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บทคัดย่อ 

 จากการศึกษาสภาวะในการสกัดต่อปริมาณผลผลิตของแมนแนนจากกากมะพร้าว และความยาวของ
แมนแนนโดยเฉล่ีย โดยสภาวะในการสกัดที่ให้ปริมาณแมนแนนสูงที่สุดคือ โซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 16 
เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมมาตร) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง และพีเอชเท่ากับ 5.0 และสภาวะในการสกัดที่ให้ความ
ยาวของแมนแนนโดยเฉล่ียยาวที่สุด คือ โซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 25 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมมาตร) ที่
เวลา 30 ช่ัวโมง และพีเอชเท่ากับ 5.0  ความสามารถในการละลายของแมนแนนจากกากมะพร้าว โดยแมน
แนนที่ความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมมาตร) ที่พีเอชเท่ากับ 8.0 มีความสามรถในการละลายสูง
ที่สุด จึงได้เลือกใช้สภาวะในการสกัดที่ให้ปริมาณแมนแนนสูงที่สุดในการทดลองต่อไป 

 แมนแนนที่สกัดได้ เมื่อน ามาผลิตออลิโกกาแลคโตแมนแนน โดยใช้ วิ ธี  Response surface 
methodology แบบ Box–Behnken Design (BBD) โดยก าหนดปัจจัย 5 ปัจจัย ประกอบด้วย ค่าความเป็น
กรด-ด่าง (3, 6 และ9), อุณหภูมิ (35, 55 และ75 องศาเซลเซียส), ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา ( 5, 15 และ
25 นาที), ความเข้มข้นของสับสเตรต (1, 5.5 และ 10 เปอร์เซ็นต์)  และความเข้มข้นของเอนไซม์เบต้าแมน
นาเนส จากแอสเปอร์จิลัส ไนเจอร์ (0.6,  0.9 และ1.2 ยูนิต) ใช้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นในการวิเคราะห์
ค่าการตอบสนอง พบว่าสภาวะที่เหมาะสมคือ ค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 3 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา 25 นาที ความเข้มข้นของสับสเตรต 4 เปอร์เซ็นต์ และความเข้มข้นของเอนไซม์ 
0.6 ยูนิต พบว่าได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุด  

 ชนิดของออลิโกกาแลคโตแมนแนนที่ตรวจพบมีขนาดของ Degree of polymerization เท่ากับ 2-6
ได้แก่ แมนโนไบโอส แมนโนไตรโอส แมนโนเตตระโอส แมนโนเพ็นโตส และแมนโนเฮกโซส นอกจากน้ี 
ความสามารถในการทนย่อยใช้กรดในสภาวะจ าลองของกระเพาะอาหาร พบว่า แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ มี
เปอร์เซ็นต์การไฮโดรไลซิสสูงที่สุด ผลการส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์โปรไบโอติกส์ Lactobacillus 



II 
 

plantarum และการยับย้ังแบคทีเรียก่อโรค พบว่ามีความสามารถในการส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์โปร
ไบโอติกส์ได้ดีขึ้น อีกท้ังยังสามารถยับย้ังแบคทีเรียก่อโรค Escherichia coli O157:H7 และStaphylococcus 
aureus ได้ 

ค าส าคัญ :  ออลิโกกาแลคโตแมนแนน, แมนนาเนส, พรีไบโอติก, กากมะพร้าว 
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Research Title:  Production of Galactomannooligosaccharide with prebiotic property from  

                         copra meal using mananase                                  

Researcher: Mr. Praphan Pinsirodom and Mr. Surachai  Yaiyen  

Faculty:           Agro-Industry   

ABSTRACT 

Study of extraction conditions on the yield of mannan from copra meal, and the length 
of mannan on average. The extraction conditions for high yield of mannan was sodium 
hydroxide 16% (w/v), for 24 hours at the pH of 5.0. The best condition for the length of the 
longest average mannan was sodium hydroxide concentration 25 percent (w/v) for 30 hours 
at the pH of 5.0.  Mannan concentration 0.5 % (w/v), at pH 8.0 was taken the highest 
solubility.  The extraction conditions for highest yield of mannan used in further experiments. 

The Response surface methodology with Box-Behnken Design was ued to evaluated 
the optimum condition for mannan hydrolysis to produce Galactomannooligosaccharides. The 

pH 3-9, reaction temperature 35-75C, the reaction time 5-25 minutes, the concentration of 

substrate 1- 10%, and the concentration of the -mannanase from Aspergillus niger 0.6- 1.2 
units. The reducing sugar as the measured response. The result showed that the optimum 
mannan hydrolysis condition was concentration of substrate 4 percent, pH 3 at 60°C for 25 
minutes, and enzyme concentration 0.6 units enzyme that has the highest reducing sugar. 

 The DP of hydrolyzed mannan was among 2-6 units i.e. mannobiose, mannotriose, 
mannotetraose, mannopentose and mannohexose.  The maximum hydrolysis by artificial 
human gastric juice of MOSs was 3.38%.  Additionally, MOSs promoted the growth of the 
probiotic Lactobacillus plantarum which was similar to the inulin reference. The presence of 
MOSs as a carbon source reduce growth of the pathogens (Escherichia coli O157:H7 and 
Staphylococcus aureus).  

Keywords :  Galactomannooligosaccharide, -mannanase, prebiotic, copra meal 
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บทท่ี 1 
บทน ำ 

   

 1.1 บทน ำ 

              ในปัจจุบันพรีไบโอติกเป็นที่แพร่หลายมากในอุตสาหกรรมอาหารเพ่ือสุขภาพ นิยมใช้เป็นส่วนผสม
ในผลิตภัณฑ์อาหารส าหรับเด็กและอาหารเพ่ือสุขภาพอ่ืน ๆ นอกจากนี้ยังใช้เป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร 
(dietary supplement) ทั้งนี้เนื่องจากพรีไบโอติกเป็นสารที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพของระบบทางเดินอาหาร 
การเผาผลาญไขมัน และมีผลดีต่อระบบภูมิคุ้มกัน พรีไบโอติกที่มีผลิตในเชิงการค้าส่วนใหญ่เป็นสารในกลุ่ม
คาร์โบไฮเดรตที่ได้จากพืช ที่รู้จักกันดีได้แก่ อินูลิน (inulin) รวมถึงผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการย่อยโมเลกุลของอิ
นูลินให้เป็นฟรุกโตออลิโกแซคคาไรด์ เป็นต้น ออลิโกแมนแนนก็เป็นพรีไบติชนิดหนึ่งที่มีการใช้ในผสมใน
เครื่องดื่ม เช่น กาแฟ น้ าผลไม้ และใช้ในอาหารสัตว์  ซึ่งในปัจจุบันได้มีการเตรียมออลิโกแมนแนนโดยการสกัด
แมนแนนจากวัตถุดิบพืชต่างๆ และใช้เอนไซม์แมนนาเนสในการย่อยท าให้เกิดเป็นออลิโกแมนแนน  ออลิโก
แมนแนนมีหลายชนิดขึ้นกับชนิดของแมนแนนที่เป็นองค์ประกอบในพืชที่น ามาสกัด เช่น ออลิโกกลูโคแมน
แนนจากกลูโคแมนแนนในบุก และออลิโกกาแลคโตแมนแนนจากกาแลคโตแมนแนนในกัวร์กัม  

              กากมะพร้าว (Copra meal) เป็นวัสดุเศษเหลืออุตสาหกรรมจากกระบวนการผลิตกะทิและน้ ามัน
มะพร้าว ซึ่งมีองค์ประกอบของคาร์โบไฮเดรตสูงถึง 45-70 เปอร์เซ็นต์ ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับแหล่งที่มาของมะพร้าว 
(Khuwijitjaru และคณะ, 2012; Yalegama และคณะ, 2013) โดยมีปริมาณกาแลคโตแมนแนน 
(Galactomannan) 61 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณคาร์โบไฮเดรตทั้งหมด (Balasubramania, 1976) กาแลคโต
แมนแนนมีโครงสร้างทางเคมีประกอบด้วยสายหลักของน้ าตาลแมนโนสที่เชื่อมต่อกันด้วยพันธะเบต้า-1,4 เป็น
สายโซ่หลัก ขณะที่น้ าตาลกาแลคโตสเชื่อมต่อกับสายโซ่หลักด้วยพันธะแอลฟ่า-1,6 (Ramesh และคณะ, 
2001) การย่อยกาแลคโตแมนแนนให้ เป็นน้ าตาลโมเลกุลสายสั้นหรือออลิโกกาแลคโตแมนแนน 
(Galactomannooligosaccharides: GMOSs) สามารถท าได้หลายวิธี ได้แก่ การใช้คลื่นไมโครเวฟ ความร้อน 
สารเคมี และเอนไซม์ เป็นต้น (Jian และคณะ, 2013) การผลิตออลิโกกาแลคโตแมนแนน โดยวิธีการย่อยด้วย
เอนไซม์ (Enzymatic hydrolysis) เป็นวิธีการที่ได้รับความนิยม เนื่องจาก วิธีการนี้สามารถควบคุม
กระบวนการผลิตให้เกิดผลิตภัณฑ์ที่มีขนาดน้ าหนักโมเลกุล (Degree of polymerization) ตามที่ต้องการ ซึ่ง
ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตออลิโกกาแลคโตแมนแนนด้วยวิธีนี้ ประกอบด้วย ค่าความเป็นกรดด่าง อุณหภูมิ 
ระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยา ความเข้มข้นของสับสเตรต และความเข้มข้นของเอนไซม์ ซึ่งปัจจัยเหล่านี้ย่อมมี
อิทธิพลร่วมกันและส่งผลต่อขนาดและปริมาณออลิโกกาแลคโตแมนแนน ที่ผลิตได้ โดยขนาดของออลิโกกา
แลคโตแมนแนน ก็มีผลต่อสมบัติการเป็นพรีไบโอติกอีกด้วย  
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           งานวิจัยนี้จึงมีความสนใจในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตออลิโกกาแลคโตแมนแนน โดยใช้
กาแลคโตแมนแนนที่สกัดได้จากกากมะพร้าว ซึ่งเป็นวัสดุเศษเหลือจากการคั้นกะทิและสกัดน้ ามันมะพร้าว
ออก โดยใช้เอนไซม์แมนนาเนสในการย่อย จึงเป็นการเพ่ิมมูลค่าให้กับกากมะพร้าวและท าให้เกิดประโ ยชน์
อย่างคุ้มค่า  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการย่อยโมเลกุลของกาแลคโตแมนแนนที่สกัดได้จากกากมะพร้าว 
เพ่ือให้ได้ออลิโกกาแลคโตแมนแนนที่มีสมบัติเป็นพรีไบโอติก เหมาะส าหรับน าไปประยุกต์ใช้เสริมในผลิตภัณฑ์
อาหารหรือใช้เป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร จึงมีความส าคัญที่จะท าให้ได้องค์ความรู้ที่จะน าไปสู่การประยุกต์ใช้ใน
การผลิตออลิโกกาแลคโตแมนแนนในระดับอุตสาหกรรมต่อไป นอกจากนี้ยังเป็นการพัฒนาศักยภาพการผลิต
ของอุตสาหกรรมอาหารของประเทศให้สามารถแข่งขันภายใต้การเปิดตลาดการค้าเสรีอาเซียนอีกด้วย 

 1.2 วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

            1.2.1 ศึกษาขนาดโมเลกุลของออลิโกกาแลคโตแมนแนน ที่มีคุณสมบัติการเป็นพรีไบโอติกที่ดีซึ่ง
เตรียมได้จากการย่อยโดยเอนไซม์แมนนาเนสจากกาแลคโตแมนแนนในกากมะพร้าว    

             1.2.2 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมกับการผลิตออลิโกกาแลคโตแมนแนน จากการย่อยกาแลคโตแมน- 
แนนจากกากมะพร้าวด้วยเอนไซม์แมนนาเนส 

             1.2.3 ศึกษาสมบัติทางเคมีกายภาพและสมบัติพรีไบโอติกของออลิโกกาแลคโตแมนแนน ที่ผลิตได้ 

 
      1.3 ขอบเขตของงำนวิจัย 

            งานวิจัยนี้มุ่งเน้นการวิจัยเพ่ือผลิตออลิโกกาแลคโตแมนแนนที่มีสมบัติเป็นพรีไบโอติกจากกาแลคโต
แมนแนนที่สกัดได้จากกากมะพร้าว และใช้เอนไซม์แมนนาเนสในการเตรียมออลิโกกาแลคโตแมนแนน  ซึ่ง
แหล่งที่มาของแมนนาเนสจะมีความสามารถในการย่อยแมนแนนและให้ผลิตภัณฑ์ที่มีความแตกต่างต่างกัน
ด้านปริมาณและน้ าหนักโมเลกุลของออลิโกกาแลคโตแมนแนน ที่ได้ (น้ าหนักโมเลกุลในช่วง 100 -100000  
ดาลตัน) ในด้านมวลโมเลกุลนั้นจะมีผลต่อสมบัติการเป็นพรีไบโอติกของออลิโกกาแลคโตแมนแนน ในการวิจัย
ครั้งนี้จะใช้แมนนาเนสจาก Aspergillus sp. ในการเตรียมออลิโกกาแลคโตแมนแนนจากกากมะพร้าว โดย
ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการย่อย ได้แก่ ความเข้มข้นของสารตั้งต้น อุณหภูมิ ความเข้มข้นของเอนไซม์ และ
เวลา ซึ่งสภาวะที่ต่างกันจะท าให้ได้ออลิโกกาแลคโตแมนแนน ที่มีความแตกต่างกันทางด้านเคมีกายภาพ เช่น 
มวลโมเลกุล สมบัติการละลาย ความหนืด และสมบัติการเป็นพรีไบโอติก เป็นต้น 
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บทท่ี 2 
ทฤษฎีและงำนวิจัยที่เกีย่วข้อง 

2.1 มะพร้ำว (Coconut) 

      มะพร้าว (Coconut) มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Cocos nucifera Linn. เป็นพืชยืนต้นใบเลี้ยงเดี่ยว อยู่ใน
ตระกูลปาล์ม พบได้ทั่วทุกภาคของประเทศไทย โดยเฉพาะภาคใต้ พันธุ์มะพร้าวไทยแบ่งออกเป็น  2 กลุ่ม
ด้วยกันคือ มะพร้าวพันธุ์ต้นสูง มีความสูงประมาณ 20 เมตร ขึ้นไป และมะพร้าวพันธุ์ต้นเตี้ย มีความสูง
ประมาณ 3 เมตร   การใช้ประโยชน์จากมะพร้าวสามารถน ามาใช้ประโยชน์ได้ทุกส่วน โดยเฉพาะผล เช่น ใช้
รับประทานผลสด น ามาประกอบอาหาร เป็นวัตถุดิบในโรงงานอุตสาหกรรม และเป็นอาหารสัตว์ ส่วนที่เหลือ
สามารถน าไปใช้ประโยชน์อ่ืน ๆ เช่น เส้นใยของผลไปใช้บุเก้าอ้ี ผสมกับดินสาหรับปลูกพืช เป็นต้น (วาสนา, 
2525) 

        2.1.1 โครงสร้ำงของผลมะพร้ำว 

           ผลมะพร้าวที่สุกแก่พร้อมที่จะเก็บเกี่ยว ลักษณะของผลเป็นแบบไฟบรัส ดรูป (Fibrous drupe) 
เรียกว่า นัท (Nut) มีเปลือก 3 ชั้น คือ เปลือกชั้นนอก (Exocarp) เป็นเส้นใยที่เหนียวและแข็ง เมื่อแก่อาจมีสี
เขียว แดง เหลืองหรือน้ าตาล เปลือกชั้นกลาง (Mesocarp) เป็นชั้นที่อยู่ถัดจากเปลือกนอก เข้ามา เป็นชั้นของ
เส้นใยที่เรียกว่า กาบมะพร้าว มีความหนาประมาณ 4-8 เซนติเมตร เปลือกชั้นใน (Endocarp) เป็นชั้นในสุดที่
มีกาบมะพร้าวหุ้มล้อมรอบ เมื่อผลแก่จะมีลักษณะแข็ง สีน้าตาลด าที่เรียกว่ากะลา (Husk or shell) ซึ่งภายใน
กะลามะพร้าวจะมีเมล็ดมะพร้าว ซึ่งประกอบด้วย เนื้อมะพร้าว (Solid endosperm) และน้ ามะพร้าว (Liquid 
endosperm)  โดยเนื้อมะพร้าวประกอบด้วย Seed coat เป็นแผ่นบางๆ สีน้ าตาลคั่นอยู่ระหว่างกะลากับเนื้อ
มะพร้าว ซ่ึง Seed coat นี้จะติดแน่นกับเนื้อมะพร้าว ดังภาพที่ 2.1  

 

 

 

 

 
ภำพที่ 2.1 โครงสร้างของลูกมะพร้าว 

ที่มา: ดัดแปลงจาก http://delta-intkey.com/angio/images/palm814.gif (ออนไลน์) 
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2.1.2 เนื้อมะพร้ำว 

  เนื้อมะพร้าว คือ ส่วนของเมล็ดมะพร้าว สีขาวและมีน้ ามันอยู่มาก เมื่อผลอ่อนจะมีน้ า (liquid endosperm) 
บรรจุอยู่เต็ม ซึ่งน้ ามะพร้าวมีน้ าตาลพวกกลูโคส และซูโครส เมื่อผลแก่จัดอายุประมาณ 12 เดือน จะมีสารที่
ขับออกมาจากเซลล์ของเนื้อมะพร้าว (solid endosperm) รวมอยู่ด้วย ท าให้น้ ามะพร้าวมีรสกร่อยลงไป 
ปริมาณน้ าก็มีน้อยลง และเนื้อมะพร้าวมีความหนาและแข็งมากขึ้น 

องค์ประกอบทางเคมีของเนื้อมะพร้าว ประกอบด้วย โปรตีน คาร์โบไฮเดรต ไขมัน เป็นหลัก (ตารางที่ 2.1) 
ปริมาณขององค์ประกอบมากหรือน้อยขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ พ้ืนที่การเพาะปลูก และระดับความแก่-อ่อน เป็นต้น  

ตำรำงท่ี 2.1 องค์ประกอบทางเคมีของเนื้อมะพร้าว 

องค์ประกอบ 

แหล่งที่มำ 
Dendy และ 
Timmins 
(1973) 

Grimwood 
(1975) 

Balachandran 
et. al. (1985) 

Chakraborty 
(1985) 

Kwon et al. 
(1996) 

ความชื้น 
โปรตีน 
ไขมัน 
เยื่อใย 
เถ้า 

คาร์โบไฮเดรต 

44.0 
3.6 
38.1 
3.1 
1.3 
9.9 

42-48 
4 
36 
2 
- 

7-20 

35.37 
5.5 

44.01 
3.05 
0.77 
14.35 

36 
4.5 
41.5 
3.5 
1.1 
16.9 

40.9 
3.8 
35.2 

- 
- 
- 

 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Kwon และคณะ (1996) 
 

การบริโภคเนื้อมะพร้าว มีทั้งบริโภคสดและน ามาแปรรูปให้เป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ ซึ่งอุตสาหกรรมที่น าเนื้อ
มะพร้าวมาแปรรูป ได้แก่ อุตสาหกรรมมะพร้าวแห้ง อุตสาหกรรมมะพร้าวขูดแห้ง  อุตสาหกรรมน้ ามัน
มะพร้าว และอุตสาหกรรมกะทิเข้มข้น เป็นต้น  

 2.1.3 กำกมะพร้ำว  

  วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรประกอบด้วย สารพวกเฮมิเซลลูโลสและเซลลูโลสมากกว่า  50 เปอร์เซ็นต์ของ
น้ าหนักแห้ง โดยปริมาณของเฮมิเซลลูโลส มีมากเป็นอันดับสอง  ซึ่งโครงสร้างของเฮมิเซลลูโลส มีทั้งแบบที่
ประกอบด้วยน้ าตาลเพนโตส หรือน้ าตาลเฮกโซสเพียงหนึ่งชนิด (โฮโมพอลิเมอร์) หรือประกอบด้วยน้ าตาลเพน
โตส และน้ าตาลเฮกโซสผสมกัน (เฮเทอร์โรพอลิเมอร์) เช่น น้ าตาลแมนโนส น้ าตาลไซโลส น้ าตาลกาแลคโตส 
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และน้ าตาลกลูโคส เป็นต้น ซึ่งน้ าตาลแต่ละโมเลกุลจะต่อกันด้วยพันธะเบต้า-1, 3-ไกลโคซิดิก หรือพันธะเบต้า-
1, 4-ไกลโคซิดิก ขึ้นกับชนิดของวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร  

เนื้อมะพร้าวที่ผ่านกระบวนการแปรรูปจากอุตสาหกรรมน้ ามันมะพร้าว และอุตสาหกรรมกะทิ ส่วนที่เหลือจาก
กระบวนการแปรรูปนี้ เรียกว่า กากมะพร้าว โดยมีปริมาณขององค์ประกอบทางเคมีส่วนใหญ่น้อยกว่าในเนื้อ
มะพร้าว ยกเว้นคาร์โบไฮเดรตที่มีปริมาณสูงกว่า (ตารางท่ี 2.2) 

การน ากากมะพร้าวไปใช้ประโยชน์ส่วนใหญ่น าไปเป็นอาหารสัตว์ แต่ปัจจุบันมีการน าไปใช้เป็นวัตถุดิบเริ่มต้น
ในการผลิตเอนไซม์ และสกัดสารที่มีสมบัติเป็นพรีไบโอติก เนื่องจากกากมะพร้าวมีแมนแนน ซึ่งเป็นโพลีแซค
คาไรด์ที่ไม่ใช่แป้ง (Non-starch polysaccharide, NSP) และมีสมบัติเป็นพรีไบโอติก  

ตำรำงท่ี 2.2 องค์ประกอบทางเคมีของกากมะพร้าว 

องค์ประกอบ (ร้อยละ โดยน้ ำหนักเปียก) 
   ความชื้น 3.44 
   โปรตีน 0.85 
   ไขมัน 25.59 
   เถ้า 1.13 
   คาร์โบไฮเดรตทั้งหมด 68.99 
   - กาแลคโตแมนแนน 61* 
   - แมนแนน 26* 
   - เซลลูโลส 13* 

 หมำยเหตุ * คิดจาก ร้อยละของคาร์โบไฮเดรตทั้งหมด 

ที่มำ: Balasubramania (1976) และKhuwijitjaru และคณะ (2012)  
 

   2.2 แมนแนน (Mannan)  

แมนแนนเป็นเฮมิเซลลูโลส สามารถพบได้ทั่วไปในเนื้อเยื่อพืช และเป็นส่วนประกอบของไกลโคโปรตีนในผนัง
เซลล์ของยีสต์ เนื้อเยื่อพืชพบแมนแนนอยู่ระหว่างชั้นของเซลลูโลสและลิกนิน โดยยึดติดกับส่วนของลิกนินด้วย
พันธะโควาเลนท์ และเชื่อมกับเซลลูโลสด้วยพันธะไฮโดรเจน ซึ่งช่วยสร้างความแข็งแรงแก่โครงสร้างของแมน
แนนท าให้ยากต่อการย่อยสลาย สามารถพบในเอ็นโดสเปิร์มของ เมล็ดกาแฟ โลคัสบีนกัม และมะพร้าว 
(Saittagaroon และคณะ, 1983) ส่วนของแวคิวโอลใน บุก ไอวอรี่นัท  กัวร์ และว่านหางจระเข้ เป็นต้น 
(Moreira และ Filho, 2008)  
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แมนแนนแบ่งได้เป็น 4 ชนิด คือ แมนแนน กาแลคโตแมนแนน กลูโคแมนแนน และกาแลคโตกลูโคแมนแนน 
(Moreira และ Filho, 2008) ซึ่งจัดเป็นกลุ่มได้ 2 กลุ่ม ดังนี้  

2.2.1 กลุ่มท่ีมีน้ าตาลแมนโนสเพียงชนิดเดียวเป็นสายโซ่หลักเชื่อมต่อกันด้วยพันธะ เบต้า-(1, 4) หรือ
มีน้ าตาลกาแลคโตส มาเป็นสายโซ่กิ่งเชื่อมต่อด้วยพันธะ แอลฟ่า-(1, 6) ได้แก่ แมนแนน และกาแลคโตแมน
แนน แมนแนนทั้ง 2 ชนิดนี้ พบมากในเอ็นโดสเปิร์มของเมล็ดของพืชตระกูลถั่ว กัวร์ ทาร่า และโลคัสบีนกัม 
เป็นต้น 

