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บทคััดย่่อ
อาหารที่่�มีีโพรไบโอติิกส์์เป็็นองค์์ประกอบจััดเป็็นอาหารเพื่่�อสุุขภาพ โดยสิ่่�งสำคััญอย่่างหนึ่่�งคืือการมีีปริิมาณ

โพรไบโอติิกส์์ที่่�มีีชีีวิิตสููงในผลิิตภััณฑ์์ งานวิิจััยนี้้�มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อพััฒนาเยลลี่่�ซิินไบโอติิกส์์ผสมข้้าวหมากที่่�ช่่วย 

คงปริมาณการรอดชีีวิิตของโพรไบโอติิกส์์ไว้้ได้้สููงหลัังการเก็็บรัักษา ยี ีสต์์และราได้้ถููกแยกมาจากลููกแป้้งข้้าวหมาก 

เพื่่�อใช้้เป็็นหััวเชื้้�อในการทำข้้าวหมาก โดยได้้ยีีสต์์สายพัันธุ์์�  Saccharomycopsis oxydans YKa22f และ 

Wickerhamomyces lynferdii YKa22f และราสายพัันธุ์์� Aspergillus flavus MA22d และ A. oryzae MSri30a 

โดยเยลลี่่�ซิินไบโอติิกส์์ผสมข้้าวหมากในการทดลองนี้้�มีี 4 สูู ตร ป ระกอบด้้วยสููตรที่่�ไม่่มีีพรีีไบโอติิกส์์ (GL01) ผสม 

อิินนููลิิน (GL02) ฟรุ ุกโตโอลิิโกแซคคาไรด์์ (GL03) และผสมแป้้งข้้าวดััดแปลง (GL04) พบว่่าเยลลี่่�ซิินไบโอติิกส์์ผสม 

ข้้าวหมากทั้้�ง 4 สูู ตรมีีกิิจกรรมต้้านอนุุมููลอิสระแม้้เก็็บเป็็นเวลา 2 เดืือน อี กทั้้�งยัังพบว่่าภายหลัังการเก็็บเป็็นเวลา  

2 เดืือน สููตรที่่�มีีแป้้งข้้าวดััดแปลงมีีการรอดชีีวิิตของโพรไบโอติิกส์์ Lactiplantibacillus plantarum BL60a สููงกว่่า

สููตรอื่่�นอย่่างมีีนััยสำคััญ ดั งนั้้�นการเตรีียมเยลลี่่�จากโพรไบโอติิกส์์และพรีีไบโอติิกส์์เสริิมข้้าวหมากสามารถประยุุกต์์ 

ใช้้เป็็นอาหารเพื่่�อสุุขภาพโพรไบโอติิกส์์ได้้ 

คำสำคััญ: โพรไบโอติิกส์์; ยีีสต์์; ข้าวหมาก; แป้้งข้้าวดััดแปลง
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Abstract
Foods containing probiotics are classified as functional foods. One critical point is the high 

content of live probiotics in the products. This research aimed to develop synbiotic gummy candies 

supplemented with khao-mak that has high probiotic survival after storage. Yeast and mold were 

isolated from look-pang-khao-mak for use as a starter culture for khao-mak production. The yeast 

isolates were identified as Saccharomycopsis oxydans YKa22f and Wickerhamomyces lynferdii YKa22f, 

while the mold isolates were identified as Aspergillus flavus MA22d and A. oryzae MSri30a. There 

were four formulations of synbiotic gummy candy supplemented with khao-mak, including those 

without prebiotics (GL01), with inulin (GL02), with fructo-oligosaccharides (GL03), and with modified 

rice starch (GL04). It was found that all four formulations of synbiotics mixed with khao-mak had 

antioxidant activity even after being stored for two months. Additionally, after two months of storage, 

the modified rice starch formulation showed probiotic Lactiplantibacillus plantarum BL60a survival 

significantly higher than that of other formulations. Therefore, using probiotics and prebiotics as 

gummy candy supplemented with khao-mak could be a promising probiotic food application.

Keywords:	 Probiotics; Yeast; Khao-mak; Modified rice starch   

1. บทนำ 
ผู้้�คนในปััจจุุบัันให้้ความสนใจกัับอาหารที่่� 

รัับประทานมากขึ้้�นอัันเนื่่�องมาจากความใส่่ใจในด้้านผล

ที่่�เกิิดขึ้้�นต่่อสุุขภาพ โดยเฉพาะอย่่างยิ่่�งในกลุ่่�มที่่�จััดเป็็น

อาหารเพื่่�อสุุขภาพ (functional food) ซึ่ ่�งมีีการ 

คาดการณ์์ว่่าจะได้้รัับความสนใจเพิ่่�มขึ้้�นในทุุก ๆ ปีี [1] 

โดยอาหารที่่�มีีโพรไบโอติิกส์์ (probiotics) และพรีีไบโอ

ติิกส์์ (prebiotics) จััดเป็็นองค์์ประกอบสำคััญในอาหาร

เพื่่�อสุุขภาพ โดยเฉพาะอย่่างยิ่่�งส่่งผลดีต่่อระบบทางเดิิน

อาหาร [2] โพรไบโอติิกส์์ได้้ถููกให้้คำนิิยามว่่าเป็็น

จุุลิินทรีีย์์ที่่�มีชีีวิีิต ส่งผลดีต่ี่อสุขุภาพเมื่่�อได้้รับัในปริมิาณที่่�

เหมาะสม โดยทั่่�วไปต้อ้งไม่เ่ป็น็จุลุินิทรียี์ก่์่อโรคต่อ่ร่า่งกาย

ของมนุุษย์์ [3] จุ ลิินทรีียที่่�ถููกนำมาใช้้เป็็นโพรไบโอติิกส์์

มากที่่�สุุดคืือกลุ่่�ม Bifidobacterium spp. [4] และ 

Lactobacillus spp. [5, 6] โดยในการศึึกษานี้้�ใช้้ 

โพรไบโอติกิส์์สายพันัธุ์์� Lactiplantibacillus plantarum 

BL60a (เดิิม Lactobacillus plantarum) ซึ่ ่�งมีี 

การศึึกษาว่่ามีีคุุณสมบััติิในการเป็็นโพรไบโอติิกส์์ [7] 

ประกอบด้้วยคุุณสมบััติิในการยัับยั้้�งเชื้้�อก่่อโรค การทน

ต่อ่สภาวะในทางเดินิอาหาร คุณุสมบัตัิใินการเกาะที่่�ลำไส้้ 

และมีีความปลอดภััย ซึ่ �งแบคทีีเรีียสายพัันธุ์์�นี้้�ได้้รัับการ

ยอมรัับว่่ามีีความปลอดภััยเมื่่�อนำไปใช้้ในอาหาร [8]

โดยทั่่�วไปผลิิตภััณฑ์์ที่่�มีจุีุลินิทรีีย์โ์พรไบโอติิกส์จ์ะ

เป็็นผลิิตภััณฑ์์ที่่�ทำมาจากน้้ำนม (dairy product) แต่่

ปัจัจุบันัได้้พัฒันาผลิิตภััณฑ์์ผสมโพรไบโอติิกส์์ที่่�ทำมาจาก

วััตถุุดิิบอื่่�น ๆ ที่่ �ไม่่ใช่่น้้ำนม (non-dairy product) ที่่ �

เหมาะสำหรัับคนที่่�รัับประทานน้้ำนมไม่่ได้้และกลุ่่�มที่่�รัับ

ประทานอาหารแบบมัังสวิิรััติิ [9] โดยผลิิตภััณฑ์์ที่่�มีี 

จุุลิินทรีีย์์โพรไบโอติิกส์์สิ่่�งสำคััญอย่่างหน่ึ่�งที่่�ต้้องคำนึึงถึึง

คืือปริมิาณโพรไบโอติิกส์์ที่่�มีชีีวีิติสููงเพีียงพอในผลิิตภััณฑ์ ์

ซึ่่�งต้้องไม่่น้้อยกว่่า 106 CFU/ml [10] ซึ่่�งโพรไบโอติิกส์์

จะมีีประสิิทธิิภาพดีีขึ้้�นเมื่่�อมีีอาหารที่่�เหมาะสม นั่่ �นคืือ

สารประกอบกลุ่่�มพรีีไบโอติิกส์์ซ่ึ่�งเป็็นสารประกอบกลุ่่�ม

โพลีีแซคคาไรด์์ที่่�ไม่่ถููกย่่อยในทางเดิินอาหารของมนุุษย์์ 

ซ่ึ่�งมีีรายงานถึึงประสิิทธิิภาพของแป้้งข้้าวดััดแปลงว่่ามีี

คุุณสมบััติเิป็น็พรีไีบโอติกิส์แ์ละสามารถส่งเสริมิการเจริญ
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ของเชื้้�อ L. acidophilus และ Bifidobacterium 

animalis ได้้ [11] อีกทั้้�งมีีรายงานว่่าแป้้งข้้าวดััดแปลง

สามารถส่ง่ผลต่อ่การรอดชีวีิติของโพรไบโอติกิส์ส์ายพันัธุ์์� 

L. casei, Levilactobacillus brevis และ La. 

plantarum เมื่่�อใช้้ร่่วมกัับวิิธีีการห่่อหุ้้�มเซลล์์ได้้ [12]

