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บทคดัย่อ 

งานวจิยัน้ีศกึษาการเปลีย่นแปลงองคป์ระกอบทางเคมขีองสารละลาย minimal medium (MM) และ

สารละลาย MM ที่เติมสารสกัดชาเขียว (GTMM) ที่ใช้เตรียมเซลล์โพรไบโอติกสายพันธุ์ 

Lactobacillus plantarum ก่อนนําจุลนิทรยีด์งักล่าวเตมิลงในน้ําทบัทมิ โดยมวีตัถุประสงคเ์พื่อเพิม่

การรอดชวีติของจุลนิทรยีใ์นน้ําทบัทมิที่มคีวามเป็นกรดและมสีารประกอบฟีนอลคิซึ่งเป็นพษิต่อ

เซลลอ์ยูใ่นปรมิาณสงู และตรวจสอบการเปลีย่นแปลงองคป์ระกอบทางเคมใีนสารละลายทีใ่ชเ้ตรยีม

เซลล์และในน้ําทบัทิม เพื่ออธิบายปรากฏการณ์ที่พบ จากการทดลองเติม L. plantarum ลงในน้ํา

ทบัทมิ และเก็บรกัษาในสภาวะ 4 ºC เป็นเวลา 14 วนั พบว่าแบคทเีรยีรอดชวีติในน้ําทบัทมิได้

สูงสุดเมื่อเตรยีมเซลล์ 3 ชัว่โมง ด้วยสารละลาย MM ที่ pH 3.5 โดยพบเซลล์รอดชวีติสูงกว่า 6 

logCFU/ml เป็นเวลา 3 วนั จากการศกึษาองคป์ระกอบทางเคมทีีเ่ปลีย่นแปลงไปในสารละลายทีใ่ช้

เตรยีมเซลลพ์บวา่ เมือ่เตรยีมเซลลใ์น GTMM เซลลจ์ะชะลอการใชก้ลโูคสลงถงึ 10 เทา่เปรยีบเทยีบ

กบัการเตรยีมดว้ย MM และในสภาวะทีเ่ป็นกรดแบคทเีรยีจะมกีารใชก้ลโูคสในปรมิาณทีส่งูขึน้ดว้ย 

 คณะวิศวกรรมศาสตร มหาวิทยาลัยเกษมบัณฑิต บทความวิจัย 



92 Kasem Bundit Engineering Journal Vol.8 No.1 January-April 2018 

 

จากการตรวจสอบสารประกอบฟีนอลคิในน้ําทบัทมิพบวา่ L. plantarum ทีผ่า่นการเตรยีมเซลลด์ว้ย 

GTMM จะใชส้ารคาเทชนิและพคีมูาลคิในน้ําทบัทมิไดด้ขี ึน้ ซึง่เป็นการลดปรมิาณสารทีม่ปีระโยชน์

ต่อสุขภาพลง งานวจิยัน้ีจงึเป็นงานแรกทีม่กีารศกึษาการเปลีย่นแปลงของสารประกอบโพลฟีีนอล

ในน้ําทบัทมิเสรมิโพรไบโอตกิทีผ่า่นการเตรยีมเซลลด์ว้ยสภาวะเครยีดรปูแบบต่างๆ และคน้พบวา่

การเตรยีมเซลล์ด้วยสารละลายที่มคีาเทชนิและพคีูมาลคิเป็นองค์ประกอบไม่ทําให้การรอดชวีติ

สงูขึน้ แต่ทาํใหแ้บคทเีรยีใชส้ารโพลฟีีนอลทัง้สองน้ีในผลติภณัฑน้ํ์าทบัทมิไดเ้รว็ขึน้ 

คาํสาํคญั: น้ําทบัทมิ, โพลฟีีนอล, โพรไบโอตกิ 

 

ABSTRACT 

This research was studied the change of chemical composition of minimal medium (MM) and 

MM supplemented with green tea extract (GTMM) which were used to adapted  the probiotic 

strain  Lactobacillus plantarum before they were added to pomegranate juice. The aim was to 

enhance viability of the microorganism in pomegranate juice which consisted of high acid and 

polyphenol compounds.  Determination the change of chemical compositions in the adapted 

solutions and in the probiotic supplemented pomegranate juice could be used to explain the 

survival of the cells.  In the experiment, the treated cells were added into pomegranate juice 

and stored at 4 ºC for 14 days. The results showed the highest survival cell number when the 

cells were treated with MM at pH 3.5 and the viable cells remained above 6 logCFU/ml for 3 

days.  The study of the change of chemical composition in the adapted solution indicated that 

using GTMM as adapted solution reduced glucose consumption of the cell at 1 0  times 

compared to MM adapted cells and the cells consumed higher amount of glucose when they 

were adapted in acid conditions.  Evaluation of polyphenol compounds in pomegranate juice 

reviewed the higher consumption of catechin and p-coumalic by GTMM adapted L. plantarum 

compared to the MM adapted cells and this reduced the amount of healthy substances.  This 

research became the first study of the change of polyphenol compounds in pomegranate juice 

supplemented with probiotic cells which were adapted by different stress conditions.  It was 

found that preparation of the cells by the solution that composed with green tea extract did not 

increase cell viability in pomegranate juice but increased rate of consumption of some 

polyphenol compounds in the juice. 
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1. บทนํา 

สารประกอบฟีนอลกิจากพชืส่วนใหญ่มปีระสทิธภิาพในการเป็นสารตา้นอนุมูลอสิระและตา้น

การอกัเสบทีด่ ีจงึนําสารประกอบดงักล่าวมาผลติเป็นผลติภณัฑอ์าหารเสรมิเป็นจํานวนมาก โดยมี

งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการบริโภคสารประกอบฟีนอลกับสุขภาพออกมาอย่างต่อเน่ือง มีการ

ประมาณการไวว้า่ร่างกายมนุษยค์วรไดร้บัสารประกอบฟีนอลกิจากพชืประมาณ 150-1000 mg ต่อ

วนั ซึ่งจากปรมิาณการรบัประทานผกัและผลไมใ้นชวีติประจําวนัจะทําใหไ้ดร้บัสารประกอบโพลฟีี

นอลอยู่ทีร่ะดบัรอ้ยละ 28 ของปรมิาณทีค่วรไดร้บัต่อวนั [1] เชื่อว่ามคีวามเป็นไปไดท้ีส่ารประกอบ

โพลฟีีนอลที่พบในผลไม้และผกับางชนิดจะเป็นตวัแปรสําคญัที่มผีลลดความเสี่ยงในการพฒันา

เซลล์มะเร็ง มีการศึกษาพบว่าผกัและผลไม้ที่มีสารโพลีฟีนอลสูงมีผลช่วยป้องกันการพัฒนา

เซลล์มะเรง็ในลําไสใ้หญ่ได ้[2] กลไกของสารประกอบโพลฟีีนอลในการช่วยต้านเซลล์มะเรง็มอียู่

หลายกลไก ไดแ้ก่ ช่วยกําจดัสารก่อมะเรง็ ปรบัการสง่สญัญาณการสรา้งเซลลม์ะเรง็ในระหว่างการ

แบ่งเซลล์ใหป้กต ิกระตุน้กระบวนการสลายตวัของเซลลม์ะเรง็ และปรบัการทํางานของเอนไซมท์ี่

เกีย่วขอ้งกบัการแบง่เซลลใ์หเ้ป็นปกต ิเชน่ การกระตุน้และปรบัการทาํงานของเอนไซม ์glutathione 

peroxidase, catalase หรอื cytochrome P450 โดยสารโพลฟีีนอลซึง่ช่วยลดความเป็นพษิของสาร

ก่อมะเรง็ได ้[3] กลไกของสารประกอบโพลฟีีนอลต่อสขุภาพเกีย่วขอ้งกบัความสามารถในการปรบั

ระดบัและการทํางานของเอนไซม์ nitric oxide synthase เป็นผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลง signal 

pathway ที่กระตุ้นกระบวนการสร้างเลอืดใหม่ให้อยู่ในระดบัปกต ิเน่ืองจากหากอยู่ในระดบัที่สูง

เกนิไปจะเป็นสาเหตุใหเ้กดิโรคหลอดเลอืดอุดตนั และความดนัโลหติสงูได ้[4] นอกจากน้ียงัพบว่า

การดื่มน้ําผกัและผลไมท้ีม่คีวามเขม้ขน้ของสารโพลฟีีนอลสงูอย่างน้อย 3 ครัง้ต่อสปัดาห ์สามารถ

