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บทคัดย่อ 

แก้วมังกรเป็นแหล่งของโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีมีสมบัติพรีไบโอติก ซ่ึงมีประโยชน์ต่อ

สุขภาพ ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงไดเ้ลือกศึกษาการสกดัโอลิโกแซคคาไรด์จากเน้ือแกว้มงักรพนัธ์ุสีขาว

ดว้ยน ้าและเอนไซมเ์พคติเนส ท าบริสุทธ์ิโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีสกดัไดด้ว้ยการหมกัดว้ยยีสต์ และน า

โอลิโกแซคคาไรดท่ี์ไดม้าทดสอบความคงทนต่อการยอ่ยภายใตส้ภาวะจ าลองระบบทางเดินอาหาร

ส่วนตน้ และประเมินคุณสมบติัการเป็นสารพรีไบโอติกโดยการหมกัดว้ยอุจจาระมนุษย์ และน าน ้ า

หมกัมาทดสอบการตา้นเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่มนุษย ์ การสกดัโอลิโกแซคคาไรด์ด้วยน ้ า พบว่า

ของแข็งท่ีละลายน ้ าและปริมาณน ้ าตาลในสารสกดัลดลง เม่ืออตัราส่วนของเน้ือแกว้มงักรต่อน ้ า

เพิ่มข้ึน สภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดัโอลิโกแซคคาไรด์ดว้ยน ้ า คือ อตัราส่วนของเน้ือแกว้มงักร

ต่อน ้า เท่ากบั 1 ต่อ 2 และอุณหภูมิการสกดั 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ชัว่โมง ไดป้ริมาณผลผลิต

โอลิโกแซคคาไรดสู์งสุด เท่ากบั 43.98% (น ้าหนกัแหง้) และน ้าหนกัโมเลกุลของโอลิโกแซคคาไรด์

ท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ยน ้ า เท่ากบั 790 ดาลตลั ส่วนการสกดัดว้ยเอนไซมเ์พคติเนส พบวา่สภาวะท่ี

เหมาะในการสกดัดว้ยเพคติเนส คือ อตัราส่วนเน้ือแกว้มงักรต่อน ้ าเท่ากบั 1 ต่อ 2 และ ความเขม้ขน้

ของเอนไซมเ์พคติเนส เท่ากบั 124 ยนิูตต่อกรัมของแขง็สารสกดั อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสใชเ้วลา 

45 นาที ใหป้ริมาณโอลิโกแซคคาไรด ์เท่ากบั 41.92% (น ้ าหนกัแห้ง) และน ้ าหนกัโมเลกุลของโอลิ-

โกแซคคาไรด์ท่ีไดจ้ากการสกดัเอนไซมเ์พคติเนส อยูใ่นช่วง 1609 ดาลตลั ดงันั้นการสกดัโอลิโก-

แซคคาไรด์ด้วยน ้ า และเอนไซม์เพคติเนส ให้ปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ ไม่แตกต่างอย่างมี

นยัส าคญั (P > 0.05) แต่การสกดัโดยใชเ้อนไซมเ์พคติเนสสามารถลดระยะเวลาในการสกดัลงได้

อยา่งมีนยัส าคญั (P < 0.05) ผลจากการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมการท าบริสุทธ์ิโอลิโกแซคคาไรด์

จากเน้ือแกว้มงักร ดว้ยเช้ือ S. cerevisiae TISTR 501 พบวา่ ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของเช้ือ            
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S. cerevisiae TISTR 501 เท่ากบั 2.5% โดยปริมาตร และสามารถก าจดัน ้ าตาลกลูโคส ฟรุกโตส 

และซูโครส ได ้57%, 66% และ 100% ตามล าดบั การเติมยเูรียเป็นแหล่งของไนโตรเจนในการหมกั 

ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.1% (น ้ าหนกัต่อปริมาตร) พบวา่ สามารถเพิ่มการก าจดัน ้ าตาลกลูโคส ฟรุก-

โตส และซูโครสไดสู้งข้ึน เป็น 73%, 72% และ 100% ตามล าดบั ระยะเวลาในการหมกัท่ีเหมาะสม 

คือ 4 วนั ภายใตส้ภาวะการเล้ียงท่ีมีการเขย่าท่ีความเร็ว 180 รอบต่อนาที สามารถก าจดัน ้ าตาล

กลูโคส ฟรุกโตส และซูโครส ไดอ้ยา่งสมบูรณ์ ซ่ึงท าให้โอลิโกแซคคาไรด์มีความบริสุทธ์ิสูงข้ึน

เป็น 99.9% การทดสอบการทนต่อการย่อยของสภาวะจ าลองระบบทางเดินอาหารส่วนตน้ พบว่า 

สารสกัดโอลิโกแซคคาไรด์จากเน้ือแก้วมงักรท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิ สามารถทนการย่อยภายใต้

สภาวะจ าลองในปาก, กระเพาะอาหาร และล าไส้เล็ก เป็น 93.3%, 99.3% และ 95.2% ตามล าดบั 

โดยมีค่าการยอ่ยรวม เท่ากบั 12.2% ผลการทดสอบการหมกัโดยจุลินทรียจ์ากอุจจาระมนุษยโ์ดยการ

เล้ียงเช้ือแบบกะ พบว่า โอลิโกแซคคาไรด์จากเน้ือแกว้มงักรท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิและผา่นการยอ่ย

ในสภาวะจ าลองระบบทางเดินอาหารส่วนต้น สามารถส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์กลุ่ม 

Bifidobacteria และ Lactobacilli และยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียก์ลุ่ม Bacteroides และ Clostridia 

ได ้โดยมีค่าดชันีความเป็นพรีไบโอติกเท่ากบั 0.41 กรดไขมนัสายสั้นท่ีถูกผลิตข้ึนจากการหมกั คือ 

กรดอะซิติก กรดแลคติก โพรพิโอนิก และบิวทาริก โดยมีความเขม้ขน้เป็น 860, 265, 15.9 และ 

29.6 mM ตามล าดบั นอกจากน้ีน ้ าหมกัท่ีไดย้งัสามารถยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง Caco-2 จาก

ล าไส้ใหญ่มนุษยไ์ด ้
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Abstract 

 The dragon fruits were reported as a potential source of natural prebiotics which are 

health benefit. This research aimed to optimize conditions for extraction of oligosaccharides from 

white’ flesh using water and pectinase. Then the extract was purified by fermentation with yeast 

and resistance to digestion of oligosaccharides in upper gastrointestinal was evaluated. The 

evaluation of prebiotic properties of the oligosaccharides was evaluated by human fecal 

microflora. Then the cell-free broth was tested on cancer cell. The results showed that total solid 

and sugar content of the extract decreased as the ratio of flesh to water increased. The optimum 

conditions for oligosaccharide extraction were 85 °C for 5 hours. The highest yield of 

oligosaccharide (43.98%, dry basis). The molecular weight of oligosaccharides derived from the 

extraction with water was 790 daltons. And the optimum conditions for extraction with pectinase 

were flesh to water ratio of 1: 2, pectinase of 124 units / g solid of extract, at 40°C and extraction 

time of 45 min. The yields of oligosaccharides were 41.92% (dry basis). The molecular weights 

of oligosaccharides derived from the extraction with pectinase were in the range of 1609 daltons. 

The yield of oligosaccharides extraction by water and pectinase were not significantly difference 

(P > 0.05). However, extraction by pectinase could reduce time significantly difference (P < 

0.05). The optimum conditions for purification of the extract with S. cerevisiae TISTR 501 were 

2.5% inoculum (v/v) and the maximum percentages of removal of glucose, fructose and sucrose 

were 57%, 66% and 100%, respectively. The addition of urea as nitrogen source (0.1%, w/v) 

could increase the percentages of removal of glucose, fructose and sucrose to 73%, 72% and 
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100%, respectively. At suitable fermentation time (4 days) and shaking at 180 rpm, It could 

completely remove glucose, fructose and sucrose. Purity of oligosaccharides was increased up to 

99.9%. Testing on resistance to upper gut digestion found that purified flesh’ oligosaccharides 

could resist to artificial conditions in mouth, stomach and small intestine for 93.3%, 99.3% and 

95.2%, respectively. Total digestion value was 12.2%. In batch culture, fermentation of 

oligosaccharides by human fecal flora resulted in a significant increase in Bifidobacteria and 

Lactobacillus and decrease in Bacteroides and Clostridium with the prebiotic index of 0.41. 

Fermentation of oligosaccharides from dragon fruit’s flesh could produce the acetic acid, lactic 

acid, propionic acid and butyric acid at 860, 256, 15.9, 29.6 mM, respectively. In addition the 

broth from fermentation could inhibits proliferation of colon cancer cell (Caco-2). 
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ความส าเร็จ ขอขอบคุณพ่อ คุณแม่และครอบครัวท่ีน่ารัก ผูใ้ห้ก าลงัใจและแรงผลกัดนัท่ีส าคญั ท า
ใ ห้ ข้ า พ เ จ้ า มี ก า ลั ง ใ จ สู้ กั บ ปั ญห า ต่ า ง ๆ  ท่ี ผ่ า น ม า  สุ ด ท้ า ย  ข้ า พ เ จ้ า ข อ ข อบ คุ ณ
มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญ่ สถานท่ีซ่ึงเป็นแหล่งความรู้แก่ขา้พเจา้ ความรู้ท่ี
ขา้พเจา้ไดจ้ากท่ีแห่งน้ี ขา้พเจา้น าไปสร้างประโยชน์ใหแ้ก่สังคม ประเทศชาติและตวัขา้พเจา้ต่อไป 
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บทที่ 1 
บทน ำและกำรตรวจเอกสำร 

1.1 บทน ำต้นเร่ือง 
 ปัจจุบันผู้บริโภคส่วนใหญ่เร่ิมให้ความสนใจอาหารเพื่อสุขภาพกันมากขึ้น ทั้งนี้เนื่องจาก
สภาวะแวดล้อมที่เปลี่ยนไป การใช้ชีวิตประจ าวันที่เน้นสะดวกสบาย ไม่มีเวลาในการออกก าลังกายเพื่อ
สุขภาพ รวมถึงพฤติกรรมการบริโภคอาหารที่เปลี่ยนแปลงไป ส่งผลให้ร่างกายมีความเสี่ยงในการเกิด
โรคต่างๆได้ง่าย เช่น ระบบภูมิคุ้มกันลดลง โรคมะเร็ง ระดับคอเลสเตอรอลในเลือดที่สูง รวมถึงโรค
เกี่ยวกับระบบทางเดินอาหารต่างๆ เช่น ท้องเสีย ท้องร่วง ท้องผูก การติดเชื้อในระบบทางเดินอาหาร 
เป็นต้น ท าให้ผู้บริโภคได้เล็งเห็นถึงความส าคัญของอาหารเพื่อสุขภาพมากขึ้น โดยเลือกบริโภค
ผลิตภัณฑ์อาหารที่มีการเติมสารเสริมสุขภาพ สารเสริมสุขภาพที่ได้รับความสนใจมากชนิดหนึ่งคือ    
พรีไบโอติก (prebiotic) ซึ่งเป็นสารประเภทคาร์โบไฮเดรตชนิดโอลิโกแซคคาไรด์ที่มีคุณสมบัติส่งเสริม
การเจริญของเชื้อจุลินทรีย์กลุ่มที่มีประโยชน์ที่เรียกว่า โพรไบโอติก (probiotic) อันส่งผลท าให้มนุษย์
หรือสัตว์ที่บริโภคสารเหล่านี้มีสุขภาพดีลดความเสี่ยงจากโรคในระบบทางเดินอาหารหรือป้องกัน
มะเร็งได้ (Rastall, 2000) ซึ่งแหล่งที่พบสารในกลุ่มพรีไบโอติก ส่วนหนึ่งสกัดได้จากแหล่งธรรมชาติ 
เช่น พืชหัวบางชนิด หรือสังเคราะห์ขึ้นโดยการใช้เอนไซม์ (Rastall and Bucke, 1992) งานวิจัยนี้เล็งเห็น
ถึงความส าคัญ จึงแสวงหาแหล่งวัตถุดิบใหม่ๆที่จะมาผลิตสารเสริมอาหารในกลุ่มพรีไบโอติก และ
เลือกเนื้อแก้วมังกร เนื่องจากมี Wichienchot และคณะ (2010) พบว่าเนื้อแก้วมังกรพันธุ์เนื้อสีขาวและ
พันธุ์เน้ือสีแดงพบปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ 86.2 กรัมต่อกิโลกรัม และ 89 กรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ 
และโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้ยังส่งเสริมการเจริญของเชื้อในกลุ่ม Lactobacilli และ Bifidobacterium  เนื้อ
แก้วมังกรเป็นผลไม้ที่มีกากใยสูง เมล็ดสีด าเล็กๆ ที่กระจายอยู่ทั่วไปในเนื้อแก้วมังกรจะอุดมไปด้วย
ไขมันที่ไม่อิ่มตัวซึ่งช่วยต่อต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน แก้วมังกรจึงมีประโยชน์ต่อสุขภาพในหลายด้านจึง
เป็นที่นิยมของผู้บริโภค 
 ดังนั้นงานวิจัยนี้ได้เลือกสกัดโอลิโกแซคคาไรด์จากเนื้อแก้วมังกร สายพันธุ์เนื้อสีขาว ซึ่งหาได้
ง่ายตามท้องตลาด และมีราคาถูกกว่าสายพันธุ์เน้ือแดง และสายพันพันธุ์เนื้อสีขาว เปลือกสีเหลือง แม้ว่า
ความแตกต่างในด้านสายพันธุ์อาจส่งผลต่อปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ที่สกัดได้ แต่หากเนื้อแก้วมังกร 
สายพันธุ์เนื้อสีขาวสามารถใช้เป็นแหล่งพรีไบโอติกที่ดีในอนาคตได้ งานวิจัยนี้จึงอาจน าไปสู่การผลิต  
พรีไบโอติกที่ใช้ต้นทุนในการผลิตที่ต่ าลง ซึ่งเป็นปัจจัยหนึ่งที่มีความส าคัญต่อการผลิตสารจ านวนมาก
เพื่อน าไปใช้ในระดับอุตสาหกรรมโดยงานวิจัยนีจ้ะท าการศึกษาสภาวะการสกัดสารพรีไบโอติกด้วยน้ า
และเอนไซม์ เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมที่สามารถในการผลิตโอลิโกแซคคาไรด์ได้ปริมาณที่สูงสุด และ
ใช้เวลาสั้น และรวมไปถึงการท าบริสุทธิ์โอลิโกแซคคาไรด์ที่มีให้มีความบริสุทธิ์สูง กล่าวคือใช้วิธีทาง
ชีววิทยา (จุลินทรีย์) เพื่อก าจัดน้ าตาลมเลกุลเดี่ยวและคู่ออก  แล้วน ามายืนยันคุณสมบัติการเป็นสาร    
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พรีไบโอติกของโอลิโกแซคคาไรด์ที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์ โดยมาทดสอบการส่งเสริมการเจริญของ
จุลินทรีย์กลุ่มที่มีประโยชน์และ/หรือยับยั้งจุลินทรีย์ที่ให้โทษ โดยการหมักแบบกะด้วยจุลินทรีย์จาก
อุจจาระมนุษย์และน าน้ าหมักที่ได้มาศึกษาศักยภาพในการต้านเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่มนุษย์ ผลจากการ
วิจัยนี้คาดหวังว่า สารสกัดโอลิโกแซค-คาไรด์จากเน้ือแก้วมังกร จะเป็นประโยชน์ในแง่ของการเป็นสาร
เสริมอาหารที่ช่วยลดความเสี่ยงจากโรคในระบบทางเดินอาหารหรือป้องกันมะเร็งล าไส้ใหญ่ และเป็น
การเพิ่มมูลค่าของเนื้อแก้วมังกรในเชิงพาณิชย์ต่อไป 
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1.2 กำรตรวจเอกสำร 
1.2.1 แก้วมังกร 
แก้วมังกรมีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า  Hylocereus undatus (Haw) Britton & Rose)   เป็นต้นไม้ประเภท

เลื้อยอยู่ในวงศ์  Caetaceae หรือกระบองเพชร  มีแหล่งก าเนิดในทวีปอเมริกาและเอเชีย ปลูกมากใน
ประเทศเวียดนามและต่อมาได้มีการน าเข้ามาปลูกในประเทศไทย  (สุรพงษ์ โกสิยะจินดา, 2541) 
แบ่งเป็นพวกย่อยคือ  Hylocereanae ซึ่งมีด้วยกัน  9  สกุล  โดยสกุลที่น่าสนใจคือ  Selenicerfeus, 
Mediocactus, Hylocereanae ทั้ง  3  สกุลมีล าต้นเป็นแฉก  เป็นหยักๆ  คล้ายครีบมังกรหรือหางจระเข้  ตา
ข้างมีหนาม  1-5  อัน  แฉกเกิดจากใบที่เปลี่ยนรูปอวบอ่ิมด้วยน้ า  ล าต้นจริงอยู่กึ่งกลางของแฉก  ผลแก้ว
มังกรเกิดบริเวณปลายยอดมีจ านวน  1  ผลต่อ  1  กิ่ง  แต่อาจพบ  2  ผลต่อ  1  กิ่งบ้าง  ขนาดผลและรสชาติ
แตกต่างกันขึ้นอยู่กับสายพันธุ์  โดยมักมีผลรีหรือกลม  มีน้ าหนักประมาณ  200-500  กรัม  เปลือกสีชมพู
อมส้ม ผลแก่มีสีแดงบานเย็น กลีบเลี้ยงสีเขียว มีเปลือกหนา 2-3 มิลลิเมตร  ภายในผลเมื่อผ่าออกจะมีเนื้อ
สีขาว  ภายในเนื้อมีเมล็ดสีด าเล็กๆ  คล้ายเมล็ดงาหรือเมล็ดแมงลัก  กระจายอยู่ทั่วไปในเนื้อ  เนื้อผลฉ่ ามี
รสหวานอมเปร้ียว 

1.2.2 ประเภทของแก้วมังกร 
 แก้วมังกรแบ่งเป็น 3 สายพันธุ์ ตามลักษณะของเน้ือและเปลือก ได้แก่ 

(1) Hylocereus undatus (Red Pitaya) หรือที่นิยมเรียกกันว่า “แก้วมังกรขาว” เป็นสายพันธุ์
เวียดนาม  มีล าต้นเป็นท่อนๆ  หรือข้อยาวสีเขียว  มักมี  3  แฉก  มีหนามแข็งและแหลม  ผลมีเปลือกสีแดง 
เนื้อภายในมีสีขาว  ผลมีขนาดใหญ่กว่าพันธุ์ไทย  เนื้อมีรสหวานอมเปร้ียว  พันธุ์ที่นิยมปลูกคือ  พันธุ์นัม
เบอร์ 100 ผลมีน้ าหนัก 200-900 กรัม 

(2)  Hylocereus costaricensis (Costa Rica Pitaya, H. polyrhizus) สายพันธุ์ไต้หวัน  ล าต้นมี 
3 แฉก ล าต้นอ้วนสีเขียว ผลมีเปลือกสีแดง เนื้อภายในมีสีแดง  มีลักษณะสวยงาม  ขนาดผลใกล้เคียงแก้ว
มังกรพันธุ์เวียดนาม มักเรียกว่าแก้วมังกรแดง 

(3) Hylocereus megalanthus (Yellow Pitaya) หรือ “แก้วมังกรเหลือง” มีเนื้อสีขาวและ
เปลือกสีเหลือง เป็นสายพันธุ์ที่พบในแถบทวีปแอฟริกาลักษณะของเน้ือและเปลือกของแก้วมังกร 
แต่ละสายพันธุ์แสดงได้ดังภาพที่ 1-1 

 
                   
 
 

(a) Hylocereus undatus   (b) Hylocereus costaricensis (c) Hylocereus megalanthus 
ภาพที่ 1-1 ลักษณะของแก้วมังกรในแต่ละสายพันธุ์ ที่มา: Ariffin และคณะ (2009) 
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 1.2.3 องค์ประกอบของแก้วมังกร 
 แก้วมังกรจัดเป็นผลไม้ที่มีคุณค่าทางโภชนาการสูง เนื่องจากมีสารอาหารหลายชนิดเป็น
ส่วนประกอบ ได้แก่ คาร์โบไฮเดรต โปรตีน ไขมัน วิตามิน และเกลือแร่ต่างๆ เช่น วิตามินซี วิตามินบี 1 
บี 2 บี 3 แคลเซียม ฟอสฟอรัส และธาตุเหล็ก นอกจากสารดังกล่าวแล้วแก้วมังกรยังมีน้ าเป็ น
ส่วนประกอบมากถึง 80-90 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก และมีเส้นใยปริมาณที่สูง แก้วมังกรจึงเป็นแหล่ง
ของสารอาหารที่น่าสนใจ โดยแก้วมังกรในส่วนที่กินได้ 100 กรัม ให้พลังงาน 35-59 กิโลแคลอร่ี เถ้า 
0.2-0.7 กรัม และประกอบไปด้วยสารอาหารต่างๆ แสดงดังตารางที่ 1-1 
 
ตารางที่ 1-1 องค์ประกอบภายในเนื้อแก้วมังกรในแต่ละสายพันธุ์ 

Composition 
Amount per 100 g of pulp 

Hylocereus undatus Hylocereus costaricensis Hylocereus megalanthus 
Water (g) 89.4 82.5-83 85.4 
Protein (g) 0.5 0.159-0.229 0.4 
Fat (g) 0.1 0.21-0.61 0.1 
Crude fiber (g) 0.3 0.7-0.9 0.5 
Ash (g) 0.5 0.28 0.4 
Carbohydrate (g) 9.2 16.15-14.98 13.2 
Calcium (g) 6 6.3-8.8 10 
Phosphorus (mg) 19 30.2-36.1 16 
Carotene (mg) - 0.005-0.012 - 
Thiamine (mg) - 0.028-0.043 - 
Riboflavin (mg) - 0.043-0.045 - 
Niacin (mg) 0.2 1.297-1.3 0.2 
Ascorbic acid(mg) 25 8-9 4 
Brix value 11-19 - - 
pH value 4.7-5.1 5.0-6.0 4.0-6.0 
*Carbohydrate content (%) = 100 – (moisture + protein + fat + cube fiber + Ash) 
ที่มา: ดัดแปลงมาจาก Morton (1987) 
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1.2.4 สำรพรีไบโอติก 
ควำมหมำยและคุณสมบัติของสำรพรีไบโอติก 
ความหมายของค าว่า พรีไบโอติก คือ ส่วนประกอบของอาหารที่ไม่สามารถถูกย่อย และถูกดูด

ซึมในทางเดินอาหารส่วนบน แต่จะมีผลในการส่งเสริมสุขภาพของผู้ที่กินเข้าไปโดยเลือกที่จะกระตุ้น
การเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่มีประโยชน์ในร่างกายและยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค (Fooks et al., 1999) 
ดังนั้นสารอาหารที่จัดเป็นพรีไบโอติกจะต้องเป็นสารที่ไม่ย่อยหรือดูดซึมในกระเพาะอาหารและล าไส้
เล็ก และมีบทบาทในการกระตุ้นและส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์ กลุ่ม Bifidobacterium และ 
Lactobacillus ซึ่งเป็นแบคทีเรียกลุ่มที่มีประโยชน์ต่อร่างกายได้และสามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคพวก 
Clostridium, Proteolytic bacteria และ Escherichia coli (E. coli) ในล าไส้ 

สารอาหารที่ถูกใช้เป็นสารต้ังต้นในการหมักโดยแบคทีเรียในล าไส้ใหญ่ได้แก่ resistance starch 
(RS), Non-starch polysaccharide (NSP) ทั้งนี้รวมไปถึงสารประกอบพอลิแซคคาไรด์ที่ได้จากพืช เช่น 
แพคติน เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส กัวร์ และไซแลน นอกจากนี้ยังมีกลุ่มของโอลิโกแซคคาไรด์ เช่น   
แลคโตส แลคตูโลส ฟรุตโตสโอลิโกแซคคาไรด์ สาร mucin glycoprotein ซึ่งผลิตโดย goblet cell ใน
ล าไส้ใหญ่ สามารถใช้เป็นสารตั้งต้นในการหมัก โดยแบคทีเรียในล าไส้ใหญ่ใช้ได้ เช่นกัน สารอาหาร
กลุ่มนี้ประกอบด้วยน้ าตาลโมโนแซคคาไรด์ที่เชื่อมกันโดยพันธะไกลโคซิดิก (glycosidic linkage) โดย
โพรไบโอติกแต่ละชนิดก็สร้างเอนไซม์ที่แตกต่างกันซึ่งท าให้สามารถตัดพันธะของโมโนแซคคาไรด์ได้
แตกต่างกันด้วย เช่น ความสามารถของ Bifidobacterium ที่สร้างเอนไซม์ -Fructofuranosidase มาย่อย 
fructo-oligosaccharideได้เป็นต้นในขณะที่ พรีไบโอติก  ที่มีขนาดใหญ่และน้ าหนักโมเลกุลสูงจะ
สามารถถูกน าไปใช้โดยแบคทีเรียได้น้อยลงหรืออาจกล่าวได้ว่า พรีไบโอติกที่ดีควรที่จะมีขนาดเล็ก ต่อ 
มี degree of polymerization น้อย (Manning and Gibson, 2004)  

สารพรีไบโอติกดังกล่าวสามารถพบได้ในผักและผลไม้หรืออาจจะได้จากการสังเคราะห์โดย
การย่อยสารในกลุ่มพอลิแซคคาไรด์หรือการสังเคราะห์โดยการใช้เอนไซม์ซึ่งชนิดและโครงสร้างของ
ของพรีไบโอติกที่มีการใช้ในปัจจุบันได้แสดงไว้ในตารางที่ 1-2 

สารพรีไบโอติกสามารถพบได้ในพืชผักต่าง ๆ เช่นพืชตระกูลหอม กระเทียม หน่อไม้ฝร่ัง 
กล้ วย  และในธัญพืชต่ า ง  ๆ  สารพรีไบโอติกมัก เป็นสารอาหารกลุ่ มคา ร์โบไฮเดรต เช่น 
Oligosaccharides, resistant starch, หรือไม่ใช่กลุ่มคาร์โบไฮเดรต (Non-starch polysaccharide, NSP) 
เช่นไคโตแซน และเส้นใยอาหาร ทั้งนี้รวมไปถึงสารที่ได้จากพืช เช่น แพคติน เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส 
กัม และไซแลน ซึ่งไม่ถูกย่อย และถูกดูดซึมโดยร่างกายมนุษย์ 
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ตารางที่ 1-2 องค์ประกอบทางเคมีของสารพรีไบโอติก 
Oligosaccharide  Chemical composition 

Fructo-oligosaccharides (Raftilose 
P95) 

95% oligosaccharides ,(2-1) fructan; 60% glucose, 
fructose(n), 40% fructose(n) dp 2-8, average 4-5 

Inulin >99% oligosaccharides , (2-1) fructan; average dp 10-12 
Oligosaccharide  Chemical composition 
Pyrodextrins Complex mixture of glucose-containing oligosaccharides 
Transgalactosylated oligosaccharides 
(Oligomate 55) 

55% Mainly 6' galactosyllactose, dp of oligosaccharide 
fraction 2-5 (primarily dp 3)  

Galacto-oligosaccharides 85% Oligogalactose, small amounts of glucose, galactose, 
and lactose 

Soy- oligosaccharides Stachyose (fructose, galactose, galactose, glucose) and 
raffinose (fructose, galactose, glucose), dp 3-4 

Xylo-oligosaccharides  , (1-4) linked xylose; 70% pure, dp of oligosaccharide 
fraction 2-4 

Isomalto-oligosaccharides Mixture of , (1-6) linked glucose oligomers (isomaltose, 
panose, isomaltotriose) 

Lactulose Galactose and fructose-containing disaccharide 
Pectic-oligosaccharide 75% D-galacturonic acid,(1→4) -linked -D-galacturonic 

acid 
DP= degree of polymerisation 

   ที่มา: ดัดแปลงจาก George และคณะ (1999) 
 
และเหลือเป็นสารอาหารให้กับจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ในล าไส้ใหญ่สามารถใช้ในการเจริญเติบโต และ
ส่งเสริมสุขภาพของมนุษย์ให้ดีขึ้น (ตารางที่ 1-3) เช่น ผลิตวิตามิน (บี1, บี2) เพิ่มการดูดซึมแร่ธาตุ 
(แคลเซียม, แมกนีเซียม) ลดการติดเชื้อในทางเดินอาหาร ลดการดูดซึมคอเลสเตอรอลในเลือด ป้องกัน
การเกิดมะเร็งล าไส้ใหญ่ ช่วยลดอาการท้องผูก ท้องเสีย และผลิตกรดไขมันสายสั้น (short chain fatty 
acid) เช่น อะซิเตท บิวเทอเรท และโพรพิโอเนท (Gibson et al., 1995; Chonan et al., 1995) ซึ่งกรด
ไขมันเหล่านี้จะถูกน าไปใช้โดยเซลล์ต่าง ๆ ในร่างกาย และมีผลในการป้องกันการเกิดมะเร็งล าไส้ใหญ่ 
โดยบิวเทอเรทมีผลไปกระตุ้นการเกิด apoptosis ในเซลล์ล าไส้ใหญ่ท าให้ลดความเสียงในการเกิด
โรคมะเร็งในล าไส้ใหญ่ (Hughes and Rowland, 2001) และนอกจากนี้ mucine glycoprotein ซึ่งผลิตโดย 
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goblet cell ในล าไส้ใหญ่ และไคโตแซนโอลิโกแซคคาไรด์ (COS) แบคทีเรียโปรไบโอติกสามารถใช้
เป็นสารตั้งต้นในการหมักได้เช่นกัน โดยจากการศึกษาพบว่า COS ช่วยกระตุ้นการเจริญของ 
Bifidobacterium bifidum KCTC 3440, Bifidobacterium infantis KCTC 3249 และ Lactobacillus sp. ได้ 
(Lee et al., 2002) 

1.2.5 พรีไบโอติกที่พบในธรรมชำติ 
(1) กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (Galacto-oligosaccharide, GOS) ที่มีกาแลคโตสเป็น

องค์ประกอบซึ่งโครงสร้างเป็น Glu α 1-4[-Gal 1-6]nโดยที่ n = 2-5 พบในน้ านมของมนุษย์ น้ านมวัว 
โยเกิร์ต และสังเคราะห์มาจากแลคโตส โดยเอนไซม์ เบต้ากาแลคโตซิเดส (-galactosidase) กาแลคโต-
โอลิโกแซคคาไรด์ เป็นโอลิโกแซคคาไรด์ที่ร่างกายไม่สามารถย่อยได้ (non-digestible oligosaccharide) 
จึงสามารถผ่านไปถึงล าไส้ใหญ่ได้โดยที่ถูกย่อย และดูดซึม จึงถูกน าไปใช้โดยจุลินทรีย์ที่ อาศัยอยู่ใน
ล าไส้ใหญ่ ผลผลิตหลักที่ได้จากการหมักเป็นกรดไขมันสายสั้น (short chain fatty acid) เช่น     อะซิ-
เตท โพรพิโอเนท บิวเทอรท และมีก๊าซ เช่น ไฮโดรเจน มีเทน และคาร์บอนไดออกไซด์ กาแลโต -         
โอลิโกแซคคาไรด์ มีผลไปกระตุ้นการเจริญของจุลินทรีย์กลุ่ม Bifidobacteria และ Lactobacilli ทั้งใน
การศึกษาแบบ in vitro และ in vivo โดยจากการศึกษาของ Tzortziz และคณะ (2004) พบว่า กาแลคโต
โอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการผลิตโดยเอนไซม์ แอลฟากาแลคโตซิเดส (-galactosidase) สามารถ
เสริมการเจริญของแบคทีเรียที่มีประโยชน์ในล าไส้ใหญ่ได้โดยท าการเลี้ยงแบบกะ (batch culture) ใน
อาหาร minimal medium ใช้ faecal เป็นเชื้อเร่ิมต้นในการหมัก และเติมกาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่มี
ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1% ควบคุมพีเอช อยู่ที่ 6.8 โดยเปรียบเทียบ FOS, melibiose และ Raffinose ซึ่ง
เป็นพรีไบโอติกทางการค้า เมื่อท าการหมักไป 48 ชั่วโมงพบว่าสามารถเพิ่มจ านวนของ Bifibacterium 
และ L. acidophilus ได้สูงกว่าพรีไบโอติกทางการค้า และสามารถน าไปลดปริมาณ clostridia ได้สูง
เท่ากับพรีไบโอติกทางการค้า 
 นอกจากนี้ในการศึกษาในระดับ in vivo ทั้งในคน และสัตว์ก็ให้ผลในท านองเดียวกันโดย Ito 
และคณะ (1990 อ้างโดย Kolida et al., 2000) ซึ่งได้ให้กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์แก่อาสาสมัคร 12 
คน ที่มีจ านวนของจุลินทรีย์ประจ าถิ่นต่ ากว่าปกติ บริโภคในปริมาณ 10 กรัมต่อวัน พบว่าปริมาณของ
จุลินทรีย์ประจ าถิ่นเพิ่มขึ้น เมื่ออาสาสมัครได้รับปริมาณกาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์ นอกจากนี้          
กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์ยังมีผลต่อการเพิ่มการดูดซับแคลเซียมในหนูที่รับอาหารที่มีกาแลค -        
โตโอลิโกแซคคาไรด์ และยังพบว่าหนูที่ได้รับกาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์มีการดูดซับแคลเซียมได้
มากกว่าหนูที่ไม่ได้รับกาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (Chonan et al., 1995) เช่นเดียวกับการศึกษาของ 
Yanahira (1997) ที่พบว่าหนูที่ได้รับกาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร เป็นเวลา 
14 วันมีการดูดซึมแคลเซียม และแมนีเซียมได้เพิ่มสูงขึ้นกว่าหนูที่ไม่ได้รับกาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 
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 (2) โอลิโกแซคคาไรด์จากถั่วเหลือง (Soybean oligosaccharide, SOS) ส่วนใหญ่เป็นกลุ่ม แรฟ-
ฟีโนส (Raffinose) และสตาคีโอส (Starchyose) (Gibson, 2004) เป็นกลุ่มโอลิโกแซคคาไรด์ที่สามารถ
ทนต่อการย่อยด้วยกรดในกระเพาะอาหาร และเอนไซม์ในล าไส้เล็ก และเหลือไปถึงล าไส้ใหญ่ ถูก
จุลินทรีย์ในล าไส้ใหญ่น าไปใช้ โดยเฉพาะจุลินทรีย์กลุ่ม Bifidobacteria มีการเพิ่มขึ้น ส่วนการศึกษาใน
อาสาสมัครเพศชาย 6 คน ที่ได้รับโอลิโกแซคคาไรด์จากถั่วเหลืองเป็นเวลา 3 สัปดาห์พบว่าสามารถเพิ่ม
จ านวนจุลินทรีย์กลุ่ม Bifidobacteria ได้อย่างจ าเพาะ (Wada et al., 1992) และเมื่อศึกษาผลของแรฟฟี
โนส โดยมีการให้แรฟฟีโนสในปริมาณ 15 กรัมต่อวัน พบว่าปริมาณของจุลินทรีย์กลุ่ม Bifidobacteria 
เพิ่มขึ้นถึง 6 เท่า อีกทั้งสามารถลดจ านวนจุลินทรีย์กลุ่ม Bacteroides spp. ได้ 0.6 เท่า และจุลินทรีย์กลุ่ม 
Clostridium spp. ได้ 1.6 เท่า (Kawaze et al., 1981) ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของ Saito และคณะ 
(1992) พบว่า SOS สามารถเพิ่มแบคทีเรียกลุ่ม Bifidobacteria ได้ 3 เท่า  

(3) โอลิโกแซคคาไรด์ และคาร์โบไฮเดรตอ่ืน ๆ ที่มีอยู่ในธรรมชาติ ที่มีคุณสมบัติเป็น  พรีไบ-
โอติกที่มีอยู่ในธรรมชาติ ใยอาหารเป็นส่วนหนึ่งของพืชที่เอนไซม์ในร่างกายไม่สามารถย่อยได้          
ใยอาหารไม่มีสารอาหาร และไม่ให้พลังงาน แต่มีบทบาทส าคัญต่อภาวะโภชนาการ และสุขภาพของ
มนุษย์ ใยอาหารเป็นคาร์โบไฮเดรตเชิงซ้อนที่ไม่ใช่แป้ง เป็นส่วนประกอบของพืชผัก และผลไม้ที่
รับประทานได้ แต่ไม่ถูกย่อยโดยน้ าย่อยในระบบย่อยอาหาร เมื่อผ่านล าไส้ใหญ่จะมีบางส่วนถูกย่อยโดย
จุลินทรีย์ สามารถพบได้ในพืชจ าพวก ร าข้าวโอ๊ต ถั่วเมล็ดแห้ง ข้าวบาร์เลย์ และแอปเปิ้ล ผักใบเขียว 
และผลไม้เกือบทุกชนิดจัดเป็นแหล่งอาหารที่ดีของใยอาหารโดยเฉพาะพวกใยอาหารกลุ่มเซลลูโลส , 
แพคติน และเฮมิเซลลูโลส ซึ่งพบว่าจุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ในล าไส้ใหญ่สามารถที่จะหมักใยอาหารกลุ่มนี้
ได้ มีผลให้มวลชีวภาพของแบคทีเรีย (bacteria biomass) เพิ่มขึ้น สารประกอบกลุ่มนี้ส่งผลให้มีการเพิ่ม
จ านวนแบคทีเรียที่เกิดการหมักแบบ saccharolytic และช่วยเพิ่มความนิ่มให้กับอุจจาระ (Gibson, 2004) 
พบว่าจากการศึกษาการหมักสารอาหารประเภทคาร์โบไฮเดรตจากพืชหัว 3 ชนิด คือมันฝร่ัง ถั่ว และ 
cocoyam ด้วย human faecal bacteria ซึ่งก่อนที่จะท าการหมักนั้นน าสารที่สกัดมาท าการย่อยเบื้องต้น
ก่อนโดยย่อยด้วยกรด และย่อยด้วยเอนไซม์ผสมระหว่าง porcine α -amylase, amylo glucosidase และ 
invertase จากนั้นน าสารสกัดที่ไม่ถูกย่อยในขั้นต้นไปศึกษาการหมักพบว่ามีการผลิตกรดไขมันสายสั้น 
10 มิลลิโมลต่อกรัม (Laurentin and Edwards, 2004) และในการศึกษาการหมักโอลิโกแซคคาไรด์จาก 
sugar beet arabinan และ arabinanoligosaccharides โดยจุลินทรีย์ในทางเดินอาหารพบว่าสามารถเพิ่ม
การเจริญของแบคทีเรีย Bifidobacteria ได้และส่งผลให้ปริมาณของแบคทีเรีย Clostridia ลดลง (Al-
tamimi et al., 2006) นอกจากนี้ยังมีสารอาหารที่เป็นพวก resistant starch (RS), Non-starch 
polysaccharide (NSP) รวมไปถึงสารที่ได้จากพืช เช่น แพคติน เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส กัม และ   ไซ
แลน ไคโตแซนโอลิโกแซคคาไรด์ (COS) แบคทีเรียโปรไบโอติกสามารถใช้เป็นสารตั้งต้นในการหมัก
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ได้เช่นกัน โดยจากการศึกษาพบว่า COS ช่วยกระตุ้นการเจริญของ Bifidobacterium bifidium KCTC 
3440, Bifidobacterium infantis KCTC 3249 และ Lactobacillus sp. ได้ (Lee et al., 2002) 

(4) เพคติกโอลิโกแซคคาไรด์ (Pectic-oligosaccharide, POS) โอลิโกแซคคาไรด์จากผนังเซลล์
พืช หรือ แพคติกโอลิโกแซคคาไรด์ ได้มาจากสารกลุ่ม  แพคติน ซึ่งเป็นพอลิแซคคาไรด์เชิงซ้อนในพืช 
พบในพืชชั้นสูงโดยปรากฏในชั้นระหว่างเซลล์หรือจุดเชื่อมต่อระหว่างผนังเซลล์ ดังภาพที่ 3 ท าให้เกิด
ช่องส าหรับอาหารและน้ าผ่าน ในผนังเซลล์ สารกลุ่มแพคตินเป็นสารเคลือบเส้นใยเซลลูโลสที่ส าคัญ
และอาจจะเชื่อมต่อกับพันธะโควาเลนต์กับ  โพลีเมอร์อ่ืนๆ สารกลุ่มแพคตินจัดจ าแนกได้เป็นโปรโต-
แพคติน (แพคตินมีหมู่ methoxyl สูง–แพคตินจัดตัวเร็วและแพคตินจัดตัวช้า- และแพคตินมีหมู่ 
methoxyl ต่ า) และกรดแพคติก แพคตินมีอิทธิพลต่อการเจริญ พัฒนาการและการแก่ชรา และมีผลต่อ
ลักษณะเนื้อสัมผัสของเนื้อเยื่อพืชและผลไม้ มีการใช้เพกทินอย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมอาหารด้วย
คุณสมบัติในการก่อรูปเป็นเจล โดยใช้เป็นสารก่อเจลและความคงตัวในแยม เยลลี่ และผลิตภัณฑ์นม
เปร้ียว แหล่งที่พบแพคตินที่ดี คือผิวของผลพืชตระกูลส้ม กากผลแอปเปิล และหัวของซูการ์ บีท เป็น 
 (5) ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (Fructooligosaccharides, FOS) และอินนูลิน (Inulin) เป็นสาร  
โพลีแซคคาไรด์ (Polysaccharides) ที่พืชเก็บไว้เป็นอาหารซึ่งเป็นโมเลกุลขนาดเล็กอยู่ในกลุ่ม ฟรุกโต-
โอลิโกแซคคาไรด์มีที่ฟรุคโตส (fructose) 3-60 โมเลกุลต่อกันด้วยพันธะ α, 1-2 และ, 2-1โครงสร้าง
ประกอบด้วย Glu α 1-2[, Fru (2-1)]n n=10 และFru , 2-1Frun 
 อินนูลินไม่ถูกย่อยโดยเอนไซม์ในล าไส้เล็ก แต่บางส่วนถูกย่อยโดยจุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ในล าไส้
ใหญ่ อินนูลินและฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด์ สามารถละลายน้ าได้ดีโดยเฉพาะในน้ าร้อน (Tanya, 2002) 
อุณหภูมิประมาณ 80 องศาเซลเซียส (Kim and Wang, 2002) แต่ละลายได้เพียงเล็กน้อยในน้ าเย็น และ
แอลกอฮอล์ (Paul, 1997) และมีความคงตัวสูง ไม่มีผลข้างเคียงต่อระบบประสาทสัมผัส รสชาติหวาน
เล็กน้อย จึงมีการน าไปใช้ในทางอุตสาหกรรมอาหารในลักษณะต่าง ๆ เช่น น าไปปรับปรุงในรสชาติ 
และเนื้อสัมผัส นอกจากอินนูลินถูกจัดเป็นเส้นใยอาหารแล้วยังมีคุณสมบัติเป็นพรีไบโอติกด้วย
เนื่องจากสามารถเพิ่มจ านวนจุลินทรีย์โพรไบโอติกได้อย่างจ าเพาะ โดยพบว่าอาสาสมัครที่ไ ด้รับ     
อินนูลิน 15 กรัมต่อวัน ติดต่อกันเป็นเวลา 15 วัน มีปริมาณจุลินทรีย์ Bifidobacteria และ Lactobacilli 
เพิ่มขึ้น 10% และจุลินทรีย์ที่ก่อโรคลดลง (Paul, 1997) และจากการให้อาสาสมัคร 100 คนรับประทาน 
อินูลิน และฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในปริมาณ 5-20 กรัมต่อวันเป็นเวลา 9 สัปดาห์พบว่ามีปริมาณ
จุลินทรีย์ Bifidobacterium เพิ่มขึ้น และยังช่วยเพิ่มการดูดซึมแคลเซียม (Van den Heuvel et al., 1999; 
Reddy et al., 1997; Gibson et al., 1995) และจากการศึกษาในระดับ in vitro พบว่าสารสกัดฟรุคโต-   
โอลิโกแซคคาไรด์จาก Yacon roots สามารถเสริมการเจริญของ L. acidohphilus NRRL-1910, L. 
plantarum NRRLB-4496 และ B. bifidum ATCC 15696 ได้ และสามารถเสริมการเจริญของ B. bifidum 
ATCC 15696 ได้ดีที่สุด (Pedreschi et al.,2003) 
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ตารางที่ 1-3 สรุปผลการศึกษาสารพรีไบโอติกแต่ละชนิด 
Oligosaccharides Structure Mode of study Evidence of prebiotic effect Reference 
Fructo- 
oligosaccharides 

Transfructosylation 
α-D-Glu-( 1-2) -[ß-D-
Fru-(1-2)-]n where  
n= 2-4 
 
Inulin hydrolysis: 
ß-D-Fru-( 1-2) - ) -[ß-
D-Fru-(1-2)-]n where  
n= 1-9 
 
α-D-Glu-(1-2) - ) -[ß-
D-Fru-(1-2)-]n where  
n= 2-9 
 

In vitro human gut model 
 
In vitro 7 Bifidobacterium isolates 
 
 
In vivo 40 healthy humans 
 
In vivo placebo controlled 4 males 
 
 
In vitro continuous culture of human 
       faeces 
 
In vivo human double blind placebo 
        controlled crossover trial of 30 
         healthy volunteers 

Bifdogenic effect demonstrated. 
 
