
 
ศักยภาพของประเภทของแป้งต้านทานในการกระตุ้น 

การเจริญของแบคทีเรียในล าไส้  
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

นางสาวชาลินี  ทนันชัย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 

 วทิยานิพนธ์นีเ้ป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญาวทิยาศาสตรมหาบัณฑติ 
สาขาวชิาเทคโนโลยอีาหาร 

 มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี  
ปีการศึกษา 2556 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

POTENTIALITY OF TYPES OF RESISTANT STARCH 

FOR STIMULATING GROWTH OF  

INTESTINAL MICROFLORA  

 

 

 

 

 

Chalinee  Tananchai 

 

 

 

 

 

 

 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements for the 

Degree of Master of Science in Food Technology 

Suranaree University of Technology 

Academic Year 2013 

 

 

 

 

 

 

 

 



ศักยภาพของประเภทของแป้งต้านทานในการกระตุ้นการเจริญของแบคทีเรียในล าไส้ 
 

              มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี อนุมติัใหน้บัวิทยานิพนธฉ์บบัน้ีเป็นส่วนหน่ึงของการศึกษา
ตามหลกัสูตรปริญญามหาบณัฑิต  
 
                                                                        .คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ ์ 

 
                                                                                   
                                                                        .(รศ. ดร.จิรวฒัน ์ ยงสวสัดิกุล)  
                                                                         ประธานกรรมการ  
 
 
                                                                        .(ผศ. ดร.สุนนัทา  ทองทา)  
                                                                         กรรมการ (อาจารยท่ี์ปรึกษาวิทยานิพนธ)์ 
 
  
                                                                        .(ผศ. ดร.สุรีลกัษณ์  รอดทอง)  
                                                                         กรรมการ  
 
 
                                                                        .(ผศ. ดร.ปิยะวรรณ  กาสลกั)  
                                                                         กรรมการ  
 
 
 

 
 
(ศ. ดร.ชูกิจ  ลิมปิจ  านงค)์                                .(ผศ. ดร.สุเวทย ์ นิงสานนท)์  
รองอธิการบดีฝ่ายวิชาการและนวตักรรม        คณบดีส านกัวิชาเทคโนโลยกีารเกษตร 

 

 

 

 

 

 

 

 



ก 
 

*****.ชาลินี  ทนนัชยั : ศกัยภาพของประเภทของแป้งตา้นทานในการกระตุน้การเจริญของ 
           แบคทีเรียในล าไส ้(POTENTIALITY OF TYPES OF RESISTANT STARCH FOR 
           STIMULATING  GROWTH OF INTESTINAL MICROFLORA) อาจารยท่ี์ปรึกษา : 
           ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร. สุนนัทา  ทองทา, 90 หนา้.  
 

           ประเภทของแป้งตา้นทาน (RS).อาจจะมีผลต่อการกระตุน้การเจริญของแบคทีเรียโพรไบโอติกส์ 
และการเพ่ิมปริมาณกรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้นซ่ึงสันนิษฐานว่ามีประโยชน์ต่อสุขภาพของ
ผูบ้ริโภค แป้ง RS แบ่งออกไดเ้ป็น 4 ประเภท คือ สตาร์ชท่ีเอนไซมไ์ม่สามารถเขา้ไปได  ้(RS1), 
เมด็สตาร์ชตา้นทานการยอ่ย (RS2), สตาร์ชท่ีเกิดจากการรีโทรเกรเดชนั (RS3).และ.สตาร์ชดดัแปร
ทางเคมี.(RS4).ซ่ึงจัดเป็นพรีไบโอติกส์ท่ีสามารถใชเ้สริมในอาหารส าหรับผูบ้ริโภค การศึกษา
ศกัยภาพของแป้ง .RS2,.RS3.และ.RS4.เปรียบเทียบกับพรีไบโอติกส์ทางการค้าคือ ฟรุคโต -  
โอลิโกแซ็กคาไรด ์(FOS).ในการกระตุน้การเจริญของแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีพบเป็นปกติในล าไส้
ของคนและสัตว์เลือดอุ่นจากแหล่งเก็บเช้ือพันธุ์จุลินทรีย์จ  านวน 4.สายพันธุ์ (Lactobacillus 
acidophilus TISTR 450, Lactobacillus brevis subsp. brevis TISTR 860, Lactobacillus plantarum 
TISTR 543 และ Lactobacillus fermentum TISTR 876) และแบคทีเรียประจ าถ่ินท่ีมีประโยชน์คดัได้
แยกจากอุจจาระของอาสาสมคัรท่ีมีสุขภาพดีในสกุล Lactobacillus และ Streptococcus.จ านวน 2 
และ 1.สายพนัธุ์ ตามล าดับ.โดยใช้อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งต้านทานชนิดใดชนิดหน่ึงหรือ.FOS 
ปริมาณร้อยละ .1.เป็นแหล่งคาร์บอน.พบว่าแบคทีเรียจากแหล่งเก็บเช้ือพนัธุ ์ทั้ ง 4.สายพนัธุ์ มี
แนวโน้มความสามารถในการใช้แป้ง RS.ได้ค่อนข้างต ่ ากว่าเม่ือเทียบกับน ้ าตาลกลูโคส.ส่วน
แบคทีเรียจากอาสาสมคัรซ่ึงจ าลองการย่อยสับสเตรททุกประเภทผ่านระบบทางเดินอาหาร.ทั้ง.3. 
สายพนัธุ.์ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมสบัสเตรทแต่ละประเภทมีการเจริญใกลเ้คียงกนัและมีค่าการเจริญ
สูงท่ีสุดถึง 1010 โคโลนีต่อมิลลิลิตร.ท่ีเวลา 20.ชั่วโมง.และพบว่าแป้ง RS3.เป็นสับสเตรทท่ีดีท่ีสุด
ส าหรับการสร้างกรดไขมนัสายสั้น.โดยพบกรดบิวทิริกปริมาณสูงท่ีสุดเท่ากบั 11,575.พีพีเอ็ม.ซ่ึง
เป็นปริมาณท่ีมากกว่ากรดโพรพิโอนิก.และกรดอะซิติก.นอกจากน้ีเม่ือทดลองโดยใชเ้ช้ือผสมจาก
อุจจาระของอาสาสมคัรพบว่าแป้ง RS3.เป็นสับสเตรทท่ีดีท่ีสุดส าหรับการสร้างกรดไขมนัสายสั้น
โดยพบกรดอะซิติกปริมาณสูงท่ีสุดเท่ากบั 8,560 พีพีเอม็ ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีมากกว่ากรดบิวทิริก และ
กรดโพรพิโอนิก.ตามล าดบั.จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่าแป้ง.RS3 แสดงความเป็นพรีไบโอติกส์
ท่ีส่งเสริมประโยชน์ต่อสุขภาพของมนุษย ์
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RESISTANT STARCH/INTESTINAL MICROFLORA/DIGESTIVE MODEL 

SYSTEM 

 

******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 four types: physically inaccessible starch (RS1), resistant 

granular starch (RS2), retrograded starch (RS3), and chemically modified starch (RS4), 

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, were studied by 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 
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treated through the digestive model system. The growth of all isolates was similar and 

reached the maximum of 10
10

 CFU/mL at 20 hour cultivation. RS3 was best served as 

the substrate for producing SCFA. The highest content of SCFA was butyric acid, 

11,575 ppm, which was higher than propionic and acetic acids. Furthermore, the 

investigation of mixed culture from fecal samples suggested that RS3 was also best 

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

acetic acid, 8,560 ppm, which was higher than butyric and propionic acids. Results 

revealed the promising beneficial effects of RS3 as a prebiotic. 
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กล่าวช่ือมา ณ ท่ีน้ี ท่ีใหค้วามรู้ในดา้นวิชาการตลอดระยะเวลาท่ีศึกษาในร้ัวมหาวิทยาลยัแห่งน้ี  
*******ขอขอบพระคุณเจา้หน้าท่ีอาคารศูนยเ์คร่ืองมือ.2.และ.3.ทุกท่าน.ท่ีคอยช่วยอ านวยความ
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ก าลงัใจและส่งเสริมดา้นการศึกษาเป็นอยา่งดี จนท าใหว้ิทยานิพนธฉ์บบัน้ีส าเร็จไดด้ว้ยดี 
 

 

                                                                                                                                      ชาลินี  ทนนัชยั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

สารบัญ 

 
                                                                                                                                                   

หน้า 
 

บทคดัยอ่ (ภาษาไทย)..............................................................................................................ก 

บทคดัยอ่ (ภาษาองักฤษ).......................................................................................................ข 

กิตติกรรมประกาศ................................................................................................................ง 
สารบญั............................................................................................................... ................จ 

สารบญัตาราง......................................................................................................................ซ 

สารบญัภาพ......................................................................................................... ...............ญ 

บทที่  
1     บทน า....................................................................................................... ....................1 

1.1    ความส าคญัและท่ีมาของปัญหาการวิจยั.......................................................................1 
      1.2    วตัถุประสงคข์องการวิจยั.........................................................................................3 
      1.3    สมมติฐานของการวิจยั...............................................................................................4 
      1.4    ขอบเขตของการวิจยั................................................................................................4 
      1.5    ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะไดรั้บ.......................................................................................4 
2    ปริทัศน์วรรณกรรมและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง........................................................................5 
      2.1    แป้งตา้นทาน (Resistant starch, RS)..........................................................................5 
                2.1.1  ประเภทของแป้ง RS…………………………………………………………6 
      2.2    ระบบทางเดินอาหารของคน.....................................................................................11 
               2.2.1  กระเพาะอาหาร…………………………………………………………….11 
               2.2.2  ล าไสเ้ลก็…………………………………………………………………..12 
               2.2.3  ล าไสใ้หญ่……………………………………………………………….………....13 
      2.3   .จุลินทรียท่ี์พบในระบบทางเดินอาหารของคน..............................................................18 
               2.3.1 โพรไบโอติกส์ (Probiotics)…………………………………………………..18 
      2.4   .พรีไบโอติกส์ (Prebiotics).........................................................................................22 
              2.4.1  ประเภทของพรีไบโอติกส์………………………………………………….....23 
              2.4.2  ประโยชน์ของพรีไบโอติกส์ (Health benefits of prebiotics)…………………..……23 

 

 

 

 

 

 

 

 



ฉ 
 

สารบัญ (ต่อ) 

 
                                                                                                    หน้า 

 

3    วธิีด าเนินการวจิยั........................................................................................................................28 
      3.1     วตัถุดิบ และการเตรียมวตัถุดิบ………..............................................................................28  
      3.2     วิธีการวิจยั.........................................................................................................................28  
                3.2.1   การทดสอบศกัยภาพของแป้ง RS ต่อการเจริญ 
                           ของเช้ือบริสุทธ์ิ……................................................................................................28 
                           3.2.1.1  การเตรียมเช้ือเพ่ือทดสอบ………………………………………………..28 
                           3.2.1.2  การพฒันาสูตรอาหารเล้ียงเช้ือ…………………………………………….29 
                           3.2.1.3  การทดสอบแบคทีเรียบริสุทธ์ิจากแหล่งเก็บ 
                                        เช้ือพนัธุจุ์ลินทรีย…์……………………………………………………......29 
                3.2.2   การทดสอบศกัยภาพของแป้งตา้นทานต่อการเจริญของเช้ือบริสุทธ์ิท่ีคดัแยก  
                          .จากอุจจาระของอาสาสมคัร......................................................................................30 
                          .3.2.2.1  การเตรียมเช้ือจากอุจจาระของอาสาสมคัร…………………………….......30 
                           3.2.2.2  การทดลองคดัเลือกหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสม 
                                        ต่อการเจริญของเช้ือบริสุทธ์ิ……………………………………………...31 
                           3.2.2.3  การหาระดบัความเขม้ขน้ของแป้งท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ 
                                         ของเช้ือบริสุทธ์ิท่ีคดัเลือกได…้………………………………………….31 
                           3.2.2.4  การทดสอบการใชแ้ป้งตา้นทานแบบไม่ผา่นการยอ่ย 
                                        ในระบบทางเดินอาหารแบบจ าลอง……………………………………....32 

                        3.2.2.5  การทดสอบในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการยอ่ย 
                                        ในระบบทางเดินอาหารแบบจ าลอง……………………………………....33 
                3.2.3   การทดสอบศกัยภาพของแป้งตา้นทานต่อการเจริญของเช้ือผสมจากอุจจาระ 
                           ของอาสาสมคัร.......................................................................................................34 
       3.3    การวิเคราะห์ผลการทดลอง.................................................................................................35 
               3.3.1   การเจริญของแบคทีเรีย (Bacterial growth)………………………………………..35 
               3.3.2   การเปล่ียนแปลงความเป็นกรด-ด่าง (pH)…………………………………………36 
               3.3.3   ความเป็นกรดทั้งหมด (Total acidity) …………………………………………….36 

 

 

 

 

 

 

 

 



ช 
 

สารบัญ (ต่อ) 

 
                                                                                                    หน้า 

 

               3.3.4  ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด (Total sugars)……………………………………………..36 
              .3.3.5  วิเคราะห์ความสามารถในการผลิตกรดแลก็ติก 
                         และกรดไขมนัสายสั้น……………………………………………………………..37 
       3.4    การวิเคราะห์ผลทางสถิติ……............................................................................................37  
4     ผลและวจิารณ์ผลการวจิยั...........................................................................................................38 
       4.1   การทดสอบศกัยภาพของแป้งตา้นทานต่อการเจริญ 
                ของเช้ือบริสุทธ์ิ..................................................................................................................38 
       4.2   การทดสอบศกัยภาพของแป้งตา้นทานต่อการเจริญของเช้ือบริสุทธ์ิท่ีคดัแยกจาก  
               อุจจาระของอาสาสมคัร......................................................................................................40 
               4.2.1  การทดลองคดัเลือกสูตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือบริสุทธ์ิ…………..43 
               4.2.2  การหาความเขม้ขน้ของแป้งท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือบริสุทธ์ิ………….......46 
               4.2.3  การทดสอบศกัยภาพของแป้ง RS ในการกระตุน้การเจริญของเช้ือบริสุทธ์ิ 
                         ท่ีคดัแยกจากอุจจาระของอาสาสมคัร………………………………………………51 
               4.2.4  การทดสอบในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผา่นการยอ่ยในระบบทางอาหารแบบจ าลอง……….59 
       4.3   การทดสอบศกัยภาพของแป้งตา้นทานต่อการเจริญของเช้ือผสมจากอุจจาระ 
                ของอาสาสมคัร...................................................................................................................66 
5    สรุปผลการวจิยั............................................................................................................................69 
เอกสารอา้งอิง………………………………………………………………………….....................71               
ภาคผนวก………………………………………………………………………….………………..85                                                           
ประวติัผูขี้ยน……………………………………………………………………………..................90                                                                                           

 

 

 

 

 

 

 

 



 ซ 
 

 

สารบัญตาราง  

 

ตารางที่                                                                                                                                          หน้า 

1        การยอ่ยเชิงกลในระบบทางเดินอาหาร………………………………………….…………..16 
2        การศึกษาระบบการยอ่ยอาหารแบบจ าลองในระดบั  in vitro ……………………………....17 

3        จ านวนจุลินทรียส์ายพนัธุห์ลกัในต าแหน่งท่ีต่างกนั 
          ในระบบทางเดินอาหารของมนุษย…์.....................................................................................19 
4        ส่วนประกอบสูตรอาหารเล้ียงเช้ือส าหรับแบคทีเรียท่ีใชใ้นการทดสอบ 
          ศกัยภาพของแป้งตา้นทาน…………………………………………………………………..30 
5        ส่วนประกอบในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือส าหรับเช้ือผสมจากตวัอยา่งอุจจาระ 
          ของอาสาสมคัร……………………………………………………………………………....35 
6        การเจริญ ค่า pH และค่าความเป็นกรดทั้งหมดของอาหารเล้ียงเช้ือเม่ือเล้ียงแบคทีเรีย 
          Lactobacillus  ทั้ง 4 สายพนัธุ ์ท่ีอุณหภูม ิ37°C  นาน 24 ชัว่โมง…........................................39 
7        ลกัษณะทางสณัฐานและสรีรวิทยาของแบคทีเรียท่ีคดัแยกจากอุจจาระของอาสาสมคัร 
          เปรียบเทียบกบัแบคทีเรียอา้งอิง……………………………………………………………..42 
8        การเจริญ ค่า pH ปริมาณน ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมด 
          ของอาหารเล้ียงเช้ือ  เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. RCF10…………………………………….43 
9       การเจริญ ค่า pH ปริมาณน ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมด 
         ของอาหารเล้ียงเช้ือ เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. MRF4 ………………………………….......44 
10     การเจริญ ค่า pH ปริมาณน ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมด 
         ของอาหารเล้ียงเช้ือ เม่ือเล้ียง Streptococcus sp. SFF5………………………………..….…..45 
11     การเจริญ ค่า pH ปริมาณน ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมด 
         ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง 0.5-2.0%  เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. RCF10…….…...……...47 
12     การเจริญ ค่า pH ปริมาณน ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมด 
         ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งปริมาณ 0.5-2.0%  เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. MRF4…….…...48 
13     การเจริญ ค่า pH ปริมาณน ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมด 
         ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งปริมาณ 0.5-2.0%  เม่ือเล้ียง Streptococcus sp. SFF5…...…..…49 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ฌ 
 

สารบัญตาราง (ต่อ) 

 

ตารางที่                                                                                                                                          หน้า 

14       การเจริญ ค่า pH ปริมาณน ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมด 
           ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมสบัสเตรท 1% เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. RCF10………....……..51 
15       การเจริญ ค่า pH ปริมาณน ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมด 
           ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมสบัสเตรท 1% เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. MRF4……….…..........52 
16       การเจริญ ค่า pH ปริมาณน ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมด 
           ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมสบัสเตรท 1% เม่ือเล้ียง Streptococcus sp. SFF5…………………53 
17       การเจริญ ค่า pH ปริมาณน ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมด 
           ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีจ  าลองการยอ่ยสบัสเตรทผา่นระบบทางเดินอาหาร 
           เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. RCF10………………………………………………………….60 
18       การเจริญ ค่า pH ปริมาณน ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมด 
           ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีจ  าลองการยอ่ยสบัสเตรทผา่นระบบทางเดินอาหาร 
           เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. MRF4…………………………………………………………..61 
19       การเจริญ ค่า pH ปริมาณน ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมด 
           ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีจ  าลองการยอ่ยสบัสเตรทผา่นระบบทางเดินอาหาร 
           เม่ือเล้ียง Streptococcus sp. SFF5…………………………………………………………...61 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ญ 
 

 

สารบัญภาพ  

 

ภาพที่                                                                                                                                             หน้า 

1       ภาพแสดงการบีบแบ่งเป็นส่วนของล าไสเ้ลก็………………………………………….……..13 
2       ลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรียจากอุจจาระของอาสาสมคัร 
         บนอาหารเล้ียงเช้ือ MRS Agar (A), RCA Agar (B), SF Agar (C)  
         และ ST Agar (D) ท่ีอุณหภูมิ 37°C ในสภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 48 ชัว่โมง……………....41 
3       กรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้นหลงัการเจริญของแบคทีเรีย Lactobacillus sp. MRF4 
         ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีเติมแป้งปริมาณ 0.5-2.0%.................................................................50 
4       กรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้นในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมสบัสเตรท 1% 
         เม่ือเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. RCF10 ท่ีอุณหภูมิ 37°C นาน 20 ชัว่โมง………………55 
5       กรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้นในอาหารท่ีเติมสบัสเตรท 1%               
         เม่ือเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. MRF4 ท่ีอุณหภูมิ 37°C นาน 20 ชัว่โมง…..…………...56 
6       กรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้นในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมสบัสเตรท 1%  
         เม่ือเล้ียงแบคทีเรีย Streptococcus sp. SFF5 ท่ีอุณหภูมิ 37°C  นาน 20 ชัว่โมง………….........57 
7       กรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้นในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีจ  าลองการยอ่ยสบัสเตรท 
         ผา่นระบบทางเดินอาหารแบบจ าลอง เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp.RCF10  
         ท่ีอุณหภูมิ 37°C  เป็นเวลา 20 ชัว่โมง……………………………………......……..………...62 

8       กรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้นในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีจ  าลองการยอ่ยสบัสเตรท 
         ผา่นระบบทางเดินอาหารแบบจ าลองเม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. MRF4   
         ท่ีอุณหภูมิ 37°C  เป็นเวลา 20 ชัว่โมง………...........................................................................64 
9       กรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้นในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีจ  าลองการยอ่ยสบัสเตรท 
         ผา่นระบบทางเดินอาหารแบบจ าลองเม่ือเล้ียง Streptococcus sp. SFF5   
         ท่ีอุณหภูมิ 37°C  เป็นเวลา 20 ชัว่โมง……………………........……………………………...65 
10     กรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้นในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมสบัสเตรท 1 % 
         หลงัการเจริญของเช้ือผสมจากอุจจาระของอาสาสมคัร 
         ท่ีอุณหภูมิ 37°C  เป็นเวลา 20 ชัว่โมง………..………………………………………………..67 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
บทที ่1 
บทน า 

 

1.1 ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา  
            ในช่วงหลายปีท่ีผา่นมา มีการใชอ้าหารเพื่อการกระตุน้การเจริญของจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์
ในล าไสใ้หญ่ของมนุษยท่ี์จดัเป็นสารเสริมชีวนะ (probiotics) กนัอยา่งแพร่หลาย จุลินทรียด์งักล่าว
ไดแ้ก่ แบคทีเรียกรดแลก็ติก (lactic acid bacteria) โดยเฉพาะอยา่งยิง่ Lactobacilli และ 
Bifidobacteria  เน่ืองจากจุลินทรียเ์หล่าน้ีเป็นจุลินทรียป์ระจ าถ่ินของล าไสใ้หญ่ของมนุษย ์ มกีารใช้
อาหารท่ีมนุษยเ์ราบริโภคผา่นระบบทางเดินอาหาร ไปเป็นสารอาหาร (substrate) ในกระบวนการ
หมกั แลว้ผลิตกรดแลก็ติกเป็นผลผลิตหลกั และยงัไดก้รดไขมนัสายสั้น (short-chain fatty acids, 
SCFA) ซ่ึงลว้นส่งผลใหม้นุษยเ์รามีสุขภาพร่างกายท่ีดีข้ึน (Gibson and Roberfroid, 1995) จาก
ผลลพัธท่ี์ตามมา จึงมีผูส้นใจศึกษาการเพ่ิมปริมาณแบคทีเรียและการท างานของแบคทีเรียเหล่าน้ีใน
ล าไสใ้หญ่เป็นอยา่งมาก โดยสารอาหารท่ีแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ในล าไสใ้หญ่ของมนุษยจ์ะสามารถ
ใชเ้ป็นสบัสเตรท ในการหมกัไดน้ั้นตอ้งรอดผา่นจากการยอ่ยของเอนไซมใ์นระบบทางเดินอาหาร
ส่วนบนของมนุษยไ์ด ้ ซ่ึงส่วนประกอบของอาหารดงักล่าวเป็นท่ีรู้จกัโดยทัว่ไปว่า “พรีไบโอติกส์” 
(prebiotics)  เป็นส่วนประกอบของอาหารท่ีทนต่อการยอ่ยและดูดซึมในกระเพาะอาหารและล าไส้
เลก็ มีการเลือกใชเ้ป็นสารอาหารส าหรับช่วยกระตุน้การเจริญ และการท างานอยา่งจ าเพาะของ
จุลินทรียโ์ปรไบโอติกส์ โดยสารท่ีจดัว่าเป็นพรีไบโอติกส์ ไดแ้ก่ non-starch polysaccharides (NSP), 
inulin, oligosaccharides และ resistant starch (Gibson and Roberfroid, 1995; Gibson, 2004)  
            แป้งตา้นทาน (Resistant starch, RS) เป็นแป้งและผลิตภณัฑข์องแป้งท่ีไม่ถูกดูดซึมและทน
ต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมใ์นกระเพาะอาหารและล าไสเ้ลก็ของมนุษยป์กติ และจะผา่นเขา้ไปถึงส่วน
ของล าไสใ้หญ่และถูกใชเ้ป็นสบัสเตรท ในการหมกัโดยจุลินทรียป์ระจ าถ่ินท่ีมีประโยชน์ในล าไส้
ใหญ่ จึงจดัไดว้่าเป็นพรีไบโอติกส์ (Asp, 1992; Englyst et al., 1992) ซ่ึงแป้งตา้นทานมีผลช่วยเพ่ิม
การผลิตกรดไขมนัสายสั้นหลงัจากการหมกั โดยหลกั ๆ ประกอบดว้ย กรดอะซิติก (acetic acid) 
กรดบิวทิริก (butyric acid) และกรดโพรพโิอนิก (propionic acid) ซ่ึงกรดไขมนัสายสั้นเหล่าน้ีเป็น
พลงังานส าหรับกระบวนการหายใจของเซลลเ์ยือ่บุในล าไสใ้หญ่ ช่วยลดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
ช่วยเพ่ิมการไหลเวียนของโลหิตท่ีล  าไสใ้หญ่ และป้องกนัการเพ่ิมจ านวนของเซลลท่ี์ผดิปกติในล าไส้
ใหญ่ (Topping and Clifton, 2001) จากการศกึษาในสตัวท์ดลอง มีรายงานว่าการใหอ้าหารสตัวท่ี์
ผสมแป้ง RS พบว่า ปริมาณกรดไขมนัสายสั้นในกระพุง้ล  าไสใ้หญ่และในอุจจาระเพ่ิมมากข้ึน   
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(Ferguson et al., 2000; Henningson et al., 2003) และเช่นเดียวกนัรายงานของ Beards, Tuohy และ 
Gibson, 2010 เมื่อทดลองแบบ in vitro fermentation โดยใชเ้ช้ือผสมจากอุจจาระของอาสาสมคัร 
จ  านวน 3 ราย ไดร้ายงานว่าแป้ง RS, FOS และ inulin เป็นประเภทของสับสเตรทท่ีสามารถกระตุน้
การเจริญของแบคทีเรียกลุ่มท่ีมีประโยชน์ และสร้างกรดไขมนัสายสั้นไดดี้ สอดคลอ้งกบัการทดลอง
ใช ้FOS และแป้ง RS ผสมในอาหารส าหรับหนูทดลอง และวดัค่า pH ภายในล าไส้ของหนูทดลอง
พบว่าหนูทดลองท่ีไดรั้บอาหารผสม FOS มีค่าความเป็นกรดในล าไส้มากกว่า หนูทดลองท่ีไดรั้บ
อาหารผสมแป้ง RS และเมื่อวดัค่าอตัราการเจริญระหว่างแบคทีเรียท่ีมีประโยชนก์บัแบคทีเรียก่อโรค 
พบว่า ในล าไสข้องหนูทดลองท่ีไดรั้บอาหารท่ีมีส่วนผสมของพรีไบโอติกส์ทั้งสองประเภทน้ี มีค่า
อตัราการเจริญของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์กลุ่ม lactobacilli และ bifidobacteria มากกว่าแบคทีเรียก่อ
โรค ทั้ง FOS และ RS ซ่ึงมีค่าการเจริญแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ไม่ต่างกันทางสถิติ (Rodriguez-
Cabezas ME et al., 2010)  จากการทดลองใชแ้ป้ง RS เป็นสบัสเตรทใหก้บัสายพนัธุ์ของเช้ือบริสุทธ์ิ 
Bifidobacterium ท่ีมีการคัดเลือกแลว้ว่าสามารถใช้แป้งเป็นซับสเตรทในการเจริญได้ พบว่าใน
ตวัอยา่งแป้ง RS มีค่าการเจริญของแบคทีเรียและค่าการผลิตกรดแล็กติกในปริมาณระหว่าง 12.7%-
33.9% และกรดอะซิติกในปริมาณระหว่าง 66.0%-87.3% ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีมากกว่าในแป้งดิบ 
(native starch) ส่วนในเช้ือผสมจากล าไสข้องหนูทดลองท่ีใหไ้ดรั้บอาหารตามปกติ และน าไส้หนูมา
หมกักบัแป้ง RS และ native starch พบว่าในตวัอย่างแป้งท่ีมี RS ให้ปริมาณกรดไขมนัสายสั้นชนิด
กรดอะซิติกมากกว่ากรดโพรพิโอนิก และกรดบิวทิริก โดยมีค่าเท่ากบั 45.9%, 6.9%, และ 4.8% 
ตามล าดบั (Wronkowska et al., 2006) และการทดลองในมนุษยส่์วนใหญ่ก็พบว่าแป้ง RS สามารถ
เพ่ิมการขบัถ่ายอุจจาระ และเพ่ิมปริมาณความเขม้ขน้ของกรดไขมนัสายสั้นในอุจจาระไดดี้ (Phillips 
et al.,1995; Silvester et al.,1995; Cumming et al.,1996; Birkerr et al., 2000; Muir et al., 2004) และ
ยงัมีรายงานถึงบทบาทในการลดปริมาณคอเลสเตอรอลในเลือดซ่ึงส่งผลต่อการลดความเส่ียงต่อการ
เกิดโรคไขมนัอุดตนัในเส้นเลือด และโรคหัวใจได ้(De Deckere et al., 1993 ; Younes et al., 1995; 
Mathe ׳ et al., 1993; Kim et al., 2003) อีกทั้งยงัมีรายงานผลต่อการลดระดบัน ้ าตาลในเลือดซ่ึง
เหมาะสมต่อการบริโภคของผูป่้วยโรคเบาหวาน และผูท่ี้ก  าลงัควบคุมน ้ าหนกั (Nugent, 2005)  
           นอกจากน้ียงัพบว่าแป้ง RS ท าหน้าท่ีเป็นทั้ง prebiotics และ synbiotics โดยมีรายงานการใช้
ร่วมกนักบั bifidobacteria ในผลิตภณัฑ์โยเกิร์ต (Crittenden et al., 2001) และจากการศึกษาของ 
Brown et al. (1998) และ Rodriguez-Cabezas ME et al. (2010)  เมื่อใชแ้ป้ง RS ร่วมกบั FOS ในหนู
ทดลองพบว่าช่วยเพ่ิมปริมาณของแบคทีเรียโพรไบโอติกส์ในอุจจาระไดดี้กว่าให้อย่างใดอย่างหน่ึง
แยกกัน แต่อย่างไรก็ตามยงัขาดข้อมูลเก่ียวกบัประสิทธิภาพของแป้ง RS แต่ละประเภทในการ
กระตุ้นการเจริญของโพรไบโอติกส์สายพนัธุ์บริสุทธ์ิเม่ือใช้เด่ียว ดงันั้นการศึกษาในหัวข้อของ
วิทยานิพนธ์น้ีตอ้งการทดสอบศกัยภาพของแป้ง RS 3 ประเภท คือ แป้ง RS2 (resistant granular 
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starch), RS3 (retrograded starch) และ RS4 (chemically modified starch) ในการกระตุน้การเจริญ
ของแบคทีเรียท่ีเป็นประโยชน์สายพนัธุ์บริสุทธ์ิในสกุล Lactobacillus,  Bifidobacterium, และ
Enterococcus  ซ่ึงเป็นจุลินทรียป์ระจ าถ่ินในล าไส้ใหญ่ของมนุษย ์และมีรายงานว่า Enterococcus
บางสายพนัธุเ์ช่น Enterococcus faecium No.78 สามารถใชส้ตาร์ชได ้หลายประเภทไดแ้ก่ สตาร์ชท่ี
ละลายได  ้สตาร์ชขา้วโพด สตาร์ชขา้วสาลี สตาร์ชมนัฝร่ัง และสตาร์ชสาคูเป็นสับสเตรทในการ
เจริญแลว้มีการผลิตกรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้นได ้(Shibata et al., 2007) ดงันั้นสายพนัธุ์
เฉพาะของ Lactobacillus, Bifidobacterium, และ Enterococcus ท่ีเป็นจุลินทรียป์ระจ าถ่ินในล าไส้
มนุษยแ์ละมีศกัยภาพเป็นโพรไบโอติกส์ จึงเป็นจุลินทรียก์ลุ่มเป้าหมายท่ีมีความเป็นไปไดสู้งท่ีจะ
สามารถใชแ้ป้ง RS ในการเจริญได ้ปัจจุบนัมีการใชแ้ป้ง RS เป็นส่วนประกอบในผลิตภณัฑ์อาหาร
อยา่งแพร่หลายโดยเฉพาะผลิตภณัฑเ์บเกอร่ีและผลิตภณัฑธ์ญัชาติส าเร็จรูป โดยผูบ้ริโภคสามารถหา
ซ้ือผลิตภณัฑเ์หล่าน้ีไดท้ัว่ไป นอกจากน้ีแหล่งของแป้ง RS ท่ีส าคญัพบในพืชหลากหลายประเภทใน
ธรรมชาติ อาทิเช่น ข้าวโพด มนัฝร่ัง และโดยเฉพาะข้าวและมนัส าปะหลงัท่ีมีการปลูกเป็นพืช
เศรษฐกิจในประเทศไทย ซ่ึงสามารถสกดัเอาแป้งออกมาไดง่้าย มีความบริสุทธ์ิสูงและสามารถน ามา
ผ่านกระบวนการผลิตไดเ้ป็นแป้ง RS3 และดดัแปรทางเคมีได้เป็นแป้ง RS4 โดยใชต้น้ทุนต ่า ซ่ึง
นบัว่าเป็นทางเลือกท่ีดีหากสามารถบริโภคแป้ง RS เพื่อไปช่วยกระตุน้การเจริญของแบคทีเรียท่ีเป็น
ประโยชน์ ให้ช่วยเพ่ิมปริมาณของเช้ือเป้าหมายท่ีเป็นจุลินทรียป์ระจ าถ่ินอยู่แลว้ในล าไส้ใหญ่ 
ทดแทนการบริโภคโพรไบโอติกส์ โดยตรงได ้เน่ืองจากโพรไบโอติกส์ท่ีบริโภคเขา้ไปมีเพียงส่วน
น้อยท่ีจะเหลือรอดไปถึงล าไส้ใหญ่ และอาจถูกลา้งหมดไปจากระบบทางเดินอาหารได้ (washed 
out) (Topping et al., 2003) การบริโภคอาหารเสริมโพรไบโอติกส์โดยตรงนั้นจึงจ  าเป็นตอ้งบริโภค
ทุกวนัซ่ึงเป็นการส้ินเปลือง การบริโภคแป้ง RS จะสามารถเพ่ิมผลผลิตสุดทา้ยท่ีเราตอ้งการท่ีเกิดข้ึน
หลงัจากกระบวนการหมกัสับสเตรทของจุลินทรียไ์ดโ้ดยทางออ้มซ่ึงส่งผลท่ีเป็นประโยชน์ช่วย
ส่งเสริมสุขภาพไดเ้ป็นอยา่งดี 
 

