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บทคดัย่อ 
 

 งานวิจยัน้ีเป็นการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์จากแป้ง

มนัส าปะหลังด้วยเอนไซม์จากจุลินทรีย์ การย่อยแป้งมนัส าปะหลังด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (EC 

3.2.1.1) จากแบคทีเรีย Bacillus licheniformis  เพื่อผลิตน ้ าเช่ือมส าหรับใชเ้ป็นสารตั้งตน้ในการผลิตน ้ าเช่ือม

มอลโตสความเขม้ขน้สูง พบวา่ การใชเ้อนไซมแ์อลฟาอะไมเลสปริมาณ 5.0 หน่วย/กรัมของแป้ง พีเอช 6.5 

อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสและใช้เวลาในการบ่ม 20 นาที จะได้น ้ าเช่ือมท่ีมีค่าสมมูลเดกซ์โทรสเท่ากับ 

12.04 ซ่ึงเหมาะสมส าหรับใชใ้นการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตส การใชเ้อนไซมเ์บตาอะไมเลส (EC 3.2.1.2) และ

มอลโตจิเนส (EC 3.2.1.133) ร่วมกนัท่ีปริมาณ 25 และ 50  หน่วย/กรัมของแป้ง ตามล าดบั พีเอช 5.0 

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส บ่มเป็นระยะเวลา 36 ชัว่โมง จะสามารถผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูง

โดยมีความเข้มข้นของน ้ าตาลมอลโตส 60.50 เปอร์เซ็นต์ การผลิตไอโซมอลโตโอลิกแซ็กคาไรด์จาก

น ้าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 10 ลิตร พบวา่ การใชเ้อนไซมท์รานกลูโคซิเดส 

(EC 3.2.1.20) จากเช้ือรา Aspergillus niger (1,000 หน่วย/มิลลลิตร) ท่ีความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์   

(น ้าหนกั/ปริมาตร) พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บ่มเป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง จะสามารถผลิตไอโซ

มอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีประกอบดว้ย พาโนส มอลโตไตรโอสและไอโซมอลโตไตรโอส ความเขม้ขน้ 

19.59, 5.12, 17.12 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั  การผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์จากแป้งมนัส าปะหลงั

โดยการใชเ้อนไซมจ์ากจุลินทรีย ์จะท าใหไ้ดผ้ลิตภณัฑ์พรีไบโอติกท่ีสามารถน าไปประยุกตใ์ชใ้นผลิตภณัฑ์

อาหารต่างๆ ท่ีเป็นประโยชน์ต่อสุขภาพของมนุษย ์นอกจากนั้นขอ้มูลจากงานวิจยัซ่ึงจะเป็นประโยชน์ต่อ

การพฒันากระบวนการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดใ์นระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 

 

ค าส าคัญ : แป้งมนัส าปะหลงั น ้าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูง กระบวนการทางเอนไซม ์พรีไบโอติก                    

ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ 
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ABSTRACT 
 This research was aimed to study the optimum conditions for IMOs production from cassava 

starch by microbial enzymes.  In this study, cassava starch was liquefied by α-amylase (EC 3.2.1.1)  from 

Bacillus licheniformis to produce syrup to be used as substrate for high maltose syrup production. It was 

found that the optimum conditions for syrup production were as follows: α-amylase of 5.0 U/g starch , 

pH 6.5 and incubated at 95 ºC for 20 minutes. This resulted in the dextrose equivalent (DE) of 12.04 

which was suitable for high maltose syrup production.  When syrup was saccharified by mixed enzyme 

β-amylase (EC 3.2.1.2) and maltogenase (EC 3.2.1.133)  at the activities of 25 and 50 U/g starch, 

respectively, pH 5.0 and incubated at 60 ºC for 36 hours,  60.50% of high maltose syrup was gained.  

When high maltose syrup was transglucosylated by transglucosidase  (EC 3.2.1.20) in 10 litres bioreactor 

from Aspergillus niger (1,000 U/ml), pH 5.0 and incubated at 50 ºC for 24 hours, IMOs containing 

panose, maltotriose and isomaltotriose of 19.59, 5.12, 17.12%, respectively, were obtained.                     

IMOs production from cassava starch by microbial enzyme hydrolysis results in prebiotic substance that 

could be used in different food products which is good for human health .  In addition, the results from 

this research are useful for further industrial development of IMOs production. 

 

Keywords : cassava starch, high maltose syrup, enzymatic process, prebiotic, isomalto-oligosaccharide 
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ภาพท่ี ข-10 กราฟมาตรฐานไอโซมอลโตไตรโอสท่ีมีความเขม้ขน้ 5, 10, 25, 50 และ 100 ppm  81 
ภาพท่ี ข-11 โครมาโทแกรมของน ้าตาลมอลโตไตรโอสมาตรฐาและสารละลาย 
 น ้าตาลตวัอยา่งท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมท์รานกลูโคซิเดส     81 
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บทที ่1 
บทน า 

 

1.1  ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา 
 โอลิโกแซ็กคาไรด์ (oligosaccharide) เป็นน ้ าตาลหลายโมเลกุล ซ่ึงจดัเป็นสารเติมแต่งในอาหารท่ีมี
บทบาทในอุตสาหกรรมอาหารเป็นอยา่งมากในปัจจุบนั ผลิตภณัฑอ์าหารท่ีมีการใชโ้อลิโกแซ็กคาไรด์ ไดแ้ก่ 
เคร่ืองด่ืม ผลิตภณัฑน์ม ผลิตภณัฑข์นมอบ และขนมหวานชนิดต่าง ๆ โอลิโกแซ็กคาไรด์มีคุณสมบติัในการ
ช่วยปรับปรุงคุณภาพของอาหารทั้งทางเคมีและกายภาพ ช่วยเก้ือกูลต่อสุขภาพของผูบ้ริโภค โดยเป็นสารให้
ความหวานท่ีช่วยป้องกันฟันผุ ให้พลังงานต ่า เน่ืองจากไม่ถูกย่อยในร่างกายของมนุษย์ มีสมบติัเป็น              
สารพรีไบโอติก (prebiotic) คือ ช่วยเสริมสร้างสภาวะแวดลอ้มท่ีดีของระบบทางเดินอาหาร และช่วยเพิ่ม
จ านวนของจุลินทรียบิ์ฟิโดแบคทีเรียและจุลินทรียอ่ื์น ๆ ท่ีมีประโยชน์ในล าไส้ [1] ผลิตภณัฑ์ท่ีจดัอยูใ่นกลุ่ม
ของโอลิโกแซ็กคาไรด ์ไดแ้ก่ กาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (galacto-oligosaccharide) แลคทูโลส (lactulose) 
แลคโตซูโครส (lactosucrose) มอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (malto-oligosaccharide) ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์
(fructo-oligosaccharide) และไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์(isomalto-oligosaccharides) เป็นตน้ [1,2] 
 ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (isomalto-oligosaccharides, IMOs) เป็นโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีมี
หน่วยย่อยเป็นน ้ าตาลกลูโคสต่อกันด้วยพนัธะแอลฟา 1,6 กลูโคซิดิค (α-D-1,6 glucosidic linkages) 
ประกอบดว้ยน ้ าตาลไอโซมอลโตส (isomaltose) พาโนส (panose) ไอโซมอลโตไตรโอส (isomaltotriose) และโอลิโก 
แซ็กคาไรด์ท่ีมีลกัษณะเป็นก่ิงกา้นชนิดอ่ืนๆ เป็นตน้ [3] ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ สามารถผลิตได้
จากวตัถุดิบประเภทแป้งชนิดต่างๆ โดยใชเ้อนไซมแ์อลฟาอะไมเลส (α-amylase) พูลลูลาเนส (pullulanase) 
เบตาอะไมเลส (β-amylase) และ ทรานกลูโคซิเดส (transglucosidase) โดยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 
เบตาอะไมเลส และ พูลลูลาเนส จะย่อยแป้งจนไดเ้ป็นน ้ าตาลมอสโตส ส่วนเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดสจะ
ช่วยเร่งปฏิกิริยาทรานกลูโคซิเลชั่น (tranglucosylation) ท าให้ได้ผลิตภัณฑ์เป็นไอโซมอลโตโอลิโก             
แซ็กคาไรด ์[1,4] 
 ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดไ์ม่ถูกยอ่ยสลายในร่างกายส่ิงมีชีวติ ดงันั้นจึงเป็นสารให้ความหวาน
ท่ีให้พลงังานต ่าและไม่มีผลต่ออินซูลินในเลือด จึงเหมาะส าหรับใช้เป็นสารให้ความหวานในผลิตภณัฑ์
อาหารส าหรับบุคคลท่ีตอ้งการลดน ้าหนกัและเป็นโรคเบาหวาน การบริโภคไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์
จะไม่ท าใหเ้กิดฟันผ ุเน่ืองจากจุลินทรียใ์นช่องปากไม่สามารถใชไ้อโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์เป็นอาหาร
เพื่อสร้างกรด และสารประกอบพอลิกลูแคน นอกจากน้ีไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ยงัจัดเป็น              
สารพรีไบโอติก โดยจะช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตบิฟิโดแบคทีเรีย และจุลินทรียใ์นล าไส้ใหญ่ชนิดอ่ืน ๆ 
ท่ีเป็นประโยชน์ต่อสุขภาพของมนุษย ์[1] 
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ปัจจุบนัไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีก าลงัไดรั้บความสนใจ และมีแนวโนม้จะ
ถูกน าไปใชป้ระยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมอาหารเพิ่มมากข้ึน เน่ืองจากไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์จดัอยูใ่น
กลุ่มผลิตภณัฑ์เพื่อสุขภาพท่ีสามารถใช้ในผลิตภณัฑ์อาหารไดห้ลายชนิด เน่ืองจากมีคุณสมบติัท่ีเหมาะสม 
เช่น มีความหนืดต ่า ไม่เกิดการปนเป้ือนจากจุลินทรีย ์และมีความคงตวัสูงในสภาวะท่ีเป็นกรด เป็นตน้ [3] 
นอกจากนั้นการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ สามารถด าเนินการไดง่้ายในระดบัอุตสาหกรรม และ
ใช้แหล่งวตัถุดิบทางการเกษตรท่ีมีปริมาณมาก หาได้ง่าย และราคาถูก เช่น แป้งมันส าปะหลัง ดังนั้ น
การศึกษาวิจยัเก่ียวกบัการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์จากแป้งมนัส าปะหลงัดว้ยกระบวนการทาง
เอนไซม ์จึงมีความน่าสนใจและควรสนบัสนุนให้มีการผลิตผลิตภณัฑ์ชนิดน้ีข้ึนในประเทศไทย ซ่ึงจะเป็น
การลดการน าเขา้ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์จากต่างประเทศ อีกทั้งยงัเป็นการเพิ่มมูลค่าของแป้งมนั
ส าปะหลงัใหเ้ป็นผลิตภณัฑเ์ชิงอุตสาหกรรมท่ีมีมูลค่าสูงข้ึน เพื่อการส่งออกไดอี้กทางหน่ึงดว้ย  

 
1.2  วตัถุประสงค์ 
 1.2.1 เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเข้มข้นสูงจากแป้งมัน
ส าปะหลงัดว้ยกระบวนการทางเอนไซม ์
 1.2.2 เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ดว้ยกระบวนการทาง
เอนไซม ์
 1.2.3 เพื่อท าการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์โดยใช้สภาวะท่ีเหมาะสมในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบเบด็เสร็จในระดบัหอ้งปฏิบติัการ (Laboratory Scale)  
 

1.3  ขอบเขตของการวจิัย 
 1.3.1 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะมยัเลส  
  1.3.2 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงดว้ยเอนไซมช์นิดต่างๆ 

ไดแ้ก่ เอนไซมเ์บตาอะมยัเลส (β-amylase) พูลลูลาเนส (pullulanase) มอสโตจีเนส (maltoginase)  

  1.3.3 ท าการผลิตน ้าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงโดยใชส้ภาวะท่ีเหมาะสม 

  1.3.4 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์ 

  1.3.5 ท าการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ โดยใชส้ภาวะท่ีเหมาะสมในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ

แบบเบด็เสร็จ (batch production) 
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บทที ่2 
ทฤษฎทีี่เกีย่วข้อง 

 
2.1 ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (Isomalto-oligosaccharides, IMOs) 
  เป็นโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีมีหน่วยย่อยเป็นน ้ าตาลกลูโคสต่อกนัดว้ยพนัธะแอลฟา 1,6 กลูโคซิดิค    
(α-D-1,6 glucosidic linkages) ประกอบด้วยน ้ าตาลไอโซมอลโตส (isomaltose) พาโนส (panose)                                  
ไอโซมอลโตไตรโอส (isomaltotriose) และโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีมีลกัษณะเป็นก่ิงกา้นชนิดอ่ืนๆ เป็นตน้ [3] 
โครงสร้างของไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์แสดงดังภาพท่ี 2.1 ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์สามารถ
ผลิตได้จากวตัถุดิบประเภทแป้งชนิดต่างๆ โดยใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (α-amylase) พูลลูลาเนส 
(pullulanase) เบตาอะไมเลส (β-amylase) และ ทรานกลูโคซิเดส (transglucosidase) โดยเอนไซมแ์อลฟา  
อะไมเลส เบตาอะไมเลส และพูลลูลาเนส จะย่อยแป้งจนไดเ้ป็นน ้ าตาลมอสโตส ส่วนเอนไซม์ท่ีส าคญัคือ 
ทรานกลูโคซิเดสจะช่วยเร่งปฏิกิริยาทรานกลูโคซิเลชั่น (tranglucosylation) ท าให้ได้ผลิตภัณฑ์เป็น               
ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์[1,4] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่2.1  โครงสร้างของไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ [5] 
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 การผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์สามารถใช้วตัถุดิบไดห้ลายประเภท เช่น แป้ง น ้ าตาล
ซูโครส น ้ าตาลกลูโคส และน ้ าเช่ือมมอลโตส เป็นต้น [6, 7] กระบวนการผลิตไอโซมอลโตโอลิโก                 
แซ็กคาไรด์นิยมจะใชเ้อนไซมช์นิดต่างๆ ท่ีมีความสามารถในการยอ่ยแป้ง ไดแ้ก่ เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 
(α-amylase) พูลลูลาเนส (pullulanase) เบตาอะไมเลส (β-amylase) และ ทรานกลูโคซิเดส 
(tranglucosidase) โดยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส เบตาอะไมเลส และพูลลูลาเนส จะย่อยแป้งจนได้เป็น
น ้ าตาลมอลโตส ส่วนเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดสจะช่วยเร่งปฏิกิริยาทรานกลูโคซิเลชัน่ (tranglucosylation) 
ท าให้ผลิตภณัฑ์เป็นไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ [1,3] โดยแสดงกระบวนการผลิตไอโซมอลโตโอลิ
โกแซ็กคาไรดด์งัภาพท่ี 2.2 
 กระบวนการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์จะเร่ิมจากการย่อยแป้งให้เป็นน ้ าเช่ือมมอลโตส
ด้วยเอนไซม์ น ้ าเช่ือมมอลโตสเป็นสารละลายท่ีมีกลูโคส 2 โมเลกุลเป็นองค์ประกอบเป็นของเหลวข้น               
รสหวาน ใส บางกรณีอาจมีสีเหลืองหรือสีน ้ าตาลอ่อนทั้งน้ีข้ึนอยู่กับองค์ประกอบของน ้ าเช่ือมว่าจะมี
ปริมาณมอลโตสในสัดส่วนใด กระบวนการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสด้วยวิธีการทางเอนไซม์ โดยจะมี
รายละเอียดดงัต่อไปน้ี 
  การเตรียมแป้ง การเตรียมน ้ าแป้งจะเป็นตวัก าหนดผลิตภณัฑ์ท่ีไดแ้ละก าลงัในการผลิตผลิตภณัฑ์
นั้นๆ    ถา้เตรียมน ้ าแป้งท่ีมีความเขม้ขน้ของแป้งมากจะไดผ้ลผลิตสูงใช้พลงังานในการตม้ระเหยน ้ าน้อย 
การผสมแป้งกบัน ้ ามีขอ้ก าหนด เน่ืองจากความยืดหยุ่นของแป้งเม่ือถูกความร้อนถึงอุณหภูมิของการสุก 
(gelatinization) ฉะนั้นถา้ตอ้งการให้มีเน้ือแป้งในน ้ าแป้งมากๆ ตอ้งท าการยอ่ยแป้งขณะท่ีแป้งก าลงัจะสุก
เพื่อให้ไดน้ ้ าแป้งท่ีมีความหนืดต ่า โดยทัว่ไปจะเตรียมน ้ าแป้งประมาณ 35-40 เปอร์เซ็นต์โดยน ้ าหนกัแลว้
ปรับความเป็นกรดด่างใหเ้หมาะสมต่อการยอ่ยขั้นต่อไป 
 การย่อยแป้งคร้ังแรก (liquefaction) ขั้นตอนน้ีเป็นขั้นตอนการลดความหนืดของแป้งเร่ิมตน้ซ่ึงการ
ยอ่ยคร้ังแรกเป็นการท าให้แป้งท่ีสุกมีความหนืดนอ้ยลงและแป้งบางส่วนถูกยอ่ยท าให้แป้งมีโมเลกุลเล็กลง 
เม่ือย่อยด้วยเอนไซม์จะใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสซ่ึงเป็นเอนไซม์กลุ่มท่ีย่อยภายในท าหน้าท่ีตดัพนัธะ
น ้ าตาลกลูโคสท่ีจบักนัเป็นแป้งจะไดแ้ป้งท่ีมีโมเลกุลเล็กลงเป็นกลุ่ม ๆ ท่ีเท่า ๆ กนัวดัค่าสมมูลเดกซ์โทรส
ได ้5-20 ในทางปฏิบติัควรรักษาสมมูลเดกโทรสไว้ท่ี 10-15 เพื่อป้องกนัการรวมตวักนัหรือจบักนัใหม่ของ
แป้งโมเลกุลใหญ่และเกิดตะกอนแขวนลอยท่ีกรองยากลกัษณะการเกิดตะกอนเช่นน้ีเรียกว่า การเกิดรีโทร
เกรเดชัน (retrogradation) เม่ือเตรียมน ้ าแป้งได้ความเขม้ข้นพอดีปรับพีเอชให้ถูกต้องค านวณปริมาณ
เอนไซม์และเติมถูกตอ้ง อุณหภูมิประมาณ 100-105 องศาเซลเซียส ซ่ึงเอนไซม์ท่ีใช้ในช่วงน้ีสามารถทน
อุณหภูมิสูงและสามารถย่อยสลายแป้งในขณะท่ีอุณหภูมิสูงได้น ้ าแป้งท่ีย่อยแล้วในช่วงน้ีมีค่าสมมูล              
เดกโทรสอยูท่ี่ 10-15 หรือต ่ากวา่ 20 เรียกผลิตภณัฑ์น้ีวา่ มอลโตเดกซ์ตริน ถา้ตอ้งการผลิตมอลโตเดกซ์ตริน
ก็เพียงน าแป้งท่ียอ่ยระดบัน้ีแลว้ไปผา่นการท าให้บริสุทธ์ิคือการกรองดว้ยผงถ่านจนใสและน าไประเหยน ้ า
โดยเคร่ืองตม้ระเหยให้ไดค้วามเขม้ขน้จากเดิม 35-40 เปอร์เซ็นต์เป็นประมาณ 60 เปอร์เซ็นตแ์ลว้น ามาผา่น
เคร่ืองพน่ผงจะไดผ้ลิตภณัฑม์อลโตเดกซ์ตริน (maltodextrins) 



5 
 

 การย่อยแป้งขั้นสุดทา้ย (saccharification) เม่ือไดม้อลโตเดกซ์ตรินซ่ึงมีลกัษณะเป็นน ้ าค่อนขา้งใส
ไม่มีความหนืดแลว้ ท าการปรับพีเอชใหมี้ความเหมาะสมกบัการท างานของเอนไซม ์จากนั้นค านวณปริมาณ
เอนไซม์ตามปริมาตรของมอลโตเดกซ์ตริน ซ่ึงเอนไซม์มอลโตจิเนสและพูลูลาเนสเป็น endoenzyme ท่ีมี
ความสามารถในการตดัพนัธะแอลฟา-1,6 กลูโคซิดิกภายในโครงสร้างของอะไมโลเพกตินและค่าสมมูล
เดกซ์โทรสท่ีไดห้ลงัจากการยอ่ยอยูท่ี่ 60 เรียกผลิตภณัฑน้ี์วา่ น ้าเช่ือมมอลโตส [9] 
 การท าบริสุทธ์ิ (refining) การท าให้บริสุทธ์ินั้นสะดวกส าหรับผลิตภณัฑ์ท่ีผลิตมาจากแป้งมัน
ส าปะหลงัเพราะมีสารประกอบ เช่น โปรตีน ไขมนั นอ้ยมาก สามารถกรองโดยใชส้ารช่วยกรองและผงถ่าน
พร้อมกนัได ้ปกติสามารถใชเ้คร่ืองกรอง เช่น filter press หรือ vacuum drum filterได ้หลงัจากการกรองแลว้
ควรจะไดส้ารละลายใส ซ่ึงขั้นตอนต่อไปคือการจบัประจุดว้ยการผา่น ion-exchange resin 
 การตม้ระเหย กระบวนการตม้ระเหยเป็นกระบวนการสุดทา้ยท่ีระเหยน ้ าออกไป เพราะน ้ าเช่ือมท่ี
กรองและท าให้บริสุทธ์ิแลว้จะมีความเขม้ขน้ของของแข็งประมาณ 40 เปอร์เซ็นต์ จึงจ าเป็นตอ้งระเหยน ้ า
ออกไปจนกระทัง่ความเขม้ขน้ของของแข็งเป็น 80 เปอร์เซ็นตจึ์งเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีตอ้งการ ในการตม้ระเหย
ตอ้งท าให้ท่ีอุณหภูมิต ่า โดยการตม้ระเหยภายใตสุ้ญญากาศ เพื่อป้องกนัการแตกตวัของน ้ าตาลมอลโตส
เน่ืองจากความร้อน [10] 
 หลงัจากไดน้ ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงแลว้ จะเติมเอนไซม์เอนไซมท์รานกลูโคซิเดสเพื่อเร่ง
ปฏิกิริยาทรานกลูโคซิเลชั่น (tranglucosylation) ท่ีหมู่ 6-OH ของน ้ าตาลกลูโคส ท าให้ได้เป็นโอลิโก              
แซ็กคาไรด์ท่ีเช่ือมกนัดว้ยพนัธะ -D-(16) ไดแ้ก่ ไอโซมอลโตส พาโนส ไอโซมอลโตไตรโอส และ             
เตตระแซคคาไรด ์
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ภาพที ่2.2  กระบวนการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดจ์ากแป้ง [3] 
 