FOS inflicted higher increase in  
     Bifidobacterium levels as compared 
to 15 
     different carbohydrates. 
Dose-dependent increases in 
bifidobacteria. 
 
Significant increase in Bifidobacterium  
      numbers, decrease in Bacteroides,  
      Clostridium, Fusobacterium 
Selective fermentation of FOS by  
      Bifidobacterium spp. And    
     Lactobacillus spp.  
Using dot blot hybridization. 
     A mixture of FOS and partially     
     hydrolyzed 

Gibson และ Wang 
(1994) 
Hopkins และคณะ 
(1988) 
 
Bouhnik และคณะ 
(1999) 
Gibson และคณะ 
(1995) 
 
Sghir และคณะ 
(1998) 
 
 
Tuohy และคณะ 
(2000) 
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ตารางที่ 1-3 สรุปผลการศึกษาสารพรีไบโอติกแต่ละชนิด (ต่อ) 
Oligosaccharides Structure Mode of study Evidence of prebiotic effect Reference 
          guar gum (2:1 ratio) resulted in 

significant 
       increases in Bifidobacterium spp. 
While  
       total cell, Bacteroides, Lactobacillus, 
       Clostridium, remained stable, using 
FISH. 

 

Isomalto- 
oligosaccharides 

[α-D-Glu-( 1-6) -]n 
where 
n=2-5 

In vitro six healthy men and  
     18 serile persons  
In vivo 14 healthy men 

Significant increase in Bifidobacterium 
levels. 
 
Proportional increase of growth activity 
of  
     Bifidobacterium with the degree of    
     polymerization of different isomalto- 
     oligosaccharides components. 

Kohmoto และคณะ 
(1988) 
Kaneko และคณะ 
(1994) 

Xylo-
oligosaccharides 

[ß-Xyl-(1-4)-]n where 
n=2-9 

In vivo rats Selective fermentation of XOS by  
    Bifidobacterium spp. using microbial 
culture and SCFA analysis 

Campbel และคณะ 
(1997) 

11 
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ตารางที่ 1-3 สรุปผลการศึกษาสารพรีไบโอติกแต่ละชนิด (ต่อ) 
Oligosaccharides Structure Mode of study Evidence of prebiotic effect Reference 
Lactulose [ß-D-Gal-(1-4)-]-ß-D-

Fru 
In vivo humans and rats 
 
 
In vivo human double blind placebo  
      controlled ten healthy volunteers 

Significant increase of Bifidobacterium 
spp.  
    using microbial culture. No effect was    
     reported on rat. 
Significant increase in Bifidobacterium 
levels  
     using FISH. 

Howard และคณะ 
(1995) 
 
Tuohy และคณะ 
(2000) 

Galacto- 
Oligosaccharides 

α-D-Glu-( 1-4) -[ß-D-
Gal-(1-6)]n where 
n=2-5 

In vivo human (8 healthy volunteers 
) 
In vivo human single blind 12 
healthy 
      human 

Significant increase in Bifidobacterium 
spp. 
Significant effect on Bifidobacterium 
levels, 
      lower but significant effect on  
      Lactobacillus spp. 

Terada และคณะ 
(1992) 
Ito และคณะ (1990) 

Soybean- 
oligosaccharides 

[α-D-Gal-( 1-6) ]n-α-
D-Glu-(1-2)-ß-D-Fru  
Where n= 1 or 2 

In vivo  human 7 healthy adults 
 
In vitro 125 human faecal bacterial  

Significant increase of Bifidobacterium 
spp. total bacterial counts remained 
stable,  bacteroides and Clostridium 

Ito และคณะ (1993) 
 
Benno และคณะ 
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ตารางที่ 1-3 สรุปผลการศึกษาสารพรีไบโอติกแต่ละชนิด (ต่อ) 
Oligosaccharides Structure Mode of study Evidence of prebiotic effect Reference 

  strains 
     and In vivo human 6 healthy 
adults 
 
 
 
In vitro two stage continuous culture 
     system with human faeces 

significantly 
       decreased. 
Preferential fermentation by 28 species of 
      bifidobacteria, except B. bifidum. 
Significant increase of Bifidobacterium 
spp., 
      no additional effect of combination of 
SOS  
      with 6×106 CFU B. longum. 
Significant increase of Bifidobacterium 
spp.  
      Compared to other bacterial species. 

(1987) 
Hayakawa และคณะ 
(1990) 
 
 
Saito และคณะ 
(1993) 

ที่มา: Sofia  และคณะ (2000) 
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1.2.6 ประโยชน์ของพรีไบโอติก 
ประโยชน์ของพรีไบโอติกนั้นนอกจากจะเป็นสารอาหารให้แก่จุลินทรีย์กลุ่มโพรไบโอติก ใน

ร่างกายแล้ว ยังส่งผลโดยตรงต่อสุขภาพของผู้บริโภค ดังภาพที่ 1-2 ดังนี้ 

ภาพที่ 1-2 ประโยชน์ของสารพรีไบโอติก 
ที่มา: Neeser และ German (2004) 
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(1) การป้องกันการเกิดมะเร็งในล าไส้ใหญ่ 
มีโรคหลายโรคที่เกิดขึ้นในทางเดินอาหาร โดยเฉพาะที่ล าไส้ใหญ่ซึ่งมีโอกาสเกิดมะเร็งมากกว่าใน

ล าไส้เล็กถึง 100 เท่า (Morotomi et al., 1990) แต่มีการพิสูจน์ แล้วว่าสารอาหารที่เรียกว่า  พรีไบโอติก มี
บทบาทในการป้องกันมะเร็งได้ (Hylla et al., 1998) โดยมีกลไกในการป้องกัน คือ เปลี่ยนกระบวนการ     
เมทาบอลิซึมของจุลินทรีย์ในล าไส้ใหญ่ ให้ลดการเกิดสารที่ส่งผลเสียต่อร่างกาย เช่น การเกิดเมทาบอลิซึม
ของจุลินทรีย์ในล าไส้ใหญ่ ให้ลดการเกิดสารที่ส่งผลเสียต่อร่างกาย เช่น การเกิดเมทาบอลิซึมของไขมัน 
และโปรตีนจะท าให้เกิดสารก่อมะเร็งขึ้นโดยอาจจะเปลี่ยนเมทาบอลิซึมของแบคทีเรีย Clostridia จาก 
Proteolysis ไปเป็น Saccharolysis นอกจากนี้พรีไบโอติกยังส่งเสริมให้แบคทีเรียแลคติกผลิตสารที่สามารถ
ยับยั้งแบคทีเรียที่ผลิตสารก่อมะเร็งได้ (Reddy, 1998) 

(2) การยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค 
มีหลักฐานที่ยืนยันแล้วว่าพรีไบโอติกเป็นตัวที่เพิ่มความสามารถของแบคทีเรียกลุ่ม Lactobacillus 

และ Bifidobacterium ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่ต้านทานแบคทีเรียก่อโรคในทางเดินอาหารได้ โดยแบคทีเรียกลุ่ม
โพรไบโอติกที่มีอยู่ในล าไส้ใหญ่เมื่อเกิดกระบวนการเมทาบอลิซึม โดยใช้สารอาหารที่เหลือจากการดูดซึม
ของทางเดินอาหารส่วนบน ท าให้เกิดสารประกอบที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค โดยการสร้างกรดซึ่ง
ส่งผลให้ระดับพีเอชในทางเดินอาหารลดลงจึงท าให้สภาวะไม่เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค 
(Fuller, 1993) 

(3) เพิ่มการดูดซึมของแคลเซียม  
 สารพรีไบโอติกสามารถเพิ่มการดูดซึมของสารอาหารบางชนิด โดยเฉพาะเพิ่มการดูดซึมแคลเซียม 
ซึ่งกระบวนการหมักของสารพรีไบโอติกท าให้เกิดกรดไขมันสายสั้นๆ ซึ่งส่งผลต่อค่าพีเอชภายในล าไส้
ใหญ่และเกิดการหมักของสาร phytate สารในกลุ่ม phytate นี้เป็นองค์ประกอบในพืช มีความเสถียรสูงและ
เกิดเป็นสารประกอบที่ไม่ละลายน้ าเมื่อไปจับแคลเซียม ท าให้ร่างกายไม่สามารถดูดซึมแคลเซียมได้ และ
จากกระบวนการหมักของสาร phytate โดยแบคทีเรียในล าไส้ท าให้แคลเซียมถูกปลดปล่อยมาเป็นอิสระและ
มีการดูดซึมเข้าร่างกายได้มากขึ้น 

(4) ลดระดับคอเลสเตอรอล 
พบว่ากระบวนการหมักสารที่มีคุณสมบัติเป็นพรีไบโอติกภายในล าไส้ใหญ่มีผลให้สามารถไปลด

ระดับคอเลสเตอรอลในเลือดได้ (Tuohy et al., 2003) พบว่า L. acidophilus เป็นจุลินทรีย์ประจ าถิ่นในล าไส้
ซึ่งช่วยย่อยสลายคอเลสเตอรอล และยับยั้งการดูดซึมคอเลสเตอรอลผ่านล าไส้โดยลดการดูดซึม
คอเลสเตอรอล สารในกลุ่มแพคติน กัวกัม และ ß-glucan ที่มีใยอาหารสูง จะสามารถลดการดูดซึมของ
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คอเลสเตอรอลได้ โดยลักษณะเหนียวหนืดของใยอาหารไปเคลือบผนังล าไส้ ท าให้ความสามารถในการดูด
ซึมคอเลสเตอรอลภายในล าไส้ลดลง 

(ก) ในกระบวนการหมักสารพรีไบโอติกภายในล าไส้ใหญ่จะเกิดผลิตภัณฑ์สุดท้ายกรด
ไขมันสายสั้น พบว่าโพรพิโอเนทสามารถไปลดการสังเคราะห์คอเลสเตอรอลในเซลล์ตับ 

(ข) เพิ่มการขับถ่ายเกลือน้ าดี ซึ่งเกลือน้ าดีเป็นตัวช่วยละลายไขมันท าให้การดูดซึมไขมัน
และคอเลสเตอรอลเพิ่มขึ้น (Conway, 2001) 

(5) ช่วยลดความดันโลหิต 
การศึกษาผลของฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด์ ในผู้ป่วยที่มีระดับไขมันในเลือดสูง โดยให้ผู้ป่วย

บริโภค ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด์ เป็นระยะเวลา 5 สัปดาห์ พบว่าความดันโลหิตลดลงโดยเฉลี่ย 6 
มิลลิเมตรปรอท และยังพบว่าความดันโลหิตแปรผกผันกับจ านวนของ Bifidobacteria ในล าไส้อีกด้วย 
(Tomomatsu, 1994) 

(6) ช่วยเพิ่มวิตามินบางชนิด 
การหมักสารพรีไบโอติกโดยจุลินทรีย์กลุ่ม Bifidobacteria พบว่าสามารถผลิตวิตามิน B1, B2, B6, 

B12, nicotinic acid และ folic acid เพิ่มขึ้น (Conway, 2001) 
(7) ช่วยลดอาการท้องผูก 
กรดไขมันซึ่งผลิตโดย Bifidobacteria ช่วยกระตุ้นการบีบตัวของล าไส้และเพิ่มความชื้นของ 

อุจจาระ ท าให้อุจจาระนิ่มขึ้นขับถ่ายได้ง่าย ซึ่งสารพรีไบโอติกสามารถเสริมการผลิตกรดไขมันสายสั้นใน
จุลินทรีย์โพรไบโอติกได้ (Tomomatsu, 1994) 

1.2.7 กำรสกัดโอลิโกแซคคำไรด์ 
การสกัด เป็นกระบวนการแยกที่เกี่ยวข้องกับ 2 เฟส โดยที่ตัวท าละลายเป็นสารที่เติมเข้าไปเพื่อให้

เกิดอีกเฟสที่แตกต่างจากเฟสเดิมขององค์ประกอบที่ต้องการแยก การแยกจะเกิดขึ้นได้เมื่อองค์ประกอบที่
ต้องการแยกละลายออกมาในตัวท าละลายออกมาในตัวท าละลายขณะที่องค์ประกอบอ่ืน ที่เหลืออยู่ยังคงอยู่
ในเฟสเร่ิมต้น สองเฟสดังกล่าวอาจจะเป็นของแข็งกับของเหลว ของเหลวที่ไม่สามารถผสมกันได้ หรือ
ของแข็งกับแก็ซก็ได้ ซึ่งในงานวิจัยนี้จะกล่าวถึงรายละเอียดเกี่ยวกับการสกัดแบบของแข็ง-ของเหลวเท่านั้น 
ซึ่งในระบบการสกัด สามารถแบ่งชนิดการสกัดออกเป็น 4 ระบบ ได้แก่ การสกัดแบบกะเพียงขั้นเดียว การ
สกัดแบบการไหลผ่านชนิดหลายขั้น การสกัดแบบไหลสวนทางกันแบบหลายขั้น และการสกัดแบบไหล
สวนทางกันอย่างต่อเน่ือง แต่ในงานวิจัยนี้จะกล่าวเพียง การสกัดแบบกะเพียงขั้นตอนเดียว 
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 กำรสกัดแบบกะเพียงขั้นตอนเดียว 
เป็นการสกัดที่อาศัยการสัมผัสระหว่างเฟสของแข็งกับตัวท าละลายที่ไม่มีตัวถูกละลายอยู่จนกระทั้ง

ถึงจุดสมดุล ตัวท าละลายจะถูกปั้มผ่านชั้นของแข็งแล้ว หมุนเวียนกลับมาใช้ใหม่ โดยในชั้นของแข็งอาจแช่
อยู่ในตัวท าละลายที่มีการกวนหรือไม่ก็ได้ ซึ่งภายหลังจากสมดุลการสกัด เฟสของตัวท าละลายที่มีตัวถูก
ละลายอยู่จะถูกระบายออกไปจากของแข็ง จากนั้นตัวท าละลายและน้ าก็จะถูกก าจัดออกไป การสกัดแบบนี้
นิยมใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตน้ าตาลจากหัวบีท 

หลักกำรท่ัวไปของกำรสกัด 
ปรากฎการณ์ทางกายภาพที่เกี่ยวข้องกับการสกัด ได้แก่ 
(1) กำรแพร่ (Diffusion) 

 การแพร่เป็นการเคลื่อนย้ายโมเลกุลต่างๆของสารประกอบชนิดหนึ่งผ่านส่วนที่ต่อเนื่อง 
(Continuum) ในเฟสหนึ่งหรือผ่านผิว (interface) ระหว่างเฟส ในการสกัดของแข็ง-ของเหลว ตัวท าละลาย
จะต้องแพร่เข้าไปในของแข็งเพื่อละลายตัวถูกละลายออกมา และตัวถูกละลายก็ต้องแพร่ออกมาจากของแข็ง
ที่อ่ิมตัวด้วยตัวท าละลายไปยังเฟสของตัวท าละลาย อัตราการแพร่หาได้จากระยะเวลาที่ต้องการให้สมดุล
เกิดขึ้นระหว่างเฟสทั้งสอง ซึ่งเวลาที่ต้องการส าหรับกระบวนการแพร่เพื่อให้ถึงสมดุลเป็นสัดส่วนกลับกับ
สองของระยะทางการแพร่ ดังน้ัน ในการสกัดด้วยตัวท าละลาย ยิ่งมีอนุภาคมีขนาดเล็ก ระยะเวลาที่ของแข็ง
ต้องอยู่ในขั้นตอนการสกัดยิ่งสั้น (รุ่งนภา พงศ์สวัสดิ์มานิต, 2541) เนื่องจากพื้นที่ผิวสัมผัสระหว่างของแข็ง
และของเหลวเพิ่มมากขึ้น อัตราการถ่ายเทขององค์ประกอบที่ละลายได้จึงเพิ่มมากขึ้นด้วย อย่างไรก็ตาม 
แม้ว่าขนาดของอนุภาคของแข็งจะมีผลต่ออัตราการสกัด คือ ยิ่งอนุภาคมีขนาดเล็กมาก พื้นที่สัมผัส ระหว่าง
ของแข็งและของเหลวยิ่งมาก ท าให้อัตราการถ่ายเทขององค์ประกอบที่ละลายได้เพิ่มมากขึ้นก็ตาม แต่ใน
กรณีที่สารเป็นอนุภาคละเอียดมาก อาจก่อให้เกิดความต้านทานหรือยับยั้งการหมุนเวียนของตัวท าละลายที่
จะผ่านชั้นของของแข็ง ท าให้พื้นที่ผิวของการสัมผัสที่มากขึ้นก็ไม่ได้ช่วยในเร่ืองอัตราการถ่ายเทมวล 

(2) ควำมสำมำรถในกำรละลำย (Solubility) 
 ความเข้มข้นของตัวถูกละลายสูงสุดที่เป็นไปได้ในสารสกัดสุดท้ายที่ออกจากระบบการสกัด คือ 
ความเข้มข้นอ่ิมตัว ดังนั้น อัตราส่วนของ (ตัวท าละลาย ต่อของแข็ง) ต้องสูงพอที่เมื่อตัวท าละลายบริสุทธิ์
สัมผัสของแข็งที่ส่งเข้าเคร่ืองสกัด สารละลายที่ได้หลังสมดุลต้องมีความเข้มข้นต่ ากว่าความเข้มข้นอ่ิมตัว
ของตัวถูกละลาย หากความสามารถในการละลายของตัวท าลายสูงจะช่วยลดจ านวนคร้ังของการหมุนเวียน
ตัวท าละลายที่ต้องใช้เพื่อก าจัดตัวถูกละลายออกมาไประดับที่ต้องการ 
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(3) ชนิดของตัวท ำละลำย 
ในการสกัด ตัวท าละลายที่ใช้ควรมีความหนืดต่ า เพื่อให้เกิดการหมุนเวียนได้ดี ซึ่งโดยทั่วไป มักใช้ตัวท า
ละลายที่ค่อนข้างบริสุทธิ์ในช่วงแรก เนื่องจากขณะที่กระบวนการสกัดมีการด าเนินไปอย่างต่อเนื่อง ความ-
เข้มข้นของตัวถูกละลายในตัวท าละลายจะค่อยๆเพิ่มขึ้น และเมื่อเข้าสู่สมดุลการสกัด อัตราการสกัดจะลดลง
อย่างรวดเร็ว ทั้งนี้เน่ืองจากความแตกต่างของความเข้มข้นลดลงและสารละลายมีความหนืดเพิ่มขึ้น การสกัด
น้ าตาลจากพืช มักใช้น้ าและเอทานอลเป็นตัวท าละลาย โดยที่น้ าจัดเป็นโมเลกุลที่มีขั้ว และเอทานอล จัดเป็น
โครงสร้างที่มีขั้วและไม่มีขั้วภายในโมเลกุล 

(4) อุณหภูมิที่ใช้ในกำรสกัด 
ในการศึกษากระบวนการสกัดบางกรณี พบว่าอุณหภูมิมีผลต่ออัตราการสกัด โดยอุณหภูมิที่เพิ่มขึ้น

มีผลท าให้ความสามารถในการละลายของสารที่ต้องการเพิ่มมากขึ้นด้วย และเนื่องจากสัมประสิทธิ์ของการ
แพร่มักเพิ่มขึ้นตามอุณหภูมิที่สูงขึ้น ดังนั้นการเพิ่มอุณหภูมิจึงส่งผลให้อัตราการถ่ายเทองค์ประกอบหรือตัว
ถูกละลายเกิดได้ดีขึ้น Xiaoli และคณะ (2008) ศึกษาสภาวะการสกัดโอลิโกแซคคาไรด์จาก chickpea 
จ านวน 19 สายพันธุ์ จากการศึกษาผลของอุณหภูมิ ได้แก่ การสกัดที่อุณหภูมิห้อง (30), 50, 70 องศา-
เซลเซียสและอุณหภูมิน้ าเดือด พบว่าปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ที่สกัดได้ในช่วงอุณหภูมิ 10 ถึง 50 องศา-
เซลเซียส จะค่อยๆ เพิ่มขึ้นและลดลงอย่างลดเร็วเมื่อ อุณหภูมิที่ใช้ในสกัดสูงกว่า 50 องศาเซลเซียส 
ตามล าดับ นอกจากนี้ Giannoccaro และคณะ (2006) พบว่าการสกัดน้ าตาลจากเมล็ดถั่วเหลืองด้วยเอทานอล
เข้มข้นร้อยละ 80 เมื่อเพิ่มอุณหภูมิสกัดให้สูงขึ้น ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดที่สกัดได้จะมีปริมาณพิ่มขึ้นเช่นกัน 

(5) ระยะเวลำในกำรสกัด 
สารในของแข็งแพร่เข้าสู่เฟสของตัวท าละลาย ตั้งแต่เร่ิมมีการสัมผัสของทั้งสองเฟส จนกระทั้งสอง

เฟสนั้นเข้าสู่สมดุล หากใช้เวลาในการสกัดน้อย ปริมาณตัวถูกละลายที่ชะได้จากของแข็งก็จะมีปริมาณน้อย 
หรือหากใช้เวลาในการสกัดนานเกินไป ก็สิ้นเปลือง เนื่องจากไม่ได้ท าให้ปริมาณสารที่สกัดได้เพิ่มมากขึ้น 

โดยส่วนใหญ่การสกัดโอลิโกแซคคาร์จากตัวอย่างที่ได้มาจากพืชนั้น ใช้ตัวท าละลายที่มีขั้ว เช่น 
สารละลายเอทานอล และน้ า เนื่องจากโอลิโกแซคคาไรด์จัดเป็นคาร์โบไฮเดรตที่สามารถละลายน้ าได้ แต่มี
งานหลายงานวิจัยเลือกที่จะใช้ตัวท าละลายเป็นเอทานอล เนื่องจากหากใช้น้ าเป็นตัวท าละลาย ในการสกัด
อาจมีการละลายสารอ่ืนที่ชอบน้ า เช่น พอลิแซคคาไรด์หรือโปรตีน ร่วมด้วย การสกัดสารเหล่านี้จึงใช้
สารละลายเอทานอลที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นตัวท าละลาย (Knudsen and Li, 1991) ซึ่งแต่ละงานวิจัยจะ
ให้ผลที่แตกต่างกัน ทั้งนี้เนื่องจากความแตกต่างของตัวอย่างและสภาวะที่ใช้ในการทดลอง เช่น Jonansan 
และคณะ (1996) พบว่าการเพิ่มความเข้มข้นของแอลกอฮอล์ในช่วงร้อยละ 50-90 มีผลท าให้ปริมาณของ   
โอลิโก-แซคคาไรด์ที่สกัดได้จากพืชมีค่าลดลง Xiaoli และคณะ (2008) พบว่าการสกัดโอลิโกแซคคาไรด์



 

19 

  

จาก Chickpea (Cicer arietinum) ด้วยน้ าและเอทานอลที่ความเข้มข้นร้อยละ 30, 50, 70 และ 80 การสกัด
ด้วย     เอทานอลเข้มข้นร้อยละ 50 สามารถสกัดโอลิโกแซคคาไรด์ได้ปริมาณที่สูงสุด และการสกัดด้วยเอ
ทานอลเข้มข้นสูงขึ้นแม้ให้จะให้ปริมาณสารสกัด (Yield) สูง แต่ปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ที่สกัดได้กลับมี
ปริมาณน้อย ซึ่งเป็นไปได้ว่า การใช้เอทานอลเข้มข้นสูง มีผลท าให้โปรตีนเสียสภาพ ตกตะกอนและ
ขัดขวางการแพร่ของโอลิโกแซคคาร์ที่บริเวณผิวของตัวอย่าง นอกจากนี้ การสกัดในช่วงอุณหภูมิ 10-50 
องศาเซลเซียส มีผลท าให้สกัดโอลิโกแซคคาไรด์ได้เพิ่มขึ้น และการสกัดได้น้อยลงเมื่อเพิ่มอุณหภูมิให้
สูงขึ้น สอดคล้องกับกับการศึกษาการสกัดโอลิโกแซคคาไรด์จากถั่วเหลือง โดยการแช่ของ Nissreen และ 
Mckenna (1997) ซึ่งพบว่าการแช่ถั่วที่อุณหภูมิที่สูงช่วยเพิ่มอัตราการดูดซับน้ าของถั่วและลดเวลาในการแช่
ถั่วเข้าสู่สมดุลการสกัดได้เร็วขึ้น และการสกัดที่อุณหภูมิที่สูงกว่า 50 องศาเซลเซียส ส่งผลให้ปริมาณ
ผลผลิตที่สกัดได้ต่ าลง เนื่องจาก ความร้อนที่สูงขึ้น ท าให้โปรตีนที่ละลายได้เสียสภาพอย่างรวดเร็ว น้ าตาล
ที่ละลายได้จึงถูกห่อหุ้มไว้ ความสามารถในการสกัดจึงลดลง (Kim et al., 2003)  

สุพจน์ นวลละออง (2552) ศึกษาผลของระยะเวลาต่อปริมาณสารพรีไบโอติกที่สกัดได้จากเปลือก
ลูกตาลแห้ง โดยใช้น้ าเป็นตัวท าละลาย อัตราส่วนตัวอย่างต่อตัวท าละลายเป็น 1 ต่อ 10 โดยน้ าหนักต่อ
ปริมาตร อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พบว่า การสกัดเป็นเวลานานขึ้น ส่งผลให้สารที่สกัดได้มีปริมาณลดลง
เล็กน้อย และเมื่อน าสารสกัดไปวิเคราะห์น้ าตาลทั้งหมดและน้ าตาลรีดิวซ์พบว่ามีค่าเพิ่มขึ้น จนเมื่อเวลาผ่าน
ไปเมื่อสารละลายอ่ิมตัวด้วยตัวท าละลาย อัตราการสกัดจึงลดลง เมื่อพิจารณาปริมาณน้ าตาลนอนรีดิวซ์ซึ่ง
คาดว่าเป็นสารโอลิโกแซคคาไรด์ พบว่าการสกัดเป็นเวลา 120 นาที มีปริมาณน้ าตาลดังกล่าวสูงสุด คือ 
50.51 มิลลิกรัมต่อกรัมของสารสกัดได้ 

Wichienchot และคณะ (2010) ได้ศึกษาการสกัดสารพรีไบโอติกจากเนื้อแก้วมังกร พันธุ์เนื้อสีขาว 
ด้วยเอทานอลเข้มข้น 80 และ 20 เปอร์เซ็นต์ และน้ า พบว่าการสกัดที่ใช้สารละลายเอทานอลเข้มข้น 80 
เปอร์เซ็นต์ที่อุณหภูมิห้อง (28 ± 2 องศาเซลเซียส) ในปริมาณโอลิโกแซคคาร์สูงสุด คือ 27.40 เปอร์เซ็นต์
ของน้ าหนักเปียก และมีน้ าหนักโมเลกุลของสารสกัดที่ได้ คือ 275-275, 448-500 และ 787-911 ดอลตัล 

Wichienchot และคณะ (2011) ได้ศึกษาแหล่งพรีไบโอติกจากพืชไทย โดยพิจารณาจากปริมาณ
สารพรีไบโอติกและเส้นใยที่ละลายน้ าได้ (soluble dietary fiber) ในพืขที่เจริญและมีการบริโภคในบริเวณ
ภาคใต้ พบว่าในจ านวนพืชที่ได้คัดเลือกมาทั้งหมด 13 ชนิด เนื้อขนุนพันธุ์ทองประเสริฐที่สกัดด้วย เอทา-
นอล เข้มข้นร้อยละ 95 สามารถสกัดสารได้ปริมาณที่สูงสุด โดยอัตราส่วนที่เหมาะสมของตัวอย่างกับตัวท า
ละลายคือ 1:2 ขนาดตัวอย่างที่เหมาะสมคือ 0.5×0.5 ×0.5 ลูกบาศก์เซนติเมตร อุณหภูมิในการสกัดที่
เหมาะสมคือ อุณหภูมิห้อง โดยสารสกัดที่ได้คิดเป็น 15.70 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักเปียก ปริมาณน้ าตาล
ทั้งหมดของสารสกัดทั้งหมดเท่ากับ 731.11 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักเปียก ประกอบด้วยน้ าตาลฟรุกโตส 
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กลูโคสและซูโครสเท่ากับ 270.25, 193.50 และ 267.36 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักเปียก ตามล าดับ และมีปริมาณ
โอลิโกแซคคาไรด์ที่ไม่สามารถย่อยได้ต่อปริมาณพอลิแซคคาไรด์ในตัวอย่างเท่ากับ 500.86 มิลลิกรัมต่อ
กรัม 

1.2.8 กำรทดสอบควำมเป็นพรีไบโอติกในล ำไส้ใหญ่จ ำลอง 
การศึกษาคุณสมบัติการเป็นพรีไบโอติกส่วนใหญ่แล้วเกี่ยวข้องกับกระบวนการหมักโดยจุลินทรีย์ที่

พบในทางเดินอาหาร ในการศึกษาคุณสมบัติเชิงหน้าที่ชนิดนี้มีอยู่หลายแบบดังนี้ 
(1) การใช้เชื้อบริสุทธิ์ (pure culture) เป็นวิธีที่ง่ายที่สุดในการศึกษาคุณสมบัติการเป็นพรีไบโอติก

ของสารโดยการใช้แบคทีเรียบริสุทธิ์ที่เลือกมาศึกษามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อพื้นฐานที่มีการเติมสารอาหาร
ที่ต้องการทดสอบแล้วน ามาวัดการเจริญในช่วงเวลาต่างๆของการบ่มเชื้อ เปรียบเทียบการเจริญกับเชื้อที่เลี้ยง
ในอาหารที่ไม่มีการเติมสารอาหารที่ทดสอบ (Gibson and Wang, 1994) วิธีการนี้ท าให้ทราบ เมทาบอลิซึม
ของสารอาหารที่ศึกษาที่เกิดในสภาวะที่มีจุลินทรีย์เพียงชนิดเดียวแต่ไม่สามารถสะท้อนถึงสภาวะการ
แข่งขันของจุลินทรีย์กลุ่มต่างๆ ที่มีอยู่จริงในล าไส้ใหญ่ซึ่งมีอยู่มากกว่า 500 สปีชีส์ ซึ่งข้อมูลล่าสุดรายงาน
ว่ามีมากกว่า 1000 สายพันธุ์แตกต่างกัน ดังนั้นการทดสอบโดยการใช้เชื้อบริสุทธิ์ท าให้ไม่สามารถระบุ
ความจ าเพาะ (selectivity) ในการเสริมการเจริญของสารอาหารที่ทดสอบนั้นได้  วิธีการที่ใช้เชื้อผสมของ
จุลินทรีย์บริสุทธิ์ที่แยกจากทางเดินอาหารก็จะท าให้สามารถสภาวะในการแข่งขันการเจริญของเชื้อได้แต่ก็
ยังไม่เพียงพอที่จะสะท้อนสภาวะอันตรกิริยาเชิงซ้อนที่เกิดขึ้นจริงในล าไส้ได้ อย่างไรก็ตามวิธีการนี้เป็น
ประโยชน์ในการแสดงแนวโน้มว่าการใช้สารพรีไบโอติกไปส่งเสริมการแข่งขันของจุลินทรีย์โพรไบโอติก
และจุลินทรีย์ก่อโรคอย่างไร 

(2) การใช้เชื้อผสม (Mixed culture) จัดเป็นวิธีอย่างง่ายที่ใช้ในการวัดกิจกรรมของจุลินทรีย์ในล าไส้
โดยใช้การหมักแบบกะที่ใช้จุลินทรีย์จากอุจจาระมนุษย์ (Wang and Gibson, 1993) ในสภาวะไร้อากาศโดย
ใช้ก๊าซไนโตรเจนและควบคุมพีเอชพร้อมกับกวนผสมตลอดเวลาแต่วิธีนี้ท าในระบบปิดที่มีสารอาหารจ ากัด
จึงเหมาะสมกับการศึกษาระยะสั้น ซึ่งแตกต่างกับในสภาวะจริงของล าไส้ใหญ่ที่มีสารอาหารใหม่ผ่านอยู่
ตลอดเวลา จึงจ าเป็นต้องมีการพัฒนาระบบหมักที่มีการเติมสารอาหารใหม่เข้าสู่ระบบหมักอย่างต่อเนื่อง 
โดยควบคุมอัตราการไหลเข้า-ออก และตัวแปรต่างๆที่มีผลต่อกระบวนการหมักในล าไส้ เช่น พีเอชและ
เวลาที่อาหารอยู่ในล าไส้ อย่างไรก็ตามวิธีนี้ซึ่งเป็น one-stage continuous culture chemostat จัดเป็น 
homogeneous system จึงยังไม่สามารถให้ผลการทดสอบที่สะท้อนระบบ heterogeneous microbial system 
ที่อยู่ในล าไส้ใหญ่จริงๆได้ 
 ระบบล าไส้ใหญ่จ าลอง (In vitro colon model) เนื่องจากล าไส้ใหญ่มนุษย์เป็นระบบนิเวศน์ 
จุลินทรีย์ที่มีความหลากหลายซึ่งแหล่งอาหารที่ส าคัญมาจากอาหารที่รับประทานและผ่านมาจากล าไส้เล็ก 
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ในล าไส้ใหญ่ของคนทั่วไปมีเศษอาหารอยู่ประมาณ 200 กรัม ซึ่งกระจายอยู่ทั่วส่วนต่างๆของล าไส้ โดยที่
ประมาณ 60% ของน้ าหนักแห้งเป็นเชื้อจุลินทรีย์ และดังที่กล่าวไว้ข้างต้นว่าเศษอาหารที่ส่งผ่านจากล าไส้
เล็กไปยังล าไส้ใหญ่ส่วนต้นนั้นมีสารอาหารส าหรับจุลินทรีย์อยู่มาก จึงมีการเจริญของจุลินทรีย์อย่างรวดเร็ว 
และมีพีเอชค่อนไปทางเป็นกรด เมื่อเศษอาหารผ่านไปถึงล าไส้ใหญ่ส่วนกลางสารอาหารก็ลดน้อยลงและมี 
พีเอชค่อนข้างเป็นกลาง ดังนั้นในการพัฒนาระบบล าไส้ใหญ่จ าลองจึงต้องเลียนแบบส่วนต่างๆของล าไส้
ใหญ่ที่มีค่าตัวแปรต่างกัน โดยประกอบด้วยภาชนะหมักที่ 1 (vessel 1) ซึ่งแทนส่วนล าไส้ใหญ่ส่วนต้นที่มี
สารอาหารส าหรับจุลินทรีย์อยู่สูงและมีพีเอชต่ า ส่วนภาชนะหมักที่ 2 และ 3 ซึ่งแทนล าไส้ใหญ่ส่วนกลาง
และส่วนปลายมีสารอาหารลดน้อยลงและมีพีเอชค่อนข้างเป็นกลาง ท าการควบคุมตัวแปรต่างๆ ตามที่ได้
จากการรับรองผลการทดลองกับเศษอาหารที่ได้จากร่างกายผู้ที่เพิ่งเสียชีวิตใหม่ๆ ท าการเติมเชื้อเร่ิมต้นจาก
อุจจาระของอาสาสมัครที่มีสุขภาพดีและไม่ได้รับยาปฏิชีวนะ (Egert et al., 2006) ข้อมูลที่ได้จากระบบ
จ าลองนี้สามารถสะท้อนสภาวะที่เกิดขึ้นในล าไส้ใหญ่ได้จริง จึงสามารถน ามาใช้ในการประเมินความเป็น  
พรีไบโอติกได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

