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ABSTRACT 
 
 

This study  aimed to evaluate the potential use of Thai rice for the 
production of prebiotic oligosaccharides through fungal fermentation.  Solid-state 
fermentations (SSF) of two rice varieties, glutinous  rice RD6 and jasmine rice KDM 
105 with two strains of fungi, Aspergillus oryzae TISTR 3108 and Amylomyces rouxii 
TISTR 3182 were compared. The results showed that in all cases, the maximum 
values of amylolytic activity and total reducing sugar were observed  using rice in SSF 
with initial moisture content of 70% and inoculated with the inoculum size of 107 
spores/g . The optimal conditions of SSF were performed at initial pH 6 and 30 °C for 
5 days. SSF of waxy rice RD6 with Aspergillus oryzae produced highest concentrations 
of isomalto-oligosaccharides which consisted of isomaltose (38 g/l), panose (8 g/l) 
and isomaltotriose (6 g/l).  After fermentation, mash was used to further hydrolyse 
the remaining starch in rice slurry. The subsequent rice syrup contained higher 
amounts of isomaltose, panose and isomaltotriose with the values of 44, 10 and 7 
g/l respectively. The productivity of isomalto-oligosaccharides could be improved by 
transglucosidase activity. The concentration of isomalto-oligosaccharides increased by 
21%. The prebiotic isomalto-oligosaccharide syrup could be pasteurised and 
maintained at 0-4 °C for more than 2 months. 
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การวิจัยและพัฒนาการผลิตโอลิโกแซ็กคาไรด์พรีไบโอติก 
จากพืชเศรษฐกิจของไทย 

 
เปรมสุดา  สมาน1,  ศิรธิรรม  สิงห์โต1,  ลาวัลย์  ชตานนท์1, บัณฑิต  ฝั่งสนิธุ์1 

และ สุภาพ อัจฉริยศรพีงศ์1 
 
 

บทคัดย่อ 
 
 

งานวิจัยน้ีได้ทําการศึกษาการผลิตโอลิโกแซ็กคาไรด์พรีไบโอติกจากข้าวไทยโดยใช้
กระบวนการหมักแบบแห้ง (solid-state fermentation), เปรียบเทียบระหว่างเช้ือรา 2 สายพันธ์ุ คอื 
Aspergillus oryzae TISTR 3108 และ Amylomyces rouxii  TISTR 3182,   ข้าวไทยที่ใช้เป็น
วัตถุดิบในการหมักประกอบด้วยข้าวเหนียว  กข 6  และข้าวเจ้าหอมมะลิ 105.  ผลการทดลองพบว่า 
สภาวะที่เหมาะสมของการหมักแบบแห้งที่ให้ค่า amylolytic activity  และน้ําตาลรีดิวซ์สูงสุด เมื่อ
หมักข้าวที่มีความช้ืน 70%,  ค่า pH เริ่มต้นที่ 6 และใช้หัวเช้ือสปอร์ความเข้มข้น 107 สปอร์ต่อกรัม, 
โดยบ่มเลี้ยงที่  30 °ซ.  เป็นเวลา 5 วัน,   ข้าวเหนียวที่หมักด้วย Aspergillus oryzae จะให้ปริมาณ 
prebitoic isomalto-oligosaccharides ประกอบด้วย isomaltose, panose และ 
isomaltotriose สูงสุด โดยมีค่า 38  กรัม/ลิตร, 8 กรัม/ลิตร และ 6 กรัม/ลิตร ตามลําดับ.  เมื่อ
สารละลายข้าวเหนียวหมักผ่านกระบวน การย่อยแป้งที่เหลือ (mashing) จะทําให้มีปริมาณ 
isomaltose, panose และ isomaltotriose เพ่ิมขึ้นโดยมีค่าเท่ากับ 44  กรัม/ลิตร, 10 กรัม/ลิตร 
และ 7 กรัม/ลิตร ตามลําดับ, และเมื่อผ่านกระบวนการ ทรานกลูโคซิเลชัน (transglucosylation) 
สารละลายข้าวเหนียวที่ได้จะมีปริมาณ isomaltose, panose และ isomaltotriose เพ่ิมขึ้นถึง 
21%,  สารละลาย prebiotic isomalto-oligosaccharides เมื่อผ่านการฆ่าเช้ือแบบพลาสเจอร์ไรส์
และเก็บที่อุณภูมิ 0-4 °ซ. จะสามารถเก็บรักษาได้มากกว่า 2  เดือน.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1ฝ่ายวิทยาศาสตร์ชีวภาพ, สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) 



 3 

1. บทนํา 
 

ปจจุบันอุตสาหกรรมอาหารในประเทศไทยไดมีการพัฒนาเพ่ือตอบสนองความตองการ
ของผูบริโภค โดยเฉพาะอาหารท่ีชวยเสริมสุขภาพปองกันและรักษาโรค  หรือมีสวนชวยในการ
ควบคุมน้ําหนัก,  ปรับสมดุลในระบบทางเดินอาหาร, เพิ่มปริมาณกากอาหาร และชวยในการ
ขับถาย. อาหารเสริมสุขภาพท่ีกําลังเปนท่ีนิยมสวนใหญจะผลิตจากพืช ผัก และผลไม เนื่องจากเปน
แหลงของคารโบไฮเดรต, ไฟเบอร, วิตามิน และเกลือเเร. พืชเศรษฐกิจท่ีนํามาใชในอุตสาหกรรม
อาหารเพื่อสุขภาพ ไดแก ขาว, ออย, มันสําปะหลัง และขาวโพด เปนตน. 

