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บทคดัย่อ 

 การรอดชีวิตของโปรไบโอติก ซึÉ งไดแ้ก่ Lactobacillus plantarum CIF17 A5, 
Lactobacillus plantarum TISTR 875 และ Lactobacillus acidophilus TISTR 1034 ซึÉ งถูกห่อหุม้
ด้วยแคลเซียมอลัจิเนต และนําไปทดลองการรอดชีวิตในสภาวะทีÉเป็นกรดพีเอช 2.0 นาน 
3 ชัÉวโมง พบว่าการ Lactobacillus acidophilus TISTR 1034 ในโซเดียมอลัจิเนตความเขม้ขน้  
2 เปอร์เซ็นต์ โดยใชเ้ข็มฉีดยาขนาด 18G เป็นสภาวะทีÉเหมาะสมซึÉ งใช้ในการห่อหุ้มเซลล ์ 
โดยให้การรอดชีวิตเท่ากับ 45.36 เปอร์เซ็นต์ ในสภาวะทีÉมีกรด และจากการเปรียบเทียบ 
การทนต่อกรดของโปรไบโอติกทีÉแยกมาจากคน  หนูและอาหารหมักทีÉ ถูกห่อหุ้ม  พบว่า 
Lactobacillus plantarum CIF17 A5 ซึÉ งแยกจากคน มีการรอดชีวิตสูงสุด คือ 71.11 เปอร์เซ็นต ์
ขณะทีÉ Lactobacillus plantarum TISTR 875 และ Lactobacillus acidophilus TISTR 1034 ซึÉ งแยก
จากอาหารหมกัและหนู ใหก้ารรอดชีวิต 25.08 และ 31.88 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั จากการทดลองจะ
เห็นไดว้่าการห่อหุ้มเซลล์โปรไบโอติกช่วยเพิÉมการรอดชีวิตของโปรไบโอติกไดม้ากกว่าเซลล์
อิสระในสภาวะทีÉมีกรด การทดลองห่อหุม้  Lactobacillus plantarum CIF17 A5 ร่วมการเติมสาร
สกดัและเสน้ใยอาหารของพืช 10 ชนิด และทดสอบการทนต่อกรด พบว่า Lactobacillus plantarum 
CIF17 A5 ทีÉถูกห่อหุม้ร่วมกบัการเติมเส้นใยถัÉวเหลือง 2 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตรใหก้ารรอด
ชีวิตสูงสุด คือ 84.39 เปอร์เซ็นต ์ (p>0.05) ทีÉสภาวะเป็นกรดพีเอช 2.0 เป็นเวลา 3 ชัÉวโมง ขณะทีÉ 
ชุดควบคุมซึÉ ง ไดแ้ก่ เซลลอิ์สระและเซลลที์Éถูกห่อหุ้มแต่ไม่เติมสารสกดัหรือเส้นใยจากพืชให้การ
รอดชีวิตเท่ากบั 61.92 และ 68.78 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั และพบวา่ความเขม้ขน้ของเส้นใยถัÉวเหลือง
ทีÉเหมาะสาํหรับนาํมาใชใ้นการห่อหุ้มเซลล ์คือ 3 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร ช่วยเพิÉมการรอด
ชีวิตของ Lactobacillus plantarum CIF17 A5 จาก 68.78 เป็น 85.30 เปอร์เซ็นต ์นอกจากนีÊ ยงัพบว่า
การห่อหุ้มเซลลร่์วมกบัการเติมเส้นใยถัÉวเหลืองและเคลือบเม็ดเจลดว้ยไคโตซานช่วยเพิÉมการรอด
ชีวิตของโปรไบโอติกได ้86.58 เปอร์เซ็นต์ ขณะทีÉเม็ดเจลทีÉไม่ผ่านการเคลือบและเคลือบดว้ย
สารละลายอลัจิเนตให้การรอดชีวิต 84.14 และ 82.36 เปอร์เซ็นต์ ตามลาํดบั การห่อหุ้ม
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Lactobacillus plantarum CIF17 A5 ร่วมกบัเส้นใยถัÉวเหลืองและเติมซูโครส 10 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกั
ต่อปริมาตร เป็นสาร cryoprotectant ช่วยเพิÉมการรอดชีวิตจาก 63.94 เป็น 73.58 เปอร์เซ็นต ์หลงัจาก
การทาํแห้งแบบแช่เยือกแข็ง ขณะทีÉการใชน้มพร่องมนัเนยหรือเส้นใยถัÉวเหลือง ให้การรอดชีวิต
เท่ากบั 74.39 และ 70.46 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั ความเขม้ขน้ทีÉเหมาะสมของซูโครสซึÉงใชเ้ป็น 
สาร cryprotectant คือ 15 เปอร์เซ็นต ์ โดยใหก้ารรอดชีวิตหลงัการทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็เท่ากบั 
77.62 เปอร์เซ็นต ์Lactobacillus plantarum CIF17 A5 ทีÉถูกห่อหุม้ร่วมกบัการเติมเส้นใยถัÉวเหลือง
และเคลือบดว้ยไคโตซานให้การรอดชีวิตเท่ากบั 80.02 เปอร์เซ็นต์ ขณะทีÉเซลล์อิสระและ
Lactobacillus plantarum CIF17 A5 ทีÉถูกห่อหุม้แต่ไม่มีการเติมสารสกดัและเส้นใยจากพืช ใหก้าร
รอดชีวิตเท่ากบั 55.71 และ 61.55 เปอร์เซ็นต ์ ตามลาํดบั ในสภาวะทีÉมีกรดพีเอช 2.0 เป็นเวลา  
4 ชัÉวโมง และผ่านเกลือนํÊ าดีนาน 6 ชัÉวโมง เซลล์ทีÉถูกห่อหุ้มจะมีการปลดปล่อยเซลล์ออกจาก 
เมด็เจลอยา่งรวดเร็วในสภาวะทีÉเป็นกลางและเบส พบวา่ทีÉพีเอช 8.0 การปลดปล่อยตวัเซลลอ์อกจาก 
เมด็เจลเกิดขึÊนเร็วกว่าทีÉพีเอช 5.0, 6.0 และ 7.0 Lactobacillus plantarum CIF17 A5 ทีÉถูกห่อหุ้ม
เซลลร่์วมกบัการเติมเส้นใยถัÉวเหลืองและเคลือบดว้ยสารละลายไคโตซาน และนาํเม็ดเจลทีÉไดไ้ป
บรรจุในแคปซูลเจลาติน เก็บรักษาผลิตภณัฑใ์นถุงลามิเนตภายใตส้ภาวะสุญญากาศ ทีÉอุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส มีการรอดชีวิตของ Lactobacillus plantarum CIF17 A5 สูงกว่า การเก็บทีÉ
อุณหภูมิหอ้ง เมืÉอเกบ็รักษาผลิตภณัฑเ์ป็นเวลา 8 สปัดาห์ 
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ABSTRACT 
 

  Survival of probiotic bacteria, including Lactobacillus plantarum CIF17 A5, 
Lactobacillus plantarum TISTR 875 and Lactobacillus acidophilus TISTR 1034 encapsulated in 
calcium alginate beads were tested under highly acidic condition of simulated gastric juice at  
pH 2.0 for 3 h.  Encapsulated L. acidophilus TISTR 1034 in 2% sodium alginate solution  
by using 18G syring needle showed the highest survival of 45.36%. The survival increased 
proportionately with increasing alginate concentrations and syringe needle size.  Encapsulated 
Lactobacillus plantarum CIF17 A5 (animal origin) showed the highest survival of 71.11%, whereas 
encapsulated Lactobacillus plantarum TISTR 875 (fermented food origin) and Lactobacillus 
acidophilus TISTR 1034 (animal origin) exhibited only 31.88 and 25.08 % of survival, respectively.  
Microencapsulation enhanced acidic survival of all probiotic strains compared to free cells.  Survival 
of Lactobacillus plantarum CIF17 A5 co-encapsulated with ten different potential prebiotics were 
evaluated under simulated gastric condition.  Lactobacillus plantarum CIF17 A5 co-encapsulated with 
2% soybean crude fiber showed the highest survival of 84.39% (p>0.05) after acidic exposure at pH 
2.0 for 3 h, while the control groups including free and microencapsulated cells exhibited 61.92 and 
68.78% of survival, respectively.  Addition of 3% (w/v) soybean crude fiber significantly enhanced 
survival of Lactobacillus plantarum CIF17 A5 from 68.78 to 85.30%.  Chitosan coating of the 
soybean crude fiber co-encapsulated probiotic increased survival to 86.58% compared to that of 
uncoated and alginate-coated, which showed 84.14 and 82.36% survival, respectively.  Addition of  
10% (w/v) sucrose as cryoprotectant enhanced survival of freeze dried, encapsulated Lactobacillus 
plantarum CIF17 A5 from 63.94 to 73.58% while skim milk and soybean crude fiber showed 74.39 
and 70.46%, respectively.  The sucrose concentrations of 15 and 20% (w/v) showed 77.62 and 78.78% 
(p<0.05) survival of co-encapsulated Lactobacillus plantarum CIF17 A5 after freeze-drying, 
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respectively.  Survival of co-encapsulated Lactobacillus plantarum CIF17 A5 after gastric juice 
exposure at pH 2.0 for 4 h and bile salt exposure for 6 h was 80.02% while free cell and encapsulated 
Lactobacillus plantarum CIF17 A5 exhibited 55.71 and 61.55% survival, respectively.  The release of 
co-encapsulated Lactobacillus plantarum CIF17 A5 in pH 8.0 was higher than at pH 5.0, 6.0 and 7.0.  
Co-encapsulated Lactobacillus plantarum CIF17 A5 stored in hard gelatin capsule and vacuum 
aluminium foil bag at 4°C for 8 weeks showed higher survival than room temperature. 
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บททีÉ 1 

บทนํา 

บทนําต้นเรืÉอง 

 ในปัจจุบันมีหลายปัจจัยทีÉท ําให้สุขภาพของมนุษย์มีความอ่อนแอลง  เ ช่น
สิÉงแวดลอ้ม สารพิษทีÉมีการเจือปนในอาหาร เป็นตน้ พฤติกรรมการบริโภคอาหารทีÉเปลีÉยนไป         
ก็มีส่วนสําคญัทาํให้เกิดความเสีÉยงในการเกิดโรคต่าง ๆ ตามมา เช่น โรคมะเร็ง โรคหัวใจ  
โรคไขมนัอุดตนัในเส้นเลือด โรคทอ้งผกูและทอ้งร่วง ซึÉ งเกิดจากการปนเปืÊ อนของจุลินทรียก่์อโรค
ในอาหาร เป็นตน้ จากความเสีÉยงของโรคต่าง ๆ ทีÉเกิดขึÊนทาํให้มนุษยห์ันมาให้ความสําคญัต่อ
สุขภาพมากขึÊน วิธีการหนึÉงทีÉกาํลงัเป็นทีÉสนใจและศึกษากนัมาก คือ การใชจุ้ลินทรียที์Éมีประโยชน์
หรือโปรไบโอติก (probiotic) ซึÉ งมีบทบาทในการรักษาสมดุลของจุลินทรียใ์นระบบทางเดินอาหาร  
โปรไบโอติกเป็นจุลินทรียที์Éอยูใ่นลาํไส้ช่วยสร้างความแขง็แรงและสามารถเพิÉมภูมิตา้นทานให้แก่
ร่างกายได ้โดยในปัจจุบนัมีการเสริมโปรไบโอติกในผลิตภณัฑ์อาหารหลายชนิด ไดแ้ก่ โยเกิร์ต  
นมผง นมเปรีÊ ยว เป็นตน้  
 การมีชีวิตอยู่ของโปรไบโอติกในผลิตภณัฑ์เป็นสิÉงสําคญัเนืÉองจากโปรไบโอติก    
ทีÉมีชีวิตจะสามารถก่อตัวและเพิÉมจาํนวนในลาํไส้ใหญ่และให้ประโยชน์มากมายต่อสุขภาพ 
ของผูถู้กอาศยั (host) โดยการรอดชีวิตของโปรไบโอติกขึÊนกบัปัจจยัหลายปัจจยัทัÊงภายในและ
ภายนอก ไดแ้ก่ อุณหภูมิทีÉใชใ้นการเพาะเลีÊยง พีเอช สายพนัธุ์ของจุลินทรีย ์ระยะเวลาในการเก็บ
เกีÉยวจุลินทรีย ์ภาชนะบรรจุผลิตภณัฑ์ในระหว่างการเก็บรักษา และกระบวนการแปรรูป เป็นตน้ 
 Shah และคณะ (1995) ไดศึ้กษาการรอดชีวิตของแบคทีเรียโปรไบโอติก L. acidophilus และ 
Bifidobacterium bifidum ในผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ต 5 ชนิด ทีÉขายในออสเตรเลียทีÉเก็บรักษาทีÉอุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 สัปดาห์ พบว่าจาํนวนโปรไบโอติกทัÊงสองชนิดมีแนวโนม้ลดลงเมืÉอ
ระยะเวลาการเก็บรักษานานขึÊน นอกจากนีÊ ยงัมีหลาย ๆ ปัจจยัทีÉมีอิทธิพลต่อการรอดชีวิตและการ
เพิÉมจาํนวนของแบคทีเรียเหล่านีÊ  เช่น พีเอชตํÉา กรด นํÊ าดีและนํÊ ายอ่ย (Conway, 1996 อา้งโดย Iyer 
and Kailasapathy, 2005) International Dairy Federation (IDF) กาํหนดใหผ้ลิตภณัฑโ์ปรไบโอติก
จะตอ้งมีแบคทีเรียทีÉมีชีวิตอย่างน้อยทีÉสุด 107 CFU/g จนกระทัÉงวนัทีÉบริโภคผลิตภณัฑ์นัÊน 
(Ouwehand and Salminen, 1998) นอกจากมาตรฐานดงักล่าวแลว้ในแต่ละประเทศไดมี้การพฒันา
มาตรฐานของจาํนวนโปรไบโอติกในผลิตภณัฑ์อาหารหมกั เช่น ประเทศญีÉปุ่น The Fermented 
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Milks and Lactic Acid Bacteria Beverages Association (Krasaekoopt et al.,  2003)ไดก้าํหนด
มาตรฐานขัÊนตํÉาของจาํนวนโปรไบโอติกไวที้É 107 CFU/ml และในหลายประเทศมีการกาํหนด
มาตรฐานขัÊนตํÉาของจาํนวนแบคทีเรียโปรไบโอติกทีÉ 106 CFU/g เช่น อาร์เจนตินา ปารากวยั บราซิล 
และอุรุกวยั เป็นตน้ การศึกษาการเพิÉมการรอดชีวิตของโปรไบโอติกจากสภาวะทีÉไม่เหมาะสม     
ต่าง ๆ โดยใชว้ิธีการหลายวิธีในการปกป้องโปรไบโอติก เช่น การห่อหุม้เซลล ์L.  acidophilus ดว้ย  
k-carragenan (Tsen et al., 2002) นอกจากนีÊ ยงัมีการห่อหุม้เซลลโ์ปรไบโอติกก่อนการแช่เยอืกแขง็
โดยการใชอ้ลัจิเนต (Sultana et al., 2000) ซึÉ งเป็นเทคนิคการห่อหุ้มเซลลที์Éมีชีวิตโดยการใช้
แคลเซียมอลัจิเนตซึÉ งมีการใชก้นัอย่างแพร่หลาย เนืÉองจากอลัจิเนตไม่เป็นพิษต่อเซลลที์Éถูกห่อหุ้ม 
และเป็นทีÉยอมรับในการใชเ้ป็นสารสาํหรับเติมแต่งอาหาร (food additive) (Prevost and Divies, 
1992 อา้งโดย Iyer and Kailasapathy, 2005) นอกจากนีÊ ยงัมีการใชพ้รีไบโอติกร่วมดว้ยในการ
ห่อหุม้เซลลซึ์Éงจะช่วยปรับปรุงประสิทธิภาพในการรอดชีวิตของเซลลไ์ด ้(Chen et  al., 2005) 
 การวิจยันีÊ เป็นการใชเ้ทคนิคการห่อหุ้มเซลลโ์ดยใชอ้ลัจิเนตร่วมกบัพรีไบโอติก 
(prebiotic) และเส้นใยอาหารเพืÉอเพิÉมการรอดชีวิตของโปรไบโอติกในสภาวะต่าง ๆ ในทางเดิน
อาหาร รวมทัÊงการศึกษาการทนต่อกรดและเกลือนํÊาดีทีÉความเขม้ขน้ต่าง ๆ และปัจจยัทีÉมีผลต่อเซลล์
ทีÉถูกห่อหุ้ม ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ของโซเดียมอลัจิเนตและขนาดของเมด็เจล สายพนัธุ์ของจุลินทรีย ์ 
ชนิดและปริมาณของพรีไบโอติกและเส้นใยอาหาร ชนิดของสารเคลือบเม็ดเจล วิธีการทาํแห้ง 
เมด็เจล ชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ทีÉช่วยเพิÉมรอดชีวิตของเซลลที์Éถูกห่อหุม้หลงั
การทาํแห้งและผ่านกรด ศึกษาประสิทธิภาพการปลดปล่อยของเซลล์ออกจากเม็ดเจลและการ 
รอดชีวิตของโปรไบโอติกทีÉผา่นการห่อหุม้เมืÉอนาํไปประยกุตใ์ชโ้ดยบรรจุในแคปซูล  
 

 

 

 

 

 

 



 

 

3 

การตรวจเอกสาร 

1. โปรไบโอติก (Probiotics) 

 โปรไบโอติก หมายถึง จุลินทรีย์ทีÉมีชีวิตซึÉ งเป็นอาหารเสริมทีÉมีประโยชน์ต่อ
สุขภาพของเจา้บา้นโดยจะช่วยในการปรับสมดุลของจุลินทรียใ์นลาํไส้ (Adhikari et al., 2000)  
มีคุณสมบติัทนต่อสภาวะทีÉเป็นกรดในกระเพาะอาหารและทนต่อเกลือนํÊ าดีในลาํไส้โดยส่วนใหญ่
จะเป็นกลุ่มแบคทีเรียพวก Lactobacillus และ Bifidobacterium นอกจากนีÊ ยงัมีโปรไบโอติกใน 
กลุ่มอืÉน ๆ ซึÉงแสดงใน Table 1. โดยโปรไบโอติกจะทาํหนา้ทีÉยอ่ยอาหารและผลิตสารทีÉมีประโยชน์ 
ไดแ้ก่ กรดอะมิโน กรดแลกติก พลงังาน วิตามินเค วิตามินบี และสารปฏิชีวนะธรรมชาติหลายชนิด
ซึÉงจะก่อใหเ้กิดประโยชน์ต่อร่างกาย (ธารารัตน์ ศุภศิริ, 2542) โดยโปรไบโอติกกลุ่มทีÉมีการเติมลง
ในผลิตภณัฑเ์พืÉอการบริโภค ไดแ้ก่ Lactobacilli, Bifidobacteria, Streptococci และ Enterococci ซึÉ ง
แสดงใน Table 2. 

Table 1. Examples of bacteria used as probiotics.  

Lactobacillus species Bifidobacterium species Other 

Lactobacillus acidophilus Bifidobacterium bifidum Bacillus cereus 

Lactobacillus  casei 
(rhamnosus) - LGG 

Bifidobacterium longum Escherichia coli 

Lactobacillus  reuteri Bifidobacterium breve Sacccharomyces cerevisiae 
Lactobacillus bulgaricus Bifidobacterium infantis Saccharomyces boulardii 
Lactobacillus plantarum Bifidobacterium adolescentes Enterococcus faecalis 
Lactobacillus johnsonii Bifidobacterium lactis Streptococcus thermophilus 
Lactobacillus  lactis     Trichuris suis 
ทีÉมา : อุทยั เกา้เอีÊยน (2549) 
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Table 2. Examples of lactic acid bacteria used as probiotics for human consumption. 

Lactobacilli Bifidobacteria Streptococci Enterococci 
Lactobacillus delbrueckii 
subsp bulgaricus 

B.  bifidum S. thermophilus E. faecalis 

L.  acidophilus B. longum  Enterococcus  faecium 

Lactobacillus rhamnosus B. breve   

L. reuteri B. infantis   

L. casei    

ทีÉมา : Fooks และคณะ (1999) 

 1.1 คุณสมบัตขิองโปรไบโอติก 

  โปรไบโอติกเป็นจุลินทรีย์ทีÉอาศัยอยู่ในทางเดินอาหารของมนุษย์และสัตว ์ 
ซึÉ งโปรไบโอติกสามารถช่วยส่งเสริมสุขภาพของเจ้าบา้นให้ดีขึÊน การทีÉโปรไบโอติกสามารถ
ส่งเสริมสุขภาพของเจา้บา้นไดน้ัÊนโปรไบโอติกจะตอ้งสามารถผา่นสภาวะความเป็นกรดและด่างใน
ทางเดินอาหารส่วนตน้และผา่นลงไปเจริญในลาํไส้ใหญ่ได ้ซึÉ งแบคทีเรียโปรไบโอติกทีÉดีจะตอ้งมี
คุณสมบติัดงันีÊ   
 1.1.1 สามารถสร้างกรดแลกติก และปรับสภาพของระบบทางเดินอาหารใหอ้ยูใ่นสภาพทีÉ
แบคทีเรียโคลิฟอร์มเจริญไดย้าก (Table 3.) (นวลจนัทร์ พารักษา, 2533)  
 1.1.2 แบคทีเรียโปรไบโอติกทีÉดีจะตอ้งมีคุณสมบติัในการทนต่อกรดในกระเพาะอาหารไดดี้ 
(Kontula, 1998) ซึÉ งพีเอชของกรดในกระเพาะอาหารโดยปกติจะอยูใ่นช่วง 1-3 นอกจากนีÊ ยงัพบว่า 
โปรไบโอติกจะมีความสามารถในการทนต่อกรดไดแ้ตกต่างกนั เช่น L. lactis, L. plantarum และ 
Lactobacillus fermentum ทนต่อกรดทีÉพีเอชตํÉา สามารถรอดชีวิตทีÉพีเอช 2.5-6.5 เวลา 1.5 ชัÉวโมง แต่ไม่
พบการรอดชีวิตทีÉพีเอช 1.0-2.0 ยกเวน้ L. plantarum (Balcázar et al., 2008) Lactobacillus sake  
(RM 10) และ Pediococcus acidilactici (P2) สามารถมีชีวิตรอดไดสู้งสุดทีÉพีเอช 3.0 (Erkkila and 
Petaja, 2000) ซึÉ งการทนต่อกรดของโปรไบโอติกยงัขึÊนอยูก่บัแหล่งทีÉแยกจุลินทรีย ์โดย Khalil และ
คณะ (2007) ไดแ้ยกโปรไบโอติกจากอุจจาระของเด็กทารกจากประเทศอียิปตที์Éรับประทานนมแม่ซึÉ ง
ไดโ้ปรไบโอติกทัÊงหมด 55 สายพนัธุ์ พบว่า 28 สายพนัธุ์จาก 55 สายพนัธุ์ สามารถทนกรดทีÉพีเอช 3.0 
นาน 3 ชัÉวโมง ได ้นอกจากนีÊ  Maragkoudakis และคณะ (2006) ไดท้าํการแยกแบคทีเรียแลกติกทีÉมี
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คุณสมบติัเป็นโปรไบโอติก จากนมหมกั ซึÉ งสามารถแยกแบคทีเรียแลกติกได ้29 สายพนัธุ์ และพบว่า
ทุกสายพนัธุ์สามารถทนต่อกรดพีเอช 3.0 ได ้6 ชัÉวโมง สามารถทนต่อกรดพีเอช 2.0 ได ้3 ชัÉวโมง  
6 สายพนัธุ์ และสามารถทนต่อกรดพีเอช 1.0 ได ้1 ชัÉวโมง  
 1.1.3 โปรไบโอติกทีÉดีจะตอ้งมีความสามารถในการทนต่อเกลือนํÊ าดีได ้เนืÉองจากในทางเดิน
อาหารโดยเฉพาะบริเวณลาํไส้เลก็ส่วนตน้จะมีเกลือนํÊ าดีทีÉหลัÉงจากตบัอ่อนเขา้มาช่วยในการยอ่ยอาหาร
จาํพวกไขมนั ซึÉ งจะมีความเขม้ขน้ของเกลือนํÊ าดีร้อยละ 0.15-0.30 (Erkkila and Petaja, 2000) ซึÉ ง Succi 
และคณะ (2005) ไดค้ดัแยกแบคทีเรียแลกติก L.  rhamnosus จากเนยแขง็ Parmigiano Reggiano ทีÉทนต่อ
เกลือนํÊาดีไดดี้ทีÉความเขม้ขน้ 1.0, 1.5 และ 2.0 เปอร์เซ็นต ์ 
 1.1.4 สามารถแข่งขนักบัจุลินทรียก่์อโรคในการยึดเกาะกบัผนงัลาํไส้ ซึÉ งจะช่วยป้องกนั
ไม่ให้แบคทีเรียก่อโรคเขา้เกาะและต่อตา้นการเคลืÉอนทีÉของลาํไส้ทีÉมีการบีบตวัให้เคลืÉอนทีÉใน
ลกัษณะลูกคลืÉน (peristalsis) การทีÉโปรไบโอติกเกาะเคลือบทีÉผนังทางเดินอาหารจะช่วยในการ 
colonization ของโปรไบโอติกไดดี้ขึÊน นอกจากนีÊ ยงัช่วยในการยอ่ยอาหาร และการดูดซึมให้เป็น 
ไปอย่างปกติอีกดว้ย (Fuller, 1993) ซึÉ งจากการศึกษาของ Zhong และคณะ (2004) ไดท้าํการ 
ศึกษาผลการยบัย ัÊงการยดึเกาะของเชืÊอ enterotoxigenic E. coli, enteropathogenic E. coli และ 
Clostridium difficile ในเยืÉอบุผนงัลาํไส้ โดยใช ้adhesin จากเชืÊอ B. adolescentis 1027 พบว่า adhesin 
ความเขม้ขน้ 10, 20 และ 30 μg/ml สามารถยบัย ัÊงการยึดเกาะของ enterotoxigenic E. coli, 
enteropathogenic E. coli และ C. difficile ทีÉเยืÉอบุผนงัลาํไสไ้ด ้
 1.1.5 สามารถสร้างสารต่าง ๆ เพืÉอยบัย ัÊงจุลินทรียก่์อโรคไม่ให้มีจาํนวนทีÉมากเกินไป  
เช่น กรดอินทรีย ์ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์และแบคเทอริโอซิน เป็นตน้ (Fuller, 1993) Con และ
คณะ (2001) ไดแ้ยกแบคทีเรีย Lactobacillus 2 สายพนัธุ์ และ Pediococcus 4 สายพนัธุ์ จาก sucuk 
ซึÉ งสามารถผลิตแบคเทอริโอซินได ้จากนัÊนศึกษาผลการยบัย ัÊง Listeria 16 สายพนัธุ์ ซึÉ งแยกจาก 
sucuk เช่นกนั พบว่า Pediococcus สายพนัธุ์ 413, 416, 419 และ 446 สามารถยบัย ัÊง Listeria  
สายพนัธุ์ทีÉทดสอบได้ และนอกจากนีÊ ยงัพบว่ารูทีริน (reuterin) ซึÉ งเป็นสารโมเลกุลตํÉาทีÉไม่ใช่
โปรตีนสามารถละลายไดดี้ทีÉพีเอชเป็นกลาง ทีÉผลิตจากแบคทีเรีย L. reuteri (Helander et al., 1997) 
สามารถยบัย ัÊงแบคทีเรียไดท้ัÊงแกรมบวกและแกรมลบ ยีสต ์รา รวมทัÊงโปรโตซวั (Dasechel and 
Klaenhammer, 1989) 
 1.1.6 สามารถสร้างเอนไซม ์pectinase, β-galactosidase, amylase, protease, lactase และ 
cellulase มีผลทาํใหก้ารยอ่ย และการใชป้ระโยชน์ของสารอาหารต่าง ๆ ดีขึÊน (อุทยั คนัโธ, 2535) 
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  1.1.7 กระตุน้ภูมิคุม้กนั ซึÉ งสามารถพบไดใ้นแบคทีเรียกลุ่ม Lactobacillus ทีÉสามารถกระตุน้
การสร้าง gamma globulin, gamma interferon และส่งเสริมกิจกรรมของ macrophage ซึÉ งเป็น 
สาเหตุของการกาํจดัจุลินทรียก่์อโรคออกจากร่างกาย (Fuller, 1993) ซึÉ ง Kaila และคณะ (1992) 
Lactobacillus sp. จากผลิตภณัฑน์มและโยเกิร์ตใหผู้ป่้วยโรคทอ้งร่วงรับประทานพบว่าทาํใหร่้างกาย
ผูป่้วยสามารถสร้างภูมิคุม้กนัไดดี้ขึÊนถึง 90 เปอร์เซ็นต ์เมืÉอเทียบกบัผูป่้วยทีÉไม่ไดรั้บ Lactobacillus sp. 
มีการสร้างภูมิคุม้กนั 46 เปอร์เซ็นต ์
 1.1.8 ลดความเสีÉยงในการเกิดมะเร็งลาํไสใ้หญ่ (colon cancer) โดยจะไปลดเอนไซมที์Éเป็น
สาเหตุของการเกิดโรคมะเร็ง เช่น β-glucuronidase, azoreductase, nitrate reductase และ  
β-glucosidase (Saarela et  al., 2000) Goldin และ Gorbach (1980) รายงานว่าการบริโภคผลิตภณัฑ์
ทีÉเติม L. acidophilus ไม่เพียงแต่ช่วยลดการทาํงานของเอนไซม ์dimethylhydrazine (DMH) ซึÉ ง
เหนีÉยวนาํใหเ้กิดมะเร็งในลาํไส ้แต่ยงัช่วยเพิÉมระยะ latency ในหนูไดอี้กดว้ย  
 1.1.9 ลดการสังเคราะห์เอมีนทีÉเป็นพิษในระบบทางเดินอาหารเพืÉอเพิÉมการใชป้ระโยชน์
ของสารต่าง ๆ ในร่างกาย (อุทยั คนัโธ, 2535) 
 1.1.10 ลดระดบัคอเลสเตอรอลในเลือด (Kailasapathy and Chin, 2000) Buke และ 
Gilliland (1994) ไดแ้ยก L. acidophilus จากอุจจาระของอาสาสมคัรจากนัÊนไดศึ้กษาการลดระดบั
คอเลสเตอรอลในเลือด พบว่า L. acidophilus O16 สามารถดูดซึมคอเลสเตอรอลไดม้ากทีÉสุด คือ 
50.9 μg/ml และ L. acidophilus C14 ดูดซึมคอเลสเตอรอลได ้47.1 μg/ml 
 1.1.11 เพิÉมจํานวนได้อย่างรวดเร็ว  และสามารถมีชีวิตอยู่ในลําไส้ได้นานประมาณ 
 24 ชัÉวโมง (นวลจนัทร์ พารักษา, 2533) 
 1.1.12 ป้องกนัการเกิด lactose intolerance ซึÉ งเกิดจากการทีÉร่างกายมนุษยไ์ม่สามารถผลิต
เอนไซมแ์ลกเตสมายอ่ยนํÊ าตาลแลก็โตสได ้ทาํใหเ้กิดอาการทอ้งอืดหรือทอ้งเสีย เมืÉอรับประทานอาหาร
ทีÉมีนํÊ าตาลแล็กโตสเขา้ไป ส่วนใหญ่จะพบมากในผูใ้หญ่และผูสู้งอายุ โดยโปรไบโอติกบางสายพนัธุ์
สามารถผลิตเอนไซม ์β-galactosidase ซึÉงป้องกนัการเกิด lactose intolerance (Fooks et al., 1999) 
 1.1.13 สามารถแยง่อาหารของจุลินทรียก่์อโรค (Fuller, 1993) 
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Table 3. Health promoting effects and mechanisms of probiotic substances. 

 
 

 

 

Beneficial effects Mechanisms References 
Reduce risk of 
pathogen infection 

Decreased pH and produced bacteriocins 
inhibited growth of undesirable bacteria 

Tzortzis et al. (2004) 
 

Improve mineral 
absorption 

Decreased pH; increased mineral solubility Bosscher et al. (2003) 
 

Decrease lipids and 
chloresterol 

-Increased short-chain fatty acid (SCFA) 
modulated lipogenesis  
-Lowering of pH & biles precipitation 
-Suppression of hepatic triglyceride and very 
low density lipoprotein (VLDL) synthesis  
-Reduced fatty acid synthesis in the liver 

Delzenne et al. (2003) 

Decrease risk of 
cancer 

Increased butyrate; fule for colonocytes and 
cell differentiation 
Decreased bile acid formation 
Decreased genotoxic metabolites and enzymes 
and carcinogens 

Brady et al. (2000) 
 

Immune system Direct contact of lactic acid bacteria or 
bacterial product with immune cells in the 
intestine 
Production of SCFA 

Schley and Field 
(2002) 
Salminen, S. (2001) 

Reduce 
constipation  
Reduce diarrhoea 

Feacal bulkink and fibre like effect Mizota.(1996) 
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 1.2 เชืÊอจุลนิทรีย์ทีÉจัดเป็นโปรไบโอติกในลาํไส้  

  เ ชืÊ อทีÉ จัด เป็นโปรไบโอติกโดยส่วนใหญ่คือแบคทีเ รียทีÉผลิตกรดแลกติก 
(lactic acid bacteria) โดยทัÉวไปคือกลุ่มแบคทีเรียพวก Lactobacillus และ Bifidobacteria นอกจากนีÊ
ย ังมีแบคทีเรียกลุ่มอืÉน  ๆ  อีกทีÉ มีการคัดเลือกและศึกษาคุณสมบัติว่าเป็นโปรไบโอติก  เช่น 
Streptococci และ Enterococci เป็นตน้ 
 1.2.1 แบคทีเรียแลกติก (Lactic acid bacteria) 
 แบคทีเรียแลกติกเป็นแบคทีเรียแกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ ไม่เคลืÉอนทีÉ ไม่สร้าง
เอนไซม์แคตาเลส ไม่ตอ้งการอากาศ ลกัษณะสัณฐานวิทยา พบว่า มีทัÊงรูปร่างแท่งและรูปร่างกลม  
การจดัเรียงแบคทีเรียแลกติกในสกุลต่าง ๆ ขึÊนอยู่กบัรูปร่างลกัษณะ รูปแบบของการหมกันํÊ าตาล
กลูโคส ความสามารถในการใชน้ํÊ าตาลชนิดต่าง ๆ และการเจริญทีÉอุณหภูมิต่าง ๆ รวมถึงความสามารถ
เจริญไดใ้นทีÉมีเกลือความเขม้ขน้สูง และการทนต่อกรดหรือด่าง ผลิตภณัฑ์ทีÉเกิดจากกระบวนการ 
เมตาบอลิซึมของแบคทีเรียกลุ่มนีÊ ไดจ้ากการใชน้ํÊ าตาลกลูโคสและนํÊ าตาลแลก็โตสเป็นแหล่งคาร์บอน
ไดผ้ลิตภณัฑห์ลกัเป็นกรดแลกติก ไดแ้ก่ Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcus และ Leuconostoc 
(Wood and Holzapfel, 1997) 
 แบคทีเรียแลกติกสามารถแบ่งตามลกัษณะตามการใชอ้าหารและผลผลิตทีÉไดจ้าก
การหมกัเป็น 2 กลุ่ม คือ 
 ก. โฮโมเฟอร์เมนเตทีฟ (Homofermentative lactic acid bacterial) เป็นแบคทีเรีย 
แลกติกทีÉสามารถหมกันํÊ าตาลผา่น Embden-Meyerhof-Parnas pathways : EMP pathway ไดก้รด 
แลกติก ประมาณ 80 เปอร์เซ็นต์ แบคทีเรียในกลุ่มนีÊ  ไดแ้ก่ Lactobacillus sake, L. casei, 
 L. acidophilus, Enterococcus sp. และ Pediococcus pentosaceus (Axelsson, 1998) 
  ข. เฮทเทอร์โรเฟอร์เมนเตทีฟ (Heterofermentative lactic acid bateria) เป็น
แบคทีเรียแลกติกทีÉสามารถหมกันํÊ าตาลผา่น Pentose phosphoketolase pathway แลว้ให้ผลิตภณัฑ์
เป็นกรดแลกติก กรดอะซิติก แอลกอฮอลแ์ละก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ แบคทีเรียในกลุ่มนีÊ  ไดแ้ก่  
L. fermentum, L. plantarum, L.  brevis และ Bifidobacterium (Axelsson , 1998) 
 1.2.2 ไบฟิโดแบคทีเรีย (Bifidobacteria) 
 Bifidobacteria เป็นแบคทีเรียทีÉอยูใ่นตระกลู Actinomycetaceae มีปริมาณ G+C ใน 
ดีเอน็เอมากกว่า 55 เปอร์เซ็นตโ์มล เมืÉอเปรียบเทียบกบัแบคทีเรียแลกติกกลุ่มอืÉน ๆ (Schleifer and 
Ludwig, 1996) ลกัษณะโดยทัÉวไปเป็นแบคทีเรียแกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ ไม่เคลืÉอนทีÉ รูปร่าง  
curved rods และ bifid rod ลกัษณะคลา้ยอกัษร Y บางครัÊ งอาจพบรูปร่าง branch หรือ straight rot และ 
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unbranched ไดอี้กดว้ย นอกจากนีÊ  Bifidobacteria ยงัเป็นจุลินทรียป์ระจาํถิÉนในลาํไส้ของมนุษยแ์ละ
สตัวซึ์Éงมีประโยชน์สาํคญัต่อสุขภาพของเจา้บา้น (Alander et al., 1999) Bifidobacteria มีความสามารถ
ในการตา้นจุลินทรียก่์อโรคทีÉทาํให้เกิดอาการทอ้งเสียและสามารถกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัในร่างกาย
โดยการเพิÉมการผลิตอิมมูโนโกลบูลินหรือปรับปรุงภูมิคุม้กนัแบบไม่จาํเพาะ (non-specific immunity) 
(Gill et al., 2001) 

