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บทคดัย่อ 
 

ประเภทของแป้งตา้นทาน (RS) อาจมีผลต่อการกระตุน้การเจริญของแบคทีเรียโพรไบโอ
ติกส์ และการเพิ่มปริมาณกรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้นซ่ึงสันนิษฐานวา่มีประโยชน์ต่อสุขภาพ
ของผูบ้ริโภค แป้ง RS แบ่งออกไดเ้ป็น 5 ประเภท คือ สตาร์ชท่ีเอนไซมไ์ม่สามารถเขา้ไปได ้(RS1), 
เม็ดสตาร์ชตา้นทานการยอ่ย (RS2), สตาร์ชท่ีเกิดจากการรีโทรเกรเดชนั (RS3), สตาร์ชดดัแปรทาง
เคมี (RS4) และการเกิดคอมเพล็กซ์ระหวา่งอะมิโลส-ลิพิด (RS5) ซ่ึงจดัเป็นพรีไบโอติกส์ท่ีสามารถ
ใช้เสริมในอาหารส าหรับผูบ้ริโภค การศึกษาศกัยภาพของแป้ง RS2, RS3 และ RS4 เปรียบเทียบ
กับพรีไบโอติกส์ทางการค้าคือ ฟรุคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (FOS) ในการกระตุ้นการเจริญของ
แบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีพบเป็นปกติในล าไส้ของคนและสัตว์เลือดอุ่นจากแหล่งเก็บเช้ือพนัธ์ุ
จุลินทรีย์จ  านวน 4 สายพันธ์ุ (Lactobacillus acidophilus TISTR 450, Lactobacillus brevis subsp. 
brevis TISTR 860, Lactobacillus plantarum TISTR 543 แ ล ะ  Lactobacillus fermentum TISTR 
876) และแบคทีเรียประจ าถ่ินท่ีมีประโยชน์คดัไดแ้ยกจากอุจจาระของอาสาสมคัรท่ีมีสุขภาพดีใน
สกุล Lactobacillus และ Streptococcus จ  านวน 2 และ 1 สายพนัธ์ุ ตามล าดบั โดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ
ท่ีเติมแป้งตา้นทานชนิดใดชนิดหน่ึงหรือ FOS ปริมาณร้อยละ 1 เป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่แบคทีเรีย
จากแหล่งเก็บเช้ือพนัธ์ุทั้ง 4.สายพนัธ์ุ มีแนวโนม้ความสามารถในการใชแ้ป้ง RS.ไดค้่อนขา้งต ่ากวา่
เม่ือเทียบกบัน ้ าตาลกลูโคส.ส่วนแบคทีเรียจากอาสาสมคัรซ่ึงจ าลองการย่อยสับสเตรททุกประเภท
ผา่นระบบทางเดินอาหารทั้ง 3 สายพนัธ์ุ ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมสับสเตรทแต่ละประเภทมีการเจริญ
ใกลเ้คียงกนัและมีค่าการเจริญสูงท่ีสุดถึง 1010 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ท่ีเวลา 20 ชัว่โมง และพบวา่แป้ง 
RS3 เป็นสับสเตรทท่ีดีท่ีสุดส าหรับการสร้างกรดไขมนัสายสั้น โดยพบกรดบิวทิริกปริมาณสูงท่ีสุด 
นอกจากน้ีเม่ือทดลองโดยใชเ้ช้ือผสมจากอุจจาระของอาสาสมคัรพบวา่ปริมาณเช้ือท่ีเหมาะสมท่ีสุด
ท่ีใชใ้นการบ่มคือร้อยละ 10 (ปริมาตร ปริมาณสับสเตรทท่ีเติมลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมท่ีสุด
คือ 1% (w/v) และระยะเวลาการบ่มท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือ 24 ชั่วโมง และพบว่าแป้ง RS3 เป็น
สับสเตรทท่ีดีท่ีสุดส าหรับการสร้างกรดไขมนัสายสั้ นโดยพบกรดอะซิติกปริมาณสูงท่ีสุดเท่ากบั 
32.60 มิลลิโมลาร์ และพบวา่ RS3 ใหค้่าพรีไบโอติกส์ อินเดกซ์สูงท่ีสุด คือ 4.82 เม่ือเปรียบเทียบกบั
การใช้สับสเตรทชนิดอ่ืนๆ จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าแป้ง RS3 แสดงความเป็นพรีไบโอ
ติกส์ท่ีส่งเสริมประโยชน์ต่อสุขภาพของมนุษย ์
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Abstract 
 

The types of resistant starch (RS) may play an important role in the growth stimulation of 

probiotics bacteria and an increase in intestinal concentrations of lactic acid and short-chain fatty 

acids (SCFA) assumed to be a health benefit for the host. The RS is divided into five types: 

physically inaccessible starch (RS1), resistant granular starch (RS2), retrograded starch (RS3), 

chemically modified starch (RS4), and amylose-lipid complexes (RS5) considered as prebiotics 

that can be a supplement to the diet. The potential of RS2, RS3, and RS4 compared to fructo-

oligosaccharides (FOS), a commercial prebiotic for growth stimulation of four species of lactic 

acid bacteria, normal flora on humans and animals obtained from microbial culture collection 

stock cultures, (Lactobacillus acidophilus TISTR 450, Lactobacillus brevis subsp. brevis TISTR 

860, Lactobacillus plantarum TISTR 543, Lactobacillus fermentum TISTR 876) and the 

beneficial micro-flora isolated from fecal samples of healthy people in genera Lactobacillus and 

Streptococcus for 2 and 1 species, respectively, and were studied using a medium containing 1% 

of either RS or FOS, as carbon sources. The trend in RS consumption of the four bacterial species 

from stock cultures was lower when compared to glucose. For the three bacterial isolates 

collected from healthy people, all substrates were treated through the digestive model system. The 

growth of all isolates was similar and reached the maximum of 1010 CFU/mL at cultivation for 20 

hours. RS3 was best served as the substrate for producing SCFA. The highest content of SCFA 

was butyric acid which was higher than propionic and acetic acids. Furthermore, the investigation 

of mixed culture from fecal samples suggested that the optimum inoculum was 10% (v/v), 

optimum carbon source was 1% (w/v) and optimum incubation time was 24 h. In addition, RS3 

was the best served as the substrate for producing SCFA and the highest content of SCFA was 

acetic acid, 32.60 mM. RS3 also obtained the highest prebiotic index which was 4.82 compared to 

those of other substrates. RS3 reveals the promising beneficial effects of prebiotics on human 

health. 
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บทที ่1 
บทน า 

 
1. ความส าคัญและทีม่าของปัญหาทีท่ าการวจัิย  

ในช่วงหลายปีท่ีผ่านมา มีการใช้อาหารเพื่อการกระตุน้การเจริญของจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ใน
ล าไส้ใหญ่ของมนุษยท่ี์จดัเป็นสารเสริมชีวนะ (probiotics) กนัอย่างแพร่หลาย จุลินทรียด์งักล่าวได้แก่ 
แบคทีเรียกรดแล็กติก (lactic acid bacteria) โดยเฉพาะอยา่งยิง่ Lactobacilli และ Bifidobacteria  เน่ืองจาก
จุลินทรียเ์หล่าน้ีเป็นจุลินทรียป์ระจ าถ่ินของล าไส้ใหญ่ของมนุษย ์มีการใช้อาหารท่ีมนุษยเ์ราบริโภคผ่าน
ระบบทางเดินอาหาร ไปเป็นสารอาหาร (substrate) ในกระบวนการหมัก แล้วผลิตกรดแล็กติกเป็น
ผลผลิตหลกั และยงัได้กรดไขมนัสายสั้ น (short-chain fatty acids, SCFA) ซ่ึงล้วนส่งผลให้มนุษยเ์รามี
สุขภาพร่างกายท่ีดีข้ึน (Gibson and Roberfroid, 1995) จากผลลพัธ์ท่ีตามมา จึงมีผูส้นใจศึกษาการเพิ่ม
ปริมาณแบคทีเรียและการท างานของแบคทีเรียเหล่าน้ีในล าไส้ใหญ่เป็นอย่างมาก โดยสารอาหารท่ี
แบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ในล าไส้ใหญ่ของมนุษยจ์ะสามารถใช้เป็นสับสเตรท ในการหมกัไดน้ั้นตอ้งรอด
ผา่นจากการยอ่ยของเอนไซมใ์นระบบทางเดินอาหารส่วนบนของมนุษยไ์ด ้ซ่ึงส่วนประกอบของอาหาร
ดงักล่าวเป็นท่ีรู้จกัโดยทัว่ไปวา่ “พรีไบโอติก” (prebiotic)  เป็นส่วนประกอบของอาหารท่ีทนต่อการยอ่ย
และดูดซึมในกระเพาะอาหารและล าไส้เล็ก มีการเลือกใช้เป็นสารอาหารส าหรับช่วยกระตุน้การเจริญ 
และการท างานอยา่งจ าเพาะของจุลินทรียโ์ปรไบโอติกส์ โดยสารท่ีจดัวา่เป็นพรีไบโอติกไดแ้ก่ non-starch 
polysaccharides (NSP) , inulin, oligosaccharides แ ล ะ  resistant starch (Gibson and Roberfroid, 1995; 
Gibson, 2004)  
            แป้งตา้นทาน (Resistant starch, RS) เป็นแป้งและผลิตภณัฑข์องแป้งท่ีไม่ถูกดูดซึมและทนต่อการ
ย่อยดว้ยเอนไซม์ในกระเพาะอาหารและล าไส้เล็กของมนุษยป์กติ และจะผ่านเขา้ไปถึงส่วนของล าไส้
ใหญ่และถูกใชเ้ป็นสับสเตรท ในการหมกัโดยจุลินทรียป์ระจ าถ่ินท่ีมีประโยชน์ในล าไส้ใหญ่ จึงจดัไดว้า่
เป็นพรีไบโอติก(Asp, 1992; Englyst et al., 1992) ซ่ึงแป้งตา้นทานมีผลช่วยเพิ่มการผลิตกรดไขมนัสาย
สั้นหลงัจากการหมกั โดยหลกั ๆ ประกอบดว้ย กรดอะซิติก (acetic acid) กรดบิวทิริก (butyric acid) และ
กรดโพรพิโอนิก (propionic acid) ซ่ึงกรดไขมนัสายสั้นเหล่าน้ีเป็นพลงังานส าหรับกระบวนการหายใจ
ของเซลล์เยื่อบุในล าไส้ใหญ่ ช่วยลดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ช่วยเพิ่มการไหลเวียนของโลหิตท่ีล าไส้
ใหญ่ และป้องกนัการเพิ่มจ านวนของเซลลท่ี์ผิดปกติในล าไส้ใหญ่ (Topping and Clifton, 2001) จ’ากการ
ศึกษาในสัตวท์ดลอง มีรายงานวา่การให้อาหารสัตวท่ี์ผสมแป้ง RS พบว่า ปริมาณกรดไขมนัสายสั้นใน
กระพุ ้งล าไส้ใหญ่และในอุจจาระเพิ่มมากข้ึน  (Ferguson et al., 2000; Henningson et al., 2003) และ
เช่นเดียวกนัรายงานของ Beards, Tuohy และ Gibson, 2010 เม่ือทดลองแบบ in vitro fermentation โดยใช้
เช้ือผสมจากอุจจาระของอาสาสมคัร จ านวน 3 ราย ไดร้ายงานวา่แป้ง RS, FOS และ inulin เป็นประเภท
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ของสับสเตรทท่ีสามารถ กระตุน้การเจริญของแบคทีเรียกลุ่มท่ีมีประโยชน์ และสร้างกรดไขมนัสายสั้น
ได้ดี สอดคล้องกับการทดลองใช้ FOS และแป้ง RS ผสมในอาหารส าหรับหนูทดลอง และวดัค่า pH 
ภายในล าไส้ของหนูทดลองพบวา่หนูทดลองท่ีไดรั้บอาหารผสม FOS มีค่าความเป็นกรดในล าไส้มากกวา่ 
หนูทดลองท่ีไดรั้บอาหารผสมแป้ง RS และเม่ือวดัค่าอตัราการเจริญระหว่างแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์กบั
แบคทีเรียก่อโรค พบว่า ในล าไส้ของหนูทดลองท่ีได้รับอาหารท่ีมีส่วนผสมของพรีไบโอติกทั้งสอง
ประเภทน้ี มีค่าอตัราการเจริญของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์กลุ่ม lactobacilli และ bifidobacteria มากกว่า
แบคทีเรียก่อโรค ทั้ ง FOS และ RS ซ่ึงมีค่าการเจริญแบคทีเรียท่ี มีประโยชน์ไม่ ต่างกันทางสถิติ 
(Rodriguez-Cabezas ME et al., 2010)  จากการทดลองใช้แป้ง RS เป็นสับสเตรทให้กบัสายพนัธ์ุของเช้ือ
บริสุทธ์ิ Bifidobacterium ท่ีมีการคดัเลือกแลว้ว่าสามารถใช้แป้งเป็นซับสเตรทในการเจริญได ้พบวา่ใน
ตวัอยา่งแป้ง RS มีค่าการเจริญของแบคทีเรียและค่าการผลิตกรดแล็กติกในปริมาณระหวา่ง 12.7%-33.9% 
และกรดอะซิติกในปริมาณระหว่าง 66.0%-87.3% ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีมากกว่าในแป้งดิบ (native starch) 
ส่วนในเช้ือผสมจากล าไส้ของหนูทดลองท่ีให้ได้รับอาหารตามปกติ และน าไส้หนูมาหมกักบัแป้ง RS 
และ native starch พบว่าในตวัอย่างแป้งท่ีมี RS ให้ปริมาณกรดไขมนัสายสั้ นชนิดกรดอะซิติกมากกว่า
กรดโพรพิโอนิก และกรดบิวทิริก โดยมีค่าเท่ากบั 45.9%, 6.9%, และ 4.8% ตามล าดบั (Wronkowska et 
al., 2006) และการทดลองในมนุษยส่์วนใหญ่ก็พบว่าแป้ง RS สามารถเพิ่มการขบัถ่ายอุจจาระ และเพิ่ม
ปริมาณความเข้มข้นของกรดไขมนัสายสั้ นในอุจจาระได้ดี (Phillips et al.,1995; Silvester et al.,1995; 
Cumming et al.,1996; Birkerr et al., 2000; Muir et al., 2004) และย ังมีรายงานถึงบทบาทในการลด
ปริมาณคอเลสเตอรอลในเลือดซ่ึงส่งผลต่อการลดความเส่ียงต่อการเกิดโรคไขมนัอุดตนัในเส้นเลือด และ
โรคหัวใจได ้(De Deckere et al., 1993; Younes et al., 1995; Mathe׳ et al., 1993; Kim et al., 2003) อีกทั้ง
ยงัมีรายงานผลต่อการลดระดบัน ้ าตาลในเลือดซ่ึงเหมาะสมต่อการบริโภคของผูป่้วยโรคเบาหวาน และผูท่ี้
ก าลงัควบคุมน ้าหนกั (Nugent, 2005)  
           นอกจากน้ียงัพบวา่แป้ง RS ท าหนา้ท่ีเป็นทั้ง prebiotic และ synbiotics โดยมีรายงานการใชร่้วมกนั
กับ bifidobacteria ในผลิตภัณฑ์โยเกิร์ต (Crittenden et al., 2001) และจากการศึกษาของ Brown et al. 
(1998) และ Rodriguez-Cabezas ME et al. (2010)  เม่ือใช้แป้ง RS ร่วมกบั FOS ในหนูทดลองพบว่าช่วย
เพิ่มปริมาณของแบคทีเรียโพรไบโอติกในอุจจาระไดดี้กวา่ให้อยา่งใดอยา่งหน่ึงแยกกนั แต่อยา่งไรก็ตาม
ยงัขาดขอ้มูลเก่ียวกบัประสิทธิภาพของแป้ง RS แต่ละประเภทในการกระตุน้การเจริญของโพรไบโอ
ติกสายพนัธ์ุบริสุทธ์ิเม่ือใชเ้ด่ียว ดงันั้นการศึกษาในหวัขอ้ของวทิยานิพนธ์น้ีตอ้งการทดสอบศกัยภาพของ
แ ป้ ง  RS 3 ป ระ เภ ท  คื อ  แ ป้ ง  RS2 (resistant granular starch), RS3 (retrograded starch) แล ะ  RS4 
(chemically modified starch) ในการกระตุน้การเจริญของแบคทีเรียท่ีเป็นประโยชน์สายพนัธ์ุบริสุทธ์ิใน
สกุล Lactobacillus,  Bifidobacterium, และEnterococcus  ซ่ึงเป็นจุลินทรียป์ระจ าถ่ินในล าไส้ใหญ่ของ
มนุษย ์และมีรายงานว่า Enterococcusบางสายพนัธ์ุเช่น Enterococcus faecium No.78 สามารถใช้สตาร์ช
ได ้หลายประเภทไดแ้ก่ สตาร์ชท่ีละลายได ้สตาร์ชขา้วโพด สตาร์ชขา้วสาลี สตาร์ชมนัฝร่ัง และสตาร์ช
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สาคูเป็นสับสเตรทในการเจริญแล้วมีการผลิตกรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้นได ้(Shibata et al., 2007) 
ดงันั้นสายพนัธ์ุเฉพาะของ Lactobacillus, Bifidobacterium, และ Enterococcus ท่ีเป็นจุลินทรียป์ระจ าถ่ิน
ในล าไส้มนุษยแ์ละมีศกัยภาพเป็นโพรไบโอติก จึงเป็นจุลินทรียก์ลุ่มเป้าหมายท่ีมีความเป็นไปไดสู้งท่ีจะ
สามารถใชแ้ป้ง RS ในการเจริญได ้ปัจจุบนัมีการใชแ้ป้ง RS เป็นส่วนประกอบในผลิตภณัฑ์อาหารอยา่ง
แพร่หลายโดยเฉพาะผลิตภณัฑ์เบเกอร่ีและผลิตภณัฑ์ธัญชาติส าเร็จภาพ โดยผูบ้ริโภคสามารถหาซ้ือ
ผลิตภัณฑ์เหล่าน้ีได้ทั่วไป นอกจากน้ีแหล่งของแป้ง RS ท่ีส าคัญพบในพืชหลากหลายประเภทใน
ธรรมชาติ อาทิเช่น ขา้วโพด มนัฝร่ัง และโดยเฉพาะขา้วและมนัส าปะหลงัท่ีมีการปลูกเป็นพืชเศรษฐกิจ
ในประเทศไทย ซ่ึงสามารถสกัดเอาแป้งออกมาได้ง่าย มีความบริสุทธ์ิสูงและสามารถน ามาผ่าน
กระบวนการผลิตไดเ้ป็นแป้ง RS3 และดดัแปรทางเคมีได้เป็นแป้ง RS4 โดยใช้ตน้ทุนต ่า ซ่ึงนับว่าเป็น
ทางเลือกท่ีดีหากสามารถบริโภคแป้ง RS เพื่อไปช่วยกระตุน้การเจริญของแบคทีเรียท่ีเป็นประโยชน์ ให้
ช่วยเพิ่มปริมาณของเช้ือเป้าหมายท่ีเป็นจุลินทรียป์ระจ าถ่ินอยูแ่ลว้ในล าไส้ใหญ่ ทดแทนการบริโภคโพร
ไบโอติก โดยตรงได ้เน่ืองจากโพรไบโอติกท่ีบริโภคเขา้ไปมีเพียงส่วนน้อยท่ีจะเหลือรอดไปถึงล าไส้
ใหญ่ และอาจถูกลา้งหมดไปจากระบบทางเดินอาหารได ้(washed out) (Topping et al., 2003) การบริโภค
อาหารเสริมโพรไบโอติกโดยตรงนั้นจึงจ าเป็นตอ้งบริโภคทุกวนัซ่ึงเป็นการส้ินเปลือง การบริโภคแป้ง 
RS จะสามารถเพิ่มผลผลิตสุดท้ายท่ีเราต้องการท่ีเกิดข้ึนหลังจากกระบวนการหมักสับสเตรทของ
จุลินทรียไ์ดโ้ดยทางออ้มซ่ึงส่งผลท่ีเป็นประโยชน์ช่วยส่งเสริมสุขภาพไดเ้ป็นอยา่งดี 
 
2. วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 

2.1 เพื่อคดัเลือกหาสายพนัธ์ุของ probiotics ท่ีสามารถใช ้resistant starch ในการหมกั และสามารถ
ผลิตกรดไขมนัสายสั้นไดดี้  

2.2 เพื่อศึกษาศกัยภาพของแป้ง  resistant starch 3 ประเภท คือ resistant starch type II, type III และ 
type IV  ในการกระตุน้การเจริญของ probiotics สายพนัธ์ุท่ีเป็นจุลินทรียป์ระจ าถ่ินในล าไส้ใหญ่ 
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บทที ่2  
วรรณกรรมและทบทวนเอกสารทีเ่กีย่วข้อง (Reviewed literature) 

2.1 แป้งต้านทาน (Resistant starch, RS) 
            แป้ง (starch) สามารถแบ่งออกเป็น  3  ประเภท  ตามอัตราและระยะเวลาในการย่อย ได้แก่         
แป้งสตาร์ชท่ีสามารถถูกย่อยไดอ้ย่างรวดเร็ว (rapidly digestible starch, RDS) แป้งสตาร์ชท่ีสามารถ ถูก
ย่อยได้อย่างช้า ๆ (slowly digestible starch, SDS)  และแป้งต้านทาน (Englyst, Kingman, and Hudson, 
1992)  ซ่ึงโครงสร้างหลกัของ RDS เป็นส่วนอสัณฐาน (amorphous) ดงันั้นจึงถูกยอ่ยดว้ยเอนไซมไ์ดง่้าย 
การบริโภคอาหารประเภทแป้งท่ีมีสัดส่วนของ RDS ในปริมาณมากจึงส่งผลให้มีระดบัน ้ าตาลกลูโคส
และระดบัฮอร์โมนอินซูลินในกระแสเลือดสูง (Englyst, Englyst, Hudson, Cole, and Cummings, 1999) 
ขณะท่ีการบริโภคอาหารท่ีมีสัดส่วนของ SDS สูงจะส่งผลให้มีระดบัน ้ าตาลกลูโคสและระดบัฮอร์โมน
อินซูลินในกระแสเลือดปานกลาง (Zhang, Sofyan, and Harmaker, 2008) ซ่ึงจะลดโอกาสเส่ียงท่ีจะเป็น
โรคเร้ือรังต่าง ๆ เช่น โรคอว้น โรคเบาหวาน หลอดเลือดหวัใจตีบ   เป็นตน้  
           แป้งตา้นทาน (Resistant starch, RS) คือ แป้งและผลิตภณัฑ์ของแป้งท่ีไม่ถูกดูดซึมและทนต่อการ
ยอ่ยดว้ยเอนไซมใ์นกระเพาะอาหารและล าไส้เล็กของมนุษยป์กติและจะผา่นเขา้ไปถึงส่วนของล าไส้ใหญ่ 
และถูกเลือกใชเ้ป็นสารอาหาร ในการเจริญโดยจุลินทรียป์ระจ าถ่ินท่ีมีประโยชน์ในล าไส้ใหญ่ (probiotic 
microorganisms)  จึงจดัได้ว่าเป็น prebiotic (Englyst, Kingman, and Hudson, 1992)  ซ่ึง resistant starch 
มีผลท าให้ไดผ้ลผลิตหลงัจากการหมกัเป็นกรดไขมนัสายสั้ นๆในปริมาณมาก โดยหลกัๆประกอบด้วย 
กรดอะซิติก (acetic acid) กรดบิวทิริก (butyric acid) และกรดโพรพิโอนิก (propionic acid) ซ่ึงกรดไขมนัสาย
สั้นเหล่าน้ีจะถูกน าไปใชเ้ป็นพลงังานส าหรับกระบวนการหายใจของเซลล์เยื่อบุในล าไส้ใหญ่ ช่วยลดค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ช่วยเพิ่มการไหลเวยีนของโลหิตท่ีล าไส้ใหญ่ และย ั้บย ั้งการเพิ่มจ านวนของเซลล์
ท่ีผิดปกติในล าไส้ใหญ่ (Topping and Clifton, 2001; Leu, Hu, and Young, 2002; Topping, Fukushima, 
and Bird, 2003) นอกจากน้ีกรดไขมนัสายสั้นท่ีเกิดข้ึนยงัช่วยให้เกิดสมดุลระหวา่งจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์
ท่ีจดัเป็นสารเสริมชีวนะ (probiotics) และจุลินทรียก่์อโรค (pathogenic microorganism) ในล าไส้ใหญ่ 
โดยจะไปยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียก่์อโรค ลดอาการของโรคทอ้งร่วง (diarrhoea)  กระตุน้การเจริญ
และการท างานของจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ ส่งผลให้ host มีสุขภาพร่างกายท่ีดีข้ึน (David and Peter, 
2001) 

2.1.1 ประเภทของแป้ง RS 
            แป้ง RS สามารถแบ่งออกได้เป็น 5 ประเภทได้แก่ (Eerlingen et al., 1995; Brouns et al., 2002; 
Haralampu, 2000; Raigond et al., 2014) 
            แป้ง RS1 (physically inaccessible starch) เป็นแป้ง RS ท่ีอยู่ภายในเมล็ดพืชโดยแป้งถูกตึงไว้
ภายในเซลล์หุ้มเมล็ดพืช (fiber material) ท าให้เอนไซม์ไม่สามารถเขา้ไปท าปฏิกิริยาภายในเม็ดแป้งได ้
ส่วนใหญ่พบในส่วนของเมล็ด (grains และ seeds) และถัว่ (legume) 
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            แป้ง RS2 (resistant granular starch)  เป็นแป้ง RS ท่ีอยูใ่นภาพเม็ดแป้งดิบ (native granular starch) 
หรือ (high-amylose maize starch) พบใน แป้งมันฝร่ังดิบ (raw potato starch) และกล้วยดิบ (green 
bananas) เน่ืองจากมีส่วนท่ีมีความเป็นผลึกสูง มีลกัษณะทางโครงสร้างของเม็ดแป้งท่ีไม่มีรูหรือช่องเปิด 
ท าให้เอนไซม์ไม่สามารถย่อยได้ ปัจจุบนัแป้ง RS type II  มีการส่งขายไปถัว่โลกโดยบริษทั National 
Starch and Chemical Co. และน าไปใช้ในผลิตภณัฑ์อาหารหลากหลาย ไดแ้ก่ ผลิตภณัฑ์ธัญพืช ขนมปัง
และขนมอบกรอบ และผลิตภณัฑน์ม เป็นตน้ 
            แป้ง RS3 เป็นแป้งคืนตวั (retrograded starch) ท่ีได้จากแป้งท่ีผ่านการให้ความร้อนสูงในสภาวะ
น ้ ามากจนเกิดการเจลาติไนซ์ แลว้ท าให้เยน็ตวัลง มีผลให้สายอะไมโลสท่ีหลุดออกเกิดการจดัเรียงตวักนั
ใหม่ (recrystallization) ไดเ้ป็นผลึกแป้งท่ีแข็งและทนทานต่อการย่อยดว้ยเอนไซม์พบใน moisture-heat 
foods  เช่น cornflakes 
            แป้ง RS4 (chemically modified starch) เป็นแป้ง RS ท่ีเกิดจากกระบวนการดดัแปรแป้งทางเคมี 
เช่น แป้งดดัแปรครอส-ลิงค์ (cross linking starch) และไฮดรอกซีโพรพิลสตาร์ช (hydroxypropyl starch)  
การท าเอสเทอริฟิเคชนั (esterification) และอีเทอริพิเคชนั (etherification) ซ่ึงจะท าให้เกิดหมู่แทนท่ีหรือ
พนัธะเพิ่มข้ึนในโครงสร้างของแป้ง ท าใหเ้อนไซมไ์ม่สามารถเขา้ไปยอ่ยได ้

แป้ง RS5  เป็น resistant starch ท่ีเกิดจากสายอะไมโลส และลิพิดรวมตัวกัน (amylose-lipid 
complexes) การเกิดอะไมโลส-ลิพิด คอมเพล็กซ์นั้น จะเกิดข้ึนในระหวา่งกระบวนการปรุงอาหาร และ
ภายใตส้ภาวะท่ีควบคุมให้เกิดการรวมตวักนั ซ่ึงมกัเกิดกบัแป้งท่ีมีปริมาณอะไมโลสสูง ซ่ึงอะไมโลส-
ลิพิด คอมเพล็กซ์ดงักล่าวจะทนต่อการยอ่ยโดยเอนไซมแ์อลฟ่า-อะไมเลส (α-amylase)  
            แป้ง RS สามารถใชเ้ป็นส่วนประกอบในผลิตภณัฑ์อาหารแทนการใชเ้ส้นใยอาหารจากแหล่งอ่ืน 
และใชเ้พิ่มปริมาณเส้นใยอาหาร (fiber fortified) โดยปริมาณ RS ท่ีเติมลงในก็ข้ึนอยูก่บัชนิดของแป้งท่ีใช ้
ชนิดของอาหาร และระดบัความตอ้งการของเส้นใยอาหาร โดยใช้ในผลิตภณัฑ์ท่ีมีความช้ืนต ่าถึงปาน
กลาง โดยเฉพาะผลิตภณัฑ์เบเกอร่ี และผลิตภณัฑ์ธญัชาติส าเร็จภาพ เน่ืองจากมีความสามารถในการอุม้
น ้ าต ่า (Yue and Waring, 1998) นอกจากน้ียงัอาจน าไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหารอ่ืน ๆ โดยใช้เป็นสาร
เพิ่มความขน้ในอาหาร (thickener) ช่วยให้อุณหภูมิการเกิดเจลาติไนซ์สูงข้ึน และมีความตา้นทานต่อแรง
เฉือนมากข้ึน (Schmidl et al., 2000) จากคุณสมบติัดงักล่าวประกอบกบัความนิยมของผูบ้ริโภคท่ีมีต่อ
ผลิตภณัฑอ์าหารเพื่อสุขภาพท าให้แนวโนม้การใชแ้ป้ง RS ในผลิตภณัฑอ์าหารเพิ่มข้ึน 

           จากคุณสมบติัของแป้ง RS ท่ีไม่สามารถถูกยอ่ยดว้ยเอนไซม์ในกระเพาะอาหารและล าไส้เล็กได ้
ดงันั้นจึงท าให้มีคุณสมบติัเทียบเท่ากบัเส้นใยอาหาร (dietary fiber) (Yue and Waring, 1998) การบริโภค
แป้ง RS มีผลช่วยให้ระบบขบัถ่ายท างานดีข้ึน โดยไปเพิ่มมวลอุจจาระ และเพิ่มความถ่ีในการขบัถ่าย ลด
อาการของโรคทอ้งผกู ทั้งยงัมีบทบาทในการลดปริมาณคลอเรสเตอรอลในเลือด ซ่ึงมีรายงานเก่ียวกบัผล
ต่อเมตาบอลิซึมของไขมันจากการศึกษาในหนูทดลอง พบว่าสามารถลดระดับความเข้มข้นของ
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คอเลสเตอรอลทั้งหมดในเลือด (total cholesteral) และลดระดบัความเขม้ขน้ของ triglyceride ในเลือดจึง
สามารถช่วยลดความเส่ียงต่อการเกิดโรคไขมนัอุดตนัในเส้นเลือด และโรคหัวใจได ้(De Deckere et al., 
1993 ; Younes et al., 1995; Mathe׳  et al., 1993; Han, Fukushima, Kato, Kojima, Ohba, and Shimada, 
2003; Hashimoto, Ito, Han, Shimada, Sekikawa, and Topping, 2006; Mikulíková, Masár, and Kraic, 
2008)  
            การเพิ่มปริมาณกรดไขมนัสายสั้นจะถูกเหน่ียวน าโดยการบริโภคแป้ง RS ซ่ึงกรดไขมนัสายสั้นจะ
มีผลช่วยลดความเป็นกรดด่างในล าไส้ ส่งผลใหแ้บคทีเรียกลุ่มท่ีก่อโรคปริมาณลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ สัมพนัธ์กนักบัปริมาณการเจริญของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ในล าไส้ (Coming et al., 1996; Hetjnen 
et al., 1990; Jenkins et al., 1998; Muir et al., 2004; Birkett et al., 1996; Phillips et al., 1995) หลักการ
ท างานร่วมกนัระหวา่งแป้ง RS และโพรไบโอติกคือ แป้งและผลิตภณัฑข์องแป้งท่ีไม่ถูกดูดซึมและทนต่อ
การย่อยด้วยเอนไซม์ในกระเพาะอาหารและล าไส้เล็ก จะผ่านเข้าไปถึงส่วนของล าไส้ใหญ่ และถูก
เลือกใชเ้ป็นสับสเตรทอยา่งจ าเพาะในการหมกัโดยจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ในล าไส้ใหญ่ ไดแ้ก่ แบคทีเรีย
กรดแล็กติก lactobacilli และ bifidobacteria แลว้ไดผ้ลิตผลสุดทา้ยออกมาเป็นกรดแล็กติก และกรดไขมนั
สายสั้ น  (short-chain fatty acid, SCFA) ประกอบด้วย กรดอะซิ ติก (acetic acid) กรดโพรพิ โอนิก 
(propionic acid) และกรดบิวทิริก (butyric acid) และมีการเกิดก๊าซ ไฮโดรเจน (H2), คาร์บอนไดออกไซด ์
(CO2) และก๊าชมีเทน (CH4) ร่วมด้วย  จากนั้นก๊าซท่ีเกิดข้ึนจะถูกขบัออกมาพร้อมกับลมหายใจหรือ
ช่องว่างในทางเดินอาหาร (Nugent, 2005; Englyst et al.,1999; Brown, Wang, and Topping, (1999) แป้ง 
RS สามารถช่วยเพิ่มปริมาณการผลิตกรดไขมนัสายสั้นในล าไส้ใหญ่ไดดี้ ซ่ึงจะสัมพนัธ์กนักบัการปรับตวั
ของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ในล าไส้ใหญ่ภายในช่วงระยะเวลาท่ีมากพอ เพื่อท่ีจะใชแ้ป้ง RS เป็นสับสเตร
ทในกระบวนการหมกั (Topping and Clifton, 2001) โดยกรดไขมนัสายสั้นทั้งสามชนิดท่ีเกิดจะมีสัดส่วน
ต่างกนัตามประเภทของแป้ง RS และสามารถถูกดูดซึมไดภ้ายในล าไส้ใหญ่ จากนั้นถูกส่งผา่นทางหลอด
เลือดใหญ่ไปยงัตบั และแพร่กระจายไปยงัอวยัวะอ่ืนในร่างกายและเซลล์เยื่อบุส าหรับการเผาผลาญ 
(metabolism) โดยกรดไขมนัสายสั้นจะเป็นแหล่งพลงังานเหน่ียวน าให้เซลล์ล าไส้ใหญ่สมบูรณ์ และลด
การเจริญของเซลล์มะเร็งในล าไส้ใหญ่ การเสริมแป้ง RS เป็นส่วนประกอบในอาหารในปริมาณสูงจะช่วย
ลดระดบัของ cholesterol และ triglyceride ในเลือดไดเ้น่ืองจากช่วยเร่งให้มีอตัราการ     ขบัออกของ 
cholesterol และ bile acids สูง (Nugent, 2005; Wursch,1999) จากรายงานผลการทดลองดงัไดก้ล่าวมา จะ
เห็นไดว้า่แป้ง RS มีคุณสมบติัท่ีเป็นผลดีต่อสุขภาพของมนุษย ์

           Le Blay et al. (2003) ไดศึ้กษาสมบติัความเป็นพรีไบโอติกของแป้ง RS2 และ FOS ในหนูทดลอง 
18 ตวัโดยผสมในอาหารปริมาณ 9% เทียบกบัการให้อาหารปกติเป็นระยะเวลานาน 14 วนั ติดตามการ
เปล่ียนแปลงของปริมาณแบคทีเรีย และผลผลิตจากการหมกัในส่วนของล าไส้ใหญ่ส่วนตน้ ล าไส้ใหญ่
ส่วนปลายและอุจจาระ พบวา่ทั้งแป้ง RS2 และ FOS ให้ผลทางพรีไบโอติกไดดี้กว่าตวัอยา่งอาหารควบคุม 
โดยพบว่าแบคทีเรียกรดแล็กติกมีการเจริญในอาหารท่ีเติม FOS ในส่วนของล าไส้ใหญ่ส่วนปลายและ
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อุจจาระ ส่วนในอาหารท่ีเติมแป้ง RS2 แบคทีเรียกรดแล็กติกมีปริมาณเพิ่มข้ึนในส่วนของล าไส้ใหญ่ส่วน
ตน้และกระพุง้ล าไส้  นอกจากน้ียงัพบวา่ทั้งแป้ง RS2 และ FOS ให้ผลท่ีส่งเสริมกนัซ่ึงการใชร่้วมกนัจะ
ช่วยส่งผลประโยชน์ต่อสุขภาพของล าไส้ใหญ่ไดเ้ป็นอยา่งดี Brown et al. (1997) ศึกษาสมบติัความเป็นพ
รีไบโอติกของแป้ง RS2 ในหมูเพศผู ้12 ตวั โดยเปรียบเทียบระหวา่งแป้งขา้วโพดท่ีมีปริมาณอะไมโลสต ่า 
(low-amylomaize starch) กับแป้งข้าวโพดท่ีมีปริมาณอะไมโลสสูง (high-amylomaize starch) ติดตาม
ปริมาณอุจจาระและกรดไขมนัสายสั้น โดยเฉพาะกรดโพรพิโอนิกและกรดบิวทิริก และตรวจววดัปริมาณ
การเจริญของ bifidobacteria ต่อกรัมของอุจจาระ พบว่า high-amylomaize starch สามารถกระตุ้นการ
เจริญของ bifidobacteria ได้ดีทั้ งยงัมีการผลิตกรดไขในสายสั้ นได้ดีกว่าเม่ือเทียบกับ low-amylomaize 
starch และให้ผลดียิ่งข้ึนเม่ือใช้ร่วมกนักบั FOS Silivi et al. (1999) ศึกษาผลของแป้ง RS3 ต่อการเจริญ
ของเช้ือจากล าไส้หนูทดลอง พบว่าแป้ง RS3 15 กรัมต่อ 100 กรัมอาหาร มีผลช่วยให้ปริมาณของ
แบคทีเรียท่ีมีประโยชน์กลุ่ม lactobacilli และ bifidobacteria เพิ่มข้ึนได ้10-102 CFUต่อมิลลิลิตร และยงัมี
มลต่อการลดจ านวนของ enterobacteria ได้มากกว่าเม่ือเทียบกับตัวอย่างควบคุมคือน ้ าตาลซูโครส 
นอกจากน้ีแป้ง RS3 ยงัมีผลส่งเสริมการผลิตกรดบิวทิริกในหนูทดลอง และช่วยลดปริมาณการผลิต
แอมโมเนียและลดค่าพีเอชในกระพุง้ล าไส้ได ้ การทดลองผลในคนของ Bouhnik et al. (2004) พบวา่การ
บริโภคแป้ง RS3 ปริมาณ 10 กรัมต่อวนัจะช่วยส่งเสริมการสร้างผลผลิตผลจากแบคทีเรียท่ีเป็นประโยชน์
ในล าไส้กลุ่ม bifidobacteria ไดดี้ แต่ก็ไม่ยนืยนัขอ้สรุปดา้นปริมาณท่ีควรบริโภคในคน ต่อมา Roberfroid 
(2007) ไดศึ้กษาปริมาณของ bifidobacteria ร่วมกนักบัระยะเวลาในการสัมผสักบัพรีไบโอติกซ่ึงสามารถ
ช่วยอธิบายผลท่ีเกิดข้ึนไดดี้กวา่ผลของปริมาณของพรีไบโอติกท่ีบริโภคเขา้ไป         

จากการศึกษาในสัตวท์ดลองของ Kleessen et al. (1997) ซ่ึงได้ใช้แป้ง RS2 และ RS3 ปริมาณ   
10 % ผสมในอาหารให้หนูทดลองกินเป็นระยะเวลา 5 เดือน หลงัจากนั้นฆ่าหนู แลว้เก็บตวัอยา่งจุลินทรีย์
จากล าไส้ใหญ่ และอุจจาระมาวดัการเจริญ พบว่าหนูท่ีไดรั้บอาหารท่ีเติมแป้ง RS ทั้ง 2 ประเภท มีการ
เจริญของแบคทีเรียกลุ่ม bifidobacteria เป็นส่วนใหญ่ และมีปริมาณมากกวา่ตวัอยา่งควบคุมอยา่งเห็นได้
ชัด และหนูท่ีได้รับแป้ง RS3 มีการเจริญของแบคทีเรียกลุ่ม lactobacilli, enterococci และ streptococci 
มากกว่าในหนูท่ีไดรั้บแป้ง RS2 และตวัอยา่งควบคุม เม่ือวดัปริมาณกรดไขมนัสายสั้นโดยรวม พบวา่มี
กรดไขมนัสายสั้ นโดยรวมในล าไส้ใหญ่มากกว่าในอุจจาระ โดยหล ักๆจะพบกรดอะซิติก ซ่ึงมีค่า
อตัราส่วนอยู่ช่วงระหว่าง 64-69% และพบกรดโพรพิโอนิกในตวัอย่างท่ีเติมแป้ง RS3 มากกวา่แป้ง 
RS2 ส่วนกรดบิวทิริกพบในตวัอยา่งท่ีเติมแป้ง RS2 มากกวา่แป้ง RS3 และเช่นเดียวกนัในการศึกษาอ่ืน ๆ 
ก็พบวา่การให้อาหารท่ีมีส่วนผสมของแป้ง RS กบัสัตวท์ดลองมีผลใหป้ริมาณการผลิตกรดไขมนัสายสั้น
ในกระพุง้ล าไส้ใหญ่ และในอุจจาระเพิ่มมากข้ึน (Wang et al., 1999; Ferguson et al., 2000; Henningson 
et al., 2003) ผลการทดลองในคนของ Bouhnik et al. (2004) พบว่าการบริโภคแป้ง RS3 ปริมาณ 10 กรัม
ต่อวนัจะช่วยส่งเสริมการสร้างผลผลิตผลจากแบคทีเรียท่ีเป็นประโยชน์ในล าไส้กลุ่ม bifidobacteria ไดดี้ 
และจากผลการทดลองในคนส่วนใหญ่พบวา่การบริโภคอาหารท่ีมีส่วนผสมของแป้ง RS ในปริมาณสูง 
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สามารถเพิ่มการขบัถ่าย และเพิ่มปริมาณความเขม้ขน้ของกรดไขมนัสายสั้นในอุจจาระไดดี้ (Phillips et 
al.,1995; Silvester et al.,1995; Cumming et al.,1996; Birkerr et al., 2000; Muir et al., 2004)  

