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บทคัดย่อภาษาไทย 
 
 

ผู้วิจัยประสบความส าเร็จในการพัฒนาเอนไซม์เบต้ากาแลคโตซิเดส ๒ ชนิด เพ่ือเพ่ิมมูลค่าผลิตภัณฑ์
นม ๒ แนวทางหลัก คือ ๑) ในการผลิต แกแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์ หรือ กอซ ซึ่งมีคุณสมบัติเป็น พรีไบโอติก 
และ ๒) ส าหรับการผลิตนมที่มีปริมาณแลคโตสต่ า เพื่อช่วยให้ผู้บริโภคท่ีขาดเอนไซม์นี้ซึ่งมีอยู่ ๑ ใน ๓ ของ
ประชากรโลก และมีน้อยกว่าร้อยละ ๑๐ ในประเทศไทย สามารถดื่มนมได้โดยไม่มีผลข้างเคียง เอนไซม์ทั้ง ๒ 
ที่ได้พัฒนาขึ้นมานี้ สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในระดับอุตสาหกรรมได้ต่อไป 

 

เอนไซม์แรก เป็นเอนไซม์จากเชื้อ แลคโตบาซิลัส เพนโตซัส เคยูบ-ีเอสที ๑๐-๑ พัฒนาขึ้นด้วยวิธีการ
ท าให้บริสุทธิ์โดยการตกตะกอนด้วย แอมโมเนียม ซัลเฟต ตามด้วย วิธีการคัดแยกด้วยวิธีการโครมาโตกราฟฟี 
ที่คัดแยกโดยปฏิกิริยาแบบไม่ชอบน้ า และโดยความสามารถในการจับจ าเพาะ  ผลจากการวิเคราะเอนไซม์
บริสุทธิ์แสดงว่า เอนไซม์มีโครงสร้างเป็นคู่แบบแตกต่าง ที่มีขนาด ๑๐๕ กิโลดาลตัน มีค่ากิจกรรมจ าเพาะ 97 

UoNPG/mg มีค่าจลศาสตร์ในการท าปฏิกริยา Km, kcat และ kcat/Km ส าหรับ แลคโตส และ o-

nitrophenyl-β-D-galactopyranoside (oNPG) เท่ากับ 38 mM, 20 s–1, 530 M–1 s–1 และ 1.67 mM, 

540 s–1, 325 000 M–1  s–1, ตามล าดับ  มีค่าอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท าปฏิกริยาอยู่ในช่วง 60–65°C 

ส าหรับการวิเคราะห์ในช่วงเวลา ๑๐ นาท ีซึ่งเป็นค่าท่ีสูงกว่าเอนไซม์ เบต้ากาแลคโตซิเดส จากเชื้อ แลคโตบา
ซิลัสอ่ืนๆ ที่เคยมีรายงานมา รวมทั้งยังพบว่า แมกนีเซียม สามารถเพ่ิมทั้งความสามารถในการท างาน และ
ความเสถียรของเอนไซม์ อย่างมีนัยส าคัญ จากการทดลองน าเอนไซม์นี้ไปใช้ผลิต พรีไบโอติก กอซ จากแลค
โตส พบว่าได้ผลผลิตสูงสุดที่ ร้อยละ ๓๑ ของ น้ าตาลรวม ซ่ึงมีอัตราการเปลี่ยนแลคโตส ที่ร้อยละ ๗๘ 
เอนไซม์มีความสามารถสูงในการสร้างพันธะ β-(1→3) และ β-(1→6) โดยมีผลผลิตหลักเป็น กอซ ที่มีความ
ยาว ๒ โมเลกุล ชนิดต่างๆ ได้แก่ β-D-Galp-(1→6)-D-Glc, β -D-Galp-(1→3)-D-Glc, β -D-Galp-

(1→6)-D-Gal, β -D-Galp-(1→3)-DGal และ กอซ ที่มีความยาว ๓ โมเลกุล ๒ แบบ ได้แก่ β -D-Galp-

(1→3)-D-Lac, β -D-Galp-(1→6)-D-Lac คุณสมบัติข้างต้น มีความเหมาะสมส าหรับการประยุกต์ใช้ใน
ระดับอุตสาหกรรมการสังเคราะห์ กอซ ต่อไป 

 

เอนไซม์ตัวที่สองที่ได้พัฒนาขึ้นจากโครงการวิจัยนี้ คือเอนไซม์ เบต้ากาแลคโตซิเดส จากเชื้อ บาซิลัส 
ไลเคนนิฟอร์มิส ดีเอสเอ็ม ๑๓ ซึ่งมีโครงสร้างเป็นโมเลกุลคู่แบบเสมือน พัฒนาขึ้นมาโดยการโคลนยีน lacA 
แล้วน าไปแสดงออกในปริมาณสูงในเชื้อ เอสเชอริเชีย โคไล  ได้เป็นเอนไซม์ดัดแปลงพันธุกรรม แล้วน ามาท าให้
บริสุทธิ์เพื่อศึกษาคุณสมบัติ ซึ่งพบว่าเมื่อใช้ทั้ง แลคโตส และ oNPG เป็นสารตั้งต้น จะมีค่าอุณหภูมิ และความ
เป็นกรดด่าง ที่เหมาะสมในการท างานที่ ๕๐ ºซ และ ๖.๕ ตามล าดับ เอนไซม์นี้มีความเสถียรในช่วงค่า pH 5-

9 ที่ ๓๗ ºซ และในช่วงอุณหภูมิกว้างตั้งแต่ ๔ – ๔๒ ºซ ที ่pH 6.5 ถึง ๑ เดือน ค่า Km ส าหรับ แลคโตส และ 

oNPG เท่ากับ 169 and 13.7 mM, ตามล าดับ เอนไซม์นี้ถูกยับยั้งได้ดีด้วยผลผลิต ได้แก่ กลูโคส และ กาแลค
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โตส และสามารถถูกกระตุ้นได้บ้างด้วย อิออนเดี่ยว Na+ และ K+ ที่ความเข้มข้นในช่วง 1-100 mM และ อิ
ออนคู่ Mg2+, Mn2+ และ Ca2+ ที่ความเข้มข้น 1 mM  ดังนั้นเอนไซม์นี้จึงมีคุณสมบัติเหมาะสมในการใช้ย่อย
แลคโตสในนมที่อุณหภูมิค่อนข้างสูง แต่ไม่เหมาะกับการน ามาสังเคราะห์ กอซ เพราะมีประสิทธิภาพต่ ากว่า
เอนไซม์แรกมาก คือใช้สังเคราะห์ได้ กอซ ในปริมาณสูงสุดเพียง ร้อยละ ๑๒ ของปริมาณน้ าตาลรวม เมื่อใช้
แลคโตสตั้งต้นในความเข้มข้น ๒๐๐ กรัมต่อลิตร ดังนั้นเอนไซม์นี้จึงมีความเหมาะสมส าหรับการประยุกต์ใช้ใน
ระดับอุตสาหกรรมการสังเคราะห์ นมแลคโตสต่ า ต่อไป 

 

ทั้งนี้ข้อมูลเกี่ยวกับเอนไซม์ทั้ง ๒ นี้ ได้รับการตีพิมพ์ในวารสารทางวิชาการระดับนานาชาติ ที่มีการ
ประเมินโดยผู้ทรงคุณวุฒิ และมีค่าดัชนีผลกระทบ เป็นที่เรียบร้อยแล้ว 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
 

We succeed in the development of two β-galactosidases for the production of two 

value-added products, i.e., 1) production of galacto-oligosaccharides (GOS), which has 

prebiotic acitivity and 2) production of low-lactose milk, which will allow lactase deficient 

consumers, which comprise one-third of world population and less than 10% in Thailand, to 

be able to drink milk with no side effects. The two enzymes that have been developed in 

this research project can be further applied for industrial applications in the future 

 

The first enzyme is a novel heterodimeric β-galactosidase with a molecular mass of 

105 kDa, which was purified from crude cell extracts of the soil isolate Lactobacillus 
pentosus KUB-ST10-1 using ammonium sulphate fractionation followed by hydrophobic 

interaction and affinity chromatography. The electrophoretically homogenous enzyme has a 

specific activity of 97 UoNPG/mg protein. The Km, kcat and kcat/Km values for lactose and 

o-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside (oNPG) were 38 mM, 20 s–1, 530 M–1·s–1 and 1.67 mM, 

540 s–1, 325 000 M–1·s–1, respectively. The temperature optimum of β-galactosidase activity 

was 60–65°C for a 10-min assay, which is considerably higher than the values reported for 

other lactobacillal β-galactosidases. Mg2+ ions enhanced both activity and stability 

significantly. L. pentosus β-galactosidase was used for the production of prebiotic 

galactooligosaccharides (GOS) from lactose. A maximum yield of 31% GOS of total sugars 

was obtained at 78% lactose conversion. The enzyme showed a strong preference for the 

formation of β-(1→3) and β -(1→6) linkages, and the main transgalactosylation products 

identified were the disaccharides β -D-Galp-(1→6)-D-Glc, β -D-Galp-(1→3)-D-Glc, β -D-Galp-

(1→6)-D-Gal, β -D-Galp-(1→3)-DGal, and the trisaccharides β -D-Galp-(1→3)-D-Lac, β-D-

Galp-(1→6)-D-Lac. This enzyme is suitable for the production of GOS in industrial scale in 

the future. 

 

For the second enzyme, the gene encoding homodimeric β-galactosidase (lacA) from 

Bacillus licheniformis DSM 13 was cloned and overexpressed in Escherichia coli, and the 

resulting recombinant enzyme was characterized in detail. The optimum temperature and 

pH of the enzyme, for both o-nitrophenyl-β-D-galactoside (oNPG) and lactose hydrolysis, 

were 50°C and 6.5, respectively. The recombinant enzyme is stable in the range of pH 5 to 9 

at 37°C and over a wide range of temperatures (4–42°C) at pH 6.5 for up to 1 month. The Km 
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values of LacA for lactose and oNPG are 169 and 13.7 mM, respectively, and it is strongly 

inhibited by the hydrolysis products, i.e., glucose and galactose. The monovalent ions Na+ 

and K+ in the concentration range of 1–100 mM as well as the divalent metal cations Mg2+, 

Mn2+, and Ca2+ at a concentration of 1 mM slightly activate enzyme activity. This enzyme 

can be beneficial for application in lactose hydrolysis especially at elevated temperatures 

due to its pronounced temperature stability; however, the transgalactosylation potential of 

this enzyme for the production of galacto-oligosaccharides (GOS) from lactose was low, with 

only 12% GOS (w/w) of total sugars obtained when the initial lactose concentration was 200 

g/L. This enzyme is suitable for the production of low-lactose milk and milk products in 

industrial scale in the future. 

 

The information about these two enzymes has already been published in 

international publications with peer-review and impacfactors. 
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บทท่ี ๑ : บทน า 
 

ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 
 

 ผลิตภัณฑ์นม โดยเฉพาะที่ได้จากโคนม มีความส าคัญอย่างยิ่งต่อสุขภาพอนามัยของผู้บริโภค และ
สภาวะเศรษฐกิจของประเทศ  เพราะโคนมถือเป็นสัตว์เศรษฐกิจของชาติ  ดังนั้นจึงได้มีการก าหนดให้การ
ส่งเสริมการเลี้ยงโคนมและการบริโภคนม รวมทั้งการพัฒนาผลิตภัณฑ์ที่ได้จากนมให้เป็นวาระที่ส าคัญอันหนึ่ง
ของชาติ  อย่างไรก็ตามในประเทศไทยและประเทศในแถบเอเชีย มีปัญหาที่ส าคัญอย่างยิ่งเกี่ยวกับการบริโภค
ผลิตภัณฑ์จากนม คือภาวะที่ร่างกายไม่สามารถทนรับน้ าตาลแลคโตสในนมได้ (Lactose intolerance) [1, 2] 
ซึ่งสภาวะนี้เกิดขึ้นจากการที่ร่างกายขาดเอนไซม์เบต้า-กาแลคโตซิเดส (beta-galactosidase) หรือ แลคเตส 
(lactase) จึงไม่สามารถย่อยน้ าตาลแลคโตสในนมได้ โดยข้อมูลล่าสุดพบว่ามีประชากรในโลกเพียง ๑ ใน ๓ ที่
มีเอนไซม์ แลคเตส ส าหรับย่อยนม และในประเทศไทยมีประชากรที่ดื่มนมได้จริงน้อยกว่าร้อยละ ๑๐ ดังแสดง
ในแผนภาพด้านล่าง [3] เป็นผลให้จุลินทรีย์ในทางเดินอาหารน าน้ าตาลแลคโตสไปใช้ในการสร้างกรดและแก๊ส 

มีการดึงน้ าเข้ามาในล าไส้รวมทั้งมีการเคลื่อนตัวของล าไส้เร็วขึ้น จึงเกิดอาการท้องเดิน ส่วนแก๊สที่เกิดขึ้นท าให้
มีอาการแน่นท้อง ท้องอืด ท้องเฟ้อ ปวดท้อง เสียดท้อง และมีลมในระบบทางเดินอาหาร รวมทั้งยังท าให้ไม่
สามารถน าสารอาหารต่างๆ ไปใช้ประโยชน์ได้  จากการศึกษาพบว่าประชากรในกลุ่มประเทศในแถบเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้เกือบ 100 % [2] อยู่ในสภาวะที่ทนรับน้ าตาลแลคโตสไม่ได้  ส่วนประชากรไทยนั้นมีการ
ประเมินว่ามีถึง 98 % [4] ที่อยู่ในสภาวะนี้  ดังนั้นผู้วิจัยจึงเล็งเห็นว่ามีความจ าเป็นที่จะต้องพัฒนาผลิตภัณฑ์
นมให้มีน้ าตาลแลคโตสลดลงโดยใช้เทคโนโลยีนี้พัฒนาขึ้นในประเทศ เพ่ือให้ผู้บริโภคส่วนใหญ่ของประเทศดื่ม
และใช้ประโยชน์จากสารอาหารในนมได้ 

นอกจากปัญหาเกี่ยวกับสุขภาพของผู้บริโภคแล้ว ความส าคัญอีกประการหนึ่งของโครงการวิจัยนี้ คือ
การพยายามส่งเสริมอุตสาหกรรมโคนมในประเทศ  จากสถิติการผลิตโคนมในปีพ.ศ. 2547  ประเทศไทยมี    
โคนมถึง 444,510 ตัว สามารถให้น้ านมได้ถึง 842,611 ตัน ทั้งยังมีผลิตภัณฑ์นมประเภทต่างๆ ที่ส่งออก
จ าหน่ายยังต่างประเทศทั่วโลก เป็นรายได้หลายพันล้านบาทเข้าสู่ประเทศ ข้อมูลของกรมศุลกากรในปี 2546  
ได้รายงานว่าการส่งผลิตภัณฑ์นมออกจ าหน่ายยังต่างประเทศ  คิดเป็นมูลค่าถึง 3,591,698,367 บาท 
[www.oae.go.th] จึงนับได้ว่านมเป็นผลผลิตที่ส าคัญของชาติ อย่างไรก็ตามในปัจจุบันประเทศไทยได้เซ็น
สัญญาเปิด เขตการค้าเสรี  (free trade) กับหลายประเทศรวมทั้ งประเทศ ออสเตรเรี ย  [http://e-

fpo.fpo.go.th/e-inter/australia.asp] ซึ่งจะเป็นคู่แข่งทางการค้าที่ส าคัญทั้งตลาดผลิตภัณฑ์นมภายในและ
ต่างประเทศ  ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นที่จะต้องเร่งพัฒนาเทคโนโลยี เพื่อสร้างมูลค่าเพ่ิมให้กับนมที่ผลิตขึ้นได้ใน
ประเทศ เพ่ือการพ่ึงตนเองและความมีเสถียรภาพของอุตสาหกรรมนมไทยต่อไป  โดยในโครงการวิจัยนี้ได้
เสนอแนวทางการแปรรูปแลคโตสในนม เพ่ือสร้างเป็นอาหารเสริมประเภทพรีไบโอติก ชนิดกาแลคโตโอลิโก
แซคคาไรด์ (Galacto-oligosaccharide, GOS) ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ใหม่ที่มีมูลค่าสูง แต่ในปัจจุบันยังไม่มีวิธีการ
ผลิตที่มีประสิทธิภาพดี อีกท้ังผู้ที่ท าการศึกษาวิจัยในด้านนี้ยังมีอยู่น้อยมากโดยเฉพาะในประเทศไทย 
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จากการที่ผู้วิจัยได้เห็นประโยชน์ของการดื่มนมต่อสุขภาพ เพราะนมเป็นแหล่งของโปรตีนและ
แคลเซียม ซึ่งมีความส าคัญในการเจริญเติบโต รวมทั้งยังช่วยป้องกันโรคกระดูกผุโดยเฉพาะในผู้หญิง วัยหลัง
หมดประจ าเดือน รวมทั้งยังได้เล็งเห็นความจ าเป็นที่จะต้องมีการพัฒนาผลิตภัณฑ์นมที่มีมูลค่าเพ่ิมขึ้น เพื่อช่วย
ส่งเสริมกิจการเลี้ยงโคนมในประเทศไทย   โครงการวิจัยนี้จึงเกิดขึ้นเพ่ือพยายามประยุกต์ใช้เทคโนโลยีชีวภาพ
ด้านเอนไซม์ (enzyme biotechnology) ซึ่งกลุ่มผู้วิจัยมีความช านาญและประสบการณ์อยู่แล้ว เพ่ือช่วย
แก้ปัญหาทั้งสองดังกล่าวข้างต้น ทั้งนี้เนื่องจากเอนไซม์เบต้า-กาแลคโตซิเดส (beta-galactosidase) หรือ 
เแลคเตส (lactase) นั้น มีความสามารถในการท าปฏิกริยาได้ 2 ประเภท คือ ทั้งการย่อยสลาย (hydrolysis) 

