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1. หลักการเหตุผลและระบุสาเหตุท่ีตองดําเนินการวิจัย 

ในปจจุบันมนุษยมีความสนใจในสุขภาพของตนเองเพ่ิมมากข้ึน ทําใหอาหารเสริมสุขภาพ 

เชน โพรไบโอติก พรีไบโอติก วิตามิน ฯลฯ ไดรับความนิยมท่ีเพ่ิมมากข้ึน พรีไบโอติกมีการใชอยาง

แพรหลายในรูปอาหารเสริม เชน Fructoooligosaccharides, Galactooligosaccharides ฯลฯ มี

มูลคาการตลาดท่ีสูงและยังสงผลเชิงบวกตอสุขภาพของผูบริโภคอยางชัดเจน จากการศึกษาเบื้องตนของ

นักวิจัยจากมหาวิทยาลัย เกษตรศาสตรพบวา การเตรียมสารเสริมสุขภาพพรีไบโอติกจากกากมะพราว

ดวยเอนไซมแมนนาเนสจะไดผลิตภัณฑสุดทายเปนสาร Mannooligosachharides ท่ีมีประสิทธิภาพใน

การสงเสริมของจุลินทรียท่ีเปนประโยชนในลําไส  ดังนั้นในการศึกษาการเตรียมสารเสริมสุขภาพพรีไบ

โอติกจากกากมะพราวดวยเอนไซมแมนนาเนสโดยละเอียดในครั้งนี้จะเปนการสรางนวัตกรรมการเพ่ิม

มูลคาสินคาเกษตรจากผลิตผลพลอยไดระหวางการผลิตสินคาเกษตร 

 

2. วัตถุประสงค 

1. เพ่ือพัฒนากระบวนการเตรียมสารเสริมสุขภาพพรีไบโอติกจากกากมะพราวดวย

เอนไซมแมนนาเนส 

2. เพ่ือทดสอบผลิตภัณฑสารเสริมสุขภาพพรีไบโอติกจากกากมะพราวระบบยอยอาหาร

จําลอง 
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3. ทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวของ 

1. แมนแนน  

1.1 แหลงและโครงสรางทางเคมี 

แมนแนนเปนสารประกอบประเภทเฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) ซ่ึงพบในสวนของ      

ผนังเซลลพืช เชน พืชไมเนื้อออน (soft  wood) โดยพบอยูระหวางชั้นของเซลลูโลสและลิกนิน(Ethier 

et al., 1998) แมนแนนจากพืชนั้นสามารถแบงตามลักษณะโครงสรางไดเปน 2 กลุม คือ  

 

1.1.1 Heterogeneous backbone  

เปนกลุมของแมนแนนท่ีโครงสรางหลักประกอบดวยน้ําตาล 2 ชนิดคือกลูโคสและแมนโนส 

เชื่อมตอกันดวยพันธะβ-1,4 เรียกวา กลูโคแมนแนน (glucomannan) เชน แมนแนนในหัวบุก              

(konjac glucomannan) (Behr, 2003) โดยน้ําตาลกลูโคสในโครงสรางหลักของกลูโคแมนแนนนั้นมี

การเรียงตัวอยางกระจัดกระจาย และอัตราสวนโมเลกุลของน้ําตาลแมนโนส:กลูโคส ในโครงสรางหลัก          

อยูในชวง 4:1  จนถึง 1:1 (Meier et al., 1982) ซ่ึงแมนแนนจากหัวบุกนั้นจะมีอัตราสวนโมเลกุลของ

น้ําตาลแมนโนส:กลูโคส เปน 16:1  และมีอันดับของการเกิดโพลิเมอร (Degree of polymerization: 

DP) มากกวา 6,000  

 

1.1.2 Homogeneous backbone  

เปนกลุมของแมนแนนท่ีโครงสรางหลักประกอบดวยน้ําตาลแมนโนสเพียงชนิดเดียวเชื่อมตอ

กันดวยพันธะβ-1,4 และสวนของก่ิงแขนงเชื่อมตอกันดวยพันธะα-1,6 ระหวางน้ําตาล กาแลคโตสกับ

น้ําตาลแมนโนสเรียกแมนแนนกลุมนี้วา กาแลคโตแมนแนน (Ethier et al., 1998) ซ่ึงพบมากในพืชเชน 

เอนโดสเปรมของพืชตระกลูถ่ัว กากเมล็ดกาแฟ เนื้อในของเมล็ดปาลม และกากมะพราวในสวนของ 

Kernels เปนตน ตัวอยางของกาแลคโตแมนแนนท่ีรูจักกันอยางแพรหลาย ไดแก กาแลคโตแมนแนนใน 

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

Cyanaposis tetragonolobusซ่ึงกาแลคโตแมนแนนในพืชแตละชนิดจะมีความแตกตางกันท่ีตําแหนง

การเชื่อมดวยพันธะα-1,6 ในสายก่ิงแขนงระหวางน้ําตาลกาแลคโตสกับน้ําตาลแมนโนส โดยกาแลคโต

แมนแนนใน LBG มีอัตราสวนโมเลกุลของน้ําตาลแมนโนส : กาแลคโตส ประมาณ 5:1 มีน้ําหนักโมเลกุล 

310,000 ดาลตัน และจะเกิดพันธะα-1,6 ระหวางน้ําตาลแมนโนสประมาณ 3-4 โมเลกุล ขณะท่ีกาแลค

โตแมนแนนใน Guar gum มีอัตราสวนโมเลกุลของน้ําตาลแมนโนส:กาแลคโตส ประมาณ 2:1 มีน้ําหนัก

โมเลกุล 220,000 ดาลตัน และจะเกิดพันธะα-1,6 ระหวางน้ําตาลแมนโนสประมาณ 1-2 โมเลกุล      

ดังภาพท่ี 1 
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Locust bean gum

 

Guar gum 

ภาพท่ี1 โครงสรางกาแลคโตแมนแนนใน Locust bean gum และ Guar gum 

ท่ีมา: Chaplin,2005 

 

กากมะพราวประกอบดวยแมนแนน กาแลคโตแมนแนน และเซลลูโลสในอัตราสวน 26:61 และ 

13 เปอรเซ็นตตามลําดับ (Balasubramaniam,1976) โดยสวนของแมนแนนและกาแลคโตแมนแนนคิด

เปน 25-30 เปอรเซ็นตของคาท่ีรายงานบนพ้ืนฐานวัตถุแหง(dry matter basis)(Sundu and 

Dingel,2006) โครงสรางของกากมะพราวนั้นประกอบดวยสวนของโพลีแซคคาไรดท่ีไมใชแปง มีผลทํา

ใหกาแลคโตแมนแนนในกากมะพราวเรียงตัวเปนผลึกแข็งและมีอัตราสวนของน้ําตาลแมนโนสตอน้ําตาล

กาแลคโตสเทากับ 14:1 นอกจากนี้โครงสรางของกาแลคโตแมนแนนท่ีพบนั้นยังแตกตางจากแหลงอ่ืนๆ 
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เชน Guar Gum มีอัตราสวนของน้ําตาลแมนโนสตอน้ําตาลกาแลคโตสเปน 2:1 สงผลใหกากมะพราว

ยอยสลายยากและละลายน้ําไดนอย (Sundu and Dingel,2006) ซ่ึงแสดงโครงสรางของกาแลคโตแมน

แนนในกากมะพราวดังภาพท่ี 2 

 

1.1 โครงสรางสับสเตรท 

เอนไซมแมนนาเนสสามารถเรงปฏิกิริยาการยอยสลายแบบสุมท่ีพันธะ β-1,4  ของสับสเตรท

จําพวก แมนแนน กาแลคโตแมนแนน กลูโคแมนแนน กาแลคโตกลูโคแมนแนน (จารุตา, 2548)  

1.1.1 แมนแนน ประกอบดวยโมเลกุลของน้ําตาลแมนโนสเชื่อมตอกันดวยพันธะ

β-1,4 มีคุณสมบัติไมละลายน้ํา และพบมากใน Ivory-nuts, Pheonix canariensis และพวกบังกะโล

ปาลม เปนตน (วัลญา, 2548) 

 

 

 

 

 
 

 

ภาพท่ี 2โครงสรางของกาแลคโตแมนแนนในกากมะพราว 

ท่ีมา: Carole et al.,2010 
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1.1.2 กาแลคโตแมนแนนประกอบดวยน้ําตาลแมนโนสเชื่อมตอกันดวยพันธะ β-

1,4 เปนสายหลัก และมีก่ิงกานเปนน้ําตาลกาแลคโตสตอกันดวยพันธะ α-1,6 พบใน Locust bean 

gum, Guar gum และกากมะพราว เปนตน (วัลญา, 2548)  

1.1.3 กลูโคแมนแนนประกอบดวยน้ําตาลแมนโนสเชื่อมตอกันดวยพันธะβ-1,4 

ซ่ึงสามารถละลายน้ําไดมากกวาแมนแนน และเปนโครงสรางหลักของผนังเซลลพืช (วัลญา, 2548) 

1.1.4 กาแลคโตกลูโคแมนแนนประกอบดวยน้ําตาลแมนโนสเชื่อมตอกับน้ําตาล

กลูโคสดวยพันธะ β-1,4 เปนสายหลัก และมีก่ิงเปนน้ําตาลกาแลคโตสตอกันดวยพันธะ α-1,6 ซ่ึง

อัตราสวนของน้ําตาลตางๆข้ึนอยูกับแหลงท่ีมาของสารโพลิเมอร (วัลญา, 2548) 

 

2. แมนนาเนส  

เอนไซมเบตา-แมนนาเนส (β-mannanase) หรือEndo-β-1,4-D-mannanase(EC 3.2.1.78) 

เปนเอนไซมประเภทเอนโดไฮโดรเลส ท่ีมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยาการยอย     สลายแบบสุมท่ี

พันธะ  β-1,4 ของสับสเตรทพวก แมนแนน เฮทเทอโรแมนแนน กาแลคโตแมนแนน กลูโคแมนแนน 

และกาแลคโตกลูโคแมนแนน ซ่ึงสารโพลิเมอรเหลานี้พบไดในผลิตผลทางการเกษตรหลายชนิด  เชนหัว

บุก เมล็ดพืชตระกูลถ่ัว เมล็ดกาแฟ กากมะพราว หรือแมแตผนังเซลลของยีสต (อัจฉรา, 2547) 

 

