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บทคัดยอ 

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาการเหลือรอดของแบคทีเรียโปรไบโอติกซึ่งเจริญอยูในระยะคงท่ีจํานวน 2 

สายพันธุ ไดแก Lactobacillus acidophilus TISTR 1338 และ Lactobacillus casei TISTR 39 ในเนยแข็งคอตเท

จบรรจุถวย โดยปรับใหมีจํานวนเช้ือเริ่มตน 109
 cfu/g แลวเก็บในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 5°ซ เปนเวลา 15 วัน โดยในระหวาง

การเก็บจะสุมตัวอยางเนยแข็งทุกๆ3 วัน เพ่ือตรวจนับจํานวนเช้ือ โดยใช MRS Agar รวมกับ Bromocresol purple 

0.04% หลังจากบมท่ีอุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง จากน้ันเมื่อเก็บไวครบ 15วัน นําจํานวนเช้ือท่ีไดมาคํานวณ

เปอรเซ็นตการเหลือรอด ใชแผนการทดลองแบบสุมอยางสมบูรณ โดยแบงกลุมทดลองของผลิตภัณฑเนยแข็งออกเปน 2 

กลุมตามสายพันธุของเช้ือท่ีตางกัน พบวาจํานวนแบคทีเรียโปรไบโอติกท้ังสองสายพันธุมีแนวโนมลดลงในระหวางการเก็บ

และเมื่อเก็บไวครบ 15 วัน L. acidophilus TISTR 1338 และ L. casei TISTR 39 จะมีเปอรเซ็นตการเหลือรอดเทากับ 

92.56% และ 93.54% ตามลําดับ โดยไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05)  

  

ABSTRACT 

This research was aimed to determine the survivability of two strains of probiotic bacteria 

growing in the stationary phase including Lactobacillus acidophilus TISTR 1338 and Lactobacillus 

casei TISTR 39 in cups of cottage cheese with their initial numbers adjusted to 10 9
 cfu/g. Then, they 

were kept at 5 °C in the refrigerator for 15 days. Meanwhile, cups of cottage cheese were sampled 

every three days for probiotic enumeration using MRS Agar with bromocresol purple 0.04% after 

incubated at 37 °C for 24-48 hours. Their survivabilities were subsequently calculated after 15 days 

storage. Completely randomized design was assigned for two groups of cottage cheese treatments 

with different strains. It was found that both strains tended to decrease in numbers during storage. On 

day 15, the survivabilities of L. acidophilus TISTR 1338 and L. casei TISTR 39 were 92.56% and 93.54% 

respectively (P>0.05). 

   

 

 

 

คําสําคัญ:  เนยแข็งคอตเทจ จุลินทรียโปรไบโอติก 

Keywords: Cottage cheese, Probiotic microorganisms 
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บทนํา 

เนยแข็งคือผลิตภัณฑท่ีไดจากการนําน้ํานม ครีม บัตเตอรมิลค (butter milk) หรือ เวย (whey) อยางใดอยาง

หน่ึงหรือหลายอยาง มาผสมกับเอนไซมหรือกรดหรือจุลินทรียจนเกิดเปนลิ่มนม (curd) จากน้ันจะแยกสวนท่ีเปนเวย

ออกไป โดยจะนํามาบริโภคในลักษณะสดหรือนํามาผานการบม (ripening) ใหไดท่ีกอนก็ได สวนประกอบท่ีสําคัญของเนย

แข็งไดแก โปรตีน (เคซีน) ไขมัน น้ําและเกลือ ซึ่งสวนประกอบเหลาน้ีจะมีปริมาณแตกตางกันไปแลวแตชนิดของเนยแข็ง 

สําหรับคุณภาพของเนยแข็งจะข้ึนอยูกับปจจัยหลายอยาง ไดแก ความเปนกรด-ดาง ปริมาณแลคโตส ออกซิเจน เกลือ 

