้ปริมาตรของไอศกรีมเพิ่มขึ้น จากรายงานพบว่า สารให้ความคงตัว 
(Stabilizer) มีผลต่อการขึ้นฟู โดยจะช่วยสร้างลักษณะโครงสร้างของเจลในน้ าและช่วยจับน้ าไว้   
จึงเป็นการช่วยเพิ่มความหนืดให้ส่วนผสมของไอศกรีม ซึ่งความหนืดที่เพิ่มขึ้นจะช่วยให้อากาศ
แทรกตัวได้มากขึ้น (Marshall and Arbucle, 1996) ในการทดลองคร้ังนี้ท าการควบคุมปริมาณสาร
คงตัวให้เท่ากัน จึงส่งผลให้การขึ้นฟูของไอศกรีมไม่แตกต่างกัน  

เมื่อน าไอศกรีมมาทดสอบอัตราการละลายที่อุณหภูมิ 25±3 องศาเซลเซียส  
โดยการชั่งน้ าหนักไอศกรีมที่ละลายออกมา แล้วน าไปเทียบกับน้ าหนักไอศกรีมเร่ิมต้น น ามา
ค านวณหาร้อยละอัตราการละลายที่เวลา 15 และ 35 นาที จากการทดลองพบว่าที่เวลา 15 นาที  
อัตราการละลายของทุกชุดทดสอบไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P≥0.05)  
แต่เมื่อเวลาเพิ่มเป็น 35 นาที อัตราการละลายของไอศกรีมเสริมเม็ดเจลเพคติน (Pectin1 และ 
Pectin2) สูงสุด รองลงมาไอศกรีมเสริมเม็ดเจลอัลจิเนต และไอศกรีมชุดควบคุม ตามล าดับ ดังแสดง
ใน Table 18 อัตราการละลายขึ้นอยู่กับขนาดของผลึกน้ าแข็งที่เกิดขึ้นในไอศกรีม โดยผลึกที่มีขนาด
เล็กจะมีการหลอมละลายต่ ากว่าผลึกขนาดใหญ่ (Akalin and Erisir, 2008) แสดงว่าไอศกรีมที่เสริม
เม็ดเจลเพคตินมีผลึกน้ าแข็งใหญ่กว่าไอศกรีมที่เสริมเม็ดเจลอัลจิเนต และชุดควบคุม 

Table 18 Physical characteristics of probiotic fortified ice cream  

Treatments Overrun (%) 
Color Melting rate (%) 

L* a* b* 15 min 35 min 

Control(1) 32.73±4.99ns 94.53±0.41a -0.25±0.06ab 10.78±0.48b 13.34±4.17ns 21.24±2.75b 

Control(2) 37.00±9.11ns 94.80±0.53a -0.39±0.16b 11.39±0.90b 13.72±3.22ns 21.88±2.02b 

Alginate(1) 33.65±7.91ns 88.44±1.93b -0.94±0.36c 13.10±0.72a 14.83±3.03ns 28.17±0.80ab 

Alginate(2) 37.66±9.56ns 89.33±2.40b -1.58±0.48d 13.78±0.50a 13.68±1.82ns 23.87±1.84b 

Pectin(1) 35.83±4.06ns 87.91±1.90b 0.19±0.13a 10.44±1.16b 19.85±5.00ns 34.50±7.99a 

Pectin(2) 33.79±4.71ns 87.99±2.12b 0.30±0.37a 13.67±0.60a 19.72±2.50ns 31.95±2.52a 
Values are given as mean±SD from triplicate determination. 
a-cDifferent superscripts in the same column indicate significant difference (P<0.05). 
nsDifferent superscripts in the same colum  indicate not significant difference (P≥0.05). 
Control: free cells; Alginate: cells encapsulated with alginate; Pectin: cells encapsulated with 
pectin 
(1): Lactobacillus plantarum were added to ice cream after freezing; (2):  Lactobacillus 
plantarum were added before freezing 
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4.4.2 คุณลักษณะทางชีวภาพ 
เมื่อน าไอศกรีมเสริมโพรไบโอติกมาตรวจสอบค่าทางชีวภาพตามมาตรฐานของ

กระทรวงสาธารณสุข โดยการตรวจสอบจ านวนแบคทีเรียทั้งหมด และแบคทีเรียก่อโรคดังนี้  
Eschirechia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella sp., Bacillus cereus และ Listeria 
monocytogenes พบว่าค่าทางชีวภาพของไอศกรีมทั้งหมดที่ทดสอบไม่เกินค่ามาตรฐานที่ก าหนด 
(Table 19) แสดงว่าไอศกรีมโพรไบโอติกที่ผลิตได้มีคุณภาพดีเหมาะส าหรับบริโภค 

Table 19 Total viable count (TVC), Escherichia coli (EC), Staphylococcus aureus (SA), 
Salmonella spp., Bacillus cereus (BC) and Listeria monocytogenes (LM) count in 
probiotic fortified ice cream 

Ice cream TVC (CFU/g) EC (SA) Salmonella spp. (BC) (LM) 

Control(1) 3.7 ×102 ND ND ND ND ND 
Control(2) 2.5×102 ND ND ND ND ND 
Alginate(1) 3.2×102 ND ND ND ND ND 
Alginate(2) 3.5×102 ND ND ND ND ND 
Pectin(1) 2.7×102 ND ND ND ND ND 
Pectin(2) 4.7×102 ND ND ND ND ND 
Values are given as mean±SD from triplicate determination. 
Control: free cells; Alginate: cells encapsulated with alginate; Pectin: cells encapsulated with pectin 
(1): Lactobacillus plantarum were added to ice cream after freezing; (2):  Lactobacillus plantarum were 
added before freezing; ND: not detected. 