 

ขาวเปนพืชเศรษฐกิจของไทยท่ีสําคัญ  และมีคุณคาอาหารสูง เนื่องจากเปนแหลง
คารโบไฮเดรต, โปรตีน, ไขมัน และวิตามินบี  (Dendy 2001), ขาวมีคุณสมบัติท่ียอยงาย ปราศจาก
สารกลูเทนท่ีทําใหเกิดอาการแพ   จึงสามารถนํามาใชเปนอาหารและผลิตภัณฑตางๆ มากมาย (FAO 
2004).  ขาวแตละสายพันธุจะมีองคประกอบของแปงคือ อะไมโลส (amylose) และอะไมโลสเพกทิน 
(amylopectin) แตกตางกัน จึงทําใหขาวแตละชนิดมีคุณสมบัติแตกตางกันออกไป (Zhou et al. 
2002). ขาวสามารถแบงกลุมตามองคประกอบของอะไมโลส และอะไมโลสเพกทินไดสองกลุม
ใหญ  คือ  ขาวเจาและขาวเหนียว,  ขาวเจาจะมีอะไมโลสเปนองคประกอบประมาณ 25 % สวน    
ขาวเหนียวจะมีอะไมโลสอยูเพียง 0-2 % (Juliano 1994).  

 

 ขาวมีคุณสมบัติท่ีดีในการผลิตเปนอาหารตางๆ เนื่องจากเปนแหลงคารโบไฮเดรตท่ีสําคัญ, 
ขาวกลอง (brown rice) จะมีคุณคาอาหารสูงมากกวาขาวขัดขาว (polished rice) เนื่องจากเยื่อหุม
เมล็ดขาว หรือช้ันรํา (bran) จะมีสารอาหารท่ีมีประโยชน ไดแก โปรตีน, กรดแอมิโน, ไขมัน, 
วิตามินบี,  แอนติออกซิแดนต และสารท่ีใหเยื่อใยท่ีเปนประโยชน (dietary fiber), ซ่ึงวงการแพทย
รายงานวาเยื่อใยเหลานี้มีสวนชวยปองกันการเกิดมะเร็งลําไสใหญและกระเพาะอาหาร และความ
ดันโลหิต (Ardiansyah et al. 2006; Cai et al. 2005).  อยางไรก็ตาม ผูบริโภคยังเลือกท่ีจะบริโภค
ขาวขัดขาว เนื่องจากขาวกลองจะมีความแข็ง ไมนุมเหมือนขาวขัดขาว, อาหารท่ีผลิตจากขาวขัดขาว
จึงใหพลังงานสูงจากคารโบไฮเดรตเพียงอยางเดียว.  

 

เพื่อเพิ่มคุณคาทางอาหารของขาว และพัฒนาอาหารเพ่ือสุขภาพท่ีผลิตจากขาวไทย 
คณะผูวิจัยจึงไดพัฒนากระบวนการแปรรูปอาหารจากขาว เปนอาหารเสริมสุขภาพพรีไบโอติก,  
เนื่องจากขาวเปนแหลงคารโบไฮเดรตท่ีดีเยี่ยมและราคาถูก,  สามารถนํามาพัฒนาเพื่อเพิ่มคุณคา 
ทางอาหาร โดยนํามาเปนวัตถุดิบในการผลิตสารเสริมสุขภาพพวก oligosaccharides เชน         
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malto-oligosaccharides และ isomalto-oligosaccharides (Nakakuki 1993; Nakakuki 2002), 
โดยเฉพาะสาร isomalto-oligosaccharides มีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติก (Mizubuchi et al. 2005; 
Thitaram et al. 2005),  นอกจากนี้ isomalto-oligosaccharides ยังชวยปองกันฟนผุ และรักษาสมดุล
ของระบบทางเดินอาหาร โดยเพิ่มจํานวนจุลินทรียท่ีมีประโยชนในลําไส เชน Bifidobacterium  
spp. และ Lactobacillus spp. และยับยั้งการเจริญของเช้ือกอโรคตางๆ ในระบบทางเดินอาหาร 
(Dikeman, Murphy and Fahey 2006; Fooks, Fuller and Gibson 1999; Gibson 2004; Mussatto and 
Mancilha 2007),  isomalto-oligosaccharides สามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหารตางๆ 
โดยเฉพาะอยางยิ่งอาหารเพื่อสุขภาพหลายประเภท เชน อาหารสําหรับเด็กออน, ผูสูงอายุ,  ผูปวยท่ี
อยูในระยะพักพื้น และผูปวยเบาหวาน รวมท้ังอาหารควบคุมน้ําหนัก  อาหารที่ตองการแคลอรีตํ่า,  
นอกจากนี้ยังเปนสวนประกอบท่ีสําคัญในการผลิตยาตางๆ. สวน malto-oligosaccharides เปนสาร
ใหความหวานท่ีใชในอุตสาหกรรมอาหารและ เคร่ืองดื่ม,  สามารถควบคุมจํานวนเช้ือกอโรคตางๆ 
ในลําไสได เชน Clostridium perfringens (Nakakuki 1993). 
 

การผลิต prebiotic isomalto-oligosaccharide ในระดับอุตสาหกรรมจะใชแปงขาวโพดเปน
วัตถุดิบในการผลิต, โดยใชวิธีตรึงเอนไซมในการหมักแบบสองข้ันตอน (two stage reactor), 
หลังจากนั้นสารละลายน้ําตาลจะกลายเปนวัตถุดิบในการผลิตดวยปฏิกิริยาทรานกลูโคซิเลชันของ 
-glucosidase (Nakakuki 2002), อยางไรก็ตาม สารละลาย isomalto-oligosaccharide ท่ีผลิตไดนั้น 
มีความบริสุทธ์ิเพียง 40%. 
  

ดังนั้น ในการดําเนินงานของโครงการจึงไดพัฒนารูปแบบการผลิต prebiotic isomalto-
oligosaccharide, โดยเนนไปท่ีการยอยแปงท่ีมีประสิทธิภาพในกระบวนการหมักแบบแหง (solid-
state fermentation), โดยใชเช้ือราสองสายพันธุ คือ Aspergillus oryzae และ Amylomyces rouxii.    
น้ําหมักท่ีไดจากการหมักขาวท่ีสมบูรณจะประกอบไปดวยโมเลกุลน้ําตาล เชน glucose, malto, 
oligosaccharides และ isomalto-oligosaccharides.  
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2. วัสดุ  อุปกรณ  และวธิีการ 
 

2.1  สายพันธุจุลินทรีย  
 

จุลินทรียท่ีใชในการทดลองประกอบดวย Aspergillus oryzae TISTR 3108  และ 
Amylomyces rouxii TISTR 3182  
 
 

           ก) 
 
 
 
 
         
 
 
 

 
 

ข) 

 
 
 
 
 
 
 

                 รูปท่ี 1.  สายพันธุจุลินทรียท่ีใชในการทดลอง  

             ก)  Aspergillus oryzae TISTR 3108   ข) Amylomyces rouxii TISTR 3182  
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2.2  วัตถุดิบในการทดลอง 
วัตถุดิบท่ีใชในการหมักแบบแหง  ประกอบดวย ขาวเหนียว กข 6  และขาวหอมมะลิ 105. 