 

1.2 วตัถุประสงค์ของการวจิยั 

           1.2.1  เพื่อศึกษาศกัยภาพของแป้ง RS 3 ประเภท คือ แป้ง RS2, RS3 และ RS4 ในการกระตุน้
การเจริญของแบคทีเรียสายพนัธุท่ี์เป็นจุลินทรียป์ระจ าถ่ินในล าไสใ้หญ่ของมนุษย ์ 
           1.2.2  เพื่อคดัเลือกหาสายพนัธุข์องแบคทีเรียสายพนัธุท่ี์เป็นจุลินทรียป์ระจ าถ่ินในล าไส้ใหญ่
ของมนุษย ์ท่ีสามารถใชแ้ป้ง RS ทั้ง 3 ประเภท ในการเจริญแลว้ผลิตกรดแลก็ติก และกรดไขมนัสาย
สั้นไดดี้  
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1.3 สมมตฐิานของการวจิยั 

             แป้ง RS2, RS3 และ RS4 มีศกัยภาพในการกระตุน้การเจริญของแบคทีเรียสายพนัธุ์ท่ีเป็น
จุลินทรียป์ระจ าถ่ินในล าไส้ใหญ่ของมนุษย ์ในการทดลองแบบ in vitro ไดดี้ไม่ต่างกนัในแต่ละ
ประเภท  
 

1.4 ขอบเขตของการวิจยั 

             ปัญหาในคร้ังน้ีเนน้การศึกษาศกัยภาพของแป้ง RS2, RS3 และ RS4 ต่อการกระตุน้การเจริญ
และการท างานของแบคทีเรียสายพนัธุ์ท่ีอาศยัในล าไส้ใหญ่ของมนุษย ์โดยท าการทดลองในระดบั
ปฏิบติัการ ศึกษาการเจริญของแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีเป็นแบคทีเรียประจ าถ่ินในล าไส้ของมนุษย ์
(สายพนัธุท่ี์สร้างกรดและไม่ก่อโรค) เปรียบเทียบกบัแบคทีเรียผสมท่ีไดจ้ากอุจจาระของอาสาสมคัร
ท่ีมีสุขภาพดี มีอายุอยู่ในช่วง 20 ถึง 40 ปี และไม่มีประวติัการใชย้าปฏิชีวนะในช่วงอย่างน้อย 3 
เดือนก่อนเก็บตวัอยา่งอุจจาระ ส่วนตวัอยา่งแป้งท่ีใชจ้ะมีทั้งในรูปของแป้งดิบ และแป้งท่ีจ  าลองการ
ถูกยอ่ยผา่นสภาวะท่ีใกลเ้คียงกับระบบทางเดินอาหารจริงของมนุษย ์และเปรียบเทียบกบัฟรุคโต-  
โอลิโกแซ็กคาไรด ์(FOS) ทางการคา้  
 

1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.5.1 ไดข้อ้มูลศกัยภาพของแป้ง RS2, RS3 และ RS4 ในการกระตุน้การเจริญของ แบคทีเรียสาย
พนัธุท่ี์เป็นจุลินทรียป์ระจ าถ่ินในล าไสใ้หญ่ของมนุษย ์

1.5.2 ไดส้ายพนัธุ์ของแบคทีเรียท่ีเป็นจุลินทรียป์ระจ าถ่ินในล าไส้ใหญ่ของมนุษยท่ี์สามารถใช้
แป้ง RS ในการเจริญแลว้ผลิตกรดแลก็ติก และกรดไขมนัสายสั้นไดดี้ 

1.5.3 เพื่อให้เกิดความเข้าใจบทบาทหรือการท าหน้าท่ีเป็นพรีไบโอติกส์ของแป้ง RS แต่ละ
ประเภท และสามารถน าความรู้และขอ้มูลท่ีไดไ้ปใชป้ระโยชน์ในอุตสาหกรรมอาหาร 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

บทที่ 2  
ปริทัศน์วรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1 แป้งต้านทาน (Resistant starch, RS) 
            แป้ง (starch) สามารถแบ่งออกเป็น  3  ประเภท  ตามอตัราและระยะเวลาในการย่อย ไดแ้ก่         
แป้งสตาร์ชท่ีสามารถถูกยอ่ยไดอ้ยา่งรวดเร็ว (rapidly digestible starch, RDS) แป้งสตาร์ชท่ีสามารถ 
ถูกยอ่ยไดอ้ย่างชา้ ๆ (slowly digestible starch, SDS)  และแป้งตา้นทาน (Englyst, Kingman, and 
Hudson, 1992)  ซ่ึงโครงสร้างหลกัของ RDS เป็นส่วนอสัณฐาน (amorphous) ดงันั้นจึงถูกย่อยดว้ย
เอนไซมไ์ดง่้าย การบริโภคอาหารประเภทแป้งท่ีมีสัดส่วนของ RDS ในปริมาณมากจึงส่งผลให้มี
ระดบัน ้ าตาลกลูโคสและระดบัฮอร์โมนอินซูลินในกระแสเลือดสูง (Englyst, Englyst, Hudson, Cole, 
and Cummings, 1999) ขณะท่ีการบริโภคอาหารท่ีมีสดัส่วนของ SDS สูงจะส่งผลให้มีระดบัน ้ าตาล
กลูโคสและระดบัฮอร์โมนอินซูลินในกระแสเลือดปานกลาง (Zhang, Sofyan, and Harmaker, 2008) 
ซ่ึงจะลดโอกาสเส่ียงท่ีจะเป็นโรคเร้ือรังต่าง ๆ เช่น โรคอว้น โรคเบาหวาน หลอดเลือดหัวใจตีบ   
เป็นตน้ 
           แป้งตา้นทาน (Resistant starch, RS) คือ แป้งและผลิตภณัฑข์องแป้งท่ีไม่ถูกดูดซึมและทนต่อ
การยอ่ยดว้ยเอนไซมใ์นกระเพาะอาหารและล าไส้เล็กของมนุษยป์กติและจะผ่านเขา้ไปถึงส่วนของ
ล าไสใ้หญ่ และถูกเลือกใชเ้ป็นสารอาหาร ในการเจริญโดยจุลินทรียป์ระจ าถ่ินท่ีมีประโยชน์ในล าไส้
ใหญ่ (probiotic microorganisms)  จึงจดัไดว้่าเป็น prebiotics (Englyst, Kingman, and Hudson, 
1992)  ซ่ึง resistant starch มีผลท าใหไ้ดผ้ลผลิตหลงัจากการหมกัเป็นกรดไขมนัสายสั้นๆในปริมาณ
มาก โดยหลกัๆประกอบดว้ย กรดอะซิติก (acetic acid) กรดบิวทิริก (butyric acid) และกรดโพรพิโอนิก 
(propionic acid) ซ่ึงกรดไขมนัสายสั้นเหล่าน้ีจะถูกน าไปใชเ้ป็นพลงังานส าหรับกระบวนการหายใจ
ของเซลลเ์ยือ่บุในล าไสใ้หญ่ ช่วยลดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ช่วยเพ่ิมการไหลเวียนของโลหิตท่ี
ล  าไสใ้หญ่ และย ั้บย ั้งการเพ่ิมจ านวนของเซลลท่ี์ผิดปกติในล าไส้ใหญ่ (Topping and Clifton, 2001; 
Leu, Hu, and Young, 2002; Topping, Fukushima, and Bird, 2003) นอกจากน้ีกรดไขมนัสายสั้นท่ี
เกิดข้ึนยงัช่วยใหเ้กิดสมดุลระหว่างจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ท่ีจดัเป็นสารเสริมชีวนะ (probiotics) และ
จุลินทรียก่์อโรค (pathogenic microorganism) ในล าไสใ้หญ่ โดยจะไปยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย์
ก่อโรค ลดอาการของโรคทอ้งร่วง (diarrhoea)  กระตุน้การเจริญและการท างานของจุลินทรียท่ี์มี
ประโยชน์ ส่งผลให ้host มีสุขภาพร่างกายท่ีดีข้ึน (David and Peter, 2001) 
****** 
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******2.1.1 ประเภทของแป้ง RS 
            แป้ง RS สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 4 ประเภทไดแ้ก่ (Eerlingen et al., 1995; Brouns et al., 
2002; Haralampu, 2000; Sajilata et al., 2006) 
            แป้ง RS1 (physically inaccessible starch) เป็นแป้ง RS ท่ีอยูภ่ายในเมลด็พืชโดยแป้งถูกตึงไว้
ภายในเซลลหุ์ม้เมลด็พืช (fiber material) ท าใหเ้อนไซมไ์ม่สามารถเขา้ไปท าปฏิกิริยาภายในเม็ดแป้ง
ได ้ส่วนใหญ่พบในส่วนของเมลด็ (grains และ seeds) และถัว่ (legume) 
            แป้ง RS2 (resistant granular starch)  เป็นแป้ง RS ท่ีอยู่ในรูปเม็ดแป้งดิบ (native granular 
starch) หรือ (high-amylose maize starch) พบใน แป้งมนัฝร่ังดิบ (raw potato starch) และกลว้ยดิบ 
(green bananas) เน่ืองจากมีส่วนท่ีมีความเป็นผลึกสูง มีลกัษณะทางโครงสร้างของเม็ดแป้งท่ีไม่มีรู
หรือช่องเปิด ท าใหเ้อนไซมไ์ม่สามารถย่อยได้ ปัจจุบนัแป้ง RS type II  มีการส่งขายไปถัว่โลกโดย
บริษทั National Starch and Chemical Co. และน าไปใชใ้นผลิตภณัฑ์อาหารหลากหลาย ไดแ้ก่ 
ผลิตภณัฑธ์ญัพืช ขนมปังและขนมอบกรอบ และผลิตภณัฑน์ม เป็นตน้ 
            แป้ง RS3 เป็นแป้งคืนตวั (retrograded starch) ท่ีไดจ้ากแป้งท่ีผ่านการให้ความร้อนสูงใน
สภาวะน ้ ามากจนเกิดการเจลาติไนซ์ แลว้ท าให้เยน็ตวัลง มีผลให้สายอะไมโลสท่ีหลุดออกเกิดการ
จดัเรียงตวักนัใหม่ (recrystallization) ไดเ้ป็นผลึกแป้งท่ีแข็งและทนทานต่อการย่อยดว้ยเอนไซมพ์บ
ใน moisture-heat foods  เช่น cornflakes 
            แป้ง RS4 (chemically modified starch) เป็นแป้ง RS ท่ีเกิดจากกระบวนการดดัแปรแป้งทาง
เคมี เช่น แป้งดัดแปรครอส-ลิงค์ (cross linking starch) และไฮดรอกซีโพรพิลสตาร์ช 
(hydroxypropyl starch)  การท าเอสเทอริฟิเคชนั (esterification) และอีเทอริพิเคชนั (etherification) 
ซ่ึงจะท าใหเ้กิดหมู่แทนท่ีหรือพนัธะเพ่ิมข้ึนในโครงสร้างของแป้ง ท าให้เอนไซมไ์ม่สามารถเขา้ไป
ยอ่ยได ้
            แป้ง RS สามารถใชเ้ป็นส่วนประกอบในผลิตภณัฑอ์าหารแทนการใชเ้สน้ใยอาหารจากแหล่ง
อ่ืน และใชเ้พ่ิมปริมาณเสน้ใยอาหาร (fiber fortified) โดยปริมาณ RS ท่ีเติมลงในก็ข้ึนอยูก่บัชนิดของ
แป้งท่ีใช้ ชนิดของอาหาร และระดับความต้องการของเส้นใยอาหาร โดยใช้ในผลิตภัณฑ์ท่ีมี
ความช้ืนต ่าถึงปานกลาง โดยเฉพาะผลิตภณัฑ์เบเกอร่ี และผลิตภณัฑ์ธญัชาติส าเร็จรูป เน่ืองจากมี
ความสามารถในการอุม้น ้ าต  ่า (Yue and Waring, 1998) นอกจากน้ียงัอาจน าไปใชใ้นอุตสาหกรรม
อาหารอ่ืน ๆ โดยใชเ้ป็นสารเพ่ิมความขน้ในอาหาร (thickener) ช่วยให้อุณหภูมิการเกิดเจลาติไนซ์
สูงข้ึน และมีความตา้นทานต่อแรงเฉือนมากข้ึน (Schmidl et al., 2000) จากคุณสมบัติดงักล่าว
ประกอบกบัความนิยมของผูบ้ริโภคท่ีมีต่อผลิตภณัฑ์อาหารเพื่อสุขภาพท าใหแ้นวโน้มการใชแ้ป้ง RS 
ในผลิตภณัฑอ์าหารเพ่ิมข้ึน 
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           จากคุณสมบติัของแป้ง RS ท่ีไม่สามารถถูกยอ่ยดว้ยเอนไซมใ์นกระเพาะอาหารและล าไส้เล็ก
ได ้ดงันั้นจึงท าใหมี้คุณสมบติัเทียบเท่ากบัเสน้ใยอาหาร (dietary fiber) (Yue and Waring, 1998) การ
บริโภคแป้ง RS มีผลช่วยใหร้ะบบขบัถ่ายท างานดีข้ึน โดยไปเพ่ิมมวลอุจจาระ และเพ่ิมความถ่ีในการ
ขบัถ่าย ลดอาการของโรคทอ้งผูก ทั้งยงัมีบทบาทในการลดปริมาณคลอเรสเตอรอลในเลือด ซ่ึงมี
รายงานเก่ียวกบัผลต่อเมตาบอลิซึมของไขมนัจากการศึกษาในหนูทดลอง พบว่าสามารถลดระดบั
ความเขม้ขน้ของคอเลสเตอรอลทั้งหมดในเลือด (total cholesteral) และลดระดบัความเขม้ขน้ของ 
triglyceride ในเลือดจึงสามารถช่วยลดความเส่ียงต่อการเกิดโรคไขมนัอุดตันในเส้นเลือด และ
โรคหัวใจได ้(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)  
            การเพ่ิมปริมาณกรดไขมนัสายสั้นจะถูกเหน่ียวน าโดยการบริโภคแป้ง RS ซ่ึงกรดไขมนัสาย
สั้นจะมีผลช่วยลดความเป็นกรดด่างในล าไส้ ส่งผลให้แบคทีเรียกลุ่มท่ีก่อโรคปริมาณลดลงอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ สมัพนัธก์นักบัปริมาณการเจริญของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ในล 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) หลกัการท างานร่วมกนัระหว่างแป้ง RS และโพรไบโอติกส์คือ แป้งและผลิตภณัฑ์ของ
แป้งท่ีไม่ถูกดูดซึมและทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมใ์นกระเพาะอาหารและล าไส้เล็ก จะผ่านเขา้ไปถึง
ส่วนของล าไส้ใหญ่ และถูกเลือกใช้เป็นสับสเตรทอย่างจ าเพาะในการหมกัโดยจุลินทรีย์ท่ีมี
ประโยชน์ในล าไสใ้หญ่ ไดแ้ก่ แบคทีเรียกรดแลก็ติก lactobacilli และ bifidobacteria แลว้ไดผ้ลิตผล
สุดทา้ยออกมาเป็นกรดแลก็ติก และกรดไขมนัสายสั้น (short-chain fatty acid, SCFA) ประกอบดว้ย 
กรดอะซิติก (acetic acid) กรดโพรพิโอนิก (propionic acid) และกรดบิวทิริก (butyric acid) และมี
การเกิดก๊าซ ไฮโดรเจน (H2), คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) และก๊าชมีเทน (CH4) ร่วมดว้ย  จากนั้น
ก๊าซท่ีเกิดข้ึนจะถูกขับออกมาพร้อมกบัลมหายใจหรือช่องว่างในทางเดินอาหาร (Nugent, 2005; 
Englyst et al.,1999; Brown, Wang, and Topping, (1999) แป้ง RS สามารถช่วยเพ่ิมปริมาณการผลิต
กรดไขมนัสายสั้นในล าไสใ้หญ่ไดดี้ ซ่ึงจะสมัพนัธก์นักบัการปรับตวัของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ใน
ล าไส้ใหญ่ภายในช่วงระยะเวลาท่ีมากพอ เพื่อท่ีจะใชแ้ป้ง RS เป็นสับสเตรทในกระบวนการหมกั 
(Topping and Clifton, 2001) โดยกรดไขมนัสายสั้นทั้งสามชนิดท่ีเกิดจะมีสัดส่วนต่างกนัตาม
ประเภทของแป้ง RS และสามารถถูกดูดซึมไดภ้ายในล าไส้ใหญ่ จากนั้นถูกส่งผ่านทางหลอดเลือด
ใหญ่ไปยงัตบั และแพร่กระจายไปยงัอวยัวะอ่ืนในร่างกายและเซลล์เยื่อบุส าหรับการเผาผลาญ 
(metabolism) โดยกรดไขมนัสายสั้นจะเป็นแหล่งพลงังานเหน่ียวน าใหเ้ซลลล์  าไสใ้หญ่สมบูรณ์ และ
ลดการเจริญของเซลลม์ะเร็งในล าไสใ้หญ่ การเสริมแป้ง RS เป็นส่วนประกอบในอาหารในปริมาณสูง
จะช่วยลดระดบัของ cholesterol และ triglyceride ในเลือดไดเ้น่ืองจากช่วยเร่งให้มีอตัราการ     
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ขบัออกของ cholesterol และ bile acids สูง (Nugent, 2005; Wursch,1999) จากรายงานผลการทดลอง
ดงัไดก้ล่าวมา จะเห็นไดว้่าแป้ง RS มีคุณสมบติัท่ีเป็นผลดีต่อสุขภาพของมนุษย ์

           Le Blay et al. (2003) ไดศ้ึกษาสมบติัความเป็นพรีไบโอติกส์ของแป้ง RS2 และ FOS ในหนู
ทดลอง 18 ตวัโดยผสมในอาหารปริมาณ 9% เทียบกบัการให้อาหารปกติเป็นระยะเวลานาน 14 วนั 
ติดตามการเปลี่ยนแปลงของปริมาณแบคทีเรีย และผลผลิตจากการหมกัในส่วนของล าไส้ใหญ่
ส่วนตน้ ล  าไส้ใหญ่ส่วนปลายและอุจจาระ พบว่าทั้งแป้ง RS2 และ FOS ให้ผลทางพรีไบโอติกส์ได้
ดีกว่าตวัอยา่งอาหารควบคุม โดยพบว่าแบคทีเรียกรดแลก็ติกมีการเจริญในอาหารท่ีเติม FOS ในส่วน
ของล าไสใ้หญ่ส่วนปลายและอุจจาระ ส่วนในอาหารท่ีเติมแป้ง RS2 แบคทีเรียกรดแล็กติกมีปริมาณ
เพ่ิมข้ึนในส่วนของล าไสใ้หญ่ส่วนตน้และกระพุง้ล  าไส้  นอกจากน้ียงัพบว่าทั้งแป้ง RS2 และ FOS 
ใหผ้ลท่ีส่งเสริมกนัซ่ึงการใชร่้วมกนัจะช่วยส่งผลประโยชน์ต่อสุขภาพของล าไส้ใหญ่ไดเ้ป็นอย่างดี 
Brown et al. (1997) ศึกษาสมบติัความเป็นพรีไบโอติกส์ของแป้ง RS2 ในหมูเพศผู ้12 ตวั โดย
เปรียบเทียบระหว่างแป้งขา้วโพดท่ีมีปริมาณอะไมโลสต ่า (low-amylomaize starch) กบัแป้งขา้วโพด
ท่ีมีปริมาณอะไมโลสสูง (high-amylomaize starch) ติดตามปริมาณอุจจาระและกรดไขมนัสายสั้น 
โดยเฉพาะกรดโพรพิโอนิกและกรดบิวทิริก และตรวจววัดปริมาณการเจริญของ bifidobacteria ต่อ
กรัมของอุจจาระ พบว่า high-amylomaize starch สามารถกระตุน้การเจริญของ bifidobacteria ไดดี้
ทั้งยงัมีการผลิตกรดไขในสายสั้นไดดี้กว่าเม่ือเทียบกบั low-amylomaize starch และใหผ้ลดียิง่ข้ึนเม่ือ
ใชร่้วมกนักบั FOS Silivi et al. (1999) ศึกษาผลของแป้ง RS3 ต่อการเจริญของเช้ือจากล าไส้หนู
ทดลอง พบว่าแป้ง RS3 15 กรัมต่อ 100 กรัมอาหาร มีผลช่วยใหป้ริมาณของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์
กลุ่ม lactobacilli และ bifidobacteria เพ่ิมข้ึนได ้10-102 CFU/mL และยงัมีมลต่อการลดจ านวนของ 
enterobacteria ไดม้ากกว่าเม่ือเทียบกบัตวัอยา่งควบคุมคือน ้ าตาลซูโครส นอกจากน้ีแป้ง RS3 ยงัมีผล
ส่งเสริมการผลิตกรดบิวทิริกในหนูทดลอง และช่วยลดปริมาณการผลิตแอมโมเนียและลดค่าพีเอช
ในกระพุง้ล  าไส้ได ้ การทดลองผลในคนของ Bouhnik et al. (2004) พบว่าการบริโภคแป้ง RS3 
ปริมาณ 10 กรัมต่อวนัจะช่วยส่งเสริมการสร้างผลผลิตผลจากแบคทีเรียท่ีเป็นประโยชน์ในล าไสก้ลุ่ม 
bifidobacteria ไดดี้ แต่ก็ไม่ยนืยนัขอ้สรุปดา้นปริมาณท่ีควรบริโภคในคน ต่อมา Roberfroid (2007) 
ไดศ้ึกษาปริมาณของ bifidobacteria ร่วมกนักบัระยะเวลาในการสัมผสักบัพรีไบโอติกส์ซ่ึงสามารถ
ช่วยอธิบายผลท่ีเกิดข้ึนไดดี้กว่าผลของปริมาณของพรีไบโอติกส์ท่ีบริโภคเขา้ไป         
*******จากการศึกษาในสัตว์ทดลองของ Kleessen et al. (1997) ซ่ึงได้ใช้แป้ง RS2 และ RS3 
ปริมาณ   10 % ผสมในอาหารให้หนูทดลองกินเป็นระยะเวลา 5 เดือน หลงัจากนั้นฆ่าหนู แลว้เก็บ
ตวัอยา่งจุลินทรียจ์ากล าไสใ้หญ่ และอุจจาระมาวดัการเจริญ พบว่าหนูท่ีไดรั้บอาหารท่ีเติมแป้ง RS 
ทั้ง 2 ประเภท มีการเจริญของแบคทีเรียกลุ่ม bifidobacteria เป็นส่วนใหญ่ และมีปริมาณมากกว่า
ตวัอยา่งควบคุมอยา่งเห็นไดช้ดั และหนูท่ีไดรั้บแป้ง RS3 มีการเจริญของแบคทีเรียกลุ่ม lactobacilli, 
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enterococci และ streptococci มากกว่าในหนูท่ีไดรั้บแป้ง RS2 และตวัอย่างควบคุม เมื่อวดัปริมาณ
กรดไขมนัสายสั้นโดยรวม พบว่ามีกรดไขมนัสายสั้นโดยรวมในล าไสใ้หญ่มากกว่าในอุจจาระ โดย
หลกัๆจะพบกรดอะซิติก ซ่ึงมีค่าอตัราส่วนอยู่ช่วงระหว่าง 64-69% และพบกรดโพรพิโอนิก
ในตวัอยา่งท่ีเติมแป้ง RS3 มากกว่าแป้ง RS2 ส่วนกรดบิวทิริกพบในตวัอยา่งท่ีเติมแป้ง RS2 มากกว่า
แป้ง RS3 และเช่นเดียวกนัในการศึกษาอ่ืน ๆ ก็พบว่าการให้อาหารท่ีมีส่วนผสมของแป้ง RS กับ
สตัวท์ดลองมีผลใหป้ริมาณการผลิตกรดไขมนัสายสั้นในกระพุง้ล  าไส้ใหญ่ และในอุจจาระเพ่ิมมาก
ข้ึน (Wang et al., 1999; Ferguson et al., 2000; Henningson et al., 2003) ผลการทดลองในคนของ 
Bouhnik et al. (2004) พบว่าการบริโภคแป้ง RS3 ปริมาณ 10 กรัมต่อวนัจะช่วยส่งเสริมการสร้างผล
ผลิตผลจากแบคทีเรียท่ีเป็นประโยชน์ในล าไสก้ลุ่ม bifidobacteria ไดดี้ และจากผลการทดลองในคน
ส่วนใหญ่พบว่าการบริโภคอาหารท่ีมีส่วนผสมของแป้ง RS ในปริมาณสูง สามารถเพ่ิมการขบัถ่าย 
และเพ่ิมปริมาณความเขม้ขน้ของกรดไขมนัสายสั้นในอุจจาระไดดี้ (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) ไดศ้ึกษาผลของ wheat, potato และ pea 
starch ในรูปท่ีมีการดดัแปรเป็น resistant starch และรูปของ native starch ต่อการเจริญของจุลินทรีย ์
โดยใชเ้ช้ือบริสุทธ์ิ Bifidobacterium sp. จ านวน 3 สายพนัธุ์ คือ B. pseudolongum K 19, B. breve 
KN14 และ B. animalis KS20a1 เมื่อวดัการเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีส่วนผสมของสับสเตรท
ปริมาณร้อยละ 1 พบว่า Bifidobacterium ทั้ง 3 สายพนัธุ์ สามารถเจริญไดดี้ในตวัอย่างท่ีมีแป้ง RS 
มากกว่าในตวัอย่าง native starch แต่ยงัน้อยกว่าตวัอย่างควบคุมซ่ึงใชก้ลูโคสเป็นสับสเตรท เมื่อ
พิจารณากรดท่ีเกิดข้ึนพบว่ามีการผลิตเฉพาะกรดแลก็ติกและกรดอะซิติก แต่เมื่อทดลองโดยใช้แป้ง 
RS ปริมาณ 0.2 g ในตวัอย่างเช้ือผสมท่ีไดจ้ากล าไส้ใหญ่ของหนูทดลองท่ีไดรั้บอาหารมาตรฐาน
ตามปกติ แลว้วดัปริมาณกรดไขมนัสายสั้นท่ีเกิดข้ึน พบว่ามีการผลิต acetate, propionate และ 
butyrate โดยมีปริมาณของ acetate มากกว่า propionate และ butyrate  ตามล าดบั  ทั้งน้ีมีผลสัมพนัธ์
กนักบัจ  านวนประชากรของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ประจ าถ่ินท่ีเพ่ิมข้ึนดว้ย คลา้ยกนักบัผลการ
ทดลองของ Dongowski et al. (2005) และ Jacobasch et al. (2006) ศึกษาสมบติัความเป็นพรีไบโอติกส์
ของแป้ง RS3 ในหนูทดลอง พบว่าหนูทดลองท่ีได้รับอาหารท่ีเติมแป้ง RS3 มีการเจริญของ
แบคทีเรียท่ีมีประโยชน์กลุ่ม bifidobacteria และมีการผลิตกรดไขมนัสายสั้นเพ่ิมมากข้ึนในระบบ
ทางเดินอาหาร และส่งผลต่อการลดลงของค่าพีเอชในล าไส้ใหญ่ และอุจจาระของหนูทดลอง 
Lesmes et al. (2008) ไดศ้ึกษาผลของแป้ง RS3 ดว้ยการทดลองแบบ in vitro พบว่า โครงสร้างผลึกท่ี
หนาแน่นของแป้ง RS3 มีอิทธิพลต่อความสามารถในการหมกัของแบคทีเรียในล าไส้ และจ านวน
ของแบคทีเรียท่ีเพ่ิมข้ึนนั้นมีผลต่อปริมาณกรดไขมนัสายสั้นท่ีเกิดข้ึนดว้ย จากรายงานผลการทดลอง
ของFerguson, Jones and  Englyst, (2000) พบว่าแป้ง RS2 ท่ีไดจ้ากมนัฝร่ังดิบ (raw potato starch) 
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สามารถเพ่ิมความเข้มขน้ของ butyrate ไดดี้ สอดคลอ้งกับผลการทดลองทั้งในมนุษยแ์ละในหนู
ทดลองพบว่าแป้ง RS สามารถเพ่ิมปริมาณของกรดไขมนัสายสั้นไดดี้โดยเฉพาะกรดบิวทิริกซ่ึงมี
ประโยชน์ต่อสุขภาพของผูบ้ริโภค ในหลายดา้นรวมถึงการตา้นมะเร็งล  าไส ้(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) ไดศ้ึกษาผลความเป็นพรีไบโอติกส์ของแป้ง RS (newly developed 
maize starch) แบบ in vitro พฒันาผลิตภณัฑแ์ป้งขา้วโพดแบบใหม่ ต่อกิจกรรมและการเพ่ิมปริมาณ
ของจุลินทรียใ์นล าไสใ้หญ่ โดยใชแ้ป้ง RS ท่ีไดจ้  าลองการย่อยผ่านระบบล าไส้ (pre-digested) แลว้
ดึงน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวและ น ้ าตาลโมเลกุลคู่ (di-saccharides) ออกแลว้น าพอลิเมอร์ท่ีเหลือไปหมกั
กบัจุลินทรียใ์นระบบล าไส้ใหญ่ แบบจ าลอง พบว่าแป้ง RS มีผลช่วยช่วยกระตุ้นการเจริญของ
แบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ในสกุล bifidobacteria และ lactobacilli ส่งเสริมการเพ่ิมปริมาณของกรด
ไขมนัสายสั้นและพบว่ามีกรดแลก็ติกในปริมาณท่ีค่อนขา้งต ่าซ่ึงแสดงให้เห็นว่ากระบวนการหมกั
แป้ง RS ไดเ้กิดข้ึนอยา่งชา้ ๆ  และช่วยลดผลผลิตท่ีเป็นพิษท่ีเกิดจากการหมกัโปรตีนไดดี้กว่าตวัอยา่ง
ควบคุม ผลการทดลองน้ีช่วยยนืยนัผลประโยชน์ต่อสุขภาพของแป้ง RS 
            มีแบคทีเรียท่ีเป็นประโยชน์ในล าไสใ้หญ่ไม่ก่ีสายพนัธุ์ ท่ีสามารถใชแ้ป้ง RS เป็นสับสเตรท
ในการเจริญได้ ดังแสดงในผลการทดลองของ (Crittenden et al., 2001) ซ่ึงได้ทดลองใช ้
Bifidobacterium 40 สายพนัธ ์ร่วมกนักบัแป้ง RS เป็น symbiotic ในผลิตภณัฑ์โยเกิร์ต พบว่ามีเพียง
สายพนัธุ์เดียวท่ีสามารถใช้แป้ง RS ในการเจริญ ไดแ้ก่ Bifidobacterium lactis Lafti B94 และ
สามารถมีชีวิตรอดผ่านสภาวะความเป็นกรดท่ีระบบทางเดินอาหารได้ และยงัอยู่รอดผ่าน
กระบวนการผลิตโยเกิร์ตและสภาวะการเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 6 สัปดาห์ได ้
นอกจากน้ียงัพบว่าแป้ง RS ท าหนา้ท่ีเป็นทั้ง prebiotics และ synbiotics โดยมีรายงานการใชร่้วมกนั
กบั bifidobacteria ในผลิตภณัฑ์โยเกิร์ต เน่ืองจากในการทดลองศึกษาแบบ in vitro พบว่าแป้ง RS 
มีส่วนเก้ือหนุนทางกายภาพใหก้บั bifidobacteria หลายสายพนัธุ์ช่วยป้องกนัการถูกท าลายระหว่าง
การเตรียมอาหาร การเก็บรักษา และระหว่างส่งผ่านระบบทางเดินอาหารส่วนบน (Brown et al., 
1999; Crittenden et al., 2001) สอดคลอ้งกบัผลการศีกษาแบบ in vitro ของ Wang et al. (1999) 
พบว่าแป้ง RS ท าหน้าท่ีเป็นสารอาหารส าหรับการเจริญของ bifidobacteria อีกทั้งยงัช่วยปกป้อง 
bifidobacteria ระหว่างระบบทางเดินอาหารส่วนบนไปยงัล  าไส้ใหญ่ และจากการศึกษาของ Brown 
et al. (1998) and Rodriguez-Cabezas ME et al. (2010) พบว่าแป้ง RS เมื่อใชร่้วมกบั FOS ใน
สตัวท์ดลองช่วยเพ่ิมปริมาณของแบคทีเรียในอุจจาระไดดี้กว่าใหอ้ยา่งใดอยา่งหน่ึงแยกกนั  
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2.2  ระบบทางเดินอาหารของคน 
*******2.2.1 กระเพาะอาหาร 
            กระเพาะอาหารมีรูปร่างคลา้ยอกัษรตวัเจ (J-shaped) มีขนาดยาว 25 เซนติเมตร ขณะท่ี
กระเพาะอาหารว่างจะมีปริมาตรประมาณ 50 มิลลิลิตร และสามารถขยายให้มีความจุไดถึ้ง 4 ลิตร 
ภายหลงัอาหารม้ือใหญ่ (Pocock and Richards, 2009) 

            ต่อมในกระเพาะอาหาร ( Gastric glands) มี 3 ชนิด คือ ต่อม Cardiac glands มีหน้าท่ีขบั
เมือก ต่อม Peptic glands ต่อมน้ีประกอบด้วย Chief cells (ท าหน้าท่ีหลัง่ pepsinogen), 

