
625KHON KAEN AGR. J. 45 (4) : 625-632 (2017). KHON KAEN AGR. J. 45 (4) : 625-632 (2017).แก่นเกษตร 45 (4) : 625-632 (2560).

การเหลือรอดของแบคทีเรียโพรไบโอติกที่ผ่านการช็อคด้วยกรด
และตรึงเซลล์บนวุ้นที่เกิดจากการหมักด้วยน�้าสับปะรด

Survival of acid shocked and Nata De Pina immobilized probiotic bacteria 
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Tree Vatakit1, Borwonsak Leenanon2 and Sanan Chanhom1

บทคัดย่อ: งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการเหลือรอดของแบคทีเรียโพรไบโอติกในผลิตภัณฑ์น�้าสับปะรดด้วยวิธี
การช็อคด้วยกรดและตรึงเซลล์ เชื้อโพรไบโอติกที่น�ามาศึกษาได้แก่ Lactococcus lactis subsp. cremoris TISTR 1344, 
Lactobacillus acidophilus TISTR 1338 และเชื้อผสมอัตราส่วน 1:1 การทดลองที่ 1 ศึกษากราฟการเติบโต พบว่า  
L. lactis subsp. cremoris TISTR 1344 และ L. acidophilus TISTR 1338 มีการเจริญเข้าสู่ช่วงเฟสคงที่ โดยมีจ�านวน
เซลล์ 8.5-9.0 logCFU/ml ใช้ระยะเวลาในการบ่ม 21 ชม. การทดลองที่ 2 พบว่า L. lactis subsp. cremoris TISTR 1344 
ที่ผ่านการช็อคด้วยกรด (pH 4.5) มีจ�านวนเหลือรอดสูงสุดเท่ากับ 5.72 logCFU/ml การทดลองที่ 3 ศึกษาวิธีการตรึง
เซลล์บนแผ่นวุ้นเซลลูโลสที่ผลิตได้จาก Acetobacter xylinum TISTR 893 โดยใช้น�้าสับปะรดเป็นสับสเตรท พบว่าวุ้นที่มี
ลักษณะปั่นเป็นชิ้นเล็ก (flake) ท�าให้เชื้อโพรไบโอติกมีจ�านวนเหลือรอดสูงสุดเท่ากับ 7.29 logCFU/ml ส่วนการทดลองที่ 
4 ศกึษาการเหลอืรอดของแบคทเีรยีโพรไบโอติกรปูแบบต่างๆ พบว่าเซลล์ทีผ่่านการชอ็คด้วยกรดร่วมกบัการตรงึเซลล์ด้วย
เซลลูโลสมีจ�านวนเหลือรอดสูงสุดเท่ากับ 7.77 logCFU/ml โดยผลิตภัณฑ์น�้าสับปะรดเสริมโพรไบโอติกด้วยวิธีดังกล่าวมี
คะแนนความชอบโดยรวมเฉลี่ยเท่ากับ 7.92
ค�ำส�ำคัญ: โพรไบโอติก, การช็อคด้วยกรด, เซลล์ที่ถูกตรึง, วุ้นที่เกิดจากการหมักด้วยน�้าสับปะรด

ABSTRACT: The aim of this research was to study the survival of probiotic bacteria in pineapple juice after acid 
shocked and immobilized cell application. The probiotics consisted of Lactococcus lactis subsp. cremoris TISTR 
1344, Lactobacillus acidophilus TISTR 1338 and mixed cultures at a ratio of 1:1. For experiment 1, the bacterial 
growth curves of those probiotics were investigated. It was found that Lactococcus lactis subsp. cremoris TISTR 
1344 and Lactobacillus acidophilus TISTR 1338 exhibited the stationary phase of growth with cell numbers of  
8.5-9.0 logCFU/ml after incubated for 21 h. For experiment 2, it was found that acid shocked (pH 4.5) L. lactis 
subsp. cremoris TISTR 1344 cells had the highest number as 5.72 logCFU/ml. Then, for experiment 3, the selected 
probiotic cells were immobilized on bacterial cellulose produced by Acetobacter xylinum TISTR 893 using pineapple 
juice as substrate. It was revealed that the flake ones had the highest survival numbers of probiotic cells as 7.29 
logCFU/ml. Furthermore, for experiment 4, the survivals of probiotic cells with different treatments in pineapple 
juice were determined. The results showed that the acid shocked plus bacterial cellulose immobilized cells had the 
highest numbers as 7.77 logCFU/ml. In addition, the pineapple juice supplemented with the above treatment had the 
average overall liking score of 7.92.
Keywords: probiotic bacteria, acid shock, immobilized cell, Nata De Pina 
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บทน�ำ