ชะลอสภาวะเริม่ตน้ของของการเกดิอลัไซเมอรไ์ดอ้ย่างมนีัยสาํคญั จงึเป็นทีส่รุปไดว้่าสารประกอบ

โพลฟีีนอลจากพชืน่าจะเป็นสารที่มศีกัยภาพในการปรบัสภาวะระดบัเซลล์และการส่งสญัญาณ

รวมถงึปรบัสมดุลของสภาวะเครยีดจากออกซเิดชนัภายในเซลลส์มองไดเ้ป็นอยา่งด ี[5] 

เป็นที่ทราบกนัดีว่าปฏิกิริยาย่อยสลายสารโพลีฟีนอลที่มนุษย์รบัประทานเข้าไปส่วนใหญ่

เกดิขึน้ทีบ่รเิวณลําไสใ้หญ่ กระบวนการเหล่าน้ีทําใหเ้กดิสารเมตาบอไลทท์ีส่ามารถถูกดูดซมึเขา้สู่

กระแสเลอืดไดง้า่ยขึน้ จากการศกึษาพบวา่การดูดซมึสารโพลฟีีนอลในลําไสเ้ลก็มปีระสทิธภิาพตํ่า 

เน่ืองจากสารโพลีฟีนอลส่วนใหญ่เชื่อมต่ออยู่กบัโมเลกุลของน้ําตาลซึ่งส่วนมากจะเป็นน้ําตาล

กลูโคสหรอืแรมโนส (rhamnose) ปฏกิริยิาย่อยสลายสารโพลฟีีนอลในขัน้แรกจงึเกี่ยวขอ้งกบัการ

ตดัโมเลกุลของน้ําตาลออกไป โดยใชเ้อนไซม ์glycosidases และ esterases ทีผ่ลติโดยจุลนิทรยีใ์น

ลําไส้ใหญ่ นอกจากน้ีเอนไซม์จากจุลินทรีย์ในลําไส้ใหญ่ยังช่วยทําให้เกิดการแตกตัวของ

สารประกอบโพลฟีีนอลออกจากน้ําดซีึง่มกัจะเกดิการรวมตวักนัเมือ่สารโพลฟีีนอลเคลื่อนผา่นลาํไส้

เลก็ เป็นผลใหก้ารดดูซมึสารโพลฟีีนอลเป็นไปไดง้า่ยขึน้ สาํหรบัหมู ่sulfate ทีเ่ชือ่มอยูก่บั phenolic 

hydroxyl group กส็ามารถถูกสลายไดโ้ดยเอนไซม์จากจุลนิทรยี์เช่นกนั ดว้ยเหตุน้ีจุลนิทรยี์ต่างๆ 
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จึงเข้ามามีส่วนเกี่ยวข้องในการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของสารประกอบโพลีฟีนอล ทําให้เกิด

สารประกอบทีม่คีุณสมบตัทิางชวีภาพทีด่ต่ีอสขุภาพทีห่ลากหลายขึน้ [6] 

ผลติภณัฑอ์าหารที่มกีารเสรมิจุลนิทรยี์ที่มปีระโยชน์ในลําไสห้รอืโพรไบโอตกิ (probiotic) มี

โพรไบโอตกิเป็นจุลนิทรยีท์ีม่ปีระโยชน์ทีพ่บไดท้ัว่ไปในลําไสข้องมนุษยม์คีวามสามารถในการลด

ปัญหาระบบทางเดนิอาหารและกระตุน้ระบบภูมคิุม้กนัได ้โดยจุลนิทรยีโ์พรไบโอตกิจะผลติสารใน

กลุ่ม short chain fatty acid ออกมาช่วยกระตุน้การเคลื่อนตวัของลาํไส ้ทาํใหล้ดอาการทอ้งอดืและ

ท้องผูก [7] ในประเทศไทยนัน้ศักยภาพในการผลิตอาหารที่มีโพรไบโอติกจากวตัถุดิบที่เป็น

ของเหลวมพีรอ้มแลว้คอืการผลติโยเกริ์ตในระดบัอุตสาหกรรม อย่างไรกด็คีวามหลากหลายของ

ผลติภณัฑ์อาหารที่มโีพรไบโอตกิเป็นส่วนประกอบในประเทศไทยยงัมอียู่น้อยและเกอืบทัง้หมด

ผลติมาจากนมทําใหม้ผีูบ้รโิภคอกีหลายกลุ่มทีไ่ม่สามารถรบัประทานผลติภณัฑอ์าหารดงักล่าวได ้

เช่น ผูบ้รโิภคทีร่บัประทานเจ หรอืผูท้ีแ่พโ้ปรตนีในนม ผลไมแ้ละผลติภณัฑจ์ากผลไมเ้ช่น น้ําผลไม ้

จงึเป็นทางเลอืกหน่ึงทีน่่าสนใจเน่ืองจากเป็นอาหารทีเ่หมาะกบัคนทุกวยั รวมถงึผูท้ีแ่พโ้ปรตนีในนม 

และผูท้ีร่บัประทานมงัสวริตั ิอยา่งไรกด็ยีงัมขีอ้จาํกดัในการใชน้ํ้าผลไมเ้ป็นตวัพาจุลนิทรยีโ์พรไบโอ

ตกิ เน่ืองจากสารประกอบหลายชนิดทีม่อียู่ในผลไมต้ามธรรมชาตมิฤีทธิใ์นการตา้นจุลนิทรยี ์ไดแ้ก่ 

กรดอินทรีย์ และสารประกอบโพลีฟีนอล จึงมีการวิจัยศึกษาเกี่ยวกับวิธีการต่างๆ ที่จะทําให้

จุลนิทรยี์โพรไบโอติกสามารถทนต่อสภาวะในระบบน้ําผลไม้ได้นานขึ้น ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อ

ผู้บริโภคได้อย่างเต็มที่ งานวิจัยน้ีจึงเป็นการศึกษาการเตรียมโพรไบโอติกในสภาวะกรดที่มี

สารประกอบฟีนอลกิร่วมดว้ยต่อการรอดชวีติของโพรไบโอตกิในสภาวะน้ําทบัทมิ ซึ่งเป็นผลไมท้ี่

กําลงัไดร้บัความนิยมในดา้นการมคีวามสามารถในการตา้นอนุมลูอสิระสงู เน่ืองจากมสีารประกอบ

โพลฟีีนอลเป็นองคป์ระกอบในปรมิาณสูง โดยเน้นการศกึษาการเปลีย่นแปลงทางเคมทีีเ่กี่ยวขอ้ง

กบักระบวนการปรบัตวัของโพรไบโอติกในสภาวะกรดและการเปลี่ยนแปลงของสารประกอบฟี

นอลกิในน้ําทบัทมิที่เสรมิโพรไบโอติก ผลการทดลองที่ได้จะเป็นขอ้มูลเบื้องต้นเพื่อการต่อยอด

งานวจิยัไปสูก่ารศกึษากลไกทางชวีเคมแีละกลไกระดบัยนีทีท่าํใหจุ้ลนิทรยีอ์ยูร่อด และใชใ้นการต่อ

ยอดการพฒันาผลติภณัฑอ์าหารเสรมิจุลนิทรยีโ์พรไบโอตกิทีไ่มม่นีมเป็นสว่นประกอบ เป็นการเพิม่

ความหลากหลายของผลติภณัฑ์และเพิม่ทางเลอืกให้แก่ผูท้ี่สนใจผลติภณัฑ์อาหารที่มกีารเสรมิ

จุลนิทรยีท์ีม่ปีระโยชน์ต่อสขุภาพ 

 

2. วิธีการดาํเนินงานวิจยั 

2.1 สายพนัธุจ์ลิุนทรียโ์พรไบโอติกและสภาวะการเพาะเลี้ยง   

ผูว้จิยัเลอืกใชเ้ชือ้จุลนิทรยีใ์นตระกูล Lactobacilli 1 สายพนัธุ ์ไดแ้ก่ Lactobacillus plantarum 

ที่ไดร้บัการรบัรองว่ามคีวามสามารถเป็นโพรไบโอตกิ อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ซึ่งเป็นอาหารเลี้ยง 
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เชือ้สาํหรบัสายพนัธุ ์Lactobacilli [8] เป็นอาหารเลีย้งเชือ้ทีใ่ชต้ลอดการทดลอง น้ําผลไมท้ีใ่ชใ้นการ

ทดลองเป็นน้ําผลไมท้ีม่สีอีอกม่วงและแดงทีม่สีารในกลุ่มโพลฟีีนอลทีค่่อนขา้งสูง ไดแ้ก่ น้ําทบัทมิ 