2.1 กลไกการทําปฏิกิริยาของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 

เอนไซมเบตา-แมนนาเนสทําหนาท่ียอยสลายพันธะเบตา-1,4 ท่ีเชื่อมระหวางโมเลกุลของ     

น้ําตาลแมนโนสในโครงสรางหลักของแมนแนน กาแลคโตแมนแนน กลูโคแมนแนน และกาแลคโตกลูโค

แมนแนน (Stoll et al.,1999) ในลักษณะแบบสุมโดยจะยอยสลายจากบริเวณดานในโมเลกุล (Cann 

et al.,1999) ดังภาพท่ี 3 และผลผลิตท่ีไดจากการยอยสลายคือน้ําตาลแมนโนไตรโอสและแมนโนไบ

โอส (Xu et al.,2002) 

2.2 การจัดแบงหมวดหมูและลักษณะโครงสรางของเอนไซมเบตา-แมนนาแนส      

ไกลโคไซด ไฮโดรเลสเปนเอนไซมกลุม ท่ีทําหนา ท่ียอยพันธะไกลโคซิดิก ท่ีเชื่อมตอ

คารโบไฮเดรตสองโมเลกุลหรือมากกวา หรือระหวางคารโบไฮเดรตกับสวนท่ีไมใชคารโบไฮเดรตโดย

เอนไซมในกลุมนี้สามารถแยกไดเปน 2 กลุม ตามกิจกรรมหลักในปฏิกิริยาการยอยสลาย กลุมท่ี 1 คือ 

เอนไซมท่ีมีกิจกรรมการยอยสลายจากปลายสายโซโพลีแซคคาไรดและกลุมท่ี 2 คือ เอนไซมท่ียอย        

สลายพันธะไกลโคซิดิกจากภายในสายโซโพลีแซคคาไรด จากการวิเคราะหโครงสรางของเอนไซมตาง ๆ 

พบวาตําแหนงท่ีสําคัญตอการยอยสลายพันธะนั้น มีผลมาจากโครงสรางท่ีเปนบริเวณเรงปฏิกิริยา  

(Henrissat, 1995) ดังนั้นการศึกษาถึงกลไกในการเรงปฏิกิริยา การจัดแบงหมวดหมู และลักษณะ

โครงสรางของเอนไซมในกลุมนี้ จึงมีความสําคัญท่ีจะชวยใหนักวิทยาศาสตรสามารถใชประโยชนจาก

เอนไซมไดอยางมีประสิทธิภาพ 
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ยีนเบตา-แมนนาแนสท่ีถูกโคลนท้ังหมดนั้นจัดอยูใน GH5 หรือ GH26 ของเอนไซมในกลุม      

ไกลโคไซดไฮโดรเลส เอนไซมใน GH5 และ GH26 นี้มีลักษณะโครงสรางอยูในตระกูลGH-A และมีกลไก

เปนแบบ retention เอนไซมเบตา-แมนนาเนสจากแบคทีเรีย และยูคาริโอตนั้นถูกจัดอยูใน GH5 ซ่ึง

ประกอบไปดวยเอนไซมเอนโดกลูคาเนส และเอกโซกลูคาเนส ไซลาเนส และเอนโดไกลโคเซรามิเดส 

ตัวอยางการจัดลําดับความเหมือน (alignment) ของลําดับกรดอะมิโนสําหรับเอนไซมเบตา-แมนนาเนส

ใน GH5 บางชนิดจากแหลงท่ีเปนยูคาริโอต ซ่ึงมีกรดอะมิโนท่ีเปนบริเวณอนุรักษสําหรับเอนไซม เบตา-

แมนนาเนสใน GH5 เหมือนกัน สําหรับเอนไซมเบตา-แมนนาเนสใน GH26 นั้น  มีแหลงท่ีมาหลักจาก

แบคทีเรีย และเชื้อราท่ีไมตองการอากาศบางชนิด และนอกจากเอนไซมเบตา-แมนนาเนสแลวยังพบ

เอนไซมเอนโดกลูคาเนสและเบตา-1,3-ไซลาเนส อยูใน GH26 อีกดวย ในบางกรณีเอนไซมเบตา-  แมน

นาเนสท่ีมาจากจีนัสเดียวกันก็ถูกจัดหมวดหมูอยูในสกุลท่ีแตกตางกันออกไป ตัวอยางเชน เอนไซมเบตา-

แมนนาเนสจากเชื้อ Caldocellulosiruptor saccharolyticus และเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจากเชื้อ 

Bacillusท่ีตางสายพันธุกันก็ถูกจัดอยูท้ังใน GH5 และ GH26 (สุภา, 2551) 

 
 

ภาพท่ี 3 กลไกการทําปฏิกิริยาของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 

ท่ีมา: McCleary,1988 
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2.3 แหลงของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 

เอนไซมแมนนาเนสสามารถผลิตไดจากหลายกลุมสิ่งมีชีวิต เชนแบคทีเรียท้ังชนิดท่ีตองการ

อากาศและไมตองการอากาศในการเจริญ (aerobic and anaerobic bacteria) เชื้อรา (fungi)       ยู

คาริโอตชั้นสูง (higher eukaryote) เชนโปรโตซัว แมลง หอยทาก รวมท้ังเมล็ดพืชขณะเกิดการงอก 

(germinating plant seeds) จุลินทรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนสไดแสดงในตารางท่ี 1 

และ 2 

 

แบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมแมนนาเนสสามารถแยกไดจากหลายแหลง ซ่ึงจากการทดลองของ     

Hossain et al.,(1969) และ Abe et al.,(1994) ไดคัดแยกแบคทีเรียจากดินโดยใชกากมะพราวเปน

แหลงคารบอนพบวาแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมแมนนาเนส ท่ีขับออกสูภายนอกเซลล 

(extracellular enzyme) ไดนั้นสวนใหญจัดอยูในจีนัสBacillus ในป 1998 Kataowa และTokiwa ได

คัดแยกแบคทีเรียชนิดท่ีไมตองการอากาศในการเจริญ (anaerobic bacteria) จากดินและตะกอน 

(sludges) พบเชื้อ Clostridium terianum KT-5A ซ่ึงมีคากิจกรรมแมนนาเนสสูงท่ีสุด โดยปริมาณ

ของเอนไซมจะเพ่ิมสูงข้ึนเม่ือมีการเหนี่ยวนําโดยใชกาแลคโตแมนแนน, Guar gum, beef extract และ

peptone เปนแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนตามลําดับ 

 

Montiel et.al.,(2002) คัดแยกเชื้อแอคติโนมัยซิสท่ีสามารถผลิตเอนไซมแมนนาเนสได

ท้ังหมด   50 สายพันธุจากการวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมระหวางการเจริญในอาหารแข็งกับอาหาร

เหลวท่ีมี locust bean gum (LBG) เปนสวนประกอบ พบวา Streptomyces scabies CECT 3340 

และ Streptomyces ipomoea CECT 3341 มีคากิจกรรมเอนไซมสูงท่ีสุดคือ 294.3 และ242.9        

ยูนิตตอลิตรตามลําดับ ซ่ึงสามารถนํามาประยุกตใชกับอุตสาหกรรมการฟอกสีกระดาษคราฟได 

 

Phothichito  (2006)  ไดคัดแยกจุลินทรียจากดินในจังหวัดนครปฐม พบแบคทีเรีย 19 สาย

พันธุท่ีสามารถผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนสได โดยแบคทีเรีย Bacillus circulans NT 6.7              

มีกิจกรรมเอนไซมแมนนาเนสสูงท่ีสุดเทากับ 0.306 ยูนิตตอมิลลิลิตร เม่ือใช LBG เปนสับสเตรท       

คาพีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมเปน 6.0 และ 45 องศาเซลเซียสตามลําดับ 

เอนไซมมีความคงตัวท่ีอุณหภูมิ 40-50 องศาเซลเซียสเปนเวลา 6 ชั่วโมง และสารแมนโนโอลิโกแซคคา

ไรด ซ่ึงเปนผลิตภัณฑท่ีเกิดจากการยอยสลายแมนแนนดวยเอนไซมเบตา-แมนนาเนสยังมีคุณสมบัติเปน

สารพรีไบโอติก ซ่ึงสามารถยับยั้งเชื้อกอโรคบางชนิด เชน Salmonella  serovar Eteritidis S003 

และ E. coli E010 ได 

 

 

ตารางท่ี 1แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 
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จุลินทรีย แหลงอางอิง 

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 2เชื้อราท่ีสามารถผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 
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จุลินทรีย แหลงอางอิง 

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)  ศึกษาเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis 

WY34 ซ่ึงมีปริมาณเอนไซมเอนไซมเบตา-แมนนาเนสเทากับ 1105 ยูนิตตอมิลลิลิตร เม่ือใช konjac 

glucomannan เปนแหลงคารบอนโดยมีพีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมเปน 

6.0 และ 65 องศาเซลเซียสตามลําดับมีความคงตัวท่ีพีเอช 5.5-10.1 และมีคา Km เปน 7.6, 10.5 และ 

27.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเม่ือใช LBG, Guar Gum และ konjac glucomannan เปนสับสเตรท 

 

นฤมล (2549) ไดศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมแมนนาเนสจากแบคทีเรีย  Bacillus 

amyloliquefaciens NT6.3 ท่ี Phothichitto (2006) คัดแยกไดจากดินในจังหวัดนครปฐม พบวา

อุณหภูมิ     และพีเอชท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม คือ 50 องศาเซลเซียส และ 6.0 

ตามลําดับ เอนไซมมีความคงตัวมากท่ีสุดท่ีพีเอช 8.0 โดยคากิจกรรมเอนไซมคงเหลือเทากับ 59.51 

เปอรเซ็นตและท่ีพีเอช 6.0 คากิจกรรมของเอนไซมคงเหลือ เทากับ 25.24 เปอรเซ็นต ซ่ึงขอมูลเก่ียวกับ

คุณสมบัติของเอนไซมนี้เปนประโยชนในการศึกษาคนควาทางดานการผลิตสารแมนโนโอลิโกแซคคาไรด 

เพ่ือใชเปนสารพรีไบโอติกในอุตสาหกรรมอาหารสัตว  

 

Hossain et al., (1996) ศึกษาเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจากBacillus sp. KK01 ท่ีแยกได

