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โครงการ การวิจัยเพื่อคนหาสมนุไพรไทยที่มศีักยภาพในการสกดัอินนูลิน 
เพื่อใชเปนวตัถุเติมในอาหารสัตว 

Screening of Potential Thai Medicinal Plants for Inulin as Feed Additive 
 
 
บทคัดยอ 

โครงการวิจยันี้เปนงานวิจัยเบื้องตนเพื่อคนหาพืชสมุนไพรที่มีศักยภาพในการสกัดอนินูลินเพื่อ
ใชเปนวัตถเุติมในอาหารสัตว โดยการทาํงานวิจัยในครั้งนี้ครอบคลุมต้ังแตการเก็บตัวอยางพืช พฒันาวิธี
คัดกรองพืชในเบื้องตน พัฒนาวธิีวเิคราะหปริมาณอนินลิูนที่มีในพืช การทดสอบผลของสารสกัดอินนูลิน 
จากพืชในแงของการเปนสารพรีไบโอติก รวมทัง้การหาสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมสารสกัดจากพชื
เพื่อใหไดปริมาณอินนูลินทีดี่ที่สุด ซึ่งขอมลูที่ไดในการวจิัยครั้งนี้เปนขอมูลในเบื้องตนเพื่อใชเปนแนวทาง
ในการเลือกพชืที่มีศักยภาพในประเทศไทยในการเปนแหลงของสารพรีไบโอติกอินนลิูน ซึ่งจะเปน
ประโยชนสําหรับภาคอตุสาหกรรมและเกษตรกรรมตอไป 

 ในการวิจัยนี้ไดทําการคัดกรองพืชสมนุไพร 17 ชนิดในเบื้องตนดวยเทคนิคการตรวจลักษณะ
สารอินนูลินดวยกลองจุลทรรศนโดยการยอมเซลลพืชดวย α-napthol ในเอธานอลแลวตามดวยกรดซัล
ฟูริก และการใชเทคนิค TLC ในการตรวจสอบน้ําตาลฟรุกโตสในสารสกัดพืชกอนและหลงัไฮโดรไลส
ดวยเอนไซมอินนูลินเนส โดยใช silica gel GF254 เปน stationary phase และใช acetone:water (9:1) 
เปน mobile phase จากนัน้ไดทาํการวิเคราะหปริมาณอินนูลินที่มีในสารสกดัจากพืชโดยใชเทคนิค 
HPLC-RI เปรียบเทยีบกับการใชปฏิกิริยาการเกิดส ีพบวามพีืชที่นาํมาทดสอบมีอินนูลินอยูถึง 13 ชนิด 
โดยสารสกัดหยาบจากสามสิบใหปริมาณอินนูลินที่สูงทีสุ่ดถึง 5.50% yield เมื่อเทยีบกับสารสกดัหยาบ
จากแกนตะวนัที่ใหอินนูลิน 4.98% yield และเมื่อทาํการทดสอบกบัเชื้อโปรไบโอติกและเชื้อกอโรค พบ
พืชทีม่ีศักยภาพในแงของการเปนพรีไบโอติกอยูหลายชนิด เชน สามสิบ แกนตะวัน มันแกว ฝร่ัง 
หอมหวัใหญ หอมแดง เปนตน นอกจากนี้จากการวิจัยพบวาผลของอัตราสวนตัวทาํละลายตอพชื การ
ใชอุลตราซาวด และวัสดุกรองตางๆ มีผลตอปริมาณอินนูลินในการเตรียมสารสกัดจากพชื โดยสารสกัด
อินนูลินจากสามสิบจะมปีริมาณอินนูลินมากเมื่อใชอัตราสวนตวัทาํละลายตอพชืเปน 1:2 ใชอุลตรา
ซาวดชวยเปนเวลา 15 นาท ี และการกรองผานสําลใีหปริมาณอินนูลินดทีี่สุด ขณะที่สารสกดัจะมี
ลักษณะดีและใส เมื่อกรองผานผงคารบอน 
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Abstract 
 This study aimed to preliminarily search for the inulin in Thai medicinal plants in order 
to provide a source of inulin as feed additive. The study covered sampling and collecting 
plants, developing criteria for plant screening, developing analytical procedures to determine 
amount of inulin in plants, testing of extracted inulin for prebiotics activities, and finding 
optimal good-yielding condition for extraction. The data from this study would provide a 
guide for selecting potential Thai medicinal plants as a source of prebiotics inulin, which 
would be valuable in agriculture and industry development. 
 Seventeen herbal plants were screened for the presence of inulin by microscopic α-
napthol-sulfuric acid staining. The TLC technique was used to examine a fructose sugar in 
extracts before and after hydrolysis with inulinase.  The silica gel GF254 was used as 
stationary phase while acetone:water (9:1) was used as mobile phase. The amount of inulin in 
extracts was quantitatively determined by HPLC-RI and colorimetric method. The result 
showed that thirteen plants containing inulin. Crude extract from Asparagus 
racemosus  Willd. had 5.50% yield of inulin, whereas Hilanthus tuberosus had 4.98% yield of 
inulin.  The potential prebiotics activity was shown in a number of studied plants, such as 
Asparagus racemosus  Willd, Hilanthus tuberosu, Ipomoea batatas L., Psidium guajava, 
Allium cepa L. cv group cepa, and Allium cepa L. cv group aggregatum.   Interestingly, ratio 
of extract solvent to dry plants, ultrasound-assisted extraction, and filter material had effects 
on the amount of extracted inulin. For example, the highest amounts of inulin in Asparagus 
racemosus  Willd. crude extract was obtained by using 1:2 of solvent and plants, 
ultrasonication for 15 minutes, and filtering extracts through cotton wool. Although, the 
appearance of crude extract was good and clear when the extract was filter through carbon. 
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Executive Summary 
 
 ปจจุบันการนาํพืชสมนุไพรและสารสกัดจากพชืสมุนไพรผสมเสริมในอาหารสําหรับสัตวกําลงั
ไดรับความสนใจเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากแนวความคิดทีว่าการใชสมุนไพรนั้นยอมปลอดภัยมากกวาการ
ใชสารสังเคราะหเคมี นอกจากนี้แลว สมุนไพรยงัมีประโยชนในแงการชวยลดตนทุนในดานการผลิตอีก
ดวย มีการใชสมุนไพรผสมสําหรับอาหารสัตวเพื่อผลในหลายๆ ดาน อาทิเชน การใชสมุนไพรเพื่อแทนที่
ยาปฏิชีวนะเพือ่เรงการเจริญเตบิโตของสัตว  เพื่อเพิม่น้าํหนกัของสัตว เพื่อเพิม่ผลผลิตไข เพื่อรักษาโรค 
และลดคลอเลสเตอรอล เหลานี้เปนตน อินนูลินจัดเปนสารสาํคัญจากพชือีกชนิดหนึ่งที่มีมูลคาทาง
เศรษฐกิจ อินนูลินเปนคารโบไฮเดรตที่อยูในรูปของสารจําพวกฟรุตโตโอลิโกแซคคาไรด (fructo-
oligosaccharide) ซึ่งประกอบดวยโมเลกุลของน้าํตาลฟรุคโตสตอกันเปนสายยาวและมีน้ําตาลกลูโคส
ปดหัวทาย ชวยในการเสรมิสรางระบบภมูิคุมกันและการสังเคราะหวติามินบี ชวยลดความเสี่ยงตอการ
เกิดโรคมะเร็ง เบาหวาน หวัใจ นอกจากนี้ยงัชวยเพิ่มจาํนวนแบคทเีรียที่เปนประโยชนตอรางกาย เชน 
Bifidobacteria และ Lactobacilli ในลําไสใหญของสัตว และชวยยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่
กอโรค เชน Salmonella, Escherichia coli, Coliform และ Clostridium อินนูลินจงึจัดเปนสารอาหาร 
prebiotic ที่ดี มีประโยชนตอระบบทางเดินอาหารและระบบภูมิคุมกัน เปนอีกทางเลอืกหนึง่สําหรับใช
เปนวัตถเุติมในอาหารสัตว (feed additive) เพื่อทดแทนการใชและการนาํเขายาปฏิชีวนะ อินนูลินที่มี
การศึกษาและนํามาใชสวนใหญแลวไดมาจากการสังเคราะหจากน้ําตาลซูโครสหรือจากพชืบางชนดิ 
เชน สวนรากของตนชิโครี (chicory) สวนหวัของตนแกนตะวัน (Jerusalem artichoke) สําหรับใน
ประเทศไทย ยังไมพบรายงานการวิจยัการศึกษาจากพชืสมุนไพรอื่นๆ ในเชิงการสกัดสารอินนูลินเพื่อใช
สําหรับเปนวัตถุเติมในอุตสาหกรรมอาหารสตัว 

โครงการวิจยันี้จึงมีเปาหมายที่จะสามารถคัดกรองหาพชืสมุนไพรในประเทศที่มีศักยภาพในการ
สกัดสารอินนลิูน ดวยวธิีการตรวจสอบสารอินนูลินในเบื้องตนที่งายและสะดวก วิเคราะหเปรียบเทียบ
ปริมาณอินนูลินในพืชทีเ่ลือกแตละชนิด ทดสอบผลของสารสกัดอินนลิูนที่ไดจากพชืที่มีผลตอการเจริญ
ของเชื้อแบคทเีรียที่เปนประโยชนตอลําไสจาํพวก Bifidobacteria และ Lactobacilli และพัฒนาวิธีการ
สกัดสารอนินลิูนแบบหยาบสําหรับใชในรูปแบบอุตสาหกรรมตอไป เพื่อใหเปนอีกหนึง่แนวทางเลือกใน
การใชสมุนไพรทดแทนในการผลิตสัตว ซึ่งในการวิจัยนี้ไดทําการคัดกรองพืชสมนุไพรทั้งหมด 17 ชนิดใน
เบื้องตน ไดแก แกนตะวนั (Hilanthus tuberosus; Asteraceae) กระเทยีม (Allium sativum; 
Alliaceae) กระจับ (Trapa bicornis L.; Trapaceae) กลวย (Musa sapientum; Musaceae) กระทือ 
(Zingiber amaricans; Zingiberaceae) กลอย (Dioscorea hispida; Dioscoreaceae) ขนุน 
(Artocarpus heterphyllus Lam; Moraceae) มนัแกว (Ipomoea batatas L.; Convolvulaceae) มัน
มือเสือ (Dioscorea esculenta; Dioscoreaceae)  มันฝร่ัง (Solanum tuberosum; Solanaceae) 
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เผือก (Colocasia esculenta; Araceae) ฝร่ัง (Psidium guajava; Myrtaceae)  หอมแดง (Allium 
cepa L. cv group aggregatum; Alliaceae) หอมหัวใหญ (Allium cepa L. cv group cepa; 
Alliaceae) แหว (Cyperus tuberosus; Cyperaceae) สามสิบ (Asparagus racemosus; 
Asparagaceae) และสาคู (Maranta arundinacea L.; Marantaceae) โดยใชเทคนิคการตรวจ
ลักษณะสารอนินูลินดวยกลองจุลทรรศนโดยการยอมเซลลพืชดวย α-napthol ในเอธานอลแลวตาม
ดวยกรดซัลฟูริกเพื่อดูผลึกสมีวงอมแดง และการใชเทคนิค TLC ในการตรวจสอบน้าํตาลฟรุกโตสในสาร
สกัดพืชกอนและหลังไฮโดรไลสดวยเอนไซมอินนูลินเนส โดยใช silica gel GF254 เปน stationary 
phase และใช acetone:water (9:1) เปน mobile phase ทําการวิเคราะหปริมาณอินนูลินทีม่ีในสาร
สกัดจากพืชโดยใชเทคนิค HPLC-RI โดยใชคอลัมน Hypersil APS2-C18 ซึ่งเปนคอลัมนชนิด reverse 
phase มีระบบเฟสเคลื่อนทีแ่บบ isocratic ของ acetonitrile และน้ํา ในอัตราสวน 25:75 อัตราเร็วใน
การไหลของตวัพาคือ 0.5 มิลลิลิตร/นาที ตรวจวัดดวย refractive index เพื่อวัดปริมาณน้าํตาลฟรุกโตส
ในสารสกัดพชืกอนและหลังไฮโดรไลสดวยเอนไซมอินนูลินเนส จากนัน้คํานวณหาปริมาณอินนลิูนที่อยู
ในสารสกัดพชื เปรียบเทียบกับการใชปฏิกิริยาการเกิดสีโดยทําการวดัปริมาณคารโบไฮเดรตทั้งหมดกับ
ปริมาณ reducing sugar แลวหาผลตางคํานวณเทียบปริมาณอินนูลิน ซึ่งจากผลการวิจัยพบวามพีืชที่
นํามาทดสอบมีอินนูลินอยูถงึ 13 ชนิด โดยสารสกดัหยาบจากสามสิบใหปริมาณอินนูลินทีสู่งที่สุดถงึ 
5.50% ขณะที่สารสกัดหยาบจากแกนตะวันที่ใหอินนลิูน 4.98% และเมื่อดูผลของสารสกัดจากพืชตอ
การเจริญของเชื้อโปรไบโอติก Bifidobacteria และ Lactobacilli และผลของสารสกดัเมื่อผสมในอาหาร
เพาะเลี้ยงของ Bifidobacteria และ Lactobacilli ตอแบคทีเรียกอโรค พบพืชที่มีศักยภาพในแงของการ
เปนพรีไบโอตกิอยูหลายชนดิ เชน สามสิบ แกนตะวนั มันแกว ฝร่ัง หอมหวัใหญ หอมแดง เปนตน ซึง่
สารสกัดจากสามสิบจะใหผลที่ดีทัง้ในแงของปริมาณอินนูลินและผลตอการเจริญของเชื้อโปรไบโอติก
และยับยั้งการเจริญของแบคทเีรียกอโรค นอกจากนี้จากการวิจยัพบวาผลของอัตราสวนตัวทาํละลายตอ
พืช การใชอุลตราซาวด และวัสดุกรองตางๆ มีผลตอปริมาณอินนูลินในการเตรียมสารสกัดจากพชื 
โดยสารสกัดอนินูลินจากสามสิบจะมีปริมาณอินนูลินมากเมื่อใชอัตราสวนตัวทาํละลายตอพืชเปน 1:2 
ใชอุลตราซาวดชวยเปนเวลา 15 นาที และการกรองผานสําลีใหปริมาณอินนูลินดีทีสุ่ด ขณะที่สารสกัดที่
กรองผานผงคารบอนจะมลัีกษณะดีและใส  

จากผลการวิจยัที่ไดแสดงใหเห็นถึงศักยภาพการนําพืชในประเทศมาเตรียมสารสกัดหยาบอินนู
ลินเพื่อใชประโยชนตางๆ รวมถงึการนํามาประยุกตใชในอาหารสัตว ซึ่งอาจนํามาใชสําหรับทดแทนการ
ใชยาปฏิชีวนะในอาหารสัตว ลดผลขางเคยีงและการนาํเขาของยาปฏิชีวนะ และชวยสงเสริมการใชพืช
สมุนไพรในประเทศใหเกิดประโยชนคุมคา 
 



 5

O

CH2

O

OH
OH

OH

OH

CH2OH

CH2OH

OH

OH

OH

CH2OH

n-1

CH2OH

วัตถุประสงค 
1. เพื่อคัดกรองหาพืชสมนุไพรในประเทศที่มศัีกยภาพ โดยวิธกีารตรวจสอบสารอนินูลินใน

เบื้องตนและวเิคราะหปริมาณเปรียบเทียบ 
2. เพื่อทดสอบผลของสารสกัดอินนูลินจากพชืสมุนไพรที่เลอืกในแงของการเปนสารพรีไบโอ

ติก 
3. เพื่อพัฒนาวิธกีารสกัดสารอนินูลินแบบหยาบจากพืชที่เลอืกแตละชนิด สําหรับพัฒนาใชใน

รูปแบบอุตสาหกรรม 
 
ความเปนมาและความสําคัญของเรื่อง 
 อินนูลินเปนสารคารโบไฮเดรตที่พืชเก็บสะสมอยูในรูปของ fructan-type carbohydrate 
โมเลกุลของอนินูลินประกอบดวย fructosyl unit ตอกันเปนสายยาวดวยพันธะเบตา (2,1) ดังรูป ซึ่ง
อาจจะปรากฏ side chain ซึ่งเปน fructosyl unit ในบางตําแหนงโดยเชื่อมดวยพนัธะเบตา (2,6) อินนู
ลินที่มาจากพชืสวนใหญตรงปลายสายยาวมักปรากฏสวนของ glucosyl unit ดังนั้นสูตรโมเลกลุทั่วไป
ของอินนูลินจงึแสดงดวยGFn หรือ Fm โดยที ่G หมายถึงสวนปลายของ glucosyl unit และ F หมายถงึ 
fructosyl unit โดยที่ n และ m แสดงถึงจาํนวนของ fructosyl unit ที่เชื่อมดวยพันธะเบตา (2,1) และ/
หรือ พนัธะเบตา (2,6)  
 
 
 
 
 
 
 

โครงสรางอนิลิูน 
 
ตัวเลขของ n+1 จะแสดงถึงคาของ degree of polymerization (DP) ซึ่งเปนคาที่บอกถึง

จํานวนของ saccharide unit ทั้งหมดในโมเลกุลของอนินูลิน คา DP จะบอกถงึคณุสมบัติในการละลาย  
การดูดซึมของอินนูลิน และโดยทั่วไปแลวอนินูลินที่ไดจากพืชมกัจะมีคา DP ในชวง 2 ถงึ 100 ขณะที่
อินนูลินที่ไดจากแบคทีเรียบางชนิดมีคา DP ในชวงสงูถึง 115,000 สําหรับคา DP ของพืชทีม่ชีวงกวาง
นั้นเพราะมีปจจัยหลายอยาง เชน ชนิดของพืช การปลูกและการเก็บเกี่ยว รวมทั้งขัน้ตอนการสกดัสาร 
โดยอินนูลินทีม่ีสายยาวจะมีคุณสมบัติในการละลายน้าํไดนอยกวา อินนูลินทีม่ีคา DP < 10 จะเรียกวา
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เปนพวกอนินโูลโอลิโกแซคคาไรด (inulo-oligosaccharide) หรือ ฟรุตโตโอลิโกแซคคาไรด (fructo-
oligosaccharide) หรือบางครั้งจัดใหอยูในประเภทอนินูลินสายสัน้ ซึ่งอินนูลินที่มทีางการคาทัว่ไป เชน 
ที่ไดจากรากชโิครีและหัวตนแกนตะวนัที่จะมีคา DP อยูในชวง 6-10  
 อินนูลินที่ใชทางอุตสาหกรรมไดมาจากพชื ซึ่งสวนใหญแลวสกัดจากรากของตนชโิครี แตมีบาง
ที่ไดจากสวนหัวของตนเจรซูาเล็มอารติโชคหรือแกนตะวัน (Helianthus tuberosus) หรืออาจมาจาก
สวนหัวของตน blue agave ตัวอยางอินนูลินที่มทีางการคา เชน Raftiline® และ Fibruline®  
 อินนูลินมีรายงานการวิจัยวาพบในพืชหลายชนิด สวนใหญมักอยูในวงศ Asteraceae, 
Graminae, Compositae เชน dahlia (Dahlia variabilis), Jerusalem artichoke (Helianthus 
tuberosus), chicory (Cichorium intybus), dandelion (Taraxacum officinale) นอกจากนี้ยงัพบได
ใน หัวหอม, กระเทยีม, กลวย, ขาวสาล,ี ขาวไรย, ขาวบาเลย โดยแตละชนิดจะมีปริมาณของอินนูลิน
และโอลิโกฟรตุโตส (oligofructose) ซึ่งไดจากการยอย (hydrolyse) อินนูลิน แตกตางกนัไป ดังตวัอยาง
ในตารางที ่1 
 
ตารางที่ 1 ปริมาณ Inulin และ Oligofructose ในอาหารชนิดตางๆ1 

 ปริมาณ Inulin (%) ปริมาณ Oligofructose (%) 
หัวหอม (Onion) 2 - 6 2 - 6 
เจรูซาเลม อารติโชค 
(Jerusalem artichoke) 16 - 20 16 - 20 

 ชิโครี (Chicory) 15 - 20 5 - 10 
แอสปารากัส (Asparagus) 1 - 30 1 - 20 
ตนกระเทียม (Leek) 3 - 10 2-5 
กระเทยีม (Garlic) 9-16 3-6 
อารติโชค (Artichoke) 3 - 10 <1 
กลวย (Banana) 0.3 - 0.7 0.3 - 0.7 
ขาวสาล ี(Wheat) 1 - 4 1 - 4 
ขาวไรย (Rye) 0.5 - 1 0.5 - 1 
ขาวบาเลย (Barley) 0.5 - 1.5 0.5 - 1.5 
 