Parietal cells (ท าหน้าท่ีสร้างและหลัง่กรดกรดไฮโดรคลอลิก ซ่ึงเป็นตวักระตุ้นการเปล่ียน 
pepsinogen ใหเ้ป็น pepsin ท่ีใชใ้นการย่อยโปรตีนอีกดว้ย รวมทั้งหลัง่ Intrinsic factors ซ่ึงเป็น
สารประเภท glycoprotein จะท าหน้าท่ีรวมกบั vitamin B12 แลว้ท าให้ vitamin B12 ถูกดูดซึม
ไดดี้ท่ี Ileum บริเวณปลายล าไส้เล็ก), Mucous neck cells ท าหน้าท่ีหลัง่น ้ าเมือกออกมาเคลือบ
กระเพาะอาหารเพื่อป้องกันการถูกย่อย  และต่อม Pyloric glands มีหน้าท่ีขับเมือก และ 
pepsinogen (Smith and Morton, 2010)   
*******กระเพาะอาหารมีหน้าท่ีเป็นแหล่งเก็บอาหารชัว่คราวและช่วยย่อยอาหารเชิงกล ดว้ยการ
กวน นวดอาหารให้ไดเ้ป็นช้ินส่วนเล็กๆ ผสมกบัน ้ าย่อยจากกระเพาะอาหาร (gastric juice) หลัง่
กรดไฮโดรคลอลิก เอนไซม ์และเมือก ในช่วงแรกท่ีมีอาหารเขา้สู่กระเพาะอาหาร กระเพาะอาหาร
จะขยายใหญ่ข้ึน และความดนัในกระเพาะอาหารจะเพ่ิมข้ึนเลก็นอ้ย  เม่ือกระเพาะอาหารขยายข้ึนถึง
ระดบัหน่ึง จะเกิดกระบวนการรีเฟล็กซ์การคลายตวัเมื่อถูกยืด (stretch relaxation)   หรือเรียกว่า
เกิดเหตุการณ์  receptive relaxation   หลงัจากเกิดรีเฟล็กซ์น้ีแลว้ เม่ือมีอาหารเข้ามาจะท าให้
กระเพาะอาหารขยายตวัต่อไปอีก และความดนัในกระเพาะอาหารจะไม่เพ่ิมข้ึน  หลงัจากกินอาหาร
เสร็จแลว้ประมาณ 15 นาทีกระเพาะอาหารจะเร่ิมบีบแรงข้ึน โดยเร่ิมบีบในบริเวณส่วนกลางถดัไป
ทางส่วนหลงั กระเพาะอาหารส่วนหลงัจะมีแรงบีบเพ่ิมมากข้ึนเป็นล าดับ การบีบของกระเพาะ
อาหารส่วนหลงัมีลกัษณะคลา้ยการบีบรูดเป็นคล่ืนรูดไปทางปลายกระเพาะอาหารรวมทั้งบีบอาหาร
เหลวส่งไปล าไส้เล็กส่วนต้น แลว้กระเพาะอาหารช่วงทา้ยจะบีบแรงข้ึนเป็นล าดบั เมื่อคล่ืนบีบรูด
เคล่ือนไปถึงตอนปลายสุดของกระเพาะอาหารจะท าให้หูรูด (pyloric sphincter) ท่ีปลายกระเพาะ
อาหารเปิดออก ช่วงน้ีจะมีอาหารบางส่วนผา่นหูรูดออกไปไดบ้า้ง แต่ อาหารท่ีเป็นช้ินขนาดใหญ่ยงั
ผา่นหูรูดปลายกระเพาะออกไปไม่ได ้และยงัคงอยูใ่นกระเพาะอาหาร เพื่อใหก้ระเพาะอาหารบดย่อย
ใหม้ีขนาดเลก็ลงอีก    การบีบของกระเพาะอาหารส่วนหลงัจะเป็นไปอย่างสม ่าเสมอเป็นเวลา 2-3 

ชัว่โมงจากเม่ืออาหารเข้ามา และอาหารจะถูกบดย่อยเล็กลงไปเป็นล าดับจนกระทัง่มีขนาดเล็ก
พอท่ีจะผ่านหูรูดปลายกระเพาะไปได้ จะเห็นว่าอาหารประเภทอาหารเป็นช้ินจะเร่ิมออกจาก
กระเพาะอาหารไปไดห้ลงักินอาหารผา่นไปแลว้เป็นเวลานานกว่าอาหารท่ีมีลกัษณะเป็นอาหารเหลว 
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ประมาณไดว้่าอาหารเป็นช้ินเร่ิมผา่นกระเพาะอาหารออกไปไดเ้ม่ือเวลาผา่นไปแลว้ 50 นาทีหลงักิน
อาหาร ในขณะท่ีอาหารเหลว เร่ิมผ่านกระเพาะอาหารออกไปได้ ภายในเวลาประมาณ 10  นาที
หลงัจากกินอาหาร   ส าหรับอาหารท่ีมีลกัษณะเป็นเสน้ใย (fiber; เส้นใยในผกั, ผลไม)้  ก็จะเคล่ือน
ผา่นหูรูดปลายกระเพาะออกไปไดช้า้กว่าอาหารเหลว ลกัษณะทางกายภาพของอาหาร  ไดแ้ก่ ความ
แน่น (density)   ความหนืด (viscosity)  เป็นปัจจยัหน่ึงท่ีท าให้อาหารเคล่ือนออกจากกระเพาะ
อาหารไปไดใ้นเวลาต่างกนั (Pocock and Richards, 2009; Kent and Van de Graaff, 2000) 
อตัราเร็วท่ีกระเพาะอาหารบีบ เพื่อส่งอาหารไปเขา้ล  าไสเ้ลก็ส่วนตน้ นอกจากจะเป็นไปตามปัจจยัท่ี
มีส่ิงกระตุน้อยูใ่นกระเพาะอาหารเอง ดงัท่ีไดอ้ธิบายมาแลว้ ยงัมีความสัมพนัธ์กบัการมีอาหารอยู่ใน
ล าไส้เล็กส่วนตน้อีกดว้ย เมื่อมีอาหารประเภทไขมนัอยู่ในล าไส้เล็กส่วนตน้  มีกรดของกระเพาะ
อาหารไหลลงมาท่ีล  าไสเ้ล็กส่วนตน้ และมีกรดอะมิโน, มีเพปโทน (peptone) อยู่ในล าไส้เล็กส่วน
ตน้  การบีบของกระเพาะอาหารและการบีบไล่อาหารของกระเพาะอาหารจะชา้ลง ดว้ยกระบวนการ
เรียกว่า " enterogastric reflex "  (Pocock and Richards, 2009; Smith and Morton, 2010)   
 

******2.2.2 ล าไส้เลก็   
            ล าไสเ้ลก็มีความยาว 4 เมตร และกวา้ง 2.5 เซนติเมตร ซ่ึงแบ่งออกเป็น 3 ส่วนคือ ล  าไส้เล็ก
ส่วนตน้ (duodenum) อยูติ่ดกบักระเพาะอาหาร มีความยาวเพียง 25 เซนติเมตร ถดัลงมาคือล าไส้
เล็กส่วนกลาง (jejunum) มีความยาว 1.5 เมตร และล าไส้เล็กส่วนปลาย (ileum) มีความยาวมาก
ท่ีสุดถึง 2.5 เมตร เมื่อมีอาหารอยูใ่นล  าไสเ้ลก็จะเป็นส่ิงกระตุน้ตวัรับการยดืในล าไสเ้ล็ก แลว้จะเป็น
การเร่ิมตน้การบีบของล าไสเ้ลก็ 2 ลกัษณะคือ  การบีบแบ่งเป็นส่วน  (segmentation)  และการบีบ
รูด (peristalsis) (Pocock and Richards, 2009) การบีบแบ่งเป็นส่วนน้ีท าใหเ้ห็นว่าล  าไส้เล็กแบ่ง
ออกเป็นปลอ้ง  ลกัษณะการบีบแบ่งเป็นส่วนคือ ล  าไส้เล็กช่วงน้ีมีบริเวณท่ีบีบรัดอยู่สลบักบับริเวณ
คลาย  จึงเห็นลกัษณะเป็นปลอ้ง  (รูปท่ี 1) ลูกศรแสดงให้เห็นว่าอาหารในบริเวณน้ีจะเคล่ือนไปอยู่
บริเวณใดเมื่อบีบแบ่งเป็นส่วนในล าดบัต่อไปความถ่ีของการบีบแบ่งเป็นส่วนเกิดข้ึนในล าไส้เล็ก
ส่วนตน้นาทีละประมาณ 11-12 คร้ัง สภาวะบ่มและเกิดข้ึนในล าไส้เล็กส่วนปลายนาทีละประมาณ 
8-9 คร้ัง วิธีบีบของล าไสเ้ลก็ลกัษณะน้ีเกิดจากกลา้มเน้ือวงแหวนของผนังล  าไส้เล็กหดตวั-คลายตวั
สลบัท่ีกนัไป  การหดตวัคร้ังหน่ึง  หดอยูน่าน 3-8 วินาที  การบีบและคลายอย่างสลบัท่ีไปเช่นน้ีท า
ใหอ้าหารท่ีอยูใ่นล าไสเ้ลก็ส่วนน้ีถูกตดัแบ่งออกเป็นกอ้นเลก็ลงไป และท าให้กอ้นอาหารเคล่ือนไป
มาเป็นช่วงสั้น ๆ  ท าใหอ้าหารคลุกเคลา้เขา้กบัน ้ ายอ่ยไดดี้ (Kent and Van de Graaff, 2000)   
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รูปที่ 1 ภาพแสดงการบีบแบ่งเป็นส่วนของล าไสเ้ลก็ 

                                       ที่มา: Smith and Morton (2010)    

*******กระบวนการบีบรูด (peristalsis) มีระบบควบคุมท่ีซบัซอ้นกว่าการบีบแบ่งเป็นส่วน ลกัษณะ
เป็นการเคล่ือนของอาหารลงไปตามล าไส้เล็ก ระบบการท างานประกอบด้วย การกระตุ้นให้
กลา้มเน้ือเรียบ  วงแหวนท่ีล  าไส้เล็กช่วงเหนือต าแหน่งท่ีมีอาหารอยู่หดตวั และให้กลา้มเน้ือเรียบ
ตามยาวคลายตัว ในขณะเดียวกนัจะควบคุมให้กลา้มเน้ือเรียบวงแหวนท่ีล  าไส้เล็กช่วงล่างอยู่ใน
สภาพคลายตัว และให้กลา้มเน้ือตามยาวช่วงน้ีหดตัว  เม่ือกล้ามเน้ือวงแหวนคลายตัวขณะท่ี
กลา้มเน้ือตามยาวหดตวั ล  าไสเ้ล็กจึงมีเส้นผ่าศูนยก์ลางเพ่ิมข้ึน และท าให้อาหารเคล่ือนลงมาอยู่ใน
ล าไสเ้ลก็ช่วงล่างไดง่้าย   การบีบรูดจะเกิดเป็นคล่ืนบีบรูดเคล่ือนไปตามล าไสเ้ลก็จากช่วงตน้ไปช่วง
ปลายไดเ้ป็นระยะทางสั้นๆ (Pocock and Richards, 2009; Smith and Morton, 2010)    เมื่อภายใน
ช่องล าไสเ้ลก็มีความดนัเพ่ิมข้ึน จะสามารถกระตุน้ใหล้  าไสเ้ลก็บีบตวั  ทั้งการบีบแบบแบ่งเป็นส่วน 
และแบบบีบรูด จึงสรุปว่าการบีบทั้งสองแบบน้ี เป็นการท างานตอบสนองของล าไส้เล็กเม่ือมีอาหาร
อยูใ่นล  าไสเ้ล็ก  สอดคลอ้งกบัการศึกษาการบีบของล าไส้เล็กของ Bayliss and Starling (1999) ได้
เรียกการท างานน้ีว่า " law of the intestine  " รายงานว่าการบีบของล าไส้เล็ก อาศยัข่ายการ
ประสานงานของระบบประสาทเอนเทอริกในลกัษณะวงจรรีเฟล็กซ์ และการมีอาหารในล าไส้เล็ก
นัน่เองท่ีเป็นส่ิงกระตุน้ท่ีส าคญั (Pocock and Richards, 2009) 

 

*******2.2.3 ล าไส้ใหญ่ 
*******ล าไสใ้หญ่มีขนาดใหญ่กว่าล  าไสเ้ลก็ มีความยาวเฉล่ีย 1.5 เมตร กวา้ง 6.5 เซนติเมตร และมี
สภาวะบ่มพ้ืนท่ีผวิโดยประมาณเท่ากบั 1.3 ตารางเมตร ซ่ึงจะอยู่ในต าแหน่งท่ีเช่ือมต่อกบัล  าไส้เล็ก
ส่วนปลาย (ileum) ทางดา้นขวา เหนือข้ึนไปดา้นบนและโคง้ไปทางดา้นซา้ยในต าแหน่งท่ีต ่ากว่าตบั 
ด่ิงลงมาท่ีต าแหน่งเชิงกราน และส้ินสุดท่ีทวารหนัก   ล  าไส้ใหญ่มีน ้ าหนักเปียกประมาณ 220 กรัม 
ซ่ึงประกอบดว้ยแบคทีเรียทั้งหมด 90 กรัม จุอาหารไดป้ระมาณ 1-2 ลิตร ภายในประกอบดว้ยกาก
อาหารเป็นส่วนของเหลวก่ึงแข็งท่ีไม่ถูกย่อย (95 กรัมต่อวนั) ซ่ึงตกมาถึงล  าไส้ใหญ่ อุจจาระท่ีเป็น
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ของแข็งก่ึงเหลวท่ีเกิดจากการดูดของเหลวออกโดยปริมาตรสุดทา้ยจะไดอุ้จจาระประมาณ 0.2 ลิตร 
ซ่ึงจะถูกขบัถ่ายออกสู่ภายนอกร่างกาย (Macfarlane and Cumming, 1991; Roberfroid, 2005b) และ
ล าไสใ้หญ่ยงัประกอบดว้ยแบคทีเรียปริมาณมาก มีรายงานว่า เมื่อตรวจแบคทีเรียจากล าไส้ใหญ่ส่วน
ปลายและอุจจาระของมนุษยว์ ัยผูใ้หญ่ 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. สายพนัธุ์ Bacteroides thetaiotaomicron), proteobacteria (8% ประกอบด้วย 
Enterbacteriaceae) และ actinobacteria (3% ประกอบดว้ย Bifidobacterium sp.) (Eckburg et al., 
2005; Frank et al., 2007) ระยะเวลาของการส่งผา่นของเหลวจะชา้ลงเฉล่ียช่วง transit time ประมาณ 
18-20 ชัว่โมง โดยท่ีการขนส่งสารอาหารในล าไส้จะชา้ลงจากส่วนของล าไส้ใหญ่ส่วนตน้ไปถึงไส้
ตรง (Macfarlane and Cumming, 1991) อย่างไรก็ตามความคงตวัของการไหลของสารอาหารผ่าน
ระบบของล าไส้จะส่งผลกดดนัให้แบคทีเรียในล าไส้หนีจากการถูกลา้งหมดจากล าไส้โดยการยึด
เกาะบริเวณเซลลเ์ยื่อบุผนังล  าไส้ของเจ้าบ้าน หรือการเร่งการเจริญเพ่ิมปริมาณเซลลท่ี์สมดุลกับ
ปริมาณท่ีจะถูกลา้งหมดไปจากล าไส ้(Flint et al., 2007) 
*******โดยคร่าว ๆ ล  าไส้ใหญ่สามารถแบ่งไดเ้ป็น 3 ส่วน ซ่ึงสัมพนัธ์กับสารอาหารท่ีมี และ
กิจกรรมของแบคทีเรีย ล  าไสใ้หญ่ส่วนตน้ (proximal or ascending colon) ถดัมาเป็นล าไส้ใหญ่ส่วน
ท่ีเก่ียวกบัการส่งผา่นสารอาหาร (transversal) และล าไสใ้หญ่ส่วนปลาย (distal or descending colon) 
(Macfarlane and Cumming, 1991) ล าไสใ้หญ่ไม่ท าหน้าท่ีในการย่อยอาหาร แต่ดูดซึมน ้ าและอิเล็ก
โทรไลต์จากอาหารท่ีผ่านเข้ามาจากล าไส้เล็ก ล  าไส้ใหญ่มีการบีบแบ่งเป็นส่วนและการบีบรูด 
เช่นเดียวกบัล าไสเ้ลก็  ในเวลาท่ีไม่ไดกิ้นอาหารล าไส้ใหญ่มีการบีบรูดอยู่ในอตัราท่ีชา้มาก การบีบ
รูดในช่วงเวลาน้ีจะท าใหอ้าหารเคล่ือนท่ีไปไดป้ระมาณชัว่โมงละ 5 เซนติเมตร  ช่วงหลงักินอาหาร
เสร็จใหม่ๆล าไสใ้หญ่จะบีบเร็วข้ึนและแรงข้ึน  หลงักินอาหารแลว้ประมาณ 15-30 นาที ล  าไส้ใหญ่
จะเร่ิมบีบมากข้ึนและยงัคงบีบติดต่อกนัไปอีกนานกว่า 2  ชัว่โมง  เหตุท่ีล  าไส้ใหญ่บีบไดแ้รงช่วง
หลงักินอาหารเป็นเพราะการท่ีอาหารท าให้กระเพาะอาหารยืดออก ขณะเดียวกันใยประสาทท่ี
เช่ือมโยงไปถึงระบบประสาทในล าไสใ้หญ่ จะกระตุน้ล  าไสใ้หญ่บีบแรงข้ึนดว้ย  ต่อมาเม่ืออาหารมา
อยูใ่นล  าไสเ้ลก็กระตุน้ใหล้  าไสเ้ลก็บีบ จะกระตุน้ล  าไสใ้หญ่ดว้ยเช่นกนั สองเหตุการณ์น้ี เป็นปัจจยัท่ี
กระตุ้นให้ล  าไส้ใหญ่บีบแรงในช่วงเวลาหลงัม้ืออาหาร (Pocock and Richards, 2009) การบีบ
แบ่งเป็นส่วนท าใหล้  าไสใ้หญ่มีลกัษณะเป็นปลอ้งคลา้ยกระเปาะเลก็ๆ เรียงกนัไป เรียกว่า  “haustra”   
จึงเรียกการบีบของล าไส้ใหญ่แบบน้ีว่า “haustration” การบีบลกัษณะน้ีท าให้กอ้นอาหารแยกเป็น
กอ้นเลก็ ๆ ท าให้มีพ้ืนท่ีผิวท่ีจะสัมผสักบัเยื่อบุผิวล  าไส้ใหญ่มากข้ึน มีผลท าให้เซลลเ์ยื่อบุผิวล  าไส้
ใหญ่ดูดซึมน ้ าและอิเลก็โทรไลตจ์ากอาหารไปไดม้ากท่ีสุด (Kent and Van de Graaff, 2000)  
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*******กากอาหารท่ีตกคา้งและสารอาหารจ าพวกคาร์โบไฮเดรต โปรตีน และอ่ืน ๆ ท่ีรอดพน้การ
ดูดซึมจากล าไส้เล็กจะมาถึงล  าไส้ใหญ่ส่วนต้นและจะถูกใช้เป็นสารอาหารในการเจริญให้กับ
แบคทีเรียท่ีอาศยัในล าไส้ใหญ่ ซ่ึงปริมาณคาร์โบไฮเดรตท่ีสูงจะช่วยเพ่ิมอตัราการเจริญและการ
หมุนเวียนของแบคทีเรีย และส่งผลในการลดลงของค่าพีเอชของล าไสป้ระมาณ 5.4-5.9 หลงัจากนั้น
ปริมาณคาร์โบไฮเดรตและความช้ืนท่ีค่อย ๆ หมดลงเร่ือย ๆ ไปจนถึงส่วนปลายของล าไส้ใหญ่จะ
ส่งผลใหอ้ตัราการเจริญของแบคทีเรียลดลงสมัพนัธก์บัค่าพีเอชท่ีเพ่ิมข้ึนประมาณ 6.6-6.9 ในขณะท่ี
การหมกัของคาร์โบไฮเดรตหลกั ๆ จะเกิดข้ึนท่ีล  าไส้ใหญ่ส่วนตน้ และผลผลิตสุดทา้ยท่ีไดจ้ากการ
หมกัประกอบดว้ยกรดไขมนัสายสั้นไดแ้ก่ กรดอะซิติก กรดโพรพิโอนิก กรดบิวทิริก และแก๊ส ส่วน
การย่อยสลายโปรตีนจะเกิดท่ีส่วนปลายของล าไส้ใหญ่ และผลผลิตสุดท้ายท่ีได้จากการหมัก
ประกอบดว้ยกรดไขมนัสายสั้นไดแ้ก่ แอมโมเนีย เอมีน ฟีนอล และอินโดล (Macfarlane and 
Cumming, 1992; Roberfroid, 2005a) ทั้งน้ีกลไกการย่อยอาหารเชิงกล และการเคล่ือนท่ีของอาหาร
ในแต่ละขั้นตอนภายในระบบทางเดินอาหารแต่ละส่วนจากปาก กระเพาะอาหาร ล  าไสเ้ลก็ ไปจนถึง
ส่วนของล าไสใ้หญ่ดงัไวใ้นตารางท่ี 1       
*******ในดา้นของการจ าลองระบบการยอ่ยอาหารแบบ in vitro มีหลายปัจจยัท่ีมีอิทธิพลต่อผลการ
ทดลองอย่างมีนัยส าคัญ เช่น ลักษณะสมบัติของตัวอย่าง  กิจกรรมการท างานของ enzyme 
ส่วนประกอบของไอออน ความกดดนัของเชิงกล (mechanical stresses) และระยะเวลาท่ีใชใ้นการ
ยอ่ย อยา่งไรก็ตาม ภายใตส้ภาวะการทดลองแบบ in vitro นั้นจะไม่ไดถู้กกระตุน้อยา่งสมบูรณ์ (Hur, 
Lim, Decker, and McClenents, 2011) ในการศึกษาก่อนหน้าน้ีไดมี้การทดลอง in vitro digestion 
models ในอาหารอยา่งหลากหลาย (ตารางท่ี 2) Boisen and Eggum (1991) อธิบายถึงความสัมพนัธ์
ระหว่างการทดลองการย่อยอาหารแบบจ าลองในระดับ in vitro และการท างานของเอนไซม ์ได้
รายงานว่าเทคนิคการจ าลองระบบการย่อยแบบ in vitro สามารถออกแบบให้ใชเ้อนไซมท่ี์จ  าเพาะ
ของแต่ละสารอาหาร เพื่อให้ไดป้ระสิทธิภาพในการย่อยสูงสุด (maximol digestibility) หรือเพื่อวดั
อตัราเร่ิมตน้ของการสลายตวัของสารประกอบ (the initial rate of hydrolysis) โดยปัจจยัส าคญัท่ีสุด
ในการทดลองระบบการย่อยแบบ in vitro คือการท างานของเอนไซม์ซ่ึงมีหลายปัจจัยท่ีลว้นมี
ผลกระทบต่อการท างานของเอนไซม ์ไดแ้ก่ ความเขน้ขน้ของเอนไซม ์อุณหภูมิ  ค่า pH ความคงตวั 
(stability) ตวักระตุน้ (activators) ตวัยบัย ั้ง (inhibitors) และเวลาท่ีใชใ้นการบ่ม  
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ตารางที่ 1  การยอ่ยเชิงกลในระบบทางเดินอาหาร 

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 

ที่มา: Kent and Van de Graaff (2000) 

*****   
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ตารางที่ 2  การศึกษาระบบการยอ่ยอาหารแบบจ าลองในระดบั  in vitro  

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) 

ที่มา: Hur et al. (2011)   

*******สารอาหารอย่างใดอย่างหน่ึง เช่น การย่อยโปรตีนดว้ยเอนไซมเ์ปปซิน (pepsin) การย่อย
แป้งดว้ยเอนไซมอ์ะไมเลส (amylase) หรือการย่อยไขมนัดว้ยเอนไซมไ์ลเปส (lipases) เป็นตน้ 
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และในทางเดียวกนัไดม้ีรายงานว่าการใชเ้อนไซม์เพียง 1 ชนิด (single puvifiled enzyme) ให้ผล
ดีกว่าการใชเ้อนไซมห์ลายชนิดร่วมกนั เพราะจะท าให้ง่ายต่อการท า standardization ของการ
จ าลองการย่อยแบบ in vitro ด้วยความคงตัวเปรียบเทียบกนัระหว่างห้องปฏิบติัการ (Coles, 

Moughan, and Darragh, 2005) แต่อยา่งไรก็ตามการยอ่ยสารอาหาร 1 ชนิด มกัจะไดรั้บอิทธิพลโดย
การย่อยของสารอาหารชนิดอ่ืน ดังนั้นในการจ าลองระบบการย่อยส่วนใหญ่จึงเป็นไปได้ท่ีจะใช้
เอนไซมห์ลายชนิดร่วมกนัมากกว่าการใชเ้อนไซม์เพียงชนิดเดียว (Boisen and Eggum, 1991; 

Hur et al., 2011) 
 

2.3 จุลินทรีย์ที่พบในระบบทางเดินอาหารของคนปกต ิ

*******ในระบบทางเดินอาหารของคนมีจุลินทรีย์ประจ าถ่ิน (normal flora หรือ normal 
microbiota) แตกต่างกนัหลากหลายสายพนัธุ์ดงัแสดงในตารางท่ี 3 ทั้งกลุ่มจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์
และกลุ่มจุลินทรียท่ี์เป็นเช้ือก่อโรค ซ่ึงจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ดงักล่าวคือจุลินทรียก์ลุ่มท่ีเป็นสาร
เสริมชีวนะ (Probiotics) ของคน 
             2.3.1 โพรไบโอตกิส์ (Probiotics)  
*******โพรไบโอติกส์ คือ จุลินทรียท่ี์ยงัมีชีวิตสามารถอยู่รอดผ่านระบบทางเดินอาหารส่วนบน  
โดยจะทนต่อสภาพกรดในกระเพาะอาหารและล าไส้เล็กได ้และอยู่ในน ้ าดีได ้สามารถยึดเกาะกบั
เน้ือเยือ่บุผนงัล  าไสไ้ดดี้ เจริญเพ่ิมปริมาณและมีกิจกรรมเมตาบอลิซึม (metabolizing) ในล าไส้ใหญ่  
ไม่ก่อใหเ้กิดโรค และยงัมีประโยชน์ต่อสุขภาพของ host (Fuller, 1992) เมื่อไดรั้บในปริมาณพอเพียง 
ช่วยใหมี้สุขภาพท่ีดีข้ึน ในระบบทางเดินอาหารของมนุษยโ์ดยเฉพาะล าไส้ใหญ่จะมีทั้งจุลินทรียท่ี์มี
ประโยชน์และจุลินทรียก่์อโรคอยู่ร่วมกนั เมื่อบริโภค probiotics จะไปปรับสมดุลของจุลินทรียใ์น
ล าไส ้ โดยจะช่วยเพ่ิมปริมาณของจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ และช่วยยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียช์นิด
ท่ีก่อโรค จึงมีผลในการช่วยป้องกนัหรือลดความรุนแรงของโรคติดเช้ือในระบบทางเดินอาหาร   ลด
การเกิดโรคท้องร่วง และลดอาการของโรคล าไส้อกัเสบ นอกจากน้ีคุณสมบัติเชิงหน้าท่ีท่ีเป็น
ประโยชน์ของ  probiotics ในหลายหลายดา้น ประกอบดว้ย ประโยชน์ทางดา้นโภชนาการ การช่วย
สังเคราะห์วิตามิน และช่วยในการดูดซึมแร่ธาตุและสารอาหารท่ีจ  าเป็นต่อร่างกาย  การช่วยผลิต
เอนไซมท่ี์ส าคญัต่อการยอ่ย เช่น β-galactosidase เป็นผลดีส าหรับผูท่ี้ขาดเอนไซมช่์วยย่อยแลคโตส 
(lactose) ในนมและผลิตภณัฑน์ม ช่วยกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัใหส้ามารถท างานไดดี้ ช่วยลดอาการ
ทอ้งผกูโดยเร่งการบีบตวัของล าไส้ ช่วยใหเ้ซลลเ์ยือ่บุล  าไสส้มบูรณ์ลดความเส่ียงต่อโรคมะเร็งล  าไส ้ 
อีกทั้งยงัช่วยลดระดบัคอเลสเตอรอลในเลือดไดด้ว้ย (Gibson and Roberfroid, 1995) จุลินทรียท่ี์มี
คุณสมบติัในการเป็นโพรไบโอติกส์ยงัไดแ้ก่แบคทีเรียอีกหลายชนิด ยสีต ์และรา (Fuller, 1992) กลุ่ม
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แบคทีเรียทีเป็นโพรไบโอติกส์ Bacillus sp. (สายพนัธุท่ี์นิยมใชไ้ดแ้ก่ Baci. coagulan, Baci. subtilis, 
Baci. licheniformis, Baci. toysi และ Baci. stearothermophilus),  Bacteroides sp. (สายพนัธุ์ท่ีนิยม
ใชไ้ดแ้ก่ Bact. amylophilus, Bact. capillosus, Bact. ruminocola และ Bact. suis), Bifidobacterium 
sp. (สายพนัธุ์ท่ีนิยมใช้ไดแ้ก่ Bifio. thermophilum, Bifio. adolescentis, Bifio. animalis, Bifio. 
bifidum, Bifio. infantis และ Bifio. longum) 

              
ตารางที่ 3 จ านวนจุลินทรียส์ายพนัธุห์ลกัในต าแหน่งท่ีต่างกนัในระบบทางเดินอาหารของมนุษย ์

ระบบทางเดนิอาหาร จุลนิทรีย์ จ านวนจุลนิทรีย์ทั้งหมด 
ต่อกรัมอุจจาระ 

กระเพาะอาหาร Streptococcus 
Lactobacillus                                      

101 - 102  

 
ล าไสเ้ลก็ส่วนตน้ 
และส่วนกลาง  

Streptococcus 
Lactobacillus 

102 – 104 

ล าไสเ้ลก็ส่วนปลาย 
 

Bateroides 
Clostridium 

Enterococcus 
Streptococcus 
Lactobacillus 

106 – 108 

ล าไสใ้หญ่ Bateroides 
Eubacterium 

Bifidobacterium 
Streptococcus 
Lactobacillus 

1011 – 1012 

ที่มา: Salminen and Wright (1993) 

*******Lactobacillus sp. (สายพนัธุ์ท่ีนิยมใชไ้ดแ้ก่ 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 และ Lact. vitulinus), 
Leuconostoc sp. (สายพนัธุ์ท่ีนิยมใชไ้ดแ้ก่ Leu. cremoris, Leu. dextranicum, Leu. lactis และ Leu. 
mesenteroides), Pediococcus sp. (สายพนัธุ์ท่ีนิยมใชไ้ดแ้ก่ Pedi. acidophilus, Pedi. halophilus, 
Pedi. pentosaecus, Pedi. cerevisiae และ Pedi. acidilactici), Propionibacterium sp. (สายพนัธุ์ท่ี
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นิยมใชไ้ดแ้ก่ Prop. fredenreichii และ Prop. shermaii), Streptococcus sp. (สายพนัธุ์ท่ีนิยมใชไ้ดแ้ก่ 
Strep. cremoris, Strep. diacetylactis, Strep. faecium, Strep. intermedius, Strep. lactis และ Strep. 
thermophillus), Clostridium sp. (สายพันธุ์ท่ีนิยมใช้ได้แก่  Clostridium butyridium) และ 
Enterococcus sp. (สายพนัธุท่ี์นิยมใชไ้ดแ้ก่ Enterococcus faecium และ Enterococcus faecalis) ส่วน
กลุ่มยีสต์ท่ีเป็นโพรไบโอติกส์ ไดแ้ก่ Saccharomyces cerevisiae และ Candida pentoiepessi และ
นอกจากน้ียงัมีกลุ่มราท่ีเป็นโพรไบโอติกส์ ไดแ้ก่ Aspergillus oryzae และ Aspergillus niger 

*******โดยธรรมชาติโพรไบโอติกส์ไม่สามารถเพ่ิมจ านวนในเซลลเ์จา้บา้น (host) ไดอ้ย่างถาวร 
โดยโพรไบโอติกส์จะมีสมบติัในการส่งเสริมสุขภาพไดดี้ก็ต่อเมื่อผา่นระบบย่อยอาหารเขา้ไปอยู่ใน
ล าไสไ้ด ้ซ่ึงมี  โพรไบโอติกส์บางชนิดเป็นจุลินทรียป์ระจ าถ่ินในล าไส้ (normal colonic microflora) 
งานวิจัยส่วนใหญ่ท่ีเก่ียวกับโพรไบโอติกส์จะเก่ียวข้องกับการสังเกตผลมากกว่าการอธิบาย
กระบวนการ ดงันั้นกระบวนการท างานของโพรไบโอติกส์จึงไม่ค่อยไดม้ีค  าอธิบายมากนัก (Fuller, 
1992) โพรไบโอติกส์ท่ีวางจ าหน่ายในท้องตลาดนั้ นโดยมากได้แก่  Lactobacillus และ 
Bifidobacterium รวมกนัอยู ่แมว้่าจะมีการใชย้สีตพ์วก Saccharomyces อยูบ่า้งก็ตาม จุลินทรียแ์ลคโต
บาซิลลสัเป็นส่วนท่ีน่าสนใจมากท่ีสุด เพราะเป็นจุลินทรียท่ี์ไม่ตอ้งการออกซิเจนท่ีมีบทบาทส าคญั
ในการยอ่ยสลายสารประเภทคาร์โบไฮเดรต และมีความสัมพนัธ์กบัระบบเมตาบอลิซึมของเจา้บา้น 
(host) โดยตรง แลคโตบาซิลลสับางสายพนัธุ์สามารถสร้างและปลดปล่อยวิตามินท่ีละลายน ้ าได้
ออกมา แต่จะมีชนิดของวิตามินท่ีสร้างแตกต่างกันไปตามสปีชีส์หรือสายพนัธ์ของจุลินทรีย ์ซ่ึง
จุลินทรียเ์หล่าน้ีจะพบไดใ้นล าไสข้องเด็กทารก ท่ีกินนมแม่อย่างชดัเจน พบสูงสุดถึงประมาณ 95% 
ท่ีพบในล าไสแ้ละช่วยป้องกนัการติดเช้ือของเด็กทารกได ้และมีจ  านวนลดลงเม่ือทารกเติบโตมาก
ข้ึน (Fuller, 1992) อยา่งไรก็ตามไม่ใช่ทั้งหมดของLactobacillus ทุกสายพนัธุ ์ท่ีจะมีประสิทธิภาพใน
การต่อต้านจุลินทรียก่์อโรคในล าไส้ได้ มีการทดลองใชอ้าสาสมคัรท่ีมีสุขภาพแข็งแรง 23 คน 
รับประทานผลิตภณัฑ์โพรไบโอติกส์ท่ีมี Lactobacillus acidophilus และ Lact. bulgaricus แลว้ลอง
ใหไ้ดรั้บเช้ือ E. coli ชนิดท่ีสร้างเอน็เทอโรท็อกซิน พบว่าไม่มีความแตกต่างกนัทั้งในอตัราการเกิด
โรค ระยะฟักตวัและระยะเวลาในการเกิดโรค เมื่อเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่ไดรั้บโพรไบโอติกส์ ยสีต ์
Saccharomyces boularddii ท่ีน ามาใชใ้นการทดลองเก่ียวกบัการป้องกนัและรักษาโรคทอ้งร่วงท่ี
สมัพนัธก์บัการติดเช้ือ Clostridium difficile ใชผู้ป่้วยจ านวนทั้งหมด 180 คน ในการทดลองเป็นกลุ่ม
ควบคุม 20 คน พบว่า ผูป่้วยท่ีไดรั้บโพรไบโอติกส์ปริมาณร้อยละ 9.5 มีอาการทอ้งเสีย เมื่อเทียบกบั
กลุ่มควบคุมท่ีมีอาการร้อยละ 22  ผูเ้ขียนสรุปว่าการใชโ้พรไบโอติกส์ช่วยลดการเกิดอาการทอ้งร่วง
ท่ีสมัพนัธก์บัการติดเช้ือ Clostridium difficile ถึงแมว้่ายีสต์ Saccharomyces boulardii จะไม่สามารถ
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ป้องกนัเช้ือก่อโรคไดก้็ตาม (Saad, Delattre, Urdaci, Schmitter, and Bressollier, 2013; Axelsson, 
2004) 