จากการทดลองของ Wronkowska et al. (2006) ได้ศึกษาผลของ wheat, potato และ pea starch 
ในภาพท่ีมีการดดัแปรเป็น resistant starch และภาพของ native starch ต่อการเจริญของจุลินทรีย ์โดยใช้
เช้ือบริสุทธ์ิ Bifidobacterium sp. จ  านวน 3 สายพนัธ์ุ คือ B. pseudolongum K 19, B. breve KN14 และ B. 
animalis KS20a1 เม่ือวดัการเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีส่วนผสมของสับสเตรทปริมาณร้อยละ 1 พบว่า 
Bifidobacterium ทั้ ง 3 สายพันธ์ุ สามารถเจริญได้ดีในตัวอย่างท่ีมีแป้ง RS มากกว่าในตวัอย่าง native 
starch แต่ยงัน้อยกว่าตวัอย่างควบคุมซ่ึงใช้กลูโคสเป็นสับสเตรท เม่ือพิจารณากรดท่ีเกิดข้ึนพบว่ามีการ
ผลิตเฉพาะกรดแล็กติกและกรดอะซิติก แต่เม่ือทดลองโดยใชแ้ป้ง RS ปริมาณ 0.2 g ในตวัอยา่งเช้ือผสมท่ี
ได้จากล าไส้ใหญ่ของหนูทดลองท่ีได้รับอาหารมาตรฐานตามปกติ แล้ววดัปริมาณกรดไขมนัสายสั้นท่ี
เกิดข้ึน พบว่ามีการผลิต acetate, propionate และ butyrate โดยมีปริมาณของ acetate มากกว่า propionate 
และ butyrate  ตามล าดบั  ทั้งน้ีมีผลสัมพนัธ์กนักบัจ านวนประชากรของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ประจ าถ่ิน
ท่ีเพิ่มข้ึนด้วย คล้ายกันกับผลการทดลองของ Dongowski et al. (2005) และ Jacobasch et al. (2006) ศึกษา
สมบติัความเป็นพรีไบโอติกของแป้ง RS3 ในหนูทดลอง พบวา่หนูทดลองท่ีไดรั้บอาหารท่ีเติมแป้ง RS3 มี
การเจริญของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์กลุ่ม bifidobacteria และมีการผลิตกรดไขมนัสายสั้นเพิ่มมากข้ึนใน
ระบบทางเดินอาหาร และส่งผลต่อการลดลงของค่าพีเอชในล าไส้ใหญ่ และอุจจาระของหนูทดลอง 
Lesmes et al. (2008) ได้ศึกษาผลของแป้ง RS3 ด้วยการทดลองแบบ in vitro พบว่า โครงสร้างผลึกท่ี
หนาแน่นของแป้ง RS3 มีอิทธิพลต่อความสามารถในการหมกัของแบคทีเรียในล าไส้ และจ านวนของ
แบคทีเรียท่ีเพิ่มข้ึนนั้นมีผลต่อปริมาณกรดไขมนัสายสั้ นท่ีเกิดข้ึนด้วย จากรายงานผลการทดลองของ
Ferguson, Jones and  Englyst, (2000) พบว่าแป้ง RS2 ท่ีได้จากมนัฝร่ังดิบ (raw potato starch) สามารถ
เพิ่มความเขม้ขน้ของ butyrate ไดดี้ สอดคลอ้งกบัผลการทดลองทั้งในมนุษยแ์ละในหนูทดลองพบวา่แป้ง 
RS สามารถเพิ่มปริมาณของกรดไขมนัสายสั้นไดดี้โดยเฉพาะกรดบิวทิริกซ่ึงมีประโยชน์ต่อสุขภาพของ
ผู ้บ ริโภค ในหลายด้านรวมถึงการต้ านมะเร็งล าไส้  (Asp, and Bjorck, 1992; Hague et al., 1995; 
Cummings et al., 1996; Champ, Langkilde and Brovns, 2003; Tharanathan, and Mahadevamma, 2003; 
Henningsson et al., 2003; Sajilata et al., 2006; Sengupta et al., 2006; Sharma, Yadav, and Ritika 2008)  

Maathuis et al. (2008) ได้ศึกษาผลความเป็นพรีไบโอติกของแป้ง RS (newly developed maize 
starch) แบบ in vitro พัฒนาผลิตภัณฑ์แป้งข้าวโพดแบบใหม่ ต่อกิจกรรมและการเพิ่มปริมาณของ
จุลินทรียใ์นล าไส้ใหญ่ โดยใชแ้ป้ง RS ท่ีไดจ้  าลองการยอ่ยผา่นระบบล าไส้ (pre-digested) แลว้ดึงน ้ าตาล
โมเลกุลเด่ียวและ น ้ าตาลโมเลกุลคู่ (di-saccharides) ออกแลว้น าพอลิเมอร์ท่ีเหลือไปหมกักบัจุลินทรียใ์น
ระบบล าไส้ใหญ่ แบบจ าลอง พบวา่แป้ง RS มีผลช่วยช่วยกระตุน้การเจริญของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ใน
สกุล bifidobacteria และ lactobacilli ส่งเสริมการเพิ่มปริมาณของกรดไขมนัสายสั้นและพบวา่มีกรดแล็ก
ติกในปริมาณท่ีค่อนขา้งต ่าซ่ึงแสดงให้เห็นวา่กระบวนการหมกัแป้ง RS ไดเ้กิดข้ึนอยา่งชา้ ๆ และช่วยลด
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ผลผลิตท่ีเป็นพิษท่ีเกิดจากการหมักโปรตีนได้ดีกว่าตัวอย่างควบคุม ผลการทดลองน้ีช่วยยืนยนั
ผลประโยชน์ต่อสุขภาพของแป้ง RS 
            มีแบคทีเรียท่ีเป็นประโยชน์ในล าไส้ใหญ่ไม่ก่ีสายพนัธ์ุ ท่ีสามารถใช้แป้ง RS เป็นสับสเตรทใน
การเจริญได ้ดงัแสดงในผลการทดลองของ (Crittenden et al., 2001) ซ่ึงไดท้ดลองใช ้Bifidobacterium 40 
สายพนัธ์ ร่วมกนักบัแป้ง RS เป็น symbiotic ในผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ต พบวา่มีเพียงสายพนัธ์ุเดียวท่ีสามารถใช้
แป้ง RS ในการเจริญ ได้แก่ Bifidobacterium lactis Lafti B94 และสามารถมีชีวิตรอดผ่านสภาวะความ
เป็นกรดท่ีระบบทางเดินอาหารได้ และยงัอยู่รอดผ่านกระบวนการผลิตโยเกิร์ตและสภาวะการเก็บท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 6 สัปดาห์ได้ นอกจากน้ียงัพบว่าแป้ง RS ท าหน้าท่ีเป็นทั้ ง 
prebiotic และ synbiotics โดยมีรายงานการใชร่้วมกนักบั bifidobacteria ในผลิตภณัฑ์โยเกิร์ต เน่ืองจาก
ในการทดลองศึกษาแบบ in vitro พบวา่แป้ง RS มีส่วนเก้ือหนุนทางกายภาพให้กบั bifidobacteria หลาย
สายพนัธ์ุช่วยป้องกนัการถูกท าลายระหว่างการเตรียมอาหาร การเก็บรักษา และระหว่างส่งผ่านระบบ
ทางเดินอาหารส่วนบน (Brown et al., 1999; Crittenden et al., 2001) สอดคล้องกบัผลการศีกษาแบบ in 
vitro ของ Wang et al. (1999) พบวา่แป้ง RS ท าหนา้ท่ีเป็นสารอาหารส าหรับการเจริญของ bifidobacteria 
อีกทั้ งยงัช่วยปกป้อง bifidobacteria ระหว่างระบบทางเดินอาหารส่วนบนไปยงัล าไส้ใหญ่ และจาก
การศึกษาของ Brown et al. (1998) and Rodriguez-Cabezas ME et al. (2010) พบว่าแป้ง RS เม่ือใช้
ร่วมกับ FOS ในสัตวท์ดลองช่วยเพิ่มปริมาณของแบคทีเรียในอุจจาระได้ดีกว่าให้อย่างใดอย่างหน่ึง
แยกกนั 
 
2.2  ระบบทางเดินอาหารของมนุษย์ 

2.2.1 กระเพาะอาหาร 
            กระเพาะอาหารมีภาพร่างคลา้ยอกัษรตวัเจ (J-shaped) มีขนาดยาว 25 เซนติเมตร ขณะท่ีกระเพาะ
อาหารวา่งจะมีปริมาตรประมาณ 50 มิลลิลิตร และสามารถขยายให้มีความจุไดถึ้ง 4 ลิตร ภายหลงัอาหาร
ม้ือใหญ่ (Pocock and Richards, 2009) ต่อมในกระเพาะอาหาร (Gastric glands) มี 3 ชนิด คือ ต่อม 
Cardiac glands มีหนา้ท่ีขบัเมือก ต่อม Peptic glands ต่อมน้ีประกอบดว้ย Chief cells (ท าหนา้ท่ีหลัง่ 
pepsinogen), Parietal cells (ท าหน้าท่ีสร้างและหลั่งกรดกรดไฮโดรคลอลิก  ซ่ึงเป็นตวักระตุ้นการ
เปล่ียน pepsinogen ให้เป็น pepsin ท่ีใช้ในการย่อยโปรตีนอีกด้วย รวมทั้งหลัง่ Intrinsic factors ซ่ึง
เป็นสารประเภท glycoprotein จะท าหน้าท่ีรวมกบั vitamin B12 แล้วท าให้ vitamin B12 ถูกดูดซึม
ได้ดีท่ี  Ileum บริเวณปลายล าไส้เล็ก ), Mucous neck cells ท าหน้าท่ีหลั่งน ้ าเมือกออกมาเคลือบ
กระเพาะอาหารเพื่อป้องกันการถูกย่อย และต่อม Pyloric glands มีหน้าท่ีขบัเมือก และ pepsinogen 

(Smith and Morton, 2010)   
กระเพาะอาหารมีหน้าท่ีเป็นแหล่งเก็บอาหารชั่วคราวและช่วยย่อยอาหารเชิงกล ด้วยการกวน 

นวดอาหารให้ไดเ้ป็นช้ินส่วนเล็กๆ ผสมกบัน ้ าย่อยจากกระเพาะอาหาร (gastric juice) หลัง่กรดไฮโดร
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คลอริก เอนไซม์ และเมือก ในช่วงแรกท่ีมีอาหารเขา้สู่กระเพาะอาหาร กระเพาะอาหารจะขยายใหญ่ข้ึน 
และความดนัในกระเพาะอาหารจะเพิ่มข้ึนเล็กน้อย  เม่ือกระเพาะอาหารขยายข้ึนถึงระดบัหน่ึง จะเกิด
กระบวนการรีเฟล็กซ์การคลายตวัเม่ือถูกยืด (stretch relaxation)   หรือเรียกวา่เกิดเหตุการณ์  receptive 

relaxation   หลงัจากเกิดรีเฟล็กซ์น้ีแล้ว เม่ือมีอาหารเขา้มาจะท าให้กระเพาะอาหารขยายตวัต่อไปอีก 
และความดนัในกระเพาะอาหารจะไม่เพิ่มข้ึน  หลงัจากกินอาหารเสร็จแล้วประมาณ 15 นาทีกระเพาะ
อาหารจะเร่ิมบีบแรงข้ึน โดยเร่ิมบีบในบริเวณส่วนกลางถดัไปทางส่วนหลงั กระเพาะอาหารส่วนหลงัจะ
มีแรงบีบเพิ่มมากข้ึนเป็นล าดบั การบีบของกระเพาะอาหารส่วนหลงัมีลกัษณะคลา้ยการบีบรูดเป็นคล่ืนรูด
ไปทางปลายกระเพาะอาหารรวมทั้งบีบอาหารเหลวส่งไปล าไส้เล็กส่วนตน้ แลว้กระเพาะอาหารช่วงทา้ย
จะบีบแรงข้ึนเป็นล าดบั เม่ือคล่ืนบีบรูดเคล่ือนไปถึงตอนปลายสุดของกระเพาะอาหารจะท าให้หูรูด 
(pyloric sphincter) ท่ีปลายกระเพาะอาหารเปิดออก ช่วงน้ีจะมีอาหารบางส่วนผ่านหูรูดออกไปไดบ้า้ง 
แต่ อาหารท่ีเป็นช้ินขนาดใหญ่ยงัผ่านหูรูดปลายกระเพาะออกไปไม่ได ้และยงัคงอยู่ในกระเพาะอาหาร 
เพื่อให้กระเพาะอาหารบดยอ่ยให้มีขนาดเล็กลงอีก    การบีบของกระเพาะอาหารส่วนหลงัจะเป็นไปอยา่ง
สม ่ าเสมอเป็นเวลา 2-3 ชั่วโมงจากเม่ืออาหารเข้ามา และอาหารจะถูกบดย่อยเล็กลงไปเป็นล าดับ
จนกระทัง่มีขนาดเล็กพอท่ีจะผา่นหูรูดปลายกระเพาะไปได ้จะเห็นวา่อาหารประเภทอาหารเป็นช้ินจะเร่ิม
ออกจากกระเพาะอาหารไปไดห้ลงักินอาหารผา่นไปแลว้เป็นเวลานานกว่าอาหารท่ีมีลกัษณะเป็นอาหาร
เหลว ประมาณไดว้่าอาหารเป็นช้ินเร่ิมผา่นกระเพาะอาหารออกไปไดเ้ม่ือเวลาผ่านไปแลว้ 50 นาทีหลงั
กินอาหาร ในขณะท่ีอาหารเหลว เร่ิมผ่านกระเพาะอาหารออกไปได้ ภายในเวลาประมาณ 10  นาที
หลงัจากกินอาหาร   ส าหรับอาหารท่ีมีลกัษณะเป็นเส้นใย (fiber; เส้นใยในผกั, ผลไม)้  ก็จะเคล่ือนผา่นหู
รูดปลายกระเพาะออกไปได้ช้ากว่าอาหารเหลว ลักษณะทางกายภาพของอาหาร  ได้แก่ ความแน่น 
(density)   ความหนืด (viscosity)  เป็นปัจจยัหน่ึงท่ีท าให้อาหารเคล่ือนออกจากกระเพาะอาหารไปได้
ในเวลาต่างกนั (Pocock and Richards, 2009; Kent and Van de Graaff, 2000) อตัราเร็วท่ีกระเพาะ
อาหารบีบ เพื่อส่งอาหารไปเข้าล าไส้เล็กส่วนต้น นอกจากจะเป็นไปตามปัจจยัท่ีมีส่ิงกระตุ้นอยู่ใน
กระเพาะอาหารเอง ดงัท่ีไดอ้ธิบายมาแลว้ ยงัมีความสัมพนัธ์กบัการมีอาหารอยูใ่นล าไส้เล็กส่วนตน้อีก
ดว้ย เม่ือมีอาหารประเภทไขมนัอยู่ในล าไส้เล็กส่วนตน้ มีกรดของกระเพาะอาหารไหลลงมาท่ีล าไส้เล็ก
ส่วนตน้ และมีกรดอะมิโน, มีเพปโทน (peptone) อยู่ในล าไส้เล็กส่วนตน้  การบีบของกระเพาะอาหาร
และการบีบไล่อาหารของกระเพาะอาหารจะช้าลง ด้วยกระบวนการเรียกว่า "enterogastric reflex"  
(Pocock and Richards, 2009; Smith and Morton, 2010)   
 

2.2.2 ล าไส้เลก็   
            ล าไส้เล็กมีความยาว 4 เมตร และกวา้ง 2.5 เซนติเมตร ซ่ึงแบ่งออกเป็น 3 ส่วนคือ ล าไส้เล็กส่วนตน้ 
(duodenum) อยู่ติดกบักระเพาะอาหาร มีความยาวเพียง 25 เซนติเมตร ถดัลงมาคือล าไส้เล็กส่วนกลาง 
(jejunum) มีความยาว 1.5 เมตร และล าไส้เล็กส่วนปลาย (ileum) มีความยาวมากท่ีสุดถึง 2.5 เมตร เม่ือมี
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อาหารอยูใ่นล าไส้เล็กจะเป็นส่ิงกระตุน้ตวัรับการยืดในล าไส้เล็ก แลว้จะเป็นการเร่ิมตน้การบีบของล าไส้
เล็ก 2 ลกัษณะคือ  การบีบแบ่งเป็นส่วน  (segmentation)  และการบีบรูด (peristalsis) (Pocock and 

Richards, 2009) การบีบแบ่งเป็นส่วนน้ีท าให้เห็นว่าล าไส้เล็กแบ่งออกเป็นปล้อง  ลักษณะการบีบ
แบ่งเป็นส่วนคือ ล าไส้เล็กช่วงน้ีมีบริเวณท่ีบีบรัดอยูส่ลบักบับริเวณคลาย  จึงเห็นลกัษณะเป็นปลอ้ง  (ภาพ
ท่ี 1.1) ลูกศรแสดงให้เห็นว่าอาหารในบริเวณน้ีจะเคล่ือนไปอยู่บริเวณใดเม่ือบีบแบ่งเป็นส่วนในล าดบั
ต่อไปความถ่ีของการบีบแบ่งเป็นส่วนเกิดข้ึนในล าไส้เล็กส่วนตน้นาทีละประมาณ 11-12 คร้ัง สภาวะบ่ม
และเกิดข้ึนในล าไส้เล็กส่วนปลายนาทีละประมาณ 8-9 คร้ัง วิธีบีบของล าไส้เล็กลักษณะน้ีเกิดจาก
กลา้มเน้ือวงแหวนของผนงัล าไส้เล็กหดตวั-คลายตวัสลบัท่ีกนัไป  การหดตวัคร้ังหน่ึง  หดอยู่นาน 3-8 

วนิาที  การบีบและคลายอยา่งสลบัท่ีไปเช่นน้ีท าให้อาหารท่ีอยูใ่นล าไส้เล็กส่วนน้ีถูกตดัแบ่งออกเป็นกอ้น
เล็กลงไป และท าให้ก้อนอาหารเคล่ือนไปมาเป็นช่วงสั้ น ๆ  ท าให้อาหารคลุกเคล้าเขา้กับน ้ าย่อยได้ดี 
(Kent and Van de Graaff, 2000)   
 

 

ภาพที ่1.1 ภาพแสดงการบีบแบ่งเป็นส่วนของล าไส้เล็ก (Smith and Morton, 2010)    

กระบวนการบีบรูด (peristalsis) มีระบบควบคุมท่ีซบัซ้อนกวา่การบีบแบ่งเป็นส่วน ลกัษณะเป็น
การเคล่ือนของอาหารลงไปตามล าไส้เล็ก ระบบการท างานประกอบดว้ย การกระตุน้ให้กลา้มเน้ือเรียบ  
วงแหวนท่ีล าไส้เล็กช่วงเหนือต าแหน่งท่ีมีอาหารอยู่หดตวั และให้กล้ามเน้ือเรียบตามยาวคลายตวั ใน
ขณะเดียวกันจะควบคุมให้กล้ามเน้ือเรียบวงแหวนท่ีล าไส้เล็กช่วงล่างอยู่ในสภาพคลายตวั และให้
กลา้มเน้ือตามยาวช่วงน้ีหดตวั  เม่ือกลา้มเน้ือวงแหวนคลายตวัขณะท่ีกลา้มเน้ือตามยาวหดตวั ล าไส้เล็กจึง
มีเส้นผา่ศูนยก์ลางเพิ่มข้ึน และท าให้อาหารเคล่ือนลงมาอยูใ่นล าไส้เล็กช่วงล่างไดง่้าย   การบีบรูดจะเกิด
เป็นคล่ืนบีบรูดเคล่ือนไปตามล าไส้เล็กจากช่วงต้นไปช่วงปลายได้เป็นระยะทางสั้ นๆ (Pocock and 
Richards, 2009; Smith and Morton, 2010)    เม่ือภายในช่องล าไส้เล็กมีความดันเพิ่มข้ึน จะสามารถ
กระตุน้ให้ล าไส้เล็กบีบตวั  ทั้งการบีบแบบแบ่งเป็นส่วน และแบบบีบรูด จึงสรุปวา่การบีบทั้งสองแบบน้ี 
เป็นการท างานตอบสนองของล าไส้เล็กเม่ือมีอาหารอยูใ่นล าไส้เล็ก  สอดคลอ้งกบัการศึกษาการบีบของ
ล าไส้เล็กของ Bayliss and Starling (1999) ไดเ้รียกการท างานน้ีวา่ " law of the intestine " รายงานวา่การ
บีบของล าไส้เล็ก อาศยัข่ายการประสานงานของระบบประสาทเอนเทอริกในลกัษณะวงจรรีเฟล็กซ์ และ
การมีอาหารในล าไส้เล็กนัน่เองท่ีเป็นส่ิงกระตุน้ท่ีส าคญั (Pocock and Richards, 2009) 
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2.2.3 ล าไส้ใหญ่ 
ล าไส้ใหญ่มีขนาดใหญ่กว่าล าไส้เล็ก มีความยาวเฉล่ีย 1.5 เมตร กวา้ง 6.5 เซนติเมตร และมี

สภาวะบ่มพื้นท่ีผิวโดยประมาณเท่ากบั 1.3 ตารางเมตร ซ่ึงจะอยู่ในต าแหน่งท่ีเช่ือมต่อกบัล าไส้เล็กส่วน
ปลาย (ileum) ทางดา้นขวา เหนือข้ึนไปดา้นบนและโคง้ไปทางดา้นซ้ายในต าแหน่งท่ีต ่ากวา่ตบั ด่ิงลงมาท่ี
ต าแหน่งเชิงกราน และส้ินสุดท่ีทวารหนกั   ล าไส้ใหญ่มีน ้าหนกัเปียกประมาณ 220 กรัม ซ่ึงประกอบดว้ย
แบคทีเรียทั้ งหมด 90 กรัม จุอาหารได้ประมาณ 1-2 ลิตร ภายในประกอบด้วยกากอาหารเป็นส่วน
ของเหลวก่ึงแข็งท่ีไม่ถูกยอ่ย (95 กรัมต่อวนั) ซ่ึงตกมาถึงล าไส้ใหญ่ อุจจาระท่ีเป็นของแข็งก่ึงเหลวท่ีเกิด
จากการดูดของเหลวออกโดยปริมาตรสุดท้ายจะได้อุจจาระประมาณ 0.2 ลิตร ซ่ึงจะถูกขบัถ่ายออกสู่
ภายนอกร่างกาย (Macfarlane and Cumming, 1991; Roberfroid, 2005b) และล าไส้ใหญ่ยงัประกอบดว้ย
แบคทีเรียปริมาณมาก มีรายงานวา่ เม่ือตรวจแบคทีเรียจากล าไส้ใหญ่ส่วนปลายและอุจจาระของมนุษยว์ยั
ผูใ้หญ่ พบว่ามีเช้ือเด่นเพียง 4 divisions จาก 55 divisions ประกอบด้วย Firmicutes (64% ส่วนใหญ่เป็น 
clostridia class ในสกุล Eubacterium, Faecalibacterium, Roseburia และ Lactobacillus), Bacteroidetes 
(23% โดยหลัก ๆ เป็น Bacteroides sp. สายพันธ์ุ  Bacteroides thetaiotaomicron), proteobacteria (8% 
ประกอบด้วย Enterbacteriaceae) และ actinobacteria (3% ประกอบดว้ย Bifidobacterium sp.) (Eckburg 
et al., 2005; Frank et al., 2007) ระยะเวลาของการส่งผ่านของเหลวจะช้าลงเฉล่ียช่วง transit time 
ประมาณ 18-20 ชัว่โมง โดยท่ีการขนส่งสารอาหารในล าไส้จะชา้ลงจากส่วนของล าไส้ใหญ่ส่วนตน้ไปถึง
ไส้ตรง (Macfarlane and Cumming, 1991) อย่างไรก็ตามความคงตวัของการไหลของสารอาหารผ่าน
ระบบของล าไส้จะส่งผลกดดนัให้แบคทีเรียในล าไส้หนีจากการถูกลา้งหมดจากล าไส้โดยการยึดเกาะ
บริเวณเซลลเ์ยือ่บุผนงัล าไส้ของเจา้บา้น หรือการเร่งการเจริญเพิ่มปริมาณเซลลท่ี์สมดุลกบัปริมาณท่ีจะถูก
ลา้งหมดไปจากล าไส้ (Flint et al., 2007) 

โดยคร่าว ๆ ล าไส้ใหญ่สามารถแบ่งได้เป็น 3 ส่วน ซ่ึงสัมพนัธ์กบัสารอาหารท่ีมี และกิจกรรม
ของแบคทีเรีย ล าไส้ใหญ่ส่วนตน้ (proximal or ascending colon) ถดัมาเป็นล าไส้ใหญ่ส่วนท่ีเก่ียวกบัการ
ส่งผ่านสารอาหาร (transversal) และล าไส้ใหญ่ส่วนปลาย (distal or descending colon) (Macfarlane and 
Cumming, 1991) ล าไส้ใหญ่ไม่ท าหน้าท่ีในการย่อยอาหาร แต่ดูดซึมน ้ าและอิเล็กโทรไลต์จากอาหารท่ี
ผา่นเขา้มาจากล าไส้เล็ก ล าไส้ใหญ่มีการบีบแบ่งเป็นส่วนและการบีบรูด เช่นเดียวกบัล าไส้เล็ก  ในเวลาท่ี
ไม่ได้กินอาหารล าไส้ใหญ่มีการบีบรูดอยู่ในอตัราท่ีช้ามาก การบีบรูดในช่วงเวลาน้ีจะท าให้อาหาร
เคล่ือนท่ีไปไดป้ระมาณชัว่โมงละ 5 เซนติเมตร  ช่วงหลงักินอาหารเสร็จใหม่ๆล าไส้ใหญ่จะบีบเร็วข้ึน
และแรงข้ึน  หลงักินอาหารแลว้ประมาณ 15-30 นาที ล าไส้ใหญ่จะเร่ิมบีบมากข้ึนและยงัคงบีบติดต่อกนั
ไปอีกนานกว่า 2  ชั่วโมง  เหตุท่ีล าไส้ใหญ่บีบได้แรงช่วงหลงักินอาหารเป็นเพราะการท่ีอาหารท าให้
กระเพาะอาหารยดืออก ขณะเดียวกนัใยประสาทท่ีเช่ือมโยงไปถึงระบบประสาทในล าไส้ใหญ่ จะกระตุน้
ล าไส้ใหญ่บีบแรงข้ึนด้วย  ต่อมาเม่ืออาหารมาอยู่ในล าไส้เล็กกระตุน้ให้ล าไส้เล็กบีบ จะกระตุน้ล าไส้

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

13 

 

ใหญ่ด้วยเช่นกนั สองเหตุการณ์น้ี เป็นปัจจยัท่ีกระตุน้ให้ล าไส้ใหญ่บีบแรงในช่วงเวลาหลงัม้ืออาหาร 
(Pocock and Richards, 2009) การบีบแบ่งเป็นส่วนท าให้ล าไส้ใหญ่มีลกัษณะเป็นปล้องคล้ายกระเปาะ
เล็กๆ เรียงกันไป เรียกว่า  “haustra”   จึงเรียกการบีบของล าไส้ใหญ่แบบน้ีว่า “haustration” การบีบ
ลกัษณะน้ีท าใหก้อ้นอาหารแยกเป็นกอ้นเล็ก ๆ ท าใหมี้พื้นท่ีผวิท่ีจะสัมผสักบัเยือ่บุผวิล าไส้ใหญ่มากข้ึน มี
ผลท าใหเ้ซลลเ์ยื่อบุผวิล าไส้ใหญ่ดูดซึมน ้ าและอิเล็กโทรไลตจ์ากอาหารไปไดม้ากท่ีสุด (Kent and Van de 
Graaff, 2000)  

กากอาหารท่ีตกคา้งและสารอาหารจ าพวกคาร์โบไฮเดรต โปรตีน และอ่ืน ๆ ท่ีรอดพน้การดูดซึม
จากล าไส้เล็กจะมาถึงล าไส้ใหญ่ส่วนตน้และจะถูกใช้เป็นสารอาหารในการเจริญให้กบัแบคทีเรียท่ีอาศยั
ในล าไส้ใหญ่ ซ่ึงปริมาณคาร์โบไฮเดรตท่ีสูงจะช่วยเพิ่มอตัราการเจริญและการหมุนเวียนของแบคทีเรีย 
และส่งผลในการลดลงของค่าพีเอชของล าไส้ประมาณ 5.4-5.9 หลงัจากนั้นปริมาณคาร์โบไฮเดรตและ
ความช้ืนท่ีค่อย ๆ หมดลงเร่ือย ๆ ไปจนถึงส่วนปลายของล าไส้ใหญ่จะส่งผลให้อตัราการเจริญของ
แบคทีเรียลดลงสัมพนัธ์กบัค่าพีเอชท่ีเพิ่มข้ึนประมาณ 6.6-6.9 ในขณะท่ีการหมกัของคาร์โบไฮเดรตหลกั 
ๆ จะเกิดข้ึนท่ีล าไส้ใหญ่ส่วนตน้ และผลผลิตสุดทา้ยท่ีได้จากการหมกัประกอบดว้ยกรดไขมนัสายสั้ น
ไดแ้ก่ กรดอะซิติก กรดโพรพิโอนิก กรดบิวทิริก และแก๊ส ส่วนการยอ่ยสลายโปรตีนจะเกิดท่ีส่วนปลาย
ของล าไส้ใหญ่ และผลผลิตสุดทา้ยท่ีไดจ้ากการหมกัประกอบดว้ยกรดไขมนัสายสั้นไดแ้ก่ แอมโมเนีย เอ
มีน ฟีนอล และอินโดล (Macfarlane and Cumming, 1992; Roberfroid, 2005a) ทั้งน้ีกลไกการยอ่ยอาหาร
เชิงกล และการเคล่ือนท่ีของอาหารในแต่ละขั้นตอนภายในระบบทางเดินอาหารแต่ละส่วนจากปาก 
กระเพาะอาหาร ล าไส้เล็ก ไปจนถึงส่วนของล าไส้ใหญ่ดงัไวใ้นตารางท่ี 1.1       

ในด้านของการจ าลองระบบการย่อยอาหารแบบ in vitro มีหลายปัจจยัท่ีมีอิทธิพลต่อผลการ
ทดลองอยา่งมีนยัส าคญั เช่น ลกัษณะสมบติัของตวัอยา่ง กิจกรรมการท างานของ enzyme ส่วนประกอบ
ของไอออน ความกดดนัของเชิงกล (mechanical stresses) และระยะเวลาท่ีใช้ในการย่อย อย่างไรก็ตาม 
ภายใต้สภาวะการทดลองแบบ in vitro นั้ นจะไม่ได้ถูกกระตุ้นอย่างสมบูรณ์ (Hur, Lim, Decker, and 
McClenents, 2011) ในการศึกษาก่อนหน้าน้ีได้มีการทดลอง in vitro digestion models ในอาหารอย่าง
หลากหลาย (ตารางท่ี 1.2) Boisen and Eggum (1991) อธิบายถึงความสัมพนัธ์ระหวา่งการทดลองการยอ่ย
อาหารแบบจ าลองในระดบั in vitro และการท างานของเอนไซม์ ได้รายงานว่าเทคนิคการจ าลองระบบ
การย่อยแบบ in vitro สามารถออกแบบให้ใช้เอนไซม์ท่ีจ  าเพาะของแต่ละสารอาหาร เพื่อให้ได้
ประสิทธิภาพในการย่อยสูงสุด (maximol digestibility) หรือเพื่อวดัอตัราเร่ิมต้นของการสลายตวัของ
สารประกอบ (the initial rate of hydrolysis) โดยปัจจยัส าคญัท่ีสุดในการทดลองระบบการย่อยแบบ in 
vitro คือการท างานของเอนไซม์ซ่ึงมีหลายปัจจยัท่ีล้วนมีผลกระทบต่อการท างานของเอนไซม์ ได้แก่ 
ความเข้นข้นของเอนไซม์ อุณหภูมิ ค่า pH ความคงตัว (stability) ตัวกระตุ้น (activators) ตัวยบัย ั้ ง 
(inhibitors) และเวลาท่ีใชใ้นการบ่ม  
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ตารางที ่1.1  การยอ่ยเชิงกลในระบบทางเดินอาหาร (Kent and Van de Graaff, 2000) 

Region Type of Motility Frequency Stimulus Result 
Oral cavity Mastication Variable Initiated voluntarily 

proceeds reflexively 
Subdivision, 
mixing with saliva 

Oral cavity 
 and 
pharynx 

Deglutition Maximum of  
20 per min 

Initiated voluntarily, 
reflexively controlled 
by swallowing center 

Clears oral cavity 
of food 

Esophagus Peristalsis Depends on 
frequency of 
swallowing 

Initiated by 
swallowing 

Movemet through 
the esophagus 

Stomach Receptive relaxation 
Tonic contraction 
Peristalsis 
Hunger contractions 

Matches 
frequency  
of swallowing 
15-20 per min 
1-2 per min 
3 per min 

Unknown 
Autonomic plexuses 
Autonomic plexuses 
Low blood sugar 
level 

Permits filling of 
stomach 
Mixing and 
churning 
Evacuation of 
stomach 
Feeding 

Small 
 intestine 

Peristalsis 
Rhythmic 
segmentation 
Pendular 
movements 

15-18 per min 
12-16 per min 
variable 

Autonomic plexuses 
Autonomic plexuses 
Autonomic plexuses 

Transfer through 
intestine 
Mixing 
Mixing 

Large  
intestine 

Peristalsis 
Mass movements 
Haustral churning 
Defecation 

3-12 per min 
2-3 per day 
3-12 per min 
Variable: 1 per  
day to 3 per  
week 

Autonomic plexuses 
Stretch 
Autonomic plexuses 
Reflex triggered by 
rectal distension 

Transport 
Fills sigmoid 
colon 
Mixing 
Defecation 
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ตารางที ่1.2  การศึกษาระบบการยอ่ยอาหารแบบจ าลองในระดบั  in vitro (Hur et al., 2011)   

Samples Measurement 
parameters 

Enzymes or 
chemicals 

Digestion 
times 

Literature 
references 

Determination of 
oxalates in  
Japanese Taro corns 

Dry matter, gastric and  
intestinal soluble oxalate,  
total oxalate 

α-amylase, mucin 
BSA, pepsin  
pancreatin, , bile  

5 min 
 2h  
2h 

Savage and 
catherwood (2007) 

Bioaccessibility  
of wheatgrass 

Bioaccessible  
concentrations  
of wheatgrass 

Pepsin  
Pancreatin, bile  

3h  
4h 

Kulkarni, Acharya, 
Rajurkar, and Reddy 
(2007) 

Phenolic  
Compounds 
 in fruits 

Antioxidant activity, 
total polyphenol, profile 
of polyphenols 

Pepsin  
pancreatin 

2h  
4h 

Tarko, Duda-
Chodak, Sroka, 
Satora, (2009) 

Starch hydrolysates 
with various degrees 
of branching 

Influence of chemical 
structure  
of starch hydrolysates on  
growth of probiotic 
microflora 

Pepsin  
pancreatin bile 
salt 
fecal flora 

4h 
2h 
18h 

Słominska et al. 
(2010) 
 

Release of phenolic 
compounds from 
chokeberry juice 

Change in their 
antioxidant activity 

Pepsin  
pancreatin bile 
salt 

2h 
2h 

Goderska et al. 
(2008) 

In vitro digestion of 
beef with various 
fibres 

Confocal microscopy, 
free fatty acid contents 
fatty acid composition 
cholesterol contents 

a-amylase  
mucin BSA 
pepsin mucin 
pancreatin bile  

5 min 
2h 
2h 

Hur, Lim, Decker, 
and McClements 
(2009) 

Bioaccessibility of 
heterocyclic amines  

Release of heterocyclic  
amines 

Amylase 
 pepsin  
pancreatin 

10 min  
30 min 
 3.5 h 

Kulp, Fortson, 
Knize, and Felton 
(2003) 
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สารอาหารอยา่งใดอยา่งหน่ึง เช่น การยอ่ยโปรตีนดว้ยเอนไซมเ์ปปซิน (pepsin) การยอ่ยแป้งดว้ย
เอนไซม์อะไมเลส  (amylase) หรือการย่อยไขมันด้วยเอนไซม์ไลเปส  (lipases) เป็นต้น  และในทาง
เดียวกันได้มีรายงานว่าการใช้เอนไซม์เพียง 1 ชนิด  (single puvifiled enzyme) ให้ผลดีกว่าการใช้
เอนไซมห์ลายชนิดร่วมกนั เพราะจะท าให้ง่ายต่อการท า standardization ของการจ าลองการยอ่ยแบบ in 

vitro ดว้ยความคงตวัเปรียบเทียบกนัระหวา่งห้องปฏิบติัการ (Coles, Moughan, and Darragh, 2005) แต่
อยา่งไรก็ตามการยอ่ยสารอาหาร 1 ชนิด มกัจะไดรั้บอิทธิพลโดยการยอ่ยของสารอาหารชนิดอ่ืน ดงันั้น
ในการจ าลองระบบการย่อยส่วนใหญ่จึงเป็นไปได้ท่ีจะใช้เอนไซม์หลายชนิดร่วมกันมากกว่าการใช้
เอนไซมเ์พียงชนิดเดียว (Boisen and Eggum, 1991; Hur et al., 2011) 

 

2.3 จุลนิทรีย์ทีพ่บในระบบทางเดินอาหารของคนปกติ 
ในระบบทางเดินอาหารของคนมีจุลินทรีย์ประจ าถ่ิน (normal flora หรือ normal microbiota) 

แตกต่างกนัหลากหลายสายพนัธ์ุดงัแสดงในตารางท่ี 1.3 ทั้งกลุ่มจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์และกลุ่มจุลินทรีย์
ท่ีเป็นเช้ือก่อโรค ซ่ึงจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ดงักล่าวคือจุลินทรียก์ลุ่มท่ีเป็นสารเสริมชีวนะ (Probiotics) 
ของคน 
             2.3.1 โพรไบโอติก (Probiotic)  

โพรไบโอติก คือ จุลินทรียท่ี์ยงัมีชีวติสามารถอยูร่อดผา่นระบบทางเดินอาหารส่วนบน  โดย
จะทนต่อสภาพกรดในกระเพาะอาหารและล าไส้เล็กได ้และอยู่ในน ้ าดีได ้สามารถยึดเกาะกบัเน้ือเยื่อบุ
ผนงัล าไส้ไดดี้ เจริญเพิ่มปริมาณและมีกิจกรรมเมตาบอลิซึม (metabolizing) ในล าไส้ใหญ่  ไม่ก่อให้เกิด
โรค และยงัมีประโยชน์ต่อสุขภาพของ host (Fuller, 1992) เม่ือไดรั้บในปริมาณพอเพียง ช่วยให้มีสุขภาพ
ท่ีดีข้ึน ในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์โดยเฉพาะล าไส้ใหญ่จะมีทั้ งจุลินทรีย์ท่ีมีประโยชน์และ
จุลินทรียก่์อโรคอยูร่่วมกนั เม่ือบริโภค probiotics จะไปปรับสมดุลของจุลินทรียใ์นล าไส้  โดยจะช่วยเพิ่ม
ปริมาณของจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ และช่วยยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียช์นิดท่ีก่อโรค จึงมีผลในการช่วย
ป้องกนัหรือลดความรุนแรงของโรคติดเช้ือในระบบทางเดินอาหาร   ลดการเกิดโรคทอ้งร่วง และลด
อาการของโรคล าไส้อกัเสบ นอกจากน้ีคุณสมบติัเชิงหน้าท่ีท่ีเป็นประโยชน์ของ  probiotics ในหลาย
หลายดา้น ประกอบดว้ย ประโยชน์ทางดา้นโภชนาการ การช่วยสังเคราะห์วิตามิน และช่วยในการดูดซึม
แร่ธาตุและสารอาหารท่ีจ าเป็นต่อร่างกาย  การช่วยผลิตเอนไซม์ท่ีส าคญัต่อการยอ่ย เช่น β-galactosidase 
เป็นผลดีส าหรับผูท่ี้ขาดเอนไซม์ช่วยยอ่ยแลคโตส (lactose) ในนมและผลิตภณัฑ์นม ช่วยกระตุน้ระบบ
ภูมิคุม้กนัให้สามารถท างานได้ดี ช่วยลดอาการทอ้งผูกโดยเร่งการบีบตวัของล าไส้ ช่วยให้เซลล์เยื่อบุ
ล าไส้สมบูรณ์ลดความเส่ียงต่อโรคมะเร็งล าไส้  อีกทั้งยงัช่วยลดระดบัคอเลสเตอรอลในเลือดได้ด้วย 
(Gibson and Roberfroid, 1995) จุลินทรีย์ท่ีมีคุณสมบัติในการเป็นโพรไบโอติกยงัได้แก่แบคทีเรียอีก
หลายชนิด ยีสต ์และรา (Fuller, 1992) กลุ่มแบคทีเรียทีเป็นโพรไบโอติก Bacillus sp. (สายพนัธ์ุท่ีนิยมใช้
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ได้แ ก่  Baci. coagulan, Baci. subtilis, Baci. licheniformis, Baci. toysi และ  Baci. stearothermophilus),  
Bacteroides sp. (สายพันธ์ุท่ีนิยมใช้ได้แก่ Bact. amylophilus, Bact. capillosus, Bact. ruminocola และ 
Bact. suis), Bifidobacterium sp. (สายพันธ์ุท่ีนิยมใช้ได้แก่ Bifi. thermophilum, Bifi. adolescentis, Bifi. 
animalis, Bifi. bifidum, Bifi. infantis และ Bifi. longum) 

