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พัทธ์ศรัณย์ พฤกษาโรจนกุล : การพัฒนาฟิล์มบริโภคได้ที่มีสมบัติซินไบโอติกจากกลูโคแมนแนนของผง
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โพรไบโอติกและพรีไบโอติกเป็นองค์ประกอบของอาหารที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพ อย่างไรก็ตามอาหารที่มี
โพรไบโอติกและพรีไบโอติกปริมาณสูงมีเพียงบางกลุ่มเท่าน้ัน การรวมตัวกันของเทคโนโลยีทางฟิล์มและสารเคลือบ
บริโภคได้กับซินไบโอติกจะช่วยให้ผู้ผลิตประยุกต์ใช้โพรไบโอติกและพรีไบโอติกในอาหารได้หลากหลายขึ้นและท าให้
ผู้บริโภคเข้าถึงโพรไบโอติกและพรีไบโอติกได้ง่ายขึ้น งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาฟิล์มจากกลูโคแมนแนน 
ของผงบุกที่ท าหน้าที่เป็นตัวพาซินไบโอติก โดยคัดเลือกคู่ซินไบโอติกที่มีศักยภาพจากการจับคู่ระหว่างโพรไบโอ 
ติกทางการค้า 3 สายพันธ์ุ (Lactobacillus casei-01, Lactobacillus paracasei และ Bifidobacterium 
animalis subsp. lactis BB-12) กับพรีไบโอติกทางการค้า 4 ชนิด (Orafti®P95, Orafti®GR, Orafti®HSI, 
Oligomate®55N) และกลูโคแมนแนน พบว่าคู่ของ L. casei-01 กับ Orafti®GR ให้ค่า prebiotic activity score 
สูงที่สุด (0.29±0.03) และกลูโคแมนแนนของผงบุกซ่ึงท าหน้าที่เป็นตัวพา (carrier) สามารถสนับสนุนการเจริญของ
โพรไบโอติกทั้งสามสายพันธ์ุที่ใช้ในการทดสอบและให้ค่า prebiotic activity score สูงสุดเม่ือจับคู่กับ L. 
paracasei ดังน้ันจึงเลือกคู่ซินไบโอติกทั้งสองคู่น้ีมาพัฒนาฟิล์ม หลังจากผ่านการขึ้นรูปฟิล์มที่อุณหภูมิ 40 ºC นาน 
16 ชั่วโมง พบว่าฟิล์มที่เติมคู่ของ L. casei-01 กับ Orafti®GR มีจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตลดลงประมาณ 2 log 
CFU/mL สารละลายส าหรับขึ้นรูปฟิล์ม ให้การรอดชีวิตเท่ากับ 78.75±0.56% เม่ือพิจารณาทั้งค่า prebiotic 
activity score และอัตราการรอดชีวิตร่วมกันจึงเลือกฟิล์มที่มีคู่ซินไบโอติก L. casei-01 และ  Orafti®GR เพื่อ
ศึกษาสมบัติและศึกษาการประยุกต์ใช้ในอาหารต่อไป ผลการวิเคราะห์สมบัติของฟิล์มแสดงให้เห็นว่าฟิล์มกลูโค
แมนแนนของผงบุกที่เติม L. casei-01 และ Orafti®GR ละลายในน้ าได้ดี (97.22 ± 0.66%) ไม่มีสี โปร่งแสง 
สามารถต้านทานแรงดึงได้ดี (21.10 ± 3.97 MPa) มีการยืดตัวดี (23.83 ± 5.77%) มีสภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าดี 
(0.0056 ± 0.0001g mm h-1 m-2 kPa-1 ) เม่ือเก็บรักษาฟิล์มในรูปแบบแผ่นที่อุณหภูมิห้องโดยมีระยะเวลาของ
การศึกษานาน 8 วัน พบว่าจ านวนจุลินทรีย์ที่มีชีวิตลดลงประมาณ 6 log  CFU/g ตลอดการเก็บรักษา โดยหลังจาก
วันที่ 4 ของการเก็บรักษาพบว่าจ านวนจุลินทรีย์ที่มีชีวิตมีจ านวนต่ ากว่าที่ 6 log CFU/g ฟิล์ม ซ่ึงเป็นปริมาณขั้นต่ าที่
ยอมรับได้ การประยุกต์ใช้ฟิล์มในรูปแบบสารเคลือบบนผิวขนมปังพบว่าปริมาณจุลินทรีย์ที่มีชีวิตจะลดลงประมาณ  
2 logCFU/ช้ิน หลังการเก็บรักษานาน 7 วัน ท าให้ปริมาณของ L. casei-01 ที่มีชีวิตยังคงมีค่ามากกว่า 6 log CFU/
ชิ้น ผลการวิจัยน้ีแสดงให้เห็นว่าฟิล์มบริโภคได้จากกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม  L. casei-01 และ  Orafti®GR 
สามารถเป็นทางเลือกในการขยายการประยุกต์ใช้โพรไบโอติกและพรีไบโอติกในผลิตภัณฑ์อาหาร 
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บทค ัดย ่อ ภาษาอ ังกฤษ 

# # 5772139523 : MAJOR BIOTECHNOLOGY 
KEYWORDS: SYNBIOTIC EDIBLE FILM / KONJAC GLUCOMANNAN / PROBIOTICS / PREBIOTICS 

PATTHASARUN PRUKSAROJANAKUL: DEVELOPMENT OF SYNBIOTIC EDIBLE FILM FROM KONJAC 
GLUCOMANNAN. ADVISOR: ASST. PROF. CHALEEDA BOROMPICHAICHARTKUL, Ph.D., CO-
ADVISOR: ASSOC. PROF. CHEUNJIT PRAKITCHAIWATTANA, Ph.D., SARN SETTACHAIMONGKON, 
Ph.D. {, 140 pp. 

Probiotics and prebiotics are considered as health-promoting food ingredients. However, their 
potential sources are limited to some foods.  Integration of edible film and coating and synbiotic 
technologies is an innovative approach that will enhance the incorporation of probiotics and prebiotics 
into more variety of food products and increase the accessibility for consumers. This research aimed to 
develop konjac glucomannan (KGM) film as a synbiotic carrier. To identify the potential synbiotic 
combination, three probiotic strains (Lactobacillus casei-01, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 
Lpc-37 and Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12) were paired with commercial prebiotics 
(Orafti®P95, Orafti®GR, Orafti®HSI and Oligomate®55N) and KGM. The results revealed that L. casei-01 and 
Orafti®GR was the potential combination with the highest score (0.29±0.03). Furthermore, KGM which 
serve as a synbiotic carrier could promote the growth of all probiotic strains and resulted in the highest 
score when paired with L. paracasei. Thus, these two synbiotic combination were selected for 
developing films. After undergoing a film-forming process at 40 ºC for 16h, viable count in the film 
incorporated with L. casei-01 and Orafti®GR reduced approximately 2 log CFU/mL film-forming solution 
(FFS), allowing the survival of 78.75±0.56%. Taking both prebiotic activity score and the survival rate into 
account, this formulation was chosen for study on film properties and its application. Edible films from 
KGM incorporated with L. casei-01 and Orafti®GR was colorless, transparent, highly soluble in water 
(97.22 ± 0.66%), with good tensile strength (21.10 ± 3.97 MPa), % elongation at break (23.83 ± 5.77%) and 
water vapor permeability (0.0056 ± 0.0001g mm h -1 m-2 kPa-1 ). When stored the film at room 
temperature up to 8 days, 6 log CFU/g reduction in active cells in the film throughout the storage period 
was observed. After 4 days of storage, viability decreased to less than 6 log CFU/g film which was the 
lowest acceptance limit. Application of the film as an edible coating on surface of bread buns 
demonstrated a loss of L. casei-01 viability of 2 log  CFU/portion during a storage period of 7 days, 
resulting in active cells of L. case-01 more than 6 log CFU/portion. The results from this research support 
the use of edible films from KGM formulated with L. casei-01 and Orafti®GR as an alternative approach 
to extend the application of probiotics and prebiotics in food products.  
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บทท่ี 1  
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา 

 จุลินทรีย์ประจ าถ่ินในทางเดินอาหารคือจุลินทรีย์ที่มีอยู่ในทางเดินอาหารของมนุษย์อยู่แล้ว
ทั้งกลุ่มที่อาจก่อให้เกิดโรคและกลุ่มที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพ ซึ่งโพรไบโอติกเป็นหนึ่งในจุลินทรีย์กลุ่ม
หลัง สัดส่วนของจุลินทรีย์ที่มีความสมดุลจะช่วยให้บุคคลนั้นมีสุขภาพดี อย่างไรก็ตามอายุที่มากข้ึน 
อาหารและรูปแบบการใช้ชีวิตมีผลท าให้รูปแบบของจุลินทรีย์ในทางเดินอาหารเปลี่ยนแปลงไปส่งผล
ต่อความเสี่ยงต่อโรคที่เกิดจากการเสยีสมดุลจลุินทรีย์ในทางเดินอาหารสงูข้ึน มีงานวิจัยทางการแพทย์
จ านวนมากที่สนับสนุนประโยชน์เชิงสุขภาพของการบริโภคโพรไบโอติก พรีไบโอติก และซินไบโอติก 
(การบริโภคทั้งโพรไบโอติกและพรีไบโอติกร่วมกัน) อย่างไรก็ตามอาหารที่มีปริมาณโพรไบโอติกและ 
พรีไบโอติกสูงจ ากัดอยู่ในกลุ่มผักและผลไม้บางชนิด อาหารหมัก นมและผลิตภัณฑ์จากนม ท าให้การ
ได้รับโพรไบโอติกและพรีไบโอติกขึ้นอยู่กับลักษณะของอาหารที่แต่ละบุคคลบริโภคซึ่งข้ึนอยู่ภาวะทาง
สุขภาพและความชอบของแต่ละบุคคล เมื่อพิจารณาจากมุมมองผู้ผลิต การผลิตอาหารที่เสริม
จุลินทรีย์โพรไบโอติกมีข้อจ ากัดในการประยุกต์ใช้ คือ การรอดชีวิตของจุลินทรีย์โพรไบโอติกจาก
สภาพแวดล้อมที่เป็นอันตรายในระบบอาหาร (ได้แก่ ความร้อน , ค่า pH, ระดับของรีดอกซ์ และ
ออสโมติก) สมบัติข้อนี้ท าให้การเสริมโพรไบโอติกมีความยากกว่าการเสริมพรีไบโอติกในอาหาร 
 แนวทางหนึ่งที่ช่วยลดข้อจ ากัดทั้งด้านผู้บริโภคและด้านผู้ผลิตได้ คือ การเตรียมโพรไบโอติก
ในรูปของฟิล์มและสารเคลือบ ซึ่งฟิล์มจะช่วยปกป้องโพรไบโอติกจากสภาพแวดล้อม และสามารถ
น ามารวมกับอาหารได้ในภายหลังในตอนท้ายของกระบวนการผลิต เพื่อลดการเผชิญสภาวะรุนแรง
และความเครียดในกระบวนการผลิตอาหาร รูปแบบฟิล์มและสารเคลือบท าให้การประยุกต์ใช้  
โพรไบโอติกและพรีไบโอติกในผลิตภัณฑ์อาหารหลากหลายมากขึ้น ท าให้ผู้บริโภคมีทางเลือกมากข้ึน
และผู้ผลิตก็มีแนวทางในการพัฒนาผลิตภัณฑ์รูปแบบหลากหลายมากข้ึนเช่นกัน งานวิจัยนี้จึงสนใจ
พัฒนาฟิล์มบริโภคได้ที่มีสมบัติซินไบโอติกจากกลูโคแมนแนนของผงบุกซึ่งเป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติที่มี
ความปลอดภัยส าหรับใช้ในอาหาร ไม่มีรสชาติ แคลอรี่ต่ า มีสมบัติส่งเสริมสุขภาพ และมีสมบัติในการ
ข้ึนรูปฟิล์ม เพื่อสร้างแนวทางในการประยุกต์ใช้ซินไบโอติกในผลิตภัณฑ์อาหาร 
 
1.2 สมมุติฐานงานวิจัย 

 สามารถสร้างฟิล์มบริโภคได้ที่มีสมบัติซินไบโอติกจากผงบุกกลูโคแมนแนนสามารถท าหน้าที่
เป็นตัวพาโพรไบโอติกและพรีไบโอติกส าหรับประยุกต์ใช้ในอาหารได้ 
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1.3 วัตถุประสงค ์

 1. เพื่อทดสอบความสามารถในการใช้พรีไบโอติกของโพรไบโอติก แล้วคัดเลือกคู่พรีไบโอติก
และโพรไบโอติกที่เหมาะสมมาพัฒนาฟิล์มบริโภคได้ 
 2. เพื่อพัฒนาฟิล์มบริโภคได้จากกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติมโพรไบโอติกและพรีไบโอติก
ทางการค้า 
 3. เพื่อวิเคราะห์สมบัติของฟิล์มและปริมาณโพรไบโอติกที่รอดชีวิต 
 4. เพื่อน าฟิล์มที่พัฒนาได้ไปทดลองใช้กับผลิตภัณฑ์อาหาร 
 
1.4 ขอบเขตงานวิจัย 

 1. คัดเลือกคู่พรีไบโอติกและโพรไบโอติกที่เหมาะสม จากพรีไบโอติกทางการค้า 4 ชนิดและ
กลูโคแมนแนนของผงบุก และโพรไบโอติกทางการค้า 3 ชนิด 
 2. ศึกษาสมบัติของฟิล์ม ประกอบด้วย สมบัติทางเคมีกายภาพ สมบัติเชิงกล และโครงสร้าง
จุลภาค 
 3. ติดตามการรอดชีวิตของโพรไบโอติกก่อนข้ึนรูปฟิล์มหรือสารเคลือบ หลังกระบวนการข้ึน
รูปฟิล์มหรือสารเคลือบ และระหว่างการเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง 

4. ประยุกต์ใช้ฟิล์มที่พัฒนาได้ในรูปแบบสารเคลือบบนผิวขนมปังสูตรพื้นฐาน 
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บทท่ี 2  
วารสารปริทัศน ์

2.1 กลูโคแมนแนนของผงบุก (konjac glucomannan) 

2.1.1 แหล่งสะสมกลูโคแมนแนนในบุกและการผลิตกลูโคแมนแนนจากบุก 

บุก (Amorphophallus spp.) (ภาพที่ 2.1-2.3) เป็นพืชล้มลุกในวงศ์บุก (Araceae) สกุลบุก 
(Amorphophallus) ปลูกทั่วไปในแถบเอเชียและเอเชียตะวันออกเฉียงใต้  ส าหรับในประเทศไทยพบ
บุกตามธรรมชาติในทางภาคเหนือและภาคตะวันตกแถบกาญจนบุรี โดยข้ึนตามป่าเบญจพรรณ ความ
สูงระดับต่ า (Smitinand, 2014)  

 
ภาพท่ี 2.1   โครงสร้างของต้นบุก (Amorphophallus konjac K. Koch)  

ที่มา: Yee (2011) 

 
มีการรวบรวมบุกจากแหล่งต่างๆทั่วประเทศไทยกว่า 500 ตัวอย่าง และน ามาจ าแนกตาม

ลักษณะทางพฤกษศาสตร์และอนุกรมวิธานพบว่ามีพันธ์ุบุกจ านวน 10 ชนิด (Sukumonnan, 2005) 
ดังแสดงในตารางที่ 2.1  บุกมีวงจรชีวิตแตกต่างจากพืชทั่วไป เนื่องจากใช้เวลา 4-6 ปี จึงจะเจริญจน
ครบทั้งวงจรชีวิต  มีช่วงการเจริญเติบโตทางด้านล าต้นและใบ (vegetative growth) กับช่วงการ
เจริญเติบโตทางด้านการสืบพันธ์ุ (reproductive growth) ต่างปีกัน (Sukumonnan, 2005) หัวบุก 
(konjac tuber) หรือในทางพฤกษศาสตร์เรียกว่าล าต้นใต้ดิน เป็นแหล่งสะสมของเฮเทอโรพอลิ
แซ็กคาไรด์ (heteropolysaccharide) ที่เรียกว่า กลูโคแมนแนน (ภาพที่ 2.1) อย่างไรก็ตามหัวบุกมี
แคลเซียมออกซาเลต (calcium oxalate) สะสมในปริมาณสูง (Prychid et al., 2008) ซึ่งส่งผลให้
เกิดรสชาติที่ไม่พึงประสงค์ จึงมักถูกแปรรูปเป็นผงบุกก่อนน าไปใช้ประโยชน์ต่อไป (Takigami, 2009)
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ประเทศจีน เกาหลีและญี่ปุ่นเป็นประเทศที่รู้จักการใช้และแปรรูปบุกเพื่อเป็นอาหารมานานหลาย
ศตวรรษ ทั้งในรูปของก้อน เส้น และขนมขบเค้ียว (Nishinari et al., 1992) ประมาณสิบกว่าปีแล้วที่
อุตสาหกรรมแปรรูปบุกในไทยได้น าบุกมาแปรรูปเพื่อบริโภคทั้งในประเทศและส่งออกไปยังตลาด
ผู้บริโภคที่รักสุขภาพในหลายประเทศทั่วโลก บุกจึงเป็นพืชที่มีอนาคตและควรได้รับการส่งเสริมให้
เกษตรกรเพาะปลูก (Sukumonnan, 2005) 

 

 
ภาพท่ี 2.2  หัวบุกที่เก็บเกี่ยวจากไร่ในจังหวัดตาก ประเทศไทย เป็นบุกเนื้อทรายหรือบุกคนโท 

(Amorphophallus muelleri Blume)  
ที่มา: Impaprasert (2017) ภาพถ่ายส่วนบุคคล 

 

  
ภาพท่ี 2.3  ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์และแผนภาพแสดงเนื้อเยื่อของหัวบุก (A. konjac K. 

Koch) ย้อมด้วยสีย้อม toluidine blue แสดง glucomannan idioblast (GI) แถบ
สเกลมีขนาด 100 µm 
ที่มา: Yee (2011) 
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กลูโคแมนแนนพบได้ในพืช และจุลินทรีย์แบคทีเรีย และยีสต์ แต่แหล่งที่นิยมน ามาผลิต  
กลูโคแมนแนนเพื่อการค้า คือ บุก (A. konjac K. Koch) (Ogaji et al., 2012) โดยสกัดได้จาก
เนื้อเยื่อของหัวบุกที่เรียกว่า พาเรงคิมาคอร์เทกซ์ (parenchyma cortex) ซึ่งภายในมีเซลล์ที่มีขนาด
ใหญ่รูปไข่ที่เรียกว่า ไอดิโอบลาสต์ (idioblasts) (ภาพที่ 2.3) ภายในมีแกรนูลของกลูโคแมนแนน
สะสมอยู่ พบเซลล์นี้กระจายทั่วไปในหัวบุก (Yanuriati et al., 2017; Yee, 2011) ภายในหัวบุกยัง
เป็นแหล่งสะสมแป้งด้วยแต่แกรนูลของกลูโคแมนแนนมีขนาดใหญ่กว่าแป้งซึ่งเป็นสารเจือปน มีสมบัติ
ละลายได้ในน้ าแต่ไม่ละลายในเอทานอล ท าให้สามารถแยกเฉพาะกลูโคแมนแนนออกจากหัวบุกได้ 
 
ตารางท่ี 2.1 พันธ์ุบุกที่พบในประเทศไทย 

ชื่อวิทยาศาสตร์ ชื่อไทย 
จังหวัดที่เป็นแหล่ง

ที่พบ 

ความสูงเหนือ
ระดับน้ าทะเล 

(เมตร) 

A. corrugatus N.E.Br. บุกเขา แม่ฮ่องสอน 900 - 1,300 
A. kachinensis Eng. & Gerhm. บุกกาบโค้ง เชียงใหม่ 1,100 - 1,600 
A. krausei Engl. บุก เชียงใหม่ , ล าพูน , 

พะเยา 
450 - 600 

A. longituberosus (Engl.) Engl. & Gerhm. บุกหัวยาว ล าปาง, เชียงใหม่, 
ล าพูน, พิษณุโลก 

190 - 450 

A. macrorhizus Craib ก้านโคยงัว ล าปาง, เชียงใหม่, 
พิษณุโลก 

190 – 450 

A. muelleri Blume บุกคนโท, บุกไข่, 
บุกเน้ือทราย 

ตาก, แม่ฮ่องสอน 300 - 750 

A. napiger Gagnepain บุก ปราจีนบุรี < 100 
A. paeoniifolius (Dennst.) Nicolson  บุกคางคก, บุก, บุก

คุงคก, เบีย, เบือ, 
มันซูรัน, หัวบุก 

ทุกภาค 0 – 1,600 

A. tenuistylis Hett. บุก ล าปาง 190 – 450 
A. yunnanensis Engl. บุก, บุกด่าง เชียงราย 800 – 1,000 

ที่มา: Sukumonnan (2005) 
 

การผลิตกลูโคแมนแนนจากบุกในอุตสาหกรรมประกอบด้วยหลายข้ันตอน เริ่มตั้งแต่การเก็บ
เกี่ยวหัวบุกที่มีอายุ 2-3 ปี ซึ่งเป็นระยะที่มีปริมาณกลูโคแมนแนนสูงเพียงพอส าหรับการน ามาใช้ผลิต
เพื่อการค้า ในระยะนั้นต้นบุกมีความสูงประมาณ 2-3 ฟุต และมีหัวบุกขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
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ประมาณ 8-15 เซนติเมตร (Thomas, 1997) ล้างหัวบุกเพื่อก าจัดเศษดินออก ฝานหัวบุกที่ล้างแล้ว
เป็นแผ่นบางเพื่อให้แห้งง่ายข้ึน อบเพื่อท าให้แห้ง บดให้เป็นผง แล้วใช้การตกตะกอนด้วยแอลกอฮอล์
ซึ่งเป็นการสกัดแบบเปียกหรือเป่าแยกด้วยลมซึ่งเป็นการสกัดแบบแห้งเพื่อก าจัดสิ่งเจือปน เช่น แป้ง 
โปรตีน เซลลูโลส และน้ าตาล  

 
2.1.2 เคมีของกลูโคแมนแนน 

พอลิแซ็กคาไรด์แมนแนนจ าแนกได้เป็น 4 กลุ่ม คือ แมนแนนบริสุทธ์ิ (mannan) กลูโคแมน
แนน (glucomannan) กาแลคโตแมนแนน (galactomannan) และกาแลคโตกลูโคแมนแนน 
(galactoglucomannan) ดังแสดงในตารางที่ 2.2 พอลิแซ็กคาไรด์เหล่านี้เป็นกลุ่มหลักของเฮมิ
เซลลูโลส (hemicellulose) ซึ่งเป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์พืช (Ogaji et al., 2012)   

 

 
ภาพท่ี 2. 4  โครงสร้างทางเคมีของกลูโคแมนแนน 

ที่มา: Zhang et al. (2014) 
 
ส าหรับกลูโคแมนแนนของผงบุกเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ไฮโดรคอลลอยด์ (hydrocolloidal 

polysaccharide) ที่มีน้ าหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 200 ถึง 2,000 kDa มีค่าเฉลี่ยประมาณ 1,000 kDa 
ทั้งนี้ข้ึนกับแหล่งของกลโูคแมนแนน แหล่งที่ปลูก การผลิตและการเก็บรักษา โมเลกุลประกอบข้ึนจาก
สายโซ่หลักเป็นกลูโคส (D-glucose) และแมนโนส (D-mannose) เรียงต่อกันด้วยพันธะ ß-1,4 
glycosidic โดยทั่วไปกลูโคแมนแนนมีอัตราส่วนของแมนโนสและกลูโคสอยู่ในช่วง  1.5:1.0 ถึง 
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4.2:1.0 ข้ึนอยู่กับชนิดและสายพันธ์ุของพืชที่น ามาสกัดดังแสดงในตารางที่ 2.3  โดยทั่วไปมีค่าเฉลี่ย
เท่ากับ 1.6:1.0  มีระดับการมีหมู่อะซิติล (degree of acetylation) ต่ า หมายความว่าภายใน
โครงสร้างพอลิเมอร์มีหมู่อะซิติล CH3CO- (acetyl group) อยู่ในปริมาณต่ าประมาณ 5-10% (Gao 
and Nishinari, 2004)  หมู่อะซิติลนี้สร้างพันธะกับคาร์บอนต าแหน่งที่ 6 (C-6) ของน้ าตาลในสายโซ่
หลัก โดยพบเฉลี่ยทุกๆน้ าตาล 9-19 หน่วย  หมู่อะซิติล (acetyl group) มีบทบาทส าคัญต่อ
ความสามารถในการละลายน้ าของกลูโคแมนแนนจากผงบุก หากโมเลกุลมีระดับการก าจัดหมู่อะซิติล 
(degree of deacetylation) สูงข้ึนจะส่งผลให้กลูโคแมนแนนจากผงบุกมีความสามารถละลายน้ า
ลดลง (Du et al., 2012) หมู่อะซิติลนี้ยังมีความเกี่ยวข้องกับสมบัติการข้ึนรูปเป็นฟิล์มได้ 
ของกลูโคแมนแนนด้วย (Behera and Ray, 2016b)  จากสายโซ่หลักนี้จะเช่ือมกับสามสายโซก่ิ่งทุกๆ
หน่วยย่อยของสายโซ่หลัก 32 หน่วย สายโซ่กิ่งนี้ประกอบจากน้ าตาล 3-4 หน่วยต่อกันด้วยพันธะ  
ß-1,4 glycosidic โดยจะจับกันที่หมู่ไฮดรอกซิลของคาร์บอนต าแหน่งที่ 3 (C-3) หรือต าแหน่งที่ 6 
(C-6) ของน้ าตาลแมนโนสหรือกลูโคสในสายโซ่หลัก ทั้งระดับการมีหมู่อะซิติลและระดับการแตกกิ่งมี
ผลต่อสมบัติทางกายภาพและเคมีซึ่งมีผลส าคัญต่อการประยุกต์ใช้กลูโคแมนแนนของผงบุก  
 
ตารางท่ี 2.2 แมนแนนที่พบในพืช 

พอลิแซ็กคาไรด์ แกนหลัก การแทนที่ในแกนหลัก หน้าที ่ สมบัติ 

แมนแนน (1-4)-ß-D-mannose residues ไม่ม ี 1) พอลิแซ็กคาไรด์สะสม 
2) พอลิแซ็กคาไรด์โครงสร้าง
ในสาหร่ายบางชนิด 

1) พ บ ใ น ผ นั ง เ อ น โ ด
สเปิร์มที่หนาขึ้น 
2) ละลายในน้ าเดือดและ
ตกตะกอนเมื่อเย็นตัว 
3) หนืด น้ าหนักโมเลกุล 
40 ถึงมากกว่า 300 kDa  

กาแลคโตแมนแนน (1-4)-ß-D-mannose residues (1-6)-α-D-galactose 
residue หนึ่งหน่วย  

1) พอลิแซ็กคาไรด์สะสมใน
เ มล็ ดข องพื ชต ร ะ กู ลถั่ ว 
(legume) 

1) พ บ ใ น ผ นั ง เ อ น โ ด
สเปิร์ ม ของ เมล็ ดหรื อ
จุลินทรีย์ 
2) ละลายน้ าได้ 
3) หนืด น้ าหนักโมเลกุล
ประมาณ 1,000 kDa 

กลูโคแมนแนน (1-4)-ß-D-mannose และ 
glucose residues โดยมีหมู่อะซิ
ติลแทนที่บางแห่ง 

สามารถเกิดขึ้นได้ 1) พอลิแซ็กคาไรด์สะสมใน
เมล็ดและหัวของพืชใบเลี้ยง
เด่ียว 
2) พอลิแซ็กคาไรด์โครงสร้าง
ในเนื้อไม้ 

1) พบในเมล็ดและหัว 
2) ละลายน้ าได้ 
3) หนืด น้ าหนักโมเลกุล
ประมาณ 200 - 2,000 
kDa 

กาแลคโตกลูโคแมนแนน (1-4)-ß-D-mannose และ 
glucose residues 

(1-6)-α-D-galactose 
residue หนึ่งหรือสอง
หน่วย 

1) พอลิแซ็กคาไรด์สะสม 
เช่น เมล็ดของ Asparagus 
2) พอลิแซ็กคาไรด์โครงสร้าง
ในผนังเซลล์ปฐมภูมิและเนื้อ
ไม้ของพืชใบเลี้ยงคู่ 

1) พบในเมล็ดและไม้
เนื้ออ่อน 
2) ละลายน้ าได้ 
3) หนืดน้ าหนักโมเลกุล 
16 - 24 kDa 

ที่มา: Tester and Al-Ghazzewi (2013) 
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ตารางท่ี 2.3 ตัวอย่างแหล่งของกลูโคแมนแนน อัตราส่วนแมนโนสต่อกลูโคส และระดับการพอลิเมอ
ไรเซชัน (degree of polymerization) 

แหล่งของกลูโคแมนแนน อัตราส่วนแมนโนส:กลูโคส ระดับการพอลิเมอไรเซชัน 

บุก (Amorphophallus konjac) 1.6:1 6200 
ลิลลี่ (Lilium auratum) 2.7:1 220 
ลิลลี่แมงมุมสีแดง (Lycoris radiata) 
สนขาวตะวันออก (Pinus strobes) 
กล้วยไม้ (Tubera salep) 
ป่านรามี (Boehmeria nivea) 
เรดวูด (Sequoia sempervirens) 
ซุยเซน (Narcissus tazetta) 

4.0:1 
3.8:1 
3.2:1 
1.8:1 
4.2:1 
1.5:1 

730 
90 
600 

ไม่มีรายงาน 
60 

ไม่มีรายงาน 

ที่มา: Khanna (2003) 
 

2.1.3 ผลเชิงสุขภาพและสมบัติพรีไบโอติกของกลโูคแมนแนน 

กลูโคแมนแนนของผงบุกมีแคลอรีต่ าเนื่องจากเป็นใยอาหาร (dietary fiber) ที่ไม่สามารถถูก
ย่อยได้ด้วยเอนไซม์ในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์ จึงส่งผลดีต่อสุขภาพหลายประการ เช่น ช่วย
ลดระดับคอเลสเตอรอลในเลือด (hypocholesterolemic reagent) ช่วยรักษาระดับน้ าตาล 
(glycemic control) และไตรกลีเซอไรด์ในเลอืดให้อยู่ระดับปกติ ช่วยให้การท างานของล าไส้เป็นปกติ 
และส่งเสริมภูมิคุ้มกัน (Gomez et al., 2017)  

งานวิจัยเบื้องต้นพบว่ากลูโคแมนแนนสามารถย่อยได้ภายในร่างกายของมนุษย์และสัตว์โดย
จุลินทรีย์ที่อาศัยภายในล าไส้ใหญ่ซึ่งมีความสามารถในการสร้างเอนไซม์ที่ละลายน้ าได้ที่มีสมบัติสลาย
พันธะ ß-1,4 glycosidic ระหว่างแมนโนและกลูโคสภายในโมเลกุลกลูโคแมนแนนได้เป็น
โมโนแซ็กคาไรด์และโอลิโกแซ็กคาไรด์ ได้แก่ ß-1,4-D-mannobiose, cellobiose, 4-O-ß-D-
glucopyranosyl-D-mannopyranose, กลูโคส และแมนโนส  ส าหรับไดแซ็กคาไรด์จะถูกย่อยให้
เป็นแมนโนสและกลโูคสต่อไปซึง่เป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับการเพิ่มจ านวนจุลินทรีย์ โดยการหมักแมน
โนสและกลูโคสของจุลินทรีย์เหล่านี้ท าให้เกิดกรดไขมันสายสั้น (short-chain fatty acids; SCFAs)  
เช่น acetic acid, 1-butyric acid, propionic acid และ formic acid (Chiu and Stewart, 2012; 
Matsuura, 1998)  

เนื่องจากกลูโคแมนแนนเปน็ใยอาหารที่เกิดการหมักได้ช้ากว่าใยอาหารกลุม่อินูลนิและฟรุกโต
โอลิโกแซ็กคาไรด์ จึงท าให้กรดไขมันสายสั้นซึ่งเป็นผลผลิตจากการหมักปล่อยออกมาในบริเวณตอน
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ปลายของล าไส้ใหญ่ สมบัติน้ีเป็นที่สนใจเนื่องจากโรคที่เกิดข้ึนในล าไส้ใหญ่ส่วนใหญ่จะเกิดข้ึนกับล าไส้
ใหญ่ส่วนปลาย (distal colon) เช่น มะเร็งล าไส้ใหญ่และไส้ตรง (colorectal cancer; CRC) และโรค
ล าไส้ใหญ่อักเสบและเป็นแผลเรื้อรัง (ulcerative colitis; UC) (Chiu and Stewart, 2012) โดย
พบว่าน้ าในกากอาหาร (fecal water) มีความเป็นพิษลดลงเมื่อบริโภคอาหารเสริมด้วยกลูโคแมน 
แนนของผงบุก ซึ่งมีความสัมพันธ์กับความเข้มข้นของกรดไขมันสายสั้นทีเ่พิ่มข้ึนและค่า pH ที่ลดลงใน
กากอาหาร จึงช่วยลดการเกิดความเสียหายของดีเอ็นเอที่ถูกเหนี่ยวน าโดยน้ าในกากอาหาร (Yeh et 
al., 2010)  

กลูโคแมนแนนได้รับการยอมรับว่าเป็นส่วนผสมอาหารเพื่อสุขภาพ (functional food 
ingredient) ที่มีสมบัติพรีไบโอติก (Al-Ghazzewi et al., 2007; Chen et al., 2005) โดยมี
หลักฐานจากงานวิจัยที่บ่งช้ีว่ากลูโคแมนแนนของผงบุกมีสมบัติพรีไบโอติก  (Chiu and Stewart, 
2012; Harmayani et al., 2014) เมื่อทดลองย่อยด้วยเอนไซม์ในระบบทางเดินอาหารพบว่ามี
เปอร์เซ็นต์การคืนกลับ (percentage recovery) สูงถึง 97.9% (Chiu and Stewart, 2012) แสดง
ให้เห็นว่ากลูโคแมนแนนส่วนใหญ่คงสภาพไม่ถูกย่อยไปจนถึงทางเดินอาหารส่วนท้าย การเสริมกลูโค
แมนแนนในอาหารช่วยส่งเสริมการเจริญของ Bifidobacteria spp. และยับยั้งการเจริญของ 
Clostridium perfringens และ Escherichia coli ทั้งในซีคัมของหนูทดลองและมนุษย์ ส่งเสริมการ
ผลิตกรดไขมันสายสั้น (short-chain fatty acid; SCFA) และลดค่า pH ของกากอาหารที่อยู่ในล าไส้
ใหญ่ด้วย (Chen et al., 2006; Chen et al., 2008; Chen et al., 2005; Harmayani et al., 
2014) กลูโคแมนแนนจากผงบุกสามารถเพิ่มจ านวน Bifidobacteria spp. ภายหลังจากหนูได้รับ
อาหารเสริมกลูโคแมนแนนจากผงบุกนาน 2-4 สัปดาห์ (Chen et al., 2005) และในมนุษย์ที่บริโภค
ปริมาณ 4.5 กรัม/วัน นาน 3 สัปดาห์ (Chen et al., 2008) 

ด้วยคุณสมบัติที่กล่าวมาเบื้องต้นท าให้กลูโคแมนแนนของผงบุกได้รับความสนใจทั้งใน
อุตสาหกรรมอาหารรวมถึงการแพทย์และเภสัชกรรม (Chua et al., 2010; Tester and Al-
Ghazzewi, 2016; Tester and Al-Ghazzewi, 2013; Zhang et al., 2014; Zhang et al., 2005) 
 
2.1.4 สมบัติในการขึ้นรูปฟิล์มหรือสารเคลือบและการประยุกต์ใช้ฟิล์มจากกลูโคแมนแนนของผง
บุกเพ่ือกักเก็บสาร 

กลูโคแมนแนนของผงบุกเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ในกลุ่มแมนแนนที่นิยมมาท าฟิล์มมากที่สุดดัง
แสดงในตารางที่ 2.4 กลูโคแมนแนนสามารถน ามาข้ึนรูปเป็นฟิล์มได้หลากหลายแบบทั้งฟิล์มที่มีความ
เหนียวและมีความคงตัวสูง โปร่งแสง สมบัติเหล่าน้ีข้ึนกับการปรับเปลี่ยนสมบัติของฟิล์มให้เหมาะกับ
วัตถุประสงค์การใช้งานด้วยการเติมพอลิเมอร์ชนิดอื่นเข้าไป (Mikkonen, 2009; Zhang et al., 
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2005)  เช่น พูลลูแลน (pullulan), เจลแลน (gellan), พอลิอะคริลาไมด์ (polyacrylamide),   
เจลาติน (gelatin) (Xiao et al., 2001b), คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส (carboxymethyl cellulose) 
(Xiao et al., 2001c; Xiao et al., 2002), ไคโตซาน (chitosan) (Tripetch et al., 2016; Xiao et 
al., 2000a), โซเดียมอัลจิเนต (sodium alginate) (Xiao et al., 2000b; Xiao et al., 2002), พอลิ
ไวนิลไพโรลิโดน (polyvinyl pyrrolidone) (Xiao et al., 2001a) และเซลลูโลส (cellulose) เป็น
ต้น และสารที่นิยมน ามาใช้เป็นพลาสติไซเซอร์ (plasticizer) คือ กลีเซอรอล (glycerol)  และซอร์บิ
ทอล (sorbitol) ซึ่งกลีเซอรอลเป็นสารที่ช่วยอุ้มน้ าหรือฮิวเมกเตนท์ (humectant) (Zhang et al., 
2014) ท าให้ความเปราะของฟิล์มลดลงและฟิล์มมีความยืดหยุ่นมากข้ึน  อย่างไรก็ตามแม้ไม่มีการ
เติมพลาสติไซเซอร์ก็สามารถข้ึนรูปฟิล์มจากกลูโคแมนแนนของผงบุกได้  การข้ึนรูปฟิล์มท าโดยการ
ละลายกลูโคแมนแนนในน้ าแล้วท าให้เกิดการสูญเสียน้ าหรือน าไปท าแห้ง  การเติมด่างท าให้เกิดการ
ก าจัดหมู่อะซิติล (deacetylation) ภายในโครงสร้างท าให้เกิดแรงยึดเหนี่ยวระหว่างโมเลกุลสูงข้ึน  

 
ตารางท่ี 2.4 ตัวอย่างการวิจัยฟิลม์จากกลโูคแมนแนน 

สูตรฟิล์ม หัวข้อที่ศึกษา* 
อ้างอิง

** พอลิเมอร์ส าหรับขึ้นรูปฟิล์ม พลาสติไซเซอร์ สารเติมอ่ืนๆ MC
 

TR
 

C TE
 

W
S 

W
VP

 
FT

IR 
SE

M 

XR
D 

DS
 

Ap
p 

KGM+เจลาติน  -            (1) 

KGM+ไคโตซาน กลีเซอรอล -            (2) 

KGM+ไคโตซาน 
+โปรตีนไอโซเลตจากถั่วเหลือง 

             (3) 

KGM+ไคโตซาน กลีเซอรอล 5-ALA            (4) 

KGM+โซเดียมอัลจิเนต -             (5) 

KGM กลีเซอรอล น้ ามันหอม
ระเหยจาก
โหระพา 

           (6) 

KGM กลีเซอรอล สารสกัดจากข่า            (7) 

KGM+คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส  -            (8) 

KGM+เจลแลน  -            (9) 

* KGM = กลูโคแมนแนนของผงบุก, WVP = อัตราการซึมผ่านของไอน้ า, WS = ความสามารถในการละลายน้ า, TS = ความต้านทาน
แรงดึง, MC = ปริมาณความชื้น, DS = ระดับการพองตัว, TR = ค่าความโปร่งแสง, C = สี, FTIR = Fourier transformed infrared 
spectrometry, SEM = scanning electron microscopy, XRD = X-ray diffraction, App = การประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์อาหาร 
**(1) Xiao et al. (2001b), (2) Xiao et al. (2000a) (3) Jia et al. (2009), (4) Tripetch et al. (2016), (5) Xiao et al. (2000b), 

(6) Saeheng et al. (2016), (7) Rattananin (2011), (8) Xiao et al. (2001c), (9) Xu et al. (2007) 
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มีการประยุกต์ฟิล์มบริโภคได้จากกลูโคแมนแนนของผงบุกเพื่อกักเก็บสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพซึ่งสลายตัวได้ง่ายหลายชนิด เช่น สารสกัดจากข่า (Rattananin, 2011), 5-aminolevulinic 
acid (5-ALA) (Tripetch et al., 2016) และน้ ามันหอมระเหยจากใบโหระพา (Saeheng et al., 
2016) เป็นต้น พบว่าฟิล์มจากกลูโคแมนแนนของผงบุกที่ผสมสารสกัดจากข่าช่วยลดการสูญเสียน้ า
และสามารถยืดอายุการเก็บรักษามะม่วงพันธ์ุน้ าดอกไม้ได้เมื่อน ามาเคลือบผิวของผลมะม่วง โดยสาร
สกัดจากข่าที่ผสมในฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกสามารถคงฤทธ์ิทางชีวภาพยับยั้งเช้ือราที่ก่อโรค
และช่วยลดความรุนแรงของการเกิดโรคในมะม่วงได้อย่างมีนัยส าคัญตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 
30 วัน (Rattananin, 2011) ฟิล์มจากกลูโคแมนแนนของผงบุกที่มีน้ ามันหอมระเหยจากใบโหระพา 
4% (v/v) และ 6% (v/v) เมื่อน ามาทดสอบสมบัติในการต้านจุลินทรีย์พบว่าสามารถยับยั้งการเจริญ
ของ Escherichia coli ได้โดยมี clear zone ขนาด 9.5 - 10.1 mm (Saeheng et al., 2016) ฟิล์ม
บริโภคได้จากกลูโคแมนแนนของผงบุกสามารถกักเก็บ 5-aminolevulinic acid ได้และช่วยให้สาร
ชนิดนี้มีความเสถียรมากขึ้น (Tripetch et al., 2016) ตัวอย่างงานวิจัยที่กล่าวมาข้างต้นแสดงให้เห็น
ว่ากลูโคแมนแนนมีความสามารถในการกักเก็บสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพหรือสารประกอบที่สลายตัว
ง่ายได้ จากการค้นคว้าของผู้วิจัยพบว่ายังไม่มีการศึกษาการใช้ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกเพื่อตรึง
เซลล์จุลินทรีย์โพรไบโอติก ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเป็นการวิจัยครั้งแรกที่ศึกษาฟิล์มจากกลูโคแมนแนน  
ของผงบุกที่เติมเซลล์โพรไบโอติก 
 

2.1.5 การประยุกต์ใช้กลูโคแมนแนนของผงบุกในอุตสาหกรรมอาหาร 

กลูโคแมนแนนของผงบุกเป็นใยอาหารที่ละลายน้ าได้เนื่องจากมีหมู่ไฮดรอกซลิและหมูค่าร์บอ
นิลจ านวนมากในโมเลกุล ไม่มีรสชาติ เป็นที่รู้จักกันในทางอุตสาหกรรมอาหารว่าเป็นสารจ าพวก
ไฮโดรคอลลอยด์ที่เกิดปฏิสัมพันธ์กับน้ าได้อย่างดี โมเลกุลกลูโคแมนแนนสามารถเกิดพันธะไฮโดรเจน
กับน้ าได้และเกิดเป็นของเหลวที่มีความหนืด เนื่องจากกลูโคแมนแนนมีขนาดโมเลกุลสูงท าให้เมื่อ
ละลายในน้ าที่ความเข้มข้น 1 % (w/w) สารละลายที่ได้จะมีค่าความหนืดสูงประมาณ 30,000 cP 
(centipoise) มีค่า pH อยู่ในช่วง 4.0 ถึง 7.0  สหภาพยุโรป (European Union หรือ EU) ได้รับรอง
ว่ากลูโคแมนแนนเป็นสารเติมในอาหารในช่ือ E425  สามารถใช้เพิ่มความข้นหนืด ก่อเจล เพิ่มความ
เสถียร อิมัลซิไฟเออร์ ปรับปรุงเนื้อสัมผัส และข้ึนรูปฟิล์ม (Behera and Ray, 2016b) ดังตัวอย่าง
การประยุกต์ใช้ที่แสดงในตารางที่ 2.5  

นอกจากอุตสาหกรรมอาหารแล้วกลูโคแมนแนนของผงบุกยังน าไปประยุกต์ใช้อีกในหลาย
ด้าน (Zhang et al., 2005) เช่น การขนส่งยา (drug delivery), การรักษาเซลล์ (cellular 
therapy), การปลูกถ่ายอวัยวะเทียม (prosthetic implants), การผลิตเครื่องส าอาง (cosmetics), 
การผลิตวัสดุดูดซับเสียง (sound absorption) เป็นต้น   
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ตารางท่ี 2.5 ตัวอย่างการประยุกต์ใช้กลโูคแมนแนนของผงบุกในอาหาร 

ผลิตภัณฑ์ 
หน้าท่ี 

เพิ่มความข้น/ก่อเจล เนื้อสัมผสั เส้นใย ลดน้ าหนัก จับคอเลสเตอรอล 

เส้นก๋วยเตี๋ยว/พาสต้า      
เนื้อสัตว์      
ขนมปัง/บิสกิต      
ไอศกรีม      
แยม/มาร์มาเลด      
เคร่ืองดื่ม(น้ าผลไม้)      
ซอส/เกรวี่      
เยลลี่แบบถ้วย      
พุดดิ้ง/มูส      
แคปซูล      

