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บทคดัย่อ 

 
 ไอโซมอลโตโอ ลิ โกแ ซ็ กค าไรด์  (isomalto-oligosaccharides, IMOs) เป็ น โอ ลิ โก           
แซ็กคาไรด์ท่ีมีหน่วยย่อยเป็นน ้ าตาลกลูโคส 2-5 หน่วยต่อกันด้วยพนัธะแอลฟา-1,6-กลูโคซิดิก      
(α -1,6-glucosidic linkages) ประกอบด้วยน ้ าตาลไอโซมอลโตส (isomaltose) พาโนส (panose)       
ไอโซมอลโตไตรโอส (isomaltotriose) และ โอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีมีลกัษณะเป็นก่ิงก้านชนิดอ่ืนๆ      
ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์จดัเป็นสารท่ีน่าสนใจในอุตสาหกรรมอาหาร เน่ืองจากเป็นสารให้
ความหวานท่ีให้พลังงานต ่ า  และยงัจัดให้ เป็นสารพรีไบโอติก (prebiotic) ท่ี ช่วยส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียท่ี์เป็นประโยชน์ต่อสุขภาพของมนุษย ์
 งานวิจยัน้ีเป็นการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดจ์าก
แป้งมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์จากจุลินทรีย์ การย่อยแป้งมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์แอลฟา              
อะไมเลสจากแบคทีเรีย Bacillus licheniformis เพื่อผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงส าหรับใช้
เป็นสารตั้งตน้ในการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ พบว่า การใชเ้อนไซมแ์อลฟาอะไมเลสท่ี
ความเขม้ขน้ 0.04 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/น ้าหนกั) พีเอช 6.5 อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียสและใชเ้วลาใน
การบ่ม 10 นาที จะได้น ้ าเช่ือมท่ีมีค่าสมมูลเดกซ์โทรสท่ีเหมาะสมส าหรับใช้ในการผลิตน ้ าเช่ือม    
มอลโตส (DE=12) การใชเ้อนไซมเ์บตาอะไมเลส และมอลโตจิเนสร่วมกนัท่ีความเขม้ขน้ 0.04 และ 
0.13 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/น ้ าหนกั) ตามล าดบั พีเอช 5.5 อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส บ่มเป็นระยะเวลา       
6 ชั่วโมง จะสามารถผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงโดยมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตส 
58.08 เปอร์เซ็นต ์การผลิตไอโซมอลโตโอลิกแซ็กคาไรดจ์ากน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูง พบว่า 
การใช้เอนไซม์ทรานกลูโคซิเดสจากเช้ือรา Aspergillus niger ท่ีความเข้มข้น  0.06 เปอร์เซ็นต ์
(ปริมาตร/ปริมาตร) พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส บ่มเป็นระยะเวลา 6 ชัว่โมง จะสามารถผลิต
ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีประกอบดว้ย พาโนส มอลโตไตรโอสและไอโซมอลโตไตรโอส 
ความเขม้ขน้ 16.95, 12.13, 24.72 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั  
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 การผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์จากแป้งมนัส าปะหลงั โดยการใช้เอนไซม์จาก
จุลินทรีย ์จะท าให้ไดผ้ลิตภณัฑ์พรีไบโอติกท่ีสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในผลิตภณัฑ์อาหารต่างๆ 
นอกจากน้ีข้อมูลจากงานวิจัยจะเป็นประโยชน์ต่อการพัฒนากระบวนการผลิตไอโซมอลโต              
โอลิโกแซ็กคาไรดใ์นระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 
 
ค าส าคญั : แป้งมนัส าปะหลงั น ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูง ทรานกลูโคซิเดส ไอโซมอลโต        

โอลิโกแซ็กคาไรด ์พรีไบโอติก 
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ABSTRACT 

 
 Isomalto-oligosaccharide (IMOs) is oligosaccharide containing 2 – 5 glucose units with 
α-1, 6-glucosidic linkages. IMOs are mainly composed of isomaltose, panose, isomaltotriose, and 
various types of oligosaccharide branching.  IMOs are gaining interest in the food industry as they 
are sweeteners with low caloric value properties, and are known as prebiotic substances that 
promote the growth of microorganism which is good for human health. 
 This research was aimed to study the optimum conditions for IMOs production from 
cassava starch by microbial enzymes.  In this study, cassava starch was hydrolyzed by α-amylase 
from Bacillus licheniformis to produce high maltose syrup to be used as substrate for IMOs 
production. It was found that the optimum conditions for maltose syrup production were as follows: 
0.04%α-amylase (v/w), pH 6.5, and incubated at 90 ºC for 10 minutes. This resulted in the dextrose 
equivalent (DE) of 12 which was suitable for high maltose syrup production. When maltose syrup 
was tranglucosylated by mixed enzyme β-amylase and maltogenase at the concentration of 0.04 % 
(v/w) and 0.13% (v/w), respectively, pH 5.5, and incubated at 55 ºC for 6 hours, 58.08% of high 
maltose syrup was gained. When high maltose syrup was tranglucosylated by transglucosidase (TG) 
from Aspergillus niger of 0.06% (v/v), pH 5.0, and incubated at 60 ºC for 6 hours, IMOs containing 
panose, maltotriose and isomaltotriose of 16.95, 12.13, 24.72 g/l respectively, were the outcome. 
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 IMOs production from cassava starch by microbial enzyme results in prebiotic substance 
that could be used in different food products. In addition, the results from this research are useful for 
further industrial development of IMOs production. 
 

Keywords : cassava starch, high maltose syrup, transglucosidase, isomalto-oligosaccharide, 
 prebiotic 
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บทที ่1 
บทน ำ 

 

1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคญัของปัญหำ 
 โอลิโกแซ็กคาไรด์ (oligosaccharide) เป็นน ้ าตาลหลายโมเลกุล ซ่ึงจดัเป็นสารเติมแต่งใน
อาหารท่ีมีบทบาทในอุตสาหกรรมอาหารเป็นอย่างมากในปัจจุบัน ผลิตภัณฑ์อาหารท่ีมีการใช ้         
โอลิโกแซ็กคาไรด์ ได้แก่ เคร่ืองด่ืม ผลิตภัณฑ์นม ผลิตภัณฑ์ขนมอบ และขนมหวานชนิดต่างๆ        
โอลิโกแซ็กคาไรด์มีคุณสมบติัในการช่วยปรับปรุงคุณภาพของอาหารทั้งทางเคมีและกายภาพ ช่วย
เก้ือกลูต่อสุขภาพของผูบ้ริโภค โดยเป็นสารใหค้วามหวานท่ีช่วยป้องกนัฟันผ ุใหพ้ลงังานต ่า เน่ืองจาก
ไม่ถูกย่อยในร่างกายของมนุษย ์มีสมบติัเป็นสารพรีไบโอติก (prebiotic) คือ ช่วยเสริมสร้างสภาวะ
แวดลอ้มท่ีดีของระบบทางเดินอาหาร และช่วยเพิ่มจ านวนของจุลินทรียบิ์ฟิโดแบคทีเรียและจุลินทรีย์
อ่ืนๆ ท่ีมีประโยชน์ในล าไส้ [1] ผลิตภณัฑ์ท่ีจดัอยู่ในกลุ่มของโอลิโกแซ็กคาไรด์ ไดแ้ก่ กาแลคโต     
โอลิโกแซ็กคาไรด์ (galacto-oligosaccharide) แลคทูโลส (lactulose) แลคโตซูโครส (lactosucrose) 
มอลโต โอ ลิ โก แ ซ็ ก ค าไรด์  (malto-oligosaccharide) ฟ รุก โต โอ ลิ โก แ ซ็ ก ค าไรด์  ( fructo-
oligosaccharide) และไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์(isomalto-oligosaccharides) เป็นตน้ [1,2] 
 ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์(isomalto-oligosaccharides, IMOs) เป็นโอลิโกแซ็กคาไรดท่ี์
มีหน่วยยอ่ยเป็นน ้ าตาลกลูโคสต่อกนัดว้ยพนัธะแอลฟา 1,6 กลูโคซิดิก (α-D-1,6 glucosidic linkages) 
ประกอบด้วยน ้ าตาลไอโซมอลโตส (isomaltose) พาโนส (panose) ไอโซมอลโตไตรโอส (isomaltotriose) และ     
โอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีมีลกัษณะเป็นก่ิงก้านชนิดอ่ืนๆ เป็นตน้ [3] ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์
สามารถผลิตไดจ้ากวตัถุดิบประเภทแป้งชนิดต่างๆ โดยใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (α-amylase) 
พูลลูลาเนส (pullulanase) เบตาอะไมเลส (β-amylase) และ ทรานกลูโคซิเดส (transglucosidase) โดย
เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส เบตาอะไมเลส และ พลูลูลาเนส จะยอ่ยแป้งจนไดเ้ป็นน ้าตาลมอสโตส ส่วน
เอนไซม์ทรานกลูโคซิเดสจะช่วยเร่งปฏิกิริยาทรานกลูโคซิเลชั่น (tranglucosylation) ท าให้ได้
ผลิตภณัฑเ์ป็นไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์[1,4] 
 ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ไม่ถูกย่อยสลายในร่างกายส่ิงมีชีวิต ดงันั้ นจึงเป็นสารให้
ความหวานท่ีใหพ้ลงังานต ่าและไม่มีผลต่ออินซูลินในเลือด จึงเหมาะส าหรับใชเ้ป็นสารใหค้วามหวาน
ในผลิตภณัฑอ์าหารส าหรับบุคคลท่ีตอ้งการลดน ้ าหนกัและเป็นโรคเบาหวาน การบริโภคไอโซมอล
โตโอลิโกแซ็กคาไรด์จะไม่ท าให้เกิดฟันผุ เน่ืองจากจุลินทรียใ์นช่องปากไม่สามารถใชไ้อโซมอลโต     
โอลิโกแซ็กคาไรด์เป็นอาหารเพื่อสร้างกรด และสารประกอบพอลิกลูแคน นอกจากน้ีไอโซมอลโต  
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โอลิโกแซ็กคาไรดย์งัจดัเป็นสารพรีไบโอติก โดยจะช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตบิฟิโดแบคทีเรีย และ
จุลินทรียใ์นล าไสใ้หญ่ชนิดอ่ืนๆ ท่ีเป็นประโยชน์ต่อสุขภาพของมนุษย ์[1] 

ปัจจุบันไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ เป็นผลิตภัณฑ์ท่ีก าลังได้รับความสนใจ และมี
แนวโน้มจะถูกน าไปใช้ประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารเพิ่มมากข้ึน เน่ืองจากไอโซมอลโต          
โอลิโกแซ็กคาไรดจ์ดัอยูใ่นกลุ่มผลิตภณัฑเ์พื่อสุขภาพท่ีสามารถใชใ้นผลิตภณัฑอ์าหารไดห้ลายชนิด 
เน่ืองจากมีคุณสมบติัท่ีเหมาะสม เช่น มีความหนืดต ่า ไม่เกิดการปนเป้ือนจากจุลินทรีย ์และมีความคง
ตวัสูงในสภาวะท่ีเป็นกรด เป็นตน้ [3] นอกจากนั้นการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์สามารถ
ด าเนินการไดง่้ายในระดบัอุตสาหกรรม และใชแ้หล่งวตัถุดิบทางการเกษตรท่ีมีปริมาณมาก หาไดง่้าย 
และราคาถูก เช่น แป้งมนัส าปะหลงั ดงันั้นการศึกษาวิจยัเก่ียวกบัการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็ก  
คาไรดจ์ากแป้งมนัส าปะหลงัดว้ยกระบวนการทางเอนไซม ์จึงมีความน่าสนใจและควรสนบัสนุนใหมี้
การผลิตผลิตภัณฑ์ชนิดน้ีข้ึนในประเทศไทย ซ่ึงจะเป็นการลดการน าเข้าไอโซมอลโตโอลิโก         
แซ็กคาไรด์จากต่างประเทศ อีกทั้ งยงัเป็นการเพิ่มมูลค่าของแป้งมันส าปะหลงัให้เป็นผลิตภัณฑ์       
เชิงอุตสาหกรรมท่ีมีมูลค่าสูงข้ึน เพื่อการส่งออกไดอี้กทางหน่ึงดว้ย  
 

1.2 วตัถุประสงค์กำรวจิยั 
 1.2.1 เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงจากแป้ง                
มนัส าปะหลงัดว้ยกระบวนการทางเอนไซม ์
 1.2.2 เพื่ อศึกษาสภาวะท่ี เหมาะสมในการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ด้วย
กระบวนการทางเอนไซม ์
 

1.3 ขอบเขตของกำรวจิยั 
 1.3.1 ขอบเขตของสถานท่ีท าการวิจยั 
  สาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี            
ราชมงคลธญับุรี 
 1.3.2 ขอบเขตเน้ือหางานวิจยั 

1.3.2.1 ศึกษาสภาวะ ท่ี เหมาะสมในการย่อยแป้งมันส าปะหลังด้วยเอนไซม ์    
แอลฟาอะไมเลส 
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1.3.2.2 ศึกษาสภาวะศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตน ้าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้
สูงด้วยเอนไซม์ชนิดต่างๆ ได้แก่ เอนไซม์เบตาอะไมเลส (β-amylase) พูลลูลาเนส (pullulanase)   
มอสโตจีเนส (maltoginase) 
  1.3.2.3 การผลิตเอนไซมท์รานกลูโคซิเดสจากอาหารเหลว 
  1.3.2.4 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์
 1.3.3 ขอบเขตของเวลาท่ีท าการวิจยั 
  ท าการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์ตั้งแต่เดือน
พฤศจิกายน พ.ศ. 2555 ถึงเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2558 เป็นระยะเวลา 2 ปี 8 เดือน 
 

1.4 กรอบแนวคดิกำรวจิยั 
 โอลิโกแซ็กคาไรด ์(oligosaccharides) เป็นสารประกอบซ่ึงประกอบดว้ยโมเลกุลของน ้ าตาล
ตั้งแต่สามถึงสิบโมเลกุล โดยโอลิโกแซ็กคาไรด์สามารถละลายไดใ้นน ้ า และให้รสชาติท่ีหวานท่ีมี
ความหวานประมาณ 0.3-0.6 เท่าของน ้ าตาลซูโครส สามารถใชใ้นผลิตภณัฑอ์าหารประเภทต่างๆ ได ้
เช่น นมผงทารก เคร่ืองด่ืม ขนมหวาน และผลิตภณัฑข์นมอบ เป็นตน้ ขอ้ดีของโอลิโกแซ็กคาไรด ์คือ 
ป้องกันการเกิดฟันผุ ให้พลงังานต ่าโดยไม่มีผลต่ออินซูลินในเลือด เหมาะส าหรับบุคคลท่ีจะลด
น ้าหนกัหรือผูป่้วยท่ีเป็นโรคเบาหวาน [1] โอลิโกแซ็กคาไรดจ์ดัเป็นสารพรีไบโอติก (prebiotic) ท่ีช่วย
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของบิฟิโดแบคทีเรียในล าไส้ใหญ่ ตลอดจนช่วยให้เกิดความสมดุลในระบบ
ทางเดินอาหาร [2] ผลิตภัณฑ์ท่ีจัดอยู่ในกลุ่มของโอลิโกแซ็กคาไรด์ ได้แก่ กาแลคโตโอลิโก          
แซ็กคาไรด์ (galacto-oligosaccharide) แลคทูโลส (lactulose) แลคโตซูโครส (lactosucrose) มอลโต        
โอลิโกแซ็กคาไรด์ (malto-oligosaccharide) ฟรุคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (fructo-oligosaccharide) และ
ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์(isomalto-oligosaccharide) เป็นตน้ [2,1] 
 ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ เป็นโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีมีหน่วยยอ่ยเป็นน ้ าตาลกลูโคสต่อ
กันด้วยพนัธะแอลฟา-ดี 1,6 กลูโคซิดิก (α-D- 1,6 glucosidic linkages) ประกอบด้วยน ้ าตาลไอโซ 
มอลโตส (isomaltose) พาโนส (panose) ไอโซมอลโตไตรโอส ( isomaltotriose) และโอลิโก          
แซ็กคาไรด์ (oligosaccharide) ท่ีมีลกัษณะเป็นก่ิงกา้นชนิดอ่ืนๆ เป็นตน้ [1, 5]โครงสร้างของไอโซ
มอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดแ์สดงดงัภาพท่ี 1.1  
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ภำพที ่1.1  โครงสร้างของไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์[6] 
 
 การผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดส์ามารถใชว้ตัถุดิบไดห้ลายประเภท เช่น แป้ง น ้ าตาล
ซูโครส น ้ าตาลกลูโคส และน ้ าเช่ือมมอลโตส เป็นต้น [7, 8] กระบวนการผลิตไอโซมอลโต              
โอลิโกแซ็กคาไรด์นิยมจะใช้เอนไซม์ชนิดต่างๆ ท่ีมีความสามารถในการย่อยแป้ง ไดแ้ก่ เอนไซม์
แอลฟาอะไม เลส  (α-amylase) พูลลูล าเนส  (pullulanase) เบตาอะไม เลส  (β-amylase) และ             
ทรานกลูโคซิเดส (tranglucosidase) โดยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส เบตาอะไมเลส และพูลลูลาเนส   
จะยอ่ยแป้งจนไดเ้ป็นน ้ าตาลมอลโตส ส่วนเอนไซมท์รานกลูโคซิเดส จะช่วยเร่งปฏิกิริยาทรานกลูโค
ซิเลชัน่ (tranglucosylation) ท าใหผ้ลิตภณัฑเ์ป็นไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์[1,3]  
 เอนไซม์ท่ีมีบทบาทส าคัญในการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ คือ เอนไซม์           
ทรานกลูโคซิเดส(tranglucosidase) หรือ ดี-กลูโคซิลทรานสเฟอเรส (D-glucosyltransferase) ซ่ึงมีความสามารถใน
การเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายและการเคล่ือนยา้ยโมเลกุลของแอลฟา-ดี-กลูโค-โอลิโกแซ็กคาไรด์ (α-D-gluco-
oligosaccharides) เรียกปฏิกิริยาน้ีว่า ทรานกลูโคซิเลชั่น(tranglucosylation) ผลจากการเร่งปฏิกิริยา
ของเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดสมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์จะถูกเปล่ียนไปเป็นไอโซมอลโตโอลิโก  
แซ็กคาไรด์ ซ่ึ งประกอบด้วยห มู่ไกลโคซิล (glycosyl residues) ท่ี เช่ือมต่อด้วยแอลฟา-ดี  1,6               
กลูโคซิดิก [3,9] 
 ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์เป็นสารให้ความหวานท่ีให้พลงังานต ่า การบริโภคจะไม่ท า
ใหเ้กิดฟันผ ุช่วยส่งเสริมการเจริญของบิฟิโดแบคทีเรียและจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ในล าไส้ของมนุษย ์
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ปัจจุบนัมีการน า ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดไ์ปประยกุตใ์ชใ้นผลิตภณัฑอ์าหารชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ 
เคร่ืองด่ืม ผลิตภณัฑน์ม ขนมหวาน เตา้หู้ บิสกิต เคก้ โยเกิร์ต ไอศกรีม แยม และชอคโกแลต็ เป็นตน้ 
นอกจากนั้นยงัมีแนวโนม้ท่ีจะน าไปใชใ้นอุตสาหกรรมอ่ืนๆท่ีไม่ใช่อาหารอีกดว้ย เช่น อุตสาหกรรม
เภสัชภณัฑ์ และอุตสาหกรรมอาหารสัตว ์เป็นตน้ [1,3] นอกจากนั้นการผลิตไอโซมอลโตโอลิโก  
แซ็กคาไรด์สามารถใช้แหล่งวตัถุดิบทางการเกษตรท่ีมีปริมาณมาก หาไดง่้าย และราคาถูก โดยใช้
กระบวนการผลิตดว้ยวิธีทางเอนไซมซ่ึ์งสามารถประยุกตใ์ชใ้นระดบัอุตสาหกรรมไดง่้าย ดงันั้นใน
งานวิจยัน้ีจึงมุ่งศึกษาเก่ียวกบัสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์จากแป้ง
มนัส าปะหลงั เพื่อใชเ้ป็นขอ้มูลส าหรับการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดร์ะดบัอุตสาหกรรมใน
ประเทศไทย ซ่ึงจะเป็นการเพิ่มมูลค่าของแป้งมนัส าปะหลงัซ่ึงเป็นวตัถุดิบท่ีมีปริมาณมากใหก้ลายเป็น
ผลิตภัณฑ์เชิงอุตสาหกรรมท่ีมีมูลค่าสูงข้ึน อีกทั้ งจะเป็นการลดการน าเข้าไอโซมอลโตโอลิโก        
แซ็กคาไรดจ์ากต่างประเทศไดอี้กทางหน่ึงดว้ย 
 

1.5 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
 1.5.1 ไดส้ภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดด์ว้ยกระบวนการ
ทางเอนไซม ์ซ่ึงจะสามารถน าไปใชเ้ป็นแนวทางในการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดใ์นระดบั
อุตสาหกรรม 
 1.5.2 สามารถสร้างมูลค่าเพิ่มให้กบัแป้งมนัส าปะหลงัโดยน ามาใชเ้ป็นวตัถุดิบส าหรับผลิต   
ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์ซ่ึงเป็นผลิตภณัฑเ์ชิงอุตสาหกรรมท่ีมูลค่าสูง 
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บทที ่2 

วรรณกรรมหรืองานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

 
2.1 ไอโซมอลโตโอลโิกแซ็กคาไรด์ (Isomalto-oligosaccharides, IMOs) 
  เป็นโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีมีหน่วยย่อยเป็นน ้ าตาลกลูโคสต่อกนัดว้ยพนัธะแอลฟา-ดี- 1,6  
กลูโคซิดิก (α-D-1,6 glucosidic linkages) ประกอบดว้ยน ้ าตาลไอโซมอลโตส (isomaltose) พาโนส 
(panose) ไอโซมอลโตไตรโอส (isomaltotriose) และโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีมีลกัษณะเป็นก่ิงกา้นชนิด
อ่ืนๆ เป็นตน้ [3] ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์สามารถผลิตไดจ้ากวตัถุดิบประเภทแป้งชนิดต่างๆ 
โดยใชเ้อนไซมแ์อลฟาอะไมเลส (α-amylase) พลูลูลาเนส (pullulanase) เบตาอะไมเลส (β-amylase) 
และ ทรานกลูโคซิเดส (transglucosidase) โดยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส เบตาอะไมเลส และ         
พูลลูลาเนส จะยอ่ยแป้งจนไดเ้ป็นน ้ าตาลมอสโตส ส่วนเอนไซมท์รานกลูโคซิเดสจะช่วยเร่งปฏิกิริยา 
ทรานกลูโคซิเลชัน่ (tranglucosylation) ท าใหไ้ดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์[1,4] 
 การผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์สามารถใช้วตัถุดิบไดห้ลายประเภท เช่น แป้ง 
น ้ าตาลซูโครส น ้ าตาลกลูโคส และน ้ าเช่ือมมอลโตส เป็นตน้ [7, 8] กระบวนการผลิตไอโซมอลโต   
โอลิโกแซ็กคาไรด์นิยมจะใช้เอนไซม์ชนิดต่างๆ ท่ีมีความสามารถในการย่อยแป้ง ไดแ้ก่ เอนไซม์
แอลฟาอะไม เลส  (α-amylase) พูลลูล าเนส  (pullulanase) เบตาอะไม เลส  (β-amylase) และ             
ทรานกลูโคซิเดส (tranglucosidase) โดยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส เบตาอะไมเลส และพูลลูลาเนส   
จะยอ่ยแป้งจนไดเ้ป็นน ้ าตาลมอลโตส ส่วนเอนไซมท์รานกลูโคซิเดส จะช่วยเร่งปฏิกิริยาทรานกลูโค
ซิเลชั่น (tranglucosylation) ท าให้ผลิตภัณฑ์เป็นไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ [1,3] โดยแสดง
กระบวนการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดด์งัภาพท่ี 2.1 
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ภาพที ่2.1  กระบวนการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดจ์ากแป้ง [3] 
 
2.2 กระบวนการผลติไอโซมอลโตโอลโิกแซ็กคาไรด์ 
 กระบวนการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์จะเร่ิมจากการย่อยแป้งให้เป็นน ้ าเช่ือม    
มอลโตสดว้ยเอนไซม ์น ้ าเช่ือมมอลโตสเป็นสารละลายท่ีมีกลูโคส 2 โมเลกุลเป็นองคป์ระกอบหลกั 
ลกัษณะทั่วไปของน ้ าเช่ือมมอลโตสเป็นของเหลวขน้ รสหวาน ใส บางกรณีอาจมีสีเหลืองหรือ          