น้ าตาลแลคโตสให้ เป็นน้ าตาลเดี่ยว 2 โมเลกุล คือ กลู โคสกับกาแลคโตส  และปฏิกิริยาการส่งผ่าน 
(transglycosylation) เพ่ือสร้างเป็น GOS ซึ่งเป็นสายใยของน้ าตาลโมเลกุลสั้น และมีคุณสมบัติเป็นพรีไบโอ
ติก [5, 6] ผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะท าการพัฒนาและประยุกต์ใช้เอนไซม์นี้กับนมและผลิตภัณฑ์นม เพ่ือลด
ปริมาณน้ าตาลแลคโตสลง รวมถึงการศึกษาถึงสภาวะที่เหมาะสมในการน าเอนไซม์ไปใช้ในการผลิต GOS ซึ่งมี
ประโยชน์ต่อร่างกายด้วย  ดังนั้นจึงเห็นได้ว่าความรู้และเทคโนโลยีที่จะเกิดขึ้นจากโครงการวิจัยนี้ นอกจากจะ
ยังให้เกิดผลดีต่อสุขภาพของผู้บริโภคส่วนใหญ่ของประเทศแล้ว ยังอาจช่วยส่งเสริมการพัฒนากิจการเลี้ยงโค
นมในประเทศไทย  ด้วยเทคโนโลยีที่พัฒนาขึ้นในประเทศ ส่งเสริมการพัฒนาประเทศให้ยั่งยืนตามหลัก
เศรษฐกิจพอเพียงได้ต่อไป  
 

 
ภาพแสดงการกระจายตัวของประชากรที่สามารถดื่มนมได้ ในภาพจะเห็นว่าในประเทศไทยมีประชากรน้อย
กว่า ร้อยละ ๑๐ (ท่ีมา Curry, A. Archaeology: The milk revolution. Nature 500, 20-22, 

doi:10.1038/500020a, 2013). 
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย  

 เพ่ื อศึ กษ าและพั ฒ นาวิ ธี ก ารน า เอน ไซม์  beta-galactosidase จาก เชื้ อ จุ ลิ นท รี ย์ ใน กลุ่ ม 
Lactobacillus  หรือจุลินทรีย์อื่นที่เหมาะสม มาใช้ประโยชน์ทางด้านอุตสาหกรรมนมและผลิตภัณฑ์  คือ การ
ผลิตเป็นนมที่มีแลคโตสต่ า และการสังเคราะห์เป็นพรีไบโอติก Galacto-oligosaccharide (GOS) โดยใช้
น้ าตาลแลคโตสที่อยู่ในนมเป็นสารตั้งต้น  เพ่ือส่งเสริมสุขภาพของผู้บริโภค และสร้างมูลค่าเพ่ิมให้กับผลผลิต
ทางการเกษตรของประเทศ โดยแบ่งเป็นหัวข้อย่อยได้ดังนี้ 
 

๑. เพ่ือท าการคัดหาเชื้อจุลินทรีย์ที่เหมาะสม แล้วท าการสกัดแยกยีน (clone) ที่ใช้ในการสร้างเอนไซม์ 
beta-galactosidase เพ่ือน าไปศึกษาล าดับเบสและแสดงออกในแบคทีเรีย Escherichia coli  

๒. เพ่ือพัฒนาระบบการผลิตเอนไซม์ beta-galactosidase ในแบคทีเรีย E. coli เพ่ือให้ได้เอนไซม์ที่มี
คุณสมบัติเหมาะสม  

๓. เพ่ือท าการศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพและจลนศาสตร์ รวมทั้งความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้างและ
หน้าที่ของเอนไซม์ beta-galactosidase ที่ได้พัฒนาขึ้นมา เพ่ือประเมินประสิทธิภาพในการน าไป
ประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมนมทั้ง 2 ด้าน คือ ด้านการย่อยสลาย (hydrolysis) น้ าตาลแลคโตส และ
ด้านการสร้างเป็น GOS ด้วยปฏิกิริยาการส่งผ่าน (transglycosylation)   
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ขอบเขตของการวิจัย  
 

เริ่มจากการคัดเลือกแบคทีเรียในกลุ่ม Lactobacillus และ Bacillus ที่สามารถผลิตเอนไซม์ beta-

galactosidase ได้ดี เพื่อท าการสกัดแยกยีนที่สร้างเอนไซม์นี้ จากนั้นน าไปโคลนไว้ในพลาสมิดที่เหมาะสมเพ่ือ
ท าการผลิตให้ได้เป็นจ านวนมากในแบคทีเรีย Escherichia coli  แล้วหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตให้ได้
เป็นจ านวนมาก จากนั้นน าเอนไซม์ที่ได้พัฒนาขึ้นแล้วไปประเมินความเหมาะสมในการใช้ในการย่อยสลาย
น้ าตาลแลคโตสในนม และการสร้างเป็น GOS องค์ความรู้ที่ได้จากโครงการวิจัยนี้จะเป็นพ้ืนฐานในการพัฒนา
ผลิตภัณฑ์จากนมที่มีมูลค่าเพ่ิมในระดับอุตสาหกรรมต่อไป 

 

ทฤษฎี  สมมติฐาน (ถ้ามี)  และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

 เทคโนโลยีเอนไซม์ เป็นเทคโนโลยีสะอาดและเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม [7] จึงมีศักยภาพสูงในการ
น าไปสู่การพัฒนาที่ยั่งยืนทั้งด้านเศรษฐกิจและสังคมของประเทศ  ดังนั้นจึงควรน าเทคโนโลยีนี้มาประยุกต์ใช้
ในอุตสาหกรรมหลักที่ส าคัญต่างๆของประเทศให้มากที่สุด เอนไซม์  beta-galactosidase (EC 3.2.1.23) มี
ศักยภาพสูงอย่างยิ่งในการที่จะน ามาพัฒนา เพ่ือประยุกต์ใช้ในการสร้างมูลค่าเพ่ิมให้แก่ผลิตภัณฑ์นมเพราะมี
คุณสมบัติที่น่าสนใจ ๒ ประการ คือ ความสามารถในการย่อยสลายน้ าตาลแลคโตสในนม ซึ่งเป็นสาเหตุของ
การเกิดภาวะ lactose intolerance และยังสามารถเกิดปฏิกริยา transglycosylation [5, 6] ท าให้สามารถ
ใช้น้ าตาลแลคโตสจากนมเป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์ galacto-oligosaccharide (GOS) ซึ่งมีคุณสมบัติ
เป็นพรีไบโอติก [8] ได้  คุณสมบัติทั้ง ๒ ประการนี้จะช่วยสร้างผลิตภัณฑ์นมชนิดใหม่ที่มีคุณค่า และมูลค่าเพ่ิม
สูงขึ้นมากอย่างน้อย ๒ ชนิด ผลิตภัณฑ์แรก คือ นมไร้แลคโตส หรือนมแลคโตสต่ า ที่คนส่วนใหญ่ทุกเพศทุกวัย 

สามารถดื่มได้โดยไม่เกิดอาการที่ไม่พึงประสงค์ แต่จะได้สารอาหารอย่างครบถ้วน โดยเฉพาะโปรตีน แคลเซียม 
และวิตามินอีกหลายชนิด  ผลิตภัณฑ์อีกชนิดหนึ่งที่มีมูลค่าสูงมากเช่นกัน คือ GOS  ซึ่งประโยชน์ของ GOS ใน
การเป็นอาหารเสริมประเภทพรีไบโอติกนั้น ก าลังได้รับความสนใจเป็นอย่างมากในประเทศต่างๆ  ทั่วโลก [9] 
โดยเฉพาะในกลุ่มที่พัฒนาแล้ว ว่ามีคุณสมบัติในการเสริมสร้างสุขภาพของผู้บริโภคได้อย่างแท้จริง เพราะ
สามารถช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์โพรไบโอติก ซึ่งเป็นมิตรและมีคุณประโยชน์ต่อร่า งกายได้  
นอกจากนั้นแล้วยังอาจน าไปสู่การสร้างผลิตภัณฑ์ใหม่ที่ยังไม่เคยมีการท ามาก่อน คือ ผลิตภัณฑ์นมที่มีแลคโตส
ต่ า แต่มี GOS สูง ซึ่งจะเป็นประโยชน์สองต่อกับผู้บริโภคในประเทศไทยและแถบเอเชีย เพราะนอกจากจะไม่
เกิดอาการที่ไม่พึงประสงค์จากการบริโภคผลิตภัณฑ์จากนมแล้ว ยังได้ประโยชน์ในการกระตุ้นโพรไบโอติกจาก 

GOS ด้วย การพยายามสร้างผลิตภัณฑ์ใหม่จากวัตถุดิบในประเทศด้วยการประยุกต์ใช้เทคโนโลยีเอนไซม์ดังที่
ได้เสนอมาในโครงการวิจัยนี้ จึงน่าจะน าไปสู่ความเป็นอยู่ที่ดีขึ้นของคนในชาติและเพ่ือการพ่ึงตนเองได้ทาง
เทคโนโลยีและเศรษฐกิจ โดยเฉพาะในส่วนของการพัฒนากิจการโคนมและอุตสาหกรรมผลิตภัณฑ์จากนมของ
ประเทศ ตามปรัชญาเศรษฐกิจพอเพียงต่อไป 
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บทท่ี ๒:  ทบทวนวรรณกรรม และ สารสนเทศที่เกี่ยวข้อง 
 

นมและผลิตภัณฑ์จากนม กับภาวะการทนรับน  าตาลแลคโตสไม่ได้ (Lactose Intolerance) 
 

น้ านมวัวเป็นอาหารที่มีคุณค่าทางโภชนาการสูง เพราะประกอบด้วยสารอาหารต่างๆ หลายชนิดที่
จ าเป็นต่อร่างกาย สารอาหารที่ส าคัญในนม คือ โปรตีน ไขมัน คาร์โบไฮเดรต แร่ธาตุและวิตามินต่างๆ แร่ธาตุ
ในน้ านมที่ส าคัญ ไดแ้ก่ แคลเซียมและฟอสฟอรัส ซึ่งมีมากในนมและมีความจ าเป็นในการเสริมสร้างกระดูก
และฟัน ส่วนวิตามินประกอบด้วย วิตามินเอ บี1 บ2ี ซี และดี โดยธรรมชาติน้ านมวัวหนึ่งถ้วยตวง (ประมาณ 
250 กรัม) จะมีโปรตีน 8 กรัม ไขมัน 8 กรัม แลคโตส 10 กรัม แคลเซียม 280 มิลลิกรัม ฟอสฟอรัส 245 
มิลลิกรัม วิตามินเอ 336 I.U. (international unit) วิตามินบี1 84 มิลลิกรัม วิตามินบี2 360 มิลลิกรัม และไน
อาซีน 240 มิลลิกรัม [www.tistr.or.th] เนื่องจากคุณค่าทางโภชนาการที่ครบถ้วน จึงนับได้ว่าน้ านมเป็นแหล่ง
ของสารอาหารที่ส าคัญส าหรับร่างกาย  ดังนั้นจึงได้มีการส่งเสริมให้ประชากรโดยเฉพาะในวัยเด็กดื่มนม เพ่ือ
การเจริญเติบโตที่สมบูรณ์  ส่วนในผู้ใหญ่โดยเฉพาะในหญิงที่ตั้งครรภ์และให้นมบุตร รวมทั้งในวัยหมดระดูก็มี
การส่งเสริมให้ดื่มนม เพราะนมเป็นแหล่งที่ส าคัญของแคลเซียม จึงสามารถช่วยป้องกันโรคกระดูกผุได้  
อย่างไรกต็ามปัญหาที่ส าคัญของประชากรไทยในการบริโภคนม คือประชากรส่วนใหญ่มักจะแพ้น้ าตาลแลค
โตสที่อยู่ในนม ท าให้ไม่สามารถดื่ม และใช้ประโยชน์จากนมได้เต็มที่ การแพ้น้ าตาลแลคโตส หรือ ภาวะที่
ร่างกายทนรับน้ าตาลแลคโตสไม่ได้ (Lactose Intolerance) เป็นภาวะที่ร่างกายไม่สามารถย่อยน้ าตาลแลค
โตสในนมได้ จึงท าให้จุลินทรีย์ในทางเดินอาหารน าน้ าตาลแลคโตสไปใช้ในการสร้างกรดและแก๊ส มีการดึงน้ า
เข้ามาในล าไส้และมีการเคลื่อนตัวของล าไส้เร็วขึ้น จึงเกิดอาการท้องเดิน ส่วนแก๊สที่เกิดขึ้นท าให้มีอาการแน่น
ท้อง ท้องอืด ท้องเฟ้อ ปวดท้อง เสียดท้อง และมีลมในระบบทางเดินอาหาร [11]  จึงท าให้ผู้ที่มีอาการเหล่านี้
ต้องหลีกเลี่ยงการดื่มนม น้ าตาลแลคโตสเป็นน้ าตาลที่มีเฉพาะในนมสัตว์เท่านั้น  อาจเรียกอีกอย่างหนึ่งว่า 
น้ าตาลนม (milk sugar) น้ าตาลแลคโตสถูกย่อยด้วยเอนไซม์แลคเตส (lactase) หรือ เบต้า-กาแลคโตซิเดส 
(beta-galactosidase) ในล าไส้เล็กได้เป็นน้ าตาลเดี่ยว 2 โมเลกุล คือ กลูโคสกับกาแลคโตส เอนไซม์นี้มีมากใน
ทารกและค่อยๆ ลดลงเมื่อโตเป็นผู้ใหญ่  คนเอเซียรวมทั้งคนไทยและคนอัฟริกาโดยกรรมพันธุ์จะขาดเอนไซม์
ชนิดนี้ในเด็กโตและผู้ใหญ่ ท าให้มีปัญหาเกิดอาการแพ้น้ าตาลแลคโตสได้ [1] สาเหตุของการแพ้เกิดจาก
ร่างกายไม่มีเอนไซม์มาย่อยน้ าตาลโตสได้ ไม่ใช่แพ้โปรตีน การแพ้น้ าตาลแลคโตสจึงไม่ใช่เป็นปฏิกิริยาภูมิแพ้  
จะไม่พบอาการทางผิวหนัง หอบ หรือรุนแรงถึงกับหมดสติ  โดยพบว่าสภาวะที่ร่างกายไม่สามารถย่อยแลคโตส
ได้ จะต่ าที่สุดในกลุ่มประเทศสแกนดิเนเวียและยุโรปทางด้านตะวันตกเฉียงเหนือ ซึ่งพบเพียง 3-8 %  ส่วนใน
ยุโรปทางตอนใต้และทางตะวันออกมีอัตราการเพ่ิมขึ้นมากถึง 70%   ส่วนในประเทศในแถบอัฟริกาและเอเซีย  
โดยเฉพาะในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้อัตราการแพ้น้ าตาลแลคโตสจะสูงมากถึงเกือบ 100 %  ในอเมริกา
พบในคนผิวขาว 15 %  คนอเมริกันเม็กซิกัน 53 % และในคนผิวด าพบถึง 80 %  ส่วนในประเทศออสเตรเลีย
และนิวซีแลนด์พบ 6 และ 9 % ตามล าดับ [2, 11] ดังนั้นจึงกล่าวได้ว่าประชากรผู้ใหญ่ทั่วโลกจะมีปัญหาภาวะ
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ที่ไม่ทนต่อแลคโตส  ส่วนในประเทศไทยมีรายงานว่ามีประชากรไทยถึง 98 % ที่อยู่ในภาวะนี้ 
[www.medassocthai.org] 

