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1. หลักการเหตุผลและระบุสาเหตุท่ีตองดําเนินการวิจัย 

ในปจจุบันมนุษยมีความสนใจในสุขภาพของตนเองเพ่ิมมากข้ึน ทําใหอาหารเสริมสุขภาพ 

เชน โพรไบโอติก พรีไบโอติก วิตามิน ฯลฯ ไดรับความนิยมท่ีเพ่ิมมากข้ึน พรีไบโอติกมีการใชอยาง

แพรหลายในรูปอาหารเสริม เชน Fructoooligosaccharides, Galactooligosaccharides ฯลฯ มี

มูลคาการตลาดท่ีสูงและยังสงผลเชิงบวกตอสุขภาพของผูบริโภคอยางชัดเจน จากการศึกษาเบื้องตนของ

นักวิจัยจากมหาวิทยาลัย เกษตรศาสตรพบวา การเตรียมสารเสริมสุขภาพพรีไบโอติกจากกากมะพราว

ดวยเอนไซมแมนนาเนสจะไดผลิตภัณฑสุดทายเปนสาร Mannooligosachharides ท่ีมีประสิทธิภาพใน

การสงเสริมของจุลินทรียท่ีเปนประโยชนในลําไส  ดังนั้นในการศึกษาการเตรียมสารเสริมสุขภาพพรีไบ

โอติกจากกากมะพราวดวยเอนไซมแมนนาเนสโดยละเอียดในครั้งนี้จะเปนการสรางนวัตกรรมการเพ่ิม

มูลคาสินคาเกษตรจากผลิตผลพลอยไดระหวางการผลิตสินคาเกษตร 

 

2. วัตถุประสงค 

1. เพ่ือพัฒนากระบวนการเตรียมสารเสริมสุขภาพพรีไบโอติกจากกากมะพราวดวย

เอนไซมแมนนาเนส 

2. เพ่ือทดสอบผลิตภัณฑสารเสริมสุขภาพพรีไบโอติกจากกากมะพราวระบบยอยอาหาร

จําลอง 
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3. ทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวของ 

1. แมนแนน  

1.1 แหลงและโครงสรางทางเคมี 

แมนแนนเปนสารประกอบประเภทเฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) ซ่ึงพบในสวนของ      

ผนังเซลลพืช เชน พืชไมเนื้อออน (soft  wood) โดยพบอยูระหวางชั้นของเซลลูโลสและลิกนิน(Ethier 

et al., 1998) แมนแนนจากพืชนั้นสามารถแบงตามลักษณะโครงสรางไดเปน 2 กลุม คือ  

 

1.1.1 Heterogeneous backbone  

เปนกลุมของแมนแนนท่ีโครงสรางหลักประกอบดวยน้ําตาล 2 ชนิดคือกลูโคสและแมนโนส 

เชื่อมตอกันดวยพันธะβ-1,4 เรียกวา กลูโคแมนแนน (glucomannan) เชน แมนแนนในหัวบุก              

(konjac glucomannan) (Behr, 2003) โดยน้ําตาลกลูโคสในโครงสรางหลักของกลูโคแมนแนนนั้นมี

การเรียงตัวอยางกระจัดกระจาย และอัตราสวนโมเลกุลของน้ําตาลแมนโนส:กลูโคส ในโครงสรางหลัก          

อยูในชวง 4:1  จนถึง 1:1 (Meier et al., 1982) ซ่ึงแมนแนนจากหัวบุกนั้นจะมีอัตราสวนโมเลกุลของ

น้ําตาลแมนโนส:กลูโคส เปน 16:1  และมีอันดับของการเกิดโพลิเมอร (Degree of polymerization: 

DP) มากกวา 6,000  

 

1.1.2 Homogeneous backbone  

เปนกลุมของแมนแนนท่ีโครงสรางหลักประกอบดวยน้ําตาลแมนโนสเพียงชนิดเดียวเชื่อมตอ

กันดวยพันธะβ-1,4 และสวนของก่ิงแขนงเชื่อมตอกันดวยพันธะα-1,6 ระหวางน้ําตาล กาแลคโตสกับ

น้ําตาลแมนโนสเรียกแมนแนนกลุมนี้วา กาแลคโตแมนแนน (Ethier et al., 1998) ซ่ึงพบมากในพืชเชน 

เอนโดสเปรมของพืชตระกลูถ่ัว กากเมล็ดกาแฟ เนื้อในของเมล็ดปาลม และกากมะพราวในสวนของ 

Kernels เปนตน ตัวอยางของกาแลคโตแมนแนนท่ีรูจักกันอยางแพรหลาย ไดแก กาแลคโตแมนแนนใน 

Locust bean gum (LBG) จากเมล็ดของ Ceratoniasiliqua และ Guar gum จากเมล็ดของ

Cyanaposis tetragonolobusซ่ึงกาแลคโตแมนแนนในพืชแตละชนิดจะมีความแตกตางกันท่ีตําแหนง

การเชื่อมดวยพันธะα-1,6 ในสายก่ิงแขนงระหวางน้ําตาลกาแลคโตสกับน้ําตาลแมนโนส โดยกาแลคโต

แมนแนนใน LBG มีอัตราสวนโมเลกุลของน้ําตาลแมนโนส : กาแลคโตส ประมาณ 5:1 มีน้ําหนักโมเลกุล 

310,000 ดาลตัน และจะเกิดพันธะα-1,6 ระหวางน้ําตาลแมนโนสประมาณ 3-4 โมเลกุล ขณะท่ีกาแลค

โตแมนแนนใน Guar gum มีอัตราสวนโมเลกุลของน้ําตาลแมนโนส:กาแลคโตส ประมาณ 2:1 มีน้ําหนัก

โมเลกุล 220,000 ดาลตัน และจะเกิดพันธะα-1,6 ระหวางน้ําตาลแมนโนสประมาณ 1-2 โมเลกุล      

ดังภาพท่ี 1 



3 
 

 
 

Locust bean gum

 

Guar gum 

ภาพท่ี1 โครงสรางกาแลคโตแมนแนนใน Locust bean gum และ Guar gum 

ท่ีมา: Chaplin,2005 

 

กากมะพราวประกอบดวยแมนแนน กาแลคโตแมนแนน และเซลลูโลสในอัตราสวน 26:61 และ 

13 เปอรเซ็นตตามลําดับ (Balasubramaniam,1976) โดยสวนของแมนแนนและกาแลคโตแมนแนนคิด

เปน 25-30 เปอรเซ็นตของคาท่ีรายงานบนพ้ืนฐานวัตถุแหง(dry matter basis)(Sundu and 

Dingel,2006) โครงสรางของกากมะพราวนั้นประกอบดวยสวนของโพลีแซคคาไรดท่ีไมใชแปง มีผลทํา

ใหกาแลคโตแมนแนนในกากมะพราวเรียงตัวเปนผลึกแข็งและมีอัตราสวนของน้ําตาลแมนโนสตอน้ําตาล

กาแลคโตสเทากับ 14:1 นอกจากนี้โครงสรางของกาแลคโตแมนแนนท่ีพบนั้นยังแตกตางจากแหลงอ่ืนๆ 
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เชน Guar Gum มีอัตราสวนของน้ําตาลแมนโนสตอน้ําตาลกาแลคโตสเปน 2:1 สงผลใหกากมะพราว

ยอยสลายยากและละลายน้ําไดนอย (Sundu and Dingel,2006) ซ่ึงแสดงโครงสรางของกาแลคโตแมน

แนนในกากมะพราวดังภาพท่ี 2 

 

1.1 โครงสรางสับสเตรท 

เอนไซมแมนนาเนสสามารถเรงปฏิกิริยาการยอยสลายแบบสุมท่ีพันธะ β-1,4  ของสับสเตรท

จําพวก แมนแนน กาแลคโตแมนแนน กลูโคแมนแนน กาแลคโตกลูโคแมนแนน (จารุตา, 2548)  

1.1.1 แมนแนน ประกอบดวยโมเลกุลของน้ําตาลแมนโนสเชื่อมตอกันดวยพันธะ

β-1,4 มีคุณสมบัติไมละลายน้ํา และพบมากใน Ivory-nuts, Pheonix canariensis และพวกบังกะโล

ปาลม เปนตน (วัลญา, 2548) 

 

 

 

 

 
 

 

ภาพท่ี 2โครงสรางของกาแลคโตแมนแนนในกากมะพราว 

ท่ีมา: Carole et al.,2010 
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1.1.2 กาแลคโตแมนแนนประกอบดวยน้ําตาลแมนโนสเชื่อมตอกันดวยพันธะ β-

1,4 เปนสายหลัก และมีก่ิงกานเปนน้ําตาลกาแลคโตสตอกันดวยพันธะ α-1,6 พบใน Locust bean 

gum, Guar gum และกากมะพราว เปนตน (วัลญา, 2548)  

1.1.3 กลูโคแมนแนนประกอบดวยน้ําตาลแมนโนสเชื่อมตอกันดวยพันธะβ-1,4 

ซ่ึงสามารถละลายน้ําไดมากกวาแมนแนน และเปนโครงสรางหลักของผนังเซลลพืช (วัลญา, 2548) 

1.1.4 กาแลคโตกลูโคแมนแนนประกอบดวยน้ําตาลแมนโนสเชื่อมตอกับน้ําตาล

กลูโคสดวยพันธะ β-1,4 เปนสายหลัก และมีก่ิงเปนน้ําตาลกาแลคโตสตอกันดวยพันธะ α-1,6 ซ่ึง

อัตราสวนของน้ําตาลตางๆข้ึนอยูกับแหลงท่ีมาของสารโพลิเมอร (วัลญา, 2548) 

 

2. แมนนาเนส  

เอนไซมเบตา-แมนนาเนส (β-mannanase) หรือEndo-β-1,4-D-mannanase(EC 3.2.1.78) 

เปนเอนไซมประเภทเอนโดไฮโดรเลส ท่ีมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยาการยอย     สลายแบบสุมท่ี

พันธะ  β-1,4 ของสับสเตรทพวก แมนแนน เฮทเทอโรแมนแนน กาแลคโตแมนแนน กลูโคแมนแนน 

และกาแลคโตกลูโคแมนแนน ซ่ึงสารโพลิเมอรเหลานี้พบไดในผลิตผลทางการเกษตรหลายชนิด  เชนหัว

บุก เมล็ดพืชตระกูลถ่ัว เมล็ดกาแฟ กากมะพราว หรือแมแตผนังเซลลของยีสต (อัจฉรา, 2547) 

 

2.1 กลไกการทําปฏิกิริยาของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 

เอนไซมเบตา-แมนนาเนสทําหนาท่ียอยสลายพันธะเบตา-1,4 ท่ีเชื่อมระหวางโมเลกุลของ     

น้ําตาลแมนโนสในโครงสรางหลักของแมนแนน กาแลคโตแมนแนน กลูโคแมนแนน และกาแลคโตกลูโค

แมนแนน (Stoll et al.,1999) ในลักษณะแบบสุมโดยจะยอยสลายจากบริเวณดานในโมเลกุล (Cann 

et al.,1999) ดังภาพท่ี 3 และผลผลิตท่ีไดจากการยอยสลายคือน้ําตาลแมนโนไตรโอสและแมนโนไบ

โอส (Xu et al.,2002) 

2.2 การจัดแบงหมวดหมูและลักษณะโครงสรางของเอนไซมเบตา-แมนนาแนส      

ไกลโคไซด ไฮโดรเลสเปนเอนไซมกลุม ท่ีทําหนา ท่ียอยพันธะไกลโคซิดิก ท่ีเชื่อมตอ

คารโบไฮเดรตสองโมเลกุลหรือมากกวา หรือระหวางคารโบไฮเดรตกับสวนท่ีไมใชคารโบไฮเดรตโดย

เอนไซมในกลุมนี้สามารถแยกไดเปน 2 กลุม ตามกิจกรรมหลักในปฏิกิริยาการยอยสลาย กลุมท่ี 1 คือ 

เอนไซมท่ีมีกิจกรรมการยอยสลายจากปลายสายโซโพลีแซคคาไรดและกลุมท่ี 2 คือ เอนไซมท่ียอย        

สลายพันธะไกลโคซิดิกจากภายในสายโซโพลีแซคคาไรด จากการวิเคราะหโครงสรางของเอนไซมตาง ๆ 

พบวาตําแหนงท่ีสําคัญตอการยอยสลายพันธะนั้น มีผลมาจากโครงสรางท่ีเปนบริเวณเรงปฏิกิริยา  

(Henrissat, 1995) ดังนั้นการศึกษาถึงกลไกในการเรงปฏิกิริยา การจัดแบงหมวดหมู และลักษณะ

โครงสรางของเอนไซมในกลุมนี้ จึงมีความสําคัญท่ีจะชวยใหนักวิทยาศาสตรสามารถใชประโยชนจาก

เอนไซมไดอยางมีประสิทธิภาพ 
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ยีนเบตา-แมนนาแนสท่ีถูกโคลนท้ังหมดนั้นจัดอยูใน GH5 หรือ GH26 ของเอนไซมในกลุม      