 
 

 
 
 
 
 

 
 

ก)          ข) 

 

รูปท่ี  2.   ขาวท่ีใชเปนวัตถุดบิในการทดลอง 
                                                            ก) ขาวเหนียว กข 6  ข) ขาวเจาหอมมะลิ 105   

 

2.3  เอนไซม และสารเคม ี 
1.  Transglucosidase (Amano, Japan) 
2.   3,5-dinitrosalicylic acid (Sigma) 
3.   Ninhydrin (Sigma) 
4.   p-Nitrophenol -glucopyranoside (Sigma) 
5.   p-Nitrophenol 
6.   Acetonitrile (BDH) 
7.   Glucose (Sigma) 
8.   Maltose (Sigma) 
9.   Isomaltose (Fluka) 
10. Maltotriose (Sigma) 
11. Panose (Fluka) 
12. Isomaltotriose (Supelco) 
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2.4  อุปกรณ 
 

1. กลองจุลทรรศน  BO61 (Olympus, USA) 
2. ตูบมเช้ือจุลินทรีย  Series 2000 (Scientific, Thailand) 
3. pH  มิเตอร  IQ 2000 (Scientific, Thailand) 
4. เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง Spectronic 3000 Array (Milton roy, USA) 
5. High performance liquid chromatography (HPLC) SP 930 (Young Lin, Taiwan) 

 

2.5  วิธกีาร 
 
 2.5.1  การเตรียมสปอรเชื้อรา 
 เล้ียงเช้ือรา  Aspergillus oryzae และ Amylomyces rouxii   บนอาหารเล้ียงเช้ือ Potato 
dextrose agar ท่ี 30 ºซ. จนกระท่ังเกิดสปอรเต็มท่ีเปนเวลา 7 วัน,  จากนั้นเตรียมสารละลายสปอร
โดยใชน้ําเกลือ  0.85%,  ปรับความเขมขนของสปอรใหไดทํากับ 108 สปอรตอมิลลิลิตร.   
 
 2.5.2  การเตรียมขาวเปนวัตถุดิบในการหมัก  

ช่ังขาวเจาหอมมะลิและขาวเหนียวอยางละ 200 กรัม, แยกใสลงในขวดทดลองขนาด 1 ลิตร 
ปรับความช้ืนใหเปน 70%, นําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 ºซ. ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว, เปน
เวลา 15 นาที,  ท้ิงไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง. 
 
 2.5.3  การหมักขาวดวยกระบวนการหมกัแบบแหง (solid-state fermentation) 
 ผสมละลายสปอรปริมาณ 1% ใสลงในขวดทดลองท่ีบรรจุขาวแตละชนิด, ผสมสวนผสม
ตางๆ ใหเขากนั แลวนําไปบมท่ีตูบมอุณหภูมิ 30 ºซ. เปนเวลา 7 วัน,  เก็บตัวอยางขาวหมักเพื่อนํามา 
วิเคราะหหาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ (total reducing sugar, TRS) (Miller 1959), ปริมาณกรดแอมิโน 
(Free amino nitrogen, FAN) (Lie 1973),  คาความเปนกรด-เบส (pH),  กิจกรรมการทํางานของ
เอนไซมยอยแปง (amylolytic activity) (Terashima, Kubo and Suzawa 1994),  การทํางานของ
เอนไซมแอลฟาอะไมเลส (-amylase) (Sun and Henson 1991), แอลฟากลูโคซิเดส (-
glucosidase) (McCue and Shetty 2003) และวดัปริมาณน้ําตาลและโอลิโกแซ็กคาไรดดวยเคร่ือง 
HPLC.  
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 2.5.4  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ amylolytic activity ในการยอยแปงขาว 
 

ผลของเวลาในการหมักขาว 
เตรียมขาวเหนยีวท่ีความชื้น 70% ปริมาณ 100 กรัม, นาํไปนึ่งฆาเช่ือท่ีอุณหภูมิ 121 ºซ., 

ความดัน15 ปอนดตอตารางนิ้ว, เปนเวลา 15 นาที,  ท้ิงไวใหเย็น, เติมหวัเช้ือสารละลายสปอร
ปริมาณ 1% ใสลงในขวดทดลองท่ีบรรจุขาวท้ังสองชนดิ,  บมท่ี 30 ºซ. เปนเวลา  7 วัน, เก็บตัวอยาง
เพื่อนํามาวเิคราะหหากิจกรรมการทํางานของเอนไซมยอยแปง (Terashima, Kubo and Suzawa 
1994) และปริมาณนํ้าตาลรีดวิซ (Miller 1959). 
 

ผลของ  pH ตอการหมักขาว 
เตรียมวัตถุดิบในการหมกัท่ีความช้ืน 70% ปริมาณ 100 กรัม, แลวปรับระดับ pH ในแตละ

ขวดใหแตกตางกันในชวง pH 3 ถึง 8,   นําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 ºซ., ความดนั 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที,   เติมหัวเช้ือสารละลายสปอรปริมาณ 1% ใสลงในขวดทดลอง, บมท่ี 
30 ºซ. เปนเวลา 5 วัน,  เกบ็ตัวอยางเพื่อนํามาวิเคราะหหากิจกรรมการทํางานของเอนไซมยอยแปง 
(Terashima, Kubo and Suzawa 1994) และปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ (Miller 1959). 
 