2. พรีไบโอติก (Prebiotics) 

 พรีไบโอติก คือ องค์ประกอบของอาหารทีÉไม่ถูกย่อยซึÉ งมีประโยชน์ต่อเจา้บา้น 
โดยจะไปกระตุน้การเจริญเติบโตหรือกิจกรรมของแบคทีเรียทีÉมีประโยชน์ในลาํไส้ทีÉมีประโยชน์ 
อยา่งจาํเพาะและช่วยปรับปรุงสุขภาพของเจา้บา้น (Gibson and Roberfroid, 1995) สารอาหารทีÉมี
คุณสมบติัเป็นพรีไบโอติกทีÉดีนัÊนจะตอ้งไม่ถูกย่อยหรือถูกดูดซึมในระบบทางเดินอาหารส่วนตน้ 
(Fooks et al., 1999) สามารถยบัย ัÊงการเจริญเติบโตของจุลินทรียก่์อโรค เช่น Clostridium ซึÉ งเป็น 
จุลินทรียที์Éสามารถสร้างสารพิษได ้(Gibson and Roberfroid, 1995) พรีไบโอติกทีÉดีควรส่งเสริมการ
เจริญของจุลินทรียที์Éดีในลาํไส้ เช่น Bifidobacterium และ Lactobacilli (Gibson and Roberfroid, 1995) 
สารทีÉมีคุณสมบัติเป็นพรีไบโอติกสามารถพบได้ในพืชผกัต่าง ๆ เช่น หอม กระเทียม กล้วย 
หน่อไมฝ้รัÉง ถัÉว กลุ่มธญัพืช  

 2.1 คุณสมบัติของพรีไบโอติก 

  สารทีÉ มีคุณสมบัติเป็นพรีไบโอติกทีÉ ดีต้องสามารถทนต่อการย่อยของกรด 
ในกระเพาะอาหาร และลงสู่ลาํไส้ใหญ่ไดโ้ดยไม่มีการเปลีÉยนแปลง ไม่ถูกดูดซึมในลาํไส้เลก็ เพืÉอทีÉ 
จุลินทรีย์ประจําถิÉน  (microflora) ทีÉอาศัยในลําไส้สามารถนําไปใช้ในการเจริญเติบโตและ 
เพิÉมจาํนวน (Gison, 2004) นอกจากนีÊ ตอ้งส่งเสริมการเจริญเติบโตของแบคทีเรียทีÉมีประโยชน์ 
ในทางเดินอาหาร เช่น Bifidobacteria และ Lactobacilli (Gibson and Roberfroid, 1995; Holzapfel 
and Schillinger, 2002) ไม่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของแบคทีเรียก่อโรค เช่น Clotridium perfrigens 
ซึÉ งเป็นแบคทีเรียก่อโรคในลาํไส้ (Gibson and Roberfroid, 1995; Kolida  et al., 2000) และ
นอกจากนีÊ จะตอ้งส่งผลให้สุขภาพของผูบ้ริโภคดีขึÊน เช่น ช่วยในการดูดซึมแร่ธาตุ เช่น แคลเซียม
แมกนีเซียม และเหลก็ (Lopez et al., 2000; Van et al., 1998) ช่วยป้องกนัมะเร็งลาํไส้ใหญ่ดงัแสดง
ใน Figure 1. 
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Figure 1. The possible mechanisms of prebiotic action. 
ทีÉมา : Ouwehand และคณะ (2005) 

2.2 ชนิดของสารพรีไบโอติก 

  สารพรีไบโอติกทีÉ ใช้ในอุตสาหกรรมและมีขายทางการค้าส่วนใหญ่อยู ่
ในกลุ่มโอลิโกแซคคาไรด์ซึÉ งเป็นนํÊ าตาลทีÉเป็นหน่วยย่อย 2-20 มาต่อกนัดว้ยพนัธะโควาเลนท ์ 
(covalent bond) พรีไบโอติกทีÉพบมีอยู่ 2 กลุ่ม คือ พรีไบโอติกทีÉมีในธรรมชาติจะพบไดใ้นผกัและ
ผลไม ้เช่น กลว้ย หน่อไมฝ้รัÉง ถัÉว กลุ่มธญัพืช และพรีไบโอติกทีÉไดจ้ากการสังเคราะห์โดยใชเ้อนไซม์
ยอ่ยโพลีแซคคาไรด ์เช่น แป้ง ในปัจจุบนัพรีไบโอติกทีÉนาํมาใชท้างการคา้และในอุตสาหกรรมอาหาร
ส่วนใหญ่ไดม้าจากการสงัเคราะห์ 
 2.2.1 พรีไบโอติกทีÉพบในธรรมชาติ 
   2.2.1.1 ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด ์(Fructo-oligosacchrides, FOS) และ อินนูลิน
(Inulin) 
  อินนูลินเป็นสารโพลิแซคคาไรด์ (polysaccharides) ทีÉพืชเก็บไวซึ้É งเป็นสารประกอบ
ขนาดเล็กอยู่ในกลุ่มฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด์ทีÉมีฟรุคโตส (fructose) 3-60 โมเลกุล ดังแสดงใน  
Figure 2. อินนูลินพบทัÉวไปในธรรมชาติทัÊงในพืช แบคทีเรีย และราบางชนิด โดยเฉพาะผกัและผลไม้
มากกว่า 3,600 ชนิด โดยพบในผกัตระกลู chicorium เช่น ชิคอรี (chicory) และพืชในตระกลูหอม เช่น 
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หอมใหญ่ กระเทียม เป็นตน้ (Table 4.) (Bxcommerce, 2001) อินนูลิน และฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด ์
ละลายนํÊาไดดี้โดยเฉพาะในนํÊาร้อน (Tanya, 2002) อุณหภูมิประมาณ 80 องศาเซลเซียส (Kim and Wang, 
2002) แต่ละลายไดเ้พียงเล็กน้อยในนํÊ าเยน็ และแอลกอฮอล ์(Paul, 1997) และมีความคงตวัสูง ไม่มี
ผลขา้งเคียงต่อประสาทสัมผสั รสชาติหวานเลก็นอ้ย จึงมีการนาํไปใชใ้นทางอุตสาหกรรมอาหาร เช่น 
นาํไปปรับปรุงในรสชาติและเนืÊอสมัผสั ช่วยรักษาความสดและความชืÊนในเคก้ ช่วยใหเ้ครืÉองดืÉมละลาย
เขา้กนัดีมีคุณสมบติัเชิงหนา้ทีÉ (functional property) (Vicki, 2002) 
  นอกจากอินนูลินจะถูกจดัเป็นเสน้ใยอาหารแลว้ยงัมีคุณสมบติัเป็นพรีไบโอติกดว้ย 
เนืÉองจากสามารถเพิÉมจาํนวนจุลินทรียโ์ปรไบโอติกไดอ้ย่างจาํเพาะ โดยพบว่า การเติมอินนูลินใน
ไอศครีมจะช่วยกระตุน้การเจริญเติบโตของ L. acidophilus  และ B. lactis และยงัช่วยปรับปรุงการ 
รอดชีวิตของจุลินทรียด์งักล่าวดว้ย (Akin et al., 2007) 
 Wang และ Gibson (1993) ไดท้าํการทดลองโดยใหอ้าสาสมคัรรับประทานอินนูลิน   
15 กรัม/วนั ติดต่อกนัเป็นเวลา 15 วนั พบว่า ระหว่างช่วงเวลานัÊนปริมาณจุลินทรีย ์Bifidobacterium และ 
Lactobacillus  เพิÉมขึÊน 10 เปอร์เซ็นต ์และจุลินทรียก่์อโรคมีปริมาณลดลง ซึÉ งส่งผลให้สุขภาพ ผูที้É
รับประทานอาหารนัÊน ๆ ดีขึÊน พรีไบโอติกจึงมีความเกีÉยวพนักนัอย่างใกลชิ้ดกบัมนุษย ์หากร่างกาย
ไดรั้บจุลินทรียสุ์ขภาพและเส้นใยอาหารพรีไบโอติกทีÉเหมาะสม จะเป็นประโยชน์ต่อร่างกายมาก เช่น 
ช่วยกระตุน้ใหร่้างกายสร้างภูมิคุม้กนั ป้องกนัความรุนแรงของการเกิดโรคติดเชืÊอในทางเดินอาหาร และ
ยบัย ัÊงการเจริญของจุลินทรียก่์อโรค เช่น E.  coli, Staphylococcus sp., Salmonella sp. และ Listeria sp. 
เป็นตน้ นอกจากนีÊ ยงัช่วยลดสารพิษ ช่วยให้การขบัถ่ายดีขึÊน ช่วยย่อยนํÊ าตาลแล็กโตสในนํÊ านม ซึÉ ง
แกปั้ญหาแน่นทอ้งหรือทอ้งเสียได ้และช่วยใหร่้างกายดูดซึมสารอาหารโดยเฉพาะแคลเซียมและเหลก็
ไดดี้  
 จากรายงานการศึกษาการใหฟ้รุคโตโอลิโกแซคคาไรด ์แก่หนูทีÉมีการชกันาํใหเ้กิด
ภาวะโลหิตจาง  (anemia) และภาวะกระดูกพรุน  (osteopenia) ทดสอบกับหนูสามกลุ่ม  คือ  
หนูทีÉไม่มีการใหฟ้รุคโตโอลิโกแซคคาไรดร่์วมในอาหาร หนูกลุ่มทีÉมีการใหฟ้รุคโตโอลิโกแซคคาไรด์
ร่วมในอาหาร และหนูกลุ่มควบคุมทีÉไม่ชกันาํให้เกิดภาวะโลหิตจางและกระดูกพรุนและไม่ไดรั้บ 
ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรดร่์วมในอาหาร จากนัÊนทาํการเกบ็ตวัอยา่งเลือดทุกสัปดาห์เพืÉอวดัปริมาณ
ฮีโมโกลบินในเลือด และเมืÉอสิÊนสุดการทดลองจึงนาํกระดูกส่วนโคนขา (femur) และกระดูกส่วน
หนา้แขง้ (tibia) มาวดัความหนาแน่นของมวลกระดูก (Bone mineral density: BMD) พบว่า  
หนูกลุ่มทีÉมีการให้ฟรุคโตโอลิโอแซคคาไรด ์ปริมาณ 75 กรัม/กิโลกรัม อาหาร เป็นเวลา 6 สัปดาห์ 
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มีปริมาณของฮีโมลโกลบินเพิÉมขึÊน และความหนาแน่นของมวลกระดูกมากกว่ากลุ่มการทดลอง 
ทุกกลุ่มอยา่งมีนยัสาํคญั (Ohta et al., 1998) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 2. Chemical structures of fructo-oligosaccharides. 
ทีÉมา : Gibson และ Angus (2000) 

Table 4. Concentration of fructo-oligosaccharides in various foods. 

Source Percentage of FOS 
Barley 0.15 
Tomato 0.15 
Onion 0.23 
Banana 0.30 
Brown sugar 0.30 
Rye 0.50 
Garlic 0.60 
Honey 0.75 
ทีÉมา : Sangeetha และคณะ (2005) 

  2.2.1.2 กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด ์(Galacto-oligosaccharides, GOS) 
 กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด ์เป็นโอลิโกแซคคาไรดที์Éมีกาแลก็โตสเป็นองคป์ระกอบ 
(Figure 3.) พบในนํÊ านมมนุษย  ์นํÊ านมววั โยเกิร์ต และสังเคราะห์มาจากแล็กโตส โดยเอนไซม ์
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เบตา้กาแลคโตซิเดส (β-galactosidase) เป็นกลุ่มโอลิโกแซคคาไรดที์Éไม่สามารถยอ่ยได ้(non-digestible 
oligosaccharides) จึงสามารถผ่านไปถึงลาํไส้ไดโ้ดยไม่ถูกย่อยและดูดซึม และถูกนาํไปใช้โดย              
จุลินทรียที์Éอาศยัอยูใ่นลาํไส้ใหญ่ ผลผลิตหลกัทีÉไดจ้ากการหมกัจะเป็นกรดไขมนัสายสัÊน (short-chain 
fatty acid) เช่น อะซิเตท โพรพิโอเนท บิวไทเรท และมีก๊าซ เช่น ไฮโดรเจน มีเทน และ
คาร์บอนไดออกไซด ์จากการศึกษาในระดบั in vivo ทัÊงในคนและสัตวก์็ใหผ้ลในทาํนองเดียวกนั โดย 
Ito และคณะ (1990 อา้งโดย Sofia และคณะ, 2001) ไดใ้หก้าแลคโตโอลิโกแซคคาไรดแ์ก่อาสาสมคัร 
12 คน ทีÉมีจาํนวนของจุลินทรียป์ระจาํถิÉนตํÉากวา่ปกติ บริโภคในปริมาณ 10 กรัม/วนั พบวา่ปริมาณของ
จุลินทรียป์ระจาํถิÉนเพิÉมขึÊน เมืÉออาสาสมคัรไดรั้บปริมาณกาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด ์
   จากการศึกษานมแม่หรือ Human milk oligosaccharides (HMOs) มีค่า dairy 
product (DP) อยู่ในช่วง 3-32 จดัเป็นสารพรีไบโอติกทีÉอยู่ในกลุ่มกาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด ์
มีรายงานว่าเมืÉอทารกดืÉมนมแม่ (HMOs) พบว่า HMOs ประมาณ 40-50 เปอร์เซ็นต ์ไม่ถูกยอ่ยใน
ระบบทางเดินอาหารส่วนบนของทารก และเหลือไปถึงลาํไส้ใหญ่มีผลไปเสริมการเจริญของ
แบคทีเรียโปรไบโอติกพวก Bifidobacteria ได ้(Coppa et al., 2001) และจากรายงานของ Ward และ
คณะ (2006) ทาํการศึกษาโดยใช ้HMOs อินนูลินและกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญของ  
B.  infantis ATCC 15697 และ L. gasseri ATCC 33323 ซึÉ งเป็นแบคทีเรียทีÉพบเป็นส่วนใหญ่ใน
ลาํไส้ใหญ่ของทารก พบว่า B. infantis ATCC 15697 สามารถใช ้HMOs เป็นแหล่งคาร์บอนได ้
ในขณะทีÉ Lactobacillus  gasseri ATCC 33323 ไม่สามารถใช ้HMOs ในการเจริญได ้และไม่พบ
การเจริญของแบคทีเรียทัÊงสองชนิดในอาหารทีÉมีอินนูลิน เป็นแหล่งคาร์บอน HMOs จึงจดัเป็น
สารพรีไบติกทีÉส่งเสริมการเจริญในโปรไบโอติกบางชนิดเท่านัÊน โดยเฉพาะเสริมการเจริญของ 
โปรไบโอติกซึÉงเป็นสายพนัธุ์ทีÉพบไดใ้นลาํไสใ้หญ่ของทารก 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3. Chemical structures of galacto-oligosaccharides. 
ทีÉมา : Gibson และ Angus (2000) 
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 2.2.1.3 ซอยบีนโอลิโกแซคคาไรด ์(Soybean oligosaccharide, SOS) 
   เป็นโอลิโกแซคคาไรดที์ÉพบทัÉวไปในพืชตระกลูถัÉว เช่น ถัÉวเหลือง ซึÉ งจดัอยูใ่นกลุ่ม 
Raffinose family oligosaccharides ซึÉ งมีองคป์ระกอบเป็น raffinose และ stachyose (Gibson, 2004)

ซึÉ งมีโมเลกุลโครงสร้างประกอบดว้ย Galα1-6 Glu1-2ßFru และ Galα1-6 Galα1-6 Gluα1-2ßFru 
ตามลาํดบั ดงัแสดงใน Figure 4. สามารถทนต่อการยอ่ยโดยกรดในกระเพาะอาหารและเอนไซมใ์น
ลาํไส้เล็ก สามารถเคลืÉอนทีÉผ่านไปยงัลาํไส้ใหญ่และเกิดการหมักโดยจุลินทรีย์ในลาํไส้ใหญ่ 
สามารถกระตุ ้นการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์กลุ่ม  Bifidobacteria ได้ จากการศึกษาการหมัก 
ซอยบีนโอลิโกแซคคาไรด์  โดยเ ชืÊ อ จุ ลินทรีย์ในลําไส้ใหญ่  ในอาสาสมัครเพศชาย  6  คน  
ให้ซอยบีนโอลิโกแซคคาไรด์  เ ป็นเวลา  3  สัปดาห์  พบว่าสามารถเพิÉมจํานวนจุลินทรีย ์
กลุ่ม Bifidobacteria ได้ โดยอาสาสมัครทีÉได้รับแรฟฟีโนส ในปริมาณ 15 กรัม/วนั มีปริมาณ 
ของจุลินทรียก์ลุ่ม Bifidobacteria เพิÉมขึÊนถึง 6 เท่า และสามารถลดจาํนวนของจุลินทรียก์ลุ่ม 
Bacteroides spp. ได ้0.6 เท่า และ Clostridium spp. ได ้1.6 เท่า และพบว่าการให้ soygerm powder 
ปริมาณ 4 กรัม/วนั จะช่วยให ้จะช่วยเพิÉมความตา้นทานต่อเกลือนํÊ าดีของ L. reuteri ได ้(Rastall and 
Maitin, 2002)  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4. Chemical structures of oligosaccharides in legumes. 
ทีÉมา : Kotiguda และคณะ (2006) 
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 2.2.1.4 คาร์โบไฮเดรตอืÉน ๆ และสารทีÉไม่ใช่กลุ่มคาร์โบไฮเดรต (Non-starch 
polysaccharide; NPS) ทีÉมีอยูใ่นธรรมชาติ 
  สารประเภทคาร์โบไฮเดรตอืÉน ๆ และสารทีÉไม่ใช่กลุ่มคาร์โบไฮเดรต ทีÉมีอยู่ใน
ธรรมชาติ เส้นใยอาหารซึÉ งเป็นส่วนหนึÉงของพืชทีÉร่างกายไม่สามารถย่อยได้ ซึÉ งจัดอยู่ใน 
กลุ่มพรีไบโอติก ส่วนมากไดจ้ากพืชหรือจุลินทรีย ์เช่น สารกลุ่มเพคติน เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส 
กมัอารบิก ไซแลน ไคโตซาน และสารเมือกทีÉไดจ้ากแบคทีเรียโปรไบโอติก (exopolysaccharides) 
เป็นตน้ ซึÉงสามารถใชเ้ป็นสารตัÊงตน้ในการหมกัโดยแบคทีเรียโปรไบโอติก (Lee et al., 2002) 
 2.2.1.4.1 ไคโตซาน (Chitosan; CS) 

 ไคโตซานเป็นอนุพันธุ์ทีÉไม่ละลายนํÊ าของไคติน (chitin) พบได้ในธรรมชาติ  
โดยสกัดได้จากเปลือกของกุ้งขนาดกลางและเล็ก กุ้งกร้ามกราม หรือปู ซึÉ งพบได้ในรูปของ
สารประกอบเชิงซ้อน  สายโพลิเมอร์ประกอบด้วยหน่วยของ glucosamine เชืÉ อมต่อกันด้วย  
β-1,4 glucosidic bonds (Figure 5.) ซึÉ งไคโตซานมีผลทางชีวภาพคือ เป็นสารตา้นมะเร็ง (antitumor) 
ป้องกนัภาวะเลือดไหลไม่หยุด (hemostatic) ป้องกนัภาวะไขมนัในเลือดสูง (hypocholesterolemic) 
นอกจากนีÊยงัมีฤทธิÍ ต่อตา้นแบคทีเรียก่อโรค (antibacterial) เช่น Salmonella spp. โดยกลไกการต่อตา้น
แบคทีเรียก่อโรคของไคโตซานยงัไม่ทราบแน่ชดั (Helander et al., 2001) คาดว่าไคโตซานมีประจุบวก
ของ NH3

+ ซึÉ งเป็นองคป์ระกอบของ glucosamine ซึÉ งอาจมีผลต่อเยืÉอหุม้เซลล ์(cell membrances) ของ 
จุลินทรียซึ์É งมีประจุลบ มีการศึกษาถึงผลของไคโตซานต่อการเจริญของแบคทีเรียในลาํไส้ของมนุษย ์
โดยศึกษาในแบคทีเรียก่อโรค 6 สายพนัธุ์ ทีÉมกัพบในลาํไส้ของมนุษย ์โดยใชป้ริมาณของไคโตซาน
เท่ากบั 0.025, 0.05 และ 0.5 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งคาร์บอน ซึÉ งผลของไคโตซานในการยบัย ัÊงการ 
เจริญของแบคทีเรียก่อโรคขึÊนอยู่กับสายพนัธุ์ของแบคทีเรียก่อโรค โดยไคโตซานสามารถยบัย ัÊง
แบคทีเรียในกลุ่มของ Bacteroides และ Clostridium ไดถึ้ง 91-97 เปอร์เซ็นต ์ในขณะทีÉ Roseburia sp., 
Eubacterium sp. และ Faecalibacterium sp. สามารถยบัย ัÊงการเจริญได ้63-83 เปอร์เซ็นต ์(Simunex et 
al., 2006) 
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Figure 5. Chemical structures of A) chitin and B) chitosan 
ทีÉมา : Barreteau และคณะ (2006) 

  2.2.1.4.2 เพคติน (Pectin)  
 เพคตินเป็นส่วนประกอบของเนืÊอเยืÉอพืช ซึÉ งเป็นสารประกอบคาร์โบไฮเดรตทีÉมี
โมเลกุลใหญ่และซบัซอ้น สามารถละลายไดใ้นนํÊ าร้อน ประกอบดว้ยหน่วยย่อยในสายหลกัเป็น
นํÊ าตาลแรมโนส พบไดใ้นผลไมทุ้กชนิดในส่วนของผนงัเซลล ์และ intracellular tissues และยงัมี
คุณสมบติัเป็นใยอาหาร (dietary fiber) พบประมาณ 15-20 เปอร์เซ็นต ์เนืÉองจากไม่สามารถยอ่ยใน
ระบบทางเดินอาหารได ้ทาํให้เพคตินสามารถช่วยใหเ้กิดการขบัถ่ายไดดี้ ลดความเสีÉยงต่อการเกิด
มะเร็งลาํใส้ใหญ่ และยงัช่วยทาํหนา้ทีÉขดัขวางการดูดซึมของไขมนัไม่ใหเ้ขา้กระแสเลือดจึงป้องกนั
ไม่ไหเ้กิดโรคหลอดเลือดหัวใจและหลอดเลือดในสมองตีบ ดงันัÊนทางดา้นเภสัชกรรมจึงไดมี้การ
นาํเพคตินมาใชเ้พืÉอช่วยเพิÉมการทาํงานของยา ช่วยลดคอเลสเตอรอลและระดบันํÊ าตาลในเลือด  
ใชเ้ป็นเส้นใยอาหารป้องกนัโรคระบบทางเดินอาหาร และเนืÉองจากเพคตินสามารถช่วยลดการ
ระคายเคืองจึงมีการนาํมาผลิตเป็นอาหารเด็ก เพคตินยงัมีคุณสมบติัพิเศษ คือ เมืÉอละลายนํÊ าจะ 
พองตวัเป็นเจล ในอุตสาหกรรมอาหารและเครืÉองดืÉมจึงนิยมใชเ้พคตินเพืÉอพฒันาผลิตภณัฑอ์าหาร  
โดยใชเ้ป็นตวัทาํใหเ้กิดความยดืหยุน่ (gelling agent) ในผลิตภณัฑแ์ยม เยลลีÉ และขนมหวาน หรือ
ช่วยทาํใหเ้กิดความหนืด (viscosity) ในซอสเครืÉองปรุง นํÊ าเชืÉอมเขม้ขน้ นํÊ าสลดั เครืÉองดืÉม และใช้
เป็นตวัรักษาสภาพ (stabilizer) ในผลิตภณัฑน์ม และโยเกิร์ต เป็นตน้ (Gray, 2006) 
  

A 

B 
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 2.2.2 พรีไบโอติกทีÉได้จากการสังเคราะห์ 
 2.2.2.1 แลคโตซูโครส (Lactosucrose, LS) 
 แลคโตซูโครสผลิตมาจากการสังเคราะห์จากสารตัÊงตน้ของนํÊ าตาลแล็กโตสและ
ซูโครส (Figure 6.) โดยใชเ้อนไซม ์β-fructofuronosidase และมีคุณสมบติัไปเสริมการเจริญของ 
จุลินทรียก์ลุ่ม Bifidobacteria มีรายงานว่า การให้แลคโตซูโครส ปริมาณ 3 กรัม/วนั แก่อาสาสมคัร  
3 คน พบว่าสามารถเพิÉมจาํนวนจุลินทรียก์ลุ่ม Bifidobacteria ได ้0.7 เท่า และลดปริมาณจุลินทรีย์
กลุ่ม Bacteroides spp.ได ้0.6 เท่า (Ohkusa et al., 1995) 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6. Chemical structure of lactosucrose. 
ทีÉมา : Ohkusa และคณะ (1995) 

 2.2.2.2 แลคทูโลส (Lactulose) 
 แลคทูโลส เป็นนํÊ าตาลโมเลกุลคู่ (disacchrides) ประกอบด้วยหน่วยย่อยของ
นํÊาตาลกาแลคโตสและฟรุคโตสเชืÉอมต่อกนัดว้ยพนัธะ β-1,4 glycosidic linkage มีคุณสมบติัละลาย 
ในนํÊ า ละลายในเมทานอลไดเ้ล็กนอ้ยและไม่ละลายในอีเทอร์และแลคทูโลส แสดงคุณสมบติัเป็น 
พรีไบโอติก คือ สามารถเพิÉมจาํนวนของ Bifidobacteria ได ้(Saunders and Wiggins, 1981 อา้งโดย 
Tuohy et al., 2005) Ballongue และคณะ (1997) ไดศึ้กษาโดยการให้แลคทูโลส 10 กรัม/วนั  
ในอาสาสมคัร 2 คนเป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่าปริมาณของแบคทีเรียกลุ่ม Lactobacilli เพิÉมขึÊน 
นอกจากนีÊ ยงัสามารถป้องกนัการเกิดมะเร็งลาํไส้ใหญ่โดยมีผลลดเอนไซมที์ÉเกีÉยวขอ้งกบัการผลิต
สารก่อมะเร็ง (carcinogens) เช่น β-glucuronidase, nitroreductase และ azoreductase เป็นตน้ 
(Tuohy et al., 2005) ซึÉ งสอดคลอ้งกบัการรายงานของ Ballongue และคณะ (1997) ศึกษาโดย 
ใหแ้ลคทูโลสแก่อาสาสมคัร 36 คน ปริมาณ 20 กรัม/วนั พบวา่สามารถเพิÉมปริมาณของ Lactobacilli 
อีกทัÊงยงัลดปริมาณของ Bacteroides spp., Clostridium spp. และ Coliforms bacteria เป็นผลให้
สามารถลดเอนไซมที์ÉเกีÉยวขอ้งกบัสารก่อมะเร็ง และสารเมทาบอไลทที์Éผลิตโดยแบคทีเรียก่อโรค
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เหล่านีÊ ได้ด้วย ซึÉ งโดยปกติแลว้แลคทูโลสไม่มีหรือมีน้อยมากในอาหารทัÉวไปส่วนมากมีการนํา 
แลคทูโลสไปใชเ้ป็นสารเติมแต่งในอาหารชนิดต่าง ๆ เพืÉอเสริมสุขภาพผูบ้ริโภค 
 2.2.2.3 ไอโซมอลโตโอลิโกแซคคาไรด ์(Isomalto-oligosaccharide, IMO)  
 ไอโซมอลโตโอลิโกแซคคาไรดป์ระกอบดว้ยหน่วยยอ่ยของนํÊ าตาลกลูโคสเชืÉอมต่อ
ดว้ยพนัธะ α,1-6 glycosidic linkage ถูกเปลีÉยนมาจากแป้งโดยการใชก้ระบวนการยอ่ยโดยใชเ้อนไซม ์
2 ขัÊนตอน คือ ขัÊนตอนการยอ่ยแป้งดว้ยเอนไซม ์α-amylase และ pullulanase ร่วมกนั ในการศึกษาผล
ของไอโซมอลโตโอลิโกแซคคาไรดต่์อการเสริมการเจริญของโปรไบโอติก กลุ่ม Bifidobacteria โดย
ใชร้ะบบ Human colonic-batch culture ซึÉงมีการเติม IMO ลงไป 10 เปอร์เซ็นต ์พบว่าทีÉเวลา 24 ชัÉวโมง 
ไอโซมอลโตโอลิโกแซคคาไรดส์ามารถเพิÉมจาํนวนของ Bifidobacteria ไดท้ัÊง in vitro และ in vivo และ
พบวา่ปริมาณของ Clostridia ลดจาํนวนลงดว้ย (Rycroft et al., 2001) 
  2.2.2.4 กลูโคโอลิโกแซคคาไรด ์(Gluco-oligosaccharide, GOS) 
   โอลิโกแซคคาไรดที์Éประกอบดว้ยนํÊ าตาลกลูโคสมาต่อกนัดว้ยพนัธะ β–1,6 glucosidic 
linkage เป็นโอลิโกแซคคาไรด์ทีÉมาจากการสังเคราะห์ดว้ยเอนไซม ์ glucosyl-transferase ทีÉผลิตโดย 
จุลินทรีย ์Leuconostoc mesenteroides หรืออาจสกดัมาจาก β-glucan จากตน้โอ๊กและไดมี้การยอม รับว่า
เป็นอาหารสุขภาพ (functional food) และกลูโคโอลิโกแซคคาไรด์ ถูกย่อยดว้ยเชืÊอจุลินทรียก์ลุ่ม 
Bifidobacteria ยกเวน้ B. bifidum และถูกยอ่ยโดยจุลินทรียก์ลุ่ม Bacteroides และ Clostridia แต่ไม่ถูกยอ่ย
ดว้ยกลุ่ม Lactobacilli  
 2.2.2.5 ไซโลโอลิโกแซคคาไรด ์(Xylo-oligosaccharides) (XOS) 
 ไซโลโอลิโกแซคคาไรด์ มีโครงสร้างหลักประกอบด้วยโมเลกุลของนํÊ าตาล 
ไซโลสทีÉต่อกนัดว้ยพนัธะ β-1,4 ไซโลโอลิโกแซคคาไรดจ์ะถูกยอ่ยดว้ยจุลินทรียก์ลุ่ม Bifidobacteria  
และ Lactobacilli ซึÉ งมีผลให้จุลินทรียที์Éมีประโยชน์เพิÉมขึÊน และสามารถลดจาํนวนจุลินทรียก์ลุ่ม 
Bacteroides ได้ จากการให้ไซโลโอลิโกแซคคาไรด์ ปริมาณ 6 เปอร์เซ็นต์ นํÊ าหนักต่อนํÊ าหนัก  
แก่หนูทดลอง พบว่า สามารถเพิÉมจํานวนจุลินทรีย์กลุ่ม Bifidobacteria ได้ดีกว่าการให ้ 
ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด ์(Campbell et al., 1997) และจากผลการศึกษาของ Rycroft และคณะ (2001) 
ทีÉศึกษาจุลินทรียผ์สมของอุจจาระมนุษย ์พบว่า หลงัจากมีการให้ β-1,4 ไซโลโอลิโกแซคคาไรด์เป็น
แหล่งคาร์บอนเพียงแหล่งเดียว สามารถเพิÉมจํานวนของจุลินทรีย์กลุ่ม Bifidobacteria ภายหลัง  
24 ชัÉวโมง และยงัสามารถลดจาํนวนแบคทีเรียกลุ่ม Bacteroides ไดอี้กดว้ย  
 ในตลาดสากลมีการวางขายผลิตภณัฑพ์รีไบโอติกทีÉไดจ้ากการสังเคราะห์ ซึÉ งมีชืÉอ
ทางการคา้เรียกแตกต่างกนัไป (Table 5.) และมีการใชแ้ละจาํหน่ายมากในประเทศญีÉปุ่นและในตลาด
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ยุโรป เช่น กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์ มีชืÉอทางการคา้ คือ โอลิโกเมท (oligomate) ทีÉผลิตมาจาก 
แล็กโตส ซึÉ งเป็นของเสียทีÉมีปัญหาในการกาํจดัมากในอุตสาหกรรมนม โดยนาํไปทาํปฏิกิริยาทีÉมี
เอน็ไซม ์β-galactosidase เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ไดผ้ลผลิตเป็น กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด ์เป็นตน้ 

Table 5. Structure and composition of commercially available prebiotics.  

Substrate Oligosaccharide structure Composition 
Raftilose P95 Gluα1-2[βFru1-2]n where n=2-9 

average 4-5 
95% oligosaccharides 

Raftiline LS Gluα1-2[βFru1-2]n where n > 10 
average 10-12 

99% inulin 

Lactulose Galβ1-4Fru 99% lactulose 
Xylo-oligosaccharides Xylβ1-4[Xyl]n where n = 2-7 35% oligosaccharides 
Oligomate 55 α-Glu1-4[βGal1-6]n 

where n = 1-4 average 2 
50% oligosaccharides, 
12% lactose, 38% 
monosaccharides 

Soybean oligosaccharides Stachyose (Galα1-6 Galα1-6 
Gluα1-2 βFru) 
Raffinose (Galα1-6 Gluα1-2βFru) 

25% stachyose, 10% 
raffinose, 50% sucrose, 
15% monosaccharises 

Isomalto-oligosaccharides Gluα1-6 [Gluv1-6]n where n ≥ 1 
average 1-2 

91% oligosaccharides, 2% 
glucose, 7% high 
molecular weight (n ≥ 11) 

ทีÉมา : Rycroft และคณะ (2001) 

 2.2.3 แหล่งของพรีไบโอติก 
  2.2.3.1 ธญัพืช  
 ธญัพืชทีÉสามารถตรวจพบสารพรีไบโอติก ไดแ้ก่ ขา้ว ถัÉว และขา้วโพด เป็นตน้  
ในถัÉวนัÊนนิยมนาํมาบริโภคเนืÉองจากมีสารอาหารสูง มีปริมาณโปรตีน คาร์โบไฮเดรตในระดบัสูง
เช่นเดียวกบัขา้วโพดทีÉมีปริมาณคาร์โบไฮเดรตสูงประมาณ 72 เปอร์เซ็นต ์ แต่มีโปรตีนประมาณ 
9 เปอร์เซ็นต ์ ซึÉ งองคป์ระกอบของคาร์โบไฮเดรตในพืชตระกูลถัÉว เช่น ถัÉวเหลือง ประกอบดว้ย 
โอลิโกแซคคาไรด์ ซึÉ ง เป็นโพลีแซคคาไรด์สายสัÊ น  ๆ  ประกอบด้วยนํÊ าตาลโมเลกุลเดีÉ ยว  
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3-10 โมเลกุล เช่น ราฟฟิโนส มีโครงสร้างเป็น α-gal-(1-6)-α-glu-(1-2)-β-fru (Table 6.) โดยมี
คุณสมบติัเฉพาะตวั 2 อยา่ง คือ ไม่สามารถถูกยอ่ยไดด้ว้ยนํÊ ายอ่ยในกระเพาะอาหาร แต่จะถูกยอ่ย
สลายไดโ้ดยแบคทีเรียในลาํไส้ องคป์ระกอบหลกัทีÉเป็นแหล่งคาร์บอนในพืชตระกูลถัÉวมากมาย
หลายชนิด เช่น โอลิโกแซคคาไรดก์ลุ่มราฟฟิโนส (raffinose family of oligosaccharides; RFOs) 
(Wang et al., 2003) โดยมีคุณสมบติัเฉพาะ คือ ไม่สามารถถูกยอ่ยไดด้ว้ยนํÊ ายอ่ยในกระเพาะอาหาร 
แต่จะถูกยอ่ยสลายไดโ้ดยแบคทีเรียในลาํไส้ โดยทัÉวไปถัÉวมีส่วนประกอบของสารอาหารทีÉสาํคญั 
ไดแ้ก่ โปรตีนประมาณ 20-30 เปอร์เซ็นต ์และคาร์โบไฮเดรต ประมาณ 50-60 เปอร์เซ็นต ์ยกเวน้ 
ในถัÉวเหลือง จะมีปริมาณโปรตีนสูงกว่าคาร์โบไฮเดรต และยงัมีนํÊ ามันเป็นส่วนประกอบอีก 
แตกต่างกนัไปแต่ละสายพนัธุ์ ซึÉ งส่วนมากแลว้องคป์ระกอบของคาร์โบไฮเดรตจะเป็นพวก soluble 
carbohydrates ดงัแสดงใน Table 7. คาร์โบไฮเดรตในถัÉวแต่ละสายพนัธุ์ประกอบดว้ย ราฟฟิโนส 
สตาคีโอส (stachyose) และเวอร์แบสโคส (verbascose) ซึÉงเป็นคาร์โบไฮเดรตทีÉมีนํÊ าหนกัโมเลกลุตํÉา 
(low molecular weight) โดยคาร์โบไฮเดรตในพืชตระกลูถัÉวจดัอยูใ่นกลุ่มราฟฟิโนส (Hedley, 2001; 
Martinez-Villaluenga et al., 2005) 

Table 6. Structures of oligosaccharides in legumes. 

Oligosaccharides Structure 
raffinose α-D-galactopyranosyl-(1-6)- α-D-glucopyranosyl-(1-2) 

-β-D-fructofuranoside 
stachyose α-D-galactopyranosyl-(1-6)- α-D-glucopyranosyl-(1-6) 

-α-D-glucopyranosyl-(1-2)- β-D-fructofuranoside 
verbascose α-D-galactopyranosyl-(1-6)-[ α-D-galactopyranosyl-(1-6)-]2 

-α-D-glucopyranosyl- (1-2)- β-D-fructofuranoside 
ajugose α-D-galactopyranosyl-(1-6)-[ α-D-glucopyranosyl-(1-6)- ]3 

-α-D-glucopyranosyl- (1-2)- β-D-fructofuranoside 
ทีÉมา : Hedley (2001) 
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Table 7. Concentration of carbohydrates composition in legume species. 

