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 ศึกษาการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด (Fructooligosaccharides, FOS) ในการเพาะ
เลี้ยง Penicillium sp. H12 ในขวดเขยาภายใตสภาวะการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในการผลิต พบวา
หัวเชื้อที่มีอายุตางกันสามารถผลิต FOS ไดใกลเคียงกัน และหัวเชื้ออายุ 18 ชั่วโมงมีประสิทธิภาพ
ในการผลิต FOS ไดดีที่สุดในถังหมัก เมื่อเพิ่มปริมาณน้ําตาลซูโครสเขมขนอีก 50 กรัมตอลิตรใน
ระหวางการผลิต พบวาการเติมน้ําตาลซูโครสในชั่วโมงที่ 9 และ 12 ของการผลิตเหมาะสมตอการ
ผลิต FOS และเมื่อเพิ่มปริมาณน้ําตาลซูโครสสูงมากเปน 100, 150 และ 200 กรัมตอลิตร พบวา
กลับทําใหการผลิตลดลง และเมื่อเติมน้ําตาลซูโครสอยางตอเนื่อง (ใชน้ําตาลซูโครส 200, 300
และ 400 กรัมตอ 600 มิลลิลิตร) ตั้งแตชั่วโมงที่ 12 ของการผลิตดวยอัตราเร็ว 1 มิลลิลิตรตอนาที
เปนเวลา 10 ชั่วโมง พบวาทําใหการผลิต FOS เพิ่มข้ึนอยางตอเนื่อง และผลผลิตใกลเคียงกัน จาก
การศึกษากิจกรรมของเอนไซม พบวาเอนไซมที่เกี่ยวของกับการผลิต FOS เปนเอนไซมที่ถูกขับ
ออกนอกเซลล มีกิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุด ณ ชั่วโมงที่ 12 - 15  การศึกษาการแยกน้ําตาลในน้ํา
หมักโดยใชคอลัมนผงถานกัมมันตที่อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที พบวาสามารถแยกน้ําตาล
กลูโคสกับน้ําตาลฟรักโตสออกไดโดยการชะดวยน้ํากลั่น และแยกน้ําตาลซูโครสออกไดโดยการชะ
ดวยเอทานอลเขมขน 5 เปอรเซ็นต และเก็บเกี่ยว FOS ออกมาดวยเอทานอลเขมขน 15 เปอรเซ็นต
โดยมีประสิทธิภาพในการเก็บเกี่ยว 95% และสามารถใชคอลัมนซ๊ําไดอยางนอย 4 คร้ัง
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Age of seed culture for fructooligosaccharides (FOS) production using
Penicillium sp. H12 at optimal conditions for shaked flask culture was found non
significant for FOS yield.  But in fermentor, the seed age of 18th hour yield the highest
FOS.  Addition of 50 g/l sucrose at the 9th and 12th hour gave the best yield of FOS.  But
addition of sucrose at 100, 150 and 200 g/l sucrose reduced FOS yield significantly.
Sucrose addition continuously at 1 ml/min could overcome the concentration effect.
With continuous addition, even total addition of 400 g of sucrose still increased FOS
yield as compared to the non added one.  Enzyme response for FOS production was
found mainly as an extracellular enzyme.  The highest enzyme activity was detected at
the 12th – 15th hour of culture.  FOS purification was done successfully by using activated
carbon column eluted with 15% ethanol.  The recover of more than 95% was achieved
with at least 4 repeating usage.
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1

บทที่ 1

บทนํา

ในปจจุบันน้ําตาลเปนสารใหความหวานที่ใชกันอยางแพรหลาย น้ําตาลซูโครสเปนที่นิยม
ใชในการประกอบอาหารทั่วไปเนื่องจากมีราคาไมแพง แตสําหรับผูบริโภคที่ตองการควบคุมน้ํา
หนักหรือประสบปญหาจากการไดรับพลังงานมากเกินไป    ไมนิยมบริโภคน้ําตาลซูโครสเพราะน้ํา
ตาลซูโครสใหพลังงานสูง จึงไดมีความตองการบริโภคสารใหความหวานชนิดอื่นที่ใหพลังงานต่ํา
กวา เชน    น้ําตาลแอลกอฮอลล, โพลีเดกโตรส หรือ ฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด เปนตน (Bornet,
1994)

ฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดเปนสารใหความหวานพลังงานต่ําชนิดใหมที่นาสนใจ เนื่องจาก
ใหรสชาติใกลเคียงกับน้ําตาลซูโครสและมีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติก (prebiotic) ดวย ฟรักโตโอลิ
โกแซ็กคาไรด (FOS) เปนโพลีเมอรของน้ําตาลฟรักโตส โดยมีความยาวของสายโพลีเมอรระหวาง
2-35 หนวย (กรณีที่มีสายยาวกวา 30 หนวย จะมีชื่อเรียกวา อินนูลิน) (McKellar และ Modler,
1989) พบ FOS ไดทั่วไปในพืชหลายชนิด เกิดจากน้ําตาลซูโครสผานกระบวนการทรานฟรักโตซิล
เลชั่น ซึ่งเปนปฏิกิริยาการยายน้ําตาลฟรักโตส โดยเอนไซมหลายชนิด เชน บีตาฟรักโตฟูรานโนซิ
เดส (EC 3.2.1.26) และ    บีตาฟรักโตซิลทรานเฟอเรส (EC 2.4.1.9) เปนตน (Hidaka และคณะ,
1988)

ฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด เปนสารที่ไมสามารถยอยไดโดยเอนไซมในระบบยอยอาหารของ
มนุษยและสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานมชนิดอื่น แตจะถูกยอยโดยจุลินทรียบางชนิดในลําไสใหญ เชน         
จุลินทรียกลุม Bifidobacteria และ Lactobacilli เปนตน (อางถึงใน Mitsuoka และคณะ, 1987)
ฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด มีหลายชนิด เชน   เคสโตส (kestose; GF2) นีสโตส (nystose; GF3)
และฟรักโตฟวแรนโนซิลนีสโตส (fructofuranosyl nystose; GF4) โดยในโมเลกุลของฟรักโตโอลิโก
แซ็กคาไรด  ประกอบดวยน้ําตาลซูโครสเชื่อมตอกับน้ําตาลฟรักโตสตั้งแต 1-3 โมเลกุล ดวยพันธะ
บีตา (2-1) [1F-(1-(-fructofuranosyl)n-1sucrose] ; GFn เมื่อ n เทากับ 2-4

โดยเมื่อ n เทากับ 2 จะไดฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด  ชนิดเคสโตส (GF2)
n เทากับ 3 จะไดฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด  ชนิดนีสโตส (GF3)
n เทากับ 4 จะได ฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด  ชนิดฟรักโตฟวแรนโนซิลนีสโตส (GF4)
โดยให G หมายถึงน้ําตาลกลูโคส F หมายถึงน้ําตาลฟรักโตส (Jung และคณะ, 1989)

ดงัแสดงโครงสรางทางเคมีของ FOS ไวในรูปที่ 1
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รูปที่ 1 โครงสรางทางเคมีของน้ําตาลกลูโคส, น้ําตาลฟรักโตส, น้ําตาลซูโครส
และฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดชนิดตาง ๆ (Crittenden และ Playne,2002)
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ความสัมพันธระหวางฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดกับจุลินทรียในลําไสใหญ
ในลําไสใหญของมนุษยประกอบไปดวยจุลินทรียหลายชนิด ที่มีความสําคัญตอสุขภาพ

จุลินทรียชนิด anaerobe จะชวยใหเกิดพลังงานแกรางกายไดโดยการหมัก ไดกรดไขมันสายสั้น ๆ
(short chain fatty acid) สามารถดูดซึมเขาสูรางกายได และจุลินทรียบางชนิดสามารถผลิต
วิตามินบางชนิดได รวมทั้งผลิตกรดอินทรียที่สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่กอโรคไดดวย

จุลนิทรียที่สามารถยอยสลายฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด  ไดดี เชน Bifidobacteria spp.
และ Bacteroides sp.     จุลินทรียกลุมนี้สามารถยอย ฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด  ไดโดยใชเอนไซม
บีตาฟรักโตซิเดส หรืออีกชื่อหนึ่งคือ อินนูลิเนส (Bornet, 1994) จุลินทรียกลุมนี้จัดเปนจุลินทรีย
กลุมที่มีประโยชนตอรางกาย เรียกวา โพรไบโอติก (probiotic) ที่รูจักกันเปนอยางดี เชน
Lactobacillus acidophilus และ Bifidobacterium bifidum เปนตน (McKellar และ Modler,
1989) เมื่อจุลินทรียเหลานี้ยอยสลายฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดจะไดผลิตภัณฑตาง ๆ เชน กรด
อินทรีย, กรดไขมันบางชนิด, คารบอนไดออกไซด และไฮโดรเจนเปอรออกไซด เปนตน
(Cummings และคณะ, 2001)

จุลินทรียกลุมโพรไบโอติกสามารถพบไดทั่วไปในผลิตภัณฑตาง ๆ เชน โยเกิรตและผักดอง
เมื่อบริโภคเขาไปบางสวนจะถูกขับถายออกนอกรางกายไปพรอมกับอุจจาระ ดังนั้นจุลินทรียกลุม
โพรไบโอติคจึงตองการอาหารประเภทพรีไบโอตกิเพื่อเพิ่มจํานวนและดํารงชีวิตอยูได ดังนั้นการ
บริโภค ฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด จึงเปนการเพิ่มจํานวนโพรไบโอติกดวย โพรไบโอติกมีสวนชวย
ควบคุมจํานวนจุลินทรียในลําไสใหญ โดยสามารถผลิตกรดอินทรีย เชน กรดแลคติก และกรดอะซิ
ติก ทําใหคาความเปนกรด-ดางในลําไสใหญลดลง (อางถึงใน Kawese, 1982 และ Rasic, 1983)

ในประเทศแถบยุโรปจัดใหฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด เปนกลุมอาหารที่มาจากธรรมชาติ
(natural food) นอกจากนี้ยังมีผลิตภัณฑกลุมกาแลคโตโอลิโกแซก็คาไรด ที่ผลิตไดจากน้ําตาล
แลคโตสดวย (อางถึงใน Roberfroid, 1997)

พบฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดไดทั่วไปในพืชหลายชนิด เชน หัวหอม กระเทียม หนอไมฝร่ัง
ขาวไรน ตนหอม และกลวย เปนตน (Roberfroid และคณะ, 1993) นอกจากนี้ยังพบวามีจุลินทรีย
ที่สามารถผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด  ไดดวย เชน Fusarium oxysporum, Aspergillus
sydowi และ Aspergillus niger เปนตน โดยการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดจากจุลินทรียอาศัย
เอนไซมฟรักโตซลิทรานเฟอเรส (FT) โดยใชน้ําตาลซูโครสเปนสารตั้งตน (อางถึงใน Yun, 1996)
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การคนควาเกี่ยวกับฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดในพืช
ในป ค.ศ.1966 Edelman และ Dickerson ไดศึกษาปฏิกิริยาทรานฟรักโตซิลเลชั่นในตน

Jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus L.) พบวาเอนไซมทรานฟรักโตซิลเลส
(transfructosylase) ที่สกัดไดสามารถเกิดปฏิกิริยายายน้ําตาลฟรักโตสจากโมเลกุลของน้ําตาล
ซูโครส ไปตอกับน้ําตาลซูโครสอีกโมเลกุลหนึ่งได ทําใหเกิดเปนโอลิโกแซ็กคาไรดชนิดตาง ๆ ซึ่งกิจ
กรรมของเอนไซมมี 2 สวน คือ ปฏิกิริยาทรานฟรักโตซิลเลชั่น ซึ่งเปนปฏิกิริยาการสรางฟรักโตโอลิ
โกแซ็กคาไรดและปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสซึ่งเปนปฏิกิริยาการยอยสลายฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด 
(Edelman และ Dickerson, 1966)

ในป ค.ศ. 1971 Randhir และ Bhatia ไดศึกษาฟรักโตซิลทรานเฟอเรสจาก Chicorium
intybus L. พบวาสามารถสังเคราะหฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดไดจากน้ําตาลซูโครส ภายใตสภาวะ
ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมที่ 37 องศาเซลเซียสและคาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.6
และพบวา Ag+ และ Hg2+ สามารถยับยั้งปฏิกิริยาการทํางานของเอนไซมได ในขณะที่ Mn2+,
Mg2+, Co2+ และ Ni2+ เปน co-factor ของเอนไซม (Randhir และ Bhatia, 1971)

ในป ค.ศ. 1976 Shiomi   และคณะไดศึกษาฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดในรากของตนแอส
พารากัส (Asparagus officinatis L.) พบวามีฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด 11 ชนิด ซึ่งเกิดจาก
ปฏิกิริยาการสังเคราะหของเอนไซมฟรักโตซิลทรานเฟอเรส 3 ชนิด ไดแก sucrose:sucrose 1-
fructosyltransferase, 6G-fructosyltransferase และ 1F-fructosyltransferase (อางถึงใน
Shiomi และคณะ, 1976,1979,1980,1982)

ในป ค.ศ. 1976 Satyanarayana ไดพบวาการสังเคราะหฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดใน
Agrave vera cruz ไมไดเกิดจากปฏิกิริยาทรานฟรักโตซิลเลชั่น เพียงอยางเดียวแตอาจเกิดจาก
ปฏิกริิยาไฮโดรไลซิสของอินนูลิน (hydrolysis) ซึ่งเปนปฏิกิริยาการยอยอินนูลินใหเปนโอลิโกแซ็ก
คาไรดสายสั้นลง ไดเปนฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดดวย (อางถึงใน Satyanarayana , 1976)

ในป ค.ศ. 1980 Norio และ Izawa ไดศึกษาฟรักโตซิลทรานเฟอเรสจากรากของตนแอส
ฟารากัส (Asparagus officinalis L.) พบวาเมื่อทําใหเอนไซมบริสุทธิ์สามารถเกิดปฏิกิริยาทรานฟ
รักโตซิลเลชั่น เปลี่ยนน้ําตาลซูโครสเปนเคสโตสและน้ําตาลกลูโคสได โดยเอนไซมมีความเสถียรที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสที่คาความเปนกรด-ดางระหวาง 4.0-8.0 และสามารถถูกยับยั้งไดโดย
Hg2+, Mn2+, Ag+ และ p-chloromercuribenzoate ได (Norio และ Izawa, 1980)
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ในป ค.ศ. 1980 Robert และ Ben ไดศึกษาซูโครส-ซูโครส ฟรักโตซิลทรานเฟอเรสและฟ
รักแทน-ฟรักแทน ฟรักโตซิลทรานเฟอเรส จาก Allium cepa โดยทําใหบริสุทธิ์ดวย  วิธีเจลฟวเตชั่
น จากการศึกษาพบวา เอนไซมซูโครส-ซูโครส ฟรักโตซิลทรานเฟอเรส จะสามารถสังเคราะหได
เฉพาะน้ําตาลโอลิโกแซ็กคาไรดขนาด 3 โมเลกุลเทานั้น ขณะที่เอนไซมฟรักแทน-ฟรักแทน ฟรักโต
ซิลทรานเฟอเรสจะสามารถสังเคราะหใหเกิดน้ําตาลโอลิโกแซ็กคาไรดขนาด 4 โมเลกุลข้ึนไป
(Robert และ Ben,1980)

ในป ค.ศ. 1995 Andrew ไดศึกษาพบวาความเขมขนของเอนไซมฟรักโตซิลทรานเฟอเรส
มีผลตอการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดชนิดตาง ๆ โดยไดศึกษาเอนไซมฟรักโตซิลทรานเฟอเรส
บริสุทธิ์ที่สกัดจาก Helianthus tuberosus  พบวาเมื่อใชเอนไซมที่มีความเขมขนต่ําจะทําใหเกิด
การผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดขนาด 3 โมเลกุลและเมื่อใชเอนไซมที่มีความเขมขนสูงขึ้นจะทํา
ใหผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดที่มีจํานวนโมเลกุลสูงกวา (Andrew, 1995)

คุณสมบัติของฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด (Hidaka และ Hirayama, 1991;อางถึงใน Hayashi
และคณะ, 1993; Bornet, 1994; Gibson และ Roberfroid, 1995; Yun, 1996 และ Henryk และ
Roberfroid, 2000)

1.มีความหวานเปน 30 เปอรเซ็นตของน้ําตาลซูโครส จึงสามารถนํามาผสมอาหารได
หลายชนิด เนื่องจากใหความหวานสูง