- แมนแนน (Linear mannan) เป็นโฮโมโพลีแซคคาไรด์ ซึ่งประกอบด้วยน้ าตาลแมนโนสที่
เชื่อมต่อกันด้วยพันธะ เบต้า-(1,4) เป็นสายโซ่หลัก ไม่มีสายโซ่ก่ิงในโครงสร้าง มี degree of polymerization 
ประมาณ 10-80 แมนแนนชนิดนี้พบมากในโครงสร้างของไม้และเมล็ดพืช และสามารถพบในสาหร่ายสีแดง 
และสาหร่ายสีเขียว  

- กาแลคโตแมนแนน (Galactomannan) มีน้ าตาลแมนโนสที่เชื่อมต่อกันด้วยพันธะ เบต้า-
(1,4) เป็นสายโซ่หลัก และมีน้ าตาลกาแลคโตสเป็นสายโซ่กิ่ง เชื่อมต่อด้วยพันธะ แอลฟ่า-(1, 6)  สามารถพบ
ในโครงสร้างของเมล็ดปาล์ม และเนื้อมะพร้าว กาแลคโตแมนแนนมี ความสามารถในการละลายน้ าและความ
ข้นหนืด ซึ่งความสามารถทั้งสองขึ้นกับแหล่งที่มาของกาแลคโตแมนแนน ส่วนใหญ่ได้มาจาก โลคัสบีนกัม 
และกัวร์ และยังขึ้นกับ อัตราส่วนของแมนโนส/กาแลคโตส โดยโลคัส-บีนกัม มีอัตราส่วน 5/1 ส่วน กัวร์ มี
อัตราส่วน 2/1 จากสมบัติทั้ง 2 ของกาแลคโตแมนแนน ท าให้นิยมใช้เป็น สารเพ่ิมความหนืด (Thickener) 
สารเพ่ิมความคงตัว (Stabilizer) สารยึดติด (Binder) ให้กับผลิตภัณฑ์ในอุตสาหกรรมอาหาร ยา สี และ สิ่งทอ 
เป็นต้น  

2.2.2 กลุ่มที่ประกอบด้วยน้ าตาลแมนโนส และน้ าตาลกลูโคสในสายโซ่หลัก และมีน้ าตาลเฮกโซส 
เช่น กลูโคส และกาแลคโตส มาเป็นสายโซ่ก่ิง ได้แก่ กลูโคแมนแนน และกาแลคโตกลูโคแมนแนน 

- กลูโคแมนแนน (Glucomannan) มีน้ าตาลแมนโนส และน้ าตาลกลูโคส เชื่อมต่อกันด้วย
พันธะ เบต้า-(1,4) เป็นสายโซ่หลัก ไม่มีสายโซ่กิ่งในโครงสร้าง  ซึ่งมีอัตราส่วนของน้ าตาลแมนโนสต่อน้ าตาล
กลูโคส ที่ 3:1 และมี degree of polymerization มากกว่า 200 พบได้ในไม้เนื้อแข็ง ส่วนกลูโคแมนแนนที่มี
อัตราส่วนของน้ าตาลแมนโนสต่อน้ าตาลกลูโคส ที่ 1.5-2:1 และมี degree of polymerization ประมาณ 70 
สามารถพบในไม้เนื้ออ่อน เมล็ดพืช ราก หัว และส่วนต่างๆขึ้นกับชนิดของพืช กลูโคแมนแนนนิยมใช้อย่าง
กว้างขวางในอุตสาหกรรมยา  

- กาแลคโตกลูโคแมนแนน (Galactoglucomannan) มีน้ าตาลแมนโนส และน้ าตาลกลูโคส 
เชื่อมต่อกันด้วยพันธะ เบต้า-(1,4) ในสายโซ่หลัก และมีน้ าตาลกาแลคโตสเชื่อมต่อด้วยพันธะ แอลฟ่า-(1, 6) 



7 
 

O

O

OH

HO

HO

HO

O

O

OH

HO

HO

O

O

OH

HO

O

O

O

OH

HO

HO

O

OH

HO

HO
OH

O

HO

OH

OH OH

     Man                                 Man                                Man                                 Man                               Man

Gal

O

O
O

HO

O

O

OH

HO

HO

O

O
HO

HO

O

O

OH

HO

HO

OHO

HO
OH

OH

OH

HO

OH
Glu                                   Man                                 Glu                             Man                                Glu

O

O

HO

O

HO

O

O

OH

HO

O

O

O
HO

HO

O

O

OH

HO

HO

OHO

HO
OH

O

HO

OH OH

OH

OH

OH

OH

Glu                                    Man                                         Glu                                 Man                                    Glu

Gal

เป็นสายโซ่กิ่ง มีอัตราส่วนของน้ าตาลแมนโนสต่อน้ าตาลกลูโคสต่อน้ าตาลกาแลคโตส 3:1:1 มี degree of 
polymerization ประมาณ 15-100 นอกจากนี้ยังมีหมู่ออโธ-อะซิติล (O-acetyl group) อยู่ในโครงสร้างด้วย
มีประมาณ 5.9-8.8 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งอยู่ที่ต าแหน่ง C-2 หรือ C-3  

แมนแนนทั้ง 2 กลุ่ม มีความสามารถในการละลายน้ าได้ดี เนื่องจากโซ่กิ่งของแมนแนนซึ่งเป็นน้ าตาล
กาแลคโตส มีจ านวนของหมู่ไฮโดรอกซิลมากกว่าที่พบในสายหลักของน้ าตาลแมนโนส ซึ่งเป็นหมู่ที่ชอบน้ า 
(hydrophilic) ดังนั้นจ านวนของหมู่น้ าตาลกาแลคโตสในสารกาแลคโตแมนแนนจึงส่งผลโดยตรงต่อ
ความสามารถในการละลายน้ าของสารประกอบแมนแนน  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพที่ 2.2  โครงสร้างของแมนแนนทั้ง 4 ชนิด A: แมนแนน; B: กาแลคโตแมนแนน; C: กลูโคแมนแนน            
และ D: กาแลคโตกลูโคแมนแนน 

ที่มำ: ดัดแปลงจาก Zyl และคณะ (2010) 

2.3 เอนไซม์แมนนำเนส (Mannanase) 

 แมนนาเนสที่ย่อยแมนแนนและกาแลคโตแมนแนนมี 2 ชนิด คือ เบต้า-แมนนาเนส (-
mannanases) และ เบต้า-แมนโนซิเดส (-mannosidases) ซึ่งมีชื่อเรียกตามระบบว่า เอนโด-1,4-เบต้า-ดี-
แมนแนน แมนโนไฮโดรเลส (endo-1,4--D-mannan mannohydrolases, EC 3.2.1.78) และเอกโซ-1,4-
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เบต้า-ดี-แมนโนไพราโนไซด์ ไฮโดรเลส (exo-1,4--D-mannopyranoside hydrolases, EC 3.2.1.25) 
ตามล าดับ แมนนาเนส พบไดในจุลินทรียหลายชนิด ทั้งแบคทีเรีย รา ยีสต และแอคติโนมัยซีส โดยสวนใหญ
พบทั้งท่ีเปนเอนไซมที่ผลิตขึ้นไดเอง (constitutive enzyme) และเอนไซมที่ตองมีการเหนี่ยวน า 

เบต้า-แมนนาเนส ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสในการย่อยพันธะ เบต้า-(1,4) แบบสุ่มที่สายโซ่
ห ลั ก ข อ ง  แ ม น แ น น  ห รื อ  ก า แ ล ค โ ต แ ม น แ น น  ใ ห้ เ ป็ น อ อ ลิ โ ก ก า แ ล ค โ ต แ ม น แ น น 
(Galactomannooligosaccharides) หรือน้ าตาลโมเลกุลที่มีเล็กลง เช่น แมนโนไบโอส (mannobiose) และ
แมนโนไตรโอส (mannotriose) นอกจากนี้ยังสามารถท าปฏิกริยา transglycosylation ท าให้สามารถสร้าง
เป็น Galactomannooligosaccharides ไดอี้ก 

เบต้า-แมนโนซิเดส ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสในการย่อยพันธะ เบต้า-(1,4) จากปลายนอน
รีดิวซข์องออลิโกกาแลคโตแมนแนนให้ความยาวสายสั้นลง และไดน้ าตาลแมนโนสเปนผลิตภัณฑสุดทาย 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพที่ 2.3 การเข้าย่อยพันธะ เบต้า-(1,4) ของเอนไซม์ เบต้า-แมนนาเนส และเบต้า-แมนโนซิเดส บน
โครงสร้างแมนแนน 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Soni และ Kango (2013) 

2.4 พรีไบโอติก (Prebiotic) 

พรีไบโอติก หมายถึงอาหารกลุ่มคาร์โบไฮเดรตที่ไม่ถูกย่อยและดูดซึมในทางเดินอาหารส่วนบน โดย
สามารถทนต่อการย่อยโดยกรดในกระเพาะอาหารและเอนไซม์ในล าไส้เล็ก และมีผลในการส่งเสริมสุขภาพของ
ผู้บริโภคโดยเป็นอาหารส าหรับการเจริญของแบคทีเรียกลุ่มที่มีประโยชน์  หรือโพรไบโอติกที่อาศัยอยู่ในล าไส้
โดยที่ไม่ส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค (Gibson and Roberfroid, 1995) โดยจุลินทรีย์กลุ่มที่มี

เบต้า-แมนนาเนส 

เบต้า-แมนโนซิเดส เบต้า-แมนโนซิเดส 

แมนโนส แมนโนไบโอส 
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ประโยชน์หรือเรียกว่าจุลินทรีย์โพรไบโอติก ได้แก่ Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei และ 
Bifidobacterium spp. เป็นต้น จุลินทรีย์โพรไบ โอติก และพรีไบโอติกมีความเกี่ยวพันกันอย่างใกล้ชิด      
พรีไบโอติกเป็นสารอาหารที่สามารถส่งเสริมให้จุลินทรีย์โพรไบโอติกมีการเจริญเติบโต  เพ่ิมจ านวน และ
แข็งแรงมากยิ่งข้ึน  

ดังนั้นสารอาหารที่มีคุณสมบัติเป็นพรีไบโอติกนั้นต้องสามารถทนต่อการย่อยของกรดในกระเพาะ
อาหาร และลงสู่ล าไส้ใหญ่ได้โดยไม่มีการเปลี่ยนแปลง และไม่ถูกดูดซึมในล าไส้เล็ก เพ่ือที่จุลินทรีย์ประจ าถิ่น 
(microflora) ที่อาศัยอยู่ในล าไส้ใหญ่สามารถใช้สารเหล่านี้ในการเจริญเติบโตและเพ่ิมจ านวน (Gibson, 
2004) และส่งผลให้สุขภาพของผู้บริโภคดีขึ้น เช่น ช่วยในการดูดซึมแร่ธาตุ เช่น แคลเซียม แมกนีเซียม และ
เหล็ก (Lopez และคณะ, 2000) และสามารถป้องกันมะเร็งล าไส้ใหญ่ได้  

สารอาหารที่มีคุณสมบัติเป็นพรีไบโอติกที่รู้จักกันดีมักเป็นสารอาหารพวกคาร์โบไฮเดรตในกลุ่มโอลิโก
แซคคาไรด์ (oligosaccharide) เช่น แลคตูโลส (lactulose) แรฟฟีโนส (raffinose) สตาชีโอส (starchyose) 
และฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (Fructooligosaccharide, FOS) นอกจากนี้ยังมีสารอาหารที่เป็นพวกสตาร์ชที่
ทนต่ อการย่ อยด้ วย เอนไซม์  (resistant starch: RS), โพลี แซคคา ไรด์ที่ ไ ม่ ใ ช่ สตาร์ ช  (Non-starch 
polysaccharide, NSP) รวมไปถึงสารที่ได้จากพืช เช่น แพคติน เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส กัม และไซแลน 
นอกจากนี้ มิวซิน ไกลโคโปรตีน (mucine glycoprotein) ซึ่งผลิตโดย goblet cell ในล าไส้ใหญ่และไค
โตแซนโอลิโกแซคคาไรด์ (COS) แบคทีเรียโพรไบโอติกสามารถใช้เป็นสารตั้งต้นในการหมักได้เช่นกัน (นิรัญญา
, 2550) 

2.4.1 ประเภทของพรีไบโอติก  

พรีไบโอติกที่มีการใช้อยู่ในขณะนี้อยู่ในกลุ่ม oligosaccharides ซึ่งประกอบด้วยน้ าตาลหลาย
ชนิดมาต่อกันด้วยพันธะไกลโคซิดิก (Glycosidic linkage) โดยพันธะที่เชื่อมกันของน้ าตาลจะมีความสัมพันธ์
กับเอนไซม์ที่สร้างโดยแบคทีเรียโพรไบโอติกว่าสามารถสร้างเอนไซม์มาย่อยพันธะดังกล่าวได้หรือไม่  เช่น 

ความสามารถของแบคทีเรียในกลุ่ม Bifidobacteria ที่สามารถสร้างเอนไซม์ เบต้า-ฟรุคโตฟูราโนซิเดส (β-
fructofuranosidase) มาย่อยพันธะภายใน ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด์ ได้ เป็นต้น ในขณะที่พรีไบโอติกที่มี
ขนาดใหญ ่และน ้าหนักโมเลกุลสูงจะสามารถถูกน าไปใช้โดยแบคทีเรียได้น้อยลง หรืออาจกล่าวได้ว่า พรี-    ไบ
โอติกท่ีดีควรจะมีขนาดเล็ก (degree of polymerization น้อย) (Manning and Gibson, 2004) 

พรีไบโอติกที่พบมีอยู่ 2 กลุ่ม คือ พรีไบโอติกที่มีในธรรมชาติจะพบได้ในผักและผลไม้ เช่น 
นม ผลไม้และผัก เช่น หัวหอม ต้นแก่นตะวัน (Jerusalem aetichok) ชิกอรี่ (chicory) กระเทียม กล้วย ยา
คอน (yacon) แซลซิไฟ (salsify) ข้าวไรน์และข้าวบาร์เล่ย์ และแกว้มังกร เป็นต้น และพรีไบโอติกที่ได้จากการ
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สังเคราะห์โดยใช้เอนไซม์ย่อยโพลีแซคคาไรด์ เช่น แป้ง ในปัจจุบันพรีไบโอติกที่น ามาใช้ทางการค้าและใน
อุตสาหกรรมอาหารส่วนใหญ่ได้มาจากการสังเคราะห์ 

2.4.1.1 พรีไบโอติกที่พบในธรรมชาติ 

        - อินนูลินและฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ (Inulin and Fructooligosaccharide)  

             อินนูลินและฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ ประกอบด้วยน ้าตาลฟรุกโตสต่อกันเป็นสาย
ยาวด้วยพันธะเบต้า 2, 1 ที่มีทั้งโอลิโกแซคคาไรด์ และพอลิแซคคาไรด์ อินนูลินจากหัวชิกอรี ในธรรมชาติ
ประกอบด้วยน ้าตาลฟรุกโตสต่อกันตั้งแต่ 2 หน่วย จนถึงมากกว่า 60 หน่วย โดยพบร้อยละ 88 ของอินนูลิน 
และโอลิโกฟรุกโตสสามารถต้านการย่อยด้วยเอนไซม์ในน ้าลายและในล าไส้เล็ก ท าให้สามารถผ่านไปถึงล าไส้
ใหญ่ได้ นอกจากนี้ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ไม่ถูกย่อยและดูดซึมในระบบทางเดินอาหารส่วนบนของมนุษย์  ท า
ให้สามารถผ่านไปยังล าไส้ใหญ่และเกิดการหมักโดยเชื้อจุลินทรีย์ที่อยู่ในล าไส้ใหญ่ 

- กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (Galato-oligosaccharides; GOS)  

       กาแลคโตโอลิ โกแซคคาไรด์  หรื อทรานสกาแลคโตโอลิ โกแซคคาไรด์  
(transgalacto-oligosaccharides; TOS) เป็นโอลิโกแซคคาไรด์ที่ประกอบด้วยกาแลคโตส กาแลคโต-โอลิโก
แซคคาไรด์ไม่ถูกย่อยและไม่ถูกดูดซึมในล าไส้เล็ก ท าให้เป็นคาร์โบไฮเดรตที่ให้แคลอรี่ต ่า คือ 1.73 กิโลแคลอรี่
ต่อกรัม นอกจากนี้การศึกษาในมนุษย์ยังพบว่า กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์ มีผลกระตุ้นการเจริญของ
แบคทีเรียกลุ่ม ไบฟิโดแบคทีเรีย เมื่อบริโภคในปริมาณ 2.5-15 กรัมต่อวัน แบคทีเรียกลุ่ม ไบฟิโดแบคทีเรีย 
และ แลคโตบาซิลไล สามารถใช้ กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์ เป็นสับสเตรทในการหมัก ผลิตภัณฑ์ที่ได้ คือ 
กรดไขมันสายสั้น เช่น แลกเตท อะซิเตท และโพนพิเนท นอกจากนี้พบว่า กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์ ถูกหมัก
อย่างสมบูรณ์ในล าไส้ใหญ่ของมนุษย์ 

- ออลิโกกาแลคโตแมนแนน (Galactomannooligosaccharides, GMOS)  

           แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์เป็นโอลิโกแซคคาไรด์ที่ประกอบด้วยน้ าตาลโมเลกุล
เดี่ยวสองชนิด คือ น้ าตาลแมนโนส (Mannose) และน้ าตาลกาแลคโตส (Galactose) โดยโครงสร้างทางเคมี
ประกอบด้วย สายหลักของน้ าตาลแมนโนสที่เชื่อมต่อกันด้วยพันธะชนิดเบต้าที่คาร์บอนตัวที่ 1  ของน้ าตาล
แมนโนสตัวแรกกับคาร์บอนตัวที่ 4 ของน้ าตาลแมนโนสตัวถัดมาในขณะที่น้ าตาลกาแลคโตสต่อกับสายหลัก
ของน้ าตาลแมนโนสด้วยพันธะชนิดแอลฟาที่คาร์บอนตัวที่ 1 ของน้ าตาลกาแลคโตสกับคาร์บอนตัวที่ 6 ของ
น้ าตาลแมนโนส (Park และ Chang, 1993) ซึ่ง แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ สามารถสกัดจากเมล็ดกาแฟ โดย 
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ จะช่วยกระตุ้นให้ร่างกายสร้างภูมิคุ้มกันเพ่ิมขึ้น ส่งผลดีต่อระบบขับถ่าย และการ
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ลดความอ้วน นอกจากเมล็ดกาแฟแล้ว แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ ยังสามารถสังเคราะห์ได้จากกากมะพร้าวที่
เป็นของเหลือทิ้งทางการเกษตรจากอุตสาหกรรมการผลิตกะทิ นอกจากนี้ยังพบได้ในผนังเซลล์ยีสต์ ออลิโกกา
แลคโตแมนแนนที่ได้จากผนังเซลล์ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae มีกลูแคน (glucan, 30%) แมนแนน 
(mannan, 30%) และโปรตีนไคติน (chitin, 12.5%) เป็นส่วนประกอบ กลูแคนเรียงตัวเป็นชั้นแรก โดยมี
น้ าตาลกลูโคสจับกันด้วยพันธะ เบต้า-(1,6) และ เบต้า-(1,3) เป็นโครงสร้างหลักหรือแกน (matrix) ของผนัง
เซลล์และมีกิ่งก้านหรือแขน (side chain) แมนโนส แมนโนไบโอส แมนโนไตรโอส และแมนโนเตตระโอส ยึด
จับอยู่ด้วยพันธะ แอลฟ่า-(1,2) และ แอลฟ่า-(1,3) นอกจากนั้นยังมีหมู่ฟอสเฟต (di-esterified phosphate 
group) เป็นองค์ประกอบ (Lyons, 1994)  

2.4.1.2 พรีไบโอติกที่ได้มาจากการสังเคราะห์ 

- แลคทูโลส (Lactulose) 

แลคทูโลสผลิตมาจากน้ าตาลแลคโตส มีโครงสร้างคือ β-D-Galgalactose-(1-4)-

β-D-Fructose แลคทูโลสไม่ถูกย่อยด้วยเอนไซม์ เบต้า-กาแลคโตซิเดส ซึ่งต่างกันกับแลคโตส แลคทูโลสจึงไม่
ถูกย่อยและดูดซึมในล าไส้เล็กแต่จะถูกหมักโดยจุลินทรีย์ในล าไส้ใหญ่ คือ ไบฟิโดแบคทีเรีย การหมักแลคทูโลส
จะได้ผลิตภัณฑ์ส่วนใหญ่เป็นอะซิเตท และแลคเตท ในเนเธอร์แลนด์แลคทูโลส ถูกน าออกมาวางขายเพ่ือใช้ใน
การแก้ท้องผูกกลายเป็นผลิตภัณฑ์เพ่ือสุขภาพ จากการศึกษาโดยให้อาสาสมัคร 8 คน รับประทานแลคทูโลส 
3 กรัมต่อวัน พบว่าสามารถเพ่ิมจ านวนของ ไบฟิโดแบคทีเรีย ในขณะที่จ านวนของ แบคทีรีโอไซด์ และ 

คลอสทริเดียนั้นลดลง และนอกจากนี้ อินโดล สคาทอล ฟีนอล พีเอชของอุจจาระ β-glucuronidase, 
nitroreductase และ azoreductase ยังลดลงอีกด้วย (Kolida และคณะ, 2000) 

- แลคโตซูโครส (Lactosucrose) 

แลคโตซูโครสผลิตจากสารตั้งต้นที่เป็นส่วนผสมของแลคโตสและซูโครส โดยใช้
เอนไซม์ เบต้า-ฟรุกโตฟูราโนซิเดส จากเชื้อ Arthrobacter sp. มีคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญของ
จุลินทรีย์กลุ่ม ไบฟิโดแบคทีเรีย (Gibson, 2004) แลคโตซูโครสไม่ถูกย่อยด้วยเอนไซม์ภายในปากและล าไส้เล็ก
แต่ถูกหมักในล าไส้ใหญ่ด้วยจุลินทรีย์พวก ไบฟิโดแบคทีเรีย แบคทีรีโอไซด์ และคลอสทริเดีย ในปี 1992 
Yoneyama และคณะ ได้ให้อาสาสมัคร 6 คน รับประทานแลคโตซูโครส 2, 5 และ 10 กรัมต่อวัน พบว่า
จ านวน ไบฟิโดแบคทีเรีย นั้นเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคัญในทุกระดับของแลคโตซูโครสที่ได้รับ ต่อมามีการศึกษาใน
อาสาสมัครที่มีสุขภาพแข็งแรง 3 คน โดยการให้บริโภคแลกโตซูโคสปริมาณ 3 กรัมต่อวัน พบว่าจ านวนของ
แบคทีเรียกลุ่ม ไบฟิโดแบคทีเรีย เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ (0.7 log) ในขณะที่จ านวนของแบคทีเรียกลุ่ม แบคที
รีโอไซด์ ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (0.6 log) และพบว่าปริมาณของกรดไขมันสายสั้นไม่เปลี่ยนแปลง (Ohkusa 
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และคณะ, 1995) ในขณะที่ คลอสทริเดียม เพอฟริงเจนท์ (Cl. Perfringens) และแอมโมเนียในอุจจาระนั้น
ลดลง (Hartemink, 1999) 

- ไซโลโอลิโกแซคคาไรด์ (Xylo-oligosaccharides) (XOS) 