Fibre1: รวม insoluble และ soluble carbohydrates 
ทีÉมา : Hedley (2001)  

  2.2.3.2 เอก็โซโพลีแซคคาไรด ์(Exopolysaccharides) จากแบคทีเรียแลกติก 
 เอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ เป็นโพลิเมอร์ทีÉสร้างโดยแบคทีเรียและ microalgae  
แล้วปล่อยออกมานอกเซลล์ขณะทีÉมีการเจริญ และเกิดเป็นลักษณะทีÉ เรียกว่าสารเมือก (slime)  
ซึÉ งแตกต่างจากสารกลุ่มโพลีแซคคาไรด์ทีÉ เกาะอยู่กับผิวหน้าอย่างถาวรทีÉ เ รียกว่า capsular 
polysaccharides (Sutherland, 1985) โดยเฉพาะเอก็โซโพลีแซคคาไรด ์ ทีÉผลิตโดยแบคทีเรียในกลุ่ม
แบคทีเรียแลกติกทีÉเป็นกลุ่มโพลิเมอร์ทีÉมีการศึกษากนัมาก เนืÉองจากแบคทีเรียแลกติกจดัเป็นแบคทีเรีย
ทีÉอยูใ่นกลุ่มทีÉมีความปลอดภยั (Generally recognized as safe, GRAS) โดยไดน้าํมาประยกุตใ์ชใ้นดา้น
ต่าง ๆ เช่น ทางดา้นอาหารเพืÉอเป็นการปรับปรุงผิวสัมผสัของอาหาร เป็นสารเพิÉมความหนืดในดา้น
อุตสาหกรรรม ในดา้นเภสชักรรมใชเ้ป็นพลาสเตอร์ และเป็นสารห่อหุม้ตวัยาเพืÉอควบคุมการออกฤทธิÍ
ของยาเฉพาะทีÉ เป็นตน้ ซึÉ งเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ ทีÉผลิตโดยแบคทีเรียสามารถจดัเป็น 2 กลุ่ม คือ 
homopolysaccharides และ heteropolysaccharides โดยอาศยัความแตกต่างขององค์ประกอบใน 
โพลิเมอร์ 

Legume 
species 

Starch Sucrose Raffinose Stachyose Verbascose Fibre total 

Soybean 
Lupin spp. 
Chickpea 
Mung bean 
Pigeon pea 
Jack bean 
Common 
Bean 
Faba bean  
Lentil 
Pea 

1.5 
0.4 
44.4 
45.0 
44.3 
35.0 
41.5 
41.0 
46.0 
45.0 

6.2 
2.5 
2.0 
1.1 
2.5 
1.5 
5.0 
3.3 
2.9 
2.1 

0.9 
0.7 
1.5 
1.7 
1.0 
0.7 
0.3 
0.2 
0.5 
0.9 

4.3 
6.8 
5.5 
2.0 
3.0 
1.5 
4.1 
0.7 
2.4 
2.4 

0.1 
0.6 
3.0 
3.0 
4.0 
0.1 
0.1 
2.5 
0.9 
3.2 

20 
26 
9 
7 
10 
9 
10 
12 
12 
12 

32.5 
36.7 
65.3 
60.0 
64.9 
47.8 
61.3 
59.8 
64.4 
65.5 
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   homopolysaccharides (HoPSs) เป็นโพลิเมอร์ทีÉมีนํÊ าตาลชนิดเดียวเป็นองคป์ระกอบ 
หากโพลิเมอร์มีองคป์ระกอบเป็นนํÊ าตาลกลูโคส จะเรียกเอ็กโซโพลีแซคคาไรด ์ ชนิดนีÊ ว่า กลูแคน 
(glucan) ซึÉ งจุลินทรียที์Éมีรายงานว่าสามารถผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ชนิดนีÊ ได ้คือ Leuconostoc, 
Streptococcus, Weissella และ Lactobacillus ซึÉ งมีทัÊงพนัธะ α-glucan และ β-glucan (Monson et al., 
2001 อา้งโดย Korakli and Vogel, 2006) และหากโพลิเมอร์มีองคป์ระกอบเป็นนํÊ าตาลฟรุคโตส จะ
เรียกว่า ฟรุคแตน (fructan) ซึÉ งแบคทีเรียทีÉมีรายงานว่าสามารถผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ชนิดนีÊ ได ้
คือ Leuconostoc, Lactobacillus และ Weissella โดยสายพนัธุ์ทีÉไดรั้บความสนใจศึกษาสามารถผลิต 
ฟรุคแตนชนิดอินนูลินซึÉ งต่อกันด้วยพนัธะ β-(1, 2) และลีแวน (levan) ซึÉ งต่อกันด้วยพนัธะ 
β-(2, 6) (Monsan et al., 2001) โดยทีÉ HoPSs ทัÊงกลูแคนและฟรุคแตนมีเอนไซมที์ÉเกีÉยวขอ้งกบัการ
สังเคราะห์ คือ glucosyltransferase และ fructosyltransferase ตามลาํดับ และมีสารตัÊงตน้ทีÉมี
ความจาํเพาะในการผลิตคือนํÊาตาลซูโครส  
  heteropolysaccharides (HePSs) เป็นโพลิเมอร์ทีÉองคป์ระกอบเป็นนํÊ าตาลต่างชนิดกนั 
ซึÉ งแบคทีเรียแลกติกโดยส่วนใหญ่สามารถผลิต EPSs ชนิดนีÊ ได ้โดยทีÉนํÊ าตาลทีÉเป็นองคป์ระกอบยอ่ย
ภายในสายโพลิเมอร์มกัพบนํÊ าตาลกาแลก็โตส และกลูโคสเป็นส่วนใหญ่ และบางครัÊ งอาจพบนํÊ าตาล
แรมโนส ฟรุคโตส แมนโนส และกาแลก็โตส แต่พบในปริมาณนอ้ย (Degeest et al., 2001; Van den 
Berg et al., 1995) 
 จากการทดลองของนนัทินา เชิญทอง (2550) ซึÉ งไดค้ดัเลือกลกัษณะและคุณสมบติั
การเป็นพรีไบโอติกของเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์จากแบคทีเรียแลกติกจากสัตว์ทะเล พบว่า    
Weissella cibaria A2, Weissella confuse A2, L. plantarum A3 และ P. pentosaceus 5S4 สามารถ
ผลิตเอก็โซโพลีแซคคาไรดไ์ดป้ริมาณ 14, 7.6, 4.9 และ 7 g/l ตามลาํดบั เมืÉอทดสอบการเป็น 
พรีไบโอติกพบว่าเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์จากทีÉสกัดได้ทัÊ งหมดทนต่อการย่อยได้ดีมาก และ 
เอก็โซโพลีแซคคาไรดจ์ากเชืÊอ W. cibaria A2 สามารถส่งเสริมการเจริญ B. bifidum ได ้

3. เส้นใยอาหาร (Dietary Fiber) 

 เส้นใยอาหาร คือ สารพวกลิกนิน (lignin) และโพลีแซคคาไรด์จากพืชซึÉ งไม่ถูกยอ่ย
ดว้ยเอนไซมจ์ากกระเพาะและลาํไส้ของมนุษย ์ Bermink (1994 อา้งโดย Rupasinghe และคณะ 2008)  
ปี ค.ศ. 1950 นกัวิทยาศาสตร์บางกลุ่มไดแ้บ่งเส้นใยอาหารออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มทีÉละลายนํÊ า 
(soluble fiber) เช่น เพคตินและกมั เป็นตน้ ซึÉ งกลุ่มเส้นใยอาหารทีÉสามารถละลายนํÊ าจะมีผลในการ 
ลดระดบัคอเลสเตอรอลในเลือด นอกจากนีÊ ยงัสามารถช่วยลดความเสีÉยงของการเกิดมะเร็งในลาํไส ้
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(Kelsey, 1978) และอีกกลุ่ม คือ กลุ่มทีÉไม่ละลายนํÊ า (insoluble fiber) เช่น เซลลูโลส(cellulose) ลิกนิน 
และเฮมิเซลลูโลส (hemicelluloses) บางชนิด เสน้ใยกลุ่มนีÊจะช่วยเพิÉมมวลของอุจจาระ ทาํใหร้ะบบการ
ขบัถ่ายเป็นไปอย่างปกติ (ธารารัตน์ ศุภศิริ, 2542) ต่อมาสถาบนัวิทยาศาสตร แห งชาติ (National 
Academy of Sciences, NAS) ไดแ้บ่งกลุ่มของเส้นใยอาหารออกเป็น 3 กลุ่ม ซึÉ งกลุ่มสุดทา้ยครอบคลุม
ถึงกลุ่มของโพลีแซคคาไรดแ์ละลิกนิน (nondigestible carbohydrates and lignin) ทีÉทนต่อกระบวนการ
ยอ่ยในทางเดินอาหาร ซึÉ งมีคุณสมบติัเป็นพรีไบโอติก ไดแ้ก่ กมั เซลลูโลส รําขา้วโอ๊ต (oat bran)  
รําขา้วสาลี (wheat bran) โดยพืชหลายชนิดทีÉให้เส้นใยไดแ้ก่ ธญัพืชชนิดต่าง ๆ และรําขา้ว ซึÉ งจะให้
ปริมาณเสน้ใยอาหารทีÉแตกต่างกนัไปตามชนิดของพืช ดงัแสดงใน Table 8.  

Table 8. Comparison of total dietary fiber content in cereal grains. 

Cereals Total dietary fibre (%, db) 
Legumes 13.6-28.9 
Rye 15.5 
corn 15 
Triticale 14.5 
Oat 14 
wheat 12 
Sorghum 10.7 
Barley 10 
Finger millet 6.2-7.2 
Rice 1.9±2 

ทีÉมา : Charalampopoulod และคณะ (2000) 

 3.1 ประโยชน์ของเสน้ใยอาหาร 
  3.1.1 เสน้ใยอาหารกบัการป้องกนัและรักษาโรค  
 จากการศึกษาของ Scheneeman (1987) พบว่า เส้นใยอาหารชนิดทีÉไม่ละลายนํÊ า 
มีผลต่อการควบคุมการทาํงานของลาํไส้และเส้นใยอาหารชนิดทีÉละลายนํÊ ามีผลต่อการลดระดบั
คอเลสเตอรอลและมีผลต่อการดูดซึมนํÊ าตาลกลูโคสในลาํไส้ และจากการศึกษาเกีÉยวกบัการบริโภค
อาหารทีÉมีเสน้ใยและองคป์ระกอบอืÉน ๆ กบัการเกิดมะเร็งในลาํไสข้องสตรีทีÉมีอายสูุงกวา่ 60 ปี ของ 
Willette และคณะ (1990) พบว่า การบริโภคเส้นใยจากผลไมช่้วยลดอตัราเสีÉยงต่อการเกิดมะเร็ง
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มากกว่าเส้นใยจากแหล่งอืÉน ๆ เช่น เส้นใยจากธัญพืช เส้นใยจากผกั โดยมีเหตุผลสนับสนุนว่า 
เส้นใยจากผลไมมี้สารอาหารทีÉร่างกายตอ้งการในปริมาณเลก็นอ้ย (micronutrients) ทีÉมีประโยชน์
หลายชนิด เช่น วิตามินอี วิตามินซี และเบตา้-แคโรทีน ซึÉ งสารเหล่านีÊพบอยู่ร่วมกบัเส้นใยอาหาร 
และเป็นสารทีÉมีคุณสมบติัเป็นสารตา้นการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั จึงช่วยป้องกนัการเกิดมะเร็งได ้
 3.1.2 เสน้ใยอาหารกบักระบวนการเมตาบอลิซึมของร่างกาย 
 เส้นใยอาหารมีผลต่อกระบวนการเมตาบอลิซึมไขมนั คาร์โบไฮเดรตและการ 
ดูดซึมแร่ธาตุ โดยจากการทดลองของ Glore และคณะ (1994) รายงานว่าเส้นใยอาหารทีÉละลายนํÊ ามี
ผลต่อการลดระดบัคอเลสเตอรอลทัÊงหมด และลดปริมาณของไลโปโปรตีนทีÉมีความหนาแน่นตํÉา  
(Low Density Lipoprotein, LDL) ในเลือด พบว่าการดูดซึมกรดเกลือของเส้นใยทาํให้เกิดการ
เปลีÉยนแปลงเมตาบอลิซึมของคอเลสเตอรอล ทาํให้เกิดการสูญเสียคอเลสเตอรอลออกจากร่างกาย 
โดยขัÊนแรกเพิÉมการขบักรดเกลือทาํให้การสังเคราะห์กรดเกลือจากคอเลสเตอรอลเพิÉมขึÊน จากนัÊน
กรดเกลือทีÉไม่สามารถใชป้ระโยชน์ไดใ้นลาํไสจ้ะเกิดเป็นไมเซลล ์ซึÉงไมเซลลจ์ะไปยบัย ัÊงการดูดซึม
ไขมนัและคอเลสเตอรอล นอกจากนัÊนแบคทีเรียทีÉอยูใ่นลาํไสจ้ะยอ่ยเส้นใยอาหารไดเ้ป็นกรดไขมนั
สายสัÊน ซึÉงมีคุณสมบติัในการยบัย ัÊงการสงัเคราะห์คอเลสเตอรอลได ้ 
 นอกจากนัÊนเสน้ใยอาหารยงัมีผลต่อระบบเมตาบอลิซึมของคาร์โบไฮเดรตและการ
ดูดซึมแร่ธาตุ โดยพบว่าเส้นใยทีÉละลายนํÊ าและเส้นใยทีÉมีความหนืดสูงจะเป็นตวัช่วยลดระดับ
กลูโคสและคอเลสเตอรอลหลงัรับประทานอาหารไดดี้ ส่วนเส้นใยทีÉไม่ละลายนํÊ ามีผลต่อการยบัย ัÊง
การดูดซึมธาตุเหลก็และสังกะสีเนืÉองจากเส้นใยมีองคป์ระกอบของไฟเทต (phytate) อยูด่ว้ย ดงันัÊน
แนวทางแกปั้ญหาในส่วนนีÊทาํไดโ้ดยกาํจดัไฟเทตออกจากเส้นใยอาหารในระหว่างกระบวนการ
แปรรูป ซึÉงจะช่วยใหร่้างกายมีการดูดซึมธาตุเหลก็ สงักะสี และแคลเซียมไปใชป้ระโยชน์ไดม้ากขึÊน  

4. ซินไบโอติก (Synbiotic)  

 ซินไบโอติก เป็นส่วนผสมของพรีไบโอติกและโปรไบโอติก ซึÉ งนักวิจยับางท่าน
ยงัให้ความหมายของซินไบโอติกว่าเป็นการผสมกันระหว่างโปรไบโอติกและพรีไบโอติกและ
ส่วนผสมดงักล่าวตอ้งช่วยปรับปรุงการรอดชีวิตของแบคทีเรียซึÉ งอยูใ่นระบบกระเพาะลาํไส้ส่วนบน 
(Roberfroid, 2000) และเป็นการส่งผ่านจุลินทรียที์Éมีชีวิตเขา้ไปในรูปของผลิตภณัฑเ์สริมอาหาร 
(dietary supplements) ในทางเดินอาหารและลาํไส้ จากการศึกษาของ Bielecka และคณะ (2002) ซึÉ งให้
หนูรับประทานผลิตภณัฑซิ์นไบโอติกทีÉมีการผสมระหว่าง Bifidobacterium ทีÉมีจาํนวนเซลลม์ากกว่า
หรือเท่ากบั 9 log CFU/ml และสารพรีไบโอติกชนิดโอลิโกฟรุคโตสความเขม้ขน้ 5 เปอร์เซ็นต ์
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นํÊ าหนักต่อนํÊ าหนัก พบว่าหนูทีÉรับประทานผลิตภณัฑ์ซินไบโอติกเป็นเวลานาน 14 วนั จาํนวน 
Bifidobacterium เพิÉมขึÊนประมาณ 1.4 log CFU/g ของอุจจาระ เมืÉอเปรียบเทียบกบัหนูทีÉรับประทานแต่ 
Bifidobacterium เพียงอยา่งเดียวมีการเพิÉมขึÊน 0.6 log CFU/g อุจจาระ 
 มีรายงานว่าผลิตภณัฑ์ซินไบโอติก มีผลต่อการลดความเสีÉยงในการเกิดโรคมะเร็ง
ลาํไส้ โดยสามารถลดการพฒันาของเซลล์ทีÉสามารถเกิดโรคมะเร็งลาํไส้ได้ เมืÉอให้อินนูลินหรือ 
โอลิโกฟรุคโตสประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ ของอาหารทีÉบริโภค พร้อมกับการให้แบคทีเรียสุขภาพ 
โปรไบโอติก คือ B. longum สงัเกตพบวา่มีการลดลงของเซลลก่์อนทีÉจะเกิดเป็นเนืÊองอก (preneoplastic 
lesion) เมืÉอใหโ้ปรไบโอติก B. longum พร้อมกบัอินนูลินทางปากสามารถลดปัจจยัดงักล่าวไดม้ากกว่า
การใหโ้ปรไบโอติก B. longum หรือใหอิ้นนูลินเพียงอยา่งเดียว (Reddy, 1999) และจากผลการศึกษา
ซินไบโอติกในระดบั in vivo โดยทาํการศึกษาในหนูทดลองจาํนวน 16 ตวั โดยแบ่งการทดลองเป็น 
3 กลุ่ม คือ กลุ่มควบคุมทีÉมีการให้อาหารธรรมดาปริมาณ 20 กรัม/วนั กลุ่มทีÉสองให้ผลิตภัณฑ ์
ซินไบโอติกในปริมาณ low dose คือ 1.5 กรัม/ กิโลกรัมของนํÊ าหนกัตวัหนู/วนั และกลุ่มทีÉสามให ้
ซินไบโอติกในปริมาณ high dose คือ 7.5 กรัม/ กิโลกรัมของนํÊ าหนกัตวัหนู/วนั เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 
โดยซินไบโอติกทีÉใช ้คือ FloraGuard® (Viva Life Science, Costa Mesa, CA, USA) มีส่วนผสม
ระหว่างโปรไบโอติก คือ L. acidophilus, L. bulgaricus, B.  bifidum, B. longum และ S. thermophilus  
ส่วนพรีไบโอติกทีÉใช ้คือ อินนูลินทีÉสกดัจากชิคอรี เมืÉอวดัการเจริญของแบคทีเรียพบว่า Lactobacillus 
และ Bifidobacterium เพิÉมขึÊนอยา่งมีนยัสาํคญัทัÊงกลุ่ม low dose และ high dose โดยทีÉกลุ่มแบคทีเรีย 
โคลิฟอร์มลดลงอย่างมีนัยสําคญัเช่นกัน เมืÉอเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม และพบว่ากิจกรรมของ 
ไลเพส (lipase), ซูเครส (sucrase) และ ไอโซมอลเตส (isomaltase) ไม่มีการเปลีÉยนแปลง ส่วนแลก็เตส 
พบกิจกรรมเพิÉมขึÊนอยา่งนยัสาํคญัในกลุ่ม low dose ในขณะทีÉพบกิจกรรมของไลเพส และนํÊ าตาล
โมเลกุลคู่ เพิÉมขึÊนอยา่งมีนยัสาํคญัในกลุ่ม high dose เมืÉอเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม ซึÉ งแสดงใหเ้ห็น
ว่าการทีÉใหซิ้นไบโอติกในปริมาณทีÉเป็น low dose มีความเพียงพอต่อการส่งเสริมสุขภาพของร่างกาย
เจา้บา้น (Yang et al., 2005)  

5. การห่อหุ้มโปรไบโอติกในเม็ดเจล (Microencapsulation) 

 การห่อหุ้มเซลล์เ ป็นวิ ธีการทีÉ ช่วยเพิÉมการรอดชีวิตของโปรไบโอติกใน 
ทางเดินอาหารและยงัช่วยป้องกนัเซลลแ์บคทีเรียจาก bacteriophages ซึÉ งจากการทดลองของ 
Steenson และคณะ (1987) ไดศึ้กษาผลของการห่อหุ้มเซลล ์Saccharomyces lactis C2 และ 
Saccharomyces cremoris HP ดว้ยแคลเซียมอลัจิเนต จากนัÊนเติมเซลลด์งักล่าวทีÉถูกห่อหุ้มใน 
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นมหมกั พร้อมกบัการเติม lytic phages c2 and hp พบว่า S. lactis C2 และ S. cremoris HP  
ยงัสามารถเจริญได้ในนมหมกั นอกจากนีÊ การห่อหุ้มเซลล์ยงัช่วยเพิÉมการรอดชีวิตระหว่างการ 
ทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ (freeze drying) (Krasaekoopt et al., 2003)  
 การห่อหุม้เซลล ์เป็นวิธีการทีÉใชใ้นการป้องกนัแบคทีเรียโปรไบโอติก จากสภาวะทีÉเป็น
อนัตรายต่อเซลล์ของแบคทีเรียและเป็นวิธีการทีÉได้รับความนิยมอย่างมากในปัจจุบนั โดยการ
ห่อหุ้มหรือการตรึงเซลลแ์บคทีเรียทีÉตอ้งการไวใ้นวสัดุตรึง สารทีÉใชใ้นการห่อหุ้มเซลลแ์บคทีเรีย 
เช่น แคลเซียมอลัจิเนต (calcium alginate) โซเดียมอลัจิเนต (sodium alginate) คาร์ราจีแนน 
(carrageenan) เซลลูโลสอะซิเตตพลาเลต (cellulose acetate phthalate) และเจลาติน (gelatin)  
เป็นตน้ เทคนิคทีÉนิยมใช้ในการห่อหุ้มเซลล์ของโปรไบโอติก ไดแ้ก่ extrusion technique 
 (droplet method) และ emulsion technique (two phase system) ดงัแสดงใน Figure 7. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7. Microencapsulation (extrusion and emulsion). 
ทีÉมา : Krasaekoopt และคณะ (2003) 
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 5.1 Extrusion technique (droplet method) เป็นวิธีการดัÊงเดิมและใชก้นัโดยทัÉวไปในการทาํ 
เมด็เจลดว้ย hydrocolloid ทาํไดโ้ดยการเตรียมสารละลาย hydrocolloid เช่น เซลลูโลสอะซิเตตพลาเลต  
(Rao et al., 1989) ไคโตซาน (Groboillot et al., 1993) เจลาติน (Hyndman et al., 1993) อลัจิเนต
(alginate) (Kim et al., 2008) แลว้จึงเติมเซลลแ์บคทีเรียลงไปผสมกนั และใชว้ิธีการปล่อย suspension 
ของเซลล์ผ่านหัวเข็มฉีดยาให้มีลักษณะเป็นหยดลงไปในสารละลายสําหรับทาํให้เจลแข็งตัว 
(hardening solution) เช่น สารละลายแคลเซียมคลอไรด ์ สารละลายโซเดียมคลอไรด ์ซึÉ งขนาดและ
รูปร่างของเมด็เจลขึÊนกบัเส้นผา่นศูนยก์ลางของเขม็ฉีดยาทีÉใชแ้ละความสูงของการหยด suspension 
ของเซลลล์งใน hardening solution วิธีการนีÊ เป็นวิธีทีÉไดรั้บความนิยมเป็นอย่างมากเนืÉองจากเป็นวิธี 
ทีÉง่าย ไม่ซบัซอ้น ตน้ทุนในการผลิตตํÉา และส่วนผสมทีÉใชมี้สภาวะทีÉไม่รุนแรงเซลลแ์บคทีเรียจึงมีการ
รอดชีวิตไดสู้ง (Krasaekoopt et al., 2003) 
 วสัดุตวัพยงุ (supporting material) สาํหรับการห่อหุ้มเซลลด์ว้ยวิธี extrusion คือ  
อลัจิเนต ซึÉ งเป็นเฮทเทอร์โรโพลีแซคคาไรด์สายตรง (linear heteropolysaccharide) ของ  
D-mannuronic และ L-guluronic acid (Figure 8.) ซึÉ งพบในสาหร่ายหลายสปีชีส์ ซึÉ งคุณสมบติัและ
หน้าทีÉของ อลัจิเนต เป็นวสัดุตวัพยุง โดยความแข็งแรงขึÊนอยู่กับองค์ประกอบและลาํดับของ  
D-mannuronic และ L-guluronic acid การขึÊนรูปเม็ดเจลเกิดจากอลัจิเนตเกิดปฏิกิริยาเชืÉอมไคว ้
(cross-linking) กบัสารละลาย multivalent cation ซึÉงสารทีÉนิยมใช ้คือ สารละลายแคลเซียมคลอไรด ์
ความเข้มข้นของอัลจิเนตและแคลเซียมคลอไรด์ทีÉใช้ในการขึÊ นรูปเจลมีความหลากหลาย  
เช่น Jankowski และคณะ (1997) ใชอ้ลัจิเนตความเขม้ขน้ตํÉามาก คือ 0.6 เปอร์เซ็นต ์ และทาํให้
แขง็ตวัในแคลเซียมคลอไรด์ 0.3 โมลาร์ ในขณะทีÉการศึกษาโดยทัÉวไปใชอ้ลัจิเนตทีÉความเขม้ขน้ 
1-2 เปอร์เซ็นต ์และทาํใหแ้ขง็ตวัในแคลเซียมคลอไรด ์0.05-1.5 โมลาร์ (Krasaekoopt et al., 2003)  
 
 
 
 

 
 
Figure 8. Chemical structure of alginate. 
ทีÉมา : Chaplin (2008) 
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 5.2 Emulsion technique (two phase system) เทคนิคนีÊ ใชก้ารเติม suspension ของจุลินทรียที์É
ผสมกบัสารละลายโซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ 0.85 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตรเลก็นอ้ยลงในนํÊ ามนัพืชทีÉ
มีปริมาตรมากกวา่ นํÊามนัพืชทีÉใช ้ไดแ้ก่ นํÊามนัถัÉวเหลือง นํÊามนัทานตะวนั นํÊามนัคาโนล่าหรือนํÊามนั
ขา้วโพด เป็นตน้ ส่วนผสมจะถูกตีปัÉนจนอยูใ่นรูป water-in-oil emulsion จากนัÊนจึงเติมสารละลาย
สําหรับทาํให้เจลแข็งตัวลงไป ซึÉ งส่วนใหญ่แล้วนัÊ นจะใช้สารละลายแคลเซียมคลอไรด์เป็น 
hardening solution ขนาดของเมด็เจลทีÉเกิดขึÊนขึÊนอยูก่บัความเร็วในการตีปัÉน โดยแคปซูลทีÉไดจ้ะมี
ขนาดตัÊงแต่ 25 μm ถึง 2 mm (Krasaekoopt et al., 2003) 
 วสัดุตวัพยงุทีÉนิยมใชใ้นวิธีนีÊ  มีหลายชนิดดว้ยกนั เช่น ส่วนผสมของ คาร์ราจีแนน
เซลลูโลสอะซิเตตพลาเลต และเจลาติน เป็นตน้ ซึÉ งวสัดุตวัพยงุจะมีคุณสมบติัแตกต่างกนัออกไป
เช่น  
 - คาร์ราจีแนน โดยทัÉวไปจะใช ้k-carageenan (Figure 9.) ซึÉ งเป็นโพลีแซคคาไรด ์
ทีÉสกัดได้จากสาหร่ายทะเลขนาดใหญ่โดยทัÉวไปใช้เป็นสารเติมแต่งในอาหารและใช้อุณหภูมิ 
ทีÉ 60-80 องศาเซลเซียส ในการละลายคาร์ราจีแนน ทีÉมีช่วงความเขม้ขน้ 2-5 เปอร์เซ็นต ์ และ
สามารถชกันาํการเกิดเจลโดยการเปลีÉยนแปลงอุณหภูมิ ในการห่อหุม้โดยการเติม suspension ของ 
แบคทีเรียลงในสารละลายคาร์ราจีแนน ทีÉอุณหภูมิ 40-45 องศาเซลเซียสแลว้ทาํให้เยน็ลงทีÉ
อุณหภูมิหอ้ง และจะใชโ้ปตสัเซียมไอออนซึÉงอยูใ่นรูปของโปตสัเซียมคลอไรดท์าํใหเ้จลมีความคง
ตวัหลงัจากการขึÊนรูป (Krasaekoopt et al., 2003)  

 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 9. Chemical structure of (a) carrageenan; (b) k-carageenan. 
ทีÉมา : Chaplin (2008) 

a) 

b) 
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 - ไคโตซาน เป็นโพลีแซคคาไรดส์ายตรงซึÉงเป็นประจุบวก (Figure 10.) ทีÉไดม้าจาก
กระบวนการ deacetylation ของไคตินทีÉสกดัจากโครงร่างแขง็ภายนอกร่างกายของสัตวท์ะเลเปลือกแขง็ 
(subphylum crustacean) ไคโตซานสามารถละลายนํÊาไดที้Éพีเอชนอ้ยกวา่ 6 (Krasaekoopt et al., 2003)  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

                           
 

 
 
Figure 10. Chemical structure of chitosan. 
ทีÉมา : Chitosan (2007) 

 เนืÉ องจากมีความนิยมในการเสริมโปรไบโอติกในผลิตภัณฑ์อาหาร  จึงมี 
การศึกษาเพืÉอเพิÉมการรอดชีวิตของโปรไบโอติกโดยการห่อหุ้มเซลล์ซึÉ งเป็นการป้องกนัเซลล์จาก
สภาวะแวดลอ้มทีÉไม่เหมาะสมในผลิตภณัฑแ์ละกระบวนการแปรรูปผลิตภณัฑอ์าหาร Chandramoulia 
และคณะ (2004) ศึกษาการรอดชีวิตของ Lactobacillus spp. ทีÉถูกห่อหุม้ในสภาวะทีÉถูกนํÊ ายอ่ย พบว่า  
L. acidophilus CSCC 2400 ซึÉ งถูกห่อหุม้ดว้ยแคลเซียมอลัจิเนต สามารถรอดชีวิตไดใ้นสภาวะทีÉถูก
นํÊ ายอ่ย และจากการศึกษาการทนต่อกรด เกลือนํÊ าดีและความร้อนของโปรไบโอติก 8 สายพนัธุ์ คือ  
L. rhamnosus, B. longum, L. salivarius,  L. plantarum, L. acidophilus, L. paracasei, B. lactis type  
Bl-O4 และ B. lactis type Bi-07 ซึÉ งถูกห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนต พบว่าการห่อหุม้เซลลจ์ะช่วยเพิÉมการรอด
ชีวิตของเซลลใ์นสภาวะดงักล่าวได ้(Ding and Shah, 2007) นอกจากนีÊการห่อหุม้เซลลร่์วมกบัแหล่ง
คาร์บอน เช่น สารพรีไบโอติก สามารถเพิÉมการรอดชีวิตของเซลลแ์บคทีเรียไดม้ากขึÊนจากการศึกษา
การรอดชีวิตของ L. acidophilus สายพนัธุ์ CSCC 2400 และ CSCC 2409 โดยการห่อหุม้เซลลด์ว้ย  
Hi-maize resistant starch พบว่า L. acidophilus ทีÉถูกห่อหุม้ รอดชีวิตจากสภาวะทีÉมีกรดและเกลือนํÊ าดี 
ไดดี้กวา่เซลลที์Éไม่ถูกห่อหุม้ดว้ย Hi-maize resistant starch (Iyer and Kailasapathy, 2005)  
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6. ปัจจัยในการห่อหุ้มเซลล์ทีÉมีผลต่อการรอดชีวติของแบคทเีรียโปรไบโอติก 

 การรอดชีวิตและกิจกรรมของโปรไบโอติกมีความสําคญัมาก เนืÉองจากโปรไบโอติก 
ตอ้งรอดชีวิตอยูใ่นผลิตภณัฑร์ะหวา่งการเกบ็รักษาซึÉงตอ้งมีจาํนวนจุลินทรียที์Éมีชีวิตนอ้ยทีÉสุด 107 CFU/g 
จนกระทัÉงวนัทีÉบริโภคผลิตภณัฑน์ัÊน (Ouwehand and Salminen, 1998) นอกจากนีÊตอ้งรอดชีวิตเมืÉอผา่น
สภาวะทีÉเป็นกรดของกระเพาะอาหารและตอ้งทนต่อการทาํลายของเอนไซมแ์ละเกลือนํÊ าดีในลาํไส้เลก็ ซึÉ ง
มีปัจจยัหลายดา้นดว้ยกนัทีÉมีบทบาทต่อการรอดชีวิตของโปรไบโอติก โดยสามารถสรุปได ้ดงันีÊ  

 6.1 วธีิการในการห่อหุ้มเซลล์ 

  วิธีการในการห่อหุม้เซลลแ์บ่งเป็น 2 วิธี คือ extrusion technique และ emulsion 
technique นอกจากขัÊนตอนในการทาํของทัÊงสองวิธีจะต่างกนัแลว้ยงัพบขอ้ดีและขอ้ดอ้ยในการ
ห่อหุม้เซลลข์องทัÊงสองวิธีซึÉงแสดงใน Table 9.  

Table 9. Positive and negative features of extrusion and emulsion techniques.  

 Extrusion Emulsion 
Technological feasibility Difficult to scale up Easy to scale up 
Cost Low High 
Simplicity High Low 
Size of bead 2–5 mm 25 μm–2 mm 
ทีÉมา : Krasaekoopt และคณะ (2003) 

 6.2 วสัดุตัวพยุง 

 วัสดุทีÉใช้ในการห่อหุ้มเซลล์แบคทีเรียมีหลายชนิด เช่น อัลจิเนต เซลลูโลส 
อะซิเตตพลาเลตและกมัอารบิก เป็นตน้ ซึÉ งวสัดุตวัพยงุทีÉแตกต่างกนัก็จะมีผลต่อการรอดชีวิตของ
เซลลต่์างกนั จากการทดลองของ Lian และคณะ (2003) ทาํการห่อหุม้เซลล ์ B. longum B6 และ  
B. infantis CCRC14633 ดว้ยวสัดุพยงุทีÉแตกต่างกนั ไดแ้ก่ กมัอารบิก เจลาติน แป้งมนัสาํปะหลงั  
(soluble starch) และ นมขาดมนัเนย จากนัÊนทดสอบการรอดชีวิตของเซลลด์งักล่าวในสภาวะทีÉมี
กรดพีเอช 3.0 นาน 0 และ 4 ชัÉวโมง และหาการรอดชีวิตของจุลินทรียด์งักล่าว ซึÉ งพบว่าการรอด
ชีวิตของ B. longum B6 และ B. infantis CCRC14633 ทีÉห่อหุม้เซลลด์ว้ยแป้งมนัสาํปะหลงั ใหก้าร
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รอดชีวิตสูงสุด คือ 95.47 และ 92.70 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั เมืÉอเปรียบเทียบกบัการใช ้กมัอารบิก  
เจลาติน และนมขาดมนัเนย  

 6.3 ความเข้มข้นของวสัดุตัวพยุงทีÉใช้ 

 ระดับความเข้มข้นของตัวพยุง  เ มืÉ อใช้อัล จิ เนตในการห่อหุ้มแบคที เ รีย 
Lee และ Heo (2000) ศึกษาการรอดชีวิตของ B. bifidum ทีÉห่อหุม้เซลลด์ว้ยแคลเซียมอลัจิเนต พบว่า
เมืÉอบ่มเมด็เจลในสภาวะกรดในทางเดินอาหาร แบคทีเรียทีÉอยูภ่ายในเมด็เจลทีÉใชว้สัดุตวัพยงุทีÉความ
เขม้ขน้สูงมีการรอดชีวิตได้สูงกว่าทีÉความเขม้ขน้ของวสัดุตวัพยุงทีÉต ํÉากว่า โดยพบว่าอัลจิเนต 
ความเขม้ขน้ 4 เปอร์เซ็นต ์แบคทีเรียภายในเมด็เจลมีการรอดชีวิตไดม้ากกว่าทีÉความเขม้ขน้ 3 และ 
2 เปอร์เซ็นต ์ เมืÉอนาํเมด็เจลมาบ่มในสภาวะกรดในทางเดินอาหารเป็นเวลา 3 ชัÉวโมง นอกจากนีÊ
ความเขม้ขน้ของอลัจิเนต ยงัมีผลต่อขนาดของเมด็เจลโดยถา้อลัจิเนต มีความเขม้ขน้มากเมด็เจลจะมี
ขนาดทีÉเลก็ลง 
  Mandal และคณะ (2006) ไดศึ้กษาความเขม้ขน้ของอลัจิเนตต่อการรอดชีวิตของ  
L. casei NCDC-298 ในสภาวะทีÉมีกรดพีเอช 1.5 และ 6.5 เกลือนํÊ าดีความเขม้ขน้ 1 และ 
2 เปอร์เซ็นต ์ และความร้อนทีÉ 55, 60 หรือ 65 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที โดยใชอ้ลัจิเนต 
ความเขม้ขน้ 2, 3 และ 4 เปอร์เซ็นต ์พบว่าทีÉพีเอช 6.5 เวลา 3 ชัÉวโมง เซลลอิ์สระและเซลลที์Éห่อหุม้
ดว้ยอลัจิเนตความเขม้ขน้ 2, 3 และ 4 เปอร์เซ็นต ์ไม่พบความแตกต่างของเซลลที์Éรอดชีวิตในสภาวะ
ทีÉมีกรดพีเอช 6.5 นาน 0, 1 และ 3 ชัÉวโมง ขณะทีÉสภาวะทีÉมีกรดพีเอช 1.5 เซลลอิ์สระลดลงเหลือ  
4.24 และ 3.38 log CFU/ml เมืÉอบ่มเป็นระยะเวลา 1 และ 3 ชัÉวโมง ตามลาํดบั และหลงัจากบ่มเป็น
ระยะเวลา 1 ชัÉวโมง พบว่า เซลลที์Éถูกห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนต 2 เปอร์เซ็นต ์จาํนวนเซลลที์Éรอดชีวิตสูง
กว่าเซลล์อิสระ แต่การรอดชีวิตตํÉากว่าเมืÉอเปรียบเทียบกบัเซลล์ทีÉห่อหุ้มดว้ยอลัจิเนต 3 และ 
4 เปอร์เซ็นต ์ดงัแสดงใน Table 10. 
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Table 10. Effec tof pH on viable counts of free and microencapsulated L.  casei NCDC-298 
(log CFU/ml for free cells and log CFU/g for encapsulated cells). 