แบคทีเรียโพรไบโอติก (probiotic bacteria) เป็น

จลุนิทรย์ีทีม่ปีระโยชน์ต่อร่างกาย โดยเมือ่บรโิภคเข้าไป

ในปริมาณที่พอเหมาะจะช่วยควบคุมสมดุลของ

จุลินทรีย์ในล�าไส้ (Fuller, 1992) จุลินทรีย์ชนิดต่างๆ  

ที่จัดเป็นโพรไบโอติกได้แก่ Lactobacillus acidophi-

lus, L. casei, L. immunitus, L. plantarum, L. lactis, 

Bifidobacterium lactis และ B. longum เป็นต้น โดย

จะต้องยังคงความมีชีวิต (viability) และสามารถมี

กิจกรรม (activity)ได้ การประยุกต์ใช้แบคทีเรียโพรไบ

โอติกในผลิตภัณฑ์เครื่องดื่มโดยเฉพาะน�้าผลไม้ (fruit 

juices) เริ่มมีบทบาทเพิ่มมากขึ้นในตลาดอาหารเพื่อ

สุขภาพ (Mattila-Sandholm et al., 2002) ซึ่งเหมาะ

สมกบัทกุเพศทกุวยั รวมทัง้ยงัมคุีณค่าจากเกลอืแร่และ

วติามิน (ปราณ,ี 2541) มรีายงานวจิยัทีเ่กีย่วข้องในการ

ประยุกต์ใช้จุลินทรีย์โพรไบโอติกร่วมกับน�้าผลไม้ชนิด

ต่างๆ เช่น L. salivarius, B. lactis, L. casei, L. 

rhamnosus และ L. paracasei ในน�า้ส้ม, น�า้สบัปะรด 

และน�้าแครนเบอร์รี่ เป็นต้น (Sheehan et al., 2007; 

Ding and Shah, 2008) นอกจากนี้ สวามินี และ 

Dimitris (2556) ได้รายงานว่า นวัตกรรมอาหารของ 

จลุนิทรย์ีโพรไบโอตกิในตลาดช่วงปีทีผ่่านมาเป็นเคร่ือง

ดืม่ทีผ่ลติจากผลไม้และธญัพชื ซึง่มสีภาวะแวดล้อมที่

แย่ต่อการเจริญของจุลินทรีย์โพรไบโอติกมากกว่านม

หมัก เพราะมีค่าความเป็นกรดและสารประกอบ 

ฟีนอลอยูใ่นระดบัสงู โดยทัว่ไปน�า้ผลไม้มอีงค์ประกอบ

เป็นกรดอินทรีย์ได้แก่ กรดซิตริกและ กรดมาลิกและมี

ค่า pH อยู่ระหว่าง 2.6-3.9 (Saarela et al., 2006) และ 

ผูบ้รโิภคมคีวามคาดหวงัต่อปรมิาณจลุนิทรย์ีโพรไบโอตกิ

ที่เหลืออยู่ในผลิตภัณฑ์ที่ระบุไว้ในฉลากตามเวลาท่ี

ก�าหนด ดงันัน้หากสามารถประยกุต์ใช้สบัปะรด ซึง่เป็น

ผลไม้เศรษฐกจิของประเทศไทยทีม่ผีลผลติในปรมิาณ

มาก โดยน�ามาพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์เคร่ืองดื่มน�้า

สบัปะรดเสรมิแบคทเีรยีโพรไบโอตกิกจ็ะช่วยเพิม่มลูค่า

ผลิตภัณฑ์ได้ทางหนึ่งพร้อมทั้งยังช่วยเพิ่มความหลาก

หลายของผลิตภัณฑ์สับปะรดแปรรูปให้มากยิ่งขึ้นอีก

ด้วย อย่างไรก็ตาม การทีจ่ะได้รบัประโยชน์จากแบคทเีรยี

โพรไบโอติกน้ัน จ�านวนเช้ือแบคทีเรียท่ีมีชีวิตอยู่ใน

ผลติภัณฑ์ทีบ่ริโภคควรมีจ�านวนอย่างน้อย 6 logCFU/

ml ซึ่งถือว่าเป็นระดับต�่าสุดที่มีประโยชน์ต่อร่างกาย 

(minimum therapeutic dose) (Lee and Salminen, 

1995) และแนวทางหนึ่งในการป้องกันการลดจ�านวน

ของแบคทีเรีย จึงมีแนวคิดในการประยุกต์ใช้วิธีการ

ช็อคด้วยกรด (acid shock) (Foster and Hall, 1990) 

และเทคนิคการตรึงเซลล์แบคทีเรีย (immobilized 

bacteria cells) บนวุน้เซลลูโลส (cellulose) ซึง่ผลิตได้

จากเชือ้ A. xylinum เพือ่เพิม่โอกาสในการอยูร่อดมาก

ยิง่ขึน้ งานวิจยัน้ีมวีตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาการเหลอืรอด

ของแบคทเีรยีโพรไบโอตกิทีผ่่านการชอ็คด้วยกรดและ

ตรงึเซลล์บนเซลลโูลสในผลติภณัฑ์น�า้สบัปะรดรวมทัง้

ประเมนิคุณภาพทางประสาทสัมผัสเพือ่ใช้เป็นแนวทาง

ในการพฒันาผลิตภณัฑ์เครือ่งด่ืมน�า้ผลไม้เสรมิโพรไบ

โอติกต่อไป 

วิธีกำรศึกษำ

1.  ศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อโพรไบโอติก 

ได้แก่ L. lactis subsp. cremoris TISTR 1344 และ 

L. acidophilus TISTR 1338 โดยเจือจางเชื้อด้วย 

peptone water (Himedia, India) และใช้ MRS broth 

(Himedia, India) ในระดับความเจือจางสุดท้าย จาก

นั้นน�าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 oซ นาน 24 ชม. โดยจะสุ่ม

