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บทคัดย่อ

	 การศึกษาคุณค่าทางโภชนาการ และคุณสมบัติการเป็นสารพรีไบโอติกของตัวอย่างผลอ่อนและผลแก่มะนาว

ไม่รูโ้ห ่(Carissa carandas L.) ไดแ้บ่งเป็น 2 ส่วน คอื ส่วนเปลอืกและเนือ้กับส่วนเย่ือหุ้มเมล็ดและเมล็ด มีตัวอย่างท้ังหมด 

4 ส่วน ได้แก่ (1) ส่วนเปลือกและเน้ือระยะผลอ่อน (ผลสีขาวปนสีแดง): PP (W/R), (2) ส่วนเย่ือหุ้มเมล็ดและเมล็ดระยะ

ผลอ่อน (ผลสีขาวปนสีแดง): PS (W/R), (3) ส่วนเปลือกและเน้ือระยะผลแก่ (ผลสีแดงเข้ม): PP (Dm) และ (4) ส่วนเยื่อ

หุ้มเมล็ดและเมล็ดระยะผลแก่ (ผลสีแดงเข้ม): PS (Dm) การทดลองใช้วิธี proximate analysis เพื่อศึกษาคุณค่าทาง

โภชนาการของผลสดมะนาวไม่รูโ้หท่ัง้ 2 ระยะ และใช้เช้ือ Lactobacillus acidophilus TISTR 1338 เป็นตัวแทนเช้ือแบคทีเรีย

ในการทดสอบคณุสมบติัการเปน็สารพรไีบโอติกของผลสดมะนาวไม่รูโ้ห ่ผลการศึกษา ด้านคณุค่าทางโภชนาการ พบ

ปริมาณโปรตีนและเส้นใยใน PS (W/R) มากที่สุด ร้อยละ 28.48 ± 0.32 และ 14.14 ± 0.46 ตามลำ�ดับ ปริมาณไขมัน

และคาร์โบไฮเดรตพบใน PP (Dm) มากที่สุด ร้อยละ 12.30 ± 0.29 และ 51.14 ± 0.78 ตามลำ�ดับ การศึกษาคุณสมบัติ

การเป็นสารพรีไบโอติกพบว่าในสูตรอาหารที่มีส่วนผสมของ PP (W/R) และส่วนของ PP (Dm) ที่ความเข้มข้นร้อยละ 

4.5 มีค่าความขุ่นของเชื้อ L. acidophilus TISTR 1338 สูงท่ีสุดท่ีเวลา 48 ช่ัวโมง คือ 0.071 และ 0.094 ตามลำ�ดับ ซ่ึงแสดง

ให้เห็นถึงอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อที่เพิ่มมากขึ้น การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่ามะนาวไม่รู้โห่ทั้ง 2 ระยะ มีศักยภาพ

ที่สามารถเป็นแหล่งอาหารทางเลือกเพิ่มเติม และสามารถนำ�ไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ จากธรรมชาติที่ใช้ดูแลสุขภาพ

อีกทางเลือกหนึ่ง
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Abstract

	 This study aimed to investigate the primary chemical compositions, nutritional values, and prebiotic prop-

erties of both unripe and ripe ma-now-mai-roo-hoo fruits (Carissa carandas L.). The parts of the fruit used were 

(1) pulp + peel of unripe: PP (W/R), (2) seed coat + seed of unripe: PS (W/R), (3) pulp + peel of ripe: PP (Dm) 

and (4) seed coat + seed of ripe: PS (Dm). The nutritional value of ma-now-mai-roo-hoo fruits was studied by 

proximate analysis. Lactobacillus acidophilus TISTR 1338 was used to study prebiotic activities. The results show 

that protein and fiber in PS (W/R) exhibited the highest values; 28.48 ± 0.32% and 14.14 ± 0.46%, respectively. 

Fat and carbohydrates showed the highest values in PP (Dm); 12.30 ± 0.29% and 51.14 ± 0.78%, respectively. In 

the prebiotic experiment, it was observed that the medium containing PP (W/R) and PP (Dm) in the concentration 

of 4.5 exhibited the highest turbidity of L. acidophilus TISTR 1338 (0.071 and 0.094, respectively) after 48 hours 

of the incubation period, indicating an increase in the growth rate of the bacteria. This study shows that both the 

unripe and ripe fruits of ma-now-mai-roo-hoo have the potential to be an alternative source of food and can be 

developed as a natural alternative to health care products.

	 Key words:  ma-now-mai-roo-hoo, Carissa carandas L., nutritional values, prebiotic

บทนำ�

	 ปัจจุบนัผลติภณัฑ์พรีไบโอตกิก�ำลงัเป็นท่ีสนใจ 

เพือ่ใช้เป็นแหล่งอาหารเสริมสร้างสขุภาพของมนษุย์[1] 