ในงาน วิิจัั ยนี้้� มีี ความสนใจในการพััฒนา 

ผลิิตภััณฑ์์โพรไบโอติิกส์์ในรููปแบบขนมคืือเยลลี่่� โดยมีี 

การเสริิมพรีีไบโอติิกส์์จากแป้้งข้้าวดััดแปลงและผสม 

ข้้าวหมากที่่�ผลิิตขึ้้�นจากหััวเชื้้�อบริิสุุทธิ์์�ที่่�แยกได้้ เพื่่�อให้้

เป็็นผลิิตภััณฑ์์เยลลี่่�ซิินไบโอติิกส์์ผสมข้้าวหมากที่่�รัับ

ประทานได้้ทั้้�งเด็็กและผู้้�ใหญ่่ ข้าวหมากเป็็นการหมัักของ

จุุลิินทรีีย์์ที่่�สามารถเปลี่่�ยนแป้้งเป็็นน้้ำตาล  และมีี

จุุลิินทรีีย์์อีีกกลุ่่�มที่่� เปลี่่�ยนน้้ำตาลที่่� เ กิิดขึ้้�นให้้เป็็น

แอลกอฮอล์์ในระดัับต่่ำ [13, 14] ในการทำข้้าวหมาก 

ที่่�ใช้้หััวเชื้้�อทางการค้้าพบปััญหาคืือปริิมาณเชื้้�อสำคััญ 

ในข้้าวหมากมีีปริิมาณที่่�ไม่่แน่่นอน และอาจปนเปื้้�อน

จุลุินิทรียี์อ์ื่่�นที่่�ไม่เ่หมาะสมทำให้ข้้า้วหมากเน่า่เสียี ดังันั้้�น

หากเตรีียมหััวเชื้้�อสำหรัับผลิิตข้้าวหมากได้้เองจะช่่วยให้้

รัักษาคุุณภาพผลิิตภััณฑ์์ข้้าวหมากได้้ในทุุกรอบของการ

ผลิิต ในงานวิิจััยนี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อคััดแยกยีีสต์์และ

ราจากลููกแป้ง้ข้า้วหมากเพื่่�อทำหัวัเชื้้�อบริสิุทุธิ์์�ในการผลิติ

ข้้าวหมาก และการประยุุกต์์ใช้้ข้้าวหมากในการพััฒนา

ผลิิตภััณฑ์์อาหารเพื่่�อสุุขภาพจากโพรไบโอติิกส์์และ 

พรีีไบโอติิกส์์ในรููปแบบผลิิตภััณฑ์์เยลลี่่� รวมศึึกษา 

การรอดชีีวิิตของโพรไบโอติิกส์์ในเยลลี่่�ซิินไบโอติิกส์์ 

ที่่�มีีข้้าวหมากเป็็นส่่วนผสม 

2. อุุปกรณ์์และวิิธีีการศึึกษา
2.1 การแยกเชื้้�อยีีสต์์และราจากลููกแป้้งข้้าวหมาก 

ลููกแป้้งข้้าวหมากในการศึึกษานี้้�รวบรวมมาจาก

ตลาดใน 11 จัังหวััด ป ระกอบด้้วย กำแพงเพชร 

สุุพรรณบุุรีี อ่ างทอง สมุุทรสาคร ราชบุุรีี ปทุ ุมธานีี  

ศีีรสะเกษ ข อนแก่่น หนองคาย สุ ุราษฎร์์ธานีี และ

สกลนคร ในการแยกเชื้้�อยีีสต์์และรา ทำโดยนำตััวอย่่าง

ลููกแป้้งข้้าวหมากมาจำนวน 10 กรััม ใส่่ลงใน Normal 

saline solution (0.85% NaCl; NSS) ปริ ิมาตร  

90 มิ ิลลิิลิิตร และทำการเจืือจางและนำความเจืือจาง 

ที่่�เหมาะสมมาเกลี่่�ย (spread) ลงในอาหาร Rose Bengal 

chloramphenicol agar บ่มที่่�อุุณภููมิ 28 ºC เป็็นเวลา 

5 วั ัน จ ากนั้้�นเลืือกโคโลนีีของยีีสต์์และราที่่�แตกต่่างกััน

มาเพาะเลี้้�ยง ในอาหาร Potato Dextrose agar (PDA, 

Himedia, india) และเก็็บเชื้้�อบริิสุุทธิ์์�ในกลีีเซอรอล 

ร้้อยละ 20 ที่่�ตู้้� -80 ºC สำหรัับใช้้ศึึกษาต่่อ 

2.2 ตรวจสอบกิิจกรรมเอนไซม์์ในการย่่อยแป้้ง

ยีีสต์์ที่่�ถููกเลืือกมาศึึกษาต่่อคืือไอโซเลต YKa22f 

และ YCh02a ส่วนราคืือไอโซเลต MA22d และ MSri30a 

เลี้้�ยงใน Potato Dextrose broth (PDB, Himedia, 

india) บ่ม่เป็น็เวลา 48 ชั่่�วโมง ที่่�รอบเขย่า่ 150 rpm เมื่่�อ

ครบเวลานำไปปั่่�นเหวี่่�ยงที่่� 6000 rpm เป็็นเวลา 10 นาทีี 

ที่่�อุุณหภููมิ 4 ºC (MPW- 352R, Gibthai, Bangkok, 

Thailand) เพื่่�อเก็็บส่่วนใสไว้้เพื่่�อศึึกษาการผลิิตเอนไซม์์

วิิธีีการศึึกษากิิจกรรมของเอนไซม์์อะไมเลส โดย

การตรวจหา reducing sugar] จ ากการย่่อยสลายแป้้ง 

เริ่่�มจากนำส่่วนใสของน้้ำเลี้้�ยงจุุลิินทรีีย์์ที่่� เตรีียมไว้้

ปริิมาตร 0.5 มิ ลลิิลิิตร ผสมกัับ 0.1 M phosphate 

buffer (pH 6.0) ปริิมาตร 4.5 มิิลลิิลิิตร และ soluble 

starch (1 %) ปริิมาตร 2 มิิลลิลิิตร บ่มใน water bath 

อุุณหภููมิ 30 ºC เป็็นเวลา 30 นาทีี [15] จากนั้้�นนำมา 

ปั่่�นเหวี่่�ยงเพื่่�อเก็็บส่่วนใสแล้้วนำไปตรวจหา reducing 

sugar ด้วยวิิธีี Dinitrosalicylic acid (DNS) method 

[16] โดยเปรีียบเทีียบกัับค่่ามาตรฐาน เพื่่�อหาปริิมาณ 

reducing sugar ในสารสกััดโดยใช้้น้้ำตาลกลููโคสที่่�ความ

เข้้มข้้น 0, 200, 250, 300, 350 และ 400 ไมโครกรััมต่่อ

มิิลลิิลิิตร กำหนดให้้ 1 หน่่วย (Unit, U) คืือปริิมาณของ

เอนไซม์์ที่่�ทํําให้้เกิิด 1 ไมโครโมล ของ reducing sugar 

จากการย่่อยสารละลาย soluble starch (1%) ในเวลา 

1 นาทีี ภายใต้้สภาวะที่่�กำหนด 

ในการตรวจสอบกิิจกรรมการสร้้างเอนไซม์์ 

กลููโคอะไมเลส โดยราและยีีสต์์ไอโซเลตที่่�ย่่อยแป้้งได้้นำ

มาศึึกษาการสร้้างเอนไซม์์กลููโคอะไมเลส โดยเลี้้�ยง 
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ในอาหาร PDB บ่่มแบบเขย่่าที่่� 150 rpm นำส่่วนใสของ

น้้ำเลี้้�ยงจุุลิินทรีีย์์ ปริ มาตร 1.0 มิ ลลิลิิตร เติิมลงใน 

soluble starch (1%) ปริ ิมาตร 5.0 มิ ิลลิิลิิตร บ่ ่มใน 

water bath อุุณหภููมิิ 30 ºC เป็็นเวลา 60 นาทีี จากนั้้�น

เติมิสารละลาย NaOH (1 mol/L) ปริมาตร 0.3 มิลลิลิติร 

ปรับให้้เป็็น 10 มิ ิลลิิลิิตร ด้ ้วยน้้ำกลั่่�น จ ากนั้้�นนำไป 

ตรวจสอบปริิมาณ reducing sugar  ด้วยวิิธีี Fehling’s 

test [15] กำหนดให้้ 1 หน่่วย คือปริิมาณของเอนไซม์์ 

ที่่�ทํําให้้เกิิด 1 ไมโครโมล ของ reducing sugar จากการ

ย่่อยสารละลาย soluble starch (1%) ในเวลา 1 นาทีี 

ภายใต้้สภาวะที่่�กำหนด

2.3 การจำแนกยีีสต์์และรา

การจำแนกยีีสต์์ใช้ก้ารศึึกษาลักัษณะทางสััณฐาน

วิิทยาและยืืนยัันด้้วยเทคนิิคอณููพันธุุศาสตร์์ โดยสกััด

ดีเีอ็น็เอ ด้ว้ยชุดุสกัดัและเพิ่่�มปริมิาณดีเีอ็น็เอในตําํแหน่ง่ 

D1/D2 ข อง 26s rDNA gene ด้ ้วยไพร์์เมอร์์ NL-1 

(5’-GCATATCAATAAGCGGAG GAAAAG-3’) and NL4 

(5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) [17] โดย 

วิิธีี polymerase chain reaction (PCR) ตรวจสอบ

ขนาดด้้วยเทคนิิคอิิเล็็กโทรโฟรีีซิิส (electrophoresis) 