การพัฒนาของจุลินทรีย์ในทางเดินอาหารของเด็กทารกที่ปลอดจากเชื้อจุลินทรีย์เร่ิมต้นขึ้นตั้งแต่
แรกคลอด โดยมีการพบเชื้อจุลินทรีย์ที่มาจากสิ่งแวดล้อมใกล้เคียงในอุจจาระหลังจากคลอดได้ 2-3 วัน 
ในช่วงเวลานี้แบคทีเรียกลุ่มแรกที่เข้าไปก่อตัว (colonization) ท าให้เกิดสภาวะไร้อากาศในทางเดินอาหาร
ซึ่งอ านวยให้มีการเจริญของแบคทีเรียที่ไม่ชอบอากาศโดยเฉพาะ Bifidobacteria ซึ่งจัดเป็นกลุ่มที่เป็น 
dominant flora ในทางเดินอาหารของเด็กทารกแรกคลอดโดยในช่วงนี้การเปลี่ยนแปลงของกลุ่มประชากร
แบคทีเรียยังไม่คงตัวแต่จะเร่ิมคงตัวมากขึ้นเมื่ออายุเพิ่มขึ้น โดยจุลินทรีย์ที่พบในช่วงแรกเป็นพวก 
Bifidobacterium, Bacteroides, Streptococcus และ Clostridium การก่อตัวของจุลินทรีย์ในทางเดินอาหาร
ส่งผลต่อการปรับสภาพของล าไส้ทารกหลังคลอดเพื่อรักษาสภาพการเป็น  mucosal barrier และการดูดซึม
สารอาหาร (Favier et al., 2002) การทราบข้อมูลเกี่ยวกับชนิดของจุลินทรีย์และเหตุการณ์ที่เกิดขึ้นใน
ช่วงแรกหลังคลอดที่มีผลต่อการก่อตัวของจุลินทรีย์ในล าไส้จะท าให้มีโอกาสที่จะหาวิธีปรับเพื่อเสริมให้
คุณสมบัติเชิงหน้าที่เหล่านี้ได้ดียิ่งขึ้น กลไกการควบคุมที่มีผลต่อการก่อตัวของแบคทีเรียที่มีความจ าเป็นใน
การปรับสภาพล าไส้ ได้แก่ การเสริมสารอาหารชนิดต่างๆ วิธีการคลอด สุขลักษณะ การได้รับยา และปัจจัย
แวดล้อมต่างๆ ( Favier et al., 2002) โดยการศึกษาของ Harmsen และคณะ (2000) พบว่าอุจจาระของเด็ก
ทารกที่ดื่มนมแม่มีจ านวน bifidobacteria เป็นกลุ่มหลักในขณะที่อุจจาระของทารกที่ได้รับนมผสมมีกลุ่ม
แบคทีเรียที่หลากหลาย ส่วนการศึกษาเด็กทารกที่ได้รับยาปฏิชีวนะและมีน้ าหนักแรกคลอดต่ ามาก พบว่ามี 
Bifidobacteria อยู่น้อยมาก แต่พบแบคทีเรียกลุ่มอ่ืนมาแทนที่ได้แก่ Clostridium, Klebseilla และ E. coli ซึ่ง
ก็เป็นที่ทราบกันดีว่าการให้ยาปฏิชีวนะไปลดจ านวนจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ส่งผลให้ทางเดินอาหารติดเชื้อ
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ได้ง่ายยิ่งขึ้นยังพบความสัมพันธ์ของสายพันธุ์จุลินทรีย์โดยเฉพาะกลุ่ม bifidobacteria ที่พบนั้น ได้มาจาก
มารดา และจากสิ่งแวดล้อม (Favier et al., 2002) ซึ่งกรณีหลังชี้ให้เห็นถึงความเป็นไปได้ในการเสริม
จุลินทรีย์ที่เป็นประโยชน์จากภายนอกให้เข้าไปก่อตัวในล าไส้ โดยการบริโภคเสริมเข้าไป นอกจากนี้จาก
การศึกษาทารกกรีกที่ท าคลอดโดยการผ่าออกทางหน้าท้องมีการก่อตัวของแบคทีเรียแลกติคและ 
bifidobacteria ที่ช้ากว่าและมีจ านวนน้อยกว่าทารกที่คลอดแบบธรรมชาติ โดย bifidobacteria ที่พบมากคือ 
Bifidobacterium longum และ Bifidobacterium breve 

จากการศึกษาองค์ประกอบในน้ านมแม่พบว่ามีองค์ประกอบของโอลิแซคคาไรด์ที่ต่อมาเป็นที่
รู้จักว่าเป็น Galactooligosaccharides (GOS) ซึ่งมีงานวิจัยจ านวนมากแสดงให้เห็นคุณสมบัติที่เสริมการเจริญ
ของ จุลินทรีย์กลุ่มนี้ได้อย่างจ าเพาะ โดย Bouhnik และคณะ (1997) ได้เติม transgalactosylated 
oligosaccharides (TOS) เข้าสู่ระบบล าไส้ใหญ่จ าลองแบบกึ่งต่อเนื่องในปริมาณ 10 กรัมต่อวันโดยใช้
เชื้อจุลินทรีย์จากอุจจาระมนุษย์พบว่าปริมาณกรดแลคติกและอะซิติกเพิ่มสูงขึ้นซึ่งสะท้อนให้เห็นว่ามีการ
เพิ่มจ านวนของแบคทีเรีย Lactic และ bifidobacteria โดยเฉพาะจุลินทรีย์กลุ่มหลังที่เป็นที่ทราบกันดีว่าผลิต
กรดอะซิติกในล าไส้ได้ดี ส่วนผลการเติมสาร TOS ให้หนูกิน พบว่า มีการเพิ่มจ านวนของ Lactobacilli และ 
Bifidobacteria อย่างมีนัยส าคัญ และท าให้จ านวน Streptococci, Staphylococci และ Enterobacteria ลดลง
อย่างมาก (Morishita and Konishi, 1994; Rowland and Tanaka, 1993) นอกจากนี้การศึกษาในคนก็ให้ผลใน
ท านองเดียวกัน คืออุจจาระของอาสาสมัครที่ได้รับ TOS ในปริมาณ 10-15 กรัมต่อวันมีจ านวน Lactobacilli 
และ bifidobacteria สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ ในขณะที่มีจ านวน bacteriodes ลดลง (Ito et al., 1993; Bouhnik 
et al., 1997) 

นอกจาก TOS หรือ GOS แล้วโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้รับความสนใจอย่างมากอีกชนิดหนึ่งคือ 
fructooligosaccharides (FOS) และ inulin ซึ่งมีหลักฐานทางวิทยาศาสตร์มากมายสนับสนุนคุณสมบัติของ
สารกลุ่มนี้ว่าสามารถเสริมการเจริญของแบคทีเรีย Bifidobacteria ได้อย่างจ าเพาะไม่ว่าจะเป็นการศึกษาใน
สัตว์ คนหรือในระบบล าไส้ใหญ่จ าลอง จากการศึกษาโดยใช้เชื้อจากอุจจาระในระบบหมักแบบกะโดยใช้ 
FOS, inulin, polydextrose, แป้ง น้ าตาลฟรุคโตส และ เพคติน พบว่า จ านวน Bifidobacteria เพิ่มขึ้นมาก
ที่สุดในชุดการทดลองที่มีการเติม FOS และ inulin (Wang and Gibson, 1993) ซึ่งสอดคล้องกับผลการ
ทดลองในระบบต่อเนื่อง (Gibson and Wang, 1994) โดยพบว่า Bifidobacteria และ Lactobacilli สามารถ
เจริญในอาหารที่มี FOS และ inulin ได้ดีกว่าในอาหารที่มีกลูโคส ในขณะที่แบคทีเรียพวก bacteriodes ไม่
สามารถเจริญในอาหารทีมี FOS ได้ จากการศึกษาในระบบ three-stage continuous system (colon model) 
สนับสนุนผลของ FOS ในเร่ืองความจ าเพาะในการเสริมการเจริญของ Bifidobacteria โดยเฉพาะในล าไส้
ใหญ่ส่วนต้น (proximal colon) (McBain and Macfarlane 1997) 
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Palframan และคณะ (2003) ได้เสนอสมการเพื่อประเมินค่าการเป็นพรีไบโอติกในเชิงปริมาณ
โดยเรียกค่าที่ค านวณได้ว่า ดัชนีพรีไบโอติก (Prebiotic Index) โดยมีสมการดังนี้  

PI = (Bif/Total) - (Bac/Total) + (Lac/Total) – (Clos/Total) 
โดยที่ Bif คือจ านวนของ bifidobacteria ที่นับได้ที่เวลาที่เก็บตัวอย่าง/จ านวนที่นับได้ที่เวลาเร่ิมเติมเชื้อ ใน
ท านองเดียวกันกับ Bac, Lac และ Clos ซึ่งเป็นจ านวนของเชื้อในเวลาที่เก็บตัวอย่าง/จ านวนที่เวลาเร่ิมเติม
เชื้อของ bacteroides, lactobacilli และ clostridia ตามล าดับ ค่าที่ค านวณได้สามารถใช้ในการเปรียบเทียบ
ความเป็น พรีไบโอติกของสารได้ในเชิงปริมาณและมีความสัมพันธ์กับคุณสมบัติพรีไบโอติกในด้าน
คุณภาพการเสริมการเจริญของจุลินทรีย์ที่ได้จากการทดลองไปในทิศทางเดียวกัน ซึ่งจากการค านวณและ
เปรียบเทียบค่าดัชนีพรีไบโอติกของ low methylated pectin (LMP), high methylated pectin (HMP), pectic-
oligosaccharide mixtures (POS) ในระบบการหมักแบบกะและมีการกวน พบว่า POS 1 และ POS 2 มีค่า
ดัชนีพรีไบโอติกสูงที่สุดที่เวลาการหมัก 24 และ 48 ชั่วโมงคือ 3.00, 4.08 และ 2.77, 3.63 ตามล าดับ ในขณะ
ที่ HMP และ LMP มีค่า PI เป็น0.72, 0.86 และ 2.14, 0.30 ตามล าดับ ส่วนการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบ 
xylooligosaccharides (XOS), FOS, isomalto-oligosacchaides (IMO), inulin, lactulose, GOS, soybean 
oligosaccharides (SOS) ที่ไม่มีการกวน พบว่า ที่เวลาการหมัก 24 ชั่วโมง lactulose มีค่าดัชนีพรีไบโอติกสูง
ที่สุดคือ 4.90 รองลงมาเป็น SOS, IMO, GOS, FOS, XOS และ inulin โดยมีค่าดัชนีพรีไบโอติกเป็น 4.36, 
3.95, 3.76, 2.31, 2.19 และ 1.82 ตามล าดับ 

(3) การใช้สัตว์ทดลอง โดยมากมักใช้หนูในการทดสอบการเป็นพรีไบโอติกของสาร ซึ่งมีข้อเสียคือ
สัตว์ทดลองมีลักษณะทางสรีระวิทยาของทางเดินอาหารที่แตกต่างไปจากมนุษย์ 
 (4) การทดลองกับมนุษย์ (Human trials) ซึ่งมักเป็นในลักษณะการให้อาสาสมัครรับประทานสารที่
ต้องการทดสอบแล้วตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงทางจุลชีววิทยาในอุจจาระซึ่งเป็นวิธีเดียวที่จะสามารถศึกษา
การเปลี่ยนแปลงในล าไส้ได้ แต่วิธีนี้มีข้อเสียคือต้องมีการวิเคราะห์ตัวอย่างอุจจาระทันทีรอไม่ได้เนื่องจาก
สภาวะการเก็บสามารถเปลี่ยนแปลงจุลินทรีย์ในอุจจาระไปจากเดิมได้ จึงจ าเป็นต้องพัฒนาวิธีการตรวจสอบ
ที่ใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุลในการตรวจสอบติดตาม 

กำรย่อยอำหำรของระบบทำงเดินอำหำร 
เมื่อบริโภคอาหารเข้าสู่ร่างกาย ระบบทางเดินอาหารมีหน้าที่ส าคัญในการเปลี่ยนรูปของอาหารที่

บริโภค ให้อยู่ในรูปของสารอาหารที่ร่างกายสามารถน าไปใช้ได้ การย่อยอาหารล าดับแรกเกิดที่บริ เวณปาก 
และสิ้นสุดที่ล าไส้เล็ก 

น้ าลายมีบทบาทในการย่อยในปาก พบว่าน้ าลายถูกหลั่งออกมาจากต่อมน้ าลายประมาณวันละ 1-
1.5 ลิตร น้ าลายมีเอนไซม์แอลฟาอะมัยเลส (α-amylase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่สามารถย่อยหรือไปท าลายพันธะ 
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แอลฟา 1,4 ไกโคไลซิส (α-1,4-glycosidic bond) ของโมเลกุลสายยาวของอะมิโลสแลอะมิโลเพคตินหาก
การย่อยคาร์โบไฮเดรตเกิดขึ้นอย่างสมบูรณ์ก็จะได้โมเลกุลต่างๆ คือ มอลโตส มอลโตไทรโอส และแอลฟา
ลิมิทเด็กทรินส์ (α-limit dextrins) โดยปกติการย่อยในช่องปากเกิดขึ้นได้น้อยมากเพราะเวลาที่อาหารอยู่ใน
ปากเป็นช่วงสั้นๆ ไม่กี่วินาที เมื่ออาหารผ่านหลอดอาหารส่งมายังกระเพาะอาหาร มีน้ าย่อยที่หลั่งออกมา
จากกระเพาะอาหาร ประกอบด้วย  

(ก) กรดเกลือ หรือกรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid: HCl) กรดไฮโดรคลอริกที่หลั่ง
เข้าไปในกระเพาะอาหารท าให้พีเอชในกระเพาะอาหารมีความเป็นกรด มีพีเอชประมาณ 1-3 ซึ่งสามารถ
ท าลายแบคทีเรียที่ปะปนเข้าไปกับอาหาร แบคทีเรียที่จัดเป็นโพรไบโอติกและสารในกลุ่มพรีไบโอติกต้องมี
คุณสมบัติทนต่อกรดจากกระเพาะอาหารได้ เพื่อให้ผ่านไปล าใส้ใหญ่ซึ่งเป็นแหล่งที่จุลินทรีย์ส่วนใหญ่ที่
อาศัยอยู่ในระบบทางเดินอาหารรวมถึงโพรไบโอติก 

(ข) เปบซิน (pepsin) เป็นเอนไซม์ย่อยโปรตีนในอาหาร ที่หลั่งออกมาจากกระเพาะอาหาร 
แต่ถึงแม้ไม่มีเอนไซม์เปบซินในกระเพาะอาหาร พบว่าน้ าย่อยโปรตีนจากตับอ่อน และล าใส้เล็กก็สามารถที่
ย่อยอาหารประเภทโปรตีนได้อย่างสมบูรณ์ 

(ค) น้ าเมือก (mucus) เป็นไกลโคโปรตีนที่หลั่งเข้าไปในกระเพาะอาหารเพื่อเคลือบชั้นเยื่อ
บุของกระเพาะอาหาร ป้องกันอันตรายต่อเซลล์เยื่อบุที่เกิดจากอาหารในขณะที่มีการบีบตัวของกระเพาะ
อาหาร 

(ง) สารอินทรินซิค (intrinsic factor) เป็นไกลโคโปรตีนที่หลั่งเข้าไปในกระเพาะอาหาร
และจับวิตามิน เพื่อไม่ให้ถูกท าลายด้วยเอนไซม์ต่างๆ จากกระเพาะอาหารและตับอ่อน และถูกดูดซึมได้ใน
บริเวณล าไส้เล็กส่วนปลาย 

เมื่ออาหารตกลงมาถึงล าไส้เล็ก ซึ่งเป็นส่วนที่มีการย่อยเกิดขึ้นมากที่สุด แหล่งของเอนไซม์
ย่อยอาหารมาจากตับอ่อนและล าไส้เล็ก โดยเอนไซม์ย่อยโปรตีนจากตับอ่อนหลั่งออกมาในรูปที่ยังไม่
ท างาน หรือเรียกว่า ไซโมเจน (zymogen) เช่น ทริปซิโนเจน (trypsinogen) และถูกเอนไซม์เอนเทอโรเปบทิ-
เดส (enteropeptidase) ที่ผนังล าไส้เล็กกระตุ้นให้เปลี่ยนไปอยู่ในรูปที่ท างานได้ คือ ทริปซิน (trypsin) ส่วน
น้ าย่อยที่หลั่งจากตับอ่อน (pancreatic juice) มีสภาพเป็นด่างเนื่องจากมีไบคาร์บอเนตหลั่งออกมาด้วย จึงมี
ผลท าให้เกิดสภาพที่เป็นกลางของอาหารในล าไส้เล็กซึ่งมาจากกระเพาะอาหารที่มีสภาพเป็นกรด เนื่องจาก
เอนไซม์จากตับอ่อนจะท างานได้ดีในสภาพที่เป็นกลาง ล าใส้ใหญ่ท าหน้าที่ดูดกลับน้ าออกจากส่วนที่จะ
กลายเป็นกากอาหาร แล้วสะสมอยู่ที่ส่วนท้ายสุดล าไส้ คือ ไส้ตรง (rectum) เพื่อรอการขับถ่ายออกเป็น
อุจจาระทางทวารหนัก สารคัดหลั่งจากล าไส้ใหญ่ คือสารเมือก ซึ่งอัตราการหลั่งสารเมือกขึ้นอยู่กับการ
กระตุ้นจากอาหารเหลวภายในล าใส้ใหญ่ สารเมือกที่หลั่งออกมาในบริเวณล าใส้ใหญ่จะท าหน้าที่ป้องกัน
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อันตรายต่อชั้นเยื่อบุล าใส้ใหญ่เนื่องมาจากกากอาหาร นอกจากนี้สารเมือกยังช่วยท าให้เกิดการรวมตัวกัน
ของอุจจาระเป็นก้อน และยังช่วยป้องกันอันตรายอันเนื่องมาจากแบคทีเรียที่จะท าอันตรายต่อล าไส้ได้ ส่วน
อาหารที่ไม่ถูกย่อยจากระบบทางเดินอาหารเมือเดินทางมาถึงล าใส้ใหญ่ จะมีผลต่อการกระตุ้นการเจริญของ
แบคทีเรียที่มีประโยชน์ (แบคทีเรียโพรไบโอติก) โดยในระบบทางเดินอาหารมนุษย์นั้นมีทั้งแบคทีเรียที่
จัดเป็นแบคทีเรียก่อโรค เช่น แบคทีเรียกลุ่ม Clostridium spp. และแบคทีเรียกลุ่มโพรไบโอติก เช่น 
Lactobacilli และ Bifidobacteria ซึ่งจ านวนแตกต่างกันไปในบริเวณที่พบ ดังแสดงใน ตารางที่ 1-4 เมื่อ
แบคทีเรียโพรไบโอติกได้รับสารอาหารกลุ่มพรีไบโอติกช่วยให้โปรไบโอติกเพิ่มจ านวน อีกทั้งยังช่วยรักษา
สมดุลและยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค 
 
ตารางที่ 1-4 จุลินทรีย์ประจ าถิ่นที่พบในทางเดินอาหารของมนุษย์ 

Bacterial flora Stomach Jejunum Ileum Faeces 
Total bacterial count/ml 0-10 0-105 103-107 1010-1012 
Aerobic or facultative bacterial     
       Enterobacteria 0-102 0-103 102-106 1010-1012 
       Streptococci (including  
       Peptostreptococcus sp.) 

0-103 0-104 102-106 103-106 

       Staphylococi 0-102 0-103 102-105 104-107 
       Lactobacilli 0-103 0-104 102-105 106-1010 
Fungi 0-102 0-102 102-103 102-106 
Anaerobic bacteria     
      Bacteroides rare 0-102 103-107 1010-1012 
      Bifidobacteria  rare 0-103 103-105 108-1012 
      Gram-positive cocci rare 0-103 102-103 108-1011 
      Clostridium spp. rare rare 102-104 106-1011 
      Eubacteria rare rare rare rare 
ที่มา: Simon และ Gorbach (1984) 
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กระบวนกำรหมักพรีไบโอติกในล ำใส้ใหญ่ 
ภายในล าไส้ใหญ่จะเกิดกระบวนการหมักของสารที่เหลือจากการย่อยจากปาก กระเพาะอาหาร

และล าใส้เล็ก โดยจุลินทรีย์ประจ าถิ่นในล าใส้ใหญ่ ซึ่งกระบวนการหมักจะเกิดขึ้น 2 แบบด้วยกัน 
(ก) การหมักแบบแซคคาโรไลติก (Saccharolytic) 

การหมักอาหารในกลุ่มแซคคาไรด์ เช่นโอลิโกแซคคาไรด์ จุลินทรีย์ที่เกิดจากการหมักสาร
กลุ่มนี้ ได้แก่ Bifidobacteria และ Lactobacilli ผลิตสุดท้ายที่ได้เป็นกรดไขมันสายสั้น เช่น กรดอะซิติก กรด
โพรพิโอนิก กรดแลคติกและกรดบิวทาริก นอกจากนี้ยังมีก๊าซผลิตเกิดขึ้น (Cumming et al., 2001) ซึ่งกรด
ไขมันที่สร้างขึ้นนี้ จะถูกน าไปใช้ในรูปแบบต่างๆ ภายในร่ายกาย (ภาพที่ 1-3) กรดอะซิติกถูกน าไปใช้ใน
กล้ามเนื้อ กรดโพรพิโอนิกถูกส่งไปยังตับเพื่อใช้ในการสังเคราะห์พลังงานในรูปของ ATP ส่วนกรดบิวทา-
ริกจะใช้ในการแบ่งเซลล์ของล าใส้ใหญ่ และเป็นสารส าคัญที่มีคุณสมบัติในการต้านมะเร็งล าใส้ใหญ่ด้วย 
การหมักแบบแซคคาโรไลติกในล าใส้ใหญ่มีผลท าให้ปริมาณแบคทีเรียเพิ่มสูงขึ้น เพิ่มความนิ่มแก่อุจจาระ
ช่วยในการขับถ่ายและช่วยในสังเคราะห์วิตามิน 

(ข) การหมักแบบโปรติโอไลติก (Proteolytic) 
การหมักสารอาหารกลุ่มโปรตีน โดยจุลินทรีย์กลุ่ม Clostridia และ Bacteroides ซึ่งผลิตภัณฑ์

ที่ได้จากการหมักของจุลินทรีย์กลุ่มนี้ได้สารที่มีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ เช่น สารกลุ่มฟีนอลิก เอมีน 
และแอมโมเนีย ซึ่งเป็นสารที่มีคุณสมบัติเป็นสารก่อมะเร็ง (Gibson, 2004) 

 
ภาพที่ 1-3 ความแตกต่างของระบบการเผาผลาญของสารอาหารที่ย่อยได้และย่อยไม่ได้ในระบบทางเดิน
อาหาร  
ที่มา: Hirayama (2002) 
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กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนเซลล์มะเร็งล ำไส้ใหญ่ 
การศึกษาฤทธิ์การต้านเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ นั้นนิยมใช้เซลล์เพาะเลี้ยง Caco-2 เนื่องจากเป็นเซลล์

เพาะเลี้ยงที่มีคุณลักษณะส าคัญของล าไส้มนุษย์ไม่ว่าจะเป็นด้านโครงสร้าง หรือด้านการท างานที่มีการดูด
ซึมสารต่างๆ ไม่ว่าจะเป็นยา และสารอาหารที่คล้ายคลึงกับล าไส้เล็กมนุษย์  เพราะเซลล์เพาะเลี้ยง Caco-2 
หลังจากวันที่ 6 บริเวณผิวเซลล์มีการเปลี่ยนแปลงที่เรียกว่า บริเวณบรัสบอร์เดอร์ (brush border) ที่เต็มไป
ด้วยไมโครวิลไล ซึ่งช่วยในการดูดซึมสารอาหาร แสดงดังภาพที่ 1-4 

 

 
 

ภาพที่ 1-4 ภาพถ่ายการเจริญของเซลล์เพาะเลี้ยง Caco-2 ที่เวลา 20 วัน ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิด 
Transmission Electron Microscopy  
ที่มา: Hidalgo และคณะ (1989) 
 

กำรวัดควำมมีชีวิตของเซลล์ (กัลยาณี และ นวลอนงค,์ 2550) 
 ความมีชีวิตของเซลล์วัดจากการมีกิจกรรมของเซลล์ เช่น การแบ่งตัว การมีเมตาโบลิซึม ซึ่งจะระบุ
การเจริญของเซลล์ได้ ความมีชีวิตของเซลล์สามารถท าได้ง่ายๆด้วย dry exclusion methods ซึ่งบอกความมี
ชีวิตของเซลล์จากการคงสภาพดีของเมมเบรนที่ไม่ให้สีผ่านเข้าไปได้ เช่น trypan blue นอกจากนี้ยังมีสีอ่ืน
ใช้วัดความมีชีวิตของเซลล์ เช่น erythrosine B, nigrosin และ fluorescein diacetate 

(ก) Lactate dehydrogenase determination เซลล์ที่สูญเสียความมีชีวิตมีกิจกรรมของเอนไซม์เพิ่ม
มากขึ้น จากการที่เมนเบรนถูกท าลายแล้วท าให้สารโมเลกุลขนาดใหญ่สามารถเข้าและออกจากเซลล์ได้ 
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Lactate dehydrogenase จึงเป็นเอนไซม์ที่ผ่านออกเมนเบรนของเซลล์ที่ไม่มีชีวิต ซึ่งสามารถวัดค่าได้ด้วย 
spectrometer ในสภาวะที่มี pyruvate และ NADH โดยวัดการลดลงของ NADH ที่ความยาวคลื่น 340 nm 
  Pyruvaate + NADH + H+       LDH      lactate + NAD+ 

(ข) Adenylate energy charge ค่า energy charge เป็นดัชนีที่ใช้บอกระดับ nucleotide, AMP, ADP 
และ ATP ภายในเซลล์ ดังนี้ 
  The energy charge =            

           
 

โดย adenylate nucleotides สามารถเปลี่ยนรูปไปมาได้ (AMP               ADP               ATP) ค่านี้มี
ค่าระหว่าง 0-1 ตามทฤษฎี เซลล์ปกติจะมีค่า 0.7-0.9 และค่าจะลดลงจะบอกถึงการสูญเสียชีวิตของเซลล์ได้ 
การวัดปริมาณความเข้มข้นของ nucleotides ด้วย HPLC หรือ วัดการเรืองแสงด้วย luciferin-luciferase 
enzyme system ไม่สามารถท าได้ง่ายๆในการนับเซลล์เป็นประจ า แต่สามารถใช้เป็นวิธีวัดการสูญเสียความ
มีชีวิต จากการลดลงของพลังงานได้ 

(ค) อัตราการสังเคราะห์โปรตีนและนิวคลีอิค เป็นการวัดกิจกรรมของเซลล์ที่มีชีวิต โดยการบ่ม
เซลล์ในอาหารที่มีกรดอะมิโนหรือนิวคลีโอไทด์ที่ติดสารรังสี เช่น 3H-leucine, 35S-methionine หรือ tritiated 
thymidine (3H-Tdr) 

(ง) Colony-forming assay เป็นวิธีวัดความมีชีวิตของเซลล์ที่ให้ผลแม่นย าที่สุดกว่าวิธีอ่ืนๆ โดย
การวัดความสามารถเจริญของเซลล์โดยตรง ซึ่งเซลล์ที่รู้จ านวนที่ความหนาแน่นเซลล์น้อยๆจะเกาะและ
เจริญบนจานให้เป็นโคโลนีได้ ดังนั้นจึงเรียกว่าวิธีนี้ว่า Colony-forming efficiency (plating efficiency) วิธีนี้
ใช้เวลานาน และนิยมใช้ในการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ได้ เช่น ดูความสามารถอยู่รอดของเซลล์หลังการ
เก็บเซลล์แช่แข็ง หรือดูความสามารถเจริญของเซลล์ที่เป็นผลจากอายุของเซลล์ได้ โดยท าการเลี้ยงเซลล์
เร่ิมต้นที่รู้จ านวน และมีความหนาแน่นของเซลล์น้อยๆ เป็นระยะเวลาหนึ่ง เช่น 144 ชม. จากนั้น Fix และ
ย้อมเซลล์ด้วย crystal violet และนับโคโลนีได้ ซึ่งเป็นโคโลนีที่มีการเกาะกลุ่มของเซลล์ประมาณ 16-50 
เซลล์ มาค านวณหาค่า Colony-forming efficiency ดังนี ้
 Colony-forming efficiency (%) = (จ านวนโคโลนี/ จ านวนเซลล์ที่ใส่) × 100 

(จ) Tetrazolium assay เป็นวิธีการวัดสีที่เกิดจากกิจกรรมของเซลล์ที่มีชีวิต ด้วยการใช้ MTT (3 [4, 
5-dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyl-tetrazolium bromide) ซึ่งเป็นสารสีเหลืองที่เมื่อถูกตัดด้วยเอนไซม์ 
dehydrogenase แล้วให้ผลิตภัณฑ์ที่มีสีฟ้าของ formazan โดยเซลล์มีชีวิตจะมีปริมาณ mitrochondrial 
dehydrogenase ในเซลล์หนึ่งๆ คงที่ ดังนั้น ปริมาณ formazan ที่เกิดขึ้นจึงเป็นสัดส่วนโดยตรงกับจ านวน
เซลล์มีชีวิต อย่างไรก็ตาม เซลล์แต่ละชนิดจะให้ผลตอบสนองต่อวิธีนี้ได้แตกต่างกัน 
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1.2.9 กำรท ำบริสุทธิ์โอลิโกแซคคำไรด์ 
โดยทั่วไปการท าบริสุทธิ์โอลิโกแซคคาไรด์สามารถแบ่งได้ 3 วิธี ( Zhong et al., 2011) 

  (1) การแยกด้วยวิธีการดูดซับหรือโครมาโทกราฟี  
 การใช้ไอออนโครมาโทกราฟีในการแยกโมโนแซคคาไรด์และไดแซคคาไรด์ โดยวิธีการนี้
สามารถเพิ่มความบริสุทธิ์ของโอลิโกแซคคาไรด์ในตัวอย่างได้ถึงร้อยละ 60-70 ของตัวอย่างต่อหนึ่งรอบ
กระบวนการ แต่วิธีการมีข้อเสีย คือต้องใช้หลายรอบของกระบวนการในการผลิต ถึงจะได้โอลิโกแซคคา -
ไรด์ที่มีความบริสุทธิ์สูงและต้นทุนของเคร่ืองมือที่สูง 
 (2) การแยกด้วยกระบวนการเมมเบรน (Membrane Process) 
 การใช้เมมเบรนในการท าบริสุทธิ์โอลิโกแซคคาไรด์ เป็นการแยกโมโนแซคคาไรด์และไดแซคคา -
ไรด์ที่อยู่ในตัวอย่าง โดยให้เหลือน้ าตาลที่มีน้ าหนักโมเลกุลที่ใหญ่กว่าดังแสดงในตารางที่ 1-5 โดยวิธีนี้
สามารถเพิ่มปริมาณความบริสุทธิ์โอลิโกแซคคาไรด์ที่มีในตัวอย่างได้ถึงร้อยละ 80 ของตัวอย่าง แต่วิธีการนี้
ยังมีข้อเสียเปรียบในเร่ืองของ ต้นทุนที่สูงของเคร่ืองมือ 
ตารางที่ 1-5 การประยุกต์ใช้เทคโนโลยีเมมเบรนในกระบวนการท าบริสุทธิ์โอลิโกแซคคาไรด์จากแหล่ง
ธรรมชาติ 

Substrate 
Type of 

Separation 
Product Temperature Pressure % Purify Reference 

Caprine milk Purification of 
oligosaccharides 
and removal of 
lactose by NF 

Milk-  
oligosaccharides 

Not 
specified 

20-40 bar > 50% Sarney และ
คณะ 
(2000) 

Commercial 
mixture of  
saccharides 
from yacon 

Concentration 
and purification 
by UF and NF 

Oligosaccharides of 
DP from 3 to 10 

Not  
specified 

0.52bar 
(UF)  and  
5 bar (NF) 

67% 
-98% 

Olano และ
ค ณ ะ 
(2001) 
 

Liquors from 
almond shells 
auto 
hydrolysis 

Separation of 
lignin-related 
impurities by UF 

Xylo-oligosaccharides 25 °C 2.6-9 bar 90% Li  
และคณะ
(2004) 

Commercial 
mixture of 
GOS 

Separation of di- 
and mono- 
saccharides by NF 

Raffinose, sucrose and 
fructose 

25-60 °C 5-30 bar 81 
-98% 

Goulas และ
คณะ 
(2002) 
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 (3) การแยกด้วยวิธีทางชีวภาพ 
 เป็นกระบวนที่อาศัยจุลินทรีย์ในการย่อยสลายโมโนแซคคาไรด์และไดแซคคาไรด์ อาศัย
กระบวนการเผาผลาญของเชื้อจุลิทรีย์ โดยที่เชื้อจุลินทรีย์จะไม่มีผลต่อปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ที่มีใน
ตัวอย่าง โดยที่เชื้อจุลินทรีย์ที่นิยมใช้กัน คือ Z. mobilis และ S. cerevisiae เนื่องจากเชื้อทั้งสองชนิดเจริญได้
ในน้ าตาลที่ช่วงแคบ กล่าวคือ สามารถเจริญได้ในน้ าตาลกลูโคส น้ าตาลฟรุกโตส และน้ าตาลซูโครส เป็น
ต้น ซึ่งข้อดีของวิธีนี้ คือ ต้นทุนการผลิตที่ต่ า และสามารถน าเชื้อกลับมาใช้ใหม่ได้ ดังนั้นงานวิจัยจึงเลือก
วิธีการท าบริสุทธิ์โอลิโกแซคคาไรด์ ด้วยวิธีการทางชีวภาพ  

เชื้อ Saccharomyces cerevisiae  
เซลล์มีรูปร่างกลม (spheroidal) รูปทรงไข่ (ellipsodal) ทรงกระบอก (cylindrical) หรือทรงยาว 

(elongate) สืบพันธุ์ด้วยการแตกหน่อแบบ multilateral budding อาจมีการสร้าง pseudomycelium แต่ไม่มี
การสร้าง true mycelium (เป็นเส้นใยซึ่งมีลักษณะคล้ายเส้นใยของเชื้อราและเซลล์แต่ละเซลล์ที่ประกอบ
ขึ้นมาเป็นเส้นใยไม่ได้เกิดขึ้นมาจากการแตกหน่อ) 

ยีสต์สายพันธุ์นี้แบ่งออกเป็น 2 ชนิดตามลักษณะการหมักคือ Bottom yeast ซึ่งจะอยู่ใต้ผิวหน้าของ
น้ าหมักในระหว่างการหมัก และเมื่อการหมักสิ้นสุดจะตกตะกอนอยู่ที่ก้นถังหมัก ส่วน Top yeast นั้นจะ
เจริญเป็นฟองที่ลอยเป็นฝ้าอยู่ที่ผิว ของน้ าหมักในระหว่างการหมัก แต่เมื่อการหมักลดลงก็จะตกลงก้นถัง
เช่นกัน (วราวุฒ ิครูส่ง, 2538) 

ยีสต์สายพันธุ์นี้ถูกใช้เป็น bread yeast (ยีสต์ขนมปัง) และ brewers’ yeast (ยีสต์ท าเบียร์) ตามปกติ
ใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตเบียร์ ไวน์ เอนไซม์อินเวอร์เตส (invertase) กลีเซอรอล และแอลกอฮอล์ โดยที่
เชื้อยีสต์สามารถใช้น้ าตาลเฮกโซส (hexose) ได้ทั้งในรูปเชิงเดี่ยวและเชิงซ้อน เช่น น้ าตาลกลูโคส 
(glucose) น้ าตาลฟรุกโตส (fructose) น้ าตาลกาแลคโตส (galactose) น้ าตาลแมนโนส (mannose) น้ าตาล
ซูโครส (sucrose) และน้ าตาลแรฟฟิโนส (raffinose) เป็นต้น การหมักแอลกอฮอล์เป็นกระบวนการหมักที่
เกิดขึ้นในไซโทพลาสซึมของเซลล์ยีสต์ โดยอาศัยปฎิกิริยาของเอนไซม์แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนสในการ
เปลี่ยนกลูโคสให้เป็นแอลกอฮอล์กับแก็สคาร์บอนไดออกไซด์ ภายใต้สภาวะที่ไม่มีออกซิเจน (anaerobic 
condition) ซึ่งในขั้นตอนแรกกลูโคสจะเปลี่ยนแปลงไปตามวิถีไกลโคไลซิส (Glycolysis) หรือ Embden-
Myerhof-Parnas pathway (EMP pathway) จนได้ ไพรูเวท (pyruvate) และจากนั้นก็จะเปลี่ยนเป็น
แอลกอฮอล์ (Paturau, 1989) 

ในขั้นตอนการเปลี่ยนน้ าตาลกลูโคสไปเป็นไพรูเวท เชื้อกลุ่ม anaerobic microorganism พบว่าใช้ 
EMP pathway เชื้อในกลุ่ม facultative aerobic ใช้ EMP และ Hexose monophosphate pathway (HMP 
pathway) และเชื้อ strict aerobic ใช้เฉพาะ Entner-Doudoroff pathway (ED pathway) ดังแสดงในภาพที่ 1-
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5 และ 1-6 หลังจากได้ไพรูเวทแล้วก็จะอาศัยการท างานของเอนไซม์ไพรูเวทดีคาร์บอกซิเลส (pyruvate 
decarboxylase) เพื่อเปลี่ยนไพรูเวทไปเป็นอะซิตัลดีไฮด์ (acetaldehyde) และเปลี่ยนเป็นเอทานอลโดยการ
ท างานของเอนไซม์แอลกอฮอล์ไฮโดรจีเนส ซึ่งมี NADH เป็นตัวเร่งปฎิกริยา 

  

 
ภาพที่ 1-5 วิถีของปฎิกิริยา Embden-Meyerhof-Parnas  
ที่มา: Bai และคณะ (2007) 

 
ภาพที่ 1-6 วิถีของปฎิกิริยา Entner-Doudoroff  

ที่มา: Bai และคณะ (2007) 
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Gay-Lussac และ Thenard (1810) ได้เสนอรายงานเกี่ยวกับปริมาณของสารต่างๆ ที่ได้จากการหมัก
น้ าตาลโดยยีสต์โดยการค านวณจากสมการต่อไปนี้ 

   C6H12O6    2C2H5OH  +2CO2 
   Glucose    ethanol  Carbon dioxide 
   180    92  88 

สรุปได้ว่าในการหมักเอทานอลจากกลูโคสนั้น กลูโคส 1 กรัมให้เอทานอล 0.511 กรัม และ
คาร์บอนไดออกไซด์ 0.489 กรัม นั้นคือมีค่า theoretical yield ส าหรับการผลิตเอทานอลเท่ากับ 51.1% แต่
เน่ืองจากบางส่วนน้ าตาลถูกยีสต์ใช้เพื่อการเจริญ และบางส่วนถูกเปลี่ยนไปเป็นผลผลิตพลอยได้บางชนิด 
เช่น กลีเซอรอล (glycerol) ซัคซิเนท (succinate) และ higher alcohol หรือ fuel oil ท าให้ปริมาณเอทานอล
ที่ได้ต่ ากว่าผลผลิตทางทฤษฎีเสมอ ในทางปฎิบัติเอทานอลที่ได้อยู่ในช่วงไม่เกิน 90-95% ของทฤษฎี โดย
ผลผลิตพลอยได้ที่สร้างขึ้นเกิดจากการใช้สับสเตรท 4-5% และถ้าสามารถป้องก้นไม่ให้เกิดการสร้าง
ผลผลิตพลอยได้เหล่านั้นแล้วจะได้เอทานอลเพิ่มขึ้น 2.7% 

ปัจจัยที่มีผลต่อการหมัก (สาวิตรี ลิ่มทอง, 2540) 
1. เอทานอล: การเจริญและการหมักเอธานอลจะถูกยับยั้งด้วยเอธานอลที่ความเข้มข้น 1-2% 

โดยน้ าหนัก ท าให้การเจิญของยีสต์ลดลง และการเจริญของยีสต์จะหยุดเมื่อมีเอธานอล 4.7-7.8% โดย
น้ าหนัก 