สารละลายน ้าแป้ง 

เติมเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 

เติมเอนไซมเ์บตาอะไมเลส + เอนไซมม์อลโตจิเนส 

น ้าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูง 

เติมเอนไซมท์รานกลูโคซิเดส 

ผลิตภณัฑม์อลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์

ท าใหบ้ริสุทธ์ิและท าใหเ้ขม้ขน้ 

ผลิตภณัฑไ์อโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดบ์ริสุทธ์ิ 
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สีน ้ าตาลอ่อนทั้ งน้ี ข้ึนอยู่กับองค์ประกอบของน ้ าเช่ือมว่าจะมีปริมาณมอลโตสในสัดส่วนใด 
กระบวนการผลิตน ้าเช่ือมมอลโตสดว้ยวิธีการทางเอนไซม ์โดยจะมีรายละเอียดดงัต่อไปน้ี 
 2.2.1 การเตรียมแป้ง 
  การเตรียมน ้ าแป้งจะเป็นตวัก าหนดผลิตภณัฑท่ี์ไดแ้ละก าลงัในการผลิตผลิตภณัฑน์ั้นๆ    
ถา้เตรียมน ้ าแป้งท่ีมีความเขม้ขน้ของแป้งมากจะไดผ้ลผลิตสูงใชพ้ลงังานในการตม้ระเหยน ้ านอ้ย การ
ผสมแป้งกบัน ้ ามีขอ้ก าหนด เน่ืองจากความยืดหยุ่นของแป้งเม่ือถูกความร้อนถึงอุณหภูมิของการสุก 
(gelatinization) ฉะนั้นถา้ตอ้งการใหมี้เน้ือแป้งในน ้ าแป้งมากๆ ตอ้งท าการยอ่ยแป้งขณะท่ีแป้งก าลงัจะ
สุกเพื่อให้ได้น ้ าแป้งท่ีมีความหนืดต ่า โดยทัว่ไปจะเตรียมน ้ าแป้งประมาณ 35-40 เปอร์เซ็นต์โดย
น ้าหนกัแลว้ปรับพีเอชใหเ้หมาะสมต่อการยอ่ยขั้นต่อไป 
 2.2.2 การยอ่ยแป้งคร้ังแรก (liquefaction) 
  ขั้นตอนน้ีเป็นขั้นตอนการลดความหนืดของแป้งเร่ิมตน้ซ่ึงการย่อยคร้ังแรกเป็นการท า
ให้แป้งท่ีสุกมีความหนืดน้อยลงและแป้งบางส่วนถูกย่อยท าให้แป้งมีโมเลกุลเล็กลง เม่ือย่อยด้วย
เอนไซม์จะใชเ้อนไซมแ์อลฟาอะไมเลสซ่ึงเป็นเอนไซมก์ลุ่มท่ีย่อยภายในท าหน้าท่ีตดัพนัธะน ้ าตาล
กลูโคสท่ีจบักนัเป็นแป้งจะไดแ้ป้งท่ีมีโมเลกุลเลก็ลงเป็นกลุ่มๆ ท่ีเท่าๆ กนัวดัค่าสมมูลเดกซ์โทรสได ้
5-20 ในทางปฏิบติัควรรักษาสมมูลเดกซ์โทรสไวท่ี้ 10-15 เพื่อป้องกนัการรวมตวักนัหรือจบักนัใหม่
ของแป้งโมเลกุลใหญ่และเกิดตะกอนแขวนลอยท่ีกรองยากลกัษณะการเกิดตะกอนเช่นน้ีเรียกว่า การ
เกิดรีโทรเกรเดชนั (retrogradation) เม่ือเตรียมน ้าแป้งไดค้วามเขม้ขน้พอดีปรับพีเอชใหถู้กตอ้งค านวณ
ปริมาณเอนไซมแ์ละเติมถูกตอ้ง อุณหภูมิประมาณ 100-105 องศาเซลเซียส ซ่ึงเอนไซมท่ี์ใชใ้นช่วงน้ี
สามารถทนอุณหภูมิสูงและสามารถยอ่ยสลายแป้งในขณะท่ีอุณหภูมิสูงไดน้ ้ าแป้งท่ียอ่ยแลว้ในช่วงน้ีมี
ค่าสมมูลเดกโทรสอยู่ท่ี 10-15 หรือต ่ากว่า 20 เรียกผลิตภณัฑ์น้ีว่า มอลโตเดกซ์ตริน ถา้ตอ้งการผลิต
มอลโตเดกซ์ตรินก็เพียงน าแป้งท่ียอ่ยระดบัน้ีแลว้ไปผ่านการท าให้บริสุทธ์ิ คือ การกรองดว้ยผงถ่าน
จนใสและน าไประเหยน ้ าโดยเคร่ืองต้มระเหยให้ได้ความเข้มข้นจากเดิม 35-40 เปอร์เซ็นต์เป็น
ประมาณ 60 เปอร์เซ็นตแ์ลว้น ามาผา่นเคร่ืองพน่ผงจะไดผ้ลิตภณัฑม์อลโตเดกซ์ตริน (maltodextrins) 
 2.2.3 การยอ่ยแป้งขั้นสุดทา้ย (saccharification) 
  เม่ือไดม้อลโตเดกซ์ตรินซ่ึงมีลกัษณะเป็นน ้ าค่อนขา้งใสไม่มีความหนืดแลว้ ท าการ
ปรับพีเอชให้มีความเหมาะสมกับการท างานของเอนไซม์ จากนั้ นค านวณปริมาณเอนไซม์ตาม
ปริมาตรของมอลโตเดกซ์ตริน ซ่ึงเอนไซม์มอลโตจิเนสและพูลูลาเนสเป็น endoenzyme ท่ี มี
ความสามารถในการตดัพนัธะแอลฟา-1,6 กลูโคซิดิกภายในโครงสร้างของอะไมโลเพกทินและค่า
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สมมูลเดกซ์โทรสท่ีไดห้ลงัจากการย่อยอยู่ท่ี 60 เรียกผลิตภณัฑ์น้ีว่า มอลโตสไซรัป (maltose syrup) 
[27] 
 2.2.4 การท าบริสุทธ์ิ (refining) 
  การท าให้บริสุทธ์ินั้นสะดวกส าหรับผลิตภณัฑท่ี์ผลิตมาจากแป้งมนัส าปะหลงัเพราะมี
สารประกอบ เช่น โปรตีน ไขมนั นอ้ยมาก สามารถกรองโดยใชส้ารช่วยกรองและผงถ่านพร้อมกนัได ้
ปกติสามารถใชเ้คร่ืองกรอง เช่น filter press หรือ vacuum drum filterได ้หลงัจากการกรองแลว้ควรจะ
ไดส้ารละลายใส ซ่ึงขั้นตอนต่อไปคือการจบัประจุดว้ยการผา่น ion-exchange resin 
 2.2.5 การตม้ระเหย 
  กระบวนการตม้ระเหยเป็นกระบวนการสุดทา้ยท่ีระเหยน ้ าออกไป เพราะน ้ าเช่ือมท่ี
กรองและท าใหบ้ริสุทธ์ิแลว้จะมีความเขม้ขน้ของของแขง็ประมาณ 40 เปอร์เซ็นต ์จึงจ าเป็นตอ้งระเหย
น ้ าออกไปจนกระทัง่ความเขม้ขน้ของของแขง็เป็น 80 เปอร์เซ็นต์ จึงเป็นผลิตภณัฑท่ี์ตอ้งการ ในการ
ตม้ระเหยตอ้งท าให้ท่ีอุณหภูมิต ่า โดยการตม้ระเหยภายใตสุ้ญญากาศ เพื่อป้องกนัการแตกตวัของ
น ้าตาลมอลโตสเน่ืองจากความร้อน [15] 
 หลังจากได้น ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ข้นสูงแล้ว เติมเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดสเพื่อเร่ง
ปฏิกิริยาทรานกลูโคซิเลชั่น (tranglucosylation) ท่ีหมู่ 6-OH ของน ้ าตาลกลูโคส ท าให้ได้โอลิโก   
แซ็กคาไรด์ท่ี เช่ือมด้วยพันพันธะแอลฟา -ดี-(1,6) (α-D-(1,6)) ได้แก่  ไอโซมอลโตส พาโนส             
ไอโซมอลโตไตรโอส และเตตระแซ็กคาไรด ์ 
 
2.3 พรีไบโอติก (Prebiotics) 
 พรีไบโอติก เป็นสารประกอบพวกโอลิโกแซ็กคาไรด ์(oligosaccharide) ซ่ึงเป็นสารอาหาร
ประเภทคาร์โบไฮเดรตท่ีไม่สามารถถูกย่อยสลายและถูกดูดซึมในระบบทางเดินอาหาร ซ่ึงมีผลช่วย
กระตุน้การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์กลุ่มโปรไบโอติกในล าไส้ใหญ่ [49] จุลินทรียโ์ปรไบโอติก      
จะสร้างสารบางชนิดท่ีเป็นประโยชน์แก่ร่างกายของส่ิงมีชีวิต เช่น กรดไขมนัสายสั้ น (short chain 
fatty acid, SCFA) และผลจากการย่อยยงัท าให้ค่าพีเอชในล าไส้ลดลง ซ่ึงผลดังกล่าวช่วยลดการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียก่์อโรค [50] ซ่ึงในล าไส้ใหญ่จะมีแบคทีเรียอยู่ 2 กลุ่ม  คือ กลุ่มแรกคือ
แบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ (beneficial bacteria) เช่น Bifidobacteria และ Lactobacillus กลุ่มท่ีสอง คือ 
แบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรค (pathogenic bacteria) เช่น Esherichia coli, Salmonella และ Clostridium 
[51]  
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 2.3.1 คุณสมบัติของพรีไบโอติก  
  สารท่ีสามารถจดัเป็นพรีไบโอติกไดน้ั้นจะตอ้งมีคุณสมบติัคือ สารนั้นจะไม่ถูกยอ่ย
ดว้ยกรดในกระเพาะอาหาร ไม่ถูกดูดซึมในกระเพาะอาหารและล าไสเ้ลก็ สามารถเคล่ือนท่ีไปถึงล าไส้
ใหญ่ในสภาพท่ีสมบูรณ์ [52, 53, 54] สามารถท่ีจะเกิดการหมักในล าไส้ใหญ่โดยแบคทีเรียท่ีมี
ประโยชน์ เช่น Bifidobacteria sp. และ Lactobacillus sp. อีกทั้งส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรียท่ีมี
ประโยชน์ในระบบทางเดินอาหาร และไม่ส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค [49] เพื่อใช้เป็น
อาหารใหก้บัจุลินทรียป์ระจ าถ่ิน (normal flora) ท่ีอาศยัอยูใ่นล าไสใ้หญ่สามารถน าสารเหล่าน้ีมาใชใ้น
การเจริญเติบโตและการเพิ่มจ านวนอีกดว้ย 
 2.3.2 ประเภทของพรีไบโอติก [51] 
  2.3.2.1 น ้ าตาลแอลกอฮอล์  (alcohol sugar) จัด เป็นคาร์โบไฮเดรตท่ี มีขนาด
โครงสร้างหรือดชันีการสังเคราะห์พอลิเมอร์ (degree of polymerization, DP) เพียง 1-2 ตวั สารท่ีอยู่
ในกลุ่มน้ีเช่น แมนนิทอล, ซอบิทอล, ไอโซมอลต์ และ ไซลิทอล เป็นตน้ ดังแสดงในภาพท่ี 2.2 
บางคร้ังจะเรียกวา่ พอลิออล (Polyols) สามารถเป็นสารใหค้วามหวานได ้โดยมีความหวานประมาณ 3 
ใน 4 หรือคร่ึงหน่ึงของน ้ าตาลทัว่ไป และยงัดูดซบัไดช้า้ในล าไส้เลก็เม่ือเปรียบเทียบกบัน ้ าตาล จึงท า
ใหน้ ้ าตาลในเลือดเพิ่มข้ึนอยา่งชา้ๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
   (ก) (ข) 
 
ภาพที ่2.2 โครงสร้างโมเลกุลของ (ก) ซอบิทอล (sorbitol)  (ข) แมนนิทอล (mannitol) [55] 
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  2.3.2.2 Resistant starch เป็นแป้งหรือผลิตภณัฑ์แป้งท่ีไม่สามารถถูกย่อยสลายได้
ดว้ยเอนไซมแ์ละดูดซึมภายในล าไสเ้ลก็ของมนุษยป์กติได ้ซ่ึงสามารถแบ่งตามลกัษณะและแหล่งท่ีมา
ได้ 3 ประเภท คือ ประเภทท่ี 1 แป้งท่ีมีลักษณะทางกายภาพขัดขวางการท างานของเอนไซม ์
(physically inaccessible starch; RS1) โดยเมด็แป้งอาจถูกห่อหุม้ภายในร่างแหของโปรตีนหรือถูกตรึง
อยู่ภายในเซลล์เมล็ดพืช ท าให้เอนไซม์ไม่สามารถเขา้ไปท าปฏิกิริยาในเม็ดแป้งได้ ประเภทท่ี 2       
เมด็แป้งดิบท่ีทนทานต่อการท างานของเอนไซม ์(raw starch granules; RS2) ไดแ้ก่ เมด็แป้งมนัฝร่ังดิบ 
เมด็แป้งกลว้ยดิบ และเมด็แป้งจากเมลด็ถัว่ โดยความคงทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมข้ึ์นอยูก่บัลกัษณะ
ของโครงสร้างตามธรรมชาติของเม็ดแป้งท่ีไม่มีรูหรือช่องเปิดให้เอนไซมเ์ขา้ไปในเม็ดแป้ง การเกิด  
เจลาติไนซ์ของแป้งจะช่วยจะช่วยให้เอนไซมส์ามารถเขา้ไปท าปฏิกิริยากบัเม็ดแป้งไดม้ากข้ึน และ
ประเภทท่ี 3 แป้งคืนตัว (retrograded starch; RS3) Resistant starch ส่วนใหญ่จะจัดอยู่ในประเภท 
Retrograded starch ไดแ้ก่ อาหารท่ีผา่นการใหค้วามร้อนจนแป้งเกิดเจลาติไนซ์ แลว้ถูกท าใหเ้ยน็ตวัลง
ท าให้ส่วนอะไมโลส (พอลิเมอร์เชิงเส้นของกลูโคส) เกิดการเรียงตวัใหม่ไดเ้ป็นผลึกแป้งท่ีแข็งแรง
และทนทานต่อการย่อยของเอนไซม์ ดงันั้นแป้งท่ีมีอตัราส่วนของอะไมโลสสูงกว่าจะสามารถเกิด      
รีโทรเกรเดชัน่ไดม้ากกว่าแป้งท่ีมีอะไมโลเพกทิน (พอลิเมอร์เชิงก่ิงของกลูโคส) สูง แป้งท่ีมีปริมาณ           
อะไมโลสสูงก็สามารถผลิต Resistant starch ไดใ้นระดบัสูงเช่นเดียวกนั พืชส่วนใหญ่จะมีอะไมโลส 
อยูป่ระมาณ 20-25 เปอร์เซ็นต ์
  2.3.2.3 Non-starch polysaccharides เป็นสารท่ีได้จากพืช เช่น Pectin, Hemicellulose, 
Guar, Cellulose และ Xylan 
  2.3.2.4 Inulin เป็นสารพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีสามารถละลายน ้ าได้และมีความคงตวัท่ี
อุณหภูมิสูง โดยท าหน้าท่ีเป็นแหล่งคาร์โบไฮเดรตให้กับพืช พบในพืชมากกว่า 36,000 ชนิด เช่น       
ชิโคร่ี เห็ด หัวหอม หัวกระเทียม กล้วย เป็นต้น โครงสร้างของอินนูลินประกอบด้วย ฟรุกโตส 
(fructose) 80 เปอร์เซ็นต ์และกลูโคส (glucose) 20 เปอร์เซ็นต ์เช่ือมกนัดว้ยพนัธะเบตา 2-1 (β 2-1) ท่ี
มีความยาวตั้งแต่ 2-60 หน่วย ดงัแสดงในภาพท่ี 2.3 โดยทัว่ไป อินนูลินมีขนาดโครงสร้างหรือค่าดชันี
การสังเคราะห์พอลิเมอร์ (degree of polymerization, DP) ประมาณ 10 (ส่วนค่า DP ของฟรุกโต       
โอลิโกแซ็กคาไรด์ โดยทัว่ไปเท่ากบั 4) และตามโครงสร้างจะมีโอลิโกฟรุกโตส ประกอบอยู่เป็น
โครงสร้างกลุ่มย่อยโดยพืชต่างชนิดกันจะมีปริมาณอินนูลิน และโอลิโกฟรุกโตส ท่ีแตกต่างกัน        
ดังแสดงในตารางท่ี 2.1 จากการทดลองน าอินนูลิน และโอลิโกฟรุกโตสให้ผูใ้หญ่จ านวน 8 คน        
ในปริมาณ 15 กรัมต่อวนั เป็นเวลา 15 วนั พบว่า พรีไบโอติกทั้ งสองชนิดสามารถเพิ่มปริมาณ 
Bifidobacteria ได ้[49] 
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ภาพที ่2.3 โครงสร้างของโมเลกุลอินนูลิน (inulin) [55] 
 
ตารางที่ 2.1 ปริมาณอินนูลินและโอลิโกฟรุกโตสในอาหารชนิดต่างๆ [51] 
 

พืช 
ปริมาณอินนูลิน 
(เปอร์เซ็นต)์ 

ปริมาณโอลิโกฟรุกโตส 
(เปอร์เซ็นต)์ 

หวัหอม (onion)  2-6 2-6 
แก่นตะวนั (jerusalem artichoke)  16-20 16-20 
ชิโคร่ี (chicory) 15-20 5-10 
แอสปารากสั (asparagus) 1-30 1-20 
ตน้กระเทียม (leek) 3-10 2-5 
กระเทียม (garlic) 9-16 3-6 
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ตารางที่ 2.1 ปริมาณอินนูลินและโอลิโกฟรุกโตสในอาหารชนิดต่างๆ [51] (ต่อ) 
 

พืช 
ปริมาณอินนูลิน 
(เปอร์เซ็นต)์ 

ปริมาณโอลิโกฟรุกโตส 
(เปอร์เซ็นต)์ 

อาร์ติโชค (artichoke) 3-10 <1 
กลว้ย (banana) 0.3-0.7 0.3-0.7 
ขา้วสาลี (wheat) 1-4 1-4 
ขา้วไรย ์(rye) 0.5-1 0.5-1 
ขา้วบาเลย ์(barley) 0.5-1.5 0.5-1.5 
 
  2.3.2.5 Sugar and Oligosaccharides ส าห รับพ รีไบ โอ ติ ก ใน ก ลุ่ม น้ี  จัด เป็ น           
พอลิแซ็กคาไรด์สายสั้ น  (short-chain polysaccharide) ประกอบด้วยน ้ าตาลตั้ งแต่  2-20 หน่วย 
ตวัอยา่งเช่น raffinose, stachyose, fructooligosaccharides (FOS) ดงัแสดงในภาพท่ี 2.4 นอกจากน้ียงัมี 
lactose, lactulose, galacto-oligosaccharides (GOS), soybean oligosaccharide, lactosucrose, isomalto-
oligosaccharide, gluco-oligosaccharide, xylo-oligosaccharide และ  palatinose ท่ี ส าม ารถจัด เป็ น      
พรีไบโอติกไดด้ว้ย 
 

 
 

ภาพที ่2.4 โครงสร้างโมเลกุลของฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์[55] 
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  2.3.2.6 Mucin glycoproteins ถูกสร้างโดย globelt cells ท่ีอยู่ในเยื่อบุผิวล าไส้และ
เป็นสารตั้งตน้หลกัส าหรับการหมกัในไส ้
  2.3.2.7 Related mucopolysaccharides เช่ น chondroitin sulphate, heparin, pancreatic และ 
bacterial secretions ซ่ึงสารเหล่าน้ีเป็นสารท่ีมีไวส้ าหรับจุลินทรียใ์นล าไส ้
  2.3.2.8 Protein and peptides สารเหล่าน้ีสร้างข้ึนในอาหาร สร้างโดยการหลัง่ของ
ตบัอ่อนหรือสร้างโดยแบคทีเรีย แต่จะมีปริมาณนอ้ยกวา่พวกคาร์โบไฮเดรต 
 2.3.3 ประโยชน์ของพรีไบโอติก 
  ประโยชน์ต่อสุขภาพของพรีไบโอติกจะมีความเก่ียวข้องกันกับประโยชน์ของ     
โปรไบโอติก ซ่ึงเม่ือมีการเพิ่มการเจริญของแบคทีเรียในกลุ่มน้ีแลว้ทั้งแบคทีเรียเองและสารท่ีเกิดจาก
กระบวนการในการใชพ้รีไบโอติกเป็นแหล่งคาร์บอนก็มีบทบาทต่อผูบ้ริโภค เช่น ช่วยส่งเสริมการ
ท างานของระบบทางเดินอาหาร มีผลต่อการดูดซึมแร่ธาตุบางชนิด และมีผลต่อเมตาบอลิซึมของ
ไขมนั โดยสามารถอธิบายไดด้งัน้ี 
  2.3.3.1 ผลต่อระบบทางเดินอาหาร พรีไบโอติกทนต่อการย่อยในทางเดินอาหาร
ส่วนบนของมนุษยเ์ม่ือมาถึงล าไสใ้หญ่ก็จะเป็นอาหารใหก้บัแบคทีเรียในล าไส้ เม่ือแบคทีเรียน าไปใช้
ก็จะให้พลงังานและสาระส าคญับางชนิดกบัร่างกาย ตวัอยา่งเช่น inulin-type fructans ให้กรดแลคติก 
(lactic acid) และกรดไขมันชนิดสั้ น (short-chain fatty acid) ซ่ึงเป็นผลิตผลจากกระบวนการหมัก 
(fermentation) ซ่ึงการหมกัน้ีจะท าให้มีการกระตุน้การเจริญของ Bifidobacteria ซ่ึงเป็นกลุ่มจุลินทรีย์
ชีวภาพ และในสภาวะความเป็นกรดท่ีเกิดข้ึนจะช่วยยับย ั้ งการเจริญเติบโตของ Clostridium 
perfringens, Salmonella spp. และ Esherichia coli ในล าไส ้จึงช่วยป้องกนัทอ้งเสีย โดยเฉพาะจากการ
ติดเช้ือได ้นอกจากน้ีดว้ยคุณสมบติัคลา้ยใยอาหารอ่ืนๆ ก็จะช่วยบรรเทาอาการทอ้งผูก เน่ืองจากผล
ของการเพิ่มน ้ าหนักของอุจจาระและผลต่อการเคล่ือนไหวของล าไส้ จึงช่วยให้ขับถ่ายง่ายข้ึน 
นอกจากน้ี ยงัมีการศึกษาถึงผลของพรีไบโอติกในการต้านมะเร็ง (anticarcinogenic effect) ซ่ึงก็
สามารถน าผลท่ีมีต่อทางเดินอาหารมาอธิบายไดเ้ช่นกนั 
  2.3.3.2 ผลต่อการดูดซึมแร่ธาตุบางชนิด ปกติพวกใยอาหารหรือพรีไบโอติกจะ
รบกวนการดูดซึมของเกลือแร่ดว้ยการไปจบักบัแร่ธาตุไวใ้นโครงสร้างท่ีซบัซอ้น ท าใหไ้ม่สามารถถูก
ดูดซึมไดท่ี้ล าไส้เลก็ จะเดินทางมาถึงล าไสใ้หญ่จากนั้นจะปลดปล่อยแร่ธาตุออกมา เม่ือมีการหมกัโดย
แบคทีเรียในล าไส้ไดก้รดไขมนัชนิดสายสั้ น ความเป็นกรดก็จะช่วยในการดูดซึมแร่ธาตุบางชนิด
ไดแ้ก่ แคลเซียมและแมกนีเซียม นอกจากน้ีอาจะเป็นกลไกท่ีท าให้เกิดแรงดนัออสโมติก (osmotic 
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effect) จะดึงน ้ าเข้ามาช่วยในการละลายเกลือแร่ต่างๆได้ และมีพรีไบโอติกช่วยเร่ืองการดูดซึม
แคลเซียม และอาจส่งผลลดความเส่ียงต่อกระดูกพรุนอีกดว้ย 
 2.3.4 แหล่งของพรีไบโอติก 
  พรีไบโอติกท่ีพบมีอยู่ 2 กลุ่ม คือ พรีไบโอติกท่ีพบในธรรมชาติจะพบไดใ้นผกัและ
ผลไม ้เช่น กลว้ย หน่อไมฝ้ร่ัง ถัว่ กลุ่มธญัพืช และพรีไบโอติกท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์โดยใชเ้อนไซม์
ย่อยพอลิแซ็กคาไรด์ เช่น แป้ง [56] ซ่ึงในปัจจุบันพรีไบโอติกท่ีน ามาใช้ทางการค้าและใน
อุตสาหกรรมอาหารส่วนใหญ่ไดม้าจากการสงัเคราะห์ 
 2.3.5 การผลติพรีไบโอติก [57] 
  การผลิตพรีไบโอติกท าได้หลายวิ ธี  ทั้ งการสกัดโดยตรงจากพืชท่ี มีปริมาณ             
พอลิแซ็กคาไรด์หรือโอลิโกแซ็กคาไรด์สูง เช่น กล้วย ข้าวสาลี หัวกระเทียม หัวหอม หรือพืช
ต่างประเทศ เช่น ชิโคร่ี (chicory) และแก่นตะวนั (jerusalem artichoke) เป็นตน้ อยา่งไรก็ตามปัจจุบนั
นิยมผลิต พรีไบโอติกโดยใชชี้ววิธี คือ การใชเ้อนไซม์ และการผลิตดว้ยกระบวนการทางเคมี ตาม
ตารางท่ี 2.2 แสดงกระบวนการผลิตพรีไบโอติก 
 
ตารางที่ 2.2 กระบวนการผลิตพรีไบโอติกทางการคา้ [58] 
 

วธีิการผลติ ตัวอย่างพรีไบโอติก 
1. การสกดัโดยตรงจากพืช ผกั ผลไมท่ี้มีส่วนประกอบ
ของพอลิแซ็กคาไรด ์

- ซอยบีนโอลิโกแซ็กคาไรด์ (soybean oligosaccharide) 
จากน ้านมถัว่เหลือง 
- อินูลิน (inulin) จากชิโคร่ี 

2. การใช้ เอน ไซม์ ย่ อยสลายส ารป ระกอบ                              
พอลิแซ็ก คาไรด์แล้วใช้เทคนิคโครมาโทรกราฟฟี        
ท าผลิตภณัฑใ์หบ้ริสุทธ์ิ 

- ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์
- ไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด์ (xylo-oligosaccharide) จากซัง
ขา้วโพด 

3. กระบวนการทรานไกลโคซิเลชั่น (transglycosylation) 
คือ การใช้เอนไซม์เพื่อสังเคราะห์โอลิโกแซ็กคาไรด์
แล้วใช้เทคนิคโครมาโทรกราฟฟีท าผลิตภัณฑ์ให้
บริสุทธ์ิ 

- กาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์จากแลคโตส 
- ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์จากซูโครส 

4. กระบวนการทางเคมี - แลคตูโลสจากปฏิ กิ ริยาไอโซเมอร์ไรเซชั่นของ          
แลคโตส 
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 2.3.6 การสกดัพรีไบโอติก  
  เป็นวิธีท่ีง่ายท่ีสุดส าหรับการผลิตพรีไบโอติก คือสามารถสกดัโดยตรงจากพืชหรือ
ผลไมท่ี้มีสารพอลิแซ็กคาไรด์เป็นองค์ประกอบ เช่น การสกัดอินูลินจากชิโคร่ีเพื่อใช้เป็นอาหาร
ส าหรับสัตว ์โดยการสกดัดว้ยน ้ าร้อน จากนั้นใช้เทคนิคโครมาโทรกราฟฟีเพื่อท าอินูลินท่ีไดใ้ห้มี
ความบริสุทธ์ิและเขม้ขน้ จากนั้ นน าไปท าให้เป็นผงด้วยเคร่ืองท าแห้งแบบพ่นฝอย (spray dryer 
machine) เพื่อน าไปผสมเป็นสารเสริมในอาหารสัตว์ โดยใชว้ิธีการสกดัพรีไบโอติกได ้2 วิธี คือ ใช้
ปฏิกิริยาทางเคมี (chemical reaction) และเทคโนโลยเีอนไซม ์(enzyme technology) 
  2.3.6.1 ใช้ปฏิกริิยาทางเคมี (chemical reaction) 
   แลคตูโลสเป็นพรีไบโอติกชนิดเดียวในปัจจุบนัท่ีผลิตโดยใชก้ระบวนการทาง
เคมี [59] โดยปฏิกิริยาท่ี เกิดข้ึนใช้ด่างเป็นตัวกระตุ้นท าให้ เกิดปฏิกิริยาไอโซเมอร์ไรเซซั่น 
(isomerization) ของโมเลกุลกลูโคสซ่ึงเป็นองคป์ระกอบของน ้ าตาลแลคโตสให้กลายเป็นฟรุกโตส
เรียกปฏิกิริยาน้ีว่า Lbry de Bruyn-Alberda van Ekenstein ปฏิกิริยาไอโซเมอร์ไรเซชัน่น้ีท างานภายใต้
สภาวะท่ีเป็นด่างโดยนิยมใชโ้ซเดียมไฮดรอกไซด์ (sodium hydroxide) และบอเรต (borate) โดยเม่ือ
ปฏิกิริยาเกิดข้ึนอยา่งสมบูรณ์แลว้จะท าใหเ้กิดแลคตูโลสไดด้งัสมการท่ี 2-1 
 

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

 
  2.3.6.2 เทคโนโลยเีอนไซม์ (enzyme technology) 
   การผลิตพรีไบโอติกโดยใช้เทคโนโลยีเอนไซม์มีวตัถุประสงคท์ั้งเพื่อย่อย
สลายและสังเคราะห์โอลิโกแซ็กคาไรด์จากสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด ์ซ่ึงแมว้่าปฏิกิริยาทางเคมีจะ
สามารถสังเคราะห์โอลิโกแซ็กคาไรดไ์ด ้แต่การผลิตดว้ยกระบวนการทางเคมีจะตอ้งท าภายใตส้ภาวะ
ท่ีรุนแรง เช่น สภาวะท่ีมีความด่างและอุณหภูมิสูง และอาจเกิดผลิตภณัฑข์า้งเคียงท่ีไม่ตอ้งการได ้ซ่ึง
จ าเป็นตอ้งเพิ่มขั้นตอนการก าจดัผลิตภณัฑข์า้งเคียงดงักล่าวดว้ย ดงันั้นการผลิตพรีไบโอติกในระดบั
อุตสาหกรรมจึงนิยมใชเ้ทคโนโลยเีอนไซมเ์น่ืองจากควบคุมการผลิตไดง่้ายและผลิตภณัฑท่ี์ไดมี้ความ
บริสุทธ์ิสูง เน่ืองจากความจ าเพาะในการท างานของเอนไซมท่ี์ใชใ้นการผลิต 
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   1) การใชเ้อนไซมส์ังเคราะห์ (enzymatic synthesis) 
    พรีไบโอติกบางชนิด เช่น ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ ไอโซมอลโต       
โอลิโกแซ็กคาไรด์ และทรานกาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ สามารถสังเคราะห์ไดจ้ากปฏิกิริยาของ
เอนไซมด์งัตารางท่ี 2.3 
 