ก่่อนนำไปวิิเคราะห์์ลํําดัับนิิวคลีีโอไทด์์ ในขณะที่่� 

ราจำแนกด้้วยลัักษณะทางสััณฐานวิิทยา โดยเพาะเลี้้�ยง

ราด้้วยเทคนิิค slide culture นำไปศึึกษาภายใต้้

กล้้องจุุลทรรศน์์ จ ากนั้้�นศึึกษาต่่อด้้วยเทคนิิคอณูู 

พัันธุุศาสตร์์โดยสกััดดีีเอ็็นเอด้้วยวิิธีี Cetyl Trimethyl 

Ammonium Bromide (CTAB method) ทำการ 

ตรวจสอบคุุณภาพดีีเอ็็นเอด้้วยเทคนิิคอิิเล็็กโทรโฟรีซิิส 

จากนั้้�นเพิ่่�มปริมิาณดีีเอ็น็เอบริิเวณ ITS1-5.8S-ITS2 โดย

ใช้ไ้พร์เ์มอร์ ์ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) 

และ ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) ด้ ้วย

วิิธีี PCR [18] จากนั้้�นนํําลํําดัับ นิวคลีีโอไทด์์ของทั้้�งยีีสต์์

และรามาระบุุสปีีชีีส์์ โดยนำลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ไป 

เปรียีบเทียีบความเหมือืนกับัยีสีต์ห์รือืราร่ว่มกับัสายพันัธุ์์�

อื่่�น ๆ ในฐานข้้อมููล GenBank ของ National Center 

for Biotechnology Information (NCBI) โดยใช้้

โปรแกรม Nucleotide Blast และนำไปสร้้าง 

phylogenetic tree ด้้วยโปรแกรม MEGA 7 [19] 

2.4 การทำลููกแป้้งข้้าวหมากจากเชื้้�อบริิสุุทธิ์์�ที่่�คััดแยก

ได้้  

เชื้้�อ ยีีสต์์และราที่่� ใช้้ ในการผลิิตลููกแป้้งใน 

การศึึกษานี้้�  ป  ระกอบดััวยราไอโซเลต MA22d และ 

MSri30a และยีีสต์์ไอโซเลต YKa22f และ YCh02a โดย

เลี้้�ยงเชื้้�อในอาหารที่่�เหมาะสมให้้เจริญิอย่่างสมบููรณ์์ จาก

นั้้�นปรัับเซลล์ยีีสต์์ให้้เข้้มข้้น 108 เซลล์ต่่อมิิลลิลิิตร และ 

สปอร์์ราให้้เท่่ากับั 108 สปอร์์ต่่อมิลิลิลิิิตร แล้้วนำมาเตรียีม

ลููกแป้้งโดยใช้้เป็็นเชื้้�อผสม เริ่่�มจากนำแป้้งข้้าวเจ้า้มาร่่อน

ด้้วยตะแกรงร่่อน เพื่่�อไม่่ให้้แป้้งข้้าวเจ้้าจัับตััวเป็็นก้้อน  

ต่่อมาเตรีียมสมุุนไพร ได้้แก่่ ข่ า (2.5%) ขิ ิง (2.5%) 

กระเทีียม (2.5%) ชะเอม (2.5%) พริกิไทย (0.7%) และดีีปลีี 

(0.7%) ผสมสมุุนไพรที่่�อััตราส่่วนดัังกล่่าวแล้้วนำไปนึ่�ง 

ฆ่่าเชื้้�อ ที่่ �อุุณหภููมิ 121 ºC เป็็นเวลา 15 นาทีี  

ผสมเครื่่�องสมุุนไพรคลุุกเคล้้ากัับแป้้งที่่�ร่่อนเตรีียมไว้้ให้้

เข้า้กันั แล้้วจึึงใส่ห่ัวัเชื้้�อจุุลินิทรียี์ล์งไปที่่�ร้อ้ยละ 5 ผสมให้้

เข้้ากััน ตามด้้วยน้้ำกลั่่�นปลอดเชื้้�อโดยนวดแป้้งไปเติิมน้้ำ

ไปเพื่่�อไม่่ให้้แป้้งเหลวเกิินไป  สามารถปั้้�นก้้อนแป้้งได้้  

นำก้้อนแป้้งไปอบที่่�อุุณหภููมิ 55 ºC จนลููกแป้้งแห้้งและ

เก็็บไว้้ศึึกษาต่่อ  

2.5 การทำข้้าวหมากจากลููกแป้้งที่่�เตรีียมจากกล้้าเชื้้�อ

บริิสุุทธิ์์� 

ในการศึึกษานี้้�จะใช้้ลููกแป้้งข้้าวหมากที่่�พััฒนา 

ขึ้้�นมาเตรีียมข้้าวหมาก เริ่่�มจากการนำข้้าวเหนีียว 

สายพัันธุ์์� กข. 6 ที่่�ผ่่านการน่ึ่�งให้้สุกุแล้้วและปล่อยให้้เย็็น 

จากนั้้�นนำมาล้้างยางข้้าวออก ด้ ้วยน้้ำต้้มสุุกที่่�เย็็นแล้้ว 

และนำข้้าวเหนีียวที่่�เตรีียมไว้้มาคลุุกด้้วยลููกแป้้งที่่�ความ

เข้ม้ข้น้ ร้อ้ยละ 0.3 และบรรจุลุงในภาชนะ ปิดิฝาให้้สนิทิ 

นำไปบ่่มที่่�อุุณหภููมิิห้้อง (30-35 ºC) เป็็นเวลา 3 วั น  

เพื่่�อให้้ได้้ข้้าวหมากสำหรัับนำไปใช้้ศึึกษาต่่อ โดย 

ข้้าวหมากที่่�ทำขึ้้�นทำการวิิเคราะห์์ค่่ากิิจกรรมต้้าน 

อนุุมููลอิสระ (DPPH method) ตามวิิธีีของ Ding et al. 

[20] ตรวจแอลกอฮอล์์ด้้วย Ebulliometer (Dujardin-
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Salleron, Alcohol Burner, France) ตรวจของแข็็ง

ทั้้�งหมด (total solid) ด้ วย Atago Master-53M 

refractometer (Atago Co., Ltd., Fukuoka, Japan) 

วัดัค่่าความเป็็นกรด-ด่่าง (pH) ด้วย pH meter (Mettler 

Toledo, SevenEasy, Switzerland) และตรวจ 

โคลิิฟอร์์มด้้วยวิธิีี MPN method 

2.6 การเตรีียมแป้้งข้้าวดัดแปลง

แป้้งข้้าวดัดแปลงในการทดลองนี้้�เตรีียมโดยใช้้

ข้้าวสายพัันธุ์์�ขาวดอกมะลิิ 105 เตรีียมตามวิิธีีของ 

Almeida et al. [21] โดยแช่่ข้้าวในสารละลายโซเดีียม

เมแทไบซััลไฟต์์ (sodium metabisulfite; Na2S2O5) 

ร้้อยละ 0.2 ที่่�อััตราส่่วน 1:2 (w/v) เป็็นเวลา 12 ชั่่�วโมง 

เมื่่�อครบเวลาเทสารละลายทิ้้�งและล้้างข้้าวต่อด้้วยน้้ำกลั่่�น 

2 รอบ นำข้้าวไปปั่่�นร่่วมกัับน้้ำกลั่่�น (อัตัราส่ว่น 1:2; w/v) 