4.4.3 ลักษณะทางประสาทสัมผัสของไอศกรีมเสริมโพรไบโอติก 
เมื่อน าไอศกรีมทั้ง 3 ชุดทดสอบ ประกอบด้วย ไอศกรีมชุดควบคุม, เสริมด้วย 

เม็ดเจลอัลจิเนตและเพคติน ไปทดสอบการยอมรับของผู้บริโภคทั้งหมด 30 คน ด้วยวิธี 9-point 
hedonic scale โดยการทดสอบความชอบด้านลักษณะปรากฏ สี เนื้อสัมผัส รสชาติ กลิ่นรส และ
ความชอบรวม พบว่าคะแนนความชอบของลักษณะปรากฏ, เนื้อสัมผัส, กลิ่นรส, รสชาติ และ
ความชอบรวมของไอศกรีมชุดควบคุมสูงกว่า ไอศกรีมเสริมเม็ดเจลอัลจิเนต และ เพคตินอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ขณะที่ความชอบในด้านสีของไอศกรีมทั้ง 3 ชุดทดสอบไม่มีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P≥0.05) ส่วนคะแนนความชอบของคุณลักษณะทางประสาท
สัมผัสทุกด้านที่ทดสอบในไอศกรีมที่เสริมเม็ดเจลทั้งสองสูตรไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (P≥0.05) ดังแสดงใน Table 20  

จากผลการทดลองพบว่าเม็ดเจลที่ถูกเติมลงในไอศกรีมมีผลให้ลักษณะปรากฏ เนื้อ
สัมผัส กลิ่นรส รสชาติ และความชอบรวมของไอศกรีมลดลง แต่ไม่ส่งผลต่อสีของไอศกรีม แต่
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อย่างไรก็ตาม แม้ว่าไอศกรีมเสริมเม็ดเจลมีคะแนนความชอบต่ ากว่าไอศกรีมไม่เสริมเม็ดเจล แต่
คะแนนความชอบยังอยู่ในระดับ 6 แสดงว่าผู้ทดสอบมีความชอบเล็กน้อย และยิ่งกว่านั้น คะแนน
ความชอบรวมของไอศกรีมเสริมเม็ดเจลอัลจิเนตอยู่ในระดับ 7.17 สูงกว่าไอศกรีมเสริมเม็ดเจล- 
เพคติน (6.83) เกิดจากเม็ดเจลอัลจิเนตใช้วิธีอิมัลในการผลิตจึงมีขนาดเล็กกว่าเพคตินที่ใช้วิธีเอกซ์-
ทรูชัน ขนาดของเม็ดเจลจะส่งผลต่อเนื้อสัมผัสไอศกรีม โดยทั่วไปแล้วไอศกรีมที่ดีต้องมี ผลึก
น้ าแข็งขนาดเล็กกว่า 50 ไมครอน จึงจะได้เนื้อสัมผัสที่เรียบเนียน แต่ถ้าขนาดผลึกน้ าแข็งใหญ่กว่า 
50 ไมครอน จะได้ไอศกรีมที่มีเนื้อสัมผัสหยาบ ด้วยเหตุนี้จึงท าให้ผู้บริโภคยอมรับไอศกรีมเสริม
เม็ดเจลอัลจิเนตมากกว่าเพคติน 

Table 20 Sensory evaluation of beads fortified ice cream 

Ice cream Appearance Color Texture Flavor Taste 
Overall 

acceptance 

Control  7.80 ± 0.81a 7.70 ± 0.65ns 8.03 ± 0.72a 7.83 ± 0.65a 7.83 ± 0.65a 7.93 ± 0.69a 

Alginate 
beads 

6.63 ± 1.25b 7.33 ± 0.92ns 6.40 ± 1.13b 7.13 ± 0.94b 7.17 ± 0.83b 7.17 ± 0.59b 

LM-Pectin 
beads 

6.07 ± 1.53b 7.33 ± 0.66ns 6.47 ± 1.28b 7.10 ± 0.80b 7.17 ± 0.95b 6.83 ± 0.70b 

Values are given as mean±SD from triplicate determination. 
a-cDifferent superscripts in the same column indicate significant difference (P<0.05). 
nsDifferent superscripts in the same colum  indicate not significant difference (P≥0.05). 
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บทที่ 4  

บทสรุปและข้อเสนอแนะ  

สรุปผลการทดลอง 
การคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกจากนมวัว และนมแพะ จ านวน 20 ตัวอย่าง สามารถ

คัดเลือกแบคทีเรียแลกติกได้ทั้งหมด 108 ไอโซเลท โดยเป็นแบคทีเรียที่แยกได้จากนมวัว จ านวน 
54 ไอโซเลท และ นมแพะ จ านวน 54 ไอโซเลท เมื่อน ามาทดสอบการทนกรดที่พีเอช 3, 2 และ 1 
และมีเอนไซม์เปปซินความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 
ชั่วโมง พบว่าแบคทีเรียแลกติกที่รอดชีวิตได้สูงกว่าร้อยละ 50 มีจ านวน 48, 19 และ 8 ไอโซเลท  
ตามล าดับ และเมื่อน าแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ทั้ง 8 ไอโซเลท มาทดสอบความสามารถในการ
ทนเกลือน้ าดีที่ความเข้มข้นร้อยละ 1 และ 2 มีเอนไซม์เพนครีเอตินความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตรในสภาวะด่างพีเอช 8.0 แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง พบว่า  
ทุกสายพันธุ์ที่ทดสอบสามารถรอดชีวิตได้สูงกว่าร้อยละ 70 เมื่อน าแบคทีเรียแลกติกที่ทนสภาวะ
กรดและเกลือน้ าดีทั้ง 8 ไอโซเลท มาทดสอบการทนต่อสภาวะเลียนแบบทางเดินอาหาร 
ประกอบด้วยสภาวะเลียนแบบกระเพาะอาหารที่พีเอช 2 มีเอนไซม์เพนครีเอติน 3 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แล้วน ามาทดสอบต่อในสภาวะเลียนแบบล าไส้เล็กที่มีเกลือน้ าดีร้อยละ 
1 มีเอนไซม์เพนครีเอติน 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในสภาวะด่างที่พีเอช 8.0 นาน 4 ชั่วโมง พบว่า 
มีเพียง 7 ไอโซเลท เท่านั้นที่สามารถรอดชีวิตได้สูงกว่าร้อยละ 50 เมื่อน าแบคทีเรียแลกติกที่
คัดเลือกได้ทั้ง 7 ไอโซเลท มาทดสอบประสิทธิภาพการเกาะติดกับ n-hexadecane พบว่าทุก 
ไอโซเลทที่ทดสอบมีค่าการเกาะติดในระดับต่ ากว่าร้อยละ 20 การทดสอบความสามารถในการ
ยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค 4 สายพันธุ์ ได้แก่ Escherichia coli, Staphylococcus aureaus, Salmonella 
thypimurium และ Listeria monocytogenes พบว่ามีเพียง 3 ไอโซเลท ได้แก่ CM21, CM47 และ 
CM53 ซึ่งเป็นแบคทีเรียแลกติกที่แยกได้จากนมวัว ที่มีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค
ได้ทุกสายพันธุ์ที่ทดสอบ จากนั้นน า CM21, CM47 และ CM53 ไปทดสอบความสามารถในการ
ผลิตเอนไซม์ย่อยเกลือน้ าดี พบว่า ทั้ง 3 ไอโซเลท สามารถย่อยเกลือน้ าดีชนิด GDC และมีเพียง 2 
ไอโซเลท คือ CM47 และ CM53 เท่านั้น ที่สามารถย่อยเกลือน้ าดีชนิด GC ได้ เมื่อคัดเลือกแบคทีเรีย
แลกติกที่มีประสิทธิภาพเป็นโพรไบโอติกที่ดีทั้ง 3 ไอโซเลท ได้แก่ CM21, CM47 และ CM53 
น ามาเทียบเคียงสายพันธุ์โดยการวิเคราะห์ล าดับเบสบนสาย 16s rDNA พบว่าทั้ง 3 สายพันธุ์เป็น 
Lactobacilus- plantarum subsp. plantarum และมีค่าความเหมือนเท่ากับร้อยละ 99.17, 99.79 และ 
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98.91 ตามล าดับ เนื่องจาก Lactobacillus plantarum CM53 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อก่อโรค
ดีที่สุด จึงได้คัดเลือกเพื่อน าไปศึกษาผลของการห่อหุ้ม 