 
 
 
 
 
 
 

เติมเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 

เติมเอนไซมเ์บตาอะไมเลส + เอนไซมพ์ูลลูลาเนส 

น ้าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูง 

เติมเอนไซมท์รานกลูโคซิเดส 

ผลิตภณัฑม์อลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ 

ท าใหบ้ริสุทธ์ิและท าใหเ้ขม้ขน้ 

ผลิตภณัฑไ์อโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดบ์ริสุทธ์ิ 

สารละลายแป้ง 
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2.2 พรีไบโอติก (Prebiotics) 
 พรีไบโอติก เป็นสารประกอบพวกโอลิโกแซ็กคาไรด์ (oligosaccharide) ซ่ึงเป็นสารอาหาร
ประเภทคาร์โบไฮเดรตท่ีไม่สามารถถูกยอ่ยสลายและถูกดูดซึมในระบบทางเดินอาหาร ซ่ึงมีผลช่วยกระตุน้
การเจริญเติบโตของจุลินทรียก์ลุ่มโปรไบโอติกในล าไส้ใหญ่ [11] จุลินทรียโ์ปรไบโอติกจะสร้างสารบาง
ชนิดท่ีเป็นประโยชน์แก่ร่างกายของส่ิงมีชีวิต เช่น กรดไขมนัสายสั้น (short chain fatty acid, SCFA) และผล
จากการยอ่ยยงัท าให้ค่าพีเอชในล าไส้ลดลง ซ่ึงผลดงักล่าวช่วยลดการเจริญเติบโตของจุลินทรียก่์อโรค [12] 
ซ่ึงในล าไส้ใหญ่จะมีแบคทีเรียอยู ่2 กลุ่ม  คือ กลุ่มแรกคือแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ (beneficial bacteria) เช่น 
Bifidobacteria และ Lactobacillus กลุ่มท่ีสอง คือ แบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรค (pathogenic bacteria) เช่น 
Esherichia coli, Salmonella และ Clostridium [13]  
 2.2.1 คุณสมบัติของพรีไบโอติก  
  สารท่ีสามารถจดัเป็นพรีไบโอติกไดน้ั้นจะตอ้งมีคุณสมบติัคือ สารนั้นจะไม่ถูกยอ่ยดว้ยกรด
ในกระเพาะอาหาร ไม่ถูกดูดซึมในกระเพาะอาหารและล าไส้เล็ก สามารถเคล่ือนท่ีไปถึงล าไส้ใหญ่ในสภาพ
ท่ีสมบูรณ์ [14, 15, 16] สามารถท่ีจะเกิดการหมักในล าไส้ใหญ่โดยแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ เช่น 
Bifidobacteria sp. และ Lactobacillus sp. อีกทั้งส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ในระบบ
ทางเดินอาหาร และไม่ส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค [11] เพื่อใชเ้ป็นอาหารให้กบัจุลินทรียป์ระจ า
ถ่ิน (normal flora) ท่ีอาศยัอยู่ในล าไส้ใหญ่สามารถน าสารเหล่าน้ีมาใช้ในการเจริญเติบโตและการเพิ่ม
จ านวนอีกดว้ย 
 2.2.2 ประเภทของพรีไบโอติก [13] 
  2.2.2.1 น ้าตาลแอลกอฮอล์ (alcohol sugar) จดัเป็นคาร์โบไฮเดรตท่ีมีขนาดโครงสร้างหรือ
ดชันีการสังเคราะห์พอลิเมอร์ (degree of polymerization, DP) เพียง 1-2 ตวั สารท่ีอยู่ในกลุ่มน้ีเช่น                   
แมนนิทอล, ซอบิทอล, ไอโซมอลต ์และ ไซลิทอล เป็นตน้ ดงัแสดงในภาพท่ี 2.3 บางคร้ังจะเรียกวา่ Polyols 
สามารถเป็นสารใหค้วามหวานได ้โดยมีความหวานประมาณ 3 ใน 4 หรือคร่ึงหน่ึงของน ้ าตาลทัว่ไป และยงั
ดูดซบัไดช้า้ในล าไส้เล็กเม่ือเปรียบเทียบกบัน ้าตาล จึงท าใหน้ ้าตาลในเลือดเพิ่มข้ึนอยา่งชา้ๆ 
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                                              (ก) (ข) 
 
ภาพที ่2.3 โครงสร้างโมเลกุลของ (ก) Sorbitol  (ข) Maltitol [17] 
 
  2.2.2.2 Resistant starch เป็นแป้งหรือผลิตภณัฑ์แป้งท่ีไม่สามารถถูกยอ่ยสลายไดด้ว้ย
เอนไซม์และดูดซึมภายในล าไส้เล็กของมนุษยป์กติได้ ซ่ึงสามารถแบ่งตามลักษณะและแหล่งท่ีมาได้ 3 
ประเภท คือ ประเภทท่ี 1 แป้งท่ีมีลักษณะทางกายภาพขัดขวางการท างานของเอนไซม์ ( physically 
inaccessible starch; RS1) โดยเม็ดแป้งอาจถูกห่อหุ้มภายในร่างแหของโปรตีนหรือถูกตรึงอยูภ่ายในเซลล์
เมล็ดพืช ท าใหเ้อนไซมไ์ม่สามารถเขา้ไปท าปฏิกิริยาในเมด็แป้งได ้ประเภทท่ี 2 เมด็แป้งดิบท่ีทนทานต่อการ
ท างานของเอนไซม ์(Raw starch granules; RS2) ไดแ้ก่ เม็ดแป้งมนัฝร่ังดิบ เม็ดแป้งกลว้ยดิบ และเม็ดแป้ง
จากเมล็ดถัว่ โดยความคงทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมข้ึ์นอยูก่บัลกัษณะของโครงสร้างตามธรรมชาติของเม็ด
แป้งท่ีไม่มีรูหรือช่องเปิดใหเ้อนไซมเ์ขา้ไปในเมด็แป้ง การเกิด  เจลาติไนซ์ของแป้งจะช่วยจะช่วยให้เอนไซม์
สามารถเขา้ไปท าปฏิกิริยากบัเม็ดแป้งไดม้ากข้ึน และประเภทท่ี 3 แป้งคืนตวั (retrograded starch; RS3) 
Resistant starch ส่วนใหญ่จะจดัอยูใ่นประเภท Retrograded starch ไดแ้ก่ อาหารท่ีผา่นการให้ความร้อนจน
แป้งเกิดเจลาติไนซ์ แลว้ถูกท าให้เยน็ตวัลงท าให้ส่วนอะมิโลส (โพลิเมอร์เชิงเส้นของกลูโคส) เกิดการเรียง
ตัวใหม่ได้เป็นผลึกแป้งท่ีแข็งแรงและทนทานต่อการย่อยของเอนไซม์ ดังนั้ นแป้งท่ีมีอัตราส่วนของ                
อะมิโลสสูงกว่าจะสามารถเกิดรีโทร  เกรเดชั่นได้มากกว่าแป้งท่ีมีอะมิโลเพกทิน (โพลิเมอร์เชิงก่ิงของ
กลูโคส) สูง แป้งท่ีมีปริมาณอะไมโลสสูงก็สามารถผลิต Resistant starch ไดใ้นระดบัสูงเช่นเดียวกนั พืช
ส่วนใหญ่จะมีอะไมโลส อยูป่ระมาณ 20-25% 
  2.2.2.3 Non-starch polysaccharides เป็นสารท่ีไดจ้ากพืช เช่น Pectin, Hemicellulose, Guar, 
Cellulose และ Xylan 
  2.2.2.4 Inulin เป็นสารพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีสามารถละลายน ้ าไดแ้ละมีความคงตวัท่ีอุณหภูมิ
สูง โดยท าหนา้ท่ีเป็นแหล่งคาร์โบไฮเดรตให้กบัพืช พบในพืชมากกวา่ 36,000 ชนิด เช่น Chicory root เห็ด 
หวัหอม หัวกระเทียม กลว้ย เป็นตน้ โครงสร้างของอินนูลินประกอบดว้ย ฟรุกโตส (Fructose) 80% และ
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กลูโคส (Glucose) 20% เช่ือมกนัดว้ยพนัธะเบตา 2-1 (β 2-1) ท่ีมีความยาวตั้งแต่ 2-60 หน่วย ดงัแสดงใน
ภาพท่ี 2.4 โดยทั่วไป อินนูลินมีขนาดโครงสร้างหรือค่าดัชนีการสังเคราะห์ พอลิเมอร์ (degree of 
polymerization, DP) ประมาณ 10 (ส่วนค่า DP ของฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ โดยทัว่ไปเท่ากบั 4) และตาม
โครงสร้างจะมีโอลิโกฟรุกโตส ประกอบอยูเ่ป็นโครงสร้างกลุ่มยอ่ยโดยพืชต่างชนิดกนัจะมีปริมาณอินนูลิน 
และโอลิโกฟรุกโตส ท่ีแตกต่างกนั ดงัแสดงในตารางท่ี 2.1 จากการทดลองน าอินนูลิน และโอลิโกฟรุกโตส
ให้ผูใ้หญ่จ านวน 8 คน ในปริมาณ 15 กรัมต่อวนั เป็นเวลา 15 วนั พบวา่ พรีไบโอติกทั้งสองชนิดสามารถ
เพิม่ปริมาณ bifidobacteria ได ้[11] 
 

 
 

ภาพที ่2.4 โครงสร้างของโมเลกุลอินนูลิน (Inulin) [17] 
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ตารางที ่2.1 ปริมาณอินนูลินและโอลิโกฟรุกโตสในอาหารชนิดต่าง ๆ [13] 
 

พืช ปริมาณอินนูลิน (%) ปริมาณโอลิโกฟรุกโตส (%) 
Onion (หวัหอม) 2-6 2-6 
Jerusalem artichoke (แก่นตะวนั) 16-20 16-20 
Chicory (ชิโครี) 15-20 5-10 
Asparagus (แอสปารากสั) 1-30 1-20 
Leek (ตน้กระเทียม) 3-10 2-5 
Garlic (กระเทียม) 9-16 3-6 
Artichoke (อาร์ติโชค) 3-10 <1 
Banana (กลว้ย) 0.3-0.7 0.3-0.7 
Wheat (ขา้วสาลี) 1-4 1-4 
Rye (ขา้วไรย)์ 0.5-1 0.5-1 
Barley (ขา้วบาเลย)์ 0.5-1.5 0.5-1.5 
 
  2.2.2.5 Sugar and Oligosaccharides ส าหรับพรีไบโอติกในกลุ่มน้ี จดัเป็นพอลิ           
แซ็กคาไรด์สายสั้ น (short-chain polysaccharide) ประกอบดว้ยน ้ าตาลตั้งแต่ 2-20 หน่วย ตวัอย่างเช่น 
Raffinose, Stachyose, Fructooligosaccharides (FOS) ดงัแสดงในภาพท่ี 2.5 นอกจากน้ียงัมี Lactose, 
Lactulose, Galacto-oligosaccharides (GOS), Soybean oligosaccharide, Lactosucrose, Isomalto-
oligosaccharide, Gluco-oligosaccharide, Xylo-oligosaccharide และ Palatinose ท่ีสามารถจดัเป็น               
พรีไบโอติกไดด้ว้ย 
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ภาพที ่2.5 โครงสร้างโมเลกุลของฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์[17] 
 
  2.2.2.6 Mucin glycoproteins ถูกสร้างโดย Globelt cells ท่ีอยูใ่นเยือ่บุผวิล าไส้และเป็นสาร
ตั้งตน้หลกัส าหรับการหมกัในไส้ 
  2.2.2.7 Related mucopolysaccharides เช่น Chondroitin sulphate, Heparin, Pancreatic และ Bacterial 
secretions ซ่ึงสารเหล่าน้ีเป็นสารท่ีมีไวส้ าหรับจุลินทรียใ์นล าไส้ 
  2.2.2.8 Protein and peptides สารเหล่าน้ีสร้างข้ึนในอาหาร สร้างโดยการหลัง่ของตบัอ่อน
หรือสร้างโดยแบคทีเรีย แต่จะมีปริมาณนอ้ยกวา่พวกคาร์โบไฮเดรต 
 2.2.3 ประโยชน์ของพรีไบโอติก 
  ประโยชน์ต่อสุขภาพของพรีไบโอติกจะมีความเก่ียวขอ้งกนักบัประโยชน์ของโปรไบโอติก 
ซ่ึงเม่ือมีการเพิ่มการเจริญของแบคทีเรียในกลุ่มน้ีแลว้ทั้งแบคทีเรียเองและสารท่ีเกิดจากกระบวนการในการ
ใช้พรีไบโอติกเป็นแหล่งคาร์บอนก็มีบทบาทต่อผูบ้ริโภค เช่น ช่วยส่งเสริมการท างานของระบบทางเดิน
อาหาร มีผลต่อการดูดซึมแร่ธาตุบางชนิด และมีผลต่อเมตาบอลิซึมของไขมนั โดยสามารถอธิบายไดด้งัน้ี 
  2.2.3.1 ผลต่อระบบทางเดินอาหาร พรีไบโอติกทนต่อการย่อยในทางเดินอาหารส่วนบน
ของมนุษย์เม่ือมาถึงล าไส้ใหญ่ก็จะเป็นอาหารให้กับแบคทีเรียในล าไส้ เม่ือแบคทีเรียน าไปใช้ก็จะให้
พลงังานและสาระส าคญับางชนิดกบัร่างกาย ตวัอยา่งเช่น Inulin-type fructans ให้กรดแลคติก (lactic acid) 
และกรดไขมนัชนิดสั้น (short-chain fatty acid) ซ่ึงเป็นผลิตผลจากกระบวนการหมกั (fermentation) ซ่ึงการ
หมกัน้ีจะท าให้มีการกระตุน้การเจริญของ Bifidobacteria ซ่ึงเป็นกลุ่มจุลินทรียชี์วภาพ และในสภาวะความ
เป็นกรดท่ีเกิดข้ึนจะช่วยยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ Clostridium perfringens, Salmonella spp. และ 
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Esherichia coli ในล าไส้ จึงช่วยป้องกนัทอ้งเสีย โดยเฉพาะจากการติดเช้ือได ้นอกจากน้ีดว้ยคุณสมบติัคลา้ย
ใยอาหารอ่ืนๆ ก็จะช่วยบรรเทาอาการทอ้งผูก เน่ืองจากผลของการเพิ่มน ้ าหนกัของอุจจาระและผลต่อการ
เคล่ือนไหวของล าไส้ จึงช่วยให้ขบัถ่ายง่ายข้ึน นอกจากน้ี ยงัมีการศึกษาถึงผลของพรีไบโอติกในการตา้น
มะเร็ง (anticarcinogenic effect) ซ่ึงก็สามารถน าผลท่ีมีต่อทางเดินอาหารมาอธิบายไดเ้ช่นกนั 
  2.2.3.2 ผลต่อการดูดซึมแร่ธาตุบางชนิด ปกติพวกใยอาหารหรือพรีไบโอติกจะรบกวนการ
ดูดซึมของเกลือแร่ดว้ยการไปจบักบัแร่ธาตุไวใ้นโครงสร้างท่ีซบัซ้อน ท าให้ไม่สามารถถูกดูดซึมไดท่ี้ล าไส้
เล็ก จะเดินทางมาถึงล าไส้ใหญ่จากนั้นจะปลดปล่อยแร่ธาตุออกมา เม่ือมีการหมกัโดยแบคทีเรียในล าไส้ได้
กรดไขมนัชนิดสายสั้น ความเป็นกรดก็จะช่วยในการดูดซึมแร่ธาตุบางชนิดไดแ้ก่ แคลเซียมและแมกนีเซียม 
นอกจากน้ีอาจะเป็นกลไกท่ีท าให้เกิดแรงดนัออสโมติก (osmotic effect) จะดึงน ้ าเขา้มาช่วยในการละลาย
เกลือแร่ต่างๆได ้และมีพรีไบโอติกช่วยเร่ืองการดูดซึมแคลเซียม อาจส่งผลลดความเส่ียงต่อกระดูกพรุน แต่
ยงัคงตอ้งการการศึกษามาสนบัสนุนมากกวา่น้ี 
 2.2.4 แหล่งของพรีไบโอติก 
  พรีไบโอติกท่ีพบมีอยู ่2 กลุ่ม คือ พรีไบโอติกท่ีพบในธรรมชาติจะพบไดใ้นผกัและผลไม ้
เช่น กล้วย หน่อไมฝ้ร่ัง ถัว่ กลุ่มธัญพืช และพรีไบโอติกท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์โดยใช้เอนไซม์ย่อยพอลิ
แซ็กคาไรด์ เช่น แป้ง [18] ซ่ึงในปัจจุบนัพรีไบโอติกท่ีน ามาใช้ทางการคา้และในอุตสาหกรรมอาหารส่วน
ใหญ่ไดม้าจากการสังเคราะห์ 
 2.2.5 การผลติพรีไบโอติก [19] 
  การผลิตพรีไบโอติกท าไดห้ลายวิธี ทั้งการสกดัโดยตรงจากพืชท่ีมีปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์
หรือโอลิโกแซ็กคาไรด์สูง เช่น กล้วย ข้าวสาลี หัวกระเทียม หัวหอม หรือพืชต่างประเทศ เช่น ชิโคร่ี 
(chicory) และแก่นตะวนั (jerusalem artichoke) เป็นตน้ อยา่งไรก็ตามปัจจุบนันิยมผลิตพรีไบโอติกโดยใช้
ชีววิธี คือ การใช้เอนไซม์ และการผลิตดว้ยกระบวนการทางเคมี ตามตารางท่ี 2.2 แสดงกระบวนการผลิต      
พรีไบโอติก 
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ตารางที ่2.2 กระบวนการผลิตพรีไบโอติกทางการคา้ [20] 

 
วธีิการผลติ ตัวอย่างพรีไบโอติก 

1. การสกดัโดยตรงจากพืช ผกั ผลไมท่ี้มีส่วนประกอบ
ของโพลีแซ็กคาไรด ์

- ซอยบีนโอลิโกแซ็กคาไรด์ (Soybean oligosaccharide) 
จากน ้านมถัว่เหลือง 
- อินูลิน (Inulin) จากชิโคร่ี 

2. การใช้เอนไซม์ย่อยสลายสารประกอบพอลิแซ็ก           
คาไรด์แล้วใช้เทคนิคโครมาโตรกราฟฟีท าผลิตภณัฑ์
ใหบ้ริสุทธ์ิ 

- ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์
- ไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด์ (xylo-oligosaccharide) จากซัง
ขา้วโพด 

3. กระบวนการทรานไกลโคซิเลชัน่ (Transglycosylation) 
คือ การใช้เอนไซม์เพื่อสังเคราะห์โอลิโกแซ็กคาไรด์
แล้วใช้เทคนิคโครมาโตรกราฟฟีท าผลิตภัณฑ์ให้
บริสุทธ์ิ 

- กาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์จากแลคโตส 
- ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์จากซูโครส 

4. กระบวนการทางเคมี - แลคตูโลสจากปฏิกิริยาไอโซเมอร์ไรเซชั่นของ          
แลคโตส 

 
 2.2.6 การสกดัพรีไบโอติก  
  เป็นวธีิท่ีง่ายท่ีสุดส าหรับการผลิตพรีไบโอติก คือสามารถสกดัโดยตรงจากพืชหรือผลไมท่ี้
มีสารพอลิแซ็กคาไรดเ์ป็นองคป์ระกอบ เช่น การสกดัอินูลินจากชิโคร่ีเพื่อใชเ้ป็นอาหารส าหรับสัตว ์โดยการ
สกัดด้วยน ้ าร้อน จากนั้นใช้เทคนิคโครมาโตรกราฟฟีเพื่อท าอินูลินท่ีได้ให้มีความบริสุทธ์ิและเข้มข้น 
จากนั้นน าไปท าให้เป็นผงดว้ยเคร่ืองท าแห้งแบบพ่นฝอย (spray dryer machine) เพื่อน าไปผสมเป็นสาร
เสริมในอาหารสัตว ์โดยใชว้ธีิการสกดัพรีไบโอติกได ้2 วิธี คือ ใชป้ฏิกิริยาทางเคมี (chemical reaction) และ
เทคโนโลยเีอนไซม ์(enzyme technology) 
  2.2.6.1 ใช้ปฏิกริิยาทางเคมี (chemical reaction) 
   แลคตูโลสเป็นพรีไบโอติกชนิดเดียวในปัจจุบนัท่ีผลิตโดยใช้กระบวนการทางเคมี 
[21] โดยปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนใชด่้างเป็นตวักระตุน้ท าให้เกิดปฏิกิริยาไอโซเมอร์ไรเซซัน่ (isomerization) ของ 
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โมเลกุลกลูโคสซ่ึงเป็นองคป์ระกอบของน ้ าตาลแลคโตสให้กลายเป็นฟรุกโตสเรียกปฏิกิริยาน้ีว่า Lbry de 
Bruyn-Alberda van Ekenstein ปฏิกิริยาไอโซเมอร์ไรเซชัน่น้ีท างานภายใตส้ภาวะท่ีเป็นด่างโดยนิยมใช้
โซเดียมไฮดรอกไซด์ (sodium hydroxide) และบอเรต (borate) โดยเม่ือปฏิกิริยาเกิดข้ึนอยา่งสมบูรณ์แลว้จะ
ท าใหเ้กิดแลคตูโลสไดด้งัสมการท่ี 2-1 
 

(2-1) 
กาแลคโตส +  กลูโคส     กาแลคโตส  +  ฟรุกโตส   
          (แลคโตส)           ด่าง (OH-)           (แลคตูโลส) 