2. ความเข้มข้นของสับสเตรท: การใช้สับสเตรทความเข้มข้นสูงมีผลยับยั้งการเจริญ และการ
หมักเอธานอล เกิดจากแรงดันออสโมซิส ซึ่งเซลล์ของยีสต์จะเกิดพลาสโมไลซิส เมื่ออยู่ในน้ าตาลความ
เข้มข้นสูงกว่า 14% โดยน้ าหนัก ส าหรับความเข้มข้นของน้ าตาลที่ยับยั้งการหมักที่แท้จริงนั้นเป็นลักษณะ
ประจ าสายพันธุ์ ทั้งนี้ถ้าน้ าตาลมีความเข้มข้นสูงกว่า 14% โดยน้ าหนัก อัตราการหมักเร่ิมต้นลดลง แต่ผล
การยับยั้งของน้ าตาลความเข้มข้นสูงนี้จะน้อยกว่าผลของเอทานอล 

3. ธาตุอาหารและโคแฟคเตอร์: ยีสต์ต้องการธาตุอาหารเพื่อการเจริญและการหมักเอธานอล 
ความต้องการธาตุอาหารที่ใช้เพื่อการเจริญเป็นสัดส่วนกับองค์ประกอบหลักของ ธาตุอาหารเหล่านี้ เช่น
คาร์บอน ออกซิเจน ไนโตรเจน และไฮโดรเจน นอกจากนี้ยังต้องการ ฟอสฟอรัส ซัลเฟอร์ โปแตสเซียม 
และแมกนีเซียม เพื่อสังเคราะห์องค์ประกอบรอง และต้องการแมงกานีส โคบอลท์ ทองแดง เหล็กและ
สารอาหารบางชนิด คือ กรดอะมิโน กรดนิวคลีอิค และวิตามิน ในปริมาณที่น้อยมาก 

4. ออกซิเจน: ออกซิเจนเป็นตัวรับอิเล็คตรอนขั้นสุดท้ายในลูกโซ่การหายใจ นอกจากนี้
ออกซิเจนยังท าหน้าที่เป็น growth factor ของยีสต์ โดยเกี่ยวข้องในการสังเคราะห์กรดไขมันที่มีพันธะคู่
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รวมทั้ง oleic acid และ linoleic acid และเออร์กอสเตอรอล ซึ่งนอกจากช่วยส่งเสริมการเจริญภายใต้สภาวะ
ที่ปราศจากออกซิเจนของยีสต์แล้ว ยังเพิ่มความทนเอธานอลของยีสต์ด้วย 

5. คาร์บอนไดออกไซด์: คาร์บอนไดออกไซด์ยับยั้งการเจริญของยีสต์ทั้งในสภาพที่มี
ออกซิเจน และไม่มีออกซิเจน ในที่ความดันสูงกว่าบรรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์ยับยั้งการเจริญและการ
หมักรุนแรงมากขึ้น เช่นเดียวกับเมื่ออาหารมี pH ต่ า  และมีเอธานอลความเข้มข้นสูง เพราะ
คาร์บอนไดออกไซด์มีอิทธิผลต่อองค์ประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์  เป็นผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงบางอย่าง
ของกิจกรรมเอนไซม์ เปลี่ยนแปลงสภาพการซึมผ่านได้ และการขนส่งของตัวถูกละลาย 

Crittenden และ Playne (2002) ได้ใช้แบคทีเรีย Z. mobilis แบบตรึงเซลล์ในการก าจัดน้ าตาล
โมเลกุลกลูโคส ฟรุกโตส และซูโครส จากโอลิโกแซคคาไรด์ที่ใช้กันในอุตสาหกรรมอาหาร เช่น Fructo-, 
malto-, isomalto-, gentio-oligosaccarides และ inulin พบว่า แบคทีเรีย Z. mobilis สามารถก าจัดน้ าตาล
กลูโคส ฟรุกโตส และซูโครสที่ผสมอยู่ได้อย่างสมบูรณ์ภายในเวลา 12 ชั่วโมง และในการหมักจะได้
ผลิตภัณฑ์คือ เอธานอล และคาร์บอนไดออกไซด์ ส่วนการหมักอินนูลินผสม ยังจะได้ซอร์บิทอล 
นอกเหนือจากได้เอธานอล และคาร์บอนไดออกไซด์ 

Wichienchot และคณะ (2010) ได้สกัดสารโอลิโกแซคคาไรด์จากเนื้อแก้วมังกรพันธุ์ขาวและพันธุ์
แดงด้วยสารละลายเอธานอลที่ความเข้มข้น 80% ที่อุณหภูมิห้อง ได้น้ าตาลกลูโคส ฟรุกโตสและโอลิโก-
แซคคาไรด์ จากนั้นน ามาท าบริสุทธิ์ด้วยยีสต์ S. cerevisiae BCC 12652 เป็นเวลา 18 ชั่วโมงผลปรากฏว่า S. 
cerevisiae BCC 12652สามารถก าจัดน้ าตาลกลูโคส และฟรุกโตสได้หมด 
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บทที ่2 

การสกดัสารพรีไบโอติกจากเนือ้แก้วมงักร 

2.1 บทน า 
พรีไบโอติกเป็นคาร์โบไฮเดรตท่ีมีบทบาทส าคญัและไดรั้บความนิยมอยา่งแพร่หลาย และ

เป็นแหล่งคาร์บอนท่ีมีบทบาทส าคญัในการเพิ่มจ านวนของแบคทีเรียโพรไบโอติก ซ่ึงเป็นแบคทีเรีย

ท่ีมีประโยชน์ในล าใส้ใหญ่ ช่วยลดจ านวนแบคทีเรียก่อโรคในล าไส้ได ้ช่วยเพิ่มการดูดซึมแร่ธาตุ

ในร่างกาย ต่อตา้นมะเร็ง และช่วยรักษาระดบัน ้ าตาลกลูโคสในเลือดให้เป็นปกติ เป็นตน้ (Gibson 

and Rastall, 2006) นอกจากน้ี สารพรีไบโอติกไดถู้กน าไปใชใ้นการเติมในผลิตภณัฑ์อาหารหลาย

ชนิด เช่น ไอศกรีม โยเกิร์ต ผลิตภณัฑ์อาหารหวาน ไดแ้ก่ เยลล่ี พุดด้ิง เป็นตน้ (Mussatto et al., 

2007) โดยทัว่ไปสารพรีไบโอติกท่ีไดจ้ากมา พืชหลายชนิดเช่น หวัหอม กลว้ย หน่อไมฝ้ร่ัง หวัแก่น

ตะวนั แกว้มงักร ถัว่หรือธญัพืชต่างๆ พบวา่สามารถสังเคราะห์ไดเ้องตามธรรมชาติ ซ่ึงจากงานวิจยั

ก่อนหน้าน้ี Wichienchot และคณะ (2010) ไดศึ้กษาการสกดัโอลิโกแซคคาไรด์จากเน้ือแกว้มงักร 

ดว้ยสารละลายเอทานอลและน ้ า ดงันั้นในบทน้ี มุ่งเน้นท าการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ

สกดัโอลิโกแซคคาไรด์ ดว้ยน ้ า และร่วมกบัเอนไซม์เพคติเนส ให้ไดใ้นปริมาณ  โอลิโกแซคคา-

ไรด์ท่ีมากท่ีสุด และใช้ตน้ทุนในการผลิตท่ีต ่า ซ่ึงเป็นปัจจยัหน่ึงท่ีมีความส าคญัต่อการผลิตสาร

จ านวนมากเพื่อน าไปใชใ้นระดบัอุตสาหกรรม  

2.2 บทตรวจเอกสาร 
แกว้มงักรมีช่ือวิทยาศาสตร์วา่  Hylocereus undatus (Haw) เป็นตน้ไมป้ระเภทเล้ือยอยูใ่น

วงศ์  Caetaceae หรือกระบองเพชร โดยทัว่ไปแกว้มงักร มี สามพนัธ์ุดว้ยกนั คือ แกว้มงักรแดง 
(Hylocereus polyrhizus), แก้วมงักรเหลือง (Hylocereus megalanthus) และ แก้วมงักรขาว 
(Hylocereus undatus) (Ariffin et al., 2008) ในประเทศไทย สายพนัธ์ุท่ีปลูกกนัอยา่งแพร่หลาย คือ 
แกว้มงักรแดง และแกว้มงักรขาว นิยมส่งออกในรูปของผลไมต้ดัแต่ง ในประเทศสิงคโปร์ ฮ่องกง 
ไตไ้หว ฟิลิปปินส์ และ มาเลยเซีย (Hoa et al., 2006) 

เน้ือแกว้มงักร ประกอบดว้ยสารอาหารหลายชนิดเป็นส่วนประกอบ ไดแ้ก่ คาร์โบไฮเดรต
โปรตีน ไขมนั วิตามิน และเกลือแร่ต่างๆ เช่น วิตามินซี วิตามินบี 1 บี 2 บี 3 แคลเซียม ฟอสฟอรัส 
และธาตุเหล็ก ในส่วนของคาร์โบไฮเดรต ประกอบดว้ย ใยอาหาร พอลิแซคคาไรด์ เช่น แป้ง และ
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เพคติน (Nur’aliaa et al., 2010) ในปัจจุบนั นิยมบริโภคแกว้มงักรในรูปของผลไมต้ดัแต่ง และน ้ า
แกว้มงักร ซ่ึงในน ้าแกว้มงักรนั้น ผูผ้ลิตในระดบัอุตสาหกรรม พบปัญหาวา่ น ้ าแกว้มงักร มีตะกอน
ขุ่นในน ้า และหนืด ดงันั้นในทางอุตสาหกรรม นิยมใช ้เอนไซมเ์พคติเนส ซ่ึงมีสามารถไฮโดรไลซ์
โมเลกุลของพอลิแซคคาไรด์และเพคตินท่ีมีอยูใ่นน ้ าแกว้มงักร (Sin et al., 2006) มีผลท าให้น ้ าแกว้
มงักรมีความใส ไม่ตกตะกอน และผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการยอ่ยไดโ้มเลกุลท่ีมีขนาดเล็กลง เช่น โอลิ-
โกแซคคาไรด ์น ้าตาลโมเลกุลคู่ และโมเลกุลเด่ียว เป็นตน้ 

พรีไบโอติก คือ ส่วนประกอบของอาหารท่ีไม่สามารถถูกย่อย และถูกดูดซึมในทางเดิน
อาหารส่วนบน แต่จะมีผลในการส่งเสริมสุขภาพของผูท่ี้กินเข้าไปโดยเลือกท่ีจะกระตุ้นการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ในร่างกายและยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรค (Fooks et al., 1999) 
ผลไม ้และผกัหลายชนิด มีรายงานวา่ เป็นแหล่งของสารพรีไบโอติก (Gibson and Rastall, 2006) ซ่ึง
ปัจจุบนัน้ี หวัแก่นตะวนั และหวับุก เป็นแหล่งวตัถุดิบในการผลิตสารพรีไบโอติกในกลุ่ม โอลิโก-
ฟรุกโตส ซ่ึงใหผ้ลผลิตอยูใ่นช่วง 18-20% (Wichienchot et al., 2010) 

Wu และคณะ (2006) ไดศึ้กษาปริมาณสารฟีนอลิก กิจกรรมการตา้นสารอนุมูลอิสระ และ
การเจริญของเซลล์เน้ืองอกของแกว้มงักรพนัธ์ุเน้ือสีแดง ซ่ึงพบว่า ทั้งเน้ือและเปลือกแกว้มงักรมี
สารฟีนอลิกและมีฤทธ์ิกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระ และยงัพบว่าเปลือกแกว้มงักรส่งเสริมการ
ยบัย ั้งการเจริญของเน้ืองอก 

Ekvall และคณะ (2006) ได้ท าการทดลองเพื่อหาราฟีโนส -โอลิโกแซคคาไรด์ ใน 
Laguminous vine peas โดยใชส้ารละลายเอทานอลเป็นตวัท าละลาย ความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีใช ้
คือ ร้อยละ 50 และ 80 ปริมาตรต่อปริมาตร อุณหภูมิในการสกดั คือ อุณหภูมิห้อง (21 องศา-
เซลเซียส) กบัอุณหภูมิจุดเดือด (83 องศาเซลเซียส) เวลาในการสกดัเป็น 15, 30 และ 60 นาที ศึกษา
ผลของความเขม้ขน้ของเอทานอลต่อประสิทธิภาพในการสกดัโดยควบคุมอุณหภูมิในการสกดัเป็น 
21 องศาเซลเซียส เวลาในการสกดัเป็นเวลา 30 นาที ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อประสิทธิภาพในการ
สกดัโดยควบคุมความเขม้ขน้ของเอทานอลเป็นร้อยละ 50 ปริมาตรต่อปริมาตร เวลาในการสกดัเป็น 
30 นาที และศึกษาผลของเวลาในการสกดัต่อประสิทธิภาพในการสกดั โดยควบคุมความเขม้ขน้
ของเอทานอลเป็นร้อยละ 50 ปริมาตรต่อปริมาตร อุณหภูมิในการสกดั 21 องศาเซลเซียส โดยจาก
ผลการทดลองพบว่า ผลท่ีไดข้องโอลิโกแซคคาไรด์ มีค่าโดยเฉล่ียประมาณ 2 เท่าเม่ือใช้ความ
เขม้ขน้ของเอทานอลร้อยละ 50 เปรียบเทียบเอทานอลร้อยละ 80 ซ่ึงผลการทดลองท่ีไดส้อดคลอ้ง
กับโอลิโกแซคคาไรด์ ทั้ งสามชนิดคือ ราฟีโนส สตาคีโนส และ เวอร์บาสโคส ยกเวน้ เวอร์-
บาสโคส ท่ีผลไดจ้ะใกลเ้คียงกนักบัการสกดัดว้ยเอทานอลร้อยละ 50 และ 80 และอุณหภูมิในการ
สกดัมีผลต่อผลไดข้องราฟีโนส-โอลิโกแซคคาไรด์ นอ้ยมาก เม่ือสกดัดว้ยเอทานอลร้อยละ 50 การ
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เพิ่มอุณหภูมิอาจจะเร่งการสกดั ราฟฟีโนส โอลิโกแซคคาไรด์ แต่การด าเนินการท่ีจุดเดือดอาจ
ส่งผลกบัความเขม้ขน้ของเอทานอลไดแ้ละยากต่อการควบคุมการก่อให้เกิดโปรตีน และผลของ
เวลาในการสกดัพบวา่ เม่ือใชเ้วลาในการสกดั 15 นาที ให้ผลไดต้ ่ากว่าท่ี 30 และ 60 นาที นัน่คือ 
สภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดัท่ีอุณหภูมิห้อง (21 องศาเซลเซียส) เวลาในการสกดั 30 นาที โดย
ความเขม้ขน้ของเอทานอลเป็นร้อยละ 50 และเพิ่มความเขม้ขน้เอทานอลเป็นร้อยละ 80 ท าให้ผลได้
ลดลง 

Siddeshwar และคณะ (2008) ไดท้  าการศึกษาการคดัเลือกและหาปริมาณโอลิโกแซคคา-
ไรด์ในผลไม ้ผกั และรากพืช โดยการสกดัดว้ยน ้ าท่ีอุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
พบวา่ แครอท กระเจ๊ียบ หวัหอม กระเทียม บีทรูท มนัแกว ฝร่ัง แอปเป้ิล มะเขือเทศ และกลว้ย เป็น
แหล่งพรีไบโอติกท่ีดีในการน ามาสกดัในเชิงการคา้ และพบวา่การอบแห้งไม่มีผลต่อกระบวนการ 
enzymatic hydrolysis ของโอลิโกแซคคาไรดแ์ต่ละชนิด เม่ือเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งสด 

Wichienchot และคณะ (2010) ไดศึ้กษาการสกดัสารพรีไบโอติกจากเน้ือแกว้มงักร พนัธ์ุ
เน้ือสีขาว ด้วยเอทานอลเขม้ขน้ 80 และ 20 เปอร์เซ็นต์ และน ้ า พบว่าการสกดัท่ีใช้สารละลาย         
เอทานอลเขม้ขน้ 80 เปอร์เซ็นตท่ี์อุณหภูมิห้อง (28 ± 2 องศาเซลเซียส) ในปริมาณโอลิโกแซคคาร์
สูงสุด คือ 27.40 เปอร์เซ็นตข์องน ้าหนกัเปียก และมีน ้ าหนกัโมเลกุลของสารสกดัท่ีได ้คือ 275-275, 
448-500 และ 787-911 ดอลตลั 

Wichienchot และคณะ (2011) ได้ศึกษาแหล่งพรีไบโอติกจากพืชไทยโดยพิจารณาจาก
ปริมาณสารพรีไบโอติกและเส้นใยท่ีละลายน ้ าได ้(soluble dietary fiber) ในพืชท่ีเจริญและมีการ
บริโภคในบริเวณภาคใต ้พบว่าในจ านวนพืชท่ีถูกคดัเลือกทั้งหมด 13 ชนิด เน้ือขนุนพนัธ์ุทอง
ประเสริฐท่ีสกดัดว้ยเอทานอลเขม้ขน้ร้อยละ 95 สามารถสกดัสารไดป้ริมาณสูงสุด โดยอตัราส่วนท่ี
เหมาะสมของตวัอยา่งต่อตวัท าละลายคือ 1:2 ขนาดตวัอยา่งท่ีเหมาะสมคือ 0.5×0.5×0.5 ลูกบาศก์-
เซนติเมตร อุณหภูมิในการสกดัท่ีเหมาะสมคือ อุณหภูมิห้อง โดยสารสกดัท่ีไดคิ้ดเป็นร้อยละ 15.70 
ของน ้ าหนักเปียก ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดของสารเท่ากบั 731.11 มิลลิกรัมต่อกรัมน ้ าหนักเปียก 
ประกอบดว้ยน ้ าตาลฟรุกโตส กลูโคสและซูโครสเท่ากบั 270.25, 193.50 และ 267.36 มิลลิกรัมต่อ
กรัมน ้ าหนกัเปียก ตามล าดบั และมีปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีไม่สามารถยอ่ยไดต่้อปริมาณพอลิ-
แซคคาไรดใ์นตวัอยา่งเท่ากบั 500.86 มิลลิกรัมต่อกรัม  

 

 
 

 



    

   42 
 

 

2.3 วตัถุประสงค์การทดลอง 
เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดัโอลิโกแซคคาไรดจ์ากเน้ือแกว้มงักรดว้ยน ้า

และเอนไซมเ์พคติเนส 
2.4 วสัดุและอุปกรณ์ 

2.4.1 วตัถุดิบ 
แกว้มงักรพนัธ์ุเน้ือสีขาวท่ีใชใ้นงานวจิยั ซ้ือจากเกษตรกรในอ าเภอเมืองหาดใหญ่ 

จงัหวดัสงขลา โดยควบคุมผลของความหลากหลายของวตัถุดิบดว้ยการเก็บเก่ียวแกว้มงักรท่ีอาย ุ45 
วนั 

2.4.2 สารเคมี 

สารเคมี บริษัทผู้ผลติ/เกรด/ประเทศ 
1. Glucose Sigma/ Analytical/ Germany 
2. Fructose Sigma/ Analytical/ Germany 
3. Maltohexose Sigma/ Analytical/ Germany 
4. Pectinase Sigma/ Analytical/ Germany 
5. Sucose  Sigma/ Commercial/ Germany 

2.4.3 อุปกรณ์ทีใ่ช้ส าหรับการทดลอง 

อุปกรณ์ บริษัทผู้ผลติ/ เกรด/ ประเทศ 
1. เคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 ต าแหน่ง รุ่น 

BP2100S 
Satorius/ USA 

2. เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง รุ่น 
BP221S 

Satorius/ USA 

3. เคร่ืองผสมสาร (Vortex Mixer) Labnet/USA 
4. Vial ขนาด 20 มิลลิลิตร - 
5. ไมโครปิเปต (ขนาด 10-100 

ไมโครลิตร    และ 100-1000 
ไมโครลิตร) 

Gilson/ France 

6. อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ รุ่น WB 14 Memmert/USA 
7. เคร่ือง HPLC Agilent/ 1200s/ Germany 
8. ถงัสกดัแบบกะ - 
9. ใบพดัหมุนชนิด 4 แฉก - 
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2.5 วธีิการทดลอง 
2.5.1 ศึกษาองค์ประกอบภายในเนื้อแก้วมังกร 

  น าเน้ือแก้วมงักรพนัธ์ุเน้ือสีขาวมา 50,000 กรัมแล้วมาหัน/ สับเป็นช้ินขนาด
ประมาณ 1×1 น้ิวแบ่งตวัอยา่งบางส่วน มาศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีภายในเน้ือแกว้มงักร การ
ทดลองละ 3 ซ ้ า (ปริมาณความช้ืน เถา้ โปรตีน เยื่อใย ไขมนั และคาร์โบไฮเดรตตามวิธี A.O.A.C. 
(2000) แลว้น ามาป่ันดว้ยเคร่ืองป่ันผลไม ้บรรจุใส่ในถุงซิป แลว้น าเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียสเพื่อรอศึกษาในตอนต่อไป 

2.5.2 การสกดัสารพรีไบโอติกจากเนือ้แก้วมังกรด้วยน า้ 
ในการทดลองน้ีใชแ้ผนการทดลองแบบ CRD ท าการทดลองละ 3 ซ ้ า โดยเลือก

สภาวะท่ีให้ปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์สูงท่ีสุด น าไปศึกษาตอนต่อไป และวิเคราะห์ความแตกต่าง
ของปริมาณโอลิโกแซคคาไรด ์ดว้ยคอมพิวเตอร์โดยใชโ้ปรแกรมส าเร็จรูป SPSS เวอร์ชนั 13.0  

2.5.2.1 ศึกษาผลของอตัราส่วนของเนือ้แก้วมังกรและน า้ต่อปริมาณโอลิโกแซค- 
คาไรด์ 

น าตวัอยา่งเน้ือแกว้มงักร ปริมาณ 200 กรัม ท่ีไดเ้ตรียมจากตอนท่ี 2.5.1 มาเติมน ้ า

กลัน่ในอตัราส่วนของเน้ือแกว้มงักรต่อน ้าเท่ากบั 1:2, 1:5 และ 1:10 กรัมต่อปริมาตรในถงัสกดัแบบ

กะ ซ่ึงมีความจุไม่นอ้ยกวา่ 3 ลิตร มีครีบป้องกนัการหมุนวน ใบพดัหมุนชนิด 4 แฉก ความเร็วรอบ

ในการสกดั คือ 250 ± 5 รอบ/นาที และสกดันานเป็นเวลา 5 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 85±2 องศาเซลเซียส 

เม่ือครบเวลาท่ีก าหนด สุ่มตวัอยา่งไปวิเคราะห์ปริมาณ กลูโคส ฟรุกโตส ซูโครส และโอลิโกแซค-

คาไรด ์ดว้ยเทคนิค High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) แลว้เลือกอตัราส่วนของ

เน้ือแกว้มงักรต่อน ้าท่ีใหป้ริมาณโอลิโกแซคคาไรดสู์งสุดน าไปศึกษาในตอน 2.5.2.2 ต่อไป 

2.5.2.2 ศึกษาผลของอุณภูมิของการสกดัด้วยน า้ต่อปริมาณโอลโิกแซคคาไรด์ 
สภาวะท่ีดีท่ีสุดของการศึกษาอตัราส่วนของเน้ือต่อน ้ าที่ให้ปริมาณโอลิโกแซค-

คาไรด์สูงสุดจากตอนท่ี 2.5.2.1 น ามาศึกษาผลของอุณหภูมิของการสกดัต่อปริมาณโอลิโกแซค-
คาไรด์ท่ีไดจ้ากเน้ือแกว้มงักรท่ีอุณหภูมิ 30±2, 50±2 และ 85±2 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 ชัว่โมง 
สารสกดัท่ีไดม้าวิเคราะห์หาปริมาณ กลูโคส ฟรุกโตส ซูโครส และโอลิโกแซคคาไรด์ ดว้ยเทคนิค 
HPLC แลว้เลือกสภาวะท่ีให้ปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์สูงสุดน าไปศึกษาในตอนต่อไป 

2.5.2.3 ศึกษาผลของเวลาการสกดัด้วยน า้ต่อปริมาณโอลโิกแซคคาไรด์ 
สภาวะท่ีดีท่ีสุดของการศึกษาอตัราส่วนระหวา่งเน้ือแกว้มงักรกบัน ้ าและอุณหภูมิท่ี

ให้ปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์จากตอนท่ี 2.5.2.1 และ 2.5.2.2 น ามาศึกษาผลของเวลาการสกดัต่อ
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ปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีเวลาต่างๆ คือ 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 ชัว่โมง สุ่มสารสกดัที่ไดม้าวิเคราะห์
หาปริมาณ กลูโคส ฟรุกโตส ซูโครส และโอลิโกแซคคาไรด์ดว้ยเทคนิค HPLC 

2.5.2.4 ศึกษาน า้หนักโมเลกุลน า้ตาลภายในเนือ้แก้วมังกรสกดัด้วยน า้ 
สารสกดัท่ีไดจ้ากตอน 2.5.2.3 น ามาท าแห้งดว้ยเคร่ือง ท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง

(Freeze dehydration) เป็นเวลา 12 ชัว่โมง จากนั้นน ามาวิเคราะห์น ้ าหนกัโมเลกุลของสารสกดั โดย
ส่งตวัอยา่งไปวิเคราะห์ท่ีศูนยเ์ทคโนโลยีโลหะและวสัดุแห่งชาติ (MTEC, กรุงเทพมหานคร) ดว้ย
วิธี Gel Permeation Chromatography (GPC) การเตรียมตวัอยา่งเพื่อวิเคราะห์โดยน าตวัอยา่งผงแห้ง
มาละลายใน 0.1 โมลาร์ NaNO3 ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็นร้อยละ 0.1 น ้ าหนกัต่อปริมาตร แลว้
กรองดว้ยกระดาษกรองชนิดไนลอนก่อนฉีดเขา้เคร่ือง GPC (Polymer Laboratories, England) โดย
ใชค้อลมัน์ Ultrahydrogel 120 (Water, USA) โดยฉีดปริมาตร 20 ไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิคอลมัน์
เท่ากบั 30 องศาเซลเซียส อตัราการไหล (Flow rate) เท่ากบั 0.6 มิลลิลิตรต่อนาที โดยใช ้RI detector 
และใช ้pullulans เป็นสารมาตรฐานเพื่อเปรียบเทียบน ้ าหนกัโมเลกุล วิเคราะห์ผลโดยใชโ้ปรแกรม 
PL Logical GPC software (England) 

2.5.3 การสกดัสารพรีไบโอติกจากเนือ้แก้วมังกรด้วยเอนไซม์เพคติเนส 
ในการทดลองน้ีใชแ้ผนการทดลองแบบ CRD ท าการทดลองละ 3 ซ ้ า โดยเลือก

สภาวะท่ีให้ปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์สูงท่ีสุด น าไปศึกษาตอนต่อไป และวิเคราะห์ความแตกต่าง
ของปริมาณโอลิโกแซคคาไรด ์ดว้ยคอมพิวเตอร์โดยใชโ้ปรแกรมส าเร็จรูป SPSS เวอร์ชนั 13.0  

2.5.3.1 ศึกษาความเข้มข้นของเอนไซม์เพคติเนสต่อปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ 
น าตวัอยา่งเน้ือแกว้มงักร ปริมาณ 200 กรัม ท่ีไดเ้ตรียมจากตอนท่ี 2.5.1 มาเติมน ้ า

กลัน่ในอตัราส่วนของเน้ือแกว้มงักรต่อน ้ าเท่ากบั 1:2 กรัมต่อปริมาตรในถงัสกดัแบบกะ ซ่ึงมีความ

จุไม่น้อยกวา่ 3 ลิตร มีครีบป้องกนัการหมุนวน ใบพดัหมุนชนิด 4 แฉก จากนั้นเติมเอนไซม์เพค-

ติเนสจาก Aspergillus niger ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 17, 53, 88, 124 และ 177 ยนิูตต่อกรัมของแข็ง 

ควบคุมอุณหภูมิท่ี 40±2 องศาเซลเซียส (Nur’ allaa et al., 2011) ความเร็วรอบในการสกดั คือ 250 ± 

5 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 ชัว่โมง สารสกดัท่ีไดม้าวิเคราะห์หาปริมาณ กลูโคส ฟรุกโตส ซูโครส และ

โอลิโกแซคคาไรด์ ด้วยเทคนิค HPLC แลว้เลือกสภาวะที่ให้ปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์สูงสุด

น าไปศึกษาในตอนต่อไป 

2.5.3.2 ศึกษาเวลาของการสกัดด้วยน า้ที่มีเอนไซม์เพคติเนสต่อปริมาณ  
โอลิโกแซคคาไรด์ 
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สภาวะท่ีดีท่ีสุดของการศึกษาความเขม้ขน้ของเอนไซมเ์พคติเนสท่ีให้ปริมาณโอลิ-
โกแซคคาไรด์จากตอนท่ี 2.5.3.1 น ามาศึกษาผลของเวลาการสกดัต่อปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ท่ี
เวลาต่างๆ คือ 0, 1, 3, 5, 15, 20, 30, 45 และ 60 นาที สุ่มสารสกดัที่ไดม้าวิเคราะห์หาปริมาณ 
กลูโคส ฟรุกโตส ซูโครส และโอลิโกแซคคาไรด ์ดว้ยเทคนิค HPLC  

2.5.3.3 ศึกษาน ้าหนักโมเลกุลน ้าตาลภายในเนื้อแก้วมังกรสกัดด้วยเอนไซม์         
เพคติเนส 

สารสกดัท่ีไดจ้ากตอน 2.5.3.2 น ามาท าแห้งดว้ยเคร่ือง ท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง
(Freeze dehydration) เป็นเวลา 12 ชัว่โมง จากนั้นน ามาวิเคราะห์น ้ าหนกัโมเลกุลของสารสกดั โดย
ส่งตวัอยา่งไปวิเคราะห์ท่ีศูนยเ์ทคโนโลยีโลหะและวสัดุแห่งชาติ (MTEC, กรุงเทพมหานคร) ดว้ย
วิธี Gel Permeation Chromatography (GPC) การเตรียมตวัอยา่งเพื่อวิเคราะห์โดยน าตวัอยา่งผงแห้ง
มาละลายใน 0.1 โมลาร์ NaNO3 ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็นร้อยละ 0.1 น ้ าหนกัต่อปริมาตร แลว้
กรองดว้ยกระดาษกรองชนิดไนลอนก่อนฉีดเขา้เคร่ือง GPC (Polymer Laboratories, England) โดย
ใช้คอลมัน์ Ultrahydrogel 1 (Water, USA) โดยฉีดปริมาตร 20 ไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิคอลมัน์
เท่ากบั 30 องศาเซลเซียส อตัราการไหล (Flow rate) เท่ากบั 0.6 มิลลิลิตรต่อนาที โดยใช ้RI detector 
และใช ้pullulans เป็นสารมาตรฐานเพื่อเปรียบเทียบน ้ าหนกัโมเลกุล วิเคราะห์ผลโดยใชโ้ปรแกรม 
PL Logical GPC software (England) 

2.5.4 วเิคราะห์ปริมาณน า้ตาลกลูโคส ฟรุกโตส ซูโครส และโอลิโกแซคคาไรด์ โดยใช้
เทคนิค HPLC 

 ตวัอย่างท่ีไดจ้ากการสุ่ม มากรองดว้ยตวักรองไนลอนขนาด 0.2 ไมครอน แลว้น า
ส่วนใสฉีดเขา้เคร่ือง HPLC ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ใชค้อลมัน์ Rezex RNM-Carbohydrate Na+ 
(300 × 7.8 mm) ตวัพา (mobile phase) คือ น ้ า เกรด HPLC เท่ากบั 100% โดยมีอตัราการไหล 0.4 
มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิคอลมัน์ 80 องศาเซลเซียส สารมาตรฐานประกอบดว้ย น ้ าตาลกลูโคส 
ฟรุกโตส ซูโครส และมอลโตเฮกโซส ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.625, 1.25, 2.5, 5 และ 10 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ค านวณปริมาณน ้ าตาลแต่ละชนิดโดยเปรียบเทียบพื้นท่ีใตก้ราฟของตวัอย่างเทียบกับ
น ้ าตาลมาตรฐาน วิเคราะห์ชนิดของน ้ าตาลโดยเปรียบเทียบกบัค่า RT ของน ้ าตาลมาตรฐานแต่ละ
ชนิด แลว้ค านวณผลผลิตท่ีไดจ้ากการสกดั ตามสมการดงัล่างน้ี 

 

ผลผลิตท่ีสกดัได ้(%) = 
น ้าหนกัน ้าตาลท่ีสกดัได ้ กรัม 

น ้าหนกัแหง้วตัถุดิบเร่ิมตน้การสกดั  กรัม 
                                                      (1) 
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2.6 ผลการทดลอง 
2.6.1 องค์ประกอบทางเคมีของเนือ้แก้วมังกร 

 จากผลการวิเคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีของเน้ือแกว้มงักร พนัธ์ุเน้ือสีขาว ดงั
แสดงใน ตารางท่ี 2-1 พบว่าเน้ือแก้วมงักรส่วนใหญ่ประกอบด้วยน ้ า (moisture) และของแข็ง 
(solid) อ่ืนๆ ซ่ึงส่วนใหญ่เป็นคาร์โบไฮเดรต (carbohydrate) ซ่ึงรวมใยอาหาร (crube fiber) ดว้ย 
รองลงมา คือ เถา้ (ash) ไขมนั (fat) และโปรตีน (protein) ตามล าดบั 
 

  ตารางที่ 2-1 องค์ประกอบทางเคมีของเนื้อแก้วมังกรพนัธ์ุเนือ้สีขาว  

Proximate content (%) Value 
Moisture 83.052 ± 0.27 
Protein 0.395 ± 0.13 
Fat 1.26 ± 0.04 
Crude fiber 1.70 ± 0.03 
Ash 2.204 ± 3.9 
*Carbohydrate 11.39 

Values given are the mean of three replicates ± standard deviation. 
*Carbohydrate content (%) = 100 – (moisture + protein + fat + crude fiber + Ash) 
 
 Morton (1987) ไดศึ้กษาองคป์ระกอบทางเคมีของเน้ือแกว้มงักร พบวา่เน้ือแกว้

มงักรพนัธ์ุ เน้ือสีขาวมีองคป์ระกอบทางเคมี ส่วนใหญ่ประกอบดว้ย ความช้ืนร้อยละ 89.4, ปริมาณ
เถา้ร้อยละ 0.50, ปริมาณโปรตีนร้อยละ 0.5 ปริมาณไขมนัร้อยละ 0.1 และปริมาณคาร์โบไฮเดรต
ร้อยละ 9.2 ตามล าดบั ซ่ึงเม่ือมาเปรียบเทียบคาร์โบไฮเครตกบังานวิจยัน้ี ไดค้่าคาร์โบไฮเดรต คือ 
ร้อยละ 13.09 (คาร์โบไฮเดรต +ใยอาหาร) จะเห็นได้ว่า ค่าท่ีได้สูงกว่างานวิจยัก่อนหน้าน้ี อาจ
เน่ืองมาจาก สภาพแวดล้อมในการปลูกท่ีแตกต่างกัน (สภาพอากาศ สภาพดิน สถานท่ีการ
เพาะปลูก) อายุการเก็บเก่ียว ความสุก ปริมาณความช้ืน เป็นต้น ซ่ึงปัจจยัเหล่าน้ี อาจส่งผลถึง
ปริมาณองคป์ระกอบทางเคมีของเน้ือแกว้มงักร ถึงแมเ้ป็นแกว้มงักรสายพนัธ์ุเด่ียวกนัก็ตาม 

2.6.2 ผลของอตัราส่วนของน า้และเนือ้แก้วกรต่อปริมาณโอลโิกแซคคาไรด์ 
 จากการศึกษาอตัราส่วนระหวา่งเน้ือแกว้มงักรต่อน ้ า ท่ีอตัราส่วน 1:2, 1:5 และ 

1:10 กรัมต่อปริมาตร สกดัในถงัสกดัแบบกะ มีการควบคุมอุณหภูมิตลอดเวลาการสกดั 85±2 องศา-
เซลเซียส ความเร็วรอบในการสกดั คือ 250 ± 5 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 ชัว่โมง พบวา่  เม่ืออตัราส่วน
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เน้ือแกว้มงักรกบัน ้าเพิ่มข้ึน พบวา่ปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์เพิ่มข้ึนเม่ืออตัราส่วนเน้ือแกว้มงักรต่อ
น ้าลดลง ดงัภาพท่ี 2-2 และปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราส่วนเน้ือแกว้มงักรต่อน ้ า 1:2 คือ ร้อย-
ละ 43.98 โดยน ้ าหนกัแห้ง ซ่ึงสูงกวา่อตัราส่วนเน้ือแกว้มงักรต่อน ้ าท่ี 1:5 และ 1:10 ท่ีให้ปริมาณ  
โอลิโกแซคคาไรด์ ร้อยละ 7.91, 13.18 โดยน ้ าหนกัแห้ง อยา่งมีนยัส าคญั (P < 0.05) ดงันั้นจึงเลือก
อตัราส่วนเน้ือแกว้มงักรต่อน ้าท่ี 1:2 น าไปศึกษาตอนต่อไป 

 

  
ภาพท่ี 2-1 ร้อยผลผลิตท่ีไดข้องของแข็งท่ีละลายได ้โอลิโกแซคคาไรด์ น ้ าตาลกลูโคส และน ้ าตาล 
ฟรุกโตสท่ีความแตกต่างของอตัราส่วนของเน้ือแกว้มงักรกบัน ้า เป็นเวลา 5 ชัว่โมง 

2.6.3 ผลของอุณหภูมิต่อปริมาณโอลโิกแซคคาไรด์ 
จากการทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดัโอลิโกแซคคาไรด์จากเน้ือแกว้

มงักร โดยน าอตัราส่วนท่ีเหมาะสมระหวา่งเน้ือแกว้มงักร ต่อ น ้า จากตอนท่ี 2.6.2 ท่ีให้ปริมาณโอลิ-
โกแซคคาไรดท่ี์สูง น ามาศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของการสกดัโอลิโกแซคคาไรด์โดยใชแ้กว้มงักร
เร่ิมตน้ 200 กรัมต่อแต่ละการทดลอง คือ ท่ีอุณหภูมิ 30 ± 2, 50 ± 2 และ 85 ± 2 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 ชัว่โมง พบวา่ ท่ีอุณหภูมิ 85 ± 2 องศาเซลเซียส ให้ปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีสูง คือ ร้อย
ละ 43.98 โดยน ้ าหนกัแห้ง รองลงมาอุณหภูมิ 50 ± 2 และ 30 ± 2 องศาเซลเซียส คือ ร้อยละ 7.91 
และ ร้อยละ 2.05 โดยน ้ าหนกัแห้ง ตามล าดบั แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (P < 0.05) ส่วนน ้ าตาล
กลูโคส ท่ีอุณหภูมิ 85 ± 2, 50 ± 2 และ 30 ± 2 องศาเซลเซียส มีค่าผลผลิตท่ีไดแ้ตกต่างอยา่งมี
นยัส าคญั (P < 0.05) คือ ร้อยละ 41.66, 32.92 และ 25.46 โดยน ้ าหนกัแห้ง ตามล าดบั ส่วนน ้ าตาล 
ฟรุกโตส ท่ีอุณหภูมิ 85 ± 2, 50 ± 2 และ 30 ± 2 องศาเซลเซียส มีค่าผลผลิตท่ีได ้แตกต่างอยา่งมี
นยัส าคญั (P < 0.05) คือ ร้อยละ10.44, 4.31 และ 1.03 โดยน ้ าหนกัแห้ง ตามล าดบัแสดงดงัภาพท่ี  
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2-2 ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่อุณหภูมิมีผลต่อปริมาณน ้าตาลโอลิโกแซคคาไรด ์กลูโคส และฟรุกโตส ท่ีได้
จากการสกดั ซ่ึงสอดคลอ้งกบั Macedo (2005) กล่าววา่น ้ าตาลกลูโคส ฟรุกโตส สามารถละลายน ้ า
ออกมาได ้เม่ือใชอุ้ณหภูมิการสกดัอยูใ่นช่วง 0-95 องศาเซลเซียส และจากการทดลอง Xiaolic และ
คณะ (2008) ศึกษาสภาวะการสกดัโอลิโกแซคคาไรด์จาก chickpea จ านวน 19 สายพนัธ์ุ จาก
การศึกษาผลของอุณหภูมิ ไดแ้ก่ การสกดัท่ีอุณหภูมิหอ้ง (30), 50, 70 องศาเซลเซียสและอุณหภูมิน ้ า
เดือด พบวา่ปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีสกดัไดใ้นช่วงอุณหภูมิ 10 ถึง 50 องศาเซลเซียส จะค่อยๆ 
เพิ่มข้ึนและลดลงอยา่งลดเร็วเม่ือ อุณหภูมิท่ีใชใ้นสกดัสูงกวา่ 50 องศาเซลเซียส ตามล าดบั ซ่ึงต่าง
กบัการทดลองน้ี ตอ้งใช้อุณหภูมิการสกดัถึง 85 องศาเซลเซียส ท่ีให้ปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์
สูงสุด และเม่ือพิจารณาองคป์ระกอบในแกว้มงักร มีปริมาณของคาร์โบไฮเดรตถึงร้อยละ 13.09 ท่ี
ร่วมถึงองคป์ระกอบจ าพวกเพคติน และพอลิแซคคาไรด์ ท่ียึดเกาะอยา่งแน่ภายในเน้ือแกว้มงักร ท า
ใหต้อ้งใชอุ้ณหภูมิท่ีสูงในการสกดั 

