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RESEARCH AND DEVELOPMENT OF HEALTH SWEETENER 
PRODUCTION : LACTOSUCROSE 

 
Rachain Visutthipat, Sayam Sinsawat, Pariyada Visutthipat, 

Siritham Singhtho and Pathan Photisawatd 
 
 

ABSTRACT 
 
 

The selection of microorganisms from food was performed in order to 
investigate the production of beta-fructofurennosidase enzyme. It was found that 
Bacillus subtilis SM 12 strain, isolated from sweetened condensed milk created the 
highest level of this enzyme. Consequently, this enzyme was extracted from this 
bacterial strain and used for the study of the optimal conditions in terms of 
temperature and pH to produce lacto-sucrose which showed that 50C and pH 6 were 
the highest efficient conditions for this enzyme to produce lacto-sucrose of 14 g/l/hr. 
In addition, it was also found that 0.4% was the most suitable magnesium 
concentration for optimal growth of Bacillus subtilis SM 12, and ammonia salt could 
not be used to substitute yeast extract due to the difference in bacterial growth. The 
results of microbial fermentation in laboratory showed that the best growth medium 
was composed of 25% sucrose, 1.5% yeast extract, 0.4% magnesium sulfate, and 
0.14% anti-light-time, at pH 6.0, and 28C., under 1 VVM aeration rate and 600 rpm, 
resulting in an increased production of beta-fructofurennosidase enzyme compared to 
that of shaker cultivation. 
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การวิจัยและพัฒนาผลิตภัณฑสารใหความหวานเพื่อสุขภาพ :  
แลคโตซูโครส 

 
ราเชนทร วิสุทธิแพทย1, สยาม สินสวัสดิ์1, ปริยะดา วิสุทธิแพทย2,  

ศิริธรรม สิงหโต1, และประธาน โพธิสวัสดิ์1 
 

บทคัดยอ 
 

ไดทําการคัดเลือกจุลินทรียจากอาหาร เพื่อศึกษาการผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรนโนซิ-
เดส.  จากการคัดเลือกพบวา Bacillus subtilis SM 12 ซ่ึงแยกไดจากนมขนหวานมีการสรางเอนไซม
ดังกลาวมากท่ีสุด.  ตอมา จึงสกัดเอมไซมจากจุลินทรียดังกลาว เพื่อศึกษาอุณหภูมิ, ความเปนกรด
เบสที่เหมาะสมเพื่อการผลิตแลกโทซูโครส. พบวา อุณหภูมิท่ีเหมาะสมคือ 50 องศาเซลเซียส และ
ความเปนกรดเบสท่ีเหมาะสมคือ 6. ในสภาวะดังกลาวทําใหเอนไซมมีประสิทธิภาพมากท่ีสุดใน
การผลิตแลคโตซูโครส ซ่ึงผลิตไดในระดับ 14 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง.  นอกจากนั้น ยังไดศึกษาถึง
ระดับความเขมขนของแมกเนเซียมท่ีเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของ Bacillus subtilis SM 12, 
พบวา อัตราท่ีเหมาะสมคือท่ีรอยละ 0.4. สําหรับการใชเกลือแอมโมเนียมเพื่อทดแทนยีสตเอกซ
แทรกตนั้น พบวา เกลือแอมโมเนียมไมสามารถทดแทนยีสตเอกซแทรกตได เนื่องจากใหผลการ
เจริญเติบโตท่ีแตกตางกับการใชยีสตเอกซแทรกต. การเพาะเล้ียงจุลินทรียในถังหมักระดับ
หองปฏิบัติการ พบวา ใชอาหารที่ประกอบดวยซูโครสรอยละ 25, ยีสตเอ็กแทรกซรอยละ 1.5, 
แมกนีเซียมซัลเฟตรอยละ 0.4 และ แอนติไฟมรอยละ 0.1, ควบคุมความเปนกรดเบสที่ 6.0, อุณหภมิู
ท่ี 28 องศาเซลเซียส, ภายใตสภาวะของการใหอากาศ 1 VVM, อัตราการกวน 600 รอบ/นาที. พบวา 
อัตราการผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรนโนซิเดสเพ่ิมข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกับการเพาะเล้ียงแบบเขยา
ขวดเล้ียงเช้ือ. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

----------------------------------- 
1 ฝายวิทยาศาสตรชีวภาพ, สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) 
2 สํานักยุทธศาสตรวิสาหกิจ,  (วว.) 
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1. บทนํา 
 

น้ําตาลชวยแตงเติมรสชาติอาหารใหดีข้ึน นอกจากจะใหรสชาติหวานอันเปนท่ีช่ืนชอบของ
คนท่ัวไปแลว, ยังเปนสารสําคัญท่ีใหพลังงานแกรางกาย. แตหากบริโภคน้ําตาลมากเกินกวาท่ี
รางกายตองการหรือเกินกวาความสามารถในการเผาผลาญสารอาหารและการใชพลังงานในแตละ
วัน, น้ําตาลสวนเกินท่ีบริโภคเขาไปนั้น จะถูกดูดซึมและเปล่ียนรูปไปเปนสารประกอบไขมันท่ี
สะสมอยูตามสวนตางๆ ของรางกาย ไมสามารถกําจัดออกไปได, ทําใหเกิดปญหาสุขภาพตามมา
อยางมากมาย, ท้ังโรคอวน, โรคเบาหวาน, โรคทางทันตกรรม, ซ่ึงโรคเหลานี้จะกลายเปนโรคท่ี
นําไปสูความเจ็บปวยอีกหลายโรค.  นับวันปริมาณการบริโภคน้ําตาลเพ่ิมข้ึนทุกป ตามจํานวน
ประชากรท่ีเพิ่มข้ึน, รวมถึงการเพ่ิมข้ึนของสัดสวนการบริโภคน้ําตาลตอคนตอปดวย. ดังนั้น จึงมี
ความพยายามอยางมากในการคนควาหาสารใหความหวานตางๆ มาใชแทนน้ําตาลทราย. ใน
สหรัฐอเมริกา พบวา ผูบริโภคสารใหความหวานท่ีไมใหพลังงานสวนใหญ เพื่อหลีกเล่ียงภาวะมี
น้ําตาลมากเกินไป และถือวา การบริโภคสารใหความหวานท่ีไมใหพลังงานน้ี เปนสวนหนึ่งของ
การดํารงชีวิตของคน. มีเพียงสวนนอยเทานั้นท่ีบริโภคเพื่อตองการลดนํ้าหนักตัว. ดังนั้น การวิจัย
และพัฒนาการผลิตสารใหความหวานท่ีใชวัตถุดิบธรรมชาติภายในประเทศและมีความปลอดภัยตอ
ผูบริโภค, รวมถึงมีความเปนไปไดในการผลิตเชิงพาณิชย สําหรับอุตสาหกรรมอาหาร และการ
นํามาใชทดแทนน้ําตาลในชีวิตประจําวันของคนท่ัวไป, จึงเปนแนวทางท่ีจะสามารถแกไขปญหา
ดังกลาวนี้ได. 
  
 จะเห็นไดวา ท่ัวโลกเร่ิมเห็นความสําคัญของปญหาสุขภาพจากการบริโภคน้ําตาลเกินความ
ตองการ, จึงไดมีการคิดคนสารใหความหวานท่ีใหพลังงานตํ่า หรือไมใหพลังงานเพ่ือทดแทน
น้ําตาล ตัวอยางเชน แอสปาแตม, ไซลิทอล, ซอรบิทอล, สตีวิโอไซด, ซ่ึงสารใหความหวานเหลานี้ 
บางชนิดผลิตข้ึนจากกระบวนการสังเคราะหทางเคมี, บางชนิดเปนสารธรรมชาติท่ีไดจากการสกัด. 
โดยสารใหความหวานตางๆ เหลานี้ ตองถูกทดสอบความปลอดภัยในการบริโภค, การกําหนด
ปริมาณการบริโภคตอวัน, รวมถึงขอจํากัดของผูปวยบางโรคท่ีไมสามารถบริโภคได. สําหรับ
ประเทศไทยจัดเปนประเทศผูผลิตน้ําตาลรายใหญเปนอันดับ 5 ของโลก, รองจากประเทศบราซิล, 
อินเดีย, สหภาพยุโรป, จีน และสหรัฐอเมริกา. ในป พ.ศ. 2547, ประเทศไทยสามารถผลิตน้ําตาล
ไดมากถึง 7.58 ลานตันตอป ซ่ึงในจํานวนนี้ถูกใชเพื่อบริโภคภายในประเทศมากถึง 1.92 ลานตัน 
(กรมสงเสริมการสงออก 2548), คิดเปนสัดสวนการบริโภคน้ําตาล 29.5 กิโลกรัมตอคนตอป. แสดง
ใหเห็นวา คนไทยสวนใหญนิยมบริโภคอาหารและเคร่ืองดื่มท่ีมีรสหวาน สงผลใหเกิดปญหา
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สุขภาพเพิ่มมากข้ึน, ซ่ึงเห็นไดจากจํานวนผูปวยเบาหวานท่ีเขารับการรักษาในสถานพยาบาลของรัฐ
เพิ่มข้ึนจาก 179,946 คนในป พ.ศ. 2539, เปน 643,522 คนในป พ.ศ. 2549, ซ่ึงเพิ่มข้ึนถึง 463,576 
คนในระยะเวลา 10 ป (กรมควบคุมโรค 2550). ดวยเหตุนี้ จึงไดมีการนําเอาสารใหความหวานมาใช
ทดแทนน้ําตาล, ซ่ึงสารเหลานี้สวนใหญมีราคาสูงและตองนําเขาจากตางประเทศ. ทําใหผูปวย
เบาหวานที่มีรายไดนอยและประชาชนทั่วไปไมสามารถนําเอาสารใหความหวานมาใชทดแทน
น้ําตาลในชีวิตประจําวันได, รวมถึงภาคอุตสาหกรรมท่ีผลิตอาหารและเครื่องดื่มท่ีจําเปนตองใช
น้ําตาลเปนสวนประกอบ. ดังนั้น การวิจัยและพัฒนาการผลิตสารใหความหวานท่ีใชวัตถุดิบ
ธรรมชาติภายในประเทศและมีความปลอดภัยตอผูบริโภค, รวมถึงมีความเปนไปไดในการผลิตเชิง
พาณิชยสําหรับอุตสาหกรรมอาหารและการนํามาใชทดแทนน้ําตาลในชีวิตประจําวันของคนท่ัวไป, 
จึงเปนแนวทางท่ีจะสามารถแกไขปญหาดังกลาวนี้ได. 
 

ปจจุบันน้ําตาลแลกโทซูโครสจัดอยูในกลุมของโอลิโกแซ็กคาไรด ไดเขามามีบทบาทอยาง
มากในอุตสาหกรรมน้ําตาล  (Yun et al. 1994). เนื่องจากมีขอไดเปรียบหลายประการ ไดแก 
สามารถใชไดกับผูปวยท่ีเปนโรคเบาหวาน, เปนสารท่ีใหพลังงานตํ่า, ซ่ึงเหมาะสมสําหรับผูท่ี
ตองการควบคุมน้ําหนัก  และยังเปนสารเรงการเติบโตของจุลินทรียท่ีเปนประโยชนในระบบ
ทางเดินอาหาร (Oku et al. 1984, Hidaka et al. 1986). โอลิโกแซ็กคาไรดท่ีรูจักกันแพรหลายใน
ปจจุบัน ไดแก cyclodextrins (Hara et al. 1994), isomalto-oligosaccharides (Kohmoto et al. 1991), 
soybean-oligosaccharides (Wada et al. 1992)  และ fructo- oligosaccharides (Hidaka et al. 1988; 
Jung et al. 1993; Yun and Song 1993) เปนตน. 

 
สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยแหงประเทศไทย (วว.) โดยฝายวิทยาศาสตร

ชีวภาพ จึงทําการศึกษาคัดเลือกจุลินทรียท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม เพื่อการผลิตแลกโท
ซูโครส  ซ่ึงเปนสารใหความหวานจากวัตถุดิบธรรมชาติ. แลกโทซูโครสเปนสารท่ีมีความสําคัญ
อยางมากในการเปนอาหารสุขภาพ, กระบวนการผลิตแลกโทซูโครสสามารถประยุกตไดในระดับ
อุตสาหกรรม. โดย เฉพาะอยางยิ่งแลกโทซูโครสมีความหวานใกลเคียงน้ําตาลซูโครสท่ีใชกันอยู, 
จึงจัดเปนสารใหความหวานท่ีเปนทางเลือกของอุตสาหกรรมอาหารในอนาคต. 
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วัตถุประสงค 
1.  เพื่อวิจยัและพฒันาจุลินทรียท่ีมีประสิทธิภาพ ท่ีสามารถผลิตเอนไซมบีตา- 
ฟรักโทฟูเรนโนซิเดส  ในปริมาณสูง.  