เมื่อน า Lactobacillus plantarum CM53 มาห่อหุ้มด้วยวัสดุพยุง 3 ชนิด ดังนี้  
อัลจิเนตร้อยละ 1, 2 และ3 ร่วมกับ Hi-maize ร้อยละ 2 ด้วยวิธีอิมัลชัน, low methoxy เพคติน เข้มข้น
ร้อยละ 5, low methoxy เพคตินร้อยละ 2.5 และ high methoxy เพคตินร้อยละ 2.5 และคาร์ราจีแนน
ร้อยละ 3 และ 4 ด้วยวิธีเอกซ์ทรูชัน วัสดุพยุงทุกชุดทดสอบเติมซูโครสร้อยละ 0, 5 และ 10 พบว่า
การห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร้อยละ 2 ที่เติมซูโครสร้อยละ 10 และ อัลจิเนตร้อยละ 3 ที่เติมซูโครสร้อยละ 
5 และ 10 มีขนาดเม็ดเจลเฉลี่ยมากกว่า 3 มิลลิเมตร จึงไม่เหมาะที่จะน ามาประยุกต์ใช้ในไอศกรีม 
เมื่อน าเม็ด-เจลที่ผลิตจากวัสดุพยุงทั้ง 3 ชนิด มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาด้วยกล้องจุลทรรศน์
แบบส่อง-กราด พบว่า เม็ดเจลของอัลจิเนต และเพคตินมีลักษณะเป็นทรงกลม ส่วนเม็ดเจลคาร์รา-
จีแนนมีลักษณะแบนและมีรูปร่างผิดปกติ เมื่อน าเม็ดเจลที่คัดเลือกมาทดสอบประสิทธิภาพการ
ห่อหุ้ม พบว่าการห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร้อยละ 2 ที่เติมซูโครสร้อยละ 0 และ 5, อัลจิเนตร้อยละ 3  
เติมซูโครสร้อยละ 0, low methoxy เพคตินร้อยละ 5 ที่เติมซูโครสร้อยละ 0, 5 และ 10 และ  
low methoxy เพคตินร้อยละ 2.5 และ high methoxy เพคตินร้อยละ 2.5 เติมซูโครสร้อยละ 0, 5 และ 
10 มีประสิทธิภาพในการห่อหุ้มสูงสุด จึงถูกคัดเลือกเพื่อน ามาทดสอบประสิทธิภาพในการปกป้อง
เซลล์ในสภาวะแช่แข็งไอศกรีม นาน 48 ชั่วโมง และสภาวะเลียนแบบทางเดินอาหาร พบว่าการ
ห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร้อยละ 3 ร่วมกับซูโครสร้อยละ 2 และ low methoxy เพคตินร้อยละ 5 เติม
ซูโครสร้อยละ 5 เป็นวัสดุพยุงที่สามารถปกป้องเซลล์ได้ดีที่สุด และเมื่อน าวัสดุพยุงที่คัดเลือกได้มา
ทดสอบประสิทธิภาพในการปลดปล่อยในสภาวะเลียนแบบล าไส้เล็ก ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 6 ชั่วโมง พบว่าวัสดุพยุงทั้ง 2 ชนิด ความสามารถในการปลดปล่อยเซลล์ได้สูงกว่าร้อยละ 90 
จึงได้คัดเลือกเพื่อน ามาห่อหุ้มเซลล์ Lactobacillus plantarum CM53 ส าหรับเสริมลงในไอศกรีม 

เมื่อผลิตไอศกรีมวานิลลาเสริมเซลล์ Lactobacillus plantarum CM53 ที่ถูกห่อหุ้ม
ด้วยวัสดุพยุงที่คัดเลือกทั้ง 2 ชนิด และเซลล์อิสระอิสระ แล้วทดสอบการรอดชีวิตของเซลล์ 
Lactobacillus plantarum CM53 ในระหว่างการผลิตและเก็บรักษาไอศกรีมที่อุณหภูมิ -20  
องศาเซลเซียส นาน 8 สัปดาห์พบว่า การห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร้อยละ 3 สามารถปกป้องเซลล์ได้ดี
ที่สุด และจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตมีแนวโน้มคงที่ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา และเมื่อน ามาทดสอบ
ลักษณะทางกายภาพ ชีวภาพ และประสาทสัมผัสโดยใช้ 9-point hedonic scale พบว่าไอศกรีมเสริม
เซลล์อิสระมีเนื้อเรียบเนียนกว่าไอศกรีมที่เสริมด้วยเซลล์ด้วยห่อหุ้ม ส่วนค่าสีด้วยระบบ L*, a* 
และ b* พบว่าค่า L* ของไอศกรีมที่เสริมเซลล์อิสระสูงกว่าเซลล์ที่ถูกห่อหุ้ม ส่วนค่า a* พบว่า 
ไอศกรีมที่เสริมเซลล์อิสระ และที่ห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตให้ค่า a* เป็นลบ แต่ไอศกรีมเสริมเซลล์ที่ถูก
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ห่อหุ้มด้วย low methoxy เพคตินให้ค่า a* เป็นบวก ส่วน ค่า b* พบว่าทั้งไอศกรีมทุกชุดทดสอบให้
ค่า b* เป็นบวก เมื่อทดสอบอัตราการละลาย พบว่า ที่เวลา 15 นาที อัตราการละลายของทุกชุด
ทดสอบไม่มีความแตกต่างกัน แต่เมื่อเวลาเพิ่มเป็น 35 นาที อัตราการหลอมละลายของไอศกรีมที่
เสริมเซลล์ที่ห่อหุ้มด้วยเพคตินมีอัตราการหลอมละลายสูงสุด รองลงมาเซลล์ที่ห่อหุ้มด้วยอัลจิเนต 
และเซลล์อิสระ ตามล าดับ ส่วนคุณภาพทางจุลินทรีย์ พบว่าไอศกรีมทุกชุดทดสอบมีจ านวน
จุลินทรีย์ไม่เกินค่ามาตรฐาน และเมื่อน าไปทดสอบการยอมรับของผู้บริโภคจ านวน 30 คน พบว่า
คะแนนความชอบทางด้านลักษณะปรากฎ, เนื้อสัมผัส, กลิ่นรส, รสชาติ และความชอบรวมของ
ไอศกรีมที่ เสริมเซลล์อิสระสูงกว่าเซลล์ที่ห่อหุ้ม ส่วนคุณลักษณะทางด้านสีไม่แตกต่างกัน  
แต่ไอศกรีมเสริมเซลล์ที่ถูกห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร้อยละ 3 มีคะแนนความชอบรวมเท่ากับ 7.17 ซึ่ง
เท่ากับชอบปานกลาง จึงสรุปได้ว่าไอศกรีมที่เสริมด้วยเซลล์ที่ถูกห่อหุ้มอัลจิเนตร้อยละ 3 ด้วยวิธี
อิมัลชัน มีความเหมาะสมที่สุด เนื่องจากสามารถปกป้องเซลล์ได้ในระหว่างขั้นตอนการผลิตและ
เก็บรักษาไอศกรีมได้ดีที่สุด โดยที่จ านวนเซลล์ที่มีชวิตมีแนวโน้มคงที่ แต่อย่างไรก็ตามคะแนนทาง
ประสาทสัมผัสต่ ากว่าชุดควบคุม จึงควรที่จะน าไปพัฒนาต่อ เพื่อให้ได้ไอศกรีมที่มีคุณค่าทาง
โภชนาการ และน่ารับประทาน 

