
 

รายงานผลการวิจยั 

 

 

เรื�อง 
 

 

การออกแบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพในการสังเคราะห์ 

ฟรุกโตโอลโิกแซคคาไรด์จากลําไย 
Bioreactor design for fructooligosaccharide synthesis from longan 

 
 

โดย 

 

นงคราญ พงศ์ตระกลุ และคณะ  
 
 

มหาวทิยาลัยแม่โจ้ 
2556 

 
รหสัโครงการวิจยั  มจ.1-55-019 



 

รายงานผลการวิจยั 

 

เรื�อง  การออกแบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพในการสังเคราะห์ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์จากลําไย 

Bioreactor design for fructooligosaccharide synthesis from longan 

 

ได้รับการจดัสรรงบประมาณวจิัย ประจําปี 2555 
     จํานวน   280,000 บาท  

 

หัวหน้าโครงการ นางสาวนงคราญ พงศ์ตระกุล  

ผู้ร่วมโครงการ  นางสาวมยุรา ศรีกัลยานุกูล 

   นายไพโรจน์ วงศ์พุทธิสิน 

   นายฐปน ชื�นบาล 

 

 

 

 

งานวิจยัเสร็จสิ�นสมบูรณ์ 
               25 กนัยายน 2556 



กิตติกรรมประกาศ 

 

 โครงการวิจัยเรื� อง การออกแบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพในการสังเคราะห์ฟรุกโตโอลิโกแซคคา
ไรดจ์ากลาํไย (Bioreactor design for fructooligosaccharide synthesis from longan) ไดส้ําเร็จลุล่วง โดย
ไดรั้บทุนอุดหนุนการวิจัยจากสํานักวิจัยและส่งเสริมวิชาการการเกษตร มหาวิทยาลยัแม่โจ้ ประจาํปี
งบประมาณ 2555 ผูว้ิจยัขอขอบคุณ สาขาวิชาเทคโนโลยชีีวภาพ คณะวิทยาสาสตร์ มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
ที�อนุเคราะห์เรื� องสถานที�  และอุปกรณ์บางอย่างที�ใช้ในการดําเนินการวิจัยให้เสร็จสิHนสมบรูณ์ 
ขอขอบพระคุณผูมี้ส่วนเกี�ยวขอ้งในการสนบัสนุนการศึกษาจนทาํให้การดาํเนินงานประสบผลตามที�ตัHง
ไว ้ และหากว่าผลการวิจยัครัH งนีHพอจะมีคุณค่าและไดมี้การนาํไปใชป้ระโยชน์ในการสังเคราะห์ฟรุกโต
โอลิโกแซคคาไรดจ์ากลาํไย ขอมอบความดีนีH แก่ผูที้�เกี�ยวขอ้งขา้งตน้ทุกท่าน 

 

            คณะผูว้ิจยั 
 



สารบัญ 

 
                    หนา้ 
สารบญัตาราง          ข 
สารบญัภาพ          ค 
สารบญัตารางผนวก         ง 
สารบญัภาพผนวก         จ 
บทคดัยอ่            1 
Abstract            2 
คาํนาํ            3 
วตัถุประสงคข์องการวจิยั          4 
ประโยชน์ที/คาดวา่จะไดรั้บ          4 
การตรวจเอกสาร           5 
อุปกรณ์และวธีิการวจิยั        17 
ผลและการวจิารณ์ผลการวจิยั        22 
สรุปผลการวจิยั         29 
เอกสารอา้งอิง         30 
ภาคผนวก          34 
     ภาคผนวก ก การวเิคราะห์        35 
     ภาคผนวก ข  ภาพประกอบการทดลอง       38 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ข 

สารบัญตาราง 

 
                    หนา้ 
ตารางที/ 1 คุณค่าทางโภชนาการและส่วนประกอบทางเคมีของเนื=อลาํไยสดและ 
   เนื=อลาํไยอบแห้ง        6 
ตารางที/ 2 องค์ประกอบนํ=าตาลของผลลาํไยในระยะเก็บเกี/ยวผล      6 
ตารางที/ 3 ตวัอย่างของจุลินทรียที์/ไดรั้บการยอมรับว่าเป็นโปรไบโอติก      9 
ตารางที/ 4 ปริมาณนํ=าตาลในเนื=อลาํไยพนัธ์ุดอ      22 
ตารางที/ 5 ปริมาณนํ=าตาลฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรดแ์ละชนิดอื/น ๆ ในเนื=อผลไม ้
   แต่ละชนิดจากการวเิคราะห์ดว้ยเครื/อง HPLC      22 
ตารางที/ 6 ผลการผลิตนํ=าตาล FOS ชนิดคีสโตสและนีสโตสโดยใชน้ํ= าลาํไย 
   ที/ความเขม้ขน้ต่างๆ       23 
ตารางที/ 7 ผลการผลิตนํ=าตาล FOS ชนิดคีสโตสและนีสโตสโดยใชน้ํ= าลาํไย 
   ที/ระดบัค่า pH ต่าง ๆ       24 
ตารางที/ 8 ผลการผลิตนํ=าตาล FOS ชนิดคีสโตสและนีสโตสโดยใชน้ํ= าลาํไย 
   ที/ระดบัอุณหภูมิ ต่างๆ       25 
ตารางที/ 9 ผลการผลิตนํ=าตาล FOS ชนิดคีสโตสและนีสโตสโดยการตรึงเอนไซม ์
   Pectinex ในโซเดียมอลัจิเนตที/ความเขม้ขน้ต่าง ๆ      26 
ตารางที/ 10 ผลการผลิตนํ=าตาล FOS ชนิดคีสโตสและนีสโตสโดยใชเ้อนไซม ์
   Pectinex ตรึงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ      29 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



ค 

สารบัญภาพ 

 
                    หนา้ 
ภาพที/ 1 โครงสร้างการผลิตและการตลาดลาํไย         7 
ภาพที/ 2 ราคาลาํไยสดและแหง้ในปี 2552          8
ภาพที/ 3 ลกัษณะโครงสร้างทางเคมีของนํ=าตาล FOS ชนิดต่างๆ      14
ภาพที/ 4 กลไกการสังเคราะห์นํ=าตาล FOS จากนํ=าตาลซูโครส      14
ภาพที/ 5 กระบวนการทาํเอนไซม ตรึงรูป แบ งเป นวธีิการทางเคมีและการทางกายภาพ    16
ภาพที/ 6 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพในการผลิตฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด ์      21 
ภาพที/ 7 การสังเคราะห์นํ=าตาล FOS ชนิดคีสโตสและนีสโตสโดยใชเ้อนไซม ์
   Pectinex ตรึงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ        28 
  



ง 

สารบัญตารางผนวก 

 
                    หนา้ 
ตารางผนวกที/ 1 ผลของค่าการดูดกลืนแสงที/ความยาวคลื/น 750 นาโนเมตรต่อ 
   ปริมาณสารละลายโปรตีน         36 
ตารางผนวกที/ 2 ความเขม้ขน้ของโปรตีนในเอนไซมต์รึงบนโซเดียมแอลจิเนตที/ 
   ความเขม้ขน้ต่าง ๆ          37 
 
 
 
  



จ 

สารบัญภาพผนวก 

 
                    หนา้ 
ภาพผนวกที/ 1 ความสัมพนัธ์ระหวา่งปริมาณสารละลายโปรตีนกบัค่าการดูดกลืนแสง 
  ที/ความยาวคลื/น750 นาโนเมตร        36 
ภาพผนวกที/ 2 ลกัษณะของเอนไซม ์Pectinex ตรึงแบบเชื/อมไขวด้ว้ยโซเดียมแอลจิเนต   38 
ภาพผนวกที/ 3 การติดตั=งถงัปฏิกรณ์ชีวภาพที/ใชใ้นการสังเคราะห์ 
  ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรดจ์ากนํ=าลาํไย       39 
 
 
 



การออกแบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพในการสังเคราะห์ฟรุกโตโอลโิกแซคคาไรด์จากลาํไย 

Bioreactor design for fructooligosaccharide synthesis from longan 
 

นงคราญ พงศ์ตระกูล มยุรา ศรีกลัยานุกูล ไพโรจน์ วงศ์พุทธิสิน และฐปน ชืAนบาล 

Nongkran Pongtrakul, Mayura Srikanlayanukul, Pairote Wongputtisin  

and Tapana Cheunbarn 
 

คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัแม่โจ ้จ.เชียงใหม่ 50290 

-------------------------------- 
 

บทคัดย่อ 

 
 งานวิจยันี$ เป็นการศึกษาการสังเคราะห์ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์จากนํ$ าลาํไยในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพ ขั$นตอนแรกเป็นการเตรียมนํ$ าลาํไยเขม้ขน้จากลาํไยสายพนัธ์ดอ จากนั$นทาํการหา
ปัจจัยที7 เหมาะสมต่อการสังเคราะห์ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์จากนํ$ าลําไยโดยใช้เอนไซม ์
PectinexTM พบว่า การใช้เอนไซม์ PectinexTM 2 ไมโครลิตร สังเคราะห์ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์
จากนํ$ าลาํไยเขม้ขน้ที7ถูกทาํให้เจือจางดว้ย citrate buffer pH 5.5 ในอตัราส่วน 1:1 ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ที7อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นสภาวะที7เหมาะสมที7สุด ได้นํ$ าตาลซูโครส คีสโตส 
และนีสโตส 503.43, 224.09 และ 9.61 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลาํดับ ขั$นตอนสุดท้ายทาํการ
ออกแบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 1.5 เซนติเมตร ยาว 10 เซนติเมตร เพื7อใช้
สังเคราะห์ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์จากนํ$ าลาํไยโดยใช้เอนไซม์ PectinexTM ตรึงดว้ยวิธีการตรึง
แบบห่อหุ้ม (entrapment) โดยใช้โซเดียมอลัจิเนตความเขม้ขน้ 6% พบว่าสามารถผลิตนํ$ าตาล 
ซูโครส คีสโตส และนีสโตส 805.56, 198.11 และ 7.62 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลาํดบั และสามารถ
นาํเอนไซมก์ลบัมาใชซ้ํ$ าไดม้ากกวา่ 16 ครั$ ง 
 
คาํสาํคญั:   ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด ์ การตรึงแบบห่อหุม้  นํ$ าตาลคีสโตส  นํ$ าตาลนีสโตส  เอนไซม ์PectinexTM 
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Abstract 

 
 Fructooligosaccharides synthesis from longan juice in bioreactor was investigated in 
this study. Firstly, concentrated longan juice was prepared from longan (Dor); subsequently, 
optimal conditions for fructooligosaccharides synthesis using PectinexTM enzyme was studied. It 
was found that two ml of PectinexTM and 55 oC were the optimal conditions for 
fructooligosaccharides synthesis from diluted longan juice (diluted by one ml citrate buffer pH 
5.5). Sucrose, kestose and nystose were obtained at 503.43, 224.09 and 9.61 mg/ml; respectively, 
under these optimal conditions. Finally, 1.5 x 10 cm bioreactor for fructooligosaccharides 
synthesis using immobilized PectinexTM and longan juice was designed. Entrapment -based 
method by 6% sodium alginate was used in enzyme immobilization step. The results showed that 
805.56, 198.11 and 7.62 mg/ml of sucrose, kestose and nystose; respectively, was obtained from 
this system. Moreover, it was also found that immobilized enzyme could be re-used more than 16 
times. 
 