ไซโลโอลิโกแซคคาไรด์ มีโครงสร้างหลักประกอบด้วยโมเลกุลของน้ าตาล ไซโลสที่
ต่อกันด้วยพันธะ เบต้า-(1,4) ไซโลโอลิโกแซคคาไรด์จะถูกย่อยด้วยจุลินทรีย์กลุ่ม ไบฟิโดแบคทีเรีย และ แลค
โตบาซิลไล ซึ่งมีผลให้จุลินทรีย์ที่มีประโยชน์เพ่ิมขึ้น และสามารถลดจ านวนจุลินทรีย์กลุ่มแบคทีรีโอไซด์ได้ มี
รายงานถึงผลของแบคทีเรียกลุ่ม ไบฟิโดแบคทีเรีย ที่เพ่ิมข้ึน เมื่อผู้บริโภคอาสาสมัครได้รับ ไซโลโอลิโกแซคคา
ไรด์ 5 กรัมต่อวัน โดย ไซโลโอลิโกแซคคาไรด์ สามารถเพ่ิมจ านวนของ ไบฟิโดแบคทีเรีย ได้ดีกว่าฟรุกโตโอลิโก
แซคคาไรด์ (Campbell และคณะ, 1997) และจากผลการศึกษาของ Rycroft และคณะ (2001) ที่ศึกษา
จุลินทรีย์ผสมของอุจจาระมนุษย์ พบว่า หลังจากมีการให้ เบต้า-(1,4)ไซโลโอลิโกแซคคาไรด์เป็นแหล่งคาร์บอน
เพียงแหล่งเดียว สามารถเพ่ิมจ านวนของจุลินทรีย์กลุ่ม ไบฟิโดแบคทีเรีย ภายหลัง24 ชั่วโมง และยังสามารถ
ลดจ านวนแบคทีเรียกลุ่มแบคทีรีโอไซด์ได้อีกด้วย 

2.4.2 บทบำทและควำมส ำคัญของพรีไบโอติกในระบบทำงเดินอำหำร  

สารที่มีคุณสมบัติเป็นพรีไบโอติกไม่ได้ไปมีผลโดยตรงต่อสุขภาพแต่จะใช้เป็น สับสเตรทในกระ
บวนการหมักภายในล าไส้ใหญ่ โดยไปส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์โพรไบโอติก ซึ่งแต่ละสายพันธุ์มี
ความสามารถในการใช้พรีไบโอติก และผลิตสารเมตาบอไลท์ได้แตกต่างกัน สารประกอบที่จุลินทรีย์ผลิตขึ้น
จากการย่อยและหมักพรีไบโอติก ได้แก่ กรดไขมันสายสั้น (short chain fatty acid; SCFA) สารยับยั้ง
แบคทีเรียก่อโรค โดยเฉพาะกรดไขมันสายสั้น ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้ายที่ได้จากการหมักสารอาหารกลุ่ม
คาร์โบไฮเดรตโดยจุลินทรีย์ภายในล าไส้ใหญ่ จะมีปริมาณร้อยละ 40-60 (กรัม SCFA/100 กรัมสับสเตรท) ใน
แต่ละวันจะผลิตออกมาประมาณ 300-500 มิลลิโมล ประกอบไปด้วย อะซิเตท โพรพิโอเนท และบิวทิเรท 
(Chummings and Englyst, 1995) ปริมาณของกรดไขมันสายสั้น จะมีปริมาณสูงสุดในล าไส้ใหญ่ส่วนซีคัม 
(caecum) และส่วนต้น และมีปริมาณลดลงในล าไส้ใหญ่ส่วนปลาย ซึ่งกรดไขมันสายสั้นทั้ง 3 ชนิด จะมี
บทบาทการท างานที่แตกต่างกัน อะซิเตท จะถูกน าไปใช้ในกล้ามเนื้อ ไต และหัวใจ โพรพิโอเนทจะถูกส่งไปยัง
ตับเพ่ือใช้ในการแบ่งเซลล์ล าไส้ใหญ่ บิวทิเรทป็นสารตั้งต้นที่ส าคัญของเซลล์เยื่อบุผิวในล าไส้ใหญ่ กรดไขมัน
สายสั้นสามารถควบคุมกระบวนการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ (cellular proliferation) และการตายของเซลล์ 
(program cell death) แบคทีเรียในล าไส้ใหญ่จะมีประสิทธิภาพในการหมักคาร์โบไฮเดรตแต่ละชนิดได้
แตกต่างกัน บทบาทของพรีไบโอติกต่อสุขภาพของผู้บริโภคสามารถสรุปได้ดังภาพที ่2.6     
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ภำพที่ 2.4 ประโยชน์ของสารพรีไบโอติก 

ที่มา: Neeser และ German (2004) 

 

 



14 
 

2.4.2.1 กำรป้องกันกำรเกิดมะเร็งในล ำไส้ใหญ่  

การเกิดมะเร็งในล าไส้ใหญ่มีโอกาสเกิดขึ้นสูง และมากกว่าที่ล าไส้เล็กถึง 10 เท่า 
(Morotomi และคณะ, 1990) เนื่องจากล าไส้ใหญ่เป็นแหล่งของสะสมของเสีย และเป็นแหล่งรวมของ
จุลินทรีย์ต่างๆ หลายชนิด ดังนั้นมีโอกาสเกิดโรคต่างๆ โดยเฉพาะโรคมะเร็ง ได้มากกว่าในทางเดินอาหารส่วน
อ่ืน ซึ่งมีการศึกษาพบว่าสารพรีไบโอติกสามารถป้องกันการเกิดมะเร็งล าไส้ใหญ่ได้  (Hylla และคณะ, 1998) 
นอกจากนี้สารที่เกิดจากกระบวนการเมทาบอลิซึมของจุลินทรีย์ที่อยู่ในล าไส้ใหญ่ยังเป็นสารก่อมะเร็งได้ ดังนั้น
แนวทางในการป้องกันมะเร็งล าไส้ใหญ่จึงเจาะจงไปที่พรีไบโอติก ซึ่งเป็นอาหารของแบคทีเรียโดยบทบาท
ของพรีไบโอติกในการป้องกันมะเร็งมีดังนี้  

- เป็นสารตั้งต้นในการผลิตสารที่มีบทบาทในการป้องกันการเกิดมะเร็ง โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งบิวทิเรท ซึ่งมีบทบาทในการกระตุ้นให้เกิดกระบวนการ apoptosis ของเซลล์ในล าไส้ใหญ่ นอกจากนี้
ยังถูกใช้ในการเจริญของเซลล์ได้อีกด้วย โดยบทบาทของบิวทิเรท และกรดไขมันสายสั้นชนิดอื่นๆ คือ โพรพิออ
นิก และอะซิติก จะส่งผลโดยตรงต่อเซลล์ล าไส้ใหญ่ในการป้องกันมะเร็ง (Scheppach และคณะ, 1995)  

- เปลี่ยนแปลงกระบวนการเมทาบอลิซึมของจุลินทรีย์ในล าไส้ใหญ่ให้เป็นไปแนวโน้ม
ทางที่จะลดการเกิดสารที่ส่งผลเสียต่อร่างกาย เช่น เมทาบอลิซึมของไขมัน และโปรตีนจะท าให้เกิดสารก่อ
มะเร็งขึ้น โดยอาจจะเปลี่ยนเมทาบอลิซึมของแบคทีเรีย คลอสทริเดีย และ แบคทีรีโอไซด์ จากการเกิด โปรติ
โอไลซิส (Proteolysis) ไปเป็น แซคคาโรไลซิส (Saccharolysis) นอกจากนี้พรีไบโอติกยังมีบทบาทในการ
ส่งเสริมให้แบคทีเรียแลกติกผลิตสารที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียที่จะผลิตสารก่อมะเร็งในล าไส้ใหญ่ได้ และยิ่งไป
กว่านั้นยังพบว่า พรีไบโอติกยังมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็ง  เช่น เอโซรีดักเทส

(azoreductase) ไนโตรรีดักเทส (nitroreductase) และ เบต้า-กลูคูโรนิเดส (β-glucuronidase) เป็นต้น 
(Reddy, 1998) จากกระบวนการหมักแบบไร้อากาศของคาร์โบไฮเดรตในล าไส้ใหญ่ จะมีการสร้างสารต่างๆ 
ออกมาซึ่งมีบทบาทต่อการป้องกันการเกิดมะเร็งได้โดยมีกลไกในการออกฤทธิ์ที่แตกต่างกันออกไป นอกจากนี้
กลไกต่างๆ ในการป้องกันการเกิดมะเร็งในล าไส้ใหญ่นั้นยังมีกลไกต่างๆ ที่เกิดร่วมกันทั้งจากแบคทีเรียโพร
ไบโอติกและพรีไบโอติก  

2.4.2.2 กำรยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค  

สารที่มีคุณสมบัติเป็นพรีไบโอติกสามารถไปยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค 
(pathogen) โดยไปกระตุ้นการเจริญของแบคทีเรียกลุ่ม Lactobacillus และ Bifidobacteria ซึ่งภายในล าไส้
ใหญ่มีจุลินทรีย์อยู่หลายกลุ่มทั้งก่อโรคและกลุ่มที่มีประโยชน์ คือเป็นแบคทีเรียโพรไบโอติก ซึ่งสามารถสร้าง
สารมายับยั้งแบคทีเรียก่อโรคได้ เช่น กรดไขมันสายสั้น ซ่ึงมีผลให้พีเอชในล าไส้ลดลง ส่งผลให้เกิดสภาวะที่ไม่
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เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค นอกจากนี้ยังท าให้ โพรไบโอติกมีการผลิต antibiotics และ 
antimicrobial สูงขึ้น ดังนั้นอาหารพรีไบโอติกซึ่งเลือกส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรียดังกล่าว  จึงเป็นการ
ส่งเสริมการผลิตสารยับยั้งด้วย นอกจากนี้กระบวนการเมทาบอลิซึมของ พรีไบโอติกยังส่งผลให้ค่าพีเอชภายใน
ล าไส้ต ่าลงจึงท าให้มีการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคได้อีกทางหนึ่ง (Fuller, 1997 อ้างโดย Ziemer and Gibson, 
1998) 

2.4.2.3 เพิ่มกำรดูดซึมของแคลเซียม  

พรีไบโอติกสามารถเพ่ิมการดูดซึมของสารอาหารโดเฉพาะการดูดซึมของแคลเซียม 
ถึงแม้ว่าการดูดซึมของแคลเซียมจะเกิดขึ้นเป็นหลักในล าไส้เล็กแต่ยังคงมีการดูดซึมภายในล าไส้ใหญ่อยู่  และ
ยังคงได้รับความสนใจอยู่ซึ่งกลไกในการเพ่ิมการดูดซึมของแคลเซียมในล าไส้ใหญ่มีดังนี้  

- จากกระบวนการหมักของพรีไบโอติกจะท าให้เกิดกรดไขมันสายสั้น  ซึ่งท าให้พีเอช
ในล าไส้ใหญ่ลดลง จึงท าให้แคลเซียมละลายได้ดี ท าให้มีการดูดซึมที่ดีข้ึนด้วย  

- สารที่อยู่ ในกลุ่ม ไฟเตท (Phytate) เช่น ไมโออิโนซิทอล เฮกซะฟอสเฟต 
(myoinositol hexaphosphate) ซึ่งเป็นองค์ประกอบในพืช โดยสารดังกล่าวเป็นสารที่มีความเสถียรสูง และ
ไม่ละลายน ้า ท าให้เมื่อไปจับกับแคลเซียมท าให้ร่างกายไม่สามารถดูดซึมแคลเซียมได้และจากกระบวนการ
หมักของไฟเตท โดยแบคทีเรียในล าไส้ใหญ่ท าให้แคลเซียมถูกปล่อยออกมาเป็นอิสระและมีการดูดซึมเข้า
ร่างกายได ้ 

- เกิดกลไกในการแลกเปลี่ยนแคลเซียมภายในล าไส้โดยที่เกิดจากการแลกเปลี่ยน
โปรตอนระหว่างแคลเซียมและไขมันสายสั้นที่มีอยู่ในล าไส้ 

2.4.2.4 ลดระดับคอเรสเตอรอล  

การลดระดับคอเลสเตอรอล พบว่ากระบวนการหมักสารที่มีคุณสมบัติเป็นพรีไบ-
โอติกภายในล าไส้ใหญ่มีผลให้สามารถไปลดระดับคอเลสเตอรอลในเลือดได้  Tuohy และคณะ (2003) พบว่า 
แลคโตบาซิลลัส อะซิโดฟิลัส (L. acidophilus) เป็นจุลินทรีย์ประจ าถิ่นอยู่ ในล าไส้ซึ่ งจะช่วยสลาย
คอเลสเตอรอล และยับยั้งการดูดซึมคอเลสเตอรอลผ่านผนังล าไส้ได้  

- ไปลดการดูดซึมคอเลสเตอรอล สารกลุ่มแพคติน กัวกัม (gua gum) และ เบต้า
กลูแคนที่มีเส้นใยอาหารสูง จะสามารถลดการดูดซึมคอเลสเตอรอลได้ โดยลักษณะเหนียวหนืดของเส้นใย
อาหาร จะไปเคลือบผลังล าไส้ท าให้ความสามารถในการดูดซึมคอเลสเตอรอลในร่างกายลดลง  
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- ในกระบวนการหมักสารพรีไบโอติกในล าไส้ใหญ่จะเกิดผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็นกรด
ไขมันสายสั้น พบว่าโพรพิโอเนทสามารถลดการสังเคราะห์คอเลสเตอรอลในเซลล์ตับได้  

- เพ่ิมการขับถ่ายเกลือน ้าดี (bile acid) ซึ่งเกลือน ้าดีเป็นตัวช่วยละลายไขมันท าให้
การดูดซึมไขมัน และคอเลสเตอรอลเพ่ิมข้ึน (Conway, 2001) 

2.4.2.5 ช่วยลดอำกำรท้องผูก  

กรดไขมันซึ่งผลิตโดย ไบฟิโดแบคทีเรีย จะช่วยกระตุ้นการบีบตัวของล าไส้ และเพ่ิม
ความชื้นของอุจจาระ ท าให้อุจจาระนิ่มขึ้นขับถ่ายได้ง่ายขึ้น ซึ่งสารพรีไบโอติกสามารถเสริมการผลิตกรดไขมัน
สายสั้นในจุลินทรีย์โพรไบโอติกได้ 

   2.5 โพรไบโอติก  

จุลินทรีย์โพรไบโอติกนั้นมีความสัมพันธ์โดยตรงกับพรีไบโอติก นั่นคือโพรไบโอติก  สามารถใช้
สารอาหารพวกพรีไบโอติกได้ ท าให้มีการเจริญของโพรไบโอติก และส่งผลดีต่อสุขภาพ ต่อผู้บริโภคได้ดังที่
กล่าวมาแล้วข้างต้น ส าหรับกลุ่มจุลินทรีย์โพรไบโอติกที่มีบทบาทส าคัญต่อ สุขภาพนั้น ได้แก่แบคทีเรียกลุ่ม 
แลคโตบซิลลัส และไบฟิโดแบคทีเรีย (Saarela, 2000) 

2.5.1 แลคโตบซิลลัส เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ มีลักษณะเป็นแท่งสั้นๆ เจริญได้ใน 
สภาวะทั้งมีและไม่มีออกซิเจน (facultative anaerobe) เป็นจุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ในล าไส้ของมนุษย์ และสัตว์ 
ซึ่งเป็นประโยชน์ต่อสุขภาพ แยกได้จากทางเดินอาหาร ในล าไส้เล็กและล าไส้ใหญ่ นอกจากนี้ยังพบบริเวณช่อง
คลอดอีกด้วย เจริญได้ในสภาวะกรดแลคโตบซิลลัส สามารถใช้น้ าตาล ซึ่งเป็นแหล่งคาร์บอนและผลิตกรดแล็
คติกได้มากกว่าร้อยละ  85 ในการหมักแบบโฮโมเฟอร์ เมนเททีฟ หรือได้กรดแล็กติกร้อยละ 50 
คาร์บอนไดออกไซด์ เอทานอล และกรดอะซิติกในการหมัก แบบเฮเทอโรเฟอร์เมนเททีฟ เจริญได้ที่พีเอช 4.0 
- 4.5 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญคือ 30-40 องศาเซลเซียส อย่างไรก็ตาม มีแลคโตบซิลลัส บางสายพันธุ์
เท่านั้นที่มีประสิทธิภาพในการต่อต้าน จุลินทรีย์ก่อโรคในล าไส้ตัวอย่างเชื้อ แลคโตบซิลลัส ที่ใช้เป็นโพรไบโอ
ติก ได้แก่  L. acidophilus, L. casei, L. delbrueckii subsp. Bulgaricus, L. reuteri, L. brevis และ L. 
rhamnosus เป็นต้น (Klein et al, 1998) 

2.5.2 ไบฟิโดแบคทีเรีย เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ไม่ต้องการอากาศอย่างแท้จริง มีรูปร่างเป็นแท่ง 
คล้ายตัว Y และไม่ผลิตก๊าซ ถูกค้นพบครั้งแรกโดย Tissier ในปี ค.ศ. 1900 ซึ่งแยกได้จากอุจจาระ ของเด็ก
ทารก คุณสมบัติที่ส าคัญคือ สามารถหมักน้ าาตาลเฮกโซสได้เป็นกรดแล็กติกโดยผ่านวิถี  ฟอสโฟคีโตเลท 
(phosphoketolase pathway) เมื่ออยู่ในสภาวะไม่เหมาะสมต่อการเจริญก็จะเกิดการ เปลี่ยนแปลงเซลล์ให้
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มีกิ่งก้านมากมายในอาหารที่ขาด เบต้า-เมทิล-ดี-กลูโคซามีน (β-methyl-Dglucosamine) เซลล์ที่มีลักษณะ
เป็นสองส่วนเท่ากันจะเกิดรูปร่างที่แตกแขนงมากขึ้น และเมื่อมีการ เติมกรดอะมิโนเพียงเล็กน้อยในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ เซลล์ที่เป็นกิ่งก้านมากมายจะเปลี่ยนเป็นแท่งโค้ง ไบฟิโดแบคทีเรียนี้พบได้ในล าไส้เล็ก ล าไส้ใหญ่ 
และช่องคลอด ผลิตวิตามินบีอุณหภูมิที่เหมาะสม ในการเจริญคือ 37 - 41 องศาเซลเซียส พีเอชที่เหมาะสมคือ 
5.5 - 7.0 ผลิตกรดอะซิติคกรดแล็กติก ท าให้เพิ่มความเป็นกรดในล าไส้ ตัวอย่างเชื้อไบฟิโดแบคทีเรีย ที่ใช้เป็น
โ พร ไบ โ อติ ก  ไ ด้ แ ก่  B. bifidum, B. adolescentis, B. animalis, B. infantis, B. longum แ ล ะ  B. 
thermophilum เป็นต้น (Boylston, 2004) 

   2.6 วิธีกำรแสดงผลตอบสนองแบบโครงร่ำงพ้ืนผิว (Response Surface Methodology; RSM)  

วิธีการแสดงผลตอบสนองแบบโครงร่างพ้ืนผิว หรือ RSM คือ วิธีการทาง คณิตศาสตร์และสถิติ ที่ถูก
น ามาใช้สร้างแบบจ าลอง โดยอาศัยการวิเคราะห์ผลของตัวแปรต่าง ๆ ต่อ ค่าตอบสนองหรือตัวแปรตามของ
การทดลอง เนื่องจากค่าตอบสนองนั้น ๆ มีอิทธิพลมาจากตัวแปร อิสระหลายตัวแปร การออกแบบการทดลอง
ด้วยวิธีนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือหาจุดที่มีความ เหมาะสมของตัวแปรแต่ละตัวแปรต่อค่าตอบสนองที่ต้องการ 
(Montgomery, 1991) โดย เริ่มจากการค้นหาฟังก์ชันที่แท้จริงระหว่างค่าตอบสนอง ต่อตัวแปรอิสระต่าง ๆ 
ซึ่งโดยมากมักใช้ ความสัมพันธ์แบบโพลีโนเมียล (Polynomial) เช่น สมการล าดับที่หนึ่ง (First order) 
(สมการที ่1) หรือสมการล าดับที่สอง (second order) (สมการที ่2) และเม่ือน าค่าการตอบสนองมาพล๊อตกับ 
ระดับของตัวแปรอิสระ จะได้กราฟผลตอบสนองแบบโครงร่างพ้ืนผิว 

𝑌 = 𝛽0 + 𝛽1𝑋1 + 𝛽2𝑋2 + ⋯ + 𝛽𝑘𝑋𝑘 + 𝜀                                      …………. (1) 

𝑌 = 𝛽0 + ∑ 𝛽𝑖𝑋𝑖 + ∑ 𝛽𝑖𝑖𝑋𝑖
2 + ∑ ∑ 𝛽𝑗𝑖𝑋𝑖

𝑘
𝑖𝑖<𝑗

𝑘
𝑖

𝑘
𝑖=1

𝑘
𝑖=1 𝑋𝑗 + 𝜀                     …….….. (2) 

จากสมการที่สร้างขึ้นนี้ สามารถน ามาสร้างภาพกราฟสามมิติที่เรียกว่า response surface plot ซึ่ง
แสดงระดับของตัวแปรในแนวระนาบและแสดงค่าตอบสนองในแนวแกนตั้ง  หรือสร้างกราฟสองมิติที่เรียกว่า 
contour plot ซึ่งแสดงค่าตอบสนองในแนวรูปเส้นกราฟหลายเส้น กราฟทั้งสองประเภทนี้มีประโยชน์ในการ
อธิบายผลของตัวแปรที่ศึกษาต่อค่าตอบสนอง ความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรที่ศึกษา รวมถึงผลร่วมของตัวแปร
ที่ศึกษาต่อค่าตอบสนอง และพร้อมกันนั้นจะสามารถแก้ปัญหาสมการชนิดหลายตัวแปรที่มีความสัมพันธ์กัน
ของ dependent variable กับคุณลักษณะทางด้านปริมาณของผลิตภัณฑ์กระบวนการและ/หรือพารามิเตอร์
ที่ออกแบบ (Olkku และคณะ, 1983)  

Box-Behnken design เป็ นรูปแบบการออกแบบการทดลองแบบหนึ่งของการออกแบบการทดลอง
แบบ RSM ซึ่งรูปแบบของ RSM มีหลายรูปแบบ ได้แก่ Factorial design (3ระดับ), Central composite 
design (CCD) และ D-optimal design Box-Behnken design คือการออกแบบการทดลองที่สร้างขึ้นจาก
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การรวมการออกแบบแบบแฟคทอเรียล 2k และ การออกแบบแบบบล็อกไม่สมบูรณ์ รูปร่างคล้ายกับ cubic 
หรือลูกบาศก์ที่จุดทุกจุดของการทดลองวางอยู่บนจุดยอดของลูกบาศก์ซ่ึงสร้างข้ึนจากขีดจ ากัดบนและล่างของ
แต่ละตัวแปรที่น ามาศึกษา ส าหรับจุดที่อยู่ตรงกลางของลูกบาศก์ เป็นจุดที่เชื่อมโยงทุกๆ ปัจจัยเข้าด้วยกัน ที่
ส าคัญ รูปแบบของมันสามารถหมุนได้หรือเกือบหมุนได้และเมื่อเปรียบเทียบรูปแบบการทดลองลักษณะอ่ืนๆ 
ของ RSM พบว่าการออกแบบแบบ Box-Behnken design เป็นการออกแบบที่มีจ านวนชุดการทดลองน้อย 
(15 ชุด,จุดกึ่งกลางท า 3 ซ้ า ) เมื่อการศึกษานั้นประกอบด้วยตัวแปรที่สนใจจ านวน 3 ตัวแปร การออกแบบ
ด้วย Box-Behnken design จึงเป็นรูปแบบการออกแบบการทดลองที่ได้รับความนิยม 

   2.7 งำนวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

         การศึกษาการผลิตออลิโกกาแลคโตแมนแนน ในปี 2008 Park รายงานผลของการย่อยกาแลคโตแมน
แนนจากกากมะพร้าวเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ด้วยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดยใช้เอนไซม์เบต้า-แมนนาเนสจาก 
Trichoderma sp. เข้มข้น 255 ยูนิต ที่พีเอช 4.5 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สามารถ
ผลิต แมนโนไบโอส แมนโนไตรโอส และแมนโนเฮกซะโอส ต่อมาในปี 2013 Chantorn และคณะ รายงานผล
ของการใช้ครูดเอนไซม์จาก Penicillium oxalicum KUB-SN2-1 ในการย่อยกาแลคโตแมนแนนจากกาก
มะพร้าวที่สภาวะ พีเอช 4 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ที่ทุกๆ 3 ชั่วโมง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ตั้งแต่เวลา 3 
ชั่วโมง สามารถย่อยได้ แมนโนส แมนโนไบโอส และแมนโนไตรโอส  