ที่มา: Tester and Al-Ghazzewi (2017) 
 
2.2 จุลินทรีย์ประจ าถิ่นในทางเดินอาหาร (gut microbiota) 

 จุลินทรีย์ประจ าถ่ินทั้งหมดในทางเดินอาหาร เรียกว่า จุลินทรีย์ประจ าถ่ินในทางเดินอาหาร 
(gut microbiota) ดังแสดงในตารางที่ 2.6  
 

ตารางท่ี 2.6 จุลินทรีย์ anaerobic bacteria ที่พบมากในล าไส้ใหญ่ของมนุษย ์
กลุ่มจุลินทรีย์ประจ าถิ่น จ านวนที่พบ log CFU ต่อกรัมน้ าหนักแห้ง 

Bacteroides 9.2-13.5 
Eubacteria 5.0-13.3 
Bifidobacteria 4.9-13.4 
Clostridia 3.3-13.1 
Lactobacilli 3.6-12.5 
Ruminococci 4.6-12.8 
Peptostreptococci 3.8-12.6 
Peptococci 5.1-12.9 
Streptococci (anaerobic) 7.0-12.3 
Methanobrevibacter 7.0-10.3 
Desulfovibrios 5.2-10.9 

ที่มา: Ziemer and Gibson (1998) 
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สังคมจุลินทรีย์ประจ าถ่ินประกอบด้วยจุลินทรีย์ 2 กลุ่ม คือ จุลินทรีย์ที่ดีต่อสุขภาพและ
จุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรคได้ โพรไบโอติกเป็นจุลินทรีย์ในกลุ่มที่มีประโยชน์ต่อร่างกาย หากความ
หลากหลายทางชนิดและจ านวนของจุลินทรีย์ประจ าถ่ินในทางเดินอาหารอยู่ในสมดุลที่ดีจะส่งผลให้
บุคคลนั้นมีสุขภาพดี อย่างไรก็ตามสมดุลนี้จะมีการเปลี่ยนแปลงไปข้ึนอยู่กับปัจจัยหลายประการ 
หนทางหนึ่งในการรักษาสมดุลของจุลินทรีย์ประจ าถ่ินคือการรับประทานโพรไบโอติกและพรีไบโอติก 
เพื่อให้โพรไบโอติกเข้าไปเจริญภายในทางเดินอาหารและเพื่อให้พรีไบโอติกไปส่งเสริมการเจริญของ
จุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ต่อร่างกาย (Chaluvadi et al., 2016; Clemente et al., 2012; Conlon 
and Bird, 2014) 
 
2.2.1 จ านวนและความหลากหลายของจุลินทรยี์ประจ าถิน่ในทางเดินอาหาร 

 จ านวนและความหลากหลายของจุลินทรีย์ประจ าถ่ินในทางเดินอาหารมีบทบาทส าคัญมาก
ต่อชีวิตต้ังแต่แรกเกิด (Sekirov et al., 2010)  ทางเดินอาหารของมนุษย์เริ่มต้นจากช่องปากจนถึง
ทวารหนักเป็นที่อยู่ของจุลินทรีย์หลากชนิด 500 – 1,000 สปีชีส์ (Nopchinda, 2014; Xu and 
Gordon, 2003) หากเปรียบเทียบความหนาแน่นของจุลินทรีย์ที่ในอวัยวะต่างๆตลอดทางเดินอาหาร 
ช่องปากมีจุลินทรีย์ 105-108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ทางเดินอาหารส่วนต้นตั้งแต่หลอดอาหารไปจนถึง
ล าไส้เล็กซึ่งมีการหลั่งกรดและน้ าดีมีจุลินทรีย์เหลือเพียง 103-104 เซลล์ต่อกรัมของอาหารที่ถูกย่อย   
 

 
ภาพท่ี 2.5  องค์ประกอบและจ านวนของจุลินทรีย์ประจ าถ่ินกลุ่มหลักที่พบในทางเดินอาหารของ

มนุษยแ์ละปัจจัยที่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบและจ านวนจุลินทรีย์ 
ที่มา: Sekirov et al. (2010) 
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บริเวณล าไส้เล็กตอนปลายจ านวนจุลินทรีย์จะเพิ่มข้ึนเป็น 107-108 เซลล์ต่อกรัมอาหารที่
ย่อย ในล าไส้ใหญ่กากอาหารจะค้างอยู่นาน 48-70 ช่ัวโมง ซึ่งนับว่าเป็นเวลาที่ยาวนาน ประกอบกับ
สภาวะในล าไส้ใหญ่ที่มีค่า pH ค่อนข้างเป็นกลางและมีอัตราการดูดซึมต่ าท าให้บริเวณนี้มีแบคทีเรีย
หนาแน่นมากที่สุด แบคทีเรียเหล่านี้อาศัยพึ่งพากันอย่างซับซ้อนและมีความคงตัวสูง  โดยมีความ
หนาแน่นเซลล์ถึง 1012 เซลล์ต่อมิลลิลิตร หรือ 1012 เซลล์ต่อกรัมของกากอาหารในล าไส้ใหญ่ 
(Gibson and Roberfroid, 1995; Rastall and Gibson, 2004) มีจ านวนมากกว่า 70% ของ
จุลินทรีย์ประจ าถ่ินทั้งหมดที่พบในทางเดินอาหาร มีจ านวนมากกว่าเซลล์ทั้งหมดในร่างกายของมนุษย์
ถึง 10 เท่า หรือมีน้ าหนักประมาณ 2 กิโลกรัม (Flint, 2012; Jandhyala et al., 2015)  จุลินทรีย์
ประจ าถ่ินเหล่าน้ีจงึมีอทิธิพลต่อสขุภาพของโฮสต์เปรียบเสมือนเป็นอวัยวะหนึ่งของร่างกาย ในบรรดา
จุลินทรีย์ทั้งหมดแบคทีเรียในทางเดินอาหารของผู้ใหญ่พบว่ากลุ่ม Bacteroidetes (แกรมลบ) และ 
Firmicutes (ส่วนใหญ่เป็นแกรมบวกและเป็นกลุ่มของ Lactobacillus spp., Streptococcus spp., 
Bacillus spp., Lactococcus spp., Pediococcus spp. และ Leuconostoc spp.) เป็นกลุ่มที่พบ
จ านวนมากที่สุด โดยพบถึง 60% ของแบคทีเรียที่พบทั้งหมดในล าไส้ใหญ่ ตามด้วย Proteobacteria 
และ Actinobacteria (กลุ่มของ Bifidobacterium spp.) โครงสร้างของความหลากหลายภายใน
สังคมจุลินทรีย์ประจ าถ่ินในทางเดินอาหารของมนุษย์แสดงในภาพที่ 2.5 A-B พิจารณาตามขวางและ
ตามยาวของทางเดินอาหาร ส่วนที่เป็นช่องของล าไส้ใหญ่ที่มีทั้งกากอาหารและส่วนที่เป็นของเหลวมี
ความหลากหลายในสังคมจุลินทรีย์มากสุด (Flint et al., 2012) 
 
2.2.2 จุลินทรีย์ประจ าถิน่ในทางเดินอาหารกับสุขภาวะ 

กลุ่มจุลินทรีย์ประจ าถ่ินในทางเดินอาหารมีบทบาทส าคัญมากในการควบคุมการท างานของ
ระบบย่อยอาหารและสุขภาพของบุคคลนั้นให้เป็นปกติ (Sekirov et al., 2010) ดังแสดงให้โดยรวม
ในภาพที่ 2.6   

จุลินทรีย์เหล่านี้ให้สารอาหารแก่ร่างกายโดยย่อยสารประกอบที่ทางเดินอาหารของมนุษย์
ย่อยไม่ได้ ป้องกันร่างกายจากเช้ือก่อโรคฉวยโอกาส (opportunistic pathogens) และพัฒนาและ
กระตุ้นภูมิคุ้มกันของมนุษย์ (Sekirov et al., 2010) กลุ่มจุลินทรีย์ประจ าถ่ินที่มีประโยชน์และเป็น
เป้าหมายหลักของพรีไบโอติก เรียกว่า โพรไบโอติก (Shokrvash et al., 2016; Tripathi and 
Marathe, 2016; Weichselbaum, 2009; WHO/FAO, 2006; Williams, 2010) โดยเฉพาะกลุ่ม 
Bifidobacterium spp. และ Lactobacillus spp. ซึ่งเป็นแบคทีเรียกรดแลคติก (lactic acid 
bacteria) ซึ่งช่วยย่อยและหมักกากอาหารกลุ่มคาร์โบไฮเดรตที่ร่างกายไม่สามารถย่อยได้ให้กลายเป็น
พลังงานในรูปของกรดไขมันสายสั้น โดยเฉพาะกรดไขมันสายสั้นที่ช่ือว่าบิวไทเรต (butyrate) ซึ่งเป็น
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แหล่งพลังงานที่ส าคัญของเซลล์เยื่อบุผิวล าไส้ใหญ่และยับยั้งภาวะอักเสบที่จะน าไปสู่การ เกิดมะเร็ง
ล าไส้ใหญ่ นอกจากนี้โพรไบโอติกยังช่วยควบคุมสมดุลพลังงานของร่างกาย ช่วยร่างกายในการสร้าง
และดูดซึมวิตามินและเกลือแร่ กระตุ้นการสร้างภูมิคุ้มกัน และเป็นเกราะป้องกันเช้ือโรคที่เข้าท าลาย
ร่างกายผ่านทางผนังล าไส้ ท าให้สามารถรักษาสภาพสมดุลของสุขภาวะร่างกายให้เป็นปกติ (Amara 
and Shibl, 2015; Kumar and Salminen, 2016; Nopchinda, 2014; Shokrvash et al., 2016) 

 

 
 
ภาพท่ี 2.6 แผนภาพการท างานของจุลินทรีย์ประจ าถ่ินในทางเดินอาหารที่ส่งผลเชิงสรีรวิทยาของ

โฮสต ์โดยกรอบสีด าเป็นฟีโนไทป์ของโฮสต์ กรอบสีเทาแสดงช่ือจุลินทรีย์ กรอบสีขาว
แสดงผลการท างานของจุลินทรีย์ ในระดับเซลล์และระดับอวัยวะ (AMP = 
antimicrobial peptides, DC = dendritic cells, Gm- = Gram negative, HPA = 
hypothalamus-pituitary-adrenal, Iap = intestinal alkaline phosphatase, PG 
= peptidoglycan, PSA = polysaccharide A) 
ที่มา: Sekirov et al. (2010) 
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2.2.3 ปัจจัยท่ีท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของจุลินทรีย์ประจ าถิ่นในทางเดินอาหาร 

 ปัจจัยหลายประการส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของความหลากหลายของจุลินทรีย์ประจ า
ถ่ินภายในทางเดินอาหาร (ภาพที่ 2.5 C) ได้แก่ วัย พันธุกรรม อาหารที่บริโภค ความถ่ีและความ
ยาวนานในการใช้ยาปฏิชีวนะ และรูปแบบการใช้ชีวิต (Conlon and Bird, 2014; Flint, 2012)  เช่น 
การสูบบุหรี่และการไม่ออกก าลังกายลว้นส่งผลใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงของจลุนิทรีย์ทีอ่าศัยอยู่ในล าไส้
ทั้งสิ้น มีงานวิจัยยืนยันว่าอาหารที่รับประทานจะส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของสังคมจุลินทรีย์ใน
ล าไส้ในระดับไฟลัม จากการตรวจสอบกากอาหารพบว่าคนที่รับประทานอาหารกลุ่มโปรตีนและไขมัน
สัตว์เป็นเวลานานจะมี Bacteroides ซึ่งอยู่ในไฟลัม Bacteriodetes มากกว่า Prevotella ซึ่งอยู่ใน
ไฟลัม Firmicutes (Wu et al., 2011) ซึ่งมีความสอดคล้องกันกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่มีการหา
ความสัมพันธ์ระหว่างอาหารที่บริโภคกับจุลินทรีย์ในทางเดินอาหารโดยเปรียบเทียบกันระหว่างเด็กใน
ยุโรปที่มักรับประทานอาหารที่มีโปรตีนจากสัตว์และไขมันสูงกับเด็กในประเทศบูร์กินาฟาโซซึ่งบริโภค
อาหารที่มีคาร์โบไฮเดรตเป็นหลักและมีโปรตีนจากสัตว์ในปริมาณต่ า (De Filippo et al., 2010) 
อาหารที่มีเนื้อและไขมันสัตว์เป็นหลักส่งผลให้เพิ่มจุลินทรีย์ที่ทนน้ าดีซึ่งอยู่ในจีนัส Bacteroides และ
ลดจุลินทรีย์ที่ใช้พอลิแซ็กคาไรด์จากพืชเป็นอาหาร เช่น Roseburia sp., Eubacterium rectale  
และ Ruminococcus bromii เป็นต้น  
 
2.3 โพรไบโอติก พรีไบโอติก และซินไบโอติก 

2.3.1 โพรไบโอติก (Probiotics) 

 โพรไบโอติกเป็นจุลินทรีย์ที่มีชีวิตซึ่งเมื่อบริโภคในปริมาณที่เพียงพอในฐานะส่วนหนึ่งของ
อาหารจะให้ผลดีเชิงสุขภาพต่อผู้บริโภค  (FAO/WHO, 2001) (ตารางที่ 2.7) แหล่งของโพรไบโอติก 
ได้แก่ อาหารหมัก ผลิตภัณฑ์จากนมและโยเกิร์ต ผลิตภัณฑ์เสริมอาหารทั้งแบบผง แคปซูล หรือ
อัดเม็ด และโพรไบโอติกจ าหน่ายในรูปของเกล็ดจากกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freeze-
dried pellets) ส าหรับใช้เติมในอาหารทั้งในอุตสาหกรรมและในครัวเรือน ด้วยสมบัตินี้จึงท าให้โพร
ไบโอติกได้รับความสนใจและน ามาเสริมในผลิตภัณฑ์อาหารหลากหลายชนิด (De Prisco and 
Mauriello, 2016; Tripathi and Giri, 2014) เช่น ผลิตภัณฑ์นม (ไอศกรีม ชีส อาหารส าหรับทารก 
นมผง ซาวร์ครีม) ขนมปัง (Soukoulis et al., 2014b) บิสกิต (Reid et al., 2007) น้ าผักผลไม้ 
(Pimentel et al., 2015) ช็อกโกแลต (Yonejima et al., 2015) เป็นต้น   

ปริมาณผลิตภัณฑ์อาหารที่มีโพรไบโอติกคิดเป็น 60 - 70% ของตลาดอาหารเพื่อสุขภาพ 
(Tripathi and Giri, 2014)  ปัจจุบันผู้บริโภคใส่ใจสุขภาพและอาหารเพื่อสุขภาพมากข้ึนจึงท าให้ยอด
การบริโภคโพรไบโอติกสงูข้ึนอย่างต่อเนื่อง พิจารณาได้จากมูลค่าการบรโิภคในปี 2014 ซึ่งมีมูลค่าการ
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บริโภคอยู่ที่ 62.6 พันล้านเหรียญดอลลาร์สหรัฐฯ ซึ่งเพิ่มข้ึนอย่างเห็นได้ชัดเมื่อเทียบกับมูลค่าการ
บริโภคในปี 2008 ซึ่งมีมูลค่าเพียง 16.0 พันล้านเหรียญดอลลาร์สหรัฐฯ และคาดว่าในปี 2020 อาจมี
มูลค่าการบริโภคเพิ่มข้ึนไปถึง 96.0 พันล้านเหรียญดอลลาร์สหรัฐฯ (Espitia et al., 2016) ความ
สนใจในโพรไบโอติกไม่ได้จ ากัดเฉพาะในอุตสาหกรรมอาหารเท่านั้น แต่โพรไบโอติกยังเป็นที่สนใจใน
ภาคเกษตรกรรมและอุตสาหกรรมอาหารสัตว์ด้วย (González-Forte et al., 2014; Song et al., 
2012; Yirga, 2015) 
 
ตารางท่ี 2.7 ตัวอย่างจุลินทรีย์ที่มสีมบัติโพรไบโอตกิ 

กลุ่ม สายพันธ์ุโพรไบโอติก 
Lactobacillus L. acidophilus, L. bulgaricus, L. delbrueckii ssp. bulgaricus, L. casei, L. crispatus, 

L. fermentum, L. gasseri, L. johnsonii,  L. lactis, L. plantarum, L. sporogenes, L. 
cellobiosus, L. reuteri, L. rhamnosus GG, L. salivarius, L. bifidus, L. helveticus, L. 
casei subsp. rhamnosus, L. gallinarum, L. brevis, L. vitulinus, L. collinoides, L. 
cremoris, L. ruminis, L. dextranicum, L. curvatus, L. faecium, L. paracasei 

Bifidobacterium B. adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. breve, B. brevis, B. infantis, B. lactis, 
B. longum, B. thermophilum, B. essencis 

Bacillus B. coagulans (GanedenBC30), B. lactis DR10, B. lichenisformis, B. subtilis R0179, 
B. subtilis (natto) OUV23481, B. cereus 

Pediococcus P. acidilactici, P. pentosaceus, P. halophilus 
Lactococcus L. lactis subspp. lactis, L. lactis subspp. cremoris 
Leuconostoc L. mesenteroides subsp. dextranium, L. mesenteroides subsp. lactis,  L. 

mesenteroides subsp. paramesenteroides 
Streptococcus S. thermophilus, S. diacetilactis, S. cremoris, S. lactis, S. salivarius subsp. 

thermophilus, S. faecium, S. equinus 
Weissella W. cibaria, W. confusa 
ยีสต์ Saccharomyces boulardii 

Saccharomyces cerevisiae 
Candida pintolopesii 

รา Aspergillus niger 
Aspergillus oryzae  
Scytalidium acidophilum 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Amara and Shibl (2015), Williams (2010) และ Bultosa (2016) 
 

ข้อก าหนดของการเป็นโพรไบโอติกที่สามารถน ามาใช้ในมนุษย์ได้ (Kolida and Gibson, 
2011) มีดังนี้  

- สามารถรอดชีวิตเมื่อผ่านสภาวะในทางเดินอาหาร 
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- สามารถอาศัยและเพิ่มจ านวนได้ในล าไส้ 
- ไม่มีการต่อต้านจากระบบภูมิคุ้มกันต่อสายพันธ์ุจุลินทรีย์ที่เป็นโพรไบโอติก 
- เซลล์ ผลิตภัณฑ์จากเซลล์ และองค์ประกอบของเซลล์จุลินทรีย์โพรไบโอติกต้องไม่ก่อโรค 

ไม่เป็นพิษ ไม่ก่อให้เกิดการแพ้ ไม่ก่อให้เกิดการกลายพันธ์ุและมะเร็ง  
- สารพันธุกรรมมีความเสถียร ไม่เกิดการถ่ายโอนพลาสมิด 
- ผลิตได้ในปริมาณมาก 
- มีชีวิตระหว่างการผลิตและการเก็บรักษา  
- ท าให้เกิดความสมดุลของจุลินทรีย์ประจ าถ่ินในทางเดินอาหาร 
 
โพรไบโอติกที่ใช้เป็นอาหารและผลิตภัณฑ์เสริมอาหารอาจเป็นแบคทีเรีย ยีสต์หรือรา การ

บริโภคโพรไบโอติกอาจเป็นจลุินทรีย์เพียงสปีชีส์เดียวหรือผสมรวมกันหลายสปีชีส์ก็ได้ จุลินทรีย์หลาย
ชนิดมีสมบัติโพรไบโอติกดังแสดงในตารางที่ 2.6  แต่กลุ่มจีนัสโพรไบโอติกที่ได้รับการยอมรับว่ามี
ความสามารถในการใช้พรีไบโอติกสูงและส่งผลดีต่อสุขภาพผู้บริโภคมากที่สุดมี 2 กลุ่ม คือ 
Bifidobacterium spp. และ Lactobacillus spp.   (Bielecka et al., 2002)  ซึ่งจุลินทรีย์ทั้งสอง
กลุ่มนี้มีความปลอดภัยส าหรับการบริโภคเนื่องจากเป็นกลุ่มจุลินทรีย์ประจ าถ่ินที่พบอยู่ภายในล าไส้
ของมนุษย์อยู่แล้วและเป็นจุลินทรีย์ที่พบในอาหารหมักและใช้ในผลิตภัณฑ์เสริมอาหารมาเป็น
เวลานาน 
 
2.3.1.1 Bifidobacterium spp. 

 Bifidobacterium spp. ค้นพบครั้งแรกในปี 1899 จากอุจจาระของทารกที่เลี้ยงด้วยน้ านม
แม่ เป็นจุลินทรีย์ประจ าถ่ินที่พบได้ตามธรรมชาติในล าไส้ของมนุษย์ เป็นจุลินทรีย์กลุ่มที่ผลิตกรด  
แลคติก แกรมบวก เคลื่อนที่ไม่ได้ ไม่สร้างสปอร์ เซลล์มีความกว้าง 0.5-1.3 µm และมีความยาว 1.5-
8.0 µm รูปร่างเป็นท่อนหรือกลมในระยะการเจริญช่วง exponential และในช่วง early stationery 
รูปร่างจะเป็นแบบแตกกิ่งและเป็นเส้นใยที่มีเยื่อกั้นเมื่อเข้าสู่ช่วง late stationery และ death 
phase ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการหมักน้ าตาลกลูโคส คือ กรดอะซิติก และกรดแลคติก ปกติแล้วไม่ทน
สภาวะที่เป็นกรด แต่สามารถปรับตัวได้ สามารถทนกรดได้ในช่วง pH 4.0 – 4.2  อุณหภูมิที่
เหมาะสมส าหรับการเจริญคือ 37- 41 ºC  Bifidobacterium spp. เป็นจุลินทรีย์ที่เจริญได้เมื่อ
สภาวะแวดล้อมเป็นสภาวะไร้อากาศเท่านั้น ยกเว้นบางสายพันธ์ุที่เป็น microaerophilic เช่น  
B. animalis subsp. lactis และ B. thermophilum  ปัจจุบันมีจุลินทรีย์ Bifidobacterium spp. 
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มากกว่า 30 สปีชีส์ที่แยกได้จากมนุษย์หรือสัตว์ หนึ่งในนั้น คือ B. animalis ซึ่งเป็นจีนัสที่มีการ
ปรับตัวต่อสภาพแวดล้อมที่เป็นกรดได้ดี 

ส าหรับจุลินทรีย์ที่เลือกใช้ในการวิจัยนี้คือ B. animalis supsp. lactis BB-12® หรือเรียก
แบบย่อว่า BB-12® ซึ่งเป็นโพรไบโอติกที่ได้รับการค้นคว้าวิจัยจนทราบข้อมูลมากที่สุดในกลุ่ม 
Bifidobacterium spp. โดยมีงานวิจัยตีพิมพ์มากกว่า 300 ฉบับ และมีมากกว่า 130 ฉบับที่เป็น
การศึกษาทางคลินิกในมนุษย์ (Jungersen et al., 2014) เป็นสายพันธ์ุที่คัดเลือกโดย Chr. Hansen 
เพื่อใช้ในการผลิตผลิตภัณฑ์จากนมที่เสริมโพรไบโอติกและผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร มีความสามารถใน
การทนกรดในกระเพาะอาหารและเกลือน้ าดีได้ดีมากเมื่อเปรียบเทียบกับจุลินทรีย์อื่นๆในกลุ่ม 
Bifidobacterium spp. ทั้งการทดสอบ in vitro และ in vivo ในล าไส้ของมนุษย์ (Laparra and 
Sanz, 2009; Matsumoto et al., 2004; Vernazza et al., 2006; Vinderola and Reinheimer, 
2003) โดย BB-12® มียีนสร้างเอนไซม์ bile salt hydrolase ช่วยให้เซลล์สามารถมีชีวิตได้ในสภาวะ
ที่มีเกลือน้ าดีเข้มข้นในล าไส้เล็ก (Garrigues et al., 2005) มีความสามารถในการยึดกับเซลล์เยื่อบุ
ล าไส้ได้ดี และงานวิจัยทางคลินิกยังแสดงให้เห็นว่า BB-12® สามารถรอดชีวิตได้เมื่อผ่านระบบทางเดิน
อาหารและยังส่งเสริมสุขภาพและการท างานของระบบทางเดินอาหารของมนุษย์ ป้องกันไม่ให้เกิด
ท้องร่วง ลดผลข้างเคียงจากยาปฏิชีวนะ ช่วยให้ภูมิคุ้มกันของร่างกายดีข้ึน เพิ่มภูมิต้านทานต่อการติด
เช้ือในระบบทางเดินหายใจและลดการติดเช้ือในระบบทางเดินหายใจแบบเฉียบพลัน 

 
2.3.1.2 Lactobacillus spp. 

 Lactobacillus spp. เป็นโพรไบโอติกที่เป็นจุลินทรีย์ประจ าถ่ินของมนุษย์ สัตว์และพืช จัด
อยู่ในกลุ่ม generally recognized as safe (Pimentel et al.) (Pimentel et al.) รูปร่างท่อน แก
รมบวก พบเป็นเซลลเ์ดี่ยว เซลล์คู่ หรือเรียงเป็นสายสัน้ เซลล์มีความกว้าง 0.6-0.9 µm และยาว 1.5-
6.0 µm เป็นกลุ่มหลักของแบคทีเรียกรดแลคติก (lactic acid bacteria หรือ LAB) เจริญได้ทั้ง
ภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจนเล็กน้อยหรือภายใต้สภาวะไม่มีอากาศ (facultative anaerobe) การ
เจริญในช่วง 24 ช่ัวโมงแรกอยู่ในช่วง exponential phase และหลังจากนั้นจะเข้าสู่ stationary 
phase ซึ่งจะสิ้นสุดหลังจากเพาะเลี้ยงนาน 48 ช่ัวโมง (Rezvani et al., 2017)  เจริญได้ใน
สิ่งแวดล้อมที่มี pH 4.0 - 4.5 อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญโดยทั่วไป คือ 30-40 ºC  
Lactobacillus spp. ปรับตัวให้สามารถทนต่อกรดในกระเพาะและเกลือน้ าดีเข้มข้นสูงได้ โดย
ความสามารถในการทนต่อสภาวะดังกล่าวแตกต่างกันไปตามสปีชีส์และสายพันธ์ุ  ส าหรับจุลินทรีย์ที่
งานวิจัยนี้เลือกใช้ ได้แก่ L. paracasei และ L. casei-01 ซึ่งเป็นสายพันธ์ุทางการค้าของ Danon 
และ Chr. Hansen ตามล าดับ  
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 มีหลักฐานจากงาน วิจัยจ านวนมากที่ แสดงให้ เ ห็ น ว่ าโพร ไบโอติ กดี ต่ อสุ ขภาพ 
(Weichselbaum, 2009) ผลเชิงสุขภาพที่ได้จะแตกต่างกันไปตามสายพันธ์ุ ดังแสดงให้เห็นจากการ
ใช้ประโยชน์โพรไบโอติกเพื่อการรักษาโรคต่างๆในตารางที่ 2.8 จุลินทรีย์สายพันธ์ุหนึ่งอาจจะไม่ได้
ให้ผลเชิงสุขภาพเหมือนจุลินทรีย์อีกสายพันธ์ุหนึ่งก็ได้ แม้แต่จุลินทรีย์ที่เป็นสปีชีส์เดียวกันแต่คนละ
สายพันธ์ุก็อาจให้ผลเชิงสุขภาพต่างกันได้ จึงไม่มีสายพันธ์ุโพรไบโอติกที่ให้ผลเชิงสุขภาพได้ครบถ้วน 
โพรไบโอติกมีกลไกในการส่งผลดีต่อสุขภาพหลายกลไก เช่น การสร้างสารต้านจุลินทรีย์ การปรับ
ภูมิคุ้มกัน การส่งผลต่อเมแทบอลิซึมของร่างกาย การปรับสมดุลของจุลินทรีย์ประจ าถ่ินในล าไส้ ดัง
แสดงในภาพที่ 2.7  

 

 
ภาพท่ี 2.7  กลไกการส่งผลเชิงสุขภาพของโพรไบโอติก  

ที่มา: Parvez et al. (2006) 
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ตารางท่ี 2.8 การใช้โพรไบโอตกิเพือ่รักษาโรค 
 ช่ือโรค  สายพันธ์ุโพรไบโอติก 
โรคผิวหนังอักเสบ (eczema) Escherichia coli, Bifidobacterium bifidum, 

Bifidobacterium lactis, Lactococcus lactis 
ภูมิแพ้อาหาร Escherichia coli 
ภูมิคุ้มกัน Bacillus circulans PB7,  

Lactobacillus plantarum DSMZ12028  
ภาวะล าไส้รั่ว (intestinal 
hyperpermeability) 

Lactobacillus plantarum spp.,  
Lactobacillus plantarum 299 

กระเพาะและล าไส้อักเสบ 
(gastroenteritis) 

Lactobacillus casei 

ผลกระทบจากการใช้ยาปฏิชีวนะ Enterococcus mundtii ST4SA, Lactobacillus plantarum 
423, Lactobacillus brevis KB290, Lactobacillus spp., 
Bifidobacterium spp. 

เชื้อราในช่องคลอด (vaginal 
candidiasis) 

Lactobacillus rhamnosus GR-1,  
Lactobacillus reuteri RC-14 

การติดเชื้อระบบทางเดินปัสสาวะ 
(urinary tract infection) 

Lactobacillus rhamnosus GR-1,  
Lactobacillus reuteri RC-14 

ภาวะที่ร่างกายไม่สามารถย่อยน้ าตาลใน
น้ านมได้ (lactose intolerance) 

Lactobacillus acidophilus 

ยาต้านอักเสบชนิดไม่ใช่สเตียรอยด์ 
(non-steroidal anti-inflammatory 
drugs) 

Escherichia coli Nissle 1917 

อาการเสียสมดุลจุลินทรีย์ในล าไส้
(intestinal dysbiosis) 

Lactobacillus johnsonii La1, Lactobacillus spp., 
Lactobacillus GG 

ล าไส้แปรปรวน (irritable bowel 
syndrome หรือ IBS) 

Bifidobacterium infantis 35624,  
Escherichia coli DSM17252 

ท้องร่วงในนักท่องเที่ยว (traveler's 
diarrhea) 

Lactobacillus GG,  
Lactobacillus plantarum 

ท้องร่วงจากรังสีรักษา (Radiation-
induced diarrhea) 

Lactobacillus casei DN-114 001 

โรคโครห์น (Crohn’s disease) Escherichia coli Nissle 1917 
ป้องกันมะเร็งล าไส้ใหญ่ (colon cancer) Enterococcus faecium M-74, จุลินทรีย์กรดแลคติก  

ที่มา: (Amara and Shibl, 2015) 



 

 

22 

คุณภาพของผลิตภัณฑ์อาหารที่มีโพรไบโอติกขึ้นอยู่กับการมีชีวิต (viability) จึงมีการก าหนด
ปริมาณโพรไบโอติกข้ันต่ าที่ควรมีในผลิตภัณฑ์และปริมาณที่ควรได้รับต่อวัน  เพื่อให้มั่นใจว่าหลัง
บริโภคแล้วแบคทีเรียที่เหลืออยู่ยังมีปริมาณเพียงพอที่จะท าหน้าที่ส่งเสริมสุขภาพภายในร่างกายได้  
ปริมาณข้ันต่ าที่แนะน าโดยทั่วไปคือไม่น้อยกว่า 106 CFU (colony-forming units )/g (Ashraf and 
Shah, 2011) เกณฑ์ปริมาณข้ันต่ านี้ยังมีความหลากหลาย เช่น International Dairy Federation 
(IDF) ระบุว่าผลิตภัณฑ์อาหารต้องมีโพรไบโอติกอย่างน้อย 107 CFU/g (IDF, 1999)  ส่วนในประเทศ
บราซิลผลิตภัณฑ์ถูกก าหนดว่าต้องมีโพรไบโอติกอยู่ในช่วง 108-109 CFU/หน่วยบริโภคตลอดอายุการ
เก็บของผลิตภัณฑ์  เป็นต้น แม้ว่าจะยังไม่มีการก าหนดเกณฑ์ที่เป็นหนึ่งเดียวกันแต่งานวิจัยที่ผ่านมา
ท าให้ทราบว่าปริมาณข้ันต่ าเพื่อให้ได้ผลเชิงสุขภาพจากการบริโภคโพรไบโอติกควรอยู่ในช่วง 106-109 
CFU ต่อวัน (do Espírito Santo et al., 2011) ดังนั้นการรักษาปริมาณโพรไบโอติกที่มีชีวิตระหว่าง
กระบวนการผลิต การเก็บรักษา การขนส่งผลิตภัณฑ์อาหารจากสถานที่ผลิตไปยังผู้บริโภค ไปจนถึง
การมีชีวิตของจุลินทรีย์โพรไบโอติกเมื่อผ่านทางเดินอาหารจึงเป็นสิ่งที่ส าคัญมาก อย่างไรก็ตามพบว่า
ผลิตภัณฑ์เสริมโพรไบโอติกในท้องตลาดบางครั้งมีการรอดชีวิตของโพรไบโอติกต่ าท าให้ความเข้มข้น
ของเซลล์ต่ ากว่าที่ระบุในฉลาก (Ibrahim and Carr, 2006) 
 
2.3.2 พรีไบโอติก (Prebiotics) 

พรีไบโอติก หมายถึง องค์ประกอบของอาหารที่ไม่สามารถย่อยได้ซึ่งก่อให้เกิดประโยชน์ต่อ
ผู้บริโภคโดยการส่งเสริมการเจริญหรือกิจกรรมของจุลินทรีย์ในล าไส้ใหญ่ชนิดหนึ่งหรือกลุ่มหนึ่งโดย
จ าเพาะส่งผลให้สุขภาพดีข้ึน (Gibson et al., 2004)   ส่งเสริมการเจริญและกิจกรรมของโพรไบโอ
ติกที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพที่อาศัยอยู่ภายในล าไส้อย่างจ าเพาะ (Al-Sheraji et al., 2013; Bultosa, 
2016) และช่วยเพิ่มอัตราการอยู่รอดของโพรไบโอติกด้วย  พรีไบโอติกจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการ
สร้างสมดุลของจุลินทรีย์ประจ าถ่ินภายในล าไส้เพื่อให้สุขภาพของผู้บริโภคดีข้ึน เนื่องจากพรีไบโอติก
ไม่มีข้อจ ากัดเรื่องการมีชีวิตอย่างที่พบในการเสริมจุลินทรีย์โพรไบโอติก การเพิ่มจ านวนและยึดเกาะ
ของจุลินทรีย์กับเยื่อบุภายในล าไส้ ผลของพรีไบโอติกต่อร่างกายเป็นผลทางอ้อม คือ เมื่อรับประทาน
แล้วไม่ได้ส่งผลต่อร่างกายโดยตรง แต่ไปส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์ประจ าถ่ินในล าไส้ซึ่งจะให้ผล
เชิงสุขภาพต่อไป  นอกจากนี้พรีไบโอติกหนึ่งชนิดสามารถช่วยให้จุลนิทรีย์โพรไบโอติกประจ าถ่ินหลาย
สายพันธ์ุซึ่งมีอยู่แล้วตามธรรมชาติภายในล าไส้ใหญ่ให้เจริญได้ดีและเพิ่มจ านวนมากข้ึน (Manning 
and Gibson, 2004; Wang, 2009) พรีไบโอติกจึงน าไปประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์อาหารได้ง่ายและ
หลากหลาย และมีประสิทธิภาพดีกว่าโพรไบโอติก  อย่างไรก็ตามหากในล าไส้ใหญ่ไม่มีจุลินทรีย์
ประจ าถ่ินที่ดีต่อร่างกายประโยชน์ที่จะได้รับจากการบริโภคพรีไบโอติกก็จะไม่เต็มประสิทธิภาพ 
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 พรีไบโอติกเป็นโอลิโกแซ็กคาไรด์ที่ย่อยไม่ได้ (non-digestible oligosaccharides หรือ 
NDOs) เนื่องจากเป็นองค์ประกอบของอาหารที่เอนไซม์ในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์ไม่สามารถ
ย่อยได้ โดยจากการวิจัยค านวณทางชีวเคมีผ่านวิถีเมแทบอลิซึมพบว่าให้พลังงานต่ าประมาณ 1.5-2.0 
กิโลแคลอรีต่อกรัม (Roberfroid et al., 1993; Roberfroid, 1999; Sako et al., 1999) สารที่มี
สมบัติเป็นพรีไบโอติกมีหลายชนิดดังแสดงในตารางที่ 2.9  

 
ตารางท่ี 2.9 ตัวอย่างพรีไบโอติกและแหล่งที่พบ 

ชนิดของพรีไบโอติก แหล่งที่พบ 

ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (fructooligosaccharides) แอสพารากัส น้ าตาลบีท กระเทียม     
ชิโครี่ หอม แก่นตะวัน ข้าวสาลี น้ าผึ้ง 
กล้วย ข้าวบาร์เลย์ มะเขือเทศ ข้าวไรย์ 

ไอโซมอลทูโลส (isomaltulose) น้ าผึ้ง น้ าอ้อย 
ไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด์ (xylooligosaccharides) หน่อไม้ ผลไม้ ผัก นม น้ าผึ้ง ร าข้าวสาลี 
กาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (galactooligosaccharides) น้ านมมนุษย์ น้ านมวัว 
ไซโคลเดกซ์ทริน (cyclodextrins) กลูแคนละลายน้ าได้ 
ราฟฟิโนส โอลิโกแซ็กคาไรด์ (raffinose oliogosaccharides) เมล็ดพืชตระกูลถั่ว ถั่วฝัก/เมล็ดกลม/

เมล็ดแบน ถั่วลูกไก่ แมลโลว์ มัสตาร์ด  
โอลิโกแซ็กคาไรด์จากถั่วเหลือง (soybean oligosaccharides) ถั่วเหลือง 
แลคทูโลส  (lactulose) แลคโตส (น้ านม) 
แลคโตซูโครส (lactosucrose) แลคโตส 
ไอโซมอลทูโลส (isomaltulose) ซูโครส 
พาลาทิโนส (palatinose) ซูโครส 
มอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (maltooligosaccharides) สตาร์ช 
ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (isomaltooligosaccharides) สตาร์ช 
อะราบิโนไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด์ (arabinoxylooligosaccharides) ร าข้าวสาลี 
เดกซ์ทรินทนเอนไซม์ (enzyme-resistant dextrin) สตาร์ชมันฝรั่ง 

ที่มา: Al-Sheraji et al. (2013) 
 
แลคทูโลส (lactulose), กาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (galactooligosaccharides หรือ 

GOS), ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (fructooligosaccharides หรือFOS)  และอินูลิน (inulin)  เป็นพ
รีไบโอติกที่ เป็นที่ยอมรับและนิยมใช้เสริมในผลิตภัณฑ์อาหาร (Al-Sheraji et al., 2013; 
Dominguez et al., 2013; Gomez et al., 2017)  พรีไบโอติกต้องมีสมบัติตามที่ก าหนดไว้ 
(Gibson et al., 2004) ดังนี ้
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- ไม่สามารถถูกย่อยหรือดูดซึมได้โดยทางเดินอาหารตอนต้น (upper gastrointestinal 
tract) 

- สามารถเกิดการหมักได้โดยจุลินทรีย์ประจ าถ่ินในล าไส้ที่มีประโยชน์ กระตุ้นการเจริญ
กิจกรรมของจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์เหล่าน้ัน เช่น Bifidobacterium spp. และ Lactobacilli spp. 

- สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดผลเชิงสรีรวิทยาที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพของโฮสต์ (โดยต้องมีการ
วิจัยในมนุษย์รับรอง) 

 
2.3.2.1 ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (fructooligosaccharide หรือ FOS) 

 ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์พบทั่วไปในพืช ได้แก่ กล้วย แก้วมังกร ถ่ัวเหลือง ข้าวไรย์ มันฝรั่ง 
หอม มะเขือเทศ แก่นตะวัน แอสพารากัส ชิโครี่ กระเทียม ข้าวสาลี และข้าวโอ๊ต เป็นต้น เป็นพรีไบ
โอติกที่มีการวิจัยมากที่สุด มีลักษณะเป็นผงละเอียดสีขาว ดูดความช้ืนจากบรรยากาศได้ดี 
(hygroscopic) โครงสร้างมีฟรุกโตสเรียงต่อกันเป็นสายโซ่และปิดท้ายด้วยกลูโคสเช่ือมกันด้วยพันธะ
ß-(2-1) glycosidic จึงไม่สามารถย่อยได้โดยเอนไซม์ในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์ที่มี
ความจ าเพาะในการย่อยคาร์โบไฮเดรตที่มีพันธะ α-glycosidic เท่านั้น ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์
แบ่งเป็น 3 กลุ่ม (Sabater-Molina et al., 2009) คือ  

1) อินูลิน (inulin) ภายในโมเลกุลประกอบด้วยฟรุกโตสจ านวน 2-60 หน่วย โดยเฉลี่ย
ประมาณ 12 หน่วย  

2) โอลิโกฟรุกโตส (oligofructose) ได้จากย่อยอินูลินด้วยเอนไซม์ เป็นโอลิโกแซ็กคาไรด์ที่มี
ระดับการพอลิเมอไรเซชันน้อยกว่า 20 โดยเฉลี่ยประมาณ 9  

3) ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์สายสั้น (short-chain fructooligosaccharides) ประกอบด้วย
น้ าตาลภายในโมเลกุล 5 หน่วย ได้จากกระบวนการหมักโดยธรรมชาติ ได้แก่ 1-ketose (GF2), 
nistose (GF3), และ 1-fructosyl-nystose (GF4)  หรือเรียกทั่วไปว่าเป็น FOS แบบ GFn (โดยที่ G 
= กลูโคส, F = ฟรุกโตส และ n = จ านวนหน่วยย่อยของฟรุกโตส) ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์สามารถ
ผลิตในระดับอุตสาหกรรมโดยใช้ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของพอลิแซ็กคาไรด์ด้วยเอนไซม์ fructosyl 
transferase (Antosova and Polakovic, 2001) โดยจะได้ FOS แบบที่เป็น FFn 

ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์มีสมบตัิละลายน้ าได้ โครงสร้างของฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์แสดงใน
ภาพที่ 2.8 A ละลายได้ในอาหารที่มีค่า pH ในช่วง 4.0-7.0 (Mussatto and Mancilha, 2007) ไม่
หนืด ให้ความหวานเป็น 0.3 – 0.6 เท่าของน้ าตาลทราย ให้พลังงานเพียง 1-1.5 กิโลแคลอรีต่อกรัม 
ไม่ถูกย่อยโดยเอนไซม์ในล าไส้เล็กจึงถูกส่งต่อมายังล าไส้ใหญ่และเกิดการหมักโดยจุลินทรีย์  ฟรุกโตโอ
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ลิโกแซ็กคาไรด์ที่มีสายยาวกว่าจะมีส่งผลการเป็นพรีไบโอติกได้ดีกว่าฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ที่มีสาย
สั้นกว่า เนื่องจากจะถูกย่อยได้ช้ากว่า  

ส าหรับฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ที่ใช้ในงานวิจัยนี้ คือ Orafti®P95 (Beneo GmbH, 
Germany) ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ทางการค้าที่ได้จากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์ของอินูลินจากชิโครี่ 
(chicory inulin) ประกอบด้วยโอลิโกฟรุกโตส ฟรุกโตส กลูโคส และซูโครส โดยมีโอลิโกฟรุกโตสมา
กกว่าหรือเท่ากับ 93.2 %(w/w)  บางส่วนของโมเลกลุโอลิโกแซ็กคาไรด์มีสว่นปลายเปน็กลูโคส ระดับ
การพอลิเมอไรเซชันอยู่ในช่วง 2-8 ให้พลังงาน 158 กิแคลอรีต่อผลิตภัณฑ์ 100 กรัม เมื่อค านวณจาก
พลังงานที่ได้จากโอลิโกฟรุกโตสเท่ากับ 1.5 กิโลแคลอรีต่อกรัม มีรสชาติหวานเล็กน้อย ไม่มีความรู้สึก
หลังจากการรับรส (aftertaste) ละลายน้ าได้มากกว่า 750 กรัมต่อลิตร 

 
ภาพท่ี 2.8  โครงสร้างของพรีไบโอติก (A) ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (B) อินูลิน (C) กาแลคโตโอลิ

โกแซ็กคาไรด์ 4’-galactosyllactose ที่พบเป็นองค์ประกอบหลักในผลิตภัณฑ์ 
Oligomate®55 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Greg Kelly (2008), Konar et al. (2016) และ Sabater-Molina 
et al. (2009)  
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2.3.2.2 กาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (galactooligosaccharide หรือ GOS) 

 ในทางอุตสาหกรรมสามารถผลิตกาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ได้จากปฏิกิริยาทรานส์กาแลคโต
ซิเลชัน (transgalactosylation) โดยอาศัยเอนไซม์ ß-galactosidase (EC 3.2.1.23)  โดยใช้แลคโตส
ที่แยกจากเวย์ (whey) ของน้ านมวัวเป็นวัตถุดิบ (Sangwan et al., 2014) (ภาพที่ 2.9) เอนไซม์ ß-
galactosidase สามารถท าหน้าที่ 2 ประการ คือ การสลายพันธะระหว่างกลูโคสและแลคโตส 
(hydrolytic activity) และการ เปลี่ ยนแลคโตส ให้ เ ป็ นกาแลคโตโ อลิ โ ก แซ็ กคา ไร ด์ 
(transgalactosylic activity) ได้ผลิตภัณฑ์หลัก คือ ไตรแซ็กคาไรด์ (trisaccharide) ได้แก่ 4’-
galactosyllactose, 6’-galactosyllactose และโอลิโกแซ็กคาไรด์สายยาวที่มีหน่วยย่อยเป็นมอโน
แซ็กคาไรด์ตั้งแต่ 4 หน่วยหรือมากกว่าน้ัน (Al-Sheraji et al., 2013; Sako et al., 1999)  
 กาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ที่ใช้ในงานวิจัยน้ีเป็นผลิตภัณฑ์ทางการค้า ช่ือ Oligomate®55N 
(Yakult Pharmaceutical Industry Co. Ltd., Japan) เป็นไซรัป (syrup) ใส ไม่มีสี ผลิตภัณฑ์มี
ส่วนที่เป็นของแข็ง 75% (w/v) ประกอบด้วยกาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์มากกว่าหรือเท่ากับ 55% 
ของส่วนประกอบที่เป็นของแข็ง Oligomate®55N ประกอบด้วยโอลิโกแซ็กคาไรด์ที่ได้จากน้ านม คือ 
4’-galactosyllactose กระบวนการผลิตใช้เอนไซม์  ß-galactosidase จาก 2 แหล่ง คือ 
Sporobolomyces singularis (YC-Y) ส าหรับสร้างโอลิโอแซ็กคาไรด์และ Kluyveromyces lactis 
(GODO-YNL) ส าหรับย่อยแลคโตสที่เหลือจากปฏิกิริยา 
 

 
ภาพท่ี 2.9  การผลิตกาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์จากแลคโตสโดยการท างานของเอนไซม์ ß-

galactosidase 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Spherix Consulting Inc. (2010)    

 
2.3.2.3 อินูลิน (inulin) 

 จัดเป็นฟรุกโตโอลโิกแซ็กคาไรด์ประเภทหนึ่ง เป็นพอลิแซ็กคาไรด์สะสมที่พบในพืช เช่น หอม 
กระเทียม อาร์ติโชค (artichoke) และชิโครี่ (chicory) จัดเป็นฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ประเภทหนึ่ง 
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ประกอบด้วยโอลิโกเมอรแ์ละพอลเิมอร์ที่ประกอบด้วยหน่วยย่อยฟรุกโตส (D-fructose) จ านวน 2-60 
หน่วย เช่ือมต่อกันด้วยพันธะ ß-2-1 และมีกลูโคส (D-glucose) เช่ือมที่ปลายสายโซ่ โดยทั่วไปมีระดับ
ของการพอลิเมอไรเซชันอยู่ระหว่าง 10 -12 (Greg Kelly, 2008; Niness, 1999) (ภาพที่ 2.8) เนื่อง
จากอินูลินเป็นพอลเิมอร์ที่ประกอบข้ึนจากน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวหลายหน่วยเรียงต่อกันจึงมีความหวาน
เพียงเล็กน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับความหวานของน้ าตาลทราย ในกรณีของอินูลินตามธรรมชาตินั้นมี
ความหวานเพียง 10% ของความหวานของน้ าตาลทราย กรณีของอินูลิน high performance (HP 
inulin) จะไม่มีความหวานเลย ส าหรับอินูลินที่ใช้ในงานวิจัยนี้มี 2 ชนิด ได้แก่ Orafti®GR (Beneo 
GmbH, Germany) และ Orafti®HSI (Beneo GmbH, Germany) ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์อินูลินทาง
การค้า 
 Orafti®GR (Beneo GmbH, Germany) เป็นอินูลินจากชิโครี่ มีอินูลินมากกว่าหรือเท่ากับ 
90 % (w/w) โดยส่วนที่เหลือเป็นกลโูคส ฟรุกโตส และซูโครส ประกอบด้วยโอลิโกแซ็กคาไรด์และพอ
ลิแซ็กคาไรด์ซึ่งมีระดับการพอลิเมอไรเซชันอยู่ในช่วง 2-60 ให้พลังงาน 166 กิแคลอรีต่อผลิตภัณฑ์ 
100 กรัม เมื่อค านวณจากพลังงานที่ได้จากอินูลินเท่ากับ 1.5 กิโลแคลอรีต่อกรัม มีรสชาติหวาน
เล็กน้อย ไม่มีความรู้สึกหลังจากการรับรส (aftertaste) ละลายน้ าได้ 120 กรัมต่อลิตร 

Orafti®HSI (Beneo GmbH, Germany) เป็นอินูลินจากชิคอรี่ที่ผ่านการไฮโดรไลซ์ด้วย
เอนไซม์เล็กน้อย มีอินูลินมากกว่าหรือเท่ากับ 86 %(w/w) โดยส่วนที่เหลือเป็นกลูโคส ฟรุกโตส และ
ซูโครส ประกอบด้วยโอลิโกแซก็คาไรด์และพอลแิซ็กคาไรด์ซึง่มีระดับการพอลเิมอไรเซชันอยู่ในช่วง 2-
70 ให้พลังงาน 168 กิแคลอรีต่อผลิตภัณฑ์ 100 กรัม เมื่อค านวณจากพลังงานที่ได้จากอินูลินและโอลิ
โกฟรุกโตสเท่ากับ 1.5 กิโลแคลอรีต่อกรัม มีรสชาติหวานเล็กน้อย ไม่มีความรู้สึกหลังจากการรับรส 
(aftertaste) ละลายน้ าได้มากกว่า 200 กรัมต่อลิตร 

 

2.3.2.4 พรีไบโอติกในทางเดินอาหารและการใช้พรีไบโอติกเพ่ือการเจริญของโพรไบโอติก 

หนึ่งในเป้าหมายหลักของการบริโภคพรีไบโอติก คือ การกระตุ้นการเจริญของโพรไบโอติก
ภายในทางเดินอาหารของผู้บริโภค น าไปสู่การปรับสมดุลของจุลินทรีย์ประจ าถ่ินในล าไส้ (gut 
microbiota)  ช่วยให้ภูมิคุ้มกันของร่างกายดีข้ึน และส่งผลเชิงสุขภาพด้านอื่นๆ  พรีไบโอติกเมื่อเข้าสู่
ทางเดินอาหารจะผ่านทางเดินอาหารส่วนต้นโดยไม่ถูกย่อยจนกระทั่งเข้าสู่ล าไส้ใหญ่  

การหมักของโอลิโกแซ็กคาไรด์ข้ึนอยู่กบัโครงสร้างพรีไบโอติก พรีไบโอติกที่อยู่ในกลุ่มเดียวกัน 
มีองค์ประกอบของน้ าตาลที่เป็นหน่วยย่อยเหมือนกัน เช่น ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ โอลิโกฟรุกโตส 
และอินูลิน ไม่ได้ส่งเสริมการเจริญของโพรไบโอติกในบริเวณเดียวกันเนื่องจากโครงสร้างของพรีไบ
โอติกเหล่านี้มีระดับการพอลิเมอไรเซชันที่แตกต่างกันที่เป็นตัวก าหนดว่าพรีไบโอติกจะถูกหมักใน



 

 

28 

บริเวณใดของล าไส้ใหญ่ (Roberfroid, 2007) ดังแสดงในภาพที่ 2.10 ดังนั้นฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์
และโอลิกโกฟรุกโตสซึ่งโครงสร้างของสายโซ่มีขนาดสั้นกว่าอินูลินจะถูกหมักในล าไส้ใหญ่ตอนต้น 
ในขณะที่อินูลินมักจะยังไม่ถูกย่อยและถูกส่งต่อไปยังล าไส้ใหญ่ตอนท้ายและเกิดการหมักที่นั่น 
อย่างไรก็ตามพรีไบโอติกที่ผ่านเข้าไปในล าไส้จะถูกหมักทั้งหมดและไม่ตรวจพบในอุจจาระ (Alles et 
al., 2007; Molis et al., 1996)  ระหว่างการหมักยังเกิดแก๊ส แลคเตท กรดไขมันสายสั้น ท าให้กาก
อาหารภายในล าไส้ใหญ่มีความเป็นกรด จุลินทรีย์ภายในล าไส้ ใหญ่เพิ่มจ านวน และเกิดการ
ปรับเปลี่ยนสมดุลของจุลนิทรยี์ประจ าถ่ิน ส่งผลดีต่อสุขภาพหลายประการ (Al-Sheraji et al., 2013)  
โดยพรีไบโอติกแต่ละชนิดให้ผลลัพธ์ที่แตกต่างกันและไม่มีพรีไบโอติกชนิดใดที่ให้ผลเชิงสุขภาพ
ครบถ้วนที่สุด กลุ่มของพรีไบโอติกที่ให้ผลส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรียกลุ่ม  Bifidobacterium 
spp. (bifidogenic effect) ได้แก่ ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ โอลิโกฟรุกโตส และอินูลิน  
ส าหรับพรีไบโอติกที่นิยมใช้ส่งเสริมการเจริญของโพรไบโอติกทั้งกลุ่ม Lactobacillus spp. และ 
Bifidobacterium spp. คือ อินูลิน 

 

 
ภาพท่ี 2.10  บริเวณทีเ่กิดการย่อยพรีไบโอติกแต่ละชนิดในทางเดินอาหาร 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Greg Kelly (2008) 
 

โพรไบโอติกแต่ละสายพันธ์ุมีความสามารถในการใช้พรีไบโอติกแตกต่างกัน งานวิจัยของ 
Cruz-Guerrero et al. (2014) ศึกษาการใช้พรีไบโอติกทางการค้าของพรีไบโอติกทางการค้า ได้แก่ 
Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus rhamnosus KLDS, Lactobacillus casei 
Shirota พบว่าโพรไบโอติกทั้งหมดสามารถใช้พรีไบโอติกที่ทดสอบได้ทุกชนิด ได้แก่ แลคโตส , 
Frutafit® (อินูลิน), Regulact® (แลคทูโลส) และ Oligomate®55 (กาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์)  
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โดยพรีไบโอติกแต่ละชนิดมีความสามารถในการกระตุ้นการเจริญของจุลินทรีไม่เหมือนกัน  
L. rhamnosus GG และ L. rhamnosus KLDS เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มี Oligomate®55 แต่
เมื่อเลี้ยงในอาหารที่เติม Regulact® จะเจริญได้ใกล้เคียงกับกลุ่มควบคุมที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีแลค
โตส ในขณะที่จุลินทรีย์ L. casei Shirota สามารถเจริญในอาหารที่มี  Regulact® กับ 
Oligomate®55 ได้ดีกว่า Frutafit® แต่พรีไบโอติกทั้งสามชนิดไม่สามารถท าให้ L. casei Shirota 
เจริญได้ดีกว่ากลุ่มควบคุม และเมื่อเปรียบเทียบระหว่างจุลินทรีย์ทั้งสามสายพันธ์ุพบว่า L. casei 
Shirota มีการเจริญดีที่สุด (Cruz-Guerrero et al., 2014)  ในการศึกษาอัตราการน าพรีไบโอติกไป
ใช้ (uptake rate) ของโพรไบโอติกแต่ละสายพันธ์ุก็แตกต่างกันด้วย พบว่าพรีไบโอติกบางชนิดมีอัตรา
การน าไปใช้สูงกว่าคาร์โบไฮเดรตควบคุม โดย L. casei Shirota สามารถดึง Regulact® ไปใช้ได้มาก
ที่สุด  L. rhamnosus KLDS สามารถดึง Frutafit® ไปใช้ได้สูงที่สุด  และ L. rhamnosus GG ดึง 
Oligomate®55 ไปใช้ในการเจริญได้สูงที่สุด แสดงให้เห็นว่าโพรไบโอติกมีความชอบพรีไบโอติกแต่ละ
ชนิดแตกต่างกันไป (Cruz-Guerrero et al., 2014) เพราะฉะนั้นการวิเคราะห์ศักยภาพในการเป็น 
พรีไบโอติกเชิงปริมาณจึงเป็นแนวทางที่ท าให้สามารถทราบความสามารถของซับสเตรตทดสอบว่า
สามารถกระตุ้นการเจริญของโพรไบโอติกได้มากน้อยเพียงใด และสามารถน าไปเปรียบเทียบกันได้ 
โดยหลักในการวิเคราะห์กล่าวในข้อที่ 2.5  

จากศักยภาพของพรีไบโอติกในการส่งเสริมการเจริญของพรีไบโอติกตามที่กล่าวมาข้างต้น 
ปัจจุบันจึงมีความสนใจการประยุกต์พรีไบโอติกในผลิตภัณฑ์อาหารควบคู่กับโพรไบโอติกเพื่อให้ได้
ประโยชน์มากข้ึนจากการมีผลเสริมฤทธ์ิกัน (synergistic effect) เรียกว่า ซินไบโอติก (synbiotics)  
 
2.3.3 ซินไบโอติก (Synbiotics) 

ซินไบโอติกได้ถูกนิยามครั้งแรกในปี ค.ศ. 1995 ว่าเป็นการรวมกันของโพรไบโอติกและพรีไบ
โอติก (Gibson and Roberfroid, 1995) หากพิจารณาถึงค าจ ากัดความของพรีไบโอติกและโพรไบโอ
ติกด้วยแล้ว ซินไบโอติกประกอบด้วยส่วนแรกคือโพรไบโอติกซึ่งเป็นจุลินทรีย์ที่มีชีวิตที่มีปริมาณมาก
เพียงพอที่ให้ผลดีต่อสุขภาพของโฮสต์และส่วนที่สองคือพรีไบโอติกซึ่งเป็นองค์ประกอบของอาหารที่
ย่อยไม่ได้ซึ่งสามารถปรับสังคมจุลินทรีย์ภายในล าไส้โดยเพิ่มการอยู่รอดและกระตุ้นการเจริญของโพร
ไบโอติกส่งผลดีต่อสุขภาพของโฮสต์ ซึ่งอาจเป็นไปได้ 2 แนวทาง คือ complementary synbiotics 
และ synergistic synbiotics (Kolida and Gibson, 2011)   

- complementary synbiotics คือ โพรไบโอติกเป็นสายพันธ์ุที่พิจารณาเลือกจาก
ความสามารถของโพรไบโอติกในส่งผลดีต่อสุขภาพของโฮสต์ในรูปแบบที่ต้องการ ส่วนการเลือกพรีไบ
โอติกเป็นไปอย่างอิสระโดยมีเป้าหมายเพื่อกระตุ้นการเจริญของจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ในล าไส้ พรี
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ไบโอติกที่ใช้อาจจะกระตุ้นการเจริญของโพรไบโอติกที่เลือกแต่เป็นเพียงส่วนหนึ่งของเป้าหมายของ  
พรีไบโอติกเท่านั้น ไม่ได้เป็นเป้าหมายตรง เพราะฉะนั้นซินไบโอติกในรูปแบบนี้จึงมองเป็นผลิตภัณฑ์
แยกส่วน โดยแต่ละส่วนต้องมีขนาดที่เพียงพอต่อการส่งผลเชิงสุขภาพ  

- synergistic synbiotics คือ โพรไบโอติกถูกเลือกเช่นเดียวกับกรณีของ complementary 
synbiotics แต่ในกรณีนี้พรีไบโอติกจะถูกเลือกเพื่อให้กระตุ้นการเจริญของโพรไบโอติ กที่เลือก
โดยเฉพาะ  ดังนั้นพรีไบโอติกจึงไปช่วยเพิ่มการอยู่รอดและส่งเสริมการเจรญิของโพรไบโอติกที่เลือกไว้
เป็นหลัก อาจจะช่วยเพิ่มจ านวนจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ที่มีอยู่แล้วในล าไส้ได้แต่เป้าหมายหลักคือโพร
ไบโอติกที่รับประทานเข้าไป  ซินไบโอติกในรูปแบบนี้จึงเสมือนว่าเป็นผลิตภัณฑ์เดียว เนื่องจากพรีไบ
โอติกมีเป้าหมายเดียวคือ ส่งเสริมการมีชีวิตและการเจริญของโพรไบโอติกที่เลือกเพื่อให้ได้ผลเชิง
สุขภาพตามต้องการ ปริมาณโพรไบโอติกทีใ่ช้ในผลิตภัณฑ์จึงน้อยลงเนื่องจากมีพรีไบโอติกที่เสริมคู่กัน
ไปกระตุ้นการเพิ่มจ านวนได้อีกในภายหลัง 

แม้ว่าปัจจุบันงานวิจัยจ านวนมากสนับสนุนประสิทธิภาพการป้องกันโรคและประโยชน์ทาง
โภชนเภสัชของโพรไบโอติกและพรีไบโอติก แต่ความรู้ความเข้าใจในส่วนของซินไบโอติกยังคงขาด
แคลน (Shokrvash et al., 2016) งานวิจัยเบื้องต้นสนับสนุนว่าผลิตภัณฑ์อาหารแบบซินไบโอติกที่มี
การเสริมทั้งพรีไบโอติกและโพรไบโอติกพร้อมกันเป็นแนวทางที่มีประสิทธิภาพดีกว่าการบริโภคโพร
ไบโอติกหรือพรีไบโอติกอย่างเดียวในการกระตุ้นและส่งเสริมระบบภูมิคุ้มกันและสุขภาพโดยรวมของ
ผู้บริโภค โดยมีสมมุติฐานว่าเกิดจากการมีผลเสริมฤทธ์ิกันขององค์ประกอบทั้งสอง (Finamore et 
al., 2016)  Burns and Rowland (2004) พบว่าการให้โพรไบโอติกมีผลป้องกันการถูกท าลายของดี
เอ็นเอในเซลล์ HT-29 และพบว่าพรีไบโอติกไม่มีผลป้องกันแต่อย่างใด  ในขณะที่การได้รับซินไบโอติ
กกลับให้ประสทิธิภาพป้องกันการถูกท าลายเพิ่มข้ึนในลักษณะ synergistic  ซึ่งงานวิจัยของ Stein et 
al. (2012) ก็ให้ผลที่สอดคล้องกัน   

ผลิตภัณฑ์อาหารซินไบโอติกที่ประสบความส าเร็จส่วนใหญ่เป็นกลุ่มผลิตภัณฑ์จากนมและน้ า
ผักผลไม้ (Scourboutakos, 2010) การผลิตฟิล์มบริโภคได้ที่มีสมบัติซินไบโอติกเพื่อเพิ่มทางเลือก
ให้กับผู้บริโภคยังคงเป็นงานวิจัยส่วนน้อย โดยสูตรซินไบโอติกที่มีในปัจจุบันเป็นการรวมตัวกันของ 
Bifidobacterium spp. กับฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์, Lactobacillus rhamnosus GG กับอินูลิน, 
Bifidobacterium spp. กับ Lactobacillus spp. กับกับฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์หรืออินูลิน 
(Bultosa, 2016) 
 
2.4 ข้อจ ากัดของการประยุกต์ใช้โพรไบโอติกและพรีไบโอติกในผลิตภัณฑ์อาหาร 

ข้อจ ากัดของการประยุกต์ใช้โพรไบโอติกและพรีไบอิกในอาหาร (ภาพที่ 2.11) ได้แก่ 
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- การมีชีวิตของโพรไบโอติก โดยข้อจ ากัดหลักของการรอดชีวิตโพรไบโอติกในข้ันตอนต่างๆ
ของการผลิต ได้แก่ สภาวะของกระบวนการผลิตและส่วนประกอบบางชนิดในอาหาร (เช่น อุณหภูมิที่
ใช้ในกระบวนการผลิต ภาวะเครียดจากออกซิเดชัน การเปลี่ยนแปลงความเป็นกรด-ด่าง)  ซึ่งส่งผลให้
ความสามารถในการรอดชีวิตของจุลินทรีย์ลดลงและค่าใช้จ่ายการผลิตสูงข้ึน (Iaconelli et al., 
2015) และความเป็นกรดและเอนไซม์ในระบบทางเดินอาหาร  จึงมีความจ าเป็นต้องหาวิธีที่สามารถ
ช่วยเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของโพรไบโอติกให้อยู่ในปริมาณที่เพียงพอทั้งในอาหารและในโฮสต์ หนึ่งใน
วิธีการที่นิยมใช้คือ การตรึงเซลล์ (cell immobilization) ซึ่งเป็นการปกป้องเซลล์จุลินทรีย์ด้วยการ
เคลือบด้วยวัสดุที่ปลอดภัยและสามารถบริโภคได้ เช่น เอนแคปซูเลชัน (encapsulation) (Corona-
Hernandez et al., 2013; de Vos et al., 2010) และการท าฟิล์ม (Romano et al., 2014) ซึ่ง
พบว่าวิธีดังกล่าวช่วยเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของโพรไบโอติกได้ ช่วยให้เซลล์จุลินทรีย์ไม่สัมผัสกับ
เอนไซม์ในระบบทางเดินอาหารหรือสภาพแวดล้อมของอาหารโดยตรง (Soukoulis et al., 2014a; 
Soukoulis et al., 2014b) 

- ต้องเก็บรักษาในที่เย็น เนื่องจากผลิตภัณฑ์ที่มีโพรไบโอติกในท้องตลาดส่วนใหญ่จะอยู่ในรูป
ที่ต้องแช่เย็นตลอดเวลาเพื่อให้ความเข้มข้นของจุลินทรีย์อยู่ในระดับที่เพียงพอต่อในการส่งผลเชิง
สุขภาพต่อผู้บริโภค การเก็บรักษาต้องเก็บไว้ในที่เย็นภายใต้อุณหภูมิที่ก าหนดจึงยุ่ งยาก ต้องหา
อุปกรณ์ท าความเย็นเพื่อเก็บรักษา ท าให้เสียค่าใช้จ่ายในการเก็บรักษาทั้งระหว่างการขนส่งและการ
เก็บรักษาผลิตภัณฑ์ในสถานที่จ าหน่าย (Tripathi and Giri, 2014) การเปลี่ยนรูปแบบผลิตภัณฑ์เป็น
ฟิล์มจะช่วยลดค่าใช้จ่ายได้ 

 

ภาพท่ี 2.11 แผนภาพแสดงข้อจ ากัดในการประยุกต์ใช้โพรไบโอติกและพรีไบโอติก และแนวทางใน
การแก้ปัญหาที่เสนอโดยงานวิจัยน้ี 
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- ผู้บริโภคที่มีข้อจ ากัดทางอาหารมีทางเลือกน้อย ผลิตภัณฑ์อาหารที่เป็นแหล่งของโพรไบโอ
ติกโดยทั่วไปมักเป็นผลิตภัณฑ์จากนมและผลิตภัณฑ์หมักจากนม ท าให้การได้รับโพรไบโอติกใน
ชีวิตประจ าวันถูกจ ากัดในกลุ่มผู้บริโภคที่มีความต้องการอาหารเฉพาะด้วยสาเหตุต่างๆ เช่น มี
ภาวะการย่อยแลคโตสผิดปกติ (lactose intolerance), เป็นผู้ทานมังสวิรัติ, ไม่ชอบอาหารหมักหรือ
ผลิตภัณฑ์จากนม, ต้องควบคุมน้ าตาลหรือคอเลสเตอรอล หรือแพ้โปรตีนในผลิตภัณฑ์จากนม เป็นต้น  

- อาหารที่สามารถเสริมโพรไบโอติกได้ต้องมีความเหมาะสม ถือเป็นสิ่งส าคัญที่ต้องพิจารณา
เมื่อตอ้งการเสริมโพรไบโอติกในอาหาร (Ranadheera et al., 2010; Senaka Ranadheera et al., 
2012) การเติมเซลล์โพรไบโอติกลงในอาหารโดยตรงท าให้จุลินทรีย์ต้องสัมผัสกับสิ่งแวดล้อมที่มีใน
อาหารและกระบวนการผลิตอาหาร โดยตรง ท าให้ตัวกลางอาหารที่มีสภาวะไม่เหมาะสมกับจุลินทรีย์
ไม่สามารถถูกพัฒนาเป็นอาหารที่เสริมโพรไบโอติกได้ ความหลากหลายของอาหารที่เสริมโพรไบโอติ
กจึงมีน้อย เพื่อหลีกเลี่ยงการเผชิญสภาวะรุนแรงดังกล่าวและช่วยให้การประยุกต์ใช้โพรไบโอติกใน
ผลิตภัณฑ์อาหารได้หลากชนิดข้ึน 
 

2.5 การวิเคราะห์ศักยภาพของพรีไบโอติกเชิงปริมาณ  

 เนื่องจากความสามารถในการใช้พรีไบโอติกของจุลินทรีย์โพรไบโอติกมีความจ าเพาะข้ึนกับ
ความซับซ้อนของโครงสร้างของพรีไบโอติกและสายพันธ์ุโพรไบโอติก  จึงมีความจ าเป็นต้องวิเคราะห์
ศักยภาพของพรีไบโอติกเชิงปริมาณเพื่อเปรียบเทียบและคัดเลือกพรีไบโอติกส าหรับการพัฒนา
ผลิตภัณฑ์ซินไบโอติก (Marotti et al., 2012; Piermaria et al., 2015)   

การวิเคราะห์เชิงปริมาณใช้ความสามารถในการส่งเสริมการเจริญอย่างจ าเพาะของพรีไบโอ
ติก โดยใช้หลักการคือ ศักยภาพของพรีไบโอติกมีค่าสูงเมื่อพรีไบโอติกชนิดนั้นสามารถเพิ่มจ านวนโพร
ไบโอติกซึ่งเป็นจุลินทรีย์ในกลุ่ม Bifidobacterium spp. และ Lactobacillus spp. ได้ดี ขณะที่การ
เพิ่มจ านวน enteric bacteria จะท าให้ศักยภาพของพรีไบโอติกลดลง ค่าที่ได้จากการวิเคราะห์ช่วย
ให้สามารถทราบศักยภาพของพรไีบโอติกของซบัสเตรตชนิดต่างๆและน ามาเปรียบเทียบกันได้ และยัง
ช่วยให้ทราบความเสถียรของพรีไบโอติกได้อีกด้วย การวิเคราะห์เชิงปริมาณมีหลายวิธี (Moore, 
2011) ได้แก่ 

2.5.1 Prebiotic index (PI) พิจารณาการเจริญของแบคทีเรียหลายกลุ่มในสมการ (Palframan et 
al., 2003) ดังนี ้

PI = (Bif/Total) + (Lac/Total) – (Bac/Total) – (Clos/Total)          (2.1) 
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โดย ค่าที่น ามาค านวณในสมการ คือ จ านวนจุลินทรีย์ที่นับได้หารด้วยจ านวนเริ่มต้นของการ
เพาะเลี้ยง, Bif คือ Bifidobacteria, Bac คือ Bacteroides, Lac คือ Lactobacilli, Clos คือ 
Clostridia และ Total คือ จ านวนแบคทีเรียทั้งหมดทุกชนิด 

2.5.2 Measure of prebiotic effect (MPE) เป็นวิธีการที่ปรับจากสมการ PI โดยสนใจที่การ
เจริญของแบคทีเรียภายในล าไส้และการสร้างกรดไขมันสายสั้น ใช้สมการที่เกี่ยวข้อง ได้แก่ สมการ
อัตราการใช้ซับสเตรตของแบคทีเรีย (rate of assimilation หรือ Ar), สมการอัตราการเจริญของ
จุลินทรีย์ (rate of growth) และสมการการสรา้งกรดไขมันสายสั้น (total short chain fatty acids) 
ปรับเข้าด้วยกัน (Vulevic et al., 2004) จะได้สมการดังนี้ 

MPE = 0.5 × (X2Y2 + X2Z2 + Y2Z2)1/2                          (2.2) 
 โดย X คือ อัตราการใช้ซับสเตรตของแบคทีเรีย (rate of assimilation หรือ Ar)  
       Y คือ ค่า adjusted PI 
       Z คือ สัดส่วนของแลคเตทต่อกรดไขมันสายสั้นทั้งหมด 

2.5.3 Prebiotic activity score เป็นวิธีวิเคราะห์ที่พิจารณาความสามารถของซับสเตรตในการ
ส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์พรีไบโอติกเทียบกับจุลินทรีย์อื่นและเปรียบเทียบกับสับเสตรทที่ไม่ใช่ 
พรีไบโอติก เช่น กลูโคส (Huebner et al., 2007) ดังสมการที่ 2.3 

Prebiotic activity score = (∆Px/∆Pg) - (∆Ex/∆Eg)                  (2.3) 
โดย ∆Px และ ∆Pg เป็นค่าความหนาแน่นของเซลล์โพรไบโอติก (CFU/mL) ที่เพิ่มข้ึนเมื่อ

เพาะเลี้ยงนาน 24 ช่ัวโมง ในอาหารเหลว MRS ที่เติมคาร์โบไฮเดรตทดสอบและเติมกลูโคส 
ตามล าดับ ∆Ex และ ∆Eg เป็นค่าความหนาแน่นของเซลล์ enteric mixture (CFU/mL) ที่เพิ่มข้ึนเมื่อ
เพาะเลี้ยงนาน 24 ช่ัวโมง ในอาหารเหลว M9 ที่เติมคาร์โบไฮเดรตทดสอบและเติมกลูโคส ตามล าดับ 

ตัวอย่างค่า prebiotic activity score ของพรีไบโอติกแต่ละชนิดแสดงในตารางที่ 2.10 ค่าที่
ได้จากสมการจะเป็นบวกเมื่อมีเฉพาะจุลินทรีย์ที่เป็นโพรไบโอติกเท่านั้นที่น าไปใช้ในการเจริญได้ดี
เท่ากับกลูโคส จ านวนจุลินทรีย์ที่เป็นโพรไบโอติกจึงมากกว่าจ านวนจุลินทรีย์ชนิดอื่นในล าไส้ หาก
เปรียบเทียบค่า prebiotic activity score ที่ของซับสเตรตต่างชนิดกัน ซับสเตรตที่มีค่า prebiotic 
activity score สูงกว่าหมายความว่าซับสเตรตน้ันมีศักยภาพในการเป็นพรีไบโอติกสูงกว่าซับสเตรต
อื่นที่ถูกน ามาเปรียบเทียบกัน งานวิจัยหลายงานที่พิจารณาศักยภาพของพรีไบโอติกด้วยวิธีนี้ 
เนื่องจากท าได้ง่ายและให้ผลรวดเร็ว (Huebner et al., 2007; Marotti et al., 2012; Mazzola et 
al., 2015; Palframan et al., 2003; Sangwan et al., 2014; Srisuvor et al., 2013; 
Thitiratsakul and Anprung, 2014) 
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ตารางท่ี 2.10 ตัวอย่างค่า prebiotic activity score ของพรีไบโอตกิทางการค้า 
พรีไบโอติก โพรไบโอติก Prebiotic activity score อ้างอิง* 

Inulin-S  
 
 
 
Inulin 

L. paracasei 1195 
B. bifidum NCI 
L. acidophilus NCFM 
L. acidophilus 33200 
L. rhamnosus GG 
L. acidophilus La5 
B. animalis BB-12 

1.17 
-1.17 
0.00 
0.17 
0.56 
1.20 
1.69 

(1) 
(1) 
(1) 
(1) 
(2) 
(3) 
(3) 

Raftiline HP L. paracasei 1195 
B. bifidum NCI 
L. acidophilus NCFM 
L. acidophilus 33200 

1.10 
-0.67 
0.07 
0.20 

(1) 
(1) 
(1) 
(1) 

Raftilose P95 L. paracasei 1195 
L. acidophilus NCFM 
L. acidophilus 33200 
B. bifidum NCI 

0.99 
0.58 
-0.70 
0.65 

(1) 
(1) 
(1) 
(1) 

purified GOS L. plantarum 4008 
L. acidophilus 33200 
L. acidophilus NCFM 
B. bifidum NCI 
L. rhamnosus GG 

0.82 
0.70 
0.66 
-1.24 
0.54 

(1) 
(1) 
(1) 
(1) 
(2) 

Orafti®P95 L. paracasei subsp. paracasei Lpc-37 
L. acidophilus NCFM 
L. acidophilus La-14 
L. acidophilus LA-5 
B. animalis BB-12 

0.03 
0.07 
0.05 
-0.07 
-0.004 

(4) 
(4) 
(4) 
(4) 
(4) 

*(1) Huebner et al. (2007), (2) Sangwan et al. (2014), (3) Thitiratsakul and Anprung (2014), (4) 
Srisuvor et al. (2013) 
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2.6 ฟิล์มและสารเคลือบบริโภคได้ท่ีเติมพรีไบโอติกและ/หรือโพรไบโอติก 

2.6.1 ฟิล์มและสารเคลือบบริโภคได้  

ฟิล์มบริโภคได้ (edible films) หมายถึง วัสดุที่เป็นแผ่นบางซึ่งสามารถบริโภคได้ สามารถ
น ามาวางบนอาหารหรือแทรกระหว่างช้ันอาหารได้ (McHugh, 2000)  สารเคลือบบริโภคได้ (edible 
coatings) หมายถึง ช้ันบางที่สามารถบริโภคได้ซึ่งสามารถเคลือบบนผิวของผลิตภัณฑ์อาหารด้วยการ
จุ่ม การทา หรือการพ่น เป็นต้น  (Suput et al., 2015) เพื่อช่วยป้องกันอาหารจากสิ่งแวดล้อม 
สามารถท าหน้าที่ช่วยยืดอายุการเก็บและรักษาคุณภาพของผลิตภัณฑ์เนื่องจากสามารถควบคุมการ
ซึมผ่านของความช้ืนและออกซิเจน และควบคุมการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของลิพิด (lipid 
oxidation) และลดการสูญเสียสารประกอบที่ระเหยได้และกลิ่นรส นอกจากนี้ฟิล์มบริโภคได้และสาร
เคลือบอาหารยังสามารถท าหน้าที่เป็นตัวกลางในการเสริมคุณค่าให้กับผลิตภัณฑ์เพื่อเป็นอาหารเพื่อ
สุขภาพรวมถึงเซลล์โพรไบโอติกด้วยดังแสดงในภาพที่ 2.12  

 
ภาพท่ี 2.12 หน้าที่ของฟิล์มและสารเคลือบบริโภคได้ 

ที่มา: Salgado et al. (2015) 
 
ฟิล์มบริโภคได้อาจอยู่ในรูปแผ่นฟิล์ม (free-standing film) หรือเป็นสารเคลือบบนผิว

อาหาร วัสดุที่มีสมบัติในการเกิดฟิล์มที่นิยมน ามาพัฒนาเป็นฟิล์มและสารเคลือบบริโภคได้มี 3 กลุ่ม 
คือ พอลิแซ็กคาไรด์ โปรตีน และลิพิด (Dhanapal et al., 2012; Suput et al., 2015) ประเภทของ
ฟิล์มและสารเคลอืบบริโภคได้แสดงในภาพที่ 2.13 วัสดุที่น ามาใช้ผลิตฟิล์มแตกต่างกันส่งผลให้ได้ฟิลม์
ที่มีสมบัติทางเคมีและกายภายและสมบัติเชิงกลที่แตกต่างกันด้วย (Bourtoom, 2008)  
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ภาพท่ี 2.13  ส่วนประกอบของฟิล์มและสารเคลือบบริโภคได้ 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Dhanapal et al. (2012), Salgado et al. (2015) และ Suput 
et al. (2015) 

ส าหรับพอลิแซ็กคาไรด์ที่นิยมน ามาใช้พัฒนาฟิล์มและสารเคลือบบริโภคได้ ได้แก่ เซลลูโลส 
อนุพันธ์ของสตาร์ช อนุพันธ์ของเพคติน สารสกัดจากสาหร่าย กัม ไคโตซาน เป็นต้น ธรรมชาติของพอ
ลิแซ็กคาไรด์ที่มีความหลากหลายเชิงโครงสร้าง (ได้แก่ ชนิดของน้ าตาลที่เป็นมอนอเมอร์ ชนิดและ
รูปแบบของพันธะ รูปร่างของสายโซ่ และระดับการพอลิเมอไรเซชัน เป็นต้น) ล้วนมีอิทธิพลต่อสมบัติ
ทางกายภาพของฟิล์มทั้งสิ้น การใช้สารประกอบในกลุ่มแมนแนนเพื่อพัฒนาฟิล์มและสารเคลือบ
บริโภคได้ยังคงพบได้น้อย  โดยกลูโคแมนแนนของผงบุกถือเป็นสารประกอบในกลุม่แมนแนนที่นิยมใช้
ผลิตฟิล์มและสารเคลือบบริโภคได้มากที่สุด (Mikkonen, 2009)  ข้อดีของการน าพอลิแซ็กคาไรด์มา
ผลิตฟิล์มและสารเคลือบ คือ ได้ฟิล์มที่โปร่งใสหรือโปร่งแสง ไม่มีกลิ่นรส ไม่มีรสชาติ และไม่มีสี  
เนื่องจากพอลิแซ็กคาไรด์มีสมบัติชอบน้ า (hydrophilic) ฟิล์มที่ผลิตได้จึงมีสมบัติในการขวางกั้นการ
ซึมผ่านของแก๊สและไอน้ าต่ าแต่ขัดขวางการซึมผ่านของลิพิดและน้ ามันได้ดี (Bourtoom, 2008; 
Dhanapal et al., 2012)  ตรงกันข้ามกับฟิล์มหรือสารเคลือบจากลิพิด (เช่น acetylated 
monoglyderides, ข้ีผึ้ง, พาราฟิน และสารลดแรงตึงผิว เป็นต้น) ที่มีสมบัติในการขัดขวางการซึม
ผ่านของความช้ืนจากอาหารเนื่องจากเป็นวัสดุที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic) (Bourtoom, 2008)  

 
2.6.2 แรงท่ีเกี่ยวข้องกับการเกิดฟิล์มและการขึ้นรูปฟิลม์และสารเคลือบบริโภคได้  

แรงที่เกี่ยวข้องกับการข้ึนรปูของฟิลม์ประกอบด้วย แรงเช่ือมแน่น (cohesive force) ซึ่งเป็น
แรงระหว่างโมเลกุลของวัสดุชนิดเดียวกันและแรงยึดติด (adhesive force) ซึ่งเป็นแรงยึดเหนี่ยว
ระหว่างโมเลกุลของวัสดุต่างชนิดกัน โดยการเช่ือมแน่น (cohesion) เป็นความสามารถของพื้นผิววัสดุ
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เดียวกันที่จะยึดเหนี่ยวกันท าให้ต้านการแยกออกจากกัน เป็นตัวก าหนดสมบัติของฟิล์ม การเช่ือม
แน่นจึงข้ึนอยู่กับโครงสร้างของพอลิเมอร์และการเข้ากันได้ของวัสดุส าหรับเตรียมฟิล์ม ฟิล์มที่มีความ
แข็งแรงเกิดจากการเช่ือมแน่นสูงซึ่งต้องมีแรงยึดเหนี่ยวระหว่างโมเลกุลและการรวมตัวกันของอนุภาค
ของวัสดุที่ใช้ผลิตฟิล์มสูง ยิ่งมีการเช่ือมแน่นของพอลิเมอร์สูงก็จะได้ฟิล์มที่มีความหนาแน่นสูง มี
โครงสร้างรวมตัวกันแน่น ความสามารถในการซึมผ่านและความยืดหยุ่นลดลง ฟิล์มจะมีความเปราะ
มากขึ้น  การเติมพลาสติไซเซอร์ (เช่น ซอร์บิทอล กลีเซอรอล) จะลดการเช่ือมแน่นลงได้เนื่องจากไป
ลดแรงยึดเหนี่ยวระว่างโมเลกุลของวัสดุที่ใช้ผลิตฟิล์ม จึงช่วยให้ฟิล์มมีความยืดหยุ่นมากข้ึน (Felton, 
2013)  ส าหรับแรงยึดติดเป็นแรงยึดเหนี่ยวระหว่างสารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์มกับพื้นผิวส าหรับข้ึน
รูปฟิล์ม ใช้ในการออกแบบการผลิตฟิล์มเนื่องจากแรงยึดติดเกี่ยวข้องกับการแผ่หรือเคลือบของ
สารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์มบนพื้นผิวและความยากง่ายในการลอกแผ่นฟิล์มที่แห้งแล้วออกจาก
พื้นผิวที่ใช้ข้ึนรูป หากมีความแตกต่างของพลังงานพื้นผิว (surface energy) ระหว่างสารละลาย
ส าหรับข้ึนรูปฟิลม์และวัสดุที่ใช้เปน็พื้นผวิส าหรบัข้ึนรปูหรือเคลือบฟิลม์จะท าให้การยึดติดลดลง ท าให้
การแผ่หรือเคลือบของสารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์มเกิดข้ึนไม่สมบูรณ์ หรือได้ฟิล์มที่ลอกหลุดออก
จากพื้นผิวง่ายเมื่อใช้เป็นสารเคลือบ 

การข้ึนรูปฟิล์มเป็นการเปลี่ยนพอลิเมอร์ซึ่งอยู่ ในสถานะของเหลว (อาจเป็นพอลิเมอร์ที่
หลอมเหลวหรือสารละลายพอลิเมอร์) ให้กลายเป็นฟิล์มซึ่งอยู่ในสถานะของแข็ง การเปลี่ยนแปลงเชิง
เคมีและกายภาพที่เกิดข้ึนในระหว่างขั้นตอนนี้ล้วนส่งผลต่อสมบัติของฟิล์มที่ผลิตได้ทั้งสิ้น การข้ึนรูป
ฟิล์มมี 2 รูปแบบ คือ (1) การหล่อข้ึนรูป (casting)  หรือกระบวนการแบบเปียก (wet process) โดย
ใช้สารละลายหรือสารแขวนลอยของพอลิเมอร์ส าหรับข้ึนรูปฟิล์มเทข้ึนรูปแล้วดึงตัวท าละลายออก
ภายหลัง และ (2) กระบวนการแบบแห้ง (dry process) เป็นการอัดรีดวัสดุส าหรับข้ึนรูปฟิล์มโดย
อาศัยสมบัติเทอร์โมพลาสติกของพอลิเมอร์ภายใต้อุณหภูมิและแรงดันสูง ส าหรับงานวิจัยน้ีการข้ึนรูป
ฟิล์มจากกลูโคแมนแนนของผงบุกเป็นแบบการหล่อข้ึนรูป ตัวท าละลายที่ใช้คือ น้ า ดังนั้นเมื่อระเหย
ออกในข้ันตอนการข้ึนรูปจึงไม่เป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม ส าหรับการข้ึนรูปฟิล์มหรือสารเคลือบบริโภคได้
ที่เติมโพรไบโอติกหรือพรีไบโอติกใช้วิธีแบบการข้ึนหล่อรูปหรือกระบวนการแบบเปียก (Espitia et 
al., 2016; Kanmani and Lim, 2013; López de Lacey et al., 2012b; Odila Pereira et al., 
2016; Piermaria et al., 2015; Rattananin, 2011; Romano et al., 2014; Soukoulis et al., 
2014a; Soukoulis et al., 2014b; Tapia et al., 2007)  

การหล่อข้ึนรูปโดยทั่วไปเริ่มจากข้ันแรก คือ การละลายพอลิเมอร์มีสมบัติในการเกิดฟิล์มใน
ตัวท าละลายที่เหมาะสม (solvation) เช่น น้ า เอทานอล หรือตัวท าละลายอื่นๆ อาจมีการเติม
สารประกอบอื่นเพิ่มเติมลงในสารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์มที่เตรียมได้ เช่น พลาสติไซเซอร์ น้ ามัน
หอมระเหย สารสกัดที่มีฤทธ์ิต้านจุลินทรีย์ กรดอินทรีย์ เอนไซม์ แบคทีริโอซิน เป็นต้น ในข้ันตอนนี้
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แรงเช่ือมแน่นระหว่างโมเลกุลตัวถูกละลายหรือสายพอลิเมอร์จะถูกท าลาย พอลิเมอร์ส าหรับข้ึนรูป
ฟิล์มที่มีความเป็นผลึก (crystallinity) สูงกว่าจะมีแรงเช่ือมแน่นระหว่างโมเลกุลของพอลิเมอร์มาก 
การละลายจะเกิดข้ึนได้ยากกว่า จากนั้นเทสารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์มบนพื้นผิวที่เรียบ กรณีของ
ฟิล์มจากกลูโคแมนแนนของผงบุกวัสดุที่นิยมใช้ส าหรับข้ึนรูปฟิล์มได้แก่ เทฟลอน (Kurt and 
Kahyaoglu, 2014) อะคริลิค (Tripetch et al., 2016) สเตนเลส (Wiset et al., 2014) แก้ว (Xiao 
et al., 2000a; Xiao et al., 2000b) เป็นต้น  จากนั้นท าให้แห้งภายใต้สภาวะที่ก าหนดเพื่อให้ได้
แผ่นฟิล์ม (free-standing films) หรือเคลือบแล้วเกิดเป็นฟิล์มบนผิวของอาหาร กรณีแรกฟิล์มเกิด
จากตัวท าละลายระเหยออกจากสารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์มแล้วเข้าสู่สภาวะเจล สุดท้ายกลายเป็น
แผ่นฟิล์ม เกิดการสร้างแรงดึงดูดระหว่างโมเลกุลและพันธะไฮโดรเจนข้ึนใหม่ในระหว่างการระเหยตัว
ท าละลายออกไป (Felton, 2013) ดังแสดงในภาพที่ 2.14  

 

 
ภาพท่ี 2.14  การเกิดฟิล์มจากพอลิเมอร์จากสารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์ม 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Tavassoli-Kafrani et al. (2016) 
 