 
  2.2.6.2 เทคโนโลยเีอนไซม์ (enzyme technology) 
   การผลิตพรีไบโอติกโดยใช้เทคโนโลยีเอนไซม์มีวตัถุประสงค์ทั้งเพื่อย่อยสลาย
และสังเคราะห์โอลิโกแซ็กคาไรด์จากสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์ ซ่ึงแมว้่าปฏิกิริยาทางเคมีจะสามารถ
สังเคราะห์โอลิโกแซ็กคาไรด์ได ้แต่การผลิตดว้ยกระบวนการทางเคมีจะตอ้งท าภายใตส้ภาวะท่ีรุนแรง เช่น 
สภาวะท่ีมีความด่างและอุณหภูมิสูง และอาจเกิดผลิตภณัฑ์ข้างเคียงท่ีไม่ตอ้งการได้ ซ่ึงจ าเป็นตอ้งเพิ่ม
ขั้นตอนการก าจดัผลิตภณัฑ์ขา้งเคียงดงักล่าวดว้ย ดงันั้นการผลิตพรีไบโอติกในระดบัอุตสาหกรรมจึงนิยม
ใช้เทคโนโลยีเอนไซม์เน่ืองจากควบคุมการผลิตได้ง่ายและผลิตภณัฑ์ท่ีได้มีความบริสุทธ์ิสูง เน่ืองจาก
ความจ าเพาะในการท างานของเอนไซมท่ี์ใชใ้นการผลิต 
   1) การใชเ้อนไซมส์ังเคราะห์ (enzymatic synthesis) 
    พรีไบโอติกบางชนิด เช่น ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็ก
คาไรด์ และทรานกาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ สามารถสังเคราะห์ไดจ้ากปฏิกิริยาของเอนไซมด์งัตารางท่ี 
2.3 
 
ตารางที ่2.3 พรีไบโอติกท่ีถูกสังเคราะห์จากเอนไซม ์
 

ชนิดของพรีไบโอติก เอนไซม์ เอกสารอ้างองิ 
ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ ฟรุกโตซิลทรานสเฟอร์เรส [60] 
ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์ เบตา-กาแลคโตซิเดส [61] 
ทรานกาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์ เอนไซม์ผสมของอะไมเลส พูลูลาเนส และ 

แอลฟากลูโคซิเดส 
[62] 
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   ปัจจยัในการใช้เอนไซม์เพื่อสังเคราะห์พรีไบโอติกต้องค านึงถึงแหล่งท่ีมาของเอนไซม ์               
กลไกการท างานของเอนไซม์ สภาวะท่ีใช้ในการผลิตและชนิดของสับสเตรทท่ีใช้ ปัจจยัต่าง ๆ  จะส่งผลถึงคุณภาพและ
องค์ประกอบของสารพรีไบโอติกได้โดยตรง เช่น การผลิตทรานสกาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์จากเอนไซม์เบตา-กาแลค              
โตซิเดสท่ีผลิตจากจุลินทรียต่์างชนิดกนัจะให้องค์ประกอบของทรานกาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีแตกต่างกนั เช่น 
Tanaka et al. [22] ใช้เอนไซมเ์บตา-กาแลคโตซิเดสจาก Aspergillus oryzae พบวา่ไดท้รานส   กาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ี
ประกอบดว้ยไตรแซ็กคาไรด์ (trisaccharides) เตเตราแซ็กคาไรด์ (tetracaccharides) เพนตะแซ็กคาไรด์ (pentasaccharides) และ           
เฮกซะกาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (hexagalacto-oligosaccharides) ในขณะท่ี Ito et al. [23] ไดท้รานสกาแลคโตโอลิโกแซ็กคา
ไรด์ท่ีประกอบดว้ยไดแซ็กคาไรด์ (disaccharides)  โมโนแซ็กคาไรด์ (monosaccharide) ไตรแซ็กคาไรด์ (trisaccharides) เตตรา
แซ็กคาไรด์ (tetrasaccharides) เพนตะแซ็กคาไรด์ (pentasaccharides) และเฮกซะกาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (hexagalacto-
oligosaccharides) เม่ือใช้เอนไซม์เบตา-กาแลคโตซิเดสจาก Aspergillus oryzae ร่วมกบัเบตา-กาแลคโตซิเดสจาก Streptococcus 
thermophiles 
   2)  การใชเ้อนไซมย์อ่ยสลาย (enzymatic hydrolysis) 
    พรีไบโอติกส่วนใหญ่เป็นสารในกลุ่มโอลิโกแซ็กคาไรด ์ดงันั้นวิธีการหน่ึงท่ีใช้
ในการผลิตสารพรีไบโอติก คือการใช้เอนไซม์เพื่อย่อยสลายสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์ เช่น แป้ง และ
เซลลูโลส เพื่อสร้างผลิตภณัฑ์เป็นน ้ าตาลสายสั้น ๆ หรือโอลิโกแซ็กคาไรด์ ผลิตภณัฑ์ท่ีไดม้กัอยูใ่นรูปของ
สารผสมของโอลิโกแซ็กคาไรดห์ลายชนิด จึงจ าเป็นตอ้งใชเ้ทคนิคการคดัแยกสารผลิตภณัฑ์ให้บริสุทธ์ิ เช่น 
เทคนิคโครมาโตรกราฟฟี เป็นตน้ รูปแบบการผลิตพรีไบโอติกโดยใชเ้อนไซมย์อ่ยสลายแสดงดงัภาพท่ี 2.6 
ซ่ึงจะท าใหไ้ดผ้ลิตภณัฑท่ี์มีความบริสุทธ์ิสูงถึง 85-99 เปอร์เซ็นต ์
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ภาพที ่2.6 การผลิตพรีไบโอติกโดยการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซม ์[20] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สารตั้งตน้จ าพวก

พอลิแซ็กคาไรด์

ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพเอนไซมต์รึงรูป 

(Immobilized enzyme reactor) 

เทคนิคโครมาโทกราฟี 

ยอ้นกลบัมาใชใ้หม ่

สับสเตรตท่ีไม่ไดท้  าปฏิกิริยา 

โมโนแซ็กคาไรด์ 

โอลิโกแซ็กคาไรด์ 

ท าใหเ้ขม้ขน้จนโอลิโกแซ็กคาไรด์

บริสุทธ์ิ จากนั้นท าแหง้ จ  าหน่าย

ในรูปผงแหง้ 
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2.3 มันส าปะหลงั (Cassava)  
 มนัส าปะหลงัมีถ่ินก าเนิดแถบท่ีลุ่มเขตร้อน (Lowland topics) การปลูกมนัส าปะหลงัเร่ิมในแถบ
ประเทศบราซิล ชาวยุโรปเป็นผูน้ ามนัส าปะหลังมาปลูกในอินโดนีเซียและฟิลิปปินส์ และในปัจจุบนั
กลายเป็นพืชปลูกส าคญัของเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้โดยเฉพาะประเทศไทย และอินโดนีเซีย 
 2.3.1 การจัดล าดับทางด้านอนุกรมวธิานของมันส าปะหลัง 
 Kingdom    Plantae 
 Phylum    Magnoliophyta 
 Class    Magnoliopsida 
   Order   Malpighiales 
 Family   Euphorbiaceae 
  SubFamily    Crotonoideae 
   Tribe    Manihoteae 
  Genus    Manihot 
  Species    M. esculenta 
 2.3.2 ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของมันส าปะหลงั 
 2.3.2.1 ลักษณะทั่วไป หวัมนัส าปะหลงั คือ รากสะสมอาหาร การแปรรูปหวัมนัส าปะหลงั 
อาจน ามาต้ม ย่าง ป้ิง เช่ือม หากน าไปตากแห้งและบดละเอียดจะได้แป้งมนัส าปะหลังซ่ึงใช้ท าอาหาร 
นอกจากน้ียงัใชท้  ากาว และเป็นวตัถุดิบในการผลิตผงชูรส  
  ไมพุ้ม่ มีรากสะสมอาหารเป็นหวัยาว ล าตน้เปราะ ใบเด่ียว เรียงเวียน หยกัเป็นแฉกลึก 
3-7 แฉก แต่ละแฉกรูปชอ้นหรือรูปใบหอกแกมรูปแถบ ปลายใบเรียวแหลม ดอกออกท่ีปลายก่ิงหรือซอกใบ
ใกลป้ลายก่ิง ช่อดอกแบบช่อกระจะ หรือช่อแยกแขนง กลีบเล้ียงเช่ือมติดกนัเป็นรูประฆงั หยกัเป็นกลีบ 5 
กลีบ เกสรเพศผู ้10 ผลรูปทรงกลม เป็นสันหรือปีกสั้น ๆ 6 ปีก ดงัภาพท่ี 2.7 
 

   
            ก.              ข.  
ภาพที ่2.7 ลกัษณะทัว่ไปของมนัส าปะหลงั 
 ก. ใบของมนัส าปะหลงั [24]   ข. รากของมนัส าปะหลงั [24] 
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 2.3.2.2 ประโยชน์ของมันส าปะหลัง มนัส าปะหลงัสามารถน ามาผลิตเป็นผลิตภณัฑ์ต่างๆได้
หลายประเภท ดงัภาพท่ี 2.8 โดยประโยชน์ท่ีส าคญัของมนัส าปะหลงัมีดงัน้ี 
  1) ใช้เป็นอาหารของมนุษย์ โดยใช้เป็นอาหารหลกั และอาหารเสริม มนัส าปะหลงัท่ี
ผลิตไดใ้นโลกประมาณ 95 เปอร์เซ็นตใ์ช้เป็นอาหารของมนุษย ์โดยเฉพาะในทวีปแอฟริกา และอเมริกาใต ้
ใชม้นัส าปะหลงัเป็นอาหาร การใชเ้ป็นอาหารของมนุษยอ์าจจะใชต้ม้ ทอด หรือป้ิง  
  2) ใช้ท าแป้ง แป้งมนัส าปะหลงัใชเ้ป็นอาหารของมนุษยโ์ดยตรง และเป็นสารส าคญัใช้
ในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมการท ากาว การท ากระดาษ การทอผา้ การผลิตน ้ าตาลกลูโคส และ
เดกซ์โทรส เป็นตน้ 
  3) ใช้หมักท าแอลกอฮอล์ เบียร์ และขนมปัง ในบางประเทศ อยา่งเช่น ประเทศบราซิล
ก าลงัใชห้วัมนัส าปะหลงัหมกัเป็นแอลกอฮอล ์เพื่อใชแ้ทนน ้ามนัเบนซินส าหรับเคร่ืองยนต ์
  4) ใช้เป็นอาหารสัตว์ โดยท าเป็นมนัเส้น มนัส าปะหลงัอดัเม็ด และกากมนัส าปะหลงั
ซ่ึงใชเ้ป็นแหล่งพลงังานผสมในอาหารสัตว ์
 
2.4 องค์ประกอบของแป้ง 
 แป้งเป็นคาร์โบไฮเดรตท่ีประกอบดว้ยคาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน ในอตัราส่วน 6 : 10 :5 
มีสูตรทางเคมีทัว่ไปคือ (C6H10O5)n  แป้งเป็นพอลิเมอร์ของกลูโคสท่ีประกอบดว้ยหน่วยของน ้ าตาลกลูโคส
มาเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะกลูโคซิดิก (glucosidic linkage) ท่ีคาร์บอนต าแหน่งท่ี 1 บริเวณปลายสายของ            
พอลิเมอร์ท่ีมีหน่วยกลูโคสท่ีมีหมู่แอลดีไฮด์ (aldehyde group) เรียกวา่ปลายรีดิวซิง (reducing end group) 
แป้งประกอบดว้ยพอลิเมอร์ของกลูโคส 2 ชนิด คือ พอลิเมอร์เชิงเส้น (อะไมโลส) และพอลิเมอร์แบบก่ิง   
(อะไมโลเพกทิน) ดงัภาพท่ี 2.9 แป้งจากแหล่งท่ีมาต่างกนัจะมีอตัราส่วนของอะไมโลสและอะไมโลเพกทิน
แตกต่างกนัจึงท าใหคุ้ณสมบติัของแป้งแต่ละชนิดแตกต่างกนัดงัตารางท่ี 2.4  
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ภาพที ่2.8 การใชป้ระโยชน์จากผลิตภณัฑม์นัส าปะหลงั [25] 
 
 

มันส าปะหลงั 

ใบมันส าปะหลงั ต้นมันส าปะหลงั หัวมันส าปะหลัง 

ใชท้  าพนัธ์ุ 

อาหารสัตว ์

อุตสาหกรรมไมอ้ดั 

อาหารมนุษย ์

อาหารสัตว ์

อาหารสัตว์ ประกอบอาหาร โรงงานอุตสาหกรรม 

หมักแอลกอฮอล์ โรงงานท าแป้งมัน 

แป้งมัน แป้งส าเร็จรูป กากมัน 

อาหาร ขนม ใชใ้นอุตสาหกรรม อาหารสัตว ์ ปุ๋ย 

กลูโคส ไมอ้ดั ผงชูรส กระดาษ กาว ยา ส่ิงทอ เบียร์ 
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ภาพที ่2.9 โครงสร้างภายในเมด็แป้ง ไดแ้ก่ 
 1. อะไมโลส (amylose) [8] 
 2. อะไมโลเพกทิน (amylopectin) [8] 
 3. สารตวักลาง (intermediate material) [8] 
  
 2.4.1 อะไมโลส (amylose)  
  อะไมโลสเป็นพอลิเมอร์เชิงเส้นประกอบดว้ยกลูโคสประมาณ 2,000 หน่วย เช่ือมกนัดว้ย
พนัธะแอลฟา-1,4 กลูโคซิดิค (α-1,4 glucosidic linkages) ดงัภาพท่ี 2.8 จ  านวนหน่วยของกลูโคสจะเรียกวา่ 
DP (degree of polymerization)  ซ่ึง DP จะแปรผนัตามแหล่งของอะไมโลส เช่น แป้งมนัฝร่ังหรือแป้งมนั
ส าปะหลงัจะมี DP 1,000-6,000 ในขณะท่ีแป้งขา้วโพดหรือแป้งสาลีจะมี DP 200-1,200 คุณสมบติัของ               
อะไมโลสมีความสามารถในการละลายน ้ าได้ดี ขณะท่ีตม้น ้ าจะมีลกัษณะขุ่น ความหนืดต ่า เม่ืออุณหภูมิ
ลดลงเกิดการคืนตวัไดม้าก 
 2.4.2 อะไมโลเพกติน (amylopectin) 
  อะไมโลเพกตินเป็นพอลิเมอร์เชิงก่ิงท่ีประกอบดว้ยพอลิเมอร์เชิงเส้นของกลูโคส  10-60 
หน่วยท่ีเช่ือมกนัดว้ยพนัธะ α-1,4 กลูโคซิดิค และพอลิเมอร์เชิงก่ิงของกลูโคส 15-45 หน่วยท่ีเช่ือมต่อกนั
ดว้ยพนัธะ α-1,6 กลูโคซิดิค ดงัภาพท่ี 2.10 คุณสมบติัของอะไมโลเพกตินขณะตม้น ้ าจะใสและมีความหนืด
สูง เม่ืออุณหภูมิลดลงจะเกิดการคืนตวัน้อย เพราะโมเลกุลของอะไมโลเพกตินเรียงตวัไม่เป็นระเบียบจึง
รวมตวักนัไดย้าก [10] 
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ภาพที ่2.10 โครงสร้างของอะไมโลสและอะไมโลเพกติน [26] 
 
ตารางที ่2.4 สมบติัท่ีส าคญัของอะไมโลสและอะไมโลเพกทิน [27] 
 

คุณสมบัต ิ อะไมโลส อะไมโลเพกทนิ 

ลกัษณะโครงสร้าง 
สารประกอบของน ้าตาลกลูโคสเกาะ
กนัเป็นเส้นตรง 

สารประกอบของน ้าตาลกลูโคส
เกาะกนัเป็นก่ิงกา้น 

พนัธะทีจั่บ α- 1,4 α- 1,4 และ α- 1,6 
ขนาด 200 -2,000 หน่วยกลูโคส มากกวา่ 10,000 หน่วยกลูโคส 
การละลาย ละลายน ้าไดน้อ้ยกวา่ ละลายน ้าไดดี้กวา่ 
การท าปฏิกิริยากบัไอโอดีน สีน ้าเงิน สีแดงม่วง 

การจับตัว 
เม่ือให้ความร้อน ทิ้งไวจ้ะจบัตวัเป็น
วุน้และแผน่แขง็ 

ไม่จบัตวัเป็นแผน่แขง็ 
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2.5 คุณสมบัติของแป้ง 
 เม่ือแป้งผสมในน ้ าแป้งจะแตกตวัเป็นเม็ดเล็ก ๆ กระจายอยู่ในน ้ า แต่จะไม่ละลายน ้ าเน่ืองจาก
อนุภาคของแป้งจะมีขนาดใหญ่เกินท่ีจะละลายน ้ าไดแ้ป้งจะมีความหนาแน่นค่อนขา้งสูงประมาณ 1.45-1.64 
กรัม/ลูกบาศกเ์ซนติเมตร (ข้ึนอยูก่บัชนิดของแป้ง) ดงันั้นแป้งจึงพร้อมท่ีจะตกตะกอนหลงัจากแขวนลอยอยู่
แต่เม่ืออุณหภูมิของสารแขวนลอยสูงข้ึนประมาณ 60-70 องศาเซลเซียส (ข้ึนอยูก่บัชนิดของแป้ง) น ้ าจะเขา้
ไปใน amorphous region และพลงังานความร้อนจะท าลายพนัธะไฮโดรเจน ดงัภาพท่ี 2.11 ใน crystalline 
region ท าให้สามารถเขา้ไปในเม็ดแป้งมากยิ่งข้ึน ส่งผลให้เม็ดแป้งเกิดบวมอยา่งรวดเร็ว ความหนาแน่นจะ
ลดลงความหนืดจะสูงข้ึน นอกจากนั้นผวิของเมด็แป้งจะเปิดมากข้ึน จนเม็ดแป้งเกิดการแตกต่างฉบัพลนั ท า
ให้อะไมโลสออกจากเม็ดแป้งเกิดเป็นเจลข้ึน ซ่ึงเป็นปรากฏการณ์ท่ีเรียกว่า การเกิดเจลาทิไนเซชัน 
(gelatinization) ดงัภาพท่ี 2.12  
  

 
 

ภาพที ่2.11 การเปล่ียนแปลงของเมด็แป้งในระหวา่งการหุงตม้ [8] 
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ภาพที ่2.12 ระยะในการเกิดเจลาทิไนเซชนัของเมด็แป้ง [8] 
 
2.6 กระบวนการผลติแป้งมันส าปะหลงั 
 กระบวนการผลิตแป้งมนัส าปะหลงัเป็นกระบวนการผลิตท่ีโรงงานโดยทัว่ไปใชก้นัอยูใ่นปัจจุบนั 
มีขั้นตอนการผลิตดงัน้ี 
 2.6.1 การเตรียมวตัถุดิบ 
  ในขั้นแรกของการเตรียมรับมนัส าปะหลงั ทางโรงงานจะสุ่มตวัอย่างน ามาตรวจวดัความ
หนาแน่น โดยใชเ้คร่ืองวดัแบบ Reimann scale ดงัภาพท่ี 2.13  เพื่อประมาณของแข็ง (เช้ือแป้ง) ในหวัมนั
เพื่อตกลงราคาซ้ือขาย แลว้น ามาเทไวบ้นลาน จากนั้นจะใชร้ถตกัตกัหวัมนั (root hopper) แลว้ผา่นระบบ
สายพานล าเลียงไปสู่เคร่ืองร่อนดินทราย (root siever) ดงัภาพท่ี 2.14 ซ่ึงมีลกัษณะเป็นถงัตะแกรงกลมท่ีมี
การหมุนตามแนวนอน หมุนด้วยความเร็ว 10-15 รอบ/นาที หัวมนัจะถูกหมุนและเคล่ือนตวัตามเกลียว
เหล็กในตะแกรง ท าใหดิ้นทรายและเศษเปลือกหรือรากไมท่ี้ปะปนมาใหล่้วงหล่นผา่นช่องตะแกรงลงไป  
   จากนั้นหวัมนัจะถูกลา้งให้สะอาดโดยผา่นเคร่ืองลา้งหวัมนั (root washer) ดงัภาพท่ี 2.15 มี
ลกัษณะเป็นทรงกระบอกผ่าคร่ึงตามแนวนอนขั้นเป็นช่องๆ ภายในมีใบพดัหมุนกวนหัวมนัและตกัหัวมนั
จากช่องหน่ึงไปยงัช่องถดัไปเร่ือยๆ เพื่อลา้งเอาเศษดินทรายท่ียงัติดอยูก่บัหวัมนัออกไปกบัน ้า 
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ภาพที ่2.13 เคร่ืองมือวดัความหนาแน่นของหวัมนั [28] 

 
 

ภาพที ่2.14 เคร่ืองร่อนดินทราย [29] 
 

 
 

ภาพที ่2.15 เคร่ืองลา้งหวัมนั [29] 
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 2.6.2 การโม่หวัมนัส าปะหลงั 
  หลงัจากหวัมนัส าปะหลงัผา่นขั้นตอนการลา้งท าความสะอาดจากเคร่ืองลา้งหวัมนัแลว้ จะ
ถูกล าเลียงดว้ยสายพานเพื่อเขา้สู่เคร่ืองสับหวัมนั (root chopper) ดงัภาพท่ี 2.16  ท าหน้าท่ีสับหัวมนัให้มี
ขนาดเล็กลง จากนั้นหวัมนัขนาดเล็กจะผา่นท่อท่ีมีลกัษณะเป็นรูปขากางเกง ลงสู่เคร่ืองโม่ (rasper) ดงัภาพท่ี 
2.17 

 

 
 

ภาพที ่2.16 เคร่ืองสับหวัมนั [29] 
 

 
ภาพที ่2.17 เคร่ืองโม่หวัมนั [29] 
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 2.6.3 การสกดัแป้ง 
  ขั้นตอนการสกดัแป้ง ดงัภาพท่ี 2.18 มีรายละเอียดดงัน้ี ของเหลวขน้จากเคร่ืองโม่จะถูกป๊ัม
เขา้สู่เคร่ืองดีแคนเตอร์ (decanter) ซ่ึงเป็นเคร่ืองแยกน ้ าทิ้งท่ีมีโปรตีนและไขมนัออกจากเน้ือแป้ง โดยอาศยั
หลกัของแรงหนีศูนยก์ลาง (centrifugal force) แรงเหวี่ยงท าให้ส่วนท่ีเป็นของแข็ง (แป้งและกาก) ถูกแรง
เหวี่ยงท าให้ติดรอบผนัง (bowl wall) ท่ีแกนกลางมีเกลียวติดอยู่โดยรอบ (conveyor screw หรือ scroll) 
เกลียวน้ีมีไวเ้พื่อส่งผา่นของแข็งท่ีติด “bowl wall” ออกท่ีปลายกรวย ดงันั้นส่วนของแข็งท่ีเป็นแป้งรวมทั้ง
เส้นใยและกากจะถูกเหวีย่งแยกออกเป็นน ้าแป้งท่ีมีความเขม้ขน้สูง แลว้เขา้หน่วยสกดัแป้งต่อไป  