 

ภาพท่ี 2-2 ร้อยละผลผลิตท่ีได้ของโอลิโกแซคาร์ไรด์ น ้ าตาลกลูโคส และน ้ าตาลฟรุกโตส ท่ี
อุณหภูมิแตกต่างกนั เป็นเวลา 5 ชัว่โมง 

ดงันั้นสรุปไดว้า่ อตัราส่วนของเน้ือแกว้มงักรต่อตวัท าละลาย (น ้ า) 1:2 อุณหภูมิมี
ผลต่อความเขม้ขน้น ้าตาลโอลิโกแซคคาไรด ์โดยท่ีอุณหภูมิ 85±2 องศาเซลเซียส เวลา 5 ชัว่โมง ให้
ค่าท่ีปริมาณโอลิโกแซคคาไรดสู์งสุด จึงเลือกศึกษาตอนต่อไป 
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2.6.4 ผลของเวลาการสกดัด้วยน า้ต่อปริมาณโอลโิกแซคคาไรด์ 
จากการศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมของการสกดัต่อปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ท่ี

อตัราส่วนเน้ือแกว้มงักรต่อน ้ า 1:2 อุณหภูมิ 85±2 องศาเซลเซียส โดยท่ีสุ่มเก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 1, 2, 
3, 4 และ 5 ชัว่โมง พบว่าปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์สูงสุดท่ีอุณหภูมิ 85±2 องศาเซลเซียส 
อตัราส่วนเน้ือแกว้มงักรต่อน ้า 1:2 และเวลาการสกดั 5 ชัว่โมงใหค้่า ร้อยละผลผลิตของโอลิโกแซค-
คาไรด์ น ้ าตาลกลูโคส และน ้ าตาลฟรุกโตส เท่ากบั ร้อยละ 43.98, 41.66 และ 12.86 โดยน ้ าหนกั
แห้ง ตามล าดบั แสดงภาพท่ี 2-3 พบว่าปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ น ้ าตาลกลูโคส และน ้ าตาล
ซูโครส เพิ่มข้ึนเม่ือระยะเวลาเพิ่มข้ึน และน ้ าตาลกลูโคส และน ้ าตาลซูโครส ซ่ึงเป็นโมเลกุลเด่ียว 
และโมเลกุลเด่ียวละลายออกมาเร็วกวา่ โอลิโกแซคคาไรด ์ซ่ึงเป็นโมเลกุลท่ีใหญ่กวา่ 

 

ภาพท่ี 2-3 ร้อยละผลผลิตของโอลิโกแซคคาไรด์ น ้ าตาลกลูโคส น ้ าตาลฟรุกโตส ท่ีระยะเวลาการ
สกดัท่ีเวลาแตกต่างกนั เป็นเวลา 5 ชัว่โมง 

 
ดงันั้นเลือกท่ีเวลา 5 ชัว่โมง หากใชเ้วลาในการสกดันานเกินไป จะส่งผลถึงตน้ทุน

ในการผลิตท่ีสูง เม่ือน าไปสกดัในระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 
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2.6.5 น า้หนักโมเลกุลของเนือ้แก้วมังกร 
จากการศึกษาน ้ าหนักโมเลกุลของสารสกัดในแก้วมังกร ด้วยเทคนิค Gel 

Permeation Chromatography ในสารสกดัจากเน้ือแกว้มงักร อตัราส่วนแกว้มงักรต่อน ้ า เท่ากบั 1:2 
พบวา่ มีน ้ าหนกัโมเลกุลเท่ากบั 790, 275 และ 147 ดอลตลั คิดเป็นร้อยละ 2.34, 10.34 และ 87.32 
ตามล าดบั ดงัภาพท่ี 2-4 ซ่ึงสามารถยืนยนัไดว้่าในตวัอย่างเน้ือแกว้มงักร สายพนัธ์ุเน้ือสีขาว มี
น ้ าตาลในกลุ่มโอลิโกแซคาไรด์ คือ 790 Da คิดเป็น DP (Degree of polymerization) ประมาณ 4 
ส่วนน ้าหนกัโมเลกุล 275 และ 147 ดอลตนั อาจจะเป็นน ้ าตาลกลูโคส น ้ าตาลฟรุกโตส ตามรายงาน
ก่อนหนา้น้ีของ Wichienchot และคณะ (2010) กล่าววา่ ในเน้ือแกว้มงักร มีน ้ าตาลกลูโคส ฟรุกโตส 
และโอลิโกแซคคาไรด์ ซ่ึงโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีได ้มี DP ประมาณ 3-4 อยูใ่นช่วงของโอลิโกแซค-
คาไรด์ในกลุ่มฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ (Fructooligosaccharides) ท่ีสังเคราะห์ไดม้าจาก น ้ าตาล
ซูโครส (DP = 2-4), Oligofructose (DP = 4) ท่ีไดจ้ากการใชเ้อนไซมไ์ฮโดรไลซิสอินนูลิน และ 
Soybean oligosaccharides ท่ีไดจ้ากการสกดัมาจาก ถัว่เหลือง ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัน้ี จากขอ้มูล
ขา้งตน้ สามารถยนืยนัไดว้า่สารสกดัแกว้มงักรท่ีสกดัดว้ยน ้าในงานวจิยัน้ี มีน ้าตาลกลูโคส ฟรุกโตส 
โอลิโกแซคคาไรด ์ 

 
 

ภาพท่ี 2-4 น ้าหนกัโมเลกุลของสารสกดัเน้ือแกว้มงักรท่ีสกดัดว้ยน ้า  

2.6.6 ผลของความเข้มข้นของเอนไซม์เพคติเนสต่อปริมาณโอลโิกแซคคาไรด์ 

จากการทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดัโอลิโกแซคคาไรด์จากเน้ือแก้ว

มงักร ดว้ยเอนไซมเ์พคติเนส ท่ีอตัราส่วนเน้ือแกว้มงักรต่อน ้ าเท่ากบั 1:2 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 300 นาที ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของเอนไซมเ์พคติเนส ตั้งแต่ ความเขม้ขน้ 0, 17, 53, 88, 



    

   51 
 

 

124 และ 177 ยูนิตต่อกรัมของแข็ง โดยท่ีพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 5.6 และ เม่ือครบเวลา 300 นาที 

หลงัจากการไฮโดรไลซิส ดว้ยเอนไซม์เพคติเนส พบว่า ค่าพีเอชลดลงเหลือ 4.2 และเม่ือพิจารณา

ร้อยละผลผลิตของโอลิโกแซคคาไรด์ พบวา่ ร้อยละผลผลิตท่ีไดข้องโอลิโกแซคคาไรด์เพิ่มข้ึน เม่ือ

เพิ่มความเขม้ขน้ของเอนไซมเ์พคติเนส และมีปริมาณคงท่ีอยา่งไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั 

(P > 0.05) ท่ีความเขม้ขน้ 124 และ 177 ยนิูตต่อกรัมของแข็ง คือ ร้อยละ 41.92 และ 42.68 โดย

น ้ าหนกัแห้ง ตามล าดบั ส่วนองค์ประกอบของน ้ าตาลอ่ืนๆ เช่นน ้ าตาลกลูโคส น ้ าตาล ฟรุกโตส 

และน ้าตาลซูโครส ท่ีเกิดข้ึนระหวา่งการไฮโดรไลซิสดว้ยเอนไซมเ์พคติเนส พบวา่ ร้อยละผลผลิตท่ี

ไดเ้พิ่มข้ึน เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของเอนไซมเ์พคติเนส และความเขม้ขน้ 124 และ 177 ยนิูตต่อกรัม

ของแขง็ มีปริมาณคงท่ีอยา่งไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (P > 0.05) ท่ี เช่นกนั ดงัแสดงภาพท่ี 

2-5 ซ่ึงจะเห็นไดว้า่ โอลิโกแซคคาไรด์ท่ีไดจ้ากการทดลองน้ี มาจาก 2 แหล่งดว้ยกนั คือ โอลิโก-

แซคคาไรดท่ี์มีอยูใ่นแกว้มงักร ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นในชุดควบคุม กล่าวคือ ไม่เติมเอนไซมเ์พคติเนส ใน

การสกดัก็สามารถปลดปล่อยโอลิโกแซคคาไรด์ได้ และส่วนท่ีสอง มาจากการไฮโดรไลซิสดว้ย

เอนไซมเ์พคติเนส ซ่ึงจะเห็นไดว้า่ ภายหลงัจากการไฮโดรไลซ์ของ เอมไซมเ์พคติเนส ท าให้พีเอช

ของระบบ มีค่าลดลง และไดผ้ลิตภณัฑ ์คือ โอลิโกแซคคาไรด์ และโมเลกุลเด่ียว และคู่ เช่น น ้ าตาล

ซูโครส กลูโครส ฟรุกโตส และน ้าตาลกรดอ่ืนๆ เป็นตน้ ซ่ึงเอนไซมแ์พคติเนสท่ีใชใ้นสกดัโอลิโก-

แซคาไรด์ ในการศึกษาน้ี ใช้กนัแพร่หลายในอุตสาหกรรมการผลิตน ้ าผลไม ้ช่วยให้น ้ าผลไมใ้ส 

และไม่ตกตะกอน โดยไปไฮโดรไลซิส ภายในโมเลกุลของสายเพคตินท่ีมีอยูใ่นแกว้มงักร ท าให้ได้

โมเลกุลของน ้ าตาลท่ีมีขนาดลดมา จะเห็นได้ว่าในการสกดัโอลิโกแซคคาไรด์จากเน้ือแกว้มงักร 

ดว้ยเอนไซม์เพคติเนส ผลิตภณัฑ์ท่ีได้มีโอลิโกแซคาไรด์ น ้ าตาลกลูโคส น ้ าฟรุกโตส และน ้ าตาล

ซูโครส ซ่ึงต่างกบัการสกดัดว้ยน ้ า ผลิตภณัฑ์ท่ีไดมี้โอลิโกแซคาไรด์ น ้ าตาลกลูโคส น ้ าฟรุกโตส 

เท่านั้น และจากการรายงานก่อนหนา้ของ Nur Aliaa และคณะ (2010) ไดก้ล่าว สภาวะท่ีเหมาะสม

ในการใชเ้อนไซมเ์พคติเนส ในอุตสาหกรรมน ้ าผลไม ้คือ เอนไซมเ์พคติเนส ท่ีความเขม้ขน้ 0.1-0.7 

ยนิูตต่อมิลลิลิตร อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20-100 นาที จะเห็นไดว้า่ในการทดลองน้ีใช้

ปริมาณความเขม้ขน้ท่ีสูงกว่าเม่ือเปรียบเทียบ ซ่ึงเป็นไปไดต้วัอย่างวตัถุดิบต่างแหล่งพื้นท่ี ท าให้

สารตั้งตน้ในการไฮโดรไลซิสภายในวตัถุดิบต่างกนั และชนิด และแหล่งท่ีมาของเอนไซมท่ี์ใชใ้น

การศึกษาต่างกนั 
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ภาพท่ี 2-5 ร้อยละผลผลิตท่ีไดข้องโอลิโกแซคคาไรด ์น ้าตาลซูโครส น ้าตาลกลูโคส และน ้าตาล 
ฟรุกโตส ท่ีสกดัดว้ยเอนไซมเ์พคติเนส ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างกนั ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 ชัว่โมง 

2.6.7 ผลของเวลาการสกดัด้วยเอนไซม์เพคติเนสต่อปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ 

ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีให้ปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์จากการศึกษาจากตอน 
2.5.6 คือ 124 ยนิูตต่อกรัมของแข็ง น าศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมของการสกดัโอลิโกแซคคาไรด์
ดว้ยเอนไซมเ์พคติเนส อตัราส่วนเน้ือแกว้มงักรต่อน ้ า 1:2 ท่ีอุณหภูมิ 40 ± 2 องศาเซลเซียส โดยท่ี
สุ่มเก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 1, 3, 5, 15, 20, 30 และ 60 นาที พบวา่ปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ เพิ่มข้ึน
เม่ือเวลาเพิ่มข้ึนและจะคงท่ีท่ีเวลา 45 นาที ส่วนน ้ าตาลกลูโคส ฟรุกโตสและซูโครส เพิ่มข้ึนเม่ือ
ระยะเวลาเพิ่มข้ึน และจะคงท่ีท่ีเวลา 20 นาที และพบว่าท่ีสภาวะการสกดั โอลิโกแซคคาไรด์ดว้ย
เอนไซมเ์พคติเนส ท่ีอตัราส่วนเน้ือแกว้มงักรต่อน ้ า 1:2 ความเขม้ขน้ของเอนไซม ์124 ยนิูตต่อกรัม
ของแข็ง อุณหภูมิ 85 ± 2 องศาเซลเซียส ให้ค่าปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ น ้ าตาลซูโครส น ้ าตาล
กลูโคส และน ้ าตาลฟรุกโตส เท่ากบั ร้อยละ 41.49, 2.57, 59.04 และ 17.30 โดยน ้ าหนกัแห้ง 
ตามล าดบั ดงัแสดงในภาพท่ี 2-6 ซ่ึงแสดงให้เห็นวา่เอนไซม์เพคติสท่ีเติมลงไปในระบบ สามารถ
ไฮโดรไลซิสสารตั้งตน้ท่ีมีอยูแ่กว้มงักรจนหมด แสดงให้เห็นไดจ้ากผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการสกดัทุก
ตวัดว้ยเอนไซมเ์พคติเนส เร่ิมคงท่ี ท่ีเวลา 45 นาทีของการท าปฎิกิริยา 
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ภาพท่ี 2-6 ร้อยละผลผลิตท่ีไดข้องโอลิโกแซคคาไรด์ น ้ าตาลซูโครส น ้ าตาลกลูโคส และน ้ าตาล 
ฟรุกโตส ท่ีสกดัดว้ยเอนไซมเ์พคติเนส 124 ยนิูตต่อกรัมของแข็งท่ีเวลาการสกดัต่างกนั เป็นเวลา 60 
นาที 

 และเม่ือน าสารสกดัท่ีไดไ้ปศึกษาน ้ าหนกัโมเลกุลของสารสกดัในแกว้มงักร ดว้ยเทคนิค 
Gel Permeation Chromatography พบวา่ มีน ้ าหนกัโมเลกุลโอลิโกแซคคาไรด์ เท่ากบั 1609 ดอลตนั 
คิดเป็น DP ประมาณ 7 ดงัภาพท่ี 2-7 และเม่ือพิจารณาชนิดขององค์ประกอบในสารสกดั ดว้ย
เทคนิค HPLC พบว่า โอลิโกแซคคาไรด์ น ้ าตาลซูโครส น ้ าตาลกลูโคส และน ้ าตาลฟรุกโตส เป็น
ตน้ ดงัแสดงในภาพท่ี 2-8 สามารถยนืยนัไดว้า่ในผลิตภณัฑสุ์ดทา้ยท่ีไดจ้ากการยอ่ยตวัอยา่งเน้ือแกว้
มงักรดว้ยเอนไซมเ์พคติเนส ให้น ้ าตาลซูโครส น ้ าตาลกลูโคส น ้ าตาลฟรุกโตส และโอลิโกแซคคา-
ไรด ์และเม่ือพิจารณาองคป์ระกอบน ้ าตาลท่ีไดจ้ากยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์พคติเนสนั้น มีโอลิโกแซคคา-
ไรด ์น ้าตาลโมเลกุลเด่ียวและคู่ คือ น ้ าตาลกลูโคส ฟรุกโตส และ ซูโครส นั้น เป็นไปไดว้า่ โอลิโก-
แซคคาไรด์ท่ีอยู่ในสารสกัดนั้น จัดอยู่ในกลุ่มของฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ ซ่ึงพืชบางชนิด
สามารถสังเคราะห์ข้ึนเองไดธ้รรมชาติ โดยใชน้ ้ าตาลซูโครสเป็นสารตั้งตน้ และอาศยักระบวนการ
ท างานของเอนไซม ์ไดโ้อลิโกแซคคาไรดท่ี์มีขนาดท่ีแตกต่างกนั คือ DP ตั้งแต่ 2-9 (Rastall, 2010) 
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ภาพท่ี 2-7 น ้าหนกัโมเลกุลของสารสกดัเน้ือแกว้มงักรท่ีสกดัดว้ยเอนไซมเ์พคติเนส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 2-8 โครมาโตแกรมของสารสกดัท่ีไดจ้ากการย่อยดว้ยเอนไซม์เพคติเนส ท่ี124 ยูนิตต่อ
มิลลิกรัมของแขง็ ท่ีอุณหภูมิ 40 °C เวลา 60 นาที 

 

จากการศึกษาการสกดัโอลิโกแซคคาไรด์ดว้ยน ้ า และเอนไซมเ์พคติเนส ขา้งตน้นั้น พบว่า
สภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการสกัดด้วยน ้ า คือ อตัราส่วนเน้ือแก้วมงักรต่อน ้ า เท่ากบั 1 ต่อ 2 
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ชัว่โมง ซ่ึงใหป้ริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ น ้ าตาลกลูโคส และ
น ้ าตาลฟรุกโตส เท่ากบั ร้อยละ 43.98, 41.66 และ 12.86 โดยน ้ าหนกัแห้ง ตามล าดบั ส่วนการสกดั
ดว้ยเอนไซมเ์พคติเนส พบวา่สภาวะท่ีเหมาะในการสกดั คือ อตัราส่วนเน้ือแกว้มงักรต่อน ้ า เท่ากบั 1 
ต่อ 2 และความเขม้ขน้ของเอนไซมเ์พคติเนส เท่ากบั 124 ยนิูตต่อกรัมของแข็ง ใชเ้วลา 45 นาที ให้
ปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ น ้ าตาลซูโครส น ้ าตาลกลูโคส และน ้ าตาลฟรุกโตส เท่ากับ ร้อยละ 
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41.92, 2.57, 59.04 และ 17.22 โดยน ้ าหนกัแห้ง ตามล าดบั จะเห็นไดว้า่ ปริมาณโอลิโกแซคคาไรด ์
จากการสกดัทั้งสองวิธีไม่แตกต่างกนั แต่น ้ าหนกัโมเลกุลของโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีได้จากวิธีการ
สกดัต่างกนั คือ การสกดัดว้ยเอนไซมเ์พคติเนส ให้น ้ าหนกัโมเลกุล 1609 ดอลตลั (DP=7) ซ่ึงใหญ่
กว่าการสกดัด้วยน ้ า คือ 790 ดอลตลั (DP=4) และวิธีการสกดั กล่าวคือ การสกดัด้วยน ้ า ตอ้งใช้
พลงังานท่ีมาก ในการใหค้วามร้อนใหถึ้ง 85 องศาเซลเซียส และสกดัเป็นเวลา 5 ชัว่โมง จากนั้นตอ้ง
ใชพ้ลงังานในการลดอุณหภูมิถึงอุณหภูมิหอ้ง เพื่อน าสารสกดัท่ีไดไ้ปท าบริสุทธ์ิในตอนต่อไป ส่วน
การสกดัดว้ยเอนไซมเ์พคติเนส นั้น ใชพ้ลงังานในการให้ความร้อนการสกดัต ่ากวา่เม่ือเทียบกบัการ
สกดัดว้ยน ้ า เน่ืองจาก อุณหภูมิท่ีใชส้กดั เพียง 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที และใชพ้ลงังาน
ในการลดอุณหภูมิใหถึ้งอุณหภูมิหอ้ง ท่ีต ่ากวา่ แต่การสกดัดว้ยเอนไซมน้ี์ ตอ้งใชเ้อนไซมเ์พคติเนส 
ให้มีความเขม้ขน้ถึง 124 ยูนิตต่อกรัมของแข็ง ซ่ึงเอนไซม์เพคติเนสท่ีใช้ในการศึกษาคร้ังน้ี ใช้
เอนไซมเ์กรดทางการคา้ สามารถลดค่าใชจ่้ายไดร้ะดบัหน่ึง ดงันั้น งานวิจยัน้ี เลือกวิธีการสกดัโอลิ-
โกแซคคาไรด์จากเน้ือแกว้มงักร เน่ืองจากใช้เวลาการสกดัท่ีสั้น และพลงังานท่ีต ่ากวา่ ซ่ึงสามารถ
ลดตน้ทุนในการผลิต เม่ือน าไปผลิตในระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 
 จากการทดลองก่อนหนา้น้ีของ Wichienchot และคณะ (2010) พบวา่ สกดัโอลิโกแซคคา-
ไรดจ์ากเน้ือแกว้มงักร ดว้ยตวัท าละลายต่างกนั คือ น ้ า และสารละลายเอทานอลท่ีความเขม้ขน้ร้อย-
ละ 20 และ 80 ให้ค่าเปอร์เซ็นตพ์ื้นท่ีของโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีแตกต่าง คือ สารละลายเอทานอลท่ี
ความเขม้ขม้ร้อยละ 80 และ 20 คือ ร้อยละ 27.4 และ 20.6 ตามล าดบั ส่วนการสกดัดว้ยน ้ า ท่ี
อุณหภูมิห้อง และอุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส คือ ร้อยละ16.4 และร้อยละ 15.1 ตามล าดบั และเม่ือ
มาเปรียบเทียบกบังานวิจยัน้ี ท่ีไดส้กดัโอลิโกแซคคาไรด์จากเน้ือแกว้มงักร ด้วยน ้ าและเอนไซม ์   
เพคติเนส ให้ค่าเปอร์เซ็นต์พื้นท่ีของโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีต ่ากว่า การใช้สารละลายเอทานอล คือ   
ร้อยละ 18.73 ซ่ึงจะเห็นไดว้า่ชนิดตวัท าละลายมีผลต่อค่าเปอร์เซนตพ์ื้นท่ีของโอลิโกแซคคาไรด์ ซ่ึง
สอดคล้องกับการรายงานของ Oku และคณะ (1998) พบว่า การสกัดน ้ าตาลจากพืช มักใช้
สารละลายเอทานอลเป็นตวัท าลาย เน่ืองจากโครงสร้างของสารละลายเอทานอลประกอบดว้ยส่วน
ท่ีชอบน ้า (hydrophilic) คือ ส่วนท่ีมีขั้ว (polar) และส่วนท่ีไม่ชอบน ้ า (non-polar) การเจือจางดว้ยน ้ า
จึงเป็นการเพิ่มความมีขั้วให้กบัสารละลาย ท าให้โมเลกุลเล็กๆ สามารถละลายออกมาได ้ในขณะท่ี
คาร์โบไฮเดรตโมเลกุลใหญ่หรือ DP สูงจะถูกตกตะกอนออกมาเม่ือใช้เอทานอลท่ีความเขม้ขน้
สูงข้ึน แต่งานวจิยัน้ีไม่สามารถเลือกใชต้วัท าละลายท่ีเป็นเอทานอล เน่ืองจาก ภายหลงัจากการสกดั
ตอ้งก าจดัสารละลายเอทานอลออก ด้วยการระเหยออก ก่อนเขา้สู่กระบวนการท าบริสุทธ์ิด้วย
จุลินทรีย ์ท าใหเ้พิ่มตน้ทุนในการผลิต เม่ือน าไปผลิตในระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 
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2.7 สรุปผลการทดลอง 
การศึกษาการสกัดโอลิโกแซคคาไรด์ด้วยน ้ า และเอนไซม์เพคติเนส ข้างตน้นั้น พบว่า

สภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการสกัดด้วยน ้ า คือ อตัราส่วนเน้ือแก้วมงักรต่อน ้ า เท่ากบั 1 ต่อ 2 
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ชัว่โมง ซ่ึงใหป้ริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ น ้ าตาลกลูโคส และ
น ้ าตาลฟรุกโตส เท่ากบั ร้อยละ 43.85, 41.66 และ 12.86 โดยน ้ าหนกัแห้ง ตามล าดบั และน ้ าหนกั
โมเลกุลของโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีได้จากการสกดัเท่ากบั 790 ดอลตลั ส่วนการสกดัดว้ยเอนไซม ์    
เพคติเนส พบวา่สภาวะท่ีเหมาะในการสกดั คือ อตัราส่วนเน้ือแกว้มงักรต่อน ้ า เท่ากบั 1 ต่อ 2 และ 
ความเขม้ขน้ของเอนไซมเ์พคติเนส เท่ากบั 124 ยนิูตต่อกรัมของแขง็ ใชเ้วลา 45 นาที ให้ปริมาณโอ-
ลิโกแซคคาไรด์ น ้ าตาลซูโครส น ้ าตาลกลูโคส และน ้ าตาลฟรุกโตส เท่ากบั ร้อยละ 41.92, 2.57, 
59.80 และ 17.22 โดยน ้ าหนกัแห้ง ตามล าดบั และน ้ าหนกัโมเลกุลของโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีไดจ้าก
การสกดัดว้ยเอนไซมเ์พคติเนส อยูใ่นช่วง 1609 ดอลตลั 
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บทที ่3 

การท าบริสุทธ์ิโอลโิกแซคาไรด์จากเนือ้แก้วมงักรด้วยวธิีทางชีวภาพ 

3.1 บทน า 
การท าบริสุทธ์ิสารดว้ยเช้ือจุลินทรียเ์ป็นวิธีท่ีมีตน้ทุนต ่าเม่ือเปรียบเทียบกบัวิธีการท าบริสุทธ์ิ

ดว้ยวิธีตกตะกอนดว้ยสารเคมี และโครมาโทกราฟี อีกทั้งยงัมีความจ าเพาะสูง (Zhong et al., 2011) แต่
ก่อนการท าบริสุทธ์ิ ผูท้ดลองควรรู้ก่อนวา่ภายในตวัอยา่งท่ีตอ้งการท าบริสุทธ์ิมีองคป์ระกอบอะไรบา้ง
และต้องการก าจดัอะไร เพื่อท่ีจะเป็นขอ้มูลในการเลือกเช้ือจุลินทรีย์และสภาวะในการท าบริสุทธ์ิ 
งานวจิยัน้ี ตอ้งการท าบริสุทธ์ิสารสกดัโอลิโกแซคคาไรดท่ี์ไดจ้ากเน้ือแกว้มงักร ซ่ึงภายในเน้ือแกว้มงักร
ประกอบดว้ย น ้ าตาลกลูโคส ฟรุกโตส ซูโครส และโอลิโกแซคคาไรด์ เป็นตน้ งานวิจยัน้ีจึงเลือกศึกษา
เช้ือ S. cerevisiae ซ่ึงเช้ือกลุ่มน้ีใชน้ ้าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนไดแ้ก่ น ้ าตาลซูโครส กลูโคส และฟรุกโตส 
เป็นตน้ 

3.2 บทตรวจเอกสาร 
ปัจจุบนัน้ี การท าบริสุทธ์ิโอลิโกแซคคาไรดเ์ชิงทางการคา้ ส่วนใหญ่ใชเ้ทคนิคทางดา้น โครมา-

โทรกราฟฟี และเมมเบรน (Goulas et al., 2003) ซ่ึงวิธีท่ีให้ความบริสุทธ์ิมาก คือ โครมาโทกราฟฟี 
รองลงมา เมมเบรน แต่พบว่าการท าบริสุทธ์ิโอลิโกแซคคาไรด์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟฟีนั้น มี
ค่าใชจ่้ายท่ีสูงเม่ือเทียบกบั เทคนิคเมมเบรน ท าใหก้ารศึกษาการท าบริสุทธ์ิโอลิโกแซคคาไรด์ ในช่วง 2-
3 ปีท่ีผา่นมา มุ่งเนน้การท าบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิค นาโนฟิลเตรชนั และอลัตราฟิลเตรชนั เป็นทางเลือกใน
การแยกสารท่ีมีมวลโมเลกุลต ่า เช่น น ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว และโมเลกุลคู่ เป็นตน้ ออกจากสารท่ีมีมวล
โมเลกุลท่ีสูงกวา่ เช่น โอลิโกแซคคาไรด์ และพอลิแซคคาไรด์ เป็นตน้ และยงัพบวา่การใชเ้มมเบรนใน
การท าบริสุทธ์ินั้น สามารถปรับและควบคุมระหว่างกระบวนการท าบริสุทธ์ิได ้เช่น ค่าอตัราการไหล 
ความดนั และอุณหภูมิ เป็นตน้ (Pinelo et al., 2009)  

เช้ือ Saccharomyces cerevisiae จดัเป็นเช้ือจุลินทรียท่ี์เจริญได้ดีในสภาวะท่ีไม่มีอากาศแต่
สามารถเจริญไดใ้นสภาวะท่ีมีอากาศก็ได ้(van Maris et al., 2006) ซ่ึงเช้ือ ยีสตน้ี์สามารถใชน้ ้ าตาลเฮก-
โซส (hexose) ไดท้ั้งในรูปเชิงเด่ียวและเชิงซอ้น เช่น น ้าตาลกลูโคส น ้ าตาลฟรุกโตส น ้ าตาลกาแลคโตส 
น ้ าตาลแมนโนส น ้ าตาลซูโครส และน ้ าตาลแรฟฟิโนส เป็นตน้ การหมกัแอลกอฮอล์เป็นกระบวนการ
หมกัท่ีเกิดข้ึนในไซโทพลาสซึมของเซลลย์สีต ์โดยอาศยัปฎิกิริยาของเอนไซมแ์อลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนส
ในการเปล่ียนกลูโคสให้เป็นแอลกอฮอล์กบัแก็สคาร์บอนไดออกไซด์ ภายใตส้ภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน 
(anaerobic condition) ซ่ึงในขั้นตอนแรกกลูโคสจะเปล่ียนแปลงไปตามวิถีไกลโคไลซิส (Glycolysis) 
หรือ Embden-Myerhof-Parnas pathway (EMP pathway) จนได ้ไพรูเวท (pyruvate) และจากนั้นก็จะ
เปล่ียนเป็นแอลกอฮอล ์(Paturau, 1989) 
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Mehta และ Khanna (1964) ศึกษาสารอาหารท่ีควรเพิ่มในการหมกัแอลกอฮอลจากกากน ้ าตาล 
พบว่าสารอาหารยูเรียกบัแอมโมเนียมซัลเฟตมีผลต่อการเพิ่มปริมาณและเร่งการหมกัเอทานอลและ
ปริมาณท่ีเหมาะสมท่ีควรเติมลงไปในกากน ้ าตาลชนิด Carbonation molasses คือ ร้อยละ 0.07 และ 0.13 
ตามล าดบั 

Crittenden และ Playne (2002) ไดใ้ชแ้บคทีเรีย Z. mobilis แบบตรึงเซลล์ในการก าจดัน ้ าตาล
โมเลกุลกลูโคส ฟรุกโตส และซูโครส จากโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีใช้กนัในอุตสาหกรรมอาหาร เช่น 
Fructo-, malto-, isomalto-, gentio-oligosaccarides และ inulin พบวา่ แบคทีเรีย Z. mobilis สามารถ
ก าจดัน ้าตาลกลูโคส ฟรุกโตส และซูโครสท่ีผสมอยูไ่ดอ้ยา่งสมบูรณ์ภายในเวลา 12 ชัว่โมง และในการ
หมกัจะไดผ้ลิตภณัฑคื์อ เอธานอล และคาร์บอนไดออกไซด์ ส่วนการหมกัอินนูลินผสม ยงัจะไดซ้อร์บิ-
ทอล นอกเหนือจากไดเ้อธานอล และคาร์บอนไดออกไซด์ 

Wichienchot และคณะ (2010) สกดัสารโอลิโกแซคคาไรด์จากเน้ือแกว้มงักรพนัธ์ุขาวและพนัธ์ุ
แดงดว้ยสารละลายเอธานอลท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 80 ท่ีอุณหภูมิห้อง แลว้ท าเขม้ขน้ของสารสกดัให้ได ้
18 บริกซ์ จากนั้นน ามาท าบริสุทธ์ิดว้ยยีสต ์S. cerevisiae BCC 12652 เป็นเวลา 18 ชัว่โมง ผลปรากฏวา่ 
S. cerevisiae BCC 12652 สามารถก าจดัน ้าตาลกลูโคส และฟรุกโตสไดห้มด 
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3.3 วตัถุประสงค์ 
เพื่อศึกษาวธีิการท าบริสุทธ์ิโอลิโกแซคคาไรดส์ารสกดัจากเน้ือแกว้มงักรดว้ยวธีิทางชีววทิยา 

(จุลินทรีย)์ 
3.4 สารเคมีและวสัดุอุปกรณ์ 

3.4.1 เช้ือ  
เช้ือ Saccharomyces cerevisiae TISTR 5019 ไดรั้บจากศูนยเ์ก็บรักษาและรวบรวมขอ้มูล

จุลินทรีย ์สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย อ. คลองหลวง จ. ปทุมธานี 
3.4.2 สารเคมี 

สารเคมี บริษัทผู้ผลติ/ เกรด/ ประเทศ 
1. Glucose Ajex FineChem/Analytical/Australia 
2. Yeast extract Ajex FineChem/Analytical/Australia 
3. Malt extract Ajex FineChem/Analytical/Australia 
4. Peptone Ajex FineChem/Analytical/Australia 
5. Urea Ajex FineChem/Analytical/Australia 

3.4.3 อุปกรณ์ทีใ่ช้ส าหรับการทดลอง 

อุปกรณ์ บริษัทผู้ผลติ/ เกรด/ ประเทศ 
1. เคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 ต าแหน่ง รุ่น 

BP2100S 
Satorius/ USA 

2. เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง รุ่น BP221S Satorius/ USA 
3. เคร่ืองระเหยสุญญากาศ (rotary 

evaporation) 
Büchi Rotavapor® R-200/205, Switzerland 

4. เคร่ืองผสมสาร (Vortex Mixer) Labnet/USA 
5. ตูบ้่มเช้ือ (Incubator) ยีห่อ้ Memmert รุ่น 

BE 500 
Schwabach/ Germany 

6. ตูอ้บแรงดนัไอน ้า (autoclave) รุ่น SS-325 Tomy/Japan 
7. Vial ขนาด 20 มิลลิลิตร - 
8. ไมโครปิเปต (ขนาด 10-100 ไมโครลิตร    

และ 100-1000 ไมโครลิตร) 
Gilson/ France 

9. อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ รุ่น WB 14 Memmert/USA 
10. เคร่ือง HPLC Agilent/ 1200s/ Germany 
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3.5 วธีิการทดลอง 
ในการทดลองการท าบริสุทธ์ิดว้ยโอลิโกแซคคาไรดจ์ากเน้ือแกว้มงักร ดว้ยเช้ือยสีต ์       

S. cerevisiae TISTR 5019 ใชแ้ผนการทดลองแบบ CRD ท าการทดลอง 3 ซ ้ าในแต่ละการทดลอง โดย
เลือกสภาวะท่ีสามารถก าจดัเปอร์เซ็นตน์ ้าตาลรวมสูงท่ีสุด น าไปศึกษาตอนต่อไป  

3.5.1 การเตรียมกล้าเช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 และสารสกดัทีไ่ด้จากเนือ้แก้วมังกร 
เตรียมเช้ือยีสต ์S. cerevisiae TISTR 5019 ท่ีใชใ้นการก าจดัน ้ าตาลกลูโคส ฟรุกโตส และ

ซูโครสในสารสกดัเน้ือแกว้มงักรจากบทท่ี 2 ดว้ยการเพาะเล้ียงในอาหาร YM (Yeast medium) ใน
ปริมาณ 2.5% เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิห้อง (30 ± 2 องศาเซลเซียส) และความเร็วของการหมุน 180 รอบต่อ
นาทีเป็นเวลา 18 ชัว่โมง ส่วนสารสกดัท่ีให้ปริมาณโอลิโกแซคคาร์ไรด์สูงสุดจากบทท่ี 2 น ามาท า
ปราศจากเช้ือดว้ยการให้ความร้อนในอ่างน ้ าร้อนท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที จากนั้น
ท าใหเ้ยน็ใหมี้อุณหภูมิอยูใ่นช่วง 35±5 องศาเซลเซียส 

3.5.2 ศึกษาความเข้มข้นของเช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 ต่อการก าจัดน า้ตาล 
สารสกดัแกว้มงักรท่ีผา่นการปราศจากเช้ือจากตอนท่ี 3.5.1 ปริมาตร 100 มิลลิลิตรมาใส่ใน

ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตรดว้ยเทคนิคปราศจากเช้ือ จากนั้นใส่เช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 ท่ี
ระดบัความเขม้ขน้ 1.25%, 2.5%, 5% และ 10% ปริมาตรต่อปริมาตรสารสกดัแกว้มงักร หมกัเป็นเวลา 
72 ชัว่โมงท่ีความเร็วของการหมุน 180 รอบต่อนาที สุ่มตวัอยา่ง 1 มิลลิลิตร ท่ีเวลา 0, 6, 12, 24, 48 และ 
72 ชัว่โมงมาวดัค่าความขุ่นของเช้ือดว้ยเคร่ืองวดัความขุ่น ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร จากนั้นเม่ือ
ครบเวลาน ามาตม้ท่ีอุณหภูมิน ้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที เพื่อฆ่าเช้ือแลว้มาป่ันเหวี่ยงแยกเซลล์ออกท่ี
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน ้ าส่วนใสที่ไดว้ิเคราะห์หาปริมาณ กลูโคส 
ฟรุกโตส ซูโครส และโอลิโกแซคคาไรด์ ดว้ยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography 
(HPLC) แลว้มาค านวณหาเปอร์เซ็นต์การก าจดัน ้ าตาลรวมของกลูโคส ฟรุกโตสและซูโครส ท่ีให้
ค่าสูงสุดไปศึกษาต่อไปตามสมการท่ี 2 

Percentage of removal total sugar (TS %) =                         

            
     (2) 

โดยท่ี  

TSinitial  = ผลรวมของน ้ าตาลกลูโคส ฟรุกโตส และซูโครส ท่ีเวลาเร่ิมตน้ของการหมกั (กรัม/100 
มิลลิลิตร) 
TSfinal  = ผลรวมของน ้ าตาลกลูโคส ฟรุกโตส และซูโครส ท่ีเวลาสุดทา้ยของการหมกั (กรัม/100 
มิลลิลิตร 
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3.5.3 ศึกษาความเข้มข้นของยูเรียต่อการก าจัดน า้ตาล 
สภาวะท่ีก าจดัน ้ าตาลสูงสุดจากขอ้ 3.5.2 น ามาศึกษาความเขม้ขน้ของการเติมยเูรียในสาร