              
ตารางที ่1.3    จ  านวนจุลินทรียส์ายพนัธ์ุหลกัในต าแหน่งท่ีต่างกนัในระบบทางเดินอาหารของ 

มนุษย ์(Salminen and Wright, 1993) 
 

ระบบทางเดินอาหาร จุลนิทรีย์ จ านวนจุลนิทรีย์ทั้งหมด 
ต่อกรัมอุจจาระ 

กระเพาะอาหาร Streptococcus 
Lactobacillus                                      

101 - 102  

 
ล าไส้เล็กส่วนตน้ 
และส่วนกลาง  

Streptococcus 
Lactobacillus 

102 – 104 

ล าไส้เล็กส่วนปลาย 
 

Bateroides 
Clostridium 

Enterococcus 
Streptococcus 
Lactobacillus 

106 – 108 

ล าไส้ใหญ่ Bateroides 
Eubacterium 

Bifidobacterium 
Streptococcus 
Lactobacillus 

1011 – 1012 

 

Lactobacillus sp. (สายพนัธ์ุท่ีนิยมใช้ได้แก่ Lact. Acidophilus, Lact. bifidus, Lact. brevis, Lact. 
bulgaricus, Lact.  casei, Lact.  rerterii, Lact.  cellobiosus, Lact.  colinoides, Lact.  corvatus, Lact. 
delbruekii, Lact.  fermentum, Lact.  lactis, Lact.  plantarum, Lact.  ruminis แ ล ะ  Lact.  vitulinus) , 
Leuconostoc sp. (ส ายพัน ธ์ุ ท่ี นิ ยมใช้ได้แ ก่  Leu. cremoris, Leu. dextranicum, Leu. lactis และ  Leu. 
mesenteroides), Pediococcus sp. (สายพันธ์ุท่ีนิยมใช้ได้แก่ Pedi. acidophilus, Pedi. halophilus, Pedi. 
pentosaecus, Pedi. cerevisiae และ Pedi. acidilactici), Propionibacterium sp. (สายพนัธ์ุท่ีนิยมใช้ได้แก่ 
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Prop. fredenreichii และ Prop. shermaii), Streptococcus sp. (สายพนัธ์ุท่ีนิยมใช้ได้แก่ Strep. cremoris, 
Strep.  diacetylactis, Strep.  faecium, Strep.  intermedius, Strep.  lactis แ ล ะ  Strep.  thermophillus) , 
Clostridium sp. (สายพนัธ์ุท่ีนิยมใช้ได้แก่ Clostridium butyridium) และ Enterococcus sp. (สายพนัธ์ุท่ี
นิยมใชไ้ดแ้ก่ Enterococcus faecium และ Enterococcus faecalis) ส่วนกลุ่มยสีตท่ี์เป็นโพรไบโอติก ไดแ้ก่ 
Saccharomyces cerevisiae และ Candida pentoiepessi และนอกจากน้ียงัมีกลุ่มราท่ีเป็นโพรไบโอติก 
ไดแ้ก่ Aspergillus oryzae และ Aspergillus niger 

โดยธรรมชาติโพรไบโอติกไม่สามารถเพิ่มจ านวนในเซลลเ์จา้บา้น (host) ไดอ้ยา่งถาวร โดยโพร
ไบโอติกจะมีสมบติัในการส่งเสริมสุขภาพไดดี้ก็ต่อเม่ือผา่นระบบย่อยอาหารเขา้ไปอยูใ่นล าไส้ได ้ซ่ึงมี  
โพรไบโอติกบางชนิดเป็นจุลินทรียป์ระจ าถ่ินในล าไส้ (normal colonic microflora) งานวิจยัส่วนใหญ่ท่ี
เก่ียวกบัโพรไบโอติกจะเก่ียวขอ้งกบัการสังเกตผลมากกว่าการอธิบายกระบวนการ ดงันั้นกระบวนการ
ท างานของโพรไบโอติกจึงไม่ค่อยได้มีค  าอธิบายมากนัก (Fuller, 1992) โพรไบโอติกท่ีวางจ าหน่ายใน
ทอ้งตลาดนั้นโดยมากได้แก่ Lactobacillus และ Bifidobacterium รวมกนัอยู่ แมว้่าจะมีการใช้ยีสต์พวก 
Saccharomyces อยูบ่า้งก็ตาม จุลินทรียแ์ลคโตบาซิลลสัเป็นส่วนท่ีน่าสนใจมากท่ีสุด เพราะเป็นจุลินทรีย์
ท่ีไม่ตอ้งการออกซิเจนท่ีมีบทบาทส าคญัในการยอ่ยสลายสารประเภทคาร์โบไฮเดรต และมีความสัมพนัธ์
กับระบบเมตาบอลิซึมของเจ้าบ้าน (host) โดยตรง แลคโตบาซิลลัสบางสายพนัธ์ุสามารถสร้างและ
ปลดปล่อยวิตามินท่ีละลายน ้ าไดอ้อกมา แต่จะมีชนิดของวิตามินท่ีสร้างแตกต่างกนัไปตามสปีชีส์หรือ
สายพนัธ์ของจุลินทรีย ์ซ่ึงจุลินทรียเ์หล่าน้ีจะพบไดใ้นล าไส้ของเด็กทารก ท่ีกินนมแม่อย่างชัดเจน พบ
สูงสุดถึงประมาณ 95% ท่ีพบในล าไส้และช่วยป้องกนัการติดเช้ือของเด็กทารกได ้และมีจ านวนลดลงเม่ือ
ทารกเติบโตมากข้ึน (Fuller, 1992) อย่างไรก็ตามไม่ใช่ทั้ งหมดของLactobacillus ทุกสายพนัธ์ุ ท่ีจะมี
ประสิทธิภาพในการต่อตา้นจุลินทรียก่์อโรคในล าไส้ได ้มีการทดลองใชอ้าสาสมคัรท่ีมีสุขภาพแข็งแรง 
23 คน รับประทานผลิตภณัฑ์โพรไบโอติกท่ีมี Lactobacillus acidophilus และ Lact. bulgaricus แลว้ลอง
ให้ไดรั้บเช้ือ E. coli ชนิดท่ีสร้างเอ็นเทอโรท็อกซิน พบว่าไม่มีความแตกต่างกนัทั้งในอตัราการเกิดโรค 
ระยะฟักตัวและระยะเวลาในการเกิดโรค เม่ือเทียบกับชุดควบคุมท่ีไม่ได้รับโพรไบโอติก ยีสต ์
Saccharomyces boularddii ท่ีน ามาใชใ้นการทดลองเก่ียวกบัการป้องกนัและรักษาโรคทอ้งร่วงท่ีสัมพนัธ์
กบัการติดเช้ือ Clostridium difficile ใช้ผูป่้วยจ านวนทั้งหมด 180 คน ในการทดลองเป็นกลุ่มควบคุม 20 
คน พบว่า ผูป่้วยท่ีไดรั้บโพรไบโอติกปริมาณร้อยละ 9.5 มีอาการทอ้งเสีย เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีมี
อาการร้อยละ 22  ผูเ้ขียนสรุปว่าการใช้โพรไบโอติกช่วยลดการเกิดอาการทอ้งร่วงท่ีสัมพนัธ์กบัการติด
เช้ือ Clostridium difficile ถึงแมว้่ายีสต์ Saccharomyces boulardii จะไม่สามารถป้องกนัเช้ือก่อโรคได้ก็
ตาม (Saad, Delattre, Urdaci, Schmitter, and Bressollier, 2013; Axelsson, 2004) 

โพรไบโอติกสามารถสร้างกรดแล็กติก ท าให้กระเพาะอาหารมีสภาพเป็นกรดมากข้ึน จึงเกิดการ
ยอ่ยและการใชป้ระโยชน์จากสารอาหารต่างๆไดดี้ข้ึน และปรับสภาพของระบบทางเดินอาหารให้อยูใ่น
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สภาพท่ีแบคทีเรียโคลิฟอร์มเจริญไดย้าก (Kontula et al., 1998) สามารถทนต่อกรดในกระเพาะอาหารได้
ดี เช่น Lactobacillus acidophilus (ADH) สามารถทนต่อกรดได้ดีกว่าแบคทีเรียแล็กติกสายพนัธ์ุอ่ืนๆ 
(Conway et al., 1987) และพบวา่ Lactobacillus gasseri สามารถรอดชีวติไดท่ี้ pH 3, 2 และ 1.5 ตามล าดบั 
(Saad et al., 2013) จากรายงานของ Shirota (1962) กล่าวว่า Lactobacillus ท่ีทนต่อเกลือน ้ าดีไดสู้งไดแ้ก่ 
Lact. bulgaricus, Lact. fermenti, Lact. casei, Lact. acidophilus และ L. casei shirota สามารถทนต่อเกลือ
น ้ าดีไดท่ี้ความเขม้ขน้ร้อยละ 2, 4, 10, 12 และ 15 ตามล าดบั Lactobacillus acidophilus เป็นแบคทีเรียใน
กลุ่ม Lactobacilli ซ่ึ งอยู่ประจ าถ่ินในล าไส้ของมนุษย์และสัตว์ มีสมบัติทนต่อเกลือน ้ าดี  และมี
ความส าคญัต่อระบบสมดุลจุลินทรียใ์นล าไส้ อาหารเสริมท่ีมีเซลลข์อง Lactobacillus acidophilus จะช่วย
ปรับปรุงและรักษาสมดุลจุลินทรียใ์นระบบล าไส้ และช่วยรักษาโรคท่ีเกิดกบัล าไส้ดว้ย (Brennan et al., 
1993) เม่ือโพรไบโอติกเจริญร่วมกบัจุลิทรียใ์นระบบทางเดินอาหารสามารถออกฤทธ์ิได้ดีในทางเดิน
อาหารทุกส่วน สามารถแข่งขนักบัเช้ือก่อโรคในการยึดเกาะผนังล าไส้ ซ่ึงโดยปกติเช้ือก่อโรคจะเขา้ยึด
เกาะและต่อตา้นการเคล่ือนที่ของล าไส้ และการเขา้ยึดเกาะที่ผนงัทางเดินอาหารของโพรไบโอติกน้ีจะ
ท าใหก้ารยอ่ยอาหารและการดูดซึมเป็นไปอยา่งปกติ (Fuller, 1992) 

นอกจากน้ีโพรไบโอติกยงัสามารถสร้างเอนไซม์เพคติเนส (pectinase) เบตา้-กาแล็กโตซิเดส (β-
galactosidase) อะไมเลส (amylase) โพรติเอส (protease) เลคเตส (lactase) และเซลลูเลส (cellulase) มีผล
ท าให้การยอ่ยและการใชป้ระโยชน์ของสารอาหารต่างๆดีข้ึน  สามารถสร้างสารต่อตา้นเช้ือโรคทั้งท่ีเป็น 
primary metabolite เช่น กรดอินทรีย ์และ secondary metabolite เช่น ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และแบ
คเทอริโอซิน เป็นตน้ การกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัของสัตว ์ซ่ึงสามารถพบไดใ้น Lactobacillus ท่ีสามารถ
กระตุ้นการสร้างแกมมาโกบลูลิน (gamma globulin) แกมมาอินเตอเฟียรอน (gamma interferon) และ
ส่งเสริมกิจกรรมของแมคโครฟาจ (macrophage) ซ่ึงเป็นสาเหตุของการก าจดัเช้ือโรคออกจากร่างกาย 
(Fuller, 1992) ซ่ึ งสอดคล้องกับการรายงานของ Kaila (1992) ได้น า  Lactobacillus sp. (GG) จาก
ผลิตภณัฑ์นมหรือโยเกิร์ตให้ผูป่้วยโรคท้องร่วงรับประทาน พบว่าท าให้ร่างกายผูป่้วยสามารถสร้าง
ภูมิคุม้กนัไดดี้ยิ่งข้ึนถึงร้อยละ 90 เม่ือเทียบกบัผูป่้วยท่ีไม่ไดรั้บประทาน Lactobacillus sp. (GG) ซ่ึงพบ
การสร้างภูมิคุม้กนัเพียงร้อยละ 46 อีกทั้งยงัช่วยสร้างเม็ดเลือดแดง วติามินบี 2 ท่ีช่วยบ ารุงเส้นผมและเล็บ 
กรดไขมนั และกรดอะมิโน (Fuller, 1989) ลดระดบัของโคเลสเตอรอลในเลือด ซ่ึงสอดคล้องกบัการ
ราย งาน ของ  Buke and Gilland (1990)  โด ยได้ ใช้ เ ช้ื อ  Lactobacillus acidophilus ค วบ คุ ม ระดับ
โคเลสเตอรอลได้ เน่ืองจากจะช่วยดูดซึมโคเลสเตอรอลในล าไส้ได้โดยแยกเช้ือ Lact. acidophilus จาก
อุจจาระของอาสาสมัคร 9 ราย พบว่า Lact. acidophilus D16 จะดูดซึมโคเลสเตอรอลได้มากท่ีสุดคือ 
50.9µgต่อมิลลิลิตร และ Lact. acidophilus D5 จะดูดซึมไดน้อ้ยท่ีสุดคือ 28µgต่อมิลลิลิตร และโพรไบโอ
ติกสามารถสร้างกรดไดจ้ากการหมกัสารอาหาร ช่วยปรับสภาพในระบบทางเดินอาหารให้อยูใ่นสภาพท่ี
จุลินทรียพ์วกก่อโรคเช่นบางสายพนัธ์ุในกลุ่ม Coliforms เจริญไดย้าก มีการสร้างสารยบัย ั้งการเจริญของ
เช้ือก่อโรค มีความคงทนต่อสภาพแห้งแลง้ไดน้าน สามารถน ามาผลิตหรือผสมในอาหารสัตวไ์ด ้ทนต่อ
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ยาปฏิชีวนะไดห้ลายชนิด ซ่ึงมกัพบหรือใชใ้นการผลิตอาหารสัตว ์ตอ้งไม่มีคุณสมบติัในการถ่ายทอดทาง
พนัธุกรรมในการด้ือยา (Fuller, 1989) 

จ  านวนแบคทีเรียท่ีพบในแต่ละบริเวณของระบบทางเดินอาหาร แสดงในตารางท่ี 1.3 โดยปกติ
ในกระเพาะอาหาร และล าไส้เล็กส่วนตน้จะมีจุลิทรียไ์ม่มากเช่น Streptococcus, Lactobacillus และ ยีสต ์
มีจ านวน 10–104CFUต่อมิลลิลิตร แต่บริเวณล าไส้เล็กส่วนปลาย (ileum) จะมีจุลินทรียจ์  านวน 106–108 
CFUต่อมิลลิลิตร โดยเป็นแบคทีเรียกในสกุล Enterococcus, Bateroides, Clostridium, Streptococcus, 
และ Lactobacillus จ  านวนแบคทีเรียในล าไส้จะเพิ่มมากข้ึนเป็น 1011–1012CFUต่อมิลลิลิตร เม่ือใกลก้บั
ล าไส้ใหญ่ส่วนทา้ย (sigmoid colon) (Salminen and Wright, 1993) จุลินทรียป์ระจ าถ่ินในระบบล าไส้มี
ความส าคญัต่อสุขภาพ การเจริญและระบบเมตาบอลิซึมของแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูใ่นล าไส้ใหญ่จะข้ึนอยู่
กับสารอาหารท่ีได้รับ ซ่ึงส่วนใหญ่ได้จากอาหารท่ีเรารับประทานเข้าไป จึงมีความพยายามท่ีจะ
ปรับเปล่ียนโครงสร้างและกิจกรรม เมตาบอลิซึมของจุลินทรียป์ระจ าถ่ินในล าไส้ใหญ่โดยใชโ้พรไบโอติ
กซ่ึงเป็นจุลินทรียมี์ชีวติท่ีเติมลงไปในอาหาร เป็นท่ีทราบกนัดีวา่มีการน าจุลินทรียก์ลุ่มแบคทีเรียกรดแล็ก
ติก กลุ่มแลคโตบาซิลลสัและไบฟิโดแบคทีเรียมมาใช้กนัอย่างแพร่หลาย เช่น ในหารผลิตโยเกิร์ตและ
ผลิตภณัฑ์นมชนิดอ่ืนๆ จุลินทรียก์ลุ่มน้ีเป็นกลุ่มท่ีไม่ก่อโรค ไม่เป็นพิษ มีชีวิตอยู่เป็นเวลานาน และ
สามารถมีชีวติรอดผา่นกระเพาะอาหาร และล าไส้เล็กไปสู่ล าไส้ใหญ่ไดดี้ (Fuller, 1992)  
         

2.4 พรีไบโอติก (Prebiotic) 
            พรีไบโอติกเป็นส่วนประกอบของอาหารท่ีไม่ถูกยอ่ยและดูดซึมในกระเพาะอาหารและล าไส้เล็ก มี
การเลือกใช้เป็นสารอาหาร (substrate) ส าหรับช่วยกระตุ้นการเจริญและการท างานอย่างจ าเพาะของ
จุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ในล าไส้ใหญ่ และหลงัจากมีการใชพ้รีไบโอติกโดยจุลินทรียใ์นกระบวนการหมกั
แลว้ ได้กรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้ นเป็นผลผลิตสุดทา้ยที่ล้วนส่งผลให้เจา้บา้น (host) มีสุขภาพ
ท่ีดีข้ึน (Gibson and Roberfroid, 1995; Gibson, 2004)  

 

2.4.1 ประเภทของพรีไบโอติก 
            สารท่ีจดัว่าเป็นพรีไบโอติกได้แก่ non-starch polysaccharides (NSP), Inulin, resistant starch และ 
oligosaccharides โดยเฉพาะ fructo-oligosaccharide (FOS) ท่ีส่วนมากมกัถูกเลือกใช้เป็น substrate เพื่อ
กระตุ้นการเจริญของ probiotics ก ลุ่ม  bifidobacteria  ได้ดี  (Gibson and Roberfroid, 1995) จากการ
ทดลองแบบ in vitro ของ Ghoddusi et al. (2007) ซ่ึงได้ศึกษาผลของ prebiotic 4 ประเภท ได้แก่ inulin 
(IN), fructo-oligosaccharide (FOS), polydextrose (POL) แ ล ะ  isomalto-oligosaccharides (ISO) โด ย
วดัผลต่อการเจริญของแบคทีเรียท่ีไดจ้ากตวัอยา่งอุจจาระของอาสาสมคัร จ านวน 3 ราย พบวา่ในตวัอยา่ง
ท่ีใช ้FOS, IN และ FOS + IN มีผลกระตุน้การเจริญของแบคทีเรียในกลุ่ม bifidobacteria, lactobacilli และ 
enterococci ได้ดี Pompei et al. (2008) ได้ทดลองศึกษาผลของ  oligofructose (OF) และ inulin ต่อการ
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เจริญของ แบคทีเรียจากอุจจาระของอาสาสมคัร 7 ราย เม่ือตรวจวดัปริมาณจุลินทรีย ์พบวา่พรีไบโอติกทั้ง 
2 ประเภท สามารถช่วยกระตุน้การเจริญของแบคทีเรียท่ีเป็นประโยชน์ในล าไส้ในสกุล bifidobacteira 
และ lactobacilli ไดดี้กวา่ตวัอยา่งควบคุม และพบวา่แบคทีเรียกลุ่มท่ีก่อโรคปริมาณลดลงอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p≤0.05) และ OF มีปริมาณแอมโมเนียน้อยกวา่ตวัอยา่งควบคุมท่ีเวลา 12 ชัว่โมง เม่ือวิเคราะห์
ปริมาณกรดท่ีเกิดข้ึนพบวา่มีกรดอะซิติกและกรดแล็กติกเป็นผลผลิตหลกัจากการหมกั OF ซ่ึงสัมพนัธ์กนั
กบัค่าพีเอชท่ีลดลง และมีปริมาณกรดไขมนัสายสั้นมากกวา่เม่ือเทียบกบั inulin อีกทั้ง FOS และ IN เป็น 
พรีไบโอติกทางการคา้ท่ีสามารถจดัหาไดง่้าย ดงันั้นจึงมีการน ามาใช้เป็นพรีไบโอติกส าหรับผลิตภณัฑ์
อาหารเพื่อสุขภาพอย่างแพร่หลาย (Rodriguez-Cabezas ME et al., 2010; Beards, Tuohy and Gibson, 
2010) 
 

2.4.2 ประโยชน์ของพรีไบโอติก (Health benefits of prebiotic) 
            ผลประโยชน์หลกั ๆ ของพรีไบโอติกคือ การส่งเสริมหน้าท่ีการท างาน และเมตาบอลิซึมของ
ล าไส้ใหญ่ให้เกิดผลดีท่ีสุด ไดแ้ก่ การเพิ่มการแสดงออก หรือเปล่ียนองคป์ระกอบของกรดไขมนัสายสั้น 
(Short chain fatty acid, SCFA), และค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ในล าไส้ใหญ่, เพิ่มปริมาณอุจจาระ, ลด
ปริมาณผลิตผลสุดท้ายของไนโตรเจน และ reductive enzymes ช่วยเพิ่มการแสดงออกของการจบักับ
โปรตีน หรือเป็นดชันีบ่งช้ีในดา้นเมตาบอลิซึมของไขมนัและแร่ธาตุ และช่วยปรับปรุงระบบภูมิคุม้กนั 
( immune system modulation)  (Bournet, Brouns, Tashiro, and Duvillier, 2002; Forchielli and Walker, 
2005; Qiang, Yanglie, and Qianbing, 2009) มีรายงานวา่ 

การให้อาหารสัตวท่ี์ผสมแป้ง RS พบวา่ ปริมาณการผลิตกรดไขมนัสายสั้นในกระพุง้ล าไส้ใหญ่
และในอุจจาระเพิ่มมากข้ึน (Ferguson et al., 2000; Henningson et al., 2003) และเช่นเดียวกนัรายงานของ 
Beards, Tuohy และ Gibson (2010) เม่ือทดลองแบบ in vitro fermentation โดยใช้เช้ือผสมจากอุจจาระ
ของอาสาสมคัร จ านวน 3 ราย ได้รายงานว่า FOS และ inulin เป็นประเภทของสับสเตรทท่ีสามารถ 
กระตุน้การเจริญของแบคทีเรียกลุ่มท่ีมีประโยชน์ และสร้างกรดไขมนัสายสั้ นได้ดี จากการทดลองใช ้
FOS และแป้ง RS ผสมในอาหารส าหรับหนูทดลอง และวดัค่าพีเอชภายในล าไส้ของหนูทดลองพบวา่หนู
ทดลองท่ีไดรั้บอาหารผสม FOS มีค่าความเป็นกรดในล าไส้มากกวา่ หนูทดลองท่ีไดรั้บอาหารผสมแป้ง 
RS และเม่ือวดัค่าอตัราการเจริญระหวา่งแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์กบัแบคทีเรียก่อโรค พบวา่ในล าไส้ของ
หนูทดลองท่ีไดรั้บอาหารท่ีมีส่วนผสมของพรีไบโอติกทั้งสองประเภทน้ี มีอตัราการเจริญของแบคทีเรียท่ี
มีประโยชน์กลุ่ม lactobacilli และ bifidobacteria มากกวา่แบคทีเรียก่อโรค ทั้ง FOS และ แป้ง RS ซ่ึงมีค่า
การเจริญแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ (Rodriguez-Cabezas ME et al., 2010) จากการ
ทดลองใชแ้ป้ง RS เป็นสับสเตรทให้กบัสายพนัธ์ุของเช้ือบริสุทธ์ิ Bifidobacterium ท่ีมีการคดัเลือกแลว้วา่
สามารถใช้แป้งเป็นซบัสเตรทในการเจริญได ้พบว่าในตวัอย่างแป้ง RS มีค่าการเจริญของแบคทีเรียและ
ค่าการผลิตกรดแล็กติกในปริมาณระหวา่ง 12.7%-33.9% และพบกรดอะซิติกในปริมาณระหวา่ง 66.0%-
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87.3% ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีมากกวา่ในแป้งดิบ (native starch) ส่วนในเช้ือผสมจากล าไส้ของหนูทดลองท่ีให้
ไดรั้บอาหารตามปกติ และน าไส้หนูมาหมกักบัซบัสเตรทคือ แป้ง RS และ native starch พบวา่ในตวัอยา่ง
แป้ง RS ปริมาณกรดไขมนัสายสั้นท่ีวิเคราะห์ไดมี้กรดอะซิติกมากกวา่กรดโพรพิโอนิก และกรดบิวทิริก 
โดยมีค่าเท่ากบั 45.9%, 6.9% และ 4.8% ตามล าดบั (Wronkowska et al., 2006) ซ่ึงทั้งหมดน้ีลว้นมีผลต่อ
จุลินทรียป์ระจ าถ่ินในล าไส้ใหญ่มีผลต่อชีวเคมีและจุลกายวิภาคศาสตร์ของเน้ือเยื่อ (histology) ในล าไส้
ของ host เหล่าน้ีมีผลช่วยส่งเสริมเหตุผลของการใช ้   พรีไบโอติกเพื่อกระตุน้การเจริญของจุลินทรียท่ี์มี
ประโยชน์ซ่ึงอยูป่ระจ าถ่ินในล าไส้ใหญ่ของคนปกติ เพื่อส่งเสริมประโยชน์ต่อสุขภาพในดา้นต่าง ๆ 

ผลต่อการกระตุ้นการเจริญของจุลินทรีย์ประจ าถ่ินในล าไส้ (intestinal flora) จากการศึกษา
ทดลองแบบ in vitro ในหนูทดลอง ของ Asahara, Nomoto, Shimizu, Watanuki, and Tanaka (2001) และ
การทดลองในลูกหมูของ Bomba et al. (2002) หรือ การทดลองในคนของ Langlands, Hopkins, 
Coleman, and Cummings (2004); Cumming and Macfarlane (2002) พบว่าพรีไบโอติกเช่น Fructo-
oligosacchalides (FOS), Trans-galacto-oigosaccharides (TGOS), Inulin เม่ือใช้เป็น synbiotics ร่วมกัน
กับ จุลินทรีย์ท่ี เป็นสารเส ริม ชีวนะ (probiotics) ส ายพัน ธ์ุ  Lact. plantarum, Lact. paracasei, ห รือ 
Bifidobacterium bifidum จะมีผลช่วยเพิ่มปริมาณของจุลินทรีย์ท่ีมีประโยชน์กลุ่ม bifidobacteria และ 
lactobacilli ซ่ึงเป็นแบคทีเรียประจ าถ่ินในล าไส้ใหญ่ และยบัย ั้ งแบคทีเรียก่อโรคหลายสายพันธ์ุ 
(Clostridium sp., E. coli, Campylobacter jejuni, Salmonella enteritidis ห รือ  Salmonella typhimurium) 
ทั้งในล าไส้ของคนและสัตวท์ดลอง  

ผลต่อการกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนั มีรายงานว่าอาหาร functional foods มีผลช่วยเพิ่มภูมิคุม้กัน
ให้กบัผูบ้ริโภคได ้จริงๆแลว้ส่วนประกอบในโภชนาการและผลิตผลของกระบวนการหมกัมกัมีความ
เช่ือมโยงกนักบัเน้ือเยือ่ของระบบน ้ าเหลืองในล าไส้ (GALT) ซ่ึงเป็นส่วนท่ีมีมากท่ีสุดในระบบภูมิคุม้กนั
ของล าไส้เล็ก อาหารท่ีมีอยู่ในล าไส้ อาจมีความจ าเป็นส าหรับการแสดงบทบาทท่ีเหมาะสม และการ
พฒันาการของระบบบน ้ าเหลืองในล าไส้ (Scheppach, Bartram, Richter, Richter, et al., 1992) อย่างไรก็
ตาม กลไกอ่ืนๆในระบบภูมิคุม้กนั สันนิษฐานว่าการตอบสนองต่อการตา้นทานการรุกรานแต่ดั้งเดิม 
สามารถถูกกระตุน้ผา่นการท าปฏิกิริยา ของน ้ าตาลกบัตวัรับการกระตุน้บน plasma membrane ของเซลล ์
ในส่วนของ macrophages  จากผลการทดลองพบวา่ inulin และ FOS ถูกจดัให้เป็นตวัส่งเสริมหลายปัจจยั
ของระบบภูมิคุ้มกัน ได้แก่ การเพิ่มจ านวนของเม็ดเลือดขาว (lymphocyte proliferation) การควบคุม
ระบบภูมิคุม้กนัของล าไส้ IgA การเพิ่มจ านวนของ polymeric immunoglobulin receptor (pIgR) ซ่ึงมีการ
แสดงออกทั้งในล าไส้เล็กและล าไส้ใหญ่ และการพฒันาการของระบบบน ้ าเหลืองในล าไส้ (Hoentjen et 
al., 2005; Nakamura et at., 2004, and Pierre et al., 1997) ในการทดลองของ Buddington and Donahao 
(2002) โดยให้หนูทดลองกินอาหารท่ีผสม FOS และ inulin ในปริมาณ 100gต่อkg เป็นเวลา 6 สัปดาห์ 
พบว่ามีความผิดปกติของต่อมในล าไส้ใหญ่ส่วนปลายลดลงหลงัจากได้รับการสัมผสักบัสารกระตุ้น
มะเร็งล าไส้ใหญ่ และมีความตา้นทานต่อการติดเช้ือมากข้ึน ช่วยลดอตัราการตายเม่ือทดสอบกบัเช้ือก่อ
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โรค และในการรักษาภาวะล าไส้อกัเสบ มีผลการทดลองท่ีช้ีให้เห็นถึงประโยชน์ของ inulin ในการ
ปรับปรุงแผลของเซลล์เยื่อเมือกในล าไส้ตอนปลายของหนูทดลองให้ดีข้ึนได ้(Videla, Vilaseca, Antolin, 
Garcia-LafuenteGuarner, Crespo, et al., 2001) ตามจริงแลว้การบริโภคพรีไบโอติกนั้นจะช่วยเหน่ียวน า
ให้เกิดการเพิ่มปริมาณของจุลินทรียท่ี์เป็นประโยชน์ในล าไส้ใหญ่ส่งผลในการปรับระบบภูมิคุม้กนัใน
ล าไส้ หรือโดยทางผลของกรดไขมนัสายสั้นท่ีสร้างจากการหมกัพรีไบโอติกของแบคทีเรียกรดแล็กติกใน
ล าไส้ใหญ่โดยตรง ผลท่ีสุดคือการส่งเสริมการสร้างเซลล์เยื่อเมือกในล าไส้ นอกจากน้ีการศึกษาท างาน
ร่วมกนัของพรีไบโอติกเช่น polydextros และ lactitol พบวา่ มีผลต่อความสัมพนัธ์ระหวา่ง การเจริญของ
จุลินทรีย์และส่ิงแวดล้อมในระบบทางเดินอาหารของหนูทดลอง และเพิ่มการตอบสนองต่อระบบ
ภู มิ คุ้ ม กัน  โด ย เพิ่ ม ก ารขับ  immunoglobulin A (IgA) (Peuranen, Tiihonen, Apajalahti, Kettunen, 
Saarinen, and Rautonen, 2004)  

ผลต่อการช่วยป้องกันการเกิดมะเร็งในล าไส้ กรดไขมันสายสั้ นเป็นผลผลิตหลักท่ีได้จาก
กระบวนการสันดาปของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ในล าไส้ใหญ่ ผ่านการหมกัพรีไบโอติกโดยหลกั ๆ 
ประเภทของกรดไขมนัสายสั้ นประกอบด้วย กรดอะซิติก (acetic acid) กรดบิวทิริก (butyric acid) และ
กรดโพรพิโอนิก (propionic acid) โดยปกติแลว้ในมนุษยจ์ะมีปริมาณของกรดอะซิติกมากกวา่กรดโพรพิ
โอนิก และกรดบิวทิริก ทั้ งน้ีข้ึนอยู่กับอาหารด้วย   ซ่ึงกรดไขมนัสายสั้ นถูกน าไปใช้เป็นพลังงานใน
กระบวนการหายใจของเซลล์เยื่อบุภายในล าไส้ใหญ่ ซ่ึงมีผลต่อเยื่อบุเมือกล าไส้ใหญ่หลายด้านทั้ ง
ทางตรงและทางออ้ม โดยเฉพาะกรดบิวทิริก (butyric acid) ซ่ึงมกัจะถูกใช้เป็นแหล่งพลงังานของเยื่อบุ
เมือกล าไส้ใหญ่ (Schwiertz, Lehmann, and Jacobasch, 2002) จากรายงานของ Mentschel and Claus 
(2003) พบว่า กรดบิวทิริก ท่ีสร้างข้ึน จะช่วยปรับสภาวะตอนปลายของล าไส้ใหญ่ให้สมบูรณ์ โดยช่วย
บ ารุงเยื่อบุของล าไส้ใหญ่ (colonic epithelium) กรดบิวทิริกจะมีผลต่อการแสดงออกของยีน(gene 
expression) และจะช่วยเหน่ียวน าการหยุดย ั้งการเจริญเซลล์ท่ีผิดปกติ  หรือกระตุน้การตายโดยธรรมชาติ
ของเซลล์ (Apoptosis) ก าจดัเซลล์ท่ีไม่ตอ้งการหรือมีอายุมากแลว้ ส่งผลช่วยยบัย ั้งการเจริญของเน้ืองอก
และลดเซลลม์ะเร็งในล าไส้ใหญ่ได ้(David and Peter, 2001; Scheppach and Weiler, 2004) 
           ผลต่อเมตาบอลิซึมของไขมนั ไดมี้การพิสูจน์ถึงผลของพรีไบโอติกต่อเมทาบอลิซึมของไขมนัใน
ตบัพบวา่ inulin และ FOS แสดงผลทางสรีรวิทยาต่อระดบัคอเลสเตอรอล (cholesterol) และ triglyceride 
ในหนูทดลองโดยการลดภาวะท่ีโลหิตมีคอเลสเตอรอล และ triglyceride มากผิดปกติหลังอาหาร 
(triglyceridenia) ไดม้ากถึง 15% และ 50%  ตามล าดบั (Delzenne, Daubioel, Neyrinck, Lasa, and Taper, 
2002; Fiordaliso, Kok, Desager, Goethals, Deboyser, Roberfroid et al., 1995) ก ารลดล งของระดับ 
cholesterol และ triglyceride น้ี มีสาเหตุจากการลดจ านวนของไลโพโปรตีนท่ีมีความหนาแน่นต ่ามาก 
(Very Low Density Lipoprotine , VLDL) และโดยการลดการท างานของเอนไซม์ lipogenic การทดลอง
ในคนนั้นมีผลการทดลองท่ีขดัแยง้กนัมาก 3 ใน 9 ของการศึกษาโดยการใช ้inulin และ FOS เป็นอาหาร
เสริมในอาหารของอาสาสมคัรพบว่าไม่มีผลต่อระดบั cholesterol หรือ triacylglycerol ในเลือด และมี 3 
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ราย ท่ีแสดงการลด triacylglycerol อย่างมีนัยส าคญั ในขณะท่ี 4 ราย พบการลดลงของ triacylglycerol 
และ cholesterol โดยรวมอย่างมีนัยส าคญั (Delzenne and Kok, 2001; Williams and Jackson, 2002) จาก
การศึกษาในหนูทดลอง พบว่ากรดอะซิติก (acetic acid) ท่ีเกิดจากการหมกัพรีไบโอติกของจุลินทรีย์
สามารถช่วยยบัย ั้งการสังเคราะห์ปริมาณคอเลสเตอรอล (cholesterolgenesis) และการสลายตวัของไขมนั 
ส่วนการทดลองในคนพบว่าจะสามารถลดกรดไขมนัอิสระ (free fatty acids) ซ่ึงปกติแลว้หากมีปริมาณ
กรดไขมนัอิสระมาก ๆ จะเป็นอนัตรายต่อสุขภาพ และยงัมีผลไปช่วยลดความไวของการตอบสนองของ
อินซูลินท าให้การดูดซึมกลูโคสลดลง (Beynen et al., 1982) เช่นเดียวกนัในการศึกษาแบบ in vitro ของ 
Cheng and Lai (2000) พบว่าการลดปริมาณคอเลสเตอรอลโดยรวมในเลือดนั้นสัมพันธ์กับการเพิ่ม
ปริมาณการผลิตกรดโพรพิโอนิก โดยกรด  โพรพิโอนิก (propionic acid) สามารถช่วยยบัย ั้ งการ
สังเคราะห์กรดไขมนั และคอเลสเตอรอล จากการทดลองผสมพรีไบโอติกเป็นสารอาหารในคน พบว่า
อินนูลิน (inulin) ปรากฏผลท่ีดีกว่า FOS ในการลดปริมาณ triacylglyceride ขณะท่ีการทดลองในหนู
ทดลองพบว่าทั้ง inulin และ FOS ให้ผลเท่ากนั ในการทดลองก่อนหนา้น้ี การท างานร่วมกนัของอาหาร
โปรตีนสูง (HP) กบัอาหารเส้นใยสูง high fibre diet (HF) มีผลในการลดความอยากอาหาร (anorexigenic) 
และ insulinotropic hormone และ glucagon-like peptide-1 (GLP-1) ในอาหาร HF และในอาหารท่ีมี
ส่วนผสมของ inulin จะมีผลยืดเวลาท่ีมี triglyceride และระดบั cholesterol โดยรวมในเลือดน้อยท่ีสุด ( 
Reimer and Russell, 2008) 

ผลต่อการดูดซึมแร่ธาตุ มีรายงานผลการทดลองในคนวยัหนุ่มสาวถึงการบริโภคร่วมกนัของพ
รีไบโอติกประเภทอินนูลินสายสั้นและสายยาวในแต่ละวนัมีผลจะช่วยเพิ่มการดูดซึมธาตุแคลเซียมอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ  และยงัเพิ่มแร่ธาตุในกระดูกระหวา่งวยัเจริญพนัธ์ุ ผลของปัจจยัดา้นโภชนาการในการ
ดูดซึมแคลเซียมอาจถูกสนบัสนุนโดยปัจจยัดา้นพนัธุกรรม ไดแ้ก่ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ
ตัว รับวิต ามิน บี  (Abrams, Griffin, Hawthorne, Liang, Gunn, and Darlington, 2005) นอกจาก น้ีการ
ทดลองศึกษาในสัตวท์ดลอง พบวา่มีการเพิ่มการดูดซึมแคลเซียมจากการใช้ inulin และ FOS ในอาหาร 
( Sholz-Ahrens and Schrezonmeir, 2007)   Demigné, Jacobs, Moundras, Davicco, Horcajada, et. al. 
(2008) รายงานว่าการศึกษาในหนูทดลอง พบว่าทั้ ง native inulin และ reformulated inulin แสดงผลท่ี
เหมือนกนัในการหมกัในล าไส้ โดยการผลิตกรดไขมนัสายสั้ นโดยเฉพาะกรดบิวทิริก และการกระตุน้
การดูดซึมแคลเซียมและแมกนีเซียม และผลต่อความหนาแน่นของแร่ธาตุกระดูก  

ผลต่อการควบคุมน ้าหนกั มีการรายงานเก่ียวกบัการวจิารณ์เก่ียวกบั ความสนใจในคาร์โบไฮเดรต
ท่ีต้านทานการย่อย (non-digestible carbohydrates) ในการควบคุมโรคอ้วน และสัมพนัธ์กับผลิตผลท่ี
ผิดปก ติ  (metabolic disorders) Roberfroid, Gibson, Hoyles, McCartney, Rastall, and Rowland (2010) 
รายงานวา่การทดลองส่วนมากมีขอ้มูลสนบัสนุนผลของพรีไบโอติกในอาหารท่ีบริโภคเขา้ไป ต่อการเพิ่ม
น ้ าหนักตวัในสัตวท์ดลองบางชนิด ผลท่ีได้แสดงถึงการลดลงของมวลไขมนัตามการให้อาหารท่ีผสม 
inulin-type fructan (ITF) การลดลงน้ีมีผลสัมพันธ์กับการลดอาหารหรือพลังงานท่ีรับเข้าไป ผูเ้ขียน
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รายงานวา่พรีไบโอติกท่ีใชเ้สริมในอาหารสามารถแสดงศกัยภาพ ในการขบั peptides เช่น glucagon-like 
peptide (GLP), Peptide YY (PYY) โดย endocrine cell ในล าไส้โดยการควบคุมอาหารท่ีบริโภคเขา้ไป
และพลงังานท่ีไดรั้บ (Saad, Delattre, Urdaci, Schmitter, and Bressollier, 2013)  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

26 

 

บทที ่3 
วธิีด าเนินการวจิัย 

 
                การด าเนินงานของโครงการ “ศกัยภาพของประเภทของแป้งท่ีทนต่อการย่อยดว้ยเอนไซม์ใน
การกระตุน้การเจริญของจุลินทรียท่ี์เป็นสารเสริมชีวนะ” น้ี ใชส้ถานท่ีปฏิบติังานหลกัคือ ห้องปฏิบติัการ
จุลชีววิทยา อาคารศูนย์วิจัยมันส าปะหลังและผลิตภัณฑ์  มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี และ
ห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีอาหาร (อาคารเคร่ืองมือ 3) ศูนย์เคร่ืองมือวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี
มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี ครุภณัฑ์และวสัดุ-อุปกรณ์หลกัท่ีใชแ้ละวธีิด าเนินการวิจยัของโครงการ มี
ดงัน้ี 
 
3.1 อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการด าเนินการวจัิย 
     3.1.1 ครุภัณฑ์ 
                 ครุภณัฑ์หลักท่ีใช้มีดงัต่อไปน้ี หมอ้น่ึงความดนัไอ (Autocla ve, SX-700, Tomy Kogyo Co., 
Ltd., Japan) ตูเ้ข่ียจุลินทรีย ์(Laminar flow hood, HRX-II, Haier, Chaina) ตูอ้บความร้อน (Hot air oven, 
1375FX Shel Lab, Sheldon Manufacturing, Inc., U.S.A.) ตู้ บ่ ม เช้ื อ  อุณ ห ภู มิ  37 อ งศ า เซ ล เซี ยส 
(Incubator, Shel Lab, sheldon Manufacturing, Inc., Oregon, U.S.A.) ตู้บ่ม เช้ือท่ีสภาวะไร้ออกซิ เจน 
(Anaerobic chamber, BACTRON I, Shel Lab, U.S.A.) ตู้แช่แข็ง(Freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
(HLLE-370 Heto, Heto-Holten, Denmark) ตู้ควบคุมอุณหภูมิต ่า 4-12 องศาเซลเซียส (FOC225I Velp® 
Scientific, Progen Scientific Ltd., U.K.) ส าหรับเก็บเช้ือและสารชีวภาพ เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง 
(CCMD 510 pH and conductivity meter, WPA, England) อ่างควบคุมอุณหภูมิ  (Water bath, 1245PC 
Shel Lab) เคร่ืองชั่งหยาบ (Analytical balance, SI-234, Denver Instrument, Germany) เคร่ืองชั่งละเอียด 
( Analytical balance, TC-205, Denver Instrument Company, Japan)  Spectrophotometer 
( SmartspecTM3000, BioRad, U.S.A. )  เค ร่ื อ ง ตี ป่ น  (Stomacher, Stomacher®400 circulator, Seward 
Medical, London, U.K.) เคร่ืองเขยา่ผสมสารละลาย (Vortex mixer, Finevortex, FinePCR®, Korea) กลอ้ง
ถ่ายภาพภาคสนาม (Olympus, Camedia, Olympus Optical Co., Ltd., Japan) กลอ้งจุลทรรศน์ชนิดใชแ้สง 
(Light microscope, Olympus BX51, Olympus Optical Co., Ltd., Japan) 
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3.1.2 วสัดุวทิยาศาสตร์ 
              วสัดุวทิยาศาสตร์ท่ีใชโ้ดยภาพรวมมีดงัน้ี เคร่ืองแกว้พื้นฐานส าหรับปฏิบติัการจุลชีววิทยา เคร่ือง
พลาสติก เคร่ืองแก้วส าหรับบรรจุตวัอย่างอุจจาระจากอาสาสมัคร และเพาะเล้ียงจุลินทรียท่ี์เป็นเช้ือ
ส าหรับทดสอบศกัยภาพของแป้งท่ีทนย่อยต่อเอนไซม์ เคร่ืองแกว้ท่ีทนต่อความร้อนในการน่ึงฆ่าเช้ือ, 
Centrifuge tubes ขนาดบรรจุ 50 และ 250 มิลลิลิตร, Microcentrifuge tubes, Micropipette tips, อาหาร
เล้ียงจุลินทรียเ์พื่อทดสอบความสามารถในการเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีส่วนผสมของแป้งตา้นทาน 
ได้แก่ MRS Broth (HiMedia Laboratories, India), Yeast Extract powder (HiMedia Laboratories, India), 
Skim milk powder ( HiMedia Laboratories, India) , Pancreatic digest of casein ( HiMedia Laboratories, 
India), Soya Peptone (HiMedia Laboratories, India) , Peptone, Bacteriological (HiMedia Laboratories, 
India) สารเคมีระดบัคุณภาพวิเคราะห์ (Analytical grade) ไดแ้ก่ Sodium chloride, Potassium hydroxide, 
Potassium chloride, Sodium dihydrogenphosphate (Sigma) Magnesium chloride (Univar, Ulixes B.V., 
U. K. )  Calcium chloride ( Carlo Erba reagent, Carlo Erba Reagenti, Italy)  N,N,N’ ,N’ -
Tetramethylethylenediamine ( TEMED; BDH-Merck Chemicals Ltd. , U.K. )  แ ป้ ง ต้ า น ท า น  RS3 
(retrograded starch) และ RS4 (chemically modified starch) ผลิตจากห้องปฏิบัติการทางเคมี  อาคาร
เคร่ืองมือ 3 สาขาวิชาเทคโนโลยีอาหาร และ RS2  (Hi-maize 260 CKI0390) จากบริษทั National starch 
ประเทศไทย  Oligofructose ทางการค้า (FOS, BeneoTM P95, Orafti, Tienen, Belgium) ได้รับความ
อนุเคราะห์จากบริษทั DPO (Thailand) Ltd. 
 