2.ใหพลังงานต่ํา เนื่องจากไมสามารถยอยไดดวยเอนไซมในระบบทางเดินอาหาร
3.ไมถูกใชโดย Streptococcus mutan (เปนจุลินทรียในชองปากที่ผลิตกลูแคนที่ไม

ละลายน้ํา เปนสาเหตุใหเกิดโรคฟนผุ)
4.ชวยกระตุนการเจริญของจุลินทรียกลุม bifidobacteria ที่มีประโยชนและปองกันโรค

อุจจาระรวง
5.ชวยลดระดับคอเรสเตอรอล ฟอสโฟลิปด และไตรกลีเซอไรดในเลือดได
6.ไมมีสีและกลิ่น
7.เคสโตสมีสูตรโมเลกุลเปน C18H32O16 น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 504.44 นีสโตสมีสูตร

โมเลกุลเปน C24H42O21 มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 666.58 และฟรักโตฟูแรนโนซิลนีสโตส มีสูตร
โมเลกุลเปน C30H52O26 มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 828.72

8.เปนน้ําตาลที่ไมถูกรีดิวซ และไมเกิดปฏิกิริยา maillard (สีน้ําตาลไหมเมื่อน้ําตาลรีดิวซ
ทําปฏิกิริยากับกรดอะมิโน เมื่อมีความรอนสูง)

9.มีความคงตัวสูง (คากรด-ดางมากกวา 3) และทนตออุณหภูมิไมเกิน 140 องศาเซลเซียส
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10.ใหพลังงานประมาณ 0-2.5 กิโลแคลอรี่ตอกรัม
11.ปองกันโรคมะเร็ง เปนสารพรีไบโอติก
12.ดูดความชื้นเล็กนอย

แคลอรี่ที่ไดรับจากฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด
โดยปกติน้ําตาลซูโครสจะใหพลังงานประมาณ 3.9 กิโลแคลอรี่ตอกรัม หรือประมาณ 16.3

กิโลจูลตอกรัม เมื่อผานกระบวนการยอยสลายจะไดเปนพลังงานออกมา 38 โมล ATP ตอ โมล     
สําหรับฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดจะไมถูกยอยโดยเอนไซมในลําไสเล็กของมนุษย จึงใหพลังงาน
เพียง 0 ถึง 2.5 กิโลแคลอรี่ตอกรัมเทานั้น (อางถึงใน Roberfroid, 1999)  เมื่อเปรียบเทียบกับน้ํา
ตาลแอลกอฮอลล ซึ่งเปนสารใหความหวานพลังงานต่ําเชนกัน พบวามีคุณสมบัติทางกายภาพบาง
ประการของฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดกับน้ําตาลแอลกอฮอลลบางชนิดแตกตางกันดังตารางที่ 1
(Bornet, 1994)

ตารางที่ 1 คุณสมบัติทางกายภาพบางประการของฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดเปรียบเทียบกับ
น้ําตาลแอลกอฮอลลบางชนิด

น้ําตาล ความหวานเทียบตอ
น้ําตาลซูโครส

ความสามารถทนความ
รอน (เซลเซียส)

ความคงตัวในกรด-ดาง

ซอรบิทอล 0.70 นอยกวา 160 2-10
ไซลิทอล 0.90 นอยกวา 160 2-10
แมนนิทอล 0.50 นอยกวา 160 2-10
อิริไทรออล 0.65 นอยกวา 160 2-10
มอลนิทอล 0.75 นอยกวา 160 2-10
ไอโซมอล 0.60 นอยกวา 160 2-10
แลคซิทอล 0.40 นอยกวา 160 2-10

ฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด 0.30 นอยกวา 140 สูงกวา 3
พบวาฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด มีความหวานใกลเคียงกับน้ําตาลซูโครสมากที่สุดเมื่อ

เปรียบเทียบกับน้ําตาลแอลกอฮอลล ขณะที่คุณสมบัติทนความรอนและความคงตัวในกรด-ดาง มี
ความใกลเคียงกับน้ําตาลแอลกอฮอลล (Bornet,1994)
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ผลของฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดตอภาวะโภชนาการและจุลินทรียในรางกาย
เนื่องจากฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดมีประโยชนตอรางกาย    จึงไดมีการศึกษาถึงประโยชน

ของฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด ตอภาวะโภชนาการและผลตอจุลินทรียในลําไสใหญ เชน
Kamejiro และคณะ (1984) ไดทดลองใหผูปวยโรคเบาหวานจํานวน 18 คนรับประทาน

ฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด  ปริมาณ 8 กรัมตอวันเปนเวลาติดตอกัน 14 วัน พบวาสามารถชวยลด
ระดับน้ําตาลในเลือดโคเลสเตอรอล และแอลดีแอล โคเลสเตอรอลได เนื่องจาก ฟรักโตโอลิโกแซ็ก
คาไรด  จะจับกับไขมันและคารโบไฮเดรตและมีสวนชวยเกาะที่ผนังลําไสเล็กไดทําใหลดการดูดซึม
คารโบไฮเดรตและไขมันได นอกจากนี้ยังกระตุนให Bifidobacteria ยอยสลายไขมันและน้ําตาล
กลูโคสใหหมดไปไดดวย

Oku และคณะ (1984) ไดศึกษาการยอยสลายฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดในระบบทางเดิน
อาหารของหนูทดลอง พบวาเอนไซมในลําไสเล็ก เชน เอนไซมซูเครส, ไอโซมอลเทสและอะไมเลส
ของหนูทดลองไมสามารถยอยฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดได และเมื่อทดลองฉีดฟรักโตโอลิโกแซ็กคา
ไรดเขาสูระบบหมุนเวียนโลหิต พบวาฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดจะถูกขับออกมาทางปสสาวะโดยไม
มีการยอยสลายในกระแสเลือด

Mitsuoka และคณะ (1987) รายงานวาเมื่อใหผูสูงอายุอายุระหวาง 64-82 ป รับ
ประทานฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดปริมาณ    8 กรัมตอวันเปนเวลา 14 วันติดตอกัน จะชวยเพิ่ม
ปริมาณจุลินทรียกลุม bifidobacteria ในอุจจาระเพิ่มข้ึน 10 เทาและทําใหคาความเปนกรด-ดาง
ของอุจจาระลดลงประมาณ 0.3 ดวย

McDonough และคณะ (1987) ไดรายงานวาฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด  สามารถกระตุน
การเจริญเติบโตของ Lactobacillus acidophilus ซึ่งเปนจุลินทรียที่สามารถผลิตกรดแลคติกไดดี
โดยจะใชน้ําตาลแลคโตสในน้ํานมทําใหลดอาการแพน้ําตาลแลคโตสของผูปวยได

Tanni และ Michael (1987) ไดรายงานวาเมื่อใหคนปกติรับประทานฟรักโตโอลิโกแซ็กคา
ไรด 5 กรัมตอวันติดตอกับ 12 วันเปรียบเทียบกับคนปกติที่รับประทานน้ําตาลซูโครสแทน พบวา
หลังจาก 12 วัน ปริมาณกาซไฮโดรเจนในลมหายใจของคนที่รับประทานฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด
จะสูงกวาคนที่รับประทานน้ําตาลซูโครสประมาณ 50 เปอรเซ็นต ซึ่งกาซไฮโดรเจนที่ออกมาเกิด
จากกระบวนการยอยสลายฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดโดยจุลินทรียในระบบทางเดินอาหาร

Johannes และคณะ (1990) ไดรายงานวาฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดที่สกัดไดจาก
Helianthus tuberosus เมื่อศึกษาในคนปกติพบวาหลังจากรับประทานฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด
ตั้งแต 5-20 กรัม สามารถวัดปริมาณกาซไฮโดรเจนทางลมหายใจได โดยวัดไดสูงสุดเมื่อรับ
ประทานฟรักโตโอลิโกแซ็ก
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คาไรด 20 กรัม ที่ชั่วโมงที่ 5 หลังจากรับประทาน จึงสรุปไดวาการรับประทานฟรักโตโอลิโกแซ็กคา
ไรดปริมาณมากขึ้นจะทําใหมีการขับกาซไฮโดรเจนออกมาทางลมหายใจไดมากขึ้นดวย

Gibson และ Wang (1993) ไดศึกษาผลของฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดตอการเจริญเติบโต
ของ Bifidobacteria ซึ่งเปนจุลินทรียกลุมโพรไบโอติก พบวาสามารถเจริญเติบโตไดดีในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่มีฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด เมื่อยอยสลายจะไดกาซไฮโดรเจนและคารบอนไดออกไซด
ขณะที่เมื่อศึกษาการเลี้ยง E.coli และ Clostridium perfringens ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีฟรักโตโอลิ
โกแซก็คาไรด พบวาจุลินทรียทั้งสองชนิดนี้ไมสามารถเจริญเติบโตไดดี เนื่องจากไมสามารถยอยฟ
รักโตโอลิโกแซ็กคาไรดได

Briet และคณะ (1995) ไดศึกษาผลของการรับประทานฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด ใน
ปริมาณตาง ๆ พบวาเมื่อใหคนปกติ 14 คนรับประทานฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด  เปนปริมาณตั้งแต
30, 40 และ 50 กรัมตอวัน พบวาเมื่อรับประทานฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด สูงขึ้นจะทําใหมีปริมาณ
กาซไฮโดรเจนออกมากับลมหายใจสูงดวย แตการรับประทานฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดสูงเกิน 30
กรัมตอวันจะทําใหมีอาหารทองอืด ถารับประทาน 40 กรัมตอวันจะมีอาหารเกิดกาซและลําไสบวม
พอง และเมื่อรับประทานวันละ 50 กรัมจะทําใหทองเปนตะคริวและทองรวงได ขณะที่เมื่อทดลอง
ใหรับประทานฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดทีละนอยเพิ่มข้ึน พบวาจะชวยใหรางกายสามารถปรับ
สภาพและลดอาการทองอืดได

Hartemink และคณะ (1995) ไดรายงานวา oral streptococci เชน Streptococcus
mutans และ Streptococcus mitis สามารถยอยสลายฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดได เนื่องจากมีฟ
รักแทนเนส (fructanase) ไดกรดแลกติกและกรดอะซิติก

Roberfroid (1997) ไดรายงานวาฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด  มีสวนชวยในการเพิ่มการดูด
ซึมแรธาตุที่จําเปนตอรางกาย และลดอาการภาวะไตรกลีเซอไรดในเลือดสูง รวมทั้งชวยลดการ
สังเคราะหกรดไขมันในรางกายดวย

Ellen และคณะ (1998) ไดศึกษาผลของฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดตอการดูดซึมธาตุเหล็ก
และแคลเซียม ไดรายงานวาเมื่อใหคนปกติ 12 คนที่มีอายุระหวาง 20 – 30 ปรับประทานฟรักโตโอ
ลิโกแซ็กคาไรด, อินนูลินและกาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรดปริมาณ 15 กรัมตอวันเปนเวลา 21 วันเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไมไดรับประทาน พบวาการรับประทานฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด, อิน
นูลินและกาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด จะไมมีผลรบกวนการดูดซึมแคลเซียมและเหล็กแตอยางใด

Greger (1999) ไดรายงานวาคารโบไฮเดรตที่รางกายไมสามารถยอยได เชน เพคติน,
ฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด และอินนูลิน จะชวยเพิ่มการดูดซึมแรธาตุตาง ๆ เชน แคลเซียม,
แมกนีเซียม, สังกะสี และแมงกานีส เปนตน
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Nathalie และ Nadine (1999) ไดรายงานวาฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดสามารถลดปริมาณ
ไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol) ในหนูทดลองได เมื่อใหหนูทดลองกินในปริมาณตาง ๆ วัน
ละ 10 กรัมถึง 100 กรัม ซึ่งพบวาฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด มีผลใหการสังเคราะหกรดไขมันในหนู
ทดลองมีปริมาณลดลง และยังลดปริมาณฮอรโมนอินซูลินและน้ําตาลกลูโคสในเลือดของหนู
ทดลองดวย

Williams และคณะ (1999) ไดศึกษาผลของปริมาณฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด ตอการ
เปลี่ยนแปลงของปริมาณไขมันในรางกาย พบวาเมื่อใหคนปกติรับประทานฟรักโตโอลิโกแซ็กคา
ไรดปริมาณ 30 กรัมตอวันจะมีผลตอการลดปริมาณไตรกลีเซอไรด, แอลดีแอล และเอชดีแอลคลอ
เรสเตอรอลในเลือด ซึ่งใหผลการทดลองเชนเดียวกับรายงานที่ไดมีการศึกษาในสัตวทดลอง

Handan และ Robert (2000)           ไดศึกษาการยอยสลายของฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด
โดยจุลินทรียกลุมโพรไบโอติกตาง ๆ ที่ใชในทางการคา พบวาจุลินทรียหลายชนิดที่สามารถยอยฟ
รักโตโอลิโกแซ็กคาไรดไดดี เชน Lactobacillus casei 685, Lactobacillus acidophilus NCFM,
Bifidobacterium infantis 25962 และ Bifidobacterium adolescentis 15706 เปนตน

Henryk และ Roberfroid (2000) ไดรายงานวา จากการศึกษาในหนูทดลองที่เปนเนื้องอก
โดยเปรียบเทียบการรักษาเนื้องอกโดยสารเคมีบําบัดกับการใหกินฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด พบวา
เมื่อใหการรักษาโดยใชฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดรวมกับเคมีบําบัดจะใหประสิทธิภาพการลดการ
ขยายตัวของเนื้องอกไดดีกวาการใชเคมีบําบัดหรือฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดเพียงอยางเดียว เนื่อง
มาจากฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดจะชวยลดปริมาณน้ําตาลกลูโคส, ฟอสโฟลิปดและไตรกลีเซอไรด
ในเลือดทําใหการเจริญเติบโตของเนื้องอกลดลง

Luo และคณะ (2000) ไดรายงานวาเมื่อใหคนปวยโรคเบาหวานรับประทานฟรักโตโอลิโก
แซ็กคาไรดปริมาณ 20 กรัมตอวันเปนเวลาติดตอกัน 4 สัปดาหพบวา สามารถชวยลดปริมาณน้ํา
ตาลกลูโคสในเลือดได โดยไมมีผลตอปริมาณฮอรโมนอินซูลินในเลือด

Perrin และคณะ (2000) ไดศึกษาผลของฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดตอความสามารถในการ
ทนตอเกลือน้ําดีของ Bifidobacterium breve ATCC 15700, Bifidobacterium longum ATCC
15707 และ Bifidobacterium animalis ATCC 25527 พบวาจุลินทรียทั้ง 3 สายพันธุมีความ
สามารถทนตอเกลือน้ําดีไดสูงขึ้นเมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด

Perrin และคณะ (2001) ไดศึกษาการยอยฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดโดย Bifidobacterium
infantis ATCC 15697 เปรียบเทียบกับน้ําตาลกลูโคส, น้ําตาลฟรักโตส และน้ําตาลซูโครส พบวา
การยอยสลายน้ําตาลฟรักโตสและฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดจะใหกรดแลคติกและกรดอะซิติกออก
มามากที่สุด ในขณะที่การใชน้ําตาลกลูโคสจะทําใหมีการเจริญสูงสุด
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Sakai และคณะ (2001) ไดศึกษาผลของการบริโภคฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด         ตอ
จํานวนจุลินทรียในลําไสใหญของหนูทดลอง พบวาเมื่อทดลองใหหนูทดลองเพศผูที่มีอายุ 4
สัปดาหกินฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดที่ผสมในอาหารปกติเพิ่มข้ึน 7.5 เปอรเซ็นตเปรียบเทียบกับ
กลุมควบคุมพบวาหนูทดลองที่กินฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดจะมีปริมาณของ Lactobacillus และ
Bifidobacterium ในอุจจาระเพิ่มข้ึนขณะที่ปริมาณของแบคทีเรียกลุม Enterobacteriaceae และ
Bacteroideaceae ในอุจจาระมีจํานวนลดลง

Bifidobacteria (Gibson และ Roberfroid, 1995)
Bifidobacteria เปนแบคทีเรียที่มีประโยชนตอระบบทางเดินอาหารของมนษุย เปนจุลินท

รียกลุมโพรไบโอติก มีหลายสายพันธุ เชน Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium
adolescentis, Bifidobacterium bifidum เปนตน
คุณสมบัติที่มีประโยชนของ Bifidobacteria ไดแก

