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บที่ค์ัดย่อ
อาหารที�มีโพรไบโอติกส์เปี็นองค์ปีระกอบจััดเปี็นอาหารเพื�อสุขุภาพ	 โดยสิ�งสำคัญอย่างหน่�งคือการมีปีริมาณ

โพรไบโอติกส์ที�มีชีวิิตส้งในผลิัตภัณฑ์์	 งานวิิจััยนี�มีวัิตถุุปีระสงค์เพื�อพัฒนาเยลัลัี�ซินไบโอติกส์ผสมขุ้าวิหมากที�ช่วิย 

คงปีริมาณการรอดชีวิิตขุองโพรไบโอติกส์ไวิ้ได้ส้งหลัังการเก็บรักษา	 ยีสต์แลัะราได้ถุ้กแยกมาจัากลั้กแปี้งขุ้าวิหมาก 

เพื�อใช้เปี็นหัวิเชื�อในการทำขุ้าวิหมาก	 โดยได้ยีสต์สายพันธุ์	 Saccharomycopsis oxydans YKa22f	 แลัะ	

Wickerhamomyces lynferdii YKa22f	แลัะราสายพันธุ์	Aspergillus flavus MA22d	แลัะ	A. oryzae MSri30a	

โดยเยลัลัี�ซินไบโอติกส์ผสมขุ้าวิหมากในการทดลัองนี�มี	 4	 ส้ตร	 ปีระกอบด้วิยส้ตรที�ไม่มีพรีไบโอติกส์	 (GL01)	 ผสม 

อินน้ลัิน	 (GL02)	 ฟิรุกโตโอลัิโกแซคคาไรด์	 (GL03)	 แลัะผสมแปี้งขุ้าวิดัดแปีลัง	 (GL04)	 พบวิ่าเยลัลีั�ซินไบโอติกส์ผสม 

ขุ้าวิหมากทั�ง	 4	 ส้ตรมีกิจักรรมต้านอนุม้ลัอิสระแม้เก็บเป็ีนเวิลัา	 2	 เดือน	 อีกทั�งยังพบว่ิาภายหลัังการเก็บเป็ีนเวิลัา	 

2	เดือน	สต้รที�มีแปี้งขุ้าวิดัดแปีลังมีการรอดชีวิิตขุองโพรไบโอติกส์ Lactiplantibacillus plantarum	BL60a	สง้กวิ่า

ส้ตรอื�นอย่างมีนัยสำคัญ	 ดังนั�นการเตรียมเยลัลัี�จัากโพรไบโอติกส์แลัะพรีไบโอติกส์เสริมขุ้าวิหมากสามารถุปีระยุกต์ 

ใช้เปี็นอาหารเพื�อสุขุภาพโพรไบโอติกส์ได้	

ค์ำสำค์ัญ:	โพรไบโอติกส์;	ยีสต์;	ขุ้าวิหมาก;	แป้ีงขุ้าวิดัดแปีลัง
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Abstract
Foods	containing	probiotics	are	classified	as	functional	foods.	One	critical	point	is	the	high	

content	of	live	probiotics	in	the	products.	This	research	aimed	to	develop	synbiotic	gummy	candies	

supplemented	with	khao-mak	that	has	high	probiotic	survival	after	storage.	Yeast	and	mold	were	

isolated	from	look-pang-khao-mak	for	use	as	a	starter	culture	for	khao-mak	production.	The	yeast	

isolates	were	identified	as	Saccharomycopsis oxydans	YKa22f	and	Wickerhamomyces lynferdii	YKa22f,	

while	the	mold	isolates	were	identified	as	Aspergillus flavus	MA22d	and	A. oryzae	MSri30a.	There	

were	four	formulations	of	synbiotic	gummy	candy	supplemented	with	khao-mak,	including	those	

without	prebiotics	(GL01),	with	inulin	(GL02),	with	fructo-oligosaccharides	(GL03),	and	with	modified	

rice	starch	(GL04).	It	was	found	that	all	four	formulations	of	synbiotics	mixed	with	khao-mak	had	

antioxidant	activity	even	after	being	stored	for	two	months.	Additionally,	after	two	months	of	storage,	

the	modified	rice	starch	formulation	showed	probiotic	Lactiplantibacillus plantarum	BL60a	survival	

significantly	higher	 than	 that	of	other	 formulations.	Therefore,	using	probiotics	and	prebiotics	as	

gummy	candy	supplemented	with	khao-mak	could	be	a	promising	probiotic	food	application.

Keywords:	 Probiotics;	Yeast;	Khao-mak;	Modified	rice	starch			

1.	บที่นำ	
ผ้้คนในปัีจัจัุบันให้ควิามสนใจักับอาหารที� 

รับปีระทานมากขุ่�นอันเนื�องมาจัากควิามใส่ใจัในด้านผลั

ที�เกิดขุ่�นต่อสุขุภาพ	 โดยเฉพาะอย่างยิ�งในกลัุ่มที�จััดเปี็น

อาหารเพื�อสุขุภาพ	 (functional	 food)	 ซ่�งมีการ 

คาดการณ์วิ่าจัะได้รับควิามสนใจัเพิ�มขุ่�นในทุก	 ๆ	 ปีี	 [1]	

โดยอาหารที�มีโพรไบโอติกส์	 (probiotics)	แลัะพรีไบโอ

ติกส์	(prebiotics)	จััดเปี็นองค์ปีระกอบสำคัญในอาหาร

เพื�อสุขุภาพ	โดยเฉพาะอย่างยิ�งส่งผลัดีต่อระบบทางเดิน

อาหาร	 [2]	 โพรไบโอติกส์ได้ถุ้กให้คำนิยามวิ่าเปี็น

จัุลัินทรีย์ที�มชีวิีิต	ส่งผลัดต่ีอสขุุภาพเมื�อได้รบัในปีรมิาณที�

เหมาะสม	โดยทั�วิไปีตอ้งไมเ่ปีน็จัลุันิทรยีก่์อโรคตอ่รา่งกาย

ขุองมนุษย์	 [3]	 จุัลัินทรียที�ถุ้กนำมาใช้เป็ีนโพรไบโอติกส์

มากที�สุดคือกลุ่ัม	 Bifidobacterium	 spp.	 [4]	 แลัะ	

Lactobacillus	 spp.	 [5,	 6]	 โดยในการศ่กษานี�ใช้ 

โพรไบโอตกิส์สายพนัธุ	์Lactiplantibacillus plantarum 

BL60a	 (เดิม	 Lactobacillus plantarum)	 ซ่�งมี 

การศ่กษาวิ่ามีคุณสมบัติในการเปี็นโพรไบโอติกส์	 [7]	

ปีระกอบด้วิยคุณสมบัติในการยับยั�งเชื�อก่อโรค	 การทน

ตอ่สภาวิะในทางเดนิอาหาร	คณุสมบตัใินการเกาะที�ลัำไส้	

แลัะมีควิามปีลัอดภัย	 ซ่�งแบคทีเรียสายพันธ์ุนี�ได้รับการ

ยอมรับวิ่ามีควิามปีลัอดภัยเมื�อนำไปีใช้ในอาหาร	[8]

โดยทั�วิไปีผลิัตภัณฑ์์ที�มจุีัลันิทรียโ์พรไบโอติกสจ์ัะ

เป็ีนผลัิตภัณฑ์์ที�ทำมาจัากน�ำนม	 (dairy	 product)	 แต่

ปีจััจุับนัได้พฒันาผลิัตภัณฑ์์ผสมโพรไบโอติกส์ที�ทำมาจัาก

วิัตถุุดิบอื�น	 ๆ	 ที�ไม่ใช่น�ำนม	 (non-dairy	 product)	 ที�

เหมาะสำหรับคนที�รับปีระทานน�ำนมไม่ได้แลัะกลุ่ัมที�รับ

ปีระทานอาหารแบบมังสวิิรัติ	 [9]	 โดยผลิัตภัณฑ์์ที�มี 

จัุลิันทรีย์โพรไบโอติกส์สิ�งสำคัญอย่างหน่�งที�ต้องคำน่งถุ่ง

คือปีรมิาณโพรไบโอติกส์ที�มชีวีิติส้งเพียงพอในผลิัตภัณฑ์	์

ซ่�งต้องไม่น้อยกวิ่า	106	CFU/ml	[10]	ซ่�งโพรไบโอติกส์

จัะมีปีระสิทธิภาพดีขุ่�นเมื�อมีอาหารที�เหมาะสม	 นั�นคือ

สารปีระกอบกลัุ่มพรีไบโอติกส์ซ่�งเปี็นสารปีระกอบกลัุ่ม

โพลัีแซคคาไรด์ที�ไม่ถุ้กย่อยในทางเดินอาหารขุองมนุษย์	

ซ่�งมีรายงานถุ่งปีระสิทธิภาพขุองแปี้งขุ้าวิดัดแปีลังว่ิามี

คุณสมบัตเิปีน็พรไีบโอตกิสแ์ลัะสามารถุส่งเสรมิการเจัริญ
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ขุองเชื�อ L. acidophilus	 แลัะ	 Bifidobacterium 

animalis	 ได้	 [11]	 อีกทั�งมีรายงานวิ่าแปี้งขุ้าวิดัดแปีลัง

สามารถุสง่ผลัตอ่การรอดชวีิติขุองโพรไบโอตกิสส์ายพนัธุ์	

L. casei, Levilactobacillus brevis	 แลัะ	 La. 

plantarum	เมื�อใช้ร่วิมกับวิิธีการห่อหุ้มเซลัลั์ได้	[12]