จากรายงานการศึกษาเก่ียวกับการย่อยน้ าตาลแลคโตสในคนไทยในอดีต 30 ปีที่ผ่านมา พบว่า เอนไซม์แลค
เตสไม่สามารถสร้างเพิ่มข้ึนได้แม้จะให้ดื่มนมต่อเนื่อง การย่อยน้ าตาลแลคโตสไม่ได้ในคนไทยในขณะนั้นพบว่า
มีมากกว่าร้อยละ 96 [www.bangkokhealth.com] ทั้งนี้การศึกษาเรื่องนี้ในอดีตจะให้อาสาสมัครดื่ม
สารละลายน้ าตาลแลคโตส 2 กรัมต่อน้ าหนักตัวหนึ่งกิโลกรัม และไม่เกิน 50 กรัม ส่วนใหญ่ในผู้ใหญ่จะให้กิน
แลคโตส 50 กรัมเท่ากับปริมาณแลคโตสที่มีในนม 1 ลิตร ซึง่เป็นไปไม่ได้ที่คนเราจะดื่มนมครั้งละ 1 ลิตร ต่อมา
จึงได้มีการพัฒนาวิธีการวัดภาวะการย่อยน้ าตาลแลคโตส โดยการวัดแก๊สไฮโดรเจนในลมหายใจ โดยให้ดื่มนม 
1 แก้วซึ่งมีแลคโตสประมาณ 12 กรัมเท่านั้น ซึ่งจากการศึกษาในครั้งนั้นพบว่า เมื่อให้เด็กวัยรุ่นและผู้ใหญ่ไทย
ดื่มนม 1 แก้ว มีผู้ที่ไม่สามารถย่อยน้ าตาลแลคโตสได้ในอัตราต่างๆ กันตั้งแต่ 40 - 88%  และมีผู้ที่มีอาการไม่
สบายท้องหรือที่เรียกว่า แพ้น้ าตาลแลคโตสในระดับต่างๆ กันตั้งแต่  30 – 66 %  ส่วนเด็กเล็กไม่พบอาการ
ดังกล่าว [9]  ซึ่งถ้าความสามารถในการย่อยน้ าตาลแลคโตสของร่างกายสูญเสียไป เพราะร่างกายไม่สามารถ
สร้างเอนไซม์beta-galactosidaseได้แล้ว ร่างกายก็จะไม่สามารถน าสารอาหารต่างๆ ที่มีประโยชน์จากน้ านม
ไปใช้ได้ และนอกจากนี้ยังส่งผลให้การดูดซึมแคลเซียมในร่างกายลดลงอีกด้วย การน าเอนไซม์ beta-

galactosidase ไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมนม จึงเป็นแนวทางหนึ่งที่จะช่วยให้ผู้ที่แพ้น้ านม (แพ้น้ าตาลนม) 
หรือมีภาวะที่ทนรับแลคโตสไม่ได้ (lactose intolerance) สามารถดื่มนมได้ และจะส่งผลให้ร่างกายได้รับ
สารอาหารต่างๆ ที่มีประโยชน์จากน้ านมเพ่ิมข้ึนด้วยโดยเฉพาะโปรตีนและแคลซียม จากปัจจุบันสถิติการดื่ม
นมของประชากรไทยอยู่ที่ 12 ลิตร/คน/ปี ซึ่งถือว่าน้อยมากเม่ือเทียบกับปริมาณการดื่มนมในต่างประเทศ เช่น 
สหรัฐ 120 ลิตร/คน/ปี สหภาพยุโรป 70 ลิตร/คน/ปี มาเลเซีย 50 ลิตร/คน/ปี [www.dmh.go.th] ทั้งท่ีการ
ผลิตน้ านมวัวในประเทศไทยมีแนวโน้มในการผลิตเพิ่มขึ้นในปัจจุบัน เพ่ือให้ประชากรภายในประเทศสามารถ
บริโภค และใช้ประโยชน์จากน้ านมวัวเพ่ิมมากข้ึน โครงการวิจัยนี้จึงได้เห็นแนวทางในการแก้ปัญหา การบริโภค
น้ านมวัวไม่ได้ของประชากรผู้ใหญ่ในประเทศ โดยศึกษาการใช้ประโยชน์จากเอนไซม์ beta-galactosidase ซ่ึง
มีคุณสมบัติในการย่อยสลายแลคโตสในนม เพื่อพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์นมที่ปราศจากแลคโตส หรือนมแลคโตส
ต่ า ที่คนส่วนใหญ่ทุกเพศทุกวัยสามารถดื่มได้โดยไม่เกิดอาการที่ไม่พึงประสงค์ แต่จะได้สารอาหารอย่าง
ครบถ้วน โดยเฉพาะ โปรตีน แคลเซียม และวิตามินอีกหลายชนิด  
 

พรีไบโอติก (Prebiotics) 
 

ดังที่ได้กล่าวไว้ข้างต้นแล้วว่า นอกจากความต้องการแก้ปัญหาภาวะทนรับแลคโตสในนมไม่ได้ของ
ประชากรส่วนใหญ่แล้ว  ผู้วิจยัยังได้เล็งเห็นความจ าเป็นที่จะต้องเร่งพัฒนาเทคโนโลยีเพ่ือสร้างมูลค่าเพ่ิมให้กับ
นมที่ผลิตขึ้นได้ในประเทศเพ่ือการพ่ึงตนเองและความมีเสถียรภาพของอุตสาหกรรมนมไทย  จึงได้เสนอแนว
ทางการแปรรูปแลคโตสในนมให้เป็นสาร galacto-oligosaccharide, GOS โดยอาศัยความสามารถในการท า
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ปฏิกิริยา transglycosylation ของเอนไซม์ beta-galactosidase  สาร GOS นั้นมีคุณสมบัติเป็นพรีไบโอติก 
ซึ่งมีคุณประโยชน์และช่วยส่งเสริมสุขภาพของผู้บริโภคกล่าวคือ 

 

 พรีไบโอติก (Prebiotics) หมายถึง สารอาหารที่เป็นประโยชน์ต่อแบคทีเรียที่เป็นมิตรและมี
คุณประโยชน์ในทางเดินอาหารของมนุษย์ [8] หรือจุลินทรีย์โพรไบโอติก  (Probiotics, จะได้อธิบายโดย
ละเอียดในหัวข้อต่อไป)  โดยสามารถไปช่วยกระตุ้นการเจริญและช่วยในกิจกรรมต่างๆ  ซึ่งอาหารที่มี
คุณสมบัติเป็นพรีไบโอติกส่วนใหญ่เป็นกลุ่มโอลิโกแซคคาไรด์ หรือสายใยน้ าตาล ตัวอย่างของสารที่มีคุณสมบัติ
เป็น พรีไบโอติก เช่น ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (fructo-oligosaccharides, FOS) อินูลิน (inulin) กาแลคโต
โอลิโกแซคคาไรด์ (galacto-oligosaccharides, GOS) แลคทูโลส (lactulose) แลคทูซูโครส (lactosucrose) 

และซอยบีนโอลิโกแซคคาไรด์ (soybean oligosaccharides) เป็นต้น 

 

 สรุปกลไกหลักของการท างานของโอลิโกแซคคาไรด์ในการกระตุ้นการเจริญเติบโต และส่งเสริม
สุขภาพของคนและสัตว์ คือ [8] 

1. เป็นแหล่งพลังงานที่ส าคัญ ให้กับเฉพาะแบคทีเรียที่เป็นมิตรต่อร่างกาย (จุลินทรีย์ probiotics)  

โดยเฉพาะในกลุ่ม Bifidobacteria  ส่วนแบคทีเรียที่ท าให้เกิดโรคแก่ร่างกายไม่สามารถน าสายใยน้ าตาลไป
ใช้ได้ ดังนั้นจึงสามารถใช้โอลิโกแซคคาไรด์ในการกระตุ้นการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์โพรไบโอติก ซึ่งมีอยู่แล้ว
ภายในคนและสัตว์ จึงสามารถทดแทนการใส่แบคทีเรียจากภายนอกลงไปได้  จากการศึกษา พบว่า โอลิโกแซค
คาไรด์หลายชนิด มีคุณสมบัติใกล้เคียงกับสารที่มีความสามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของจุลชีพจ าพวก 
Bifidobacteria (bactidogenic factor)  นอกจากนั้นแล้วยังมีการรายงานว่า โอลิโกแซคคาไรด์ FOS 

สามารถช่วยเพิ่มจ านวนประชากร Bifidobacteria ในล าไส้ใหญ่ของคนได้ด้วย 

2. โอลิโกแซคคาไรด์บางประเภท สามารถกระตุ้นแบคทีเรียเป็นมิตรหลายชนิดในร่างกายให้ผลิตเอ็นไซม์
เพ่ิมมากข้ึน ซึ่งเอ็นไซม์เหล่านี้จะถูกน าไปใช้ช่วยย่อยอาหารต่างๆ ในร่างกายสัตว์ให้ได้เป็นสารอาหารที่
สามารถดูดซึมเข้าไปใช้ในร่างกายได้ 
3. โอลิโกแซคคาไรด์หลายประเภท สามารถจับกับ receptor บนผนังเซลล์ของแบคทีเรียที่ท าให้เกิดโรค 
ท าให้แบคทีเรียเหล่านี้ไม่สามารถเข้าไปท าร้ายร่างกายได้ โดยได้มีกรณีตัวอย่างการใช้ manno 

oligosaccharides, MOS ในการลดการติดเชื้อ Salmonella ในลูกไก่มาแล้ว 

4. นอกจากโอลิโกแซคคาไรด์จะสามารถจับกับผนังเซลล์ของแบคทีเรียที่ท าให้เกิดโรคแล้ว ยังมีข้อ
สันนิษฐานว่าโอลิโกแซคคาไรด์บางประเภท จะสามารถจับกับผนังเยื่อบุเซลล์ในล าไส้ของคนและสัตว์ได้     ซึ่ง
ในบางกรณีการจับกบัเยื่อบุเซลล์ในส่วนที่มีหน้าที่ในการสร้างภูมิคุ้มกัน จะท าให้เกิดการกระตุ้นการสร้าง
แอนติบอดีออกมาเพ่ือช่วยสร้างภูมิต้านทานให้กับคนและสัตว์ได้ โดยเมื่อไม่นานมานี้ได้มีการรายงานว่า     
เมื่อน าสายใยน้ าตาล Lactulose ไปป้อนให้กับแม่สุกร พบว่าช่วยเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของลูกสุกรได้ โดย
คาดว่าเป็นเพราะ Lactulose ไปช่วยสร้างภูมิคุ้มกันให้แก่แม่สุกร ซึ่งสามารถส่งต่อไปยังลูกได้ 
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 ดังนั้นจึงเห็นได้ว่าคุณประโยชน์ของพรีไบโอติกต่อสุขภาพมีมากมาย และส่วนใหญ่จะคล้ายกับของโพร
ไบโอติกคือ กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน เพ่ิมความต้านทานเชื้อก่อโรค เช่น โรคท้องร่วง อาหารเป็นพิษ        ลด
ความเสี่ยงการเกิดโรคมะเร็งล าไส้  เพิ่มการดูดซึมแคลเซียมภายในล าไส้  และช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของโพร
ไบโอติก   กลไกการช่วยส่งเสริมสุขภาพของผู้บริโภคด้านต่างๆ ของพรีไบโอติกสรุปได้ดังรูปที่ 1 [12]  ดังนั้นจึง
สามารถน าโอลิโกแซคคาไรด์ชนิดต่างๆ มาใช้เป็นอาหารเสริมให้กับท้ังมนุษย์และสัตว์ได้ และเนื่องจากโอลิโก
แซคคาไรด์เหล่านี้เป็นสารจากธรรมชาติ จึงไม่ท าให้เกิดอาการแพ้หรือสะสม และเป็นอันตรายต่อร่างกาย 
นอกจากนั้นแล้วโอลิโกแซคคาไรด์ยังทนต่อความร้อนและภาวะที่เป็นกรดในกระเพาะอาหารได้ดี ท าให้สะดวก
ต่อการจัดเก็บและขนส่ง ซึ่งวัตถุดิบที่จะน ามาใช้ในการผลิตเป็นโอลิโกแซคคาไรด์นั้นควรหาได้ง่ายและราคาถูก 
โดยในโครงการวิจัยนี้วัตถุดิบที่จะใช้คือ น้ าตาลแลคโตสจากนม โดยจะอาศัยปฏิกริยา transglycosylation 

ของเอนไซม์ beta-galactosidase เพ่ือสร้างเป็น galacto-oligosachharide, GOS ดังที่จะได้อธิบายต่อไป 

 
 

รูปที่ 1  สรุปกลไกต่างๆ ในการเป็นสารช่วยเสริมสุขภาพของพรีไบโอติก [12] 

 

จุลินทรีย์โพรไบโอติก (Probiotics) 
จุลินทรีย์โพรไบโอติก (Probiotics) เป็นแบคทีเรียที่เป็นประโยชน์ต่อสุขภาพของคนและสัตว์  พบเป็น

จ านวนมากในล าไส้ใหญ่ และพบได้บ้างในล าไส้เล็กและกระเพาะอาหาร แบ่งแบคทีเรียนี้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ คือ 
กลุ่ม Lactobacilli และกลุ่ม Bifidobacteria [13, 14] 
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ลักษณะของเชื้อ Lactobacilli 
Lactobacilli เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ท่อนสั้น ไม่สร้างสปอร์ เป็นพวก facultative anaerobe คือ

สามารถเจริญได้ทั้งในสภาวะที่มีและไม่มีอากาศ พบอาศัยอยู่ในล าไส้ของมนุษย์และสัตว์ ซึ่งเป็นประโยชน์ต่อ
สุขภาพ แยกได้จากทางเดินอาหาร ในล าไส้เล็ก และล าไส้ใหญ่ เจริญได้ในสภาวะกรด Lactobacilli  เจริญได้
ที่ pH 4.0-4.5 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญคือ 30-40 องศาเซลเซียส 

 

ลักษณะของเชื้อ Bifidobacteria 

Bifidobacteria เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างเป็นท่อนคล้ายตัว Y ไม่ต้องการอากาศอย่างแท้จริง 
และไม่ผลิตก๊าซ เชื้อชนิดนี้มีคุณสมบัติที่ส าคัญคือ สามารถหมักน้ าตาลเฮกโซสได้เป็นกรดแลคติก โดยผ่าน 
phosphoketolase pathway  Bifidobacteria พบได้ในล าไส้เล็กและล าไส้ใหญ่ สามารถผลิตวิตามินบีได้ 
อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญคือ 37-41 องศาเซลเซียส พีเอชที่เหมาะสมคือ 5.5-7.0  เนื่องจากสามารถ
ผลิตกรดอะซิติกและกรดแลคติกได้ จึงท าให้เพ่ิมความเป็นกรดในล าไส้ 
 

สรุปกลไกการท าหลักของ โพรไบโอติกที่เป็นประโยชน์ต่อร่างกายคือ [13, 14] 
 

1. ช่วยลดจ านวนของแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคเพราะ Bifidobacteria  จะผลิตสารปฏิชวีนะและกรดออกมา
ช่วยควบคุมจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรคและควบคุมจ านวนของจุลินทรีย์ธรรมชาติ (normal flora) อ่ืนๆ กรด
ที่พบส่วนใหญ่เป็นกรดอะซิติกและกรดแลคติก    ซึ่งกรดเหล่านี้สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ 
Clostridium perfringens, Salmonella spp. และ E. coli  ในล าไส้  

2. ช่วยลดอาการท้องผูก กรดที่ผลิตโดย Bifidobacteria จะช่วยกระตุ้นการบีบตัวของล าไส้และเพ่ิมความชื้น
ของอุจจาระ ซึ่งเป็นผลมาจากแรงดันออสโมติก  

3.  ช่วยลดระดับคลอเรสเตอรอลในเลือด โดย Lactobacillus acidophilus  ซึ่งเป็น normal flora อยู่ใน
ล าไส้จะช่วยย่อยสลายคลอเลสเตอรอล และยับยั้งการดูดซึมคลอเลสเตอรอลผ่านผนังล าไส้  

4.  ช่วยลดความดันโลหิต โดยพบว่า ในผู้ป่วยที่มีระดับไขมันในเลือดสูง เมื่อบริโภค 

 fructooligosaccharide เป็นระยะเวลา 5 สัปดาห์ พบว่า ความดันโลหิตลดลงโดยเฉลี่ย 6 mmHg และยัง
พบว่า ความดันโลหิตแปรผกผันกับจ านวนของ Bifidobacteria ในล าไส้อีกด้วย  

5.  ช่วยเพิ่มวิตามินบางชนิด พบว่า Bifidobacteria  สามารถผลิตวิตามิน B1, B2, B6, B12, nicotinic acid 

และ folic acid นอกจากนี้ยังช่วยเพิ่มการดูดซึมแคลเซียมในระบบย่อยอาหารอีกด้วย  
6. ช่วยลดปริมาณสารพิษและเอนไซม์ที่เป็นพิษจากกระบวนการเมตาบอลิซึมของแบคทีเรีย ในระบบทางเดิน

อาหารบางชนิด ที่สามารถสร้างสารพิษจากกระบวนการเมตาบอลิซึมได้ เป็นผลให้ปริมาณสารพิษที่เข้าสู่
ตับลดลงด้วย 
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กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (Galacto-oligosaccharides, GOS) 
เอนไซม์ beta-galactosidase สามารถน าไปใช้ในการสร้างกาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากแลคโตส

ซึ่งเป็นน้ าตาลจากนม โครงสร้างทางเคมีของกาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์ดังแสดงในรูปที่ 2 

 
รูปที่ 2  แสดงโครงสร้างทางเคมีของกาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 
 

Galacto-oligosachharide (GOS) เป็นสายใยของน้ าตาลที่มีความยาวตั้งแต่ 2 – 5 หนว่ย โดยมี
น้ าตาลหน่วยย่อย 2 ชนิดหลกัคือ galactose และ glucose เชื่อมต่อกันอยู่ด้วยพันธะ glycosidic ชนิดต่างๆ 
[4] GOS สามารถถูกสังเคราะห์ได้ด้วยการใช้ปฏิกริยาทางเคมี [15] แต่วิธีการนี้ไม่เหมาะส าหรับการผลิตเป็น
จ านวนมากเพ่ือการบริโภค  พบว่าวิธีการที่เหมาะสมที่สุดในการผลิต GOS ในระดับอุตสาหกรรมคือการใช้
เอนไซม์ beta-galactosidase [4, 5] ที่มีคุณสมบัติเหมาะสมในการสังเคราะห์ GOS จาก lactose จาก
รายงานต่างๆ เกี่ยวกับการใช้เอนไซม์ beta-galactosidase จากแหล่งต่างๆ ทั้งยีสต์ ไวรัส และแบคทีเรีย ใน
การสังเคราะห์ GOS แสดงว่า โครงสร้างและอัตราส่วนของ GOS ที่ถูกผลิตขึ้นนั้นจะมีความแตกต่างกัน ขึ้นกับ
เอนไซม์ที่ใช้และสภาวะที่ใช้ในการท าปฏิกริยา [16] โดยในโครงการวิจัยนี้ ผู้วิจัยมีความสนใจที่จะใช้เอนไซม์ 
beta-galactosidase จากเชื้อ Lactobacillus ในการเปลี่ยน lactose ที่ได้จากนมวัวให้เป็น GOS  ซึ่งคาดว่า
ผลลัพธ์ที่ได้จากโครงการวิจัยนี้ จะน าไปสู่กระบวนการใหม่ที่มีประสิทธิภาพในการสังเคราะห์ GOS ซึ่งสามารถ
พัฒนาเป็นอาหารเสริมพรีไบโอติกได้ต่อไป  ดังที่ได้กล่าวข้างต้นแล้ว่าประโยชน์ของ GOS ที่ก าลังได้รับความ
สนใจเป็นอย่างมากในประเทศต่างๆ ทั่วโลก คือ การเป็นอาหารเสริมประเภทพรีไบโอติก  [8] เนื่องจาก GOS 

มีคุณสมบัติเป็น bifidus grown factor เพราะมีความสามารถในการกระตุ้นการเจริญเติบโตของ จุลินทรีย์ที่
เป็นมิตรในทางเดินอาหาร  การบริโภค GOS  จึงน าไปสู่ประโยชน์อื่นๆ ที่ร่างกายจะได้รับ ดังที่ได้กล่าวไว้
ข้างต้น   
 

เอนไซม์เบต้า-กาแลคโตซิเดส  
เอนไซม์ beta-galactosidase หรือ lactase มีชื่อเต็มว่า beta-D-galactoside-galactohydrolase 

(EC 3.2.1.23)  เป็นเอนไซม์ท่ีสามารถ hydrolyze พันธะกาแลคโตซิล (galactosyl) ที่ต าแหน่ง (1-3) และ 
(1-4)  (รูปที่ 3) ดังนั้นจึงสามารถย่อยน้ าตาลแลคโตสเพ่ือให้ได้เป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว 2 โมเลกุล คือ 
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น้ าตาลกาแลคโตสและน้ าตาลกลูโคส ซึ่งสามารถถูกน าไปใช้ต่อในวิถีเมตาบอลิซึมภายในร่างกายได้ [4] 

นอกจากสั้นแล้วยังพบอีกว่าเอนไซม์ beta-galactosidase สามารถท าปฏิกิริยา transgalactosylation (รูปที่ 
4) เพ่ือใช้ในการสร้างสายใยน้ าตาลสั้นๆ คือ กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากน้ าตาลแลคโตสได้ [4, 5] 

 

 

 

 
 

รูปที่ 3  ปฏิกริยาการย่อยสลายแลคโตสด้วยเอนไซม์ beta-galactosidase หรือ lactase 

 
 

รูปที่ 4  ปฏิกริยาการ transglycosylation ด้วยเอนไซม์ beta-galactosidase หรือ lactase เพ่ือสร้างเป็น 
GOS 

 

เอนไซม์ beta-galactosidase นั้นสามารถพบได้ทั้งในแบคทีเรีย ยีสต์ รา รวมทั้งพืชและสัตว์ 
การศึกษาเก่ียวกับ คุณสมบัติ และความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้างและหน้าที่ของเอนไซม์นี้ยังมีไม่มากนัก แต่
ได้มีการประยุกต์ใช้เอนไซม์นี้มากในการเป็นตัวรายงาน (reporter) ในการศึกษาวิจัยทางด้านอณูชีววิทยา
ต่างๆ [17]  นอกจากนั้นแล้วยังมีรายงานอีกจ านวนมากในการพยายามน าเอนไซม์นี้จากแหล่งต่างๆ รวมทั้งใน
บริเวณข้ัวโลกที่เย็นจัด [18-21] เพ่ือใช้ในการผลิตนมที่ปราศจากน้ าตาลแลคโตส [4, 22] ส่วนการรายงานการ
ใช้เอนไซม์นี้ในปฏิกริยา transglycosylation เพ่ือผลิตเป็น GOS นั้น ยังมีไม่มากนัก [5, 16] 

 

ในโครงการวิจัยนี้ ผู้วิจัยต้องการที่จะศึกษาเอนไซม์ beta-galatosidase จากแบคทีเรียในกลุ่ม 
Lactobacillus และ Bacillus เนื่องจากเป็นแบคทีเรียที่ได้รับสถานะเป็น GRAS (Generally Recognized 

As Safe) คือ มีความปลอดภัยในการบริโภค นิยมใช้กันมากในอุตสาหกรรมอาหาร โดยเฉพาะในอุตสาหกรรม
นม  ปัจจุบันข้อมูลเกี่ยวกับคุณสมบัติของเอนไซม์ beta-galactosidase จากแบคทีเรียในกลุ่มนี้ยังมีอยู่
ค่อนข้างน้อย  ดังนั้นผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะท าการศึกษาคุณสมบัติให้ครบถ้วนตั้งแต่ในระดับยีน จนถึงการ
พัฒนาและประยุกต์ใช้ในการสร้างมูลค่าให้กับผลิตภัณฑ์นมทั้ง 2 ประการดังกล่าวข้างต้น  ซึ่งในขั้นตอนการ
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พัฒนาคุณสมบัติของเอนไซม์ให้เหมาะสมกับการน าไปใช้ในระดับอุตสาหกรรมนั้น จะได้ใช้เทคโนโลยีการเร่ง
วิวัฒนาการซึ่งจะได้กล่าวในล าดับต่อไปร่วมด้วย 
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บทท่ี ๓ : วิธีการด าเนนิการวิจัย และ ผลการวิจัย 
 

 วิธีการด าเนินการวิจัย และรายงานผลการวิจัย แบ่งเป็นสองส่วน โดยทั้งสองส่วนน าเสนอในรูปแบบ
ผลงานตีพิมพ์ในวารสารทางวิชาการระดับนานาชาติที่ต้องผ่านการประเมินโดยผู้ทรงคุณวุฒิ ดังนี้ 
 

ผลงานเร่ืองที่ ๑ 

 

เป็นรายงานเกี่ยวกับเอนไซม์ เบต้าแกแลคโตซิเดส จากเชื้อ แลคโตบาซิลัส เพนโตซัส เคยูบี-เอสที 
๑๐-๑ ซึ่งผลจากการวิจัยพบว่ามีความเหมาะสมในการใช้สังเคราะห์ กอซ โดยใช้น้ าตาลแลคโตสจากน้ านมเป็น
สารตั้งต้น ผลงานนี้ได้รับการตีพิมพ์ในวารสารทางวิชาการระดับนานาชาติ ชื่อ Biotechnology Journal ซึ่งมี
ค่า impact factor 3.446 ชื่อเรื่อง 
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1 Introduction

The lactic acid bacterium Lactobacillus pentosus is
frequently used as starter culture for silage fer-
mentations and various food fermentation process-
es, including sauerkraut and raw sausage produc-
tion, or olive and tea leave fermentations, to name
a few. Most of L. pentosus subspecies are plant iso-

lates, generally recognised as safe (GRAS), and ca-
pable of metabolising different pentoses such as ri-
bose, arabinose and xylose [1]. Yet, some sub-
species of L. pentosus have been isolated, e.g. from
human faeces [2] or from raw milk [3], that have
been proposed as potentially probiotic strains. Fred
et al. [4] previously described very effective growth
of L. pentosus on lactose, which could imply high β-
galactosidase activity, but this property has not
been studied to date.

Lactic acid bacteria (LAB) and β-galactosidases
have been studied extensively in the past, both from
a fundamental and an applied point of view.
β-Galactosidases, e.g. from Bifidobacterium bifidum,
B. infantis [5], Carnobacterium piscicola [6], L. aci-
dophilus [7], L. bulgaricus [8], L. reuteri [9], and Leu-
conostoc lactis [10], have been cloned and charac-
terised in varying detail. Despite of the importance
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of LAB and in particular Lactobacillus spp. for food
technology and dairy applications, and despite of
numerous studies on the gene clusters involved in
lactose utilisation, only few lactobacillal β-galac-
tosidases have been characterised in detail pertain-
ing to their biochemical properties or investigated
for their ability to produce galacto-oligosaccharides
(GOS) in biocatalytic processes [11–13]. These car-
bohydrate-based food ingredients are of interest as
novel and possibly improved prebiotics, or for the
development of synbiotic functional food that could
introduce new dimensions of applications [14].

GOS belong to the prebiotics, which are defined
as a “selectively fermented ingredient that allows
specific changes, both in the composition and/or
activity in the gastrointestinal microbiota that con-
fers benefits upon host well-being and health” [15].
In practice, the beneficial bacteria that serve as tar-
gets for prebiotics and GOS are almost exclusively
bifidobacteria and lactobacilli. An advantage of the
concept of prebiotics to modify gut function is that
the target bacteria are already commensal to the
large intestine, whereas with probiotics allochtho-
nous micro-organisms are introduced and have to
compete against established colonic communities
[16]. GOS have been classified as one of the few
proven prebiotics fulfilling the three criteria (i) re-
sistance to gastric acidity, hydrolysis by mammalian
enzymes and gastrointestinal absorption; (ii) fer-
mentation by intestinal microflora; and (iii) selec-
tive stimulation of the growth and/or activity of in-
testinal bacteria associated with health and well-
being [15]. GOS have been widely investigated for
their prebiotic properties and physiological effects
using in vitro, animal, human, and infant studies,
and functional effects of GOS on human health are
summarised in [16–18].

GOS are produced from lactose using β-galac-
tosidases (EC 3.2.1.23), which in addition to their
hydrolytic activity catalyse glycosyl transfer reac-
tions. In this reaction galactosyl residues are trans-
ferred onto suitable acceptors such as another sug-
ar (lactose, the primary reaction products glucose
and galactose, or other oligosaccharides formed),
thus building up complex series of higher oligosac-
charides [19–21].The spectrum of the oligosaccha-
rides making up these mixtures strongly depends
on the source of the β-galactosidase used for the
biocatalytic reaction, and on the conversion condi-
tions used in their production. Since these differ-
ences in GOS spectrum and yields are a result of
structural and/or mechanistic differences between
β-galactosidases from different sources, a detailed
knowledge on novel, yet-unexplored β-galactosi-
dases from various strains can be of significant in-
terest [20]. Rabiu et al. [22] and Tzortzis et al. [23]

synthesised a range of GOS mixtures from lactose
using β-galactosidases from different bifidobacte-
ria. Subsequently it was shown that these different
mixtures typically resulted in better growth of that
strain that had served as the source of the enzyme
for GOS production. This concept may serve as the
basis for a new generation of functionally en-
hanced, targeted oligosaccharides, and has in-
creased the interest in β-galactosidases from ben-
eficial probiotic organisms.

The objective of this work was to study the β-
galactosidase from L. pentosus in detail and to com-
pare it to other lactobacillal β-galactosidases isolat-
ed from organisms of typical animal origin. Recent
data indicate that L. pentosus might be of interest as
a beneficial LAB, making it attractive as a probiot-
ic strain, based on, for example, immunomodulat-
ing properties [24] or the reduction of pathogens in
animals [25].

2 Materials and methods

2.1 Strain and culture conditions

L. pentosus KUB-ST10-1 was obtained from the
culture collection of Kasetsart University (Bang-
kok, Thailand). It was isolated from soil of a dairy
farm in Thailand and identified using both the API
50 CH carbohydrate fermentation stripes test (bio-
Mérieux, Inc., Marcy l’Etoile, France) and sequence
analysis of the amplified chromosomal 16S rDNA.
It was stored at –70°C in MRS broth medium (Mer-
ck, Darmstadt, Germany) containing 15% glycerol.
To prepare fresh inocula, it was transferred twice
after an 18-h cultivation period to fresh MRS broth
medium supplemented with lactose (final concen-
tration of 2%).

L. pentosus KUB-ST10-1 was grown anaerobi-
cally in 10 L MRS broth medium containing 2% lac-
tose at 37°C with slight agitation and without pH
control. A preculture, grown overnight in MRS
medium (2% lactose), was used to inoculate the
fresh medium to a final concentration of 1% inocu-
lum. Cells were harvested at an optical density
(OD600) of 13 by centrifugation at 8800 × g for 15 min
at 4°C.

2.2 Enzyme purification

β-Galactosidase was purified from the crude ex-
tract using a previously described protocol [9].Wet
biomass (100 g) was resuspended in 200 mL sodi-
um phosphate buffer (50 mM, pH 6.5) and homog-
enized (APV-2000; Silkeborg, Denmark) to disrupt
the cells. Cell debris was removed by ultracentrifu-

Biotechnol. J. 2010, 5, 838–847 www.biotechnology-journal.com
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gation (36 000 × g, 30 min, 4°C) to obtain the crude
enzyme extract.

Ammonium sulphate was added in small por-
tions to the crude extract to a final concentration of
50% saturation under continuous stirring at 4°C.
The precipitated protein was collected by centri-
fugation (6200 × g, 15 min, 4°C), and the pellet was
re-dissolved in 50 mM sodium phosphate buffer
(pH 6.5) containing 1 M ammonium sulphate
(buffer A).

For hydrophobic interaction chromatography,
the dissolved pellet was loaded onto a 20-mL
phenyl-Sepharose fast-flow column (50 mm ×
200 mm; Amersham, Uppsala, Sweden) that had
been pre-equilibrated with buffer A. Proteins were
eluted by a linear gradient of 0–100% buffer B
(50 mM sodium phosphate buffer, pH 6.5) over ten
column volumes (CV) and at a flow rate of
1.5 mL/min. Fractions with high β-galactosidase
activity were pooled and concentrated by ultrafil-
tration (30-kDa cut-off; Amicon, Beverly, MA).

For affinity chromatography, the concentrated
protein solution was applied to a 5-mL column con-
taining cross-linked (4%) beaded agarose immobi-
lized with p-aminobenzyl-1-thio-β-D-galactopyra-
noside (Sigma, St. Louis, MO, USA) that was pre-
equilibrated with 50 mM phosphate buffer pH 6.5.
The enzyme was eluted using a flow rate of
0.5 mL/min and a linear gradient (0–1 M NaCl in
the same buffer) over ten CV. Active fractions were
pooled, desalted and concentrated by ultrafiltra-
tion. The purified enzyme was stored in 50 mM
sodium phosphate buffer (pH 6.5) at 4°C.

2.3 Enzyme assays

β-Galactosidase activity was determined using
both the artificial chromogenic substrate o-nitro-
phenyl-β-D-galactopyranoside (oNPG) and the
natural substrate lactose as described previously
[9].When using oNPG as the substrate, the reaction
was performed in 50 mM sodium phosphate buffer
(pH 6.5) and using a 10-min incubation at 30°C, af-
ter which the reaction was stopped. One unit of
oNPG activity (UoNPG) was defined as the amount
of enzyme releasing 1 µmol oNP/min under the as-
say conditions described above. When lactose was
used as the substrate, the reaction was done in
50 mM sodium phosphate buffer (pH 6.5) for
10 min at 30°C, after which the reaction was
stopped. The release of D-glucose was determined
colourimetrically using the glucose oxidase/perox-
idase (GOD/POD) assay [26]. One unit of lactase
activity (ULac) was defined as the amount of en-
zyme releasing 1 µmol D-glucose/min under the
conditions listed above.