พรีไบโอติกเป็นสารอาหารกลุ่มคาร์โบไฮเดรตที่ไม่ถูก

ย่อยในส่วนบนของระบบทางเดินอาหารมักพบในผัก

หรือผลไม้ท่ีมีเส้นใยอาหารสูง[2-4] ผลไม้ของไทยมี

หลายรสชาติ โดยพบว่ารสเปร้ียวและรสฝาดมักมี

คุณค่าทางโภชนาการสูง[5] มะนาวไม่รู้โห่ (Carissa 

carandas L.) เป็นพืชวงศ์ Apocynaceae ชื่อสามัญ

คือ Karanda, Carunda และ Christ’s thorn เป็น

ผลไม้พืน้เมอืงชนดิหนึง่ทีใ่ห้ผลผลติตลอดทัง้ปี แต่ไม่

เป ็น ท่ีนิยมในการรับประทานและเพาะปลูกใน

ประเทศไทยเนือ่งจากไม่รู้จักการน�ำไปใช้ประโยชน์  จาก

การทบทวนวรรณกรรมพบว่าในระบบการแพทย์

อายุรเวทของอินเดีย มีการน�ำเนื้อของผล เมล็ด และ

น�้ำยาง ของมะนาวไม่รู้โห่มาใช้บรรเทาอาการประจ�ำ

เดือนมาไม่ปกติ อาการคันจากการแพ้สิ่งต่าง ๆ ใช้

รักษาโรคข้ออักเสบ รูมาตอยด์ เบ่ืออาหาร อาหารไม่

ย่อย จุกเสียด โรคตับ โรคม้าม โรคหวัใจ ภาวะตวับวม 

ไข้ รากมปีระโยชน์ใช้รักษาความผดิปกตขิองกระเพาะ

อาหาร พยาธิในล�ำไส้ แผลในโรคเบาหวาน และลด

ความดันโลหิต[6-7] อย่างไรก็ตามจากการทบทวน
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วรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้องมีผู้รายงานการศึกษาระหว่าง

การเปลี่ยนแปลงสีของผลมะนาวไม่รู ้โห่ 5 ระยะ 

ประกอบด้วย ผลอ่อน ผลก่อนแก่ ผลแก่ ผลก่อนสุก 

และผลสกุ พบว่าการเปลีย่นแปลงสขีองผลมะนาวไม่รู้

โห่ มีผลต่อการสะสมน�้ำตาล โปรตีน ปริมาณฟีนอลิก 

กรดอะมิโนอิสระและความหนาของผนังเซลล์ในผล

มะนาวไม่รู้โห่ลดลง รวมถึงความสามารถในการต้าน

อนุมูลอิสระ แต่พบปริมาณแป้งสูง ในระยะผลสุก[8] 

และยังมีรายงานว่าไม่พบรายงานความเป็นพิษ

เฉยีบพลนัของสารสกดัจากใบมะนาวไม่รู้โห่ด้วยน�ำ้ ที่

ความเข้มข้นสูงสุด 2,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน�้ำหนัก

ตัว[9] เช่นเดียวกับสารสกัดจากผลมะนาวไม่รู้โห่ด้วย

เมทานอล เอทิลอะซิเตท อะซิโตน และสารสกัดที่ไม่

ละลายในอะซิโตน ที่ไม่พบอาการผิดปกติที่ความเข้ม

ข้นสูงสุด 5 กรัม/กิโลกรัมน�้ำหนักตัว[10] ซ่ึงยังมีผู ้

ทีท่�ำการศกึษาเกีย่วกบัมะนาวไม่รู้โห่ค่อนข้างน้อย ดงั

นั้นวัตถุประสงค์ของการศึกษาวิจัยในครั้งนี้จึงท�ำการ

ศึกษาเปรียบเทียบคุณค ่าทางโภชนาการ และ

คุณสมบัติการเป็นสารพรีไบโอติกของผลมะนาวไม่รู้

โห่ 2 ระยะ ได้แก่ ผลอ่อน และผลแก่ โดยศกึษาคณุค่า

ทางโภชนาการ ด้วยวิธี proximate analysis ของ

ตวัอย่างผลสดมะนาวไม่รู้โห่ และศกึษาคณุสมบตักิาร

เป็นสารพรีไบโอติกจากค่าความขุ่นของเชื้อ L. aci-

dophilus TISTR 1338 ซ่ึงแสดงให้เห็นถึงอัตราการ

เจริญเติบโตของปริมาณเชื้อที่เพิ่มขึ้น

ระเบียบวิธีศึกษา

1. แหล่งที่มาของตัวอย่าง

	 ตัวอย่างผลสดมะนาวไม่รู้โห่ (Carissa caran-

das L.) วงศ์ Apocynaceae ซึ่งได้รับการตรวจสอบ

จากคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น ได้จาก 

ต.บ้านจ่า อ.บางระจัน จ.สิงห์บุรี โดยเก็บตัวอย่างมา

ล้างน�ำ้ให้สะอาด น�ำไปผึง่ลมในท่ีร่มให้แห้ง น�ำมาแยก

ระยะผลอ่อน (ผลสีขาวปนสีแดง) สีท่ีเทียบได้ คือ 

White Group 155B/Red Group 46A กับระยะผล

แก่ (ผลสีแดงเข้ม) สีที่เทียบได้คือ Purple Group 

N77A โดยเทียบกบัรหัสสมีาตรฐาน Royal Horticul-

tural Society Colour Charts (RHS Colour 

Charts) จากนั้นน�ำผลสดมะนาวไม่รู้โห่มาแยกเป็น 2 

ส่วน คือ ส่วนเปลือกและเนื้อ กับ ส่วนเยื่อหุ้มเมล็ด

และเมล็ด ซ่ึงจะได้ตัวอย่างท้ังหมด 4 ชนิด ดังแสดง

ด้านล่าง ก่อนเก็บในถุงพลาสติกและแช่ตู้เย็นท่ี -20 

องศาเซลเซียส 

	 (1) ส่วนเปลือกและเน้ือระยะผลอ่อน (ผลสขีาวปน

สีแดง): PP (W/R)