ในงาน วิิจัั ย นี� มี ควิามสนใจัในการพัฒนา 

ผลัิตภัณฑ์์โพรไบโอติกส์ในร้ปีแบบขุนมคือเยลัลัี�	 โดยมี 

การเสริมพรีไบโอติกส์จัากแปี้งขุ้าวิดัดแปีลังแลัะผสม 

ขุ้าวิหมากที�ผลัิตขุ่�นจัากหัวิเชื�อบริสุทธิ�ที�แยกได้	 เพื�อให้

เปี็นผลัิตภัณฑ์์เยลัลีั�ซินไบโอติกส์ผสมขุ้าวิหมากที�รับ

ปีระทานได้ทั�งเด็กแลัะผ้้ใหญ่	ขุ้าวิหมากเป็ีนการหมักขุอง

จัุลัินทรีย์ที�สามารถุเปีลัี�ยนแป้ีงเป็ีนน�ำตาลั	 แลัะมี

จัุลัินทรีย์อีกกลัุ่มที� เปีลัี�ยนน�ำตาลัที� เ กิดขุ่�นให้เป็ีน

แอลักอฮ่อลั์ในระดับต�ำ	 [13,	 14]	 ในการทำขุ้าวิหมาก 

ที�ใช้หัวิเชื�อทางการค้าพบปัีญหาคือปีริมาณเชื�อสำคัญ 

ในขุ้าวิหมากมีปีริมาณที�ไม่แน่นอน	 แลัะอาจัปีนเปี้�อน

จัลุันิทรยีอ์ื�นที�ไมเ่หมาะสมทำใหขุ้า้วิหมากเนา่เสยี	ดงันั�น

หากเตรียมหัวิเชื�อสำหรับผลัิตขุ้าวิหมากได้เองจัะช่วิยให้

รักษาคุณภาพผลัิตภัณฑ์์ขุ้าวิหมากได้ในทุกรอบขุองการ

ผลัิต	ในงานวิิจััยนี�จั่งมีวัิตถุุปีระสงค์เพื�อคัดแยกยีสต์แลัะ

ราจัากลัก้แปีง้ขุา้วิหมากเพื�อทำหวัิเชื�อบรสิทุธิ�ในการผลัติ

ขุ้าวิหมาก	 แลัะการปีระยุกต์ใช้ขุ้าวิหมากในการพัฒนา

ผลัิตภัณฑ์์อาหารเพื�อสุขุภาพจัากโพรไบโอติกส์แลัะ 

พรีไบโอติกส์ในร้ปีแบบผลัิตภัณฑ์์เยลัลัี�	 รวิมศ่กษา 

การรอดชีวิิตขุองโพรไบโอติกส์ในเยลัลัี�ซินไบโอติกส์ 

ที�มีขุ้าวิหมากเปี็นส่วินผสม	

2.	อุปกรณ์แลัะวัิธิ่การศึกษา
2.1	การแยกเช่ื�อยส่ต์แลัะราจ้ากลัก้แป้งข้าวัหมาก	

ลั้กแปี้งขุ้าวิหมากในการศ่กษานี�รวิบรวิมมาจัาก

ตลัาดใน	 11	 จัังหวิัด	 ปีระกอบด้วิย	 กำแพงเพชร	

สุพรรณบุรี	 อ่างทอง	 สมุทรสาคร	 ราชบุรี	 ปีทุมธานี	 

ศีรสะเกษ	 ขุอนแก่น	 หนองคาย	 สุราษฎร์ธานี	 แลัะ

สกลันคร	 ในการแยกเชื�อยีสต์แลัะรา	ทำโดยนำตัวิอย่าง

ลั้กแปี้งขุ้าวิหมากมาจัำนวิน	10	กรัม	 ใส่ลังใน	Normal	

saline	 solution	 (0.85%	 NaCl;	 NSS)	 ปีริมาตร	 

90	 มิลัลัิลัิตร	 แลัะทำการเจัือจัางแลัะนำควิามเจัือจัาง 

ที�เหมาะสมมาเกลัี�ย	(spread)	ลังในอาหาร	Rose	Bengal	

chloramphenicol	agar	บ่มที�อุณภ้มิ	28	ºC	เปี็นเวิลัา	

5	 วิัน	 จัากนั�นเลัือกโคโลันีขุองยีสต์แลัะราที�แตกต่างกัน

มาเพาะเลัี�ยง	ในอาหาร	Potato	Dextrose	agar	(PDA,	

Himedia,	 india)	 แลัะเก็บเชื�อบริสุทธิ�ในกลัีเซอรอลั 

ร้อยลัะ	20	ที�ต้้	-80	ºC	สำหรับใช้ศ่กษาต่อ	

2.2	ตรวัจ้สอบกิจ้กรรมเอนไซม์ในการย่อยแป้ง

ยีสต์ที�ถุ้กเลืัอกมาศ่กษาต่อคือไอโซเลัต	 YKa22f	

แลัะ	YCh02a	ส่วินราคือไอโซเลัต	MA22d	แลัะ	MSri30a	

เลีั�ยงใน	 Potato	 Dextrose	 broth	 (PDB,	 Himedia,	

india)	บม่เปีน็เวิลัา	48	ชั�วิโมง	ที�รอบเขุยา่	150	rpm	เมื�อ

ครบเวิลัานำไปีปีั�นเหวิี�ยงที�	6000	rpm	เป็ีนเวิลัา	10	นาที	

ที�อุณหภ้มิ	 4	 ºC	 (MPW-	 352R,	 Gibthai,	 Bangkok,	

Thailand)	เพื�อเก็บส่วินใสไว้ิเพื�อศ่กษาการผลิัตเอนไซม์

วิิธีการศ่กษากิจักรรมขุองเอนไซม์อะไมเลัส	โดย

การตรวิจัหา	 reducing	 sugar]	 จัากการย่อยสลัายแปี้ง	

เริ�มจัากนำส่วินใสขุองน�ำเลัี�ยงจัุลัินทรีย์ที� เตรียมไวิ้

ปีริมาตร	 0.5	 มิลัลัิลัิตร	 ผสมกับ	 0.1	M	 phosphate	

buffer	(pH	6.0)	ปีริมาตร	4.5	มิลัลัิลิัตร	แลัะ	soluble	

starch	(1	%)	ปีริมาตร	2	มิลัลิัลัิตร	บ่มใน	water	bath	

อุณหภ้มิ	30	ºC	เปี็นเวิลัา	30	นาที	[15]	จัากนั�นนำมา 

ปัี�นเหวิี�ยงเพื�อเก็บส่วินใสแล้ัวินำไปีตรวิจัหา	 reducing	

sugar	ด้วิยวิิธี	Dinitrosalicylic	acid	(DNS)	method	

[16]	 โดยเปีรียบเทียบกับค่ามาตรฐาน	 เพื�อหาปีริมาณ	

reducing	sugar	ในสารสกัดโดยใช้น�ำตาลักลัโ้คสที�ควิาม

เขุ้มขุ้น	0,	200,	250,	300,	350	แลัะ	400	ไมโครกรัมต่อ

มิลัลัิลิัตร	กำหนดให้	1	หน่วิย	(Unit,	U)	คือปีริมาณขุอง

เอนไซม์ที�ทําให้เกิด	1	ไมโครโมลั	ขุอง	reducing	sugar	

จัากการย่อยสารลัะลัาย	soluble	starch	(1%)	ในเวิลัา	

1	นาที	ภายใต้สภาวิะที�กำหนด	

ในการตรวิจัสอบกิจักรรมการสร้างเอนไซม์ 

กลัโ้คอะไมเลัส	โดยราแลัะยีสต์ไอโซเลัตที�ย่อยแปี้งได้นำ

มาศ่กษาการสร้างเอนไซม์กล้ัโคอะไมเลัส	 โดยเลัี�ยง 
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ในอาหาร	PDB	บ่มแบบเขุย่าที�	150	rpm	นำส่วินใสขุอง