Keywords:   fructooligosaccharides,  entrapment,  kestose, nystose,  PectinexTM 
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คํานํา 

  

 ลาํไยเป็นผลไมท้อ้งถิ7นที7มีการปลูกกนัมากในเขตภาคเหนือของประเทศไทย โดยเฉพาะ
อยา่งยิ7งจงัหวดัเชียงใหม่และลาํพนู ในทุกปีจะมีลาํไยที7ตกเกรดหรือมีขนาดเล็กไม่สามารถจาํหน่าย
ไดใ้นราคาสูงทาํใหล้าํไยเหล่านี$ มีเหลือทิ$งอยูเ่ป็นจาํนวนมาก ลาํไยเหล่านี$จะถูกกาํจดัโดยการปล่อย
ใหเ้น่าคาตน้ ซึ7 งเป็นสิ7งที7น่าเสียดายเป็นอยา่งมากเพราะลาํไยเหล่านี$ยงัคงมีสารสาํคญัหลายๆ ชนิด
หลงเหลืออยูเ่ป็นจาํนวนมาก หนึ7งในนั$นคือนํ$าตาล ไม่วา่จะเป็นนํ$าตาลซูโครส กลูโครส และฟรุค
โตส นํ$าตาลเหล่านี$ มีศกัยภาพที7จะนาํมาใชเ้ป็นสารตั$งตน้ในการผลิตเป็นส่วนประกอบอาหาร
สุขภาพที7มีมูลค่าเพิ7มมากขึ$นอยา่งมหาศาล โดยใชก้ระบวนการทางเทคโนโลยชีีวภาพ 

ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด ์ (Fructooligosaccharide; FOS) เป็นนํ$าตาลชนิดหนึ7งที7ไดรั้บการ
ยอมรับในวงการอาหารวา่เป็นสารพรีไบโอติก (Prebiotic) โดยสามารถกระตุน้การเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียโปรไบโอติก (Probiotic) ซึ7 งเป็นแบคทีเรียที7ช่วยใหร่้างกายของมนุษยแ์ละสัตวแ์ขง็แรง
เพราะช่วยยบัย ั$งการเจริญของเชื$อก่อโรคในทางเดินอาหาร กระตุน้ภูมิคุม้กนั และผลิตวติามินต่างๆ 
ใหแ้ก่ร่างกายได ้ นํ$าตาล FOS นี$ยงัเป็นนํ$าตาลที7มีแคลอรี7และความหวานตํ7า จึงเหมาะเป็นอยา่งยิ7ง
สาํหรับผูที้7ใส่ใจสุขภาพ นํ$าตาล FOS สามารถผลิตไดจ้ากหลายวธีิ หนึ7งในนั$นคือการสังเคราะห์โดย
การใชเ้อนไซม ์ fructosyltransferase ที7ผลิตไดจ้ากจุลินทรียภ์ายใตส้ภาวะที7จาํเพาะและใชน้ํ$าตาล
ซูโครสเป็นสารตั$งตน้ และถา้มีการออกแบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพในการสังเคราะห์นํ$าตาล FOS โดยมี
กระบวนการผลิตที7เป็นมาตรฐานจะสามารถผลิต FOS ในปริมาณมากไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
ดงันั$นนํ$าตาลที7สกดัมาจากลาํไยนี$คาดวา่น่าจะมีศกัยภาพที7จะใชเ้ป็นสารตั$งตน้ในการผลิตนํ$าตาล 
FOS ได ้ อนัจะเป็นการเพิ7มมูลค่าใหก้บัลาํไยไดอ้ยา่งคาดไม่ถึง งานวจิยันี$ จึงเป็นแนวทางในการเพิ7ม
มูลค่าใหก้บัผลผลิตทางการเกษตร 
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วตัถุประสงค์ของงานวจัิย 
  
 1. เพื7อสังเคราะห์นํ$าตาล fructooligosaccharide จากลาํไย 
 2. เพื7อเพิ7มมูลค่าใหก้บัลาํไย 
  

 
ประโยชน์ทีAคาดว่าจะได้รับ 

 
1. เพิ7มมูลค่าของลาํไยที7ตกเกรดหรือมีขนาดเล็ก 
2. หน่วยงานภาคเอกชนสามารถนาํองคค์วามรู้นี$ไปพฒันาต่อยอดเพื7อผลิตนํ$าตาล FOS ใน

เชิงพาณิชยไ์ด ้อนัเป็นการช่วยลดการนาํเขา้นํ$าตาลดงักล่าวจากต่างประเทศ  
3. ไดป้ระโยชน์สาํหรับนกัศึกษาที7ศึกษาปัญหาพิเศษเกี7ยวกบังานทางดา้นนี$  
4. ไดอ้งคค์วามรู้ใหม่ในเรื7องการออกแบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 
5. ไดผ้ลงานตีพิมพใ์นวารสารระดบัชาติหรือนานาชาติ 
6. สามารถนาํผลงานวจิยัมาจดอนุสิทธิบตัรเพื7อต่อยอดในทางธุรกิจได ้
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การตรวจเอกสาร 

 
ลาํไย (longan)  

 

  ลาํไย เป็นพืชที7อยูใ่นตระกูล Sapindaceae และมีชื7อวิทยาศาสตร์หลายชื7อ ไดแ้ก่ 
Euphoria longan Lam.; E. longan Strend.; Nephelium longan Camb. และ Dimocarpus longan 
Lour. (พาวิน และคณะ 2546; สุรภา, 2548) ซึ7 งลาํไยที7นิยมปลูกในประเทศเพื7อบริโภคนั$นอาจ
แบ่งไดเ้ป็น 2 สายพนัธ์ุใหญ่ คือ ลาํไยพื$นเมือง (ลาํไยกระดูก) และลาํไยกระโหลก โดยลาํไย
กระโหลกนี$ ก็ยงัแบ่งไดอ้อกเป็นอีกหลายสายพนัธ์ุ เช่น พนัธ์ุเบี$ยวเขียวหรืออีเบี$ยว พนัธ์ุดอหรือ
อีดอ พนัธ์ุแห้ว และพนัธ์ุชมพู เป็นตน้  
  ลาํไยเป็นผลไมที้7มีความสาํคญัทางเศรษฐกิจอนัหนึ7 งของภาคเหนือตอนบนของประเทศ
ไทย โดยเฉพาะอย่างยิ7งจงัหวดัเชียงใหม่ ลาํพูน และเชียงราย ซึ7 งผลผลิตลาํไยสามารถส่งออก
จาํหน่ายยงัต่างประเทศทั$งในรูปผลสด อบแห้ง แช่แข็ง และลาํไยกระป๋อง นาํรายไดเ้ขา้ประเทศ
ปีละหลายลา้นบาท (อนนัต์, 2547) องค์ประกอบทางเคมีและคุณค่าทางโภชนาการของลาํไยสด
เปรียบเทียบกบัลาํไยอบแห้ง แสดงไดด้งัตารางที7 1 และตารางที7 2  
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ตารางทีA 1 คุณค่าทางโภชนาการและส่วนประกอบทางเคมีของเนื$อลาํไยสดและเนื$อลาํไยอบแห้ง 
 
ส่วนประกอบ เนืUอลาํไยสด เนืUอลาํไยอบแห้ง 

ความชื$น (%) 81.10 17.80 

ไขมนั (%) 0.11 0.40 

เส้นใย (%) 0.28 1.60 

โปรตีน (%) 0.97 4.60 

เถา้ (%) 0.56 2.86 

คาร์โบไฮเดรต (%) 16.98 72.70 

ค่าพลงังานความร้อน (กิโลจูล/ 100 กรัม) 72.79 311.80 

แคลเซียม  (มก./100 กรัม) 5.70 27.70 

เหล็ก        (มก./100 กรัม) 0.35 2.39 

ฟอสฟอรัส (มก./100 กรัม) 35.30 159.50 

วิตามิน ซี   (มก./100 กรัม) 6920 137.80 

โซเดียม     (มก./100 กรัม) - 4.50 

โพแทสเซียม  (มก./100 กรัม) - 2012.00 

ไนอะซีน        (มก./100 กรัม) - 3.03 

กรดแพนโททีนิก  (มก./100 กรัม) - 0.57 

วิตามินบีสอง   (มก./100 กรัม) - 0.375 

ที7มา: สุรภา, 2548. 
 

ตารางทีA 2 องค์ประกอบนํ$าตาลของผลลาํไยในระยะเก็บเกี7ยวผล 
 

ส่วนประกอบ ลาํไยปี 2526 ลาํไยปี 2527 

ปริมาณของแข็งที7ละลายนํ$า (%) 20.10+0.10 18.30+0.20 
ปริมาณนํ$าตาลทั$งหมด (มก./ กรัม) 184.00+7.00 154.00+11.00 
ปริมาณนํ$าตาลซูโครส (มก./ กรัม) 72.00+15.00 29.00+3.00 
ปริมาณนํ$าตาลกลูโครส (มก./กรัม) 22.00+17.00 23.00+1.00 
ปริมาณนํ$าตาลฟรุกโตส (มก./กรัม) 28.00+17.00 17.00+1.00 
ที7มา: ดดัแปลงจาก นพดล และคณะ, 2543. 
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  และจากการวิเคราะห์โครงสร้างการผลิตและการตลาดลาํไยของประเทศไทยในปี 2545 
ก็พบไดด้งัภาพที7 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
    
 
ภาพทีA 1 โครงสร้างการผลิตและการตลาดลาํไย 
ที7มา:  http://www.moc.go.th/opscenter/cr/long.doc [online] 

  
 

           พนัธ์ุ 

ดอ 78% 

แห้ว 6%  

เบีUยวเขียว 6% 

ชมพู 5% 

อืAนๆ 5% 

ผลผลติ 

390,700 

        แหล่งผลติ 

เชียงใหม่ 136,700 ตัน 

ลาํพูน 130,400 ตัน 

เชียงราย    43,200 ตัน 

พะเยา   16,800 ตัน 

น่าน    12,200 ตัน 

ลาํปาง     9,200 ตัน 

ตาก     8,800 ตัน 

แพร่     8,100 ตัน 

แหล่งอืAน       25,300 ตัน 

โครงสร้างการผลติและการตลาดลาํไย ปี 2545 

เกรด AA 30% 

< 85 ผล/กก. 