ตรวจสอบทุก 1 ชม. เพื่อตรวจนับจ�านวนเชื้อด้วยวิธีเท

เพลตด้วย MRS agar โดยบ่มท่ีอณุหภมู ิ37 oซ นาน 48 

ชม. จากนั้นน�าจ�านวนเชื้อที่นับได้ (log CFU/ml) และ

เวลาท่ีใช้ในการสุ่มตัวอย่าง (ชม.) มาสร้างกราฟการ

เจริญเติบโต 

2.  ศึกษาผลของการช็อคด้วยกรดต่อการเหลือ

รอดของโพรไบโอตกิ ได้แก่ L. lactis subsp. cremoris 

TISTR 1344 และ L. acidophilus TISTR 1338 และ

เชื้อผสมอัตราส่วน 1:1 ท่ีเจริญเติบโตในช่วงเฟสคงท่ี 

(stationary phase) โดยการปรบัค่าความเป็นกรดด่าง

ด้วยกรดซิตริก (citric acid) ให้เท่ากับ 4.5 ใน MRS 
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broth โดยน�าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 oซ นาน 7 วัน แล้ว

ตรวจสอบจ�านวนแบคทีเรียโดยการนับบนเพลตด้วย 

อาหาร MRS agar เปรียบเทียบการเหลือรอดกับ

ตัวอย่างควบคุม 

3.  ศึกษาผลของการตรึงเซลล์ด้วยแบคทีเรีย

เซลลูโลสต่อการเหลือรอดของโพรไบโอติกดัดแปลง

จากวิธีของ พัฒนพงษ์ (2543) โดยน�าน�้าสับปะรดท่ี

ผ่านการกรองด้วยผ้าขาวบางมาปรับปริมาณของแข็ง

ให้มีค่าเท่ากับ 10 0 Brix ด้วยน�้าตาลซูโครส และเติม

แมกนเีซียมซลัเฟต 0.05 % กรองให้สะอาดด้วยผ้าขาว

บาง จากนั้นน�าไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 90 oซ นาน 

15 นาที ท�าให้เย็นทันทีที่อุณหภูมิ 10-14 oซ แล้วเติม

เอธิลแอลกอฮอล์ 2 % ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างด้วย

กรดอะซิติกให้ได้เท่ากับ 4.5 เติมกล้าเชื้อ A. xylinum 

จ�านวน 10 % จากนั้นเทใส่ลงในภาชนะสแตนเลส

ปลอดเชือ้ ปิดด้วยผ้าขาวบางสะอาด หมกัไว้ทีอ่ณุหภูมิ

ห้อง (ประมาณ 32oซ) นาน 10-14 วัน จากนั้นน�า

เซลลโูลสทีไ่ด้มาผ่านการล้างให้สะอาด แล้วเกบ็รกัษา

ที่อุณหภูมิ 4±1 oซ เมื่อได้แผ่นเซลลูโลสแล้วจะน�าไป

เตรยีมเพือ่ใช้ในการตรงึเซลล์แบคทเีรยีโพรไบโอตกิใน

รูปแบบต่างๆ ได้แก่ 1) ลูกบาศก์ขนาด 0.5 ซม3,  

2) ลูกบาศก์ขนาด 1.0 ซม3 และ 3) ปั่นแผ่นเซลลูโลส

ด้วยเครื่องปั่น (blender) นาน 10 นาที ให้เป็นปั่นชิ้น

เล็ก (flakes) จากนั้นเตรียมสารแขวนลอยของ 

โพรไบโอติกที่ผ่านการคัดเลือกแล้วใน MRS broth 

ปรมิาตร 500 มล. ในขวดแก้วรปูชมพูป่ลอดเชือ้ ขนาด 

1 ลิตร เติมเซลลูโลสแต่ละทรีตเมนต์จ�านวน 200 กรัม 

จากนั้นน�าไปที่บ่มอุณหภูมิ 37 oซ นาน 24 ชม. ตรวจ

สอบการเหลือรอดของเซลล์ด้วยวิธีเทเพลทด้วย MRS 

agar และรายงานในรูป logCFU/ml 

4.ศึกษาผลของการช็อคด้วยกรดและตรึงเซลล์

ร่วมกนัต่อการเหลอืรอดของโพรไบโอตกิในน�า้สปัปะรด 

โดยการน�าเนือ้สปัปะรด ไปป่ันด้วยเครือ่งป่ันและกรอง

ด้วยผ้าขาวบาง ปรบัปรมิาณของแขง็ทีล่ะลายได้ให้ได้ 

100 Brix น�าไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 72 oซ นาน 15 วินาที 

ด้วยเครื่องพาสเจอไรส์ (FT 43 pasteurizer) จากนั้น

บรรจุใส่ขวด polyethylene terephthalate (PET) 

ขนาด 500 มล. ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว ท�าให้เย็นทันทีที่

อุณหภูมิ 10-14 oซ แล้วเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4±1 oซ 