 
ภาพที ่2.18 ขั้นตอนการสกดัแป้ง [30] 
 
  น ้ าแป้งจากเคร่ืองดีแคนเตอร์จะถูกป๊ัมเขา้สู่เคร่ืองสกดัแป้ง (extractor) ซ่ึงเป็นเคร่ืองท่ีใช้
แยกน ้ าแป้งออกจากเส้นใยและกาก มีลักษณะเป็นตะกร้ากรองท่ีอาศัยแรงหนีศูนย์กลาง ( continuous 
perforate-basket centrifugal) โดยการเหวีย่งความเร็วรอบต ่าๆ ประมาณ 600-800 รอบ/นาที น ้ าแป้งจะถูกป๊ัม
เขา้สู่ดา้นบนของเคร่ือง และมีการฉีดน ้าอยา่งสม ่าเสมอผา่นท่อ 2 ท่อ ทางดา้นบนเหมือนกนั แรงเหวี่ยงท าให้
แป้งซ่ึงมีอนุภาคขนาดเล็กสามารถผ่านการกรองไหลลงถงัรวมน ้ าแป้งด้านล่าง ประสิทธิภาพการท างาน
ประมาณ 0.75-1.50 ตนั (โดยน ้ าหนกัแห้ง)/ชัว่โมง เคร่ืองสกดัแป้งแบ่งตามหนา้ท่ีตามการกรองออกเป็น 2 
ชุด คือ ชุดสกดัหยาบ (coarse extractor) และชุดสกดัละเอียด (fine extractor) ดงัภาพท่ี 2.19 และ 2.20                  
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น ้ าแป้งจะผ่านเขา้ชุดสกดัหยาบและกากอ่อนท่ีไดจ้ะถูกเหวี่ยงออกทางด้านบนของตะกร้ากรองแลว้เขา้สู่
เคร่ืองสกดัชุดสกดักาก (pulp extractor) และเคร่ืองอดักากต่อไป โดยท่ีเคร่ืองสกดัหยาบมีตะกร้ากรองเป็น 
สแตนเลส (stainless screen) ขนาดรูกรอง 35-40 เมช (mesh) ใชม้อเตอร์ขนาด 7.5 แรงมา้ ใชน้ ้ าหมุนเวียน
หรือน ้ าดีเพื่อช่วยในการสกดัแป้งออกจากกากหยาบ ส่วนเคร่ืองสกดัละเอียดตะกร้ากรองเป็นสแตนเลสมีรู
กรองขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางประมาณ 0.5 เซนติเมตร และใช้ผา้กรองไนลอนทรงกรวยเหมือนตะกร้ากรอง
วางดา้นบนแลว้ยึดดว้ยสายรัดโลหะ ผา้กรองท่ีใช้มีขนาดรูกรองสองแบบ คือ 100-120 เมช (mesh) และ  
140-200 เมช (mesh) ใชม้อเตอร์ขนาด 5.5 แรงมา้ มีการใชน้ ้ าก ามะถนัและน ้ าดีช่วยในการสกดัแป้งจากกาก
อ่อน น ้ าก ามะถนัช่วยก าจดัการเกิดเมือกท่ีจะไปอุดตนัแผ่นกรอง ป้องกนัไม่ให้เกิดการสูญเสียแป้งจาก
จุลินทรียแ์ละช่วยฟอกสีแป้งใหข้าว 
 

 
 

ภาพที ่2.19 เคร่ืองสกดัแป้งหยาบ [29] 
 

 
 

ภาพที ่2.20 เคร่ืองสกดัแป้งละเอียด [29] 
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  กากท่ีไดจ้ากเคร่ืองสกดัชุดสกดักากแลว้ จะถูกล าเลียงดว้ยเกลียวหมู (screw conveyer) เขา้
เคร่ืองอดักากมนั (screw press) ดงัภาพท่ี 2.21 โดยเคร่ืองอดักากมนั 1 เคร่ืองจะมี 2 หวัอดั (screw) และมีมอเตอร์ขนาด 3 
แรงมา้ หน่ึงตวั หวัอดัมีลกัษณะเป็นตะแกรงสแตนเลสรูปกรวยปลายเปิดเป็นท่อทรงกระบอก ภายในกรวย
เป็นเกลียวหมูท าหนา้ท่ีอดักากให้แห้งและดนักากออกท่ีปลายเปิดจะไดก้ากมนัเป็นท่อนทรงกระบอกท่ีแห้ง
มีความช้ืน 20-30 เปอร์เซ็นต ์ส่วนท่ีเป็นน ้าไหลผา่นตะแกรงออกมา 
 

 
 

ภาพที ่2.21 เคร่ืองอดักากมนั [29] 
 
  น ้ าแป้งจากเคร่ืองสกดัละเอียดจะถูกน ามาท าให้บริสุทธ์ิและเขม้ขน้ข้ึนโดยผา่นเคร่ืองแยก
แป้ง (separator) ดงัภาพท่ี 2.22 ซ่ึงเป็นเคร่ืองท่ีใชแ้ยกแป้งซ่ึงอยูใ่นรูปสารละลายคอลลอยด์ออกจากน ้ าแป้ง 
ท าใหแ้ป้งท่ีไดมี้ความเขม้ขน้สูงข้ึน น ้าแป้งเขม้ขน้ท่ีไดจ้ะไหลรวมกนัในถงัเพื่อเขา้สู่ขั้นตอนต่อไป ส่วนของ
น ้ าและส่ิงเจือปนในน ้ าแป้ง (clarified overflow หรือ light phase) จะถูกแยกออกมาเน่ืองจากความแตกต่าง
ของความถ่วงจ าเพาะ เม่ือเกิดแรงเหวีย่งจะท าใหน้ ้าไหลข้ึนไปทางดา้นบนของเคร่ือง ในโรงงานส่วนมากใช้
เคร่ืองแยกแป้ง 2 ชุด ชุดแรกเรียกวา่ “ชุดแยกใส” ชุดท่ีสองเรียกวา่ “ชุดแยกขน้” โดยทัว่ไปมกัติดตั้งเคร่ือง
สกดัละเอียดหรือเคร่ืองแยกแป้งทั้งสองชุดติดกนั น ้ าแป้งจากเคร่ืองแยกแป้งชุดสุดทา้ยโดยทัว่ไปจะควบคุม
ใหมี้ความเขม้ขน้ประมาณ 18-20 องศาบูเม่ ( ºBé) เพื่อเขา้ระบบสลดัแหง้ต่อไป 
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ภาพที ่2.22 เคร่ืองแยกแป้ง [29] 
 
  ขั้นตอนการแยกแป้ง (separation) สามารถท่ีใชไ้ฮโดรไซโคลน (hydrocyclone) แทนได ้
หลกัการท างานอาศยัแรงหนีศูนยก์ลาง (centrifugal force) น ้ าแป้งจะถูกป้อนเขา้ส่วนบนดา้นขา้งแลว้จะ
หมุนรอบ ๆ ภายในกระบอก (cone section) เกิดแรงป่ันเหวีย่งท าให้แป้งตกลงสู่ส่วนล่างออกมา (underflow) 
ส่วนท่ีเป็นน ้าจะแยกออกท่ีส่วนบน (overflow) ซ่ึงไม่ตอ้งใชม้อเตอร์ในการหมุนให้เกิดแรงป่ันเหวี่ยงเหมือน
เคร่ืองแยกแป้ง ท าใหป้ระหยดัพลงังาน สามารถควบคุมการท างานไดง่้ายเพียงแต่เปิดวาลว์ดา้นบน ปัจจุบนัมี
การน าไฮโดรไซโคลน มาใช้ในกระบวนการผลิตอ่ืนๆ เช่น กระบวนการผลิตแป้งขา้วโพด และเร่ิมมีการ
น ามาใชใ้นโรงงานแป้งมนัส าปะหลงับางแห่งแลว้ 
  ในขั้นตอนสลัดแห้งจะป๊ัมน ้ าแป้งท่ีมีความบริสุทธ์ิสูงจากถังพกัมายงัเคร่ืองสลัดแห้ง 
(centrifugal หรือ dewatering) ดงัภาพท่ี 2.23 ซ่ึงมีลกัษณะเป็นตะกร้า โดยน ้ าแป้งจะถูกป้อนเขา้สู่ส่วนกลาง
ของเคร่ือง ซ่ึงจะหมุนดว้ยมอเตอร์ขนาด 40 แรงมา้ หมุนดว้ยความเร็ว 1,000 รอบ/นาที มีประสิทธิภาพการ
ท างาน 1.5 ตนัน ้าแป้งขน้ (ความช้ืน  50-60 เปอร์เซ็นต)์/ชัว่โมง แรงเหวีย่งจะผลกัน ้ าในน ้ าแป้งขน้ให้ซึมผา่น
ผา้กรอง น ้ าท่ีผสมอยูใ่นน ้ าแป้งจะซึมผ่านผา้กรองท่ีบุไวร้อบตะกร้าออกไปดา้นล่าง เรียกวา่ “น ้ าสลดัแห้ง” 
ส่วนเน้ือแป้งจะถูกกรองไวเ้กาะอยู่บริเวณผิวผา้กรองภายในตะกร้า เน้ือแป้งจะก่อตวัเป็นชั้นแป้งหนาข้ึน 
ใบมีดจะปาดเน้ือแป้งท่ีมีความหนาพอสมควรให้ตกลงไปขา้งเคร่ือง แป้งท่ีได ้เรียกว่า “แป้งหมาด (starch 
cake)”  มีความช้ืนประมาณ 35-40 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นจะส่งไปยงัหน่วยอบแห้งต่อไป การลดปริมาณ
ความช้ืนในแป้งหมาดอาจท าไดโ้ดยการเปล่ียนชนิดของเคร่ืองสลดัแห้ง เช่น การใช้เคร่ืองกรองแรงดนัสูง 
high pressure filter [31]  
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ภาพที ่2.23 เคร่ืองสลดัแหง้ [29] 
 
 2.6.4 การอบแหง้ 
  ในการอบแห้งลมร้อนอุณหภูมิ 180-200 องศาเซลเซียส จากเตาเผา (air heater) จะเป่าแป้ง
หมาดข้ึนไปยงัปล่องอบแห้ง (flash dryer) แลว้ตกลงมาสู่ไซโคลนร้อน (drying cyclone) ระเหยความช้ืน
ออกไปบางส่วน ซ่ึงจะมีการตรวจสอบความช้ืนของแป้ง ถา้ช้ืนมากอาจปรับอตัราเร็วของแป้งท่ีเขา้ปล่อง
อบแห้ง โดยลดปริมาณแป้งเข้าหรือลดอตัราเร็วของลมร้อนท่ีเป่า เพื่ อให้แป้งมีความช้ืนน้อยลงตามท่ี
ตอ้งการ หลงัจากเขา้สู่ไซโคลนร้อนแลว้ แป้งจะถูกดูดเขา้สู่ไซโคลนเยน็ (cooling cyclone) อีกชุดหน่ึง แลว้
ผา่นเคร่ืองร่อนแป้ง และบรรจุแป้งละเอียดท่ีไดล้งถุงต่อไป ดงัภาพท่ี 2.24  
 

 
 

ภาพที ่2.24 เคร่ืองร่อนแป้ง [29] 
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 2.6.5 การบรรจุและเก็บรักษา 
  แป้งท่ีผลิตไดจ้ากการอบแห้งจะมีความช้ืนต ่า (9-11 เปอร์เซ็นต์) ความหนาแน่นต ่า ท าให้
เกิดการฟุ้งกระจายระหวา่งการบรรจุ ถา้สามารถมีท่ีเก็บก่อนการบรรจุ จะท าให้แป้งมีความช้ืนเขา้ใกลส้มดุล
กบับรรยากาศมากข้ึน การเก็บรักษาหลงัจากการบรรจุแลว้ท าไดโ้ดยการวางเรียงซ้อนกนัเป็นชั้น พยายาม
หลีกเล่ียงการทบัซอ้นกนัถึง 4 หรือ 5 เมตร ใชห้ลกัการเคล่ือนยา้ยถุงแป้งแบบมาก่อนใชก่้อน 
 
2.7 กระบวนการย่อยแป้งในอุตสาหกรรม 
 การยอ่ยแป้งโดยทัว่ไปประกอบดว้ย 3 ขั้นตอน ดงัต่อไปน้ี 
 2.7.1 การเกิดเจลลาติไนเซชนั (gelatinization) 
 เจลลาติไนเซชันเป็นกระบวนการเกิดการพองตวัเน่ืองจากการดูดซึมน ้ าของเม็ดแป้งใน
ขณะท่ีไดรั้บความร้อนท าให้เกิดการพองตวัของเม็ดแป้งช่วงอุณหภูมิท่ีแป้งมีการดูดซึมน ้ าอยา่งรวดเร็วและ
พองตวัข้ึน เรียกวา่ อุณหภูมิการเกิดเจล (gelatinization temperature) การเกิดเจลเป็น กระบวนการผนักลบั
ไม่ไดแ้ละท าใหค้วามหนืดเพิ่มข้ึน แป้งมนัส าปะหลงัมีอุณหภูมิการเกิดเจลท่ี 52-64 องศาเซลเซียส ซ่ึงต ่ากวา่
ธญัพืชอ่ืนๆ ท าใหอ้ตัราการเพิ่มความหนืดสูงเกิดการสลายตวัไดม้าก และแป้งมนัส าปะหลงัยงัเกิดการคืนตวั
ค่อนขา้งนอ้ยและชา้เพราะมีองคป์ระกอบส่วนมากเป็นอะไมโลเพกติน [10] 
 2.7.2 การเกิดลิเคอเฟคชนั (liquefaction) 

 เป็นขั้นตอนการลดความหนืดของแป้งท่ีเกิดเจลโดยการย่อยโมเลกุลของแป้งแบบสุ่มของ
โซ่กลูโคสท าให้แยกเป็นสายสั้น ๆ มีขนาดโมเลกุลเล็กลงและมีความหนืดนอ้ยลง กวา่ 30 ปีท่ีผา่นมาไดมี้
การใชเ้อนไซมแ์อลฟาอะไมเลส (α-amylase) แทนการใชก้รดยอ่ยท่ีอุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียสหรือสูงกวา่ 
[32] 
 2.7.3 การเกิดแซคคาริฟิเคชนั (saccharification) 

 เป็นการย่อยแป้งให้เป็นโมเลกุลของน ้ าตาล ภายหลงัการย่อยจะท าให้ได้น ้ าตาลโมเลกุล
เด่ียว (monosaccharide) และน ้าตาลโมเลกุลคู่ (disaccharide) หรือน ้ าตาลท่ีมีโมเลกุลสูงกวา่เล็กนอ้ย ผลผลิต
ท่ีได ้คือกลูโคส มอลโตสหรือมอลโตไตรโอส [33] 
 2.7.4 เอนไซมท่ี์ใชใ้นการยอ่ยแป้ง 
  เอนไซม์ท่ีใช้ในการย่อยแป้งนั้นมีหลายชนิด ตวัอย่างผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการย่อยแป้งดว้ย
เอนไซม ์เช่น น ้าช่ือมกลูโคส น ้าเช่ือมฟรุกโตส ไซโคลเดกซ์ทริน  
   เอนไซม์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการย่อยแป้ง โดยพิจารณาตามลกัษณะการท างานของเอนไซม ์
แบ่งออกได ้3 กลุ่ม [30] คือ 
    2.7.4.1 เอกโซอะไมเลส (exoamylase) เป็นเอนไซม์ท่ีตดัพนัธะท่ีจบักันของ
กลูโคสทั้งพนัธะแอลฟา-1,4 และแอลฟา-1,6 กลูโคซิดิค เอนไซม์ในกลุ่มน้ีได้แก่ กลูโคอะไมเลส 
(glucoamylase) เบตาอะไมเลส (β-amylase) และฟอสฟอรีเลส (phosphorerase) ซ่ึงการท างานจะตดัโมเลกุล
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กลูโคสท่ีต าแหน่งปลายของอะไมโลสและอะไมโลเพคติน ดงันั้นผลผลิตท่ีไดจ้ะเป็นกลูโคสเพียงอยา่งเดียว 
ซ่ึงการท างานของเอนไซมท์ั้ง 3 ชนิด แสดงดงัภาพท่ี 2.25, 2.26 และ 2.27 
    2.7.4.2 เอนโดอะไมเลส (endoamylase) เป็นเอนไซมท่ี์ท างานภายในโมเลกุลของ
แป้งท่ีตัดพันธะแอลฟา-1,4 กลูโคซิดิคระหว่างโมเลกุลกลูโคสภายในส่วนของอะไมโลสและ                     
อะไมโลเพกติน เอนไซม์กลุ่มน้ี ไดแ้ก่ แอลฟาอะไมเลสและผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการท างานของแอลฟาอะ
ไมเลส คือ โอลิโกแซคคาไรด ์(oligosaccharide) และแอลฟาลิมิตเดกซ์ตริน (α-limit-dextrins) ซ่ึงการท างาน
ของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส แสดงดงัภาพท่ี 2.28 
    2.7.4.3 เอนไซม์ย่อยพนัธะก่ิง (debranching enzyme) เป็นเอนไซม์ท่ีตดัเฉพาะ
พนัธะแอลฟา 1,6 กลูโคซิดิค (α-1,6 glucosidic) เอนไซมก์ลุ่มน้ี ไดแ้ก่ ไอโซอะไมเลส (isoamylase) และ
พูลลูลาเนส (pullulanase) ซ่ึงการท างานของเอนไซมก์ลุ่มน้ีแสดงดงัภาพท่ี 2.29 
  2.7.5 การเปรียบเทียบขอ้ดีและขอ้เสียของการยอ่ยแป้งดว้ยเอนไซม ์
   ขอ้ดีของการยอ่ยแป้งดว้ยเอนไซม์ คือ สภาวะท่ีใช้ในการย่อยทั้งอุณหภูมิและพีเอชไม่
รุนแรงจึงท าให้สามารถใช้เคร่ืองมือและอุปกรณ์ไม่ทนต่อการกดักร่อนได้ สามารถตกผลึกกลูโคสได้ดี 
ผลิตภณัฑน์ ้าตาลท่ีเกิดข้ึนไม่เปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์อ่ืน เช่น เฟอร์ฟูรอลและผลิตภณัฑ์ท่ีไดมี้ความบริสุทธ์ิสูง
เน่ืองจากการยอ่ยอยา่งจ าเพาะของเอนไซม ์ส าหรับขอ้เสียของการยอ่ยแป้งดว้ยเอนไซม ์คือ เสียค่าใชจ่้ายสูง 
ปฏิกิริยาการยอ่ยเกิดไดข้ึ้นชา้ และเอนไซมมี์อายกุารใชง้านจ ากดัอาจเส่ือมสภาพหรือประสิทธิภาพในการท า
ปฏิกิริยาลดลง [10] 
  2.7.6 ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากกระบวนการยอ่ยแป้งดว้ยเอนไซม ์
   เอนไซมท่ี์ใชย้่อยแป้งมีหลายชนิดข้ึนอยู่กบัผลิตภณัฑ์ท่ีตอ้งการจากการยอ่ยสลายแป้ง 
ไดแ้ก่ น ้ าเช่ือมกลูโคส น ้ าเช่ือมฟรุกโตส ไซโคเดกซ์ตริน เป็นตน้ ดงัแสดงในภาพท่ี 2.30, 2.31 และ 2.32 
และตารางท่ี 2.5 ซ่ึงแสดงถึงการน าแป้งมาแปรรูปโดยการใช้เอนไซม์ในการผลิตผลิตภณัฑ์การย่อยแป้ง
เพื่อให้ได้น ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวและโมเลกุลคู่ข้ึนอยู่กับความสามารถของเอนไซม์ 3 ชนิด คือ แอลฟา              
อะไมเลส กลูโคอะไมเลส และกลูโคสไอโซเมอเรส ซ่ึงเอนไซม์ทั้ ง 3 ชนิดน้ีมีสภาวะของการท างานท่ี
แตกต่างกนั 
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ภาพที ่2.25 การท างานของเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส [34] 
 
 

 
 
ภาพที ่2.26 การท างานของเอนไซมเ์บตาอะไมเลส [34] 
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ภาพที ่2.27 การท างานของเอนไซมฟ์อสฟอรีเลส [34] 
 
 

 
 
ภาพที ่2.28 การท างานของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส [34] 
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ภาพที ่2.29 การท างานของเอนไซมย์อ่ยพนัธะก่ิง [34] 
 

 
ภาพที ่2.30 การท างานของเอนไซมท่ี์มีบทบาทต่อการยอ่ยแป้งสัญลกัษณ์วงแหวนเปิดแสดงถึง  

reducing end ของ polyglucose molecule [35] 
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ภาพที ่2.31 กระบวนการยอ่ยแป้งดว้ยเอนไซมเ์พื่อผลิตผลิตภณัฑช์นิดต่าง ๆ [35] 
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ภาพที ่2.32 การท างานและผลิตภณัฑท่ี์เกิดข้ึนจากการท างานของเอนไซมช์นิดต่าง ๆ [36] 
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ตารางที ่2.5 เอนไซมท่ี์นิยมใชใ้นการยอ่ยแป้ง [37] 
 
Enzyme EC number Source Action 
α-amylase 3.2.1.1 Bacillus 

amyloliquefaciens 
Only α-1,4-oligosaccharide links are 
claved to give α –dextrins and 
predominantly maltose (G2), G3, G6 and 
G7 oligosaccharides 

  B. licheniformis Only α-1,4-oligosaccharide links are 
claved to give α –dextrins and 
predominantly maltose G3, G4 and G5 
oligosaccharides 

  Aspergillus oryzae, A. 
niger 

Only α-1,4-oligosaccharide links are 
claved to give α –dextrins and 
predominantly maltose G3 
oligosaccharides 