สําหรับประโยชนของอินนูลินนัน้ ในอุตสาหกรรมอาหารมีการใชอินนูลินเพื่อเปนสารใหพลงังาน
ตํ่า (low-calorie) เนื่องจากอินนูลินใหแคลอรีตํ่าและมีความหวานนอย จึงใชผสมบางสวนหรือทดแทน
น้ําตาล นอกจากนี้อินนูลินยังไมถกูดูดซึมในทางเดินอาหารจึงไมมีผลตอระดับน้ําตาลในเลือด จึงมีการ
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นํามาใชกับผูปวยโรคเบาหวานได และอาจนาํมาผลิตเปนสารอาหารลดความอวนไดอีกดวย นอกจากนี้
แลวอินนูลินยงัใชผสมกับอาหารเพื่อชวยใหลักษณะเนื้อดีข้ึน รวมทัง้อาจใชเพื่อทดแทนไขมันเนือ่งจาก
อินนูลินสามารถขึ้นรูปเจลเมื่อผสมกับน้าํได โดยใหเนื้อที่คงตัว เนยีน และเปนลักษณะครีม ใหรสชาติที่ดี
อีกดวย อินนลิูนยงัสามารถนํามาใชประโยชนดานการเปนอาหารเสนใยได (dietary fiber) โดยทําให
ระบบขับถายดีข้ึน นอกจากนี้ ยังมีผลในการลดคลอเลสเตอรอลและไตรกลีเซอไรดเมื่อเทียบกับการยา
หลอก2 อินนลิูนมีรายงานการทดลองในการปองกนัและรักษาโรคมะเรง็ มกีารจดสทิธิบัตรหลายฉบับ
เกี่ยวกับการการใชประโยชนจากอินนูลินในอาหาร3 เชนในการทาํชอคโคเลต ในเครื่องดื่ม รวมทั้งการ
ผสมอินนูลินเพื่อเพิ่มรสชาติในเครื่องปรุง  

จากรายงานการวิจัยพบวา อินนูลินมีประโยชนในแงการดูดซึมแรธาตุ มีผลชวยลดไขมันใน
เลือด โดยมีรายงานการใหสารสกัดจากรากชิโครี (ซึ่งเปนแหลงผลิตอินูลิน) และอินนูลินกับหน ู เปน
ระยะเวลา 4 สัปดาห พบวาหนูกลุมที่ไดรับสารสกัดจากชิโครี และหนูที่ไดรับอินนลิูน มีปริมาณ HDL 
เพิ่มข้ึนและมปีริมาณ LDL ลดลง อยางมนีัยสําคัญ นอกจากนีห้นกูลุมที่ไดรับ อินนลิูน 5% ยังมีน้าํหนัก
กระพุงลําไสใหญ (cecal) มากกวากลุมควบคุม และหนทูั้งกลุมที่ไดรับสารสกัดจากชิโคร ีและ อินนูลิน 
5% ยงัมีปริมาณกรด propionic สูงกวาดวย   

นอกจากนี้แลว ยังมีรายงานการวจิัยที่ยนืยนัวาอินนูลินมีผลทางดาน bifidogenic effect หรือ 
prebiotic กลาวคืออินนลิูนสามารถกระตุนการเจริญและเมตาบอลซิึมของแบคทีเรียที่เปนประโยชนที่
อาศัยอยูในลาํไสได เชน Bifidobacteria และ Lactobacilli ขณะเดียวกันก็มีผลลดจํานวนแบคทีเรียใน
ลําไสที่กอโรคได เชน Clostridia, Bacteroides และ Fusobacteria อยางมนีัยสาํคัญ ดังรูปที ่1  

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 แสดงการกระจายตวัของแบคทีเรีย เปรียบเทียบหลังไดรับอาหารปกติและไดรับอินนูลินเสริม4 

 
เนื่องจาก fructo-oligosaccharide (FOS) และอินนูลิน จะไมถูกยอยโดยเอนไซมในกระเพาะ

อาหารและในลําไสเล็กของมนุษย เพราะมีการเชื่อมตอกันดวยพนัธะเบตา (2,1) แตเอนไซมที่ใชยอยใน
มนุษยเชน sucrase, maltase-isomaltase และ alpha-glucosidase นั้น มคีวามจาํเพาะสําหรับ 
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แอลฟา-glycosidic linkage ดังนั้น FOS จึงเปน oligosaccharide ที่ไมสามารถยอยสลายได อยางไรก็
ตาม FOS และอินนูลิน จะถูกหมักโดยแบคทีเรียในลาํไสใหญ ใหกลายเปน short chain fatty acid 
(SCFA) ซึ่ง SCFA ที่เกิดขึ้นนี้จะทาํให pH ลดลง มีผลใหเกิดการยับยั้งการเจรญิของ pathogenic 
bacteria  นอกจากนี ้ butyrate ที่เกิดขึ้นจะชวยกระตุนใหเซลลหยุดการเจริญเติบโต หยุดการ
เปลี่ยนแปลงของเซลล และชวยเพิ่มการตายตามธรรมชาติของเซลล (apoptosis) ซึ่งคุณสมบัติทัง้ 3 นี้
อาจมีฤทธิ์ในการตานการเกิดมะเร็งได  และยงัพบวา FOS และอินนูลินชวยใหมีการเพิ่มความเขมขน
ของแคลเซียมและแมกนีเซยีมในลําไสใหญ ทาํใหมีการดูดซับแรธาตุไดดีข้ึนและยังทําหนาทีเ่ปนสารตั้ง
ตนใหกับ epithelial cell ในลําไสดวย อีกทัง้ความเขมขนของแคลเซียมในลาํไสที่สูงขึ้น จะชวยใหเกิด 
insoluble bile หรือเกลือของกรดไขมัน ซึ่งจะชวยลดอนัตรายจากผลของ bile หรือกรดไขมันที่มตีอเซลล
ในลําไสใหญ (colonocytes) ได และความเขมขนของ cation ที่สูงขึน้ในลาํไสใหญนี้ อาจชวยควบคุม
อัตราการแบงตัวและการตายของเซลล (cell turnover) ไดดวย นอกจากนี้ยงัพบวา อินนูลินยังชวย
ปองกนัการเกดิมะเร็งลําไสใหญไดอีกดวย5,6 

 สําหรับประโยชนของ prebiotics นั้น พบวาชวยลดความเปนพิษตอยนี (antigenotoxicity)  ที่
เกิดจากน้ําอุจจาระ (ทาํใหเกิดการทาํลายของ DNA) วา เมื่อมีการนาํสารละลายสวนใสที่ไดจากการบม
เชื้อ probiotics รวมกับ prebiotics มาเลีย้ง HT29 human adenocarcinoma cells มีผลทาํใหเซลลนี้มี
ความตานทานตอน้ําอุจจาระไดมากขึ้น โดยเฉพาะเมื่อใช FOS, inulin, raftiline, raftilose และ actilight 
จะไดผลดีที่สุด และไดผลเล็กนอยเมื่อใช galacto-oligosaccharide และ maltodextrin7  

Bielecka M. และคณะ8 ไดรายงานการให oligosaccharides (prebiotics) ผสมในอาหาร และ
ใหแบคทีเรีย Bifidobacterium (probiotics) ที่มีชวีิตแกหนูเปนเวลา 14 วัน จากการทดสอบ in vitro 
พบวาหนูกลุมที่ใหเชื้อ probiotics มีปริมาณ Bifidobacterium เพิ่มข้ึน 18 สายพนัธุ จากทัง้หมด 30 
สายพนัธุ โดยสวนใหญ คือ B.longum และ B.animalis สวนหนูที่ให prebiotics พบวามีปริมาณ 
Bifidobacterium เพิ่มข้ึน 1.6 log cfu/g เมื่อเปรียบเทยีบกบักลุมควบคุม โดยเฉพาะ B.longum แตเมื่อ
ใหทัง้ prebiotics และ probiotics (synbiotic) รวมกนั กลับมีการเพิ่มข้ึนของ Bifidobacterium 1.4 log 
cfu/g เมื่อเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุม  

Bouhnik Y. และคณะ9 ไดรายงานผลของการให transgalacto-oligosaccharide กับ
อาสาสมัครทีม่ีสุขภาพดีจํานวน 8 คน เปนเวลา 21 วนั โดยใหวันละ 10 กรัม พบวาผูเขารวมการทดลอง
ทั้งหมดมีไฮโดรเจนออกมากบัลมหายใจลดลง และม ีBifidobacterium ในอุจจาระ (fecal) เพิ่มข้ึนอยาง
มีนัยสาํคัญ นอกจากนี้ยงัพบวาความสามารถในการหมักของจุลินทรียภายในลาํไสยังเพิ่มข้ึนดวย  

นอกจากการทดลองใน in vitro แลว ยงัมีการทดลองใน in vivo เพื่อนาํมาประยุกตใชกับ
อุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตวดวย เนื่องจากการใชยาปฏิชีวนะนั้น มีความสาํคัญมากในการจัดการ
อุตสาหกรรมสตัวปกจากฟารมมาสูการผลิตในโรงงาน พบวามกีารใชยาปฏิชวีนะเปนตวักระตุนการ
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เจริญเติบโตถึง 13.7 % ซึ่งผูเชี่ยวชาญดานสุขภาพไดกลาววาการใชยาปฏิชีวนะเปนตัวกระตุนนีอ้าจทาํ
ใหเกิดจุลินทรยีชนิดใหมที่ด้ือตอยานัน้ ๆ ได อีกทัง้โรคที่เกี่ยวกับลําไส (enteric disease) ก็ยงัเปน
สาเหตหุลักทีส่งผลตออุตสาหกรรมสัตวปก คือจะทาํใหอัตราการเจรญิเติบโตต่ํา มีการตายเพิ่มข้ึน และ
มีการปนเปอนของผลิตภัณฑ จึงไดมีการศึกษาการนาํ prebiotics และ probiotics มาใชมากขึ้น เพื่อ
ชวยปรับสภาวะภายในลําไส โดยพบวาการใช prebiotics หรือ probiotics อยางใดอยางหนึ่ง จะชวยให
ลักษณะตางๆ ของสัตวปกดข้ึีน โดยปราศจากการใชยาปฏิชีวนะ10 

 สําหรับการใช prebiotics ในประเทศไทยนั้น ไดมีการทดลองใช fructo-oligosaccharide จาก
เจรูซาเล็ม อาติโชค (Jerusalem artichoke) ผสมในอาหารใหสุกร เพือ่ลดกลิ่นเหมน็และแอมโมเนียของ
มูลสุกร โดยเปรียบเทียบระหวางสุกรที่ไดรับ fructo-oligosaccharide กับสุกรที่ไดรับอีเอ็มผสมน้ําดืม่
พบวา สุกรที่ไดรับ fructo-oligosaccharide เพยีงอยางเดียวสามารถลดปริมาณแอมโมเนยีไดเร็วจาก 
0.39 mg/kg เหลือ 0.28 mg/kg ในสัปดาหที่ 4 สวนสกุรที่ไดรับ fruco-oligosaccharide รวมกบัอีเอ็ม
ผสมน้ําดื่ม ปริมาณแอมโมเนียจะลดลงไดมากที่สุดจาก 0.39 mg/kg เหลือ 0.23 mg/kg ซึ่งปริมาณ
แอมโมเนยีทีว่ดัไดจากสุกรทัง้ 2 กลุมนอยกวาสกุรที่ไดรับอีเอ็มผสมน้าํดื่มเพยีงอยางเดียว นัน่คือ การให 
FOS ผสมในอาหารใหกับสุกรจะชวยลดกลิน่เหม็นและแอมโมเนยีของมลูสุกรได11,12 

 ในดานการวเิคราะหปริมาณอินนูลิน ถึงแมวาอนินูลินจะมีคุณสมบติัเปน dietary fiber แตวิธี
วิเคราะหทัว่ไปของ dietary fiber ไมเหมาะสมกับการวิเคราะหอินนูลิน เนื่องจากอินนูลินจะตกตะกอน
ในขั้นตอนการใชเอธานอล ดังนัน้จึงมีความพยายามทีจ่ะพัฒนาวิธวีิเคราะหที่จําเพาะกับอินนูลินหลาก
หลายวิธ ี การวิเคราะหปริมาณอินนูลินสวนใหญอาศยัหลักการการใชเอนไซม เชน inulinase เพือ่ยอย
อินนูลินใหกลายเปนหนวยน้ําตาลยอย เชน กลูโคส ฟรุตโตส และ ซูโครส และวัดปริมาณของน้าํตาล
หนวยยอยนัน้ดวยวิธีตางๆ เชน high performance anion-exchange chromatography with pulsed 
amperometric detection (HPAECC-PAD), การใช ρ-hydroxybenzoic acid (PAHBAH) เพื่อวัด 
reducing sugar, gas-liquid chromatography รวมทัง้ high performance liquid chromatography 
with refractive index detector (HPLC-RI) นอกจากนีย้ังมกีารใชสารตางๆ เชน resorcinol, anthrone, 
diphenylamine, indole-3-acetic acid เพื่อทาํใหเกดิปฏิกิริยาการเกิดสีกับฟรุตโตส แตปฏิกิริยาการ
เกิดสีเหลานี้มกัใหผลที่คลาดเคลื่อน และสารเคมีที่ใชอาจกอใหเกิดพษิอีกดวย  
 จากขอมูลที่กลาวมาขางตน แสดงใหเหน็ถงึศักยภาพของการนาํสารสกัดอินนูลินจากพืชมาใช
ประโยชนตางๆ รวมถึงการนํามาประยุกตใชในอาหารสัตว ในโครงการวิจัยนี้จึงมุงทีจ่ะศึกษาถึงการ
คัดเลือกพืชในประเทศทีม่ีศักยภาพเพื่อนาํมาเตรียมสารสกัดหยาบอินนูลิน   ซึง่อาจนาํมาใชสําหรับ
ทดแทนการใชยาปฏิชีวนะในอาหารสัตว ลดผลขางเคียงและการนําเขาของยาปฏิชีวนะ และชวย
สงเสริมการใชพืชสมนุไพรในประเทศใหเกิดประโยชนคุมคา  
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วัสดุและวธิีวจิัย 
1. ตัวอยางพืช 

ทําการเก็บตัวอยางพืชชนิดตางๆ โดยในเบื้องตนจะคดัเลือกพืชที่เคยมีรายงานในตางประเทศ
มาแลว รวมทัง้พืชชนิดอื่นๆ ที่มีในประเทศที่นาจะมีแนวโนมการสะสมสารอินนูลินอยู และเนนทีเ่ปนพชื
รับประทานได โดยในงานวิจัยนี้เก็บตัวอยางพืชทั้งหมด 17 ชนิด ไดแก แกนตะวนั (Hilanthus 
tuberosus; Asteraceae) กระเทียม (Allium sativum; Alliaceae) กระจับ (Trapa bicornis L.; 
Trapaceae) กลวย (Musa sapientum; Musaceae) กระทือ (Zingiber amaricans; Zingiberaceae) 
กลอย (Dioscorea hispida; Dioscoreaceae) ขนนุ (Artocarpus heterphyllus Lam; Moraceae) มัน
แกว (Ipomoea batatas L.; Convolvulaceae) มันมือเสือ (Dioscorea esculenta; Dioscoreaceae)  
มันฝร่ัง (Solanum tuberosum; Solanaceae) เผือก (Colocasia esculenta; Araceae) ฝร่ัง (Psidium 
guajava; Myrtaceae)  หอมแดง (Allium cepa L. cv group aggregatum; Alliaceae) หอมใหญ 
(Allium cepa L. cv group cepa; Alliaceae) แหว (Cyperus tuberosus; Cyperaceae) สามสบิ 
(Asparagus racemosus; Asparagaceae) และสาค ู(Maranta arundinacea L.; Marantaceae)  
2. ข้ันตอนวิธวีจิัย 

2.1 การศึกษาวิธีการตรวจสอบสารอินนูลินในเบื้องตนทีม่ีอยูในพืช 
2.1.1 ศึกษาการตรวจสอบอินนูลินในเบื้องตนโดยใชวธิีการสองกลองจลุทรรศน เพื่อใช

ในการคัดกรองพืชสมนุไพรชนิดตางๆ โดยนํามาพืชสดยอมเซลลดวย α-napthol ใน ethanol และ 
sulphuric acid ถาพืชมีอินนูลินสะสมอยูจะปรากฏผลกึสีแดงอมมวงและจะคอยๆ หายไป โดยทาํการ
เปรียบเทยีบกบัผงมาตรฐานอินนูลิน ซโูครส กลูโคส ฟรุตโตส ถายภาพบันทกึไว 

2.1.2 ศึกษาการตรวจสอบอินนูลินในเบื้องตนโดยใชวธิี Thin Layer Chromatography 
(TLC) โดยเปรียบเทียบ spot ของน้ําตาลฟรุกโตสกอนและหลงัทาํปฏิกิริยาพืชดวยเอนไซมอินนูลินเนส 
(inulinase) ซึ่งมีข้ันตอนดงันี ้

1. นําสารสกัดพชืแตละชนิดทีม่ีความเขมขน 1% มา 1 ml ผสมกับเอนไซมอินนูลินเนส ใน 
phosphate buffer pH 4.5  

2. สารละลายที่ไดนําไป incubate ที่อุณหภมูิ 60°C เปนเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยการ
ตมเปนเวลา 15 นาท ี

3. นําสวนใสที่ไดมา spot เทียบกับสารสกัดกอนทําปฏิกิริยากับเอนไซม บนแผน TLC จากนั้น 
develop ดวยระบบนาํพา acetone:water ในอัตราสวน 9:1 แลวใช spraying reagent 
10% sulfuric acid เปาลมรอนที่ 100°C จนเกิดสี เปรียบเทยีบ spot กับน้าํตาลมาตรฐาน 
(ฟรุกโตส และกลูโคส) 

 



 11

2.2 การเตรียมสารสกัดอินนูลินจากพืช เพื่อใชในการวจิัยในขั้นตอนการทดสอบเชือ้และการ
วิเคราะหปริมาณอินนูลินดวยวิธ ีHPLC 

นําพืชแตละชนิดมาลางดวยน้ําสะอาด ตัด และบดใหละเอียด ทาํการสกัดดวยน้ํารอน โดยใช
สัดสวนพชืตอน้ํารอนในอัตราสวน 1:1 โดยแชผงพืชในน้ําอุณหภูมิ 80°C เปนเวลา 1 ชัว่โมง และ ตมตอ
จนเดือดเปนเวลา 5 นาท ี จากนั้นกรองผานสาํลีเพื่อแยกสิ่งสกปรกออก นําสวนสกัดที่ไดไป lyophilize 
ทําใหแหง ชัง่น้ําหนกั คํานวณ % yield ของสารสกัดที่ได  

 
2.3 ศึกษาการวิเคราะหเปรียบเทียบปริมาณอินนูลินในสารสกัดจากพืชสมุนไพร 
ทําการวิเคราะหปริมาณอนินลิูนในพืชสมนุไพรที่เลือก โดยการใชเทคนิคการวเิคราะหที่อางองิ

จาก Lingyun, W., et al. Journal of Food Engineering, 2007, 79; 1087-1093 ซึ่งวิเคราะหปริมาณ
อินนูลินโดยหาผลตางระหวางปริมาณคารโบไฮเดรตทั้งหมดกับปริมาณ reducing sugar และการใช
เทคนิคการวิเคราะหดวย High Performance Liquid Chromatography (HPLC) เพื่อเปรียบเทียบ
ปริมาณอินนูลินในพืชแตละชนิด โดยแตละวิธีมีข้ันตอนโดยละเอียดดังนี ้

2.3.1 การวิเคราะหปริมาณอินนูลินโดยปฏิกิริยาการเกิดสีโดยหาผลตางระหวาง
ปริมาณคารโบไฮเดรตทั้งหมดกับปริมาณ reducing sugar 
2.3.1.1 การวิเคราะหปริมาคารโบไฮเดรตทั้งหมดโดยวิธ ีPhenol-sulfuric 
acid assay 