ไกลโคไซดไฮโดรเลส เอนไซมใน GH5 และ GH26 นี้มีลักษณะโครงสรางอยูในตระกูลGH-A และมีกลไก

เปนแบบ retention เอนไซมเบตา-แมนนาเนสจากแบคทีเรีย และยูคาริโอตนั้นถูกจัดอยูใน GH5 ซ่ึง

ประกอบไปดวยเอนไซมเอนโดกลูคาเนส และเอกโซกลูคาเนส ไซลาเนส และเอนโดไกลโคเซรามิเดส 

ตัวอยางการจัดลําดับความเหมือน (alignment) ของลําดับกรดอะมิโนสําหรับเอนไซมเบตา-แมนนาเนส

ใน GH5 บางชนิดจากแหลงท่ีเปนยูคาริโอต ซ่ึงมีกรดอะมิโนท่ีเปนบริเวณอนุรักษสําหรับเอนไซม เบตา-

แมนนาเนสใน GH5 เหมือนกัน สําหรับเอนไซมเบตา-แมนนาเนสใน GH26 นั้น  มีแหลงท่ีมาหลักจาก

แบคทีเรีย และเชื้อราท่ีไมตองการอากาศบางชนิด และนอกจากเอนไซมเบตา-แมนนาเนสแลวยังพบ

เอนไซมเอนโดกลูคาเนสและเบตา-1,3-ไซลาเนส อยูใน GH26 อีกดวย ในบางกรณีเอนไซมเบตา-  แมน

นาเนสท่ีมาจากจีนัสเดียวกันก็ถูกจัดหมวดหมูอยูในสกุลท่ีแตกตางกันออกไป ตัวอยางเชน เอนไซมเบตา-

แมนนาเนสจากเชื้อ Caldocellulosiruptor saccharolyticus และเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจากเชื้อ 

Bacillusท่ีตางสายพันธุกันก็ถูกจัดอยูท้ังใน GH5 และ GH26 (สุภา, 2551) 

 
 

ภาพท่ี 3 กลไกการทําปฏิกิริยาของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 

ท่ีมา: McCleary,1988 
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2.3 แหลงของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 

เอนไซมแมนนาเนสสามารถผลิตไดจากหลายกลุมสิ่งมีชีวิต เชนแบคทีเรียท้ังชนิดท่ีตองการ

อากาศและไมตองการอากาศในการเจริญ (aerobic and anaerobic bacteria) เชื้อรา (fungi)       ยู

คาริโอตชั้นสูง (higher eukaryote) เชนโปรโตซัว แมลง หอยทาก รวมท้ังเมล็ดพืชขณะเกิดการงอก 

(germinating plant seeds) จุลินทรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนสไดแสดงในตารางท่ี 1 

และ 2 

 

แบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมแมนนาเนสสามารถแยกไดจากหลายแหลง ซ่ึงจากการทดลองของ     

Hossain et al.,(1969) และ Abe et al.,(1994) ไดคัดแยกแบคทีเรียจากดินโดยใชกากมะพราวเปน

แหลงคารบอนพบวาแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมแมนนาเนส ท่ีขับออกสูภายนอกเซลล 

(extracellular enzyme) ไดนั้นสวนใหญจัดอยูในจีนัสBacillus ในป 1998 Kataowa และTokiwa ได

คัดแยกแบคทีเรียชนิดท่ีไมตองการอากาศในการเจริญ (anaerobic bacteria) จากดินและตะกอน 

(sludges) พบเชื้อ Clostridium terianum KT-5A ซ่ึงมีคากิจกรรมแมนนาเนสสูงท่ีสุด โดยปริมาณ

ของเอนไซมจะเพ่ิมสูงข้ึนเม่ือมีการเหนี่ยวนําโดยใชกาแลคโตแมนแนน, Guar gum, beef extract และ

peptone เปนแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนตามลําดับ 

 

Montiel et.al.,(2002) คัดแยกเชื้อแอคติโนมัยซิสท่ีสามารถผลิตเอนไซมแมนนาเนสได

ท้ังหมด   50 สายพันธุจากการวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมระหวางการเจริญในอาหารแข็งกับอาหาร

เหลวท่ีมี locust bean gum (LBG) เปนสวนประกอบ พบวา Streptomyces scabies CECT 3340 

และ Streptomyces ipomoea CECT 3341 มีคากิจกรรมเอนไซมสูงท่ีสุดคือ 294.3 และ242.9        

ยูนิตตอลิตรตามลําดับ ซ่ึงสามารถนํามาประยุกตใชกับอุตสาหกรรมการฟอกสีกระดาษคราฟได 

 

Phothichito  (2006)  ไดคัดแยกจุลินทรียจากดินในจังหวัดนครปฐม พบแบคทีเรีย 19 สาย

พันธุท่ีสามารถผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนสได โดยแบคทีเรีย Bacillus circulans NT 6.7              

มีกิจกรรมเอนไซมแมนนาเนสสูงท่ีสุดเทากับ 0.306 ยูนิตตอมิลลิลิตร เม่ือใช LBG เปนสับสเตรท       

คาพีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมเปน 6.0 และ 45 องศาเซลเซียสตามลําดับ 

เอนไซมมีความคงตัวท่ีอุณหภูมิ 40-50 องศาเซลเซียสเปนเวลา 6 ชั่วโมง และสารแมนโนโอลิโกแซคคา

ไรด ซ่ึงเปนผลิตภัณฑท่ีเกิดจากการยอยสลายแมนแนนดวยเอนไซมเบตา-แมนนาเนสยังมีคุณสมบัติเปน

สารพรีไบโอติก ซ่ึงสามารถยับยั้งเชื้อกอโรคบางชนิด เชน Salmonella  serovar Eteritidis S003 

และ E. coli E010 ได 

 

 

ตารางท่ี 1แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 
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จุลินทรีย แหลงอางอิง 

Acinetobacter sp. ST1-1 Titapoka, 2007  

Bacillus sp. Ooi and Kikuchi, 1995 

Bacillus subtilis Ratto and Poutanen, 1988  

Bacillus sp. AM-001 Akino et al., 1989  

Bacillus subtilis NM-39 Mendoza et al., 1995  

Bacillus sp. KK01  Hossain et al., 1996  

Bacillus subtilis KU-1 Zakaria et al., 1998  

Bacillus stearothermophilus Talbot et al., 1990  

Bacillus licheniformis Feng et al., 2003  

Bacillus amyloliqefaciens NT 6.3 Phothichito, 2006 

Bacillus circulans NT 6.7 Phothichito, 2006 

Vibrio sp. MA-128 Araki et al., 1992 

Cellulomonas fimi Stoll et al., 1999 

Caldocellum saccharolyticum Bicho et al., 1991, Gibbs et al., 1992 

Enterococcus casseliflavus Oda et al., 1993 

Krebsiella oxytoca CW2-3 Titapoka, 2007 

Pseudomonas cellulosa Hogg et al., 2001 

Pseudomonas sp. Yamaura et al., 1990 

Streptomyces sp. Takahashi et al., 1984 

Streptomyces ipomoea Monitel et al., 1999 

Streptomyces lividans 66 Arcand et al., 1993 

Thermomonospora fusca Hilge et al., 1998   

Thermotoga neapolitana 5068 McCutchen et al., 1996, Duffaud et al., 

1997 

Thermotoga maritima Brown et al., 1993 

Polyporus versicolor Johnson and Ross, 1990 

 

 

 

ตารางท่ี 2เชื้อราท่ีสามารถผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 
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จุลินทรีย แหลงอางอิง 

Aspergillus niger Lin and Chen, 2003 

Aspergillus oryzae Regalado et al., 2002 

Aspergillus aculeatus Setati et al., 2001 

Penicillium hirsutum Bradner et al., 1999 

Penicillium purpurogenum Park et al., 1987 

Penicillium brasilianum IPT 20888 Jorgensen et al., 2003 

Rhodothermus marianus Politiz et al., 2000 

Sclerotiumrolfsii Sachslehner et al.,2000 

Trichoderma harzianumT4 Ferreira and Filho, 2004 

Trichoderma reesei Juhasz et al., 2005 

Thermomyces lanuginosus Puchart et al., 1999 

 

 

Jiang et al., (2006)  ศึกษาเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis 

WY34 ซ่ึงมีปริมาณเอนไซมเอนไซมเบตา-แมนนาเนสเทากับ 1105 ยูนิตตอมิลลิลิตร เม่ือใช konjac 

glucomannan เปนแหลงคารบอนโดยมีพีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมเปน 

6.0 และ 65 องศาเซลเซียสตามลําดับมีความคงตัวท่ีพีเอช 5.5-10.1 และมีคา Km เปน 7.6, 10.5 และ 

27.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเม่ือใช LBG, Guar Gum และ konjac glucomannan เปนสับสเตรท 

 

นฤมล (2549) ไดศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมแมนนาเนสจากแบคทีเรีย  Bacillus 

amyloliquefaciens NT6.3 ท่ี Phothichitto (2006) คัดแยกไดจากดินในจังหวัดนครปฐม พบวา

อุณหภูมิ     และพีเอชท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม คือ 50 องศาเซลเซียส และ 6.0 

ตามลําดับ เอนไซมมีความคงตัวมากท่ีสุดท่ีพีเอช 8.0 โดยคากิจกรรมเอนไซมคงเหลือเทากับ 59.51 

เปอรเซ็นตและท่ีพีเอช 6.0 คากิจกรรมของเอนไซมคงเหลือ เทากับ 25.24 เปอรเซ็นต ซ่ึงขอมูลเก่ียวกับ

คุณสมบัติของเอนไซมนี้เปนประโยชนในการศึกษาคนควาทางดานการผลิตสารแมนโนโอลิโกแซคคาไรด 

เพ่ือใชเปนสารพรีไบโอติกในอุตสาหกรรมอาหารสัตว  

 

Hossain et al., (1996) ศึกษาเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจากBacillus sp. KK01 ท่ีแยกได

จากดิน โดยใชกากมะพราวเปนแหลงคารบอนในการเพาะเลี้ยง หลังการทําบริสุทธิ์เอนไซมพบวา

เอนไซม เบตา-แมนนาเนสท่ีศึกษามี 4  ไอโซเมอรดังนี้ F1, F2, F3  และ F4 โดยทุก ๆไอโซเมอรมี

กิจกรรมเอนไซมสูงท่ีสุด ท่ีพีเอช 7.1 และอุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส นอกจากนี้เม่ือศึกษาถึง

ปฏิกิริยาการยอยสลายแมนแนน พบวาเอนไซมท้ัง 4 ไอโซเมอรนั้นเรงปฏิกิริยาการยอยสลาย          
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แมนแนนจากกากมะพราวคิดเปนสัดสวน 23-31 เปอรเซ็นต ขณะท่ีสามารถเรงปฏิกิริยาการยอยสลาย 

LBG คิดเปนสัดสวน 19-22 เปอรเซ็นต โดยใหผลิตภัณฑเปน mannobiose, mannotriose และ

mannotetraose  

 

Mabrouk และ EI Ahwany(2008) ศึกษาการผลิตเอนไซมเอนไซมเบตา-แมนนาเนส    จาก

Bacillus amylolequifaciens 10A1 โดยใชอาหาร mineral salts medium ท่ีมีแหลงคารบอนและ

แหล ง ไนโตร เจน ท่ีแตกตาง กัน  แหล งคารบอนท่ี ใชประกอบด วย เมล็ดปาลม เปลือกสม                

เปลือกแอปเปล ซังขาวโพด ฟางขาว เปลือกมันฝรั่ง เปลือกมะมวง และแกลบ สวนแหลงไนโตรเจน

ประกอบดวย (NH4)2SO4, NH4Cl, NaNO3, (NH4)2HPO4 และNH4NO3 เพ่ือเลือกอาหารผลิตเอนไซม

ท่ีใหคากิจกรรมเอนไซมสูง โดยพบวาแหลงคารบอนท่ีดีท่ีสุดคือเปลือกมันฝรั่งท่ีความเขมขน 14 กรัมตอ

ลิตร และแหลงไนโตรเจนดีท่ีสุดคือ NH4NO3 โดยใหคากิจกรรมเอนไซมสูงสุดท่ี 61.5 ยูนิตตอมิลลิกรัม

โปรตีนเม่ือบมในอุณหภูมิและพีเอชท่ีเหมาะสมคือ 35 องศาเซลเซียสและ 7 ตามลําดับ 

 

Mou และคณะ (2010) การผลิตเอนไซมเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก Bacillus circulans 

M-21 ซ่ึงแยกไดจากดินโดยBacillus สายพันธุนี้จะเจริญไดดีเม่ือใชแมนแนน (konjac gum, guar gum 

,LBG) เปนแหลงคารบอนโดยสภาวะการหมักท่ีเหมาะสม คือ พีเอช 8.0 อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