Alginate 
concentration 

pH 6.5 pH 1.5 

0 h 1 h 3 h 0 h 1 h 3 h 

0%  9.33 + 0.12ap 9.45 + 0.12ap 9.29 + 0.08ap 7.56+0.17bq 4.24+0.52cr 3.38+0.21cs 

2% 9.57 + 0.12ap 9.35 + 0.13ap 9.34 + 0.10ap 7.42+0.12bq 5.96+0.27cq 5.37+0.12cr 

3% 9.39 + 0.08ap 9.39 + 0.13ap 9.23 + 0.07ap 9.26+0.47ap 7.04+0.18bp 6.27+0.08cq 

4% 9.37 + 0.13ap 9.46 + 0.253ap 9.67 + 0.12ap 9.14+0.14ap 8.07+0.32bp 7.54+0.43bp 

ทีÉมา : Mandal และคณะ (2006) 

 โดยทัÉวไปการเพิÉมความเขม้ขน้ของวสัดุตวัพยงุสามารถเพิÉมความสามารถในการ
รอดชีวิตของแบคทีเรียทีÉอยูภ่ายในเมด็เจลได ้เนืÉองจากความเขม้ขน้ของวสัดุทีÉเพิÉมขึÊนจะเพิÉมความ
แขง็แรงใหก้บัเมด็เจลซึÉงเป็นปัจจยัสาํคญัทีÉช่วยใหเ้ซลลร์อดชีวิตไดม้ากขึÊน 

 6.4 ขนาดของเม็ดเจล 

 จากการศึกษาความแตกต่างของขนาดเม็ดเจลต่อความสามารถในการรอดชีวิตของ
โปรไบโอติก พบว่า ความเขม้ขน้ของอลัจิเนตยงัมีผลต่อขนาดของเม็ดเจลโดยถา้อลัจิเนต มีความ
เขม้ขน้มากเมด็เจลจะมีขนาดทีÉเลก็ลง จากการศึกษาของ Chandramoulia และคณะ (2004) ไดศึ้กษา 
การรอดชีวิตของ L. acidophilus CSCC 2400 และ L. acidophilus CSCC 2409 โดยใชอ้ลัจิเนต 
1.5 เปอร์เซ็นต ์นํÊาหนกัต่อปริมาตร พีเอช 6.9 สารละลายแคลเซียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ใช้
จุลินทรีย ์109 CFU/ml เตรียมเมด็เจลใหมี้ขนาดต่าง ๆ กนั คือ 200, 450 และ 1000 μm พบว่า การรอด
ชีวิตของแบคทีเรียทีÉถูกห่อหุม้จะเพิÉมขึÊนตามขนาดของเมด็เจลทีÉเพิÉมขึÊน โดยเมด็เจลขนาด 1000 μm ทาํ
ใหแ้บคทีเรียรอดชีวิตจากกรดทีÉมีพีเอช 2.0 นาน 3 ชัÉวโมงไดม้ากทีÉสุดรองลงมา คือ เมด็เจลขนาด 450 
และ 200 μm ตามลาํดบั (Chandramoulia et al., 2004) 
 การทีÉแบคทีเรียสามารถรอดชีวิตไดม้ากขึÊนเมืÉอเพิÉมขนาดของเม็ดเจลให้ใหญ่ขึÊน 
เนืÉองจากเมืÉอเม็ดเจลมีขนาดใหญ่พืÊนทีÉผิวสัมผสัทีÉจะสัมผสักับสภาวะต่าง ๆ ทีÉเป็นอนัตรายกับ 
ตวัเซลลแ์บคทีเรียจะนอ้ยลง ในขณะทีÉเมด็เจลขนาดเลก็นัÊนมีพืÊนทีÉผิวสัมผสัมากขึÊนทาํให้แบคทีเรีย 
มีโอกาสสมัผสักบัสภาวะทีÉไม่เหมาะสมมากขึÊนจึงทาํใหแ้บคทีเรียมีการตายเพิÉมขึÊนดว้ยเช่นกนั 
 



 

 

33 

 6.5 เวลาในการทาํให้เม็ดเจลแข็งตัวในแคลเซียมคลอไรด์ 

    สารละลายแคลเซียมคลอไรด์เป็นสารละลายทีÉช่วยในการแข็งตัวหรือการขึÊ น 
รูปเม็ดเจล ซึÉ งจากการศึกษาของ Chandramoulia และคณะ (2004) ไดท้ดลองโดยแช่เม็ดเจลไวใ้น
สารละลายแคลเซียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 1 โมลาร์ เป็นเวลา 5, 30 นาที, 1, 2 และ 
8 ชัÉวโมง เมืÉอศึกษาถึงความสามารถในการรอดชีวิตของแบคทีเรีย พบว่าทีÉเวลา 3 ชัÉวโมง หลงัจากการ
บ่มทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แบคทีเรียในเม็ดเจลทีÉทาํให้แขง็ตวัในสารละลายแคลเซียมคลอไรด ์
ทีÉความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ เวลา 30 นาที หรือมากกว่า 30 นาที มีการรอดชีวิตเพิÉมขึÊนอยา่งมีนยัสาํคญั
ทางสถิติเมืÉอเปรียบเทียบกบัแบคทีเรียทีÉทาํใหแ้ขง็ตวัเป็นเวลา 5 นาที ในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์
ทีÉความเขม้ขน้เดียวกนั นอกจากนีÊจากการเพิÉมความเขม้ขน้ของสารละลายแคลเซียมคลอไรดไ์ม่มีผล
ต่อการเพิÉมการรอดชีวิตของแบคทีเรียภายใตส้ภาวะทีÉเป็นกรด 

 6.6 สายพนัธ์ุของแบคทเีรีย 

    สายพันธุ์ของแบคทีเรียมีผลต่อจํานวนแบคทีเรียทีÉรอดชีวิตหลังจากผ่านการ 
ห่อหุม้เซลล ์จากการศึกษาของ Grosso และ Fávaro-Trindade (2004) เมืÉอเปรียบเทียบการรอดชีวิตของ
แบคทีเรีย 3 สายพนัธุ์ คือ B. lactis, S. thermophilus, L. delbrueckii ssp. bulgaricus ทีÉผา่นการห่อหุม้
และเติมลงในโยเกิร์ตทีÉเก็บทีÉอุณหภูมิ 7 องศาเซลเซียส เมืÉอระยะเวลาการเก็บรักษาผ่านไป 28 วนั  
S.  thermophilus และ L. delbrueckii ssp. bulgaricus สามารถมีชีวิตรอด 1.8x106  และ 8.7x105 CFU/ml 
ตามลาํดบั ในขณะทีÉไม่พบการรอดชีวิตของ B. lactis แบคทีเรียสายพนัธุ์ต่าง ๆ มีการรอดชีวิตแตกต่าง
กนัออกไป ขึÊนอยูก่บัลกัษณะเฉพาะของสายพนัธุ์นัÊน ๆ ก่อนการห่อหุ้มเซลลจึ์งควรศึกษาถึงลกัษณะ
ของแบคทีเรียสายพนัธุ์ต่าง ๆ ทีÉจะนาํมาใชด้ว้ย นอกจากนีÊควรเลือกวสัดุตวัพยงุใหเ้หมาะสมกบัเซลล์
แบคทีเรียแต่ละชนิดเพืÉอเพิÉมประสิทธิภาพในการห่อหุ้มและเพิÉมความสามารถในการรอดชีวิตให้กบั
แบคทีเรียเช่นกนั นอกจากนีÊ  Ding และ Shah (2007)ไดศึ้กษาการทนต่อกรดพีเอช 2.0 ของโปรไบโอติก
8 สายพนัธุ์ ทีÉถูกห่อหุ้มดว้ยโซเดียมอลัจิเนต 3 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร โดยใชเ้ซลลเ์ริÉมตน้
ประมาณ 10 log CFU/ml ใช ้ emulsion technique ในการห่อหุม้เซลล ์จากนัÊนนาํเมด็เจลทีÉไดไ้ปผา่น
กรดพีเอช 2.0 นาน 0, 30, 60, 90 และ 120 นาที พบว่าทีÉ 60 นาทีของการผา่นกรด โปรไบโอติกทัÊง  
8 สายพนัธุ์ ทีÉถูกห่อหุ้มมีการรอดชีวิตมากกว่า 7 log CFU/ml และทีÉ 120 นาที ของการผา่นกรด  
โปรไบโอติกทัÊง 8 สายพนัธุ์ ทีÉถูกห่อหุม้มีการรอดชีวิตมากกวา่ 6 log CFU/ml 
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7. การทาํแห้งโปรไบโอติก 

 การทาํแห้ง หมายถึง กระบวนการทีÉความร้อนถูกถ่ายเทดว้ยวิธีใดวิธีหนึÉ งไปยงั
วตัถุทีÉมีความชืÊน เพืÉอไล่ความชืÊนในวตัถุนัÊน ๆ ใหอ้อกไป โดยในขณะทีÉอากาศอบแหง้ไหลผา่นวตัถุ
การถ่ายเทความร้อนและมวลของนํÊ าจะเกิดขึÊนพร้อม ๆ กนัความร้อนจะเกิดการถ่ายเทจากอากาศทีÉ
อบแหง้ไปยงัผวิของวตัถุทีÉเยน็กวา่ทาํใหน้ํÊ าทีÉผวิของวตัถุระเหยและถ่ายเทไปยงัอากาศทีÉไหลผา่นทาํ
ให้ผลิตภณัฑมี์ความชืÊนลดลง (วาสนา กิตติกนกรัตน์, 2546) ซึÉ งในปัจจุบนัไดมี้การนาํเทคนิคและ
วธีิการทาํแหง้แบบต่าง ๆ เขา้มาช่วยในการทาํแหง้ผลิตภณัฑ ์ 
 การทาํแห้งแบบแช่เยือกแข็ง ทาํโดยการแช่แข็งจุลินทรียที์Éตอ้งการอบแห้งก่อน 
แลว้จึงนาํไปอบแห้งดว้ยการระเหิดทีÉอุณหภูมิและความดนัตํÉา (สุญญากาศ) เพืÉอทาํให้นํÊ าในวตัถุ
ระเหิดออกไป วิธีการนีÊ เหมาะสมกบัผลิตภณัฑ์ทีÉไม่สามารถทาํให้แห้งไดด้ว้ยความร้อนหรือ 
เสืÉอมเสียไดง่้าย (Gardiner et al., 2002 ) ซึÉง Lee และคณะ (2004) ไดห่้อหุม้ L. bulgaricus KFRI673 
ด้วยแคลเซียมอัลจิเนตจากนัÊ นนําเม็ดเจลทีÉได้ไปเคลือบด้วยไคโตซานแล้วนําเม็ดเจลทีÉได ้
ไปทําแห้งโดยวิธีอบแห้งแบบแช่แข็ง และนําเม็ดเจลทีÉผ่านการทําแห้งไปเก็บทีÉ อุณหภูมิ 4  
และ 22 องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห์ พบว่า L. bulgaricus KFRI673 ลดลงจาก 7 log CFU/ml 
เหลือ 6 log CFU/ml 
 การอบแหง้แบบฟลูอิดไดซ์เบด (fluidized-bed drying) เป็นการอบแหง้ โดยการใช้
อากาศร้อนป้อนเขา้ทางตอนล่างของตะแกรง ทาํให้อนุภาคของแข็งทีÉตอ้งการอบแขวนลอย 
ในอากาศร้อน  

การอบแหง้แบบพ่นฝอย (spray drying) ทาํโดยการพ่นของเหลวทีÉมีความเขม้ขน้ 
10-20 เปอร์เซ็นต ์ (wet basis) ผา่นหวัฉีด (atommizer) ใหก้ระจายเป็นอนุภาคทีÉละเอียดเขา้ไปใน
อากาศร้อน เกิดการถ่ายเทความร้อนระหว่างผลิตภณัฑก์บัอากาศร้อน เกิดการระเหย ทาํให้
ผลิตภณัฑ์จากของเหลวเปลีÉยนเป็นรูปผง มีรายงานการทดลองการทาํแห้ง Lactobacillus และ 
Bifidobacteria โดยวิธีอบแห้งแบบพ่นฝอย ซึÉ งใชโ้ปรไบโอติกสายพนัธุ์ต่าง ๆ เช่น L. paracasei 
(Gardiner et al.,2000), B. ruminantium (O’ Riordan et al., 2001) อยา่งไรก็ตามโปรไบโอติกไม่
สามารถรอดชีวิตในสภาวะทีÉมีอุณหภูมิและแรงดนัออสโมติกสูงในระหว่างกระบวนการอบแห้ง
แบบพน่ฝอยได ้
 การอบแหง้แบบถาดอยูก่บัทีÉ (fixed-tray drying) โดยเครืÉองอบแหง้แบบถาดอยูก่บั
ทีÉนีÊ  วสัดุทีÉตอ้งการอบแห้งจะบรรจุอยูใ่นถาดซึÉงวางซอ้นกนัโดยมีช่องว่างของอากาศระหว่างถาด 
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ปริมาณความชืÊนเริÉมตน้ของวสัดุไม่ควรสูงมากนกั (ควรตํÉากว่า 24 เปอร์เซ็นต)์ โดยเครืÉองอบแหง้
แบบนีÊจะทาํใหว้สัดุแหง้โดยการใหล้มร้อนไหลผา่นวสัดุทีÉบรรจุอยูใ่นถาด 
 ผลิตภณัฑโ์ปรไบโอติกในรูปผงแห้งมีขอ้ดีคือมีอายุการเก็บรักษานาน การขนส่ง
สะดวกซึÉงการทาํแหง้จะทาํใหก้ระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลลห์ยดุลง และเป็นการป้องกนัการ
งอกของสปอร์ดว้ย การทีÉจุลินทรียจ์ะมีความสามารถในการทนต่อความแห้งไดน้ัÊนจะแตกต่างกนั
ตามชนิดของจุลินทรีย ์วสัดุตวักลางทีÉห่อหุม้จุลินทรีย ์โดยถา้สามารถเลือกวิธีการทาํแหง้ทีÉถูกวิธีจะ
ทาํใหส้ามารถทาํใหผ้ลิตภณัฑโ์ปรไบโอติกมีการรอดชีวิตทีÉสูง และมีอายกุารเกบ็รักษาทีÉนานขึÊนได ้ 

8. การทาํแห้งแบบแช่เยอืกแข็ง 

 กระบวนการทาํแห้งแบบแช่เยือกแขง็หรือการทาํแห้งแบบระเหิด (sublimation drying) 
มีชืÉอเรียกเฉพาะวา่ “Lyophilization” เป็นกระบวนการทาํแหง้ภายใตส้ภาวะอุณหภูมิและความดนัตํÉา
จึงช่วยใหผ้ลิตภณัฑค์งคุณค่าทางโภชนาการ เนืÊอสมัผสั โครงสร้าง สี กลิÉน และรสชาติ ใกลเ้คียงกบั
ของสด โดยหลกัการพืÊนฐานของกระบวนการทาํแห้งชนิดต่าง ๆ สามารถอธิบายไดจ้ากแผนภูมิ
สถานะ (phase diagram) ของนํÊ าบริสุทธิÍ  (Figure 11.) จุด A ทีÉอุณหภูมิและความดนับรรยากาศปกติ  
(30 องศาเซลเซียส และ 105 ปาสคาล) นํÊ าอยู่ในสถานะของเหลว การทาํแห้งโดยทัÉวไป  
(convention drying) จะให้พลงังานความร้อนกบัผลิตภณัฑ ์ จนถึงระดบัความร้อนแฝงของการ
ระเหยนํÊ า (latent heat of evaporation) นํÊ าภายในผลิตภณัฑร์ะเหยเปลีÉยนสถานะเป็นไอทีÉจุด B แต่
การทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็จะลดอุณหภูมิของผลิตภณัฑจ์นถึงจุดเยอืกแขง็ C หรือจุด D ซึÉ งต ํÉากว่า
จุดเยือกแข็ง เพืÉอให้นํÊ าภายในผลิตภณัฑ์สร้างผลึกเปลีÉยนสถานะเป็นของแข็งไดอ้ย่างสมบูรณ์ 
จากนัÊนลดความดนัสุญญากาศจนถึงจุดตํÉากวา่จุด E หรือเส้นขอบเขตของการเปลีÉยนสถานะ เพืÉอให้
ผลึกนํÊ าแข็งภายในผลิตภัณฑ์เกิดการระเหิดเปลีÉยนสถานะกลายเป็นไอได้อย่างสมบูรณ์  
(ปัณณธร ภทัรสถาพรกลุ, 2547)  
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Figure 11. Water phase diagram. 
ทีÉมา : ปัณณธร ภทัรสถาพรกลุ (2547) 

กระบวนการทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ ประกอบดว้ยขัÊนตอนหลกั 3 ขัÊนตอน คือ 
การแช่เยอืกแขง็การทาํแหง้ระยะทีÉ 1 (primary drying) และการทาํแหง้ระยะทีÉ 2 (secondary drying) 
ซึÉงแต่ละขัÊนตอนมีรายละเอียดดงันีÊ   
    การแช่เยือกแข็งในขัÊ นตอนนีÊ เ ป็นการลดอุณหภูมิของผลิตภัณฑ์ลงจนถึง 
จุดเยือกแข็งหรือตํÉากว่าจุดเยือกแข็ง ให้นํÊ าหรือสารละลายเปลีÉยนสถานะเป็นของแข็งไดอ้ย่าง
สมบูรณ์ สิÉงสาํคญัของขัÊนตอนนีÊ  คือ การเกิดผลึกนํÊ าแขง็ ระดบัความเร็วของการแช่เยอืกแขง็ควร
เป็นการแช่แบบเร็ว (quick freezing) เนืÉองจากผลึกทีÉเกิดขึÊนจะมีขนาดเลก็ ซึÉ งเกิดจากนํÊ าทีÉอยูภ่ายใน
ช่องวา่งระหวา่งเซลลแ์ขง็ตวัอยา่งรวดเร็ว ลกัษณะของผลึกเช่นนีÊ  ไม่ทาํใหโ้ครงสร้างของผลิตภณัฑ์
เสียหาย แต่หากเป็นการแช่เยอืกแขง็แบบชา้ (natural freezing) เวลาในการเกิดผลึกนาน ทาํใหผ้ลึก
นํÊาแขง็มีขนาดใหญ่เบียดช่องวา่งระหวา่งเซลลท์าํใหเ้ซลลแ์ตก โครงสร้างของผลิตภณัฑไ์ดรั้บความ
เสียหาย การทาํแหง้แบบแช่เยือกแขง็แบบเร็วทีÉนิยมใชก้นัมีหลายวิธี เช่น การแช่แขง็แบบลมเป่า 
การแช่เยอืกแขง็แบบสมัผสั และการแช่เยอืกแขง็แบบจุ่มในของเหลวเยน็จดั เป็นตน้ 
 การทาํแหง้ระยะทีÉ 1 (primary drying) ขัÊนตอนนีÊ เป็นการลดความดนัลง เพืÉอให้
ผลึกนํÊ าแขง็ทีÉอยูภ่ายในเกิดการระเหิดเป็นไอ ออกไปจากผวิหนา้ของผลิตภณัฑ ์ระดบัของความดนั
สุญญากาศควรอยูใ่นระดบัสุญญากาศละเอียด (fine vacuum) ถึงระดบัสุญญากาศสูง (High vacuum) 
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ซึÉ งมีความดนัตํÉากว่า 132 ปาสคาล และ 132 mPa ตามลาํดบั การระเหิดของผลึกนํÊ าแขง็จึงเกิดขึÊนได้
อยา่งสมบูรณ์ การระเหิดของผลึกนํÊ าแขง็ระหว่างการทาํแหง้ระยะทีÉ 1 (Figure 12.) แหล่งความร้อน
ถ่ายเทความร้อนแฝงในการระเหิดกบัผลิตภณัฑ ์โดยมีลาํดบัของการระเหิด ดงันีÊ  
 - การระเหิดของชัÊนนํÊาแขง็ (ice layer) บริเวณผวิหนา้ของผลิตภณัฑ ์
 - ชัÊนนํÊ าแขง็ทีÉระเหิดไป กลายเป็นชัÊนแห้ง (dry layer) อยูบ่ริเวณผิวหนา้ของ
 ผลิตภณัฑ ์

- ชัÊนนํÊ าแข็งทีÉอยู่ภายในผลิตภณัฑ์ระเหิดผ่านชัÊนแห้งออกไปสู่ผิวหน้าของ
ผลิตภณัฑ ์
ทัÊงนีÊ เวลาการระเหิด (sublimation time) ขึÊนอยูก่บัโครงสร้างของผลิตภณัฑแ์ต่ละ

ชนิดวา่โครงสร้างเซลลโ์ปร่งหรือแน่นเพียงใด 
  การทาํแหง้ระยะทีÉ 2 (secondary drying) ในขัÊนตอนนีÊ เป็นการกาํจดันํÊ าทีÉอยูใ่นรูป

ของพนัธะกบัสารอืÉน (bound water) ในผลิตภณัฑ ์ซึÉงไม่ตกผลึกและแขง็ตวัไปกบันํÊ าอิสระ ช่วงการ
ทาํแหง้นีÊ  เรียกว่า “desorption” จาก Figure 12. ช่วงของการ desorption อุณหภูมิของผลิตภณัฑเ์พิÉม
สูงขึÊน เนืÉองจากการถ่ายเทความร้อนแฝงให้ชัÊนนํÊ าแข็งหมดไป พลงังานจากแหล่งความร้อนจึง
ถ่ายเทสู่ผลิตภณัฑโ์ดยตรง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 12. Freeze drying process. 
ทีÉมา : ปัณณธร ภทัรสถาพรกลุ (2547) 
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9. ปัจจัยทีÉมีผลต่อการรอดชีวติของโปรไบโอติกในรูปผลติภัณฑ์  

 การรอดชีวิตและกิจกรรมของโปรไบโอติกมีความสําคัญมาก  เ นืÉ องจาก 
โปรไบโอติกตอ้งรอดชีวิตอยู่ในผลิตภณัฑร์ะหว่างการเก็บรักษาซึÉ งตอ้งมีจาํนวนจุลินทรียที์Éมีชีวิต
นอ้ยทีÉสุด 7 log CFU/g จนกระทัÉงวนัทีÉบริโภคผลิตภณัฑน์ัÊน (Ouwehand and Salminen, 1998) 
นอกจากนีÊตอ้งรอดชีวิตเมืÉอผา่นสภาวะทีÉเป็นกรดของกระเพาะอาหารและตอ้งทนต่อการทาํลายของ
เอนไซม์และเกลือนํÊ าดีในลาํไส้เล็ก ซึÉ งมีปัจจยัหลายดา้นดว้ยกนัทีÉมีบทบาทต่อการรอดชีวิตของ 
โปรไบโอติก โดยสามารถสรุปได ้ดงันีÊ  

 9.1 สายพนัธ์ุของจุลนิทรีย์ การใชจุ้ลินทรียที์Éมีความสามารถในการทนต่อสภาวะแวดลอ้มทีÉรุนแรง
ได ้จะทาํให้การรอดชีวิตของจุลินทรียเ์มืÉอผ่านกระบวนการผลิตต่าง ๆ มีจาํนวนมาก ทาํให้ผูบ้ริโภค
ไดรั้บจุลินทรียที์Éมีประโยชน์สู่ร่างกายในปริมาณทีÉเพียงพอ จากการทดลองของ To และ Etzel (1997)  
ไดศึ้กษาการทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็จุลินทรีย ์3 สายพนัธุ์ คือ L. lactis ssp. cremoris D11, L. casei ssp. 
pseudo-plantarum UL137 และ S. thermophilus CH3TH โดยใช ้Maltodextrin 30 เปอร์เซ็นต ์เป็นสาร
ป้องกนัเซลล ์และพบว่า L. lactis ssp. cremoris D11, L. casei ssp. pseudoplantarum UL137 และ 
S. thermophilus CH3TH มีการรอดชีวิตของจุลินทรียอ์ยูที่É 63, 71 และ 100 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั 
นอกจากนีÊ  Capela และคณะ (2006) ซึÉงศึกษาการรอดชีวิตของโปรไบโอติกสายพนัธุ์ L. acidophilus และ 
B. longum ภายหลงัจากการทาํแห้งแบบแช่เยือกแข็ง พบว่า B. longum มีการรอดชีวิตสูงกว่า  
L. acidophilus แต่ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ ซึÉ งการรอดชีวิตของโปรไบโอติกแต่ละสายพนัธุ์ 
ต่างกันนัÊนขึÊนอยู่กับองค์ประกอบของเยืÉอหุ้มเซลล์และผนังเซลล์ของโปรไบโอติกแต่ละสายพนัธุ์ 
(Carvalho et al., 2004)  
 9.2 องค์ประกอบของอาหารเลีÊยงเชืÊอ เป็นปัจจัยแรกทีÉควรคาํนึงถึง อาหารเลีÊ ยงเชืÊอทีÉ มี
องค์ประกอบของอาหารทีÉ เหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรีย์ ทําให้จุลินทรีย์นัÊ นสามารถ
เจริญเติบโตและเพิÉมจาํนวนไดอ้ยา่งรวดเร็ว  
 Bruno และ Shah (2002) ศึกษาการเจริญ การรอดชีวิตและกิจกรรมของ 
Bifidobacterium spp. 5 สายพนัธุ์ ในนมพร่องมนัเนยทีÉมีส่วนประกอบของพรีไบโอติก 5 เปอร์เซ็นต ์
นํÊาหนกัต่อปริมาตร ซึÉ งสารพรีไบโอติกทีÉใช ้คือ Hi-maize starch, Raftilose แลคทูโลสและอินนูลินซึÉง
ชุดควบคุม คือ ชุดการทดลองทีÉไม่มีการเติมสารพรีไบโอติก ในการหมกัและเก็บรักษาทีÉอุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่าการเลีÊยง B. animalis ร่วมกบัการเติม Hi-maize starch 
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ส่งเสริมการเจริญและการรอดชีวิตดีทีÉสุด โดยให้การรอดชีวิตเท่ากบั 75.34 เปอร์เซ็นต ์ขณะทีÉ 
ชุดควบคุมซึÉงไม่มีการเติมสารพรีไบโอติกใหก้ารรอดชีวิตเท่ากบั 1.73 เปอร์เซ็นต ์ 

 9.3 พีเอช จุลินทรียแ์ต่ละสายพนัธุ์สามารถเจริญในพีเอชทีÉต่างกนัดงันัÊนพีเอชของอาหารเลีÊยง
เชืÊอทีÉต่างกนัก็ส่งผลให้จุลินทรียมี์การรอดชีวิตทีÉแตกต่างกนั จากการทดลองของ Palmfeldt และ 
Hgerdal (2000) ซึÉ งเลีÊยง L. reuteri ทีÉพีเอช 5.0 และ 6.0 แลว้จึงทาํการเก็บเกีÉยวเซลลไ์ปทาํแหง้แบบ 
แช่เยอืกแขง็ ศึกษาการรอดชีวิตของเซลลเ์ปรียบเทียบกบัก่อนทาํแหง้ พบว่าทีÉพีเอช 5.0 เซลลมี์การ
รอดชีวิตประมาณ 80 เปอร์เซ็นต ์ซึÉงสูงกวา่ทีÉพีเอช 6.0 ซึÉงรอดชีวิตประมาณ 50 เปอร์เซ็นต ์
 พีเอชทีÉต ํÉาทาํให้การรอดชีวิตของโปรไบโอติกลดน้อยลง ในสภาวะทีÉเป็นกรด  
โปรไบโอติก เช่น L. acidophilus รอดชีวิตดีกว่า L. delbrueckii spp. และ S. thermophilus ในโยเกิร์ต 
Hood และ Zottola (1988) พบว่า L. acidophilus (BG2f04) มีการลดจาํนวนลงอยา่งรวดเร็วทีÉพีเอช 2.0 
แต่ทีÉพีเอช 4.0 ไม่พบการลดลงของเซลลที์Éมีชีวิต เหตุผลนีÊสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Lankaputhra และ
คณะ (1996) ซึÉ งศึกษา L. acidophilus 6 สายพนัธุ์ ซึÉ งรอดชีวิตสูงทีÉพีเอช 3.0 หรือมากกว่า และจาํนวน
เซลลที์Éรอดชีวิต มากกว่า 107 CFU/g หลงัจากบ่ม 3 ชัÉวโมง แต่ L. acidophilus มีความทนต่อสภาวะทีÉ
เป็นกรดมากกว่า B. bifidum และการเจริญของ B. bifidum จะชา้ลงทีÉพีเอชประมาณ 5.0 แต่อยา่งไร 
กต็ามการทนทานต่อสภาวะทีÉเป็นกรดในกระเพาะอาหารของ Bifidobacterium นัÊนขึÊนอยูก่บัสายพนัธุ์ 

 9.4 อุณหภูมิทีÉใช้ในการเพาะเลีÊยง อุณหภูมิในการเพาะเลีÊ ยงเชืÊอแต่ละชนิดจะไม่เหมือนกัน
ขึÊ นอยู่กับสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ จุ ลินทรีย์บางชนิดสามารถเจริญได้ทีÉ อุณหภูมิสูง  พบว่า
Lactobacillus มีช่วงอุณหภูมิในการเจริญ 2-53 องศาเซลเซียส แต่อุณหภูมิทีÉเหมาะสมในการเจริญ
อยูร่ะหวา่ง 30-40 องศาเซลเซียส 

 9.5 ระยะเวลาในการเกบ็เกีÉยวเชืÊอ การเจริญของแบคทีเรียมี 4 ระยะ คือ lag, log, stationary และ 
death phase ซึÉ งทีÉระยะ stationary phase จะเกิดความหลากหลายทางกายภาพของเซลล  ์โดยระยะ 
ทีÉเหมาะสมต่อการรอดชีวิตระหวา่งการทาํแหง้ขึÊนอยูก่บัชนิดของจุลินทรีย ์Corcoran และคณะ (2004) 
พบว่าทีÉระยะ stationary phase L. rhamnosus มีการรอดชีวิตหลงัการทาํแหง้ 31-50 เปอร์เซ็นต ์ แต่ทีÉ
ระยะ log phase มีการรอดชีวิต 14 เปอร์เซ็นต ์ และทีÉระยะ lag phase เซลลร์อดชีวิตนอ้ยทีÉสุด  
2 เปอร์เซ็นต ์ 

 9.6 สาร cryoprotectant คือ วสัดุหรือตวักลางทีÉใชห่้อหุ้มจุลินทรียไ์วเ้พืÉอป้องกนัการบาดเจ็บ
หรือการทาํลายจากสภาวะแวดลอ้มภายนอก สาร cryoprotectant ก็มีดว้ยกนัหลายชนิด ทีÉนิยมใช้
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ไดแ้ก่ นมพร่องมนัเนยคืนรูป ซูโครส เป็นตน้ ซึÉ งการเลือกใชว้สัดุหรือตวักลางทีÉใชห่้อหุม้จุลินทรีย์
อยา่งเหมาะสมจะทาํใหโ้ปรไบโอติกมีการรอดชีวิตทีÉสูง  
 Saarela และคณะ (2006) ศึกษาการใชไ้ฟเบอร์จากแอปเปิÊ ล ขา้วโอ๊ต และ  
อินนูลิน เป็นตวัพยงุเซลลใ์นการทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ เปรียบเทียบกบัการใชซู้โครสเป็นตวัพยงุ 
พบว่า L. rhamnosus ทีÉห่อหุม้อยูใ่นตวัพยงุทีÉเป็นไฟเบอร์จากขา้วโอ๊ตมีการรอดชีวิตสูงกว่าตวัพยงุ
ชนิดอืÉน หลงัจากผา่นการ  
 Michida และคณะ (2006) ศึกษาการใชส้ารสกดัจากธญัพืช (cereal extract) และ 
เส้นใยจากธัญพืช (cereal fiber) ทีÉสกดัจากขา้วมอลต์และบาร์เล่ย ์มาใช้ในการห่อหุ้มเซลล์ของ  
L. plantarum เพืÉอเพิÉมการรอดชีวิตของจุลินทรียก์ลุ่มโปรไบโอติกทีÉมีกรดแลกติก เมืÉอผา่นสภาวะใน
ทางเดินอาหาร พบว่า เมืÉอเซลล์อิสระผ่านสภาวะทีÉ เสมือนนํÊ าย่อยในกระเพาะอาหารเป็นเวลา 
 30 นาที ปริมาณจุลินทรียเ์ริÉมตน้ทีÉมี 7.24 log CFU/ml จะลดลงเหลือ 1.92 log CFU/ml และเมืÉอ
เปรียบเทียบกบัผลของเซลลที์Éมีการห่อหุม้ดว้ยสารสกดับาร์เล่ (barley extract) 2 เปอร์เซ็นต ์ในสภาวะ
เดียวกนัทีÉเวลา 180 นาทีปรากฏว่าปริมาณจุลินทรียเ์ริÉมตน้ทีÉมี 7.24 log CFU/ml จะลดลงเหลือ 6.5 log 
CFU/ml ส่วนผลของเซลลอิ์สระในสภาวะนํÊ าดีนัÊน เมืÉอทาํการทดลองเป็นเวลา 240 นาทีปรากฏว่าไม่
ส่งผลต่อการเปลีÉยนแปลงปริมาณการรอดชีวิตของโปรไบโอติกใหเ้พิÉมมากขึÊนหรือลดจาํนวนลง ส่วน
เซลลอิ์สระทีÉมีการห่อหุม้ดว้ยสารสกดับาร์เล่ 2 เปอร์เซ็นต ์ในสภาวะเดียวกนัทีÉเวลา 240 นาที ปรากฏ
วา่ปริมาณจุลินทรียเ์ริÉมตน้ทีÉมี 7.59 log CFU/ml จะเพิÉมขึÊนเป็น 7.72 log CFU/ml 
 Sultana และคณะ (2000) ศึกษาการห่อหุ้มโปรไบโอติก ดว้ยอลัจิเนตร่วมกบัแป้ง
ขา้วโพด ซึÉ งมีคุณสมบติัเป็นพรีไบโอติก แลว้เติมลงในโยเกิร์ต หลงัจากนัÊนนาํไปเก็บรักษาทีÉอุณหภูมิ 
5 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบว่าจาํนวนแบคทีเรียโปรไบโอติกในรูปเซลลอิ์สระจะมีลดลง
ประมาณ 1 logcycle ในขณะทีÉเซลลแ์บคทีเรียโปรไบโอติกทีÉมีการห่อหุ้มมีจาํนวนลดลงประมาณ 
0.5 logcycle 

 9.7 อุณหภูมิและภาชนะบรรจุผลิตภัณฑ์ในระหว่างการเก็บรักษา การเก็บรักษาผลิตภัณฑ ์
ทีÉอุณหภูมิตํÉาจะช่วยเก็บรักษาผลิตภณัฑไ์ดน้านขึÊน และภาชนะทีÉใชบ้รรจุผลิตภณัฑ ์มีความสาํคญัต่อ
การรอดชีวิตของผลิตภณัฑ ์โดยตอ้งไม่มีการแพร่ผา่นของออกซิเจนและความชืÊน จากการทดลองของ
Dave และ Shah (1997) ซึÉงศึกษาการรอดชีวิตของ L. acidophilus ในผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตทีÉเกบ็ทีÉอุณหภูมิ
4 และ 10 องศาเซลเซียส นาน 35 วนั ในขวดแกว้และถว้ยพลาสติก พบว่า หลงัการเก็บไวที้Éอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส นาน 35 วนั L. acidophilus ทีÉเก็บในขวดแกว้พบรอดชีวิต 3.49 log CFU/g ขณะทีÉการ
เก็บในแกว้พลาสติกพบการรอดชีวิตของ L. acidophilus 3 log CFU/g ทัÊงนีÊ เนืÉองจากปริมาณออกซิเจน
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ทีÉอยู่ในขวดแกว้จะตํÉาในขณะทีÉโยเกิร์ตในถว้ยพลาสติกจะมีการเพิÉมขึÊนของออกซิเจน โดยปริมาณ
ออกซิเจนทีÉต ํÉานาํมาสู่การรอดชีวิตของโปรไบโอติก 

วตัถุประสงค์ 

 1. ผลของความเขม้ขน้ของโซเดียมอลัจิเนตและขนาดของเมด็เจลทีÉใชห่้อหุ้มโปรไบโอติกต่อ
  การรอดชีวิตจากสภาวะกรด 
 2. เปรียบเทียบการทนกรดของโปรไบโอติกทีÉแยกมาจากคน สตัวแ์ละอาหารหมกั 
 3. ศึกษาผลของชนิดและปริมาณของพรีไบโอติกหรือเส้นใยอาหารทีÉใชร่้วมกบัการห่อหุม้ต่อ

การรอดชีวิตของโปรไบโอติกจากสภาวะกรด 
 4. ศึกษาผลของการเคลือบเม็ดเจลต่อการรอดชีวิตจากสภาวะกรดของโปรไบโอติกทีÉถูก

ห่อหุม้ 
 5. ศึกษาวิธีการทาํแหง้และการเกบ็รักษาโปรไบโอติกในรูปของผลิตภณัฑแ์คปซูล 
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บททีÉ 2 