ข้ันตอนการทดลอง 
 1. เตรียม calibration curve ดวย 1 mg/L หรือ 0.1% sugar standard (inulin std.) ในน้ํากลั่น 
ทําการ aliqout ใหไดในชวง 5-50 µl และเติม 4%phenol ปริมาตร 500 µl และ 2.5 ml ของ 96% 
sulfuric acid ลงใน หลอดทดลองขนาด 10 ml 
 2. นาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง UV spectrophometer ที่ความยาวคลืน่ 490 nm  
 3. สําหรับสารสกัดจากพืชสามารถทาํการวิเคราะหปริมาณของน้าํตาลรวมทั้งหมดไดดังนี้คือ 
เติม 1% สารละลายตัวอยางในปริมาตร 1 µl ลงในหลอดทดลองขนาด 10 ml หลงัจากนัน้เติม 500 µl 
ของ 4%phenol ปริมาตร 500 µl และ 2.5 ml ของ 96% sulfuric acid ตามลําดบั เมื่อสารละลายทาํ
ปฏิกิริยาเสร็จส้ินโดยสมบูรณแลว สารละลายจะเปลี่ยนสีจากไมมีสีเปนสีเหลืองอมสม นาํไปวดัคาการ
ดูดกลืนแสงดวยเครื่อง UV spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 490  nm  
 4. คํานวณปรมิาณคารโบไฮเดรตทั้งหมดของสารสกัดจากพืช 
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2.3.1.2 การวิเคราะหปริมาณ Reducing sugar โดยวิธี 3,5-Dinitrosalicylic 
acid colorimetric assay 

ข้ันตอนการทดลอง 
 1. เตรียม calibration curve ดวย 1 mg/L sugar standard (fructose std.) ในน้าํกลั่นทําการ 
aliquot ใหไดในชวง 0.2-2.4 ml ลงใน หลอดทดลองขนาด 10 ml จากนัน้ทาํการเติมสารละลายดังที่
แสดงในตารางดังนี ้

หลอดทดลอง 
(ปริมาตรสุทธ ิ 6 ml) 

ปริมาตรของสารละลาย
มาตรฐาน (ml) 

ปริมาตรของน้าํ 
(ml) 

ปริมาตรของ DNS reagent 
(ml) 

Blank 0 3.0 3.0 
1 0.2 2.8 3.0 
2 0.4 2.6 3.0 
3 0.6 2.4 3.0 
4 0.8 2.2 3.0 
5 1.0 2.0 3.0 
6 1.2 1.8 3.0 
7 1.4 1.6 3.0 
8 1.6 1.4 3.0 
9 1.8 1.2 3.0 
10 2.0 1.0 3.0 
11 2.2 0.8 3.0 
12 2.4 0.6 3.0 

 2. ใหความรอนสารละลายทีอุ่ณหภูมิ 90°C เปนเวลา 5-15 นาทีจนสารละลายเปลี่ยนเปนสี
น้ําตาลแดง 
 4. เติม 1 ml ของ 40% potassium sodium tartrate solution (Rochelle salt) เพื่อใหสีคงตัว 
 5. ทาํใหเย็น แลวนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง UV spectrophotometer ที่ความยาว
คลื่น 560 nm 
 6. สําหรับสารสกัดจากพืชเตมิสารตางๆ ตามปริมาตรดังตารางดังนี ้

หลอดทดลอง 
(ปริมาตรสุทธ ิ 6 ml) 

ปริมาตรของสารละลาย
ตัวอยาง 0.1 % (ml) 

ปริมาตรของน้าํ 
(ml) 

ปริมาตรของ DNS reagent 
(ml) 

Test 0.001 3.0 3.0 



 13

 จากนั้นทําการทดลองตามขอ 2-5 
 7. คํานวณปรมิาณ reducing sugar ของสารสกัดจากพืช 
จากนั้นคาํนวณคํานวณหาปริมาณอินนูลินในสารสกัดจากพชื โดยใชสูตรการคํานวณดังนี ้
  

 Inulin content      =  Total carbohydrate – Reducing sugar 
 

Inulin extraction yield (%)         = (Inulin content x volume of extraction liquid or 
mass of extract powder) x 100 

 
2.3.2 การวิเคราะหปริมาณอินนูลินดวย HPLC 
ทําการวิเคราะหปริมาณอนินลิูนดวยวิธี HPLC โดยใชหลกัการวัดปริมาณน้ําตาลฟรุก

โตส เปรียบเทยีบกอนและหลังไฮโดรไลสดวยเอนไซมอินนูลินเนส โดยสภาวะในการวิเคราะหมีดังนี ้
 Column: Hypersil APS2-C18 (250 x 4.6 mm, 5 µm) 
 Mobile Phase: Acetonitrile:Water (25:75) 
 Flow rate: 0.5 ml/min 
 Detector: Refractive index 

2.3.2.1 การเตรียม Calibration curve 
ชั่งสารมาตรฐานน้ําตาลซูโครสละลายในน้าํเตรียมเปน stock solution จากนัน้เตรียม 

calibration work solution โดยเจือจาง stock solution ใหไดความเขมขนในชวง 0.02-2 mg/ml  
2.3.2.2 การเตรียมสารสกัดพืช 

เตรียมสารสกดัจากพืชใหไดความเขมขน 1% w/v นําไปกรองผานเมมเบรน 0.45 µm 
กอนนําไปวิเคราะหดวย HPLC 

2.3.2.3 การตรวจสอบความถกูตองของวิธีวเิคราะหดวย HPLC (Validation 
of the method) 

ทําการตรวจสอบวิธีวิเคราะหดวย HPLC โดยดูผลจากคา calibration curve, 
specificity, repeatability   
 

2.4 ทดสอบผลของสารสกัดอนินูลินตอการเจริญของเชื้อ Bifidobacteria และ Lactobacilli 
ในการศึกษาผลของสารสกัดอินนูลินตอเชือ้ probiotics นั้น จะทําการผสมสารสกัดจากพืชที่ได

ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่จาํเพาะตอแบคทีเรียแตละชนิด โดยจะใช BSM broth สําหรับ Bifidobacteria และ 
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MRS broth สําหรับ Lactobacilli ซึ่งจะตองควบคุมความเปนกรด-ดาง ใหอยูในชวง pH 6.8  จากนั้นทํา
การเพาะเชื้อแตละชนิด และทําการเก็บตัวอยางในชวงเวลาที ่0, 24, 48, 72, 96 และ 120 ชั่วโมง  
 ในการทดลองมีการปรับเปลีย่นสภาวะตางๆ เพื่อใหเหมาะสมกับการเจริญของเชื้อ probiotics 
โดยในขั้นตอนการทดลองแรกๆ จะใชสารมาตรฐาน inulin ในการทดลองเพื่อดูสภาวะการทดสอบที่
เหมาะสม รายละเอียดและผลการทดลอง ดังตอไปนี ้

2.4.1 ทดสอบผลของสารมาตรฐานอนินลิูนตอการเจรญิของเชื้อ Lactobacilli สาย
พันธุตางๆ 

  โดยในขั้นตอนนี้จะทําการทดสอบผลของสารมาตรฐานอินนูลินตอเชือ้ Lactobacilli ทั้ง
ในสภาวะที่มอีากาศและไมมีอากาศ และผลของแหลงคารบอนตางๆ ที่จะมีผลตอการเจริญของเชือ้ โดย
ทําการเปรียบเทียบเมื่อใชปริมาณของสารมาตรฐานอนินูลินตางๆ กัน ดังนี ้

2.4.1.1 ในสภาวะ anaerobic (มี paraffin) นับจํานวนเชื้อโดยวดัคา OD 
Microorganisms: Lactobacillus plantarum ATCC 14917 
   Lactobacillus plantarum No. 4 
   Lactobacillus sp. Pro.5 
   Lactobacillus sp. Pro.23 
Inulin:   สารมาตรฐาน ใสในปริมาณ 0%, 1%, 2%, และ 4% 
ข้ันตอนการทดลอง 

1. เลี้ยงเชื้อจลิุนทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 1-2 วัน ใน
สภาพ anaerobic 

2. ปรับคา OD ของแตละเชื้อใหมีคาเทากับ 0.1 ที่ λ 590 nm  
3. ใสสารละลายปริมาตร 200 µl ซึ่งประกอบดวย อาหารเลี้ยงเชื้อ 125 µl เชื้อ 25 µl และ

พาราฟน 50 µl ลงใน 96 well microtiter plate โดยอาหารเลี้ยงเชือ้จะมีสวนผสมของสารอินนลิูน อยู
ปริมาณ 0%, 1%, 2%, และ 4% 

4. ทําการนับจาํนวนเชื้อแตละชนิดโดยวัดคา optical density ที่ 590 nm 
2.4.1.2 ในสภาวะ aerobic ไมมี paraffin นับจํานวนเชื้อโดยนับจาํนวน 
colony 

Microorganisms: Lactobacillus plantarum ATCC 14917 
   Lactobacillus plantarum No. 4 
   Lactobacillus sp. Pro.5 
   Lactobacillus sp. Pro.23 
Inulin:   สารมาตรฐาน ใสในปริมาณ 0%, 1%, 2%, และ 4% 
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ข้ันตอนการทดลอง 
1. เลี้ยงเชื้อจลิุนทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 1-2 วัน ใน

สภาพ anaerobic 
2. ปรับคา OD ของแตละเชื้อใหมีคาเทากับ 0.1 ที่ λ 590 nm  
3. ใสสารละลายปริมาตร 250 µl ซึ่งประกอบดวย อาหารเลี้ยงเชื้อ 200 µl เชื้อ 50 µl ลงใน 96 

well microtiter plate โดยอาหารเลี้ยงเชื้อจะมีสวนผสมของสารอินนูลินอยู 0%, 1%, 2%, และ 4% 
4. ทําการ dilution สารละลายใหอยูในชวง 10-3-10-5 นําสารละลายมา spread plate โดยคิด

เปนนาทีที ่0 
5. ทาํเชนเดียวกับขอ 4 ในทกุๆ 24, 48, 72, 96 และ 120 hr.  
6. นับจาํนวน colonies เชื้อที่เจริญบน agar plate บันทกึผล 

2.4.1.3 ศึกษาแหลงคารบอนทีเ่ชื้อตองการใช  
Microorganisms: Lactobacillus plantarum ATCC 14917 
   Lactobacillus plantarum No. 4 
   Lactobacillus sp. Pro.5 
   Lactobacillus sp. Pro.23 
แหลงคารบอน:  2% glucose, inulin, lactose, dextrose 
ข้ันตอนการทดลอง 

1. เลี้ยงเชื้อจลิุนทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 1-2 วัน ใน
สภาพ anaerobic 

2. ปรับคา OD ของแตละเชื้อใหมีคาเทากับ 1.0 ที่ λ 590 nm  
3. เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 100 µl นําไป autoclave ที่ 121°C เปนเวลา 15 นาท ี
4. เติมแหลงคารบอนแตละชนิดในปริมาตร 2 µl คิดเปน 2% 
5. บมเชื้อ 7 วนั ระหวางนั้นดึงน้ําหมกัมาวิเคราะหโดยวดั 
 1) คา OD  

2) นับจํานวนเชื้อโดยนับจาํนวน colonies 
 3) คา pH 

2.4.2 ทดสอบผลของสารสกดัอินนูลินจากสมุนไพรตอการเจริญของเชือ้ Lactobacilli 
  เพื่อศึกษาถงึผลของสารสกัดจากพืชชนิดตางๆ เพื่อหาปริมาณความเขมขนที่เหมาะสม
ที่มีผลตอการเจริญของเชื้อ probiotics  
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2.4.2.1 ทดสอบกับสารสกัดจากกระเทียมและเม็ดขนุนซึง่จากผลการวิจยัใน
เบื้องตนคาดวาจะมีอินนูลินอยู 

Microorganisms: Lactobacillus plantarum ATCC 14917 
   Lactobacillus plantarum No. 4 
สารสกัด:  ปริมาณ 0, 2, 4, และ 6% 
ข้ันตอนการทดลอง 

1. เลี้ยงเชื้อจลิุนทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 1-2 วัน ใน
สภาพ anaerobic 

2. ปรับคา OD ของแตละเชื้อใหมีคาเทากับ 1.0 ที่ λ 590 nm  
3. เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 50 µl นาํไป autoclave ที่ 121°C เปนเวลา 15 นาท ี
4. เติมสารสกดัจากกระเทียมและเม็ดขนนุในอัตราสวน 0, 2, 4, และ 6% ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
5. เติมเชื้อลงไป 0.5 ml บมเชื้อ 7 วัน ระหวางนัน้ดงึน้าํหมักมาวิเคราะหโดยวัดคา optical 

density 
2.4.2.2 ปรับสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อโดยเตรียมขึ้นเอง เติมแหลงคารบอนอินนูลิน
แทนที่ dextrose 

Microorganisms: Lactobacillus plantarum ATCC 14917 
   Lactobacillus plantarum No. 4 
   Lactobacillus sp. Pro.23 
แหลงคารบอน:  อินนูลิน ปริมาณ 0, 1, 2, และ 4% 
Media: (g/L) 
 Inulin   10.0/20.0/40.0 g 
 Peptone  10.0 g 
 Beef extract  8.0  g 
 Sodium lactate  5.0 g 
 Yeast extract  4.0 g 
 Dipotassium phosphate 2.0 g 
 Tween 80  1.0 g 
 Ammonium acetate 2.0 g 
 MnSo4.H2O  0.05 g 
 Mg.So4.7H2O  0.2 g 
 



 17

ข้ันตอนการทดลอง 
1. เลี้ยงเชื้อจลิุนทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อทีเ่ตรียมขึ้นเอง ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 1-2 วนั ใน

สภาพ anaerobic 
2. ปรับคา OD ของแตละเชื้อใหมีคาเทากับ 1.0 ที่ λ 590 nm  
3. เตรียมสารละลายปริมาตร 275 µl ประกอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ 250 µl และเชือ้ทดสอบ 25 

µl โดยอาหารเลี้ยงเชื้อมีอินนลิูนผสมอยู 0, 1, 2, และ 4% 
3. บมเชื้อ 7 วนั ระหวางนั้นดึงน้ําหมกัมาวิเคราะหโดยวดัคา optical density 

2.4.2.3 ผลการทดสอบเมื่อใชสารสกัดอินนูลินจากสมุนไพรเปนแหลงคารบอน 
โดยใชสูตรอาหารเตรียมขึน้เอง 

Microorganisms: Lactobacillus plantarum ATCC 14917 
   Lactobacillus brevis ATCC14869 

Bifidobacterium sp. 
แหลงคารบอน:  สารสกัดอินนลิูนจากสมุนไพรแตละชนิด ปริมาณ 0, 1, 2, 4% 
Media: (g/L) 
 Plant extract  10.0/20.0/40.0 g 
 Peptone  10.0 g 
 Beef extract  8.0  g 
 Sodium lactate  5.0 g 
 Yeast extract  4.0 g 
 Dipotassium phosphate 2.0 g 
 Tween 80  1.0 g 
 Ammonium acetate 2.0 g 
 MnSo4.H2O  0.05 g 
 Mg.So4.7H2O  0.2 g 
ข้ันตอนการทดลอง 

1. เลี้ยงเชื้อจลิุนทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อทีเ่ตรียมขึ้นเอง ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 1-2 วนั ใน
สภาพ anaerobic 

2. ปรับคา OD ของแตละเชื้อใหมีคาเทากับ 1.0 ที่ λ 590 nm  
3. เตรียมสารละลายปริมาตร 275 µl ประกอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ 250 µl และเชือ้ทดสอบ 25 

µl โดยอาหารเลี้ยงเชื้อจะมีแหลงคารบอนตางๆกนั ผสมอยู 2% 
3. บมเชื้อ 2-3 วนั ระหวางนัน้ดึงน้ําหมักมาวิเคราะหโดยวัดคา optical density 



 18

2.5 ทดสอบผลของเชื้อ Bifidobacteria และ Lactobacilli ที่เพาะเลีย้งในอาหารผสมสารสกัด
อินนูลินตอแบคทีเรียกอโรค 

ทําการทดสอบโดยเพาะเลีย้ง Bifidobacteria และ Lactobacilli ใน MRS agar ทีผ่สมสารสกัด
อินนูลิน จากนั้นเททับดวย TSA medium ที่ผสมเชื้อ E.coli, S.aureus, S.typhimurium ทาํการบมเพาะ
ตอและดูผลการยับยัง้เชื้อทดสอบเหลานีท้ี่ 24 ชั่วโมง เทียบกับ Bifidobacteria และ Lactobacilli ที่
เพาะเลี้ยงใน MRS agar ทีป่ราศจากสารสกัดอินนูลิน 

2.5.1 การเตรียมน้าํเลี้ยงเชือ้เขมขน 
 ข้ันตอนการทดลอง 

1. ทาํการเพาะเลี้ยงเชื้อ Lactobacillus plantarum ATCC 14917 และ Bifidobacterium 
longum ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS บมไวเปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 
             2. นาํเชื้อทัง้ 2 ชนิด ที่ปรับระดับความขุนที่ OD600 = 0.1 เลีย้งลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปราศจาก
แหลงน้ําตาลอื่น โดยเติมสารสกัดหยาบจากพืชเขาไปแทนที่ในอัตราสวน 2 เปอรเซ็นต และใช Inulin 
standard (อินนูลินมาตรฐาน) เปนสารควบคุม พืชเหลานี้ไดแก 
   - Tripe (สามสิบ) 
   - Artichoke (แกนตะวนั) 
   - Guava (ฝร่ัง) 
   - Yam bean (มันแกว) 
   - Onion (หอมหัวใหญ) 

3. จากนั้นนาํน้าํเลี้ยงที่ไดไปทําการปนเหวี่ยง เพื่อแยกเอาเซลลของเชื้อออกที่ความเร็วหมนุ
เหวีย่ง 10000 rpm เปนเวลา 15 นาท ีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

4.  ทําการเกบ็สวนใสไว และนําไปทําใหเขมขนเปน 5 เทา ดวยเครื่อง speed vacuum เปน
เวลา 1.5 ชั่วโมง ที่อุณหภูมตํ่ิา จากนั้นเกบ็สวนใสที่ไดทั้งหมดไวที่อุณหภูมิ 4องศาเซลเซียส เพือ่รอการ
ทดสอบตอไป 

 
  2.5.2 การทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อโดยวิธ ีAgar well diffusion method 
 ข้ันตอนการทดลอง 
 1.  ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อ E. coli ATCC 25922 และ S. aureus ATCC 25923 ในอาหารเลี้ยง
เชื้อ TSB ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง พรอมทัง้เขยา 
 2.  ปรับระดับความขุนของเชื้อใหได OD600 = 0.1 
 3.  นําเชื้อนี้ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA ที่เตรยีมไวแลว ผ่ึงทิ้งไวประมาณ 10-15 นาที 
แลวทําการเจาะหลมุลงบน plate 
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 4.   เติมสวนใสที่เตรียมไดจากขอ 1.1 ปริมาตร 90 ไมโครลิตร/หลุม 
 5.  นํา plate ไปบมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 6.  วัดผล clear zone ที่ปรากฏ พรอมทัง้บันทกึผล 
 หมายเหต ุ : Control คือ เชื้อ L. plantarum ATCC 14917 หรือ เชือ้ B. longum ที่เพาะเลีย้ง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากการเติมสารสกัดหยาบ 
   2.5.3 การทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อโดยวิธ ีMicrotiter plate assay 
 ข้ันตอนการทดลอง 
 1.  ทาํการเพาะเลี้ยงเชื้อ E. coli และ S. aureus ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB เปนเวลา 18 
ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พรอมทั้งเขยา 

2.  เติมสารตางๆใหมปีริมาตรสุทธิเทากับ 200 ไมโครลิตร/หลุม ซึ่งประกอบดวย อาหารเลี้ยง
เชื้อ TSB เชื้อที่ระดับความขุน OD600 = 0.1 และสวนใสที่ไดจากขอที่ 1.1 ลงใน 96 well microtiter 
plate  

3.  นํา 96 well microtiter plate ไปบมเปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 
 4.  เมื่อครบกําหนดเวลาแลว ใหนําไปวัดการเจริญของเชื้อที่ OD600  

 5. ทําการ spread plate เพื่อคํานวณหาการเจริญของเชื้อเปน cfu/ml ที่ระดับการเจือจางที่
เหมาะสม 
  - บันทึกผลการทดสอบ  
 

2.6 การศึกษาเทคนิคการเตรียมสารสกัดอินนลิูน และสภาวะที่ใชในการเตรียมสารสกัดที่
เหมาะสมจากพืชสมนุไพร 

จากการคัดกรองพืชจากวิธีวจิัยในขอ 2.3-2.5 เลือกพชืทีใ่หปริมาณอินนูลินที่ดีที่สุดและมีผลตอ
การเจริญของเชื้อ probiotics และมีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรค มาศึกษาวิธกีารเตรียมสารสกัด
อินนูลินและสภาวะที่เหมาะสม โดยจะทําการศึกษาถึงขัน้ตอนการสกดัโดยใชน้ํา ไมอาศัยตัวทําละลาย
อินทรียซึง่อาจจะมีผลในการเตรียมเปนสารสกัดสําหรับอาหารสัตว ศึกษาเปรียบเทยีบการเตรียมสาร
สกัดดวยน้าํทีอั่ตราสวนตางๆ อุณหภูมิ ระยะเวลาตางๆ ข้ันตอนการกรองเพื่อขจัดสิ่งปนเปอน เชน สาร
โมเลกุลใหญพวกโปรตีน เพคติน ดวยวสัดุกรองชนิดตางๆ เพื่อใหไดสภาวะทีเ่หมาะสมใหไดปริมาณสาร
สกัดอินนูลินทีดี่ที่สุด ซึ่งมีรายละเอียดดังนี ้