2.4 Protein analysis and gel electrophoresis

Protein concentrations were determined by the
method of Bradford [27] using BSA as the standard.
The PhastSystem unit (Amersham) and precast
polyacrylamide gels (Phastgel 8–25, Amersham)
were used for performing native and SDS-PAGE.
Samples were treated as described by Laemmli [28]
with slight modifications. The enzyme was diluted
to 1–2 mg protein/mL and incubated with 2 ×
Laemmli buffer at 60°C for 5 min. Protein bands
were stained using either Coomassie Blue staining
or 4-methylumbelliferyl-β-D-galactopyranoside
(MUG) as substrate for active staining. For SDS-
PAGE and native PAGE, molecular masses were es-
timated using the Precision Plus Protein Dual Col-
or Kit (Bio-Rad) and the High Molecular Weight
calibration Kit (Amersham), respectively.

2.5 Steady-state kinetic measurement

Catalytic constants were determined at 30°C and
pH 6.5 for the two substrates oNPG and lactose
with their concentrations in 50 mM phosphate
buffer varying from 0.1–22 mM and 0.1–600 mM, re-
spectively. The kinetic parameters were calculated
by non-linear regression, and the obtained data
were fit to the Henri-Michaelis-Menten equation
(using SigmaPlot, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

2.6 Effects of temperature and pH on enzyme
activity and stability

The temperature dependence of β-galactosidase
activity (both oNPG and lactose) was determined
by assaying the enzyme samples over 20–70°C for
10 min. To study thermal stability, enzyme samples
were incubated in 50 mM sodium phosphate buffer,
pH 6.5, at 4, 23, 30, 37, and 42°C. At certain time in-
tervals samples were taken and the residual oNPG
activity was measured. For measuring the pH de-
pendence of β-galactosidase activity three buffer
systems (sodium citrate, 50 mM, pH 4.0–5.5; sodium
phosphate, 50 mM, pH 5.5–7.5; glycine, 50 mM,
pH 7.5–9.0) were used. For determination of the pH
stability, enzyme samples were incubated at vari-
ous pH values and 37°C for up to 72 h, and the re-
maining enzyme activity was measured at certain
time intervals using oNPG as substrate under stan-
dard assay conditions.

2.7 Substrate specificity

To determine the substrate specificity of the L. pen-
tosus β-galactosidase for various structurally relat-
ed substrates p-nitrophenyl-β-D-mannopyranosi-
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de, p-nitrophenyl-β-D-xylopyranoside, o-nitrophe-
nyl-β-D-glucopyranoside and p-nitrophenyl-β-D-
cellobioside were used. Activities were determined
in accordance to standard oNPG assay conditions
using the respective substrate in concentrations of
22 mM.

2.8 Transgalactosylation activity

Purified β-galactosidase from L. pentosus (5 UoNPG/
mL reaction mixture) was used for the discontinu-
ous formation of GOS at 30°C using 205 g/L lactose
in 50 mM sodium phosphate buffer (pH 6.5, 2 mM
MgCl2) as substrate. Samples were taken at various
intervals and the composition of the GOS mixture
was analyzed by capillary electrophoresis and
high-performance anion exchange chromatogra-
phy with pulsed amperometric detection as de-
scribed previously [13].

3 Results

3.1 Formation and purification of ββ-galactosidase
from L. pentosus

L. pentosus KUB-ST10-1 was selected for detailed
studies on its β-galactosidase since this strain grew
very well on lactose, showing high β-gal activity in
a screening in which several LAB were compared
for their ability to form this enzyme activity (data
not shown), and since its β-galactosidase had not
been studied in any detail previously. Batch culti-
vations of L. pentosus were carried out in a 10-L
laboratory fermenter at 37°C without pH control
using lactose-based MRS medium. The biomass
was harvested after 18 h of growth when β-gal ac-
tivity reached a maximum of 644 UoNPG/L fermen-
tation broth. β-Galactosidase was purified to ap-
parent homogeneity from the crude cell extract us-
ing a two-step purification protocol based on hy-
drophobic interaction and affinity chromatography.
The enzyme was purified 16-fold to a specific ac-
tivity of 97 U/mg protein, using standard assay con-
ditions with oNPG as the substrate.

3.2 Properties of ββ-galactosidase from L. pentosus

L. pentosus β-galactosidase is a heterodimer (Mr
~107 kDa) consisting of a small (~35 kDa) and large
(~72 kDa) subunit as judged by SDS-PAGE (Fig. 1A)
and native PAGE (Fig. 1B). The additional protein
band (~80 kDa) in native PAGE when staining with
Coomassie Blue presumably results from degrada-
tion of the intact ~107-kDa enzyme, as was previ-
ously shown for the related β-gal from L. reuteri us-

ing mass spectrometry [9].Active staining on native
PAGE with MUG yielded only one band with β-
galactosidase activity, corresponding to the larger
band in Fig 1B. Active staining on the SDS-PAGE
gel after treating the enzyme in SDS buffer at 60°C
for 5 min, thus separating the two subunits without
unfolding, showed that one band corresponding to
the large subunit exhibited activity with MUG (not
shown). In contrast, the small subunit by itself did
not show any activity. When the enzyme was treat-
ed in SDS buffer at ~100°C for 5 min, no activity was
detected after active staining on the gel.

Biotechnol. J. 2010, 5, 838–847 www.biotechnology-journal.com

Figure 1. SDS-PAGE (A) and native PAGE (B) of purified β-galactosidase
from L. pentosus. (A) Lane 1, molecular weight marker (Precision Plus Pro-
tein Dual Color, Bio-Rad), CBB staining; lane 2, enzyme sample after treat-
ment in SDS buffer at 100°C for 5 min, CBB staining. (B) Lane 1, molecu-
lar weight marker (High Molecular Weight Calibration Kit for electrophore-
sis, Amersham); lane 2, CBB staining.
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3.3 Substrate specificity

To study the substrate specificity of L. pentosus β-
galactosidase various structurally related artificial
substrates were tested under standard assay condi-
tions and compared to oNPG. No appreciable activ-
ity was detected when using p-nitrophenyl-β-D-xy-
lopyranoside, o-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside,
p-nitrophenyl-β-D-mannopyranoside and p-nitro-
phenyl-β-D-cellobioside as substrates for the activ-
ity assay.

3.4 Enzyme kinetics

Steady-state kinetic studies were performed with
the preferred substrates lactose and oNPG and the
kinetic constants Km, vmax, and kcat were deter-
mined.The kcat values were calculated on the basis
of theoretical vmax values obtained by nonlinear re-
gression using SigmaPlot. Data are summarized in
Table 1. The catalytic efficiencies (kcat/Km) for the
two substrates, oNPG and lactose, indicate that
oNPG is the preferred substrate in accordance with
other microbial β-galactosidases.

3.5 Effects of pH and temperature

The pH optimum of L. pentosus β-galactosidase ac-
tivity was pH 8.0 and pH 7.5 in glycine buffer when
using lactose and oNPG as substrate, respectively
(Fig. 2). In general, the enzyme was more active in
the alkaline range (pH 7.0–8.5), and a pronounced
effect of the buffer system used on activity was
seen. The effect of different buffers and pH values
on stability was subsequently investigated in more
detail. Catalytic or kinetic stability, i.e. the length of
time an enzyme remains active before undergoing
irreversible inactivation, was measured at various
pH at a constant temperature of 37°C, and the inac-
tivation constants (kin) and the half-life times of de-
naturation (τ1/2) were determined (Table 2). β-
Galactosidase showed first-order inactivation ki-

netics at all pH values studied when analysed in the
ln(residual activity) versus time plot (not shown).
Highest τ1/2 values were calculated in glycine buffer
(pH 8.0 and 8.5) where the stability was increased
up to 3.2-fold compared to when using sodium
phosphate buffer at pH 6.5. Highest inactivation
constants, and hence lowest stabilities, were ob-
tained in sodium acetate buffer (pH 4.0 and 5.0)
and glycine buffer (pH 9.0), with τ1/2 values of less
than 1.5 h.

The optimum temperature measured under
standard assay conditions (10 min) for lactose and
oNPG hydrolysis was 60–65°C and 55°C, respec-
tively (Fig. 3). The effect of temperature on stabili-
ty of β-galactosidase from L. pentosus was investi-
gated at the pH value of milk, pH 6.5, both in the ab-
sence and presence of 2 mM MgCl2. Inactivation
constants and half-life times were calculated as de-
scribed above. The addition of 2 mM MgCl2 to the
buffer improved stability significantly, increasing
the half life times τ1/2 of the enzyme at 30, 37 and
42°C by 3.2-, 4.9- and 5.6-fold, respectively (Table 3;
Fig. 4).

Table 1. Kinetic properties of β-galactosidase from Lactobacillus pentosus for the hydrolysis of lactose and o-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside (oNPG)

Substrate Method for determination Kinetic parameter L. pentosus
of enzyme activity ββ-galactosidase 

Lactose Release of D-glucose vmax (μmol min–1 mg–1) 11.3 ± 0.75
Km (mM) 37.8 ± 9.41
kcat (s–1) 20.1

kcat/Km (mM–1 s–1) 0.532
oNPG Release of oNP vmax (μmol min–1 mg–1) 304 ± 24.6

Km (mM) 1.67 ± 0.64
kcat (s–1) 543

kcat/Km (mM–1 s–1) 325

Table 2. Kinetic stability of β-galactosidase from Lactobacillus pentosus at
various pH values at 37°C

Buffer pH Inactivation constant Half-life 
kin (h–1) ττ1/2 (h)

Sodium acetate 4.0 3770.9 × 10–3 0.18
Sodium acetate 5.0 504.9 × 10–3 1.37
Sodium acetate 5.5 131.9 × 10–3 5.31
Sodium acetate 6.0 91.9 × 10–3 7.54
Sodium phosphate 6.0 63.3 × 10–3 10.9
Sodium phosphate 6.5 47.6 × 10–3 14.6
Sodium phosphate 7.0 47.6 × 10–3 14.6
Sodium phosphate 7.5 95.8 × 10–3 7.24
Glycine 7.5 43.6 × 10–3 15.9
Glycine 8.0 14.7 × 10–3 47.2
Glycine 8.5 16.0 × 10–3 43.3
Glycine 9.0 1045.9 × 10–3 0.66
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3.6 Transgalactosylation activity

To assess the potential of the novel β-galactosidase
from L. pentoses for the production of GOS, a dis-
continuous lactose conversion process was studied
at 30°C, using an initial lactose concentration of
205 g/L in 50 mM sodium phosphate buffer (+ 2 mM
MgCl2, pH 6.5) and 5 UoNPG/mL β-galactosidase ac-
tivity to produce GOS. The maximum GOS yield
(31%) was obtained at a lactose conversion of 78%
(Fig. 5).The newly formed sugar mixture contained
31.5% glucose, 15.9% galactose, 21.9% lactose, 11.4%
non-lactose disaccharides, 18.7% trisaccharides
and 0.6% tetrasaccharides as analysed by capillary
electrophoresis and high-performance anion ex-
change chromatography with pulsed amperomet-
ric detection, and using authentic sugars and the
standard addition technique for comparison. The

Figure 2. pH optimum of β-galactosidase from L. pentosus using lactose
(A) and oNPG (B) as the substrate. Symbols: (●, sodium acetate buffer;
(� sodium phosphate buffer; (▼ glycine buffer. Activities are given rela-
tive to standard assay conditions (sodium phosphate buffer, pH 6.5).

Figure 3. Temperature optimum of β-galactosidase from L. pentosus when
using lactose (●) and oNPG (�) as the substrate. Activities are given rela-
tive to standard assay conditions at 30°C.

Figure 4. Inactivation kinetics of β-galactosidase from L. pentosus in sodi-
um phosphate buffer (A; 50 mM, pH 6.5) and sodium phosphate buffer
supplemented with 1 mM MgSO4 (B; 50 mM, pH 6.5) at different temper-
atures. Symbols: (A): ●, 4°C; �, 23°C; ▼, 30°C; �, 37°C; ■, 42°C; (B): ●,
30°C; �, 37°C; ▼, 42°C.
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main GOS products identified were non-lactose
disaccharides, mainly of the β-(1→3) and β-(1→6)
linkage type and the two trisaccharides β-D-Galp-
(1→3)-lactose, and β-D-Galp-(1→6)-lactose.

4 Discussion

The genus Lactobacillus is the largest among the
Lactobacteriaceae and includes more than a hun-
dred described species [29]. Lactobacilli are nutri-
tionally fastidious, metabolize a varying range of
different carbohydrates, and are associated with a
large variety of animals and plants.They are exten-
sively used for fermentations of dairy products,
meat, fish and plant material such as vegetables,
and thus have been investigated intensively for
their industrial applications [30]. Lactose utilisa-
tion is a primary function of lactobacilli and other
LAB used in the fermentation of milk. The mecha-

nism by which lactose is transported into the cell
determines largely the subsequent pathway for the
hydrolysis of this disaccharide. In several Lacto-
bacillus species lactose is transported via phospho-
transferase systems, which results in phosphoryla-
tion of lactose concomitant with its uptake. The re-
sulting lactose-6’-phosphate is then hydrolysed by
phospho-β-galactosidase. Alternatively, lactose is
taken up by secondary transport systems, and lac-
tose is further metabolised by β-galactosidase
within the cell [31, 32]. While the organisation of
these lactose genes, which often form operons or
operon-like structures with modular organisation,
has been studied in much detail, the properties of
some of the enzymes encoded by the genes organ-
ised in these operons, including β-galactosidases,
have received significantly less attention. It is thus
surprising that the physical and biochemical prop-
erties of β-galactosidases from lactobacilli, which
play an eminent role in the metabolism of the prin-
cipal carbohydrate in milk, have only been charac-
terised in detail in a few instances, and little atten-
tion has been paid to the catalytic ability of these
enzymes with respect to their transglycosylation
reactions [12, 19, 33].

Recently, we reported a comprehensive charac-
terisation of the β-galactosidases from L. reuteri
and L. acidophilus, and pointed out their applica-
bility for the biocatalytic production of GOS [9, 13,
34, 35]. Here, we present the detailed biochemical
characterisation and the transgalactosylation ac-
tivity of a novel β-galactosidase from L. pentosus.
The strain KUB-ST10-1 used throughout this re-
search was isolated from a soil sample in Thailand,
and was selected for further characterisation based
on a screening and its high β-galactosidase activity
when grown on lactose. It was of interest to deter-
mine whether a β-galactosidase from a source oth-
er than those traditionally used in the dairy indus-
try may have unique properties or characteristics.
In a recent phylogenetic analysis based on 16S
rRNA genes, the genus Lactobacillus was grouped
into five major divisions [36]. In this grouping, L.

Table 3. Kinetic stability of β-galactosidase from Lactobacillus pentosus at various temperatures with and without MgCl2 supplementation (2 mM)a)

Sodium phosphate buffer Sodium phosphate buffer 
(pH 6.5) (pH 6.5, + Mg2+)

Temperature (°C) Inactivation constant kin (h–1) Half-life ττ1/2 (h) Inactivation constant kin (h–1) Half-life ττ1/2 (h)

4 0.5 × 10–3 1386 nd nd
23 0.8 × 10–3 866 nd nd
30 9.0 × 10–3 77.0 2.8 × 10–3 248
37 46.6 × 10–3 14.9 9.4 × 10–3 73.7
42 212.7 × 10–3 3.26 37.7 × 10–3 18.4

a) nd, not determined.

Figure 5. Formation of galacto-oligosaccharides (GOS) by β-galactosi-
dase from L. pentosus during the discontinuous conversion reaction of
205 g/L lactose in 50 mM sodium phosphate buffer at 30°C. (A) Forma-
tion of disaccharides (●), trisaccharides (�), tetrasaccharides (▼) and to-
tal GOS (�) during lactose conversion. (B) Time course of reaction for
lactose conversion; symbols: lactose (▼), glucose (●), galactose (�).
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acidophilus belongs to group A and L. reuteri to
group B, while L. pentosus is a member of group C
[36]; hence it was possible that the latter might dif-
fer in its metabolic activities from the β-galactosi-
dases from other sources recently characterised in
our group.

The structural features of β-galactosidases from
lactobacilli vary extensively. While heterodimeric
structures are in general less frequently encoun-
tered among microbial β-galactosidases, these
seem to prevail among Lactobacillus β-galactosi-
dases. Lactobacillal heterodimeric β-galactosidases
are encoded by two genes, lacL and lacM, and have
been described in L. acidophilus [34, 37], L. coryni-
formis [38], L. helveticus [39], L. johnsonii [40], L.
plantarum [41], L. reuteri [9] and L. sakei [42].These
β-galactosidases of the LacLM type have been clas-
sified as members of glycoside family GH2 in the
CAZy (carbohydrate-active enzymes) databank
(http://www.cazy.org). In contrast to this, β-galac-
tosidase from L. salivarius was reported to be a
monomer of ca. 30 kDa [43], from L. delbrueckii
subsp. bulgaricus a homodimer of 220 kDa [44], and
from L. helveticus a homotetramer of 257 kDa [45];
L. plantarum forms, in addition to the above-men-
tioned heterodimeric enzyme, a homohexameric β-
galactosidase of ca. 325 kDa [46]. Some of these lat-
er β-galactosidases are members of glycoside fam-
ily GH42. β-Galactosidase from L. pentosus KUB-
ST10-1 is a heterodimer consisting of two subunits
of approximately 35 and 72 kDa, which is in agree-
ment with the majority of lactobacillal β-galactosi-
dases reported up to now, and is thus also of the La-
cLM type.