โดยใชน้ํ้าผลไมท้างการคา้ 

 

2.2 การเตรียมหวัเช้ือด้วยกรด 

เลีย้งเชือ้ L. plantarum ในอาหารเลีย้งเชือ้ MRS broth โดยใชเ้ชือ้ 1 loop ต่ออาหารเลีย้งเชือ้ 

100 mL นําไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 ºC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง โดยเขย่าเบาๆ ตลอดเวลา ทําการวดัค่า

ความขุ่นของเชื้อที ่ความยาวคลื่น 600 nm และปรบัค่าใหไ้ด ้1.0 ± 0.1 แลว้จงึถ่ายเซลล์ปรมิาตร 

10 mL ลงในอาหารเลีย้งเชือ้ใหม่ปรมิาตร 100 mL และบ่มที ่37 ºC เป็นเวลา 16 ชัว่โมงเพื่อใหไ้ด้

เซลล์จุลนิทรยีใ์นช่วง late exponential phase จากนัน้เกบ็เซลล์ดว้ยการปัน่เหวีย่งที ่10,000 rpm 

เป็นเวลา 5 นาท ีและลา้งเซลลด์ว้ย 200 mM PBS buffer (pH 7.5) 2 ครัง้ จุลนิทรยีท์ีผ่่านการลา้ง

จะนํามาใชใ้นการทดลองต่อไป 

สารละลาย minimal medium (MM) ประกอบดว้ย กลโูคส 20 g/L, Tween80 1 g/L, Magnesium 

sulphate 0.2 g/L, Manganese sulphate 0.04 g/L และ di-potassium phosphate 2.0 g/L สารละลาย 

MM ที่เตรยีมได้จะม ีpH ประมาณ 7.0 ± 0.1 และการเตรยีมสารละลาย MM pH 3.5 ทําโดยเตมิ

กรดซติรกิจนไดค้า่ pH ทีต่อ้งการ จากนัน้ทาํการเตมิสารสกดัชาเขยีว (GT) ลงในสารละลาย MM ที่

ไดใ้นอตัราสว่น MM : GT เทา่กบั 75 : 25 

สารสกดัชาเขยีวทําโดยนําใบชาเขยีวบดละเอยีดทางการคา้ทีม่ขีายในประเทศไทย มาตม้ใน

น้ําเดอืดเป็นเวลา 10 นาท ีโดยกวนตลอดเวลาที ่200 รอบต่อนาท ีจากนัน้นําไปทําใหเ้ยน็ทนัทใีน

อ่างน้ําแขง็ และกรองเอากากชาเขยีวออกดว้ยกระดาษกรองเบอร ์1 สารสกดัชาเขยีวทีไ่ดนํ้าไปใช้

เป็นสว่นผสมในสารละลายสาํหรบัการเตรยีมเซลลโ์พรไบโอตกิ 

การเตรยีมเซลลโ์พรไบโอตกิเพือ่ใหท้นต่อสภาวะกรดไดด้ขีึน้ทําโดย เตมิเชือ้ L. plantarum ที่

ผ่านการลา้งลงในสารละลาย MM pH 7.0, MM pH 3.5, MM pH 7.0 ที่เตมิสารสกดัชาเขยีว 25% 

(GTMM pH 7.0) และ MM pH 3.5 ทีเ่ตมิสารสกดัชาเขยีว 25% (GTMM pH 3.5) แลว้นําไปบ่มที่ 

25 ºC เป็นเวลา 3 ชัว่โมง เกบ็ตวัอย่างเพื่อตรวจวดัปรมิาณน้ําตาล กรดอนิทรยี ์และสารประกอบ 

ฟีนอลกิทีเ่ปลีย่นแปลงไปในน้ําทีใ่ชใ้นการเตรยีมเซลล ์

 

2.3 ผลของการเติมโพรไบโอติกต่อการเปล่ียงองคป์ระกอบทางเคมีของน้ําทบัทิม 

การศกึษาการเปลีย่นแปลงของสารในกลุ่มโพลฟีีนอลในน้ําทบัทมิทีม่กีารเตมิโพรไบโอตกิ ทาํ

โดยเติมหวัเชื้อที่ผ่านการเตรยีมด้วยสารละลายทัง้ 4 ชนิดลงในน้ําทบัทมิทางการค้าในปรมิาณ 

10% แล้วนําไปเก็บรักษาที่ 4 ºC เป็นเวลา 14 วัน ทําการตรวจวัดการรอดชีวิตของเชื้อ L. 
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plantarum และตรวจวดัคา่การเปลีย่นแปลงทางเคมโีดยตรวจวดัค่าต่างๆ ในน้ําผลไม ้ไดแ้ก่ คา่ pH 

ปรมิาณกรดซติรกิ ปรมิาณกรดแลกตกิ น้ําตาล และปรมิาณสารโพลฟีีนอลทีพ่บมากในชาเขยีวและ

ชนิดที่มีฤทธิต์้านเชื้อจุลินทรีย์ ได้แก่  gallic, chlorogenic, vanillic, ellagic, ferulic, catechin, 

epicatachin, p-coumaric และ caffeic โดยการทดลองแต่ละชุดทาํซํ้าชุดละ 3 ครัง้ 

 

2.3.1 การตรวจวดัการรอดชีวิตของ L. plantarum 

ตรวจวดัการรอดชวีติของเชื้อ L. plantarum โดยทํา serial dilution และ spread plating ลง

บน MRS agar ทีผ่่านการฆ่าเชือ้ นําไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 ºC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง นับจํานวนเชือ้ที่

รอดชวีติจากโคโลนีเดีย่วทีข่ ึน้เป็นอาหารเลีย้งเชือ้ และรายงานผลเป็น logCFU/mL 

 

2.3.2 การตรวจสอบปริมาณน้ําตาลและกรดในน้ําทบัทิม 

การตรวจสอบปริมาณน้ําตาลกลูโคสและฟรุกโตส ใช้วิธี High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) ดดัแปลงจากวธิขีอง Nualkaekul และ Charalampopoulos [9] โดยใช้ 

column Carbo (Phenolmenex, USA) ปรมิาตรตวัอยา่ง 0.5 ไมโครลติร ใชส้ารตวัพาเป็นสารผสม

ระหว่างน้ําและอะซโิตไนไตรท (acetonitrile) เท่ากบั 25:75 อตัราการไหล 1.4 mL/min ใชเ้วลาใน

การวเิคราะห์ตวัอย่างละ 10 นาท ี สําหรบัการตรวจวดัปรมิาณกรดอนิทรยี ์ไดแ้ก่ กรดซติรกิ และ

กรดแลคตกิ ทําโดยวธิ ีHPLC ใช ้ion exclusion column มสีารละลายกรดซลัฟูรกิเขม้ขน้ 0.0064 M 

เป็นตวัพา ตรวจวดัดว้ย UV detector เปรยีบเทยีบกบัสารมาตรฐาน 

 

2.3.3 การตรวจสอบสารประกอบโพลีฟีนอล 

การตรวจสอบชนิดของสารโพลฟีีนอลในน้ําทบัทมิเสรมิโพรไบโอตกิที่ผ่านการเตรยีมดว้ย

สารละลายทัง้ 4 ชนิด ใชว้ธิ ีHPLC ซึ่งดดัแปลงจากวธิขีอง Castro และคณะ [10] โดยใช ้column 

C18 สารละลายตัวพาใช้กรดฟอร์มิค 0.1% กับน้ํา เป็นสารละลาย A และอะซิโตไนไตร์ท 

(acetonitrite) เป็นสารละลาย B การชะทําโดยใหส้ารละลายตวัพามอีตัราเรว็คงที ่0.5 mL/min ใน

การชะสารละลาย B จะเปลีย่นอตัราส่วนจาก 0% ไปถงึ 100% ในช่วง 60 นาท ีจากนัน้ในช่วงของ

การลา้ง สารละลาย B จะเปลีย่นอตัราสว่นกลบัไปเป็น 0% ภายในเวลา 2 นาท ี

 

3. ผลการทดลอง 

3.1 การรอดชีวิตของ Lactobacillus plantarum ในน้ําทบัทิม 

เมื่อเตมิจุลนิทรยีโ์พรไบโอตกิสายพนัธุ ์L. plantarum ทีผ่่านการเตรยีมเซลลด์ว้ยสารละลายที่

มแีละไม่มสีารสกดัชาเขยีวเป็นส่วนประกอบ ลงในน้ําทบัทมิทางการค้าที่มคีวามเป็นกรดและมี
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สารประกอบโพลฟีีนอลเป็นสว่นประกอบในปรมิาณสงูพบวา่ โพรไบโอตกิมกีารรอดชวีติไดแ้ตกต่าง