         นอกจากนี้ยังได้มีการน าวิธีพ้ืนที่ผิวตอบสนอง (Response surface methodology) ซึ่งเป็นวิธีการ
ทางคณิตศาสตร์มาช่วยหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตออลิโกกาแลคโตแมนแนนด้วยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส
โดยใช้เอนไซม์ ซึ่งในปี 2013 Chen และคณะ รายงานผลของสภาวะที่เหมาะสม (พีเอช อุณหภูมิ ระยะเวลา
ในการท าปฏิกิริยาและอัตราส่วนระหว่างความเข้มข้นของเอนไซม์ต่อสับสเตรท) ในการผลิตกลูโคออลิโกกา
แลคโตแมนแนนจากผงบุก ว่าสภาวะที่เหมาะสม ได้แก่ พีเอช 7.1 อุณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3.4 
ชั่วโมง โดยใช้อัตราส่วนระหว่างความเข้มข้นของเอนไซม์ต่อสับสเตรทเท่ากับ 0.49 ที่ให้ปริมาณผลผลิตสูงสุด  
และในปีเดียวกัน Jian และคณะ รายงานผลของสภาวะที่เหมาะสม (ความเข้มข้นของเอนไซม์ อุณหภูมิ และ
ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา) ในการผลิตออลิโกกาแลคโตแมนแนนจาก Gleditsia sinensis ว่าสภาวะที่
เหมาะสม ได้แก่ การใช้เอนไซม์ เบต้า-แมนนาเนสจาก Aspergillus niger ที่ 8.1 ยูนิต/กรัม อุณหภูมิ 57.4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 34.1 ชั่วโมง ซึ่งได้ปริมาณผลผลิต 75.9 เปอร์เซ็นต ์

ชนิดของออลิโกกาแลคโตแมนแนนจากกากมะพร้าวที่พบส่วนใหญ่ ได้แก่ แมนโนไบโอสและแมนโน
ไตรโอส (Saittagaroon และคณะ, 1983; Takeda และคณะ, 2005; Park, 2008 และGhosh และคณะ, 
2015) ซึ่งมีสมบัติเป็นพรีไบโอติก จากรายงานของ Ghosh และคณะ (2015) ได้ศึกษาสมบัติการเป็นพรีไบ
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โอติกในหลอดทดลอง พบว่า ออลิโกกาแลคโตแมนแนนมีความสามารถทนต่อการย่อยในสภาวะที่เป็นกรด ทน
ต่อการย่อยด้วยเอนไซม์ แอลฟ่า-อะไมเลส อีกท้ังยังมีสมบัติเป็นสารต้านการเกิดมะเร็งได้อีกด้วย 

 ในปี 2005 Manderson และคณะ ได้ศึกษาสมบัติการเป็นพรีไบโอติกของแพคติกโอลิโกแซคคาไรด์
ที่ได้จากวัสดุเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมน้ าส้มในหลอดทดลอง พบว่า แพคติกโอลิโกแซคคาไรด์สามรถเพ่ิม
จ านวนของ bifidobacterial และ Eubacterium rectale นอกจากนี้ยังเพ่ิมระดับของบิวทิเรต อีกด้วย ต่อมา
ในปี 2006 Wang และคณะ ได้ศึกษาสมบัติการเป็นพรีไบโอติกของอัลจิเนตโอลิโกแซคคาไรด์ทั้งในหลอด
ทดลองในสัตว์ทดลอง พบว่า อาหารเลี้ยงเชื้อที่ เติมอัลจิเนตโอลิโกแซคคาไรด์กระตุ้นการเจริญของ 
Bifidobacterium bifidum ATCC 29521 และ Bifidobacterium longum SMU 27001 ได้ดีกว่าอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่เติมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ ส่วนในสัตว์ทดลองพบว่า อัลจิเนตโอลิโกแซคคาไรด์สามารถกระตุ้น
การเจริญของ bifidobacteria ได้ดีกว่าเติมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ โดยปริมาณ bifidobacteriaในอุจาระ
ของสัตว์ทดลองที่ได้กินอาหารที่มี อัลจิเนตโอลิโกแซคคาไรด์ 2.5% เป็นเวลา 2 สัปดาห์ มีปริมาณเพ่ิมขึ้นถึง 
13 เท่า และมีปริมาณlactobacilli เพ่ิมข้ึน 5 เท่า นอกจากนี้ยังสามารถลดการเจริญของ enterobacteriacea 
และ enteiococci ถัดมาในปี 2014 Harmayani และคณะ รายงานผลการเป็นพรีไบโอติกของกลูโคแมนแนน 
จาก Amorphophallus oncophyllus ซึ่งได้ศึกษาในสัตว์ทดลองและได้เปรียบเทียบกับ AIN 93 ผงบุก 
และอินูลิน พบว่ากลูโคแมนแนน จาก Amorphophallus oncophyllus สามารถยับยั้งการเจริญของ 
Escherichia coli อีกทั้งยังสามารถผลิตกรดไขมันสายสั้น และลดค่าพีเอชของ cecal content ได้ใกล้เคียง
กับ AIN 93 ผงบุก และอินูลิน 

การใช้ออลิโกกาแลคโตแมนแนนเพ่ือการเลี้ยงสัตว์ Kumprecht และ Zobac (1997) ศึกษาในไก่เนื้อ
เชิงการค้าทีม่ีการเสริมออลิโกกาแลคโตแมนแนนในอาหารสัตว์พบว่า ไก่ท่ีได้รับออลิโกกาแลคโตแมนแนนจะมี
ความสามารถในการย่อยกากใย (fiber) เพ่ิมขึ้น แต่ไม่มีผลต่อการย่อยไขมันและโปรตีน อีกทั้งยังมีรายงานว่า
ออลิโกกาแลคโตแมนแนนสามารถเพ่ิมปริมาณโปรตีนที่ถูกดูดซึม (protein utilization) ไว้ในร่างกายสัตว์ 
(Samarasinghe และคณะ, 2003) ต่อมา Yang และคณะ (2008) รายงานผลของการเสริม ออลิโกกาแลคโต
แมนแนน ในอาหารไก่กระทง พบว่าช่วยเพ่ิมการย่อยของแป้งที่บริเวณล าไส้เล็กส่วน ileal อีกทั้งยังเพ่ิม
ปริมาณจุลินทรีย์ในล าไส้ นอกจากนี้ยังลดจ านวนของเชื้อโคลิฟอร์ม และคลอสตริเดียม เพอร์ฟริงเจนส์ 
(Clostridium perfringens) 

Cuong และคณะ (2013) ศึกษาสมบัติการเป็นพรีไบโอติกของออลิโกกาแลคโตแมนแนนจากกาก
มะพร้าวที่เสริมลงในอาหารของกุ้งขาว พบว่า ออลิโกกาแลคโตแมนแนนช่วยเพ่ิมอัตราการเจริญเติบโตของกุ้ง
ขาว นอกจากนี้ยังช่วยเพ่ิมจ านวนของ Lactobacilli และ bifidobacteria ส่วนเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค ได้แก่ 
วิบริโอ โคลิฟอร์ม คลอสตริเดีย และ ซาโมเนลลา มีปริมาณลดลง เช่นเดียวกับ Rungrassamee และคณะ 



20 
 
(2014) ได้เสริมออลิโกกาแลคโตแมนแนนจากกากมะพร้าวลงในอาหารของกุ้งขาวเช่นกัน เพ่ือศึกษาการรอด
ชีวิตของกุ้งขาวที่ได้รับเชื้อ Vibrio harveyi พบว่ากุ้งที่ได้รับอาหารที่มีการเสริมออลิโกกาแลคโตแมนแนนไปก
ระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันส่งผลให้สามารถป้องกัน เชื้อ Vibrio harveyi ได้ แต่ไม่มีผลต่อการเจริญเติบโตของกุ้ง
ขาว 
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บทท่ี 3 
อุปกรณ์และวิธีกำรทดลอง 

 

 3.1 วัตถุดิบ 

   3.1.1 ตัวอย่ำง 

      กากมะพร้าวสดจากการน าเนื้อมะพร้าวผ่านกระบวนการคั้นกะทิ ได้รับความอนุเคราะห์
จาก บริษัทเทพผดุงพรมะพร้าว จ ากัด จังหวัดนครปฐม  

   3.1.2 สำรเคมี 

- กรดไฮโดรคลอริก (HCl) Merck, ประเทศเยอรมนี 
- โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) Merck, ประเทศเยอรมนี 
- กรดซัลฟูริก (H2SO4) Merck, ประเทศเยอรมนี 
- 3,5-Dinitrosalicylic acid Carlo, ประเทศอิตาลี 
- ฟีนอล Merck, ประเทศเยอรมนี 
- ไดโซเดียมฟอสเฟต ไดไฮเดรต (Na2HPO4.2H2O) Carlo, ประเทศอิตาลี 
- โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4) Carlo, ประเทศอิตาลี 
- โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)  Carlo, ประเทศอิตาลี 
- กรดซิตริก (C6H8O.7H2O) Merck, ประเทศเยอรมนี 
- โซเดียมซิเตรต (Na3C6H5O7.2H2O) Merck, ประเทศเยอรมนี 
- ไกลซีน Merck, ประเทศเยอรมน ี
- ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4) Merck, ประเทศเยอรมนี 
- โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) Merck, ประเทศเยอรมนี 
- แคลเซียมคลอไรด์ ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) Merck, ประเทศเยอรมนี 
- แมกนีเซียมซัลเฟต เฮพตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) Merck, ประเทศเยอรมนี 
- โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต (NaHCO3) Carlo, ประเทศอิตาลี 
- โซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรต (KNaC4H4O6·4H2O) Carlo, ประเทศอิตาลี 
- ทวีน 80 Merck, ประเทศเยอรมนี 
- เกลือน้ าดี  Sigma-Aldrich, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
- เปปโตน Merck, ประเทศเยอรมนี 
- บิวธานอล Merck, ประเทศเยอรมนี 
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- อินูลิน Sigma-Aldrich, ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

- แมนโนส Merck, ประเทศเยอรมนี 
- แมนโนไบโอส Meagzyme, Ireland 
- แมนโนไตรโอส Meagzyme, Ireland 
- แมนโนเตตระโอส Meagzyme, Ireland 
- แมนโนเพนโตส Meagzyme, Ireland 
- แมนโนเฮกโซส Meagzyme, Ireland 
- กาแลคโตส Merck, ประเทศเยอรมนี 
- เอนไซม์เบต้า-แมนนาเนส จาก Aspergillus niger Meagzyme, Ireland 
- L-cysteine HCl Sigma-Aldrich, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
- Lactobacillus MRS broth Merck, ประเทศเยอรมนี 
- Yeast extract Merck, ประเทศเยอรมนี 
- Sephadex LH-20 Sigma-Aldrich, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
 
   3.1.3 เชื้อจุลินทรีย์ 

- Lactobacillus plantarum NF3  
- Lactobacillus plantarum RS54  
- Escherichia coli  
- Staphylococcus aureus  

  
3.2 เครื่องมือและอุปกรณ์ 

 
- Spectrophotometer Shimadzu UV-Vis 1601, 

ประเทศญี่ปุ่น 
- TLC Silica gel 60 F254 20 × 20 cm. Merck, ประเทศเยอรมนี 
- เครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง Satorious TE214S, 

ประเทศเยอรมนี 
- ตู้อบลมร้อน  Memmert UFB 400, 

ประเทศเยอรมนี 
- อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ  Memmert WB 29, 

ประเทศเยอรมนี 
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- Fraction column i.d. 16 × 700 mm  GE Healthcare,ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

- Fraction collector Phamacia , ประเทศสวีเดน 
- peristatic pump  Pharmacia, ประเทศสวีเดน 
- Tubidity meter  Lovibond, TB210TR 

 
 
 3.3   สถำนที่ด ำเนินงำน 

     คณะอุตสาหกรรมเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 
 
 3.4 วิธีกำรทดลอง 

            3.4.1 การเตรียมตัวอย่างกากมะพร้าว  

                   กากมะพร้าวสด น ามาคัดเอาสิ่งแปลกปลอมทางกายภาพออก เช่น เศษหิน กะลา และ
ใยมะพร้าว เป็นต้น จากนั้นอบไล่ความชื้นด้วยตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ  50 องศาเซลเซียส เพ่ือให้เหลือความชื้น
ในกากมะพร้าวประมาณ 10-11 เปอร์เซ็นต์ น ากากมะพร้าวที่ผ่านการอบแห้ง มาสกัดเอาไขมันออก ด้วย
อีเทอร์-เอทานอล (อัตราส่วน1:1 ปริมาตรต่อปริมาตร) โดยชั่งตัวอย่างกากมะพร้าวและตวงสารละลายผสมใน
อัตราส่วน 1: 5 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร แล้วน าเข้าเครื่องเขย่า ใช้ความเร็วรอบที่ 100 รอบต่อนาที สกัดเป็น
เวลานาน 24 ชั่วโมง กรองแยกกากมะพร้าวออกจากสารละลายด้วยผ้ามัสลิน และท าการสกัดซ้ าอีกครั้งหนึ่ง 
กากมะพร้าวที่ผ่านการสกัดไขมันน าไปอบแห้งด้วยตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ  50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 
ชั่วโมง เก็บตัวอย่างกากมะพร้าวที่ผ่านการสกัดไขมันใส่ถุงพลาสติกโพลีโพร-พิลีน (PP) ปิดผนึกด้วยเครื่องปิด
ผนึก แล้วน าไปเก็บรักษาไว้ในกล่องพลาสติกท่ีมีฝาปิดสนิท ที่อุณหภูมิห้อง 

        3.4.2 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดแมนแนน  

         การสกัดแมนแนนจากกากมะพร้าวใช้วิธีที่ดัดแปลงจาก Saittagaroon และคณะ ( 
1983) โดยน ากากมะพร้าวที่ผ่านการสกัดไขมันแล้วไปสกัดแมนแนนด้วยน้ ากลั่นในอัตราส่วน 1:20 โดยน้ าหนัก
ต่อปริมาตร และน าไปให้ความร้อนด้วยหม้อนึ่งความดัน ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที กรอง
แยกกากมะพร้าวออก ส่วนของเหลวที่ได้น าไปตกตะกอนด้วย เอธานอล 80 เปอร์เซ็นต์ ในอัตราส่วน 1:1 โดย
น้ าหนักต่อปริมาตร ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง  จากนั้นน าสารละลายที่ได้ปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 4500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บส่วนที่เป็นตะกอน น า
ตะกอนที่ได้มาสกัดด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่สภาวะต่างๆความเข้มข้น 15, 20 และ 25 เปอร์เซ็นต์ 
เป็นเวลานาน  18, 24 และ 30 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิห้อง ปรับค่าพีเอชให้เท่ากับ 4, 5 และ 6 ด้วยกรดอะซิติก
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เข้มข้น 98 เปอร์เซ็นต์ ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าสารละลายที่ได้มาปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 9000 รอบต่อนาที เป็นเวลานาน 15 นาที เก็บส่วนที่เป็นตะกอน น าตะกอนที่ได้ไป
อบแห้งในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 ชั่วโมง จะได้ตัวอย่างแมนแนนจากกาก
มะพร้าว บดแมนแนนด้วยเครื่องบดแห้งให้เป็นผง บรรจุลงในขวดสีชาเก็บรักษาในโถดูดความชื้น ค านวณหา
ปริมาณผลผลิตของแมนแนนที่สกัดได้ วิเคราะห์สมบัติทางเคมีบางประการ ได้แก่ ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด และ
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ นอกจากนี้ค านวณหาความยาวของแมนแนนโดยเฉลี่ย โดยมีรายละเอียด ดังนี้ 

       3.4.2.1 ปริมาณผลผลิตของแมนแนนที่สกัดได้ ค านวณได้จากกสมการ 

               ปริมาณแมนแนน (เปอร์เซ็นต์) =
น้ าหนักแมนแนนที่สกัดได้ (กรัม)

น้ าหนักกากมะพร้าวเริ่มต้น (กรัม)
 × 100 

                3.4.2.2 วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ตามวิธีของ Dubois และคณะ (1956) 
รายละเอียดวิธีวิเคราะห์ดูได้จากภาคผนวก ข 

            3.4.2.3 วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ ตามวิธีของ Miller (1959) รายละเอียดวิธี
วิเคราะห์ดูได้จากภาคผนวก ก 

       3.4.2.4 ความยาวของแมนแนนโดยเฉลี่ย  

              ความยาวแมนแนนโดยเฉลี่ย ที่พบได้ในแมนแนน หมายถึง จ านวนของน้ าตาลแมนโนสที่มาต่อกัน
จนกระทั่งได้สายพอลิเมอร์ของแมนแนน โดยจ านวนของน้ าตาลแมนโนสจะเป็นตัวก าหนดขนาดของแมนแนน 
การค านวนหาความยาวแมนแนนโดยเฉลี่ย แสดงดังสมการ 

                          ความยาวแมนแนนโดยเฉลี่ย = 
ปริมาณของน้ าตาลทั้งหมด (มิลลิกรัม)

ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ในรูปของน้ าตาลแมนโนส (มิลลิกรัม)
 

 

  3.4.3 การศึกษาความสามารถในการละลายของแมนแนนที่สกัดได้ (Water solubility index, WSI) 

                  เลือกใช้แมนแนนที่ ได้จากสภาวะในการสกัดที่ ให้ เปอร์ เซ็นต์ผลผลิตสูงสุด  มาศึกษา
ความสามารถในการละลายของแมนแนน ใช้วิธีดัดแปลงของ Kang และคณะ (2014) รายงานความสามารถ
การละลายเป็นร้อยละ โดยศึกษาความสามารถในการละลายที่สภาวะต่าง ๆ ดังนี้ 
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                   3.4.3.1 ความสามารถในการละลายของแมนแนนที่ พีเอชต่าง ๆ 

                  เตรียมตัวอย่างสารละลายแมนแนน ที่ความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ ที่พีเอชต่าง 
ๆ ต้ังแต่ 3-9 ด้วย  ซิเตรทบัฟเฟอร์ (พีเอช 3-5) ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (พีเอช 6-8) และไกลซีน-โซเดียมไฮดรอก
ไซด์ บัฟเฟอร์ (pH 9) โดยละลายแมนแนนด้วยบัพเฟอร์ตามพีเอชที่ก าหนด น าไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 80 
องศาเซลเซียส ละลายให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วยเครื่องกวนแบบแม่เหล็กความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 30 นาที ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นเทใส่หลอดเซนทริฟิวส์ แล้วปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
3,000 รอบต่อนาที นาน 40  นาท ีเทสารละลายส่วนใสด้านบนออก น าตะกอนที่ได้ ไปอบท่ีอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส จนกว่าน้ าหนักคงที่ บันทึกค่าน้ าหนักที่แน่นอน ค านวณหาความสามารถในการละลายดังสมการ
ต่อไปนี้ 

 ความสามารถในการละลาย (เปอร์เซ็นต์) = 
น้ าหนักตะกอน (กรัม)

น้ าหนักตัวอย่างเริ่มต้น (กรัม)
 × 100 

      3.4.3.2 ความสามารถในการละลายของแมนแนนที่ความเข้มข้นต่างๆ 

         เตรียมตัวอย่างสารละลายแมนแนนที่ความเข้มข้นต่างๆ (0.1-1เปอร์เซ็นต์) ละลาย
ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (พีเอช 8) แล้วท าเช่นเดียวกับการหาความสามารถในการละลายที่พีเอชต่างๆ ทุก
ประการ จากนั้นค านวณหาความสามารถในการละลายดังสมการข้างต้น 

             คัดเลือกสภาวะพีเอช และความเข้มข้นที่แมนแนนละลายได้ดีที่สุดส าหรับใช้ในการ
ทดลองขั้นต่อไป 

      3.4.4 การศึกษาขนาดโมเลกุลของแมนโนโอลิโกแซกคไรด์ที่มีสมบัติเป็นพรีไบโอติกท่ีดี  

   3.4.4.1 การย่อยสลายแมนแนนด้วยเอนไซม์ เบต้า-แมนนาเนส จาก A. niger 

 เตรียมสารละลายแมนแนนตามสภาวะที่ ได้จากข้อ 3.4.3 (ความเข้มข้น 5 
เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร) มาย่อยด้วยเอนไซม์แมนนาเนสเข้มข้น 3 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง น าสารละลายปฏิกิริยาที่ได้มาต้มในน้ าเดือดเพ่ือหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ 
จากนั้นน าไปวิเคราะห์หา องค์ประกอบของออลิโกกาแลคโตแมนแนนที่เกิดขึ้นโดยใช้วิธีโครมาโตกราฟีผิวบาง 
(Thin layer chromatography, TLC) ตามวิธีที่รายงานโดย Park (2008) โดยน ามาหยดบนแผ่นทินเลเยอร์
โครมาโตกราฟีอะลูมิเนียม ชนิด Silica gel 60 F254 ขนาด 10 × 20 เซนติเมตร ปริมาณ 10 ไมโครลิตร โดย
เทียบกับสารมาตรฐาน ได้แก่ น้ าตาลกาแลคโตส น้ าตาลแมนโนส แมนโนไบโอส แมนโนไตรโอส แมนโนเตตระ
โอส แมนโนเพนโตส และแมนโนเฮกโซส ในปริมาตรที่เท่ากัน น าแผ่น TLC แช่ในโถ TLC ซึ่งมีระบบของตัวท า
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ละลาย บิวธานอล: กรดอะซิติกเข้มข้น: น้ า อัตราส่วน 2:1:1 โดยปริมาตร ตามล าดับ รอจนตัวท าละลาย
เคลื่อนที่ถึงขีดที่ก าหนดไว้ น ามาเป่าให้แห้ง หลังจากนั้น แช่ในโถ TLC อีกครั้งหนึ่ง เมื่อตัวท าละลายเคลื่อนที่
ถึงขีดที่ก าหนด น ามาเป่าให้แห้ง แล้วน าไปจุ่มด้วยสารละลายกรดซัลฟูริกเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ในเอธานอล 
แล้วรีบน าขึ้นมาทันที วางไว้จนแห้งในตู้ดูดควัน และตรวจสอบการเกิดสีด้วยความร้อน โดยน าไปอบด้วยตู้อบ
ลมร้อนที่ 120 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จุดสีน้ าตาลจะปรากฏบนแผ่น TLC เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน  

   3.4.4.2 การคัดแยกขนาดออลิโกกาแลคโตแมนแนนที่มีขนาด DP ต่าง ๆ  

                        น าสารละลายออลิโกกาแลคโตแมนแนนที่ได้ ไปท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง ได้แมนโน
โอลิโกแซกคาไรด์ผง จากนั้นน ามาแยกขนาดโมเลกุลของออลิโกกาแลคโตแมนแนน โดยวิธีคอลัมน์โคมาโตก
ราฟี ตามวิธีที่รายงานโดย Park (2008)  โดยชั่งแมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ผง 1 กรัมละลายด้วยน้ ากลั่น ปรับ
ปริมาตรครบ 10 มิลลิลิตร น าไปโหลดลงคอลัมน์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางภายในเท่ากับ 16 × 700 มิลลิลิตร 
ภายในบรรจุ Sephadex LH-20 สูง 670 มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใช้ระบบไอโซเครติก มีเฟสเคลื่อนที่
คือ น้ า อัตราการไหลเท่ากับ 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที ด้วย peristatic pump  เก็บตัวอย่างทุก ๆ 2 นาทีต่อ
หลอด เป็นจ านวน 60 หลอด ด้วยเครื่องเก็บตัวอย่าง (fraction collector)  แล้ววิเคราะห์หาปริมาณน้ าตาล
ทั้งหมดด้วยวิธี ฟีนอล-ซัลฟิวริก (Dubios และคณะ, 1956) ตามรายละเอียดในภาคผนวก  ข  และยืนยัน
เบื้องต้นด้วย TLC วิธีการเช่นเดียวกับที่กล่าวข้างต้น จากนั้นน าไปวิเคราะห์สมบัติการเป็นพรีไบโอติกของออลิ
โกกาแลคโตแมนแนนที่แยกได้ในขั้นตอนต่อไป 