2.  เพื่อศึกษาอุณหภูมิและความเปนกรดเบสที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมบีตา- 
ฟรักโทฟูเรนโนซิเดส . 

3.  เพื่อศึกษาผลของแมกนีเซียมซัลเฟตและเกลือแอมโมเนียมตอการผลิตเอนไซมบีตา- 
ฟรักโทฟูเรนโนซิเดส.   

4.  เพื่อพัฒนากระบวนการผลิตแลกโทซูโครสในหองปฏิบัติการ.  
 

1.2  การตรวจเอกสาร 
1.2.1  วัตถุเจือปนท่ีใชใหความหวานแทนน้ําตาล 

วัตถุเจือปนใหความหวานแทนนํ้าตาลหรือสารใหความหวานเทียม (artificial sweetening 
agent) ไดแก สารท่ีสังเคราะหข้ึนมาโดยกรรมวิธีทางวิทยาศาสตรและมีคุณสมบัติใหรสหวานคลาย 
หรือเหมือนน้ําตาลทรายท่ีเราบริโภค. มีท้ังชนิดท่ีมีความหวานใกลเคียงกับน้ําตาลทราย และมีความ
หวานนับเปนรอยหรือพันเทาของน้ําตาลทราย. การนําเอาสารใหความหวานชนิดอ่ืนมาใชแทน
น้ําตาลในอุตสาหกรรมอาหาร หรือใชในการปรุงรสอาหารในครัวเรือนนั้น มีสาเหตุหลายประการ 
คือ: 

1) เพื่อลดปริมาณการบริโภคน้ําตาล ซ่ึงเปนสารพวกคารโบไฮเดรต สําหรับผูท่ีตองการ
ลด หรือจํากัดปริมาณแคลอรีจากอาหาร, ซ่ึงไดแก ผูท่ีตองการควบคุมน้ําหนักหรือใชกับผูปวย
โรคเบาหวาน ท่ีตองการจํากัดปริมาณนํ้าตาลในรางกาย, เนื่องจากสารท่ีใหความหวานเทียมนี้ จะไม
ตองใชอินซูลิน (Insulin) ในกระบวนการเมแทบอลิซึมเหมือนกับน้ําตาล.  

2) เนื่องจากน้ําตาลทรายในทองตลาดมีราคาสูงข้ึน และบางคร้ัง ในบางประเทศ ปริมาณ
น้ําตาลทรายไมพอกับความตองการของผูบริโภค. เพื่อลดตนทุนการผลิต จึงนําสารที่ใหความหวาน
เทียมมาใชแทนน้ําตาล, เนื่องจาก สารเหลานี้มีราคาตํ่ากวาน้ําตาลมาก เม่ือเทียบกับปริมาณท่ีใชให
ไดรสหวานเทาๆ กัน.  

3) เนื่องจากอาหารบางชนิดจําเปนตองมีรสหวาน แตไมตองการสวนประกอบท่ีเปน
คารโบไฮเดรต ซ่ึงจะทําใหอาหารนั้นเส่ือมคุณภาพไดงาย เชน น้ําปลา, ซีอ๊ิว, หรือยา, เปนตน.  
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วัตถุเจือปนใหความหวานแทนนํ้าตาล ท่ีนิยมใชนั้นมีมากมายหลายชนิด เชน. 
-  โซเดียมไซคลาเมต (Sodium cyclamate) มีความหวาน 30 เทาของน้ําตาลทราย.   
-   ดัลซิน (Dulcin) หรือซูครอล (Sucrol) มีความหวาน 200 เทาของน้ําตาลทราย.  
-   แซ็กคาริน (Saccharin) มีความหวานเปน 500 เทาของน้ําตาลทราย สวนในรูปของ
โซเดียมแซ็กคารีน ซ่ึงเปนรูปท่ีนิยมใช มีความหวานประมาณ 300-500 เทาของน้ําตาล
ทราย.  

-  ซอรบิทอล (Sorbitol) มีความหวานนอยกวาน้ําตาลทราย คือประมาณ 1/2 - 2/3 เทาของ
น้ําตาลทราย.  

-  สติวิโอไซด (Stevioside) มีความหวานประมาณ 150-300 เทาของน้ําตาลทราย.  
-  ไซลิทอล (Xylitol) มีความหวานเทากับน้าํตาลทราย.  
-  ไดโซเดยีมกลีซิลริซิเนตและไตรโซเดียมกลีซิลริซิเนต มีความหวาน 4,000 เทาของ 
 น้ําตาลทราย.  
-  แอสปารแทม มีความหวาน 200 เทาของน้ําตาลทราย. 
-  Prebiotic หลายชนิด เชน Fructo-ologosaccharide , Lactosucrose. 
-  อนุพันธของกลีเซอรอลหลายชนิด เชน แอลฟา-กลูโคซิลกลีเซอรอล. 

 
สารใหความหวานดังกลาวมาแลวท้ังหมดนั้น มีคุณสมบัติท่ีแตกตางกันออกไป จึงมีการ

นํามาใชในวัตถุประสงค ท่ีแตกตางกันตามความเหมาะสม. อยางไรก็ตาม สารใหความหวานแทน
น้ําตาลหรือสารใหความหวานเทียมท่ีกลาวมาแลวนี้ มีบางชนิดท่ีกอใหเกิดพิษภัยตอสุขภาพ  
ของผูบริโภคได. กระทรวงสาธารณสุขจึงไดประกาศหามใชใสในอาหารทุกชนิด, รวมท้ังหาม
นําเขาสารเคมีดังกลาว เขามาในราชอาณาจักร. สารดังกลาว ไดแก โซเดียมไซคลาเมต, ดัลซิน และ
สติวิโอไซด. นอกจากนี้ ยังมีขอกําหนดหามใชแซ็กคารีนกับผลิตภัณฑอาหารบางประเภท ไดแก 
เคร่ืองปรุงรสและเคร่ืองดื่มท่ีไมมีแอลกอฮอลทุกชนิด. ดวยเหตุผลท่ีวา แซ็กคารีนเปนสารท่ีไมให
พลังงานแกรางกาย จึงไมเกิดประโยชนตอผูบริโภค, โดยเฉพาะอยางยิ่งผูบริโภคในวัยเด็ก ซ่ึงอยู
ในชวงท่ีตองการพลังงานสูง. ดังไดกลาวมาแลววา สารใหความหวานแทนนํ้าตาลนั้น แตละชนิดมี
ขอดี-ขอเสีย และความเหมาะสมกับอาหารท่ีแตกตางกัน. ดังนั้น การเลือกใชสารใหความหวานชนิด
ใดนั้น ตองศึกษาเกี่ยวกับคุณสมบัติ, วิธีใช, ขอดี-ขอเสีย, รวมท้ังความเหมาะสมกับอาหารและ
ผลิตภัณฑอยางละเอียด, เพื่อปองกันปญหาอันตรายจากสารเคมี เนื่องจากการใชไมถูกตอง หรือการ
รูเทาไมถึงการณ. 
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1.2.2  วัตถุใหความหวานท่ีควรรูจัก 
1. แซ็กคารีน  เปนสารประกอบอินทรีย ท่ีใชเปนวัตถุใหความหวานแทนน้ําตาล มีลักษณะ

เปนเกล็ดหรือผลึกสีขาวขุน, ละลายนํ้าไดเล็กนอย มีความหวานเปน 500 เทาของน้ําตาลทราย. เม่ือ
บริโภคจะรูสึกหวานติดล้ิน, หวานปะแลม, เปนสารท่ีใหความหวานโดยไมใหพลังงาน, โดยปกติใช
สําหรับผูปวยเบาหวาน. 

 
ปญหาของแซ็กคารีน  ปจจุบันมีการนําแซ็กคารีนมาเปนวัตถุใหความหวานแทนน้ําตาล ใน

อาหารประเภทหมักดองกันอยางแพรหลายและในปริมาณท่ีมาก, รวมทั้งมีการใชในอาหารท่ี
กระทรวงสาธารณสุขหามใชแซ็กคารีน เนื่องจากไมใหพลังงานแกรางกาย, ไดแก เคร่ืองปรุงรส, 
น้ําปลา, ซอส, ซีอ๊ิว, นม และผลิตภัณฑนม, เปนตน. นอกจากนั้นยังพบวา ในประเทศแคนาดาหาม
ใชแซ็กคารีนในอาหาร เนื่องจากมีการทดลองพบวา กอใหเกิดมะเร็งของกระเพาะปสสาวะในหนู
ทดลอง, ซ่ึงในปจจุบันนี้ยังไมมีขอสรุปท่ีชัดเจนเกี่ยวกับพิษภัยของแซ็กคารีน จากการท่ีปริมาณท่ี
ทดลองในหนู เปนปริมาณท่ีใชมากเกินกวาท่ีจะเปนจริงไดสําหรับมนุษย. อยางไรก็ตาม สําหรับใน
ประเทศไทย กระทรวงสาธารณสุขไดกําหนดใหแซ็กคารีนเปนวัตถุท่ีใหความหวานแทนน้ําตาลใน
เคร่ืองดื่มไดเอ็ต สําหรับผูปวยโรคเบาหวานและผูปวยโรคอวน, รวมท้ังกําหนดประเภทอาหาร, 
ลักษณะอาหาร และผลิตภัณฑอาหารท่ีหามใชแซ็กคารีน, เนื่องจากเปนสารท่ีไมใหพลังงานแก
รางกายไวดวย, เพื่อเปนการคุมครองสิทธิประโยชนของผูบริโภค โดยเฉพาะเด็กเล็กท่ีอยูในชวงท่ี
ตองการพลังงานสูง. ฉะนั้น แซ็กคารีนจึงเปนสารใหความหวานแทนน้ําตาล ท่ีใชเฉพาะในผูปวย
โรคเบาหวาน ผูปวยโรคอวนท่ีตองจํากัดปริมาณ น้ําตาลเทานั้น ไมควรนํามาใชกับอาหารท่ัวไป. 

 
2.  แอซีซัลฟาม เค (Acesulfame K)  

 -  สารใหความหวาน ซ่ึงมีความหวานมากกวาน้ําตาลทรายประมาณ 200 เทา. 
 -  ทนตอความรอนไดสูงถึง 230 องศาเซลเซียส. 
 -  ทนตอความเปนกรดเบสไดดี  ท่ีชวง pH 3-9. 
 -  ละลายนํ้าไดดี (27% ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาสเซลเซียส). 
 -  ไมใหพลังงาน  (แคลอรี = 0). 
 -  ไมทําใหฟนผุ. 
 -  เหมาะสมสําหรับผูปวยเบาหวาน. 
 -  ปลอดภัย  ไมตองระบุ “phenylketonurics : contains phenylalanine”. 
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 3.  ไซลิทอล  (Xylitol)  เปนน้ําตาลแอลกอฮอลท่ีมีคารบอน 5 ตะกอน, ในโครงสรางเปน
สารใหความหวานแทนนํ้าตาล, เปนน้ําตาลท่ีไมมีกล่ิน.  ใหความหวานใกลเคียงกับน้ําตาลทรายและ
ใหความรูสึกเย็นล้ินเล็กนอย เวลารับประทานอาหาร. แตไซลิทอลจะใหพลังงานนอยกวาน้ําตาล
ท่ัวไปประมาณรอยละ 40. ในฉลากโภชนาการท่ีใชในกลุมสหภาพยุโรปและอเมริการะบุไววา ไซลิ
ทอลมีคาพลังงานเทากับ 2.4 กิโลแคลอรีตอกรัม. ไซลิทอลเปนน้ําตาลท่ีพบไดในธรรมชาติในผัก
และผลไม เชน กะหลํ่าปลี, มะเขือยาว, สตอเบอรี, เปนตน.(www.ist.cmu.ca.th/riseat/nl/2003/ 
12/06.php). 
 