1. สามารถยอยน้ําตาลฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด ไดกรดอินทรีย เชน กรดแลคติก และ
กรดอะซิติก

2. สามารถสังเคราะหวิตามินบี
3. สามารถจับกับสารกอมะเร็ง จึงสงเสริมระบบภูมิคุมกันและปองกันมะเร็ง
จากคุณสมบัติดังกลาวทําให Bifidobacteria เปนจุลินทรียที่มีประโยชนตอสุขภาพ ชวย
ลด

จํานวนจุลินทรียที่กอโรคในสําไสใหญได เนื่องจากกรดอินทรียที่ผลิตขึ้นทําใหคาความเปนกรด-
ดางลดลง และยังสงเสริมสุขภาพเนื่องจากชวยปองกันมะเร็งและผลิตวิตามินบีบางชนิดใหรางกาย
ดูดซึมไปใชได

ความแตกตางระหวางฟรักโตโอลืโกแซ็กคาไรดและไฟเบอร
จากคุณสมบัติของฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดที่มีคุณสมบัติคลายกับไฟเบอร (dietary fiber)

ซึ่งมีประโยชนคลายกัน เชน การลดปริมาณคลอเรสเตอรอลในเลือด และสามารถถูกยอยไดดวยจุ
ลินทรียในลําไสใหญได ซึ่งไดมีการนําไฟเบอรมาใชในอุตสาหกรรมอาหารหลายชนิด
(Dennis,2002) จึงไดมีการศึกษาเปรียบเทียบความแตกตางของฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดและไฟ
เบอร โดยในป ค.ศ. 1999 Barbara ไดศึกษาเปรียบเทียบความแตกตางของฟรักโตโอลิโกแซ็กคา
ไรดและไฟเบอร    โดยสรุปดังตารางที่ 2



11

ตารางที่ 2  เปรียบเทียบคุณสมบัติบางประการของฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดกับไฟเบอร
คุณสมบัติ Dietary fiber (ไฟเบอร) ฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด

ความสามารถในการละลายน้ํา ไมละลายน้ํา ละลายน้ําไดดี
การยอยสลายในลําไสเล็ก ไมยอยสลายในลําไสเล็ก ไมยอยสลายในลําไสเล็ก
การดูดซับกับกรดน้ําดี บางสวนสามารถดูดซับกรดน้ําดี

ได
ไมมีการดูดซับกับกรดน้ําดี

การหมัก สามารถถูกยอยไดโดยจุลินทรีย
ในสําไสใหญ

สามารถถูกยอยไดโดยจุลินทรีย
ในลําไสใหญ

จากการเปรียบเทียบพบวาขอแตกตางที่สําคัญ คือ ไฟเบอรสามารถดูดซับกับกรดน้ําดีได
เนื่องจากมีคุณสมบัติเปนโพลีแซ็กคาไรดสายยาว และไมละลายน้ํา ขณะที่คุณสมบัติอ่ืนมีความ
ใกลเคียงกัน คือ สามารถยอยสลายไดโดยจุลินทรียในลําไสใหญ และไมถูกยอยโดยเอนไซมในลํา
ไสเล็ก (Barbara, 1999)

การนําฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดมาใชในอุตสาหกรรมอาหารสัตว
เนื่องจากฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดมีประโยชนตอสุขภาพของมนุษย จึงไดมีความสนใจ

นําฟรักโตโอลโิกแซ็กคาไรดมาเปนสวนผสมในอาหารสัตว โดยเฉพาะสุนัขและแมว (Hussein และ
คณะ, 1999) เนื่องจากในสําไสใหญของสุนัขและแมวมีจุลินทรียกลุม Bifidobacteria และ
Lactobacilli เชนกัน ซึ่งพบวาฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด          สามารถเพิ่มจํานวนจุลินทรียทั้ง 2
กลุมและชวยลดจํานวนจุลินทรียที่กอโรค รวมทั้งลดปริมาณแอมโมเนียและเอมีนในอุจจาระของ
สุนัขและแมวไดดวย (Hussein และคณะ, 1999)

นอกจากนี้ยังพบวาอาหารที่เปนธัญพืชที่ใชในการเลี้ยงปศุสัตว ก็มีสวนประกอบของฟรัก
โตโอลิโกแซ็กคาไรดตามธรรมชาติอยูแลว เชน ขาวบารเลย, ขาวโอต และขาวสาลี มีฟรักโตโอลิโก
แซ็กคาไรดรวม 1.92, 0.36 และ 1.36 มิลลิกรัมตอน้ําหนักแหง 1 กรัมตามลําดับ เปนตน(Hussein
และคณะ,1998)
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ประโยชนโดยรวมของฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด
จากการศึกษาประโยชนของฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดดังกลาวมาแลว จึงอาจสรุปถึงประโยชน

ของฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดตอสุขภาพไดดังนี้
1. เปนสารใหความหวานพลังงานต่ํา สามารถใชไดกับผูปวยโรคเบาหวาน และผูที่ตองการ

ลดน้ําหนัก
2. มีสวนชวยลดปริมาณไขมันและน้ําตาลในเลือด เนื่องจากฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดสามารถ

จับกับไขมันและลดการดูดซึมไขมันและน้ําตาลเขาสูกระแสเลือดได
3. มีคุณสมบัติเปนสารพรีไบโอติก จึงสงเสริมการเจริญเติบโตของจุลินทรียที่มีประโยชนตอ

สุขภาพ จึงชวยลดปริมาณของจุลินทรียที่กอโรคได
4. ปองกันโรคมะเร็ง
5. ชวยเพิ่มการดูดซึมแรธาตุบางชนิดที่มีประโยชนเขาสูรางกาย เชน แคลเซียมและเหล็ก

ปฏิกิริยาการสังเคราะหฟรักโตโอลิโกแซกคาไรดจากน้ําตาลซูโครส (Bornet , 1994)
ฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดสามารถสังเคราะหไดจากน้ําตาลซูโครสโดยเอนไซมฟรักโตซิลท

รานเฟอเรสทั้งในพืชและจุลินทรีย การสังเคราะหฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดสามารถแสดงไดเปน
ปฏิกิริยาไดตามขั้นตอนดังนี้
ปฏิกิริยาขั้นที่ 1

น้ําตาลซูโครสจะถูกยอยเปนกลูโคสและฟรักโตส จากนั้นฟรักโตสจะถูกสงไปยังน้ําตาล
ซูโครสอีกโมเลกุลหนึ่ง ซึ่งจะเชื่อมตอกันดวย ((1-2)glycosidic bond เกิดเปนเคสโตส (กลูโคส 1
โมเลกุลตอกับฟรักโตส 2 โมเลกุล)
ปฏิกิริยาขั้นที่ 2

น้ําตาลซูโครสอีกโมเลกุลหนึ่งจะถูกยอยเชนเดียวกับปฏิกิริยาที่ 1 ไดกลูโคสและฟรักโตส
ฟรักโตสจะถูกสงไปเชื่อมกับเคสโตสไดเปนนีสโตส (กลูโคส 1 โมเลกุลตอกันฟรักโตส 3 โมเลกุล)
ปฏิกิริยาขั้นที่ 3

น้ําตาลซูโครสอีกโมเลกุลหนึ่งจะถูกยอยเชนเดียวกับปฏิกิริยาที่ 1 ไดกลูโคสและฟรักโตส
ฟรักโตสจะถูกสงไปเชื่อมกันนีสโตสไดเปนฟรักโตฟูแรนโนซิลนีสโตส (กลูโคส 1 โมเลกุลตอกับฟรัก
โตส 4 โมเลกุล) จากปฏิกิริยาสามารถเขียนเปนสมการทางคณิตศาสตรไดวา
GFn + GFn                 GFn+1 + GFn-1
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เมื่อ G หมายถึงกลูโคส F หมายถึงฟรักโตส และ n หมายถึงจํานวนโมเลกุลของฟรักโตสที่มีคาเทา
กับ 1 – 3 (Jung และคณะ, 1989)

ในป ค.ศ. 1980 Gupta และ Bhatia ไดอธิบายกลไกการทํางานของเอนไซมฟรักโตซิลท
รานเฟอเรส ของ Fusarium oxysporum วาเอนไซมจะมีโครงสรางสําคัญ 3 สวนไดแก สวน
donor, สวน receptor และสวน fructosylated nucleotide bridge โดยการทํางานเกิดจากน้ํา
ตาลซูโครสจะเขาจับที่สวน donor และ receptor ตําแหนงละ 1 โมเลกุลจากนั้น fructosylated
nucleotide bridge  จะดึงฟรักโตสของน้ําตาลซูโครสจากโมเลกุลหนึ่งไปจับยังอีกโมเลกุลหนึ่ง เกิด
เปนเคสโตส แสดงดังรูปที่ 2 (Gupta และ Bhatia, 1980)

นอกจากนั้นเมื่อใชสารตั้งตนที่แตกตางกันก็สามารถเกิดฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดที่แตก
ตางกันดวย ดังเชน เมื่อป ค.ศ. 1952 Pazur ไดอธิบายการสังเคราะหฟรักโตซิล ราฟฟโนส โดยใช
ราฟฟโนสเปนสารตั้งตน โดยกาแลคโตสของราฟฟโนสจะถูกนําไปตอกับน้ําตาลเคสโตส  เกิด
เปนฟรักโตซิล ราฟฟโนส (กลโูคส 1 โมเลกุลตอกับฟรักโตส 2 โมเลกุลและตอกับราฟฟโนส 1
โมเลกุล) (Pazur, 1952)

รูปที่ 2 โครงสรางการทํางานของฟรักโตซิลทรานเฟอเรส (Gupta และ Bhatia, 1980)
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ฟรักโตซิลทรานเฟอเรส
ฟรักโตซิลทรานเฟอเรส (FT) สามารถพบไดทั้งในพืชและจุลินทรียหลายชนิด

1. ฟรักโตซิลทรานเฟอเรสที่พบในพืช
จากการศึกษาในพืชพบวาเอนไซม FT มี 2 ชนิด  (Edelman , 1968) ไดแก
1.1 Sucrose – Sucrose 1-FT (1-SST) เปนเอนไซมที่ยายน้ําตาลฟรักโตสจากน้ําตาล

ซูโครสโมเลกุลหนึ่งไปยังน้ําตาลซูโครสอีกโมเลกุลหนึ่ง เกิดเปน 1-เคสโตส และน้ําตาลกลูโคส
1.2 Fructan – fructan 1-FT (1-FFT) เปนเอนไซมที่ยายน้ําตาลฟรักโตสจากน้ําตาล

ซูโครสไปยังฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดไดเปนฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดที่มีโมเลกุลยาวขึ้น

2. เอนไซมฟรักโตซิลทรานเฟอเรสที่พบในจุลินทรีย
เอนไซมฟรักโตซิลทรานเฟอเรสที่พบในจุลินทรียสามารถเกิดปฏิกิริยาได 2 แบบ

(Hidaka
และคณะ , 1988 และ Hidaka และ Hirayama, 1991)  คือ    ปฏิกิริยาทรานฟรักโตซิลเลชั่น (Ut)
เปนการสรางฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดและ ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Uh) ซึ่งเปนการสลายฟรักโตโอลิ
โกแซ็กคาไรด โดยในป 1988 Hidaka และคณะ ไดทําการศึกษาเอนไซมจาก Aspergillus niger
ATCC 20611 เพื่อผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด และไดพบปฏิกิริยาทั้ง 2 แบบ พบวาชนิดของ
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรียและความเขมขนของน้ําตาลซูโครส        โดยไดทํา
การทดลองโดยใชเอนไซมจากจุลินทรียชนิดตาง ๆ ไดแก A. awamori, Aureobasidium pillulans
A. niger ATCC 20611 และ A. niger อีก 3 สายพันธุ พบวาใหอัตราการเกิดปฏิกิริยาทั้ง 2 แบบ
แตกตางกัน และเมื่อทดลองเพิ่มน้ําตาลซูโครสที่เปนสารตั้งตน พบวาปฏิกิริยาทรานฟรักโตซิลเล
ชั่นจะเพิ่มข้ึน และเมื่อทดลองใหปริมาณน้ําตาลซูโครสลดลงจะพบวาเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลเซชั่นสูง
ข้ึน ดังนั้นจึงอาจกลาวไดวาการสรางฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดใหไดปริมาณสูงจะตองมีอัตราสวน
ระหวาง Ut/Uh สูง ถามีอัตราสวนระหวาง Ut/Uh ต่ําจะมีการสรางฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดต่ําดวย

จากการวิจัยตาง ๆ สามารถสรุปไดวาฟรักโตซิลทรานเฟอเรสที่พบในจุลินทรียมี 3 แบบ ได
แก

1. เอนไซมที่อยูภายในเซล (Intracellular enzyme) เชน เอนไซมที่พบใน Scopulariopsis
brevicaulis (Takeda และคณะ, 1994), Aspergillus niger (Hidaka และคณะ, 1988)

2. เอนไซมที่อยูนอกเซล (Extracellular enzyme) เชน Penicillium roquefortii (Jang
และ Hang, 1996)

3. เอนไซมที่อยูตดิกับผนังเซล (mycelium-bound enzyme) เปนเอนไซมที่อยูติดกับผิว
ของสายใยบริเวณผนังเซล เชน Aspergillus japonicus (Cheng และคณะ, 1996)
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ในปจจุบันการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดสามารถผลิตได 2 แบบ คือ
1. การผลิตโดยใชเอนไซมยอยอินนูลิน

โดยการใชเอนไซมอินนูลินเนส ไดเปนโอลิโกแซ็กคาไรดหลายชนิด เชน อินนูโลโอลิโกแซ็ก
คาไรด หรือ ฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด

2. การผลิตจากน้ําตาลซูโครส
โดยการใชเอนไซมฟรักโตซิลทรานเฟอเรส เปลี่ยนน้ําตาลซูโครสเปนฟรักโตโอลิโกแซ็กคา
ไรดชนิดตาง ๆ เชน เคสโตส, นีสโตส และฟรักโตฟูแรนโนซิลนีสโตส
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บทที่ 2

ปริทัศนวรรณกรรม

การศึกษาเกี่ยวกับการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด และฟรักโตซิลทรานเฟอเรสในจุลิ
นทรีย

เนื่องจากการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดเกี่ยวของกับปฏิกิริยาทรานฟรักโตซิลเลชั่น โดย
เอนไซมฟรักโตซิลทรานเฟอเรส    จึงไดมีงานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับฟรักโตซิลทรานเฟอเรสและการ
ผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดจากจุลินทรียชนิดตาง ๆ เชน

ในป ค.ศ. 1952 Pazur และคณะไดศึกษาปฏิกิริยาทรานฟรักโตซิลเลชั่นของฟรักโตซิลท
รานเฟอเรสจาก Aspergillus oryzae พบวาสามารถเกิดปฏิกิริยาการยายน้ําตาลฟรักโตสจากน้ํา
ตาลซูโครสไปยังน้ําตาลราฟฟโนสได เกิดเปนฟรักโตซิลราฟฟโนส ซึ่งประกอบดวยน้ําตาลกลูโคส,
น้ําตาลฟรักโตสและน้ําตาลกาแลคโตสตอกัน

ในป ค.ศ. 1980 Gupta และ Bhatia ไดศึกษาการสรางฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดจาก
Fusarium oxysporum พบวาหลังการเพาะเลี้ยงเชื้อ 6 วันจะสามารถตรวจพบฟรักโตโอลิโกแซ็ก
คาไรด ชนิด เคสโตส นีสโตส และ ฟรักโตฟูแรนโนซิลนีสโตส

ในป ค.ศ. 1988 Hidaka และคณะไดศึกษาฟรักโตซิลทรานเฟอเรสจาก Aspergillus
niger ATCC 20611 พบวาสามารถเกิดทั้งปฏิกิริยาทรานฟรักโตซิลเลชั่นและไฮโดรไลซิสได โดย
ชนิดของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นกับความเขมขนของน้ําตาลซูโครส เมื่อมีน้ําตาลซูโครสสูงจะทําใหเกิด
ปฏิกิริยา ทรานฟรักโตซิลเลช่ันไดสูงกวาปฏิกิริยาไฮโดรไลเซชั่น