3.2 การเตรียมเช้ือเพ่ือทดสอบ 

3.2.1 การเตรียมเช้ือบริสุทธ์ิจาก stock culture 
            เช้ือบริสุทธ์ิสายพนัธ์ุ Enterococcus  species จากศูนยว์ิจยัเช้ือพนัธ์ุจุลินทรียแ์ละการใช้ประโยชน์
จุลินทรีย์มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  จาก stock culture ท่ี เก็บในตู้แช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส มาวางไวใ้ห้ละลายท่ีอุณภูมิห้อง ปิเปตเช้ือปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว 
MRS ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ขั้นตอนน้ีท าในตูป้ลอดเช้ือ (Laminar flow, Biosafety cabinet class II, HRX-
II, Haier, Chaina) และบ่มเช้ือให้เจริญท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน  ใน Anaerobic 
chamber (SHEL LAB) เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง หลงัจากนั้นใช้ห่วงเข่ียเช้ือเข่ียเช้ือท่ีเจริญในอาหารเหลว 
Cross streak ลงบนอาหารวุน้แข็งแลว้บ่มเช้ือให้เจริญท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน 
ใน Anaerobic chamber (SHEL LAB) เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นเลือกโคโลนีบริสุทธ์ิ (Pure culture) มา 
streak ลงบนอาหารวุน้แข็ง บ่มเช้ือให้เจริญท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 
48 ชัว่โมง แลว้น าไปทดสอบคุณสมบติัต่าง ๆ ต่อไป 
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            แบคทีเรียในล าไส้ของมนุษยใ์นสกุล Lactobacillus และ Streptococcus (สายพนัธ์ุท่ีสร้างกรดและ
ไม่ก่อโรค) ซ่ึงคดัแยกได้จากอุจจาระของอาสาสมคัรท่ีมีสุขภาพดี มีอายุในช่วง 20 ถึง 40 ปี และไม่มี
ประวติัการใชย้าปฏิชีวนะในช่วงอยา่งนอ้ย 3 เดือนก่อนเก็บตวัอยา่งอุจจาระ 
 
3.2.2 การเตรียมเช้ือผสมจากอุจจาระของมนุษย์ 
            เช้ือผสมจากอุจจาระของอาสาสมคัรท่ีมีสุขภาพดี มีอายอุยูใ่นช่วง 20 ถึง 40 ปี และไม่มีประวติัการ
ใชย้าปฏิชีวนะในช่วงอยา่งนอ้ย 3 เดือนก่อนเก็บตวัอยา่งอุจจาระ 
            คดัแยกเช้ือโดยเก็บตวัอยา่งเช้ือจากอุจจาระของอาสาสมคัร ตามวิธีมาตรฐานใน Vanderzant and 
Splittstoesser (1992) แล้วเล้ียงเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจากสูตรอาหารมาตรฐานใน Atlas and Parks 
(2004) ท่ี มี ค วามจ า เพ าะ ต่อแบคที เรียป ระจ า ถ่ิน ในล าไ ส้ ของม นุษย์ในสกุ ล  Lactobacillus, 
Bifidobacterium, Enterococcus และ Streptococcus (สายพนัธ์ุท่ีสร้างกรดและไม่ก่อโรค) ดว้ยอาหารเล้ียง
เ ช้ื อ  MRS Agar, TPY Agar, Streptococcus faecalis Agar ( SF)  แ ล ะ  Mitis Salivarius Agar (MSA) 
ตามล าดบั (ภาคผนวก ค) บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน ในตูบ้่ม  anaerobic 
chamber เป็นเวลา 48 ชั่วโมง แลว้คดัเลือกโคโลนีของเช้ือบริสุทธ์ิท่ีสามารถใช้แป้งได ้โดยการทดลอง
เล้ียงเช้ือบนอาหารสูตรท่ีมีการแทนท่ีแป้ง soluble starch ความเขม้ขน้ 1% ลงในสูตรอาหารมาตรฐาน
แทนท่ีน ้ าตาลกลูโคส และคัดเลือกโคโลนีของเช้ือท่ีใช้แป้งได้ มาทดสอบสมบัติทางสัณฐานและ
สรีรวิทยาตาม Brenner, Krieg,  and Staley  (2005) เพื่อทราบสายพนัธ์ุของเช้ือแต่ละไอโซเลทท่ีคดัเลือก
มาใชใ้นการทดสอบศกัยภาพของแป้งตา้นทาน จากนั้นเลือกโคโลนีบริสุทธ์ิ (Pure culture) มาเก็บไวเ้ป็น 
stock culture เขา้ freezer ท่ี -80 องศาเซลเซียส 
  
3.3 การเตรียมตัวอย่างแป้งต้านทาน 
              การเตรียมแป้งตา้นทานเพื่อใชเ้ป็นส่วนประกอบในอาหารเล้ียงเช้ือ โดยชัง่ตวัอยา่ง 100 ± 5 ใส่
ในหลอด centrifuge tube ขนาด 15 มิลลิลิตร เติม *(1), *(2) Sodium maleate buffer เขม้ขน้ 0.1 M, pH 
6.0 ปริมาตร 4 มิลลิลิตรต่อหลอด หรือ 4 มิลลิลิตรต่อ100mg Mix ใหเ้ขา้กนัน าไปบ่มใน water bath ท่ี 37
องศาเซลเซียส, 16 ชม.(ตอนบ่มใน water bath ใหน้อนหลอดลง และ เขยา่ตลอดเวลา 16 ชม. พนัพาราฟิ
มดว้ย)Stop reaction โดยเติม absolute ethanol (99%) ปริมาตร 4 มิลลิลิตรต่อ หลอด Centrifuge ท่ี 2500 
×g, นาน 20 นาที*(Temp ต ่า [4องศาเซลเซียส] จะช่วยในการตกตะกอนต่ออาจใช ้ room temp ก็ได)้ เท
ส่วนใสทิ้ง (ระวงัตะกอนไหล, ถา้ยงัมีตะกอนแขวนลอยอยูใ่ห ้ centrifuge ใหม)่ เติม 50% ethanol 8 
มิลลิลิตรต่อหลอด, centrifuge ท่ี 2500 ×g, นาน 20 นาที (รอบท่ี 1) เทส่วนใสทิ้ง เติม 50% ethanol 8 
มิลลิลิตรต่อหลอด, centrifuge ท่ี 2500 ×g, นาน 20 นาที (รอบท่ี 2) เทส่วนใสทิ้ง ตากตะกอนใหแ้หง้ (คว  ่า
หลอด) 
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ตารางที ่2.1 ปริมาณแป้งต้านทาน 

ตวัอยา่งแป้ง ปริมาณ RS (%) 
ตวัอยา่งแป้งตา้นทานก่อนท าเป็น 100% RS  

RS2 50.32±0.20 
RS3 37.38±0.28 
RS4 60.90±0.75 

ตวัอยา่งแป้งตา้นทานหลงัจากท าเป็น 100% RS  
RS2 94.69±0.43 
RS3 90.18±0.80 
RS4 97.68±0.51 

 
3.4 การศึกษาอาหารเลีย้งเช้ือแต่ละสูตร 

3.4.1 การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือตามสูตรมาตรฐาน 

              เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือตามสูตรมาตรฐานใน Atlas and Parks (2004) โดยน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 
และเวลาท่ีเหมาะสมกบัอาหารเล้ียงเช้ือแต่ละชนิด ดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ (High pressure steam 
sterilizer, Autoclave SX-700, Tomy Kogyo Co., Ltd., Japan) มีการปรับสูตรอาหารเล้ียงเช้ือใหมี้ความ
หลากหลาย โดยปรับลดปริมาณของส่วนประกอบในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือมาตรฐาน ทั้งแหล่งคาร์บอน 
และไนโตรเจนท่ีเช้ือจะสามารถใชเ้ป็นแหล่งพลงังานหลกั เพื่อให้เช้ือไดใ้ชส้ับสเตรทของเราแทน เพื่อ
คดัเลือกสายพนัธ์ุของแบคทีเรียท่ีสามารถใชแ้ป้ง RS2, RS3 และ RS4 แลว้ผลิตกรดแล็กติกและกรด
ไขมนัสายสั้นไดต้ามเป้าหมาย  

 
3.4.2 การคัดเลือกหาสูตรอาหารเลีย้งเช้ือทีเ่หมาะสมส าหรับการทดสอบ 

             เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือตามสูตรมาตรฐานใน Atlas and Parks (2004) มีการปรับสูตรอาหารเล้ียง
เช้ือให้มีความหลากหลาย โดยปรับลดปริมาณของส่วนประกอบในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือมาตรฐาน ทั้ง
แหล่งคาร์บอน และไนโตรเจนท่ีเช้ือจะสามารถใชเ้ป็นแหล่งพลงังานหลกั เพื่อให้เช้ือไดใ้ชส้ับสเตรทของ
เราแทน โดยทดสอบการกระตุน้การเจริญของเช้ือบริสุทธ์ิสายพนัธ์ุท่ีไดค้ดัเลือกไวส้ าหรับการทดลองเพื่อ
คดัเลือกสายพนัธ์ุของแบคทีเรียท่ีสามารถใช้แป้ง RS2, RS3 และ RS4 แล้วผลิตกรดแล็กติกและกรด
ไขมนัสายสั้นไดต้ามเป้าหมาย 
             ทดลองหาสูตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมโดยใชห่้วงเข่ียเช้ือเข่ียโคโลนีของเช้ือบริสุทธ์ิ จ  านวน 1 
loopful  ลงในอาหารเหลว MRS สูตรมาตรฐานปริมาตร 15 มิลลิลิตร บ่มเช้ือท่ีสภาวะไร้ออกซิเจนในตู้
บ่ม anaerobic chamber อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ชั่วโมง หรือประมาณ 1 คืน  ให้มีกล้าเช้ือ

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

30 

 

เร่ิมตน้ประมาณ 108 CFUต่อมิลลิลิตร จากนั้นปิเปตเช้ือปริมาณ 2%  ลงในอาหารเหลวท่ีเติมแป้ง RS แต่
ละสูตร จะได้เช้ือเร่ิมตน้ท่ีเวลา 0 ชั่วโมงประมาณ 106 CFUต่อมิลลิลิตร บ่มเช้ือให้เจริญท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน ในตูบ้่ม anaerobic chamber เป็นเวลา 24 ชัว่โมง วดัผลการเจริญดว้ย
วิธีการ spread plate บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง MRS Agar บ่มเช้ือให้เจริญท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน
สภาพไร้ออกซิเจน ในตูบ้่ม anaerobic chamber (SHEL LAB, BACTRON I, USA) เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
แลว้บนัทึกการเจริญเป็น CFUต่อมิลลิลิตร บนัทึกค่าการเปล่ียนแปลง pH ท่ีเวลา 24 ชัว่โมงหลงัการหมกั
โดยใช้เคร่ือง pH-meter และวิเคราะห์หาค่าความเป็นกรดทั้ งหมด (total acidity) ด้วยวิธีการไทเทรต 
(AOAC International, 2000) แลว้วเิคราะห์ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด (total sugars) เพื่อหาปริมาณสับสเตรท
ท่ีเช้ือใช้ไประหว่างการเจริญในอาหารเหลว  ด้วยวิธี  colorimetric (phenol-sulphuric acid) method 
(Dubois et al., 1956) 
 
3.5 การทดสอบศักยภาพของแป้งต้านทานทั้ง 3 ประเภท 

3.5.1 การทดสอบศักยภาพของแป้งต้านทานในการกระตุ้นการเจริญของเช้ือบริสุทธ์ิ 
             ทดลองหาระดบัความเขม้ขน้ของแป้งท่ีเหมาะสมโดยการใช้อาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเหมาะสมกบั
การเจริญของเช้ือบริสุทธ์ิท่ีคดัเลือกได ้และผสมแป้งตา้นทานความเขม้ขน้ 0.5%, 1.0%, 1.5%, และ 2.0%  
ไปแทนท่ีน ้าตาลกลูโคส  
              เม่ือไดป้ริมาณความเขม้ขน้ของแป้งท่ีเหมาะสมแลว้จึงท าการทดสอบศกัยภาพของแป้งตา้นทาน
ในการกระตุน้การเจริญของเช้ือบริสุทธ์ิโดยใช้ห่วงเข่ียเช้ือเข่ียโคโลนีของแบคทีเรียบริสุทธ์ิ จ  านวน 1 
loop ลงในอาหารเหลว MRS สูตรมาตรฐานปริมาตร 15 มิลลิลิตร บ่มเช้ือท่ีสภาวะไร้ออกซิเจนในตูบ้่ม 
anaerobic chamber อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง หรือประมาณ 1 คืน  ให้มีกล้าเช้ือ
เร่ิมตน้ประมาณ 108 CFUต่อมิลลิลิตร จากนั้นปิเปตเช้ือ 2%  ลงในอาหารเหลวท่ีผสมแป้งตา้นทานแต่ละ
ประเภท จะไดเ้ช้ือเร่ิมตน้ประมาณ 106 CFUต่อมิลลิลิตร บ่มเช้ือให้เจริญท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน
สภาพไร้ออกซิเจนในตูบ้่ม anaerobic chamber เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
              วดัผลการเจริญด้วยวิธีการ spread plate บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง MRS Agar บ่มเช้ือให้เจริญท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน ในตูบ้่ม anaerobic chamber เป็นเวลา 48 ชัว่โมง แล้ว
บนัทึกการเจริญเป็น CFUต่อมิลลิลิตร บนัทึกค่าการเปล่ียนแปลง pH ท่ีเวลา 24 ชัว่โมงหลงัการหมกัโดย
ใช้เคร่ือง pH-meter และวิเคราะห์หาค่าความเป็นกรดทั้งหมด (total acidity) ด้วย titration method ตาม 
AOAC Official Method 950.07 (AOAC International, 2000) แล้ววิเคราะห์ปริมาณ total sugars เพื่อหา
ปริมาณสับสเตรทท่ีเช้ือใช้ไประหว่างการเจริญในอาหารเหลว  ดว้ยวิธี  colorimetric (phenol-sulphuric 
acid) method (Dubois et al., 1956) 
               จากนั้นวิเคราะห์ความสามารถในการผลิตกรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้ น โดยการเลือก
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีผา่นการเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเหมาะสมในตวัอยา่ง ท่ีสามารถผลิตกรดทั้งในปริมาณท่ีค่อนขา้ง
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สูงมา 1.5 มิลลิลิตร  แยกเซลล์โดยป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10  นาที ปิเปตเอา
ส่วนใสมา 1 มิลลิลิตร เจือจางตวัอยา่งเพื่อใชว้ิเคราะห์ปริมาณกรดแล็กติก และกรดไขมนัสายสั้นโดยใช้
เ ค ร่ื อ ง  high per formance liquid chromatography  ( HPLC)  ( Agilent 1200 Series LC System and 
Module, Agilent Technologies International sarl, Morges, Switzerland) 

3.5.2 การทดสอบศักยภาพของแป้งต้านทานในการกระตุ้นการเจริญของเช้ือผสมจากอุจจาระของ
มนุษย์ 

              ทดลองหาปริมาณเช้ือท่ีเหมาะสมโดยการเก็บตวัอย่างเช้ือจากอุจจาระของอาสาสมคัร ตามวิธี
มาตรฐานใน Vanderzant and Splittstoesser (1992) แล้วเล้ียงเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือ basal medium 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีผสมแป้งตา้นทานความเขม้ขน้ 1% โดยเล้ียงเช้ือความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 5, 10, 20 
และ 30% ในขวดภาพชมพูฝ่าเกลียว ขนาด 125 มิลลิลิตร บ่มเช้ือใหเ้จริญท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ใน
สภาพไร้ออกซิเจนใน Anaerobic chamber เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
             จากนั้นทดลองหาปริมาณความเขม้เขน้ของแป้งตา้นทานท่ีเหมาะสมโดยเล้ียงเช้ือในอาหารเล้ียง
เช้ือ basal medium ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยทดลองผสมแป้งตา้นทานท่ีความเขม้ขน้ 0.5%, 0.6%, 0.7%, 
0.8%, 1%, 1.5% และ 2.0 % ใส่เช้ือความเข้มข้นเร่ิมต้น 10% ในขวดภาพชมพู่ฝาเกลียว ขนาด 125 
มิลลิลิตร บ่มเช้ือให้เจริญท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจนในตูบ้่ม anaerobic chamber 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
            เม่ือไดป้ริมาณความเขม้ขน้ของแป้งท่ีเหมาะสมแลว้จึงท าการทดสอบศกัยภาพของแป้งตา้นทาน
ในการกระตุ้นการเจริญของเช้ือผสม โดยเก็บตัวอย่างเช้ือผสมจากอุจจาระของอาสาสมัคร ตามวิธี
มาตรฐานใน Vanderzant and Splittstoesser (1992) แล้วแยกกากอาหารออกโดยป่ันเหวี่ยง 2,500 g 5  
นาที จากนั้ นปิเปตเช้ือ 10%  ลงในอาหารเหลวท่ีผสมแป้งต้านทานแต่ละประเภท จะได้เช้ือเร่ิมต้น
ประมาณ 109 CFUต่อมิลลิลิตร บ่มเช้ือให้เจริญท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจนในตู้
บ่ม anaerobic chamber เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  ในขณะเดียวกนัได้คดัแยกและเลือกเก็บเช้ือบริสุทธ์ิไอโซ
เลทเด่นท่ีพบในขั้นตอนทดสอบศกัยภาพของแป้งตา้นทานในการกระตุ้นการเจริญของเช้ือผสมจาก
อุจจาระของอาสาสมคัรน้ีดว้ย 
 
3.6 การวเิคราะห์ผลการทดลอง 

3.6.1 การวเิคราะห์ชนิดของแบคทเีรียสายพนัธ์ุทีค่ัดเลือก 

 วเิคราะห์ชนิดของแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีคดัเลือก ดว้ยสมบติัทางสัณฐานและสรีรวทิยา ตาม 
Holt et al. (1994) และ (Krieg et al., 2001) พร้อมทั้งทดสอบสมบติัทางชีวเคมีดว้ยระบบ API 
(bioMérieus; bioMérieux, Inc., France) เปรียบเทียบผลการทดสอบกบัสายพนัธ์ุของแบคทีเรียท่ีมีใน
ฐานขอ้มูลของระบบ API (bioMérieux) ตามวธีิการดงัน้ี 
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3.6.1.1 การศึกษาสัณฐานวิทยาและสรีรวทิยาของแบคทเีรีย 
 ศึกษาสัณฐานวทิยาและสรีระวทิยาของแบคทีเรียดงัต่อไปน้ี 

ก. สัณฐานวทิยาของโคโลนี (Colony morphology) 
Cross streak เช้ือบริสุทธ์ิบนอาหารท่ีเหมาะสมตามกลุ่มของแบคทีเรียท่ีคดัแยกได ้

ไดแ้ก่ MRS agar (ภาคผนวก ค1) ส าหรับ Lactic acid bacteria  ให้เจริญท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 48 ชัว่โมง บนัทึกลกัษณะโคโลนี  

ข. สัณฐานวทิยาของเซลล์ (Cell morphology) 
 1) การติดสียอ้มแบบแกรม (Gram stain) ของเซลลแ์บคทีเรีย ศึกษาการติดสียอ้มของ

เซลลแ์บคทีเรีย โดยเตรียมรอย smear ของแบคทีเรียอาย ุ 24-48 ชัว่โมง ท่ีเจริญบนอาหารท่ีเหมาะสมตาม
กลุ่มของแบคทีเรียท่ีคดัแยกได ้ไดแ้ก่ MRS agar ส าหรับ Lactic acid bacteria บนแผ่นแกว้สไลด์ท่ีสะอาด 
ตรึงเซลล์ให้ติดแผ่นแกว้สไลดด์ว้ยความร้อน หยดสี Crystal violet (ภาคผนวก ก1) เป็นเวลา 1 นาที ลา้ง
สีออกดว้ยน ้าเบาๆ หยด Gram’s iodine (ภาคผนวก 5.2.3)  ใหท้่วมรอย smear เป็นเวลา 1 นาที ลา้งรอย 
smear ดว้ย Ethyl alcohol 95% ประมาณ 5 วนิาที ลา้งดว้ยน ้า ยอ้มทบัรอย smear ดว้ยสี Safranin O 
(ภาคผนวก ก3) เป็นเวลา 1 นาที ลา้งดว้ยน ้า ทิ้งใหแ้หง้ ตรวจดูการติดสี รูปร่าง โครงสร้าง และการเรียง
ตวัของเซลล ์ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง (Light microscope; Olympus Model BX51TRF, Olympus 
Optical Co., Ltd., Japan) 

 2) ขนาดของเซลล ์ (Cell size) วดัขนาดเซลลโ์ดยใช ้ Image-Pro Plus Version 
6.0.0.Z60 (Media Cybernatics, Inc., Japan) ท่ีเช่ือมต่อกบักลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง (Olympus) 

 3) รูปร่างและการเรียงตวัของเซลล ์(Cell shape and arrangement) ศึกษาลกัษณะ 
รูปร่าง และการเรียงตวัของเซลลแ์บคทีเรียดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง (Olympus) 

ค. การสร้างเอนโดสปอร์ (Endo-spore formation) 
 เล้ียงเช้ือในอาหารท่ีเหมาะสมตามกลุ่มของแบคทีเรียท่ีคดัแยกได ้ไดแ้ก่ MRS agar หรือ 

RAM agar ส าหรับ Lactic acid bacteria ใหเ้จริญท่ีอุณหภูมิ 35  องศาเซลเซียส ใน Anaerobic chamber 
(SHEL LAB)  ตรวจสอบการสร้างเอนโดสปอร์เม่ือเล้ียงเช้ือเป็นเวลา 1-7 วนั โดยน าเซลลม์า smear ตรึง
เซลล์ให้ติดแผ่นแกว้สไลดด์ว้ยความร้อน หยดสี Malachite green (ภาคผนวก ก2) ใหท้่วมรอย smear ทิ้ง
ไวบ้นไอน ้าเดือดเป็นเวลา 5 นาที คอยเติมสีไม่ใหแ้หง้ คีบสไลดอ์อกวางใหเ้ยน็ลงเล็กนอ้ย ลา้งสีออกดว้ย
น ้าจนสีหมด ยอ้มทบัรอย smear ดว้ยสี Safranin O เป็นเวลา 1 นาที ลา้งดว้ยน ้า ซบั และทิ้งใหแ้หง้ ตรวจดู
การติดสีของเซลล ์และ endospore ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง (Olympus) 

ง. การเคล่ือนท่ีของเซลลแ์บคทีเรีย (Motility)  
 ทดสอบความสามารถในการเคล่ือนท่ีของแบคทีเรีย โดยใชเ้ขม็เข่ียปลายตรงเข่ียเช้ือ

บริสุทธ์ิอาย ุ 18-24 ชัว่โมง ท่ีเจริญบนอาหารท่ีเหมาะสมตามกลุ่มของแบคทีเรียท่ีคดัแยกได ้ ไดแ้ก่ MRS 
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agar (ท่ีเติม Agar 0.3%) แทงลงในอาหาร บรรจุในหลอดทดลอง ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เล้ียงใหแ้บคทีเรีย
เจริญท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง ตรวจสอบการกระจายของเช้ือจากรอยท่ีใส่เช้ือ
ลงในอาหาร 

จ. การสร้างเอนไซม ์Catalase  
 ทดสอบการสร้างเอนไซม ์ Catalase โดยใช ้ Loop หรือไมจ้ิ้มฟันเข่ียเช้ือบริสุทธ์ิท่ีเจริญ

บนอาหารท่ีเหมาะสมตามกลุ่มของแบคทีเรียท่ีคดัแยกได ้ ไดแ้ก่ MRS agar ส าหรับ Lactic acid bacteria 
เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง ป้ายลงบนแผน่แกว้สไลด ์หยด Hydrogen peroxide (H2O2) 3% (ภาคผนวก ข2) 
ลงบนเช้ือ 1 หยด ตรวจดูการเกิดฟองแก๊ส ซ่ึงเป็นผลบวกของการสร้างเอนไซม ์Catalase 

ฉ. การสร้างเอนไซม ์Oxidase  
วางแผน่กระดาษกรอง (Whatman no. 4) ลงในจานเล้ียงเช้ือเปล่าท่ีสะอาด หยด

สารละลาย Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (1%) (ภาคผนวก ข7) ลงบนกระดาษกรอง
ใหพ้อเปียก ใช ้Loop เข่ียแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีเจริญบนอาหาร MRS agar เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง ป้ายลงบน
กระดาษกรองท่ีเปียกสารละลายส าหรับทดสอบ โดยขีดลากใหเ้ป็นเส้นยาวประมาณ 3 เซนติเมตร ตรวจดู
การเปล่ียนสีของเช้ือท่ีป้ายบนกระดาษกรอง ซ่ึงถา้เป็นผลบวกของการสร้างเอนไซม ์Oxidase เช้ือท่ีป้าย
จะเปล่ียนเป็นสีน ้าเงินเขม้ภายใน 1 นาที 

ช. การสร้างแก๊สคาร์บอนไดออกไซดจ์ากน ้าตาลกลูโคส 
 ใช ้ Loop เข่ียเช้ือบริสุทธ์ิท่ีเจริญบนอาหารท่ีเหมาะสมตามกลุ่มของแบคทีเรียท่ีคดัแยก

ได ้ ไดแ้ก่ MRS agar ส าหรับ Lactic acid bacteria ลงในอาหารเหลวท่ีเหมาะสมเช่น MRS broth 
(ภาคผนวก ค1) บรรจุในหลอดทดลองปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีมีหลอดดกัแก๊ส (Durham tube) อยู ่เล้ียงให้
แบคทีเรียเจริญท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ตรวจผลถา้เกิดแก๊ส ท่ีแทนท่ีของเหลว
ในหลอดดกัแก๊ส ท าใหเ้กิดช่องวา่งข้ึนในหลอดดกัแก๊ส 

ซ. การยอ่ย (Hydrolysis) สารอาหาร 
1) Casein  โดย Point inoculation เช้ือบริสุทธ์ิอายุ 24-48 ชัว่โมง ท่ีเจริญบนอาหารท่ี

เหมาะสมตามกลุ่มของแบคทีเรียท่ีคดัแยกได ้ ไดแ้ก่ MRS agar ส าหรับ Lactic acid bacteria ลงบนผวิ
อาหาร Skim milk agar (ภาคผนวก ค2) ท าการทดลองสองซ ้ า บ่มใหแ้บคทีเรียเจริญท่ี 35 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ตรวจผลการสร้างเอนไซม ์Caseinase โดยสังเกตบริเวณใส (Clear zone) ท่ีเกิดข้ึนรอบ
โคโลนีของเช้ือ 

2) Starch  โดยใชเ้ขม็เข่ียปลายตรง point inoculation เช้ือบริสุทธ์ิลงบนผวิอาหาร 
Starch agar (ภาคผนวก ค3) ท าการทดลองสองซ ้ า บ่มให้แบคทีเรียเจริญท่ี 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง ตรวจสอบความสามารถในการยอ่ยแป้ง โดยหยด Iodine solution (ภาคผนวก 5.2.4) ลงบน
โคโลนีของแบคทีเรียท่ีเจริญบนผวิหนา้อาหาร Starch agar อ่านผลภายใน 2 นาที ผลบวกสังเกตจาก
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บริเวณใส (Clear zone) รอบโคโลนีของเช้ือ วดัการเจริญของแบคทีเรียโดยวดัเส้นผา่ศูนยก์ลางโคโลนี 
และวดัเส้นผา่ศูนยก์ลางของ Clear zone 

ฌ. ผลของอุณหภูมิต่อการเจริญ 
โดยยา้ยแบคทีเรียอาย ุ 18-24 ชัว่โมงท่ีเจริญในอาหารท่ีเหมาะสมตามกลุ่มของ

แบคทีเรียท่ีคดัแยกได ้ไดแ้ก่ MRS agar ส าหรับ Lactic acid bacteria จ านวน 2 loop ใส่ลงใน 5 มิลลิลิตร 
ของอาหารเหลว เช่น MRS broth จ  านวน 2 ซ ้ า เล้ียงใหแ้บคทีเรียเจริญโดยไม่ใหอ้ากาศ บ่มใหเ้จริญท่ี
อุณหภูมิต่างกนัดงัน้ี 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 37, 40, 42, 45, 50 และ 55 องศาเซลเซียส  pH 7.0  เป็นเวลา 
24 ชัว่โมง  วดัความขุ่นท่ีเกิดจากการเจริญของแบคทีเรียโดยใชค้่าเฉล่ียท่ีความยาวช่วงคล่ืนแสง 600 นา
โนเมตรต่อเช้ืออีก 2 คร้ัง ตามวธีิดงัระบุขา้งตน้ เพื่อยนืยนัความสามารถในการเจริญของแบคทีเรีย 

ญ. ผลของความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรดต่์อการเจริญ 
โดยยา้ยแบคทีเรียอาย ุ 18-24 ชัว่โมงท่ีเจริญในอาหารท่ีเหมาะสมตามกลุ่มของ

แบคทีเรียท่ีคดัแยกได ้ไดแ้ก่ MRS broth ส าหรับ Lactic acid bacteria จ านวน 2 loop ใส่ลงในอาหารเหลว 
5 มิลลิลิตร ท่ีเติม Sodium chloride (NaCl) 0, 3.0, 4.0, 6.5, 8.0, 10.0 และ 18.0% จ านวน 2 ซ ้ า เล้ียงให้
แบคทีเรียเจริญโดยไม่ใหอ้ากาศ บ่มใหเ้จริญท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส pH 7.0 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง วดั
ความขุ่นท่ีเกิดจากการเจริญของแบคทีเรียโดยใชค้่าเฉล่ียท่ีความยาวช่วงคล่ืนแสง 600 นาโนเมตร ต่อเช้ือ
อีก 2 คร้ัง ตามวธีิดงัระบุขา้งตน้ เพื่อยนืยนัความสามารถในการเจริญของแบคทีเรีย 

ฐ. ผลของความเป็นกรด-ด่าง (pH) ต่อการเจริญ 
โดยเติมแบคทีเรีย อาย ุ 12-18 ชัว่โมงท่ีเจริญในอาหารท่ีเหมาะสมตามกลุ่มของ

แบคทีเรียท่ีคดัแยกได ้ ไดแ้ก่ MRS broth ส าหรับ Lactic acid bacteria โดยใช ้ Loop เข่ียเช้ือ จ  านวน 2 
loopful ใส่ลงใน 5 มิลลิลิตร MRS broth ท่ีมี pH เร่ิมตน้ต่างกนัดงัน้ี 4.0, 4.4, 4.8, 5.0, 6.0, 6.5, 7.0, 8.0 
และ 9.6 จ  านวน 2 ซ ้ า เล้ียงใหแ้บคทีเรียเจริญในสภาพไร้ออกซิเจนใน Anaerobic chamber (SHEL LAB) 
บ่มใหเ้จริญท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หรือตามสภาวะท่ีเหมาะสมของแบคทีเรีย
แต่ละกลุ่มท่ีคดัแยกและเลือกมาศึกษา วดัความขุ่นท่ีเกิดจากการเจริญของแบคทีเรียโดยใชค้่าเฉล่ียท่ีความ
ยาวช่วงคล่ืนแสง 600 นาโนเมตร ต่อเช้ืออีก 2 คร้ัง ตามวิธีดงัระบุขา้งตน้ เพื่อยนืยนัความสามารถในการ
เจริญของแบคทีเรีย 

ฎ. การทดสอบสมบติัทางชีวเคมีของแบคทีเรียดว้ยชุดทดสอบ 
ทดสอบสมบติัทางชีวเคมีของแบคทีเรียดว้ยชุดทดสอบของ API Identification System 

(bioMérieux, bioMérieux®SA, France ) ไดแ้ก่ชนิด API 50CHต่อCHL ส าหรับ Lactic acid bacteria โดย
เตรียมเช้ือบริสุทธ์ิอาย ุ24-48 ชัว่โมง ท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสม ยา้ยเช้ือลงใน API 50CHต่อCHL 
medium 10 มิลลิลิตร ยา้ย Suspension ของเช้ือ 200 ไมโครลิตร ลงในแต่ละ Microtube ใน API 50CHต่อ
CHL strip ซ่ึงมี 50 Microtubes และด าเนินการตามขอ้แนะน าของผูผ้ลิตชุดทดสอบ 
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3.6.2 การเจริญของแบคทเีรีย (Bacterial growth) 
            ตรวจวดัการเจริญของแบคทีเรียดว้ยวิธี  standard plate count โดยน าอาหารเหลวท่ีผ่านการเล้ียง
เช้ือมาเจือจางแบบ serial dilution ด้วย butterfield’s buffered phosphate diluent  และใช้เทคนิค spread 
plate บนอาหารวุน้ชนิดท่ีเหมาะสมตามเช้ือ ท าการทดลองสองซ ้ า บ่มให้แบคทีเรียเจริญท่ีอุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน ในตู้บ่ม anaerobic chamber (SHEL LAB, BACTRON I, USA) 
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ตรวจนบัจ านวนโคโลนี (CFUต่อ มิลลิลิตร) ของแบคทีเรียท่ีพบ 
 
3.6.3 การเปลีย่นแปลงความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
            ตรวจวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของอาหารท่ีผา่นการเล้ียงเช้ือดว้ยเคร่ือง pH meter (pHต่อmV 
Meter, UB-10, Denver Instrument, Germany) 
 
3.6.4 ความเป็นกรดทั้งหมด (Total acidity) 
            วเิคราะห์สภาพกรดทั้งหมดในภาพกรดแล็กติกดว้ย titration method ตาม AOAC Official Method 
950.07 (AOAC International, 2000) น าอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการเล้ียงเช้ือ มาป่ันเหวี่ยงแยกเซลล์ออก ท่ี
ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ปิเปตส่วนใสมา 5 มิลลิลิตร ผสมกับน ้ าอุ่น 10 
มิลลิลิตร ใส่ flask เขยา่ให้ผสมเป็นเน้ือเดียวกนั ไทเทรตสารละลายท่ีได้ กบัสารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซด์ (NaOH) มาตรฐานความเข้มข้น 0.1 N และใช้สารละลาย ฟีนอฟทาลีนเข้มข้นร้อยละ 0.5 โดย
น ้าหนกัเป็นอินดิเคเตอร์ ไทเทรตจนกระทัง่สารละลายเปล่ียนเป็นสีชมพู หรือค่า pH ประมาณ 8.2 และท า
แบลงค ์(blank) โดยใชอ้าหารเหลวท่ีไม่มีการเติมเช้ือ 
 
3.6.5 ปริมาณน า้ตาลทั้งหมด (Total sugars) 
            วเิคราะห์หาปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผา่นการเล้ียงเช้ือ เพื่อหาปริมาณสับสเตรท
ท่ี เช้ือใช้ไประหว่างการเจริญในอาหารเหลว ด้วยวิธี  colorimetric (phenol-sulphuric acid) method 
(Dubois et al., 1956)  โดย ปิเปตตวัอยา่ง 0.5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง จากนั้นเติม สารละลายฟีนอล
ความเข้มข้นร้อยละ 5 ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเคร่ืองเขย่าผสมสารละลาย (vortex) 
(Vortex mixer, FineVotex, FinePCR, Korea)   แล้วจากนั้ น เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น  ป ริมาตร 2.5 
มิลลิลิตร น าไปผสมให้เขา้กนัดว้ยเคร่ืองผสมวอร์เทค ให้เขา้กนัดีแลว้ตั้งทิ้งไว ้เป็นเวลานาน 30 นาที ท า
แบลงค์ (blank) โดยใช้น ้ ากลัน่แทนสารละลายตวัอย่าง น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองวดัการ
ดูดกลืนแสง (UV-visible spectrophotometer) ท่ีความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร ค านวณปริมาณน ้ าตาล
ทั้งหมดจากกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกลูโคสท่ีความเขม้ขน้ 0, 20, 40, 60, 80, และ 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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3.6.6 วเิคราะห์ความสามารถในการผลติกรดแลก็ติกและกรดไขมันสายส้ัน 
             ตรวจวิเคราะห์หาปริมาณกรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้น โดยการเลือกอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผา่น
การเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเหมาะสมในตวัอย่าง ท่ีมีสภาพกรดทั้งหมดในปริมาณท่ีค่อนข้างสูง ท่ีได้จากการ
วเิคราะห์ค่าความเป็นกรดทั้งหมดจากการไทเทรต ปริมาณ 1.5 มิลลิลิตร แยกเซลล์อีกคร้ังโดย ป่ันเหวี่ยง
ท่ี 12,000 g 10  นาที ปิเปตส่วนใสมา 1 มิลลิลิตร เจือจางตวัอยา่งเพื่อใชต้รวจวเิคราะห์ปริมาณกรดแล็กติก 
และกรดไขมนัสายสั้น ดว้ยเคร่ือง high performance liquid chromatography (HPLC, Agilent 1200 Series 
LC System and Module, Agilent Technologies International sarl, Morges, Switzerland)  ใ ช้ ค อ ลั ม น์
ส าหรับการแยกวิเคราะห์กรดอินทรีย์ ion exclusion column, Vertisep OA, 8 ไมโครเมตร ความยาว 
7.8×300 มิลลิเมตร โดยใชส้ารละลายกรดซลัฟิวริก (H2SO4) เขม้ขน้ 0.005 โมลต่อลิตร เป็น mobile phase  
ตั้งค่าอตัราการไหล (flow rate) ของ mobile phase เท่ากบั 0.7 มิลลิลิตรต่อนาที และตรวจวดัปริมาณกรด
ท่ีแยกได้โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงของสารท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร ด้วย UV detector (Agilent 
Technologies International sarl) ระบุชนิดของกรดแล็กติก และกรดไขมนัสายสั้นโดยเปรียบเทียบกบัสาร
มาตรฐาน L(+)-Lactic acids (Sigma, Sigma-Aldrich, Inc., U.S.A.) และ acetic acid, propionic acid, และ 
butyric acid (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Germany ) และค านวณหาปริมาณกรดในอาหารท่ี
ผา่นการเล้ียงเช้ือนั้น 
 
3.6.7 การวเิคราะห์ค่าดัชนีพรีไบโอติก (Prebiotic index, PI) 
   การวิเคราะห์ค่า PI เร่ิมตน้โดยการนับเช้ือท่ีผ่านการบ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมงในอาหารเล้ียงเช้ือ 
basal medium โดยใช้วิธี Fluorescent in situ hybridization (FISH) ดดัแปลงจากวิธีการของ Palframan et 
al., (2002) โดยน าอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผา่นการบ่ม 24 ชัว่โมงปริมาตร 375 ไมโครลิตร มาเจือจางลงส่ีเท่าโดย
ใช ้4% โดยน ้ าหนกั paraformaldehyde และท าการตรึงเซลล์ในอาหารเล้ียงเช้ือดงักล่าวท่ี 4 องศาเซลเซียส 
16 ชัว่โมง จากนั้นลา้งเซลล์ดว้ย PBS (0.1 โมลาร์, pH 7.0) และเก็บใน PBSต่อethanol (1:1, โดยปริมาตร) 
จากนั้นท าการนบัเช้ือภายใตก้ลอ้งฟลูออเรสเซนต ์โดยใชต้วัอยา่งปริมาตร 16 ไมโครลิตร ละลายใน 200 
ไมโครลิตร ของ 40 มิลลิโมลาร์ Tris–HCl, 1.8 โมลาร์ NaCl, pH 7.2 และ 64 ไมโครลิตร ของน ้ าท่ีเป็น 
HPLC grade จากนั้นน าตวัอย่าง 90 ไมโครลิตร มาเติม สียอ้ม DAPI ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และเติมตวั
ติดตาม หรือ probe ปริมาตร 10 ไมโครลิตร (50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) ซ่ึงเป็น rRNA ได้แก่ Bif164 
จ าเพาะต่อ Bifidobacterium sp. (Langendijk et al., 1995), Bac303 จ าเพาะต่อ Bacteroides sp. (Manz et 
al., 1996), Lab158  จ  าเพาะต่อ  Lactobacillusต่อEnterococcus  sp. (Harmsen et al., 1999), และ His150 
จ า เพ าะต่อ  Clostridium sp. hystolyticum group (Clostridium clusters I and II)  (Franks et al., 1998) 
(ตารางภาคผนวกท่ี 10) จากนั้นบ่มท่ี 45 องศาเซลเซียส (Lab158 and Bac303) และ 50 องศาเซลเซียส 
(Bif164 and His150) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นลา้งดว้ย 20 มิลลิโมลาร์ Tris–HCl, 0.9 โมลาร์ NaCl, pH  
7.2 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เป็นเวลา 30 นาที และกรองผา่นฟิลเตอร์ขนาด 0.2 ไมโครเมตร จากนั้นน าเซลล์

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

37 

 

ท่ีคา้งบนฟิลเตอร์ไปส่องดว้ยกลอ้งฟลูออเรสเซนต์ โดยใช้ 555 nm-excitation filter ส าหรับเซลล์ท่ีผ่าน
การยอ้มดว้ยสี DAPI เพื่อนบัเซลล์ทั้งหมด และ 455 nm-excitation filter ส าหรับเซลล์ท่ีผา่นการยอ้มดว้ย 
probe ท่ีจ  าเพาะต่อจีนสั โดยนบับริเวณท่ีมีเซลล์อยา่งน้อย 15-150 เซลล์ จ  านวน 15 ซ ้ า แลว้น าค่าทั้งหมด
มาเฉล่ีย เพื่อค านวณหาค่า PI ตามสมการ  
 
 
 
 
โดย  Bif คือ จ านวนเซลลท่ี์นบัไดข้อง Bifidobacterium sp. 
 Bac คือ จ านวนเซลลท่ี์นบัไดข้อง Bacteroides sp. 
 Lac คือ จ านวนเซลลท่ี์นบัไดข้อง Lactobacillus/Enterococcus  sp. 