2.6.3 การเติมพรไีบโอติกและโพรไบโอติกในฟิล์มและสารเคลือบ  

 แม้จะมีการวิจัยและพัฒนาฟิล์มบริโภคได้และสารเคลือบบริโภคได้เพื่อเป็นบรรจุภัณฑ์และ
เป็นตัวกลางของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจ านวนมากและเป็นที่ยอมรับของผู้บริโภคมานานแล้ว 
(Bourtoom, 2008; Dhanapal et al., 2012) แต่งานวิจัยศึกษาการเสริมโพรไบโอติกและพรีไบโอ 
ติกลงในฟิล์มและสารเคลือบบริโภคได้ยังคงมีอยู่น้อย การเติมโพรไบโอติกหรือพรีไบโอติกเป็น
นวัตกรรมที่ยังแปลกใหม่ส าหรับวงการอุตสาหกรรมอาหาร อย่างไรก็ตามสภาพสังคมปัจจุบันที่ผู้คน
สามารถเข้าถึงข่าวสารข้อมูลด้านสุขภาพและการแพทย์ได้ง่ายจึงท าให้ผู้คนหันมาใส่ใจสุขภาพกันมาก
ข้ึน การพัฒนาและการประยุกต์ใช้ฟิล์มและสารเคลือบจากพอลิเมอรชี์วภาพที่มีโพรไบโอติกและพรีไบ
โอติกจึงได้รับความสนใจเพิ่มมากขึ้นตามไปด้วย  เป็นแนวทางในการพัฒนาผลิตภัณฑ์ที่แปลกใหม่ใน
ยุคการแข่งขันทางการตลาดสูง นวัตกรรมนี้ยังช่วยควบคุมจุลินทรีย์ในอาหารและช่วยเสริมคุณค่าทาง
สุขภาพให้อาหาร (Espitia et al., 2016)  ส าหรับการเติมโพรไบโอติกลงในฟิล์มหรือสารเคลือบ
บริโภคได้ครั้งแรกคิดค้นโดย Tapia et al. (2007) ซึ่งเป็นการเติม Bifidobacterium animalis 
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subsp. lactis BB-12 ลงในสารเคลือบจากเจลแลน (gellan) และอัลจิเนต (alginate) เพื่อน าไป
เคลือบแอปเปิ้ลและมะละกอสด (Tapia et al., 2007)  หลังจากนั้นมีงานวิจัยอื่นที่พัฒนาฟิล์มหรือ
สารเคลือบบริโภคได้โดยมีโพรไบโอติกหรือพรีไบโอติกเป็นส่วนประกอบและมีการทดลองประยุกต์ใช้
ในผลิตภัณฑ์อาหาร เช่น เนื้อสัตว์ ผัก ผลไม้ และขนมอบ ดังแสดงในตารางที่ 2.11 
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2.6.4 สมบัตขิองฟิล์มและสารเคลือบบรโิภคได้เมื่อเติมโพรไบโอติกหรือพรีไบโอติก  

2.6.4.1 สมบัติของสารละลายส าหรับขึ้นรปูฟิล์มหรือสารเคลือบ 

 การเติมเซลลโ์พรไบโอติกลงในสารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์มอาจท าให้ค่า pH และความหนืด
ของสารละลายที่เตรียมได้ก่อนและหลังการเติมโพรไบโอเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม  ตัวอย่างการพัฒนา
ฟิล์มบริโภคได้จากพูลลูแลน/สตาร์ช เมื่อผสมโพรไบโอติกปริมาตร 1 mL ลงในสารละลายส าหรับข้ึน
รูปฟิล์มปริมาตร 100 mL ค่า pH ลดลงจาก 7.0 เป็น 6.0 ซึ่งอาจเป็นผลมาจากกรดที่จุลินทรีย์โพร
ไบโอติกสร้าง นอกจากนี้เซลล์โพรไบโอติกยังส่งผลให้ความหนืดของสารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์มยัง
ลดลงด้วย จาก 3828 cP กลายเป็น 3568 cP (Kanmani and Lim, 2013) อย่างไรก็ตามบางกรณี
การเติมเซลล์โพรไบโอติกก็ไม่ท าให้ค่า pH และความหนืดของสารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์มเปลี่ยนไป 
(Piermaria et al., 2015) 

  
2.6.4.2 ความหนา  

 ความหนาของฟิล์มบริโภคได้และสารเคลือบเป็นสมบัติที่มีความส าคัญเนื่องจากความหนามี
ความสัมพันธ์โดยตรงต่อสมบัติทางชีววิทยาและอายุการเก็บของอาหารที่เคลือบฟิล์ม ส่งผลต่อสมบัติ
เชิงกายภาพ ได้แก่ ความโปร่งแสง อัตราการซึมผ่านของไอน้ า  รวมทั้งสมบัติเชิงกลของฟิล์มด้วย 
ดังนั้นในกรณีของการท าสารเคลือบผิวอาหาร ประสิทธิภาพในการปกป้องอาหารข้ึนอยู่กับการเคลือบ
สารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์มไปบนผิวหน้าของอาหารซึ่งเป็นข้ันตอนที่มีผลความหนาของฟิล์ม ความ
หนาของฟิล์มที่เคลือบบนผิวอาหารข้ึนอยู่กับปัจจัยหลายประการ ได้แก่ สมบัติทางกายภาพของ
สารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์ม (เช่น ความหนาแน่น ความหนืด แรงตึงผิว เป็นต้น) วิธีการในการ
เคลือบ (เช่น การพ่น การทา การจุ่ม เป็นต้น)  สูตรของสารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์ม และปริมาณ
ของสารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิลม์ที่ใช้ต่อพื้นที่การข้ึนรปูฟิล์มด้วย การเติมโพรไบโอติกและพรีไบโอติก
อาจท าให้ความหนาเปลี่ยนแปลงไปหรือไม่เปลี่ยนแปลงก็ได้ บางงานวิจัยแสดงให้เห็นว่าการเติมโพร
ไบโอติกลงในฟิล์มไม่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงความหนาของฟิล์ม นอกจากนี้การเก็บรักษาฟิล์มเวย์
โปรตีนไอโซเลต (whey protein isolate) ทั้งแบบที่มีและไม่มีโพรไบโอติกเป็นเวลานาน 60 วัน ไม่มี
ผลให้ความหนาของฟิล์มเปลี่ยนแปลงไปทั้งกรณีของฟิล์มที่เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง  (23 ºC) และ
ฟิล์มที่เก็บในอุณหภูมิแช่เย็น (4 ºC) (Odila Pereira et al., 2016)  
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2.6.4.3 สมบัติเชิงกล 

 เป็นพฤติกรรมของฟิล์มที่แสดงออกเมื่อมีแรงจากภายนอกมากระท า มักแสดงในรูปของ
พารามิเตอร์ ได้แก่ ความต้านทานแรงดึง (tensile strength) การยืดตัวถึงจุดขาด (elongation at 
break) และมอดุลัสของยัง (Young’s modulus) ซึ่งค่าเหล่าน้ีค านวณได้จากกราฟความเครียดและ
ความเค้นตามวิธีของ American Society for Testing and Materials (ASTM)  การเปลี่ยนแปลง
ส่วนประกอบภายในสูตรฟิล์ม เช่น เซลล์จุลินทรีย์ พรีไบโอติก อาจส่งผลให้ค่าของพารามิเตอร์เหล่านี้
เปลี่ยนแปลงได้  ค่าความต้านทานแรงดึง คือ ความสามารถในการรับแรงที่อยู่ในลักษณะการดึง 
(tensile) โดยแนวแรงนั้นตั้งฉากกับพื้นที่หน้าตัดของฟิล์ม ท าให้ฟิล์มออกแรงต้านเพื่อไม่ให้ฟิล์มขาด
ออกจากกัน การเติมโพรไบโอติกท าให้สมบัติเชิงกลของฟิล์มเปลี่ยนแปลงไป ฟิล์มเวย์โปรตีนไอโซเลต 
(whey protein isolate) ที่เติมเซลล์โพรไบโอติก B. animalis BB-12 และ L. casei-01 มีค่าความ
ต้านทานแรงดึงต่ ากว่าเล็กน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับฟิล์มที่ไม่เติมโพรไบโอติก (Odila Pereira et al., 
2016) การลดลงของค่าความต้านทานแรงดึงพบได้เช่นเดียวกันในฟิล์มพูลลแูลนผสมสตาร์ช (ค่าลดลง
จาก 15.2 MPa เป็น 3.76 MPa) และฟิล์มคีเฟอแรนที่เติมโพรไบโอติก (ค่าลดลงมากที่สุดจาก 14.4 
MPa เป็น 8.2 MPa)  (Kanmani and Lim, 2013; Piermaria et al., 2015) แต่ในบางกรณีการเติม
โพรไบโอติกไม่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของค่าความต้านทานแรงดึง (Gialamas et al., 2010)  ค่า
การยืดตัวถึงจุดขาด คือ ความยาวของฟิล์มที่เพิ่มข้ึน ณ จุดที่ฟิล์มถูกยืดจนขาด ซึ่งเป็นค่าที่บ่งบอก
ความยืดหยุ่นของฟิล์ม พบว่าการเติมโพรไบโอติกในฟิล์มท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของค่าเปอร์เซ็นต์
การยืดตัวถึงจุดขาด พบได้ในกรณีที่เติมโพรไบโอติก B. animalis BB-12  และ L. casei-01 ในฟิล์ม
เวย์โปรตีนไอโซเลต (Odila Pereira et al., 2016) ในขณะที่การพัฒนาฟิล์มบางชนิดเมื่อเติมเซลล์
โพรไบโอติกแล้วไม่มีความแตกต่างของค่าการยืดตัวถึงจุดขาดเมื่อเทียบกับฟิล์มควบคุม เช่น ฟิล์มเวย์
โปรตีนไอโซเลต (Sánchez-González et al., 2013; Soukoulis et al., 2014a) 
 
2.6.4.4 สภาพซึมผา่นได้ของไอน้ า (water vapor permeability หรือ WVP) 

 สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าเป็นปริมาณของไอน้ าที่ถ่ายโอนผ่านฟิล์มในช่วงเวลาหนึ่ง เป็นค่าที่
ข้ึนอยู่กับปัจจัยหลายประการ ได้แก่ สัมประสิทธ์ิการละลาย , ความทนทานของฟิล์ม (integrity), 
ความไม่ชอบน้ า (hydrophobicity), อัตราการแพร่ (diffusion rate), สัดส่วนของฟิล์มที่เป็นผลึก
และอสัณฐาน, ความหนา, ความสามารถในการเคลื่อนที่ของสายพอลิเมอร์ (polymeric chain 
mobility) และอันตรกิริยา (interaction) ระหว่างหมู่ฟังก์ชันในโครงสร้างพอลิเมอร์  ในการ
เปรียบเทียบค่าสภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าระหว่างฟิล์มต่างชนิดต้องพิจารณาถึงความแตกต่างกันของ
สภาวะ เช่น พลาสติไซเซอร์ที่ใช้, อุณหภูมิ, ความช้ืนสัมพัทธ์ เป็นต้น สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าของ
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ฟิล์มที่มีส่วนประกอบอื่นเพิ่มไปจากสูตรเดิมจะเปลี่ยนแปลงไปโดยข้ึนอยู่กับธรรมชาติทางเคมีของ
ส่วนประกอบเหล่าน้ัน สารประกอบที่ชอบน้ าหรือมีข้ัวจะท าให้สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ ามีค่าสูงข้ึน  
การเติมโพรไบโอติกลงในฟิล์มท าให้สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าของฟิล์มลดลง (Kanmani and Lim, 
2013; Sánchez-González et al., 2013) เช่น ฟิล์มพูลลูแลนมีสภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าเท่ากับ 
0.724±0.012 g mm m-2 d-1 kPa-1 แต่เมื่อเติมเซลล์แล้วมีค่าลดลงเป็น 0.485±0.016 g mm m-2 

d-1 kPa-1 เนื่องจากเซลล์โพรไบโอติกถูกกักไว้ในฟิล์มในรูปของอนุภาคและอาจไปขัดขวางการ
เคลื่อนที่ของพอลิเมอร์ในโครงสร้างฟิล์ม (Kanmani and Lim, 2013)  
 
2.6.4.5 สีและความโปร่งแสง 

 สีและความโปร่งแสงเป็นสิ่งที่สามารถสังเกตเห็นได้ด้วยตาเปล่าและมีผลต่อลักษณะปรากฏ
ของอาหารซึ่งเป็นปัจจัยหนึ่งที่มีอิทธิพลต่อการยอมรับฟิล์มหรือผลิตภัณฑ์อาหารที่มีสารเคลือบ 
โครงสร้างภายในและพื้นผิวของฟิล์มเป็นปัจจัยส าคัญที่ส่งผลต่อสีและความโปร่งแสง ในกรณีของการ
เคลือบฟิล์มบนพื้นผิวของอาหาร ความเข้มของแสงที่สะท้อนออกมาจากอาหารที่มีฟิล์มเคลือบข้ึนอยู่
กับแสงที่สะท้อนจากผิวของอาหารโดยตรง (specular reflection) และข้ึนอยู่กับแสงที่ถูกคายออก
มากสู่ภายนอกฟิล์มในทุกทิศทางหลังจากที่แสงได้ผ่านไปยังช้ันของสารเคลือบและมีการกระเจิงของ
แสงภายในช้ันเคลือบ (indirect reflection) 
 การเติมสารเพิ่มลงไปในสูตรฟิล์มเดิมมีผลต่อสีและความโปร่งแสงของฟิล์ม กรณีของการเติม
จุลินทรีย์โพรไบโอติกเซลลจ์ุลนิทรยี์จะขวางการเดินทางของแสงผา่นแผ่นฟลิ์มส่งผลให้ฟิล์มที่เตรียมได้
มีความโปร่งแสงลดลง การเติมพอลิเมอรบ์างชนิดท าให้ฟิลม์มีความโปร่งแสงลดลง เช่น ฟิล์มพูลลูแลน
ที่เติมสตาร์ชจะมีความโปร่งแสงลดลง และค่าความโปร่งแสงจะลดลงมากขึ้นตามสัดส่วนของสตาร์ชที่
เพิ่มมากขึ้น (Kanmani and Lim, 2013) กรณีของการเติมโพรไบโอติกพบว่าเซลล์ที่เติมลงในฟิล์มท า
ให้ฟิล์มที่เตรียมได้มีความขุ่นกว่าฟิล์มควบคุม แต่ความแตกต่างนี้ไม่มีนัยส าคัญ (Kanmani and Lim, 
2013; Soukoulis et al., 2014a) งานวิจัยหลายงานพบว่าการเติมพรีไบโอติกท าให้สีของฟิล์ม
เปลี่ยนแปลงไปจากฟิล์มที่ไม่เติมพรีไบโอติกแต่ความแตกต่างนี้ไม่สามารถสังเกตได้ด้วยตาเปล่าของ
มนุษย์ เนื่องจากมนุษย์ไม่สามารถแยกความต่างของสีสองสีออกได้หากมีค่าความแตกต่างของสี 
(color difference) น้อยกว่า 3 (Soukoulis et al., 2014a; Soukoulis et al., 2014b)   
 
2.6.4.6 ความสามารถในการละลายน้ า 

 ความสามารถในการละลายน้ าของฟิลม์หรือสารเคลอืบข้ึนอยู่กับโครงสร้างทางเคมีของวัสดุที่
ใช้เตรียมฟิล์มซึ่งสมบัตินี้เป็นตัวก าหนดความเสถียรของฟิล์มในน้ า ความสามารถในการละลายสูง 
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หมายถึงฟิล์มมีความเสถียรต่ าเมื่ออยู่ในน้ า เป็นหนึ่งในสมบัติที่ก าหนดการประยุกต์ใช้ฟิล์มหรือสาร
เคลือบบริโภคได้ หากต้องการน าไปห่อหรือเคลือบอาหารที่มีความช้ืนสูง เช่น ผักผลไม้ตัดแต่ง ฟิล์มที่
จะน าไปประยุกต์ได้กับอาหารกลุ่มนี้ต้องมีความสามารถต้านทานการละลายในน้ าได้ดี ความมีข้ัว 
(polarity) ของฟิล์มมีผลต่อความสามารถในการละลายน้ าของฟิล์มโดยฟิล์มที่มีขั้วสูงกว่าดึงน้ าเข้ามา
ละลายได้ดีและท าให้เกิดการละลายได้สูง การละลายน้ ามีความเกี่ยวข้องกับการแตกตัวของหมู่ 
ไฮดรอกซิลและคาร์บอกซิลในโครงสร้างฟิล์ม การแพร่ของน้ า การท าลายไฮโดรเจนและพันธะไอออ
นิก นอกจากนี้ยังมีความสัมพันธ์กับความช้ืน (moisture content) ในฟิล์มหรือสารเคลือบด้วย หาก
ฟิล์มหรือสารเคลือบมีความช้ืนสูงก็จะมีความสามารถในการละลายน้ าได้สูง  

ความสามารถในการละลายน้ าของพอลิเมอร์ที่น ามาใช้เตรียมฟิล์มแต่ละชนิดให้ฟิล์มที่มี
สมบัติในการละลายน้ าแตกต่างกัน เช่น ฟิล์มอัลจิเนตมีความสามารถในการละลายน้ าในช่วง 74-
79%, ฟิล์มเจลแลนมีความสามารถในการละลายน้ า 47-59% (Tapia et al., 2007) ฟิล์มกลูโคแมน
แนนมีความสามารถในการละลายน้ าในช่วง 51.01-92.98% (Kurt and Kahyaoglu, 2014; Wiset 
et al., 2014), ฟิล์มกัมจากถ่ัวโลคัสต์มีความสามารถในการละลายน้ า 57.87% (Kurt and 
Kahyaoglu, 2014), ฟิล์มกัวร์กัมมีความสามารถในการละลายน้ า 75.94% (Kurt and Kahyaoglu, 
2014) 
 
2.6.4.7 โครงสร้างของฟิล์มและสารเคลือบบริโภคได้  

 ในการศึกษาโครงสร้างฟิลม์และสารเคลอืบบริโภคได้ที่มีการเติมโพรไบโอติกและสารอื่นลงใน
ฟิล์ม สามารถตรวจการเปลี่ยนแปลงระดับโมเลกุลของฟิล์มโดยดูอันตรกิริยาระหว่างองค์ประกอบ
ต่างๆภายในแผ่นฟิล์มหรือสารเคลือบโดยใช้เทคนิค fourier transform infrared (FTIR) 
spectroscopy ผลการวิจัยก่อนหน้านี้พบว่าการเติมเซลล์ลงในฟิล์มไม่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของ
โครงสร้างฟิล์มระดับโมเลกุล (Odila Pereira et al., 2016) สิ่งที่พบเหมือนกันในฟิล์มที่เติมและไม่
เติมโพรไบโอติกคือ การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 1200 – 900 cm-1 ของพันธะ glycosidic ของ
พอลิเมอร์ที่ใช้ข้ึนรูปฟิล์ม (เมทิลเซลลูโลส) และพรีไบโอติก (ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์) พีคที่ปรากฏ
เฉพาะกรณีที่โพรไบโอติกถูกตรงึอยู่ในแผ่นฟิลม์ คือ พีคการดูดกลืนแสงโดยหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) จาก
โมเลกุลของพอลิแซ็กคาไรด์ของแบคทีเรีย , พีคการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 1651 และ 1547 
cm-1 เกิดจาก amide I และ II จากโปรตีน และพีคจากการดูดกลืนแสงของพันธะ P-O-P ในดีเอ็นเอ 
(deoxyribonucleic acid หรือ DNA) (Romano et al., 2014) 
 ส าหรับการศึกษาภาพโครงสร้างภายในของฟิล์มจากภาคตัดขวางและภาพของพื้นผิวฟิล์มที่
เติมโพรไบโอติกนิยมศึกษาด้วยเทคนิค scanning electron microscopy (SEM) โดยใช้กล้อง
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จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด การตรึงโพรไบโอติกไว้ในฟิล์มไม่ก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลง
สัณฐานของจุลินทรีย์และโครงสร้างของฟิล์ม มีเพียงเซลล์ที่ถูกตรึงไว้ภายในแผ่นฟิล์มซึ่งสามารถ
มองเห็นเซลล์ได้จากภาคตัดขวางของฟิล์ม (Odila Pereira et al., 2016; Romano et al., 2014; 
Soukoulis et al., 2014a)  ส่วนการเติมพรีไบโอติกมีผลต่อโครงสร้างของฟิล์ม จากการทดลอง
เตรียมฟิล์มเจลาตินเสริมโพรไบโอติกแบบที่มีพรีไบโอติกและไม่มีพรีไบโอติก ฟิล์มจะมีโครงสร้างที่
แน่นและเรียบขึ้นเมื่อเติมพรีไบโอติก โดยมีสมมติฐานว่าอาจเป็นเพราะโมเลกุลพรีไบโอติก เช่น อินูลิน 
พอลิเดกซ์โตรส เดกซ์ตรินจากข้าวสาลี และกลูโคโอลิโกแซ็กคาไรด์จะไปเติมเต็มบริเวณผิวขรุขระหรือ
รูพรุน (Soukoulis et al., 2014a) 
 

2.6.5 เสถียรภาพของจุลินทรีย์ในฟิล์มและสารเคลือบบริโภคได้ระหว่างการขึ้นรูปฟิล์มและการ
เก็บรักษา 

 การมีชีวิตของจุลินทรีย์ในฟิล์มและสารเคลือบเมื่อผ่านกระบวนการข้ึนรูปฟิล์มและระหว่าง
การเก็บรักษาเป็นข้อมูลที่มีความส าคัญมากต่อการผลิตฟิล์มบริโภคได้หรือสารเคลือบที่จะใช้ เป็นตัว
พาโพรไบโอติกไปยังผู้บริโภค เป็นข้อมูลที่ใช้ในการพิจารณาเพื่อก าหนดการประยุกต์ใช้ฟิล์มใน
ผลิตภัณฑ์อาหารเพื่อให้สอดคล้องกันกับอายุการเก็บของผลิตภัณฑ์อาหาร ก าหนดสภาวะการเก็บ
รักษาและระบุอายุการเก็บของฟิล์ม โดยพิจารณาควบคู่กับเกณฑ์ทั่วไปที่ก าหนดปริมาณจุลินทรีย์ที่มี
ชีวิตข้ันต่ าที่ควรมีในผลิตภัณฑ์อาหารที่เสริมโพรไบโอติกเพื่อให้เพียงพอต่อการส่งผลเชิงสุขภาพต่อ
ผู้บริโภค 

กระบวนการข้ึนรูปฟิล์มหรือสารเคลือบที่เติมโพรไบโอติกเกี่ยวข้องกับการท าแห้งเพื่อเปลี่ยน
สารละลายส าหรับข้ึนรูปฟลิ์มในสถานะของเหลวให้กลายเป็นแผ่นฟิล์มหรือสารเคลือบที่แห้งติดบนผิว
ของผลิตภัณฑ์อาหารโดยระเหยตัวท าละลายออก อาจเป็นการท าแห้งโดยทิ้งสารละลายส าหรับข้ึนรูป
ฟิล์มไว้ที่อุณหภูมิห้อง (Kanmani and Lim, 2013; Odila Pereira et al., 2016) หรือใช้ความร้อน
เพื่อท าให้แห้ง (Soukoulis et al., 2014b) ซึ่งเป็นการท าแห้งด้วยการพาด้วยอากาศ (air 
convective drying) ในการข้ึนรูปฟิล์มเพื่อเตรียมฟิล์มเจลาตินและฟิล์มเจลาตินที่เติมพรีไบโอติกที่
เติมเซลล์โพรไบโอติก L. rhamnosus GG ที่อุณหภูมิ 37 ºC นาน 15 ช่ัวโมง  พบว่าจุลินทรีย์ที่มีชีวิต
สูญเสียไปในระหว่างการท าแห้งไม่ถึง 1 log cycle ซึ่งถือว่ามีค่าต่ าเนื่องจากใช้อุณหภูมิในการท าแห้ง
ไม่สูงมาก (Soukoulis et al., 2014a)  จุลินทรีย์ที่มีชีวิตบางส่วนซึ่งสูญเสยีไปในระหว่างกระบวนการ
ข้ึนรูปฟิล์มแบบใช้ความร้อนเกิดข้ึนจากอิทธิพลของปัจจัยทั้งภายในเซลล์จุลินทรีย์และภายนอกจาก
สิ่งแวดล้อม  เช่น ความสามารถของจุลินทรีย์ที่สามารถในการปรับตัวและความสามารถในการทนต่อ
ความเครียดจากความร้อน, ความเครียดจากออสโมติกและความเครียดทางกล ความเสียหายของ
โครงสร้างเซลล์ สภาวะที่ใช้ในการท าแห้ง ส่วนประกอบและโครงสร้างของสารที่อยู่ในสารละลาย
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ส าหรับข้ึนรูปฟิล์ม การเติมสารกลุ่มที่ช่วยป้องกันความร้อน (thermoprotectant) (Dong et al., 
2013; Fu and Chen, 2011) กรณีของการเติมพรีไบโอติกในสารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์ม งานวิจัย
ก่อนหน้านี้พบว่าฟิล์มเจลาตินที่เติมกลูโคโอลิโกแซ็กคาไรด์และพอลิเดกซ์โตรสช่วยป้องกันเซลล์โพร
ไบโอติกในระหว่างการท าแห้งได้ โดยช่วยให้มีการรอดชีวิตสูงถึง 60.68% และ 26.36% ของปริมาณ
จุลินทรีย์ L. rhamnosus GG ที่มีชีวิต ซึ่งมีค่ามากกว่ากลุ่มควบคุมซึ่งเป็นฟิล์มเจลาตินสูตรปกติ 
ในขณะที่การเติมเดกซ์ทรินจากข้าวสาลีและอินูลินกลับให้ผลตรงข้าม ท าให้การรอดชีวิตของจุลินทรีย์
หลังจากการข้ึนรูปฟิลม์ต่ ากว่าในกลุม่ควบคุม (Soukoulis et al., 2014a) สายพันธ์ุจุลินทรีย์ที่ถูกตรงึ
ไว้ในฟิล์มมีผลต่อการรอดชีวิตที่ต่างกันด้วย จากการทดลองเติมฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์เพื่อศึกษา
ศักยภาพของพรีไบโอติกในการปกป้องเซลล์ระหว่างการข้ึนรูปฟิล์ม พบว่า L. delbrueckii subsp. 
bulgaricus CIDCA 333 ให้การตอบสนองต่อฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ที่เติมในสารละลายส าหรับข้ึน
รูปฟิล์มที่ความเข้มข้น 1-5% (w/v) ยิ่งมีความเข้มข้นของฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์สูงข้ึนการรอดชีวิต
ของจุลินทรีย์ชนิดนี้ก็สูงข้ึนตามไปด้วย ใสขณะที่การเติมฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ให้ให้ผลป้องกันใดๆ
หากเป็น L. plantarum CIDCA 83114 (Romano et al., 2014) 

หลังจากผ่านการข้ึนรูปฟิล์มแล้ว การมีชีวิตของจุลินทรีย์ยังเป็นตัวแปรส าคัญที่ต้องติดตามใน
ระหว่างการศึกษาการเก็บรักษาฟิล์มหรอืสารเคลอืบทีอ่ยู่บนผลิตภัณฑ์อาหาร ปัจจัยภายนอก เช่น ค่า 
water activity (aw), อุณหภูมิที่ใช้เก็บรักษา และปริมาณออกซิเจน ล้วนมีอิทธิพลต่อการมีชีวิตของ
จุลินทรีย์ที่ถูกตรึงอยู่ในฟิล์มหรือสารเคลือบทั้งสิ้น (Soukoulis et al., 2014a) 

โดยทั่วไปอุณหภูมิที่ใช้ศึกษาการเก็บรักษาฟิล์มและสารเคลือบมีสองกลุ่มคือ อุณหภูมิแช่เย็น 
(2-5 ºC) และอุณหภูมิห้อง (25-27 ºC)  การเก็บรักษาฟิล์มที่อุณหภูมิแช่เย็นช่วยเพิ่มเสถียรภาพของ
จุลินทรีย์ในฟิล์มได้พบว่าอัตราการลดจ านวนจุลินทรีย์จะลดลงเมื่อเก็บรักษาฟิล์มไว้ที่อุณหภูมิที่เย็น
กว่า (Odila Pereira et al., 2016; Soukoulis et al., 2014a)  การศึกษาฟิล์มบริโภคได้จากพูลลู
แลน (pullulan) และฟิล์มพูลลูแลนที่ผสมสตาร์ชจากมันฝรั่ง มันส าปะหลัง และข้าวโพด  โดยเติม
โพรไบโอติกสามชนิด Lactobacillus reuteri ATCC 55730, L. rhamnosus GG ATCC 53103, 
และ L. acidophilus DSM 20079 ที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 12.9 log CFUmL-1 แล้วเก็บที่อุณหภูมิ 25 
และ 4 ºC พบว่าฟิล์มพูลลูแลนที่ไม่ผสมสตาร์ชมีค่าการรอดชีวิตของโพรไบโอติกสูงถึง 80% หลังจาก
เก็บรักษานาน 10 วัน ที่อุณหภูมิห้อง (25 ºC) และลดลงถึง 35% หลังจากเก็บไว้นาน 20 วัน และ
หากเก็บรักษาที่อุณหภูมิแช่เย็น (4 ºC) พบว่าช่วยให้จุลินทรีย์มีชีวิตคงอยู่ในฟิล์มพูลลูแลนได้ยาวนาน
กว่าการเก็บที่อุณหภูมิห้อง โดยหลังจากเก็บรักษานาน 20 วัน ยังคงมีการรอดชีวิตของโพรไบโอติกสูง
กว่า 80% (Kanmani and Lim, 2013)  

องค์ประกอบสูตรของฟิล์ม ได้แก่ พอลิเมอร์ที่ใช้ควบคู่กันในกรณีที่เป็นฟิล์มจากพอลิเมอร์
มากกว่าหนึ่งชนิด พรีไบโอติก สารดักจับอนุมูลอิสระ เป็นต้น  ล้วนมีผลต่อการรอดชีวิตของจุลินทรีย์
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ทั้งในระหว่างการท าแห้ง (หรือการข้ึนรูปฟิล์ม) และระหว่างการเก็บรักษา (Dong et al., 2013)   ใน
พัฒนาฟิล์มพูลลูแลนและฟิล์มพูลลูแลนผสมสตาร์ชที่เติมโพรไบโอติก พบว่าการเติมสตาร์ชลงในฟิล์ม
ส่งผลให้การมีชีวิตของจุลินทรีย์ลดลงและยังพบว่าสูตรที่มีเฉพาะสตาร์ช (ไม่ผสมพูลลูแลน) จ านวน
จุลินทรีย์ที่มีชีวิตหลังจากเก็บรักษานาน 10 วัน ที่อุณหภูมิห้อง ลดลงเหลือประมาณ 20-25% ของ
จ านวนเริ่มต้นเท่านั้น (Kanmani and Lim, 2013) กรณีของการเติมพรีไบโอติกในฟิล์มบริโภคได้ มี
รายงานว่าการเติมพรีไบโอติกสามารถช่วยยืดอายุการเก็บของฟิล์มเจลาตินที่เติม L. rhamnosus GG 
ได้ โดยพบว่าอินูลินช่วยให้อัตราการลดจ านวนโพรไบโอติกในฟิล์มมีค่าน้อยมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบ
กับพรีไบโอติกชนิดอื่นที่ใช้ทดสอบ ยกเว้นการเติมกลูโคโอลิโกแซ็กคาไรด์ในฟิล์มเจลาตินที่ท าให้โพร
ไบโอติกที่มี ชี วิตลดจ านวนลงในอัตราที่ เร็วกว่าฟิล์มควบคุมซึ่ ง เป็นฟิล์มเจล าตินที่ ไม่ เติม 
พรีไบโอติก (Soukoulis et al., 2014a)  
 
2.7 การประยุกต์ใช้ฟิล์มท่ีเติมโพรไบโอติกและ/หรือพรีไบโอติกในผลิตภัณฑ์อาหาร 

 ฟิล์มหรือสารเคลือบบริโภคได้ที่เติมโพรไบโอติกและ/หรือพรีไบโอติกเป็นนวัตกรรมที่ยังใหม่
ส าหรับอุตสาหกรรมอาหาร จากตารางที่ 2.11 จะเห็นว่างานวิจัยส่วนใหญ่เป็นการพัฒนาฟิล์มแล้ว
ศึกษาสมบัติของฟิล์มและศึกษาอายุการเก็บของฟิล์ม หากเปรียบเทียบกับการขยายตัวของตลาด
อาหารเพื่อสุขภาพที่มีแนวโน้มเพิ่มสูงข้ึนเรื่อยๆแล้วปริมาณงานวิจัยที่มีการทดลองน าฟิล์มหรือสาร
เคลือบที่เติมโพรไบโอติกและพรีไบโอติกไปประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์อาหารมีจ านวนค่อนข้างน้อย  

 
2.8 สรุป 

 เมื่อพิจารณาจากสมบัติของกลูโคแมนแนนของผงบุกหลายประการที่กล่าวมา (ทั้งสมบัติใน
การข้ึนรูปเป็นแผ่นฟิล์มโปร่งแสงได้  สมบัติของฟิล์มในการกักเก็บสาร มีความปลอดภัยส าหรับใช้ใน
อาหาร ไม่มีสีและรส แคลอรีต่ า มีประโยชน์เชิงสุขภาพ และสมบัติทางเคมีของกลูโคแมนแนนที่ไม่
สามารถย่อยได้ด้วยเอนไซม์ในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์) ข้อจ ากัดของการเสริมโพรไบโอติกใน
ผลิตภัณฑ์อาหาร ประกอบกับตลาดของอาหารเพื่อสุขภาพเสริมโพรไบโอติกและพรีไบโอติกซึ่งก าลัง
ขยายตัว และปัจจุบันยังไม่มีการพัฒนาผลิตฟิล์มบริโภคได้ที่มีสมบัติซินไบโอติกจากพอลิเมอร์ธรรม
ชาติชนิดนี้  กลูโคแมนแนนของผงบุกจึงมีความน่าสนใจในการน ามาพัฒนาเพื่อท าหน้าที่เป็นตัวกลาง
ของโพรไบโอติกและพรีไบโอติกส าหรับการประยุกต์ใช้ในอาหาร และท าหน้าที่เป็นอาหารให้กับทั้ง
โพรไบโอติกที่ถูกตรึงไว้ในแผ่นฟิล์มและโพรไบโอติกประจ าถ่ินภายในล าไส้ 
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บทท่ี 3  
การด าเนนิงานวิจัย 

3.1 วัตถุดิบ จุลินทรีย์ อุปกรณ์ สารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อ 

3.1.1 วัตถุดิบ 

รายการ ท่ีมา 
Oligomate®55N  Yakult Pharmaceutical Industry Co. Ltd., 

Japan ได้รับความอนุเคราะห์ตัวอย่างจาก
บริษัท เคมพ้อยท์ จ ากัด (ประเทศไทย)  

Orafti®P95, Orafti®HSI และ Orafti®GR Beneo GmbH, Germany ได้รับความ
อนุเคราะห์ตัวอย่างจากบริษัท ดีพีโอ อินเตอร์
เนช่ันแนล จ ากัด (ประเทศไทย) 

กลูโคแมนแนนของผงบุก  
(น้ าหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 200-2000 kDa) 
 

Yunnan Gengyun Konjac Resources 
Developing Co. Ltd., People’s Republic 
of China 

D (+)-glucose anhydrous Ajax Finechem Pty. Ltd., Australia 
แป้งสาลีโปรตีนสูง ตราหงส์ขาว, บริษัท ยูไนเต็ดฟลาวมิลล์ จ ากัด 

(มหาชน) (ประเทศไทย)  
น้ าตาลทรายละลายเร็ว ตราลิน, บริษัท ไทยเพิ่มพูนอุตสาหกรรม จ ากัด 

(ประเทศไทย) 
เกลือบริโภคเสริมไอโอดีน ตราปรุงทิพย์, บริษัท อุตสาหกรรมเกลือบริสุทธ์ิ 

จ ากัด (ประเทศไทย) 
แพ็ตโก้ 3 บ ริ ษั ท  ซี . เ จ . แ พ ท เ ต อ ร์ สั น  ( ป ร ะ เ ท ศ

สหรัฐอเมริกา) 
เนยสดชนิดจืด ตราอลาวรี่ , บริษัท เคซีจี คอร์ปอเรช่ัน จ ากัด 

(ประเทศไทย)  
ยีสต์ส าเร็จรูป ตราเพอร์ เฟค ,  บริ ษัท  เ กรทฮิลล์  จ ากั ด 

(ประเทศไทย) 
 
 



 

 

50 

3.1.2 จุลินทรีย ์

รายการ ท่ีมา 
Lactobacillus paracasei (FD-DVS) Danisco®, DuPont Nutrition & Health, 

USA 
Lactobacillus casei-01 (FD-DVS) และ 
Bifidobacterium animalis BB-12 (FD-DVS) 

Chr Hansen, Horsholm, Denmark 
 

Escherichia coli TISTR 073 และ 
Escherichia coli TISTR 074 

ศูนย์จุลินทรีย์ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) ได้รับความ
อนุเคราะห์จากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาทาง
อาหารและ เทคโนโลยี ชี วภาพ ภาค วิชา
เทคโนโลยีทางอาหาร จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

Escherichia coli ATCC25922 ได้รับความอนุเคราะห์จากห้องปฏิบัติการจุล
ชีววิทยาทางอาหารและเทคโนโลยี ชีวภาพ 
ภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย 

 
3.1.3 อุปกรณ ์

รายการ ท่ีมา 
Anaerobic chamber ขนาด 2.5 L   Oxoid Ltd., Basingstoke, UK 
AnaeroGen® ส าหรับ anaerobic chamber 
ขนาด 2.5 L 

Thermo Scientific, USA 
 

Anaerobic indicator Thermo Scientific, USA 
UV-Visible spectrophotometer Thermo Spectronic, GENESYS 10UV, 

Rochester, New York, USA 
เครื่องช่ังน้ าหนักทศนิยม 2 ต าแหน่ง Sartorius, BA4100S, Bradford, Germany 
เครื่องช่ังน้ าหนักทศนิยม 4 ต าแหน่ง Scaltec Instrument GmbH, SBC 31, 

Goettingen, Germany 
เข็มฉีดยาปราศจากเช้ือแบบไม่มเีข็ม Nipro Co., Ltd., Phra Nokhon Si 

Ayutthaya, Thailand  
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3.1.3 อุปกรณ์ (ต่อ) 
รายการ ท่ีมา 
แผ่นกรองปราศจากเช้ือ (PuradiscTM25mm, 
pore size = 0.22 µm) 

Whatman®, UK 
 

Parafilm® Bemis Flexible Packaging, Wisconsin, 
USA 

refrigerated centrifuge Hermle, Z36HK, Merck, Germany 
autoclave Autoclave SX-700, Tomy Kogyo Co., 

Ltd., Tokyo, Japan 
ตู้บ่มเช้ือ Heraeus, model D-63450, Heraeus 

Group, Hanau, Germany 
ตู้ฆ่าเช้ือด้วยแสง UV Bioultra 4 (55-08227) Telstar technologies, Terrassa, Spain 
ตู้แช่เยือกแข็ง Sanyo MIR-153 Sanyo, Sakata Oizumi-Machi, Japan 
ตู้เย็น Sanyo SF-C95, Sanyo, Tokyo, Japan 
เครื่องผสมของเหลวแบบเขย่า (vortex mixer) 
Genie2, G-560E 

Genie2, G-560E, USA 
 

เครื่องดูดจ่ายสารปริมาณต่ า (micropipette) Pipetman®, Starter-kit, Gilson Co., Ltd., 
Middletown, USA 

กระดาษกรอง หมายเลข 4 (เส้นผ่านศูนย์กลาง 
90mm) 

Whatman®, UK 
 

เครื่องกวน (magnetic stirrer) OkWell, Pregress Technical Co., Ltd., 
Thailand 

ถาดอะคริลิค ขนาด 5 cm × 10 cm  
ตู้อบลมร้อน Binder ED/FD Binder GmbH, Tuttlingen, Germany 
เครื่องปั่นเหว่ียง Rotanta 460R Benchtop 
Centrifuge 

Hettich, Massachusettes, USA 
 

ขวดส าหรับปั่นเหว่ียง ขนาด 250 mL  Nalgene®, Thermo Fisher Scientific, USA 
ดิจิตอลไมโครมเิตอร์ (Absolute Digimatic 
Thickness Gauge) 

Mitutoyo Co., Ltd., Japan 
 

เครื่องปั๊มสุญญากาศ Gast Manufacturing Inc., Michigan, USA 
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3.1.3 อุปกรณ์ (ต่อ) 
รายการ ท่ีมา 
เครื่องเขย่า InnovaTM2000 New Brunswick Scientific Co., Inc., New 

Jersey, USA 
เครื่อง chroma meter CR-400 Minolta Co., Ltd., Japan 
เครื่อง Instron®5560 Series Table Model 
Testing System 

Instron, USA 

Field Emission Scanning Electron 
Microscope (FESEM-EDS 7610F) 

JEOL, Japan 

Fourier Transform Infrared (FT-IR) 
Spectrometer (PerkinElmer-Spectrum 
One) 

PerkinElmer, USA 

เตาอบอาหารรุ่น PL-6 Infrared food oven  
 

บริษัท กล้วยน้ าไท เทรดดิ้ง  กรุ๊ป จ ากัด , 
ประเทศไทย 

เครื่องผสมอาหาร รุ่น OF5K5SSWH  KitchenAid, Cambridgeshire, UK 
  
3.1.4 สารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อ   

รายการ ท่ีมา 
De Man Rogosa Sharpe (MRS) broth  Difco™, USA 
De Man Rogosa Sharpe (MRS) agar  Difco™, USA 
Tryptic soy broth (TSB) Difco™, USA 
Tryptic soy agar (TSA) Difco™, USA 
L-Cysteine hydrochloride monohydrate 
 

Himedia®, Himedia Laboratories Pvt. 
Ltd., India 

Bacteriological peptone BD Biosciences, Singapore 
Sodium chloride (NaCl) Carlo Erba Reagents SAS, Val de Reuil, 

France 
Magnesium sulphate pentahydrate 
(MgSO4·7H2O) 

Ajax Finechem Pty. Ltd., Australia 
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3.1.4 สารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อ (ต่อ) 
รายการ ท่ีมา 
Thiamine·HCl Ajax Finechem Pty. Ltd., Australia 
Disodium phosphate (Na2HPO4) 
(anhydrous) 

 

Monopotassium phosphate (KH2PO4)  
Ammonium chloride (NH4Cl)  
Calcium chloride (CaCl2)  

 

3.2 ขั้นตอนด าเนินงานวิจัย 

3.2.1 จุลินทรีย์และการเกบ็รักษา 

จุลินทรีย์ที่ใช้ในงานวิจัยนี้เป็นจุลินทรีย์ทางการค้าทั้งหมด ประกอบด้วย Lactobacillus 
paracasei, Lactobacillus casei-01 และ Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 น า
จุลินทรีย์ซึ่งอยู่ในรูปของเกล็ดแห้ง (freeze dried) มาเพาะเลี้ยงในหลอดบรรจุอาหารเหลว 
Lactobacilli de Man Rogosa Sharpe broth (Lactobacilli MRS broth) ปริมาตร 10 mL บ่มที่
อุณหภูมิ 37 ºC นาน 24 ช่ัวโมง ในบรรยากาศปกติ (ยกเว้น B. animalis subsp. lactis BB-12 ที่
ต้องเติม cysteine HCl ในอาหารเหลว MRS ที่ความเข้มข้น  0.05% (w/v) แล้วบ่มใน anaerobic 
jar ขนาด 2.5L ที่มีซอง AnaeroGen® ส าหรับปริมาตร 2.5 L และ anaerobic indicator) แล้ว
เตรียมจุลินทรีย์ส าหรับเก็บรักษาด้วยวิธีแช่เยือกแข็งโดยเติมกลีเซอรอลที่ปราศจากเช้ือ 30% ลงใน
หลอดอาหาร ผสมให้เข้ากันด้วย vortex mixer แล้วแบ่งบรรจุในหลอดขนาดเล็กที่ปราศจากเช้ือ 
ปริมาตร 1.0 mL ต่อหลอด เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -25 ºC จนกว่าจะใช้งาน 

จุลินทรีย์ E. coli ทั้งสามสายพันธ์ุที่ใช้เป็นตัวแทนของจุลินทรีย์ที่อยู่ในระบบทางเดินอาหาร 
น ามาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว tryptic soy broth (TSB) ปริมาตร 10 mL ที่อุณหภูมิ 37 ºC นาน 
24 ช่ัวโมง แล้ว streak บนอาหาร tryptic soy agar (TSA) slant  บ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC นาน 24 
ช่ัวโมง แล้วเก็บแบบแช่เย็นที่อุณหภูมิ 4 ºC จนกว่าจะน ามาใช้ทดลอง 
 ส าหรับวิธีการเตรียมอาหารส าหรับเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ทั้งหมดแสดงในภาคผนวก ข 
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3.2.2 การทดสอบความสามารถในการใช้พรีไบโอติกของโพรไบโอติก 