ด้้วยเครื่่�องปั่่�นจนละเอีียด กรองเอาสารละลายแป้้ง นำ

น้้ำแป้้งที่่�ได้้มาย่่อยโดยการเติิมเอนไซม์์แอลฟาอะไมเลส 

(Sigma-Aldrich, USA) ที่่�ความเข้ม้ข้น้ 2 unit/g pH 8.0 

บ่่มที่่� 35 ºC เป็็นเวลา 10 ชั่่�วโมง จากนั้้�นนำไปให้้ความ

ร้้อนที่่� 121 ºC เป็็นเวลา 10 นาทีี และนำไปอบที่่�ตู้้�อบ

อุุณหภููมิ 55 ºC จ นกระทั่่�งแห้้ง และนำแป้้งไปบดและ

ร่่อนผ่่านตะแกรงขนาด 100 เมช เรีียก modified rice 

starch (MS) เก็็บในที่่�แห้้งและไม่่มีีแสงเพื่่�อใช้้ในการ

ทดลองต่่อไป

2.7 การทำเยลลี่่�ซิินไบโอติิกส์์ผสมข้้าวหมาก 

2.7.1 การเตรียมแบคทีีเรีียโพรไบโอติิกส์์ใน

การทำเยลลี่่� 

แบคทีีเรีียโพรไบโอติิกส์์สายพัันธุ์์�ที่่�ใช้้ในการ

ศึึกษานี้้�คืือ La. plantarum BL60a [7] เลี้้�ยงในอาหาร 

de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) broth 

(BioMerieux, France) นำไปบ่มที่่�อุุณหภููมิ 35 ºC เป็็น

เวลา 24 ชั่่ �วโมง จ ากนั้้�นนำไปปั่่�นเหวี่่�ยงที่่�ความเร็็วรอบ 

6000 rpm เป็็นเวลา 10 นาทีี ที่่�อุุณหภููมิิ 4 ºC เพื่่�อเก็็บ

รักัษาเซลล์แ์ละทำการเจือืจางด้ว้ย NSS จากนั้้�นนำไปวัดั

ค่า่ความขุ่่�น และปรับัให้มี้ีค่า่ความขุ่่�น OD
600

 เท่า่กับั 2.0 

(1 x 1010 CFU/ml) เพื่่�อนำไปใช้้ในการทดลองต่่อไป

2.7.2 การทำเยลลี่่�ซินิไบโอติกิส์ผ์สมข้า้วหมาก 

การทำเยลลี่่�ซิินไบโอติิกส์์ผสมข้้าวหมากในการ

ศึึกษานี้้� ดััดแปลงมาจากวิิธีีของ Miranda et al. [22] มีี

องค์์ประกอบของสููตรต่่าง ๆ ดัังแสดงใน Table 1 เริ่่�ม

จากผสมน้้ำและเจลลาติินจากนั้้�นละลายด้้วยความร้้อน 

ที่่�อุุณหภููมิ 60 ºC เป็็นเวลา 15 นาทีี ตามด้้วยการเติิม

น้้ำตาลซููโครส น้้ำเชื่่�อมกลููโคส กรดซิิติิก ข้้าวหมากและ

พรีีไบโอติิกส์์ ได้้แก่่ อิ นนููลิิน ฟรุ ุกโตโอลิิโกแซคคาไรด์์ 

(fructo-oligosaccharides, FOS) และ MS ผสมให้้เข้้า

กัันแล้้วนำไปสเตอริิไลส์์ ที่่ �อุุณหภููมิิ 110 ºC เป็็นเวลา  

10 นาทีี ปล่อยให้้อุุณหภููมิลดลงประมาณ 45 ºC ก่อน

เติิมเซลล์แขวนลอยโพรไบโอติิกส์์ กวนให้้เข้้ากัันและเท

ลงแม่่พิิมพ์์ ว างที่่�อุุณหภููมิห้้อง 30 นาทีี ก่ อนเก็็บที่่�

อุณุหภููมิ 4 ºC เป็น็เวลา 8 ชั่่�วโมง เพื่่�อให้้ได้้รููปแบบที่่�แข็ง็

แบบเจลก่อนนำไปศึึกษาต่่อ  

2.8 การศึึกษาการรอดชีีวิตของโพรไบโอติิกส์์ในเยลลี่�

เมื่่�อผ่่านสภาวะจำลองของทางเดิินอาหาร

นำเยลลี่่�แต่่ละสููตรมา 1 กรััม ล ะลายใน NSS  

ปริมาตร 1 มิิลลิลิิตร จากนั้้�นเตรีียม simulated gastric 

fluid (SGF, pepsin 0.3%; Sigma-Aldrich, USA), pH 

2.0 ตามวิธิีีของ Huang & Adam [23] ใส่่ตััวอย่่างเยลลี่่�

ที่่�เตรียีมไว้ล้งใน SGF ปริมิาตร 9 มิลลิลิิติร บ่ม่ที่่�อุณุหภููมิิ 

37 ºC เป็็นเวลา 4 ชั่่�วโมง โดยทุุก 1 ชั่่�วโมง นำตััวอย่่าง

ปริมิาตร 1 มิลลิลิติร ออกมาตรวจนับเชื้้�อด้้วยวิธีิี spread 

plate technique บนอาหาร MRS ผสม CaCO
3
 ที่่�ร้้อยละ 

0.5 (MRS- CaCO
3
) หลัังจากนั้้�นนำตััวอย่่างไป 

ปั่่�นเหวี่่�ยง (6000 rpm, 4 ºC, 10 นาทีี) เพื่่�อเก็็บตััวอย่่าง

และใส่่ลงในสารละลาย simulated intestinal fluid 

(SIF, pancreatin 0.1%, bile salt 0.3%; Sigma-

Aldrich, USA), pH 8.0 บ่มเป็็นเวลา 3 ชั่่�วโมง จากนั้้�น

ตรวจการรอดชีีวิิตของโพรไบโอติิกส์์ด้้วยวิิธีี spread 

plate technique บนอาหาร MRS- CaCO
3
 และรายงาน

ผลเป็็นร้้อยละการรอดชีีวิิต 

ร้้อยละการรอดชีวีิติ = (log จำนวนเซลล์รวมหลััง

ทดสอบที่่�เวลาต่่างๆ ÷ log จำนวนเซลล์เริ่่�มต้้น) x 100
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Table 1  The composition of gummy candy with the addition of the prebiotic.

Compositions Treatments

GL01 GL02 GL03 GL04

Gelatin (g) 10 10 10 10

Water (ml) 20 20 20 20

Sucrose (g) 11 11 11 11

Glucose syrup (g) 24 24 24 24

Citric acid (g) 2 2 2 2

La. plantarum BL60a (1 x 1010 CFU/ml) 2 2 2 2

Inulin (g) 0 2 0 0

FOS (g) 0 0 2 0

Modified rice starch (g) 0 0 0 2

Khao-mak (g) 30 30 30 30

2.9 การศึึกษากิิจกรรมต้้านอนุุมููลอิสระของเยลลี่่�	

ซิินไบโอติิกส์์ 

การตรวจกิจกรรมต้้านอนุุมููลอิิสระของเยลลี่่�

ซิินไบโอติิกส์์สููตรต่่าง ๆ ตรวจตามวิิธีีของ Ding et al. 

[20] โดยเตรีียมตััวอย่่างก่่อนวิิเคราะห์์ด้้วยการนำเยลลี่่�

มา 1 กรััม ผสมกัับแอลกอฮอล์์ร้้อยละ 95 จากนั้้�นนำไป

ปั่่�นเหวี่่�ยงเพื่่�อเก็็บส่่วนใสไว้ใ้ช้ ้ในการศึึกษานี้้�ใช้ส้ารละลาย 

2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-

Aldrich, USA) ที่่�ความเข้ม้ข้้น 0.2 mM ซึ่่�งทำการละลาย

ในเอทานอล (Merck, Germany) ร้อ้ยละ 95 ในส่ว่นของ

ขั้้�นตอนการทดสอบใช้้ตััวอย่่าง ปริมาตร 50 ไมโครลิิตร 

ใส่่ลงในแต่่ละหลุุมของ 96-well microtiter plate 

(Nunc, Thermo Scientific, Denmark) และเติิม

สารละลาย DPPH ปริมาตร 150 ไมโครลิิตร ในขณะที่่� 

blank จะใช้้ PBS ปริิมาตร 50 ไมโครลิิตร จากนั้้�นตั้้�งไว้้

ในที่่�มืืดเป็็นเวลา 30 นาทีี นำไปวััดค่่าดููดกลืืนแสงที่่� 517 

นาโนเมตร (SPECTROstar Nano, BGM LABTECH, 

Germany) แล้้วนำมาคำนวณค่่า Scavenging effect 

(%) โดยในการทดสอบจะใช้้ Trolox (6-hydroxy-

2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid; 

Sigma-Aldrich, USA) ที่่�ความเข้้มข้้น 50 mM เป็็นสาร

มาตรฐานในการเปรีียบเทีียบ

มีสีููตรดังันี้้� Antioxidant (%) = [(A control - A 

sample) ÷ A control] × 100 

745-66-.indd   110745-66-.indd   110 14/7/2566 BE   15:1814/7/2566 BE   15:18



111

ปีที่ 31 ฉบับที่ 3 พฤษภาคม-มิถุนายน 2566	 วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

2.10 การศึึกษา shelf life ของโพรไบโอติิกส์์ในเยลลี่่�

ซิินไบโอติิกส์์ผสมข้้าวหมาก 

เยลลี่่�ทั้้�ง 4 สููตร เก็บ็ที่่�อุณุหภููมิห้อ้ง (25 ºC) เป็น็

เวลา 60 วั น โดยทุุก 10 วั น ตรวจการรอดชีีวิิตของ 

โพรไบโอติิกส์์ในเยลลี่่�แต่่ละสููตรด้้วยวิิธีี spread plate 

technique บนอาหาร MRS - CaCO3 บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ  

35 ºC ตรวจนับโคโลนี และรายงานผลเป็็น log CFU/g 

เยลลี่่� 

2.11 สถิิติิในการวิิจััย

ทุุกการทดลองทำสามซ้้ำ และวิิเคราะห์์ความ

แปรปรวนแบบทางเดีียว  (One Way Analysis of 

Variance: ANOVA) หาความแตกต่่างระหว่่างค่่าเฉลี่่�ย

ด้้วยวิิธีี Duncan New Multiple Range Test (DMRT) 