ตารางที่ 2.3 พรีไบโอติกท่ีถูกสังเคราะห์จากเอนไซม ์
 

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

แอลฟากลูโคซิเดส 
[62] 

 
   ปัจจัยในการใช้เอนไซม์เพื่อสังเคราะห์พรีไบโอติกต้องค านึงถึงแหล่งท่ีมาของ
เอนไซม ์กลไกการท างานของเอนไซม ์สภาวะท่ีใชใ้นการผลิตและชนิดของสับสเตรทท่ีใชปั้จจยัต่างๆ  จะส่งผลถึง
คุณภาพและองค์ประกอบของสารพรีไบโอติกไดโ้ดยตรง เช่น การผลิตทรานสกาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์จาก
เอนไซม์เบตากาแลคโตซิเดสท่ีผลิตจากจุลินทรียต่์างชนิดกันจะให้องค์ประกอบของทรานกาแลคโตโอลิโก          
แซ็กคาไรด์ท่ีแตกต่างกัน เช่น Tanaka et al. [63] ใช้เอนไซม์เบตากาแลคโตซิเดสจาก Aspergillus 
oryzae พบว่าไดท้รานสกาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีประกอบดว้ยไตรแซ็กคาไรด์ (trisaccharides) 
เตเตราแซ็กคาไรด์ (tetracaccharides) เพนตะแซ็กคาไรด์ (pentasaccharides) และเฮกซะกาแลคโต    
โอลิโกแซ็กคาไรด์ (hexagalacto-oligosaccharides) ในขณะท่ี Ito et al. [64] ได้ทรานสกาแลคโต     
โอลิโกแซ็กคาไรดท่ี์ประกอบดว้ยไดแซ็กคาไรด ์(disaccharides) โมโนแซ็กคาไรด ์(monosaccharide) 
ไตรแ ซ็ กค าไรด์  ( trisaccharides) เตต ราแ ซ็ กค าไรด์  ( tetrasaccharides) เพ นตะแ ซ็ กค าไรด ์
(pentasaccharides) และเฮกซะกาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (hexagalacto-oligosaccharides) เม่ือใช้
เอนไซม์เบตากาแลคโตซิ เดสจาก A. oryzae ร่วมกับ เบตากาแลคโตซิเดสจาก Streptococcus 
thermophiles 
   2)  การใชเ้อนไซมย์อ่ยสลาย (enzymatic hydrolysis) 
    พรีไบโอติกส่วนใหญ่เป็นสารในกลุ่มโอลิโกแซ็กคาไรด์ ดงันั้นวิธีการ
หน่ึงท่ีใชใ้นการผลิตสารพรีไบโอติก คือการใชเ้อนไซมเ์พื่อย่อยสลายสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด ์
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เช่น แป้ง และเซลลูโลส เพื่อสร้างผลิตภณัฑ์เป็นน ้ าตาลสายสั้นๆ หรือโอลิโกแซ็กคาไรด ์ผลิตภณัฑท่ี์
ไดม้กัอยูใ่นรูปของสารผสมของโอลิโกแซ็กคาไรดห์ลายชนิด จึงจ าเป็นตอ้งใชเ้ทคนิคการคดัแยกสาร
ผลิตภณัฑ์ให้บริสุทธ์ิ เช่น เทคนิคโครมาโทรกราฟฟี เป็นตน้ รูปแบบการผลิตพรีไบโอติกโดยใช้
เอนไซม์ย่อยสลายแสดงดังภาพท่ี 2.5 ซ่ึงจะท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ ท่ีมีความบริสุทธ์ิสูงถึง 85-99 
เปอร์เซ็นต ์
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่2.5 การผลิตพรีไบโอติกโดยการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซม ์[58] 
 
 
 
 

สารตั้งตน้จ าพวก

พอลิแซ็กคาไรด์

หรือไดแซ็กคาไรด ์

ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพเอนไซมต์รึงรูป 

(Immobilized enzyme reactor) 

เทคนิคโครมาโทรกราฟี 

ยอ้นกลบัมาใชใ้หม่ 

สับสเตรตท่ีไม่ไดท้  าปฏิกิริยา 

โมโนแซ็กคาไรด ์

โอลิโกแซ็กคาไรด ์

ท าใหเ้ขม้ขน้จนโอลิโกแซ็กคาไรด์

บริสุทธ์ิ จากนั้นท าแหง้ จ าหน่าย

ในรูปผงแหง้ 
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2.4 มันส าปะหลงั (Cassava)  
 มนัส าปะหลงัมีถ่ินก าเนิดแถบท่ีลุ่มเขตร้อน (lowland topics) [12] การปลูกมนัส าปะหลงัเร่ิม
ในแถบประเทศบราซิล ชาวยโุรปเป็นผูน้ ามนัส าปะหลงัมาปลูกในอินโดนีเซียและฟิลิปปินส์ และใน
ปัจจุบนักลายเป็นพืชปลูกส าคญัของเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้โดยเฉพาะประเทศไทย และอินโดนีเซีย 
 
 2.4.1 การจัดล าดับทางด้านอนุกรมวธิานของมันส าปะหลงั 
 Kingdom    Plantae 
 Phylum    Magnoliophyta 
 Class    Magnoliopsida 
   Order   Malpighiales 
 Family   Euphorbiaceae 
  SubFamily    Crotonoideae 
   Tribe    Manihoteae 
  Genus    Manihot 
  Species    M. esculenta 
 2.4.2 ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของมันส าปะหลงั 
 2.4.2.1 ลักษณะทั่วไป  หัวมันส าปะหลัง คือ รากสะสมอาหาร การแปรรูปหัวมัน
ส าปะหลงั อาจน ามาตม้ ยา่ง ป้ิง เช่ือม หากน าไปตากแหง้และบดละเอียดจะไดแ้ป้งมนัส าปะหลงัซ่ึงใช้
ท าอาหาร นอกจากน้ียงัใชท้  ากาว และเป็นวตัถุดิบในการผลิตผงชูรส  
  ไมพุ้่ม มีรากสะสมอาหารเป็นหัวยาว ล าตน้เปราะ ใบเด่ียว เรียงเวียน หยกัเป็น
แฉกลึก 3-7 แฉก แต่ละแฉกรูปชอ้นหรือรูปใบหอกแกมรูปแถบ ปลายใบเรียวแหลม ดอกออกท่ีปลาย
ก่ิงหรือซอกใบใกลป้ลายก่ิง ช่อดอกแบบช่อกระจะ หรือช่อแยกแขนง กลีบเล้ียงเช่ือมติดกนัเป็นรูป
ระฆงั หยกัเป็นกลีบ 5 กลีบ เกสรเพศผู ้10 ผลรูปทรงกลม เป็นสนัหรือปีกสั้นๆ 6 ปีก ดงัภาพท่ี 2.6  
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            ก.              ข.  
ภาพที ่2.6 ลกัษณะทัว่ไปของมนัส าปะหลงั 
 ก. ใบของมนัส าปะหลงั [13]  

ข. รากของมนัส าปะหลงั [13] 
 

 2.4.2.2 ประโยชน์ของมันส าปะหลัง มนัส าปะหลงัสามารถน ามาผลิตเป็นผลิตภณัฑ์
ต่างๆไดห้ลายประเภท ดงัภาพท่ี 2.7 โดยประโยชน์ท่ีส าคญัของมนัส าปะหลงัมีดงัน้ี 
  1) ใช้ เป็นอาหารของมนุษ ย์  โดยใช้ เป็นอาหารหลัก  และอาหารเส ริม               
มนัส าปะหลงัท่ีผลิตไดใ้นโลกประมาณ 95 เปอร์เซ็นต์ใชเ้ป็นอาหารของมนุษย ์โดยเฉพาะในทวีป
แอฟริกา และอเมริกาใต ้ใชม้นัส าปะหลงัเป็นอาหาร การใชเ้ป็นอาหารของมนุษยอ์าจจะใชต้ม้ ทอด 
หรือป้ิง  
  2) ใช้ท าแป้ง แป้งมันส าปะหลังใช้เป็นอาหารของมนุษย์โดยตรง และเป็น
สารส าคญัใชใ้นอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมการท ากาว การท ากระดาษ การทอผา้ การผลิต
น ้าตาลกลูโคส และเดกซ์โทรส เป็นตน้ 
  3) ใช้หมักท าแอลกอฮอล์ เบียร์ และขนมปัง ในบางประเทศ อย่างเช่น ประเทศ
บราซิลก าลงัใชห้วัมนัส าปะหลงัหมกัเป็นแอลกอฮอล ์เพื่อใชแ้ทนน ้ามนัเบนซินส าหรับเคร่ืองยนต ์
  4) ใช้เป็นอาหารสัตว์ โดยท าเป็นมันเส้น มันส าปะหลังอัดเม็ด และกากมัน
ส าปะหลงัซ่ึงใชเ้ป็นแหล่งพลงังานผสมในอาหารสตัว ์
 
2.5 องค์ประกอบของแป้ง 
 แป้งเป็นคาร์โบไฮเดรตท่ีประกอบดว้ยคาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน ในอตัราส่วน     
6 : 10 : 5 มีสูตรทางเคมีทัว่ไปคือ (C6H10O5)n  แป้งเป็นพอลิเมอร์ของกลูโคสท่ีประกอบดว้ยหน่วยของ
น ้ าตาลกลูโคสมาเช่ือมต่อกันด้วยพันธะกลูโคซิดิก (glucosidic linkage) ท่ีคาร์บอนต าแหน่งท่ี 1 
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บริเวณปลายสายของพอลิเมอร์ท่ีมีหน่วยกลูโคสท่ีมีหมู่แอลดีไฮด์ (aldehyde group) เรียกว่าปลาย    
รีดิวซิง (reducing end group) แป้งประกอบดว้ยพอลิเมอร์ของกลูโคส 2 ชนิด คือ พอลิเมอร์เชิงเส้น 
(อะไมโลส) และพอลิเมอร์แบบก่ิง (อะไมโลเพกทิน) ดงัภาพท่ี 2.8 แป้งจากแหล่งท่ีมาต่างกนัจะมี
อตัราส่วนของอะไมโลสและอะไมโลเพกทินแตกต่างกัน จึงท าให้คุณสมบัติของแป้งแต่ละชนิด
แตกต่างกนัดงัตารางท่ี 2.4  
 2.5.1 อะไมโลส (amylose)  
  อะไมโลสเป็นพอลิเมอร์เชิงเส้นประกอบดว้ยกลูโคสประมาณ 2,000 หน่วย เช่ือมกนั
ดว้ยพนัธะแอลฟา-1,4 กลูโคซิดิก (α-1,4 glucosidic linkages) ดงัภาพท่ี 2.8 จ  านวนหน่วยของกลูโคส
จะเรียกว่า DP (degree of polymerization)  ซ่ึง DP จะแปรผนัตามแหล่งของอะไมโลส เช่น แป้งมนั
ฝร่ังหรือแป้งมันส าปะหลังจะมี DP 1,000-6,000 ในขณะท่ีแป้งข้าวโพดหรือแป้งสาลีจะมี DP        
200-1,200 คุณสมบติัของอะไมโลสมีความสามารถในการละลายน ้ าไดดี้ ขณะท่ีตม้น ้ าจะมีลกัษณะขุ่น 
ความหนืดต ่า เม่ืออุณหภูมิลดลงเกิดการคืนตวัไดม้าก 
 2.5.2 อะไมโลเพกติน (amylopectin) 
  อะไมโลเพกตินเป็นพอลิเมอร์เชิงก่ิงท่ีประกอบดว้ยพอลิเมอร์เชิงเส้นของกลูโคส  
10-60 หน่วยท่ี เช่ือมกันด้วยพันธะแอลฟา-1 ,4 กลูโคซิดิก และพอลิเมอร์เชิงก่ิงของกลูโคส               
15-45 หน่วยท่ีเช่ือมต่อกันด้วยพนัธะแอลฟา-1,6 กลูโคซิดิก ดังภาพท่ี 2.9 คุณสมบติัของอะไมโล           
เพกตินขณะตม้น ้ าจะใสและมีความหนืดสูง เม่ืออุณหภูมิลดลงจะเกิดการคืนตวัน้อย เพราะโมเลกุล
ของอะไมโลเพกตินเรียงตวัไม่เป็นระเบียบจึงรวมตวักนัไดย้าก [15] 
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ภาพที ่2.7 การใชป้ระโยชน์จากผลิตภณัฑม์นัส าปะหลงั [11] 
 
 
 

มันส าปะหลงั 

ใบมันส าปะหลงั ต้นมันส าปะหลงั หัวมันส าปะหลงั 

ใชท้ าพนัธ์ุ 

อาหารสตัว ์

อุตสาหกรรมไมอ้ดั 

อาหารมนุษย ์

อาหารสตัว ์

อาหารสัตว์ ประกอบอาหาร โรงงานอุตสาหกรรม 

หมักแอลกอฮอล์ โรงงานท าแป้งมัน 

แป้งมัน แป้งส าเร็จรูป กากมัน 

อาหาร ขนม ใชใ้นอุตสาหกรรม อาหารสตัว ์ ปุ๋ย 

กลูโคส ไมอ้ดั ผงชูรส กระดาษ กาว ยา ส่ิงทอ เบียร์ 
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ตารางที่ 2.4 สมบติัท่ีส าคญัของอะไมโลสและอะไมโลเพกทิน [16] 
 

คุณสมบัต ิ อะไมโลส อะไมโลเพกทิน 

ลกัษณะโครงสร้าง สารประกอบของน ้ าตาลกลูโคสเกาะ
กนัเป็นเสน้ตรง 

สารประกอบของน ้าตาลกลูโคส
เกาะกนัเป็นก่ิงกา้น 

พนัธะทีจ่ับ 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 าปฏิกริิยากบัไอโอดีน สีน ้ าเงิน สีแดงม่วง 
การจับตัว เม่ือให้ความร้อน ท้ิงไวจ้ะจบัตวัเป็น

วุน้และแผน่แขง็ 
ไม่จบัตวัเป็นแผน่แขง็ 

 

 
 

ภาพที ่2.8 โครงสร้างภายในเมด็แป้ง ไดแ้ก่ 
 1. อะไมโลส (amylose) [10] 
 2. อะไมโลเพกทิน (amylopectin) [10] 
 3. สารตวักลาง (intermediate material) [10] 
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ภาพที ่2.9 โครงสร้างของอะไมโลสและอะไมโลเพกติน [14] 
 
2.6 คุณสมบัตขิองแป้ง 
 เม่ือแป้งผสมในน ้ าแป้งจะแตกตวัเป็นเมด็เลก็ ๆ กระจายอยูใ่นน ้ า แต่จะไม่ละลายน ้ าเน่ืองจาก
อนุภาคของแป้งจะมีขนาดใหญ่เกินท่ีจะละลายน ้ าไดแ้ป้งจะมีความหนาแน่นค่อนขา้งสูงประมาณ 
1.45-1.64 กรัม/ลูกบาศก์เซนติเมตร (ข้ึนอยู่กับชนิดของแป้ง) ดังนั้ นแป้งจึงพร้อมท่ีจะตกตะกอน
หลงัจากแขวนลอยอยูแ่ต่เม่ืออุณหภูมิของสารแขวนลอยสูงข้ึนประมาณ 60-70 องศาเซลเซียส (ข้ึนอยู่
กับชนิดของแป้ง) น ้ าจะเข้าไปใน amorphous region และพลังงานความร้อนจะท าลายพันธะ
ไฮโดรเจน ดงัภาพท่ี 2.10 ใน crystalline region ท าให้สามารถเขา้ไปในเม็ดแป้งมากยิ่งข้ึน ส่งผลให้
เมด็แป้งเกิดบวมอยา่งรวดเร็ว ความหนาแน่นจะลดลงความหนืดจะสูงข้ึน นอกจากนั้นผวิของเมด็แป้ง
จะเปิดมากข้ึน จนเม็ดแป้งเกิดการแตกต่างฉับพลนั ท าให้อะไมโลสออกจากเม็ดแป้งเกิดเป็นเจลข้ึน 
ซ่ึงเป็นปรากฏการณ์ท่ีเรียกวา่ การเกิดเจลาทิไนเซชนั (gelatinization) ดงัภาพท่ี 2.11  
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ภาพที ่2.10 การเปล่ียนแปลงของเมด็แป้งในระหวา่งการหุงตม้ [10] 
 

 
 

ภาพที ่2.11 ระยะในการเกิดเจลาทิไนเซชนัของเมด็แป้ง [10] 
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2.7 กระบวนการผลติแป้งมันส าปะหลงั 
 กระบวนการผลิตแป้งมนัส าปะหลงัเป็นกระบวนการผลิตท่ีโรงงานโดยทัว่ไปใชก้นัอยูใ่น
ปัจจุบนั มีขั้นตอนการผลิตดงัน้ี 
 2.7.1 การเตรียมวตัถุดิบ 
  ในขั้นแรกของการเตรียมรับมนัส าปะหลงั ทางโรงงานจะสุ่มตวัอยา่งน ามาตรวจวดั
ความหนาแน่น โดยใชเ้คร่ืองวดัแบบ Reimann scale ดงัภาพท่ี 2.12  เพื่อประมาณของแขง็ (เช้ือแป้ง) 
ในหัวมนัเพื่อตกลงราคาซ้ือขาย แลว้น ามาเทไวบ้นลาน จากนั้นจะใชร้ถตกัตกัหัวมนั (root hopper) 
แลว้ผา่นระบบสายพานล าเลียงไปสู่เคร่ืองร่อนดินทราย (root siever) ดงัภาพท่ี 2.13 ซ่ึงมีลกัษณะเป็น
ถงัตะแกรงกลมท่ีมีการหมุนตามแนวนอน หมุนดว้ยความเร็ว 10-15 รอบ/นาที หวัมนัจะถูกหมุนและ
เคล่ือนตวัตามเกลียวเหล็กในตะแกรง ท าให้ดินทรายและเศษเปลือกหรือรากไมท่ี้ปะปนมาให้ล่วง
หล่นผา่นช่องตะแกรงลงไป  
  จากนั้นหัวมนัจะถูกลา้งให้สะอาดโดยผ่านเคร่ืองลา้งหัวมนั (root washer) ดงัภาพท่ี 
2.14 มีลกัษณะเป็นทรงกระบอกผ่าคร่ึงตามแนวนอนขั้นเป็นช่องๆ ภายในมีใบพดัหมุนกวนหัวมนั
และตกัหวัมนัจากช่องหน่ึงไปยงัช่องถดัไปเร่ือยๆ เพื่อลา้งเอาเศษดินทรายท่ียงัติดอยูก่บัหวัมนัออกไป
กบัน ้า 
 

 
 

ภาพที ่2.12 เคร่ืองมือวดัความหนาแน่นของหวัมนั [17] 
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ภาพที ่2.13 เคร่ืองร่อนดินทราย [18] 
 

 
 

ภาพที ่2.14 เคร่ืองลา้งหวัมนั [18] 
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 2.7.2 การโม่หวัมนัส าปะหลงั 
  หลงัจากหัวมนัส าปะหลงัผ่านขั้นตอนการลา้งท าความสะอาดจากเคร่ืองลา้งหัวมนั
แลว้ จะถูกล าเลียงดว้ยสายพานเพื่อเขา้สู่เคร่ืองสับหัวมนั (root chopper) ดงัภาพท่ี 2.15  ท าหนา้ท่ีสับ
หวัมนัใหมี้ขนาดเลก็ลง จากนั้นหวัมนัขนาดเลก็จะผา่นท่อท่ีมีลกัษณะเป็นรูปขากางเกง ลงสู่เคร่ืองโม่ 
(rasper) ดงัภาพท่ี 2.16  

 

 
 

ภาพที ่2.15 เคร่ืองสับหวัมนั [18] 
 

 
 

ภาพที ่2.16 เคร่ืองโม่หวัมนั [18] 
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 2.7.3 การสกดัแป้ง 
  ขั้นตอนการสกดัแป้ง ดงัภาพท่ี 2.17 มีรายละเอียดดงัน้ี ของเหลวขน้จากเคร่ืองโม่จะ
ถูกป๊ัมเขา้สู่เคร่ืองดีแคนเตอร์ (decanter) ซ่ึงเป็นเคร่ืองแยกน ้ าท้ิงท่ีมีโปรตีนและไขมนัออกจากเน้ือ
แป้ง โดยอาศยัหลกัของแรงหนีศูนยก์ลาง (centrifugal force) แรงเหวี่ยงท าใหส่้วนท่ีเป็นของแขง็ (แป้ง
และกาก) ถูกแรงเหวี่ยงท าให้ติดรอบผนัง (bowl wall) ท่ีแกนกลางมีเกลียวติดอยู่โดยรอบ (conveyor 
screw หรือ scroll) เกลียวน้ีมีไวเ้พื่อส่งผ่านของแข็งท่ีติด “bowl wall” ออกท่ีปลายกรวย ดงันั้นส่วน
ของแขง็ท่ีเป็นแป้งรวมทั้งเส้นใยและกากจะถูกเหวี่ยงแยกออกเป็นน ้ าแป้งท่ีมีความเขม้ขน้สูง แลว้เขา้
หน่วยสกดัแป้งต่อไป  

 
 

ภาพที ่2.17 ขั้นตอนการสกดัแป้ง [19] 
 
  น ้ าแป้งจากเคร่ืองดีแคนเตอร์จะถูกป๊ัมเขา้สู่เคร่ืองสกดัแป้ง (extractor) ซ่ึงเป็นเคร่ือง
ท่ีใช้แยกน ้ าแป้งออกจากเส้นใยและกาก มีลักษณะเป็นตะกร้ากรองท่ีอาศัยแรงหนีศูนย์กลาง 
(continuous perforate-basket centrifugal) โดยการเหวี่ ยงความ เร็วรอบต ่ าๆ  ประมาณ  600-800      
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รอบ/นาที น ้ าแป้งจะถูกป๊ัมเขา้สู่ด้านบนของเคร่ือง และมีการฉีดน ้ าอย่างสม ่าเสมอผ่านท่อ 2 ท่อ             
ทางดา้นบนเหมือนกนั แรงเหวี่ยงท าใหแ้ป้งซ่ึงมีอนุภาคขนาดเลก็สามารถผา่นการกรองไหลลงถงัรวม
น ้าแป้งดา้นล่าง ประสิทธิภาพการท างานประมาณ 0.75-1.50 ตนั (โดยน ้าหนกัแหง้)/ชัว่โมง 
  เคร่ืองสกดัแป้งแบ่งตามหนา้ท่ีตามการกรองออกเป็น 2 ชุด คือ ชุดสกดัหยาบ (coarse 
extractor) และชุดสกัดละเอียด (fine extractor) ดังภาพท่ี 2.18 และ 2.19 น ้ าแป้งจะผ่านเขา้ชุดสกัด
หยาบและกากอ่อนท่ีไดจ้ะถูกเหวี่ยงออกทางดา้นบนของตะกร้ากรองแลว้เขา้สู่เคร่ืองสกดัชุดสกดักาก 
(pulp extractor) และเคร่ืองอัดกากต่อไป โดยท่ีเคร่ืองสกัดหยาบมีตะกร้ากรองเป็นสแตนเลส 
(stainless screen) ขนาดรูกรอง 35-40 เมช (mesh) ใชม้อเตอร์ขนาด 7.5 แรงมา้ ใชน้ ้ าหมุนเวียนหรือ
น ้ าดีเพื่อช่วยในการสกดัแป้งออกจากกากหยาบ ส่วนเคร่ืองสกดัละเอียดตะกร้ากรองเป็นสแตนเลสมี  
รูกรองขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางประมาณ 0.5 เซนติเมตร และใชผ้า้กรองไนลอนทรงกรวยเหมือนตะกร้า
กรองวางด้านบนแลว้ยึดด้วยสายรัดโลหะ ผา้กรองท่ีใช้มีขนาดรูกรองสองแบบ คือ 100-120 เมช 
(mesh) และ 140-200 เมช (mesh) ใช้มอเตอร์ขนาด 5.5 แรงมา้ มีการใช้น ้ าก ามะถนัและน ้ าดีช่วยใน
การสกดัแป้งจากกากอ่อน น ้ าก ามะถนัช่วยก าจดัการเกิดเมือกท่ีจะไปอุดตนัแผน่กรอง ป้องกนัไม่ให้
เกิดการสูญเสียแป้งจากจุลินทรียแ์ละช่วยฟอกสีแป้งใหข้าว 
 

 
 

ภาพที ่2.18 เคร่ืองสกดัแป้งหยาบ [18] 
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ภาพที ่2.19 เคร่ืองสกดัแป้งละเอียด [18] 
 
  กากท่ีไดจ้ากเคร่ืองสกดัชุดสกดักากแลว้ จะถูกล าเลียงดว้ยเกลียวหมู (screw conveyer) 
เขา้เคร่ืองอดักากมนั (screw press) ดงัภาพท่ี 2.20 โดยเคร่ืองอดักากมนั 1 เคร่ืองจะมี 2 หวัอดั (screw) และมีมอเตอร์
ขนาด 3 แรงมา้ หน่ึงตวั หวัอดัมีลกัษณะเป็นตะแกรงสแตนเลสรูปกรวยปลายเปิดเป็นท่อทรงกระบอก 
ภายในกรวยเป็นเกลียวหมูท าหนา้ท่ีอดักากให้แห้งและดนักากออกท่ีปลายเปิดจะไดก้ากมนัเป็นท่อน
ทรงกระบอกท่ีแหง้มีความช้ืน 20-30 เปอร์เซ็นต ์ส่วนท่ีเป็นน ้าไหลผา่นตะแกรงออกมา 
 

 
 

ภาพที ่2.20 เคร่ืองอดักากมนั [18] 
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  น ้าแป้งจากเคร่ืองสกดัละเอียดจะถูกน ามาท าใหบ้ริสุทธ์ิและเขม้ขน้ข้ึนโดยผา่นเคร่ือง
แยกแป้ง (separator) ดงัภาพท่ี 2.21 ซ่ึงเป็นเคร่ืองท่ีใชแ้ยกแป้งซ่ึงอยู่ในรูปสารละลายคอลลอยด์ออก
จากน ้ าแป้ง ท าให้แป้งท่ีไดมี้ความเขม้ขน้สูงข้ึน น ้ าแป้งเขม้ขน้ท่ีได้จะไหลรวมกันในถงัเพื่อเขา้สู่
ขั้นตอนต่อไป ส่วนของน ้ าและส่ิงเจือปนในน ้ าแป้ง (clarified overflow หรือ light phase) จะถูกแยก
ออกมาเน่ืองจากความแตกต่างของความถ่วงจ าเพาะ เม่ือเกิดแรงเหวี่ยงจะท าใหน้ ้ าไหลข้ึนไปทางดา้น
บนของเคร่ือง ในโรงงานส่วนมากใช้เคร่ืองแยกแป้ง 2 ชุด ชุดแรกเรียกว่า “ชุดแยกใส” ชุดท่ีสอง
เรียกว่า “ชุดแยกขน้” โดยทัว่ไปมกัติดตั้ งเคร่ืองสกัดละเอียดหรือเคร่ืองแยกแป้งทั้ งสองชุดติดกัน      
น ้ าแป้งจากเคร่ืองแยกแป้งชุดสุดทา้ยโดยทัว่ไปจะควบคุมให้มีความเขม้ขน้ประมาณ 18-20 องศาบูเม่      
( ºBé) เพื่อเขา้ระบบสลดัแหง้ต่อไป 

 
 

ภาพที ่2.21 เคร่ืองแยกแป้ง [18] 
 