น�ำเลัี�ยงจุัลัินทรีย์	 ปีริมาตร	 1.0	 มิลัลิัลัิตร	 เติมลังใน	

soluble	 starch	 (1%)	 ปีริมาตร	 5.0	 มิลัลัิลัิตร	 บ่มใน	

water	bath	อุณหภ้มิ	30	ºC	เปี็นเวิลัา	60	นาที	จัากนั�น

เตมิสารลัะลัาย	NaOH	(1	mol/L)	ปีริมาตร	0.3	มิลัลิัลัติร	

ปีรับให้เปี็น	 10	 มิลัลัิลิัตร	 ด้วิยน�ำกลัั�น	 จัากนั�นนำไปี 

ตรวิจัสอบปีริมาณ	reducing	sugar		ด้วิยวิิธี	Fehling’s	

test	 [15]	กำหนดให้	 1	หน่วิย	 คือปีริมาณขุองเอนไซม์ 

ที�ทําให้เกิด	1	ไมโครโมลั	ขุอง	reducing	sugar	จัากการ

ย่อยสารลัะลัาย	soluble	starch	(1%)	ในเวิลัา	1	นาที	

ภายใต้สภาวิะที�กำหนด

2.3	การจ้ำแนกยส่ต์แลัะรา

การจัำแนกยีสต์ใชก้ารศก่ษาลักัษณะทางสัณฐาน

วิิทยาแลัะยืนยันด้วิยเทคนิคอณ้พันธุศาสตร์	 โดยสกัด

ดเีอน็เอ	ดว้ิยชดุสกดัแลัะเพิ�มปีรมิาณดเีอน็เอในตาํแหนง่	

D1/D2	 ขุอง	 26s	 rDNA	 gene	 	ด้วิยไพร์เมอร์	 NL-1	

(5’-GCATATCAATAAGCGGAG	GAAAAG-3’)	and	NL4	

(5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’)	 [17]	 โดย 

วิิธี	 polymerase	 chain	 reaction	 (PCR)	 ตรวิจัสอบ

ขุนาดด้วิยเทคนิคอิเลั็กโทรโฟิรีซิส	 (electrophoresis)	

ก่อนนำไปีวิิเคราะห์ลัําดับนิวิคลัีโอไทด์	 ในขุณะที� 

ราจัำแนกด้วิยลัักษณะทางสัณฐานวิิทยา	 โดยเพาะเลัี�ยง

ราด้วิยเทคนิค	 slide	 culture	 นำไปีศ่กษาภายใต้

กลั้องจัุลัทรรศน์	 จัากนั�นศ่กษาต่อด้วิยเทคนิคอณ้ 

พันธุศาสตร์โดยสกัดดีเอ็นเอด้วิยวิิธี	 Cetyl	 Trimethyl	

Ammonium	 Bromide	 (CTAB	method)	 ทำการ 

ตรวิจัสอบคุณภาพดีเอ็นเอด้วิยเทคนิคอิเล็ักโทรโฟิรีซิส	

จัากนั�นเพิ�มปีรมิาณดีเอน็เอบริเวิณ	ITS1-5.8S-ITS2	โดย

ใชไ้พรเ์มอร	์ITS1	(5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’)	

แลัะ	 ITS4	 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)	 ด้วิย

วิิธี	PCR	[18]	จัากนั�นนําลัําดับ	นิวิคลัีโอไทด์ขุองทั�งยีสต์

แลัะรามาระบุสปีีชีส์	 โดยนำลัำดับนิวิคลัีโอไทด์ไปี 

เปีรยีบเทยีบควิามเหมอืนกบัยสีตห์รอืรารว่ิมกบัสายพนัธุ์

อื�น	ๆ	ในฐานขุ้อม้ลั	GenBank	ขุอง	National	Center	

for	 Biotechnology	 Information	 (NCBI)	 โดยใช้

โปีรแกรม	 Nucleotide	 Blast	 แลัะนำไปีสร้าง	

phylogenetic	tree	ด้วิยโปีรแกรม	MEGA	7	[19]	

2.4	การที่ำลั้กแป้งข้าวัหมากจ้ากเช่ื�อบริสุที่ธิิ�ที่่�ค์ัดแยก

ได้		

เชื�อ ยีสต์แลัะราที� ใช้ ในการผลัิตล้ักแปี้งใน 

การศ่กษานี�	 	 ปีระกอบดัวิยราไอโซเลัต	MA22d	 แลัะ	

MSri30a	แลัะยีสต์ไอโซเลัต	YKa22f	แลัะ	YCh02a	โดย

เลัี�ยงเชื�อในอาหารที�เหมาะสมให้เจัรญิอย่างสมบร้ณ์	จัาก

นั�นปีรับเซลัล์ัยีสต์ให้เขุ้มขุ้น	108	 เซลัล์ัต่อมิลัลิัลิัตร	แลัะ 

สปีอร์ราให้เท่ากบั	108	สปีอร์ต่อมลิัลัลิิัตร	แล้ัวินำมาเตรยีม

ลัก้แป้ีงโดยใช้เป็ีนเชื�อผสม	เริ�มจัากนำแป้ีงขุ้าวิเจัา้มาร่อน

ด้วิยตะแกรงร่อน	 เพื�อไม่ให้แป้ีงขุ้าวิเจั้าจัับตัวิเป็ีนก้อน	 

ต่อมาเตรียมสมุนไพร	 ได้แก่	 ขุ่า	 (2.5%)	 ขุิง	 (2.5%)	

กระเทียม	(2.5%)	ชะเอม	(2.5%)	พรกิไทย	(0.7%)	แลัะดีปีลัี	

(0.7%)	 ผสมสมุนไพรที�อัตราส่วินดังกล่ัาวิแล้ัวินำไปีน่�ง 

ฆ่าเชื�อ	 ที�อุณหภ้มิ	 121	 ºC	 เปี็นเวิลัา	 15	 นาที	 

ผสมเครื�องสมุนไพรคลุักเคล้ัากับแปี้งที�ร่อนเตรียมไวิ้ให้

เขุา้กนั	แล้ัวิจัง่ใสห่วัิเชื�อจุัลันิทรยีล์ังไปีที�รอ้ยลัะ	5	ผสมให้

เขุ้ากัน	ตามด้วิยน�ำกลัั�นปีลัอดเชื�อโดยนวิดแปี้งไปีเติมน�ำ

ไปีเพื�อไม่ให้แป้ีงเหลัวิเกินไปี	 สามารถุปีั�นก้อนแปี้งได้	 

นำก้อนแปี้งไปีอบที�อุณหภ้มิ	55	ºC	จันลั้กแปี้งแห้งแลัะ

เก็บไวิ้ศก่ษาต่อ		

2.5	การที่ำข้าวัหมากจ้ากลั้กแป้งที่่�เตร่ยมจ้ากกลั้าเช่ื�อ

บริสุที่ธิิ�	

ในการศ่กษานี�จัะใช้ล้ักแปี้งขุ้าวิหมากที�พัฒนา 

ขุ่�นมาเตรียมขุ้าวิหมาก	 เริ�มจัากการนำขุ้าวิเหนียวิ 

สายพันธุ	์กขุ.	6	ที�ผ่านการน่�งให้สกุแล้ัวิแลัะปีล่ัอยให้เย็น	

จัากนั�นนำมาล้ัางยางขุ้าวิออก	 ด้วิยน�ำต้มสุกที�เย็นแล้ัวิ	

แลัะนำขุ้าวิเหนียวิที�เตรียมไวิ้มาคลุักด้วิยลั้กแปี้งที�ควิาม

เขุม้ขุน้	รอ้ยลัะ	0.3	แลัะบรรจัลุังในภาชนะ	ปีดิฝ่าให้สนทิ	

นำไปีบ่มที�อุณหภ้มิห้อง	 (30-35	 ºC)	 เปี็นเวิลัา	 3	 วัิน	 

เพื�อให้ได้ขุ้าวิหมากสำหรับนำไปีใช้ศ่กษาต่อ	 โดย 

ขุ้าวิหมากที�ทำขุ่�นทำการวิิเคราะห์ค่ากิจักรรมต้าน 

อนุม้ลัอิสระ	(DPPH	method)	ตามวิิธีขุอง	Ding	et	al.	