วสัดุอุปกรณ์และวธีิการ 
วสัดุ อุปกรณ์  

2.1 แบคทเีรีย 
  2.1.1 แบคทีเรียโปรไบโอติก 
   2.1.1.1 Lactobacillus plantarum TISTR 875  
   2.1.1.2 Lactobacillus acidophilus TISTR 1034 
    2.1.1.3  Lactobacillus plantarum CIF17 A5 

  Lactobacillus plantarum TISTR 875 และ Lactobacillus acidophilus TISTR 1034 
ไดรั้บมาจากสถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย (MIRCEN) ซึÉ งเป็นแบคทีเรีย
แลกติกทีÉแยกมาจากกะหลํÉาปลีดองและหนู ตามลาํดบั 

  Lactobacillus plantarum CIF17 A5 แยกมาจากอุจจาระของเดก็ทารกเพศชายอาย ุ
5 เดือน 
 2.1.2 แบคทีเรียแลกติกทีÉผลิต Exopolysaccharide (EPSs) 
  2.1.2.1 Weissella cibaria A2 แยกมาจากทางเดินอาหารของหอยแมลงภู่ (นนัทินา  
เชิญทอง, 2550) 

 2.2 พชืทีÉใช้ในการเตรียมสารสกดัจากพชืและเส้นใย 
  2.2.1 ถัÉวเหลือง (Glycine max (L.) Merr) 
  2.2.2 ขา้วโพด (Zea mays L.) 
  2.2.3 ถัÉวเขียว (Vigna radiate (L.) R.Wilczek) 
  2.2.4 กลว้ยหอม (Musa paradisiacal L.Var. sapientum O.Ktze) 
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  2.3 ชืÉอสารเคมีและอาหารเลีÊยงเชืÊอ  
ชืÉอสารเคมีและอาหารเลีÊยงเชืÊอ บริษัทผู้ผลติ/ เกรด/ ประเทศ 

1. HCl 37 เปอร์เซ็นต ์ Lab scan/ Analytical/ Thailand 

2. NaOH Merck/ Analytical/ Germany 

3. De Man Rogosa Sharpe (MRS) Himedia/ Analytical/ India 

4. NaCl Merck/ Analytical/ Germany 

5. Peptone water Merck/ Germany 

6. Bile salt (Oxgall) Himedia/ India 

7. Bromocresol purple Ajex Finechem/ Analytical/ Australia 

8. CaCl2.2H2O Ajex Finechem/ Analytical/ Australia 

9. Sodium alginic acid Food grade/UK 

10. K2HPO4 Ajex Finechem/ Analytical/ Australia 
11. KH2PO4 Ajex Finechem/ Analytical/ Australia 

12. Cysteine–HC1  Fluka/ Germany 

13. Acetic acid glacial 99.7 เปอร์เซ็นต ์ Lab scan / Analytical/ Thailand 

14. Pepsin from porcine stomach mucosa Sigma/ Analytical/ Germany 

15. Pancreatin from porcine stomach mucosa Sigma/ Analytical/ Germany 

16. Chitosan 92 เปอร์เซ็นต ์degree of 
deacetylation 

Food grade/ Thailand 

17. Nitrogen gas Com. Grade 98 เปอร์เซ็นต ์

 2.4 อุปกรณ์ทีÉใช้ในการทดลอง 
อุปกรณ์ บริษัทผู้ผลติ/ ประเทศ 

1. เครืÉองชัÉงทศนิยม 2 ตาํแหน่ง รุ่น BP2100S Satorius/ USA 

2. เครืÉองชัÉงทศนิยม 4 ตาํแหน่ง รุ่น BP221S Satorius/ USA 

3. Vortex Mixer Labnet/ USA 

4. กลอ้งจุลทรรศน์ Nikon/ USA 
5. ตูบ่้มเชืÊอ (Incubator) ยีÉหอ้ Memmert รุ่น BE 500 Schwabach/ Germany 
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      2.4  อุปกรณ์ทีÉใช้ในการทดลอง (ต่อ)  

6. ตูถ่้ายเชืÊอ (Biological Safety Cabinet) ยีÉหอ้  Scientific promotion/ 

7. Hotpack (รุ่น 527042, 41, 62, 61 class II type A) Philadelphia/ USA 

8. เครืÉองระเหยสุญญากาศ (rotary evaporation) Büchi Rotavapor® R-200/205, 
Switzerland 

9. ตูอ้บแรงดนัไอนํÊา (autoclave) รุ่น SS-325 Tomy/ Japan 

   10. Vial ขนาด 20 ml - 

11. Microtiterplate reader รุ่น Powerwave X Biotek/ UK 

12. พีเอชมิเตอร์ (pH meter) รุ่น Metter Toledo 320 Mettier Toledo/ Thailand 

13. ไมโครปิเปต (ขนาด 10-100 μl) LabMate/ USA 

14. ไมโครปิเปต (ขนาด 1000 μl) Gilson/ France 

15. ไมโครปิเปต (20-200 μl) LabMate/ USA 

16. อ่างนํÊาควบคุมอุณหภูมิ รุ่น WB 14 Memmert/ USA 

17. เขม็ฉีดยา NIPRO/Belgium 

18. สายยางซิลิโคน ขนาด 4x7 ml - 

19. Peristaltic pump BT00-300T China 

20. กระดาษกรองเบอร์ 4 Advantec/Japan 

21. เครืÉอง Freeze dry FTS system/ USA 

22. เครืÉองเขยา่สาร (shaker) PNP/TJ instrument/Australia 

23. เครืÉองปิดผนึกภาชนะยดืหยุน่แบบสุญญากาศ Henko/ Japan 

24. ถุงอะลูมิเนียมฟอยลเ์คลือบ 3 ชัÊน (ไนลอน โพลิเอทิลีน 
และฟอยด)์ 

Thailand 

25. Sputter coater (WI-RES-Coater-001) UK 
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 2.5 วธีิการวเิคราะห์ 
  2.5.1 การนับจํานวนแบคทเีรียแลกติก 
   2.5.1.1 การนบัจาํนวนแบคทีเรียแลกติกทีÉไม่ผา่นการห่อหุม้เซลล ์
   นาํแบคทีเรียแลกติกมาทาํการเจือจางแบบ serial ten-fold dilution ดว้ยโซเดียม
คลอไรด ์0.85 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร โดยแบคทีเรียทีÉผา่นกรดพีเอช 2.0 เป็นเวลา 3 ชัÉวโมง  
ใหเ้จือจางจนไดค้วามเขม้ขน้ 102 ถึง 104 และแบคทีเรียทีÉไม่ผา่นกรด ใหเ้จือจางจนไดค้วามเขม้ขน้ทีÉ 
106 ถึง 108 นบัจาํนวนเซลลที์Éรอดชีวิตโดยการ pour plate บนอาหารแขง็ MRS ทีÉมีการเติม 
bromocresol purple 0.004 เปอร์เซ็นต ์ (นบัโคโลนีทีÉเปลีÉยนสีอาหารแขง็ MRS จากสีม่วงเป็น 
สีเหลือง) บ่มทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชัÉวโมง รายงานผลเป็น log CFU/ml 
   2.5.1.2 การนบัจาํนวนแบคทีเรียแลกติกทีÉผา่นการห่อหุม้ 
   ชัÉงเมด็เจล 1 กรัม เติมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.5 ปริมาตร 9 มล. นาํไปเขยา่บน
เครืÉอง vortex ทีÉระดบัความเร็วสูงสุด เป็นเวลา 10 นาที เจือจาง suspension ของเซลลที์Éไดต่้อแบบ  
serial ten-fold dilution ดว้ยโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร จนไดค้วาม
เขม้ขน้ทีÉเหมาะสม นบัจาํนวนเซลลใ์นเมด็เจล โดยการ pour plate บนอาหาร MRS agar ทีÉมี 
bromocresol purple 0.004 เปอร์เซ็นต ์ (นบัโคโลนีทีÉเปลีÉยนสีอาหารแขง็ MRS จากสีม่วงเป็น 
สีเหลือง) บ่มทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชัÉวโมง รายงานผลเป็น log CFU/ml 
   เม็ดเจล 1 กรัม สามารถคาํนวณเป็นค่า log CFU/ml ไดด้งันีÊ  ปริมาณแบคทีเรีย
ทีÉใชใ้นการห่อหุ้มเซลล์ 40 ml ไดเ้ม็ดเจล 22 กรัม ดงันัÊนเม็ดเจล 1 กรัม จะเท่ากบัแบคทีเรีย 
1.82 ml ถา้ในเม็ดเจลมีแบคทีเรีย 109 CFU/g ก็จะเท่ากบัแบคทีเรีย 0.55 x 109 CFU/ml ซึÉ ง
เท่ากบั 8.74 log CFU/ml 

  2.6 การเตรียมสารสกดัและเส้นใยพชื 
  2.6.1 การเตรียมสารสกดัและเสน้ใยจากขา้วโพด ถัÉวเหลืองและถัÉวเขียว 
  นาํเมลด็ขา้วโพด อบทีÉอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัÉวโมง เพืÉอสะดวก
ในการเก็บรักษา สามารถเก็บตวัอย่างมาไดค้รัÊ งละมาก ๆ ในครัÊ งเดียว และเก็บไวไ้ดใ้ชต้ลอดการ
ทดลอง  ซึÉ ง เ มืÉออบแห้งแล้วนํามาหาความชืÊ นในพืชแต่ละชนิดโดยใช้เครืÉ องวัดความชืÊ น  
(moisture analyzer) จากนัÊนนาํมาเกบ็ใส่ถุงปิดผนึกเพืÉอเกบ็ไวท้ดลองต่อไป  
  นําตัวอย่างมาบดและชัÉงนํÊ าหนัก 5 กรัม สกัดด้วยนํÊ า 95 ml ทีÉ อุณหภูมิ  
80 องศาเซลเซียส เขยา่หรือกวนเป็นเวลา 20 นาที นาํไปหมุนเหวีÉยงทีÉความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 10 นาที แยกส่วนใสซึÉงเป็นสารสกดัธญัพืช และส่วนตะกอนซึÉงเป็นเส้นใยนาํไปทาํแห้ง
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แบบแช่เยอืกแขง็ ชัÉงนํÊ าหนกัทีÉไดแ้ละเกบ็สารสกดัในถุงปิดผนึกใส่ในกล่องทีÉมีสารดูดความชืÊนและ
เกบ็ทีÉอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เพืÉอไวใ้ชใ้นการทดลองต่อไป 
 2.6.2 การเตรียมสารสกดัเนืÊอกลว้ยและเปลือกกลว้ย 
  นาํเนืÊอกลว้ยและเปลือกกลว้ยหัÉนเป็นชิÊนบาง ๆ อบทีÉอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 12 ชัÉวโมง ซึÉ งการอบเพืÉอสะดวกในการเก็บรักษา สามารถเก็บตวัอยา่งมาไดค้รัÊ งละมาก ๆ
ในครัÊ งเดียว และเก็บไวไ้ดใ้ชต้ลอดการทดลอง ซึÉ งเมืÉออบแห้งแลว้นาํมาหาความชืÊนในพืชแต่ละ
ชนิดโดยใชเ้ครืÉองวดัความชืÊน จากนัÊนนาํมาเกบ็ใส่ถุงปิดผนึกเพืÉอเกบ็ไวท้ดลองต่อไป  
  นาํตวัอย่างมาบดให้ละเอียดโดยเติมสารละลายเอทานอลเป็นตวักลาง ปัÉนด้วย
เครืÉองปัÉน (blender) ประมาณ 10 นาที จากนัÊนนาํตวัอย่างทีÉบดแลว้ 10 กรัม เติมเอทานอลความ
เขม้ขน้ 50 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร ปริมาตร 100 ml (ตวัอยา่ง 10 เปอร์เซ็นต ์ในสารละลาย) 
ทิÊงไวที้Éอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ประมาณ 12 ชัÉวโมง แลว้นาํไปเขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 3 ชัÉวโมง จากนัÊนทาํการกรองดว้ยเครืÉองกรองสุญญากาศ เพืÉอแยกกากออก แลว้นาํส่วนใส
ทีÉไดไ้ปหมุนเหวีÉยงทีÉ 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพืÉอแยกเอาส่วนตะกอนซึÉงเป็นเส้นใย
ออกจากสารสกดั จากนัÊนนาํสารสกดัมาระเหยเอทานอลออกดว้ยเครืÉอง Rotary vacuum evaporator 
จากนัÊนนาํตวัอยา่งมาทาํเป็นผงดว้ยวิธีการทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ ชัÉงนํÊ าหนกัทีÉไดแ้ละเก็บสารสกดั
ในถุงปิดผนึก ใส่ในกล่องทีÉมีสารดูดความชืÊนและเก็บทีÉอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพืÉอไวใ้ชใ้น
การทดลองต่อไป (ดดัแปลงจาก Hedley, 2001) 

 2.7 การเตรียมเอก็โซโพลแีซคคาไรด์ (EPSs) จากแบคทเีรียแลกติก 
 ทาํการเตรียมเอก็โซโพลีแซคคาไรดจ์ากแบคทีเรีย Weissella cibaria A2 ตามวิธีการ
ของ Smitinont และคณะ (1999)ในอาหาร MRS ปริมาตร 200 ml ในฟลากส์ ขนาด 500 ml นาํไปบ่มทีÉ
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัÉวโมง จากนัÊนทาํการถ่ายเชืÊอเริÉมตน้ 10 เปอร์เซ็นต ์ ลงบน
อาหาร MRS แลว้นาํไปเลีÊยงทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัÉวโมง แยกตวัเซลลอ์อกโดย
นาํไปหมุนเหวีÉยงทีÉความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาํส่วน
ใสมาตกตะกอนทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัÉวโมง ดว้ย 95 เปอร์เซ็นตข์องเอทานอล 
ปริมาตร 2 เท่าของปริมาตรของสารละลาย และนาํไปหมุนเหวีÉยงทีÉความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที  
ทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แลว้นาํเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ทีÉไดม้าทาํให้แห้ง 
ในโถดูดความชืÊนเป็นเวลา 72 ชัÉวโมง หลังจากนัÊ นนํามาชัÉงนํÊ าหนัก แล้วรายงานผลของ 
เอก็โซโพลีแซคคาไรดที์Éผลิตไดใ้นรูปนํÊ าหนกัแหง้ของเอก็โซโพลีแซคคาไรด ์(g)/ปริมาตรของอาหาร 
(ml) นาํเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ทีÉไดฆ่้าเชืÊอทีÉอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เก็บ 
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เอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ทีÉไดใ้นขวดเก็บแกว้ปิดสนิทไวที้Éอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพืÉอใชต้ลอดการ
ทดลอง  

 2.8 วธีิการวจัิย 
 2.8.1 ผลของขนาดเม็ดเจลต่อการรอดชีวิตของโปรไบโอติกทีÉถูกห่อหุ้มหลังผ่านสภาวะทีÉ
  เป็นกรด 

 2.8.1.1  การเตรียมเซลลโ์ปรไบโอติกเริÉมตน้  
  นาํเชืÊอ L. acidophilus TISTR 1034 เลีÊยงในอาหารเหลว MRS ทีÉมีการเติม  
L-cysteine-hydrochloride 0.05 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร ในขวดฝาปิดสนิทขนาด 10 มล. บ่ม
ทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนัÊนถ่ายเชืÊอเริÉมตน้10 เปอร์เซ็นต ์ลงในอาหารเหลว MRS บ่มทีÉ
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัÉวโมง  แยกตัวเซลล์โดยนําไปหมุนเหวีÉยง 8,500  
รอบต่อนาที ทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ลา้งตวัเซลล์ดว้ยโซเดียมคลอไรด ์ 
0.85 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร 2 ครัÊ ง และเติมโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อ
ปริมาตร เพืÉอทาํให้เป็น suspension และเจือจางจนไดค้วามเขม้ขน้ทีÉเหมาะสม นบัจาํนวนเซลล์
เริÉมตน้ ตามวิธีการวิเคราะห์ขอ้ 2.5.1.1 รายงานผลเป็น log CFU/ml 
   2.8.1.2 การห่อหุม้เซลลโ์ปรไบโอติก  
  นาํโปรไบโอติกมาห่อหุม้ตามวิธีทีÉดดัแปลงจาก Chandramoulia และคณะ (2004) โดย
นาํ L. acidophilus TISTR 1034 ทีÉเตรียมจากขอ้ 2.8.1.1 มาห่อหุ้ม โดยแขวนลอยเชืÊอปริมาณ  
9-10 log CFU/ml ในสารละลายโซเดียมอลัจิเนต 2.0 เปอร์เซ็นต ์ นํÊ าหนกัต่อปริมาตร พีเอช 6.9 
ปริมาตร 40 ml แลว้หยด suspension ลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ โดย
ใชเ้ขม็ฉีดยาขนาด 27G, 24G, 22G และ18 G ความสูงของปลายเขม็ฉีดยากบัสารละลายแคลเซียม 
คลอไรด ์5 เซนติเมตร ควบคุมความเร็วในการหยดดว้ย peristatic pump แช่เม็ดเจลในสารละลาย
แคลเซียมคลอไรด์ เป็นเวลา 30 นาที แยกเม็ดเจลโดยการกรองเม็ดเจลผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 
จากนัÊนนาํเมด็เจลทีÉไดม้าลา้ง 2 ครัÊ ง ดว้ยสารละลายเปปโตนความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อ
ปริมาตร ทีÉมีโซเดียมคลอไรด ์0.85 เปอร์เซ็นต ์นํÊาหนกัต่อปริมาตร  
  2.8.1.3 การวดัขนาดของเมด็เจล 
  นาํเมด็เจลทีÉไดจ้ากการห่อหุม้โดยใชเ้ขม็ฉีดยา ขนาด 27G, 24G, 22G และ18 G มา
วดัขนาดโดยใชเ้วอร์เนียร์คาลิปเปอร์ (vernier caliper) โดยวดัขนาด 3 ซํÊา และหาค่าเฉลีÉย 
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  2.8.1.4 ผลของกรดต่อการรอดชีวิตของเซลลที์Éถูกห่อหุม้  
   นาํเม็ดเจลทีÉผ่านการห่อหุ้มในขอ้ 2.8.1.2 และเซลล์อิสระ มาแช่ในฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ พีเอช 2.0 ทีÉมีการเติมเปปซิน 0.3 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร บ่มเป็นเวลา 3 ชัÉวโมง 
จากนัÊนแยกเมด็เจลออกจากสารละลายกรดโดยใชก้ระดาษกรองเบอร์ 4 จากนัÊนนาํเมด็เจลทีÉไดม้า
ลา้ง 2 ครัÊ ง ดว้ยโซเดียมคลอไรด ์0.85 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร นบัจาํนวนเซลลที์Éรอดชีวิต
เหมือนขอ้ 2.5.1.2  
คาํนวณการรอดชีวิตโดย 

Survival (%)   =   จาํนวนแบคทีเรียทีÉเหลือหลงัแช่กรด 3 ชัÉวโมง (log CFU/ml)  x  100 
                                                         จาํนวนแบคทีเรียก่อนแช่กรด (log CFU/ml) 

    2.8.2 ผลของความเข้มข้นของโซเดียมอลัจิเนตต่อการรอดชีวติของโปรไบโอติกทีÉถูก 
  ห่อหุ้มหลงัผ่านสภาวะทีÉเป็นกรด 

 เตรียมเซลลเ์ริÉมตน้ของ L. acidophilus TISTR 1034 ตามวิธีการขอ้ 2.8.1.1 มา
ศึกษาผลของความเขม้ขน้ของโซเดียมอลัจิเนตต่อการรอดชีวิตของโปรไบโอติกทีÉถูกห่อหุ้มหลงั
ผา่นสภาวะทีÉเป็นกรด จากนัÊนนาํเซลลที์Éเตรียมไดม้าห่อหุ้มตามวิธีการเช่นเดียวกบัขอ้ 2.8.1.2 โดย
ใชโ้ซเดียมอลัจิเนตทีÉความเขม้ขน้ 1, 1.5 และ 2 เปอร์เซ็นต ์นาํเมด็เจลทีÉไดม้าวดัขนาดตามวิธีการขอ้ 
2.8.1.3 และศึกษาทนการต่อกรดตามวิธีการเช่นเดียวกบัขอ้ 2.8.1.4 เปรียบเทียบกบัเซลลอิ์สระ นบั
จาํนวนจุลินทรียห์ลงัการห่อหุ้มและผา่นสภาวะทีÉเป็นกรด ตามวิธีวิเคราะห์ขอ้ 2.5.1 และคาํนวณ
การรอดชีวิต คดัเลือกความเขม้ขน้ของโซเดียมอลัจิเนตทีÉเซลลโ์ปรไบโอติกมีการรอดชีวิตสูงสุด
จากสภาวะกรดได ้

 2.8.3 เปรียบเทยีบการทนกรดของโปรไบโอติกทีÉแยกมาจากคน สัตว์และอาหารหมัก 
  จากการทดลองขอ้ทีÉ 2.8.1 และขอ้ 2.8.2 ซึÉ งศึกษาผลของขนาดเม็ดเจลและความ

เขม้ขน้ของโซเดียมอลัจิเนตต่อการรอดชีวิตของโปรไบโอติกทีÉถูกห่อหุ้มหลงัผ่านสภาวะทีÉเป็นกรด 
จากนัÊนคดัเลือกขนาดของเข็มฉีดยาและความเขม้ขน้ของโซเดียมอลัจิเนตซึÉ งทาํให้ L. acidophilus 
TISTR 1034 มีการรอดชีวิตจากสภาวะกรดไดสู้งสุด เพืÉอใชใ้นการทดลอง 2.8.3 ซึÉ งทดลอง 
เพืÉอเปรียบเทียบการทนต่อกรดของโปรไบโอติกทีÉแยกมาจากคน สัตว์และอาหารหมักโดยใช ้
โปรไบโอติก 3 สายพนัธุ์ คือ L. plantarum CIF17 A5 แยกมาจากอุจจาระของเด็กทารกเพศชาย  
ทีÉไดรั้บนมแม่และนมผง 5 เดือน คลอดดว้ยการผ่าตดั L. acidophilus TISTR 1034 และ  
L. plantarum TISTR 875 เป็นแบคทีเรียแลกติกทีÉแยกมาจากหนูและกะหลํÉาปลีดอง และเก็บรักษาไวที้É
สถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย (MIRCEN)  
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  เตรียมเซลลแ์ละห่อหุม้เซลลโ์ปรไบโอติกเริÉมตน้ของ L. plantarum CIF17 A5  
L. acidophilus TISTR 1034 และ L. plantarum TISTR 875 ตามวิธีการขอ้ 2.8.1.1 ทาํการห่อหุม้
เซลลต์ามวิธีการขอ้ 2.8.1.2 โดยใชเ้ขม็ฉีดยาขนาด 18G ตามลาํดบั และนาํเม็ดเจลทีÉไดม้าแช่ใน
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 2.0 ตามวิธีการขอ้ 2.8.1.4 นบัเซลลเ์ริÉมตน้ก่อนการแช่กรด เซลลอิ์สระและ
เซลลที์Éถูกห่อหุม้หลงัผา่นสภาวะทีÉเป็นกรดตามวิธีวิเคราะห์ขอ้ 2.5.1 และคาํนวณการรอดชีวิต 
 2.8.4 ศึกษาสภาวะทีÉเหมาะสมของการห่อหุ้มเซลล์โปรไบโอติก 
   2.8.4.1 การใช้พรีไบโอติกหรือเส้นใยจากพืชร่วมกับการห่อหุ้มเซลล์ต่อการรอด
    ชีวติของแบคทเีรียโปรไบโอติกทีÉผ่านกรด 
  นาํโปรไบโอติกทีÉคดัเลือกไดจ้ากการทดลองขอ้ทีÉ 2.8.3 มาศึกษาผลของการใช ้
พรีไบโอติกหรือเสน้ใยจากพืชร่วมกบัการห่อหุม้เซลลต่์อการรอดชีวิตของโปรไบโอติกในสภาวะทีÉ
มีกรด  
   (1) การเตรียมเซลลเ์ริÉมตน้  
  เตรียมเซลลโ์ปรไบโอติกทีÉไดค้ดัเลือกไดจ้ากการทดลองขอ้ทีÉ 2.8.3 ตามวิธีการขอ้ 
2.8.1.1 จากนัÊนทาํการสกดัสารสกดัและเส้นใยจากพืช เอก็โซโพลีแซคคาไรด ์ตามวิธีการขอ้ 2.6.1 
และ 2.6.2  
  (2) การห่อหุ้มเซลล์โดยใช้แคลเซียมอัลจิเนตร่วมกับการเติมสารพรีไบโอติก  
(co-encapsulation) 
  นาํโปรไบโอติกทีÉคดัเลือกไดจ้ากการทดลองขอ้ 2.8.3 มาห่อหุม้ตามวิธีทีÉดดัแปลงจาก 
Chandramoulia และคณะ (2004) โดยเตรียมเซลลเ์ริÉมตน้ของ L. plantarum CIF17 A5 ตามวิธีการขอ้ 
2.8.1.1 ผสมกบัโซเดียมอลัจิเนตความเขม้ขน้ 2.0 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร และเติม 2 เปอร์เซ็นต ์
นํÊ าหนกัต่อปริมาตรของสารพรีไบโอติกหรือเส้นใยอาหาร โดยใชฟ้รุคโตโอลิโกแซคคาไรด ์ ผสมให้
เขา้กนั นาํไปหยดในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ แลว้แช่เม็ดเจลทีÉไดใ้น
สารละลายแคลเซียมคลอไรด ์เป็นเวลา 30 นาที ลา้งดว้ยสารละลายเปปโตนความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์
นํÊาหนกัต่อปริมาตร ทีÉมีโซเดียมคลอไรด ์0.85 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร 2 ครัÊ ง นาํเมด็เจลทีÉไดม้า
ผา่นกรดพีเอช 2.0 เป็นเวลา 3 ชัÉวโมง ตามวิธีการขอ้ 2.8.1.3 นบัจาํนวนเซลลที์Éรอดชีวิตตามวิธีการ
วิเคราะห์ขอ้ทีÉ 2.5.1.2 และคาํนวณการรอดชีวิต 
   2.8.4.2 ผลของความเข้มข้นของพรีไบโอติกหรือเส้นใยอาหารต่อการรอดชีวติของ
     เซลล์ทีÉถูกห่อหุ้มในอลัจิเนตในสภาวะทีÉเป็นกรด 
  นาํโปรไบโอติกทีคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 2.8.3 มาห่อหุ้มดว้ยสารสกดัหรือเส้นใยจาก
พืชทีÉคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 2.8.4.1 ซึÉ งทาํใหเ้ซลลที์Éถูกห่อหุม้มีการรอดชีวิตจากสภาวะกรดไดสู้งสุดมา
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ศึกษาผลของระดบัความเขม้ขน้ของ พรีไบโอติกหรือเส้นใยอาหารทีÉคดัเลือกไดต่้อการรอดชีวิตใน
สภาวะทีÉมีกรด โดยเริÉมจากการเตรียมเซลลเ์ริÉมตน้เช่นเดียวกบัขอ้ 2.8.1.1 ทาํการห่อหุม้เซลลโ์ดยใช้
แคลเซียมอลัจิเนตร่วมกบัการเติมเสน้ใยหรือพรีไบโอติกทีÉคดัเลือกจากขอ้ 2.8.4.1 ความเขม้ขน้ 0, 1, 
2, 3 และ 4 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร นาํเมด็เจลทีÉไดม้าแช่ในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 2.0 ทีÉ
มีเปปซิน 0.3 เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 3 ชัÉวโมง ตามขอ้ 2.8.1.4 นบัจาํนวนเซลลที์Éรอดชีวิตตามวิธีการ
วิเคราะห์ขอ้ทีÉ 2.5.1.2 และคาํนวณการรอดชีวิต จากนัÊนจะคดัเลือกความเขม้ขน้พรีไบโอติกหรือเสน้
ใยอาหารทีÉทาํใหเ้ซลลที์Éถูกห่อหุม้มีการรอดชีวิตจากสภาวะกรดไดสู้งสุด 
   2.8.4.3 ผลของการเคลอืบเม็ดเจลต่อการรอดชีวิตของโปรไบโอติกทีÉถูกห่อหุ้มเซลล์
     ร่วมกบัพรีไบโอติกหรือเส้นใยอาหาร 
 นาํเซลลโ์ปรไบโอติกทีÉผา่นการห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนตร่วมกบัพรีไบโอติกหรือเสน้ใย
อาหารตามขอ้ 2.8.4.2 มาศึกษาผลของการเคลือบเมด็เจลดว้ยไคโตซาน และโซเดียมอลัจิเนต ความ
เขม้ขน้ 0.4 เปอร์เซ็นต ์นํÊาหนกัต่อปริมาตร 
 (1) การเตรียมสารละลายไคโตซาน 
 การเคลือบดว้ยไคโตซานเริÉมจากเตรียมสารละลายไคโตซาน (92 เปอร์เซ็นต ์degree 
of diacetylation) โดยชัÉงไคโตซาน 0.4 กรัม ละลายดว้ยนํÊ ากลัÉน 90 ml ทีÉมีกรดอะซิติก 0.4 ml จนได ้ 
ไคโตซานทีÉมีความเขม้ขน้สุดทา้ย 0.4 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร ซึÉ งปกติแลว้ไคโตซานจะไม่
สามารถละลายไดใ้นสภาวะทีÉมีพีเอชสูงกว่า 6.5 จากนัÊนนาํสารละลายไคโตซานทีÉไดม้าปรับให้ได ้
พีเอช 5.7 ถึง 6 ดว้ยสารละลาย NaOH 1 โมลาร์ จากนัÊนฆ่าเชืÊอสารละลายไคโตซานโดยการนึÉงฆ่าเชืÊอ
ดว้ยความดนั (autoclave) ทีÉอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที (Zhou et al., 1998) 
  (2) การเตรียมสารละลายโซเดียมอลัจิเนต 
 จากการเตรียมสารละลายโซเดียมอลัจิเนต โดยชัÉงโซเดียมอลัจิเนต 0.4 กรัม ละลาย
ดว้ยนํÊ ากลัÉนปริมาตร 100 ml จากนัÊนฆ่าเชืÊอสารละลายโซเดียมอลัจิเนต โดยการนึÉ งฆ่าเชืÊอดว้ย 
ความดนั ทีÉอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที  
  (3) การห่อหุ้มเซลล์โดยใชแ้คลเซียมอลัจิเนตร่วมกบัการเติมสารพรีไบโอติก  
(Co-encapsulation) (ดดัแปลงจาก Chandramoulia, และคณะ 2004) ตามวิธีการขอ้ 2.8.4.1 (2) 
  (4) การเคลือบเมด็เจล 
  ชัÉงเมด็เจล 12 กรัม แช่ในสารละลาย ไคโตซานและ สารละลายโซเดียมอลัจิเนต 
100 ml เขยา่ทีÉ 100 รอบต่อนาที เป็นเวลา 40 นาที กรองเมด็เจลออกจากสารละลาย ไคโตซานและ 
สารละลายโซเดียมอลัจิเนตและลา้งเม็ดเจลดว้ยสารละลายเปปโตน ความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์
นํÊ าหนกัต่อปริมาตร ทีÉมีโซเดียมคลอไรด์อยู ่0.85 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร (Zhou et al., 
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1998) จากนัÊนนาํเมด็เจลมาแช่ในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 2.0 ทีÉมีเปปซิน 0.3 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 
3 ชัÉวโมง ตามวิธีการขอ้ 2.8.1.4 นบัจาํนวนเซลลที์Éรอดชีวิตตามวิธีการวิเคราะห์ขอ้ทีÉ 2.5.1.2 จากนัÊน
คดัเลือกสารเคลือบเม็ดเจลทีÉทาํให้เซลล์ทีÉถูกห่อหุ้มมีการรอดชีวิตจากสภาวะกรดไดสู้งสุดโดย
เปรียบเทียบกบัเซลลอิ์สระ, เซลลที์Éผา่นการห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนตโดยปราศจากการเคลือบเมด็เจลดว้ย
สารต่าง ๆ และนาํผลทีÉไดไ้ปใชใ้นการทดลองต่อไป 
  2.8.4.4 ผลของวธีิการทาํแห้งเซลล์ทีÉผ่านการห่อหุ้ม 
  นาํเซลลโ์ปรไบโอติกทีÉคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 2.8.3 มาห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนตร่วมกบัการ
เติมพรีไบโอติกหรือเส้นอาหารทีÉคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 2.8.4.1 ในระดบัความเขม้ขน้ทีÉคดัเลือกจาก 
ขอ้ 2.8.4.2 เคลือบเมด็เจลดว้ยสารเคลือบทีÉทาํใหเ้ซลลที์Éถูกห่อหุ้มมีชีวิตรอดมากทีÉสุดหลงัการผา่น
กรด มาศึกษาผลของวิธีการทาํแหง้เซลลต่์อการรอดชีวิตของโปรไบโอติกทีÉถูกห่อหุม้ โดยวิธีการทาํ
แหง้ทีÉใช ้คือ การทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็และทาํแหง้ทีÉอุณหภูมิหอ้งร่วมกบัการใชร้ะบบสุญญากาศ 
โดยเตรียมเซลลเ์ริÉมตน้และห่อหุ้มเซลลต์ามวิธีการขอ้ 2.8.1.1 และ 2.8.4.1 (2) นาํเมด็เจลทีÉไดไ้ป
ผ่านการทาํแห้งแบบแช่เยือกแข็งและทาํแห้งทีÉอุณหภูมิห้องร่วมกบัการใช้ระบบสุญญากาศโดย
ระยะเวลาทีÉใชใ้นการทาํแหง้ทราบไดโ้ดยวดัความชืÊน ของเมด็เจลจนเมด็เจลมีความชืÊนคงทีÉ จากนัÊน
นบัจาํนวนเซลลที์Éเหลือรอดหลงัจากทาํแหง้ตามวิธีวิเคราะห์ขอ้ 2.5.1.2 คาํนวณการรอดชีวิต 
            2.8.4.5 ผลของสาร cryoprotectant ต่อการรอดชีวิตของโปรไบโอติกในกระบวน
  การทาํแห้งแบบแช่เยอืกแข็ง  
  (1) ผลของสาร cryoprotectant ต่อการรอดชีวิตของโปรไบโอติกในกระบวนการ
ทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็  
  นาํเซลลโ์ปรไบโอติกทีÉคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 2.8.3 มาห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนตร่วมกบัการ
เติมพรีไบโอติกหรือเส้นอาหารทีÉคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 2.8.4.1 ในระดบัความเขม้ขน้ทีÉคดัเลือกจากขอ้ 
2.8.4.2 และเคลือบเมด็เจลดว้ยสารเคลือบทีÉทาํให้เซลลที์Éถูกห่อหุ้มมีชีวิตรอดมากทีÉสุด ชัÉงเมด็เจล  
1 กรัม ใส่ขวดแกว้ (vial) และเติมสารละลาย cryoprotectant เขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อ
ปริมาตร 1 มล. ซึÉ งสาร cryoprotectant ทีÉใช ้คือ นมพร่องมนัเนย ซูโครส และตะกอนถัÉวเหลือง โดย
ชุดควบคุม คือ เม็ดเจลทีÉมีการเติมสารละลายเปปโตน 0.1 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร ทีÉมี
แคลเซียมคลอไรด ์0.05 M และสารละลายโซเดียมคลอไรด ์0.85 เปอร์เซ็นต ์นํÊาหนกัต่อปริมาตร นาํ
เมด็เจลไปแช่แขง็ดว้ยไนโตรเจนเหลว แลว้นาํเขา้สู่กระบวนการทาํแห้งแบบแช่เยือกแขง็ และนบั
จาํนวนเซลลที์Éเหลือรอดหลงัการทาํแห้งโดยวิธีแช่เยือกแขง็ ตามวิธีการวิเคราะห์ขอ้ 2.5.1.2 และ
คาํนวณการรอดชีวิต และคดัเลือกสาร cryoprotectant ทีÉทาํให้เซลลมี์การรอดชีวิตมากทีÉสุดเพืÉอทาํ
การทดลองต่อไป 
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  (2) ผลความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ต่อการรอดชีวิตของโปรไบโอติก 
ในกระบวนการทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ 
  จากการทดลองทีÉ 2.8.4.5 (1) ซึÉ งคดัเลือกสาร cryoprotectant ซึÉ งทาํให้เซลลที์Éถูก
ห่อหุ้มมีการรอดชีวิตสูงหลังจากกระบวนการทาํแห้ง เพืÉอมาศึกษาผลความเข้มข้นของสาร
cryoprotectant ต่อการรอดชีวิตของโปรไบโอติกในกระบวนการทาํแห้งแบบแช่เยอืกแขง็ โดยความ
เขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ทีÉใช ้คือ 0, 5, 10, 15 และ 20 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร และ
นบัจาํนวนเซลลที์Éเหลือรอดหลงัการทาํแห้งแบบวิธีแช่เยือกแข็ง ตามวิธีการวิเคราะห์ขอ้ 2.5.1.2 
และคดัเลือกความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ทีÉทาํใหเ้ซลลที์Éถูกห่อหุม้มีการรอดชีวิตสูงสุดหลงั
การทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็มาทาํการทดลองต่อไป 

  2.8.5 ทดสอบความสามารถในการทนต่อสภาวะทีÉมีกรดสูง และเกลือนํÊาดีของแบคทีเรีย 
   ทีÉผ่านถูกห่อหุ้มหลงัผ่านการทาํแห้ง โดยการทดสอบแบบต่อเนืÉอง 
  การทดสอบความสามารถในการทนต่อสภาวะทีÉมีกรดสูง และเกลือนํÊ าดีของ 
โปรไบโอติกทีÉถูกห่อหุม้หลงัผา่นการทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ โดยการทดสอบแบบต่อเนืÉอง ทาํโดย
ชัÉงเมด็เจล 1 กรัม แช่ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์พีเอช 2 ทีÉมีเปปซิน 0.3 เปอร์เซ็นต ์บ่มทีÉ  
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัÉวโมง หมุนเหวีÉยงแยกเมด็เจลทีÉความเร็ว 8,500 รอบต่อนาที อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนัÊนแบ่งการทดลองเป็นสองส่วน ส่วนแรก คือ ส่วนทีÉไม่ผา่น
สภาวะทีÉมีเกลือนํÊ าดีนาํมานับจาํนวนเซลลที์Éเหลือรอดตามวิธีการวิเคราะห์ขอ้ 2.5.1.2 และส่วนทีÉ
สองนาํเม็ดเจลมาเติมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ทีÉมีโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร 
ปรับพีเอชเป็น 8.0 และมีเกลือนํÊ าดีความเขม้ขน้ 0.3 เปอร์เซ็นต ์ ปริมาตร 9 ml บ่มเชืÊอทีÉอุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชัÉวโมง นับจาํนวนเซลล์ทีÉเหลือรอดชีวิตตามวิธีการวิเคราะห์ขอ้ 
2.5.1.2 

   2.8.6 ศึกษาประสิทธิภาพการปลดปล่อยของเซลล์ออกจากเม็ดเจล 
  นาํ L. plantarum CIF17 A5 ซึÉ งถูกห่อหุ้มดว้ย ดว้ยโซเดียมอลัจิเนต 2 เปอร์เซ็นต ์
นํÊ าหนกัต่อปริมาตร ร่วมกบัการเติมเส้นใยถัÉวเหลือง 3 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร ตามวิธีการขอ้ 
2.8.4.1 (2) จากนัÊนนาํเมด็เจลทีÉไดเ้คลือบดว้ยสารละลายไคโตซาน 0.4 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร 
ชัÉงเมด็เจล 1 กรัม ใส่ขวดแกว้ (vial) และเติมสารละลายซูโครส เขม้ขน้ 15 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อ
ปริมาตร 1 ml นาํเมด็เจล 1 กรัม ทีÉผา่นการทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ มาละลายกลบัในฟอสเฟตบฟัเฟอร์
พีเอช 5, 6, 7 และ 8 ปริมาตร 1 ml นาํไปเขยา่ทีÉอุณหภูมิหอ้งทีÉความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา  
6 ชัÉวโมง โดยเก็บตวัอยา่งทีÉ 0, 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ชัÉวโมง นบัจาํนวนเซลลที์Éถูกปลดปล่อยออกมาโดย
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การ pour plate บนอาหาร MRS agar ทีÉมี bromocresol purple 0.004 เปอร์เซ็นต ์บ่มเชืÊอทีÉอุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชัÉวโมง คาํนวณเปอร์เซ็นตก์ารปลดปล่อยเซลล ์
คาํนวณเปอร์เซ็นตก์ารปลดปล่อยเซลลโ์ดย 
%Cell release       =       จาํนวนแบคทีเรียปลดปล่อยออกมาทีÉเวลาต่าง ๆ (log CFU/ml.)  x  100 
                                  จาํนวนแบคทีเรียเริÉมตน้หลงัการทาํแหง้ (log CFU/ml.)  