3.2.2.1 การเตรียมจุลนิทรีย ์

 เพาะเลี้ยงโพรไบโอติกที่เก็บรักษาโดยวิธีแช่เยือกแข็งในหลอดอาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 
mL บ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC นาน 18 ช่ัวโมง แล้ววัดค่า optical density (OD) ที่ความยาวคลื่น 600 
nm เทียบกราฟมาตรฐาน (standard curve) ดังแสดงในภาคผนวก ค4 เพื่อประเมินจ านวนจุลินทรีย์
เริ่มต้นส าหรับใช้ในการทดลอง ปรับให้มีความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นที่ 8 log CFU/mL ด้วยการ
เจือจางในอาหาร MRS broth ที่ปราศจากเช้ือ 
 ส าหรับ E. coli ทั้งสามสายพันธ์ุที่เก็บรักษาด้วยวิธีแช่เย็น น ามา streak ลงบนอาหาร TSA 
บ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC ในบรรยากาศปกติ นาน 24 ช่ัวโมง ใช้ลูปเข่ียโคโลนีเดี่ยวมาเพาะเลี้ยงในหลอด
อาหาร TSB 10 mL ที่อุณหภูมิ 37 ºC นาน 18 ช่ัวโมง แล้วถ่ายเช้ือ 1% (v/v) จากอาหาร TSB ลง
ในหลอดอาหาร M9 minimal medium ปริมาตร 10 mL แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC นาน 18 ช่ัวโมง  
วัดค่า OD เทียบกับกราฟมาตรฐาน (standard curve) ดังแสดงในภาคผนวก ค4 เพื่อประเมิน
จ านวนจุลินทรีย์เริ่มต้นส าหรับใช้ในการทดลอง ปรับให้มีความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นที่ 8 
logCFU/mL ด้วยการเจือจางในอาหาร TSB broth ที่ปราศจากเช้ือ แล้วน าจุลินทรีย์ E. coli ทั้งสาม
สายพันธ์ุมาผสมกันในอัตราส่วน 1:1:1 เรียกว่า enteric mixture 
 
3.2.2.2 การประเมนิค่า prebiotic activity score 

การประเมินค่า prebiotic activity score  ท าตามวิธีการของ Huebner et al. (2007) 
โดยเตรียมอาหารเหลว MRS และ M9 หลอดละ 10 mL ที่เติมคาร์โบไฮเดรตทดสอบทั้ง 6 ชนิด ให้
ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1% (w/v) โดยคิดจากน้ าหนักของกลูโคสหรือน้ าหนักของผลิตภัณฑ์
เช่นเดียวกันกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ (Huebner et al., 2007; Srisuvor et al., 2013; Thitiratsakul 
and Anprung, 2014) เพื่อประเมินศักยภาพของคู่พรีไบโอติกและโพรไบโอติกของผลิตภัณฑ์พรีไบ
โอติกทางการค้าโดยตรง เนื่องจากในงานวิจัยน้ีเมื่อน าไปประยุกต์ใช้ในสูตรฟิล์มจะใช้พรีไบโอติกในรูป
ของผลิตภัณฑ์ทางการค้าโดยตรงโดยไม่น าไปท าบริสุทธ์ิก่อน ซึ่งวิธีการท าก็สอดคล้องกันกับวิธีของ
งานวิจัยที่ศึกษาโดย (Huebner et al., 2007; Srisuvor et al., 2013; Thitiratsakul and 
Anprung, 2014) ทั้งนี้หากงานวิจัยในอนาคตต้องการหาคู่พรีไบโอติกที่บริสุทธ์ิกับโพรไบโอติกก็
สามารถน าผลิตภัณฑ์ทางการค้าทุกชนิดไปผ่านการท าให้บริสุทธ์ิก่อนและคัดเลือกคู่พรีไบโอติกและ
โพรไบโอติก ซับเสตรตที่ ใ ช้ในการทดลองนี้ ประกอบด้วยกลูโคส, Orafti®P95,  Orafti®HIS, 
Orafti®GR, Oligomate 55 และ KGM  แล้วเติมจุลินทรีย์โพรไบโอติกปริมาตร 0.1 mL หรือ 1% 
(v/v) ลงในหลอดอาหาร MRS และจุลินทรีย์  M9 ปริมาตร 10 mL ส าหรับการทดสอบที่เตรียมไว้
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ข้างต้น  โดยให้มีเซลล์เริ่มต้น 6.0 logCFU/mL ตรวจนับจ านวนจุลินทรีย์เริ่มต้นที่เวลา 0 ช่ัวโมง โดย
การท า serial dilution และใช้เทคนิค pour plate  จากนั้นน ามาบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC นาน 24 
ช่ัวโมง ภายใต้สภาวะไม่มีอากาศ (anaerobic condition) แล้วนับจ านวนจุลินทรีย์ ค านวณค่า 
prebiotic activity score (de Vos et al.) จากสมการที่ 3.1 
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โดย Px และ Pg เป็นค่าความหนาแน่นของเซลลโ์พรไบโอติก (CFU/mL) ในอาหารเหลว MRS 

ที่เติมคาร์โบไฮเดรตทดสอบชนิดต่างๆและอาหารเหลว MRS ที่เติมกลูโคส ตามล าดับ  
     Ex and Eg เป็นค่าความหนาแน่นของเซลล์ enteric mixture (CFU/mL) ในอาหาร

เหลว MRS ที่เติมคาร์โบไฮเดรตทดสอบชนิดต่างๆและอาหารเหลว MRS ที่เติมกลูโคส ตามล าดับ  
     ตัวเลขที่เป็นอักษรยก (superscript number) แสดงจุดเวลาที่เพาะเลี้ยงคือ ที่ 0 ช่ัวโมง 

และที่ 24 ช่ัวโมง 
น าข้อมูล prebiotic activity score ที่ค านวณได้ มาสร้างกราฟแท่งโดยมีแกนตั้งเป็นค่า 

prebiotic activity score และแกนนอนเป็นชนิดคาร์โบไฮเดรตทดสอบ น าข้อมูลมาวิเคราะห์ทาง
สถิติ  โดยการทดลองเป็นแบบแฟคทอเรียล (factorial design) ท าการทดลอง 3 ซ้ า วิเคราะห์ความ
แปรปรวนของข้อมูลโดยใช้ General Linear Model (GLM) และเปรียบเทียบความแตกต่างของ
ค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan’s new multiple range test (p < 0.05)  คัดเลือกคู่โพรไบโอติกและพรีไบ
โอติกที่มีค่า prebiotic activity score สูงที่สุดเพื่อใช้พัฒนาฟิล์มบริโภคได้ที่มีสมบัติเป็นซินไบโอ 
ติกต่อไป สรุปข้ันตอนการทดสอบได้ดังแสดงในภาพที่ 3.1 
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ภาพท่ี 3.1  สรุปข้ันตอนการทดสอบความสามารถในการใช้พรีไบโอติกของโพรไบโอติกด้วยการ
ค านวณค่า Prebiotic activity score 
3.2.3 การพัฒนาฟิล์มบริโภคได้จากกลูโคแมนแนนของผงบุกท่ีเติมโพรไบโอติกและพรไีบโอติก
ทางการคา้ 

3.2.3.1 การพัฒนาฟิล์ม  

เตรียมเซลล์โพรไบโอติกตามวิธีดัดแปลงจากงานวิจัยของ Odila Pereira et al. (2016) 
เลี้ยงโพรไบโอติกที่คัดเลือกจากข้อ 3.2.2  โดยปิเปตจุลินทรีย์โพรไบโอติก 1% (v/v) ลงในอาหาร
เหลว MRS ปริมาตร  150 mL แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง  เทจุลินทรีย์ใน
อาหารเหลวที่เพาะเลี้ยงได้ลงในขวดปั่นเหว่ียงปราศจากเช้ือ (sterile centrifuge bottle) แยกเซลล์
ออกจากอาหารเหลวด้วยการปั่นเหว่ียง (centrifugation) ที่ 3200xg นาน 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 ˚C 
แล้วล้างเซลล์ด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ที่มีความเข้มข้น 0.85% (w/v) 

เตรียมสารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์มปริมาตร 100 mL ตามวิธีของ Tripetch et al. (2016) 
กรณีที่มีการเติมพรีไบโอติกให้เติมพรีไบโอติกที่คัดเลือกจากข้อ 3.2.2  ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายใน
สารละลายเท่ากับ 1% (w/v)  แล้วเติมโพรไบโอติกให้ได้ค่าความหนาแน่นของเซลล์ในสารละลายข้ึน
รูปฟิล์มสุดท้ายเท่ากับ 9.0 logCFU/mL  (ค่าความเข้มข้นเริ่มต้นที่อ้างอิงจากงานวิจัยก่อนหน้านี้ 
(López de Lacey et al., 2012b; Odila Pereira et al., 2016; Romano et al., 2014) และ
จากการทดลองเบื้องต้นท าให้ทราบว่าการเตรียมสารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์มปริมาตร 100 mL ที่มี
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ค่าความหนาแน่นของเซลล์เท่ากับที่ระบุไว้ ต้องใช้เซลล์โพรไบโอติกที่แยกจากคัลเจอร์ปริมาตร
ประมาณ 100 - 150 mL)  แล้วเทสารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์ม (film forming solution หรือ FFS) 
ปริมาตร 20 mL บนถาดอะคริลิคที่มีพื้นที่ 50 cm2 (5 cm x 10 cm) แล้วอบที่อุณหภูมิ 40ºC นาน 
16 ช่ัวโมง เมื่อฟิล์มแห้งแล้วลอกแผ่นฟิล์มเก็บในตู้ควบคุมความช้ืนสัมพัทธ์เท่ากับ  55 ± 2% ที่
อุณหภูมิห้องเพื่อใช้ในการศึกษาต่อไป 
 
3.2.3.2 การตรวจวัดปริมาณโพรไบโอติกท่ีรอดชีวิตเมื่อผา่นกระบวนการขึ้นรปูฟิล์ม 

 เพื่อเปรียบเทียบการรอดชีวิตของโพรไบโอติกหลังจากผ่านการข้ึนรูปฟิล์มในข้อ 3.2.3.1 โดย
วิเคราะห์ตามวิธีการดังนี้ 

ก่อนข้ึนรูปฟิล์ม ปิเปตตัวอย่างจากสารสะลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์มที่เตรียมได้ปริมาตร 1 mL 
เพื่อนับจ านวนจุลินทรีย์ด้วยวิธี serial dilution และเทคนิค pour plate ในอาหารแข็ง MRS ตามวิธี
ของ Romano และคณะ (2014) 

หลังข้ึนรูปฟิล์ม ตัดแผ่นฟิล์มตัวอย่างพื้นที่ 2.5 cm2 (เทียบเท่ากับสารละลายส าหรับข้ึนรูป
ฟิล์มปริมาตร  1 mL) น ามาละลายในสารละลาย 0.85% NaCl + 0.1% peptone ปริมาตร 10 mL  
จากนั้นนับจ านวนจุลินทรีย์ด้วยวิธี serial dilution และเทคนิค pour plate บนอาหารแข็ง MRS  

ออกแบบการทดลองแบบ completely randomized design (CRD) ท าการทดลอง
ทั้งหมด 3 ซ้ า ค านวณปริมาณโพรไบโอติกที่มีชีวิตก่อนและหลังการข้ึนรูปฟิล์ม รายงานเป็นค่า log 
CFU/mL FFS และค านวณร้อยละการรอดชีวิตของโพรไบโอติก และเปรียบเทียบความแตกต่างของ
ค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan’s new multiple range test (p < 0.05)  แล้วคัดเลือกสูตรฟิล์มที่ให้ค่า
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสูงและมีความเหมาะสมต่อการพัฒนาเป็นฟิล์มซินไบโอติกเพื่อน าไปศึกษาใน
การทดลองต่อไป 
 

3.2.4 วิเคราะห์สมบัตขิองฟิล์ม 

 น าฟิล์มที่ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสูงและมีความเหมาะสมต่อการพัฒนาเป็นฟิล์มซิน
ไบโอติกที่คัดเลือกจากข้อที่ 3.2.3.2 มาวิเคราะห์สมบัติของฟิล์มตามวิธีที่แสดงในภาคผนวก  จ 
ประกอบด้วยความหนา สี ความโปร่งแสง ความต้านทานแรงดึงขาด การยืดตัวถึงจุดขาด สภาพซึม
ผ่านได้ของไอน้ า ความสามารถในการละลายน้ า ลักษณะพื้นผิวและภาคตัดขวาง และ Fourier 
transform infrared (FT-IR) spectra  
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3.2.5 ตรวจวัดปริมาณโพรไบโอติกท่ีรอดชีวิตในฟิล์มกลูโคแมนแนนระหว่างการเก็บรักษา 

 ตรวจวัดการรอดชีวิตของโพรไบโอติกในฟิล์มระหว่างการเก็บรักษาในรูปแบบแผ่นที่
อุณหภูมิห้องนาน 8 วัน โดยเก็บตัวอย่างในวันที่ 0, 1, 2, 3, 4, 6 และ 8 ตามวิธีที่ดัดแปลงจาก  
Soukoulis et al. (2014b) โดยน าฟิล์มขนาด 50 cm2 (เทียบเท่ากับสารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์ม
ปริมาตร 20 mL) ใส่ลงในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ที่มีความเข้มข้น 0.85% (w/v) ที่มีเปปโทน 
0.1% (w/v) ปริมาตร 90 มิลลิลิตร แล้วละลายด้วยการเขย่าที่อุณหภูมิห้อง นาน 1 ช่ัวโมง น า
สารละลายที่เตรียมได้ไปเจือจางแบบ serial dilution และนับจ านวนโคโลนีของจุลินทรีย์ด้วยเทคนิค
pour plate โดยใช้อาหารแข็ง MRS แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC นาน 72 ช่ัวโมง ค านวณจ านวน
จุลินทรีย์และรายงานผลในหน่วย log CFU/g ฟิล์ม  
 
3.2.6 การน าฟิล์มท่ีพัฒนาได้ไปใช้กับขนมปัง 

3.2.6.1 การเตรียมสารละลายส าหรับเคลือบขนมปัง 

เตรียมสารละลายส าหรับเคลือบขนมปังตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.2.3.1 แต่เติมเซลล์โพรไบโอ
ติกให้ได้ค่าความหนาแน่นของเซลล์ในสารละลายข้ึนรูปฟิล์มสุดท้ายประมาณ 10 logCFU/mL 

 
3.2.6.2 การเตรียมขนมปังเคลือบฟิล์ม 

เตรียมขนมปังตามสูตรพื้นฐานตามวิธีที่ดัดแปลงจาก Soukoulis et al. (2014b) โดยช่ัง
ส่วนประกอบดังนี้คิดตาม % (w/w) ของแป้งสาลี แป้งสาลี (100%), น้ า (62%), เกลือ (1.5%), 
ซูโครส (5%), ยีสต์ผงส าเร็จรปู (2%), เนยชนิดจืด (3%), แพ็ตโก้3 (0.5%) ผสมให้เข้ากันแล้วใช้เครื่อง
ผสมเพื่อผสมและนวดโดนาน 10 นาที วางโดในภาชนะที่คลุมด้วยผ้าขาวบางที่ช้ืน ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ  
40 ºC จนกระทั่งโดขยายตัวข้ึนเป็น 2 เท่า ใช้เวลาประมาณ 1 ช่ัวโมง จากนั้นแบ่งโดให้มีขนาด 50 g 
ต่อช้ิน ท าให้เป็นทรงกลมแล้ววางบนถาดอะลูมิเนียม น าเข้าเตาอบอาหารอินฟราเรดที่อุ่นไว้ปรับ
อุณหภูมิเป็น 180 ºC อบนาน 15 นาที ยกออกจากเตาอบแล้วพักให้เย็นลงบนตะแกรง ใช้แปรง
ซิลิโคนทาสารละลายฟิล์มเคลือบผิวขนมปังปริมาณ 1.00 ± 0.07 g ต่อช้ิน แล้วอบที่อุณหภูมิ 60 ºC  
นาน 25 นาที หลังจากอบแล้วปล่อยให้ขนมปังเย็นลงบนตะแกรง ช่ังน้ าหนักของขนมปังที่เตรียมได้ 
แล้วบรรจุในถุงพลาสติก ปิดปากถุงด้วยความร้อน เก็บขนมปังที่อุณหภูมิห้องในตู้ควบคุมความช้ืน
สัมพัทธ์ 55%  ข้ันตอนการน าฟิล์มบริโภคได้ที่มีสมบัติซินไบโอติกไปใช้ในขนมปังแสดงในภาพที่ 3.2 
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ภาพท่ี 3.2  ข้ันตอนน าฟิล์มบริโภคได้ที่มีสมบัติซินไบโอติกจากกลูโคแมนแนนของผงบุกไปใช้ใน 

ขนมปัง 
 

3.2.6.3 ศึกษาการรอดชีวิตโพรไบโอติกในฟิล์มเคลือบขนมปังระหว่างการเกบ็รักษา 

การตรวจจ านวนจุลินทรีย์เริ่มต้นในสารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์ม โดยละลายสารละลาย
ส าหรับข้ึนรูปฟิลม์ 1 กรัม ในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ เข้มข้น 0.85% (w/v) โซเดียมคลอไรด์ที่มีเป
ปโทน เข้มข้น 0.1% (w/v) ปริมาตร 9 mL แล้วผสมให้เข้ากัน   ส าหรับการตรวจวัดการรอดชีวิตโพร
ไบโอติกในฟิล์มที่เคลือบขนมปังระหว่างการเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง นาน 7 วัน โดยเก็บตัวอย่างใน
วันที่ 0, 3, 5 และ 7 ตามวิธีของ Soukoulis et al. (2014) (Soukoulis et al., 2014b) ที่มีการ
เปลี่ยนแปลงวิธีเล็กน้อย โดยน าผิวขนมปังที่มีฟิล์มเคลือบใส่ลงในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ที่มีความ
เข้มข้น 0.85% (w/v) ที่มีเปปโทน  0.1% (w/v) ปริมาตร 90 mL แล้วละลายด้วยการเขย่าที่
อุณหภูมิห้อง นาน 1 ช่ัวโมง น าสารละลายไปเจือจางแบบ serial dilution และนับจ านวนโคโลนี
จุลินทรีย์ด้วยเทคนิค pour plate โดยใช้อาหารแข็ง MRS แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC นาน 72 ช่ัวโมง 
ค านวณจ านวนจุลินทรีย์และรายงานผลในหน่วย log CFU/ช้ิน  

เก็บข้อมูลสีของผิวขนมปังที่เคลือบด้วยสารละลายฟิล์มสูตรต่างๆเปรียบเทียบกับ control 
ซึ่งเป็นผิวขนมปังที่ไม่ได้เคลือบด้วยฟิล์มในวันที่ 0 และเก็บข้อมูล water activity (aw) ของขนมปัง
โดยใช้ water activity meter และประเมินความพึงพอใจของผู้บริโภคเบื้องต้นต่อลักษณะปรากฏ
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และกลิ่นของผลิตภัณฑ์ โดยใช้วิธีการทดสอบแบบ 9-point hedonic scale มีบุคคลร่วมทดสอบที่
ไม่ได้ผ่านการฝึกฝนจ านวน 14 คน 
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บทท่ี 4  
ผลและวิจารณ์การทดลอง 

4.1 การทดสอบความสามารถในการใช้พรีไบโอติกของโพรไบโอติก 

การวิจัยข้ันตอนนีม้ีวัตถุประสงค์เพื่อคัดเลือกคู่โพรไบโอติกและพรไีบโอติกที่เหมาะสมส าหรับ
ใช้ผลิตฟิล์มที่มีสมบัติซินไบโอติกต่อไป ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องวิเคราะห์ศักยภาพการเป็นพรีไบโอติกของ
คาร์โบไฮเดรตเพื่อทดสอบการส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์แต่ละสายพันธ์ุเชิงปริมาณ โดยน ามา
เปรียบเทียบและคัดเลือกคู่โพรไบโอติกและพรีไบโอติกที่เหมาะสมส าหรับใช้ผลิตฟิล์มที่มีสมบัติซิน
ไบโอติก ในงานวิจัยนี้ใช้การเปรียบเทียบค่า prebiotic activity score  โดยตรวจสอบการใช้พรีไบ
โอติกทางการค้าและกลูโคแมนแนนจากผงบุกของจุลินทรีย์โพรไบโอติก เปรียบเทียบกับการใช้กลูโคส
ซึ่งเป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เป็นแหลง่พลังงานให้กบัจลุินทรีย์โดยทั่วไป และเปรียบเทียบกับการเจรญิ
ของจุลินทรีย์ enteric mixture  ด้วยการติดตามการเพิ่มจ านวนของจุลินทรีย์จากค่าความหนาแน่น
ของเซลล์ในอาหารทดสอบที่เวลา 0 ช่ัวโมงและ 24 ช่ัวโมง แล้วน ามาค านวณค่า prebiotic activity 
score 

เมื่อพิจารณาความหนาแน่นของเซลล์ที่เพิ่มข้ึนของโพรไบโอติกทั้งสามสายพันธ์ุและจุลินทรีย์ 
enteric mixture  หลังการเพาะเลี้ยงนาน 24 ช่ัวโมง (ตารางที่ 4.1) ซึ่งโพรไบโอติกและ enteric 
mixture อยู่ในการเจริญระยะ stationary phase ของกราฟการเจริญ (ตัวอย่างกราฟแสดงใน
ภาคผนวก ก) ซึ่งเป็นระยะที่จุลินทรีย์มีจ านวนสูงที่สุดและน ามาเปรียบเทียบการเจริญระหว่างกันได้ 
พบว่าโพรไบโอติกมีอัตราการเจริญมากกว่าจุลินทรีย์ enteric mixture  จ านวนเซลล์เริ่มต้นของโพร
ไบโอติกที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว MRS ที่เติมคาร์โบไฮเดรตทดสอบแต่ละชนิดไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญ (p>0.05) มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ  6.31 ± 0.16 log CFU/mL  หลังจากบ่มนาน 24 ช่ัวโมงโพร
ไบโอติกสามารถเพิ่มจ านวนได้จนมีความหนาแน่นของเซลล์เฉลี่ย 9.35 ± 0.19 log CFU/mL หรือ
กล่าวได้ว่ามีการเพิ่มข้ึนของความหนาแน่นของเซลล์เฉลี่ยเท่ากับ 3.04 ± 0.20 log CFU/mL ส าหรับ
การเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ enteric mixture ในอาหารเหลว M9 ที่เติมคาร์โบไฮเดรตทดสอบมีจ านวน
เซลล์เริ่มต้นที่เวลา 0 ช่ัวโมงในอาหารทดสอบแต่ละชนิดไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p>0.05) 
โดยมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 6.60 ± 0.07 log CFU/mL แล้วเพิ่มจ านวนได้จนมีความหนาแน่นของเซลล์ใน
อาหารเหลวมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 8.52 ± 0.26 log CFU/mL มีการเพิ่มข้ึนของความหนาแน่นของเซลล์ 
enteric mixture เฉลี่ยเท่ากับ 1.92 ± 0.26 log CFU/mL หลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 24 
ช่ัวโมง 
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ข้อมูลความหนาแน่นของเซลล์ที่เพิ่มข้ึนในตารางที่ 4.2 แสดงให้เห็นว่าพรีไบโอติกทางการค้า
ทั้ง 3 ชนิดและกลูโคแมนแนนของผงบุกมีศักยภาพในการส่งเสริมการเจริญของโพรไบโอติกได้
เทียบเท่ากับกลูโคส และในบางกรณีให้ผลดีกว่ากลูโคสดังสองตัวอย่างต่อไปนี้ ตัวอย่างแรก 
Oligomate®55N ที่ท าให้ L. casei-01 มีจ านวนเพิ่มข้ึน 3.33 ± 0.17 log CFU/mL อีกตัวอย่างคือ
กลูโคแมนแนนของผงบุกที่ท าให้ความหนาแน่นของ L. paracasei เพิ่มข้ึนเท่ากับ 3.25 ± 0.07 log 
CFU/mL ซึ่งความสามารถของคาร์โบไฮเดรตทดสอบในการส่งเสริมการเจริญของโพรไบโอติกได้ดี
เทียบเท่าหรือดีกว่ากลูโคสเป็นหนึ่งในสมบัติที่พรีไบโอติกต้องมี จุลินทรีย์โดยทั่วไปสามารถใช้กลูโคส
เป็นแหล่งพลังงานส าหรบัการเจริญได้เนื่องจากมเีอนไซมแ์ต่ส าหรบัพรีไบโอติกนั้นมีเฉพาะโพรไบโอติก
เท่านั้นที่สามารถหมักเพื่อใช้เป็นพลังงานจากพรีไบโอติกในการเจริญได้  

เมื่อเปรียบเทียบความหนาแน่นของเซลล์โพรไบโอติกที่เพิ่มข้ึนหลังการเพาะเลี้ยงนาน 24 
ช่ัวโมงแยกตามสายพันธ์ุ (ตารางที่ 4.2) ปรากฏว่ามี 2 สายพันธ์ุที่ให้ค่าความหนาแน่นของเซลล์
เพิ่มข้ึนสูงกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีกลูโคส ได้แก่ L. casei-01 และ L. 
paracasei  ในขณะที่สายพันธ์ุ B. animalis subsp. lactis-BB12 ไม่ให้ผลการเจริญที่แตกต่างจาก
การเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมกลูโคส  

เมื่อเปรียบเทียบความหนาแน่นของเซลล์โพรไบโอติกที่เพิ่มข้ึนหลังการเพาะเลี้ยงนาน 24 
ช่ัวโมงแยกตามชนิดคาร์โบไฮเดรตที่เติมลงในอาหารเหลว MRS (ตารางที่ 4.2) พบว่า L. casei มี
ความสามารถในการใช้พรีไบโอติกทางการค้าได้ดีหลายชนิด เห็นได้จากมีการเพิ่มจ านวนเซลล์ได้สูง
กว่า L. paracasei และ B. animalis subsp. lactis BB-12 อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) เมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่เติมคาร์โบไฮเดรตทุกชนิดที่ใช้ทดสอบ ยกเว้นอาหารเหลวที่เติมอินูลิน 
(Orafti®HSI)  ที่ส่งเสริมการเจริญของ L. casei-01 และ L. paracasei ได้ไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญ โดยช่วยให้ความหนาแน่นของเซลล์เพิ่มข้ึนเท่ากับ 3.12 ± 0.17 log CFU/mL และ 3.12 
± 0.10 log CFU/mL ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบว่ากรณีของอาหารเหลวที่เติมกลูโคแมนแนนจาก
ผงบุกสามารถส่งเสริมการเจริญของ L. paracasei ได้ดีกว่า L. casei-01 โดยท าให้ความหนาแน่น
ของเซลล์เพิ่มข้ึนเท่ากับ  3.25 ± 0.07 log CFU/mL และ 3.06 ± 0.12 log CFU/mL ตามล าดับ  
(p < 0.05)  

ผลการเจริญของโพรไบโอติกที่กล่าวมาข้างต้นสนับสนุนงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่แสดงให้เห็นว่า
โพรไบโอติกมีกลไกในการน าพรี ไบโอติกเ ข้าสู่ เ ซลล์และมียีนสร้างเอนไซม์ส าหรับ ใช้ใน 
แคแทบอลิซึมของพรีไบโอติก (Andersen et al., 2017; Pokusaeva et al., 2011; Saulnier et 
al., 2007; Thongaram et al., 2017) ความแตกต่างกันทั้งในแง่ของชนิดพรีไบโอติกและ
ความสามารถในการใช้พรีไบโอติกของโพรไบโอติกทั้งสามสายพันธ์ุอาจมาจากการมีระบบการใช้และ
ควบคุมการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการใช้คาร์โบไฮเดรตในรูปแบบเฉพาะของเซลล์แต่ละสาย
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พันธ์ุ Thongaram et al. (2017) พบว่ากาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์เป็นพรีไบโอติกที่มีศักยภาพใน
การ ส่งเสริมการเจริญของ Lactobacillus spp. (lactogenic prebiotics) และ Bifidobacterium 
spp. (bifidogenic prebiotics) แต่การใช้กาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ข้ึนอยู่กับสายพันธ์ุ  

นอกจากนี้การศึกษากลไกการขนส่งและเมแทบอลิซึมของพรีไบโอติกในระดับเซลล์และ
โมเลกุลก็ยืนยันเช่นเดียวกัน (Andersen et al., 2017) โดยพบว่า  L. acidophilus NCFM มีการ
แสดงออกมากข้ึน(up-regulation) ของยีนสร้างโปรตีนที่ท าหน้าที่ใน phosphoenolpyruvate-
dependent sugar phosphotransferase system (PTS) เพื่อขนส่งไดแซ็กคาไรด์  ยีนสร้าง 
galactoside-pentoside-hexuronide permeases (GPH) กับ ATP-binding cassette (ABC) 
transporter เพื่อขนส่งโอลิโกแซ็กคาไรด์ และยีนสร้างเอนไซม์ glycoside hydrolase (GH) หลาย
ชนิดเพื่อท างานร่วมกันกับโปรตีนขนส่งพรีไบโอติกเข้าสู่เซลล์ เช่น GH1, GH2, GH4, GH13, GH32, 
GH36, GH42 และ GH65 ในขณะที่ B. animalis subsp. lactis Bl-04 มีระบบที่แตกต่างไป โดยใช้ 
major facilitator superfamily (MFS) permeases และ GPH ส าหรับการขนสง่ไดแซ็กคาไรด์ ส่วน 
ABC transporter ท าหน้าที่หลักในการขนส่งโอลิโกแซ็กคาไรด์เข้าสู่เซลล์ โดยโปรตีนขนส่งเหล่านี้
ท างานร่วมกับ GH หลายกลุ่ม ได้แก่ 1, 2, 13, 36, 42, 43 และ 77 โดย GH2 และ GH42 เป็นกลุ่ม
ของเอนไซม์  ß-galactosidase ซึ่งใช้ในเมแทบอลิซึมกาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์และ GH32 เป็น
กลุ่มเอนไซม์ที่ใช้ในเมแทบอลิซึมของฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (Andersen et al., 2017) ดังนั้น
เป็นไปได้ว่าโพรไบโอติกทั้งสามสายพันธ์ุที่ใช้ในการทดลองนี้มียีนสร้างโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการใช้ 
พรีไบโอติกทางการค้าที่ใช้ทดสอบ 

ส าหรับข้อมูลการเจริญของจุลินทรีย์ enteric mixture ในอาหารเหลว M9 ที่เติม
คาร์โบไฮเดรตแตกต่างกันหลังจากเพาะเลี้ยงนาน 24 ช่ัวโมงแสดงในตารางที่ 4.2 พบว่าหลังการ
เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมกลูโคสให้ค่าความหนาแน่นของเซลล์ที่เพิ่มข้ึนเท่ากับ 2.04±0.19 log 
CFU/mL ซึ่งมีค่าน้อยกว่าความหนาแน่นของเซลล์โพรไบโอติกที่เพิ่มข้ึนในอาหารทุกชนิด (p<0.05) 
ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคล้องกันกับผลการวิจัยก่อนหน้านี้ซึ่งได้รายงานว่าความหนาแน่นของเซลล์
แบคทีเรีย enteric mixture มีค่าเพิ่มข้ึนเท่ากับ 1.94 ± 0.11 log CFU/mL ในอาหาร M9 ที่เติม
กลูโคส ผลการวิจัยที่ผ่านมาช้ีให้เห็นว่าประสิทธิภาพการใช้กลูโคสของจุลินทรีย์ข้ึนอยู่กับสายพันธ์ุ 
จุลินทรีย์ enteric bacteria อาจมีความสามารถในการใช้กลูโคสได้ต่ ากว่าโพรไบโอติกบางชนิด หรือ
โพรไบโอติกบางชนิดอาจใช้กลูโคสเพือ่การเจริญได้ไม่ดีเท่า enteric bacteria  นอกจากนี้ยังสังเกตได้
ว่าความหนาแน่นของเซลล์ enteric mixture ที่เพิ่มข้ึนในอาหาร M9 ที่เติมอินูลิน Orafti®GR, อินูลิน 
Orafti®HSI  และกลูโคแมนแนนของผงบุก มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 1.58 ± 0.14 log CFU/mL, 1.86 ± 
0.15 log CFU/mLและ 1.74 ± 0.14 log CFU/mL ตามล าดับ มีค่าน้อยกว่าการเจริญเมื่อเพาะเลี้ยง
จุลินทรีย์ enteric mixture ในอาหารที่เติมกลูโคส แสดงว่าพรีไบโอติกสามชนิดนี้มีความจ าเพาะต่อ
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โพรไบโอติกมากกว่าคาร์โบไฮเดรตทดสอบชนิดอื่นที่ใช้ในงานวิจัยนี้  ความจ าเพาะแสดงถึงสมบัติ
ของพรีไบโอติกที่ไม่สามารถเกิดการหมักได้โดยจุลินทรีย์อื่นซึ่งเป็นอีกหนึ่งสมบัติที่พรีไบโอติกต้องมี 

ดังนั้น ศักยภาพของพรีไบโอติกจึงไม่สามารถพิจารณาได้จากข้อมูลความสามารถของ
คาร์โบไฮเดรตทดสอบแต่ละชนิดในการส่งเสริมการเจริญของโพรไบโอติกเพียงอย่างเดียว แต่จะต้อง
พิจารณาข้อมูลการเจริญของ enteric mixture ซึ่งเป็นข้อมูลแสดงความจ าเพาะควบคู่ไปด้วย ความ
เป็นไปได้ที่คาร์โบไฮเดรตชนิดหนึ่งจะมีศักยภาพในการเป็นพรีไบโอติกสูงเมื่อคาร์โบไฮเดรตนั้นช่วยให้
โพรไบโอติกเจริญได้ดีกว่ากลูโคสและไม่สามารถถูกน าไปใช้ในการเจริญได้ดีเท่ากลูโคสโดยจุลินทรีย์ 
enteric mixture งานวิจัยนี้จึงใช้ค่า prebiotic activity score ซึ่งใช้ข้อมูลทั้งสองด้านพิจารณา
ร่วมกัน วิธีนี้สะดวกและใช้เวลาน้อย สามารถเปรียบเทียบสมบัติการเป็นพรีไบโอติกโดยผ่านการเจริญ
ของจุลินทรีย์โพรไบโอติกในพรีไบโอติกเทียบกับในกลูโคสและเทียบกับการเจริญของจุลินทรีย์ 
enteric mixture ในพรีไบโอติกและกลูโคสผา่นการทดลอง in vitro โดยไม่จ าเป็นต้องตรวจสอบการ
เจริญของจุลินทรีย์ผ่านตัวอย่างกากอาหารในล าไส้  ท าให้ทราบสมบัติการเป็นพรีไบโอติกของสาร
ทดสอบและน าไปใช้กับจุลนิทรยี์โพรไบโอติกทีต่้องการได้อย่างรวดเร็วเพือ่การพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหาร
ที่มีสมบัติซินไบโอติก (Huebner et al., 2007) 
 

 
ภาพท่ี 4.1   Prebiotic activity score ของจุลินทรีย์โพรไบโอติกสามสายพันธ์ุที่เลี้ยงในอาหารเหลว 

MRS ที่เติมคาร์โบไฮเดรตทดสอบ 
 
จากค่า prebiotic activity score ของคู่โพรไบโอติกและพรีไบโอติกทั้งหมดที่แสดงในภาพที่ 

4.1 และตารางที่ ก5.1 (ภาคผนวก ก5) แสดงให้เห็นว่าค่าของ prebiotic activity score ของ
คาร์โบไฮเดรตทดสอบแต่ละชนิดที่ค านวณได้ทั้งหมดมคีวามผันแปรแตกต่างกัน และยังแสดงให้เห็นว่า
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โพรไบโอติกแต่ละสายพันธ์ุมีความสามารถในการใช้พรีไบโอติกมากกว่าหนึ่งชนิด เนื่องจาก
ความสามารถในการใช้พรีไบโอติกข้ึนอยู่กับสายพันธ์ุจุลินทรีย์ แม้ เป็นจุลินทรีย์สปีชีส์เดียวกัน
เพาะเลี้ยงในอาหารที่เสริมพรีไบโอติกชนิดเดียวกันแต่ต่างสายพันธ์ุกันก็ให้ค่า prebiotic activity 
score ที่แตกต่างกันด้วย (Huebner et al., 2007) ส่วนค่า prebiotic activity score ของ L. 
casei-01 และ L. paracaseiแตกต่างกันน้ันเนื่องจากจลุินทรยี์กลุม่ Lactobacillus spp. มีเมแทบอ
ลิซึมหลากหลายแม้จะเป็นจุลินทรีย์กลุ่มเดียวกันหรือสปีชีส์เดียวกันก็ตามซึ่งสอดคล้องกับผลการ
ทดลองของงานวิจัยก่อนหน้านี้ โดยความแตกต่างนี้เป็นผลมาจากระบบขนส่งและไฮโดรไลซิสของพ
รีไบโอติกที่แตกต่างกันเนื่องมาจากยีนที่เกี่ยวข้องที่อาจปรากฏหรือไม่ปรากฏในสายพันธ์ุที่แตกต่างกัน
ดังที่ได้กล่าวไปแล้วในตอนต้น 

ส าหรับงานวิจัยนี้พบว่าคู่ของโพรไบโอติก L. casei กับพรีไบโอติก Orafti®GR  เป็นคู่ซิน
ไบโอติกที่มีศักยภาพสูงที่สุด และพรีไบโอติกทดสอบทุกชนิดสามารถส่งเสริมการเจริญของ L. casei-
01 ได้อย่างจ าเพาะด้วย โดยค่าเฉลี่ย prebiotic activity score ของคู่ L. casei กับ Orafti®GR  มี
ค่าเท่ากับ 0.29 ซึ่งเป็นค่าที่สูงที่สุดและแตกต่างจากค่าเฉลี่ยที่ได้จากคู่โพรไบโอติกและพรีไบโอติกอื่น
อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) มีค่าสูงเกือบสองเท่าของกลุ่ม prebiotic activity score ที่มีอันดับ
รองลงมาเป็นที่สอง ได้แก่ คู่ของ L. casei กับกลูโคแมนแนนของผงบุก, L. paracasei กับกลูโค
แมนแนนของผงบุก, B. animalis subsp. lactis BB-12 กับกลูโคแมนแนนของผงบุก, L. casei กับ 
Orafti®HSI, L. paracasei กับ Orafti®GR และ B. animalis subsp. lactis BB-12 กับ Orafti®GR 
(0.16, 0.18, 0.14, 0.12, 0.16, 0.18 ตามล าดับ)  และยังพบว่าโพรไบโอติกทางการค้าทุกชนิด
รวมทั้งกลูโคแมนแนนจากผงบุกที่ใช้ในการทดสอบให้ค่า prebiotic activity score เป็นบวกทั้งหมด
เมื่อเข้าคู่กับ L. casei-01 แสดงว่าโพรไบโอติกชนิดนี้สามารถใช้พรีไบโอติกได้หลายชนิดรวมทั้งกลูโค
แมนแนนของผงบุกซึ่งเป็นพอลิเมอร์ส าหรับข้ึนรูปฟิล์ม 

งานวิจัยน้ียังพบว่ากลูโคแมนแนนของผงบุกมีศักยภาพในการเป็นพรีไบโอติกต่อโพรไบโอติก
ทั้งสามสายพันธ์ุ เนื่องจากให้ค่า prebiotic activity score ที่เป็นบวกและจัดอยู่ในกลุ่มคู่โพรไบโอ
ติก-พรีไบโอติกที่ให้ค่าสูงเป็นอันดับสอง โดยเมื่อจับคู่กับ L. casei-01, L. paracasei และ  
B. animalis subsp. lactis BB-12 ให้ค่า prebiotic activity score เท่ากับ 0.16, 0.18 และ 0.14 
ตามล าดับ ให้ผลสนับสนุนงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่รายงานว่ากลูโคแมนแนนของผงบุกมีศักยภาพในการ
เป็นพรีไบโอติก จากโครงสร้างของกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เป็น ß-mannan (Behera and Ray, 
2016a) ซึ่งเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ที่ร่างกายมนุษย์ไม่สามารถย่อยได้ แต่จุลินทรีย์ประจ าถ่ินในล าไส้ใหญ่
มีแคแทบอลิซึมที่ช่วยให้สามารถย่อยพอลิแซ็กคาไรด์กลุ่มนี้ได้ เช่น Bifidobacterium spp. โดยการ
ท างานของเอนไซม์ ß-mannanases ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่ม glycoside hydrolase (GH) families 5, 26 
และ 113  งานวิจัยของ Morrill et al. (2015) พบ GH5 mannanase (BlMan5_8) ใน  
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B. animalis subsp. lactis Bl-04 ซึ่ง conserved ในสายพันธ์ุจุลินทรีย์ในกลุ่ม B. animalis 
subsp. lactis จึงเป็นไปได้ว่าจุลินทรีย์โพรไบโอติกในการทดลองนี้ซึ่งประกอบด้วย B. animalis 
subsp. lactis BB-12, L. casei-01 และ L. paracasei สามารถสร้างเอนไซม์เพื่อย่อยกลูโคแมน
แนนได้เช่นเดียวกันกับ B. animalis subsp. lactis Bl-04 

คู่โพรไบโอติก-พรีไบโอติกที่ให้ค่า prebiotic activity score ที่เป็นลบ พบในกรณีของการ
จับคู่ระหว่างโพรไบโอติก L. paracasei หรือ B. animalis subsp. lactis BB-12 กับพรีไบโอติก  
Orafti®P95 หรือ Oligomate®55N ค่า prebiotic activity score ที่มีค่าน้อยหรือติดลบเนื่องจาก
จุลินทรีย์โพรไบโอติกที่ทดสอบเจริญได้ดีน้อยกว่าในอาหารที่เติมพรีไบโอติกบุกเมื่อเทียบกับการเจริญ
ของจุลินทรีย์โพรไบโอติกในอาหารที่เติมกลูโคส หรือจุลินทรีย์โพรไบโอติกมีการเจริญได้น้อยกว่าใน
อาหารที่เติมพรีไบโอติกเมื่อเทียบกับการเจริญของจุลินทรีย์ enteric mixture ในอาหารที่เติมพรีไบ
โอติก กรณีที่ enteric mixture สามารถเจริญในอาหารที่เติม Oligomate®55N และ Orafti®P95 
ซึ่งเป็นโอลิโกแซ็กคาไรด์จากผลิตภัณฑ์ทางการค้าได้ เนื่องจากผลิตภัณฑ์มีความบริสุทธ์ของโอลิ
โกแซ็กคาไรด์เท่ากับ 55% และ 93.2% ส่วนที่เหลือมีน้ าตาลชนิดอื่นที่เจือปนอยู่ เช่น กลูโคส แลค
โตส ซูโครส ซึ่งถูกหมักได้โดย enteric mixture และน าไปใช้ในการเจริญได้ 
 อย่างไรก็ตามค่า prebiotic activity score ที่ค านวณตามวิธีการของ Huebner et al. 
(2007) ที่ใช้ในงานวิจัยนี้และงานวิจัยอื่นๆ (Sangwan et al., 2014; Srisuvor et al., 2013; 
Thitiratsakul and Anprung, 2014) เป็นค่าที่ค านวณได้จากการเจริญของจุลินทรีย์โพรไบโอติกและ 
enteric mixture ที่เพาะเลี้ยงแยกกันในหลอดทดลอง สภาวะเช่นนี้มีความแตกต่างจากสภาวะ
ภายในล าไส้ใหญ่ของมนุษย์ที่มีจุลินทรีย์ทั้งสองชนิดเจริญร่วมกันซึ่งอาจมีการยับยั้งการเจริญของ 
enteric mixture เนื่องจากระหว่างการหมักพรีไบโอติกโดยโพรไบโอติก จะเกิดการสร้างกรดอินทรีย์
หลายชนิดรวมทั้งกรดแลคติก  Ahn et al. (2002) รายงานว่าการเพาะเลี้ยง L. acidophilus PF01 
ร่วมกับ E. coli K88 และ E. coli K99 ส่งผลให้เกิดการยั้บยั้งการเจริญของ E. coli ทั้งสองสายพันธ์ุ 
เมื่อค่า pH ของอาหารเหลว MRS ลดลงจากค่าเริ่มต้นประมาณ 6.5 เป็นประมาณ 4.5 กรณีเช่นที่
ยกตัวอย่างนี้อาจมีผลให้ค่า prebiotic activity score เปลี่ยนไปและได้ค่าที่ใกล้เคียงความเป็นจริง
มากขึ้น 

จากผลการวิจัยในข้ันตอนน้ี หากพิจารณาถึงการน าไปพัฒนาเป็นฟิล์มซึ่งต้องมีส่วนที่เป็นพอ
ลิเมอร์ส าหรับข้ึนรูปฟิล์มและส่วนที่เป็นคู่ซินไบโอติก ในการเลือกคู่ซินไบโอติกที่จะน าไปใช้ในการ
ทดลองในข้ันต่อไปจึงพิจารณาดังนี้ 