จากน้ันเติมโพรไบโอติก 10 % ตามทรีตเมนต์ดังน้ี  

1) เซลล์ควบคุม 2) เซลล์ที่ผ่านการปรับด้วยกรดซิตริก 

3) เซลล์ที่ผ่านการตรึงด้วยเซลลูโลส และ 4) เซลล์ที่

ผ่านการช็อคด้วยกรดและตรึงด้วยเซลลูโลส โดยเก็บ

รักษาที่อุณหภูมิ 4±1 oซ เก็บรักษานาน 21 วัน ตรวจ

สอบค่าต่างๆ ได้แก่ จ�านวนเซลล์ท่ีเหลือรอด (log CFU/

ml), ปริมาณของแข็งท่ีละลายได้, ค่าความเป็นกรด-

ด่าง, ร้อยละความเป็นกรด (กรดซติรกิ) (AOAC, 1999) 

จากนั้นน�าสภาวะที่เหมาะสมเพื่อน�ามาผลิตและ

ประเมนิคณุภาพทางประสาทสมัผสัโดยทดสอบความ

ชอบด้านลักษณะปรากฎ, สี, เนื้อสัมผัส, กลิ่น, ความ

เปรี้ยว, ความหวาน และความชอบโดยรวม โดยใช ้

ผู้ทดสอบกึ่งฝึกฝนจ�านวน 30 คน ทดสอบด้วยวิธี 

9-point hedonic scale (Meilgaard et al, 1999) 

วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely 

Randomized Design: CRD) ส�าหรบัผลการวเิคราะห์

คณุภาพทกุด้าน ยกเว้นการประเมินด้านประสาทสมัผสั 

วางแผนการทดลองแบบสุ ่มสมบูรณ ์ในบล็อค  

(Randomized Complete Block Design: RCBD) 

วิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมูลท่ีระดับความเชื่อ

มั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) เปรียบเทียบความแตกต่าง

ของค่าเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range 

Test

ผลกำรศึกษำและวิจำรณ์

จากผลการทดลองพบว่า L. acidophilus TISTR 

1338 จะเข้าสู่ช่วงแล็กเฟส (lag phase) ในชั่วโมงที่ 

0-3 และมีจ�านวนเซลล์อยู่ประมาณ 2.30 logCFU/ml 

และเริ่มเข้าสู่ช่วงล็อคเฟส (log phase) ในชั่วโมงที่ 4 

และหลังจากชั่วโมงท่ี 19 จะเข ้าสู ่ช ่วงเฟสคงท่ี 

(stationary phase) ซึ่งเป็นระยะที่มีจ�านวนแบคทีเรีย

สูงที่สุดและคงที่ โดยมีค่าประมาณ 9.00 log CFU/ml 

จนถึงชั่วโมงที่ 48 ส่วนเชื้อ L. lactis subsp. cremoris 

TISTR 1344 จะเข้าสู่ช่วงแล็กเฟสในชั่วโมงที่ 0-6 โดย
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มีจ�านวนของแบคทีเรียโพรไบโอติกอยู่ประมาณ 2.00 

logCFU/ml และเร่ิมเข้าสู่ช่วงล็อคเฟส ในช่ัวโมงที่ 7 

และหลังจากชั่วโมงที่ 21 จะเข้าสู่ช่วงเฟสคงที่ ซึ่งเป็น

ระยะที่มีจ�านวนแบคทีเรียสูงที่สุดและคงที่  คือมี

ประมาณ 8.50 logCFU/ml จนถึงชั่วโมงที่ 48 การ

ศึกษาครั้งนี้จะพิจารณาใช้ช่วงระยะเฟสคงที่ของเชื้อ

แบคทีเรียโพรไบโอติกท้ังสองชนิดในชั่วโมงท่ี 21 เพื่อ

ใช้ในการทดลองถัดไปโดยจ�านวนเซลล์เริ่มต้นของ

แบคทีเรียทั้งสองชนิดมีประมาณ 8.50-9.00 logCFU/

ml (Figure 1)

 4 

จ้านวนของแบคทีเรียโพรไบโอติกอยู่ประมาณ 2.00 logCFU/ml และเริ่มเข้าสู่ช่วงล็อคเฟส ในชั่วโมงที่ 7 และหลังจาก
ชั่วโมงที่ 21 จะเข้าสู่ช่วงเฟสคงที่ ซึ่งเป็นระยะที่มีจ้านวนแบคทีเรียสูงที่สุดและคงที่ คือมีประมาณ 8.50 logCFU/ml จนถึง
ชั่วโมงที่ 48 การศึกษาครั้งนี้จะพิจารณาใช้ช่วงระยะเฟสคงที่ของเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติกทั้งสองชนิดในชั่วโมงที่ 21 เพื่อ
ใช้ในการทดลองถัดไปโดยจ้านวนเซลล์เริ่มต้นของแบคทีเรียทั้งสองชนิดมีประมาณ 8.50-9.00 logCFU/ml (Figure 1) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 Bacterial growth curves of L. acidophilus TISTR 1338 and L. lactis subsp. cremoris TISTR 1344 
 
เมื่อพิจารณา การผ่านการ ช็อคด้วยกรดพบว่า จ้านวนการเหลือรอด ของโพรไบโอติกที่ผ่านการช็อคด้วยกรดมี