[20]	ตรวิจัแอลักอฮ่อล์ัด้วิย	Ebulliometer	(Dujardin-
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Salleron,	 Alcohol	 Burner,	 France)	 ตรวิจัขุองแขุ็ง

ทั�งหมด	 (total	 solid)	 ด้วิย	 Atago	 Master-53M	

refractometer	(Atago	Co.,	Ltd.,	Fukuoka,	Japan)	

วิดัค่าควิามเป็ีนกรด-ด่าง	(pH)	ด้วิย	pH	meter	(Mettler	

Toledo,	 SevenEasy,	 Switzerland)	 แลัะตรวิจั 

โคลัิฟิอร์มด้วิยวิธิี	MPN	method	

2.6	การเตรย่มแป้งข้าวัดัดแปลัง

แปี้งขุ้าวิดัดแปีลังในการทดลัองนี�เตรียมโดยใช้

ขุ้าวิสายพันธุ์ขุาวิดอกมะลิั	 105	 เตรียมตามวิิธีขุอง	

Almeida	et	al.	[21]	โดยแช่ขุ้าวิในสารลัะลัายโซเดียม

เมแทไบซัลัไฟิต์	 (sodium	metabisulfite;	Na2S2O5)	

ร้อยลัะ	0.2	ที�อัตราส่วิน	1:2	(w/v)	เปี็นเวิลัา	12	ชั�วิโมง	

เมื�อครบเวิลัาเทสารลัะลัายทิ�งแลัะล้ัางขุ้าวิต่อด้วิยน�ำกลัั�น	

2	รอบ	นำขุ้าวิไปีปีั�นร่วิมกับน�ำกลัั�น	(อตัราสว่ิน	1:2;	w/v)	

ด้วิยเครื�องปีั�นจันลัะเอียด	 กรองเอาสารลัะลัายแป้ีง	 นำ

น�ำแปี้งที�ได้มาย่อยโดยการเติมเอนไซม์แอลัฟิาอะไมเลัส	

(Sigma-Aldrich,	USA)	ที�ควิามเขุม้ขุน้	2	unit/g	pH	8.0	

บ่มที�	35	ºC	เปี็นเวิลัา	10	ชั�วิโมง	จัากนั�นนำไปีให้ควิาม

ร้อนที�	121	ºC	เปี็นเวิลัา	10	นาที	แลัะนำไปีอบที�ต้้อบ

อุณหภ้มิ	 55	 ºC	 จันกระทั�งแห้ง	 แลัะนำแปี้งไปีบดแลัะ

ร่อนผ่านตะแกรงขุนาด	100	เมช	เรียก	modified	rice	

starch	 (MS)	 เก็บในที�แห้งแลัะไม่มีแสงเพื�อใช้ในการ

ทดลัองต่อไปี

2.7	การที่ำเยลัลั่�ซินไบโอติกส์ผู้สมข้าวัหมาก	

2.7.1 การเตัรียมแบคทีึเรียโพรไบโอตัิกส้์ใน

การทึำเยลิลิี� 

แบคทีเรียโพรไบโอติกส์สายพันธุ์ที�ใช้ในการ

ศ่กษานี�คือ La. plantarum	BL60a	[7]	เลัี�ยงในอาหาร	

de	 Man,	 Rogosa	 and	 Sharpe	 (MRS)	 broth	

(BioMerieux,	France)	นำไปีบ่มที�อุณหภ้มิ	35	ºC	เป็ีน

เวิลัา	 24	 ชั�วิโมง	 จัากนั�นนำไปีปีั�นเหวิี�ยงที�ควิามเร็วิรอบ	

6000	rpm	เป็ีนเวิลัา	10	นาที	ที�อุณหภ้มิ	4	ºC	เพื�อเก็บ

รกัษาเซลัลัแ์ลัะทำการเจัอืจัางดว้ิย	NSS	จัากนั�นนำไปีวิดั

คา่ควิามขุุน่	แลัะปีรบัใหมี้คา่ควิามขุุ่น	OD
600

	เทา่กบั	2.0	

(1	x	1010	CFU/ml)	เพื�อนำไปีใช้ในการทดลัองต่อไปี

2.7.2 การทึำเยลิลิี�ซนิไบโอตักิส้ผ์ส้มขา้วหมาก 

การทำเยลัลัี�ซินไบโอติกส์ผสมขุ้าวิหมากในการ

ศก่ษานี�	ดัดแปีลังมาจัากวิิธีขุอง	Miranda	et	al.	[22]	มี

องค์ปีระกอบขุองส้ตรต่าง	ๆ	ดังแสดงใน	Table	1	 เริ�ม

จัากผสมน�ำแลัะเจัลัลัาตินจัากนั�นลัะลัายด้วิยควิามร้อน	

ที�อุณหภ้มิ	60	ºC	 เปี็นเวิลัา	15	นาที	ตามด้วิยการเติม

น�ำตาลัซโ้ครส	น�ำเชื�อมกลั้โคส	กรดซิติก	ขุ้าวิหมากแลัะ

พรีไบโอติกส์	 ได้แก่	 อินน้ลัิน	 ฟิรุกโตโอลัิโกแซคคาไรด์	

(fructo-oligosaccharides,	FOS)	แลัะ	MS	ผสมให้เขุ้า

กันแล้ัวินำไปีสเตอริไลัส์	 ที�อุณหภ้มิ	 110	 ºC	 เปี็นเวิลัา	 

10	นาที	ปีล่ัอยให้อุณหภ้มิลัดลังปีระมาณ	45	ºC	 ก่อน

เติมเซลัล์ัแขุวินลัอยโพรไบโอติกส์	 กวินให้เขุ้ากันแลัะเท

ลังแม่พิมพ์	 วิางที�อุณหภ้มิห้อง	 30	 นาที	 ก่อนเก็บที�

อณุหภ้มิ	4	ºC	เปีน็เวิลัา	8	ชั�วิโมง	เพื�อให้ได้รป้ีแบบที�แขุง็

แบบเจัลัก่อนนำไปีศก่ษาต่อ		

2.8	 การศึกษาการรอดช่่วิัตของโพรไบโอติกส์ในเยลัล่ั�

เมื�อผู้่านสภาวัะจ้ำลัองของที่างเดินอาหาร

นำเยลัลัี�แต่ลัะส้ตรมา	 1	 กรัม	 ลัะลัายใน	 NSS		

ปีริมาตร	1	มิลัลิัลัิตร	จัากนั�นเตรียม	simulated	gastric	

fluid	(SGF,	pepsin	0.3%;	Sigma-Aldrich,	USA),	pH	

2.0	ตามวิธิีขุอง	Huang	&	Adam	[23]	ใส่ตัวิอย่างเยลัลัี�

ที�เตรยีมไวิล้ังใน	SGF	ปีรมิาตร	9	มิลัลัลิัติร	บม่ที�อณุหภม้ิ	

37	ºC	เปี็นเวิลัา	4	ชั�วิโมง	โดยทุก	1	ชั�วิโมง	นำตัวิอย่าง

ปีรมิาตร	1	มิลัลิัลัติร	ออกมาตรวิจันับเชื�อด้วิยวิธีิ	spread	

plate	technique	บนอาหาร	MRS	ผสม	CaCO
3
	ที�ร้อยลัะ	

0.5	 (MRS-	 CaCO
3
)	 หลัังจัากนั�นนำตัวิอย่างไปี 

ปีั�นเหวิี�ยง	(6000	rpm,	4	ºC,	10	นาที)	เพื�อเก็บตัวิอย่าง

แลัะใส่ลังในสารลัะลัาย	 simulated	 intestinal	 fluid	

(SIF,	 pancreatin	 0.1%,	 bile	 salt	 0.3%;	 Sigma-

Aldrich,	USA),	pH	8.0	บ่มเปี็นเวิลัา	3	ชั�วิโมง	จัากนั�น

ตรวิจัการรอดชีวิิตขุองโพรไบโอติกส์ด้วิยวิิธี	 spread	

plate	technique	บนอาหาร	MRS-	CaCO
3
	แลัะรายงาน

ผลัเปี็นร้อยลัะการรอดชีวิิต	

ร้อยลัะการรอดชวีิติ	=	(log	จัำนวินเซลัล์ัรวิมหลััง

ทดสอบที�เวิลัาต่างๆ	÷	log	จัำนวินเซลัล์ัเริ�มต้น)	x	100
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Table	1		The	composition	of	gummy	candy	with	the	addition	of	the	prebiotic.

Compositions	 Treatments

GL01 GL02 GL03 GL04

Gelatin	(g)	 10 10 10 10

Water	(ml)	 20 20 20 20

Sucrose	(g) 11 11 11 11

Glucose	syrup	(g)	 24 24 24 24

Citric	acid	(g) 2 2 2 2

La. plantarum	BL60a	(1	x	1010	CFU/ml) 2 2 2 2

Inulin	(g)	 0 2 0 0

FOS	(g)	 0 0 2 0

Modified	rice	starch	(g)	 0 0 0 2

Khao-mak	(g) 30 30 30 30

2.9	 การศึกษากิจ้กรรมต้านอนุม้ลัอิสระของเยลัลั่�	

ซินไบโอติกส์	

การตรวิจักิจักรรมต้านอนุม้ลัอิสระขุองเยลัลีั�

ซินไบโอติกส์ส้ตรต่าง	 ๆ	 ตรวิจัตามวิิธีขุอง	 Ding	 et	 al.	