Saccharifiyling         α-
amylase 

3.2.1.1 Bacillus subtilis 
amylosacchariticus 

Only α-1,4-oligosaccharide links are 
claved to give α –dextrins with 
maltose G3, G4 and up 50% (w/v) 
glucose 

β-amylase 3.2.1.2 Malted barley Only α-1,4 links are clavedfrom non-
reducing ends, to give limit dextrins 
and β –maltose  

Glucoamylase 3.2.1.3 A. niger α-1,4 and α-1,6 links are clavedfrom 
non-reducing ends, to give β –glucose 

Pullulanase 3.2.1.41 B. acidopullulyticus Only α-1,6 links are claved to give 
straight-chain maltodextrins 
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2.8 งานวจัิยทีเ่กีย่วข้อง 
 Kuriki et al. (1993) ไดศึ้กษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (malto-oligosaccharide) 
โดยใชเ้อนไซมนี์โอพูลลูลาเนส (neopullulanase) ท่ีผลิตจากเช้ือ Bacillus subtilis ไดค้วามเขม้ขน้ของมอล
โตโอลิโกแซ็กคาไรด์มากกว่า 60 เปอร์เซ็นต์ แต่ถ้าต้องการจะลดต้นทุนการผลิตโดยใช้เอนไซม์นีโอ                
พูลลูลาเนสตรึงก็จะไดป้ริมาณมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ใกลเ้คียงกบัการใชเ้อนไซมนี์โอพูลลูลาเนสอิสระ 
[4] 
 Purdue et al. (1994) ได้ศึกษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเข้มข้นสูงท่ีไม่ตกผลึก                           
(non-crystallizing) โดยใช้แป้งข้าวโพดเป็นวตัถุดิบ และใช้เอนไซม์กลูโคอะไมเลสและเอนไซม์                      
พูลลูลาเนสร่วมกบัเอนไซม์ผสมเดกซ์โตรไซม์ซ่ึงเป็นเอนไซม์ผสมระหว่างเอนไซม์กลูโคอะไมเลสและ
พูลลูลาเนสในการผลิต พบวา่เม่ือใช้สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต คือ พีเอชประมาณ 5.5-5.7 อุณหภูมิ 57 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จะสามารถผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตส 
58.00 เปอร์เซ็นต ์[38] 
 Shaw and Nankang (1994) ไดศึ้กษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงจากแป้งขา้วเจา้โดย
ใช้กระบวนย่อยด้วยเอนไซม์โดยใช้แป้งขา้วเจา้เป็นวตัถุดิบด้วยเอนไซม์เบตาอะไมเลสร่วมกบัเอนไซม ์               
ไอโซอะไมเลสและพูลูลาเนส พบว่าเม่ือใช้สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตคือ พีเอช 4.0 อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 60 ชัว่โมง จะสามารถผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตส 83.19 
เปอร์เซ็นต ์[39] 
 Gaouar et al. (1998) ไดศึ้กษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพชนิด 
ultrafiltration membraneโดยใชแ้ป้งมนัส าปะหลงัเป็นวตัถุดิบและใช้เอนไซมม์อลโตจิเนสและพูลลูลาเนส
ในการยอ่ยแป้งพบวา่เม่ือใช้สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตคือพีเอช 5.0 อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส โดยท า
การยอ่ยเป็นเวลา 6 ชัว่โมง จะสามารถผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตสไดสู้งสุด 
65.00 เปอร์เซ็นต ์[40] 
 Hilary et al. (1999) ได้ศึกษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงด้วยเอนไซม์แอลฟา                  
อะไมเลสท่ีผลิตจากเช้ือ Streptomyces sp. โดยใช้แป้งมนัส าปะหลงัเป็นวตัถุดิบ พบว่าเม่ือใช้สภาวะท่ี
เหมาะสมในการผลิต คือ พีเอช 5.5 อุณหภูมิ 60-65 องศาเซลเซียส จะสามารถผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสซ่ึงมี
ความเขม้ขน้ของน ้าตาลมอลโตส 79 เปอร์เซ็นต ์[41] 
 Noda et al. (2001) ไดศึ้กษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงโดยใชเ้อนไซมต์รึงดว้ยการ
หมกัแบบก่ึงกะ (semi-continuous) โดยใช้แป้งมนัส าปะหลงัเป็นวตัถุดิบ ในการย่อยแป้งจะใช้เอนไซม์
ตรึงเบตาอะไมเลสร่วมกบัเอนไซม์ตรึงพูลูลาเนสพบว่าเม่ือใช้สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตคือพีเอช 6.6 
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วนั จะสามารถผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสได้ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล    
มอลโตสสูงสุด 70.9 เปอร์เซ็นต ์[42] 
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 จิรวรรณ (2540) ไดศึ้กษาการผลิตน ้ าเช่ือมกลูโคสจากการมนัส าปะหลงัโดยเปรียบเทียบการยอ่ย 2 
วิธีคือการย่อยด้วยกรดและการย่อยด้วยเอนไซม์ ในการย่อยด้วยกรดใช้กรด 3 ชนิดคือกรดซัลฟิวรัส                    
กรดออกซาลิกและกรดซัลฟิวริก และสภาวะท่ีให้ประสิทธิภาพการผลิตดว้ยกรดท่ีดีท่ีสุดเกิดจากการย่อย
ภายใตอุ้ณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีและน ้ าเช่ือมกลูโคสท่ีเกิดข้ึนมีความเขม้ขน้ 158.55 
กรัมต่อลิตร ส่วนการย่อยกากมนัส าปะหลังด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 500 หน่วยเป็นเวลา 40 นาที 
จากนั้นท าใหเ้กิดแซคคาริฟิเคชนัต่อดว้ยเอนไซมอ์ะไมโลกลูโคซิเดส 300 หน่วยเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้น
น าเอาส่วนท่ีละลายไดม้าย่อยให้เกิดแซคคาริฟิเคชนัต่อดว้ยอตัราส่วนสารละลาย 50 มิลลิลิตรต่อเอนไซม ์             
อะไมโลกลูโคซิเดส 75 หน่วยเป็นเวลา 12 ชัว่โมงท าให้ไดน้ ้ าเช่ือมกลูโคสท่ีมีความเขม้ขน้ 40.44 กรัมต่อ
ลิตร จากการศึกษาพบว่าการย่อยกากมนัส าปะหลังด้วยกรดมีประสิทธิภาพท่ีเหนือกว่าการใช้เอนไซม์
เน่ืองจากน ้าเช่ือมกลูโคสท่ีไดมี้ความเขม้ขน้สูงกวา่ [10] 
 พกัตร์ประไพ (2546) ไดศึ้กษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตน ้ าเช่ือมกลูโคสจากกากมนัส าปะหลงั
ดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสในขั้นตอนการเกิดแซคคาริฟิเคชนัท่ีความเขม้ขน้กากมนัส าปะหลงั 150 กรัม
ต่อลิตรปริมาตรการย่อย 100 มิลลิลิตร ความเขม้ขน้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 1,000 หน่วย พีเอช 6.5-7.0 
อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที แลว้ยอ่ยต่อดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส 600 หน่วย พีเอช 4.3-4.5 
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสนาน 3 ชัว่โมงท าให้เกิดการเปล่ียนกากมนัส าปะหลงัเป็นน ้ าตาลกลูโคส 69.80 
เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงเทียบเท่ากบัประสิทธิภาพการยอ่ย 72.71 เปอร์เซ็นต ์[9] 
 วรวิกลัยาและสุนนัทา (2550) ไดท้  าการศึกษาการตดัก่ิงโมเลกุลแป้งมนัส าปะหลงัโดยใช้เอนไซม์
พูลูลาเนส พบได้ว่าระดับการย่อยเพิ่มข้ึนเม่ือความเข้มข้นของเอนไซม์เพิ่มข้ึนในช่วงปริมาณแป้ง 5-8 
เปอร์เซ็นต ์ระดบัการยอ่ยคงท่ีและสูงสุดท่ีปริมาณแป้ง 8 เปอร์เซ็นตแ์ละเอนไซมพ์ูลูลาเนส 15 ยูนิตต่อกรัม
ของแป้ง เม่ือระยะเวลาการยอ่ยเพิ่มจาก 30-24 ชัว่โมงท าให้ระดบัของการตดัก่ิงเพิ่มข้ึนจาก 58.9 เป็น 89.3 
เปอร์เซ็นต ์[43] 
 Sung, L.M. et al. (2008) พบวา่ ผลกระทบของปฏิกิริยาเอนไซม ์dextransucrase จากเช้ือแบคทีเรีย 
Leuconostoc mesenteriodes B-512F ซ่ึงใชม้อลโตสเป็นสารตั้งตน้ โดยเปรียบเทียบอตัราส่วงนของซูโครส
และมอลโตสในอตัราท่ีต่างกัน และความเข้มข้นของซูโครสและมอลโตส อตัราส่วนของซูโครสและ                
มอลโตสท่ีระดบัต่างๆ ดงัน้ี 1:4, 1:2, 1:1 และ 2:1 ความเขม้ขน้ของซูโครสและมอลโตสตั้งแต่ 2% ถึง 20% 
ให้ผลการทดลองวา่ เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของซูโครสในอตัราส่วน 2:1 ผลิตภณัฑ์ท่ีพบคือ ไอโซมอลโตซิล 
มอลโตส (DP4) หรือ ไอโซมอลโตไตรโอซิล มอลโตส (DP5) และน ้ าตาลแซ็กคาไรด์สายยาวคือ DP8 หรือ 
DP9 แสดงใหเ้ห็นวา่อตัราส่วนระหวา่งซูโครสและมอลโตส (1:1) จะให้ผลผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคา
ไรดร์ะหวา่ง 40 และ 70%  และเม่ือ   มอลโตสมีความเขม้ขน้เพิ่มข้ึนเป็น 2 เท่าจะใหอ้ตัราการผลิตไอโซมอล
โตโอลิโกแซ็กคาไรด์เพิ่มข้ึนประมาณ 70-90% ตามท่ีสรุปผลผลผลิตของไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์
สูงสุดเท่ากบั 91.5% เม่ือซูโครสและมอลโตสมีความเขม้ขน้ท่ี 10% และ 5% ตามล าดบั [44] 
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 Lin Q., et al. (2011) ไดท้  าการศึกษาเร่ือง การผลิตน ้ าเช่ือมไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์จากแป้ง
ขา้วโดยใช้วิธีทางชีวภาพเพียงขั้นตอนเดียว พบวา่เม่ือเติมปริมาณเอนไซมนี์โอพูลลาเนส และแซ็กคาริไฟด ์
แอลฟาอะไมเลส ลงในน ้ าแป้ง ปรับพีเอชท่ี 6.0 น าอาหารท่ีผสมเอนไซม์ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 และ 120 องศา
เซลเซียส ตามล าดบั เป็นเวลา  96 ชัว่โมง ท าการเก็บตวัอย่างทุกๆ 12 ชัว่โมง น าตวัอย่างไปวิเคราะห์ค่าสมมูล
เดกซ์โทรสและ HPLC  ในชัว่โมงท่ี 72 ผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดไ์ดสู้งสุดเท่ากบั 59.2 เปอร์เซ็นต ์[7] 
 Chockchaisawasdee and Naiyatat (2013) ไดท้  าการศึกษาการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์
จากแป้งกลว้ย ดว้ยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส และเบตาอะไมเลส พบว่า ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ี
ผลิตจากเอนไซม์ Fungamyl ให้ความเข้มข้นสูงสุด คือ 76.67 กรัมต่อลิตร ส่วนท่ีผลิตจากเอนไซม ์                       
β-amylase ใหค้วามเขม้ขน้เท่ากบั 70.74 กรัมต่อลิตร [35] 
 Saman and Artjariyasripong (2010) ได้ท าการศึกษาการผลิตพรีไบโอติกไอโซมอลโต                  
โอลิโกแซ็กคาไรด์จากขา้ว พบว่า ในน ้ าเช่ือมขา้วพบองค์ประกอบของไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ี
ความเขม้ขน้ต่าง ๆ คือ ไอโซมอลโตส พาโนส และไอโซมอลโตไตรโอส เท่ากบั 44, 10 และ 7 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดบั [46] 
 Saman et al. (2012) ไดท้  าการศึกษาการผลิตพรีไบโอติกไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์จาก
วตัถุดิบทางการเกษตร พบว่า ในน ้ าเช่ือมขา้วพบองคป์ระกอบของไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีความ
เขม้ขน้ต่าง ๆ ดงัน้ี คือ ไอโซมอลโตส พาโนส และไอโซมอลโตไตรโอส เท่ากบั 6.4, 4.5 และ 1.8 กรัมต่อ
ลิตร ตามล าดบั ในขณะเดียวกนัน ้ าเช่ือมมนัส าปะหลงัให้ความเขม้ขน้เท่ากบั 1, 1 และ 0.5 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดบั [47] 
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 บทที่ 3 
วธีิด าเนินการวจิยั 

 
3.1 อุปกรณ์ สารเคมี และเคร่ืองมือทีใ่ช้ในการวจัิย 
 3.1.1 อุปกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใชใ้นการวจิยั 
 3.1.1.1 กรวยกรอง 
 3.1.1.2 กระดาษกรอง  
 3.1.1.3 กระบอกตวง 
 3.1.1.4 ขวดรูปชมพู่   
 3.1.1.5 ขวดปรับปริมาตร     
 3.1.1.6 ชุดอุปกรณ์ไตเตรต  
 3.1.1.7 แท่งแกว้ 
 3.1.1.8 บีกเกอร์  
 3.1.1.9 หลอดทดลองพร้อมฝา  
  3.1.1.10 เคร่ืองโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 
Chromatography, HPLC) 
  3.1.1.11 เคร่ืองชัง่น ้าหนกั 2 ต าแหน่ง (Analytical balance 2 digital) 
  3.1.1.12 เคร่ืองชัง่น ้าหนกั 4 ต าแหน่ง (Analytical balance 4 digital) 
  3.1.1.13 เคร่ืองป่ันเหวีย่งแบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated Centrifuge) 
  3.1.1.14 เคร่ืองวดัความเป็นกรด – ด่าง (pH meter) 
  3.1.1.15 เคร่ืองวดัของแขง็ท่ีละลายไดท้ั้งหมด (Hand Refractometr) 
  3.1.1.16 ตูเ้ข่ียเช้ือ (Biohazard Safety Carbinet, BSC)  
  3.1.1.17 ตูดู้ดความช้ืน (Desiccator) 
  3.1.1.18 หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือ (Autoclave) 
  3.1.1.19 ตูบ้่มเช้ือแบบเขยา่ (Incubator shaker) 
  3.1.1.20 ตูบ้่มเช้ือ (Incubator)  
  3.1.1.21 เตาไฟฟ้า (Hot plate) 
  3.1.1.22 อ่างน ้ามนัควบคุมอุณหภูมิ (Oil bath)   
  3.1.1.23 อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
  3.1.1.24 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 10 ลิตร (10 L Bioreactor) 
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 3.1.2 สารเคมีท่ีใชใ้นงานวิจยั 
  3.1.2.1 4-Aminoantipyrine (C11H13N3O) 
  3.1.2.2 Bovine serum albumin (BSA) 
  3.1.2.3 Copper sulphate pentahydrate (CuSO4·5H2O) 
  3.1.2.4 Corn steep liquor (CSL) 
  3.1.2.5 Citric acid (C6H8O7·H2O) 
  3.1.2.6 Dextrose (D-Glucose) 
  3.1.2.7 Di-Ammonium hydrogen citrate (2NH3C6H8O7) 
  3.1.2.8 Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4·2H2O) 
  3.1.2.9 3,5-Dinitrosalicylic acid (DNS) 
  3.1.2.10 D-Panose 
  3.1.2.11 Ethanol (CH3CH2OH)  
  3.1.2.12 Folin-Ciocalteus 
  3.1.2.13 Fructose 
  3.1.2.14 Glucose 
  3.1.2.15 Hydrochloric acid (HCl) 
  3.1.2.16 Iodine solution 
  3.1.2.17 Isomaltooligosaccharide 
  3.1.2.18 Isomaltotriose DP3 
  3.1.2.19 Maltose 
  3.1.2.20 Maltotriose hydrate 
  3.1.2.21 Methanol (CH4O) 
  3.1.2.22 α-Methyl-D-glucoside (α-MG) 
  3.1.2.23 Methylene blue  
  3.1.2.24 Potassium sodium tartrate tetrahydrate (KNaC4O6·4H2O) 
  3.1.2.25 Sodium carbonate (Na2CO3) 
  3.1.2.26 Sodium citrate (C6H5O7Na3) 
  3.1.2.27 Sodium hydroxide pellet (NaOH) 
  3.1.2.28 Sodium hydroxide solution 50% (50% NaOH solution) 
  3.1.2.29 Soluble starch 
  3.1.2.30 Tween 80 
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 3.1.3 เอนไซม ์
  3.1.3.1 เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส (α-amylase, Termamyl) (EC 3.2.1.1) จากเช้ือแบคทีเรีย             
Bacillus licheniformis ของบริษทั Novozymes  
  3.1.3.2 เอนไซมเ์บตาอะไมเลส (β-amylase) (EC 3.2.1.2) จากเช้ือรา Aspergillus oryzae ของ
บริษทั Novozymes 
  3.1.3.3 เอนไซมพ์ูลลูลาเนส (pullulanase, Promozyme D2) (EC 3.2.1.41) จากเช้ือแบคทีเรีย               
Bacillus acidopullulyticus ของบริษทั Novozymes 
  3.1.3.4 เอนไซมม์อลโตจิเนส (maltogenase, Maltogenase® L) (EC 3.2.1.133) จากเช้ือ
แบคทีเรีย Bacillus subtilis ของบริษทั Novozymes 
  3.1.3.5 เอนไซม์ทรานกลูโคซิเดส (Transglucosidase, TG) (EC 3.2.1.20) จากเช้ือรา 
Aspergillus niger ของบริษทั Megazyme 
 
3.2 วธีิการด าเนินการทดลอง 
 3.2.1การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการย่อยแป้งมันส าปะหลงัด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 
  3.2.1.1 เตรียมสารละลายน า้แป้ง 
   ชัง่แป้งมนัส าปะหลงัปริมาณ 600 กรัม ละลายกบัน ้ าประปาปริมาณ 1,000 มิลลิลิตร 
ในบีกเกอร์แสตนเลสขนาด 2,000 มิลลิลิตร ละลายใหเ้ขา้กนั จะไดส้ารละลายน ้าแป้งไวใ้ชใ้นขั้นตอนต่อไป 
  3.2.1.2 การศึกษาปริมาณของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการย่อย
แป้งมันส าปะหลงั 
   น าสารละลายน ้ าแป้งท่ีไดจ้ากขอ้ 3.2.1.1 ปรับพีเอชให้ไดเ้ท่ากบั 6.5 เติมเอนไซม์
แอลฟาอะไมเลสปริมาณท่ีแตกต่างกนั คือ 3.0, 5.0, 7.0 และ 10 หน่วย/กรัมของแป้ง ตามล าดบั บ่มท่ี
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 60 นาที เก็บตวัอยา่งทุก ๆ 10 นาที ท าการหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์
ด้วยการเติมกรดไฮโดรคลอริก (HCl) จากนั้นน าตวัอย่างท่ีได้ไปท าให้เย็นและน าไปวิเคราะห์ค่าสมมูล
เดกซ์โทรส (Dextrose equivalent, DE)  
 3.2.2 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติน า้เช่ือมมอลโตสความเข้มข้นสูง 
  3.2.2.1 การศึกษาชนิดของเอนไซม์ผสมที่เหมาะสมต่อการย่อยมอลโตไตรโอสและ              
เดกซ์ทริน 
   น ามอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินท่ีได้จากย่อยด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสท่ี
สภาวะเหมาะสมจากขอ้ 3.2.1 ปรับพีเอชใหเ้ท่ากบั 5.0 เติมเอนไซมผ์สม ดงัน้ี  
   - เอนไซมเ์บตาอะไมเลสและมอลโตจิเนสปริมาณ 25 และ 50 หน่วย/กรัมของแป้ง 
ตามล าดบั 
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   - เอนไซมเ์บตาอะไมเลสและพูลลูลาเนสปริมาณ 25 และ 0.5 หน่วย/กรัมของแป้ง 
ตามล าดบั 
    - เอนไซมม์อลโตจิเนสและพูลลูลาเนสปริมาณ 50 และ 0.5 หน่วย/กรัมของแป้ง 
ตามล าดบั 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 36 ชัว่โมง ท าการหยุดปฏิกิริยาเอนไซมด์ว้ยการเติมกรด
ไฮโดรคลอริก จากนั้นน าตวัอย่างท่ีไดไ้ปท าให้เย็น น าไปวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตสดว้ย
เคร่ืองโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  
  3.2.2.2 การศึกษาพเีอชทีเ่หมาะสมต่อการย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน  
   น ามอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสท่ี
สภาวะเหมาะสมจากขอ้ 3.2.1 ปรับพีเอชท่ีระดบัต่าง ๆ ดงัน้ี 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 และ 7.0 ตามล าดบั จากนั้นเติม
เอนไซมผ์สมท่ีเหมาะสมจากขอ้ 3.2.2.1 บ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 36 ชัว่โมง ท าการ
หยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ดว้ยการเติมกรดไฮโดรคลอริก จากนั้นน าตวัอย่างท่ีไดไ้ปท าให้เยน็ น าไปวิเคราะห์
ความเขม้ขน้ของน ้าตาลมอลโตสดว้ยเคร่ืองโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  
  3.2.2.3 การศึกษาอุณหภูมิทีเ่หมาะสมต่อการย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน 
   น ามอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสท่ี
สภาวะเหมาะสมจากขอ้ 3.2.1 ปรับพีเอชระดบัท่ีสภาวะเหมาะสมจากขอ้ 3.2.2.2 จากนั้นเติมเอนไซมผ์สมท่ี
เหมาะสมจากขอ้ 3.2.2.1 บ่มท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ ดงัน้ี 50, 55, 60, 65 และ 70 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 36 
ชัว่โมง ท าการหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ด้วยการเติมกรดไฮโดรคลอริก จากนั้นน าตวัอย่างท่ีไดไ้ปท าให้เย็น 
น าไปวเิคราะห์ความเขม้ขน้ของน ้าตาลมอลโตสดว้ยเคร่ืองโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  
  3.2.2.4 การศึกษาเวลาทีเ่หมาะสมต่อการย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน 
   น ามอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสท่ี
สภาวะเหมาะสมจากขอ้ 3.2.1 ปรับพีเอชระดบัท่ีเหมาะสมจากขอ้ 3.2.2.2 จากนั้นเติมเอนไซม์ผสมท่ี
เหมาะสมจากขอ้ 3.2.2.1 บ่มในอุณหภูมิท่ีเหมาะสมจากขอ้ 3.2.2.3 เป็นระยะเวลา 72 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่ง              
ทุก ๆ 12 ชัว่โมง และท าการหยดุปฏิกิริยาเอนไซมด์ว้ยการเติมกรดไฮโดรคลอริก จากนั้นน าตวัอยา่งท่ีไดไ้ป
ท าให้เยน็ น าไปวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตสดว้ยเคร่ืองโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะ
สูง  
 3.2.3 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมของการผลติไอโซมอลโตโอลโิกแซ็กคาไรด์ 
  ตวัแปรท่ีสนใจคือปริมาณเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดส พีเอช และอุณหภูมิ โดยออกแบบการ
ทดลองและสภาวะท่ีเหมาะสมดว้ยวิธีการ Response Surface Methodology (RSM) แบบ Box-behnken 
design (3 ระดบั) ในการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ โดยน าค่าสูงสุดและค่าต ่าสุดของตวัแปรอิสระ
ทั้งสามตวัแปรแทนลงในสมการ 3-1 ซ่ึงมีสภาวะการทดลองจ านวน 27 ชุด แสดงค่า Code variable ดงัตาราง
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ท่ี 3.1 ชุดสภาวะการทดลองแสดงดงัตารางท่ี 3.2 จากนั้นวิเคราะห์ผลของตวัแปรตามแบบจ าลองสมการ
ก าลงัสอง (full quadratic model) มีสมการทัว่ไปตามสมการ 3-2 
 สมการแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์จ านวน 3 ตวัแปร  
 