	 (2) ส่วนเยื่อหุ้มเมล็ดและเมล็ดระยะผลอ่อน 

(ผลสีขาวปนสีแดง): PS (W/R)

	 (3) ส่วนเปลือกและเนื้อระยะผลแก่ (ผลสีแดง

เข้ม): PP (Dm) 

	 (4) สว่นเยือ่หุ้มเมลด็และเมลด็ระยะผลแก ่(ผล

สีแดงเข้ม): PS (Dm)

2. การศึกษาคุณค่าทางโภชนาการ

	 ศึกษาคุณค่าทางโภชนาการของมะนาวไม่รู้โห่ 

ไดแ้ก ่โปรตนี คาร์โบไฮเดรต ไขมนั แรธ่าตุ และเสน้ใย 

ทดสอบด้วยวิธี proximate analysis[11]

3. ศึกษาคุณสมบัติการเป็นสารพรีไบโอติก

	 ศึกษาคุณสมบัติการเป็นสารพรีไบโอติกจากค่า

ความขุ่นของเชื้อ L. acidophilus TISTR 1338 ซึ่ง

ค่าความขุ่นที่เพิ่มขึ้นแสดงให้เห็นถึงอัตราการเจริญ

เติบโตของปริมาณเชื้อที่เพิ่มขึ้น

	 3.1 การทดสอบการเจริญของเชื้อโพรไบโอติก
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 	 นำ�เชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติก L. acidophilus 

TISTR 1338 จากท่ีเก็บไว้สำ�หรับการทดลองมาเล้ียง

ในอาหารเล้ียงเช้ือมาตรฐาน MRS broth ตามสูตรท่ี 1 

(ตารางท่ี 1) นำ�ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 72 ชั่วโมง การเจริญเติบโตของเชื้อวัดจากความ

ขุ่นท่ีเพ่ิมขึ้นด้วยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ (spec-

trophotometer) ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตรโดย

วัดความขุ่นตัง้แตเ่วลาที ่0 ชัว่โมง  จากนัน้วัดความขุน่ 

ทุก ๆ 3 ชั่วโมง จนครบ 72 ชั่วโมง นำ�ค่าความขุ่นที่

เพิ่มขึ้น กับช่วงเวลาไปสร้างกราฟเพื่อศึกษาลักษณะ 

การเจริญของเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติก

	 3.2 การทดสอบคุณสมบัติการเป็นสารพรีไบโอ

ติกของตัวอย่างผลมะนาวไม่รู้โห่ทั้ง 4 ส่วน

 	 	 เตรียมอาหารเลีย้งเชือ้เหลวสตูรท่ี 2 (ตารางท่ี 

1) เพื่อเป็นอาหารสูตรควบคุม และเตรียมอาหารเล้ียง

เช้ือสูตรท่ี 3–6 ซ่ึงประกอบด้วยตัวอย่างผลสดมะนาวไม่รู้

โห่ท้ัง 4 ส่วน (ตารางท่ี 1) ท่ีความเข้มข้น ร้อยละ 4.5 โดย

เทียบเคียงอัตราส่วนจากอาหารเล้ียงเช้ือมาตรฐาน MRS 

broth (สูตรท่ี 1) นำ�ไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึง่ทีค่วามดนั 15 

ปอนดต์อ่ตารางนิว้ ทีอ่ณุหภมู ิ121 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 15 นาทีท้ิงไว้ให้เย็น แล้วนำ�เช้ือ L. acidophilus 

TISTR 1338 จากท่ีเก็บไว้สำ�หรับการทดลองมาเข่ียลง

ให้อาหารแต่ละสูตร นำ�ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียสเป็นเวลา 48 ชั่วโมง วัดการเจริญเติบโตของ

เชื้อจากค่าความขุ่น ด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ 

(spectrophotometer) ท่ีความยาวคลื่น 600 นาโน

เมตร ต้ังแต่เวลาท่ี 0 ช่ัวโมง จากนั้นวัดค่าความขุ่น 

ทุก ๆ  3 ชั่วโมง จนครบ 48 ชั่วโมง นำ�ค่าความขุ่นท่ีเพ่ิม

ข้ึน กับช่วงเวลาไปสร้างกราฟเพ่ือศึกษาลักษณะการเจริญ

ของเช้ือแบคทีเรียโพรไบโอติก

ตารางที่ 1 สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อสำ�หรับศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ L. acidophilus TISTR 1338 