2.6.1. ศึกษาผลของอัตราสวนน้ําตอปริมาณพืชทีน่ํามาสกัด 
ข้ันตอนการทดลอง 

1. นําพืชมาลางดวยน้าํสะอาด ตัด และบดใหละเอียด ชั่งน้าํหนัก ทําการสกัดดวยน้ํารอน โดย
ใชสัดสวนพชืตอน้ํารอนในอตัราสวน 1:1, 1:2, 1:3 และ 2:1 
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2. นาํพืชในน้าํรอนแตละอตัราสวนมาแชตอในน้ําอุณหภูมิ 80°C เปนเวลา 1 ชัว่โมง และตมตอ
จนเดือดเปนเวลา 5 นาท ี จากนั้นกรองผานสาํลีเพื่อแยกสิ่งสกปรกออก นําสวนสกัดที่ไดไป lyophilize 
ทําใหแหง  

3. เตรียมสารสกัดพืชใหมคีวามเขมขน 1% นํามา 1 ml ผสมกับเอนไซมอินนูลินเนส ใน 
phosphate buffer pH 4.5  

4. สารละลายที่ไดนําไป incubate ที่อุณหภูมิ 60°C เปนเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยการ
ตมเปนเวลา 15 นาท ี

5. วิเคราะหปริมาณอินนูลินดวย HPLC เปรียบเทียบการใชปริมาณน้าํตอพืชในอัตราสวนตางๆ 
 
 2.6.2 ศึกษาผลของอุลตราซาวดในการชวยสกัด (Ultrasound-assisted extraction) 

ข้ันตอนการทดลอง 
1. นําพืชมาลางดวยน้าํสะอาด ตัด และบดใหละเอียด ชั่งน้าํหนัก ทําการสกัดดวยน้ํารอน โดย

ใชสัดสวนพชืตอน้ํารอนในอตัราสวน 1:1 
2. แชพืชใน ultrasound cleaning bath พรอมต้ังอุณหภูมิ 80°C จากนัน้ sonicate เปนเวลา

ตางๆ คือ 15, 30, 45 และ 60 นาที  
3. พืชที่ผานการ sonicate แตละชุด นํามาตมตอจนเดือดเปนเวลา 5 นาท ี จากนั้นกรองผาน

สําลีเพื่อแยกสิง่สกปรกออก นําสวนสกัดทีไ่ดไป lyophilize ทําใหแหง  
4. เตรียมสารสกัดพืชใหมคีวามเขมขน 1% นํามา 1 ml ผสมกับเอนไซมอินนูลินเนส ใน 

phosphate buffer pH 4.5  
5. สารละลายที่ไดนําไป incubate ที่อุณหภูมิ 60°C เปนเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยการ

ตมเปนเวลา 15 นาท ี
6. วิเคราะหปริมาณอินนูลินดวย HPLC เปรียบเทียบการใชการ sonicate ชวงระยะเวลาตางๆ 
 
 2.6.3 ศึกษาผลของวัสดุกรอง 

ข้ันตอนการทดลอง 
1. นําพืชมาลางดวยน้าํสะอาด ตัด และบดใหละเอียด ชั่งน้าํหนัก ทําการสกัดดวยน้ํารอน โดย

ใชสัดสวนพชืตอน้ํารอนในอตัราสวน 1:1 
2. นําพืชในน้าํรอนมาแชตอในน้าํอุณหภูม ิ 80°C เปนเวลา 1 ชัว่โมง และตมตอจนเดือดเปน

เวลา 5 นาท ีจากนั้นกรองผานสาํลีเพื่อแยกสิ่งสกปรกออก แลวผานวสัดุกรองตางๆ ดังนี้ กระดาษกรอง
ขนาด 0.45 µm, activated charcoal และ celite 

3. นาํสวนสกดัที่ไดไป lyophilize ทําใหแหง  
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4. เตรียมสารสกัดพืชใหมคีวามเขมขน 1% นํามา 1 ml ผสมกับเอนไซมอินนูลินเนส ใน 
phosphate buffer pH 4.5  

5. สารละลายที่ไดนําไป incubate ที่อุณหภูมิ 60°C เปนเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยการ
ตมเปนเวลา 15 นาท ี

6. วิเคราะหปริมาณอินนูลินดวย HPLC เปรียบเทียบการใชวัสดุกรองชนิดตางๆ 
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ผลการวิจัย 
3.1 ผลการศึกษาวธิีการตรวจสอบสารอินนูลินในเบื้องตนที่มีอยูในพืช 

3.1.1 ผลการศึกษาการตรวจสอบอินนูลินในเบื้องตนโดยใชวิธีการสองกลองจุลทรรศน 
จากการคัดกรองพืชสมนุไพร 17 ชนิดเบื้องตน โดยใชวิธีการยอมเซลลพืชดวย α-

napthol in ethanol และ sulphuric acid แลวสองกลองจุลทรรศน ซึง่ถาพชืมีอินนูลินสะสมอยูจะ
ปรากฏผลึกสแีดงอมมวงดังแสดงในรูปที ่ 2 ซึ่งเปนผลึกจากแกนตะวนั ซึง่สีแดงอมมวงที่เห็นนี้จะคอยๆ 
หายไป โดยทําการเปรียบเทียบกับผงมาตรฐานอินนูลิน ผงซูโครส กลูโคส ฟรุตโตส ซึ่งจากผลการ
ทดลองในเบื้องตนพบวาพืชที่ที่ใหผลึกสีแดงอมมวง ไดแก แกนตะวนั กระเทียม หอมใหญ หอมแดง มนั
ฝร่ัง แหว กลวยหอม มันแกว เม็ดขนนุ กระจับ ฝร่ัง สามสิบ และกระทือ ผลการสองผลกึดวยกลอง
จุลทรรศนและการสกัดพืชแตละชนิดตามวิธีการวิจัยขอ 2.2 ได % yield ดังตารางที่ 2 และรูปที่ 21 

 
ตารางที่ 2 ผลการตรวจสอบอินนูลินดวยกลองจุลทรรศนและ % yield ของพืชทัง้ 17 ชนิด 

ชนิดพืช สวนของพืชที่
นํามาทดลอง 

ผลการสองกลอง 
ดูผลึกอินนูลิน 

น้ําหนกัแหงหลัง
ทํา lyophilize (g) 

% yield 

1. แกนตะวนั หัว  14.86 19.79 
2. กระเทียม หัว  54.44 12.86 
3. มนัฝร่ัง หัว  14.31 3.58 
4. หอมใหญ หัว  20.31 5.08 
5. หอมแดง หัว  20.85 5.21 
6. แหว หัว  14.40 3.60 
7. กลวยหอม ผล  13.65 3.41 
8. มนัแกว หัว  14.08 3.52 
9. ขนนุ เม็ด  40.12 10.03 
10. กระจับ หัว  49.81 12.45 
11. เผือก หัว  52.24 13.04 
12. ฝร่ัง ผล  14.87 3.72 
13. สามสิบ ราก  7.66 10.21 
14. กลอย หัว  17.97 4.49 
15. สาค ู ราก  13.65 3.41 
16. กระทือ หัว  2.75 7.86 
17. มันมือเสือ หัว  20.33 5.08 
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      X 400                 X 1000 
รูปที่ 2  เซลลของแกนตะวนั กอน (A) และหลัง (B) ยอมดวย α-napthol และ sulfuric acid           
  3.1.2 ผลการศึกษาการตรวจสอบอินนูลินในเบื้องตนโดยใชวิธ ีTLC 

 จากผลการทดลองพบวาเมื่อตรวจสอบดวย TLC เปรียบเทยีบ spot ของ fructose 
กอนและหลังใชเอนไซมอินนลิูนเนสในพชืแตละชนิด โดยใช silica gel F254 เปน stationary phase 
และใช acetone:water ในอัตราสวน 9:1 เปน mobile phase พบวาสารสกัดจากรากสามสิบและหัว
แกนตะวนัใหผลที่ชัดเจนกวาสารสกัดจากพืชชนิดอืน่ๆ แตอยางไรก็ตาม spot ของสารสกัดบางชนิดยัง
ไมชัดเจน อาจเนื่องมาจากปริมาณสารสําคัญที่มีอยูนอย นอกจากนี้ระบบตัวทาํละลายเคลื่อนทีย่ังไม
สามารถแยก spot ของ glucose และ fructose ไดชัดเจน ผลดังรูปที ่3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3  TLC pattern ของสารสกัดจากพชืกอนและหลงัทาํปฏิกิริยากบัเอนไซมอินนลิูนเนส 

    A     B    1     2     3     4     5     6    7   8     9   10  11  12  F   G 

Fructose

Glucose

Fructose

Glucose

  A     B  13    14   15    16  17  18  19   20  21  22  23  24   F   G 

A B 
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*A - Inulin Standard, B - Inulin Standard+Inulinase, F - Fructose, G - Glucose 
1- ฝร่ัง 2 – ฝร่ัง+Inulinase 3 - แกนตะวัน 4 - แกนตะวัน+Inuliase 5 – สามสิบ 6 - สามสิบ+Inulinase 7 – สาคู 8- 
สาคู+Inulinase 9- มันแกว 10- มันแกว+Inulinase 11- แหว 12- แหว+Inulinase 13- เผือก 14-เผือก+Inulinase 
15- ขนุน 16- ขนุน+Inulinase 17- กระทือ 18- กระทือ+Inulinase 19- กลอย 20- กลอย+Inulinase 21 หัวหอม 22- 
หัวหอม+Inulinase 23- หอมแดง 24- หอมแดง+Inulinase 25- กระจับ 26- กระจับ+Inulinase  

 
3.2 ผลการศึกษาการวิเคราะหเปรียบเทียบปรมิาณอินนูลินในสารสกัดจากพืชสมนุไพร 
การวิเคราะหปริมาณอินนูลินสามารถกระทําไดหลายวิธ ีในการวิจัยนี้ คณะผูวิจัยไดเลือกวิธีการ

วิเคราะหแบบงาย คือการใชเทคนิคปฏิกิริยาการเกดิสีเพื่อวิเคราะหหาปริมาณคารโบไฮเดรตทั้งหมด
และปริมาณ reducing sugar เพื่อใชในการคํานวณหาปริมาณอินนูลินในพืช ซึง่อางอิงจาก Lingyun, 
W., et al. Journal of Food Engineering, 2007, 79; 1087-1093 ซึง่วิธีนีเ้ปนวิธทีี่งายและทําไดรวดเร็ว 
แตอยางไรก็ตามการวิเคราะหปริมาณอาจมีความคลาดเคลื่อนไดเนื่องความจาํเพาะนอย ดังนัน้
คณะผูวิจัยจงึไดทําการวิเคราะหดวยเทคนคิ HPLC อีกวิธีหนึ่ง โดยใชหลกัการวเิคราะหปริมาณ
น้ําตาลฟรุกโครสเปรียบเทียบกอนและหลงัจากไฮโดรไลสดวยเอนไซมอินนูลินเนส ซึ่งวิธีนีม้ีขอดีตรงมี
ความจาํเพาะและแมนยาํมากกวา ผลการวิเคราะหของทั้งสองวิธมีีรายละเอียดดังนี ้

3.2.1 ผลการวิเคราะหปริมาณอินนูลินโดยปฏิกิริยาการเกิดสีโดยหาผลตางระหวางปริมาณ
คารโบไฮเดรตทั้งหมดกับปริมาณ reducing sugar 

สําหรับผลการวิเคราะหปริมาณ Total carbohydrate โดยวิธี Phenol-sulfuric acid assay ผล
การวิเคราะหปริมาณ Reducing sugar โดยวิธ ี3,5-Dinitrosalicylic acid colorimetric assay และผล
การคํานวณปริมาณอินนูลินและ % yield ของอินนูลินในพืชแตละชนดิไดผลดังตารางที่ 3-6 พบวาสาร
สกัดจากใหผลชี้วาสารสกัดจากแหวให % yield ของอินนูลินมากทีสุ่ดคือ 5.590% และ % yield ของ
อินนูลินจากสารสกัดเผือกนอยที่สุดประมาณ 0.027% ขณะที่สารสกัดจากรากสามสิบใหปริมาณอินนู
ลินที่สูงเชนเดยีวกนัคือ 4.226% ซึ่งมากกวาสารสกัดจากแกนตะวันทีใ่หคาอยูที่ 3.403% 
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ตารางที่ 3 ปริมาณของคารโบไฮเดรตทั้งหมดในสารสกัดจากพืช 
Optical Density (490 nm) Results of Total Sugar 

1 2 3 
Average of Optical 

Density 
Average-Blank X=Y/0.0009 

(mg/ml) 
1. สารสกัดสามสิบ 0.082 0.081 0.079 0.081 0.039 43.704 
2. สารสกัดแกนตะวัน 0.075 0.073 0.073 0.074 0.032 35.926 
3. สารสกัดฝรั่ง 0.074 0.074 0.074 0.074 0.033 36.296 
4. สารสกัดมันแกว 0.075 0.075 0.077 0.076 0.034 38.148 
5. สารสกัดแหว 0.092 0.094 0.094 0.093 0.052 57.778 
6. สารสกัดกระจับ 0.087 0.087 0.089 0.088 0.046 51.481 
7. สารสกัดกระเทียม 0.084 0.082 0.080 0.082 0.041 45.185 
8. สารสกัดมันฝรั่ง 0.088 0.090 0.088 0.089 0.047 52.593 
9. สารสกัดกระทือ  0.077 0.081 0.080 0.079 0.038 42.222 
10. สารสกัดมันมือเสือ 0.077 0.079 0.083 0.080 0.038 42.593 
11. สารสกัดกลวย 0.076 0.074 0.071 0.074 0.032 35.926 
12. สารสกัดเผือก 0.044 0.045 0.045 0.045 0.003 3.704 
13. สารสกัดสาคู 0.077 0.080 0.078 0.078 0.037 41.111 
14. สารสกัดกลอย 0.078 0.077 0.080 0.078 0.037 41.111 
15. สารสกัดหอมแดง 0.072 0.074 0.074 0.073 0.032 35.556 
16. สารสกัดหัวหอม 0.077 0.077 0.079 0.078 0.036 40.370 
17.Inulin Standard (Artichoke) 0.079 0.084 0.084 0.082 0.041 45.556 
18. Inulin standard (Chicory) 0.079 0.079 0.081 0.080 0.038 42.593 
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ตารางที่ 4 ปริมาณของ reducing sugar ในสารสกัดจากพชื 
Optical Density (560 nm) Results of Reducing sugar 

1 2 3 
Average of Optical 

Density 
Average-Blank X=Y/0.3975 

(mg/ml) 
1. สารสกัดสามสิบ 0.578 0.641 0.621 0.613 0.572 1.439 
2. สารสกัดแกนตะวัน 0.774 0.809 0.798 0.794 0.752 1.893 
3. สารสกัดฝรั่ง 1.162 1.199 1.172 1.178 1.136 2.859 
4. สารสกัดมันแกว 0.565 0.569 0.560 0.565 0.523 1.317 
5. สารสกัดแหว 0.782 0.790 0.790 0.787 0.746 1.877 
6. สารสกัดกระจับ 0.664 0.689 0.678 0.677 0.636 1.599 
7. สารสกัดกระเทียม 0.353 0.339 0.348 0.347 0.305 0.768 
8. สารสกัดมันฝรั่ง 1.263 1.259 1.260 1.261 1.219 3.068 
9. สารสกัดกระทือ  0.829 0.838 0.834 0.834 0.792 1.993 
10. สารสกัดมันมือเสือ 0.264 0.294 0.278 0.279 0.237 0.597 
11. สารสกัดกลวย 0.882 0.854 0.876 0.871 0.829 2.086 
12. สารสกัดเผือก 1.405 1.408 1.406 1.406 1.365 3.434 
13. สารสกัดสาคู 0.249 0.264 0.255 0.256 0.215 0.540 
14. สารสกัดกลอย 0.581 0.567 0.576 0.575 0.533 1.342 
15. สารสกัดหอมแดง 0.782 0.789 0.790 0.787 0.746 1.876 
16. สารสกัดหัวหอม 0.684 0.689 0.678 0.684 0.642 1.616 
17.Inulin Standard (Artichoke) 0.806 0.829 0.820 0.818 0.777 1.955 
18. Inulin standard (Chicory) 0.687 0.752 0.724 0.721 0.680 1.710 



ตารางที่ 5 ปริมาณของอินนูลินในสารสกดัจากพืช 
   

Samples 

Total sugar  
(A) 

Y=0.0009X, 
R2=0.9428 

Reducing sugar 
(B) 

Y=0.4032X,  
R2= 0.9912 

Inulin content* 
(A)-(B) 
(mg/ml) 

1. สารสกัดสามสิบ 43.704 1.439 42.285 
2. สารสกัดแกนตะวนั 35.926 1.893 42.265 
3. สารสกัดฝร่ัง 36.296 2.859 34.033 
4. สารสกัดมันแกว 38.148 1.317 33.438 
5. สารสกัดแหว 57.778 1.877 36.832 
6. สารสกัดกระจับ 51.481 1.599 55.901 
7. สารสกัดกระเทียม 45.185 0.768 49.882 
8. สารสกัดมันฝร่ัง 52.593 3.068 44.417 
9. สารสกัดกระทือ  42.222 1.993 49.525 
10. สารสกัดมนัมือเสือ 42.593 0.597 40.229 
11. สารสกัดกลวย 35.926 2.086 41.996 
12. สารสกัดเผือก 3.704 3.434 33.840 
13. สารสกัดสาคู 41.111 0.540 0.270 
14. สารสกัดกลอย 41.111 1.342 40.571 
15. สารสกัดหอมแดง 35.556 1.876 39.769 
16. สารสกัดหวัหอม 40.370 1.616 33.680 
17. สารสกัดเม็ดขนุน 48.186 1.591 46.595 
18.Inulin Standard (Artichoke) 45.556 1.955 38.754 
19. Inulin standard (Chicory) 42.593 1.710 43.601 
 *ไดจากการคาํนวณ    Inulin content  =   Total Sugar - Reducing sugars               
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ตารางที่ 6 ปริมาณ % yield ของอินนูลินในสารสกัดจากพืช 

Samples 
Inulin content 

 

Volume of 
extraction liquid 

(ml) 
 

Inulin extraction 
yield (%) 

1. สารสกัดสามสิบ 42.285 0.001 4.226 
2. สารสกัดแกนตะวนั 42.265 0.001 3.403 
3. สารสกัดฝร่ัง 34.033 0.001 3.344 
4. สารสกัดมันแกว 33.438 0.001 3.683 
5. สารสกัดแหว 36.832 0.001 5.590 
6. สารสกัดกระจับ 55.901 0.001 4.988 
7. สารสกัดกระเทียม 49.882 0.001 4.442 
8. สารสกัดมันฝร่ัง 44.417 0.001 4.953 
9. สารสกัดกระทือ  49.525 0.001 4.023 
10. สารสกัดมนัมือเสือ 40.229 0.001 4.200 
11. สารสกัดกลวย 41.996 0.001 3.384 
12. สารสกัดเผือก 33.840 0.001 0.027 
13. สารสกัดสาคู 0.270 0.001 4.057 
14. สารสกัดกลอย 40.571 0.001 3.977 
15. สารสกัดหอมแดง 39.769 0.001 3.368 
16. สารสกัดหวัหอม 33.680 0.001 3.875 
17. สารสกัดเม็ดขนุน 46.595 0.001 4.6595 
 
 

3.2.2 ผลการวิเคราะหปริมาณอนินลิูนดวยวิธี HPLC 
การวิเคราะหปริมาณอินนูลินดวยเทคนิค HPLC ใชคอลัมน RP-18 (250x4.6 nm) ใช 

mobile phase ระบบ isocratic (acetonitile:water, 25:75) อัตราการไหลที่ 0.5 ml/min วัดดวย 
Refractive Index  

3.2.2.1 เสนกราฟมาตรฐาน (Calibration curve) 
จากการทดลองไดเสนกราฟมาตรฐานที่มคีา correlation coefficient (R2) เทากับ 

0.9996 ผลดังตารางที่ 7 และรูปที่ 4 
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y = 3E+06x - 10621
R2 = 0.9996
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ตารางที่ 7 Peak area ของ calibration work solution 