จ้านวนเหลือรอดมากกว่าเชื้อที่ไม่ได้ผ่านกรรมวิธี อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p≤0.05) ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Foster 
and Hall (1990) ที่อธิบายถึงผลของการปรับตัวต่อสภาวะกรดที่ไม่สูงมากนัก ซึ่งจะส่งผลต่อความทนทานของเซลล์ให้มาก
ยิ่งขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ได้ผ่านการปรับตัว  อย่างไรก็ตาม ในวันสุดท้ายของการเก็บรักษา (7วัน) พบว่าโพรไบโอ
ติกที่ผ่านการช็อคด้วยกรดทั้ง 3 ทรีตเมนต ์มีจ้านวนเหลือรอดมากกว่าระดับต่้าสุดที่มีประโยชน์ต่อร่างกาย (6 log CFU/ml) 
(Lee and Salminen, 1995) โดย L. lactis subsp. cremoris TISTR 1344 มีจ้านวนเหลือรอดมากที่สุด เท่ากับ 5.72 
logCFU/ml รองลงมาคือเชื้อผสมระหว่าง  L. acidophilus TISTR 1338  และ L. lactis subsp. cremoris TISTR  1344 
ซึ่งมีจ้านวนเซลล์เท่ากับ 5.39 และ 5.37 logCFU/ml (Table 1) ตามล้าดับ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Helge et al. 
(1991); Jesus และ Rufino (2013) โดยได้รายงานว่า เกิดจากผลของการเจริญแบบแข่งขันท้าลายกัน (Antagonistic) ของ
แบคทีเรียกลุ่มแลคติก และการใช้เชื้อผสมระหว่าง Lactobacillus plantarum NC8C และ Enterococcus faecium 6T1a 
จะมีผลให้การผลิตสารแบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) ลดลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p≤0.05) นอกจากนี้  ยังพบว่า L. 
lactis subsp. cremoris สามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินคือ Lactococcin A (LCN-A) ได้ด้วย ดังนั้นจึงคัดเลือก L. lactis 
subsp. cremoris TISTR 1344 ที่ผ่านการช็อคด้วยกรดไปใช้ในการทดลองขั้นต่อไป 
Table 1 Cell survival of probiotic after acid shocked (pH 4.5) (log CFU/ml) 

Probiotics 
Treatments 

Control Acid shocked cells 
L. acidophilus   4.94 ± 0.08c 5.37 ± 0.03b 

log phase stationary phase 

Figure 1 Bacterial growth curves of L. acidophilus TISTR 1338 and L. lactis subsp. cremoris TISTR 1344

เมื่อพิจารณาการผ่านการช็อคด้วยกรดพบว่า

จ�านวนการเหลือรอดของโพรไบโอติกท่ีผ่านการช็อค

ด้วยกรดมีจ�านวนเหลือรอดมากกว่าเช้ือที่ไม่ได้ผ่าน

กรรมวิธี อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (p≤0.05) ซ่ึง

สอดคล้องกับรายงานของ Foster and Hall (1990) ที่

อธบิายถงึผลของการปรบัตวัต่อสภาวะกรดทีไ่ม่สงูมาก

นกั ซึง่จะส่งผลต่อความทนทานของเซลล์ให้มากยิง่ขึน้

เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ได้ผ ่านการปรับตัว 

อย่างไรก็ตาม ในวันสุดท้ายของการเก็บรักษา (7 วัน) 

พบว่าโพรไบโอติกที่ผ่านการช็อคด้วยกรดทั้ง 3 ทรีตเมนต์ 

มีจ�านวนเหลือรอดมากกว่าระดับต�่าสุดที่มีประโยชน์ 

ต่อร่างกาย (6 log CFU/ml) (Lee and Salminen, 

1995) โดย L. lactis subsp. cremoris TISTR 1344 

มีจ�านวนเหลือรอดมากที่สุด เท่ากับ 5.72 logCFU/ml 

รองลงมาคือเชื้อผสมระหว่าง L. acidophilus TISTR 

1338 และ L. lactis subsp. cremoris TISTR 1344 

ซึ่งมีจ�านวนเซลล์เท่ากับ 5.39 และ 5.37 logCFU/ml 

(Table 1) ตามล�าดับ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 

Helge et al. (1991); Jesus และ Rufino (2013) โดย

ได้รายงานว่า เกิดจากผลของการเจริญแบบแข่งขัน

ท�าลายกัน (Antagonistic) ของแบคทีเรียกลุ่มแลคติก 

และการใช้เชือ้ผสมระหว่าง Lactobacillus plantarum 

NC8C และ Enterococcus faecium 6T1a จะมีผล

ให้การผลิตสารแบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) ลดลง

อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (p≤0.05) นอกจากน้ี  

ยงัพบว่า L. lactis subsp. cremoris สามารถผลติสาร 

แบคเทอริโอซินคือ Lactococcin A (LCN-A) ได้ด้วย 

ดังนั้นจึงคัดเลือก L. lactis subsp. cremoris TISTR 

1344 ท่ีผ่านการช็อคด้วยกรดไปใช้ในการทดลอง 

ขั้นต่อไป
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หลังจากการตรึงเซลล์ของเชื้อ L. lactis subsp. 

cremoris TISTR 1344 ลงบนแผ่นเซลลูโลสที่มี

ลักษณะแตกต่างกัน 3 ทรีตเมนต์ใน MRS broth และ

บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 oซ เป็นเวลา 24 ชม. พบว่า แผ่น

เซลลโูลสแบบเป็นป่ันช้ินเลก็ (flakes) น้ันมีปรมิาณเช้ือ

เหลือรอดมากที่สุดโดยมีจ� านวนเท ่า กับ 7.29 

logCFU/g (Table 2) ทั้งน้ีเพราะมีพื้นที่ผิวสัมผัส

มากกว่า ทรตีเมนท์อืน่ๆ รองลงมาได้แก่ แผ่นเซลลโูลส

ลูกบาศก์ขนาด 1.0 ซม3 และ 0.5 ซม3 โดยมีปริมาณ

เชือ้ทีเ่หลอืรอดเท่ากบั 6.45 และ 6.37 logCFU/g ตาม

ล�าดับ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Karol et al. 