180 รอบตอนาที และใช 4 กรัมตอลิตร guar gum เปนแหลงคารบอน 20 กรัมตอลิตร soybean 

powder และใช 5 กรัมตอลิตร (NH4)2HPO4 เปนแหลงไนโตรเจนโดยใหคากิจกรรมเอนไซมสูงสุดท่ี 36 

ชั่วโมงคือ 1487 ยูนิตตอมิลลิลิตร 

 

สถาบันวิจัยแสงซินโครตรอน (องคการมหาชน) (2554) ประสบความสําเร็จในการผลิต

เอนไซมแมนนาเนสท่ีบริสุทธิ์จากแบคทีเรียBacillus licheniformis และทดสอบคุณสมบัติการเรง

ปฏิกิริยาท่ีสภาวะตางๆ พบวาเอนไซมทํางานไดดีท่ีพีเอช 6.0-7.0 อุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส ซ่ึง

เปนสภาวะท่ีเหมาะสมในการประยุกตใชงานจริงในระดับอุตสาหกรรมโดยการวิเคราะหผลผลิตท่ีไดจาก

การยอยโมเลกุลน้ําตาลของเอนไซม พบวาเอนไซมมีความจําเพาะในการเรงปฏิกิริยาสารตั้งตนโมเลกุล

ของน้ําตาลตางชนิดแตกตางกัน จากนั้นทําการทดสอบคุณสมบัติโครงสรางหนวยยอยและน้ําหนัก

โมเลกุลของเอนไซม รวมถึงการเปลี่ยนแปลงโครงสรางทุติยภูมิของเอนไซมท่ีอุณหภูมิตางๆดวยซ่ึงพบวา

โครงสรางทุติยภูมิของเอนไซมจะเริ่มมีการเปลี่ยนแปลงท่ีอุณหภูมิ 40-45 องศาเซลเซียส แตไมพบการ

เปลี่ยนแปลงโครงสรางในระดับท่ีทําใหโปรตีนสูญเสียคุณสมบัติโดยผลท่ีไดสอดคลองกับการศึกษาผล

ของอุณหภูมิตอคุณสมบัติความเสถียรของเอนไซม 

 

 

3. พรีไบโอติก 
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3.1 ความหมายและคุณสมบัติของพรีไบโอติก 

พรีไบโอติก (prebiotics) คือสวนประกอบของอาหารท่ีไมสามารถยอยไดซ่ึงมีประโยชนตอ       

เจาบานโดยจะมีผลเจาะจงในการกระตุนการเจริญเติบโตและ/หรือกิจกรรมของจุลินทรียบางชนิดใน

ลําไสใหญซ่ึงทําใหสุขภาพของเจาบานดีข้ึน (Gibson and Roberfroid, 1995)พรีไบโอติกเปน

สารอาหารประเภทคารโบไฮเดรทท่ีทนตอการยอยดวยเอนไซมไมถูกดูดซึมในทางเดินอาหารสวนบน

หรือลําไสเล็กและสามารถผานไปยังลําไสใหญซ่ึงเปนท่ีอยูของจุลินทรียเจาถ่ินโดยจะสงเสริมการ

เจริญเติบโตเฉพาะจุลินทรียท่ีมีประโยชนในลําไสใหญเทานั้น ไดแก BifidobacteriaและLactobacilli

นอกจากนี้จะตองไมสงเสริมการเจริญของแบคทีเรียกอโรคเชน Clostridium perfrigens  (Vernazza 

et al., 2006; Gibson and  Roberfroid, 1995) ซ่ึงมีผลในการสงเสริมสุขภาพของผูท่ีรับประทานเขา

ไป (Roberfroid, 2002) สารประกอบจําพวกโอลิโก-แซคคาไรดและ  โพลีแซคคาไรดรวมท้ังเสนใย

อาหาร (dietary fibre) สวนใหญพบวามีกิจกรรมเปนพรีไบโอติก       แตสารประกอบจําพวก

คารโบไฮเดรตนั้นไมไดเปนพรีไบโอติกท้ังหมด ในการจําแนกสวนประกอบอาหารชนิดนั้นๆวามี

คุณสมบัติเปนพรีไบโอติกสวนประกอบอาหารดังกลาวจะตองมีคุณสมบัติท้ังหมดนี้ (Gibson, 2004; 

Gibson and Roberfroid, 1995) 

 

3.1.1 ทนตอกระบวนการยอยการดูดซึมและดูดซับของกระเพาะอาหารและ สํา

ไสเล็ก 

3.1.2 ถูกหมักโดยกลุมจุลินทรียท่ีมีประโยชนในลําไสใหญ 

3.1.3 มีผลเจาะจงในการกระตุนการเจริญเติบโตและ/หรือกิจกรรมของจุลินทรีย

บางชนิดในระบบทางเดินอาหาร  

3.1.4 ทําใหจุลินทรียนั้นสรางสารท่ีสงผลดีตอสุขภาพของเจาบาน 

 

3.2 ประเภทของพรีไบโอติก 

เฉลิมขวัญ และมัลลิกา (2548) รายงานวาสารท่ีสามารถจัดเปนพรีไบโอติกได จําเปนตองมี

ลักษณะท่ีสําคัญอยางนอย 3 ประการ คือ สารนั้นจะตองไมถูกยอยหรือดูดซึมในกระเพาะอาหารและ

ลําไสเล็ก มีความจําเพาะกับแบคทีเรียท่ีเปนประโยชนในลําไส และการหมักของสารนั้นมีการกระตุนท่ี

เปนประโยชนตอเจาบานซ่ึงสามารถแบงประเภทของพรีไบโอติกไดดังนี้ 

 

3.2.1 กรดน้ําตาล (sugar acid) 

จัดเปนคารโบไฮเดรตท่ีมีการสังเคราะหโพลิเมอร (degree of polymerization) เพียง1-2 

ตัว ตัวอยางสารในกลุมนี้ เชน maltitol, sorbitol, isomalt, xylitol และ lactitol เปนตน ในบางครั้ง

เรียกน้ําตาลแอลกอฮอล วา POLYOLS สามารถเปนสารใหความหวานได โดยมีความหวานประมาณ 3 

ใน 4 หรือ ครึ่งหนึ่งของน้ําตาล Salminen et al. (1993) รายงานวา lactitol ชวยเพ่ิมจํานวนของ 
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Bifidobacteriaในลําไสใหญของคน ชวยปองกันการติดเชื้อในลําไสและปองกันการกอมะเร็ง อีกท้ังยัง

สามารถชวยเพ่ิมจํานวนของแบคทีเรียแกรมบวกและลดระดับความเปนกรด-ดางในมูลได 

 

3.2.2 โอลิโกแซคคาไรด (oilgosaccharides) 

สําหรับพรีไบโอติกในกลุมนี้ เกิดจากโมโนแซคคาไรดจัดเปน short-chain polysaccharide 

ประกอบดวยน้ําตาลตั้งแต 2 ถึง 20 หนวย มาตอกันดวยพันธะไกลโคซิดิก(glycosidic linkage) โอลิโก

แซคคาไรดหลายชนิดมีคุณสมบัติเปนสารอาหารของจุลินทรียกลุมท่ีมีประโยชนซ่ึงในบางครั้ง อาจ

เรียกวา โคโลนิคฟูด (colonic food) ไดแก ราฟโนส (raffinose), สตารชิโอต (stachyose), ไซโล- โอลิ

โกแซคคาไรด (xylo-oilgosaccharides), พาราติโนส(palatinose) และฟรุคโต- โอลิโกแซคคาไรด 

(fructo-oilgosaccharides; FOS) ซ่ึงจัดเปน nondigestible oilgosaccharides ท่ีสามารถจัดเปนพ

รีไบโอติกไดดวย (กรรณิการ, 2545) โอลิโกแซคคาไรดสามารถแบงออกไดดังนี้ 

 

3.2.2.1 แลคทูโลส (Lactulose) 

แลคทูโลส เปนน้ําตาลไดแซคคาไรด ท่ีแยกไดจากน้ํานม ไมสามารถยอยไดในระบบทางเดิน

อาหารของคนและสัตวแตสามารถถูกยอยไดดวยจุลินทรียในกลุมแลกติกแอซิดแบคทีเรียในลําไส              

ไดผลผลิตเปนกรดไขมันสายโซสั้นทําใหระดับความเปนกรด-ดางในลําไสลดต่ําลง จนไมเหมาะสมกับการ

เจริญของจุลินทรียท่ีกอโรคพวก Bacteriodes, Clostridium และEubacteriumนอกจากนี้ยังชวยเพ่ิม

จํานวน Bifidobacteria, Lactobacillusและ Streptococcus (Ross,1999) Newman (1995) 

รายงานวาโอลิโกแซคคาไรดนอกจากจะเปนอาหารสําหรับจุลินทรียท่ีเปนประโยชนแลว พบวายัง

สามารถจับกับรีเซ็ฟเตอร บนผิวของแบคทีเรียท่ีกอโรค เชน E.coliและ Salmonellaเพ่ือปองกันหรือ

ลดการเกาะบนผนังลําไสของแบคทีเรียกอโรค และพาเอาจุลินทรียออกมาทางมูลของสัตว ซ่ึงก็

สอดคลองกับ Terada et al. (1992) ท่ีรายงานวาการเสริมแลคทูโลสในอาหารคน 3 กรัมตอวัน เปน

เวลา 2 สัปดาห มีผลใหจํานวนของ Bifidobacteriaในมูลเพ่ิมข้ึน และมีระดับความเปนกรด-ดางในมูล

ลดลงอยางมีนัยสําคัญ 

 

3.2.2.2 ฟรุคโตโอลิโกแซคคารไรด (fructo – oligosaccharide; FOS) 

ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรดเปนคารโบไฮเดรตโมเลกุลเชิงซอนของเบตาแทน (β-D- fructans) 

สายโซสั้นและปานกลาง ประกอบดวย ฟรุคโตซิล (fructosyl) มาตอกันดวยพันธะเบตา-2-1ไกลโคซิดิก 

(β-2-1 glycosidic linkage) (Campbell et al., 1997) ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรดสังเคราะหไดจาก

น้ําตาลซูโครส (sucrose) โดยใชเอนไซมทรานสฟรุคโตซิเลส (transfructosylase) ซ่ึงมีโครงสรางของ

กลูโคส (glucose) เชื่อมกับฟรุคโตส (fructose) 2-4 หนวย หรือใชการสกัดอินนูลิน (inulin) จากหัวชิ

คอรี (chicory roots) จากนั้นนําอินนูลินมาผานขบวนการไฮโดรไลซ (hydrolysis) จะไดผลผลิต 2 

ชนิด คือ ชนิดท่ีมีกลูโคสและไมมีกลูโคส (Monsan and Paul, 1995) ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรดเปนโอลิ
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โกแซคคาไรดท่ีเอนไซมในระบบทางเดินอาหารของคน และสัตวไมสามารถยอยไดแตจะถูกหมักยอยโดย

จุลินทรียบริเวณลําไสใหญ ชวยกระตุนการเจริญเติบโต และเพ่ิมจํานวนจุลินทรียท่ีเปนประโยชน ไดแก 

BifidobacteriaและLactobacillusเปนตน แบคทีเรียเหลานี้สามารถควบคุมหรือยับยั้งการเจริญเติบโต

ของจุลินทรียอ่ืนๆ ท่ีกอใหเกิดโรคโดยการผลิตกรดไขมันสายโซสั้น สงผลใหความเปนกรด - ดางในลําไส

ลดลงทําใหเกิดความไมเหมาะสมกับการเจริญเติบโตของจุลินทรียกอโรค (Ross, 1999) นอกจากนั้น

Campbell et al. (1997) รายงานวาการเสริมฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด 6% ในอาหารหนู เปนเวลา14 

วัน พบวาแบคทีเรียในกลุม Bifidobacteriaและจุลินทรียกลุมท่ีไมใชออกซิเจนมีจํานวนสูงข้ึนสอดคลอง

กับการศึกษาของ Gibson and Roberfroid (1995) ทดลองเสริมฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรดท่ีระดับ 15 

กรัมตอวันในอาหารของคนจํานวน 15 วัน พบวาสามารถเพ่ิมจํานวน Bifidobacteriaในมูลสูงข้ึน 

 

3.2.2.3 กาแลคโตโอลิโกแซคคารไรด (galacto-oligosaccharide; GOS) 

กาแลค โ ต โอลิ โ กแซคคา ไ รด  ห รื อ  ทร านสกาแลค โต ซิ เ ลส โอลิ โ กแซคคา ไ ร ด 

(transgalactosylase -oligosaccharide; TOS) สังเคราะหจากน้ําตาลแลคโตส (lactose) ในนมโดย

ขบวนการทรานสกาแลคโตซิลเลชั่น (transgalactosylation) ดวยเอนไซมเบตา-ทรานสกาแลคโตซิเดส 

(β-transgalactosydase) (Ross,1999) กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรดไมสามารถถูกยอยและดูดซึมไดใน