จากดิน โดยใชกากมะพราวเปนแหลงคารบอนในการเพาะเลี้ยง หลังการทําบริสุทธิ์เอนไซมพบวา

เอนไซม เบตา-แมนนาเนสท่ีศึกษามี 4  ไอโซเมอรดังนี้ F1, F2, F3  และ F4 โดยทุก ๆไอโซเมอรมี

กิจกรรมเอนไซมสูงท่ีสุด ท่ีพีเอช 7.1 และอุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส นอกจากนี้เม่ือศึกษาถึง

ปฏิกิริยาการยอยสลายแมนแนน พบวาเอนไซมท้ัง 4 ไอโซเมอรนั้นเรงปฏิกิริยาการยอยสลาย          
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แมนแนนจากกากมะพราวคิดเปนสัดสวน 23-31 เปอรเซ็นต ขณะท่ีสามารถเรงปฏิกิริยาการยอยสลาย 

LBG คิดเปนสัดสวน 19-22 เปอรเซ็นต โดยใหผลิตภัณฑเปน mannobiose, mannotriose และ

mannotetraose  

 

Mabrouk และ EI Ahwany(2008) ศึกษาการผลิตเอนไซมเอนไซมเบตา-แมนนาเนส    จาก

Bacillus amylolequifaciens 10A1 โดยใชอาหาร mineral salts medium ท่ีมีแหลงคารบอนและ

แหล ง ไนโตร เจน ท่ีแตกตาง กัน  แหล งคารบอนท่ี ใชประกอบด วย เมล็ดปาลม เปลือกสม                

เปลือกแอปเปล ซังขาวโพด ฟางขาว เปลือกมันฝรั่ง เปลือกมะมวง และแกลบ สวนแหลงไนโตรเจน

ประกอบดวย (NH4)2SO4, NH4Cl, NaNO3, (NH4)2HPO4 และNH4NO3 เพ่ือเลือกอาหารผลิตเอนไซม

ท่ีใหคากิจกรรมเอนไซมสูง โดยพบวาแหลงคารบอนท่ีดีท่ีสุดคือเปลือกมันฝรั่งท่ีความเขมขน 14 กรัมตอ

ลิตร และแหลงไนโตรเจนดีท่ีสุดคือ NH4NO3 โดยใหคากิจกรรมเอนไซมสูงสุดท่ี 61.5 ยูนิตตอมิลลิกรัม

โปรตีนเม่ือบมในอุณหภูมิและพีเอชท่ีเหมาะสมคือ 35 องศาเซลเซียสและ 7 ตามลําดับ 

 

Mou และคณะ (2010) การผลิตเอนไซมเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก Bacillus circulans 

M-21 ซ่ึงแยกไดจากดินโดยBacillus สายพันธุนี้จะเจริญไดดีเม่ือใชแมนแนน (konjac gum, guar gum 

,LBG) เปนแหลงคารบอนโดยสภาวะการหมักท่ีเหมาะสม คือ พีเอช 8.0 อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

180 รอบตอนาที และใช 4 กรัมตอลิตร guar gum เปนแหลงคารบอน 20 กรัมตอลิตร soybean 

powder และใช 5 กรัมตอลิตร (NH4)2HPO4 เปนแหลงไนโตรเจนโดยใหคากิจกรรมเอนไซมสูงสุดท่ี 36 

ชั่วโมงคือ 1487 ยูนิตตอมิลลิลิตร 

 

สถาบันวิจัยแสงซินโครตรอน (องคการมหาชน) (2554) ประสบความสําเร็จในการผลิต

เอนไซมแมนนาเนสท่ีบริสุทธิ์จากแบคทีเรียBacillus licheniformis และทดสอบคุณสมบัติการเรง

ปฏิกิริยาท่ีสภาวะตางๆ พบวาเอนไซมทํางานไดดีท่ีพีเอช 6.0-7.0 อุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส ซ่ึง

เปนสภาวะท่ีเหมาะสมในการประยุกตใชงานจริงในระดับอุตสาหกรรมโดยการวิเคราะหผลผลิตท่ีไดจาก

การยอยโมเลกุลน้ําตาลของเอนไซม พบวาเอนไซมมีความจําเพาะในการเรงปฏิกิริยาสารตั้งตนโมเลกุล

ของน้ําตาลตางชนิดแตกตางกัน จากนั้นทําการทดสอบคุณสมบัติโครงสรางหนวยยอยและน้ําหนัก

โมเลกุลของเอนไซม รวมถึงการเปลี่ยนแปลงโครงสรางทุติยภูมิของเอนไซมท่ีอุณหภูมิตางๆดวยซ่ึงพบวา

โครงสรางทุติยภูมิของเอนไซมจะเริ่มมีการเปลี่ยนแปลงท่ีอุณหภูมิ 40-45 องศาเซลเซียส แตไมพบการ

เปลี่ยนแปลงโครงสรางในระดับท่ีทําใหโปรตีนสูญเสียคุณสมบัติโดยผลท่ีไดสอดคลองกับการศึกษาผล

ของอุณหภูมิตอคุณสมบัติความเสถียรของเอนไซม 

 

 

3. พรีไบโอติก 
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3.1 ความหมายและคุณสมบัติของพรีไบโอติก 

พรีไบโอติก (prebiotics) คือสวนประกอบของอาหารท่ีไมสามารถยอยไดซ่ึงมีประโยชนตอ       

เจาบานโดยจะมีผลเจาะจงในการกระตุนการเจริญเติบโตและ/หรือกิจกรรมของจุลินทรียบางชนิดใน

ลําไสใหญซ่ึงทําใหสุขภาพของเจาบานดีข้ึน (Gibson and Roberfroid, 1995)พรีไบโอติกเปน

สารอาหารประเภทคารโบไฮเดรทท่ีทนตอการยอยดวยเอนไซมไมถูกดูดซึมในทางเดินอาหารสวนบน

หรือลําไสเล็กและสามารถผานไปยังลําไสใหญซ่ึงเปนท่ีอยูของจุลินทรียเจาถ่ินโดยจะสงเสริมการ

เจริญเติบโตเฉพาะจุลินทรียท่ีมีประโยชนในลําไสใหญเทานั้น ไดแก BifidobacteriaและLactobacilli

นอกจากนี้จะตองไมสงเสริมการเจริญของแบคทีเรียกอโรคเชน Clostridium perfrigens  (Vernazza 

et al., 2006; Gibson and  Roberfroid, 1995) ซ่ึงมีผลในการสงเสริมสุขภาพของผูท่ีรับประทานเขา

ไป (Roberfroid, 2002) สารประกอบจําพวกโอลิโก-แซคคาไรดและ  โพลีแซคคาไรดรวมท้ังเสนใย

อาหาร (dietary fibre) สวนใหญพบวามีกิจกรรมเปนพรีไบโอติก       แตสารประกอบจําพวก

คารโบไฮเดรตนั้นไมไดเปนพรีไบโอติกท้ังหมด ในการจําแนกสวนประกอบอาหารชนิดนั้นๆวามี

คุณสมบัติเปนพรีไบโอติกสวนประกอบอาหารดังกลาวจะตองมีคุณสมบัติท้ังหมดนี้ (Gibson, 2004; 

Gibson and Roberfroid, 1995) 

 

3.1.1 ทนตอกระบวนการยอยการดูดซึมและดูดซับของกระเพาะอาหารและ สํา

ไสเล็ก 

3.1.2 ถูกหมักโดยกลุมจุลินทรียท่ีมีประโยชนในลําไสใหญ 

3.1.3 มีผลเจาะจงในการกระตุนการเจริญเติบโตและ/หรือกิจกรรมของจุลินทรีย

บางชนิดในระบบทางเดินอาหาร  

3.1.4 ทําใหจุลินทรียนั้นสรางสารท่ีสงผลดีตอสุขภาพของเจาบาน 

 

3.2 ประเภทของพรีไบโอติก 

เฉลิมขวัญ และมัลลิกา (2548) รายงานวาสารท่ีสามารถจัดเปนพรีไบโอติกได จําเปนตองมี

ลักษณะท่ีสําคัญอยางนอย 3 ประการ คือ สารนั้นจะตองไมถูกยอยหรือดูดซึมในกระเพาะอาหารและ

ลําไสเล็ก มีความจําเพาะกับแบคทีเรียท่ีเปนประโยชนในลําไส และการหมักของสารนั้นมีการกระตุนท่ี

เปนประโยชนตอเจาบานซ่ึงสามารถแบงประเภทของพรีไบโอติกไดดังนี้ 

 

3.2.1 กรดน้ําตาล (sugar acid) 

จัดเปนคารโบไฮเดรตท่ีมีการสังเคราะหโพลิเมอร (degree of polymerization) เพียง1-2 

ตัว ตัวอยางสารในกลุมนี้ เชน maltitol, sorbitol, isomalt, xylitol และ lactitol เปนตน ในบางครั้ง

เรียกน้ําตาลแอลกอฮอล วา POLYOLS สามารถเปนสารใหความหวานได โดยมีความหวานประมาณ 3 

ใน 4 หรือ ครึ่งหนึ่งของน้ําตาล Salminen et al. (1993) รายงานวา lactitol ชวยเพ่ิมจํานวนของ 
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Bifidobacteriaในลําไสใหญของคน ชวยปองกันการติดเชื้อในลําไสและปองกันการกอมะเร็ง อีกท้ังยัง

สามารถชวยเพ่ิมจํานวนของแบคทีเรียแกรมบวกและลดระดับความเปนกรด-ดางในมูลได 

 

3.2.2 โอลิโกแซคคาไรด (oilgosaccharides) 

สําหรับพรีไบโอติกในกลุมนี้ เกิดจากโมโนแซคคาไรดจัดเปน short-chain polysaccharide 

ประกอบดวยน้ําตาลตั้งแต 2 ถึง 20 หนวย มาตอกันดวยพันธะไกลโคซิดิก(glycosidic linkage) โอลิโก

แซคคาไรดหลายชนิดมีคุณสมบัติเปนสารอาหารของจุลินทรียกลุมท่ีมีประโยชนซ่ึงในบางครั้ง อาจ

เรียกวา โคโลนิคฟูด (colonic food) ไดแก ราฟโนส (raffinose), สตารชิโอต (stachyose), ไซโล- โอลิ

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

(fructo-oilgosaccharides; FOS) ซ่ึงจัดเปน nondigestible oilgosaccharides ท่ีสามารถจัดเปนพ

รีไบโอติกไดดวย (กรรณิการ, 2545) โอลิโกแซคคาไรดสามารถแบงออกไดดังนี้ 

 