Rep1 Rep 2 Rep 3 Conc. 
(mg/ml) Rt (min) Area Rt (min) Area Rt (min) Area 

Average 
Peak area 

0.032 4.755 98850 4.754 102358 4.755 100547 100585.00 
0.160 4.758 566406 4.750 576932 4.752 560329 567889.00 
0.500 4.758 1549945 4.762 1631744 4.755 1608766 1596818.33 
1.000 4.760 3377189 4.756 3468711 4.761 3437237 3427712.33 
2.000 4.760 6746609 4.726 6775082 4.760 6728751 6750147.33 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4  Calibration curve ของน้ําตาลฟรกุโตสมาตรฐาน 
 
  3.2.2.2 คา Specificity 
 รูปที่ 5 แสดงโครมาโตแกรมของสารสกัดรากสามสิบ (รูปที่ 5a) และโครมาโตแกรมของ
สารสกัดรากสามสิบ spike ดวยน้าํตาลฟรุกโตสมาตรฐาน ซึ่งคา retention time อยูที่ประมาณ 
4.7 นาท ี 
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รูปที่ 5   โครมาโตแกรมสารสกัดจากรากสามสิบกอน (A) และหลัง (B) spike ดวยน้ําตาลฟรุกโตส 
มาตรฐาน  
   

3.2.2.3  คา Repeatability 
 ตารางที่ 8 และรูปที่ 22 แสดงขอมูล repeatability (n = 6) ของสารสกัดรากสามสิบที่ได
จากการเตรียมสารสกัดตามวิธวีิจัยขอที ่2.2  
 
ตารางที่ 8 คา Repeatability ของสารสกัดรากสามสิบ 

Sample Rt Peak Area Mean ± SD 
1 4.629 33326389 
2 4.630 33901637 
3 4.633 33930409 
4 4.622 33484512 
5 4.663 34966472 
6 5.657 35139018 

 
 

34124740 ± 
757900.8 

 
3.2.2.4 ผลการวิเคราะหปริมาณอนินลิูนจากพืชแตละชนิด 

ทําการวิเคราะหหาปริมาณอนินูลินจากพืชโดยคํานวณจากสูตร13 

  % Yield Inulin   = 1.1 (R1 – R2) 100/P 
โดยที่  R1 = ความเขมขนของน้าํตาลฟรุกโตสทัง้หมดหลังจากยอยดวยเอนไซมอินนูลิน
เนส 
   R2 = ความเขมขนของน้าํตาลฟรุกโตสอสิระ 
   P   = ความเขมขนของสารสกัดตัวอยาง 

fructose 
A B
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จากการวิเคราะหปริมาณอนินูลินในพืชแตละชนิด พบวาดวยเทคนิค HPLC รากสามสิบ

ใหปริมาณอินนูลินมากที่สุด 5.50% yield ซึ่งมีปริมาณมากกวาอนินลิูนในแกนตะวันที่วิเคราะหได 
4.89% yield นอกจากนี้พชืชนิดอื่นๆ ทีใ่หปริมาณอินนูลินที่สูง ไดแก กลวย กระจับ มนัฝร่ัง 
หอมแดง หัวหอม เปนตน สวนสาคูใหปริมาณอินนูลินนอยที่สุด ซึ่งใหผลทํานองเดียวกับการ
วิเคราะหดวยการหาผลตางระหวางปริมาณคารโบไฮเดรตทั้งหมดกับปริมาณน้าํตาล reducing 
sugar ผลการวิเคราะหปริมาณอินนูลินดวย HPLC ไดผลดังขอมูลในตารางที่ 9 (แตละตัวอยางทาํ 
3 ซ้ํา) 

 
ตารางที่ 9 ผลวิเคราะหปริมาณอินนูลินในพืชแตละชนดิ 

Sample Average 
Peak Areaa 

R1 
(mg/ml) 

Average 
Peak Areab 

R2 
(mg/ml) 

P 
(mg/ml) 

% yield 
Inulin 

แกนตะวัน 291031.33 0.5450 1624465.67 0.1006 10.000 4.89 
กลวย 106548.33 0.3527 1047330.33 0.0391 10.002 3.45 
กระจับ 146824.33 0.4213 1253328.00 0.0525 10.001 4.06 
กระเทียม 257449.00 0.3319 985153.33 0.0894 10.002 2.67 
กระทือ 2162778.00 0.9115 2723872.00 0.7245 10.001 2.06 
กลอย 879560.67 0.5333 1589150.67 0.2967 10.001 2.60 
ขนุน 1949479.67 0.8579 2563128.00 0.7476 10.002 0.34 
มันแกว 1008665.00 0.5877 1752359.33 0.3398 10.003 2.73 
มันฝรั่ง 401309.67 0.4303 1280291.00 0.1373 10.001 3.22 
มันมือเสือ 1248004.00 0.5932 1769078.33 0.4195 10.002 1.91 
เผือก 1719838.33 0.6075 1811877.67 0.5768 10.001 1.21 
ฝร่ัง 396880.00 0.3984 1184551.33 0.1358 10.000 2.89 
หอมแดง 1777046.00 0.8691 2596725.00 0.5959 10.003 3.00 
หัวหอม 154147300 0.8345 2492730.00 0.5174 10.000 3.49 
แหว 1786322.33 0.6910 2062388.67 0.5990 10.002 1.01 
สามสิบ 618999.00 0.7100 2119282.67 0.2099 10.000 5.50 
สาคู 1733464.00 0.6703 2000179.33 0.5814 10.001 0.98 
aAverage Peak Area ของน้ําตาลฟรุกโตสจากสารสกัดพืชหลงัเติมเอนไซมอินนูลินเนส 
bAverage Peak Area ของน้ําตาลฟรุกโตสจากสารสกัดพืชกอนเติมเอนไซมอินนูลินเนส 
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3.3 ผลของสารสกัดอินนูลินตอการเจริญของเชื้อ Bifidobacteria และ Lactobacilli 

  3.3.1 ผลของอินนูลินมาตรฐานตอการเจริญของเชื้อ Lactobacilli สายพนัธุตางๆ 
   3.3.1.1 ในสภาวะ anaerobic (มี paraffin) นับจาํนวนเชือ้โดยวัดคา OD 
 จากผลการทดลองเลี้ยงเชื้อในสภาวะไมมอีากาศ โดยผสมสารอินนูลินมาตรฐานใน
ปริมาณตางๆ พบวา เชื้อ Lactobacilli ทั้ง 4 สายพนัธุมีการเจริญแตกตางกนั ดังตารางที ่9 และรูป
ที่ 6 โดย L. plantarum ATCC 14917 มกีารเจริญมากที่สุด เมื่อมีอินนูลินผสมอยูในอาหารเลี้ยง
เชื้อในปริมาณ 2% โดยเฉพาะชวงที่เปน steady state ขณะที ่ control ซึ่งไมมอิีนนูลินผสมอยู 
พบวาอัตราการเจริญของเชื้อลดลงเมื่อเขาสูชวง steady state ซึ่งผลที่ไดไมแตกตางกับกลุมทีม่ี
อินนูลินผสมอยูในปริมาณ 1% และ 4% 
 สําหรับเชื้อ L. plantarum No.4 และ Lcatobacillus sp. No.5 พบวา การเจริญในสภาวะ
ไมมีอากาศเมือ่เติมอินนูลิน ใหผลการเจรญิที่ไมแตกตางจากกลุม control และปริมาณเชื้อทีเ่จริญ
ไมดีเทา L. plantarum ATCC 14917 โดยจะมีจาํนวนเชื้อนอยกวาประมาณ 3 เทา 
 สวนเชื้อ Lcatobacillus sp. No. 23 มีอัตราการเจริญทีดี่กวากลุม control โดยมีการเจริญ
ที่ดีที่สุดเมื่อเตมิอินนูลินในปริมาณ 2% ตามดวย 1% และ 4% ตามลําดับ 
 ซึ่งจากผลที่ไดจะเหน็วาในสภาวะไมมีอากาศ เชื้อ L. plantarum ATCC 14917 มีการ
เจริญที่ดีที่สุด ตามดวย Lcatobacillus sp. No. 23 โดยทั้งสองสายพนัธุเมื่อเติมอินนูลินในอาหาร
เพาะลี้ยงปริมาณ 2% จะใหอัตราการเจรญิที่ดีที่สุด ขณะที่การเจริญของเชื้อ L. plantarum No.4 
และ Lcatobacillus sp. No.5 ในสภาวะไมมีอากาศมีการเจริญที่นอยกวาไมวาจะมอิีนนูลินหรือไม 
(ตารางที ่10 และรูปที่ 6) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที ่10 การเจริญเติบโตของเชื้อ Lactobacilli ในการเลี้ยงในสภาวะไมมีอากาศ 
Optical density values 

Microorganisms 
 

Hours 0% Inulin 1% Inulin 2% Inulin 4% Inulin 

0 0.031 0.055 0.009 0.030 
24 1.204 1.212 1.136 1.133 
48 1.032 1.172 1.123 1.113 
72 1.020 1.160 1.103 1.032 
96 1.023 1.145 1.014 0.988 

 

1. Lactobacillus 

    plantarum 

    ATCC 14917 

120 1.010 1.142 1.016 0.956 
0 0.021 0.048 0.003 0.015 
24 0.405 0.462 0.434 0.406 
48 0.379 0.429 0.442 0.379 
72 0.391 0.469 0.469 0.361 
96 0.420 0.526 0.501 0.357 

 

2. Lactobacillus 

    plantarum No.4 

120 0.382 0.522 0.510 0.348 
0 0.032 0.058 0.021 0.047 
24 0.450 0.466 0.440 0.406 
48 0.409 0.435 0.441 0.391 
72 0.417 0.478 0.470 0.400 
96 0.443 0.522 0.490 0.397 

 

3. Lactobacillus sp.         

    No. 5 

120 0.458 0.520 0.500 0.389 
0 0.040 0.062 0.023 0.045 
24 0.932 0.858 0.773 0.770 
48 1.011 0.935 0.884 0.841 
72 1.006 0.978 0.929 0.828 
96 0.997 0.978 0.922 0.692 

 

4. Lactobacillus sp.         

    No. 23 

120 0.979 0.979 0.921 0.676 
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รูปที่ 6 ผลการเจริญของเชื้อทดสอบในสภาวะไมมีอากาศ ที่ระดับความเขมขนตางๆ  ของ inulin 

Growth Rate of Lactobacillus sp.
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2% inulin (Lactobacillus
sp. No.5)
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sp. No.5)
0% inulin (Lactobacillus
sp. No.23)
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sp. No.23)
2% inulin (Lactobacillus
sp. No.23)
4% inulin (Lactobacillus
sp. No.23)
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3.3.1.2 ในสภาวะ aerobic ไมมี paraffin นับจํานวนเชื้อโดยนับจํานวน 
colony 

ในการทดลองนี้ทาํการเลี้ยงเชื้อในสภาวะทีม่ีอากาศ โดยวิธีการวัดการเจริญของเชื้อดูจาก
การนับจาํนวน colonies ซึ่งจากผลการทดลองที่ไดดังตารางที่ 11 และรูปที่ 7 พบวา ผลการเจริญ
ของเชื้อทัง้สี่สายพนัธุดีที่สุดที่เวลา 24 ชัว่โมงแตหลังจากนัน้ ไมวาจะมีอินนูลินในอาหารเลี้ยงเชื้อ
หรือไม การเจริญของเชื้อจะลดลงเรื่อยๆ ยกเวนเชื้อ L. plantarum No.4 ที่มอิีนนูลิน 4% จะใหการ
เจริญที่คงทีท่ีป่ระมาณ 109 cfu/ml  
 จะเหน็ไดวาการที่เชื้อมีรูปแบบการเจริญที่แตกตางจากผลในหวัขอ 3.3.1.1 โดยจะเห็นได
วาการเจริญในสภาวะไมมอีากาศใหผลการเจริญที่ดีกวา ดังนัน้การทดลองหลงัจากนีจ้ึงจะเลี้ยง
เชื้อในสภาวะที่ไมมีอากาศ นอกจากนีว้ิธีการวัดการเจริญของเชื้อ ซึ่งการใชวธิีการนับจํานวน 
colony อาจใหผลที่ไมแมนยําได ซึง่ในการทดลองการศึกษาแหลงของคารบอนที่เชื้อตองการใชใน
หัวขอ 3.3.1.3 จะมกีารเปรียบเทียบใหเหน็ผลที่แตกตางระหวางวิธกีารวัดการเจริญโดยดูจากคา 
optical density และการนับจํานวน colony ของเชื้อ 
ตารางที ่11 การเจริญเติบโตของเชื้อ Lactobacilli ในการเลี้ยงในสภาวะที่มีอากาศ 

Number of colonies (cfu/ml) 
Microorganisms 

 

Hours 0% inulin 1% inulin 2% inulin 4% inulin 

0 1.41x106 1.77 x107 8.43 x106 1.37 x107 
24 1.91x109 1.91 x109 1.55 x109 1.45 x109 
48 1.25 x109 1.82 x109 1.54 x109 1.43 x109 
72 1.26 x109 1.73 x109 1.53 x109 1.32 x109 
96 1.25 x108 1.70 x108 1.33 x108 1.20 x108 

 

1. Lactobacillus 

    plantarum 

    ATCC 14917 

120 1.18 x108 1.65 x108 1.38 x108 1.21 x108 
0 5.37 x105 1.03 x107 5.53 x105 7.90 x106 
24 1.77 x109 1.17 x109 8.97 x108 1.72 x109 
48 1.59 x109 1.16 x109 8.93 x108 1.67 x109 
72 2.27 x109 1.39 x109 1.22 x109 1.44 x109 
96 1.14 x108 1.65 x108 1.23 x108 9.13 x108 

 

2. Lactobacillus 

    plantarum No.4 

120 1.11 x108 1.62 x108 1.28 x108 8.70 x108 
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Number of colonies (cfu/ml) 
Microorganisms 

 

Hours 0% inulin 1% inulin 2% inulin 4% inulin 

0 1.34 x107 1.77 x107 6.43 x106 1.07 x107 
24 1.94 x109 1.05 x109 1.74 x109 1.62 x109 
48 1.91 x109 1.02 x109 1.73 x109 1.62 x109 
72 1.93 x109 9.73108 9.53108 1.17 x109 
96 1.17 x109 1.66 x109 1.25 x109 9.93 x107 

 

3. Lactobacillus sp.         

    No. 5 

120 1.24 x108 1.61 x108 1.25 x108 9.53 x107 
0 1.08 x106 1.43 x107 6.1 x106 1.03 x107 
24 1.87 x109 4.57 x108 1.87 x109 2.22 x109 
48 1.94 x109 7.57 x108 1.91 x109 2.52 x109 
72 6.77 x107 3.83 x107 1.02 x108 2.22 x108 
96 1.88 x107 1.39 x107 2.41 x107 2.26 x107 

 

4. Lactobacillus sp.         

    No. 23 

120 1.78 x107 1.39 x107 2.39 x107 2.10 x107 
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รูปที่ 7 ผลการเจริญของเชื้อทดสอบในสภาวะมีอากาศ ที่ระดับความเขมขนตางๆ  ของ inulin 
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3.3.1.3 ศึกษาแหลงคารบอนทีเ่ชื้อตองการใช  

ในการทดลองนี้ศึกษาผลของแหลงคารบอนที่เชื้อเลือกใชในการเปนแหลงอาหาร ทัง้นี้เพื่อ
ตองการทราบผลวา ถาในสภาวะอาหารเพาะเชื้อที่มนี้าํตาลชนิดตางๆอยู เชื้อจะชอบการเจริญเมื่อ
มีน้ําตาลชนิดใด ซึ่งในการทดลองนี้เปรียบเทียบระหวาง glucose, dextrose, lactose, inulin ใน
ปริมาณ 2%  

จากผลการทดลองดังตารางที่ 12 และรูปที่ 8 เมื่อวดัการเจริญของเชื้อดวยการวัดคา 
optical density (OD) พบวาเชื้อ L. plantarum ATCC14917 ใหผลการเจริญที่ดีที่สุด เปนไปทาง
เดียวกับในหวัขอ 3.3.1.1 โดยเชื้อจะเจรญิไดดีที่สุดเมื่อเติม glucose ตามดวย dextose, lactose 
และ inulin ตามลําดับ แตกราฟการเจริญของเชื้อเมื่อมี dextrose จะไมคงที่ มกีารลดลงเรื่อยๆ 
เมื่อเวลาผานไป สําหรับเชื้ออีกสามสายพนัธุพบวา มีการเจรญิที่นอยกวา L. plantarum 
ATCC14917 ประมาณ 2 เทา ทั้งนี้ทัง้สามสายพนัธุจะมีการเจริญทีดี่ที่สุดเมื่อมีการเติม glucose 
เชนเดียวกนั 

แตเมื่อทําการวัดการเจริญของเชื้อดวยวิธกีารนับจาํนวน colonies พบวาใหผลที่ไมดี การ
เจริญของเชื้อมีอัตราขึ้นลงไมแนนอน (ตารางที ่ 13 และรูปที ่ 9) ซึ่งอาจเนื่องจากวธิีการวัดที่อาจมี
ความผิดพลาดดังที่ไดกลาวมาในหัวขอ 3.3.1.2 ดังนั้นในการทดลองหัวขอตอๆไปจึงจะเลือกใชวิธี
วัดการเจริญของเชื้อโดยการวัดคา OD แทน 

สวนในการเปรียบเทียบคาความเปนกรดดางที่ไดหลังจากเชื้อเจริญ พบวาไมวาจะเติม
แหลงคารบอนใด คาความเปนกรดจะเพิ่มข้ึนโดยจะใหคาในชวงใกลเคียงกนั คือประมาณ pH 
4.0-4.5 ผลดังตารางที่ 14 และรูปที่ 10 ซึ่งจากผลที่ไดดังกลาว อาจสรุปไดวาเชื้อ Lactobacilli จะ
มีการเจริญที่ดีที่สุดเมื่อมนี้ําตาล glucose เปนแหลงอาหาร 

 
ตารางที ่12 การเจริญเติบโตของเชื้อ Lactobacilli เมื่อมีการเติมแหลงคารบอนชนดิตางๆ 

Optical density values  
Microorganisms 

 

Days 2% Dextrose 2% Inulin 2% Lactose 2% Glucose 

0 
0.012 0.010 0.007 0.009 

1 
0.743 0.542 0.561 0.467 

2 
0.975 0.765 0.876 0.994 

3 
0.880 0.746 0.861 1.043 

4 
0.844 0.802 0.802 1.041 

5 
0.806 0.823 0.807 1.027 

6 
0.743 0.808 0.796 0.900 

 

1. Lactobacillus 

    plantarum 

    ATCC 14917 

7 
0.692 0.823 0.807 0.918 
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0 

0.009 0.012 0.005 0.013 
1 

0.368 0.281 0.330 0.380 
2 

0.380 0.286 0.320 0.297 
3 

0.339 0.293 0.304 0.308 
4 

0.401 0.340 0.350 0.335 
5 

0.356 0.366 0.330 0.423 
6 

0.326 0.350 0.378 0.465 

 

2. Lactobacillus 

    plantarum No.4 

7 
0.244 0.350 0.328 0.310 

0 
0.006 0.014 0.005 0.013 

1 
0.366 0.277 0.330 0.379 

2 
0.381 0.288 0.316 0.295 

3 
0.339 0.295 0.302 0.312 

4 
0.354 0.409 0.297 0.307 

5 
0.323 0.391 0.392 0.304 

6 
0.291 0.353 0.369 0.418 

 

3. Lactobacillus sp.        

    No. 5 

7 
0.274 0.346 0.326 0.313 

0 
0.015 0.010 0.005 0.011 

1 
0.320 0.155 0.318 0.317 

2 
0.383 0.234 0.336 0.336 

3 
0.370 0.244 0.333 0.327 

4 
0.389 0.303 0.347 0.358 

5 
0.336 0.340 0.364 0.407 

6 
0.313 0.323 0.362 0.402 

 

4. Lactobacillus sp.        

    No. 23 

7 
0.281 0.350 0.328 0.310 
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รูปที่ 8 ผลการเจริญของเชื้อทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS medium ที่ระดับความเขมขนตางๆ   
ที่ใชแหลง Carbon source ตางๆ โดยวัดคา OD 

 
 

 
 

Growth Rate of Lactobacillus sp.
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No.5)

Added 2% Lactose (Lactobacillus sp.
No.5)

Added 2% Glucose (Lactobacillus sp.
No.5)

2% Dextrose (Lactobacillus sp.
No.23)

Added 2% Inulin (Lactobacillus sp.
No.23)

Added 2% Lactose (Lactobacillus sp.
No.23)

Added 2% Glucose (Lactobacillus sp.
No.23)
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ตารางที ่ 13 การเจริญเติบโตของเชื้อ Lactobacilli โดยการนับจํานวน colonies ของเชื้อเมื่อมี
การเติมแหลงคารบอนชนิดตางๆ 