ลําไสเล็กของคนและสัตวแตสามารถกระตุนการเจริญเติบโตของ Bifidobacteriaในหลอดทดลองได 

(Bouhnik et al., 1997) 

 

3.2.2.4 โอลิโกแซคคารไรดจากถ่ัวเหลือง (soybean - oligosaccharide) 

โอลิโกแซคคาไรดจากถ่ัวเหลือง ประกอบดวย ไตรแซคคาไรดราฟโนส (trisaccharide 

raffinose) และเตตราแซคคาไรด สตารไซโอส (tetrasaccharide stachyose) สามารถสกัดไดจากถ่ัว

เหลืองโดยตรง (Ross, 1999) 

 

3.2.2.5 โอลิโกแซคคารไรดท่ีไมสามารถยอยไดชนิดอ่ืน (non – digestible 

oligosaccharide) 

นอกจากโอลิโกแซคคาไรด ดังท่ีกลาวขางตนแลวยังมีโอลิโกแซคคาไรดชนิดท่ีไมสามารถ        

ยอยไดชนิดอ่ืน (nondigestible oligosaccharide) เชน แอลฟา-กลูโค-โอลิโกแซคคาไรด(α-gluco-

oligosaccharide) เบตา-ไกลโค-โอลิโกแซคคาไรด (β-glyco-oligosaccharide) ไอโซมอลโต-โอลิโก

แซคคาไรด (isomalto-oligosaccharide) แลคโตซูโครส (lactosucrose) และไซโต-โอลิโกแซคคาไรด 

(xyto-oligosaccharide) โอลิโกแซคคาไรดดังกลาวจัดเปนอาหารของจุลินทรียเปนประโยชนในลําไส 

(Ross, 1999; Monsan and Paul, 1995) 

 

3.2.3 โพลีแซคคาไรด (polysaccharide)  



14 
 

3.2.3.1 อินนูลิน 

อินนูลินสกัดจากหัวชิคอริ อินนูลินไมสามารถยอยสลายและดูดซึมในลําไสเล็ก และมี

คุณสมบัติในการเปนพรีไบโอติกไดเชนเดียวกับฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด การเสริมอินนูลินในอาหารคน

สามารถ  ออกฤทธิ์เปนพรีไบโอติกได (Ross, 1999) สอดคลองกับ Gibson and Roberfroid (1995) 

รายงานการวิจัยเก่ียวกับคุณสมบัติทางเคมี และการยอยอินนูลินและฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรดจากหัว  ชิ

คอริ โดยจุลินทรียจากลําไสในหลอดทดลองดวยวิธี Gas chromatography พบวาอินนูลินและ  ฟรุคโต

โอลิโกแซคคาไรด ถูกยอยสลายและนําไปใชจนหมด โดยเฉพาะจุลินทรีย Bifidobacteria สามารถยอย

สลายฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรดไดดีกวาอินนูลิน 

 

3.2.3.2 รีซิสแตนท สตารท (resistant starch) 

แปงบางสวนท่ีไมสามารถถูกยอยไดโดยเอนไซมแอลฟา-อะไมเลส (α-amylase) และ    แอล

ฟา-อะไมโลกลูโคซิเดส (α-amyloglucosidase) ในลําไสเล็ก เนื่องจากมีโครงสรางท่ียอยยาก เชน 

เมล็ดธัญพืช ถ่ัวท่ียังไมผานการบด และแปงท่ีมีโครงสรางเปนผลึกมีความหนาแนนสูง เชน แปงในมัน

ฝรั่ง แปงขาวโพด ขาวท่ีไมผานการทําใหสุก และแปงท่ีผานขบวนการความรอนหรือเย็นมากเกินไปจะ

ทําใหยอยยาก หรืออีกสาเหตุหนึ่งคือการท่ีมีสารประกอบอ่ืนในอาหาร เชน ไฟเตท และลิกนินไปจับเปน

สารประกอบเชิงซอนทําใหเอนไซมไมสามารถยอยได รีซิสแตนท สตารท จะผานลําไสเล็กลงไปสูลําไส

ใหญโดยไมถูกยอยซ่ึงรีซิสแตนทสตารท ยังไมถูกจัดเปนพรีไบโอติก ถึงแมวามีผลชวยเพ่ิมการขยาย

จํานวนของ Bifidobacteriaและ Lactobacillus ในหนู เนื่องจากยังไมทราบผลตอจุลินทรีย ท่ี มี

ประโยชนท่ีแนนอนในคนและสัตวอ่ืน (Ross, 1999) 

 

3.2.4 กลุมอ่ืนๆ 

Mucin glycoproteins ถูกสรางโดย goblet cells ท่ีอยูในเยื่อบุผิวลําไสและเปนสารตั้งตน

หลักสําหรับการหมักในลําไส (สาโรช, 2547) Related mucopolysaccharides เชน chondroitin 

sulphate, heparin, pancreatic และ bacterial secretions ซ่ึงสารเหลานี้เปนสารท่ีมีไวสําหรับ

จุลินทรียในลําไส (เฉลิมขวัญ และมัลลิกา 2548) และ Protein and peptidesสารเหลานี้สรางข้ึนใน

อาหารสรางโดยการหลั่งของตับออนหรือสรางโดยแบคทีเรียแตจะมีปริมาณนอยกวาพวกคารโบไฮเดรต 

(Ross, 1999) 

 

3.3 กลไกการทํางานของพรีไบโอติก 

เนื่องจากพรีไบโอติกมีแหลงท่ีมาหลากหลายและมีองคประกอบท่ีแตกตางกัน จึงมีกลไกการ

ทํางานหลายวิธีคือ เลือกกระตุนการเจริญเติบโตและการทํางานของจุลินทรียท่ีเปนประโยชน โดยกลไก

ชวยในการเลือกทํางาน 2 กลไก คือ การแกงแยงเพ่ือขจัดออก (competitive exclusion, CE) ถูกยอย

ไดโดยเอนไซมจําเพาะ เชน เอนไซม β-fructosidase และ β-galactosidase เปนตน (สาโรช, 2547)  
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และพรีไบโอติกจะจับเกาะกับเชื้อจุลินทรียท่ีเปนโทษ ทําใหเชื้อจุลินทรียไมสามารถยึดเกาะกับเยื่อบุผนัง

ลําไสได จึงถูกขจัดออกไป (Aniansson et al., 1990) นอกจากนี้ยังสามารถกระตุนภูมิคุมกันไดโดยพ

รีไบโอติกจะทําปฏิกิริยากับ protein receptors บนผนังเซลลสรางภูมิคุมกันของเยื่อบุผนังลําไส ยัง

สงผลใหมีการกระตุนการสรางภูมิคุมกันเพ่ิมข้ึน (Chesson, 1993; Savage et al., 1996) โดยการเพ่ิม

จํานวนของเซลล goblet ซ่ึงเปนเซลลสรางเยื่อเมือก (mucins) ของผนังลําไสเล็กชวยปกปองลําไสจาก

การติดเชื้อ (Savage et al., 1997) จากการศึกษาเชื่อวาพรีไบโอติก อาจมีผลในการยับยั้งมะเร็งโดย

ออกฤทธิ์ยับยั้งการกลายพันธุและการตานอนุมูลอิสระ(Chorvaticova et al., 1999; Krizkova et al., 

2001) 

 

นอกจากนี้พรีไบโอติกยังอาจชวยลดการโยกยาย (translocation) ของเชื้อจุลินทรียมิใหเขา

ไปในระบบของรางกาย อันเปนการชวยรักษาสารภูมิคุมกันไว ไมใหถูกใชโดยไมจําเปน (Monsanand 

Paul, 1995) เนื่องจากคุณสมบัติของพรีไบโอติกท่ีไมถูกยอยและดูดซึมในลําไสสวนตนของสัตวกระเพาะ

เดี่ยว  สาโรช (2547) รายงานวาปกติแปงจะถูกยอยโดยเอนไซมแอลฟา-อะไมเลส (α-amylase) หรือ

แอลฟา-1,4 กลูแคน-4-กลูโคโนไฮโดรเลส (α-1,4 glucan-4-gluconohydrolase) เปนเอนไซมท่ีพบใน

น้ําลายและตับออน สามารถยอยพันธะแอลฟา (1,4)ไกลโคซิดิกของแปง แตเอนไซมในระบบทางเดิน

อาหารของสัตวกระเพาะเดี่ยวไมสามารถยอยพันธะเบตา-ไกลโคซิดิกทําใหพรีไบโอติกไมสามารถถูกยอย

ได แตถูกใชเปนอาหารและหมักยอยโดยจุลินทรีย (colonic fermentation) ในลําไส พรีไบโอติกมี

คุณสมบัติเปนแหลงคารบอนท่ีจําเพาะถูกเลือกใชโดยจุลินทรียท่ีเปนประโยชนแตไมถูกใชโดยจุลินทรียท่ี

เปนโทษ  

 

4. การผลิตพรีไบโอติกในกลุมโอลิโกแซคคารไรด 

ผลิตภัณฑของพรีไบโอติกในกลุมโอลิโกแซคคารไรดจะสามารถผลิตไดจากหนึ่งใน 3 

กระบวนการโดยท่ัวไป(Grizard และ Barthomeuf, 1999) คือ การสกัดโอลิโกแซคคารไรดจากพืช

โดยตรง การควบคุมการยอย(hydrolysis) จากโพลีแซคคารไรด และการสังเคราะหดวยเอนไซม โดยใช 

ไฮโดรเลส (hydrolases) หรือไกลโคซิล ทรานเฟอเลส (glycosyl transferases) จากพืชหรือมี

แหลงกําเนิดจุลินทรีย (L’Hocine et al., 2000) 

 

4.1 การผลิตกาแลคโตโอลิโกแซคคารไรด (GOS) 

การผลิตกาแลคโตโอลิโกแซคคารไรด (GOS) จากยีสต Trichosporon mucoides TISTR 

5755 ท่ีคัดแยกไดจากดินบริเวณแหลงน้ําท้ิงของศูนยผลิตภัณฑนม มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร สามารถ

ผลิตเอนไซมเบตากาแลคโตซิเดสไดดีท่ีผนังเซลลในถังหมักภายใตการควบคุมสภาวะการเพาะเลี้ยงท่ีพี

เอช 6.8 อัตราการกวน 600 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 1 vvm ซ่ึงพบวาการผลิตกาแลคโตโอ

ลิโกแซคคารไรดจากแลคโตสดวยเอนไซมเบตากาแลคโตซิเดสก่ึงบริสุทธิ์ในสภาวะท่ีเหมาะสมตอ
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กิจกรรมไฮโดรลิซิสและถายโอนหมูกาแลคโตซิลของเอนไซมเบตากาแลคโตซิเดสคือ การใชโพแทสเซียม

ฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7.0  ท่ีอุณหภูมิ 37 และ 45 องศาเซลเซียสตามลําดับ และใชความเขมขน

เริ่มตนของแลคโตสท่ี 300 กรัมตอลิตรนอกจากนี้ยังพบวาสามารถใชมอลโทสและเซลโลไบโอสเปน

สับสเตรทโดยกาแลคโตโอลิโกแซคคารไรดท่ีผลิตไดสูงสุดเทากับ 55.1 กรัมตอลิตร เม่ือใชแลคโตสท่ี

ความเขมขนเริ่มตน 300 กรัมตอลิตร และเอนไซม 3.4 หนวยตอกรัมแลคโตส ท่ีอุณหภูมิ 45 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ซ่ึงใหผลไดและอัตราการผลิตเชิงปริมาตรของผลิตภัณฑเทากับ 0.48 

กรัมตอกรัมแลคโตส และ 8.4 กรัมตอลิตรชั่วโมง ตามลําดับ และใหผลไดผลิตภัณฑเทากับ 0.49 และ 

0.21 กรัมตอกรัม เม่ือใชมอลโตสและไซโลสเปนสับสเตรทท่ีระดับความเขมขน 200 กรัมตอลิตร 

(สาโรจน,2556) จากการศึกษาพบวาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตน้ําตาลกาแลคโต       โอลิโกแซคคารไรด

โดยปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสของน้ําตาลแลคโตส ข้ึนอยูกับความเขมขนเริ่มตนของน้ําตาลแลคโตส ความ

เขมขนของเอนไซมเบตากาแลคโตซิเดส พีเอช อุณหภูมิ แหลงท่ีมาของเอนไซมเบตากาแลคโตซิเดส 

พรอมท้ังชนิดและความเขมขนของไอออนโลหะท่ีทําหนาท่ีเปนตัวเรงและตัวยับยั้งอนินทรียในการ

ทํางานของเอนไซม 

 

จากการศึกษาพิชามญชุ, สุดาทิพย และสุนีย (2556) พบวาสารละลายเอนไซมสกัดหยาบชนิด

ขับออกนอกเซลลจาก Penicillium oxalicum KUB-SN2-1 ประกอบดวยเซลลูเลส ไซลาเนส และแมน

นาเนสท่ีมีคากิจกรรมเอนไซมเทากับ 2.82 ± 0.17 (เม่ือใชคารบอกซีเมทธิลเซลลูโลส เปนสับสเตรต) 