สูตรอาหาร	 1	 2	 3	 4	 5	 6	 inulin

Sample (g)	 -	 -	 PP	 PS	 PP	 PS	 inulin

			   (W/R)	 (W/R)	 (Dm)	 (Dm)	 1%, 2%, 

			   4.5	 4.5	 4.5	 4.5	 4.5%

Proteose peptone (g)	 1.0	 -	 -	 -	 -	 -	 -

Dextrose (g)	 2.0	 -	 -	 -	 -	 -	 -

Beef extract (g)	 1.0	 -	 -	 -	 -	 -	 -

Yeast extract (g)	 0.5	 -	 -	 -	 -	 -	 -

Tween 80 (ml)	 0.1	 0.1	 0.1	 0.1	 0.1	 0.1	 0.1

Ammonium citrate (g)	 0.2	 0.2	 0.2	 0.2	 0.2	 0.2	 0.2

Sodium acetate (g)	 0.5	 0.5	 0.5	 0.5	 0.5	 0.5	 0.5

Magnesium sulfate (g)	 0.01	 0.01	 0.01	 0.01	 0.01	 0.01	 0.01

Manganese sulfate (g)	 0.005	 0.005	 0.005	 0.005	 0.005	 0.005	 0.005

Dipotassium phosphate (g) 	 0.2	 0.2	 0.2	 0.2	 0.2	 0.2	 0.2

Agar (g)	 1.5	 1.5	 1.5	 1.5	 1.5	 1.5	 1.5

Distilled water to (ml)	 100	 100	 100	 100	 100	 100	 100
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	 3.3 การทดสอบหาความเข้มข้นที่ทำ�ให้เช้ือ

เจริญเติบโตได้สูงสุด

 		  เตรียมอาหารสูตรที่ 3–6 ที่ความเข้มข้นร้อย

ละ 0.5, 1, 2 และ 4.5 จากนั้นนำ�อาหารสูตรท่ีเตรียมได้ 

ไปฆ่าเช้ือด้วยหม้อน่ึงความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 

ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ท้ิงไว้

ให้เย็น แล้วนำ�เช้ือ L. acidophilus TISTR 1338 จาก

ท่ีเก็บไว้สำ�หรับการทดลองมาเขี่ยลงให้อาหารแต่ละ

สูตรนำ�ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

48 ช่ัวโมง การเจริญเติบโตของเช้ือวัดจากความขุ่นด้วย

เคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer) ที่

ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร โดยวัดค่าความขุ่น

ตั้งแต่เวลาที่ 0 ชั่วโมง จากนั้นวัดค่าความขุ่นทุก ๆ 3 

ชั่วโมง จนครบ 48 ชั่วโมง นำ�ค่าความขุ่นที่เพิ่มขึ้นกับ

ชว่งเวลาไปสร้างกราฟเพือ่ศกึษาลกัษณะการเจริญของ

เชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติก

	 3.4 การทดสอบหาการเจริญเติบโตของเชื้อใน

ผลิตภัณฑ์พรีไบโอติกที่วางจำ�หน่ายในท้องตลาด

 	 	 ใชผ้ลติภณัฑ์พรีไบโอตกิทีม่จีำ�หนา่ยในทอ้ง

ตลาด ซ่ึงมีสารอินนูลิน (inulin) เป็นส่วนประกอบ  

ร้อยละ 99.45 โดยเตรียมความเข้มข้นท่ีร้อยละ 1, 2, 

4.5 จากน้ันนำ�อาหารที่ผสมผลิตภัณฑ์พรีไบโอติกไป

ฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่

อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ท้ิงไว้ให้

เย็น แล้วนำ�เช้ือ L. acidophilus TISTR 1338 จากท่ีเก็บไว้

สำ�หรับการทดลองมาเขีย่ลงใหอ้าหารแต่ละสตูรนำ�ไป

บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

และวัดการเจริญเติบโตเช่นเดียวกัน

	 3.5 การหาอัตราการอยู่รอดของเชื้อ L. aci-

dophilus TISTR 1338

 	 	 การหาอัตราการอยู่รอดของเชื้อ L. aci-

dophilus TISTR 1338 ทีเ่ลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้สตูร

ทีพ่บว่ามกีารเจริญเตบิโต (คา่ความขุน่ของอาหารเลีย้ง

เช้ือเพิ่มขึ้น) ของเช้ือ L. acidophilus TISTR 1338 

ทำ�โดยการตรวจนับจำ�นวนโคโลนีด้วยวิธีการ drop 

plate และใช้เช้ือ L. acidophilus TISTR 1338 ที่

เลี้ยงในอาหารสูตรที่ 1 (สูตรมาตรฐาน) และสูตรที่ 2 

เป็นอาหารสตูรควบคมุ จากนัน้เจือจางอาหารเลีย้งเชือ้

สูตรท่ีพบว่ามีการเจริญเติบโตของเชื้อ ให้มีความเข้ม

ข้นลดลงทุก 10 เท่าไปเร่ือย ๆ (ten-fold dilution) 

ทั้งหมด 6 ความเข้มข้น แล้วทำ�การหยดสารละลาย 

แต่ละความเข้มข้นลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar 

จำ�นวน 2 หยด หยดละ 10 ไมโครลิตร นำ�ไปบ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ก่อน

นำ�มาตรวจนบัจำ�นวนโคโลนใีนความเข้มข้นท่ีสามารถ

นับจำ�นวนได้

4. การวิเคราะห์ข้อมูล

	 การศึกษาแต่ละการศึกษา ท�ำการทดลอง 3 ซ�้ำ 

น�ำค่าที่ได้มาหาค่าทางสถิติ ได้แก่ ค่าเฉลี่ย ค่าเฉลี่ย

เบี่ยงเบนมาตรฐาน ค่าความแปรปรวน และวิเคราะห์

ความแปรปรวน (Analysis of Variance: ANOVA) 