สกดัแกว้มงักรซ่ึงแทนเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.1%, 0.3%, 0.5%, 0.7% และ 1% กรัม
ต่อปริมาตรของสารสกดัเน้ือแกว้มงักร หมกัเป็นเวลา 72 ชัว่โมงท่ีความเร็วของการหมุน 180 รอบต่อ
นาที สุ่มตวัอยา่ง 1 มิลลิลิตร ท่ีเวลา 0, 6, 12, 24, 48 และ 72 ชัว่โมงมาวดัค่าความขุ่นของเช้ือดว้ย
เคร่ืองวดัความขุ่น ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร จากนั้นเม่ือครบเวลาน ามาตม้ท่ีอุณหภูมิน ้ าเดือดเป็น
เวลา 10 นาที เพื่อฆ่าเช้ือแลว้มาป่ันเหวี่ยงแยกเซลล์ออกท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 
นาที จากนั้นน ้าส่วนใสท่ีไดว้ิเคราะห์หาปริมาณ กลูโคส ฟรุกโตส ซูโครส และโอลิโกแซคคาไรด์ ดว้ย
เทคนิค HPLC แลว้มาค านวณหาเปอร์เซ็นตก์ารก าจดัน ้าตาลรวมของกลูโคส ฟรุกโตสและซูโครส ท่ีให้
ค่าสูงสุดไปศึกษาต่อไปตามสมการท่ี 2 

3.5.4 ศึกษาระยะเวลาการหมักต่อการก าจัดน า้ตาล 
สภาวะท่ีก าจดัน ้ าตาลสูงสุดจากขอ้ 3.5.2 และ 3.5.3 น ามาศึกษาเวลาท่ีเหมาะสมของการ

หมกัท่ีสามารถจ ากดัน ้ าตาลกลูโคส ฟรุกโตส ซูโครส หมดโดยท่ีสุ่มเก็บตวัอยา่ง 2 มิลลิลิตร วนัท่ี 0, 1, 
2, 3, 4 และ 5 วนัมาวดัค่าความขุ่นของเช้ือดว้ยเคร่ืองวดัความขุ่น ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร และ
น ามาตม้ท่ีอุณหภูมิน ้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที เพื่อฆ่าเช้ือแล้วมาป่ันเหวี่ยงแยกเซลล์ออกท่ีความเร็ว 
10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน ้ าส่วนใสที่ไดว้ิเคราะห์หาปริมาณ กลูโคส ฟรุกโตส 
ซูโครส และโอลิโกแซคคาไรด์ ดว้ยเทคนิค HPLC แลว้มาค านวณหาเปอร์เซ็นต์การก าจดัน ้ าตาลรวม
ของกลูโคส ฟรุกโตสและซูโครส ท่ีใหค้่าสูงสุดไปศึกษาต่อไปตามสมการท่ี 2  

3.5.5 วิเคราะห์ปริมาณน ้าตาลกลูโคส ฟรุกโตส ซูโครส และโอลิโกแซคคาไรด์ โดยใช้เทคนิค 
HPLC 

น าตวัอยา่งท่ีไดจ้ากการสุ่มจากขอ้ 3.5.2, 3.5.3 และ 3.5.4 น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1,000 รอบ
ต่อนาที เพื่อแยกเซลล์ออกจากส่วนใส แลว้น าส่วนใสฉีดเขา้เคร่ือง HPLC ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ใช้
คอลมัน์ Rezex RNM-Carbohydrate Na+ (300 × 7.8 mm) ตวัพา (mobile phase) คือ น ้ า เกรด HPLC โดย
มีอตัราการไหล 0.4 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิคอลมัน์ 80 องศาเซลเซียส สารมาตรฐานประกอบดว้ย 
น ้ าตาลกลูโคส ฟรุกโตส ซูโครส และมอลโตเฮกโซส ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10, 5, 2.5, 1.25 และ 0.625 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ค านวณปริมาณน ้ าตาลแต่ละชนิดโดยเปรียบเทียบพื้นท่ีใตก้ราฟของตวัอยา่งเทียบ
กบัน ้ าตาลมาตรฐาน วิเคราะห์ชนิดของน ้ าตาลโดยเปรียบเทียบกบัค่า RT ของน ้ าตาลมาตรฐานแต่ละ
ชนิด 
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3.6 ผลการทดลอง 

3.61 ผลของความเข้มข้นของเช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 ต่อการก าจัดน า้ตาล 
ในการท าบริสุทธ์ิโอลิโกแซคคาไรด์ในงานวิจยัน้ี ไดเ้ลือกวิธีทางชีวภาพ โดยท่ีเลือกเช้ือ  

S. cerevisiae TISTR 5019 ซ่ึงสามารถเจริญไดใ้นน ้ าตาลท่ีช่วงแคบ กล่าวคือ สามารถยอ่ยสลายน ้ าตาล
กลูโคส ฟรุกโตส และซูโครสเท่านั้น และจากการศึกษาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของเช้ือ S. cerevisiae 
TISTR 5019 ในการหมกัสารสกดัเน้ือแกว้มงักรจาก บทท่ี 2 ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0%, 1.25%, 2.5%, 5% 
และ 10% ปริมาตรต่อปริมาตรทั้งหมดของสารสกดั เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ความเร็วของการหมุน 180 
รอบต่อนาที เพื่อท่ีก าจดัน ้ าตาลกลูโคส น ้ าตาลฟรุกโตส และน ้ าตาลซูโครส โดยวดัการเจริญของเช้ือ S. 
cerevisiae TISTR 5019 ท่ีเวลา 0, 3, 6. 12, 24, 48 และ 72 ชัว่โมง พบวา่ช่วงแรก คือ 0 ถึง 24 ชัว่โมงของ
การเจริญ เช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 ในสารสกดัมีการเจริญท่ีต ่าและเม่ือเขา้สู่เวลา 24 ถึง 72 ชัว่โมง 
เช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 เร่ิมมีการเจริญเพิ่มข้ึน ดงัแสดงในภาพท่ี 3-1 จะเห็นไดว้า่ช่วงแรกนั้น 
เช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 เจริญเติบโตช้า อาจอยู่ในระยะพกั (Lag phase) กล่าวคือ เช้ือ S. 
cerevisiae TISTR 5019 เร่ิมพบกบัสารสกดัแกว้มงักร ตอ้งปรับเขา้กบัอาหารท่ีมีอยูใ่นสารสกดัแกว้
มงักร และยงัพบวา่ความเขม้ขน้ขน้ของเช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 ท่ี 10% ปริมาตรต่อปริมาตรของ
สารสกดั มีการเจริญท่ีต ่ากวา่ ท่ีความเขม้ขน้ 1.25%, 2.5% และ 5% ปริมาตรต่อปริมาตรทั้งหมดของสาร
สกดั และเม่ือพิจารณาช่วงท่ีสอง คือ เวลา 24 ถึง 72 ชัว่โมง เช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 มีการเจริญ
แบบอยา่งทวคูีณ ซ่ึงเช้ืออยูใ่นระยะแบ่งตวัทวีคณู (log phase) โดยพบวา่ เม่ือระดบัความเขม้ขน้ของเช้ือ               
S. cerevisiae TISTR 5019 เพิ่มข้ึน อตัราการเจริญของเช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 เพิ่มข้ึนตามความ
เขม้ขน้ และคงท่ีท่ีความเขม้ขน้ท่ี 5% และ 10% จะเห็นได้ว่า สัดส่วนของปริมาณเช้ือ S. cerevisiae 
TISTR 5019 กบัความเขม้ขน้ของสารสกดัแกว้มงักรท่ีใชใ้นการหมกั มีผลต่อการเจริญเติบโต ตอ้งอยูใ่น
สัดส่วนท่ีเหมาะสม  
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ภาพท่ี 3-1 กราฟเจริญของเช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 ในสารสกดัเน้ือแกว้มงักรท่ีระดบัความเขม้ขน้ 
1.25%, 2.5%, 5% และ10% โดยปริมาตร หมกัเป็นระยะเวลา 72 ชัว่โมง 

 และเม่ือพิจารณาปริมาณน ้ าตาลท่ีเวลา 72 ชัว่โมงของการหมกั พบวา่ ปริมาณน ้ าตาล
กลูโคส น ้ าตาลฟรุกโตส และน ้ าตาลซูโครส ลดลงเม่ือความเพิ่มความเขม้ขน้ของเช้ือ S. cerevisiae 
TISTR 5019 ท่ีความเขม้ขน้ 1.25% และ 2.5% ปริมาตรต่อปริมาตรทั้งหมดของสารสกดั และมีค่า
เปอร์เซ็นตก์ารก าจดัน ้ าตาลรวม (%TS) คือ 16% และ 61% ตามล าดบั และยงัพบวา่ท่ีความเขม้ขน้ความ
เขม้ขน้ของเช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 ท่ี 2.5% ปริมาตรต่อปริมาตรทั้งหมดของสารสกดั สามารถ
ก าจดัน ้ าตาลซูโครสก าจดัไดห้มด ส่วนความเขม้ขน้ของเช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 ท่ีความเขม้ขน้ 
5% และ 10% ปริมาตรต่อปริมาตรทั้งหมดของสารสกดั มีค่าเปอร์เซ็นตก์ารก าจดัน ้ าตาลรวม (%TS) คือ 
50% และ 55% ตามล าดบั ดงัแสดงในภาพท่ี 3-2 และพบวา่ปริมาณน ้ าตาลกลูโคสและฟรุกโตส ลดลง
ในปริมาณท่ีเท่ากนั ท่ีความเขม้ขน้ของเช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 ท่ี 5% และ 10% ปริมาตรต่อ
ปริมาตรทั้งหมดของสารสกดั ทั้งน้ีอาจเป็นไปไดว้า่ การเติมเช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 ลงไปใน
ระบบการหมกั มีอาหารเล้ียงเช้ือผสม ท่ีมีองคป์ระกอบของน ้าตาลกลูโคสอยูด่ว้ยท าใหถู้กรบกวนในการ
วเิคราะห์ 
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ภาพท่ี 3-2 ผลของเช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0%, 1.25%, 2.5%, 5% และ 10% 
โดยปริมาตร ต่อความเขม้ขน้ของน ้าตาลในสารสกดัเน้ือแกว้มงักร หมกัเป็นระยะเวลา 72 ชัว่โมง 

ดงันั้นเลือกความเขม้ขน้ของเช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 ท่ี 2.5% ปริมาตรต่อปริมาตร 
เน่ืองจากใช้ปริมาณเช้ือในปริมาณท่ีน้อย สามารถท่ีก าจดัน ้ าตาลกลูโคส น ้ าตาลฟรุกโตส และน ้ าตาล
ซูโครสไดสู้งสุด จึงน าไปศึกษาตอนต่อไป 

3.5.1 ผลของความเข้มข้นยูเรียต่อการก าจัดน า้ตาล 
จากการศึกษาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ ยเูรีย ซ่ึงเติมเป็นแหล่งของไนโตรเจนในการหมกั ท่ี

ระดบั 0.1%, 0.3%, 0.5%, 0.7% และ 1% กรัมต่อปริมาตรทั้งหมดของสารสกดั ในการหมกัสารสกดัเน้ือ
แกว้มงักรจาก บทท่ี 2 ท่ีไดเ้ติมเช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 ร่วมดว้ย ระดบัความเขม้ขน้ 2.5% 
ปริมาตรต่อปริมาตรทั้งหมดของสารสกดั จากการศึกษาก่อนหน้าน้ีจากขอ้ 3.5.1 หมกัเป็นเวลา 72 
ชัว่โมง ความเร็วของการหมุน 180 รอบต่อนาที เพื่อท่ีก าจดัน ้ าตาลกลูโคส น ้ าตาลฟรุกโตส และน ้ าตาล
ซูโครส โดยวดัการเจริญของเช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 ท่ีเวลา 0, 3, 6, 12, 24, 48 และ 72 ชัว่โมง 
พบวา่ช่วงแรก คือ 0 ถึง 36 ชัว่โมงของการเจริญ เช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 มีการเจริญต ่าในทุก
ความเขม้ขน้ของการเติมยเูรีย และไม่มีความแตกต่างกบัการไม่มีเติมยเูรีย ซ่ึงเกิดจากเช้ืออยูใ่นระยะพกั 
ซ่ึงเช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 ตอ้งปรับเขา้กบัอาหารท่ีมีอยูใ่นสารสกดัแกว้มงักร และยเูรียท่ีเติมเขา้
ไปในการหมกั เม่ือเขา้สู่ 36 ถึง 72 ชัว่โมง หรือเขา้สู่ระยะแบ่งตวัทวีคูณ เช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 
เร่ิมมีการเจริญเพิ่มข้ึน โดยพบว่า เม่ือหมกัท่ีมีการเติมยูเรีย มีการเจริญไดดี้กว่าการหมกัท่ีไม่มีการเติม
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ยเูรียในการหมกั และการเจริญของเช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 สูงสุดท่ีความเขม้ขน้ของยเูรีย 0.3% 
กรัมต่อปริมาตรทั้งหมดของสารสกดั และลดลงตามล าดบั 0.1%, 0.5%, 1% และ 0.7% กรัมต่อปริมาตร
ทั้งหมดของสารสกดั ดงัแสดงในภาพท่ี 3-3 ทั้งน้ีเน่ืองมาจาก ถา้ปริมาณยเูรียท่ีเติมเขา้ไปในระบบการ
หมกัสารสกดัแกว้มงักร ถา้มากหรือน้อยเกินมีผลท าให้เช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 เกิดแรงดนั
ออสโมซิสเกิดข้ึน (Bai, 2008) มีผลต่อการเจริญของเช้ือ กล่าวคือถา้เติมปริมาณยเูรียในระบบการหมกัที
มาก ท าใหมี้ระบบมีปริมาณน ้านอ้ย ท าใหน้ ้าท่ีมีอยูภ่ายในเซลล ์S. cerevisiae TISTR 5019 ก็ไหลออกมา 
ท าให้เซลล์เห่ียว ตายในท่ีสุด และถา้หากเติมปริมาณยูเรียในระบบการหมกันอ้ย ส่งผลท าให้น ้ าภายใน
ระบบการหมกัมากกวา่น ้ าภายในเซลล์ S. cerevisiae TISTR 5019 ท  าให้น ้ าภายนอกไหลเขา้ภายในตวั
เซลล์ จนกว่าน ้ าภายนอกเซลล์เท่ากบัภายในเซลล์ แต่ถ้าไหลเขา้มากเกิน ส่งผลท าให้เกิดแรงดนัแต่ง 
เซลล์ของเช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 ตายในท่ีสุด และปริมาณยเูรียท่ีเติมในการหมกัสารสกดัแกว้
มงักรท่ีเหมาะสม สามารถส่งเสริมในการเจริญของเช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 ไดดี้ โดยผา่นกลไก
การยอ่ยสลายยเูรียเปล่ียนเป็น แอมโมเนีย เขา้สู่เซลล์โดยใชเ้อนไซม ์Urea carboxylase และ allophanate 
hydrolase (Hofman-Bang, 1999) เพื่อเพิ่มจ านวนของเซลล์ต่อไป ซ่ึงจะเห็นไดว้่าเช้ือ S. cerevisiae 
TISTR 5019 เจริญไดดี้กวา่เม่ือเทียบกบัการท่ีไม่ไดเ้ติมยเูรียในการหมกั ท่ีเวลา 72 ชัว่โมง 

ภาพท่ี 3-3 กราฟเจริญของเช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 2.5% โดยปริมาตร ใน
สารสกดัเน้ือแกว้มงักรท่ีมีการเติมยเูรีย ท่ีความเขม้ขน้ 0.1%, 0.3%, 0.5%, 0.7% และ 1% โดยน ้าหนกัต่อ
ปริมาตรสารสกดั หมกัเป็นเวลา 72 ชัว่โมง 
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และเม่ือพิจารณาปริมาณน ้ าตาลท่ีเวลา 72 ชั่วโมงของการหมกั พบว่า ปริมาณน ้ าตาล
กลูโคส น ้ าตาลฟรุกโตส และน ้ าตาลซูโครส ลดลงสูงสุดท่ีความเขม้ขน้ของยเูรีย 0.1% กรัมต่อปริมาตร
ทั้งหมดของสารสกัด โดยท่ีมีค่าเปอร์เซ็นต์การก าจดัน ้ าตาลรวม (%TS) เท่ากับ 73.31% และค่า
เปอร์เซ็นต์การก าจดัน ้ าตาลรวม (%TS) มีค่าลดลงเม่ือความเขม้ขน้ของยูเรียเพิ่มข้ึน กล่าวคือ ท่ีความ
เขม้ขน้ของยเูรีย 0.3%, 0.5%, 0.7% และ 1% กรัมต่อปริมาตรทั้งหมดของสกดั มีค่าเปอร์เซ็นตก์ารก าจดั
น ้าตาลรวม (%TS) เท่ากบั 71.41%, 70.76%, 69.36% และ 64.31% ตามล าดบัดงัแสดงในภาพท่ี 3-4 และ
ซ่ึงสอดคล้องกบัการทดลองของ Zong และคณะ (2005) ได้แนะน าวิธีการส าหรับการก าจดัน ้ าตาล
โมเลกุลเด่ียวและโมเลกุลคู่ จากโอลิโกแซคคาร์ไรด์ดว้ยยีสต ์8%-12% กรัมต่อกรัมของวตัถุดิบเร่ิมตน้
ของโอลิโกแซคาไรด์ และผสมคาร์บาไมด์ หรือ ยูเรีย ซ่ึงเป็นแหล่งของไนโตรเจนในปริมาณ 0.1%-
0.5% กรัมต่อกรัมของวตัถุดิบ แต่การศึกษาน้ีใชป้ริมาตรความเขม้ขน้ของเช้ือยีสตเ์พียง 2.5% ปริมาตร
ต่อปริมาตรทั้งหมดของการหมกั เน่ืองจากปริมาณน ้ าตาลในวตัถุดิบไม่มาก แต่ขณะท่ีการเติมยูเรียใน
ปริมาตร 0.1% กรัมต่อปริมาตรทั้งหมดของการหมกั 

ภาพท่ี 3-4 ผลของความเขม้ขน้ยเูรีย ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.1%, 0.3%, 0.5%, 0.7% and 1% โดยน ้ าหนกั
ต่อปริมาตร ร่วมกบัการเติมเช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 ท่ี 2.5% โดยปริมาตร ต่อความเขม้ขน้ของ
น ้าตาลท่ีมีอยูใ่นสารสกดัเน้ือแกว้มงักร หมกัเป็นเวลา 72 ชัว่โมง 

ดงันั้นการศึกษาตอนต่อไป จึงเลือกความเขม้ขน้ของการเติมยเูรียในการหมกัสารสกดัจากแกว้
มงักร เป็น 0.1% กรัมต่อปริมาตรของสารสกดัร่วมกบัเช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 ท่ีความเขม้ขน้ 
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2.5% ปริมาตรต่อปริมาตร เน่ืองจากใช้ปริมาณของยูเรียท่ีน้อย สามารถท่ีก าจดัน ้ าตาลกลูโคส น ้ าตาล 
ฟรุกโตส และน ้าตาลซูโครสไดสู้งสุด  

3.5.3 ผลของระยะเวลาการหมักต่อการก าจัดน า้ตาล 
สภาวะเหมาะสมของปริมาณความเขม้ขน้ของเช้ือยีสต์ S. cerevisiae TISTR 5019 คือ 

2.5% โดยปริมาตร จากตอน 3.5.1 และความเขม้ขน้ของยเูรีย คือ 0.1% กรัมโดยน ้ าหนกัต่อปริมาตร 
ตอน 3.5.2 การศึกษาขั้นตน้ การหมกัสารสกดัจากเน้ือแกว้มงักร เพื่อหาระยะเวลาเหมาะสมในการหมกั 
ท่ีสามารถก าจดัน ้าตาลกลูโคส ฟรุกโตส และซูโครสไดห้มด โดยสุ่มตวัอยา่งวนัท่ี 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 วนั 
น าตวัอย่างท่ีไดจ้ากการหมกัไปวิเคราะห์โดย HPLC เพื่อตรวจสอบน ้ าตาล ผลการศึกษาพบว่าน ้ าตาล
กลูโคส น ้าตาลฟรุกโตส และน ้ าตาลซูโครสในสารสกดัจากเน้ือแกว้มงักรถูกก าจดัออกอยา่งสมบูรณ์ ท่ี
เวลา 4 วนัของการหมกั ภาพท่ี 3-5 ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Bai และคณะ (2007) กล่าววา่ ใน
การศึกษาการผลิตเอทานอลด้วยเช้ือ S. cerevisiae น ้ าตาลกลูโคส 1 โมเลกุล หรือน ้ าตาลในกลุ่ม 6 
คาร์บอนถูกเปล่ียนเป็นกรดไพรูวิก 2 โมเลกุล แลว้ถูกเปล่ียนเป็น 2 โมเลกุลก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์
และ 1 โมเลกุลเอทานอล ดว้ยกระบวนการไกลโคไลซิส หรือ EMP (Embden-Meyerhof-Parnas) ซ่ึงการ
หมกัของ เช้ือ S. cerevisiae ไม่ไดส่้งผลกระทบต่อโอลิโกแซคคาไรด์ในสารสกดัภาพท่ี 3-6 ดงันั้นการ
ท าบริสุทธ์ิของสารสกดัจากเน้ือแกว้มงักรจึงไม่มีผลต่อน ้าตาลโอลิโกแซคคาไรดท่ี์ตอ้งการ 

เม่ือเปรียบเทียบกบังานวิจยัก่อนหนา้ท่ีใชเ้ทคโนโลยีเมมเบรนในกระบวนการท าบริสุทธ์ิ
โอลิโกแซคคาไรด์ Goulas และคณะ (2002) ไดศึ้กษาการท าบริสุทธ์ิกาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์ทาง
การคา้ ดว้ยนาโนฟิลเตรชนั พบว่าผลิตภณัฑ์สุดทา้ยของกาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์ มีความบริสุทธ์ิ 
เป็น 81-98% และOlano และคณะ (2001) ไดศึ้กษาการท าเขม้ขน้และการท าบริสุทธ์ิโอลิโกแซคคาไรด์
จาก yacon rootstock ดว้ยอลัตราฟิลเตรชนัและนาโนฟิลเตรชนั พบวา่ ผลิตภณัฑ์สุดทา้ยโอลิโกแซคคา
ไรด์ มีความบริสุทธ์ิ เป็น 67-98% และเม่ือเปรียบเทียบกบัโอลิโกแซคคาไรด์เชิงการคา้ ของ Raftilose 
P95 (Fructo-oligosaccharides), oligomate 55 (Transgalactosylated oligosaccharides), Galacto-
oligosaccharides และ Xylo-oligosaccharides พบว่า ผลิตภณัฑ์สุดทา้ยโอลิโกแซคคาไรด์ มีความ
บริสุทธ์ิ เป็น 95%, 55%, 85% และ 70% ตามล าดบั (George et al., 1999) จะเห็นไดว้า่ โอลิโกแซคคา-
ไรด์จากเน้ือแกว้มงักรท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิดว้ยเช้ือ S. cerevisiae มีความบริสุทธ์ิเป็น 99.9% ซ่ึงสูงกวา่ 
โอลิโกแซคคาไรดท์างการคา้และงานวจิยัก่อนหนา้น้ี 
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ภาพท่ี 3-5 ผลของระยะเวลาการหมกัต่อการก าจดัน ้ าตาลซูโครส ฟรุกโตส และกลูโครส ในสารสกดั
เน้ือแกว้มงักร ท่ีมีการเติมเช้ือ S. cerevisiae TISTR 5019 ระดบัความเขม้ขน้ 2.5% โดยปริมาตร ร่วมกบั
การเติม ยเูรีย 0.1% โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร หมกัเป็นเวลา 5 วนั 
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(b)  

 

ภาพท่ี 3-6โครมาโทแกรมของสารสกดัแกว้มงักร ก่อนการหมกั (a) และหลงัการหมกั (b) โดยเช้ือ S. 
cerevisiae TISTR 5019 ร่วมกบัการเติมยเูรีย 0.1% โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร 

3.6 สรุปผลการทดลอง 
สภาวะท่ีเหมาะสมของการท าบริสุทธ์ิสารสกดัจากเน้ือแก้วมงักรโดย ใช้เช้ือ S. cerevisiae 

TISTR 501 คือความเขม้ขน้ของเช้ือเป็น 2.5% โดยปริมาตร และเติมยเูรียเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 0.1% กรัม โดยน ้ าหนกัต่อปริมาตรสารสกดั ระยะเวลาในการหมกัท่ีเหมาะสม คือ 4 วนั 
ภายใตส้ภาวะการเล้ียงท่ีมีการเขยา่ท่ีความเร็ว 180 รอบต่อนาที สามารถก าจดัน ้ าตาลกลูโคส ฟรุกโตส 
ซูโครส ไดอ้ยา่งสมบูรณ์ ซ่ึงท าใหโ้อลิโกแซคคาร์ไรดมี์ความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน เป็น 99.9% 
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บทที ่4 

การประเมินคุณสมบัติการเป็นสารพรีไบโอติก 

4.1 บทน า 

สารพรีไบโอติก คือ สารอาหารในกลุ่มคาร์โบไฮเดรต ท่ีไม่สามารถถูกย่อยในปาก และ
กระเพาะอาหาร และถูกดูดซึมในล าไส้เล็ก แต่ถูกหมกัในล าไส้ใหญ่ และผลิตกรดไขมนัสายสั้น เช่น  
อะซิติก โพรพิโอนิก แลคติกและบิวทาริก และวติามินบางชนิด เช่น บี 1 บี 2 และกรดโฟลิก เป็นตน้ ซ่ึง
ผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการหมกัเหล่าน้ี ส่งผลท าให้ส่งเสริมสุขภาพของผูท่ี้กินเข้าไปโดยกระตุ้นการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ในร่างกาย (โพรไบโอติก) และยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรค อีกทั้ง
ช่วยในการเพิ่มการดูดซึมแร่ธาตุบางชนิด เช่น แคลเซียส ลดระดับคอเลสเตอรอล และช่วยในการ
ป้องกนัการเกิดโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่ เป็นตน้ ดงันั้นงานวจิยัน้ีไดเ้ล็งเห็นถึงความส าคญัในประเด็นน้ี เพื่อ
ยืนยนัว่าสารสกัดโอลิโกแซคคาร์ไรด์จากเน้ือแก้วมังกรท่ีได้มีคุณสมบติัเป็นสารพรีไบโอติกเป็น
ทางเลือกหน่ึงในการบริโภคอาหารเพื่อสุขภาพ 

4.2 บทตรวจเอกสาร 
เกตุชุลี (2555) ไดศึ้กษาการทนต่อการยอ่ยของน ้ าตาลนอนรีดิวซ์ซ่ึงเป็นตวัแทนของโอลิโก-

แซคคาไรด์จากเน้ือขนุนในสภาวะจ าลองระบบทางเดินอาหาร พบว่าน ้ าตาลนอนรีดิวซ่ิงจากสารสกดั
เน้ือขนุนทนต่อการย่อยได้น้อยกว่าอินนูลิน และมีค่าร้อยละของการย่อยภายใตส้ภาวะจ าลองในปาก 
กระเพาะอาหารและล าไส้เล็ก เท่ากบัร้อยละ 0, 10.35 และ 52.18 ตามล าดบั ดงันั้น ปริมาณน ้ าตาลนอน
รีดิวซ์ท่ีทนต่อการยอ่ยและสามารถผา่นไปถึงล าไส้ได ้คือ ร้อยละ 34.47 

Nakada และคณะ (2003) พบว่า โคจิโอลิโกแซคคาไรด์ (Koji-oligosaccharide) สามารถ
ตา้นการย่อยดว้ยเอนไซม์ α-amylase จากน ้ าลายมนุษยแ์ละจากตบัอ่อนหมู (porcine pancrease α-
amylase) ได ้100 เปอร์เซ็นต ์แต่โคจิโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีมีโมเลกุลต ่า (ประกอบดว้ยน ้ าตาล 2 หน่วย) มี
เปอร์เซ็นตก์ารยอ่ยอยูใ่นช่วง 56.8-87.5 

Manderson และคณะ (2005) ไดศึ้กษาคุณสมบติัการเป็นสารพรีไบโอติกของสารเพคติก โอ-
ลิโกแซคคาไรด์ (Pectic-oligosaccharide) จากวสัดุเศษเหลือจากกระบวนการผลิตน ้ าส้ม ดว้ยระบบการ
จ าลองการหมกัแบบกะ โดยควบคุมสภาวะเหมือนจ าลองล าไส้ใหญ่ส่วนปลาย หมกัเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
พบว่า เพคติก- โอลิโกแซคคาไรด์ สามารถส่งเสริมการเจริญของปริมาณเช้ือ bifidobacteria และ 
Eubacterium rectale แต่มีค่าดชันีพรีไบโอติก (PI) ต ่ากวา่ของฟรุกโต-โอลิโกแซคคาไรด์ทางการคา้ 
และยงัสามารถผลิตกรดบิวทาริก ซ่ึงมีประโยชน์ต่อร่างกายมนุษย ์
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Al-Tamimi และคณะ (2006) ได้ศึกษาการหมักของจุลินทรีย์จากอุจจาระมนุษย์ ของ 
Arabino-oligosaccharides ท่ีช่วงน ้ าหนักโมเลกุลต่างๆ ซ่ึงได้จากการไฮโดรไลซ์จาก sugar beet 
arabinan พบวา่ arabino-oligosaccharides ท่ีน ้ าหนกัโมเลกุลต ่าท่ีสุด มีความสามารถในการส่งเสริมการ
เจริญของเช้ือ Bifidobacteria ไดสู้งสุด และพบวา่ปริมาณของเช้ือ Bacteroides ลดลงแปรผนัตามน ้ าหนกั
โมเลกุล คือ arabinan, arabinose และ higher oligosaccharides (degree of polymerization, DP > 8) 
ภายใน 24 ชัว่โมง มีเพียงคาร์โบไฮเดรตผสม ท่ีมี DP = 1-2 เพิ่มข้ึนภายใน 48 ชัว่โมง (log 8.77 ± 0.23) 
ส่วนเช้ือ Clostridia ลดลงในสารตั้งตน้ทุกชนิด 

Wichienchot และคณะ (2010) ได้ศึกษาการทนการย่อยในสภาวะจ าลองระบบทางเดิน
อาหารและคุณสมบติัการส่งเสริมการเจริญของเช้ือในกลุ่มโพรไบโอติก ของโอลิโกแซคคาไรด์จากเน้ือ
แก้วมงักรพนัธ์ุเน้ือสีขาว พบว่าโอลิโกแซคคาไรด์จากสารสกดัเน้ือแก้วมงักรทนต่อการย่อยภายใต้
สภาวะจ าลองกระเพาะอาหาร และล าไส้เล็ก เท่ากบัร้อยละ 4.04 และ 34.88 ตามล าดบั ดงันั้น ปริมาณ 
โอลิโกแซคคาไรดท่ี์ทนต่อการยอ่ยและสามารถผา่นไปถึงล าไส้ได ้คือ ร้อยละ 61.08 และยงัพบวา่โอลิ-
โกแซคาไรดท่ี์ผา่นไปถึงล าไส้ สามารถส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย ์lactobacilli และ bifidobacteria 
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4.3 วตัถุประสงค์ 
1. เพื่อทดสอบสมบติัการเป็นพรีไบติกของสารสกดัจากเน้ือแกว้มงักรในการตา้นการยอ่ยใน

สภาวะจ าลองทางเดินอาหารมนุษย ์
2. เพื่อทดสอบความสามารถในการหมกัของโอลิโกแซคคาไรด์จาก เน้ือแก้วมงักร โดย

จุลินทรียจ์ากอุจจาระมุนษย ์เล้ียงเช้ือแบบกะ (batch culture system) 
3. เพื่อศึกษาผลของน ้าหมกัท่ีไดต่้อการตา้นเซลลม์ะเร็งล าไส้ใหญ่มนุษย ์ 
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4.4 สารเคมีและอุปกรณ์ 

สารเคมี/เอนไซม์ บริษัทผู้ผลติ/เกรด/ประเทศ 
1. Acetate Sigma/ Analytical/ Germany 
2. Acetonitrile Fisher Scientific/ Analytical/ India 
3. Antifade Sigma/ Analytical/ Germany 
4. Bile salt Sigma/ Analytical/ Germany 
5. Butyric acid Sigma/ Analytical/ Germany 
6. Calcium chloride hexahydrate Ajex FineChem/ Analytical/ Australia 
7. Cysteine-HCl Sigma/ Analytical/ Germany 
8. Dipotassium phosphate Ajex FineChem/ Analytical/ Australia 
9. 3-(4, 5-dimethythiazol-2-yl)-2, 5-

diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) 
Sigma/ Analytical/ Germany 

10. DNA Probe Bif 164, Bac 303, Lab 158, 
Chis 150 และ Eub 338 

Sigma/ Analytical/ Germany 

11. Ethanol Labscan/ Commercial/ Thailand 
12. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) Sigma/ Analytical/ Germany 
13. foetal calf serum Sigma/ Analytical/ Germany 
14. Glucose Sigma/ Analytical/ Germany 
15. Haemin Sigma/ Analytical/ Germany 
16. Human saliva α-amylase Sigma/ Analytical/ Germany 
17. Lactate Sigma/ Analytical/ Germany 
18. L-glutamine Sigma/ Analytical/ Germany 
19. Magnesium sulfate Ajex FineChem/ Analytical/ Australia 
20. Monopotassium phosphate Ajex FineChem/ Analytical/ Australia 
21. Non-essential amino acids Sigma/ Analytical/ Germany 
22. Paraformaldehyde Sigma/ Analytical/ Germany 
23. Peptone Ajex FineChem/ Analytical/ Australia 
24. Penicillin Sigma/ Analytical/ Germany 
25. Phosphate Buffered Saline Sigma/ Analytical/ Germany 
26. Phenol Labscan/ Commercial/ Thailand 
27. Potassium chloride Ajex FineChem/ Analytical/ Australia 
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สารเคมี/เอนไซม์ บริษัทผู้ผลติ/เกรด/ประเทศ 
28. Porcine pancreases α-amylase Sigma/ Analytical/ Germany 
29. Propionic acid Sigma/ Analytical/ Germany 
30. Resazuriun Sigma/ Analytical/ Germany 
31. Streptomycin Sigma/ Analytical/ Germany 
32. Sucrase Sigma/ Analytical/ Germany 
33. Sulfuric acid Labscan/ Commercial/ Thailand 
34. Sodium hydroxide Ajex FineChem/ Analytical/ Australia 
35. Sodium potassium tartrate Ajex FineChem/ Analytical/ Australia 
36. Sodium bicarbonate Ajex FineChem/ Analytical/ Australia 
37. Sodium sulfate Ajex FineChem/ Analytical/ Australia 
38. Sodium chloride Ajex FineChem/ Analytical/ Australia 
39. Trichloro acetic acid Sigma/ Analytical/ Germany 
40. Trypsin  Sigma/ Analytical/ Germany 
41. Tween 80 Sigma/ Analytical/ Germany 
42. Vitamin KI Sigma/ Analytical/ Germany 
43. Water HPLC Labscan/ Commercial/ Thailand 
44. Yeast extract Ajex FineChem/ Analytical/ Australia 

 

วัสดุอุปกรณ์ บริษัทผู้ผลิต/ เกรด/ ประเทศ 
1. กลอ้งจุลทรรศน์ ชนิดฟลูออเรสเซนต์ Nikon/ USA 
2. เคร่ืองไมโครเพรต รุ่น Metter Toledo 320 Biotek/ UK 
3. เคร่ืองกวนสารละลาย Memmert/USA 
4. เคร่ืองป่ันเหวี่ยง ยี่ห้อ Hettich zentrifugen รุ่น MIKRO 22/ 

France 
5. ชุดควบคุมพีเอช (pH controller) พร้อม 

โพรบวดัพีเอช 
Mettler Toledo/UK 
 

6. ตูบ้่มคาร์บอนไดออกไซด์ Memmert รุ่น BE 500 Schwabach/ Germany 
7. ตูป้ลอดเช้ือ (Laminar Air Flow) Hotpack/ Philadelphia/ USA 
8. ถงัแก็ซไนโตรเจน และระบบท่อ  
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วัสดุอุปกรณ์ บริษัทผู้ผลิต/ เกรด/ ประเทศ 
9. โถแกว้ ปริมาตร 320 มิลลิลิตร  
10. แผ่นกรองขนาดรูพรุน 0.22 ไมครอน Sigma/ Analytical/ Germany 
11. หมอ้น่ิงอดัความดนั (Autoclave) Labtech/Korea 
12. ไมโครปิเปต (ขนาด 10-100 และ 100-

100 มิลลิลิตร) 
Labmate/USA 
 

13. เพลต ชนิด 96 หลุม Sigma/ Analytical/ Germany 
14. อุปกรณ์พลาสติกท่ีใช้เล้ียงเซลล์  Sigma/ Analytical/ Germany 
15. อ่างควบคุมอุณหภูมิแบบน ้าวน Memmert/USA 

 
4.5 วธีิการทดลอง 
4.5.1 การทดสอบการทนการย่อยด้วยเอนไซม์และกรดในสภาวะจ าลองของระบบทางเดิน

อาหาร 
การทดสอบการทนต่อการย่อยด้วยเอ็นไซม์และกรดในสภาวะจ าลอง (In vitro) ของระบบ

ทางเดินอาหาร ท าในสารละลายน ้ าลายเทียม (Artificial human saliva) ท่ีมีค่าพีเอชเท่ากบั 6.8 ปริมาตร 
500 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ก ) ท่ีมีสารสกดัละลายอยูป่ริมาณ 30 กรัม (ดดัแปลงจาก Fässler et al., 2006) 

4.5.1.1 การทนต่อการย่อยด้วยเอนไซม์ human saliva α-amylase 
เติมสารละลายเอนไซม ์human saliva α-amylase (ภาคผนวก ก) ลงในสารละลายน ้ าลายเทียมท่ี

มีตวัอย่างละลายอยู่ซ่ึงเตรียมไวข้า้งตน้ ให้เอนไซม์มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 0.33 unit/ml น า
ส่วนผสมท่ีไดไ้ปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 40 นาที โดยสุ่มเก็บตวัอยา่งคร้ังละ 5 มิลลิลิตรใส่
ไวใ้นหลอดทดลองท่ีมีฝาปิดท่ีเวลา 0, 5, 10, 15, 20, 30 และ 40 นาที น ามาตม้ในน ้ าเดือดนาน 15 นาที
และแช่ในน ้ าแข็งทนัทีเพื่อหยุดปฎิกิริยาของเอนไซม์ จากนั้นน าตวัอย่างทั้งหมดมาวิเคราะห์ปริมาณ
ทั้งหมดและน ้าตาลรีดิวซ์ เพื่อค านวณร้อยละของปริมาณน ้าตาลท่ีถูกยอ่ยจากสมการท่ี 3  

4.5.1.2 การทนต่อการย่อยด้วยกรดในกระเพาะอาหาร 
น าสารละลายท่ีเหลือจากการทดลองในขอ้ 4.5.1.1 มาวดัปริมาตรและเติมสารเคมีต่างๆ ดัง

แสดงในภาคผนวก ก น าไปกวนผสมให้เขา้กนัเพื่อปรับสภาวะของสารละลายให้ใกลเ้คียงกบัสภาวะ
ของสารละลาย อิเล็กโตรไลท์ในกระเพาะอาหาร จากนั้นปรับพีเอชของสารละลายให้เป็น 2 ด้วย
สารละลายกรดไฮโดรคลอริก น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสและสุ่มตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 10, 20, 
30, 60, 90, 120, 180 และ 240 นาที โดยภายหลงัการสุ่มตวัอยา่งให้น าสารละลายมาปรับพีเอชให้เป็น
กลางดว้ย 1.0 M NaOH เพื่อหยุดปฎิกิริยาท่ีเกิดจากการยอ่ยดว้ยกรด ก่อนน าไปวิเคราะห์เปอร์เซ็นตก์าร
ยอ่ยเช่นเดียวกบัหวัขอ้ท่ี 4.5.1.1 
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4.5.1.3 การทนต่อการย่อยด้วยเอนไซม์ pancreases porcine α-amylase และ sucrase ในล าไส้
เลก็ 