  ∑   ∑     ∑     
 

 

   

 

   

 ∑ ∑      

 

     

  

 

   

 

โดยท่ี  X1 คือ  ปริมาณเอนไซมท์รานกลูโคซิเดส 
 X2 คือ  พีเอช 
 X3 คือ  อุณหภูมิ (ºC) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3-1) 
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ตารางที ่3.1 สภาวะการทดลองโดยการออกแบบดว้ยเทคนิค RSM แบบ Box-behnken design เพื่อศึกษาผล 
                    ของปริมาณเอนไซมท์รานกลูโคซิเดส พีเอช และอุณหภูมิ  

ชุดการทดลอง ปริมาณเอนไซมท์รานกลูโคซิเดส พีเอช อุณหภูมิ (oC) 
1 -1 -1 -1 
2 -1 -1 0 
3 -1 -1 1 
4 -1 0 -1 
5 -1 0 0 
6 -1 0 1 
7 -1 1 -1 
8 -1 1 0 
9 -1 1 1 

10 0 -1 -1 
11 0 -1 0 
12 0 -1 0 
13 0 0 -1 
14 0 0 0 
15 0 0 1 
16 0 1 -1 
17 0 1 0 
18 0 1 1 
19 1 -1 -1 
20 1 -1 0 
21 1 -1 1 
22 1 0 -1 
23 1 0 0 
24 1 0 1 
25 1 1 -1 
26 1 1 0 
27 1 1 1 

Min-Max Value 0.1 – 0.3 5.0 – 7.0 50-70 
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  (
  

          
 

          
 

) 

โดยท่ี X  คือ Code Variable 
 x  คือ ตวัแปรอิสระ 
 xmin  คือ ค่าต ่าสุดของตวัแปรอิสระ 
 xmax  คือ ค่าสูงสุดของตวัแปรอิสระ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3-2) 
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ตารางที ่3.2 การออกแบบการทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใชเ้ทคนิค RSM เพื่อศึกษาผลของตวัแปร   
                    ในการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ 
 

ชุดการทดลอง ปริมาณเอนไซมท์รานกลูโคซิเดส (%) พีเอช อุณหภูมิ (oC) 
1 0.1 5 50 
2 0.1 5 60 
3 0.1 5 70 
4 0.1 6 50 
5 0.1 6 60 
6 0.1 6 70 
7 0.1 7 50 
8 0.1 7 60 
9 0.1 7 70 

10 0.2 5 50 
11 0.2 5 60 
12 0.2 5 70 
13 0.2 6 50 
14 0.2 6 60 
15 0.2 6 70 
16 0.2 7 50 
17 0.2 7 60 
18 0.2 7 70 
19 0.3 5 50 
20 0.3 5 60 
21 0.3 5 70 
22 0.3 6 50 
23 0.3 6 60 
24 0.3 6 70 
25 0.3 7 50 
26 0.3 7 60 
27 0.3 7 70 
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 3.2.4 การผลติไอโซมอลโตโอลโิกแซ็กคาไรด์แบบเบ็ดเสร็จ (batch production) 
           เตรียมน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงและเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดสปริมาณท่ีเหมาะสม                
ท าการผลิตในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 10 ลิตร โดยมีการควบคุมสภาวะในการท าปฏิกิริยาให้เหมาะสม                   
เก็บตัวอย่างเป็นช่วง ๆ ตลอดการท าปฏิกิริยา เพื่อหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไอโซมอลโต                   
โอลิโกแซ็กคาไรด์  น าตัวอย่างมาวิเคราะห์ความเข้มข้นของไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ด้วย 
เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  
 
3.3 วธีิวเิคราะห์ข้อมูล 
 เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียระหว่างชุดการทดลอง โดยน าข้อมูลท่ีได้ทั้ งหมดมา
วิเคราะห์และหาค่าทางสถิติดว้ยวิธีวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (Analysis of variance ; One-Way 
ANOVA) และทดสอบความแตกต่างระหวา่งคู่โดยใชว้ิธี Duncan’s multiple rang test (DMRT) ทดสอบ
ความมีนยัส าคญัท่ี p>0.05 
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บทที ่4 
ผลการวจิยัและอภปิรายผล 

 
4.1 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการย่อยแป้งมันส าปะหลงัด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 
 การผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงดว้ยกระบวนการทางเอนไซมน์ั้น ช่วงแรกจะอาศยัการ
ท างานของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสตดัโมเลกุลของแป้งท่ีเป็นพอลิเมอร์ของกลูโคสให้มีขนาดเล็กลง 
(liquefaction) โดยการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสในขั้นตอนน้ีจะตอ้งไดค้่าสมมูล
เดกซ์โทรส (Dextrose Equivalent ; DE) ประมาณ 12 ซ่ึงเป็นค่า DE ท่ีเหมาะสมส าหรับการยอ่ยแป้งให้เป็น
พอลิเมอร์ของกลูโคสสายสั้นๆ เช่น มอลโตไตรโอสและเดกซ์ตรินในปริมาณสูง [48] ดงันั้นการศึกษา
ปริมาณของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส และระยะเวลาท่ีเหมาะสมต่อการย่อยแป้งมนัส าปะหลงัจะตอ้งได้
น ้าเช่ือมท่ีมีค่า DE ประมาณ 12  
 จากการเตรียมสารละลายน ้าแป้งเร่ิมตน้โดยชัง่แป้งปริมาณ 600 กรัม ละลายในน ้ า 1,000 มิลลิลิตร 
กวนจนสารละลายน ้ าแป้งให้เขา้กนั ปรับพีเอช 6.5 เติมเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสปริมาณท่ีแตกต่างกนั คือ  
3.0, 5.0, 7.0 และ 10 หน่วย/กรัมของแป้ง ตามล าดบั บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 60 
นาที เก็บตวัอย่างทุก ๆ 10 นาที เพื่อย่อยแป้งมนัส าปะหลงัให้เป็นพอลิเมอร์ของกลูโคสสายสั้น ๆ ไดแ้ก่ 
มอลโตไตรโอส และเดกซ์ทริน ติดตามการย่อยของแป้งมนัส าปะหลงั โดยการเก็บตวัอย่างมาวิเคราะห์ค่า 
DE ผลการทดลองดงัแสดงในภาพท่ี 4.1 จากการทดลองพบวา่ ปริมาณของเอนไซมมี์ผลต่อค่า DE โดยเม่ือ
เพิ่มปริมาณของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสในการย่อยสลายแป้งมนัส าปะหลงัจะส่งผลให้ค่า DE สูงข้ึน 
เน่ืองจากเม่ือปริมาณของเอนไซม์มากข้ึนจะสามารถย่อยน ้ าแป้งมนัส าปะหลงัเป็นมอลโตไตรโอสและ             
เดกซ์ทรินไดเ้ร็วข้ึน นอกจากนั้นเม่ือระยะเวลาในการย่อยนานข้ึนจะส่งผลให้ค่า DE สูงข้ึนดว้ย โดยเม่ือท า
การยอ่ยเป็นเวลา 20 นาที การใชเ้อนไซมป์ริมาณ 5.0 และ 7.0 หน่วย/กรัมของแป้ง ให้ค่า DE เท่ากบั 12.04 
และ 12.10 ตามล าดบั ซ่ึงไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบั 0.05 (p>0.05)  เน่ืองจากค่า DE ทั้ง
สองมีค่าใกลเ้คียงกนัจึงเลือกใช้ปริมาณของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 5.0 หน่วย/กรัมของแป้ง เพราะเป็น
การลดปริมาณเอนไซมท่ี์ใชแ้ละเป็นการลดตน้ทุนในการผลิตในระดบัโรงงานอุตสาหกรรม โดยสารละลาย
น ้ าแป้งมนัส าปะหลงัถูกยอ่ยเป็นมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินแลว้มีค่า DE ใกลเ้คียงกบั DE ท่ีเหมาะสม
ส าหรับการย่อยแป้งมนัส าปะหลงัในขั้นแรก (DE = 12) ดงันั้นในการย่อยแป้งมนัส าปะหลงัให้เป็น            
มอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินปริมาณสูง จึงควรใหใ้ชเ้อนไซมแ์อลฟาอะไมเลสท่ีปริมาณเท่ากบั 5.0 หน่วย/
กรัมของแป้ง และท าการยอ่ยเป็นเวลา 20 นาที 
 ค่า DE ในน ้ าเช่ือมเป็นค่าท่ีมีความสัมพนัธ์กบัปริมาณกลูโคส โดยถา้ค่า DE สูงจะแสดงว่ามี
ปริมาณน ้ าตาลกลูโคสในน ้ าเช่ือมสูง [49] จากการทดลองพบวา่ เม่ือเพิ่มปริมาณความเขม้ขน้ของเอนไซม์
และระยะเวลาในการยอ่ยสลาย จะท าให้ค่า DE ในน ้ าเช่ือมมีปริมาณสูง แสดงวา่ในสภาวะดงักล่าวจะส่งผล
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ให้ปริมาณน ้ าตาลกลูโคสเพิ่มสูงข้ึน ซ่ึงไม่เหมาะสมในการน าไปใชเ้ป็นสารตั้งตน้ในการผลิตน ้ าเช่ือมมอล
โตส เน่ืองจากในการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสจะมีการใช้เอนไซม์ เบตาอะไมเลสหรือมอลโตจิเนส หรือ           
พูลลูลาเนสในการเปล่ียนมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินให้เป็นน ้ าเช่ือมมอลโตส [48] ดงันั้นการใชป้ริมาณ
ของเอนไซมแ์ละเวลาในการยอ่ยท่ีไม่เหมาะสมจะท าให้ไดน้ ้ าเช่ือมท่ีมีค่า DE ไม่เหมาะส าหรับน าไปผลิต
น ้าเช่ือมมอลโตส  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพที ่4.1 ค่าสมมูลเดกซ์โทรสท่ีไดจ้ากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสท่ีพีเอช 6.5
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส  
 
 จากผลการทดลองพบว่า สภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยแป้งมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซม์แอลฟา             
อะไมเลสจากเช้ือ B. licheniformis คือ การใชเ้อนไซมป์ริมาณ 5.0 หน่วย/กรัมของแป้ง พีเอช 6.5 อุณหภูมิ  
95 องศาเซลเซียส บ่มเป็นระยะเวลา 20 นาที ซ่ึงจะท าให้ไดน้ ้ าเช่ือมท่ีมีค่า DE ท่ีมีค่าใกลเ้คียงกบั DE ท่ี
เหมาะสมส าหรับการย่อยน ้ าแป้งมนัส าปะหลงัให้ได้เป็นมอลโตไตรโอส ส าหรับเป็นสับสเตรทตั้งตน้ใน
การผลิตน ้าเช่ือมมอลโตส สภาวะดงักล่าวมีความแตกต่างจากการงานวิจยัของ Q. Lin et al. [7, 50] ซ่ึงไดท้  า
การผลิตน ้าเช่ือมมอลโตสจากแป้งขา้วเจา้ โดยใชเ้อนไซมช์นิดต่าง ๆ กระบวนการตดัโมเลกุลของแป้งท่ีเป็น         
พอลิเมอร์ของกลูโคสใหมี้ขนาดเล็กลง (liquefaction) จะใชเ้อนไซมแ์อลฟาอะไมเลสในการยอ่ยแป้งขา้วเจา้
โดยสภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยแป้งขา้วเจา้ให้เป็นน ้ าเช่ือมมอลโตไตรโอส คือ การใช้เอนไซม์แอลฟา           
อะไมเลสยอ่ยแป้งขา้วเจา้ท่ีพีเอช 6.9  อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 22 นาที จะไดน้ ้ าเช่ือมท่ีมีค่า 
DE 8-11 ซ่ึงน ้ าเช่ือมท่ีมีค่า DE สูงเกินไปจะท าให้ไดผ้ลไดข้องน ้ าตาลมอลโตสลดลง แต่ถา้น ้ าเช่ือมมีค่าต ่า
เกินไป (DE ต ่ากวา่ 8) จะท าให้ไดน้ ้ าเช่ือมมีความหนืดสูง ซ่ึงจะส่งผลเสียต่อกระบวนการแซคคาริฟิเคชนั 
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(saccharification) ท าใหเ้อนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งในกระบวนการดงักล่าวท างานไดไ้ม่ดี นอกจากนั้นยงัมีงานวิจยั
ของ Karmakar and Ray [51] ซ่ึงไดศึ้กษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตไตรโอสดว้ยเอนไซมอ์ะไมเลสท่ีมีความ 
คงตวัท่ีอุณหภูมิสูง (thermostable enzyme) จากเช้ือ Bacillus sp. KR11 โดยเอนไซมจ์ะสามารถท างานไดดี้ท่ี
พีเอช 7.0 อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา  30 นาที  
 
4.2 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติน า้เช่ือมมอลโตสความเข้มข้นสูง 
 ในการผลิตน ้าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงดว้ยกระบวนการทางเอนไซมน์ั้น จะน าน ้ าเช่ือมท่ีได้
จากย่อยด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสมาเปล่ียนเป็นน ้ าเช่ือมมอลโตสโดยใช้เอนไซม์ชนิดต่างๆ ได้แก่ 
เอนไซมเ์บตาอะไมเลส พูลลูลาเนส และมอลโตจิเนส ส าหรับการศึกษาคร้ังน้ีตอ้งการน ้ าเช่ือมมอลโตสท่ีมี
ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตส 50-55 เปอร์เซ็นต์ [48] จึงไดมี้การศึกษาชนิดของเอนไซม์ผสม พีเอช 
อุณหภูมิ และระยะเวลาท่ีเหมาะสม เพื่อผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูง และเพื่อเป็นสารตั้งตน้ในการ
ผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดใ์นขั้นตอนต่อไป 
 4.2.1 การศึกษาชนิดของเอนไซม์ผสมทีเ่หมาะสมต่อการย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน 
   น าน ้ าเช่ือมท่ีประกอบด้วยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินจากการย่อยด้วยเอนไซม์
แอลฟาอะไมเลสแลว้ น ามาปรับพีเอชเท่ากบั 5.0 แลว้ยอ่ยสลายดว้ยเอนไซม์ผสมชนิดต่าง ๆ ดงัน้ี เอนไซม ์  
เบตาอะไมเลสกบัมอลโตจิเนส เบตาอะไมเลสกบัพูลลูลาเนส และมอลโตจิเนสกับพูลลูลาเนส โดยใช้
ปริมาณของเอนไซมเ์บตาอะไมเลส 25 หน่วย/กรัมของแป้ง เอนไซมพ์ูลลูลาเนส 0.5 หน่วย/กรัมของแป้ง 
และเอนไซมม์อลโตจิเนส 50 หน่วย/กรัมของแป้ง บ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 36 ชัว่โมง 
เพื่อย่อยให้มอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินเป็นน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูง ไดผ้ลการทดลองดงัแสดง
ในตารางท่ี 4.1 จากผลการทดลองพบวา่ การใชเ้อนไซมเ์อนไซมผ์สมแต่ละชนิดมีความสามารถในการยอ่ย
มอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินท่ีจะท าให้ความเข้มข้นของน ้ าตาลมอลโตสมีความแตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบั 0.05 (p>0.05) เน่ืองจากการท างานของเอนไซมแ์ต่ละชนิดมีการยอ่ยสลายพนัธะ
กลูโคซิดิคในต าแหน่งท่ีแตกต่างกนั โดยเอนไซมเ์บตาอะไมเลสจะไปตดัพนัธะไกลโคซิลของแป้งท่ีแอลฟา-
1,4 ในลกัษณะการตดัสายพอลิเมอร์อยา่งเป็นระเบียบจากปลายสาย ดา้นท่ีไม่มีหมู่รีดิวซ์เขา้สู่ภายในสายไป 
ทีละ 1 หน่วยของมอลโตสหรือทีละ 2 หน่วยของกลูโคสและจะหยุดปฏิกิริยาท่ีพนัธะไกลโคซิลท่ีแอลฟา -
1,6 [52,53] เอนไซม์มอลโตจิเนสท าปฏิกิริยาการย่อยสลายพนัธะ 1,4 –แอลฟา-กลูโคซิดิค โดยตดัสาย              
พอลิเมอร์จากปลายสายท่ีไม่มีคุณสมบติัรีดิวซ์ [54] เอนไซมพ์ูลลูลาเนส จะเขา้ท าปฏิกิริยาตดัพนัธะแอลฟา-
1,6 [43] ส าหรับการยอ่ยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินดว้ยเอนไซมเ์บตาอะไมเลสและมอลโตจิเนสจะท า
ให้ได้น ้ าเช่ือมมอลโตสท่ีมีความเข้มขน้ของน ้ าตาลมอลโตส 58.92 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงเป็นความเข้มขน้ของ
น ้ าตาลมอลโตสสูงท่ีสุด ดงันั้นเอนไซม์เบตาอะไมเลสและมอลโตจิเนสจึงมีความเหมาะสมในการย่อย              
มอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินเพื่อผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูง เน่ืองจากเอนไซมเ์บตาอะไมเลสมี
คุณสมบติัในการยอ่ยสลายพนัธะ α-1,4 และ α-1,6  กลูโคซิดิคของโมเลกุลกลูโคสท่ีปลายสาย [33] และ



54 
 

เอนไซมม์อลโตจิเนสมีคุณสมบติัในการยอ่ยสลายพนัธะ α-1,4 กลูโคซิดิคท่ีปลายสายดา้นท่ีไม่มีคุณสมบติั
รีดิวซ์ [54] ดงันั้นเอนไซม์ผสมเบตาอะไมเลสร่วมกบัมอลโตจิเนสมีความจ าเพาะกบัมอลโตไตรโอสและ
เดกซ์ทรินสูง จึงสามารถยอ่ยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินใหเ้ป็นน ้าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงได ้ 
  
ตารางที ่4.1 ความเขม้ขน้ของน ้าตาลมอลโตสท่ีไดจ้ากการยอ่ยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินดว้ยเอนไซม ์
                    ผสมชนิดต่างๆ 
 

ชนิดของเอนไซมผ์สม ปริมาณน ้าตาลมอลโตส (เปอร์เซ็นต)์ 1 
เบตาอะไมเลสและมอลโตจิเนส 58.92a 
เบตาอะไมเลสและพูลลูลาเนส 51.01b 
มอลโตจิเนสและพูลลูลาเนส 45.90c 

หมายเหตุ 1อกัษรท่ีแตกต่างกนัเหนือตวัเลขในแนวตั้งแสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (P>0.05) 
  