ข้อเสนอแนะ 
1. วิธีการห่อหุ้มโพรไบโอติกด้วยอัลจิเนต โดยวิธีอิมัลชันสามารถเพิ่มการรอดชีวิตของ
โพรไบโอติกในผลิตภัณฑ์อาหารได้ ควรที่จะน าไปศึกษาในผลิตภัณฑ์อาหารชนิดอ่ืน ๆ 
เพิ่มเติม  
2. วิธีการห่อหุ้มด้วยวิธีอิมัลชันมีขนาดเม็ดเจลที่ไม่สม่ าเสมอ ควรที่จะท าการพัฒนา
ปรับปรุงวิธีการห่อหุ้ม เพื่อให้สามารถผลิตเม็ดเจลที่มีขนาดสม่ าเสมอ 
3. ไอศกรีมเสริมโพรไบโอติกที่ถูกห่อหุ้มมีคะแนนการยอมรับของผู้บริโภคต่ ากว่าไอศกรีม
เสริมโพรไบโอติกที่เป็นเซลล์อิสระ ควรที่จะน ามาพัฒนาต่อ เพื่อให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มี
คะแนนการยอมรับของผู้บริโภคไม่แตกต่างจากเซลล์อิสระ  
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสารเคมีและวิธีการวิเคราะห์ 

1. สารละลายส าหรับวิเคราะห์ 
1 M Phosphate-buffered saline (PBS) pH 1, 2, 3.0, 7.2 และ 8.0 (Ruiz-Moyano el al., 
2008) 

1. Sodium choride 9 กรัม 
2. Na2HPO4×2H2O 9 กรัม 
3. KH2PO 1.5 กรัม 

น าสารในข้อ 1, 2 และ 3 มาละลายในน้ ากลั่น ปรับปริมาตรให้เป็น 1,000 มิลลิลิตร
ด้วยขวดปรับปริมาตร ปรับพีเอชให้เป็น 1, 2, 3.0, 7.2 และ 8.0 ด้วยไฮโดรคลอริกและโซเดียมไฮดร
อกไซด์ 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อ 
2.1 MRS (de Man Rogosa and Sharp) 

 
Dextrose 20 กรัม 
Proteose peptone 10 กรัม 
Beef extract 10 กรัม 
Sodium acetate 5 กรัม 
Yeast extracts 5 กรัม 
Dipotassium phosphate 2 กรัม 
Tween 80 1 กรัม 
Ammonium citrate 2 กรัม 
Magnesium sulfate 0.10 กรัม 
Manganese sulfate 0.05 กรัม 

ชั่งอาหารส าเร็จรูป 55.15 กรัม ละลายกับน้ ากลั่น 1000 มิลลิลิตร ถ้าเป็นอาหารแข็ง
เติมผงวุ้น 15 กรัม ท าให้ปราศจากเชื้อด้วยการน่ึงฆ่าเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
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2.2 Brain Heart Infusion broth (BHI) 
Calf brain, infusion from 200 กรัม 
Beef heart, infusion from 250 กรัม 
Proteose peptone 10 กรัม 
Dextrose 2 กรัม 
Sodium chloride 5 กรัม 
Disodium phosphate 2.5 กรัม 

ชั่งอาหารส าเร็จรูป 37 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1000 มิลลิลิตร ถ้าเป็น soft agar  ใช้
วุ้น 7.5 กรัม ท าให้ปราศจากเชื้อด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

2.3. Nutrient broth 
Beef extract 3 กรัม 
Peptone 5 กรัม 

ชั่งส่วนผสมตามสูตร ละลาย ในน้ ากลั่น 1000 มิลลิลิตร ถ้าเป็นอาหารแข็งเติมผง
วุ้น 15 กรัม ท าให้ปราศจากเชื้อด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

3.วิธีการวิเคราะห์ 
3.1 การนับจ านวนแบคทีเรียแลดติกที่ไม่ผ่านการห่อหุ้ม 

น าแบคทีเรียแลคติกมาท าการเจือจางแบบ ten-fold dilution ด้วยสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 น้ าหนักต่อปริมาตร โดยแบคทีเรียที่ผ่านกรดพีเอช 2.0 
นาน 3 ชั่วโมง ให้เจือจางจนได้ความเข้มข้น 102 ถึง 104 และแบคทีเรียที่ไม่ผ่านกรด ให้เจือจางจน
ได้ความเขม้ข้นที่ 106 ถึง 108 นับจ านวนเซลล์ที่รอดชีวิตโดยวิธีการ pour plate ในอาหารแข็ง MRS 
ที่เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 0.5 บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง (นับโคโลนี
ที่เกิดวงใส) รายงานผลเป็น log CFU/ml 