[20]	 โดยเตรียมตัวิอย่างก่อนวิิเคราะห์ด้วิยการนำเยลัลีั�

มา	1	กรัม	ผสมกับแอลักอฮ่อลั์ร้อยลัะ	95	จัากนั�นนำไปี

ปีั�นเหวิี�ยงเพื�อเก็บส่วินใสไวิใ้ช	้ในการศก่ษานี�ใชส้ารลัะลัาย	

2,2-	 diphenyl-1-picrylhydrazyl	 (DPPH)	 (Sigma-

Aldrich,	USA)	ที�ควิามเขุม้ขุ้น	0.2	mM	ซ่�งทำการลัะลัาย

ในเอทานอลั	(Merck,	Germany)	รอ้ยลัะ	95	ในสว่ินขุอง

ขุั�นตอนการทดสอบใช้ตัวิอย่าง	ปีริมาตร	50	 ไมโครลัิตร	

ใส่ลังในแต่ลัะหลัุมขุอง	 96-well	 microtiter	 plate	

(Nunc,	 Thermo	 Scientific,	 Denmark)	 แลัะเติม

สารลัะลัาย	DPPH	ปีริมาตร	150	ไมโครลิัตร	ในขุณะที�	

blank	จัะใช้	PBS	ปีริมาตร	50	ไมโครลิัตร	จัากนั�นตั�งไวิ้

ในที�มืดเปี็นเวิลัา	30	นาที	นำไปีวิัดค่าด้ดกลืันแสงที�	517	

นาโนเมตร	 (SPECTROstar	 Nano,	 BGM	 LABTECH,	

Germany)	 แล้ัวินำมาคำนวิณค่า	 Scavenging	 effect	

(%)	 โดยในการทดสอบจัะใช้	 Trolox	 (6-hydroxy-

2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic	 acid;	

Sigma-Aldrich,	USA)	ที�ควิามเขุ้มขุ้น	50	mM	เปี็นสาร

มาตรฐานในการเปีรียบเทียบ

มส้ีตรดงันี�	Antioxidant	(%)	=	[(A	control	-	A	

sample)	÷	A	control]	×	100	
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2.10	การศึกษา	shelf	life	ของโพรไบโอติกส์ในเยลัลั่�

ซินไบโอติกส์ผู้สมข้าวัหมาก	

เยลัลัี�ทั�ง	4	สต้ร	เกบ็ที�อณุหภมิ้หอ้ง	(25	ºC)	เปีน็

เวิลัา	 60	 วัิน	 โดยทุก	 10	 วัิน	 ตรวิจัการรอดชีวิิตขุอง 

โพรไบโอติกส์ในเยลัลัี�แต่ลัะส้ตรด้วิยวิิธี	 spread	 plate	

technique	บนอาหาร	MRS	 -	 CaCO3	บ่มที�อุณหภ้มิ	 

35	ºC	ตรวิจันับโคโลันี	แลัะรายงานผลัเปี็น	log	CFU/g	

เยลัลัี�	

2.11	สถุิติในการวัิจ้ัย

ทุกการทดลัองทำสามซ�ำ	 แลัะวิิเคราะห์ควิาม

แปีรปีรวินแบบทางเดียวิ	 (One	 Way	 Analysis	 of	

Variance:	 ANOVA)	 หาควิามแตกต่างระหวิ่างค่าเฉลัี�ย

ด้วิยวิิธี	Duncan	New	Multiple	Range	Test	(DMRT)	

ที�ควิามเชื�อมั�นร้อยลัะ	95	

3.	ผู้ลัการวัิจ้ัย
3.1	 ผู้ลัการแยกเช่ื�อแลัะจ้ำแนกเช่ื�อจ้ากลั้กแป้งข้าวั

หมาก

จัากการคัดเลัือกเชื�อแลัะศ่กษาคุณลัักษณะที�

เหมาะสมเพื�อใช้พัฒนาลั้กแป้ีงขุ้าวิหมาก	 โดยได้ 

แยกเชื�อจัากจัังหวัิดกำแพงเพชร	 สุพรรณบุรี	 อ่างทอง	

สมุทรสาคร	 ราชบุรี	 ปีทุมธานี	 ศีรสะเกษ	 ขุอนแก่น	

หนองคาย	สุราษฎร์ธานี	แลัะสกลันคร	จัำนวินทั�งสิ�น	30	

ตัวิอย่าง	 แยกเชื�อยีสต์ ได้จัำนวิน	 96	 ไอโซเลัต	 

แลัะรา	จัำนวิน	41	ไอโซเลัต	

ผลัการจัำแนกยีสต์แลัะราสายพันธ์ุที�ถุ้กเลัือก 

มาศ่กษาต่อ	 โดยพิจัารณาจัากคุณสมบัติในการผลิัต 

เอนไซมอ์ะไมเลัสแลัะกลัโ้คอะไมเลัสที�สง้	รวิมถุ่งการผลิัต

แอลักอฮ่อล์ัในระดบัต�ำ	ยีสตท์ี�ถุ้กคดัเลัอืกเพื�อนำไปีศก่ษา

ต่อคือไอโซเลัต	 YKa22f	 แลัะ	 YCh02a	 ผลัการจัำแนก 

ใกลัเ้คยีงสายพันธุ	์Saccharomycopsis oxydans	แลัะ	

Wickerhamomyces lynferdii	 ตามลัำดับ	 แลัะรา 

ไอโซเลัตที�คัดเลัือกไปีใช้ศ่กษาต่อคือ	 MA22d	 แลัะ	

MSri30a	ซ่�งใกล้ัเคียงกับราสายพันธุ	์Aspergillus flavus 

แลัะ	A. oryzae	ตามลัำดับ	

3.2	ผู้ลัการตรวัจ้สอบกิจ้กรรมเอนไซม์ในการย่อยแป้ง

ของย่สต์แลัะรา	

นำยีสต์	(96	ไอโซเลัต)	แลัะรา	(41	ไอโซเลัต)	ที�

แยกได้จัากลั้กแปี้งขุ้าวิหมาก	 มาตรวิจัสอบกิจักรรมใน

การสร้างเอนไซม์ย่อยแปี้ง	 คือเอนไซม์อะไมเลัสแลัะ 

กล้ัโคอะไมเลัส	 โดยเริ�มจัากการศ่กษาเอนไซม์อะไมเลัส	

พบมยีสีตแ์ลัะราที�สรา้งเอนไซมอ์ะไมเลัส	จัำนวิน	31	แลัะ	

21	 ไอโซเลัต	 ตามลัำดับ	 โดยไอโซเลัตที�มีกิจักรรมการ

สรา้งเอนไซมท์ี�สง้แสดงใน	Figure	1	พบกจิักรรมขุองการ

สร้างเอนไซม์อะไมเลัสขุองยีสต์อย้่ระหว่ิาง	 125.86-

147.50	unit/ml	(ไอโซเลัต	YKa22f	ผลิัตส้งสุดที�	147.50	

unit/ml)	แลัะราผลิัตเอนไซม์อะไมเลัสระหว่ิาง	108.13-

159.41	unit/ml	(ไอโซเลัต	MA22d	ผลิัตส้งสุดที�	159.41	

unit/ml)	แลัะพบวิ่ามียีสต์จัำนวิน	26	ไอโซเลัต	แลัะรา

จัำนวิน	 22	 ไอโซเลัต	 ที�สร้างเอนไซม์กลั้โคอะไมเลัส	

(Figure	 1)	 โดยยีสต์ผลิัตเอนไซม์กลั้โคอะไมเลัสอย้่

ระหว่ิาง	 120.26-142.44	 unit/ml	 (ไอโซเลัต	 YKa22f	

ผลัิตส้ง สุดที� 	 142.44	 unit/ml)	 ขุณะที� ราผลิัต 

กล้ัโคอะไมเลัสอย้่ระหวิ่าง	 120.90-155.94	 unit/ml	 

(ไอโซเลัต	MSri30a	ผลัิตสง้สุดที�	155.94	unit/ml)	

3.3	ผู้ลัการที่ำข้าวัหมากจ้ากเช่ื�อบริสุที่ธิิ�ที่่�คั์ดแยกได้	

ขุ้าวิหมากจัากเชื�อบริสุทธิ�ที�คัดแยกได้	 เมื�อใช้

ควิามเขุ้มขุ้นขุองล้ักแปี้งที�ร้อยลัะ	 3	 แลัะหมักเปี็นเวิลัา	

48	ชั�วิโมง	พบวิา่ขุา้วิหมากมค่ีาควิามเปีน็กรด-ดา่ง	ที�	pH	

4.437	มแีอลักอฮ่อล์ัที�รอ้ยลัะ	0.45	แลัะมีคา่ขุองแขุง็รวิม	

(total	solid)	ที�ร้อยลัะองศาบรกิซ์ในขุ้าวิหมาก	คอื	40.98	

แลัะมีกิจักรรมต้านอนุม้ลัอิสระที�ร้อยลัะ	 40.55	 อีกทั�ง 

ขุ้าวิหมากที�ทำขุ่�นไม่มีการปีนเป้ี�อนขุองโคลิัฟิอร์ม	 จั่ง

เหมาะสมต่อการนำไปีใช้ไปีผลิัตเยลัลัี�ในการศ่กษาต่อไปี	
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Figure	1		Amylase	and	glucoamylase	activities	from	yeast	and	mold	isolated	from	look-pang-khao-

mak	 Results	 show	 the	 average	 values	 of	 three	 replicates	 ±	 standard	 error.	 Different	

lowercase	letters	indicate	significant	differences	between	treatments	at	p	<	0.05.		