(2016) ได้รายงานว่า การใช้เซลลูโลสที่ผลิตได้จาก 

เชื้อ Gluconacetobacter xylinus ในการตรึงเซลล์ 

Lactobacillus spp. ในรูปแบบ (form) ที่แตกต่างกัน

มผีลต่อจ�านวนการเหลอืรอดอย่างมนียัส�าคญัทางสถติิ 

(p≤0.05) นอกจากน้ี Hornung et al. (2006); Yao  

et al. (2011) ได้อธบิายว่า เนือ่งจากโครงสร้างทีม่คีวาม

เป็นรูพรุน (porous structure) ของเซลลูโลสช่วยเพิ่ม

พื้นท่ีในการตรึงเซลล์และการแพร่ผ่านของสารอาหาร 

รวมท้ังรกัษาความชืน้และสภาวะแวดล้อมทีเ่หมาะสม 

ในการเจรญิของเซลล์ ดงันัน้ แผ่นเซลลโูลสทีต่รงึเซลล์

โพรไบโอติกและมีจ�านวนเซลล์เหลือรอดมากที่สุด คือ 

แผ่นเซลลูโลสแบบท่ีปั่นเป็นชิ้นเล็ก (flakes) ซึ่งจะน�า

ไปใช้ในการทดลองขั้นต่อไป 

Table 1  Cell survival of probiotic after acid shocked (pH 4.5) (log CFU/ml)

Probiotics
Treatments

Control Acid shocked cells
L. acidophilus  4.94 ± 0.08c 5.37 ± 0.03b

L. lactis subsp. cremoris  5.21 ± 0.16b 5.72 ± 0.18a

 L. acidophilus + L. lactis subsp. cremoris  5.51 ± 0.01a 5.39 ± 0.11b

a,b,c Different letters in both rows and columns indicated significant differences (p≤0.05)

Table 2  The survival of L. lactis subsp. cremoris TISTR 1344 after immobilized on cellulose with different 
formations

Formations Total cell counts (logCFU/g)
T1: Cube 0.5 cm3 6.37 ± 0.02 b

T2: Cube 1.0 cm3 6.45 ± 0.05 b

T3: Flakes 7.29 ± 0.08 a

a,b,c Different letters in the same column indicated significant differences (p≤0.05)

จาก Table 3 การเหลือรอดของ L. lactis subsp. 

cremoris TISTR 1344 ทีผ่่านการชอ็คด้วยกรดร่วมกบั

การตรึงเซลล์บนเซลลูโลสในน�้าสับปะรดด้วยวิธีต่างๆ 

ได้แก่ 1) ทรตีเมนต์ควบคมุ 2) การชอ็คด้วยกรด 3) การ

ตรึงเซลล์ด้วยเซลลูโลส และ 4) การช็อคด้วยกรดและ

ตรึงเซลล์ด้วยเซลลูโลส จากน้ันน�าไปเก็บรักษาท่ี

อุณหภูมิ 4oซ นาน 21 วัน แล ้วตรวจสอบการ

เปลีย่นแปลงในด้านต่างๆ ได้แก่ ปรมิาณเชือ้แบคทเีรยี 

(log CFU/ml), ค่าความเป็นกรด-ด่าง, ค่าร้อยละความ

เป็นกรด (กรดซติรกิ) และ ปรมิาณของแขง็ทีล่ะลายได้

ท้ังหมด โดยจ�านวนเซลล์เริ่มต้น มีค่าเท่ากับ 8.12 

logCFU/ml (วันท่ี 0) จากการทดลองพบว่า ทุก

ทรตีเมนต์มจี�านวนเซลล์ลดลงเมือ่เก็บรกัษาไว้นานขึน้  

(วันท่ี 21) โดยแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ 

(p≤0.05) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ ศริสา และ 

คณะ (2548) ได้รายงานว่า จ�านวนโพรไบโอตกิทีเ่หลอื

รอดในน�า้ผลไม้มแีนวโน้มลดลง เมือ่เวลาการเกบ็รกัษา

เพิม่ขึน้ การลดลงของปรมิาณเชือ้โพรไบโอตกิอาจเกดิ
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จากโครงสร้างไฮโดรเจล-เมตริกซ์ (hydrogel-matrix) 

ของเซลลูโลส ซึ่งเป็นวัสดุโพลิเมอร์ท่ีสามารถเกิดการ

เสื่อมสลายได้ (biodegradable polymeric material) 

เกิดการเปลี่ยนแปลง (Corcoran et al, 2005) 