      3.4.5 ความสามารถในการทนต่อการย่อยในสภาวะที่เป็นกรด 

   น าแมนแนน แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ได้จาก 3.4.4.1 และแมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ผ่าน
การคัดแยกขนาดจาก 3.4.4.2 มา 1 มิลลิลิตร ผสมกับ HCl buffer ทีม่ี NaCl 1.703 กรัมต่อลิตร, KCl 0.199 
กรัมต่อลิตร, CaCl.2H2O 0.150 กรัมต่อลิตร และ NaHCO3 0.300 กรัมต่อลิตร เป็นองค์ประกอบ 
(Wichienchot และคณะ, 2010) เพ่ือปรับสภาวะของสารละลายให้ใกล้เคียงกับสภาวะของสารละลายอิเลค
โตรไลท์ในกระเพาะอาหาร ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน จึงปรับพีเอชของสารละลายเป็นพีเอชต่าง ๆ 
ได้แก่ 1, 2, 3 และ 4 ตามล าดับด้วย กรดไฮโดรคลอริก ผสมให้เข้ากันแล้วน าไปบ่มด้วยอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ 
ที่ 37 องศาเซลเซียส เขย่าเป็นครั้งคราว เก็บตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมไฮดร
อกไซด ์เข้มข้น 1 โมลาร์ ให้มีค่า พีเอชเท่ากับ 7 เพ่ือหยุดปฏิกิริยาการย่อยด้วยกรด โดยเปรียบเทียบกับอินูลิน 
จากนั้นน าตัวอย่างไปวิเคราะห์หาปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ตามวิธีของ Dubois และคณะ (1956) และปริมาณ
น้ าตาลรีดิวซ์ ตามวิธีของ Miller (1959) ตามรายละเอียดในภาคผนวก  ก และข  แล้วน าไปค านวณค่า
เปอร์เซ็นตก์ารย่อยสลาย โดย 
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 การย่อยสลาย (เปอร์เซ็นต์) = 
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์หลังย่อย−ปรมิาณน้ าตาลรีดิวซ์ก่อนย่อย

ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด−ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ก่อนย่อย
 × 100 

    3.4.6 ความสามารถในการส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์โปรไบโอติกส์ 

        ทดสอบความสามารถในการส่งเสริมการเจริญของแมนแนน แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ได้
จาก 3.4.4.1 และแมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ผ่านการคัดแยกขนาดจาก 3.4.4.2 ต่อแบคทีเรียโปรไบโอติกส์ซึ่ง
ส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียกลุ่ม Lactobacilli เนื่องจากแบคทีเรียเหล่านี้สามารถหมักกรดแลคติกและเป็น
จุลินทรีย์ที่พบในทางเดินอาหารของมนุษย์ ในการทดสอบนี้ใช้แบคทีเรีย 2 ชนิดคือ Lactobacillus 
plantarum RS54 และ Lactobacillus plantarum NF3 โดยน าแบคทีเรียโปรไบโอติกส์มาเลี้ยงในอาหาร
เหลว De Man Rogosa Sharpe (MRS) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
หลังจากนั้นถ่ายเชื้อร้อยละ 10 (1 มิลลิลิตร) ซึ่งมีความเข้มข้น ของเชื้อเริ่มต้น 106 CFU ต่อมิลลิลิตร ลงใน 
minimal medium ซึ่งประกอบด้วย Peptone water 2 กรัมต่อลิตร Yeast extract 2 กรัมต่อลิตร NaCl 0.1 
กรัมต่อลิตร K2HPO4 0.04 กรมัต่อลิตร KH2PO4 0.04 กรัมต่อลิตร CaCl2.6H2O 0.01 กรัมต่อลิตร 
MgSO4.7H2O 0.01 กรัมต่อลิตร NaHCO3 2 กรัมต่อลิตร Tween 80 2 มิลลิกรัมต่อลิตร Cysteine-HCl 0.5 
กรัมต่อลิตร และ Bile salt 0.5 กรัมต่อลิตร โดยใส่แมนแนน แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ได้จาก 3.4.4.1 และ
แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ผ่านการคัดแยกขนาดจาก 3.4.4.2เพ่ือเป็นแหล่งของคาร์บอนเปรียบเทียบกับการใช้
น้ าตาลแมนโนส อินูลิน และออลิโกกาแลคโตแมนแนนจากโลคัสบีนกัม น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ในสภาวะไร้อากาศ โดยในการทดสอบความสามารถในการเจริญของโปรไบโอติกส์จะท าการเก็บตัวอย่างที่
เวลา 0, 6, 12, 18, 24, 36, 48 และ 72 ชั่วโมง เพ่ือน ามาวัดการเจริญของแบคทีเรียโปรไบโอติกส์ โดยวัดค่า
การดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 

    3.4.7 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการย่อยแมนแนนจากมะพร้าวโดยใช้เอนไซม์เบต้า-แมนนาเนส 

                 น าเอนไซม์แมนนาเนสจาก Aspergillus niger มาบ่มกับสารละลายแมนแนนจากมะพร้าวที่
สภาวะต่าง ๆ ออกแบบสภาวะการทดลองโดยใช้เทคนิค Response surface method (RSM) แบบ Box-
Behnken design (BBD) (3 ระดับ)  โดยมีปัจจัยที่ศึกษา 5 ปัจจัย ได้แก่ ความเข้มข้นของกาแลคโตแมนแนน 
ความเข้มข้นของเอนไซม์ พีเอช เวลา และอุณหภูมิในการย่อย ไดส้ภาวะในการทดลอง 40 ชุดการทดลอง และ
ชุดการทดลองที่เป็นค่ากลาง (Centre point) 6 ชุดการทดลอง รวมทั้งหมด 46 ชุดการทดลอง แสดงดังตาราง
ที่ 3.1 แล้วน าตัวอย่างจากทุกสภาวะการย่อยมาตรวจสอบปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ และ
องค์ประกอบของออลิโกกาแลคโตแมนแนนที่เกิดข้ึนโดยใช้วิธี  โครมาโตกราฟีผิวบาง 
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ตำรำงท่ี 3.1 สภาวะการย่อยแมนแนนจากมะพร้าวโดยใช้เอนไซม์แมนนาเนส 
 

Run A:pH B:temperature (oC) C:time (min) 
D: substrate conc. 

(%) 
E: enzyme conc. 

(unit) 

1 6 35 15 1 0.9 
2 6 35 25 5.5 0.9 
3 6 55 25 10 0.9 
4 6 35 15 5.5 1.2 
5 6 75 15 5.5 1.2 
6 3 55 15 5.5 1.2 
7 6 55 25 5.5 1.2 
8 6 55 15 10 1.2 
9 3 55 15 5.5 0.6 
10 3 55 15 1 0.9 
11 3 55 25 5.5 0.9 
12 6 55 15 1 0.6 
13 3 55 5 5.5 0.9 
14 3 35 15 5.5 0.9 
15 6 55 25 5.5 0.6 
16 6 55 5 1 0.9 
17 6 35 5 5.5 0.9 
18 3 55 15 10 0.9 
19 6 75 5 5.5 0.9 
20 6 55 15 5.5 0.9 
21 3 75 15 5.5 0.9 
22 6 75 15 10 0.9 
23 6 55 15 5.5 0.9 
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ตำรำงท่ี 3.1 สภาวะการย่อยแมนแนนจากมะพร้าวโดยใช้เอนไซม์แมนนาเนส (ต่อ) 

Run A:pH B:temperature (oC) C:time (min) 
D: substrate conc. 

(%) 
E: enzyme conc. 

(unit) 

24 6 55 5 10 0.9 
25 9 35 15 5.5 0.9 
26 6 75 25 5.5 0.9 
27 9 55 5 5.5 0.9 
28 6 55 5 5.5 1.2 
29 9 55 15 5.5 1.2 
30 6 55 15 5.5 0.9 
31 6 75 15 1 0.9 
32 9 55 25 5.5 0.9 
33 9 55 15 5.5 0.6 
34 6 55 25 1 0.9 
35 9 75 15 5.5 0.9 
36 9 55 15 1 0.9 
37 6 35 15 10 0.9 
38 6 55 15 5.5 0.9 
39 6 55 15 5.5 0.9 
40 6 55 15 5.5 0.9 
41 6 55 15 1 1.2 
42 6 35 15 5.5 0.6 
43 6 55 5 5.5 0.6 
44 6 75 15 5.5 0.6 
45 6 55 15 10 0.6 
46 9 55 15 10 0.9 

  
            เลือกสภาวะในการผลิตที่เหมาะสม โดยพิจารณาจากปริมาณออลิโกกาแลคโตแมนแนนที่ผลิต
ได้สูงที่สุดไปใช้ในการทดลองขั้นต่อไป สภาวะที่เหมาะสมพิจารณาจากการวิเคราะห์ผลโดยใช้หลักการ
วิเคราะห์พื้นที่ผิวตอบสนอง โดยพิจารณาค่า ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (Coefficient of determination: 
R2)  ซึ่งได้จากการค านวณ ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ (Y) คือค่าตอบสนองที่สนใจแสดงเป็นสมการถดถอย ตัวแปรที่
มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ได้รับเลือกเพ่ือวิเคราะห์หาสภาวะที่เหมาะสมที่ให้ปริมาณน้ าตาล
รีดิวซ์สูงสุด กราฟสามมิติ แสดงความสัมพันธ์ของปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ (แกน Z) และตัวแปร 2 ตัวแปร 
        ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (Coefficient of determination: R2) และ สัมประสิทธิ์การ
ตัดสินใจที่ถูกปรับค่า (Adjusted coefficient of determination: Adj-R2) ค่าทั้งสองแสดงถึง ความสัมพันธ์
ของตัวแปรในโมเดล ความสามารถของตัวแปรในการอธิบายข้อมูล และความเหมาะสมของโมเดล Lack of 
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Fit บ่งชี้ถึงความ คลาดเคลื่อนของข้อมูลการทดลอง และความเหมาะสมของสมการถดถอย ซึ่งควรมีค่า p-
value > 0.05 

3.4.8 ศึกษาสมบัติทางเคมีกายภาพและสมบัติการเป็นพรีไบโอติกส์ของออลิโกกาแลคโตแมนแนนที่
ผลิตได้จากสภาวะที่เหมาะสม 

               ผลิตออลิโกกาแลคโตแมนแนนโดยใช้สภาวะที่เหมาะสม จากผลการทดลองข้อ 3.4.7 
จากนั้นท าให้แห้งโดยวิธีท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง  

     3.4.8.1 วิเคราะห์ความสามารถในการส่งเสริมการเจริญของโปรไบโอติกส์ (ตามวิธี
วิเคราะห์ในข้อข้อ 3.4.6) 

       3.4.8.2 วิเคราะห์ความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค โดยความสามารถในการ
ยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค มีวิธีการดังนี้ 

     น าตัวอย่างมาศึกษาคุณสมบัติการยับยั้งเชื้อก่อโรค Escherichia coli TISTR 527 และ
Staphylococcus aureus TIRTS 1466 โดยท าการเพาะเลี้ยงเชื้อก่อโรคในอาหารเหลว Mueller Hinton 
Broth (MHB)  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  ได้เชื้อที่มี
ความเข้มข้น 108 CFU ต่อมิลลิลิตร จากนั้นท าการเจือจางเชื้อให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายในอาหาร minimal 
medium เท่ากับ 106 CFU ต่อมิลลิลิตร ที่มีการเติมสารตัวอย่าง ที่มีปริมาณของน้ าตาลทั้งหมด 1 เปอร์เซ็นต์ 
(น้ าหนักต่อปริมาตร) เพ่ือใช้เป็นแหล่งคาร์บอน โดยมีชุดควบคุมคือ น้ าตาลแมนโนส แทนสารสกัด น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในสภาวะไร้อากาศ โดยในการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ
จลุินทรีย์ก่อโรค จะท าการเก็บตัวอย่างที่เวลา 0, 6, 12, 18, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง เพ่ือน ามาวัดการเจริญของ
จุลินทรีย์ก่อโรค โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 

       3.4.9 การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 

       การทดลองตามวิธีการข้อ  3.4.3, 3.4.5, 3.4.6  และ3.4.8 วางแผนการทดลองแบบสุ่ม
สมบูรณ์ (Completely Randomized Design: CRD) และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยที่ได้ของ
ค่าเฉลี่ยข้อมูลโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) จากโปรแกรมค านวณทางสถิติ
ส าเร็จรูป SPSS 
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บทท่ี 4 
ผลกำรทดลองและวิจำรณผ์ลกำรทดลอง 

 
 4.1 ผลของสภำวะในกำรสกัดต่อปริมำณผลผลิตของแมนแนน 
      จากการน ากากมะพร้าว มาสกัดแมนแนนตามสภาวะการสกัดจากข้อ 3.4.2 พบว่า ปริมาณแมน
แนนที่สกัดได้อยู่ในช่วง 26.67-58.61 เปอร์เซ็นต์ แสดงดังภาพที่ 4.1 ซึ่งสภาวะที่สกัดด้วย โซเดียมไฮดรอก
ไซด์เข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมมาตร) ที่เวลา 18 ชั่วโมง และพีเอชเท่ากับ 6.0 ได้ปริมาณแมนแน
นสูงที่สุด คือ 58.61 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีปริมาณใกล้เคียงกับที่รายงานโดย Saittagaroon และคณะ (1983) ที่
สกัดแมนแนนจากกากมะพร้าวโดยมีสภาวะในการสกัดคือ โซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 16 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก
ต่อปริมมาตร) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และพีเอชเท่ากับ 5.0 ได้ปริมาณแมนแนน ประมาณ 61 เปอร์เซ็นต์  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 4.1 ปริมาณผลผลิตของแมนแนนเมื่อใช้สภาวะในการสกัดท่ีแตกต่างกัน 
 
 นอกจากนี้ การสกัดที่พีเอชที่สูงขึ้น และใช้เวลาในการสกัดที่นานขึ้น มีแนวโน้มของปริมาณแมนแนน
ที่สกัดได้สูงกว่าการสกัดที่ใช้พีเอชที่ต่ าและใช้เวลาน้อย ส่วนความเข้มข้นของโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ใช้ในการ
สกัดพบว่าการใช้ความเข้มข้นที่สูงขึ้นปริมาณแมนแนนที่สกัดได้มีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้นเช่นกัน อย่ างไรกตามการ
ใช้ความเข้มข้นของโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่สูงเกินไปส่งผลต่อปริมาณแมนแนนที่สกัดได้มีปริมาณลดลง ซึ่งสังเกต
ได้ว่าการใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้นเพ่ิมสูงขึ้น จนถึงที่ความเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ แมนแนนที่สกัด
ได้มีปริมาณสูงสุดและจะมีปริมาณลดลงเมื่อใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ที่มีความเข้มข้นมากกว่า 20 เปอร์เซ็นต์ ซึ่ง

สภาวะที่ใช้ในการสกดัแมนแนน 
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สอดคล้องกับรายงานของ Sharmada และคณะ (2016) ที่หาสภาวะในการพรี-ทรีตเมนท์กากเมล็ดน้ ามัน 
(de-oiled oil seed cake) โดยใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 2 ถึง 10  นอร์มอล เพ่ือสกัดน้ าตาลรีดิวซ์ 
พบว่า เมื่อใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์จนถึงความเข้มข้น 4 นอร์มอล สามารถสกัดน้ าตาลรีดิวซ์ได้ปริมาณสูงสุด แต่
เมื่อความเข้มข้นของโซเดียมไฮดรอกไซด์มากกว่า  4 นอร์มอล ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่สกัดได้กลับมีปริมาณ
ลดลง  
 

4.2 ผลของสภำวะในกำรสกัดต่อควำมยำวของแมนแนนโดยเฉลี่ย  

      ความยาวของแมนแนนโดยเฉลี่ยหรือ ค่า degree polymerization สามารถค านวณได้จากการ
น าปริมาณน้ าตาลทั้งหมดหารด้วยปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่วิเคราะห์ได้ ซึ่งเป็นการแสดงข้อมูลเชิงปริมาณที่
สามารถบอกถึงความสัมพันธ์ต่อสมบัติเชิงหน้าที่ของแมนแนนได้ในการน าไปประยุกต์ใช้ในอาหาร เช่น การ
เป็นสารให้ความข้นหนืด หรือการเป็นพรีไบโอติกส์ ซึ่งจากภาพที่ 4.2 พบว่า ความยาวของแมนแนนโดยเฉลี่ย
ที่สกัดได้อยู่ในช่วง 64.35-117.3 โดยสภาวะที่สกัดด้วย โซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 25 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/
ปริมมาตร) ทีเ่วลา 30 ชั่วโมง และพีเอชเท่ากับ 5.0 ไดค้วามยาวของแมนแนนโดยเฉลี่ยสูงที่สุด คือ 117 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
ภำพที ่4.2 ความยาวของแมนแนนโดยเฉลี่ยที่สกัดได้เมื่อใช้สภาวะในการสกัดที่แตกต่างกัน 
 
 การสกัดที่ใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ที่มีความเข้มข้นเพ่ิมสูงขึ้นมีแนวโน้มท าให้ได้ความยาวแมนแนนโดย
เฉลี่ยสูงขึ้น ส่วนพีเอชและเวลาในการสกัดไม่มีแนวโน้มที่ชัดเจน ปัจจัยทั้ง 3 ปัจจัยอาจมีอิทธิพลร่วมกันที่
ส่งผลต่อความยาวแมนแนนโดยเฉลี่ย โดยสภาวะที่สกัดด้วย โซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 25 เปอร์เซ็นต์ เวลา
ในการสกัดนานที่สุดและที่พีเอชต่ า ส่งผลต่อความยาวโดยเฉลี่ยมากที่สุด อย่างไรก็ตาม อาจมีปัจจัยอ่ืน ๆ ที่
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ส่งผลต่อความยาวของแมนแนนโดยเฉลี่ย ได้อีกด้วย เช่น ชนิดของตัวท าละลาย อัตราส่วนระหว่าง วัตถุดิบต่อ
ตัวท าละลาย  และอุณหภูมิที่ใช้ในการสกัดเป็นต้น ซึ่ง Moerman และคณะ (2004) รายงานผลของชนิดตัว
ท าละลายที่ใช้ในการสกัดต่อความยาวของอินนูลินโดยเฉลี่ย ซึ่งพบว่า ความยาวโดยเฉลี่ยขออินนูลินลดลง เมื่อ
ใช้ตัวท าละลายหลายชนิดร่วมกัน นอกจากนี้ Ku และคณะ (2004) รายงานว่าการใช้ตัวท าละลายที่มากเกินไป
เร่งการตกตะกอนของคาร์โบไฮเดรตสายสั้นซึ่งส่งผลให้ความยาวของคาร์โบไฮเดรตโดยเฉลี่ยมีปริมาณลดลง 
ต่อมาในปี 2007 Paseephol และคณะ ได้ศึกษาผลของความเข้มข้นของวัตถุดิบเริ่มต้น อัตราส่วนของวัตถุดิบ
ต่อตัวท าละลาย และอุณหภูมิในการตกตะกอน อินนูลินจากแก่นตะวัน ที่ส่งผลต่อความยาวของอินนูลินโดย
เฉลี่ย พบว่าความเข้มข้นของวัตถุดิบเริ่มต้นมีผลต่อความยาวของอินนูลินโดยเฉลี่ยมากท่ีสุด 
 4.3 ควำมสำมำรถในกำรละลำย 
   ผงแมนแนนที่สกัดได้จากกากมะพร้าว เมื่อน ามาทดสอบความสามารถในการละลาย ที่สภาวะใน
การละลายต่างๆ โดยแบ่งเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มที่ 1 พิจารณาความสามารถในการละลายที่ค่าพีเอช 3-9 โดย
ก าหนดให้ความเข้มข้นของสารละลายแมนแนนคงที่ ที่ความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ และกลุ่มที่ 2 พิจารณา
ความสามารถในการละลายของสารละลายแมนแนนที่ความเข้มข้น 0.1-1 เปอร์เซ็นต์ ก าหนดให้ค่าพีเอช
เท่ากับ 8 เนื่องจากเป็นค่าพีเอชที่แมนแนนสามารถละลายได้ดีที่สุดโดยทั้ง  2 กลุ่ม ได้ก าหนดอุณหภูมิและ
ระยะเวลาในการทดสอบไว้ที่ 80 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 นาที ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.1  
ตำรำงท่ี 4.1 ความสามารถในการละลายของแมนแนนที่สกัดได้จากกากมะพร้าวที่สภาวะต่าง ๆ 
 

สภำวะในกำรละลำย 
ควำมเข้มข้น  

(เปอร์เซ็นต์ (น้ ำหนักต่อปริมำตร)) 
พีเอช 

ควำมสำมำรถในกำรละลำย 
(เปอร์เซ็นต์) 

กลุ่มที่ 1 

0.5 3 37.1±1.70 d 
0.5 4 39.7±1.93 cd 
0.5 5 42.0±1.57 c 
0.5 6 42.2±0.85 c 
0.5 7 52.2±1.57 ab 
0.5 8 53.7±1.64 a 
0.5 9 50.1±1.26 b 

กลุ่มที่ 2 

0.1 8 45.2±0.80 a  
0.2 8 46.3±1.49 a 
0.3 8 46.4±2.10 ab 
0.4 8 44.6±0.56 ab 
0.5 8 41.8±1.47 b 
1 8 23.5±2.85 c 

หมายเหตุ :  ค่าที่แสดงในตารางเป็นค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการดลอง 3 ซ้ า 
                อักษร a, b, c ตามแนวคอลัมน์แสดงถึงความแตกต่างทางสถิติ ทีร่ะดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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 ความสามารถในการละลายของแมนแนนที่ค่าพีเอชต่าง ๆ โดยความเข้มข้นของแมนแนนคงที่  มีค่า
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ โดยมีช่วงค่าเท่ากับ 37.1±1.70 ถึง 
53.7±1.64 เปอร์เซ็นต์ โดยความสามารถในการละลายแปรผันตามกับค่าพีเอช คือ พีเอชเพ่ิมข้ึนความสามารถ
ในการละลายก็เพ่ิมสูงขึ้น ซึ่งความสามารถในการละลายของแมนแนนมีค่าสูงที่สุดที่พีเอช เท่ากับ 8 ส่วนค่า
ความสามารถในการละลายต่ าสุดพบที่พีเอชเท่ากับ 3  ซึ่งให้ผลทิศทางเดียวกับ Beneke และคณะ (2009) ได้
รายงานว่า การเปลี่ยนแปลงพีเอชในช่วง พ่ีเอช 3-11 ส่งผลต่อความสามารถในการละลายของโลคัสบีนกัม 
ทั้งนี้ โครงสร้างของโลคัสบีนกัม และแมนแนนจากกากมะพร้าวมีโครงสร้างที่คล้ายกัน คือมี น้ าตาลแมนโนส
เชื่อมต่อกันด้วยพันธะเบต้า-(1,4) ในสายโซ่หลัก และมีน้ าตาลกาแลคโตส เชื่อต่อด้วยพันธะแอลฟ่า-(1,6) เป็น
สายโซ่กิ่ง จากผลการทดลองเป็นที่สังเกตได้ว่า แมนแนนสามารถละลายได้ดีในสภาวะที่เป็นด่าง รองลงมาคือ 
สภาวะที่เป็นกลาง และเป็นกรด ตามล าดับ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก  ในสภาวะที่เป็นด่างส่งเสริมให้เกิดไอออไน
ไซชั่นของหมู่คาร์บอกซิลในสายโพลีแซกคาไรด์ โดยประจุลบจากสารละลายเข้าไปจับในสายโซ่ส่งผลให้มีการ
เปลี่ยนแปลงในสายโซ่ (Whistler และBeMiller, 1997) อีกทั้ง อัตราส่วนของแมนโนส/กาแลกโตสที่เป็น
องค์ประกอบในโครงสร้างของแมนแนน ส่งผลต่อความสามารถในการละลายของแมนแนนเช่นกัน โดยหาก
ตัวอย่างมีอัตราส่วนของแมนโนส/กาแลกโตส ในสัดส่วนที่ใกล้เคียงกันส่งผลให้ ตัวอย่างสามารถละลายได้ดีขึ้น 
ทั้งนี้เนื่องจาก โครงสร้างของแมนโนส มีโครงสร้างที่สัมพันธ์กับไฮโดรโฟบิก ส่วน กาแลกโตสสัมพันธ์กับ
ไฮโดรฟิลิก (Dionisio และ Grenha, 2012) นอกจากนี้ยังพบว่า เมื่อพีเอชมีค่าสูงขึ้น แมนแนนมีความสามารถ
ในการละลายสูง ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก ในตัวท าละลายมีหมู่ OH อยู่มากท าให้สามารถเกิดการเข้าไปจับที่
พันธะไฮโดรเจนได้เพ่ิมข้ึน ส่งผลให้สามารถละลายน้ าได้มากข้ึน (Sharma และคณะ, 2008) 
 เมื่อพิจารณาที่ความเข้มข้นต่างๆ ของแมนแนนที่พีเอชเท่ากับ 8 พบว่า ความสามารถในการละลายของ
แมนแนนมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ มีช่วงค่าเท่ากับ 23.5±2.85 
ถึง 45.2±0.80 เปอร์เซ็นต์โดยความสามารถในการละลายแปรผกผันกับความเข้มข้นของสารละลาย คือ ความ
เข้มข้นของสารละลายเพ่ิมขึ้นความสามารถในการละลายลดลง ซึ่งความสามารถในการละลายของแมนแนนมี
ค่าสูงสุดที่ความเข้มข้น 0.1-0.2 เปอร์เซ็นต์ และความสามารถในการละลายต่ าสุดที่ความเข้มข้นเท่ากับ 1 
เปอร์เซ็นต์ จากการสังเกตลักษณะปรากฏด้วยตา พบว่า สารละลายแมนแนนที่ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ มี
ตะกอนมากกว่าที่ความเข้มข้นอ่ืน ๆ อาจเนื่องมาจาก ความสามารถในการละลายแมนแนนอาจใกล้ถึงจุด
อ่ิมตัวจึงท าให้ละลายได้น้อยลง เพราะเมื่อเตรียมสารละลายแมนแนนที่ความเข้มข้นสูงขึ้น (5-10 เปอร์เซ็นต์) 
ค่าความสามารถในการละลายมีค่าไม่แตกต่างจากสารละลายแมนแนนที่ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (ไม่
แสดงผลการทดลอง) 
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 4.4 ผลกำรคัดแยกขนำดของออลิโกกำแลคโตแมนแนนโดยใช้คอลัมน์โครมำโทกรำฟี 
    เมื่อน าสารละลายแมนแนนจากกากมะพร้าวเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์มาท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดยใช้
เอนไซม์เบต้า-แมนนาเนส จาก เชื้อแอสเปอร์จิลัส ไนเจอร์ ความเข้มข้น 3 ยูนิต ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 120 นาที แล้วตรวจสอบ ชนิดของออลิโกกาแลคโตแมนแนนที่ได้ด้วยวิธีทินเลเยอร์โครมาโทรก
ราฟี แสดงดังภาพที่ 4.3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 4.3 โครมาโตแกรมจากการวิเคราะห์ตัวอย่างที่ได้จากการย่อยแมนแนนจากกากมะพร้าวด้วยเอนไซม์
เบต้า-แมนนาเนส จาก Aspergillus niger. ที่ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 120 นาที   
หมายเหตุ: STD คือ สารมาตรฐาน ประกอบด้วย: แมนโนส (M1) แมนโนไบโอส (M2) แมนโนไตรโอส (M3) แมนโนเตตระโอส (M4) แมนโนเพนตะ
โอส (M5) และแมนโนเฮกซะโอส (M6) CP คือ แมนแนนจากกากมะพร้าว 