น าสารสกดัท่ีเหลือจากการย่อยด้วยกรดในหัวขอ้ท่ี 4.5.1.2 มาปรับพีเอชให้เป็น 6.9 ด้วย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์เพื่อปรับสภาวะของสารลายให้ใกลเ้คียงกบัการท างานของเอนไซมใ์น
ล าไส้เล็ก จากนั้นเติมเอนไซม ์porcine pancreases α-amylase (Type VI-B, Sigma) ท่ีมีความเขม้ขน้
สุดทา้ยในสารละลายเท่ากบั 0.75 unit/ml และเอนไซม ์sucrase ท่ีมีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 8,000 
unit/ml (Buts et al., 2006) น าสารละลายไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และสุ่มตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 1, 
2, 3, 4, 5 และ 6 ชัว่โมง โดยน าตวัอยา่งมาตม้ในน ้ าเดือดนาน 15 นาทีและแช่ในน ้ าแข็งทนัทีเพื่อหยุด
ปฏิกิริยาของเอนไซมก่์อนการวเิคราะห์เปอร์เซ็นตก์ารยอ่ยเช่นเดียวกบัขอ้ท่ี 4.5.1.1 และ หลงัจากครบ 6 
ชัว่โมงท าการหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ดว้ยการตม้ตวัอยา่งสารละลายให้เดือดประมาณ 15 นาที ท าให้
เยน็ดว้ยการแช่ในน ้ าแข็งและตกตะกอนสารละลายตวัอย่างดว้ยเอทานอล 95% (ความเขม้ขน้สุดทา้ย
เท่ากบั 80%) ตั้งทิ้งคา้งคืนไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บส่วนท่ีตกตะกอนไวแ้ละตกตะกอนอีกคร้ัง
เพื่อแยกน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวออกจากสารละลายตวัอย่าง จากนั้นน าไปวิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลโดยใช้
เคร่ือง HPLC หากยงัตรวจพบน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวอยูใ่ห้ท  าการตกตะกอนอีกคร้ัง แต่หากไม่พบน ้ าตาล
โมเลกุลเด่ียวและโมเลกุลคู่แลว้ให้น าตวัอยา่งไประเหยเอทานอลออกดว้ยเคร่ืองระเหยสุญญากาศ และ
ท าแห้งตวัอยา่งโดยใชเ้คร่ือง freeze dryer น าตวัอยา่งผงแห้งท่ีเก็บไวท่ี้ -20 °C เพื่อใชท้ดลองในระบบ
จ าลองล าไส้ส่วนปลายมนุษยแ์บบกะ 

  

การยอ่ย (%) =
ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์สุดทา้ย   ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้

ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้
 100     (3) 

การยอ่ยร่วม (%) = การยอ่ยในปาก (%) + การยอ่ยในกระเพาะอาหาร (%) + การยอ่ยในล าไส้เล็ก (%) 

4.5.2 การประเมินผลของการหมักโอลโิกแซคคาไรด์จากเนือ้แก้วมังกรโดยจุลนิทรีย์จากอุจจาระ
มนุษย์ในการเลีย้งเช้ือแบบกะ  

4.5.2.1 วธีิการเตรียม fecal slurry 
ใช ้fecal slurry เป็นหวัเช้ือในการหมกัโดยใชอุ้จจาระของคนท่ีมีสุขภาพดี ไม่มีประวติัเป็นโรค

เก่ียวกบัระบบทางเดินอาหาร และตอ้งไม่ไดรั้บยาปฎิชีวนะอยา่งนอ้ย 3 เดือน ก่อนท่ีจะน ามาศึกษาโดย
เตรียม fecal slurry ความเขม้ขน้ร้อยละ 10 ส าหรับใชเ้ป็นจุลินทรียเ์ร่ิมตน้ (inoculum) ในการหมกัโดน
น ามาเจือจางดว้ย phosphate buffer saline (PBS) และน าไปตีป่ันดว้ย stomacher เป็นเวลา 2 นาที จากนั้น
น ามากรองของแขง็ออกเพื่อน าไปใชง้านต่อไป 
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4.5.2.2 การเตรียมระบบจ าลองการหมักแบบกะ  
การเล้ียงเช้ือในระบบจ าลองการหมกัแบบกะ มีการควบคุมสภาวะเหมือนจ าลองล าไส้ใหญ่ส่วน

ปลาย เติมอาหารเล้ียงเช้ือท่ีฆ่าเช้ือ (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร พ่นดว้ยก๊าซไนโตรเจน ลงใน 
vessel ทิ้งไวข้า้มคืน จากนั้นเติม faecal slurry 100 มิลลิกรัม และตวัอยา่งสารสกดัจากขอ้ 4.5.1.3 มา 10 
กรัมลงใน vessel ควบคุมสภาวะการหมกัแบบกะอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คนผสมตลอดเวลาดว้ย

แท่งแม่เหล็ก ควบคุม pH ท่ี 6.8  0.1 ดว้ยชุดควบคุมพีเอชแบบอตัโนมติั โดยการเติม NaOH หรือ HCl 
0.5 N เก็บตวัอยา่งท่ี 0, 3, 6, 12 และ 24 ชัว่โมง ดงัแสดงในภาพท่ี 4-1 เน่ืองจากตวัอยา่งท่ีใชใ้นการ
ทดลองน้ี คือ โอลิโกแซคคาไรด์ ซ่ึงมีขนาดโมเลกุลต ่า จุลินทรียใ์นล าไส้สามารถใช้ได้อย่างรวดเร็ว 
ดงันั้นระยะเวลาในการหมกัจึงเลือก 24 ชัว่โมง อยา่งไรก็ตามตวัอยา่งท่ีเป็นพอลิแซคคาไรด์จะใชเ้วลา
ในการหมกัในระบบจ าลอง 48 ชัว่โมง เพื่อน ามาตรวจนบัจุลินทรียโ์ดยเทคนิค Fluorescence in situ 
hybridization (FISH) วิเคราะห์กรดไขมนัสายสั้ น (Short Chain Fatty Acid) ด้วยเคร่ือง HPLC 
(Wichienchot et al., 2006) 

ภาพที ่4-1 แบบจ าลองระบบการหมกัแบบกะ (batch) 
 
 วเิคราะห์ความแตกต่างของจ านวนจุลินทรียใ์นชัว่โมงท่ี 0 และ 24 ดว้ยคอมพิวเตอร์โดยใช้
โปรแกรมส าเร็จรูป SPSS เวอร์ชนั 13.0 ใชโ้ดยใช ้ t-tests น าตวัอยา่งท่ีเวลาต่างๆ ไปวเิคราะห์กรดไขมนั
สายสั้น (SCFA) โดยใชเ้ทคนิค HPLC 
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 4.5.2.3 การนับจ านวนจุลินทรีย์โดยเทคนิค Fluorescent in situ hybridization (FISH)
 น าตวัอยา่งปริมาตร 375 ไมโครลิตร มาเติม 4 % (w/v) parafomaldehyde solution พีเอช 7.2 
ปริมาตร 1125 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส ขา้มคืนเพื่อตรึงเซลล์จุลินทรีย ์ น า
เซลลท่ี์ผา่นการตรึงมาลา้งดว้ย PBS 2 คร้ัง และน ามาละลายกลบัดว้ย PBS ปริมาตร 150 ไมโครลิตร เติม
เอทานอลเยน็ความเขม้ขน้ 96% (v/v) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั น าไปเก็บท่ี -20 องศา
เซลเซียส อยา่งนอ้ย 1 ชัว่โมง หรือจนกระทัง่ตอ้งการใช ้เเต่ไม่ควรเก็บไวเ้กิน 3 เดือน น าเซลล์ท่ีผา่นการ
ตรึงมาท าการเจือจางให้ปริมาณเช้ือเหมาะสม และปิเปตมา 20 ไมโครลิตร เกล่ียบนหลุมสไลด์ท่ีมีการ
เคลือบ TEFLON/Poly-L-Lysine น ามาวางบน slide warmer ท่ีตั้งอุณหภูมิไว ้45 องศาเซลเซียส เป็น
เวลานาน 10-12 นาที จนตวัอยา่งแห้ง น าสไลด์มาจุ่มในเอทานอลความเขม้ขน้ 50, 80, และ 96% (v/v) 
โดยหากเป็นสไลดส์ าหรับนบั Lactobacillus ตอ้งน ามาหยดดว้ย Lysozyme ก่อนหลุมละ 20 ไมโครลิตร 
ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 15 นาที แลว้ลา้งดว้ยน ้ากลัน่ก่อนจุ่มเอทานอล โดยจุ่มท่ีแต่ละระดบัความเขม้ขน้ละ 
3 นาที เพื่อท าลายผนงัเซลล์ท าให้ดีเอนเอโพรบสามารถเขา้จบักบัดีเอนเอของแบคทีเรียท่ีจ  าเพาะได ้น า
สไลดไ์ปท าใหแ้หง้บน slide warmer  

ท าการ prewarmed hybridization buffer (ภาคผนวก ก) ท่ีอุณหภูมิเฉพาะส าหรับท า
ไฮบริดไดเซชัน่ของแต่ละโพรบ (ตารางท่ี 4.1) แลว้น าตวัอยา่งมา 45 ไมโครลิตร ผสมกบั 5 ไมโครลิตร
ของสารละลายดีเอนเอโพรบท่ีจ าเพาะต่อแบคทีเรียแต่ละชนิด โดยโพรบท่ีไช้ส าหรับวิเคราะห์ 
Bifidobacterium คือ Bif 164 วิเคราะห์กลุ่ม Bacteroides คือ Bac 303 วิเคราะห์กลุ่ม 
Lactobacillus/Enterococcus คือ Lab 158 วิเคราะห์กลุ่ม Clostridium คือ Chis 150 วิเคราะห์กลุ่ม 
Eubacteria หรือแบคทีเรียทั้งหมด คือ Eub 338 ซ่ึงล าดบัเบสของโพรบแต่ละชนิดแสดงดงัตารางท่ี 2.1 
(Rycroft  et al., 2001) ใส่ลงในหลุ่มบนสไลด ์แลว้น าไปบ่มดว้ยเคร่ือง hybridization oven ท่ีตั้งอุณหภูมิ
ท่ีเหมาะสมต่อโพรบแต่ละชนิด บ่มทิ้งไว ้4 ชั่วโมงเม่ือครบเวลาน าแผ่นสไลด์ไปล้างด้วย washing 
buffer (ภาคผนวก ก) 50 มิลลิลิตร ท่ีบ่มท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของแต่ละโพรบ โดยแช่นาน 15 นาที เม่ือ
ครบเวลาน ามาลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ 50 มิลลิลิตรท่ีแช่เยน็ไว ้2 คร้ัง แลว้น าสไลด์ท่ีไดท้  าแห้งทนัที เติมสาร 
antifade ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุมสไลด์ ปิดดว้ย cover slide น าสไลด์ไปส่องนบัเช้ือดว้ย
กลอ้งจุลทรรศน์ชนิด fluorescence microscope โดยนบัหลุมละ 15 fields และค านวณค่า Prebiotic lndex 
(PI) โดยหาจากสมการต่อไปน้ี (Palframan et al, 2003) 
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Prebiotic index (PI) = α+ β-γ–δ 
α= (Bif24/Bif0)/Total 
β= (Lac24/Lac0)/Total 
γ= (Bac24/Bac0)/Total 
δ= (Clos24/Clos0)/Total 

  Total = Eub24/Eub0 

โดยก าหนดให ้ 
 Eub0 , Eub24 คือ ปริมาณของเช้ือ Eubacteria หรือจุลินทรียท์ั้งหมด ท่ีเวลาเร่ิมตน้ และ เวลา 24 
ชัว่โมง 

Bif0 , Bif24 คือ ปริมาณของเช้ือ Bifidobacterium ท่ีเวลาเร่ิมตน้ และ เวลา 24 ชัว่โมง 

Lac0 , Lac24 คือ ปริมาณของเช้ือ Lactobacillus ท่ีเวลาเร่ิมตน้ และ เวลา 24 ชัว่โมง 

Bac0 , Bac24 คือ ปริมาณของเช้ือ Bacteroid ท่ีเวลาเร่ิมตน้ และ เวลา 24 ชัว่โมง 

Clos0  , Clos24 คือ ปริมาณของเช้ือ Clostidium ท่ีเวลาเร่ิมตน้ และ เวลา 24 ชัว่โมง 

 

ตารางที ่4-1 แสดงล าดบัเบสของโพรบแต่ละชนิด 

Target 
organisms 

Probe 
Reference 

Sequence from 5’ to 3’ 
Hybridization 
temperature 

(OC) 
Bacteroides Bac 303 CCAATGTGGGGGACCTT 48 

Bifidobacterium Bif 164 CATCCGGCATTACCACCC 50 
Lactobacillus Lab 158 GGTATTAGCA(T/C)CTGTTTCCA 50 
Clostridium Chis 150 TTATGCGGTATTAATCT(C/T)CCTTT 50 
Eubacterium Eub 338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT 48 

ทีม่า Rycroft et al (2001) 
  

4.5.2.4 การวิเครา ะห์ปริมาณของกรดไขมันสายส้ัน (Short-chain fatty acid) โดยใช้เทคนิค 
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

การเตรียมตวัอยา่งส าหรับวิเคราะห์โดยน าน ้ าหมกัจากการเล้ียงเช้ือจาก fecal slurry ท่ีใชโ้อลิ-
โกแซคคาไรด์จากเปลือกแกว้มงักรเป็นแหล่งคาร์บอนจากตอนท่ี 4.5.2 2 มาหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 
13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เพื่อแยกตวัเซลล์จุลินทรีย์ออก  หลังจากนั้นน าส่วนใส 
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(supernatant) ท่ีไดไ้ปกรองผา่นกระดาษกรองไนลอนขนาด 0.2 ไมโครเมตร มาวิเคราะห์หาปริมาณของ
กรดไขมนัสายสั้นดว้ยเคร่ือง HPLC โดยใชค้อลมัน์ BIO-RAD Aminex HPX-87 H Ion Exclusion 
column ท่ีมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 7.8 มิลลิเมตร ความยาว 300 มิลลิเมตร โดยใช ้0.005 M H2SO4 เป็น 
mobile phase ให้อตัราการไหลเท่ากบั 0.6 มิลลิลิตรต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และใช ้ UV 
detector ท่ี 215 นาโนเมตร ซ่ึงน ามาค านวณปริมาณของกรดไขมนัสายสั้นแต่ละชนิดจากพื้นท่ีใตพ้ีค 
(peak) ในการวเิคราะห์ใชส้ารมาตรฐาน กรดแลคติกท่ีความเขม้ขน้ 2.5, 25, 50 มิลลิโมลาร์ กรดอะซิติก 
กรดโพรพิออนิกและกรดบิวทาริก ท่ีความเขม้ขน้ 1, 10, 20 มิลลิโมลาร์ (Olano-Martin et al., 2000) 

 4.5.3 การทดสอบฤทธ์ิการต้านเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ของน า้หมัก 
 น าน ้ าหมกัตวัอย่างจาก Vessel มาเหวี่ยงแยกเซลล์และของแข็งออกด้วยเคร่ืองหมุนเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 5,000 รอบ/นาที นาน 15 นาที น าส่วนของเหลวมาท าการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง
ท่ีท าใหเ้ซลลต์าย ดงัน้ี 
 เซลล์ท่ีใชท้ดสอบคือ Caco-2 ซ่ึงเป็นเซลล์มะเร็งจากมนุษยซ้ื์อจาก ATCC  HTB-37 ในรูป
ของเหลวปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าเซลล์มาเล้ียงเพื่อเพิ่มจ านวนในขวดเล้ียงเช้ือพลาสติกโดยใช้อาหาร 
Eagle’ Minimum Essential Medium (เติม fetal bovine serum ให้ไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ย 20%, Non-
essential amino acid 1% ปริมาตรต่อปริมาตรสารละลาย และยาปฎิชีวนะ  Penicillin-streptomycin 1%) 
ปริมาตร 6-8 มิลลิลิตร น าไปบ่มในตู ้CO2 incubator ท่ี 37 องศาเซลเซียส เพื่อให้เซลล์เพิ่มจ านวนเป็น 
1106 ถึง 8106 เซลล/์ตร.ซม. น าเซลลม์าทดสอบฤทธ์ิการตา้นเซลล์มะเร็งโดยท าใน 96-well plate ท่ีมี
อาหารเล้ียงเซลล ์EMEM ปริมาตร 0.2 มล. เติมเซลลล์งไปในแต่ละหลุมๆ ละ 5104 เซลล์/มล. และเติม
ตวัอยา่งของเหลวท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ ปริมาตร 0.1 มล. ในแต่ละหลุม น าเซลล์ไปเล้ียงใน ตู ้CO2 
incubator ท่ี 37 องศาเซลเซียส ท่ีมี 5% CO2 และมีความช้ืนประมาณ 95% เป็นเวลา 2-4 ชัว่โมง น า
อาหารเล้ียงเช้ือออกและเติม 0.25% trypsin-0.53 mM EDTA เพื่อยอ่ยให้เซลล์หลุดจากการเกาะและแยก
เป็นเซลล์เด่ียวๆ น ามาเติม MTT [3-(4, 5-dimethythiazol-2-yl)-2, 5-diphenyl-tetrazolium bromide] ซ่ึง
เป็นของเหลวสีเหลือง กรณีเซลล์ท่ีมีชีวิต เซลล์จะเปล่ียน MTT ไปเป็น formazan ซ่ึงมีสีน ้ าเงิน น า
ของเหลวมาวดัอตัราการอยูร่อดของเซลล์ดว้ย microplate reader ท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร น า
ค่าท่ีไดม้าค านวณหาค่าเปอร์เซ็นตก์ารอยูร่อดของเซลลม์ะเร็ง ดงัสมการท่ี 4 แลว้น าค่าท่ีไดม้าเขียนกราฟ
ความสัมพนัธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของเซลล์มะเร็ง Caco-2 กบัความเขม้ขน้ของตวัอย่าง 
(Shoeb et al., 2006) 
การอยูร่อดของเซลลม์ะเร็ง Caco-2 (%) 
= ค่าความขุ่นของเซลลท่ี์ใส่ตวัอยา่งแต่ละความเขม้ขน้ – ค่าความขุ่นของอาหารเล้ียงเซลล ์× 100         

ค่าความขุ่นของชุดควบคุม – ค่าความขุ่นของอาหารเล้ียงเซลล ์  (4) 
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4.6 ผลการทดลอง 
4.6.1 การทนต่อการย่อยด้วยเอนไซม์และกรดในสภาวะจ าลองของระบบทางเดินอาหาร 
การศึกษาการทดการย่อยของสารสกัดโอลิโกแซคคาไรด์จากเน้ือแก้วมังกรท่ีผ่านการท า

บริสุทธ์ิในการทดลองบทท่ี 4 ในระบบทางเดินอาหารส่วนตน้จ าลอง ซ่ึงประกอบด้วยปาก กระเพาะ 
และล าใส้เล็ก จากการทดลอง การทดต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์α-amylase จากน ้ าลายของตวัอยา่งสาร
สกดัเน้ือแกว้มงักรท่ีผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยเช้ือ แสดงผลร้อยละการยอ่ย (% hydrolysis) ท่ีเวลาต่างๆ 
เป็นเวลา 10 นาที แสดงใน (ภาพท่ี 4-2) พบวา่เม่ือผสมสารสกดัของเน้ือแกว้มงักรกบัน ้ าลายเทียมและ
เติมเอนไซม ์human salivary α-amylase เอนไซมเ์ร่ิมยอ่ยตวัอยา่งสารสกดัโดยร้อยละการยอ่ยเพิ่มสูงข้ึน
อยา่งเร็วในช่วง 20 นาทีแรกจากนั้นเร่ิมยอ่ยอยา่งชา้ๆ จนกระทั้งถึงนาทีท่ี 60 เป็นจุดท่ีมีอตัราการยอ่ย
สูงสุดและคงทีจนส้ินสุดการย่อย โดยท่ีอตัราการย่อยสูงสุดของสารสกดัในน ้ าลายเทียมท่ีสภาวะการ
ยอ่ยในปาก คือ 6.7%  

 

 

ภาพท่ี 4-2 ร้อยละการยอ่ยของโอลิโกแซคคาไรดจ์ากเน้ือแกว้มงักร เม่ือผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์human 
salivary α-amylase (0.33 unit/ml, พีเอช 6.8) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 นาที ภายใต้
สภาวะจ าลองการยอ่ยในปาก 

การทดลองท่ีไดพ้บวา่สอดคลอ้งกบั Wichienchot และคณะ (2010) ซ่ึงพบวา่ หากบริโภคโอลิ-
โกแซคคาไรด์ท่ีสกดัไดจ้ากแกว้มงักร (DP ในช่วง 3-4) จะเกิดการยอ่ยในปากสูงสุดไม่เกินร้อยละ 10 
เน่ืองจากระยะเวลาการยอ่ยในปากใชเ้วลาประมาณ 30 วินาที ในขณะท่ีการยอ่ยในล าใส้เล็กอาจเกิดการ
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ยอ่ยไดม้ากกวา่ร้อยละ 30 เน่ืองมาจากภายในล าไส้เล็กมีเอนไซมม์ากมายท่ีสามารถยอ่ยโอลิโกแซคคา-
ไรด์เป็นโมเลกุลเด่ียว เช่น เอนไซมม์อลเทส แลคเทสและซูเครส เป็นตน้ และเอนไซม ์α-amylase (α-
1,4 glucan-4-glucanohydrolase, EC 3.2.1.1) เป็นเอนไซมท่ี์พบไดท้ั้งในพืช และเน้ือเยือ่ของสัตวเ์ล้ียงลูก
ดว้ยนมและจากเซลลข์องจุลินทรีย ์มีคุณสมบติัในการยอ่ยสลายพนัธะ α- D- (1, 4) glycosidic linkages 
ของแป้งซ่ึงประกอบด้วยอะไมโลส (Amylose) และอะไมโลเพคติน (Amylopectin) ไกลโคเจนและ    
โอลิโกแซคคาไรดห์ลายชนิด (Buisson et al., 1987) และในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม เอนไซมช์นิดน้ีสามารถ
พบไดท้ั้งในน ้ าลายและหลัง่มาจากตบัอ่อน การยอ่ยดว้ย α-amylase ภายในปาก เป็นการย่อยโมเลกุล
สายยาวของแป้ง ให้กลายเป็นโอลิโกแซคคาไรด์สายสั้น ไดแ้ก่ น ้ าตาลมอลโตสและเด็กซ์ทรินขนาด
ต่างๆ ซ่ึงจะถูกเปล่ียนเป็นน ้ าตาลกลูโคส โดยการย่อยของเอนไซม์ α-amylase ท่ีหลัง่จากตบัอ่อนและ
ถูกส่งมายงัล าไส้ อยา่งไรก็ตาม อตัราการเกิดปฎิกิริยาน้ีลดลงเม่ือสารคาร์โบไฮเดรตนั้นมีสายพอลิเมอร์
ท่ียาวเพิ่มข้ึน (Lehmann and Robin, 2007) 

เม่ือตวัอย่างสารสกัดเน้ือแก้วมงักรผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ในน ้ าลายแล้ว ก็ผ่านเข้าไปใน
กระเพาะอาหารจะท าให้กิจกรรมของเอนไซม ์α-amylase ถูกยบัย ั้งจากค่าพีเอชท่ีเปล่ียนไป แลว้น ามา
สุ่มตวัอย่างท่ีเวลาต่างๆ เป็นเวลา 240 นาที จากการทดลอง พบว่าเม่ือทดสอบการย่อยดว้ยกรด (HCl 
buffer, pH=2) ซ่ึงเป็นการจ าลองสภาวะการยอ่ยท่ีเกิดในกระเพาะอาหาร พบวา่ร้อยละการย่อยเพิ่มข้ึน
อยา่งต่อเน่ืองและเพิ่มข้ึนอยา่งชา้ๆตั้งแต่เร่ิมปรับสภาวะของสารละลายให้เป็นกรดจนถึงท่ี 30 นาทีและ
คงท่ี พบวา่การยอ่ยสูงสุดเท่ากบั 0.7% (ภาพท่ี 4-3) ซ่ึงให้ค่าต ่ากวา่งานวิจยัก่อนหนา้น้ีของ Wichienchot 
และคณะ (2010) เน่ืองมาจากสารสกัดโอลิโกแซคคาไรด์จากเน้ือแก้วมงักรท่ีได้จากการสกัดด้วย
เอนไซม ์pectinase นั้นมี DP คือ 7 เม่ือเทียบกบัสารสกดัสารโอลิโกแซคคาไรด์จากเน้ือแกว้มงักรท่ีได้
จากการสกดัดว้ยสารละลายเอทานอล ท่ีให ้DP ผสมคือ 3-4 และยงัมีน ้าหนกัโมเลกุลท่ีต ่ากวา่ ส่งผลให้มี
โอกาสท่ีจะเกิดการไฮโดรไลซ์ดว้ยกรด HCl ไดม้ากกวา่  
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ภาพท่ี 4-3 ร้อยละการยอ่ยของโอลิโกแซคคาไรด์จากเน้ือแกว้มงักร เม่ือผา่นการย่อยดว้ย HCl buffer   
(พีเอช 2.0) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 240 นาที ภายใตก้ารจ าลองสภาวะกรดในกระเพาะ
อาหาร 

หลงัจากผา่นการย่อยดว้ยกรดในสภาวะจ าลองของกระเพาะอาหาร (พีเอช 2) ครบ 240 นาที 
และน ามาปรับค่าพีเอชของสารลายให้เป็น 6.9 เพื่อให้เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ porcine 
pancrease α-amylase (0.75 units/ml) ร่วมกบั Sucrase ( 8,000 units/ml) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
พีเอช 6.9 เป็นเวลา 360 นาที พบวา่เม่ือเวลาเพิ่มข้ึนระดบัการยอ่ยของโอลิโกแซคคาร์ไรด์จากเน้ือแกว้-
มงักรเพิ่มข้ึนอย่างช้าๆ และมีค่าสูงสุดท่ีเวลา 240 นาทีและคงท่ี โดยมีระดบัการถูกยอ่ยเท่ากบั 4.81% 
(ภาพท่ี 4-4) 
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ภาพท่ี 4-4 ร้อยละการย่อยของโอลิโกแซคคาไรด์จากเน้ือแก้วมงักร เม่ือผ่านการย่อยด้วยเอนไซม ์
porcine pancrease α-amylase (0.75 units/ml) และ Sucrose (8,000 units/ml) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 360 นาที ภายใตก้ารจ าลองสภาวะการยอ่ยในล าไส้เล็ก 

โดยทัว่ไปคาร์โบไฮเดรตส่วนใหญ่จะถูกยอ่ยในล าไส้เล็กประมาณ 30% เน่ืองจากในล าไส้เล็กมี  
เอนไซม์ pancreatic α-amylase ท่ีถูกหลัง่ออกมาจากตบัอ่อนและมีเอนไซม ์Oligosaccharidese ซ่ึงอยู่
บริเวณเยื่อบุ (brush border) ของผนงัล าไส้เล็ก เช่น มอลเตส, ไอโซมอลเตส, ซูเครส และแลคเตส เป็น
ตน้ ซ่ึงสามารถยอ่ยพนัธะ α-1,4 และ α-1,6 ของน ้ าตาลโมเลกุลคู่ให้กลายเป็นโมเลกุลเด่ียวได ้(John 
and Schimt, 2005) ดงันั้นการท่ีสารสกดัสามารถทดต่อการย่อยไดดี้นั้น อาจเน่ืองมาจากน ้ าตาลหน่วย
ย่อยเป็นองค์ประกอบในสายโอลิโกแซคคาไรด์จับกันด้วยพนัธะท่ีไม่มีความจ าเพาะต่อเอนไซม ์
pancreatic α-amylase และ Sucrase ซ่ึงเอนไซมเ์หล่าน้ีมีความจ าเพาะกบัพนัธะ α-1,4 และโอลิโกแซค-
คาร์ไรด์ท่ีพบในพืชส่วนใหญ่ประกอบด้วยน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวหลายชนิดเช่ือมต่อกนัด้วยพนัธะท่ี
แตกต่างกนั เช่น α-1,2, α-1,4, α-1,6, ß-1,2 และ ß-1,4 เป็นตน้ (Oku and Nakamura, 2002) ดงันั้น อาจ
สรุปไดว้า่ โอลิโกแซคคาร์ไรด์ท่ีไดจ้ากแกว้มงักรมีน ้ าตาลหน่วยยอ่ยท่ีจบักนัดว้ยพนัธะ α-1,4 ไม่มาก
เน่ืองจากเอนไซมไ์ม่สามารถยอ่ยไดม้าก  

จากการทดสอบร้อยละการย่อยของสารสกดัโอลิโกแซคคาร์ไรด์จากเน้ือแก้วมงักรในระบบ
ทางเดินอาหารซ่ึงประกอบดว้ย 3 ส่วน คือ ปาก กระเพาะอาหาร และล าไส้เล็ก พบวา่มีระดบัการถูกยอ่ย 
คือ 6.7%, 0.7% และ 4.81% ตามล าดบัพบวา่สารสกดัโอลิโกแซคคาร์ไรดจ์ากเน้ือแกว้มงักรมีร้อยละการ
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ยอ่ยรวม เท่ากบั 12.21 แสดงวา่สารสกดัโอลิโกแซคคาร์ไรด์จากเน้ือแกว้มงักรสามารถทดต่อการยอ่ย
ของเอนไซมแ์ละกรดในระบบทางเดินอาหารไดดี้ และมีสารสกดัประมาณ 87.79% ท่ีเหลือไปถึงล าไส้
ใหญ่ ซ่ึงสารท่ีมีคุณสมบติัในการเป็นพรีไบโอติกท่ีดีนั้น ต้องสามารถทนต่อการย่อยด้วยกรดและ
เอนไซมไ์ด ้และตอ้งเหลือไปถึงล าไส้ใหญ่ไดม้ากกวา่ 60% โอลิโกฟรุกโตสและอินนูลินสามารถทนต่อ
การย่อยด้วยเอนไซม์และกรดในระบบทางเดินอาหารส่วนบนและเหลือไปถึงล าไส้ใหญ่ 85-89% 
(Cumming et al., 2001) ดงันั้นสรุปไดว้า่สารสกดัโอลิโกแซคาร์ไรด์จากเน้ือแกว้มงักรมีคุณสมบติัเป็น
สารพรีไบโอติกท่ีดีเน่ืองจากสามารถทนต่อการยอ่ยในระบบทางเดินอาหารส่วนบน 

4.6.2 การประเมินผลของโอลิโกแซคคาไรด์จากเนื้อแก้วมังกรต่อการหมักด้วยจุลินทรีย์จาก
อุจจาระมนุษย์ในการเลีย้งแบบกะ 
 จากการทดลอง เม่ือเติมเช้ือเร่ิมตน้ท่ีเตรียมมาจากอาสาสมคัรสุขภาพดีและเก็บตวัอย่างเพื่อ
น ามาตรวจนบัจุลินทรียด์ว้ยเทคนิค Fluorescence in situ hybridization (FISH) โดยนบัแบคทีเรีย 5 กลุ่ม
ซ่ึงเป็นตวัแทนของแบคทีเรียในกลุ่มดีและไม่ดีภายในร่างกายของมนุษย ์พบว่า ท่ีเวลาเร่ิมตน้ก่อนเติม
ตัวอย่าง ท่ีผ่านการย่อยในระบบย่อยอาหารส่วนบน มีจ านวนแบคทีเ รียก ลุ่ม Bifidobacteria, 
Lactobacillus, Bacteroides, Clostridium และ Eubacterium คือ 7.4, 7.6, 7.7, 8.2 และ 8.4 Log CFU/ml 
ตามล าดบั และเม่ือเติมตวัอย่างท่ีผ่านการย่อยในระบบย่อยอาหารส่วนบนหมกั เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
พบว่า จ  านวนแบคทีเรียในกลุ่มดี คือ Bifidobacteria และ Lactobacillus มีค่าเพิ่มข้ึนมีความแตกต่าง
อยา่งมีนยัส าคญั (P > 0.05) คือ 8.30 และ 8.25 Log CFU/ml ตามล าดบั และยงัพบวา่ จ  านวนแบคทีเรีย
ในกลุ่มไม่ดี คือ Bacteroides, Clostridium มีค่าลดลง คือ 7.03 และ 7.15 Log CFU/ml ตามล าดบัในส่วน
ของจ านวนแบคทีเรียในกลุ่ม Eubacterium ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (P ≤ 0.05) คือ 8.5  Log 
CFU/ml ดงัแสดงในภาพท่ี 4-5 จะเห็นไดว้า่เช้ือจุลินทรียใ์นกลุ่มดีมีจ านวนท่ีเพิ่มข้ึนและเช้ือจุลินทรียใ์น
กลุ่มไม่ดีจ  านวนลดลงเม่ือเทียบกบัชัว่โมงท่ี 0 

Gibson และ Roberfroid (1995) พบว่าการเพิ่มจ านวนของเช้ือ Bifidobacteria และ 
Lactobacillus ภายในล าไส้ใหญ่ ช่วยในการย ั้บย ั้งเช้ือก่อโรคในระหว่างของการหมกั เน่ืองมาจากใน
ระหว่างการหมกัมีการผลิตกรดไขมนัอิสระ กรดอะซิติก และกรดซิตริก ซ่ึงมีผลท าให้ค่าพีเอชลดลง 
ส่งผลในการย ั้บย ั้งการเจริญของเช้ือก่อโรค อีกทั้งยงัผลิตวิตามินบี มีผลในการย ั้บย ั้งการเจริญของเช้ือ
ประจ าถ่ิน และลดระดบัไขมนัในเลือกไดอี้กดว้ย  
 



 

89 
                                                                                                                                                                           

 

 

ภาพท่ี 4-5 การเปล่ียนแปลงของจ านวนแบคทีเรียในการหมกัแบบกะ ท่ีเวลา 0 และ 24 ชัว่โมง เม่ือหมกั
โดยใช้โอลิโกแซคคาไรด์จากเน้ือแกว้มงักร ในสภาวะไร้อากาศ ท่ีพีเอช 6.8 และอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส 

เม่ือน าจ านวนแบคทีเรียท่ีนับได้ก่อนและหลังเติมโอลิโกแซคคาร์ไรด์จากเน้ือแก้วมงักรมา
ค านวณค่าดชันีความเป็นพรีไบโอติก (Prebiotic index, PI) พบวา่มีค่า 0.41 ซ่ึงพบวา่สารสกดัโอลิโก- 
แซคคาร์ไรด์จากเน้ือแกว้มงักรมีคุณสมบติัเป็นสารพรีไบโอติก เน่ืองจากให้ค่า PI เป็นบวก ซ่ึงจาก
งานวจิยัก่อนหนา้น้ีของ Manderson และคณะ (2005) ไดป้ระเมินคุณสมบติัการเป็นสารพรีไบโอติกของ
โอลิโกแซคคาไรดจ์ากเปลือกส้ม เปรียบเทียบกบั ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรดท์างการคา้ หมกัเป็นเวลา 24 
ชัว่โมงพบวา่ ค่า PI ของโอลิโกแซคคาไรด์จากเปลือกส้ม และฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ มีค่า 7.65 และ 
7.84 ตามล าดบั ซ่ึงจะเห็นไดว้่าค่าท่ีไดเ้ป็นบวก และมีค่าใกลเ้คียงกนั และเม่ือเปรียบเทียบค่า PI ใน
งานวิจยัน้ี พบว่าโอลิโกแซคคาไรด์จากเน้ือแก้วมงักร ให้ค่า PI ต ่ากว่า แต่ทั้ งน้ีก็ไม่สามารถมา
เปรียบเทียบได ้เน่ืองจากอาจมีแปรปรวนของเช้ือเร่ิมตน้ท่ีไดจ้ากอุจจาระมนุษยสุ์ขภาพท่ีดีต่างกนั และ
ความบริสุทธ์ิของตวัอย่างโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีใช้ในทดสอบ แต่ถือว่าโอลิโกแซคคาไรด์จากเน้ือแก้ว
มงักร เป็นแหล่งทางเลือกของแหล่งพรีไบโอติก ท่ีมีคุณสมบติัในการส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์
กลุ่มท่ีดี และยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียก์ลุ่มไม่ดี 

ผลการวิเคราะห์ปริมาณกรดไขมนัสายสั้นดว้ยเคร่ือง HPLC ในตวัอย่างน ้ าหมกัท่ีใช้โอลิโก-
แซคคาร์ไรด์จากเน้ือแกว้มงักรท่ีเวลาต่างๆ พบทั้งกรดอะซิติก แลกติก โพรพิโอนิกและบิวทาริก แสดง
ในตารางท่ี 4-2โดยท่ีกรดอะซิติก และโพรพิโอนิกมีความเขม้ขน้เพิ่มอย่างมีนยัส าคญั (P >0.05) จาก
เวลาท่ีเร่ิมเติมตวัอยา่งโอลิโกแซคคาร์ไรด์จากเน้ือแกว้มงักรจนถึง 24 ชัว่โมง ในส่วนของกรดแลกติก
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และ บิวทาริกมีความเขม้ขน้เพิ่มจากชั่วโมงท่ี 0 และจะคงท่ีชั่วโมงท่ี 12 ของการหมกั และเม่ือ
เปรียบเทียบกรดไขมนัอิสระท่ีเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่ ปริมาณกรดอะซิติกสูงท่ีสุด รองลงมากรดแลกติก 
บิวทาริก และ โพรพิโอนิก ตามล าดบั ซ่ึงกรดไขมนัเหล่าน้ีไดม้าจากการหมกัของโอลิโกแซคคาไรด์จาก
แก้วมงักรกับเช้ือ Bifidobacteria และ Lactobacillus ซ่ึงท่ีมีอยู่ในอุจจาระมนุษย์ (Gibson and 
Roberfroid, 1995) โดยปกติแลว้กรดไขมนัอิสระท่ีไดจ้ากการกระบวนการหมกัภายในล าไส้ใหญ่มนุษย์
นั้น มีอตัราส่วนของกรดอะซิเตท ต่อ กรดโพรพิโอนิก ต่อ บิวทาริก คือ 60: 25: 10 มิลลิโมลต่อลิตร แต่
ทั้งน้ีตอ้งข้ึนอยูก่บัชนิดของโอลิโกแซคคาไรด์ เช้ือเร่ิมตน้ในอุจจาระ และระยะเวลาในการหมกั อีกดว้ย 
(Basson et al., 1998) 

ซ่ึงการพบกรดไขมนัสายสั้น คือ โพรพิโอนิก และ บิวทาริกทั้ง 2 ชนิดมีรายงานวา่มีประโยชน์
ต่อสุขภาพตามการทดลองของ Naidu และคณะ (1999) ท่ีระบุว่ากรดไขมันทั้ งสองชนิดจะช่วย
สนบัสนุนการสร้างพลงังานให้แก่เซลล์ล าใส้ใหญ่ ในขณะเดียวกนัช่วยป้องกนัการเปล่ียนแปลงท่ีเกิด
จากจุลินทรียท่ี์ก่อโรคในเน้ือเยือ่เมือกของล าไส้  และช่วยยบัย ั้งการเกิดเน้ืองอกในเซลล์ของสัตวเ์ล้ียงลูก
ดว้ยนมได ้และจากการทดลองของ Cummings และ Englyst (1995) ระบุวา่โพรพิโอเนทจะถูกส่งไปยงั
ตบัเพื่อใช้ในการสังเคราะห์ ATP และมีผลในการเปล่ียนแปลงระดบัคอเลสเตอรอลในเลือด ส่วน    
บิวทิริกจะใชใ้นการแบ่งเซลล์ล าไส้ใหญ่ ซ่ึงกรดไขมนัสายสั้นสามารถควบคุมกระบวนการเพิ่มจ านวน
ของเซลล ์(Cellular proliferation) และการตายของเซลล ์(program cell death)  
 
ตารางท่ี 4-2 ปริมาณกรดอะซิติก กรดแลคติก กรดโพรพิโอนิก และกรดบิวทาริก ท่ีเกิดข้ึนจากการหมกั
โอลิ-โกแซคคาไรด์จากเน้ือแก้วมงักร เป็นแหล่งคาร์บอนในระบบจ าลองล าไส้ใหญ่มนุษยแ์บบกะ ท่ี
เวลา 0, 6, 12 และ 24 ชัว่โมง ท่ีพีเอช 6.8 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใตส้ภาวะไร้อากาศ 

Time 
Short chain fatty acid (mM) 

Acetic acid Lactic acid Propionic Butyric acid 
0 336.04 ± 1.39d 114.92 ± 2.25c 1.18 ± 0.04d 0 ± 0.00c 
6 433.44 ± 23.75c 183.77 ± 0.96b 5.23 ± 0.44c 13.30 ± 0.05b 

12 651.44 ± 5.01b 267.38 ± 5.20a 12.42 ± 0.83b 27.10 ± 0.37a 
24 860.06 ± 29.64a 265.71 ± 9.92a 15.96 ± 0.31a 29.63 ± 0.88a 
 
4.6.3 ผลของน า้หมักต่อฤทธ์ิการยบัยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งล าใส้ใหญ่ 
เม่ือน าน ้าหมกัโอลิโกแซคคาไรดจ์ากระบบการหมกัแบบกะท่ีเวลา 24 ชัว่โมงจากขอ้ 4.5.2.2 มา

ศึกษาฤทธ์ิการยบัย ั้งการเจริญของเซลล์ Caco-2 ซ่ึงเป็นเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่จากมนุษย ์เป็นเวลา 24 
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ชัว่โมง เม่ือท าการเจือจางน ้ าหมกัดว้ยอาหารเล้ียงเซลล์ Eagle’ Minimum Essential Medium ท่ีระดบั
ต่างๆ แลว้มาตรวจวดัการเจริญดว้ยวิธี Tetrazolium assay แลว้มาค านวณเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของ
เซลล ์พบวา่ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของน ้ าหมกัท่ีสูงท่ีไม่มีการเจือจางน ้ าหมกั เซลล์มะเร็ง Caco-2 จะไม่มี
การเจริญ แต่เม่ือเจือจางน ้ าหมกัท่ีระดบั 0.5 เท่าของน ้ าหมกัเร่ิมตน้ เซลล์เร่ิมสามารถเจริญไดแ้ต่น้อย
มาก และเม่ือท่ีระดบัการเจือจางท่ีมากข้ึน เซลล์ค่อยๆเจริญเพิ่มข้ึนอย่างช้าๆ จนถึงความเขม้ขน้ของน ้ า
หมกัเป็นศูนย ์มีผลท าใหเ้ซลลม์ะเร็ง Caco-2 เจริญได ้100% ดงัแสดงภาพท่ี 4-6 

 

ภาพท่ี 4-6 กราฟแสดงการเจริญเติบโตของเซลล์ Caco-2 ท่ีเล้ียงในน ้ าหมกัท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างกนั
ของโอลิโกแซคคาไรดจ์ากเน้ือแกว้มงักร ท่ีเวลาการหมกั 24 ชัว่โมง 

 ซ่ึงแสดงให้เห็นว่ากรดไขมนัอิสระท่ีมีอยู่ในน ้ าหมกั เช่น กรดอะซิติก กรดซิติก กรดโพรพิโอ
นิก และกรดบิวทิริก เป็นตน้ มีผลในการยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง Caco-2 ซ่ึงสอดคล้องกับ
งานวิจยัก่อนหนา้น้ีของ Scheppech และคณะ (1995) พบวา่ ปริมาณความเขม้ขน้ของบิวทาริก 1-5 มิลลิ
โมล สามารถท่ียบัย ั้งการเจริญของเซลล ์Caco-2 ได ้และความเขม้ขน้ 10-60 มิลลิโมลไม่ผลต่อการยบัย ั้ง
การเจริญของเซลล์ล าไส้ใหญ่ปกติ ซ่ึงกลไลการยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งของกรดบิวทาริกนั้น 
พบวา่เก่ียวขอ้งกบักระบวนการเติมหมู่เมทิลดีเอน็เอ (DNA Methylation) ซ่ึงผลต่อการเจริญและขยายตวั
ของเซลลม์ะเร็ง Caco-2 (Archer et al., 1998) 
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4.7 สรุปผลการทดลอง 
เม่ือน าสารสกดัโอลิโกแซคคาไรดจ์ากเน้ือแกว้มงักรมาทดสอบคุณสมบติัการเป็นสารพรีไบโอ-

ติก เช่น การทดต่อการยอ่ยของระบบทางเดินอาหารส่วนตน้ พบวา่ สารสกดัโอลิโกแซคคาไรด์จากเน้ือ
แกว้มงักร สามารถทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมใ์นน ้ าลาย การยอ่ยดว้ยกรดในกระเพาะอาหาร และการ
ยอ่ยดว้ยเอนไซมใ์นล าไส้เล็ก คือ 93.3%, 99.3% และ 95.2% ตามล าดบั โดยมีร้อยละการยอ่ยรวม เท่ากบั 
12.21 จากนั้นน าโอลิโกแซคคาไรดท่ี์เหลือจากการยอ่ย 87.79% เขา้สู่การการหมกัล าใส้ใหญ่มนุษยแ์บบ
กะ พบว่า โอลิโกแซคคาไรด์จากเน้ือแก้วมงักร สามารถส่งเสริมการเจริญของจุลินทรียก์ลุ่มท่ีดี และ
ยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียไ์ม่ดี อีกทั้งยงัผลิตกรดไขมนัอิสระ เช่น กรดอะซิติก กรดซิติก โพรพิโอนิก 
และบิวทาริก เป็นตน้และยงัสามารถยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งล าไส้ใหญ่ไดอี้กดว้ย 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

93 
                                                                                                                                                                           

 

4.8 เอกสารอ้างองิ 

เกตุชุลี ถึงจอหอ. 2555. การสกดันอนรีดิวซ์ซ่ิงจากขนุนในระดบัห้องปฎิบติัการ ระดบัโรงงานทดลอง
และการประเมินสมบติัการทนต่อการย่อยในระบบทางเดินอาหารจ าลอง. วิทยาศาสตร
มหาบณัฑิต. มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์. 