 จากการทดลองชนิดของเอนไซม์ท่ีใช้ส าหรับผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงจะแตกต่าง
จากงานวจิยัอ่ืนๆ โดย Q. Lin et al. [50]ไดท้  าการผลิตไดท้  าการผลิตมอลโตสไซรัปจากแป้งขา้วเจา้และแป้ง
ขา้วโพดโดยมีการใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (E.C. 3.2.1.1) ในขั้นตอนลิเคอแฟคชัน (liquefraction)                
และใช้เอนไซม์เบตาอะไมเลส (E.C. 3.2.1.2) และเอนไซม์พูลลูลาเนส (E.C. 3.2.1.41) ในขั้นตอน                 
แซคคาริฟิเคชนั (saccharification) ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 ชัว่โมง จะไดน้ ้ าเช่ือมจากแป้ง
ขา้วเจา้และแป้งขา้วโพดท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตส คือ 104.6 และ 102.2 เปอร์เซ็นต ์ (กรัม/กรัม) 
ตามล าดบั Shaw and Sheu [55] ไดศึ้กษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงจากขา้ว โดยใชเ้อนไซม์
แอลฟาอะไมเลส จาก B. licheniformis และศึกษาการใชเ้อนไซมช์นิดต่างๆ ในกระบวนการแซคคาริฟิเคชนั 
ไดแ้ก่ พูลลูลาเนสจากเช้ือ Aerobacter aerogens ไอโซอะไมเลสจากเช้ือ Pseudomonas amyloderamosa และ  
เบตาอะไมเลสจากเช้ือ Bacillus cereus จากการทดลองพบว่าการใช้เอนไซม์ร่วมกนัทั้ง 3 ชนิด ไดแ้ก่ 
เบตาอะไมเลส, ไอโซอะไมเลส และพูลลูลาเนส พีเอช 4.0 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 60 
ชัว่โมง จะไดน้ ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงเท่ากบั 83.19 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนั้นการใช้เอนไซม์เบตา                             
อะไมเลสร่วมกบัพูลลูลาเนส พีเอช 4.0 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บ่มเป็นระยะเวลา 60 ชัว่โมง จะได้
น ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงเท่ากบั 80.14 เปอร์เซ็นต์ และการใช้เอนไซม์เบตาอะไมเลสร่วมกบั               
ไอโซอะไมเลส พีเอช 4.0 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บ่มเป็นระยะเวลา 60 ชัว่โมง จะไดน้ ้ าเช่ือมมอลโตส
ความเขม้ขน้สูง เท่ากบั 68.32 เปอร์เซ็นต ์ Gaouar et al. [40] ไดศึ้กษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสจากแป้งมนั
ส าปะหลังในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอัลตร้าฟิวเตรชัน โดยใช้เอนไซม์  BAN 120L จากเช้ือ                                          
B. amyloliquefaciens (E.C. 3.2.1.1) ในกระบวนการลิเคอแฟคชนั และใชเ้อนไซม ์Maltogenase 4000L จาก
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เช้ือ B. subtilis และเอนไซม์ Promozyme 600L จากเช้ือ B. acidopullulyticus (E.C. 3.2.1.41) ใน
กระบวนการแซคคาริฟิเคชนั พบว่าไดน้ ้ าเช่ือมมอลโตสเท่ากบั 217 กรัมต่อลิตร Purdue et al. [38] ได้
ท าการศึกษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงท่ีไม่ตกผลึก (non-crystallizing) โดยใชแ้ป้งขา้วโพด
เป็นวตัถุดิบ และใช้เอนไซม์กลูโคอะไมเลสร่วมกับพูลลูลาเนสและเดกซ์โตรไซม์ในกระบวนการ                       
แซคคาริฟิเคชนั จะไดน้ ้าเช่ือมท่ีมีความเขม้ขน้ของมอลโตสเท่ากบั 58.00 เปอร์เซ็นต ์ 
 4.2.2 การศึกษาพเีอชทีเ่หมาะสมต่อการย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน 
   ท  าการย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินด้วยเอนไซม์เบตาอะไมเลสกบัมอลโตจิเนส     
ปริมาณ 25 และ 50 หน่วย/กรัมของแป้ง ท่ีพีเอช 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 และ 7.0 บ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 36 ชัว่โมง เพื่อย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินให้เป็นน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูง                  
ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 4.2 จากการทดลองพบว่า พีเอชจะมีผลต่อการท างานของเอนไซม์ท าให้
ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตสมีความแตกต่างกนั เม่ือค่าพีเอชสูงข้ึนจะส่งผลให้ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล       
มอลโตสลดลง เน่ืองจากเอนไซม์ท่ีน ามาใช้ในการทดลองเป็นเอนไซม์ผสม ซ่ึงพีเอชท่ีเหมาะสมในการ
ท างานของเอนไซมท์ั้ง 2 ชนิดนั้น มีความแตกต่างกนั คือ เอนไซมเ์บตาอะไมเลสมีพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการ
ท างานท่ี 4.5-5.5 [48] และเอนไซม์มอลโตจิเนส มีพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างานท่ี 5.0-6.0 [54] ส าหรับ              
ค่าพีเอช 5.0 จะใหค้วามเขม้ขน้ของน ้าตาลมอลโตสสูงท่ีสุดซ่ึงแตกต่างจากระดบัพีเอชอ่ืน ๆ อยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติท่ีระดบั 0.05 (p>0.05) ดงันั้นพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมผ์สมคือ พีเอช 5.0 ซ่ึงจะ
ไดน้ ้าเช่ือมท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลมอลโตส เท่ากบั 59.05 เปอร์เซ็นต ์
 
ตารางที ่4.2 ความเขม้ขน้ของน ้าตาลมอลโตสท่ีไดจ้ากการยอ่ยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินดว้ยเอนไซม ์
                    ผสมท่ีพีเอชต่างๆ 
 

พีเอช (pH) ปริมาณน ้าตาลมอลโตส (เปอร์เซ็นต)์ 1 
5.0 59.05a 
5.5 57.81b 
6.0 51.14c 
6.5 51.20c 
7.0 48.98d 

หมายเหตุ 1อกัษรท่ีแตกต่างกนัเหนือตวัเลขในแนวตั้งแสดงวา่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (P>0.05) 
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 4.2.3 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน 
   ท  าการย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินด้วยเอนไซม์เบตาอะไมเลสกบัมอลโตจิเนส     
ปริมาณ 25 และ 50 หน่วย/กรัมของแป้ง ท่ีพีเอช 5.0 บ่มท่ีอุณหภูมิ 50, 55, 60, 65 และ 70 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 36 ชัว่โมง เพื่อยอ่ยมอลโตไตรโอสแลเดกซ์ทรินให้เป็นน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูง ผล
การทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 4.3 จากการทดลองพบว่า อุณหภูมิจะมีผลต่อการท างานของเอนไซม์ท าให้
ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตสมีความแตกต่างกนั เม่ืออุณหภูมิสูงข้ึนจะส่งผลให้ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล
มอลโตสลดลง เน่ืองจากอุณหภูมิสูงข้ึนจะท าให้เอนไซม์ท างานไดไ้ม่ดี อุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการ
ท างานของเอนไซมเ์บตาอะไมเลสอยูใ่นช่วง 55-62 องศาเซลเซียส [48] และเอนไซมม์อลโตจิเนสอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมต่อการท างานคือ 60 องศาเซลเซียส [54]  ส าหรับอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสจะให้น ้ าเช่ือม                
มอลโตสท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตสสูงท่ีสุด ซ่ึงแตกต่างจากอุณหภูมิอ่ืน ๆ อย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิติท่ีระดบั 0.05 (p>0.05) ดงันั้นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมผ์สมคือ อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส ซ่ึงจะไดน้ ้าเช่ือมท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลมอลโตส เท่ากบั 59.13 เปอร์เซ็นต ์
    
ตารางที ่4.3 ความเขม้ขน้ของน ้าตาลมอลโตสท่ีไดจ้ากการยอ่ยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินดว้ยเอนไซม ์
                    ผสมท่ีอุณหภูมิต่างๆ 
 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) ปริมาณน ้าตาลมอลโตส (เปอร์เซ็นต)์ 1 
50 55.04b 
55 55.20b 
60 59.13a 
65 50.16c 
70 48.77d 

หมายเหตุ 1อกัษรท่ีแตกต่างกนัเหนือตวัเลขในแนวตั้งแสดงวา่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (P>0.05) 
 
 4.2.4 การศึกษาเวลาทีเ่หมาะสมต่อการย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน 
   ท าการย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินด้วยเอนไซม์เบตาอะไมเลสกบัมอลโตจิเนส     
ปริมาณ 25 และ 50 หน่วย/กรัมของแป้ง ท่ีพีเอช 5.0 บ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 72 
ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งทุก ๆ 12 ชัว่โมง เพื่อวิเคราะห์ความเขม้ขน้น ้ าตาลมอลโตส ผลการทดลองดงัแสดงใน
ภาพท่ี 4.2 จากการทดลองพบวา่ ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตสจะเพิ่มข้ึนเม่ือระยะเวลาในการยอ่ยสลาย
เพิ่มข้ึน โดยชัว่โมงท่ี 36-72 ปริมาณน ้ าตาลมอลโตสจะไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบั 0.05 
(p>0.05) ดงันั้นระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงจากแป้งมนัส าปะหลงัคือ 
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36 ชั่วโมง ซ่ึงจะได้น ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงท่ีมีความเข้มขน้ของน ้ าตาลมอลโตสเท่ากับ 60.50 
เปอร์เซ็นต ์ 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่4.2 ความเขม้ขน้ของน ้าตาลมอลโตสท่ีไดจ้ากการยอ่ยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินดว้ยเอนไซม ์
                 ผสมของเบตาอะไมเลสและมอลโตจิเนส พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
 
 จากการทดลองพบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมในขั้นตอนแซคคาริฟิเคชนัแป้งมนัส าปะหลงัเพื่อผลิต
น ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูง โดยใช้เอนไซม์เบตาอะไมเลส 25 หน่วย/กรัมของแป้ง ร่วมกบัเอนไซม์
มอลโตจิเนส 50 หน่วย/กรัมของแป้ง พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ย่อยสลายเป็นระยะเวลา 36 
ชั่วโมง จะท าให้ได้น ้ าเช่ือมมอลโตสความเข้มข้นสูงท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตสเท่ากบั 60.50 
เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงจะเห็นว่าสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงจากงานวิจยัน้ีจะ
แตกต่างจากงานวิจยัของ Gaouar et al., [30] Noda et al., [42] Hilary et al., [41] และ Shaw and Nankang 
[39] เน่ืองมาจากวตัถุดิบ ชนิดและปริมาณของเอนไซม์ท่ีใช้ในกระบวนการแซคคาริฟิเคชันจะมีความ
แตกต่างกนัส่งผลให้สภาวะต่างๆท่ีเหมาะสม ส าหรับผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงมีความแตกต่าง
กนัดว้ย  
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4.3 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมของการผลติไอโซมอลโตโอลโิกแซ็กคาไรด์ 
 ในการย่อยแป้งมนัส าปะหลงัด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสท่ีได้จากเช้ือ B. licheniformis ท่ี
ปริมาณ 5.0 หน่วย/กรัมของแป้ง พีเอช 6.5 อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 20 นาที จะท าให้ได้
น ้าเช่ือมท่ีมีค่า DE ท่ีเหมาะสมส าหรับการยอ่ยน ้าแป้งมนัส าปะหลงัให้ไดเ้ป็นมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน 
ส าหรับเป็นสับสเตรทตั้ งต้นในการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตส จากนั้นท าการย่อยมอลโตไตรโอสและ                    
เดกซ์ทรินดว้ยเอนไซมเ์บตาอะไมเลสปริมาณ 25 หน่วย/กรัมของแป้ง ร่วมกบัเอนไซมม์อลโตจิเนสปริมาณ 
50 หน่วย/กรัมของแป้ง พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส บ่มเป็นระยะเวลา 36 ชัว่โมง จะท าให้ได้
น ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตสเท่ากบั 60.50 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงจะถูกใช้
เป็นสับสเตรทเร่ิมตน้ส าหรับการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์ 
 การศึกษาสภาวะท่ี เหมาะสมในผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์จะใช้ เอนไซม ์                  
ทรานกลูโคซิเดส โดยแปรผนัปริมาณเอนไซม์ท่ี 0.1-0.3 เปอร์เซ็นต์ พีเอช 5-7 และอุณหภูมิ 50-70                     
องศาเซลเซียส ในการทดลองน้ีไดอ้อกแบบการทดลองแบบ factorial design จะไดก้ารทดลองทั้งหมด 27 
ชุดการทดลอง จากผลการทดลองพบว่า ปริมาณเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดส พีเอช และอุณหภูมิ จะมีผลต่อ
ปริมาณไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ คือ พาโนส มอลโตไตรโอส และไอโซมอลโตไตรโอส การใช้
สภาวะท่ีพีเอช และอุณหภูมิไม่เหมาะสม จะส่งผลให้ปริมาณไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์เกิดข้ึนน้อย 
เน่ืองจากสภาวะอาจจะไม่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมท์รานกลูโคซิเดส ส าหรับสภาวะท่ีเหมาะสม
ในการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดคื์อ การใชเ้อนไซมท์รานกลูโคซิเดสความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์
พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บ่มเป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง จะมีปริมาณองค์ประกอบของไอโซ                
มอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติท่ีระดับ 0.05 (p>0.05) กับการใช้
เอนไซมท์รานกลูโคซิเดสความเขม้ขน้ 0.2 และ 0.3 เปอร์เซ็นต ์พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บ่มเป็น
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง ดังนั้ นการใช้เอนไซม์ทรานกลูโคซิเดสความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต ์                           
จึงมีความเหมาะสมในการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ โดยจะได้พาโนส มอลโตไตรโอส และ                
ไอโซมอลโตไตรโอส เท่ากบั 18.27, 3.16 และ 15.22 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 4.4 และได้
ผลไดข้องไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ 0.36 อตัราการผลิต เท่ากบั 15.27 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ดงัแสดง
ในตารางท่ี 4.5  
 จากผลการทดลอง พบวา่ ความเขม้ขน้ของไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตไดจ้ะแตกต่าง
จากงานวิจยัอ่ืน เน่ืองจากวตัถุดิบ สภาวะท่ีใช้ในการผลิต และกระบวนการผลิตมีความแตกต่างกนัโดย 
Saman et al. [47] ไดศึ้กษาการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์จากพืชชนิดต่าง ๆ เช่น ขา้ว และมนั
ส าปะหลงั โดยการเพาะเล้ียงเช้ือรา A. oryzae TISTR3102 บนอาหารแข็ง (solid-state fermentation) บ่มท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั โดยเช้ือราดงักล่าวจะผลิตเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส (52.5 U/g) 
และแอลฟากลูโคซิเดส (2.4 U/g) หลงัจากนั้นท าวตัถุดิบไปบดผสมกบัน ้ า (mashing) ปล่อยให้หมกัต่อท่ี
อุณหภูมิ 62 องศาเซลเซียส พีเอช 5.6 เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จะไดผ้ลผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์                
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จากข้าว ซ่ึงประกอบด้วยไอโซมอลโตส พาโนส และ ไอโซมอลโตไตรโอส สูงกว่าไอโซมอลโต                      
โอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากมนัส าปะหลัง Pan and Lee [56] ได้ศึกษาการผลิตไอโซมอลโต                        
โอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีมีความบริสุทธ์ิสูงจากเศษขา้วเจา้ (rice crumb) โดยใชเ้อนไซมแ์อลฟาอะไมเลสความ
เขม้ขน้ 0.15 เปอร์เซ็นต์ ในขั้นตอนลิเคียวแฟคชนั และใชเ้อนไซมโ์ปรโมไซม ์และเอนไซมเ์บตาอะไมเลส                
0.05 และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ในขั้นตอนกระบวนการแซคคาริฟิเคชัน และใช้เอนไซม ์                             
ทรานกลูโคซิเดสความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต์ในขั้นตอนการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ จะได ้            
ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ 53.19 เปอร์เซ็นต์ (น ้ าหนัก/น ้ าหนัก) ท่ีประกอบด้วยไอโซมอลโตส               
พาโนส และไอโซมอลโตไตรโอส จากนั้นน าไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ไปท าให้บริสุทธ์ิสูง โดยการ
เติมยีสต์ Saccharomyces carlsbergensis ลงไปเพื่อให้ใช้น ้ าตาลชนิดอ่ืนท่ีปนอยู่ในไอโซมอลโต                           
โอลิโกแซ็กคาไรด์ ทิ้งไว ้24 ชั่วโมง จะท าให้ได้ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีมีความบริสุทธ์ิ                
66.5-99.4 เปอร์เซ็นต ์ Sheu et al. [57] ไดศึ้กษาการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์โดยใชเ้อนไซม์
แอลฟากลูโคซิเดสท่ีตรึงบนกลูตารัลดีไฮด์-ไคโตซานบีดท่ีบรรจุในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพโดยใช้สารละลาย
น ้าตาลมอลโตสความเขม้ขน้ 30 เปอร์เซ็นต ์เป็นวตัถุดิบ ท าการยอ่ยสลายท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง สามารถผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ได ้60 เปอร์เซ็นต์ Arrojo et al. [58] ไดศึ้กษา
การเปล่ียนมอลโตสเป็นไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์โดยใช้เอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสท่ีไดจ้ากยีสต ์
Xantophyllomyces dendrorhous โดยใชส้ารละลายมอลโตสความเขม้ขน้ 525 กรัมต่อลิตร เป็นวตัถุดิบ พีเอช 
5.6 อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พบวา่จะไดไ้อโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ในรูปไตรและเตตระแซ็กคาไรด ์
เท่ากบั 167.1 กรัมต่อลิตร Kuriki et al. [4] ไดศึ้กษาการผลิตน ้ าเช่ือมไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์โดยใช้
เอนไซมนี์โอพูลูลาเนสจากเช้ือ Bacillus subtilis อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พีเอช 6.0 เป็นระยะเวลา 32 
ชั่วโมง โดยใช้แป้งเป็นวตัถุดิบ จะได้ความเข้มข้นของไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ได้สูงสุด 60
เปอร์เซ็นต ์ 
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ตารางที ่4.4 การผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดท่ี์สภาวะต่าง ๆ ท าการบ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
 

 

 
หมายเหตุ 1อกัษรท่ีแตกต่างกนัเหนือตวัเลขในแนวตั้งแสดงวา่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (P>0.05) 

ปริมาณ
เอนไซม์ TG 
(เปอร์เซ็นต์) 

พเีอช อุณหภูม ิ(ºC) 
ปริมาณไอโซมอลโตโอลโิกแซ็กคาไรด์ (เปอร์เซ็นต์)1 

พาโนส มอลโตไตรโอส ไอโซ                  
มอลโตไตรโอส 

ไอโซมอลโต               
โอลโิกแซ็กคาไรด์ 

0.1 5 50 18.27a 3.16 a 15.22 a 36.65 a 
0.1 5 60 17.23 b 2.68 b 14.67 b 34.58 b 
0.1 5 70 16.33 c 1.80 c 13.17 c 31.30 c 
0.1 6 50 17.10 b 2.58 b 14.33 b 34.01 b 
0.1 6 60 15.50 d 1.68 d 12.10 d 29.28 d 
0.1 6 70 15.33 d 1.52 d 12.40 d 29.25 d 
0.1 7 50 13.50 e 0.82 e 10.67 e 24.99 e 
0.1 7 60 13.37 e 0.79 e 10.53 e 24.69 e 
0.1 7 70 10.31f 0.31 f 9.50 f 20.12 f 
0.2 5 50 18.50 a 3.02 a 15.01 a 36.53 a 
0.2 5 60 17.17 b 2.78 b 14.83 b 34.78 b 
0.2 5 70 16.67 c 1.92 c 13.33 c 31.92 c 
0.2 6 50 17.40 b 2.65 b 14.70 b 34.75 b 
0.2 6 60 14.83 d 1.62 d 12.09 d 28.54 d 
0.2 6 70 14.67 d 1.60 d 12.50 d 28.77 d 
0.2 7 50 13.17 e 0.85 e 10.83 e 24.85 e 
0.2 7 60 13.51 e 0.72 e 10.77 e 25.00 e 
0.2 7 70 13.31 e 0.85 e 10.50 e 24.66 e 
0.3 5 50 18.41 a 3.17 a 15.30 a 36.88 a 
0.3 5 60 17.20 b 2.80 b 14.77 b 34.77 b 
0.3 5 70 16.72 c 1.93 c 13.09 c 31.74 c 
0.3 6 50 17.29 b 2.83 b 14.73 b 34.85 b 
0.3 6 60 14.89 d 1.72 d 12.17 d 28.78 d 
0.3 6 70 14.69 d 1.77 d 12.49 d 28.95 d 
0.3 7 50 13.20 e 0.90 e 10.33 e 24.43 e 
0.3 7 60 13.53 e 0.84 e 10.27 e 24.64 e 
0.3 7 70 13.31 e 0.88 e 10.51 e 24.70 e 
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ตารางที ่4.5 ผลไดแ้ละอตัราการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดใ์นระดบัปฏิบติัการ 
 

พารามิเตอร์ การผลติระดับปฏิบัติการ 
ผลไดไ้อโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์(Yild, Yp/s)  0.36 
อตัราการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์(กรัม/ลิตร/ชัว่โมง) 15.27 
 
4.4 การผลติไอโซมอลโตโอลโิกแซ็กคาไรด์แบบเบ็ดเสร็จ (batch production) 
 การผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์แบบเบด็เสร็จในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 10 ลิตร จะเตรียม
น ้ าแป้งปริมาตร 8 ลิตร ท าการย่อยน ้ าแป้งดว้ยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสท่ีไดจ้ากเช้ือ B. licheniformis ท่ี
ปริมาณ 5.0 หน่วย/กรัมของแป้ง พีเอช 6.5 อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 20 นาที ให้ไดน้ ้ าเช่ือม
ท่ีมีค่า DE ท่ีเหมาะสมส าหรับการยอ่ยน ้าแป้งมนัส าปะหลงัใหไ้ดเ้ป็นมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน ส าหรับ
ใชเ้ป็นสับสเตรทตั้งตน้ในการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตส จากนั้นท าการยอ่ยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินดว้ย
เอนไซมเ์บตาอะไมเลสปริมาณ 25 หน่วย/กรัมของแป้ง ร่วมกบัเอนไซมม์อลโตจิเนสปริมาณ 50 หน่วย/กรัม
ของแป้ง พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส บ่มเป็นระยะเวลา 36 ชัว่โมง จะท าให้ไดน้ ้ าเช่ือมมอลโตส
ความเขม้ขน้สูง ซ่ึงจะถูกใชเ้ป็นสับสเตรทเร่ิมตน้ส าหรับการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์ 
      การผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์จะใช้เอนไซม์ทรานกลูโคซิเดสความเ ข้มข้น 0.1 
เปอร์เซ็นต ์พีเอช 5 และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 200 รอบต่อนาที ท าการบ่มเป็นระยะเวลา 
48 ชั่วโมง เก็บตวัอย่างทุก ๆ 6 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะห์ความเข้มข้นของพาโนส มอลโตไตรโอส และ                
ไอโซมอลโตไตรโอส ผลการทดลองดงัแสดงในภาพท่ี 4.3 จากการทดลอง พบวา่ ความเขม้ขน้ของพาโนส 
มอลโตไตรโอส และไอโซมอลโตไตรโอส จะเพิ่มข้ึนเม่ือระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาเพิ่มข้ึน โดยชัว่โมงท่ี 
24-48 ปริมาณพาโนส มอลโตไตรโอส และไอโซมอลโตไตรโอส จะไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติท่ีระดบั 0.05 (p>0.05) ดงันั้นระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ คือ 24 
ชั่วโมง ซ่ึงจะได้พาโนส มอลโตไตรโอส และไอโซมอลโตไตรโอส เท่ากับ 19.59, 5.12 และ 17.11 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
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ภาพที ่4.3 การผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์แบบเบด็เสร็จในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 10 ลิตร 
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บทที ่5 
สรุปผลการวจิยัและข้อเสนอแนะ  