 
 จากภาพผลการวิเคราะห์ชนิดของออลิโกกาแลคโตแมนแนนที่ได้จากการน าแมนแนนจากกาก
มะพร้าวมาท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์เบต้าแมนนาเนสเป็นระยะเวลา 120 นาที ผลิตภัณฑ์ที่ปรากฏ
มีดังนี้ แมนโนไบโอส แมนโนไตรโอส แมนโนเตตระโอส และแมนโนเฮกซะโอส ซึ่งสอดคล้องกับ Park (2008) 
รายงานถึง ชนิดของออลิโกกาแลคโตแมนแนนที่พบ จากการน ากากมะพร้าวที่ผ่านการสกัดน้ ามัน มาท า
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์เบต้าแมนนาเนสจาก Trichoderma sp. มีจ านวน 2 ชนิดได้แก่ แมนโนไตร
โอส และแมนโนเฮกซะโอส ต่อมาในปี 2013 Chantorn และคณะ รายงานผลของการใช้ครูดเอนไซม์จาก 
Penicillium oxalicum KUB-SN2-1 ในการย่อยแมนแนนจากกากมะพร้าว สามารถย่อยได้ แมนโนส แมน
โนไบโอส และแมนโนไตรโอส  

CP 
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        เห็นได้ว่าการใช้เอ็นไซม์เบต้าแมนนาเนส ในการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกับแมน         แน
นจากกากมะพร้าว ผลิตภัณฑ์ที่ผลิตได้ส่วนใหญ่ ได้แก่ แมนโนไบโอส แมนโนไตรโอส และแมนโนเตตระโอส 
 จากนั้นน ามาแยกหาขนาดของออลิโกกาแลคโตแมนแนนที่ผลิตได้ด้วยวิธี คอลัมน์โครมาโทการฟี โดยใช้ 
sephadex LH20 เป็นมีเดียและใช้น้ ากลั่นเป็นตัวชะ เก็บแฟรกชั่นจ านวน 60 แฟรกชั่น แฟรกชั่นละ 2 
มิลลิลิตร แล้วน าแต่ละแฟรกชั่นวิเคราะห์หาปริมาณน้ าตาลทั้งหมด แล้วน าค่าที่ได้มาสร้างกราฟ แสดงดังภาพ
ที่ 4.4 
 

 
ภำพที่ 4.4 ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดในแฟรกชั่นต่างๆที่ได้จากการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของแมนแนนจากกาก
มะพร้าวด้วยเอนไซม์เบต้าแมนนาเนสจาก Aspergillus niger.ที่ระยะเวลา 120 นาท ี
 
 สารละลายแมนแนนที่ผ่านปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์เบต้าแมนนาเนส เมื่อน ามาแยกหาขนาด
ของออลิโกกาแลคโตแมนแนนที่ผลิตได้ด้วยวิธี คอลัมน์โครมาโทการฟี จากนั้นวิเคราะห์หาปริมาณน้ าตาล
ทั้งหมดจากแฟรกชั่นทั้งหมด 60 แฟรกชั่น ค่าที่ได้เมื่อน ามาสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างแฟรกชั่นกับ
ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด โดยพิจารณาจาก พีคหรือไหล่พีคที่ปรากฏขึ้น ซึ่งพีคที่ปรากฏแสดงถึงปริมาณน้ าตาล
ทั้งหมดท่ีมีในแต่ละแฟรกชั่น อีกท้ังยังแสดงถึงชนิดหรือขนาดของน้ าตาล และล าดับของพีคที่ปรากฏ แสดงถึง
ขนาดของน้ าตาลในช่วงแฟรกชั่น มีชนิดของน้ าตาลที่มีโมเลกุลใหญ่ไปจนถึงขนาดเล็กหรือเป็นน้ าตาลโมเลกุล
เดี่ยว หากพีคสูงแสดงว่ามีปริมาณของน้ าตาลที่มีขนาดโมเลกุลนั้นๆอยู่ปริมาณมาก อย่างไรก็ดี พีคบางพีคอาจ
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ไม่สามารถแยกได้อย่างชัดเจนเกิดเป็นไหล่พีค ซึ่งก็สามารถบอกได้ถึงช่วงการลดลงของปริมาณน้ าตาลทั้งหมด 
และชนิดหรือขนาดของน้ าตาลที่มีขนาดเล็กกว่า จากภาพที่ 4.2 สามารถแยกขนาดโมเลกุลของออลิโกกาแลค
โตแมนแนน ได้ออกเป็น 3-4 กลุ่มดังนี้ กลุ่มแรกประกอบด้วยแฟรกชั่นที่ 20-30 กลุ่มที่ 2 ประกอบด้วยแฟ
รกชั่นที่ 31-37 กลุ่มท่ี 3 ประกอบด้วยแฟรกชั่นที่ 38-42 และกลุ่มที่ 4 ประกอบด้วยแฟรกชั่นที่ 45-48 ซึ่งแต่
ละกลุ่มมีdegree of polymerization (DP) ต่างกัน แล้วจึงตรวจสอบยืนยันชนิดหรือขนาดของน้ าตาลที่แยก
ได้โดยใช้ทินเลเยอร์โครมาโตกราฟี  ดังภาพที่ 4.3 พบว่า กลุ่มที่ 1 (แฟรกชั่นที่ 20-30) มีน้ าตาลที่เป็น
องค์ประกอบได้แก่ น้ าตาลที่มีขนาดโมเลกุลใหญ่ เป็นกลุ่มที่มี DP มากกว่า 6 เนื่องจากไม่มีจุดที่ตรงกับสาร
มาตรฐาน (ภาพที่ 4.3 A) ถัดมากลุ่มที่ 2 (แฟรกชั่นที่ 31-37) ประกอบด้วย แมนโนเพนตะโอส และ แมนโน
เฮกซะโอส มี DP ผสม เท่ากับ 5-6 (ภาพที่ 4.3 A-B) ถัดมากลุ่มที่ 3 (ประกอบด้วยแฟรกชั่นที่  38-42) 
ประกอบด้วย แมนโนไตรโอส และแมนโนเตตระโอส มี DPผสม เท่ากับ 3-4 (ภาพท่ี 4.3 B)  และกลุ่มที่ 4 (แฟ
รกชั่นที ่45-48) ประกอบด้วย แมนโนไบโอส มี DP เท่ากับ 2 ตามล าดับ (ภาพท่ี 4.3 C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 4.5 ภาพ TLC ของชนิดน้ าตาลที่เป็นองค์ประกอบในแฟรกชั่นต่างๆที่แยกได้จากออลิโกกาแลคโตแมน
แนน (A-C).  
หมายเหตุ: STD คือ สารมาตรฐาน ประกอบด้วย: แมนโนส (M1) แมนโนไบโอส (M2) แมนโนไตรโอส (M3) แมนโนเตตระโอส (M4) แมนโนเพนตะ
โอส (M5) และแมนโนเฮกซะโอส (M6) 
 

M1 
 
M2 
 

M3 
 

M4 
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ภำพที่ 4.4 (ต่อ) ภาพ TLC ของชนิดน้ าตาลที่เป็นองค์ประกอบในแฟรกชั่นต่างๆที่แยกได้จากออลิโกกาแลค
โตแมนแนน (A-C).  
หมายเหตุ: STD คือ สารมาตรฐาน ประกอบด้วย: แมนโนส (M1) แมนโนไบโอส (M2) แมนโนไตรโอส (M3) แมนโนเตตระโอส (M4) แมนโนเพนตะ
โอส (M5) และแมนโนเฮกซะโอส (M6) 
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 มีรายงานของ Ghosh และคณะ (2015) ที่ได้รายงานการแยกแฟรกชั่นแมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ได้
จากกากมะพร้าวจากประเทศอินเดีย ท าผ่านปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดยใช้เอนไซม์ endo mannanase CtManf 
จาก C. thermocellum ATCC27405 สามารถแยกได้ทั้งหมด 3 แฟรกชั่น โดยแฟรกชั่นแรกมีน้ าตาลแมนโน
ไตรโอสเป็นองค์ประกอบ กลุ่มที่ 2 น้ าตาลแมนโนไบโอส เป็นองค์ประกอบ และกลุ่มที่ 3 มีน้ าตาลแมนโนส 
เป็นองค์ประกอบ ซึ่งงานวิจัยครั้งนี้มีผลคล้ายกัน คือสามารถแยกกลุ่มน้ าตาล แมนโนไตรโอส  และ แมนโนไบ
โอส ออกจากกันได้ แต่ยังมีผสมกันบ้างระหว่างแมนโนเตตระโอสกับแมนโนไตรโอส ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากวัสดุ 
ที่ใช้เป็นเฟสคงที่ ต่างชนิดกัน ส่งผลให้การแยกสารได้ผลแตกต่างกัน  
 งานวิจัยครั้งนี้ได้คัดเลือกกลุ่มแฟรกชั่นที่ 38-42 และกลุ่มที่ 4 ประกอบด้วยแฟรกชั่นที่ 45-48 ซึ่งมี DP 
เท่ากับ 3-4 และ 2 ตามล าดับ มาทดสอบในขั้นต่อไป เนื่องจากแมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่มี DP เท่ากับ 2-4 มี
รายงานเกี่ยวกับการเป็นพรีไบโอติกที่ดี (Manning และ Gibson, 2004) 
 
 4.5 ผลกำรทนย่อยของออลิโกกำแลคโตแมนแนนโดยใช้กรดในสภำวะจ ำลองของกระเพำะอำหำร 
  การศึกษาการทนการย่อยของสารสกัดแมนโนโอลิโกแซกคาไรด์จากกากมะพร้าวที่มีขนาดโมเลกุล
ต่างกัน ในสภาวะจ าลองของกระเพาะอาหาร เพ่ือพิจารณาศักยภาพของแมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่แยกได้  ใน
การทนต่อสภาวะที่เป็นกรดสูงในกระเพาะอาหาร ซึ่งโดยปกติกระเพาะอาหารของมนุษย์มี    พีเอช ประมาณ 
1-4  
  การทดสอบความสามารถในการทนย่อยใช้กรดในสภาวะจ าลองของกระเพาะอาหาร ของแมนแนน 
แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ยังไม่ผ่านการคัดแยก  และ แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ผ่านการคัดแยก จ านวน 2 
กลุ่ม และอินูลินซึ่งใช้เป็นสารเปรียบเทียบ รวมทั้งหมดเป็นจ านวน 5 ตัวอย่าง ที่พีเอชเท่ากับ 1-4 เป็นเวลา 0-
6 ชั่วโมง แสดงดังภาพที่ 4.3 A-E พบว่า เปอร์เซ็นต์การย่อยมีค่าเพ่ิมขึ้นเมื่อพีเอช ลดลงในทุก ๆ ตัวอย่าง โดย
เพ่ิมข้ึนอย่างต่อเนื่อง และเป็นไปอย่างช้า ๆ นอกจากนี้ยังพบว่า ทุกตัวอย่างจะมีเปอร์เซ็นต์การไฮโดรไลซิสลด
ลงที่พีเอชเพ่ิมข้ึน  เมื่อเวลาผ่านไป 6 ชั่วโมง สภาวะกรดที่มีความเข้มข้นสูง (พีเอช 1) สารตัวอย่างสามารถถูก
ไฮโดรไลซิสได้ดี เนื่องมาจากระดับของกรดที่มีความเข้มข้นสูงจะส่งผลต่อพันธะที่เชื่อมต่อกันของโมเลกุล
น้ าตาลที่เชื่อมต่อกันหลุดออกจากกันได้ง่ายกว่าในสภาวะที่มีความเข้มข้นของกรดต่ า และการไฮโดรไลซิสของ
สารตัวอย่างเกิดข้ึนแบบสุ่มซึ่งไม่จ าเพาะกับชนิดของพันธะภายในสายพอลิเมอร์ ถ้าสารตัวอย่างมีสารประกอบ
โมเลกุลใหญ่จะมีเปอร์เซ็นต์การถูกย่อยท่ีต่ ากว่าสารตัวอย่างที่มีสารประกอบโมเลกุลเล็ก (โสภา, 2551) 

 
 
 
 



40 
 

0.0

10.0

20.0

30.0

40.0

50.0

0 2 4 6 8

อัต
รา

กา
รย่

อย
สล

าย
 (เ

ปอ
ร์เซ็

นต
์)

เวลา (ชั่วโมง)

Inulin

          
                                                         
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
ภำพที่ 4.6 เปอร์เซ็นต์การย่อยของอินูลิน (A) แมนแนน (B) แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ยังไม่ผ่านการคัดแยก 
(C) แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ผ่านการคัดแยกล าดับที่ 38-42 (D) และแมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ผ่านการคัด
แยกล าดับที่ 45-48 (E) ในสภาวะพีเอชเท่ากับ 1 (), 2 (), 3 (), และ 4 () ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซล
ซียส เป็นเวลา 6 ชั่วโมง  
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ภำพที่ 4.6 (ต่อ) เปอร์เซ็นต์การย่อยของอินูลิน (A) แมนแนน (B) แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ยังไม่ผ่านการคัด
แยก (C) แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ผ่านการคัดแยกล าดับที่ 38-42 (D) และแมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ผ่าน
การคัดแยกล าดับที่ 45-48 (E) ในสภาวะพีเอชเท่ากับ 1 (), 2 (), 3 (), และ 4 () ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลซียส เป็นเวลา 6 ชั่วโมง  
 
  อินูลิน มีเปอร์เซ็นต์การไฮโดรไลซิส ที่พีเอช 1 เท่ากับ 14.7-43.2 เปอร์เซ็นต์ ส่วนแมนโนโอลิโกแซก
คาไรด์ที่ยังไม่ผ่านการคัดแยก มีเปอร์เซ็นต์การไฮโดรไลซิสสูงที่สุด รองลงมาคือ แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ผ่าน
การคัดแยกล าดับที่ 38-42 แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ผ่านการคัดแยกล าดับที่ 45-48 และ แมนแนน 
ตามล าดับ เมื่อพิจารณาค่าเปอร์เซ็นต์การไฮโดรไลซิสสูงสุดของแมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ยังไม่ผ่านการคัด
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แยก เป็นเวลา 6 ชั่วโมง ที่พีเอช เท่ากับ 1-4 มีค่าเปอร์เซ็นต์การไฮโดรไลซิส เท่ากับ 3.381, 2.595, 2.033 
และ 1.701 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีค่าสูงกว่า Ghosh และคณะ (2014) ที่ได้รายงานค่าเปอร์เซ็นต์การไฮโดรไลซิส
แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ได้จากกากมะพร้าวจากประเทศอินเดีย ใช้เอนไซม์ endo mannanase CtManf 
จาก C. thermocellum ATCC27405 เป็นเวลา 6 ชั่วโมง ที่พีเอช1-4 มีค่าเท่ากับ 2.1, 1.2, 0.8 และ 0.7 
เปอร์เซ็นต์ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก เอนไซม์ที่ใช้ในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเพ่ือให้ได้แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ แม้ว่า
เป็นเอนไซม์ชนิดเดียวกันแต่ได้จากจุลินทรีย์ต่างชนิดกัน อาจส่งผลถึงความสามารถในการเข้าท าปฏิกิริยา
แตกต่างกัน อีกท้ังสภาวะที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาต่างกันก็มีผลต่อขนาด DP และปริมาณของแมนโนโอลิโกแซก
คาไรด์ที่ผลิตได้ด้วยเช่นกัน  

  เมื่อเปรียบเทียบกับโอลิโกแซกคาไรด์ชนิดอ่ืน เช่น โอลิโกแซกคาไรด์ที่ได้จากแก้วมังกร ซึ่ง 
Wichienchot และคณะ (2010) ได้ทดสอบสมบัติของโอลิโกแซกคาไรด์จากแก้วมังกรต่อสภาวะการทนย่อย
โดยใช้กรดในสภาวะจ าลองของกระเพาะอาหาร ที่พีเอช 1-5 เป็นเวลา 0-6 ชั่วโมง พบว่า โอลิโกแซกคาไรด์ที่
ได้จากแก้วมังกรมีค่าการย่อยสูงสุดที่พีเอช 1 เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ซึ่งมีค่าเท่ากับ 4.07 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีค่า
ใกล้เคียงกับงานวิจัยในครั้งนี้ ต่อมาในปี 2011 Du และคณะ ได้ทดสอบสมบัติของโอลิโกแซกคาไรด์จาก
ฟักทอง พบว่า โอลิโกแซกคาไรด์ที่ได้จากฟักทองมีค่าการย่อยสูงสุดที่พีเอช 1 เป็นเวลา 6 ชั่วโมง ซึ่งมีค่า
เท่ากับ 20.31 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ Kothari และคณะ (2015) ได้ทดสอบสมบัติของไอโซมอลโตโอลิโกแซก
คาไรด์ที่สังเคราะห์จาก Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1426 dextransucrase รายงานว่า ไอ
โซมอลโตโอลิโกแซกคาไรด์มีค่าการย่อยสูงสุดที่พีเอช 1เป็นเวลา 6 ชั่วโมง มีค่าเท่ากับ 20.9 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมี
ค่าสูงกว่างานวิจัยในครั้งนี้ จากผลการวิจัยที่มีค่า ต่ ากว่า ใกล้เคียง หรือสูงกว่า งานวิจัยชิ้นอื่นๆ มีความเป็นไป
ได้ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก แหล่งของเอนไซม์ที่ใช้ในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเพ่ือให้ได้โอลิโกแซกคาไรด์ วัตถุดิบตั้ง
ต้นที่ใช้ในการสกัดโอลิโกแซกคาไรด์ หากวัตถุดิบต่างชนิดกันองค์ประกอบภายในของวัตถุดิบมีความแตกต่าง 
ชนิดของน้ าตาลที่เป็นองค์ประกอบในวัตถุดิบมีความแตกต่างกัน ส่งผลให้สกัดได้ชนิดของโอลิโกแซกคาไรด์ที่
ต่างกัน ความสามารถต่อสภาวะการทนย่อยโดยใช้กรดในสภาวะจ าลองของกระเพาะอาหาร ก็แตกต่างกันไป
ด้วย 

 4.6 ผลของออลิโกกำแลคโตแมนแนนต่อกำรส่งเสริมกำรเจริญของจุลินทรีย์โปรไบโอติกส์ 

     เมื่อน าแมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่กสัดได้จากกากมะพร้าวมาใช้เป็นแหล่งคาร์บอน โดยใช้ปริมาณคิด
เทียบเท่ากับน้ าตาลทั้งหมด 1 เปอร์เซ็นต์ เปรียบเทียบกับ น้ าตาแมนโนส อินูลิน และ แมนโนโอลิโกแซกคา
ไรด์ที่ได้จาก โลคัสบีนกัม มาเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์โปรไบโอติกส์ Lactobacillus plantarum NF3 และ 
Lactobacillus plantarum RS 54 โดยใช้เชื้อจุลินทรีย์ทั้ง 2 ขนิดมีปริมาณเริ่มต้นเท่ากับ 105 CFUต่อ
มิลลิลิตร ท าการบ่มในสภาวะไร้อากาศ ที่ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 72 ชั่วโมง ได้ผลการทดลองแสดงดัง
ภาพที่ 4.7 และ  4.8 
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ภาพที่ 4.7  การเจริญของ Lactobacillus plantarum NF3 

 

ภาพที่ 4.8  การเจริญของ Lactobacillus plantarum RS 54 
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 เห็นได้ว่า แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่สกัดได้จากกากมะพร้าวและผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เบต้าแมน
นาเนสจาก Aspergillus niger ที่ไม่ผ่านการคัดแยก มีความสามารถในการส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์โปร
ไบโอติกส์ ทั้ง 2 ชนิด ได้แก่ Lactobacillus plantarum NF3 และ Lactobacillus plantarum RS 54 
ใกล้เคียงกับ แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์จากโลคัสบีนกัม แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ผ่านการคัดแยกขนาดที่ DP 
เท่ากับ 2-3 และ 3-4  อีกทั้งยังมีความสามารถใกล้เคียงกับ อินูลินและน้ าตาลแมนโนสอีกด้วย โดยระยะเวลา
การส่งเสริมการเจริญได้ดีที่สุดที่ 24 ชั่วโมง โดยมีปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ เท่ากับ 6.5 และ 7.0 log CFUต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดับ ซึ่งสอดคล้องกับ Ghosh และ Verma ( 2015) ที่ใช้แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่สกัดจาก
กากมะพร้าว มาศึกษาความสามรถในการส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์โปรไบโอติกส์ (Lactobavillus 
acidophilus 449 และ Bifidobacterium infanits 41661) เปรียบเทียบกับอินูลิน และน้ าตาลกลูโคส ซึ่ง
รายงานว่าแมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ มีความสามารถในการส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์ทั้ง 2 ชนิด โดย
สามารถส่งเสริมการเจริญได้ดีที่สุดที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง เช่นเดียวกับกับพรรณวิภา และคณะ (2558) ได้
รายงานผลของการใช้แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์จากกากมะพร้าวในการส่งเสริมการเจริญของ  Lactobacillus 
plantarum TSTR 541 และ Lactobacillus plantarum ATCC 14917 พบว่า จุลินทรีย์ทั้ ง  2 ชนิดมี
ปริมาณเพ่ิมข้ึน 11-15 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ เป็นแหล่งคาร์บอน  ส่วนแมนแนนที่สกัดได้
จากกากมะพร้าว มีความสามารถส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์โปรไบโอติกส์ทั้ง 2 ชนิด ได้น้อยท่ีสุด ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจาก แมนแนนเป็นโพลีแซกคาไรด์ที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่ ท าให้จุลินทรีย์ไม่สามารถน าแมนแนนไปใช้ใน
การเจริญได้  