Clos คือ จ านวนเซลล์ท่ีนับได้ของ Clostridium sp. hystolyticum group (Clostridium clusters I, 
II)   

 Total คือ จ านวนเซลลท่ี์นบัไดท้ั้งหมด 
 
3.6.8 การวเิคราะห์ผลทางสถิติ 
                วางแผนการทดลองแบบแบบ Completely Randomized Design (CRD) วเิคราะห์ขอ้มูล โดยใช้
โปรแกรมคอมพิวเตอร์ SPSS version 17 และทดสอบความแตกต่างทางสถิติดว้ยวธีี Duncan’s New 
Multiple Range Test (DMRT) 
 

  

PI = 
Bif
Total

-
Bac
Total

+
Lac
Total

-
Clos
Total
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บทที ่4 
ผลการวเิคราะห์ข้อมูลและการอภิปรายผล 

 
4.1 การทดสอบศักยภาพของแป้งต้านทานต่อการกระตุ้นการเจริญของเช้ือบริสุทธ์ิ 
 

ในล าไส้ใหญ่ของคนมีแบคทีเรียท่ีเป็นประโยชน์เพียงไม่ก่ีสายพนัธ์ุท่ีสามารถใช้แป้ง RS เป็น
สับสเตรทในการเจริญได้ ดังรายงานผลการทดลองของ Crittenden et al. (2001) ซ่ึงได้ทดลองใช้
แบคทีเรีย Bifidobacterium 40 strains ร่วมกนักบัแป้ง RS ในลกัษณะเป็น synbiotic ในผลิตภณัฑ์โยเกิร์ต 
พบว่ามีแบคที เรีย  Bifidobacterium เพี ยงสายพัน ธ์ุ เดียวท่ีสามารถใช้แป้ง RS ในการเจริญได้คือ 
Bifidobacterium lactis Lafti B94 สามารถมีชีวิตรอดผ่านสภาวะความเป็นกรดท่ีระบบทางเดินอาหาร 
และยงัอยูร่อดผา่นกระบวนการผลิตโยเกิร์ตและสภาวะการเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 
6 สัปดาห์ได ้ดงันั้นการศึกษาศกัยภาพของประเภทของแป้งตา้นทาน (RS) ในการทดลองน้ีไดใ้ชแ้ป้ง RS 
3 ประเภทคือ RS2, RS3 และ RS4 ในการกระตุ้นการเจริญของแบคทีกรดแล็ กติก เรียในสกุล 
Lactobacillus ท่ีรวบรวมจากแหล่งเก็บเช้ือพนัธ์ุจุลินทรียจ์  านวน 4 สายพนัธ์ุ คือ Lact. acidophilus TISTR 
450, Lact. brevis subsp. brevis TISTR 860, Lact. plantarum TISTR 543 และ Lact. fermentum TISTR 
876 โดยทดลองในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว De Man, Rogosa Sharpe (MRS) broth ซ่ึงดัดแปลงจากสูตร
อาหารเล้ียงเช้ือมาตรฐานโดยเติมธาตุอาหารตามสูตรปรับส่วนประกอบ และเติมแป้ง RS2 ความเขม้ขน้ 
1% เป็นแหล่งคาร์บอนหลกั บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจนเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
(ตารางท่ี 3.1) พบวา่แบคทีเรีย Lact. acidophilus TISTR 450 และ Lact. plantarum TISTR 543 มีศกัยภาพ
ในการเจริญในอาหารท่ีเติมแป้ง RS ใกลเ้คียงกบัน ้ าตาลกลูโคสแต่สามารถผลิตกรดทั้งหมดไดน้้อยกว่า
เม่ือเทียบกบัน ้ าตาลกลูโคส ส่วนแบคทีเรีย Lact. brevis subsp. brevis TISTR 860 และ Lact. fermentum 
TISTR 876   มีการเจริญใกลเ้คียงกนัในอาหารท่ีเติมแป้ง RS2 ความเขม้ขน้ 1% เป็นแหล่งคาร์บอนหลกั
โดยมีปริมาณเพิ่มข้ึนประมาณ 1 Log CFUต่อมิลลิลิตร มีค่า pH ลดลงในช่วงระหวา่ง 5.54-5.81 และมีค่า
ความเป็นกรดทั้งหมดในช่วงระหวา่ง 0.063-0.113% ในขณะท่ีในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส
แบคทีเรียทั้ง 2 สายพนัธ์ุ มีการเจริญใกล้เคียงกันเท่ากบั 8.85 และ 8.95 Log CFUต่อมิลลิลิตร มีค่า pH 
ลดลงเท่ากบั 4.51 และมีค่าความเป็นกรดทั้งหมดเท่ากบั 0.502% และ 0.837% ตามล าดบั ผลการทดลองท่ี
ไดน้ี้บ่งช้ีว่าแบคทีเรียกรดแล็กติกกลุ่มแลคโตบาซิลลสัทั้ง 4 สายพนัธ์ุน้ี   มีความสามารถในการใช้แป้ง 
RS ไดค้่อนขา้งต ่าเม่ือเทียบกบัน ้าตาลกลูโคสซ่ึงใชเ้ป็นการทดลองควบคุม 
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ตารางที ่3.1 การเจริญ ค่า pH และค่าความเป็นกรดทั้งหมดของอาหารเล้ียงเช้ือเม่ือเล้ียงแบคทีเรีย 
                 Lactobacillus ทั้ง 4 สายพนัธ์ุ ท่ีอุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน นาน 24 

ชัว่โมง 
 

รหัสกล้าเช้ือต่ออาหารเลีย้งเช้ือm การเจริญ 
(Log CFU/mL) pHn ความเป็นกรดทั้งหมด 

(%) 
Lactobacillus acidophilus TISTR 450    

Glucose 8.80 4.17 1.269±0.021a 

สูตร  1 8.40 5.29 0.180±0.019b,c 

สูตร  2 8.41 5.30 0.171±0.014b,c 

สูตร  3 8.33 5.21 0.185±0.023b 

สูตร  4 7.98 5.40 0.153±0.017b 
Lact. brevis subsp. brevis TISTR 860    

Glucose 8.85 4.51 0.502±0.027a 

สูตร  1 7.91 5.65 0.099±0.032b 

สูตร  2 7.86 5.68 0.099±0.018b 

สูตร  3 8.02 5.54 0.081±0.013b 

สูตร  4 7.81 5.71 0.063±0.019b 
Lact. plantarum TISTR 543    

Glucose 8.83 4.57 0.900±0.019a 

สูตร  1 8.36 5.22 0.207±0.014b 

สูตร  2 8.33 5.45 0.149±0.014c 

สูตร  3 8.35 5.20 0.207±0.018b 

สูตร  4 8.13 5.54 0.108±0.021d 
Lact. fermentum TISTR 876    

Glucose 8.95 4.51 0.837±0.023a 

สูตร  1 8.09 5.52 0.113±0.021b 

สูตร  2 7.56 5.81 0.090±0.019b,c 

สูตร  3 8.19 5.60 0.108±0.027b,c 

สูตร  4 7.52 5.59 0.099±0.021b,c 
 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งแสดงถึงค่าวเิคราะห์ท่ีแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทาง  
                  สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 
m  สูตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชใ้นการทดลองมีการปรับส่วนประกอบต่าง ๆ จากสูตรอาหารมาตรฐาน 
   ไดเ้ป็นสูตรปรับท่ี 1, 2, 3 และ 4 ตามตารางท่ี 3.1 
n  ค่า pH  เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5±0.2 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส   
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ผลการทดลองดงักล่าวสอดคลอ้งตามโครงสร้างของแป้ง RS2 ท่ีซบัซ้อนมากกวา่น ้ าตาลกลูโคส
โดยมีส่วนท่ีมีความเป็นผลึกสูง และมีลกัษณะทางโครงสร้างของเมด็แป้งท่ีไม่มีรูหรือช่องเปิด (Sajilata et 
al., 2006; Sharma et al., 2008) เน่ืองจากโดยธรรมชาติแล้วแบคทีเรียทั้ ง 4 สายพนัธ์ุ เป็นแบคทีเรียท่ี
สามารถใช้น ้ าตาลกลูโคสซ่ึงเป็นน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวไปเป็นสับสเตรทในการเจริญและผลิตกรดได้ดี 
(Wood and Holzapfel, 1995) ส่วนแป้ง RS เป็นพอลิแซ็กคาไลด์ (polysaccharide) ท่ีโมเลกุลมีขนาดใหญ่ 
และมีโครงสร้างซับซ้อนกว่าน ้ าตาลกลูโคสมาก แบคทีเรียจึงสามารถใช้แป้งไดเ้ฉพาะส่วนท่ีแป้งมีการ
บวมน ้ า และสูญเสียโครงสร้างไปในระหวา่งท่ีน าอาหารเล้ียงเช้ือไปท าการน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิสูงถึง 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ก่อนท าการทดลอง เน่ืองจากโครงสร้างผลึกของแป้ง RS2 จะเร่ิมถูก
ท าลายท่ีอุณหภูมิสูงประมาณ 120 องศาเซลเซียส (Charalampopoulos and Rastall, 2009)            
 

 

4.2 การทดสอบศักยภาพของแป้งต้านทานต่อการกระตุ้นการเจริญของเช้ือทีค่ัดแยกจาก 
      อุจจาระของอาสาสมัคร 

ทดสอบศกัยภาพของแป้งตา้นทานต่อการกระตุน้การเจริญของเช้ือท่ีคดัแยกจากอุจจาระของ
อาสาสมคัรไดมี้การคดัเลือกแบคทีเรียท่ีจะน ามาใชใ้นการทดสอบศกัยภาพแป้ง RS ทั้ง 3 ประเภท 
เพิ่มเติม โดยการคดัแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีเป็นแบคทีเรียประจ าถ่ินในล าไส้ของมนุษยป์กติในสกุล 
Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus และ Streptococcus (สายพนัธ์ุท่ีสร้างกรดและไม่ก่อโรค) 
โดยคดัเลือกแบคทีเรียจากอุจจาระของอาสาสมคัรท่ีมีสุขภาพดี ตามวธีิมาตรฐานของ Vanderzant and 
Splittstoesser (1992) และเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ MRS agar, Reinforced Clostridial agar (RCA), 
Streptococcus faecalis agar (SF), และ Streptococcus thermophilus agar (ST) ตามล าดบั  เพื่อคดัเลือก
สายพนัธ์ุของแบคทีเรียท่ีสามารถใชแ้ป้ง RS ทั้ง 3 ประเภท แลว้ผลิตกรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้นได้
ดี จากการทดสอบสมบติัทางสัณฐานและสรีรวทิยาตาม Brenner et al. (2005) พบวา่แบคทีเรียท่ีคดัเลือก
มาทั้งหมด 66 ไอโซเลท มี 45 ไอโซเลทเป็นแบคทีเรียแกรมบวกมีรูปร่างเซลลเ์ป็นท่อน (Gram-positive 
rods) และมี 21 ไอโซเลท  ท่ีเป็นแบคทีเรียแกรมบวกมีรูปร่างเซลลก์ลม (Gram-positive cocci) ซ่ึงมี
ลกัษณะโคโลนีหลากหลายลกัษณะ (ตวัอยา่งดงัภาพท่ี 3.1) จากนั้นคดัเลือกโคโลนีแยกใหไ้ดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ 
ทดสอบความสามารถใชแ้ป้งเป็นแหล่งคาร์บอนหลกัในการเจริญ  โดยเล้ียงเช้ือบนอาหารท่ีแทนท่ีน ้าตาล
กลูโคสดว้ยแป้งขา้ว (native rice starch) ความเขม้ขน้ 1%  ในสูตรอาหารมาตรฐาน  พบวา่ไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ
ท่ีสามารถใชแ้ป้งเป็นแหล่งคาร์บอนหลกัในการเจริญได ้ 3 ไอโซเลท (MRF4, RCF10 และ SFF5 ภาพท่ี 
3.2) และน าโคโลนีของเช้ือท่ีใชแ้ป้งไดม้าทดสอบสมบติัทางชีวเคมีต่อไป (ขอ้ 3.2.1) 
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ภาพที ่3.1 ลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรียจากอุจจาระของอาสาสมคัรบนอาหารเล้ียงเช้ือ MRS Agar (A), 
Reinforced clostridial (RC) agar (B), Streptococcus faecalis (SF) agar (C) และ 
Streptococcus thermophilus (ST) agar (D) ท่ีอุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส  ในสภาพไร้
ออกซิเจนเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 
4.2.1 การวเิคราะห์ชนิดของแบคทเีรีย 

น าแบคทีเรียท่ีใช้แป้งไอโซเลท MRF4, RCF10 และ SFF5 มาทดสอบสมบติัทางชีวเคมีดว้ยชุด
ทดสอบระบบ API ชนิด API 50CH/CHL และ API 20 STREP (bioMérieux) เม่ือเปรียบเทียบผลการ
ทดสอบกับสายพนัธ์ุของแบคทีเรียท่ีมีในฐานข้อมูลของระบบ API (bioMérieux) พบว่า แบคทีเรีย 2      
ไอโซเลท (MRF4 และ RCF10) ท่ีคดัแยกจากอาหาร MRS agar และ RCA agar ไดเ้ป็นแบคทีเรียในสกุล 
Lactobacillus ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบความเหมือน (% Identity) ของสมบติัทางชีวเคมีกบัแบคทีเรียอา้งอิงใน
ฐานข้อมูลระบบ API (bioMérieux)ไอโซเลท MRF4 และ RCF10 มีความเหมือนกับ Lactobacillus 
acidophilus 3 และ Lactobacillus rhamnosus 89.2 และ 99.0% ตามล าดบั ส่วนไอโซเลท SFF5 ท่ีคดัแยก
จากอาหาร Streptococcus faecalis agar ความเหมือนของสมบัติทางชีวเคมีกับ  Streptococcus mitis 1  

(A)) (B) 

(C) (D) 
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16.9%  มีแนวโนม้ท่ีอาจเป็นชนิดใหม่ ทั้งน้ีควรมีการศึกษาสารพนัธุกรรม โดยเฉพาะอยา่งยิ่ง 16S rRNA 
gene ต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่3.2  ลกัษณะโคโลนี (อาย ุ48 ชัว่โมง) และสัณฐานวทิยาของเซลล์ (ลูกศร ยอ้มสีแบบแกรม
ก าลงัขยาย 1,000 เท่า) ของแบคทีเรีย 3 ไอโซเลท (MRF4, RCF10 และ SFF5)  ท่ีคดัแยกและ
เลือกศึกษา  

1 µm 

RCF10 

SFF5 

MRF4 

SFF5 

1 µm 

1 µm 
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ตารางที ่3.2 ลกัษณะทางสัณฐานและสรีรวทิยาของแบคทีเรียท่ีคดัแยกได ้3 ไอโซเลท (MRF4, RCF10  
       และ SFF5) เปรียบเทียบกบัแบคทีเรียอา้งอิงในสกุล Lactobacillus และ Streptococcus     

         (Brenner et al., 2005) 
ลกัษณะ MRF4 RCF10 SFF5 Lactobacillus Streptococcus 

Cell size (µm) (0.5-1.0) 
×(1.5-4.0) 

(0.5-1.0) 
×(2.0-4.0) 

(0.8-1.0) 
×(1.0-1.2) 

(0.5-1.6) 
×(1.0-10.0) 

0.5-2.0 

Cell shape Rods Rods Ovoid Rods, usually  
straight, sometime  
coccobacilli 

Normally spherical or 
ovoid 

Cell arrangement Single, 
pairs, 
chains 

Single, pairs, 
chains 

Single, pairs, 
chains 

Single, pairs, chains Pairs or chains 

Colony diameter (mm) 1.0-1.5 1.0-1.5 0.5-1.0 Usually small (2.0-5.0 
mm) 

0.5-1.0 no increase 
after prolonged 
incubation  

Colony shape Convex, 
white, 

entire edge, 

Convex, 
white, 

entire edge, 

Convex, 
white, 

entire edge, 

Convex, smooth, 
without pigment, entire 
edge, opaque 

Convex, without  
pigment, entire edge,  

Gram stain + + + + + 
Spore formation - - - - - 
Catalase test - - - - - 
Oxidase test - - - - - 
Motility - - - - - 
CO2 production  
from glucosea 

- - - ± Sometime minor 
amount of CO2 

Hydrolysis of: starch + + + ± ± 
gelatin - - - - - 
Optimum growth  
temperature (องศา
เซลเซียส) 

37° C 37° C 37° C 30-40° C 37° C 

Growth at 10องศา
เซลเซียส 

- - - ± - 

Growth at 45องศา
เซลเซียส 

+ + + ± ± 

Growth at 6.5%      
NaCl 

- - - - - 

Growth at pH 4.4 + + - ± - 
Growth at pH 9.6 - - - - - 
Habitat Human faeces Widespread in GI tract 

of mammals, 
fermentable materials 

Human oral cavity 
upper respiratory tract 
and human faeces 

+, positive; -, negative; ±, response varies between species; ND, not determined.  
a Test for homo or heterofermentation of glucose; negative and positive denotes 
   homofermentative and heterofermentative, respectively.  
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ตารางที ่3.3 การทดสอบสมบติัทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแล็กติก 3 ไอโซเลท (MRF4, RCF10 และ 
SFF5) ดว้ยชุดทดสอบ API (bioMérieux) 

 

ลกัษณะการใช้น า้ตาล 
รหัสไอโซเลท 

MRF4 RCF10 SFF5 
Acid from: - - - 

Glycerol - - - 
Erythritol - - - 
D-Arabinose - - - 
L-Arabinose - - - 
D-Ribose - + - 
D-Xylose - - - 
L- Xylose - - - 
D-Adonitol - - - 
Methyl-β D-xylopyranoside - - - 
D-Galactose + + + 
D-Glucose + + + 
D-Fructose + + + 
D-Mannose + + + 
L-Sorbose - + - 
L-Rhamnose - + - 
Dulcitol - - - 
Inositol - - - 
D-Mannitol - + - 
D-Sorbitol - + - 
Methyl-α D-mannopyranoside - - - 
Methyl- α D-glucopyranoside - - - 
N-Acetylglucosamine + - + 
Amygdalin - - + 
Arbutin - - + 
Esculin + + + 
Salicin - + + 
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ตารางที ่3.3 (ต่อ) การทดสอบสมบติัทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแล็กติก 3 ไอโซเลท (MRF4, RCF10 
และ SFF5) ดว้ยชุดทดสอบ API (bioMérieux) 

 

ลกัษณะการใช้น า้ตาล 
รหัสไอโซเลท 

MRF4 RCF10 SFF5 
D-Cellobiose - + + 
D-Lactose - + + 
D-Melibiose + - - 
D-Saccharose (Sucrose) + - + 
Inulin - - - 
D-Melezitose - + - 
Amidon (Starch) - - - 
Glycogen - - - 
Xylitol - - - 
Gentiobiose - - + 
D-Turanose - + - 
D-Lyxose - - - 
D-Tagatose - + - 
D-Fucose - - - 
L-Fucose - - - 
D-Arabitol - - - 
L-Arabitol - - - 
Potassium gluconate - - - 
Potassium 2-Ketogluconate - - - 
Potassium 5-Ketogluconate - - - 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

46 

 

ตารางที่ 3.4 ผลการระบุชนิดของแบคทีเรียกรดแล็กติก 3 ไอโซเลท เม่ือเปรียบเทียบกบัขอ้มูลสมบติัทาง
ชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแล็กติกจากฐานขอ้มูลท่ีทดสอบดว้ยชุดทดสอบ API (bioMèrieux) 

 

Bacterial isolate code Identification result from API database (bioMèrieux) % Identitya 

MRF4 Lactobacillus acidophilus 3 89.2 

RCF10 Lactobacillus rhamnosus 99.0 

SFF5 Streptococcus mitis 1 16.9 
a Identity ท่ีนอ้ยกวา่ 99% มีแนวโนม้ท่ีอาจเป็นชนิดใหม่ ทั้งน้ีควรมีการศึกษาสารพนัธุกรรม โดยเฉพาะ

อยา่งยิง่ 16S rRNA gene ต่อไป 

 
4.2.2 การทดลองเพ่ือคัดเลือกสูตรอาหารเลีย้งเช้ือทีเ่หมาะสมต่อการเจริญของเช้ือบริสุทธ์ิ 

ทดลองปรับสูตรอาหารเล้ียงเช้ือให้มีความหลากหลาย 5 สูตร ดงัแสดงในตารางท่ี 3.5 และตารางท่ี 
3.6 โดยมีการปรับลดปริมาณของส่วนประกอบในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือมาตรฐาน ทั้งแหล่งคาร์บอนและ
ไนโตรเจนท่ีเช้ือจะสามารถใช้เป็นแหล่งพลงังานได ้เพื่อให้เช้ือได้ใช้สับสเตรทเป็นแป้งตา้นทานแทน
น ้ าตาลกลูโคสจากสูตรอาหารมาตรฐาน เพื่อพฒันาสูตรอาหารให้เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรีย
บริสุทธ์ิท่ีคดัเลือกได ้ 

ตารางที ่3.5  ส่วนประกอบในอาหาร MRS ปรับสูตรให้เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียบริสุทธ์ิ
ท่ีคดัเลือกได ้

ส่วนประกอบ ปริมาณ (กรัมต่อลติร) ส าหรับอาหารเลีย้งเช้ือแต่ละสูตร 
Std. สูตร 1 สูตร 2 สูตร 3 สูตร 4 สูตร 5 

Glucose 20 - - - - - 

แป้ง RS - 10 10 10 10 - 

Proteose peptone 10 10 10 5 5 10 

Beef extract 10 10 - 4 - 10 

Yeast extract 5 5 5 5 2.5 5 

Polysorbate 80 1 1 - - - 1 

Ammonium citrate 2 2 2 - - 2 

Sodium acetate 5 5 5 5 - 5 
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ตารางที ่3.5 (ต่อ)  ส่วนประกอบในอาหาร MRS ปรับสูตรให้เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรีย  
 บริสุทธ์ิท่ีคดัเลือกได ้

ส่วนประกอบ ปริมาณ (กรัมต่อลติร) ส าหรับอาหารเลีย้งเช้ือแต่ละสูตร 

 Std. สูตร 1 สูตร 2 สูตร 3 สูตร 4 สูตร 5 

MgSO4.7H2O 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 

MnSO4.5H2O 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 

Dipotassium phosphate 2 2 2 2 2 2 

ทีม่า: ดดัแปลงจากสูตรอาหารมาตรฐานของ Atlas and Parks (2004) 

ตารางที ่3.6  ส่วนประกอบในอาหาร SF ปรับสูตรให้เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ี
คดัเลือกได ้                 

ส่วนประกอบ ปริมาณ (กรัมต่อลติร) ส าหรับอาหารเลีย้งเช้ือแต่ละสูตร 

Std. สูตร 1 สูตร 2 สูตร 3 สูตร 4 สูตร 5 

Glucose 4.0 - - - -  

Starch - 10 10 10 10 10 

Pancreatic digest of casein 2.5 2.5 2.0 1.5 0.75 - 

Yeast extract 2.5 2.5 2.0 2.0 1.75 2.0 

K2HPO4 3.8 3.8 3.8 3.8 3.8 3.8 

NaCl - - 0.1 0.1 0.1 0.1 
MgSO4.7H2O - - 0.1 0.1 0.1 0.1 

MnSO4.5H2O - - 0.05 0.05 0.05 0.05 

 ท่ีมา: ดดัแปลงจากสูตรอาหารมาตรฐานของ Atlas and Parks (2004)  

จากการทดลองเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. RCF10 (ตารางท่ี 3.7) ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว
สูตรท่ี 1, 2, 3, 4 และ 5 (ตารางท่ี 3.6) เติมแป้ง RS2 ความเขม้ขน้ 1% เป็นแหล่งคาร์บอนหลกั บ่มเช้ือให้
เจริญท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจนเป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่แบคทีเรียมีการเจริญ
ใกล้เคียงกันในอาหารสูตรท่ี 1-4 โดยมีปริมาณเพิ่มข้ึนในช่วง 7.94-8.96 Log CFUต่อมิลลิลิตร ค่า pH 
ลดลงโดยเฉล่ียในช่วง 5.28-5.77 ในขณะท่ีอาหารเล้ียงเช้ือเหลวสูตรมาตรฐานท่ีมีส่วนผสมของน ้ าตาล
กลูโคสแบคทีเรียมีการเจริญเพิ่มข้ึนถึง 9.25 Log CFUต่อมิลลิลิตร นอกจากน้ียงัพบวา่อาหารเล้ียงเช้ือสูตร

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

48 

 

ท่ี 3 และสูตรมาตรฐานมีค่าความเป็นกรดทั้งหมดไม่แตกต่างกนัทางสถิติเท่ากบั 0.468% และ 0.462% 
ตามล าดบั ซ่ึงมากกว่าอาหารสูตรท่ี 1, 2 และ 4 มีค่า 0.225%, 0.210%, และ 0.150% ตามล าดบั และเม่ือ
ค านวณปริมาณสับสเตรทท่ีใชไ้ป พบว่าในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ี 3 และสูตรท่ี 1 มีค่าสับสเตรทท่ีใช้ไป
เท่ากบั 19.4% และ 18.3% ตามล าดบั ซ่ึงมากกวา่สูตรท่ี 2 (11.9%) และสูตรท่ี 4 (10.3%) ตามล าดบั ส่วน
ในอาหารเหลวสูตรท่ี 5 ซ่ึงไม่ไดเ้ติมทั้งแป้งและน ้ าตาลกลูโคส พบวา่แบคทีเรียมีค่าการเจริญไม่แตกต่าง
กนักบักลา้เช้ือเร่ิมตน้ และมีค่าความเป็นกรดทั้งหมดเพียง 0.042%   

จากการทดลองเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. MRF4 (ตารางท่ี 3.7) ในอาหารเล้ียง ท่ีเติมแป้ง 
RS2 ความเขม้ขน้ 1% เป็นแหล่งคาร์บอนหลกั พบวา่แบคทีเรียมีการเจริญใกลเ้คียงกนัในอาหารเหลวสูตร
ท่ี 1-4 ในช่วง 7.99-8.51 Log CFUต่อมิลลิลิตร และมีค่า pH โดยเฉล่ียในช่วง 4.38-4.85 ในขณะท่ีการ
ทดลองในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวสูตรอาหารมาตรฐานท่ีมีน ้าตาลกลูโคส แบคทีเรียมีการเจริญเพิ่มข้ึนเท่ากบั 
8.98 Log CFUต่อมิลลิลิตร มีค่า pH ลดลงเท่ากบั 4.17 และมีค่าความเป็นกรดทั้งหมดสูงถึง 0.819% โดย
ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ี 3 มีค่าความเป็นกรดทั้ งหมด 0.453% ซ่ึงมากกว่าสูตรท่ี 1 และ 2 ท่ีมีค่าไม่
แตกต่างกนัทางสถิติ เท่ากบั 0.333% และ 0.318% ตามล าดบั และมีค่ามากกวา่สูตรท่ี 4 (0.270%) และเม่ือ
ค านวณปริมาณสับสเตรทท่ีใชไ้ป พบว่าในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ี 3 และสูตรท่ี 1 มีค่าสับสเตรทท่ีใช้ไป 
18.5% และ 18.9% ตามล าดับ ซ่ึงมากกว่าสูตรท่ี 4 (15.6%)  และสูตรท่ี 2 (15.3%) ตามล าดบั ส่วนใน
อาหารเหลวสูตรท่ี 5 ซ่ึงเป็นสูตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่ไดเ้ติมทั้งแป้งและน ้ าตาลกลูโคส พบวา่แบคทีเรียมี
ค่าการเจริญท่ีวดัไดไ้ม่ต่างกนักบัเช้ือเร่ิมตน้ และพบค่าความเป็นกรดทั้งหมดเพียง 0.084%  

              จากการทดลองเล้ียงแบคทีเรีย Streptococcus sp. SFF5 (ตารางท่ี 3.7) ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติม
แป้ง RS ความเขม้ขน้ 1% เป็นแหล่งคาร์บอนหลกั แบคทีเรียมีการเจริญใกลเ้คียงกนัในอาหารสูตรท่ี 1-4 
ในช่วง 9.05-9.47 Log CFUต่อมิลลิลิตร และมีค่า pH โดยเฉล่ียในช่วง 4.29-4.90  ในขณะท่ีในอาหารเล้ียง
เช้ือเหลวท่ีมีส่วนผสมของน ้าตาลกลูโคสแบคทีเรียมีการเจริญ 10.13 Log CFUต่อมิลลิลิตร ความเป็นกรด
ทั้งหมดเท่ากบั 0.756%  โดยในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ี 3 มีค่าความเป็นกรดทั้งหมด 0.420% ซ่ึงมากกวา่ใน
อาหารสูตรท่ี 1, 2 และ 4 (มีค่าความเป็นกรดทั้งหมด 0.387%, 0.288% และ 0.174% ตามล าดบั) และเม่ือ
ค านวณปริมาณสับสเตรทท่ีใชไ้ป พบวา่ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ี 3 และสูตรท่ี 1 มีค่าสับสเตรทท่ีใชไ้ป 
17.0% และ 19.2% ตามล าดบั ซ่ึงมากกวา่สูตรท่ี 2 (12.9%) และสูตรท่ี 4 (11.5%)   ตามล าดบั ส่วนใน
อาหารเหลวสูตรท่ี 5 ซ่ึงไม่มีการเติมทั้งแป้งและน ้าตาลกลูโคส พบวา่แบคทีเรียมีค่าการเจริญไม่ต่างจาก
กลา้เช้ือเร่ิมตน้ ส่วนค่า pH ลดลงเล็กนอ้ย และมีค่าความเป็นกรดทั้งหมดเพียง 0.075% จากผลการทดลอง
ดงักล่าวช้ีใหเ้ห็นวา่แบคทีเรียทั้ง 3 สายพนัธ์ุน้ี มีความตอ้งการน ้าตาลหรือแป้งเพื่อเป็นแหล่งคาร์บอนหลกั
ในกระบวนการหมกัเพื่อกระตุน้ใหมี้การเจริญและสร้างกรดไดดี้ และเม่ือพิจารณาจากค่าการเจริญ ค่า
ความเป็นกรดทั้งหมด และค่าสับสเตรทท่ีใชไ้ป พบวา่แบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีคดัเลือกมาทั้ง 3 สายพนัธ์ุน้ี เม่ือ
เล้ียงใหเ้จริญในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ี 3  ซ่ึงไดเ้ติมธาตุอาหารเป็นส่วนประกอบดงัน้ี Proteose peptone 
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0.5%, Beef extract 0.4%, Yeast extract 0.5%, Sodium acetate 0.5%, Dipotassium phosphate 0.2%, 
MgSO4.7H2O 0.01%, MnSO4.5H2O 0.005% และแป้ง RS 1% (สูตรท่ี 3 ตารางท่ี 3.1) แบคทีเรียมี
แนวโนม้  ท่ีจะใชแ้ป้ง RS เป็นสับสเตรทในการหมกัไดดี้และเป็นสูตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีสามารถกระตุน้
การผลิตกรดทั้งหมดไดดี้กวา่เม่ือเทียบกบัอาหารสูตรท่ี 1 2 4 และ 5 จึงไดเ้ลือกใชอ้าหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ี 3 
เป็นสูตรอาหารเล้ียงเช้ือในการทดสอบศกัยภาพของแป้งตา้นทานแต่ละประเภทต่อไป 
 
ตารางที ่3.7 การเจริญ ค่า pH ปริมาณน ้าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมดของ 

อาหารเล้ียงเช้ือ เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. RCF10, Lactobacillus sp. MRF4 และ 
Streptococcus sp. SFF5 ท่ีอุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจนเป็นเวลา 24 
ชัว่โมง 

รหัสกล้าเช้ือต่ออาหารเลีย้งเช้ือm 
การเจริญ 

(Log CFU/mL) 
 

pHn 
น า้ตาลทีใ่ช้ไป
ทั้งหมด (%) 

ความเป็นกรด
ทั้งหมด (%) 

Lactobacillus sp. RCF10     
Glucose 9.25 5.22 15.4±0.016b 0.468±0.012a 
สูตร 1 8.56 5.77 18.3±0.010a 0.225±0.010b 
สูตร 2 8.17 5.67 11.9±0.012c 0.210±0.021b 
สูตร 3 8.96 5.28 19.4±0.013a 0.462±0.010a 
สูตร 4 7.94 5.49 10.3±0.020c 0.150±0.014c 
สูตร 5 6.08 6.61 8.9±0.014c 0.042±0.011d 

Lactobacillus sp. MRF4     
Glucose 8.98 4.17 14.8±0.012b 0.819±0.010a 
สูตร 1 8.51 4.85 18.9±0.010a 0.333±0.010c 
สูตร 2 7.99 4.75 15.3±0.011b 0.318±0.021c 
สูตร 3 8.39 4.38 18.5±0.013a 0.453±0.011b 
สูตร 4 8.18 4.48 15.6±0.012b 0.270±0.014c 
สูตร 5 7.08 6.53 7.9±0.015c 0.084±0.011d 
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ตารางที ่3.7 (ต่อ) การเจริญ ค่า pH ปริมาณน ้าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมดของ 
อาหารเล้ียงเช้ือ เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. RCF10, Lactobacillus sp. MRF4 และ   

Streptococcus sp. SFF5 ท่ีอุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจนเป็นเวลา 24 
ชัว่โมง 

 

รหัสกล้าเช้ือต่ออาหารเลีย้งเช้ือm 
การเจริญ 

(Log CFU/mL) 
 

pHn 
น า้ตาลทีใ่ช้ไป
ทั้งหมด (%) 

ความเป็นกรด
ทั้งหมด (%) 

Streptococcus sp. SFF5     
Glucose 10.13 4.21 13.7±0.011c 0.756±0.024a 

สูตร 1 9.39 4.89 17.0±0.011b 0.387±0.040b 

สูตร 2 9.05 4.90 12.9±0.010c 0.288±0.021c 

สูตร 3 9.47 4.29 19.2±0.012a 0.420±0.014b 

สูตร 4 9.31 4.76 11.5±0.013c,d 0.174±0.010d 

สูตร 5 7.38 6.54 6.9±0.012d 0.075±0.014e 

 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งแสดงถึงค่าวเิคราะห์ท่ีแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทาง 
                  สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  

m  สูตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชใ้นการทดลองมีการปรับส่วนประกอบต่าง ๆ จากสูตรอาหาร
มาตรฐาน  ไดเ้ป็นสูตรปรับท่ี 1, 2, 3, 4 และ 5 ตามตารางท่ี 3.1 

n  ค่า pH  เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5±0.2 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
 