4.  แอสปารแทม (Aspartame) เปนสารใหความหวานอีกชนิดหนึ่ง, มีความหวานประมาณ  
180-200 เทาของน้ําตาลซูโครส, มีลักษณะเปนผลึกสีขาว, ปราศจากกล่ิน, ละลายไดในน้ํา, ใหความ
หวานคลายคลึงน้ําตาลธรรมชาติมาก. เม่ือนํามาใชแทนน้ําตาล จะลดพลังงานไดประมาณรอยละ 
95. แอสปารแทมจะสลายตัวเม่ือถูกความรอน, ไมสามารถเก็บไวในท่ีมีอุณหภูมิสูงๆ ได. จึงไม
เหมาะกับอาหารท่ีตองผานการใหความรอนสูง. แอสปารแทมถูกยอยไดโดยเอนไซมตางๆ ท่ีมีใน
รางกาย เชน Peptidase, Esterase ไดสาร Aspartic acid และ Phenylalanine. ไดมีผูทําการทดลองกับ
สัตวทดลอง โดยใหแอสปารแทมในระดับท่ีสูงประมาณ 100 เทาของปริมาณท่ีใชบริโภคจริง, 
ปรากฏวา ไมพบส่ิงผิดปกติใดๆ เกิดข้ึนกับสัตวทดลอง. 

 
1.2.3  พืชท่ีใหความหวาน   

1)  Thaumatin เปนสารจําพวกโปรตีนผานการสกัดและทําใหบริสุทธ์ิจากผลของพืชทาง 
แอฟริกาตะวันตก มีช่ือวา Thaumatococcus daniellii  เจริญอยูในแถบแอฟริกากลางและตะวันตก
เฉียงใต ใชเปนสารใหความหวานและนํามาใชทําอาหาร. มีช่ือสารใหความหวาน คือ Thaumatin ซ่ึง
ไดมาจากเนื้อของเมล็ดท่ีมีสีขาวอยูบน aril, สวนบนของเมล็ดเปนสารใหความหวานพวกโปรตีน. 
การสกัดจะใชน้ํา, นําไปทําใหเกิดความเขมขนแลวผาน ultrafiltration เพื่อใหไดผลิตภัณฑบริสุทธ์ิ. 
โปรตีนจะมี 2 สวน คือ Thaumatin T.1 และ Thaumatin T.3. Thaumatin มีความหวานประมาณ 
2,000–2,500 เทาของสารละลายซูโครสท่ีความเขมขนรยอละ 8-10. มีเนื้อเปนสีครีม, ไมมีกล่ิน และ
ให aftertaste  คลายกับชะเอม. จากการที่ Thaumatin  มีคุณสมบัติในการเพิ่มกล่ินและรส จึงเปนท่ี
สนใจท่ีจะนําไปใชประโยชนดานอ่ืนๆ มากกวาเปนสารใหความหวาน. Thaumatin จะละลายไดใน
น้ําเย็นและละลายไดมีความเขมขนมากกวารอยละ 60 (น้ําหนัก/ปริมาตร), จะใหพลังงานเทากับ
โปรตีน คือ 4 กิโลแคลอรี/กรัม. แตใชในปริมาณเล็กนอย จึงถือวาไมใหพลังงาน. Thaumatin เม่ือ
ผานกระบวนการ freeze dried หรือ spray-dried  ยังคงเสถียรอยูได. ถาเก็บในสภาพปกติความหวาน
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ยังเสถียรได เม่ืออยูในสารละลายท่ีมีน้ําเปนตัวทําละลาย. จากการศึกษาทางพิษวิทยา พบวาไมเปน
พิษตอหนูทดลองและไมใชสารกอมะเร็ง. 

 
2)  Monellin  สกัดไดจาก Serendipity Berry, เปนผลของไมเล้ือยชนิดหนึ่งในทวีปแอฟริกา  

มีช่ือวา Dioscorephyllum  cumminsii. การสกัดจะใชเอนไซมผสมคือ pectinase กับ bromelain  
ทําปฏิกิริยากับผล จะไดสารใหความหวานซ่ึงจะอยูในน้ํายางท่ีมีลักษณะคลาย pectin และจะออกรส
ขม.  Monellin  มีความหวานเปน 1,500-3,000 เทาของน้ําตาลซูโครส, จะเร่ิมใหความหวานหลัง
บริโภค 2-3 วินาที, ความหวานจะเพ่ิมข้ึนอยางชาๆ และเพิ่มจนมีรสหวานมากท่ีสุด, แลวจะคงความ
หวานอยูนานถึง 1 ช่ัวโมง. สวนท่ีใหรสหวาน คือหมู sulfhydryl ของโปรตีน ซ่ึงมีอยูเพียงหมูเดียว. 
แตถาอยูในรูปของสารไมบริสุทธ์ิ จะใหกล่ินรสชะเอม. สภาพความคงตัวจะเสถียรในสภาพ
สารละลาย(น้ํา). คาความเปนกรดเบสอยูนอกเหนือชวงเสถียร, คุณสมบัตินี้จึงเปนปญหาสําคัญของ 
monellin. 

 
3)  Stevioside ชาวปารากกวัยไดนําใบแหงๆ และรากของสมุนไพรพวก Bertoni หรือ 

Stevia  rebaudiana มาผสมเคร่ืองดื่มใหมีรสหวานข้ึน. สารท่ีไดมีช่ือวา Stevioside ซ่ึงเปนผลึกของ 
glycoside diterpene มีรสหวานมาก และสกัดไดงายโดยใช Solvent ความหวาน 250-300 เทาของ
น้ําตาลซูโครส, แตจะมีรสฝาดและขม. เม่ือผานความรอน Stevioside จะยังคงความหวานอยูได. ใน
ประเทศญ่ีปุนอนุญาตใหใช Stevioside และ FDA หามใชเปน “prior use” เม่ือ Steviosideไดรับ
ความรอนสูงถึง 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ไมปรากฏการเปล่ียนแปลงใดๆ เกิดข้ึน. 
นอกจากจะยังคงความหวาน เม่ือไดรับอุณหภูมิสูงแลว จะไมมีการเปล่ียนแปลงของสีดวย เชนกัน. 
มีความทนตอการเปล่ียนสีไดมากกวาซูโครส. ควรจะนําเอา Stevioside มาใชในการคงรสชาติเดิม
ในอาหารและมีการนําไปใชในอาหารหลายชนิด. ประเด็นนี้เองท่ีบงวา การใช Stevia เปนการเพิ่ม
คุณภาพของอาหาร โดยท่ีตนทุนถูกลง. ผลิตภัณฑ Stevia  สวนมากมีการใชกันมากในประเทศ
ญ่ีปุน. 

 
4)  Glycyrrhizin  เปนสารพวก triterpene glycoside, สกัดไดจากรากชะเอม, ใชเปนสารให

ความหวานและเพิ่มกล่ินรส. พบมากในรากชะเอมประมาณรอยละ 6-14 ของนํ้าหนักแหง. มีการ
เก็บเกี่ยวไดปละ 2 คร้ัง. Glycyrrhizin มีความหวานเปน 50-100 เทาของน้ําตาลซูโครส, โดยจะให
ความหวานอยางชาๆ. สวน aftertaste เปนรสชะเอมและเกิดรสติดทนนานมีการใชกันมากใน
อุตสาหกรรมอาหารของญ่ีปุน, นําไปใชเพิ่มความหวานในของหวาน, เพิ่มกล่ินโกโกและ
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ช็อกโกแลต  และใชกับผลิตภัณฑยา จะทําใหมีกล่ินและรสหอมหวาน และใชดับรสขมจากการทํา
ยา. 

 
5)  Phyllodulcin  สารนี้มีความหวาน 200-300 เทาของน้ําตาลซูโครส, สกัดไดจาก 

Hydrangea  macrophylla. รสชาติของ phyllodulcin  จะกระจายความหวานไดชากวา, แตจะคงอยู
ไดนานและมี aftertaste คลายกับชะเอม. มีการใช phyllodulcin ในการผลิตภัณฑเฉพาะอยางเทานั้น 
เชน hard candies, confection, chewing gums  และยาสีฟน. แตในประเทศไทยหามใชหรือนําเขา 
dulcin เปนสวนผสมในอาหาร. 
 

1.2.4  พรีไบโอติก (Prebiotics) 
พรีไบโอติก คือ สารท่ีทนตอการยอยในระบบทางเดนิอาหาร จะสามารถทําใหคงสภาพอยู

ไดลงไประบบทางเดินอาหาร คือลําไสเล็ก ลําไสใหญ, ซ่ึงมีคุณสมบัติท่ีสงเสริมการเจริญการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียเจาบานท่ีเปนประโยชนตอรางกายหรือจุลินทรียโพรไบโอติก. สารท่ีมี
คุณสมบัติพรีไบโอติกเชนสารกลุมพอลิแซ็กคาไรด, สารพวกเยื่อใยและน้ําตาลจากผลไม, เชนโอลิ
โกแซ็กคาไรด (Oligosaccharide)  ฟรักโทสโอลิโกแซ็กคาไรด (Fructo-oligosaccharide) น้ําตาล
แลกโทส (Lactose) หรืออินนูลิน (Inulin) เปนตน. โพรไบโอติกเปนจุลินทรียท่ีมีประโยชนท่ีมี
คุณสมบัติในการฆาหรือยับยัง้เช้ือโรค, กระตุนใหเกิดภูมิคุมกัน, ชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยอย
และดูดซึมอาหารของระบบทางเดินอาหาร. สงเสริมใหมีสุขภาพแข็งแรงตานทานตอโรค, ลด
สภาวะเครียด, ชวยใหการเจริญเติบโตดี. จากการศึกษาพบวา จุลินทรียกลุมโพรไบโอติก ซ่ึงไดแก 
Bacillus sp., Bifidobacterium sp., Clostridium butyricum, Enterobacter sp. และ Yeast ซ่ึงสวน
ใหญจะเปนแบคทีเรียกลุมแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย (Lactic acid bacteria, LAB) นั้นสามารถสราง
สารยับยั้งการเจริญของจุลินทรียท่ีกอโรคได.  สารท่ีสรางข้ึนไดแก กรดอินทรีย, ไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด, ไดอะซิติล และแบคเทอริโอซิน. โดยสารเหลานี้มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอ
โรคไดเชน  E. coli, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Listeria 
monocytogenes, Vibrio sp. และ Clostridium sp. ไดเปนอยางดี และไมเกิดการตกคางในเนื้อเยื่อ ซ่ึง
จะไมเปนสงผลเสียตอผูบริโภคและทําใหผลิตภัณฑท่ีไดจากโค คือน้ํานมววัมีความปลอดภยัตอ
ผูบริโภค, ไมมีสารตกคาง เนื่องมาจากคุณสมบัติของจลิุนทรียโพรไบโอติก ชวยสงเสริมใหสัตวมี
สุขภาพด,ี แข็งแรงตานทานตอโรค, ชวยในการยอยและการดูดซึมอาหาร  ทําใหไดรับสารอาหารท่ี
มีปริมาณสูงข้ึน, มีการเจริญเติบโตท่ีดีและมีการพัฒนาการทางรางกายท่ีสมบูรณ. 
 



 11 

1.2.4.1 โอลิโกแซ็กคาไรด (Oligosaccharide) 
Oligosaccharide  เปนพอลิแซ็กคาไรดสายส้ัน ซ่ึงประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว 2-10 

โมเลกุล, มีโครงสรางทางเคมีดังแสดงในรูปท่ี 1. โดยมีคุณสมบัติเฉพาะตัว 2 อยางคือ ไมสามารถ
ถูกยอยได ดวยน้ํายอยในกระเพาะอาหาร, แตจะถูกยอยสลายไดโดยแบคทีเรียในลําไส เชน 
Bifidobacteria ซ่ึงเปน normal flora ท่ีมีอยูในลําไสใหญ 1, 2 และดวยคุณสมบัติเฉพาะตัวของ 
Oligosaccharide ทําใหมีการนํา Oligosaccharide มาใชเปนสารใหความหวานท่ีใหแคลอร่ีตํ่าโดยใช
เปนสวนประกอบของอาหารตาง ๆ เชน คุกกี้, ลูกกวาด, อาหารขบเค้ียว, น้ําอัดลม. 

 

 

 

 

 
 
                 

         n:1-3   n:1-4   n: 1 (raffinose) n: 2 (stachyose) 
 

(a) Fructooligosaccharides   (b) Galactooligosaccharides  (c) Soybean oligosaccharides 
 

รูปท่ี 1.  Oligosaccharide  ชนิดตางๆ. 
 