เนื่องจากค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ที่เปลี่ยนแปลง

ในระหว่างการเกบ็รกัษา ท�าให้พนัธะ b-1,4 glycosidic 

ทีเ่ชือ่มต่อกนัระหว่างโพลเิมอร์ของเซลลโูลสอ่อนแอลง 

ส่งผลต่อความแข็งแรงของโครงสร้างเซลลูโลส ซึ่งเชื้อ

โพรไบโอตกิใช้เป็นแหล่งในการยดึเกาะเพือ่ช่วยในการ

เจริญเติบโต (food matrix) มีผลท�าให้ปริมาณเชื้อ

โพรไบโอติกทั้งหมดท่ีเหลือรอดลดลง นอกจากนี้ การ

ปรับตัวต่อกรด (acid adaptation) ของเชื้อ L. lactis 

subsp. cremoris TISTR 1344 ท่ีผ่านการช็อคด้วยกรด 

นอกจากนี้ Corcoran et al. (2005) ได้อธิบายว่าการ

เหลือรอดของแบคทีเรียกลุ่ม lactobacilli เกิดจากผล

ของสภาวะท่ีเป็นกรดจะช่วยเพิ่มความสามารถใน

การน�าน�้าตาลท่ีสามารถน�ามาใช้ได้ในกระบวนการ 

เมตะบอลิสม (metabolizable sugar) เพื่อช่วยในการ

ท�างานของป๊ัมโปรตอน (proton pump) บรเิวณเยือ่หุม้

ผนังเซลล์ (cell membrane) ให้มากข้ึน และช่วย

ป้องกันการ ลดต�่าลงของค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 

บริเวณภายในของเซลล์ (intracellular cell) อย่างไร

ก็ตามพบว่า การช็อคด้วยกรดและตรึงเซลล์ด้วย

เซลลูโลสมีจ�านวนเหลือรอดสูงสุดเมื่อเปรียบเทียบกับ 

ทรีตเมนต์อื่นๆ ซึ่งมีค่าเท่ากับ 7.77 logCFU/ml ซึ่งมี

จ�านวนเซลล์สูงกว่าระดับต�่าสุดท่ีเป็นประโยชน์ต่อ

ร่างกาย (Lee and Salmen, 1995; Dave and 

Shah,1996). 

Table 3 The Characteristics of probiotic pineapple juice with different treatments 

Treatments
Total cell 

count 
(log CFU/ml)

pH TA (%) TSS (oBrix)

T1: Control
T2: Acid shocked cells
T3: Cellulose immobilized cells
T4: Acid shocked + Cellulose immobilized cells

6.25±0.49c

7.27±0.48b

7.22±0.54b

7.77±0.55a

3.78±0.02b

3.78±0.03b

3.83±0.04a

3.83±0.04a

0.72±0.03ns

0.72±0.03ns

0.73±0.03ns

0.73±0.04ns

10.94±0.41a

10.91±0.39b

10.13±0.24c

9.91±0.41c

a,b,c Different letters in the same column indicated significant differences (p≤0.05)
nsnot significant difference (p>0.05)

เมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาเพิ่มขึ้น (วันที่ 21)  

ค่าความเป็นกรด-ด่างของน�้าสับปะรดโพรไบโอติก 

มีแนวโน้มที่เพิ่มข้ึนเล็กน้อย (วันที่ 0 เท่ากับ 3.67) 

อย่างไรก็ตาม ค่าความเป็นกรด-ด่างที่เพิ่มขึ้นอาจเกิด

จากกระบวนการย่อยโปรตีน (proteolysis) โดย

เอนไซม์โบรมิเลน (bromelain) ที่พบมากในน�้า

สับปะรด (Moore and Caygill, 1979) เมื่อย่อยสลาย

ชัน้เปปตโิดไกลแคน (peptidoglycan) ซ่ึงเป็นโพลเิมอร์

ของน�้าตาลและกรดอะมิโนท่ีพบได้มากบริเวณผนัง

เซลล์ของแบคทเีรยีแกรมบวก จะได้ผลติภัณฑ์เป็นกรด

อะมิโนอิสระ (free amino acid) และหมู่อะมิโน 

(amino group; -NH
2
) ที่เกิดจากการดึงโปรตอนออก

จากแอมโมเนียมอิออน (-NH+
3
) จาก zwitterion ซ่ึง

ท�าให้ประจุสุทธิเป็นลบ (pH>pI) จึงท�าให้ค่าความ

เป็นกรด-ด่าง (pH) มีค่าเพิ่มขึ้นในระหว่างการเก็บ

รกัษา ซึง่สอดคล้องกบังานวจิยัของ Tran et al. (2009) 

ได้รายงานว่า เอนไซม์โบรมิเลน สามารถเกิดกิจกรรม

ของเอนไซม์ได้ที่ค่า pH อยู่ระหว่าง 3.5 ถึง 3.8 แม้ว่า

อุณหภูมิจะเพิ่มสูงถึง 70oซ การเกิดกิจกรรมของ

เอนไซม์ยงัคงเกดิข้ึนโดยมีค่าประมาณ 80 % นอกจาก

นีพ้บว่าสภาวะทีเ่หมาะสมของการเกดิกจิกรรมเอนไซม์

โบรมิเลน คือ pH เท่ากับ 7.1 และอุณหภูมิ 55 oซ  
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(14.9 TU/ml) ส่วนค่าร้อยละความเป็นกรด (กรดซติรกิ) 