1.50 ± 0.04 (เม่ือใชเบิรชทวูดไซแลนเปนสับสเตรต) และ 36.01 ± 0.13 (เม่ือใชโลคัสบีนกัมเปน

สับสเตรต) หนวยตอมิลลิลิตรตามลําดับ วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร 5 ชนิดคือ กากกาแฟ กากชาน

ออย กากถ่ัวเหลือง กากเนื้อมะพราว และเปลือกมันฝรั่งถูกใชเปนสับสเตรตสําหรับการผลิตน้ําตาลโอลิ

โกแซ็กคาไรดดวยสารละลายเอนไซมสกัดหยาบดังกลาว โดยวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรแตละชนิด

ละลายอยูในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอรความเขมขน 10มิลลิโมลาร พีเอช4.0 บมกับสารละลายเอนไซม

สกัดหยาบท่ีอุณหภูมิ 60องศาเซลเซียส นาน 60 ชั่วโมง ปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีเกิดข้ึนเม่ือทําการยอย

กากเนื้อมะพราวนาน 30 ชั่วโมงมีปริมาณสูงท่ีสุดโดยมีคาเทากับ 7.51 ± 0.52 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรใน

ขณะท่ีปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีเกิดข้ึนเม่ือยอยกากกาแฟ เปลือกมันฝรั่ง กากชานออย และกากถ่ัวเหลือง

มีคาเทากับ 3.35 ± 0.16 (48 ชั่วโมง) 3.31 ± 1.43 (48 ชั่วโมง) 4.10 ± 0.40 (48 ชั่วโมง) และ 2.32 

± 0.15 (48 ชั่วโมง) มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และเม่ือศึกษาปริมาณท่ีเหมาะสมของวัสดุเหลือท้ิง

ทางการเกษตร พบวาปริมาณ 10 เปอรเซ็นตน้ําหนักตอปริมาตรของกากเนื้อมะพราว กากกาแฟ 

เปลือกมันฝรั่ง และกากชานออยใหผลิตภัณฑเปนน้ําตาลรีดิวซสูงท่ีสุด ในขณะท่ี 8 เปอรเซ็นตน้ําหนัก

ตอปริมาตรของกากถ่ัวเหลืองใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงท่ีสุด จากนั้นวิเคราะหผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึน พบวา 

ผลิตภัณฑท่ีไดจากการยอยกากถ่ัวเหลือง คือแมนโนส กากชานออย และเปลือกมันฝรั่งคือกลูโคส 

ในขณะท่ีผลิตภัณฑท่ีไดจากการยอยกากเนื้อมะพราวและกากกาแฟ คือน้ําตาลท่ียังไมทราบชนิดแนชัด 
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4.2 แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด (mannanoligosaccharide, MOS) 

สารแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดจัดเปนสารประกอบคารโบไฮเดรตชนิดหนึ่ง ซ่ึงมีน้ําตาลแมน

โนสเปนองคประกอบ (mannose containing carbohydrate) มีความคงตัวสูงและไมถูกยอยโดยกรด

หรือดาง แตจะถูกยอยโดยเอนไซมท่ีหลั่งจากแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียสามารถนําไปใชเปน

แหลงคารบอนและฟอสเฟตได สารแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดท่ีใชในการดูดสารพิษจากเชื้อราภายใตชื่อ

การคา Mycosob (alltech Inc.) เปนผลิตภัณฑซ่ึงไดจากการดัดแปลงผนังเซลลยีสตสายพันธุ

Saccharomyces cerevisiae (Alltech Ins.) โดยการนําเซลลยีสตมาทําใหเกิดการแตกตัว (lysed 

yeast culture) โดยวิธีการปนแยก (centrifugation) (Spring et al., 2000) 

 

สารแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด (mannan oligosaccharide, Mycosob หรือ Bio-Mos) ท่ี

ไดจากผนังเซลลยีสต Saccharomyces cerevisiaeมีกลูแคน (glucan, 30%) แมนแนน (mannan, 

30%) และโปรตีนไคติน (chitin, 12.5%) เปนสวนประกอบ กลูแคนเรียงตัวเปนชั้นแรก โดยมีน้ําตาล

กลูโคสจับกันดวยพันธะ β-1,6 และ β-1,3 เปนโครงสรางหลักหรือแกน (matrix) ของผนังเซลลและมี

ก่ิงกานหรือแขน(side chain) mannose, mannobiose, mannotriose และ monotrtrose ยึดจับ

อยูดวยพันธะ α-1,2 และ α-1,3 นอกจากนั้นยังมีหมูฟอสเฟต (di-esterified phosphate group) 

เปนองคประกอบ (Lyons, 1994)  

 

5. การใชแมนแนนโอลิโกแซคคารไรดในอาหารสัตวปกและสุกร 

ในการใชแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดในสูตรอาหารสําหรับสัตวปกและสุกรนั้นสวนใหญ

นํามาใชเปนสารเสริมในอาหารโดยเสริมรวมกับอาหารใหสัตวปกและสุกร โดยระดับการใชท่ีเหมาะสม

นั้นยังไมไดมีรายงานท่ีชัดเจน แตหากใชในระดับท่ีต่ําเกินไปก็อาจสงผลใหไมเกิดผลตามวัตถุประสงค

ของการใชหรือหากใชในระดับท่ีสูงเกินไปอาจไปลดระดับการใชประโยชนในสวนของพลังงานได 

เนื่องจากแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดเปนคารโบไฮเดรตท่ีไมสามารถถูกยอยไดดวยน้ํายอยของสัตวปก

หรือสุกร สําหรับในสัตวปกมีรายงานการศึกษาการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดในอาหารสัตวปก

อยางแพรหลาย โดยมีความแปรปรวนของระดับการเสริมอยูท่ี 0.025-0.2 เปอรเซ็นตในสูตรอาหาร ซ่ึง

ข้ึนอยูกับขนาดและชนิดของสัตวปก โดยจากการศึกษาในไกงวงมีความแปรปรวนของระดับการเสริมอยู

ท่ี 0.05-0.2 เปอรเซ็นตในสูตรอาหาร และพบวาท่ีระดับการเสริมท่ี 0.05 เปอรเซ็นตในสูตรอาหารให

ผลดีตอน้ําหนักตัวและประสิทธิภาพการใชอาหารมากท่ีสุด (Fritts and Waldroup, 2003) สวนใน

การศึกษาในนกกระทาพบวา มีความแปรปรวนของระดับการเสริมอยูท่ี 0.01-0.02 เทานั้น (Oguz and 

Parlat, 2004)  สําหรับการศึกษาในไกกระทงและไกไขนั้น ความแปรปรวนของระดับการเสริมท่ีใชใน

การศึกษานั้นมีคาตั้งแต 0.025-0.1 เปอรเซ็นต  และพบวาระดับการเสริมท่ีสูงข้ึนจะสงผลดีตอปริมาณ

การกินและใหคาน้ําหนักตัวท่ีเปลี่ยนแปลง (Zou et al., 2006) ซ่ึงหากเสริมในระดับท่ีสูงข้ึนก็สงผลให

ระดับภูมิคุมกันสูงข้ึนดวย 
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สําหรับการใชแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดในอาหารสุกรมีรายงานการเสริมตั้งแต 0.1-0.5 

เปอรเซ็นต และพบวามีการศึกษาในสุกรเล็กหรือลูกสุกรเปนสวนใหญ โดยการเสริมท่ีระดับ 0.3 

เปอรเซ็นตในสูตรอาหารจะใหผลดีตอน้ําหนักตัวและประสิทธิภาพการใชอาหารมากท่ีสุด (Davis et al., 

2002) และพบวาท่ีระดับการเสริมท่ีเพ่ิมสูงข้ึนมีผลเพ่ิมการผลิตภูมิคุมกันท่ีสูงข้ึน ในสุกรท่ีเปนสุกรรุน

และสุกรขุนพบวา ระดับท่ีควรเสริมควรอยูท่ี 0.1 และ 0.05 เปอรเซ็นตในสูตรอาหาร(Davis et al., 

2004)  ตามลําดับ เนื่องจากการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดในสุกรท่ีเจริญเติบโตมักไมไดผลท่ี

ชัดเจน ท้ังนี้อาจเนื่องจากสุกรท่ีโตแลวมีภูมิคุมกันท่ีเพียงพอแลว จากขอมูลท่ีไดแสดงใหเห็นไดวาระดับ

ของการใชแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดในสูตรอาหารของสัตวนั้นแปรปรวนตามชนิดและขนาด โดยในไก

กระทงและไกไขควรเสริมท่ีระดับ 0.1 เปอรเซ็นต สวนในสุกรเล็กควรเสริมท่ี 0.3 เปอรเซ็นต และในสุกร

รุนและขุนควรใชท่ี 0.1 และ 0.05 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

 

ผลของแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดตอการกระตุนการพัฒนาระบบทางเดินอาหาร  

มีการรายงานวาแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดสามารถสงผลตอการเพ่ิมจํานวน goblet cell ซ่ึง

เปนเซลลสรางเยื่อเมือก (mucins) ของผนังลําไสเล็ก มีหนาท่ีชวยปกปองลําไสจากการติดเชื้อ โดยไดมี

การศึกษาพบวา เม่ือทําการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดในอาหารไก จะมีผลใหความยาวของ villi 

ซ่ึงเปนสวนท่ียื่นออกมาจากผนังดานในของลําไสเล็กเพ่ิมมากข้ึน (Iji et al., 2001; Loddi et al., 

2002; Yang et al., 2007) ทําใหชวยเพ่ิมพ้ืนท่ีผิวในการดูดซึมอาหารท่ียอยแลวอยางมีประสิทธิภาพ 

อีกท้ังยังชวยเพ่ิมการดูดซึมแรธาตุ สังกะสี ทองแดงและซีลีเนียมในลูกสุกรอีกดวย (Shao et al., 2000)  

และพบวาแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดมีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติก ท่ีมีประสิทธิภาพชนิดหนึ่ง เพราะ

สามารถเพ่ิมภูมิคุมกันใหกับสัตว เพ่ิมจํานวนเชื้อจุลินทรียท่ีมีประโยชนในระบบทางเดินอาหาร และชวย

เพ่ิมน้ําหนักใหแกสัตวพาณิชยหลายประเภทรวมท้ังสัตวเลี้ยงดวย ในปจจุบันไดมีการผลิตแมนแนนโอลิ

โกแซคคาไรดออกจําหนายในทองตลาดเพ่ือการคาภายใตชื่อผลิตภัณฑตางๆ เชน Agrimos, 

ImmunoWall, Royal Canin และ Bio-MOS โดยเฉพาะผลิตภัณฑ Bio-MOS นั้น ไดมีการยืนยัน

ผลการวิจัยวา สามารถชวยเพ่ิมน้ําหนักใหแกสัตว และสามารถเพ่ิมจํานวนจุลินทรียมีประโยชนในระบบ

ทางเดินอาหารซ่ึงเปนผลดีตอระบบภูมิคุมกันเปนจํานวนมาก รวมท้ังชวยลดการอักเสบและติดเชื้ออีก

ดวย ดังนั้นแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดจึงเปนอีกหนึ่งทางเลือกของสารเสริมท่ีนํามาใชในการเพ่ิมผลผลิต

ทางปศุสัตว และลดปญหาท่ีเกิดข้ึนจากการใชสารปฏิชีวนะ โดยการใชเปนสารเสริมเพ่ือทดแทนการใช

สารปฏิชีวนะควรทํา ควบคูกันไปกับปรับปรุงพ้ืนฐานการจัดการฟารม รวมท้ังการปองกันโรค การ

จัดระบบสุขศาสตรสัตวท่ีไดมาตรฐาน เพ่ือจะชวยเพ่ิมผลผลิตใหมากยิ่งข้ึนและลดตนทุนลง 
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4. ระเบียบวิธีวิจัย 

 ในการทําวิจัยมีข้ันตอนท่ีสําคัญ 3 ข้ันตอนคือ 

1. ทดสอบปจจัยตางๆ ท่ีมีตอการยอยกากมะพราวดวยเอนไซมแมนนาเนส เชน ปริมาณ

เอนไซม ระยะเวลา ฯลฯ โดยวัดจากชนิดและปริมาณ Mannooloigosaccharide ท่ีเกิดข้ึนใน

กระบวนการยอย 

2. ทดลองผลิตสารเสริมสุขภาพพรีไบโอติกจากการมะพราวดวยเอนไซมแมนนาเนสโดยการ

ยอยดวยเอนไซมและทําใหอยูในรูปผงแหงดวยเครื่อง Freeze dryer 

3. ทดสอบคุณภาพของสารเสริมสุขภาพพรีไบโอติกท่ีผลิตไดโดยมีการทดสอบดังนี้ 

 -การทนตอกรดในกระเพาะ 

 -การทนตอน้ํายอยอะไมเลสในลําไสเล็ก 

 -การทดสอบในระบบลําไสจําลอง (in vitro system) โดยวดัการเจริญของจุลินทรียดวย

เทคนิคทางชีวโมเลกุล (Realtime PCRและ/หรือ FISH) และปริมาณกรดท่ีเกิดข้ึน 

 