  2.8.7 ผลของอุณหภูมิและสภาวะการเกบ็รักษาโปรไบโอติกทีÉผ่านการห่อหุ้มและทาํแห้ง
   หลงัการบรรจุในแคปซูล 
    นาํ L. plantarum CIF17 A5 ซึÉ งถูกห่อหุ้มดว้ย ดว้ยโซเดียมอลัจิเนต 2 เปอร์เซ็นต ์
นํÊ าหนกัต่อปริมาตร ร่วมกบัการเติมเส้นใยถัÉวเหลือง 3 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร ตามวิธีการขอ้ 
2.8.4.1 (2) จากนัÊนนาํเมด็เจลทีÉไดเ้คลือบดว้ยสารละลายไคโตซาน 0.4 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร 
ชัÉงเมด็เจล 0.5 กรัม ใส่ขวดแกว้ (vial) เติมสารละลายซูโครส เขม้ขน้ 15 เปอร์เซ็นต ์ ทีÉมีเส้นใย 
ถัÉวเหลืองความเขม้ขน้ 15 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร ปริมาตร 0.5 ml นาํเมด็เจลทีÉไดไ้ปทาํแหง้
แบบแช่เยอืกแขง็ และนาํมาบรรจุในแคปซูลเจลาตินแบบแขง็เบอร์ 1 (Figure 13.) จะไดผ้ลิตภณัฑ์
ดงัแสดงใน Figure 14. นาํแคปซูลบรรจุในสภาพสุญญากาศในถุงลามิเนต (Figure 15.) นาํ
ผลิตภณัฑไ์ปเก็บรักษาทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 8 สัปดาห์ เก็บ
ตวัอย่างเพืÉอนบัจาํนวนจุลินทรียที์Éมีชีวิตตามวิธีการวิเคราะห์ขอ้ 2.5.1.2 ทุก ๆ 2 สัปดาห์ จนครบ  
8 สปัดาห์ 

 

 

      Figure 13. Hard gelatin capsules.                                   Figure 14. Co-encapsulated L. plantarum 
                  CIF17 A5 stored in soft gelatin capsules. 

 

 

                                     

                                                   Figure 15. Aluminium foil bag. 
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2.8.8 ผลการศึกษาลกัษณะของโปรไบโอติกทีÉถูกห่อหุ้มด้วย scanning electron microscope 
(SEM)  

    นาํตวัอย่างเม็ดเจลทีÉผ่านการทาํแห้งแบบแช่เยือกแขง็ มาทาํการเตรียมตวัอย่างเพืÉอ
ศึกษาลกัษณะของโปรไบโอติกทีÉถูกห่อหุ้ม ตามวิธีทีÉดดัแปลงจาก Eun และคณะ (2007) โดย นาํ
ตวัอยา่งมาติดบนแท่งวางตวัอยา่ง (stub) โดยใช ้metallic tape เป็นตวัยดึ นาํตวัอยา่งไปเคลือบทอง
ดว้ยเครืÉอง sputter coater (WI-RES-Coater-001) นาํตวัอยา่งไปศึกษาดว้ย SEM 
    กรณีทีÉเม็ดเจลทีÉยงัไม่ผ่านการทาํแห้งแบบแช่เยือกแขง็ นาํมาทาํการเตรียมตวัอย่าง
เพืÉอศึกษาลกัษณะของโปรไบโอติกทีÉถูกห่อหุ้ม ตามวิธีทีÉดดัแปลงจาก Eun และคณะ (2007) โดยนาํ
เมด็เจล มา fix ครัÊ งแรก ดว้ย glutaraldehyde 2 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร และ paraformaldehyde  
2 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนักต่อปริมาตร ใน glycine–HCl buffer พีเอช 2.0 0.1 โมลาร์ ทีÉอุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัÉวโมง เมืÉอครบตามเวลา ลา้งตวัอยา่งดว้ย ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 2-3 ครัÊ ง และ
นาํตวัอยา่งมา fix ครัÊ งทีÉสอง ดว้ย osmium tetroxide 1 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร ทีÉอุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัÉวโมง เมืÉอครบตามเวลา ลา้งตวัอยา่งดว้ยนํÊากลัÉน 2-3 ครัÊ ง ขจดันํÊาออกจาก
ตวัอย่างโดยใช ้ alcohol series นาํตวัอย่างไปทาํให้แห้งดว้ยเครืÉอง Critical point drying 
(WI-RES-CPD-001) ตวัอยา่งมาติดบนแท่งวางตวัอย่าง (stub) โดยใช ้metallic tape เป็นตวัยึด นาํ
ตวัอยา่งไปเคลือบทองดว้ยเครืÉอง sputter coater (WI-RES-Coater-001) นาํตวัอยา่งไปศึกษาดว้ย SEM 

 2.8.9  การวเิคราะห์ค่าทางสถิติ 
ใชก้ารประมวลผลโดยโปรแกรมทางสถิติ คือ โปรแกรม SPSS (Statistical 

Packages for the Social Science) โดยขอ้ทีÉ 2.8.1-2.8.5 และ 2.8.7 วิเคราะห์ดว้ยการวิเคราะห์ความ
แปรปรวนแบบทางเดียว (Analysis of variance; One-way ANOVA) และใชก้ารเปรียบเทียบ
เชิงซอ้นดว้ย Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ทีÉระดบัความเชืÉอมัÉน 95 เปอร์เซ็นต ์ 
ทุกการทดลองทาํการทดลองทัÊงหมด 3 ซํÊา  
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บททีÉ 3 

ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 3.1 ผลของขนาดเม็ดเจลต่อการรอดชีวติของโปรไบโอติกทีÉถูกห่อหุ้มหลงัผ่านสภาวะทีÉเป็นกรด 

   นาํ L. acidophilus TISTR 1034 มาห่อหุม้เซลลด์ว้ยโซเดียมอลัจิเนต 2 เปอร์เซ็นต ์
นํÊ าหนกัต่อปริมาตร โดยใชเ้ขม็ฉีดยาขนาด 18G, 22G, 24G และ 27G เปรียบเทียบการรอดชีวิตกบั
เซลล์อิสระในสภาวะทีÉมีกรดพีเอช 2.0 นาน 3 ชัÉวโมง พบว่า การห่อหุ้มเซลล์ในเม็ดเจลโดย 
ใชห้วัเขม็ขนาด 18G ซึÉงใหเ้มด็เจลขนาด 2.40 mm. (Table 11.) ทาํใหโ้ปรไบโอติกมีการรอดชีวิตสูงสุด 
คือ 45.43 เปอร์เซ็นต ์(Figure 16A.) เมืÉอพิจารณาจาํนวนแบคทีเรีย พบว่าเริÉมตน้ 9.18 log CFU/ml 
ลดลงเหลือ 4.17 log CFU/ml (Figure 16B.) และนอกจากนีÊ ยงัพบว่าการห่อหุ้มเซลลใ์นเม็ดเจล 
โดยใชห้ัวเขม็ขนาด 22 ซึÉ งให้เมด็เจลขนาด 2.10 mm. (Table 11.) ทาํให้มีค่าการรอดชีวิตเท่ากบั  
37.94 เปอร์เซ็นต ์ และการใชเ้ขม็ฉีดยาขนาด 24 และ 27G ซึÉ งใหเ้มด็เจลขนาด 2.08 และ 1.80 mm. 
(Table 11.) ตามลาํดบั โดยใหก้ารรอดชีวิตเท่ากบั 32.11 และ 30.87 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั ซึÉ งค่าการ
รอดชีวิตไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั (p<0.05) เมืÉอเปรียบเทียบระหว่างเซลลที์Éถูกห่อหุม้กบั
เซลล์อิสระ พบว่าเซลล์อิสระให้ค่าการรอดชีวิตน้อยกว่าเซลล์ทีÉถูกห่อหุ้ม โดยให้ค่าการรอดชีวิต
เท่ากบั 26.16 เปอร์เซ็นต ์จากการทดลองจะพบว่าการห่อหุ้มเซลลโ์ดยใชเ้ขม็ขนาด 18G ให้เมด็เจล
ขนาดใหญ่กว่าการใชเ้ขม็ขนาด 22, 24 และ 27G ซึÉ งเมด็เจลทีÉมีขนาดใหญ่จะให้ค่าการรอดชีวิตสูง 
เนืÉองจากเมด็เจลขนาดใหญ่จะมีพืÊนทีÉสัมผสักบักรดนอ้ยกว่าเมด็เจลขนาดเลก็ ขณะทีÉเมด็เจลขนาดเลก็
จะมีพืÊนทีÉสัมผสักับกรดมากกว่า ทาํให้เซลล์ทีÉถูกห่อหุ้มมีการรอดชีวิตน้อย ซึÉ งสอดคลอ้งกับการ
ทดลองของ Chandramoulia และคณะ (2004) โดยห่อหุม้ Lactabacillus 2 สายพนัธุ์ คือ Lactobacillus 
acidophilus CSCC 2400 และ CSCC 2409 ดว้ยวิธี extrusion โดยใชโ้ซเดียมอลัจิเนต 2 เปอร์เซ็นต ์ซึÉ ง
เมด็เจลทีÉไดมี้ขนาด 200, 450 และ 1,000 μm พบว่า ภายใตส้ภาวะกรดพีเอช 2.0 ของทางเดินอาหาร 
การรอดชีวิตของแบคทีเรียทีÉถูกห่อหุ้มจะเพิÉมขึÊนตามขนาดของเม็ดเจลทีÉเพิÉมขึÊน โดยเม็ดเจลขนาด 
1,000 μm ทาํใหแ้บคทีเรียรอดชีวิตไดม้ากทีÉสุดรองลงมาคือเมด็เจลขนาด 450 และ 200 μm ตามลาํดบั
นอกจากนีÊ  Lee และ Heo (2000) ยงัรายงานว่าการรอดชีวิตของแบคทีเรียภายใตส้ภาวะกรดทางเดิน
อาหารส่วนตน้ลดลงเมืÉอขนาดของเมด็เจลลดลง จากการทดลองจะเห็นไดว้่าการใชเ้ขม็ฉีดยาขนาด 
18G ในการห่อหุม้เซลลใ์หค้่าการรอดชีวิตสูงสุด เนืÉองจากการใชเ้ขม็ฉีดยาขนาด 18G ใหข้นาดเมด็เจล
ขนาดใหญ่ ซึÉงมีพืÊนทีÉสมัผสักบักรดนอ้ย ดงันัÊนจึงเลือกเขม็ฉีดยาขนาด 18G ไปใชใ้นการทดลองต่อไป 
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Figure 16. Effects of needle size on a) %survival and b) cell numbers (log CFU/ml) of 
   L. acidophiilus TISTR 1034 under treatment of simulated gastric juice (pH 2.0
   for 3 h at 37°C). 

Table 11. The size of encapsulated L. acidophiilus TISTR 1034 beads was determined 
   by using the vernier caliper. 

Needle size Beads size (mm.) 

18G 2.40 ± 0.050 
22G 2.10 ± 0.100 
24G 2.08 ± 0.161 
27G 1.80 ± 0.050 
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 3.2 ผลของความเข้มข้นของโซเดียมอัลจิเนตต่อการรอดชีวิตของโปรไบโอติกทีÉถูกห่อหุ้มหลัง
  ผ่านสภาวะทีÉเป็นกรด 

   เมืÉอศึกษาการรอดชีวิตจากสภาวะกรดสูงของ L. acidophilus TISTR 1034 ทีÉ 
ถูกห่อหุ้ม โดยใชโ้ซเดียมอลัจิเนตความเขม้ขน้ 1, 1.5 และ 2 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร ซึÉ ง 
ใหเ้มด็เจลขนาด 2.25, 2.30 และ 2.50 mm. ตามลาํดบั (Figure 12.) พบว่า ใหค้่าการรอดชีวิตเท่ากบั 
33.95, 45.36 และ 45.36 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั ดงัแสดงใน Figure 17A. การห่อหุ้มเซลลด์ว้ย 
อลัจิเนตความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์จะช่วยให้เซลลที์Éถูกห่อหุ้มมีการรอดชีวิตสูงสุดในสภาวะทีÉมี
กรดพีเอช 2.0 เป็นเวลา 3 ชัÉวโมง เท่ากบั 45.36 เปอร์เซ็นต ์เมืÉอพิจารณาจาํนวนแบคทีเรียเริÉมตน้
เท่ากบั 9.19 log CFU/ml ลดลงเหลือ 4.17 log CFU/ml (Figure 17B.) ซึÉ งจากการทดลอง พบว่า 
ระดบัความเขม้ขน้ของโซเดียมอลัจิเนตทีÉเพิÉมขึÊนช่วยให้เซลลที์Éถูกห่อหุ้มมีการรอดชีวิตเพิÉมขึÊน ซึÉ ง
สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Chandramoulia และคณะ (2004) ซึÉ งห่อหุม้ L. acidophilus CSCC 
2400 ดว้ยอลัจิเนตโดยใชว้ิธี extrusion พบวา่ เมืÉอเพิÉมความเขม้ขน้ของอลัจิเนตจาก 0.75 เป็น 1, 1.5, 
1.8 และ 2 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั จาํนวนแบคทีเรียทีÉรอดชีวิตเพิÉมขึÊนตามความเขม้ขน้ของอลัจิเนตทีÉ
เพิÉมขึÊนดว้ยเช่นกนั นอกจากนีÊ  Lee และ Heo (2000) ซึÉ งศึกษาการรอดชีวิตของ B. bifidum ทีÉห่อหุม้
เซลลด์ว้ยแคลเซียมอลัจิเนต พบว่า เมืÉอบ่มเม็ดเจลในสภาวะกรดในทางเดินอาหาร แบคทีเรียทีÉอยู่
ภายในเมด็เจลทีÉใชว้สัดุตวัพยงุทีÉความเขม้ขน้สูงมีการรอดชีวิตไดสู้งกว่าทีÉความเขม้ขน้ของวสัดุตวั
พยงุทีÉต ํÉากว่า โดยพบว่าอลัจิเนต ความเขม้ขน้ 4 เปอร์เซ็นต ์แบคทีเรียภายในเมด็เจลมีการรอดชีวิต
ไดม้ากกว่าทีÉความเขม้ขน้ 3 และ 2 เมืÉอนาํเมด็เจลมาบ่มในสภาวะกรดในทางเดินอาหาร เป็นเวลา  
3 ชัÉวโมง และจากการทดลองพบว่าเซลลอิ์สระจะใหค้่าการรอดชีวิตนอ้ยกว่าเซลลที์Éถูกห่อหุม้ โดย
ให้ค่าการรอดชีวิตเท่ากบั 27.27 เปอร์เซ็นต ์ซึÉ งสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Mandal และคณะ 
(2006) ไดห่้อหุม้  L. casei NCDC-298 ดว้ยอลัจิเนตความเขม้ขน้ 2, 3 และ 4 เปอร์เซ็นต ์พบว่า 
เซลลอิ์สระใหก้ารรอดชีวิตนอ้ยกวา่เซลลที์Éถูกห่อหุม้ ในสภาวะทีÉมีกรดพีเอช 1.5 เป็นเวลา 3 ชัÉวโมง 
และการห่อหุ้มดว้ยอลัจิเนต 2 เปอร์เซ็นต์ จาํนวนเซลล์ทีÉรอดชีวิตน้อยกว่าเซลล์ทีÉห่อหุ้มดว้ย 
อลัจิเนต 3 และ 4 เปอร์เซ็นต ์ 
   การห่อหุ้ม L. acidophilus TISTR 1034 ดว้ยโซเดียมอลัจิเนตความเขม้ขน้  
2 เปอร์เซ็นต ์ให้การรอดชีวิตสูงกว่าการห่อหุ้มเซลลด์ว้ยโซเดียมอลัจิเนตความเขม้ขน้ 1 และ 1.5 
เปอร์เซ็นต ์ในสภาวะทีÉมีกรด เนืÉองจากอลัจิเนตเป็น supporting material โดยความแขง็แรงขึÊนอยู่
กบัองคป์ระกอบและลาํดบัของ D-mannuronic และ L-guluronic acid ซึÉ งความเขม้ขน้ของ 
อลัจิเนตทีÉเพิÉมขึÊน จะช่วยให ้D-mannuronic และ L-guluronic acid เกิดการจบักนัแบบเชืÉอมไควก้บั
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สารละลายแคลซียมคลอไรดไ์ดม้ากขึÊน ทาํให้เพิÉมความแขง็แรงให้กบัเมด็เจลซึÉงเป็นปัจจยัสาํคญัทีÉ
ช่วยใหเ้ซลลร์อดชีวิตไดม้ากขึÊน ดงันัÊนจึงเลือกโซเดียมอลัจิเนตความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์เพืÉอใชใ้น
การทดลองต่อไป 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 17. Effects of sodium alginate concentration on a) %survival and b) cell numbers  

(log CFU/ml) of L. acidophiilus TISTR 1034 under treatment of simulated 
gastric juice (pH 2.0 for 3 h at 37°C). 

Table 12. The effect of sodium alginated concentration on the size of encapsulated  
L. acidophiilus TISTR 1034 beads. 

Sodium alginate concentration (%) Beads size (mm.) 

1 2.25 ± 0.100 
1.5 2.30 ± 0.050 
2 2.50 ± 0.050 
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 3.3 เปรียบเทยีบการทนต่อกรดของโปรไบโอติกทีÉแยกมาจากคน สัตว์และอาหารหมัก  

  จากการศึกษาเปรียบเทียบการทนต่อกรดของโปรไบโอติกทีÉแยกมาจากคน สัตว์
และอาหารหมกั โดยจุลินทรียที์Éใชใ้นการทดลองครัÊ งนีÊ  คือ L.  plantarum CIF17 A5 ซึÉ งแยกได ้
จากคน L. acidophilus TISTR 1034 และ L. plantarum TISTR 875 ซึÉ งแยกมาจากหนูและ
กะหลํÉาปลีดองนาํแบคทีเรีย 3 สายพนัธุ์ มาห่อหุ้มเซลลด์ว้ยโซเดียมอลัจิเนต แลว้หยด suspension 
ลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ โดยใชเ้ข็มฉีดยาขนาด 18G จากนัÊนนาํเม็ดเจลมาแช่ในกรด 
พีเอช 2.0 เป็นเวลา 3 ชัÉวโมง ผลการทดลอง พบวา่ แบคทีเรียสายพนัธุ์ L. plantarum CIF17 A5 ทีÉถูก
ห่อหุม้ใหก้ารรอดชีวิตสูงสุด เท่ากบั 71.11 เปอร์เซ็นต ์(Figure 18A.) หลงัผา่นกรด และเมืÉอพิจารณา
จาํนวนแบคทีเรียพบว่าจากเริÉมตน้ 9.28 log CFU/ml ลดลงเหลือ 6.97 log CFU/ml. (Figure 18B.)
เมืÉอเปรียบเทียบการรอดชีวิตระหว่างแบคทีเรียสายพนัธุ์ L. plantarum CIF17 A5 ทีÉถูกห่อหุ้ม 
กบัแบคทีเรียสายพนัธุ์ L. acidophilus TISIR 1034 และ L. plantarum TISTR 875 พบว่า  
L. plantarum CIF17 A5 ทีÉถูกห่อหุ้มใหก้ารรอดชีวิตสูงกว่า L. acidophilus TISIR 1034 และ 
 L. plantarum TISTR 875 โดย L. acidophilus TISIR 1034 และ L. plantarum TISTR 875 ถูก
ห่อหุ้มให้การรอดชีวิตเท่ากบั 25.08และ 31.88 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั ซึÉ งมีความแตกต่างอย่างมี
นยัสาํคญัทางสถิติ (p>0.05) ดงัแสดงในFigure 18A. และเมืÉอเปรียบเทียบระหว่างการรอดชีวิตของ
เซลลที์Éถูกห่อหุ้มกบัเซลลอิ์สระในสภาวะทีÉมีกรด พบว่า เซลลอิ์สระให้การรอดชีวิตตํÉากว่าเซลลที์É
ถูกห่อหุ้มโดยการรอดชีวิตของเซลลอิ์สระของแบคทีเรียสายพนัธุ์ L. plantarum CIF17 A5, 
L. acidophilus TISIR 1034 และ L. plantarum TISTR 875  เท่ากบั 69.14, 22.49 และ 29.17 
เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั และจากการศึกษาของ Chandramoulia และคณะ (2004) ซึÉ งไดห่้อหุม้เซลล ์ 
L. acidophilus CSCC 2400 ดว้ยแคลเซียมอลัจิเนต และศึกษาการรอดชีวิตของเซลลใ์นสภาวะทีÉมี
กรดและเกลือนํÊ าดี พบว่าเซลล ์ L. acidophilus CSCC 2400 ทีÉถูกห่อหุ้มดว้ยแคลเซียมอลัจิเนต  
2 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตรมีจาํนวนเซลลที์Éรอดชีวิต 9 log CFU/ml ขณะทีÉเซลลอิ์สระมี
จาํนวนเซลลที์Éรอดชีวิต 6 log CFU/mlในสภาวะทีÉมีกรด 
  จากการทดลองจะเห็นไดว้่าเทคนิคการห่อหุ้มเซลลโ์ปรไบโอติกสามารถช่วยเพิÉม
การรอดชีวิตของเซลลใ์นสภาวะทีÉมีกรดส่งผลให้ L. plantarum TISTR 875, L. acidophilus  
TISIR 1034 และ L. plantarum TISTR 875 ซึÉงถูกห่อหุม้มีการรอดชีวิตเพิÉมขึÊน ในขณะทีÉเซลลอิ์สระ
มีการรอดชีวิตนอ้ย ซึÉ งสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Mandal และ Singh (2006) ซึÉ งห่อหุ้มเซลล ์ 
L. casei NCDC-298 ดว้ยโซเดียมอลัจิเนต ความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร และศึกษา
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การทนต่อกรด พีเอช 1.5 เป็นเวลา 3 ชัÉวโมง พบว่า L. casei NCDC-298 ทีÉถูกห่อหุม้เซลลใ์หก้าร 
รอดชีวิต 5.37 log CFU/ml ขณะทีÉเซลลอิ์สระใหก้ารรอดชีวิต 3.38 log CFU/ml  
  เมืÉอพิจารณาในส่วนของสายพนัธุ์ก็จะพบว่า L. plantarum CIF17 A5 ซึÉ งแยกไดจ้าก
คนจะทนต่อกรดไดดี้กว่า L. acidophilus TISIR 1034 และ L. plantarum TISTR 875 ซึÉ งแยกไดจ้ากหนู
และกะหลํÉาปลี ทัÊงนีÊ เนืÉองจากในทางเดินอาหารของคนมีสภาวะความเป็นกรดพีเอช 2.0-3.0 ขณะทีÉใน
หนูและกะหลํÉาปลีดองมีพีเอช 4.6-5.8 และ 3.8-4.1 (Holzapfel et al., 2003) ตามลาํดบั ซึÉ งทาํให ้ 
L. plantarum CIF17 A5 ทีÉผ่านการแช่ในพีเอช 2.0 เป็นเวลา 3 ชัÉวโมง ให้การรอดชีวิตสูงกว่า  
L. acidophilus TISIR 1034 และ L. plantarum TISTR 875 จึงคดัเลือก L. plantarum CIF17 A5 เพืÉอใช้
ในการทดลองต่อไป 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 18.  Comparative a) %survival and b) cell numbers (log CFU/ml) of free cell and 
  encapsulated probiotic originated from human rat and kickled cabbage under 
  acidic condition (pH 2.0 for 3 h).  
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  3.4  ศึกษาสภาวะทีÉเหมาะสมของการห่อหุ้มเซลล์โปรไบโอติก 
  3.4.1 ผลของการใช้สารพรีไบโอตกิและเส้นใยอาหารต่อการรอดชีวติของโปรไบโอติกทีÉถูก
   ห่อหุ้มหลงัผ่านสภาวะทีÉเป็นกรด 
 จากการนาํแบคทีเรีย L. plantarum CIF17 A5 ทีÉคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 3.3 มาศึกษาผล
ของการใชส้ารพรีไบโอติกและเส้นใยอาหารต่อการรอดชีวิตของโปรไบโอติกทีÉถูกห่อหุ้มหลงัผ่าน
สภาวะทีÉเป็นกรด โดยการห่อหุม้ L. plantarum CIF17 A5 ดว้ยโซเดียมอลัจิเนต 2 เปอร์เซ็นต ์ร่วมกบั
การเติมสารสกดัหรือเส้นใยจากพืช 2 เปอร์เซ็นต ์จากสารสกดัถัÉวเหลือง ถัÉวเขียว ขา้วโพด กลว้ยหอม 
เสน้ใยถัÉวเหลือง ถัÉวเขียว ขา้วโพด และเปลือกกลว้ยหอม นอกจากนีÊยงัมีการเติมเอก็โซพอลิแซคคาไรด์
ทีÉไดจ้ากเชืÊอ W.  cibaria A2 เปรียบเทียบกบัชุดการทดลองทีÉไม่มีการเติมสารสกดัและเส้นใยอาหาร
จากพืชและชุดการทดลองทีÉมีการเติมฟลุคโตโอลิโกแซคคาไรด ์จากนัÊนนาํเมด็เจลทีÉไดม้าแช่กรดพีเอช 
2.0 เป็นเวลา 3 ชัÉวโมง แลว้คาํนวณค่าการรอดชีวิต พบว่า การใชเ้ส้นใยถัÉวเหลืองร่วมกบัการห่อหุ้ม
เซลลใ์หก้ารรอดชีวิตสูงสุด คือ 84.39 เปอร์เซ็นต ์โดยจาํนวนแบคทีเรียเริÉมตน้จาก 9.30 log CFU/ml 
ลดลงเหลือ 7.85 log CFU/ml (Figure 19B.) ขณะทีÉการใชเ้ติมสารสกดัถัÉวเหลือง ถัÉวเขียว  
ขา้วโพด กลว้ยหอม เส้นใยจาก ถัÉวเขียว ขา้วโพด เปลือกกลว้ยหอม ฟลุคโตโอลิโกแซคคาไรด์ และ 
เอก็โซโพลิแซคคาไรด ์ห่อหุม้เซลลใ์หก้ารรอดชีวิตในสภาวะกรดเท่ากบั 69.35, 74.78, 70.84, 67.50, 
74.79, 66.50, 66.67 และ 72.90 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั ดงัแสดงใน Figure 19A. และเมืÉอเปรียบเทียบการ
รอดชีวิตของ L. plantarum CIF17 A5 ทีÉห่อหุม้ร่วมกบัการเติมเส้นใยถัÉวเหลืองกบัเซลลที์Éถูกห่อหุ้ม
ร่วมกบัการเติมฟลุคโตโอลิโกแซคคาไรด ์พบวา่ การห่อหุม้ร่วมกบัการเติมเส้นใยอาหารจากถัÉวเหลือง
ให้การรอดชีวิตสูงกว่าการเติมฟลุคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในสภาวะกรด นอกจากนีÊ ยงัพบว่าเซลล์
แบคทีเรีย L. plantarum CIF17 A5 ทีÉถูกห่อหุม้เซลลร่์วมกบัการเติมเส้นใยอาหารจากถัÉวเหลืองใหก้าร
รอดชีวิตสูงกว่าชุดการทดลองทีÉห่อหุ้มเซลลแ์ต่ไม่ไดมี้การเติมสารสกดัหรือเส้นใยจากพืชและเซลล์
อิสระในสภาวะทีÉมีกรดโดยเซลลแ์บคทีเรีย L. plantarum CIF17 A5 ทีÉห่อหุม้แต่ไม่มีการเติมสารสกดั
หรือเส้นใยและเซลลอิ์สระให้การรอดชีวิตเท่ากบั 68.78 และ 61.92 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั จากการ
ทดลองนีÊ จะเห็นว่าการห่อหุ้มเมด็เจลดว้ยโซเดียมอลัจิเนตร่วมกบัเส้นใยถัÉวเหลืองให้การรอดสูงกว่า
การใช้เส้นใยอาหารจากพืชชนิดอืÉน และสูงกว่าชุดการทดลองซึÉ งไม่เติมเส้นใยอาหารร่วมในการ
ห่อหุม้ ซึÉงแสดงใหเ้ห็นวา่เสน้ใยอาหารถัÉวเหลืองสามารถป้องกนัแบคทีเรียจากสภาวะทีÉรุนแรงได ้โดย
เส้นใยอาหารเหล่านีÊ จะเขา้ไปปิดรูพรุนของเมด็เจลส่งผลให้การแพร่ผา่นของกรดเขา้ไปในเมด็เจลได้
นอ้ยลง ซึÉ งจากการศึกษาของ Iyer และ Kailasapathy (2005) โดยห่อหุ้มเซลลแ์บคทีเรียสายพนัธุ์  
L. acidophilus CSCC 2400 และ CSCC 2409 ร่วมกบัสารพรีไบโอติก คือ Hi-maize, raftiline และ 
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raftilose พบว่า การห่อหุ้มโปรไบโอติกร่วมกบั Hi-maize จะให้การรอดชีวิตสูงสุดเมืÉอผา่นสภาวะทีÉ
เป็นกรด เนืÉองจาก Hi-maize จะเขา้ไปปิดรูพรุนของเมด็เจลไว ้ส่งผลใหก้ารแพร่ผา่นของกรดเขา้ไปใน
เมด็เจลไดย้าก ทาํใหโ้ปรไบโอติกมีโอกาสสมัผสักบักรดไดน้อ้ย จึงมีการรอดชีวิตสูง ซึÉงสอดคลอ้งกบั
การทดลองของ Michida และคณะ (2006) ไดศึ้กษาการใชส้ารสกดัจากธญัพืชและ เสน้ใยธญัพืชทีÉสกดั
จากขา้วมอลตแ์ละบาร์เล่ย ์มาใชใ้นการห่อหุ้มเซลลข์อง L. plantarum เพืÉอเพิÉมการรอดชีวิตของ 
จุลินทรียก์ลุ่มโปรไบโอติก เมืÉอผ่านสภาวะทีÉเป็นกรดในทางเดินอาหาร ผลปรากฏว่าเซลลอิ์สระมี
ปริมาณลดลงจาก 7.24 log CFU/ml เหลือ 1.92 log CFU/ml ในขณะทีÉเซลลที์Éมีการห่อหุม้ดว้ยสารสกดั
จากขา้วบาร์เลย ์2 เปอร์เซ็นต ์พบวา่ ปริมาณแบคทีเรียลดลงเหลือ 6.5 log CFU/ml  
 เส้นใยอาหารจากธญัพืชแต่ละชนิดจะมีปริมาณของเส้นใยทีÉแตกต่างกนั ซึÉ งเส้นใย
อาหารมีคุณสมบติัความเป็นรูพรุน ซึÉ งช่วยในการเป็นตวัพยงุและยดึเกาะของเซลล ์เพืÉอป้องกนัจาก
สภาวะแวดลอ้มทีÉไม่เหมาะสม การใชเ้ส้นใยอาหารร่วมกบัการห่อหุ้มเซลลย์งัเพิÉมการรอดชีวิตของ
โปรไบโอติกในสภาวะทีÉมีกรด โดยจากการทดลอง พบว่า L. plantarum CIF17 A5 ซึÉ งถูกห่อหุ้ม
เซลลแ์ต่ไม่มีการเติมพรีไบโอติกหรือเสน้ใยอาหารใหก้ารรอดชีวิต 68.78 เปอร์เซ็นต ์ขณะทีÉการเติม
เส้นใยถัÉวเหลืองใหก้ารรอดชีวิต 84.39 เปอร์เซ็นต ์ ในสภาวะทีÉมีกรด ทัÊงนีÊ เนืÉองจากกรดจะซึมผา่น 
รูพรุนบนเม็ดเจลเขา้ไปสัมผสักบัโปรไบโอติก ขณะทีÉการห่อหุ้มเซลล์ร่วมกบัการเติมเส้นใยถัÉว
เหลืองกรดจะมีโอกาสซึมผ่านรูพรุนบนเม็ดเจลได้น้อยทาํให้โปรไบโอติกมีการรอดชีวิตสูง 
เนืÉองจากเส้นใยถัÉวเหลืองจะเขา้ไปแทรกอยู่ระหว่างรูพรุนบนเม็ดเจล ดังนัÊ นจึงเลือก เส้นใย 
ถัÉวเหลืองเพืÉอใชใ้นการทดลองต่อไป 
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Figure 19. Effects of prebiotics and crude fibers as co-encapsulants on a) %survival and  

b) cell numbers (log CFU/ml) of  L. plantarum CIF17 A5 under acidic condition 
at pH 2.0 for 3 h at 37 °C. (free cell (FC), microencapsulated cell (MC), 
fructooligosaccharide (FOS), mung bean crude fiber (MUC), mung bean extract 
(MUE), soybean crude fiber (SYC), soybean extract (SYE), corn crude 
fiber(COC), corn extract (COE), banana peel extract (BPE), banana extract (BE) 
and exopolysaccharide (EPS))  
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 3.3.2 ผลของความเข้มข้นของเส้นใยถัÉวเหลืองต่อการรอดชีวิตของโปรไบโอติกทีÉถูก 
  ห่อหุ้มหลงัผ่านสภาวะทีÉเป็นกรด 