ที่่�ความเชื่่�อมั่่�นร้้อยละ 95 

3. ผลการวิิจััย
3.1 ผล การแยกเชื้้�อและจำแนกเชื้้�อจากลููกแป้้งข้้าว

หมาก

จากการคััดเลืือกเชื้้�อและศึึกษาคุุณลัักษณะที่่�

เหมาะสมเพื่่�อใช้้พััฒนาลููกแป้้งข้้าวหมาก โดยได้้ 

แยกเชื้้�อจากจัังหวััดกำแพงเพชร สุ พรรณบุุรีี อ่ ่างทอง 

สมุุทรสาคร ราชบุุรีี ปทุ มธานีี ศี ีรสะเกษ ข อนแก่่น 

หนองคาย สุราษฎร์์ธานีี และสกลนคร จำนวนทั้้�งสิ้้�น 30 

ตััวอย่่าง แยกเชื้้� อยีีสต์์ ได้้จำนวน 96 ไอโซเลต  

และรา จำนวน 41 ไอโซเลต 

ผลการจำแนกยีีสต์์และราสายพัันธุ์์�ที่่�ถููกเลืือก 

มาศึึกษาต่่อ โดยพิิจารณาจากคุุณสมบััติิในการผลิิต 

เอนไซม์อ์ะไมเลสและกลููโคอะไมเลสที่่�สููง รวมถึึงการผลิิต

แอลกอฮอล์์ในระดับัต่่ำ ยีสต์ท์ี่่�ถููกคัดัเลือืกเพื่่�อนำไปศึึกษา

ต่่อคืือไอโซเลต YKa22f และ YCh02a ผลการจำแนก 

ใกล้เ้คียีงสายพัันธุ์์� Saccharomycopsis oxydans และ 

Wickerhamomyces lynferdii ตามลำดัับ และรา 

ไอโซเลตที่่�คััดเลืือกไปใช้้ศึึกษาต่่อคืือ MA22d และ 

MSri30a ซึ่�งใกล้้เคีียงกัับราสายพัันธุ์์� Aspergillus flavus 

และ A. oryzae ตามลำดัับ 

3.2 ผลการตรวจสอบกิิจกรรมเอนไซม์์ในการย่่อยแป้้ง

ของยีีสต์์และรา 

นำยีีสต์์ (96 ไอโซเลต) และรา (41 ไอโซเลต) ที่่�

แยกได้้จากลููกแป้้งข้้าวหมาก มาตรวจสอบกิิจกรรมใน

การสร้้างเอนไซม์์ย่่อยแป้้ง คื อเอนไซม์์อะไมเลสและ 

กลููโคอะไมเลส โดยเริ่่�มจากการศึึกษาเอนไซม์์อะไมเลส 

พบมียีีสีต์แ์ละราที่่�สร้า้งเอนไซม์อ์ะไมเลส จำนวน 31 และ 

21 ไอโซเลต ตามลำดัับ โดยไอโซเลตที่่�มีีกิิจกรรมการ

สร้า้งเอนไซม์ท์ี่่�สููงแสดงใน Figure 1 พบกิจิกรรมของการ

สร้้างเอนไซม์์อะไมเลสของยีีสต์์อยู่่�ระหว่่าง 125.86-

147.50 unit/ml (ไอโซเลต YKa22f ผลิิตสููงสุุดที่่� 147.50 

unit/ml) และราผลิิตเอนไซม์์อะไมเลสระหว่่าง 108.13-

159.41 unit/ml (ไอโซเลต MA22d ผลิิตสููงสุุดที่่� 159.41 

unit/ml) และพบว่่ามีียีีสต์์จำนวน 26 ไอโซเลต และรา

จำนวน 22 ไอโซเลต ที่่ �สร้้างเอนไซม์์กลููโคอะไมเลส 

(Figure 1) โดยยีีสต์์ผลิิตเอนไซม์์กลููโคอะไมเลสอยู่่�

ระหว่่าง 120.26-142.44 unit/ml (ไอโซเลต YKa22f 

ผลิิตสููง สุุดที่่�  142.44 unit/ml) ข ณะที่่� ราผลิิต 

กลููโคอะไมเลสอยู่่�ระหว่่าง 120.90-155.94 unit/ml  

(ไอโซเลต MSri30a ผลิิตสููงสุุดที่่� 155.94 unit/ml) 

3.3 ผลการทำข้้าวหมากจากเชื้้�อบริิสุุทธิ์์�ที่่�คััดแยกได้้ 

ข้้าวหมากจากเชื้้�อบริิสุุทธิ์์�ที่่�คััดแยกได้้ เมื่่�อใช้้

ความเข้้มข้้นของลููกแป้้งที่่�ร้้อยละ 3 และหมัักเป็็นเวลา 

48 ชั่่�วโมง พบว่า่ข้า้วหมากมีค่ี่าความเป็น็กรด-ด่า่ง ที่่� pH 

4.437 มีแีอลกอฮอล์์ที่่�ร้อ้ยละ 0.45 และมีีค่า่ของแข็ง็รวม 

(total solid) ที่่�ร้้อยละองศาบริกิซ์์ในข้้าวหมาก คือื 40.98 

และมีีกิิจกรรมต้้านอนุุมููลอิิสระที่่�ร้้อยละ 40.55 อี ีกทั้้�ง 

ข้้าวหมากที่่�ทำขึ้้�นไม่่มีีการปนเป้ื้�อนของโคลิิฟอร์์ม จึึ ง

เหมาะสมต่่อการนำไปใช้้ไปผลิิตเยลลี่่�ในการศึึกษาต่่อไป 
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Figure 1 	Amylase and glucoamylase activities from yeast and mold isolated from look-pang-khao-

mak Results show the average values of three replicates ± standard error. Different 

lowercase letters indicate significant differences between treatments at p < 0.05.  

3.4 ผล การศึึกษาการรอดชีีวิตของโพรไบโอติิกส์์ใน	

เยลลี่่�ซิินไบโอติิกส์์ผสมข้้าวหมากหลัังผ่่านสภาวะใน

ทางเดิินอาหาร  

การรอดชีวิีิตของโพรไบโอติกิส์์ในเยลลี่่�ซินิไบโอติกิส์์ 

หลัังทดสอบในสภาวะของทางเดิินอาหาร แสดงใน 

Figure 2 เมื่่�อทดสอบในสภาวะของทางเดิินอาหาร โดย

เริ่่�มจากกระเพาะเป็็นเวลา 3 ชั่่�วโมง พบการรอดชีีวิิตเชื้้�อ

โพรไบโอติิกส์์อยู่่�ระหว่่างร้้อยละ 82.98-96.28 (สููตรที่่�มีี

แป้้งดััดแปลงรอดชีีวิิตสููงกว่่าสููตรอื่่�นอย่่างมีีนััยสำคััญ) 

และเมื่่�อศึึกษาการรอดชีีวิิตหลัังผ่่านสภาวะจำลองของ

ลำไส้้ พบการรอดชีีวิิตของโพรไบโอติิกส์์ในเยลลี่่� 

ซิินไบโอติิกส์์ผสมข้้าวหมากอยู่่�ที่่�ร้้อยละ 70.20 - 88.19 

โดยเยลลี่่�ซิินไบโอติิกส์์ที่่�มีีส่่วนผสมของแป้้งข้้าวดััดแปลง 

(GL04) พบมีีการรอดชีีวิิตในลำไส้้สููงกว่่าสููตรอื่่�นอย่่างมีี

นััยสำคััญ (p < 0.05) อยู่่�ที่่�ร้้อยละ 88.19 

3.5 กิ ิจกรรมต้้านอนุุมููลอิิสระของเยลลี่�ซิินไบโอติิกส์์

ผสมข้้าวหมาก 

กิิจกรรมต้้านอนุุมููลอิสระของเยลลี่่�ซิินไบโอติิกส์์

ผสมข้า้วหมากสููตรต่่าง ๆ  แสดงใน Table 2 โดย Trolox 

(50 mM) ที่่ �ใช้้เป็็นสารมาตรฐานมีีกิิจกรรมต้้านอนุุมููล

อิิสระที่่�ร้้อยละ 58.45 ผลการทดลองพบว่่าในผลิิตภััณฑ์์

เยลลี่่�ทุุกสููตรมีีกิิจกรรมต้้านอนุุมููลอิสระในวัันเริ่่�มต้้นอยู่่�

ระหว่่างร้อ้ยละ 31.86 - 32.32 ซึ่่�งเยลลี่่�ซินิไบโอติกิส์์ผสม

ข้้าวหมากทุุกสููตรมีีกิิจกรรมต้้านอนุุมููลอิิสระไม่่แตกต่่าง

กันัอย่่างมีีนัยัสำคัญั (p > 0.05) ในวันัเริ่่�มต้น้ของการเก็บ็ 

และในแต่่ละสููตรเมื่่�อเก็็บเป็็นเวลา 30 วั น พบกิิจกรรม

ต้้านอนุุมููลอิสระอยู่่�ระหว่่างร้้อยละ 31.80 -32.20 เมื่่�อ

เก็็บเป็็นเวลา 60 วั น ที่่ �อุุณหภููมิิห้้อง ในแต่่ละสููตรของ 

เยลลี่่�มีีกิิจกรรมต้้านอนุุมููลอิิสระลดลงเล็็กน้้อยแต่่ 

ไม่่แตกต่่างกัันอย่่างมีีนััยสำคััญจากวัันแรกอยู่่�ที่่�ร้้อยละ 

30.58 – 31.73 
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Figure 2 	Survival of probiotic in synbiotic gummy candy supplemented with khoa-mak after exposed 

in simulated gastric fluid and simulated intestinal fluid. The mean values with different 

lowercase letters indicate significantly different (p < 0.05).

Table 2   Antioxidant activity of synbiotic gummy candy supplemented with khao-mak. 

Treatments
Storage time (day)

0 30 60

GL01 31.86±0.89aA 31.80±1.04aA 30.58±0.94aA

GL02 31.92±0.71aA 31.81±0.19aA 30.84±1.01aA

GL03 32.32±0.58aA 32.14±0.59aA 31.54±1.62aA

GL04 32.24±0.99aA 32.20±0.96aA 31.73±0.90aA

*   The mean values in the same row with different lowercase superscripts are significantly different (p < 0.05).   