3.2.2.1 แลคทูโลส (Lactulose) 

แลคทูโลส เปนน้ําตาลไดแซคคาไรด ท่ีแยกไดจากน้ํานม ไมสามารถยอยไดในระบบทางเดิน

อาหารของคนและสัตวแตสามารถถูกยอยไดดวยจุลินทรียในกลุมแลกติกแอซิดแบคทีเรียในลําไส              

ไดผลผลิตเปนกรดไขมันสายโซสั้นทําใหระดับความเปนกรด-ดางในลําไสลดต่ําลง จนไมเหมาะสมกับการ

เจริญของจุลินทรียท่ีกอโรคพวก Bacteriodes, Clostridium และEubacteriumนอกจากนี้ยังชวยเพ่ิม

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

รายงานวาโอลิโกแซคคาไรดนอกจากจะเปนอาหารสําหรับจุลินทรียท่ีเปนประโยชนแลว พบวายัง

สามารถจับกับรีเซ็ฟเตอร บนผิวของแบคทีเรียท่ีกอโรค เชน E.coliและ Salmonellaเพ่ือปองกันหรือ

ลดการเกาะบนผนังลําไสของแบคทีเรียกอโรค และพาเอาจุลินทรียออกมาทางมูลของสัตว ซ่ึงก็

สอดคลองกับ Terada et al. (1992) ท่ีรายงานวาการเสริมแลคทูโลสในอาหารคน 3 กรัมตอวัน เปน

เวลา 2 สัปดาห มีผลใหจํานวนของ Bifidobacteriaในมูลเพ่ิมข้ึน และมีระดับความเปนกรด-ดางในมูล

ลดลงอยางมีนัยสําคัญ 

 

3.2.2.2 ฟรุคโตโอลิโกแซคคารไรด (fructo – oligosaccharide; FOS) 

ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรดเปนคารโบไฮเดรตโมเลกุลเชิงซอนของเบตาแทน (β-D- fructans) 

สายโซสั้นและปานกลาง ประกอบดวย ฟรุคโตซิล (fructosyl) มาตอกันดวยพันธะเบตา-2-1ไกลโคซิดิก 

(β-2-1 glycosidic linkage) (Campbell et al., 1997) ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรดสังเคราะหไดจาก

น้ําตาลซูโครส (sucrose) โดยใชเอนไซมทรานสฟรุคโตซิเลส (transfructosylase) ซ่ึงมีโครงสรางของ

กลูโคส (glucose) เชื่อมกับฟรุคโตส (fructose) 2-4 หนวย หรือใชการสกัดอินนูลิน (inulin) จากหัวชิ

คอรี (chicory roots) จากนั้นนําอินนูลินมาผานขบวนการไฮโดรไลซ (hydrolysis) จะไดผลผลิต 2 

ชนิด คือ ชนิดท่ีมีกลูโคสและไมมีกลูโคส (Monsan and Paul, 1995) ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรดเปนโอลิ
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โกแซคคาไรดท่ีเอนไซมในระบบทางเดินอาหารของคน และสัตวไมสามารถยอยไดแตจะถูกหมักยอยโดย

จุลินทรียบริเวณลําไสใหญ ชวยกระตุนการเจริญเติบโต และเพ่ิมจํานวนจุลินทรียท่ีเปนประโยชน ไดแก 

BifidobacteriaและLactobacillusเปนตน แบคทีเรียเหลานี้สามารถควบคุมหรือยับยั้งการเจริญเติบโต

ของจุลินทรียอ่ืนๆ ท่ีกอใหเกิดโรคโดยการผลิตกรดไขมันสายโซสั้น สงผลใหความเปนกรด - ดางในลําไส

ลดลงทําใหเกิดความไมเหมาะสมกับการเจริญเติบโตของจุลินทรียกอโรค (Ross, 1999) นอกจากนั้น

Campbell et al. (1997) รายงานวาการเสริมฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด 6% ในอาหารหนู เปนเวลา14 

วัน พบวาแบคทีเรียในกลุม Bifidobacteriaและจุลินทรียกลุมท่ีไมใชออกซิเจนมีจํานวนสูงข้ึนสอดคลอง

กับการศึกษาของ Gibson and Roberfroid (1995) ทดลองเสริมฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรดท่ีระดับ 15 

กรัมตอวันในอาหารของคนจํานวน 15 วัน พบวาสามารถเพ่ิมจํานวน Bifidobacteriaในมูลสูงข้ึน 

 

3.2.2.3 กาแลคโตโอลิโกแซคคารไรด (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) สังเคราะหจากน้ําตาลแลคโตส (lactose) ในนมโดย

ขบวนการทรานสกาแลคโตซิลเลชั่น (transgalactosylation) ดวยเอนไซมเบตา-ทรานสกาแลคโตซิเดส 

(β-transgalactosydase) (Ross,1999) กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรดไมสามารถถูกยอยและดูดซึมไดใน

ลําไสเล็กของคนและสัตวแตสามารถกระตุนการเจริญเติบโตของ Bifidobacteriaในหลอดทดลองได 

(Bouhnik et al., 1997) 

 

3.2.2.4 โอลิโกแซคคารไรดจากถ่ัวเหลือง (soybean - oligosaccharide) 

โอลิโกแซคคาไรดจากถ่ัวเหลือง ประกอบดวย ไตรแซคคาไรดราฟโนส (trisaccharide 

raffinose) และเตตราแซคคาไรด สตารไซโอส (tetrasaccharide stachyose) สามารถสกัดไดจากถ่ัว

เหลืองโดยตรง (Ross, 1999) 

 

3.2.2.5 โอลิโกแซคคารไรดท่ีไมสามารถยอยไดชนิดอ่ืน (non – digestible 

oligosaccharide) 

นอกจากโอลิโกแซคคาไรด ดังท่ีกลาวขางตนแลวยังมีโอลิโกแซคคาไรดชนิดท่ีไมสามารถ        

ยอยไดชนิดอ่ืน (nondigestible oligosaccharide) เชน แอลฟา-กลูโค-โอลิโกแซคคาไรด(α-gluco-

oligosaccharide) เบตา-ไกลโค-โอลิโกแซคคาไรด (β-glyco-oligosaccharide) ไอโซมอลโต-โอลิโก

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

(xyto-oligosaccharide) โอลิโกแซคคาไรดดังกลาวจัดเปนอาหารของจุลินทรียเปนประโยชนในลําไส 

(Ross, 1999; Monsan and Paul, 1995) 

 

3.2.3 โพลีแซคคาไรด (polysaccharide)  
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3.2.3.1 อินนูลิน 

อินนูลินสกัดจากหัวชิคอริ อินนูลินไมสามารถยอยสลายและดูดซึมในลําไสเล็ก และมี

คุณสมบัติในการเปนพรีไบโอติกไดเชนเดียวกับฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด การเสริมอินนูลินในอาหารคน

สามารถ  ออกฤทธิ์เปนพรีไบโอติกได (Ross, 1999) สอดคลองกับ Gibson and Roberfroid (1995) 

รายงานการวิจัยเก่ียวกับคุณสมบัติทางเคมี และการยอยอินนูลินและฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรดจากหัว  ชิ

คอริ โดยจุลินทรียจากลําไสในหลอดทดลองดวยวิธี Gas chromatography พบวาอินนูลินและ  ฟรุคโต

โอลิโกแซคคาไรด ถูกยอยสลายและนําไปใชจนหมด โดยเฉพาะจุลินทรีย Bifidobacteria สามารถยอย

สลายฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรดไดดีกวาอินนูลิน 

 

3.2.3.2 รีซิสแตนท สตารท (resistant starch) 

แปงบางสวนท่ีไมสามารถถูกยอยไดโดยเอนไซมแอลฟา-อะไมเลส (α-amylase) และ    แอล

ฟา-อะไมโลกลูโคซิเดส (α-amyloglucosidase) ในลําไสเล็ก เนื่องจากมีโครงสรางท่ียอยยาก เชน 

เมล็ดธัญพืช ถ่ัวท่ียังไมผานการบด และแปงท่ีมีโครงสรางเปนผลึกมีความหนาแนนสูง เชน แปงในมัน

ฝรั่ง แปงขาวโพด ขาวท่ีไมผานการทําใหสุก และแปงท่ีผานขบวนการความรอนหรือเย็นมากเกินไปจะ

ทําใหยอยยาก หรืออีกสาเหตุหนึ่งคือการท่ีมีสารประกอบอ่ืนในอาหาร เชน ไฟเตท และลิกนินไปจับเปน

สารประกอบเชิงซอนทําใหเอนไซมไมสามารถยอยได รีซิสแตนท สตารท จะผานลําไสเล็กลงไปสูลําไส

ใหญโดยไมถูกยอยซ่ึงรีซิสแตนทสตารท ยังไมถูกจัดเปนพรีไบโอติก ถึงแมวามีผลชวยเพ่ิมการขยาย

จํานวนของ Bifidobacteriaและ Lactobacillus ในหนู เนื่องจากยังไมทราบผลตอจุลินทรีย ท่ี มี

ประโยชนท่ีแนนอนในคนและสัตวอ่ืน (Ross, 1999) 

 

3.2.4 กลุมอ่ืนๆ 

Mucin glycoproteins ถูกสรางโดย goblet cells ท่ีอยูในเยื่อบุผิวลําไสและเปนสารตั้งตน

หลักสําหรับการหมักในลําไส (สาโรช, 2547) Related mucopolysaccharides เชน chondroitin 

sulphate, heparin, pancreatic และ bacterial secretions ซ่ึงสารเหลานี้เปนสารท่ีมีไวสําหรับ

จุลินทรียในลําไส (เฉลิมขวัญ และมัลลิกา 2548) และ Protein and peptidesสารเหลานี้สรางข้ึนใน

อาหารสรางโดยการหลั่งของตับออนหรือสรางโดยแบคทีเรียแตจะมีปริมาณนอยกวาพวกคารโบไฮเดรต 

(Ross, 1999) 

 

3.3 กลไกการทํางานของพรีไบโอติก 

เนื่องจากพรีไบโอติกมีแหลงท่ีมาหลากหลายและมีองคประกอบท่ีแตกตางกัน จึงมีกลไกการ

ทํางานหลายวิธีคือ เลือกกระตุนการเจริญเติบโตและการทํางานของจุลินทรียท่ีเปนประโยชน โดยกลไก