The steady-state kinetic constants for β-galac-
tosidase from L. pentosus were determined for the
artificial chromogenic substrate oNPG and the nat-
ural substrate lactose. The kcat/Km value for oNPG
is significantly higher than that of lactose, indicat-
ing that oNPG is the better substrate.The Km value
of 37.8 mM determined for lactose compares posi-
tively with the Michaelis constants reported for
commercially employed β-galactosidases, e.g. from
Aspergillus niger (54–100 mM), A. oryzae
(36–180 mM), Kluyveromyces fragilis (15–52 mM)
[47] and Kluyveromyces lactis (20 mM) [48]. This
value is, however, somewhat higher than the values
reported for other Lactobacillus β-galactosidases:
13 mM for β-gal from L. reuteri L103 [9], 1.27 mM
for β-gal from L. kefiranofaciens [49], and 4.04 mM
for β-gal from L. acidophilus [34]. The higher
Km,lactose value for L. pentosus β-gal as compared to
other lactobacillal enzymes, especially those of
milk origin, could indicate a lesser adaptation of
this soil-isolated strain to lactose utilisation. L. pen-
tosus β-gal is rather specific for the β-(1→4) galac-

tosyl linkage.When using a range of structurally re-
lated nitrophenyl substrates, essentially no activity
was measured for the β-(1→4)-linked D-glucoside,
D-mannoside, and D-xyloside substrates.

L. pentosus β-galactosidase is optimally active at
pH 7.5 (glycine buffer) and 55°C when using oNPG
as substrate, and pH 8.0 (glycine buffer) and
60–65°C when lactose was used as substrate under
otherwise standard activity assay conditions (10-
min assay).This pH optimum is slightly more alka-
line than reported for most other lactobacillal β-
galactosidases, which show an optimum of 6.5–7.0
[9, 34]; however, we observed a pronounced effect
of the buffer system used on the optimal pH, and
that certainly affected the actual value determined.
The temperature optimum of L. pentosus β-gal of
60–65°C is considerably higher than reported for
most other β-galactosidases from lactobacilli,
which are typically optimally active in the range of
45–50°C [9, 34, 43, 50]. L. pentosus KUB-ST10-1 can
grow at temperatures of up to 45°C. This is higher
than typical growth temperatures observed for
many Lactobacillus spp.The increased temperature
optimum and stability of the L. pentosus β-galac-
tosidase might reflect an adaptation to these high-
er growth temperatures. Because of this increased
temperature optimum we investigated the ther-
mostability of L. pentosus β-gal in more detail, de-
termining the inactivation kinetics at different con-
ditions. With respect to pH, the highest half-life
times τ1/2 were obtained in glycine buffer at
pH 8.0–8.5 and at 37°C (43–47 h). Again, the buffer
system had a pronounced effect on stability, since
the inactivation constants kin determined were ap-
proximately twice as high at pH 7.5 when using
sodium phosphate instead of glycine buffer; how-
ever, the use of glycine buffer might be impractical
for technical applications. When using the former
buffer, the highest stability was observed at
pH 6.5–7.0 with τ1/2 of 14.6 h.Addition of 2 mM Mg2+

increased stability and hence τ1/2 of β-gal activity
significantly by a factor of up to 5.6-fold. For exam-
ple, τ1/2 values of ~75 h were obtained at pH 6.5,
37°C and when using phosphate buffer containing
2 mM of Mg2+. This increase in stability and activi-
ty of L. pentosus β-gal could be a considerable ad-
vantage when using technical substrates such as
cheese whey or whey permeates for the production
of GOS, since cheese whey contains approximately
1.5 mM Mg2+. Thus, use of these technical sub-
strates could improve the performance of L. pento-
sus β-gal without the need of adding exogenous
Mg2+.

β-Galactosidases have recently attained signifi-
cant interest for use in biocatalytic processes for
synthesising oligosaccharides or various galactosy-
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lated compounds; for this purpose various galacto-
sides can serve as the galactosyl donor. In particu-
lar, GOS, which are formed from lactose as a result
of transgalactosylation, have attracted renewed at-
tention in the field of functional food because of
their proven benefits for health [16, 17, 19, 20]. As
GOS are only transiently formed and are in turn
also substrates for β-galactosidase, a maximum
GOS yield of 31% was reached at 78% lactose con-
version when using L. pentosus β-gal. The main
GOS spectrum formed from lactose by this enzyme
is very similar to those found for β-gal from L.
reuteri [13] and L. acidophilus [34]. L. pentosus β-gal
shows a high specificity for the formation of β-
(1→6) and β-(1→3) linkages, and hence the main
transgalactosylation products detected were the
disaccharides β-D-Galp-(1→6)-D-Glc, β-D-Galp-
(1→3)-D-Glc, β-D-Galp-(1→6)-D-Gal, β-D-Galp-
(1→3)-D-Gal, and the trisaccharides β-D-Galp-
(1→3)-D-Lac, β-D-Galp-(1→6)-D-Lac. In a recent
study [51], a strong prebiotic effect was attributed
to some of these compounds, and it is likely that the
GOS mixture formed by L. pentosus β-gal has a con-
siderable potential as a prebiotic.

In conclusion, this work presented the charac-
terisation and transgalactosylation capacity of a
novel β-galactosidase from L. pentosus. Although
the β-galactosidase described here is not derived
from a proven probiotic Lactobacillus strain, the
physical and biochemical characteristics are quite
similar to those derived from probiotic strains [9,
34] with the exception that it is considerably more
stable at higher temperatures. Also the GOS spec-
trum and yields are comparable with the former
studies, making this novel enzyme, which is pro-
duced by a well-known food-grade organism, in-
teresting for potential applications in food industry.
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Abstract The gene encoding homodimeric β-galactosidase
(lacA) from Bacillus licheniformis DSM 13 was cloned and
overexpressed in Escherichia coli, and the resulting
recombinant enzyme was characterized in detail. The
optimum temperature and pH of the enzyme, for both
o-nitrophenyl-β-D-galactoside (oNPG) and lactose hydro-
lysis, were 50°C and 6.5, respectively. The recombinant
enzyme is stable in the range of pH 5 to 9 at 37°C and over
a wide range of temperatures (4–42°C) at pH 6.5 for up to
1 month. The Km values of LacA for lactose and oNPG are
169 and 13.7 mM, respectively, and it is strongly inhibited
by the hydrolysis products, i.e., glucose and galactose. The

monovalent ions Na+ and K+ in the concentration range of
1–100 mM as well as the divalent metal cations Mg2+, Mn2+,
and Ca2+ at a concentration of 1 mM slightly activate
enzyme activity. This enzyme can be beneficial for applica-
tion in lactose hydrolysis especially at elevated temperatures
due to its pronounced temperature stability; however, the
transgalactosylation potential of this enzyme for the produc-
tion of galacto-oligosaccharides (GOS) from lactose was
low, with only 12% GOS (w/w) of total sugars obtained
when the initial lactose concentration was 200 g/L.

Keywords β-Galactosidase .Bacillus licheniformis .

Lactose hydrolysis . Transglycosylation . Recombinant

Introduction

β-Galactosidases (β-gal, lactase, EC 3.2.1.23) catalyze the
hydrolysis and transgalactosylation of β-D-galactopyranosides
(such as lactose) (Nakayama and Amachi 1999) and are found
widespread in nature. β-Galactosidases have been isolated
and characterized from many different sources including
microorganisms, plants, and animals. At present, more than
a hundred putative β-galactosidase sequences can be
deduced from various databases, and these can be
classified into four different glycoside hydrolase (GH)
families GH-1, GH-2, GH-35, and GH-42, based on
functional similarities (Cantarel et al. 2009). Microbial β-
galactosidases have attracted considerable attention for
biotechnological applications, and hence numerous reports
(Halbmayr et al. 2008; Nguyen et al. 2006; Rahim and Lee
1991; Rajakala and Karthigai 2006) and reviews (Husain
2010; Nakayama and Amachi 1999; Park and Oh 2010a)
on the characterization of these enzymes from various
organisms have been published. The hydrolysis of lactose
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or related compounds by β-galactosidase can be used to
improve digestibility, solubility, and sweetness of dairy
products. Furthermore, β-galactosidases can be conveniently
used to cleave lactose into glucose and galactose, which in
turn serves as an easily metabolizable and renewable substrate
for a number of different fermentations. In addition, β-
galactosidases can also possess transgalactosylation activity,
which has recently gained considerable interest for the
production of galacto-oligosaccharides (GOS), prebiotics that
can stimulate the growth of beneficial bacteria such as
bifidobacteria and lactobacilli (Macfarlane et al. 2008; Rastall
and Maitin 2002).

Lactose maldigestion and intolerance are caused by
lactase insufficiency or nonpersistence, which results from
a decrease in the activity of the lactose-cleaving enzyme, β-
galactosidase (lactase), in the brush border membrane of the
mucosa of the small intestine of adults. Lactose intolerance
occurs in 70% of the world’s adult population, and Eastern
Asia has the highest number of lactose malabsorbers with
more than 90% of its population (de Vrese et al. 2001).
Besides lactose maldigestion, crystallization of lactose can
be a problem in dairy products such as ice cream and
sweetened condensed milk. At high lactose concentrations,
crystallization of this disaccharide can occur especially at
low temperatures, resulting in sandiness of the products
(Ganzle et al. 2008). β-Galactosidases derived from food-
grade organisms can be successfully employed for these
food-related problems related to the milk sugar lactose. The
products of lactose hydrolysis, i.e., glucose and galactose,
are sweeter and better digestible than lactose, thus helping
to alleviate lactose maldigestion. These monosaccharides
are also much more soluble than lactose; hence, sandy
defects in dairy products can be avoided (Ganzle et al.
2008). Furthermore, disposal of large quantities of the
lactose-containing by-products from cheese manufacturing,
whey and whey permeates, causes serious environmental
problems. It is estimated that approximately 177 million
tons of whey, equaling approximately nine million tons of
lactose, are accumulating worldwide, of which roughly one
third is still disposed of in the environment or used as
animal feed (Ganzle et al. 2008). This can be used as a
source of cheap, renewable, and fermentable sugars after β-
galactosidase-catalyzed hydrolysis for a number of different
large-scale biotechnological processes (Ganzle et al. 2008).

Bacillus licheniformis is a soil-dwelling endospore-
forming microorganism, which has been used extensively
for the industrial-scale production of important enzymes
including thermostable amylase, proteases, β-lactamase,
and α-acetolactate decarboxylase, as well as for the
production of smaller compounds such as the antibiotic
bacitracin and various organic metabolites, e.g., 2,3-
butanediol and glycerol (Schallmey et al. 2004). Recently,
the complete genome of B. licheniformis strain DSM 13

was reported, and it was pointed out that its genome
contains several genes encoding enzymes of significant
interest for biotechnological applications (Veith et al. 2004).
Thus, the elucidation of the genome opened the door for further
research on industrially relevant enzymes, and for example, a
recombinant B. licheniformis chitinase (Songsiriritthigul et al.
2010b), endo-β-mannanase (Songsiriritthigul et al. 2010a),
arabinose isomerase (Prabhu et al. 2008), and α-amylase
(Hmidet et al. 2008) were studied in detail after cloning and
expression of the respective gene. In this paper, we describe
the cloning of β-galactosidase from B. licheniformis DSM 13
and its expression in E. coli. Furthermore, the properties of the
recombinant enzyme are reported.

Materials and methods

Chemicals and enzymes

All chemicals were purchased from Sigma (St. Louis, MO,
USA) and were of the highest quality available unless
otherwise stated. Glucose oxidase from Aspergillus niger
(lyophilized, 211 U/mg) was purchased from Fluka (Buchs,
Switzerland), and horseradish peroxidase (POD) (lyophilized,
181 U/mg) was from Sigma. All restriction enzymes were
from New England Biolabs (Beverly, MA, USA). Pfu DNA
polymerase was purchased from Promega (Madison, WI,
USA), while Phusion High-Fidelity DNA polymerase was
from Finnzymes OY (Espoo, Finland), and T4 DNA ligase
was from Fermentas (Vilnius, Lithuania). Isopropyl-β-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) was from Roth (Karlsruhe,
Germany), and the test kits for determination of D-glucose
and D-galactose were from Megazyme (Bray, Ireland).

Bacterial strains and culture conditions

B. licheniformis DSM 13 (ATCC 14580) was obtained from
DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures; Braunschweig, Germany). The strain was grown
aerobically at 37°C in nutrient broth (NB) containing 5 g/L
peptone and 3 g/L meat extract. E. coli TOP10 (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) was grown at 37°C in Luria–Bertani
(LB) broth containing 100 μg/mL ampicillin for maintaining
the plasmid.

Cloning of B. licheniformis β-galactosidase

The gene encoding β-galactosidase from B. licheniformis
DSM 13 was cloned by a polymerase chain reaction (PCR)-
based method as previously described (Yamabhai et al.
2008). The oligonucleotide primers for PCR amplification
of the B. licheniformis lacA gene were designed from the
published genome of B. licheniformis DSM 13 (GenBank
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accession number AE017333). The primers lacA_F2 GCA
AGC TTC GCT CCATAT GCCA and lacA_R2 GTG GTC
GAC AGATCT CTC GAG CTC TTT TG containing NdeI
and XhoI restriction sites, respectively, were used for
cloning into the corresponding sites of pMY201 (Yamabhai
2008). The initial denaturation step at 95°C for 5 min was
followed by 35 cycles of denaturation at 95°C for 45 s,
annealing at 55°C for 30 s, and extension at 72°C for
4.5 min. The final cycle was followed by additional 10-min
elongation at 72°C (Yamabhai 2008). The resulting expres-
sion plasmid pOJBlilacA2 encodes the recombinant β-
galactosidase carrying a C-terminal 10× His-tag followed
by the FLAG tag (Fig. 1). The integrity of the construct was
confirmed by automated DNA sequence analysis (VBC-
Biotech).

Sequence analysis

Assembly and analysis of DNA sequences were done by
Vector NTI. The basic local alignment search tool from the
National Center for Biotechnology Information website was
used for database searches. The comparison of β-
galactosidase from B. licheniformis DSM 13 with homol-
ogous proteins was carried out using the program ClustalW
followed by Esprit (Gouet et al. 1999).

Expression of the β-galactosidase gene in E. coli

E. coli TOP10 carrying the pOJBlilacA2 plasmid was
grown in LB medium containing 100 μg/mL ampicillin at
37°C overnight. The overnight cultures (2% inoculum)
were used to inoculate 1,500 mL of TB medium containing
100 μg/mL ampicillin. The cultures were incubated at 37°C
until the optical density at 600 nm reached 0.9. The cultures

were then induced by adding 0.01 mM IPTG and further
incubated at 18°C for 45 h. Subsequently, the induced cells
were harvested and washed once with 50 mM sodium
phosphate buffer, pH 6.5, and then 50 g of cell paste in
300 mL of 50 mM sodium phosphate buffer pH 6.5 was
disrupted using a continuous homogenizer (APV-2000,
Silkeborg, Denmark). Cell debris was removed by centri-
fugation (25,000×g, 4°C, 15 min) to obtain the crude
extract.

Protein purification

The crude extract was loaded onto a 15-mL Ni Sepharose 6
fast-flow column (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) that
was pre-equilibrated with buffer A (50 mM sodium
phosphate buffer, 0.2 M NaCl, 20 mM imidazole,
pH 6.5). The protein was eluted at a rate of 1.5 mL/min
with a 75-mL linear gradient from 0% to 100% buffer B
(50 mM sodium phosphate buffer, 0.2 M NaCl, 1 M
imidazole, pH 6.5). Active fractions were pooled, desalted,
and concentrated by membrane ultrafiltration with a 10-kDa
molecular weight cutoff (Amicon, Beverly, MA, USA). The
purified enzyme was stored in 50 mM sodium phosphate
buffer pH 6.5 containing 1 mM EDTA at 4°C until used.

Enzyme assays

β-Galactosidase activity was measured at 30°C and pH 6.5
by using o-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside (oNPG) and
lactose as substrates according to previously published
methods (Nguyen et al. 2006). The range of enzyme
activity units used was between 2,000–10,000 and 40–
250 U/mL for oNPG and lactose, respectively.

Protein determination

Protein concentrations were determined by the method of
Bradford using bovine serum albumin as a standard.