3.2 การนับจ านวนแบคทีเรียแลคติกที่ผ่านการห่อหุ้ม 
ชั่งเม็ดเจล 1 กรัม เติม PBS pH 7.2 ปริมาตร 9 มิลลิลิตร น าไปเขย่าบนเคร่ือง 

vortex ที่ระดับความเร็วสูงสุด นาน 10 นาที เพื่อให้เม็ดเจลแตก แล้วท าการเจือจางซัสเพนชั่นของ
เซลล์แบบ ten-fold dilution ด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.85  น้ าหนักต่อ
ปริมาตร จนได้ความเข้มข้นที่เหมาะสม นับจ านวนเซลล์ที่รอดชีวิตโดยวิธีการ pour plate ในอาหาร
แข็ง MRS ที่เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 0.5) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง 
(นับโคโลนีที่เกิดวงใส) รายงานผลเป็น Log CFU/ml 
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3.3 การวิเคราะห ์Escherichia coli โดยวิธี MPN ตามวิธีของ AOAC (2000) 
3.3.1 อาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายส าหรับเจือจาง  

1. สารละลายเปปโตน ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อ Lauryl sulphate broth 
3. อาหารเลี้ยงเชื้อ Eosin methylene blue (EMB) agar 
4. อาหารเลี้ยงเชื้อ EC broth 

3.3.2 วิธีวิเคราะห์ 
(1) การเตรียมตัวอย่าง 
(1.1) ชั่งตัวอย่างไอศกรีมมา 25 กรัม เจือจางด้วยสารละลายเปปโตนปริมาตร 225 
มิลลิลิตร 
(1.2) เขย่าให้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน ดูดตัวอย่างไอศกรีมที่เจือจาง 1:10 
ปริมาตร 1มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลองที่มีสารละลายเปปโตน ปริมาตร 9 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากัน จะได้อาหารที่เจือจาง 1: 100 หรือ (10-2) 

(2) การวิเคราะห์แบคทีเรียที่คาดว่าเป็น E. coli 
(2.1) ดูดตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่ระดับเจือจางต่างๆ ลงในหลอดทดลองที่มี
อาหารเลี้ยงเชื้อ Lauryl Sulphate Broth ปริมาตร 10 มิลลิลติรและหลอดดักก๊าซ
จ านวน 3 ชุด ชุดละ 3 หลอด 

ชุดที่ 1 ปิเปตตัวอย่างที่ระดับความเจือจาง 10-1 จ านวน 1 มิลลิลิตร ใส่ใน
หลอดทดลอง 3 หลอด 
ชุดที่ 2 ปิเปตตัวอย่างที่ระดับความเจือจาง 10-2 จ านวน 1 มิลลิลิตร ใส่ใน
หลอดทดลอง 3 หลอด 
ชุดที่ 3 ปิเปตตัวอย่างที่ระดับความเจือจาง 10-3 จ านวน 1 มิลลิลิตร ใส่ใน
หลอดทดลอง 3 หลอด 

(2.2) บ่มหลอดเลี้ยงเชื้อในตู้บ่ม อุณหภูมิ 37 ± 1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ± 2 
ชั่วโมง หากหลอดทดลองใดมีก๊าซเกิดขึ้นในหลอดดักก๊าซ แสดงว่าให้ผลเป็นบวก 
(Positive) ซึ่งคาดว่าจะมีเชื้อจุลินทรีย์ชนิดโคลิฟอร์มเจริญอยู่ในตัวอย่างนั้น ถ้าไม่
พบก๊าซในหลอดทดลองเลยแสดงว่าให้ผลเป็นลบ (Negative) และไม่มี
เชื้อจุลินทรีย์ชนิดโคลิฟอร์มเจริญอยู่ในตัวอย่าง 
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(2.3) ใช้เข็มเขี่ยเชื้อ (Needle) เขี่ยเชื้อจากหลอดเลี้ยงเชื้อที่ให้ผลบวก (Positive) 
จากการทดสอบ แบคทีเรียที่คาดว่าเป็นโคลิฟอร์มลงในหลอดทดลองที่มีอาหาร
เลี้ยงเชื้อ EC broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
(2.4) บ่มหลอดเลี้ยงเชื้อลงในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ 44.5 ± 0.5 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
(2.5) หลอดทดลองที่มีก๊าซเกิดขึ้นหรือให้ผลบวก (Positive) แสดงว่ามีแบคทีเรียที่
คาดว่าจะเป็น Escherichia coli ให้ท าการวิเคราะห์เพื่อยืนยัน E. coli 

3.3.3 การวิเคราะห์เพื่อยืนยัน Eschirechia coli 
(1) เขี่ยเชื้อจากหลอดเลี้ยงเชื้อที่ให้ผลบวก (Positive) ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ EMB 
agar ในจานเพาะเชื้อ 
(2) บ่มจานเพาะเชื้อในตู้บ่มเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 – 24 
ชั่วโมง 
(3) เลือกโคโลนีที่มีลักษณะเฉพาะของ Escherichia coli ซึ่งมีสีน้ าเงินอมด าตรง
กลางมันเลื่อมอมเขียวสะท้อนแสง 5 โคโลนีต่อหนึ่งตัวอย่าง โดยเขี่ยคร้ังละ 1 
โคโลนี ลงใน Tryptone broth แล้วบ่มในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ 44.5 ± 0.5 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง   
(4) ถ่ายเชื้อจากโคโลนีต้องสงสัยน าไปทดสอบ IMVic test เพื่อยืนยันผลการ
ทดสอบ ดังนี้ 

(4.1) Indole test โดยหยด Kovac’Reagent 5 หยด ลงใน tryptone broth เขย่า
หลอดเบา ๆ 2-3 คร้ัง สังเกตการเปลี่ยนสีที่ผิวโดยถ้าเป็น E. coli จะเกิดวง
แหวนสีแดงที่ผิว (red ring) 
(4.2) Methy red test โดยหยด Methy red test reagent 5 หยด ลงใน tryptone 
broth สังเกตการเปลี่ยนสีอาหาร โดยถ้าเป็น E. coli อาหารจะเปลี่ยนเป็นสีแดง 
(4.3) Voges-Proskauer test โดยน าเชื้อที่ต้องสงสัยลงใน MR/VP broth บ่มที่ 
35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง หยด napthol ความเข้มข้นร้อยละ 5 
จ านวน 6 หยดแล้วเขย่า แล้วหยด potassium hydroxide ความเข้มข้นร้อยละ 4 
ลงไป 2 หยด เขย่าให้เข้ากัน ทิ้งไว้ 10-15 นาที สังเกตการเปลี่ยนสีของอาหาร 
ถ้าเป็น E.coli อาหารจะเปลี่ยนเป็นสีแดง 
(4.4) Citrate test  น าเชื้อที่ต้องสงสัย streak บนผิวของ Simmon’s Citrate agar 
บ่มที่ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง  สังเกตการเปลี่ยนสีของ
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อาหารและการเจริญของแบคทีเรีย ถ้าเป็น E.coli จะมีแบคทีเรียขึ้น และ
อาหารเปลี่ยนจากสีเขียวเป็นสีน้ าเงิน 