Oligosaccharide แบงได 2 กลุมใหญ ๆ คือ:  

1)   Malto - Oligosaccharide เปนคารโบไฮเดรตท่ีเกิดข้ึนระหวางการแตกตัวหรือการยอย
แปง. โดยมากจะอยูรวมกับคารโบไฮเดรตชนิดอ่ืนๆ เชน น้ําผ้ึง, Corn Syrup, มอลโทเด็กซทริน เม่ือ
แตกตัวหรือถูกยอยตอไปในท่ีสุดจะใหกลูโคส. 

2)   Resistant Oligosaccharide (Non - Digestible Oligosaccharide)  
  2.1) Galactosylsucrose ประกอบดวย Raffinose Stachyose และ Verbascose ยังไม
สามารถถูกยอยโดยเอนไซมในระบบทางเดินอาหารของมนุษยได จึงผานเขาสูลําไสเล็ก. 
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  2.2) Fructo-Oligosaccharide พบไดในอาหารประเภทขาวสาลี, ขาวไรย, หัวหอม,  
แอสพารากัส, Artichoke, กลวย, ถ่ัวเหลือง Burdock และพืชประเภทพืชหัว. Fructo-
oligosaccharides หรือ Oligofructose มีความหวานประมาณรอยละ 30 ของน้ําตาลทราย, ไมถูกยอย
โดยเอนไซมในระบบทางเดินอาหารของมนุษยได, แตถูกยอยท่ีลําไสใหญโดยเช้ือแบคทีเรีย ซ่ึงมีอยู
ตามปกติในลําไสใหญ. 
 

Oligosaccharide มีอยูท่ัวไปในพืช, ผัก, ผลไม เชน fructo-oligosaccharide. พบไดในหัว
หอม, กระเทียม, หนอไมฝร่ัง และพืชอ่ืนๆ. สวน soybean oligosaccharide พบไดในถ่ัวเหลือง.  
การบริโภค Oligosaccharide เปนอาหารเสริม จึงเหมาะสําหรับผูสูงอายุผูท่ีมีความเครียด หรือผูท่ีมี
ปญหาเกี่ยวกับระบบยอยอาหาร, เนื่องจากอายุและความเครียดมีผลตอการลดจํานวนของ 
Bifidobacteria. ปจจุบันไดมีการผลิต fructo-oligosaccharide เปนอาหารเสริมในหลายประเทศ เชน 
สหรัฐอเมริกา, ญ่ีปุน. 

 
1.2.4.2  อินนูลิน (Inulin)  
เปนสารพอลิแซ็กคาไรดท่ีพืชเก็บไวเปนอาหาร. พบในพืชมากกวา 36,000 ชนิด, เชน 

Chicory root, เห็ด, หัวหอม, หัวกระเทียม, กลวย. แตอินนูลินนี้ยอยไมไดโดยน้ํายอยในลําไส, แต
สามารถยอยไดโดยอาศัยจุลินทรียในลําไสใหญ. จากการยอยอินนูลิน จะไดฟรักโทสตามขนาดของ
โครงสราง. อินนูลินมีคา DP (Degree of Polymerization) ประมาณ 10 และตามโครงสรางจะมี 
Oligofructose ประกอบอยูเปนโครงสรางกลุมยอย. ในพืชตางชนิดกัน จะมีปริมาณอินนูลินและ 
Oligofructose ท่ี แตกตางกัน. 

 
1.2.4.3  โอลิโกแซ็กคาไรดพรีไบโอติก (Oligosaccharide Prebiotic) 
คารโบไฮเดรตที่ไมถูกยอยและดูดซึมในลําไสเล็ก จะผานเขามาที่ลําไสใหญ และเกิด

กระบวนการหมักข้ึน โดยอาศัยแบคทีเรียท่ีอยูในลําไสใหญ, ทําใหเกิดกาซไฮโดรเจน, มีเทน และ
คารบอนไดออกไซด และไดกรดไขมันสายส้ัน (Short chain fatty acid) จําพวก Acetate, Propionate 
และ Butyrate และกระตุนใหแบคทีเรียมีการเจริญเติบโต (Bacterial Growth; Biomass). กาซท่ี
เกิดข้ึนจะถูกดูดซึมและขับออกทางลมหายใจ หรือทางทวารหนัก. กรดไขมันสายส้ัน ซ่ึงเปน
สารสําคัญท่ีไดจากการหมักนี้ จะถูกดูดซึมและเปล่ียนแปลงอยางรวดเร็วในรางกาย. กรดแอซีเทตจะถูก
นําไปใชโดยตับ, กลามเนื้อ และเนื้อเยื่ออ่ืนๆ. กรด propionate ถูกเปล่ียนเปนกลูโคสเพื่อนําไปใช



 13 

ตอไป และกรด Butyrate ถูกนําไปใชเพื่อควบคุมการเจริญเติบโตของเซลล, การแบงเซลล และการ
ตายของเซลล. 

 
คารโบไฮเดรตประเภท Non-Starch Polysaccharide และ Resistant จะมีผลเพ่ิมปริมาณกาก

อุจจาระและเกิดการขับถายไดงาย. ท้ังนี้ ผลจะรุนแรงมากหรือนอยข้ึนอยูกับคุณสมบัติของ Non-
Starch Polysaccharide แตละชนิด และถามีกระบวนการหมักเกิดข้ึน จะเปนการกระตุนใหแบคทีเรีย
มีการเจริญเติบโต (Biomass) มากข้ึน, ทําใหเปนการเพิ่มปริมาณกากอุจจาระดวย. 

 
คารโบไฮเดรตท่ีถูกหมักในลําไสใหญจะกระตุนใหแบคทีเรียมีการเจริญเติบโตเร็วข้ึน และ

เปนการเพ่ิม Biomass. เม่ือแบคทีเรียมีการเจริญเติบโต แบคทีเรียนั้นจะสังเคราะหโปรตีนจากกรด
แอมิโนและเปปไทด และแอมโมเนีย. biomass ท่ีเพิ่มข้ึนนี้จะถูกขับถายออกทางอุจจาระ, จึงทําให
รางกายขับถายไนโตรเจนออกมากข้ึนดวย. นอกจากน้ี มีการศึกษาพบวา คารโบไฮเดรต Fructo-
oligosaccharide สามารถไปเพ่ิมแบคทีเรียชนิด Bifidobacteria และ lacto-bacilli ในลําไสได. 
ขณะเดียวกันชวยลดปริมาณแบคทีเรียชนิด Clostridium perfringen ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีทําใหเกิดโรค
ได และยังทําใหการสรางสารกอมะเร็ง (Carcinogenesis) ในลําไสดวย, จึงพบวา ในปจจุบันมีการ
บริโภค Fructo-oligosaccharides มากข้ึน. คารโบไฮเดรต เปนอินทรียสารประกอบดวยคารบอน 
ไฮโดรเจน และออกซิเจน (CnH2nOn) แบงได 3 ประเภทใหญตามขนาดโครงสราง (Degree of 
Polymerization, DP) ดังแสดงในตารางท่ี 1. 
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ตารางท่ี 1.   ปริมาณ Inulin และ Oligofructose ในอาหารชนิดตางๆ (%) 
อาหารชนิดตางๆ ปริมาณ Inulin ปริมาณ Oligofructose 
Onion (หัวหอม)  2 – 6 2 – 6 
Jerusalem artichoke 16 – 20 16 – 20 
Chicory (ชิโครี) 15 – 20 5 – 10 
Asparagus (แอสพารากัส) 1 – 30 1 – 20 
Leek (ตนกระเทียม) 3 – 10 2 – 5 
Garlic (กระเทียม)  9 – 16 3 – 6 
Artichoke 3 – 10 < 1 
Banana (กลวย)  0.3 - 0.7 0.3 - 0.7 
Wheat (ขาวสาลี)  1 – 4 1 – 4 
Rye (ขาวไรย) 0.5 – 1 0.5 – 1 
Barley (ขาวบารเลย)  0.5 - 1.5 0.5 - 1.5 
Dandelion 12 – 15 NA 
Burdock 3.5 – 4 NA 

 
 

ปริมาณ Oligosaccharide ท่ีเหมาะสมและผลขางเคียง 
ไดมีการศึกษาถึงปริมาณของ Oligosaccharide ท่ีมีผลตอรางกาย พบวา ปริมาณท่ีเหมาะสม

คือ 3 กรัมของ fructo-oligosaccharide, 2-2.5 กรัมของ galactooligosaccharide, 2 กรัมของ soybean 
oligosaccharide และ 0.7 กรัมของ xylo-oligosaccharide และพบวา การบริโภค Oligosaccharide  
ในปริมาณมาก อาจทําใหเกิดอาการทองเสียได. นอกจากนี้ ยังไดมีการศึกษาถึงความเปนพษิของ 
galacto-oligosaccharide ในหนูทดลอง พบวา คา LD50 มีคามากกวา 15 กรัม/กิโลกรัม และไมพบ
ความเปนพษิเร้ือรัง เม่ือบริโภคติดตอกนัเปนเวลานาน ดังแสดงในตารางท่ี 2. 
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ตารางท่ี 2.  ความสัมพันธระหวางสารพษิ (toxic metabolite) ท่ีเกิดจากจุลินทรียชนิดตางๆ และ 
 ผลกระทบตอรางกาย 

ผลกระทบตอรางกาย จุลินทรีย 
 

สารพิษ (toxic metabolites) 
 </TD< tr> 

  Escherichia coli และ   Ammonia   สารพิษในตับ 
  Clostridia   Amine   สารพิษในตับ 
    Nitrosoamine   สารกอมะเร็ง 
    Phenol   สารสงเสริมการเกิดมะเร็ง 
    Indole   สารกอมะเร็ง 
    Aglycone   สารกอกลายพันธุ 
    Secondary bile acid   สารกอมะเร็งหรือสงเสริมการเกิด 
      มะเร็งลําไสใหญ 
  Bacteroidacea และ   Nitrosoamine   สารกอมะเร็ง 
  Streptococcus faecalis   Aglycones   สารกอกลายพันธุ 
    Secondary bile acid   สารกอมะเร็งหรือสงเสริมการเกิด 
      มะเร็งลําไสใหญ 
  Proteus   Ammonia   สารพิษในตับ 
    Amine   สารพิษในตับ 
    Indole   สารกอมะเร็ง 

 
1.2.5   การสังเคราะห oligosaccharide โดยเอนไซมจากจุลินทรีย 

 Oligosaccharide เปนคารโบโฮเดรตที่มีความสําคัญ ซ่ึงมีสวนประกอบหลักเปนน้ําตาล
ชนิดตางๆ สามารถนําไปใชท้ังทางดานอุตสาหกรรมอาหารและทางดานการแพทย. ปจจุบันมีความ
พยายามศึกษาและสังเคราะห oligosaccharide ชนิดใหมๆ เนื่องจาก มีความตองการนําไปใช  
ประโยชนอยางกวางขวาง. นักวิทยาศาสตรสามารถสังเคราะห oligosaccharide ชนิดใหมๆ ไดดวย
กรรมวิธีทางเคมีและการใชวิธีทางชีวเคมีดวยเอนไซม.  
 

การใชเอนไซมในการสังเคราะห oligosaccharide กําลังเปนท่ีสนใจอยางมาก เนื่องจากมีขอ
ไดเปรียบหลายประการ. เอนไซมท่ีนิยมใชชนิดหนึ่ง คือ เอนไซมจากจุลินทรีย เนื่องจากมีความ
หลากหลาย, ศึกษาไดงาย, เพิ่มผลผลิตไดงายและรวดเร็วกวาเอนไซมจากส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน. สามารถ
ทําไดโดยการยอนกลับปฏิกิริยาของเอนไซมจําพวกท่ีปกติทําหนาท่ียอยสลายพอลิแซ็กคาไรดชนิด
ตางๆ ออกเปนน้ําตาลโมเลกุลเล็กๆ, แตเม่ือจัดสภาวะพิเศษตางไปจากปกติ จะสามารถบังคับใหเกิด
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การรวมตัวกันของน้ําตาลโมเลกุลเล็กๆ ข้ึนเปนโมเลกุลขนาดใหญท่ีมีลักษณะแตกตางออกไป โดย
ทําใหเกิดปฏิกิริยาในสภาพ low water content system ท่ีเรียกวา Equilibrium-controlled synthesis 
และวิธีการสังเคราะหแบบ Kinetically-controlled synthesis. 