ตลอดจนอุณหภูมิในการเก็บรักษา   

เนยแข็งคอตเทจ (cottage cheese) เปนเนยแข็งชนิดออน (soft cheese) ท่ีไมตองผานการบม มีลักษณะเปน

เม็ดเล็กๆของลิ่มนม (curd) ท่ีสมํ่าเสมอ และออนนุมไมเหนียวเหมือนเนยแข็งชนิดอ่ืนๆ สวนใหญจะใชหางนม (skimmed 

milk) เปนวัตถุดิบ แตบางครั้งอาจมีการเติมครีมลงไปดวย เรียกวา creamed cottage cheese เนยแข็งชนิดน้ีจะมี

ปริมาณน้ําคอนขางสูงโดยอยูในชวง 70-80% 

ในปจจุบันมนุษยมีแนวโนมของสุขภาพท่ีออนแอลงเน่ืองจากหลายปจจัย เชน พฤติกรรมการบริโภคอาหารหรือ

สิ่งแวดลอมตางๆ ซึ่งมีสวนทําใหเกิดความเสี่ยงในการเกิดโรคตางๆ ตามมา สงผลใหผูบริโภคใหความสําคัญในดานสุขภาพ

มากข้ึน ทําใหมีความนิยมสําหรับการเลือกบริโภคอาหารท่ีมีคุณประโยชนตอรางกาย แนวคิดอยางหน่ึงซึ่งเปนท่ีนิยมใน

ปจจุบันน้ี คือ การใชจุลินทรียโปรไบโอติกเสริมลงในอาหาร โดยจุลินทรียโปรไบโอติกจะหมายถึง จุลินทรียท่ีมีชีวิตในกลุม

ของแบคทีเรียโดยเฉพาะอยางยิ่งแบคทีเรียแลคติก รวมถึงยีสตและราบางประเภท ซึ่งเมื่อรับประทานเขาไปแลวจะชวยให

ผูบริโภคมีสุขภาพท่ีดีข้ึน เน่ืองจากจุลินทรียฺเหลาน้ีจะไปชวยรักษาสมดุลของระบบทางเดินอาหารของมนุษย รวมท้ังยังชวย

ใหเกิดประโยชนอยางอ่ืนอีกหลายประการ เชน ชวยยับยั้งแบคทีเรียกอโรค ชวยลดระดับคอเลสเทอรอลในเลือด ชวยเสริม

ภูมิคุมกันและปองกันการเกิดมะเร็ง เปนตน 

ผลิตภัณฑอาหารท่ีนิยมนํามาเติมจลุินทรยีโปรไบโอติกมีหลากหลายชนิด เชน ไอศกรีม โยเกิรต น้ําผลไม น้ําสลัด

และเนยแข็ง เปนตน โดยอาหารท่ีจัดเปนอาหารโปรไบโอติกจะตองมีจุลินทรียท่ีมีประโยชนและมีชีวิตในปริมาณอยางนอย 

105 โคโลนีตอมิลลิลิตรหรือกรัม ดังน้ันงานวิจัยน้ี จึงสนใจท่ีจะนําเช้ือแบคทีเรียโปรไบโอติกในกลุมของแบคทีเรียแลคติก 

(lactic acid bacteria) เติมลงในเนยแข็งคอตเทจ เพ่ือผลิตเปนเนยแข็งคอตเทจเสริมโปรไบโอติก (probiotic cottage 

cheese) ซึ่งจะชวยเพ่ิมตัวเลือกของอาหารเพ่ือสุขภาพสําหรับมนุษยตอไป 

 

วัตถุประสงคการวิจัย  

 เพ่ือศึกษาการเหลือรอดของเช้ือแบคทีเรียโปรไบโอติค 2 สายพันธุคือ Lactobacillus acidophilus TISTR 

1338 และ Lactobacillus casei TISTR 39 ในเนยแข็งคอตเทจ ในระหวางการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิตํ่า 