ในป ค.ศ. 1990 Fujita และคณะไดศึกษาเบตาฟรักโตฟูแรนโนซิเดส จาก Arthrobacter
sp. K-1 ซึ่งแยกไดจากดิน เมื่อนํามาทําใหบริสุทธิ์พบวามีมวลโมเลกุลเทากับ 52,000  และเอนไซม
มีสภาวะเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาที่คาความเปนกรดดางระหวาง 5.5 ถึง 10.0 ที่ 55องศา
เซลเซยีส และเอนไซมจะมีความเสถียรสูงสุดที่สภาวะความเปนกรดดางเทากับ 6.5 โดยเอนไซม
สามารถเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดกับน้ําตาลซูโครส, น้ําตาลราฟฟโนสและฟรักโตโอลิโกแซ็กคา
ไรดไดดวย

ในป ค.ศ. 1990 Fujita         และคณะไดศึกษาตอเนื่องถึงปฏิกิริยาทรานฟรักโตซิลเลชั่นข
องเบตาฟรักโตฟูแรนโนซิเดส จาก Arthrobacter sp. K-1 พบวาเอนไซมสามารถเกิดปฏิกิริยาทั้ง
ไฮโดรไลซิสและ ทรานฟรักโตซิลเลชั่นได และพบวานอกจากน้ําตาลซูโครสแลวเอนไซมสามารถ
เกิดปฏิกิริยาทั้งสองชนิดไดกับน้ําตาลชนิดตาง ๆ เชน ไซโลส, กาแลคโตส, ซอรโบส, ฟูโคส, อะราบิ
โนส,  แรมโนส, แมนโนสไดดวย
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ในป ค.ศ. 1991 Balken และคณะไดศึกษาฟรักโตซิลทรานเฟอเรสของ Aspergillus
phoenicis ซึ่งเปนเอนไซมที่อยูในเซล พบวาสามารถเกิดปฏิกิริยาไดดีที่สุดที่คาความเปนกรดดาง
เทากับ 8 ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เมื่อทดลองในการผลิตจะไดเคสโตส 300 กรัมตอลิตร เมื่อ
ใชน้ําตาลซูโครส 750 กรัมตอลิตรในระยะเวลา 8 ชั่วโมง และเอนไซมมีกิจกรรมลดลงเมื่อมีผลผลิต
เพิ่มข้ึน 40 เปอรเซ็นต

ในป ค.ศ. 1991 Hayashi และคณะไดศึกษาการทําใหเบตาฟรักโตฟูแรนโนซเิดส จาก
Aureobasidium sp. ATCC 20524 ใหบริสุทธิ์ไดเอนไซม 2 ชนิด โดยพบวาเอนไซมทั้ง 2 ชนิดมี
มวลโมเลกุลเทากับ 318,000 และ 346,000 ตามลําดับ โดยมีองคประกอบเปนไกลโคโปรตีน
ประมาณ 30 และ 53 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร และเอนไซมมีสภาวะที่เหมาะสมตอการ
เกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 50 ถึง 55 องศาเซลเซียส มีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการเกิด
ปฏิกิริยาเทากับ 4.5 – 5.5 และ 4.5 – 6 ตามลําดับซึ่งเอนไซมทั้ง 2 ชนิดมีความเสถียรที่คาความ
เปนกรดดางระหวาง 4 – 9  และเอนไซมจะถูกยับยั้งโดย p-chloromercuribenzoate

ในป ค.ศ. 1993 Duan และคณะไดศึกษาเบตาฟรักโตฟูแรนโนซิเดส จาก Aspergillus
japonicus TIT-KJ1 ที่ทําใหบริสุทธิ์ พบวาคาความเปนกรด-ดางที่ทําใหเอนไซมมีความเสถียรอยู
ระหวาง 7.0 -8.4 และเอนไซมจะมีปฏิกิริยาทรานฟรักโตซิลเลชั่นที่ดีที่สุดที่คาความเปนกรดดาง
เทากับ 5.4 ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จากการศึกษาพบวาเอนไซมมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ
236,000 และจะถูกยับยั้งโดย Hg2+และ Ag+ โดยเอนไซมสามารถผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดได
55 เปอรเซ็นตเมื่อใชน้ําตาลซูโครสเริ่มตน 50 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร

ในป ค.ศ. 1993 Muramatsu และคณะไดศึกษาเบตาฟรักโตฟูแรนโนซิเดสจาก
Bifidobacterium adolescentis G1 เมื่อทําใหบริสุทธิ์พบวามีมวลโมเลกุลเทากับ 74 กิโลดาลตัน
มีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยาเทากับ 6.1  มีความเสถียรที่คาความเปน
กรดดางระหวาง 6.5 – 10.0 ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส แตเอนไซมสามารถเกิดปฏิกิริยาไฮโดร
ไลซิสไดสูง

ในป ค.ศ. 1995 Chen ไดศึกษาผลิตเบตาฟรักโตฟูแรนโนซิเดสจาก Aspergillus
japonicus ในระดับขวดเขยา โดยบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที
เปนเวลา 96 ชั่วโมง พบวาสามารถผลิตเอนไซมได 910 ยูนิตตอมิลลิลิตร และเมื่อเพิ่มความเขมขน
ของน้ําตาลซูโครสใหสูงขึ้น 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตรพบวาจะทําใหการผลิตเอนไซมสูง
ขึ้น แตเมื่อใชน้ําตาลซูโครสสูงขึ้นอีกกลับพบวาจะทําใหการผลิตเอนไซมลดลง และอัตราการเจริญ
เติบโตของสายใยลดลงดวย
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ในป ค.ศ. 1995 Hang และคณะไดศึกษาฟรักโตซิลทรานเฟอเรสที่ผลิตออกนอกเซลของ
Aspergillus foetidus NRRL 337 พบวาสามารถผลิตเคสโตสได 50 เปอรเซ็นตจากน้ําตาลซูโครส
เร่ิมตน ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเปนเวลา 60 นาที โดยมีความแปรผันของการผลิตอยูระหวาง
29 – 47 เปอรเซ็นต ซึ่งอัตราการผลิตขึ้นอยูกับความเขมขนของน้ําตาลซูโครสที่ใชและระยะเวลาที่
ใชในการผลิต

ในป ค.ศ. 1996 Kurakake และคณะไดศึกษาผลของคาความเปนกรดดางตอ ปฏิกิริยา
ทรานฟรักโตซิลเลชั่นของเอนไซมเบตาฟรักโตฟูแรนโนซิเดสจาก Aspergillus oryzae พบวาคา
ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยาทรานฟรักโตซิลเลชั่นเทากับ  8 และเมื่อคาความ
เปนกรดดางเทากับ 5 จะทําใหเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส และเมื่อคาความเปนกรดดางอยูระหวาง
4-5 จะมีอัตราการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดใกลเคียงกับการเกิดปฏิกิริยาทรานฟรักโตซิลเลชั่น
โดยพบวาที่ภาวะเหมาะสมตอการผลิตจะไดผลผลิตหลักเปนเคสโตสและนีสโตส

ในป ค.ศ. 1997 Chiang และ Lee ไดศึกษาการตรึงเอนไซมเบตาฟรักโตฟูแรนโนซิเดส
จาก Aspergillus japonicus TIT-KJ1 ในเมตาคีลาไมด โพลีเมอร พบวาสามารถผลิตฟรักโตโอลิ
โกแซ็กคาไรดได 35, 55 และ 61 เปอรเซ็นตตอปริมาณน้ําตาลซูโครสเริ่มตน 10, 30 และ 50
เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิที่เหมาะสม คือ 60 องศาเซลเซียส

ในป ค.ศ. 1997 Ishimoto และ Nakamura ไดศึกษาเอนไซมเบตาฟรักโตฟูแรนโนซิเดส
จาก Clostridium perfringens พบวามีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 37,000 และสามารถถูกยับยั้งได
โดย Hg2+, Cu2+ และ Ag+

ในป ค.ศ. 1998 Jochen และคณะไดศึกษาการผลิตเคสโตสจากยีสตที่มีการถายทอดยีน
ของเอนไซมฟรักโตซิลทรานเฟอเรสจาก Aspergillus foetidus พบวายีสตมีการแสดงออกของยีน
และเมื่อทําใหเอนไซมบริสุทธิ์จะมีขนาด 180 กิโลดาลตัน และเมื่อนํามาใชในการผลิต พบวาผล
ผลิตหลักที่ไดคือ 1-เคสโตส โดยจะมีการผลิต นีโอเคสโตสและ 6-เคสโตสดวย

ในป ค.ศ. 1998 Kim และคณะไดศึกษาฟรักโตซิลทรานเฟอเรสจาก Bacillus macerans
EG-6 พบวาสามารถผลิตฟรักโตฟูแรนโนซิลนีสโตสได 42 เปอรเซ็นตเมื่อใชน้ําตาลซูโครส 500
กรัมตอลิตรและพบวาเมื่อใชน้ําตาลซูโครสความเขมขนต่ํากวา 10 กรัมตอลิตรจะเกิดปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสและเมื่อใชน้ําตาลซูโครส 100 กรัมตอลิตรจะมีอัตราการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเทา
กับปฏิกิริยาทรานฟรักโตซิลเลช่ัน โดยภาวะที่เหมาะสมตอการผลิต คือ ความเปนกรดดางเทากับ 6
และอุณหภูมิเทากับ 37 องศาเซลเซียส
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ในป ค.ศ. 1999 Song และ Jacques ไดศึกษาฟรักโตซิลทรานเฟอเรสจาก
Streptococcus salivarius ATCC 25975  บริสุทธิ์ที่ไดจากการโคลนยีนเขาใน E.coli NM 522
โดยใช phagemid pKRK 1969 พบวาเอนไซมมีกิจกรรมสูงสุดที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 6 ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมี Ca2+ เปนตัวเรงปฏิกิริยาขณะที่ Cu2+ , Zn2+, Hg2+ และ Fe3+

เปนตัวยับยั้งปฏิกิริยาของเอนไซม

การผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดในอุตสาหกรรม
ฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดที่ผลิตไดในอุตสาหกรรม ประกอบดวย 1-เคสโตส, นีสโตส

และฟรักโตฟูแรนโนซิลนีสโตส โดยเกี่ยวของกับปฏิกิริยาโดยเอนไซมบีตาฟรักโตฟูรานโนซิเดส (EC
3.2.1.26) และบีตาฟรักโตซิลทรานเฟอเรส (EC 2.4.1.9) (Hikada และคณะ, 1988)

ในป ค.ศ. 1984 บริษัท Meiji Seika ประเทศญี่ปุนไดประสบความสําเร็จครั้งแรกในการ
ผลิต ฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดเปนการคา โดยใชชื่อทางการคาวา neosugar โดยผลิตจาก
เอนไซมฟรักโตซิลทรานเฟอเรสจาก Aspergillus niger (อางถึง Hidaka และ Hirayama, 1991)
และตอมาในป ค.ศ. 1988 Hidaka และคณะไดใชเอนไซมจาก Aspergillus niger ผลิตฟรักโตโอลิ
โกแซ็กคาไรดที่มีความเขมขนสูงประมาณ 55-60 เปอรเซ็นต จึงเปนจุดเริ่มตนการพัฒนาการ
ผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด ในระดับอุตสาหกรรม

จากการศึกษาการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด สามารถแบงการพัฒนาการผลิตโดยจุลิ
นทรียหรือเอนไซมของจุลินทรียไดในหลายรูปแบบ เชน
1. การผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดจากการใชสายใยอิสระ

Balken     และคณะ (1991) ไดศึกษาการผลิต 1-เคสโตส โดยไมซีเลียมของ Aspergillus
phoenicis CBS 294.80      สามารถผลิต 1-เคสโตสได 300 กรัมตอลิตร ในเวลา 8 ชั่วโมง เมื่อใช
น้ําตาลซูโครส 750 กรัมตอลิตร ที่ภาวะเหมาะสมคากรด-ดาง 8.0 อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส

2. การผลิต FOS จากการตรึงสายใย
Chih และคณะ (1996) ไดศึกษาการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดโดยการตรึงสายใยของ

Aspergillus japonicus ในแคลเซียมอัลจิเนต พบวาสามารถผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดไดใกล
เคียงกับการผลิตโดยใชเซลอิสระ ที่อุณหภูมิเหมาะสม 42 องศาเซลเซียสเปนเวลา 7 ชั่วโมงได 1-
เคสโตสสูงสุด 150 กรัมตอลิตรที่เวลา 2 ชั่วโมง โดยใชน้ําตาลซูโครส 400 กรัมตอลิตร

Chiang และ Lee (1997) ไดศึกษาการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด     โดยการตรึงเบ
ตาฟรักโตฟูแรนโนซิเดสจาก Aspergillus japonicus TIT-KJI ใน methacrylamide based
polymeric beads และศึกษาการผลิตแบบ batch fermentation ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คา
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ความเปนกรด-ดางเทากับ 5.4โดยใชน้ําตาลซูโครสเริ่มตน 10, 30 และ 50 เปอรเซ็นตสามารถ
ผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดรวมได 35, 55 และ 61 เปอรเซ็นตของน้ําตาลซูโครสที่ใชทั้งหมดใน
เวลา 17 ชั่วโมง โดยแนวโนมการเพิ่มข้ึนของฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด จะสัมพันธกับการลดลงของ
น้ําตาลซูโครส ซึ่งกิจกรรมของเอนไซมเทากับ 2,360 ยูนิตตอมิลลิกรัมของโปรตีน แตเมื่อผานการ
ตรึงเอนไซมจะมีกิจกรรมลดลงเหลือเพียง 14 เปอรเซ็นต

3. การผลิต FOS จากการใชเอนไซมผสม
Jung และคณะ (1993) ไดศึกษาการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดโดยใชเอนไซมผสม

ระหวางฟรักโตซิลทรานเฟอเรส 10 หนวยตอกรัมของน้ําตาลซูโครสจาก Aureobasidium
pullulans กับกลูโคสออกซิเดสจาก Aspergillus niger  5 หนวยตอกรัมของน้ําตาลซูโครส โดย
ผลิตในถังหมักขนาด 2 ลิตรภายใตภาวะการผลิต อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส คากรด-ดางเทากับ
6.0 เปนเวลา 24 ชั่วโมง ความเขมขนของน้ําตาลซูโครสเริ่มตน 400 กรัมตอลิตร การกวน 400 รอบ
ตอนาที อัตราการไหลของออกซิเจน 1  vvm ไดฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด 55 - 60 เปอรเซ็นตตอน้ํา
ตาลซูโครสที่ใช

Yun และ Song (1993) ไดศึกษาการใชเอนไซมผสมระหวางเบตาฟรักโตซิลทรานเฟอเรส
จาก Aureobasidium pullulans KFCC 10524 10 หนวยตอกรัมของน้ําตาลซูโครสรวมกับกลูโคส
ออกซิเดสจาก Aspergillus niger 15 หนวยตอกรัมของน้ําตาลซูโครสเพื่อกําจัดน้ําตาลกลูโคสออก
นอกระบบการผลิต เนื่องจากไดเคยมีการศึกษาพบวาน้ําตาลกลูโคสสามารถยับยั้งปฏิกิริยา
ทรานฟรักโตซิลเลชั่นได โดยผลิตในถังหมักภายใตภาวะการผลิต อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส คา
กรด-ดางเทากับ 5.5 ความเขมขนของน้ําตาลซูโครสเริ่มตน 400 กรัมตอลิตร การกวน 550 รอบตอ
นาที อัตราการไหลของออกซิเจน 0.7 ลิตรตอนาทีไดฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด 90 และ 98
เปอรเซ็นตตอน้ําตาลซูโครสที่ใช

4. การผลิต FOS ในระบบแรงดันสูง
Koji และคณะ (1999) ไดศึกษาการตรึงเบตาฟรักโตฟูแรนโนซิเดส ของ Aspergillus

niger ATCC 20611 ในเยื่อเซรามิกและอัดน้ําตาลซูโครสผานเยื่อเซรามิกโดยใชแรงดัน พบวา
เอนไซมมีอายุการใชงาน 70 วันและใหปริมาณการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดไดใกลเคียงกับ
การผลิตแบบใชเอนไซมอิสระ เทากับ 54.4-57.4 เปอรเซ็นตของปริมาณน้ําตาลซูโครสที่ใช