พิจารณาคู่ซินไบโอติกเป็นเกณฑ์ สามารถสรุปได้ว่าคู่ของโพรไบโอติก L. casei-01 กับพรีไบ
โอติก Orafti®GR เป็นคู่ซินไบโอติกที่มีความเหมาะสมในการน าไปใช้ในข้ันตอนต่อไปเพื่อพัฒนาเป็น
ฟิล์มบริโภคได้ เป็นไปได้ว่าหากบริโภคฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม  L. casei-01 กับ 
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Orafti®GR ซึ่งเป็นคู่ซินไบโอติกที่มีศักยภาพสูงจะช่วยให้โพรไบโอติกชนิดนี้อยู่รอดและเพิ่มจ านวนได้
ในล าไส้ใหญ่ เพราะนอกจากจะมีความสามารถในการใช้กลูโคแมนแนนของผงบุกและ Orafti®GR 
ที่มาพร้อมกับฟิล์มได้ดีแล้ว ยังมีความสามารถใช้พรีไบโอติกชนิดอื่นๆที่อาจเป็นส่วนประกอบของ
อาหารตามธรรมชาติด้วย 
 พิจารณากลูโคแมนแนนของผงบุกซึ่งเป็นพอลิเมอร์ส าหรับข้ึนรูปฟิล์มเป็นเกณฑ์ พบว่าคู่ของ
โพรไบโอติก L. paracasei กับกลูโคแมนแนนของผงบุกมีความน่าสนใจในการน าไปใช้พัฒนาเป็น
ฟิล์มบริโภคได้เช่นกัน เนื่องจาก L. paracasei สามารถใช้กลูโคแมนแนนของผงบุกเพื่อการเจริญได้
ดีกว่าโพรไบโอติกอีกสองสายพันธ์ุที่เหลืออย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) โดยให้ค่า prebiotic activity 
score เท่ากับ 0.18 ซึ่งมีค่าสูงสุดในกลุ่มของอาหารที่เสริมกลูโคแมนแนนของผงบุก นอกจากนี้  
L. paracasei ยังสามารถใช้พรีไบโอติกชนิดอื่นเพื่อการเจริญได้ด้วย ความสามารถเหล่าน้ีอาจช่วยให้ 
L. paracasei มีการอยู่รอดและเพิ่มจ านวนได้ดีเช่นเดียวกับกรณีของ L. casei-01 
 ดังนั้น โพรไบโอติกที่คัดเลือกเพื่อน าไปใช้ในการทดลองข้ันต่อไปมี 2 สายพันธ์ุ ได้แก่  
L. casei-01 และ L. paracasei และคาร์โบไฮเดรตมี 2 ชนิด ได้แก่ Orafti®GR และกลูโคแมนแนน 
ของผงบุก 
 
4.2 การพัฒนาฟิล์มบรโิภคได้จากผงบุกกลูโคแมนแนนท่ีเติมโพรไบโอติกและพรีไบโอติกทาง
การค้า 

4.2.1 การตรวจวัดปริมาณโพรไบโอติกท่ีรอดชีวิตเมื่อผา่นกระบวนการขึ้นรูปฟิลม์ 

เนื่องจากกระบวนการข้ึนรูปฟิล์มในงานวิจัยนี้อาศัยการระเหยของน้ าออกจากสารละลาย

ส าหรับข้ึนรูปฟิล์มภายใต้อุณหภูมิ 40 ◦C เป็นระยะเวลานาน สภาวะดังกล่าวอาจก่อให้เกิด
ความเครียดและส่งผลให้จุลินทรีย์ลดจ านวนลง ข้ันตอนนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบการมีชีวิต
ของโพรไบโอติกก่อนและหลังกระบวนการข้ึนรูปฟิล์มด้วยการท าแห้งและตรวจสอบผลของการเติม 
พรีไบโอติกต่อการรอดชีวิตของโพรไบโอติกเมื่อผ่านกระบวนการข้ึนรูปฟิล์ม โดยใช้จุลินทรีย์และ  
คาร์ไฮเดรตที่คัดเลือกจากข้อที่ 4.1 เตรียมฟิล์มทั้งหมด 4 สูตร ผลการวิจัยแสดงในภาพที่ 4.2 และ
ตารางที่ ง1.1 (ภาคผนวก ง) แสดงให้เห็นว่ากระบวนการข้ึนรูปฟิล์มและการเติมพรีไบโอติกมีผลให้
การมีชีวิตของจุลินทรีย์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ โดยสูตรฟิล์มที่มีปริมาณจุลินทรีย์ที่มีชีวิตเหลืออยู่หลัง
ผ่านกระบวนการข้ึนรูปฟิล์มมากที่สุด คือ ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติมเฉพาะ L. casei-01  
(p <0.05) 
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ภาพที่ 4.2 และตารางที่ ง1.1 (ภาคผนวก ง) แสดงปริมาณจุลินทรีย์ที่มีชีวิตในสารละลาย
ส าหรับข้ึนรูปฟิลม์และในฟิล์มหลงักระบวนการข้ึนรปูด้วยการท าแห้ง และเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ
โพรไบโอติกในฟิล์มทั้ง 4 สูตร พบว่ากระบวนการข้ึนรูปฟิล์มที่ใช้ในการทดลองนี้ท าให้การรอดชีวิต
ของฟิล์มลดลงประมาณ 1.7-2.0 log CFU/mL (ยกเว้นฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติมทั้ง L. 
paracasei และ Orafti®GR (KGM/LPC/GR)) โดยฟิล์มกลูโคแมนแนนที่ เติม L. casei-01 
(KGM/LC) มีการลดลงของเซลลท์ี่มชีีวิตน้อยที่สุด (ประมาณ 1.7 log CFU/mL) และมีเปอร์เซน็ต์การ
รอดชีวิตสูงสุด (81.38%) เมื่อเปรียบเทียบกับฟิล์มสูตรอื่น เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ L. casei-01 
ในฟิล์มที่เติม Orafti®GR (KGM/LC/GR) และเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ L. paracasei ในฟิล์ม
กลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติมเฉพาะ L. paracasei (KGM/LPC) ซึ่งมีค่าไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญ (p < 0.05) ส่วนฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติมทั้ง L. paracasei และ Orafti®GR 
(KGM/LPC/GR) มีการรอดชีวิตต่ าที่สุด  

 

 
ภาพท่ี 4.2  การมีชีวิตของ L. casei-01 และ L. paracasei  ก่อนและหลังกระบวนการข้ึนรูปฟิล์ม

ด้วยการท าแห้งที่อุณหภูมิ 40 ◦C นาน 16 ช่ัวโมง ในฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่มี
สูตรแตกต่างกัน (KGM/LC = ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม L. casei-01 (LC), 
KGM/LC/GR = ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม L. casei-01 และ Orafti®GR, 
KGM/LP = ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกทีเ่ติม L. paracasei, KGM/LPC/GR = ฟิล์ม
กลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม L. paracasei และ Orafti®GR) 

 
เมื่อพิจารณาผลของการเติมพรีไบโอติกต่อการรอดชีวิตของโพรไบโอติกพบว่า Orafti®GR ไม่

ช่วยปกป้องเซลล์จากความร้อนในระหว่างกระบวนการข้ึนรูปฟิล์ม (ภาพที่ 4.2 และตารางที่ ง1.1) 
กรณีของฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติมโพรไบโอติก L. casei-01 พบว่าการเติม Orafti®GR ท า
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ให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตน้อยลงกว่าฟิล์มที่ไม่เติม Orafti®GR (p < 0.05) โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์การ
รอดชีวิตลดลงเล็กน้อยจาก 81.38% เป็น 78.75% หลังจากผ่านกระบวนการข้ึนรูปฟิล์ม ส่วนการเติม 
Orafti®GR ลงในสูตรฟิล์มท าให้ L. paracasei จ านวนมากตายในระหว่างการข้ึนรูปฟิล์มและเหลือ
เซลล์ที่มีชีวิตไม่ถึง 1 log CFU/mL ของสารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์ม ผลจากการทดลองนี้ขัดกับ
งานวิจัยของ Romano et al. (2014) ที่พบว่าการเติมฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ 1-3% (w/v) ลงใน
ฟิล์มเมทิลเซลลูโลสช่วยให้ L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 รอดชีวิตได้จากการ
สูญเสียน้ าในระหว่างการข้ึนรูปฟิล์มได้ แต่ผลการทดลองในงานวิจัยนี้สอดคล้องกับนี้สอดคล้องกัน
กรณีของ L. plantarum CIDCA 83114 ซึ่ง Romano et al. (2014) รายงานว่าการเติมฟรุกโตโอลิ
โกแซ็กคาไรด์ไม่ช่วยให้เซลล์มีชีวิตรอดได้ดีข้ึน 

การลดลงของเซลล์โพรไบโอติกที่มีชีวิตในระหว่างการท าแห้งในกระบวนการข้ึนรูปฟิล์มนั้น
มาจากปัจจัยหลายประการ เช่น สายพันธ์ุโพรไบโอติก ความร้อน ความเครียดจากออสโมติก  
(osmotic stress) การสูญเสียน้ า (dehydration) เป็นต้น (Paéz et al., 2012; Prasad et al., 
2003; Romano et al., 2014; Tripathi and Giri, 2014) การท าแห้งด้วยเทคนิค hot-air drying มี
ความร้อนซึ่งอาจส่งผลให้เกิดการสูญเสียโครงสร้างและพันธะของสารชีวโมเลกุล และการสูญเสียน้ า 
(dehydration) ส่งผลต่อโครงสร้างเมมเบรนของเซลล์โพรไบโอติกและเกิดออกซิเดชันของลิพิด (Fu 
and Chen, 2011) กรณีของฟิล์มที่เติม Orafti®GR ยังมีอิทธิพลของความเครียดจากออสโมติก 
(osmotic stress) ที่เกิดจากการระเหยน้ าออกจากสารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์มในระหว่างการท า
แห้งปริมาตรของสารละลายลดลงในขณะที่ตัวถูกละลายมีปริมาณคงที่จึงท าให้ความเข้มข้นของ 
Orafti®GR สูงข้ึน (การเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของ Orafti®GR จากเริ่มต้นที่มีในสารละลายส าหรับ
ข้ึนรูปฟิล์มปริมาตร 20 mL เท่ากับ 1% (w/v) เมื่อปริมาตรของสารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์มลดลง
เป็น 10 mL และ 5 mL จะมีความเข้มข้นสูงข้ึนเป็น 2% (w/v) และ 4% (w/v) ตามล าดับ) 
นอกจากนี้สาเหตุที่การ ข้ึนรูปฟิล์มกลูโคแมนแนนที่ เติม  L. paracasei และ Orafti®GR 
(KGM/LPC/GR) พบเปอร์เซ็นต์การตายสูงกว่า L. casei-01 อาจเป็นเพราะจุลินทรีย์สายพันธ์ุนี้มี
ความสามารถในการปรับตัวต่อสภาวะความเครียดดังกลา่วต่ ากว่า ประกอบกับปจัจัยทางเคมีกายภาพ
อื่นที่ส่งผลต่อการมีชีวิตของโพรไบโอติก เช่น ออกซิเจน, ค่า pH, อุณหภูมิ และองค์ประกอบของฟิล์ม 
(Tripathi and Giri, 2014)  

แม้ว่าฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติมทั้งโพรไบโอติก L. casei-01 และพรีไบโอติก 
Orafti®GR จะไม่ได้ให้เปอร์เซ็นต์การอยู่รอดสูงที่สุด แต่เปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของ L. casei-01 ใน
ฟิล์มสูตรนี้มีค่าสูงเกือบ 80% และยังมีปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตอยู่ในฟิล์มหลังการข้ึนรูปฟิล์มมากถึง 
9.02±0.04 log CFU/g ฟิล์ม ซึ่งผ่านเกณฑ์ของปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตที่ก าหนดให้มี ในผลิตภัณฑ์ คือ 
ต้องมีค่ามากกว่า 6 ถึง 7 log CFU/g  โดยเฉพาะอย่างยิ่งฟิล์มสูตรนี้ยังมีคู่พรีไบโอติกทางการค้าและ
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โพรไบโอติกอยู่ด้วยกัน ซึ่งเป็นคู่ซินไบโอติกที่มีศักยภาพสูงที่สุดจากการผลการทดลองในข้อที่ 4.1 
ดังนั้นเมื่อพิจารณาทั้งค่า prebiotic activity score ร่วมกับเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเมื่อผ่าน
กระบวนการข้ึนรูปฟิล์ม ฟิล์มสูตรนี้จึงถูกคัดเลือกเพื่อน าไปพัฒนาและศึกษาสมบัติของฟิล์มต่อไป 

 
4.3 วิเคราะห์สมบัตขิองฟิล์ม 

4.3.1 ความหนา ความโปร่งแสง และสี 

เมื่อน าคู่โพรไบโอตกิ L. casei-01 และพรีไบโอติก Orafti®GR ที่คัดเลือกได้จากข้อที่ 4.2 มา
เตรียมฟลิ์มกลโูคแมนแนนที่มสีมบัตซิินไบโอตกิ ลักษณะของฟิลม์ทีส่ังเกตได้มีดังนี้ เป็นฟลิ์มที่ไม่มสีี 
บางและโปร่งแสง เป็นฟลิ์มอ่อนและเหนียว สามารถม้วนหรือพับได้โดยไมห่ัก หากสมัผสัด้วยมือเปล่า
พบว่าฟิล์มดูดความช้ืนจากมือเล็กนอ้ย (ภาพที่ 4.3)  

 
ภาพท่ี 4.3  ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติมโพรไบโอติก L. casei-01 และพรีไบโอติก Orafti®GR  
 

ความหนาของฟิล์มบริโภคได้มีผลต่อลักษณะทางประสาทสัมผัส (sensory attributes) ซึ่งมี
ความเกี่ยวข้องโดยตรงกับการยอมรับจากผู้บริโภค (Longares et al., 2004) นอกจากนี้ความหนา
ของฟิล์มมีผลต่อสมบัติทางกายภาพอื่นๆของฟิล์มด้วย ได้แก่ ค่าความโปร่งแสง สมบัติเชิงกล และ
สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าด้วย เพราะฉะนั้นความหนาจึงเป็นสมบัติของฟิล์มที่จ าเป็นต่อการพัฒนา
ฟิล์มบริโภคได้ จากตารางที่ 4.3 รายงานความหนาของฟิล์มทั้ง 4 สูตร แสดงให้เห็นว่าการเติม
จุลินทรีย์ L. casei-01 และ/หรือการเติมพรีไบโอติก Orafti®GR ท าให้ความหนาของฟิล์มที่เตรียมได้
เปลี่ยนไปจากความหนาของฟิล์มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) โดยฟิล์มควบคุมซึ่งเป็นฟิล์ม
กลูโคแมนแนนของผงบุกมีความหนาต่ าที่สุด (0.046 ± 0.001 mm) เมื่อเติมจุลินทรีย์โพรไบโอติก 
หรือการเติมพรีไบโอติความหนาของฟิล์มเพิ่มข้ึน และเมื่อเติมทั้ง L. casei-01 และพรีไบโอติกท าให้
ฟิล์มมีความหนาสูงที่สุด (0.083 ± 0.001 mm)  
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ตารางท่ี 4.3 ความหนา ความโปร่งแสง และสีของฟลิ์มกลูโคแมนแนนของผงบุก 

ตัวแปรที่ศึกษา 
สูตรฟลิ์ม** 

KGM (ควบคุม) KGM/GR KGM/LC KGM/LC/GR 
ความหนา (mm) 0.046 ± 0.001a 0.077 ± 0.003c 0.056 ± 0.004b 0.083 ± 0.001d 

ความโปร่งแสง 3.295 ± 0.048a 3.800 ± 0.715a 3.476 ± 0.051a 6.587 ± 0.192b 

ส ี     
L* 96.22 ± 0.15a 96.60 ± 0.21ab 96.62 ± 0.11b 96.60 ± 0.29ab 

a* -0.51 ± 0.01c -0.41 ± 0.06a -0.20 ± 0.03c -0.31 ± 0.02b 

b* 3.81 ± 0.05a 3.52 ± 0.13a 3.72 ± 0.22a 4.86 ± 0.13b 

∆E - 0.25 ± 0.09a 0.46 ± 0.11b 1.16 ± 0.11c 

**KGM = ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุก, KGM/GR = ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม Orafti®GR (GR), 
KGM/LC = ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม L. casei-01 (LC), KGM/LC/GR = ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุก
ที่เติม L. casei-01 (LC) และ Orafti®GR (GR) 

 
ความหนาของฟิล์มข้ึนอยู่กับหลายปัจจัย เช่น วิธีการข้ึนรูปฟิล์ม สูตรฟิล์ม พอลิเมอร์ที่ใช้ข้ึน

รูปฟิล์ม เป็นต้น ดังนั้นความหนาของฟิล์มบริโภคได้ระหว่างงานวิจัยจึงมีความหลากหลาย เช่น ฟิล์ม
เวย์โปรตีนไอโซเลตมีความหนาประมาณ 0.395-0.410 mm และไม่มีความแตกต่างของความหนา
ระหว่างฟิล์มที่เติมและไม่เติมโพรไบโอติก (Odila Pereira et al., 2016)  ฟิล์มเจลาตินที่เติม  
L. rhamnosus GG มีความหนาประมาณ 0.140-0.145 mm และเมื่อเติมอินูลินหรือพรีไบโอติกชนิด
อื่นๆไม่ท าให้ความหนาเปลี่ยนแปลงไป (Soukoulis et al., 2014a) ในขณะที่ผลของงานวิจัยนี้
สอดคล้องกับผลการทดลองของ Kanmani and Lim (2013) ที่พบว่าการเติมเซลล์โพรไบโอติกลงใน
ฟิล์มท าให้ความหนาเปลี่ยนแปลงไป 

ฟิล์มที่มีความหนามากกว่ามีแนวโน้มที่ผูบ้ริโภคจะรับรู้ถึงความแตกต่างได้  Longares et al. 
(2004) พบว่าผู้บริโภคไม่สามารถสามารถแยกความแตกต่างของแครกเกอร์ที่มีและไม่มีฟิล์มเวย์
โปรตีนไอโซเลทได้ในกรณีที่ฟิล์มบางกว่า (0.022 mm) แต่สามารถแยกความแตกต่างได้หากฟิล์มมี
ความหนา 0.079 mm ดังนั้นฟิล์มซินไบโอติกที่เตรียมได้ในการทดลองนี้อาจมีความหนาในระดับที่
ผู้บริโภคสามารถแยกแยะได้ อย่างไรก็ตามการยอมรับข้ึนอยู่กับอาหารที่น าฟิล์มในรูปแบบแผ่นไป
ประยุกต์ใช้ด้วย  

ความโปร่งแสงของฟิล์มแสดงในตารางที่ 4.3 เมื่อพิจารณาประกอบกับสูตรที่ใช้ค านวณความ
โปร่งแสงในงานวิจัยนี้ ค่าความโปร่งแสงที่ค านวณได้หากมีค่าน้อยแสดงว่าฟิล์มมีความโปร่งแสงสูง 
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พบว่าการเติมพรีไบโอติกหรือโพรไบโอติกอย่างใดอย่างหนึ่งลงในฟิล์มกลูโคแมนแนนไม่มีผลต่อความ
โปร่งแสงของฟิล์ม จากตารางพบว่าฟิล์มควบคุม (KGM) และฟิล์มที่มีการเติมจุลินทรีย์ L. casei-01 
หรือพรีไบโอติก Orafti®GR อย่างใดอย่างหนึ่งมีความโปร่งแสงไม่แตกต่างกัน (p > 0.05) ซึ่งผลการ
ทดลองแตกต่างจากกรณีของการเติมพรีไบโอติก (อินูลิน เดกซ์ทรินข้าวสาลี กลูโคโอลิโกแซ็กคาไรด์ 
พอลิเดกซ์โตรส) ในฟิล์มเจลาตินที่ส่งผลให้ค่าความโปร่งแสงของฟิล์มลดลงจากฟิล์มเจลาตินควบคุม 
และการเติม L. rhamnosus GG ท าให้ความโปร่งแสงเปลี่ยนแปลงไปแต่ไม่มีนัยส าคัญ (Soukoulis 
et al., 2014a) นอกจากนี้การเติมทั้งพรีไบโอติกและโพรไบโอติกพร้อมกันส่งผลท าให้ฟิล์มกลูโคแมน
แนนมีความโปร่งแสงแตกต่างไปจากฟิล์มควบคุม โดยค่าความโปร่งแสงลดลงไปจากฟิล์มควบคุ ม
ประมาณสองเท่า (6.587 ± 0.192) อย่างไรก็ตามฟิล์มซินไบโอติกที่เตรียมได้ยังมีความโปร่งแสงเพียง
พอที่จะใช้เป็นสารเคลือบหรือฟิล์มที่มองทะลุเห็นอาหารได้ (see-through)  

สีของฟิล์มเป็นอีกหนึ่งสมบัติที่ส าคัญส าหรับการประยุกต์ใช้ฟิล์มบริโภคได้หรือสารเคลือบใน
ผลิตภัณฑ์อาหารเพราะเป็นสิ่งที่ผู้บริโภคสามารถสังเกตได้ด้วยตาเปล่า จากตารางที่ 4.3 แสดงค่า L*, 
a*, b* และ ∆E  การเติมโพรไบโอติกและ/หรือพรีไบโอติกในฟิล์มมีผลท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงสี
ของฟิล์มที่ผลิตได้ โดยค่า L* ซึ่งเป็นพารามิเตอร์แสดงความสว่างของฟิล์มทั้งสามสูตรมีค่าแตกต่าง
จากฟิล์มควบคุม (p < 0.05) ส าหรับค่า a* ซึ่งเป็นพารามิเตอร์ที่แสดงความแดง-เขียวของฟิล์ม 
พบว่าฟิล์มที่เติมจุลินทรีย์ L. casei-01 เท่านั้นที่มีค่า a* ไม่แตกต่างจากฟิล์มควบคุม ส่วนฟิล์มที่
เติมพรีไบโอติกทั้งสองชนิด คือ ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม Orafti®GR (KGM/GR) และฟิล์ม
กลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม L. casei-01 และ Orafti®GR  (KGM/LC/GR) มีค่า a* ติดลบ
มากกว่าฟิล์มควบคุม (p < 0.05) ช้ีให้เห็นว่าการเติม Orafti®GR ท าให้สีของฟิล์มมีความเขียวมากข้ึน 
ส่วนค่า b* ซึ่งแสดงถึงความเหลือง-น้ าเงิน พบว่าเฉพาะฟิล์มที่เติมทั้งโพรไบโอติก L. casei-01 และ 
พรีไบโอติก Orafti®GR พร้อมกันมีค่า b* ที่แตกต่างจากฟิล์มควบคุม โดยมีค่า 4.86 ± 0.13 ซึ่งสูง
กว่าฟิล์มควบคุม แสดงว่าฟิล์มที่เติม L. casei-01 และ Orafti®GR พร้อมกันมีความเหลืองมากกว่า
ฟิล์มควบคุมและฟิล์มที่เติม L. casei-01 หรือ Orafti®GR อย่างใดอย่างหนึ่ง เมื่อพิจารณาค่า ∆E  ซึ่ง
เป็นค่าที่บอกถึงความแตกต่างของสีเมื่อเปรียบเทียบกับฟิล์มควบคุม พบว่าการเติมโพรไบโอติกและ/
หรือพรีไบโอติกส่งผลให้สขีองฟลิ์มเปลี่ยนไปจากสขีองฟิลม์ควบคุม (p < 0.05) โดยการเติม L. casei-
01 และ Orafti®GR  พร้อมกันทั้งสองอย่างท าให้สีของฟิล์มเปลี่ยนแปลงไปจากเดิมมากที่สุด เมื่อ
เทียบกับการเติม L. casei-01 หรือ Orafti®GR อย่างใดอย่างหนึ่ง ซึ่งมีค่าความแตกต่างของสีเมื่อ
เทียบกับฟิล์มควบคุมเท่ากับ 1.16 ± 0.11  ส่วนการเติม Orafti®GR เพียงอย่างเดียวส่งผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงของสีไปจากฟิล์มควบคุมน้อยที่สุด โดยมีค่าความแตกต่างของสีเท่ากับ 0.25 ± 0.09 
อย่างไรก็ตามค่าความแตกต่างของสี (∆E) ของฟิล์มทุกสูตรมีค่าน้อยกว่า 3 ซึ่งเป็นค่าความแตกต่าง
ของสีต่ าที่สุดที่มนุษย์สามารถรับรู้ได้ด้วยตาเปล่า (Martínez-Cervera et al., 2011) 
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4.3.2 ความสามารถในการละลายน้ า (water solubility) 

ความสามารถในการละลายน้ าของฟิล์มเป็นอีกหนึ่งข้อมูลที่ส าคัญที่ก าหนดการประยุกต์ใช้
ฟิล์มในผลิตภัณฑ์อาหาร (Pitak and Rakshit, 2011) จากตารางที่ 4.4 แสดงเปอร์เซ็นต์การละลาย
น้ าของฟิล์มควบคุม ฟิล์มที่เติม L. casei-01 หรือ Orafti®GR อย่างใดอย่างหนึ่ง และฟิล์มที่เติม  
L. casei-01 และ Orafti®GR ทั้งสองอย่าง โดยฟิล์มทุกชนิดละลายในน้ าได้โดยมีการพองตัวของฟิล์ม
และค่อยๆละลายในน้ าซึ่งเป็นตัวท าละลาย จากข้อมูลการละลายของฟิล์มภายในเวลา 24 ช่ัวโมง
พบว่าการเติมพรีไบโอติก Orafti®GR และพรีไบโอติก L. casei-01 ท าให้ความสามารถในการละลาย
ของฟิล์มเพิ่มข้ึนจากฟิล์มควบคุมซึ่งเป็นฟิล์มกลูโคแมนแนน (KGM) อย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) โดย
ฟิล์มกลูโคแมนแนนมีความสามารถในการละลายน้ า 83.21% ในขณะที่เมื่อเติม Orafti®GR และ/หรอื 
L. casei-01 ท าให้ความสามารถในการละลายน้ าของฟิล์มบริโภคได้สูงมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ 
เนื่องจาก Orafti®GR เป็นอินูลินซึ่งมีสมบัติชอบน้ า (hydrophilic) จึงช่วยให้ฟิล์มละลายน้ าได้ดีข้ึน 
(Erothu and Kumar, 2017) ความสามารถในการละลายของฟิล์มมีความเกี่ยวข้องกับแรงเช่ือมแน่น
ภายในโครงสร้างฟิล์ม โดยภายในฟิล์มมีทั้งหมู่ไฮดรอกซิลและพันธะไฮโดรเจนระหว่างพอลิแซ็กคาร์
ไรด์ทั้งกลูโคแมนแนนของผงบกุและ Orafti®GR ซึ่งการแตกตัวของหมู่ไฮดรอกซลิและพันธะไฮโดรเจน
ส่งผลให้ฟิล์มมีความสามารถในการละลายน้ าสูงข้ึน (Mathew et al., 2006) 
 
ตารางท่ี 4.4 ความสามารถในการละลายน้ า (water solubility) และสภาพซึมผ่านได้ของไอน้ า 

(water vapor permeability หรือ WVP) ของฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุก (ฟิล์ม
ควบคุม) และฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม L. casei-01 หรือ  Orafti®GR หรือ
เติมทั้งสองอย่าง  

สูตรฟลิ์ม* 
ความสามารถในการละลายน้ า 

(%) 
สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ า 
(g mm h-1 m-2 kPa-1)** 

KGM 83.21 ± 1.40a 0.0050 ± 0.0003b 

KGM/GR 97.98 ± 0.42b 0.0066 ± 0.0005c 

KGM/LC 96.92 ± 0.81b 0.0035 ± 0.0002a 

KGM/LC/GR 97.22 ± 0.66b 0.0056 ± 0.0001b 

*KGM = ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุก, KGM/GR = ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม Orafti®GR (GR), 
KGM/LC = ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม L. casei-01 (LC), KGM/LC/GR = ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุก
ที่เติม L. casei-01 (LC) และ Orafti®GR (GR), 
** g mm h-1 m-2 kPa-1 = กรัม มิลลิเมตร ชั่วโมง-1 เมตร-1 กิโลพาสคาล-1 
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ความสามารถในการละลายน้ าของฟิล์มเป็นผลมาจากสมบัติทางเคมีของวัสดุที่ใช้ในการ
เตรียมฟิล์ม งานวิจัยก่อนหน้าพบว่าฟิล์มกลูโคแมนแนนมีสมบัติละลายน้ าได้ดี 51.01-92.98% (Kurt 
and Kahyaoglu, 2014; Wiset et al., 2014) ในกรณีของงานวิจัยนี้พบว่าฟิล์มกลูโคแมนแนนทุก
สูตรมีความสามารถในการละลายน้ าได้สูงแสดงว่าฟิล์มที่เตรียมได้ไม่ทนน้ า ดังนั้นผลิตภัณฑ์อาหารที่
จะน าฟิล์มนีไ้ปใช้ร่วมด้วยหรือน าไปเป็นสารเคลือบไม่ควรเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีองค์ประกอบของน้ าสูง 
เช่น ผลไม้สดตัดแต่ง หรือผักสด เป็นตัวบ่งช้ีว่าฟิล์มที่ได้จากงานวิจัยนี้จะละลายได้ในทางเดินอาหาร
ซึ่งเป็นระบบที่มีน้ า ซึ่งแสดงถึงกลไกการท างานของฟิล์มที่ท าหน้าที่เป็นตัวพา (carrier) ของเซลล์โพร
ไบโอติก L. casei-01 และโพรไบโอติกในอาหาร เมื่อเข้าสู่ทางเดินอาหารซึ่งเป็นระบบที่มีน้ าเซลล์
จุลินทรีย์ที่อยู่ภายในฟิล์มจะถูกปลดปล่อยออกมาจากกลูโคแมนแนน ดังนั้นกลูโคแมนแนนจึงไม่ได้ท า
หน้าที่ห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกเพื่อปกป้องไปจนถึงส่วนท้ายของทางเดินอาหาร อย่างไรก็ตาม L. 
casei-01 เป็นโพรไบโอติกทางการค้ามีศักยภาพในการรอดชีวิตได้ดีเมื่อเผชิญสภาวะจากกรดและ
เอนไซม์ได้ในทางเดินอาหาร เนื่องจากโพรไบโอติกมีกลไกระดับเซลล์และโมเลกุลช่วยในการปรับตัว
กับสภาวะดังกล่าวได้ (Botes, 2008) 
 
4.3.3 สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ า (water vapor permeability; WVP)  

สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าเป็นตัวแปรหนึ่งที่มีความส าคัญต่อการน าฟิล์มไปประยุกต์ใช้ 
เนื่องจากมีบทบาทส าคัญต่อการช่วยยืดอายุของอาหาร การวิจัยในส่วนนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา
สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าส าหรับเป็นข้อมูลเบื้องต้นในการน าฟิล์มที่พัฒนาได้ไปประยุกต์ใช้ในอาหาร
ต่อไป จากตารางที่ 4.4 ฟิล์มกลูโคแมนแนนที่เป็นฟิล์มควบคุมมีสภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าเท่ากับ 
0.0050 ± 0.0003 g mm h-1 m-2 kPa-1 ส าหรับฟิล์มที่มสีภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าสูงที่สุดในงานวิจัย
นี้ คือ ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติมพรีไบโอติก Orafti®GR (KGM/GR) และฟิล์มที่มีสภาพซึม
ผ่านได้ของไอน้ าต่ าที่สุดคือ ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติมโพรไบโอติก L. casei-01 (KGM/LC) 
โดยงานวิจัยนี้พบว่าการเติมพรีไบโอติกหรือโพรไบโอติกท าให้สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าของฟิล์ม
เปลี่ยนแปลงไปอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) ดังนี ้

การเติมพรีไบโอติก Orafti®GR ท าให้สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าของฟิล์มสูงข้ึน โดยพิจารณา
สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าของฟิล์ม 2 คู่ ในตารางที่ 4.4 เพื่อศึกษาผลของการเติมพรีไบโอติก คู่แรก
คือ ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุก (KGM) ซึ่งมีสภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าเท่ากับ 0.0050 ± 0.0003  
g mm h-1 m-2 kPa-1 มีสภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าเพิ่มข้ึนเมื่อเติม Orafti®GR ในฟิล์มกลูโคแมนแนนที่
เติม Orafti®GR (KGM/GR) ซึ่งมีค่าเท่ากับ 0.0066 ± 0.0005 g mm h-1 m-2 kPa-1  และเมื่อ
เปรียบเทียบคู่ที่สองระหว่างฟิล์มกลูโคแมนแนนที่เติม L. casei-01 (KGM/LC) กับฟิล์มกลูโคแมน
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แนนที่เติม L. casei-01 และ Orafti®GR (KGM/LC/GR) พบว่า Orafti®GR ส่งผลให้สภาพซึมผ่านได้
ของไอน้ ามีค่าเพิ่มข้ึนจาก 0.0035 ± 0.0002 ไปเป็น 0.0056 ± 0.0001 g mm h-1 m-2 kPa-1 โดย
การเพิ่มข้ึนในสองกรณีนี้มีนัยส าคัญ (p < 0.05)  

การเติมโพรไบโอติก L. casei-01 ท าให้สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าของฟิล์มลดลง โดย
พิจารณาสภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าของฟิล์ม 2 คู่ ในตารางที่ 4.4 เพื่อศึกษาผลของการเติมเซลล์โพร
ไบโอติก ประกอบด้วย คู่ของฟิล์มกลูโคแมนแนน (KGM) และฟิล์มกลูโคแมนแนนที่เติม L. casei-01 
(KGM/LC) ซึ่งมีสภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าลดลงจาก 0.0050 ± 0.0003 ไปเป็น 0.0035 ± 0.0002  
g mm h-1 m-2 kPa-1  และคู่ที่สองเปรียบเทียบระหว่างฟิล์มกลูโคแมนแนนที่เติม Orafti®GR 
(KGM/GR) กับฟิล์มกลูโคแมนแนนที่เติม Orafti®GR และ L. casei-01 (KGM/LC/GR) พบว่าสภาพ
ซึมผ่านได้ของไอน้ าลดลงจาก 0.0066 ± 0.0005 ไปเป็น 0.0056 ± 0.0001 g mm h-1 m-2 kPa-1  

โดยการลดลงในสองกรณีนี้มีนัยส าคัญ (p < 0.05) 
สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าของฟิล์มขึ้นอยู่กับหลายปัจจัยทั้งพอลิเมอร์ที่ใช้ในการเตรียมฟิล์ม

และลักษณะของฟิล์มที่เตรียมได้ (Souza et al., 2010) กลูโคแมนแนนของผงบุกเปน็พอลแิซ็กคาไรด์
ที่มีสมบัติชอบน้ า (hydrophilic) เมื่อน ามาผลิตฟิล์มจึงได้ฟิล์มที่มีความสามารถในการขัดขวางการซึม
ผ่านไอน้ าและแก๊สต่ า เมื่อเติมอินูลินซึ่งมีสมบัติชอบน้ าเช่นเดียวกับกลูโคแมนแนนท าให้สภาพซึมผ่าน
ได้ของไอน้ าสูงข้ึน ส่วนการเติมเซลล์โพรไบโอติกลงในฟิล์มท าให้สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าลดลง
เช่นเดียวกับที่พบในการเติมโพรไบโอติกลงในฟิล์มพูลลูแลน/สตาร์ช เนื่องจากเซลล์ไปขัดขวางการ
เคลื่อนที่ของสายพอลิเมอร์ในฟิล์ม (polymer chain mobility) (Kanmani and Lim, 2013) เมื่อ
พิจารณาองค์ประกอบของผลิตภัณฑ์ทางการค้า Orafti®GR ที่เติมลงในฟิล์มประกอบด้วยอินูลินและ
น้ าตาลโมเลกุลเล็กๆ ซึ่งน้ าตาลโมเลกุลเล็กๆเหล่าน้ีเข้าไปท าหน้าที่เป็นพลาสติไซเซอร์ในฟิล์มได้ โดย
ไปเพิ่มปริมาตรช่องว่าง (free volume) ในระบบพอลิเมอร์ของฟิล์ม ท าให้โครงสร้างของฟิล์มหลวม
ข้ึน (หรือกล่าวได้ว่าน้ าตาลโมเลกุลเล็กๆเหล่าน้ีไปลดอันตรกิริยาระหว่างกันของสายโซ่พอลิเมอร์ที่อยู่
ใกล้เคียงกัน) (Skurtys et al., 2011) ท าให้สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าของฟิล์มที่เติม Orafti®GR 
สูงข้ึนกรณีที่ต้องการพัฒนาฟิลม์เปน็บรรจภัุณฑ์ แผ่นส าหรับห่อหุม้อาหาร หรือสารเคลือบเพื่อยืดอายุ
อาหาร สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าควรมีค่าต่ าเนื่องจากช่วยลดการถ่ายโอนความช้ืนระหว่างอาหารและ
สิ่งแวดล้อม อย่างไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบสภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าฟิล์มกลูโคแมนแนนที่เ ติม L. 
casei-01 และ Orafti®GR กับฟิล์มกลูโคแมนแนนที่เตรียมในงานวิจัยอื่น (Chambi and Grosso, 
2011; Kurt and Kahyaoglu, 2014) และฟิล์มบริโภคได้ที่ผลิตจากพอลิเมอร์ชนิดอื่นในหลาย
งานวิจัย (Chambi and Grosso, 2011; Erdohan et al., 2011) ฟิล์มที่เตรียมได้ในงานวิจัยนี้มี
สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าต่ ากว่า  เมื่อเทียบกับการจ าแนกกลุ่มของฟิล์มและสารเคลือบบริโภคได้และ
พลาสติกของ Han (2014) ซึ่งพิจารณาตามสภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าออกเป็น 4 กลุ่ม (>10 = แย่, 
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10-1 = เกือบแย่, 1-0.1 = ดี และ <0.1 = ดีมาก ในหน่วย g mm d-1 m-2 kPa-1  ) แสดงว่าฟิล์มที่
เตรียมได้จากงานวิจัยน้ีจัดอยู่ในกลุ่มดีและดีมาก อยู่ในระดับเดียวกับเชลแล็ก ช็อกโกแลต และอยู่ใน
ระดับที่ดีกว่าฟิล์มจากโปรตีนหลายชนิด เช่น เวย์โปรตีนไอโซเลต โปรตีนไอโซเลตจากถ่ัวเหลือง 
โปรตีนไข่ขาว กลูเตนข้าวสาลี ดังนั้นจึงเป็นไปได้ว่าฟิล์มนี้นอกจากจะเป็นตัวพาซินไบโอติกในอาหาร
ซึ่งเป็นวัตถุประสงค์หลักแล้วอาจท าหน้าที่ยืดอายุอาหารได้    
 
4.3.4 ความตา้นทานแรงดึงขาด (tensile strength) และการยืดตัวถึงจุดขาด (elongation at 
break) 

 นอกจากความหนา สีและความโปร่งแสงแล้ว สมบัติเชิงกลของฟิล์มเป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่มี
อิทธิพลต่อการยอมรับฟิล์มของผู้บริโภค (Adebowale et al., 2014) ข้อมูลส่วนนี้ยังมีความส าคัญ
ต่อการพัฒนาฟิล์มเป็นบรรจุภัณฑ์ด้วย งานวิจัยน้ีพบว่าการเติมพรีไบโอติกหรือโพรไบโอติกส่งผลให้
ความต้านทานของฟิล์มเปลี่ยนแปลงไปอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) ในขณะที่การยืดตัวถึงจุดขาดไม่
เปลี่ยนแปลงไปจากฟิล์มควบคุมซึ่งเป็นฟิล์มกลูโคแมนแนนที่ไม่มีการเติมทั้งพรีไบโอติกและโพรไบโอ
ติก (ตารางที่ 4.5) 
 
ตารางท่ี 4.5 ความต้านทานแรงดึงขาด (tensile strength) และการยืดตัวถึงจุดขาด (elongation 

at break) ของฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุก (ฟิล์มควบคุม) และฟิล์มกลูโคแมนแนน 
ของผงบุกที่เติม L. casei-01 หรือ Orafti®GR หรือเติมทั้งสองอย่าง 

สูตรฟลิ์ม* ความต้านทานแรงดึงขาด (MPa)** การยืดตัวถึงจุดขาด (%) 
KGM 36.11 ± 3.86a 23.64 ± 4.75a 

KGM/GR 20.69 ± 2.77b 22.59 ± 8.34a 

KGM/LC 34.31 ± 2.02a 25.66 ± 7.05a 

KGM/LC/GR 21.10 ± 3.97b 23.83 ± 5.77a 

ค่าที่แสดงในตารางอยู่ในรูปของค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ตัวอักษรยกที่แตกต่างกันภายในตัวแปรสมบัติ
เชิงกลตัวเดียวกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05)  
*KGM = ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุก, KGM/GR = ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม Orafti®GR (GR), 
KGM/LC = ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม L. casei-01 (LC), KGM/LC/GR = ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุก
ที่เติม L. casei-01 (LC) และ Orafti®GR (GR), **MPa = เมกะพาสคาล 

 
  หากเปรียบเทียบความต้านทานแรงดึงขาดของฟิล์มกลูโคแมนแนน (KGM) สูตรที่ไม่เติม L. 
casei-01 พบว่าการเติม Orafti®GR ท าให้ความต้านทานแรงดึงขาดของฟิล์มลดลงจาก 36.11 ไปเป็น 
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20.69 MPa และหากเปรียบเทียบระหว่างฟิล์มกลูโคแมนแนน (KGM) สูตรที่เติม L. casei-01 พบว่า
มีแนวโน้มเช่นเดียวกัน คือ การเติม Orafti®GR ท าให้ความต้านทานแรงดึงขาดของฟิล์มลดลงจาก 
34.31 ไปเป็น 21.10 MPa  เนื่องจากผลิตภัณฑ์ทางการค้า Orafti®GR ที่เติมลงในฟิล์มประกอบด้วย
อินูลินและน้ าตาลโมเลกุลเล็กๆ ซึ่งน้ าตาลโมเลกุลเล็กๆเหล่านี้เข้าไปท าหน้าที่เป็นพลาสติไซเซอร์ใน
ฟิล์มได้ โดยไปเพิ่มปริมาตรช่องว่าง (free volume) ในระบบพอลิเมอร์ของฟิล์ม ท าให้โครงสร้างของ
ฟิล์มหลวมขึ้น (หรือกล่าวได้ว่าน้ าตาลโมเลกุลเลก็ๆเหล่าน้ีไปลดอันตรกิริยาระหว่างกันของสายโซ่พอลิ
เมอร์ที่อยู่ใกล้เคียงกัน) (Skurtys et al., 2011) ท าให้ความต้านทานแรงดึงขาดของฟิล์มที่เติม 
Orafti®GR ลดลง จากผลการทดลองในตารางที่ 4.5 แสดงให้เห็นว่า Orafti®GR มีบทบาทท าให้ค่า
ความต้านทานแรงดึงขาดลดลงในขณะที่การเติมโพรไบโอติกไม่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงความ
ต้านทานแรงดึงของฟิล์มอย่างมีนัยส าคัญ โดยพบว่าการเติมโพรไบโอติกลงในฟิล์มกลูโคแมนแนนของ
ผงบุกที่ไม่เติม Orafti®GR ส่งผลให้ความต้านทานแรงดึงขาดลดลงแต่ไม่มีนัยส าคัญซึ่งสอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Kanmani and Lim (2013) ที่รายงานว่าค่าความต้านทานแรงดึงขาดในฟิล์มพูลลูแลน
ลดลงจาก 15.2 ± 2.9 MPa ไปเป็น 3.76 ± 0.68 MPa เมื่อเติมโพรไบโอติก การลดลงของความ
ต้านทานแรงดึงขาดเช่นนี้ยังพบในฟิล์มคีเฟอแรนที่เติม L. plantarum CIDCA 8327 และ K. 
marxianus CIDCA 8154 (Piermaria et al., 2015) อีกด้วย อย่างไรก็ตามการเติม L. casei-01 ไม่
ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงค่าความต้านทางแรงดึงขาดของฟิล์มในฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม 
Orafti®GR  ส าหรับค่าการยืดตัวถึงจุดขาดในตารางที่ 4.5 แสดงให้เห็นว่าฟิล์มกลูโคแมนแนนทั้ง 4 
สูตรให้ค่าการยืดตัวถึงจุดขาดไม่แตกต่างกัน โดยมีค่าอยู่ในช่วง 22.59 – 23.83 % 

ฟิล์มที่เหมาะสมต่อการท าเป็นบรรจุภัณฑ์ควรมีค่าความต้านทานแรงดึงขาดและการยืดตัวถึง
จุดขาดสูง (Pitak and Rakshit, 2011) เมื่อเทียบฟิล์มกลูโคแมนแนนที่เติม L. casei-01 และ 
Orafti®GR  กับการจ าแนกกลุ่มของฟิล์มและสารเคลือบบริโภคได้และพลาสติกของ Han (2014) 
พบว่าค่าความต้านทานแรงดึงขาดอยู่ในเกณฑ์ดี (10-100 MPa) และการยืดตัวถึงจุดขาดอยู่ในเกณฑ์
ดี (10-100 %)   
 
4.3.5 ลักษณะพ้ืนผิวและภาคตัดขวางของฟิล์ม 

 เมื่อน าฟิล์มที่เตรียมได้ทั้งหมดมาวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
(SEM) เพื่อศึกษาโครงสร้างจลุภาคของฟิลม์เมื่อเติมโพรไบโอติกและพรีไบโอติก ไดภ้าพถ่ายในฟิล์มทั้ง
ในรูปแบบภาคตัดขวางดังแสดงในภาพที่ 4.4  และพื้นผิวของฟิล์มดังแสดงในภาพที่ 4.5 
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(ก)   

(ข)   

(ค)   

(ง)   
ภาพท่ี 4.4  ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (FE-SEM micrograph) แสดงภาคตัดขวางของ

ฟิล์ม (ก) ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุก (KGM), (ข) ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม Orafti®GR 
(KGM/GR), (ค) ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม L. casei-01 (KGM/LC), และ (ง) ฟิล์มกลูโคแมนแน
นของผงบุกที่เติม L. casei-01 (LC) และ Orafti®GR (KGM/LC/GR) (คอลัมน์ซ้ายก าลังเป็นภาพถ่ายที่
ก าลังขยาย 2,000 เท่า สเกลบาร์ = 10 µm และคอลัมน์ขวาเป็นภาพถ่ายที่ก าลังขยาย 10,000 เท่า สเกล
บาร์ = 1 µm) 
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(ก)   

(ข)   

(ค)   

(ง)   
ภาพท่ี 4.5  ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (FE-SEM micrograph) แสดงพื้นผิวของฟิล์ม  