 

วิธีการวิจัย 

แผนการทดลอง 

ใชแผนการทดลองแบบสุมอยางสมบูรณ  (Completely Randomized Design: CRD) โดยแบงตัวอยาง

ผลติภัณฑเนยแข็งออกเปน 2 กลุม กลุมละ 2 ซํ้า ดังน้ี  

EX 1 = ผลิตภัณฑเนยแข็งคอตเทจเสริมแบคทีเรียโปรไบโอติกสายพันธุ Lactobacillus acidophilus TISTR 

1338 

EX 2 = ผลิตภัณฑเนยแข็งคอตเทจเสริมแบคทีเรียโปรไบโอติกสายพันธุ Lactobacillus casei TISTR 39  
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การเก็บขอมูลและวิเคราะหขอมูล 

บันทึกผลโดยในระหวางการเก็บรักษา จะสุมตัวอยางเนยแข็งคอตเทจมาตรวจวิเคราะหจํานวนเช้ือ 

Lactobacillus acidophilus TISTR 1338 และ Lactobacillus casei TISTR 39  ทุก ๆ 3 วัน โดยใช MRS Agar + 

Bromocresol purple 0.04% แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 24-48ช่ัวโมง จากน้ันตรวจนับจํานวนเช้ือ

แบคทีเรียโปรไบโอติก (cfu/g) ในตัวอยางผลิตภัณฑเนยแข็งคอตเทจ แลว นํามาคํานวณหาเปอรเซ็นตการเหลือรอด       

(% survivability)  

สถานท่ีและระยะเวลาในการทดลอง 

สาขาวิชาเทคโนโลยีการอาหาร คณะเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยขอนแกน ระยะเวลาในการทดลอง (12 สัปดาห) 

ในชวงเดือนกุมภาพันธ - พฤษภาคม 2562 หองปฏิบัติการจุลชีววิทยาอาหาร ภาควิชาเทคโนโลยีอาหาร มหาวิทยาลัย   

ขอนแกน 

 

ผลการวิจัย 

กราฟการเจริญของเชื้อ Lactobacillus acidophilus TISTR 1338 และ Lactobacillus casei  TISTR 39  

จากการศึกษากราฟการเจริญของแบคทีเรียโปรไบโอติก L. acidophilus TISTR 1338 และL. casei TISTR 39 

ท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS broth แลวบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37๐ ซ จากน้ันสุมตัวอยางเช้ือในชวงระยะเวลาตาง ๆ 

มานับจํานวนเช้ือโดยวิธีการ pour plate ไดผลการทดลองดังภาพท่ี 1  

  
 

 
 

ภาพท่ี 1  กราฟการเจริญของแบคทีเรียโปรไบโอติก L. acidophilus TISTR 1338 และ L.casei TISTR 39 ในอาหาร

เลี้ยงเช้ือ MRS broth บมท่ีอุณหภูมิ 37๐ ซ เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง 
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  จากภาพท่ี 1 พบวาการเจริญของแบคทีเรียโปรไบโอติก L. acidophilus TISTR 1338 และL.casei TISTR 39 

ในอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS broth ในชวงแรกของการสุม เช้ือท้ัง 2 ชนิดอยูในชวง lag phase ในชวงช่ัวโมงท่ี 0-2 โดยมี

จํานวนเช้ืออยูท่ีประมาณ 2 log cfu/ml ตอมาในช่ัวโมงท่ี 3-24 เช้ือเขาสูชวง log phase โดยเช้ือจะคอยๆเพ่ิมจํานวนข้ึน

ตามเวลาท่ีเพ่ิมข้ึน และเช้ือจะเขาสูชวง stationary phase ในช่ัวโมงท่ี 26 โดยมีจํานวนเช้ืออยูประมาณ 9 log cfu/ml 