กนั โดยโพรไบโอตกิทีผ่า่นการเตรยีมดว้ยสารละลาย MM pH 3.5 สามารถรอดชวีติในน้ําทบัทมิได้

ดทีีสุ่ด ตามดว้ยโพรไบโอตกิทีเ่ตรยีมดว้ยสารละลาย GTMM pH 3.5, MM pH 7.0 และ GTMM pH 

7.0 ตามลาํดบั โดยเฉพาะชว่งแรกของการเกบ็รกัษาจะเหน็ความแตกต่างของการรอดชวีติคอ่นขา้ง

ชดัเจน (รูปที่ 1) จนกระทัง่ในวนัที่ 14 เซลล์ของ L. plantarum ที่รอดชวีติจะลดลงจนเขา้ใกล้ 0 

ทัง้น้ีจะสงัเกตเหน็ไดว้า่การเตรยีมจุลนิทรยีใ์นสภาวะทีเ่ป็นกรดช่วยใหจุ้ลนิทรยีร์อดชวีติไดด้กีวา่ใน

สภาวะทีเ่ป็นกลาง ส่วนการเตมิสารสกดัชาเขยีวที่มสีารประกอบโพลฟีีนอลจําพวกคาเทชนิและอิ

พคิาเทชนิ ไมช่่วยใหโ้พรไบโอตกิ รอดชวีติไดด้ขี ึน้เมือ่อยูใ่นน้ําทบัทมิ แมจ้ะพบสารประกอบโพลฟีี

นอลทัง้สองชนิดน้ีอยูม่ากในน้ําทบัทมิดว้ยกต็าม 

 

 

รปูท่ี 1  การรอดชีวิตของ L. plantarum ท่ีผา่นการเตรียมเซลลใ์นสภาวะต่างๆ เมื่อเติมลง

ในน้ําทบัทิมและเกบ็รกัษาท่ี 4 ºC เป็นเวลา 14 วนั 

 

3.2 การเปล่ียนแปลงทางเคมีในสารละลายท่ีใช้เตรียมเซลล ์

จากการทดลองเตรยีมเซลลจ์ุลนิทรยีโ์พรไบโอตกิสายพนัธุ ์L. plantarum ในสภาวะกรดที ่pH 

3.5 (ปรบัสภาวะดว้ยกรดซติรกิ) และสภาวะเป็นกลางที ่pH 7.0 ทัง้ทีม่แีละไมม่กีารเตมิสารสกดัชา

เขยีว พบการเปลีย่นแปลงปรมิาณน้ําตาลกลโูคสระหว่างการเตรยีมเซลลด์งัแสดงในตารางที ่1 ซึ่ง

พบการลดลงของน้ําตาลกลูโคสมากถงึประมาณ 34% ในสารละลาย minimal media (MM) ทีม่คี่า 

pH 3.5 และ pH 7.0 หลงัจากใชเ้ตรยีมเซลลเ์ป็นเวลา 3 ชัว่โมง แต่ในสารละลาย MM ทีม่กีารเตมิ

สารสกดัชาเขยีว (GTMM) กลบัพบการลดลงของปรมิาณกลโูคสเพยีงประมาณ 3% แสดงใหเ้หน็ถงึ
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การชะลอการใชก้ลูโคสของ L. plantarum ในสภาวะที่มชีาเขยีวเป็นส่วนประกอบ ทัง้ในสภาวะที่

เป็นกรดและเป็นกลาง ส่วนการศกึษาปรมิาณกรดซติรกิทีเ่ปลีย่นแปลงไประหว่างการเตรยีมเซลล์

ในสารละลาย MM และ GTMM (ตารางที ่2) ไม่พบการเปลีย่นแปลงปรมิาณกรดซติรกิหลงัจากใช้

สารละลายในการเตรยีมเซลลเ์ป็นเวลา 3 ชัว่โมง อย่างไรกด็พีบการสรา้งกรดแลคตกิในสารละลาย

ทีใ่ชเ้ตรยีมเซลล์ โดยพบการสรา้งกรดแลคตกิสูงสุดในสารละลาย GTMM pH 7.0 ทีป่รมิาณ 3.36 

g/L ตามดว้ยสารละลาย GTMM pH 3.5 และ MM pH 7.0 ทีป่รมิาณ 1.50 และ 0.15 g/L ตามลาํดบั 

สว่นสารละลาย MM pH 3.5 ไมพ่บการสรา้งกรดแลคตกิแต่อยา่งใด (ตารางที ่2)  

 

ตารางท่ี 1 ปริมาณกลโูคสท่ีเปล่ียนแปลงในสารละลายระหว่างการเตรียมเซลล ์

Treated solution 
0 hour 3 hours 

Glucose (g/L) Glucose (g/L) Remaining glucose (%) 

MM media pH 7.0 15.40 ± 2.07 10.08 ± 2.19 65.45 

MM media pH 3.5 19.79 ± 2.48 13.13 ± 2.52 66.35 

GTMM media pH 7.0 12.62 ± 0.11 12.28 ± 0.41 97.31 

GTMM media pH 3.5 11.92 ± 0.06 11.47 ± 0.54 96.22 

 

ตารางท่ี 2  ปริมาณกรดซิตริกและกรดแลคติกท่ีเปล่ียนแปลงในสารละลายระหว่างการ

เตรียมเซลล ์

Treated solution 
Citric acid (g/L) Lactic acid (g/L) 

0 hour 3 hours 0 hour 3 hours 

MM media pH 7.0 ND ND 0 0.15 ± 0.05 

MM media pH 3.5 3.70 ± 0.26 3.39 ± 0.24 0 0 

GTMM media pH 7.0 ND ND 0 3.36 ± 0.21 

GTMM media pH 3.5 3.43 ± 0.04 3.41 ± 0.18 0 1.50 ± 0.07 

ND = not detected 

 

ในสารละลายทีใ่ชใ้นการเตรยีมเซลลใ์ชเ้ป็นสตูร minimal medium (MM) เพือ่ใหส้ว่นประกอบ

ไมม่กีรดอะมโิน เน่ืองจากกรดอะมโินเป็นองคป์ระกอบหน่ึงทีม่ผีลอยา่งมากต่อกระบวนการทนกรด

ของ Lactobacillus จุลินทรีย์ที่ผ่านการเตรียมในสารละลายที่เป็นกรดและมีกรดอะมิโนเป็น

 Faculty of Engineering, Kasem Bundit University Research Article 



วิศวกรรมสารเกษมบัณฑิต ปที่ 8 ฉบับที่ 1 มกราคม-เมษายน 2561  99 

ส่วนประกอบ เช่น MRS broth จะมกีารใช้กรดอะมโินไปเป็นจํานวนมากในการปรบัตวั [11, 12] 

ดงันัน้การใช ้MM เพือ่ศกึษาผลของการเตรยีมเซลลด์ว้ยสารประกอบโพลฟีีนอลในสารสกดัชาเขยีว

และสภาวะกรดโดยหลกีเลีย่งผลของกรดอะมโินต่อการปรบัตวัของจุลนิทรยี ์พบการเปลีย่นแปลง

สารประกอบโพลฟีีนอลบางตวัทีพ่บมากในสารละลาย MM ผสมสารสกดัชาเขยีว (GTMM) ดงัแสดง

ในรูปที ่2 ซึ่งทัง้คาเทชนิ (catechin) และอพิคิาเทชนิ (epicatechin) ไม่มกีารเปลีย่นแปลงปรมิาณ

เมื่อใชส้ารละลาย GTMM ที ่pH 7.0 และที่ pH 3.5 ในการเตรยีมเซลล์ L. plantarum เป็นเวลา 3 

ชัว่โมง ทัง้น้ีพบการเปลี่ยนแปลงปรมิาณอพิคิาเทชนิเพิม่สูงขึน้มากในสารละลาย GTMM pH 3.5 

เมื่อเทยีบกบั GTMM pH 7.0 และในส่วนของสารละลาย MM ทีไ่ม่มกีารเตมิสารสกดัชาเขยีวตรวจ

ไมพ่บสารประกอบโพลฟีีนอลใดๆ 

 

  

รปูท่ี 2  การเปล่ียนแปลงปริมาณสารประกอบโพลีฟีนอล Catechin (ก) และ Epicatechin 

(ข) ในสารละลายท่ีใช้เตรียมเซลล ์

 