โดยมีรายละเอียดวิธีการทดลองดังนี้ 

1. แบคทีเรียและการเพาะเล้ียง 
เชื้อBacillus circulans NT 6.7 สําหรับใชในการผลิตเอนไซมแมนนาเนสท่ีเก็บใน 40 

เปอรเซ็นต  กลีเซอรอลท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส นํามาเลี้ยงในอาหาร Nutrient Broth (NB) บม
ภายใตสภาวะใหอากาศท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาความเร็ว 150  รอบตอนาที เปน
เวลา 16-18 ชั่วโมง  

 
2. การเตรียมกากมะพราว 

กากมะพราวเตรียมโดยนํากากมะพราวไปตากแดด 1 วัน แลวทําแหงท่ีอุณหภูมิ 70  องศา
เซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมงแลวนํามาปนและบดดวยเครื่อง Hammer mill (Janke& Kunkel IKA 
Labortechnik) ใหมีขนาด 0.5 มิลลิเมตร และนํามาสกัดไขมันออกโดยวิธี soxhlet จะไดกากมะพราว
ท่ีปราศจากไขมัน (Defatted copra meal) 

 
3. อาหารเล้ียงเช้ือ 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใชในการศึกษามี 2 สูตร สูตรแรกคือ Producing medium(ดัดแปลงจาก 
Abe et al., 1994) ซ่ึงประกอบดวยกากมะพราวปราศจากไขมัน 1เปอรเซ็นต Poly peptone3 
เปอรเซ็นต KH2PO41.50 เปอรเซ็นต MgSO4.7H2O 0.06 เปอรเซ็นต และ Corn steep liquor (v/v) 
2.5 เปอรเซ็นต นึ่งฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที สูตรท่ีสองคือ Mineral salts 
medium(ดัดแปลงจาก Jones และBallou,1969) ซ่ึงประกอบดวยกากมะพราวปราศจากไขมัน 1 
เปอรเซ็นต ,NH4NO3 0.03เปอรเซ็นต, MgSO4.7H2O 0.02 เปอรเซ็นต FeSO4.7H2O 0.001 
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เปอรเซ็นต CaCl2.2H2O 0.005 เปอรเซ็นต K2HPO4 0.754 เปอรเซ็นตและ KH2PO4 0.232 
เปอรเซ็นต นึ่งฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที 

 
4. การวัดคากิจกรรมของเอนไซมแมนนาเนส 

วัดกิจกรรมของเอนไซมแมนนาเนสโดยนําสารละลายเอนไซมท่ีไดจากการผลิตและสารละลาย
สับสเตรทซ่ึงประกอบดวย 1 เปอรเซ็นต  LBG รวมกับ 50 มิลลิโมลารโพแตสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอรพี
เอช 6.0 บมท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที จากนั้นดูดสารละลายเอนไซมท่ีได 0.1 
มิลลิลิตรใสในหลอดทดสอบท่ีมีสารละลายสับสเตรทอยู 0.1 มิลลิลิตรบมอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 60 นาที วัดน้ําตาล reducing sugar ท่ีไดจากการยอยดวยเอนไซมแมนนาเนสโดยวิธี 
dinitrosalicylic acid (DNS) method (Miller, 1959) สวนหลอดควบคุมใหวิเคราะหวิธีเดียวกับหลอด
ทดสอบแตเติมสารละลาย DNS กอนเติมสารละลายเอนไซม โดยให 1 ยูนิตของกิจกรรมของเอนไซม
หมายถึงปริมาณแมนโนส1 ไมโครโมลตอนาทีท่ีเอนไซมยอยไดภายใตสภาวะในการทดลอง 

 
5. ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอยกากมะพราวโดยเอนไซมท่ีเตรียม 

วางแผนการทดสอบปจจัย 3 ปจจัยคือ ความเขมขนเอนไซม ความเขมขนกากมะพราว และ
เวลา ทําการออกแบบการทดลองดวยโปรแกรม Minitab 16 โดยใช Response surface 
methodology แบบ central composite design ทําการทดสอบตามสภาวะท่ีออกแบบการทดลอง
ไวโดยเติมสารละลายเอนไซมท่ีความเขมขนตางๆ 10 มิลลิลิตร และสารละลายสับสเตรทท่ีความเขมขน
ตางๆ ซ่ึงประกอบดวยกากมะพราวท่ีปราศจากไขมัน ใน 50 มิลลิโมลารโพแทสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร  
พีเอช 6.0 จํานวน 10 มิลลิลิตร ลงในขวด Duran ขนาด 50 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ใน water bath shakerตามเวลาท่ีกําหนด จากนั้นหยุดปฏิกิริยาการ
ยอยโดยการตมท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําตัวอยางมาปนเหวี่ยงท่ี 
9,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เก็บสารละลายใสไปวิเคราะหคา 
reducing sugars และ total carbohydrate ดวยวิธีทางเคมี และปริมาณโอลิโกแซคคารไรดดวย
เครื่อง HPLC 

 
 

5.1 การวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC 
5.1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานท่ีประกอบดวย mannobiose, 

mannotriose, mannotatraose, mannopenose, mannohexose 
และmannose ท่ีมีความเขมขน    1 กรัมตอลิตรแลวเจือจางอีก 4 ความ
เขมขน 

5.1.2 ฉีดสารละลายมาตรฐานท่ีเตรียมในขอ 6.1 เขาเครื่อง HPLC จํานวน 20 
ไมโครลิตรในแตละความเขมขนจะไดโครมาโตแกรมท่ีตองการ จากนั้น
สรางกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของสารและความสูงของพีคของ
สารละลายมาตรฐาน 

5.1.3 ฉีดสารตัวอย าง ท่ีตองการวิ เคราะห เขา เครื่ อง  HPLC จํ านวน 20 
ไมโครลิตร 
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5.1.4 สภาวะท่ีใชในการวิเคราะหโอลิโกแซกคารไรด 
5.1.4.1 ตัวชะคือน้ําท่ีปราศจากไอออน 
5.1.4.2 อัตราการไหล 0.4 มิลลิลิตรตอนาที 
5.1.4.3 อุณหภูมิคอลัมน 75 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิdetector 40 

องศาเซลเซียส 
5.1.4.4 คอลัมน Aminex Carbohydrate HPX-42C 
5.1.4.5 ตัวตรวจวัด RI-detector 

 
6. การทดสอบความเปนพรีไบโอติก 

กลุมตัวอยางนําสารละลายท่ีไดจากการยอยกากมะพราวดวยเอนไซมมา 50 ไมโครลิตร ใสใน
หลอดทดสอบท่ีมีอาหารเลี้ยงเชื้อ 5 มิลลิลิตร เติมเชื้อสําหรับทดสอบ ท่ีเลี้ยงใหอยูในชวง log phase 
50 ไมโครลิตร กอนเติมทําการเจือจางเชื้อ โดยวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
ใหอยูในชวงคาความขุน 0.5 - 0.6  กลุมควบคุมใชอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติมสารละลายท่ีไดจากการยอย
กากมะพราว โดยเชื้อแบคทีเรียกลุมแลกติกLactobacillusเลี้ยงในอาหาร MRS broth บมในสภาวะไร
อากาศท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง นําสวนหนึ่งมาวัดคาการดูดกลืนแสงและนําสวนท่ีเหลือ
มาทําการเจือจางท่ี 10-1 - 10-8   ทําการ Spread plate ท่ีลําดับการเจือจาง 10-5 ,10-6  ,10-7  บมท่ี 37 
องศาเซลเซียส over night สําหรับเชื้อPediococcus pentosaceus  JCM 5885 เลี้ยงในอาหาร BHI 
broth สวนEnterococcus faecalis JCM5805 เลี้ยงในอาหาร NB broth บมใน incubator shaker 
ท่ีความเร็วรอบ 150 rpm 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง นําสวนหนึ่งมาวัดคาการดูดกลืนแสง
และนําสวนท่ีเหลือมาทําการเจือจางท่ี  10-1 - 10-8   ทําการ Spread plate ท่ีลําดับการเจือจาง 10-5 , 
10-6  ,10-7  บมท่ี 37 องศาเซลเซียส over night ทําการตรวจนับโคโลนีท่ีเกิดข้ึนและรายงานผลการ
ทดสอบเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมมีการเติมสารละลายท่ีไดจากการยอยกากมะพราว และเชื้อกลุม
กอโรค 4 สายพันธุ ไดแก Escherichia coli  E010, Salmonella enteritidis S003, Shigella 
dysenteriae DMST 1511 และ Staphylococcus aureus TISTR 029 เลี้ยงในอาหาร NB broth 
บมใน incubator shaker ท่ีความเร็วรอบ 150 rpm ท่ี 37 องศาเซลเซียสเวลา 4 ชั่วโมง นําสวนหนึ่ง
มาวัดคาการดูดกลืนแสงและนําสวนท่ีเหลือมาทําการเจือจางท่ี 10-1 - 10-8     ทําการ Spread plate ท่ี
ลําดับการเจือจาง 10-5 ,10-6  ,10-7  บมท่ี 37 องศาเซลเซียส over night ทําการตรวจนับโคโลนีท่ี
เกิดข้ึนและรายงานผลการทดสอบเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมมีการเติมสารละลายท่ีไดจากการยอย
กากมะพราว (Nitisinprasert et al.,2000) และคํานวณหาคา Effect of culture filtrate on Lactic 
acid bacteria และ Effect of of culture filtrate on pathogen 

 
สูตร Effect of culture filtrate on Lactic acid bacteria : 

Enhanced activity (%) =(( SB – CB)/CB) ×100 
 

สูตร Effect of of culture filtrate on pathogen : 
Inhibition  activity (%) =(( CB – SB)/CB) ×100 
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7. การทดสอบในระบบลําไสจําลอง (in vitro system)  

 ทําการทดสอบในระบบลําไสจําลอง โดยเก็บตัวอยางอุจจาระจากผูท่ีมีสุขภาพแข็งแรง 

ไมมีการใชสารปฏิชีวนะและไมรับประทานจุลินทรียโพรไบโอติกจํานวน  4  คน มาใชเปน

หัวเชื้อในการหมักในระบบจําลองลําไสใหญในอาหาร Basal medium ปริมาตร 45 มิลลิลิตร 

(peptone water 2g/l (Oxoid), yeast extract 2 g/l (Oxoid), NaCl 0·1 g/l, K2HPO4 0·04 g/l, 

KH2PO4 0·04 g/l, MgSO4.7H2O 0·01 g/l, CaCl2.6H2O 0·01 g/l, NaHCO3 2 g/l, Tween-80 2 

ml (BDH), haemin 0·05 g/l, vitamin K1 10 ml, cysteine.HCl 0·5 g/l, bile salts 0·5 g/l, pH 

7·0) ในสภาวะไรอากาศท่ี 37°C, pH 6.7 - 6.9 โดยความเขมขนสุดทายของพรีไบโอติกท่ีทดสอบคือ 

1% (w/v) เก็บตัวอยางท่ีเวลาในการบม  0, 5, 10, 24,  และ 34 ชั่วโมง นําไปวิเคราะหจํานวน

แบคทีเรียโดย fluorescent in situ hybridizationโดยใชดีเอนเอตรวจสอบดังตารางท่ี 1และวัด

ปริมาณ short chain fatty acid (SCFA) ดวย HPLCและนํามาวิเคราะหผลทางสถิติโดยใช t-test ท่ี P  

<0.05 ดวยโปรแกรม SPSS for Windows (version 21.0; SPSS, Inc.) สําหรับคาจํานวนแบคทีเรีย 

และคาการผลิต SCFA   และใช One-way ANOVA และ post hoc Tukey’s tests เพ่ือหาคาความ

แตกตางของพรีไบโอติกท่ีใชระหวางกลุมของแบคทีเรียและ SCFA ท่ีเกิดข้ึนท่ีP<0.05 
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ตารางท่ี 3 16S ribosomal RNA oligonucleotide probes used in this study 

Probe 
name 

Specificity Sequence (5’-3’) 
 

Reference 
 

Bif164 Bifidobacterium spp. CAT CCG GCA TTA CCA 
CCC 

Langendijk et al. 
(1995) 

 
Lab158 Lactobacillus–

Enterococcus group 
GGT ATT AGC AYC TGT 
TTC CA 

Harmsen et al. 
(1999) 

 
Bac303 Most Bacteroidaceae 

and Prevotellaceae, 
some 
Porphyromonadaceae 

CCA ATG TGG GGG ACC 
TT 

Manz et al. (1996) 
 
 

Ato291 Atopobium cluster GGT CGG TCT CTC AAC 
CC 

Harmsen et al. 
(2000) 