เมืÉอนาํ L. plantarum CIF17 A5 มาห่อหุม้ดว้ยโซเดียมอลัจิเนตร่วมกบัการเติม 
เส้นใยถัÉวเหลืองทีÉคดัเลือกได ้โดยใชค้วามเขม้ขน้ของเส้นใยถัÉวเหลือง 0, 1, 2, 3 และ 4 เปอร์เซ็นต ์
จากนัÊนนาํเมด็เจลทีÉไดไ้ปแช่ในกรดพีเอช 2.0 เป็นเวลา 3 ชัÉวโมง และคาํนวณค่าการรอดชีวิต พบว่า  
การห่อหุม้เซลลแ์บคทีเรีย L. plantarum CIF17 A5 ร่วมกบัการเติมเส้นใยถัÉวเหลือง 3 เปอร์เซ็นต ์ 
ทาํใหโ้ปรไบโอติกมีการรอดชีวิตสูง เท่ากบั 85.30 เปอร์เซ็นต ์(Figure 20A.) เมืÉอพิจารณาจาํนวน
แบคทีเรียพบว่าจากเริÉมตน้ 9.19 log CFU/ml ลดลงเหลือ 7.84 log CFU/ml (Figure 20B.) ขณะทีÉ
การเติม 0, 1, 2 และ 4 เปอร์เซ็นต ์เส้นใยถัÉวเหลือง ใหก้ารรอดชีวิตเท่ากบั 68.78, 78.87, 81.38 และ 
76.57 เปอร์เซ็นตต์ามลาํดบั ดงัแสดงใน Figure 20A. เซลลอิ์สระให้การรอดชีวิตเท่ากบั 62.97 
เปอร์เซ็นต ์เนืÉองจากโปรไบโอติกจะสัมผสักบักรดโดยตรงในขณะทีÉการห่อหุม้เซลล ์L. plantarum 
CIF17 A5 ร่วมกบัการเติมเส้นใยถัÉวเหลือง 3 เปอร์เซ็นต ์ให้การรอดชีวิตสูงกว่าเซลลอิ์สระ  
22.32 เปอร์เซ็นต ์สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Iyer และ Kailasaphathy (2005) ซึÉ งห่อหุม้เซลล ์ 
L. acidophilus CSCC 2400 ดว้ยโซเดียมอลัจิเนต 1.8 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร ร่วมกบัการ
เติม Hi-maize 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร พบว่า การห่อหุม้
เซลลร่์วมกบัการเติม Hi-maize 1 เปอร์เซ็นต ์ใหก้ารรอดชีวิตสูงเมืÉอเปรียบเทียบกบัการห่อหุม้เซลล์
ร่วมกบัการเติม 0.5 เปอร์เซ็นต ์ในสภาวะทีÉมีกรดพีเอช 2.0 เป็นเวลา 3 ชัÉวโมง การห่อหุ้มเซลล์
ร่วมกบัการเติมเส้นใยถัÉวเหลือง 3 เปอร์เซ็นต ์ให้การรอดชีวิตสูงกว่าการเติมเส้นใยถัÉวเหลือง 
4 เปอร์เซ็นต์ เนืÉองจากเส้นใยถัÉวเหลืองทีÉมีความเขม้ขน้มากเกินไปจะขดัขวางการจบัตวัของ
โซเดียมอลัจิเนต เช่นเดียวกบัการทดลองของ Iyer และ Kailasaphathy (2005) พบว่าการห่อหุ้ม  
L. acidophilus CSCC 2400 ร่วมกบัการเติม Hi-maize 1.5 และ 2.0 เปอร์เซ็นต ์ใหก้ารรอดชีวิตไม่
แตกต่างกนั  
  เส้นใยถัÉวเหลืองมีคุณสมบติัเป็นสารพรีไบโอติกและมีปริมาณเส้นใยสูง การ
ห่อหุม้โปรไบโอติกร่วมกบัการเติมเสน้ใยถัÉวเหลืองความเขม้ขน้ทีÉเหมาะสมจะช่วยเพิÉมการรอดชีวิต
ของโปรไบโอติกในสภาวะทีÉมีกรด โดยในการทดลองครัÊ งนีÊ เส้นใยถัÉวเหลืองความเข้มข้น  
3 เปอร์เซ็นต ์ช่วยเพิÉมการรอดชีวิตของโปรไบโอติกไดดี้ทีÉสุด เนืÉองจากเส้นใยถัÉวเหลืองจะเขา้ไป
แทรกระหวา่งรูพรุนในเมด็เจลทาํใหก้รดซึมผา่นเมด็เจลไดย้าก ทาํใหโ้ปรไบโอติกมีการรอดชีวิตสูง 
ขณะทีÉการห่อหุม้โปรไบโอติกร่วมการเติมเสน้ใยถัÉวเหลืองทีÉความเขม้ขน้ 0, 1 และ 2 เปอร์เซ็นต ์ให้
การรอดชีวิตตํÉากว่า เนืÉองจากโอกาสทีÉเส้นใยจะเขา้ไปแทรกระหว่างรูพรุนมีนอ้ยกว่า ดงันัÊนกรดจะ
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สัมผสักบัโปรไบโอติกไดสู้ง จึงเลือกเส้นใยถัÉวเหลืองความเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์เพืÉอใชใ้นการ
ทดลองต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 20. Effects of different soybean crude fiber concentrations on a) %survival and 
  b) cell numbers (log CFU/ml)of L. plantarum CIF17 A5 under simulated gastric 
  juice (pH 2.0 for 3 h at 37°C).  
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  3.3.3 ผลของการเคลือบเม็ดเจลโดยใช้ไคโตซาน และอัลจิเนตต่อการรอดชีวิตของ 
    โปรไบโอติกทีÉถูกห่อหุ้มเซลล์หลงัสภาวะทีÉเป็นกรด 
  นาํ L. plantarum CIF17 A5 มาห่อหุม้ดว้ยโซเดียมอลัจิเนต 2 เปอร์เซ็นต ์ร่วมกบั
การเติมเส้นใยถัÉวเหลือง 3 เปอร์เซ็นต ์นาํเม็ดเจลมาเคลือบดว้ยโซเดียมอลัจิเนตหรือสารละลาย 
ไคโตซาน ความเขม้ขน้ 0.4 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร นาํเมด็เจลทีÉไดไ้ปแช่ในกรดพีเอช 2.0
เป็นเวลา 3 ชัÉวโมง คาํนวณการรอดชีวิต พบว่า การห่อหุ้ม L. plantarum CIF17 A5 ร่วมกบัการ
เคลือบเมด็เจลดว้ยไคโตซาน 0.4 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร ใหก้ารรอดชีวิตสูงสุดในสภาวะทีÉ
มีกรด โดยการรอดชีวิตเท่ากบั 86.58 เปอร์เซ็นต ์(Figure 21A.) เมืÉอพิจารณาจาํนวนแบคทีเรียพบว่า
จากเริÉมตน้ 9.35 log CFU/ml ลดลงเหลือ 8.09 log CFU/ml (Figure 21B.) ขณะทีÉเมด็เจลทีÉเคลือบ
ดว้ยโซเดียมอลัจิเนต ใหก้ารรอดชีวิตเท่ากบั 82.31 เปอร์เซ็นต ์เมด็เจลทีÉเคลือบดว้ยโซเดียมอลัจิเนต
กบัเม็ดเจลทีÉไม่ผ่านการเคลือบให้การรอดชีวิตทีÉไม่แตกต่างกนัทางสถิติ (p<0.05) (Figure 21A.) 
โดยเม็ดเจลทีÉไม่เคลือบและเคลือบดว้ยโซเดียมอลัจิเนตให้การรอดชีวิตเท่ากบั 84.14 และ 82.31 
เปอร์เซ็นต ์ ตามลาํดบั ดงัแสดงใน Figure 17A. ซึÉ งสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Koo และคณะ 
(2001) ซึÉ งห่อหุม้เซลล ์L. acidophilus YIT 9018 ดว้ยสารละลายโซเดียมอลัจิเนตและเคลือบเมด็เจล
ดว้ยไคโตซานและเปรียบเทียบการรอดชีวิตของเซลลอิ์สระ เซลลที์Éถูกห่อหุม้ร่วมกบัการเคลือบและ 
ไม่เคลือบดว้ยไคโตซาน พบว่าจาํนวนแบคทีเรียในเม็ดเจลทีÉเคลือบและไม่เคลือบดว้ยสารละลาย 
ไคโตซานสูงกวา่เซลลอิ์สระ 2-3 log CFU/ml ในสภาวะทีÉมีนํÊ ายอ่ยและเอนไซมเ์ปปซิน และจากการ
ทดลองในครัÊ งนีÊ ยงัพบว่าเมด็เจลทีÉเคลือบและไม่เคลือบดว้ยไคโตซานให้การรอดชีวิตทีÉไม่แตกต่าง
กันทางสถิติ  (p<0.05) ทัÊ งนีÊ เนืÉ องจากการละลายไคโตซานต้องละลายด้วยกรดอะซิติก  ซึÉ ง 
กรดอะซิติกอาจทาํลายแคปซูลทีÉห่อหุ้มเซลล์ เมืÉอนําเม็ดเจลไปผ่านกรด ผลการรอดชีวิตจึงไม่
แตกต่างกัน และเมืÉอเปรียบเทียบการรอดชีวิตในสภาวะทีÉมีกรด พบว่า เม็ดเจลทีÉเคลือบด้วย 
ไคโตซานให้การรอดชีวิตสูงกว่าเมด็เจลทีÉเคลือบดว้ยโซเดียมอลัจิเนต ซึÉ งผลดงักล่าวสอดคลอ้งกบั
การทดลองของ Iyer และ Kailasaphathy (2005) ซึÉ งห่อหุ้ม L. acidophilus CSCC 2400 ดว้ย
โซเดียมอลัจิเนต และเคลือบเม็ดเจลดว้ยดว้ยไคโตซาน พบว่า เม็ดเจลทีÉเคลือบดว้ยไคโตซาน 
โปรไบโอติกจะมีการรอดชีวิตสูงกวา่เมด็เจลทีÉเคลือบดว้ยอลัจิเนตและโพลีแอลไลซีน ในสภาวะทีÉมี
กรด และเช่นเดียวกบัการทดลองของ Krasaekoopt และคณะ (2003) ไดศึ้กษาการรอดชีวิต 
ของ L. acidophilus และ L. casei ทีÉถูกห่อหุ้มและเคลือบเม็ดเจลดว้ยไคโตแซน อลัติเนตและ 
โพลีแอลไลซีน นาํเมด็เจลมาผา่นสภาวะกรดพีเอช 1.55 เป็นเวลา 2 ชัÉวโมง พบว่า L. acidophilus 
และ L. casei ทีÉถูกห่อหุ้มเซลลแ์ละเคลือบดว้ยไคโตซานให้การรอดชีวิตสูงสุดเท่ากบั 75.15 และ 
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66.92 เปอร์เซ็นต ์ในขณะทีÉการเคลือบดว้ยอลัจิเนตให้การรอดชีวิต 60.43 และ 43.42 เปอร์เซ็นต ์
ตามลาํดบั  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 21. Effects of polymer coatings on a) %survival and b) cell numbers (log CFU/ml) of 
  co-encapsulated L. plantarum CIF17 A5 under acidic condition (pH 2.0 for 3 h).  
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  3.3.4 ผลของวธีิการทาํแห้งเซลล์ทีÉผ่านการห่อหุ้มต่อการรอดชีวติในสภาวะทีÉมีกรด 
  นาํ L. plantarum CIF17 A5 มาห่อหุม้ดว้ยโซเดียมอลัจิเนต 2 เปอร์เซ็นต ์ร่วมกบัการ
เติมเส้นใยถัÉวเหลือง 3 เปอร์เซ็นต์ จากนัÊนนาํเม็ดเจลทีÉได้ไปเคลือบดว้ย สารละลายไคโตซาน  
0.4 เปอร์เซ็นต ์นาํเม็ดเจลทีÉไดไ้ปผา่นการทาํแห้งโดยเปรียบเทียบวิธีการทาํแห้งสองวิธี คือ ทาํแห้ง
แบบแช่เยอืกแขง็และทาํแหง้โดยใชร้ะบบสุญญากาศทีÉอุณหภูมิหอ้งร่วม พบวา่ การทาํแหง้เมด็เจลดว้ย
วิธีทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ใหก้ารรอดชีวิตเท่ากบั 67.98 เปอร์เซ็นต ์(Figure 22A.) เมืÉอพิจารณาจาํนวน
แบคทีเรียพบวา่จากเริÉมตน้ 9.36 log CFU/ml ลดลงเหลือ 6.36 log CFU/ml (Figure 22B.) ขณะทีÉเซลลที์É
ผ่านการทาํแห้งด้วยวิธีวางทีÉอุณหภูมิห้องร่วมกับการใช้ระบบสุญญากาศให้การรอดชีวิตเท่ากับ  
55.78 เปอร์เซ็นต ์เมืÉอพิจารณาจาํนวนแบคทีเรียพบว่าจากเริÉมตน้ 9.36 log CFU/ml ลดลงเหลือ  
5.22 log CFU/ml ดงัแสดงใน Figure 22B. โปรไบโอติกทีÉผา่นการห่อหุม้ร่วมกบัการเติมเส้นใยถัÉว
เหลือง 3 เปอร์เซ็นต ์แต่ไม่ผา่นการเคลือบดว้ยไคโตซาน ให้การรอดชีวิตเท่ากบั 60.07 และ 48.28 
เปอร์เซ็นต ์ เมืÉอผา่นการทาํแห้งแบบแช่เยือกแขง็และทาํแห้งโดยใชร้ะบบสุญญากาศทีÉอุณหภูมิห้อง
ร่วม ตามลาํดับ เมืÉอเปรียบเทียบระหว่างเซลล์อิสระและเซลล์ทีÉถูกห่อหุ้ม พบว่า การห่อหุ้มเซลล์
ร่วมกบัเส้นใยถัÉวเหลืองและเคลือบเมด็เจลดว้ยไคโตซาน โปรไบโอติกจะมีการรอดชีวิตสูงกว่าเซลล์
อิสระ หลงัการทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็และการทาํแหง้ดว้ยวิธีวางทีÉอุณหภูมิหอ้งร่วมกบัการใชร้ะบบ
สุญญากาศ เนืÉองจากการห่อหุม้เซลลช่์วยปกป้องเซลลจ์ากสภาวะภายนอกทีÉไม่เหมาะสมทาํใหเ้ซลลมี์
การรอดชีวิตหรือบาดเจ็บนอ้ยทีÉสุด จากการทดลองของ Sultana และคณะ (2000) ศึกษา การห่อหุ้ม  
L. acidophilus และ B. infantis ดว้ยอลัจิเนต ร่วมกบั Hi-maize starch ซึÉ งมีคุณสมบติัเป็นพรีไบโอติก
เปรียบเทียบกบัเซลล ์L. acidophilus และ B. infantis อิสระ แลว้เติมลงในโยเกิร์ต หลงัจากนัÊนนาํไปเกบ็
รักษาทีÉอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบว่าจาํนวน L. acidophilus และ B. infantis  
ในรูปเซลลอิ์สระจะมีลดลงประมาณ 1 log CFU/g ในขณะทีÉเซลล ์ L. acidophilus และ B. infantis  
ทีÉมีการห่อหุ้มดว้ยอลัจิเนตและอลัจิเนตร่วมกบั Hi-maize starch มีจาํนวนลดลงประมาณ 0.5 และ  
1.0 log CFU/g และเมืÉอเปรียบเทียบระหว่างการทาํแหง้เซลลที์Éถูกห่อหุ้มทัÊง 2 วิธี พบว่า เซลลที์Éถูก
ห่อหุ้มร่วมกบัการเติมเส้นใยถัÉวเหลือง และผ่านการทาํแห้งแบบแช่เยือกแขง็ ให้การรอดชีวิตสูงกว่า
การทาํแห้งโดยใชร้ะบบสุญญากาศทีÉอุณหภูมิห้องร่วม ทัÊงนีÊ อาจเนืÉองมาจากการทาํแห้งดว้ยวิธีวางทีÉ
อุณหภูมิห้องร่วมกบัการใชร้ะบบสุญญากาศระยะเวลาทีÉใชใ้นการทาํให้เซลลแ์ห้งประมาณ 5 วนั 
ขณะทีÉเซลลที์Éผา่นการทาํแห้งดว้ยวิธีแช่เยือกแขง็ใชเ้วลา 1 วนั ในการทาํใหเ้ซลลแ์หง้ ดงันัÊนจึงเลือก
วิธีการทาํแหง้โดยวิธีการแช่เยอืกแขง็ซึÉงมีความเหมาะสมในการทาํแหง้เซลล ์ดงันัÊนจึงเลือกวิธีการทาํ
แหง้แบบแช่เยอืกแขง็ เพืÉอนาํไปใชใ้นการทดลองต่อไป 
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Figure 22. Effects of freeze-dry and vacuum-dry on a) %survival and b) cell numbers  
 (log CFU/ml) of L. plantarum CIF17 A5.  
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  3.3.5 ผลของสาร cryoprotectant ต่อการรอดชีวติของโปรไบโอติกในกระบวนการทาํแห้ง
   แบบแช่เยอืกแข็ง  

นาํ L. plantarum CIF17 A5 มาห่อหุม้ดว้ยโซเดียมอลัจิเนตร่วมการการเติมเส้นใย
ถัÉวเหลือง 3 เปอร์เซ็นต ์และเคลือบดว้ยสารละลายไคโตซาน จากนัÊนนาํเมด็เจลทีÉไดไ้ปผา่นการทาํ
แห้งแบบแช่เยือกแขง็ ซึÉ งจากการนาํเมด็เจลไปผา่นการทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ ทาํใหจ้าํนวนเซลล์
ลดลงอย่างมาก จึงไดแ้กปั้ญหานีÊ โดยการใชห้าวิธีทีÉทาํให้เชืÊอโปรไบโอติกมีการรอดชีวิตมากทีÉสุด
หลงัการทาํแห้ง ซึÉ งวิธีการดงักล่าว คือ การเติมสาร cryoprotectant ซึÉ งสาร cryoprotectant ทีÉใช ้ 
คือ นมพร่องมนัเนย ซูโครส และเส้นใยถัÉวเหลือง ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร  
จากผลการทดลอง พบว่า การใชซู้โครสหรือนมพร่องมนัเนย ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกั 
ต่อปริมาตร เป็นสาร cryoprotectant ช่วยให้ L. plantarum CIF17 A5 มีการรอดชีวิตมากทีÉสุด  
(p<0.05) โดยให้การรอดชีวิตเท่ากบั 73.58 และ 74.69 เปอร์เซ็นต์ตามลาํดบั ดงัแสดงใน  
Figure 23A. เมืÉอพิจารณาจาํนวนแบคทีเรียพบว่าจากเริÉมตน้ 9.33 log CFU/ml หลงัการทาํแหง้แบบ
แช่เยอืกแขง็ จาํนวนเซลลเ์หลือ 6.88 และ 6.98 log CFU/ml ตามลาํดบั (Figure 23B.) การใชซู้โครส
หรือนมการใชซู้โครส นมพร่องมนัเนย และเส้นใยถัÉวเหลืองเป็นสาร cryoprotectant ให้การรอด
ชีวิตสูงกว่าชุดควบคุม โดยชุดควบคุมให้การรอดชีวิตเท่ากบั 63.94 เปอร์เซ็นต ์ เมืÉอเปรียบเทียบ
ระหว่างการนาํส่วนของเส้นใยอาหารมาใชเ้ป็น cryoprotectant กบัการใชส้าร cryoprotectant ทีÉใช้
กนัทัÉวไป คือ นํÊ าตาลซูโครสและนมพร่องมนัเนย พบว่า ซูโครสและนมพร่องมนัเนยนัÊนเสริมการ
รอดชีวิตของเชืÊอหลงัการทาํแหง้ไดดี้กว่า ดงันัÊนการใชเ้ส้นใยอาหารจากธญัพืชบางชนิด จึงเหมาะ
สาํหรับการเติมลงไปในการห่อหุ้มเซลลเ์พืÉอช่วยในเรืÉองการลดปริมาณรูพรุนบนเม็ดเจลและการ
เป็นตวัพยงุและยดึเกาะของเซลลใ์นระหวา่งการเลีÊยง 
 ปัจจุบนัมีการใช้สาร cryoprotectant หลายชนิดเพืÉอช่วยเพิÉมการรอดชีวิตของ 
โปรไบโอติกในสภาวะทีÉไม่เหมาะสม เช่น การทาํแห้งแบบแช่เยือกแข็ง ซึÉ งสารทีÉมีการใช้ เช่น  
นมพร่องมนัเนยคืนรูป ซูโครส ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรดแ์ละอินนูลิน เป็นตน้ จากการทดลองของ 
Capela และคณะ (2005) ไดท้าํการทดลองใชส้าร cryoprotectant เพืÉอช่วยเพิÉมการรอดชีวิตของ 
โปรไบโอติกในผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตแช่เยือกแขง็ทีÉเก็บไวที้Éอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 3 เดือน  
ซึÉ งสาร cryoprotectant ทีÉใช ้ไดแ้ก่ Hi-maize, ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (Raftilose®P95) และ 
อินนูลิน (Raftiline®ST) พบว่าการเติม ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (Raftilose®P95) ความเขม้ขน้  
1.5 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร ช่วยเพิÉมการรอดชีวิตของโปรไบโอติกได ้1.42 log CFU/ml 
ระหว่างการเก็บโยเกิร์ตทีÉ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 สัปดาห์ และจากการทดลองของ Saarela 
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และคณะ (2006) ไดศึ้กษาการทาํแหง้เชืÊอ L. rhamnosus E 800 และ L.  rhamnosus E 522 โดย
วิธีการทาํแหง้แบบแช่เยือกแขง็ร่วมกบัการเติมไฟเบอร์ของแอปเปิÊ ล ขา้วโอ๊ตทีÉมีส่วนประกอบของ 
β-glucan 10 และ 20 เปอร์เซ็นตเ์ป็นองคป์ระกอบ wheat dextrin, polydextrose และอินนูลิน เป็น
สาร cryoprotectant โดยมีชุดควบคุม คือ ซูโครส พบว่า L.  rhamnosus ทัÊงสองสายพนัธุ์ใหผ้ลการ
รอดชีวิตทีÉใกลเ้คียงกนั โดยการใช ้cryoprotectant ทีÉเป็นwheat dextrin และ polydextrose มีการรอด
ชีวิตใกลเ้คียงกบัการใช้ซูโครสเป็น cryoprotectant แต่สูงกว่าการใช้พรีไบโอติกชนิดอืÉนเป็น 
cryoprotectant หลงัจากผา่นการทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็  
 นอกจากนีÊ ในรายงานของ Otero และคณะ (2007) พบว่า การใชน้มพร่องมนัเนย 
6 เปอร์เซ็นต ์ ร่วมกบัซูโครส 6 เปอร์เซ็นตเ์ป็นสาร cryoprotectant จะทาํใหเ้ชืÊอ Lactobacillus 
delbrueckii subsp. delbrueckii มีปริมาณลดลงหลงัการทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ 2 log CFU/ml และ
นอ้ยกว่าการใชน้ํÊ าเป็นสารตวักลางอยา่งมีนยัสาํคญัทีÉระดบัความเชืÉอมัÉน 95 เปอร์เซ็นต ์ซึÉ งมีปริมาณ
เชืÊอลดลง 9 log CFU/ml แต่ไม่จาํเป็นวา่นมผงพร่องมนัเนยจะเหมาะสมสาํหรับเชืÊอทุกชนิด เช่นจาก
การทดลองของ Costa และ (2002) ทีÉทาํแหง้เชืÊอ Pantoea agglomerans CPA-2 ดว้ยวิธีการทาํแหง้
แบบแช่เยอืกแขง็ และใชส้ารตวักลางต่าง ๆ ในการทาํแหง้ พบวา่ นํÊาตาลพวกไดแซคคาร์ไรดใ์หก้าร
รอดชีวิตของเชืÊอ Pantoea agglomerans CPA-2 สูงทีÉสุดมากกว่า 60.00 เปอร์เซ็นต ์ในขณะทีÉการใช ้
นมผงพร่องมนัเนยให้การรอดชีวิตทีÉ 15.00 เปอร์เซ็นตเ์ท่านัÊน ซึÉ งจากการทดลองในครัÊ งนีÊพบว่า 
การใช้ซูโครสหรือนมพร่องมนัเนย เป็นสาร cryoprotectant ให้ผลต่อการรอดชีวิตของเชืÊอ 
โปรไบโอติกดีกว่าการใช้เส้นใยถัÉวเหลือง เนืÉองจาก สารละลายซูโครสและผมพร่องมันเนย 
สามารถเคลือบเม็ดเจลไดท้ัÊงหมด และนมผงพร่องมนัเนยเป็นโปรตีนทีÉสามารถไปเคลือบปกป้อง
บริเวณผนงัเซลลไ์ด ้ และนอกจากนัÊนมีคุณสมบติัทีÉช่วยป้องกนัผนงัเซลลไ์ม่ให้เกิดการเสียหายใน
ระหว่างการทาํแหง้ โดยจะช่วยใหก้ารเกิดผลึกนํÊ าแขง็ขนาดเลก็ (Carvalho et al., 2004) ทาํให ้
โปรไบโอติกทีÉถูกห่อหุ้มมีการรอดชีวิตสูงระหว่างการทาํแห้งแบบแช่เยือกแขง็ เนืÉองจากซูโครสมี
ราคาทีÉถูกกว่าและให้การรอดชีวิตทีÉไม่แตกต่างจากการใชน้มพร่องมนัเนย ดงันัÊนจึงเลือกซูโครส
เป็นสาร cryoprotectant เพืÉอใชใ้นการทดลองต่อไป 
 
 
 
 
 



 

 

72 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 23. Effects of cryoprotectants on a) %survival and b) cell numbers (log CFU/ml) of 
 co-encapsulated L. plantarum CIF17 A5 after freeze-drying.  
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  จากการทดลอง พบว่า ซูโครสเป็นสาร cryoprotectant ซึÉ งทาํให้โปรไบโอติกทีÉถูก
ห่อหุ้มมีการรอดชีวิตสูงในการทาํแห้งแบบแช่เยือกแข็ง ดังนัÊนจึงทดลองเพืÉอหาความเขม้ขน้ของ
ซูโครสทีÉเหมาะสมต่อการรอดชีวิตของโปรไบโอติกทีÉถูกห่อหุม้และผา่นการทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ 
โดยนาํ L. plantarum CIF17 A5 มาห่อหุ้มดว้ยโซเดียมอลัจิเนตร่วมกบัการเติมเส้นใยถัÉวเหลือง  
3 เปอร์เซ็นต ์นาํเมด็เจลทีÉไดไ้ปเคลือบดว้ยไคโตซาน และเติมซูโครสเพืÉอเป็นสาร cryoprotectant โดย
ความเขม้ขน้ของซูโครสทีÉใช ้คือ 0, 5, 10, 15 และ 20 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร จากนัÊนนาํ 
เมด็เจลไปผา่นการทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ พบว่า การใชซู้โครสความเขม้ขน้ 15 และ 20 เปอร์เซ็นต ์
ช่วยให ้L. plantarum CIF17 A5 ทีÉถูกห่อหุม้มีการรอดชีวิตสูงสุดหลงัการทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็และ
มีค่าไม่แตกต่างกนัทีÉระดบัเชืÉอมัÉนร้อยละ 95 โดยใหก้ารรอดชีวิตเท่ากบั 77.62 และ 78.78 เปอร์เซ็นต ์
ตามลาํดบั ดงัแสดงใน Figure 24A. เมืÉอพิจารณาจาํนวนแบคทีเรียพบว่า จากเริÉมตน้ 9.32 log CFU/ml 
เหลือ 7.23 และ 7.34 log CFU/ml ตามลาํดบั ดงัแสดงใน Figure 24B. ซึÉ งสูงกว่าชุดควบคุมซึÉงไม่มีการ
เติมสาร cryoprotectant เท่ากบั 18.06 และ 19.22 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั ขณะใชซู้โครสความเขม้ขน้  
5 และ 10 เปอร์เซ็นต ์ใหค้่าการรอดชีวิตเท่ากบั 77.22 และ 74.68 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั  
  การทาํแห้งแบบแช่เยือกแข็งเป็นการทาํแห้งผลิตภณัฑ์โดยใช้อุณหภูมิตํÉาทาํให้
เซลลมี์การรอดชีวิตนอ้ย ซูโครสเป็นนํÊ าตาลโมเลกุลคู่ มีคุณสมบติัเป็นสาร cryoprotectant ซึÉ งช่วย
ปกป้องเซลล์จากกระบวนการทาํแห้ง โดยสาร cryoprotectant ช่วยทาํให้เกิดนํÊ าอิสระน้อยใน
ระหวา่งกระบวนการทาํแหง้ ส่งผลใหเ้กิดผลึกนํÊ าแขง็ขนาดเลก็ (Carvalho et al, 2004) และเซลลซึ์Éง
ผ่านการทาํแห้งแบบแช่เยือกแขง็จึงมีการรอดชีวิตเพิÉมขึÊน ความเขม้ขน้ของซูโครสทีÉเหมาะสมจะ
ช่วยเคลือบเมด็เจล ซึÉงในการทดลองครัÊ งนีÊพบว่าซูโครสทีÉความเขม้ขน้ 15 และ 20 เปอร์เซ็นต ์ใหค้่า
การรอดชีวิตทีÉไม่แตกต่างกนัทีÉระดบัความเชืÉอมัÉนทีÉ 95 เปอร์เซ็นต ์ดงันัÊนจึงเลือกซูโครสทีÉความเขม้ 
15 เปอร์เซ็นต ์เพืÉอใชใ้นการทดลองต่อไป 
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Figure 24. Concentrations of sucrose on a) %survival and b) cell numbers (log CFU/ml) of  
 L. plantarum CIF17 A5 after freeze-drying.  
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 3.5 ทดสอบความสามารถในการทนต่อสภาวะทีÉมีกรดสูง และเกลอืนํÊาดีของแบคทเีรียทีÉผ่านถูก
  ห่อหุ้มหลงัผ่านการทาํแห้ง โดยการทดสอบแบบต่อเนืÉอง 

 นาํ L. plantarum CIF17 A5 มาห่อหุม้ดว้ยโซเดียมอลัจิเนต 2 เปอร์เซ็นต ์ร่วมกบั
เส้นใยถัÉวเหลือง 3 เปอร์เซ็นต ์จากนัÊนเคลือบเมด็เจลดว้ยไซโตซาน นาํไปทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็
และใชซู้โครสทีÉความเขม้ขน้ 15 เปอร์เซ็นต ์เป็นสาร cryoprotectant มาศึกษาความสามารถในการ
ทนต่อสภาวะทีÉมีกรดสูง พีเอช 2.0 เป็นเวลา 4 ชัÉวโมง และเกลือนํÊ าดีความเขม้ขน้ 0.3 เปอร์เซ็นต ์
เป็นเวลา 6 ชัÉวโมง โดยการทดสอบแบบต่อเนืÉอง พบว่า L. plantarum CIF17 A5 ใหก้ารรอดชีวิต 
81.22 เปอร์เซ็นต ์เมืÉอพิจารณาจาํนวนแบคทีเรียเริÉมตน้เท่ากบั 7.66 log CFU/ml หลงัผา่นกรดพีเอช 
2.0 เป็นเวลา 4 ชัÉวโมง เหลือ 6.14 log CFU/ml (Figure 25B.) ขณะทีÉเมด็เจลทีÉไม่มีการเติมเส้นใย 
ถัÉวเหลือง (microencapsulated cell) และเซลลอิ์สระให้รอดชีวิต 62.69 และ 61.25 เปอร์เซ็นต ์
ตามลาํดบั ดงัแสดงใน Figure 25A. จะเห็นไดว้่าเมด็เจลทีÉห่อหุม้ร่วมกบัเส้นใยถัÉวเหลืองและเคลือบ
ดว้ยไคโตซานให้การรอดชีวิตสูงกว่า 80 เปอร์เซ็นต ์เมืÉอเปรียบเทียบกบัเซลลที์Éไม่ถูกห่อหุ้ม ทัÊงนีÊ
เนืÉองจากเส้นใยอาหารทีÉเติมเขา้ไปมีคุณสมบติัเป็นรูพรุนช่วยให้เซลล์เขา้ไปยึดเกาะและเส้นใย 
ถัÉวเหลืองยงัช่วยลดรูพรุนบนผิวของเม็ดเจลอีกดว้ย (Figure 26C.) จึงทาํให้กรดซึมผ่านเขา้ไปสู่ 
เม็ดเจลไดย้าก ทาํให้เซลลมี์การรอดชีวิตสูง จากนัÊนเมืÉอนาํเม็ดเจลทีÉผ่านกรดพีเอช 2 เป็นเวลา  
4 ชัÉวโมง มาทดสอบความสามารถในการทนต่อเกลือนํÊ าดีทีÉความเขม้ขน้ 0.30 เปอร์เซ็นต ์ต่อเป็น
เวลา 6 ชัÉวโมง พบว่า โปรไบโอติกทีÉถูกห่อหุ้มร่วมกบัการเติมเส้นใยถัÉวเหลืองและเคลือบดว้ย 
ไคโตซานใหก้ารรอดชีวิตเท่ากบั 80.02 เปอร์เซ็นต ์ขณะทีÉโปรไบโอติกทีÉถูกห่อหุม้แต่ไม่มีการเติม
เส้นใยถัÉวเหลืองและเซลลอิ์สระใหก้ารรอดชีวิต 61.55 และ 55.71 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั เนืÉองจาก
เสน้ใยอาหารมีคุณสมบติัไม่ถูกยอ่ยในทางเดินอาหารส่วนบน ดงันัÊนจึงช่วยในการปกป้องเซลลจ์าก
สภาวะความเป็นกรดด่างในทางเดินอาหารได ้ทาํใหโ้ปรไบโอติกมีการรอดชีวิตสูง ซึÉ งจะสอดคลอ้ง
กบัการทดลองของ Michida และคณะ (2006) ซึÉ งใชส้ารพรีไบโอติกจากธญัพืช ไดแ้ก่ ขา้วมอลต ์
และบาร์เล่ย ์ เป็นตวัห่อหุ้มเซลลเ์พืÉอช่วยเคลืÉอนยา้ยโปรไบโอติกทีÉตอ้งผา่นทางเดินอาหารส่วนตน้
ไปสู่ลาํไส้ใหญ่ พบว่า เมืÉอเซลลอิ์สระของ L. plantarum ผา่นสภาวะทีÉเสมือนนํÊ ายอ่ยในกระเพาะ
อาหารเป็นเวลา 30 นาที ปริมาณเชืÊอเริÉมตน้จาก 7.24 log CFU/ml เหลือ 1.92 logCFU /ml แต่เมืÉอนาํ  
L. plantarum มาห่อหุม้ดว้ยเส้นใยบาร์เล่ย ์และทดสอบในสภาวะเดียวกนัเป็นเวลา 30 นาที ปรากฏ
วา่จากปริมาณเชืÊอเริÉมตน้ 7.24 log CFU /ml ลดลงเหลือ 5.1 log CFU/ml นอกจากนีÊ  Chandramoulia
และคณะ (2004) ศึกษาการรอดชีวิตของ Lactobacillus spp. ทีÉถูกห่อหุ้ม เมืÉอผ่านสภาวะทีÉเป็น
นํÊ ายอ่ยในทางเดินอาหาร พบว่า L. acidophilus CSCC 2400 ซึÉ งถูกห่อหุม้ดว้ยแคลเซียมอลัจิเนต 
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สามารถรอดชีวิตไดใ้นสภาวะทีÉผ่านนํÊ าย่อย และจากการศึกษาการทนต่อกรด เกลือนํÊ าดีและความ
ร้อนของโปรไบโอติก 8 สายพนัธุ์ คือ L. rhamnosus, B. longum, L. salivarius, L. plantarum,  
L. acidophilus, L. paracasei, B. lactis type Bl-O4, และ B. lactis type Bi-07 ซึÉ งถูกห่อหุม้ดว้ย 
อัลจิเนต พบว่า การห่อหุ้มเซลล์จะช่วยปรับปรุงการรอดชีวิตของเซลล์ในสภาวะดังกล่าวได ้ 
(Ding and Shah, 2007) ซึÉ งแสดงให้เห็นว่าเส้นใยอาหารจากพืชสามารถป้องกนัแบคทีเรียจาก
สภาวะทีÉรุนแรง เช่น การทาํแห้งแบบแช่เยือกแข็ง สภาวะความเป็นกรดด่างในทางเดินอาหาร  
เป็นตน้ เส้นใยอาหารจากพืชแต่ละชนิดจะมีปริมาณของเส้นใยทีÉแตกต่างกนั โดยเส้นใยอาหาร
เหล่านีÊ จะเขา้ไปปิดรูพรุนของเม็ดเจลส่งผลให้การแพร่ผ่านของกรดเขา้ไปในเม็ดเจลไดน้อ้ยลง และ
จากคุณสมบติัความเป็นรูพรุนของเส้นใยอาหารยงัช่วยในการยดึเกาะของตวัเซลลอี์กดว้ย จะเห็นว่า
ในสภาวะทีÉมีความเป็นกรดด่างในทางเดินอาหารเซลลอิ์สระจะมีใหค้่าการรอดชีวิตนอ้ยกว่าเซลลที์É
ถูกห่อหุ้มร่วมกบัการใชเ้ส้นอาหาร เนืÉองจากเซลลอิ์สระจะสัมผสัโดยตรงกบักรดด่างในทางเดิน
อาหาร ขณะทีÉเซลลที์Éถูกห่อหุม้จะมีโซเดียมอลัจิเนตเป็นชัÊนปกปกป้องเซลลแ์ละมีเส้นใยอาหารช่วย
กัÊนรูพรุนบนเมด็เจล ซึÉงทาํใหที้Éกรดด่างซึมผา่นไปสมัผสักบัตวัเซลลไ์ดย้าก  
 จากการศึกษาทาํให้มัÉนใจไดว้่าการนาํเทคนิคการห่อหุ้มเซลลม์าใชใ้นการห่อหุ้ม
โปรไบโอติก จะสามารถป้องกนัสภาวะความเป็นกรดด่างในทางเดินอาหารได ้เนืÉองจากพบว่าเมืÉอ
เม็ดเจลตกลงสู่กระเพาะอาหาร โปรไบโอติกทีÉถูกห่อหุ้มอยู่ในเมด็เจลจะถูกปลดปล่อยออกมาจาก
เมด็เจลนอ้ย เนืÉองจากอลัจิเนตทีÉใชใ้นการห่อหุ้มเซลลน์ัÊนจะคงตวัไดดี้ในสภาวะทีÉเป็นกรด และจะ
ละลายเมืÉออยูใ่นสภาวะพีเอชเป็นกลางหรือเป็นด่าง (Annan et al., 2008) เมืÉอลงสู่ลาํไส้ซึÉ งมีสภาวะ
เป็นด่างอ่อน ๆ แบคทีเรียจะถูกปลดปล่อยออกมาชา้ ๆ ซึÉงจากการทดลองนีÊพบว่าเมด็เจลเริÉมพองตวั
และแตกออกเมืÉอบ่มในสภาวะเสมือนด่างของลาํไส้ และนอกจากนีÊ ยงัพบว่าการห่อหุม้เซลลร่์วมกบั
การเติมเส้นใยอาหารจากพืชทาํให้โปรไบโอติกทีÉถูกห่อหุ้มมีการรอดชีวิตสูงขึÊนในสภาวะทีÉมีกรด
ด่างในทางเดินอาหาร เนืÉองจากเส้นใยอาหารจากพืชช่วยปิดรูพรุนของเมด็เจลส่งผลให้การแพร่ผา่น
ของกรดเขา้ไปในเม็ดเจลไดน้้อยลง โปรไบโอติกจึงมีการรอดชีวิตสูง และเมืÉอเม็ดเจลผ่านสภาวะ
ความเป็นกรดและเขา้สู่สภาวะความเป็นด่างในลาํไส้ เม็ดเจลจะค่อย ๆ ละลาย เส้นใยอาหารซึÉ งมี
คุณสมบติัความเป็นรูพรุนจึงช่วยในการยึดเกาะของโปรไบโอติก ทาํให้เกลือนํÊ าดีเขา้ไปสัมผสักบั
โปรไบโอติกไดย้าก ส่งผลใหก้ารรอดชีวิตของโปรไบโอติกเพิÉมขึÊน  
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Figure 25.  a) %survival and b) cell numbers (log CFU/ml) of encapsulated L.  plantarum CIF17 
 A5 under acidic and bile salt conditions. 
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                 (A)                                                   (B) 
     
 
 
 
  
           (C) 
Figure 26. Scanning electron micrographs (SEM) of microencapsulated L. plantarum CIF17 A5 

with sodium alginate (A), co-encapsulated with 3% (w/v) soybean crude fiber (B) and 
co-encapsulated with soybean crude fiber was coated chitosan (C)  

 
 3.5 ผลของประสิทธิภาพการปลดปล่อยของเซลล์ออกจากเม็ดเจล 
 นาํ L. plantarum CIF17 A5 มาห่อหุม้ดว้ยโซเดียมอลัจิเนต 2 เปอร์เซ็นต ์ร่วมกบั
การเติมเสน้ใยถัÉวเหลือง 3 เปอร์เซ็นต ์จากนัÊนเคลือบเมด็เจลดว้ยสารละลายไซโตซาน นาํไปทาํแหง้
แบบแช่เยือกแขง็และใชซู้โครสทีÉความเขม้ขน้ 15 เปอร์เซ็นต ์เป็นสาร cryoprotectant มาศึกษา
ประสิทธิภาพการปลดปล่อยของเซลลจ์ากเมด็เจล โดยแช่ในฟอสเฟตบฟัเฟอร์พีเอช 5.0, 6.0, 7.0 
และ 8.0 เขย่าทีÉ 150 รอบต่อนาที นับจาํนวนเซลลที์Éหลุดออกมาในส่วนของสารละลายทุก ๆ  
1 ชัÉวโมง จนครบ 6 ชัÉวโมง คาํนวณเปอร์เซ็นตก์ารปลดปล่อยของเซลลที์Éออกจากเมด็เจล ซึÉงจากการ
ทดลองจะพบว่า เมืÉอเวลาเพิÉมขึÊนเปอร์เซ็นต์การปลดปล่อยของโปรไบโอติกออกจากเม็ดเจลมี
แนวโนม้เพิÉมมากขึÊนดงัแสดงใน Figure 27. โดยเมด็เจลทีÉนาํมาทดสอบในฟอสเฟตบฟัเฟอร์พีเอช 
5.0 และ 6.0 เป็นเวลา 6 ชัÉวโมง มีการปลดปล่อยเซลลอ์อกจากเมด็เจล 47.48 และ 52.17 เปอร์เซ็นต ์
ตามลาํดบั ขณะทีÉพีเอช 7.0 และ 8.0 เป็นเวลา 6 ชัÉวโมง มีการปลดปล่อยเซลลอ์อกจากเมด็เจล 99.00 
และ 99.67 เปอร์เซ็นต์ ตามลาํดบั เซลล์จะปลดปล่อยออกจากเม็ดเจลไดอ้ย่างรวดเร็วทีÉสุดใน
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ฟอสเฟตบฟัเฟอร์พีเอช 8 ซึÉงมีสภาวะทีÉเป็นเบส เนืÉองหมู่ไฮดรอกซิลในเบสจะเขา้ไปจบักบั Ca2+ ทาํ
ให้ D-mannuronic และ L-guluronic acid ซึÉ งเป็นองคป์ระกอบของอลัจิเนตจบักบั Ca2+  ไดน้อ้ย 
ส่งผลให้อลัจิเนตละลายในเบสไดดี้ เซลลจึ์งถูกปลดปล่อยออกจากเมด็เจลอยา่งรวดเร็ว ซึÉ งจากการ
ทดลองนีÊจะเห็นไดว้่าเซลลจ์ะปลดปล่อยออกจากเมด็เจลอยา่งชา้ ๆ ในสภาวะทีÉเป็นกรด สอดคลอ้ง
กบัการทดลองของ Annan และคณะ (2008) ซึÉ งห่อหุ้ม B. adolescentis 15703T ดว้ยอลัจิเนตและ
เคลือบเมด็เจลดว้ยเจลาติน พบว่า เมด็เจลจะคงตวัไดดี้ในสภาวะทีÉเป็นกรด และจะละลายเมืÉออยูใ่น
สภาวะพีเอชเป็นกลางหรือเป็นด่าง ยิÉงสภาวะทีÉเป็นด่างเมด็เจลจะละลายอยา่งรวดเร็ว 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 27. Effect of pH on the release of L. plantarum CIF17 A5 from alginate beads 
   (co-encapsulated with soybean crude fiber with chitosan coating). 
 