ของทรีตเมนต์ทุกกรรมวิธีไม่แตกต่างกันอย่างม ี

นยัส�าคญัทางสถติ ิ(p>0.05) การใช้เซลล์ปกตแิละการ

ช็อคด้วยกรด ส่งผลให้การตรึงเซลล์ด้วยเซลลูโลสและ

การช็อคด้วยกรดร ่วมกับการตรึงด ้วยเซลลูโลส  

ต่อปรมิาณของแขง็ทีล่ะลายได้ทัง้หมด พบว่าแตกต่าง

กันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (p≤0.05) ซ่ึงปริมาณ

ของแข็งที่ละลายได ้ในน�้าผลไม ้ส ่วนใหญ่จะมี 

องค์ประกอบของน�า้ตาล ได้แก่ น�า้ตาลซโูครส ฟรกุโตส 

และกลูโคส ดังนั้นในน�้าสับปะรดที่มีการตรึงเซลล์ด้วย

เซลลโูลสซึง่มโีครงสร้างภายในแบบไฮโดรเจลเมตรกิซ์ 

(hydrogel matrix) และความแตกต่างของความดัน 

ออสโมติก (osmotic pressure) ท�าให้สารละลาย

น�้าตาลเคล่ือนเข้าสู ่โครงสร้างดังกล่าว มากกว่า 

ทรีตเมนต์ท่ีไม่ได้เติมวุ้นเซลลูโลส มีผลท�าให้ปริมาณ

ของแข็งที่ละลายได้ทั้งหมดลดลง 

Table 4 Sensorial characteristics of probiotic supplemented pineapple juice

 
 Sensorial characteristics

Treatments
T1: Control T2: Acid shocked + cellulose 

immobilized cells
Appearance 6.23±1.27b 6.82±0.99a

Color 6.82±1.04a 6.40±1.15b

Texture 6.52±1.89b 7.63±1.35a

Odor 6.82±1.26ns 6.90±1.19ns

Sourness 6.42±1.52ns 6.63±1.57ns

Sweetness 6.62±1.26ns 6.43±1.56ns

Overall liking 6.88±1.55b 7.92±1.13a

a,b,c Difference letters in the same row indicated significant differences (p≤0.05)
nsnot significant difference (p>0.05)

เมื่อทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัสของ

ผลิตภัณฑ์น�้าสับปะรดเสริมโพรไบโอติก (Table 4)  

พบว่า ตัวอย่างน�้าสับปะรดที่เสริมด้วยโพรไบโอติกที่

ผ่านการชอ็คเซลล์ด้วยกรดร่วมกบัการตรงึบนเซลลโูลส 

ให้ค่าคะแนนความชอบเฉลี่ย ในด้านลักษณะปรากฏ, 

ส,ี ลกัษณะเนือ้สมัผสั และความชอบโดยรวมแตกต่าง

กันทางสถิติ จากทรีตเมนต์ควบคุม (control) โดยมีค่า

คะแนนความชอบโดยรวมที่สูงกว่า คือ มีค่าเท่ากับ 

7.92 และ 6.88 ตามล�าดับ (p≤0.05)

สรุป

แบคทีเรียโพรไบโอติกที่เหมาะสมในการผลิต

ผลิตภัณฑ์น�้าสัปปะรดเสริมโพรไบโอติก คือ L. lactis 

subsp. cremoris TISTR 1344 ซึ่งมีช่วงเฟสการเจริญ

คงที่ ที่ระยะเวลา 21 ชม. โดยมีจ�านวนเหลือรอดสูงสุด

เมื่อผ่านการช็อคด้วยกรด (pH 4.5) นอกจากนี้ยังพบ

ว่า วธิกีารตรงึเซลล์บนแผ่นวุน้เซลลโูลสแบบป่ันชิน้เลก็ 

(flakes) เป็นวิธีที่เหมาะสมในการเสริมการเหลือรอด

ของเซลล์ให้สูงสุดอีกด้วย และเมื่อมีการใช้วิธีการช็อค

ด้วยกรดร่วมกับวิธีการตรึงเซลล์ด้วยเซลลูโลสใน

ผลติภณัฑ์น�า้สบัปะรดเสรมิโพรไบโอตกิพบว่ามจี�านวน

เซลล์เหลอืรอดสงูสดุเท่ากบั 7.77 logCFU/ml เมือ่เกบ็

ไว้นาน 21 วนั ทีอ่ณุหภมู ิ4±1oซ โดยมค่ีาคะแนนความ

ชอบโดยรวมสูงสุดเท่ากบั 7.92 ดังน้ัน ผลิตภณัฑ์เครือ่ง

ด่ืมน�้าสับปะรดเสริมด้วยแบคทีเรียโพรไบโอติก จึงจัด

เป็นเครื่องดื่มเพื่อสุขภาพท่ีสามารถเพิ่มมูลค่าให้กับ

ผลิตภัณฑ์กลุ่มเครื่องดื่มโพรไบโอติกได้แนวทางหนึ่ง 

นอกจากน้ียงัช่วยเพิม่ความหลากหลายของผลติภณัฑ์

แปรรูปจากสับปะรดให้มากยิ่งขึ้นอีกด้วย 
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