สวนในชวง death phase น้ันจะเริ่มหลังจากช่ัวโมงท่ี 48 เปนตนไป โดยในการศึกษาน้ีจะใชเช้ือโปรไบโอติกท้ังสองชนิด 

ท่ีเจริญอยูในชวง stationary phase ในช่ัวโมงท่ี 26 มาใชในการทดลอง เพราะเช้ือในชวงน้ีจะมีการเจริญของเช้ือสูงสุด

และคงท่ี และมีความทนทานตอสิ่งแวดลอมท่ีไมเหมาะสมไดดี    
การเหลือรอดของเชื้อแบคทีเรียโปรไบโอติกในเนยแข็งค็อทเทจ ในระหวางการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่ํา 

 ศึกษาการเหลือรอดของแบคทีเรียโปรไบโอติกในเนยแข็งคอตเทจ ในระหวางการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิตํ่า โดยใช

แบคทีเรียโปรไบโอติก 2 สายพันธุ ไดแก Lactobacillus acidophilus TISTR 1338 และ Lactobacillus casei TISTR 

39 ซึ่งมีระยะการเจริญอยูในชวงระยะคงท่ี (stationary phase) โดยปรับใหมีจํานวนเช้ือเริ่มตนในเคิรดประมาณ 109
 

cfu/g จากน้ันนํามาบรรจุใสถวย แลวนําไปเก็บในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 5°ซ เปนระยะเวลา 15 วัน โดยในระหวางการเก็บรักษา 

จะสุมตัวอยางเนยแข็งคอตเทจมาทุกๆ 3 วัน เพ่ือตรวจวิเคราะหจํานวนเช้ือ Lactobacillus acidophilus TISTR 1338 

และ Lactobacillus casei TISTR 39 โดยใช  MRS Agar รวม กับ  Bromocresol purple 0.04% แลวนําไปบม ท่ี

อุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง ไดผลการทดลอง ดังภาพท่ี 2 
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การเหลือรอดของเช้ือแบคทีเรยีโปรไบโอติกในเนยแข็งค็อทเทจ

 
  

ภาพท่ี 2  การเหลือรอดของแบคทีเรยีโปรไบโอติก L. acidophilus TISTR 1338 และ L. casei TISTR 39 ในเนยแข็ง

คอตเทจ ในระหวางการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 5°ซ เปนระยะเวลา 0, 3, 6, 9, 12 และ 15วัน  

 

จากภาพท่ี 2 พบวาจํานวนแบคทีเรียโปรไบโอติกท้ังสองสายพันธุมีแนวโนมลดลงในระหวางการเก็บรักษาและ

เมื่อเก็บรักษาไวครบ 15 วัน จะมีจํานวนแบคทีเรียโปรไบโอติกเหลือรอดอยูในชวง 8.4-8.6 LogCFU/g  
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Garcia et al. (2012) ไดศึกษาการเติมแบคทีเรียโปรไบโอติกลงในเนยแข็งโคลโฮล (Coalho cheese) และเก็บ

รักษาท่ีอุณหภูมิ 10°ซ เปนเวลา 21 วัน พบวา L. acidophilus (LA-5) Lactobacillus casei  subsp. paracasei (L. 

casei-01) และBifidobacterium lactis (BB-12) ยังคงเหลือรอดในเนยแข็ง ตลอดระยะเวลาการเก็บ โดยมีจํานวนเช้ือสูง

กวาระดับจํานวนเช้ือท่ีกําหนด คือ 6-7 Log CFU/g  สําหรับอาหารโปรไบโอติก   

เมื่อนําจํานวนเช้ือแบคทีเรียโปรไบโอติกท้ังสองสายพันธุ   มาคํานวณเปอรเซ็นตการเหลือรอดในเนยแข็งคอต

เทจ เมื่อครบระยะเวลาการเก็บเปนเวลา 15 วัน พบวาใหผลดังตารางท่ี 1 

 