**  The mean values in the same column with different uppercase superscripts are significantly different (p < 0.05).  

3.6 ผล การศึึกษาการรอดชีีวิิตของโพรไบโอติิกส์์เมื่่�อ

เก็็บเป็็นเวลา 2 เดืือน 

หลัังเก็็บเยลลี่่�ซิินไบโอติิกส์์ผสมข้้าวหมากที่่�

อุณุหภููมิห้อ้งนาน 2 เดือืน พบว่่าสููตรที่่�มีแีป้้งข้้าวดัดแปลง

เป็น็องค์์ประกอบ (GL04) มีเชื้้�อโพรไบโอติิกส์์รอดชวิติสููง

กว่่าสููตรอื่่�นอย่่างมีีนััยสำคััญ (p < 0.05) โดยพบเชื้้�อที่่� 

7.08 log CFU/g รองลงมาคืือสููตรที่่�มีีพรีีไบโอติิกส์์ FOS 

(GL03) (5.65 log CFU/g) และสููตรที่่�มีีพรีีไบโอติิกส์์ 

อิินนููลิน (GL02) (5.37 log CFU/g) ซึ่ �งมีีปริิมาณเชื้้�อ

โพรไบโอติิกส์์สููงกว่่าสููตรที่่�ไม่่มีีพรีีไบโอติิกส์์ (GL01) 

(3.63 log CFU/g) อย่่างมีีนััยสำคััญ (Figure 3) 
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Figure 3 	Viable cell of probiotic in synbiotic gummy candy supplemented with khao-mak after 60 

days of storage at room temperature. Means at the same sampling day with different 

lowercase letters indicate significantly different (p < 0.05).   

4. วิิจารณ์์ผลการทดลอง
ลููกแป้้งข้้าวหมากคืือแหล่่งของหััวเชื้้�อที่่�ใช้้ใน

การนำมาหมัักกัับข้้าวเพื่่�อให้้ได้้ผลิิตภััณฑ์์ที่่�มีีรสหวาน

และแอลกอฮอล์์ระดัับต่่ำ ซึ่�งข้้าวหมากเป็็นขนมจากการ

หมัักด้้วยจุุลิินทรีีย์์ชนิิดหนึ่่�งของไทยที่่�มีีการทำมาอย่่าง

ยาวนาน ในการหมัักข้้าวหมากขั้้�นตอนแรกคืือการที่่�

จุุลิินทรีีย์์ย่่อยแป้้งเป็็นน้้ำตาล ขั้้�นตอนที่่� 2 คืือจุุลิินทรีีย์์

อีีกกลุ่่�มเปลี่่�ยนน้้ำตาลที่่�เกิิดขึ้้�นเป็็นแอลกอฮอล์์ โดย

จุลุินิทรียี์ท์ี่่�แยกได้ใ้นงานวิจิัยันี้้�ประกอบด้้วยยีสีต์ส์ายพันัธุ์์� 

S. oxydans YKa22f และ W. lynferdii YKa22f และ

ราสายพันัธุ์์� A. flavus MA22d และ A. oryzae MSri30a 

โดยในงานวิิจััยอื่่�น ๆ  ได้้รายงานกลุ่่�มจุุลิินทรีีย์์ที่่�สำคััญใน

ลููกแป้้งสำหรัับทำข้้าวหมาก ในกลุ่่�มยีีสต์์ได้้แก่่ S. 

fibuligera, W. anomalus, Rhodotorula philyla, 

Candida tropicalis, C. rugosa, Issatchenkia 

orientalis และ Saccharomyces cerevisiae ในขณะ

ที่่�กลุ่่�มราในลููกแป้้งข้้าวหมากประกอบด้้วย Rhizopus 

sp., Amylomyces sp., Mucor sp., Penicillium sp., 

Aspergillus sp., Monascus sp. และ Actinomucor 

sp. เป็็นต้้น [13, 14] 

ยีีสต์์และราที่่�เป็็นจุุลิินทรีีย์์หลัักในการหมัักข้้าว

หมาก ต้ ้องมีีคุุณสมบััติิในการย่่อยแป้้งเพื่่�อเปลี่่�ยน 

แป้้งเป็็นน้้ำตาลจากการสร้้างเอนไซม์์อะไมเลสและ 

กลููโคอะไมเลส [14] ซึ่�งในงานวิจิัยันี้้�ได้้ใช้คุ้ณุสมบััติใินการ

สร้้างเอนไซม์์ทั้้�งสองเป็็นคุุณสมบััติิหลัักในการคััดเลืือก

ยีีสต์์และราเพื่่�อนำมาใช้้ทำหััวเชื้้�อบริิสุุทธิ์์�ในการผลิิตข้้าว

หมาก และผลที่่�ได้้จากการทำข้้าวหมากเมื่่�อนำยีีสต์์และ

ราที่่�คััดเลืือกได้้ไปใช้้ผลิิตข้้าวหมาก พบว่่าข้้าวหมากที่่�

ผลิิตขึ้้�นมีีค่่าความเป็็นกรด-ด่่าง ที่่ �  pH 4.437 มี

แอลกอฮอล์์ที่่�ร้้อยละ 0.45 และมีีค่่าของแข็็งรวม ที่่ � 

ร้้อยละองศาบริิกซ์์ในข้้าวหมาก คืือ 40.98 ซึ่่�งอยู่่�ในช่่วง

มาตรฐานข้า้วหมากของมาตรฐานผลิติภััณฑ์ช์ุมุชน (มผช. 

162/2546) ที่่ �ได้้ระบุุถึึงคุุณลัักษณะที่่�ต้้องการของ

ผลิิตภััณฑ์์ข้้าวหมากในด้้านแอลกอฮอล์์ ค่ ่ากรด-ด่่าง 

ของแข็็งที่่�ละลายได้้ทั้้�งหมด และด้้านจุุลิินทรีีย์์ใน 

ข้้าวหมาก    

การรอดชีวีิติของโพรไบโอติกิส์ ์La. plantarum 

BL60a ในเยลลี่่�ซิินไบโอติิกส์์ผสมข้้าวหมาก เมื่่�อผ่่าน
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สภาวะของทางเดิินอาหารในสููตรที่่�มีีแป้้งข้้าวดััดแปลง 

พบเชื้้�อรอดชีีวิิตสููงถึึงร้้อยละ 88.19 ซึ่ ่�งสููงกว่่าสููตรอื่่�น

อย่า่งมีนีัยัสำคัญั โดยในงานของ Ashwar et al. [12] พบ

ว่า่เมื่่�อใช้แ้ป้ง้ข้า้วดัดัแปลงในกระบวนการหุ้้�มเซลล์ช่ว่ยให้้

โพรไบโอติิกส์ ์L. casei, Le. brevis และ La. plantarum 

รอดชีีวิิตได้้สููง และในงานของ Feng et al. [6] ที่่�พบว่่า

โพรไบโอติิกส์์ La. plantarum YC-5 ในเยลลี่่�ที่่�มีีส่่วน

ผสมของพรีีไบโอติิกส์ท์ี่่�สกััดได้จ้ากเห็็ดสามารถช่วยให้เ้ชื้้�อ

รอดชีีวิิตได้้สููงเมื่่�อทดสอบในสภาวะของทางเดิินอาหาร 

จากข้้อมููลเหล่่านี้้�จึึงสามารถบ่่งชี้้�ได้้ว่่าการเลืือกใช้้สาร

ประกอบพรีีไบโอติิกส์์ที่่�เหมาะสมต่่อโพรไบโอติิกส์์ใน

ผลิิตภััณฑ์์จะช่่วยส่่งเสริิมให้้โพรไบโอติิกส์์รอดชีีวิิตใน 

ทางเดิินอาหารได้้ดีี ดั ังผลจากงานวิิจััยนี้้�พบว่่าแป้้งข้้าว

ดััดแปลงเป็็นพรีีไบโอติิกส์์ที่่� เหมาะสมต่่อแบคทีีเรีีย 

โพรไบโอติิกส์์สายพัันธุ์์�นี้้�และช่่วยให้้รอดชีีวิิตได้้สููง 

เมื่่�อผ่่านสภาวะในทางเดิินอาหาร 

สารอนุุมููลอิิสระ (reactive oxygen species, 

ROS) ตั วอย่่างเช่่น ไฮโดรเจนเปอร์์ออกไซด์์ 

ขRอมูลเหลDานี้จึงสามารถบDงชี้ไดRวDาการเลือกใชRสารประกอบพรีไบโอติกส1ที่เหมาะสมตDอโพรไบโอติกส1ในผลิตภัณฑ1จะชDวยสDงเสริม

ใหRโพรไบโอติกส1รอดชีวิตในทางเดินอาหารไดRดี ดังผลจากงานวิจัยนี้พบวDาแปVงขRาวดัดแปลงเป4นพรีไบโอติกส1ที่เหมาะสมตDอ

แบคทีเรียโพรไบโอติกส1สายพันธุ1นี้และชDวยใหRรอดชีวิตไดRสูงเมื่อผDานสภาวะในทางเดินอาหาร  

สารอนุมูลอิสระ (reactive oxygen species, ROS) ตัวอยDางเชDน ไฮโดรเจนเปอร1ออกไซด1 (H2O2), ซูเปอร1ออกไซด1 

แอนไอออน (O2�) และไฮดรอกซิลแรดดิเคิล (OH�) เป4นตRน ซึ่งทำใหRเกิดความเครียดจากออกซิเดชันในเซลล1ของสิ่งมีชีวิต และ