Number of colonies (cfu/ml) 
Microorganisms 

 

Days 2%Dextrose 2% Inulin 2% Lactose 2%Glucose 

0 1.32 x105 1.31 x105 1.70 x105 1.28 x105 
1 1.35 x106 1.34  x106 1.74 x106 1.60 x106 
2 1.41 x106 1.42  x106 1.79 x106 1.68 x106 
3 1.96 x106 1.97  x106 2.88 x106 2.73 x106 
4 2.29 x106 2.10  x106 7.87 x106 2.89 x106 
5 2.12 x106 2.25  x106 2.17 x106 2.73 x106 
6 1.90 x106 2.27  x106 2.17 x106 1.95 x106 

 

1. Lactobacillus 

    plantarum 

    ATCC 14917 

7 3.97 x105 2.17  x106 1.95 x106 1.94 x106 
0 1.21 x105 1.35 x105 1.75 x105 1.61 x105 
1 1.35 x106 1.34  x106 1.74 x106 1.59 x106 
2 1.41 x106 1.40  x106 1.76 x106 1.64 x106 
3 4.53 x106 2.87  x106 2.80 x106 3.57 x105 
4 6.80 x106 4.67  x106 9.43 x106 1.04 x107 
5 2.76 x106 2.92  x106 2.81 x106 2.81 x106 
6 2.53 x106 2.62  x106 2.74 x106 2.70 x106 

 

2. Lactobacillus 

    plantarum No.4 

7 4.53 x105 2.75  x106 2.54 x106 4.17 x105 
0 1.91 x105 1.93 x105 2.01 x105 1.96 x105 
1 2.75 x106 2.72  x106 2.61 x106 1.18 x106 
2 2.81 x106 2.78  x106 2.66 x106 1.25 x106 
3 1.11 x107 2.81  x106 2.72 x106 1.96 x106 
4 1.30 x106 5.40  x106 2.81 x106 2.17 x106 
5 2.66 x106 2.60  x106 7.97 x106 2.11 x106 
6 2.22 x106 2.27  x106 2.76 x106 1.14 x107 

 

3. Lactobacillus sp.         

    No. 5 

7 1.32 x106 2.16  x106 1.59 x106 1.26 x106 
0 1.97 x105 1.97 x105 1.96 x105 1.96 x105 
1 2.92 x106 2.72  x106 2.64 x106 1.17 x106 
2 2.94 x106 2.79  x106 1.91 x106 2.52 x106 
3 1.07 x107 2.94  x106 2.76 x106 1.93 x106 
4 1.77 x107 6.17  x106 5.40 x106 2.13 x106 
5 2.44 x106 1.24  x106 7.37 x106 2.66 x106 
6 2.08 x106 8.55  x106 2.83 x106 2.38 x106 

 

4. Lactobacillus sp.         

    No. 23 

7 6.33 x105 1.45  x107 2.22 x106 4.47 x105 
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รูปที่ 9 ผลการเจริญของเชื้อทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS medium ที่ใชแหลง Carbon Source ตางๆ 
โดยการนับจํานวน colonies ของเชื้อ 
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Medium 2% Dextrose (Lactobacillus
plantarum ATCC 14917)

2% Inulin (Lactobacillus plantarum
ATCC 14917)

2% Lactose (Lactobacillus plantarum
ATCC 14917)

2% Glucose (Lactobacillus plantarum
ATCC 14917)

Medium 2% Dextrose (Lactobacillus
plantarum No.4)

2% Inulin (Lactobacillus plantarum No.4)

2% Lactose (Lactobacillus plantarum
No.4)

2% Glucose (Lactobacillus plantarum
No.4)

Medium 2% Dextrose (Lactobacillus sp.
No.5)

2% Inulin (Lactobacillus sp. No.5)

2% Lactose (Lactobacillus sp. No.5)

2% Glucose (Lactobacillus sp. No.5)

Medium 2% Dextrose (Lactobacillus sp.
No.23)

2% Inulin (Lactobacillus sp. No.23)

2% Lactose (Lactobacillus sp. No.23)

2% Glucose (Lactobacillus sp. No.23)
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ตารางที ่14 คา pH เมื่อมกีารเติมแหลงคารบอนชนิดตางๆ 

pH Level 
Microorganisms 

 

Days 2% Dextrose 2% Inulin 2% Lactose 2% Glucose 

0 6.08 6.08 5.98 5.90 
1 4.23 4.95 4.27 4.54 
2 3.87 3.78 3.73 3.71 
3 3.87 3.70 3.69 3.65 
4 3.87 3.70 3.67 3.65 
5 3.87 3.70 3.67 3.65 
6 3.87 3.70 3.76 3.65 

 

1. Lactobacillus 

    plantarum 

    ATCC 14917 

7 3.87 3.70 3.67 3.65 
0 6.15 5.97 6.02 5.90 
1 4.60 4.90 4.60 4.63 
2 4.46 4.64 4.40 4.44 
3 4.31 4.53 4.33 4.35 
4 4.29 4.40 4.27 4.23 
5 4.25 4.37 4.25 4.18 
6 4.23 4.37 4.24 4.17 

 

2. Lactobacillus 

    plantarum No.4 

7 4.23 4.37 4.24 4.17 
0 6.14 6.02 6.02 5.97 
1 4.58 4.91 4.58 4.61 
2 4.44 4.65 4.40 4.43 
3 4.31 4.57 4.28 4.29 
4 4.24 4.41 4.25 4.20 
5 4.20 4.39 4.15 4.15 
6 4.20 4.38 4.15 4.15 

 

3. Lactobacillus sp.        

    No. 5 

7 4.20 4.38 4.15 4.15 
0 6.17 6.04 6.04 5.93 
1 4.59 4.91 4.56 4.59 
2 4.43 4.66 4.40 4.42 
3 4.32 4.56 4.29 4.30 
4 4.25 4.41 4.22 4.21 
5 4.21 4.38 4.16 4.17 
6 4.20 4.38 4.15 4.16 

 

4. Lactobacillus sp.        

    No. 23 

7 4.20 4.38 4.15 4.16 
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รูปที่ 10 ผลการเจริญของเชือ้ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS medium ที่ระดับความเขมขนตางๆ   
ที่ใชแหลง Carbon source ตางๆ โดยวัดคา pH 
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 3.3.2 ผลของสารสกัดอินนลิูนจากสมุนไพรตอการเจรญิของเชื้อ Lactobacilli 
  3.3.2.1 ทดสอบกับสารสกดัจากกระเทียมและเม็ดขนนุ (ซึ่งจากผลการวิจยัในเบือ้งตน
คาดวาจะมีอินนูลินอยู) 

 จากผลการทดลองในหัวขอ 3.3.1 ที่ผานมาพบวา การเติมอินนูลินในอาหารเพาะเลีย้ง
เชื้อมีผลทาํใหเชื้อมีการเจรญิที่ดีกวาเมื่อเปรียบเทียบกบักลุม control ดังนั้นในหวัขอการทดลองนี้จงึทาํ
การทดลองเมือ่ใชอินนูลิน ที่อยูในรูปของสารสกัดจากพชืที่มีผลเบื้องตนวานาจะมีอินนูลินเปน
สวนประกอบอยูมาศึกษา เพื่อหาปริมาณที่เหมาะสมทีจ่ะใหผลการเจริญของเชื้อทีดี่ที่สุด โดยเลอืกสาร
สกัดจากกระเทียมและเม็ดขนุน ทาํการทดลองโดยใชปริมาณ 0, 2, 4, และ 6% 

แตจากผลการทดลองดังตารางที ่ 15 และรูปที่ 11 กลบัพบวาการเติมสารสกัดทัง้สองชนิดใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ มีผลใหการเจริญของเชื้อ Lactobacilli ทั้งสองสายพนัธุคือ L. plantarum ATCC 
14917 และ L. plantarum No.4 นอยกวากลุม control ยกเวนกลุมทีใ่หสารสกัดจากเมด็ขนนุตอเชื้อ L. 
plantarum No.4 ซึ่งใหผลไมแตกตางจากกลุม control 

ผลที่ไดอาจเนือ่งมาจากปริมาณอินนูลินทีม่ีอยูในสารสกดัจากพืชทัง้สองชนิดมนีอย นอกจากนี้
ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่นาํมาทดลองเปนอาหารสําเร็จรูปซึ่งมนี้ําตาล dextrose ผสมอยู อาจทาํใหเชื้อ
เลือกใชแหลงคารบอนจาก dextrose แทนที ่ inulin ดังผลการทดลองในหวัขอ 3.3.1.3 ดังนั้น เพือ่ใหผล
การทดลองไมถูกรบกวนจากปจจัยดังกลาว ในการทดลองตอไป จึงจะเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อข้ึนเอง โดย
ใหสารสกัดจากพืชซึง่มีอินนลิูนเปนสารสําคัญเปนแหลงคารบอนแทนที่น้าํตาล dextrose 
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ตารางที ่15  การเจริญเติบโตของเชื้อ Lactobacilli เมื่อมีการเติมสารสกดัจากกระเทียมและเม็ดขนนุ 
 

Optical Density Values 

Garlic Jackfruit seed Microorganisms 
 

Days 

0% extract 2% extract 4% extract 6% extract 0% extract 2% extract 4% extract 6% 
extract 

0 0.012 0.002 0.063 0.052 0.026 0.002 0.107 0.067 
1 

1.127 0.244 0.034 0.019 0.995 0.697 0.374 0.286 
2 

1.063 0.365 0.698 0.439 1.141 0.678 0.519 0.280 
3 

1.125 0.368 0.482 0.349 1.208 0.734 0.602 0.377 
4 

1.265 0.369 0.488 0.504 1.260 0.745 0.765 0.457 
5 

1.056 0.311 0.644 0.363 1.255 0.611 0.668 0.493 
6 1.136 0.315 0.434 0.479 1.105 0.643 0.843 0.524 

 

1. Lactobacillus 

    plantarum 

    ATCC 14917 

7 1.123 0.317 0.437 0.480 1.096 0.635 0.875 0.512 
0 0.014 0.069 0.078 0.262 0.008 0.093 0.047 0.136 
1 

0.462 0.181 0.297 0.014 0.474 0.287 0.186 0.169 
2 

0.491 0.192 0.445 0.011 0.456 0.355 0.051 0.152 
3 

0.610 0.229 0.378 0.033 0.502 0.480 0.505 0.599 
4 

0.560 0.225 0.356 0.006 0.515 0.413 0.480 0.530 
5 

1.033 0.338 0.916 0.161 0.604 0.955 0.599 0.816 
6 0.657 0.233 0.336 0.060 0.521 0.724 0.520 0.724 

 

2. Lactobacillus 

    plantarum No.4 

7 0.649 0.569 0.341 0.059 0.518 0.688 0.512 0.682 
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รูปที่ 11 ผลการเจริญของเชือ้ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS medium 
เปรียบเทยีบเมื่อเติมสารสกดัจากกระเทียมและเม็ดขนนุ  
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3.3.2.2 ปรับสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อโดยเตรียมขึ้นเอง เติมแหลงคารบอนอินนูลิน
แทนที่ dextrose 

ในหวัขอนี้ไดทาํการปรับสูตรอาหารเพาะเชือ้ โดยแทนที ่ dextrose ดวยสารอินนูลินมาตร
ฐาน เพื่อดูวาการเจริญของเชื้อจะใหผลอยางไรเมื่อแหลงคารบอนเปนอนินูลินแทน 

จากผลการทดลองตามตารางที่ 16 และรูปที่ 12 พบวาเชือ้ Lactobacilli ทัง้สามสายพันธุ
มีการเจริญที่ดีมากกวากลุม control อยางชัดเจนหลงัจาก 48 ชัว่โมง เมื่อเตมิอินนูลินในปริมาณ 
2% โดยการเจริญใหกราฟลักษณะเพิ่มข้ึนตลอด และพบวาเชื้อ Lactobacillus sp. Pro.23 มีการ
เจริญที่ดีที่สุด โดยใหคา OD สูงสุดทีว่ันที ่7 

อยางไรก็ตาม พบวาการเจรญิของเชื้อทั้งสามสายพนัธุ ไมใหผลแตกตางจากกลุม control 
เมื่อเติมอินนูลินในปริมาณ 1 และ 4%  

ดังนัน้ในหัวขอการทดลองลาํดับตอไป จะศึกษาถงึผลของสารสกัดจากพืชที่มีอินนูลิน โดย
ใชสูตรอาหารที่เตรียมขึ้นเอง 
ตารางที ่16 คา optical density ของเชื้อ Lactobacilli เมื่อมีการปรบัสูตรอาหารเพาะเลี้ยง 

Optical density values 
Microorganisms 

 

Days 0% Inulin 1% Inulin 2% Inulin 4% Inulin 

0 
0.0403 0.0410 0.0420 0.0453 

1 
0.8627 0.3407 0.8513 0.8130 

2 
0.8273 0.8697 0.8623 0.8130 

3 
0.7907 0.8390 0.8643 0.7767 

4 
0.7883 0.8380 0.8597 0.7737 

5 
0.8047 0.8280 0.9950 0.8127 

6 
0.8117 0.8493 1.0513 0.8060 

 

1. Lactobacillus 

    plantarum 

    ATCC 14917 

7 
0.8067 0.9490 1.1427 0.8713 

0 
0.0403 0.0400 0.0417 0.0453 

1 
0.0470 0.1063 0.8447 0.2570 

2 
0.8157 0.8190 0.8447 0.8327 

3 
0.7887 0.8163 0.9763 0.8267 

4 
0.8020 0.8163 1.1037 0.8243 

5 
0.8470 0.8050 1.0577 0.8447 

6 
0.8453 0.9693 1.1680 0.9107 

 

2. Lactobacillus 

    plantarum No.4 

7 
0.8483 1.0680 1.3327 0.9790 
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0 

0.0420 0.0407 0.0413 0.0440 
1 

0.0510 0.1010 0.0950 0.0910 
2 

0.8320 0.7717 0.8550 0.8640 
3 

0.8727 0.8327 1.1960 0.8843 
4 

0.8787 0.8397 1.0880 0.8790 
5 

0.9067 0.8387 1.3283 0.8590 
6 

0.9040 0.8820 1.4593 0.8673 

 

3. Lactobacillus sp.        

    No. 23 

7 
0.9050 0.9643 1.5570 0.9320 

 

 



 50

รูปที่ 12 ผลการเจริญของเชือ้ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS medium ที่ระดับความเขมขนของอนินูลินตางๆ  
เมื่อมีการปรับสูตรอาหารเพาะเลี้ยง 
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3.3.2.3 ผลการทดสอบเมื่อใชสารสกัดอินนูลินจากสมุนไพรเปนแหลงคารบอน โดยใช
สูตรอาหารเตรียมขึ้นเอง 

ผลการเติมสารสกัดพืชทีน่ํามาทดสอบทั้ง 17 ชนิดมีผลตอการเจริญของเชื้อ probiotics ทั้ง 
Lactobacilli และ bifidobacterium แตกตางกัน โดยพบวาสารสกดัจากรากสามสิบแสดงผลเพิม่การ
เจริญของเชื้อ probiotics ทั้ง Lactobacilli และ Bifidobacterium ไดอยางมนีัยสาํคัญ โดยที่ปริมาณ
สารสกัดที ่ 1% จะใหผลดีที่สุด ทั้งนี้พบวาผลการเพิม่การเจรญิของเชื้อ Bifidobacterium sp. จากสาร
สกัดรากสามสิบใหผลดีกวาเมื่อเปรียบเทยีบกับการเติมสารอินนูลินมาตรฐานอกีดวย ดังแสดงในรูปที ่
13 และ 14 นอกจากนี้ยงัมพีืชอ่ืนๆ ที่ใหผลที่ดีตอการเจริญของเชื้อ probiotics ทั้งสองชนิด ไดแก แกน
ตะวัน ฝร่ัง กระเทียม หัวหอม หอมแดง โดยสวนใหญที่ความเขมขนของสารสกดั 4% จะใหผลดีที่สุด 
ยกเวนจากสารสกัดฝร่ัง ปริมาณสารสกดั 1% เพิ่มการเจริญของเชื้อไดดีกวาปริมาณอื่นๆ สวนพชื เชน 
มันมือเสือ กระจับ และมันแกว ใหผลเพิ่มการเจริญของเชื้อ probiotic เฉพาะเชื้อ Bifidobacterium แต
ไมมีผลตอการเพิ่มการเจริญของเชื้อ Lactobacilli นอกจากนี้การเตมิสารสกัดจากพืช ไดแก มนัฝร่ัง 
กลอย กลวย เม็ดขนุน แหว และเผือก มผีลตอการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Lactobacilli แตไมมีผลตอ
การเจริญของเชื้อ Bifidobacterium ดังแสดงในรูปที ่23-36 
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รูปที่ 13 ผลการเจริญของเชือ้ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมเอง โดยใช  

Inulin standard เปน Carbon Source 
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รูปที่ 14 ผลการเจริญของเชือ้ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมเอง โดยใช 

สารสกัดจากรากสามสิบ เปน Carbon Source  

 

Growth Curve of Lactobacillus plantarum ATCC 14917

0.000
0.200
0.400
0.600
0.800
1.000
1.200
1.400
1.600

0 4 8 12 16 24 30 36 42 48 Hours

O
pt

ic
al

 D
en

sit
y 

(O
D

; 5
90

 n
m

)

0% Tripe extract 1% Tripe extract
2% Tripe extract 4% Tripe extract

Growth Curve of Lactobacillus brevis ATCC 14869

0.000

0.200

0.400

0.600

0.800

1.000

1.200

1.400

1.600

0 4 8 12 16 24 30 36 42 48 Hours

O
pt

ic
al

 D
en

sit
y 

(O
D

; 5
90

 n
m

)

0% Tripe extract 1% Tripe extract
2% Tripe extract 4% Tripe extract

Growth Curve of Bifidobacterium sp.

0.000

0.200

0.400

0.600

0.800

1.000

1.200

1.400

1.600

0 4 8 12 16 24 30 36 42 48
Hours

O
pt

ic
al

 D
en

sit
y 

(O
D

; 5
90

 n
m

)

0% Tripe extract 1% Tripe extract
2% Tripe extract 4% Tripe extract



 54

3.4 ผลของเชือ้ Bifidobacteria และ Lactobacilli ที่เพาะเลี้ยงในอาหารผสมสารสกัดอินนูลิ
นตอแบคทีเรียกอโรค 

 3.4.1 การทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อโดยวิธ ีAgar well diffusion method 
 จากการทดสอบฤทธิก์ารตานการเจริญของเชื้อ E. coli  ของเชื้อ Lactobacillus 

plantarum ในอาหารเลี้ยงเชื้อผสม 2% ของสารสกัดหยาบพชื 5 ชนดิ ไดแก  สามสิบ แกนตะวัน ฝร่ัง 
มันแกว และหอมหวัใหญ โดยวิธ ี Agar well diffusion  (รูปที ่ 15) พบวา เมื่อพจิารณาจากวงใส สาร
สกัดหยาบจากแกนตะวันมฤีทธิ์สนับสนุนเชื้อ L. plantarum ATCC 15917 ในการตานการเจรญิของ
เชื้อ E. coli ไดดีที่สุด (วงใสขนาด 13 มม.) สวนอนินลิูนมาตรฐานที่มีฤทธิ์ใกลเคียงกับสารสกัดหยาบ
ของหอมหัวใหญ สามสิบ และฝรั่งโดยมีขนาดของวงใสเฉลี่ยเทากับ 10.67, 10.67, 10.33 และ 10.00 
มม. ตามลําดบั สวนสารสกดัหยาบของมนัแกวมีขนาดวงใสเทากับ 8.33 มม. เมื่อเปรียบเทียบกับสวน
ใสของเชื้อ L. plantarum ATCC 15917 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อโดยปราศจากการเติมสารสกัดพชืใดๆ 
ที่ไมสามารถยบัยั้งการเจริญของ E. coli ได แตในสวนของเชื้อ Bifidobacterium lomgum กลับพบวา มี
เพียงสารสกัดหยาบจากแกนตะวนัเทานั้นที่มีฤทธิ์เสริมการตานการเจรญิของเชื้อ E. coli  ไดดี  (วงใส
ขนาด 10.67 มม.)  