3.3 การเปล่ียนแปลงทางเคมีท่ีพบในน้ําทบัทิมเสริมโพรไบโอติกระหว่างการเกบ็รกัษา  

เมือ่นําโพรไบโอตกิสายพนัธุ ์L. plantarum ทีผ่า่นการเตรยีมเซลลใ์นสภาวะต่างๆ มาเตมิลงใน

น้ําทบัทมิทางการคา้ ทีม่คี่าความเป็นกรดด่างที ่3.4 และมสีารประกอบโพลฟีีนอลในปรมิาณที่สูง 

พบว่าโพรไบโอตกิที่ผ่านการเตรยีมเซลล์ด้วยสภาวะที่เป็นกรด (pH 3.5) จะมกีารใชน้ํ้าตาลในน้ํา

ทบัทมิไดม้ากกวา่เชือ้ทีผ่า่นการเตรยีมดว้ยสารละลายทีส่ภาวะเป็นกลาง (pH 7.0) โดยสารละลายที่

มสีารสกดัชาเขยีวเป็นส่วนประกอบใช้น้ําตาลในปรมิาณที่มากกว่าสารละลายที่ไม่มชีาเขยีวเป็น

สว่นประกอบ (ตารางที ่3 และ 4) ขอ้มลูดงักลา่วขดัแยง้กบัการใชน้ํ้าตาลของเซลลใ์นสารละลายทีใ่ช้

เตรยีมเซลล ์(ตารางที ่1) ในส่วนของปรมิาณกรดซติรกิพบว่ามกีารลดลงของปรมิาณกรดซติรกิใน

น้ําทบัทมิเสรมิโพรไบโอตกิในทุกสภาวะการเตรยีมเชือ้ (ตารางที ่5) อยา่งไรกด็ไีมพ่บการสรา้งกรด

แลคตกิในทุกๆ สภาวะของน้ําทบัทมิเสรมิโพรไบโอตกิ 

  

(ก) (ข) 
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ตารางท่ี 3  ปริมาณกลูโคสในน้ําทบัทิมเสริมโพรไบโอติกท่ีผ่านการเตรียมเซลลร์ะหว่าง

การเกบ็รกัษาท่ี 4 ºC 

Treatment for cell 

0 day 7 day 14 day 

Glucose  

(g/L) 

Glucose  

(g/L) 

Remaining 

glucose (%) 

Glucose  

(g/L) 

Remaining 

glucose (%) 

MM media pH 7.0 77.71 ± 0.88 77.18 ± 3.91 99.32 76.13 ± 0.16 97.97 

MM media pH 3.5 77.23 ± 0.98 73.69 ± 3.44 95.42 72.24 ± 0.15 93.54 

GTMM media pH 7.0 78.06 ± 0.39 76.35 ± 0.66 97.81 72.57 ± 2.05 92.97 

GTMM media pH 3.5 78.07 ± 0.56 76.21 ± 0.36 97.63 70.01 ± 0.08 89.69 

 

ตารางท่ี 4  ปริมาณฟรกุโตสในน้ําทบัทิมเสริมโพรไบโอติกท่ีผา่นการเตรียมเซลลร์ะหว่าง

การเกบ็รกัษาท่ี 4 ºC 

Treatment for cell 

0 day 7 day 14 day 

Fructose  

(g/L) 

Fructose  

(g/L) 

Remaining 

fructose (%) 

Fructose  

(g/L) 

Remaining 

fructose (%) 

MM media pH 7.0 77.71 ± 0.33 75.43 ± 2.52 97.07 71.97 ± 0.91 92.61 

MM media pH 3.5 77.23 ± 0.45 70.39 ± 4.10 91.14 68.09 ± 0.46 88.17 

GTMM media pH 7.0 70.38 ± 0.59 70.73 ± 1.42 100.50 70.95 ± 0.29 100.81 

GTMM media pH 3.5 71.38 ± 0.33 71.4 ± 0.01 100.03 71.32 ± 0.27 99.92 

 

ตารางท่ี 5  ปริมาณกรดซิตริกในน้ําทับทิมเสริมโพรไบโอติกท่ีผ่านการเตรียมเซลล์

ระหว่างการเกบ็รกัษาท่ี 4 ºC 

Treatment for cell 
Citric acid (g/L) 

0 day 7 day 14 day 

MM media pH 7.0 7.39 ± 0.69 4.84 ± 0.26 4.63 ± 0.12 

MM media pH 3.5 7.39 ± 0.69 4.86 ± 0.06 3.61 ± 0.30 

GTMM media pH 7.0 7.36 ± 0.36 5.47 ± 0.10 4.49 ± 0.48 

GTMM media pH 3.5 7.36 ± 0.36 4.99 ± 0.16 4.99 ± 1.01 
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สารประกอบโพลฟีีนอลทีพ่บมากในน้ําทบัทมิม ี3 ชนิดไดแ้ก่ คาเทชนิ อพิคิาเทชนิ และพคีมูาลกิ 

(p-coumaric) จากการตรวจวเิคราะหก์ารเปลีย่นแปลงพบวา่ น้ําทบัทมิทีเ่สรมิดว้ย L. plantarum ที่

ผา่นการเตรยีมดว้ยสารละลายทีม่สีารสกดัชาเขยีวเป็นสว่นประกอบจะมกีารลดลงของสารประกอบ

โพลฟีีนอลทัง้ 3 ชนิดมากกว่าโดยเฉพาะอย่างยิง่สารพคีูมาลกิ พบการลดลงอย่างรวดเรว็ตัง้แต่ 7 

วนัแรกของการเกบ็รกัษา (รปูที ่3) 

 

 

 

 

รปูท่ี 3  การเปล่ียนแปลงปริมาณสารโพลีฟีนอลท่ีพบมากในน้ําทบัทิมเสริมโพรไบโอติก 

Catechin (ก) Epicatechin (ข) และ p-Coumaric (ค) ระหว่างการเกบ็รกัษาท่ี 4 ºC 
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4. วิจารณ์และสรปุผลการทดลอง 

การศกึษาผลของการเตรยีมเซลล ์(cell adaptation) ดว้ยสภาวะกรดเพือ่เพิม่ความสามารถใน

การทนกรดของจุลนิทรยีใ์นกลุ่มโพรไบโอตกิสายพนัธุ ์Lactobacillus มมีาอย่างต่อเน่ือง เน่ืองจาก

โพรไบโอตกิเป็นจุลนิทรยีท์ีม่ปีระโยชน์ต่อสุขภาพของมนุษยเ์มือ่ไดร้บัเขา้ไปในปรมิาณสงูเพยีงพอ

สําหรบัประเทศไทยตามประกาศกระทรวงสาธารณสุขเรื่องการใชจุ้ลนิทรยี์โพรไบโอตกิในอาหาร 

[13] กําหนดให้ผลติภณัฑ์ที่จะกล่าวอ้างว่าเป็นผลติภณัฑ์เสรมิโพรไบโอตกิ ได้จะต้องมปีรมิาณ

จุลนิทรยีท์ีม่ชีวีติเหลอือยูไ่มต่ํ่ากวา่ 106  CFU ต่ออาหาร 1 กรมั ตลอดอายกุารเกบ็รกัษาของอาหาร

นัน้ เน่ืองจากมกีารพสิูจน์แลว้ว่า โพรไบโอตกิจะส่งผลดต่ีอสุขภาพเมื่อยงัมชีวีติเท่านัน้ [14] โพร

ไบโอตกิในผลติภณัฑอ์าหารนอกจากจะตอ้งสามารถรอดชวีติในสภาวะการเกบ็รกัษาแลว้จงึยงัตอ้ง

รอดชวีติในสภาวะกระเพาะอาหารเพือ่เขา้สูล่าํไสใ้หญ่ การพฒันาผลติภณัฑน้ํ์าผลไมเ้สรมิโพรไบโอ

ตกิทําใหจุ้ลนิทรยี์ต้องพบกบัสภาวะที่ไม่เหมาะสมที่หลากหลาย ไดแ้ก่ ความเป็นกรด สารโพลฟีี

นอลและสภาวะปรมิาณแหลง่ไนโตรเจนตํ่า ทาํใหเ้ซลลม์ชีวีติรอดอยูไ่ดไ้มน่าน การเตรยีมเซลลด์ว้ย

สภาวะเครยีดในระดบัทีไ่ม่ทาํใหเ้ซลลต์ายหรอืสภาวะทีต่ํ่ากว่า sublethal stress มกัทําใหจุ้ลนิทรยี์