117,200 ตัน 

เกรด AและB 50% 

> 85 ผล/กก. 

195,500 ตัน 

เกรด C 20% 

ผลร่วงและ

เลก็ 

78,000 ตัน 

ลาํ 

ไย

สด 

ลาํ 

ไย

แปร

รูป 

ส่งออกสด 

30%  

117,000 ตัน 

บริโภคสดใน

ประเทศ 

10% 38,700 ตัน 

โรงงานอาหาร

กระป๋อง 5%  

20,000 ตัน 

โรงงาน

อบแห้ง 55% 

215,000 ตัน 

จีนและฮ่องกง  

74% 

อนิโดนีเซีย 14% 

มาเลเซีย 4% 

สิงคโปร์ 3% 

แคนาดา 2% 

สิงคโปร์ 30% 

มาเลเซีย 28% 

อเมริกา 15% 

จีน 91% 

เกาหลใีต้ 2% 
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 ราคาของลาํไยทั$งลาํไยสดและลาํไยแหง้จะใชข้นาดของลาํไยเป็นตวักาํหนดราคาดงัแสดง
ในภาพที7 2 ซึ7 งลาํไยมีตกเกรดจะมีราคาตํ7ามากไม่คุม้ค่าต่อการผลิต 
 

 
 
ภาพทีA 2 ราคาลาํไยสดและแหง้ในปี 2552 
ที7มา: 
http://www.oae.go.th/ewtadmin/ewt/oae_baer/ewt_news.php?nid=311&filename=index[online] 
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โปรไบโอติกและพรีไบโอติก 
   

โปรไบโอติก (Probiotics) 

  โปรไบโอติก (probiotics) เป็นภาษากรีกที7แปลว่า “for life” โดย Parker เป็นคนแรกที7
ให้นิยามของคาํว่าโปรไบโอติกในเชิงเดียวกบัที7ใชใ้นทุกวนันี$  โดยไดใ้ห้นิยามว่า “โปรไบโอติก
เป็นสิ7งมีชีวิตหรือสารชนิดที7ก่อให้เกิดสมดุลยข์องจุลินทรียขึ์$นภายในทางเดินอาหาร” 
(Schrezenmer and Vrese 2001) จึงอาจตีความรวมไปไดถึ้งสารปฏิชีวนะ ต่อมาในปี 1989 Fuller 
ก็ไดป้รับปรุงนิยมนี$ เสีย ใหม่กล่าวคือ “โปรไบโอติกคือจุลินทรียที์7มีชีวิตที7เสริมในอาหารสัตว์
เพื7อก่อให้เกิดประโยชน์ต่อสัตวน์ั$นๆ โดยปรับปรุงสมดุลยข์องจุลินทรียใ์นลาํไส้” ส่วน 
Havennaar และคณะ (1992) ก็ไดนิ้ยามคาํว่าโปรไบโอติกไวเ้ช่นกนั โดยกล่าวไวว้า่ “โปรไบโอ
ติกคือจุลินทรียเ์ดี7ยวหรือผสมก็ไดที้7มีชีวิต ที7เมื7อเสริมให้คนหรือสัตวแ์ลว้ก่อให้เกิดประโยชน์ต่อ
คนหรือสัตวโ์ดยปรับปรุงคุณสมบติัของจุลินทรียเ์จา้ถิ7น” หลงัจากนั$นก็มีผูป้รับปรุงนิยาม
เพิ7มเติมเรื7อยมา แต่อยา่งไรก็ตามโดยรวมแลว้อาจกล่าวไดว้่า โปรไบโอติกคือจุลินทรียที์7
ก่อให้เกิดประโยชน์ต่อสุขภาพของคนและสัตวน์ั$นเอง ตวัอย่างของจุลินทรียโ์ปรไบโอติกแสดง
ดงัตารางที7 3 
 

ตารางทีA 3 ตวัอย่างของจุลินทรียที์7ไดรั้บการยอมรับว่าเป็นโปรไบโอติก 
 

Lactobacillus sp. Bifidobacterium sp. Other lactic acid bacteria Non-lactic acid 

bacteria 

L. acidophilus 

L. amylovorus 

L. casei 

L. delbrueckii 

L. paracasei 

L. plantarum 

L. rhamnosus 

B. adolescentis 

B. animalis 

B. bifidum 

B. breve 

B. infantis 

B. lactis 

B. longum 

Enterococcus feacalis 
1
 

Enterococcus feacium 

Lactococcus lactis 

Leuconostoc mesenteroides 

Pediococcus acidilactici 

Streptococcus thermophilus 

Bacillus subtilis
1
 

Saccharomyces 

cerevisiae 
1 

Escherichia coli   

strain nissle 

หมายเหตุ: 1 ส่วนใหญ่ใช้เสริมในสัตว ์
ที7มา: Holzapfel et al., 2001.  
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  ประโยชน์ของการใช้โปรไบโอติกต่อคนและสัตวมี์มากมาย นอกเหนือจากการยบัย ั$ง
การเจริญ เติบโตของจุลินทรียก่์อโรค (pathogens) ในทางเดินอาหารอนัเป็นสาเหตุของอาหาร
ทอ้งร่วงแลว้ ยงัช่วยลดระดบัของลิปิดในซีรัมอีกดว้ย เช่น L. acidophilus สามารถลดระดบั
โคเลสเตอรอลและลดอตัราการดูดซึม cholesterol micelles ในลาํไส้ (Mazza, 1998) โปรไบโอ
ติกบางสายพนัธ์ุยงัช่วยกาํจดัสารก่อมะเร็งและ secondary bile salt ซึ7 งจะก่อให้เกิดมะเร็งใน
ลาํไส้ได ้ (Marteau et al., 2001) Rastall และคณะ (2000) ก็รายงานอีกว่าโปรไบโอติกช่วย
กระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัชนิดไม่จาํเพาะเจาะจงให้กบัร่างกายดว้ย และที7เห็นไดช้ดัที7สุดอีก
ประการหนึ7 งคือโปรไบโอติกจะช่วยกาํจดันํ$าตาลแลคโตสในนํ$านมที7ทาํให้บางคนเกิดอาการแพ้
นํ$านม (Wongputtisin, 2003) 
 
 พรีไบโอติก (Prebiotics) 

คาํๆ นี$ ไดถู้กเสนอขึ$นมาเป็นครั$ งแรกโดย Gibson และ Roberfroid (1995) โดยให้นิยาม
ว่า “พรีไบโอติก คือ ส่วนประกอบของอาหารที7ไม่สามารถถูกย่อยสลายโดยทางเดินอาหารของ
คนและสัตวแ์ต่ให้คุณประโยชน์แก่คนและสัตว ์โดยการกระตุน้การเจริญของจุลินทรียโ์ปรไบโอ
ติกในทางเดินอาหารอย่างเฉพาะเจาะจง” ดงันั$นคุณสมบติัของสารพรีไบโอติกจึงควรมี
ดงัต่อไปนี$  
  - ไม่ถูกย่อยหรือดูดซึมในทางเดินอาหาร 
  - เป็นสารอาหารที7กระตุน้การเจริญเติบโตของโปรไบโอติกที7เฉพาะเจาะจง 
  - สามารถทาํให้เกิดการเปลี7ยนแปลงสัดส่วนของจุลินทรียอ์นัจะก่อให้เกิดสุขภาพที7ดี 
  พรีไบโอติกสามารถเป็นไดท้ั$งเปปไทด์สายสั$ นๆ โปรตีน คาร์โบไฮเดรตหรือแมก้ระทั$ง
ลิปิด แต่สารกลุ่มที7ไดรั้บความนิยมและมีการศึกษามากที7สุดคือ โอลิโกแซคคาไรด์ที7ย่อยไม่ได ้
(non-digestible oligosaccharides; NDOs) (Wongputtisin, 2003)  
    มีรายงานวา่การเสริม NDOs ในอาหารคนจะช่วยก่อให้เกิดประโยชน์ต่อสุขภาพคือ 
ช่วยกระตุน้การเจริญของโปรไบโอติกในลาํไส้ เช่น การเสริม fructooligosaccharides (FOS) ใน
อาหารจะช่วยให้การเจริญของ Bifidobacterium sp. ดีขึ$นส่งผลให้ช่วยยบัย ั$งการเจริญของเชื$อก่อ
โรค เช่น Clostridium sp. (La Blay et al., 1999; Kullen et al., 1998; Bouhnik et al., 1998; 
Campbell et al., 1996) นํ$าตาล FOS และอนุพนัธ์ของซูโครสไม่ก่อให้เกิดฟันผุ ช่วยเพิ7มระดบั
ของ short chain fatty acid (SCFA) เพิ7มการยืด-หดตวัของลาํไส้ (peristalsis) (Mazza, 1998) 
NDOs ยงัช่วยลดระดบัไขมนัในเลือดจึงช่วยลดโอกาสเกิดโรคหัวใจ ดงัเช่นจากการศึกษาในชาย 
12 คนที7มีอาการ hyperchlolesterolemia โดยเสริม inulin 20 กรัม ในไอศกรีมให้กินทุกวนัเป็น
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เวลา 3 สัปดาห์ พบว่าระดบัของไตรกลีเซอไรด์และคอเรสเตอรอลลดลงอยา่งมีนยัสาํคญั 
(Causey et al., 2000)   
 Cummings และคณะ (2001) กล่าวเกี7ยวกบัพรีไบโอติกไวว้า่ ที7มีการศึกษากนัมากคือสาร
กลุ่ม short – chain carbohydrates (SCCs) ที7ไม่ถูกยอ่ยโดยเอนไซมใ์นมนุษยห์รือบางครั$ งก็เรียกสาร
กลุ่มนี$วา่ non-digestible oligosaccharide (NDOs) ยกตวัอยา่งเช่น Fructooligosaccharide, 
Isomaltooligosaccharide, Xylooligosaccharide, Polydextrose เป็นตน้  ซึ7 งมี Degree of 
Polymerization (DP) ประมาณ 2-10 แต่พรีไบโอติกที7มีในทอ้งตลาดนั$นพบวา่มี NDOs เป็น
องคป์ระกอบนอ้ย เช่น Xylooligosaccharide ซึ7 งผลิตโดยบริษทั Suntory ประเทศญี7ปุ่น 
ประกอบดว้ยโอลิโกแซคคาร์ไรด ์ 29.4 % , แป้ง 41 % และ นํ$าตาลโมเลกุลเดี7ยว 15 % เป็นตน้ จึง
เป็นอุปสรรคสาํคญัที7ใชศึ้กษาผลของพรีไบโอติกในคนและสัตว ์