นอกจากนี้ Jong และคณะ (1997) ไดศึกษาเปรียบเทียบการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด
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โดยวิธีตาง ๆ จากการใชฟรักโตซิลทรานเฟอเรส ของ Aureobasidium pullulans  KFCC 10254
โดยเปรียบเทียบการผลิตแบบใชเอนไซมอิสระ, การตรึงเอนไซม, การใชเซลอิสระและการตรึงเซล
ในการเลี้ยงแบบตอเนื่อง (continuous system) และแบบไมตอเนื่อง (batch system) พบวาการ
ผลิตแบบตอเนื่องจะใหผลผลิตสูงกวาแบบไมตอเนื่อง และการผลิตแบบตาง ๆ ใหผลผลิตฟรักโตโอ
ลิโกแซ็กคาไรดไดใกลเคียงกัน

การศึกษาการทําใหผลผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดมีการปนเปอนลดลง
จากการที่ฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดที่ผลิตไดทั้งในระดับหองปฏิบัติการและระดับอุตสาห

กรรม จะมีสวนผสมของน้ําตาลซูโครสและน้ําตาลกลูโคสอยูในระดับหนึ่ง เนื่องจากเปนน้ําตาลที่
เกิดขึ้นจากการผลิต จึงไดมีงานวิจัยที่ศึกษาการทําใหผลผลิตที่ไดมีปริมาณของน้ําตาลชนิดอื่นที่
ปนเปอนอยูลดลง เชน

ในป ค.ศ. 1991 Shiomi และคณะ ไดศึกษาการแยกฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดที่รวมอยูกับ
น้ําตาลชนิดตาง ๆ โดย วีธีโครมาโตรกราฟฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ โดยใชคอลัมน Dionex และใช
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดและโซเดียมอะซิเตตที่มีความเขมขนตาง ๆ เปนสารละลายชะ พบ
วาสามารถชะน้ําตาลชนิดตาง ๆ ออกจากคอลัมนในเวลาตาง ๆ กัน โดยน้ําตาลที่มีขนาดโมเลกุล
เล็กจะถูกชะออกจากคอลัมนกอนตามดวยน้ําตาลที่มีขนาดโมเลกุลใหญกวา

ในป ค.ศ. 2000 Hogarth และคณะ ไดศึกษาการแยกเคสโตส, นีสโตสและฟรักโตฟูแรน
โนซิลนีสโตสออกจากกันโดยใช วิธีโครมาโตรกราฟฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ โดยใชคอลัมน Dionex
โดยใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด, โซเดียมอะซิเตตและน้ํากลั่นเปนสารละลายชะ ที่ความเขม
ขนตาง ๆ สามารถชะฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดออกมาไดที่เวลาตาง ๆ กัน

ในป ค.ศ. 2002 Crittenden และ Playne ไดศึกษาการทําให neosugar มีปริมาณน้ําตาล
กลูโคส, น้ําตาลฟรักโตสและน้ําตาลซูโครสที่รวมอยูลดลง โดยใช Zymomonas mobilis ACM
2716 ที่ตรึงไวในอะคริลาไมดเจล เลี้ยงในสารละลาย neosugar ชนิดตาง ๆ ที่มีความเขมขนของ
น้ําตาลรวม 300 กรัมตอลิตร โดยไมมีการควบคุมคาความเปนกรด-ดาง เปนเวลา 12 ชั่วโมง พบ
วาสามารถเปลี่ยนน้ําตาลกลูโคส, น้ําตาลฟรักโตสและน้ําตาลซูโครสใหกลายเปนน้ําตาลซอรบิ
ทอล, เอทานอลและกาซคารบอนไดออกไซดได โดยคงเหลือน้ําตาลกลูโคส, น้ําตาลซูโครสและน้ํา
ตาลฟรักโตสประมาณ 9 เปอรเซ็นตจากเริ่มตน โดยไมมีผลตอการยอยสลายฟรักโตโอลิโกแซ็กคา
ไรด

ปจจุบันไดมีการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดในรูปแบบผลิตภัณฑตาง ๆ ในหลายยี่หอ
โดยเฉพาะในประเทศแถบยุโรป เชน ผลิตภัณฑ Thiriet จากประเทศฝรั่งเศส (เปนผลิตภัณฑให
ความหวาน
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พลังงานต่ํา), ผลิตภัณฑ Vivis จากประเทศฝรั่งเศส (เปนผลิตภัณฑลดความอวน) และ ผลิตภัณฑ
Vamdermoorlele จากประเทศเบลเยี่ยม (เปนผลิตภัณฑแยมทาแซนวิช) เปนตน (Young, 1998)
และสําหรับฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดที่รูจักกันในทางการคาโดยทั่วไป ไดแก neosugar ซึ่งมี 2 ชนิด
คือ neosugar G และ neosugar P แตกตางกันตามสัดสวนของ  ฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดที่ผสม
อยู (อางถึงใน Hidaka และ Hirayama, 1991)

ในปจจุบันไดมีการศึกษาเกี่ยวกับฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดในดานตาง ๆ อีกมากมายและ
ดวยเทคโนโลยีสารสนเทศทําใหสามารถหาขอมูลไดทางเว็บไซดตาง ๆ เชน
http://www.uastabs.com
http://www.medicinalfoodnews.com
http://www.chiro.org
http://www.kampoyki.com
http://www.broste.com
http://www.nestle.co.th

งานวิจัยเกี่ยวกับฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดเปนที่นาสนใจและยังไมมีการศึกษาอยางกวาง
ขวางในประเทศไทยและจากการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดโดย Penicillium sp. H12 ซึ่งไดจาก
การคัดแยกโดยเสาวนีย ศิริรูป (2539) พบวาสามารถผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด ไดปริมาณมาก
ภายใตภาวะการผลิตที่เหมาะสมศึกษาโดยวรรณา ศรัสัจจารักษ (2543) จึงมีความนาสนใจในการ
พัฒนาการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดใหไดปริมาณมากขึ้น โดยจะศึกษาการผลิตโดยการเลี้ยง
แบบเฟดแบท ซึ่งจากการคนควายังไมพบการศึกษาการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดโดยเซลลของ
จุลินทรีย ในการเลี้ยงแบบเฟดแบท และยังไมมีงานวิจัยศึกษาการผลิตแบบเฟดแบทโดย
Penicillium sp. H12 มากอน รวมทั้งงานวิจัยนี้จะทําการศึกษาการทําใหฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด
ที่ผลิตไดมีสวนผสมของ     น้ําตาล ชนิดอ่ืนลดลง ทั้งนี้เพื่อใหมีแนวโนมในการนําไปผลิตในระดับ
ขยายสวนและพัฒนาการผลิตใหดีขึ้นตอไป

วัตถุประสงคของงานวิจัย
เพื่อผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดใหไดผลผลิตสูงโดย Penicillium sp. H12 ในการเลี้ยง

แบบเฟดแบท
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ขั้นตอนดําเนินงาน
1.ศึกษาอายุของหัวเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดในขวดเขยา และถังหมัก

2.ศึกษาชวงเวลาที่เหมาะสมในการเพิ่มน้ําตาลซูโครสในระหวางการผลิต
3.ศึกษาผลของการเพิ่มน้ําตาลซูโครสที่มีความเขมขนสูงขึ้นในชวงเวลาที่เหมาะสม
4.ศึกษาการเพิ่มน้ําตาลซูโครสแบบตอเนื่อง
5.ศึกษากิจกรรมของเอนไซมเบื้องตนในการผลิตเคสโตส
6.ศึกษาการแยกน้ําตาลโดยคอลัมนผงถานกัมมันต
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บทที่ 3

อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย

เคมีภัณฑและอุปกรณ

1.เคมีภัณฑ
1.1เคมีภัณฑสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ
   น้ําตาลทรายขาว ของบริษัทมิตรผล, ประเทศไทย
    สารสกัดจากยีสต (yeast extract) ของบริษัท Difco laboratories, U.S.A.
    แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) ของบริษัท E.Merck Darmstadt, Germany
    โพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท May and Baker
    Ltd., England
    แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ของบริษัท BDH Laboratory Chemicals
    Ltd., England
1.2เคมีภัณฑสําหรับวิเคราะหฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดและน้ําตาลชนิดอ่ืน

ๆ ดวยเครื่องโครมาโตรกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง (High pressure liquid
chromatrography ; HPLC)

    อะซีโตรไนไตร (CH3CN) ของบริษัท Scharlau, Spain
    น้ําตาลฟรักโตส (fructose) ของบริษัท E.Merck Darmstadt, Germany
    น้ําตาลกลูโคส (glucose) ของบริษัท E.Merck Darmstadt, Germany
    น้ําตาลซูโครส (sucrose) ของบริษัท E.Merck Darmstadt, Germany
    น้ําตาลราฟฟโนส (raffinose) ของบริษัท Difco laboratories, U.S.A.
    ฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดชนิดเคสโตส (kestose) ของบริษัท TCI, Japan
    ฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดชนิดนีสโตส (nystose) ของบริษัท TCI, Japan
1.3เคมีภัณฑอ่ืน ๆ
    โซเดียมโมโนไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) .7H2O ของบริษัท E.Merck
     Darmstadt, Germany
     กรดซิตริก ของบริษัท Riedel-deHaen, Germany
     กรดไฮโดรคลอริค (HCl) ของบริษัท Riedel – dehaen, Germany
     ทวีน 80 ของบริษัท BDH Laboratory Chemicals Ltd., England
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     โซเดียมโปตัสเซียมทารเทรต (C4H4KnaO6.H2O) ของบริษัท May and Baker
     Ltd.England
     กรดไดไนโตรซาลิซิลิก (3,5- Dinitro salicylic acid) ของบริษัท E.Merck
     Darmstadt, Germany
     ฟนอล (C6H5OH) ของบริษัท Riedel – dehaen, Germany

2.เครื่องมือสําคัญที่ใชในงานวิจัย
    ถังหมัก (fermenter) รุน MD-300 ของบริษัท L.E.Marubishi Co.Ltd., Japan
    เครื่องควบคุมและวัดคาออกซิเจนละลาย (DO coltroller) รุน FM – 2000
     ของบริษัท Eyela Tokyo Rikakikai co.Ltd., Japan

         เครื่องควบคุมและวัดคาความเปนกรด - ดาง (pH coltroller) รุน FM – 2000
     ของบริษัท Eyela Tokyo Rikakikai co.Ltd., Japan

เครื่องควบคุมอุณหภูมิพรอมปม (Circulation type handy cooler) รุน TRL-
 108 ของบริษัท Thomas scientific Co.Ltd., USA
ปมเติมสาร (pump box) รุน FB-2000 ของบริษัท Eyela Tokyo Rikakikai

Co.Ltd., Japan
อุปกรณวัดคาออกซิเจนละลาย (DO probe) รุน FC-2000 ของบริษัท Eyela

Tokyo Rikakikai Co.Ltd., Japan
อุปกรณวัดคาความเปนกรด – ดาง (pH probe) รุน FC – 2000 ของบริษัท

Eyela Tokyo Rikakikai Co.Ltd., Japan
ปมอากาศ (Aeration unit) รุน MAU – 1 ของบริษัท Eyela tokyo Rikakikai

Co.Ltd., Japan
เครื่องปรับกระแสไฟฟา (Step down transformer) Auto-05 ของบริษัท Tron

Advance Technology Transformer., USA
กลองจุลทรรศน (Microscope) CHK ของ Olympus optical co.Ltd.,Taiwan
เครื่องเขยา (Shaker) รุน G-27 ของบริษัท New Brunswick Scientific

     Co.,Inc.,U.S.A.
     เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic 401 ของ
     บริษัท Milton Roy, U.S.A.
     เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) รุน Cyberbean 2000 ของบริษัท   
     Beckman, U.S.A.
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     ตูอบแหง (hot air oven) รุน UL-80 ของบริษัท Memmert GmbH, Germany
     หมออบฆาเชื้อดวยไอน้ํา (autoclave) รุน HA-36 ของบริษัท Hirayama
     Manufacturing cooporation, Japan
     อางปรับอุณหภูมิ (water bath) ของบริษัท Tokyo Rikakikai Co.ltd., Japan
     อุปกรณนับเม็ดเลือด (haemacytometer) ขนาด bright line deep 1/10
     มิลลิลิตร ของบริษัท Boeco, Germany
     ชุดควบคุมสภาวะในถังหมัก รุน EC 2000 บริษัท Eyela, Japan
     เครื่องวัดปริมาณอากาศ (Rotameter) ของบริษัท Kofloc รุน RK 1400,
     Japan
    เครื่องเก็บสารตัวอยาง (fraction collector) รุน FRAC-100 ของบริษัท    
            Pharmacia, USA

วิธีดําเนืนการทดลอง

1.จุลินทรีย
จุลินทรียที่ใชเพื่อการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด (Fructooligosaccharides ; FOS) ใน

งานวิจัย คือ Penicillium sp. H12 ที่คัดแยกไดจากดินในประเทศไทย (เสาวนีย ศิริรูป, 2539)

2.การเก็บรักษาจุลินทรีย
เพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 บนอาหารแข็งเอียง (slant agar) โปเตโตเด็กซโตรสเอ

การ (potato dextrose agar) บมในตูควบคุมอุณหภูมิ (อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แปรผันไมเกิน
2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 5-7 วัน จึงนาํไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการทดลอง
ตอไป

3.การเตรียมหัวเชื้อ
3.1 การเตรียมหัวเชื้อสปอร

เพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 บนอาหารแข็งเอียงโปเตโตเด็กซโตรสเอการ บม
ในตูควบคุมอุณหภูมิ (อุณหภูมิ 30 แปรผันไมเกิน 2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 5-7 วัน    เพื่อให
ไดสปอรจํานวนมาก เติมน้ําปลอดประจุผสมทวีน 80 ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอ
ปริมาตร) ที่ผานการฆาเชื้อแลวลงในหลอดเลี้ยงเชื้อ เขี่ยสปอรใหหลุดกระจายในน้ํา     นับ
จํานวนสปอรโดยใชอุปกรณนับเม็ดเลือด (haemacytometer) ภายใตกลองจุลทรรศนใหได
ประมาณ 2X109 สปอรตอมิลลิลิตร หรือตามที่ระบุไวในแตละการทดลอง ใชเปนหัวเชื้อในการ
ทดลองตอไป
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3.2 การเตรียมหัวเชื้อที่เปนสายใย
ปฏิบัติเชนเดียวกับขอ 3.1 แตปรับจํานวนสปอรใหไดประมาณ 10X1010 สปอรตอ

มิลลิลิตร จากนั้นถายสปอรที่เตรียมได ปริมาตร 1 มิลลิลิตร     ลงในอาหารสําหรับเตรียมหัวเชื้อที่
เปนสายใย (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เพาะ
เลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบโรตารี่ดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
(แปรผันไมเกิน 2 องศาเซลเซียส) ตามเวลาที่ระบุไวในแตละการทดลอง ซึ่งจะทําใหมีความหนา
แนนของสปอรงอกประมาณ 2X109 สปอรตอมิลลิลิตร และใชเปนหัวเชื้อที่เปนสายใยตอไป

4.การผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดโดยการเพาะเลี้ยงในขวดเขยา
ถายหัวเชื้อสปอรหรือสปอรงอกที่เตรียมไดจากวิธีการทดลองในขอ 3.1 และ 3.2 ตามที่

ระบุไวในแตละการทดลอง ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตฟรักโตโอลิโก
แซ็กคาไรด (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  มาเพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร
บนเครื่องเขยาแบบโรตารี่ดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ชั่วโมง

5.การผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดในถังหมัก
ถายหัวเชื้อสปอรหรือสปอรงอกที่เตรียมไดจากวิธีการทดลองในขอ 3.2 ตามที่ระบุไวใน

การทดลอง ปริมาตร 5 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ของอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตฟรักโต
โอลิโกแซ็กคาไรดในถังหมัก จัดปริมาณออกซิเจนละลาย (dissolve oxygen) เทากับ 80
เปอรเซ็นตของคาอากาศอิ่มตัว (ควบคุมโดยปรับอัตราเร็วการกวน) และคาความเปนกรดดางเทา
กับ 5 ตลอดการเพาะเลี้ยง  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง

6.การเก็บเกี่ยวฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด
กรองแยกสายใยของ Penicillium sp. H12 จากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ดวยกระดาษกรอง

วอทแมน เบอร 1 นําสวนใสที่ไดจากการกรองไปตรวจหาปริมาณ FOS และน้ําตาลชนิดอื่น ๆ ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ ตามวิธีในขอ 8 สวนสายใยที่กรองไดนําไปวัดการเติบโตตามวิธีการทดลองในขอ 7