3.4	 ผู้ลัการศึกษาการรอดช่่วิัตของโพรไบโอติกส์ใน	

เยลัลั่�ซินไบโอติกส์ผู้สมข้าวัหมากหลัังผู่้านสภาวัะใน

ที่างเดินอาหาร		

การรอดชวิีิตขุองโพรไบโอตกิส์ในเยลัลัี�ซนิไบโอตกิส์ 

หลัังทดสอบในสภาวิะขุองทางเดินอาหาร	 แสดงใน	

Figure	2	เมื�อทดสอบในสภาวิะขุองทางเดินอาหาร	โดย

เริ�มจัากกระเพาะเป็ีนเวิลัา	3	ชั�วิโมง	พบการรอดชีวิิตเชื�อ

โพรไบโอติกส์อย้่ระหวิ่างร้อยลัะ	82.98-96.28	(ส้ตรที�มี

แปี้งดัดแปีลังรอดชีวิิตส้งกว่ิาส้ตรอื�นอย่างมีนัยสำคัญ)	

แลัะเมื�อศ่กษาการรอดชีวิิตหลัังผ่านสภาวิะจัำลัองขุอง

ลัำไส้	 พบการรอดชีวิิตขุองโพรไบโอติกส์ในเยลัลัี� 

ซินไบโอติกส์ผสมขุ้าวิหมากอย้่ที�ร้อยลัะ	70.20	-	88.19	

โดยเยลัลัี�ซินไบโอติกส์ที�มีส่วินผสมขุองแป้ีงขุ้าวิดัดแปีลัง	

(GL04)	 พบมีการรอดชีวิิตในลัำไส้ส้งกว่ิาส้ตรอื�นอย่างมี

นัยสำคัญ	(p	<	0.05)	อย้่ที�ร้อยลัะ	88.19	

3.5	 กิจ้กรรมต้านอนุม้ลัอิสระของเยลัล่ั�ซินไบโอติกส์

ผู้สมข้าวัหมาก	

กิจักรรมต้านอนุม้ลัอิสระขุองเยลัลีั�ซินไบโอติกส์

ผสมขุา้วิหมากสต้รต่าง	ๆ 	แสดงใน	Table	2	โดย	Trolox	

(50	mM)	 ที�ใช้เปี็นสารมาตรฐานมีกิจักรรมต้านอนุม้ลั

อิสระที�ร้อยลัะ	58.45	ผลัการทดลัองพบวิ่าในผลัิตภัณฑ์์

เยลัลัี�ทุกส้ตรมีกิจักรรมต้านอนุม้ลัอิสระในวิันเริ�มต้นอย้่

ระหว่ิางรอ้ยลัะ	31.86	-	32.32	ซ่�งเยลัลัี�ซนิไบโอตกิส์ผสม

ขุ้าวิหมากทุกส้ตรมีกิจักรรมต้านอนุม้ลัอิสระไม่แตกต่าง

กนัอย่างมีนยัสำคญั	(p	>	0.05)	ในวินัเริ�มตน้ขุองการเกบ็	

แลัะในแต่ลัะส้ตรเมื�อเก็บเปี็นเวิลัา	 30	 วัิน	 พบกิจักรรม

ต้านอนุม้ลัอิสระอย้่ระหวิ่างร้อยลัะ	 31.80	 -32.20	 เมื�อ

เก็บเปี็นเวิลัา	 60	 วัิน	 ที�อุณหภ้มิห้อง	 ในแต่ลัะส้ตรขุอง 

เยลัลีั�มีกิจักรรมต้านอนุม้ลัอิสระลัดลังเลั็กน้อยแต่ 

ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญจัากวิันแรกอย้่ที�ร้อยลัะ	

30.58	–	31.73	
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Figure	2		Survival	of	probiotic	in	synbiotic	gummy	candy	supplemented	with	khoa-mak	after	exposed	

in	simulated	gastric	fluid	and	simulated	intestinal	fluid.	The	mean	values	with	different	

lowercase	letters	indicate	significantly	different	(p	<	0.05).

Table	2			Antioxidant	activity	of	synbiotic	gummy	candy	supplemented	with	khao-mak.	

Treatments
Storage	time	(day)

0 30 60

GL01 31.86±0.89aA 31.80±1.04aA 30.58±0.94aA

GL02 31.92±0.71aA 31.81±0.19aA 30.84±1.01aA

GL03 32.32±0.58aA 32.14±0.59aA 31.54±1.62aA

GL04 32.24±0.99aA 32.20±0.96aA 31.73±0.90aA

*	 	 The	mean	values	 in	 the	 same	 row	with	different	 lowercase	 superscripts	 are	 significantly	different	 (p	 <	 0.05).		 

**		The	mean	values	in	the	same	column	with	different	uppercase	superscripts	are	significantly	different	(p	<	0.05).		

3.6	 ผู้ลัการศึกษาการรอดช่่วัิตของโพรไบโอติกส์เมื�อ

เก็บเป็นเวัลัา	2	เดือน	

หลัังเก็บเยลัลัี�ซินไบโอติกส์ผสมขุ้าวิหมากที�

อณุหภมิ้หอ้งนาน	2	เดอืน	พบว่ิาสต้รที�มแีป้ีงขุ้าวิดัดแปีลัง

เปีน็องค์ปีระกอบ	(GL04)	มีเชื�อโพรไบโอติกส์รอดชวิติส้ง

กวิ่าส้ตรอื�นอย่างมีนัยสำคัญ	 (p	 <	 0.05)	 โดยพบเชื�อที�	

7.08	log	CFU/g	รองลังมาคือสต้รที�มีพรีไบโอติกส์	FOS	

(GL03)	 (5.65	 log	 CFU/g)	 แลัะส้ตรที�มีพรีไบโอติกส์ 

อินน้ลิัน	 (GL02)	 (5.37	 log	 CFU/g)	 ซ่�งมีปีริมาณเชื�อ

โพรไบโอติกส์ส้งกวิ่าส้ตรที�ไม่มีพรีไบโอติกส์	 (GL01)	

(3.63	log	CFU/g)	อย่างมีนัยสำคัญ	(Figure	3)	
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Figure	3		Viable	cell	of	probiotic	in	synbiotic	gummy	candy	supplemented	with	khao-mak	after	60	

days	of	 storage	at	 room	temperature.	Means	at	 the	same	sampling	day	with	different	

lowercase	letters	indicate	significantly	different	(p	<	0.05).			

4.	วัิจ้ารณ์ผู้ลัการที่ดลัอง
ลั้กแปี้งขุ้าวิหมากคือแหลั่งขุองหัวิเชื�อที�ใช้ใน

การนำมาหมักกับขุ้าวิเพื�อให้ได้ผลิัตภัณฑ์์ที�มีรสหวิาน

แลัะแอลักอฮ่อลั์ระดับต�ำ	ซ่�งขุ้าวิหมากเปี็นขุนมจัากการ

หมักด้วิยจัุลัินทรีย์ชนิดหน่�งขุองไทยที�มีการทำมาอย่าง

ยาวินาน	 ในการหมักขุ้าวิหมากขุั�นตอนแรกคือการที�

จัุลัินทรีย์ย่อยแปี้งเป็ีนน�ำตาลั	ขุั�นตอนที�	 2	คือจัุลัินทรีย์

อีกกลัุ่มเปีลัี�ยนน�ำตาลัที�เกิดขุ่�นเปี็นแอลักอฮ่อลั์	 โดย

จัลุันิทรยีท์ี�แยกไดใ้นงานวิจิัยันี�ปีระกอบด้วิยยสีตส์ายพนัธุ์	

S. oxydans	YKa22f	แลัะ	W. lynferdii	YKa22f	แลัะ

ราสายพนัธุ	์A.	flavus	MA22d	แลัะ	A.	oryzae	MSri30a	

โดยในงานวิิจััยอื�น	ๆ 	ได้รายงานกลัุ่มจัุลัินทรีย์ที�สำคัญใน

ลั้กแป้ีงสำหรับทำขุ้าวิหมาก	 ในกลัุ่มยีสต์ได้แก่ S. 

fibuligera, W. anomalus, Rhodotorula philyla, 

Candida tropicalis, C. rugosa, Issatchenkia 

orientalis	แลัะ	Saccharomyces cerevisiae	ในขุณะ

ที�กลัุ่มราในลั้กแปี้งขุ้าวิหมากปีระกอบด้วิย	 Rhizopus 

sp.,	Amylomyces	sp.,	Mucor	sp.,	Penicillium	sp.,	

Aspergillus	sp.,	Monascus	sp.	แลัะ Actinomucor 

sp.	เปี็นต้น	[13,	14]	

ยีสต์แลัะราที�เป็ีนจุัลัินทรีย์หลัักในการหมักขุ้าวิ

หมาก	 ต้องมีคุณสมบัติในการย่อยแปี้งเพื�อเปีลัี�ยน 

แปี้งเป็ีนน�ำตาลัจัากการสร้างเอนไซม์อะไมเลัสแลัะ 

กล้ัโคอะไมเลัส	[14]	ซ่�งในงานวิจิัยันี�ได้ใชค้ณุสมบัตใินการ

สร้างเอนไซม์ทั�งสองเป็ีนคุณสมบัติหลัักในการคัดเลัือก

ยีสต์แลัะราเพื�อนำมาใช้ทำหัวิเชื�อบริสุทธิ�ในการผลัิตขุ้าวิ

หมาก	 แลัะผลัที�ได้จัากการทำขุ้าวิหมากเมื�อนำยีสต์แลัะ

ราที�คัดเลืัอกได้ไปีใช้ผลิัตขุ้าวิหมาก	 พบวิ่าขุ้าวิหมากที�

ผลัิตขุ่�นมีค่าควิามเป็ีนกรด-ด่าง	 ที� 	 pH	 4.437	 มี

แอลักอฮ่อล์ัที�ร้อยลัะ	 0.45	 แลัะมีค่าขุองแขุ็งรวิม	 ที� 

ร้อยลัะองศาบริกซ์ในขุ้าวิหมาก	คือ	40.98	ซ่�งอย้่ในช่วิง

มาตรฐานขุา้วิหมากขุองมาตรฐานผลัติภัณฑ์ช์มุชน	(มผช.	