สารอนุมูลอิสระที่เพิ่มในเซลล1จะทำลายไขมัน โปรตีนและดีเอ็นเอในเซลล1ไดR ซึ ่งจะเป4นสาเหตุใหRเกิดโรคหลายโรค เชDน 

โรคมะเร็ง โรคหัวใจ และเบาหวาน เป4นตRน [24] ในงานวิจัยนี้พบวDาเยลลี่ซินไบโอติกส1ในทุกสูตรยังคงตรวจพบกิจกรรมตRาน

อนุมูลอิสระ แมRเก็บเป4นเวลา 60 วัน (รRอยละ 31.86 - 32.32) ซึ่งกิจกรรมไมDแตกตDางจากวันแรกของการเก็บ โดยกิจกรรมการ

ตRานอนุมูลอิสระของเยลลี่มาจากขRาวหมากและโพรไบโอติกส1ที่ใชRเป4นองค1ประกอบ มีรายงานการวิจัยที่ไดRพัฒนาเยลลี่ที่

สอดคลRองกับงานวิจัยนี้ ตัวอยDางเชDน ในงานวิจัยของ Charoen et al. [25] รายงานกิจกรรมตRานอนุมูลอิสระในเยลลี่ผสมสาร

สกัดจากใบฝรั่ง พบวDามีกิจกรรมตRานอนุมูลอิสระที่สูง และในงานของ Feng et al. [6] ไดRพัฒนาเยลลีโพรไบโอติกส1ผสมพรีไบ

โอติกส1จากสารสกัดจากเห็ด ซึ่งโพรไบโอติกส1สายพันธุ1ที่นำมาใชRมีกิจกรรมตRานอนุมูลอิสระเมื่อใชRวิตามินซีเป4นตัวเทียบ โดยอยูD

ที่ 15.98 mg AAE/L  

การรอดชีวิตของโพรไบโอติกส1ในเยลลี่ซินไบโอติกส1ผสมขRาวหมาก เมื่อเก็บที่อุณหภูมิหRองที่ (25 ºC) เป4นเวลา 60 วัน 

พบวDาสูตรที่มีแปVงขRาวดัดแปลงมีแบคทีเรียโพรไบโอติกส1สูงกวDาสตูรอื่นที่มีพรีไบโอติกส1ทางการคRาและสูตรที่ไมDเติมพรีไบโอติกส1 

โดยมีเชื้อที่มีชีวิตที่ 7.08 log CFU/g โดยสูงกวDาสูตรอื่นอยDางมีนัยสำคัญ (p < 0.05) การรอดชีวิตที่สูงของโพรไบโอติกส1ใน

ผลิตภัณฑ1ระหวDางการเก็บจะชDวยยืนยันปริมาณเชื้อแมRเก็บผลิตภัณฑ1ที่อุณหภูมิหRองเชื้อก็ยังคงมีปริมาณสูงเพียงพอเป4น

เวลานานกDอนถึงมือผูRบริโภค ซึ่ง Ashwar et al. [26] รายงานผลการวิจัยวDาแปVงขRาวดัดแปลงชDวยใหR L. casei รอดชีวิตสูงใน

การเก็บรักษา ดังนั้นแปVงขRาวดัดแปลงที่ใชRในการศึกษานี้จึงมีสDวนชDวยใหR La. plantarum BL60a รอดชีวิตไดRสูงในเยลลี่ซิน

ไบโอติกส1ผสมขRาวหมากเมื่อเทียบกับเยลลี่สูตรอื่น ๆ  

 

5. สรุปผล  

เชื้อยีสต1และราที่แยกไดRมีความเหมาะสมในการทำขRาวหมาก โดยขRาวหมากที่ไดRเป4นไปตามมาตรฐานที่กำหนดและ

สามารถนำไปใชRแปรรูปผลิตภัณฑ1อาหารเพื่อสุขภาพไดR เมื่อนำไปพัฒนาเป4นเยลลี่ซินไบโอติกส1ผสมขRาวหมาก พบวDาเป4น

ผลิตภัณฑ1ที่มีปริมาณเซลล1โพรไบโอติกส1สูงและมีกิจกรรมตRานอนุมูลอิสระ สามารถพัฒนาตDอยอดเป4นผลิตภัณฑ1เพื่อสุขภาพ

ตDอไปไดR  

 

6. กิตติกรรมประกาศ  

คณะผูRวิจัยขอขอบคุณ กองทุนสDงเสริมวิทยาศาสตร1 วิจัยและนวัตกรรม ประเภท Fundamental Fund ประจำปã

งบประมาณ พ.ศ.2565 และมหาวิทยาลัยราชภัฏบRานสมเด็จเจRาพระยา ที่ใหRการสนับสนุนการวิจัยในครั้งนี้  

 

7. References 

[ 1]  Szydłowska, A.  and Sionek, B. , 2023, Probiotics and postbiotics as the functional food components 

affecting the immune response, Microorganisms. 11: 104. 

[2] Kechagia, M., Basoulis, D., Konstantopoulou, S., Dimitriadi, D., Gyftopoulou, K., Skarmoutsou, N. and Fakiri, 

E.M., 2013, Health benefits of probiotics: a review, ISRN Nutr. 481651: 1-7.  

[3] FAO/WHO., 2006, Probiotics in food, health and nutritional properties and guidelines for evaluation, FAO 

Food Nutr. Pap. 85.  

,  
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ที่ 15.98 mg AAE/L  

การรอดชีวิตของโพรไบโอติกส1ในเยลลี่ซินไบโอติกส1ผสมขRาวหมาก เมื่อเก็บที่อุณหภูมิหRองที่ (25 ºC) เป4นเวลา 60 วัน 

พบวDาสูตรที่มีแปVงขRาวดัดแปลงมีแบคทีเรียโพรไบโอติกส1สูงกวDาสตูรอื่นที่มีพรีไบโอติกส1ทางการคRาและสูตรที่ไมDเติมพรีไบโอติกส1 

โดยมีเชื้อที่มีชีวิตที่ 7.08 log CFU/g โดยสูงกวDาสูตรอื่นอยDางมีนัยสำคัญ (p < 0.05) การรอดชีวิตที่สูงของโพรไบโอติกส1ใน

ผลิตภัณฑ1ระหวDางการเก็บจะชDวยยืนยันปริมาณเชื้อแมRเก็บผลิตภัณฑ1ที่อุณหภูมิหRองเชื้อก็ยังคงมีปริมาณสูงเพียงพอเป4น

เวลานานกDอนถึงมือผูRบริโภค ซึ่ง Ashwar et al. [26] รายงานผลการวิจัยวDาแปVงขRาวดัดแปลงชDวยใหR L. casei รอดชีวิตสูงใน

การเก็บรักษา ดังนั้นแปVงขRาวดัดแปลงที่ใชRในการศึกษานี้จึงมีสDวนชDวยใหR La. plantarum BL60a รอดชีวิตไดRสูงในเยลลี่ซิน

ไบโอติกส1ผสมขRาวหมากเมื่อเทียบกับเยลลี่สูตรอื่น ๆ  

 

5. สรุปผล  

เชื้อยีสต1และราที่แยกไดRมีความเหมาะสมในการทำขRาวหมาก โดยขRาวหมากที่ไดRเป4นไปตามมาตรฐานที่กำหนดและ

สามารถนำไปใชRแปรรูปผลิตภัณฑ1อาหารเพื่อสุขภาพไดR เมื่อนำไปพัฒนาเป4นเยลลี่ซินไบโอติกส1ผสมขRาวหมาก พบวDาเป4น

ผลิตภัณฑ1ที่มีปริมาณเซลล1โพรไบโอติกส1สูงและมีกิจกรรมตRานอนุมูลอิสระ สามารถพัฒนาตDอยอดเป4นผลิตภัณฑ1เพื่อสุขภาพ

ตDอไปไดR  
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และไฮดรอกซิิลแรด

ดิิเคิิล 

ขRอมูลเหลDานี้จึงสามารถบDงชี้ไดRวDาการเลือกใชRสารประกอบพรีไบโอติกส1ที่เหมาะสมตDอโพรไบโอติกส1ในผลิตภัณฑ1จะชDวยสDงเสริม

ใหRโพรไบโอติกส1รอดชีวิตในทางเดินอาหารไดRดี ดังผลจากงานวิจัยนี้พบวDาแปVงขRาวดัดแปลงเป4นพรีไบโอติกส1ที่เหมาะสมตDอ

แบคทีเรียโพรไบโอติกส1สายพันธุ1นี้และชDวยใหRรอดชีวิตไดRสูงเมื่อผDานสภาวะในทางเดินอาหาร  
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แอนไอออน (O2�) และไฮดรอกซิลแรดดิเคิล (OH�) เป4นตRน ซึ่งทำใหRเกิดความเครียดจากออกซิเดชันในเซลล1ของสิ่งมีชีวิต และ

สารอนุมูลอิสระที่เพิ่มในเซลล1จะทำลายไขมัน โปรตีนและดีเอ็นเอในเซลล1ไดR ซึ ่งจะเป4นสาเหตุใหRเกิดโรคหลายโรค เชDน 

โรคมะเร็ง โรคหัวใจ และเบาหวาน เป4นตRน [24] ในงานวิจัยนี้พบวDาเยลลี่ซินไบโอติกส1ในทุกสูตรยังคงตรวจพบกิจกรรมตRาน

อนุมูลอิสระ แมRเก็บเป4นเวลา 60 วัน (รRอยละ 31.86 - 32.32) ซึ่งกิจกรรมไมDแตกตDางจากวันแรกของการเก็บ โดยกิจกรรมการ