(5) รายงานผลการทดสอบที่ได้เป็นค่า MPN ของ E. coli ในตัวอย่างไอศกรีม 0.01 
กรัม 

3.4 การวิเคราะห์หา Staphylococcus aureus ตามวิธีของ AOAC (2000) 
3.4.1 อาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายส าหรับเจือจาง 

(1) สารละลายเปปโตน ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 
(2) Trypticases soy broth ที่เติมโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 10 (TSB-
NaCl 10%) 
(3) Barid parker agar ที่เติม egg yolk tellurite ความเข้มข้นร้อยละ 5 
(4) BHI broth 

3.4.2 วิธีวิเคราะห์ 
(1) ชั่งตัวอย่างไอศกรีม 25 กรัม เจือจางด้วยสารละลายเปปโตนปริมาตร 225 
มิลลิลิตร 
(2) ดูดสารละลายตัวอย่างที่มีความเจือจาง 1: 10 หรือ (10-1) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
trypticase soy broth ที่เติมโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 10 ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร 
(3) น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 ± 1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 - 48 ชั่วโมง แล้วน ามา 
ขีดบนอาหาร Baird parker Medium ที่เติม egg yolk tellurite ความเข้มข้นร้อยละ 5 
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 - 24 ชั่วโมง 
(4) สังเกตโคโลนีที่มีสีด า กลมนูน เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนี 2 – 3 มิลลิเมตร มีวง
แหวนขาวขุ่นล้อมรอบ ซึ่งมีวงแหวนใสๆ ล้อมรอบอีกชั้นหนึ่ง 
(5) ถ่ายเชื้อจากโคโลนีที่มีลักษณะดังข้อ 4 ลงใน BHI broth ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
จ านวน 2 หลอด บ่มที่อุณหภูมิ 37 ± 1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 - 24 ชั่วโมง 
(6) ทดสอบ Coagulase test โดยการปิเปต plasma จ านวน 0.5 มิลลิลิตร ลงใน
อาหาร BHI broth ที่มีเชื้ออยู่เขย่าให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิ 37 ± 1 องศาเซลเซียส 
ในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ ตรวจสอบการแข็งตัวของplasma หลังการบ่มเชื้อนาน 
2, 4 และ 24 ชั่วโมง การรายงานผล ถ้าผลการทดสอบ coagulase เป็นบวก ให้
รายงานว่าพบเชื้อ S. aureus ต่อตัวอย่างไอศกรีม 0.1 กรัม ถ้าไม่มีเชื้อที่มีลักษณะ
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ดังข้อ 4 หรือผลการทดสอบcoagulase test negative ให้รายงานว่าไม่พบเชื้อ  
S. aureus ต่อตัวอย่างไอศกรีม 0.1 กรัม 

3.5 การวิเคราะห์หา Salmonella sp. โดยวิธีของ AOAC ( 2000) 
3.5.1 อาหารเลี้ยงเชื้อ 

(1) Lactose broth (LB) ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 
(2) Selenite cysteine broth (SCB) 
(3) Salmonella shigella agar (SSA) 
(4) Bismuth sulfite agar (BSA) 
(5) Xylose lysine desaxycholate (XLD) agar 
(6) Triple sugar iron (TSI) agar 
(7) Lysine iron agar (LIA) 

3.5.2 วิธีการ 
(1) Pre-enrichment 
(1.1) ชั่งตัวอย่างไอศกรีมมา 25 กรัม เติม LB ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 ปริมาตร 225 
มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน  
(1.2) น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 ± 0.5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
(2) การตรวจนับ Salmonella sp. 
(2.1) Selective enrichment 

(2.1.1) ปิเปตตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากขั้นตอน Pre-enrichment ลงใน 
SCB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
(2.1.2) น าไปบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 35 ± 0.5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง 

(2.2) การเพาะเชื้อใน selective agar 
(2.2.1) Streak เชื้อจากขั้นตอน selective enrichment medium  มาเพาะลงบน 
SSA, BSA  และ XLD agar 
(2.2.2) น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 ± 0.5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง 

(2.3) ตรวจลักษณะโคโลนีที่เกิดขึ้นดังนี้ 
(2.3.1) อาหาร SSA: โคโลนีของ Salmonella sp. คือ ไม่มีสี หรือชมพูอ่อน 
บางโคโลนีมีสีด าตรงกลาง 
(2.3.2) อาหาร BSA: โคโลนี Salmonellae sp. จะมีสีน้ าตาลเข้มถึงด า บางคร้ัง
อาจมีโคโลนีสะท้อนแสง อาหารรอบ ๆ โคโลนีมีสีน้ าตาล 
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(2.3.3) อาหาร XLD agar: โคโลนีของ Salmonella sp. คือ จะมีสีชมพู บาง
โคโลนีมีสีด าตรงกลาง 

3.5.3 การจ าแนกและการทดสอบทางชีวเคมี 
(1) เลือกเฉพาะโคโลนีที่คาดว่าเป็น Salmonellae sp. จากอาหาร SSA, BSA และ 
XLD agar ถ่ายลงใน TSI และ LIA agar โดย streak ลงบนผิวหน้า (slant) และ stab 
จนถึงก้นหลอด 
(2) น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 ± 0.5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง 
(3) ลักษณะเฉพาะของ Salmonella sp.ดังนี ้
(3.1) TSI agar: จะพบสีแดงที่ slant (สภาพเป็นด่าง) และพบสีเหลือง butt (เป็น
กรด) อาจจะมีการสร้างไฮโดรเจนซัลไฟด์ด้วย โดยสังเกตสีด าของ butt ซึ่งเป็น
ลักษณะเฉพาะของ Salmonellae  
(3.2) LIA: จะพบเชื้อเจริญได้ทั้งบริเวณผิวและตามรอยแทง อาจจะมีสีม่วงทั่ว
หลอด ถ้ามีไฮโดรเจนซัลไฟด์จะเห็นเป็นสีด า 

3.6 การวิเคราะห์หา Bacillus cereus (BAM, 2002) 
3.6.1 อาหารเลี้ยงเชื้อ 

(1) Mannitol-egg yolk-polymyxin (MYP) agar 
(2) สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 

3.6.2 การเตรียมตัวอย่าง 
(1) ชั่งตัวอย่าง ๆละ 25กรัม เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ปริมาตร 90 มิลลิลิตร 
แล้วปั่นด้วยความเร็วต่ าเป็นเวลา 1 นาที น าไปตั้งทิ้งไว้ในตู้เย็น 30 นาที 
(2) ท าการเจือจางให้เป็น 1:10, 1:100 และ 1:1,000 ด้วยสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ 