          โอลิโกแซคคาไรดส์ามารถไดม้าโดยหลายวธีิเช่น (1) การสกดัจากพืช เช่น FOS, α-
galactooligosaccharide (2) ใชว้ธีิการยอ่ยโพลีแซคคาไรดด์ว้ยเอนไซม ์ (Controlled enzymatic 
hydrolysis) สารโอลิโกแซคคาไรดด์งักล่าว เช่น FOS, Xylooligosaccharides (XOS)  (3) วธีิการ
สังเคราะห์ดว้ยเอนไซม ์ (Enzymatic synthesis) โดยเอนไซมก์ลุ่ม glycosyl transferase โฮลิโกแซค

คาไรดด์งักล่าว เช่น FOS, α-glucooligosaccharides, β-glucooligosaccharides และ β-
galactooligosaccharide เป็นตน้ 
         ชิษณุสรร และคณะ (2539) รายงานวา่กระบวนการสังเคราะห์โอลิโกแซคคาร์ไรดส์ามารถ
สังเคราะห์ไดอี้กวธีิคือ ใชป้ฏิกริยายอ้นกลบัของเอนไซมก์ลุ่มไกลโคซิเดส (glycosidase) ซึ7 งปกติจะ
ทาํหนา้ที7เร่งการสลายโพลิแซคคาร์ไรดห์รือโอลิโกแซคคาร์ไรด์ แต่เมื7ออยูใ่นสภาวะที7เหมาะสมจะ
สามารถเร่งการสังเคราะห์โอลิโกแซคคาร์ไรดไ์ดด้ว้ย โดยจะนาํผลผลิตที7ไดจ้ากการสลายของโพลิ
แซคคาร์ไรด์หรือโอลิโกแซคคาร์ไรดม์าเป็นสับสเตรทในการสังเคราะห์โอลิโกแซคคาร์ไรด ์ (ส่วน
ใหญ่จะไดโ้อลิโกแซคคาร์ไรดส์ายสั$นๆ) แต่พนัธะของโอลิโกแซคคาร์ไรดที์7ไดจ้ากการทาํงานของ
เอนไซมก์ลุ่มนี$จะมีความจาํเพาะนอ้ยกวา่พวกที7สร้างขึ$นจากเอนไซมไ์กลโคซิลทรานส์เฟอเรส 
(glycosyl transferase) และมกัเกิดพนัธะหลาย ๆ แบบปนกนัอยู ่
          Cruz และคณะ (1999) ไดศึ้กษาการผลิต Transgalactosylated oligosaccharides (TOS) เพื7อ
ใชเ้ป็นสารพรีไบโอติกเร่งการเจริญของจุลินทรียแ์ลคติก (Lactic acid bacteria) โดยผลิตจากการใช ้

galactosyltrasferase activity ของเอนไซม ์ β-galactosidase ที7แยกจากเชื$อ Penicilium 

simplicissimum โดยมีนํ$าตาลแลกโตสที7ความเขม้ขน้สูง (60 %w/v) เป็นสารตั$งตน้ 
 นอกจากนี$ยงัมีรายงานวจิยัที7ยนืยนัวา่สารพรีไบโอติกสามารถเร่งการเจริญของจุลินทรีย์
โปรไบโอติกได ้ เช่น งานของ Gibson และคณะ (1995) ไดศึ้กษาผลของการบริโภค FOS ที7มีต่อ
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จาํนวนจุลินทรียภ์ายในลาํไส้  ทาํการทดลองในอาสาสมคัรผูใ้หญ่ โดยใหบ้ริโภค FOS หรือ อินูลิน 
15 กรัม/วนั เป็นเวลา 2 สัปดาห์ จากนั$นวิเคราะห์จาํนวนจุลินทรียห์ลกัๆ ที7พบในอุจจาระ ผลปรากฏ
วา่ FOS และ อินูลิน  สามารถช่วยเพิ7มจาํนวนของเชื$อไบฟิโดแบคทีเรียไดอ้ยา่งมีนยัสาํคญั และยงั
ช่วยลดจาํนวนของเชื$อ Clostridium ลงไดด้ว้ย ในขณะที7 Bouhnik และคณะ (1999) ก็ไดร้ายงานผล
เหมือนกนั และยงัรายงานถึงปริมาณที7นอ้ยที7สุดของ FOS (threshold dose) ที7มนุษยบ์ริโภคเขา้ไป
แต่ละวนั แลว้ทาํใหจ้าํนวนไบฟิโดแบคทีเรียในลาํไส้เพิ7มขึ$นอยา่งมีนยัสาํคญัวา่ ควรบริโภค FOS 
ในปริมาณ 10 กรัม/วนั จึงจะสามารถตรวจพบการเพิ7มจาํนวนของไบฟิโดแบคทีเรีย 
          Kaplan และ Hutkins (2000) ศึกษาการใช ้ FOS ในการเจริญของเชื$อจุลินทรียแ์ลกติค  
และไบฟิโดแบคทีเรีย รวมทั$งหมด 24 สายพนัธ์ุ บนอาหาร MRS พบวา่มีเพียง Lactobacillus 12 
สายพนัธ์ุ (จากทั$งหมด 16 สายพนัธ์ุ) และ Bifidobacteria 7 สายพนัธ์ุ (จากทั$งหมด 8 สายพนัธ์ุ) 
เท่านั$นที7สามารถเจริญได ้ 
         มีผูศึ้กษาถึงประโยชน์ของ FOS ที7มีต่อสุขภาพคนและสัตวม์ากมาย ยกตวัอยา่ง เช่น Ohta 
และคณะ (1997) ไดศึ้กษาผลของการบริโภค FOS ที7มีต่อการป้องกนัการเกิดโรค Osteopenia (โรค
ผดิปกติของกระดูก) ซึ7 งพบทั7วไปในมนุษย ์ แต่การศึกษานี$ไดศึ้กษาในหนู โดยกลุ่มทดลองให้
อาหารที7มี FOS  ในปริมาณ 75 กรัม/ กก. อาหาร เป็นเวลา 4 สัปดาห์ เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมที7
ไดรั้บอาหารปรกติ  ผลการทดลองพบวา่หนูที7ไดรั้บ FOS ในอาหารเป็นประจาํ จะสามารถดูดซึม
แคลเซียมในลาํไส้ใหญ่ไดม้ากกวา่หนูที7ไม่ไดรั้บ FOS นอกจากนี$  FOS ยงัช่วยป้องกนัการลดลงของ
แคลเซียมและแร่ธาตุต่างๆ ในกระดูก อนัเป็นสาเหตุของการเกิดโรค osteopenia 
         Takahara และคณะ (2000) มีการศึกษาคลา้ยกบั Ohta และคณะ คือดูผลของการบริโภค 
FOS ที7มีต่อการเพิ7มของปริมาตร และปริมาณแร่ธาตุของกระดูกโคนขาในหนู  โดยหนูที7นาํมา
ทดลองจาํนวน 16 ตวัมีอาย ุ 42 วนั จะถูกแบ่งเป็นกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง ที7ใหบ้ริโภค FOS 
ปริมาณ 5 กรัม/100 กรัมอาหาร หลงัจากใหห้นูปรับตวัเป็นเวลา 3 วนัแลว้ ก็มีการผสมแคลเซียม
และแมกนีเซียมลงไปในอาหารดว้ย ในปริมาณ 95 และ 8 มิลลิกรัม/ วนั ตามลาํดบั  ผลการทดลอง
พบวา่ในหนูที7ไดรั้บ FOS จะมีการดูดซึมแคลเซียมและแมกนีเซียมมาใชไ้ดดี้กวา่กลุ่มที7ไม่ไดรั้บ 
FOS ทาํใหป้ริมาณของแร่ธาตุดงักล่าวในกระดูกสูงขึ$นดว้ย  นอกจากนี$ยงัพบวา่การเพิ7มขึ$นของแร่
ธาตุดงักล่าวอนัเนื7องจากการบริโภค FOS นี$ยงัอาจเป็นสาเหตุที7ช่วยใหป้ริมาตรของกระดูกโคนขา
ของหนูเพิ7มขึ$นดว้ย 
        Swanson และคณะ (2002) ไดศึ้กษาผลกระทบที7มีต่อระบบภูมิคุม้กนั, ความสามารถการ
ยอ่ยอาหารของระบบทางเดินอาหาร, จาํนวนจุลินทรีย ์ และปริมาณของ Protein catabolites (เช่น 
indole , phenol) ในลาํไส้ใหญ่ของสุนขั เมื7อไดรั้บอาหารที7มีการเสริม FOS และ/หรือ MOS  ผลการ
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ทดลองหลงัจากวเิคราะห์ทางสถิติ พบวา่สุนขักลุ่มที7ไดรั้บ MOS เสริมในอาหารจะพบจาํนวน 
Lactobacillus spp. มากกวา่กลุ่มควบคุมที7ซึ7 งไม่ไดรั้บ MOS ส่วนในกลุ่มที7ไดรั้บทั$ง FOS และ MOS 
จะพบปริมาณ IgA ในลาํไส้เล็กส่วนทา้ย  และในซีรัมมากกวา่ในกลุ่มควบคุม  ปริมาณของ 
Lymphocytes ที7ซึ7 งวดัจากเปอร์เซ็นตข์องเซลเมด็เลือดขาวทั$งหมดที7พบในกลุ่มไดรั้บ MOS ก็
มากกวา่กลุ่มควบคุมดว้ย นอกจากนี$ สุนขัที7ไดรั้บ FOS และ MOS จะพบสาร indole และ phenol ใน
มูลนอ้ยกวา่กลุ่มควบคุม  โดยสรุปแลว้การเสริม FOS และ MOS ในอาหารจะมีประโยชน์ต่อ
สุขภาพและระบบภูมิคุม้กนัของสุนขั 
         จากรายงานวจิยัขา้งตน้พบวา่ การจะเพิ7มจาํนวนของไบฟิโดแบคทีเรียหรือจุลินทรียโ์ปร
ไบโอติกอื7น ๆ ซึ7 งก่อประโยชน์ต่อร่างกายมนุษยแ์ละสัตวน์ั$น สามารถทาํไดโ้ดยการบริโภคสารพรี
ไบโอติกเพื7อเร่งการเจริญของโปรไบโอติก แต่การบริโภคจุลินทรียโ์ปรไบโอติกโดยการ
รับประทานเขา้ไปโดยตรงนั$นโอกาสรอดชีวติของโปรไบโอติกมีค่อนขา้งนอ้ย เนื7องจากสภาวะ
รุนแรงในกระเพาะอาหารและลาํไส้เล็กส่วนตน้ ซึ7 งผลงานวจิยัของ Amann และคณะ (1998) ได้
ชี$ ใหเ้ห็นวา่การบริโภคเชื$อไบฟิโดแบคทีเรียเขา้สู่ร่างกายโดยตรงนั$น ไม่ไดช่้วยเพิ7มปริมาณของเชื$อ
ดงักล่าวในร่างกายเลย ทาํการศึกษาในอาสาสมคัรทั$งชายหญิง โดยใหบ้ริโภคเชื$อไบฟิโดแบคทีเรีย
ในปริมาณ 1010 เซลเป็นประจาํทุกวนั เป็นเวลา 12 วนั  กลุ่มนกัวจิยัใหค้าํอธิบายวา่ ทั$งนี$อาจ
เนื7องจากเชื$อไบฟิโดแบคทีเรียที7บริโภคนั$นไม่สามารถรอดชีวติจากสภาพกรดที7รุนแรงในกระเพาะ
อาหาร และสภาพด่างในลาํไส้เล็กส่วนตน้ ดงันั$นการรับประทานสารพรีไบโอติกเขา้ไปเพื7อช่วยเร่ง
การเจริญเติบโตของจุลินทรียโ์ปรไบโอติกที7มีอยูใ่นลาํไส้อยูแ่ลว้ใหแ้ขง็แรงขึ$น จึงน่าจะก่อใหเ้กิด
ประโยชน์มากกวา่การบริโภคจุลินทรียโ์ปรไบโอติกโดยตรง    
    

นํUาตาลฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ (Fructooligosaccharide; FOS) 

 

 นํ$าตาล FOS เป็นนํ$าตาลชนิดโอลิโกแซคคาไรดที์7ประกอบไปดว้ยหน่วยของนํ$าตาล D-
fructose เชื7อมต่อกนัอยูด่ว้ยพนัธะ เบตา้-(2, 1) และที7ส่วนปลายจะปิดทา้ยดว้ยนํ$าตาล D-glucose 
ชนิดของนํ$าตาล FOS จะแตกต่างกนัขึ$นอยูก่บัจาํนวนหน่วยของ D-fructose ในโมเลกุล และมีชื7อ
เรียกต่างกนัไป ชนิดและลกัษณะโครงสร้างของนํ$าตาล FOS แสดงดงัภาพที7 2 กรณีของนํ$าตาล 
kestose จะมีค่า specific rotation และค่า melting temperature เท่ากบั +28.5o และ 199-200 oC 
ตามลาํดบั (Yun, 1996) นํ$าตาล FOS เป็นนํ$าตาลแคลอรีตํ7า  ไม่เป็นสารก่อมะเร็ง  ช่วยกระตุน้การ
เจริญเติบโตของจุลินทรียที์7มีประโยชน์ในทางเดินอาหาร เช่น Bifidobacteria ช่วยลดคอเลสเตอรอล  
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ฟอสโฟลิปิด และไตรกลีเซอไรดใ์นเลือดได ้(Kim et al., 1998; Fernandez et al., 2007) ซึ7 งลว้นเป็น
คุณสมบติัที7ดีของสารพรีไบโอติก 
 ในธรรมชาติพบนํ$าตาล FOS ไดใ้นพืชชั$นสูงทั7วไป เช่น หอมหวัใหญ่ กระเทียม อาติโช๊ก 
(Jerusalem artichoke) หน่อไมฝ้รั7ง กลว้ย มะเขือเทศ เป็นตน้ จากการสังเคราะห์โดยเอนไซม ์เบตา้-
D-fructosyltransferase (FTF) (Yun, 1996; Maiorano et al., 2008) แต่ในทางการคา้จะมีการ
สังเคราะห์นํ$าตาล FOS จากซูโครสโดยใชเ้อนไซม ์ FTF จากจุลินทรีย ์ (Maiorano et al., 2008) 
กลไกการสังเคราะห์ FOS จากนํ$าตาลซูโครสนั$น พบวา่เริ7มตน้จะมีการสลายพนัธะระหวา่งโมเลกุล
นํ$าตาลกลูโคสและซูโครสออกจากกนั จากนั$นยา้ยฟรุกโตส (donor) ไปยงัซูโครส (acceptor) หรือ 
FOS โมเลกุลอื7นๆ ดงัแสดงในภาพที7 3 และ 4 

                     
ภาพทีA 3  ลกัษณะโครงสร้างทางเคมีของนํ$าตาล FOS ชนิดต่างๆ  
ที7มา: Chow, 2002. 
 
  

                                            
 
ภาพทีA 4 กลไกการสังเคราะห์นํ$าตาล FOS จากนํ$าตาลซูโครส 
ที7มา: Yun, 1996. 
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เอนไซม ตรึงรูป 
 เอนไซม ตรึงรูป (immobilized enzymes) คือ เอนไซม ที7ถูกกาํหนดหรือทาํให มาอยู ใน
ขอบเขตที7จดัไว  อาจมีโมเลกุลใหญ ขึ$นด วยการเชื7อมพนัธะเคมี หรือไม มีพนัธะเคมี ละลายนํ$ าได ยาก
หรือไม ได เลย มีผลให เอนไซม เปลี7ยนจากสถานะตวัเร งปฏิกิริยาที7เป นของเหลวกลายเป นตวัเร งปฏิ
กิริยาที7เป นของแขง็ขณะทาํปฏิกิริยา (solid catalysts) (ปราณี, 2547) 
ประโยชน ของเอนไซม ตรึงรูป 

 เอนไซม ตรึงรูปมีโอกาสเพิ7มค ากิจกรรม (activity) และเสถียรภาพของเอนไซม ได  ถ าวิธี
เหมาะสม สามารถใช กบัระบบเอนไซม หลายชนิดได   สามารถใช ซํ$ า ใช ต อเนื7อง หรือใช ในสภาวะ
การทาํปฏิกิริยาที7ต างไปจากเอนไซม อิสระเดิมได  ทั$งนี$ ขึ$นกบัชนิดตวัพยงุและวธีิการตรึง 
พอลเิมอร ทีAใช ในการตรึงเอนไซม  

 พอลิเมอร ที7ใช ในการตรึงเอนไซม  มีทั$ งพอลิเมอร ธรรมชาติเช น ไคโตซาน (chitosan) 
เซลลูโลส (cellulose) และพอลิเมอร สังเคราะห เช น พอลิเอไมด  (polyamide) พอลิโพรไพลีน
(polypropylene) พอลิสไตรีน (polystyrene) พอลิเอธิลีน (polyethylene) พอลิเมทิลเมทาอะคริเลต 
(poly methyl methacrylate), PMMA)และ พอลิเอทธิลีนไนมีน (polyethylenimine) การใช พอลิเมอร 
สังเคราะห  ถึงแม ว าจะมีราคาที7สูงกว าพอลิเมอร ธรรมชาติ แต ก็มีข อดีดงันี$   
 
 1. ทนทานต ออุณหภูมิและพีเอชที7รุนแรงและทนต อการย อยสลายทางชีวภาพได ดี  
 2. คุณสมบติัของความชอบนํ$ าและความไม ชอบนํ$ า (hydrophilic-hydrophobic) สามาร
ปรับให ตรงกบัความต องการได โดยการเลือกโคมอนอเมอร (co-monomer) ที7เหมาะสมขณะทาํการ
สังเคราะห  
 3. สัณฐานวิทยา (morphology) สามารถเปลี7ยนแปลงได โดยเติมชนิดและสารที7เหมาะสม
ขณะทาํการสังเคราะห  
 4. การปรับสภาพผิว (surface modifications) ทาํได ด วยการเติมหมู ฟ งก ชนัที7ไวต อปฏิกิริยา 
(reactive groups)  
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กระบวนการทาํเอนไซม ตรึงรูป 

 แบ งกระบวนการทาํเอนไซม ตรึงรูปตามแผนภาพที7 5 

 
ภาพทีA 5 กระบวนการทาํเอนไซม ตรึงรูป แบ งเป นวธีิการทางเคมีและการทางกายภาพ 
ที7มา: ปราณี (2547)  
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อุปกรณ์และวธีิการวจัิย 

 

อุปกรณ์ 

 1. วตัถุดิบ 

  ลาํไยพนัธ์ดอ 
   
 2. สารเคมี 

2.1. สารละลาย 5% (w/v) Phenol 
2.2. สารละลายกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ 
2.3. นํ$าตาลกลูโคส (HPLC grade) 
2.4. นํ$าตาลฟรุกโตส (HPLC grade) 
2.5. นํ$าตาลซูโครส (HPLC grade) 
2.6. นํ$าตาลคีสโตส(1-kestose) (HPLC grade) 
2.7. นํ$าตาลนีสโตส(Nystose) (HPLC grade) 
2.8. Acetonitrile (HPLC grade) 
2.9. บิวทานอล (Butanol) 
2.10. เอทานอล (Etanol) 
2.11. โซเดียมแอลจิเนต (sodium alginate) 
2.12. แคลเซียมคลอไรด ์(CaCl2) 
2.13. กลูตารัลดีไฮด ์
2.14. PectinexTM Ultra SP-L 
2.15.โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) 
2.16.Citric acid  

  2.17.Sodium citrate dehydrate 
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3. เครืAองมือ 

3.1. ชุดกรอง Nalgene (Reusable bottle top filter unit) 
3.2. แผน่กรอง Nylon membrance filter ขนาด 0.2 ไมครอน 
3.3. แผน่ TLC สาํเร็จรูป เคลือบซิลิกาเจล 60 ยี7หอ้ MWRCK 
3.4. เครื7องปั7นเหวี7ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ 
3.5. เครื7องวดัค่าการดูดกลืนแสง 
3.6. ตูอ้บลมร้อน 
3.7. เครื7อง Hight performance liquid chromatography (HPLC) 
3.8. เครื7องอบฆ่าเชื$อดว้ยไอนํ$า (autoclave) 
3.9. เครื7องชั7งแบบละเอียด 4 ตาํแหน่ง (analytical balance) 
3.10. เครื7องวดัค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
3.11. เครื7องวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 
3.12. เครื7องระเหยสุญญากาศ (Evaporator) 
3.13. hot plate 
3.14. ขาตั$งบิวเรต และที7จบัยดึ (stand) 
3.15. คอลมัน์ขนาด 2.5*10 cm 
3.16. เครื7องแกว้ไดแ้ก่ ขวดรูปชมพู่ (erenmayer flask) บีกเกอร์ (beaker) หลอด