ผลของปริมาณความชืน้ตอการหมักขาว  
เตรียมวัตถุดิบในการหมกัใหมีความช้ืนตางๆ กัน ระหวาง 40% ถึง 70%,  ใสลงในขวด

ทดลองปริมาณ 100 กรัม โดยปรับระดับ pH ใหเหมาะสม  นําไปนึ่งฆาเช่ือท่ีอุณหภูมิ 121 ºซ.,    
ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว,  เปนเวลา 15 นาที,  เติมหัวเช้ือสารละลายสปอรปริมาณ 1% ใสลง
ในขวดทดลอง, บมท่ี 30 ºซ. เปนเวลา 5 วัน, เก็บตัวอยางเพื่อนํามาวเิคราะหหากิจกรรมการทํางาน
ของเอนไซมยอยแปง (Terashima, Kubo and Suzawa 1994) และปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ (Miller 
1959). 
 

ผลของปริมาณหัวเชื้อสปอรตอการหมักขาว  
เตรียมวัตถุดิบในการหมักใหมีความช้ืน 70%,  ใสลงในขวดทดลองปริมาณ 100 กรัม,   

ปรับระดับ pH ใหเหมาะสม  นําไปนึ่งฆาเช่ือท่ีอุณหภูมิ 121 ºซ., ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว, 
เปนเวลา 15 นาที,  เติมสารละลายสปอรลงในขวดทดลองโดยปรับใหมีปริมาณสปอรต้ังตนระหวาง 
105 ถึง 108 สปอรตอกรัม, นําไปบมท่ี 30 ºซ. เปนเวลา 5 วัน, เก็บตัวอยางเพ่ือนํามาวิเคราะหหา
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กิจกรรมการทํางานของเอนไซมยอยแปง (Terashima, Kubo and Suzawa 1994) และปริมาณนํ้าตาล
รีดิวซ (Miller 1959). 

 
 2.5.5  การยอยสลายแปงขาวหมัก (mashing) 

ขาวหมักท่ีผานการหมักในระยะเวลาและสภาวะท่ีเหมาะสม จะมีเอนไซมตางๆ ท่ีสามารถ
นํามาใชในการยอยสลายแปงขาวท่ีเหลือ, เพื่อใหไดปริมาณนํ้าตาลรีดิวซและโอลิโกแซ็กคาไรดสูง 
ข้ึน   ในกระบวนการยอยแปงจะใชวิธีของ Okafor and Iwouno  (1990),   โดยนําขาวหมักมาปรับ
ความเขมขนเปน 30%, เติม CaCl2 ปริมาณ 0.003%,  ปรับคา pH 6 ดวยกรดแล็กติก,   ผสมสวนผสม 
ตางๆ ใหเขากัน,  นําไปบมท่ี 50 ºซ. เปนเวลา 30 นาที,  หลังจากนั้นเพิ่มอุณหภูมิเปน 60 ºซ., บมตอ
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง,  เม่ือครบตามเวลากําหนด ปรับคา pH ของขาวหมักใหเปน 5.6 แลวบมตอไป  
อีก 1 ช่ัวโมง, นําสารละลายขาวหมักท่ีไดไปกรองดวยกระดาษกรอง No.1 เพื่อแยกกากและสาร
แขวนลอย, สวนน้ําใสท่ีไดนําไปตม เปนเวลา 30 นาที เพื่อหยุดการทํางานของเอนไซม,  เก็บ
ตัวอยางสารละลายไปวิเคราะหหาปริมาณนํ้าตาล และโอลิโกแซ็กคาไรด ดวยเคร่ือง HPLC. 
 

 2.5.6  เทคนิคทรานกลูโคซิเลชัน (tranglucosylation) 
สารละลายท่ีผานการกรองจะนําเขาสูกระบวนการทรานกลูโคซิเลชันเพื่อเปล่ียนโมเลกุล

น้ําตาลใหกลายเปนโมเลกุลของโอลิโกแซ็กคาไรด,  โดยการเติม transglucosidase ปริมาณ 0.1% 
(v/v)  ลงในสารละลายขาวท่ีปรับคา pH ท่ี 6, บมท่ีอุณหภูมิ 60 ºซ. เปนเวลา 24 ช่ัวโมง,  นําสาร 
ละลายท่ีไดไปตมเปนเวลา 30 นาที เพื่อหยุดการทํางานของเอนไซมและฆาเช้ือโรค,  เก็บตัวอยาง 
สารละลายไปวิเคราะหหาปริมาณนํ้าตาล และโอลิโกแซ็กคาไรด ดวยเคร่ือง HPLC.  
 

 2.5.7  การพาลสเจอรไรซผลิตภัณฑโอลิโกแซ็กคาไรดพรีไบโอติก 

บรรจุสารละลายลงในขวดแกวฝาเกลียว,  นําไปนึ่งฆาเช้ือดวยวิธีพลาสเจอรไรสท่ีอุณหภูมิ 
70-80 ºซ. เปนเวลา 15 นาที, จากนั้นนําลงจุมในน้ําเย็นทันทีท่ีอุณหภูมิ 0-5 ºซ.  เปนเวลา 10 นาที, 
ทําซํ้าอีกคร้ังท่ีอุณหภูมิและเวลาเดียวกัน, นําไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 0-4 ºซ.,  เก็บตัวอยางสารละลาย
เพื่อวิเคราะหปริมาณและชนิดของจุลินทรียในชวงระยะเวลา 100 วัน. 
  

2.5.8 การตรวจวิเคราะหปริมาณเชือ้จุลินทรียในผลิตภณัฑ  
ตัวอยางสารละลายโอลิโกแซ็กคาไรดพรีไบโอติกท่ีเก็บในชวงเวลาตางๆ  จะนํามาตรวจ

วิเคราะหหาปริมาณแบคทีเรียท้ังหมด,  เช้ือโคลิฟอรม (Coliform),  Escherichia coli,   ยีสต และรา, 
โดยการเจือจางตัวอยางสารละลายในอัตราสวนท่ีเหมาะสมดวยน้ําเกลือ 0.85%,   หยดสารละลาย 1 
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มิลลิลิตร ลงใน Petri film count plate (3M, USA),  นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 ºซ. เปนเวลา 1-2 วัน, 
ยกเวน ยีสต และรานําไปบมท่ีอุณหภูมิ  25 ºซ.  เปนเวลา 3-5 วัน.  
 