ตารางท่ี 1  เปอรเซ็นตการเหลือรอดของเช้ือแบคทีเรียโปรไบโอติกในเนยแข็งค็อทเทจ เมื่อเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 5 °ซ 

เปนระยะเวลา 15 วัน  

เชื้อแบคทีเรียโปรไบโอติก เปอรเซ็นตการเหลือรอด 

Lactobacillus acidophilus TISTR 1338 

Lactobacillus casei TISTR 39 

92.56a 

93.54a 

 

จากตารางท่ี 1 จะเห็นไดวาเปอรเซ็นตการเหลือรอด ของแบคทีเรียโปรไบโอติก L. acidophilus TISTR 1338 

และ L. casei TISTR 39 ในเนยแข็งคอตเทจมีคาเทากับ 92.56% และ 93.54% ตามลําดับ โดยไมแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05)  

Oliveira et al.(2014) ไดศึกษาการเติมแบคทีเรียโปรไบโอติก ไดแก L. acidophilus Lactobacillus casei 

และBifidobacterium lactis ลงในเนยแข็งโคลโฮล ท่ีผลิตจากน้ํานมแพะ (Goat Coalho cheese) เพ่ือยับยั้งเช้ือกอโรค 

คือ  Staphylococcus aureus และ Listeria monocytogenes พบวา Lactobacillus casei มีผลในการยับยั้ ง

แบคทีเรียกอโรคท้ังสองชนิดไดสูงท่ีสุด (P≤0.05) โดยมีผลยับยั้ง Staphylococcus aureus 7.87%และ 23.63% ใน

วันท่ี14 และ 21 ของการเก็บรักษา ตามลําดับ และมีผลยับยั้ง Listeria monocytogenes 12.96% และ32.99%ใน

วันท่ี14 และ 21 ของการเก็บรักษา ตามลําดับ   

ดังน้ัน จากผลการทดลองท่ีได จึงเลือกใช L. casei TISTR 39 ในการผลิตเนยแข็งคอตเทจเน่ืองจากเปอรเซ็นต

การเหลือรอดของแบคทีเรียโปรไบโอติก L. acidophilus TISTR 1338 และ L. casei TISTR 39 ในเนยแข็งคอตเทจไม

แตกตางกัน แต Lactobacillus casei มีแนวโนมของศักยภาพสูงกวาในการควบคุมแบคทีเรียกอโรคท่ีสําคัญในเนยแข็ง  

 

อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 

แบคทีเรียโปรไบโอติกท้ังสองสายพันธุ ไดแก Lactobacillus acidophilus TISTR 1338 และ Lactobacillus 

casei TISTR 39 ซึ่งมีระยะการเจริญอยูในชวงระยะคงท่ี (stationary phase) เมื่อนําไปประยุกตใชเปนโปรไบโอติกใน

เนยแข็งคอตเทจ พบวาจํานวนเช้ือมีแนวโนมลดลงในระหวางการเก็บรักษาและเมื่อเก็บรักษาไวครบ 15 วัน จะมีจํานวน

แบคทีเรียโปรไบโอติกเหลือรอดอยูในชวง 8.4-8.6 LogCFU/g ซึ่งยังคงมีจํานวนการเหลือรอดสูงกวาระดับจํานวนเช้ือ

ตํ่าสุดท่ียังคงมีประโยชนตอรางกาย (Minimum Therapeutic dose) คือ 5Log CFU/g และพบวาเปอรเซ็นตการเหลือ

รอดของแบคทีเรียโปรไบโอติก L. acidophilus TISTR 1338 และ L. casei TISTR 39 ในเนยแข็งคอตเทจมีคาเทากับ 

92.56% และ 93.54% ตามลําดับ โดยไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิคิ (P>0.05) แต Lactobacillus casei 

TISTR 39 มีแนวโนมของศักยภาพสูงกวาในการควบคุมแบคทีเรียกอโรคท่ีสําคัญในเนยแข็ง  
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