ทดลอง (test tube) กระบอกตวง (cylinder) และปิเปต (pipette)  
3.17. อุปกรณ์อื7นๆ ไดแ้ก่ ชุดกรอง กระดาษกรองเบอร์ 1 (filter paper whatman 

No.1) ชอ้นตกัสาร จุกยาง สายซิลิโคนขนาด 5*8 cm 
 
วธีิการวจัิย 

 

1. การเตรียมนํUาลาํไยเข้มข้น 

 1.1 ล้างลาํไยด้วยนํ$ าสะอาด ปอกเปลือก ควา้นเมล็ด นําไปคั$นด้วยเครื7 องคั$นนํ$ าผลไม ้
Sakaya กรองผา่นผา้ขาวบาง จากนั$นบรรจุลงขวดพลาสติก เก็บไวที้7อุณหภูมิ ตู ้-20 องศาเซลเซียส 
 1.2 นาํนํ$ าลาํไยออกจากตู ้-20 องศาเซลเซียส มาตั$งทิ$งไวที้7อุณหภูมิห้องจนละลายเป็นเนื$อ
เดียวกนั แลว้นาํไปปั7นเหวี7ยงที7ความเร็วรอบ 8500 rpm เป็นเวลา 30 นาที นาํส่วนใสที7ไดไ้ปกรอง
ดว้ยปั�มสุญญากาศโดยใชก้ระดาษกรองเบอร์ 1 จากนั$นนาํนํ$ านาํลาํไยที7กรองไดไ้ปทาํให้เขม้ขน้โดย
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ใชเ้ครื7อง Evaporator และเก็บรักษาในตู ้-20 จนกวา่จะนาํมาวิเคราะห์นํ$ าตาลดว้ยวิธี Phenol-sulfuric 
method 

 

2. การศึกษาความเข้มข้นของนํUาลาํไยต่อสังเคราะห์นํUาตาล FOS  

 2.1 เตรียมนํ$ าลาํไยเขม้ขน้ต่อ Citrate buffer พีเอช 5.6 ในอตัราส่วน 10:90, 20:80, 30:70, 
40:60, 50:50, 60:40, 70:30, 80:20 และ 100:0 หลอดละ 1 มิลลิลิตร 

2.2 นํานํ$ าลาํไยเข้มข้นในแต่ละอตัราส่วนมาเติมด้วยเอนไซม์ PectinexTM ปริมาณ 2 
ไมโครลิตร ทาํปฏิกิริยาที7อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั7วโมง จากนั$นนาํมาตม้ในนํ$ าเดือด
เป็นเวลา 5 นาทีและ เก็บรักษาที7อุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส จนกวา่จะนาํมาวิเคราะห์หาปริมาณ
นํ$าตาล FOS 
 

3. การศึกษาหา pH ทีAมีต่อการสังเคราะห์นํUาตาล FOS 
3.1 เตรียมนํ$ าลาํไยเขม้ขน้ต่อ citrate phosphate buffer สัดส่วนจากขอ้ 2 ที7พีเอช 4.0, 4.5, 

5.0, 5.5, 6.0, 6.5 และ 7.0 หลอดละ 1 มิลลิลิตร  
3.2 นาํไปเติมดว้ยเอนไซม์ PectinexTM ปริมาณ 2 ไมโครลิตร ทาํปฏิกิริยาที7อุณหภูมิ 55 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั7วโมง จากนั$นนาํมาตม้ในนํ$ าเดือดเป็นเวลา 5 นาที และเก็บรักษาที7
อุณหภูมิ- 20 องศาเซลเซียส จนกวา่จะนาํมาวเิคราะห์หาปริมาณนํ$าตาล FOS 
 

4. การศึกษาหาอุณหภูมิทีAมีต่อการสังเคราะห์นํUาตาล FOS 
4.1 เตรียมนํ$ าลาํไยเขม้ขน้ต่อ citrate phosphate buffer pH และสัดส่วนตามขอ้ 2 และ 3 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จาํนวน 5 หลอด  
4.2 นาํไปเติมดว้ยเอนไซม ์PectinexTM ปริมาณ 2 ไมโครลิตร โดยทาํปฏิกิริยาของเอนไซม์

ที7อุณหภูมิ 30, 37, 45, 55 และ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั7วโมง จากนั$นนาํมาตม้ในนํ$ าเดือดเป็น
เวลา 5 นาทีและ เก็บรักษาที7อุณหภูมิ- 20 องศาเซลเซียส จนกวา่จะนาํมาวิเคราะห์หาปริมาณนํ$ าตาล 
FOS 
 

5. วเิคราะห์นํUาตาล FOS 

5.1 วเิคราะห์ด้วยเทคนิค Thin Layer Chromatography (TLC)  
โดยใช้แผ่นอลูมิเนียมที7เคลือบด้วยซิลิกาจลเป็น Stationary phase นาํตวัอย่างนํ$ าลาํไย

เขม้ขน้ที7ผา่นการสังเคราะห์นํ$าตาล FOS ปริมาณ 0.25 ไมโครลิตร มาหยดบนแผน่ Silica gel นํ$ าตาล
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มาตรฐานไดแ้ก่ กลูโคส ฟรุกโตส ซูโครส คีสโตส และนีสโตส ส่วนวิธีการทาํให้จดนํ$ าตาลปรากฏ
นั$นจะใชก้ารจุ่มแผน่ซิลิกาเจลลงในสารละลายกรดซลัฟูริกความเขม้ขน้ 5 เปอร์เซ็นต์ในเมทานอล 
จากนั$นนาํไปอบที7อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส จนกระทั7งปรากฏจุดสีนํ$าตาล 

5.2 วเิคราะห์องค์ประกอบและนํUาตาลแต่ละชนิดในนํUาผลไม้ด้วยเทคนิค High performance liguid 

chromatography (HPLC) 
 โดยนาํตวัอยา่งนํ$าลาํไยเขม้ขน้ที7ผา่นการสังเคราะห์นํ$าตาล FOS ไปทาํการปั7นเหวี7ยงกาํจดั
ตะกอนที7ความเร็วรอบ 10000 rpm เป็นเวลา 10 นาที จากนั$นนาํสารละลายส่วนใสกรองผา่น Nylon 
membrane ขนาด pore size 0.45 ไมครอน ฉีดตวัอยา่งปริมาณ 30 ไมโครลิตร ผา่นคอลมัน์ Previal 
amino 5 micron (Alltech®) สารละลาย mobile phase ที7ใชคื้อสารละลายผสมระหวา่ง Acetonitrile : DI water 
อตัราส่วน 75 : 25 ที7อตัราเร็ว 1 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส อุปกรณ์ตรวจวดัคือ ELSD 2000 

(Alltech®) นํ$ าตาลมาตรฐานที7ใชคื้อ กลูโคส ฟลุคโตส ซูโครส คีสโตส และนีสโตส ความบริสุทธิ�
ระดบั HPLC grade 

 
6. การศึกษาความเข้มข้นของโซเดียมแอลจิเนตทีAเหมาะสมต่อการตรึงเอนไซม์ PectinexTM  

6.1. เตรียมโซเดียมแอลจิเนต 2-10 เปอร์เซ็นต ์ดว้ยสารละลาย 0.1 M Citrate Buffer pH 5.6 
ปริมาตร100 มิลลิลิตร เก็บที7อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

6.2. เติมดว้ยเอนไซม ์PectinexTM 1.4 มิลลิลิตรใน 0.1 citrate buffer pH 5.6 ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร และ กลูตารัลดีไฮด์ 0.1 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัแลว้เติมลงในสารละลายโซเดียมแอลจิ
เนต ผสมใหเ้ขา้กนั 

6.3. ทาํการตรึงเอนไซม์โดยใช้ไมโครปิเปต ดูดสารละลายผสมและหยดลงในสาร
สารละลายแคลเซียมคลอไรด ์(CaCl2) 0.2 โมลาร์ จะเป็นเมด็เจลขึ$น 

6.4 นาํเม็ดเจลที7แช่อยูใ่นสารละลายแคลเซียมคลอไรด์มาแช่ใน กลูตารัลดีไฮด์ 0.2% (v/v) 
 6.5 แช่เม็ดเจลดว้ยสารละลายแคลเซียมคลอไรด์อีกครั$ ง ที7อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 ชั7วโมง  

6.6 ลา้งเมด็เจลดว้ยนํ$ากลั7นปลอดเชื$อ 
6.7 นาํนํ$ าล้างเม็ดเจลไปวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี Lowry method (ภาคผนวก ก) เพื7อ

ตรวจสอบปริมาณเอนไซมที์7หลุดออกจากเมด็เจล  
 

 

 



 

7. การผลติ FOS ด้วยเอนไซม์ตรึง

 7.1 ทาํการออกแบบถงั
 7.2 นําเอนไซม์ Pectinex
ศูนยก์ลาง 1.5 เซนติเมตร ยาว 
 7.3 เติมนํ$าลาํไยเขม้ขน้ที7เจือจางดว้ย
 7.4 ควบคุมอุณหภูมิที7
ลาํไยใหม่ลงทุก 6 ชั7วโมง  
 7.5 นาํมาวิเคราะห์ชนิดและปริมาณนํ$ าตาลแต่ละชนิดดว้ยเครื7อง
chromatography (HPLC)  
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีA 6 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพในการผลิตฟ
 

 

ด้วยเอนไซม์ตรึงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 

ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพดงัภาพที7 6 
PectinexTM ตรึง 15 กรัม บรรจุในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 

เซนติเมตร ยาว 10 เซนติเมตร  
นที7เจือจางดว้ยสารละลาย citrate buffer pH 5.6 ในอตัรา
ที7 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั7วโมง ถ่ายเอา FOS 

นาํมาวิเคราะห์ชนิดและปริมาณนํ$ าตาลแต่ละชนิดดว้ยเครื7อง high performance liq

ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพในการผลิตฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด ์

21 

ปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาดเส้นผ่าน

อตัราส่วน 1:1  
FOS ออก และเติมนํ$ า

igh performance liquid 
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ผลและการวจิารณ์ผลการวจัิย 