ทีร่ะดบัความเชือ่มัน่ 95 เปอร์เซน็ต์ (p-value ≤ 0.05) 

ด้วยโปรแกรมส�ำเร็จรูป Statistics Package for the 

Social Sciences (SPSS) version 17.0

ผลการศึกษา

1. การวิเคราะห์คุณค่าทางโภชนาการ

	 การวิเคราะห์คณุคา่ทางโภชนการเป็นการศกึษา

องค์ประกอบด้านต่าง ๆ ของตัวอย่างผลสดมะนาว

ไม่รู้โห่ ซึ่งประกอบไปด้วยความชื้น เถ้า เส้นใย ไขมัน 

โปรตนี และคารโ์บไฮเดรต (ภาพท่ี 1) ผลการวเิคราะห์

พบว่า PP (W/R) มีปริมาณความชื้นและเถ้ามากที่สุด 
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ร้อยละ 4.87 ± 0.10 และ 9.65 ± 0.70 ตามลำ�ดับ 

ซ่ึงมีความแตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติกับ PS 

(W/R), PP (Dm) และ PS (Dm) ปริมาณโปรตีนและ

เส้นใย พบใน PS (W/R) มากท่ีสุดร้อยละ 28.48 ± 

0.32 และ 14.14 ± 0.46 ตามลำ�ดับ ซึ่งปริมาณโปรตีน

มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติกับ PP 

(W/R), PP (Dm) และ PS (Dm) แตป่ริมาณเสน้ใยไมม่ี

ความแตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติกับ PS (Dm) 

นอกจากนี้ปริมาณไขมันและคาร์ไฮเดรตพบใน PP 

(Dm) มากที่สุด ร้อยละ 12.30 ± 0.29 และ 51.14 ± 

0.78 ตามลำ�ดบั ซ่ึงปริมาณไขมนัมคีวามแตกต่างอยา่ง

มนียัสำ�คญัทางสถติกิบั PP (W/R), PS (W/R) และ PS 

(Dm) และปริมาณคาร์โบไฮเดรตมคีวามแตกตา่งอยา่ง

มีนัยสำ�คัญทางสถิติ เฉพาะ PS (W/R) เท่านั้น

2. การทดสอบคุณสมบัติการเป็นสารพรีไบโอ

ติกของตัวอย่างผลสดมะนาวไม่รู้ โห่

	 2.1 การทดสอบการเจริญของเชื้อโพรไบโอติก

 	 	 ศกึษาลกัษณะการเจริญเติบโตของเช้ือแบค

ทีเรียโพรไบโอติก L. acidophilus TISTR 1338 ท่ีเล้ียง

ในอาหารมาตรฐาน MRS broth: สูตรท่ี 1 โดยใช้ปริมาณ

เช้ือเร่ิมต้นท่ี 2 x 107 โคโลนี/มิลลิลิตร (0.1 McFarland) 

จากน้ันนำ�ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส วัดการ

เจริญเติบโตของเช้ือจากความขุ่น ด้วยเคร่ืองสเปค

โตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร โดย

วดัความขุน่ตัง้แตเ่วลาที ่0 ชัว่โมง จากนัน้วดัความขุน่

ทุก ๆ 3 ชั่วโมง จนครบ 72 ชั่วโมง นำ�ค่าความขุ่นที่ได้

ไปสร้างกราฟเพื่อศึกษาลักษณะการเจริญเติบโตของ

เชื้อ L. acidophilus TISTR 1338 ภาพท่ี 2 แสดง

ภาพที่ 1 คุณค่าทางโภชนาการของผลสดมะนาวไม่รู้โห่ทั้ง 4 ส่วน

หมายเหตุ	 1.	 PP (W/R) = ส่วนเปลือกและเน้ือระยะผลอ่อน (ผลสีขาวปนสีแดง)

	 2.	 PS (W/R) = ส่วนเยื่อหุ้มเมล็ดและเมล็ดระยะผลอ่อน (ผลสีขาวปนสีแดง)

	 3.	 PP (Dm) = ส่วนเปลือกและเนื้อระยะผลแก่ (ผลสีแดงเข้ม)

	 4.	 PS (Dm) = ส่วนเยื่อหุ้มเมล็ดและเมล็ดระยะผลแก่ (ผลสีแดงเข้ม)

	 5.	 ตัวเลขที่แสดง หมายถึง มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ ยกเว้น * ที่มีความ

แตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติเฉพาะ PS (W/R) เท่านั้น
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ให้เห็นว่าเมื่อระยะเวลาในการทดสอบเพิ่มขึ้น ค่า

ความขุ่นที่วัดได้เพิ่มขึ้นตามไปด้วย ซ่ึงแสดงถึงการ

เพิ่มจำ�นวนของเชื้อจุลินทรีย์โดยในช่วงแรก (0–6 

ชั่วโมงแรก) ของการศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ 

L. acidophilus TISTR 1338 จะจัดอยู่ในช่วงแล็ก

เฟส (lag phase) มีค่าความขุ่นที่ 0.123 จากค่าความ

ขุ่นเร่ิมต้นท่ี 0.000 ในชั่วโมงท่ี 7–24 ซ่ึงในระยะนี้จัด

อยูใ่นชว่งลอ็กเฟส (log phase) มีค่าความขุ่นอยู่ในช่วง 

0.123–1.510 และเข้าสู่ช่วงสเตชันนารีเฟส (stationary 

phase) ในช่วงช่ัวโมงท่ี 24–48 มีค่าความขุ่นอยู่ในช่วง 

1.510–1.486 หลังจากนั้นจะเข้าสู่ช่วงเดทเฟส (death 

phase) โดยชว่งเดทเฟส (death phase) นีจ้ะเร่ิมหลงั

จากชั่วโมงที่ 48 เป็นต้นไป (ภาพที่ 2)