 3.6 ผลของอุณหภูมิและสภาวะการเก็บรักษาโปรไบติกทีÉผ่านการห่อหุ้มและทําแห้งหลังการ
  บรรจุในแคปซูล 

   นาํ L. plantarum CIF17 A5 มาห่อหุม้ดว้ยโซเดียมอลัจิเนต 2 เปอร์เซ็นต ์ร่วมกบัการ
เติมเส้นใยถัÉวเหลือง 3 เปอร์เซ็นต ์จากนัÊนเคลือบเมด็เจลดว้ยสารละลายไซโตซาน นาํไปทาํแห้งแบบ
แช่เยือกแขง็และใชซู้โครสทีÉความเขม้ขน้ 15 เปอร์เซ็นต ์เป็นสาร cryoprotectant นาํเมด็เจลมาบรรจุ 
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ในแคปซูลและบรรจุลงในถุงลามิเนต นาํไปทาํให้เป็นสุญญากาศดว้ยเครืÉองปิดปากถุงสุญญากาศ 
จากนัÊนนาํไปเกบ็รักษาทีÉอุณหภูมิหอ้ง และ 4 องศาเซลเซียส เกบ็ตวัอยา่งเพืÉอนบัจาํนวนจุลินทรียทุ์ก ๆ 
2 สัปดาห์ จนครบ 8 สัปดาห์ เปรียบเทียบกบัเซลลอิ์สระ และเซลลที์Éถูกห่อหุม้แต่ไม่เติมเส้นใยอาหาร 
พบว่า โปรไบโอติกทีÉห่อหุ้มร่วมกบัเส้นใยถัÉวเหลืองและเคลือบดว้ยไคโตซานมีจาํนวนเซลล์คงทีÉ  
เมืÉอเก็บรักษาไวที้Éอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในขณะทีÉเซลลอิ์สระและเซลลที์Éห่อหุม้โดยไม่เติมเส้นใย
อาหารมีปริมาณแบคทีเรียลดลง 0.25 และ 0.12 log CFU/ml ตามลาํดบั เมืÉอเกบ็รักษาจนครบ 8 สัปดาห์ 
ดงัแสดงใน Figure 28. เมืÉอเปรียบเทียบกบัการเก็บรักษาทีÉอุณหภูมิห้อง พบว่า โปรไบโอติกทีÉ 
ถูกห่อหุม้ร่วมกบัเส้นใยถัÉวเหลืองและเคลือบดว้ยไคโตซานมีจาํนวนลดลง 2.17 log CFU/ml ในขณะ 
ทีÉเซลล์อิสระและเซลล์ทีÉห่อหุ้มโดยไม่เติมเส้นใยอาหารมีจาํนวนแบคทีเรียลดลง 2.96 และ  
3.17 log CFU/ml ตามลาํดบั ดงัแสดงใน Figure 29. เมืÉอเก็บรักษาจนครบ 8 สัปดาห์ ซึÉ งจากการทดลอง
จะเห็นไดว้า่อุณหภูมิในการเกบ็รักษาผลิตภณัฑมี์ผลต่อการรอดชีวิตของแบคทีเรียโปรไบโอติก ดงัจะ
เห็นไดจ้ากการทดลองนีÊ ซึÉงพบวา่ลกัษณะผลิตภณัฑเ์ดียวกนัแต่เกบ็รักษาทีÉต่างสภาวะอุณหภูมิ จาํนวน
แบคทีเรียทีÉรอดชีวิตก็มีความแตกต่างกนั ซึÉ งสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Costa และคณะ (2002) 
พบว่า Pentoea agglomerans ทีÉเก็บรักษาไวที้É 4 องศาเซลเซียส จะมีปริมาณแบคทีเรียลดลงเพียง  
0.5 log CFU/ml เมืÉอเก็บรักษาไว ้ 90 วนั ในขณะทีÉการเก็บรักษาไวที้Éอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
จะมีปริมาณแบคทีเรียลดลง 3 log CFU/ml ทีÉเวลาการเก็บรักษา 28 วนั และจากการทดลองของ  
Saarela และคณะ (2000) พบวา่ Bifidobacterium sp. ทีÉเกบ็รักษาไวที้ÉอุณหภูมิตํÉา จะมีการรอดชีวิตหลงั
การทาํแห้งสูงกว่าการเก็บรักษาทีÉอุณหภูมิห้อง จากการทดลองพบว่าเซลลที์Éถูกห่อหุ้มจะมีการรอด
ชีวิตมากกวา่เซลลอิ์สระ และการเติมเสน้ใยอาหารร่วมกบัการห่อหุม้กส่็งเสริมการรอดชีวิตเพิÉมมากขึÊน
และช่วยเพิÉมระยะเวลาในการเก็บรักษาในผลิตภณัฑไ์ด ้ซึÉ งสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Saarela และ
คณะ (2006) พบวา่การใชเ้สน้ใยอาหารของแอปเปิÊ ล ขา้วโอต๊ wheat dextrin, polydextrose และอินนูลิน 
เป็นตวัพยุงเซลลใ์นการทาํแห้งแบบแช่เยือกแข็งเปรียบเทียบกบัการใชซู้โครสเป็นตวัพยุง พบว่า  
L. rhamnosus ทีÉถูกห่อหุม้อยูใ่นตวัพยงุ คือ wheat dextrin และ polydextrose มีการรอดชีวิตสูงกว่าตวั
พยงุชนิดอืÉน หลงัจากผา่นการทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็หลงัจากนัÊนคดัเลือกตวัพยงุทีÉให้การรอดชีวิต
ของ L. rhamnosus ดีทีÉสุดมา 4 ชนิด คือ sucrose, oat flour 20 เปอร์เซ็นต ์β-glucan, wheat dextrin และ 
polydextrose มาเติมในนํÊ าแอปเปิÊ ล และเก็บรักษาทีÉอุณหภูมิ 4 และ 20 องศาเซลเซียส พบว่า oat flour 
20 เปอร์เซ็นต ์β-glucan ใหผ้ลการรอดชีวิตของ L. rhamnosus ไดดี้ทีÉสุด นอกจากนีÊ  Sultana และคณะ 
(2000) ไดศึ้กษาการห่อหุม้แบคทีเรียโปรไบโอติก ดว้ยอลัจิเนตร่วมกบัแป้งขา้วโพด ซึÉ งมีคุณสมบติั 
เป็นพรีไบโอติก แลว้เติมลงในโยเกิร์ต เก็บรักษาทีÉอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบว่า
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จาํนวนแบคทีเรียโปรไบโอติกในรูปเซลลอิ์สระจะมีลดลงประมาณ 1 logcycle ในขณะทีÉโปรไบโอติก
ทีÉถูกห่อหุม้มีจาํนวนลดลงเพียง 0.5 logcycle  
 โดยส่วนใหญ่แล้วอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์ทีÉ มี ส่วนประกอบของ 
โปรไบโอติกทีÉเก็บรักษาโดยการแช่เยน็จะอยูใ่นช่วง 3–6 สัปดาห์ ซึÉ งผลิตภณัฑที์Éไดรั้บการเก็บรักษา
โดยการแช่เยน็จะมีความคงตวัของเชืÊอโปรไบโอติกมากกว่าผลิตภณัฑที์Éเก็บรักษาโดยไม่ไดแ้ช่เยน็ 
ส่วนอายกุารเก็บรักษาของผลิตภณัฑที์ÉเติมเชืÊอในลกัษณะแหง้ จะประมาณ 12 เดือน แต่อยา่งไรก็ตาม
การรอดชีวิตของโปรไบโอติกอาจลดลงไดร้ะหวา่งระยะเวลาเกบ็รักษา (Lori, 2001)  
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 28. Viable population of freeze-dried encapsulated L. plantarum CIF17 A5 in gelatin

capsule packed in vacuum aluminium foil and stored at 4°C (a) and room 
temperature (b) for 8 weeks. 
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บททีÉ 4 

บทสรุปและข้อเสนอแนะ 

 การห่อหุม้ L. acidophilus TISTR 1034 ดว้ยโซเดียมอลัจิเนต 2 เปอร์เซ็นต ์โดยใช้
เขม็ฉีดยาขนาด 18, 22, 24 และ 27G ศึกษาการรอดชีวิตในสภาวะทีÉมีกรดพีเอช 2.0 นาน 3 ชัÉวโมง 
พบวา่ การห่อหุม้เซลลโ์ดยใชเ้ขม็ฉีดยาขนาด 18G ซึÉงใหเ้มด็เจลขนาด 2.40 mm. ทาํใหโ้ปรไบโอติก
มีการรอดชีวิตสูงสุด คือ 45.43 เปอร์เซ็นต ์ หลงัจากนัÊนจึงเลือกเขม็ฉีดยาขนาด18G ไปใชใ้นการ
ห่อหุ้มเซลล์และศึกษาผลของความเขม้ขน้โซเดียมอลัจิเนตต่อการรอดชีวิตของโปรไบโอติกใน
สภาวะทีÉมีกรด พบว่า การห่อหุม้ L. acidophilus TISTR 1034 ดว้ยโซเดียมอลัจิเนตความเขม้ขน้  
2 เปอร์เซ็นต ์จะช่วยใหโ้ปรไบโอติกมีการรอดชีวิตสูง เท่ากบั 45.36 เปอร์เซ็นต ์ซึÉ งใหก้ารรอดชีวิต
สูงกวา่การห่อหุม้โปรไบโอติกดว้ยโซเดียมอลัจิเนต 1 และ 1.5 เปอร์เซ็นต ์
 จากการศึกษาเปรียบเทียบการทนต่อกรดของโปรไบโอติกทีÉแยกมาจากคน สัตว ์
และอาหารหมกัโดย L.  plantarum CIF17 A5 ซึÉ งแยกไดจ้ากคน L. acidophilus TISTR 1034 และ 
L. plantarum TISTR 875 ซึÉ งแยกมาจากหนูและกะหลํÉาปลีดอง ตามลาํดบั นาํโปรไบโอติกทัÊง  
3 สายพนัธุ์ มาห่อหุม้เซลลด์ว้ยโซเดียมอลัจิเนต 2 เปอร์เซ็นต ์โดยใชเ้ขม็ฉีดยาขนาด 18G นาํเมด็เจลไป
แช่กรดพีเอช 2.0 เป็นเวลา 3 ชัÉวโมง พบวา่ L.  plantarum CIF17 A5 ทีÉถูกห่อหุม้ใหก้ารรอดชีวิตสูงกว่า 
 L. acidophilus TISTR 1034 และL. plantarum TISTR 875 ซึÉงใหก้ารรอดชีวิตเท่ากบั 71.11 เปอร์เซ็นต ์
และการเซลลที์Éถูกห่อหุม้จะมีการรอดชีวิตสูงกว่าเซลลอิ์สระ จึงเลือก L.  plantarum CIF17 A5 เพืÉอใช้
ในการทดลองต่อไป โดยการห่อหุม้ L.  plantarum CIF17 A5 ร่วมกบัการเติมพรีไบโอติกหรือเส้นใย
อาหารจากพืช และศึกษาการทนต่อกรด พบว่า การห่อหุม้เซลลร่์วมกบัการเติมเส้นใยถัÉวเหลืองจะช่วย
ให ้L.  plantarum CIF17 A5 มีการรอดชีวิตสูงสุดเท่ากบั 84.39 เปอร์เซ็นต ์ในสภาวะทีÉมีกรดพีเอช 2.0
เป็นเวลา 3 ชัÉวโมง ขณะทีÉเซลลที์Éถูกห่อหุม้แต่ไม่เติมสารพรีไบโอติกหรือเส้นใยอาหารจากพืชใหก้าร
รอดชีวิตเท่ากบั 68.78 เปอร์เซ็นต ์โดยเส้นใยถัÉวเหลืองจะช่วยปิดรูพรุนบนเมด็เจลทาํให้กรดซึมผา่น
ไปสัมผสักบัโปรไบโอติกไดย้าก โดยพบว่าการห่อหุ้มโปรไบโอติกร่วมกบัการเติมเส้นใยถัÉวเหลือง  
3 เปอร์เซ็นต ์ให้การรอดชีวิตเท่ากบั 85.30 เปอร์เซ็นตสู์งกว่าการเติมเส้นใยถัÉวเหลือง 1, 2 และ  
4 เปอร์เซ็นต ์จึงเลือกเส้นใยถัÉวเหลือง 3 เปอร์เซ็นตเ์พืÉอใชก้ารทดลองต่อไป โดยศึกษาผลการเคลือบ
เม็ดเจลต่อการรอดชีวิตหลงัการผ่านกรด พบว่า การห่อหุ้มเซลล์ร่วมกับการเติมเส้นใยถัÉวเหลือง  
3 เปอร์เซ็นต์ และเคลือบเม็ดเจลด้วยไคโตซาน 0.4 เปอร์เซ็นต์ให้ค่าการรอดชีวิตเท่ากับ  
86.58 เปอร์เซ็นต ์ซึÉ งสูงกว่าการเคลือบเมด็เจลดว้ยอลัจิเนต แต่เมืÉอนาํเมด็เจลดงักล่าวไปศึกษาการทาํ
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แหง้ โดยศึกษาการทาํแหง้ 2 วิธี คือ การทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็และทาํแหง้โดยใชร้ะบบสุญญากาศทีÉ
อุณหภูมิหอ้งร่วม การห่อหุม้ L. plantarum CIF17 A5 ร่วมกบัการเติมเส้นใยถัÉวเหลือง 3 เปอร์เซ็นต ์
และเคลือบดว้ยไคโตซาน และนาํเม็ดเจลไปผ่านการทาํแห้ง พบว่าการทาํแห้งเม็ดเจลดว้ยวิธีการทาํ
แหง้แบบแช่เยอืกแขง็โปรไบโอติกจะมีการรอดชีวิตเท่ากบั 67.98 เปอร์เซ็นต ์ขณะทีÉการทาํแหง้ดว้ยวิธี
วางทีÉอุณหภูมิห้องร่วมกบัการใชร้ะบบสุญญากาศให้การรอดชีวิตเท่ากบั 55.78 เปอร์เซ็นต ์ดงันัÊนจึง
เลือกการทาํแห้งแบบแช่เยือกแข็งเพืÉอใชใ้นการทดลองต่อไป อย่างไรก็ตามจะเห็นไดโ้ปรไบโอติก 
ทีÉถูกห่อหุ้มมีการรอดชีวิตน้อยเมืÉอผ่านการทาํแห้งแบบแช่เยือกแข็ง ดังนัÊ นจึงทดลองเติมสาร 
cryoprotectant ก่อนการนาํเมด็เจลไปผา่นการทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ โดยสาร cryoprotectant ทีÉใช ้คือ 
นมพร่องมนัเนย ซูโครส และเส้นใยถัÉวเหลือง ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร พบว่า
ซูโครสและนมพร่องมนัเนย เป็นสาร cryoprotectant ทีÉช่วยใหโ้ปรไบโอติกทีÉถูกห่อหุม้มีการรอดชีวิต
สูงสุด (p>0.05) หลงัการทาํแหง้แบบแช่เยือกแขง็ แต่เนืÉองจากซูโครสมีราคาถูกกว่านมพร่องมนัเนย 
จึงเลือกใช้ซูโครสเป็นสาร cryoprotectant โดยพบว่าความเข้มข้นของซูโครสทีÉ เหมาะสม คือ  
15 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร โดยช่วยให ้L. plantarum CIF17 A5 ทีÉถูกห่อหุ้มมีการรอดชีวิต
เท่ากบั 77.62 เปอร์เซ็นต ์
 จากการทดลองดงัทีÉกล่าวมาขา้งตน้จะได ้L. plantarum CIF17 A5 ทีÉถูกห่อหุม้เซลล์
ดว้ยโซเดียมอลัจิเนต 2 เปอร์เซ็นต ์ร่วมกบัการเติมเสน้ใยถัÉวเหลือง 3 เปอร์เซ็นต ์โดยใชเ้ขม็ฉีดยาขนาด 
18G และเคลือบเมด็เจลดว้ยไคโตซาน 0.4 เปอร์เซ็นต ์ใชซู้โครสความเขม้ขน้ 15 เปอร์เซ็นต ์เป็นสาร 
cryoprotectant นาํเมด็เจลทีÉไดไ้ปผา่นการทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็  
 ผลิตภณัฑ์ทีÉไดน้าํมาทดสอบการทนต่อสภาวะกรดและเกลือนํÊ าดี พบว่า สามารถ 
ทนต่อสภาวะกรดพีเอช 2.0 เป็นเวลา 3 ชัÉวโมง และเกลือนํÊ าดีความเขม้ขน้ 0.3 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 
6 ชัÉวโมง ไดดี้ว่าเซลลอิ์สระ และเซลลที์Éถูกห่อหุ้มแต่ไม่มีการเติมเส้นใยอาหาร โดยให้การรอดชีวิต
เท่ากบั 80.02 เปอร์เซ็นต ์หลงัผา่นกรดและเกลือนํÊ าดีแบบต่อเนืÉอง และโปรไบโอติกทีÉถูกห่อหุม้จะมี
การปลดปล่อยเซลลอ์อกจากเมด็เจลไดดี้ในสภาวะทีÉมีเบส นอกจากนัÊนผลิตภณัฑที์Éไดน้าํมาบรรจุใน
แคปซูลและนําแคปซูลทีÉได้มาบรรจุในถุงลามิเนตสภาวะสุญญากาศ เก็บรักษาทีÉ อุณหภูมิ 
 4 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิห้อง พบว่า มีจาํนวนเซลล์คงทีÉ เมืÉอเก็บรักษาไวที้Éอุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส ในขณะทีÉเซลลอิ์สระและเซลลที์Éห่อหุม้โดยไม่เติมเส้นใยอาหารมีปริมาณแบคทีเรีย
ลดลง 0.25 และ 0.12 log CFU/ml ตามลาํดบั การเก็บรักษาทีÉอุณหภูมิหอ้งจาํนวนเซลลจ์ะมีการลดลง
อยา่งรวดเร็ว  
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสารเคมี 
 
1. องค์ประกอบและการเตรียมอาหารเลีÊยงเชืÊอ  

1.1 สารเคมีสาํหรับเตรียมอาหาร De Man Rogosa Sharpe (MRS)  
องคป์ระกอบของอาหารเลีÊยงเชืÊอ 

 Proteose peptone     10     กรัมต่อลิตร 
 Beef extract             10     กรัมต่อลิตร 
 Yeast extract            5       กรัมต่อลิตร 
 Dextrose                 20     กรัมต่อลิตร 
 Tween 80          1       มิลลิลิตรต่อลิตร 
 Ammonium citrate     2       กรัมต่อลิตร 
 Sodium acetate           5       กรัมต่อลิตร 
 Magnesium sulphate     0.10  กรัมต่อลิตร 
 Manganese sulphate     0.05  กรัมต่อลิตร 
 Dipotassium phosphate    2       กรัมต่อลิตร 
วธีิการเตรียม 

 ชัÉงอาหาร 55.15 กรัมต่อนํÊ ากลัÉน 1 ลิตร คนให้ส่วนผสมเขา้กนัดว้ย magnetic 
stirrer แลว้ทาํให้ปราศจากเชืÊอดว้ยเครืÉองนึÉ งฆ่าเชืÊอความดนัไอนํÊ าทีÉความดนัไอนํÊ า 15 ปอนดต่์อ
ตารางนิÊว ทีÉอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 
2. สารละลาย โปตัสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ 
 ประกอบดว้ย 
 K2HPO4·3H2O     0.05 โมลาร์ 
 KH2PO4      0.05 โมลาร์ 
 NaCl      0.85  กรัม 
  ใช้ สารละลาย KH2PO4 ปรับ สารละลาย K2HPO4·3H2O จนได้พีเอชทีÉต้องการ 
จากนัÊนตวงบฟัเฟอร์ตามปริมาตรทีÉตอ้งการ เติม NaCl ลงไป ทาํใหป้ราศจากเชืÊอดว้ยการนึÉงฆ่าเชืÊอทีÉ 
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิÊว เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

วธีิวเิคราะห์ 

1. การเตรียมหัวเชืÊอจุลนิทรีย์ 

 นาํเชืÊอโปรไบโอติกทัÊง 3 สายพนัธุ์ (L. plantarum CIF17 A5, L. plantarum TISTR 
875 และ L.  acidophilus TISTR 1034 และ) เลีÊยงในอาหาร MRS ปริมาตร10 มล. บ่มทีÉอุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส จากนัÊนถ่ายเชืÊอเริÉ มตน้ 10 เปอร์เซ็นต์ ลงในอาหาร MRS บ่มทีÉอุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัÉวโมง แยกตวัเซลลโ์ดยนาํไปหมุนเหวีÉยง 8,500 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ลา้งตวัเซลลด์ว้ยโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อ
ปริมาตร 2 ครัÊ ง และเติมโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ นํÊ าหนักต่อปริมาตร เพืÉอทาํให้เป็น 
suspension เจือจางจนไดค้วามเขม้ขน้ 109-1010 CFU/ml 
 
2.  การนับจํานวนแบคทเีรียทัÊงหมด 
 2.1 การนับจํานวนแบคทเีรียแลกติกทีÉไม่ผ่านการห่อหุ้มเซลล์ 
   นาํแบคทีเรียแลกติกมาทาํการเจือจางแบบ serial ten-fold dilution ดว้ยโซเดียมคลอไรด ์
0.85 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร โดยแบคทีเรียทีÉผา่นกรดพีเอช 2.0 นาน 3 ชัÉวโมง ใหเ้จือจางจนได้
ความเขม้ขน้ 102 ถึง 104 และแบคทีเรียทีÉไม่ผ่านกรด ให้เจือจางจนไดค้วามเขม้ขน้ทีÉ 106 ถึง 108  
นบัจาํนวนเซลลที์Éรอดชีวิตโดยการ pour plate บนอาหารแขง็ MRS ทีÉมีการเติม bromocresol purple 
0.004 เปอร์เซ็นต ์ (นบัโคโลนีทีÉเปลีÉยนสีอาหารแขง็ MRS จากสีม่วงเป็นสีเหลือง) บ่มทีÉอุณหภูมิ 
 37 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ชัÉวโมง รายงานผลเป็น log CFU/ml 
 2.2 การนับจํานวนแบคทเีรียแลกติกทีÉผ่านการห่อหุ้ม 
   ชัÉงเมด็เจล 1 กรัม เติมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.5 ปริมาตร 9 ml นาํไปเขยา่บน
เครืÉอง vortex ทีÉระดบัความเร็วสูงสุด นาน 10 นาที เจือจาง suspension ของเซลลที์Éไดต่้อแบบ  
serial ten-fold dilution ดว้ยโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต ์นํÊ าหนกัต่อปริมาตร จนไดค้วาม
เขม้ขน้ทีÉเหมาะสม นบัจาํนวนเซลลใ์นเมด็เจล โดยการ pour plate บนอาหาร MRS agar ทีÉมี 
bromocresol purple 0.004 เปอร์เซ็นต ์ (นบัโคโลนีทีÉเปลีÉยนสีอาหารแขง็ MRS จากสีม่วงเป็นสี
เหลือง) บ่มทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ชัÉวโมง รายงานผลเป็น log CFU/ml 
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3. การวเิคราะห์หาปริมาณความชืÊน (AOAC, 1990) 

 1.  อบภาชนะสาํหรับหาความชืÊนในตูอ้บทีÉอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัÉวโมง 
นาํออกจากตูอ้บใส่ไวใ้นโถดูดความชืÊน ปล่อยทิÊงไวจ้นอุณหภูมิของภาชนะเท่ากบัอุณหภูมิหอ้งแลว้
ชัÉงนํÊ าหนกั 
 2.  ทาํซํÊ าขอ้ 1 จนไดผ้ลต่างของนํÊ าหนกัทีÉชัÉงทัÊงสองครัÊ งติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัมและ
จดบนัทึก 
 3.  ชัÉงตวัอย่างใส่ภาชนะหาความชืÊนซึÉ งทราบนํÊ าหนกัและบนัทึกนํÊ าหนกัทีÉแน่นอนของ
ภาชนะและตวัอยา่ง 
 4.  นาํไปอบในตูอ้บทีÉอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-5 ชัÉวโมงนาํออกจากตูอ้บใส่
ไวใ้นโถดูดความชืÊน ปล่อยทิÊงไวจ้นอุณหภูมิของภาชนะเท่ากบัอุณหภูมิหอ้งแลว้ชัÉงนํÊ าหนกั 
 5.  ชัÉงนํÊ าหนกัภานะและตวัอยา่งหลงัจากนัÊนนาํกลบัไปอบในตูอ้บและทาํซํÊ าเช่นเดิมจน
ไดผ้ลต่างของนํÊาหนกัทีÉชัÉงทัÊงสองครัÊ งติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัมและจดบนัทึก 
 วธีิการคาํนวณ 
ปริมาณความชืÊน (ร้อยละ)  =  (นํÊาหนกัตวัอยา่งก่อนอบ-นํÊาหนกัตวัอยา่งหลงัอบ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นํÊาหนกัตวัอยา่งก่อนอบ 
x 100 
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ภาคผนวก ค 

ผลการทดลอง 

Table 13. Effects of needle size on survival of L. acidophiilus TISTR 1034 under treatment 
  of simulated gastric juice (pH 2.0 for 3 h at 37°C). 

Sodium alginate concentration Viable cells (log CFU/ml) 

(%) Before After 
free cell 9.17 ± 0.089 2.50 ± 0.109 

1 9.15 ± 0.062 3.02 ± 0.048 
1.5 9.15 ± 0.028 3.11 ± 0.061 
2 9.19 ± 0.091 4.17 ± 0.067 

 

Table 14. Effects of sodium alginate concentration on survival of  L. acidophiilus TISTR 
  1034 under treatment of simulated gastric juice (pH 2.0 for 3 h at 37°C). 

Needle sizes 
Viable cells (log CFU/ml) 

Before After 
free cell 9.17 ± 0.070 2.40 ± 0.114 

18 G 9.18 ± 0.080 4.17 ± 0.088 
22 G 9.20 ± 0.107 3.49 ± 0.148 
24G 9.08 ± 0.045 2.92 ± 0.110 
27G 9.21 ± 0.112 2.84 ± 0.121 
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Table 15. Comparative survival of free cell and encapsulated probiotic originated from 
  human rat and kickled cabbage under acidic condition (pH 2.0 for 3 h).  

Table 16. Effects of prebiotics and crude fibers as co-encapsulants on  survival of  
  L. plantarum CIF17 A5 under acidic condition at pH 2.0 for 3 h at 37 °C.  

Prebiotics 
Viable cells (log CFU/ml) 

Before After 

free cell 9.23 ± 0.067 5.71 ± 0.052 

micro-encapsulated cell 9.28 ± 0.023 9.28 ± 0.142 

FOS 8.99 ± 0.040 8.99 ± 0.099 

mung bean crude fiber 9.28 ± 0.080 9.28 ± 0.093 

mung bean extract 9.33 ± 0.014 9.33 ± 0.063 

soybean crude fiber 9.30 ± 0.022 9.30 ± 0.009 

soybean extract 9.31 ± 0.207 9.31 ± 0.031 

corn crude fiber 9.29 ± 0.062 9.29 ± 0.029 

corn extract 9.10 ± 0.043 9.10 ± 0.140 

banana peel extract 9.32 ± 0.048 9.32 ± 0.044 

banana extract 9.26 ± 0.097 9.26 ± 0.097 

EPS 9.20 ± 0.028 9.20 ± 0.028 

 

probiotic strains 

Viable cells (log CFU/ml) 

free cell encapsulated cell 

Before After Before After 

L. plantarum CIF17 A5 9.31 ± 0.08 6.44 ± 0.11 9.28 ± 0.020 6.96 ± 0.010 

L. acidophilus TISTR 1034 9.40 ±0.05 2.11 ± 0.03 10.07 ± 0.58 2.52 ± 0.160 

L. plantarum TISTR 875 8.75 ± 0.04 2.55 ± 0.330 8.00 ± 0.160 2.87 ± 0.080 
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Table 17. Effects of different soybean crude fiber concentrations on survival of L. plantarum
   CIF17 A5 under simulated gastric juice (pH 2.0 for 3 h at 37°C). 

 

Table 18. Effects of polymer coatings on survival of co-encapsulated L. plantarum CIF17 
  A5 under acidic condition (pH 2.0 for 3 h).  

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Soybean crude fiber concentration (%) 
Viable cells (log CFU/ml) 

Before After 

free cell 9.22 ± 0.067 5.80 ± 0.161 

0 9.39 ± 0.401 6.38 ± 0.142 

1 9.39 ± 0.4012 7.40 ± 0.229 

2 9.19 ± 0.010 7.64 ± 0.076 

3 9.14 ± 0.039 7.84 ± 0.054 

4 9.28 ± 0.023 7.00 ± 0.077 

Polymer 
Viable cells (log CFU/ml) 

Before After 

free cell 9.09 ± 0.222 5.85 ± 0.133 

microencapsulated cell 9.37 ± 0.031 6.33 ± 0.060 

3% soybean crude fiber 9.34 ± 0.082 7.86 ± 0.131 

3%  soybean crude fiber + 0.4% chitosan 9.35 ± 0.026 8.07 ± 0.050 

3%  soybean crude fiber + 0.4% alginate 9.19 ± 0.149 7.56 ± 0.275 
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Table 19. Survival of L. plantarum CIF17 A5 after freez-drying and vacuum-drying. 

 
Table 20. Effects of cryoprotectants on survival of co-encapsulated L. plantarum  
 CIF17 A5 after freeze-drying.  

 

 

 
 
 

 

  

Viable cells (log CFU/ml) 

Freeze-dry Vacuum-dry 

Before After Before After 

Free cell 9.35 ± 0.015 3.16 ± 0.040 9.35 ± 0.015 2.22 ± 0.045 

Microencapsulated cell 9.36 ± 0.026 4.10 ± 0.045 9.33 ± 0.045 3.23 ± 0.026 

3%soybean crude fiber 9.36 ± 0.024 5.62 ± 0.053 9.36 ± 0.024 4.52 ± 0.227 
3%soybean crude fiber + 

chitosan 
9.36 ± 0.025 6.36 ± 0.061 9.36 ± 0.025 5.22 ± 0.108 

Cryoprotectants 
Viable cells (log CFU/ml) 

Before After 

control 9.36 ± 0.054 5.98 ± 0.155 

sucrose 9.36 ± 0.054 6.88 ± 0.092 

skim milk 9.36 ± 0.054 6.99 ± 0.078 

soybean crude fiber 9.36 ± 0.054 6.59 ± 0.061 
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Table 21. Concentrations of sucrose on survival of  L. plantarum CIF17 A5 after freeze-drying. 

Table 22. Survival of encapsulated L.  plantarum CIF17 A5 under acidic and bile salt 
 conditions. 

 

 

 

 

 

Sucrose concentration (%) 
Viable cells (log CFU/ml) 

Before After 

0 9.32 ± 0.026 5.55  ± 0.097 

5 9.32 ± 0.026 6.73  ± 0.051 

10 9.32 ± 0.026 6.96  ± 0.083 

15 9.32 ± 0.026 7.23  ± 0.162 

20 9.32 ± 0.026 7.34  ± 0.038 

  

Viable cells (log CFU/ml) 

Before 
acid pH 2.0 

for 4 h 
acid pH 2.0 for 4 h 

+ 0.3% bile salt for 6 h 

Free cell 5.92 ± 0.068 3.63 ± 0.122 3.30 ± 0.207 

Microencapsulated cell 6.34 ± 0.041 3.98 ± 0.057 3.90 ± 0.052 

3%soybean crude fiber + 
chitosan 

7.66 ± 0.124 6.14 ± 0.043 6.13 ± 0.049 
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Table 23. Effect of pH on the release of L. plantarum CIF17 A5 from alginate beads 
   (co-encapsulated with soybean crude fiber with chitosan coating). 

Time 
(h) 

Cell release (log CFU/ml) 

1 2 3 4 5 6 

pH 5 2.33 ± 0.051 2.39 ± 0.063 2.41 ± 0.026 3.12 ± 0.071 3.25 ± 0.038 3.43 ± 0.066 

pH 6 2.46 ± 0.023 3.10 ± 0.069 3.17 ± 0.058 3.43 ± 0.076 3.61 ± 0.110 3.77 ± 0.105 

pH 7 3.15 ± 0.066 3.40 ± 0.085 4.45 ± 0.059 6.14 ± 0.214 7.08 ± 0.043 7.19 ± 0.035 

pH 8 3.36 ± 0.034 4.87 ± 0.130 6.40 ± 0.056 7.09 ± 0.035 7.16 ± 0.043 7.21 ± 0.029 
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