 
Chis150 Most of the 

Clostridium 
histolyticum group 
(Clostridium clusters I 
and II) 

TTA TGC GGT ATT AAT 
CTY CCT TT 

Franks et al. (1998) 
 
 

Erec482 Most of the 
Clostridium 
coccoides–
Eubacterium rectale 
group 
(Clostridium clusters 
XIVa and XIVb) 

GCT TCT TAG TCA RGT 
ACC G 

Franks et al. (1998) 
 
 
 

Rrec584 Roseburia genus TCA GAC TTG CCG YAC 
CGC 

Walker et al. (2005) 
 

Fpra655 Faecalibacterium 
prausnitzii and 
relatives 

CGC CTA CCT CTG CAC 
TAC 

Hold et al. (2003) 
 

Prop853 Clostridium cluster IX ATT GCG TTA ACT CCG 
GC 

Walker et al. (2005) 
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5. ผลการวิจัยและการวิเคราะหผลการวิจัย 

 5.1 การเตรียมกากมะพราว 

 นํากากมะพราวท่ีผานการค้ันกะทิไปตากแดด 1 วัน แลวอบแหงท่ีอุณหภูมิ 70  องศา

เซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมงแลวนํามาปนและบดดวยเครื่อง Hammer mill (Janke& Kunkel IKA 

Labortechnik) ใหมีขนาด 0.5 มิลลิเมตร และนํามาสกัดไขมันออกโดยวิธี soxhlet โดยใชเฮกเซน 

(Hexane) เปนตัวทําละลาย จะไดกากมะพราวท่ีปราศจากไขมัน (Defatted copra meal) จากนั้น

นําไปวิเคราะหคา proximate ของกากมะพราวพบวามีคาดังตารางท่ี 4 

 

ตารางท่ี 4 Proximate of copra meal and defatted copra meal 

Raw materials moisture 

(%) 

fat 

(%) 

ash 

(%) 

protein 

(%) 

fiber 

(%) 

carbohydrate 

 (%) 

Copra meal 5.01 75.90 1.30 15.37 13.75 2.42 

Defatted copra 

meal 

3.22 0.00 2.19 21.24 13.08 60.64 

 

 5.2 การผลิตเอนไซมแมนนาเนส 

 ผลิตเอนไซมแมนนาเนส ในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใชเชื้อแบคทีเรีย Bacillus 

circulan 6.7 พบวาอัตราการเจริญของแบคทีเรียและการสรางเอนไซมเปนดังภาพท่ี 4เห็นไดวาเอนไซม

ปริมาณสูงสุดท่ีชั่วโมงท่ี 6 ของการเพาะเลี้ยง จึงทําการแยกเซลลออกจากเอนไซมโดยการปนเหวี่ยง นํา

เอนไซมไปหาคากิจกรรมและใชในการทดลองตอไป 
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ภาพท่ี 4 Mannanase production in 5 litre fermenter using defatted copra meal as  

            carbon source 

 

 5.3การทดสอบปจจัยท่ีมีผลตอการยอยกากมะพราวดวยเอนไซมแมนนาเนส 

 วางแผนการทดสอบปจจัย 3 ปจจัยคือ ความเขมขนเอนไซม ความเขมขนกากมะพราว 

และเวลา ทําการออกแบบการทดลองดวยโปรแกรม Minitab 16 โดยใช Response surface 

methodology แบบ central composite design ทําการทดสอบตามสภาวะท่ีออกแบบการทดลอง

ไว (ตารางท่ี 5) โดยเติมสารละลายเอนไซมท่ีความเขมขนตางๆ 10 มิลลิลิตร และสารละลายสับสเตรทท่ี

ความเขมขนตางๆ ซ่ึงประกอบดวยกากมะพราวท่ีปราศจากไขมัน ใน 50 มิลลิโมลารโพแทสเซียม

ฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 6.0 จํานวน 10 มิลลิลิตร ลงในขวด Duran ขนาด 50 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 

50 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ใน water bath shakerตามเวลาท่ีกําหนด จากนั้น

หยุดปฏิกิริยาการยอยโดยการตมท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําตัวอยาง

มาปนเหวี่ยงท่ี 9,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เก็บสารละลายใสไป

วิเคราะหคา reducing sugars และ total carbohydrate ดวยวิธีทางเคมี และปริมาณโอลิโกแซคคาร

ไรดดวยเครื่อง HPLC ผลการทดลองดังตารางท่ี 6จากนั้นทํานายสภาวะท่ีเหมาะสมดวยโปรแกรม

Minitab 16 ผลดังตารางท่ี 7โดย RUN1 ทํานายจากคาต่ําสุดของreducing sugar และคาสูงสุดของโอ

ลิโกแซคคารไรด สวนRUN 2 ทํานายจากคาสูงสุดของreducing sugar และคาสูงสุดของโอลิโกแซคคาร
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ไรดเม่ือทําการทดลองยอยกากมะพราวดวยเอนไซมแมนนาเนสตามสภาวะท่ีทํานายไดพบวาปริมาณโอลิ

โกแซคคารไรดและ reducing sugar มีคาแตกตางจากคาทํานายไดดังตารางท่ี 8 และ 9และเม่ือนําคาท่ี

ไดจากการทดลองมาพิจารณาดังตารางท่ี 10พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอยกากมะพราวดวย

เอนไซมแมนนาเนสคือ ปริมาณเอนไซม 20 ยูนิตตอมิลลิลิตรปริมาณมะพราว 2.5 เปอรเซ็นตปริมาตร

รวม 20 มิลลิลิตรและเวลา 210 นาที โดยตัดสินใจจากปริมาณโอลิโกแซคคารไรดท่ีเกิดข้ึน นําสภาวะนี้

ไปศึกษาการขยายขนาดการผลิตตอไป 

 

ตารางท่ี 5 แสดงการออกแบบการทดลองแบบ central composite design โดยใช Response 

surface methodology 

 

Std 

Order 

Run 

Order 

Pt 

Type 
Block 

[E] 

(U/ml) 

[S] 

(%) 

TIME 

(min) 

1 1 1 1 9.05 0.91 66 

2 2 1 1 20.95 0.91 66 

3 3 1 1 9.05 2.09 66 

4 4 1 1 20.95 2.09 66 

5 5 1 1 9.05 0.91 174 

6 6 1 1 20.95 0.91 174 

7 7 1 1 9.05 2.09 174 

8 8 1 1 20.95 2.09 174 

9 9 -1 1 5.00 1.50 120 

10 10 -1 1 25.00 1.50 120 

11 11 -1 1 15.00 0.50 120 

12 12 -1 1 15.00 2.50 120 

13 13 -1 1 15.00 1.50 30 

14 14 -1 1 15.00 1.50 210 

15 15 0 1 15.00 1.50 120 

16 16 0 1 15.00 1.50 120 

17 17 0 1 15.00 1.50 120 

18 18 0 1 15.00 1.50 120 

19 19 0 1 15.00 1.50 120 

20 20 0 1 15.00 1.50 120 
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ตารางท่ี6  แสดงปริมาณโอลิโกแซคคารไรด,  Reducing sugar และ Total carbohydrateท่ีไดจาก

การยอยกากมะพราวท่ีสภาวะตางๆตามการออกแบบการทดลองแบบ central 

composite design โดยใช Response surface methodology 

RUN [E](U/ml) 
[S] 

(%) 

TIME 

(min) 

Oligosaccharide 

(mg/ml) 

(M2-M6) 

Total CHO 
(mg/ml) 

Reducing 
sugar 

(mg/ml) 

1 9.05 0.91 66 1.868 1.85 0.51 
2 20.95 0.91 66 1.752 2.11 0.87 
3 9.05 2.09 66 2.542 2.14 0.98 
4 20.95 2.09 66 2.279 2.59 1.60 
5 9.05 0.91 174 2.223 1.78 0.65 
6 20.95 0.91 174 0.966 2.12 1.05 
7 9.05 2.09 174 2.600 2.60 1.26 
8 20.95 2.09 174 2.500 2.66 1.97 
9 5 1.5 120 2.314 1.63 0.71 
10 25 1.5 120 1.951 2.42 1.69 
11 15 0.5 120 1.640 1.16 0.59 
12 15 2.5 120 2.418 3.38 1.73 
13 15 1.5 30 1.937 1.64 0.86 
14 15 1.5 210 2.139 2.05 1.27 
15 15 1.5 120 2.082 2.26 1.14 
16 15 1.5 120 1.870 2.17 1.13 
17 15 1.5 120 2.038 1.89 1.15 
18 15 1.5 120 2.046 2.35 1.16 
19 15 1.5 120 2.108 1.99 1.17 
20 15 1.5 120 1.768 2.19 1.16 
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ตารางท่ี 7 แสดงสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอยกากมะพราวท่ีไดจากการทํานายโดย Response 

surface methodology 

RUN [E](U/ml) [S] (%) TIME (min) 

1 5 2.5 210 

2 25 2.5 39.09 

  

ตารางท่ี8  แสดงปริมาณโอลิโกแซคคารไรดท่ีไดจากการยอยกากมะพราวท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใช 

Response surface methodology ในการทํานาย 

 

RUN 
[E](U/
ml) 

[S] 
(%) 

TIME 
(min) 

Expect valueof 
Oligosaccharide(mg/ml)(M2-

M6) 

Experimental valueof 
Oligosaccharide(mg/ml)(M2-

M6) 

1 5 2.5 210 3.131 2.884 

2 25 2.5 39.09 2.408 2.613 

 

 

ตารางท่ี 9แสดงปริมาณ reducing sugar ท่ีไดจากการยอยกากมะพราวท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใช 

Response surface methodology ในการทํานาย 

 

RUN 
[E](U/
ml) 

[S] 
(%) 

TIME 
(min) 

Expect value 
ofreducing sugar 

(mg/ml) 

Experimental value 
ofreducing sugar 

(mg/ml) 

1 5 2.5 210 1.264 1.16 

2 25 2.5 39.09 1.988 1.42 
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ตารางท่ี 10  แสดงปริมาณ Reducing sugar, Total CHO และโอลิโกแซคคารไรดท่ีไดจากการยอย

กากมะพราวท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใช Response surface methodology ในการ

ทํานาย 

RUN 
Total CHO 
(mg/ml) 

Reducing sugar 
(mg/ml) 

Oligosaccharide 
(mg/ml) 

1 1.58 1.16 2.884 

2 1.68 1.42 2.613 

 

5.4 การขยายขนาดการยอยกากมะพราวดวยเอนไซมแมนนาเนส 

ทดลองขยายขนาดการผลิตเพ่ิมข้ึนเปน 10 เทา จากขนาดปริมาตรรวมของของการยอย 20 

มิลลิลิตร เปน 200 มิลลิลิตร พบวาสามารถผลิตโอลิโกแซคคารไรดไดในปริมาณท่ีใกลเคียงกัน ผลดัง

แสดงในตารางท่ี 11 

ตารางท่ี 11 ผลการขยายขนาดการยอยกากมะพราวดวยเอนไซมแมนนาเนสโดยเพ่ิมปริมาตรของการ

ยอยรวมข้ึนเปน 10 เทา 

 

 5.5 การทดสอบความเปนพรีไบโอติกของผลิตภัณฑท่ีไดจากการยอยกากมะพราว

ดวยเอนไซมแมนนาเนส 

 นําผลิตภัณฑท่ีเตรียมไดจากการยอยกากมะพราวดวยเอนไซมแมนนาเนสมาวิเคราะห

องคประกอบของน้ําตาลและปริมาณโอลิโกแซคคารไรด ดวย HPLC ผลปรากฏดังภาพท่ี 5โดยน้ําตาล

ชนิดหลักท่ีพบคือน้ําตาลแมนโนส และโอลิโกแซคคารไรดท่ีพบสวนใหญมีขนาดประมาณ 5-6 หนวย

น้ําตาลแมนโนส นําผลิตภัณฑไปทดสอบการสงเสริมการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกพบวาสามารถ

สงเสริมการเจริญไดดี ดังตารางท่ี 12 อีกท้ังยังสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคดังตารางท่ี 

13เม่ือนําไปทดสอบความทนตอกรดและเอนไซมในสภาวะจําลองของกระเพาะและลําไสเล็กพบวามีการ

ยอยไดในปริมาณต่ํา ดังภาพท่ี 6และตารางท่ี 14 ซ่ึงแสดงใหเห็นวาผลิตภัณฑสามารถผานการยอยของ

ระบบยอยอาหารสวนตน ไปยังลําไสใหญได กลาวโดยรวมจะเห็นวาผลิตภัณฑกากมะพราวท่ีไดจาการ

Total volume 
 

Total 
CHO(mg/ml) 

Reducing sugar 
(mg/ml) 

Oligosaccharide(mg/ml) 

20ml 2.68±0.07 1.26±0.03 2.67±0.09 
200ml 2.48 ±0.05 1.13±0.08 2.87±0.12 
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ยอยดวยเอนไซมแมนนาเนสมีแนวโนมท่ีจะเปนพรีไบโอติกท่ีดี สามารถนําไปทดสอบในระบบลําไสใหญ

จําลอง (in vitro system) โดยวัดการเจริญของจุลินทรียดวยเทคนิคทางชีวโมเลกุล (Realtime PCR

และ/หรือ FISH) และปริมาณกรดท่ีเกิดข้ึน 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 5   The sugar composition of Copra meal-MOS. (a) Type of sugar in Copra meal –

Mos analyzed by (Column Aminex-HPX-87P, BioRad), (b) Oligosaccharide 

analyzed by (Column Aminex-HPX-42C, BioRad). 