สามารถปรบัตวัและทนต่อสภาวะไม่เหมาะสมนัน้ได้ดขีึ้น เช่น การเตรยีมเซลล์ในสภาวะกรดใน

ระดบัทีไ่มฆ่า่เชือ้จุลนิทรยี ์จะทาํใหจุ้ลนิทรยีป์รบัตวัและทนต่อสภาวะกรดในกระเพาะอาหารไดด้ขีึน้ 

[15] อย่างไรกด็กีลไกในการปรบัตวัจําเป็นตอ้งมกีรดอะมโินเขา้มาเกี่ยวขอ้ง เน่ืองจากในสภาวะที่

เป็นกรดยนีทีค่วบคุมกระบวนการ glycolysis และการผลติ ATP ของ Lactobacillus จะถูกกระตุน้

ใหท้ํางานและสรา้งเอนไซม์ที่เกี่ยวขอ้ง ซึ่งต้องใชก้รดอะมโินเพื่อสงัเคราะห์เอนไซม์ [16] การใช้

สภาวะทีเ่ป็นกรดและไมม่กีรดอะมโินอยูใ่นระบบจะเป็นการศกึษาความเป็นไปไดใ้นการปรบัตวัของ

จุลนิทรยีใ์นรูปแบบอื่น เพื่อหาความเป็นไปไดใ้นการปรบัใหจุ้ลนิทรยีส์ามารถรอดชวีติในสภาวะที่

เป็นกรดและมกีรดอะมโินตํ่าเชน่ในน้ําผลไมไ้ด ้ 

ในงานวจิยัน้ีศกึษาการเตรยีมเซลล ์L. plantarum ในสารละลาย minimum medium (MM) ทีม่ ี

แอมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจนเพยีงอยา่งเดยีว เปรยีบเทยีบกบัสารละลาย MM เสรมิสาร

สกดัชาเขยีว (GTMM) พบว่าแบคทเีรยีจะรอดชวีติในน้ําทบัทมิไดด้ทีี่สุดเมื่อผ่านการเตรยีมเซลล์

ดว้ยสารละลาย MM ที่ pH 3.5 เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ตามดว้ยสารละลาย GTMM pH 3.5, MM pH 

7.0 และ GTMM pH 7.0 ตามลาํดบั แสดงใหเ้หน็วา่คา่ความ pH ในสารละลายทีใ่ชเ้ตรยีมเซลลม์ผีล

ต่อการรอดชวีติของเซลล์มากกว่าสารประกอบฟีนอลคิจากชาเขยีว ซึ่งสารประกอบฟีนอลคิที่พบ

มากในชาเขยีวได้แก่ คาเทชนิ (catechin), อิพคิาเทชนิ (epicatechin) และอิพคิาเทชนิแกลเลท 

(epicatechin gallate)  

จากการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงทางเคมีในสารละลายที่ใช้เตรียมเซลล์พบว่า เมื่อใช้

สารละลาย MM pH 3.5 และ MM pH 7.0 เตรยีมเซลลเ์ป็นเวลา 3 ชัว่โมง จุลนิทรยีม์กีารใชก้ลโูคส

สงูกวา่ในสารละลาย GTMM pH 3.5 และ GTMM pH 7.0 ถงึประมาณ 10 เท่า แสดงใหเ้หน็ถงึการ
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ชะลอการใชน้ํ้าตาลเมือ่มสีารสกดัชาเขยีวในระบบ ทัง้ทีเ่มือ่เซลลจ์ุลนิทรยีแ์ลคตกิอยูใ่นสภาวะทีเ่ป็น

กรดและควรมกีารเรง่การใชน้ํ้าตาล [16] ผลการทดลองครัง้น้ีขดัแยง้กบัการศกึษาของ Alberto และ

คณะ [17] ที่พบว่า กรดแกลลิค (gallic acid) และคาเทชินในปริมาณเทียบเท่ากับที่พบในไวน์

สามารถกระตุ้นการเจรญิเติบโตและการใช้กลูโคสของ Lactobacillu hilgardii 5w ได้ด ีอย่างไรก็

ตามการศกึษาของ Alberto และคณะ [17] ทําการทดลองในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด MRS broth ทีม่ี

แหล่งไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบสูง แต่ในการวิจัยน้ีได้ใช้ minimal medium ซึ่งไม่มีแหล่ง

ไนโตรเจนจากธรรมชาตเิป็นองคป์ระกอบ และปรมิาณคาเทชนิทีพ่บในไวน์มปีรมิาณแตกต่างจากที่

พบในชาเขยีว จงึทาํใหส้ภาวะในการทดลองมคีวามแตกต่างกนัอยา่งมาก  

ความสามารถในการใช้กลูโคสที่ลดลงบ่งบอกถึงความสามารถในการทนกรดที่ลดลงด้วย 

เน่ืองจากกลไกหน่ึงในการต่อตา้นสภาวะทีเ่ป็นกรดของจุลนิทรยีส์ายพนัธุ ์Lactobacillus คอืการใช้

เอนไซม ์H+-ATPase ขบัโปรตรอน (H+) ออกจากไซโตพลาสซมึ (cytoplasm) ซึ่งต้องใชพ้ลงังาน

จาก ATP ในการขบัเคลื่อน [18] เมื่อจุลนิทรยี์สามารถใช้น้ําตาลได้น้อยลงปรมิาณ ATP สะสมที่

ผลติไดจ้งึน้อยลง และทาํใหค้วามสามารถในการทนสภาวะกรดตํ่าลงดว้ย นอกจาน้ีสารสกดัชาเขยีว

อาจมีส่วนทําให้กลไกการปรบัตัวในภาวะกรดของ L. plantarum แตกต่างไปจากเดิม โดยเมื่อ

พจิารณาจากรายงานของ Gaudreau และคณะ [19] ความสามารถของ Lactobacillus helveticus 

R0052 ในการตา้นสภาวะ oxidative stress ลดลงเมื่อเตมิสารสกดัชาเขยีวลงในระบบ โดยพบการ

เปลีย่นแปลงของกรดไขมนัทีเ่ป็นองคป์ระกอบของเยื่อหุม้เซลลซ์ึ่งเป็นกลไกสาํคญัในการตา้นทาน

ต่อ oxidative stress ชา้ลงอย่างมนีัยสําคญั แต่เมื่อเตมิคาเทชนิบรสิุทธิล์งในระบบกลบัไม่พบผล

การเปลี่ยนแปลงในลกัษณะดงักล่าว จงึสรุปไดว้่าองค์ประกอบบางชนิดในสารสกดัชาเขยีวทําให้

เกดิการชะลอการปรบัตวัในสภาวะ oxidative stress ของ L. helveticus R0052 แต่ยงัไม่สามารถ

สรุปไดว้า่เป็นกลไกแบบใด  

สําหรบัการเปลี่ยนแปลงของสารประกอบโพลฟีีนอลในสารละลายที่ใชเ้ตรยีมเซลล์ จากการ

ทดลองครัง้น้ีผูว้จิยัไม่พบการเปลีย่นแปลงปรมิาณคาเทชนิ ในสารละลาย MM และ GTMM เมื่อใช้

เตรยีมเซลล์ L. plantarum เป็นเวลา 3 ชัว่โมง แต่พบการเพิม่ขึ้นของอิพคิาเทชนิ อย่างมากใน

สารละลาย GTMM ทีป่รบั pH เป็น 3.5 เทยีบกบัสารละลาย GTMM ที ่pH 7.0 เน่ืองจากความเป็น

กรดในสารละลายสามารถตดัพนัธะระหว่างอพิคิาเทชนิกบัน้ําตาล ซึ่งการเชื่อมต่อกบัน้ําตาลน้ีเป็น

ลกัษณะโมเลกุลปกตขิองอพิคิาเทชนิในน้ําผลไมโ้ดยทัว่ไป การตดัพนัธะด้วยกรดดงักล่าวทําให้

โมเลกุลของอพิคิาเทชนิมลีกัษณะใกลเ้คยีงกบัสารมาตรฐานทีใ่ชท้ัว่ไปในการวเิคราะห์ดว้ยเครื่อง 

HPLC ทาํใหต้รวจพบอพิคิาเทชนิมากขึน้ในสภาวะทีเ่ป็นกรด [20] 

จากการศกึษาการรอดชวีติของ L. plantarum ในน้ําทบัทมิ พบวา่ ปรมิาณกรดในสารละลายที่

ใช้เตรยีมเซลล์มอีทิธพิลต่อการรอดชวีติของเซลล์มากกว่าสารสกดัชาเขยีว แมว้่าในสารสกดัชา