	 2.2 การทดสอบคณุสมบติัการเป็นสารพรีไบโอ

ติกของผลสดมะนาวไม่รู้โห่ทั้ง 4 ส่วน

	 	 เมื่อนำ�ค่าความขุ่นที่ได้ไปสร้างกราฟ เพื่อ

ศึกษาลักษณะการเจริญของเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอ

ตกิพบวา่คา่ความขุน่ของเชือ้ L. acidophilus TISTR 

1338 ที่เวลา 48 ชั่วโมง ของอาหารสูตรที่ 2–6 อยู่ที่ 

0.003, 0.071, -0.216, 0.094, และ -0.033 ตามลำ�ดับ 

สำ�หรับอาหารสูตรที่ 4 และสูตรที่ 6 ได้ค่าความขุ่น

ออกมาติดลบ หลังจากลบออกจากค่าความขุ่นเร่ิม

ต้นซึ่งหมายถึง เชื้อ L. acidophilus TISTR 1338 ไม่

สามารถเจริญเติบโตได้ จึงสรุปได้ว่ามีเพียงอาหารสูตรท่ี 3 

และ 5 ท่ีมีคุณสมบัติเป็นสารพรีไบโอติก (ภาพท่ี 3) ดังน้ัน

ในการทดสอบหาความเข้มข้นท่ีทำ�ให้เช้ือเจริญเติบโตได้

สูงสุด จึงไม่ทำ�การทดสอบในอาหารสูตรท่ี 2 และสูตรท่ี 

4

	 2.3 การทดสอบหาความเข้มข้นที่ทำ�ให้เช้ือ

เจริญเติบโตได้สูงสุด

	 	 การทดสอบหาความเข้มข้นที่ทำ�ให้เชื้อแบค

ทีเรียโพรไบโอติกเจริญเติบโตของสงูสดุในอาหารสตูร

ที่ 3 และสูตรที ่5 ทีค่วามเข้มข้นร้อยละ 0.5, 1, 2, และ 

4.5 โดยเทียบเคียงสัดส่วนกับอาหารมาตรฐาน MRS 

broth พบว่าค่าความขุ่นของเชื้อในอาหารสูตรท่ี 3 ที่

เวลา 48 ชั่วโมง ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.5, 1, 2, และ 

4.5 อยู่ที่ 0.031, 0.032, 0.026 และ 0.071 ตามลำ�ดับ 

สำ�หรับคา่ความขุ่นของเช้ือในอาหารสตูรท่ี 5 ท่ีเวลา 48 

ภาพที่ 2	 ลักษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ L. acidophilus TISTR 1338 ในอาหาร MRS broth บ่มท่ีอุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง
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ชั่วโมง ความเข้มข้นร้อยละ 0.5, 1, 2, และ 4.5 อยู่ที่ 

0.076, 0.030, 0.045 และ 0.094 ตามลำ�ดบั จากขอ้มลู

พบว่าค่าความขุ่นของเชื้อ L. acidophilus TISTR 

1338 ในอาหารสูตรท่ี 3 และสูตรที่ 5 ไม่ได้มีการ

แปรผันตรงกับปริมาณความเข้มข้นที่เพิ่มขึ้นเป็นการ

แปรผนัท่ีคาดเดาไมไ่ด ้ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศกึษาของ 

Gustaw และคณะ ทีศ่กึษาผลของพรีไบโอตกิตอ่การ

เจริญเติบโตของเชือ้ Streptococcus thermophiles, 

Bifidobacterium bifidum และ L. acidophilus ใน

ผลิตภัณฑ์โยเกิร์ต โดยนำ�พรีไบโอติกที่ความเข้มข้น

ร้อยละ 1, 2 และ 3 เติมลงในผลิตภัณฑ์โยเกิร์ต โดย

เก็บข้อมูลการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียทุก ๆ 7 

วนั เป็นเวลา 21 วนั พบวา่ความเขม้ขน้ของพรีไบโอติก 

ที่ร้อยละ 1 และ 2 มีปริมาณเชื้อสูงกว่าที่ความเข้มข้น

ของพรีไบโอติกที่ร้อยละ 3[12]

 	 	 สรปุคอืในอาหารสตูรท่ี 3 และ 5 ทำ�ใหเ้ชือ้ L. 

acidophilus TISTR 1338 มกีารเจริญเตบิโตสงูสดุที่

ความเข้มข้นร้อยละ 4.5 (ภาพที่ 4)

	 2.4 การทดสอบหาการเจริญเติบโตของเชื้อ

โพรไบโอติกในผลิตภัณฑ์พรีไบโอติกท่ีวางจำ�หน่าย

ในท้องตลาด

 	 	 การทดสอบหาค่าความขุ่นของเชื้อ L. 