 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) 



31 
 

ตารางท่ี 12 แสดงเปอรเซ็นตของการสงเสริมการเจริญของเชื้อกลุมแบคทีเรียกรดแลคติกท้ัง 4 สาย

พันธุ ท่ีใชสําหรับการทดสอบคุณสมบัติความเปนพรีไบโอติกของผลิตภัณฑท่ีไดจากการ

ยอยกากมะพราวท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใช Response surface methodology ในการ

ทํานาย 

 

 

ตารางท่ี13  แสดงเปอรเซ็นตของการยับยั้งการเจริญของเชื้อกลุมแบคทีเรียกอโรคท้ัง 4 สายพันธุ ท่ีใช

สําหรับการทดสอบคุณสมบัติความเปนพรีไบโอติกของผลิตภัณฑท่ีไดจากการยอยกาก

มะพราวท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใช Response surface methodology ในการทํานาย 

 

 

ตารางท่ี 14 The Copra meal-MOS hydrolysate before and after in vitro gastric and small 

intestine digestion 

 

In vitro test Substrate % Hydrolysis 
Stomach Copra meal-MOS 1.89 

 Yeast-MOS 1.08 
Small intestine Copra meal-MOS 5.69 

 Yeast-MOS 17.75 
 

% enhance 
Lactobacillus 
reuteri          KUB-
AC5 

% enhance 
Lactobacillus 

cirspatus   JCM5810 

% enhance 
Pediococcus 
pentosaceus    

JCM 5885 

% enhance 
Enterococcus 

faecalise       JCM 
5803 

35.28 18.64 31.16 4.65 

% inhibit 
Escherichia coli  

E010 

% inhibit 
Staphylococcus 
aureusTISTR 029 

% inhibit 
Salmonella 

enteritidisS003 

% inhibit  Shigella 
dysenteriae DMST 

1511 

39.47 47.39 57.23 37.07 



32 
 

  

 
 

 

ภาพท่ี 6 The Copra meal-MOS and Yeast-MOS digestibility HPLC profiles under gastric 

juice hydrolysis and human α-amylase hydrolysis; (a) Copra meal-MOS 

digestibility under gastric juice at 0 and 4 h, (b) Copra meal-MOS digestibility 

under human α-amylase at 0 and 6 h, (c) Yeast-MOS digestibility under gastric 

juice at 0 and 4 h, (b) Yeast-MOS digestibility under human α-amylase at 0 

and 6 h. 

(a) (b) 

(c) (d) 
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 5.6 การทดสอบในระบบลําไสจําลอง (in vitro system)  

 ทําการทดสอบในระบบลําไสจําลอง โดยเก็บตัวอยางอุจาระจากผูท่ีมีสุขภาพแข็งแรง ไม

มีการใชสารปฏิชีวนะและโพรไบโอติก โดยวัดการเจริญของจุลินทรียดวยเทคนิคทางชีวโมเลกุล (FISH) 

และปริมาณกรด (SCFA) ท่ีเกิดข้ึนผลดังตารางท่ี 15และ 16เห็นไดวาผลิตภัณฑท่ีเตรียมไดจากการยอย

กากมะพราวดวยเอนไซมแมนนาเนสสามารถสงเสริมการเจริญของจุลินทรียในลําไสใหญของมนุษยได

ใกลเคียงกับพรีไบโอติกทางการคา คือ Yeast Mannooligosaccharide และ Fructooligosaccharide 

 

ตารางท่ี 15 Changes in bacterial population (log 10 cells/ml) in batch cultures with 

difference substrate 

Probe Time (h) 

 
Bacterial population (log 10 cells/ml)e 

Copra meal-
hydrolysate 

Yeast-MOS FOS 

Bif164 

 
0 

 
8.15 ± 0.09 

 
8.15 ± 0.09 

 
8.15 ± 0.09 

10 8.66 ± 0.76ab** 8.56 ± 0.09a** 8.80 ± 0.01b** 

24 8.75 ± 0.06a** 8.59 ± 0.25a* 8.85 ± 0.02a** 

34 8.37 ± 0.14a* 8.16 ± 0.32a 8.54 ± 0.07a* 

    

Lab158 

0 8.42 ± 0.09 8.42 ± 0.09 8.42 ± 0.09 
10 8.98 ± 0.11a** 9.21 ± 0.11b** 9.18 ± 0.07ab* 

24 9.30 ± 0.07a** 9.28 ± 0.08a** 9.38 ± 0.02a** 

34 8.83 ± 0.10a** 8.93 ± 0.10a** 8.93 ± 0.24a 

    

Ato291 

0 8.29 ± 0.15 8.29 ± 0.15 8.29 ± 0.15 
10 8.62 ± 0.06a* 8.59 ± 0.15a* 8.70 ± 0.08a 

24 8.79 ± 0.03a** 8.77 ± 0.11a* 8.75 ± 0.07a* 

34 8.68 ± 0.11a** 8.68 ± 0.13a* 8.69 ± 0.05a* 

    

Bac303 

0 8.34 ± 0.08 8.34 ± 0.08 8.34 ± 0.08 
10 8.84 ± 0.12a** 9.00 ± 0.19a** 9.04 ± 0.18a* 

24 9.08 ± 0.05a** 9.11 ± 0.02a** 9.18 ± 0.01b** 

34 8.99 ± 0.03a** 9.06 ± 0.01b** 9.13 ± 0.01c** 
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Chis150 

0 8.14 ± 0.07 8.14 ± 0.07 8.14 ± 0.07 
10 8.13 ± 0.33a 8.03 ± 0.40a 7.97 ± 0.43a 

24 8.06 ± 0.32a 7.89 ± 0.27a 7.70 ± 0.33a 

34 7.80 ± 0.36a 7.53 ± 0.20a** 7.37 ± 0.31a 

    

Erec482 

0 8.51 ± 0.05 8.51 ± 0.05 8.51 ± 0.05 
10 8.74 ± 0.10a* 8.62 ± 0.31a 8.56 ± 0.27a 

24 8.97 ± 0.07a** 8.90 ± 0.09a** 8.70 ± 0.25a 

34 8.72 ± 0.17a 8.79 ± 0.19a 8.40 ± 0.57a 

    

Rrec584 

0 8.09 ± 0.16 8.09 ± 0.16 8.09 ± 0.16 
10 8.16 ± 0.10a 7.88 ± 0.52a 7.87 ± 0.37a 

24 8.20 ± 0.21a 8.01 ± 0.12a 9.75 ± 0.35a 

34 7.92 ± 0.07a 7.88 ± 0.10a* 7.72 ± 0.37a 

    

Fpra655 

0 8.21 ± 0.06 8.21 ± 0.06 8.21 ± 0.06 
10 8.17 ± 0.16a 7.97 ± 0.26a 8.10 ± 0.11a 

24 8.00 ± 0.19a 7.84 ± 0.20a* 8.03 ± 0.28a 

34 7.96 ± 0.21a 7.77 ± 0.20a* 7.96 ± 0.29a 

    

Prop853 

0 7.74 ± 0.19 7.74 ± 0.19 7.74 ± 0.19 
10 8.05 ± 0.10a 7.91 ± 0.25a 7.65 ± 0.51a 

24 7.98 ± 0.29a 7.92 ± 0.37a 7.59 ± 0.54a 

34 7.59 ± 0.19a 7.49 ± 0.12a 7.35 ± 0.28a 

    

DAPI 

0 9.27 ± 0.06 9.27 ± 0.06 9.27 ± 0.06 
10 9.67 ± 0.21a** 9.72 ± 0.01b** 9.78 ± 0.02c** 

24 9.77 ± 0.11a** 9.79 ± 0.01a** 9.84 ± 0.02b** 

34 9.58 ± 0.01a** 9.67 ± 0.03b** 9.70 ± 0.02b * 

    
e Mean bacterial count ± standard deviations  (n=4)  ** significantly different from the bacteria 

population at 0 h  value, (P <0.01).  

* significantly different from the population at 0 h  value, (P <0.05). 

a,b,c   significantly different  (P<0.05) between  treatment at the same time point. 
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ตารางท่ี 16 Concentrations of short chain fatty acid produced during fermentation of 

each carbohydrate source at 0, 10, 24, and 34 h.  

SCFA 
Time 
(h) 

 
SCFA concentration (mM)d 

 
Copra meal-
hydrolysate 

Yeast-MOS FOS 

 
 

Acetate 

0   4.33 ± 0.47a   5.42 ± 4.12a   8.72 ± 0.77a 

10 21.78 ± 3.12a** 22.37 ± 6.59a* 54.52 ± 9.55b** 

24 31.03 ± 4.09a** 31.60 ± 3.68a** 53.36 ± 18.83b** 

34 36.02 ± 3.06a** 35.55 ± 4.40a** 51.26 ± 23.81a** 

    
 
 

Propionate 

0   0.27 ± 0.31a   0.15 ± 0.31a   0.00 ± 0.00a 

10   7.66 ± 0.52a**   9.88 ± 5.93a*   5.28 ± 4.48a 

24   9.23 ± 0.49a** 18.71 ± 6.53a** 12.41 ± 7.18a 

34 11.19 ± 2.02a** 22.45 ± 2.30b** 11.83 ± 7.42a 

    
 
 

Butyrate 

0   0.13 ± 0.15a   0.15 ± 0.18a   0.10 ± 0.18a 

10   1.46 ± 0.86a   3.00 ± 2.37a   3.51 ± 3.43a 

24   4.27 ± 1.26a**   6.12 ± 3.72a 10.06 ± 2.85a* 

34   5.14 ± 2.06a*   7.39 ± 2.72a* 10.29 ± 3.79a* 

    
 
 

Lactate 

0   0.89 ± 0.15a   0.92 ± 052a   1.57 ± 0.30a 

10   0.44 ± 0.34a   0.58 ± 0.64a 15.84 ± 7.67b 

24   0.00 ± 0.00a**   0.12 ± 0.24a   0.00 ± 0.00a* 

34   0.00 ± 0.00**   0.00 ± 0.00*   0.00 ± 0.00* 

    
 
 

Formate 

0   4.73 ± 0.63b   2.99 ± 2.10b   0.00 ± 0.00a 

10   1.13 ± 1.30a*   3.01 ± 2.32a 14.80 ± 5.32b* 

24   1.28 ± 2.56a   0.96 ± 1.93a   0.00 ± 0.00a 

34   0.00 ± 0.00**   0.00 ± 0.00   0.00 ± 0.00 

    
 
 

Total 

0 10.25 ± 0.48a   9.90 ± 2.73a 10.79 ± 1.23a 

10 32.97 ± 2.18a** 39.07 ± 15.7a** 93.97 ± 8.99b** 

24 47.52 ± 6.24a** 57.87 ± 14.57a** 75.89 ± 23.17a** 

34 55.22 ± 2.67a** 65.91 ± 2.54a** 73.48 ± 30.13a** 

    
 

d Mean SCFA concentration ± standard deviations  (n=4).  ** significantly different  0 h  value, (P 

<0.01), * significantly different 0 h  value, (P <0.05).a,b,c   significantly different  (P<0.05) between  

treatment at the same time point. 
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6. สรุปผลการวิจัย 

 1. ไดสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตผลิตภัณฑสารเสริมชีวภาพจากกากมะพราวดวย

เอนไซมแมนนาเนสคือปริมาณเอนไซม 20 ยูนิตตอมิลลิลิตรปริมาณมะพราว 2.5 เปอรเซ็นตปริมาตร

รวม 20 มิลลิลิตรและเวลา 210 นาที ซ่ึงสภาวะนี้สามารถนําไปใชขยายขนาดการผลิตไดถึง 10 เทา 

 2.ผลิตภัณฑสารเสริมชีวภาพจากกากมะพราว ตนแบบท่ีเตรียมๆไดจากวิธีการดังกลาวมี

คุณสมบัติความเปนพรีไบโอติกเทียบไดกับพรีไบโอติกทางการคา (Yeast MOS และ FOS) 

 

7. ขอเสนอแนะ 

 ควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมในประเด็นตอไปนี้ 

 1. การขยายขนาดผลิตเอนไซมแมนนาเนส 

 2. การทดสอบผลของ Copra-meal MOS ในสัตวทดลอง 

 3. การทดสอบ Toxicity, allergenicity, และคุณสมบัติอ่ืนๆท่ีเก่ียวของเพ่ือการข้ึน

ทะเบียน 
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