162/2546)	 ที�ได้ระบุถุ่งคุณลัักษณะที�ต้องการขุอง

ผลัิตภัณฑ์์ขุ้าวิหมากในด้านแอลักอฮ่อลั์	 ค่ากรด-ด่าง	

ขุองแขุ็งที�ลัะลัายได้ทั�งหมด	 แลัะด้านจัุลัินทรีย์ใน 

ขุ้าวิหมาก				

การรอดชวีิติขุองโพรไบโอตกิส	์La. plantarum 

BL60a	 ในเยลัลีั�ซินไบโอติกส์ผสมขุ้าวิหมาก	 เมื�อผ่าน
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สภาวิะขุองทางเดินอาหารในส้ตรที�มีแปี้งขุ้าวิดัดแปีลัง	

พบเชื�อรอดชีวิิตส้งถุ่งร้อยลัะ	 88.19	 ซ่�งส้งกวิ่าส้ตรอื�น

อยา่งมนียัสำคญั	โดยในงานขุอง	Ashwar	et	al.	[12]	พบ

วิา่เมื�อใชแ้ปีง้ขุา้วิดดัแปีลังในกระบวินการหุม้เซลัล์ัชว่ิยให้

โพรไบโอติกส	์L. casei, Le. brevis	แลัะ	La. plantarum 

รอดชีวิิตได้สง้	แลัะในงานขุอง	Feng	et	al.	[6]	ที�พบวิ่า

โพรไบโอติกส์	La. plantarum	 YC-5	 ในเยลัลัี�ที�มีส่วิน

ผสมขุองพรีไบโอติกสท์ี�สกัดไดจ้ัากเห็ดสามารถุช่วิยใหเ้ชื�อ

รอดชีวิิตได้ส้งเมื�อทดสอบในสภาวิะขุองทางเดินอาหาร	

จัากขุ้อม้ลัเหลั่านี�จั่งสามารถุบ่งชี�ได้วิ่าการเลัือกใช้สาร

ปีระกอบพรีไบโอติกส์ที�เหมาะสมต่อโพรไบโอติกส์ใน

ผลัิตภัณฑ์์จัะช่วิยส่งเสริมให้โพรไบโอติกส์รอดชีวิิตใน 

ทางเดินอาหารได้ดี	 ดังผลัจัากงานวิิจััยนี�พบว่ิาแป้ีงขุ้าวิ

ดัดแปีลังเปี็นพรีไบโอติกส์ที� เหมาะสมต่อแบคทีเรีย 

โพรไบโอติกส์สายพันธุ์นี�แลัะช่วิยให้รอดชีวิิตได้ส้ง 

เมื�อผ่านสภาวิะในทางเดินอาหาร	

สารอนุม้ลัอิสระ	 (reactive	oxygen	 species,	

ROS)	 ตัวิอย่างเช่น	 ไฮ่โดรเจันเปีอร์ออกไซด์	

ขRอมูลเหลDานี้จึงสามารถบDงชี้ไดRวDาการเลือกใชRสารประกอบพรีไบโอติกส1ที่เหมาะสมตDอโพรไบโอติกส1ในผลิตภัณฑ1จะชDวยสDงเสริม

ใหRโพรไบโอติกส1รอดชีวิตในทางเดินอาหารไดRดี ดังผลจากงานวิจัยนี้พบวDาแปVงขRาวดัดแปลงเป4นพรีไบโอติกส1ที่เหมาะสมตDอ

แบคทีเรียโพรไบโอติกส1สายพันธุ1นี้และชDวยใหRรอดชีวิตไดRสูงเมื่อผDานสภาวะในทางเดินอาหาร  

สารอนุมูลอิสระ (reactive oxygen species, ROS) ตัวอยDางเชDน ไฮโดรเจนเปอร1ออกไซด1 (H2O2), ซูเปอร1ออกไซด1 

แอนไอออน (O2�) และไฮดรอกซิลแรดดิเคิล (OH�) เป4นตRน ซึ่งทำใหRเกิดความเครียดจากออกซิเดชันในเซลล1ของสิ่งมีชีวิต และ

สารอนุมูลอิสระที่เพิ่มในเซลล1จะทำลายไขมัน โปรตีนและดีเอ็นเอในเซลล1ไดR ซึ ่งจะเป4นสาเหตุใหRเกิดโรคหลายโรค เชDน 

โรคมะเร็ง โรคหัวใจ และเบาหวาน เป4นตRน [24] ในงานวิจัยนี้พบวDาเยลลี่ซินไบโอติกส1ในทุกสูตรยังคงตรวจพบกิจกรรมตRาน

อนุมูลอิสระ แมRเก็บเป4นเวลา 60 วัน (รRอยละ 31.86 - 32.32) ซึ่งกิจกรรมไมDแตกตDางจากวันแรกของการเก็บ โดยกิจกรรมการ

ตRานอนุมูลอิสระของเยลลี่มาจากขRาวหมากและโพรไบโอติกส1ที่ใชRเป4นองค1ประกอบ มีรายงานการวิจัยที่ไดRพัฒนาเยลลี่ที่

สอดคลRองกับงานวิจัยนี้ ตัวอยDางเชDน ในงานวิจัยของ Charoen et al. [25] รายงานกิจกรรมตRานอนุมูลอิสระในเยลลี่ผสมสาร

สกัดจากใบฝรั่ง พบวDามีกิจกรรมตRานอนุมูลอิสระที่สูง และในงานของ Feng et al. [6] ไดRพัฒนาเยลลีโพรไบโอติกส1ผสมพรีไบ

โอติกส1จากสารสกัดจากเห็ด ซึ่งโพรไบโอติกส1สายพันธุ1ที่นำมาใชRมีกิจกรรมตRานอนุมูลอิสระเมื่อใชRวิตามินซีเป4นตัวเทียบ โดยอยูD

ที่ 15.98 mg AAE/L  

การรอดชีวิตของโพรไบโอติกส1ในเยลลี่ซินไบโอติกส1ผสมขRาวหมาก เมื่อเก็บที่อุณหภูมิหRองที่ (25 ºC) เป4นเวลา 60 วัน 

พบวDาสูตรที่มีแปVงขRาวดัดแปลงมีแบคทีเรียโพรไบโอติกส1สูงกวDาสตูรอื่นที่มีพรีไบโอติกส1ทางการคRาและสูตรที่ไมDเติมพรีไบโอติกส1 

โดยมีเชื้อที่มีชีวิตที่ 7.08 log CFU/g โดยสูงกวDาสูตรอื่นอยDางมีนัยสำคัญ (p < 0.05) การรอดชีวิตที่สูงของโพรไบโอติกส1ใน

ผลิตภัณฑ1ระหวDางการเก็บจะชDวยยืนยันปริมาณเชื้อแมRเก็บผลิตภัณฑ1ที่อุณหภูมิหRองเชื้อก็ยังคงมีปริมาณสูงเพียงพอเป4น

เวลานานกDอนถึงมือผูRบริโภค ซึ่ง Ashwar et al. [26] รายงานผลการวิจัยวDาแปVงขRาวดัดแปลงชDวยใหR L. casei รอดชีวิตสูงใน

การเก็บรักษา ดังนั้นแปVงขRาวดัดแปลงที่ใชRในการศึกษานี้จึงมีสDวนชDวยใหR La. plantarum BL60a รอดชีวิตไดRสูงในเยลลี่ซิน

ไบโอติกส1ผสมขRาวหมากเมื่อเทียบกับเยลลี่สูตรอื่น ๆ  

 

5. สรุปผล  

เชื้อยีสต1และราที่แยกไดRมีความเหมาะสมในการทำขRาวหมาก โดยขRาวหมากที่ไดRเป4นไปตามมาตรฐานที่กำหนดและ