acidophilus TISTR 1338 ในสตูรอาหารทีผ่สมผลติ

ภณัฑ์พรีไบโอติก (inulin) ทีว่างจำ�หนา่ยในทอ้งตลาด 

ทีค่วามเขม้ขน้ร้อยละ 1, 2 และ 4.5 ทีน่ำ�มาใชท้ดแทน

ส่วนของแหล่งไนโตรเจน และคาร์บอนในอาหารสูตร

มาตรฐาน MRS broth พบว่าค่าความขุ่นของเชื้อ L. 

acidophilus TISTR 1338 ที่เวลา 48 ชั่วโมง ในสูตร

อาหารท้ัง 3 สูตร อยู่ท่ี -0.028, -0.022 และ -0.015 

ตามลำ�ดับ จากข้อมูลดังกล่าวสรุปได้ว่าสูตรที่ผสม

อาหารผลิตภัณฑ์พรีไบโอติก (inulin) ที่วางจำ�หน่าย

ในท้องตลาด ไม่สามารถทำ�ให้เช้ือ L. acidophilus 

TISTR 1338 เจริญเติบโตได้ (ภาพที่ 5)

	 	 เมื่อเปรียบเทียบค่าความขุ่นเชื้อ L. aci-

dophilus TISTR 1338 ที่เวลา 48 ชั่วโมงของอาหาร

สตูรที ่3 และ 5 ทีค่วามเขม้ขน้ร้อยละ 4.5 ทีม่คีา่ความ

ขุ่นของเช้ืออยู่ท่ี 0.071 และ 0.094 ตามลำ�ดับ กับค่า

ความขุน่ของเชือ้ในสตูรอาหารทีผ่สมผลติภณัฑพ์รีไบ

โอติก (inulin) ที่วางจำ�หน่ายในท้องตลาด ที่ความ

เข้มข้นร้อยละ 1, 2 และ 4.5 ที่เวลา 48 ชั่วโมง มีค่า

ภาพที่ 3	 ลักษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ L. acidophilus TISTR 1338 ในอาหารแต่ละสตูรที ่2, 3 และ 

5
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ความขุ่นของเชื้ออยู่ที ่-0.028, -0.022 และ -0.015 ตาม

ลำ�ดับ สรุปได้ว่าอาหารสูตรท่ี 3 และ 5 สามารถทำ�ให้เช้ือ 

L. acidophilus TISTR 1338 เจริญเติบโตได้ดีกว่า

สูตรอาหารที่ผสมผลิตภัณฑ์พรีไบโอติก (inulin) ที่

วางจำ�หนา่ยในท้องตลาดในทกุความเขม้ขน้ (ภาพที ่6)

2.5 การศกึษาอตัราการอยูร่อดของเชือ้ L. acidophi-

lus ด้วยวิธี dilution plate count

 	 	 การศึกษาอัตราการอยู่รอดของเชื้อ L. 

acidophilus TISTR 1338 ที่ผ่านการเลี้ยงในอาหาร

สตูรที ่3 และ 5 ทีค่วามเขม้ขน้ร้อยละ 4.5 เพือ่เป็นการ

ยนืยนัผลการเจริญเติบโตของเชือ้ทีว่ดัไดจ้ากความขุน่

วา่สามารถเจริญเตบิโตในอาหารสตูรที ่3 และ 5 ได ้มา

ตรวจสอบอัตราการอยู่รอดของเชื้อ ด้วยวิธี dilution 

plate count บนอาหารเหลวมาตรฐาน MRS agar 

(ภาพที่ 7)

	 พบว่าจำ�นวนโคโลนีในอาหารเลี้ยงเช้ือสูตร

มาตรฐาน MRS broth (สตูรท่ี 1) มจีำ�นวน 33 ± 1.41 

x 109 โคโลน/ีมลิลลิติร สตูรท่ี 2 มจีำ�นวน 22.5 ± 3.54 

x 102 โคโลน/ีมลิลลิติร สูตรท่ี 3 มีจำ�นวน 15.5 ± 2.12 x 

109 โคโลนี/มิลลิลิตร และสูตรท่ี 5 มีจำ�นวน 16 ± 1.41 x 

109 โคโลนี/มลิลลิติร จากจุดเร่ิมต้นท่ีมคีวามหนาแนน่

ของเชื้อประมาณ 2 x 107 โคโลนี/มิลลิลิตร

	 สรุปได้ว่าอาหารสูตรที่ 3 และ 5 ที่ความเข้มข้น

ร้อยละ 4.5 มคีณุสมบัตเิปน็สารพรีไบโอตกิทีส่ามารถ

ภาพที่ 4	การเปรียบเทยีบคา่ความขุน่ของเชือ้ L. acidophilus TISTR 1338 ทีเ่วลา 48 ช่ัวโมง ในอาหาร

สูตรที่ 3 และ 5 ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ

ภาพที่ 5	 ลักษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ L. acidophilus TISTR 1338 ในอาหารท่ีผสมผลิตภัณฑ์พรีไบโอติก 

(inulin) ที่วางจำ�หน่ายในท้องตลาด ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ
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ภาพที่ 7 การตรวจนับอัตราการอยู่รอดด้วยวิธี dilution plate count ในอาหารสูตรต่าง ๆ