  ขั้นตอนการแยกแป้ง (separation) สามารถท่ีใชไ้ฮโดรไซโคลน (hydrocyclone) แทน
ได ้หลกัการท างานอาศยัแรงหนีศูนยก์ลาง (centrifugal force) น ้ าแป้งจะถูกป้อนเขา้ส่วนบนดา้นขา้ง
แลว้จะหมุนรอบๆ ภายในกระบอก (cone section) เกิดแรงป่ันเหวี่ยงท าใหแ้ป้งตกลงสู่ส่วนล่างออกมา 
(underflow) ส่วนท่ีเป็นน ้ าจะแยกออกท่ีส่วนบน (overflow) ซ่ึงไม่ตอ้งใชม้อเตอร์ในการหมุนให้เกิด
แรงป่ันเหวี่ยงเหมือนเคร่ืองแยกแป้ง ท าใหป้ระหยดัพลงังาน สามารถควบคุมการท างานไดง่้ายเพียงแต่
เปิดวาลว์ดา้นบน ปัจจุบนัมีการน าไฮโดรไซโคลน มาใชใ้นกระบวนการผลิตอ่ืนๆ เช่น กระบวนการ
ผลิตแป้งขา้วโพด และเร่ิมมีการน ามาใชใ้นโรงงานแป้งมนัส าปะหลงับางแห่งแลว้ 
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  ในขั้นตอนสลดัแหง้จะป๊ัมน ้ าแป้งท่ีมีความบริสุทธ์ิสูงจากถงัพกัมายงัเคร่ืองสลดัแห้ง 
(centrifugal หรือ dewatering) ดังภาพท่ี 2.22 ซ่ึงมีลักษณะเป็นตะกร้า โดยน ้ าแป้งจะถูกป้อนเขา้สู่
ส่วนกลางของเคร่ือง ซ่ึงจะหมุนดว้ยมอเตอร์ขนาด 40 แรงมา้ หมุนด้วยความเร็ว 1,000 รอบ/นาที       
มีประสิทธิภาพการท างาน 1.5 ตนัน ้ าแป้งขน้ (ความช้ืน 50-60 เปอร์เซ็นต)์/ชัว่โมง แรงเหวี่ยงจะผลกั
น ้าในน ้าแป้งขน้ใหซึ้มผา่นผา้กรอง น ้ าท่ีผสมอยูใ่นน ้าแป้งจะซึมผา่นผา้กรองท่ีบุไวร้อบตะกร้าออกไป
ดา้นล่าง เรียกว่า “น ้ าสลดัแห้ง” ส่วนเน้ือแป้งจะถูกกรองไวเ้กาะอยู่บริเวณผิวผา้กรองภายในตะกร้า 
เน้ือแป้งจะก่อตวัเป็นชั้นแป้งหนาข้ึน ใบมีดจะปาดเน้ือแป้งท่ีมีความหนาพอสมควรให้ตกลงไปขา้ง
เคร่ือง แป้งท่ีได ้เรียกว่า “แป้งหมาด (starch cake)”  มีความช้ืนประมาณ 35-40 เปอร์เซ็นต ์จากนั้นจะ
ส่งไปยงัหน่วยอบแห้งต่อไป การลดปริมาณความช้ืนในแป้งหมาดอาจท าไดโ้ดยการเปล่ียนชนิดของ
เคร่ืองสลดัแหง้ เช่น การใชเ้คร่ืองกรองแรงดนัสูง (high pressure filter) [20]  
 

 
 

ภาพที ่2.22 เคร่ืองสลดัแหง้ [18] 
 
 2.7.4 การอบแหง้ 
  ในการอบแหง้ลมร้อนอุณหภูมิ 180-200 องศาเซลเซียส จากเตาเผา (air heater) จะเป่า
แป้งหมาดข้ึนไปยงัปล่องอบแห้ง (flash dryer) แลว้ตกลงมาสู่ไซโคลนร้อน (drying cyclone) ระเหย
ความช้ืนออกไปบางส่วน ซ่ึงจะมีการตรวจสอบความช้ืนของแป้ง ถา้ช้ืนมากอาจปรับอตัราเร็วของ
แป้งท่ีเข้าปล่องอบแห้ง โดยลดปริมาณแป้งเขา้หรือลดอัตราเร็วของลมร้อนท่ีเป่า เพื่อให้แป้งมี
ความช้ืนน้อยลงตามท่ีตอ้งการ หลังจากเขา้สู่ไซโคลนร้อนแล้ว แป้งจะถูกดูดเขา้สู่ไซโคลนเย็น 
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(cooling cyclone) อีกชุดหน่ึง แลว้ผา่นเคร่ืองร่อนแป้ง และบรรจุแป้งละเอียดท่ีไดล้งถุงต่อไป ดงัภาพ
ท่ี 2.23  
 

 
 

ภาพที ่2.23 เคร่ืองร่อนแป้ง [18] 
 
 2.7.5 การบรรจุและเกบ็รักษา 
  แป้งท่ีผลิตไดจ้ากการอบแห้งจะมีความช้ืนต ่า (9-11 เปอร์เซ็นต์) ความหนาแน่นต ่า 
ท าให้เกิดการฟุ้ งกระจายระหว่างการบรรจุ ถา้สามารถมีท่ีเก็บก่อนการบรรจุ จะท าให้แป้งมีความช้ืน
เขา้ใกลส้มดุลกบับรรยากาศมากข้ึน การเก็บรักษาหลงัจากการบรรจุแลว้ท าไดโ้ดยการวางเรียงซอ้น
กนัเป็นชั้น พยายามหลีกเล่ียงการทบัซอ้นกนัถึง 4 หรือ 5 เมตร ใชห้ลกัการเคล่ือนยา้ยถุงแป้งแบบมา
ก่อนใชก่้อน 
 
2.8 กระบวนการย่อยแป้งในอุตสาหกรรม 
 การยอ่ยแป้งโดยทัว่ไปประกอบดว้ย 3 ขั้นตอน ดงัต่อไปน้ี 
 2.8.1 การเกิดเจลลาติไนเซชนั (gelatinization) 
 เจลลาติไนเซชนัเป็นกระบวนการเกิดการพองตวัเน่ืองจากการดูดซึมน ้ าของเมด็แป้ง
ในขณะท่ีไดรั้บความร้อนท าให้เกิดการพองตวัของเม็ดแป้งช่วงอุณหภูมิท่ีแป้งมีการดูดซึมน ้ าอย่าง
รวดเร็วและพองตัวข้ึน เรียกว่า อุณหภูมิการเกิดเจล (gelatinization temperature) การเกิดเจลเป็น 
กระบวนการผนักลบัไม่ไดแ้ละท าให้ความหนืดเพิ่มข้ึน แป้งมนัส าปะหลงัมีอุณหภูมิการเกิดเจลท่ี   
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52-64 องศาเซลเซียส ซ่ึงต ่ากว่าธญัพืชอ่ืนๆ ท าให้อตัราการเพิ่มความหนืดสูงเกิดการสลายตวัไดม้าก 
และแป้งมันส าปะหลังยงัเกิดการคืนตัวค่อนข้างน้อยและช้าเพราะมีองค์ประกอบส่วนมากเป็น         
อะไมโลเพกทิน [15] 
 2.8.2 การเกิดลิเคอเฟคชนั (liquefaction) 

 เป็นขั้นตอนการลดความหนืดของแป้งท่ีเกิดเจลโดยการยอ่ยโมเลกุลของแป้งแบบสุ่ม
ของโซ่กลูโคส ท าใหแ้ยกเป็นสายสั้นๆ มีขนาดโมเลกลุเลก็ลงและมีความหนืดนอ้ยลง กวา่ 30 ปีท่ีผา่น
มาได้มีการใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (α-amylase) แทนการใช้กรดย่อยท่ีอุณหภูมิ 140 องศา
เซลเซียสหรือสูงกวา่ [21] 
 2.8.3 การเกิดแซคคาริฟิเคชนั (saccharification) 

 เป็นการย่อยแป้งให้เป็นโมเลกุลของน ้ าตาล ภายหลงัการย่อยจะท าให้ได้น ้ าตาล
โมเลกุลเด่ียว (monosaccharide) และน ้ าตาลโมเลกุลคู่ (disaccharide) หรือน ้ าตาลท่ีมีโมเลกุลสูงกว่า
เลก็นอ้ย ผลผลิตท่ีได ้คือกลูโคส มอลโตสหรือมอลโตไตรโอส [22] 
 2.8.4 เอนไซมท่ี์ใชใ้นการยอ่ยแป้ง 
  แป้งยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ป็นแป้งดดัแปร (modified starch) ท่ีไดจ้ากการย่อยสลายดว้ย
เอนไซม ์จากสารละลายน ้ าแป้งกบัเอนไซม ์น าไปท าใหเ้ป็นเจลาทิไนซ์ (gelatinization) โดยผา่นความ
ร้อน เม่ือยอ่ยถึงระดบัท่ีตอ้งการ หยดุปฏิกิริยาเอนไซมโ์ดยลดอุณหภูมิและปรับลดพีเอชลง เอนไซมท่ี์
ใชใ้นการยอ่ยแป้งนั้นมีหลายชนิดข้ึนอยูก่บัชนิดของแป้งดดัแปร ตวัอยา่งผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการยอ่ย
แป้งดว้ยเอนไซม ์เช่น น ้ าช่ือมกลูโคส น ้าเช่ือมฟรุกโตส ไซโคลเดกซ์ทริน  
   เอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกับการย่อยแป้ง โดยพิจารณาตามลักษณะการท างานของ
เอนไซม ์แบ่งออกได ้3 กลุ่ม [19] คือ 
    2.8.4.1 เอกโซอะไมเลส (exoamylase) เป็นเอนไซมท่ี์ตดัพนัธะท่ีจบักนัของ
กลูโคสทั้ งพนัธะแอลฟา-1,4 และแอลฟา-1,6 กลูโคซิดิก เอนไซม์ในกลุ่มน้ีได้แก่ กลูโคอะไมเลส 
(glucoamylase) เบตาอะไมเลส (β-amylase) และฟอสฟอรีเลส (phosphorerase) ซ่ึงการท างานจะตดั
โมเลกุลกลูโคสท่ีต าแหน่งปลายของอะไมโลสและอะไมโลเพคติน ดงันั้นผลผลิตท่ีไดจ้ะเป็นกลูโคส
เพียงอยา่งเดียว ซ่ึงการท างานของเอนไซมท์ั้ง 3 ชนิด แสดงดงัภาพท่ี 2.24, 2.25 และ 2.26 
    2.8.4.2 เอนโดอะไมเลส (endoamylase) เป็น เอนไซม์ท่ีท างานภายใน
โมเลกุลของแป้งท่ีตดัพนัธะแอลฟา-1,4 กลูโคซิดิกระหว่างโมเลกุลกลูโคสภายในส่วนของอะไมโลส
และอะไมโลเพกทิน เอนไซมก์ลุ่มน้ี ไดแ้ก่ แอลฟาอะไมเลสและผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการท างานของ
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แอลฟาอะไมเลส คือ โอลิโกแซ็กคาไรด์ (oligosaccharide) และแอลฟาลิมิตเดกซ์ตริน (α-limit-
dextrins) ซ่ึงการท างานของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส แสดงดงัภาพท่ี 2.27 
    2.8.4.3 เอนไซม์ย่อยพันธะก่ิง (debranching enzyme) เป็นเอนไซม์ท่ีตัด
เฉพาะพันธะแอลฟา 1,6 กลูโคซิดิก (α -1,6 glucosidic) เอนไซม์กลุ่มน้ี ได้แก่ ไอโซอะไมเลส 
(isoamylase) และพลูลูลาเนส (pullulanase) ซ่ึงการท างานของเอนไซมก์ลุ่มน้ีแสดงดงัภาพท่ี 2.28 
  2.8.5 การเปรียบเทียบขอ้ดีและขอ้เสียของการยอ่ยแป้งดว้ยเอนไซม ์
   ขอ้ดีของการย่อยแป้งดว้ยเอนไซม์ คือ สภาวะท่ีใช้ในการย่อยทั้งอุณหภูมิและ     
พีเอชไม่รุนแรงจึงท าให้สามารถใชเ้คร่ืองมือและอุปกรณ์ไม่ทนต่อการกดักร่อนได ้สามารถตกผลึก
กลูโคสไดดี้ ผลิตภณัฑน์ ้ าตาลท่ีเกิดข้ึนไม่เปล่ียนเป็นผลิตภณัฑอ่ื์น เช่น เฟอร์ฟรูอลและผลิตภณัฑท่ี์ได้
มีความบริสุทธ์ิสูงเน่ืองจากการย่อยอย่างจ าเพาะของเอนไซม์ ส าหรับขอ้เสียของการย่อยแป้งดว้ย
เอนไซม์ คือ เสียค่าใชจ่้ายสูง ปฏิกิริยาการย่อยเกิดไดข้ึ้นชา้ และเอนไซม์มีอายุการใชง้านจ ากดัอาจ
เส่ือมสภาพหรือประสิทธิภาพในการท าปฏิกิริยาลดลง [15] 
  2.8.6 ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากกระบวนการยอ่ยแป้งดว้ยเอนไซม ์
   เอนไซมท่ี์ใชย้อ่ยแป้งมีหลายชนิดข้ึนอยูก่บัผลิตภณัฑท่ี์ตอ้งการจากการยอ่ยสลาย
แป้ง ไดแ้ก่ น ้ าเช่ือมกลูโคส น ้ าเช่ือมฟรุกโตส ไซโคเดกซ์ตริน เป็นตน้ ดงัแสดงในภาพท่ี 2.29, 2.30 
และ 2.31 และตารางท่ี 2.5 ซ่ึงแสดงถึงการน าแป้งมาแปรรูปโดยการใชเ้อนไซมใ์นการผลิตผลิตภณัฑ์
การยอ่ยแป้งเพื่อให้ไดน้ ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวและโมเลกุลคู่ข้ึนอยูก่บัความสามารถของเอนไซม ์3 ชนิด 
คือ แอลฟาอะไมเลส กลูโคอะไมเลส และกลูโคสไอโซเมอเรส ซ่ึงเอนไซมท์ั้ง 3 ชนิดน้ีมีสภาวะของ
การท างานท่ีแตกต่างกนั 
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ภาพที ่2.24 การท างานของเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส [23] 
 
 

 
 
ภาพที ่2.25 การท างานของเอนไซมเ์บตาอะไมเลส [23] 
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ภาพที ่2.26 การท างานของเอนไซมฟ์อสฟอรีเลส [23] 
 
 

 
 
ภาพที ่2.27 การท างานของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส [23] 
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ภาพที ่2.28 การท างานของเอนไซมย์อ่ยพนัธะก่ิง [23] 
 

 
ภาพที ่2.29 การท างานของเอนไซมท่ี์มีบทบาทต่อการยอ่ยแป้งสญัลกัษณ์วงแหวนเปิดแสดงถึง  

reducing end ของ polyglucose molecule [24] 
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ภาพที ่2.30 กระบวนการยอ่ยแป้งดว้ยเอนไซมเ์พื่อผลิตผลิตภณัฑช์นิดต่างๆ [24] 
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ภาพที ่2.31 การท างานและผลิตภณัฑท่ี์เกิดข้ึนจากการท างานของเอนไซมช์นิดต่างๆ [25] 
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ตารางที่ 2.5 เอนไซมท่ี์นิยมใชใ้นการยอ่ยแป้ง [26] 
 
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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2.9 งานวจิัยที่เกีย่วข้อง 
 Kuriki et al. (1993) ได้ ศึ กษ าก ารผ ลิตน ้ า เช่ื อมมอลโตโอ ลิโกแ ซ็กคาไรด์  (malto-
oligosaccharide) โดยใชเ้อนไซม์นีโอพูลูลาเนส (neopullulanase) ท่ีผลิตจากเช้ือ Bacillus subtilis ได้
ความเขม้ขน้ของมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดม์ากกว่า 60 เปอร์เซ็นต ์แต่ถา้ตอ้งการจะลดตน้ทุนการผลิต
โดยใช้เอนไซม์นีโอพูลูลาเนสตรึงก็จะได้ปริมาณมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ใกล้เคียงกับการใช้
เอนไซมนี์โอพลููลาเนสอิสระ [4] 
 Purdue et al. (1994) ได้ศึกษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงท่ีไม่ตกผลึก (non-
crystallizing) โดยใช้แป้งข้าวโพดเป็นวัตถุดิบ และใช้เอนไซม์กลูโคอะไมเลสและเอนไซม ์             
พูลูลาเนสร่วมกบัเอนไซม์ผสมเดกซ์โตรไซม์ซ่ึงเป็นเอนไซม์ผสมระหว่างเอนไซม์กลูโคอะไมเลส
และพูลูลาเนสในการผลิต พบว่าเม่ือใช้สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต คือ พีเอชประมาณ 5.5-5.7 
อุณหภูมิ 57 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จะสามารถผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสท่ีมีความเขม้ขน้ของ
น ้าตาลมอลโตส 58.00 เปอร์เซ็นต ์[28] 
 Shaw and Nankang (1994) ไดศึ้กษาการผลิตน ้าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงจากแป้งขา้วเจา้
โดยใชก้ระบวนย่อยดว้ยเอนไซมโ์ดยใชแ้ป้งขา้วเจา้เป็นวตัถุดิบดว้ยเอนไซมเ์บตาอะไมเลสร่วมกบั
เอนไซม์ไอโซอะไมเลสและพูลูลาเนส พบว่าเม่ือใช้สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตคือ พีเอช 4.0 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 ชัว่โมง จะสามารถผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสท่ีมีความเขม้ขน้ของ
น ้าตาลมอลโตส 83.19 เปอร์เซ็นต ์[29] 
 Gaouar et al. (1998) ไดศึ้กษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ
ชนิด ultrafiltration membraneโดยใชแ้ป้งมนัส าปะหลงัเป็นวตัถุดิบและใชเ้อนไซมม์อลโตจิเนสและ
พูลูลาเนสในการย่อยแป้งพบว่าเม่ือใช้สภาวะท่ี เหมาะสมในการผลิตคือพี เอช 5.0 อุณหภู มิ                
68 องศาเซลเซียส โดยท าการยอ่ยเป็นเวลา 6 ชัว่โมง จะสามารถผลิตน ้าเช่ือมมอลโตสท่ีมีความเขม้ขน้
ของน ้าตาลมอลโตสไดสู้งสุด 65.00 เปอร์เซ็นต ์[30] 
 Hilary et al. (1999) ไดศึ้กษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงดว้ยเอนไซม์แอลฟา 
อะไมเลสท่ีผลิตจากเช้ือ Streptomyces sp. โดยใชแ้ป้งมนัส าปะหลงัเป็นวตัถุดิบ พบว่าเม่ือใชส้ภาวะท่ี
เหมาะสมในการผลิต คือ พีเอช 5.5 อุณหภูมิ 60-65 องศาเซลเซียส จะสามารถผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตส
ซ่ึงมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลมอลโตส 79.00 เปอร์เซ็นต ์[31] 
 Noda et al. (2001) ไดศึ้กษาการผลิตน ้าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงโดยใชเ้อนไซมต์รึงดว้ย
การหมกัแบบก่ึงกะ (semi-continuous) โดยใช้แป้งมนัส าปะหลงัเป็นวตัถุดิบ ในการย่อยแป้งจะใช้
เอนไซมต์รึงเบตาอะไมเลสร่วมกบัเอนไซมต์รึงพูลูลาเนสพบว่าเม่ือใชส้ภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต
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คือพีเอช 6.6 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วนั จะสามารถผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสไดค้วาม
เขม้ขน้ของน ้าตาลมอลโตสสูงสุด 70.90 เปอร์เซ็นต ์[32] 
 จิรวรรณ (2540) ไดศึ้กษาการผลิตน ้ าเช่ือมกลูโคสจากการมนัส าปะหลงัโดยเปรียบเทียบการ
ย่อย 2 วิธีคือการย่อยด้วยกรดและการย่อยด้วยเอนไซม์ ในการย่อยด้วยกรดใช้กรด 3 ชนิดคือ         
กรดซัลฟิวรัส กรดออกซาลิกและกรดซัลฟิวริก และสภาวะท่ีให้ประสิทธิภาพการผลิตดว้ยกรดท่ีดี
ท่ีสุดเกิดจากการย่อยภายใต้อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีและน ้ าเช่ือมกลูโคสท่ี
เกิดข้ึนมีความเขม้ขน้ 158.55 กรัม/ลิตร ส่วนการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส           
500 หน่วยเป็นเวลา 40 นาที จากนั้นท าให้เกิดแซคคาริฟิเคชนัต่อดว้ยเอนไซม์อะไมโลกลูโคซิเดส  
300 หน่วยเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน าเอาส่วนท่ีละลายไดม้าย่อยให้เกิดแซคคาริฟิเคชนัต่อดว้ย
อตัราส่วนสารละลาย 50 มิลลิลิตรต่อเอนไซมอ์ะไมโลกลูโคซิเดส 75 หน่วยเป็นเวลา 12 ชัว่โมงท าให้
ไดน้ ้ าเช่ือมกลูโคสท่ีมีความเขม้ขน้ 40.44 กรัม/ลิตร จากการศึกษาพบวา่การยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ย
กรดมีประสิทธิภาพท่ีเหนือกวา่การใชเ้อนไซมเ์น่ืองจากน ้าเช่ือมกลูโคสท่ีไดมี้ความเขม้ขน้สูงกวา่ [15] 
 พกัตร์ประไพ (2546) ได้ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตน ้ าเช่ือมกลูโคสจากกากมนั
ส าปะหลงัดว้ยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสในขั้นตอนการเกิดแซคคาริฟิเคชันท่ีความเขม้ขน้กากมนั
ส าปะหลงั 150 กรัม/ลิตรปริมาตรการยอ่ย 100 มิลลิลิตร ความเขม้ขน้เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 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 ชั่วโมงท าให้เกิดการเปล่ียนกากมัน
ส าปะหลังเป็นน ้ าตาลกลูโคส 69.80 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงเทียบเท่ากับประสิทธิภาพการย่อย 72.71 
เปอร์เซ็นต ์[27] 
 วรวิกัลยาและสุนันทา (2550) ได้ท าการศึกษาการตดัก่ิงโมเลกุลแป้งมนัส าปะหลงัโดยใช้
เอนไซม์พูลลูลาเนส พบได้ว่าระดับการย่อยเพิ่มข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของเอนไซม์เพิ่มข้ึนในช่วง
ปริมาณแป้ง 5-8 เปอร์เซ็นต์ ระดบัการย่อยคงท่ีและสูงสุดท่ีปริมาณแป้ง 8 เปอร์เซ็นต์และเอนไซม์
พลูลูลาเนส 15 หน่วย/กรัมของแป้ง เม่ือระยะเวลาการยอ่ยเพิ่มจาก 30-24 ชัว่โมงท าให้ระดบัของการ
ตดัก่ิงเพิ่มข้ึนจาก 58.9 เป็น 89.3 เปอร์เซ็นต ์[33] 
 Sung, L.M. et al. (2008) พบว่ า  ผลกระทบของป ฏิ กิ ริยาเอนไซม์ เดกซ์ แทน ซู เครส 
(dextransucrase) จากเช้ือแบคทีเรีย Leuconostoc mesenteriodes B-512F ซ่ึงใชม้อลโตสเป็นสารตั้งตน้ 
โดยเปรียบเทียบอตัราส่วนของซูโครสและมอลโตสในอตัราท่ีต่างกนั และความเขม้ขน้ของซูโครส
และมอลโตส อตัราส่วนของซูโครสและมอลโตสท่ีระดับต่างๆ ดังน้ี 1:4, 1:2, 1:1 และ 2:1 ความ
เขม้ขน้ของซูโครสและมอลโตสตั้งแต่ 2 ถึง 20 เปอร์เซ็นต์ ให้ผลการทดลองว่า เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้
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ของซูโครสในอตัราส่วน 2:1 ผลิตภณัฑท่ี์พบคือ ไอโซมอลโตซิล มอลโตส (DP4) หรือ ไอโซมอลโต
ไตรโอซิล มอลโตส (DP5) และน ้ าตาลแซ็กคาไรด์สายยาวคือ DP8 หรือ DP9 แสดงให้เห็นว่า
อตัราส่วนระหว่างซูโครสและมอลโตส (1:1) จะให้ผลผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ระหว่าง 
40 และ 70 เปอร์เซ็นต ์และเม่ือมอลโตสมีความเขม้ขน้เพิ่มข้ึนเป็น 2 เท่าจะใหอ้ตัราการผลิตไอโซมอล
โตโอลิโกแซ็กคาไรด์เพิ่มข้ึนประมาณ 70-90 เปอร์เซ็นต์ ตามท่ีสรุปผลผลผลิตของไอโซมอลโต      
โอลิโกแซ็กคาไรด์สูงสุดเท่ากบั 91.5 เปอร์เซ็นต์ เม่ือซูโครสและมอลโตสมีความเขม้ขน้ท่ี 10 และ 5 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั [34] 
 Lin Q. et al. (2011) ไดท้ าการศึกษาเร่ือง การผลิตน ้ าเช่ือมไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์
จากแป้งขา้วโดยใชว้ิธีทางชีวภาพเพียงขั้นตอนเดียว พบว่าเม่ือเติมปริมาณเอนไซมนี์โอพูลลาเนส และ
แซ็กคาริไฟด์แอลฟาอะไมเลส ลงในน ้ าแป้ง ปรับพีเอชท่ี 6.0 น าอาหารท่ีผสมเอนไซม์ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ      
50 และ 120 องศาเซลเซียส ตามล าดบั เป็นเวลา  96 ชัว่โมง ท าการเก็บตวัอยา่งทุกๆ 12 ชัว่โมง น าตวัอยา่งไป
วิเคราะห์ค่าสมมูลเดกซ์โทรสและ HPLC  ในชัว่โมงท่ี 72 สามารถผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ได้
สูงสุดเท่ากบั 59.20 เปอร์เซ็นต ์[8] 
 Chockchaisawasdee and Naiyatat (2013) ได้ท าการศึกษาการผลิตไอโซมอลโตโอลิโก    
แซ็กคาไรด์จากแป้งกลว้ย ด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส และเบตาอะไมเลส พบว่า ไอโซมอลโต     
โอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากเอนไซม์ Fungamyl ให้ความเขม้ขน้สูงสุด คือ 76.67 กรัม/ลิตร ส่วนท่ี
ผลิตจากเอนไซม ์β-amylase ใหค้วามเขม้ขน้เท่ากบั 70.74 กรัม/ลิตร [35] 
 Premsuda and Suparp (2010) ได้ท าการศึกษาการผลิตพรีไบโอติกไอโซมอลโตโอลิโก    
แซ็กคาไรด์จากขา้ว พบว่า ในน ้ าเช่ือมขา้วพบองค์ประกอบของไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ี
ความเข้มข้นต่างๆคือ ไอโซมอลโตส พาโนส และไอโซมอลโตไตรโอส เท่ากับ 44, 10 และ 7       
กรัม/ลิตร ตามล าดบั [36] 
 Premsuda et al. (2012) ไดท้ าการศึกษาการผลิตพรีไบโอติกไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์
จากวตัถุดิบทางการเกษตร พบวา่ ในน ้าเช่ือมขา้วพบองคป์ระกอบของไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์
ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆดงัน้ี คือ ไอโซมอลโตส พาโนส และไอโซมอลโตไตรโอส เท่ากบั 6.4, 4.5 และ 
1.8 กรัม/ลิตร ตามล าดบั ในขณะเดียวกนัน ้ าเช่ือมมนัส าปะหลงัให้ความเขม้ขน้เท่ากบั 1, 1 และ 0.5 
กรัม/ลิตร ตามล าดบั [37] 
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บทที ่3 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 