เขยีวจะมกีรดอะมโินเป็นสว่นประกอบและกรดอะมโินมสีว่นสาํคญัทีช่่วยสง่เสรมิการทนสภาวะกรด
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ของโพรไบโอตกิ [21] นอกจากน้ีการเตมิสารสกดัชาเขยีวลงในสารละลายทีใ่ชเ้ตรยีมเซลลย์งัทําให้

การปรบัตวัของเซลล์เพื่อทนสภาวะในน้ําทบัทมิลดลงอย่างมาก ซึ่งมงีานวจิยัที่ไดท้ดสอบสมบตัิ

ของชาเขยีวหรอืสารประกอบในชาเขยีว เพื่อช่วยกระตุน้ใหแ้บคทเีรยีทนต่อสภาวะเครยีดไดด้ขีึน้ 

เช่นในปี 2010 Khalil [22] ได้อธิบายผลของการเตรียมเซลล์ Streptococcus thermophilus ต่อ

ความสามารถในการทนกรดทีร่ะดบั pH ต่างๆ ไวว้่า เซลลท์ีผ่่านการเตรยีมดว้ย MRS broth ผสม

สารคาเทชนิจะมคีวามสามารถในการทนกรดลดลงเมื่อเทยีบกบัเซลลท์ีไ่มผ่่านการเตรยีม ในทุกค่า 

pH ทีท่ดสอบ เน่ืองจากในสภาวะทีเ่ป็นกรดแบคทเีรยีแกรมบวกจะถูกกระตุน้ใหส้รา้ง H2O2 ออกมา

ไดม้ากกวา่สภาวะทีเ่ป็นด่างซึง่โมเลกุลของ H2O2 จะทาํใหส้มบตัคิวามเป็นสารตา้นอนุมลูอสิระของ

คาเทชนิลดลง ลกัษณะโมเลกุลคาเทชนิที่เปลี่ยนไปน้ีอาจส่งผลกระตุ้นเซลล์แบคทเีรยีให้ไวต่อ

สภาวะกรดมากขึน้ สาํหรบัการทดลองในน้ําทบัทมิเสรมิโพรไบโอตกิครัง้น้ี ผูว้จิยัพบการลดลงของ

สารประกอบโพลฟีินอล 3 ชนิดในน้ําทบัทมิ ได้แก่ คาเทชนิ อพิคิาเทชนิ และพคีูมาลกิ โดยเมื่อ

เตรยีมเซลลโ์พรไบโอตกิดว้ยสารละลาย GTMM จะตรวจพบการลดลงของสารประกอบโพลฟีินอล

ทัง้ 3 ชนิดในน้ําทบัทมิเรว็กวา่เทยีบกบัในน้ําทบัทมิเสรมิโพรไบโอตกิทีเ่ตรยีมเซลลด์ว้ยสารละลาย 

MM แสดงใหเ้หน็ถงึการใชส้ารประกอบโพลฟีีนอลทัง้ 3 ชนิดน้ีไดม้ากขึน้เมื่อเซลล์ผ่านการเตรยีม

ในสภาวะที่มีชาเขยีวเป็นส่วนประกอบ ผลที่เกิดขึ้นน้ีเป็นไปในทิศทางเดียวกบัการทดลองใน 

Lactobacillus hilgardii 5w เมือ่ผา่นการเตรยีมเซลลด์ว้ย MRS broth ทีม่กีารเตมิสารประกอบฟีนอ

ลกิ จุลนิทรยี์จะสามารถใช้คาเทชนิและกรดแกลลกิ ในอาหารเลี้ยงเชื้อได้สูงขึ้นอย่างมนีัยสําคญั 

ทัง้น้ีองคป์ระกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ทีใ่ชม้ผีลต่อเมทาบอลซิมึของสารประกอบโพลฟีีนอลดว้ย [17]  

สารประกอบโพลฟีินอลที่ลดลงมากที่สุดในน้ําทบัทมิเสรมิโพรไบโอติกได้แก่ พคีูมาลกิ ซึ่ง

อธิบายได้จากการที่ L. plantarum มียีน pdc ซึ่งควบคุมการสร้างเอนไซม์ p-coumaric acid 

decarboxylase (PDC) และยนีดงักล่าวจะถูกกระตุน้ใหท้ํางานเมื่อมสีารประกอบฟีนอลกิบางชนิด

อยู่ในระบบเท่านัน้ [23] จงึเป็นไปไดว้่าสารประกอบฟีนอลกิบางชนิดในสารสกดัชาเขยีวสามารถ

กระตุ้นการแสดงออกของยนีดงักล่าว ทําใหเ้กดิการสลายของสารพคีูมาลกิในน้ําทบัทมิไดเ้รว็ขึน้

เมือ่เตมิโพรไบโอตกิทีผ่า่นการเตรยีมเซลลด์ว้ยสภาวะทีม่ชีาเขยีวสกดัเป็นสว่นประกอบ อยา่งไรกด็ี

การเปลีย่นแปลงดงักล่าวไม่สามารถทําใหโ้พรไบโอตกิรอดชวีติไดด้ขี ึน้ในน้ําทบัทมิ ทัง้น้ีเน่ืองจาก

การเปลีย่นแปลงของเยือ่หุม้เซลลท์ีอ่าจชา้ลงจากอทิธพิลของสารสกดัชาเขยีวดงัทีอ่ธบิายไวข้า้งตน้ 

และความเป็นพษิต่อเซลลท์ีส่งูของสารพคีูมาลกิ [20] ซึ่งสามารถทําใหเ้กดิการรัว่ของเยื่อหุม้เซลล ์

Lactobacillus ไดอ้ยา่งรวดเรว็ โดยเฉพาะอยา่งยิง่เมือ่อยูใ่นสภาวะทีเ่ป็นกรด [24] 

จากการตรวจสอบปรมิาณน้ําตาลกลูโคสในน้ําทบัทมิเสรมิโพรไบโอตกิทีเ่กบ็รกัษาที ่4 ºC 

เป็นเวลา 14 วนั พบว่าเซลลท์ีผ่่านการเตรยีมดว้ย GTMM จะทําใหก้ลูโคสในน้ําทบัทมิลดลงได้

เรว็กว่าเซลล์ที่เตรยีมดว้ย MM แต่ยงัพบการลดลงของกลูโคสอย่างต่อเน่ืองแมจ้ํานวนเซลล์ของ 

L. plantarum ทีร่อดชวีติจะลดลงจนเขา้ใกล ้0 การลดลงของปรมิาณกลโูคสจงึไมไ่ดม้าจากจุลนิทรยี์
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ที่เติมลงไปแต่เพียงอย่างเดียว แต่อาจมาจากการเกิดปฏิกิริยากับสารอื่นๆ ในน้ําทบัทิม เช่น 

ปฏกิริยิาการเกดิสน้ํีาตาล (maillard reaction) กบัโปรตนีที่มาจากการสลายของเซลล์จุลนิทรยี์ที่

ตายแลว้เป็นตน้ [25] จงึยงัไม่สามารถสรุปไดแ้น่ชดัถงึความสามารถในการใชน้ํ้าตาลในน้ําทบัทมิ

ของ L. plantarum ทีผ่า่นการเตรยีมเซลลด์ว้ยสภาวะต่างๆ ทีก่าํหนดขึน้ในการทดลองน้ี  

จากการทดลองดงักลา่วสามารถสรุปไดว้า่ การเตรยีมเซลล ์L. plantarum ดว้ยอาหารเลีย้งเชือ้ 

minimal medium ทีไ่มม่แีหล่งไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบ ไมช่่วยใหจุ้ลนิทรยีด์งักลา่วรอดชวีติไดด้ี

ขึน้ในน้ําทบัทมิ แมว้่าจะใชค้่า pH ทีต่ํ่าและใชส้ารสกดัชาเขยีวทีม่สีารโพลฟีีนอลเป็นองค์ประกอบ

ร่วมดว้ยกต็าม ทัง้น้ีเมื่อมสีารสกดัชาเขยีวอยู่ในระบบ จะทําใหค้วามสามารถในการใชน้ํ้าตาลของ

จุลนิทรยีล์ดลงอย่างยิง่ และเมื่อนํา L. plantarum ทีผ่่านการเตรยีมดว้ยสภาวะทีม่สีารสกดัชาเขยีว

เติมลงในน้ําทบัทมิ เชื้อจะใช้สารคาเทชนิและพคีูมาลกิในน้ําทบัทมิได้เร็วกว่าเชื้อที่ไม่ผ่านการ

เตรยีม งานวจิยัน้ีจงึเป็นงานแรกที่รายงานผลการวจิยัลกัษณะดงักล่าว ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อ

การศกึษาต่อเชงิลกึดา้นชวีเคมแีละเทคโนโลยชีวีภาพทีเ่กีย่วขอ้งกบัการกระตุน้การทํางานของยนี

ดว้ยสารสกดัชาเขยีวกบัความสามารถในการสลายสารโพลฟีีนอลของจุลนิทรยี ์และอาจสามารถใช้

ในการอธบิายปรากฏการณ์ต่างๆ ทีเ่กดิขึน้ในระบบทีม่จีุลนิทรยี ์L. plantarum และสารโพลฟีีนอล

เป็นสว่นประกอบไดต่้อไป 

 

References 

[1] Brat P, Georgé S, Bellamy A, Du Chaffaut L, Scallbert A, Mennen L, et al.  Nutritional 

epidermology daily polyphenol intake in France from fruit and vegetables.  The Journal of 

Nutrition 2006;136(9):2368-73. 