 

1. การเตรียมนํUาตาลจากลาํไยพนัธ์ุดอ 

 
 พบวา่ลาํไยพนัธ์ุดอที7ใชเ้ป็นแหล่งของนํ$ าตาลสําหรับการวิจยัครั$ งนี$สามารถเตรียมนํ$ าลาํไย
ไดใ้นปริมาณทั$งสิ$นประมาณ 27 เปอร์เซ็นตเ์มื7อเทียบกบันํ$ าหนกัผลสด (รวมเมล็ดและเปลือก) และ
คิดเป็น 49 เปอร์เซ็นต์เมื7อเทียบกบันํ$ าหนักเนื$อลาํไยสด และเมื7อนํามาวิเคราะห์ปริมาณนํ$ าตาล
ทั$งหมดและนํ$าตาลรีดิวซ์ ก็พบวา่มีนํ$าตาลเป็นองคป์ระกอบดงัแสดงในตารางที7 4  
 

ตารางทีA 4 ปริมาณนํ$าตาลในเนื$อลาํไยพนัธ์ุดอ 
 

สายพนัธ์ุผลไม้ นํUาตาล (%) ปริมาณนํUาตาล* (g/kg เนืUอผลไม้) ± SD 

Total sugar Reducing sugar DP** 

ลาํไยพนัธ์ุดอ 16.2 162.31 ± 25.00   51.20 ± 0.49  3.17 
 
*วเิคราะห์ 3 ซํ$ า 
**DP = Degree of polymerization 
 

   นํ$าลาํไยนี$  เมื7อนาํมาวเิคราะห์ชนิดและปริมาณนํ$าตาลแต่ละชนิดดว้ยเครื7อง HPLC ก็พบวา่
ประกอบไปดว้ยนํ$าตาลโมเลกุลเล็กหลายชนิด เช่น กลูโคส ฟรุกโตส ซูโครส และคีสโตส ดงัแสดง
ในตารางที7 5 
 

ตารางทีA 5 ปริมาณนํ$าตาลฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรดแ์ละชนิดอื7นๆ ในเนื$อผลไมแ้ต่ละชนิด 
    จากการวเิคราะห์ดว้ยเครื7อง HPLC 
 

สายพนัธ์ุผลไม้ 
ปริมาณนํUาตาล (g/ kg เนืUอผลไม้) 

ฟรุกโตส กลูโคส ซูโครส คีสโตส นีสโตส 

ลาํไยพนัธ์ุดอ 18.12 24.10 93.47 1.10 ND 
 
*Not detected: มีปริมาณนอ้ยจนไม่สามารถตรวจวดัได ้
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   หลงัจากนั$น เมื7อทาํการระเหยนํ$าออกจากนํ$าลาํไยดว้ยเครื7องระเหยแบบสุญญากาศ ก็จะได้
นํ$าลาํไยเขม้ขน้ซึ7 งมีความเขม้ขน้ของนํ$าตาลเท่ากบั 1000.71 g/l ซึ7 งผูว้จิยัจะไดใ้ชน้ํ$าลาํไยเขม้ขน้นี$
เป็นสารตั$งตน้ในการสังเคราะห์นํ$าตาลฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรดต่์อไป 
 

2. ผลของความเข้มข้นนํUาลาํไยทีAมีต่อการสังเคราะห์นํUาตาล FOS 

 

   นํ$ าลาํไยเขม้ขน้ไดถู้กนาํมาเจือจางดว้ยสารละลาย citrate buffer pH ที7ระดบัความเขม้ขน้
ต่าง ๆ จากนั$นเติมด้วยเอนไซม์ PectinexTM แล้วบ่มทาํปฏิกิริยาที7อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 6 
ชั7วโมง ผลการทดลองแสดงดังตารางที7 6 ซึ7 งก็พบว่าการเจือจางนํ$ าลาํไยเข้มข้นในสัดส่วน 1:1 
(ประมาณ 500 mg นํ$ าตาล/ml) ทาํให้ไดค้วามเขม้ขน้ของสับสเตรทที7เหมาะสมที7สุดสําหรับการ
สังเคราะห์นํ$ าตาล FOS โดยเอนไซม์ดงักล่าว โดยสามารถสังเคราะห์นํ$ าตาล FOS ชนิดคีสโตส
และนีสโตสไดใ้นปริมาณ 41.7 และ 38.96 mg/ ml ของนํ$ าลาํไยเขม้ขน้ จึงไดเ้ลือกใช้นํ$ าลาํไยที7
ระดบัความเขม้ขน้ดงักล่าวในการศึกษาขั$นต่อไป 
 
ตารางทีA 6 ผลการผลิตนํ$าตาล FOS ชนิดคีสโตสและนีสโตสโดยใชน้ํ$าลาํไยที7ความเขม้ขน้ต่างๆ  
 

สัดส่วนของ 

นํUาลาํไยต่อบัฟเฟอร์ 

ปริมาณนํUาตาล  

(mg/ ml นํUาลาํไยเข้มข้น) 

คีสโตส นีสโตส 

10:90 23.6 23.55 
20:80 23.00 ND 
30:70 17.46 18.86 
40:60 23.72 26.12 
50:50 41.7 38.96 
60:40 20.6 9.02 
70:30 30.92 33.72 
80:20 28.12 30.5 
100:0 24.21 27.38 

*หมายเหตุ: ND คือ ไม่สามารถตรวจพบได ้
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3. ผลของค่า pH ทีAมีต่อการสังเคราะห์นํUาตาล FOS 

 
   ค่า pH ที7ทาํการศึกษาไดแ้ก่ 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 และ 7.0 ซึ7 งภายหลงัจากการทาํ
ปฏิกิริยาดว้ยเอนไซม ์ PectinexTM ที7อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 6 ชั7วโมง จากนั$นวเิคราะห์ปริมาณ
นํ$าตาล FOS ทั$งสองชนิดแลว้ พบวา่ที7 pH 5.5 สามารถเร่งปฏิกิริยาและสังเคราะห์นํ$าตาล FOS ไดดี้
ที7สุดเมื7อเทียบกบัค่า pH อื7นๆ ที7ไดท้าํการศึกษาครั$ งนี$  ทั$งยงัพบวา่สัดส่วนของผลิตภณัฑต่์อ
สับสเตรทที7ไดสู้งกวา่การสังเคราะห์ที7ระดบั pH อื7นๆ อีกดว้ย ผลดงัแสดงในตารางที7 7 จึงไดเ้ลือก
ค่า pH ดงักล่าวสาํหรับการศึกษาขั$นตอนต่อไป 
 
ตารางทีA 7 ผลการผลิตนํ$าตาล FOS ชนิดคีสโตสและนีสโตสโดยใชน้ํ$าลาํไยที7ระดบัค่า pH ต่าง ๆ 
 

pH ปริมาณนํUาตาล mg/ml สัดส่วน สัดส่วน 

  ซูโครส คีสโตส นีสโตส คีสโตส/ซูโครส นีสโตส/ซูโครส 

pH 4.0 535.60 188.81 2.35 0.3525 0.0044 
pH 4.5 573.68 170.35 2.07 0.2969 0.0036 
pH 5.0 585.39 167.27 ND 0.2858 ND 
pH 5.5 549.49 164.82 2.31 0.3000 0.0042 
pH 6.0 555.62 143.74 ND 0.2587 ND 
pH 6.5 579.25 147.07 2.01 0.2539 0.0035 
pH 7.0 587.99 127.68 ND 0.2172 ND 

*หมายเหตุ: ND คือ ไม่สามารถตรวจพบได ้
 

4. ผลของอุณหภูมิทีAมีต่อการสังเคราะห์นํUาตาล FOS 

 

   อุณหภูมิที7เหมาะสมต่อการทาํปฏิกิริยาของเอนไซม ์PectinexTM ในการสังเคราะห์นํ$ าตาล 
FOS ครั$ งนี$  ไดถู้กศึกษา โดยใชอุ้ณหภูมิในช่วง 30–65 องศาเซลเซียส ผลการทดลองแสดงดงัตาราง
ที7 8 ซึ7 งพบวา่ที7อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ให้ผลการสังเคราะห์นํ$ าตาล FOS แต่ละชนิดสูงที7สุด แต่
อยา่งไรก็ตามพบวา่ นํ$าตาล FOS ที7สังเคราะห์ไดน้ั$นใกลเ้คียงกบัการทาํปฏิกิริยาที7 55 องศาเซลเซียส 
ซึ7 งในทางปฏิบติันั$น อาจจะพิจารณาการทาํปฏิกิริยาที7 55 องศาเซลเซียสแทน เนื7องจากสามารถ
ประหยดัพลงังานในการผลิตไดม้ากกวา่ 
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ตารางทีA 8 ผลการผลิตนํ$าตาล FOS ชนิดคีสโตสและนีสโตสโดยใชน้ํ$าลาํไยที7ระดบัอุณหภูมิ ต่างๆ 
 

อุณหภูมิ 

(oC) 

ปริมาณนํUาตาล (mg/ml) สัดส่วน 

คีสโตส/ซูโครส 

สัดส่วน 

นีสโตส/ซูโครส ซูโครส คีสโตส นีสโตส 

30 655.60 58.07 2.00 0.08858 0.0031 
37 635.89 100.64 2.26 0.15827 0.0036 
45 405.13 155.33 6.42 0.38342 0.0159 
55 503.43 224.09 9.61 0.44513 0.0191 
65 487.05 228.67 10.96 0.46949 0.0225 

 
5. ผลของความเข้มข้นของโซเดียมแอลจิเนตทีAเหมาะสมต่อการตรึงเอนไซม์ PectinexTM 
 
   พบว่าการตรึงเอนไซม์ PectinexTM ดว้ยโซเดียมแอลจิเนต 6 เปอร์เซ็นต์ เหมาะสมที7สุด
สําหรับการผลิตนํ$ าตาล FOS โดยสามารถสังเคราะห์นํ$ าตาล FOS ชนิดคีสโตสและนีสโตสไดใ้น
ปริมาณสูงที7สุดดังแสดงในตารางที7 9 ดังนั$นจึงได้เลือกใช้ความเข้มข้นของโซเดียมแอลจิเนต
ดงักล่าว 
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ตารางทีA 9 ผลการผลิตนํ$าตาล FOS ชนิดคีสโตสและนีสโตสโดยการตรึงเอนไซม ์PectinexTM ใน 
      โซเดียมแอลจิเนตที7ความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
 