Gel electrophoresis and active staining

Native polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and
denaturing sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) were done using the Phast-
System unit (GE Healthcare, Uppsala, Sweden). Active
staining using 4-methylumbelliferyl β-D-galactopyranoside
as the substrate was carried out as previously described
(Nguyen et al. 2006). Isoelectric focusing was performed
on a PhastSystem unit according to the manufacture’s
instructions. The pI marker protein kit (pH 3–10, GE
Healthcare) was used to estimate the pI value after the
proteins were visualized by staining with Coomassie
Brilliant Blue.

pOJBlilacA2
7425 bp

ta
c

10His

Am
p 

r

orif1. ri

lacI
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o

Fig. 1 Schematic overview of the pOJBlilacA2 plasmid. The plasmid is
based on the pFLAG-CTS vector (Sigma, St. Louis, MO, USA): tac a
hybrid of trp and lac promoter, RBS Shine-Dalgarno ribosome-binding
site, lacA structural gene of β-galactosidase from B. licheniformis DSM
13, 10His deca-histidine tag, FLAG octapeptide tag, T1T2 ribosomal
RNA operon compound terminator, Amp r ampicillin resistance marker,
ori (pBR322 ori) origin of double-strand replication of recombinant
plasmid, f1● ori origin for single-strand replication of positive strand
via M13 K07 Helper Phage, lacI repressor of tac promoter
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Steady-state kinetic measurements

All steady-state kinetic measurements were performed at
30°C using oNPG and lactose as the substrates in 50 mM
sodium phosphate buffer (pH 6.5) with concentrations
ranging from 0.1 to 22 mM for oNPG and 1 to 600 mM
for lactose. Furthermore, the inhibition of oNPG hydrolysis
by D-galactose and D-glucose as well as that of lactose
hydrolysis by D-galactose was investigated. The kinetic
parameters and inhibition constants were calculated by
nonlinear regression, and the observed data were fitted to
the Henri–Michaelis–Menten equation using Sigma Plot
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

pH and temperature dependence of activity and stability

The pH dependence of the enzymatic release of oNP from
oNPG and D-glucose from lactose was measured for the
range of pH 4 and 8, using Britton–Robinson buffer
(containing 20 mM each of phosphoric, acetic, and boric
acid) adjusted to the required pH values, under otherwise
standard assay conditions. To determine the pH stability,
the enzyme samples were incubated at various pH values
and 37°C, and the remaining enzyme activity was deter-
mined at various time intervals using oNPG as the substrate
under standard assay conditions.

The temperature dependence of enzyme activity (both
oNPG and lactose activity) was determined by measuring
the activity over the range of 20–70°C for 10 min. The
temperature stability of the enzyme was studied by incubating
enzyme samples in 50 mM sodium phosphate buffer, pH 6.5
at various temperatures in the range of 4–65°C. At certain
time intervals, samples were withdrawn, and the residual
activity was measured with oNPG as the substrate under
standard assay conditions.

Effect of various cations

To study the effect of various cations on the release of oNP
from oNPG, the enzyme samples were assayed with 22 mM
oNPG (in 10 mM Bis-Tris buffer, pH 6.5) in the presence of
0.04 mM EDTA and various monovalent and divalent
cations with final concentrations of 1.0, 10, and 100 mM
(chloride or sulfate form) at 30°C for 10 min (Hmidet et al.
2008). The measured activities were compared with the
activity of the enzyme solution without added cations under
the same conditions.

Hydrolysis of lactose

Hydrolysis of lactose was carried out in discontinuous mode
using eight lactase units per milliliter of reactionmixture. These
reactions were carried out at two process temperatures (37°C,

60°C), using either 50 or 200 g/L initial lactose concentration in
50 mM sodium phosphate buffer (pH 6.5) and constant
agitation by shaking at 300 rpm. Samples were withdrawn at
various intervals, and the composition of the sugar mixtures
was analyzed by capillary electrophoresis and high-
performance anion exchange chromatography with pulsed
amperometric detection together with authentic reference
materials following methods described previously (Splechtna
et al. 2006).

Results

Cloning and expression of β-galactosidase LacA
from B. licheniformis DSM 13 in E. coli

The β-galactosidase LacA from B. licheniformis DSM 13,
which is encoded by the lacA gene, was amplified, cloned,
and expressed in E. coli TOP10. The lacA gene consists of an
open reading frame of 2,055 bp, encoding 684 amino acid
residues (and a stop codon) with a calculated molecular mass
of 79 kDa (Yamabhai et al. 2008). The recombinant enzyme
was fused with a C-terminal 10× His-tag followed by the
FLAG tag to facilitate purification by one-step affinity
chromatography using Ni-NTA agarose. Gene expression
was optimized by varying the IPTG concentrations (0.01, 0.1,
and 1 mM) and induction temperature (18°C and 25°C). The
highest β-galactosidase activity produced by E. coli TOP10
carrying pOJBlilacA2 was obtained after 45 h of induction
with 0.01 mM IPTG at 18°C. Using these conditions and
cultivations in shaken flasks, approximately 74 kU of β-
galactosidase activity per liter of fermentation broth with a
specific activity of 51 U/mg was obtained; this corresponds to
roughly 275 mg of recombinant protein formed per liter.

The His-tagged enzyme was purified to apparent
homogeneity by a single-step purification protocol using a
Ni Sepharose 6 fast-flow column (Fig. 2). The overall yield
was 73%, and approximately 54 kU (200 mg) of purified
recombinant enzyme was obtained per liter of fermentation
broth with a specific activity of 270 U/mg (Table 1).

The recombinant β-galactosidase from B. licheniformis
showed a molecular mass of ∼75 kDa when analyzed by
SDS-PAGE (Fig. 2a). This relates very well to the cal-
culated mass of 78,851 Da for the LacA β-galactosidase
(GenBank AAU43090). Native PAGE analysis (Fig. 2b)
gave a molecular mass of approximately 160 kDa, indicat-
ing that the enzyme is a homodimer consisting of two
identical 79-kDa subunits. Activity staining of the purified
recombinant β-galactosidase on native PAGE using 4-
methylumbelliferyl β-D-galactopyranoside as a substrate
also yielded a single band of ∼160 kDa corresponding to
the intact homodimer (Fig. 2b). The isoelectric point of
recombinant β-galactosidase overexpressed in E. coli was
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found to be in the range of ∼5.5 as analyzed by analytical
isoelectric focusing (data not shown), which corresponds
well to the theoretical value of 5.75.

β-Galactosidase from B. licheniformis can be classified
as a member of GH-42, based on amino acid similarities
and according to the Carbohydrate-Active Enzymes data-
bank (http://www.cazy.org). The amino acid sequence
alignment of this enzyme with other bacterial GH-42
members is shown in the Electronic Annex 1 in the online
version of this article. Amino acid sequence similarities of
β-galactosidase from B. licheniformis (GenBank accession
number AAU43090) and those from other bacteria are
76.6% for Bacillus subtilis β-gal (GenBank accession
number ABQM01000009), 47.9% forClostridium perfringens
β-gal (GenBank accession number BAB79873), 36.9% for
Bacillus circulans β-gal (GenBank accession number
AAA22258), 35.6% for Bacillus stearothermophilus β-gal
(GenBank accession number P19668), 26.9% for Thermotoga
neapolitana β-gal (GenBank accession number AAC24217),
26.8% for Thermus thermophilus β-gal (GenBank accession
number BAA28362), 25.3% for Thermotoga maritima β-gal
(GenBank accession number AAD36270), and 24.9% for
Haloferax sp. (strain Aa 2.2) β-gal (GenBank accession
number AAB40123).

Enzyme kinetics

The steady-state kinetic constants as well as the inhibition
constants determined for the hydrolysis of lactose and
oNPG are summarized in Table 2. The kcat values were
calculated on the basis of theoretical vmax values obtained
by nonlinear regression using Sigma Plot. The catalytic
efficiencies (kcat/Km) for the two substrates, lactose and
oNPG, indicate that oNPG is clearly the preferred substrate,
both because of more favorable Km and kcat values.

One of the end products of the β-gal-catalyzed hydrolysis
of lactose, D-galactose, competitively inhibited both the
hydrolysis of lactose and oNPG with inhibition constants of
0.93 and 0.95 mM, respectively. This competitive inhibition
is surprisingly strong, also as judged on the basis of the ratios
of the inhibition constants for D-galactose during hydrolysis
of lactose and oNPG and the Michaelis constants for these
substrates, Ki,Gal/Km,Lac=0.0055 and Ki,Gal/Km,oNPG=0.069,
respectively. In addition, inhibition by the second end
product, D-glucose, was studied with oNPG as the substrate.
Again, glucose is a competitive inhibitor of β-gal from B.
licheniformis (Ki of 83.2 mM, Table 2); however, its
inhibiting effect is only moderate compared to D-galactose
as is obvious from the ratio of Ki to Km (Ki,Glu/Km,oNPG=6.1).

Effects of pH and temperature

The pH optimum of β-galactosidase activity is 6.5 for both
lactose and oNPG hydrolysis (Fig. 3a). The enzyme is
stable in the pH range of 5 to 8, and it is most stable at
pH 6.5, retaining more than 90% and 80% of its activity
when incubated at pH 6.5 and 37°C for 5 days and 1 month,
respectively (Fig. 3b).

The optimum temperature of β-galactosidase activity
was 50°C when using both lactose and oNPG as substrates
under standard 10-min assay conditions (Fig. 4a). The effect
of temperature on the stability of the enzyme was also
investigated. The enzyme was stable over a wide range of
temperatures (4–42°C) and when kept at these temperatures
for up to 1 month (Fig. 4b). The enzyme was most stable at
37°C, retaining ∼90% of its activity after 1 month at this
temperature. The enzyme had a half-life time of activity (t1/2)
of approximately 7 days, 5 h, and 30 min at 55°C, 60°C, and
65°C, respectively.

Table 1 Purification of recombinant, His-tagged β-galactosidase from B. licheniformis

Purification step Total activity
(U)

Total protein
(mg)

Specific activity
(U/mg)a

Purification
fold

Recovery
(%)

Crude enzyme extract 6,000±26 118±1.6 51±0.2 1.0 100

Affinity chromatography (Ni Sepharose fast flow) 4,400±15 16.2±0.6 270±0.9 5.3 73

a Activity was measured using oNPG as a substrate
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232
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a b

Fig. 2 SDS-PAGE (a) and native PAGE (b) analysis of β-galactosidase
(lacA) from B. licheniformis DSM 13 overexpressed in E. coli TOP10.
a Lane 1, recombinant molecular mass markers (Bio-Rad); lanes 2 and
3, Coomassie blue staining of crude extract and purified recombinant β-
galactosidase, respectively. b Lane 1, high molecular weight markers
(GE Healthcare); lanes 2 and 3, Coomassie blue staining of crude
extract and purified recombinant β-galactosidase, respectively; lane 4
activity staining with 4-methylumbelliferyl β-D-galactopyranoside of
purified recombinant β-galactosidase. Approximately 5 μg of total
protein was loaded onto each lane
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Effect of various cations on catalytic activity

The hydrolysis of oNPG by β-galactosidase from B.
licheniformis was slightly activated by monovalent ions,
i.e., Na+ and K+. Concentrations of these ions in the range
of 1–100 mM exerted these stimulating effects (Table 3).
The effects of K+, Mg2+, and Ca2+ in the presence of
10 mM Na+ were also tested to determine whether a
possible synergism exits with respect to the activation of
the enzyme by cations (Table 4). However, these synergistic
effects were found to be insignificant. The presence of
1 mM Mn2+ together with the presence of 10 mM Na+

slightly stimulated the activity of the enzyme, while the
presence of 10 mM Mn2+ inhibited the enzyme activity
by ∼40%.

Bioconversion of lactose

β-Galactosidase-catalyzed conversion of lactose is of
interest both for the hydrolysis of this disaccharide as well
as for the formation of GOS. Lactose hydrolysis with low
levels of GOS formation could be observed for β-
galactosidase from B. licheniformis when employing initial
lactose concentrations of both 50 and 200 g/L. The time
course of lactose conversion (50 g/L initial concentration and
pH 6.5 employing 8 ULac/mL β-galactosidase activity, which
corresponds to ∼30 mg/L of recombinant β-gal) and
formation of monosaccharides in discontinuous lactose
hydrolysis processes is shown in Fig. 5a for two different
temperatures, i.e., 37°C, at which the enzyme is most stable,

and 60°C. Unconverted lactose and monosaccharides are the
main components of the sugar mixtures at both process
temperatures (37°C and 60°C), and low amounts of GOS
were formed. Initially, the reaction proceeded rapidly, and
lactose conversion was significantly faster at 60°C than at
37°C. Approximately 45% of lactose were hydrolyzed
within the first 3 h of the reaction at 60°C, while ∼25%
were cleaved at 37°C. Thereafter, the reaction slowed down,
most probably as a result of both the unfavorably high Km

and the inhibition by mainly D-galactose (Fig. 5a).
In addition, the formation of GOS was studied at various

conditions as well for β-galactosidase from B. licheniformis.
For initial lactose concentrations of 200 and 50 g/L and at a
process temperature of 60°C, the maximum GOS yields
were approximately 12% and 7%, respectively (Fig. 5b). The
impact of different reaction temperatures (37°C and 60°C)
was investigated at the initial lactose concentration of 200 g/
L. GOS yields obtained at 60°C were significantly higher
than at 37°C, with approximately 12% and 5% of total
sugars, respectively (Fig. 5b).

Discussion

We have cloned, expressed in E. coli, and studied in detail
the biochemical properties of GH-42 β-galactosidase
(LacA) from B. licheniformis. The recombinant enzyme
showed some properties that are appropriate for application
in various processes requiring lactose hydrolysis, for
example, its broad pH optimum of 5.5 to 8, its stability at

Table 2 Kinetic parameters of recombinant β-galactosidase from B. licheniformis for the hydrolysis of lactose and oNPG

Substrate vmax (μmol min−1 mg−1) Km (mM) kcat (s
−1) kcat/Km (mM−1 s−1) Ki,Gal (mM) Ki,Glu (mM)

Lactose 13±0.04 169±0.8 34.5±0.1 0.20±0.00 0.93±0.05 –

oNPG 299±2.3 13.7±0.1 785±6.1 57.3±0.05 0.95±0.02 83.2±1.1

Values are the average of duplicate experiments and represented as mean ± standard deviation

Fig. 3 Effect of the pH value on activity and stability of β-galactosidase
(lacA) from B. licheniformis. a Optimum pH was determined under
standard assay conditions using either oNPG (filled circle) or lactose
(empty circle) as substrates. b pH stability using lactose as substrate is

shown as residual activity after an incubation at 37°C for 24 h (filled
circle), 5 days (filled square), and 1 month (filled triangle). The buffer
system used was Britton–Robinson buffer. Values are the average of
duplicate experiments with standard deviation shown as error bars
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process-relevant temperatures, or its insensitivity to Ca2+.
So far, there have been many reports dealing with different
facets of the characterization of β-galactosidases from
various microorganisms, i.e., Kluyveromyces marxianus
(Rajakala and Karthigai 2006), B. subtilis (Rahim and Lee
1991), Lactobacillus plantarum, and Lactobacillus sakei
(Halbmayr et al. 2008), Lactobacillus reuteri (Nguyen et al.
2006), and Bacillus coagulans (Navneet et al. 2002). Our
results indicate that B. licheniformis LacA possesses unique
characteristics that should be valuable for various aspects of
research on β-galactosidase in the future.

The lacA gene of B. licheniformis when overexpressed in
E. coli resulted in the encoded recombinant homodimeric
β-galactosidase with a molecular mass of approximately
160 kDa consisting of two identical subunits of ∼78 kDa as
shown on native and SDS-PAGE. The amino acid sequence
alignment of β-galactosidases from B. licheniformis DSM
13 with eight other bacterial enzymes (all from glycosyl
hydrolase family 42, GH-42) revealed the conservation of
Glu141 and Glu312, which are essential for the catalytic
mechanism. Interestingly, E. coli β-galactosidase is a
homotetramer (Matthews 2005), GH-42 β-galactosidase
from T. thermophilus is a homotrimer (Hidaka et al. 2002),
while the β-galactosidases from L. reuteri and B. licheniformis

were proposed to be a heterodimer (Nguyen et al. 2007b) or
homodimer (from this study), respectively.

The specific activity of B. licheniformis LacA compares
well with values reported for other microbial β-
galactosidases, most notably those isolated from various
Bacillus spp.-specific activity of 5.1 and 60 U/mg for B.
circulans and Bacillus megaterium β-gal, respectively
(Park and Oh 2010a), indicating the high activity of the
B. licheniformis enzyme (O’Connell and Walsh 2007). The
pH optima are slightly different from those reports for
purified β-galactosidase from B. stearothermophilus
(pH 5.5) (Griffiths and Muir 1978) and B. licheniformis
ATCC 9800 (pH 5.5) (Trân et al. 1998). Analysis of enzyme
stability at various pH and temperature indicated that this
enzyme is very stable when compared to other industrially
used enzymes. While the recombinant B. licheniformis β-
galactosidase is stable between pH 5 and 9 at 37°C and up
to 42°C at pH 6.5 for up to 1 month, Kluyveromyces fragilis
β-galactosidase has only 50% remaining activity when
stored at 40°C at pH 6–7 for 20 h (Ladero et al. 2006). A.
niger β-galactosidase is stable at pH 2.5–3 at temperature
below 70°C in a 5-min assay (Widmer and Leuba 1979), and
B. circulans β-galactosidase is stable between pH 5 and 9
and at temperatures below 50°C in a 30-min assay (Fujimoto
et al. 1998). Therefore, this recombinant enzyme is highly
suitable for various biotechnological applications.