7.การหาการเจริญเติบโตของ Penicillium sp. H12
นําสายใยที่กรองและผานการลางดวยน้ําปลอดประจุอยางนอย 2 คร้ัง อบในตูอบแหง

อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส จนไดน้ําหนักคงที่ นําคาน้ําหนักแหงที่ชั่งไดทั้งหมดลบดวยคาน้ําหนัก
แหงของกระดาษกรอง
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8. การวิเคราะหฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดและน้ําตาลชนิดอื่น ๆ โดยวิธีโครมาโตรกราฟแบบของ
เหลวสมรรถนะสูง

นําน้ําหมักที่ไดจากการเก็บเกี่ยวตามวิธีการทดลองในขอ 6 ที่เจือจางจนไดความเขมขนที่
เหมาะสม มาตรวจสอบดวยเครื่องโครมาโตรกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง ยี่หอ Waters โดยใช
คอลัมนสําหรับวิเคราะหคารโบไฮเดรต (Amino propyl Column) ปมรุน  Waters 515 และ
Refractive Index Detector  รุน Waters 410 และใชอะซิโตรไนไตรเขมขน 70 เปอรเซ็นตในน้ํา
กลั่นปริมาตรตอปริมาตร เปนสารละลายตัวพา อัตราการไหลเทากับ 1.4 มิลลิลิตรตอนาที
อุณหภูมิคอลัมนเทากับอุณหภูมิหอง โดยมีฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดชนิดเคสโตส และนีสโตสเปน
สารมาตรฐาน และน้ําตาลราฟฟโนสเปนสารมาตรฐานภายใน (internal standard) คํานวนหา
ปริมาณฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดและน้ําตาลชนิดตาง ๆ ตามวิธีในภาคผนวก ง 1 โดยเทียบกับ
กราฟมาตรฐานภายในภาคผนวก ค 1- ค 5

9. การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดโดยวิธีของ Bernfeld (Dinitrosalicylic colourimetric
method)

นําสารละลายตัวอยาง 1 มิลลิลิตร เติมกรดไฮโดรคลอริคเขมขนปริมาตร 20 ไมโครลิตร
ตมในอางน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 5 นอรมอล ปริมาตร
50 ไมโครลิตร เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิค (DNSA reagent) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ตม
ในอางน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาที เติมสารละลายโพแทสเซียมโซเดียมทารเทรตเขมขน 40
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทําใหเย็นทันทีในอางน้ําแข็ง นําไปวัดคาดูด
กลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร

10. ศึกษาอายุของหัวเชื้อในการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด
10.1 ศึกษาอายุของหัวเชื้อในการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดในขวดเขยา
ถายหัวเชื้อสปอรและสายใยที่มีอายุ 14, 16, 18 และ 20 ชั่วโมง ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่

เตรียมไดจากวิธีการทดลองในขอ 3.1 และ 3.2 ลงในอาหารเหลวสําหรับการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็ก
คาไรด  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยา
แบบโรตารี่ ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง เปรียบเทียบ
ปริมาณน้ําตาลชนิดตาง ๆ ที่วัดได วิเคราะหโดยวิธี HPLC ในขอ 8

10.2 ศึกษาอายุของหัวเชื้อในการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดในถังหมัก
ถายหัวเชื้อสปอรและหัวเชื้อที่เปนสายใยที่มีอายุ 16 และ 18 ชั่วโมงที่เตรียมไดจากวิธีใน

ขอ 3.2 ปริมาณ 5 เปอรเซ็นต ของอาหารเลี้ยงเชื้อ (ปริมาตรตอปริมาตร) ปริมาตร 1 ลิตรในถังหมัก
ขนาด 2.6 ลิตร ควบคุมคาออกซิเจนละลายเทากับ 80 เปอรเซ็นตของคาอากาศอิ่มตัวตลอดการ
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เพาะเลี้ยง ควบคุมคาความเปนกรดดางตลอดการเพาะเลี้ยงเทากับ 5 เพาะเลี้ยงเปนเวลา 24 ชั่ว
โมง เปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลชนิดตาง ๆ และการเจริญเติบโตของรา

11. ศึกษาการเติมน้ําตาลซูโครสที่ชั่วโมงตาง ๆ ระหวางการผลิต
จากการทดลองในขอ 10 ทําใหทราบอายุของหัวเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตฟรักโตโอลิโก

แซ็กคาไรด จึงไดศึกษาการเพิ่มน้ําตาลซูโครสในระหวางการผลิตใหสูงขึ้น 50 กรัมตอลิตร โดย
เปรียบเทียบการเพิ่มน้ําตาลซูโครส ณ ชั่วโมงที่ 9, 12, 15 และ 18 ของการผลิต เพื่อเปรียบเทียบ
แนวโนมการผลิต เมื่อมีน้ําตาลซูโครสเพิ่มข้ึน ณ ชั่วโมงตาง ๆ เปรียบเทียบกับการผลิตโดยไมมีการ
เติมน้ําตาลซูโครสใหเพิ่มข้ึนระหวางการผลิต (จากการทดลองในขอ 10)

12. ศึกษาการเพิ่มความเขมขนของน้ําตาลซูโครสที่เติมในระหวางการผลิต
จากการทดลองในขอ 11 พิจารณาผลการเติมน้ําตาลซูโครส ณ ชั่วโมงตาง ๆ ในระหวาง

การผลิต จึงทดลองเพิ่มความเขมขนของน้ําตาลซูโครสที่เติมเปน 100, 150 และ 200 กรัมตอลิตร
ณ ชั่วโมงที่มีความเหมาะสมในการเพิ่มน้ําตาลซูโครส จากการทดลองในขอ 11 นํามาเปรียบเทียบ
แนวโนมการผลิตเมื่อมีการเพิ่มน้ําตาลซูโครสที่มีความเขมขนสูงขึ้น

13. ศึกษาการเติมน้ําตาลซูโครสแบบตอเนื่องตั้งแตชั่วโมงที่ 12 ของการผลิต
เนื่องจากการเพิ่มน้ําตาลซูโครสในระหวางการผลิตอาจทําใหมีแรงดันออสโมติคสูงขึ้น ซึ่ง

อาจมีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดได จึงไดศึกษาการเติมน้ําตาล
ซูโครสแบบตอเนื่อง เพื่อใหมีน้ําตาลซูโครสในระบบคอย ๆ เพิ่มข้ึนอยางชา ๆ โดยเริ่มตนเติม ณ ชั่ว
โมงที่ 12 ของการผลิตเนื่องจากเปนชวงที่เร่ิมตนมีการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดสูงและมีแนว
โนมของปริมาณน้ําตาลซูโครสลดลง โดยทดลองเติมน้ําตาลซูโครสแบบตอเนื่องโดยเตรียมความ
เขมขนของน้ําตาลซูโครสที่เร่ิมตนเติมเทากับ 200, 300 และ 400 กรัมตอ 600 มิลลิลิตรตามลําดับ
เติมติดตอกันเปนเวลา 10 ชั่วโมงดวยอัตราการเติม 1 มิลลิลิตรตอนาที จากนั้นนํามาเปรียบเทียบ
แนวโนมการผลิต

14. การหากิจกรรมเบื้องตนของฟรักโตซิลทรานเฟอเรส
ปนเหวี่ยงเพื่อแยกสายใยออกจากน้ําหมกัที่ 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที ลาง

สายใยดวยน้ํากลั่น 2-3 คร้ัง บดสายใยใหละเอียดในสารละลายซิเตรท ฟอสเฟต บัฟเฟอรเขมขน
0.1 โมลตอลิตร คาความเปนกรดดางเทากับ 5.0 ปนเหวี่ยงที่ 5,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 30 นาที
นําสารละลายสวนใส และน้ําหมักอยางละ 1 มิลลิลิตรเพื่อไปวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม โดย
เติมลงในสารละลายซิเตรท ฟอสเฟต บัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลตอลิตร  คาความเปนกรดดางเทา
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กับ 5.0 (Chen, 1995) ที่มีสวนผสมของน้ําตาลซูโครสและน้ําตาลฟรักโตสเขมขนชนิดละ 50 กรัม
ตอลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปบมในอางน้ําอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา
เปนครั้งคราว เปนเวลา 2 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาที่ 0 และ 2 ชั่วโมงโดยตมในน้ําเดือด นําไปวิเคราะห
ผลตางของปริมาณเคสโตสที่สูงขึ้นที่เวลา 0 และ 2 ชั่วโมง (โดยกําหนดให 1 หนวยของเอนไซมเทา
กับปริมาณเอนไซมที่สามารถผลติเคสโตสได 1 กรัมในเวลา 2 ชั่วโมง)

14.1 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Lowry
นําน้ําหมัก 0.5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย lowry A ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน

ตั้งทิ้งไว 10 นาที เติมสารละลาย lowry B ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวนาน 30
นาที นําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร โดยใชกราฟมาตรฐานจากสาร
ละลาย BSA (Bovine serum albumin)

15. ศึกษาการทําฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดจากน้ําหมักใหมีความบริสุทธิ์สูงขึ้น
15.1 ศึกษาการดูดซับน้ําตาลชนิดตาง ๆ โดยผงถานกัมมันต
เตรียมสารละลายน้ําตาลชนิดตาง ๆ ไดแก สารละลายน้ําตาลกลูโคสเขมขน 0.025 กรัม

ตอน้ําปลอดประจุ 3 มิลลิลิตร สารละลายน้ําตาลฟรักโตสเขมขน 0.025 กรัมตอน้ําปลอดประจุ 3
มิลลิลิตร สารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 0.025 กรัมตอน้ําปลอดประจุ 3 มิลลิลิตร สารละลายน้ํา
ตาลเคสโตสเขมขน 0.01 กรัมตอน้ําปลอดประจุ 3 มิลลิลิตร สารละลายน้ําตาลนีสโตสเขมขน 0.01
กรัมตอน้ําปลอดประจุ 3 มิลลิลิตร เติมเขาคอลัมนที่บรรจุผงถานกัมมันต ดวยอัตราการไหล 1
มิลลิลิตรตอนาที ชะดัวยตัวทําละลายชนิดตาง ๆ ไดแก น้ําปลอดประจุ (สําหรับชะน้ําตาลฟรักโตส
และน้ําตาลกลูโคส) เอทิลแอลกอฮอลลเขมขน 5 เปอรเซ็นต (สําหรับชะน้ําตาลซูโครส) และ เอทิล
แอลกอฮอลลเขมขน 15 เปอรเซ็นต (สําหรับชะเคสโตสและนีสโตส) เก็บสารละลายที่ออกจาก
คอลัมนในหลอดทดลองหลอดละ 5 มิลลิลิตรโดยเครื่องเก็บตัวอยางสารละลาย (fraction
collector) นําไปวิเคราะหคาดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตรโดยวิธีของ Bernfeld

15.2 ศึกษาการดูดซับน้ําตาลชนิดตาง ๆ ที่ผสมกันโดยผงถานกัมมันต
เตรียมสารละลายน้ําตาลผสม ประกอบดวยน้ําตาลกลูโคส, น้ําตาลฟรักโตสและน้ําตาล

ซูโครส เขมขนชนิดละ 0.025 กรัมตอ 3 มิลลิลิตร และน้ําตาลเคสโตสกับน้ําตาลนีสโตสเขมขนชนิด
ละ 0.01 กรัมตอ 3 มิลลิลิตร รวมมีน้ําตาล 5 ชนิดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 3 มิลลิลิตร  เติมเขา
คอลัมนและชะดวยสารละลายเชนเดียวกับการทดลองในขอ 13.1  นําไปวิเคราะหคาดูดกลืนแสงที่
540 นาโนเมตรโดยวิธีของ Bernfeld

15.3 ศึกษาการดูดซับน้ําตาลชนิดตาง ๆ ที่ในน้ําหมักโดยผงถานกัมมันต
นําน้ําหมักที่ไดจากการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เติมเขาใน

คอลัมนและชะดวยสารละลายเชนเดียวกันการทดลองในขอ 3.2 นําไปวิเคราะหคาดูดกลืนแสงที่
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540 นาโนเมตรโดยวิธีของ Bernfeld และเก็บรวมสารละลายตัวอยางที่ชะออกมานําไประเหยใน
อางน้ําเดือดใหมีปริมาตรคงเหลือประมาณ 500 ไมโครลิตร นําไปวิเคราะหความบริสุทธิ์ของสาร
ละลายน้ําตาลที่แยกไดโดย HPLC ในขอ 8

15.4 ศึกษาประสิทธิภาพของคอลัมนเมื่อใชคอลัมนติดตอกัน
เตรียมคอลัมนใหมโดยบรรจุผงถานกัมมันตปริมาตร 0.5 กรัมในพาสเจอรปเปตแกว

ทดลองเติมน้ําตาลซูโครสเขมขน 0.005 กรัมตอปริมาตร 3 มิลลิลิตร ชะดวยสารละลายเอทิลแอล
กอฮอลลเขมขน 5 เปอรเซ็นต ดวยอัตราเร็ว 1 มิลลิลิตรตอนาที วิเคราะหปริมาณน้ําตาลซูโครสโดย
วิธีของ Bernfeld ทําซ๊ําติดตอกัน 4 คร้ัง วิเคราะหปริมาณน้ําตาลซูโครสที่ชะออกมาในแตละครั้ง
เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการเก็บเกี่ยวน้ําตาลซูโครสคืนจากคอลัมนเมื่อใชคอลัมนติดตอกัน

15.5 ศึกษาความเขมขนของน้ําตาลซูโครสสูงสุดที่คอลัมนสามารถดูดซับได
เพื่อศึกษาอัตราสวนของการดูดซับของคอลัมนกับน้ําตาลซูโครส โดยเตรียมสารละลายน้ํา

ตาลซูโครสเขมขน 0.09, 0.12 และ 0.05 กรัมตอ 3 มิลลิลิตร เติมเขาในคอลัมนและชะโดยน้ํากลั่น
และสารละลายเชนเดียวกับขอ 13.1 นําไปวิเคราะหคาดูดกลืนแสงโดยวิธีของ Bernfeld

15.6 ศึกษาความสัมพันธระหวางการดูดซับน้ําตาลซูโครสและน้ําตาลกลูโคส
เพื่อศึกษาผลการรบกวนของน้ําตาลกลูโคสที่ผสมกับน้ําตาลซูโครสที่มีความเขมขนสูงสุด

ที่คอลัมนสามารถดูดซับได โดยเตรียมสารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขนมากที่สุดที่คอลัมนสามารถ
ดูดซับไดจากผลการทดลองในขอ 13.5 ผสมกับน้ําตาลกลูโคสเขมขน 0.12 กรัม เติมเขาในคอลัมน
และชะโดยสารละลายเชนเดียวกับขอ 13.1 นําไปวิเคราะหคาดูดกลืนแสงโดยวิธีของ Bernfeld
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บทที่ 4
ผลการวิจัย

1. ผลการศึกษาปจจัยเบื้องตนที่มีผลตอการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดโดย Penicillium
   sp.H12

1.1 ผลของอายุหัวเชื้อตอการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด
1.1.1 ผลการทดลองในขวดเขยา

จากการเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ตามวิธีการทดลองในขอ 4 โดยใชหัวเชื้อชนิดที่
เปนสปอรและสายใยที่มีอายุ 14, 16, 18 และ 20 ชั่วโมงพบวา สามารถผลิต FOS ไดใกลเคียงกัน
แตระยะเวลาที่มีการผลิตเคสโตสสูงสุดแตกตางกัน (ตารางที่ 3) ในกรณีที่ใชหัวเชื้อที่เปนสปอร
สามารถผลิตเคสโตสไดสูงสุดที่ระยะเวลา 12 ชั่วโมงของการเพาะเลี้ยง ไดเคสโตส 65 กรัมตอลิตร
ขณะที่การเพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้อที่เปนสายใยที่มีอายุ 14, 16, 18 และ 20 ชั่วโมงจะสามารถผลิต
เคสโตสสูงสุดไดเทากับ 73.77, 75.7, 75 และ 72.93 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ที่ระยะเวลาใกลเคียง
กันในชวง 12 – 18 ชั่วโมงของการเพาะเลี้ยง เมื่อเร่ิมตนการเพาะเลี้ยงจะมีการใชน้ําตาลซูโครส
อยางรวดเร็วและมีการผลิต FOS สูงขึ้นโดยมีการผลิตเคสโตสสูงกวานีสโตส (รูปที่ 3 – 7)  การ
เพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้อที่เปนสปอรพบวาในระยะเวลา 9 ชั่วโมงแรกของการเพาะเลี้ยงมีการใชน้ํา
ตาลซูโครสไปอยางรวดเร็วที่สุด      (ซึ่งนาจะเกิดจากสปอรเร่ิมงอกจึงมีการใชน้ําตาลซูโครสอยาง
รวดเร็ว) หลังจากชั่วโมงที่ 12 ของการเพาะเลี้ยง พบวาการผลิตเคสโตสจะเริ่มคงที่ แตการผลิตนีส
โตสยังคงเพิ่มข้ึน (รูปที่ 8 และ 9) (เนื่องจากการสรางนีสโตสเกิดจากการนําน้ําตาลฟรักโตส 1
โมเลกุลเขาเชื่อมกับเคสโตส 1 โมเลกุล)

ขณะที่การผลิตนีสโตสการเพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้อที่เปนสปอร สามารถผลิตนีสโตสไดสูง
สุดเทากับ 49 กรัมตอลิตรที่ระยะเวลา 21 ชั่วโมงของการเพาะเลี้ยง ขณะที่การเพาะเลี้ยงโดยใชหัว
เชื้อที่เปนสายใยที่มีอายุ 14, 16, 18 และ 20 ชั่วโมงสามารถผลิตนีสโตสไดสูงสุดเทากับ 46.72,
39, 46 และ 39 กรัมตอลิตรที่ระยะเวลาระหวาง 18 – 24 ชั่วโมง และการผลิตนีสโตสมีปริมาณใกล
เคียงกัน (เชนเดียวกับการผลิตเคสโตส) เมื่อพิจารณาปริมาณ FOS   โดยรวมพบวาการเพาะเลี้ยง
โดยใชหัวเชื้อที่เปนสปอรและหัวเชื้อที่เปนสายใยที่มีอายุ 14,16,18 และ 20 ชั่วโมงสามารถผลิต
FOS รวมสูงสุดไดเทากับ 97, 110.8, 110, 115 และ 83.93 กรัมตอลิตรตามลําดับ ซึ่งจะเห็นไดวา
หัวเชื้อที่เปนสายใยที่มีอายุ 14, 16 และ 18 ชั่วโมงผลิต FOS รวมสูงสุดปริมาณใกลเคียงกันในชวง
110 – 115 กรัมตอลิตร เมื่อพิจารณาการเกิดน้ําตาลกลูโคส (รูปที่ 13) พบวาน้ําตาลกลูโคสมีแนว
โนมเพิ่มข้ึนในระยะเวลา 12 ชั่วโมงแรกของการเพาะเลี้ยง หลังจากนั้นจะมีระดับคอนขางคงที่ แม
วาปริมาณน้ําตาลซูโครสจะลดลง ซึ่งนาจะเกิดจากปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่เพิ่มข้ึนจากการผลิต
เคสโตสและนีสโตสใกลเคียงกับปริมาณน้ําตาลที่ถูกใชไปในการเจริญเติบโตของสายใย เนื่องจาก
น้ําหนักแหงของสายใยมีปริมาณเพิ่มข้ึน (รูปที่ 12) ซึ่งการผลิตโดยใชหัวเชื้อที่เปนสปอรและหัวเชื้อ
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ที่เปนสายใยที่มีอายุ 14, 16, 18 และ 20 ชั่วโมงจะไดปริมาณน้ําตาลกลูโคสสูงสุดเทากับ 48,
52.01, 51.2, 50 และ 41.08 กรัมตอลิตรที่เวลา 21, 24, 24, 24 และ 21 ชั่วโมงตามลําดับ ซึ่ง
ระดับของน้ําตาลกลูโคสที่คงที่เนื่องมาจากปริมาณน้ําตาลซูโครสลดลง ทําใหการผลิต FOS ลดลง
จึงทําใหปริมาณน้ําตาลกลูโคสในระบบคงที่ดวย

นอกจากนี้พบวาน้ําตาลฟรักโตสมีปริมาณนอยมาก โดยเฉลี่ยพบวามีความเขมขน
ประมาณ 2 กรัมตอลิตรและคอนขางคงที่ ซึ่งสอดคลองกับกลไกการเกิดปฏิกิริยา เมื่อน้ําตาล
ซูโครสถูกแยกออกเปนน้ําตาลฟรักโตสและน้ําตาลกลูโคส น้ําตาลฟรักโตสจะถูกนําไปตอกับน้ํา
ตาลซูโครสหรือเคสโตส (Jung และคณะ,1989) ดังนั้นในระบบจึงพบปริมาณของน้ําตาลฟรักโตส
นอยมาก จากการพิจารณาแนวโนมการผลิต FOS โดยรวมของการเพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้อที่มีอายุ
ตาง ๆ พบวามีแนวโนมการผลิตเปนไปในทิศทางเดียวกันโดยเมื่อวิเคราะหสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ
(correlation coefficient) ของการผลิต FOS เฉลี่ยตั้งแตชั่วโมงที่ 0 จนถึงชั่วโมงที่ 12 ของการ
เพาะเลี้ยงซึ่งเปนชวงที่มีการผลิต FOS อยางรวดเร็วพบวาการผลิต FOS รวมเมื่อเพาะเลี้ยงโดยใช
หัวเชื้อที่เปนสปอรและหัวเชื้อที่เปนสายใยมีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธใกลเคียงกัน (ตารางที่ 4)
โดยคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธของการผลิต FOS รวมเฉลี่ยเทากับ 0.9824 แสดงวาการผลิต FOS
รวมในชวง 0 – 12 ชั่วโมงแรกของการเพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้อที่มีอายุที่แตกตางกันมีแนวโนม
สัมพันธกัน เมื่อพิจารณาการผลิตเคสโตสและนีสโตสของการเพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้อที่มีอายุ 18
ชั่วโมงพบวาจะสามารถผลิต FOS รวมในระยะเวลาหลังจาก 15 ชั่วโมงของการเพาะเลี้ยงไดสูงที่สุด
เมื่อเปรียบเทียบกับหัวเชื้ออายุอื่น (115, 108 และ 111 กรัมตอลิตรในชั่วโมงที่ 18, 21 และ 24) ขณะ
ที่การเพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้อที่มีอายุ 14 ชั่วโมงจะมีปริมาณเคสโตสและนีสโตสเริ่มตนสูงที่สุด ซึ่งมี
ความเปนไปไดวาในการเตรียมหัวเชื้อเมื่อเพาะเลี้ยงในระยะเวลา 14 ชั่วโมงของการเตรียมหัวเชื้อจะ
เปนชวงที่มีการผลิต FOS ทั้งชนิดเคสโตสและนีสโตสไดสูงจึงทําใหปริมาณเคสโตสและนีสโตสเริ่มตน
ในการเพาะเลี้ยงมีปริมาณสูงดวย เชนเดียวกับในการเพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้อที่เปนสายใยที่มีอายุ 16
ชั่วโมงก็มีปริมาณเคสโตสและนีสโตสเริ่มตนสูง แตนอยกวาการเพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้ออายุ 14 ชั่วโมง
เมื่อพิจารณาอัตราการผลิตเคสโตสพบวาเมื่อพิจารณาในระยะเวลาที่ใหการผลิตสูงสุด พบวาเมื่อ
เพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้อที่มีอายุตาง ๆ กันมีอัตราการผลิตใกลเคียงกัน    (ตารางที่ 3) แมวาจะแตกตาง
กันตามชั่วโมงที่ใหการผลิตสูงสุด

ในกรณีที่การผลิตนีสโตสซึ่งสูงขึ้นในชวงหลังของการเพาะเลี้ยง (รูปที่ 9) พบวาในชวงหลัง
ของการเพาะเลี้ยงปริมาณน้ําตาลเคสโตสโดยรวมจะคอนขางคงที่หรือลดลงเล็กนอย (รูปที่ 8) ซึ่งนา
จะเกิดจากการสรางเคสโตสมีอัตราเร็วใกลเคียงกับการสรางนีสโตส ดังนั้นปริมาณเคสโตสที่หมดไป
กับการสรางนีสโตส จึงนาจะถูกทดแทนโดยการสรางเคสโตสจากน้ําตาลซูโครส เมื่อพิจารณาจาก
กราฟการกระจายเชิงเสน (รูปที่ 14) ซึ่งแสดงใหเห็นความสัมพันธระหวางปริมาณ FOS รวมขณะ
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เพาะเลี้ยงจะสอดคลองกับปริมาณน้ําตาลซูโครสที่ลดลง พบวาเมื่อปริมาณน้ําตาลซูโครสคงเหลือใน
ระบบต่ํากวา 20 กรัมตอลิตรจะทําใหการผลิต FOS รวมคอนขางคงที่ และเมื่อพิจารณาความชันของ
การกระจายเชิงเสนของการผลิตโดยใชหัวเชื้อที่เปนสปอรและหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 14,16,18 และ
20 ชั่วโมง ซึ่งมีคาเทากับ 0.6375, 0.5901, 0.7285, 0.8159 และ 0.5437 ตามลําดับ พบวาการผลิต
FOS รวมโดยหัวเชื้อที่เปนสายใยที่มีอายุ 18 ชั่วโมงมีคาความชันสูงสุด ขณะที่การผลิตโดยใชหัวเชื้อที่
เปนสปอร, หวัเชื้อที่เปนสายใยที่มีอายุ 14 และ 20 ชั่วโมงจะมีความชันใกลเคียงกัน จึงมีความเปนไป
ไดวาการผลิตโดยใชหัวเชื้อที่เปนสายใยที่มีอายุ 16 และ 18 ชั่วโมงมีอัตราการผลิตตั้งแตเริ่มตนจนถึง
ชั่วโมงที่ 24 เพิ่มขึ้นสูงกวาการผลิตโดยใชหัวเชื้อที่เปนสปอร และหัวเชื้อที่เปนสายใยที่มีอายุ 14 และ
20 ชั่วโมง
ตารางที่ 3 เปรียบเทียบการผลิต FOS เมื่อเพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้ออายุตาง ๆ

อัตราการผลิตเคสโตส  (ก/ล/ชม)* 5.4 6.2 5.1 4.2 6.1
อัตราการผลิตนีสโตส (ก/ล/ชม)* 2.3 1.9 1.8 1.9 1.9
อัตราการผลิต FOS รวม (ก/ล/ชม)*
 FOS รวมตอน้ําหนักแหง (Yp/x)*

4.6
38.8

6.1
20.8

6.1
19.6

6.4
15.5

7
14.5

 หมายเหตุ * คิดจากชั่วโมงที่ไดผลผลิตสูงสุด
เมื่อพิจารณาถึงน้ําหนักสายใยแหง เมื่อเปรียบเทียบน้ําหนักสายใยแหงเริ่มตนและแนวโนม

การเจริญเติบโตของสายใยระหวางการเพาะเลี้ยงของหัวเชื้อที่มีอายุ 14, 16, 18 และ 20 ชั่วโมง พบ
วาน้ําหนักสายใยแหงเริ่มตนของหัวเชื้อที่เปนสายใยที่มีอายุ 18 และ 20 ชั่วโมงมีความใกลเคียงกัน ซึ่ง
มีความเปนไปไดวา เซลลมีการเจริญเติบโตชาลงเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 18 ชั่วโมง
ขึ้นไป อาจเนื่องมาจากปริมาณน้ําตาลตาง ๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง ขณะที่การเจริญเติบโตของสาย
ใยจะมีสูงในระยะเวลากอน 18 ชั่วโมง ซึ่งเปนเพราะในระบบยังคงมีปริมาณน้ําตาลสูงทําใหเซลล
สามารถนําน้ําตาลไปใชได (รูปที่ 12) และอัตราสวนปริมาณ FOS รวมกับน้ําหนักแหง ณ ชั่วโมงที่ให
การผลิตสูงสุด (Yp/x) ของการเพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้อที่เปนสปอรและหัวเชื้อที่เปนสายใย (ตารางที่

เปรียบเทียบการผลิต FOS
หัวเชื้อที่
เปนสปอร

หัวเชื้อที่เปนสายใย
อายุตาง ๆ (ชม.)  

 14 16 18 20
ชั่วโมงที่ผลิตเคสโตสไดสูงสุด 12 12 15 18 12
ชั่วโมงที่ผลิตนีสโตสไดสูงสุด 21 24 21 24 21
ชั่วโมงที่ผลิต FOS รวมไดสูงสุด 21 18 18 18 12
ปริมาณ FOS รวมสูงสุด (ก/ล)* 97 110 110 115 84
ปริมาณเคสโตสสูงสุด (ก/ล)* 65 74 76 75 73
ปริมาณนีสโตสสูงสุด (ก/ล)*       49 47 39 46 39
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3) พบวาลดลงเมื่อสายใยมีอายุมากขึ้น ทั้งนี้เนื่องมาจากมีการผลิต FOS ใกลเคียงกัน จากการ
พิจารณาทั้งหมดดังกลาวในการทดลองในระดับขวดเขยาขางตน พบวายังไมสามารถระบุไดอยางชัด
เจนถึงอายุของหัวเชื้อที่เหมาะสมที่สุดในการผลิต FOS จึงจะทําการทดลองในการเพาะเลี้ยงในถัง
หมัก เนื่องจากมีการควบคุมสภาวะที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงไดแก ความเปนกรดดาง และ
ปริมาณออกซิเจนละลาย จึงนาจะเห็นผลความแตกตางของการเพาะเลี้ยงไดชัดเจนกวาการเพาะ
เล้ียงในขวดเขยา โดยการเพาะเลี้ยงจะใชหัวเชื้อที่เปนสปอรและหัวเชื้อที่เปนสายใยอาย ุ 16 และ 18
ชั่วโมง ซึ่งมีแนวโนมการเพิ่มขึ้นของอัตราการผลิตที่สูง (พิจารณาจากการกระจายเชิงเสน) มาทําการ
ทดลองเปรียบเทียบตอไป

ตารางที่ 4 แสดงผลคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธในการผลิตตั้งแตชั่วโมงที่ 0 - 12
หัวเชื้อ สปอร อายุ 14 ชม. อายุ 16 ชม. อายุ 18 ชม. อายุ 20 ชม.
สปอร - 0.9985 0.9869 0.9431 0.9972

อายุ 14 ชม. 0.9985 - 0.9941 0.9596 0.9997
อายุ 16 ชม. 0.9869 0.9941 - 0.9843 0.9961
อายุ 18 ชม. 0.9431 0.9596 0.9843 - 0.9651
อายุ 20 ชม. 0.9972 0.9997 0.9961 0.9651 -
หมายเหตุ สัมประสิทธสหสัมพันธแสดงความสัมพันธของขอมูล 2 กลุม (เมื่อคาสัมประสิทธิ์สห
สัมพันธเขาใกล 1.00 แสดงวาขอมูล 2 กลุมมีความสัมพันธในทิศทางเดียวกัน และพบวาการเพาะ
เล้ียงโดยใชหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 16 และ 18 ชั่วโมงมีความสัมพันธกัน แตมีความสัมพันธกับหัว
เชื้อแบบอื่นนอยกวา ทั้งนี้สัมประสิทธิ์สหสัมพันธในการผลิต 12 ชั่วโมงแรกของการใชหัวเชื้อที่มีอายุ
ตางกันมีความใกลเคียงกัน )
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รูปที่ 3 ปริมาณ FOS และน้ําตาลชนิดตาง ๆ เมื่อเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในอาหารเหลว
โดยใชหัวเชื้อที่เปนสปอร
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รูปที่ 4 ปริมาณ FOS และน้ําตาลชนิดตาง ๆ เมื่อเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในอาหารเหลว
โดยใชหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 14 ชั่วโมง
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รูปที่ 5 ปริมาณ FOS และน้ําตาลชนิดตาง ๆ เมื่อเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในอาหารเหลว
โดยใชหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 16 ชั่วโมง
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รูปที่ 6 ปริมาณ FOS และน้ําตาลชนิดตาง ๆ เมื่อเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในอาหารเหลว
โดยใชหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 18 ชั่วโมง
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รูปที่ 7 ปริมาณ FOS และน้ําตาลชนิดตาง ๆ เมื่อเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในอาหารเหลว
โดยใชหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 20 ชั่วโมง
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หัวเชือ้ท่ีเปนสปอร หวัเชือ้ท่ีเปนสายใยอายุ 14 ชัว่โมง
หัวเชือ้ท่ีเปนสายใยอายุ 16 ชัว่โมง หวัเชือ้ท่ีเปนสายใยอายุ 18 ชัว่โมง
หัวเชือ้ท่ีเปนสายใยอายุ 20 ชัว่โมง