ตRานอนุมูลอิสระของเยลลี่มาจากขRาวหมากและโพรไบโอติกส1ที่ใชRเป4นองค1ประกอบ มีรายงานการวิจัยที่ไดRพัฒนาเยลลี่ที่

สอดคลRองกับงานวิจัยนี้ ตัวอยDางเชDน ในงานวิจัยของ Charoen et al. [25] รายงานกิจกรรมตRานอนุมูลอิสระในเยลลี่ผสมสาร

สกัดจากใบฝรั่ง พบวDามีกิจกรรมตRานอนุมูลอิสระที่สูง และในงานของ Feng et al. [6] ไดRพัฒนาเยลลีโพรไบโอติกส1ผสมพรีไบ

โอติกส1จากสารสกัดจากเห็ด ซึ่งโพรไบโอติกส1สายพันธุ1ที่นำมาใชRมีกิจกรรมตRานอนุมูลอิสระเมื่อใชRวิตามินซีเป4นตัวเทียบ โดยอยูD

ที่ 15.98 mg AAE/L  

การรอดชีวิตของโพรไบโอติกส1ในเยลลี่ซินไบโอติกส1ผสมขRาวหมาก เมื่อเก็บที่อุณหภูมิหRองที่ (25 ºC) เป4นเวลา 60 วัน 

พบวDาสูตรที่มีแปVงขRาวดัดแปลงมีแบคทีเรียโพรไบโอติกส1สูงกวDาสตูรอื่นที่มีพรีไบโอติกส1ทางการคRาและสูตรที่ไมDเติมพรีไบโอติกส1 

โดยมีเชื้อที่มีชีวิตที่ 7.08 log CFU/g โดยสูงกวDาสูตรอื่นอยDางมีนัยสำคัญ (p < 0.05) การรอดชีวิตที่สูงของโพรไบโอติกส1ใน

ผลิตภัณฑ1ระหวDางการเก็บจะชDวยยืนยันปริมาณเชื้อแมRเก็บผลิตภัณฑ1ที่อุณหภูมิหRองเชื้อก็ยังคงมีปริมาณสูงเพียงพอเป4น

เวลานานกDอนถึงมือผูRบริโภค ซึ่ง Ashwar et al. [26] รายงานผลการวิจัยวDาแปVงขRาวดัดแปลงชDวยใหR L. casei รอดชีวิตสูงใน

การเก็บรักษา ดังนั้นแปVงขRาวดัดแปลงที่ใชRในการศึกษานี้จึงมีสDวนชDวยใหR La. plantarum BL60a รอดชีวิตไดRสูงในเยลลี่ซิน

ไบโอติกส1ผสมขRาวหมากเมื่อเทียบกับเยลลี่สูตรอื่น ๆ  

 

5. สรุปผล  

เชื้อยีสต1และราที่แยกไดRมีความเหมาะสมในการทำขRาวหมาก โดยขRาวหมากที่ไดRเป4นไปตามมาตรฐานที่กำหนดและ

สามารถนำไปใชRแปรรูปผลิตภัณฑ1อาหารเพื่อสุขภาพไดR เมื่อนำไปพัฒนาเป4นเยลลี่ซินไบโอติกส1ผสมขRาวหมาก พบวDาเป4น

ผลิตภัณฑ1ที่มีปริมาณเซลล1โพรไบโอติกส1สูงและมีกิจกรรมตRานอนุมูลอิสระ สามารถพัฒนาตDอยอดเป4นผลิตภัณฑ1เพื่อสุขภาพ
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 เป็็นต้้น ซึ่ �งทำให้้เกิิดความเครีียดจาก

ออกซิิเดชัันในเซลล์์ของสิ่่�งมีีชีีวิิต และสารอนุุมููลอิสระที่่�

เพิ่่�มในเซลล์์จะทำลายไขมััน โปรตีีนและดีีเอ็็นเอในเซลล์์

ได้้ ซึ่ ่�งจะเป็็นสาเหตุุให้้เกิิดโรคหลายโรค เช่่น โรคมะเร็็ง 

โรคหััวใจ และเบาหวาน เป็็นต้้น [24] ในงานวิจิัยันี้้�พบว่่า

เยลลี่่�ซิินไบโอติิกส์์ในทุุกสููตรยัังคงตรวจพบกิิจกรรมต้้าน

อนุุมููลอิิสระ แม้้เก็็บเป็็นเวลา 60 วััน (ร้้อยละ 31.86 - 

32.32) ซึ่ ่�งกิิจกรรมไม่่แตกต่่างจากวัันแรกของการเก็็บ 

โดยกิิจกรรมการต้้านอนุุมููลอิสระของเยลลี่่�มาจากข้้าว

หมากและโพรไบโอติิกส์์ที่่�ใช้้เป็็นองค์์ประกอบ มีีรายงาน

การวิิจััยที่่�ได้้พััฒนาเยลลี่่�ที่่�สอดคล้้องกัับงานวิิจััยนี้้� 

ตััวอย่่างเช่่น ในงานวิิจััยของ Charoen et al. [25] 

รายงานกิิจกรรมต้้านอนุุมููลอิสระในเยลลี่่�ผสมสารสกััด

จากใบฝรั่่�ง พบว่่ามีีกิิจกรรมต้า้นอนุมุููลอิสิระที่่�สููง และใน

งานของ Feng et al. [6] ได้้พััฒนาเยลลีีโพรไบโอติิกส์์

ผสมพรีีไบโอติิกส์์จากสารสกััดจากเห็็ด ซึ่�งโพรไบโอติิกส์์

สายพัันธุ์์�ที่่�นำมาใช้้มีีกิิจกรรมต้้านอนุุมููลอิสระเมื่่�อใช้้

วิิตามิินซีีเป็็นตััวเทีียบ โดยอยู่่�ที่่� 15.98 mg AAE/L 

การรอดชีีวิิตของโพรไบโอติิกส์์ในเยลลี่่�ซิินไบ 

โอติิกส์์ผสมข้้าวหมาก เมื่่�อเก็็บที่่�อุุณหภููมิห้้องที่่� (25 ºC) 

เป็็นเวลา 60 วันั พบว่่าสููตรที่่�มีีแป้้งข้้าวดัดัแปลงมีแีบคทีเีรียี

โพรไบโอติิกส์์สููงกว่่าสููตรอื่่�นที่่�มีีพรีีไบโอติิกส์์ทางการค้้า

และสููตรที่่�ไม่่เติิมพรีีไบโอติิกส์์ โดยมีีเชื้้�อที่่�มีีชีีวิิตที่่� 7.08 

log CFU/g โดยสููงกว่่าสููตรอื่่�นอย่่างมีีนััยสำคััญ (p < 

0.05) การรอดชีีวิิตที่่�สููงของโพรไบโอติิกส์์ในผลิิตภััณฑ์์

ระหว่า่งการเก็บ็จะช่ว่ยยืนืยันัปริมิาณเชื้้�อแม้เ้ก็ผ็ลิติภัณัฑ์์

ที่่�อุุณหภููมิิห้้องเชื้้�อก็็ยัังคงมีีปริิมาณสููงเพีียงพอเป็็นเวลา

นานก่่อนถึึงมืือผู้้�บริิโภค ซึ่�ง Ashwar et al. [26] รายงาน

ผลการวิจิัยัว่า่แป้้งข้า้วดัดัแปลงช่่วยให้้ L. casei รอดชีวีิติ

สููงในการเก็็บรัักษา ดั ังนั้้�นแป้้งข้้าวดััดแปลงที่่�ใช้้ในการ

ศึึกษานี้้�จึึงมีีส่่วนช่่วยให้้ La. plantarum BL60a รอด

ชีีวิิตได้้สููงในเยลลี่่�ซิินไบโอติิกส์์ผสมข้้าวหมากเมื่่�อเทีียบ

กัับเยลลี่่�สููตรอื่่�น ๆ 

5. สรุุปผล 
เชื้้�อยีสีต์แ์ละราที่่�แยกได้ม้ีคีวามเหมาะสมในการ

ทำข้้าวหมาก โดยข้้าวหมากที่่�ได้้เป็็นไปตามมาตรฐานที่่�

กำหนดและสามารถนำไปใช้แ้ปรรููปผลิติภัณัฑ์์อาหารเพื่่�อ

สุุขภาพได้้ เมื่่�อนำไปพััฒนาเป็็นเยลลี่่�ซิินไบโอติิกส์์ผสม

ข้้าวหมาก พบว่่าเป็็นผลิิตภััณฑ์์ที่่�มีีปริิมาณเซลล์์โพรไบ 

โอติกิส์ส์ููงและมีกีิจิกรรมต้า้นอนุมุููลอิสิระ สามารถพัฒันา

ต่่อยอดเป็็นผลิิตภััณฑ์์เพื่่�อสุุขภาพต่่อไปได้้ 

6. กิิตติิกรรมประกาศ 
คณะผู้้� วิิ จัั ยขอขอบคุุณ กองทุุนส่่ ง เสริิ ม

วิทิยาศาสตร์ ์วิจิัยัและนวัตักรรม ประเภท Fundamental 

Fund ประจำปีงีบประมาณ พ.ศ.2565 และมหาวิทิยาลัยั

ราชภััฏบ้า้นสมเด็็จเจ้า้พระยา ที่่�ให้ก้ารสนัับสนุุนการวิิจัยั

ในครั้้�งนี้้� 
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