4.2.3 การหาความเข้มข้นของแป้งทีเ่หมาะสมต่อการเจริญของเช้ือบริสุทธ์ิทีค่ัดเลือกได้ 
              เน่ืองจากประเภทของแป้ง และปริมาณแป้งท่ีใชเ้ติมในอาหารเล้ียงเช้ือให้กบัแบคทีเรียนั้นมีผล
ต่อการกระตุน้การเจริญของแบคทีเรียไดแ้ตกต่างกนั ข้ึนอยูก่บัความสามารถในการใชแ้ป้งของแบคทีเรีย
แต่ละสายพนัธ์ุ หากแบคทีเรียสามารถใช้แป้งไดดี้แต่ในอาหารมีการเติมแป้งในปริมาณท่ีไม่เพียงพอต่อ
การเจริญก็จะส่งผลให้แบคทีเรียมีอตัราการเจริญต ่า และสร้างกรดซ่ึงเป็นผลผลิตหลกัจากการหมกัไดน้อ้ย 
แต่หากแป้งท่ีใช้เติมในอาหารเล้ียงเช้ือมีปริมาณเข้มข้นเกินความต้องการของแบคทีเรีย และด้วย
คุณสมบติัดา้นความหนืดของแป้งท่ีจะเพิ่มมากข้ึนเม่ือละลายในอาหารเล้ียงเช้ือท าให้ลดปริมาณน ้ าอิสระ 
(water activity, Aw) ท่ีแบคทีเรียจะเจริญไดส่้งผลในการจ ากดัอตัราการเจริญของแบคทีเรียไดเ้ช่นกนั 
จึงไดท้ดลองหาปริมาณแป้งท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีคดัเลือกได้ทั้ง 3 สายพนัธ์ุ 
โดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ี 3 (ตารางท่ี 3.1) ท่ีปรับจากสูตรอาหารมาตรฐาน และเติมแป้งขา้วดิบท่ีความ
เขม้ขน้ร้อยละ 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0  ไปแทนท่ีน ้ าตาลกลูโคส บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน
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สภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากผลการทดลองเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. RCF10 
(ตารางท่ี 3.8) พบว่าแบคทีเรียมีการเจริญใกล้เคียงกันในช่วง 8.06-8.94 Log CFUต่อมิลลิลิตร ค่า pH 
ลดลงโดยเฉล่ียในช่วง 4.57-5.30  ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีเติมแป้งความเขม้ขน้ 0.5%, 1.0%, 1.5% และ 
2.0% ในขณะท่ีการทดลองในอาหารเล้ียงเช้ือเท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส แบคทีเรียมีการเจริญถึง 9.44 Log CFU
ต่อมิลลิลิตร ค่า pH ลดลงเท่ากบั 4.24 และพบค่าความเป็นกรดทั้งหมดสูงถึง 0.843%  โดยในอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีเติมแป้งความเขม้ขน้ 1% มีค่าความเป็นกรดทั้งหมด 0.333% ซ่ึงมากกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีมีแป้งความเขม้ขน้ 0.5%, 1.5% และ 2% ซ่ึงมีค่าความเป็นกรดทั้งหมดไม่แตกต่างกนัทางสถิติ 
เม่ือค านวณปริมาณสับสเตรทท่ีใช้ไป พบว่าแบคทีเรีย Lactobacillus sp. RCF10 มีการใช้สับสเตรทไป
มากท่ีสุดเท่ากบั 19.4% เม่ือเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีแป้งความเขม้ขน้ 1% และมีค่าสับสเตรทท่ีใช้ไป
เท่ากบั 16.2%, 10.3% และ 6.3% ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีแป้งความเขม้ขน้ 0.5%, 1.5% และ 2%  ตามล าดบั     
               แบคทีเรีย Lactobacillus sp. MRF4 (ตารางท่ี 3.8) มีการเจริญใกลเ้คียงกนัในช่วง 9.25-9.40 Log 
CFUต่อมิลลิลิตร ค่าpH ลดลงโดยเฉล่ียในช่วง 4.69-5.08 ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีเติมแป้งความเขม้ขน้
ร้อยละ 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0  ในขณะท่ีในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีส่วนผสมของน ้ าตาลกลูโคสแบคทีเรียมีการ
เจริญสูงถึง 10.05 Log CFUต่อมิลลิลิตร และมีค่าความเป็นกรดทั้งหมดเท่ากบั 0.910%  โดยอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีเติมแป้งความเขม้ขน้ 1% มีค่าความเป็นกรดทั้งหมด 0.342%  ซ่ึงมากกว่าอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง 
0.5%, 1.5% และ 2% โดยมีค่าความเป็นกรดทั้งหมดไม่แตกต่างกนัทางสถิติเท่ากบั 0.258%, 0.249% และ 
0.234% ตามล าดบั และแบคทีเรีย Lactobacillus sp. MRF4 ใช้สับสเตรทไปมากท่ีสุดเท่ากบั 18.4% เม่ือ
เจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งความเขม้ขน้ 1% และมีค่าสับสเตรทท่ีใช้ไป 15.2%, 11.2% และ 4.9% 
ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งความเข้มข้น 0.5%, 1.5% และ 2%  ตามล าดับ จากผลการทดลองเล้ียง
แบคทีเรีย Streptococcus sp. SFF5 (ตารางท่ี 3.8) ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีเติมแป้งความเขม้ขน้ 0.5%, 
1.0%, 1.5% และ 2.0% เป็นแหล่งคาร์บอนหลกั แบคทีเรียมีการเจริญใกลเ้คียงกนัในช่วง 9.31-9.78 Log 
CFUต่อมิลลิลิตร ในขณะท่ีในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้ าตาลกลูโคสแบคทีเรียมีการเจริญถึง 10.42 Log CFU
ต่อมิลลิลิตร และมีค่าความเป็นกรดทั้งหมด 0.582%  โดยในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งความเขม้ขน้ 1% 
พบวา่มีค่าความเป็นกรดทั้งหมด 0.327%  ซ่ึงมากกวา่อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งความเขม้ขน้ 0.5%, 1.5% 
และ 2% ซ่ึงมีค่าความเป็นกรดทั้งหมดไม่แตกต่างกนัทางสถิติ และแบคทีเรีย Streptococcus sp. SFF5 ได้
ใชส้ับสเตรทไปมากท่ีสุดเท่ากบัร้อยละ 22.5 ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง 1% และในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี
แป้ง 0.5%, 1.5% และ 2%  มีปริมาณสับสเตรทท่ีใชไ้ปเท่ากบั 16.7%, 7.8% และ 4.3% ตามล าดบั  
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ตารางที ่3.8 การเจริญ ค่า pH ปริมาณน ้าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมดของ 
อาหารเล้ียงเช้ือเติมแป้งปริมาณ 0.5-2.0%  เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. RCF10, Lactobacillus 
sp. MRF4 และ Streptococcus sp. SFF5ท่ีอุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

รหัสกล้าเช้ือต่ออาหารเลีย้ง
เช้ือ 

การเจริญ 
(Log CFU/mL) 

 
pHn 

น า้ตาลทีใ่ช้ไป
ทั้งหมด (%) 

ความเป็นกรด
ทั้งหมด (%) 

Lactobacillus sp. RCF10     
Glucose 9.44 4.24 16.5±0.012b 0.843±0.023a 

Rice starch content (%)     
0.5 8.19 5.30 16.2±0.010b 0.237±0.014c 
1.0 8.94 4.57 19.4±0.011a 0.333±0.010b 
1.5 8.06 4.88 10.3±0.014c 0.200±0.021c 
2.0 8.67 5.04 6.3±0.017c 0.231±0.019c 

Lactobacillus sp. MRF4     
Glucose 10.05 4.40 15.9±0.011b 0.910±0.010a 

Rice starch content (%)     

0.5 9.25 5.08 15.2±0.010b 0.258±0.010c 

1.0 9.40 4.69 18.4±0.012a 0.342±0.018b 

1.5 9.31 4.97 11.2±0.013c,d 0.249±0.019c 

2.0 9.26 4.96 4.9±0.011d 0.234±0.012c 

Streptococcus sp. SFF5     
Glucose 10.42 4.39 17.0±0.011b 0.582±0.030a 

Rice starch content (%)     

0.5 9.31 5.13 16.7±0.017b 0.252±0.018c 

1.0 9.78 4.80 22.5±0.012a 0.327±0.014b 

1.5 9.46 4.97 7.8±0.016c 0.243±0.019c,d 

2.0 9.43 5.06 4.3±0.021c 0.210±0.021d 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งแสดงถึงค่าวเิคราะห์ท่ีแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทาง 
                  สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  
n  ค่า pH  เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5±0.2 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
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              เม่ือวเิคราะห์ปริมาณกรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้นท่ีเกิดข้ึนหลงัจากการเจริญในอาหารเล้ียง
เช้ือท่ี เติมแป้งท่ีระดับความเข้มข้น  0.5-2.0% ด้วยเคร่ือง high per formance liquid chromatography 
(HPLC) พบว่าระดบัความเขม้ขน้ของแป้งท่ีแตกต่างกนัมีผลต่อการผลิตกรดแล็กติกและกรดไขมนัสาย
สั้นท่ีแตกต่างกนัทางสถิติ (p<0.05) แสดงผลในภาพท่ี 3.3 โดยอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการเล้ียงแบคทีเรีย 
Lactobacillus sp. MRF4  พบการผลิตกรดทั้งหมดในปริมาณท่ีค่อนขา้งสูงโดยมีกรดแล็กติกปริมาณสูง
ท่ีสุดเท่ากบั 5,210 ppm เม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1% ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีสูง
ใกลเ้คียงกนักบัในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส และสามารถกระตุน้ให้เช้ือผลิตกรดแล็กติกได้
มากกว่าเม่ือเปรียบเทียบกับอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งท่ีระดับความเข้มข้น 2%, 0.5% และ 1.5% ท่ีมี
ปริมาณกรดแล็กติกเท่ากับ 4,400, 3,895 และ 3,500 ppm ตามล าดับ กรดไขมันสายสั้ นประเภทกรด        
อะซีติก (acetic acid) มีปริมาณเท่ากับ 2,065 ppm เม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งท่ีระดับความ
เข้มข้น 1% ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีใกล้เคียงกนักบัในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรมาตรฐานท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส และ
สามารถกระตุน้ให้เช้ือผลิตกรดอะซีติก ไดม้ากกว่าอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งท่ีระดบัความเขม้ขน้ 2%, 
1.5%, และ 0.5% ท่ีมีปริมาณกรดกรดอะซีติกเท่ากบั 2,000, 1,920 และ 1,505 ppm ตามล าดบั  
 

 

ภาพที ่3.3 กรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้นในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีเติมแป้งปริมาณ 0.5-2.0% 
                  แทนน ้าตาลกลูโคส หลงัการเจริญของแบคทีเรีย Lactobacillus sp. MRF4 ท่ีอุณหภูมิ 
                  37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
       

 กรดโพรพิโอนิก (propionic acid) มีปริมาณเท่ากับ 5,165 ppm และ 5,010 ppm เม่ือเล้ียงใน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1% และ 2% ตามล าดบั ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีสูงกว่าในอาหาร
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เล้ียงเช้ือท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส และสามารถกระตุน้ให้เช้ือผลิตกรดโพรพิโอนิกไดม้ากกว่าอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
เติมแป้งท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1.5% และ 0.5% โดยมีปริมาณกรดโพรพิโอนิกเท่ากับ 4,770 และ 3,825 
ppm ตามล าดบั ส่วนกรดบิวทิริก (butyric acid) มีปริมาณเท่ากบั 2,610 ppm เม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
เติมแป้งท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1% ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีสูงกว่าอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งท่ีระดบัความเขม้ขน้ 
0.5%, 2.0% และ 1.5% ซ่ึงมีกรดบิวทิริกเท่ากบั 1,975, 1,880  และ 1,140 ppm ตามล าดบั เม่ือพิจารณาจาก
ค่าการเจริญ ค่าความเป็นกรดทั้งหมด ค่าสับสเตรทท่ีใชไ้ปทั้งหมด และปริมาณการผลิตกรดแล็กติกและก
รดไขมนัสายสั้น แสดงให้เห็นวา่แบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีคดัเลือกมาทั้ง 3 สายพนัธ์ุน้ี มีแนวโนม้ท่ีจะใชแ้ป้งท่ี
ระดบัความเขม้ขน้ 1% ในการหมกัได้ดีกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบัอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งความเขม้ขน้ 
0.5%, 1.5% และ 2% และเป็นความเขม้ขน้ของแป้งท่ีเหมาะสมท่ีสุดท่ีสามารถใชก้ระตุน้ผลิตกรดแล็กติ
กและกรดไขมนัสายสั้นไดดี้ จึงไดค้ดัเลือกการแทนท่ีน ้ าตาลกลูโคสดว้ยแป้งท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1% ใน
อาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ี 3  (ตารางท่ี 3.1) ซ่ึงได้เติมธาตุอาหารเป็นส่วนประกอบดังน้ี Proteose peptone 
0.5% , Beef extract 0.4% , Yeast extract 0.5% , Sodium acetate 0.5% , Dipotassium phosphate 0 .2% , 
MgSO4.7H2O 0.01%, MnSO4.5H2O 0.005% และแป้ง RS 1%  เป็นอาหารเล้ียงเช้ือสูตรหลกัท่ีใช้ในการ
ทดสอบศกัยภาพของแป้งตา้นทานแต่ละประเภทต่อไป 
 

4.2.4 การทดสอบศักยภาพของแป้ง RS  ในการกระตุ้นการเจริญของเช้ือบริสุทธ์ิแยกจาก 
                       อุจจาระของอาสาสมัคร แบบไม่ผ่านการย่อยในระบบทางเดินอาหารแบบจ าลอง  

จากการท่ีไดท้ดลองปรับสูตรอาหารเล้ียงเช้ือใหมี้ความหลากหลายโดยมีการปรับลดปริมาณของ
ส่วนประกอบในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือมาตรฐาน ทั้งแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน เพื่อใหไ้ดสู้ตรอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีมีความเหมาะสมท่ีเช้ือจะสามารถใชแ้ป้ง RS แลว้ผลิตกรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้นไดดี้ 
ไดเ้ลือกสูตรปรับ 3 (ตารางท่ี 3.1) เป็นสูตรอาหารหลกัมีการเติมสับสเตรทปริมาณความเขม้ขน้ 1%  
แทนท่ีน ้าตาลกลูโคส ไดแ้ก่ แป้ง RS2, RS3, RS4 และเปรียบเทียบกบั FOS ทางการคา้ ทดลองเล้ียงเช้ือ
บริสุทธ์ิท่ีคดัแยกไดจ้ากอุจจาระของอาสาสมคัรจ านวน 3 สายพนัธ์ุ (Lactobacillus sp. RCF10, 
Lactobacillus sp. MRF4, และ Streptococcus sp. SFF5) เล้ียงเช้ือใหเ้จริญท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน
สภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 20 ชัว่โมง พบวา่ประเภทของสับสเตรทท่ีแตกต่างกนัมีผลต่อการกระตุน้การ
เจริญ และการผลิตกรดทั้งหมดของแบคทีเรีย ทั้ง 3 สายพนัธ์ุ ท่ีแตกต่างกนัทางสถิติ (p<0.05) จากการ
ทดลองเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. RCF10 (ตารางท่ี 3.9) ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีมีน ้าตาลกลูโคส 
พบวา่มีค่าความเป็นกรดทั้งหมดสูงท่ีสุดถึง 1.002% จากการทดลองเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. 
MRF4 ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวสูตรท่ีมีส่วนผสมของน ้าตาลกลูโคส (ตารางท่ี 3.9) พบวา่มีค่าความเป็น
กรดทั้งหมดสูงท่ีสุดเท่ากบั 1.200% และมีปริมาณสับสเตรทท่ีใชไ้ปเท่ากบั 27.4%  ขณะท่ีในอาหารเล้ียง
เช้ือสูตรท่ีเติมแป้ง RS3 แบคทีเรียมีการเจริญไดใ้กลเ้คียงกบัในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้าตาลกลูโคส มีค่าการ
เจริญเท่ากบั 10.13 Log CFUต่อมิลลิลิตร ค่า pH ลดลงเท่ากบั 4.37 มีค่าความเป็นกรดทั้งหมด 0.570%  
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และมีปริมาณสับสเตรทท่ีใชไ้ป 15.2% ในขณะท่ีในสูตรท่ีเติม RS2, RS4 และ FOS แบคทีเรียมีการเจริญ
ใกลเ้คียงกนัในช่วง 9.27-9.88 Log CFUต่อมิลลิลิตร มีค่า pH ในช่วง 4.64-5.50 โดยในสูตรท่ีเติมแป้ง 
RS2 และ FOS มีค่าความเป็นกรดทั้งหมดไม่แตกต่างกนัทางสถิติเท่ากบั 0.291% และ 0.255% ตามล าดบั 
และยงัมีปริมาณสับสเตรทท่ีใชไ้ปไม่แตกต่างกนัทางสถิติเท่ากบั 19.9% และ 19.8% ตามล าดบัส่วนใน
อาหารสูตรท่ีเติมแป้ง RS4 มีค่าความเป็นกรดทั้งหมดเพียง 0.183% และปริมาณสับสเตรทท่ีใชไ้ปน้อย
ท่ีสุดเท่ากบั 5.2%  และเม่ือเล้ียงแบคทีเรีย Streptococcus sp. SFF5 (ตารางท่ี 3.9) ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว
สูตรมาตรฐานท่ีมีส่วนผสมของน ้าตาลกลูโคส พบวา่มีค่าความเป็นกรดทั้งหมดสูงท่ีสุดถึง 0.906% โดย
ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง RS3 แบคทีเรียมีการเจริญไดใ้กลเ้คียงกบัอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้าตาลกลูโคส
เท่ากบั 10.31 Log CFUต่อมิลลิลิตร ค่า pH ลดลงเท่ากบั 4.22 และพบค่าความเป็นกรดทั้งหมดเท่ากบั 
0.423%  ในขณะท่ีในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง RS2, RS4 และ FOS แบคทีเรียมีการเจริญใกลเ้คียง
กนัในช่วง 9.69-9.77 Log CFUต่อมิลลิลิตร มีค่า pH ในช่วง 4.49-6.01 และมีค่าความเป็นกรดทั้งหมด 
0.339%, 0.198% และ 0.252% ตามล าดบั และเม่ือค านวณปริมาณสับสเตรทท่ีใชไ้ป พบวา่แบคทีเรีย 
Streptococcus sp. SFF5 มีการใชส้ับสเตรทไปเท่ากบั 22.2% ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติม FOS ซ่ึง
มากกวา่ในอาหารสูตรท่ีเติมแป้ง RS3, RS2 และ RS4  ตามล าดบั จากการศึกษาการหมกัแป้ง RS ในระดบั 
in vitro ของ Topping and Clifton (2001) โดยใชอุ้จจาระของอาสาสมคัรท่ีมีสุขภาพดีแสดงใหเ้ห็นวา่การ
เจริญของแบคทีเรียและผลผลิตท่ีไดจ้ากการหมกัแป้ง RS จะแตกต่างกนัระหวา่งแหล่งท่ีมาและประเภท
ของแป้ง RS Lesmes et al. (2008) ไดศึ้กษาผลของแป้ง RS3 ดว้ยการทดลองแบบ in vitro พบวา่
โครงสร้างผลึกท่ีหนาแน่นของแป้ง RS3 มีผลต่อความสามารถในการหมกัของแบคทีเรียในล าไส้ และ
จ านวนของแบคทีเรียท่ีเพิ่มข้ึนนั้นมีผลต่อปริมาณกรดแล็กติกและไขมนัสายสั้นท่ีเกิดข้ึนดว้ย  
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ตารางที ่3.9  การเจริญ ค่า pH ปริมาณน ้าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมดของ 
 อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมสับสเตรท 1 % เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. RCF10, Lactobacillus   sp. 
MRF4 และ Streptococcus sp. SFF5 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน เป็น
เวลา 20 ชัว่โมง 

รหัสกล้าเช้ือต่ออาหารเลีย้ง
เช้ือ 

การเจริญ 
(Log CFU/mL) 

 
 pHn 

น า้ตาลทีใ่ช้ไป
ทั้งหมด (%) 

ความเป็นกรด
ทั้งหมด (%) 

Lactobacillus sp. RCF10     
Glucose 10.24 5.09 29.2±0.013a 1.002±0.038a 

FOS 9.89 4.78 21.6±0.012b,c 0.249±0.019d 
RS2 9.75 4.62 11.1±0.018d,e 0.357±0.014c 
RS3 10.07 4.13 16.2±0.013c 0.534±0.031b 
RS4 9.58 5.67 4.7±0.019e 0.162±0.018e 

Lactobacillus sp. MRF4     
Glucose 10.28 4.45 27.4±0.014a 1.200±0.087a 

FOS 9.88 4.64 19.8±0.016b 0.255±0.019c 

RS2 9.73 4.72 19.9±0.016b 0.291±0.014c 

RS3 10.13 4.37 15.2±0.010c 0.570±0.023b 

RS4 9.27 5.50 5.2±0.013d 0.183±0.034c 

Streptococcus sp. SFF5     
Glucose 10.32 4.46 26.9±0.013a 0.906±0.028a 

FOS 9.77 4.72 22.2±0.014b 0.252±0.018d 

RS2 9.72 4.49 11.3±0.011d,e 0.339±0.023c 

RS3 10.31 4.22 16.8±0.013c 0.435±0.014b 

RS4 9.69 6.01 7.05±0.017e 0.183±0.019e 
 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งแสดงถึงค่าวเิคราะห์ท่ีแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทาง 
                  สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  
n  ค่า pH  เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5±0.2 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส              
 

จากการศึกษาในสัตวท์ดลองของ Kleessen et al. (1997) ซ่ึงไดใ้ช้ RS2 และ RS3 ปริมาณ 10 % 
ผสมในอาหารให้หนูทดลองกินเป็นระยะเวลา 5 เดือน พบวา่หนูท่ีไดรั้บอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง RS ทั้ง 
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2 ประเภท มีการเจริญของแบคทีเรียกลุ่ม bifidobacteria เป็นส่วนใหญ่ และมีปริมาณมากกวา่ในตวัอยา่ง
ควบคุมอยา่งเห็นไดช้ดั และหนูท่ีไดรั้บแป้ง RS3 มีการเจริญของแบคทีเรียกลุ่ม lactobacilli, enterococci 
และ streptococci มากกว่าในหนูท่ีได้รับแป้ง RS2 เม่ือวดัปริมาณกรดไขมนัสายสั้ น โดยหลกัๆจะพบ
กรดอะซิติก ซ่ึงมีค่าอตัราส่วนอยูช่่วงระหวา่ง 64-69% และพบกรดโพรพิโอนิกในตวัอยา่งท่ีเติมแป้ง RS3 
ปริมาณมากกว่าแป้ง RS2 ส่วนกรดบิวทิริกพบในตวัอย่างท่ีเติมแป้ง RS2 มากกว่าแป้ง RS3 และจากผล
การทดลองของ Brown et al. (1997) ไดศึ้กษาสมบติัความเป็นพรีไบโอติกของแป้ง RS2 ในหมูเพศผู ้12 
ตวั โดยเปรียบเทียบระหว่างแป้งข้าวโพดท่ีมีปริมาณอะไมโลสต ่า (low-amylomaize starch) กับแป้ง
ขา้วโพดท่ีมีปริมาณอะไมโลสสูง (high-amylomaize starch) ติดตามปริมาณอุจจาระและกรดไขมนัสาย
สั้น โดยเฉพาะกรดโพรพิโอนิกและกรดบิวทิริก และตรวจววดัปริมาณการเจริญของ bifidobacteria ต่อ
กรัมของอุจจาระ พบวา่ high-amylomaize starch สามารถกระตุน้การเจริญของ bifidobacteria ไดดี้ทั้งยงัมี
การผลิตกรดไขในสายสั้นไดดี้กวา่เม่ือเทียบกบั low-amylomaize starch และให้ผลดียิ่งข้ึนเม่ือใช้ร่วมกนั
กบั FOS             

เม่ือวิเคราะห์หาปริมาณกรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้นท่ีได ้ภายหลงัการเจริญของแบคทีเรีย
ทั้ง 3 สายพนัธ์ุ ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผสมแป้ง RS2, RS3, RS4 และเปรียบเทียบกบั FOS พบวา่ประเภทของ
สับสเตรทท่ีแตกต่างกันมีผลต่อการผลิตกรดแล็กติก และกรดไขมันสายสั้ นท่ีแตกต่างกันทางสถิติ 
(p<0.05) เม่ือเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. RCF10 ให้เจริญในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีมีการผสมน ้าตาล
กลูโคส (ภาพท่ี 3.4) พบว่ามีปริมาณกรดแล็กติกสูงท่ีสุดเท่ากบั 6,240 ppm ในขณะท่ีในอาหารสูตรท่ีมี
แป้ง RS3 แบคทีเรียสามารถผลิตกรดแล็กติกไดใ้นปริมาณเท่ากบั 2,840 ppm ซ่ึงแป้ง RS3 เป็นประเภท
ของแป้งท่ีกระตุน้ให้แบคทีเรียสามารถผลิตกรดแล็กติกไดม้ากกว่าแป้ง RS2, FOS และ RS 4 มีปริมาณ
กรดแล็กติกเท่ากบั 1,960, 1,400 และ 695 ppm ตามล าดบั พิจารณาจากผลการทดลองท่ีได้จะเห็นว่ามี
ความสอดคล้องกนัระหว่าง ปริมาณกรดแล็กติกท่ีผลิตได้ กบัค่าการเจริญ ความเป็นกรดทั้งหมด และ
ปริมาณสับสเตรทท่ีใช้ไป เห็นไดจ้ากในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีมีการเติมแป้ง RS3 สามารถกระตุน้การ
เจริญของแบคทีเรียไดดี้ และสามารถผลิตกรดทั้งหมดไดดี้กวา่ RS2 และ RS4 จึงมีการใชส้ับสเตรทมาก
กวา่และสามรถผลิตกรดแล็กติกไดม้ากกวา่  

เม่ือพิจารณาปริมาณกรดไขมนัสายสั้ น พบว่าอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติม FOS มีปริมาณกรดบิวทิริก
มากกวา่กรดโพรพิโอนิก และกรดอะซิติก เท่ากบั 11,280 3,295 และ 2,370 ppm ตามล าดบั และในอาหาร
สูตรท่ีเติมแป้ง RS2 มีปริมาณกรดโพรพิโอนิกมากกวา่กรดอะซิติก และกรดบิวทิริก เท่ากบั 2,105, 1,900 
และ 125 ppm ตามล าดบั  
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ภาพที ่3.4 กรดแล็กติก และกรดไขมนัสายสั้นในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมสับสเตรท 1% แทนน ้าตาล 

     กลูโคส 
 
            เม่ือเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. RCF10 ท่ีอุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน 
เป็นเวลา 20 ชัว่โมง ในขณะท่ีในอาหารสูตรท่ีมีแป้ง RS3 มีปริมาณกรดโพรพิโอนิกมากว่ากรดอะซิติก 
เท่ากบั 2,290 และ 1,645 ppm ตามล าดบั และในอาหารสูตรท่ีเติมแป้ง RS4 มีปริมาณกรดอะซิติกมากกวา่
กรดโพรพิโอนิก และกรดบิวทิริก มีค่าเท่ากบั 1,980 1,570 และ 1,445 ppm ตามล าดบั เม่ือเล้ียงแบคทีเรีย 
Lactobacillus sp. MRF4 (ภาพท่ี 3.5) ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส พบวา่มีปริมาณกรดแล็กติกสูง
ท่ีสุดเท่ากับ 5,770 ppm ในขณะท่ีในอาหารสูตรท่ีเติม FOS แบคทีเรียสามารถผลิตกรดแล็กติกได้ใน
ปริมาณเท่ากบั 2,685 ppm และเป็นประเภทของสับสเตรทท่ีกระตุน้ให้แบคทีเรียสามารถผลิตกรดแล็กติก
ไดม้ากกว่าในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง RS3, RS2 และ RS4 ตามล าดบั มีค่าปริมาณกรดแล็กติกเท่ากบั 
2,150, 1,900 และ 560 ppm ตามล าดบั และเม่ือพิจารณาปริมาณกรดไขมนัสายสั้นแต่ละประเภท พบว่า
แบคทีเรีย Lactobacillus sp. MRF4 สามารถผลิตกรดอะซิติกได้มากกว่ากรดโพรพิโอนิกเท่ากบั 5,885 
และ 2,020 ppm ตามล าดบั เม่ือเล้ียงให้เจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส  และไม่มีการผลิตกรด
บิวทิริก ส่วนในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี FOS มีปริมาณกรดบิวทิริกมากกวา่กรดโพรพิโอนิก และกรดอะซิติก 
เท่ากับ 8,890, 3,330 และ 2,210 ppm ตามล าดบั และอาหารสูตรท่ีเติมแป้ง RS2 มีปริมาณกรดอะซิติก
มากกวา่กรดโพรพิโอนิก เท่ากบั 2,245 และ 1,495 ppm ตามล าดบั และไม่ผลิตกรดบิวทิริก ในขณะท่ีใน
อาหารสูตรท่ีเติมแป้ง RS3 พบว่ามีกรดอะซิติกมากกว่ากรดโพรพิโอนิก และกรดบิวทิริก เท่ากบั 2,080, 
1,430 และ 5 ppm ตามล าดับ และในอาหารสูตรท่ีเติมแป้ง RS4 มีปริมาณกรดอะซิติกมากกว่ากรด           
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โพรพิโอนิก และกรดบิวทิริก เท่ากบั 1,790, 1,460 และ 1,385 ppm ตามล าดบั จากผลการทดลองดงักล่าว
น้ีจะเห็นว่าแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Lactobacillus sp. MRF4 สามารถผลิตกรดไขมนัสายสั้ นประเภทกรด       
อะซิติกไดใ้นอาหารสูตรท่ีมีน ้ าตาลกลูโคสมากกว่าสูตรท่ีเติมแป้ง RS2, FOS, RS3 และ RS4 ตามล าดบั 
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) และสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกได้ในอาหารสูตรท่ีเติม FOS 
มากกวา่ในสูตรท่ีเติมแป้ง RS2, RS3 และ RS4 ส่วนกรดบิวทิริกสามารผลิตไดดี้ในอาหารสูตรท่ีเติม FOS 
มากกว่าแป้ง RS4 และ RS3 ตามล าดบั อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p<0.05) แต่ไม่มีการผลิตในอาหาร     
เล้ียงเช้ือสูตรท่ีมีน ้าตาลกลูโคส  
 

 
ภาพที ่3.5  กรดแล็กติก และกรดไขมนัสายสั้ นในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมสับสเตรท 1% แทนน ้ าตาล

กลูโคส เม่ือเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. MRF4 ท่ีอุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส ในสภาพ
ไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 20 ชัว่โมง 

          
            เม่ือเล้ียงแบคทีเรีย Streptococcus sp. SFF5 (ภาพท่ี 3.6) ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส 
พบวา่มีปริมาณกรดแล็กติกสูงท่ีสุดเท่ากบั 4,420 ppm ในขณะท่ีในอาหารสูตรท่ีเติมแป้ง RS3 แบคทีเรีย
สามารถผลิตกรดแล็กติกไดเ้ท่ากบั 3,940 ppm และเป็นประเภทของแป้งท่ีกระตุน้ให้เช้ือสามารถผลิตกรด
แล็กติกได้มากกว่าในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติม FOS, แป้ง RS2 และ RS4  ซ่ึงมีปริมาณกรดแล็กติกเท่ากับ 
3,450, 2,820 และ 940 ppm ตามล าดบั และเม่ือพิจารณาปริมาณกรดไขมนัสายสั้น พบวา่เม่ือเล้ียงเช้ือให้
เจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส  มีปริมาณกรดอะซิติกมากกวา่กรดโพรพิโอนิก เท่ากบั 4,765 
และ 1,590 ppm ตามล าดับ ส่วนในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติม FOS มีปริมาณกรดบิวทิริกมากกว่ากรด            
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โพรพิโอนิก และกรดอะซิติก มีค่าเท่ากบั 9,040, 3,510 และ 2,195 ppm ตามล าดบั ขณะท่ีอาหารสูตรท่ี
เติมแป้ง RS3 มีปริมาณกรดอะซิติกมากกว่ากรดโพรพิโอนิก และกรดบิวทิริก มีค่าเท่ากบั 1,720, 1,425 
และ 50 ppm ตามล าดับ และเช่นเดียวกนัในอาหารสูตรท่ีเติมแป้ง RS3 มีปริมาณกรดอะซิติกมากกว่า    
โพรพิโอนิก และกรดบิวทิริก เท่ากับ 2,055, 1,650 และ 20 ppm ตามล าดบั ส่วนอาหารสูตรท่ีเติมแป้ง 
RS4 พบวา่มีปริมาณกรดอะซิติกมากกวา่กรดบิวทิริก และกรดโพรพิโอนิก มีค่าเท่ากบั 1,915, 1,505 และ 
1,450 ppm ตามล าดบั จากผลการทดลองดงักล่าวน้ีจะเห็นว่าแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Streptococcus sp. SFF5 
สามารถผลิตกรดไขมนัสายสั้นไดดี้ในอาหารสูตรท่ีเติม FOS มากกวา่แป้ง RS3, RS4 และ RS2 ตามล าดบั 
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05)  
 

 
ภาพที ่3.6  กรดแล็กติก และกรดไขมนัสายสั้นในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมสับสเตรท 1% แทนน ้ าตาล

กลูโคสเม่ือเล้ียงแบคทีเรีย Streptococcus sp. SFF5 ท่ีอุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส ใน
สภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 20 ชัว่โมง   

 
จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่แบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีคดัเลือกจากอุจจาระของอาสาสมคัรทั้ง 3 

สายพนัธ์ุน้ี สามารถผลิตกรดไขมนัสายสั้ นได้ดีในอาหารสูตรท่ีเติม FOS โดยเฉพาะกรดบิวทิริกทีมี
ปริมาณมากกวา่กรดโพรพิโอนิก และกรดอะซิติก ตามล าดบั และมากกวา่เม่ือเปรียบเทียบอาหารเล้ียงเช้ือ
ท่ีเติมแป้ง RS2, RS3 และ RS4 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) ถึงแมว้า่กรดไขมนัสายสั้นทุกประเภท
จะมีหนา้ท่ีส าคญัในการช่วยบ ารุงรักษาเยื่อบุผิวในระบบล าไส้ แต่กรดบิวทิริกเป็นกรดไขในสายสั้นท่ีมี
รายงานผลการทดลองท่ีหลากหลายเก่ียวกบัประโยชน์หลกั ๆ ต่อสุขภาพของผูบ้ริโภคในดา้นการช่วยลด
ความเส่ียงของโรคมะเร็งล าไส้ (Leleu et al., 2007; Sengupta et al., 2006; Mentschel and Claus, 2003; 
Hague et al., 1995) นอกจากน้ียงัพบว่าแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีคดัเลือกจากอุจจาระของอาสาสมคัรทั้ง 3     
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สายพนัธ์ุ มีแนวโนม้ท่ีจะใชแ้ป้ง RS เป็นสับสเตรทไดน้อ้ยกวา่ FOS จากค่าการเจริญท่ีใกลเ้คียงกนั อีกทั้ง
ยงัมีการผลิตกรดไขมนัสายสั้นทั้งหมดไดน้อ้ยกวา่ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติม FOS อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(p<0.05) สอดคลอ้งตามโครงสร้างของแป้ง RS แต่ละประเภทท่ีมีลกัษณะซบัซ้อนมากกวา่ FOS โดยเป็น
สายของพอลิเมอร์ท่ีเรียงชิดติดกนั มีส่วนท่ีมีความเป็นผลึกสูง ทั้งยงัมีหมู่แทนท่ีแทรกระหวา่งโครงสร้าง 
ท าให้แบคทีเรียใช้ได้ยากแบคทีเรียจึงสามารถใช้แป้ง RS ได้เฉพาะส่วนท่ีมีการบวมน ้ า และสูญเสีย
โครงสร้างไปในระหวา่งท่ีน าอาหารเล้ียงเช้ือไปท าการน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิสูงถึง 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที ก่อนท าการทดลอง (Sajilata et al., 2006; Sharma et al., 2008)  เน่ืองจากโดยธรรมชาติแลว้
แบคทีเรียทั้ง 3 สายพนัธ์ุท่ีคดัเลือกมาใชเ้ป็นแบคทีเรียท่ีสามารถใชน้ ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวไปเป็นสับสเตรท
ในการเจริญไดดี้กวา่แป้ง (Wood and Holzapfel, 1995) ผลการทดลองน้ีสอดคลอ้งกบัผลการทดลองก่อน
หนา้น้ีท่ีรายงานวา่ FOS เป็นสับสเตรทท่ีมีโครงสร้างท่ีแบคทีเรียสามารถใชใ้นการเจริญและการผลิตกรด
ไขมันสายสั้ นได้ดีมากกว่าแป้ง RS ทั้ ง 3 ประเภท และมากกว่าสับสเตรทประเภทอ่ืน เช่น inulin, 
Polydextrose, และ Isomaltooligosaccharides ซ่ึงมีโครงสร้างท่ีมีความซับซ้อนมากกวา่ (Ghoddusi et al., 
2007; Beards, Tuohy and Gibson, 2010) และสอดคล้องกบัผลการทดลองของ Pompei et al. (2008) ได้
ศึกษาผลของ  oligofructose (OF) และ inulin ต่อการเจริญของ แบคทีเรียจากอุจจาระของอาสาสมคัร 7 
ราย เม่ือตรวจวดัปริมาณจุลินทรีย ์พบว่าพรีไบโอติกทั้ง 2 ประเภท สามารถช่วยกระตุน้การเจริญของ
แบคทีเรียท่ีเป็นประโยชน์ในล าไส้ในสกุล bifidobacteira และ lactobacilli ไดดี้กวา่ตวัอยา่งควบคุม และ
พบว่าแบคทีเรียกลุ่มท่ีก่อโรคปริมาณลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) และเม่ือวิเคราะห์ปริมาณ
กรดท่ีเกิดข้ึนพบว่ามีกรดอะซิติกและกรดแล็กติกเป็นผลผลิตหลกัจากการหมกั OF ซ่ึงสัมพนัธ์กนักบัค่า
pHท่ีลดลง และมีปริมาณกรดไขมนัสายสั้นมากกว่าเม่ือเทียบกบั inulin ส่วนในผลการทดลองในการใช ้
FOS และแป้ง RS ผสมในอาหารส าหรับหนูทดลอง และวดัค่าpHภายในล าไส้ของหนูทดลองพบวา่หนู
ทดลองท่ีไดรั้บอาหารผสม FOS มีค่าความเป็นกรดในล าไส้มากกวา่หนูทดลองท่ีไดรั้บอาหารผสมแป้ง 
RS และเม่ือวดัค่าอตัราการเจริญระหวา่งแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์กบัแบคทีเรียก่อโรค พบวา่ในล าไส้ของ
หนูทดลองท่ีไดรั้บอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีส่วนผสมของพรีไบโอติกทั้งสองประเภทน้ี มีค่าอตัราการเจริญของ
แบคทีเรียท่ีมีประโยชน์กลุ่ม Lactobacillus และ Bifidobacterium มากกวา่แบคทีเรียก่อโรค นอกจากน้ีทั้ง 
FOS และ RS ซ่ึงมีค่าการเจริญแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ไม่ต่างกนัทางสถิติ  ( Rodriguez-Cabezas ME et 
al., 2010) 
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4.2.5 การทดสอบในอาหารเลีย้งเช้ือทีผ่่านการย่อยในระบบทางเดินอาหารแบบจ าลอง  
ในการทดลองน้ีไดเ้ล้ียงแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีคดัเลือกไดจ้ากอุจจาระของอาสาสมคัรท่ีมีสุขภาพดี

ทั้ ง 3 สายพันธ์ุ (Lactobacillus sp. RCF10, Lactobacillus sp. MRF4 และ Streptococcus sp. SFF5)  ใน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการเติมแป้ง RS2, RS3, RS4 และเปรียบเทียบกบั FOS ปริมาณความเขม้ขน้ร้อยละ 1 
แทนน ้ าตาลกลูโคสในอาหารเล้ียงเช้ือ (สูตรท่ี 3 ตารางท่ี 3.1) โดยการจ าลองสภาวะการยอ่ยสับสเตรททุก
ประเภทผา่นระบบทางเดินอาหารของมนุษย ์(ดดัแปลงวิธีการจาก Słominska et al., 2010 และ Goderska 
et al., 2008) จากนั้นเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะของล าไส้ใหญ่แบบจ าลองเป็นเวลา 
20 ชั่วโมง พบว่าประเภทของสับสเตรทท่ีแตกต่างกนัมีผลต่อการกระตุ้นการเจริญ และการผลิตกรด
ทั้ งหมดท่ีแตกต่างกันทางสถิติ (p<0.05) จากตารางท่ี 3.10 พบว่าแบคทีเรีย Lactobacillus sp. RCF10 
สามารถใช้แป้ง RS3 ไดดี้กว่า RS2, RS4 และ FOS จากค่าการเจริญท่ีใกลเ้คียงกนัในช่วง 8.81-9.86 Log 
CFUต่อมิลลิลิตร ค่า pH ลดลงเฉล่ียในช่วง 4.68-5.33 และมีค่าความเป็นกรดทั้งหมดในช่วง 0.255%-
0.387% เม่ือค านวณปริมาณสับสเตรทท่ีใชไ้ปก็พบวา่ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีมีน ้ าตาลกลูโคสมีปริมาณ
สับสเตรทท่ีใชไ้ปมากท่ีสุดเท่ากบั 41.4% และสูตรท่ีเติมแป้ง RS3 มีปริมาณสับสเตรทท่ีใชไ้ปมากกวา่ใน
สูตรท่ีเติม FOS, RS2 และ RS4 มีค่า 23.0%, 15.8%, 14.8% และ 7.6% ตามล าดับ เม่ือพิจารณาจากค่า
ความเป็นกรดทั้งหมดและปริมาณสับสเตรทท่ีใช้ไป จะเห็นไดว้า่เม่ือเทียบระหวา่งประเภทของแป้ง RS 
พบวา่อาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติมแป้ง RS3 สามารถกระตุน้การเจริญของแบคทีเรียและผลิตกรดทั้งหมดได้
ดีกว่าดงันั้นจึงมีการใช้สับสเตรทมากกว่าเม่ือเทียบกบัแป้ง RS2 และ RS4  สอดคลอ้งกบัผลการทดลอง
ของ Silivi et al. (1999) ศึกษาผลของแป้ง RS3 ต่อการเจริญของเช้ือจากล าไส้หนูทดลอง พบวา่แป้ง RS3 
15 กรัมต่อ 100 กรัมอาหาร มีผลช่วยให้ปริมาณของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์กลุ่ม lactobacilli และ 
bifidobacteria เพิ่มข้ึนได้ 10-102 CFUต่อมิลลิลิตร และยงัมีมลต่อการลดจ านวนของ enterobacteria ได้
มากกวา่เม่ือเทียบกบัตวัอยา่งควบคุมคือน ้ าตาลซูโครส นอกจากน้ีแป้ง RS3 ยงัมีผลส่งเสริมการผลิตกรด
บิวทิริกในหนูทดลอง และช่วยลดปริมาณการผลิตแอมโมเนียและลดค่า pH ในกระพุง้ล าไส้ได ้  
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ตารางที ่3.10 การเจริญ ค่า pH ปริมาณน ้าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมดของ 
        อาหารเล้ียงเช้ือท่ีจ  าลองสภาวะการยอ่ยผา่นระบบทางเดินอาหาร เม่ือเล้ียง  
        Lactobacillus sp. RCF10 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจนนาน 24 
ชัว่โมง 
 