(ก) ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุก (KGM), (ข) ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม Orafti®GR (KGM/GR), 
(ค) ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม L. casei-01 (KGM/LC), และ (ง) ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่
เติม L. casei-01 (LC) และ Orafti®GR (KGM/LC/GR) (คอลัมน์ซ้ายเป็นภาพถ่ายที่ก าลังขยาย 5,000 
เท่า สเกลบาร์ = 1 µm และคอลัมน์ขวาเป็นภาพถ่ายที่ก าลังขยาย 10,000 เท่า สเกลบาร์ = 1 µm) 
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ส าหรับภาคตัดขวางของฟิล์ม (ภาพที่ 4.4ก-ง) ฟิล์มกลูโคแมนแนนที่ไม่เติมทั้งโพรไบโอติก
และพรีไบโอติกมีโครงสร้างแน่นและเรียบ (ภาพที่ 4.4ก) เมื่อเติม Orafti®GR ลงในฟิล์มกลูโคแมน
แนนโครงสร้างภายในของฟิล์มมีความขรุขระและไม่สม่ าเสมอ (ภาพที่ 4.4ข)  เมื่อเติมโพรไบโอติกใน
ฟิล์มพบว่ามีเซลล์กระจายทั่วไปและมีช่องว่างปรากฏรอยตัดขวางซึ่งเป็นบริเวณที่เซลล์เคยอยู่และ
หลุดไประหว่างการหักฟิล์มซึ่งเป็นข้ันตอนการเตรียมตัวอย่างส าหรับการวิเคราะห์  (ภาพที่ 4.4ค-ง) 
จากภาพถ่ายแสดงพื้นผิวของฟิล์ม (ภาพที่ 4.5ก-ง) การเติมจุลินทรีย์ลงในฟิล์มไม่ท าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างบริเวณพื้นผิวของฟิล์มกลูโคแมนแนนจากผงบุก สิ่งที่เปลี่ยนไปมีเพียงการมี
เซลล์โพรไบโอติก L. casei-01 ซึ่งมีรูปร่างท่อน ขนาดประมาณ 0.7 × 1.5-3.0 µm ฝังอยู่ในฟิล์ม 

งานวิจัยก่อนหน้าระบุว่าเมทริกซ์ที่ใช้ผลิตฟิล์มหรือไมโครแคปซูลท าหน้าที่ช่วยป้องกันเซลล์
จากสภาพแวดล้อมและท าให้เซลล์รอดชีวิตมากข้ึน (Odila Pereira et al., 2016; Rodrigues et 
al., 2011) เป็นไปได้ว่ากลูโคแมนแนนซึ่งเคลือบเซลล์ L. casei-01 ในแผ่นฟิล์มนั้นก็จะท าหน้าที่
เช่นเดียวกัน  
 

4.3.6 Fourier transform infrared (FT-IR) spectra ของฟิล์ม 

จากข้อที่ 4.3.5 ท าให้เห็นภาพโครงสร้างของฟิล์มและลักษณะของเซลล์โพรไบโอติกที่ถูกกัก
ไว้ในฟิล์ม การทดลองในส่วนนี้ใช้เทคนิค Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy 
เพื่อให้ทราบลักษณะทางเคมีขององค์ประกอบต่างๆในโครงสร้างของฟิล์ม ได้แก่ พอลิเมอร์ที่ใช้ข้ึนรูป
ฟิล์ม เซลล์โพรไบโอติก และพรีไบโอติก น าสเปกตรัมของฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกทั้งฟิล์ม
ควบคุมและฟิล์มที่มีการเติมโพรไบโอติก L. casei-01 และ/หรือพรีไบโอติก Orafti®GR มา
เปรียบเทียบกันดังแสดงในภาพที่ 4.6 และตารางที่ 4.6 เพื่อศึกษาหมู่ฟังก์ช่ันและอันตรกิริยาระหว่าง
โพรไบโอติกหรือพรีไบโอติกกับกลูโคแมนแนนของผงบุก สเปกตรัมในช่วง wavenumber ตั้งแต่ 
4000 ถึง 515 cm-1   

จากภาพแสดงให้เห็นลักษณะเด่นของสเปกตรัมจากกลูโคแมนแนนของผงบุกซึ่งมีหมู่ไฮดรอก
ซิลส่งผลให้มี absorption band กว้างปรากฏในช่วง wavenumber 3000-3700 cm-1 ของ
สเปกตรัม ดังปรากฏเหมือนกันในฟิล์มทุกสูตรที่ wavenumber เท่ากับ 3337.01, 3292.15, 
3308.21 และ 3291.97 cm-1 เนื่องจาก –OH stretching vibration ที่เกิดจากพันธะไฮโดรเจน
ระหว่างโมเลกุลและภายในโมเลกุลของกลูโคแมนแนน (Tripetch et al., 2016) จากพรีไบโอติก 
Orafti®GR และหมู่ไฮดรอกซิลของพอลิแซ็กคาไรด์จากเซลล์แบคทีเรียด้วย (Romano et al., 2014) 

พบ absorption band ที่ wavenumber ประมาณ  2900 cm-1 เกิดจาก aliphatic -CH2- 
stretching vibration พบ absorption band ในช่วง wavenumber 900 ถึง 800 cm-1 ซึ่งเกิด
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จาก ß-glycosidic linkage และ ß-mannosidic linkage โดยงานวิจัยก่อนหน้านี้รายงานว่า 
absorption peak ที่เป็นลักษณะเฉพาะของแมนโนสในโมเลกุลกลูโคแมนแนนจะพบที่ 810 และ 
880 cm-1 (Xiao et al., 2000b; Xiao et al., 2001b; Xiao et al., 2001c) นอกจากนี้ยังพบ 
absorption peak ของโมเลกุลน้ าทีห่ลงเหลืออยู่ในฟิล์มกลูโคแมนแนน (bound water) (Zhang et 
al., 2001) ปรากฏการณ์นี้พบเช่นเดียวกันในฟิล์มจากพอลแิซ็กคาไรด์ชนิดอื่นด้วย (Jin et al., 2006; 
Wu et al., 2012) 

เมื่อเปรียบเทียบสเปกตรัมระหว่างฟิล์มกลูโคแมนแนนที่เติม L. casei-01 (KGM/LC) กับ
ฟิล์มกลูโคแมนแนนที่ไม่เติม L. casei-01 (KGM) พบว่าสเปกตรัมของฟิล์มไม่แตกต่างกัน มีเพียงการ
ปรากฏของ absorption band ที่wavenumber 1596.49 และ 1544.31 cm-1 ของ amide ที่เกิด
จากโปรตีนจากเซลลโ์พรไบโอติก ซึ่ง absorption peak นี้พบเช่นเดียวกันในสเปกตรัมของฟิล์มกลูโค
แมนแนนที่เติม L. casei-01 และ Orafti®GR  (KGM/LC/GR) แสดงว่าการเติมโพรไบโอติกไม่ส่งผล
ให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของสเปกตรัม  เป็นข้อมูลที่สนับสนุนสมมุติฐานว่าไม่มีอันตรกิริยา 
(interaction) ระหว่างเซลล์โพรไบโอติก L. casei-01 กับกลูโคแมนแนนของผงบุกซึ่งเป็นวัสดุที่ใช้ข้ึน
รูปฟิล์ม หมายความว่าไม่มีการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกเมื่อเติมเซลล์
โพรไบโอติก L. casei-01 สอดคล้องกับงานวิจัยอื่น (Odila Pereira et al., 2016) ที่รายงานว่าไม่มี
อันตรกิริยาระหว่างเซลล์กับวัสดุที่ใช้ข้ึนรูปฟิล์ม 

เมื่อเปรียบเทยีบสเปกตรมัระหว่างฟิลม์ทีเ่ติมพรีไบโอติก Orafti®GR กับฟิล์มที่ไม่เติมพรีไบโอ
ติก Orafti®GR พบว่าการเติมพรีไบโอติก Orafti®GR ท าให้เกิด absorption band ปรากฏเพิ่มที่ 
986.02 และ 933.80 cm-1 ในฟิล์มกลูโคแมนแนนของบุกที่เติม Orafti®GR และมี absorption 
band ปรากฏเพิ่มในฟิล์มกลูโคแมนแนนที่มี L. casei-01 และเติม Orafti®GR ที่ wavenumber  
988.06 และ 934.72 cm-1 ซึ่งเกิดจาก ß(OH) และ -glucose residue ในสายโซ่ของอินูลินจาก 
Orafti®GR  การเติมพรีไบโอติก Orafti®GR ท าให้ absorption peak ของหมู่คาร์บอนิล -C=O  
เปลี่ยนแปลงไปในสเปกตรัมของฟิล์ม ได้แก่ absorption peak ที่  1725.27 cm-1 มี 
%Transmittance สูงข้ึนหรือมีสัญญาณอ่อนลงในสเปกตรัมของฟิล์มกลูโคแมนแนนที่เติมพรีไบโอติก 
และ absorption peak ที่ 1719.49 cm-1 มี %Transmittance สูงข้ึนหรือมีสัญญาณอ่อนลงใน
สเปกตรัมของฟิล์มกลูโคแมนแนนที่เติม L. casei-01 และเติมพรีไบโอติก  การเปลี่ยนแปลงดังกล่าว
แสดงถึงการมีอันตรกิริยาด้วยพันธะไฮโดรเจน (Tripetch et al., 2016) ระหว่างกลูโคแมนแนนของ
ผงบุกและพรีไบโอติก 
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ตารางท่ี 4.6 FT-IR characteristic absorption band ของฟิลม์กลโูคแมนแนนของผงบกุสูตรต่างๆ 

Assignment* 
สูตรฟลิ์ม/Absorption band (cm-1) 

KGM KGM/GR KGM/LC KGM/LC/GR 
-OH, intermolecular H-
bonds  

3337.01 3292.15 3308.21 3291.97 

C-H of methyl, -CH2, -CH3 - 
2882.62 

2929.38 
2882.28 

2925.21 
2883.53 

2930.03 
2885.51 

C=O 1725.27 ** 1719.49 ** 
Water 1643.63 1639.45 1643.15 1643.99 
Amide - - 1596.49 1544.31 
-CH, -OH 
-CH- 
 
-CH2OH, C(=O)O 
ß(OH) 

1416.49 
1374.80 
1308.14 
1245.08 

- 
- 

1429.10 
1381.43 
1329.52 
1242.19 
1218.83 
1196.44 

1411.42 
1374.39 
1312.12 
1243.39 

- 
- 

1417.59 
1379.65 
1329.83 
1243.24 
1219.38 
1198.01 

C-O 1149.39 
1019.45 

1160.82 
1024.13 

1147.45 
1022.64 

- 
1023.78 

-D-glucose residue in 
inulin chain 

- 
- 

986.02 
933.80 

- 
- 

988.06 
934.72 

mannose, anomeric 
bending (C1-H), ring 
vibration (2-ketofuranose) 

894.80 
872.55 
806.85 

*** 
872.98 
813.76 

895.93 
871.26 
807.75 

*** 
873.03 
812.12 

 - 592.04 - 591.68 
*Abou-Arab et al. (2011), Widjanarko et al. (2011), Wu et al. (2012) และ Melanie et al. (2015) 
**ปรากฏพีคเล็กมาก, ***เกิดพีคแต่โดนบังด้วยพีคข้างเคียง 
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ภาพท่ี 4.6 FT-IR spectrum ของฟิล์มบริโภคได้จากกลูโคแมนแนนของผงบุกที่มีสูตรแตกต่างกัน  

(ก) ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุก (KGM), (ข) ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม 
Orafti®GR (KGM/GR), (ค) ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม L. casei-01 (KGM/LC), 
และ (ง) ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม L. casei-01 (LC) และ Orafti®GR 
(KGM/LC/GR) ส่วนที่แรเงาคือส่วนที่มีความแตกต่างกัน 
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นอกจากนี้พบว่าฟิล์มที่เติมพรีไบโอติก Orafti®GR ทั้งที่มีและไม่มีจุลินทรีย์ L. casei-01 
พบว่า absorption band ของ intermolecular H-bond เลื่อนต าแหน่งไปสู่ wavenumber ต่ าลง
จาก 3337.01 ไปเป็น 3292.15 cm-1 ในฟิล์มกลูโคแมนแนนที่เติม Orafti®GR และเลื่อนลงจาก 
wavenumber 3308.21 ไปเป็น 3291.97 cm-1 ในฟิล์มกลูโคแมนแนนที่เติม L. casei-01 และเติม 
Orafti®GR แสดงว่าเกิดพันธะไฮโดรเจนกันระหว่างโมเลกุลของกลูโคแมนแนนและโมเลกุลของอินูลิน 
(Wu et al., 2012) จาก Orafti®GR  อย่างไรก็ตามนอกจากอินูลินที่เป็นองค์ประกอบหลักของ 
Orafti®GR ยังมีน้ าตาลโมเลกุลเล็กๆด้วย ซึ่งน้ าตาลโมเลกุลเลก็ๆเหล่าน้ีมีบทบาทเปน็พลาสติไซเซอรท์ี่
ไปลดอันตรกิริยาภายในโครงสร้างของฟิล์มที่อาจเกิดข้ึนดังที่กล่าวมาข้างต้นด้วยจึงท าให้ความ
แข็งแรงของโครงสร้างฟิล์มลดลงดังที่พบในข้อที่ 4.3.4 ดังนั้นสรุปโครงสร้างของฟิล์มกลูโคแมนแนนที่
เติม L. casei-01 และ Orafti®GR ที่อาจเป็นไปได้โดยพิจารณาจากข้อมูลภาพถ่าย SEM และ
สเปกตรัม FT-IR ได้ดังแสดงในภาพที่ 4.7 

 
 

 
 

ภาพท่ี 4.7  สรุปโครงสร้างของฟิล์มกลูโคแมนแนนที่เติม L. casei-01 และ Orafti®GR ที่อาจเป็นไป
ไดโ้ดยพิจารณาจากข้อมูลภาพถ่าย SEM และสเปกตรัม FT-IR 
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ส าหรับกลีเซอรอลที่เติมลงในฟิล์มทุกสูตรเพื่อท าหน้าที่เป็นพลาสติไซเซอร์ไม่ได้ศึกษาใน
งานวิจัยน้ี โดยงานวิจัยก่อนหน้านี้แสดงให้เห็นว่ากลีเซอรอลไม่ได้สร้างพันธะโคเวเลนต์กับพอลิเมอร์
และองค์ประกอบอื่นๆของฟิล์ม  การท างานของกลีเซอรอลเกิดข้ึนจากหมู่ไฮดรอกซิ ล (-OH) ของ
โมเลกุลกลีเซอรอลสร้างพันธะไฮโดรเจนกับโมเลกุลของพอลิเมอร์ที่หมู่คาร์บอนิลและไฮดรอกซิล 
โมเลกุลของกลีเซอรอลซึ่งมีขนาดเล็กจะช่วยลด glass transition temperature และแรงดึงดูด
ระหว่างโมเลกุล เพื่อท าให้ฟิล์มมีความยืดหยุ่นข้ึน (Rhim and Wang, 2013) 

 
4.4 ตรวจวัดปริมาณโพรไบโอติกท่ีรอดชีวิตในฟิล์มกลูโคแมนแนนระหว่างการเกบ็รักษา 

 เนื่องจากจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตบ่งช้ีถึงคุณภาพของผลิตภัณฑ์ที่เสริมโพรไบโอติก ผลิตภัณฑ์มี
ปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตต่ ากว่าที่เกณฑ์ก าหนดไว้แสดงว่าผลิตภัณฑ์นั้นไม่สามารถให้ผลเชิงสุขภาพจาก
โพรไบโอติกได้ จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตจึงเป็นปัจจัยหนึ่งที่ก าหนดอายุของผลิตภัณฑ์ประเภทนี้ด้วย การ
ตรวจสอบจ านวนจุลินทรีย์ที่มชีีวิตเฉพาะก่อนและหลงัผา่นการข้ึนรูปฟิล์มในข้อ 4.2.1 อาจไม่เพียงพอ
ส าหรับเป็นข้อมูลในการประยุกต์ใช้ฟิล์ม เช่น ควรน าฟิล์มไปใช้ร่วมกับผลิตภัณฑ์อาหารที่มีอายุยาว
หรือสั้น ฟิล์มที่พัฒนาได้สามารถใช้เป็นตัวกลางในการเก็บรักษาจุลินทรีย์ได้หรือไม่ เป็นต้น ดังนั้น
ทดลองนี้จึงมีจุดประสงค์เพื่อศึกษาว่าฟิล์มที่เติมโพรไบโอติก L. casei-01 ทั้งสูตรที่เติมและไม่เติม 
พรีไบโอติก Orafti®GR จะมีการรอดชีวิตของจุลินทรีย์ได้มากน้อยเพียงใดและสามารถเก็บรักษาได้
นานเท่าไร เพื่อเป็นข้อมูลพื้นฐานของฟิล์มชนิดนี้ส าหรับการประยุกต์ใช้ต่อไป 
 จากตารางที่ 4.7 ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม L. casei-01 ทั้งสองสูตร คือ สูตรที่ไม่
เติม Orafti®GR (KGM/LC) และสูตรที่เติม Orafti®GR (KGM/LC/GR) มีปริมาณจุลินทรีย์ที่มีชีวิต
ลดลงตามระยะเวลาของการเก็บรักษาฟิล์ม จากปริมาณจุลินทรีย์ที่มีชีวิตเริ่มต้นหลังการข้ึนรูปฟิล์มใน
ฟิล์มทั้งสองสูตรมีค่าประมาณ 9 log CFU/g ฟิล์ม  และจ านวนจุลินทรีย์ที่มีชีวิตลดลงต่ ากว่าที่เกณฑ์
ก าหนด (< 6 log CFU/g) เมื่อเก็บฟิล์มทั้งสองชนิดที่อุณหภูมิห้องนานเกิน 4 วัน  
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แสดงว่าฟิล์มที่เตรียมได้ในงานวิจัยนี้มีอายุการเก็บสั้นเมื่อเปรียบเทียบกับฟิล์มชนิดอื่น 
(Kanmani and Lim, 2013; López de Lacey et al., 2014; Odila Pereira et al., 2016; 
Piermaria et al., 2015; Romano et al., 2014) และเมื่อพิจารณาเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ
จุลินทรีย์ระหว่างฟิล์มสองชนิดนี้พบว่าการเติม Orafti®GR ไม่ได้ช่วยให้การรอดชีวิตของ L. casei-01 
ในฟิล์มดีข้ึน ปัจจัยหนึ่งที่ท าให้ปริมาณจุลินทรีย์ในฟิล์มที่เตรียมได้ในการทดลองนี้เนื่องจากจุลินทรีย์
ไม่สามารถปรับตัวกับสภาวะความเครียดทั้งระหว่างการข้ึนรูปฟิล์มและระหว่างการเก็บรักษาฟิล์ม 
การท าพรีทรีตเมนต์จุลินทรีย์ด้วยสภาวะความเครียดสามารถช่วยให้จุลินทรีย์ได้ปรับตัวได้และมีการ
รอดชีวิตได้นานข้ึน (Kang et al., 2015; Paéz et al., 2012) โดยงานวิจัยของ Prasad et al. 
(2003) แสดงให้เห็นว่า L. rhamnosus HN001 (หรือ DR20) มีความสามารถในการทนต่อ
ความเครียดจากออสโมติกและความร้อนได้ดีหากได้รับ osmotic shock หรือ heat shock มาก่อน 
 

4.5 การน าฟิล์มท่ีพัฒนาได้ไปใช้กับผลิตภัณฑ์อาหาร 

 การทดลองนี้มีวัตถุประสงค์เพือ่ให้ทราบความเป็นไปได้ของการน าฟิลม์ซนิไบโอติกทีเ่ตรยีมได้
จากงานวิจัยน้ีไปใช้ในผลิตภัณฑ์อาหาร จากข้อมูลสมบัติของฟิล์มและการรอดชีวิตของจุลินทรีย์ในข้อ 
4.3 และ 4.4 ท าให้ทราบแนวทางการประยุกต์ใช้ฟิล์ม เนื่องจากฟิล์มนี้มีจุลินทรีย์ที่ มีชีวิตเป็น
องค์ประกอบดังนั้นสิ่งที่ควรค านึงเสมอ คือ ฟิล์มชนิดนี้ไม่สามารถน าไปประยุกต์ใช้กับอาหารที่ต้อง
ผ่านกระบวนการให้ความร้อนสูงเป็นเวลานานอีก เช่น ทอด ชงด้วยน้ าร้อน อบ เป็นต้น   

ส าหรับงานวิจัยน้ีเลือกโมเดลอาหารเป็นขนมปังโดยประยุกต์ใช้ฟิล์มซินไบโอติกในรูปแบบ
สารเคลือบที่ผวิของขนมปัง เนื่องจากขนมปังนอกจากเป็นอาหารหลักแล้วยังปรากฏในเมนูอาหารว่าง 
ขนม อาหารจานด่วน และขนมปังส าเร็จรูปตามร้านสะดวกซื้อ เป็นอาหารที่รับประทานง่ายเนื่องจาก
มีเนื้อสัมผัสนุ่มและไม่เหนียวจึงบริโภคได้ทุกวัยต้ังแต่เด็กจนถึงผู้สูงอายุ ขนมปังจึงเป็นช่องทางที่ท าให้
คนทั่วไปได้รับโพรไบโอติกได้ง่าย นอกจากนี้ขนมปังยังมีศักยภาพพัฒนาเป็นอาหารสุขภาพได้ด้วย 
เช่น ขนมปังเสริมธัญพืช ขนมปังสอดไส้ธัญพืช เป็นต้น  

จากตารางที่ 4.8 แสดงสมบัติของขนมปังที่ไม่เคลือบฟิล์มกลูโคแมนแนน (กลุ่มควบคุม) และ
ขนมปังเคลือบฟิล์มกลูโคแมนแนนสูตรแตกต่างกันระหว่างการเก็บที่อุณหภูมิห้องนาน 7 วัน น้ าหนัก
ของขนมปังไม่เปลี่ยนแปลงระหว่างการเก็บตั้งแต่วันที่ 0 จนถึงวันที่ 7 ในทุกทรีตเมนต์ โดยมีน้ าหนัก
อยู่ในช่วง 40.30 – 41.43 กรัม/ช้ิน ระหว่างการเก็บรักษาพบราเจริญบนขนมปังในทุกทรีตเมนต์
ตัง้แต่วันที่ 5 ของการเก็บรักษา  ยกเว้นขนมปังที่เคลือบด้วยกลูโคแมนแนนที่เติมเฉพาะ L. casei-01 
และเมื่อเก็บครบ 7 วันพบราเจริญบนขนมปังในทุกทรีตเมนต์ (ภาคผนวก ฉ ภาพที่ ฉ3) แสดงว่าขนม
ปังที่เตรียมในการทดลองนี้มีอายุการเก็บไม่เกิน 5 วัน  
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พิจารณาปริมาณจุลินทรีย์ที่มีชีวิตในก่อนและหลังกระบวนการเคลือบฟิล์มบนผิวขนมปัง
พบว่ากระบวนการเคลือบฟิล์มบนผิวขนมปังที่อุณหภูมิ 60 ºC นาน 25 นาที ท าให้จ านวนจุลินทรีย์ที่
มีชีวิตในสารละลายส าหรับเคลือบขนมปังทั้งสองสูตรลดลง   โดยมีปริมาณลดลงจาก 10.40 เป็น 
10.28 log CFU/ช้ิน (ลดลงประมาณ 0.12 log CFU/ช้ิน) ในขนมปังที่เคลือบฟิล์มกลูโคแมนแนนที่
เติม L. casei-01 (KGM/LC) และลดลงจาก 10.43 เป็น 10.24 log CFU/ช้ิน ในขนมปังที่เคลือบ
ฟิล์มกลูโคแมนแนนที่เติม L. casei-01 และเติม Orafti®GR (ลดลงประมาณ 0.19 log CFU/ช้ิน) 
เนื่องจากกระบวนการท าแห้งสารเคลือบด้วยการพาความร้อนท าให้การมีชีวิตของจุลินทรีย์ลดลง 
ความร้อนท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเซลล์และท าให้เมมเบรนของเซลล์สูญเสียการ
ท างาน (Desmond et al., 2004; Fu and Chen, 2011) ผลการทดลองของงานวิจัยน้ีสอดคล้องกัน
กับการเคลือบฟิลม์โซเดียมอัลจเินต (sodium alginate) และฟิล์มโซเดียมอัลจิเนต/เวย์โปรตีนเข้มข้น 
(whey protein concentrate) ซึ่งใช้กระบวนการท าแห้งที่อุณหภูมิเดียวกัน (60 ºC) แต่ใช้เวลาท า
แห้งน้อยกว่า (10 นาที) (Soukoulis et al., 2014b) 

พิจารณาปริมาณจุลินทรีย์ที่รอดชีวิตระหว่างการเก็บรักษาขนมปังจากตารางที่ 4.10 ปริมาณ
จุลินทรีย์เริ่มต้นในวันที่ 0 ของขนมปังที่เคลือบฟิล์มทั้งสองสูตร คือ สูตรสารเคลือบกลูโคแมนแนนที่
เติม L. casei-01 (KGM/LC) และสูตรสารเคลือบกลูโคแมนแนนที่เติม L. casei-01 และเติม 
Orafti®GR (KGM/LC/GR) มีปริมาณไม่แตกต่างกัน จากนั้นจุลินทรีย์ที่มีชีวิตจะลดลงตามระยะเวลา
ของการเก็บรักษา โดยในวันที่ 7 จุลินทรีย์ที่มีชีวิตของขนมปังทั้งสองกลุ่มลดลงมากกว่า 2 log CFU/
ช้ิน และขนมปังที่เคลือบกลูโคแมนแนนที่เติมเฉพาะ L. casei-01 มีปริมาณจุลินทรีย์ที่มีชีวิตเหลือ
น้อยกว่า (7.70 ± 0.99 log CFU/ช้ิน) เนื่องจากในระหว่างการเก็บรักษานี้โพรไบโอติกสัมผัสกับ
ความเครียดทั้งจากสิ่งแวดล้อมภายนอก (เช่น ออกซิเจน) และความเครียดจากอาหารและการ
เปลี่ยนแปลงทางกายภาพของอาหาร (เช่น การเสื่อมคุณภาพของขนมปัง (bread staling), การถ่าย
โอนความช้ืน)  (Soukoulis et al., 2014b) อย่างไรก็ตามการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าปริมาณโพร
ไบโอติกในสารเคลือบทัง้สองชนิดอยู่ในระดับสูงกว่าเกณฑ์ที่ก าหนด แม้ว่าสารเคลือบกลูโคแมนแนนที่
เติมทั้ง L. casei-01 และ Orafti®GR มีปริมาณจุลินทรยี์ที่รอดชีวิตน้อยกว่าสารเคลือบกลูโคแมนแนน
ที่เติมเฉพาะ L. casei-01 หรือกล่าวได้ว่าการเติมพรีไบโอติกไม่ช่วยให้การรอดชีวิตของโพรไบโอติกใน
ฟิล์มกลูโคแมนแนนในระหว่างการเก็บขนมปังดีข้ึน  

เมื่อเปรียบเทียบการลดลงของจ านวน L. casei-01 ที่มีชีวิตในฟิล์มในข้อที่ 4.4 กับการลดลง
ของจ านวน L. casei-01 ที่มีชีวิตในสารเคลือบบนผิวขนมปังในข้อ 4.5 จะเห็นได้ว่า L. casei-01 ใน
สารเคลือบบนผิวขนมปังมีอัตราการลดจ านวนลงต่ ากว่า สาเหตุมาจากสิ่งที่แตกต่างกันของ 2 การ
ทดลองนี้ คือ ขนมปัง จากตารางที่ 4.8 พบว่าค่า water activity ของขนมปัง (เป็นค่าที่ได้จากการสุ่ม
ตัวอย่างขนมปังทั้งช้ิน) ระหว่างการเก็บรักษานาน 7 วัน อยู่ในช่วง 0.926-0.979 แนวโน้มมีการลดลง
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เล็กน้อยระหว่างการเก็บรักษา ค่า water activity แสดงให้เห็นว่าขนมปังมีความเหมาะสมต่อการ
เจริญของ Lactobacillus spp. (aw > 0.91) จึงท าให้การรอดชีวิตของ L. casei-01 ตลอดการเก็บ
รักษาขนมปังค่อยๆลดลงไม่เหมือนกับกรณีของ L. casei-01 ที่ในฟิล์มที่เก็บรักษาในรูปแบบแผ่น โดย
งานวิจัยของ Soukoulis et al. (2014b) อธิบายว่าในระหว่างการเก็บรักษาขนมปังนาน 7 วัน ผิว
ขนมปังจะมี water activity เพิ่มข้ึนจาก 0.85 ไปเป็น 0.95 และมีความช้ืนเพิ่มข้ึน ในขณะที่ เนื้อ
ขนมปังจะมี water activity ลดลงเล็กน้อยจาก 0.97 ไปเป็น 0.96 และมีความช้ืนลดลง แสดงถึงการ
ถ่ายโอนมวลของไปน้ าระหว่างเนื้อขนมปังและผิวขนมปังท าให้สภาวะมีความเหมาะสมกับการรอด
ชีวิตของโพรไบโอติกมากข้ึน จึงอาจเป็นเหตุผลที่ท าให้ L. casei-01 ในสารเคลือบขนมปังมีการรอด
ชีวิตได้ดีกว่าในฟิล์มที่เป็นแผ่นทั้งที่เป็นสูตรฟิล์มชนิดเดียวกัน 

 
ตารางท่ี 4.9 สีของผิวขนมปังที่เคลือบด้วยสารเคลือบกลโูคแมนแนนที่มีสตูรแตกต่างกันและขนมปังที่

ไม่มีการเคลือบด้วยฟิล์ม 

สูตรสารเคลือบ 
สีของผิวขนมปัง 

L* a* b* ∆E 
ไม่เคลือบ 66.45 ± 0.53a -10.11 ± 1.12a 26.43 ± 1.25a - 
KGM 66.58 ± 0.26a -9.77 ± 0.62a 25.17 ± 1.12a 2.28 ± 0.68a 

KGM/LC 67.21 ± 0.31a -9.82 ± 0.43a 25.79 ± 0.49a 2.06 ± 0.45a 

KGM/LC/GR 67.20 ± 0.53a -9.56 ± 0.33a 25.57 ± 0.69a 2.27 ± 0.09a 

ค่าที่แสดงในตารางอยู่ในรูปของค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ตัวอักษรยกที่แตกต่างกันแสดงถึงค่าที่แตกต่าง
กันอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) 
 
ตารางท่ี 4.10  ผลการส ารวจเบื้องต้นของความพอใจของผู้บริโภคต่อลักษณะปรากฏและกลิ่นของ

ขนมปังที่มีสารเคลอืบกลูโคแมนแนนทีเ่ติม L. casei-01 และ Orafti®GR เปรียบเทียบ
กับขนมปังที่ไม่มีสารเคลือบ 

กลุ่มทดสอบ 
ลักษณะของขนมปัง 

ลักษณะปรากฏ กลิ่น 
ไม่เคลือบ 6.50 ± 1.65 6.57 ± 1.45 
KGM/LC/GR 7.07 ± 1.07 6.79 ± 1.05 

 
เมื่อพิจารณาอิทธิพลของสีของสารเคลือบต่อสีของขนมปังในตารางที่ 4.9 พบว่าสารเคลือบ

ทุกสูตรไม่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงสีของผิวขนมปังทั้งค่า L*, a* และ b* ส่วนค่าความแตกต่างของ
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สี (∆E) ของขนมปังที่มีสารเคลือบกลูโคแมนแนนทุกสูตรมีค่าน้อยกว่า 3 แสดงว่าผู้บริโภคไม่สามารถ
แยกแยะสีที่แตกต่างกันได้ระหว่างสีของขนมปังที่ไม่มีสารเคลือบกับสีของขนมปังที่มีสารเคลือบ 
เนื่องจากสมบัติของฟิล์มที่มีความโปร่งแสงที่ได้อธิบายแล้วในข้อที่ 4.3.1 ผลจากการตรวจสอบด้วย
เครื่องมือนี้สอดคล้องกันกับผลการส ารวจความพอใจของผู้บริโภคต่อลักษณะปรากฏและกลิ่นของ
ขนมปังที่มีสารเคลือบกลูโคแมนแนนที่เติม L. casei-01 และ Orafti®GR เปรียบเทียบกับขนมปังที่ไม่
มีสารเคลือบ (ผลการส ารวจเบื้องต้นจากจ านวนผู้เข้าร่วมการส ารวจ 14 คนแสดงในตารางที่ 4.10) 
โดยใช้สเกลแบบ 9-point hedonic scale  พบว่าผู้บริโภคให้คะแนนความพอใจต่อลักษณะปรากฏ
และกลิ่นของขนมปังที่มีสารเคลือบและไม่มีสารเคลือบไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) 
โดยผู้บริโภคให้คะแนน "ชอบเล็กน้อย" ต่อลักษณะปรากฏและกลิ่นของขนมปังทั้งแบบที่ไม่มีสาร
เคลือบและแบบที่มีสารเคลือบ L. casei-01 และ Orafti®GR ยกเว้นลักษณะปรากฏของขนมปังที่มี
สารเคลือบที่เติม L. casei-01 และ Orafti®GR ที่ผู้บริโภคให้คะแนน “ชอบปานกลาง” (7.07 ± 
1.07) อย่างไรก็ตามเนื่องจากจ านวนผู้เข้าร่วมการประเมินมีค่าน้อยกว่า 30 คน จึงไม่เพียงพอที่จะ
ตัดสินได้ในการทดลองนี้ว่าผู้บริโภคจะยอมรบัขนมปังที่มีสารเคลือบ จากผลการทดลองนี้บอกได้เพียง
ว่ามีความเป็นไปได้ที่ผู้บริโภคอาจจะยอมรับขนมปังที่มีสารเคลือบเท่านั้น 
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บทท่ี 5  
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง  

งานวิจัยน้ีมีเป้าหมายเพื่อพัฒนาฟิล์มจากกลูโคแมนแนนของผงบุกที่ท าหน้าที่เป็นตัวพาซิน
ไบโอติก โดยจับคู่โพรไบโอติกทางการค้า 3 สายพันธ์ุ (L.casei-01, L. paracasei และ B. animalis 
subsp. lactis BB-12) กับพรีไบโอติกทางการค้า 4 ชนิด (Orafti®P95, Orafti®GR, Orafti®HSI และ 
Oligomate®55N) และกลูโคแมนแนนเพื่อหาคู่ที่มีศักยภาพจากค่า prebiotic activity score จาก
การทดสอบความสามารถในการใช้พรีไบโอติกของโพรไบโอติก พบว่าคู่ของ L. casei-01 กับ 
Orafti®GR ให้ค่า prebiotic activity score สูงที่สุด และพบว่ากลูโคแมนแนนของผงบุกซึ่งท าหน้าที่
เป็นตัวพา (carrier) สามารถส่งเสรมิการเจริญของโพรไบโอติกทั้งสามสายพันธ์ุที่ใช้ในการทดสอบ โดย
ช่วยให้ L. paracasei เจริญได้ดีที่สุด ดังนั้นจึงเลือกคู่ซินไบโอติกทั้งสองคู่นี้มาพัฒนาฟิล์มในข้ันต่อไป 

เมื่อน าคู่ซินไบโอติกที่คัดเลือกมาเติมลงในสารละลายส าหรบัข้ึนรูปฟิล์มแล้วท าแห้งที่อุณหภูมิ 
40 ºC นาน 16 ช่ัวโมง พบว่าคู่ของ L. casei-01 กับ  Orafti®GR มคีวามเหมาะสมต่อการน าไปศึกษา
ในข้ันตอนต่อไป เนื่องจากมีการรอดชีวิตของโพรไบโอติกสูง (78.75±0.56%) โดยกระบวนการท าแห้ง
ท าให้ปริมาณ L. casei-01 ลดลงประมาณ 2 log cycle อย่างไรก็ตามความเข้มข้นสุดท้ายของ L. 
casei-01 ในฟิล์มมีค่า 9.02±0.04 logCFU/g film (มากกว่า 6 logCFU/g ซึ่งเป็นเกณฑ์ข้ันต่ าของ
ปริมาณจุลินทรีย์ที่มชีีวิตที่ควรมีอยู่ในผลติภัณฑ์)  เมื่อพิจารณาทั้งค่า prebiotic activity score และ
อัตราการรอดชีวิตร่วมกันท าให้ L. casei-01 และ  Orafti®GR มีความเหมาะสมที่จะน าไปพัฒนาฟิลม์
เพื่อศึกษาสมบัติและศึกษาการประยุกต์ใช้ในอาหารต่อไป    
 การวิเคราะห์สมบัติของฟิล์มพบว่าฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม L. casei-01 และ 
Orafti®GR ไม่มีสี มีความโปร่งแสง สามารถต้านทานแรงดึงได้ดี มีความสามารถในการละลายน้ าสูง มี
ศักยภาพต่อการพัฒนาต่อไปเพื่อเป็นบรรจุภัณฑ์ สารเคลือบ หรือฟิล์มบริโภคได้เพื่อเสริมคุณค่าทาง
สุขภาพและเพิ่มมูลค่าให้กับผลิตภัณฑ์อาหาร  

เมื่อเก็บรักษาฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติม L. casei-01 และ Orafti®GR ในรูปแบบ
แผ่นที่อุณหภูมิห้องโดยมีปริมาณจุลินทรีย์ที่มีชีวิตเริ่มต้นประมาณ 9 log CFU/g ฟิล์ม  พบว่าจ านวน
จุลินทรีย์ที่มีชีวิตลดลงต่ ากว่าที่เกณฑ์ก าหนด (น้อยกว่า 6 log CFU/g ฟิล์ม) เมื่อเก็บฟิล์มนานเกิน 4 
วัน ดังนั้นฟิล์มที่พัฒนาได้มีความเหมาะสมในการใช้ร่วมกับกลุ่มผลิตภัณฑ์อาหารที่มีอายุการเก็บสั้น  
และต้องไม่ผ่านกระบวนการให้ความร้อนอีก 
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เมื่อประยุกต์ใช้ฟิล์มในรูปแบบสารเคลือบบนผิวขนมปังพบว่าปริมาณจุลินทรีย์ที่มีชีวิตจะ
ลดลงประมาณ 2 logCFU/ช้ิน ตลอดระยะเวลาของการเก็บรักษา 7 วัน (จากปริมาณเริ่มต้นในวันที่ 
0 ประมาณ 10.24 logCFU/ช้ิน เหลือประมาณ 8.19 logCFU/ช้ิน)  ท าให้ปริมาณของ L. casei-01 
ที่มีชีวิตยังคงมีค่ามากกว่า 6 logCFU/ช้ิน แม้ว่าขนมปังจะมีราข้ึนแล้วก็ตาม  ส าหรับการยอมรับจาก
ผู้บริโภคนั้น ด้วยสมบัติเชิงเคมี กายภาพ และสมบัติเชิงกลของฟิล์ม รวมทั้งผลการส ารวจเบื้องต้น
พบว่าผู้บริโภคมีแนวโน้มที่จะยอมรับฟิล์มสูตรนี้ ดังนั้นฟิล์มบริโภคได้ที่มีสมบัติซินไบโอติกจากกลู โค
แมนแนนของผงบุกจึงอาจเป็นแนวทางลดข้อจ ากัดในการประยุกต์ใช้ฟิล์มในผลิตภัณฑ์อาหารและ
เพื่อให้คนทั่วไปมีทางเลือกหลากหลายในการรับประทานโพรไบโอติกและพรีไบโอติกในชีวิตประจ าวัน 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 

5.2.1 การรอดชีวิตของจุลินทรีย์ในกระบวนการข้ึนรูปฟิล์มหรือสารเคลือบและระหว่างการ
เก็บรักษาสามารถปรับปรุงให้ดีข้ึนได้โดยการท าพรีทรีตเมนต์ซึ่งเป็นข้ันตอนให้ความเครียดทั้งออสโม
ติกและความร้อนแก่จุลินทรีย์โดยที่ยังไม่ท าให้จุลินทรีย์ตายก่อนน ามาใช้เตรียมฟิล์ม เพื่อให้จุลินทรีย์
ปรับตัวต่อสภาวะดังกล่าวได้ดีข้ึน ปรับองค์ประกอบในสูตรฟิล์ม  เช่น การเติมสารป้องกันกลุ่ม 
thermoprotectant การเติมสารท าลายอนุมูลอิสระ เป็นต้น และปรับกระบวนการข้ึนรูปฟิล์มทั้ง
อุณหภูมิและระยะเวลาที่ใช้เพื่อหาค่าที่เหมาะสมที่สดุ หากจุลินทรีย์มีการรอดชีวิตยาวนานข้ึนอายุการ
เก็บของฟิล์มก็จะมากข้ึนด้วย สามารถใช้ฟิล์มเป็นตัวกลางเก็บรักษาจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิห้อง น าไป
ประยุกต์ใช้ในอาหารที่มีอายุยาวนานข้ึน หรืออาจน าไปเคลือบบรรจุภัณฑ์ที่ใช้แล้วทิ้งที่ใส่อาหารเย็น 
(เช่น แก้วใส่เครื่องดื่มเย็น ถ้วยใส่ซีเรียล เมื่อใส่อาหารที่เป็นของเหลวจะมีการปลดปล่อยจุลินทรีย์
ออกมาจากฟิล์ม)  

5.2.2 จากผลการศึกษาอายุการเกบ็ของฟิล์มในรูปแบบแผ่นที่พบว่าจุลนิทรีย์ทีม่ีชีวิตมีจ านวน
ลดลงอย่างรวดเร็วภายใน 4 วัน อาจปรับรูปแบบผลิตภัณฑ์โดยเคลือบฟิล์มด้วยวัสดุที่ช่วยปกป้อง
เซลล์ทับฟิล์มอีกช้ัน หรือเปลี่ยนให้อยู่รูปผลิตภัณฑ์เป็นผงพร้อมชงด้วยน้ าประกอบด้วยจุลินทรีย์แบบ
เอนแคปซูเลชันเป็นผงแห้ง พรีไบโอติกรูปแบบผง และกลูโคแมนแนนของในรูปแบบผง 
 5.2.3 การวิจัยเพื่อปรับปรุงสมบัติของฟิล์มและการยอมรับจากผู้บริโภค การตรวจสอบทาง 
จุลชีววิทยาด้านอื่นๆของฟิล์มระหว่างการเก็บรักษาก่อนน าฟิล์มบริโภคได้ออกสู่ตลาด  
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ภาคผนวก ก  
การเตรียมอาหารส าหรับการวิเคราะห์ prebiotic activity score 

ก1 การเตรียมอาหารทดสอบ 

ก1.1 อาหารที่เติมกลูโคส 1% (w/v) 
อาหารเหลว MRS ที่เติมกลูโคส 1% (w/v) ปริมาตร 40 mL เตรียมโดยละลายกลูโคส 1 

g/100 mL ลงในอาหารแล้วน าไปท าให้ปราศจากเช้ือโดยใช้ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 ºC นาน 15 
นาที ส่วนอาหารเหลว M9 ทีเติมกลูโคส 1% (w/v) ปริมาตร 40 mL ให้เติมกลูโคสที่ปราศจากเช้ือ
พร้อมกับองค์ประกอบอาหารที่เหลือ โดยใช้สารละลายกลูโคส 20% 
 ก1.2 สารละลาย Orafti®P95 10% (w/v) ปริมาตร 10 mL  

ละลาย Orafti®P95 1 g ในน้ ากลั่นแล้วปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 10 mL แล้วน ามาท าให้
ปราศจากเช้ือด้วยการกรอง เมื่อจะน าไปใช้ให้ปิเปตสารละลายปริมาตร 1 mL ลงในอาหารเหลว 
MRS หรือ M9 ปริมาตร 9 mL จะได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1% (w/v) 
 ก1.3 สารละลาย Orafti®HSI 10% (w/v) ปริมาตร 10 mL  

ละลาย Orafti®HSI 1 g ในน้ ากลั่นแล้วปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 10 mL แล้วน ามาท าให้
ปราศจากเช้ือด้วยการกรอง เมื่อจะน าไปใช้ให้ปิเปตสารละลายปริมาตร 1 mL ลงในอาหารเหลว 
MRS หรือ M9 ปริมาตร 9 mL จะได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1% (w/v) 
 ก1.4 สารละลาย Orafti®GR 10% (w/v) ปริมาตร 10 mL  

ละลาย Orafti®GR 1 g ในน้ ากลั่นแล้วปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 10 mL แล้วน ามาท าให้
ปราศจากเช้ือด้วยการกรอง เมื่อจะน าไปใช้ให้ปิเปตสารละลายปริมาตร 1 mL ลงในอาหารเหลว 
MRS หรือ M9 ปริมาตร 9 mL จะได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1% (w/v)  

ก1.5 สารละลาย Oligomate®55N 10 % (w/v) ปริมาตร 10 mL  
เนื่องจากสารละลายอยู่ในรูปของไซรัป มีความหนืดและกรองได้ยากกว่าสารละลายอื่นๆ จึง