3.6.3 การตรวจนับ Bacillus cereus 
(1) เตรียม MYP agar เทลงเพลต จากนั้นดูดตัวอย่างปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร spread 
บน MYP agar 
(2) น าไปบ่มที่ 30 ± 0.5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ± 2 ชั่วโมง สังเกตลักษณะ
รอบ ๆโคโลนีจะขุ่น โดยโคโลนีมีสีชมพู บันทึกผล พร้อมกับน ามาทดสอบขั้น
ต่อไป 
(3) เขี่ยโคโลนีที่สงสัยจากข้อ 2 จ านวน 5 โคโลนีต่อตัวอย่าง ลงใน Nutrient agar 
slant เลี้ยงเชื้อโดยเข้าตู้บ่มเชื้อควบคุมอุณหภูมิ 30 ± 0.5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
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24 ± 2 ชั่วโมง จากนั้นตรวจสอบโดยการย้อมสีแกรมเพื่อดูลักษณะ โดย B. cereus 
ต้องเป็นแกรมบวก รูปท่อนสั้นหรือยาวเรียงต่อกันเป็นโซ่  
(4) เตรียมหลอดซึ่งบรรจุสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ผ่านการฆ่าเชื้อจ านวน 0.5 
มิลลิลิตร เขย่าตัวอย่างด้วย vortex ทดสอบขั้นยืนยันโดยใช้ Nitrate broth, Phenol 
red glucose และ Modifide VP medium  

3.7 การตรวจสอบเชื้อ Listeria monocytogenes (BAM, 2002) 
3.7.1 อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 

(1) Demi Half  Fraser Broth  
(2) ALOA 

3.7.1 วิธีการตรวจสอบ 
(1) ชั่งตัวอย่าง 25 กรัม ใส่ใน 225 มิลลิลิตร Demi Half Fraser Broth ผสมตัวอย่าง
ด้วยเคร่ือง Stomacher 30 วินาที บ่มเพาะเชื้อที่ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
นาน 24 ชั่วโมง 
(2) ปิเปตตัวอย่างอาหาร 0.1 มิลลิลิตร ที่บ่มแล้วในข้อ 1มา Spread บนอาหาร 
ALOA บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง 
(3) การอ่านผล Listeria monocytogenes จะเกิดโคโลนีสีน้ าเงินอมเขียว และเกิดวง
สีขาวขุ่น (Plaque) ล้อมรอบโคโลนี (ALOA One DayRMethod) 
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ภาคผนวก ข 

ผลการทดสอบคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติก และกรรมวิธีการห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติก
ที่เหมาะสม 
Table 21 Adhesion ability of selected lactic acid bacterial strains to n-hexadecane 

Isolate Adhision to n-hexadecane (%) 

GM41 14.194±0.423 

GM52 0.759±0.405 

CM7 10.237±0.552 

CM15 11.925±0.022 

CM21 14.961±4.693 

CM46 8.248±0.224 

CM47 2.013±0.080 

CM53 8.317±1.364 
Values are given as mean±SD from triplicate determination. 
GM: Isolats obtained from goat milk; CM:  Isolate obtained from cow milk. 
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Table 22 Effect of supporting material on encapsulation efficiency of Lactobacillus plantarum- 
CM53  

Supporting material 

Sucros
e LogCFU/g EE (%) 

(%) Initial cell 
After 

encapsulation 

1% alginate 
0 10.80 ± 0.02 8.08 ± 0.01 74.89 ± 0.11bc 
5 10.96 ± 0.16 8.69 ± 0.01 79.34 ± 1.14b 
10 11.57 ± 0.18 9.05 ± 0.25 78.29 ± 3.02b 

2% alginate 0 11.33 ± 0.12 9.88 ± 0.02 87.22 ±0.77a 
5 11.78 ± 0.13 10.95 ± 0.63 92.94 ±5.02a 

3% alginate 0 11.53 ± 0.03 10.75 ± 1.10 93.60 ± 5.72a 

5% low methoxy pectin 
0 12.14 ± 0.40 10.95 ± 0.50 89.37 ± 3.58a 
5 11.80 ± 0.04 10.95 ± 0.50 92.85 ± 3.92a 
10 11.45 ± 0.13 10.28 ± 0.02 89.86 ± 1.17a 

2.5% low methoxy+ 2.5% high methoxy 
pectin 

0 13.00 ± 0.55 11.84 ± 0.05 90.99 ± 3.87a 
5 12.59 ± 0.20 10.99 ± 0.08 86.50 ± 4.09a 
10 13.03 ± 0.56 11.51 ± 0.06 88.88 ± 1.37a 

3% carrageenan 10 11.37 ± 0.17 7.83 ± 0.04 68.88 ± 1.37c 
4% carrageenan 10 11.60± 0.09 7.96 ± 0.03 68.62 ± 0.66c 

Values are given as mean±SD from triplicate determination. 
a-cDifferent superscripts in the same column indicate significant difference (P<0.05). 
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Table 23 Survival of encapsulated Lactobacillus plantarum CM53 during exposure to ice- cream 
hardening at-20° for 48 h 

Treatments Log CFU/ml 
Survival (%) 

Supporting material Sucrose (%) Before Freeze After Freeze 
2% alginate 0 8.30 ± 0.06 8.06 ± 0.04 97.18 ± 0.38a 
 5 8.05 ± 0.03 7.93 ± 0.01 98.49 ± 0.45a 
3% alginate 0 7.77 ± 0.11 7.61 ± 0.08 97.94 ± 1.47a 

5% low methoxy 
 pectin 

0 7.70 ± 0.06 7.48 ± 0.07 97.17 ± 0.29 a 
5 7.75 ± 0.10 7.57 ± 0.05 97.69 ± 1.79 a 

10 8.10 ± 0.09 7.94 ± 0.20 98.03 ± 3.17 a 
2.5% low methoxy 
+ 2.5% high methoxy 
 pectin 

0 7.51 ± 0.01 4.08 ± 0.22 54.42 ± 2.88 b 
5 7.60 ± 0.01 4.23 ± 0.22 55.66 ± 3.87b 

10 8.60 ± 0.01 7.90 ± 0.18 97.94 ± 1.99 a 
Values are given as mean±SD from triplicate determination. 
a-cDifferent superscripts in the same column indicate significant difference (P<0.05). 