ชวยในการเลือกทํางาน 2 กลไก คือ การแกงแยงเพ่ือขจัดออก (competitive exclusion, CE) ถูกยอย

ไดโดยเอนไซมจําเพาะ เชน เอนไซม β-fructosidase และ β-galactosidase เปนตน (สาโรช, 2547)  
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และพรีไบโอติกจะจับเกาะกับเชื้อจุลินทรียท่ีเปนโทษ ทําใหเชื้อจุลินทรียไมสามารถยึดเกาะกับเยื่อบุผนัง

ลําไสได จึงถูกขจัดออกไป (Aniansson et al., 1990) นอกจากนี้ยังสามารถกระตุนภูมิคุมกันไดโดยพ

รีไบโอติกจะทําปฏิกิริยากับ protein receptors บนผนังเซลลสรางภูมิคุมกันของเยื่อบุผนังลําไส ยัง

สงผลใหมีการกระตุนการสรางภูมิคุมกันเพ่ิมข้ึน (Chesson, 1993; Savage et al., 1996) โดยการเพ่ิม

จํานวนของเซลล goblet ซ่ึงเปนเซลลสรางเยื่อเมือก (mucins) ของผนังลําไสเล็กชวยปกปองลําไสจาก

การติดเชื้อ (Savage et al., 1997) จากการศึกษาเชื่อวาพรีไบโอติก อาจมีผลในการยับยั้งมะเร็งโดย

ออกฤทธิ์ยับยั้งการกลายพันธุและการตานอนุมูลอิสระ(Chorvaticova et al., 1999; Krizkova et al., 

2001) 

 

นอกจากนี้พรีไบโอติกยังอาจชวยลดการโยกยาย (translocation) ของเชื้อจุลินทรียมิใหเขา

ไปในระบบของรางกาย อันเปนการชวยรักษาสารภูมิคุมกันไว ไมใหถูกใชโดยไมจําเปน (Monsanand 

Paul, 1995) เนื่องจากคุณสมบัติของพรีไบโอติกท่ีไมถูกยอยและดูดซึมในลําไสสวนตนของสัตวกระเพาะ

เดี่ยว  สาโรช (2547) รายงานวาปกติแปงจะถูกยอยโดยเอนไซมแอลฟา-อะไมเลส (α-amylase) หรือ

แอลฟา-1,4 กลูแคน-4-กลูโคโนไฮโดรเลส (α-1,4 glucan-4-gluconohydrolase) เปนเอนไซมท่ีพบใน

น้ําลายและตับออน สามารถยอยพันธะแอลฟา (1,4)ไกลโคซิดิกของแปง แตเอนไซมในระบบทางเดิน

อาหารของสัตวกระเพาะเดี่ยวไมสามารถยอยพันธะเบตา-ไกลโคซิดิกทําใหพรีไบโอติกไมสามารถถูกยอย

ได แตถูกใชเปนอาหารและหมักยอยโดยจุลินทรีย (colonic fermentation) ในลําไส พรีไบโอติกมี

คุณสมบัติเปนแหลงคารบอนท่ีจําเพาะถูกเลือกใชโดยจุลินทรียท่ีเปนประโยชนแตไมถูกใชโดยจุลินทรียท่ี

เปนโทษ  

 

4. การผลิตพรีไบโอติกในกลุมโอลิโกแซคคารไรด 

ผลิตภัณฑของพรีไบโอติกในกลุมโอลิโกแซคคารไรดจะสามารถผลิตไดจากหนึ่งใน 3 

กระบวนการโดยท่ัวไป(Grizard และ Barthomeuf, 1999) คือ การสกัดโอลิโกแซคคารไรดจากพืช

โดยตรง การควบคุมการยอย(hydrolysis) จากโพลีแซคคารไรด และการสังเคราะหดวยเอนไซม โดยใช 

ไฮโดรเลส (hydrolases) หรือไกลโคซิล ทรานเฟอเลส (glycosyl transferases) จากพืชหรือมี

แหลงกําเนิดจุลินทรีย (L’Hocine et al., 2000) 

 

4.1 การผลิตกาแลคโตโอลิโกแซคคารไรด (GOS) 

การผลิตกาแลคโตโอลิโกแซคคารไรด (GOS) จากยีสต Trichosporon mucoides TISTR 

5755 ท่ีคัดแยกไดจากดินบริเวณแหลงน้ําท้ิงของศูนยผลิตภัณฑนม มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร สามารถ

ผลิตเอนไซมเบตากาแลคโตซิเดสไดดีท่ีผนังเซลลในถังหมักภายใตการควบคุมสภาวะการเพาะเลี้ยงท่ีพี

เอช 6.8 อัตราการกวน 600 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 1 vvm ซ่ึงพบวาการผลิตกาแลคโตโอ

ลิโกแซคคารไรดจากแลคโตสดวยเอนไซมเบตากาแลคโตซิเดสก่ึงบริสุทธิ์ในสภาวะท่ีเหมาะสมตอ
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กิจกรรมไฮโดรลิซิสและถายโอนหมูกาแลคโตซิลของเอนไซมเบตากาแลคโตซิเดสคือ การใชโพแทสเซียม

ฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7.0  ท่ีอุณหภูมิ 37 และ 45 องศาเซลเซียสตามลําดับ และใชความเขมขน

เริ่มตนของแลคโตสท่ี 300 กรัมตอลิตรนอกจากนี้ยังพบวาสามารถใชมอลโทสและเซลโลไบโอสเปน

สับสเตรทโดยกาแลคโตโอลิโกแซคคารไรดท่ีผลิตไดสูงสุดเทากับ 55.1 กรัมตอลิตร เม่ือใชแลคโตสท่ี

ความเขมขนเริ่มตน 300 กรัมตอลิตร และเอนไซม 3.4 หนวยตอกรัมแลคโตส ท่ีอุณหภูมิ 45 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ซ่ึงใหผลไดและอัตราการผลิตเชิงปริมาตรของผลิตภัณฑเทากับ 0.48 

กรัมตอกรัมแลคโตส และ 8.4 กรัมตอลิตรชั่วโมง ตามลําดับ และใหผลไดผลิตภัณฑเทากับ 0.49 และ 

0.21 กรัมตอกรัม เม่ือใชมอลโตสและไซโลสเปนสับสเตรทท่ีระดับความเขมขน 200 กรัมตอลิตร 

(สาโรจน,2556) จากการศึกษาพบวาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตน้ําตาลกาแลคโต       โอลิโกแซคคารไรด

โดยปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสของน้ําตาลแลคโตส ข้ึนอยูกับความเขมขนเริ่มตนของน้ําตาลแลคโตส ความ

เขมขนของเอนไซมเบตากาแลคโตซิเดส พีเอช อุณหภูมิ แหลงท่ีมาของเอนไซมเบตากาแลคโตซิเดส 

พรอมท้ังชนิดและความเขมขนของไอออนโลหะท่ีทําหนาท่ีเปนตัวเรงและตัวยับยั้งอนินทรียในการ

ทํางานของเอนไซม 

 

จากการศึกษาพิชามญชุ, สุดาทิพย และสุนีย (2556) พบวาสารละลายเอนไซมสกัดหยาบชนิด

ขับออกนอกเซลลจาก Penicillium oxalicum KUB-SN2-1 ประกอบดวยเซลลูเลส ไซลาเนส และแมน

นาเนสท่ีมีคากิจกรรมเอนไซมเทากับ 2.82 ± 0.17 (เม่ือใชคารบอกซีเมทธิลเซลลูโลส เปนสับสเตรต) 

1.50 ± 0.04 (เม่ือใชเบิรชทวูดไซแลนเปนสับสเตรต) และ 36.01 ± 0.13 (เม่ือใชโลคัสบีนกัมเปน

สับสเตรต) หนวยตอมิลลิลิตรตามลําดับ วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร 5 ชนิดคือ กากกาแฟ กากชาน

ออย กากถ่ัวเหลือง กากเนื้อมะพราว และเปลือกมันฝรั่งถูกใชเปนสับสเตรตสําหรับการผลิตน้ําตาลโอลิ

โกแซ็กคาไรดดวยสารละลายเอนไซมสกัดหยาบดังกลาว โดยวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรแตละชนิด

ละลายอยูในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอรความเขมขน 10มิลลิโมลาร พีเอช4.0 บมกับสารละลายเอนไซม

สกัดหยาบท่ีอุณหภูมิ 60องศาเซลเซียส นาน 60 ชั่วโมง ปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีเกิดข้ึนเม่ือทําการยอย

กากเนื้อมะพราวนาน 30 ชั่วโมงมีปริมาณสูงท่ีสุดโดยมีคาเทากับ 7.51 ± 0.52 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรใน

ขณะท่ีปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีเกิดข้ึนเม่ือยอยกากกาแฟ เปลือกมันฝรั่ง กากชานออย และกากถ่ัวเหลือง

มีคาเทากับ 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) มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และเม่ือศึกษาปริมาณท่ีเหมาะสมของวัสดุเหลือท้ิง

ทางการเกษตร พบวาปริมาณ 10 เปอรเซ็นตน้ําหนักตอปริมาตรของกากเนื้อมะพราว กากกาแฟ 

เปลือกมันฝรั่ง และกากชานออยใหผลิตภัณฑเปนน้ําตาลรีดิวซสูงท่ีสุด ในขณะท่ี 8 เปอรเซ็นตน้ําหนัก

ตอปริมาตรของกากถ่ัวเหลืองใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงท่ีสุด จากนั้นวิเคราะหผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึน พบวา 

ผลิตภัณฑท่ีไดจากการยอยกากถ่ัวเหลือง คือแมนโนส กากชานออย และเปลือกมันฝรั่งคือกลูโคส 

ในขณะท่ีผลิตภัณฑท่ีไดจากการยอยกากเนื้อมะพราวและกากกาแฟ คือน้ําตาลท่ียังไมทราบชนิดแนชัด 
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4.2 แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด (mannanoligosaccharide, MOS) 

สารแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดจัดเปนสารประกอบคารโบไฮเดรตชนิดหนึ่ง ซ่ึงมีน้ําตาลแมน

โนสเปนองคประกอบ (mannose containing carbohydrate) มีความคงตัวสูงและไมถูกยอยโดยกรด

หรือดาง แตจะถูกยอยโดยเอนไซมท่ีหลั่งจากแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียสามารถนําไปใชเปน

แหลงคารบอนและฟอสเฟตได สารแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดท่ีใชในการดูดสารพิษจากเชื้อราภายใตชื่อ

การคา Mycosob (alltech Inc.) เปนผลิตภัณฑซ่ึงไดจากการดัดแปลงผนังเซลลยีสตสายพันธุ

Saccharomyces cerevisiae (Alltech Ins.) โดยการนําเซลลยีสตมาทําใหเกิดการแตกตัว (lysed 

yeast culture) โดยวิธีการปนแยก (centrifugation) (Spring et al., 2000) 

 

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

ไดจากผนังเซลลยีสต Saccharomyces cerevisiaeมีกลูแคน (glucan, 30%) แมนแนน (mannan, 

30%) และโปรตีนไคติน (chitin, 12.5%) เปนสวนประกอบ กลูแคนเรียงตัวเปนชั้นแรก โดยมีน้ําตาล

กลูโคสจับกันดวยพันธะ β-1,6 และ β-1,3 เปนโครงสรางหลักหรือแกน (matrix) ของผนังเซลลและมี

ก่ิงกานหรือแขน(side chain) mannose, mannobiose, mannotriose และ monotrtrose ยึดจับ

อยูดวยพันธะ α-1,2 และ α-1,3 นอกจากนั้นยังมีหมูฟอสเฟต (di-esterified phosphate group) 

เปนองคประกอบ (Lyons, 1994)  

 

5. การใชแมนแนนโอลิโกแซคคารไรดในอาหารสัตวปกและสุกร 

ในการใชแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดในสูตรอาหารสําหรับสัตวปกและสุกรนั้นสวนใหญ

นํามาใชเปนสารเสริมในอาหารโดยเสริมรวมกับอาหารใหสัตวปกและสุกร โดยระดับการใชท่ีเหมาะสม

นั้นยังไมไดมีรายงานท่ีชัดเจน แตหากใชในระดับท่ีต่ําเกินไปก็อาจสงผลใหไมเกิดผลตามวัตถุประสงค

ของการใชหรือหากใชในระดับท่ีสูงเกินไปอาจไปลดระดับการใชประโยชนในสวนของพลังงานได 

เนื่องจากแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดเปนคารโบไฮเดรตท่ีไมสามารถถูกยอยไดดวยน้ํายอยของสัตวปก

หรือสุกร สําหรับในสัตวปกมีรายงานการศึกษาการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดในอาหารสัตวปก

อยางแพรหลาย โดยมีความแปรปรวนของระดับการเสริมอยูท่ี 0.025-0.2 เปอรเซ็นตในสูตรอาหาร ซ่ึง

ข้ึนอยูกับขนาดและชนิดของสัตวปก โดยจากการศึกษาในไกงวงมีความแปรปรวนของระดับการเสริมอยู

ท่ี 0.05-0.2 เปอรเซ็นตในสูตรอาหาร และพบวาท่ีระดับการเสริมท่ี 0.05 เปอรเซ็นตในสูตรอาหารให

ผลดีตอน้ําหนักตัวและประสิทธิภาพการใชอาหารมากท่ีสุด (Fritts and Waldroup, 2003) สวนใน

การศึกษาในนกกระทาพบวา มีความแปรปรวนของระดับการเสริมอยูท่ี 0.01-0.02 เทานั้น (Oguz and 

Parlat, 2004)  สําหรับการศึกษาในไกกระทงและไกไขนั้น ความแปรปรวนของระดับการเสริมท่ีใชใน

การศึกษานั้นมีคาตั้งแต 0.025-0.1 เปอรเซ็นต  และพบวาระดับการเสริมท่ีสูงข้ึนจะสงผลดีตอปริมาณ

การกินและใหคาน้ําหนักตัวท่ีเปลี่ยนแปลง (Zou et al., 2006) ซ่ึงหากเสริมในระดับท่ีสูงข้ึนก็สงผลให

ระดับภูมิคุมกันสูงข้ึนดวย 
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สําหรับการใชแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดในอาหารสุกรมีรายงานการเสริมตั้งแต 0.1-0.5 

เปอรเซ็นต และพบวามีการศึกษาในสุกรเล็กหรือลูกสุกรเปนสวนใหญ โดยการเสริมท่ีระดับ 0.3 

เปอรเซ็นตในสูตรอาหารจะใหผลดีตอน้ําหนักตัวและประสิทธิภาพการใชอาหารมากท่ีสุด (Davis et al., 

2002) และพบวาท่ีระดับการเสริมท่ีเพ่ิมสูงข้ึนมีผลเพ่ิมการผลิตภูมิคุมกันท่ีสูงข้ึน ในสุกรท่ีเปนสุกรรุน

และสุกรขุนพบวา ระดับท่ีควรเสริมควรอยูท่ี 0.1 และ 0.05 เปอรเซ็นตในสูตรอาหาร(Davis et al., 

2004)  ตามลําดับ เนื่องจากการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดในสุกรท่ีเจริญเติบโตมักไมไดผลท่ี

ชัดเจน ท้ังนี้อาจเนื่องจากสุกรท่ีโตแลวมีภูมิคุมกันท่ีเพียงพอแลว จากขอมูลท่ีไดแสดงใหเห็นไดวาระดับ

ของการใชแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดในสูตรอาหารของสัตวนั้นแปรปรวนตามชนิดและขนาด โดยในไก

กระทงและไกไขควรเสริมท่ีระดับ 0.1 เปอรเซ็นต สวนในสุกรเล็กควรเสริมท่ี 0.3 เปอรเซ็นต และในสุกร

รุนและขุนควรใชท่ี 0.1 และ 0.05 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

 

ผลของแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดตอการกระตุนการพัฒนาระบบทางเดินอาหาร  

มีการรายงานวาแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดสามารถสงผลตอการเพ่ิมจํานวน goblet cell ซ่ึง

เปนเซลลสรางเยื่อเมือก (mucins) ของผนังลําไสเล็ก มีหนาท่ีชวยปกปองลําไสจากการติดเชื้อ โดยไดมี

การศึกษาพบวา เม่ือทําการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดในอาหารไก จะมีผลใหความยาวของ villi 

ซ่ึงเปนสวนท่ียื่นออกมาจากผนังดานในของลําไสเล็กเพ่ิมมากข้ึน (Iji et al., 2001; Loddi et al., 

2002; Yang et al., 2007) ทําใหชวยเพ่ิมพ้ืนท่ีผิวในการดูดซึมอาหารท่ียอยแลวอยางมีประสิทธิภาพ 

อีกท้ังยังชวยเพ่ิมการดูดซึมแรธาตุ สังกะสี ทองแดงและซีลีเนียมในลูกสุกรอีกดวย (Shao et al., 2000)  

และพบวาแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดมีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติก ท่ีมีประสิทธิภาพชนิดหนึ่ง เพราะ

สามารถเพ่ิมภูมิคุมกันใหกับสัตว เพ่ิมจํานวนเชื้อจุลินทรียท่ีมีประโยชนในระบบทางเดินอาหาร และชวย

เพ่ิมน้ําหนักใหแกสัตวพาณิชยหลายประเภทรวมท้ังสัตวเลี้ยงดวย ในปจจุบันไดมีการผลิตแมนแนนโอลิ

โกแซคคาไรดออกจําหนายในทองตลาดเพ่ือการคาภายใตชื่อผลิตภัณฑตางๆ เชน Agrimos, 

ImmunoWall, Royal Canin และ Bio-MOS โดยเฉพาะผลิตภัณฑ Bio-MOS นั้น ไดมีการยืนยัน

ผลการวิจัยวา สามารถชวยเพ่ิมน้ําหนักใหแกสัตว และสามารถเพ่ิมจํานวนจุลินทรียมีประโยชนในระบบ

ทางเดินอาหารซ่ึงเปนผลดีตอระบบภูมิคุมกันเปนจํานวนมาก รวมท้ังชวยลดการอักเสบและติดเชื้ออีก

ดวย ดังนั้นแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดจึงเปนอีกหนึ่งทางเลือกของสารเสริมท่ีนํามาใชในการเพ่ิมผลผลิต

ทางปศุสัตว และลดปญหาท่ีเกิดข้ึนจากการใชสารปฏิชีวนะ โดยการใชเปนสารเสริมเพ่ือทดแทนการใช

สารปฏิชีวนะควรทํา ควบคูกันไปกับปรับปรุงพ้ืนฐานการจัดการฟารม รวมท้ังการปองกันโรค การ

จัดระบบสุขศาสตรสัตวท่ีไดมาตรฐาน เพ่ือจะชวยเพ่ิมผลผลิตใหมากยิ่งข้ึนและลดตนทุนลง 

 

 



19 
 

4. ระเบียบวิธีวิจัย 

 ในการทําวิจัยมีข้ันตอนท่ีสําคัญ 3 ข้ันตอนคือ 

1. ทดสอบปจจัยตางๆ ท่ีมีตอการยอยกากมะพราวดวยเอนไซมแมนนาเนส เชน ปริมาณ

เอนไซม ระยะเวลา ฯลฯ โดยวัดจากชนิดและปริมาณ Mannooloigosaccharide ท่ีเกิดข้ึนใน

กระบวนการยอย 

2. ทดลองผลิตสารเสริมสุขภาพพรีไบโอติกจากการมะพราวดวยเอนไซมแมนนาเนสโดยการ

ยอยดวยเอนไซมและทําใหอยูในรูปผงแหงดวยเครื่อง Freeze dryer 

3. ทดสอบคุณภาพของสารเสริมสุขภาพพรีไบโอติกท่ีผลิตไดโดยมีการทดสอบดังนี้ 

 -การทนตอกรดในกระเพาะ 

 -การทนตอน้ํายอยอะไมเลสในลําไสเล็ก 

 -การทดสอบในระบบลําไสจําลอง (in vitro system) โดยวดัการเจริญของจุลินทรียดวย

เทคนิคทางชีวโมเลกุล (Realtime PCRและ/หรือ FISH) และปริมาณกรดท่ีเกิดข้ึน 

 

โดยมีรายละเอียดวิธีการทดลองดังนี้ 

1. แบคทีเรียและการเพาะเล้ียง 
เชื้อBacillus circulans NT 6.7 สําหรับใชในการผลิตเอนไซมแมนนาเนสท่ีเก็บใน 40 