รหัสกล้าเช้ือต่ออาหารเลีย้ง
เช้ือ 

การเจริญ 
(Log CFU/mL) 

 
 pHn 

น า้ตาลทีใ่ช้ไป
ทั้งหมด (%) 

ความเป็น
กรดทั้งหมด 

(%) 

Lactobacillus sp. RCF10     
Glucose 10.20 4.23 41.4±0.023a 0.687±0.032a 

FOS 9.63 5.20 15.8±0.014c 0.261±0.027c 
RS2 9.06 5.33 14.8±0.021c 0.255±0.011c 
RS3 9.86 4.68 23.0±0.023b 0.387±0.027b 
RS4 8.81 5.32 7.6±0.027d 0.297±0.014c 

Lactobacillus sp. MRF4     
Glucose 9.92 4.57 39.4±0.024a 0.601±0.012a 

FOS 9.08 5.15 12.3±0.013d,e 0.255±0.023c 

RS2 9.33 5.23 19.9±0.016c 0.270±0.010c 

RS3 9.90 4.91 27.7±0.023b 0.342±0.018b 

RS4 8.76 5.46 5.6±0.012e 0.297±0.014c 

Streptococcus sp. SFF5     
Glucose 9.83 5.02 39.0±0.013a 0.510±0.032a 

FOS 8.67 5.16 16.6±0.011b 0.264±0.021c 

RS2 8.85 5.29 9.3±0.018c 0.273±0.011c 

RS3 9.26 4.88 15.3±0.021b 0.333±0.014b 

RS4 8.64 5.42 9.5±0.029c 0.243±0.014c 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งแสดงถึงค่าวเิคราะห์ท่ีแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทาง 
                .  .สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
n  ค่า pH  เร่ิมตน้เท่ากบั 8.0±0.2 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส    
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              ในท านองเดียวกนัการทดลองเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. MRF4 (ตารางท่ี 3.10) ในอาหาร
เล้ียงเช้ือเหลวสูตรมาตรฐานท่ีมีส่วนผสมของน ้าตาลกลูโคส และในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง RS3 
สามารถกระตุน้การเจริญของแบคทีเรียไดดี้ใกลเ้คียงกนัเท่ากบั 9.90-9.92 Log CFUต่อมิลลิลิตร มีค่า
ความเป็นกรดทั้งหมด 0.601% และ 0.342% ตามล าดบั และมีปริมาณสับสเตรทท่ีใชไ้ปเท่ากบั 39.4% 
และ 27.7% ตามล าดบั ในขณะท่ีในสูตรท่ีเติมแป้ง RS2, RS4 และ FOS พบวา่แบคทีเรียมีการเจริญ
ใกลเ้คียงกนัในช่วง 8.76-9.33 Log CFU ต่อมิลลิลิตร และมีค่าความเป็นกรดทั้งหมดไม่แตกต่างกนัทาง
สถิติ เท่ากบั 0.270%, 0.264% และ 0.255% ตามล าดบั และมีค่าสับสเตรทท่ีใชไ้ปเท่ากบั 19.9%, 5.6% 
และ 12.3% ตามล าดบั 

จากการทดลองแบคทีเรีย Streptococcus sp. SFF5 (ตารางท่ี  3.10) ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร

มาตรฐานท่ีมีส่วนผสมของน ้ าตาลกลูโคส พบว่ามีค่าความเป็นกรดทั้ งหมดสูงท่ีสุดเท่ากับ 0.510%               

ส่วนในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติมแป้ง RS2, RS3, RS3 และ FOS พบวา่แบคทีเรียมีการเจริญไดดี้ใกลเ้คียง

กับในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรมาตรฐานท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส มีค่าการเจริญในช่วง 8.64-9.26 Log CFUต่อ

มิลลิลิตร และค่า pH ลดลงเฉล่ียในช่วง 4.88-5.42 และมีค่าความเป็นกรดทั้งหมดในช่วง 0.243%-0.333%  

จากการเจริญของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพนัธ์ุ ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไดจ้  าลองสภาวะการยอ่ยสับสเตรทผ่าน

ระบบทางเดินอาหารของมนุษย ์เม่ือวิเคราะห์ปริมาณกรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้น พบวา่ประเภท

ของสับสเตรทท่ีแตกต่างกนัมีผลต่อการผลิตกรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้ นท่ีแตกต่างกนัทางสถิติ 

(p<0.05)  จากภาพท่ี 3.7 เม่ือทดลองเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. RCF10 ให้เจริญในอาหารเล้ียงเช้ือ

เหลวท่ีมีการผสมน ้ าตาลกลูโคส พบว่ามีปริมาณกรดแล็กติกสูงท่ีสุดเท่ากบั 10,410 ppm ในขณะท่ีใน

อาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีมีแป้ง RS3 แบคทีเรียสามารถผลิตกรดแล็กติกไดใ้นปริมาณเท่ากบั 4,600 ppm และ

เป็นประเภทของแป้งท่ีกระตุน้ให้แบคทีเรียสามารถผลิตกรดแล็กติกไดม้ากกวา่ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการ

ผสมแป็ง RS2, RS4 และ FOS ตามล าดบั มีค่าปริมาณกรดแล็กติกเท่ากบั 4,240, 3,810 และ 2,730 ppm 

ตามล าดบั  
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ภาพที ่3.7 กรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้นในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผา่นการยอ่ยในระบบทางเดินอาหาร

แบบจ าลอง เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. RCF10  ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 20 
ชัว่โมง 

 
เม่ือพิจารณาปริมาณกรดไขมันสายสั้ นจากภาพท่ี 3.7 เม่ือเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. 

RCF10 ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส พบว่ามีปริมาณกรดอะซิติกมากกว่ากรดบิวทิริก และกรด   
โพรพิโอนิก มีค่าเท่ากับ 6,085, 3,200 และ 2,440 ppm ตามล าดับ  ส่วนในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี FOS มี
ปริมาณกรดบิวทิริกมากกวา่กรดโพรพิโอนิก และกรดอะซิติก  มีค่าเท่ากบั 4,275, 3,285 และ 2,560 ppm 
ตามล าดับ และเช่นเดียวกันในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีมีแป้ง RS2 มีปริมาณกรดบิวทิริกมากกว่ากรด          
โพรพิโอนิก และกรดอะซิติก มีค่าเท่ากบั 6870, 3,150 และ 2,540 ppm ตามล าดบั ในขณะท่ีในอาหารเล้ียง
เช้ือสูตรท่ีมีแป้ง RS3 มีปริมาณกรดบิวทิริกมากกวา่กรดโพรพิโอนิก และกรดอะซิติก มีค่าเท่ากบั 11,575, 
4,145 และ 3,660 ppm ตามล าดับ และเช่นเดียวกันในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีมีแป้ง RS4 มีปริมาณกรด     
บิวทิริกมากกว่ากรดโพรพิโอนิก และกรดอะซิติก มีค่าเท่ากบั 7,475, 3,125 และ 2,610 ppm ตามล าดบั 
จากผลการทดลองดงักล่าวน้ี จะเห็นว่าแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Lactobacillus sp. RCF10 สามารถผลิตกรด
ไขมนัสายสั้นไดดี้ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติมแป้ง RS3 และมากกว่าในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติมแป้ง 
RS2, RS4 และ FOS อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p<0.05) โดยพบว่ามีปริมาณกรดบิวทิริกมากกว่ากรด    
โพรพิโอนิกและกรดอะซิติก ตามล าดบั  

เม่ือทดลองเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. MRF4 (ภาพท่ี 3.8) ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีเติม
แป้ง RS3 พบว่าแบคทีเรียสามารถผลิตกรดแล็กติกได้ในปริมาณเท่ากบั 4,125 ppm และเป็นปริมาณท่ี
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ใกลเ้คียงกนัในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการผสมแป้ง RS2 และ RS4 ซ่ึงมีค่าปริมาณกรดแล็กติกท่ีผลิตไดไ้ม่
แตกต่างกันทางสถิติ มีค่าเท่ากับ 4,075 และ 4,030 ppm ตามล าดับ ส่วนในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี FOS มี
ปริมาณกรดแล็กติกท่ีผลิตได้น้อยท่ีสุดเท่ากบั 2,595 ppm และเม่ือพิจารณาปริมาณกรดไขมนัสายสั้ น 
พบวา่ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติมแป้ง RS2, RS3 และ RS4 มีกรดไขมนัสายสั้นในปริมาณท่ีไม่แตกต่าง
กนัทางสถิติ โดยมีกรดบิวทิริกปริมาณมากกว่ากรดโพรพิโอนิก และกรดอะซิติก ตามล าดับ ส่วนใน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี FOS มีปริมาณกรดโพรพิโอนิกมากกว่ากรดอะซิติก และกรดบิวทิริก มีค่าเท่ากับ 
4,980, 2,335 และ 2,050 ppm ตามล าดบั จากผลการทดลองจะเห็นวา่แป้ง RS2, RS3 และ RS4 มีศกัยภาพ
ในการกระตุ้นให้แบคทีเรีย  Lactobacillus sp. MRF4 มีการผลิตกรดแล็กติกและกรดไขมันสายสั้ น
ประเภทกรดอะซิติก กรดโพรพิโอนิก และกรดบิวทิริกไดดี้ไม่แตกต่างกนัในระหวา่งประเภทของแป้ง 
และยงัสามารถกระตุ้นให้แบคทีเรีย  Lactobacillus sp. MRF4 มีการผลิตกรดแล็กติกและกรดไขมัน      
สายสั้นทั้งหมดไดม้ากกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบั FOS พรีไบโอติกทางการคา้ท่ีสามารถจดัหาไดง่้ายและมี
การน ามาใชเ้สริมส าหรับผลิตภณัฑอ์าหารเพื่อสุขภาพอยา่งแพร่หลาย  
 

 
ภาพที ่3.8 กรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้นในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผา่นการยอ่ยในระบบทางเดินอา  
                หาก.แบบจ าลอง เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. MRF4 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

20 ชัว่โมง 
               
            เม่ือเล้ียงแบคทีเรีย Streptococcus sp. SFF5 (ภาพท่ี 3.9) ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีมี FOS พบวา่มี
ปริมาณกรดแล็กติกสูงท่ีสุดเท่ากบั 5,760 ppm ในขณะท่ีในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีมีแป้ง RS3 แบคทีเรีย
สามารถผลิตกรดแล็กติกไดใ้นปริมาณเท่ากบั 3,955 ppm และมากกว่าในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง RS4 
และ RS2 ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 3,640 และ 3,365  ppm ตามล าดบั และเม่ือพิจารณาปริมาณกรดไขมนัสายสั้น จะ
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เห็นวา่แบคทีเรียสายพนัธ์ุ Streptococcus sp. SFF5 สามารถผลิตกรดไขมนัสายสั้นไดดี้ท่ีสุดในอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีเติมแป้ง RS3 มีปริมาณกรดบิวทิริกสูงถึง 7,010 ppm ซ่ึงมากกว่าเม่ือเทียบกบัแป้ง RS4, RS2 และ
FOS ตามล าดับ อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p<0.05) เม่ือพิจารณาจากผลการทดลองจะเห็นว่าผลการ
ทดลองท่ีไดมี้ความสอดคลอ้งกนัระหว่างปริมาณกรดแล็กติกท่ีผลิตไดก้บัค่าการเจริญ ค่าความเป็นกรด
ทั้งหมด และปริมาณสับสเตรทท่ีใชไ้ปในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติมแป้ง RS3 สามารถกระตุน้การผลิตกรด
ทั้งหมดของแบคทีเรียไดดี้กวา่แป้ง RS2, RS4 และ FOS จึงมีการใชส้ับสเตรทมากกวา่และยงัสามรถผลิต
กรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้นไดดี้กวา่ คลา้ยกนักบัผลการทดลองของ Dongowski et al. (2005) และ 
Jacobasch et al. (2006) ศึกษาสมบติัความเป็น พรีไบโอติกของแป้ง RS3 ในหนูทดลอง พบวา่หนูทดลอง
ท่ีได้รับอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง RS3 มีการเจริญของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์กลุ่ม bifidobacteria ได้ดี 
และส่งผลให้สามารถผลิตกรดไขมนัสายสั้นเพิ่มมากข้ึนในระบบทางเดินอาหาร และมีผลต่อการลดลง
ของค่า pH ในล าไส้ใหญ่ และอุจจาระของหนูทดลอง 

 
ภาพที ่3.9 กรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้นในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผา่นการยอ่ยในระบบทางเดิน 

                   อาหารแบบจ าลอง เม่ือเล้ียง Streptococcus sp. SFF5 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็น
เวลา 20 ชัว่โมง 

 
ผลการทดลองน้ีช้ีให้เห็นวา่การจ าลองสภาวะการถูกยอ่ยผ่านระบบทางเดินอาหารของมนุษย ์มี

ผลท าให้แป้ง RS ทั้ง 3 ประเภทมีโครงสร้างท่ีเปล่ียนแปลงไป ทั้งน้ีเน่ืองจากในอาหารเล้ียงเช้ือมีสัดส่วน
ของน ้ ามากเม่ือมีการน่ึงฆ่าเช้ืออาหารเล้ียงเช้ือท่ีสภาวะอุณหภูมิสูงถึง 121 องศาเซลเซียส และก่อนท าการ
ทดลองท าให้โครงสร้างของแป้งถูกท าลายไปบางส่วน (Hararumpu, (2000) เอนไซม์ในระบบทางเดิน
อาหารจึงสามารถเขา้ไปยอ่ยแป้งในส่วนท่ีสูญเสียโครงสร้างนั้นได ้จึงส่งผลให้แบคทีเรียสามารถใชแ้ป้ง 

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

Glucose FOS RS2 RS3 RS4

L
a

ct
ic

 a
ci

d
 a

n
d

 S
C

F
A

 (
p

p
m

)

Substrate

Lactic acid

Acetic acid

Propionic acid

Butyric acid

Total SCFA

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

68 

 

RS เป็นสับสเตรทได้ดีข้ึน อีกทั้งยงัมีศกัยภาพในการกระตุน้การผลิตกรดไขมนัสายสั้ นได้ดีกว่า FOS 
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ และในทางเดียวกนั Maathuis et al. (2008) ไดท้ดลองศึกษาผลความเป็นพรีไบ
โอติกของแป้ง RS ท่ีไดจ้ากผลิตภณัฑ์แป้งขา้วโพด ท าการทดลองแบบ in vitro ติดตามกิจกรรมและการ
เพิ่มปริมาณของจุลินทรียใ์นล าไส้ใหญ่ โดยได้จ  าลองการย่อยแป้ง RS ผ่านระบบล าไส้ (pre- digested) 
แล้วดึงน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว และน ้ าตาลโมเลกุลคู่ (di-saccharides) ออกแล้วจึงน าพอลิเมอร์ท่ีเหลือไป
หมกักับจุลินทรียใ์นระบบล าไส้ใหญ่ แบบจ าลอง พบว่าแป้ง RS มีผลช่วยช่วยกระตุ้นการเจริญของ
แบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ในสกุล bifidobacteria และ lactobacilli ส่งเสริมการเพิ่มปริมาณของกรดไขมนั
สายสั้นไดดี้ และพบวา่มีการผลิตกรดแล็กติกในปริมาณท่ีค่อนขา้งต ่ากว่าเม่ือเปรียบเทียบกบักรดไขมนั
สายสั้น ซ่ึงการหมกัของคาร์โบไฮเดรตหลกั ๆ จะเกิดข้ึนท่ีล าไส้ใหญ่ส่วนตน้ และผลผลิตสุดทา้ยท่ีไดจ้าก
การหมกัประกอบด้วยกรดไขมนัสายสั้นไดแ้ก่ กรดอะซิติก กรดโพรพิโอนิก กรดบิวทิริก (Macfarlane 
and Cumming, 1992; Roberfroid, 2005a) 

 
4.3 การทดสอบศักยภาพของแป้งต้านทานกบัเช้ือผสมจากอุจจาระของอาสาสมัคร 

4.3.1 การคัดเลือกปริมาณเช้ือทีเ่หมาะสม 
 การทดลองเพื่อทดสอบศกัยภาพของแป้งตา้นทานกบัเช้ือผสมจากอุจจาระของอาสาสมคัรท่ีมี

สุขภาพดี ได้ทดลองในอาหารเล้ียงเช้ือ basal medium ซ่ึงมีส่วนประกอบของธาตุอาหารตามสูตรของ 
Hashemi et al. (2013)  เติมตวัแทนแป้งตา้นทาน ไดแ้ก่ แป้ง RS3 ความเขม้ขน้ 1% เป็นสับสเตรท และเติม
เช้ือผสมท่ีไดจ้ากอุจจาระของอาสาสมคัรท่ีผา่นการแยกกากออกปริมาณ 5-30% เล้ียงเช้ือผสมท่ีอุณหภูมิ 
37องศาเซลเซียส ในเคร่ืองเขย่า (shaking incubator) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากตารางท่ี 3.11 พบว่าเช้ือมี
การเจริญสูงท่ีสุดเม่ือใช้ปริมาณเช้ือผสมจากอุจจาระ 10% โดยมีการเจริญเท่ากับ 9.0 Log CFU ต่อ
มิลลิลิตร จากปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 8.5 Log CFU ต่อมิลลิลิตร ในขณะท่ีการใชป้ริมาณเช้ือผสมจากอุจจาระ 
5, 20 และ 30% มีการเจริญเท่ากบั 8.0, 8.7 และ 8.1 Log CFUต่อมิลลิลิตร จากปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 8.0, 8.7 
และ 8.1 Log CFU ต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ค่า pH ลดลงโดยเฉล่ียในช่วง 3.72-3.96 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัค่า
ความเป็นกรดทั้งหมดของอาหารเล้ียงเช้ือ basal medium โดยเฉล่ียในช่วง 0.57-0.70% จากผลการทดลอง
ดงักล่าวแสดงให้เห็นวา่ ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ท่ีนอ้ยเกินไป จะท าให้การเจริญน้อยตามไปดว้ย แต่อยา่งไรก็
ตามปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ท่ีนอ้ย (5%) สามารถท าให้เช้ือเจริญเพิ่มข้ึนไดถึ้ง 0.9 Log CFU ต่อมิลลิลิตร แสดง
ถึงประสิทธิภาพการเจริญท่ีดีอยูใ่นช่วง log phase แต่เม่ือปริมาณเช้ือเร่ิมตน้มากเกินไป (20 และ 30%) จะ
ท าให้เกิดการยบัย ั้งการเจริญ และเขา้สู่ช่วง death phase ซ่ึงการใช้ปริมาณเช้ือผสมจากอุจจาระ 20 และ 
30%  มีแนวโน้มของปริมาณสับสเตรทท่ีเหลือมากข้ึนคือ 26.4 และ 34.9 ตามล าดบั ในขณะท่ีการใช้
ปริมาณเช้ือผสมจากอุจจาระ 10% มีปริมาณสับสเตรทท่ีเหลือคือ 17.8 แสดงให้เห็นว่าเป็นปริมาณเช้ือ
เร่ิมต้นท่ีเหมาะสมท่ีสุด  ผลการทดลองดังกล่าวน้ีสอดคล้องกับ Ghoddusi et al., (2007) ซ่ึงใช้ FOS, 
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inulin, isomaltooligosaccharides และ polydextrose เป็นสับสเตรทในอาหารเล้ียงเช้ือ basal medium 
ปริมาณ 10 กรัมต่อลิตร และใชป้ริมาณเช้ือผสมจากอุจจาระ 10% (โดยปริมาตร) โดยนบัเช้ือเร่ิมตน้ และ
หลงัจากผ่านไป 24 ชัว่โมง พบว่าปริมาณเช้ือเร่ิมตน้มีค่า 8.2 Log CFUต่อมิลลิลิตร และหลงัจากผา่นไป 
24 ชั่วโมงมีค่า 8.8 Log CFUต่อมิลลิลิตร อย่างไรก็ตามจากงานวิจยัของ Mandalari et al., (2010) ซ่ึงได้
ศึกษาคุณสมบติัการเป็นพรีไบโอติกของผิวอลัมอนด์ โดยใช้ปริมาณเช้ือผสมจากอุจจาระ 10% (โดย
น ้ าหนกั) และนับเช้ือเร่ิมตน้ได ้9.15 Log CFUต่อมิลลิลิตร และหลงัจากผ่านไป 24 ชัว่โมงได ้9.24 Log 
CFUต่อมิลลิลิตร ซ่ึงไม่แตกต่างกันมากนัก ทั้ งน้ีปัจจยัในการเจริญของเช้ือผสมข้ึนอยู่กับชนิดของ
สับสเตรท รวมทั้งถ่ินท่ีอาศยั และพฤติกรรมการบริโภคของอาสาสมคัรสุขภาพดีท่ีส่งผลต่อการเจริญของ
เช้ือต่อไป 
 
ตารางที ่3.11 การเจริญ ค่า pH ปริมาณสับสเตรทท่ีเหลือทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมด 
                     ของอาหารเล้ียงเช้ือ basal medium ท่ีเติมเช้ือผสมจากอุจจาระของอาสาสมคัร 
                     ปริมาณ 5-30%  และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน 24 ชัว่โมง 

ปริมาณเช้ือผสม
จากอุจจาระ (%) 

การเจริญ          
(Log CFU/mL) pHn 

สับสเตรทที่
เหลือทั้งหมด 

(%) 

ความเป็นกรด
ทั้งหมด (%) 

0 h 24 h 

5 7.1 8.0 3.89 23.9±0.53 0.59±0.01 
10 8.5 9.0 3.72 17.8±0.28 0.70±0.01 
20 9.0 8.7 3.8 26.4±0.18 0.67±0.02 

30 9.7 8.1 3.96 34.9±0.23 0.57±0.02 
n  ค่า pH  เร่ิมตน้เท่ากบั 7.0±0.2 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
 

4.3.2 การคัดเลือกความเข้มข้นของแป้งต้านทานทีเ่หมาะสม   
ในการทดลองน้ีไดมี้การหาปริมาณสับสเตรทท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือผสมท่ีใช้ความ

เขม้ขน้ของเช้ือผสม 10% (โดยปริมาตร) และใช้ basal medium ท่ีเติม FOS และ RS3 ปริมาณ 0.5-2.0% 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจนเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากตารางท่ี 3.12 พบวา่การใช ้
1.0% FOS (9.11 Log CFUต่อมิลลิลิตร) ให้ค่าการเจริญท่ี 24 ชัว่โมงสูงกว่าการใช้ 0.5% FOS (8.85 Log 
CFUต่อมิลลิลิตร) ผลท่ีได้เป็นไปในทิศทางเดียวกบัการใช้ RS3 เป็นสับสเตรท โดยการใช้ 1.0% RS3 
(9.19 Log CFUต่อมิลลิลิตร) ให้ค่าการเจริญท่ี 24 ชั่วโมงสูงกว่าการใช้ RS3 ท่ีความเขม้ขน้อ่ืนๆ การใช้
ปริมาณ RS3 ช่วง 0.5-0.8% ส่งผลให้ค่าการเจริญน้อยตามไปดว้ยโดยอยู่ในช่วง 8.28-9.03 Log CFUต่อ
มิลลิลิตรและมีแนวโนม้การเจริญของเช้ือท่ีลดลง หรือเขา้สู่ death phase เม่ือใช ้RS3 มากกวา่ 1.0% (8.58-
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8.65 Log CFUต่อมิลลิลิตร) ดงัท่ีไดก้ล่าวมาขา้งตน้ ประเภทของแป้ง และปริมาณแป้งท่ีใช้เป็นสับสเตรท
ในอาหารเล้ียงเช้ือนั้นมีผลต่อการกระตุน้การเจริญของเช้ือไดแ้ตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัความสามารถในการใช้
แป้งของแบคทีเรียแต่ละสายพันธ์ุ โดยเฉพาะอย่างยิ่งการเล้ียงเช้ือผสมซ่ึงมีองค์ประกอบของเช้ือ
หลากหลายสายพนัธ์ุ หากในเช้ือผสมดงักล่าวมีสายพนัธ์ุของแบคทีเรียท่ีสามารถใชแ้ป้งไดดี้ แต่ในอาหาร
เล้ียงเช้ือมีการเติมแป้งในปริมาณท่ีไม่เพียงพอต่อการเจริญก็จะส่งผลใหมี้อตัราการเจริญต ่า และสร้างกรด
อินทรียจ์ากการหมกัไดน้อ้ย แต่หากเติมแป้งความเขม้ขน้สูงในอาหารเล้ียงเช้ือ เม่ือละลายในอาหารเล้ียง
เช้ือท าใหล้ดปริมาณน ้าอิสระ ส่งผลใหอ้ตัราการเจริญของแบคทีเรียลดลงไดเ้ช่นกนั สอดคลอ้งกบัผลการ
ทดลองในตารางท่ี 3.10 ดังนั้ นหากพิจารณาการเจริญของเช้ือเป็นหลกั จะพบว่าปริมาณสับสเตรทท่ี
เหมาะสมท่ีสุดคือ 1.0% (โดยน ้ าหนัก) ซ่ึงผลท่ีได้สอดคล้องกบังานวิจยัของ Palframan  et al., (2002); 
Wynne et al., (2004); Sanz et al., (2005); Wichienchot et al., (2006); Depeint et al., (2008); Barczynska 
et al., (2010); Barczynska et al., (2012) และ Hashemi  et al., (2013) ซ่ึงใชป้ริมาณสับสเตรท 1.0% (โดย
น ้ าหนัก) ในการเล้ียงเช้ือผสมท่ีมาจากอุจจาระของมนุษย์เพื่อทดสอบความเป็นพรีไบโอติกของ
สับสเตรทชนิดต่างๆกนั เม่ือพิจารณาค่า pH จากการใช้ FOS และ RS3 พบว่ามีค่าอยู่ในช่วง 3.84-4.42 
และค่าความเป็นกรดทั้งหมดอยูใ่นช่วง 0.23-0.50% อีกทั้ง 1.0% FOS และ 1% RS3 ใหค้่า pH ต ่าท่ีสุด คือ 
3.84 และ 4.07 ตามล าดบั และค่าความเป็นกรดสูงท่ีสุด คือ 0.50 และ 0.32% ตามล าดับ นอกจากน้ียงั
พบวา่ เม่ือเพิ่มปริมาณ RS3 ให้มากกวา่ 1% จะท าให้ปริมาณสับสเตรทท่ีเหลืออยูเ่พิ่มมากข้ึน สอดคลอ้ง
กบัเหตุผลท่ีว่าการเติมแป้งความเขม้ขน้สูงในอาหารเล้ียงเช้ือ จะท าให้ปริมาณน ้ าอิสระลดลง ท าให้เช้ือ
เจริญไดน้อ้ยลง และเหลือสับสเตรทท่ีไม่ไดถู้กใชง้านมากข้ึนอีกดว้ย 
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ตารางที ่3.12 การเจริญ, ค่า pH, ปริมาณสับสเตรทท่ีเหลือทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมด 
                      ของอาหารเล้ียงเช้ือ basal medium ท่ีเติม FOS และ RS3 ปริมาณ 0.5-2.0%   
                      และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน 24 ชัว่โมง 

อาหารเลีย้งเช้ือ 
การเจริญ 

(Log CFU/mL) 
 

pHn 
สับสเตรททีเ่หลือ
ทั้งหมด (%) 

ความเป็น
กรดทั้งหมด 

(%) 
FOS content (%)     

0.5 8.85 4.20 18.8±2.76 0.27±0.01 
1.0 9.11 3.84 35.1±2.83 0.50±0.02 

RS3 content (%)     
0.5% 8.44 4.42 32.9±1.70 0.23±0.01 
0.6% 8.28 4.33 35.1±2.12 0.23±0.01 
0.7% 8.55 4.19 37.3±1.70 0.27±0.01 
0.8% 9.03 4.12 37.9±0.35 0.30±0.01 
1.0% 9.19 4.07 46.4±2.69 0.32±0.01 

1.5% RS3 8.58 4.11 55.8±2.90 0.30±0.01 
2.0% RS3 8.65 4.14 62.3±1.13 0.25±0.01 

      n  ค่า pH  เร่ิมตน้เท่ากบั 7.0±0.2 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
 
 เม่ือพิจารณาปริมาณกรดแล็กติก กรดไขมนัสายสั้ น และกรดอินทรียท์ั้ งหมดจากภาพท่ี 3.10 
พบวา่การใช ้1% FOS ใหป้ริมาณกรดแอซีติก กรดโพรพิโอนิก และกรดบิวทิริกสูงท่ีสุด คือ 11.74, 16.28 
และ 6.19 mM ตามล าดบั ซ่ึงมากกวา่การใช ้0.5% FOS ในขณะท่ีการใช ้1% RS3 ให้ปริมาณกรดแอซีติก 
กรดโพรพิโอนิก และกรดบิวทิริกสูงท่ีสุดเช่นกนั คือ 29.85, 18.46 และ 6.29 mM ตามล าดบั ส่งผลให้
ปริมาณกรดไขมนัสายสั้นโดยรวมมีค่ามากท่ีสุด เปรียบเทียบกบัการใช้ RS3 ความเขม้ขน้อ่ืนๆ อยา่งไรก็
ตามเม่ือพิจารณาปริมาณกรดแล็กติก พบวา่การใช้ FOS ให้ปริมาณกรดแล็กติกอยู่ในช่วง 3.36-5.96 mM 
ในขณะท่ี RS3 ท าให้เกิดปริมาณกรดแล็กติกท่ีนอ้ยมากโดยอยูใ่นช่วง 0.03-0.09 mM ทั้งน้ีเน่ืองจากกรด
แล็กติกจะเกิดจากการหมักน ้ าตาลกลูโคส หรือน ้ าตาลท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กๆได้ดีกว่า โดยเกิดจาก
กระบวนการเปล่ียนน ้ าตาลกลูโคสเป็นไพรูเวท (pyruvate) และถูกรีดิวซ์กลายเป็นแล็กเตท (lactate) ซ่ึง
เป็นกระบวนการท่ีไม่ซับซ้อน (den Besten et al., 2013) แตกต่างจากกระบวนการเปล่ียนเป็นตา้นทาน
เป็นกรดไขมนัสายสั้ นท่ีมีความซับซ้อนกว่า ปริมาณกรดไขมนัสายสั้ น และกรดอินทรียท์ั้งหมดท่ีมาก
ท่ีสุดไดม้ากจากการใช ้1% RS3 ดงันั้นการเติมเช้ือผสมปริมาณ 10% (โดยปริมาตร) ต่อการใชส้ับสเตรท 
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1% (โดยน ้ าหนัก) จึงเหมาะสมท่ีสุดท่ีจะน าไปใช้ในการทดลองเพื่อให้เกิดผลผลิตเป็นกรดอินทรีย์ท่ี
ตอ้งการใหไ้ดป้ริมาณมากท่ีสุด 

 
ภาพที ่3.10 ปริมาณกรดแล็กติก กรดไขมนัสายสั้น และกรดอินทรียท์ั้งหมดในอาหารเหลวท่ีเติม FOS 

หรือ RS3 ปริมาณ 0.5-2.0% แทนน ้าตาลกลูโคสหลงัการเจริญของเช้ือผสมท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

 
4.3.3 การคัดเลือกหาระยะเวลาการเลีย้งเช้ือทีเ่หมาะสม   

 การหาระยะเวลาการเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสม เพื่อให้ได้ปริมาณเช้ือ และกรดไขมนัสายสั้ นสูง
ท่ีสุด ได้มาจากการเล้ียงเช้ือผสมจากอาสาสมคัรโดยใช้เช้ือผสมปริมาณ 10% (โดยปริมาตร) ต่อการใช้
สับสเตรท 1% (โดยน ้ าหนกั) โดยบ่มเป็นเวลา 20, 24, 30 และ 48 ชัว่โมง โดยนับเช้ือเร่ิมตน้ได ้8.5 Log 
CFUต่อมิลลิ ลิตร จากตารางท่ี  3.12 เม่ือเวลาผ่านไป 20, 24, 30 และ 48 ชั่วโมง พบว่าการเจริญ
เปล่ียนแปลงเป็น 8.80, 9.05, 8.53 และ 3.59 Log CFUต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ซ่ึงเม่ือเวลาผา่นไปนานกวา่ 
30 ชัว่โมง เช้ือจะเขา้สู่ช่วง  stationery phase และ death phase ท าให้ปริมาณเช้ือลดลง การบ่มเป็นเวลา 24 
ชัว่โมง เช้ือยงัคงอยูใ่นช่วง log phase ท าใหไ้ดป้ริมาณเช้ือสูงท่ีสุด อยา่งไรก็ตาม ค่า pH ท่ีได ้เม่ือเวลาการ
บ่มผ่านไป 20, 24, 30 และ 48 ชัว่โมง คือ 4.42, 3.89, 3.74 และ 3.66 ตามล าดบั สอดคลอ้งกบัค่าปริมาณ
กรดทั้งหมด ไดแ้ก่ 0.22, 0.34, 0.44 และ 0.53% ตามล าดบั อยา่งไรก็ตาม เม่ือเวลาผา่นไปจะพบวา่ปริมาณ
กรดทั้งหมดเพิ่มข้ึน ในขณะท่ีปริมาณเช้ือค่อยๆลดลง ดงันั้นเวลาท่ีดีท่ีสุดท่ียงัคงปริมาณเช้ือในช่วง log 
phase และปริมาณกรดทั้งหมดท่ียอมรับได้คือท่ี 24 ชั่วโมงของการบ่ม นอกจากน้ี เม่ือเวลาในการบ่ม
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ยาวนานข้ึน จะส่งผลให้การใชส้ับสเตรทของเช้ือดีข้ึน ดงัจะเห็นไดจ้ากตารางท่ี 3.13 ซ่ึงปริมาณสับสเตร
ทลดลง การทดลองน้ีสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Palframan et al., (2002) และ Manderson et al., (2005) 
ซ่ึงศึกษาการใช้สับสเตรทชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ inulin, FOS เป็นตน้ บ่มดว้ยเช้ือผสมท่ีมากจากอุจจาระเป็น
เวลา 24 ชัว่โมง เพื่อทดสอบคุณสมบติัการเป็นพรีไบโอติกและกรดไขมนัสายสั้นท่ีเกิดข้ึน ทั้งน้ีการบ่มท่ี
เวลา 24 ชัว่โมง สอดคลอ้งกบัระยะเวลาท่ีอาหารท่ีไม่ถูกยอ่ยในล าไส้เล็กตกคา้งอยูน่านท่ีสุดในล าไส้ใหญ่ 
(Proano et al., 1990) ซ่ึงเป็นเวลาท่ีสามารถเลียนแบบระบบการหมกัภายในล าไส้ใหญ่ไดดี้ท่ีสุด 
 
ตารางที ่3.13 การเจริญ ค่า pH ปริมาณสับสเตรทท่ีเหลือทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมด 
                     ของอาหารเล้ียงเช้ือ basal medium ท่ีเติมแป้งตา้นทานชนิดท่ี 3 ปริมาณ 1%   
                     และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 20-48 ชัว่โมง 
 

เวลาทีใ่ช้ในการบ่ม 
(ช่ัวโมง) 

การเจริญ 
(Log CFU/mL) 

 
 pHn 

สับสเตรททีเ่หลือ
ทั้งหมด (%) 

ความเป็น
กรดทั้งหมด 

(%) 
20 8.80 4.42 61.8±0.04 0.22±0.01 
24 9.05 3.89 32.0±0.04 0.34±0.01 
30 8.53 3.74 30.8±0.04 0.44±0.02 
48 3.59 3.66 29.2±0.08 0.53±0.02 

   n  ค่า pH  เร่ิมตน้เท่ากบั 7.0±0.2 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
 
 จากผลการทดลองภาพท่ี 3.10 แสดงให้เห็นว่าเช้ือผสมจากอาสาสมคัร สามารถผลิตกรดไขมนั
สายสั้นไดดี้เม่ือเวลาในการบ่มนานข้ึน โดยเฉพาะกรดอะซิติก ทีมีปริมาณมากกวา่กรดโพรพิโอนิก และ
กรดบิวทิริก ตามล าดบั โดยเม่ือบ่มท่ีเวลา 20, 24, 30 และ 48 ชัว่โมง พบวา่มีปริมาณกรดอะซีติกในช่วง 
27.31-41.94 มิลลิโมลาร์, ปริมาณกรดโพรพิโอนิกในช่วง 6.92-8.40 มิลลิโมลาร์ และปริมาณกรดบิวทิริก
ในช่วง 11.3-20.33 มิลลิโมลาร์ ในขณะท่ีปริมาณกรดแล็กติกมีค่าอยู่ในช่วง 3.46-4.76 มิลลิโมลาร์ 
อยา่งไรก็ตามเม่ือพิจารณาปริมาณเช้ือจากตารางท่ี 3.12 ร่วมกบัปริมาณกรดไขมนัสายสั้นท่ีไดจ้ากภาพท่ี 
3.11 จะพบวา่ระยะเวลาการบ่มท่ีดีท่ีสุดคือท่ี 24 ชัว่โมง เพื่อให้ไดป้ริมาณเช้ือท่ีเหมาะสมและอยูใ่นช่วง 
log phase 
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ภาพที่ 3.11 กรดแล็กติก กรดไขมนัสายสั้ น และปริมาณกรดอินทรียท์ั้งหมดในอาหารเหลวท่ีเติม RS3 

ปริมาณ 1.0% แทนน ้าตาลกลูโคส หลงัการเจริญของเช้ือผสมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน
สภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 20-48 ชัว่โมง 

 
4.3.4 การทดสอบศักยภาพของแป้งต้านทานกบัเช้ือผสมจากอุจจาระของอาสาสมัคร 
การทดลองเล้ียงแบคทีเรียผสมท่ีมาจากอุจจาระของอาสาสมคัรท่ีมีสุขภาพดีในอาหารเล้ียงเช้ือท่ี

มีการเติมแป้ง RS2, RS3, RS4 และเปรียบเทียบกับ FOS ปริมาณความเข้มข้นร้อยละ 1 แทนน ้ าตาล
กลูโคสในอาหารเล้ียงเช้ือ (basal medium) โดยการจ าลองสภาวะการยอ่ยสับสเตรททุกประเภทผา่นระบบ
ทางเดินอาหารของมนุษย์ จากนั้ นเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะของล าไส้ใหญ่
แบบจ าลองเป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบว่าประเภทของสับสเตรทท่ีแตกต่างกนัมีผลต่อการกระตุน้การเจริญ 
และการผลิตกรดทั้งหมดท่ีแตกต่างกนัทางสถิติ (p<0.05) จากตารางท่ี 3.14 พบว่าเช้ือผสมจากอุจจาระ
สามารถใช้แป้ง RS3 ไดดี้กว่า RS2, RS4 และ FOS จากค่าการเจริญท่ีใกลเ้คียงกนัในช่วง 9.19-9.76 Log 
CFUต่อมิลลิลิตร ค่า pH ลดลงเฉล่ียในช่วง 3.67-4.37 และมีค่าความเป็นกรดทั้ งหมดในช่วง 0.32%-
0.67% เม่ือค านวณปริมาณสับสเตรทท่ีใช้ไปก็พบว่าในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีมีน ้ าตาลกลูโคสมีปริมาณ
สับสเตรทท่ีเหลืออยูน่อ้ยท่ีสุดเท่ากบั 14.20% และสูตรท่ีเติม RS3 มีปริมาณสับสเตรทท่ีเหลืออยู ่(24.5%) 
นอ้ยกวา่ในสูตรท่ีเติม FOS, RS2 และ RS4 ซ่ึงมีค่า 25.0, 46.3 และ 34.20% ตามล าดบั เม่ือพิจารณาจากค่า
ความเป็นกรดทั้งหมดและปริมาณสับสเตรทท่ีใช้ไป จะเห็นไดว้า่เม่ือเทียบระหวา่งประเภทของแป้ง RS 
พบวา่อาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติมแป้ง RS3 สามารถกระตุน้การเจริญของแบคทีเรียและผลิตกรดทั้งหมดได้
ดีกว่า ดงันั้นจึงมีการใชส้ับสเตรทมากกว่าเม่ือเทียบกบัแป้ง RS2 และ RS4  สอดคลอ้งกบัผลการทดลอง
ของ Silivi et al. (1999) ศึกษาผลของ RS3 ต่อการเจริญของเช้ือจากล าไส้หนูทดลอง พบวา่ RS3 มีผลช่วย
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ใหป้ริมาณของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์กลุ่ม lactobacilli และ bifidobacteria เพิ่มข้ึนได ้เม่ือเปรียบเทียบกบั
ตวัอยา่งควบคุม นอกจากน้ีแป้ง RS3 ยงัมีผลส่งเสริมการผลิตกรดบิวทิริกในหนูทดลอง และลดค่า pH ใน
ล าไส้ใหญ่ได ้สอดคลอ้งกบัการลดลงของค่า pH และการเพิ่มข้ึนของปริมาณกรดทั้งหมดเม่ือใช ้RS3 เป็น
สับสเตรท (ตารางท่ี 3.14) เม่ือเปรียบเทียบกบั RS2 และ RS4  
 