 จากการทดสอบฤทธิก์ารตานการเจริญของเชื้อ S. aureus  ของเชื้อ Lactobacillus 
plantarum ในอาหารเลี้ยงเชื้อผสม 2% ของสารสกัดหยาบพชื 5 ชนดิ ไดแก  สามสิบ แกนตะวัน ฝร่ัง 
มันแกว และหอมหวัใหญ โดยวิธ ี Agar well diffusion  (รูปที ่ 16) พบวา เมื่อพจิารณาจากวงใส สาร
สกัดหยาบจากมันแกวมีฤทธิ์สนับสนุนเชือ้ L. plantarum ATCC 15917 ในการตานการเจริญของเชื้อ 
S. aureus ไดดีที่สุด (วงใสขนาด 33.33 มม.) สวนสารสกัดหยาบของหอมหัวใหญมีขนาดวงใสเทากับ 
28.67 มม. สวนอนิูลินมาตรฐานที่มีฤทธิ์ใกลเคียงกับสารสกัดหยาบของแกนตะวัน สามสิบ และฝรั่งโดย
มีขนาดของวงใสเฉลี่ยเทากบั 8.00, 8.33, 8.00 และ 9.33 มม. ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับสวนใส
ของเชื้อ L. plantarum ATCC 15917 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อโดยปราศจากการเติมสารสกัดพชืใดๆ ที่
ไมสามารถยับยั้งการเจริญของ S. aureus ได แตในสวนของเชื้อ Bifidobacterium longum กลับพบวา 
มีเพียงสารสกดัหยาบจากหอมหัวใหญและอินูลินมาตรฐานเทานัน้ที่ไมมีฤทธิ์เสริมการตานการเจรญิ
ของเชื้อ S. aureus ในขณะที่สารสกัดหยาบจากสามสิบ ฝร่ัง แกนตะวัน และมนัแกวมีฤทธิ์ในการตาน
การเจริญของเชื้อ S. aureus โดยมีขนาดของวงใสเฉลีย่เทากับ 13.00, 19.67, 20.00 และ 25.33 มม. 
ตามลําดับ  
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A 
 

 

B 

รูปที่ 15 ผลการทดสอบฤทธิ์การตานการเจริญของเชื้อ E. coli  ของเชื้อ Lactobacillus plantarum (A) 
และ Bifidobacterium longum (B) ในอาหารเลี้ยงเชื้อผสม 2% ของอินนูลินมาตรฐานและสารสกดั
หยาบพืช 5 ชนิด ไดแก  สามสิบ  แกนตะวัน ฝร่ัง มนัแกว และหอมหวัใหญ โดยวิธี Agar well diffusion   
   1- อาหารเลี้ยงเชื้อ (control)  5-  ฝร่ัง 
   2- อินูลินมาตรฐาน   6- มันแกว 
   3- สามสิบ   7- หอมหัวใหญ 
   4- แกนตะวัน  
 
 

รูปที่ 16 ผลการทดสอบฤทธิ์การตานการเจริญของเชื้อ S. aureus ของเชื้อ Lactobacillus plantarum 
(A) และ Bifidobacterium longum (B) ในอาหารเลี้ยงเชื้อผสม 2% ของอินนูลินมาตรฐานและสารสกัด
หยาบพืช 5 ชนิด ไดแก สามสิบ แกนตะวนั ฝร่ัง มนัแกว และหอมหัวใหญ โดยวิธ ีAgar well diffusion   
   1- อาหารเลี้ยงเชื้อ (control)  5- ฝร่ัง 
   2- อินูลินมาตรฐาน   6- มันแกว 
   3- สามสิบ   7- หอมหัวใหญ 
   4- แกนตะวัน  
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  3.4.2 การทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อโดยวิธ ีMicrotiter plate assay 
  จากการทดสอบฤทธิก์ารตานเชื้อ E. coli ของเชื้อ L. plantarum ATCC 15917 และ
เชื้อ B. longum ที่เลี้ยงในสารสกัดหยาบพืช 5 ชนิด ไดแก  สามสิบ แกนตะวนั ฝร่ัง มนัแกว และ
หอมหวัใหญ โดยเปรียบเทยีบกับสารสกดัอินูลิน มาตรฐาน พบวา การเติม 2% ของสารสกัดหยาบจาก
พืชทดสอบทั้ง 5 ชนิดในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับเพาะเลี้ยง L. plantarum ATCC 15917 มีผลเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการตานการเจริญของเชื้อ E. coli  ที่ปริมาตรตางๆ คือ 10, 20, 40, และ 80 ไมโครลิตร 
(ตารางที ่ 17)  เชนเดียวกับการเติม 2% ของสารสกัดอนิูลินมาตรฐาน ก็ใหผลการทดสอบที่ไมแตกตาง
ไปจากพืชทดสอบเชนกนั เมื่อพิจารณาจากปริมาณเชือ้ E. coli  ที่เหลืออยูหลังจากการเพาะเลี้ยง
รวมกับน้ําเลีย้งเชื้อ L. plantarum เปนเวลา 24 ชั่วโมงพบวา มีปริมาณเชื้อ E. coli  ลดลงอยางมี
นัยสําคัญเมื่อเปรียบเทยีบกบัหลุมควบคุมที่มีเพียงน้าํเลีย้งเชื้อ L. plantarum ที่ไมมีการเติมสารสกัด
ใดๆ (รูปที่ 17) 

 ในสวนของเชือ้ B. longum เมื่อพิจารณาการสนับสนุนการตานเชือ้ E. coli ATCC 
25922 ของสารสกัดหยาบจากพืชทดสอบทั้ง 5 ชนิด พบวา พืชทดสอบ 4 ชนิด คือ สามสิบ แกนตะวัน 
ฝร่ัง และหอมหัวใหญ  มีฤทธิ์สนับสนนุเชื้อ B. longum ในการตานการเจริญของเชื้อ E. coli  ที่ทกุ
ปริมาตรของสารสกัด คือ 10, 20, 40, และ 80 ไมโครลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับหลมุควบคุมทีม่ีเพียงน้าํ
เลี้ยงเชื้อ B. longum ทีไ่มมีการเติมสารสกัดใดๆ (ตารางที่ 18) ในขณะที่มนัแกวนั้นไมพบผลการ
สนับสนนุเชื้อ B. longum ในการตานการเจริญของเชื้อ E. coli  เชนเดยีวกับอินูลินมาตรฐาน (รูปที ่18) 
  จากการทดสอบฤทธิก์ารตานเชื้อของเชื้อ L. plantarum ATCC 15917 และเชื้อ B. 
longum ที่เลีย้งในสารสกัดหยาบพืช 5 ชนดิ ไดแก  สามสิบ แกนตะวัน ฝร่ัง มนัแกว และหอมหัวใหญ 
โดยเปรียบเทยีบกับสารสกดัอินูลิน มาตรฐาน พบวา การเติม 2% ของสารสกัดหยาบจากพืชทดสอบทั้ง 
5 ชนิดในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับเพาะเลี้ยง L. plantarum ATCC 15917 มีผลเพิ่มประสิทธิภาพในการ
ตานการเจริญของเชื้อ S. aureus  ที่ปริมาตรตางๆ คือ 10, 20, 40, และ 80 ไมโครลิตร (ตารางที่ 19)  
เชนเดียวกับการเติม 2% ของสารสกดัอินูลินมาตรฐาน ก็ใหผลการทดสอบที่ไมแตกตางไปจากพืช
ทดสอบเชนกนั เมื่อพิจารณาจากปริมาณเชื้อ S. aureus  ที่เหลืออยูหลังจากการเพาะเลีย้งรวมกับน้าํ
เลี้ยงเชื้อ L. plantarum เปนเวลา 24 ชั่วโมงพบวา มีปริมาณเชื้อ S. aureus  ลดลงอยางมีนยัสําคญัเมื่อ
เปรียบเทยีบกบัหลุมควบคุมที่มีเพียงน้าํเลีย้งเชื้อ L. plantarum ที่ไมมกีารเติมสารสกัดใดๆ (รูปที่ 19) 

 ในสวนของเชือ้ B. longum เมื่อพิจารณาการสนับสนุนการตานเชื้อ S. aureus ATCC 
25923 ของสารสกัดหยาบจากพืชทดสอบทั้ง 5 ชนิด พบวา สารสกดัพืชทดสอบทัง้ 5 ชนิด คือ สามสิบ 
แกนตะวนั ฝร่ัง และหอมหัวใหญ มีผลตอเชื้อ B. longum ในการตานการเจริญของเชื้อ S. aureus นอย
มากเชนเดียวกับการเติมสารสกัดอินูลิน (ตารางที ่20) และตองใชน้ําเลี้ยงเชื้อ B. longum ในปริมาณสูง
จึงจะเห็นผลตอการเจริญของเชื้อ S. aureus (รูปที่ 20) 
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ตารางที่ 17  ฤทธิก์ารตานเชื้อ E. coli ของเชื้อ L. plantarum ATCC 15917 ที่เลีย้งในสารสกัดหยาบ
ของพืช 5 ชนิด 

 

 
รูปที่ 17 ฤทธิก์ารตานเชื้อ E. coli ของเชื้อ L. plantarum ATCC 15917 ที่เลี้ยงในสารสกัดหยาบของ
พืช 5 ชนิด 
 
 
 

ปริมาณเชื้อ E.coli ที่เหลืออยูหลงัจากเพาะเลี้ยง 24 ชม. (cfu/ml) Crude extract 0 µl 10 µl 20 µl 40 µl 80 µl 
อินนูลินมาตรฐาน 2.847 x 109 5.13 x 108 1.05 x 108 8.10 x 107 2.17 x 106 

สามสิบ (Tripe) 2.847 x 109 
1.33 x 108 4.56 x 108 4.00 x 107 2.89 x 106 

แกนตะวัน (Artichoke) 2.847 x 109 
4.44 x 108 2.48 x 108 2.95 x 108 2.27 x 106 

ฝร่ัง (Guava) 2.847 x 109 
2.25 x 109 5.87 x 107 9.63 x 106 1.05 x 106 

มันแกว (Yam bean) 2.847 x 109 
5.57 x 107 8.47 x 107 3.43 x 105 1.07 x 106 

หัวหอม (Onion) 2.847 x 109 
1.06 x 109 3.48 x 108 6.07 x 107 1.31 x 106 

1.00E+00

1.00E+01

1.00E+02

1.00E+03

1.00E+04

1.00E+05

1.00E+06

1.00E+07

1.00E+08

1.00E+09

1.00E+10

Inulin
Standard

Tripe Artichoke Guava Yam bean Onion

Crude extract

lo
g 

cf
u/

m
l

0 ul Supernatant 10 ul Supernatant 20 ul Supernatant

40 ul Supernatant 80 ul Supernatant



 58

ตารางที่ 18 ฤทธิก์ารตานเชื้อ E. coli ของเชื้อ B. longum ที่เลี้ยงในสารสกัดหยาบของพืช 5 ชนิด 

 

 
รูปที่ 18 ฤทธิก์ารตานเชื้อ E. coli ของเชื้อ B. longum ที่เลี้ยงในสารสกัดหยาบของพืช 5 ชนิด 
 
 
 

 

ปริมาณเชื้อ E.coli ที่เหลืออยูหลงัจากเพาะเลี้ยง 24 ชม. (cfu/ml) Crude extract 0 µl 10 µl 20 µl 40 µl 80 µl 
อินนูลินมาตรฐาน 2.35 x 109 5.30 x 108 9.93 x 108 2.22 x 109 2.81 x 109 

สามสิบ (Tripe) 
2.35 x 109 5.27 x 108 1.06 x 109 1.52 x 108 1.72 x 108 

แกนตะวัน (Artichoke) 
2.35 x 109 4.20 x 108 2.40 x 108 4.07 x 107 9.20 x 106 

ฝร่ัง (Guava) 
2.35 x 109 9.47 x 108 2.84 x 108 1.37 x 108 5.0 x 108 

มันแกว (Yam bean) 
2.53 x 108 5.23 x 108 3.22 x 108 2.79 x 109 2.35 x 108 

หัวหอม (Onion) 
2.35 x 109 5.40 x 108 1.06 x 108 1.24 x 108 1.11 x 108 

1.00E+00

1.00E+01

1.00E+02

1.00E+03

1.00E+04
1.00E+05

1.00E+06

1.00E+07
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1.00E+09

1.00E+10
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Tripe Artichoke Guava Yam bean Onion

Crude extract

lo
g 

cf
u/

m
l

0 ul Supernatant 10 ul Supernatant 20 ul Supernatant

40 ul Supernatant 80 ul Supernatant
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ตารางที่ 19 ฤทธิก์ารตานเชื้อ S. aureus ของเชื้อ L. plantarum ATCC 15917 ที่เลี้ยงในสารสกดั
หยาบของพืช 5 ชนิด 

 

 
 

รูปที่ 19 ฤทธิก์ารตานเชื้อ S. aureus ของเชื้อ L. plantarum ATCC 15917 ที่เลี้ยงในสารสกัดหยาบ
ของพืช 5 ชนิด 

 
 

ปริมาณเชื้อ S. aureus ที่เหลืออยูหลังจากเพาะเลี้ยง 24 ชม. (cfu/ml) Crude extract 0 µl 10 µl 20 µl 40 µl 80 µl 
Inulin Standard 1.60 x 107 3.63 x 106 2.04 x 105 1.99 x 102 1.73 x 102 

Tripe 1.60 x 107 1.27 x 106 2.48 x 106 1.08 x 105 <10 

Artichoke 1.60 x 107 2.55 x 106 2.07 x 106 2.03 x 105 18.00 

Guava 1.60 x 107 5.61 x 105 1.10 x 105 1.83 x 102 10.33 

Yam bean 1.60 x 107 2.10 x 105 2.03 x 105 8.26 x 105 <10 

Onion 1.60 x 107 2.03 x 105 2.03 x 104 <10 <10 

1.00E+00

1.00E+01

1.00E+02

1.00E+03

1.00E+04

1.00E+05

1.00E+06

1.00E+07
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Tripe Artichoke Guava Yam bean Onion

Crude extract
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g 
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u/

m
l

0 ul Supernatant 10 ul Supernatant 20 ul Supernatant

40 ul Supernatant 80 ul Supernatant
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ตารางที่ 20 ฤทธิก์ารตานเชื้อ S. aureus ของเชื้อ B. longum ที่เลี้ยงในสารสกัดหยาบของพืช 5 ชนิด 

 

 
รูปที่ 20 ฤทธิก์ารตานเชื้อ S. aureus ของเชื้อ B. longum ที่เลี้ยงในสารสกัดหยาบของพืช 5 ชนิด 

 
 

ปริมาณเชื้อ S. aureus ที่เหลืออยูหลังจากเพาะเลี้ยง 24 ชม. (cfu/ml) Crude extract 0 µl 10 µl 20 µl 40 µl 80 µl 
Inulin Standard 2.56 x 107 2.12 x 107 9.13 x 106 1.17 x 107 1.33 x 107 

Tripe  
2.56 x 107 2.49 x 108 2.99 x 107 1.12 x 108 9.70 x 107 

Artichoke  
2.56 x 107 2.01 x 108 2.19 x 108 1.99 x 108 3.66 x 106 

Guava  
2.56 x 107 2.01 x 108 1.84 x 108 1.36 x 107 7.57 x 107 

Yam bean  
2.56 x 107 2.08 x 108 1.95 x 108 1.95 x 108 <10 

Onion  
2.56 x 107 1.06 x 109 3.47 x 108 6.07 x 107 1.31 x 106 

1.00E+00

1.00E+01
1.00E+02

1.00E+03
1.00E+04

1.00E+05

1.00E+06
1.00E+07

1.00E+08
1.00E+09

1.00E+10
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Tripe Artichoke Guava Yam bean Onion

Crude extract
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g 

cf
u/

m
l

0 ul Supernatant 10 ul Supernatant 20 ul Supernatant

40 ul Supernatant 80 ul Supernatant
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3.5 ผลการศึกษาเทคนิคการเตรียมสารสกัดอนินูลิน และสภาวะที่ใชในการเตรียมสารสกัดที่
เหมาะสมจากรากสามสิบ 
จากผลการทดลอง 3.1-3.4 ดังกลาวจะเห็นไดวาพืชทีม่ีศักยภาพที่จะนํามาศึกษาตอในข้ัน

การหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดเพื่อเปนทางเลือกในอุตสาหกรรมตอไปคือ ไดแก รากสามสบิ ทั้งนี้
พืชชนิดนี้มีปริมาณอินนูลินที่สูง และใหผลตอการเจริญของเชื้อ probiotics ที่ดีมากเมื่อเปรียบเทียบกับ 
control โดยผลการเจริญที่เพิ่มข้ึนของเชื้อมีลักษณะคงที่ และเมื่อใหรวมกับเชื้อ probiotics ยังมผีลชวย
ตานการเจริญของเชื้อกอโรค E. coli และ S. aureus ได จึงนาสนใจที่จะนํามาศกึษาตอในข้ันตอน
การศึกษาเทคนิคการเตรียมสารสกัดอินนลิูน  

3.5.1 ผลของอัตราสวนน้ําตอปริมาณพืชที่นาํมาสกัด 
จากการทดลองศึกษาผลของอัตราสวนของน้าํตอปริมาณพืชทีน่ํามาสกัดพบวา  ถาใช

อัตราสวนพืชตอน้ําในสัดสวน 2:1 จะใหคา %yield ของอินนูลินสงูที่สุด โดยคํานวณได 18.83% ขณะที่
ถาใชสัดสวน 1:2 จะใหคานอยที่สุด เพียง 0.34% (ตารางที ่21 รูปที่ 37) 

 
ตารางที่ 21 ปริมาณอินนูลินหลงัการใชอัตราสวนน้ําตางๆ 

Sample: 
Water (ratio) 

Average 
Peak Areaa 

R1 
(mg/ml) 

Average 
Peak Areab 

R2 
(mg/ml) 

P 
(mg/ml) 

% yield 
Inulin 

S:W (1:1) 40057072.00 13.3559 38887439.33 12.9660 10.001 3.90 
S:W (1:2) 36330035.00 12.1135 36226727.33 12.0791 10.000 0.34 
S:W (1:3) 38066846.67 12.6925 35762778.67 11.9245 10.001 7.68 
S:W (2:1) 37799901.67 12.6035 32148533.00 10.7197 10.002 18.83 

 
3.5.2 ผลของอุลตราซาวดในการชวยสกัด (Ultrasound-assisted extraction) 
จากการทดลองเปรียบเทียบการใชอุลตราซาวดชวยในการสกัด พบวาระยะเวลาที่

เหมาะสมในการ sonicate พืชเพื่อใหไดปริมาณ %yield ของอินนูลินสูงที่สุด คือ 15 นาที ทั้งนี้ใหผลเพิ่ม 
%yield ถึง 24.49% และเมื่อเปรียบเทยีบ control พบวาการใชอุลตราซาวดเพิ่มปริมาณการสกัดอินนู
ลิน ดีกวากลุม control (ตารางที่ 22 รูปที่ 38) 
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ตารางที่ 22 ปริมาณอินนูลินหลงัการใชอุลตราซาวดในการชวยสกัด 
Sonicate 

(min) 
Average 

Peak Areaa 

R1 
(mg/ml) 

Average 
Peak Areab 

R2 
(mg/ml) 

P 
(mg/ml) 

% yield 
Inulin 

0 40057072.00 13.3559 38887439.33 12.9660 10.001 3.90 
15 37944426.00 12.6517 30597982.67 10.2029 10.001 24.49 
30 34950353.67 11.6537 28513659.00 9.5081 10.002 21.45 
45 32807062.67 10.9392 28570313.67 9.5270 10.003 14.12 
60 31754831.00 10.5885 28317724.00 9.4428 10.001 11.46 

 
3.5.3 ผลของวัสดุกรอง 
จากผลการทดลองพบวาการใชวัสดุกรองชนิดตางๆ เพิ่มเติมจากสําลีทําใหปริมาณ

อินนูลินนอยลงโดยการกรองผาน celite มีผลใหปริมาณอินนูลินนอยลงมากที่สุด (ตารางที ่23 รูปที่ 39) 
ขณะที่การกรองผานผงคารบอน แมปริมาณอินนูลินนอยกวาการกรองผานสําลีแตลักษณะสารสกัดที่ได
จะไมมีสีและใสกวา 

 
ตารางที่ 23 ปริมาณอินนูลินหลงัการใชวสัดุกรองตางๆ 
วัสดุกรอง Average 

Peak Areaa 

R1 
(mg/ml) 

Average 
Peak Areab 

R2 
(mg/ml) 

P 
(mg/ml) 

% yield 
Inulin 

สําลี (control) 40057072.00 13.3559 38887439.33 12.9660 10.001 3.90 
กระดาษกรอง  34942818.33 11.6511 34636347.00 11.5490 10.002 1.02 

Celite 28033950.33 9.3482 27790512.70 9.2670 10.000 0.81 
คารบอน 33326389.00 11.1123 32457389.70 10.8227 10.001 2.90 

 
 
 
 
 
 
 