ความเข้มข้นโซเดียมแอลจิเนต

(เปอร์เซ็นต์) 
ปริมาณนํUาตาล(mg/ml) 

คีสโตส นีสโตส 
2 2.03 2.40 
4 1.96 2.10 
6 81.01 2.53 
8 1.93 2.13 

10 2.33 2.22 

 
6. ผลการผลติ FOS ด้วยเอนไซม์ PectinexTM ตรึงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 

 
 นํ$ าลาํไยเขม้ขน้ไดถู้กนาํมาเจือจางดว้ยสารละลาย citrate buffer pH 5.6  ในสัดส่วน 1:1 
(ประมาณ 500 mg นํ$ าตาล/ ml) จากนั$นเติมดว้ยเอนไซม ์PectinexTM ที7ถูกตรึงบนโซเดียมแอลจิเนต
ดว้ยวิธีเชื7อมไขวใ้นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ แลว้บ่มทาํปฏิกิริยาที7อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ทาํการเก็บ
ตวัอย่างทุก 6 ชั7วโมง เมื7อนาํมาวิเคราะห์ชนิดและปริมาณนํ$ าตาลแต่ละชนิดด้วยเครื7อง high 
performance liquid chromatography (HPLC) พบวา่ประกอบดว้ยนํ$าตาลโมเลกุลเล็กหลายชนิด เช่น 
กลูโคส ฟรุกโตส ซูโครส คีสโตส และนีสโตส ในระดบัสูงผลการทดลองแสดงดงัตารางที7 10 และ
ภาพที7 7 นอกจากนี$ เอนไซม ์PectinexTM ตรึงยงัสามารถผลิต FOS ไดม้ากกวา่ 16 ครั$ ง ในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพ 
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ตารางทีA 10 ผลการผลิตนํ$าตาล FOS ชนิดคีสโตสและนีสโตสโดยใชเ้อนไซม ์PectinexTM ตรึง 
    ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 
 

จํานวน (ครัUง) 

ปริมาณนํUาตาล 

(mg/ ml นํUาลาํไยเข้มข้น) 

ฟรุกโตส กลูโคส ซูโครส คีสโตส นีสโตส 

1 47.06 120.47 113.44 63.97 5.59 
2 91.57 197.55 328.48 72.24 5.34 
3 117.93 252.33 405.09 94.19 6.14 
4 145.55 299.91 518.39 92.02 6.02 
5 163.59 336.67 498.15 91.85 8.13 
6 142.98 323.39 454.14 123.01 7.78 
7 159.02 357.18 532.01 119.39 8.20 
8 157.95 373.39 447.42 137.74 11.49 
9 191.14 536.47 805.56 198.11 7.62 

10 148.37 391.83 546.19 128.31 7.84 
11 134.55 331.05 539.58 87.35 6.04 
12 154.29 350.35 518.99 116.75 5.82 
13 151.61 364.47 512.09 126.04 5.65 
14 145.34 352.39 433.67 133.61 4.87 
15 153.46 382.67 451.46 138.71 4.27 
16 153.38 384.33 451.53 138.99 4.06 
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ภาพทีA 7 การสังเคราะห์นํ$าตาล FOS ชนิดคีสโตสและนีสโตสโดยใชเ้อนไซม ์PectinexTM ตรึง 
  ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 
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สรุปผลการวจัิย 

 
 การเตรียมนาํลาํไยเขม้ขน้จากลาํไยสายพนัธ์ดอดว้ยเครื7องระเหยแบบสุญญากาศ ก็จะได้
นํ$ าลาํไยเขม้ขน้ซึ7 งมีความเขม้ขน้ของนํ$ าตาลเท่ากบั 1000.71 กรัม/ลิตร ประกอบดว้ยนํ$ าตาลรีดิวซ์ 
ฟรุกโตส กลูโคส ซูโครส และคีสโตส 51.2, 18.12, 24.10, 93.47 และ 1.10 กรัม/กิโลกรัมของเนื$อ
ผลไม ้ตามลาํดบั 
 ปัจจยัที7เหมาะสมต่อการสังเคราะห์ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์จากนํ$ าลาํไยเขม้ขน้ คือนาํ
นํ$ าลาํไยเขม้ขน้มาเจือจางด้วย citrate buffer pH 5.5 ในอตัราส่วน 1:1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทาํ
ปฏิกิริยากบัเอนไซม์ PectinexTM 2 ไมโครลิตร ที7อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ได้ซูโครส คีสโตส 
และนีสโตส 503.43, 224.09 และ 9.61 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลาํดบั 
 การสังเคราะห์ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์จากนํ$ าลาํไยเขม้ขน้จากเอนไซม ์PectinexTM ตรึง
แบบเชื7อมไขวด้ว้ยโซเดียมแอลจิเนตความเขม้ขน้ 6 เปอร์เซ็นต์ ไดซู้โครส คีสโตส และนีสโตส 
805.56, 198.11 และ 7.62 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลาํดบั และสามารถนาํเอนไซม์กลบัมาใช้ซํ$ าได้
มากกวา่ 16 ครั$ ง 
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ภาคผนวก ก 

การวเิคราะห์ 
 

สารละลายสําหรับหาโปรตีนโดยวธีิ Lowry  

การเตรียมสารเคมี 
1. สารละลาย A เตรียมสารละลาย Na2CO3 2 เปอร์เซ็นต ์ในสารละลายด่าง NaOH ความ

เขม้ขน้ 0.1 นอร์มอล 
2. สารละลาย B เตรียมสารละลาย CuSO4.5H2O 0.5 เปอร์เซ็นต์ ในสารละลายโซเดียม

โพแทสเซียมทาร์เทรต 1.0เปอร์เซ็นต ์KNaC4H4O6 
3. สารละลาย C สารละลายด่างคอพเพอร์เตรียมโดยผสมสารละลาย A ปริมาตร 50 มิลลิลิตร

กบัสารละลาย B ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขา้ดว้ยกนั สารละลาย C จะตอ้งเตรียมใหม่ก่อน
นาํไปวเิคราะห์เท่านั$น 

4. สารละลาย D เตรียมโดยการเจือจาง Folin-Ciooalteu reagent ดว้ยอตัราส่วน1:1 โดย
ปริมาตร 

 
กราฟมาตรฐานสารละลายโปรตีนมาตรฐาน (โดยวธีิ Lowry) 

1. เตรียมสารละลายโปรตีนของ BSA(bovine serum albumin) ในการปฏิบติัใชโ้ปรตีนไข่ขาว 
โดยละลายโปรตีน 0.020 g ละลายในนํ$ ากลั7นปรับปริมาตรเป็น 100 ml จะไดส้ารละลาย
โปรตีนที7มีความเขม้ขน้200 (µg/ml) และเจือจางให้มีความเขม้ขน้โปรตีนเท่ากบั0-200 (µ
g/ml) ดงัตารางที7 10 
 

ตารางทีA 10 ปริมาณโปรตีนในการวเิคราะห์โดยวธีิ Lowry  
 
หลอดทีA สารละลายโปรตีน200 (µg/ml) 

(ไมโครลติร) 

นํUากลัAน 

(ไมโครลติร) 

สารละลายโปรตีนมาตรฐาน200 (µg/ml) 

1 0 1000 0 
2 250 750 50 
3 500 500 100 
4 750 250 150 
5 1000 0 200 
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2. ดูดสารละลายโปรตีนมาตรฐานที7ตอ้งการวเิคราะห์ 1 ml ลงในหลอด 
3. เติมสารละลาย C 5 ml ลงในแต่ละหลอด เขยา่ให้เขา้กนั ทิ$งไวที้7อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 

นาที  
4. เติมสารละลาย D 0.5 ml ลงในแต่ละหลอด เขยา่ให้เขา้กนั ทิ$งไวใ้ห้เกิดสีสมบูรณ์เป็นเวลา 

30 นาที  
5. นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที7 A750 nm โดยใชห้ลอดที71 เป็น blank 

 
ตารางผนวกทีA 1 ผลของค่าการดูดกลืนแสงที7ความยาวคลื7น 750 นาโนเมตรต่อปริมาณสารละลาย 
            โปรตีน 
 

สารละลายโปรตีนมาตรฐาน200 (µg/ml) ค่า Abs750 

0 0.000 
50 0.234 

100 0.359 
150 0.508 
200 0.652 

 

 
 

ภาพผนวกทีA 1 ความสัมพนัธ์ระหวา่งปริมาณสารละลายโปรตีนกบัค่าการดูดกลืนแสงที7ความยาว 
           คลื7น750 นาโนเมตร 

y = 0.0034x

R² = 0.9882

0
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ตารางผนวกทีA 2 ความเขม้ขน้ของโปรตีนในเอนไซมต์รึงบนโซเดียมแอลจิเนตที7ความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

 

 

ความเขม้ขน้ของโปรตีน (กรัมต่อลิตร) = ค่าการดูดกลืนแสงที7 750 (nm) X อตัราการเจือจาง 
                        (ความชนัของกราฟมาตรฐาน )X 1,000 
ความชนัของกราฟมาตรฐาน (m) = 0.003 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sodium 

alginate 

(%) 

1 st crosslinking reaction time (60min) 

A 280 nm ความเข้มข้นโปรตีน

(g/l) 

Protein 

loading (%) 

rep1 rep2 (x) 
2 1.322 1.139 1.230 0.410 71.32 
4 1.184 1.154 1.169 0.389 72.79 
6 1.163 1.180 1.171 0.390 72.72 
8 0.743 0.805 0.774 0.258 81.95 

10 0.738 0.641 0.689 0.229 83.98 

Sodium 

alginate 

(%) 

2 nd crosslinking reaction time (2hr) 

A 750 nm ความเข้มข้นโปรตีน

(g/l) 

Protein 

loading(%) 

rep1 rep2 (x) 

2 0.055 0.065 0.060 0.020 98.60 
4 0.054 0.077 0.066 0.022 98.46 
6 0.071 0.084 0.077 0.025 98.25 
8 0.053 0.058 0.055 0.018 98.74 

10 0.083 0.091 0.087 0.029 97.97 



 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
  
 
 
 
 
 
 
 

    
   

 

ภาพผนวกทีA 2 ลกัษณะของเอนไซม ์
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 

ภาพประกอบการทดลอง 

ของเอนไซม ์PectinexTM ตรึงแบบเชื7อมไขวด้ว้ยโซเดียมแอลจิเนต
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ภาพผนวกทีA 3 การติดตั$งถงัปฏิกรณ์ชีวภาพที7ใชใ้นการสังเคราะห์ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 
           จากนํ$าลาํไย 
 