5.1 สรุปผลการวจัิย 
 การย่อยแป้งมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (EC 3.2.1.1) จากแบคทีเรีย Bacillus 
licheniformis ให้เป็นมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินท่ีมีค่าสมมูลเดกซ์โทรสท่ีเหมาะสมส าหรับใช้ในการ
ผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตส คือการใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสปริมาณ 5.0 หน่วย/กรัมของแป้ง พีเอช 6.5 
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสและใช้เวลาในการบ่ม 20 นาที จะได้น ้ าเช่ือมท่ีมีค่าสมมูลเดกซ์โทรสเท่ากับ 
12.04 การผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูง พบว่า การใชเ้อนไซมเ์บตาอะไมเลส (EC 3.2.1.2) และ            
มอลโตจิเนส (EC 3.2.1.133) ร่วมกนัท่ีปริมาณ 25 และ 50  หน่วย/กรัมของแป้ง ตามล าดบั พีเอช 5.0 
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส บ่มเป็นระยะเวลา 36 ชัว่โมง จะสามารถผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูง
โดยมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลมอลโตส 60.50 เปอร์เซ็นต ์
 การผลิตไอโซมอลโตโอลิกแซ็กคาไรด์จากน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงแบบเบ็ดเสร็จในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 10 ลิตร พบวา่ การใชเ้อนไซมท์รานกลูโคซิเดส (EC 3.2.1.20) จากเช้ือรา Aspergillus 
niger (1,000 หน่วย/มิลลลิตร) ท่ีความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต์ (น ้ าหนกั/ปริมาตร) พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50    
องศาเซลเซียส บ่มเป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง จะสามารถผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีประกอบดว้ย 
พาโนส มอลโตไตรโอสและไอโซมอลโตไตรโอส ความเขม้ขน้ 19.59, 5.12, 17.12 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั   
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
 5.2.1 ควรมีการศึกษาการใช้วตัถุดิบทางการเกษตรชนิดอ่ืนท่ีมีราคาถูกในการผลิตไอโซมอลโต   
โอลิโกแซ็กคาไรดเ์ปรียบเทียบกบัการใชแ้ป้งมนัส าปะหลงั  
 5.2.3 ควรมีการศึกษาการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์โดยการใชเ้อนไซมต์รึงรูปเพื่อเป็น
การประหยดัตน้ทุนของเอนไซม ์
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1. การเตรียม 0.1 M McIlvaine buffer pH 4.0 
วธีิการเตรียม  
 1.1 สารละลาย A 0.1 M citric acid  
 ชัง่สาร Citric acid (C6H8O7·H2O) 21 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ ปรับปริมาตรสุดทา้ยให้ได ้1,000 
มิลลิลิตร 
 1.2 สารละลาย B 0.2 M Disodium hydrogen phosphate  
  ชัง่สาร Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4·2H2O) 35.6 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ ปรับ
ปริมาตรสุดทา้ยใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร 
 1.3 ค่อยๆผสมสารละลาย A และ B วดัพีเอชใหเ้ท่ากบั 4.0 จะได ้0.1 M McIlvaine buffer pH 4.0 
 
2. การเตรียม 0.02 M Acetic acid – sodium acetate buffer  
วธีิการเตรียม 
 2.1 สารละลาย 3 M Acetic acid  
   ดูดสารละลายอะซิติกเขม้ขน้ (Acetic acid Conc.) ปริมาตร 180.15 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย
น ้ากลัน่สุดทา้ยใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร  
 2.2 สารละลาย 3 M Sodium acetate (NaOAc) pH 5.2 
  ชัง่สาร Sodium acetate (NaOAc) 408.3 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ ปรับพีเอชให้ได ้5.2 ดว้ย Glacial 
acetic acid (CH3COOH) และเติมน ้ ากลัน่จนมีปริมาตรสุดทา้ยให้ได ้1,000 มิลลิลิตร บรรจุใส่ขวด 
น าไปฆ่าเช้ือด้วยเคร่ืองตูน่ึ้งความดนัไอ (Autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 
ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 2.3 ดูดสารละลายกรดอะซิตริก (CH3COOH) 1.57 มิลลิลิตร และดูดสารละลายโซเดียมอะซิเตรท 
(NaOAc) 1.76 มิลลิลิตร ผสมให้เป็นเน้ือเดียวกัน ปรับปริมาตรสุดท้ายด้วยน ้ ากลั่นให้ได้ 500 
มิลลิลิตร  
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1. การวิเคราะห์ปริมาณน ้าตาลกลูโคส ตามวิธีของ National standard method of China (QB2525-
2001) 
  1.1 ชัง่สารละลายกลูโคส (D-Glucose) ปริมาณ 0.1 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ ปรับปริมาตร
สุดทา้ยใหไ้ด ้   100 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายกลูโคสเขม้ขน้ 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
  1.2 ชัง่สารละลาย 4-อะมิโนแอนติไพรีน (4-aminoantipyrine) ปริมาณ 1 กรัม ละลายในน ้ า
กลัน่ ปรับปริมาตรสุดทา้ยใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร  
  1.3 เจือจางสารละลายกลูโคสท่ีความเขม้ขน้ 0, 100, 200, 300, 400 และ 500 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร   
 1.4 ดูดสารละลายท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ลงในหลอดทดลอง 0.1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย               
4-อะมิโนแอนติไพรีน 3 มิลลิลิตร เขยา่ให้เป็นเขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 
นาที  
 1.5 น าสารละลายไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 500 นาโนเมตร 
 
ตารางที ่ข-1 การเตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
 
ความเข้มข้นของสารละลาย

กลูโคสมาตรฐาน  
(ไมโครกรัมต่อมิลลลิติร) 

ปริมาณสารละลายกลูโคส 
(ไมโครลติร) 

ปริมาณน า้กลั่น (ไมโครลติร) 

0 0 5,000 
100 1,000 4,000 
200 2,000 3,000 
300 3,000 2,000 
400 4,000 1,000 
500 5,000 0 
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ภาพที ่ข-1 กราฟมาตรฐานกลูโคส 
 
2. การวเิคราะห์โปรตีน  
 2.1  สารเคมีท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ 

2.1.1  สารละลาย A : ละลายคอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO45H2O) 0.5 กรัม และโซเดียมซิเตรท 
(C6H5O7Na3) 1 กรัม ในน ้ากลัน่ ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

2.1.2  สารละลาย B : ละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 20 กรัม และโซเดียมไฮดรอกไซด ์
(NaOH) 4 กรัม ในน ้ากลัน่ ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 

2.1.3  สารละลาย C : ผสมสารละลาย B ปริมาตร 50 มิลลิลิตร กบัสารละลาย A ปริมาตร 
1 มิลลิลิตร (เตรียมแลว้ใชท้นัที) 

2.1.4  สารละลาย D : ผสมสารละลาย Folin-Ciocalteau  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร กบัน ้ า
กลัน่ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (เตรียมแลว้ใชท้นัที) 

2.1.5  สารละลายมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) ความเขม้ขน้ 0-300 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร 

2.2  การเตรียม standard protein curve 
2.2.1  น าสารละลายมาตรฐาน bovine serum albumin แต่ละความเขม้ขน้ ปริมาตร 0.5 

มิลลิลิตร ท าปฏิกิริยากบัสารละลาย C  ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั จากนั้นตั้งทิ้งไวป้ระมาณ 
5-10 นาที  

y = 0.00007x 
R² = 0.9815 
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2.2.2  เติมสารละลาย D ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั จากนั้นตั้งทิ้งไวป้ระมาณ 
20-30 นาที 

2.2.3  น าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี 750 นาโนเมตร ชุดควบคุมใหใ้ชน้ ากลัน่ 
2.2.4  เขียนกราฟ standard protein curve ระหวา่งค่าดูดกลืนแสงท่ี 750 นาโนเมตร กบั

ค่าความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน bovine serum albumin 
2.3  เตรียมสารละลายตวัอยา่งใหมี้ความเขม้ขน้โปรตีนไม่เกิน 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.3.1  ด าเนินการทดลองเช่นเดียวกบัการเตรียม standard protein curve 
2.3.2  น าค่าการดูดกลืนแสงท่ี  750  นาโนเมตร ไปเทียบหาปริมาณโปรตีนจากกราฟ 

standard protein curve  
2.4  การค านวณ 
 

ความเขม้ขน้โปรตีน (มิลลิกรัม/ลิตร)  
                            = (ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 750 นาโนเมตร)  (อตัราการเจือจาง) 
                                                             (ความชนัของกราฟมาตรฐาน) 
 
ตารางที ่ข-2 การเตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
 
ความเข้มข้นของสารละลายโปรตนีมาตรฐาน 

(ไมโครกรัมต่อมลิลลิติร) 
ปริมาณสารละลายโปรตนี 

(ไมโครลติร) 
ปริมาณน า้กลัน่ 
(ไมโครลติร) 

0 0 5,000 
50 834 4,166 

100 1,667 3,333 
150 2,500 2,500 
200 3,333 1,667 
250 4,166 834 
300 5,000 0 
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ภาพที ่ข-2 กราฟมาตรฐานโปรตีน 
 
3. การวิเคราะห์ปริมาณน ้าตาลกลูโคส ฟรุกโตส มอลโตส พาโนส  มอลโตไตรโอส และไอโซมอลโต
ไตรโอสด้วยวธีิ HPLC 
 3.1 อุปกรณ์ 
  3.1.1 เคร่ืองควบคุมระบบ (system controller) Shimadzu LC-3A 
  3.1.2 คอลมัน์ Lichrocart NH2 (E.Merck) ขนาด 250x4 มิลลิเมตร 
  3.1.3 LDC 4100 spectrophotometer monitor 
  3.1.4 Shimadzu LC-3A High Performance Liquid Chromatography 
  3.1.5 Shimadzu GR 1A integrator 
 3.2 สารเคมีท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ 
  3.2.1 สารละลายมาตรฐานกลูโคส ฟรุกโตส มอลโตส พาโนส มอลโตไตรโอส และ 
ไอโซมอลโตไตรโอส เตรียมท่ีความเขม้ขน้ 5, 10, 25, 50 และ 100 ppm ในน ้ากลัน่ กรองดว้ยกระดาษ
กรอง (membrane filter) ขนาดรู 0.45 ไมครอน 
  3.2.2 วฏัภาคเคล่ือนท่ี เตรียมโดยสารละลายอะซีโตไนไตรท์ (Acetonitrile) และน ้ า
กลัน่ อตัราส่วน 80 ต่อ 20 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) กรองดว้ยกระดาษกรองขนาดรู 0.45 
ไมครอน ท าการไล่อากาศออกดว้ยเคร่ืองอลัตราโซนิกเป็นเวลา 15 นาที 
  

y = 0.002x 
R² = 0.9826 
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3.3 วธีิวเิคราะห์ 
  3.3.1 ตั้งค่าตวัแปรต่างๆของเคร่ืองควบคุมระบบ (system controller) Shimadzu LC3A 
อตัราการไหล (flow rate) 1 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิ oven 30 องศาเซลเซียส 
  3.3.2 ตั้งค่าความยาวคล่ืนของ LDC 4100 spectrophotometer monitor ให้เท่ากบั 254 
นาโนเมตร 
  3.3.3 ฉีดสารละลายมาตรฐานปริมาตร 100 ไมโครลิตร ตัวอย่างจะเคล่ือนท่ีผ่าน
คอลมัน์ดว้ยแรงดนัสูงจากป๊ัม เม่ือสารตวัอย่างเคล่ือนท่ีออกจากคอลมัน์จะเกิดการดูดกลืนแสงของ
สารท่ีเคล่ือนท่ีออกจากคอลมัน์และส่งสัญญาณไปท่ีเคร่ืองรวบรวมสัญญาณ (integrator) แสดงผล
ออกมาเป็นโครมาโทแกรม ซ่ึงแสดงเวลาท่ีตัวอย่างสารละลายน ้ าตาลถูกหน่วงอยู่ในคอลัมน์ 
(retention time) และพื้นท่ีใตก้ราฟโครมาโทแกรมของสารละลายน ้ าตาลโดยเวลาท่ีถูกหน่วงใน
คอลัมน์ของสารชนิดเดียวกันจะเท่ากัน ดังนั้ นจึงใช้เวลาท่ีถูกหน่วงในคอลัมน์เป็นตัวบ่งบอก
สารละลายน ้ าตาล ในตวัอย่างเปรียบเทียบกับเวลาของสารละลายน ้ าตาลมาตรฐาน น าพื้นท่ีใต ้             
โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานท่ีท าการฉีดท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ มาเขียนกราฟมาตรฐานเพื่อ
ใชห้าความเขม้ขน้ของสารละลายน ้าตาลในตวัอยา่ง 
  3.3.4 ฉีดสารตวัอย่างท่ีไดเ้จือจางให้เหมาะสมท่ีให้พื้นท่ีใตก้ราฟอยู่ในช่วงของกราฟ
มาตรฐาน เปรียบเทียบระยะเวลาท่ีถูกหน่วง (retention time) เพื่อหาชนิดของน ้ าตาลกบัเวลาท่ีถูก
หน่วงของสารละลายน ้ าตาลมาตรฐาน และน าพื้นท่ีใตโ้ครมาโทแกรมท่ีได้มาท าการค านวณความ
เขม้ขน้ของสารละลายน ้าตาลในตวัอยา่ง 
 3.4 วธีิการค านวณ 

  ความเขม้ขน้ของน ้าตาล (มก./มล.) =     
(พ้ืนท่ีใตโ้ครมาโทแกรม)   (การเจือจาง) 

 ความชนัของกราฟมาตรฐาน 
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ภาพที ่ข-3 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานของน ้าตาลทั้ง 3 ชนิดท่ีความเขม้ขน้ 100 ppm  
 

 
 
ภาพที ่ข-4 โครมาโทแกรมของสารตวัอยา่งของน ้าตาลทั้ง 3 ชนิดท่ีความเขม้ขน้ 100 ppm 
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ภาพที ่ข-5 กราฟมาตรฐานกลูโคสท่ีมีความเขม้ขน้ 5, 10, 25, 50 และ 100 ppm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่ข-6 กราฟมาตรฐานฟรุกโตสท่ีมีความเขม้ขน้ 5, 10, 25, 50 และ 100 ppm 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่ข-7 กราฟมาตรฐานมอลโตสท่ีมีความเขม้ขน้ 5, 10, 25, 50 และ 100 ppm 

 

R2 = 0.9996 

R2 = 0.9997 

R2 = 0.9996 

R2 = 0.9993 
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ภาพที ่ข-8 กราฟมาตรฐานพาโนสท่ีมีความเขม้ขน้ 5, 10, 25, 50 และ 100 ppm 

 

ภาพที ่ข-9 กราฟมาตรฐานมอลโตไตรโอสท่ีมีความเขม้ขน้ 5, 10, 25, 50 และ 100 ppm 

R² = 0.9997 
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ภาพที ่ข-10 กราฟมาตรฐานไอโซมอลโตไตรโอสท่ีมีความเขม้ขน้ 5, 10, 25, 50 และ 100 ppm 

  

(A)     (B) 

ภาพที ่ข-11 โครมาโทแกรมของน ้าตาลมอลโตไตรโอสมาตรฐาน (A) และสารละลายน ้าตาลตวัอยา่ง

ท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมท์รานกลูโคซิเดส (B) (โดย Retention time 15.866 (A) และ 15.483 (B) 

คือ น ้าตาลมอลโตไตรโอส 
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4. การวเิคราะห์ค่าสมมูลเดกซ์โทรส (Dextrose equivalent, DE) 
 4.1 การเตรียมสารเคมีท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ 
  4.1.1 สารละลายเฟห์ล่ิง (fehling’s solution) 
   เตรียมสารละลายเฟห์ล่ิงเอ (fehling’s A solution) โดยละลายคอปเปอร์ซลัเฟส (copper 
sulphate pentahydrate , CuSO4·5H2O) 69.28 กรัม ในน ้ ากลัน่ ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร โดย
ใช้ขวดปรับปริมาตร และเตรียมสารละลายเฟห์ล่ิงบี (fehling’s B solution) ละลายโปแตสเซียม
โซเดียมทราเทรต (potassium sodium tartate tetrahydrate, KNaC4O6·4H2O) 346 กรัม และโซเดียม  
ไฮดรอกไซด์ (sodium hydroxide, NaOH) 100 กรัม ในน ้ ากลัน่ ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตรโดย
ใชข้วดปรับปริมาตร แลว้น าสารละลายเฟห์ล่ิงเอและบีผสมเขา้ดว้ยกนัตั้งทิ้งไว ้1 วนั ท่ีอุณหภูมิห้อง 
กรองก่อนน ามาใชใ้นการวเิคราะห์ 
 4.1.2 สารละลายมาตรฐานเดกซ์โทรส (standartdization) 
 อบน ้ าตาลเดกซ์โทรสบริสุทธ์ิ (D-Glucose) จ านวนหน่ึงในตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิ    
100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ทิ้งไวใ้ห้เยน็ในตูดู้ดความช้ืน (desicator) จากนั้นชัง่น ้ าตาล
เดกซ์โทรส 2.5 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ถ่ายใส่ขวดวดัปริมาตร ขนาด 500 มิลลิลิตร เติมน ้ ากลัน่จนถึง
ขีดปริมาตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั จากนั้นน าไปไตเตรทกบัสารละลายเฟห์ล่ิงตามวิธีการไตเตรทในขอ้ 4.2.2 
จดปริมาตรสารละลายเดกซ์โทรสท่ีใชไ้ป (A) 
 4.1.3 1% เมทิลีนบลูอินดิเคเตอร์ (1% methylene blue indicator) 
  ละลายเมทิลีนบลู 1 กรัม ในน ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร 
 4.2 วธีิการวเิคราะห์ 
 4.2.1 การเตรียมตวัอยา่ง 
 เก็บตวัอย่างน ้ าเช่ือมปริมาตร 20 มิลลิลิตร น าตวัอย่างน ้ าเช่ือมท่ีได้ทิ้งไวใ้ห้เย็น                
วดัความเขม้ขน้ (% Brix) ของน ้าเช่ือมน ามาค านวณหาน ้าหนกัตวัอยา่งจากสูตร 
 

น ้าหนกัตวัอยา่ง (m)   
    

            
 

 
น าไปชัง่ตามน ้ าหนกัท่ีค านวณไดล้ะลายในน ้ ากลัน่ และถ่ายใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร 
เติมน ้ากลัน่จนถึงขีดปริมาตรเขยา่ใหเ้ท่ากนั 
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 4.2.2 การไตเตรท 
  บรรจุสารละลายตวัอยา่งลงในบิวเร็ตขนาด 50 มิลลิลิตร ใชปิ้เปตดูดสารละลายเฟห์ล่ิง         
25 มิลลิลิตร ใส่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร น าสารละลายเฟห์ล่ิงตั้งบนเตาไฟฟ้าเม่ือ
สารละลายเฟห์ล่ิงเร่ิมเดือด ไขสารละลายตวัอยา่งประมาณ 20 มิลลิลิตร จากบิเร็ตลงในขวดรูปชมพู่ท่ี
มีสารละลายเฟห์ล่ิงอยู ่เขยา่ใหเ้ขา้กนั หลงัจากสารละลายเดือด 2 นาที ให้เติมสารละลายเมทิลีนบลูลง
ไป 1-2 หยด จากนั้นไตเตรทโดยเติมสารละลายตวัอย่างคร้ังละ 2-3 หยด จนกระทัง่เกิดสีม่วง                  
การไตเตรทตอ้งเสร็จภายใน 1 นาที นบัจากหยดสารละลายเมทิลีนบลู หรือไม่เกิน 3 นาที นบัจากท่ี
สารละลายเดือด ระหว่างการไตเตรทจะต้องให้สารละลายในขวดรูปชมพู่เดือด เขย่าให้เข้ากัน
ตลอดเวลา จดปริมาตรของสารละลายตวัอยา่งท่ีใช ้(V) น าค่าท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์มาค านวณหาค่า
สมมูลเดกซ์โทรสจากสูตร 
 

ค่าสมมูลเดกซ์โทรส (DE)   
        

          
 

 
 A  คือ  ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานเดกซ์โทรสท่ีใชใ้นการไทเทรต 
 m  คือ  น ้าหนกัตวัอยา่ง 
 V  คือ  ปริมาตรของสารละลายตวัอยา่งท่ีใชใ้นการไทเทรต 
 % Brix  คือ  ความเขม้ขน้ของน ้าเช่ือม 
 
5. การวเิคราะห์ความเข้มข้นของน า้ตาลมอลโตสด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง        
(High Performance Liquid Chromatography, HPLC) [22] 

 การวเิคราะห์ความเขม้ขน้ของน ้าตาลในน ้าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงดว้ยเทคนิคโครมา
โทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) โดยน าสารละลายตวัอย่างมากรองด้วยกระดาษกรอง 
Millipore ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ก่อนน าไปวิเคราะห์การแยกและหาปริมาณน ้ าตาลมอลโตสซ่ึงใช้
ตวัอยา่งปริมาตร  5 ไมโครลิตรในการวเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC โดยใชค้อลมัน์ CMP เป็นวฏัภาคน่ิง 
(stationary phase) ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส และใช้น ้ าก าจดัไอออนเป็นวฏัภาคไหล (mobile 
phase) ซ่ึงตอ้งกรองดว้ยกระดาษกรอง Millipore ขนาด 0.45 ไมโครเมตรก่อน ดว้ยอตัราการไหล     
0.3 มิลลิลิตรต่อนาที และใช ้Refective idex detecter (RID) เป็นตวัตรวจวดั 
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 วิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลมอลโตสในสารละลายโดยเปรียบเทียบเวลาท่ีอยู่ในคอลัมน์ 
(retention time) กบัพื้นท่ีใตก้ราฟของสารละลายตวัอยา่งกบัสารละลายน ้ าตาลมอลโตสมาตรฐานท่ี
ทราบความเขม้ขน้แน่นอนและฉีดเขา้เคร่ือง HPLC ดว้ยวธีิการและสภาวะเดียวกนักบัตวัอยา่ง 
 
 
 
 
 