การตรวจผลของ E.coli /Coliform count plate โดยดูจากโคโลนีของเช้ือโคลิฟอรมจะมีสี
แดงและเกดิฟองอากาศรอบๆ โคโลนี,   สวนโคโลนีของ E. coli จะเปนสีน้ําเงิน หรือน้ําเงินอมแดง 
และมีฟองกาซรอบๆ โคโลนี. 
 

ตรวจนับปริมาณยีสต ท่ีเกิดบน Yeast & mould count โดยดูจากโคโลนีสีฟาอมเขียวขนาด
เล็กและขอบเรียบ,  สวนโคโลนีเช้ือราจะขนาดใหญ ขอบเปนเสนใย มีหลายสี แลวแตชนิดของเชื้อ
รา. 

 
ปริมาณจํานวนแบคทีเรียแอโรบิสท้ังหมด ตรวจนับโดยใช Total aerobic count, โดย 

โคโลนีของแบคทีเรียจะเปล่ียนเปนสีแดง.  
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3.  ผลการทดลองและวิจารณ 
 

 3.1  สภาวะที่เหมาะสมของการหมกัแบบแหงเพ่ือผลิตโอลิโกแซ็กคาไรดพรีไบโอติก 
 

ผลของเวลาในการหมักขาว 
 

จากการทดลองการผลิตโอลิโกแซ็กคาไรดพรีไบโอติกจากขาว โดยใชขาวไทย 2 สายพันธุ
คือ ขาวเหนียว กข 6 และขาวเจาหอมมะลิ 105 เปนวัตถุดิบในกระบวนการหมักแบบแหง           
และเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายแปงขาวดวยเช้ือรา 2 สายพันธุ คือ Aspergillus  oryzae 
TISTR 3108 และ Amylomyces  rouxii TISTR 3182, พบวา Amylomyces  rouxii  มีความสามารถใน
การผลิต amylolytic activity และ -amylase activity ไดดีกวา Aspergillus  oryzae, โดยมีคาสูงสุด
ท่ี 331 ยูนิตตอกรัม และ 104  ยูนิตตอกรัม ตามลําดับ ภายหลังจากหมักได 5 วัน  -glucosidase 
activity   ท่ีผลิตจาก Aspergillus  oryzae  สูงกวาการหมักดวย Amylomyces  rouxii   ในวัตถุดิบท้ัง 
สองชนิด  ดังแสดงในรูปท่ี 3,  นอกจากน้ี จากการวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดิวซพบวา ขาวเหนียว
สามารถผลิตน้ําตาลรีดิวซ  (TRS) ไดสูงกวาขาวเจาหอมมะลิ โดยมีคาสูงสุดท่ี 749 มิลลิกรัม/กรัม 
ในวันท่ี 5 ของการหมัก ดังแสดงในรูปท่ี 4.   
 
 การเปล่ียนแปลงปริมาณน้ําตาลและโอลิโกแซ็กคาไรดในระหวางการหมักแบบแหงดวย
Aspergillus  oryzae  ในวัตถุดิบขาวเหนียวและขาวเจาหอมมะลิ  ดังแสดงในรูปท่ี 5.  น้ําตาลและ        
โอลิโกแซ็กคาไรดท่ีเกิดข้ึน ไดแก glucose,  maltose, maltotriose, isomaltose, panose และ 
isomaltotriose,  โดยท่ีการหมักดวยขาวเหนียวจะมีปริมาณ  isomaltose,  panose และ isomaltotriose  
ท่ีเปน  prebiotic isomalto-oligosaccharides  มากกวาการหมักดวยขาวเจาหอมมะลิ.  
 

รูปท่ี  6  แสดงปริมาณน้ําตาลและโอลิโกแซ็กคาไรดท่ีเกิดข้ึนในระหวางการหมักดวย 
Amylomyces rouxii ในขาวเหนียวและขาวเจาหอมมะลิ,   การหมักขาวเหนียวจะใหปริมาณ glucose 
มากกวาขาวเจาหอมมะลิ, รองลงมาคือ maltose และ maltotriose,  สวน isomaltose,  panose  และ 
isomaltotriose  มีปริมาณนอยมาก.    
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รูปท่ี 3.  Amylolytic activity, α-amylase activity และ α-glucosidase activity  ของ  Aspergillus 
             oryzae และ Amylomyces rouxii  ในการหมักแบบแหง โดยใชขาวเหนียว   กข 6 และ  
             ขาวเจาหอมมะลิ 105 เปนวัตถุดิบ ในการหมัก. 
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ขาวเหนียว กข 6 ขาวเจาหอมมะล ิ105 
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รูปท่ี 4.  การเปล่ียนแปลงทางเคมีในระหวางการหมักแบบแหง ระหวาง  Aspergillus oryzae  และ  
Amylomyces rouxii  โดยใชขาวเหนียว กข 6  และขาวเจาหอมมะลิ 105   เปนวัตถุดิบ   
ในการหมัก. 
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ขาวเจาหอมมะล ิ105ขาวเหนียว กข 6
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รูปท่ี 5. ปริมาณ glucose, maltose, maltotriose, isomaltose, panose และ  isomaltotriose ใน 

กระบวนการหมักของ Aspergillus oryzae ระหวางขาวเหนียว กข 6 และขาวเจาหอมมะลิ 105. 
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ขาวเจาหอมมะลิ 105
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รูปท่ี 6. ปริมาณ glucose, maltose, maltotriose, isomaltose, panose และ isomaltotriose  