*******โพรไบโอติกส์สามารถสร้างกรดแลก็ติก ท าใหก้ระเพาะอาหารมีสภาพเป็นกรดมากข้ึน จึง
เกิดการย่อยและการใช้ประโยชน์จากสารอาหารต่างๆไดดี้ข้ึน และปรับสภาพของระบบทางเดิน
อาหารใหอ้ยูใ่นสภาพท่ีแบคทีเรียโคลิฟอร์มเจริญไดย้าก (Kontula et al., 1998) สามารถทนต่อกรด
ในกระเพาะอาหารไดดี้ เช่น Lactobacillus acidophilus (ADH) สามารถทนต่อกรดไดดี้กว่าแบคทีเรีย
แลก็ติกสายพนัธุอ่ื์นๆ (Conway et al., 1987) และพบว่า Lactobacillus gasseri สามารถรอดชีวิตไดท่ี้ 
pH 3, 2 และ 1.5 ตามล าดับ (Saad et al., 2013) จากรายงานของ Shirota (1962) กล่าวว่า 
Lactobacillus ท่ีทนต่อเกลือน ้ าดีไดสู้งไดแ้ก่ Lact. bulgaricus, Lact. fermenti, Lact. casei, Lact. 
acidophilus และ L. casei shirota สามารถทนต่อเกลือน ้ าดีไดท่ี้ความเขม้ขน้ร้อยละ 2, 4, 10, 12 และ 
15 ตามล าดบั Lactobacillus acidophilus เป็นแบคทีเรียในกลุ่ม Lactobacilli ซ่ึงอยูป่ระจ าถ่ินในล าไส้
ของมนุษยแ์ละสัตว์ มีสมบติัทนต่อเกลือน ้ าดี และมีความส าคญัต่อระบบสมดุลจุลินทรียใ์นล าไส ้
อาหารเสริมท่ีมีเซลลข์อง Lactobacillus acidophilus จะช่วยปรับปรุงและรักษาสมดุลจุลินทรียใ์น
ระบบล าไส้ และช่วยรักษาโรคท่ีเกิดกบัล  าไส้ดว้ย (Brennan et al., 1993) เมื่อโพรไบโอติกส์เจริญ
ร่วมกบัจุลิทรียใ์นระบบทางเดินอาหารสามารถออกฤทธ์ิไดดี้ในทางเดินอาหารทุกส่วน สามารถ
แข่งขนักบัเช้ือก่อโรคในการยดึเกาะผนงัล  าไส ้ซ่ึงโดยปกติเช้ือก่อโรคจะเขา้ยึดเกาะและต่อตา้นการ
เคล่ือนท่ีของล าไส้ และการเขา้ยึดเกาะท่ีผนังทางเดินอาหารของโพรไบโอติกส์น้ีจะท าให้การย่อย
อาหารและการดูดซึมเป็นไปอยา่งปกติ (Fuller, 1992) 
*******นอกจากน้ีโพรไบโอติกส์ยงัสามารถสร้างเอนไซมเ์พคติเนส (pectinase) เบตา้-กาแลก็โตซิเดส 
(β-galactosidase) อะไมเลส (amylase) โพรติเอส (protease) เลคเตส (lactase) และเซลลูเลส 
(cellulase) มีผลท าให้การย่อยและการใชป้ระโยชน์ของสารอาหารต่างๆดีข้ึน  สามารถสร้างสาร
ต่อตา้นเช้ือโรคทั้งท่ีเป็น primary metabolite เช่น กรดอินทรีย ์และ secondary metabolite เช่น 
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และแบคเทอริโอซิน เป็นตน้ การกระตุ้นระบบภูมิคุ ้มกันของสัตว ์ซ่ึง
สามารถพบได้ใน Lactobacillus ท่ีสามารถกระตุ้นการสร้างแกมมาโกบลูลิน (gamma globulin) 
แกมมาอินเตอเฟียรอน (gamma interferon) และส่งเสริมกิจกรรมของแมคโครฟาจ (macrophage) ซ่ึง
เป็นสาเหตุของการก าจดัเช้ือโรคออกจากร่างกาย (Fuller, 1992) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการรายงานของ 
Kaila (1992) ไดน้ า Lactobacillus sp. (GG) จากผลิตภณัฑ์นมหรือโยเกิร์ตให้ผูป่้วยโรคทอ้งร่วง
รับประทาน พบว่าท าใหร่้างกายผูป่้วยสามารถสร้างภูมิคุม้กนัไดดี้ยิ่งข้ึนถึงร้อยละ 90 เมื่อเทียบกบั
ผูป่้วยท่ีไม่ไดรั้บประทาน Lactobacillus sp. (GG) ซ่ึงพบการสร้างภูมิคุม้กนัเพียงร้อยละ 46 อีกทั้งยงั
ช่วยสร้างเมด็เลือดแดง วิตามินบี 2 ท่ีช่วยบ ารุงเส้นผมและเล็บ กรดไขมนั และกรดอะมิโน (Fuller, 
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1989) ลดระดบัของโคเลสเตอรอลในเลือด ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการรายงานของ Buke and Gilland 
(1990) โดยไดใ้ชเ้ช้ือ Lactobacillus acidophilus ควบคุมระดบัโคเลสเตอรอลได ้เน่ืองจากจะช่วยดูด
ซึมโคเลสเตอรอลในล าไส้ได้โดยแยกเช้ือ Lact. acidophilus จากอุจจาระของอาสาสมคัร 9 ราย 
พบว่า Lact. acidophilus D16 จะดูดซึมโคเลสเตอรอลได้มากท่ีสุดคือ 50.9µg/ml และ Lact. 
acidophilus D5 จะดูดซึมไดน้อ้ยท่ีสุดคือ 28µg/ml และโพรไบโอติกส์สามารถสร้างกรดไดจ้ากการ
หมกัสารอาหาร ช่วยปรับสภาพในระบบทางเดินอาหารให้อยู่ในสภาพท่ีจุลินทรียพ์วกก่อโรคเช่น
บางสายพนัธุใ์นกลุ่ม Coliforms เจริญไดย้าก มีการสร้างสารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือก่อโรค มีความ
คงทนต่อสภาพแหง้แลง้ไดน้าน สามารถน ามาผลิตหรือผสมในอาหารสัตวไ์ด ้ทนต่อยาปฏิชีวนะได้
หลายชนิด ซ่ึงมักพบหรือใช้ในการผลิตอาหารสัตว์ ต้องไม่มีคุณสมบัติในการถ่ายทอดทาง
พนัธุกรรมในการด้ือยา (Fuller, 1989) 
*******จ านวนแบคทีเรียท่ีพบในแต่ละบริเวณของระบบทางเดินอาหาร  แสดงในตารางท่ี 3 โดย
ปกติในกระเพาะอาหาร และล าไส้เล็กส่วนตน้จะมีจุลิทรียไ์ม่มากเช่น Streptococcus, Lactobacillus 
และ ยสีต ์มีจ  านวน 10–104CFU/ml แต่บริเวณล าไสเ้ลก็ส่วนปลาย (ileum) จะมีจุลินทรียจ์  านวน 106–
108 CFU/ml โดยเป็นแบคทีเรียกในสกุล Enterococcus, Bateroides, Clostridium, Streptococcus, 
และ Lactobacillus จ  านวนแบคทีเรียในล าไสจ้ะเพ่ิมมากข้ึนเป็น 1011–1012CFU/ml เมื่อใกลก้บัล  าไส้
ใหญ่ส่วนทา้ย (sigmoid colon) (Salminen and Wright, 1993) จุลินทรียป์ระจ าถ่ินในระบบล าไส้มี
ความส าคญัต่อสุขภาพ การเจริญและระบบเมตาบอลิซึมของแบคทีเรียท่ีอาศยัอยู่ในล าไส้ใหญ่จะ
ข้ึนอยูก่บัสารอาหารท่ีไดรั้บ ซ่ึงส่วนใหญ่ไดจ้ากอาหารท่ีเรารับประทานเขา้ไป จึงมีความพยายามท่ี
จะปรับเปล่ียนโครงสร้างและกิจกรรม เมตาบอลิซึมของจุลินทรียป์ระจ าถ่ินในล าไสใ้หญ่โดยใชโ้พร
ไบโอติกส์ซ่ึงเป็นจุลินทรียม์ีชีวิตท่ีเติมลงไปในอาหาร  เป็นท่ีทราบกันดีว่ามีการน าจุลินทรียก์ลุ่ม
แบคทีเรียกรดแลก็ติก กลุ่มแลคโตบาซิลลสัและไบฟิโดแบคทีเรียมมาใชก้นัอย่างแพร่หลาย เช่น ใน
หารผลิตโยเกิร์ตและผลิตภณัฑน์มชนิดอื่นๆ จุลินทรียก์ลุ่มน้ีเป็นกลุ่มท่ีไม่ก่อโรค ไม่เป็นพิษ มีชีวิต
อยู่เป็นเวลานาน และสามารถมีชีวิตรอดผ่านกระเพาะอาหาร  และล าไส้เล็กไปสู่ล  าไส้ใหญ่ได้ดี 
(Fuller, 1992)  

         

2.4 พรีไบโอตกิส์ (Prebiotics) 
            พรีไบโอติกส์ เป็นส่วนประกอบของอาหารท่ีไม่ถูกย่อยและดูดซึมในกระเพาะอาหารและ
ล าไสเ้ลก็ มีการเลือกใชเ้ป็นสารอาหาร (substrate) ส าหรับช่วยกระตุน้การเจริญและการท างานอย่าง
จ าเพาะของจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ในล าไสใ้หญ่ และหลงัจากมีการใชพ้รีไบโอติกส์โดยจุลินทรียใ์น
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กระบวนการหมกัแลว้ ได้กรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้นเป็นผลผลิตสุดท้ายท่ีลว้นส่งผลให้
เจา้บา้น (host) มีสุขภาพท่ีดีข้ึน (Gibson and Roberfroid, 1995; Gibson, 2004)  

 

*******2.4.1 ประเภทของพรีไบโอตกิส์ 
            สารท่ีจดัว่าเป็นพรีไบโอติกส์ ไดแ้ก่ non-starch polysaccharides (NSP), Inulin, resistant 
starch และ oligosaccharides โดยเฉพาะ fructo-oligosaccharide (FOS) ท่ีส่วนมากมกัถูกเลือกใชเ้ป็น 
substrate เพื่อกระตุน้การเจริญของ probiotics กลุ่ม bifidobacteria  ไดดี้ (Gibson and Roberfroid, 
1995) จากการทดลองแบบ in vitro ของ Ghoddusi et al. (2007) ซ่ึงไดศ้ึกษาผลของ prebiotics 4 
ประเภท ไดแ้ก่ inulin (IN), fructo-oligosaccharide (FOS), polydextrose (POL) และ isomalto-
oligosaccharides (ISO) โดยวัดผลต่อการเจริญของแบคทีเรียท่ีได้จากตัวอย่างอุจจาระของ
อาสาสมคัร จ  านวน 3 ราย พบว่าในตวัอยา่งท่ีใช ้FOS, IN และ FOS + IN มีผลกระตุน้การเจริญของ
แบคทีเรียในกลุ่ม bifidobacteria, lactobacilli และ enterococci ไดดี้ Pompei et al. (2008) ไดท้ดลอง
ศึกษาผลของ  oligofructose (OF) และ inulin ต่อการเจริญของ แบคทีเรียจากอุจจาระของอาสาสมคัร 
7 ราย เม่ือตรวจวดัปริมาณจุลินทรีย ์พบว่าพรีไบโอติกส์ทั้ง 2 ประเภท สามารถช่วยกระตุน้การเจริญ
ของแบคทีเรียท่ีเป็นประโยชน์ในล าไส้ในสกุล bifidobacteira และ lactobacilli ไดดี้กว่าตวัอย่าง
ควบคุม และพบว่าแบคทีเรียกลุ่มท่ีก่อโรคปริมาณลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) และ OF 
มีปริมาณแอมโมเนียน้อยกว่าตวัอย่างควบคุมท่ีเวลา 12 ชัว่โมง เม่ือวิเคราะห์ปริมาณกรดท่ีเกิดข้ึน
พบว่ามีกรดอะซิติกและกรดแล็กติกเป็นผลผลิตหลกัจากการหมกั  OF ซ่ึงสัมพนัธ์กนักบัค่าพีเอชท่ี
ลดลง และมีปริมาณกรดไขมนัสายสั้นมากกว่าเม่ือเทียบกบั inulin อีกทั้ง FOS และ IN เป็น พรีไบโอ
ติกส์ทางการคา้ท่ีสามารถจดัหาไดง่้าย ดงันั้นจึงมีการน ามาใชเ้ป็นพรีไบโอติกส์ส าหรับผลิตภณัฑ์
อาหารเพื่อสุขภาพอย่างแพร่หลาย (Rodriguez-Cabezas ME et al., 2010; Beards, Tuohy and 
Gibson, 2010) 
 
*******2.4.2 ประโยชน์ของพรีไบโอตกิส์ (Health benefits of prebiotics) 

            ผลประโยชน์หลกั ๆ ของพรีไบโอติกส์คือ การส่งเสริมหน้าท่ีการท างาน และเมตาบอลิซึม
ของล าไส้ใหญ่ให้เกิดผลดีท่ีสุด ไดแ้ก่ การเพ่ิมการแสดงออก หรือเปล่ียนองค์ประกอบของกรด
ไขมนัสายสั้น (Short chain fatty acid, SCFA), และค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ในล าไส้ใหญ่, เพ่ิม
ปริมาณอุจจาระ, ลดปริมาณผลิตผลสุดทา้ยของไนโตรเจน และ reductive enzymes ช่วยเพ่ิมการ
แสดงออกของการจบักบัโปรตีน หรือเป็นดชันีบ่งช้ีในดา้นเมตาบอลิซึมของไขมนัและแร่ธาตุ และ
ช่วยปรับปรุงระบบภูมิคุ ้มกัน (immune system modulation) (Bournet, Brouns, Tashiro, and 
Duvillier, 2002; Forchielli and Walker, 2005; Qiang, Yanglie, and Qianbing, 2009) มีรายงานว่า 
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การใหอ้าหารสตัวท่ี์ผสมแป้ง RS พบว่า ปริมาณการผลิตกรดไขมนัสายสั้นในกระพุง้ล  าไส้ใหญ่และ
ในอุจจาระเพ่ิมมากข้ึน (Ferguson et al., 2000; Henningson et al., 2003) และเช่นเดียวกนัรายงาน
ของ Beards, Tuohy และ Gibson (2010) เมื่อทดลองแบบ in vitro fermentation โดยใชเ้ช้ือผสมจาก
อุจจาระของอาสาสมคัร จ  านวน 3 ราย ไดร้ายงานว่า FOS และ inulin เป็นประเภทของสับสเตร
ทท่ีสามารถ กระตุน้การเจริญของแบคทีเรียกลุ่มท่ีมีประโยชน์ และสร้างกรดไขมนัสายสั้นไดดี้ จาก
การทดลองใช ้FOS และแป้ง RS ผสมในอาหารส าหรับหนูทดลอง และวดัค่าพีเอชภายในล าไส้ของ
หนูทดลองพบว่าหนูทดลองท่ีไดรั้บอาหารผสม FOS มีค่าความเป็นกรดในล าไสม้ากกว่า หนูทดลอง
ท่ีได้รับอาหารผสมแป้ง RS และเมื่อวดัค่าอัตราการเจริญระหว่างแบคทีเรีย ท่ีมีประโยชน์กับ
แบคทีเรียก่อโรค พบว่าในล าไสข้องหนูทดลองท่ีไดรั้บอาหารท่ีมีส่วนผสมของพรีไบโอติกส์ทั้งสอง
ประเภทน้ี มีอตัราการเจริญของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์กลุ่ม lactobacilli และ bifidobacteria มากกว่า
แบคทีเรียก่อโรค ทั้ง FOS และ แป้ง RS ซ่ึงมีค่าการเจริญแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ไม่แตกต่างกนัทาง
สถิติ (Rodriguez-Cabezas ME et al., 2010) จากการทดลองใชแ้ป้ง RS เป็นสบัสเตรทใหก้บัสายพนัธุ์
ของเช้ือบริสุทธ์ิ Bifidobacterium ท่ีมีการคดัเลือกแลว้ว่าสามารถใชแ้ป้งเป็นซบัสเตรทในการเจริญ
ได ้พบว่าในตวัอย่างแป้ง RS มีค่าการเจริญของแบคทีเรียและค่าการผลิตกรดแล็กติกในปริมาณ
ระหว่าง 12.7%-33.9% และพบกรดอะซิติกในปริมาณระหว่าง 66.0%-87.3% ซ่ึงเป็นปริมาณท่ี
มากกว่าในแป้งดิบ (native starch) ส่วนในเช้ือผสมจากล าไส้ของหนูทดลองท่ีให้ได้รับอาหาร
ตามปกติ และน าไส้หนูมาหมกักบัซบัสเตรทคือ แป้ง RS และ native starch พบว่าในตวัอย่างแป้ง 
RS ปริมาณกรดไขมนัสายสั้นท่ีวิเคราะห์ไดม้ีกรดอะซิติกมากกว่ากรดโพรพิโอนิก และกรดบิวทิริก 
โดยมีค่าเท่ากบั 45.9%, 6.9% และ 4.8% ตามล าดบั (Wronkowska et al., 2006) ซ่ึงทั้งหมดน้ีลว้นมี
ผลต่อจุลินทรียป์ระจ าถ่ินในล าไสใ้หญ่มีผลต่อชีวเคมีและจุลกายวิภาคศาสตร์ของเน้ือเยือ่ (histology) 
ในล าไสข้อง host เหล่าน้ีมีผลช่วยส่งเสริมเหตุผลของการใช ้   พรีไบโอติกส์เพื่อกระตุน้การเจริญ
ของจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ซ่ึงอยู่ประจ าถ่ินในล าไส้ใหญ่ของคนปกติ เพื่อส่งเสริมประโยชน์ต่อ
สุขภาพในดา้นต่าง ๆ 
*******ผลต่อการกระตุน้การเจริญของจุลินทรียป์ระจ าถ่ินในล าไส้ (intestinal flora) จากการศึกษา
ทดลองแบบ in vitro ในหนูทดลอง ของ Asahara, Nomoto, Shimizu, Watanuki, and Tanaka (2001) 
และการทดลองในลูกหมูของ Bomba et al. (2002) หรือ การทดลองในคนของ Langlands, Hopkins, 
Coleman, and Cummings (2004); Cumming and Macfarlane (2002) พบว่าพรีไบโอติกส์ เช่น 
Fructo-oligosacchalides (FOS), Trans-galacto-oigosaccharides (TGOS), Inulin เมื่อใช้เป็น 
synbiotics ร่วมกนักบัจุลินทรียท่ี์เป็นสารเสริมชีวนะ (probiotics) สายพนัธุ์ Lact. plantarum, Lact. 
paracasei, หรือ Bifidobacterium bifidum จะมีผลช่วยเพ่ิมปริมาณของจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์กลุ่ม 
bifidobacteria และ lactobacilli ซ่ึงเป็นแบคทีเรียประจ าถ่ินในล าไสใ้หญ่ และยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรค
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หลายสายพนัธุ์ (Clostridium sp., E. coli, Campylobacter jejuni, Salmonella enteritidis หรือ 
Salmonella typhimurium) ทั้งในล าไสข้องคนและสตัวท์ดลอง  

*******ผลต่อการกระตุ้นระบบภูมิคุ ้มกัน  มีรายงานว่าอาหาร functional foods มีผลช่วยเพ่ิม
ภูมิคุม้กนัใหก้บัผูบ้ริโภคได ้จริงๆแลว้ส่วนประกอบในโภชนาการและผลิตผลของกระบวนการหมกั
มกัมีความเช่ือมโยงกนักบัเน้ือเยือ่ของระบบน ้ าเหลืองในล าไส้ (GALT) ซ่ึงเป็นส่วนท่ีมีมากท่ีสุดใน
ระบบภูมิคุม้กนัของล าไส้เล็ก อาหารท่ีมีอยู่ในล าไส้ อาจมีความจ าเป็นส าหรับการแสดงบทบาทท่ี
เหมาะสม และการพฒันาการของระบบบน ้ าเหลืองในล าไส้ (Scheppach, Bartram, Richter, Richter, 
et al., 1992) อย่างไรก็ตาม กลไกอ่ืนๆในระบบภูมิคุ ้มกัน สันนิษฐานว่าการตอบสนองต่อการ
ตา้นทานการรุกรานแต่ดั้งเดิม สามารถถูกกระตุน้ผ่านการท าปฏิกิริยา ของน ้ าตาลกับตวัรับการ
กระตุน้บน plasma membrane ของเซลล ์ในส่วนของ macrophages  จากผลการทดลองพบว่า inulin 
และ FOS ถูกจดัให้เป็นตวัส่งเสริมหลายปัจจยัของระบบภูมิคุม้กนั ไดแ้ก่ การเพ่ิมจ านวนของเม็ด
เลือดขาว (lymphocyte proliferation) การควบคุมระบบภูมิคุม้กนัของล าไส ้IgA การเพ่ิมจ านวนของ 
polymeric immunoglobulin receptor (pIgR) ซ่ึงมีการแสดงออกทั้งในล าไส้เล็กและล าไส้ใหญ่ และ
การพฒันาการของระบบบน ้ าเหลืองในล าไส้ (Hoentjen et al., 2005; Nakamura et at., 2004, and 
Pierre et al., 1997) ในการทดลองของ Buddington and Donahao (2002) โดยให้หนูทดลองกิน
อาหารท่ีผสม FOS และ inulin ในปริมาณ 100g/kg เป็นเวลา 6 สัปดาห์ พบว่ามีความผิดปกติของ
ต่อมในล าไสใ้หญ่ส่วนปลายลดลงหลงัจากไดรั้บการสัมผสักบัสารกระตุน้มะเร็งล  าไส้ใหญ่ และมี
ความตา้นทานต่อการติดเช้ือมากข้ึน ช่วยลดอตัราการตายเม่ือทดสอบกบัเช้ือก่อโรค และในการ
รักษาภาวะล าไสอ้กัเสบ มีผลการทดลองท่ีช้ีใหเ้ห็นถึงประโยชน์ของ inulin ในการปรับปรุงแผลของ
เซลลเ์ยื่อเมือกในล าไส้ตอนปลายของหนูทดลองให้ดีข้ึนได ้(Videla, Vilaseca, Antolin, Garcia-
LafuenteGuarner, Crespo, et al., 2001) ตามจริงแลว้การบริโภคพรีไบโอติกส์นั้นจะช่วยเหน่ียวน าให้
เกิดการเพ่ิมปริมาณของจุลินทรียท่ี์เป็นประโยชน์ในล าไสใ้หญ่ส่งผลในการปรับระบบภูมิคุม้กนัใน
ล าไส้ หรือโดยทางผลของกรดไขมนัสายสั้นท่ีสร้างจากการหมกัพรีไบโอติกส์ของแบคทีเรียกรด
แล็กติกในล าไส้ใหญ่โดยตรง ผลท่ีสุดคือการส่งเสริมการสร้างเซลลเ์ยื่อเมือกในล าไส้ นอกจากน้ี
การศึกษาท างานร่วมกันของพรีไบโอติกส์ เช่น polydextros และ lactitol พบว่า มีผลต่อ
ความสัมพนัธ์ระหว่าง การเจริญของจุลินทรียแ์ละส่ิงแวดลอ้มในระบบทางเดินอาหารของหนู
ทดลอง และเพ่ิมการตอบสนองต่อระบบภูมิคุ ้มกัน โดยเพ่ิมการขับ immunoglobulin A (IgA) 
(Peuranen, Tiihonen, Apajalahti, Kettunen, Saarinen, and Rautonen, 2004)  
*******ผลต่อการช่วยป้องกนัการเกิดมะเร็งในล าไส้ กรดไขมนัสายสั้นเป็นผลผลิตหลกัท่ีไดจ้าก
กระบวนการสนัดาปของแบคทีเรียท่ีมีประโยชนใ์นล าไสใ้หญ่ ผา่นการหมกัพรีไบโอติกส์ โดยหลกั ๆ 
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ประเภทของกรดไขมนัสายสั้นประกอบดว้ย กรดอะซิติก (acetic acid) กรดบิวทิริก (butyric acid) 
และกรดโพรพิโอนิก (propionic acid) โดยปกติแลว้ในมนุษยจ์ะมีปริมาณของกรดอะซิติกมากกว่า
กรดโพรพิโอนิก และกรดบิวทิริก ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัอาหารดว้ย   ซ่ึงกรดไขมนัสายสั้นถูกน าไปใชเ้ป็น
พลงังานในกระบวนการหายใจของเซลลเ์ยื่อบุภายในล าไส้ใหญ่  ซ่ึงมีผลต่อเยื่อบุเมือกล าไส้ใหญ่
หลายดา้นทั้งทางตรงและทางออ้ม โดยเฉพาะกรดบิวทิริก (butyric acid) ซ่ึงมกัจะถูกใชเ้ป็นแหล่ง
พลงังานของเยื่อบุเมือกล าไส้ใหญ่ (Schwiertz, Lehmann, and Jacobasch, 2002) จากรายงานของ 
Mentschel and Claus (2003) พบว่า กรดบิวทิริก ท่ีสร้างข้ึน จะช่วยปรับสภาวะตอนปลายของล าไส้
ใหญ่ใหส้มบูรณ์ โดยช่วยบ ารุงเยือ่บุของล าไส้ใหญ่ (colonic epithelium) กรดบิวทิริกจะมีผลต่อการ
แสดงออกของยนี(gene expression) และจะช่วยเหน่ียวน าการหยุดย ั้งการเจริญเซลลท่ี์ผิดปกติ  หรือ
กระตุน้การตายโดยธรรมชาติของเซลล์ (Apoptosis) ก าจดัเซลลท่ี์ไม่ต้องการหรือมีอายุมากแลว้ 
ส่งผลช่วยยบัย ั้งการเจริญของเน้ืองอกและลดเซลลม์ะเร็งในล าไส้ใหญ่ได ้(David and Peter, 2001; 
Scheppach and Weiler, 2004) 
           ผลต่อเมตาบอลิซึมของไขมนั ไดม้ีการพิสูจน์ถึงผลของพรีไบโอติกส์ต่อเมทาบอลิซึมของ
ไขมนัในตบัพบว่า inulin และ FOS แสดงผลทางสรีรวิทยาต่อระดับคอเลสเตอรอล (cholesterol) 
และ triglyceride ในหนูทดลองโดยการลดภาวะท่ีโลหิตมีคอเลสเตอรอล และ triglyceride มาก
ผิดปกติหลงัอาหาร (triglyceridenia) ไดม้ากถึง 15% และ 50%  ตามล าดบั (Delzenne, Daubioel, 
Neyrinck, Lasa, and Taper, 2002; Fiordaliso, Kok, Desager, Goethals, Deboyser, Roberfroid et al., 
1995) การลดลงของระดบั cholesterol และ triglyceride น้ี มีสาเหตุจากการลดจ านวนของไลโพโปรตีน
ท่ีมีความหนาแน่นต ่ามาก (Very Low Density Lipoprotine , VLDL) และโดยการลดการท างานของ
เอนไซม ์lipogenic การทดลองในคนนั้นมีผลการทดลองท่ีขดัแยง้กนัมาก 3 ใน 9 ของการศึกษา
โดยการใช ้inulin และ FOS เป็นอาหารเสริมในอาหารของอาสาสมคัรพบว่าไม่มีผลต่อระดับ 
cholesterol หรือ triacylglycerol ในเลือด และมี 3 ราย ท่ีแสดงการลด triacylglycerol อย่างมี
นัยส าคัญ ในขณะท่ี 4 ราย พบการลดลงของ triacylglycerol และ cholesterol โดยรวมอย่างมี
นัยส าคญั (Delzenne and Kok, 2001; Williams and Jackson, 2002) จากการศึกษาในหนูทดลอง 
พบว่ากรดอะซิติก (acetic acid) ท่ีเกิดจากการหมกัพรีไบโอติกส์ของจุลินทรียส์ามารถช่วยยบัย ั้ง
การสังเคราะห์ปริมาณคอเลสเตอรอล (cholesterolgenesis) และการสลายตวัของไขมนั ส่วนการ
ทดลองในคนพบว่าจะสามารถลดกรดไขมนัอิสระ (free fatty acids) ซ่ึงปกติแลว้หากมีปริมาณ
กรดไขมนัอิสระมาก ๆ จะเป็นอนัตรายต่อสุขภาพ และยงัมีผลไปช่วยลดความไวของการตอบสนอง
ของอินซูลินท าใหก้ารดูดซึมกลูโคสลดลง (Beynen et al., 1982) เช่นเดียวกนัในการศึกษาแบบ in vitro 
ของ Cheng and Lai (2000) พบว่าการลดปริมาณคอเลสเตอรอลโดยรวมในเลือดนั้นสัมพนัธ์กบัการ
เพ่ิมปริมาณการผลิตกรดโพรพิโอนิก โดยกรด  โพรพิโอนิก (propionic acid) สามารถช่วยยบัย ั้งการ
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สงัเคราะห์กรดไขมนั และคอเลสเตอรอล จากการทดลองผสมพรีไบโอติกส์เป็นสารอาหารในคน 
พบว่าอินนูลิน (inulin) ปรากฏผลท่ีดีกว่า FOS ในการลดปริมาณ triacylglyceride ขณะท่ีการทดลอง
ในหนูทดลองพบว่าทั้ง inulin และ FOS ใหผ้ลเท่ากนั ในการทดลองก่อนหน้าน้ี การท างานร่วมกนั
ของอาหารโปรตีนสูง (HP) กบัอาหารเส้นใยสูง high fibre diet (HF) มีผลในการลดความอยาก
อาหาร (anorexigenic) และ insulinotropic hormone และ glucagon-like peptide-1 (GLP-1) ใน
อาหาร HF และในอาหารท่ีมีส่วนผสมของ inulin จะมีผลยืดเวลาท่ีมี triglyceride และระดับ 
cholesterol โดยรวมในเลือดนอ้ยท่ีสุด ( Reimer and Russell, 2008) 
*******ผลต่อการดูดซึมแร่ธาตุ มีรายงานผลการทดลองในคนวยัหนุ่มสาวถึงการบริโภคร่วมกัน
ของพรีไบโอติกส์ประเภทอินนูลินสายสั้นและสายยาวในแต่ละวนัมีผลจะช่วยเพ่ิมการดูดซึมธาตุ
แคลเซียมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  และยงัเพ่ิมแร่ธาตุในกระดูกระหว่างวยัเจริญพนัธุ์ ผลของปัจจยั
ดา้นโภชนาการในการดูดซึมแคลเซียมอาจถูกสนับสนุนโดยปัจจัยดา้นพนัธุกรรม ได้แก่ความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมของตวัรับวิตามินบี (Abrams, Griffin, Hawthorne, Liang, Gunn, and 
Darlington, 2005) นอกจากน้ีการทดลองศึกษาในสัตวท์ดลอง พบว่ามีการเพ่ิมการดูดซึมแคลเซียม
จากการใช ้inulin และ FOS ในอาหาร (Sholz-Ahrens and Schrezonmeir, 2007)  Demigné, Jacobs, 
Moundras, Davicco, Horcajada, et.al. (2008) รายงานว่าการศึกษาในหนูทดลอง พบว่าทั้ง native 
inulin และ reformulated inulin แสดงผลท่ีเหมือนกนัในการหมกัในล าไส้ โดยการผลิตกรดไขมนั
สายสั้นโดยเฉพาะกรดบิวทิริก และการกระตุน้การดูดซึมแคลเซียมและแมกนีเซียม และผลต่อความ
หนาแน่นของแร่ธาตุกระดูก  
*******ผลต่อการควบคุมน ้ าหนัก มีการรายงานเก่ียวกับการวิจารณ์เก่ียวกับ ความสนใจใน
คาร์โบไฮเดรตท่ีตา้นทานการย่อย (non-digestible carbohydrates) ในการควบคุมโรคอว้น และ
สัมพนัธ์กับผลิตผลท่ีผิดปกติ (metabolic disorders) Roberfroid, Gibson, Hoyles, McCartney, 
Rastall, and Rowland (2010) รายงานว่าการทดลองส่วนมากมีขอ้มูลสนบัสนุนผลของพรีไบโอติกส์
ในอาหารท่ีบริโภคเขา้ไป ต่อการเพ่ิมน ้ าหนกัตวัในสัตวท์ดลองบางชนิด ผลท่ีไดแ้สดงถึงการลดลง
ของมวลไขมนัตามการใหอ้าหารท่ีผสม inulin-type fructan (ITF) การลดลงน้ีมีผลสมัพนัธก์บัการลด
อาหารหรือพลงังานท่ีรับเขา้ไป ผูเ้ขียนรายงานว่าพรีไบโอติกส์ท่ีใชเ้สริมในอาหารสามารถแสดง
ศกัยภาพ ในการขบั peptides เช่น glucagon-like peptide (GLP), Peptide YY (PYY) โดย endocrine 
cell ในล าไส้โดยการควบคุมอาหารท่ีบริโภคเขา้ไปและพลงังานท่ีไดรั้บ (Saad, Delattre, Urdaci, 
Schmitter, and Bressollier, 2013) 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