3.1 อุปกรณ์ สำรเคมี และเครื่องมือที่ใช้ในกำรวิจัย 
 3.1.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ 
 3.1.1.1 กรวยกรอง 
 3.1.1.2 กระจกปิดสไลด์ 
 3.1.1.3 กระจกสไลด์ 
 3.1.1.4 กระดาษกรอง Whatman No.1 
 3.1.1.5 กระบอกตวง 
 3.1.1.6 ขวดรูปชมพู่  
 3.1.1.7 ขวดปรับปริมาตร 
 3.1.1.8 ขวดเก็บตัวอย่าง 
 3.1.1.9 ขวดสีชา  
 3.1.1.10 ขวด Duran  
 3.1.1.11 เข็มเขี่ยเชื้อ (Needle) 
 3.1.1.12 จานเพาะเชื้อ  
 3.1.1.13 ชุดบิวเร็ตพร้อมฐาน  
 3.1.1.14 แท่งแก้ว 
 3.1.1.15 บีกเกอร์แก้ว  
 3.1.1.16 บีกเกอร์สแตนเลส  
 3.1.1.17 เทอร์โมมิเตอร์ 
 3.1.1.18 ไม้พาย  
 3.1.1.19 หลอดทดลองพร้อมฝา  
 3.1.1.20 ห่วงเขี่ยเชื้อ (Loop) 
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 3.1.2 สารเคมี 
  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) 
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  3.1.2.29 Soluble starch 
  3.1.2.30 Tween 80 
 
 3.1.3 อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ 
  3.1.3.1 Czapek dox agar (CZA) 
  3.1.3.2 Nutrient agar (NA) 
  3.1.3.3 Potato dextrose agar (PDA) 
 
 3.1.4 เอนไซม์ 
  3.1.4.1 เอนไซม์เบตาอะไมเลส (β-amylase, Liquozyme) จากเชื้อ Aspergillus oryzae 
ของบริษัท Novozymes 
  3.1.4.2 เอนไซม์พูลลูลาเนส (pullulanase, Promozyme D2) จากเชื้อแบคทีเรีย               
Bacillus acidopullulyticus ของบริษัท Novozymes 
  3.1.4.3 เอนไซม์มอลโตจิเนส (maltogenase, Maltogenase® L) จากเชื้อแบคทีเรีย        
Bacillus stearothermophilus ของบริษัท Novozymes 
  3.1.4.4 เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (α-amylase, Termamyl) จากเชื้อแบคทีเรีย             
Bacillus licheniformis ของบริษัท Novozymes 
  3.1.4.5 เอนไซม์ทรานกลูโคซิเดส (Transglucosidase, TG) จากเชื้อรา Aspergillus 
niger 
 
 3.1.5 เคร่ืองมือวิทยาศาสตร์ 
  3.1.5.1 เคร่ืองโครมาโทรกราฟีสมรรถนะสูงแบบของเหลว (High Performance Liquid 
Chromatography, HPLC) 
  3.1.5.2 เคร่ืองชั่งน้้าหนัก 2 ต้าแหน่ง (Analytical balance 2 digital) 
  3.1.5.3 เคร่ืองชั่งน้้าหนัก 4 ต้าแหน่ง (Analytical balance 4 digital) 
  3.1.5.4 เคร่ืองปั่นเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (Centrifuge with temperature) 
  3.1.5.5 เคร่ืองวัดความเป็นกรด – ด่าง (pH meter) 
  3.1.5.6 เคร่ืองวัดปริมาณความหวาน (Hand Refractometr) 
  3.1.5.7 ตู้เขี่ยเชื้อ (Biohazard Safety Carbinet, BSC)  
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  3.1.5.8 ตู้ดูดความชื้น (Desicator) 
  3.1.5.9 ตู้น่ึงฆ่าเชื้อ (Autoclave) 
  3.1.5.10 ตู้บ่มเชื้อแบบเขย่า (Incubator shaker) 
  3.1.5.11 ตู้บ่มเชื้อแบบไม่เขย่า (Incubator)  
  3.1.5.12 เตาไฟฟ้า (Hot plate) 
  3.1.5.13 อ่างน้้ามันควบคุมอุณหภูมิ (Oil bath)   
  3.1.5.14 อ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
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3.2 วิธีกำรด ำเนินกำรทดลอง 
 3.2.1 กำรศึกษำสภำวะท่ีเหมำะสมต่อกำรย่อยแป้งมันส ำปะหลังด้วยเอนไซม์แอลฟำอะไมเลส 
  3.2.1.1 เตรียมสำรละลำยน  ำแป้ง 
   ชั่งแป้งมันส้าปะหลังปริมาณ 600 กรัม ละลายกับน้้าประปาปริมาณ 1,000 
มิลลิลิตร ในบีกเกอร์แสตนเลสขนาด 2,000 มิลลิลิตร ละลายให้เข้ากัน จะได้สารละลายน้้าแป้งไว้ใช้
ในขั้นตอนต่อไป 
  3.2.1.2 กำรศึกษำควำมเข้มข้นของเอนไซม์แอลฟำอะไมเลสในสภำวะท่ีเหมำะสมต่อ
กำรย่อยแป้งมันส ำปะหลัง 
   น้าสารละลายน้้าแป้งที่ได้จากข้อ 3.2.1.1 ปรับพีเอชให้ได้ เท่ากับ 6.5 เติม
เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน คือ 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 และ 0.10 เปอร์เซ็นต์ 
(ปริมาตร/น้้าหนัก) ตามล้าดับ บ่มที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 นาที เก็บตัวอย่าง
ทุกๆ 10 นาที ท้าการหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ด้วยการเติมกรดไฮโดรคลอริก (HCl) จากนั้นน้าตัวอย่างที่
ได้ไปหล่อเย็นและน้าไปวิเคราะห์ค่าสมมูลเดกซ์โทรส (dextrose equivalent, DE)  
  3.2.1.3 กำรศึกษำพีเอชท่ีเหมำะสมต่อกำรย่อยแป้งมันส ำปะหลัง 
   น้าสารละลายน้้าแป้งที่ได้จากข้อ 3.2.1.1 ปรับพีเอชที่ระดับต่างๆ คือ 5.0, 5.5, 
6.0, 6.5 และ 7.0 เติมเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสที่ความเข้มข้นที่เหมาะสมจากข้อ 3.2.1.2 บ่มที่อุณหภูมิ 
90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เก็บตัวอย่างและท้าการหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ด้วยการเติม        
กรดไฮโดรคลอริก (HCl) จากนั้นน้าตัวอย่างที่ได้ไปหล่อเย็นและน้าไปวิเคราะห์ค่าสมมูลเดกซ์โทรส 
(dextrose equivalent, DE)  
  3.2.1.4 กำรศึกษำอุณหภูมิที่เหมำะสมต่อกำรย่อยแป้งมันส ำปะหลัง 
   น้าสารละลายน้้าแป้งที่ได้จากข้อ 3.2.1.1 ปรับพีเอชที่ระดับเหมาะสมจากข้อ 
3.2.1.3 เติมเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสที่ความเข้มข้นที่เหมาะสมจากข้อ 3.2.1.2 บ่มที่อุณหภูมิต่างๆ 
ดังนี้ 75, 80, 85, 90 และ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เก็บตัวอย่างและท้าการหยุดปฏิกิริยา
เอนไซม์ด้วยการเติมกรดไฮโดรคลอริก (HCl) จากนั้นน้าตัวอย่างที่ได้ไปหล่อเย็นและน้าไปวิเคราะห์
ค่าสมมูลเดกซ์โทรส (dextrose equivalent, DE)  
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 3.2.2 กำรศึกษำสภำวะท่ีเหมำะสมในกำรผลิตน  ำเชื่อมมอลโตสควำมเข้มข้นสูง 
  3.2.2.1 กำรศึกษำชนิดของเอนไซม์ผสมท่ีเหมำะสมต่อกำรย่อยมอลโตไตรโอสและ
เดกซ์ทริน 
   น้ามอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินที่ได้จากย่อยด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 
ที่สภาวะเหมาะสมจากข้อ 3.2.1 ปรับพีเอชให้เท่ากับ 5.5 เติมเอนไซม์ผสม ดังนี้  

- เอนไซม์เบตาอะไมเลสและมอลโตจิเนส ที่ความเข้มข้น 0.04 และ 0.13 
เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ 

- เอนไซม์เบตาอะไมเลสและพูลูลาเนส ที่ความเข้มข้น 0.04 และ 0.15 
เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ 

- เอนไซม์มอลโตจิเนสและพูลูลาเนส  ที่ความเข้มข้น 0.13 และ 0.15 
เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ  

บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 8 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างและท้าการหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์
ด้วยการเติมกรดไฮโดรคลอริก (HCl) จากนั้นน้าตัวอย่างที่ได้ไปหล่อเย็น น้าไปวิเคราะห์ค่าสมมูล
เดกซ์โทรส (Dextrose equivalent, DE) และความเข้มข้นของน้้าตาลมอลโตสด้วย เคร่ือง                  
โครมาโทรกราฟีสมรรถนะสูงแบบของเหลว (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) 
  3.2.2.2 กำรศึกษำพีเอชท่ีเหมำะสมต่อกำรย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน  
   น้ามอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินที่ได้จากการย่อยด้วยเอนไซม์แอลฟา        
อะไมเลสที่สภาวะเหมาะสมจากข้อ 3.2.1.2 ปรับพีเอชที่ระดับต่างๆ ดังนี้ 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 และ 7.0 
ตามล้าดับ จากนั้นเติมเอนไซม์ผสมที่เหมาะสมจากข้อ 3.2.2.1 บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 8 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างและท้าการหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ด้วยการเติมกรดไฮโดรคลอริก 
(HCl) จากนั้นน้าตัวอย่างที่ได้ไปหล่อเย็น น้าไปวิเคราะห์ค่าสมมูลเดกซ์โทรส และความเข้มข้นของ
น้้าตาลมอลโตสด้วยเคร่ืองโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  
  3.2.2.3 กำรศึกษำอุณหภูมิที่เหมำะสมต่อกำรย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน 
   น้ามอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินที่ได้จากการย่อยด้วยเอนไซม์แอลฟา        
อะไมเลสที่สภาวะเหมาะสมจากข้อ 3.2.1.2 ปรับพีเอชระดับที่สภาวะเหมาะสมจากข้อ 3.2.2.2 จากนั้น
เติมเอนไซม์ผสมที่เหมาะสมจากข้อ 3.2.2.1 บ่มที่อุณหภูมิต่างๆ ดังนี้ 50, 55, 60, 65 และ 70          
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 8 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างและท้าการหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ด้วยการเติมกรด
ไฮโดรคลอริก จากนั้นน้าตัวอย่างที่ได้ไปหล่อเย็น น้าไปวิเคราะห์ค่าสมมูลเดกซ์โทรส และความ
เข้มข้นของน้้าตาลมอลโตสด้วยเคร่ืองโครมาโทรกราฟีสมรรถนะสูงแบบของเหลว 
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  3.2.2.4 กำรศึกษำเวลำที่เหมำะสมต่อกำรย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน 
   น้ าม อล โตไ ตรโอส แล ะ เดก ซ์ท รินที่ ไ ด้ จาก ก ารย่ อย ด้ วย เอนไ ซ ม์          
แอลฟาอะไมเลสที่สภาวะเหมาะสมจากข้อ 3.2.1.2 ปรับพีเอชระดับที่เหมาะสมจากข้อ 3.2.2.2 จากนั้น
เติมเอนไซม์ผสมที่เหมาะสมจากข้อ 3.2.2.1 บ่มในอุณหภูมิที่เหมาะสมจากข้อ 3.2.2.3 เป็นระยะเวลา 
24 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างทุกๆ 2 ชั่วโมง และท้าการหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ด้วยการเติมกรดไฮโดรคลอริก 
จากนั้นน้าตัวอย่างที่ได้ไปหล่อเย็น น้าไปวิเคราะห์ค่าสมมูลเดกซ์โทรส และความเข้มข้นของน้้าตาล
มอลโตสด้วยเคร่ืองโครมาโทรกราฟีสมรรถนะสูงแบบของเหลว 
 3.2.3 กำรผลิตเอนไซม์ทรำนกลูโคซิเดสจำกอำหำรเหลว    
   3.2.3.1 เตรียมกล้ำเชื อ  
   เพาะเลี้ยงเชื้อรา Aspergillus niger บนอาหารเอียง Czapex dox agar ที่เติม 1 
เปอร์เซ็นต ์Tween 80 บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เป็นระยะเวลา 7 วัน เพื่อน้าไปใช้ในขั้นตอนต่อไป 
  3.2.3.2 ผลิตเอนไซม์ทรำนกลูโคซิเดส 
   น้าเชื้อราที่เจริญอยู่บนอาหารเอียง เติมน้้ากลั่น 10 มิลลิลิตร จากนั้นขูดให้
สปอร์ของเชื้อรา A. niger หลุดออก เทสปอร์ลงบนอาหารเหลว ประมาณ 2 มิลลิลิตร (ส่วนประกอบ
ของอาหารเหลว : 15 เปอร์เซ็นต์ กลูโคส 2.5 เปอร์เซ็นต์ Corn steep Liquor ปรับพีเอชเท่ากับ 5.9 
น้าไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หลังจากฆ่าเชื้อปรับพีเอชให้เท่ากับ 5.5 
น้าอาหารเหลวที่เติมสปอร์ของเชื้อรา เขย่าที่ 180 รอบต่อนาที 34 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
จากนั้นน้าตัวอย่างมากรองผ่านกระดาษกรอง Whatman No.1  น้าส่วนใสที่ได้ไปวิเคราะห์ค่ากิจกรรม
เอนไซม์ เตรียมอาหารส้าหรับผลิตเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดส ปริมาณ 900 มิลลิลิตร เติมสปอร์ลงใน
อาหารปริมาณ 100 มิลลิลิตร เขย่าที่ 180 รอบต่อนาที 34 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 96 ชั่วโมง จากนั้น
น้าตัวอย่างมา กรองผ่านกระดาษกรอง Whatman No.1  น้าส่วนใสที่ได้ไปวิเคราะห์ค่ากิจกรรม
เอนไซม์ทรานกลูโคซิเดส โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานกลูโคส (ภาคผนวก ค) 
 3.2.4 กำรศึกษำสภำวะท่ีเหมำะสมของกำรผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคำไรด์ 
  ตัวแปรที่สนใจ ปริมาณเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดส พีเอช และอุณหภูมิ โดยออกแบบ
การทดลองและสภาวะที่เหมาะสมด้วยวิธีการ Response Surface Methodology (RSM) แบบ Box-
behnken design (3 ระดับ) ในการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ โดยน้าค่าสูงสุดและค่าต่้าสุด
ของตัวแปรอิสระทั้งสามตัวแปรแทนลงในสมการ 3-1 ซึ่งมีสภาวะการทดลองจ้านวน 27 ชุด แสดงค่า 
Code variable ดังตารางที่ 3.1 ชุดสภาวะการทดลองแสดงดังตารางที่ 3.2 จากนั้นวิเคราะห์ผลของตัว
แปรตามแบบจ้าลองสมการก้าลังสอง (full quadratic model) มีสมการทั่วไปตามสมการ 3-2 
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 สมการแบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์จ้านวน 3 ตัวแปร  
 

  ∑   ∑     ∑     
 

 

   

 

   

 ∑ ∑      

 

     

  

 

   

 

โดยที่  X1 คือ  ปริมาณเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดส (เปอร์เซ็นต์) 
 X2 คือ  พีเอช 
 X3 คือ  อุณหภูมิ (ºC) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3-1) 
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ตำรำงท่ี 3.1 สภาวะการทดลองโดยการออกแบบด้วยเทคนิค RSM แบบ Box-behnken design เพื่อ
ศึกษาผลของ ปริมาณเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดส พีเอช และอุณหภูมิ  
ชุดการทดลอง ปริมาณเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดส (เปอร์เซ็นต์) 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 
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ตำรำงท่ี 3.1 สภาวะการทดลองโดยการออกแบบด้วยเทคนิค RSM แบบ Box-behnken design เพื่อ
ศึกษาผลของ ปริมาณเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดส พีเอช และอุณหภูมิ (ต่อ) 
 
ชุดการทดลอง ปริมาณเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดส (เปอร์เซ็นต์) พีเอช อุณหภูมิ (oC) 

27 1 1 1 
Min-Max Value 0.04 – 0.08 5 - 7 50-70 

 
      

  (
  

          
 

          
 

) 

โดยที่ X  คือ Code Variable 
 x  คือ ตัวแปรอิสระ 
 xmin  คือ ค่าต่้าสุดของตัวแปรอิสระ 
 xmax  คือ ค่าสูงสุดของตัวแปรอิสระ 
 
ตำรำงท่ี 3.2 การออกแบบการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมโดยใช้เทคนิค RSM เพื่อศึกษาผลของ    
ตัวแปร (ปริมาณเอนไซม์ทรานกลูโคซิ เดส  พี เอช และอุณหภูมิ )  ในการผลิตไอโซมอลโต                 
โอลิโกแซ็กคาไรด์ 
ชุดการทดลอง ปริมาณเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดส (เปอร์เซ็นต์)) พีเอช อุณหภูมิ (oC) 

1 0.04 5 50 
2 0.04 5 60 
3 0.04 5 70 
4 0.04 6 50 
5 0.04 6 60 
6 0.04 6 70 
7 0.04 7 50 
8 0.04 7 60 
9 0.04 7 70 

10 0.06 5 50 

(3-2) 
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ตำรำงท่ี 3.2 การออกแบบการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมโดยใช้เทคนิค RSM เพื่อศึกษาผลของ     
ตัวแปร (ปริมาณเอนไซม์ทรานกลูโคซิ เดส พี เอช และอุณหภูมิ )  ในการผลิตไอโซมอลโต                 
โอลิโกแซ็กคาไรด์ (ต่อ) 
ชุดการทดลอง ปริมาณเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดส (เปอร์เซ็นต์) พีเอช อุณหภูมิ (oC) 

11 0.06 5 60 
12 0.06 5 70 
13 0.06 6 50 
14 0.06 6 60 
15 0.06 6 70 
16 0.06 7 50 
17 0.06 7 60 
18 0.06 7 70 
19 0.08 5 50 
20 0.08 5 60 
21 0.08 5 70 
22 0.08 6 50 
23 0.08 6 60 
24 0.08 6 70 
25 0.08 7 50 
26 0.08 7 60 
27 0.08 7 70 

 

3.3 วิธีวิเครำะห์ข้อมูล 

 เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยระหว่างชุดการทดลองที่เติมปริมาณเอนไซม์ พีเอ ช 
อุณหภูมิ และระยะเวลาในการบ่ม โดยน้าข้อมูลที่ได้ทั้งหมดมาวิเคราะห์และหาค่าทางสถิติด้วยวิธี
วิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (Analysis of variance ; One-Way ANOVA) และทดสอบความ
แตกต่างระหว่างคู่โดยใช้วิธี Duncan’s multiple rang test (DMRT) ทดสอบความมีนัยส้าคัญที่            
p>0.05 
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บทที ่4 
ผลการวจิัยและอภิปรายผล 

 
4.1 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการย่อยแป้งมันส าปะหลงัด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 
 การผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงดว้ยกระบวนการทางเอนไซม์นั้น ช่วงแรกจะ
อาศยัการท างานของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสตดัโมเลกุลของแป้งท่ีเป็นพอลิเมอร์ของกลูโคสให้มี
ขนาดเลก็ลง (liquefaction) โดยการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสในขั้นตอนน้ี
จะตอ้งได้ค่าสมมูลเดกซ์โทรส (dextrose equivalent ; DE) ประมาณ 12 ซ่ึงเป็นค่า DE ท่ีเหมาะสม
ส าหรับการย่อยแป้งให้เป็นพอลิเมอร์ของกลูโคสสายสั้ นๆ เช่น มอลโตไตรโอสและเดกซ์ตรินใน
ปริมาณสูง [39] ดงันั้นการศึกษาความเขม้ขน้ของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส และสภาวะท่ีเหมาะสมต่อ
การยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัจะตอ้งไดน้ ้ าเช่ือมท่ีมีค่า DE ประมาณ 12  
 4.1.1 การศึกษาความเข้มข้นของเอนไซม์แอลฟาไมเลสในสภาวะที่เหมาะสมต่อการย่อย
แป้งมันส าปะหลงั  
   จากการเตรียมสารละลายน ้ าแป้งเร่ิมตน้โดยชัง่แป้งปริมาณ 600 กรัม ละลายในน ้ า 
1,000 มิลลิลิตร กวนจนสารละลายน ้ าแป้งให้เขา้กนั ปรับพีเอช 6.5 เติมเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสท่ี
ความเข้มข้น 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 และ 0.10 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/น ้ าหนัก) ตามล าดับ บ่มไวท่ี้      
อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัให้เป็นพอลิเมอร์ของกลูโคส
สายสั้นๆ ไดแ้ก่ มอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน ติดตามการย่อยของแป้งมนัส าปะหลงั โดยการเก็บ
ตวัอย่างมาวิเคราะห์ค่า DE ผลการทดลองดงัแสดงในภาพท่ี 4.1 จากการทดลองพบว่า ความเขม้ขน้
ของเอนไซมมี์ผลต่อค่า DE โดยเม่ือเพิ่มปริมาณความเขม้ขน้ของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสในการยอ่ย
สลายแป้งมนัส าปะหลงัจะส่งผลให้ค่า DE สูงข้ึน เน่ืองจากเม่ือปริมาณความเขม้ขน้ของเอนไซม์มี
ความเขม้ขน้มากข้ึนจะสามารถยอ่ยน ้ าแป้งมนัส าปะหลงัเป็นมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินไดเ้ร็วข้ึน 
การเติมปริมาณเอนไซม์ท่ีความเขม้ขน้ 0.04 และ 0.06 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/น ้ าหนัก) ให้ค่า DE 
เท่ากบั 11.98 และ 12.75 ตามล าดบั ซ่ึงไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบั 0.05 (p>0.05)
เน่ืองจากค่า DE ทั้งสองมีค่าใกลเ้คียงกันจึงเลือกใช้ความเขม้ขน้ของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสใน
ปริมาณท่ี 0.04 เปอร์เซ็นต ์เพราะเป็นการลดปริมาณเอนไซมท่ี์ใชแ้ละเป็นการลดตน้ทุนในการผลิตใน
ระดับโรงงานอุตสาหกรรม เม่ือสารละลายน ้ าแป้งมนัส าปะหลงัถูกย่อยเป็นมอลโตไตรโอสและ  
เดกซ์ทรินแลว้ มีค่า DE ใกลเ้คียงกบั DE ท่ีเหมาะสมส าหรับการย่อยแป้งมนัส าปะหลงัในขั้นแรก           
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(DE = 12) ดงันั้นในการย่อยแป้งมนัส าปะหลงัให้เป็นมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินปริมาณสูง จึง
ควรใหใ้ชเ้อนไซมแ์อลฟาอะไมเลสท่ีความเขม้ขน้เท่ากบั 0.04 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/น ้าหนกั) 
 ค่า DE ในน ้ าเช่ือมเป็นค่าท่ีมีความสัมพนัธ์กบัปริมาณกลูโคส โดยถา้ค่า DE สูงจะ
แสดงว่ามีปริมาณน ้ าตาลกลูโคสในน ้ าเช่ือมสูง [40] จากการทดลองพบว่า เม่ือเพิ่มปริมาณความ
เขม้ขน้ของเอนไซมแ์ละระยะเวลาในการยอ่ยสลาย จะท าให้ค่า DE ในน ้ าเช่ือมมีปริมาณสูง แสดงว่า
ในสภาวะดงักล่าวจะส่งผลให้ปริมาณน ้ าตาลกลูโคสเพิ่มสูงข้ึน ซ่ึงไม่เหมาะสมในการน าไปใชเ้ป็น
สารตั้งตน้ในการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตส เน่ืองจากในการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสจะมีการใช้เอนไซม ์
เบตาอะไมเลสหรือมอลโตจิเนส หรือพูลูลาเนสในการเปล่ียนมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินให้เป็น
น ้ าเช่ือมมอลโตส [39] ดงันั้นการใชค้วามเขม้ขน้เอนไซมท่ี์ไม่เหมาะสมจะท าใหไ้ดน้ ้ าเช่ือมท่ีมีค่า DE 
ไม่เหมาะส าหรับน าไปผลิตน ้าเช่ือมมอลโตส  
 

 
 
ภาพที่ 4.1 ค่าสมมูลเดกซ์โทรสท่ีไดจ้ากการย่อยแป้งมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสใน 

ความเขม้ขน้ต่างๆ เป็นเวลา 10 นาที 
 
 4.1.2 การศึกษาพเีอชที่เหมาะสมต่อการย่อยแป้งมันส าปะหลงั 
   เม่ือท าการยอ่ยสารละลายน ้ าแป้งมนัส าปะหลงัท่ีแปรผนัความเขม้ขน้ของพีเอชเป็น
5.0, 5.5, 6.0, 6.5 และ 7.0 ซ่ึงเป็นช่วงพีเอชท่ีเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสจาก B. licheniformis ท่ีใชใ้น
การทดลองน้ีสามารถท างานไดดี้ [39] ใชเ้อนไซม์แอลฟาอะไมเลสท่ีความเขม้ขน้ 0.04 เปอร์เซ็นต ์
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(ปริมาตร/น ้ าหนกั) บ่มท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาที เพื่อยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั
ให้เป็นพอลิเมอร์กลูโคสสายสั้นๆ ไดแ้ก่ มอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน ดงัแสดงในภาพท่ี 4.2 จาก
การทดลองพบวา่ การยยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัท่ีพีเอช 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 ไดค่้า DE ไม่แตกต่างกนัอยา่งมี
นัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับ 0.05 (p>0.05) โดยจะได้ค่า DE เท่ากับ 12.07, 12.06, 12.08 และ 11.99 
ตามล าดบั ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกบั DE=12 ซ่ึงเหมาะส าหรับการน าไปใช้ในการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตส 
ดังนั้ นจึงเลือกใช้พีเอช 6.5 เน่ืองจากพีเอชของสารละลายน ้ าแป้งมีค่าเท่ากับ 6.5 และมีค่าพีเอชใน
สภาวะเป็นกลาง จึงไม่ต้องปรับพีเอชมากเกินไป โดยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสจะย่อยสลาย
สารละลายน ้ าแป้งมนัส าปะหลงัให้เป็นน ้ าเช่ือมท่ีมีค่า DE เท่ากบั 11.99 ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกบัค่า DE ท่ี
เหมาะสมส าหรับการย่อยแป้งมันส าปะหลังในขั้นแรก ดังนั้ นในการย่อยแป้งมันส าปะหลงัด้วย
เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสใหเ้ป็นมอลโตไตรโอส และเดกซ์ทรินปริมาณสูง จึงควรใชพ้ีเอชเท่ากบั 6.5  
 

 
ภาพที่ 4.2 ค่าสมมูลเดกซ์โทรสท่ีไดจ้ากการย่อยแป้งมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสท่ี