The lower Michaelis constant for the chromogenic
model substrate (oNPG) than that for the natural substrate
(lactose) is in accordance with the properties of β-
galactosidases from a number of different sources (Nguyen
et al. 2006; Samoshina and Samoshin 2005). The Km value
of 169 mM determined for lactose was found to be quite
high when compared to other β-galactosidase members of
family GH-42, for instance, 3.7, 2.94, and 2.71 mM for
three isoforms of β-gal from B. circulans, respectively
(Vetere and Paoletti 1998); 6.18 mM for β-gal from
Bacillus sp. MTCC 3088 (Chakraborti et al. 2000); or

Fig. 4 Effect of temperature on activity and stability of β-
galactosidase (lacA) from B. licheniformis. a Optimum temperature
was determined under standard assay conditions (10-min incubation)
and varying temperatures using either oNPG (filled circle) or lactose
(empty circle) as substrates. b Temperature stability using lactose as

substrate is shown as residual activity after an incubation at pH 6.5 for
24 h (empty square), 5 days (filled square), and 1 month (filled
triangle) in 50 mM sodium phosphate buffer. Values are the average of
duplicate experiments with standard deviation shown as error bars

Table 3 Effect of Na+ and K+ on the activity of β-galactosidase from
B. licheniformis DSM13

Cation Relative activity (%)a

1 mM 10 mM 100 mM

Na+ 128±0.9 126±0.1 131±0.2

K+ 118±0.7 122±0.2 130±0.2

Values are the average of duplicate experiments and represented as
mean ± standard deviation
a The relative activity is based on standard conditions without added
cations (100%)
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42 mM for β-gal from Thermus sp. IB-21 (Kang et al.
2005). However, this Km value is comparable to those
reported for commercial fungal and yeast enzymes that are
commonly employed in biotechnological applications (36–
180 mM for β-gal from Aspergillus oryzae and 54–99 mM
for β-gal from A. niger) (De Roos 2004).

Various degrees of inhibition as well as different inhibition
types by both end products D-galactose and D-glucose are
commonly found for β-galactosidases from different organ-
isms, such as Bacillus (Geobacillus) stearothermophilus
(Ki,Gal=2.5 mM) (Goodman and Pederson 1976), L. reuteri
(Ki,Gal, Ki,Glu=115 and 683 mM, respectively) (Nguyen et al.
2006), Arthrobacter sp. (Ki,Gal=12 mM), Kluyveromyces
lactis (Ki,Gal, Ki,Glu=45 and 758 mM, respectively), Thermus
sp. (Ki,Gal, Ki,Glu=3 and 50 mM, respectively), and Caldi-
cellulosiruptor saccharolyticus (Ki,Gal, Ki,Glu=12 and
1,170 mM, respectively). While a competitive inhibition is
prevailing with D-galactose, which typically is a much
stronger inhibitor, the inhibition by D-glucose can be of the
competitive, noncompetitive, and uncompetitive type (Park
and Oh 2010a). Interestingly, different GH-42 β-
galactosidases can vary considerably in their inhibition by
D-galactose. β-Gal from B. licheniformis shows, as reported
in the result section, an unexpectedly high end-product
inhibition (Ki,Gal=0.93 mM; Ki,Gal/Km,Lac=0.0055), which
was almost equally pronounced as that observed in B.

stearothermophilus β-gal (Ki,Gal=2.5 mM; Ki,Gal/Km,Lac=
0.023) (Goodman and Pederson 1976). In contrast, the GH-
42 β-gal from C. saccharolyticus is much less affected by its
end product D-galactose (Ki,Gal=12 mM; Ki,Gal/Km,Lac=0.4)
(Park and Oh 2010b) as judged by the Ki,Gal/Km,Lac ratio.
This inhibition of β-galactosidase activity by its end
products can be a serious technological problem, as close
to complete hydrolysis of lactose, either when aiming at
producing the hydrolyzate as a renewable feedstock for
further fermentations or at food applications, can only be
achieved by a significantly prolonged conversion time or by
adding disproportionate amounts of enzyme. Very few
studies have addressed structure/function relationships of
β-galactosidases with respect to this end product inhibition.
Some recent preliminary data, however, indicate that some
variants of the C. saccharolyticus β-gal, in which active site
residues were exchanged, show reduced inhibition (Park and
Oh 2010a). Because of this pronounced inhibition, β-gal
from B. licheniformis could be an excellent model protein for
future structure/function studies, e.g., in directed evolution
approaches or by approaches of semi-rational design, in
order to obtain a better fundamental understanding of end-
product inhibition of β-galactosidases.

The observations of the effects of various cations are in
agreement with the reports on the requirements for
monovalent and divalent metal ions for optimal activity

Table 4 Synergistic effect of different cations on β-galactosidase activity from B. licheniformis

Cation 10 mM Na+ 10 mM Na+ 10 mM Na+ 10 mM Na+ 10 mM Na+ 10 mM Na+ 10 mM Na+ 10 mM Na+

1 mM K+ 10 mM K+ 1 mM Mn2+ 10 mM Mn2+ 1 mM Mg2+ 10 mM Mg2+ 1 mM Ca2+ 10 mM Ca2+

Relative activity (%)a 123±0.8 126±1.1 136±1.3 78±2.9 134±1.5 137±0.3 135±0.1 136±1.3

Values are the average of duplicate experiments and represented as mean± standard deviation
a The relative activity is based on standard conditions without added cations (100%)
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Fig. 5 Bioconversion of lactose. a Time course of lactose conversion in
discontinuous batch processes. The reactions were carried out using an
initial lactose concentration of 50 g/L in 50 mM sodium phosphate
buffer (pH 6.5) and 8 ULac/mL β-galactosidase activity both at 37°C
[lactose (filled triangle), glucose (filled square), galactose (filled circle)]
and 60°C [lactose (empty triangle), glucose (empty square), galactose
(empty circle)]. The amounts of sugars at various time intervals are
reported as percentage of mass of total sugars. b Formation of GOS

during lactose conversion at different temperatures and initial lactose
concentrations. The reactions were performed at 60°C, using 50 g/L
(empty triangle) and 200 g/L (empty square) of lactose in 50 mM
sodium phosphate buffer (pH 6.5) as substrates, and at 37°C, using
200 g/L lactose in 50 mM sodium phosphate buffer (pH 6.5) (filled
circle) as substrate. The relative amount of GOS (percent mass of total
sugars) at different levels of lactose conversion is shown
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and stability for a number of different β-galactosidases
(Nakayama and Amachi 1999; Nguyen et al. 2007a;
Nguyen et al. 2006). Ca2+ is a known inhibitor of some
β-galactosidases (Garman et al. 1996; Smart et al. 1985),
but interestingly, it could to some extent activate β-
galactosidase from B. licheniformis (Table 4) when added
in concentrations of 1–10 mM, which also correlates to
concentrations of free calcium in milk or whey. This
property can be advantageous for applications in lactose
conversion processes directly in milk or when using
lactose-rich substrates based on whey with high level of
free Ca2+ in solution. In addition, we found that 10 mM of
Cu2+, Zn2+, and Fe2+ inactivated β-galactosidase activity
by 100%, 94%, and 66%, respectively (data not shown).

The results of transglycosylation reaction analysis are in
accordance with the previous observations that an increase
in the initial lactose concentration is one of the main factors
for GOS formation in addition to enzyme source, temper-
ature, and pH of the reaction condition (Gosling et al. 2010;
Park and Oh 2010a; Zarate and Lopez-Leiva 1990).
Furthermore, the effect of the reaction temperature on
GOS yields is remarkable. Generally, higher temperatures
in processes aiming at GOS formation are thought after
since an increase in temperature improves the solubility of
lactose, which is relatively low at ambient temperatures,
and increased lactose concentrations are one of the main
factors affecting GOS yields (Gosling et al. 2010). A
positive effect of the reaction temperature on GOS yields
has been reported in very few studies (Boon et al. 2000;
Hsu et al. 2007), but it was concluded from a comparative
study using four different β-galactosidases that the effect of
temperature is small (Boon et al. 2000). An increase in the
process temperature from 37°C to 60°C at a constant
lactose concentration of 200 g/L (585 mM) could more than
double the GOS yields attained when using β-galactosidase
from B. licheniformis. The different maximal yields were
however obtained at different levels of lactose conversion,
as can be expected from a kinetically controlled reaction,
indicating that the conversion process has to be investigated
over the entire range of lactose conversion for conclusive
results. The GOS yield observed in this work was not as
high as expected. β-Galactosidases from family GH-42 are
thought to have lesser activity for both hydrolysis and
transfer than GH-2 β-galactosidases, yet no systematic
study has been aimed at this comparison of the two GH
families (Gosling et al. 2010). The rather low GOS yields
obtained with β-galactosidase from B. licheniformis,
however, seem to corroborate this observation.

One weakness of this enzyme is its strong inhibition by
the end products, mainly D-galactose, which slows down
the hydrolysis process considerably when accumulating
during the hydrolysis process. Nevertheless, the hydrolytic
property of β-galactosidase from B. licheniformis, an

organism that has been widely used for the production of
food-approved enzymes, could be beneficial for partial
lactose removal in food products, or for improving the
quality of dairy products by increasing their solubility and
sweetness. It is generally accepted that 50–80% lactose-
reduced milk will satisfy the physiological requirements of
the majority of lactose-intolerant groups (Indyk et al. 1996).
This strong inhibition by D-galactose together with the fact
that the enzyme is encoded by a single gene should make it
an attractive starting point for detailed structure/function
studies on end product inhibition of β-galactosidases,
which is not well understood at present and which hampers
the efficient utilization of lactose as a renewable sugar, as
well as for further improvements by various techniques in
directed evolution (Arnold and Volkov 1999).
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บทท่ี 4 : บทสรุป 

สรุปผลการวิจัย 

ผู้วิจัยประสบความส าเร็จในการพัฒนาเอนไซม์เบต้ากาแลคโตซิเดส ๒ ชนิด เพ่ือเพ่ิมมูลค่าผลิตภัณฑ์
นม ๒ ในแนวทางหลัก คือ ๑) ในการผลิต แกแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์ หรือ กอซ ซึ่งมีคุณสมบัติเป็น พรีไบโอ
ติก และ ๒) ส าหรับการผลิตนมที่มีปริมาณแลคโตสต่ า เพ่ือช่วยให้ผู้บริโภคท่ีขาดเอนไซม์นี้ซึ่งมีอยู่ ๑ ใน ๓ 
ของประชากรโลก และมีน้อยกว่าร้อยละ ๑๐ ในประเทศไทย สามารถดื่มนมได้โดยไม่มีผลข้างเคียง เอนไซม์ทั้ง 
๒ ที่ได้พัฒนาขึ้นมานี้ สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในระดับอุตสาหกรรมได้ต่อไป 

 

เอนไซม์แรก เป็นเอนไซม์จากเชื้อ แลคโตบาซิลัส เพนโตซัส เคยูบี-เอสที ๑๐-๑ พัฒนาขึ้นด้วยวิธีการ
ท าให้บริสุทธิ์โดยการตกตะกอนด้วย แอมโมเนียม ซัลเฟต ตามด้วย วิธีการคัดแยกด้วยวิธีการโครมาโตกราฟฟี 
ที่คัดแยกโดยปฏิกิริยาแบบไม่ชอบน้ า และโดยความสามารถในการจับจ าเพาะ  ผลจากการวิเคราะเอนไซม์
บริสุทธิ์แสดงว่า เอนไซม์มีโครงสร้างเป็นคู่แบบแตกต่าง ที่มีขนาด ๑๐๕ กิโลดาลตัน มีค่าความสามารถในการ
ท าปฏิกริยา วัดจากค่า กิจกรรมจ าเพาะ และค่าพลจลศาสตร์ ใกล้เคียงกับเอนไซม์ประเภทเดียวกันนี้จากเชื้อ
ประเภทเดียวกัน แต่คุณสมบัติที่โดดเด่นคือ มีค่าอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา สูงกว่าเอนไซม์ เบต้า
กาแลคโตซิเดส จากเชื้อ แลคโตบาซิลัสอ่ืนๆ ที่เคยมีรายงานมา ผลจากการทดลองน าเอนไซม์นี้ไปใช้ผลิต พรี
ไบโอติก กอซ จากแลคโตส พบว่าได้ผลผลิตสูงสุดมาก โดยมีผลผลิตที่เป็น กอซ ที่มทีั้งความยาว ๒ โมเลกุล 
และ ๓ โมเลกุล ๒ แบบ ซึ่งมีศักยภาพสูงที่จะเป็น พรีไบโอติก ที่ดี และเนื่องจากเชื้อแลคโตบาซิลัสประเภทนี้
นั้น จัดได้ว่าอยู่ในกลุ่มท่ีปลอดภัยในการประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร 

 

เอนไซม์ตัวที่สองที่ได้พัฒนาขึ้นจากโครงการวิจัยนี้ คือเอนไซม์ เบต้ากาแลคโตซิเดส จากเชื้อ บาซิลัส 
ไลเคนนิฟอร์มิส ดีเอสเอ็ม ๑๓ ซึ่งเป็นเชื้อที่จัดได้ว่าปลอดภัย และถูกใช้ในระดับอุตสาหกรรมหลายชนิด 
เอนไซม์เบต้ากาแลคโตซิเดสจากเชื้อนี้ มีโครงสร้างคล้ายกับเอนไซม์ข้างต้น คือเป็นโมเลกุลคู่ แต่เป็นแบบ
เสมือน พัฒนาขึ้นมาโดยการโคลนยีน lacA แล้วน าไปแสดงออกในปริมาณสูงในเชื้อ เอสเชอริเชีย โคไล  ได้
เป็นเอนไซม์ดัดแปลงพันธุกรรม แล้วน ามาท าให้บริสุทธิ์เพ่ือศึกษาคุณสมบัติ ซึ่งพบว่า สามารถท างานได้ดีที่
อุณหภูมิสูง และ เอนไซม์นี้ยังมีความเสถียรในช่วงค่า pH และอุณหภูมิ ที่กว้างจึงเหมาะสมที่จะน าไป
ประยุกต์ใช้ในระดับอุตสาหกรรม อย่างไรก็ตาม เอนไซม์นี้ถูกยับยั้งได้ดีด้วยผลผลิต ได้แก่ กลูโคส และ กาแลค
โตส  ดังนั้นเอนไซมน์ี้จึงมีคุณสมบัติเหมาะสมในการใช้ย่อยแลคโตสในนมที่อุณหภูมิค่อนข้างสูง แต่ไม่เหมาะกับ
การน ามาสังเคราะห์ กอซ เพราะมีประสิทธิภาพต่ ากว่าเอนไซม์แรกมาก  
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ข้อวิจารณ์ และเสนอแนะ  
 

 ผลการทดลองที่ได้นี้แสดงให้เห็นว่า เอนไซม์ทั้ง ๒ มีศักยภาพสูงในการน าไปประยุกต์ใช้ในระดับ
อุตสาหกรรมนม ทั้งในการผลิต พรีไบโอติก กอซ และการท านมไร้แลคโตส หรือแลคโตสต่ า  อย่างไรก็ตาม
ก่อนการน าไปใช้จริงควรมีการพัฒนาระบบการแสดงออก และ/หรือ ผลิตเอนไซม์ให้มีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น และ
เป็นที่ยอมรับได้ในอุตสาหกรรมอาหารก่อน อาทิเช่น น าไปแสดงออกในระบบการแสดงออกเพ่ืออุตสาหกรรม
อาหาร (Food grade expression system) แล้วท าการหาสภาวะที่เหมาะสมโดยใช้วิธีการทางสถิติขั้นสูงเข้า
ช่วย นอกจากนั้นแล้ว ยังต้องท าการ พัฒนาหาสภาวะที่เหมาะสมในการ สังเคราะห์ กอซ หรือในการผลิตนม
แลคโตสต่ า โดยค านึงถึงความคุ้มทุนด้วย  อีกท้ังยังต้องท าการประเมินคุณสมบัติของผลผลิตที่ได้ เช่น 
ความสามารถในการเป็น พรีไบโอติก หรือ ปริมาณ แลคโตสที่คงเหลือ รวมทั้งคุณสมบัติต่างๆ ของผลิตภัณฑ์ที่
เตรียมได้ และความพึงพอใจของผู้บริโภคอีกด้วย ก่อนที่จะสามารถท าการผลิตเพ่ือพัฒนาออกสู่ตลาดได้อย่าง
แท้จริง ซึ่งผู้วิจัยได้วางแผนไว้ว่าจะพยายามท างานวิจัยต่อยอด ผลงานที่ได้สร้างขึ้นมาในครั้งนี้ต่อไป 
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