 
การผลิตน้ําตาลฟรักโท-โอลิโกแซ็กคาไรดในระดับอุตสาหกรรมเปนกระบวนการผลิตทาง

เอนไซม โดยอาศัยเอนไซม fructosyltransferase และ  –fructofuranosidase ท่ีสามารถผลิตไดจาก
เช้ือรา  Aspergillus niger  ATCC 20611 (Hidaka et al. 1988)  และ Aureobasidium pullulans 
KFCC 10524 (Jung et al. 1987, 1993; Yun and Song 1993; Yun et al. 1994).  สําหรับน้ําตาลฟรักโท-
โอลิโกแซ็กคาไรด  ท่ีมีจําหนายอยู เปนสารละลายนํ้าตาลผสมท่ีประกอบดวยน้ําตาลกลูโคส, 
ฟรักโทส และซูโครส ประมาณรอยละ 40-45 และมีองคประกอบสูงสุดของน้ําตาลฟรักโท-โอลิ
โกแซ็กคาไรดอยูเพียงรอยละ 55-60 เทานั้น. ปญหาสําคัญของกระบวนการผลิตคือ ภาวะยับยั้งของ
น้ําตาลกลูโคสท่ีมีตอการทํางานของเอนไซมท่ีสังเคราะหฟรักโท-โอลิโกแซ็กคาไรด  ซ่ึงทําให
ปฏิกิริยาของเอนไซมไมสามารถดําเนินตอไปได, จึงเปนสาเหตุท่ีทําใหน้ําตาลซูโครสหลงเหลืออยู
ประมาณรอยละ 10 (Jung et al. 1989).   

 
การศึกษาการผลิตน้ําตาลฟรักโท-โอลิโกแซ็กคาไรดปริมาณสูง สามารถกระทําไดโดยการ

ลดปริมาณนํ้าตาลกลูโคสท่ีเกิดข้ึนจากปฏิกิริยาเอนไซมท่ีสังเคราะหฟรักโท-โอลิโกแซ็กคาไรด, 
โดยการเติมเอนไซม glucose oxidase หรือ glucose isomerase. แตพบวา สภาวะการทํางานของ
เอนไซม glucose isomerase ไมเหมาะกับสภาวะการทํางานของเอนไซม fructosyltrasferase (ท่ีได
จาก Aureobasidium pullulans KFCC 10524)  (Yun et al. 1993). แตในกรณีของเอนไซมผสม
ระหวาง glucose oxidase  และ  –fructofuranosidase  (ท่ีไดจาก Aureobasidium pullulans KFCC 
10524) นั้น พบวา ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจะสามารถผลิตน้ําตาลฟรักโท-โอลิโกแซ็กคาไรด
ปริมาณสูงไดถึงรอยละ 98 (Yun and Song 1993; Yun et al. 1994). Aspergillus  niger ATCC 
20611  จัดไดวาเปนเช้ือราสายพันธุท่ีสามารถผลิตเอนไซมท่ีสังเคราะหฟรักโท-โอลิโกแซ็กคาไรด
ในปริมาณสูง (Hidaka et al. 1988) เหมาะสมท่ีจะนําไปใชในการผลิตน้ําตาลฟรักโท-โอลิโกแซ็กคา
ไรด. จากปฏิกิริยาการทํางานของเอนไซมนั้น น้ําตาลซูโครสซ่ึงเปนซับสเตรตจะถูกเปล่ียนเปนสาร
ผสมของฟรักโท-โอลิโกแซ็กคาไรดท่ีมีโครงสรางแบบ 1F (1-–fructofuranosyl)n–sucrose ท่ีมี
จํานวน n = kestonse (GF2), nystone (GF3)  และ  fructofuranosyl nystone (GF4). สารผสมน้ําตาล
ท่ีไดจากปฏิกิริยาเอนไซมจะถูกทําใหบริสุทธ์ิโดยกระบวนการแยกดวยคอลัมนแลกประจุ เพื่อใหได
ผลิตภัณฑสารผสมน้ําตาลฟรักโท-โอลิโกแซ็กคาไรด  ท่ีมีปริมาณของ 1- kestonse (GF2) และ 
nystone (GF3) สูง กอนท่ีจะนําไปผานกระบวนการทําใหเขมขนในรูปของสารละลายน้ําตาลหรือ
ผานกระบวนการทําแหงใหเปนผลิตภัณฑผงตอไป.     
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1.2.6  ประโยชน oligosaccharide  
สําหรับประโยชนโดยตรงของการบริโภค Oligosaccharide คือชวยเพิ่มจํานวนของ Bifido-

bacteria  และ Lactobacilli  ซ่ึงเปน normal flora อยูในลําไส. สวนประโยชนทางออม ไดแก.  
1. ชวยลดจํานวนของแบคทีเรียท่ีกอใหเกิดโรค เนื่องจาก Bifidobacteria จะผลิตสาร

ปฏิชีวนะและกรดไขมันออกมาชวยควบคุมจุลินทรียท่ีกอใหเกิดโรคและควบคุมจํานวนของ 
normal flora โดยกรดไขมันท่ีพบสวนใหญจะเปนกรดแอซีติกและกรดแล็กติก ซ่ึงกรดเหลานี้จะ
ชวยยับยั้งการเจริญเติบโตของ  Clostridium perfringens, Salmonella spp. และ E. coli ในลําไส.  

2. ชวยลดอาการทองผูก. กรดไขมันซ่ึงผลิตโดย Bifidobacteria จะชวยกระตุนการบีบตัว
ของลําไสและเพิ่มความช้ืนของอุจจาระ ซ่ึงเปนผลมาจากแรงดันออสโมติก.  

3. ชวยลดระดับคอเลสเตอรอลในเลือด โดย Lactobacillus  acidophilus ซ่ึงเปน normal 
flora อยูในลําไสจะชวยยอยสลายคอเลสเตอรอล และยับยั้งการดูดซึมคอเลสเตอรอลผานผนังลําไส.  

4. ชวยลดความดันโลหิต ไดมีการศึกษาถึงผลของ fructo-oligosaccharide ในผูปวยท่ีมี
ระดับไขมันในเลือดสูง ท่ีบริโภค fructo-oligosaccharide เปนระยะเวลา 5 สัปดาห, พบวา ความดัน
โลหิตลดลงโดยเฉล่ีย 6 mmHg และยงัพบวา ความดันโลหิตแปรผกผันกับจํานวนของ Bifido-
bacteria ในลําไสอีกดวย.  

5. ชวยเพ่ิมวิตามินบางชนิด โดยพบวา  Bifidobacteria สามารผลิตวิตามิน B1, B2, B6, 
B12, nicotinic acid และ folic acid. นอกจากนี้ ยังชวยเพิ่มการดูดซึมแคลเซียมในระบบยอยอาหาร
อีกดวย.  

6. ชวยลดปริมาณสารพิษและเอนไซมท่ีเปนพิษจากกระบวนการเมแทบอลิซึมของ
แบคทีเรีย. แบคทีเรียท่ีเจริญอยูในรางกายมนุษยสามารถจะสรางสารพิษจากกระบวนการเมแทบอลิ
ซึมได ดังแสดงในตารางท่ี 1. ไดมีการศึกษาถึงผลของ  Oligosaccharide  ท้ังใน in vivo และ in vitro 
พบวา ถาใช  Oligosaccharide เปนซับสเตรตแกจุลินทรียในระบบทางเดินอาหารจะชวยลดปริมาณ
สารพิษและเอมไซมท่ีเปนโทษลงเฉล่ียประมาณรอยละ 44.6 และ 40.9. 

7.  ชวยปองกันการทํางานของตับ การลดปริมาณของสารพิษจากกระบวนการเมแทบอลิ
ซึม เปนผลใหปริมาณสารพิษท่ีเขาสูตับลดลงดวย. 

 
1.2.7  แลกโทซูโครส  

 แลกโทซูโครสเปนน้ําตาล 3 โมเลกุล ท่ีมีหนาที่เฉพาะ ถูกผลิตจากแลกโทส, ทําหนาท่ีเปน
ตัวรับ ในขณะที่ซูโครสทําหนาท่ีเปนตัวให froctosyl. โดยเซลลท้ังหมดเกิดกิจกรรม 
transfructosylation  ของเอนไซม levansucrase Levansucrase-induced cells โดยใชจุลินทรีย 
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Paenibacill us polymyxa ซ่ึงเปนสารอาหารประกอบดวยซูโครสและกิจกรรม transfructosylation 
ในเซลลท้ังหมดถูกทําใหเหมาะสมกับการผลิตแลกโทซูโครส, ความเขมขนของเซลลท่ีเหมาะสม, 
อัตราสวนของซับสเตรต, อุณหภูมิ และ pH  คือ  2.0%, 22.5% lactose 22.5 sucrose, 55 องศา-
เซลเซียสและ 6, ตามลําดับ. ภายใตสภาวะนี้เกิดการผลิตแลกโทซูโครสประมาณรอยละ 17, ซ่ึงใช
เวลาการทําปฏิกิริยา 6 ช่ัวโมง มีอัตราการผลิต 2.8 %(w/v) ตอช่ัวโมง. อยางไรก็ตาม นอกจากจุลิน-
ทรียดังกลาว ยังมี Bacillus  subtilis  ท่ีมีความสามารถดังกลาว,โดยใชสภาวะดังตอไปนี้ ใชจุลินทรีย 
2%, lactose 225 g., อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส, และpH 6, ซ่ึงในสภาวะนี้สามารถผลิตน้ําตาลแลก
โทซูโครสในปริมาณ 181 กรัม ภายใน 10 ช่ัวโมง. 
 

แลกโทซูโครสเปนน้ําตาลตัวหนึ่งใน Fructo-oligosaccharides มีประโยชนตอจุลินทรียใน
ระบบทางเดินอาหาร, โดยเปนการเพิ่มภูมิคุมกันในระบบทางเดินอาหาร, ชวยปองกันมะเร็งลําไส
ใหญ,  ชวยในการดูดซึมแคลเซียม และแลกโทซูโครสอาจมี Favorable lipid effect. มีงานวิจัยหลาย
ช้ินท่ีแสดงใหเห็นวาแลกโทซูโครสชวยปรับปรุงสภาวะท่ีเหมาะสมของจุลินทรียในทางเดินอาหาร
และปองกันจุลินทรียกอโรคบางชนิด, โดยเฉพาะอยางยิ่งลําไสใหญ. แลกโทซูโครสกระตุนการ
เจริญเติบโต  โดยเฉพาะ bifidobacteria, โดยมีปฏิกิริยามากมายเปนประโยชนในแงของ dietary 
fiber (ใยอาหาร).  ผลิตภัณฑนมหมักท่ีมีแลกโทซูโครสเปนองคประกอบนั้น พบวา ทําให LDL-
cholesterol ตํ่าในเพศชาย.  จากการศึกษายังพบอีกวา แลกโทซูโครสมีผลทําใหคอเลสเตอรอลและ 
Triglyceride มีระดับตํ่าท้ังคู. แลกโทซูโครสยังแสดงใหเห็นถึงระดับท่ีตํ่าของ hepatic lipogenesis. 
จากการศึกษาพบวา การใชแลกโทซูโครส 15 กรัม เปนเวลา 20 วัน ทําใหระดับน้ําตาลในเลือดและ
ไขมันในเลือดลดลงสําหรับผูปวยโรคเบาหวานชนิดท่ี 2  และยังพบอีกวา แลกโทซูโครสอาจยับยั้ง
มะเร็งลําไสใหญในสัตวทดลองท้ัง familial adenomatous polyposis  และ  sporadic colon. 
 
 ปฏิกิริยาตอบสนองตอการใชแลกโทซูโครส, ถาใชในปริมาณมากกวา 10 กรัม จะเกิด
อาการของกระเพาะและลําไส. ถาใชในปริมาณมากกวา 30 กรัม สามารถทําใหเกิดแกสในกระเพาะ
และลําไส.  ถามากกวา 40 กรัม ทําใหเกิดอาการทองอืดบวม. ถามากกวา 50 กรัม ทําใหเกิดทองเสีย.   
 