บทที่ 3 

 วิธีด าเนินการวิจัย 
 

3.1 วตัถุดิบและการเตรียมวตัถุดิบ 
             แป้งตา้นทาน RS3 (retrograded starch) และ RS4 (chemically modified starch) ผลิตจาก
ห้องปฏิบติัการทางเคมี อาคารเคร่ืองมือ 3 สาขาวิชาเทคโนโลยีอาหาร และ RS2  (Hi-maize 260 
CKI0390) จากบริษทั National starch ประเทศไทย  Oligofructose ทางการคา้ (FOS, BeneoTM P95, 
Orafti, Tienen, Belgium) ไดรั้บความอนุเคราะห์จากบริษทั DPO (Thailand) Ltd. 
             แบคทีเรียในสกุล Lactobacillus ซ่ึงเป็นแบคทีเรียบริสุทธ์ิจากแหล่งเก็บเช้ือพนัธุ์จุลินทรีย์
มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี จ  านวน 4 สายพนัธุ์ ไดแ้ก่ Lactobacillus acidophilus TISTR 450, 
Lactobacillus brevis subsp. brevis TISTR 860, Lactobacillus plantarum TISTR 543 และ 
Lactobacillus fermentum TISTR 876 
             แบคทีเรียในล าไส้ของมนุษยใ์นสกุล Lactobacillus และ Streptococcus (สายพนัธุ์ท่ีสร้าง
กรดและไม่ก่อโรค) ซ่ึงคดัแยกไดจ้ากอุจจาระของอาสาสมคัรท่ีมีสุขภาพดี มีอายุในช่วง 20 ถึง 40 ปี 
และไม่มีประวติัการใชย้าปฏิชีวนะในช่วงอยา่งนอ้ย 3 เดือนก่อนเก็บตวัอยา่งอุจจาระ  
             เช้ือผสมจากอุจจาระของอาสาสมคัรท่ีมีสุขภาพดี มีอายุอยู่ในช่วง 20 ถึง 40 ปี และไม่มี
ประวติัการใชย้าปฏิชีวนะในช่วงอย่างน้อย 3 เดือนก่อนเก็บตวัอย่างอุจจาระ เตรียมสารละลายกลา้
เช้ือผสมในอาหารเล้ียงเช้ือ Nutritive medium  ท่ีเตรียมจากสารละลาย Carbonate-phosphate buffer 
ซ่ึงมีส่วนประกอบตามสูตรอาหารเล้ียงเช้ือของ Barry et al. (1995) (ตารางท่ี 5) 
 

3.2 วธีิการวจิยั    

*******3.2.1 การทดสอบศักยภาพของแป้งต้านทานต่อการกระตุ้นการเจริญของเช้ือบริสุทธิ์ 

*******3.2.1.1 การเตรียมเช้ือเพ่ือทดสอบ 

            เช้ือบริสุทธ์ิสายพนัธุ์ Lactobacillus  species จากศูนยว์ิจัยเช้ือพนัธุ์จุลินทรียแ์ละการใช้
ประโยชน์จุลินทรียม์หาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี จาก stock culture ท่ีเก็บในตูแ้ช่แข็งท่ีอุณหภูมิ     
-80 องศาเซลเซียส มาวางไวใ้ห้ละลายท่ีอุณภูมิห้อง ปิเปตเช้ือ 0.1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ
เหลว MRS ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ขั้นตอนน้ีท าในตูป้ลอดเช้ือ (Laminar flow, Biosafety cabinet class 
II, HRX-II, Haier, Chaina) และบ่มเช้ือใหเ้จริญท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน  
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ในตูบ่้ม anaerobic chamber (SHEL LAB, BACTRON I, USA) เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมงหลงัจากนั้น 
ใชห่้วงเข่ียเช้ือเข่ียเช้ือท่ีเจริญในอาหารเหลว Cross streak ลงบนอาหารวุน้แข็งแลว้บ่มเช้ือให้เจริญท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน ในตู้บ่ม anaerobic chamber (SHEL LAB, 
BACTRON I, USA) เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นเลือกโคโลนีบริสุทธ์ิ (Pure culture) มา streak 
อาหารแข็ง บ่มเช้ือใหเ้จริญท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
เตรียมแบคทีเรียกลบัคืนเขา้  stock culture เก็บเขา้ freezer ท่ี -80 องศาเซลเซียส แลว้น าส่วนท่ีเหลือ
ไปทดสอบคุณสมบติัต่างๆต่อไป 
 

*******3.2.1.2 การพฒันาสูตรอาหารเลีย้งเช้ือ 
             เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ MRS ตามสูตรมาตรฐานใน Atlas and Parks (2004) โดยน่ึงฆ่าเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดว้ยหมอ้น่ึงความดันไอ (High pressure steam 
sterilizer, Autoclave SX-700, Tomy Kogyo Co., Ltd., Japan) จากผลการทดลองขั้นพ้ืนฐานท่ีผา่นมา
ซ่ึงไดใ้ส่แป้ง RS เป็นแหล่งของคาร์บอนแทนน ้ าตาลกลูโคสในสูตรอาหารมาตรฐานแลว้พบว่า
แบคทีเรียกรดแลก็ติทั้ง 4 สายพนัธุ ์มีแนวโนม้ความสามารถในการใชแ้ป้ง RS ไดค่้อนขา้งต ่ากว่าการ
ใชน้ ้ าตาลกลูโคส สอดคลอ้งตามโครงสร้างของแป้งท่ีซบัซอ้นมากกว่าน ้ าตาลกลูโคส ดงันั้นจึงได้
ปรับสูตรอาหารเล้ียงเช้ือให้มีความหลากหลาย ดังแสดงในตารางท่ี 4 โดยปรับลดปริมาณของ
ส่วนประกอบในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือมาตรฐาน ทั้งแหล่งคาร์บอน และไนโตรเจนท่ีเช้ือจะสามารถใช้
เป็นแหล่งพลงังานหลกั เพ่ือใหเ้ช้ือไดใ้ชส้บัสเตรทของเราแทน เพื่อคดัเลือกสายพนัธุ์ของแบคทีเรีย 
ท่ีสามารถใชแ้ป้ง RS2, RS3 และ RS4 แลว้ผลิตกรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้นไดต้ามเป้าหมาย 

  

*******3.2.1.3 การทดสอบแบคทเีรียบริสุทธิ์จากแหล่งเกบ็เช้ือพนัธ์ุจุลนิทรีย์ 
            ใชห่้วงเข่ียเช้ือเข่ียโคโลนีของเช้ือบริสุทธ์ิ จ  านวน 1 loop ลงในอาหารเหลว MRS สูตร
มาตรฐานปริมาตร  15 มิลลิลิตร ในขวดทดลองขนาด 25 มิลลิลิตร บ่มท่ีสภาวะไร้ออกซิเจน ในตูบ่้ม 
anaerobic chamber (SHEL LAB, BACTRON I, USA) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  นาน 18 ชัว่โมง 
หรือประมาณ 1 คืน  ให้มีเช้ือเร่ิมตน้ประมาณ 108CFU/mL (โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 600 นาโนเมตร เทียบกับข้อมูลความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงจากเคร่ือง 
spectrophotometer SmartSpecTM3000, BIO-RAD กับค่าจากการ spread plate) จากนั้นปิเปตเช้ือ
ประมาณร้อยละ 2  ลงในอาหารเหลวท่ีเติมแป้ง RS แต่ละสูตร จะไดเ้ช้ือเร่ิมตน้ท่ีเวลา 0 ชัว่โมง
ประมาณ 106CFU/mL บ่มเช้ือให้เจริญท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน ในตูบ่้ม 
anaerobic chamber (SHEL LAB, BACTRON I, USA)  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  วดัผลการเจริญดว้ย
วิธีการ spread plate บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง MRS Agar บ่มเช้ือให้เจริญท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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ในสภาพไร้ออกซิเจน ใน anaerobic chamber เป็นเวลา 48 ชัว่โมง แลว้บนัทึกการเจริญเป็น CFU/mL 
บนัทึกค่าการเปล่ียนแปลง pH ท่ีเวลา 24 ชัว่โมงหลงัการหมกัโดยใชเ้คร่ือง pH-meter และวิเคราะห์
หาค่าความเป็นกรดทั้งหมด (total acidity)  ดว้ย titration method ตาม AOAC Official Method 
950.07 (AOAC International, 2000) 

ตารางที่ 4 ส่วนประกอบในอาหาร MRS ปรับสูตรส าหรับแบคทีเรียท่ีใชใ้นการทดสอบศกัยภาพของ 
                 แป้งตา้นทานแต่ละประเภท (pH6.50.2) 

ส่วนประกอบ ปริมาณ (กรัมต่อลติร) ส าหรับอาหารเลีย้งเช้ือแต่ละสูตร 

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

Glucose 20 - - - - - 

Starch - 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 

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 
 

ที่มา: ดดัแปลงจากสูตรอาหารมาตรฐานของ Atlas and Parks (2004) 

 

*******3.2.2 การทดสอบศักยภาพของแป้งต้านทานต่อการกระตุ้นการเจริญของเช้ือบริสุทธิ์จาก 
                       อุจจาระของอาสาสมคัร 
*******3.2.2.1 การเตรียมเช้ือจากอุจจาระของอาสาสมคัร 
             เก็บตวัอยา่งเช้ือจากอุจจาระของอาสาสมคัร ตามวิธีมาตรฐานใน Vanderzant and 

 Splittstoesser (1992) แลว้เล้ียงเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจากสูตรอาหารมาตรฐานใน Atlas and 
Parks (2004) ท่ีมีความจ าเพาะต่อแบคทีเรียประจ าถ่ินในล าไส้ของมนุษยใ์นสกุล Lactobacillus, 
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Bifidobacterium, Enterococcus และ Streptococcus (สายพนัธุท่ี์สร้างกรดและไม่ก่อโรค) ดว้ยอาหาร
เล้ียงเช้ือ MRS Agar, Reinforced Clostridial Agar (RCA), Streptococcus faecalis Agar (SF), และ 
Streptococcus thermophilus Agar (ST) ตามล าดบั (ตารางภาคผนวกท่ี 1-4) บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน ในตูบ่้ม anaerobic chamber เป็นเวลา 48 ชัว่โมง แลว้คดัเลือก
โคโลนีของเช้ือบริสุทธ์ิท่ีสามารถใชแ้ป้งได ้โดยการทดลองเล้ียงเช้ือบนอาหารสูตรท่ีมีการแทนท่ี
แป้ง soluble starch ความเขม้ขน้ 1% ลงในสูตรอาหารมาตรฐานแทนท่ีน ้ าตาลกลูโคส และคดัเลือก
โคโลนีของเช้ือท่ีใชแ้ป้งได ้มาทดสอบสมบติัทางสัณฐานและสรีรวิทยาตาม Brenner, Krieg,  and 
Staley  (2005) พร้อมทั้งทดสอบสมบติัทางชีวเคมีดว้ยชุดทดสอบระบบ API ชนิด API 50CH/CHL 
และ API 20A (bioMérieux; bioMérieux, Inc.; France) เปรียบเทียบผลการทดสอบกบัสายพนัธุ์ของ
แบคทีเรียท่ีมีในฐานขอ้มูลของระบบ API (bioMérieux) เพ่ือทราบสายพนัธุข์องเช้ือแต่ละไอโซเลทท่ี
คดัเลือกมาใชใ้นการทดสอบศกัยภาพของแป้งตา้นทานต่อไป 
 

*******3.2.2.2 การทดลองคดัเลือกหาสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือบริสุทธิ์ 

            มีการทดลองปรับสูตรอาหารเล้ียงเช้ือให้มีความหลากหลาย โดยการปรับลดปริมาณของ
ส่วนประกอบในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือมาตรฐานใน Atlas and Parks (2004) (ตารางท่ี 4) ทั้งแหล่ง
คาร์บอนและไนโตรเจนท่ีเช้ือจะสามารถใชเ้ป็นแหล่งพลงังานได ้เพื่อให้เช้ือไดม้ีการใชส้ับสเตรท 
ของเราแทน และคดัเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถใชแ้ป้ง RS แลว้ผลิตกรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้น
ไดต้ามเป้าหมาย 
*******ใชห่้วงเข่ียเช้ือเข่ียโคโลนีของเช้ือบริสุทธ์ิ จ  านวน 1 loopful  ลงในอาหารเหลว MRS สูตร
มาตรฐานปริมาตร 15 มิลลิลิตร บ่มเช้ือท่ีสภาวะไร้ออกซิเจนในตูบ่้ม anaerobic chamber อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 18 ชัว่โมง หรือประมาณ 1 คืน ให้มีกลา้เช้ือเร่ิมตน้ประมาณ 108 CFU/mL จาก
นั้นปิเปตเช้ือร้อยละ 2 ลงในอาหารเหลวท่ีเติมแป้ง RS แต่ละสูตร จะไดเ้ช้ือเร่ิมตน้ท่ีเวลา 0 ชัว่โมง
ประมาณ 106 CFU/mL บ่มเช้ือให้เจริญท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน ในตูบ่้ม 
anaerobic chamber เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
*******ววัดัผลการเจริญดว้ยวิธีการ spread plate บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง MRS Agar บ่มเช้ือใหเ้จริญ
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน ในตูบ่้ม anaerobic chamber (SHEL LAB, 
BACTRON I, USA) เป็นเวลา 48 ชัว่โมง แลว้บนัทึกการเจริญเป็น CFU/mL บนัทึกค่าการเปล่ียนแปลง 
pH ท่ีเวลา 24 ชัว่โมงหลงัการหมกัโดยใชเ้คร่ือง pH-meter และวิเคราะห์หาค่าความเป็นกรดทั้งหมด 
(total acidity) ดว้ยวิธีการไทเทรต (AOAC International, 2000) แลว้วิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด 
(total sugars) เพื่อหาปริมาณสับสเตรทท่ีเช้ือใช้ไประหว่างการเจริญในอาหารเหลว ด้วยวิธี  
colorimetric (phenol-sulphuric acid) method (Dubois et al., 1956) 
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*******3.2.2.3 การหาระดับความเข้มข้นของแป้งทีเ่หมาะสมต่อการเจริญของเช้ือบริสุทธิ์ทีแ่ยกได้ 
*******โดยการใชอ้าหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับ 3 ท่ีปรับจากสูตรอาหารมาตรฐานใน Atlas and Parks 
(2004) ดงัแสดงในตารางท่ี 4 และผสมแป้งขา้วดิบ (native rice starch) ความเขม้ขน้ 0.5%, 1.0%, 
1.5%, และ 2.0%  ไปแทนท่ีน ้ าตาลกลูโคส 
              ใชห่้วงเข่ียเช้ือเข่ียโคโลนีของแบคทีเรียบริสุทธ์ิ จ  านวน 1 loop ลงในอาหารเหลว MRS สูตร
มาตรฐานปริมาตร 15 มิลลิลิตร บ่มเช้ือท่ีสภาวะไร้ออกซิเจนในตูบ่้ม anaerobic chamber อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง หรือประมาณ 1 คืน  ให้มีกลา้เช้ือเร่ิมตน้ประมาณ 108 CFU/mL 
จากนั้นปิเปตเช้ือ 2%  ลงในอาหารเหลวท่ีผสมแป้ง RS แต่ละสูตร จะไดเ้ช้ือเร่ิมตน้ประมาณ 106 

CFU/mL บ่มเช้ือให้เจริญท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจนในตูบ่้ม anaerobic 
chamber เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
              วดัผลการเจริญดว้ยวิธีการ spread plate บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง MRS Agar บ่มเช้ือใหเ้จริญท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน ในตูบ่้ม anaerobic chamber เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
แลว้บนัทึกการเจริญเป็น CFU/mL บนัทึกค่าการเปล่ียนแปลง pH ท่ีเวลา 24 ชัว่โมงหลงัการหมกัโดย
ใชเ้คร่ือง pH-meter และวิเคราะห์หาค่าความเป็นกรดทั้งหมด (total acidity) ดว้ย titration method 
ตาม AOAC Official Method 950.07 (AOAC International, 2000) แลว้วิเคราะห์ปริมาณ total sugars 
เพื่อหาปริมาณสบัสเตรทท่ีเช้ือใชไ้ประหว่างการเจริญในอาหารเหลว  ดว้ยวิธี  colorimetric (phenol-
sulphuric acid) method (Dubois et al., 1956) 
               จากนั้นวิเคราะห์ความสามารถในการผลิตกรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้น โดยการเลือก
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเหมาะสมในตัวอย่าง ท่ีสามารถผลิตกรดทั้งในปริมาณท่ี
ค่อนขา้งสูงมา 1.5 มิลลิลิตร  แยกเซลลโ์ดยป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10  
นาที ปิเปตเอาส่วนใสมา 1 มิลลิลิตร เจือจางตวัอย่างเพื่อใชว้ิเคราะห์ปริมาณกรดแล็กติก และกรด
ไขมนัสายสั้นโดยใชเ้คร่ือง high performance liquid chromatography  (HPLC) (Agilent 1200 Series 
LC System and Module, Agilent Technologies International sarl, Morges, Switzerland) 

 

*******3.2.2.4 การทดสอบการใช้แป้งต้านทานแบบไม่ผ่านการย่อยในระบบทางเดินอาหาร 
                          แบบจ าลอง  
              การเตรียมสบัสเตรท (substrates) เพ่ือใชเ้ป็นส่วนประกอบในอาหารเล้ียงเช้ือ ซ่ึงสับสเตรท
ท่ีน ามาใชใ้นการทดลองไดแ้ก่ แป้ง RS2, RS3, RS4 และ FOS เตรียมอาหารตามสูตรปรับ 3  ดงั
แสดงในตารางท่ี 4 เติมใส่ขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร ขวดละ 50 มิลลิลิตร แลว้จากนั้นเติม
สบัสเตรท 1%  น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ทดสอบการกระตุน้การเจริญ
ของแบคทีเรียบริสุทธ์ิ 3 สายพนัธุ ์ท่ีไดค้ดัเลือกไวส้ าหรับการทดลอง เติมกลา้เช้ือ 2% โดยปิเปตเช้ือ
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จากอาหารเหลวอาย ุ18-24 ชัว่โมง ท่ีมีเช้ือเร่ิมตน้ประมาณ 108 CFU/mL ใส่ในขวดอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
ผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ จะไดเ้ช้ือเร่ิมตน้ท่ีเวลา 0 ชัว่โมงประมาณ 106 CFU/mL บ่มเช้ือให้เจริญท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจนในตูบ่้ม anaerobic chamber เป็นเวลา 20 ชัว่โมง 
              วดัผลการเจริญดว้ยวิธีการ spread plate บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง MRS Agar บ่มเช้ือใหเ้จริญท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน ในตูบ่้ม anaerobic chamber  เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
แลว้บนัทึกการเจริญเป็น CFU/mL บนัทึกค่าการเปล่ียนแปลง pH ท่ีเวลา 20 ชัว่โมงหลงัการหมกัโดย
ใชเ้คร่ือง pH-meter และวิเคราะห์หาค่าความเป็นกรดทั้งหมด (total acidity) ดว้ย titration method 
ตาม AOAC Official Method 950.07 (AOAC International, 2000) แลว้วิเคราะห์ปริมาณ total sugars 
เพื่อหาปริมาณสบัสเตรทท่ีเช้ือใชไ้ประหว่างการเจริญในอาหารเหลว ดว้ยวิธี  colorimetric (phenol-
sulphuric acid) method (Dubois et al., 1956) จากนั้นวิเคราะห์ความสามารถในการผลิตกรดแล็กติก 
และกรดไขมนัสายสั้น โดยปิเปตอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการเล้ียงเช้ือปริมาณ 1.5 มิลลิลิตร  แยกเซลล์
โดยป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10  นาที  น าส่วนใสมา 1 มิลลิลิตร เจือจาง
ตวัอยา่งเพื่อใชว้ิเคราะห์ปริมาณกรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้น โดยใชเ้คร่ือง high performance 
liquid chromatography (HPLC) (Agilent 1200 Series LC System and Module, Agilent 
Technologies International sarl, Morges, Switzerland) 
 

 *******3.2.2.5 การทดสอบในอาหารเลีย้งเช้ือที่ผ่านการย่อยในระบบทางเดินอาหารแบบจ าลอง  
             การเตรียมสับสเตรทเช่นเดียวกนักบัขอ้ 3.2.2.4 เตรียมอาหารตามสูตรปรับ 3  ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 4 เติมใส่ขวดทดลอง ขนาด 250 มิลลิลิตร ขวดละ 190 มิลลิลิตร แลว้จากนั้นเติมสบัสเตรท 1 
% น่ึงฆ่าเช้ือท่ี 15 psi นาน 15 นาทีและหลงัจากการน่ึงฆ่าเช้ือมีการใหส้บัสเตรท ไดผ้า่นการยอ่ยก่อน 
โดยจ าลองสภาวะความเป็นกรด-ด่าง (pH), เติมเอนไซม ์และบ่มตามช่วงระเวลาการย่อยท่ีมีสภาวะ
ใกลเ้คียงกบักระเพาะอาหาร ล  าไสเ้ลก็ และล าไส้ใหญ่ในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์ (ดดัแปลง
วิธีการจาก Słominska et al., 2010 และ Goderska, Gumienna and Czarnecki, 2008) ตามขั้นตอนใน
แต่ละต าแหน่งดงัน้ี 
*******ขั้นตอนของกระเพาะอาหาร ปรับ pH ของอาหารเล้ียงเช้ือเป็น 2 ดว้ยกรด HCl 6 M เติม
เอนไซม ์ pepsin ความเขม้ขน้ 60,000 ยูนิตต่อมิลลิลิตร (P7000, Sigma) ท่ีละลายใน 0.1 M HCl 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน shaking incubator (shaker incubator, 
Innova 42R, association Thailand-Japan) เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที นาน 2 ชัว่โมง  
*******ขั้นตอนของล าไส้เล็ก ปรับ pH ของอาหารเล้ียงเช้ือเป็น 7.0 ด้วย NaOH 6 M เติม 
pancreatic-intestinal solution 10 มิลลิลิตร (pancreatic extract (P1750, Sigma) 0.02g/10 ml + bile 
salts 0.12g/10 มิลลิลิตร ละลายใน0.1 M NaHCO3  10 มิลลิลิตร) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน 
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shaking incubator (shaker incubator, Innova 42R, association Thailand-Japan) เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 
150 รอบต่อนาที นาน 4 ชัว่โมง 
*******ขั้นตอนของล าไสใ้หญ่ ปรับ pH ของอาหารเล้ียงเช้ือเป็น 8.0 ดว้ย NaOH 6 M ปิเปตเช้ือจาก
อาหารเหลว อายุ 18-24 ชัว่โมง มีเช้ือเร่ิมตน้ประมาณ 108 CFU/mL (โดยเทียบขอ้มูลความสัมพนัธ์
ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงจากเคร่ือง spectrometer ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตรกบัค่าการเจริญ 
CFU/mL จากการ spread plate) ปริมาณ 2 มิลลิลิตร ใส่ในขวดอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการย่อยแลว้
ปริมาตร 200 มิลลิลิตร จะไดเ้ช้ือเร่ิมตน้ท่ีเวลา 0 ชัว่โมงประมาณ 106 CFU/mL บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ในเคร่ืองเขย่า (shaker incubator, Innova 42R, association Thailand-Japan) เขย่าท่ี
ความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที นาน 20 ชัว่โมง โดยปิดฝาขวดให้แน่น (ซ่ึงไดท้ าการทดสอบแลว้ว่า
เช้ือทั้งสามสายพนัธุท่ี์ท าการทดลองไม่มีการสร้างก๊าซเกิดข้ึน) 
*******วดัผลการเจริญดว้ยวิธีการ spread plate บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง MRS Agar บ่มเช้ือใหเ้จริญท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน ในตูบ่้ม anaerobic chamber เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
แลว้บนัทึกการเจริญเป็น CFU/mL บนัทึกค่าการเปล่ียนแปลง pH ท่ีเวลา 20 ชัว่โมงหลงัการหมกัโดย
ใชเ้คร่ือง pH-meter และวิเคราะห์หาค่าความเป็นกรดทั้งหมด (total acidity) ดว้ย titration method 
ตาม AOAC Official Method 950.07 (AOAC International, 2000) แลว้วิเคราะห์ปริมาณ total sugars 
เพื่อหาปริมาณสบัสเตรทท่ีเช้ือใชไ้ประหว่างการเจริญในอาหารเหลว ดว้ยวิธี  colorimetric (phenol-
sulphuric acid) method (Dubois et al., 1956) จากนั้นวิเคราะห์ความสามารถในการผลิตกรดแล็กติก 
และกรดไขมนัสายสั้น จากอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผา่นการเล้ียงเช้ือปริมาณ 1.5 มิลลิลิตร แยกเซลลโ์ดยป่ัน
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10  นาที ปิเปตส่วนใสมา 1 มิลลิลิตร เจือจางตวัอย่าง
เพื่อใช้วิเคราะห์ปริมาณกรดแล็กติก และกรดไขมนัสายสั้น โดยใช้เคร่ือง HPLC (Agilent 1200 
Series LC System and Module, Agilent Technologies International sarl, Morges, Switzerland) 
 

*******3.2.3 การทดสอบศักยภาพของแป้งต้านทานต่อการกระตุ้นการเจริญของเช้ือผสมจาก 
                       อุจจาระของอาสาสมคัร (ดดัแปลงตามวิธีการของ Barry et al., 1995) 
*******เตรียมสบัสเตรทโดยชัง่สบัสเตรทแต่ละประเภทไดแ้ก่ RS2, RS3, RS4 และ FOS  ประเภท
ละ 100 มิลลิกรัม ดว้ยเคร่ืองชัง่ (Analytical balance, SI-234, Denver Instrument, Germany) โดยชัง่
ใส่ใน  polypropylene vial ขนาด 50 มิลลิลิตร  
*******เตรียมตวัอยา่งอุจจาระโดยเก็บตวัอยา่งอุจจาระใส่ในขวดกนัความร้อน ท่ีผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือ
ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที และท าการไล่ออกซิเจนด้วยการ flush ด้วยก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด ์

 

 

 

 

 

 

 

 



35 
 

            เตรียมสารละลายกลา้เช้ือโดยชัง่น ้ าหนักอุจจาระ 100 กรัม ใส่ในอาหารเล้ียงเช้ือ Nutritive 
medium  ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ท่ีท าจากสารละลาย Carbonate-phosphate buffer ซ่ึงมีส่วนประกอบ
ตามสูตรของ Barry et al. (1995) (ตารางท่ี 5) ทั้งน้ีอตัราส่วนอุจจาระต่ออาหารเล้ียงเช้ือคิดเป็น 1 : 5 
จากนั้นผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ืองตีบดผสมตวัอย่าง (stomacher, Stomacher®400 circulator, Seward 
Medical, London, U.K.) นาน 2 นาที และกรองส่วนผสมท่ีไดผ้า่นผา้ gauze หนา 6 ชั้น จะไดก้ลา้เช้ือ
ของแบคทีเรียผสม จากนั้นปิเปตสารละลายเช้ือผสม 10 มิลลิลิตร ใส่ในแต่ละ vials ซ่ึงมี สับสเตรท 
100 มิลลิกรัม  อยู่แลว้ปิดฝาขวดให้สนิทขั้นตอนน้ีท าในตูบ่้ม anaerobic chamber (SHEL LAB, 
BACTRON I, USA) แลว้น าไปบ่มในเคร่ืองเขย่า (shaker incubator, Innova 42R, association 
Thailand-Japan) ท่ีความเร็ว 120 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 ชัว่โมง 
*******เก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 20 ชัว่โมง น าตวัอย่างออกมา freezing ทนัทีดว้ย dry ice  จากนั้นปิเปต
ตวัอยา่งท่ีผา่นการหมกัท่ีเวลาต่างๆ ปริมาณ 1.5 มิลลิลิตร  แยกเซลลอ์อกโดยการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ปิเปตเอาส่วนใสมา 1 มิลลิลิตร เจือจางตวัอย่าง 10 เท่าเพื่อไป
วิเคราะห์หาปริมาณกรดแลก็ติก และกรดไขมนัสายสั้น ดว้ยเคร่ือง HPLC (Agilent 1200 Series LC 
System and Module, Agilent Technologies International sarl, Morges, Switzerland) 
 
ตารางที่ 5 ส่วนประกอบในอาหารเล้ียงเช้ือ Nutritive medium (carbonate-phosphate buffer solution)   
                 ส าหรับแบคทีเรียผสมจากอุจจาระของอาสาสมคัร 
 

Component   Concentration (g/L)  
    NaHCO3    9.240   
    Na2HPO4.12H2O    7.125   
    NaCl    0.470   
    KCl    0.450   
    Na2SO4    0.100   
    CaCl2 (anhydrous)    0.055   
    MgCl2 (anhydrous)    0.047   
    Urea    0.400   
    Trace elements    10 mL   

 

ที่มา: Barry et al. (1995) 
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3.3 การวเิคราะห์ผลการทดลอง 
*******3.3.1 การเจริญของแบคทีเรีย (Bacterial growth) 
            ตรวจวดัการเจริญของแบคทีเรียดว้ยวิธี standard plate count โดยน าอาหารเหลวท่ีผ่านการ
เล้ียงเช้ือมาเจือจางแบบ serial dilution ดว้ย butterfield’s buffered phosphate diluent  และใชเ้ทคนิค 
spread plate บนอาหารวุน้ชนิดท่ีเหมาะสมตามเช้ือ ท าการทดลองสองซ ้ า บ่มให้แบคทีเรียเจริญท่ี
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน ในตู้บ่ม anaerobic chamber (SHEL LAB, 
BACTRON I, USA) เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ตรวจนบัจ านวนโคโลนี (CFU/ mL) ของแบคทีเรียท่ีพบ 

 

*******3.3.2 การเปลีย่นแปลงความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
            ตรวจวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของอาหารท่ีผ่านการเล้ียงเช้ือด้วยเคร่ือง pH-meter 
(pH/mV Meter, UB-10, Denver Instrument, Germany) 
 
*******3.3.3 ความเป็นกรดทั้งหมด (Total acidity) 
            วิเคราะห์สภาพกรดทั้งหมดในรูปกรดแล็กติกดว้ย titration method ตาม AOAC Official 
Method 950.07 (AOAC International, 2000) น าอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผา่นการเล้ียงเช้ือ มาป่ันเหวี่ยงแยก
เซลลอ์อก ท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ปิเปตส่วนใสมา 5 มิลลิลิตร ผสม
กบัน ้ าอุ่น 10 มิลลิลิตร ใส่ flask เขยา่ใหผ้สมเป็นเน้ือเดียวกนั ไทเทรตสารละลายท่ีได ้กบัสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) มาตรฐานความเขม้ขน้ 0.1 N และใชส้ารละลาย ฟีนอฟทาลีนเขม้ขน้
ร้อยละ 0.5 โดยน ้ าหนกัเป็นอินดิเคเตอร์ ไทเทรตจนกระทัง่สารละลายเปล่ียนเป็นสีชมพู หรือค่า pH 
ประมาณ 8.2 และท าแบลงค ์(blank) โดยใชอ้าหารเหลวท่ีไม่มีการเติมเช้ือ 
 

*******3.3.4 ปริมาณน า้ตาลทั้งหมด (Total sugars) 
            วิเคราะห์หาปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการเล้ียงเช้ือ เพื่อหาปริมาณ
สบัสเตรทท่ีเช้ือใชไ้ประหว่างการเจริญในอาหารเหลว ดว้ยวิธี colorimetric (phenol-sulphuric acid) 
method (Dubois et al., 1956)  โดย ปิเปตตวัอย่าง 0.5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง จากนั้นเติม 
สารละลายฟีนอลความเขม้ขน้ร้อยละ 5 ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัดว้ยเคร่ืองเขย่าผสม
สารละลาย (vortex) (Vortex mixer, FineVotex, FinePCR, Korea)   แลว้จากนั้นเติมกรดซลัฟิวริก
เขม้ขน้ ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร น าไปผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ืองผสมวอร์เทค ให้เขา้กนัดีแลว้ตั้งท้ิงไว ้
เป็นเวลานาน 30 นาที ท าแบลงค์ (blank) โดยใชน้ ้ ากลัน่แทนสารละลายตวัอย่าง น าไปวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (UV-visible spectrophotometer) ความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร 
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ค านวณปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดจากกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกลูโคสท่ีความเขม้ขน้ 0, 
20, 40, 60, 80, และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 

*******3.3.5 วเิคราะห์ความสามารถในการผลติกรดแลก็ตกิและกรดไขมนัสายส้ัน 
             ตรวจวิเคราะห์หาปริมาณกรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้น โดยการเลือกอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
ผา่นการเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเหมาะสมในตวัอยา่ง ท่ีมีสภาพกรดทั้งหมดในปริมาณท่ีค่อนขา้งสูง ท่ีไดจ้าก
การวิเคราะห์ค่าความเป็นกรดทั้งหมดจากการไทเทรต ปริมาณ 1.5 มิลลิลิตร แยกเซลลอี์กคร้ังโดย 
ป่ันเหวี่ยงท่ี 12,000 g 10  นาที ปิเปตส่วนใสมา 1 มิลลิลิตร เจือจางตวัอย่างเพื่อใชต้รวจวิเคราะห์
ปริมาณกรดแล็กติก และกรดไขมนัสายสั้น ดว้ยเคร่ือง high performance liquid chromatography  
(HPLC, Agilent 1200 Series LC System and Module, Agilent Technologies International sarl, 
Morges, Switzerland) ใช้คอลมัน์ส 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 และตรวจวดัปริมาณกรดท่ีแยกไดโ้ดยวดัค่าการดูดกลืนแสงของสารท่ี
ความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร ดว้ย UV detector (Agilent Technologies International sarl) ระบุชนิด
ของกรดแลก็ติก และกรดไขมนัสายสั้นโดยเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน 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 านวณหาปริมาณกรดในอาหารท่ีผา่นการเล้ียงเช้ือนั้น 
 
 

3.4 การวเิคราะห์ผลทางสถิต ิ 
           วางแผนการทดลองแบบแบบ Completely Randomized Design (CRD) วิเคราะห์ขอ้มูล โดยใช้
โปรแกรมคอมพิวเตอร์ SPSS version 15 และทดสอบความแตกต่างทางสถิติดว้ยวีธี Duncan’s New 
Multiple Range Test (DMRT) 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

บทที่ 4 
ผลและวิจารณ์ผลการวิจัย  

 