[2] Vauzour D, Rodriguez-Mateos A, Corona G, Oruna-Concha MJ, Spencer JPE. Polyphenols 

and human health:  prevention of disease and mechanisms of action.  Nutrients 

2010;2:1106-31. 

[3] Scalbert A, Manach C, Morand C, Remesy C.  Dietary polyphenols and the prevention 

of disease. Critical Reviews in Food Science and Nutrition 2005;45:287-306. 

[4] Stoclet JC, Chataigneau T, Ndiaye M, Oak MH, El Bedoui J, Chataigneau M, et al. 

Vascular protection by dietary polyphenols. European Journal of Phamacology 2004;500: 

299-313. 

[5] Singh M, Arseneault M, Sanderson T, Murthy V, Ramassamy C. Challenges for research 

on polyphenols from foods in Alzheimer’ s disease:  Bioavailability, metabolism, and 

cellular and molecular mechanisms.  Journal of Agricultural and Food Chemistry 

2008;56:4844-73. 

 คณะวิศวกรรมศาสตร มหาวิทยาลัยเกษมบัณฑิต บทความวิจัย 



106 Kasem Bundit Engineering Journal Vol.8 No.1 January-April 2018 

 

[6] Celep GS, Rastmanesh R, Marotta F.  Microbial metabolism of polyphenol and health.  In: 

Watson RR, Preedy VR, Zibadi S, editors.  Polyphenols in Human Health and Disease. 

USA: Elsevier Inc; 2014. p.577-89.  

[7] Meance S, Cayuela C, Turchet P, Raimondi A, Lucas C, Antoine JM. A fermented milk 

with a Bifidobacterium probiotic strain DN-173 010 shortened oro- fecal gut transit time 

in elderly. Microbial Ecology in Health and Disease 2001;13(4):217–22. 

[8] Holzapfel WH, Schillinger U.  Introduction to prebiotic and probiotics.  Food Research 

International 2002;35:109-16. 

[9] Nualkaekul S, Charalampopoulos D.  Survival of Lactobacillus plantarum in model 

solutions and fruit juices. International Journal of Food Microbiology 2011;146:111-7. 

[10] Castro C, Mura F, Valenzuela G, Figueroa C, Salinas M, Zuniga C, et al.  Identification of 

phenolic compounds by HPLC-ESI-MS/MS and antioxidant activity from Chilean propolis. 

Food Research International 2014;64:873-9. 

[11] Lorca GL, Raya RR, Taranto MP, de Valdez GF.  Adaptive acid tolerance response in 

Lactobacillus acidophilus. Biotechnology Letters 1998;20(3):239-41. 

[12] Zhang J, Wu C, Du G, Chen J.  Enhanced acid tolerance in Lactobacillus casei by 

adaptive evolution and compared stress response during acid stress. Biotechnology and 

Bioprocess Engineering 2012;17:283-9. 

[13] Ministry of Public Health.  Notification of Ministry of Public Health Re: Use of Probiotic in 

Food. Government Gazette 2011;128:21-25. (In Thai) 

[14] Perricone M, Corbo MR, Sinigaglia M.  Viability of Lactobacillus reuteri in fruit juices. 

Journal of Functional Food 2014;10:421-6. 

[15] Chen MJ, Tang HY, Chiang ML.  Effect of heat, cold, acid and bile salt adaptation on the 

stress tolerance and protein expression of kefir- isolated probiotic Lactobacillus 

kefiranofaciens M1. Food Microbiology 2017;66:20-7. 

[16] Huang R, Pan M, Wan C, Shah NP, Tao X, Wei H.  Physiological and transcriptional 

responses and cross protection of Lactobacillus plantarum ZDY2013 under acid stress. 

Journal of Dairy Science 2015;99:1002-10. 

[17] Alberto MR, Farías ME, Manca de Nadra MC.  Effect of gallic acid and catechin on 

Lactobacillus hilgardii 5w growth and metabolism of organic compounds. Journal of Agricultural 

Food Chemistry 2001;49:4359-63. 

 Faculty of Engineering, Kasem Bundit University Research Article 



วิศวกรรมสารเกษมบัณฑิต ปที่ 8 ฉบับที่ 1 มกราคม-เมษายน 2561  107 

[18] Kerdsup P.  Acid Stress Responses of Probiotic Lactobacillus.  Srinakarinwirot University 

(Journal of Science and Tecnology) 2016;8(16):70-86 (In Thai) 

[19] Gaudreau H, Champagne CP, Remondetto GE, Bazinet L, Subirade M. Effect of catechin 

on the growth of oxygen- sensitive probiotic bacteria.  Food Research International 2013; 

53:751-7. 

[20] Rodríguez H, Criel JA, Landete JM, de las Rivas B, de Felipe FL, Gómez-Cordovés C, 

et al. Food phenolics and lactic acid bacteria. International Journal of Food Microbiology 

2009;132(2-3):79-90. 

[21] Teixeira JS, Seeras A, Sanchez- Maldonado AF, Zhang C, Su MSW, Ganzle MG. 

Glutamine, glutamate, and arginine-based acid resistance in Lactobacillus reuteri. Food 

Microbiology 2014;42:172-180. 

[22] Khalil BKS.  Influence of gallic acid and catechin polyphenols on probiotic properties of 

Streptococcus thermophilus CHCC 3534 strain.  World Journal of Microbiology and 

Biotechnology 2010;26:2069-79.  

[23] Barthelmebs L, Divies C, Cavin JF. Knockout of the p-coumadin decaboxylase gene from 

Lactobacillus plantarum reveals the existence of two other inducible enzymatic activities 

involved in phenolic acid metabolism.  Applied and Environmental Microbiology 

2000;66(8) :3368-75. 

[24] Campos FM, Couto JA, Figueiredo AR, Toth IV, Rangel AOSS, Hogg TA. Cell membrane 

damage induced by phenolic acids on wine lactic acid bacteria. International Journal of Food 

Microbiology 2009;135:144-51. 

[25] Kurtmann L, Skibsted LH, Carlson CU.  Browning of freeze- dried probiotic bacteria 

cultures in relation to loss of viability during storage.  Journal of Agricultural and Food 

Chemistry 2009;57:6736-41. 

 

ประวติัผูเ้ขียนบทความ 

วรากร เกิดทรพัย์ หวัหน้าหมวดคณิตศาสตร์และวทิยาศาสตร์สําหรบั

วิศวกร คณะวิศวกรรมศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษมบัณฑิต E-mail: 

warakorn.ker@kbu.ac.th สนใจงานวจิยัดา้นการใชจุ้ลนิทรยีโ์พรไบโอตกิ

ในผลติภณัฑอ์าหาร 

 

 

 คณะวิศวกรรมศาสตร มหาวิทยาลัยเกษมบัณฑิต บทความวิจัย 



108 Kasem Bundit Engineering Journal Vol.8 No.1 January-April 2018 

 

ปรมาภรณ์ เกิดทรพัย์ หวัหน้าสาขาเทคโนโลยชีีวภาพและผลิตภณัฑ์

การเกษตร คณะเทคโนโลยีและนวัตกรรมผลิตภัณฑ์การเกษตร 

มหาวทิยาลยัศรนีครทิรวโิรฒ E-mail: paramapornk@g.swu.ac.th สนใจ

งานวจิยัด้านการใช้จุลินทรีย์โพรไบโอติกในผลิตภัณฑ์อาหาร และการ

พฒันาบรรจุภณัฑท์ีใ่ชก้บัผลติภณัฑอ์าหาร 

 

 

  

 Faculty of Engineering, Kasem Bundit University Research Article 