ความเขม้ขน้ 0.04 เปอร์เซ็นต ์ท่ีพีเอชต่างๆ เป็นเวลา 10 นาที 
 
 4.1.3 การศึกษาอุณหภูมิทีเ่หมาะสมต่อการย่อยแป้งมันส าปะหลงั  
  เม่ือท าการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสท่ีแปรผนัอุณหภูมิเป็น 
75, 80, 85, 90 และ 95 องศาเซลเซียส ซ่ึงเป็นช่วงท่ีอุณหภูมิเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์
แอลฟาอะไมเลสท่ีผลิตจากเช้ือแบคทีเรีย B. licenifrrmis ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญไดท่ี้สภาวะ
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อุณหภูมิสูงไดดี้ ท าให้สามารถผลิตเอนไซม์ท่ีมีคุณสมบติัมีความคงตวัท่ีอุณหภูมิสูง ( thermostable 
enzyme) [41] ปริมาณความเขม้ขน้ของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 0.04 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/น ้ าหนกั) 
พีเอช 6.5 ท าการบ่มเป็นระยะเวลา 10 นาที เพื่อย่อยแป้งมนัส าปะหลงัให้เป็นพอลิเมอร์กลูโคสสาย
สั้นๆ ไดแ้ก่ มอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน ไดผ้ลการทดลองดงัแสดงในภาพท่ี 4.3 จากการทดลอง
พบว่า อุณหภูมิมีผลต่อค่า DE เม่ือเพิ่มอุณหภูมิในการย่อยสลายแป้งมนัส าปะหลงัจะส่งผลให้ค่า DE 
สูงข้ึน โดยท่ีอุณหภูมิ 75, 80, 85, 90 และ 95 องศาเซลเซียส ให้ค่า DE เท่ากับ 10.74, 10.92, 11.69, 
12.03 และ 12.70 ตามล าดับ ซ่ึงมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติท่ีระดับ 0.05 (p>0.05) 
ส าหรับท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียสจะให้น ้ าเช่ือมท่ีมีค่า DE เท่ากบั 12.03 ซ่ึงมีค่า DE ใกลเ้คียงกบัค่า 
DE ท่ี เหมาะสมส าหรับการย่อยแป้งมันส าปะหลัง (DE=12) ดังนั้ น จึงเลือกใช้ท่ี อุณหภูมิ  90           
องศาเซลเซียสส าหรับยอ่ยแป้งมนัส าหลงัให้เป็นมอลโตไตรโอสเพื่อใชใ้นการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตส 
ซ่ึงเป็นการลดการใชพ้ลงังานความร้อนเม่ือน าไปประยุกตใ์ชใ้นระดบัโรงงานอุตสาหกรรม ดงันั้นใน
การย่อยแป้งมันส าหลังให้เป็นมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินปริมาณสูง จึงควรใช้อุณหภูมิ 90      
องศาเซลเซียส  
 

 
ภาพที่ 4.3 ค่าสมมูลเดกซ์โทรสท่ีไดจ้ากการย่อยแป้งมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสท่ี

ความเขม้ขน้ 0.04 เปอร์เซ็นต ์พีเอช 6.5 บ่มท่ีอุณหภูมิต่างๆ เป็นเวลา 10 นาที 
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 4.1.4 การศึกษาระยะเวลาทีเ่หมาะสมต่อการย่อยแป้งมันส าปะหลงั 
  เม่ือท าการย่อยแป้งมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสท่ีแปรผนัระยะเวลา
เป็น 10, 20 และ 30 นาที โดยเติมเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสท่ีความเขม้ขน้ 0.04 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/
น ้าหนกั) พีเอช 6.5 อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เพื่อยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัใหเ้ป็นพอลิเมอร์กลูโคสสาย
สั้นๆ ไดแ้ก่ มอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน ไดผ้ลการทดลองดงัแสดงในภาพท่ี 4.4 จากการทดลอง
พบว่า เม่ือย่อยแป้งมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสในระยะเวลาเพิ่มข้ึน จะท าให้ค่า DE 
สูงข้ึน ให้ค่า DE ท่ีระยะเวลา 10, 20 และ 30 นาที เท่ากบั 11.98, 12.42 และ 12.53 ตามล าดบั ซ่ึงมีค่า
แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติท่ีระดบั 0.05 (p>0.05) ส าหรับการย่อยแป้งมนัส าปะหลงัเป็น
ระยะเวลา 10 นาทีจะให้น ้ าเช่ือมท่ีมีค่า DE เท่ากบั 11.98 ซ่ึงมีค่า DE ใกลเ้คียงกบัค่า DE ท่ีเหมาะสม
ต่อการย่อยแป้งมนัส าปะหลงัเพื่อน าไปใชใ้นการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตส  ดงันั้นจึงเลือกใชก้ารบ่มท่ี
ระยะเวลา 10 นาที ส าหรับการย่อยแป้งมันส าปะหลังให้เป็นมอลโตไตรโอสเพื่อใช้ในการผลิต
น ้าเช่ือมมอลโตส  
 

 
 
ภาพที่ 4.4 ค่าสมมูลเดกซ์โทรสท่ีไดจ้ากการย่อยแป้งมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสท่ี

ความเขม้ขน้ 0.04 เปอร์เซ็นต ์ท่ีระยะเวลาต่างๆ 
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 จากผลการทดลองพบว่า สภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยแป้งมันส าปะหลังด้วย
เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสจากเช้ือ B. licheniformis คือ การใชเ้อนไซม์ความเขม้ขน้ 0.04 เปอร์เซ็นต ์
(ปริมาตร/น ้ าหนัก) พีเอช 6.5 อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส บ่มเป็นระยะเวลา 10 นาที ซ่ึงจะท าให้ได้
น ้ าเช่ือมท่ีมีค่า DE ท่ีมีค่าใกลเ้คียงกบั DE ท่ีเหมาะสมส าหรับการยอ่ยน ้ าแป้งมนัส าปะหลงัให้ไดเ้ป็น
มอลโตไตรโอส ส าหรับเป็นสับสเตรตตั้งตน้ในการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตส สภาวะดงักล่าวมีความ
แตกต่างจากการงานวิจยัของ Lin Q. et al. [8,46] ซ่ึงไดท้  าการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสจากแป้งขา้วเจา้ 
โดยใชเ้อนไซมช์นิดต่างๆ กระบวนการตดัโมเลกุลของแป้งท่ีเป็นพอลิเมอร์ของกลูโคสใหมี้ขนาดเลก็
ลง (liquefaction) จะใชเ้อนไซมแ์อลฟาอะไมเลสในการยอ่ยแป้งขา้วเจา้โดยสภาวะท่ีเหมาะสมในการ
ยอ่ยแป้งขา้วเจา้ให้เป็นน ้ าเช่ือมมอลโตไตรโอส คือ การใชเ้อนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 5 หน่วยต่อกรัม
ของแป้งขา้วเจา้ พีเอช 6.9  อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 22 นาที จะไดน้ ้ าเช่ือมท่ีมีค่า         
DE 8-11 ซ่ึงน ้ าเช่ือมท่ีมีค่า DE สูงเกินไปจะท าให้ไดผ้ลไดข้องน ้ าตาลมอลโตสลดลง แต่ถา้น ้ าเช่ือมมี
ค่าต ่าเกินไป (DE ต ่ากว่า 8) จะท าให้ได้น ้ าเช่ือมมีความหนืดสูง ซ่ึงจะส่งผลเสียต่อกระบวนการ              
แซคคาริฟิเคชนั (saccharification) ท าให้เอนไซม์ท่ีเก่ียวขอ้งในกระบวนการดงักล่าวท างานไดไ้ม่ดี 
นอกจากนั้ นย ังมีงานวิจัยของ Karmakar and Ray [47] ซ่ึ งได้ศึกษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโต             
ไตรโอสดว้ยเอนไซมอ์ะไมเลสท่ีมีความคงตวัท่ีอุณหภูมิสูง (thermostable enzyme) จากเช้ือ Bacillus 
sp. KR11 โดยเอนไซม์จะสามารถท างานไดดี้ท่ีพีเอช 7.0 อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา        
30 นาที  
 
4.2 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติน า้เช่ือมมอลโตสความเข้มข้นสูง 
 ในการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงด้วยกระบวนการทางเอนไซม์นั้ น จะน า
น ้ าเช่ือมท่ีไดจ้ากย่อยดว้ยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสมาเปล่ียนเป็นน ้ าเช่ือมมอลโตสโดยใชเ้อนไซม์
ชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ เอนไซมเ์บตาอะไมเลส พลููลาเนส และมอลโตจิเนส ส าหรับการศึกษาคร้ังน้ีตอ้งการ
น ้ าเช่ือมมอลโตสท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตส 50-55 เปอร์เซ็นต ์[39] จึงไดมี้การศึกษาชนิด
ของเอนไซมผ์สม พีเอช อุณหภูมิ และระยะเวลาท่ีเหมาะสม เพื่อผลิตน ้าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูง 
และเพื่อเป็นสารตั้งตน้ในการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์(isomaltooligosaccharides, IMOs) 
ในขั้นตอนต่อไป 
 4.2.1 การศึกษาชนิดของเอนไซม์ผสมทีเ่หมาะสมต่อการย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน 
   น าน ้ าเช่ือมท่ีประกอบดว้ยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินจากการย่อยดว้ยเอนไซม์
แอลฟาอะไมเลสแลว้ น ามาปรับพีเอชเท่ากับ 5.5 แลว้ย่อยสลายด้วยเอนไซม์ผสมชนิดต่างๆ ดังน้ี 
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เอนไซมเ์บตาอะไมเลสกบัมอลโตจิเนส เบตาอะไมเลสกบัพูลูลาเนส และมอลโตจิเนสกบัพูลูลาเนส 
โดยใช้ความเข้มข้นของเอนไซม์เบตาอะไมเลส 0.04 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/น ้ าหนัก) เอนไซม ์          
พลูลูลาเนส 0.15 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/น ้าหนกั) และเอนไซมม์อลโตจิเนส 0.13 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/
น ้ าหนัก) บ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 8 ชัว่โมง เพื่อย่อยให้มอลโตไตรโอสและ
เดกซ์ทรินเป็นน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูง ไดผ้ลการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 4.1 จากผลการ
ทดลองพบว่า การใชเ้อนไซม์เอนไซมผ์สมแต่ละชนิดมีความสามารถในการยอ่ยมอลโตไตรโอสและ
เดกซ์ทรินท่ีจะท าให้ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตสมีความแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติท่ี
ระดบั 0.05 (p>0.05) เน่ืองจากการท างานของเอนไซมแ์ต่ละชนิดมีการยอ่ยสลายพนัธะกลูโคซิดิกใน
ต าแหน่งท่ีแตกต่างกนั โดยเอนไซมเ์บตาอะไมเลสจะไปตดัพนัธะไกลโคซิลของแป้งท่ีแอลฟา-1,4 ใน
ลกัษณะการตดัสายพอลิเมอร์อยา่งเป็นระเบียบจากปลายสาย ดา้นท่ีไม่มีหมู่รีดิวซ์เขา้สู่ภายในสายไป 
ทีละ 1 หน่วยของมอลโตสหรือทีละ 2 หน่วยของกลูโคสและจะหยุดปฏิกิริยาท่ีพนัธะไกลโคซิลท่ี
แอลฟา -1,6 [48,65] เอนไซม์มอลโตจิเนสท าปฏิกิริยาการย่อยสลายพนัธะ 1,4 –แอลฟา-กลูโคซิดิก 
โดยตดัสายพอลิเมอร์จากปลายสายท่ีไม่มีคุณสมบติัรีดิวซ์ [42] เอนไซมพ์ูลูลาเนส จะเขา้ท าปฏิกิริยา
ตดัพนัธะแอลฟา-1,6 [33] ส าหรับการยอ่ยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินดว้ยเอนไซมเ์บตาอะไมเลส
และมอลโตจิเนสจะท าให้ไดน้ ้ าเช่ือมมอลโตสท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตส 55.80 เปอร์เซ็นต ์
ซ่ึงเป็นความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตสสูงท่ีสุด ดงันั้นเอนไซมเ์บตาอะไมเลสและมอลโตจิเนสจึงมี
ความเหมาะสมในการย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินเพื่อผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูง 
เน่ืองจากเอนไซมเ์บตาอะไมเลสมีคุณสมบติัในการยอ่ยสลายพนัธะ α-1,4 และ α-1,6  กลโูคซิดิกของ
โมเลกุลกลูโคสท่ีปลายสาย [22] และเอนไซม์มอลโตจิเนสมีคุณสมบัติในการย่อยสลายพันธะ   
แอลฟา-1 ,4 กลูโคซิ ดิก ท่ีปลายสายด้าน ท่ี ไม่ มี คุณสมบัติ รี ดิ ว ซ์  [42] ดังนั้ น เอนไซม์ผสม             
เบตาอะไมเลสร่วมกบัมอลโตจิเนสมีความจ าเพาะกบัมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินสูง จึงสามารถ
ยอ่ยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินใหเ้ป็นน ้าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงได ้ 
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ตารางที่ 4.1 ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตสท่ีไดจ้ากการย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินดว้ย
  เอนไซมผ์สมชนิดต่างๆ 
 

ชนิดของเอนไซมผ์สม ปริมาณน ้าตาลมอลโตส (เปอร์เซ็นต)์ 
β+MG 55.80a 
β +P 52.19b 

MG+P 47.87c 
หมายเหตุ 1อกัษรท่ีแตกต่างกนัเหนือตวัเลขในแนวตั้งแสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทาง 
  สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (P>0.05) 
  β  หมายถึง เอนไซมเ์บตาอะไมเลส 
  MG  หมายถึง เอนไซมม์อลโตจิเนส 
  P   หมายถึง เอนไซมพ์ลููลาเนส 
 
 จากการทดลองชนิดของเอนไซม์ท่ีใช้ส าหรับผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงจะ
แตกต่างจากงานวิจยัอ่ืนๆ โดย Lin Q. et al. [46]ไดท้ าการผลิตไดท้ าการผลิตมอลโตสไซรัปจากแป้ง
ขา้วเจา้และแป้งขา้วโพดโดยมีการใชเ้อนไซมแ์อลฟาอะไมเลส (E.C. 3.2.1.1) ในขั้นตอนลิเคอแฟคชนั 
(liquefraction) และใชเ้อนไซม์เบตาอะไมเลส (E.C. 3.2.1.2) และเอนไซม์พูลูลาเนส (E.C. 3.2.1.41) 
ในขั้นตอนแซคคาริฟิเคชนั (saccharification) ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 ชัว่โมง จะได้
น ้ าเช่ือมจากแป้งขา้วเจา้และแป้งขา้วโพดท่ีมีค่า DE และความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตส คือ 96.6, 
104.6 และ 95.2, 102.2 เปอร์เซ็นต์ (กรัม/กรัม) ตามล าดบั งานวิจยัของ Shaw and Sheu [66] ไดศึ้กษา
การผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเข้มข้นสูงจากข้าว โดยใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส จาก                     
B. licheniformis และศึกษาการใช้เอนไซม์ชนิดต่างๆ ในกระบวนการแซคคาริฟิ เคชัน ได้แก่            
พู ลูลาเนสจากเช้ือ Aerobacter aerogens ไอโซอะไมเลสจากเช้ือ Pseudomonas amyloderamosa 
และเบตาอะไมเลสจากเช้ือ Bacillus cereus จากการทดลองพบว่าการใช้เอนไซม์ร่วมกนัทั้ง 3 ชนิด 
ได้แก่ เบตาอะไมเลส, ไอโซอะไมเลส และพูลูลาเนส พีเอช 4.0 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 60 ชั่วโมง จะได้น ้ าเช่ือมน ้ าตาลมอลโตสความเข้มข้นสูง เท่ากับ 83.19 เปอร์เซ็นต ์
นอกจากนั้นการใชเ้อนไซม์ เบตาอะไมเลสร่วมกบัพูลูลาเนส พีเอช 4.0 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 60 ชัว่โมง จะไดน้ ้ าเช่ือมน ้าตาลมอลโตสความเขม้ขน้สูง เท่ากบั 80.14 เปอร์เซ็นต ์และ
การใช้เอนไซม์เบตาอะไมเลสร่วมกับไอโซอะไมเลส พีเอช 4.0 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็น
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ระยะเวลา 60 ชัว่โมง จะไดน้ ้ าเช่ือมน ้ าตาลมอลโตสความเขม้ขน้สูง เท่ากบั 68.32 เปอร์เซ็นต ์งานวิจยั
ของ Gaouar et al. [30] ไดศึ้กษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสจากแป้งมนัส าปะหลงัในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ
แบบอลัตร้าฟิวเตรชนั โดยใชเ้อนไซม์ BAN 120L จากเช้ือ Bacillus amyloliquefaciens (E.C. 3.2.1.1) 
ในกระบวนการลิเคอแฟคชัน และใช้เอนไซม์ Maltogenase 4000L จากเช้ือ Bacillus subtilis และ
เอนไซม์  Promozyme 600L จาก เช้ื อ  Baillus acidopullulyticus (E.C. 3.2.1.41) ในกระบวนการ      
แซคคาริฟิเคชนั พบว่าไดน้ ้ าเช่ือมมอลโตส เท่ากบั 217 กรัม/ลิตร งานวิจยัของ Purdue et al. [28] ได้
ท าการศึกษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงท่ีไม่ตกผลึก (non-crystallizing) โดยใช้แป้ง
ข้าวโพดเป็นวัตถุดิบ และใช้เอนไซม์กลูโคอะไมเลสร่วมกับพูลูลาเนสและเดกซ์โตรไซม์ใน
กระบวนการแซคคาริฟิเคชนั จะไดน้ ้ าเช่ือมท่ีมีความเขม้ขน้ของมอลโตสเท่ากบั 58.00 เปอร์เซ็นต ์ 
 4.2.2 การศึกษาพเีอชที่เหมาะสมต่อการย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน 
   โดยแปรผนัพีเอช 5 ระดบัคือ 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 และ 7.0 ใช้เอนไซม์เบตาอะไมเลส 
ความเข้มข้น  0.04 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับมอลโตจิเนสความเข้มข้น 0.13 เปอร์เซ็นต์ บ่มท่ีอุณหภูมิ         
60 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 8 ชั่วโมง เพื่อย่อยมอลโตไตรโอสแลเดกซ์ทรินให้เป็นน ้ าเช่ือม    
มอลโตสความเขม้ขน้สูง ดงัแสดงในตารางท่ี 4.2 จากการทดลองพบว่า พีเอชจะมีผลต่อการท างาน
ของเอนไซมท์ าให้ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตสมีความแตกต่างกนั เม่ือค่าพีเอชสูงข้ึนจะส่งผลให้
ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตสลดลง เน่ืองจากเอนไซมท่ี์น ามาใชใ้นการทดลองเป็นเอนไซมผ์สม 
ซ่ึงพีเอชท่ีเหมาะสมในการท างานของเอนไซม์ทั้ ง 2 ชนิดนั้ น มีความแตกต่างกัน คือ เอนไซม ์  
เบตาอะไมเลสมีพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างานท่ี 4.5-5.5 [39] และเอนไซม์มอลโตจิเนส มีพีเอชท่ี
เหมาะสมต่อการท างานท่ี 5.0-6.0 [42] ส าหรับค่าพีเอช 5.0 และ 5.5 จะให้ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล 
มอลโตสไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบั 0.05 (p>0.05) ดงันั้นพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการ
ท างานของเอนไซมผ์สมคือ พีเอช 5.5 ซ่ึงจะไดน้ ้ าเช่ือมท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตส เท่ากบั 
54.88 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงท่ีระดบัพีเอชดงักล่าวจะง่ายต่อการผลิตซ่ึงไม่ตอ้งมีการปรับพีเอชมากเกินไป 
และน ้าเช่ือมมอลโตสท่ีไดจ้ะมีสีค่อนขา้งใส สามารถน าไปท าใหบ้ริสุทธ์ิไดง่้าย 
  จากการทดลองพบว่าผลจากการศึกษาคร้ังน้ีพีเอชมีผลต่อการย่อยมอลโตไตรโอส
และเดกซ์ทริน เพื่อให้ไดน้ ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงจะแตกต่างจากงานวิจยัอ่ืน เน่ืองจากชนิด
ของเอนไซมท่ี์ใชมี้ความแตกต่างกนั โดยงานวิจยัของ Lin Q. et al. [46] ไดท้ าการผลิตไดท้ าการผลิต
มอลโตสไซรัปจากแป้งขา้วเจา้และแป้งขา้วโพด โดยใชเ้อนไซม์เบตาอะไมเลส (E.C. 3.2.1.2) และ
เอนไซมพ์ลููลาเนส (E.C. 3.2.1.41) ในขั้นตอนแซคคาริฟิเคชนั (saccharification) พีเอช 4.8 ท่ีอุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส จะไดน้ ้ าเช่ือมจากแป้งขา้วเจา้และแป้งขา้วโพดท่ีมีค่า DE และความเขม้ขน้ของ
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น ้ าตาลมอลโตส คือ 96.6, 104.6 และ 95.2, 102.2 เปอร์เซ็นต์ (กรัม/กรัม) ตามล าดับ งานวิจยัของ 
Shaw and Sheu [66] ไดศึ้กษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงจากขา้วใชเ้อนไซมช์นิดต่างๆ 
ในกระบวนการแซคคาริฟิเคชัน ได้แก่ พูลูลาเนสจากเช้ือ A. aerogens ไอโซอะไมเลสจากเช้ือ                
P. amyloderamosa และเบตาอะไมเลสจากเช้ือ B. cereus จากการทดลองพบว่าการใชเ้อนไซมร่์วมกนั
ทั้ง 3 ชนิด ไดแ้ก่ เบตาอะไมเลส, ไอโซอะไมเลส และพลููลาเนส พีเอช 4.0 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 60 ชั่วโมง จะได้น ้ าเช่ือมน ้ าตาลมอลโตสความเขม้ขน้สูง เท่ากับ 83.19 เปอร์เซ็นต ์ 
งานวิจัยของ Gaouar et al. [30] ได้ศึกษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสจากแป้งมันส าปะหลังใน             
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอลัตร้าฟิวเตรชัน โดยใช้เอนไซม์ BAN 120L จากเช้ือ B. amyloliquefaciens 
(E.C. 3.2.1.1) ในกระบวนการลิเคอแฟคชนั และใชเ้อนไซม ์Maltogenase 4000L จากเช้ือ B. subtilis 
และเอนไซม์  Promozyme 600L จาก เช้ือ  B. acidopullulyticus (E.C. 3.2.1.41) ในกระบวนการ       
แซคคาริฟิเคชัน พีเอช 5.0-5.5 พบว่าไดน้ ้ าเช่ือมมอลโตส เท่ากบั 217 กรัม/ลิตร งานวิจยัของ Noda    
et al. [32] ท่ีไดท้  าการศึกษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงแบบก่ึงกะ (semi-continuous) 
โดยใช้แป้งมันส าปะหลังเป็นวตัถุดิบ ค่าพีเอช 6.6 เน่ืองมาจากเอนไซม์ผสมท่ีใช้เป็นเอนไซม์   
เบตาอะไมเลสและพลููลาเนสท่ีอยูใ่นรูปของการตรึงเอนไซม ์(immobilized enzyme) จะมีความคงตวัมี
ผลท าให้เอนไซมส์ามารถท างานไดท่ี้พีเอชสูงกว่าพีเอชท่ีเหมาะสมเม่ือเอนไซมอ์ยู่ในรูปอิสระ (free 
enzyme) [43] 
 
ตารางที่ 4.2 ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตสท่ีไดจ้ากการย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินดว้ย
  เอนไซมผ์สมท่ีพีเอชต่างๆ 
 

พีเอช (pH) ปริมาณน ้าตาลมอลโตส (เปอร์เซ็นต)์ 
5.0 54.84a 
5.5 54.88a 
6.0 50.24b 
6.5 50.22b 
7.0 46.88c 

หมายเหตุ 1อกัษรท่ีแตกต่างกนัเหนือตวัเลขในแนวตั้งแสดงวา่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทาง
 สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (P>0.05) 
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 4.2.3 การศึกษาอุณหภูมิทีเ่หมาะสมต่อการย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน 
   โดยแปรผนัอุณหภูมิ 5 ระดบัคือ 50, 55, 60, 65 และ 70 องศาเซลเซียส ใช้เอนไซม ์
เบตาอะไมเลส ความเขม้ขน้ 0.04 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับมอลโตจิเนสความเขม้ขน้ 0.13 เปอร์เซ็นต ์        
พีเอช 5.5 บ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 8 ชั่วโมง เพื่อย่อยมอลโตไตรโอสและ  
เดกซ์ทรินให้เป็นน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูง ดังแสดงในตารางท่ี 4.3 จากการทดลองพบว่า 
อุณหภูมิจะมีผลต่อการท างานของเอนไซมท์ าให้ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตสมีความแตกต่างกนั 
เม่ืออุณหภูมิสูงข้ึนจะส่งผลให้ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตสลดลง เน่ืองจากอุณหภูมิสูงข้ึนจะท า
ให้เอนไซมเ์กิดการเสียสภาพและท างานไดไ้ม่ดี อุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการท างานของเอนไซม์ 
เบตาอะไมเลสอยูใ่นช่วง 55-62 องศาเซลเซียส [39] และเอนไซมม์อลโตจิเนสอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อ
การท างานคือ 60 องศาเซลเซียส [42]  ส าหรับอุณหภูมิท่ี 55 และ 60 องศาเซลเซียสจะให้น ้ าเช่ือม  
มอลโตสท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตสไม่แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติท่ีระดบั 0.05 
(p>0.05) ดงันั้นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมผ์สมคือ อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ซ่ึง
จะไดน้ ้ าเช่ือมท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตส เท่ากบั 56.24 เปอร์เซ็นต ์ดงันั้นจึงเลือกใชอุ้ณหภูมิ 
55 องศาเซลเซียส เน่ืองจากเป็นการประหยดัพลงังานในการให้ความร้อนซ่ึงเป็นการลดตน้ทุนการ
ผลิตไดอี้กทางหน่ึง 
   จากการทดลองพบว่าผลจากการศึกษาคร้ังน้ีอุณหภูมิมีผลต่อการยอ่ยมอลโตไตรโอส
และเดกซ์ทริน เพื่อให้ไดน้ ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงจะแตกต่างจากงานวิจยัอ่ืน เน่ืองจากชนิด
ของเอนไซมท่ี์ใช้มีความแตกต่างกนั โดยงานวิจยัของ Lin Q. et al. [46] ไดท้ าการผลิตไดท้ าการผลิต
มอลโตสไซรัปจากแป้งขา้วเจา้และแป้งขา้วโพด โดยใชเ้อนไซม์เบตาอะไมเลส (E.C. 3.2.1.2) และ
เอนไซมพ์ูลูลาเนส (E.C. 3.2.1.41) ในขั้นตอนแซคคาริฟิเคชนั (saccharification) ท่ีอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส พีเอช 4.8 จะไดน้ ้ าเช่ือมจากแป้งขา้วเจา้และแป้งขา้วโพดท่ีมีค่า DE และความเขม้ขน้ของ
น ้ าตาลมอลโตส คือ 96.6, 104.6 และ 95.2, 102.2 เปอร์เซ็นต์ (กรัม/กรัม) ตามล าดับ งานวิจยัของ 
Shaw and Sheu [66] ไดศึ้กษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงจากขา้วใชเ้อนไซมช์นิดต่างๆ 
ในกระบวนการแซคคาริฟิเคชัน ได้แก่ พูลูลาเนสจากเช้ือ A. aerogens ไอโซอะไมเลสจากเช้ือ                
P. amyloderamosa และเบตาอะไมเลสจากเช้ือ B. cereus จากการทดลองพบว่าการใชเ้อนไซมร่์วมกนั
ทั้ง 3 ชนิด ไดแ้ก่ เบตาอะไมเลส, ไอโซอะไมเลส และพลููลาเนส อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พีเอช 4.0  
เป็นระยะเวลา 60 ชั่วโมง จะได้น ้ าเช่ือมน ้ าตาลมอลโตสความเขม้ขน้สูง เท่ากับ 83.19 เปอร์เซ็นต ์ 
งานวิจัยของ Gaouar et al. [30] ได้ศึกษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสจากแป้งมันส าปะหลังใน             
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอลัตร้าฟิวเตรชัน โดยใช้เอนไซม์ BAN 120L จากเช้ือ B. amyloliquefaciens 
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(E.C. 3.2.1.1) ในกระบวนการลิเคอแฟคชนั และใชเ้อนไซม ์Maltogenase 4000L จากเช้ือ B. subtilis 
และเอนไซม์  Promozyme 600L จาก เช้ือ  B. acidopullulyticus (E.C. 3.2.1.41) ในกระบวนการ       
แซคคาริฟิเคชัน พีเอช 5.0-5.5 พบว่าไดน้ ้ าเช่ือมมอลโตส เท่ากบั 217 กรัม/ลิตร งานวิจยัของ Noda    
et al. [32] ท่ีไดท้  าการศึกษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงแบบก่ึงกะ (semi-continuous) 
โดยใช้แป้งมันส าปะหลังเป็นวตัถุดิบ ค่าพีเอช 6.6 เน่ืองมาจากเอนไซม์ผสมท่ีใช้เป็นเอนไซม์   
เบตาอะไมเลสและพลููลาเนสท่ีอยูใ่นรูปของการตรึงเอนไซม ์(immobilized enzyme) จะมีความคงตวัมี
ผลท าให้เอนไซมส์ามารถท างานไดท่ี้พีเอชสูงกว่าพีเอชท่ีเหมาะสมเม่ือเอนไซมอ์ยู่ในรูปอิสระ (free 
enzyme) [43] 
 