 

114 

Table 24 Releasing ability of Lactobacillus plantarum CM53 from 3% alginate and 5% low methoxy pectin beads in simulated small intestine condition 
(PBS pH 7.2 at 37°C) for 6 h 

Supporting material 
Release (%) 

1 h 2 h 3 h 4 h 5 h 6 h 

3% alginate 62.83±7.37a 88.34±0.84a 90.86±0.58a 95.78±4.23a 97.36±3.29a 98.88±3.04a 
5% low methoxy pectin with 
5% sucrose 

51.02±1.24b 71.56±0.59b 99.07±0.63b 99.52±0.70a 98.16±1.98a 98.16±1.98a 

Values are given as mean±SD from triplicate determination. 
a-cDifferent superscripts in the same column indicate significant difference (P<0.05). 
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Table 25 Effect of frozen storage (-20°C) for 8 weeks on the total viable cell of free and encapsulated Lactobacillus plantarum CM53 cells added to ice 
cream mixed before freezing 

Treatment 
Storag time -20 ± 2 °C (week) 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 
Free cell 8.68±0.14a 7.37±0.04c 7.43±0.08c 7.57±0.25c 7.37±0.09c 6.66±0.26b 6.76±0.10b 6.74±0.10b 6.16±0.03c 
Alginate beads 8.82±0.02a 8.48±0.00a 8.39±0.03a 8.56±0.13a 8.33±0.06a 8.31±0.11a 8.36±0.15a 8.25±0.23a 8.17±0.04a 
Pectin beads 8.68±0.12a 8.53±0.04b 8.09±0.22b 8.12±0.01b 8.05±0.11b 8.14±0.43a 8.03±0.26a 7.73±0.47a 7.74±0.16b 

Values are given as mean±SD from triplicate determination. 
a-cDifferent superscripts in the same column indicate significant difference (P<0.05). 
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Table 26 Effect of frozen storage (-20°C) for 8 weeks on the total viable cell of free and encapsulated Lactobacillus plantarum CM53 cells added to ice 
cream after freezing 

Treatment 
Storag time -20 ± 2 °C (week) 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 
Free cell  8.81±0.20a 8.14±0.04b 8.15±0.04b 7.86±0.24b 7.40±0.43b 7.22±0.05c 7.19±0.06c 7.10±0.21c 6.63±0.07c 
Alginate beads 8.92±0.10a 8.41±0.02a 8.46±0.03a 8.49±0.08a 8.39±0.04a 8.39±0.04a 8.42±0.08a 8.38±0.27a 8.28±0.24a 
Pectin beads 8.84±0.05a 8.15±0.02b 8.16±0.02b 8.17±0.31b 7.93±0.12a 7.93±0.12b 7.93±0.26b 7.74±0.19b 7.72±0.15b 

Values are given as mean±SD from triplicate determination. 
a-cDifferent superscripts in the same column indicate significant difference (P<0.05). 
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ภาคผนวก ค 
มาตรฐานไอศกรีม 

 
มาตรฐานไอศกรีมตามประกาศของกระทรวงสาธารณสุข (พระราชบัญญัติอาหาร 

พ.ศ.2522 ประกาศกระทรวงสาธารณสุข เร่ือง ไอศกรีม, 2544) มีดังต่อไปนี้ 
1. ไอศกรีมนม ต้องมีมันเนยเป็นส่วนผสมไม่น้อยกว่าร้อยละ 5 ของน้ าหนัก และมีธาตุ

น้ านมไม่รวมมันเนยไม่น้อยกว่าร้อยละ 7.5 ของน้ าหนัก 
2. ไอศกรีมดัดแปลง ต้องมีไขมันทั้งหมดไม่น้อยกว่าร้อยละ 5 ของน้ าหนัก 
3. ไอศกรีมผสม ต้องมีมาตรฐานเช่นเดียวกับข้อ1 หรือ 2 แล้วแต่กรณี ทั้งนี้โดยไม่นับรวม

น้ าหนักของผลไม้หรือวัตถุที่เป็นอาหารอ่ืนผสมอยู่ 
4. ไอศกรีมหวานเย็นและไอศกรีมตามข้อ 1, 2 หรือ 3 ต้อง 

4.1 ไม่มีกลิ่นหืน 
4.2 ใช้วัตถุที่ให้ความหวานแทนน้ าตาลหรือใช้ร่วมกับน้ าตาล นอกจากการใช้น้ าตาลได้ 
โดยให้ใช้วัตถุให้ความหวานแทนน้ าตาลได้ตามมาตรฐานอาหาร Joint FAO/WHO Codex 
4.3ไม่มีวัตถุกันเสีย 
4.4 มีแบคทีเรียได้ไม่เกิน 100,000 ในอาหาร 1 กรัม 
4.5 ตรวจไม่พบแบคทีเรีย Escherichia coli ในอาหาร 0.01 กรัม 
4.6 ไม่มีจุลินทรีย์ที่ท าให้เกิดโรค (พระราชบัญญัติอาหาร พ.ศ.2522 ประกาศกระทรวง
สาธารณสุข เร่ือง มาตรฐานอาหารด้านจุลินทรีย์ที่ท าให้เกิดโรค, 2552) ดังนี้  

4.6.1 Salmonella spp. ไม่พบใน 25 กรัม 
4.6.2 Staphylococcus aureus ไม่พบใน 0.1 กรัม 
4.6.3 Bacillus cereus ไม่เกิน 100 ใน 1 กรัม 
4.6.4 Listeria monocytogenes ไม่พบใน 25 กรมั 
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ภาคผนวก ง 
ใบรายงานการทดสอบการให้คะแนนความชอบ 

ผลิตภัณฑ์ ไอศกรีมวนิลลาเสริมโพรไบโอติก 

ชื่อผู้ทดสอบ........................................................วันที่ทดสอบ...........................เวลา………............... 
ค าแนะน า   กรุณาทดสอบตัวอย่างที่เสนอให้ทีละตัวอย่างแล้วให้คะแนนความชอบตัวอย่างในแต่ละ
ปัจจัยที่ใกล้เคียงกับความรู้สึกของท่านมากที่สุด โดยก าหนดให้ 

9 = ชอบมากที่สุด 6 = ชอบน้อยที่สุด 3 = ไม่ชอบปานกลาง 

8 = ชอบมาก 5 = ไม่สามารถบอกได้ว่าชอบ หรือไม่ชอบ 2 = ไม่ชอบมาก 

7 = ชอบปานกลาง 4 = ไม่ชอบเล็กน้อย 1 = ไม่ชอบมากที่สุด 
 

คุณลักษณะทางประสาทสัมผัส 
คะแนนความชอบ 

รหัส………… รหัส………… รหัส………… 

ลักษณะปรากฏ    

สี    

เน้ือสัมผัส     

กลิ่นรส รสชาติ    

รสชาติ    

ความชอบโดยรวม    

ข้อเสนอแนะเพิ่มเติม    ……………………………………………………………………………………… 
……………………………………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………………………………………
………………………………………………………………………..……………………………………………
………………………………………………………………………………………………………………….. 
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