ตารางที ่3.14 การเจริญ ค่า pH ปริมาณสับสเตรทท่ีเหลือทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมด 
                      ของอาหารเล้ียงเช้ือ basal medium ท่ีเติมแป้งตา้นทานปริมาณ 1% เม่ือเล้ียงเช้ือผสม   
                      จากอุจจาระของอาสาสมคัรท่ีอุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 24   
                      ชัว่โมง 

แหล่งคาร์บอน 
ในอาหารเลีย้งเช้ือ 

การเจริญ 
(Log CFUต่อ
มิลลลิติร) 

 
pHn 

สับสเตรททีเ่หลือ
ทั้งหมด (%) 

ความเป็น
กรดทั้งหมด 

(%) 
Glucose 9.99±0.53a 3.67±0.05a 14.20±0.90a  0.69±0.05a 

FOS 9.75±0.52a 3.67±0.09a 25.00±3.12b 0.67±0.06a 
RS2 9.19±0.65a 4.37±0.27b 46.30±8.29d 0.32±0.04c 
RS3 9.76±0.51a 3.99±0.15a,b 24.50±4.26b 0.50±0.11b 
RS4 9.66±0.48a 4.29±0.44b 34.20±3.35c 0.37±0.06c 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งแสดงถึงค่าวเิคราะห์ท่ีแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทาง 
                  สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  

      n  ค่า  pH  เร่ิมตน้เท่ากบั 7.0±0.2 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส   
เม่ือวิเคราะห์หาปริมาณกรดแล็กติก และกรดไขมนัสายสั้น (ตารางท่ี 3.15) พบว่าประเภทของ

สับสเตรทท่ีแตกต่างกนัมีผลต่อการผลิตกรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้นท่ีแตกต่างกนั โดยกรดแล็กติก
ท่ีวิเคราะห์ได้ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีเติม RS2, RS3 และ RS4 มีปริมาณค่อนขา้งน้อยมาก และมีค่า
ใกลเ้คียงกนัอยูท่ี่ช่วงระหวา่ง 4.17-8.62 มิลลิโมลาร์ เม่ือเปรียบเทียบกบั glucose และ FOS ซ่ึงมีค่า 12.10 
และ11.45 มิลลิโมลาร์ ตามล าดบั ส่วนปริมาณกรดไขมนัสายสั้นท่ีวิเคราะห์ไดมี้ปริมาณแตกต่างกนัตาม
ประเภทของสับสเตรท พบวา่มีปริมาณกรดอะซิติกมากกวา่กรดบิวทิริก และกรดโพรพิโอนิก มีค่าเท่ากบั 
23.85, 4.92 และ 5.29 มิลลิโมลาร์ ตามล าดบั เม่ือเล้ียงเช้ือให้เจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง RS2 และ
เช่นเดียวกนัในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติมแป้ง RS3 ก็พบว่าปริมาณกรดอะซิติกมากกวา่กรดบิวทิริก และ
กรดโพรพิโอนิก มีค่าเท่ากบั 32.60, 8.51 และ 6.07 มิลลิโมลาร์ ตามล าดบั ในขณะท่ีในอาหารเล้ียงเช้ือ
สูตรท่ีเติมแป้ง RS4 มีปริมาณกรดบิวทิริกมากว่ากรดอะซิติก และกรดโพรพิโอนิก เท่ากบั 29.21, 8.61 
และ 5.71 มิลลิโมลาร์ ตามล าดบั ส่วนในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติม FOS มีปริมาณกรดอะซิติกมากกว่ากรด
บิวทิริก และกรดโพรพิโอนิก  มีค่าเท่ากบั 37.88, 5.66 และ 4.80 มิลลิโมลาร์ ตามล าดบั โดยปริมาณกรด
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ไขในสายสั้นพบมากท่ีสุดในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติมแป้ง RS3 ทั้งประเภทกรดอะซิติก กรดโพรพิโอนิก 
และกรดบิวทิริก เม่ือเปรียบเทียบกับ FOS, RS2 และ RS4 จากผลการทดลองดังกล่าวจะเห็นได้ว่า
จุลินทรียผ์สมจากอุจจาระของอาสาสมคัร มีแนวโน้มการผลิตกรดแล็กติกไดค้่อนขา้งน้อย แต่สามารถ
ผลิตกรดไขมนัสายสั้นไดดี้โดยเฉพาะกรดอะซิติก และกรดบิวทิริกในทุกประเภทของสับสเตรท ทั้งน้ีอาจ
เป็นผลมาจากการท่ีในอุจจาระของอาสาสมัครมีเช้ือผสมหลากหลายสายพนัธ์ุ ทั้ งแบคทีเรียในกลุ่ม 
Clostriduium ท่ีใชส้ามารถแป้งไดแ้ละผลิตกรดไขมนัสายสั้นไดดี้โดยเฉพาะกรดบิวทิริกแลว้สร้างสารท่ี
ส่งเสริมการเจริญให้กบัแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีใชน้ ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวในกลุ่ม Lactobacillus และโดยเฉพาะ 
Bifidobacterium ท่ีมีภาพแบบกลไกการใชส้ับสเตรทท่ีไดผ้ลผลิตสุดทา้ยเป็นกรดอะซิติกและกรดแล็กติก
ในอตัราส่วน 3 ต่อ 2 จึงส่งผลให้ปริมาณกรดไขมนัสายสั้นประเภทกรดอะซิติกท่ีผลิตไดมี้ปริมาณสูงกวา่
กรดแล็กติก สอดคล้องกันกับรายงานผลการทดลองของ Renata et al. (2010) ในการใช้ citric acid-
modified resistant dextrin เป็นสับสเตรทในการกระตุน้การเจริญของแบคทีเรียบริสุทธ์ิกลุ่มโพรไบโอติก 
และจุลินทรียจ์ากอุจจาระของอาสาสมคัร 3 ราย พบวา่แบคทีเรียผสมจากอุจจาระจะมีการผลิตกรดไขมนั
สายสั้ นในปริมาณท่ีมากกว่า เม่ือเทียบกบัผลการทดลองของแบคทีเรียบริสุทธ์ิ โดยเฉพาะกรดบิวทิริก 
และกรดอะซิติกท่ีผลิตโดยแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Clostridium หรือกรดโพรพิโอนิกท่ีผลิตโดยแบคทีเรียกลุ่ม 
Bacteroides สอดคลอ้งกบัผลการทดลอง Wronkowska et al. (2006)  ไดใ้ชแ้ป้ง RS เป็นสับสเตรทในการ
หมกักบัเช้ือสายพนัธ์ุบริสุทธ์ิ Bifidobacterium แลว้พบว่าในตวัอย่างท่ีเติมแป้ง RS พบกรดแล็กติกเพียง 
12.7%-33.9% และพบกรดอะซิติกในปริมาณ 66.0%-87.3% ส่วนในเช้ือผสมจากล าไส้ของหนูทดลองท่ี
ให้ไดรั้บอาหารตามปกติ และน าไส้หนูมาหมกักบัแป้ง RS พบวา่ปริมาณกรดอะซิติกมากท่ีสุดถึง 45.9% 
และมากกว่าโพรพิโอนิก และกรดบิวทิริก มีค่า 6.9% และ 4.8% ตามล าดบั  และพบกรดแล็กติกในช่วง 
41.9%-43.7% 
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ตารางที ่3.15 ปริมาณกรดแล็กติก กรดไขมนัสายสั้น และกรดอินทรียท์ั้งหมดในอาหารเล้ียงเช้ือ 
        เหลวท่ีเติมแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆปริมาณ 1.0% หลงัการเจริญของเช้ือผสมท่ี  
        อุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

 

ชนิดของกรดอนิทรีย์ 
ปริมาณกรดอนิทรีย์ตามชนิดของสับสเตรท (mM) 

Glucose FOS RS2 RS3 RS4 
Lactic acid 12.10a 11.45a 4.36b 8.62a,b 4.17b 
Acetic acid 32.29a,b 37.88a 23.85c 32.60a,b 29.21b,c 
Propionic acid 1.84b 4.80a,b 5.29a,b 6.07a 5.71a 
Butyric acid 0.00b 5.26a 4.92a 8.51a 8.61a 
Total SCFAs 34.13b 47.94a 34.05b 47.18a 43.53a 
Total organic acids 46.23b,c 59.38a 38.42c 55.80a,b 47.70b,c 
 

4.3.5 การทดสอบศักยภาพของแป้งต้านทานต่อคุณสมบัติการเป็นพรีไบโอติก 
 ศกัยภาพของแป้งต้านทานต่อคุณสมบัติการเป็นพรีไบโอติกได้ทดสอบตามวิธีการของ 

Palframan, Gibson and Rastall, (2002) โดยนับเช้ือแบคทีเรียท่ีเป็นตัวแทนของโพรไบโอติกได้แก่ 
Bifidobacterium sp. และ Lactobacillus sp. ส่วนแบคทีเรียก่อโรคได้แก่ Clostridium sp. (histolyticum 
subgroup) และ Bacteroids sp. และน ามาค านวณเป็นค่า PI (prebiotic index, PI) โดยใช้น ้ าตาลกลูโคส 
และ FOS เป็นตวัอย่างควบคุม นับเช้ือดังกล่าวโดยใช้เทคนิค Fluorescent in situ hybridisation (FISH) 
โดยใช ้DNA ท่ีมีความจ าเพาะต่อเช้ือจากสกุลขา้งตน้ ดงัแสดงในตารางท่ี 3.16  

ตารางที ่3.16  ตวัติดตาม (Probe) ท่ีมีความจ าเพาะต่อแบคทีเรีย 4 สกุล เพื่อหาค่า Prebiotic index 

Probe Bacterial genus Sequence (5'  3') Reference 

Bif164 Bifidobacterium CATCCGGCATTACCACCC Langendijk et al. (1995) 

Lab158 Lactobacillus GGTATTAGCA(Cต่อT)CTGTTTCCA Harmsen et al. (1999)  

Bac303 Bactreoids CCAATGTGGGGGACCTT Manz et al. (1996) 

Chis150 Clostridium TTATGCGGTATTAATCT(Cต่อT)CCTTT Harmsen et al. (1999) 

 
จากผลการนับเช้ือดังแสดงในภาพท่ี 3.12 พบว่าผลจากแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ ท าให้

ปริมาณแบคทีเรียก่อโรค ได้แก่ Clostridium sp. (histolyticum subgroup) และ Bacteroids sp. ต ่ ากว่า
แบคทีเรียท่ีเป็นตวัแทนของโพรไบโอติกโดยเฉล่ีย 2 log CFU ต่อมิลลิลิตร เม่ือใช้เวลาในการบ่ม 48 
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ชัว่โมง แสดงใหเ้ห็นถึงความสอดคลอ้งของการเพิ่มข้ึนของปริมาณกรดอินทรีย ์(ภาพท่ี 3.11) ซ่ึงท าให้ค่า 
pH ลดลง และยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค โดยเฉพาะอยา่งยิง่แป้ง RS3 ท่ีให้ปริมาณ Clostridium 
spp. (histolyticum subgroup) และ Bacteroids spp. ต ่ าท่ี สุด อีกทั้ งย ังสามารถกระตุ้นการเจริญของ 
Bifidobacterium spp. และ Lactobacillus spp. ได้ดีกว่าแหล่งคาร์บอนชนิดอ่ืนๆ นอกจากน้ียงัพบว่า
กลูโคสท าให้แบคทีเรียก่อโรคมีปริมาณมากกวา่การใชส้ับสเตรทชนิดอ่ืนๆอีกดว้ย ผลการทดลองดงักล่าว
สอดคลอ้งกบังานวิจยัท่ีผา่นมา ซ่ึงรายงานวา่แป้งตา้นทานสามารถกระตุน้การเจริญของ Bifidobacterium 
spp. และ Lactobacillus spp. ไดดี้ (Fuentes-Zaragoza et al., 2011; Topping & Clifton 2001) นอกจากนั้น
ยงัมีการศึกษาในสัตวท์ดลองไดแ้ก่ หนู (Rodríguez-Cabezas et al., 2010) โดยใหก้ลุ่มท่ีหน่ึงไม่ไดบ้ริโภค
แป้งตา้นทาน และอีกกลุ่มบริโภคแป้งตา้นทานปริมาณ 2 กรัมต่อวนัเป็นเวลาสองสัปดาห์ ผลท่ีไดย้ืนยนั
ประสิทธิภาพของแป้งตา้นในการกระตุน้การเจริญของ Bifidobacterium spp. และ Lactobacillus spp. เม่ือ
เทียบกบัหนูท่ีไม่ได้บริโภคแป้งตา้นทาน Mackey และ Gibson (1997) รายงานว่า Bifidobacterium spp. 
และ Lactobacillus spp. สามารถสร้างสารปฏิชีวนะ (antibiotics) ไดเ้องตามธรรมชาติ ก่อให้เกิดการยงัย ั้ง
การเจริญของแบคทีเรียก่อโรคซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองภาพท่ี 3.12  
 

ภาพที ่3.12 การเจริญของแบคทีเรียท่ีนบัจากกลอ้งฟลูออเรสเซนต ์ซ่ึงเป็นตวัแทนของโพรไบโอติก  
(Bifidobacterium spp. และ Lactobacillus spp.) และแบคทีเรียท่ีอาจเก่ียวขอ้งกบัการก่อโรค 
(Clostridium spp. (histolyticum subgroup) และ Bacteroids spp.) ใน basal medium ท่ีเติม
แหล่งคาร์บอนปริมาณ 1% เม่ือเล้ียงเช้ือผสมจากอุจจาระของอาสาสมคัรท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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แป้งตา้นทานมีคุณสมบติัเป็นพรีไบโอติกกล่าวคือมีคุณสมบติัทนต่อการยอ่ย และการดูดซึมต่อ
เอนไซมใ์นระบบทางเดินอาหาร รวมทั้งถูกใชเ้ป็นสับสเตรทส าหรับจุลินทรียใ์นล าไส้ใหญ่ โดยกระตุน้
การเจริญหรือกิจกรรมของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ต่อสุขภาพไดดี้ ตารางท่ี 3.16 แสดงค่า PI ท่ีค  านวณจาก
การเจริญของแบคทีเรียในภาพท่ี 3.12 พบวา่ RS3 มีค่า PI สูงท่ีสุดคือ 4.82 ในขณะท่ี RS2 มีค่า PI เท่ากบั 
2.82, RS4 มีค่า PI เท่ากบั 3.44 ซ่ึงมากกวา่ตวัอย่างควบคุมไดแ้ก่ น ้ าตาลกลูโคส (1.11) และ FOS (2.72) 
สอดคลอ้งกบัปริมาณเช้ือท่ีเปล่ียนแปลงไปตามภาพท่ี 3.12 กล่าวคือเม่ืออตัราส่วนของ Bifidobacterium 
spp. และ Lactobacillus spp. ท่ี เพิ่ม ข้ึน  ต่อ Clostridium spp. (histolyticum subgroup) และ Bacteroids 
spp. ท่ีลดลง มีความแตกต่างกนัมาก จะส่งผลให้ค่า PI ท่ีค  าควณไดมี้ค่ามากตามไปดว้ย ตวัอยา่งท่ีเห็นได้
ชัดคือ RS3 และผลท่ีได้ยงัสอดคล้องกบัปริมาณ propionic acid และ butyric acid ท่ีได้จากการใช้ RS3 
เป็นสับสเตรท ตารางท่ี 3.17 ซ่ึงมีแนวโนม้สูงกวา่การใชส้ับสเตรทชนิดอ่ืนๆอีกดว้ย ซ่ึงผลทีไดเ้ป็นไปใน
ทิศทางเดียวกบั Śliżewska, (2013) ซ่ึงศึกษาการดดัแปรแป้งดว้ยกรดซิตริก จากนั้นใช้แป้งตา้นทานท่ีได้
จากกระบวนการดงักล่าวปริมาณ 1% เป็นสับสเตรทในอาหารเล้ียงเช้ือ และทดสอบหาค่า PI เม่ือเวลาผา่น
ไป 24 ชัว่โมง ผลท่ีไดพ้บวา่ค่า PI เป็นค่าบวก แสดงถึงปริมาณ Bifidobacterium spp. และ Lactobacillus 
spp. ท่ีเพิ่มข้ึน ในกรณีของ FOS ได้มีผูศึ้กษาค่า PI โดยใช้ FOS ปริมาณ 1% เป็นสับสเตรท เติมเช้ือ
ปริมาณ 10% และหาค่า PI ท่ี 24 ชัว่โมง พบว่ามีค่า PI อยู่ท่ี 2.31 (Palframan et al., 2002) ในขณะท่ีการ
ทดลองของ Ghoddusi et al., (2007) ใช้  FOS ป ริมาณ  1%  เป็นสับส เตรท  เติม เช้ือป ริมาณ  10% 
เช่นเดียวกนั พบวา่มีค่า PI สูงถึง 6 อยา่งไรก็ตามคุณสมบติัการเป็นพรีไบโอติกของสับสเตรทชนิดต่างๆ
ข้ึนอยูก่บัลกัษณะโครงสร้าง ขนาดโมเลกุล รวมทั้งเช้ือประจ าถ่ินซ่ึงแตกต่างกนัออกไปตามพฤติกรรม
การรับประทานอาหาร ส่งผลให้เกิดการกระตุน้การเจริญของ Bifidobacterium spp. และ Lactobacillus 
spp. ท าใหค้่า PI ท่ีไดแ้ตกต่างกนั 

 
 

ตารางที ่3.17 ค่า Prebiotic index (PI) ท่ีค  านวณจากการเจริญของแบคทีเรียในภาพท่ี 3.12  

แหล่งคาร์บอน 
ในอาหารเลีย้งเช้ือ 

PI 

Glucose 1.11±0.13 
FOS 2.72±0.20 
RS2 2.82±0.15 
RS3 4.82±0.45 
RS4 3.44±0.37 
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4.3.6 การวิเคราะห์ชนิดของแบคทีเรียสายพันธ์ุทีแ่ยกและคัดเลือกในขั้นตอนทดสอบศักยภาพของ
แป้งต้านทานกบัเช้ือผสมจากอุจจาระของอาสาสมัคร 

จากท่ีไดค้ดัแยกและเลือกเก็บเช้ือบริสุทธ์ิไอโซเลทเด่นท่ีพบในขั้นตอนทดสอบศกัยภาพของ
แป้งตา้นทานในการกระตุน้การเจริญของเช้ือผสมจากอุจจาระของอาสาสมคัร เลือกแบคทีเรีย 9 ไอโซเลท 
(รูปท่ี 3.13) มาระบุชนิดของแบคทีเรียดว้ยสมบติัทางสัณฐานวทิยาและชีวเคมีเป็นหลกั (ตารางท่ี 3.18 
และ 3.19) เม่ือเทียบความเหมือนกบัแบคทีเรียสายพนัธ์ุอา้งอิง ยงัไม่สามารถระบุค่าความเหมือนกบัชนิด
ใด  แบคทีเรียท่ีแยกไดเ้หล่าน้ีอาจเป็นชนิดใหม่ จึงควรมีการศึกษาล าดบันิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA 
gene ต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่3.13 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรีย 9 ไอโซเลท ท่ีแยกและคัดเลือกในขั้นตอนทดสอบ

ศกัยภาพของแป้งตา้นทานกบัเช้ือผสมจากอุจจาระของอาสาสมคัร  เจริญบนอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสม (ตารางท่ี 3.18) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

  

TPY1
-2

TPY2 

TPY3 TPY4 
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ภาพที ่3.13 (ต่อ) ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรีย 9 ไอโซเลท ท่ีแยกและคดัเลือกในขั้นตอน

ทดสอบศกัยภาพของแป้งตา้นทานกบัเช้ือผสมจากอุจจาระของอาสาสมคัร  
เจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสม (ตารางท่ี 3.18) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

  

MSA1 

MSA3 MSA6 

basal7 MRF4  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

82 

 

ตารางที ่3.18 ลกัษณะทางสณัฐานของโคโลนีของแบคทีเรีย 9 ไอโซเลท ท่ีคดัแยกและเลือกวเิคราะห์ชนิด  

Colony 
morphology 

and 
cultivation 

medium 

Bacterial isolate 

TPY1 TPY2 TPY3 TPY4 MRF4 MRS3 basal7 MSA1 MSA3 

Colony 
diameter 
(mm) 

4-8 1-2 1.5-3 2-7 1-1.5 1-1.5 1-2 1.5-3 2-7 

Colony 
shape 

Cream, 
circular, 
entire, 
pulvinate, 
opaque, 
smooth 

Cream, 
circular, 
entire, 
pulvinate, 
opaque, 
smooth 

Cream, 
circular, 
entire, flat, 
opaque, 
smooth 

Cream, 
circular, 
entire, 
flat, 
opaque, 
smooth 

White, 
circular, 
entire, 
convex, 
opaque, 
smooth 

White, 
circular, 
entire, 
convex, 
opaque, 
smooth 

White, 
circular, 
entire, 
raised, 
opaque, 
smooth  

Blue, 
circular, 
entire, 
raised, 
opaque, 
smooth  

Blue, 
circular, 
entire, 
raised, 
opaque, 
smooth  

Cultivation 
medium 
for growth 

TPY agar TPY agar TPY agar TPY 
agar 

MRS 
agar 

MRS agar SF agar MS agar MS agar 
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ตารางที ่3.19 การทดสอบสมบติัทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแล็กติก 9 ไอโซเลท ดว้ยชุดทดสอบ API 
(bioMérieux) 

Carbohydrate fermentation 
Bacterial isolate 

TPY1 TPY2 TPY3 TPY4 MRS3 basal7 MSA1 MSA3 MSA6 

Acid from: - - - - - - - - - 
Glycerol - - - - + - - - - 
Erythritol - - - - - - - - - 
D-Arabinose - - - - - - - - - 
L-Arabinose - - + - - - - + + 
D-Ribose + + + + + - - + + 
D-Xylose - - + + - - - + + 
L- Xylose - - - - - - - - - 
D-Adonitol - - - - - - - - - 
Methyl-βD-xylopyranoside - - - - - - - - - 
D-Galactose - + + - + - - + + 
D-Glucose - + + - + - - + + 
D-Fructose - + + - + - - + + 
D-Mannose - + + + + - - + + 
L-Sorbose - - - - - - - - - 
L-Rhamnose + - + - - - + + - 
D-Mannitol - + + - - - - + + 
D-Sorbitol - - + + - - - - - 
Methyl-α D-mannopyranoside - - - - - - - - - 
Methyl-α D-glucopyranoside - - - - - - - - - 
N-Acetylglucosamine - + + - + - - + + 
Amygdalin - + - - + - - - - 
Arbutin - + - + + - - - - 
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ตารางที ่3.19 (ต่อ) การทดสอบสมบติัทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแล็กติก 9 ไอโซเลท ดว้ยชุดทดสอบ 
API (bioMérieux)  

 

Carbohydrate fermentation 
Bacterial isolate 

TPY1 TPY2 TPY3 TPY4 MRS3 basal7 MSA1 MSA3 MSA6 

Esculin + + + + + + + + + 
Salicin - + - + + - - - - 
D-Cellobiose + + - + + + + - - 
D-Maltose - + + + + + + + + 
D-Lactose - - + - - - - - - 
D-Melibiose - - - - - - - - - 
D-Saccharose (Sucrose) - + - - - - - - - 
D-Trehalose - + + - + - - + + 
Inulin - - - - - - - - - 
D-Rafinose - - + + - - - - - 
Amidon (Starch) - - - - - - - - - 
Glycogen - - - - - - - - - 
Xylitol - - - - - - - - - 
Gentiobiose - + - + + - - - - 
D-Turanose - - - - - - - - - 
D-Lyxose - - - - - - - - - 
D-Tagatose + + - - + - - - - 
D-Fucose - - - - - - - - - 
L-Fucose + - + - - - - - - 
D-Arabitol - - - - - - - - - 
L-Arabitol - - - - - - - - - 
Potassium gluconate - + - - + - - - - 
Potassium 2-Ketogluconate - - - - - - - - - 
Potassium 5-Ketogluconate - - - - - - - - - 
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บทที ่5 

บทสรุป 
 

 การศึกษาศกัยภาพของประเภทของแป้งตา้นทาน (RS) โดยใชแ้ป้ง RS 3 ประเภท คือ RS2, 
RS3 และ RS4 ในการกระตุน้การเจริญของแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีพบเป็นปกติในล าไส้ของคนและ
สัตวเ์ลือดอุ่น จ านวน 4 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Lactobacillus acidophilus TISTR 450, Lact. brevis subsp. 
brevis TISTR 860, Lact. plantarum TISTR 543 และ Lact. fermentum TISTR 876  พบวา่แบคทีเรีย
กรดแล็กติกจากแหล่งเก็บเช้ือพนัธ์ุทั้ง 4 สายพนัธ์ุน้ี มีแนวโนม้ความสามารถในการใชแ้ป้ง RS ได้
ค่อนขา้งต ่ากว่าเม่ือเทียบกบัน ้ าตาลกลูโคส สอดคลอ้งตามโครงสร้างของแป้งท่ีซับซ้อนมากกว่า
น ้ าตาลกลูโคส ซ่ึงจากการหมกัแป้ง RS ท่ีเติมลงในอาหารเหลวแทนน ้ าตาลกลูโคส แลว้เล้ียงเช้ือ
เป็นเวลา 1 วนั พบว่ามีความเป็นกรดทั้งหมดในช่วงร้อยละ 0.063-0.207  จึงไดค้ดัเลือกสายพนัธ์ุ
ของแบคทีเรียท่ีสามารถใช้แป้ง RS แล้วผลิตกรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้ นท่ีเป็นแบคทีเรีย
ประจ าถ่ินในล าไส้ของคนในสกุล Lactobacillus และ Streptococcus (สายพนัธ์ุท่ีสร้างกรดและไม่
ก่อโรค) จากอุจจาระของอาสาสมคัรท่ีมีสุขภาพดี ซ่ึงคดัเลือกไดแ้บคทีเรียท่ีสามารถใชแ้ป้ง 3 ไอโซ
เลท เพื่อใช้แป้ง RS ความเขม้ขน้ 1% แทนท่ีน ้ าตาลกลูโคสในสูตรอาหารมาตรฐาน เม่ือศึกษาการ
ระบุชนิดของแบคทีเรียดว้ยลกัษณะทางสัณฐานและสมบติัทางชีวเคมี พบว่า 2 ไอโซเลท (RCF10 
และ MRF4) ระบุได้เป็นชนิด Lactobacillus sp. RCF10 และ Lactobacillus sp. MRF4 ตามล าดับ 
และมี 1 ไอโซเลท (SFF5) เป็น Streptococcus sp. SFF5 

ส่วนแบคทีเรียจากอาสาสมคัรซ่ึงไดจ้  าลองการยอ่ยสับสเตรททุกประเภทผา่นระบบทางเดิน
อาหาร แบคทีเรียทั้ ง 3 สายพันธ์ุ ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมสับสเตรทแต่ละประเภทมีการเจริญ
ใกลเ้คียงกนัและมีค่าการเจริญสูงท่ีสุดถึง 1010 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ท่ีเวลา 20 ชัว่โมง และพบวา่ใน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง RS3 แบคทีเรียสามารถสร้างกรดไขมนัสายสั้นไดดี้กว่าเม่ือเปรียบเทียบ
กับแป้ง RS2, RS4, และ FOS อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยพบกรดบิวทิริกปริมาณสูงท่ีสุด 
นอกจากน้ีเม่ือทดลองโดยใชเ้ช้ือผสมจากอุจจาระของอาสาสมคัรพบวา่ปริมาณเช้ือท่ีเหมาะสมท่ีสุด
ท่ีใช้ในการบ่มคือ 10% (โดยปริมาตร), ปริมาณสับสเตรทท่ีเติมลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสม
ท่ีสุดคือ 1% (โดยน ้ าหนกั) และระยะเวลาการบ่มท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือ 24 ชัว่โมง และในอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีเติมแป้ง RS3 แบคทีเรียสามารถสร้างกรดไขมนัสายสั้นไดดี้กว่า FOS, RS2 และ RS4 อยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ โดยพบกรดอะซิติกปริมาณสูงท่ีสุดเท่ากบั 32.60 มิลลิโมลาร์ ซ่ึงเป็นปริมาณท่ี
มากกว่ากรดบิวทิริก และกรดโพรพิโอนิก ตามล าดบั จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าศกัยภาพ
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ความเป็นพรีไบโอติกของแป้ง RS แต่ละประเภทนั้นมีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(p<0.05) โดยแป้ง RS3 ให้ค่า PI สูงท่ีสุด คือ 4.82 เม่ือเปรียบเทียบกบัการใช้สับสเตรทชนิดอ่ืนๆ 
เป็นสับสเตรทท่ีดีท่ีสุดส าหรับแบคทีเรียสายพันบริสุทธ์ิ และจุลินทรีย์ผสมจากอุจจาระของ
อาสาสมคัรในการสร้างกรดแล็กติกและ กรดไขมนัสายสั้ นท่ีส่งเสริมประโยชน์ต่อสุขภาพของ
มนุษย ์
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ภาคผนวก 

ก. สีย้อมจุลนิทรีย์ 

1) Crystal violet (Gram stain) 
Crystal violet 2.0 กรัม 
Ethanol (95%) 20.0 มิลลิลิตร 
ละลายใหเ้ขา้กนั แลว้จึงเติม   
Ammonium oxalate (1% Aqueous solution) 80.0 มิลลิลิตร 

 
2) Malachite green 

Malachite green 5.0 มิลลิลิตร 
น ้ากลัน่ 100.0 มิลลิลิตร 
ถา้มีตะกอนใหก้รองก่อนใชทุ้กคร้ัง   

 
3) Safranin O (Gram stain) 

Safranin O (2.5% solution ใน 95% Ethanol) 10.0 มิลลิลิตร 
น ้ากลัน่ 90.0 มิลลิลิตร 
ถา้มีตะกอนใหก้รองก่อนใชทุ้กคร้ัง   

 

ข. สารละลายและน า้ยาเคมี 

1) Acetone alcohol 
Alcohol (95%) 700.0 มิลลิลิตร 
Acetone 300.0 มิลลิลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนั   

 

2) Butterfield’s buffered phosphate diluent 
Stock Buffer Solution:   
Potassium dihydrogenphosphate  34.0 กรัม 
ละลายในน ้ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH เท่ากบั 7.2-7.4 ท่ี 25 องศาเซลเซียส ท าให้
ปลอดเช้ือในหมอ้น่ึงความดนัไอท่ี 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และเก็บท่ี 4 
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องศาเซลเซียส ส าหรับเป็น stock buffer solution 
การเตรียม Buffer solution เพื่อใชง้าน:   
ผสม Stock buffer solution 1.25 มิลลิลิตร ในน ้ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH 
เท่ากบั 7.2-7.4 ท่ี 25 องศาเซลเซียส ท าใหป้ลอดเช้ือในหมอ้น่ึงความดนัไอท่ี 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 
3) Hydrogen peroxide (3% solution) 

Hydrogen peroxide (30% solution) 10.0    มิลลิลิตร 
น ้ากลัน่ 90.0    มิลลิลิตร 

 
4) Iodine solution (Gram’s iodine) 

Iodine 1.0     กรัม 
Potassium iodide 2.0   กรัม 
ละลายสารทั้งสองชนิดในน ้า โดยค่อยๆ เติมน ้าทีละนอ้ยจนกระทัง่ Iodine ละลายหมด 
เติมน ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 300.0  มิลลิลิตร 
เก็บไวใ้นขวดสีชา   

 
5) Iodine solution (ทดสอบการยอ่ยแป้ง) 

Iodine 1.0 กรัม 
Potassium iodide 2.0 กรัม 
ละลายสารทั้งสองชนิดในน ้า โดยค่อยๆ เติมน ้าทีละนอ้ยจนกระทัง่ Iodine ละลายหมด 
เติมน ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 200.0 มิลลิลิตร 
เก็บไวใ้นขวดสีชา   

 
6) Phosphate buffer saline (PBS) 

เตรียมจาก 0.2M Sodium-phosphate buffer ซ่ึงไดจ้ากการผสมสารละลาย A และ B 
ตาม pH ท่ีตอ้งการ 
สารละลาย A:  0.2M Monobasic sodium phosphate (NaH2PO4.12H2O, 31.20 กรัม ใน

น ้ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร) 
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สารละลาย B:  0.2M Dibasic sodium phosphate (Na2HPO4.7H2O หรือ 
Na2HPO4.12H2O 53.65 กรัม หรือ 71.70 กรัม ตามล าดบั ในน ้ากลัน่
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร) 

 
A (มิลลิลิตร) B (มิลลิลิตร) pH A (มิลลิลิตร) B (มิลลิลิตร) pH 

93.5 6.5 5.7 45.0 55.0 6.9 
92.0 8.0 5.8 39.0 61.0 7.0 
90.0 10.0 5.9 33.0 67.0 7.1 
87.7 12.3 6.0 28.0 72.0 7.2 
85.0 15.0 6.1 23.0 77.0 7.3 
81.5 18.5 6.2 19.0 81.0 7.4 
77.5 22.5 6.3 16.0 84.0 7.5 
73.5 26.5 6.4 13.0 87.0 7.6 
68.5 31.5 6.5 10.0 90.0 7.7 
62.5 37.5 6.6 8.5 91.5 7.8 
56.5 43.5 6.7 7.0 93.0 7.9 
51.0 49.0 6.8 5.3 94.7 8.0 

ปรับความเขม้ขน้ตามตอ้งการ  
 

7) Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (1%) 
Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride 1.0  กรัม 
น ้ากลัน่ 100.0 มิลลิลิตร 
ละลาย Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride ในน ้ากลัน่ 80 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรสุดทา้ยดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ด ้100 มิลลิลิตรใน Volumetric flask เก็บไวใ้นขวดสีชา 
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ค  สูตรอาหารส าหรับการคัดแยกแบคทเีรียจากอุจจาระของอาสาสมัคร 
1) Bacteroides mineral salts agar (Jost et al., 2012) ส าหรับแบคทีเรีย Bacteroides sp. (pH 

7.0  0.2 ท่ี 25องศาเซลเซียส)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือโดยการชัง่ส่วนประกอบต่าง ๆ ละลายในน ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตร
เป็น 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH และน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาที 

 
2) Basal medium (Hashemi et al., 2013) ส าหรับเช้ือผสมจากอุจจาระของอาสาสมคัร (pH 

7.0  0.2 ท่ี 25องศาเซลเซียส) 

Glucose    5.0 กรัม   
NaNO3    2.0 กรัม   
Yeast extract    2.0 กรัม   
K2HPO4    1.2 กรัม   
KH2PO4    0.14 กรัม   
KCl    0.5 กรัม   
MgSO4    0. 5 กรัม   
CaCl2    0.15 กรัม   
Fe2(SO4)3. H2O    0.01 กรัม   
Gentamycin solution      0.1 กรัม   
Agar    15.0 กรัม   

Glucose    10.0 กรัม   
Peptone    2.0 กรัม   
Yeast extract    2.0 กรัม   
K2HPO4    0.04 กรัม   
KH2PO4    0.04 กรัม   
NaCl    0.1 กรัม   
MgSO4.7H2O    0.01 กรัม   
CaCl2.6 H2O    0.01 กรัม   
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เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือโดยการชั่งส่วนประกอบต่าง ๆ ละลายในน ้ ากลั่นแล้วปรับ

ปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH และน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ ท่ีอุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาที 

 

3) Clostridial agar (Goudarizi et al., 2014) ส าหรับแบคทีเรีย Clostridium sp. (pH 7.0  
0.2 ท่ี 25องศาเซลเซียส) 

Glucose    5.0 กรัม   
Pancreatic digest of casein     17.0 กรัม   
Pancreatic digest of soybean meal 3.0 กรัม   
NaCl    2.5 กรัม   
Na-thioglycolate    1.8 กรัม   
Sodium formaldehyde 
sulphoxylate 

   1.0 
กรัม 

  

L-cystine    0. 25 กรัม   
NaN3    0.2 กรัม   
Neomycin sulfate    0.15 กรัม   
Agar    15.0 กรัม   
เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือโดยการชัง่ส่วนประกอบ ละลายในน ้ ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 

1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH และน่ึงฆ่าเช้ือด้วยหมอ้น่ึงความดนัไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาที 

 
 

NaHCO3    2.0 กรัม   
Tween 80    2.0 มิลลิลิตร   
Bile salt    0.5 กรัม   
L-cysteine.HCl    0.5 กรัม   
Heamin    0.05 กรัม   
Agar    15.0 กรัม   
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4) De Man, Rogosa Sharpe (MRS) agar (Atlas and Parks, 2004) ส าหรับแบคทีเรีย  

Lactobacillus sp. (pH 6.5  0.2 ท่ี 25องศาเซลเซียส) 

Glucose    20.0 กรัม   
Proteose peptone    10.0 กรัม   
Beef extract    10.0 กรัม   
Yeast extract    5.0 กรัม   
Polysorbate 80    1.0 กรัม   
Ammonium citrate    2.0 กรัม   
Sodium acetate    5.0 กรัม   
MgSO4.7H2O    0.1 กรัม   
MnSO4.5H2O    0.05 กรัม   
Dipotassium phosphate    2.0 กรัม   
Agar    15.0 กรัม   

 

เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือโดยการชั่งส่วนประกอบต่าง ๆ ละลายในน ้ ากลั่นแล้วปรับ
ปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH และน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ ท่ีอุณหภูมิ 
115 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 10 นาที 

5) Mitis salivarius agar (Atlas and Parks, 2004) ส าหรับแบคทีเรีย Streptococcus sp. (pH 
7.0 0.2 ท่ี 25องศาเซลเซียส)  

Sucose    50.0 กรัม   
Pancreatic digest of casein     15.0 กรัม   
Pancreatic digest of animal tissue 5.0 กรัม   
dextrose    1.0 กรัม   
K2HPO4    4.0 กรัม   
Crystal violet    0.0008 กรัม   
Trypan blue    0.075 กรัม   
Agar    15.0 กรัม   
เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือโดยการชั่งส่วนประกอบต่าง ๆ ละลายในน ้ ากลั่นแล้วปรับ

ปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH และน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ ท่ีอุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาที 
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6) Skim milk salt agar 
ปรับส่วนประกอบของอาหารใหเ้หมาะสมกบัจุลินทรียท่ี์คดัแยกและเลือกศึกษาจาก
ส่วนประกอบพื้นฐานดงัน้ี 
ก. Salt solution 

MgSO4.H2O 10.0 กรัม 
KNO3 2.0 กรัม 
Sodium chloride 250.0 กรัม 
Ferric citrate trace  
Neopeptone 5.0 กรัม 
Glycerol 
Agar 

10.0 
20.0 

มิลลิลิตร 
กรัม 

เติมน ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 900 มิลลิลิตร 
pH 7.0 + 0.2   
ละลายส่วนประกอบในน ้ากลัน่โดยใชค้วามร้อนช่วย น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที 

 ข. Reconstituted skim milk (10% solids) 
       ท  าใหป้ลอดเช้ือโดยการน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 118 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

ผสม Reconstituted skim milk (10% solids) กบั Salt solution ดว้ยเทคนิคปลอดเช้ือ 
 

7) Starch agar (amylase test ท่ีเติม 25% NaCl) 
ส่วนประกอบของอาหารเหมาะสมกบัจุลินทรียท่ี์คดัแยก ท่ีไม่เติมน ้าตาล 
Soluble starch 100 กรัม 
เติมน ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 1000 มิลลิลิตร 
pH 7.0 + 0.2   
ละลายส่วนประกอบในน ้ากลัน่โดยใชค้วามร้อนช่วย น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที 
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8) Streptococcus faecalis (SF) agar (Atlas and Parks, 2004) ส าหรับแบคทีเรีย  
Enterococcu faecalis (pH 6.8  0.2 ท่ี 25องศาเซลเซียส) 

 Glucose    4.0 กรัม   
 Pancreatic digest of casein 2.5 กรัม   
 Yeast extract    2.5 กรัม   
 K2HPO4    3.8 กรัม   
 Agar    15.0 กรัม   
เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือโดยการชั่งส่วนประกอบต่าง ๆ ละลายในน ้ ากลั่นแล้วปรับ
ปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH และน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ ท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาที 

  
9) TPY agar (Atlas and Parks, 2004) ส าหรับแบคทีเรีย Bifidobacterium sp. (pH 6.5  0.2 

ท่ี 25องศาเซลเซียส) 

Glucose    5.0 กรัม   
Pancreatic digest of casein   10.0 กรัม   
Soy bean meal    5.0 กรัม   
Yeast extract    2.5 กรัม   
K2HPO4    2.0 กรัม   
MgCl2.6H2O    0.5 กรัม   
ZnSO4.7 H2O    0.25 กรัม   
CaCl2    0.15 กรัม   
FeCl3. 6H2O    1.0 ไมโครกรัม   
TweenTM80    1.0 มิลลิลิตร   
Agar    13.5 กรัม   

 

เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือโดยการชั่งส่วนประกอบต่าง ๆ ละลายในน ้ ากลั่นแล้วปรับ

ปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH และน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ ท่ีอุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาที 
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