 ปริมาณและการใชแลกโทซูโครส มีประโยชนในรูปของ nutrition supplement และ 
functional food. ปริมาณการใช 4-10 กรัมตอวันและบางคร้ังอาจสูงกวานั้น. ถาใชมากกวา 10 กรัม
ตอวัน ดังนั้นจึงตองคํานึงถึงปริมาณการใชดวย  (www.pdrhealth.com/drug_info). 
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2. วัสดุ อุปกรณและวธิีการ 
 

2.1  วัสดุและอุปกรณ 
 1. ตูปลอดเช้ือ (Laminar flow) 
 2. เคร่ืองเขยาเล้ียงเช้ือ (Shaker) 
 3. ตูบมเช้ือแบบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) 
 4. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
 5. กลองจุลทรรศน (Microscope) 
 6. เคร่ืองวัดความเปนกรด-เบส (pH meter) 
 7. เคร่ือง HPLC  
 8. Column แบบ KR 100-10 NH2, 250 x 4.6 mm., Kromasil Bohus, Sweden 
 9. ถังหมักขนาดตางๆ 
 10. ตูอบฆาเช้ือดวยไอน้ํา  
 11. ตูแชอุณหภูมิตํ่า 
 12. เคร่ืองช่ังไฟฟา 
 13. เคร่ือง Thermal shaker   
 14. เคร่ือง Evaporator 
 15. Centrifuge แบบ Refrigerator 
 16. Sonicator  
 17. ซูโครส   

18. แลกโทซูโครส   
19. กลูโคส 
20. ฟรักโทส 
21. กาแลกโทส 
22. ammonium  sulfate 
23. K2HPO4 
24. KH2PO4 
25. MgSO4 
26. Phosphate buffer (pH 6) 

 27. Acetonitrile 
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2.2  วิธีการ 
2.2.1  การคัดเลือกจุลินทรียท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดส   

 ทําการคัดเลือกจุลินทรียจากวัตถุดิบธรรมชาติท่ีคาดวามีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม
บีตา-ฟรักโทฟูเรนโนซิเดส  ไดแก  นม, นมเปร้ียว, นมขนหวาน, ชีส, แหนม, กุงจอม, เตาเจี้ยว. โดย
มีวิธีการดําเนินการ  ดังนี้. 
 ข้ันท่ี 1  ทําการแยกเช้ือจุลินทรียในหองปฏิบัติการ  โดยนําเช้ือจุลินทรียจากตัวอยางวัตถุดิบ
ธรรมชาติมาเล้ียง  โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือสูตร MRS  Broth  (ตารางท่ี 3) 
 
ตารางท่ี 3.   สวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร  MRS  Broth   
                            หนวย : กรัม/ลิตร 

สวนประกอบ ปริมาณ 
Dextrose 20 
Meat  peptone 10 
Beef  extract 10 
Yeast  extract 5 
Sodium  acetate 5 
Disodium  phosphate 2 
Ammonium  citrate 2 
Tween 80 1 
Magnesium  sulfate 0.1 
Manganese  sulfate 0.05 

 
ข้ันท่ี 2  แยกเช้ือจุลินทรียเปนโคโลนีเดี่ยว  โดยแยกเช้ือลงบน MRS agar หลังจากได

โคโลนีเดี่ยวแลว  นํามาเพิ่มปริมาณเซลลในข้ันตอนตอไป. 
 
ข้ันท่ี 3  ข้ันตอนเพิ่มปริมาณเซลล  โดยใชสารอาหารสูตร Modified  MRS  โดยมีเง่ือนไข

การเพาะเล้ียงจุลินทรีย ดังตอไปนี้: 
- เล้ียงเซลลจนจํานวนเซลลเพิ่มข้ึนจนถึง 0.8 กรัมน้ําหนักแหงตอลิตร. 
- แยกเซลลกับอาหารเล้ียงเช้ือออกจากกันโดยใช centrifuge  ท่ี 10,000 x ก.  เปนเวลา 10 
นาที  อุณหภูมิ 4Oซ.  

- ลางเซลลใหสะอาดดวย phosphate buffer  pH 6  จํานวน 2 คร้ัง. 
- ทําใหเซลลท้ังหมดแตกโดยใช sonicator. 
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- แยกเซลลท่ีแตกแลวหรือตะกอนเซลล  โดยใช centrifuge ท่ี 10,000 x ก.  เปนเวลา 10 
นาที  อุณหภูมิ 4 Oซ.  

- สารละลายสวนใสท่ีไดคือแหลงของเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรนโนซิเดส.   
 

2.2.2 ศึกษาอุณหภูมิและความเปนกรด-เบสท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมบีตา-ฟรักโท
ฟูเรโนซิเดส  (ท่ีไดจากข้ันท่ี 3) 

- ทําการศึกษาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสมโดยใชอุณหภูมิ 40 Oซ.  โดยเลือกใชความเปน
กรด-เบสดังตอไปนี้  4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 และ 8.0  หลังจากท่ีไดทราบขอมูลวาความ
เปนกรด-เบสใดเหมาะสมท่ีสุด  จึงทําการทดลองเพื่อศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุด. 

-  ทําการศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอกิจกรรมของเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดส  โดย
ใชคาความเปนกรด-เบสจากการทดลองท่ีผานมาโดยเลือกใชอุณหภูมิตางๆ ดังตอไปนี้  20, 25, 30, 
35, 40, 45, 50, 55, 60, 65  และ 70 Oซ.  

-  ศึกษา Relative activity ของจุลินทรียท่ีผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดส  โดยศึกษา
การผลิตน้ําตาลซูโครสหลังจากใชอุณหภูมิและ pH ท่ีเหมาะสม  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  โดยการ
คํานวณเปอรเซ็นต Relative  activity  (%)  ไดจากจุลินทรียท่ีผลิตปริมาณแลกโทซูโครสมากท่ีสุด
ใหมีคาเปน 100%  สวนจุลินทรียท่ีผลิตไดปริมาณแลกโทซูโครสนอยกวาจะมีคาสัดสวนท่ีนอยลง
แตกตางกันไป.  

-  ศึกษาชวงเวลาการผลิตแลกโทซูโครสของจุลินทรียท่ีดีท่ีสุด  ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม  
โดยศึกษาปริมาณของฟรักโทส  กลูโคส  แลกโทส  ซูโครส  และแลกโทซูโครส  ทุก 2 ช่ัวโมง   
จนปริมาณตางๆ ไมเปล่ียนแปลง. 
 

2.2.3 ศึกษาผลของแมกนีเซียมซัลเฟตตอการผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดส   
ทําการทดลองโดยการแปรผันความเขมขนของแมกนีเซียมซัลเฟตท่ี  0, 0.1, 0.2, 0.3 และ 

0.4%  (โดยใชซูโครส 1.0%  ยีสต 0.5%). 
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2.2.4  ศึกษาผลของเกลือแอมโมเนียมตอการผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรนโนซิเดส   
การศึกษาผลของเกลือแอมโมเนียม ซ่ึงเปรียบเทียบกับยีสต เอ็กแทร็กตเปนแหลง

ไนโตรเจน  โดยใช (NH4)2SO4 , (NH4)2HPO4  และ NH4NO3,  โดยการศึกษาคร้ังนี้มีท้ังการเติมและ
ไมเติมสารละลายวิตามิน 1.0%  ซ่ึงประกอบดวย  biotin, pyridoxine.HCl, thiamine.HCl, riboflavin, 
p-aminobenzoic acid อยางละ 0.01 กรัมในน้ํากล่ัน 100 มล. (Atkinson และ Mavitune, 1983).  การ
คํานวณปริมาณใชขอมูลดังตอไปนี้  Bacillus  subtilis  มีองคประกอบของไนโตรเจนเทากับ 5.37%  
แสดงวาเซลลหนึ่งกรัมมีสวนประกอบของไนโตรเจนเทากับ 0.0537 กรัม,  เม่ือกําหนดใหผลได
มวลชีวภาพเทากับ 0.39 กรัมเซลล/กรัมซูโครส (จากการศึกษาการเพาะเลี้ยงเบื้องตนในฟลาสก).  
แสดงวาซูโครสหนึ่งกรัมผลิตมวลชีวภาพไดเทากับ 0.39 กรัมเซลล,  ฉะนั้นเม่ือใชซูโครสไป CS 
กรัม  (ในท่ีนี้ CS = 2.5%)  จะไดมวลชีวภาพเทากับ 0.39CS  กรัมเซลล  ซ่ึงคิดเปนสวนประกอบ
ไนโตรเจนเทากับ 0.0209 CS  กรัม (0.0537 x 0.39 CS)  ซ่ึงเปนปริมาณของไนโตรเจนท่ีจะตองได
จากแหลงไนโตรเจนในอาหารเพาะเช้ือ  ไดแก  ยีสตเอ็กแทร็กต (NH4)2SO4 , (NH4)2HPO4  และ 
NH4NO3  ซ่ึงมีสวนประกอไนโตรเจนเทากับ 8.20 (Atkinson และ Mavitune, 1983)  19.81  20.72  
และ  34.17%  ตามลําดับ.  ในทางปฏิบัติเพื่อปองกันภาวะจํากัดของไนโตรเจนที่อาจเกิดข้ึนได
ระหวางการเพาะเล้ียง,  จึงคํานวณใหใชปริมาณแหลงไนโตรเจนเพ่ิมข้ึนอีก 20%  จากปริมาณท่ี
คํานวณได. 

 
2.2.5 การศึกษาการผลิตจุลินทรียในถังหมักระดับหองปฏิบัติการ 

 การเพาะเล้ียงในถังหมัก  เข่ียเช้ือจุลินทรียจากอาหารแข็งท่ีมีอายุ 3-4 วัน  ลงในอาหาร
เหลวปริมาตร 125 มล. (ใชฟลาสกขนาด 250 มล.),  ซ่ึงมีองคประกอบเชนเดียวกับอาหารเพาะเล้ียง
กลาเช้ือขางตน  บมบนเคร่ืองเขยาความเร็ว 280 รอบ/นาที  ท่ีอุณหภูมิ 28 Oซ. เปนเวลา 24 ช่ัวโมง,  
จากนั้นถายโอนลงในอาหารเพาะเช้ืออยางเดียวกันท่ีมีปริมาตรรวมกันเทากับ 250 มล.  ในฟลาสก
ขนาด 500 มล.  บมบนเคร่ืองเขยาความเร็ว 280 รอบ/นาที  ท่ีอุณหภูมิ 28 Oซ. เปนเวลา 24 ช่ัวโมง,  
จากนั้นถายโอนลงในถังหมักท่ีมีปริมาตรรวมกันแลวเทากับ 5 ลิตร  ซ่ึงมีซูโครส 2.5%  ยีสตเอ็ก
แทร็กต  1.5%  แมกนเีซียมซัลเฟต  0.2%  และแอนติโฟม 0.1%  ในสารละลายบัฟเฟอรฟอสเฟต  พีเอส 
6.0  โดยควบคุมพีเอชคงท่ี 6.0  ดวยดางโซเดียมไฮดรอกไซด 2.0 นอรแมล และกรดฟอสฟอริก  2.0 
โมลาร และควบคุมอุณหภูมิใหคงท่ี 28 Oซ.  ภายใตภาวะการใหอากาศ 1vvm  และอัตราการกวน 600 
รอบ/นาที,  เกบ็ตัวอยางทุกๆ 1.5-3 ช่ัวโมง.  ตลอดระยะเวลาการเพาะเล้ียง  เพื่อวเิคราะหหาความ
เขมขนเซลล,  ซูโครส,  กิจกรรมเอนไซม  และแหลงไนโตรเจน. 
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วิธีวิเคราะหคาตางๆ จากการทดลอง 
1)  การวิเคราะหคารโบไฮเดรต 

ความเขมขนของนํ้าตาลชนิดตางๆ  (galactose, glucose, fructose, lactose, sucrose และ 
lactosucrose  วัดความเขมขนโดย HPLC  โดยใชเคร่ืองตรวจจับสัญญาณแบบ retractive index, 
คอลัมนแบบ Kromasil amine column (KR-100 NH2 250 x 4.6 mm.)  และ eluted ท่ี 40 องศา-
เซลเซียส ดวย 80% (ปริมาตร/ปริมาตร) acetonitrile อัตรา 1 มิลลิลิตร/นาที. 

2) วเิคราะหความเขมขนเซลล  วเิคราะหเปนน้ําหนักแหงเซลล  โดยวิธีอบท่ีอุณหภูมิ 105Oซ. 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง.   

3) วิเคราะหความเขนขนซูโครส วิเคราะหดวยวิธีฟนอล-ซัลฟวริก (Dobois et al. 1956)  
โดยใชซูโครสเปนน้ําตาลมาตรฐานท่ีระดบัความเขมขนต้ังแต 0-100 ไมโครกรัม/มล. 

4)  วิเคราะหกิจกรรมเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดส  สามารถวิเคราะหไดจากการนิยาม
หนึ่งหนวยเอนไซมใหเทากับปริมาตรของกลูโคส 1 ไมโครโมลตอนาที  ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาเอนไซม
ภายใตสภาวะที่กําหนดคือ  พีเอช 6.0  อุณหภูมิ 60 Oซ. ระยะเวลา 10 นาที,  หยุดปฏิกิริยาเอนไซม
โดยการเติมสารละลาย DNS  และตมในน้ําเดือด 100 Oซ.  เปนเวลา 5 นาที  และวัดปริมาณกลูโคสท่ี
เกิดข้ึนจากปฏิกิริยาเอนไซม โดยการวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซดวยสารละลาย 3,5 dinitrosalicylic acid 
(Borel et al. 1952)  กิจกรรมเอนไซมนอกเซลลจะวิเคราะหเฉพาะสวนใสของน้ําหมักหลังการกรอง   
สวนกิจกรรมเอนไซมในเซลลจะวิเคราะหเฉพาะสวนของเซลลท่ีผานการกรอง โดยนําเซลลลาง
ดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรกอนทําใหเซลลแตก  ดวยการแชแข็งและละลายซํ้าจํานวน 2 คร้ัง  พรอมกับ
ใช  Sonicator.     

5) วิเคราะหความเขมขนไนโตรเจน โดยประยุกตวิธีการหาแอมโมเนียมของ Weatherburn 
(1967) โดยใชไดแอมโมเนียมซัลเฟต, ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต และแอมโมเนียมไน-
เทรตเปนสารมาตรฐาน  ซ่ึงมีความเขมขนต้ังแต 0-40 ไมโครกรัม/มล.  สวนความเขมขนไนโตรเจน
จากยีสตเอ็กแทร็กตวิเคราะหดวยวิธี Ninhydrin (Moore and Stein 1954) โดยใชยีสตเอ็กซแทรกต  
(ความเขมขน 0-200 มิลลิกรัม/มล.)  เปนสารมาตรฐาน.     
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3. ผลการทดลองและวิจารณ 
 

3.1  การคัดเลือกจุลินทรยีท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดส   
จากตัวอยางอาหารท้ังหมด, แยกเปนเช้ือบริสุทธ์ิไดท้ังหมด 148 ไอโซเลต จาก 148 ไอโซ-

เลต. นํามาศึกษาถึงการทดสอบการใชน้ําตาลแลกโทส พบวา มีเพยีง 12 ไอโซเลตเทานั้นท่ีใช
น้ําตาลแลกโทสได, ไดถูกนํามาทดสอบการสรางเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดส  พบวา มีเพยีง 9 
ไอโซเลตท่ีมีการสรางเอนไซมดังกลาว. โดยสารละลายท่ีใชทดสอบกจิกรรมเอนไซมบีตา-ฟรักโท-
ฟูเรโนซิเดส คือ ซูโครส 0.1 โมลาร, แลกโทส 0.1 โมลาร. โดยนําสารละลายจากการทําใหเซลล
แตกมาทดสอบในปริมาณ 2% (w/v) ในฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 50 มิลลิโมลาร. หลังจากนัน้ 
นําเช้ือท้ังหมดมาศึกษากจิกรรมของเอนไซม พบวา Bacillus subtilis  SM12 เปนแบคทีเรียท่ีสราง
เอนไซมท่ีสังเคราะหฟรักโท-โอลิโกแซ็กคาไรดคือ แลกโทซูโครส ซ่ึงเจริญเติบโตไดดีในอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีมีซูโครสเปนองคประกอบ. สอดคลองกับรายงานของ Park et al. (2005) ท่ีรายงานวา
สามารถแยกเช้ือจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการสังเคราะหแลกโทซูโครสได. ในขณะท่ีกอนหนา
นั้น Hidaka et al. (1988) ไดรายงานการคนพบเช้ือราท่ีมีความสามารถเดียวกัน ไดแก Aspergillus 
niger ATTC 20611 ท่ีสามารถสังเคราะหฟรักโท-โอลิโกแซ็กคาไรดไดดี เม่ือเจริญเติบโตในอาหาร
ท่ีมีซูโครส, Bacillus subtilis  SM12  มีอัตราการผลิตเอนไซม (productivity) ท่ีสูงสุดอีกดวย. 
นอกจากนี้ ยังพบวา เอนไซมท่ีสกัดออกมาสามารถ transfructosylation ไดดีท่ีสุดท่ีความเปนกรด-
เบส ท่ี 6.0 และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมคือ 50Oซ. ในขณะท่ี เช้ือท่ีใชในกระบวนการ transfructosylation 
ไดดีเปนอันดบัรองลงมา ไดแก เช้ือ Bacillus subtilis ML 7 ซ่ึงแยกไดจากนมท่ีมีคุณสมบัติในการ
สรางเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดส แสดงดังรูปท่ี 2, 3 และ 4. 
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รูปท่ี 2.  ตัวอยางอาหารท่ีใชแยกเชื้อจุลินทรียท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมบีตา- 

                        ฟรักโทฟูเรนโนซิเดส. 
 

 
 

รูปท่ี 3.  เชื้อจุลินทรียบางสวนท่ีแยกไดจากตัวอยางอาหารชนิดตางๆ. 



 26 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.  เชื้อจุลินทรีย Bacillus subtilis  SM12  ท่ีแยกไดจากนมขนหวาน. 

 
3.2  อุณหภมูแิละความเปนกรด-เบสท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมบีตา-ฟรักโท-
ฟูเรโนซิเดสและปริมาณแลกโทซูโครสท่ีเกิดขึ้น 

3.2.1 การศึกษาอุณหภูมิและความเปนกรด-เบสที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมบีตา-ฟรักโท- 
ฟูเรโนซิเดส 
 การผลิตแลกโทซูโครสในสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดทดสอบได โดยการใชเซลลท้ังหมดของ
จุลินทรียท้ัง 9 ไอโซเลต ดังท่ีกลาวมา (ดังตารางท่ี 4). การศึกษากจิกรรมของเอนไซม จากชวงความ
เปนกรด-เบส 4.0-5.0, โดยมีคาเพิ่มข้ึนข้ันละ 0.5  และชวงอุณหภูมิท่ี 20-70 Oซ. โดยมีคาเพิ่มข้ึนข้ัน
ละ 10 Oซ.  จากจุลินทรียท้ังหมด 9 ไอโซเลต สามารถผลิตแลกโทซูโครสไดในชวงคาความเปน
กรด-เบสเทากบั 6.0 (ตารางท่ี 4). สวนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการผลิตแลกโทซูโครสอยูในชวง 40-
50 Oซ.   
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ตารางท่ี 4.  คาความเปนกรด-เบส และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมบีตา-ฟรักโท- 
                  ฟูเรโนซิเดส ท่ีแยกจากจุลินทรีย 12 สายพนัธุ 

ชนิดของจุลินทรียท่ีผลิตเอนไซม คาความเปนกรดดาง อุณหภูมิ 
Bacillus subtilis (SM 12) 6.0 50 
Bacillus subtilis (ML 7) 6.0 50 
Bacillus subtilis (CH 5) 6.0 40 
Bacillus sp. (FP 14) 6.0 50 
Padiococcus sp. (FS 28) 6.0 50 
Lactobacillus plantarum (DY 2) 6.0 40 
Aspergillus niger (SC 11) 6.0 40 
Aspergillus niger (ML 21) ไมพบ ไมพบ 
Aspergillus niger (CH 9) 6.0 50 
Rhizopus sp (SP 2) ไมพบ ไมพบ 
Saceharomyces cerevisiae (Y 90) ไมพบ ไมพบ 
Aspergillus niger (TISTR) 6.0 50 

 
3.2.2  การผลิตแลกโทซูโครส Bacillus subtilis SM12 ภายใตความเปนกรด-เบสท่ี 6.0 และ

อุณหภูมิ 50 Oซ. 
แลกโทซูโครสผลิตข้ึนโดยจุลินทรียโดยการใชซูโครสความเขมขน 0.1 โมลารและแลก

โทสความเขมขน 0.1 โมลาร (ตารางท่ี 5). จากจุลินทรียท้ัง 9 ไอโซเลต พบวา Bacillus subtilis 
SM12 มีการผลิตแลกโทซูโครสมากท่ีสุดคือ 14 กรัม/ลิตร, ท่ีคาความเปนกรด-เบส 6.0 และอุณหภมิู 
50Oซ. Choi et al. (2004) ไดรายงานวา มีการผลิตแลกโทซูโครสท่ีมากท่ีสุด ซ่ึงผลิตไดจาก 
Paenibacillus  polymyxa. โดยสารละลายที่ใชทดสอบคือ  แลกโทส 225 กรัม/ลิตร รวมกับซูโครส 
225 กรัม/ลิตร, ซ่ึงเปนความเขมขนเดียวกนักับชวงเวลาของการผลิตแลกโทซูโครส โดยใช Bacillus 
subtilis SM12 เล้ียงในสภาวะท่ีเหมาะสมภายใตสภาวะดังกลาว สามารถผลิตแลกโทซูโครสได 180 
กรัม/ลิตร ภายในเวลา 10 ช่ัวโมง. ดังนั้น อัตราการผลิตเอนไซมคือ 18 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง. ถาปลอย
ปฏิกิริยาใหเกดิข้ึนตอไปนานกวานี้ ระดับของแลกโทซูโครสจะยังคงที่. จากผลการทดลองนี้ แสดง
ใหเห็นวา แลกโทซูโครสท่ีเกิดข้ึนโดยกระบวนการ transglycosylation ของเอนไซมบีตา-ฟรักโท
ฟูเรโนซิเดสไมสารารถแตกสลายพันธะของน้ําตาลซูโครสไดอีก, ดังนัน้ ระดับน้ําตาลแลกโทซูโครส 
จะมีระดับคงท่ี.    ความเขมขนของแลกโทซูโครสท่ีไดจากการทดลองนีสู้งกวาในรายงานของ Piligrim 
et al. (2001) ซ่ึงรายงานวา Arthrobacter sp K1 มีความสามารถในการผลิตแลกโทซูโครสมากกวา 
100 กรัม/ลิตร. 
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ตารางท่ี 5.  กิจกรรมของการผลิตแลกโทซูโครสในสภาวะที่เหมาะสม 
ชนิดของจุลินทรียท่ีผลิตเอนไซม เอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดส 

Bacillus subtilis (SM 12) 100 
Bacillus subtilis (ML 7) 92 
Bacillus subtilis (CH 5) 87 
Bacillus sp. (FP 14) 55 
Padiococcus sp. (FS 28) 18 
Lactobacillus plantarum (DY 2) 41 
Aspergillus niger (SC 11) 26 
Aspergillus niger (ML 21) ไมพบ 
Aspergillus niger (CH 9) 25 
Rhizopus sp (SP 2) ไมพบ 
Saceharomyces cerevisiae (Y 90) ไมพบ 
Aspergillus niger (TISTR) 12 

 

3.3  ผลของแมกนีเซียมซัลเฟตตอการผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดส   
 แมกเนเซียมมีผลตอการสังเคราะหผนังเซลลของรา (Burnett and Trinci 1979) ซ่ึงมีผลตอ
การสรางเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดสที่อยูภายในเซลล. นอกจากนี้ Jung et al. (1987) ยังได
เปรียบเทียบแหลงของเกลือแรตางๆ  พบวา เกลือแมกเนเซียมซัลเฟตใหผลดีท่ีสุดตอการสังเคราะห
เอนไซมฟรักโทซิลทรานสเฟอเรสใน Aurebasidium pullulans  KF cc 10245. ดังนั้น จึงหาระดับ
ของแมกเนเซียมท่ีเหมาะสมตอการสรางเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดสใน Bacillus subtilis 
SM12. ไดทดลองโดยทําการผันแปรความเขมขนของแมกเนเซียมซัลเฟตต้ังแตระดับ 0.0–0.5% เพื่อ
ศึกษาความผันแปรของกิจกรรมของเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดสใน Bacillus subtilis  SM12. 
   