 อย่างไรก็ตาม ความสามารถในการเจริญของจุลินทรีย์ของทั้ง 2 ชนิดมีความสามารถในการเจริญที่ไม่
เท่ากัน ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากความหลากหลายของโครงสร้างและการสร้างเอนไซม์ขึ้นมาย่อยโมเลกุลของโอลิ
โกแซกคาไรด์ไปใช้งาน ซึ่งสารที่มีสมบัติเป็นพรีไบโอติกส์มี องค์ประกอบ การเชื่อมกันระหว่างโมเลกุลด้วย
พันธะภายในโมกุลต่างกัน ดังนั้นแบทีเรียอาจผลิตเอนไซม์ที่มีความสามารถในการสลายพันธะที่เชื่อมต่อภายใน
โมเลกุลของโอลิโกแซกคาไรด์ได้จ าเพาะเจะจงแตกต่างกัน ซึ่งความจ าเพาะเจาะจงต่อการเข้าท าปฏิกิริยา
ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของจุลินรีย์ (Rastall และ Gibson, 2002; Papamanoli และคณะ 2003) 

 4.7 สมกำรกำรท ำนำยและกำรวิเครำะห์ทำงสถิติ 
    การหาสภาวะที่เหมาะสมของปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการย่อยแมนแนนจากกากมะพร้าวให้เป็นออลิโก
กาแลคโตแมนแนนด้วยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดยใช้เอนไซม์ เบต้า-แมนนาเนสจาก Aspergillus niger  โดย
ติดตามปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์แทนการติดตามออลิโกกาแลคโตแมนแนนโดยตรง ใช้การวางแผนการทดลองแบบ
พ้ืนที่ตอบสนอง (Response surface methodology; RSM) และออกแบบการทดลองด้วยวิธี  Box–
Behnken Design (BBD) โดยปัจจัยที่ศึกษามี 5 ปัจจัย ปัจจัยละ 3 ระดับ ประกอบด้วย ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
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(X1) (3, 6 และ9), อุณหภูมิ  (X2) (35, 55 และ75 องศาเซลเซียส), ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา (X3) ( 5, 15 
และ25 นาที), ความเข้มข้นของสับสเตรต (X4) (1, 5.5 และ 10 เปอร์เซ็นต์)  และความเข้มข้นของเอนไซม์ 
(X5) (0.6,  0.9 และ1.2 ยูนิต) ส่วนค่าการตอบสนองคือ ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ จากการออกแบบการทดลองท า
ให้ได้สภาวะในการทดลอง 40 ชุดการทดลอง และชุดการทดลองที่เป็นค่ากลาง (Centre point) 6 ชุดการ
ทดลอง รวมทั้งหมด 46 ชุดการทดลอง แสดงดังตารางที่ 4.2  
 

ตำรำงท่ี 4.2 แผนการดลองทั้งหมดและปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ใช้เป็นค่าตอบสนอง   

Run A:pH 
B:temperature 

(oC) 
C:time (min) 

D: substrate 
conc. (%) 

E: enzyme 
conc. (unit) 

RS(mg/ml) 

predicted observed 

1 6 35 15 1 0.9 0.2814 0.3106 
2 6 35 25 5.5 0.9 0.8734 0.8940 
3 6 55 25 10 0.9 1.028 1.0971 
4 6 35 15 5.5 1.2 0.9569 0.9237 
5 6 75 15 5.5 1.2 0.8138 0.8126 
6 3 55 15 5.5 1.2 1.0454 1.0707 
7 6 55 25 5.5 1.2 1.1144 1.1474 
8 6 55 15 10 1.2 1.1008 1.1043 
9 3 55 15 5.5 0.6 0.8362 0.8363 
10 3 55 15 1 0.9 0.3399 0.3613 
11 3 55 25 5.5 0.9 1.0083 1.1025 
12 6 55 15 1 0.6 0.3625 0.3268 
13 3 55 5 5.5 0.9 0.8115 0.8873 
14 3 35 15 5.5 0.9 0.8332 0.8329 
15 6 55 25 5.5 0.6 1.0932 1.1463 
16 6 55 5 1 0.9 0.2809 0.2809 
17 6 35 5 5.5 0.9 0.5969 0.6872 
18 3 55 15 10 0.9 0.812 0.9257 
19 6 75 5 5.5 0.9 0.5698 0.5990 
20 6 55 15 5.5 0.9 0.6063 0.6430 
21 3 75 15 5.5 0.9 0.7449 0.6510 
22 6 75 15 10 0.9 0.8564 0.9045 
23 6 55 15 5.5 0.9 0.6926 0.6434 
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ตำรำงท่ี 4.2 แผนการดลองทั้งหมดและปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ใช้เป็นค่าตอบสนอง  (ต่อ) 

Run A:pH 
B:temperature 

(oC) 
C:time 
(min) 

D: 
substrate 
conc. (%) 

E: enzyme 
conc. (unit) 

RS(mg/ml) 

predicted observed 

24 6 55 5 10 0.9 0.6021 0.5612 
25 9 35 15 5.5 0.9 0.6964 0.7856 
26 6 75 25 5.5 0.9 1.0303 0.9897 
27 9 55 5 5.5 0.9 0.6564 0.5855 
28 6 55 5 5.5 1.2 0.898 0.8771 
29 9 55 15 5.5 1.2 1.0236 1.0035 
30 6 55 15 5.5 0.9 0.6925 0.6962 
31 6 75 15 1 0.9 0.2809 0.3184 
32 9 55 25 5.5 0.9 1.1963 1.1439 
33 9 55 15 5.5 0.6 0.8881 0.9399 
34 6 55 25 1 0.9 0.4058 0.3421 
35 9 75 15 5.5 0.9 0.9147 1.0104 
36 9 55 15 1 0.9 0.4583 0.3310 
37 6 35 15 10 0.9 0.7118 0.7373 
38 6 55 15 5.5 0.9 0.6926 0.7526 
39 6 55 15 5.5 0.9 0.6926 0.6950 
40 6 55 15 5.5 0.9 0.6926 0.6254 
41 6 55 15 1 1.2 0.405 0.3298 
42 6 35 15 5.5 0.6 0.5751 0.4993 
43 6 55 5 5.5 0.6 0.572 0.5035 
44 6 75 15 5.5 0.6 0.8481 0.8045 
45 6 55 15 10 0.6 0.7709 0.7892 
46 9 55 15 10 0.9 0.9191 0.9003 
  
 จากตารางที่ 4.2 เห็นได้ว่า ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นเมื่อสภาวะของปฏิกิริยาแตกต่างกันอยู่
ในช่วง 0.28 ถึง1.15 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นมีค่าสูงสุดพบอยู่ในชุดการทดลอง
ที่มีค่าความเป็นกรด-ด่าง  เท่ากับ 6 อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา 25 นาที ความ
เข้มข้นของสับสเตรต เท่ากับ 5.5 เปอร์เซ็นต์ และความเข้มข้นของเอนไซม์ เท่ากับ 1.2 ยูนิต 
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 เมื่อน าผลการวิเคราะห์ข้อมูลมาสร้างความสัมพันธ์ของปัจจัยที่ศึกษาและค่าการตอบสนอง ในรูปแบบ
สมการโพลีโนเมียลก าลังสอง (Second-order polynomial) ที่แสดงค่าสัมประสิทธิ์ในแต่ละตัวแปรและ
ระหว่างตัวแปร โดยแสดงสมการได้ดังนี้  
Y=1.563-0.285*X1+0.0018*X2-0.0284*X3+0.0365*X4 
-0.769*X5+0.0017*X1*X2+0.0029*X1*X3+0.0001*X1*X4 

-0.0474*X1*X5+0.0002*X2*X3+0.0004*X2*X4-0.017*X2*X5+0.0026*X3*X4 

-0.031*X3*X5+0.0578*X4*X5+0.016*X1
2-0.00002*X2

2+0.0010*X3
2-0.008*X4

2+1.362*X5
2 

เมื่อ  
Y  คือ ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ X3 คือ ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา 
X1 คือ ค่าความเป็นกรด-ด่าง X4 คือ ความเข้มข้นของสับสเตรต 
X2 คือ อุณหภูมิ X5 คือ ความเข้มข้นของเอนไซม์ 

 
 จากสมการเห็นได้ว่า ปัจจัยเดี่ยวและปัจจัยที่มีอิทธิพลร่วมกันที่มีค่าสัมประสิทธิ์หน้าตัวแปรสูง ได้แก่ 
ความเข้มข้นของเอนไซม์(X5) และความเข้มข้นของสับสเตรต ร่วมกับความเข้มข้นของเอนไซม์(X4*X5) ซึ่งมีค่า
เท่ากับ 0.769 และ0.0578 ตามล าดับ แสดงว่าปัจจัยทั้งสองนี้ส่งผลต่อปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นได้  ซึ่ง
แตกต่างจาก Chen และคณะ (2013) ที่รายงานว่าปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตกลูโคโอลิโกแซคคาไรด์จากผงบุก 
คือ ค่าความเป็นกรด-ด่าง และอุณหภูมิ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก สภาวะที่ใช้ในการทดลองแตกต่างกัน 
 จากนั้นตรวจสอบความเหมาะสมของข้อมูลทั้งหมด (model) โดยการวิเคราะห์ความแปรปรวน 
(Analysis of Variance) สัมประสิทธิ์การถดถอย (Regression coefficient) ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป Design 
Expert ผลการวิเคราะห์แสดงดังตารางที่ 4.3  
 
ตำรำงท่ี4.3 ค่าโมเดลการถดถอยของการหาสภาวะที่เหมาะสมที่ใช้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เป็นค่าตอบสนอง    
 

Source 
Sum of 
Squares 

df 
Mean 
Square 

F-value p-value 

Model 2.95 20 0.15 30.80 < 0.0001 
Residual 0.12 25 0.00479   
Lack of Fit 0.11 20 0.00542 2.39 0.1699 
Pure Error 0.011 5 0.00271   
Total 3.23 45    
 R2=0.961 Adj R2=0.930    
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 จากตารางที่ 4.3 เห็นได้ว่า โมเดลมีค่า p-value น้อยกว่า 0.0001 แสดงถึงข้อมูลทั้งหมด มีความ
แปรปรวนสูง และมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p ≤ 0.05) อีกท้ังสามารถอธิบายการเปลี่ยนแปลง
ของปัจจัยทั้ง 5 ปัจจัย ที่ท าให้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เปลี่ยนแปลงไป นอกจากนี้ ยังบ่งบอกถึงผลที่ได้จากการ
ทดลองและการท านาย มีความสอดคล้องกันอีกด้วย เมื่อพิจารณา Lack of Fit ซึ่ง หมายถึง การวัดความ
คลาดเคลื่อนของข้อมูลการทดลอง และความเหมาะสมของสมการถดถอย พบว่ามีค่า p-value > 0.05 ซ่ึงไม่
มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p> 0.05)  แสดงว่า ค่าความคลาดเคลื่อนที่แท้จริงจากข้อมูลการ
ทดลองมีความคลาดเคลื่อนไปจากค่าที่ได้จากการท านายเพียงเล็กน้อย และสมการถดถอยที่ได้จากข้อมูลการ
ทดลองครั้ งนี้ มี ความเหมาะสม และเมื่ อ พิจารณาค่ าสั มประสิทธิ์ การตัดสิน ใจ  ( Coefficient of 
determination: R2) และ สัมประสิทธิ์การตัดสินใจที่ถูกปรับค่า(Adjusted coefficient of determination: 
Adj-R2) โดยค่าทั้งสองบ่งบอกถึง ความสัมพันธ์ของตัวแปรในโมเดล ความสามารถในการอธิบายข้อมูล และ
ความเหมาะสมของโมเดล เห็นได้ว่า โมเดลมีค่า R2และ Adj-R2 เท่ากับ 0.961 และ0.930 ตามล าดับ โดยมีค่า
ค่อนข้างสูง แสดงให้เห็นว่า ตัวแปรโมเดลนี้มีความสัมพันธ์สูง สามารถใช้อธิบายข้อมูลได้ดี สามารถอธิบายการ
เปลี่ยนแปลงของข้อมูลได้ 96 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสอดคล้องกับ Chen และคณะ (2013) ที่รายงานค่า R2 ที่ได้จาก
การหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกลูโคโอลิโกแซคคาไรด์จากผงบุก ว่ามีค่าเท่ากับ 93.38 เปอร์เซ็นต์ 
นอกจากนี้ยังมีแนวโน้มเดียวกับ Jian และคณะ (2013) ที่รายงานค่า R2 ที่ได้จากการหาสภาวะที่เหมาะสมใน
การผลิตออลิโกกาแลคโตแมนแนนจาก Gleditsia sinensis ว่ามีค่าเท่ากับ 99.37 เปอร์เซ็นต์ ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับ
สภาวะที่ใช้ในการผลิตโอลิโกแซคคาไรด์ชนิดต่างๆ 
 เมื่อค านวณการท านายสภาวะการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสแมนแนนจากกากมะพร้าวโดยใช้เอนไซม์
เบต้า-แมนนาเนสจาก Aspergillus niger  ที่ท าให้ได้ผลผลิตน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุด โดยค านึงถึงสภาวะที่เอนไซม์
ท างานได้ดีที่สุดและใช้ปริมาณน้อยที่สุด ได้สภาวะการผลิตที่เหมาะสม เป็นดังนี้ ค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 
3 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา 25 นาที ความเขม้ข้นของสับสเตรต 4 เปอร์เซ็นต์ 
และความเข้มข้นของเอนไซม์ 0.6 ยูนิต โดยปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการท านาย คือ 1.02 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร และเมื่อน าสภาวะนี้ไปทดลอง พบว่า ผลผลิตน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการทดลอง คือ 0.99±0.048 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับค่าที่ได้จากการท านาย ซึ่งมีความแตกต่างจาก Chen และคณะ 
(2013) ที่รายงานการท านายสภาวะในผลิตกลูโคโอลิโกแซคคาไรด์จากผงบุก ไว้ดังนี้ ค่าความเป็นกรด -ด่าง 
เท่ากับ 7.1 อุณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา 3.4 ชั่วโมง อัตราส่วนสับสเตรตต่อ
เอนไซม์ เท่ากับ 0.49  ดังนั้น การท านายสภาวะการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโอลิโกแซคคาไรด์โดยใช้เอนไซม์ 
เพ่ือให้ได้สภาวะที่เหมาะสมนั้น อาจมีความแตกต่างกันไป ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับ ปัจจัยที่ศึกษา (ระยะเวลาในการท า
ปฏิกิริยา ชนิดของสับสเตรต และ ชนิดของเอนไซม์ ฯลฯ) ค่าตอบสนองหรือตัวติดตามผล และ วิธีการ
ออกแบบการทดลอง เป็นต้น 
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 เมื่อน าแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ของปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นมาสร้างกราฟ 3 มิติ โดยมี
ลักษณะความสัมพันธ์แบบเส้นโค้ง (quadratic regression relationship) ระหว่างอิทธิพลของปัจจัยทั้ง 5 
(X1-X5) ต่อปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ (Y) ด้วยโปรแกรม Design Expert เพ่ือหาค่าสูงสุดของการทดลอง แสดงดัง
ภาพที่ 4.9  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 4.9 กราฟพ้ืนที่ผิวตอบสนองแสดงอิทธิพลของปัจจัยที่ศึกษาต่อปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นจาก
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดยใช้เอนไซม์ของแมนแนนจากกากมะพร้าว 
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ภำพที่ 4.9 กราฟพ้ืนที่ผิวตอบสนองแสดงอิทธิพลของปัจจัยที่ศึกษาต่อปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นจาก
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดยใช้เอนไซม์ของแมนแนนจากกากมะพร้าว (ต่อ) 
 

ภาพที่ 4.9 A แสดงถึงความสัมพันธ์ระหว่าง pH และอุณหภูมิในการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส เมื่อ
ก าหนดให้ ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา, ความเข้มข้นของสับสเตรท และความเข้มข้นของเอนไซม์ คงที่ ( 15 
นาที, 5.5% และ 0.9 ยูนิต ตามล าดับ) พบว่า การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสในสภาวะที่อุณหภูมิต่ ากว่า 55 
องศาเซลเซียส และมี pH ต่ ากว่า 6.0 ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นมีปริมาณมากกว่าสภาวะที่มี pH สูงกว่า 
6.0 ที่ช่วงอุณหภูมิเดียวกัน ซึ่งแตกต่างจาก Chen และคณะ (2013) ได้รายงานว่า เมื่อ pH มีค่าเพ่ิมขึ้น
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ก็เพ่ิมขึ้นเช่นกัน นอกจากนี้ สภาวะที่มี pH 3.0-4.5 เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิสูงกว่า 55 องศา
เซลเซียส ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นมีปริมาณไม่แตกต่างจากการใช้อุณหภูมิต่ า  

ภาพที่ 4.9 B แสดงถึงความสัมพันธ์ระหว่าง pH และระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส เมื่อ
ก าหนดให้ อุณหภูมิ, ความเข้มข้นของสับสเตรท และความเข้มข้นของเอนไซม์ คงท่ี (55 องศาเซลเซียส, 5.5% 
และ 0.9 ยูนิต ตามล าดับ) พบว่า ในระยะเวลาการท าปฏิกิริยาที่น้อยกว่า 15 นาที pH มีผลต่อปริมาณน้ าตาล
รีดิวซ์ที่เกิดขึ้นเพียงเล็กน้อย แต่เมื่อระยะเวลาการท าปฏิกิริยา และ pH เพ่ิมข้ึน ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้น 
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มีปริมาณที่เพ่ิมขึ้นเช่นกัน ซึ่งมีแนวโน้มเดียวกับ Chen และคณะ (2013) ได้รายงานว่า ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์
เพ่ิมข้ึนเมื่อระยะเวลาการท าปฏิกิริยาเพ่ิมขึ้น 

ภาพที่ 4.9 C แสดงถึงความสัมพันธ์ระหว่าง pH และความเข้มข้นของสับสเตรท ต่อการเกิดปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิส เมื่อก าหนดให้ ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา, อุณหภูมิในการท าปฏิกิริยาและความเข้มข้นของ
เอนไซม์ คงที่ (15 นาที, 55  องศาเซลเซียส และ 0.9 ยูนิต ตามล าดับ) พบว่า เมื่อ pH เพ่ิมขึ้น และความ
เข้มข้นของสับสเตรทสูงขึ้นปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นปริมาณเพ่ิมขึ้น เนื่องมาจากความเข้มข้นของ
สับสเตรทที่สูงข้ึน เอนไซม์สามารถเข้าท าปฏิกิริยาได้มากขึ้น ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นย่อมเพ่ิมข้ึนเช่นกัน 

ภาพที่ 4.9 D แสดงถึงความสัมพันธ์ระหว่าง pH และความเข้มข้นของเอนไซม์ ต่อการเกิดปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิส เมื่อก าหนดให้ อุณหภูมิ, ความเข้มข้นของสับสเตรท และ ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาคงที่ ( 55 
องศาเซลเซียส, 5.5% และ 15 นาที ตามล าดับ) พบว่า การท าปฏิกิริยาที่ 3.0-4.5 ใช้ความเข้มข้นของเอนไซม์
น้อยกว่า 0.75 ยูนิต และการท าปฏิกิริยาที่ pH 7.5-9.0 ใช้ความเข้มข้นของเอนไซม์มากกว่า 1.0 ยูนิต ปริมาณ
น้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้น มีปริมาณท่ีเพ่ิมข้ึน  

ภาพที่ 4.9 E แสดงถึงความสัมพันธ์ระหว่าง อุณหภูมิ และระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 
เมื่อก าหนดให้ pH, ความเข้มข้นของสับสเตรท และความเข้มข้นของเอนไซม์ คงที่ (6.0, 5.5% และ 0.9 ยูนิต 
ตามล าดับ) พบว่า ที่ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา น้อยกว่า 15 นาที เมื่ออุณหภูมิเพ่ิมขึ้นปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์
ที่เกิดขึ้นมีปริมาณเพ่ิมขึ้นเพียงเล็กน้อย และเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิ และระยะเวลาในการท าปฏิกิริยามากกว่า 15 
นาที  ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้น มีปริมาณเพ่ิมขึ้นอย่างเห็นได้ชัด แสดงว่า  ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาที่
นาน ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นย่อมมีปริมาณมากข้ึนกว่าการใช้ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาที่สั้น 

ภาพที่ 4.9 F แสดงถึงความสัมพันธ์ระหว่าง ความเข้มข้นของสับสเตรท และอุณหภูมิ ต่อการท า
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส เมื่อก าหนดให้ pH, ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา และ ความเข้มข้นของเอนไซม์ คงที่ 
(6.0, 15 นาที และ 0.9 ยูนิต ตามล าดับ) พบว่า เมื่อใช้ความเข้มข้นของสับสเตรทที่ต่ ากว่า 3.25 % และ
อุณหภูมิในการท าปฏิกิริยาเพ่ิมขึ้น ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นมีการเพ่ิมข้ึนเพียงเล็กน้อย แต่เมื่ออุณหภูมิใน
การท าปฏิกิริยาเพ่ิมขึ้น และความเข้มข้นของสับสเตรทสูงขึ้นปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นปริมาณเพ่ิมขึ้น ซึ่ง
ให้ผลในทิศทางเดียวกับ ความสัมพันธ์ระหว่าง อุณหภูมิในการท าปฏิกิริยาและความเข้มข้นของสับสเตรท 

 ภาพที่ 4.9 G แสดงถึงความสัมพันธ์ระหว่าง อุณหภูมิ และความเข้มข้นของเอนไซม์ ต่อการท า
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส เมื่อก าหนดให้ pH, ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาและ ความเข้มข้นของสับสเตรท คงที่ 
(6.0, 15 นาที และ 5.5 % ตามล าดับ) พบว่า การท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิต่ ากว่า 45 องศาเซลเซียส และใช้
ความเข้มข้นของเอนไซม์น้อยกว่า 0.75 ยูนิต ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นมีปริมาณน้อย แต่เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิ
ให้สูงขึ้น แต่ความเข้มข้นของเอนไซม์ยังคงที่ (น้อยกว่า 0.75 ยูนิต) ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นมีปริมาณเพ่ิม
สูงขึ้น อย่างไรก็ตาม เมื่อใช้ความเข้มข้นของเอนไซม์มากกว่า 0.9 ยูนิต ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้น และ
ค่อยๆลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น 
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ภาพที่ 4.9 H แสดงถึงความสัมพันธ์ระหว่าง ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา และความเข้มข้นของ
สับสเตรท ต่อการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส เมื่อก าหนดให้ pH, อุณหภูมิ และ ความเข้มข้นของเอนไซม์ คงที่ 
(6.0, 55 องศาเซลเซียส และ 0.9 ยูนิต ตามล าดับ) พบว่า เมื่อระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาและความเข้มข้น
ของสับสเตรทเพ่ิมขึ้น ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นมีเพ่ิมขึ้น แต่หากใช้ความเข้มข้นของสับสเตรท น้อยกว่า 
3.25 % ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นมีการเพิ่มขึ้นเพียงเล็กน้อย 

ภาพที่ 4.9 I แสดงถึงความสัมพันธ์ระหว่าง ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา และความเข้มข้นของ
เอนไซม์ ต่อการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส เมื่อก าหนดให้ pH, อุณหภูมิและ ความเข้มข้นของสับสเตรท คงที่ 
(6.0, 55 องศาเซลเซียส และ 5.5 % ตามล าดับ) พบว่า เมื่อระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาและความเข้มข้นของ
ของเอนไซม์ เพ่ิมข้ึน ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นมีเพ่ิมข้ึน 

ภาพที่ 4.9 J แสดงถึงความสัมพันธ์ระหว่าง ความเข้มข้นของสับสเตรท และ ความเข้มข้นของเอนไซม์
ต่อการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส เมื่อก าหนดให้ pH, อุณหภูมิ และ ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา คงที่ (6.0, 55 
องศาเซลเซียส และ 15 นาที ตามล าดับ) พบว่า เมื่อความเข้มข้นของสับสเตรท และ ความเข้มข้นของเอนไซม์
ต่อการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส เพ่ิมขึ้น ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นมีเพ่ิมขึ้นเช่นกัน แต่หากใช้ ความเข้มข้น
ของสับสเตรทน้อยกว่า 3.25 %แม้จะเพ่ิมความเข้มข้นของเอนไซม์ให้มากขึ้น ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นมี
การเพ่ิมข้ึนเพียงเล็กน้อย  
 
 4.8 กำรตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จำกแมนแนนจำกกำกมะพร้ำวที่ผ่ำนปฏิกิริยำไฮโดรไลซิสโดยใช้
เอนไซม์เบต้ำ-แมนนำเนส จำก Aspergillus niger ด้วยวิธีโครมำโทกรำฟีผิวบำง 

(Analysis of β-mannanase from Aspergillus niger hydrolyzed products of copra mannan by 
thin layer chromatography) 
 แมนแนนที่ได้จากกากมะพร้าวเมื่อผ่านปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดยใช้เอนไซม์เบต้า-แมนนาเนส จาก 
Aspergillus niger ที่สภาวะต่างๆ (ตารางท่ี 4.2) สามารถเกิดผลิตภัณฑ์กลุ่ม โอลิโกแซคคาไรด์ขึ้น เมื่อท าการ
ตรวจสอบด้วยวิธี โครมาโทกราฟีผิวบาง ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นที่สภาวะต่างๆ แสดงดังภาพที่ 4.5 
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B 

C 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 4.10 ภาพ TLC ของชนิดน้ าตาลที่เป็นองค์ประกอบในแผนการทดลองทั้งหมด (A-C).     
 