ในกระบวนการหมักของ  Amylomyces rouxii  ระหวางขาวเหนียว กข 6  และ  
ขาวเจาหอมมะลิ 105. 
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รูปท่ี 7 แสดงผลของระดับ pH ตอการผลิต TRS และ amylolytic activity ในการหมัก    
ขาวเหนียวดวย Aspergillus oryzae  และ Amylomyces rouxii.  ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา เช้ือ 
ท้ังสองชนิดผลิต TRS และ amylolytic activity  สูงสุดเม่ือมีคา pH เร่ิมตนท่ี 6,  โดยขาวเหนียวท่ี
หมักดวย Amylomyces  rouxii ใหคา TRS และ amylolytic activity สูงสุดท่ี  701 มิลลิกรัม/กรัม และ 
327 ยูนิต/กรัม,  สวนขาวเหนียวท่ีหมักดวย Aspergillus  oryzae ใหคา TRS และ amylolytic activity  
สูงสุดท่ี  623 มิลลิกรัม/ กรัม และ 135  ยูนิต/กรัม ตามลําดับ.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี  7.  ผลของระดับ pH  ตอปริมาณ TRS และ amylolytic activity  ในการหมักขาวเหนียว    

               เปรียบเทียบระหวางเชื้อรา Aspergillus oryzae  และ Amylomyces  rouxii  ท่ี 30 ºซ. 
 เปนเวลา  5 วัน. 
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ปริมาณความชื้น (%)
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ผลของปริมาณความชืน้ตอการหมักขาว  
 

สําหรับการหาปริมาณความช้ืนท่ีเหมาะสมในการหมักแบบแหงเพื่อผลิตสารโอลิโกแซ็ก-
คาไรดพรีไบโอติก, โดยเปรียบเทียบการหมักขาวเหนียวดวยเชื้อรา 2 สายพันธุ ระหวาง  
Aspergillus oryzae  และ Amylomyces rouxii,  ผลการทดลองพบวา เช้ือท้ังสองสายพันธุผลิต TRS 
และ amylolytic activity  สูงสุดเม่ือหมักดวยขาวเหนียวท่ีความช้ืน 70%, โดยขาวเหนียวท่ีหมักดวย 
Amylomyces   rouxii   ใหคา TRS และ amylolytic activity สูงสุดท่ี 745 มิลลิกรัม/กรัม และ 331      
ยูนิต/กรัม ตามลําดับ,  สวนขาวเหนียวท่ีหมักดวย Aspergillus  oryzae ใหคา TRS และ amylolytic 
activity   สูงสุดท่ี  652 มิลลิกรัม/ กรัม  และ 134  ยูนิต/กรัม,  ดังแสดงในรูปท่ี 8. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี  8. ผลของปริมาณความชื้นของขาวเหนียวท่ีใชในการหมักตอปริมาณ TRS และ amylolytic   

activity เปรียบเทียบระหวางเชื้อรา Aspergillus oryzae และ Amylomyces  rouxii  ท่ี 30 ºซ   
เปนเวลา   5 วัน. 
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รูปท่ี 9 แสดงผลของปริมาณความเขมขนสปอรระหวาง Amylomyces   rouxii และ 

Aspergillus  oryzae  ตอการผลิต TRS และ amylolytic activity,  ผลการทดลองพบวา เช้ือท้ังสอง
ชนิดผลิต TRS และ amylolytic activity  สูงสุดเม่ือมีความเขมขนสปอรท่ี 107 และ 108  สปอร/กรัม, 
โดยขาวเหนียวท่ีหมักดวย Amylomyces   rouxii   ใหคา TRS และ amylolytic activity สูงสุดท่ี 745 
มิลลิกรัม/กรัม และ 331 ยูนิต/กรัม,  สวนขาวเหนียวท่ีหมักดวย Aspergillus  oryzae ใหคา TRS และ 
amylolytic activity  สูงสุดท่ี  652 มิลลิกรัม/กรัม และ 134  ยูนิต/กรัม ตามลําดับ, ดังนั้นในการ
ทดลองข้ันตอไปจึงเลือกใชปริมาณความเขมขนสปอรท่ี 107 สปอร/กรัม. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 9.  ผลของปริมาณความเขมขนสปอรระหวาง Aspergillus oryzae และ Amylomyces rouxii   

ตอปริมาณ TRS และ amylolytic activity ในการหมักขาวเหนียว ท่ีอุณหภูมิ 30 ºซ  เปน 
เวลา  5  วัน. 
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3.5   การเปลี่ยนแปลงทางเคมีในกระบวนการยอยแปงหมักและทรานกลูโคซิเลชัน 
 

จากการทดลองการผลิตโอลิโกแซ็กคาไรดพรีไบโอติกจากขาวโดยใชขาวไทย 2 สายพันธุ
คือ ขาวเหนียว กข 6 และขาวเจาหอมมะลิ 105 เปนวัตถุดิบในกระบวนการหมักแบบแหง,           
และเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายแปงขาวดวยเช้ือรา 2 สายพันธุ  คือ Aspergillus  oryzae 
และ Amylomyces  rouxii, พบวา ขาวเหนียวเปนวัตถุดิบท่ีเหมาะสมในการหมักแบบแหง, และ  
Aspergillus oryzae  เปนเช้ือราท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการสราง prebiotic isomalto-oligosaccharides 
(isomaltose  panose  และ isomaltotriose), ดังนั้น ในการทดลองข้ันตอไปจึงเลือกใชขาวเหนียว 
และ Aspergillus  oryzae  ในกระบวนการหมักแบบแหง. 
 

ภายหลังจากหมักขาวเหนียวในสภาวะท่ีเหมาะสมเปนเวลา 5 วัน  ขาวหมักจะมีเอนไซม
ตางๆ  ท่ีสามารถนําไปใชยอยสลายแปงท่ีเหลือ โดยการปรับอุณหภูมิ และคา pH ใหเหมาะสม     
ตอการทํางานของเอนไซม, บมจนกระทั่งแปงขาวถูกยอยสลายกลายเปนน้ําตาลและโอลิโกแซ็ก-  
คาไรด, หลังจากนั้นสารละลายขาวท่ีได  จะนําเขาสูกระบวนการทรานกลูโคซิเลชันเพื่อเปล่ียน 
โมเลกุลน้ําตาลใหกลายเปนโมเลกุล isomalto-oligosaccharides, ดวยการทํางานของ trans-
glucosidase  เอนไซมนี้เปน α-glucosidase ชนิดหนึ่งท่ีสามารถทําใหเกิดปฏิกิริยาทรานกลูโคซิเล-
ชันได.  
 