Al-Tamimi, M. A. H. M., Palframan, R. J., Cooper, J. M., Gibson, G. R. and Rastall. R. A. 2006. In 
vitro fermentation of sugar beet arabinan and arabino-oligosaccharides by the human gut 

  microflora. J. Appl. Microbiol. 100: 407-414. 

Archer, S., Meng, S., Wu, J., Johnson, J., Tang, R. and Hodin, R. 1998. Butyrate inhibits colon 
carcinoma cell growth through two distinct pathways. Surgery. 124: 248-253.  

Basson, M. D., Emenaker N. J. and Hong, F. 1998. Differential modulation of human (Caco-2) colon 
cancer cell line phenotype by short chain fatty acids. Proceedings of the Society for 
Experimental Biology and Medicine. Society for Experimental Biology and Medicine (New 
York, NY), Royal Society of Medicine. 

Buts, J. P. and De Keyser, N. 2006. Effects of Saccharomyces boulardii on intestinal mucosa. Digest. 

Dis. Sci. 51: 1485-1492. 
Cummings, J. H. and Englyst, H. N. 1995. Gastrointestinal effects of food carbohydrate. The   

  Am. J. Clin. Nutr. 61: 938–945. 
Fässler, C., Arrigoni, E., Venema, K., Hafner, V., Brouns, F. and Amado, R. 2006. Digestibility of 

resistant starch containing preparations using two in vitro models. Eur J Nutr. 45: 445-453. 
Johnson, C. D. and Schmit, G. D. 2005. Mayo clinic gastrointestinal imaging review, Mayo Clinic 

Scientific Press. 
Lehmann, U. and Robin, F. 2007. Slowly digestible starch-its structure and health implications: a 

review. Trends Food Sci. Technol. 18: 346-355. 
Manderson, K., Pinart, M., Tuohy, K. M., Grace, W. E., Hotchkiss, A. T., Widmer, W., Yadhav, M. 

P., Gibson, G. R. and Rastall, R. A. 2005. In vitro determination of prebiotic properties of 
oligosaccharides derived from an orange juice manufacturing by-product stream. Appl. 
Environ. Microb. 71: 8383-8389. 

Nakada, T., Nishimoto, T., Chaen, H. and Fukada, S. 2003. Kojioligosaccharides: application of 

kojibiose, phosphorylase on the formation of various kojioligosaccharide. In 



 

94 
                                                                                                                                                                           

 

Oligosaccharides in Food and Agricultural. Eggleston, G. and Cote, G. L. (eds). pp 104-

117. ACS Press, Washington DC. 

Naidu, A. S., Bidlack, W. R. and Clemens, R. A. 1999. Probotic Srectra of Lactic Acid Bacteria  
(LAB). Crit Rev Food Sci. and Nutr. 38: 13-126. 

Olano-Martin, E., Mountzouris, K. C., Gibson, G. R. and Rastall, R. A. 2000. In vitro fermentability 

of dextran, oligodextran and maltodextrin by human gut bacteria. Brit. J. Nutr. 83: 247-255. 

Oku, T. and Nakamura, S. 2002. Digestion, absorption, fermentation, and metabolism of functional 

sugar substitutes and their available energy. Pure Appl. Chem. 74: 1253-1261. 

Palframan, R., Gibson, G. R. and Rastall, R. A. 2003. Development of a quantitative tool for the 

comparison of the prebiotic effect of dietary oligosaccharides. Lett. Appl. Microbiol. 37: 

281-284. 

Scheppach, W., Bartram, H. P. and Richter, F. 1995. Role of short-chain fatty acids in the prevention 
of colorectal cancer.  EUR. J. Cancer Care. 31: 1077-1080. 

Shoeb, M., MacManus, S. M., Jaspars, M., Trevidu, J., Nahar, L., Kong-Thoo-Lin, P. and Sarker S. D. 

2006. Montamine, a unique dimeric indole alkaloid, from the seeds of Centaurea montana 

(Asteraceae), and its in vitro cytotoxic activity against the CaCo2 colon cancer cells. 

Tetrahedron. 62: 11172-7. 

Wichienchot, S., Jatupornpipat, M. and Rastall, R. A. 2010. Oligosaccharides of pitaya (dragon fruit) 

flesh and their prebiotic properties. Food Chem. 120: 850-857. 

Wichienchot, S., Prasertsan, P., Hongpattakre, T., Rastall, R. A. and Gibson, G. R. 2006. In vitro 

three-stage continuous fermentation of gluco-oligosaccharides, produced by Gluconobacter 

oxybans NCIMB 4943, by the human colonic microflora. Curr. Iss. Intest. Microbiol. 7. 13-

18. 



95 
 

 

บทที่ 5 

บทสรุป 

 เนื้อแก้วมังกร พันธุ์เนื้อสีขาว มีองค์ประกอบทางเคมี คือ ความชื้น เถ้า ใยอาหาร ไขมัน 
โปรตีน และคาร์โบไฮเดรต เท่ากับ 83.05%, 2.24%, 1.70%, 1.26%, 0.39% และ 11.39% ตามล าดับ 
เนื้อแก้วมังกรส่วนใหญ่ประกอบด้วยน้ า (moisture) และของแข็ง (solid) อ่ืนๆ ซึ่งส่วนใหญ่เป็น
คาร์โบไฮเดรต (carbohydrate) ซึ่งรวมใยอาหาร (crude fiber) ด้วย รองลงมา คือ เถ้า (ash) ไขมัน 
(fat) และโปรตีน (protein) ตามล าดับ การสกัดโอลิโกแซคคาไรด์ด้วยน้ า พบว่าของแข็งที่ละลายน้ า
และปริมาณน้ าตาลในสารสกัดลดลง เมื่ออัตราส่วนของเนื้อแก้วมังกรต่อน้ าเพิ่มขึ้น สภาวะที่
เหมาะสมในการสกัดโอลิโกแซคคาไรด์ด้วยน้ า คือ อัตราส่วนของเนื้อแก้วมังกรต่อน้ า เท่ากับ 1 ต่อ 
2 และอุณหภูมิการสกัด 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ชั่วโมง ได้ปริมาณผลผลิตโอลิโกแซคคาไรด์
สูงสุด เท่ากับ 43.98 % (น้ าหนักแห้ง) และน้ าหนักโมเลกุลของโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการสกัด
ด้วยน้ า เท่ากับ 790 ดาลตัล ส่วนการสกัดด้วยเอนไซม์เพคติเนส พบว่าสภาวะที่เหมาะในการสกัด
ด้วยเพคติเนส คือ อัตราส่วนเนื้อแก้วมังกรต่อน้ าเท่ากับ 1 ต่อ 2 และ ความเข้มข้นของเอนไซม์เพค-
ติเนส เท่ากับ 124 ยูนิตต่อกรัมของแข็งสารสกัด อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสใช้เวลา 45 นาที ให้
ปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ เท่ากับ 41.92% (น้ าหนักแห้ง) และน้ าหนักโมเลกุลของโอลิโกแซคคา-
ไรด์ที่ได้จากการสกัดเอนไซม์เพคติเนส อยู่ในช่วง 1609 ดาลตัล ดังนั้นการสกัดโอลิโกแซคคาไรด์
ด้วยน้ า และเอนไซม์เพคติเนส ให้ปริมาณโอลิโกแซคคาไรด์ ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (P > 
0.05) แต่การสกัดโดยใช้เอนไซม์เพคติเนสสามารถลดระยะเวลาในการสกัดลงได้อย่างมีนัยส าคัญ 
(P < 0.05)  
 การท าบริสุทธิ์โอลิโกแซคคาไรด์จากเนื้อแก้วมังกร ด้วยเชื้อ S. cerevisiae TISTR 501 
พบว่า ความเข้มข้นที่เหมาะสมของเชื้อ S. cerevisiae TISTR 501 ที่สามารถลดลงปริมาณน้ าตาล
กลูโคส น้ าตาลฟรุกโตส และน้ าตาลซูโครส ได้สูงสุดคือ 2.5% โดยปริมาตร ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การ
ก าจัดน้ าตาลรวม (%TS) เท่ากับ 61% สูงกว่าความเข้มข้นของเชื้อ S. cerevisiae TISTR 501 ที่ 
1.25%, 5% และ 10% (โดยปริมาตร) และความเข้มข้นที่เหมาะสมของ ยูเรีย ซึ่งเติมเป็นแหล่งของ
ไนโตรเจนในการหมัก พบว่า ความเข้มข้นที่เหมาะสมของยูเรีย ที่เติมร่วมกับ เชื้อ S. cerevisiae 
TISTR 501 2.5% (โดยปริมาตร) ที่สามารถที่สามารถลดลงปริมาณน้ าตาลกลูโคส น้ าตาลฟรุกโตส 
และน้ าตาลซูโครส ได้สูงสุดคือ 0.1% (กรัมโดยน้ าหนักต่อปริมาตร) ซึ่งให้ค่าเปอร์เซ็นต์การก าจัด
น้ าตาลรวม เท่ากับ 73.31% สูงกว่าความเข้มข้นยูเรีย ที่ 0.3%, 0.5%, 0.7% และ 10% (กรัมโดย
น้ าหนักต่อปริมาตรป ที่สภาวะการทดลองเดียวกัน เมื่อน ามาสภาวะที่เหมาะสมที่กล่าวข้างต้น คือ
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ความเข้มข้นของเชื้อ S. cerevisiae TISTR 501 2.5% โดยปริมาตร ร่วมกับการเติมยูเรียร้อยละ 0.1 
กรัม (น้ าหนักโดยปริมาตร) มาศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการก าจัดน้ าตาลกลูโคส ฟรุกโตส 
ซูโครส พบว่า ระยะเวลาในการหมักที่เหมาะสม คือ 4 วัน ภายใต้สภาวะการเลี้ยงที่มีการเขย่าที่
ความเร็ว 180 รอบต่อนาที สามารถก าจัดน้ าตาลกลูโคส ฟรุกโตส และซูโครส ได้อย่างสมบูรณ์  ซึ่ง
ท าให้โอลิโกแซคคาร์ไรด์มีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นเป็น 99.9% 

เมื่อน าสารสกัดโอลิโกแซคคาไรด์จากเนื้อแก้วมังกรมาทดสอบคุณสมบัติการเป็นสารพรี-

ไบโอติก เร่ิมด้วยการทดสอบการทดต่อการย่อยของสภาวะจ าลองระบบทางเดินอาหารส่วนต้น 

พบว่า สารสกัดโอลิโกแซคคาไรด์จากเนื้อแก้วมังกรที่ผ่านการท าบริสุทธิ์ สามารถทนการย่อย

ภายใต้สภาวะจ าลองในปาก, กระเพาะอาหาร และล าไส้เล็ก เป็น 93.3%, 99.3% และ 95.2% 

ตามล าดับ โดยมีค่าการย่อยรวม เท่ากับ 12.21% ผลการทดสอบการหมักโดยจุลินทรีย์จากอุจจาระ

มนุษย์โดยการเลี้ยงเชื้อแบบกะ พบว่า โอลิโกแซคคาไรด์จากเน้ือแก้วมังกรที่ผ่านการท าบริสุทธิ์และ

ผ่านการย่อยในสภาวะจ าลองระบบทางเดินอาหารส่วนต้น สามารถส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์

กลุ่ม Bifidobacteria และ Lactobacilli และยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์กลุ่ม Bacteroides และ 

Clostridia ได้โดยมีค่าดัชนีความเป็นพรีไบโอติกเท่ากับ 0.41 กรดไขมันสายสั้นที่ถูกผลิตขึ้นจาก

การหมัก คือ กรดอะซิติก กรดแลคติก โพรพิโอนิก และบิวทาริก โดยมีความเข้มข้นเป็น 860, 265, 

15.9 และ 29.6 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ นอกจากนี้น้ าหมักที่ได้ยังสามารถยับยั้งการเจริญของ

เซลล์มะเร็ง Caco-2 จากล าไส้ใหญ่มนุษย์ได้ จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า โอลิโกแซคคาไรด์

จากเนื้อแก้วมังกร มีคุณสมบัติการเป็นสารพรีไบโอติก ซึ่งสามารถเป็นทางเลือกหนึ่งในการบริโภค

สารพรีไบโอติกต่อไป 
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ภาคผนวก ก 
วธิีการเตรียมสาร 

1. การเตรียมน า้ลายเทยีม 
1.1 ชัง่สารเคมีตามรายการท่ีแสดงในตารางท่ี 1 และน ามาละลายในน ้ ากลัน่ปริมาตร 450 

มิลลิลิตรโดยกวนตลอดเวลาจนกระทัง่ละลายเป็นเน้ือเดียวกนั 
ตารางท่ี 1 องคป์ระกอบของน ้าลายเทียม (Sarkar, Goh and Singh, 2009) 

รายการที่ ช่ือสารเคมี สูตรเคมี ปริมาณ (กรัม/ 500 มิลลลิติร) 
1 Sodium chloride NaCl 0.797 
2 Ammonium nitrate NH4NO3 0.164 
3 Potassium phosphate NH2PO4 0.318 
4 Potassium chloride KCl 0.101 
5 Potassium citrate 

Monohydrate 
K3C6H5O7.H2O 0.154 

6 Uric acid sodium salt C5H3N4O3Na 0.0105 
7 Urea H2NCONH2 0.099 
8 Lactic acid sodium salt C3H3O3Na 0.073 
9 Porcine gastric mucin 

type II 
- 15 

10 DI water H2O Make up Volume 
1.2 ปรับ pH ของสารละลายเป็น 6.8 ดว้ย 0.1 M NaOH 
1.3 ปรับปริมาตรสารละลายจนเป็น 500 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ 

 
2. การเตรียมเอนไซม์ 

2.1 การเตรียมเอนไซม ์Human salivary α-amylase 
เตรียมเอนไซม ์Human salivary α-amylase type XIII-A (sigma A1031, Buchs, CH, 

15.1 mg solid; 66.3 unit/mg solid) โดยชัง่เอนไซม ์3.02 มิลลิกรัม ละลายในน ้ ากลัน่แช่เยน็ปริมาตร 
2 มิลลิลิตร (เอนไซมมี์ความเขม้ขน้ เท่ากบั 100.113 unit/ml) 

2.2 การเตรียมเอนไซม ์Human pancreatic α-amylase 
2.2.1 เตรียม Phosphate buffer (Na2HPO4 1.42 กรัมต่อลิตร และ KH2PO4 1.36 

กรัมต่อลิตร) ปรับ pH เป็น 6.9 ดว้ย 1N NaOH 
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2.2.2 ดูด PBS ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดท่ีเก็บเอนไซม ์เขยา่จนกระทั้งละลาย
และดูดสารละลายเอนไซมเ์ก็บในหลอด centrifuge 

 2.2.3 เติม PBS ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรลงในหลอดเก็บเอนไซม ์เขยา่เพื่อ rinse 
เอนไซมท่ี์คา้งอยูใ่นหลอด ท าซ ้ าอีก 3 คร้ัง (ปริมาตรรวมของ PBS ท่ีใช ้เท่ากบั 2 มิลลิลิตร) 

 2.2.4 stock ของสารละลายเอนไซมท่ี์เตรียมไดจ้ะมีความเขม้ขน้ เท่ากบั 564.25 
unit/ml 

 2.2.5 แบ่งสารละลายเอนไซมเ์ก็บไวใ้นหลอด หลอดละ 0.665 มิลลิลิตร จ านวน 
6 หลอด (มีความเขม้ขน้ของเอนไซมสุ์กทา้ย เท่ากบั 375.23 unit) เก็บไวท่ี้ 4 องศาเซลเซียสจนกวา่
จะท าการทดสอบ 

3. อาหารสูตรพืน้ฐาน (Basal medium) ส าหรับการเลีย้งเช้ือแบบกะ 
Peptone     2 กรัม 
Yeast extract    2 กรัม 
NaCl     0.1  กรัม 
NaHCO3    2  กรัม 
MgSO4     0.01 กรัม 
Cysteine-HCl    0.5  กรัม 
K2HPO4     0.04  กรัม 
Bile salts    0.5 กรัม 
CaCl2.6H2O    0.01  กรัม 
Haemin     0.005 กรัม 
Tween 80    2 มิลลิลิตร 
Vitamin K1    10  ไมโครลิตร 
Resazurin    1  มิลลิลิตร 

3. การเตรียมสารละลาย 
3.1 Phosphate Buffer Saline/ Sodium Dodecyl Sulfate (PBS/SDS) 

NaCl      8  กรัม 
KCl      0.2  กรัม 
K2HPO4     1.15  กรัม 
KH2PO4     0.2  กรัม 
น ้ากลัน่ HPLC    100  มิลลิลิตร 
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10% SDS    100  ไมโครลิตร 
 3.2 HCl Buffer 
 

สารเคมี ปริมาณ (g/l) 
Sodium chloride 1.703 
Potassium chloride 0.199 
Calcium chloride 0.15 
Sodium bicarbonate 0.30 

 
3.3 Phosphate Buffer Saline 

สารเคมี ปริมาณ 
NaCl    8 กรัม 
KCl 0.2 กรัม 
K2HPO4  1.15 กรัม 
KH2PO4  0.2 กรัม 
น ้ากลัน่ HPLC 100 มิลลิลิตร 

 
3.4 Washing buffer 

ส่วนประกอบ 
ส าหรับทุกเช้ือ 

ยกเว้นเช้ือ Eubacteria 
ส าหรับเช้ือ Eubacteria 

NaCl  9  มิลลิลิตร 0.70 มิลลิลิตร 
1M Tris/HCL (pH 8.0)  1 มิลลิลิตร 1 มิลลิลิตร 
0.5 M EDTA   0 มิลลิลิตร 0.5 มิลลิลิตร 
น ้ากลัน่   40 มิลลิลิตร 47.8 มิลลิลิตร 
 

3.5 4% paraformadihide 
Paraformadihide     2  กรัม 
1N NaOH    100  ไมโครลิตร 
1 N HCl     100  ไมโครลิตร 
PBS      16.6  มิลลิลิตร 
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น ้ากลัน่ HPLC    50  มิลลิลิตร 
 

3.6 Hybridization buffer 

ส่วนประกอบ 
ส าหรับทุกเช้ือ 

ยกเว้นเช้ือ Eubacteria 
ส าหรับเช้ือ Eubacteria 

5 M NaCl  180 ไมโครลิตร 180 ไมโครลิตร 
1M Tris/HCL (pH 8.0)  20 ไมโครลิตร 20 ไมโครลิตร 
Formamide 0 ไมโครลิตร 350 ไมโครลิตร 
น ้ากลัน่   799 ไมโครลิตร 499 ไมโครลิตร 
10% Sodium Dodecyl Sulfate 
(SDS) 

1 ไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร 

 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
102 

 

 

 

ภาคผนวก ข 
วธีิการวเิคราะห์ 

1. การวเิคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 
1.1 การวเิคราะห์ปริมาณความช้ืน โดยใช้ตู้อบไฟฟ้า (A.O.A.C., 2000) 

อุปกรณ์ 
1. ตูอ้บไฟฟ้าท่ีสามารถปรับและควบคุมอุณหภูมิได ้
2. ภาชนะหาความช้ืน (ถว้ยอะลูมิเนียมพร้อมฝา) 
3. โถดูดความช้ืน 
4. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง 

วธีิการ 
1. อบถว้ยอะลูมิเนียมพร้อมฝา ท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 2-3 ชัว่โมง 

จากนั้นน าออกจากตูอ้บและใส่ไวใ้นโถดูดความช้ืน จนกระทั้งมีอุณหภูมิเท่ากบัอุณหภูมิห้อง จึงชัง่
น ้าหนกัและบนัทึกผล 

2. ท าซ ้ าเช่นเดียวกบัขอ้ท่ี 1 จนกระทั้งน ้ าหนกัของภาชนะดงักล่าว มีน ้ าหนกัท่ี
ชัง่ติดกนัสองคร้ังไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม 

3. ชั่งตวัอย่างใส่ในถ้วยอะลูมิเนียมให้ได้น ้ าหนักท่ีแน่นอน 1-3 มิลลิกรัม 
จากนั้นน าไปอบในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 5 ถึง 6 ชัว่โมง ท าเช่นเดียวกบัขอ้ท่ี 1 
และ 2 จนกระทั้งน ้ าหนักตวัอย่างและภาชนะท่ีชัง่ติดกนัสองคร้ังไม่เกิน 1-3 มิลลิลิตร น ้ าหนัก
ตวัอยา่งท่ีไดไ้ปค านวณปริมาณความช้ืนในตวัอยา่ง 

การค านวณ 
 ปริมาณความช้ืนในตวัอยา่ง (ร้อยละ) =      

  
     

เม่ือ W1 คือน ้าหนกัตวัอยา่งก่อนอบ และ W2 คือน ้าหนกัตวัอยา่งหลงัอบ 
 

1.2 การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวธีิเจลดาห์ล (A.O.A.C., 2000) 
อุปกรณ์  

1. ชุดยอ่ยโปรตีน ประกอบดว้ยเตายอ่ย และเคร่ืองดกัจบัไอกรด (scrubber) 
2. ขวดยอ่ยโปรตีน (Kjeldahl flask) ขนาด 250-300 มิลลิลิตร 
3. ชุดกลัน่โปรตีนขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร (volumetric flask) 
4. ขวดรูปชมพู ่(Erlenmeyer flask) ขนาด 125 และ 250 มิลลิลิตร 
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5. ปิเปตขนาด 5 และ 10 มิลลิลิตร 
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6. บิวเรตขนาด 25 มิลลิลิตร 
7. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
8. กระดาษกรองส าหรับใส่ตวัอยา่ง 

สารเคมี 
1. กรดซลัฟูริกเขม้ขน้ (conc. H2SO4) 
2. สารผสมระหวา่งคอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO4. 5H2O) และโพแทสเซียมซลัเฟต 

(K2SO4) ในอตัราส่วน 1 ต่อ 10 
3. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ร้อยละ 40 ส าหรับการกลัน่และร้อย

ละ 20 ส าหรับการยอ่ยโปรตีน 
4. สารละลายกรอบอริกเขม้ขน้ร้อยละ 4 (กรดบอริกให้ละลายในน ้ าร้อน 60 

องศาเซลเซียส) 
5. สารละลายกรดเกลือความเขม้ขน้ 0.01 นอร์มอล 
6. อินดิเคเตอร์ (Indicator) ซ่ึงเป็นสารผสมระหว่าง เมทิลเรด เมทิลีนบลู และ

โบรโมครีซอลกรีน 
 การเตรียมอนิดิเคเตอร์ 
   ชั่งเมทิลเรด 0.125 กรัมและชั่งเมทีลีนบลู 0.082 กรัม น าไปละลายใน
เอทิลแอลกอฮอล์ร้อยละ 95 และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร จากนั้นชัง่โบรโมครีซอลกรีม 0.1 
กรัม น าไปละลายในน ้ ากลันและปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ผสมสารละลายทั้งสองใน
อตัราส่วน 1 ต่อ 1.5 ก่อนจะน าๆปวเิคราะห์โปรตีน 
 วธีิการ 
 การย่อยโปรตีน 

1. ชัง่ตวัอยา่งให้ไดน้ ้ าหนกัแน่นอนประมาณ 0.5-1 กรัมบนกระดาษกรอง ก่อน
น าไปใส่ลงในหลอดยอ่ยโปรตีนและท าแบลงค ์

2. ใส่สารผสม CuSO4. 5H2O และ K2SO2 ปริมาตร 5 กรัม 
3. เติมกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนั้นวางหลอดยอ่ยในเตายอ่ย

แลว้ประกอบสายยางระหวา่งฝาครอบของขวดใส่ด่าง (สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 20) 
และเคร่ืองดกัจบัไอกรดใหเ้รียบร้อย 

4. เปิดสวิทช์เคร่ืองจบัไอกรดและเตาย่อย โดยตั้งอุณหภูมิไวท่ี้ 400 องศา
เซลเซียส ยอ่ยเป็นเวลา 45-60 นาที หรือจนกวา่จะไดส้ารละลายใส จากนั้นทิ้งไวใ้หเ้ยน็ 

5. น าสารละลายใสท่ีไดไ้ปกลัน่ดว้ยชุดกลัน่โปรตีน 
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 การกลัน่โปรตีน 
1. เปิดสวิทช์ให้ความร้อนและเปิดน ้ าหล่อเยน็ของเคร่ืองควบแน่น บรรจุหลอด

ตวัอยา่งท่ีผา่นการยอ่ยเขา้กบัอุปกรณ์กลัน่ 
2. น าขวดรูปชมพู่ ขนาด 125 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุกรดบอริกเขม้ขน้ร้อยละ 4 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตรและเติมอินดิเคเตอร์เรียบร้อยแลว้ไปรองรับของเหลวท่ีกลัน่ได ้โดยส่วนปลาย
ของอุปกรณ์ควบแน่นจุ่มลงในสารละลายกรดน้ี 

3. เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ร้อยละ 40 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร
ลงในตวัอย่าง จากนั้นกลัน่ตวัอย่างเป็นเวลา 5 นาที ลา้งปลายอุปกรณ์ควบแน่นดว้ยน ้ ากลัน่ลงใน
ขวดรองรับ 

4. ไตเตรตสารละลายท่ีกลัน่ไดด้ว้ยสารละลายกรดเกลือความเขม้ขน้ 0.01 นอร์
มาล จนไดส้ารละลายสีม่วง จากนั้นใหค้  านวณหาปริมาณโปรตีนในตวัอยา่ง 
การค านวณ 

  ปริมาณโปรตีน (ร้อยละโดยน ้าหนกั) = 
                

 
 

เม่ือ  A= ปริมาตรกรดท่ีใชไ้ตเตรตกบัตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 
  B= ปริมาตรกรดท่ีใชไ้ตเตรตกบั blank (มิลลิลิตร) 
  N= ความเขม้ขน้ของกรด (นอร์มอล) 
  F= แฟกเตอร์ (6.25) 
  W= น ้าหนกัตวัอยา่งเร่ิมตน้ 
 

1.3 การวเิคราะห์ปริมาณไขมัน 
 อุปกรณ์ 

1. อุปกรณ์ชุดสกดัไขมนั (Soxhlet apparatus) ประกอบดว้ย ขวดกน้กลมส าหรับ
ใส่ตวัท าละลายซอตเลต (soxhlet) อุปกรณ์ควบแน่น (condenser) และเตาให้ความร้อน (heating 
mantle) 

2. หลอดใส่ตวัอยา่ง (extraction thimble) 
3. กระดาษกรองเบอร์หน่ึง ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 15 เซนติเมตร 
4. ส าลี 
5. กระดาษฟอยล ์
6. ตูอ้บไฟฟ้า 
7. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
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8. โถดูดความช้ืน 
 สารเคมี ปิโตรเลียมอีเทอร์ 
 วธีิการ 

1. อบขวดกน้กลมส าหรับหาปริมาณไขมนั ขนาดความจุ 250 มิลลิลิตร ในตูอ้บไฟฟ้า
ท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 3-5 ชัว่โมง ทิ้งให้เยน็ในโถดูดความช้ืนจนมีอุณหภูมิเท่ากบั
อุณหภูมิห้อง น าไปชัง่น ้ าหนกั แลว้อบซ ้ าเป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท าเช่นเดิมจนกระทั้งไดน้ ้ าหนกัตงท่ี
หรือน ้าหนกัขวดท่ีชัง่ติดกนัสองคร้ังต่างกนัไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม 

2. ชัง่ตวัอยา่งบนกระดาษกรองท่ีทราบน ้ าหนกั ถา้ตวัอย่างเป็นชีววสัดุท่ีมีไขมนัมาก
ใหช้ัง่ 1-2 กรัม ถา้เป็นชนิดท่ีมีไขมนันอ้ยให้ชัง่ 3-5 กรัม ห่อให้มิดชิด แลว้ห่อซ ้ าดว้ยกระดาษกรอง
อีกคร้ัง ใส่ลงในหลอดทดลองส าหรับตวัอยา่ง คลุมดว้ยส าลีท่ีดา้นบนของหลอดตวัอยา่งเพื่อให้ตวั
ท าลายมีการกระจายอยา่งสม ่าเสมอ 

3. น าหลอดตวัอย่างใสในซอตเลต จากนั้นเติมปิโตรเลียมอีเทอร์ ลงในขวดกนักลม
ปริมาตร 200 มิลลิลิตร แลว้วางบนเตา 

4. ประกอบอุปกรณ์ชุดสกดัไขมนั พร้อมทั้งเปิดน ้ าหล่ออุปกรณ์ควบแน่นและเปิด
สวิทช์ ให้ความร้อนเพื่อท าการสกดันาน 14 ชัว่โมง โดยปรับความร้อนให้หยดของสารท าละลาย
กลัน่ตวัจากอุปกรณ์ควบแน่นดว้ยอตัรา 150 หยดต่อนาที 

5. เม่ือครบ 14 ชัว่โมง น าหลอดใส่ตวัอยา่งออกจากซอคเลต ทิ้งให้ตวัท าละลายไหล
จากซอตเลตลงในขวดกอ้นกลมจนหมด 

6. ระเหยตวัท าละลายออกดว้ยเคร่ืองระเหยแบบสุญญากาศ แลว้น าไปอบให้แห้งท่ี
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส จากนั้นน าไปใส่ในโถดูดความช้ืนจนมีอุหภูมิเท่ากบัอุณหภูมิห้อง น าไป
ชัง่น ้าหนกัแหง้แลอบซ ้ า จนกระทั้งผลต่างของน ้าหนกัสองคร้ังคิดกนัห่างกนัไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม 

7. ค านวณปริมาณไขมนัตวัอยา่ง 
 การค านวณ 

 ปริมาณไขมนัในตวัอยา่ง (ร้อยละโดยน ้าหนกั)=     
น ้าหนกัไขมนัหลงัอบ

น ้าหนกัตวัอยา่งเร่ิมตน้
 

 
1.4 การวเิคราะห์ปริมาณเถ้า 

 อุปกรณ์ 
1. เตาเผา (muffle furnace) 
2. ถว้ยกระเบ้ืองเคลือบ (porcelain crucible) 
3. โถดูดความช้ืน 



 
107 

 

 

4. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
วธีิการ 

1. เผาถว้ยกระเบ้ืองเคลือบในเตสเผสท่ีอุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส เป็นเวลา
ประมาณ 3 ชัว่โมง จากนั้นปิดสวิทช์เตาเผาแลว้รอประมาณ 30-45 นาที เพื่อให้อุณหภูมิในเตาเผา
ลดลงประมาณ 200 องศาเซลเซียส จึงน าถว้ยออกจากเตาเผา น าไปใส่ในโถดูดความช้ืน ปล่อยให้
เยน็จนถึงอุณหภูมิหอ้งแลว้ชัง่น ้าหนกั 

2. น าถว้ยกระเบ้ืองไปเผาซ ้ าคร้ังละประมาณ 30 นาที และท าซ ้ าเช่นเดียวกบัขอ้ท่ี 
1 จนไดผ้ลต่างของน ้าหนกัทั้งสองคร้ังคชติดต่อกนั ไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม 

3. ชัง่ตวัอย่างให้ไดน้ ้ าหนกัท่ีแน่นอนประมาณ 1-2 กรัม ใส่ในถ้วยกระเบ้ือง
เคลือบท่ีทราบน ้ าหนักแน่นอน น าไปเผาในตู้ควนั แล้วจึงน าเขา้เตาเผา ตั้งอุณหภูมิเตาเผาไวท่ี้
อุณหภมิู 600 องศาเซลเซียส ท าซ ้ าเช่นเดียวกบัขอ้ 1 และ 2 จากนั้นจึงค านวณปริมาณเถา้ในตวัอยา่ง 
จากสูตรค านวณดา้นล่าง 
 
การค านวณ 

                   ปริมาณเถา้ในตวัอยา่ง (ร้อยละโดยน ้าหนกั)=     
น ้ าหนกัตวัอยา่งหลงัเผา

น ้ าหนกัตวัอยา่งก่อนเผา
 

 
2. การวิเคราะห์หาน ้าตาลรีดิวซ์ตามวิธีการ Modified dinitrosalicylic acid method 

(Fox and Robyt, 1991) 
2.1 การเตรียมตัวอย่างสารละลายน า้ตาลกลูโคสมาตรฐาน 

 โดยท าการเตรียมตัวอย่างสารละลายมาตรฐานน ้ าตาลกลูโคสให้ได้ความเข้มข้น 500 
ไมโครกรัม /มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางสารละลายมาตรฐานน ้ าตาลกลูโคสให้ไดค้วามเขม้ขน้ 50, 
100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 และ 450 ไมโครกรัม / มิลลิลิตร ท าการทดลองในไมโครไตเตอร์
เพลท 96 หลุม โดยเติมสารละลายกลูโคส 100 ไมโครลิตร ผสมกบัสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซ
ลิก (DNS) 100 ไมโครลิตรเขย่าผสมให้เขา้กนั ปิดไมโครไตเตอร์เพลท ดว้ย Polyvinylchloride 
cling film แลว้ใส่ในถุงซิป น าไปตม้ในน ้ าอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ท าให้เยน็
ทนัที น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 575 นาโนเมตร ใชส้ารละลายกลูโคสเป็นสารละลายมาตรฐาน
ท่ีความเขม้ขน้ 0 – 500 ไมโครกรัม /มิลลิลิตร น าค่าท่ีไดม้าท ากราฟมาตรฐานหาสมการ    

2.2 การวเิคราะห์หาปริมาณน า้ตาล 
ดูดตวัอย่างน ้ าตาลท่ีเจือจางเหมาะสม (ช่วง 100 หรือ 200 เท่า) 100 ไมโครลิตร ใส่ลงใน

หลุมของไมโครไตเตอร์เพลท 3 หลุม 3 ซ ้ า เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNS) 100 
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ไมโครลิตร เขยา่ผสมให้เขา้กนัปิดไมโครไตเตอร์เพลท ดว้ย Polyvinylchloride cling film แลว้ใส่
ในถุงซิป น าไปตม้ในน ้ าอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ท าให้เยน็ทนัที น าไปวดัค่า
การดูดกลืนแสงท่ี 575 นาโนเมตร ใชส้ารละลายกลูโคสเป็นสารละลายมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ 0 – 
500 ไมโครกรัม /มิลลิลิตร น าค่าท่ีไดม้าท ากราฟมาตรฐานหาสมการ 

3. การวิเคราะห์หาปริมาณน ้าตาลทั้งหมดโดยวิธี Modified Phenol Sulfuric Method 

(Dubois et al., 1956) 
 ท าการทดลองโดยการดูดสารละลายตวัอยา่งท่ีเจือจางเหมาะสมปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลง
ในไมโครไตเตอร์เพลท ขนาด 96 หลุม เติม 5% Phenol 25 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัดว้ยการเขยา่
เบาๆ 30 วนิาที น าไมโครไตเตอร์เพลท ไปแช่น ้ าแข็ง จากนั้นเติมกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ 95% ปริมาตร 
125 ไมโครลิตร ปิดไมโครไตเตอร์เพลท ดว้ย Polyvinylchloride cling film แลว้ใส่ในถุงซิป น าไป
ตม้ในน ้ าอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ท าให้เยน็ทนัที วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 
นาโนเมตร โดยใชส้ารละลายกลูโคสเป็นสารละลายมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ 50-500 ไมโครกรัม / 
ไมโครลิตร เทียบค่า OD ท่ีไดก้บักราฟมาตรฐานของกลูโคส 
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