4.1 การทดสอบศักยภาพของแป้งต้านทานต่อการกระตุ้นการเจริญของเช้ือบริสุทธ์ิ 
 

*******ในล าไส้ใหญ่ของคนมีแบคทีเรียท่ีเป็นประโยชน์เพียงไม่ก่ีสายพนัธุ์ท่ีสามารถใชแ้ป้ง RS 
เป็นสบัสเตรทในการเจริญได ้ดงัรายงานผลการทดลองของ Crittenden et al. (2001) ซ่ึงไดท้ดลองใช้
แบคทีเรีย Bifidobacterium 40 สายพนัธร่์วมกนักบัแป้ง RS ในลกัษณะเป็น synbiotic ในผลิตภณัฑ์
โยเกิร์ต พบว่ามีแบคทีเรีย Bifidobacterium เพียงสายพนัธุ์เดียวท่ีสามารถใชแ้ป้ง RS ในการเจริญได้
คือ Bifidobacterium lactis Lafti B94 สามารถมีชีวิตรอดผ่านสภาวะความเป็นกรดท่ีระบบทางเดิน
อาหาร และยงัอยูร่อดผา่นกระบวนการผลิตโยเกิร์ตและสภาวะการเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลานาน 6 สัปดาห์ได ้ดงันั้นการศึกษาศกัยภาพของประเภทของแป้งตา้นทาน (RS) ในการ
ทดลองน้ีไดใ้ชแ้ป้ง RS 3 ประเภทคือ RS2, RS3 และ RS4 ในการกระตุน้การเจริญของแบคทีเรีย
กรดแลก็ติกเรียในสกุล Lactobacillus ท่ีรวบรวมจากแหล่งเก็บเช้ือพนัธุ์จุลินทรียจ์  านวน 4 สายพนัธุ ์
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 ซ่ึงดัดแปลงจากสูตรอาหารเล้ียงเช้ือมาตรฐานโดยเติมธาตุอาหารตามสูตรปรับ
ส่วนประกอบ (ตารางท่ี 4) และเติมแป้ง RS2 ความเขม้ขน้ 1% เป็นแหล่งคาร์บอนหลกั บ่มท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจนเป็นเวลา 24 ชั่วโมง (ตารางท่ี 6) พบว่าแบคทีเรีย Lact. 
acidophilus TISTR 450 และ Lact. plantarum TISTR 543 มีศกัยภาพในการเจริญในอาหารท่ีเติม
แป้ง RS ใกลเ้คียงกบัน ้ าตาลกลูโคสแต่สามารถผลิตกรดทั้งหมดได้น้อยกว่าเม่ือเทียบกับน ้ าตาล
กลูโคส ส่วนแบคทีเรีย Lact. brevis subsp. brevis TISTR 860 และ Lact. fermentum TISTR 876   มี
การเจริญใกลเ้คียงกนัในอาหารท่ีเติมแป้ง RS2 ความเข้มขน้ 1% เป็นแหล่งคาร์บอนหลกัโดยมี
ปริมาณเพ่ิมข้ึนประมาณ 1 Log CFU/mL มีค่า pH ลดลงในช่วงระหว่าง 5.54-5.81 และมีค่าความ
เป็นกรดทั้งหมดในช่วงระหว่าง 0.063-0.113% ในขณะท่ีในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส
แบคทีเรียทั้ง 2 สายพนัธุ ์มีการเจริญใกลเ้คียงกนัเท่ากบั 8.85 และ 8.95 Log CFU/mL มีค่า pH ลดลง
เท่ากบั 4.51 และมีค่าความเป็นกรดทั้งหมดเท่ากบั 0.502% และ 0.837% ตามล าดบั ผลการทดลองท่ี
ไดน้ี้บ่งช้ีว่าแบคทีเรียกรดแลก็ติกกลุ่มแลคโตบาซิลลสัทั้ง 4 สายพนัธุน้ี์   มีแนวโนม้ความสามารถใน
การใชแ้ป้ง RS ไดค่้อนขา้งต ่ากว่าเมื่อเทียบกบัน ้ าตาลกลูโคสซ่ึงใชเ้ป็นการทดลองควบคุม   
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ตารางที่ 6 การเจริญ ค่า pH และค่าความเป็นกรดทั้งหมดของอาหารเล้ียงเช้ือเม่ือเล้ียงแบคทีเรีย 
                 Lactobacillus ทั้ง 4 สายพนัธุ ์ท่ีอุณหภูมิ 37°C ในสภาพไร้ออกซิเจน นาน 24 ชัว่โมง 
 

รหัสกล้าเช้ือ/อาหารเลีย้งเช้ือm 
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: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งแสดงถึงค่าวิเคราะห์ท่ีแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทาง  
                  สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 
m  สูตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชใ้นการทดลองมีการปรับส่วนประกอบต่าง ๆ จากสูตรอาหารมาตรฐาน 
   ไดเ้ป็นสูตรปรับท่ี 1, 2, 3 และ 4 ตามตารางท่ี 4 
n  ค่า pH  เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5±0.2 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
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               สอดคลอ้งตามโครงสร้างของแป้ง RS2 ท่ีซบัซอ้นมากกว่านํ้ าตาลกลูโคสโดยมีส่วนท่ีมี
ความเป็นผลึกสูง และมีลกัษณะทางโครงสร้างของเม็ดแป้งท่ีไม่มีรูหรือช่องเปิด (Sajilata et al., 
2006; Sharma et al., 2008) เน่ืองจากโดยธรรมชาติแลว้แบคทีเรียทั้ง 4 สายพนัธุ์ เป็นแบคทีเรียท่ี
สามารถใชน้ํ้ าตาลกลูโคสซ่ึงเป็นนํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวไปเป็นสบัสเตรทในการเจริญและผลิตกรดไดดี้ 
(Wood and Holzapfel, 1995) ส่วนแป้ง RS เป็นพอลิแซ็กคาไลด ์(polysaccharide) ท่ีโมเลกุลมีขนาด
ใหญ่ และมีโครงสร้างซบัซอ้นกว่านํ้ าตาลกลูโคสมาก แบคทีเรียจึงสามารถใชแ้ป้งไดเ้ฉพาะส่วนท่ี
แป้งมีการบวมนํ้ า และสูญเสียโครงสร้างไปในระหว่างท่ีนาํอาหารเล้ียงเช้ือไปทาํการน่ึงฆ่าเช้ือท่ี
อุณหภูมิสูงถึง 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ก่อนทาํการทดลอง เน่ืองจากโครงสร้างผลึกของ
แป้ง RS2 จะเร่ิมถูกทาํลายท่ีอุณหภูมิสูงประมาณ 120 องศาเซลเซียส (Charalampopoulos and 
Rastall, 2009)            
 

 

4.2 การทดสอบศักยภาพของแป้งต้านทานต่อการกระตุ้นการเจริญของเช้ือที่คดัแยกจาก 
      อุจจาระของอาสาสมัคร 
*******ไดม้ีการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีจะนาํมาใช้ในการทดสอบศกัยภาพแป้ง  RS ทั้ง 3 ประเภท 
เพ่ิมเติม โดยการคดัแยกแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีเป็นแบคทีเรียประจาํถ่ินในลาํไส้ของมนุษยป์กติใน
สกุล Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus และ Streptococcus (สายพนัธุ์ท่ีสร้างกรดและ
ไม่ก่อโรค) โดยคดัเลือกแบคทีเรียจากอุจจาระของอาสาสมคัรท่ีมีสุขภาพดี ตามวิธีมาตรฐานของ 
Vanderzant and Splittstoesser (1992) และเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ MRS Agar, Reinforced 
Clostridial Agar (RCA), Streptococcus faecalis Agar (SF), และ Streptococcus thermophilus Agar 
(ST) ตามลาํดบั  เพื่อคดัเลือกสายพนัธุ์ของแบคทีเรียท่ีสามารถใชแ้ป้ง  RS ทั้ง 3 ประเภท แลว้ผลิต
กรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้นไดดี้ จากการทดสอบสมบัติทางสัณฐานและสรีรวิทยาตาม 
Brenner, Krieg,  and Staley (2005) แสดงในตารางท่ี 7 พบว่าแบคทีเรียท่ีคดัเลือกมาทั้งหมด 66 
ไอโซเลท มี 45 ไอโซเลทเป็นแบคทีเรียแกรมบวกมีลกัษณะเป็นรูปท่อน (Gram-positive rods) และมี 
21 ไอโซเลท  ท่ีเป็นแบคทีเรียแกรมบวกมีลกัษณะเป็นรูปร่างกลม  (Gram-positive cocci) ซ่ึงมี
ลกัษณะโคโลนีดังแสดงในรูปท่ี 2 จากนั้นคัดเลือกโคโลนีของเช้ือบริสุทธ์ิท่ีสามารถใชแ้ป้งเป็น
แหล่งคาร์บอนหลกัในการเจริญได้  โดยทดลองเล้ียงเช้ือบนอาหารสูตรท่ีมีการแทนท่ีแป้งข้าว 
(native rice starch) ความเขม้ขน้ 1%  ลงไปในสูตรอาหารมาตรฐานแทนท่ีนํ้ าตาลกลูโคส พบว่าได้
เช้ือบริสุทธ์ิท่ีสามารถใชแ้ป้งเป็นแหล่งคาร์บอนหลกัในการเจริญได ้3 ไอโซเลท และนาํโคโลนีของ
เช้ือท่ีใชแ้ป้งไดม้าทดสอบสมบติัทางชีวเคมีดว้ยชุดทดสอบระบบ API ชนิด API 50CH/CHL และ 
API 20A (bioMérieux; bioMérieux, Inc.; France) เมื่อเปรียบเทียบผลการทดสอบกบัสายพนัธุ์ของ
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แบคทีเรียท่ีมีในฐานข้อมูลของระบบ API (bioMérieux) พบว่า เช้ือ 2 ไอโซเลท (MRF4 และ 
RCF10) ท่ีคดัแยกจากอาหาร MRS Agar และ RCA Agar ไดเ้ป็นแบคทีเรียในสกุล Lactobacillus ซ่ึง
เมื่อเปรียบเทียบความเหมือน (% Identity) ของสมบติัทางชีวเคมีกบัแบคทีเรียอา้งอิงในฐานขอ้มูล
ระบบ API (bioMérieux)ไอโซเลท MRF4 และ RCF10 มีความเหมือนกบั Lactobacillus sp. MRF4 
99.5% และ Lactobacillus sp. RCF10 99.7% ตามลาํดบั มี 1 ไอโซเลท (SFF5) ท่ีคดัแยกจากอาหาร 
Streptococcus faecalis Agar เป็นเช้ือสกุล Streptococcus ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบความเหมือน   (% 
Identity) ของสมบติัทางชีวเคมีกบัแบคทีเรียอา้งอิงในฐานขอ้มูลระบบ API (bioMérieux) ไอโซเลท 
SFF5 มีความเหมือนกบั Streptococcus sp. SFF5 99.9% จากนั้นจึงนาํเช้ือท่ีไดไ้ปใชใ้นการทดสอบ
ศกัยภาพของแป้งตา้นทานแต่ละประเภทต่อการกระตุน้การเจริญของเช้ือท่ีคดัเลือกไดต่้อไป 

 

                           

                               

 

รูปที่ 2 ลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรียจากอุจจาระของอาสาสมคัรบนอาหารเล้ียงเช้ือ MRS Agar 
                (A), RCA Agar (B), SF Agar (C) และ ST Agar (D) ท่ีอุณหภูมิ 37°C ในสภาพ 
                ไร้ออกซิเจนเป็นเวลา 48 ชัว่โมง            

 

 

B) 

C) D) 

A)
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ตารางที่ 7 ลกัษณะทางสณัฐานและสรีรวิทยาของแบคทีเรียท่ีคดัแยกได ้3 ไอโซเลทเปรียบเทียบกบั 
                 แบคทีเรียอา้งอิงในสกุล  Lactobacillus  และ  Streptococcus 

Characteristic

s 
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 0.5-1.0 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 glucose
a
 

- - - ± Sometime minor 

amount of CO2 

 

Hydrolysis of: 

starch 
+ + + ± ± 

gelatin - - - - - 

Optimum 

growth  

temperature 

(°C) 

37° C 37° C 37° C 30-40° C 37° C 

Growth at 10°C - - - ± - 

Growth at 45°C + + + ± ± 

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. 

ที่มา: Brenner et al. (2005)               
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*******4.2.1 การทดลองคดัเลือกหาสูตรอาหารเลีย้งเช้ือทีเ่หมาะสมต่อการเจริญของเช้ือบริสุทธิ์ 

*******ทดลองปรับสูตรอาหารเล้ียงเช้ือให้มีความหลากหลาย 5 สูตร ดงัแสดงในตารางท่ี 4 โดยมี
การปรับลดปริมาณของส่วนประกอบในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือมาตรฐาน ทั้งแหล่งคาร์บอนและ
ไนโตรเจนท่ีเช้ือจะสามารถใชเ้ป็นแหล่งพลงังานได ้เพื่อให้เช้ือไดใ้ชส้ับสเตรทของเราแทนนํ้ าตาล
กลูโคสจากสูตรอาหารมาตรฐาน เพื่อพฒันาสูตรอาหารให้เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรีย
บริสุทธ์ิท่ีคดัเลือกได ้จากการทดลองเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. RCF10 (ตารางท่ี 8) ในอาหาร
เล้ียงเช้ือเหลวสูตรท่ี 1, 2, 3, 4 และ 5 (ตารางท่ี4) เติมแป้ง RS2 ความเขม้ขน้ 1% เป็นแหล่งคาร์บอน
หลกั บ่มเช้ือใหเ้จริญท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจนเป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบว่า
แบคทีเรียมีการเจริญใกลเ้คียงกนัในอาหารสูตรท่ี 1-4 โดยมีปริมาณเพ่ิมข้ึนในช่วง 7.94-8.96 Log 
CFU/mL ค่า pH ลดลงโดยเฉล่ียในช่วง 5.28-5.77 ในขณะท่ีอาหารเล้ียงเช้ือเหลวสูตรมาตรฐานท่ีมี
ส่วนผสมของนํ้ าตาลกลูโคสแบคทีเรียมีการเจริญเพ่ิมข้ึนถึง 9.25 Log CFU/mL 
 
ตารางที่ 8 การเจริญ ค่า pH ปริมาณนํ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมดของ 
                 อาหารเล้ียงเช้ือ เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. RCF10 ท่ีอุณหภูมิ 37°C ในสภาพไร้ออกซิเจน 
                 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

รหัสกล้าเช้ือ/อาหารเลีย้งเช้ือm 
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 

 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งแสดงถึงค่าวิเคราะห์ท่ีแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทาง 
                  สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  
m  สูตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชใ้นการทดลองมีการปรับส่วนประกอบต่าง ๆ จากสูตรอาหารมาตรฐาน 
   ไดเ้ป็นสูตรปรับท่ี 1, 2, 3, 4 และ 5 ตามตารางท่ี 4 
n  ค่า pH  เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5±0.2 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
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*******โดยในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ี 3 และสูตรมาตรฐานมีค่าความเป็นกรดทั้งหมดไม่แตกต่างกนั
ทางสถิติเท่ากบั 0.468% และ 0.462% ตามลาํดบั ซ่ึงมากกว่าอาหารสูตรท่ี 1, 2 และ 4 มีค่า 0.225%, 
0.210%, และ 0.150% ตามลาํดบั และเมื่อคาํนวณปริมาณสบัสเตรทท่ีใชไ้ป พบว่าในอาหารเล้ียงเช้ือ
สูตรท่ี 3 และสูตรท่ี 1 มีค่าสับสเตรทท่ีใชไ้ปเท่ากบั 19.4% และ 18.3% ตามลาํดบั ซ่ึงมากกว่าสูตร   
ท่ี 2 (11.9%) และสูตรท่ี 4 (10.3%) ตามลาํดบั ส่วนในอาหารเหลวสูตรท่ี 5 ซ่ึงไม่ไดเ้ติมทั้งแป้งและ
นํ้ าตาลกลูโคส พบว่าแบคทีเรียมีค่าการเจริญไม่แตกต่างกนักบักลา้เช้ือเร่ิมตน้ และมีค่าความเป็นกรด
ทั้งหมดเพียง 0.042%  จากการทดลองเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. MRF4 (ตารางท่ี 9) ในอาหาร
เล้ียง ท่ีเติมแป้ง RS2 ความเขม้ขน้ 1% เป็นแหล่งคาร์บอนหลกั พบว่าแบคทีเรียมีการเจริญใกลเ้คียง
กนัในอาหารเหลวสูตรท่ี 1-4 ในช่วง 7.99-8.51 Log CFU/mL และมีค่า pH โดยเฉล่ียในช่วง       
4.38-4.85 ในขณะท่ีการทดลองในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวสูตรอาหารมาตรฐานท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคส 
แบคทีเรียมีการเจริญเพ่ิมข้ึนเท่ากบั 8.98 Log CFU/mL มีค่า pH ลดลงเท่ากบั 4.17 และมีค่าความเป็น
กรดทั้งหมดสูงถึง 0.819%   
 
ตารางที่ 9 การเจริญ ค่า pH ปริมาณนํ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมดของ 
                 อาหารเล้ียงเช้ือ เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. MRF4 ท่ีอุณหภูมิ 37°C ในสภาพไร้ออกซิเจน 
                 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

รหัสกล้าเช้ือ/อาหารเลีย้งเช้ือm 
การเจริญ 

(Log CFU/mL) 
 

pHn 
น า้ตาลทีใ่ช้ไป
ทั้งหมด (%) 

ความเป็นกรด
ทั้งหมด (%) 

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 

 

หมายเหตุ:  ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งแสดงถึงค่าวิเคราะห์ท่ีแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทาง 
                   สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  
m  สูตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชใ้นการทดลองมีการปรับส่วนประกอบต่าง ๆ จากสูตรอาหารมาตรฐาน 
   ไดเ้ป็นสูตรปรับท่ี 1, 2, 3, 4 และ 5 ตามตารางท่ี 4 
n  ค่า pH  เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5±0.2 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
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             โดยในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ี 3 มีค่าความเป็นกรดทั้งหมด 0.453% ซ่ึงมากกว่าสูตรท่ี 1 และ 
2 ท่ีมีค่าไม่แตกต่างกนัทางสถิติ เท่ากบั 0.333% และ 0.318% ตามลาํดบั และมีค่ามากกว่าสูตรท่ี 4 
(0.270%)    และเมื่อคาํนวณปริมาณสบัสเตรทท่ีใชไ้ป พบว่าในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ี 3 และสูตรท่ี 1 
มีค่าสับสเตรทท่ีใชไ้ป 18.5% และ 18.9% ตามลาํดบั ซ่ึงมากกว่าสูตรท่ี 4 (15.6%)  และสูตรท่ี 2 
(15.3%) ตามลาํดบั ส่วนในอาหารเหลวสูตรท่ี 5 ซ่ึงเป็นสูตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่ไดเ้ติมทั้งแป้งและ
นํ้ าตาลกลูโคส พบว่าแบคทีเรียมีค่าการเจริญท่ีวดัไดไ้ม่ต่างกนักบัเช้ือเร่ิมตน้ และพบค่าความเป็น
กรดทั้งหมดเพียง 0.084%                   
              จากการทดลองเล้ียงแบคทีเรีย Streptococcus sp. SFF5 (ตารางท่ี 10) ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
เติมแป้ง RS ความเขม้ขน้ 1% เป็นแหล่งคาร์บอนหลกั แบคทีเรียมีการเจริญใกลเ้คียงกนัในอาหาร
สูตรท่ี 1, 2, 3 และ 4 ในช่วง 9.05-9.47 Log CFU/mL และมีค่า pH โดยเฉล่ียในช่วง 4.29-4.90  
ในขณะท่ีอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีมีส่วนผสมของนํ้ าตาลกลูโคสแบคทีเรียมีการเจริญ 10.13 Log 
CFU/mL 

 

ตารางที่ 10 การเจริญ ค่า pH ปริมาณนํ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมดของ 
                   อาหารเล้ียงเช้ือ เม่ือเล้ียง Streptococcus sp. SFF5 ท่ีอุณหภูมิ 37°C ในสภาพ 
                   ไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

รหัสกล้าเช้ือ/อาหารเลีย้งเช้ือm 
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: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งแสดงถึงค่าวิเคราะห์ท่ีแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทาง 
                  สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  
m  สูตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชใ้นการทดลองมีการปรับส่วนประกอบต่าง ๆ จากสูตรอาหารมาตรฐาน 
   ไดเ้ป็นสูตรปรับท่ี 1, 2, 3, 4 และ 5 ตามตารางท่ี 4 
n ค่า pH  เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5±0.2 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
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*******ค่าความเป็นกรดทั้งหมดเท่ากบั 0.756%  โดยในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ี 3 มีค่าความเป็นกรด
ทั้งหมด 0.420% ซ่ึงมากกว่าในอาหารสูตรท่ี 1, 2 และ 4 (มีค่าความเป็นกรดทั้งหมด 0.387%, 
0.288% และ 0.174% ตามลาํดบั) และเมื่อคาํนวณปริมาณสบัสเตรทท่ีใชไ้ป พบว่าในอาหารเล้ียงเช้ือ
สูตรท่ี 3 และสูตรท่ี 1 มีค่าสบัสเตรทท่ีใชไ้ป 17.0% และ 19.2% ตามลาํดบั ซ่ึงมากกว่าสูตรท่ี 2 
(12.9%) และสูตรท่ี 4 (11.5%)   ตามลาํดบั ส่วนในอาหารเหลวสูตรท่ี 5 ซ่ึงไม่มีการเติมทั้งแป้งและ
นํ้ าตาลกลูโคส พบว่าแบคทีเรียมีค่าการเจริญไม่ต่างจากกลา้เช้ือเร่ิมตน้ ส่วนค่า pH ลดลงเลก็นอ้ย 
และมีค่าความเป็นกรดทั้งหมดเพียง 0.075% จากผลการทดลองดงักล่าวช้ีใหเ้ห็นว่าแบคทีเรียทั้ง 3 
สายพนัธุน้ี์ มีความตอ้งการนํ้ าตาลหรือแป้งเพ่ือเป็นแหล่งคาร์บอนหลกัในกระบวนการหมกัเพื่อ
กระตุน้ใหม้ีการเจริญและสร้างกรดไดดี้ และเม่ือพิจารณาจากค่าการเจริญ ค่าความเป็นกรดทั้งหมด 
และค่าสบัสเตรทท่ีใชไ้ป พบว่าแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีคดัเลือกมาทั้ง 3 สายพนัธุน้ี์ เม่ือเล้ียงใหเ้จริญใน
อาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ี 3  ซ่ึงไดเ้ติมธาตุอาหารเป็นส่วนประกอบดงัน้ี 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% (สูตรท่ี 3 ตารางท่ี 4) แบคทีเรียมี
แนวโนม้  ท่ีจะใชแ้ป้ง RS เป็นสบัสเตรทในการหมกัไดดี้และเป็นสูตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีสามารถ
กระตุน้การผลิตกรดทั้งหมดไดดี้กว่าเมื่อเทียบกบัอาหารสูตรท่ี 1 2 4 และ 5 จึงไดเ้ลือกใชอ้าหารเล้ียง
เช้ือสูตรท่ี 3 เป็นสูตรอาหารเล้ียงเช้ือในการทดสอบศกัยภาพของแป้งตา้นทานแต่ละประเภทต่อไป 

 

*******4.2.2 การหาความเข้มข้นของแป้งที่เหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือบริสุทธิ์ที่คดัเลือกได้ 
              เน่ืองจากประเภทของแป้ง และปริมาณแป้งท่ีใชเ้ติมในอาหารเล้ียงเช้ือใหก้บัแบคทีเรียนั้นมี
ผลต่อการกระตุน้การเจริญของแบคทีเรียไดแ้ตกต่างกนั ข้ึนอยูก่บัความสามารถในการใชแ้ป้งของ
แบคทีเรียแต่ละสายพนัธุ ์ หากแบคทีเรียสามารถใชแ้ป้งไดดี้แต่ในอาหารมีการเติมแป้งในปริมาณท่ี
ไม่เพียงพอต่อการเจริญก็จะส่งผลใหแ้บคทีเรียมีอตัราการเจริญตํ่า และสร้างกรดซ่ึงเป็นผลผลิตหลกั
จากการหมกัไดน้อ้ย แต่หากแป้งท่ีใชเ้ติมในอาหารเล้ียงเช้ือมีปริมาณเขม้ขน้เกินความตอ้งการของ
แบคทีเรีย และดว้ยคุณสมบติัดา้นความหนืดของแป้งท่ีจะเพ่ิมมากข้ึนเม่ือละลายในอาหารเล้ียงเช้ือทาํ
ใหล้ดปริมาณนํ้ าอิสระ (water activity, Aw) ท่ีแบคทีเรียจะเจริญไดส่้งผลในการจาํกดัอตัราการเจริญ
ของแบคทีเรียไดเ้ช่นกนั จึงไดท้ดลองหาปริมาณแป้งท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ี
คดัเลือกไดท้ั้ง 3 สายพนัธุ ์ โดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ี 3 (ตารางท่ี 4) ท่ีปรับจากสูตรอาหาร
มาตรฐาน และเติมแป้งขา้วดิบท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0  ไปแทนท่ีนํ้ าตาลกลูโคส 
บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37ºC ในสภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากผลการทดลองเล้ียงแบคทีเรีย 
Lactobacillus sp. RCF10 (ตารางท่ี 11) พบว่าแบคทีเรียมกีารเจริญใกลเ้คียงกนัในช่วง 8.06-8.94 Log 
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CFU/mL ค่า pH ลดลงโดยเฉล่ียในช่วง 4.57-5.30  ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีเติมแป้งความเขม้ขน้ 
0.5%, 1.0%, 1.5% และ 2.0% ในขณะท่ีการทดลองในอาหารเล้ียงเช้ือเท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคส แบคทีเรียมี
การเจริญถึง 9.44 Log CFU/mL ค่าpHลดลงเท่ากบั 4.24 และพบค่าความเป็นกรดทั้งหมดสูงถึง 
0.843%  โดยในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งความเขม้ขน้ 1% มีค่าความเป็นกรดทั้งหมด 0.333% ซ่ึง
มากกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบัอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีแป้งความเขม้ขน้ 0.5%, 1.5% และ 2% ซ่ึงมีค่าความ
เป็นกรดทั้งหมดไม่แตกต่างกนัทางสถิติ เมื่อคาํนวณปริมาณสบัสเตรทท่ีใชไ้ป พบว่าแบคทีเรีย 
Lactobacillus sp. RCF10 มีการใชส้บัสเตรทไปมากท่ีสุดเท่ากบั 19.4% เม่ือเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
มีแป้งความเขม้ขน้ 1% และมค่ีาสบัสเตรทท่ีใชไ้ปเท่ากบั 16.2%, 10.3% และ 6.3% ในอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีมีแป้งความเขม้ขน้ 0.5%, 1.5% และ 2%  ตามลาํดบั     
               แบคทีเรีย Lactobacillus sp. MRF4 (ตารางท่ี 12) มีการเจริญใกลเ้คียงกนัในช่วง 9.25-9.40 
Log CFU/mL ค่าpH ลดลงโดยเฉล่ียในช่วง 4.69-5.08 ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีเติมแป้งความเขม้ขน้
ร้อยละ 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0  ในขณะท่ีในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีส่วนผสมของนํ้ าตาลกลูโคสแบคทีเรีย
มีการเจริญสูงถึง 10.05 Log CFU/mL และมีค่าความเป็นกรดทั้งหมดเท่ากบั 0.910%   

 

ตารางที่ 11 การเจริญ ค่า pH ปริมาณนํ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมดของ 
                   อาหารเล้ียงเช้ือเติมแป้งปริมาณ 0.5-2.0%  เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. RCF10 ท่ีอุณหภูมิ 
                   37°C ในสภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

รหัสกล้าเช้ือ/อาหารเลีย้งเช้ือ 
การเจริญ 

(Log CFU/mL) 
 

pHn 
น า้ตาลทีใ่ช้ไป
ทั้งหมด (%) 

ความเป็น
กรดทั้งหมด 

(%) 
Lactobacillus sp. RCF10     

Glucose 9.44 4.24 16.5±0.012b 0.843±0.023a 
0.5%rice starch 8.19 5.30 16.2±0.010b 0.237±0.014c 
1%rice starch 8.94 4.57 19.4±0.011a 0.333±0.010b 

1.5%rice starch 8.06 4.88 10.3±0.014c 0.200±0.021c 
2%rice starch 8.67 5.04 6.3±0.017c 0.231±0.019c 

 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งแสดงถึงค่าวิเคราะห์ท่ีแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทาง 
                  สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  
n  ค่า  pH  เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5±0.2 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส   
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ตารางที่ 12 การเจริญ ค่า pH ปริมาณนํ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมดของ 
                   อาหารเล้ียงเช้ือเติมแป้งปริมาณ 0.5-2.0%  เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. MRF4 ท่ีอุณหภูม ิ
                   37°C ในสภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

รหัสกล้าเช้ือ/อาหารเลีย้งเช้ือ 
การเจริญ 

(Log CFU/mL) 
 

 pHn 
น า้ตาลทีใ่ช้ไป
ทั้งหมด (%) 

ความเป็นกรด
ทั้งหมด (%) 

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

0.5%rice starch 9.25 5.08 15.2±0.010b 0.258±0.010c 
1%rice starch 9.40 4.69 18.4±0.012a 0.342±0.018b 

1.5%rice starch 9.31 4.97 11.2±0.013c,d 0.249±0.019c 
2%rice starch 9.26 4.96 4.9±0.011d 0.234±0.012c 

 

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

*******โดยอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งความเขม้ข้น 1% มีค่าความเป็นกรดทั้งหมด 0.342%  ซ่ึง
มากกว่าอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง 0.5%, 1.5% และ 2% โดยมีค่าความเป็นกรดทั้งหมดไม่แตกต่างกนั
ทางสถิติเท่ากบั 0.258%, 0.249% และ 0.234% ตามลาํดบั และแบคทีเรีย Lactobacillus sp. MRF4 ใช้
สบัสเตรทไปมากท่ีสุดเท่ากบั 18.4% เม่ือเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งความเขม้ขน้ 1% และมีค่า
สับสเตรทท่ีใชไ้ป 15.2%, 11.2% และ 4.9% ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งความเขม้ขน้ 0.5%, 1.5% 
และ 2%  ตามลาํดบั จากผลการทดลองเล้ียงแบคทีเรีย Streptococcus sp. SFF5 (ตารางท่ี 13) ใน
อาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีเติมแป้งความเขม้ขน้ 0.5%, 1.0%, 1.5% และ 2.0% เป็นแหล่งคาร์บอนหลกั 
แบคทีเรียมีการเจริญใกลเ้คียงกันในช่วง 9.31-9.78 Log CFU/mL ในขณะท่ีในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี
นํ้ าตาลกลูโคสแบคทีเรียมีการเจริญถึง 10.42 Log CFU/mL และมีค่าความเป็นกรดทั้งหมด 0.582%  
โดยในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งความเข้มข้น 1% พบว่ามีค่าความเป็นกรดทั้งหมด 0.327%  ซ่ึง
มากกว่าอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งความเขม้ขน้ 0.5%, 1.5% และ 2% ซ่ึงมีค่าความเป็นกรดทั้งหมดไม่
แตกต่างกนัทางสถิติ และแบคทีเรีย Streptococcus sp. SFF5 ไดใ้ชส้บัสเตรทไปมากท่ีสุดเท่ากบัร้อย
ละ 22.5 ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง 1% และในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีแป้ง 0.5%, 1.5% และ 2%  มี
ปริมาณสบัสเตรทท่ีใชไ้ปเท่ากบั 16.7%, 7.8% และ 4.3% ตามลาํดบั  
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ตารางที่ 13 การเจริญ ค่า pH ปริมาณนํ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมดของ 
                   อาหารเล้ียงเช้ือเติมแป้งปริมาณ 0.5-2.0%  เม่ือเล้ียง Streptococcus sp. SFF5 ท่ีอุณหภูม ิ
                   37°C ในสภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

รหัสกล้าเช้ือ/อาหารเลีย้งเช้ือ 
การเจริญ 

(Log CFU/mL) 
 

pHn 
น า้ตาลทีใ่ช้ไป
ทั้งหมด (%) 

ความเป็นกรด
ทั้งหมด (%) 

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

0.5%rice starch 9.31 5.13 16.7±0.017b 0.252±0.018c 
1%rice starch 9.78 4.80 22.5±0.012a 0.327±0.014b 

1.5%rice starch 9.46 4.97 7.8±0.016c 0.243±0.019c,d 
2%rice starch 9.43 5.06 4.3±0.021c 0.210±0.021d 

 

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

              เม่ือวิเคราะห์ปริมาณกรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้นท่ีเกิดข้ึนหลงัจากการเจริญในอาหาร
เล้ียงเ ช้ือท่ี เติมแป้งท่ีระดับความเข้มข้น 0.5-2.0% ด้วยเค ร่ือง high performance liquid 
chromatography (HPLC) พบว่าระดบัความเขม้ขน้ของแป้งท่ีแตกต่างกนัมีผลต่อการผลิตกรดแล็กติ
กและกรดไขมนัสายสั้นท่ีแตกต่างกนัทางสถิติ (p<0.05) แสดงผลในรูปท่ี 3 โดยอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
ผา่นการเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. MRF4  พบการผลิตกรดทั้งหมดในปริมาณท่ีค่อนขา้งสูง
โดยมีกรดแล็กติกปริมาณสูงท่ีสุดเท่ากบั 5,210 ppm เม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 1% ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีสูงใกลเ้คียงกนักบัในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคส และ
สามารถกระตุ้นให้เช้ือผลิตกรดแล็กติกไดม้ากกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบัอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งท่ี
ระดบัความเขม้ขน้ 2%, 0.5% และ 1.5% ท่ีมีปริมาณกรดแลก็ติกเท่ากบั 4,400, 3,895 และ 3,500 ppm 
ตามลาํดบั กรดไขมนัสายสั้นประเภทกรดอะซีติก (acetic acid) มีปริมาณเท่ากบั 2,065 ppm เม่ือเล้ียง
ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1% ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีใกลเ้คียงกนักบัในอาหารเล้ียง
เช้ือสูตรมาตรฐานท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคส และสามารถกระตุน้ให้เช้ือผลิตกรดอะซีติก ไดม้ากกว่าอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งท่ีระดบัความเขม้ขน้ 2%, 1.5%, และ 0.5% ท่ีมีปริมาณกรดกรดอะซีติกเท่ากบั 
2,000, 1,920 และ 1,505 ppm ตามลาํดบั  
 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                      .50 
 

 

รูปที่ 3 กรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้นในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีเติมแป้งปริมาณ 0.5-2.0% 
                  แทนนํ้ าตาลกลูโคส หลงัการเจริญของแบคทีเรีย Lactobacillus sp. MRF4 ท่ีอุณหภูมิ 
                  37°C ในสภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
       