 จากผลการศึกษา พบวา การเพิ่มปริมาณเกลือแมกเนเซียมมีผลใหอัตราของเอนไซมบีตา-
ฟรักโทฟูเรโนซิเดสระหวางภายนอกเซลลและภายในเซลลลดลงเพียง 50 เปอรเซ็นต ท่ีความเขมขน
ของแมกเนเซียมซัลเฟตรอยละ 0.4. ในขณะท่ีเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดสทั้งหมดเพิ่มข้ึนปน 
1.14 เทา (รูปท่ี 5). จากผลการทดลอง พบวา จุลินทรียมีความสามารถในการปลดปลอยเอนไซม
บีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดสที่สังเคราะหข้ึนภายในเซลลออกสูนอกเซลลลดลง, ในขณะท่ีเอนไซม
ภายในเซลลสูงข้ึน. นอกจากนี้ เกลือแมกเนเซียมยังชวยเพ่ิมปริมาณการผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโท-
ฟูเรโนซิเดสท้ังหมดเพิ่มข้ึน. ผลการทดลองของ Jung et al. (1987) แสดงใหเห็นถึงการเพิ่มความ
เขมขนของเกลือแมกเนเซียมจากรอยละ 0.05–0.2 ทําใหเอนไซมภายในเซลลสูงข้ึนรอยละ 140, แต
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ไมมีผลกระทบตอการผลิตเอนไซมท้ังหมดในทางลดลง   และเม่ือเพิ่มปริมาณความเขมขนเกลือ
แมกเนเซียมเพิ่มข้ึนสูงกวารอยละ 0.4, เอนไซมภายในเซลลกลับมีแนวโนมคงท่ีไมเปล่ียนแปลง. 
 
 จากการทดลองนี้ จึงไดเลือกปริมาณตวามเขมขนของเกลือแมกเนเซียมซัลเฟตเหมาะสมตอ
การเพาะเล้ียงเช้ือ Bacillus subtilis SM12 เทากับรอยละ 0.4 เนื่องจากเปนความเขมขนท่ีทําใหการ
ผลิตเอนไซมท้ังหมดเพ่ิมข้ึน 1.13 เทา และมีผลกระทบตอการปลดปลอยเอนไซมออกนอกเซลลไม
มากนัก (อัตราสวนลดลงเหลือรอยละ 49).  ดังนั้น จึงไดมีการปรับปรุงสูตรอาหารใหมโดยมีการ
เพิ่มแมกเนเซียมซัลเฟตเปนรอยละ 0.4 (ดังตารางท่ี 6). 
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รูปท่ี 5.  ผลของแมกนีเซียมซัลเฟตตอการผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟเูรโนซิเดส. 
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ตารางท่ี 6.  ผลของแมกเนเซียมซัลเฟตตอการผลิตเอนไซมภายนอกเซลล/การผลิตเอนไซมภายใน

เซลลและรีเลทีฟเอนไซมแอกทิวิตีของเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดส  โดย Bacillus 
subtilis SM12 

Enzyme activity 
MgSO4 (%) 

Uex/Uin Relative activity 
0 0.99 1.00 

0.1 0.82 0.95 
0.2 0.73 1.11 
0.3 0.68 1.13 
0.4 0.49 1.14 
0.5 0.5 1.13 

 
หมายเหตุ  :  Uex คอื  การผลิตเอนไซมภายนอกเซลล 

   Uin  คือ  การผลิตเอนไซมภายในเซลล 

 

3.4  ผลของเกลือแอมโมเนียมตอการผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรนโนซิเดส   
 การทดลองนี้เปนการศึกษาถึงการใชเกลือแอมโมเนียม 3 ชนิด เปนแหลงไนโตรเจน
ทดแทนยีสตเอกซแทรกต ซ่ึงปกติแลวใชในอาหารเล้ียงเชื้อ  และศึกษาผลของเกลือแอมโมนียม
ชนิดตางๆ ท่ีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดส โดย Bacillus 
subtilis  SM12.   
 
 จากผลการทดลอง (รูปท่ี 6, รูปท่ี 7 และรูปท่ี 8) พบวา เกลือแอมโมเนียมท้ัง 3 ชนดิ ท่ีใช
ทดสอบไมเหมาะสมท่ีจะใชทดแทนยีสตเอกแทรกต เนือ่งจากจะทําใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ
ลดลง, ตลอดจนไดอัตราการผลิตเอนไซมตํ่าลง. เม่ือใชยีสตแอกแทรกตและเติมสารละลายวิตามิน 
จะไดอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ 0.0267 กรัม/ช่ัวโมง, ไดปริมาณเอนไซม 6.22x103 หนวย/กรัม
ซูโครส และอัตราการผลิตเอนไซม 3.75 หนวย/กรัมเซลล/ช่ัวโมง สูงสุด. การเติมวิตามินสามารถ
เพิ่มการเจริญเติบโตและสงเสริมการผลิตเอนไซมใหดีข้ึนในทุกกรณีของการศึกษาคร้ังนี้.   
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รูปท่ี 6.  การเปรียบเทียบแหลงไนโตรเจนโดยใชเกลือแอมโมเนียมรวมกับการเติมสารละลายวิตามิน

ท่ีมีผลตอการเจริญเติบโตของ  Bacillus subtilis SM 12.  

0

5

10

15

20

25

30

35

40

0 12 24 36 48 60 72 84Times (hrs.)

Sucrose conc. (g/L)

Yeast Extract Yeast Extract+Vitamin (NH4)2SO4 (NH4)2SO4+Vitamin

(NH4)2HPO4 (NH4)2HPO4+Vitamin NH4NO3 NH4NO3+Vitamin

 
รูปท่ี 7.  การเปรียบเทียบแหลงไนโตรเจนโดยใชเกลือแอมโมเนียมรวมกับการเติมสารละลายวิตามิน

ท่ีมีผลตอการใชน้ําตาลซูโครสของ  Bacillus subtilis SM 12.  
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รูปท่ี 8.  การเปรียบเทียบแหลงไนโตรเจนโดยใชเกลือแอมโมเนียมรวมกับการเติมสารละลายวิตามิน

ท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟเูรโนซิเดส.   
 

3.5  การศึกษาการผลิตจุลินทรียในถังหมักระดับหองปฏิบัติการ 
การศึกษาการผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดส  ในถังหมักยังคงใชสูตรอาหารเดิมคือ 

ใชยีสตเอกซแทรกตเปนแหลงไนโตรเจน แตไมมีการเติมสารละลายวิตามินเพิ่ม, เนื่องจากอุตสาห-
กรรมการผลิตเช้ือจุลินทรียมีความจําเปนตองเติมวิตามิน ซ่ึงจะทําใหตนทุนการผลิตสูงข้ึน.   

 
จากการศึกษาเบ้ืองตนของการผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดสในถังหมักขนาด 5 ลิตร 

เพื่อศึกษาการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซมในสภาวะท่ีสามารถควบคุมปจจัยตางๆ ไดอยางแมนยาํ 
ภายใตการควบคุมอยางตอเนื่อง, ไดแก คาความเปนกรด-เบส 5.0, ภายใตการเติมอากาศท่ีเพียงพอ
ตอการเพาะเล้ียงแบบใชออกซิเจน  เพื่อจะให Bacillus subtilis SM12 ผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเร
โนซิเดส ท้ังภายในแซลลและปลดปลอยออกมาภายนอกเซลล.   

 
ผลการศึกษาแสดงใหเห็นวา การเพาะเล้ียง Bacillus subtilis SM12 ในถังหมัก ทําใหอัตรา

การเจริญเติบโตเพิ่มข้ึนเปน 0.0414 กรัม/ชม.  ซ่ึงสูงกวาการเล้ียงในฟลาสกมาก, รวมท้ังไดเอนไซม
บีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดส 70.11 หนวย/กรัมซูโครส และอัตราการผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโน
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ซิเดส 1.82 x 103 หนวย/กรัมเซลล/ชม. สูงข้ึน (ตารางที่ 7). จากการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา การ
ควบคุมการเล้ียงเช้ือภายใตสภาวะดังกลาวอยางแมนยํา จะชวยใหอัตราการเจริญเติบโตและอัตรา
การผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดสเพ่ิมข้ึนไดเปนอยางมาก. 
 
ตารางท่ี 7. การเปรียบเทียบการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดส ระหวาง

การเพาะเลี้ยงเชื้อแบบเขยาขวดและแบบการเพาะเล้ียงแบบ fermenter ของ  Bacillus 
subtilis  SM12      

 
Parameter Shaking flask fermenter 

Specific growth rate (g/h) 0.0224 0.0414 
Enzyme activity (103 U/g) 6.19 70.11 

 
 
 



 34 

4. สรุปผลการทดลอง 
 

1. จากการคัดเลือกจุลินทรียท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรนโนซิเดส 
ในตัวอยางอาหารท้ังหมดแยกเปนเช้ือบริสุทธ์ิไดท้ังหมด 148 ไอโซเลต พบวา มีเพียง 9 ไอโซเลต ท่ี
มีการสรางเอนไซมดังกลาว. หลังจากนั้น นําท้ัง 9 ไอโซเลต มาศึกษากิจกรรมของเอนไซม พบวา 
Bacillus subtilis  SM 12 ซ่ึงแยกไดจากนมขนหวาน ตรวจพบการผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโน
ซิเดส ไดมากท่ีสุด. 

 
2. อุณหภูมิและคาความเปนกรด-เบสท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมบีตา-ฟรักโท-

ฟูเรโนซิเดสจาก  Bacillus subtilis  SM 12 คือ ความเปนกรด-เบสท่ี 6.0 และอุณหภูมิ 50°ซ. 
 
3. ระดับของแมกเนเซียมซัลเฟตท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดส 

ท้ังภายนอกและภายในเซลล (ปริมาณเอนไซมรวม) คือ รอยละ 0.4 ในอาหารเล้ียงเช้ือ. 
 

4. ผลของเกลือแอมโมเนียมตอการผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรนโนซิเดส พบวา จากการ 
ศึกษาเกลือแอมโมเนียม 3 ชนิด ท้ัง  (NH4)2SO4 ,   (NH4)2  HPO4 และ NH4NO3 ไมเหมาะสมท่ีจะใช
ทดแทนยีสตแอกแทรกซ.   
 

5. การเพาะเล้ียงจลิุนทรียในถังหมักระดับหองปฏิบัติการ ทําใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ 
และปริมาณเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดส เพิ่มข้ึน. 
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5.  ผลการศกึษาเบ้ืองตนทางดานตลาดและผลกระทบโครงการ 
 
ผลกระทบดานเศรษฐกิจ 

1. ลดการนําเขาสารใหความหวานซ่ึงมีราคาแพงจากตางประเทศ. 
2. ถาสงเสริมใหเกิดเปนอุตสาหกรรมภายในประเทศจะสงผลใหผูบริโภคสารมารถ

บริโภคสารใหความหวานในราคาท่ีตํ่าลง. 
3. อุตสาหกรรมท่ีผลิตอาหารและเคร่ืองดื่มสามารถใชสารใหความหวาน : แลกโทซูโครส 

เปนสวนประกอบทดแทนนํ้าตาลได.   
 

ผลกระทบดานสังคม 
1. เปนทางเลือกสําหรับผูบริโภคสารใหความหวานท่ีไมใหพลังงาน  เพือ่หลีกเล่ียง

ภาวะการมีน้ําตาลมากเกินไป  ซ่ึงเปนสาเหตุของโรคอวน, โรคทันตกรรม, โรคเบาหวาน, เปนตน. 
2. เปนการใชทรัพยากรทางชีวภาพของประเทศใหเกิดประโยชนทางโภชนาการ. 

 

ผลกระทบดานสังคม 
1. เปนเทคโนโลยีท่ีไมสงผลกระทบตอส่ิงแวดลอม. 
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6.  ขอเสนอแนะ 
 

1. การพัฒนาจุลินทรียใหสามารถเพ่ิมปริมาณการผลิตเอนไซมบีตา-ฟรักโทฟูเรโนซิเดส
ไดมากข้ึน ทําไดโดยใชใชเทคโนโลยีทางพันธุวิศวกรรม, ซ่ึงจะเปนประโยชนตอการผลิตเชิง
การคา.   

2. อุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลทรายสามารถใชเทคโนโลยีการผลิตแลกโทซูโครสเปน
สารใหความหวาน  ซ่ึงมีมูลคาสูงกวาน้ําตาลทราย.     

3. อุตสาหกรรมผลิตอาหารและเคร่ืองดื่มสามารถใชสารใหความหวาน : แลกโทซูโครส 
เปนสวนประกอบทดแทนน้ําตาลทราย.   
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