ภาพที่ 6	การเปรียบเทียบค่าความขุ่นของเชื้อ L. acidophilus TISTR 1338 ที่เวลา 48 ชั่วโมง อาหาร

ที่ผสมผลิตภัณฑ์พรีไบโอติก (inulin) กับอาหารสูตรที่ 3 และสูตรที่ 5
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ทำ�ให้เชื้อ L. acidophilus TISTR 1338 เจริญเติบโต

ได้ และทำ�ให้มีอัตราการอยู่รอดของเชื้อเป็นคร่ึงหนึ่ง

ของอาหารมาตรฐาน MRS broth

อภิปรายผล

1. การวิเคราะห์คุณค่าทางโภชนาการ

 	 จากการศึกษาคร้ังนี้พบว่าส่วนของตัวอย่าง

ผลสดมะนาวไม่รู้โห่ในระยะผลแก่ให้คุณค่าทาง

โภชนาการที่สูงกว่าในระยะผลอ่อนสอดคล้องกับ

การรายงานของ Patel และคณะ ที่ศึกษาผลการ

เปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยากับการเจริญเติบโตของผลของ

มะนาวไม่รู้โห่ท่ีพบปริมาณแป้งสูงสุดในผลสุกมะนาวไม่รู้

โห่ แป้งและเส้นใยจัดเป็นสารอาหารกลุ่มคาร์โบไฮเดรต 

มีบางชนิดท่ีไม่ถูกย่อยในส่วนบนของระบบทางเดิน

อาหาร[8] และมักพบว่ามีคุณสมบัติเป็นสารพรีไบโอ

ติกที่สามารถช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของเชื้อ

แบคทีเรียกลุ่มแลคติกในลำ�ไส้ใหญ่ได้[2]

2. การศึกษาคุณสมบัติการเป็นสารพรีไบโอติก

	 เป็นการศึกษาคุณสมบัติการเป็นสารพรีไบโอ

ติกเบ้ืองต้นของตัวอย่างผลสดมะนาวไม่รู้โห่ โดยรูป

แบบของการศึกษาเป็นการนำ�ตัวอย่างผลสดมะนาว

ไมรู้่โหไ่ปทดแทนสว่นทีเ่ปน็แหลง่ของไนโตรเจน และ

คาร์บอนในสูตรอาหารมาตรฐาน MRS broth ซึ่งเชื้อ

แบคทเีรียโพรไบโอติก L. acidophilus TISTR 1338 

จำ�เปน็ตอ้งใชไ้นโตรเจนและคาร์บอนในการสงัเคราะห์

อาหารเพ่ือใช้ในการเจริญเติบโต ซ่ึงการเจริญเติบโต

ของเชือ้วดัจากคา่ความขุน่ท่ีเพิม่ขึน้ในอาหารเลีย้งเชือ้

ดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมเิตอร์ทีค่วามยาวคลืน่ 600 

นาโนเมตร จากผลการศึกษาพบว่าในอาหารเลี้ยงเชื้อ

สูตรที่ 3 และ 5 ที่มีตัวอย่างผลสดมะนาวไม่รู้โห่ส่วน

เปลือกและเนื้อระยะผลอ่อน (ผลสีขาวปนสีแดง): PP 

(W/R) และสว่นเปลอืกและเนือ้ระยะผลแก ่(ผลสแีดง

เข้ม): PP (Dm) เข้าไปทดแทนที่ความเข้มข้นร้อยละ 

4.5 มีค่าความขุ่นของเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติก L. 

acidophilus TISTR 1338 ที่เวลา 48 ชั่วโมง อยู่ที่ 

0.071 และ 0.094 ตามลำ�ดับ

ข้อสรุป

	 การศกึษาดา้นคณุคา่ทางโภชนาการของตวัอยา่ง

ผลสดมะนาวไม่รู้โห่ พบว่าส่วน PP (Dm) มีคุณค่า

ทางโภชนาการดีที่สุด โดยมีปริมาณเถ้า ร้อยละ 7.92 

± 0.20 ปริมาณเส้นใย ร้อยละ 11.23 ± 0.38 ปริมาณ

โปรตีน ร้อยละ 13.84 ± 0.37 ปริมาณไขมัน ร้อยละ 

12.30 ± 0.29 ปริมาณคาร์โบไฮเดรต ร้อยละ 51.14 

± 0.78 และให้ค่าพลังงานสูงสูด 370.67 ± 1.35 กิโล

แคลลอร ีตอ่ 100 กรัม ของสว่นทีก่นิได ้ซ่ึงไดจ้ากสาร

อาหาร 3 ชนิด คือ โปรตีน ไขมัน และคาร์โบไฮเดรต 

สำ�หรับด้านคุณสมบัติการเป็นสารพรีไบโอติกพบว่า

ตัวอย่างผลสดส่วนเปลือกและเน้ือระยะผลอ่อน (ผล

สีขาวปนสีแดง) และ ส่วนเปลือกและเนื้อระยะผล

แก่ (ผลสีแดงเข้ม) มีคุณสมบัติเป็นสารพรีไบโอติก 

เนือ่งจากทำ�ให้เช้ือแบคทีเรียโพรไบโอติกเจริญเติบโต

ได้ และมีอัตราการอยู่รอดของเชื้อเป็นคร่ึงหนึ่งของ

อาหารเลี้ยงเชื้อมาตรฐาน MRS broth 
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