 จากภาพที่ 4.5 เห็นได้ว่าสภาวะที่เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดยใช้เอนไซม์เบต้า -แมนนาเนส จาก 
Aspergillus niger ส่ ว น ใ ห ญ่  พ บ ว่ า มี  ผ ลิ ต ภั ณ ฑ์ ก ลุ่ ม  อ อ ลิ โ ก ก า แ ล ค โ ต แ ม น แ น น
(Galactomannooligosaccharides; GMOSs) เกิดขึ้น ซึ่งประกอบด้วย แมนโนไบโอส (Mannobiose; M2) 

A 
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แมนโนไตรโอส (Mannotriose; M3) แมนโนเตเตระโอส (Mannotetraose; M4) แมนโนเพนตะโอส 
(Mannopentaose; M5) และแมนโนเฮกซะโอส (Mannohexaose; M6) โดย MOSs ที่พบมากท่ีสุดเมื่อเทียบ
กับสารมาตรฐาน ได้แก่ M3 และ M4 รองลงมาคือ M2, M5 และ M6 ตามล าดับ ซึ่งมีรายงานว่า แมนแน
นจากกากมะพร้าวเมื่อผ่านปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส พบ M2และ M3 เป็นหลัก (Hossain และคณะ, 1996; Jiang 
และคณะ, 2006; Chantorn และคณะ, 2013 และ Ghosh และคณะ, 2014) แสดงให้เห็นว่า ผลิตภัณฑ์กลุ่ม 
ออลิโกกาแลคโตแมนแนน ที่เกิดขึ้น เพราะเอนไซม์มีสมบัติเป็น endo-mannanase เนื่องจาก สามารถเข้าไป

ท าลายพันธะ β-(14) แบบสุ่มในโครงสร้างของแมนแนนได้ (Ghosh และคณะ, 2014)  
ผลิตภัณฑ์หลักท่ีเกิดข้ึนในการทดลองครั้งนี้ต่างจากที่มีรายงานกล่าวไว้ อาจเนื่องมาจาก สายพันธุ์ของจุลินทรีย์
ที่ผลิตเอนไซม์ เบต้า-แมนนาเนส ส่งผลให้ความสามารถในการเข้าท าปฏิกิริยาแตกต่างกัน และเอนไซม์เอนไซม์
เบต้า-แมนนาเนส อาจสามารถ ไฮโดรไลซ์ M3 ไปเป็น M2 และ M4 ด้วยปฏิกิริยาทรานซ์ไกลโคซิเลชัน 
(transglycosylation) (Puchart และคณะ, 2004). 
 อย่างไรก็ตาม สภาวะการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ที่มีpH เท่ากับ 9 ไม่ปรากฏ ผลิตภัณฑ์กลุ่ม ออลิโก
กาแลคโตแมนแนน ขึ้น อาจเนื่องมาจาก เป็นสภาวะที่ไม่เหมาะสมกับเอนไซม์ใช้ในการทดลอง  

งานวิจัยครั้งนี้จากหัวข้อที่ 4.7 และ4.8 จึงได้เลือกสภาวะในการผลิตออลิโกกาแลคโตแมนแนนที่ให้ปริมาณ
น้ าตาลรีดิวซ์ได้สูงที่สุด โดยใช้ความเข้มข้นของเอนไซม์น้อยที่สุด มาทดสอบในขั้นต่อไป  
 

4.9 ผลของออลิโกกำแลคโตแมนแนนที่ผลิตได้จำกสภำวะที่เหมำะสมต่อกำรส่งเสริมกำรเจริญ
ของจุลินทรีย์โปรไบโอติกส์ และกำรยับย้ังแบคทีเรียก่อโรค 

การส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์โปรไบโอติกส์ และการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคของแมนแนนที่ได้จากกาก
มะพร้าวเมื่อผ่านปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดยใช้เอนไซม์ ด้วยสภาวะดังนี้ ค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 3 อุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา 25 นาที ความเข้มข้นของสับสเตรต 4 เปอร์เซ็นต์ และความ
เข้มข้นของเอนไซม์ 0.6 ยูนิต  

     4.9.1 ผลของออลิโกกาแลคโตแมนแนนที่ผลิตได้จากสภาวะที่เหมาะสมต่อการส่งเสริมการเจริญ
ของจุลินทรีย์โปรไบโอติกส์ 

               เมื่อน าแมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ผลิตได้จากสภาวะที่เหมาะสมมาใช้เป็นแหล่งคาร์บอน 
โดยใช้ปริมาณคิดเทียบเท่ากับน้ าตาลทั้งหมด 1 เปอร์เซ็นต์ เปรียบเทียบกับ น้ าตาแมนโนส อินูลิน และ แมน
โนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ได้จาก โลคัสบีนกัม มาเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์โปรไบโอติกส์ Lactobacillus plantarum 
NF3 และ Lactobacillus plantarum RS 54 โดยใช้เชื้อจุลินทรีย์ทั้ง 2 ขนิดมีปริมาณเริ่มต้นเท่ากับ 105 
CFUต่อมิลลิลิตร ท าการบ่มในสภาวะไร้อากาศ ที่ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 72 ชั่วโมง ได้ผลการทดลอง
แสดงดังภาพที่ 4.11 และ  4.12 
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ภำพที่ 4.11  การเจริญของ Lactobacillus plantarum NF3 โดยออลิโกกาแลคโตแมนแนนจากกาก
มะพร้าวได้จากสภาวะการผลิตที่เหมาะสม 

 

ภำพที่ 4.12  การเจริญของ Lactobacillus plantarum RS 54 โดยออลิโกกาแลคโตแมนแนนจากกาก
มะพร้าวได้จากสภาวะการผลิตที่เหมาะสม 

  

 เห็นได้ว่า แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ผลิตได้จากสภาวะที่เหมาะสม มีความสามารถในการส่งเสริมการ
เจริญของจุลินทรีย์โปรไบโอติกส์ ทั้ง 2 ชนิด ได้แก่ Lactobacillus plantarum NF3 และ Lactobacillus 
plantarum RS 54 ใกล้เคียงกับ แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์จากโลคัสบีนกัม อินูลินและน้ าตาลแมนโนส โดย
ระยะเวลาการส่งเสริมการเจริญได้ดีที่สุดที่ 24 ชั่วโมง เช่นเดียวกันกับหัวข้อที่ 4.6 แต่มีปริมาณเชื้อจุลินทรีย์สูง
กว่าเล็กน้อย คือ 6.7 และ 7.3 log CFUต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่า สภาวะในการผลิตออลิโกกา
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แลคโตแมนแนนที่ให้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุด อาจเป็นแหล่งคาร์บอนที่ดีในการส่งเสริมการเจริญของโพร
ไบโอติกส์ใหมีปริมาณมากข้ึน 

4.9.2 ผลของออลิโกกาแลคโตแมนแนนที่ผลิตได้จากสภาวะที่เหมาะสมต่อการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค 

เมื่อน าออลิโกกาแลคโตแมนแนนมาทดสอบการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค  คื อ  Escherichia 
coli O157:H7 และStaphylococcus aureus พบว่า แบคทีเรียก่อโรคทั้ง 2 ชนิด สามารถใช้ออลิโกกาแลค
โตแมนแนน เป็นแหล่งคาร์บอนได้ ดังแสดงในตารางที่ 4.4  

ตำรำงที่ 4.4 การเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรค E.coli และS.aureus ที่มีออลิโกกาแลคโตแมนแนนเป็นแหล่ง
คาร์บอน 

เวลำ (ช่ัวโมง) 
ปริมำณเชื้อจุลินทรีย์ (log CFU/ml) 

E.coli S.aureus 
ชุดควบคุม ออลิโกกำแลคโตแมนแนน ชุดควบคุม ออลิโกกำแลคโตแมนแนน 

0 5.03±0.07d 5.03±0.07e 5.51±0.11c 5.51±0.11d 
6 7.07±0.16b 5.95±0.15c 6.08±0.11b 6.11±0.10b 
12 7.97±0.06a 5.75±0.07d 7.48±0.16a 7.07±0.11a 
24 8.11±0.08a 7.11±0.09a 7.64±0.15a 7.10±0.10a 
48 5.29±0.18c 6.47±0.15b 6.07±0.11b 6.29±0.26b 
72 5.14±0.06c-d 5.19±0.10e 5.91±0.10b 5.83±0.21c 

หมำยเหตุ ชุดควบคุม คือน้ าตาลแมนโนส 
              ค่าที่แสดงในตารางเป็นค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการดลอง 3 ซ้ า 
              อักษร a-e ตามแนวคอลัมนแ์สดงถึงความแตกต่างทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 

12 ชั่วโมงแรก มีการเพ่ิมขึ้นของจ านวนแบคทีเรียก่อโรค โดยจ านวนแบคทีเรียสูงสุด ของแบคทีเรีย
ทั้ง 2 ชนิด E.coli และ S.aureus เท่ากับ 7.11 และ7.10 log CFU/มิลลิลิตร ตามล าดับ ซึ่งมีการเจริญสูงสุด
ที่ 24 ชั่วโมง อย่างไรก็ตาม แต่จ านวนที่เพ่ิมขึ้นมีจ านวนที่น้อยกว่าชุดควบคุมที่ใช้แมนโนสเป็นแหล่งคาร์บอน 
ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากความสามารถการน าน้ าตาลไปใช้ โดยน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวแบคทีเรียอาจสามารถน าไปใช้
ได้ง่าย สะดวก เนื่องจากขนาดโมเลกุลของน้ าตาลเชิงเดี่ยวมีขนาดเล็ก กว่าโอลิโกแซคคาไรด์ 
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บทท่ี 5 

สรุปผลกำรทดลอง 

 จากการศึกษาสภาวะในการสกัดต่อปริมาณผลผลิตของแมนแนนนจากกากมะพร้าว และความยาวของ
แมนแนนโดยเฉลี่ย โดยสภาวะในการสกัดที่ให้ปริมาณแมนแนนสูงที่สุดคือ โซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 16 
เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมมาตร) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และพีเอชเท่ากับ 5.0 และสภาวะในการสกัดที่ใหค้วาม
ยาวของแมนแนนโดยเฉลี่ยยาวที่สุด คือ โซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 25 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมมาตร) ที่
เวลา 30 ชั่วโมง และพีเอชเท่ากับ 5.0  ความสามารถในการละลายของแมนแนนจากกากมะพร้าว โดยแมน
แนนที่ความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมมาตร) ที่พีเอชเท่ากับ 8.0 มีความสามรถในการละลายสูง
ที่สุด 

 สารละลายแมนแนนจากกากมะพร้าวที่ผ่านการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดยใช้เอนไซม์เบต้า-แมนนาเนส 
จาก เชื้อแอสเปอร์จิลัส ไนเจอร์ น าไปคัดแยกขนาดของออลิโกกาแลคโตแมนแนนโดยใช้คอลัมน์โครมาโทก
ราฟี และตรวจสอบชนิดของออลิโกกาแลคโตแมนแนนที่ได้ด้วยวิธีทินเลเยอร์โครมาโทรกราฟี  ซึ่งการคัดแยก
ขนาดสามารถจัดได้ 2 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ีมี DP 2-3 และ3-4 โดยผลิตภัณฑ์ที่ปรากฏมีดังนี้ แมนโนไบโอส แมนโน
ไตรโอส และแมนโนเตตระโอส  

 จากการศึกษาความสามารถในการทนย่อยใช้กรดในสภาวะจ าลองของกระเพาะอาหาร ของแมนแนน 
แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ยังไม่ผ่านการคัดแยก  แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ผ่านการคัดแยกล าดับที่ 38-42 
และแมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ผ่านการคัดแยกล าดับที่ 45-48 โดย แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่ยังไม่ผ่านการคัด
แยก มีเปอร์เซ็นต์การไฮโดรไลซิสสูงที่สุด ส่วนความสามารถในการส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์โปรไบโอ
ติกส ์Lactobacillus plantarum NF3 และ Lactobacillus plantarum RS 54 แมนโนโอลิโกแซกคาไรด์ที่
ยังไม่ผ่านการคัดแยก มีความสามารถในการส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์โปรไบโอติกส์ได้สูงสุด 

 จากการศึกษาการผลิตออลิโกกาแลคโตแมนแนน โดยใช้ RSM แบบ Box–Behnken Design (BBD) 
ทั้งหมด 46 ชุดการทดลอง โดยปัจจัยที่ศึกษามี 5 ปัจจัย ปัจจัยละ 3 ระดับ ประกอบด้วย ค่าความเป็นกรด-
ด่าง (3, 6 และ9), อุณหภูมิ (35, 55 และ75 องศาเซลเซียส), ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา ( 5, 15 และ25 
นาที), ความเขม้ข้นของสับสเตรต (1, 5.5 และ 10 เปอร์เซ็นต์)  และความเข้มข้นของเอนไซม์ (0.6,  0.9 และ
1.2 ยูนิต) โดยติดตามปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นในการวิเคราะห์ค่าการตอบสนองจากผลการทดลองสภาวะ
ที่เหมาะสมที่ได้คือ ค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 3 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา 
25 นาที ความเข้มข้นของสับสเตรต 4 เปอร์เซ็นต์ และความเข้มข้นของเอนไซม์ 0.6 ยูนิต พบว่าได้ปริมาณ
น้ าตาลรีดิวซ์สูงสุด  
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 เมื่อท าการเตรียมออลิโกกาแลคโตแมนแนน แล้วน ามาศึกษาการส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์โปร
ไบโอติกส์ และการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค พบว่ามีความสามารถในการส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์โปรไบโอ
ติกส์ได้ดีขึ้น อีกทั้งยังสามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค Escherichia coli O157:H7 และStaphylococcus 
aureus ได้อีกด้วย 
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ภำคผนวก ก 

กำรวิเครำะห์น้ ำตำลรีดิวซ์ 

กำรวิเครำะห์น้ ำตำลรีดิวซ์โดย DNS method จะใช้วิธีซึ่งรำยงำนโดย Miller (1959) 

สำรเคมี 

1. กรด 3, 5-ไดไนโตรซาลิไซลิก (3,5-dinitrosalicylic acid) 
2. โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide, NaOH) 
3. โพแทสเซียม โซเดียมทารเทรท (Potassium sodium tartrate) 
4. แมนโนส (Mannose) 

กำรเตรียมสำรเคมี 

1. Dinitrosalicylic reagent (DNS reagent) 

 ละลาย 3, 5- dinitrosalicylic acid 1 กรัมใน 2 N NaOH 20 มิลลิลิตร เติมน้ ากลั่น 50 มิลลิลิตร 
จากนั้นเติมโพแทสเซียม โซเดียมทารเทรทลงไป 30 กรัม คนให้ละลาย ปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตรด้วย
น้ ากลั่น 

2. สารละลายแมนโนสมาตรฐาน 

 เตรียมสารละลายแมนโนสที่ผ่านการอบแห้งที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง (MW = 
180.2) โดยละลายแมนโนส 0.0901 กรัมในน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 
ได้สารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 1.0 กรัม/ลิตร 

กำรเตรียมกรำฟมำตรฐำน 

1. ปเปตสารละลายมาตรฐานแมนโนส 0.1-1.0 มิลลิลิตร (ความเขมขน 1.0 กรัม/ลิตร)  ลงในหลอด
ทดลองปรับปริมาตรดวยน้ ากลั่นใหเปน 1 มิลลิลิตร 

2. เติม DNS reagents หลอดละ 1 มิลลิลิตร ปิดฝาหลอดทดลองแล้วเขย่าให้เข้ากัน 

3. น าหลอดทดลองต้มในอางน้ าเดือดนาน 3 นาท ีเมื่อครบเวลาน ามาแชในน้ าเย็นทันที  

4. เมื่อเย็นจนถึงอุณหภูมิห้องแล้ว เติมน้ ากลั่นลงไปหลอดละ 10 มิลลิลิตร เขยา่ใหเขากัน 

5. น าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร 
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6. บันทึกผลการทดลองและน าค่าที่ไดมาเขียนกราฟระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับปริมาณแมนโนสในแต่
ละความเข้มข้น จะได้กราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคส แสดงดังรูปที่ ก.1 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ก.1 กราฟความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณแมนโนสและค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540           
นาโนเมตร 

กำรวิเครำะห์ตัวอย่ำง 

1. ปเปตตัวอย่างสารสกัด 0.2 มิลลิลิตร เติมน้ ากลั่น 0.8 มิลลิลิตรและเติม DNS reagent 1 มิลลิลิตร 
ลงในหลอดทดลอง ปิดฝาหลอดทดลองแล้วเขย่าให้เข้ากัน 

2. น าหลอดทดลองต้มในอางน้ าเดือดนาน 3 นาที เมื่อครบเวลาน ามาแชในน้ าเย็นทันที 

3. เมื่อเย็นจนถึงอุณหภูมิห้องแล้ว เติมน้ ากลั่นลงไปหลอดละ 10 มิลลิลิตร เขย่าใหเขากัน 

4. น าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร ค านวณปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ในตัวอย่างโดยใช้กราฟ
มาตรฐาน 
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กำรค ำนวณปริมำณน้ ำตำลรีดิวซ์ 

สมการจากกราฟมาตรฐานของสารละลายแมนโนส 

  y = 0.5554x - 0.0073 ; R2 = 0.9973 

เมื่อ  y = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่างที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

 x = ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ (ไมโครโมล/ 0.2 มิลลิลิตรสารละลายตัวอย่าง) 

ตัวอย่ำงกำรค ำนวณ 

สารละลายแมนแนน 

ปริมาณสารละลายแมนแนน 0.2 มิลลิลิตร 

 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร เท่ากับ 0.423 

 แทนค่าในสูตรจะได้ 

  0.423    =    0.5554x - 0.0073 

     x        =    0.775 ไมโครโมล / 0.2 มิลลิลิตรของสารละลาย 

ตัวอย่างสารละลาย 0.2 มิลลิลิตร มีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เท่ากับ 0.775 ไมโครโมล  

ตัวอย่างสารละลาย 1 มิลลิลิตร มีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เท่ากับ 3.875 ไมโครโมล/ มิลลิลิตร  

แมนโนส 1 โมล     เท่ากับ 180.2 กรัม 

แมนโนส 1 ไมโครโมล    เท่ากับ 180.2 ไมโครกรัม 

แมนโนส 3.875 ไมโครโมล เท่ากับ 698.28 ไมโครกรัม 

    หรือคิดเป็น 0.698 มิลลิกรัม 

ดังนั้น สารละลายแมนแนน มีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 0.698 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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ภำคผนวก ข 

กำรวิเครำะห์น้ ำตำลทั้งหมด 

กำรวิเครำะห์น้ ำตำลทั้งหมดโดย Phenol-Sulfuric method จะใช้วิธีซึ่งรำยงำนโดย Dubois และคณะ 
(1956) 

สำรเคมี 

1. ฟีนอล (Phenol) 
2. กรดซัลฟูริกเข้มข้น (Sulfuric acid, H2SO4) 
3. แมนโนส (Mannose) 

กำรเตรียมสำรเคมี 

1. ฟีนอลเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ 

 ละลาย ฟีนอล 5 กรัม ด้วยน้ ากลั่น คนให้ละลาย ปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตรด้วยน้ ากลั่น 

2. สารละลายแมนโนสมาตรฐาน 

 เตรียมสารละลายแมนโนสที่ผ่านการอบแห้งที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง (MW = 
180.2) โดยละลายแมนโนส 0.0901 กรัมในน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 
ได้สารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 1.0 กรัม/ลิตร 

กำรเตรียมกรำฟมำตรฐำน 

1. ปเปตสารละลายมาตรฐานแมนโนส 0.1-1.0 มิลลิลิตร (ความเขมขน 1.0 กรัม/ลิตร)  ลงในหลอด
ทดลองปรับปริมาตรดวยน้ ากลั่นใหเปน 1 มิลลิลิตร 

2. เติมสารละลายฟีนอล หลอดละ 1 มิลลิลิตร ปิดฝาหลอดทดลองแล้วเขย่าให้เข้ากัน 

3. เติมกรดซัลฟูริกเข้มข้น หลอดละ 5 มิลลิลิตร ปิดฝาหลอดทดลองแล้วเขย่าให้เข้ากัน 

4. วางทิ้งไว้ 10 นาที จากนั้นน ามาแชในน้ าเย็น 

5. น าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร 
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6. บันทึกผลการทดลองและน าค่าที่ไดมาเขียนกราฟระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับปริมาณแมนโนส
ในแต่ละความเข้มข้น จะได้กราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคส แสดงดังรูปที่ ข.1 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ข.1 กราฟความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณแมนโนสและค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492           
นาโนเมตร 

กำรวิเครำะห์ตัวอย่ำง 

1. ปเปตตัวอย่างสารสกัด 0.1 มิลลิลิตร เติมน้ ากลั่น 0.9 มิลลิลิตร 

2. เติมสารละลายฟีนอล หลอดละ 1 มิลลิลิตร ปิดฝาหลอดทดลองแล้วเขย่าให้เข้ากัน 

3. เติมกรดซัลฟูริกเข้มข้น หลอดละ 5 มิลลิลิตร ปิดฝาหลอดทดลองแล้วเขย่าให้เข้ากัน 

4. วางทิ้งไว้ 10 นาที จากนั้นน ามาแชในน้ าเย็น 

5. น าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร 

กำรค ำนวณปริมำณน้ ำตำลรีดิวซ์ 

สมการจากกราฟมาตรฐานของสารละลายแมนโนส 

  y = 13.63x - 0.0171 ; R2 = 0.9997 

เมื่อ  y = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่างที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 

 x = ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (ไมโครโมล/ 1 มิลลิลิตรสารละลายตัวอย่าง) 
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ตัวอย่ำงกำรค ำนวณ 

สารละลายแมนแนน 

ปริมาณสารละลายแมนแนน 1 มิลลิลิตร 

 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร เท่ากับ 0.514 

 แทนค่าในสูตรจะได้ 

  0.514    =    13.63x - 0.0171 

     x        =    0.028 ไมโครโมล / 0.1 มิลลิลิตรของสารละลาย 

ตัวอย่างสารละลาย 0.1 มิลลิลิตร มีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เท่ากับ 0.039 ไมโครโมล  

ตัวอย่างสารละลาย 1 มิลลิลิตร มีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เท่ากับ 0.39 ไมโครโมล  

แมนโนส 1 โมล     เท่ากับ 180.2 กรัม 

แมนโนส 1 ไมโครโมล    เท่ากับ 180.2 ไมโครกรัม 

แมนโนส 0.39 ไมโครโมล เท่ากับ 70.28 ไมโครกรัม 

    หรือคิดเป็น 0.070 มิลลิกรัม 

ดังนั้น สารละลายแมนแนน มีปริมาณน้ าตาลทั้งหมด 0.070 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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