 *******กรดโพรพิโอนิก (propionic acid) มีปริมาณเท่ากบั 5,165 ppm และ 5,010 ppm เม่ือเล้ียงใน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1% และ 2% ตามลาํดบั ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีสูงกว่าใน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคส และสามารถกระตุน้ใหเ้ช้ือผลิตกรดโพรพิโอนิกไดม้ากกว่าอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1.5% และ 0.5% โดยมีปริมาณกรดโพรพิโอนิกเท่ากบั 4,770 
และ 3,825 ppm ตามลาํดบั ส่วนกรดบิวทิริก (butyric acid) มีปริมาณเท่ากบั 2,610 ppm เม่ือเล้ียงใน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1% ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีสูงกว่าอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งท่ี
ระดบัความเขม้ขน้ 0.5%, 2.0% และ 1.5% ซ่ึงมีกรดบิวทิริกเท่ากบั 1,975, 1,880  และ 1,140 ppm 
ตามลาํดบั เมื่อพิจารณาจากค่าการเจริญ ค่าความเป็นกรดทั้งหมด ค่าสับสเตรทท่ีใชไ้ปทั้งหมด และ
ปริมาณการผลิตกรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้น แสดงใหเ้ห็นว่าแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีคดัเลือกมาทั้ง 
3 สายพนัธุน้ี์ มีแนวโนม้ท่ีจะใชแ้ป้งท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1% ในการหมกัไดดี้กว่าเมื่อเปรียบเทียบกบั
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้งความเขม้ข้น 0.5%, 1.5% และ 2% และเป็นความเขม้ข้นของแป้งท่ี
เหมาะสมท่ีสุดท่ีสามารถใชก้ระตุน้ผลิตกรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้นไดดี้ จึงไดค้ดัเลือกการ
แทนท่ีนํ้ าตาลกลูโคสดว้ยแป้งท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1% ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ี 3  (ตารางท่ี 4) ซ่ึงได้
เติมธาตุอาหารเป็นส่วนประกอบดงัน้ี 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 
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0.005% และแป้ง RS 1%  เป็นอาหารเล้ียงเช้ือสูตรหลกัท่ีใช้ในการทดสอบศกัยภาพของแป้ง
ตา้นทานแต่ละประเภทต่อไป 
 

*******4.2.3 การทดสอบศักยภาพของแป้ง RS  ในการกระตุ้นการเจริญของเช้ือบริสุทธิ์แยกจาก 
                       อุจจาระของอาสาสมคัร แบบไม่ผ่านการย่อยในระบบทางเดนิอาหารแบบจ าลอง  
*******จากการท่ีไดท้ดลองปรับสูตรอาหารเล้ียงเช้ือใหมี้ความหลากหลายโดยมีการปรับลดปริมาณ
ของส่วนประกอบในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือมาตรฐาน ทั้งแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน เพื่อให้ไดสู้ตร
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีความเหมาะสมท่ีเช้ือจะสามารถใชแ้ป้ง RS แลว้ผลิตกรดแล็กติกและกรดไขมนั
สายสั้นไดดี้ ไดเ้ลือกสูตรปรับ 3 (ตารางท่ี 4) เป็นสูตรอาหารหลกัมีการเติมสับสเตรทปริมาณความ
เขม้ขน้ 1%  แทนท่ีนํ้ าตาลกลูโคส ไดแ้ก่ แป้ง RS2, RS3, RS4 และเปรียบเทียบกบั FOS ทางการคา้ 
ทดลองเล้ียงเช้ือบริสุทธ์ิท่ีคดัแยกไดจ้ากอุจจาระของอาสาสมคัรจาํนวน 3 สายพนัธุ์  (Lactobacillus 
sp. RCF10, Lactobacillus sp. MRF4, และ Streptococcus sp. SFF5) เล้ียงเช้ือให้เจริญท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 20 ชัว่โมง พบว่าประเภทของสบัสเตรทท่ีแตกต่างกนั
มีผลต่อการกระตุน้การเจริญ และการผลิตกรดทั้งหมดของแบคทีเรีย ทั้ง 3 สายพนัธุ์ ท่ีแตกต่างกนั
ทางสถิติ (p<0.05) 

 

ตารางที่ 14 การเจริญ ค่า pH ปริมาณนํ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมดของอาหาร 
                   เล้ียงเช้ือท่ีเติมสบัสเตรท 1 % เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. RCF10 ท่ีอุณหภูมิ 37°C  ใน 
                  .สภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 20 ชัว่โมง 

รหัสกล้าเช้ือ/อาหารเลีย้งเช้ือ 
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 

 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งแสดงถึงค่าวิเคราะห์ท่ีแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทาง 
                  สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  
n  ค่า pH  เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5±0.2 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส              
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******* จากการทดลองเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. RCF10 (ตารางท่ี 14) ในอาหารเล้ียงเช้ือ
เหลวท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคส พบว่ามีค่าความเป็นกรดทั้งหมดสูงท่ีสุดถึง 1.002% จากการทดลองเล้ียง
แบคทีเรีย Lactobacillus sp. MRF4 ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวสูตรท่ีมีส่วนผสมของนํ้ าตาลกลูโคส 
(ตารางท่ี 15) พบว่ามีค่าความเป็นกรดทั้งหมดสูงท่ีสุดเท่ากบั 1.200% และมีปริมาณสับสเตรทท่ีใช้
ไปเท่ากบั 27.4%  ขณะท่ีในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติมแป้ง RS3 แบคทีเรียมีการเจริญไดใ้กลเ้คียงกบั
ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคส มีค่าการเจริญเท่ากบั 10.13 Log CFU/mL ค่า pH ลดลงเท่ากบั 
4.37 มีค่าความเป็นกรดทั้งหมด 0.570%  และมีปริมาณสบัสเตรทท่ีใชไ้ป 15.2% ในขณะท่ีในสูตรท่ี
เติม RS2, RS4 และ FOS แบคทีเรียมีการเจริญใกลเ้คียงกนัในช่วง 9.27-9.88 Log CFU/mL มีค่า pH 
ในช่วง 4.64-5.50 โดยในสูตรท่ีเติมแป้ง RS2 และ FOS มีค่าความเป็นกรดทั้งหมดไม่แตกต่างกนัทาง
สถิติเท่ากบั 0.291% และ 0.255% ตามลาํดบั และยงัมีปริมาณสับสเตรทท่ีใชไ้ปไม่แตกต่างกนัทาง
สถิติเท่ากบั 19.9% และ 19.8% ตามลาํดบัส่วนในอาหารสูตรท่ีเติมแป้ง RS4 มีค่าความเป็นกรด
ทั้งหมดเพียง 0.183% และปริมาณสับสเตรทท่ีใชไ้ปน้อยท่ีสุดเท่ากบั 5.2%  และเม่ือเล้ียงแบคทีเรีย 
Streptococcus sp. SFF5 (ตารางท่ี 16) ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวสูตรมาตรฐานท่ีมีส่วนผสมของนํ้ าตาล
กลูโคส พบว่ามีค่าความเป็นกรดทั้งหมดสูงท่ีสุดถึง 0.906% 

 

ตารางที่ 15 การเจริญ ค่า pH ปริมาณนํ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมดของอาหาร 
                   เล้ียงเช้ือท่ีเติมสบัสเตรท 1 % เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. MRF4 ท่ีอุณหภูมิ 37°C  ใน 
                  . สภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 20 ชัว่โมง 

รหัสกล้าเช้ือ/อาหารเลีย้งเช้ือ 
การเจริญ 

(Log CFU/mL) 
 

 pHn 
น า้ตาลทีใ่ช้ไป
ทั้งหมด (%) 

ความเป็น
กรดทั้งหมด 

(%) 

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 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งแสดงถึงค่าวิเคราะห์ท่ีแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทาง 
                  สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  
n ค่า pH  เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5±0.2 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส              
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*******โดยในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง RS3 แบคทีเรียมีการเจริญไดใ้กลเ้คียงกบัอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
มีนํ้ าตาลกลูโคสเท่ากบั 10.31 Log CFU/mL ค่า pH ลดลงเท่ากบั 4.22 และพบค่าความเป็นกรด
ทั้งหมดเท่ากบั 0.423%  ในขณะท่ีในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง RS2, RS4 และ FOS แบคทีเรียมี
การเจริญใกลเ้คียงกนัในช่วง 9.69-9.77 Log CFU/mL มีค่า pH ในช่วง 4.49-6.01 และมีค่าความเป็น
กรดทั้งหมด 0.339%, 0.198% และ 0.252% ตามลาํดบั และเมื่อคาํนวณปริมาณสับสเตรทท่ีใชไ้ป 
พบว่าแบคทีเรีย Streptococcus sp. SFF5 มีการใชส้บัสเตรทไปเท่ากบั 22.2% ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร
ท่ีเติม FOS ซ่ึงมากกว่าในอาหารสูตรท่ีเติมแป้ง RS3, RS2 และ RS4  ตามลาํดบั จากการศึกษาการ
หมกัแป้ง RS ในระดบั in vitro ของ Topping and Clifton (2001) โดยใชอุ้จจาระของอาสาสมคัรท่ีมี
สุขภาพดีแสดงใหเ้ห็นว่าการเจริญของแบคทีเรียและผลผลิตท่ีไดจ้ากการหมกัแป้ง RS จะแตกต่างกนั
ระหว่างแหล่งท่ีมาและประเภทของแป้ง RS Lesmes et al. (2008) ไดศ้ึกษาผลของแป้ง RS3 ดว้ยการ
ทดลองแบบ in vitro พบว่าโครงสร้างผลึกท่ีหนาแน่นของแป้ง RS3 มีผลต่อความสามารถในการ
หมกัของแบคทีเรียในลาํไส ้และจาํนวนของแบคทีเรียท่ีเพ่ิมข้ึนนั้นมีผลต่อปริมาณกรดแล็กติกและ
ไขมนัสายสั้นท่ีเกิดข้ึนดว้ย  

 

ตารางที่ 16 การเจริญ ค่า pH ปริมาณนํ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมดของอาหาร 
                   เล้ียงเช้ือท่ีเติมสบัสเตรท 1 % เม่ือเล้ียง Streptococcus sp. SFF5 ท่ีอุณหภูมิ 37°C  ใน 
                  ..สภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 20 ชัว่โมง 

รหัสกล้าเช้ือ/อาหารเลีย้งเช้ือ 
การเจริญ 

(Log CFU/mL) 
 
 pHn 

น า้ตาลทีใ่ช้ไป
ทั้งหมด (%) 

ความเป็น
กรดทั้งหมด 

(%) 
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: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งแสดงถึงค่าวิเคราะห์ท่ีแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทาง 
                  สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  
n  ค่า pH  เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5±0.2 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส              
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*******จากการศึกษาในสตัวท์ดลองของ Kleessen et al. (1997) ซ่ึงไดใ้ช ้RS2 และ RS3 ปริมาณ 10 
% ผสมในอาหารใหห้นูทดลองกินเป็นระยะเวลา 5 เดือน พบว่าหนูท่ีไดรั้บอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง 
RS ทั้ง 2 ประเภท มีการเจริญของแบคทีเรียกลุ่ม bifidobacteria เป็นส่วนใหญ่ และมีปริมาณมากกว่า
ในตัวอย่างควบคุมอย่างเห็นได้ชัด และหนูท่ีได้รับแป้ง  RS3 มีการเจริญของแบคทีเรียกลุ่ม 
lactobacilli, enterococci และ streptococci มากกว่าในหนูท่ีไดรั้บแป้ง RS2 เมื่อวดัปริมาณกรดไขมนั
สายสั้น โดยหลกัๆจะพบกรดอะซิติก ซ่ึงมีค่าอตัราส่วนอยู่ช่วงระหว่าง 64-69% และพบกรดโพรพิโอนิก
ในตวัอยา่งท่ีเติมแป้ง RS3 ปริมาณมากกว่าแป้ง RS2 ส่วนกรดบิวทิริกพบในตวัอย่างท่ีเติมแป้ง RS2 
มากกว่าแป้ง RS3 และจากผลการทดลองของ Brown et al. (1997) ได้ศึกษาสมบัติความเป็น 
พรีไบโอติกส์ของแป้ง  RS2 ในหมูเพศผู  ้12 ตัว โดยเปรียบเทียบระหว่างแป้งข้าวโพดท่ีมี
ปริมาณอะไมโลสตํ่า (low-amylomaize starch) กับแป้งขา้วโพดท่ีมีปริมาณอะไมโลสสูง (high-
amylomaize starch) ติดตามปริมาณอุจจาระและกรดไขมนัสายสั้น โดยเฉพาะกรดโพรพิโอนิกและ
กรดบิวทิริก และตรวจววดัปริมาณการเจริญของ bifidobacteria ต่อกรัมของอุจจาระ พบว่า high-
amylomaize starch สามารถกระตุน้การเจริญของ bifidobacteria ไดดี้ทั้งยงัมีการผลิตกรดไขในสาย
สั้นไดดี้กว่าเม่ือเทียบกบั low-amylomaize starch และใหผ้ลดียิง่ข้ึนเม่ือใชร่้วมกนักบั FOS             
*******เมื่อวิเคราะห์หาปริมาณกรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้นท่ีได้ ภายหลงัการเจริญของ
แบคทีเรียทั้ง 3 สายพนัธุ์ ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผสมแป้ง RS2, RS3, RS4 และเปรียบเทียบกบั FOS 
พบว่าประเภทของสับสเตรทท่ีแตกต่างกนัมีผลต่อการผลิตกรดแล็กติก และกรดไขมนัสายสั้นท่ี
แตกต่างกนัทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. RCF10 ให้เจริญในอาหารเล้ียง
เช้ือเหลวท่ีมีการผสมนํ้ าตาลกลูโคส (รูปท่ี 4) พบว่ามีปริมาณกรดแล็กติกสูงท่ีสุดเท่ากบั 6,240 ppm 
ในขณะท่ีในอาหารสูตรท่ีมีแป้ง RS3 แบคทีเรียสามารถผลิตกรดแล็กติกไดใ้นปริมาณเท่ากบั 2,840 
ppm ซ่ึงแป้ง RS3 เป็นประเภทของแป้งท่ีกระตุน้ให้แบคทีเรียสามารถผลิตกรดแล็กติกไดม้ากกว่า
แป้ง RS2, FOS และ RS 4 มีปริมาณกรดแล็กติกเท่ากบั 1,960, 1,400 และ 695 ppm ตามลาํดบั 
พิจารณาจากผลการทดลองท่ีไดจ้ะเห็นว่ามีความสอดคลอ้งกนัระหว่าง ปริมาณกรดแลก็ติกท่ีผลิตได ้
กบัค่าการเจริญ ความเป็นกรดทั้งหมด และปริมาณสับสเตรทท่ีใชไ้ป เห็นไดจ้ากในอาหารเล้ียงเช้ือ
สูตรท่ีมีการเติมแป้ง RS3 สามารถกระตุน้การเจริญของแบคทีเรียไดดี้ และสามารถผลิตกรดทั้งหมด
ไดดี้กว่า RS2 และ RS4 จึงมีการใชส้บัสเตรทมากกว่าและสามรถผลิตกรดแลก็ติกไดม้ากกว่า  
*******เม่ือพิจารณาปริมาณกรดไขมนัสายสั้น พบว่าอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติม FOS มีปริมาณกรดบิวทิริก
มากกว่ากรดโพรพิโอนิก และกรดอะซิติก เท่ากบั 11,280 3,295 และ 2,370 ppm ตามลาํดบั และใน
อาหารสูตรท่ีเติมแป้ง  RS2 มีปริมาณกรดโพรพิโอนิกมากกว่ากรดอะซิติก  และกรดบิวทิริก 
เท่ากบั 2,105, 1,900 และ 125 ppm ตามลาํดบั  
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รูปที่ 4 กรดแลก็ติก และกรดไขมนัสายสั้นในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมสบัสเตรท 1% แทนนํ้ าตาลกลูโคส 
            เม่ือเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. RCF10 ท่ีอุณหภูมิ 37°C ในสภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 
            20 ชัว่โมง 
 
             ในขณะท่ีในอาหารสูตรท่ีมีแป้ง RS3 มีปริมาณกรดโพรพิโอนิกมากว่ากรดอะซิติก เท่ากบั 
2,290 และ 1,645 ppm ตามลาํดบั และในอาหารสูตรท่ีเติมแป้ง RS4 มีปริมาณกรดอะซิติกมากกว่า
กรดโพรพิโอนิก และกรดบิวทิริก มีค่าเท่ากบั 1,980 1,570 และ 1,445 ppm ตามลาํดับ เม่ือเล้ียง
แบคทีเรีย Lactobacillus sp. MRF4 (รูปท่ี 5) ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคส พบว่ามีปริมาณ
กรดแล็กติกสูงท่ีสุดเท่ากบั 5,770 ppm ในขณะท่ีในอาหารสูตรท่ีเติม FOS แบคทีเรียสามารถผลิต
กรดแลก็ติกไดใ้นปริมาณเท่ากบั 2,685 ppm และเป็นประเภทของสับสเตรทท่ีกระตุน้ให้แบคทีเรีย
สามารถผลิตกรดแลก็ติกไดม้ากกว่าในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง RS3, RS2 และ RS4 ตามลาํดบั มีค่า
ปริมาณกรดแล็กติกเท่ากบั 2,150, 1,900 และ 560 ppm ตามลาํดบั และเมื่อพิจารณาปริมาณกรด
ไขมนัสายสั้นแต่ละประเภท พบว่าแบคทีเรีย Lactobacillus sp. MRF4 สามารถผลิตกรดอะซิติกได้
มากกว่ากรดโพรพิโอนิกเท่ากบั 5,885 และ 2,020 ppm ตามลาํดบั เม่ือเล้ียงให้เจริญในอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคส  และไม่มีการผลิตกรดบิวทิริก ส่วนในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี FOS มีปริมาณ
กรดบิวทิริกมากกว่ากรดโพรพิโอนิก และกรดอะซิติก เท่ากับ 8,890, 3,330 และ 2,210 ppm 
ตามลาํดบั และอาหารสูตรท่ีเติมแป้ง RS2 มีปริมาณกรดอะซิติกมากกว่ากรดโพรพิโอนิก เท่ากบั 
2,245 และ 1,495 ppm ตามลาํดบั และไม่ผลิตกรดบิวทิริก ในขณะท่ีในอาหารสูตรท่ีเติมแป้ง RS3 พบว่ามี
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กรดอะซิติกมากกว่ากรดโพรพิโอนิก และกรดบิวทิริก เท่ากบั 2,080, 1,430 และ 5 ppm ตามลาํดบั 
และในอาหารสูตรท่ีเติมแป้ง RS4 มีปริมาณกรดอะซิติกมากกว่ากรดโพรพิโอนิก และกรดบิวทิริก 
เท่ากบั 1,790, 1,460 และ 1,385 ppm ตามลาํดบั จากผลการทดลองดงักล่าวน้ีจะเห็นว่าแบคทีเรียสาย
พนัธุ ์Lactobacillus sp. MRF4 สามารถผลิตกรดไขมนัสายสั้นประเภทกรดอะซิติกไดใ้นอาหารสูตร
ท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคสมากกว่าสูตรท่ีเติมแป้ง RS2, FOS, RS3 และ RS4 ตามลาํดบั อย่างมีนัยสาํคญัทาง
สถิติ (p<0.05) และสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกไดใ้นอาหารสูตรท่ีเติม FOS มากกว่าในสูตรท่ีเติม
แป้ง RS2, RS3 และ RS4 ส่วนกรดบิวทิริกสามารผลิตไดดี้ในอาหารสูตรท่ีเติม FOS มากกว่าแป้ง 
RS4 และ RS3 ตามลาํดบั อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) แต่ไม่มีการผลิตในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร
ท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคส  
 

 

รูปที่ 5 กรดแลก็ติก และกรดไขมนัสายสั้นในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมสบัสเตรท 1% แทนนํ้ าตาลกลูโคส 
            เม่ือเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. MRF4 ท่ีอุณหภูมิ 37°C ในสภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 
            20 ชัว่โมง 
          

            เม่ือเล้ียงแบคทีเรีย Streptococcus sp. SFF5 (รูปท่ี 6) ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีมีนํ้ าตาล

กลูโคส พบว่ามีปริมาณกรดแลก็ติกสูงท่ีสุดเท่ากบั 4,420 ppm ในขณะท่ีในอาหารสูตรท่ีเติมแป้ง RS3 

แบคทีเรียสามารถผลิตกรดแล็กติกไดเ้ท่ากบั 3,940 ppm และเป็นประเภทของแป้งท่ีกระตุน้ให้เช้ือ
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สามารถผลิตกรดแลก็ติกไดม้ากกว่าในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติม FOS, แป้ง RS2 และ RS4  ซ่ึงมีปริมาณ

กรดแล็กติกเท่ากบั 3,450, 2,820 และ 940 ppm ตามลาํดบั และเมื่อพิจารณาปริมาณกรดไขมนัสาย

สั้น พบว่าเม่ือเล้ียงเช้ือใหเ้จริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคส  มีปริมาณกรดอะซิติกมากกว่า

กรดโพรพิโอนิก เท่ากบั 4,765 และ 1,590 ppm ตามลาํดบั ส่วนในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติม FOS มี

ปริมาณกรดบิวทิริกมากกว่ากรดโพรพิโอนิก และกรดอะซิติก มีค่าเท่ากบั 9,040, 3,510 และ 2,195 

ppm ตามลาํดบั ขณะท่ีอาหารสูตรท่ีเติมแป้ง RS3 มีปริมาณกรดอะซิติกมากกว่ากรดโพรพิโอนิก 

และกรดบิวทิริก มีค่าเท่ากบั 1,720, 1,425 และ 50 ppm ตามลาํดบั และเช่นเดียวกนัในอาหารสูตรท่ี

เติมแป้ง RS3 มีปริมาณกรดอะซิติกมากกว่าโพรพิโอนิก และกรดบิวทิริก เท่ากบั 2,055, 1,650 และ 

20 ppm ตามลาํดบั ส่วนอาหารสูตรท่ีเติมแป้ง RS4 พบว่ามีปริมาณกรดอะซิติกมากกว่ากรดบิวทิริก 

และกรดโพรพิโอนิก มีค่าเท่ากบั 1,915, 1,505 และ 1,450 ppm ตามลาํดบั จากผลการทดลองดงักล่าว

น้ีจะเห็นว่าแบคทีเรียสายพนัธุ ์Streptococcus sp. SFF5 สามารถผลิตกรดไขมนัสายสั้นไดดี้ในอาหาร

สูตรท่ีเติม FOS มากกว่าแป้ง RS3, RS4 และ RS2 ตามลาํดบั อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05)  

 

 

รูปที่ 6 กรดแลก็ติก และกรดไขมนัสายสั้นในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมสบัสเตรท 1% แทนนํ้ าตาลกลูโคส 
            เม่ือเล้ียงแบคทีเรีย Streptococcus sp. SFF5 ท่ีอุณหภูมิ 37°C ในสภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 
            20 ชัว่โมง   
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*******จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่าแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีคดัเลือกจากอุจจาระของอาสาสมคัร

ทั้ง 3 สายพนัธุน้ี์ สามารถผลิตกรดไขมนัสายสั้นไดดี้ในอาหารสูตรท่ีเติม FOS โดยเฉพาะกรดบิวทิริก

ทีมีปริมาณมากกว่ากรดโพรพิโอนิก และกรดอะซิติก ตามลาํดบั และมากกว่าเมื่อเปรียบเทียบอาหาร

เล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง RS2, RS3 และ RS4 อย่างมีนัยสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) ถึงแมว้่ากรดไขมนัสาย

สั้นทุกประเภทจะมีหน้าท่ีสาํคญัในการช่วยบาํรุงรักษาเยื่อบุผิวในระบบลาํไส้ แต่กรดบิวทิริกเป็น

กรดไขในสายสั้นท่ีมีรายงานผลการทดลองท่ีหลากหลายเก่ียวกบัประโยชน์หลกั ๆ ต่อสุขภาพของ

ผูบ้ริโภคในดา้นการช่วยลดความเส่ียงของโรคมะเร็งลาํไส้ (Leleu et al., 2007; Sengupta et al., 

2006; Mentschel and Claus, 2003; Hague et al., 1995) นอกจากน้ียงัพบว่าแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ี

คดัเลือกจากอุจจาระของอาสาสมคัรทั้ง 3 สายพนัธุ ์มีแนวโนม้ท่ีจะใชแ้ป้ง RS เป็นสบัสเตรทไดน้้อย

กว่า FOS จากค่าการเจริญท่ีใกลเ้คียงกนั อีกทั้งยงัมีการผลิตกรดไขมนัสายสั้นทั้งหมดไดน้้อยกว่าใน

อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติม FOS อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) สอดคลอ้งตามโครงสร้างของแป้ง RS 

แต่ละประเภทท่ีมีลกัษณะซบัซอ้นมากกว่า FOS โดยเป็นสายของพอลิเมอร์ท่ีเรียงชิดติดกนั มีส่วนท่ี

มีความเป็นผลึกสูง ทั้งยงัมีหมู่แทนท่ีแทรกระหว่างโครงสร้าง ทาํใหแ้บคทีเรียใชไ้ดย้ากแบคทีเรียจึง

สามารถใชแ้ป้ง RS ไดเ้ฉพาะส่วนท่ีมีการบวมนํ้ า และสูญเสียโครงสร้างไปในระหว่างท่ีนาํอาหาร

เล้ียงเช้ือไปทาํการน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิสูงถึง 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ก่อนทาํการ

ทดลอง (Sajilata     et al., 2006; Sharma et al., 2008)  เน่ืองจากโดยธรรมชาติแลว้แบคทีเรียทั้ง 3 

สายพนัธุ์ท่ีคัดเลือกมาใชเ้ป็นแบคทีเรียท่ีสามารถใช้นํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวไปเป็นสับสเตรทในการ

เจริญไดดี้กว่าแป้ง (Wood and Holzapfel, 1995) ผลการทดลองน้ีสอดคลอ้งกบัผลการทดลองก่อน

หนา้น้ีท่ีรายงานว่า FOS เป็นสบัสเตรทท่ีมีโครงสร้างท่ีแบคทีเรียสามารถใชใ้นการเจริญและการผลิต

กรดไขมนัสายสั้นไดดี้มากกว่าแป้ง RS ทั้ง 3 ประเภท และมากกว่าสบัสเตรทประเภทอ่ืน เช่น inulin, 

Polydextrose, และ Isomaltooligosaccharides ซ่ึงมีโครงสร้างท่ีมีความซบัซอ้นมากกว่า (Ghoddusi et 

al., 2007; Beards, Tuohy and Gibson, 2010) และสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Pompei et al. 

(2008) ไดศ้ึกษาผลของ  oligofructose (OF) และ inulin ต่อการเจริญของ แบคทีเรียจากอุจจาระของ

อาสาสมคัร 7 ราย เม่ือตรวจวดัปริมาณจุลินทรีย ์พบว่าพรีไบโอติกส์ทั้ง 2 ประเภท สามารถช่วย

กระตุน้การเจริญของแบคทีเรียท่ีเป็นประโยชน์ในลาํไส้ในสกุล bifidobacteira และ lactobacilli ได้

ดีกว่าตัวอย่างควบคุม และพบว่าแบคทีเรียกลุ่มท่ีก่อโรคปริมาณลดลงอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ 

(p≤0.05) และเม่ือวิเคราะห์ปริมาณกรดท่ีเกิดข้ึนพบว่ามีกรดอะซิติกและกรดแล็กติกเป็นผลผลิต
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หลกัจากการหมกั OF ซ่ึงสมัพนัธ์กนักบัค่าpHท่ีลดลง และมีปริมาณกรดไขมนัสายสั้นมากกว่าเม่ือ

เทียบกบั inulin ส่วนในผลการทดลองในการใช ้FOS และแป้ง RS ผสมในอาหารสาํหรับหนูทดลอง 

และวดัค่าpHภายในลาํไส้ของหนูทดลองพบว่าหนูทดลองท่ีไดรั้บอาหารผสม FOS มีค่าความเป็น

กรดในลาํไส้มากกว่าหนูทดลองท่ีไดรั้บอาหารผสมแป้ง RS และเมื่อวดัค่าอตัราการเจริญระหว่าง

แบคทีเรียท่ีมีประโยชน์กบัแบคทีเรียก่อโรค พบว่าในลาํไสข้องหนูทดลองท่ีไดรั้บอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี

ส่วนผสมของพรีไบโอติกส์ทั้งสองประเภทน้ี มีค่าอตัราการเจริญของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์กลุ่ม 

Lactobacillus และ Bifidobacterium มากกว่าแบคทีเรียก่อโรค นอกจากน้ีทั้ง FOS และ RS ซ่ึงมีค่า

การเจริญแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ไม่ต่างกนัทางสถิติ  ( Rodriguez-Cabezas ME et al., 2010) 

 

*******4.2.4 การทดสอบในอาหารเลีย้งเช้ือทีผ่่านการย่อยในระบบทางเดินอาหารแบบจ าลอง  

*******ในการทดลองน้ีได้เล้ียงแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีคัดเลือกได้จากอุจจาระของอาสาสมคัรท่ีมี
สุขภาพดีทั้ง 3 สายพนัธุ์ (Lactobacillus sp. RCF10, Lactobacillus sp. MRF4 และ Streptococcus sp. 
SFF5)  ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการเติมแป้ง RS2, RS3, RS4 และเปรียบเทียบกบั FOS ปริมาณความ
เขม้ขน้ร้อยละ 1 แทนนํ้ าตาลกลูโคสในอาหารเล้ียงเช้ือ (สูตรท่ี 3 ตารางท่ี 4) โดยการจาํลองสภาวะ
การยอ่ยสบัสเตรททุกประเภทผา่นระบบทางเดินอาหารของมนุษย ์(ดดัแปลงวิธีการจาก Słominska 
et al., 2010 และ Goderska et al., 2008) จากนั้นเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะของ
ลาํไส้ใหญ่แบบจาํลองเป็นเวลา 20 ชัว่โมง พบว่าประเภทของสับสเตรทท่ีแตกต่างกนัมีผลต่อการ
กระตุน้การเจริญ และการผลิตกรดทั้งหมดท่ีแตกต่างกนัทางสถิติ (p<0.05) จากตารางท่ี 17 พบว่า
แบคทีเรีย Lactobacillus sp. RCF10 สามารถใชแ้ป้ง RS3 ไดดี้กว่า RS2, RS4 และ FOS จากค่าการ
เจริญท่ีใกลเ้คียงกนัในช่วง 8.81-9.86 Log CFU/mL ค่า pH ลดลงเฉล่ียในช่วง 4.68-5.33 และมีค่า
ความเป็นกรดทั้งหมดในช่วง 0.255%-0.387% เมื่อคาํนวณปริมาณสับสเตรทท่ีใช้ไปก็พบว่าใน
อาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคสมีปริมาณสบัสเตรทท่ีใชไ้ปมากท่ีสุดเท่ากบั 41.4% และสูตรท่ี
เติมแป้ง RS3 มีปริมาณสับสเตรทท่ีใชไ้ปมากกว่าในสูตรท่ีเติม FOS, RS2 และ RS4 มีค่า 23.0%, 
15.8%, 14.8% และ 7.6% ตามลาํดบั เม่ือพิจารณาจากค่าความเป็นกรดทั้งหมดและปริมาณสบัสเตรท
ท่ีใชไ้ป จะเห็นไดว้่าเมื่อเทียบระหว่างประเภทของแป้ง RS พบว่าอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติมแป้ง RS3 
สามารถกระตุน้การเจริญของแบคทีเรียและผลิตกรดทั้งหมดไดดี้กว่าดงันั้นจึงมีการใชส้บัสเตรทมาก
กว่าเมื่อเทียบกบัแป้ง RS2 และ RS4  สอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Silivi et al. (1999) ศึกษาผล
ของแป้ง RS3 ต่อการเจริญของเช้ือจากลาํไสห้นูทดลอง พบว่าแป้ง RS3 15 กรัมต่อ 100 กรัมอาหาร 
มีผลช่วยใหป้ริมาณของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์กลุ่ม lactobacilli และ bifidobacteria เพ่ิมข้ึนได ้10-
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102 CFU/mL และยงัมีมลต่อการลดจาํนวนของ enterobacteria ไดม้ากกว่าเมื่อเทียบกับตวัอย่าง
ควบคุมคือนํ้ าตาลซูโครส นอกจากน้ีแป้ง RS3 ยงัมีผลส่งเสริมการผลิตกรดบิวทิริกในหนูทดลอง 
และช่วยลดปริมาณการผลิตแอมโมเนียและลดค่า pH ในกระพุง้ลาํไสไ้ด ้ 
 

                     
ตารางที่ 17 การเจริญ ค่า pH ปริมาณนํ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมดของอาหาร 
                   เล้ียงเช้ือท่ีจาํลองสภาวะการยอ่ยผา่นระบบทางเดินอาหาร เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. 
                   RCF10 ท่ีอุณหภูมิ 37 °C ในสภาพไร้ออกซิเจนนาน 24 ชัว่โมง 

รหัสกล้าเช้ือ/อาหารเลีย้งเช้ือ 
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 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งแสดงถึงค่าวิเคราะห์ท่ีแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทาง 
                .  .สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  
n  ค่า pH  เร่ิมตน้เท่ากบั 8.0±0.2 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส    
 
              ในทาํนองเดียวกนัการทดลองเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. MRF4 (ตารางท่ี 18) ใน
อาหารเล้ียงเช้ือเหลวสูตรมาตรฐานท่ีมีส่วนผสมของนํ้ าตาลกลูโคส และในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง 
RS3 สามารถกระตุน้การเจริญของแบคทีเรียไดดี้ใกลเ้คียงกนัเท่ากบั 9.90-9.92 Log CFU/mL มีค่า
ความเป็นกรดทั้งหมด 0.601% และ 0.342% ตามลาํดบั และมีปริมาณสบัสเตรทท่ีใชไ้ปเท่ากบั 
39.4% และ 27.7% ตามลาํดบั ในขณะท่ีในสูตรท่ีเติมแป้ง RS2, RS4 และ FOS พบว่าแบคทีเรียมีการ
เจริญใกลเ้คียงกนัในช่วง 8.76-9.33 Log CFU/mL และมีค่าความเป็นกรดทั้งหมดไม่แตกต่างกนัทาง
สถิติ เท่ากบั 0.270%, 0.264% และ 0.255% ตามลาํดบั และมีค่าสบัสเตรทท่ีใชไ้ปเท่ากบั 19.9%, 
5.6% และ 12.3% ตามลาํดบั        
 
*******  
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ตารางที่ 18 การเจริญ ค่า pH ปริมาณนํ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมดของอาหาร 
                   เล้ียงเช้ือท่ีจาํลองสภาวะการยอ่ยผา่นระบบทางเดินอาหาร เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. 
                   MRF4 ท่ีอุณหภูมิ 37 °C ในสภาพไร้ออกซิเจนนาน 24 ชัว่โมง 

รหัสกล้าเช้ือ/อาหารเลีย้งเช้ือ 
การเจริญ 

(Log CFU/mL) 
 

 pHn 
น า้ตาลทีใ่ช้ไป
ทั้งหมด (%) 

ความเป็นกรด
ทั้งหมด (%) 

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 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งแสดงถึงค่าวิเคราะห์ท่ีแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทาง 
                  .สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  
n  ค่า pH  เร่ิมตน้เท่ากบั 8.0±0.2 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
 