น ามาผสมน้ า โดยปิเปต Oligomate®55N มาจ านวน 1.8 mL (มีกาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์อย่าง
น้อย 1 g) ใส่ในน้ าปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 10 mL กรองให้ปราศจากเช้ือ เมื่อจะน าไปใช้ให้ปิเปต
สารละลายปริมาตร 1 mL ต่อ 10 mL อาหารเหลว MRS หรือ M9 จะได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 
1% (w/v) 
 ก1.6 กลูโคแมนแนนของผงบุก กรณีนี้เตรียมโดยการผสมกลูโคแมนแนนของผงบุกลงใน
อาหารเหลว MRS แล้วน าไปท าให้ปราศจากเช้ือโดยใช้เครื่องนึ่งฆ่าเช้ือ ที่อุณหภูมิ 121 ºC นาน 15 
นาที ส่วนอาหาร M9 แยกท าปราศจากเช้ือกลูโคแมนแนนของผงบุกแล้วผสมอาหาร M9 ในภายหลัง 
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ก2 การเจริญของจุลินทรีย์โพรไบโอติกและ enteric mixture ในการวิเคราะห์ prebiotic 
activity score 

 
 
ภาพท่ี ก2.1  การหาค่า prebiotic activity score ตัวอย่างการเจริญจลุินทรีย์โพรไบโอติกสายพันธ์ุ 

L. paracasei ในอาหารเหลว MRS ที่เติมคาร์โบไฮเดรตทดสอบหลังการเพาะเลี้ยง
นาน 24 ช่ัวโมง หลอดทดลองจากซ้ายไปขวา หลอดที่ 1 เติมกลูโคแมนแนนของผงบุก
, หลอดที่ 2 เติม Orafti®HSI, หลอดที่ 3 เติม Oligomate®55N, หลอดที่ 4 เติม 
Orafti®P95,หลอดที่ 5 เติม Orafti®GR, หลอดที่ 6 เติมกลูโคส 

 

 
ภาพท่ี ก2.2 การหาค่า prebiotic activity score ตัวอย่างการเจริญจุลินทรีย์ enteric mixture ใน

อาหารเหลว M9 ที่เติมคาร์โบไฮเดรตทดสอบหลังการเพาะเลี้ยงนาน 24 ช่ัวโมง จาก
ซ้ายไปขวา หลอดที่ 1 เติม Orafti®HSI, หลอดที่ 2 เติม Orafti®P95, หลอดที่ 3 เติม 
Orafti®GR, หลอดที่ 4 เติม Oligomate®55N, หลอดที่ 5 เติมกลูโคแมนแนนของผงบุก
, หลอดที่ 6 เติมกลูโคส 
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ก3 ความหนาแน่นของเซลล์ท่ีมีชีวิตของจุลินทรีย์ในอาหารเหลวท่ีเติมคาร์โบไฮเดรตทดสอบท่ี
เวลา 0 และ 24 ชั่วโมง  

โดยภาพที่ ก3.1-ก3.4 กราฟแท่งลายจุดแสดงความหนาแน่นของเซลล์ที่ 0 ช่ัวโมง และกราฟ
แท่งลายเส้นแสดงความหนาแน่นของเซลล์ที่ 24 ช่ัวโมง 

 
ภาพท่ี ก3.1 ความหนาแน่นของเซลล์ที่มีชีวิตของจุลินทรีย์ L. casei-01 ในอาหารเหลว MRS ที่เติม

คาร์โบไฮเดรตทดสอบที่เวลา 0 และ 24 ช่ัวโมง  
 

 
ภาพท่ี ก3.2  ความหนาแน่นของเซลล์ที่มีชีวิตของจุลินทรีย์ L. paracasei ในอาหารเหลว MRS ที่

เติมคาร์โบไฮเดรตทดสอบที่เวลา 0 และ 24 ช่ัวโมง  
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ภาพท่ี ก3.3  ความหนาแน่นของเซลล์ที่มีชีวิตของจุลินทรีย์ B. animalis subsp. lactis BB-12  ใน

อาหารเหลว MRS ที่เติมคาร์โบไฮเดรตทดสอบที่เวลา 0 และ 24 ช่ัวโมง 
 
 

 
ภาพท่ี ก3.4  ความหนาแน่นของเซลล์ที่มีชีวิตของจุลินทรีย์ enteric mixture  ในอาหารเหลว M9 

ที่เติมคาร์โบไฮเดรตทดสอบที่เวลา 0 และ 24 ช่ัวโมง 
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ก4 ตัวอย่างกราฟการเจริญของจุลินทรีย์ 

 

 
 

ภาพท่ี ก4.1  กราฟการเจรญิของ L. casei-01 
ที่มา: Koh et al. (2015) 

 
 

 
 

ภาพท่ี ก4.2  กราฟการเจรญิของ E. coli ATCC25922 
ที่มา: de Araujo et al. (2011) 
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ก5 Prebiotic activity score ของจุลินทรีย์โพรไบโอติกสามสายพันธุ์ท่ีเจริญในอาหารเหลว 
MRS ท่ีเติมคาร์โบไฮเดรตทดสอบ 

 
ตารางท่ี ก5.1  Prebiotic activity score ของจุลินทรีย์โพรไบโอติกสามสายพันธ์ุที่เจริญในอาหาร

เหลว MRS ที่เติมคาร์โบไฮเดรตทดสอบ 

คาร์โบไฮเดรตทดสอบ 
โพรไบโอติก 

L. casei-01 L. paracasei B. animalis subsp. lactis 
BB-12 

1% Konjac glucomannan (KGM) 0.16 ± 0.06 bc 0.18 ± 0.07b 0.14 ± 0.11 bc 
1% Orafti®HSI (HSI) 0.12 ± 0.03 bc 0.08 ± 0.04 cd 0.03 ± 0.06de 
1% Orafti®P95 (P95) 0.01 ± 0.04 de -0.11 ± 0.02 fg -0.13 ± 0.02g 
1% Orafti®GR (GR) 0.29 ± 0.03a 0.16 ± 0.03 bc 0.18 ± 0.03 b 
1% Oligomate®55N (GOS) 0.07 ± 0.02 cd -0.05 ± 0.04efg -0.03 ± 0.02ef 

a-c อักษรตัวพิมพ์เล็กที่แตกต่างกัน แสดงค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของความหนาแน่นเซลล์จุลินทรีย์ที่

เพิ่มขึ้นมีความแตกต่างกัน (p<0.05) 
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ภาคผนวก ข  
การเตรียมอาหารส าหรับเพาะเลี้ยงจุลินทรยี์ 

ข1 การเตรียมอาหารเหลว De Man Rogosa Sharpe (MRS) 

สูตรอาหาร (Difco™ Lactobacilli MRS Agar, USA)  
 ปริมาตร 1 L 
 Proteose peptone No.3  10.0  g 
 Beef extract   10.0  g 
 Yeast extract     5.0  g 
 Dextrose    20.0  g 
 Polysorbate 80    1.0  g 
 Ammonium citrate    2.0  g 
 Sodium acetate    5.0  g 
 Manesium sulfate   0.1 g 
 Manganese sulfate   0.05 g 
 Dipotassium phosphate  2.0 g 
 Agar    15.0 g 
วิธีเตรียม (ใช้อาหารผงส าเร็จรูป Difco™, USA) 

1. ละลาย MRS agar powder น้ าหนัก 70 g ในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 mL คนให้เข้ากัน 
2. ให้ความร้อนและคนบ่อยๆ และท าให้เดือดนาน 1 นาที เพื่อให้ผงอาหารละลายหมด 
3. แบ่งอาหารลงในขวดแล้วน าไปท าให้ปราศจากเช้ือด้วย Autoclave ที่อุณหภูมิ 121ºC นาน 

15 นาที 
4. เติม clindamycin stock solution ปริมาตร 0.5 mL/1 L medium 
5. pH หลังจากท าการปราศจากเช้ือแล้วมีค่าประมาณ 6.5 ± 0.2 ที่อุณหภูมิ 25ºC  

อาหารเลี้ยงเช้ือ MRS agar ที่เตรียมได้ สามารถเก็บได้นาน 3 เดือน ในที่มืด อุณหภูมิ 5 ± 3ºC ส่วน
อาหารที่เทลงในจานเลี้ยงเช้ือแล้วสามารถเก็บได้นาน 10 วัน ในที่มืด อุณหภูมิ 5 ± 3ºC 
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ข2 การเตรียมอาหารเหลว De Man Rogosa Sharpe (MRS) 

สูตรอาหาร (Difco™ Lactobacilli MRS Broth, USA)   
 ปริมาตร 1 L 
 Proteose peptone No.3  10.0  g 
 Beef extract   10.0  g 
 Yeast extract    5.0  g 
 Dextrose    20.0  g 
 Polysorbate 80    1.0  g 
 Ammonium citrate   2.0  g 
 Sodium acetate    5.0  g 
 Manesium sulfate   0.1 g 
 Manganese sulfate   0.05 g 
 Dipotassium phosphate  2.0 g  
วิธีเตรียม (ใช้อาหารผงส าเร็จรูป Difco™, USA) 

1. ละลายผงส าเร็จรูป MRS น้ าหนัก 70 g ในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 mL คนให้เข้ากัน 
2. ให้ความร้อนและคนบ่อยๆ และท าให้เดือดนาน 1 นาที เพื่อให้ผงอาหารละลายหมด 
3. แบ่งอาหารลงในขวดแล้วน าไปท าให้ปราศจากเช้ือด้วย Autoclave ที่อุณหภูมิ 121ºC นาน 

15 นาที 
4. เติม clindamycin stock solution ปริมาตร 0.5 mL/1 L medium 
5. pH หลังจากท าการปราศจากเช้ือแล้วมีค่าประมาณ 6.5 ± 0.2 ที่อุณหภูมิ 25ºC  
 

ข3 การเตรียมอาหารเหลว Tryptic Soy Broth (TSB) 

สูตรอาหาร (Difco™ Tryptic Soy Broth, USA)   
 ปริมาตร 1 L 
 Pancreatic digest of casein  15.0  g 
 Papaic digest of soybean 5.0  g 
 Sodium chloride    5.0  g 
วิธีเตรียม (ใช้อาหารผงส าเร็จรูป Difco™, USA) 

1. ละลายผงส าเร็จรูป TSA ในน้ ากลั่น คนให้เข้ากัน 
2. ให้ความร้อนและคนเพื่อให้ผงอาหารละลายหมด 



 

 

123 

3. แบ่งอาหารลงในขวดแล้วน าไปท าให้ปราศจากเช้ือด้วย Autoclave ที่อุณหภูมิ 121ºC นาน 
15 นาที ห้าม overheat 

4. pH หลังจากท าการปราศจากเช้ือแล้วมีค่าประมาณ 7.3 ± 0.2 ที่อุณหภูมิ 25ºC  
 

ข4 การเตรียมอาหารแข็ง Tryptic soy agar (TSA) 
สูตรอาหาร (Difco™ Tryptic Soy Broth, USA)   
 ปริมาตร 1 L 
 Pancreatic digest of casein  15.0  g 
 Papaic digest of soybean 5.0  g 
 Sodium chloride    5.0  g 
 Agar    15.0 g 
วิธีเตรียม (ใช้อาหารผงส าเร็จรูป Difco™, USA) 

1. ละลายผงส าเร็จรูป TSB ในน้ ากลั่น คนให้เข้ากัน 
2. ให้ความร้อนและคนเพื่อให้ผงอาหารละลายหมด 
3. แบ่งอาหารลงในขวดแล้วน าไปท าให้ปราศจากเช้ือด้วย Autoclave ที่อุณหภูมิ 121ºC นาน 

15 นาที ห้าม overheat 
4. pH หลังจากท าการปราศจากเช้ือแล้วมีค่าประมาณ 7.3 ± 0.2 ที่อุณหภูมิ 25ºC 

 
 
ข5 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ M9 Minimal Medium broth (Atlas, 2010) 
สูตรอาหาร   
 ปริมาตร 1 L 
 Na2HPO4 (Disodium phosphate) (anhydrous)  6.0  g 
 KH2PO4 (Monopotassium phosphate)  3.0  g 
 NaCl (Sodium chloride)    0.5  g 
 NH4Cl (Ammonium chloride)   1.0  g 
 สารละลาย 20% glucose    10.0 mL 
 สารละลาย MgSO4·7H2O    1.0 mL 
 สารละลาย Thiamine·HCl    1.0 mL 
 สารละลาย CaCl2     1.0 mL 
 pH 7.0 ± 0.2 ที่อุณหภูมิ 25ºC 
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วิธีเตรียมสารละลายที่เป็นส่วนประกอบของ M9 Minimal Medium 
สารละลาย 20% glucose: 
 ส่วนประกอบ ต่อปริมาตร 100.0 mL: 
 D-Glucose  20.0 g  
 วิธีเตรียม: ละลายกลูโคสในน้ ากลั่น คนให้ละลาย แล้วปรับปริมาตรเป็น 1.0 L แล้วน าไป 

autoclave ที่อุณหภูมิ 121ºC นาน 15 นาที  
สารละลาย MgSO4·7H2O: 
 ส่วนประกอบ ต่อปริมาตร 1 L: 
 MgSO4·7H2O  246.5 g  

 วิธีเตรียม: เติม MgSO4·7H2O ในน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรเป็น 1.0 L คนให้ละลายแล้ว
น าไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121ºC นาน 15 นาที 

สารละลาย Thiamine·HCl: 
 ส่วนประกอบ ต่อปริมาตร 10.0 mL: 
 Thiamine·HCl  10.0 mg  
 วิธีเตรียม: เติม Thiamine·HCl ในน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรเป็น 1.0 L คนให้ละลาย แล้ว
น าไป filter sterilize  
สารละลาย สารละลาย CaCl2: 
 ส่วนประกอบ ต่อปริมาตร 1 L: 
 CaCl2  14.7 g  
 วิธีเตรียม: ละลาย CaCl2 ในน้ ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 1.0 L แล้วน าไป autoclave ที่
อุณหภูมิ 121ºC นาน 15 นาที  
 
การเตรียมอาหารเหลว M9 Minimal Medium 

1. ผสมส่วนประกอบของอาหารทั้งหมดในน้ ากลั่น ยกเว้น สารละลาย 20% glucose, 
สารละลาย MgSO4·7H2O, สารละลาย Thiamine·HCl และสารละลาย CaCl2 ปรับ
ปริมาตรสุดท้ายเป็น 987.0 mL คนให้เป็นเนื้อเดียวกัน  

2. ปรับ pH เป็น 7.0 
3. น าไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121ºC นาน 15 นาที 
4. ทิ้งให้อุณหภูมิเท่ากับอุณหภูมิห้อง 
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5. เป็นข้ันตอนที่ต้องปราศจากเช้ือ (aseptic) คือ การเติมสารละลาย MgSO4·7H2O, 
สารละลาย 20% glucose, สารละลาย Thiamine·HCl และสารละลาย CaCl2 ผสมให้
เข้ากัน แล้วแบ่งอาหารลงในหลอดหรือขวดแก้วที่ปราศจากเช้ือ 
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ภาคผนวก ค  
การนับจ านวนจุลินทรีย์ท่ีมชีีวิต 

ค1 วิธีการนับจ านวนจุลินทรีย์ท่ีมีชีวิตส าหรับ Lactobacillus casei-01, Lactobacillus 
paracasei และ Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 ด้วยเทคนิค pour 
plate 

1. เจือจางตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคการเจือจางเป็นล าดับ (serial dilution) 
ส าหรับงานวิจัยนี้ใช้การเจือจางแบบ 10 เท่า (10-fold serial dilution) ดังนั้นเริ่มต้นการ
เจือจางด้วยการปิเปตของเหลวจากตัวอย่างปริมาตร 1 mL ใส่ลงหลอดทดลองทีม่ีสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ที่มี 1% (w/v) เปปโทน ปริมาตร 9 mL และผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วย
เครื่องผสมแบบเขย่า (vortex mixer) จะได้ของเหลวในหลอดนี้มีความหนาแน่นของเซลล์
เจือจางเป็น 10 เท่า ของตัวอย่างซึ่งอยู่ในหลอดก่อนหน้า  

2. ปิเปตของเหลวในหลอดเจือจางปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดมีสารละลายโซเดียมคลอ
ไรด์ที่มี 1% (w/v) เปปโทน ปริมาตร 9 mL และผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วยเครื่องผสมแบบ
เขย่า (vortex mixer) จะได้ของเหลวในหลอดน้ีมีความหนาแน่นของเซลล์เจือจางลงอีก 10 
เท่าของของเหลวอยู่ในหลอดก่อนหน้า ท าข้อ 2 ซ้ าจนกระทั้งได้ระดับการเจือจางที่เหมาะสม 
คือ มีความหนาแน่นของเซลล์เหมาะสมอยู่ในช่วงที่สามารถนับโคโลนีบนจานเพาะเช้ือ
ระหว่าง 30 – 300 โคโลนี (colony forming unit หรือ CFU) 

3. ปิเปตตัวอย่างที่ถูกเจือจางจากหลอดที่มีความหนาแน่นของเซลล์อยู่ในช่วงที่เหมาะสม 
ปริมาตร 1 mL ลงบนจานเพาะเช้ือ  

4. เทอาหาร MRS agar ที่ผ่านการท าให้ปราศจากเช้ือและยังมีสภาพเป็นของเหลวอยู่ (อุณหภูมิ
ประมาณ 45-50ºC) ปริมาตร 15-20 mL ลงบนจานเพาะเช้ือ 

5. กระจายตัวอย่างให้ผสมเข้ากับอาหารเลี้ยงเช้ือด้วยการหมุนจานเลี้ยงเช้ือไปในทิศทางหนึ่ง
แล้วหมุนย้อนกลับอีกครั้งหนึ่ง 

6. รอให้อาหารแข็งตัวบนพื้นราบ ประมาณ 5-10 นาที กลับจานเพาะเช้ือให้ตัวจานที่มีอาหาร
แข็งอยู่ด้านบนและฝาอยู่ด้านล่าง แล้ววางเรียงซ้อนกัน บรรจุใส่ภาชนะที่ปิดมิดชิด กรณีของ
จุลินทรีย์ B. animalis subsp. lactis BB-12 ซึ่งต้องเลี้ยงในสภาวะไม่มีอากาศ ให้ใส่ใน 
anaerobic jar ใส่ AnaeroGen® และ anaerobic indicator  

7. บ่มที่อุณหภูมิ 37ºC นาน 3 วัน  
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8. นับจ านวนโคโลนีของจุลินทรีย์ L. casei-01, L. paracasei และ B. animalis subsp. 
lactis BB-12 โคโลนีมีสีขาว ฝังอยู่ในอาหารแข็งหรืออยู่บนอาหาร 

9. ค านวณจ านวนจุลินทรีย์ที่มีในตัวอย่างและรายงานค่าเบื้องต้นในหน่วย log CFU/mL 
ตัวอย่าง   

ค2 วิธีการนับจ านวนจุลินทรีย์ท่ีมีชีวิตส าหรับ enteric mixture ด้วยเทคนิค spread plate 
1. เจือจางตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคการเจือจางเป็นล าดับ (serial dilution) 

ส าหรับงานวิจัยนี้ใช้การเจือจางแบบ 10 เท่า (10-fold serial dilution) ดังนั้นเริ่มต้นการ
เจือจางด้วยการปิเปตของเหลวจากตัวอย่างปริมาตร 1 mL ใส่ลงหลอดทดลองทีม่ีสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ที่มี 1% (w/v) เปปโทน ปริมาตร 9 mL และผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วย
เครื่องผสมแบบเขย่า (vortex mixer) จะได้ของเหลวในหลอดนี้มีความหนาแน่นของเซลล์
เจือจางเป็น 10 เท่า ของตัวอย่างซึ่งอยู่ในหลอดก่อนหน้า  

2. ปิเปตของเหลวในหลอดเจือจางปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดมีสารละลายโซเดียมคลอ
ไรด์ ปริมาตร 9 mL และผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วยเครื่องผสมแบบเขย่า (vortex mixer) 
จะได้ของเหลวในหลอดน้ีมีความหนาแน่นของเซลล์เจือจางลงอีก 10 เท่าของของเหลวอยู่ใน
หลอดก่อนหน้า ท าข้อ 2 ซ้ าจนกระทั้งได้ระดับการเจือจางที่เหมาะสม คือ มีความหนาแน่น
ของเซลล์เหมาะสมอยู่ในช่วงที่สามารถนับโคโลนีบนจานเพาะเช้ือระหว่าง 30 – 300 โคโลนี 
(colony forming unit หรือ CFU) 

3. ปิเปตตัวอย่างที่ถูกเจือจางจากหลอดที่มีความหนาแน่นของเซลล์อยู่ในช่วงที่เหมาะสม 
ปริมาตร 0.1 mL ลงบนจานเพาะเช้ือที่มีอาหารแข็ง TSA  

4. กระจายตัวอย่างให้ทั่วผิวหน้าอาหารโดยใช้ spreader จนกระทั่งตัวอย่างกระจายทั่วและแหง้ 
5. กลับจานเพาะเช้ือ แล้วใส่ในภาชนะปิดมิดชิด 
6. บ่มที่อุณหภูมิ 37ºC นาน 18 ช่ัวโมง 
7. นับจ านวนโคโลนีซึ่งมีสีขาวอยู่บนอาหารแข็ง 
8. ค านวณจ านวนจุลินทรีย์ที่มีในตัวอย่างและรายงานค่าเบื้องต้นในหน่วย log CFU/mL 

ตัวอย่าง   
 
ค3 การเตรียมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ท่ีมี 1% (w/v) เปปโทนส าหรับการเจือจาง 
ส่วนประกอบ ต่อปริมาตร 1 L: 
 Bacteriological peptone 1.0 g 
 Sodium chloride   8.5 g 
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 pH 7.0 ± 0.2 ที่อุณหภูมิ 25ºC 
วิธีเตรียม: ละลายส่วนประกอบในน้ ากลั่นแล้วปรับปริมาตรเป็น 1.0 L  น าไป autoclave ที่อุณหภูมิ 

121ºC นาน 15 นาที 
 
ค4 การสร้างกราฟส าหรับประมาณจ านวนจุลินทรีย์ท่ีมีชีวิตในอาหารเหลว 

1. เพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ส าหรับการสร้างกราฟเพื่อประมาณจ านวนจุลินทรีย์ ประกอบด้วย
จุลินทรีย์ทั้งหมด 6 สายพันธ์ุ ได้แก่  L. casei-01, L. paracasei, B. animalis subsp. 
lactis BB-12, Escherichia coli 25922, E. coli 073 และ E. coli 074 โดยบ่มที่อุณหภูมิ 
37ºC นาน 24 ช่ัวโมงส าหรับโพรไบโอติก และนาน 18 ช่ัวโมงส าหรับ E. coli ทั้งสามสาย
พันธ์ุ 

2. ใช้เทคนิคการเจือจางเป็นล าดับ (serial dilution) เจือจางตัวอย่างด้วยอัตราส่วนที่เหมาะสม
อย่างน้อย 5 หลอด 

3. เก็บข้อมูลส าหรับการสร้างกราฟ 2 ส่วน คือ ข้อมูลการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm 
ของตัวอย่างที่ถูกเจือจางทุกหลอด และข้อมูลจ านวนจุลินทรีย์ที่มีชีวิตจากเทคนิค pour 
plate หรือ spread plate ตามวิธีที่อธิบายในภาคผนวก ค1-ค2 

4. สร้างกราฟโดยมีแกนต้ังเป็นค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm และแกนนอนเป็น
จ านวนจุลินทรีย์ที่มีชีวิต (CFU/mL) (ภาพที่ ค4.1) น ากราฟที่เตรียมได้ไปใช้ในการประมาณ
จ านวนจุลินทรีย์ที่จะเติมลงในหลอดอาหารทดสอบเพื่อวิเคราะห์ค่า prebiotic activity 
score 
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ภาคผนวก ง  
ปริมาณจุลินทรยี์ท่ีมีชีวิตในสารละลายส าหรับขึน้รูปฟิลม์และในฟิล์มหลังกระบวนการขึ้นรูปด้วย

การท าแห้ง และเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของจุลินทรยี์ 

ง1 ปริมาณจุลินทรีย์ท่ีมีชีวิตในสารละลายส าหรับขึ้นรูปฟิล์มและในฟิล์มหลังกระบวนการขึ้นรูป
ด้วยการท าแห้ง และเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของจุลินทรีย์ 
 
ตารางท่ี ง1.1 ปริมาณจุลินทรีย์ที่มีชีวิตในสารละลายส าหรับข้ึนรูปฟิล์มและในฟิล์มหลังกระบวนการ

ข้ึนรูปด้วยการท าแห้ง และเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของจุลินทรีย์ 

ตัวแปรที่ศึกษา 
สูตรฟิล์ม** 

KGM/LC KGM/LC/GR KGM/LPC KGM/LPC/GR 
น้ าหนักฟิล์ม (g) 0.26±0.00c 0.48±0.00a 0.30±0.01b 0.49±0.01a 

การมีชีวิตก่อนท าแห้ง 
(logCFU/mL FFS) 

9.02±0.08b 9.40±0.10a 9.21±0.03b 9.34±0.04a 

การมีชีวิตหลังท าแห้ง 
(logCFU/mL FFS*) 

7.34±0.13ab 7.40±0.04a 7.13±0.12a < 1.00 

การมีชีวิตหลังท าแห้ง 
(logCFU/film) 

8.64±0.13ab 8.70±0.04a 8.43±0.12a < 1.00 

การมีชีวิตหลังท าแห้ง 
(logCFU/g film) 

9.22±0.14a 9.02±0.04b 8.95±0.12b < 1.00 

% การรอดชีวิต 81.38±2.17a 78.75±0.56b 77.44±0.96b < 10.00 

ข้อมูลในตารางแสดงค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานตัวอักษรยกที่ต่างกันในแนวนอนแสดงถึงค่าที่แตกต่างกันอย่าง
มีนัยส าคัญ (p < 0.05) 
*ปริมาตรเทียบเท่า 
** KGM/LC = ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุก (KGM) ที่เติม L. casei-01 (LC), KGM/LC/GR = ฟิล์มกลูโคแมนแน
นของผงบุก (KGM) ที่เติม L. casei-01 (LC) และ Orafti®GR (GR), KGM/LP = ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุก 
(KGM) ที่เติม L. paracasei (LPC), KGM/LPC/GR = ฟิล์มกลูโคแมนแนนของผงบุก (KGM) ที่เติม L. paeacasei 
(LPC) และ Orafti®GR (GR) 
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ภาคผนวก จ  
วิธีวิเคราะห์สมบัติของฟิล์ม 

จ1 ความหนา (thickness) 
ท าตามวิธี Kanmani and Lim (2013) โดยใช้ดิจิตอลไมโครมิเตอร์ (Absolute Digimatic 

Thickness Gauge, บริษัท Mitutoyo, ประเทศญี่ปุ่น) วัดความหนาของแผ่นฟิล์ม ตัดฟิลม์ตัวอย่างให้
เป็นแถบมีความกว้าง 3 cm × 10 cm มีขอบเรียบ สุ่มวัดความหนาของแผ่นฟิลม์ทัง้หมด 10 
ต าแหน่งต่อฟลิ์มตัวอย่าง 1 แผ่น นับเป็นหนึ่งซ้ า ท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ า ค านวณค่าเฉลี่ยที่ได้เป็น
ค่าความหนาของแผ่นฟลิ์ม รายงานความหนาในหน่วย mm  
 
จ2 สี (color)  

วัดค่า L*, a* และ b* ในระบบ CIELAB โดยใช้ chroma meter (Konica Minolta 
Chromameter CR-400, Minolta Camera Co., Osaka, ประเทศญีปุ่่น) ตามวิธี Odila Pereira et 
al. (2016)  วัดค่าสีของแผ่นมาตรฐานสีขาว (white standard plate), ฟิล์มควบคุม และฟลิ์มที่
เติมพรีไบโอติกและ/หรือพรีไบโอติก การวัดค่าสีของฟลิ์มท าโดยวางฟิลม์บนแผ่นมาตรฐานสีขาวแล้ว
วัดสีทั้งหมด 10 ต าแหน่งต่อตัวอย่างฟลิ์ม 1 แผ่น บันทึกค่า Lightness (L*) ค่า chromaticity 
parameters a* (red-green) และ b* (yellow-blue) แล้วเปรียบเทียบความแตกต่างของสีฟลิ์ม
ระหว่างฟลิ์มควบคุมกับฟลิ์มกับฟลิ์มที่เติมโพรไบโอติกและพรีไบโอตกิแต่ละชนิด โดยค านวณค่าความ
แตกต่างของค่าสี (color difference, ∆E) ระหว่างฟลิ์มควบคุมและฟลิ์มที่เตมิโพรไบโอติกและพรีไบ
โอติกแต่ละชนิด จากสมการ 

∆E = [(∆L*)2 + (∆a*)2 + (∆b*)2]1/2 

โดยที่ ∆L*, ∆a* และ ∆b* คือความแตกต่างของค่า Lightness, redness และ 
yellowness จากฟิลม์ควบคุม ท าการทดลองทัง้หมด 3 ซ้ า  
 
จ3 ความโปร่งแสง (transparency)  

โดยใช้เครื่อง UV/Vis spectrophotometer ตามวิธีจาก Kanmani และ Lim (2013) 
(Kanmani and Lim, 2013) ตัดฟิล์มใหม้ีขนาด 1 cm × 4 cm จ านวน 6 ช้ิน ต่อฟิล์มหนึง่ชนิด 
ติดตั้งฟิล์มใน cuvette โดยแนบผิวของฟลิ์มติดกับผิวด้านในของ cuvette แล้วน าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 nm โดยใช้ cuvette เปล่าซึ่งมีอากาศเป็น blank จากนั้นน าไปหา
ค่าความโปร่งแสงจากสมการ 
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T = A550/x 
  โดย  T     คือ ความโปร่งแสง 
   A550 คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 nm 
   x     คือ ความหนาเฉลี่ยของแผน่ฟิลม์ (mm) 
ท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ า ค านวณค่าเฉลี่ย ค่าที่ค านวณได้ยิ่งมีค่ามาก ความโปร่งแสงของ

ฟิล์มยิง่มีค่าน้อย 
 

จ4 ความต้านทานแรงดึงขาด (tensile strength) และการยืดตัวถึงจุดขาด (elongation)  
โดยใช้เครื่อง Instron® universal material testing machine ตามวิธีทดสอบมาตรฐาน

(ASTM, 2001)  ตัดฟิล์มส าหรบัการทดสอบใหม้ีขอบเรียบจ านวน 10 ช้ิน มีความกว้าง 3 cm × 10 
cm ก่อนการทดสอบให้วัดความหนาของฟิลม์ทั้งหมด 10 ต าแหน่ง/แผ่น ใช้หัววัด pneumatic side-
action grips ยึดปลายทางด้านกว้างของฟิลม์ทั้งสองด้านกบัหัวทดสอบ โดยมีระยะห่างระหว่างจุดที่
ยึดฟิล์มเท่ากบั 30 mL ตั้งค่าอัตราเร็วในการดึงฟิลม์ 30 mm/min  ใช้ load cell ขนาดเท่ากับ 5 
kN บันทึกค่าแรงที่ใช้ดึงตัวอย่างให้ขาดออกจากกัน (หน่วยเป็น g-force) และระยะการยืดตัวถึงจุด
ขาด (หน่วยเป็น mm) ค านวณการต้านทานแรงดึงขาดและการยืดตัวถึงจุดขาดโดยใช้สมการดังนี้ 

 
ความต้านทานแรงดึงขาด (MPa) = [F x 0.009807 x 10 -6]/wd 
เมื่อ F คือ แรงที่ใช้ในการดึงช้ินตัวอย่างให้ขาดออกจากกัน (g-force) 
w คือ ความกว้างของช้ินตัวอย่าง (m) 
d คือ ความหนาของช้ินตัวอย่าง (m) 
ค่า 0.009807 เป็นตัวเลขที่ใช้ในการแปลงหน่วยจาก g-force ให้เป็น N  
ค่า 10-6 เป็นตัวเลขส าหรับแปลงหน่วยจาก Pa ให้เป็นหน่วย MPa 

 
การยืดตัวถึงจุดขาด (%) = Lf x 100/Li 

เมื่อ Lf คือ ระยะทางที่สามารถดึงช้ินฟิล์มให้ยืดได้มากที่สุดก่อนที่ฟิล์มจะขาดออกจาก
กัน (mm) 

Li คือ ความยาวของฟิล์มระหว่างส่วนยึดจับก่อนดึง (mm) 
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จ5 สภาพซึมผา่นได้ของไอน้ า (water vapor permeability หรือ WVP)  
ท าตามวิธีมาตรฐาน (ASTM, 2003)  เตรียมโถแก้วทีอ่ิม่ตัวด้วยน้ า โดยเทน้ ากลั่นลงใน 

โถแก้วแล้วปิดฝาทิง้ไว้ 24 ช่ัวโมง เพื่อให้มีความช้ืนสมัพัทธ์เท่ากับ 100%  บรรจุซลิิกาเจล 20 กรัม 
ลงในขวดแก้วทรงกระบอกซึ่งผ่านการอบแห้งแล้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3.75 เซนติเมตร แล้ว
น าไปอบที่อุณหภูมิ 105 ºC นาน 24 ช่ัวโมงก่อนน ามาใช้ในการทดสอบเพื่อให้ภายในขวดแก้วทดสอบ
มีความช้ืนสัมพัทธ์เท่ากับ 0%  เตรียมขวดแก้วส าหรบัการทดสอบโดยตัดตัวอย่างฟลิ์มใหม้ีขนาด  5 
cm x 5 cm ปิดปากขวดแก้วด้วยฟิล์ม รัดด้วยยางแล้วพันทับด้วยพาราฟลิ์ม ช่ังน้ าหนักเริ่มต้นของ
ขวดแก้วที่มีตัวอย่างฟิล์มปิดปากขวด จากนั้นน าไปวางในโถทดสอบที่อิ่มตัวด้วยไอน้ า เกบ็ไว้ที่
อุณหภูมิห้อง (26±2 ºC) ติดตามการเปลี่ยนแปลงน้ าหนักของขวดทดสอบทุก 5 ช่ัวโมง จนครบ 80 
ช่ัวโมง (ดังแสดงในภาพที่ จ5.1) ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ซ้ า ได้กราฟดังแสดงในภาพที่ จ5.2-จ5.5 
แล้วค านวณสภาพให้ซึมผ่านได้ของไอน้ าโดยใช้สมการดังนี ้

 สภาพให้ซมึผ่านได้ของไอน้ า (g mm h-1 m-2 kPa-1) = W/t × [d/(∆P×A)]                                                    
เมื่อ W คือ น้ าหนักของขวดทดสอบ (g) 
d คือ ความหนาของแผ่นฟิล์ม (mm) 
A คือ พื้นที่หน้าตัดของแผ่นฟิล์มที่ไอน้ าผ่านได้ (m2) 

t คือ เวลาที่น้ าหนักของขวดทดสอบคงที่ (h) 
∆P = Pโถทดสอบ-Pขวดทดสอบ คือ ความแตกต่างของความดันไอน้ าระหว่างสองด้านของแผ่นฟิล์ม

ที่อุณหภูมิ 25 ºC (kPa)  
W/t ค านวณโดยการถดถอยเชิงเส้น (R2>0.9) จากการดูดซึมไอน้ าโดยระบบเมื่อถึงสภาวะ

คงที่ 
โดย  Pโถทดสอบ-Pขวดทดสอบ = ค่าความดันไอน้ าอิ่มตัวที่ 25 ºC x (RHโถทดสอบ-RHขวดทดสอบ) 
ค่าความดันไอน้ าอิ่มตัวที่ 25 ºC เท่ากับ 3.1690 kPa 
RHโถทดสอบ คือ ความช้ืนสัมพัทธ์ภายในโถทดสอบ เท่ากับ 100% 
RHขวดทดสอบ คือ ความช้ืนสัมพัทธ์ภายในขวดทดสอบ เท่ากับ 0% 

 
ตัวอย่างการค านวณของฟิลม์ KGM/LC ซึ่งมีค่าเฉลี่ย 0.0035 g mm h-1 m-2 kPa-1 โดยแทนค่าดังนี ้

W/t = 0.0222, 0.0203 และ 0.0213 g h-1     d = 0.059, 0.059 และ 0.054 mm 
A = 0.0011, 0.0011 และ 0.0011 m2           ∆P = 316.9 kPa 
จะได้ค่า WVP จากซ้ าที่ 1 = 0.0222 × [0.059/(316.9×0.0011)] = 0.0037 

WVP จากซ้ าที่ 2 = 0.0203 × [0.059/(316.9×0.0011)] = 0.0034 
WVP จากซ้ าที่ 3 = 0.0213 × [0.054/(316.9×0.0011)] = 0.0033 
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ภาพท่ี จ5.1 วิธีการวิเคราะห์สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ า (water vapor permeability)  
 
 

 
ภาพท่ี จ5.2 กราฟส าหรับวิเคราะห์สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าของฟิล์มกลูโคแมนแนน (KGM) 
 

y = 0.025x + 125.17 
R² = 0.9222 

y = 0.0234x + 125.59 
R² = 0.946 

y = 0.0215x + 125.09 
R² = 0.9908 
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ภาพท่ี จ5.3 กราฟส าหรับวิเคราะห์สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าของฟิล์มกลูโคแมนแนนที่ เติม  

L. casei-01 (KGM/LC) 
 

 
ภาพท่ี จ5.4 กราฟส าหรับวิเคราะห์สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าของฟิล์มกลูโคแมนแนนที่ เติม

Orafti®GR (KGM/GR) 
 

y = 0.0222x + 125.1 
R² = 0.9421 

y = 0.0203x + 124.02 
R² = 0.9895 

y = 0.0213x + 124.74 
R² = 0.9613 
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y = 0.0243x + 123.8 
R² = 0.9118 

y = 0.023x + 123.67 
R² = 0.9348 

y = 0.0226x + 123.03 
R² = 0.9275 
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ภาพท่ี จ5.5 กราฟส าหรับวิเคราะห์สภาพซึมผ่านได้ของไอน้ าของฟิล์มกลูโคแมนแนนที่ เติม  

L. casei-01 และ Orafti®GR (KGM/LC/GR) 
 
จ6 ความสามารถในการละลายน้ า (water solubility)  

วิเคราะห์ความสามารถในการละลายน้ าตามวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ Kurt and Kahyaoglu 
(2014) โดยตัดตัวอย่างฟิล์มใหม้ีขนาด 2 cm x 2 cm น าตัวอย่างฟิล์มไปอบแห้งด้วยตู้อบลมร้อนที่
อุณหภูมิ  70 องศาเซลเซียส จนน้ าหนักคงที่ แล้วน าตัวอยา่งฟิล์มมาช่ังน้ าหนกั บันทึกน้ าหนกัเริ่มต้น
ของตัวอย่างฟิลม์เป็น Wi ละลายตัวอย่างฟลิ์มอบแหง้ลงในน้ ากลั่น 50 mL เขย่าเบาๆอย่างต่อเนือ่ง
โดยใช้เครื่องเขย่านาน 24 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นแยกช้ินฟิล์มที่ไม่ละลายไปอบในตู้อบลมร้อน
ที่อุณหภูม ิ 70 องศาเซลเซียส จนน้ าหนกัคงที่ ท าให้เยน็ลงจนถึงอุณหภูมหิ้องแล้วน ามาช่ังเพื่อหา
น้ าหนักของตัวอย่างฟิล์มหลังอบ ค านวณความสามารถในการละลายน้ าโดยใช้สมการ 

ความสามารถในการละลายน้ า = (Wi - Wf)/Wi x 100 
เมื่อ  Wi คือ น้ าหนักตัวอย่างฟิล์มเริ่มต้น (g) 

Wf คือ น้ าหนักของตัวอย่างฟิล์มหลังอบ (g) 
 
 
 
 

y = 0.0208x + 127.09 
R² = 0.944 

y = 0.0207x + 124.95 
R² = 0.9531 

y = 0.0187x + 125.03 
R² = 0.9931 
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จ7 ลักษณะพ้ืนผิวและภาคตัดขวาง (surface and cross section)  
ท าตามวิธีของ Tripetch et al. (2016) ส าหรับการศึกษาพื้นผิวหน้าของฟิล์ม ตัดตัวอย่าง

ฟิล์มให้มีขนาด  5 mm x 5 mm แล้วติดบนแท่นวางตัวอย่าง (stub) ด้วยเทปคาร์บอน กรณีศึกษา
ภาคตัดขวางของฟิล์ม เตรียมตัวอย่างโดยตัดฟิล์มขนาด 5 mm x 10 mm  แล้วน าช้ินฟิล์มแช่ลงใน
ไนโตรเจนเหลวให้ฟิล์มแข็งตัวและหักตัวอย่างฟิล์ม ทิ้งให้ตัวอย่างฟิล์มอ่อนตัวลง ใช้เทปคาร์บอน
ติดตั้งฟิล์มบนแท่นวางตัวอย่าง (stub) ที่มีลักษณะเป็นร่องตั้งฉากกับพื้นผิวส าหรับติดตั้งตัวอย่าง 
เคลือบตัวอย่างฟิล์มด้วยทองแลว้วิเคราะหโ์ครงสรา้งจากภาพถ่ายจากกลอ้งจลุทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบ
ส่องกราด ด้วยเทคนิค field emission scanning electron microscopy (FE-SEM) ด้วยเครื่อง 
JEOL JSM-7610F Field Emission Scanning Electron Microscope โดยใช้ accelerating 
voltage เท่ากับ 2 kV บันทึกภาพที่ก าลังขยาย 2,000 และ 10,000 เท่าส าหรับการศึกษา
ภาคตัดขวางของฟิล์ม และบันทึกภาพที่ก าลังขยาย 5,000 และ 10,000 เท่าส าหรับการศึกษาพื้นผิว
ของฟิล์ม 

 
จ8 Fourier transform infrared (FT-IR) spectra  

ท าตามวิธีของงานวิจัยก่อนหน้านี้ (Tripetch et al., 2016) เพื่อตรวจสอบการสร้างพันธะ
ระหว่างกลูโคแมนแนนและพรไีบโอติกในแผ่นฟิลม์ โดยเตรียมฟิล์มทั้งหมด 4 สูตร ตามวิธีที่กล่าวไว้ใน
ข้อ 3.2.3.2 ได้แก่ ฟิล์มจากกลูโคแมนแนนของผงบุก,  ฟิล์มจากกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติมโพร
ไบโอติก L. casei-01, ฟิล์มจากกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติมพรีไบโอติก Orafti®GR และฟิล์ม 
จากกลูโคแมนแนนของผงบุกที่เติมทั้งโพรไบโอติกและพรีไบโอติก  วิเคราะห์ตัวอย่างฟิล์มด้วยเทคนิค 
Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR spectroscopy) โดยใช้เครื่อง 
spectrophotometer (PerkinElmer Spectrum One FT-IR Spectrometer) ที่ต่อกับ Miracle 
Single-Reflection Diamond ATR device ในช่วงความยาวคลื่น 4000-400 cm-1 ใช้ 
transmission mode และวิธี KBr-pellet เก็บข้อมูล 64 สแกน และ resolution เท่ากับ 4 cm-1 
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ภาคผนวก ฉ  
การน าฟิล์มท่ีพัฒนาได้ไปใช้กับผลิตภัณฑ์อาหาร 

 

ฉ1 ปริมาณจุลินทรีย์ท่ีมชีีวิตระหว่างการเกบ็รักษาขนมปัง 

  
ภาพที่ ฉ1.1 ปริมาณจุลินทรีย์ที่มีชีวิตและเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ L. casei-01 ในขนมปังที่มีสาร

เคลือบกลูโคแมนแนนที่เติม L. casei-01 (KGM/LC) ระหว่างการเก็บนาน 7 วัน กราฟแท่ง
แสดงปริมาณจุลินทรีย์ที่มีชีวิต และตัวเลขบนแท่งกราฟแสดงเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 

 

 
ภาพที่ ฉ1.2 ปริมาณจุลินทรีย์ที่มีชีวิตและเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ L. casei-01 ในขนมปังที่มี สาร

เคลือบกลูโคแมนแนนที่เติม L. casei-01 และ Orafti®GR (KGM/LC/GR) ระหว่างการเก็บ
นาน 7 วัน กราฟแท่งแสดงปริมาณจลุนิทรีย์ที่มีชีวิต และตัวเลขบนแท่งกราฟแสดงเปอร์เซ็นต์
การรอดชีวิต 
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ระยะเวลาที่เก็บขนมปัง (วัน) 
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ระยะเวลาที่เก็บขนมปัง (วัน) 

73.96% 78.83% 75.26% 

98.82% 100% 

78.50% 81.86% 
88.34% 98.16% 100% 
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ภาพท่ี ฉ1.3  ตัวอย่างขนมปังที่ไม่เคลอืบฟลิ์มและเคลือบฟิลม์ ในภาพเปน็ขนมปังวันที่ 7 พบว่า
บางส่วนมรีาขนมปังเจรญิบนขนมปังแล้ว 
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ประวัต ิผ ู้เข ีย น วิทย าน ิพนธ์ 
 

ประวัติผู้เขยีนวิทยานิพนธ ์

 

นางสาวพัทธ์ศรัณย์ พฤกษาโรจนกุล เกิดวันที่  8 กรกฎาคม พ.ศ.2530 ได้รับ
ทุนการศึกษาจากโครงการพัฒนาและส่งเสริมผู้มีความสามารถพิเศษทางวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยี (พสวท.) ศึกษาต่อระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2557  โดยท างานวิจัยภายใต้การดูแลของคณาจารย์ภาควิชา
เทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ได้รับรางวัลรองชนะเลิศอันดับ
สองจากการแข่งขันน าเสนอผลงานวิจัยในรูปแบบบรรยาย จากการประชุมวิชาการ Food 
Innovation Asia Conference (FIAC) 2017 ระหว่างวันที่ 15-17 มิถุนายน พ.ศ. 2560 ณ ศูนย์
นิทรรศการและการประชุมไบเทค กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย 
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