เปอรเซ็นต  กลีเซอรอลท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส นํามาเลี้ยงในอาหาร Nutrient Broth (NB) บม
ภายใตสภาวะใหอากาศท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาความเร็ว 150  รอบตอนาที เปน
เวลา 16-18 ชั่วโมง  

 
2. การเตรียมกากมะพราว 

กากมะพราวเตรียมโดยนํากากมะพราวไปตากแดด 1 วัน แลวทําแหงท่ีอุณหภูมิ 70  องศา
เซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมงแลวนํามาปนและบดดวยเครื่อง Hammer mill (Janke& Kunkel IKA 
Labortechnik) ใหมีขนาด 0.5 มิลลิเมตร และนํามาสกัดไขมันออกโดยวิธี soxhlet จะไดกากมะพราว
ท่ีปราศจากไขมัน (Defatted copra meal) 

 
3. อาหารเล้ียงเช้ือ 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใชในการศึกษามี 2 สูตร สูตรแรกคือ Producing medium(ดัดแปลงจาก 
Abe et al., 1994) ซ่ึงประกอบดวยกากมะพราวปราศจากไขมัน 1เปอรเซ็นต Poly peptone3 
เปอรเซ็นต KH2PO41.50 เปอรเซ็นต MgSO4.7H2O 0.06 เปอรเซ็นต และ Corn steep liquor (v/v) 
2.5 เปอรเซ็นต นึ่งฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที สูตรท่ีสองคือ Mineral salts 
medium(ดัดแปลงจาก Jones และBallou,1969) ซ่ึงประกอบดวยกากมะพราวปราศจากไขมัน 1 
เปอรเซ็นต ,NH4NO3 0.03เปอรเซ็นต, MgSO4.7H2O 0.02 เปอรเซ็นต FeSO4.7H2O 0.001 
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เปอรเซ็นต CaCl2.2H2O 0.005 เปอรเซ็นต K2HPO4 0.754 เปอรเซ็นตและ KH2PO4 0.232 
เปอรเซ็นต นึ่งฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที 

 
4. การวัดคากิจกรรมของเอนไซมแมนนาเนส 

วัดกิจกรรมของเอนไซมแมนนาเนสโดยนําสารละลายเอนไซมท่ีไดจากการผลิตและสารละลาย
สับสเตรทซ่ึงประกอบดวย 1 เปอรเซ็นต  LBG รวมกับ 50 มิลลิโมลารโพแตสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอรพี
เอช 6.0 บมท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที จากนั้นดูดสารละลายเอนไซมท่ีได 0.1 
มิลลิลิตรใสในหลอดทดสอบท่ีมีสารละลายสับสเตรทอยู 0.1 มิลลิลิตรบมอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 60 นาที วัดน้ําตาล reducing sugar ท่ีไดจากการยอยดวยเอนไซมแมนนาเนสโดยวิธี 
dinitrosalicylic acid (DNS) method (Miller, 1959) สวนหลอดควบคุมใหวิเคราะหวิธีเดียวกับหลอด
ทดสอบแตเติมสารละลาย DNS กอนเติมสารละลายเอนไซม โดยให 1 ยูนิตของกิจกรรมของเอนไซม
หมายถึงปริมาณแมนโนส1 ไมโครโมลตอนาทีท่ีเอนไซมยอยไดภายใตสภาวะในการทดลอง 

 
5. ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอยกากมะพราวโดยเอนไซมท่ีเตรียม 

วางแผนการทดสอบปจจัย 3 ปจจัยคือ ความเขมขนเอนไซม ความเขมขนกากมะพราว และ
เวลา ทําการออกแบบการทดลองดวยโปรแกรม Minitab 16 โดยใช Response surface 
methodology แบบ central composite design ทําการทดสอบตามสภาวะท่ีออกแบบการทดลอง
ไวโดยเติมสารละลายเอนไซมท่ีความเขมขนตางๆ 10 มิลลิลิตร และสารละลายสับสเตรทท่ีความเขมขน
ตางๆ ซ่ึงประกอบดวยกากมะพราวท่ีปราศจากไขมัน ใน 50 มิลลิโมลารโพแทสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร  
พีเอช 6.0 จํานวน 10 มิลลิลิตร ลงในขวด Duran ขนาด 50 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ใน water bath shakerตามเวลาท่ีกําหนด จากนั้นหยุดปฏิกิริยาการ
ยอยโดยการตมท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําตัวอยางมาปนเหวี่ยงท่ี 
9,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เก็บสารละลายใสไปวิเคราะหคา 
reducing sugars และ total carbohydrate ดวยวิธีทางเคมี และปริมาณโอลิโกแซคคารไรดดวย
เครื่อง HPLC 

 
 

5.1 การวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC 
5.1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานท่ีประกอบดวย mannobiose, 

mannotriose, mannotatraose, mannopenose, mannohexose 
และmannose ท่ีมีความเขมขน    1 กรัมตอลิตรแลวเจือจางอีก 4 ความ
เขมขน 

5.1.2 ฉีดสารละลายมาตรฐานท่ีเตรียมในขอ 6.1 เขาเครื่อง HPLC จํานวน 20 
ไมโครลิตรในแตละความเขมขนจะไดโครมาโตแกรมท่ีตองการ จากนั้น
สรางกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของสารและความสูงของพีคของ
สารละลายมาตรฐาน 

5.1.3 ฉีดสารตัวอย าง ท่ีตองการวิ เคราะห เขา เครื่ อง  HPLC จํ านวน 20 
ไมโครลิตร 
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5.1.4 สภาวะท่ีใชในการวิเคราะหโอลิโกแซกคารไรด 
5.1.4.1 ตัวชะคือน้ําท่ีปราศจากไอออน 
5.1.4.2 อัตราการไหล 0.4 มิลลิลิตรตอนาที 
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. การทดสอบความเปนพรีไบโอติก 

กลุมตัวอยางนําสารละลายท่ีไดจากการยอยกากมะพราวดวยเอนไซมมา 50 ไมโครลิตร ใสใน
หลอดทดสอบท่ีมีอาหารเลี้ยงเชื้อ 5 มิลลิลิตร เติมเชื้อสําหรับทดสอบ ท่ีเลี้ยงใหอยูในชวง log phase 
50 ไมโครลิตร กอนเติมทําการเจือจางเชื้อ โดยวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
ใหอยูในชวงคาความขุน 0.5 - 0.6  กลุมควบคุมใชอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติมสารละลายท่ีไดจากการยอย
กากมะพราว โดยเชื้อแบคทีเรียกลุมแลกติกLactobacillusเลี้ยงในอาหาร MRS broth บมในสภาวะไร
อากาศท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง นําสวนหนึ่งมาวัดคาการดูดกลืนแสงและนําสวนท่ีเหลือ
มาทําการเจือจางท่ี 10-1 - 10-8   ทําการ Spread plate ท่ีลําดับการเจือจาง 10-5 ,10-6  ,10-7  บมท่ี 37 
องศาเซลเซียส over night สําหรับเชื้อPediococcus pentosaceus  JCM 5885 เลี้ยงในอาหาร BHI 
broth สวนEnterococcus faecalis JCM5805 เลี้ยงในอาหาร NB broth บมใน incubator shaker 
ท่ีความเร็วรอบ 150 rpm 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง นําสวนหนึ่งมาวัดคาการดูดกลืนแสง
และนําสวนท่ีเหลือมาทําการเจือจางท่ี  10-1 - 10-8   ทําการ Spread plate ท่ีลําดับการเจือจาง 10-5 , 
10-6  ,10-7  บมท่ี 37 องศาเซลเซียส over night ทําการตรวจนับโคโลนีท่ีเกิดข้ึนและรายงานผลการ
ทดสอบเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมมีการเติมสารละลายท่ีไดจากการยอยกากมะพราว และเชื้อกลุม
กอโรค 4 สายพันธุ ไดแก Escherichia coli  E010, Salmonella enteritidis S003, Shigella 
dysenteriae DMST 1511 และ Staphylococcus aureus TISTR 029 เลี้ยงในอาหาร NB broth 
บมใน incubator shaker ท่ีความเร็วรอบ 150 rpm ท่ี 37 องศาเซลเซียสเวลา 4 ชั่วโมง นําสวนหนึ่ง
มาวัดคาการดูดกลืนแสงและนําสวนท่ีเหลือมาทําการเจือจางท่ี 10-1 - 10-8     ทําการ Spread plate ท่ี
ลําดับการเจือจาง 10-5 ,10-6  ,10-7  บมท่ี 37 องศาเซลเซียส over night ทําการตรวจนับโคโลนีท่ี
เกิดข้ึนและรายงานผลการทดสอบเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมมีการเติมสารละลายท่ีไดจากการยอย
กากมะพราว (Nitisinprasert et al.,2000) และคํานวณหาคา 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. การทดสอบในระบบลําไสจําลอง (in vitro system)  

 ทําการทดสอบในระบบลําไสจําลอง โดยเก็บตัวอยางอุจจาระจากผูท่ีมีสุขภาพแข็งแรง 

ไมมีการใชสารปฏิชีวนะและไมรับประทานจุลินทรียโพรไบโอติกจํานวน  4  คน มาใชเปน

หัวเชื้อในการหมักในระบบจําลองลําไสใหญในอาหาร 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) ในสภาวะไรอากาศท่ี 37°C, pH 6.7 - 6.9 โดยความเขมขนสุดทายของพรีไบโอติกท่ีทดสอบคือ 

1% (w/v) เก็บตัวอยางท่ีเวลาในการบม  0, 5, 10, 24,  และ 34 ชั่วโมง นําไปวิเคราะหจํานวน

แบคทีเรียโดย fluorescent in situ hybridizationโดยใชดีเอนเอตรวจสอบดังตารางท่ี 1และวัด

ปริมาณ short chain fatty acid (SCFA) ดวย HPLCและนํามาวิเคราะหผลทางสถิติโดยใช t-test ท่ี P  

<0.05 ดวยโปรแกรม SPSS for Windows (version 21.0; SPSS, Inc.) สําหรับคาจํานวนแบคทีเรีย 

และคาการผลิต SCFA   และใช One-way ANOVA และ post hoc Tukey’s tests เพ่ือหาคาความ

แตกตางของพรีไบโอติกท่ีใชระหวางกลุมของแบคทีเรียและ 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. ผลการวิจัยและการวิเคราะหผลการวิจัย 