 63

วิจารณและสรุปผลการวิจยั 
 
1.  การศึกษาวิธีการตรวจสอบสารอินนูลินในเบื้องตนทีม่ีอยูในพืช 

จากการคัดกรองพืชสมนุไพร 17 ชนิดในเบื้องตนเพื่อหาพืชทีม่ีอินนูลิน โดยใชวธิีการยอมเซลล
พืชดวย α-napthol in ethanol และ sulphuric acid แลวสองดวยกลองจุลทรรศน พบวาพืชที่ใหผลึกสี
แดงอมมวงของอินนูลิน มทีั้งหมด 13 ชนิด ไดแก แกนตะวัน กระเทยีม หอมใหญ หอมแดง มันฝร่ัง แหว 
กลวยหอม มนัแกว เม็ดขนนุ กระจับ ฝร่ัง สามสิบ และกระทือ นอกจากนี้ไดใชเทคนิค TLC ชวยในการ
ตรวจวัดอินนลิูนในพืชเบื้องตนโดยใช sulfuric acid เปน spraying reagent เพื่อตรวจหาน้ําตาลฟรุก
โตสในสารสกดัพืชกอนและหลังทําปฏิกิริยาไฮโดรไลสดวยเอนไซมอินนูลินเนส พบวาผลตรวจสอบมี
เพียงสารสกัดจากรากสามสบิและหัวแกนตะวันที่ใหผลเดนชัด ทัง้นี้อาจเนื่องจากปริมาณอินนูลินที่มีอยู
มากกวาสารสกัดจากพืชอ่ืนๆ อยางไรก็ตามทัง้เทคนิคการสองดวยกลองจุลทรรศนและตรวจสอบดวย 
TLC นับวาเปนวิธทีี่สะดวก งาย ในการตรวจสอบอินนูลินเบื้องตนในพชื 

 
2. การวิเคราะหเปรียบเทียบปริมาณอินนูลินในสารสกัดจากพชื  

ในการวิจัยนี ้ คณะผูวจิัยไดเลือกวิธกีารวิเคราะหหาปริมาณอินนูลินในพืชโดยการใชเทคนคิ
ปฏิกิริยาการเกิดสีเพื่อวิเคราะหหาปริมาณอินนูลินทัง้หมดโดยหาผลตางระหวางปริมาณคารโบไฮเดรต
ทั้งหมดและปริมาณ reducing sugar ซึง่พบวาสารสกดัจากแหวให % yield ของอินนูลินมากทีสุ่ดคือ 
5.59% ขณะที่สารสกัดจากหัวเผือกใหปริมาณนอยที่สุดประมาณ 0.03% สวนสารสกัดจากรากสามสิบ
ใหปริมาณอินนูลินที่สูงเชนเดียวกนัคือ 4.23% ซึ่งมากกวาสารสกัดจากแกนตะวนัที่ใหคาอยูที่ 3.40% 
และเมื่อเปรียบเทียบกับการวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC ซ่ึงหาปรมิาณน้าํตาลฟรุกโตสกอนและหลัง
ไฮโดรไลสดวยเอนไซมอินนูลินเนสกอนคาํนวณหาปริมาณอินนูลินทีม่อียูในสารสกัดจากพืช พบวาราก
สามสิบใหปริมาณอินนูลินมากที่สุด 5.50% ซึ่งใหปริมาณมากกวาอินนูลินในแกนตะวันที่วิเคราะหได 
4.89% นอกจากนีพ้ืชชนิดอืน่ๆ ที่ใหปริมาณอินนูลินที่สูง ไดแก กลวย กระจับ มันฝร่ัง หอมแดง หวัหอม 
สวนสาคูใหปริมาณอินนูลินนอยที่สุดเพียง 0.98% ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบผลที่ไดทัง้สองวธิีพบวาผลของ
ปริมาณอินนูลินในพืชบางชนิดไมตรงกัน เชนในสวนของเม็ดขนนุ สาคูและแหว ผลการวิเคราะหดวย
ปฏิกิริยาการเกิดสีใหปริมาณอินนูลินที่สูงขณะที่การวิเคราะหดวย HPLC ใหปริมาณอินนูลินที่ตํ่ามาก 
สวนสารสกัดจากพชืชนิดอืน่ๆ ใหผลการวิเคราะหใกลเคยีงกนั ทัง้นี้ผลที่ไดอาจเนื่องมาจากการวิเคราะห
ดวยปฏิกิริยาการเกิดสีโดยการหาผลตางระหวางปริมาณคารโบไฮเดรตทั้งหมดกับปริมาณน้าํตาล 
reducing sugar ซึ่งเปนวิธกีารวิเคราะหที่ทาํไดรวดเร็ว แตอาจมีความคลาดเคลื่อนไดเนื่อง
ความจาํเพาะนอยกวาวิธี HPLC ซึ่งมีความจําเพาะและแมนยํามากกวา 
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3. การศึกษาผลของสารสกัดอินนูลินตอการเจริญของเชื้อ Bifidobacteria และ Lactobacilli  
จากการทดลองเพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจรญิของเชื้อ probiotics พบวาเชือ้

สามารถเจริญเติบโตไดดีทั้งในสภาวะที่มอีากาศและไมมีอากาศ และเมื่อใหอินนูลินที่ความเขมขน 1-
2% จะทําใหเชื้อ Lactobaillus plantarum ATCC14917 และ Lactobaillus plantarum No.4 มีการ
เจริญเติบโตไดดีที่สุด และพบวาแหลงคารบอนทีเ่ชื้อ probiotics ทีน่ํามาทดลองจะเจริญไดดีตามลําดับ
คือ glucose, dextrose, lactose และอินนูลิน ดังนัน้เมื่อทดลองโดยเตรียมอาหารเพาะเชื้อเองโดยให
อินนูลินมาตรฐานเปนแหลงคารบอน พบวาทําใหเชื้อมกีารเจริญดีข้ึน และเมื่อนาํสารสกัดอินนลิูนจาก
สมุนไพรชนิดตางๆ มาทดสอบ โดยใชสารสกัดในปริมาณ 0, 1, 2 และ 4% จะเหน็วาสารสกัดจากราก
สามสิบแสดงผลเพิ่มการเจริญของเชื้อ probiotics ทั้ง Lactobacilli และ Bifidobacterium ไดอยางมี
นัยสําคัญ โดยที่ปริมาณสารสกัดที่ 1% จะใหผลดีที่สุด นอกจากนีย้ังมพีืชอ่ืนๆ ที่ใหผลที่ดีตอการเจริญ
ของเชื้อ probiotics ทั้งสองชนิด เชน แกนตะวนั ฝร่ัง กระเทยีม หวัหอม หอมแดง โดยสวนใหญที่ความ
เขมขนของสารสกัด 4% จะใหผลดีที่สุด สวนพืช เชน มันมือเสือ กระจับ และมนัแกว ใหผลเพิ่มการ
เจริญของเชื้อ probiotic เฉพาะเชื้อ Bifidobacterium แตไมมีผลตอการเพิ่มการเจริญของเชื้อ 
Lactobacilli นอกจากนีก้ารเติมสารสกัดจากพชื ไดแก มันฝร่ัง กลอย กลวย เม็ดขนุน แหว และเผือก มี
ผลตอการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Lactobacilli  แตไมมีผลตอการเจริญของเชื้อ Bifidobacterium  
 
4. การศึกษาผลของเชื้อ Bifidobacteria และ Lactobacilli ที่เพาะเลีย้งในอาหารผสมสารสกัดอนินูลิน 
ตอแบคทีเรียกอโรค 
 จากการทดสอบฤทธิก์ารตานการเจริญของเชื้อ E. coli ของเชื้อ L. plantarum ในอาหารเลี้ยง
เชื้อผสมสารสกดัหยาบจากพืชทดสอบ 5 ชนิด ไดแก สามสิบ แกนตะวัน ฝร่ัง มนัแกว และหอมหัวใหญ 
พบวา จากการทดสอบดวยวิธี Agar well diffusion สารสกัดจากแกนตะวนัใหผลที่ดีที่สุด และสารสกัด
จากมนัแกวใหขนาดวงใสนอยที่สุด ขณะทีเ่มื่อทดสอบดวยวธิี Microtiter plate assay พบวา สารสกัด
จากพืชทดสอบทั้ง 5 ชนิดมผีลเพิ่มประสทิธิภาพในการตานการเจริญของ E. coli อยางมีนยัสําคญั 
 สวนการทดสอบฤทธิก์ารตานการเจริญของเชื้อ E. coli ของเชื้อ B. longum พบวามีเพยีงสาร
สกัดจากแกนตะวันเทานัน้ทีใ่หวงใสในการทดสอบดวยวธิี Agar well diffusion แตเมื่อทดสอบดวยวิธ ี
Microtiter plate assay พบวาพืชทดสอบทั้งหมดใหผลในการเพิ่มประสิทธิภาพในการตานการเจริญ
ของ E. coli ยกเวนสารสกัดจากมนัแกว 
 สําหรับการทดสอบฤทธิก์ารตานการเจริญของเชื้อกอโรคอีกชนิดคือ S. aureus ของเชื้อ L. 
plantarum พบวา จากการทดสอบดวยวิธี Agar well diffusion สารสกัดจากมันแกวใหผลที่ดีที่สุด 
ขณะที่เมื่อทดสอบดวยวิธ ี Microtiter plate assay พบวา สารสกัดจากพืชทดสอบทั้ง 5 ชนิดมผีลเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการตานการเจริญของ S. aureus อยางมีนัยสาํคัญ แตในสวนของเชื้อ B. longum สาร



 65

สกัดจากสามสิบ ฝร่ัง แกนตะวัน และมนัแกว มฤีทธิ์ในการตานการเจริญของเชื้อ S. aureus ในการ
ทดสอบดวยวธิี Agar well diffusion แตพืชทดสอบทัง้ 5 ชนิดไมแสดงผลอยางมนีัยสําคัญในการตาน
เชื้อเมื่อทดสอบดวยวธิี Microtiter plate assay 

จากผลการทดลองดังกลาวขางตนจะเห็นไดวานอกจากแกนตะวนัซึง่ปจจุบันใชเปนแหลง
วัตถุดิบในการสกัดอินนูลิน ยังมพีืชที่มศัีกยภาพในการนํามาสกัดอนินลิูนอีกหลายชนิด เชน สามสิบ 
ฝร่ัง มนัแกว หวัหอม ซึง่ในงานวิจยัไดเลือกรากสามสิบสําหรับนาํมาศึกษาตอในขั้นการหาสภาวะที่
เหมาะสมในการสกัดเพื่อเปนทางเลือกในอุตสาหกรรม ทัง้นี้จากการวิเคราะหจะเหน็ไดวาพืชชนิดนี้มี
ปริมาณอินนูลินที่สูง และใหผลตอการเจริญของเชื้อ probiotics ที่ดีมากเมื่อเปรียบเทียบกับ control 
โดยผลการเจรญิที่เพิ่มข้ึนของเชื้อยงัมีลักษณะคงที ่ นอกจากนีเ้มื่อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับ
เพาะเลี้ยงเชื้อ probiotics L. plantarum และ B. longum ยงัมผีลเพิ่มประสทิธิภาพในการตานการ
เจริญของเชื้อกอโรค E. coli และ S. aureus อีกดวย 
 
5. การศึกษาเทคนิคการเตรียมสารสกัดอนินูลิน และสภาวะที่ใชในการเตรียมสารสกัดที่เหมาะสมจาก
รากสามสิบ 
 จากการทดลองสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดอินนูลินจากรากสามสิบ พบวา การใชอัตราสวน
ของพืชตอน้าํในปริมาณตางๆ มีผลตอการสกัดอินนูลิน โดยอตัราสวนของพชืตอน้าํที่สัดสวน 2:1 ให
ปริมาณ % yield อินนูลินมากที่สุดถึง 18.83% และเมื่อใชอุลตราซาวดชวยในการสกัดพบวา เวลาที่
เหมาะสมที่สุดในการ sonicate คือ 15 นาที และจากการทดลองเมือ่ใชวัสดุกรองชนิดตางๆ ชวยในการ
กรองสิ่งปนเปอนและสารโมเลกุลใหญ เชน โปรตีน พบวา การใชเพียงสําลีในการกรองแยกให  % yield 
อินนูลินมากทีสุ่ด ขณะที่การใชผงคารบอนแมปริมาณอินนูลินจะต่ํากวาการใชสําลีแตลักษณะของสาร
สกัดที่ไดจะใสไมมีสี ซึ่งอาจเปนขอไดเปรียบในการพัฒนาเปนผลิตภัณฑตอไป 
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ตารางที ่ 24 เปรียบเทยีบวตัถุประสงค กจิกรรมที่วางแผนไวและกิจกรรมที่ดําเนนิการมาและผลทีไ่ดรับ
ตลอดโครงการ 

วัตถุประสงค กิจกรรม ผลงานที่ไดรับ (output) ผลสําเร็จ 
1. เพื่อคัดกรองหาพืช
สมุนไพรในประเทศที่มี
ศักยภาพในการสกัดสาร
อินนูลิน 

1. พัฒนาวิธีการตรวจสอบ
เบื้องตน 
2. เก็บตัวอยางพืชชนิด
ตางๆ และทําการคัดกรอง 

ไดวิธีคัดกรองในเบื้องตน 
เพื่อหาพืชที่มีอินนูลิน โดย
ใชวิธีการตรวจลักษณะ
ดวยกลองจุลทรรศนและ
การใช TLC ในการตรวจ
สารสกัดพืชในเบื้องตน 
และไดตัวอยางพืชที่จะ
นํามาศึกษาพัฒนาตอไป 

100% 

2.พัฒนาวิธีวิเคราะหและ
การสกัด 

1. การเตรียมและหา
สภาวะที่เหมาะสมในการ
เตรียมสารสกัดจากพืช 
2. พัฒนาวิธีวิเคราะหและ
ประเมินปริมาณอินนูลินใน
พืช 

ไดวิธีวิเคราะหปริมาณอินนู
ลินในพืช โดยการใชเทคนิค 
HPLC และ ปฏิกิริยาการ
เกิดสี และสามารถหา
สภาวะที่เหมาะสมในการ
สกัดเพื่อเพิ่มปริมาณอินนู
ลินในพืช 

100% 

3. เพื่อทดสอบผลของสาร
สกัดอินนูลินจากพืชที่เลือก
ในแงการเปนสารพรีไบโอ
ติก 

1. ทดสอบผลของสารสกัด
อินนูลินตอการเจริญของ
เชื้อ Bifidobacteria และ 
Lactobacilli 
2. ทดสอบผลของเชื้อ 
Bifidobacteria และ 
Lactobacilli ที่เพาะเลี้ยง
ในอาหารผสมสารสกัด
อินนูลินตอแบคทีเรียกอโรค 

ไดผลการทดสอบสารสกัด
ตอการเจริญของเชื้อ 
Bifidobacteria และ 
Lactobacilli 
นอกจากนี้ยังไดผลการ
ทดสอบสารสกัดอินนูลิ
นตอเชื้อกอโรค  

100% 

4. ประเมิน สรุปผลการวิจัย  จากขอมูลที่ไดจากการวิจัย 
ทําใหสามารถประเมิน
ศักยภาพของพืชชนิดตางๆ 
ในแงการเปนพรีไบโอติก
และสามารถหาพืชที่มี
ศักยภาพที่จะนํามาศึกษา
พัฒนาตอไป 

100% 
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แกนตะวนั 
Hilanthus tuberosus 

 
 
 

กลวย 
Musa sapientum 

 
 
 

มันแกว 
Ipomoea batatas 

 
 
 

หอมหวัใหญ 
Allium cepa L. cv group cepa 

 
 

รูปที่ 21 เซลลพืชหลงัจากยอมดวย napthol และกรดซัลฟูริก 
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กระจับ  
Trapa bicornis 

 
 
 

มันฝร่ัง 
Solanum tuberosum 

 
 
 

แหว 
Cyperus tuberosus 

 
 
 

หอมแดง 
Allium cepa L. cv group aggregatum 

 
 
รูปที่ 21 (ตอ) เซลลพืชหลังจากยอมดวย napthol และกรดซัลฟูริก 
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กระเทยีม 
Allium sativum 

 
 
 

ฝร่ัง 
Psidium guajava 

 
 
 

ขนุน 
Artocarpus heterphyllus 

 
 
 

เผือก 
Colocasia esculenta 

 
 
รูปที่ 21 (ตอ) เซลลพืชหลังจากยอมดวย napthol และกรดซัลฟูริก 
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สามสิบ 
Asparagus racemosus 

 
 
 

กลอย 
Dioscorea hispida 

 
 
 

สาคู 
Maranta arundinacea 

 
 
 

กระทือ 
Zingiber amaricans 

 
 
รูปที่ 21 (ตอ) เซลลพืชหลังจากยอมดวย napthol และกรดซัลฟูริก 
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รูปที่ 22 โครมาโตแกรมของสารสกัดสามสิบแสดงถึง Repeatability ของระบบ
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รูปที่ 23 ผลการเจริญของเชือ้ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมเองโดยผสมสารสกดัฝรั่ง  

 

 
 
 
 
 

Growth Curve of Lactobacillus plantarum ATCC 14917
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Growth Curve of Lactobacillus brevis ATCC 14869
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Growth Curve of Bifidobacterium  sp.
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รูปที่ 24 ผลการเจริญของเชือ้ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมเองโดยผสมสารสกดักระเทียม  
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รูปที่ 25 ผลการเจริญของเชือ้ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมเองโดยผสมสารสกดัเผือก  
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รูปที่ 26 ผลการเจริญของเชือ้ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมเองโดยผสมสารสกดัสาคู 
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รูปที่ 27 ผลการเจริญของเชือ้ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมเองโดยผสมสารสกดัมันแกว 
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รูปที่ 28 ผลการเจริญของเชือ้ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมเองโดยผสมสารสกดัแหว 
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รูปที่ 29 ผลการเจริญของเชือ้ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมเองโดยผสมสารสกดักระจับ 
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รูปที่ 30 ผลการเจริญของเชือ้ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมเองโดยผสมสารสกดัขนุน 
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Growth curve of Lactobacillus plantarum ATCC 14917
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รูปที่ 31 ผลการเจริญของเชือ้ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมเองโดยผสมสารสกดัหอมหวัใหญ 
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รูปที่ 32 ผลการเจริญของเชือ้ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมเองโดยผสมสารสกดัหอมแดง 
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รูปที่ 33 ผลการเจริญของเชือ้ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมเองโดยผสมสารสกดักลวย 
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รูปที่ 34 ผลการเจริญของเชือ้ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมเองโดยผสมสารสกดักลอย 
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รูปที่ 35 ผลการเจริญของเชือ้ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมเองโดยผสมสารสกดัมันมือเสือ 
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รูปที่ 36 ผลการเจริญของเชือ้ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมเองโดยผสมสารสกดัมันฝรั่ง 
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รูปที่ 37 โครมาโตแกรมน้าํตาลฟรุกโตสของสารสกัดสามสิบที่อัตราสวนน้ําตางๆ กอน (1) และหลัง (2) 
ไฮโดรไลสดวยอินนูลินเนส 
A- พืชตอน้ํา 1:1   B - พืชตอน้าํ 1:2  
C- พืชตอน้าํ 1:3   D - พืชตอน้ํา 2:1   
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รูปที่ 37 (ตอ) โครมาโตแกรมน้ําตาลฟรกุโตสของสารสกัดสามสิบทีอั่ตราสวนน้ําตางๆ กอน (1) และ
หลัง (2) 
ไฮโดรไลสดวยอินนูลินเนส 
A- พืชตอน้ํา 1:1   B - พืชตอน้าํ 1:2  
C- พืชตอน้าํ 1:3   D - พืชตอน้ํา 2:1 
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รูปที่ 38 โครมาโตแกรมน้าํตาลฟรุกโตสของสารสกัดสามสิบที่ sonicate ระยะเวลาตางๆ กอน (1) และ
หลัง (2) ไฮโดรไลสดวยอินนลิูนเนส 
A- sonicate 15 min   B - sonicate 30 min  
C- sonicate 45 min   D - sonicate 60 min 
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รูปที่ 38 (ตอ) โครมาโตแกรมน้ําตาลฟรุกโตสของสารสกดัสามสิบที ่sonicate ระยะเวลาตางๆ กอน (1) 
และหลัง (2) ไฮโดรไลสดวยอินนูลินเนส 
A- sonicate 15 min   B - sonicate 30 min  
C- sonicate 45 min   D - sonicate 60 min 
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C.1 C.2 

รูปที่ 39 โครมาโตแกรมน้าํตาลฟรุกโตสของสารสกัดสามสิบผานวัสดุกรองตางๆ กอน (1) และหลงั (2) 
ไฮโดรไลสดวยอินนูลินเนส 
A- กระดาษกรอง   B - celite  
C- คารบอน   
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B.1 B.2 