รูปท่ี  10  เปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลตางๆ ท่ีเกิดข้ึนภายหลังจากกระบวนการยอยสลาย
แปงขาวท่ีหมักดวย Amylomyces rouxii และภายหลังจากทรานกลูโคซิเลชัน. ผลการทดลองพบวา 
สารละลายที่ไดภายหลังจากกระบวนการยอยสลายแปงขาวหมัก  ประกอบดวยน้ําตาล glucose (189 
กรัม/ลิตร)  และ maltose (33 กรัม/ลิตร),  สวนโอลิโกแซ็กคาไรดจะมีปริมาณนอยมาก, รวมท้ังไมมี
การสรางโมเลกุล isomalto-oligosaccharides เม่ือนําสารละลายผานเขาสูทรานกลูโคซิเลชันโดยการ
ทํางานของ transglucosidase เอนไซมนี้จะมีประสิทธิภาพในการยอยแปงและน้ําตาลโมเลกุลใหญท่ี
เหลืออยูใหกลายเปน glucose,  จึงทําใหมีปริมาณความเขมขนของ  glucose  เพิ่มข้ึนเปน 196  กรัม/
ลิตร  และปริมาณ  maltose  ลดลงเหลือ 29 กรัม/ลิตร,  สวนปริมาณโอลิโกแซ็กคาไรดมี    นอยมาก 
เนื่องจากถูกยอยสลายดวยเอนไซมจนเกือบสมบูรณ  และไมมีการสราง  isomalto-oligosaccharides 
จากปฏิกิริยาทรานกลูโคซิเลชัน.  
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รูปท่ี  10.  ปริมาณ  glucose,  maltose,  maltotriose,  isomaltose,  panose  และ isomaltotriose  

   ท่ีเกิดขึ้นภายหลังจากการยอยแปงหมักของ Amylomyces   rouxii   และภายหลัง 
   ทรานกลูโคซิเลชัน. 

 
 

รูปท่ี 11 แสดงปริมาณนํ้าตาลตางๆ ท่ีเกิดข้ึนภายหลังจากกระบวนการยอยสลายแปงขาวท่ี
หมักดวย Aspergillus oryzae และภายหลังจากทรานกลูโคซิเลชัน ผลการวิเคราะหปริมาณนํ้าตาล
และโอลิโกแซ็กคาไรด พบวา ภายหลังกระบวนการยอยแปงขาวหมักจะเกิดสารประกอบและ
น้ําตาลหลายชนิด, โดยมีปริมาณ glucose สูงสุดท่ี 135 กรัม/ลิตร,  รองลงมาคือ maltose  (81 กรัม/ 
ลิตร) และ maltotriose (12 กรัม/ลิตร), สวนโมเลกุลของ isomalto-oligosaccharides ท่ีเกิดข้ึน ไดแก  
isomaltose, panose และ isomaltotriose, โดยมีปริมาณ 44 กรัม/ลิตร,  10  กรัม/ลิตร และ 7 กรัม/ลิตร 
ตามลําดับ. เม่ือนําสารละลายผานเขาสูกระบวนการทรานกลูโคซิเลชัน ปริมาณความเขมขนของ 
glucose เพิ่มข้ึนถึง 149 กรัม/ลิตร,  สวนปริมาณ maltose กับ maltotriose ลดลงเหลือ 67 กรัม/ลิตร 
และ 8 กรัม/ลิตร ตามลําดับ,   ปริมาณ isomaltose, panose และ isomaltotriose เพิ่มข้ึนเปน 50 กรัม/
ลิตร, 14 กรัม/ลิตร  และ 10 กรัม/ลิตร ตามลําดับ.  
 
 
 

การยอยแปง 
ทรานกลูโคซิเลชัน 

น้ําตาล และโอลิโกแซ็กคาไรด 
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รูปท่ี 11.  ปริมาณ   glucose,  maltose,  maltotriose,  isomaltose,  panose  และ isomaltotriose  
  ท่ีเกิดขึ้นภายหลังจากการยอยแปงหมักของ  Aspergillus oryzae   และภายหลัง 
  ทรานกลูโคซิเลชัน. 

 
จากผลการทดลองในรูปท่ี 11  สามารถอธิบายไดวาเม่ือสารละลายขาวเขาสูกระบวนการ  

ทรานกลูโคซิเลชันเพื่อเปล่ียนโมเลกุลน้ําตาลใหเปนโมเลกุลของ isomalto-oligosaccharides,   สาร
ท่ีเพิ่มข้ึนประกอบดวย glucose, isomaltose, panose และ isomaltotriose โดยปริมาณ isomaltose, 
panose และ isomaltotriose เพิ่มข้ึนถึง 21%,  ในขณะท่ีปริมาณ maltose  และ maltotriose  ลดลง,  
ท้ังนี้เนื่องจาก transglucosidase มีความสามารถในการไฮโดรไลซโมเลกุลของ maltose, maltotriose 
และ oligosaccharides ทําใหปริมาณ glucose สูงข้ึน, ขณะเดียวกัน transglucosidase ก็จะนําโมเลกุล 
glucose ท่ีสรางข้ึนนี้ไปทําปฏิกิริยากับคารบอนตัวท่ี 6-OH ของ glucose  หรือ  maltose  เกิดเปน
สารประกอบ  isomaltose, panose  และ isomaltotriose   ดังแสดงในรูปท่ี 12. 
 
 
 
 
 
 

การยอยแปง 
ทรานกลูโคซิเลชัน 

น้ําตาล และโอลิโกแซ็กคาไรด 
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รูปท่ี 12.   กลไกการทํางานของ transglucosidase ในปฏิกริยาทรานกลูโคซิเลชัน เกิดสารประกอบ  

   isomaltose,  panose  และ isomaltotriose. 
 