 5.1 การเตรียมกากมะพราว 

 นํากากมะพราวท่ีผานการค้ันกะทิไปตากแดด 1 วัน แลวอบแหงท่ีอุณหภูมิ 70  องศา

เซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมงแลวนํามาปนและบดดวยเครื่อง Hammer mill (Janke& Kunkel IKA 

Labortechnik) ใหมีขนาด 0.5 มิลลิเมตร และนํามาสกัดไขมันออกโดยวิธี soxhlet โดยใชเฮกเซน 

(Hexane) เปนตัวทําละลาย จะไดกากมะพราวท่ีปราศจากไขมัน (Defatted copra meal) จากนั้น

นําไปวิเคราะหคา proximate ของกากมะพราวพบวามีคาดังตารางท่ี 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 การผลิตเอนไซมแมนนาเนส 

 ผลิตเอนไซมแมนนาเนส ในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใชเชื้อแบคทีเรีย Bacillus 

circulan 6.7 พบวาอัตราการเจริญของแบคทีเรียและการสรางเอนไซมเปนดังภาพท่ี 4เห็นไดวาเอนไซม

ปริมาณสูงสุดท่ีชั่วโมงท่ี 6 ของการเพาะเลี้ยง จึงทําการแยกเซลลออกจากเอนไซมโดยการปนเหวี่ยง นํา

เอนไซมไปหาคากิจกรรมและใชในการทดลองตอไป 
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ภาพท่ี 4 Mannanase production in 5 litre fermenter using defatted copra meal as  

            carbon source 

 

 5.3การทดสอบปจจัยท่ีมีผลตอการยอยกากมะพราวดวยเอนไซมแมนนาเนส 

 วางแผนการทดสอบปจจัย 3 ปจจัยคือ ความเขมขนเอนไซม ความเขมขนกากมะพราว 

และเวลา ทําการออกแบบการทดลองดวยโปรแกรม Minitab 16 โดยใช Response surface 

methodology แบบ central composite design ทําการทดสอบตามสภาวะท่ีออกแบบการทดลอง

ไว (ตารางท่ี 5) โดยเติมสารละลายเอนไซมท่ีความเขมขนตางๆ 10 มิลลิลิตร และสารละลายสับสเตรทท่ี

ความเขมขนตางๆ ซ่ึงประกอบดวยกากมะพราวท่ีปราศจากไขมัน ใน 50 มิลลิโมลารโพแทสเซียม

ฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 6.0 จํานวน 10 มิลลิลิตร ลงในขวด Duran ขนาด 50 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 

50 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ใน water bath shakerตามเวลาท่ีกําหนด จากนั้น

หยุดปฏิกิริยาการยอยโดยการตมท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําตัวอยาง

มาปนเหวี่ยงท่ี 9,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เก็บสารละลายใสไป

วิเคราะหคา reducing sugars และ total carbohydrate ดวยวิธีทางเคมี และปริมาณโอลิโกแซคคาร

ไรดดวยเครื่อง HPLC ผลการทดลองดังตารางท่ี 6จากนั้นทํานายสภาวะท่ีเหมาะสมดวยโปรแกรม

Minitab 16 ผลดังตารางท่ี 7โดย RUN1 ทํานายจากคาต่ําสุดของreducing sugar และคาสูงสุดของโอ

ลิโกแซคคารไรด สวนRUN 2 ทํานายจากคาสูงสุดของreducing sugar และคาสูงสุดของโอลิโกแซคคาร
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ไรดเม่ือทําการทดลองยอยกากมะพราวดวยเอนไซมแมนนาเนสตามสภาวะท่ีทํานายไดพบวาปริมาณโอลิ

โกแซคคารไรดและ reducing sugar มีคาแตกตางจากคาทํานายไดดังตารางท่ี 8 และ 9และเม่ือนําคาท่ี

ไดจากการทดลองมาพิจารณาดังตารางท่ี 10พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอยกากมะพราวดวย

เอนไซมแมนนาเนสคือ ปริมาณเอนไซม 20 ยูนิตตอมิลลิลิตรปริมาณมะพราว 2.5 เปอรเซ็นตปริมาตร

รวม 20 มิลลิลิตรและเวลา 210 นาที โดยตัดสินใจจากปริมาณโอลิโกแซคคารไรดท่ีเกิดข้ึน นําสภาวะนี้

ไปศึกษาการขยายขนาดการผลิตตอไป 

 

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  แสดงปริมาณโอลิโกแซคคารไรด,  Reducing sugar และ Total carbohydrateท่ีไดจาก

การยอยกากมะพราวท่ีสภาวะตางๆตามการออกแบบการทดลองแบบ 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 แสดงสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอยกากมะพราวท่ีไดจากการทํานายโดย Response 

surface methodology 

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

1 5 2.5 210 

2 25 2.5 39.09 

  

ตารางท่ี8  แสดงปริมาณโอลิโกแซคคารไรดท่ีไดจากการยอยกากมะพราวท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใช 

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 ท่ีไดจากการยอยกากมะพราวท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใช 

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 และโอลิโกแซคคารไรดท่ีไดจากการยอย

กากมะพราวท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใช 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 การขยายขนาดการยอยกากมะพราวดวยเอนไซมแมนนาเนส 

ทดลองขยายขนาดการผลิตเพ่ิมข้ึนเปน 10 เทา จากขนาดปริมาตรรวมของของการยอย 20 

มิลลิลิตร เปน 200 มิลลิลิตร พบวาสามารถผลิตโอลิโกแซคคารไรดไดในปริมาณท่ีใกลเคียงกัน ผลดัง

แสดงในตารางท่ี 11 

ตารางท่ี 11 ผลการขยายขนาดการยอยกากมะพราวดวยเอนไซมแมนนาเนสโดยเพ่ิมปริมาตรของการ

ยอยรวมข้ึนเปน 10 เทา 

 

 5.5 การทดสอบความเปนพรีไบโอติกของผลิตภัณฑท่ีไดจากการยอยกากมะพราว

ดวยเอนไซมแมนนาเนส 

 นําผลิตภัณฑท่ีเตรียมไดจากการยอยกากมะพราวดวยเอนไซมแมนนาเนสมาวิเคราะห

องคประกอบของน้ําตาลและปริมาณโอลิโกแซคคารไรด ดวย HPLC ผลปรากฏดังภาพท่ี 5โดยน้ําตาล

ชนิดหลักท่ีพบคือน้ําตาลแมนโนส และโอลิโกแซคคารไรดท่ีพบสวนใหญมีขนาดประมาณ 5-6 หนวย

น้ําตาลแมนโนส นําผลิตภัณฑไปทดสอบการสงเสริมการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกพบวาสามารถ

สงเสริมการเจริญไดดี ดังตารางท่ี 12 อีกท้ังยังสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคดังตารางท่ี 

13เม่ือนําไปทดสอบความทนตอกรดและเอนไซมในสภาวะจําลองของกระเพาะและลําไสเล็กพบวามีการ

ยอยไดในปริมาณต่ํา ดังภาพท่ี 6และตารางท่ี 14 ซ่ึงแสดงใหเห็นวาผลิตภัณฑสามารถผานการยอยของ

ระบบยอยอาหารสวนตน ไปยังลําไสใหญได กลาวโดยรวมจะเห็นวาผลิตภัณฑกากมะพราวท่ีไดจาการ

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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ยอยดวยเอนไซมแมนนาเนสมีแนวโนมท่ีจะเปนพรีไบโอติกท่ีดี สามารถนําไปทดสอบในระบบลําไสใหญ

จําลอง (in vitro system) โดยวัดการเจริญของจุลินทรียดวยเทคนิคทางชีวโมเลกุล (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 แสดงเปอรเซ็นตของการสงเสริมการเจริญของเชื้อกลุมแบคทีเรียกรดแลคติกท้ัง 4 สาย

พันธุ ท่ีใชสําหรับการทดสอบคุณสมบัติความเปนพรีไบโอติกของผลิตภัณฑท่ีไดจากการ

ยอยกากมะพราวท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใช Response surface methodology ในการ

ทํานาย 

 

 

ตารางท่ี13  แสดงเปอรเซ็นตของการยับยั้งการเจริญของเชื้อกลุมแบคทีเรียกอโรคท้ัง 4 สายพันธุ ท่ีใช

สําหรับการทดสอบคุณสมบัติความเปนพรีไบโอติกของผลิตภัณฑท่ีไดจากการยอยกาก

มะพราวท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใช 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 
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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 การทดสอบในระบบลําไสจําลอง (in vitro system)  

 ทําการทดสอบในระบบลําไสจําลอง โดยเก็บตัวอยางอุจาระจากผูท่ีมีสุขภาพแข็งแรง ไม

มีการใชสารปฏิชีวนะและโพรไบโอติก โดยวัดการเจริญของจุลินทรียดวยเทคนิคทางชีวโมเลกุล (FISH) 

และปริมาณกรด (SCFA) ท่ีเกิดข้ึนผลดังตารางท่ี 15และ 16เห็นไดวาผลิตภัณฑท่ีเตรียมไดจากการยอย

กากมะพราวดวยเอนไซมแมนนาเนสสามารถสงเสริมการเจริญของจุลินทรียในลําไสใหญของมนุษยได

ใกลเคียงกับพรีไบโอติกทางการคา 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. ไดสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตผลิตภัณฑสารเสริมชีวภาพจากกากมะพราวดวย

เอนไซมแมนนาเนสคือปริมาณเอนไซม 20 ยูนิตตอมิลลิลิตรปริมาณมะพราว 2.5 เปอรเซ็นตปริมาตร

รวม 20 มิลลิลิตรและเวลา 210 นาที ซ่ึงสภาวะนี้สามารถนําไปใชขยายขนาดการผลิตไดถึง 10 เทา 

 2.ผลิตภัณฑสารเสริมชีวภาพจากกากมะพราว ตนแบบท่ีเตรียมๆไดจากวิธีการดังกลาวมี

คุณสมบัติความเปนพรีไบโอติกเทียบไดกับพรีไบโอติกทางการคา (Yeast MOS และ FOS) 

 

7. ขอเสนอแนะ 

 ควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมในประเด็นตอไปนี้ 

 1. การขยายขนาดผลิตเอนไซมแมนนาเนส 

 2. การทดสอบผลของ Copra-meal MOS ในสัตวทดลอง 

 3. การทดสอบ Toxicity, allergenicity, และคุณสมบัติอ่ืนๆท่ีเก่ียวของเพ่ือการข้ึน

ทะเบียน 
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