สามารถนำไปใชRแปรรูปผลิตภัณฑ1อาหารเพื่อสุขภาพไดR เมื่อนำไปพัฒนาเป4นเยลลี่ซินไบโอติกส1ผสมขRาวหมาก พบวDาเป4น

ผลิตภัณฑ1ที่มีปริมาณเซลล1โพรไบโอติกส1สูงและมีกิจกรรมตRานอนุมูลอิสระ สามารถพัฒนาตDอยอดเป4นผลิตภัณฑ1เพื่อสุขภาพ

ตDอไปไดR  
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ซ้เปีอร์ออกไซด์	 แอนไอออน	
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แอนไอออน (O2�) และไฮดรอกซิลแรดดิเคิล (OH�) เป4นตRน ซึ่งทำใหRเกิดความเครียดจากออกซิเดชันในเซลล1ของสิ่งมีชีวิต และ

สารอนุมูลอิสระที่เพิ่มในเซลล1จะทำลายไขมัน โปรตีนและดีเอ็นเอในเซลล1ไดR ซึ ่งจะเป4นสาเหตุใหRเกิดโรคหลายโรค เชDน 

โรคมะเร็ง โรคหัวใจ และเบาหวาน เป4นตRน [24] ในงานวิจัยนี้พบวDาเยลลี่ซินไบโอติกส1ในทุกสูตรยังคงตรวจพบกิจกรรมตRาน

อนุมูลอิสระ แมRเก็บเป4นเวลา 60 วัน (รRอยละ 31.86 - 32.32) ซึ่งกิจกรรมไมDแตกตDางจากวันแรกของการเก็บ โดยกิจกรรมการ

ตRานอนุมูลอิสระของเยลลี่มาจากขRาวหมากและโพรไบโอติกส1ที่ใชRเป4นองค1ประกอบ มีรายงานการวิจัยที่ไดRพัฒนาเยลลี่ที่

สอดคลRองกับงานวิจัยนี้ ตัวอยDางเชDน ในงานวิจัยของ Charoen et al. [25] รายงานกิจกรรมตRานอนุมูลอิสระในเยลลี่ผสมสาร

สกัดจากใบฝรั่ง พบวDามีกิจกรรมตRานอนุมูลอิสระที่สูง และในงานของ Feng et al. [6] ไดRพัฒนาเยลลีโพรไบโอติกส1ผสมพรีไบ

โอติกส1จากสารสกัดจากเห็ด ซึ่งโพรไบโอติกส1สายพันธุ1ที่นำมาใชRมีกิจกรรมตRานอนุมูลอิสระเมื่อใชRวิตามินซีเป4นตัวเทียบ โดยอยูD

ที่ 15.98 mg AAE/L  

การรอดชีวิตของโพรไบโอติกส1ในเยลลี่ซินไบโอติกส1ผสมขRาวหมาก เมื่อเก็บที่อุณหภูมิหRองที่ (25 ºC) เป4นเวลา 60 วัน 

พบวDาสูตรที่มีแปVงขRาวดัดแปลงมีแบคทีเรียโพรไบโอติกส1สูงกวDาสตูรอื่นที่มีพรีไบโอติกส1ทางการคRาและสูตรที่ไมDเติมพรีไบโอติกส1 
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ดิเคิลั	
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	 เป็ีนต้น	 ซ่�งทำให้เกิดควิามเครียดจัาก

ออกซิเดชันในเซลัลั์ขุองสิ�งมีชีวิิต	 แลัะสารอนุม้ลัอิสระที�

เพิ�มในเซลัลั์จัะทำลัายไขุมัน	 โปีรตีนแลัะดีเอ็นเอในเซลัลั์

ได้	 ซ่�งจัะเปี็นสาเหตุให้เกิดโรคหลัายโรค	 เช่น	 โรคมะเร็ง	

โรคหัวิใจั	แลัะเบาหวิาน	เป็ีนต้น	[24]	ในงานวิจิัยันี�พบว่ิา

เยลัลัี�ซินไบโอติกส์ในทุกส้ตรยังคงตรวิจัพบกิจักรรมต้าน

อนุม้ลัอิสระ	แม้เก็บเป็ีนเวิลัา	60	วิัน	 (ร้อยลัะ	31.86	 -	

32.32)	 ซ่�งกิจักรรมไม่แตกต่างจัากวิันแรกขุองการเก็บ	

โดยกิจักรรมการต้านอนุม้ลัอิสระขุองเยลัลัี�มาจัากขุ้าวิ

หมากแลัะโพรไบโอติกส์ที�ใช้เปี็นองค์ปีระกอบ	มีรายงาน

การวิิจััยที�ได้พัฒนาเยลัลัี� ที�สอดคลั้องกับงานวิิจััยนี�	

ตัวิอย่างเช่น	 ในงานวิิจััยขุอง	 Charoen	 et	 al.	 [25]	

รายงานกิจักรรมต้านอนุม้ลัอิสระในเยลัลัี�ผสมสารสกัด

จัากใบฝ่รั�ง	พบว่ิามีกิจักรรมตา้นอนมุล้ัอสิระที�สง้	แลัะใน

งานขุอง	Feng	et	al.	 [6]	ได้พัฒนาเยลัลัีโพรไบโอติกส์

ผสมพรีไบโอติกส์จัากสารสกัดจัากเห็ด	 ซ่�งโพรไบโอติกส์

สายพันธุ์ที�นำมาใช้มีกิจักรรมต้านอนุม้ลัอิสระเมื�อใช้

วิิตามินซีเปี็นตัวิเทียบ	โดยอย้่ที�	15.98	mg	AAE/L	

การรอดชีวิิตขุองโพรไบโอติกส์ในเยลัลีั�ซินไบ 

โอติกส์ผสมขุ้าวิหมาก	เมื�อเก็บที�อุณหภ้มิห้องที�	(25	ºC)	

เป็ีนเวิลัา	60	วินั	พบว่ิาส้ตรที�มีแป้ีงขุ้าวิดดัแปีลังมแีบคทเีรยี

โพรไบโอติกส์ส้งกวิ่าส้ตรอื�นที�มีพรีไบโอติกส์ทางการค้า

แลัะส้ตรที�ไม่เติมพรีไบโอติกส์	 โดยมีเชื�อที�มีชีวิิตที�	 7.08	

log	 CFU/g	 โดยส้งกว่ิาส้ตรอื�นอย่างมีนัยสำคัญ	 (p	 <	

0.05)	 การรอดชีวิิตที�ส้งขุองโพรไบโอติกส์ในผลัิตภัณฑ์์

ระหวิา่งการเกบ็จัะชว่ิยยนืยนัปีรมิาณเชื�อแมเ้กผ็ลัติภณัฑ์์

ที�อุณหภ้มิห้องเชื�อก็ยังคงมีปีริมาณส้งเพียงพอเปี็นเวิลัา

นานก่อนถุง่มือผ้้บริโภค	ซ่�ง	Ashwar	et	al.	[26]	รายงาน

ผลัการวิจิัยัวิา่แป้ีงขุา้วิดดัแปีลังช่วิยให้	L. casei	รอดชวีิติ

ส้งในการเก็บรักษา	 ดังนั�นแปี้งขุ้าวิดัดแปีลังที�ใช้ในการ

ศ่กษานี�จัง่มีส่วินช่วิยให้	La. plantarum	 BL60a	รอด

ชีวิิตได้ส้งในเยลัลีั�ซินไบโอติกส์ผสมขุ้าวิหมากเมื�อเทียบ

กับเยลัลัี�สต้รอื�น	ๆ	

5.	สรุปผู้ลั	
เชื�อยสีตแ์ลัะราที�แยกไดม้คีวิามเหมาะสมในการ

ทำขุ้าวิหมาก	 โดยขุ้าวิหมากที�ได้เปี็นไปีตามมาตรฐานที�

กำหนดแลัะสามารถุนำไปีใชแ้ปีรรป้ีผลัติภณัฑ์์อาหารเพื�อ

สุขุภาพได้	 เมื�อนำไปีพัฒนาเปี็นเยลัลีั�ซินไบโอติกส์ผสม

ขุ้าวิหมาก	 พบวิ่าเปี็นผลัิตภัณฑ์์ที�มีปีริมาณเซลัลั์โพรไบ 

โอตกิสส้์งแลัะมกีจิักรรมตา้นอนมุล้ัอสิระ	สามารถุพฒันา

ต่อยอดเปี็นผลิัตภัณฑ์์เพื�อสุขุภาพต่อไปีได้	

6.	กิตติกรรมประกาศ	
คณะผ้้ วิิ จัั ยขุอขุอบคุณ	 กองทุนส่ ง เสริ ม

วิทิยาศาสตร	์วิจิัยัแลัะนวิตักรรม	ปีระเภท	Fundamental	

Fund	ปีระจัำปีงีบปีระมาณ	พ.ศ.2565	แลัะมหาวิทิยาลัยั

ราชภัฏบา้นสมเด็จัเจัา้พระยา	ที�ใหก้ารสนับสนุนการวิิจัยั

ในครั�งนี�	
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