ตารางที่ 4.3 ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตสท่ีไดจ้ากการย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินดว้ย
  เอนไซมผ์สมท่ีอุณหภูมิต่างๆ 
 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) ปริมาณน ้าตาลมอลโตส (เปอร์เซ็นต)์ 
50 50.74a 
55 56.24b 
60 56.21b 
65 48.46c 
70 47.17d 

หมายเหตุ 1อกัษรท่ีแตกต่างกนัเหนือตวัเลขในแนวตั้งแสดงวา่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทาง
 สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (P>0.05) 
 
 4.2.4 การศึกษาเวลาทีเ่หมาะสมต่อการย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน 
   โดยเติมเอนไซม์ผสม เบตาอะไมเลสท่ีความเขม้ข้น 0.04 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/
น ้ าหนัก) และเอนไซม์มอลโตจิเนสท่ีความเขม้ขน้ 0.13 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/น ้ าหนัก) พีเอช 5.5 
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ท าการศึกษาเป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างทุก 2 ชั่วโมงเพื่อ
วิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลมอลโตส ดงัแสดงผลในภาพท่ี 4.5 พบว่า ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตสจะ
เพิ่มข้ึนเม่ือระยะเวลาในการย่อยสลายเพิ่มข้ึน โดยชั่วโมงท่ี 6-24 ปริมาณน ้ าตาลมอลโตสจะไม่
แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติท่ีระดบั 0.05 (p>0.05) ดงันั้นระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการผลิต
น ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงจากแป้งมนัส าปะหลงั ในชั่วโมงท่ี 6 ได้น ้ าเช่ือมมอลโตสความ
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เขม้ขน้สูงท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตสเท่ากบั 58.08 เปอร์เซ็นต ์ดงันั้นในชัว่โมงท่ี 6 จึงเป็น
ช่วงเวลาท่ีเหมาะสมต่อการย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน เน่ืองจากใชร้ะยะเวลาสั้ น และเม่ือ
น าไปผลิตในระดบัโรงงานอุตสาหกรรมจะเป็นการประหยดั และลดตน้ทุนในการผลิตอีกประการ
หน่ึง  
   จากการทดลองพบว่าผลจากการศึกษาคร้ังน้ีระยะเวลามีผลต่อการย่อยมอลโต      
ไตรโอสและเดกซ์ทริน เพื่อให้ได้น ้ าเช่ือมมอลโตสความเข้มข้นสูงจะแตกต่างจากงานวิจัยอ่ืน 
เน่ืองจากชนิดของเอนไซมท่ี์ใช้มีความแตกต่างกนั โดยงานวิจยัของ Lin Q. et al. [46] ไดท้ าการผลิต
ไดท้ าการผลิตมอลโตสไซรัปจากแป้งขา้วเจา้และแป้งขา้วโพด โดยใชเ้อนไซมเ์บตาอะไมเลส (E.C. 
3.2.1.2) และเอนไซม์พูลูลาเนส (E.C. 3.2.1.41) ในขั้นตอนแซคคาริฟิเคชัน (saccharification) ท่ี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พีเอช 4.8 จะไดน้ ้ าเช่ือมจากแป้งขา้วเจา้และแป้งขา้วโพดท่ีมีค่า DE และ
ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตส คือ 96.6, 104.6 และ 95.2, 102.2 เปอร์เซ็นต์ (กรัม/กรัม) ตามล าดบั 
งานวิจัยของ Shaw and Sheu [66] ได้ศึกษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเข้มข้นสูงจากข้าวใช้
เอนไซม์ชนิดต่างๆ ในกระบวนการแซคคาริฟิ เคชัน  ได้แก่  พู ลูลาเนสจากเช้ือ A. aerogens                 
ไอโซอะไมเลสจากเช้ือ P. amyloderamosa และเบตาอะไมเลสจากเช้ือ B. cereus จากการทดลอง
พบวา่การใชเ้อนไซมร่์วมกนัทั้ง 3 ชนิด ไดแ้ก่ เบตาอะไมเลส, ไอโซอะไมเลส และพลููลาเนส อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส พีเอช 4.0  เป็นระยะเวลา 60 ชัว่โมง จะไดน้ ้ าเช่ือมน ้ าตาลมอลโตสความเขม้ขน้สูง 
เท่ากบั 83.19 เปอร์เซ็นต ์ งานวิจยัของ Gaouar et al. [30] ไดศึ้กษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสจากแป้ง
มันส าปะหลังในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอัลตร้าฟิวเตรชัน โดยใช้เอนไซม์  BAN 120L จากเช้ือ           
B. amyloliquefaciens (E.C. 3.2.1.1) ในกระบวนการลิเคอแฟคชัน และใช้เอนไซม์ Maltogenase 
4000L จาก เช้ื อ  B. subtilis และ เอน ไซม์  Promozyme 600L จาก เช้ื อ  B. acidopullulyticus (E.C. 
3.2.1.41) ในกระบวนการแซคคาริฟิเคชนั พีเอช 5.0-5.5 พบว่าไดน้ ้ าเช่ือมมอลโตส เท่ากบั 217 กรัม/
ลิตร งานวิจยัของ Noda et al. [32] ท่ีไดท้  าการศึกษาการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงแบบ  
ก่ึงกะ (semi-continuous) โดยใชแ้ป้งมนัส าปะหลงัเป็นวตัถุดิบ ค่าพีเอช 6.6 เน่ืองมาจากเอนไซมผ์สม
ท่ีใชเ้ป็นเอนไซมเ์บตาอะไมเลสและพลููลาเนสท่ีอยูใ่นรูปของการตรึงเอนไซม ์(immobilized enzyme) 
จะมีความคงตวัมีผลท าใหเ้อนไซมส์ามารถท างานไดท่ี้พีเอชสูงกวา่พีเอชท่ีเหมาะสมเม่ือเอนไซมอ์ยูใ่น
รูปอิสระ (free enzyme) [43] 
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ภาพที่ 4.5 ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมอลโตสท่ีได้จากการย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินด้วย
 เอนไซม์ผสมของเบตาอะไมเลสและมอลโตจิเนส พีเอช 5.5 อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  
 ในระยะเวลา 24 ชัว่โมง 
 
 จากการทดลองพบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมในขั้นตอนแซคคาริฟิเคชนัแป้งมนัส าปะหลงัเพื่อ
ผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูง โดยใชเ้อนไซม์เบตาอะไมเลสความเขม้ขน้ 0.04 เปอร์เซ็นต ์
ร่วมกับเอนไซม์มอลโตจิเนสความเขม้ขน้ 0.13 เปอร์เซ็นต์ พีเอช 5.5 อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส    
ย่อยสลายเป็นระยะเวลา 6 ชั่วโมง จะท าให้ได้น ้ าเช่ือมมอลโตสความเข้มข้นสูง เท่ากับ 58.08 
เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงจะเห็นว่าสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงจากงานวิจยัน้ี
จะแตกต่างจากงานวิจัยของ Gaouar et al., [30] Noda et al., [32] Hilary et al., [31] และ Shaw and 
Nankang [29] เน่ืองมาจากวตัถุดิบ ชนิดและปริมาณของเอนไซมท่ี์ใชใ้นกระบวนการแซคคาริฟิเคชนั 
จะมีความแตกต่างกนัส่งผลใหส้ภาวะต่างๆท่ีเหมาะสม ส าหรับผลิตน ้าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงมี
ความแตกต่างกนัดว้ย  
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4.3 การผลติเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดสจากอาหารเหลว 
 เอนไซม์ทรานกลูโคซิเดสจะเร่งปฏิกิริยาทรานกลูโคซิเลชั่น (transglucosylation) ทั้ ง
ปฏิกิริยาการย่อยสลายและการเคล่ือนย้ายแอลฟา-ดี-กลูโค-โอลิโกแซ็กคาไรด์ (α-D-gluco-
oligosaccharides) ท าใหเ้กิดโอลิโกเมอร์ของน ้ าตาลกลูโคสท่ีเช่ือมกนัดว้ยพนัธะไกลโคซิลท่ีต าแหน่ง
แอลฟา 1,6 (α-(1,6) linked-oligomers of glucose) เช่น ไอโซมอลโตส พาโนส ไอโซมอลโตไตรโอส 
[67,68] 
 ในการทดลองน้ีจะท าการผลิตเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดสจากเช้ือรา Aspergillus niger ซ่ึง
เป็นเช้ือราท่ีสามารถผลิตเอนไซมท์รานกลูโคซิเดสไดดี้ เพาะเล้ียงเช้ือราบนอาหาร Czapek Dox Agar, 
CZA เป็นระยะเวลา 7 วนั เพื่อใชเ้ป็นจุลินทรียใ์นการผลิตเอนไซมท์รานกลูโคซิเดส จากนั้นลา้งสปอร์
ดว้ยน ้ ากลัน่ 10  มิลลิลิตร และเติมสปอร์ท่ีไดล้งในอาหารสูตรดดัแปลงจาก Benson et al. [45] ท่ีปรับ
พีเอชเท่ากบั 5.5 ปริมาณ 10 เปอร์เซ็นต ์บ่มท่ีอุณหภูมิ 34 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 180 รอบ
ต่อนาที เป็นระยะเวลา 5 วนั จากการทดลองแสดงดงัภาพท่ี 4.6 พบว่า เช้ือรา A. niger จะสามารถผลิต
เอนไซมท์รานกลูโคซิเดสไดต้ั้งแต่วนัท่ี 1 และจึงสามารถผลิตเอนไซมท์รานกลูโคซิเดสไดสู้งสุดใน
วนัท่ี 2 หลงัจากจากนั้นการผลิตเอนไซมท์รานกลูโคซิเดสจะลดลงเล็กน้อย เน่ืองจากเช้ือรา A. niger 
ไดใ้ช้สารอาหารจนหมด จึงไม่สามารถผลิตเอนไซม์ดงักล่าวไดสู้งข้ึน ดงันั้น การเพาะเล้ียงเช้ือรา      
A. niger เพื่อผลิตเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดสจะใชเ้วลาในการเพาะเล้ียง 2 วนั ซ่ึงจะไดกิ้จกรรมของ
เอนไซมสู์งสุดเท่ากบั 1,668.25 หน่วย/มิลลิลิตร 
 เอนไซมท์รานกลูโคซิเดสท่ีใชส้ าหรับผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดส์ามารถผลิตได้
จากจุลินทรียช์นิดต่างๆ ไดแ้ก่ A. niger GXM-2 [68], A. niger [69,70], A. carbonarious CCRC 30414 
[71], A. oryzae TISTR3102 [37] ซ่ึ งจะมี กิจกรรมของเอนไซม์ในช่วง 1,000 - 1,500 หน่วยต่อ
มิลลิลิตร ดงันั้นเอนไซมท่ี์ผลิตจากเช้ือรา A. niger จากการทดลองในคร้ังน้ีจึงมีความเหมาะสมส าหรับ
ใชใ้นการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์
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ภาพที ่4.6 ค่ากิจกรรมของเอนไซมท์รานกลูโคซิเดสท่ีผลิตจากเช้ือรา A. niger เป็นระยะเวลา 5 วนั 
   
4.4 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการผลติไอโซมอลโตโอลโิกแซ็กคาไรด์ 
 ในการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสท่ีไดจ้ากเช้ือ B. licheniformis ท่ี
ความเขม้ขน้ 0.04 เปอร์เซ็นต ์พีเอช 6.5 อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาที จะท าใหไ้ด้
น ้ าเช่ือมท่ีมีค่า DE ท่ีเหมาะสมส าหรับการยอ่ยน ้าแป้งมนัส าปะหลงัใหไ้ดเ้ป็นมอลโตไตรโอส ส าหรับ
เป็นสับสเตรตตั้งตน้ในการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตส หลงัจากไดส้ภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยแป้งมนั
ส าปะหลงัใหไ้ดเ้ป็นมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินโดยเติมเอนไซมเ์บตาอะไมเลสท่ีความเขม้ขน้ 0.04 
เปอร์เซ็นต์ ร่วมกบัเอนไซมม์อลโตจิเนสท่ีความเขม้ขน้ 0.13 เปอร์เซ็นต์ พีเอช 5.5 อุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 6 ชั่วโมง จะท าให้ได้น ้ าเช่ือมมอลโตสความเข้มข้นสูง เท่ากับ 58.08 
เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงเป็นสับสเตรตเร่ิมตน้ส าหรับใชใ้นการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์ในการผลิต
ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดโ์ดยใชเ้อนไซมท์รานกลูโคซิเดสท่ีไดจ้ากการผลิตจากเช้ือรา A. niger 
โดยแปรผนัปริมาณเอนไซมท่ี์ความเขม้ขน้ 0.04, 0.06 และ 0.08 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั พีเอช 5, 6 และ
7 และอุณหภูมิ 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส ตามล าดบั ในการทดลองน้ีไดอ้อกแบบการทดลองแบบ 
factorial design จะได้การทดลองทั้ งหมด 27 ชุดการทดลอง จากผลการทดลองพบว่า ปริมาณ
เอนไซมท์รานกลูโคซิเดส พีเอช และอุณหภูมิ จะมีผลต่อปริมาณไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ คือ 
พาโนส มอลโตไตรโอส และไอโซมอลโตไตรโอส การใชส้ภาวะพีเอช และอุณหภูมิไม่เหมาะสม   
จะส่งผลให้ปริมาณไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์เกิดข้ึนนอ้ย เน่ืองจากสภาวะไม่เหมาะสมต่อการ
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ท างานของเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดส ส าหรับสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไอโซมอลโตโอลิโก    
แซ็กคาไรด์คือ การใช้เอนไซม์ทรานกลูโคซิเดสความเขม้ขน้ 0.06 เปอร์เซ็นต์ พีเอช 5.0 อุณหภูมิ      
60 องศาเซลเซียส บ่มเป็นระยะเวลา 6 ชั่วโมง มีปริมาณองค์ประกอบของไอโซมอลโตโอลิโก      
แซ็กคาไรด์ดงัน้ี พาโนส มอลโตไตรโอส และไอโซมอลโตไตรโอส เท่ากบั 16.95, 12.13 และ 24.72 
กรัม/ลิตร ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 4.4 และภาพท่ี 4.7 และไดผ้ลได้ของไอโซมอลโตโอลิโก        
แซ็กคาไรด ์0.69 อตัราการผลิต เท่ากบั 8.97 กรัม/ลิตร/ชัว่โมง ดงัแสดงในตารางท่ี 4.5  
 จากผลการทดลองพบว่า ความเขม้ขน้ของไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้จะ
แตกต่างจากงานวิจยัอ่ืน เน่ืองจากวตัถุดิบ สภาวะท่ีใช้ในการผลิต และกระบวนการผลิตมีความ
แตกต่างกนัโดย Premsuda et al. [37] ไดศึ้กษาการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์จากพืชชนิด
ต่างๆ เช่น ขา้ว และมันส าปะหลัง โดยการเพาะเล้ียงเช้ือรา A. oryzae TISTR3102 บนอาหารแข็ง 
(solid-state fermentation) บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั โดยเช้ือราดงักล่าวจะผลิต
เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส (52.5 หน่วย/กรัม) และแอลฟากลูโคซิเดส (2.4 หน่วย/กรัม) หลงัจากนั้นท า
วตัถุดิบไปบดผสมกบัน ้ า (mashing) ปล่อยใหห้มกัต่อท่ีอุณหภูมิ 62 องศาเซลเซียส พีเอช 5.6 เป็นเวลา 
3 ชั่วโมง จะได้ผลผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์จากขา้ว  ซ่ึงประกอบด้วย ไอโซมอลโตส       
พาโนส และไอโซมอลโตไตรโอส สูงกว่าไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากมนัส าปะหลงั 
งานวิจยัของ Pan and Lee [44] ไดศึ้กษาการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีมีความบริสุทธ์ิสูง
จากเศษข้าวเจ้า (rice crumb) โดยใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสความเข้มข้น  0.15 เปอร์เซ็นต ์             
ในขั้นตอนลิควอแฟคชนั เอนไซมโ์ปรโมไซม ์และเอนไซมเ์บตาอะไมเลส 0.05 และ 0.1 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดบั ในขั้นตอนกระบวนการแซคคาริฟิเคชนั และใช้เอนไซม์ทรานกลูโคซิเดสความเขม้ขน้    
0.1 เปอร์เซ็นต์ ในขั้นตอนการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ จะได้ไอโซมอลโตโอลิโก       
แซ็กคาไรด ์53.19 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/ปริมาตร) ท่ีประกอบดว้ยไอโซมอลโตส  พาโนส และไอโซ
มอลโตไตรโอส จากนั้นน าไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ไปท าให้บริสุทธ์ิสูง โดยการเติมยีสต ์
Saccharomyces carlsbergensis ลงไปเพื่อให้ใช้น ้ าตาลชนิดอ่ืนท่ีปนอยู่ในไอโซมอลโตโอลิโก      
แซ็กคาไรด์ ท้ิงไว ้24 ชัว่โมง จะท าให้ไดไ้อโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดท่ี์มีความบริสุทธ์ิ 66.5-99.4 
เปอร์เซ็นต์ งานวิจยัของ Sheu et al. [72] ได้ศึกษาการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์โดยใช้
เอนไซมแ์อลฟากลูโคซิเดสท่ีตรึงบนกลูตารัลดีไฮด์-ไคโตซานบีดท่ีบรรจุในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพโดยใช้
สารละลายน ้ าตาลมอลโตสความเขม้ขน้ 30 เปอร์เซ็นต์ เป็นวตัถุดิบ ท าการย่อยสลายท่ีอุณหภูมิ         
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง สามารถผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดไ์ด ้60 เปอร์เซ็นต ์
งานวิจยัของ Arrojo et al. [38] ไดศึ้กษาการเปล่ียนมอลโตสเป็นไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์โดย
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ใช้เอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสท่ีได้จากยีสต์ Xantophyllomyces dendrorhous โดยใช้สารละลาย     
มอลโตสความเขม้ขน้ 525 กรัม/ลิตร เป็นวตัถุดิบ พีเอช 5.6 อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พบว่าจะได ้ 
ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดใ์นรูปไตร และเตตระแซ็กคาไรด ์เท่ากบั 167.1 กรัม/ลิตร งานวิจยัของ 
Kuriki et al. [4] ได้ศึกษาการผลิตน ้ าเช่ือมไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์โดยใช้เอนไซม ์                 
นีโอพู ลูลาเนสจากเช้ือ Bacillus subtilis อุณหภู มิ  50 องศาเซลเซียส พี เอช 6.0 เป็นระยะเวลา             
32 ชัว่โมง โดยใชแ้ป้งเป็นวตัถุดิบ จะไดค้วามเขม้ขน้ของไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ไดสู้งสุด    
60 เปอร์เซ็นต ์ 
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ตารางที่ 4.4 การผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดท่ี์สภาวะต่างๆ ท าการบ่มเป็นเวลา 6 ชัว่โมง 
 

ปริมาณ
เอนไซม์ TG 
(เปอร์เซ็นต์) 

พเีอช อุณหภูม ิ(ºC) 
ปริมาณไอโซมอลโตโอลโิกแซ็กคาไรด์ (กรัม/ลติร) 

น า้ตาล
พาโนส 

น า้ตาลมอลโต
ไตรโอส 

น า้ตาลไอโซ
มอลโตไตรโอส 

ไอโซมอลโตโอลิ
โกแซ็กคาไรด์ 

0.04 5 50 11.67f 9.38d 20.55e 41.60j 
0.04 5 60 13.05d 9.47d 21.12d 43.64h 
0.04 5 70 12.22e 9.33d 20.28e 41.83j 
0.04 6 50 11.67f 9.30d 20.55e 41.52j 
0.04 6 60 12.50e 9.47d 20.83e 42.80i 
0.04 6 70 12.22e 9.20d 20.00e 41.42j 
0.04 7 50 12.50e 6.87e 19.45f 38.82k 
0.04 7 60 11.95f 6.92e 19.72f 38.29k 
0.04 7 70 11.95f 6.70e 19.17f 37.82l 
0.06 5 50 15.83b 11.70b 24.17a 51.70b 
0.06 5 60 16.95a 12.13a 24.72a 53.80a 
0.06 5 70 16.12a 11.83b 23.88b 51.83b 
0.06 6 50 15.83b 11.87b 24.17a 51.87b 
0.06 6 60 16.38a 11.70b 23.33b 51.41b 
0.06 6 70 16.12a 11.70b 22.50c 50.32c 
0.06 7 50 15.28b 11.67b 21.38d 48.33e 
0.06 7 60 15.83b 11.70b 21.95d 49.48d 
0.06 7 70 14.72c 11.58b 20.55e 46.85g 
0.08 5 50 15.55b 11.70b 22.50c 49.75d 
0.08 5 60 16.12a 11.67b 23.62b 51.41b 
0.08 5 70 15.55b 11.55b 23.33b 50.43c 
0.08 6 50 15.83b 11.72b 23.05b 50.60c 
0.08 6 60 16.38a 11.70b 23.62b 51.70b 
0.08 6 70 16.12a 11.62b 22.50c 50.24c 
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ตารางที่ 4.4 การผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดท่ี์สภาวะต่างๆ ท าการบ่มเป็นเวลา 6 ชัว่โมง (ต่อ) 
 

ปริมาณ
เอนไซม์ TG 
(เปอร์เซ็นต์) 

พเีอช อุณหภูม ิ(ºC) 
ปริมาณไอโซมอลโตโอลโิกแซ็กคาไรด์ (กรัมต่อลติร) 

น า้ตาล
พาโนส 

น า้ตาลมอลโต
ไตรโอส 

น า้ตาลไอโซ
มอลโตไตรโอส 

ไอโซมอลโตโอลิ
โกแซ็กคาไรด์ 

0.08 7 50 15.00b 10.75c 22.22c 47.97f 
0.08 7 60 14.72c 10.62c 22.78c 48.12e 
0.08 7 70 15.00b 10.53c 21.95d 47.48f 

หมายเหตุ 1อกัษรท่ีแตกต่างกนัเหนือตวัเลขในแนวตั้งแสดงวา่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทาง
 สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (P>0.05) 
 
ตารางที่ 4.5 ผลไดแ้ละอตัราการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดใ์นระดบัปฏิบติัการ 
 

พารามิเตอร์ การผลติระดับปฏิบัติการ 
ผลไดไ้อโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์(Yield, Yp/s)  0.61 
อตัราการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์(กรัม/ลิตร/ชัว่โมง) 8.97 
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ภาพที ่4.7 ปริมาณไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดท่ี์ไดจ้ากยอ่ยดว้ยปริมาณเอนไซมท์รานกลูโคซิเดส พีเอช และอุณหภูมิต่างๆ เป็นระยะเวลา 6 ชัว่โมง 
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บทที ่5 
สรุปผลการวจิยัและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการวจิยั 
 สภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยแป้งมนัส าปะหลงัด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสให้เป็น    
มอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน คือ เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสความเขม้ขน้ 0.04 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/
น ้ าหนกั) พีเอช 6.5 อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส บ่มเป็นระยะเวลา 10 นาที จะท าให้ไดน้ ้ าเช่ือมท่ีมีค่า
สมมูลเดกซ์โทรสประมาณ 12 เม่ือไดน้ ้ าเช่ือมท่ีค่าสมมูลเดกซ์โทรสประมาณ 12 แลว้ จึงท าการศึกษา
สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตน ้ าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูง พบว่า สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการยอ่ย
มอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินใหเ้ป็นน ้าเช่ือมมอลโตสความเขม้ขน้สูงนั้น คือ เอนไซมเ์บตาอะไมเลส 
และเอนไซมม์อลโตจิเนส ท่ีความเขม้ขน้ 0.04 และ 0.13 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/น ้ าหนัก) ตามล าดบั     
พีเอช 5.5 อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  และใชเ้วลาในการย่อย 6 ชัว่โมง จะท าให้ไดน้ ้ าเช่ือมมอลโตส
ความเขม้ขน้สูงท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลมอลโตส เท่ากบั 58.08 เปอร์เซ็นต ์
 การผลิตเอนไซมท์รานกลูโคซิเดสจากอาหารเหลว พบว่าสามารถผลิตเอนไซมไ์ดสู้งสุด
เท่ากบั 1,668.25 หน่วย/มิลลิลิตร เม่ือเพาะเล้ียงเป็นเวลา 2 วนั พีเอช 5.5 อุณหภูมิ 34 องศาเซลเซียส 
การหาสภาวะท่ี เหมาะสมในการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์  โดยใช้เอนไซม์                            
ทรานกลูโคซิเดส พบว่า ความเข้มข้นของเอนไซม์ท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตไอโซมอลโต                
โอลิโกแซ็กคาไรด ์ท าการยอ่ยเป็นระยะเวลา 6 ชัว่โมง จะสามารถผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์
ท่ีมีองคป์ระกอบของไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์เช่น พาโนส มอลโตไตรโอส และไอโซมอลโต
ไตรโอสเท่ากบั 16.95, 12.13 และ 24.72 กรัม/ลิตร ตามล าดบั 
 

5.2 ข้อเสนอแนะ 
 5.2.1 ควรมีการศึกษาเก่ียวกบักระบวนการแยก การท าใหบ้ริสุทธ์ิของเอนไซมท์รานกลูโคซิเดสท่ีได้
จากการผลิตในอาหารเหลว 
 5.2.2 ควรมีการศึกษาการใชว้ตัถุดิบจากแป้งชนิดต่างๆท่ีมีราคาถูกในการผลิตไอโซมอลโต
โอลิโกแซ็กคาไรด ์ 
 5.2.3 ควรมีการขยายการผลิตไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรดใ์นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 
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ภาคผนวก ก 

วธีิการเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือรา  
และการเตรียมอาหารส าหรับผลติเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดส 
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1. การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ Nutrient Agar (NA) 
 สูตรอาหาร    
 Beef extract     3   กรัมต่อลิตร 
 Peptone      3   กรัมต่อลิตร 
 Agar      15   กรัมต่อลิตร 
 Distilled water     1,000   มิลลิลิตร 
 ปรับ pH เป็น 6.8-7.0 
วธีิการเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
 1.1 ชัง่อาหารแต่ละชนิดตามปริมาตรท่ีก าหนด 
 1.2 ค่อยๆเติมน ้ าและคนใหอ้าหารแต่ละชนิดและมีการใหค้วามร้อนจนอาหารแต่ละชนิดเป็น
เน้ือเดียวกนั ปรับปริมาตรสุดทา้ยใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร 
 1.3 น าไปน่ึงฆ่าเช้ือ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 
2. การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ Potato Dextrose Agar (PDA) 
 สูตรอาหาร  
 Dextrose      20    กรัมต่อลิตร 
 Agar      15   กรัมต่อลิตร 
 Potatoes infusion from    200   กรัมต่อลิตร 
 Distilled water     1,000   มิลลิลิตร 
วธีิการเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
 2.1 ชัง่อาหารแต่ละชนิดตามปริมาตรท่ีก าหนด 
 2.2 ค่อยๆเติมน ้ าและคนใหอ้าหารแต่ละชนิดและมีการใหค้วามร้อนจนอาหารแต่ละชนิดเป็น
เน้ือเดียวกนั ปรับปริมาตรสุดทา้ยใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร 
 2.3 น าไปน่ึงฆ่าเช้ือ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
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3. การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ Czapek Dox Agar (CZA) 
 สูตรอาหาร 
 Sucrose      30    กรัมต่อลิตร 
 Agar      15   กรัมต่อลิตร 
 Sodium nitrate       2   กรัมต่อลิตร 
 Dipotassium phosphate      1   กรัมต่อลิตร 
 Magnesium sulphate    0.5   กรัมต่อลิตร 
 Potassium chloride    0.5   กรัมต่อลิตร 
 Ferrous sulphate     0.01   กรัมต่อลิตร 
 Distilled water     1,000   มิลลิลิตร 
 ปรับ pH เป็น 7.3-7.5 
วธีิการเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
 3.1 ชัง่อาหารแต่ละชนิดตามปริมาตรท่ีก าหนด 
 3.2 ค่อยๆเติมน ้ าและคนใหอ้าหารแต่ละชนิดและมีการใหค้วามร้อนจนอาหารแต่ละชนิดเป็น
เน้ือเดียวกนั ปรับปริมาตรสุดทา้ยใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร 
 3.3 น าไปน่ึงฆ่าเช้ือ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 
4. การเตรียมอาหารเหลวส าหรับผลติเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดส (Transglucosidase, TG) 
 สูตรอาหาร 
 D-Glucose     150    กรัมต่อลิตร 
 Corn steep liquor      25   กรัมต่อลิตร 
 Distilled water     1,000   มิลลิลิตร 
 ปรับ pH เป็น 5.9 
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วธีิการเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
 4.1 ชัง่อาหารแต่ละชนิดตามปริมาตรท่ีก าหนด 
 4.2 กวนอาหารใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั ปิดจุกส าลี 
 4.3 น าไปน่ึงฆ่าเช้ือ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อ
ตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที หลงัผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ใหป้รับ pH เท่ากบั 5.5  
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ภาคผนวก ข 

วธีิการเตรียมบัฟเฟอร์  
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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 ปรับปริมาตรสุดทา้ยใหไ้ด ้
1,000 มิลลิลิตร 
 1.2 สารละลาย B 0.2 M Disodium hydrogen phosphate  
 ชัง่สาร Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4·2H2O) 35.6 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 
ปรับปริมาตรสุดทา้ยใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร 
 1.3 ค่อยๆผสมสารละลาย A และ B วดัพีเอชให้เท่ากบั 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  
 ดูดสารละลายอะซิติกเข้มข้น (Acetic acid Conc.) ปริมาตร 180.15 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่สุดทา้ยใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร  
 2.2 สารละลาย 3 M Sodium acetate (NaOAc) pH 5.2 
 ชั่งสาร Sodium acetate (NaOAc) 408.3 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ ปรับพีเอชให้ได้ 5.2 
ด้วย Glacial acetic acid (CH3COOH) และเติมน ้ ากลั่นจนมีปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร 
บรรจุใส่ขวด น าไปฆ่าเช้ือด้วยเคร่ืองตูน่ึ้งความดันไอ (Autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 2.3 ดูดสารละลายกรดอะซิตริก (CH3COOH) 1.57 มิลลิลิตร และดูดสารละลายโซเดียม    
อะซิเตรท (NaOAc) 1.76 มิลลิลิตร ผสมให้เป็นเน้ือเดียวกนั ปรับปริมาตรสุดทา้ยดว้ยน ้ ากลัน่ให้ได ้
500 มิลลิลิตร  
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วธีิการวเิคราะห์ 
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1. การวิเคราะห์ปริมาณน ้าตาลกลูโคส ตามวิธีของ National standard method of China (QB2525-
2001) 
  1.1 ชั่งสารละลายกลูโคส (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 เขย่าให้เป็นเขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 
นาที  
 1.5 น าสารละลายไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 500 นาโนเมตร 
 
ตารางที่ ข-1 การเตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
 

ความเข้มข้นของสารละลาย
กลูโคสมาตรฐาน  

(ไมโครกรัมต่อมิลลลิติร) 

ปริมาณสารละลายกลูโคส 
(ไมโครลติร) 

ปริมาณน า้กลัน่ (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. การวิเคราะห์โปรตีน  
 2.1  สารเคมีท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ 

2.1.1  สารละลาย A : ละลายคอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO45H2O) 0.5 กรัม และโซเดียมซิเตรท 
(C6H5O7Na3) 1 กรัม ในน ้ากลัน่ ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

2.1.2  สารละลาย B : ละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 20 กรัม และโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
(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 ้ากลัน่
ปริมาตร 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 จากนั้นตั้งท้ิงไวป้ระมาณ 
5-10 นาที  

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

2.2.3  น าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี 750 นาโนเมตร ชุดควบคุมใหใ้ชน้ ากลัน่ 
2.2.4  เขียนกราฟ standard protein curve ระหว่างค่าดูดกลืนแสงท่ี 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) 
 
ตารางที่ ข-2 การเตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
 
ความเข้มข้นของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 

(ไมโครกรัมต่อมิลลลิติร) 
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 สารเคมีท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ 
  3.2.1 สารละลายมาตรฐานกลูโคส ฟรุกโตส มอลโตส พาโนส มอลโตไตรโอส และ 
ไอโซมอลโตไตรโอส เตรียมท่ีความเขม้ขน้ 5, 10, 25, 50 และ 100 ppm ในน ้ ากลัน่ กรองดว้ยกระดาษ
กรอง (membrane filter) ขนาดรูพรุน 0.45 ไมครอน 
  3.2.2 วฏัภาคเคล่ือนท่ี เตรียมโดยสารละลายอะซีโตไนไตรท์ (Acetonitrile) และน ้ า
กลัน่ อตัราส่วน 80 ต่อ 20 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/ปริมาตร) กรองดว้ยกระดาษกรองขนาดรูพรุน 0.45 
ไมครอน ท าการไล่อากาศออกดว้ยเคร่ืองอลัตราโซนิกเป็นเวลา 15 นาที 
  

y = 0.002x
R² = 0.9826
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3.3 วิธีวิเคราะห์ 
  3.3.1 ตั้งค่าตวัแปรต่างๆของเคร่ืองควบคุมระบบ (system controller) Shimadzu LC3A 
อตัราการไหล (flow rate) 1 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิ oven 30 องศาเซลเซียส 
  3.3.2 ตั้ งค่าความยาวคล่ืนของ LDC 4100 spectrophotometer monitor ให้เท่ากับ 254 
นาโนเมตร 
  3.3.3 ฉีดสารละลายมาตรฐานปริมาตร 100 ไมโครลิตร ตัวอย่างจะเคล่ือนท่ีผ่าน
คอลมัน์ดว้ยแรงดนัสูงจากป๊ัม เม่ือสารตวัอย่างเคล่ือนท่ีออกจากคอลมัน์จะเกิดการดูดกลืนแสงของ
สารท่ีเคล่ือนท่ีออกจากคอลมัน์และส่งสัญญาณไปท่ีเคร่ืองรวบรวมสัญญาณ (integrator) แสดงผล
ออกมาเป็นโครมาโทแกรม ซ่ึงแสดงเวลาท่ีตัวอย่างสารละลายน ้ าตาลถูกหน่วงอยู่ในคอลัมน์ 
(retention time) และพื้นท่ีใต้กราฟโครมาโทแกรมของสารละลายน ้ าตาลโดยเวลาท่ีถูกหน่วงใน
คอลัมน์ของสารชนิดเดียวกันจะเท่ากัน ดังนั้ นจึงใช้เวลาท่ีถูกหน่วงในคอลัมน์เป็นตัวบ่งบอก
สารละลายน ้ าตาล ในตัวอย่างเปรียบเทียบกับเวลาของสารละลายน ้ าตาลมาตรฐาน น าพื้นท่ีใต้              
โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานท่ีท าการฉีดท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ มาเขียนกราฟมาตรฐานเพื่อ
ใชห้าความเขม้ขน้ของสารละลายน ้าตาลในตวัอยา่ง 
  3.3.4 ฉีดสารตวัอย่างท่ีไดเ้จือจางให้เหมาะสมท่ีให้พื้นท่ีใตก้ราฟอยู่ในช่วงของกราฟ
มาตรฐาน เปรียบเทียบระยะเวลาท่ีถูกหน่วง (retention time) เพื่อหาชนิดของน ้ าตาลกับเวลาท่ีถูก
หน่วงของสารละลายน ้ าตาลมาตรฐาน และน าพื้นท่ีใตโ้ครมาโทแกรมท่ีไดม้าท าการค านวณความ
เขม้ขน้ของสารละลายน ้าตาลในตวัอยา่ง 
 3.4 วิธีการค านวณ 

  ความเขม้ขน้ของน ้าตาล (มก./มล.) =     
(พื้นท่ีใตโ้ครมาโทแกรม) × (การเจือจาง) 

(ความชนัของกราฟมาตรฐาน)
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ภาพที ่ค-3 โครมาโทรแกรมของสารมาตรฐานของน ้าตาลทั้ง 3 ชนิดท่ีความเขม้ขน้ 100 ppm  
 

 
 
ภาพที ่ค-4 โครมาโทรแกรมของสารตวัอยา่งของน ้าตาลทั้ง 3 ชนิดท่ีความเขม้ขน้ 100 ppm 
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ภาพที ่ค-5 กราฟมาตรฐานกลูโคสท่ีมีความเขม้ขน้ 5, 10, 25, 50 และ 100 ppm 
 

 
 
ภาพที ่ค-6 กราฟมาตรฐานฟรุกโตสท่ีมีความเขม้ขน้ 5, 10, 25, 50 และ 100 ppm 
 

 
 
ภาพที ่ค-7 กราฟมาตรฐานมอลโตสท่ีมีความเขม้ขน้ 5, 10, 25, 50 และ 100 ppm 

R2 = 0.9997 

R2 = 0.9996 

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

 

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

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

  

(A)     (B) 

ภาพที ่ค-11 โครมาโทรแกรมของน ้าตาลมอลโตไตรโอสมาตรฐาน (A) และสารละลายน ้าตาลตวัอยา่ง
ท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมท์รานกลูโคซิเดส (B) (โดย Retention time 15.866 (A) และ 15.483 (B) 
คือ น ้ าตาลมอลโตไตรโอส 
 
 
 
 

R² = 0.9997
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4. การวเิคราะห์ค่าสมมูลเดกซ์โทรส (Dextrose equivalent, DE) 
 4.1 การเตรียมสารเคมีท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ 
  4.1.1 สารละลายเฟห์ล่ิง (fehling’s solution) 
   เตรียมสารละลายเฟห์ล่ิงเอ (fehling’s A solution) โดยละลายคอปเปอร์ซัลเฟส (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  
ไฮดรอกไซด ์(sodium hydroxide, NaOH) 100 กรัม ในน ้ ากลัน่ ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตรโดย
ใชข้วดปรับปริมาตร แลว้น าสารละลายเฟห์ล่ิงเอและบีผสมเขา้ดว้ยกนัตั้งท้ิงไว ้1 วนั ท่ีอุณหภูมิห้อง 
กรองก่อนน ามาใชใ้นการวิเคราะห์ 
 4.1.2 สารละลายมาตรฐานเดกซ์โทรส (standartdization) 
 อบน ้ าตาลเดกซ์โทรสบริสุทธ์ิ (D-Glucose) จ านวนหน่ึงในตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิ    
100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ท้ิงไวใ้ห้เย็นในตูดู้ดความช้ืน (desicator) จากนั้นชั่งน ้ 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 วิธีการวิเคราะห์ 
 4.2.1 การเตรียมตวัอยา่ง 
 เก็บตัวอย่างน ้ าเช่ือมปริมาตร 20 มิลลิลิตร น าตัวอย่างน ้ าเช่ือมท่ีได้ท้ิงไว้ให้เย็น                
วดัความเขม้ขน้ (% Brix) ของน ้าเช่ือมน ามาค านวณหาน ้าหนกัตวัอยา่งจากสูตร 
 

น ้าหนกัตวัอยา่ง (m)  =
1.25

0.𝐵𝑟𝑖𝑥 ×0.𝐷𝐸
 

 
น าไปชัง่ตามน ้ าหนักท่ีค  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 าสารละลายเฟห์ล่ิงตั้ งบนเตาไฟฟ้าเม่ือ
สารละลายเฟห์ล่ิงเร่ิมเดือด ไขสารละลายตวัอยา่งประมาณ 20 มิลลิลิตร จากบิเร็ตลงในขวดรูปชมพู่ท่ี
มีสารละลายเฟห์ล่ิงอยู ่เขยา่ใหเ้ขา้กนั หลงัจากสารละลายเดือด 2 นาที ใหเ้ติมสารละลายเมทิลีนบลูลง
ไป 1-2 หยด จากนั้ นไตเตรทโดยเติมสารละลายตัวอย่างคร้ังละ 2-3 หยด จนกระทั่งเกิดสีม่วง                  
การไตเตรทตอ้งเสร็จภายใน 1 นาที นับจากหยดสารละลายเมทิลีนบลู หรือไม่เกิน 3 นาที นบัจากท่ี
สารละลายเดือด ระหว่างการไตเตรทจะต้องให้สารละลายในขวดรูปชมพู่เดือด เขย่าให้เขา้กัน
ตลอดเวลา จดปริมาตรของสารละลายตวัอย่างท่ีใช ้(V) น าค่าท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์มาค านวณหาค่า
สมมูลเดกซ์โทรสจากสูตร 
 

ค่าสมมูลเดกซ์โทรส (DE)  =
𝐴 ×12500

𝑚𝑉 × %𝐵𝑟𝑖𝑥
 

 
 A  คือ  ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานเดกซ์โทรสท่ีใชใ้นการไทเทรต 
 m  คือ  น ้าหนกัตวัอยา่ง 
 V  คือ  ปริมาตรของสารละลายตวัอยา่งท่ีใชใ้นการไทเทรต 
 % Brix  คือ  ความเขม้ขน้ของน ้าเช่ือม 
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5. การวเิคราะห์กจิกรรมเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดส (Activity of transglucosidase) 
 5.1 ดูดสารละลายเมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไพแรนโนไซด์ (methyl-α-D-glucopyranoside, 
α-MG) ปริมาณ 1 มิลลิลิตร และ ดูดสารละลาย 0.02 M acetic acid – sodium acetate buffer ปริมาณ 1 
มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  
 5.2 ดูดเอนไซม์ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 60 นาที  
 5.3 หยดุปฏิกิริยาของเอนไซมใ์นน ้าร้อนเป็นเวลา 5 นาที 
 5.4 น าสารละลายท่ีได้ไปวัดค่ากิจกรรมเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดสท่ีความยาวคล่ืน              
500 นาโนเมตร  
 5.5 น าค่าท่ีอ่านได้มาค านวณค่ากิจกรรมของเอนไซม์ทรานกลูโคซิเดส เทียบกับกราฟ
มาตรฐานกลูโคส 
 

Transglucosidase activity (unit/ml)  =
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑒 ×𝐷𝑖𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛

𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒
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ภาคผนวก ง 

ผลการวเิคราะห์ทางสถิติ 
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ตารางที่ ง-1 การวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างค่าเฉล่ียของค่าสมมูลเดกซ์โทรสของการยอ่ยแป้งมนั
ส าปะหลงัท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสปริมาณต่างๆ เป็นระยะเวลา 10 นาทีโดยใช้
วิธี Analysis of Variance (ANOVA) และใช ้F-test ทดสอบความมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อย
ละ 95 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 120.418 4 30.105 134.308 .000 

Within Groups 2.241 10 .224   

Total 122.660 14    

 
ตารางที่ ง-2 การวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างค่าเฉล่ียของค่าสมมูลเดกซ์โทรสของการยอ่ยแป้งมนั
ส าปะหลงัท่ีได้จากการย่อยดว้ยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสต่างๆ เป็นระยะเวลา 10 นาที โดยใช้วิธี 
Duncan’s multiple rang test (DMRT) ทดสอบความมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 
 

Enzyme 
(เปอร์เซ็นต)์ 

N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

0.02 3 9.8733    

0.04 3  11.9767   

0.06 3  12.7533   

0.08 3   16.1067  

0.10 3    17.6800 

Sig.  1.000 .072 1.000 1.000 
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ตารางที่ ง-3 การวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างค่าเฉล่ียของค่าสมมูลเดกซ์โทรสของการย่อยแป้ง   
มนัส าปะหลงัท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 0.04 เปอร์เซ็นต ์เป็นระยะเวลา  30 นาที 
โดยใช้วิ ธี  Duncan’s multiple rang test (DMRT) ทดสอบความมีนัยส าคัญท่ีระดับความเช่ือมั่น         
ร้อยละ 95 
 

 Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 

Between Groups .517 2 .259 11.033 .010 

Within Groups .141 6 .023   

Total .658 8    

 

ตารางที่ ง-4 การวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างค่าเฉล่ียของค่าสมมูลเดกซ์โทรสของการยอ่ยแป้งมนั
ส าปะหลงัท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 0.04 เปอร์เซ็นต ์เป็นระยะเวลา 30 นาที โดย
ใชว้ิธี Analysis of Variance (ANOVA) และใช ้F-test ทดสอบความมีนัยส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่
ร้อยละ 95 
 

Time (min.) N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 

10 3 11.9767  

20 3  12.4167 

30 3  12.5333 

Sig.  1.000 .387 
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 ตารางที่ ง-5 การวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างค่าเฉล่ียของค่าสมมูลเดกซ์โทรสของการยอ่ยแป้งมนั
ส าปะหลงัท่ีท าการยอ่ยท่ีพีเอชต่างๆ โดยใชว้ิธี Analysis of Variance (ANOVA) และใช ้F-test ทดสอบ
ความมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .134 4 .034 .572 .689 

Within Groups .587 10 .059   

Total .722 14    

 
ตารางที่ ง-6 การวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างค่าเฉล่ียของค่าสมมูลเดกซ์โทรสของการยอ่ยแป้งมนั
ส าปะหลงัท่ีท าการย่อยท่ีพีเอชต่างๆ โดยใชว้ิธี Duncan’s multiple rang test (DMRT) ทดสอบความ    
มีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 
 

pH N 
Subset for alpha = 0.05 

1 

6.50 3 11.9867 

5.50 3 12.0567 

5.00 3 12.0667 

6.00 3 12.0800 

7.00 3 12.2700 

Sig.  .216 
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ตารางที่ ง-7 การวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างค่าเฉล่ียของค่าสมมูลเดกซ์โทรสของการยอ่ยแป้งมนั
ส าปะหลังท่ีท าการย่อยท่ีอุณหภูมิต่างๆ โดยใช้วิธี Analysis of Variance (ANOVA) และใช้ F-test 
ทดสอบความมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 
 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 7.816 4 1.954 370.073 .000 

Within Groups .053 10 .005   

Total 7.869 14    

 
ตารางที่ ง-8 การวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างค่าเฉล่ียของค่าสมมูลเดกซ์โทรสของการยอ่ยแป้งมนั
ส าปะหลงัท่ีท าการยอ่ยท่ีอุณหภูมิต่างๆ โดยใชว้ิธี Duncan’s multiple rang test (DMRT) ทดสอบความ
มีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 
 

Temperature 
(OC) 

N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

75.00 3 10.7433     

80.00 3  10.9167    

85.00 3   11.6900   

90.00 3    12.0333  

95.00 3     12.7000 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 
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ภาคผนวก จ 

ผลการทดลอง 
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1. การหาสภาวะที่เหมาะสมในการย่อยแป้งมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสในการผลิต
น า้เช่ือมมอลโตสความเข้มข้นสูง 
ตารางผลการทดลองที่ จ-1 ปริมาณเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสท่ีความเขม้ขน้ต่างๆในการย่อยแป้ง     
มนัส าปะหลงั ในระยะเวลา 10 นาที 

ปริมาณความเข้มข้นของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 
(เปอร์เซ็นต์) 

ค่าสมมูลเดกซ์โทรส (DE) 

0.02 9.87a 
0.04 11.98b 
0.06 12.75b 
0.08 16.11c 
0.10 17.68d 

 
ตารางผลการทดลองที่ จ-2 ปริมาณเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสท่ีความเขม้ขน้ 0.04 เปอร์เซ็นตใ์นการ
ยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั เป็นระยะเวลา 30 นาที 

ระยะเวลา (นาท)ี ค่าสมมูลเดกซ์โทรส (DE) 
10 11.98a 
20 12.42b 
30 12.53b 

 
ตารางผลการทดลองที่ จ-3 ปริมาณเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 0.04 เปอร์เซ็นต ์ท่ีปรับพีเอชต่างๆ ใน
การยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั เป็นระยะเวลา 10 นาที  

พเีอช  ค่าสมมูลเดกซ์โทรส (DE) 
5.0 12.07a 
5.5 12.06a 
6.0 12.08a 
6.5 11.99a 
7.0 12.27a 
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ตารางผลการทดลองที่ จ-4 ปริมาณเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 0.04 เปอร์เซ็นต์ พีเอช 6.5 ท่ีอุณหภูมิ
ต่างๆ ในการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั เป็นระยะเวลา 10 นาที 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)  ค่าสมมูลเดกซ์โทรส (DE) 
75 10.74a 
80 10.92b 
85 11.69c 
90 12.03d 
95 12.70e 

 
2. การหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทรินด้วยเอนไซม์ผสม 
ตารางผลการทดลองที่ จ-5 ปริมาณน ้ าตาลมอลโตสท่ีไดจ้ากการเติมเอนไซมผ์สมต่างๆ ในการย่อย
มอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน เป็นระยะเวลา 8 ชัว่โมง 

เอนไซม์ผสม (เปอร์เซ็นต์) ปริมาณน า้ตาลมอลโตส (เปอร์เซ็นต์) 
B 0.04 + Pu 0.15 55.80a 

B 0.04 + MG 0.13 52.19b 
MG 0.13 + Pu 0.15 47.87c 

หมายเหตุ ; B ยอ่มาจาก β-amylase, MG ยอ่มาจาก Maltogenase และ Pu ยอ่มาจาก Pullulanase  
 
ตารางผลการทดลองที่  จ-6 ปริมาณน ้ าตาลมอลโตสท่ีได้จากการเติมเอนไซม์ผสมระหว่าง          
เบตาอะไมเลสร่วมกับมอลโตจิเนส ท่ีพีเอชต่างๆ ในการย่อยมอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน              
เป็นระยะเวลา  8 ชัว่โมง 

พเีอช (pH) ปริมาณน า้ตาลมอลโตส (เปอร์เซ็นต์) 
5.0 54.84a 
5.5 54.88a 
6.0 50.24b 
6.5 50.22b 
7.0 46.88c 
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ตารางผลการทดลองที่  จ-7 ปริมาณน ้ าตาลมอลโตสท่ีได้จากการเติมเอนไซม์ผสมระหว่าง          
เบตาอะไมเลส ร่วมกบัมอลโตจิเนส ท่ีพีเอชเท่ากบั 5.5 ท่ีอุณหภูมิต่างๆ ในการย่อยมอลโตไตรโอส
และเดกซ์ทริน เป็นระยะเวลา  8 ชัว่โมง 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) ปริมาณน า้ตาลมอลโตส (เปอร์เซ็นต์) 
50 50.74a 
55 56.24b 
60 56.21b 
65 48.46c 
70 47.17d 

 
ตารางผลการทดลองที่ จ-8 ปริมาณน ้ าตาลมอลโตสท่ีไดจ้ากการเติมสภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อย 
มอลโตไตรโอสและเดกซ์ทริน เป็นระยะเวลา  24 ชัว่โมง 

ระยะเวลา (ช่ัวโมง) ปริมาณน า้ตาลมอลโตส (เปอร์เซ็นต์) 
2 43.84a 
4 48.77b 
6 58.08c 
8 58.10c 
10 58.11c 
12 58.14c 
14 58.22c 
16 58.20c 
18 58.41c 
20 58.38c 
22 58.38c 
24 58.39c 
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3. การหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติไอโซมอลโตโอลโิกแซ็กคาไรด์ 
ตารางผลการทดลองที่ จ-9 ปริมาณน ้ าตาลไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีไดจ้ากการเติมเอนไซม์ 
ทรานกลูโคซิเดส พีเอช และอุณหภูมิ เป็นระยะเวลา  6 ชัว่โมง 
 

ปริมาณ
เอนไซม์ TG 
(เปอร์เซ็นต์) 

พเีอช อุณหภูม ิ(ºC) 
ปริมาณไอโซมอลโตโอลโิกแซ็กคาไรด์ (กรัม/ลติร) 

น า้ตาล
พาโนส 

น า้ตาลมอลโต
ไตรโอส 

น า้ตาลไอโซ
มอลโตไตรโอส 

ไอโซมอลโตโอลิ
โกแซ็กคาไรด์ 

0.04 5 50 11.67f 9.38d 20.55e 41.60j 
0.04 5 60 13.05d 9.47d 21.12d 43.64h 
0.04 5 70 12.22e 9.33d 20.28e 41.83j 
0.04 6 50 11.67f 9.30d 20.55e 41.52j 
0.04 6 60 12.50e 9.47d 20.83e 42.80i 
0.04 6 70 12.22e 9.20d 20.00e 41.42j 
0.04 7 50 12.50e 6.87e 19.45f 38.82k 
0.04 7 60 11.95f 6.92e 19.72f 38.29k 
0.04 7 70 11.95f 6.70e 19.17f 37.82l 
0.06 5 50 15.83b 11.70b 24.17a 51.70b 
0.06 5 60 16.95a 12.13a 24.72a 53.80a 
0.06 5 70 16.12a 11.83b 23.88b 51.83b 
0.06 6 50 15.83b 11.87b 24.17a 51.87b 
0.06 6 60 16.38a 11.70b 23.33b 51.41b 
0.06 6 70 16.12a 11.70b 22.50c 50.32c 
0.06 7 50 15.28b 11.67b 21.38d 48.33e 
0.06 7 60 15.83b 11.70b 21.95d 49.48d 
0.06 7 70 14.72c 11.58b 20.55e 46.85g 
0.08 5 50 15.55b 11.70b 22.50c 49.75d 
0.08 5 60 16.12a 11.67b 23.62b 51.41b 
0.08 5 70 15.55b 11.55b 23.33b 50.43c 
0.08 6 50 15.83b 11.72b 23.05b 50.60c 
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ตารางผลการทดลองที่ จ-9 ปริมาณน ้ าตาลไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีไดจ้ากการเติมเอนไซม ์
ทรานกลูโคซิเดส พีเอช และอุณหภูมิ เป็นระยะเวลา  6 ชัว่โมง (ต่อ) 
 

ปริมาณ
เอนไซม์ TG 
(เปอร์เซ็นต์) 

พเีอช อุณหภูม ิ(ºC) 
ปริมาณไอโซมอลโตโอลโิกแซ็กคาไรด์ (กรัมต่อลติร) 

น า้ตาล
พาโนส 

น า้ตาลมอลโต
ไตรโอส 

น า้ตาลไอโซ
มอลโตไตรโอส 

ไอโซมอลโตโอลิ
โกแซ็กคาไรด์ 

0.08 6 60 16.38a 11.70b 23.62b 51.70b 
0.08 6 70 16.12a 11.62b 22.50c 50.24c 
0.08 7 50 15.00b 10.75c 22.22c 47.97f 
0.08 7 60 14.72c 10.62c 22.78c 48.12e 
0.08 7 70 15.00b 10.53c 21.95d 47.48f 

หมายเหตุ 1อกัษรท่ีแตกต่างกนัเหนือตวัเลขในแนวตั้งแสดงวา่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทาง
 สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (P>0.05) 
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