ตารางที่ 19 การเจริญ ค่า pH ปริมาณนํ้ าตาลท่ีใชไ้ปทั้งหมด และค่าความเป็นกรดทั้งหมดของอาหาร 
                   เล้ียงเช้ือท่ีจาํลองสภาวะการยอ่ยผา่นระบบทางเดินอาหาร เม่ือเล้ียง Streptococcus sp.  
                   SFF5 ท่ีอุณหภูมิ 37 °C ในสภาพไร้ออกซิเจนนาน 24 ชัว่โมง****  

รหัสกล้าเช้ือ/อาหารเลีย้งเช้ือ 
การเจริญ 

(Log CFU/mL) 
 

 pHn 
น า้ตาลทีใ่ช้ไป
ทั้งหมด (%) 

ความเป็น
กรดทั้งหมด 

(%) 

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: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้งแสดงถึงค่าวิเคราะห์ท่ีแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทาง 
                  .สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  
n  ค่า pH  เร่ิมตน้เท่ากบั 8.0±0.2 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส              
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             จากการทดลองแบคทีเรีย Streptococcus sp. SFF5 (ตารางท่ี 19) ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร
มาตรฐานท่ีมีส่วนผสมของนํ้ าตาลกลูโคส พบว่ามีค่าความเป็นกรดทั้งหมดสูงท่ีสุดเท่ากบั 0.510%               
ส่วนในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติมแป้ง RS2, RS3, RS3 และ FOS พบว่าแบคทีเรียมีการเจริญไดดี้
ใกลเ้คียงกบัในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรมาตรฐานท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคส มีค่าการเจริญในช่วง 8.64-9.26 Log 
CFU/mL และค่า pH ลดลงเฉล่ียในช่วง 4.88-5.42 และมีค่าความเป็นกรดทั้งหมดในช่วง 0.243%-
0.333%  จากการเจริญของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพนัธุ์ ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไดจ้าํลองสภาวะการย่อย
สบัสเตรทผา่นระบบทางเดินอาหารของมนุษย ์เมื่อวิเคราะห์ปริมาณกรดแล็กติกและกรดไขมนัสาย
สั้น พบว่าประเภทของสบัสเตรทท่ีแตกต่างกนัมีผลต่อการผลิตกรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้นท่ี
แตกต่างกนัทางสถิติ (p<0.05)  จากรูปท่ี 7 เม่ือทดลองเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. RCF10 ให้
เจริญในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีมีการผสมนํ้ าตาลกลูโคส พบว่ามีปริมาณกรดแล็กติกสูงท่ีสุดเท่ากบั 
10,410 ppm ในขณะท่ีในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีมีแป้ง RS3 แบคทีเรียสามารถผลิตกรดแล็กติกไดใ้น
ปริมาณเท่ากบั 4,600 ppm และเป็นประเภทของแป้งท่ีกระตุน้ให้แบคทีเรียสามารถผลิตกรดแล็กติก
ไดม้ากกว่าในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการผสมแป็ง RS2, RS4 และ FOS ตามลาํดบั มีค่าปริมาณกรดแลก็ติก
เท่ากบั 4,240, 3,810 และ 2,730 ppm ตามลาํดบั              

 

รูปที่ 7 กรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้นในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผา่นการยอ่ยในระบบทางเดินอาหาร 
               แบบจาํลอง เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. RCF10  ท่ีอุณหภูมิ 37°C  เป็นเวลา 20 ชัว่โมง 
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*******เม่ือพิจารณาปริมาณกรดไขมนัสายสั้นจากรูปท่ี 7 เม่ือเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. 
RCF10 ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคส พบว่ามีปริมาณกรดอะซิติกมากกว่ากรดบิวทิริก และ
กรดโพรพิโอนิก มีค่าเท่ากบั 6,085, 3,200 และ 2,440 ppm ตามลาํดบั  ส่วนในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี 
FOS มีปริมาณกรดบิวทิริกมากกว่ากรดโพรพิโอนิก และกรดอะซิติก  มีค่าเท่ากบั 4,275, 3,285 และ 
2,560 ppm ตามลาํดบั และเช่นเดียวกนัในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีมีแป้ง RS2 มีปริมาณกรดบิวทิริก
มากกว่ากรดโพรพิโอนิก และกรดอะซิติก มีค่าเท่ากบั 6870, 3,150 และ 2,540 ppm ตามลาํดับ 
ในขณะท่ีในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีมีแป้ง RS3 มีปริมาณกรดบิวทิริกมากกว่ากรดโพรพิโอนิก และ
กรดอะซิติก มีค่าเท่ากบั 11,575, 4,145 และ 3,660 ppm ตามลาํดบั แสดงดงัโครมาโทแกรม (รูป
ภาคผนวกท่ี 2) และเช่นเดียวกนัในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีมีแป้ง RS4 มีปริมาณกรดบิวทิริกมากกว่า
กรดโพรพิโอนิก และกรดอะซิติก มีค่าเท่ากบั 7,475, 3,125 และ 2,610 ppm ตามลาํดบั จากผลการ
ทดลองดงักล่าวน้ี จะเห็นว่าแบคทีเรียสายพนัธุ ์Lactobacillus sp. RCF10 สามารถผลิตกรดไขมนัสาย
สั้นไดดี้ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติมแป้ง RS3 และมากกว่าในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติมแป้ง RS2, 
RS4 และ FOS อย่างมีนัยสาํค ัญทางสถิติ  (p<0.05) โดยพบว่ามีปริมาณกรดบิวทิริกมากกว่า
กรดโพรพิโอนิกและกรดอะซิติก ตามลาํดบั  
*******เม่ือทดลองเล้ียงแบคทีเรีย Lactobacillus sp. MRF4 (รูปท่ี 8) ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีเติม
แป้ง RS3 พบว่าแบคทีเรียสามารถผลิตกรดแลก็ติกไดใ้นปริมาณเท่ากบั 4,125 ppm และเป็นปริมาณ
ท่ีใกลเ้คียงกนัในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการผสมแป้ง RS2 และ RS4 ซ่ึงมีค่าปริมาณกรดแลก็ติกท่ีผลิตได้
ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ มีค่าเท่ากบั 4,075 และ 4,030 ppm ตามลาํดบั ส่วนในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี 
FOS มีปริมาณกรดแลก็ติกท่ีผลิตไดน้อ้ยท่ีสุดเท่ากบั 2,595 ppm และเมื่อพิจารณาปริมาณกรดไขมนั
สายสั้น พบว่าในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติมแป้ง RS2, RS3 และ RS4 มีกรดไขมนัสายสั้นในปริมาณท่ี
ไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยมีกรดบิวทิริกปริมาณมากกว่ากรดโพรพิโอนิก และกรดอะซิติก 
ตามลาํดบั ส่วนในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี FOS มีปริมาณกรดโพรพิโอนิกมากกว่ากรดอะซิติก และกรด
บิวทิริก มีค่าเท่ากบั 4,980, 2,335 และ 2,050 ppm ตามลาํดบั จากผลการทดลองจะเห็นว่าแป้ง RS2, 
RS3 และ RS4 มีศกัยภาพในการกระตุน้ให้แบคทีเรีย Lactobacillus sp. MRF4 มีการผลิตกรดแล็กติก 
และกรดไขมนัสายสั้นประเภทกรดอะซิติก กรดโพรพิโอนิก และกรดบิวทิริกไดดี้ไม่แตกต่างกนัใน
ระหว่างประเภทของแป้ง และยงัสามารถกระตุน้ให้แบคทีเรีย  Lactobacillus sp. MRF4 มีการผลิต
กรดแล็กติกและกรดไขมนัสายสั้นทั้งหมดได้มากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับ FOS พรีไบโอติกส์
ทางการคา้ท่ีสามารถจดัหาไดง่้ายและมีการนาํมาใชเ้สริมสาํหรับผลิตภณัฑ์อาหารเพื่อสุขภาพอย่าง
แพร่หลาย  
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รูปที่ 8 กรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้นในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผา่นการยอ่ยในระบบทางเดินอาหาร 
              .แบบจาํลอง เม่ือเล้ียง Lactobacillus sp. MRF4 ท่ีอุณหภูมิ 37°C  เป็นเวลา 20 ชัว่โมง 
               

            เม่ือเล้ียงแบคทีเรีย Streptococcus sp. SFF5 (รูปท่ี 9) ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีมี FOS พบว่ามี
ปริมาณกรดแล็กติกสูงท่ีสุดเท่ากับ 5,760 ppm ในขณะท่ีในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีมีแป้ง RS3 
แบคทีเรียสามารถผลิตกรดแลก็ติกไดใ้นปริมาณเท่ากบั 3,955 ppm และมากกว่าในอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
เติมแป้ง RS4 และ RS2 ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 3,640 และ 3,365  ppm ตามลาํดบั และเมื่อพิจารณาปริมาณ
กรดไขมนัสายสั้น จะเห็นว่าแบคทีเรียสายพนัธุ ์Streptococcus sp. SFF5 สามารถผลิตกรดไขมนัสาย
สั้นไดดี้ท่ีสุดในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง RS3 มีปริมาณกรดบิวทิริกสูงถึง 7,010 ppm ซ่ึงมากกว่าเมื่อ
เทียบกบัแป้ง RS4, RS2 และFOS ตามลาํดบั อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) เมื่อพิจารณาจากผล
การทดลองจะเห็นว่าผลการทดลองท่ีไดม้ีความสอดคลอ้งกนัระหว่างปริมาณกรดแล็กติกท่ีผลิตได้
กบัค่าการเจริญ ค่าความเป็นกรดทั้งหมด และปริมาณสบัสเตรทท่ีใชไ้ปในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติม
แป้ง RS3 สามารถกระตุน้การผลิตกรดทั้งหมดของแบคทีเรียไดดี้กว่าแป้ง RS2, RS4 และ FOS จึงมี
การใชส้บัสเตรทมากกว่าและยงัสามรถผลิตกรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้นไดดี้กว่า คลา้ยกนักบั
ผลการทดลองของ Dongowski et al. (2005) และ Jacobasch et al. (2006) ศึกษาสมบตัิความเป็น 
พรีไบโอติกส์ของแป้ง RS3 ในหนูทดลอง พบว่าหนูทดลองท่ีไดรั้บอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง RS3 
มีการเจริญของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์กลุ่ม bifidobacteria ไดดี้ และส่งผลใหส้ามารถผลิตกรดไขมนั
สายสั้นเพิ่มมากข้ึนในระบบทางเดินอาหาร และมีผลต่อการลดลงของค่า pH ในลาํไส้ใหญ่ 
และอุจจาระของหนูทดลอง 
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รูปที่ 9 กรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้นในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผา่นการยอ่ยในระบบทางเดินอาหาร 
              .แบบจาํลอง เม่ือเล้ียง Streptococcus sp. SFF5 ท่ีอุณหภูม ิ37°C  เป็นเวลา 20 ชัว่โมง 
           
*******ผลการทดลองน้ีช้ีให้เห็นว่าการจาํลองสภาวะการถูกย่อยผ่านระบบทางเดินอาหารของ
มนุษย ์มีผลทาํใหแ้ป้ง RS ทั้ง 3 ประเภทมีโครงสร้างท่ีเปล่ียนแปลงไป ทั้งน้ีเน่ืองจากในอาหารเล้ียง
เช้ือมีสัดส่วนของนํ้ ามากเม่ือมีการน่ึงฆ่าเช้ืออาหารเล้ียงเช้ือท่ีสภาวะอุณหภูมิสูงถึง 121 องศา
เซลเซียส และก่อนทาํการทดลองทาํให้โครงสร้างของแป้งถูกทาํลายไปบางส่วน (Hararumpu, 
(2000) เอนไซมใ์นระบบทางเดินอาหารจึงสามารถเขา้ไปยอ่ยแป้งในส่วนท่ีสูญเสียโครงสร้างนั้นได ้
จึงส่งผลใหแ้บคทีเรียสามารถใชแ้ป้ง RS เป็นสับสเตรทไดดี้ข้ึน อีกทั้งยงัมีศกัยภาพในการกระตุน้
การผลิตกรดไขมนัสายสั้นไดดี้กว่า FOS อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ และในทางเดียวกนั Maathuis et al. 
(2008) ไดท้ดลองศึกษาผลความเป็นพรีไบโอติกส์ของแป้ง RS ท่ีไดจ้ากผลิตภณัฑ์แป้งขา้วโพด ทาํ
การทดลองแบบ in vitro ติดตามกิจกรรมและการเพ่ิมปริมาณของจุลินทรียใ์นลาํไส้ใหญ่ โดยได้
จาํลองการย่อยแป้ง RS ผ่านระบบลาํไส้ (pre- digested) แลว้ดึงนํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว และนํ้ าตาล
โมเลกุลคู่ (di-saccharides) ออกแลว้จึงนาํพอลิเมอร์ท่ีเหลือไปหมกักบัจุลินทรียใ์นระบบลาํไส้ใหญ่ 
แบบจําลอง พบว่าแป้ง RS มีผลช่วยช่วยกระตุ้นการเจริญของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ในสกุล 
bifidobacteria และ lactobacilli ส่งเสริมการเพ่ิมปริมาณของกรดไขมนัสายสั้นไดดี้ และพบว่ามีการ
ผลิตกรดแลก็ติกในปริมาณท่ีค่อนขา้งตํ่ากว่าเม่ือเปรียบเทียบกบักรดไขมนัสายสั้น ซ่ึงการหมกัของ
คาร์โบไฮเดรตหลัก ๆ จะเกิดข้ึนท่ีลาํไส้ใหญ่ส่วนต้น และผลผลิตสุดท้ายท่ีได้จากการหมัก
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ประกอบดว้ยกรดไขมนัสายสั้นไดแ้ก่ กรดอะซิติก กรดโพรพิโอนิก กรดบิวทิริก (Macfarlane and 
Cumming, 1992; Roberfroid, 2005a)               
 

4.3 การทดสอบศักยภาพของแป้งต้านทานต่อการกระตุ้นการเจริญของเช้ือผสมจาก 
      อุจจาระของอาสาสมัคร 
*******จากผลการเล้ียงเช้ือผสมจากอุจจาระของอาสาสมคัรท่ีมีสุขภาพดี โดยไดท้ดลองในอาหาร
เล้ียงเช้ือ nutritive medium ในสารละลาย carbonate- phosphate buffer solution ซ่ึงมีส่วนประกอบ
ของธาตุอาหารตามสูตรใน Barry et al. (1995) (ตารางท่ี 5) และไดเ้ติมแป้ง RS2, RS3, RS4 และ 
FOS ปริมาณความเขม้ขน้ 1% เป็นสบัสเตรท เล้ียงเช้ือผสมนั้นให้เจริญท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ในเคร่ืองเขยา่ (shaking incubator) เป็นเวลา 20 ชัว่โมง เม่ือวิเคราะห์หาปริมาณกรดแลก็ติก และกรด
ไขมนัสายสั้น (รูปท่ี 10) พบว่าประเภทของสับสเตรทท่ีแตกต่างก ันมีผลต่อการผลิตกรดแล็กติก 
และกรดไขมนัสายสั้นท่ีแตกต่างกนั โดยกรดแล็กติกท่ีวิเคราะห์ไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีเติม 
RS2, RS3, RS4 และ FOS มีปริมาณค่อนขา้งน้อยมาก และมีค่าใกลเ้คียงกนัอยู่ท่ีช่วงระหว่าง 415-
580 ppm ส่วนปริมาณกรดไขมนัสายสั้นท่ีวิเคราะห์ไดมี้ปริมาณแตกต่างกนัตามประเภทของ
สบัสเตรท พบว่ามีปริมาณกรดอะซิติกมากกว่ากรดบิวทิริก และกรดโพรพิโอนิก มีค่าเท่ากบั 4,500, 
2,970 และ 660 ppm ตามลาํดับ เม่ือเล้ียงเช้ือให้เจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง RS2 และ
เช่นเดียวกนัในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติมแป้ง RS3 ก็พบว่าปริมาณกรดอะซิติกมากกว่ากรดบิวทิริก 
และกรดโพรพิโอนิก มีค่าเท่ากบั 8,560, 4,700 และ 1,260 ppm ตามลาํดบั  
*******ในขณะท่ีในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติมแป้ง RS4 มีปริมาณกรดบิวทิริกมากว่ากรดอะซิติก 
และกรดโพรพิโอนิก เท่ากบั 4,630, 2,940 และ 740 ppm ตามลาํดบั ส่วนในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติม 
FOS มีปริมาณกรดอะซิติกมากกว่ากรดบิวทิริก และกรดโพรพิโอนิก  มีค่าเท่ากบั 7,060, 4,600 และ 
1,010 ppm ตามลาํดบั โดยปริมาณกรดไขในสายสั้นพบมากท่ีสุดในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติมแป้ง 
RS3 ทั้งประเภทกรดอะซิติก กรดโพรพิโอนิก และกรดบิวทิริก เมื่อเปรียบเทียบกบั FOS, RS2 และ 
RS4 จากผลการทดลองดงักล่าวจะเห็นไดว้่าจุลินทรียผ์สมจากอุจจาระของอาสาสมคัร มีแนวโน้ม
การผลิตกรดแลก็ติกไดค่้อนขา้งนอ้ย แต่สามารถผลิตกรดไขมนัสายสั้นไดดี้โดยเฉพาะกรดอะซิติก 
และกรดบิวทิริกในทุกประเภทของสับสเตรท ทั้ งน้ีอาจเป็นผลมาจากการท่ีในอุจจาระของ
อาสาสมคัรมีเช้ือผสมหลากหลายสายพนัธุ์ ทั้งแบคทีเรียในกลุ่ม Clostriduium ท่ีใชส้ามารถแป้งได้
และผลิตกรดไขมนัสายสั้นได้ดีโดยเฉพาะกรดบิวทิริกแลว้สร้างสารท่ีส่งเสริมการเจริญให้กับ
แบคทีเรียสายพนัธุท่ี์ใชไ้นํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวในกลุ่ม Lactobacillus และโดยเฉพาะ Bifidobacterium 
ท่ีมีรูปแบบกลไกการใชส้บัสเตรทท่ีไดผ้ลผลิตสุดทา้ยเป็นกรดอะซิติกและกรดแล็กติกในอตัราส่วน 
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3 ต่อ 2 จึงส่งผลให้ปริมาณกรดไขมนัสายสั้นประเภทกรดอะซิติก ท่ีผลิตได้มีปริมาณสูงกว่า
กรดแลก็ติก สอดคลอ้งกนักบัรายงานผลการทดลองของ Renata et al. (2010) ในการใช ้citric acid-
modified resistant dextrin เป็นสับสเตรทในการกระตุน้การเจริญของแบคทีเรียบริสุทธ์ิกลุ่ม
โพรไบโอติกส์ และจุลินทรียจ์ากอุจจาระของอาสาสมคัร 3 ราย พบว่าแบคทีเรียผสมจากอุจจาระจะมี
การผลิตกรดไขมนัสายสั้นในปริมาณท่ีมากกว่า เม่ือเทียบกบัผลการทดลองของแบคทีเรียบริสุทธ์ิ 
โดยเฉพาะกรดบิวทิริกและกรดอะซิติกท่ีผลิตโดยแบคทีเรียสายพนัธุ ์Clostridium หรือกรดโพรพิโอนิก 
ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียกลุ่ม Bacteroides สอดคลอ้งกบัผลการทดลอง Wronkowska et al. (2006)  ไดใ้ช้
แป้ง RS เป็นสบัสเตรทในการหมกักบัเช้ือสายพนัธุบ์ริสุทธ์ิ Bifidobacterium แลว้พบว่าในตวัอย่างท่ี
เติมแป้ง RS พบกรดแลก็ติกเพียง 12.7%-33.9% และพบกรดอะซิติกในปริมาณ 66.0%-87.3% ส่วน
ในเช้ือผสมจากลาํไส้ของหนูทดลองท่ีให้ไดรั้บอาหารตามปกติ และนาํไส้หนูมาหมกักบัแป้ง RS 
พบว่าปริมาณกรดอะซิติกมากท่ีสุดถึง 45.9% และมากกว่าโพรพิโอนิก และกรดบิวทิริก มีค่า 6.9% 
และ 4.8% ตามลาํดบั  และพบกรดแลก็ติกในช่วง 41.9%-43.7% 
 

 

รูปที่ 10 กรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้นในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมสบัสเตรท 1 % หลงัการเจริญ 
                 ของเช้ือผสมจากอุจจาระของอาสาสมคัรในเคร่ืองเขยา่ (shaking incubator) ท่ีความเร็ว 
                 120 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูม ิ37°C  เป็นเวลา 20 ชัว่โมง   
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*******การเพ่ิมปริมาณกรดไขมนัสายสั้นจะถูกเหน่ียวนาํโดยการใชแ้ป้ง RS ของแบคทีเรียใน
ลาํไส้ใหญ่ ซ่ึงกรดไขมนัสายสั้นจะมีผลช่วยลดความเป็นกรดด่างในลาํไส ้ ส่งผลให้แบคทีเรียกลุ่มท่ี
ก่อโรคปริมาณลดลงอย่างมีนัยสาํคญัทางสถิติ ซ่ึงสัมพนัธ์กันกบัปริมาณการเจริญของแบคทีเรีย  
ท่ีมีประโยชน์ในลาํไส ้(Coming et al., 1996; Hetjnen et al., 1990; Jenkins et al., 1998; Muir et al., 
2004; Birkett et al., 1996; Phillips et al., 1995) และเช่นเดียวกนักบัท่ีมีรายงานการศกึษาซ่ึงพบว่า
การใหอ้าหารเล้ียงเช้ือท่ีมีส่วนผสมของแป้ง RS กบัสตัวท์ดลองมีผลใหป้ริมาณการผลิตกรดไขมนั
สายสั้นในกระพุง้ลาํไสใ้หญ่ และในอุจจาระเพ่ิมมากข้ึน (Wang et al., 1999; Ferguson et al., 2000; 
Henningson et al., 2003) Bouhnik et al. (2004) ไดท้ดลองในคนพบว่าการบริโภคแป้ง RS3 ปริมาณ 
10 กรัมต่อวนั จะช่วยส่งเสริมการสร้างผลิตผลจากแบคทีเรียท่ีเป็นประโยชน์ในลาํไสก้ลุ่ม 
bifidobacteria ไดดี้ พบว่าผลการทดลองในคนส่วนใหญ่การบริโภคอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีส่วนผสมของ
แป้ง RS ในปริมาณสูง สามารถช่วยเพ่ิมการขับถ่ายอุจจาระ และเพ่ิมปริมาณความเขม้ข้นของ
กรดไขมนัสายสั้นในอุจจาระไดดี้ (Phillips et al.,1995; Silvester et al.,1995; Cumming et al.,1996; Birkerr 
et al.,2000; Muir et al., 2004) 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย 

 

*******การศึกษาศกัยภาพของประเภทของแป้งตา้นทาน (RS) โดยใชแ้ป้ง RS 3 ประเภท คือ RS2, 
RS3 และ RS4 ในการกระตุน้การเจริญของแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีพบเป็นปกติในล าไส้ของคนและ
สัตวเ์ลือดอุ่น จ านวน 4 สายพนัธุ์ ไดแ้ก่ Lactobacillus acidophilus TISTR 450, Lact. brevis subsp. 
brevis TISTR 860, Lact. plantarum TISTR 543 และ Lact. fermentum TISTR 876  พบว่าแบคทีเรีย
กรดแลก็ติกจากแหล่งเก็บเช้ือพนัธุ์ทั้ง 4 สายพนัธุ์น้ี มีแนวโน้มความสามารถในการใชแ้ป้ง RS ได้
ค่อนขา้งต ่ากว่าเมื่อเทียบกบัน ้ าตาลกลูโคส สอดคลอ้งตามโครงสร้างของแป้งท่ีซบัซอ้นมากกว่า
น ้ าตาลกลูโคส ซ่ึงจากการหมกัแป้ง RS ท่ีเติมลงในอาหารเหลวแทนน ้ าตาลกลูโคส แลว้เล้ียงเช้ือเป็น
เวลา 1 วนั พบว่ามีความเป็นกรดทั้งหมดในช่วงร้อยละ 0.063-0.207  จึงไดค้ดัเลือกสายพนัธุ์ของ
แบคทีเรียท่ีสามารถใชแ้ป้ง RS แลว้ผลิตกรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้นท่ีเป็นแบคทีเรียประจ าถ่ิน
ในล าไสข้องคนในสกุล Lactobacillus และ Streptococcus (สายพนัธุท่ี์สร้างกรดและไม่ก่อโรค) จาก
อุจจาระของอาสาสมคัรท่ีมีสุขภาพดี ซ่ึงคดัเลือกไดแ้บคทีเรียท่ีสามารถใชแ้ป้ง 3 ไอโซเลท เพื่อใช้
แป้ง RS ความเขม้ขน้ 1% แทนท่ีน ้ าตาลกลูโคสในสูตรอาหารมาตรฐาน เมื่อศึกษาการระบุชนิดของ
แบคทีเรียดว้ยลกัษณะทางสัณฐานและสมบติัทางชีวเคมี  พบว่า 2 ไอโซเลท (RCF10 และ MRF4) 
ระบุไดเ้ป็นชนิด Lactobacillus sp. RCF10 และ Lactobacillus sp. MRF4 ตามล าดบั และมี 1 ไอโซเลท 
(SFF5) เป็น Streptococcus sp. SFF5 
*******ส่วนแบคทีเรียจากอาสาสมคัรซ่ึงไดจ้  าลองการยอ่ยสบัสเตรททุกประเภทผา่นระบบทางเดิน
อาหาร แบคทีเรียทั้ง 3 สายพนัธุ ์ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมสบัสเตรทแต่ละประเภทมีการเจริญใกลเ้คียง
กนัและมีค่าการเจริญสูงท่ีสุดถึง 1010 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ท่ีเวลา 20 ชัว่โมง และพบว่าในอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีเติมแป้ง RS3 แบคทีเรียสามารถสร้างกรดไขมนัสายสั้นไดดี้กว่าเมื่อเปรียบเทียบกบัแป้ง RS2, 
RS4, และ FOS อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ โดยพบกรดบิวทิริกปริมาณสูงท่ีสุดเท่ากบั 11,575 ppm 
ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีมากกว่ากรดโพรพิโอนิก และกรดอะซิติก นอกจากน้ีเม่ือทดลองโดยใชเ้ช้ือผสมจาก
อุจจาระของอาสาสมคัรพบว่าในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแป้ง RS3 แบคทีเรียสามารถสร้างกรดไขมนั
สายสั้นไดดี้กว่า FOS, RS2 และ RS4 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยพบกรดอะซิติกปริมาณสูงท่ีสุด
เท่ากบั 8,560 ppm ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีมากกว่ากรดบิวทิริก และกรดโพรพิโอนิก ตามล าดบั จากผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่าศกัยภาพความเป็นพรีไบโอติกส์ของแป้ง RS แต่ละประเภทนั้นมีความ
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) โดยแป้ง RS3 เป็นสบัสเตรทท่ีดีท่ีสุดส าหรับ  
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แบคทีเรียสายพนัธุบ์ริสุทธ์ิ และจุลินทรียผ์สมจากอุจจาระของอาสาสมคัรในการสร้างกรดแล็กติก 
และกรดไขมนัสายสั้นท่ีส่งเสริมประโยชน์ต่อสุขภาพของมนุษย ์
*******การมีน ้ าตาลกลูโคสในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชส้ าหรับการทดสอบศกัยภาพของแป้ง RS นั้น
อาจท าให้ผลการทดลองคลาดเคล่ือนได้ เน่ืองจากน ้ าตาลกลูโคสเป็นส่วนประกอบหลกัของสาย
พอลิแซ็กคาไรดภ์ายในโครงสร้างของแป้ง RS และน ้ าตาลกลูโคสเป็นสบัสเตรทประเภทท่ีแบคทีเรีย
สามารถใชไ้ดง่้ายท่ีสุด เพ่ือให้ได้ผลการผลิตกรดไขมนัสายสั้นจากแป้ง RS ควรมีการดึงเอาส่วน
ของน ้ าตาลกลูโคสซ่ึงเป็นน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวท่ีไดภ้ายหลงัจากการย่อยแป้งผ่านสภาวะจ าลองของ
กระเพาะอาหาร และล าไสเ้ลก็ในระบบทางเดินอาหารออกก่อน แลว้จึงน าส่วนของสายพอลิแซ็กคาไลด์
ท่ีเหลือมาเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ เพื่อเป็นการทดสอบศกัยภาพของแป้ง RS ในการกระตุน้การเจริญ
ของแบคทีเรียในล าไสใ้หญ่  
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สูตรอาหารส าหรับการคดัแยกแบคทีเรียจากอุจจาระของอาสาสมัคร 

ตารางภาคผนวกที่ 1 ส่วนประกอบในอาหารเล้ียงเช้ือ De Man, Rogosa Sharpe (MRS) Agar ส าหรับ 
                                 .แบคทีเรีย  Lactobacillus sp. (pH 6.5  0.2 ท่ี 25°C) 

Component   Concentration (g/L)  

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

 

ที่มา: Atlas and Parks (2004) 

ตารางภาคผนวกที่ 2 ส่วนประกอบในอาหารเล้ียงเช้ือ Streptococcus faecalis (SF) Agar ส าหรับ 
                                 .แบคทีเรีย  Enterococcu  faecalis (pH 6.5  0.2 ท่ี 25°C) 

Component   Concentration (g/L)  

 Glucose    4.0   
 Pancreatic digest of casein    2.5   
 Yeast extract    2.5   
 K2HPO4    3.8   
  Agar    15.0   
ที่มา: Atlas and Parks (2004) 

          เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือโดยการชัง่ส่วนประกอบต่าง ๆ ละลายในน ้ ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 
1000 มิลลิลิตร ปรับ pH และน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ ท่ีอุณหภูมิ 115°C เป็นเวลา 10 นาที 
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ตารางภาคผนวกที่ 3 ส่วนประกอบในอาหารเล้ียงเช้ือ Reinforced Clostridial (RCA) Agar ส าหรับ 
                                 .แบคทีเรีย Bifidobacterium sp. (pH 6.5  0.2 ท่ี 25°C) 

Component   Concentration (g/L)  
 Glucose    5.0   
 Pancreatic digest of 
 casein 

   10.0   

 Beef extract    10.0   
 Yeast extract    3.0   
 Soluble starch    1.0   
 NaCl    5.0   
 Sodium acetate    3.0   
 L-cysteine.HCl.H2O    0.5   
  Agar    13.5   

 

ที่มา: Atlas and Parks (2004) 

*******เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือโดยการชั่งส่วนประกอบต่างๆละลายในน ้ ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 
1000 มิลลิลิตร ปรับ pH และน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ ท่ีอุณหภูมิ 115°C เป็นเวลา 10 นาที 
 

ตารางภาคผนวกที่ 4 ส่วนประกอบในอาหารเล้ียงเช้ือ Streptococcus thermophilus (ST) Agar  
                                 .ส าหรับแบคทีเรีย  Streptococcus thermophilus (pH 6.5  0.2 ท่ี 25°C) 

Component   Concentration (g/L)  

 Glucose    10.0   

 Pancreatic digest of casein    10.0   

 Yeast extract    5.0   

 K2HPO4    2.0   

  Agar    15.0   

ที่มา: Atlas and Parks (2004) 

******เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือโดยการชัง่ส่วนประกอบต่างๆละลายในน ้ ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรเป็น 
1000 มิลลิลิตร ปรับ pH และน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ ท่ีอุณหภูมิ 121°C เป็นเวลา 15 นาที 
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การค านวณค่าความเป็นกรดทั้งหมด (Total acidity)  
 

            วิเคราะห์ปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดแล็กติกด้วย  titration method ตาม AOAC 
International, (2000)  
             ค  านวณปริมาณกรดทั้ งหมดในรูปกรดแล็กติก โดย 1 มิลลิลิตร ของปริมาตรสารละลาย 
โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) มาตรฐานความเขม้ขน้ 0.1 นอร์มาล ท่ีใชเ้ทียบเท่า ปริมาณกรดแล็กติก 
0.0090 กรัม จากสูตร 
                             Total acidity (%) =    (A-B)N×0.0090×100 
                                                                         W×0.1 
 
                                 เมื่อ   A   คือ ปริมาตรด่างท่ีใชไ้ตเตรทกบัตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 
                                          B   คือ ปริมาตรด่างท่ีใชไ้ตเตรทกบั blank (มิลลิลิตร) 
                                          N   คือ ความเขม้ขน้ของด่าง (นอร์มาล) 
                                          W   คือ น ้ าหนกัของตวัอยา่งท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ (กรัม)  
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HPLC CHROMATOGRAMS 
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DAD: Signal C, 210 nm/Bw:8 nm Ref 360 nm/Bw:100 nm

Name

 

รูปภาคผนวกที ่1 โครมาโทแกรมแสดงสารละลายมาตรฐานของกรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้น  
                               (0.1 mg/ml of each acids) ใช ้ion exclusion column, Vertisep OA ใช ้H2SO4  
                               0.005 โมลาร์เป็น mobile phase และใช ้UV detector ท่ี 210 นาโนเมตร 
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DAD: Signal C, 210 nm/Bw:8 nm Ref 360 nm/Bw:100 nm

Name

 

 

รูปภาคผนวกที ่2 โครมาโทแกรมแสดงปริมาณกรดแลก็ติกและกรดไขมนัสายสั้นในอาหารเลี้ยงเช้ือ 
                                   ท่ีเติมแป้ง RS3 ท่ีจ  าลองการย่อยผ่านระบบทางเดินอาหาร เม่ือเลี้ยง Lactobacillus 

                                               sp. RCF10 ท่ีอุณหภูมิ 37°C ในสภาพไร้ออกซิเจนนาน 20 ชัว่โมง 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ประวัติผู้เขียน   

 

          นางสาวชาลินี ทนันชัย เกิดเมื่อวนัท่ี 19 ตุลาคม พ.ศ. 2529 ท่ีอาํเภอวาปีปทุม จังหวัด 

มหาสารคาม ศึกษาในระดบัประถมศึกษาท่ีโรงเรียนบ้านดอนแดงนํ้ าเกล้ียงเวียงชยั จบการศึกษา

ระดบัมธัยมศึกษาจากโรงเรียนนาข่าวิทยาคม ในปี พ.ศ. 2548 จากนั้นไดเ้ข้าศึกษาต่อในระดับ

ปริญญาตรีวิทยาศาสตรบณัทิต สาขาวิชาเทคโนโลยีอาหาร มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี สาํเร็จ

การศึกษาในปี พ.ศ. 2552  และไดเ้ขา้ศึกษาต่อในระดบัปริญญาโท หลกัสูตรปริญญาวิทยาศาสตร

มหาบณัฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยอีาหาร มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสีรุนารี      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