3.3  การฆาเชื้อแบบพลาสเจอรไรสและการเก็บรักษาผลิตภัณฑ 
  

จากการตรวจวิเคราะหทางจลุชีววิทยาเพื่อศึกษาผลของการฆาเช้ือแบบพลาสเจอรไรสตอ
อายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑโอลิโกแซ็กคาไรดพรีไบโอติก พบวา จํานวนแบคทีเรียท่ีตองการอากาศ
ท้ังหมด (Total  aerobic  count, TAC) กอนการพลาสเจอรไรสมีปริมาณ 97  cfu/มิลลิลิตร  แตตรวจ
ไมพบเช้ือโคลิฟอรม,  Escherichia coli,  ยีสต และรา ในตัวอยางสารละลาย ดังแสดงในตารางท่ี 1. 
 

ตารางท่ี  2  แสดงผลการตรวจทางจุลชีววิทยาภายหลังจากการฆาเช้ือแบบพลาสเจอรไรส     
ท่ีชวงอายกุารเก็บรักษา 80 วัน,  ซ่ึงจากผลการทดลองไมพบการเจริญของเช้ือจุลินทรียในระยะเวลา 
80 วัน และไมพบการเปล่ียนแปลงปริมาณนํ้าตาล และโอลิโกแซ็กคาไรดพรีไบโอติก 
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ตารางท่ี  1.   ปริมาณและชนิดของจุลินทรียในสารละลายโอลิโกแซ็กคาไรดพรีไบโอติกกอนการ 
                     พลาสเจอรไรส 
 

ปริมาณจุลินทรีย (cfu/มิลลิลิตร) 
ตัวอยาง 

TAC E. coli Coliform ยีสต รา 

สารละลายพรีไบโอติก 97 ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ 

 
ตารางท่ี 2.   ปริมาณและชนิดของจุลินทรียในสารละลายโอลิโกแซ็กคาไรดพรีไบโอติกหลังการ    

      พลาสเจอรไรส 
 

ปริมาณจุลินทรียท่ีพบ (cfu/,มิลลิลิตร) อายุการเก็บรักษา 
(วัน) TAC E. coli Coliform ยีสต รา 

1 ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ 
7 ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ 
30 ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ 
60 ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ 
80 ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ 
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4.  สรุปผลการทดลอง 
 

จากการทดลองสรุปไดวา ขาวเหนียว กข 6  และ Aspergillus oryzae TISTR 3108   มี
ประสิทธิภาพสูงในการผลิตสาร prebiotic isomalto-oligosaccharides ในกระบวนการหมัก       
แบบแหง, โดยใหปริมาณ isomalto-oligosaccharides สูงสุด เม่ือวัตถุดิบมีความช้ืน 70% และปรับ
สภาวะการหมักท่ี  pH 6, ใชสปอรความเขมขน 107 สปอรตอกรัม และใชเวลาในการหมัก    5 วัน.   

 
ภายหลังจากการหมักขาวเหนียวดวย Aspergillus oryzae ขาวหมักจะมีเอนไซมตางๆ     ท่ี

สามารถนําไปใชในกระบวนการยอยแปงท่ีเหลือได,  เม่ือปรับคา pH และบมในอุณหภูมิท่ีเพิ่มข้ึน
ในชวงเวลาท่ีเหมาะสมจะทําใหเกิดการยอยสลายแปงเพิ่มข้ึน, เกิดการสรางน้ําตาลและสารประกอบ  
isomalto-oligosaccharides. 
 

เม่ือสารละลายขาวหมักเขาสูกระบวนการทรานกลูโคซิเลชัน, transglucosidase จะทําให
เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซและทรานกลูโคซิเลชัน  เกิดการสรางสารประกอบตาง เชน glucose, 
isomaltose, panose และ isomaltotriose, โดยปริมาณ isomaltose, panose และ isomaltotriose 
เพิ่มข้ึนถึง  21%,  เม่ือนําไปผานกระบวนการฆาเช้ือแบบพลาสเจอรไรส และเก็บท่ีอุณหภูมิ 0-4 °ซ. 
จะสามารถเก็บรักษาไวไดมากกวา  2  เดือน. 
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5.  ขอเสนอแนะ 
 

 ในการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตสารโอลิโกแซ็กคาไรดพรีไบโอติก  สามารถทําไดโดย
คัดเลือกสายพันธุจุลินทรียท่ีใหปริมาณ  α-glucosidase สูง,    เนื่องจากเอนไซมนี้ทําใหเกิดปฏิกิริยา      
ทรานกลูโคซิเลชัน เกิดการสรางสารประกอบ isomaltose, panose และ isomaltotriose ซ่ึงเปน 
prebiotic isomalto-oligosaccharides. 
 
  ผลิตภัณฑโอลิโกแซ็กคาไรดพรีไบโอติกชวยสงเสริมการเจริญของจุลินทรียท่ีเปน
ประโยชนตอรางกายในระบบทางเดินอาหาร ปรับสมดุลในระบบทางเดินอาหารและปองกันการ 
ติดเช้ือในลําไส,   จึงสงเสริมสุขภาพของผูบริโภคใหแข็งแรงสมบูรณ,  นอกจากน้ี ผลิตภัณฑ        
โอลิโกแซ็กคาไรดพรีไบโอติกผลิตจากผลผลิตทางการเกษตรจึงไมกอใหเกิดผลเสียตอส่ิงแวดลอม.  
 

สารละลายโอลิโกแซ็กคาไรดพรีไบโอติกสามารถนําไปพัฒนาเพื่อเพิ่มมูลคาใหกับ
ผลิตภัณฑอาหารและเครื่องดื่มหลายประเภท,  โดยเฉพาะอาหารเพื่อสุขภาพ,  อาหารควบคุม
น้ําหนัก,  ผลงานท่ีไดจากโครงการวิจัยนี้จึงเปนประโยชนตอภาคเอกชนผูประกอบการผลิตอาหาร 
เคร่ืองดื่ม และยา  ต้ังแตระดับวิสาหกิจชุมชน วิสาหกิจขนาดกลางและขนาดยอม จนถึง
อุตสาหกรรมขนาดใหญ,  รวมถึงองคความรูท้ังหมดท่ีไดจากการวิจัยท่ีสามารถใชเปนฐานขอมูล
สําหรับหนวยงานภาครัฐ  ภาคการศึกษา และภาคเอกชน ในการนําไปตอยอดหรือประยุกตใชใน
ดานอ่ืนตอไป.   
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