รูปที่ 8  ปริมาณเคสโตสเมื่อเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในอาหารเหลว       โดยใชหัวเชื้อที่
             เปนสปอร และหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุตาง ๆ
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หวัเช้ือท่ีเปนสปอร หวัเช้ือท่ีเปนสายใยอายุ 14 ช่ัวโมง
หวัเช้ือท่ีเปนสายใยอายุ 16 ช่ัวโมง หวัเช้ือท่ีเปนสายใยอายุ18 ช่ัวโมง
หวัเช้ือท่ีเปนสายใยอายุ 20 ช่ัวโมง

รูปที่ 9  ปริมาณนีสโตสเมื่อเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในอาหารเหลว โดยใชหัวเชื้อที่เปนสปอร
 และหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุตาง ๆ
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หัวเช้ือทีเ่ปนสปอร หัวเชือ้ทีเ่ปนสายใยอาย ุ14 ชัว่โมง
หัวเช้ือทีเ่ปนสายใยอาย ุ16 ช่ัวโมง หัวเชือ้ทีเ่ปนสายใยอาย ุ18 ชัว่โมง
หัวเช้ือทีเ่ปนสายใยอาย ุ20 ช่ัวโมง

รูปที่ 10  ปริมาณ FOS รวมเมื่อเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในอาหารเหลว   โดยใชหัวเชื้อที่
 เปนสปอรและหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุตาง ๆ
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หัวเชือ้ทีเ่ปนสปอร

หัวเชือ้ทีเ่ปนสายใยอายุ 14 ชัว่โมง

หัวเชือ้ทีเ่ปนสายใยอายุ 16 ชัว่โมง

หัวเชือ้ทีเ่ปนสายใยอายุ 18 ชัว่โมง

หัวเชือ้ทีเ่ปนสายใยอายุ 20 ชัว่โมง

หัวเชือ้ทีเ่ปนสปอร

หัวเชือ้ทีเ่ปนสายใยอายุ 14 ชัว่โมง

หัวเชือ้ทีเ่ปนสายใยอายุ 16 ชัว่โมง

หัวเชือ้ทีเ่ปนสายใยอายุ 18 ชัว่โมง

หัวเชือ้ทีเ่ปนสายใยอายุ 20 ชัว่โมง

รูปที่ 11 ปริมาณ FOS รวมและน้ําตาลซูโครส เมื่อเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในอาหารเหลว
โดยใชหัวเชื้ออายุตาง ๆ
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หัวเชื้อทีเ่ปนสปอร หัวเช้ือทีเ่ปนสายใยอายุ 14 ช่ัวโมง

หัวเชื้อทีเ่ปนสายใยอายุ 16 ช่ัวโมง หัวเช้ือทีเ่ปนสายใยอายุ 18 ช่ัวโมง

หัวเชื้อทีเ่ปนสายใยอายุ 20 ช่ัวโมง

รูปที่ 12 น้ําหนักสายใยแหง เมื่อเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในอาหารเหลว โดยใชหัวเชื้อที่
  เปนสปอร และหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุตาง ๆ
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หัวเชือ้ท่ีเปนสปอร หัวเชือ้ท่ีเปนสายใยอายุ 14 ชัว่โมง
หัวเชือ้ท่ีเปนสายใยอายุ 16 ชัว่โมง หัวเชือ้ท่ีเปนสายใยอายุ 18 ชัว่โมง
หัวเชือ้ท่ีเปนสายใยอายุ 20 ชัว่โมง

รูปที่ 13 ปริมาณน้ําตาลกลูโคส เมื่อเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในอาหารเหลว โดยใชหัวเชื้อที่
  เปนสปอร และหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุตาง ๆ
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หัวเชือ้สปอร หัวเชือ้ทีเ่ปนสายใยอาย ุ14 ชัว่โมง

หัวเชือ้ทีเ่ปนสายใยอาย ุ16 ชัว่โมง หัวเชือ้ทีเ่ปนสายใยอาย ุ18 ชัว่โมง

หัวเชือ้ทีเ่ปนสายใยอาย ุ20 ชัว่โมง เชงิเสน (หัวเชือ้สปอร)

เชงิเสน (หัวเชือ้ทีเ่ปนสายใยอาย ุ14 ชัว่โมง) เชงิเสน (หัวเชือ้ทีเ่ปนสายใยอาย ุ16 ชัว่โมง)

เชงิเสน (หัวเชือ้ทีเ่ปนสายใยอาย ุ18 ชัว่โมง) เชงิเสน (หัวเชือ้ทีเ่ปนสายใยอาย ุ20 ชัว่โมง)

รูปที่ 14 กราฟการกระจายเชิงเสนเปรียบเทียบความสัมพันธของการผลิต FOS รวม และปริมาณน้ํา
ตาลซูโครสที่ลดลง (ณ ชั่วโมงเดียวกัน) ในระหวางการผลิตเมื่อเพาะเลี้ยง  Penicillium sp.
H12  ในอาหารเหลว โดยใชหัวเชื้อที่เปนสปอร และหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ ตาง ๆ
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1.2 ศึกษาอายุของหัวเชื้อในการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดในถังหมัก
จากการทดลองในขอ 1.1 พบวาการเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในระดับขวด

เขยาโดยใชหัวเชื้อเริ่มตนที่มีอายุตาง ๆ ไดผลเปรียบเทียบความแตกตางของการผลิต FOS โดยรวม
ไมชัดเจน ซึ่งอาจเกิดจากในการผลิตไมไดมีการควบคุมคาความเปนกรดดางและปริมาณออกซิเจน
ละลายตลอดการเพาะเลี้ยง ในการทดลองนี้จึงเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เพื่อการผลิต FOS ปริมาตร 1 ลิตรในถังหมักขนาด 2.6 ลิตร ควบคุมคาการละลายของออกซิเจนเทา
กับ 80 เปอรเซ็นตของอากาศอิ่มตัว (โดยปรับอัตราเร็วของการกวน) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
(แปรผันไมเกิน 2 องศาเซลเซียส) ควบคุมคาความเปนกรดดางเทากับ 5 ตลอดการเพาะเลี้ยง เพื่อให
มีปจจัยที่เหมาะสมตอการผลิต FOS ตามที่ไดมีการศึกษามาแลวโดย วรรณา ศรีสัจจารักษ (2543)
โดยใชหัวเชื้อเริ่มตนของการผลิต คือ หัวเชื้อที่เปนสปอร และหัวเชื้อที่เปนสายใยที่มีอายุ 16 และ 18
ชั่วโมง (รูปที่ 15 –17) จากการทดลองพบวาเมื่อเพาะเลี้ยงโดยใชหวัเชื้อที่เปนสายใยอายุ 16 และ 18
ชั่วโมงสามารถใหผลผลิตเคสโตสสูงสุดใกลเคียงกันคือ 97.58 และ 106.9 กรัมตอลิตรที่ระยะเวลา 18
และ 12 ชั่วโมงของการเพาะเลี้ยง (ตารางที่ 5) ขณะที่การเพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้อที่เปนสปอรจะ
สามารถผลิตไดเคสโตสสูงสุดเทากับ 82.59 กรัมตอลิตรที่ระยะเวลา 12 ชั่วโมงของการเพาะเลี้ยง

การเพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 18  ชั่วโมงสามารถผลิตเคสโตส, นีสโตส และ
FOS รวมไดสูงกวาการเพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้อที่เปนสปอรและหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 16 ชั่วโมง (รูป
ที่ 19 - 21) ซึ่งอาจจะเกิดจากหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 18 ชั่วโมงการผลิตเอนไซมไดมากกวา เมื่อ
พิจารณาจากการผลิตเคสโตส (รูปที่ 19) พบวาการเพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 18 ชั่ว
โมงจะมีการผลิตเคสโตสในระดับคงที่ระหวางชั่วโมงที่ 12 – 18 ของการเพาะเลี้ยง แมวาการผลิตนีส
โตสจะสูงขึ้น (รูปที่ 20) ซึ่งมีความเปนไปไดวาในชวงเวลานี้ของการเพาะเลี้ยง การผลิตเคสโตสนาจะ
มีอัตราเร็วใกลเคียงกับการผลิตนีสโตส (ซึ่งเกิดจากเคสโตสตอกับน้ําตาลฟรักโตส) เนื่องจากสังเกตได
วาน้ําตาลซูโครสยังคงมีปริมาณลดลง และมีระดับของน้ําตาลกลูโคสเพิ่มขึ้น แสดงวาหัวเชื้อที่เปน
สายใยอายุ 18 ชั่วโมงอาจมีการสรางเอนไซมที่เกี่ยวของกับการผลิตเคสโตสและนีสโตสออกมาไดมาก
โดยเอนไซมที่เกี่ยวของกับการผลิต  FOS ทั้งสองชนิดอาจมีปฏิกิริยาการทํางานในอัตราเร็วใกลเคียง
กัน เมื่อเปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลซูโครสที่ลดลงในชวงเวลา 12 – 18 ชั่วโมงของการเพาะเลี้ยงจะ
พบวาการเพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 18 ชั่วโมงสามารถเปลี่ยนน้ําตาลซูโครสใหเปน
FOS และน้ําตาลกลูโคสไดอยางรวดเร็ว ทําใหการผลิตเคสโตสมีสูงดวย เมื่อพิจารณาปริมาณนีสโตส
พบวาการเพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 18 ชั่วโมงสามารถผลิตนีสโตสไดสูงกวาการเพาะ
เล้ียงโดยใชหัวเชื้อที่เปนสปอรและหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 16 ชั่วโมง เนื่องมาจากปริมาณเคสโตสใน
ระบบของการเพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 18 ชั่วโมงมีสูงกวา จึงมีความเปนไปไดวาถา
ในระบบมีปริมาณเคสโตสสูงเพียงพอ จะสามารถเหนี่ยวนําใหเซลลมีการสรางเอนไซมที่เกี่ยวของกับ
การผลิตนีสโตสออกมาไดมากดวย
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 เมื่อพิจารณาปริมาณน้ําตาลกลูโคส (รูปที่ 23) พบวา ปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่เพิ่มขึ้นในการ
ผลิตโดยใชหัวเชื้อทั้ง 3 แบบมีแนวโนมใกลเคียงกัน เนื่องมาจากแมวาจะมีการผลิต FOS ไดใน
ปริมาณแตกตางกัน แตเซลลสามารถนําน้ําตาลกลูโคสไปใชไดจึงอาจจะทําใหปริมาณน้ําตาลกลูโคส
ในระบบไมสูงจนเกินไป เพราะเมื่อพิจารณาจากน้ําหนักสายใยแหง (รูปที่ 18) พบวาแนวโนมการเพิ่ม
ขึ้นของน้ําหนักสายใยแหงมีทิศทางเดียวกัน คือ เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วในชวงระยะเวลา 9 –15 ชั่วโมง
ของการเพาะเลี้ยง และจากการทดลองพบวาน้ําหนักสายใยแหงมีแนวโนมลดลงหลังจากการเพาะ
เล้ียงไปเปนเวลา 18 ชั่วโมง เนื่องจากวามีการเพิ่มอัตราเร็วของการกวนในถังหมัก (เพื่อควบคุม
ปริมาณออกซิเจนละลายใหเทากับ 80 เปอรเซ็นตของคาอากาศอิ่มตัว) ทําใหเซลลที่มีขนาดใหญ และ
สายใยสวนปลายบางสวนเกิดการฉีกขาดได (รูปที่ 24)  ซึ่งจะพบวาการเพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้อที่
เปนสปอรจะยังคงมีการเพิ่มขึ้นของน้ําหนักสายใยแหง และคอนขางคงที่ในชวงทายของการผลิต
เนื่องจากวาขนาดของกลุมสายใยยังมีขนาดเล็ก ทําใหเซลลยังไมถูกทําลายโดยแรงเฉือนจากการเพิ่ม
ขึ้นของอัตราเร็วของการกวน แตจากการผลิตพบวาแมวาเซลลจะมีปริมาณน้ําหนักสายใยแหงลดลง
แตอัตราการผลิตยังคงมีตอไป เชนในการเพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 16 และ18  ชั่วโมง
ทั้งนี้นาจะเกิดจากยังคงมีปริมาณเซลลเหลือเพียงพอที่จะสามารถสรางเอนไซมเพื่อใชในการผลิต 
FOS ได โดยสังเกตไดจากรูปถายเสนใย ณ ชั่วโมงตาง ๆ ของการเพาะเลี้ยงในถังหมัก (รูปที่ 24)
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ตารางที่ 5 เปรียบเทียบการผลิต FOS ในถังหมักโดยใชหัวเชื้อที่เปนสปอร กับหัวเชื้อที่เปนสายใย
อายุ 16 และ 18 ชั่วโมง

เปรียบเทียบ หัวเชื้อที่เปน
สปอร

หัวเชื้อที่เปนสายใย
อายุ 16 ชั่วโมง

หัวเชื้อที่เปนสายใย
อายุ 18 ชั่วโมง

ชั่วโมงที่ผลิตเคสโตสสูงสุด 12 18 12
ชั่วโมงที่ผลิตนีสโตสสูงสุด 15 21 24
ชั่วโมงที่ผลิต FOS รวมสูงสุด 15 18 18

เคสโตสสูงสุด (ก/ล)* 82.59 97.58 106.9
นีสโตสสูงสุด (ก/ล)* 9.06 22.03 90

 FOS รวมสูงสุด (ก/ล)* 90.55 111.99 165.1
อัตราการผลิตเคสโตส **

(ก/ล/ชม.)
6.88 5.42 9.39

อัตราการผลิตนีสโตส **
(ก/ล/ชม.)

0.6 1.05 3.84

อัตราการผลิต FOS รวม**
(ก/ล/ชม.)

6.04 6.22 9.7

น้ําหนักสายใยแหง (ก/ล)*** 8.56 5.53 2.34
อัตราผลิตเคสโตส/สายใย** 3.93 0.98 2.51
อัตราผลิตนีสโตส/สายใย** 0.07 0.3 1.64
อัตราผลิต FOS รวม/สายใย** 0.7 1.12 4.15
หมายเหตุ * เทียบรอยละกับปริมาณน้ําตาลซูโครสเริ่มตน คิดจากชั่วโมงที่ไดผลผลิตสูงสุด
                ** คิดจากชั่วโมงที่ไดผลผลิตสูงสุด   *** คิดจากชั่วโมงที่ให FOS รวมสูงสุด
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ฟรักโตส กลูโคส ซูโครส เคสโตส นีสโตส

รูปที่ 15 ปริมาณ FOS และน้ําตาลชนิดตาง ๆ เมื่อเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในถังหมัก
 โดยใชหัวเชื้อที่เปนสปอร
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รูปที่ 16 ปริมาณ FOS และน้ําตาลชนิดตาง ๆ เมื่อเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในถังหมัก
 โดยใชหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 16 ชั่วโมง
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รูปที่ 17 ปริมาณ FOS และน้ําตาลชนิดตาง ๆ เมื่อเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในถังหมัก
 โดยใชหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 18 ชั่วโมง
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หัวเช้ือท่ีเปนสปอร หัวเช้ือท่ีเปนสายใยอายุ 16 ช่ัวโมง หัวเช้ือท่ีเปนสายใยอายุ 18 ช่ัวโมง

รูปที่ 18 น้ําหนักสายใยแหงเมื่อเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในถังหมัก โดยใชหัวเชื้อที่เปนสปอร
 หัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 16 และ 18 ชั่วโมง
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หัวเช้ือท่ีเปนสปอร หัวเช้ือท่ีเปนสายใยอายุ 16 ช่ัวโมง หัวเช้ือท่ีเปนสายใยอายุ 18 ช่ัวโมง

รูปที่ 19 ปริมาณเคสโตส เมื่อเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในถังหมัก โดยใชหัวเชื้อที่เปนสปอร
 หัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 16 และ 18 ชั่วโมง
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หัวเช้ือทีเ่ปนสปอร หัวเช้ือทีเ่ปนสายใยอายุ 16 ช่ัวโมง หัวเช้ือทีเ่ปนสายใยอายุ 18 ช่ัวโมง

รูปที่ 20 ปริมาณนีสโตสเมื่อเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในถังหมักโดยใชหัวเชื้อที่เปน
  สปอร หัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 16 และ 18 ชั่วโมง
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หัวเชื้อที่เปนสปอร หัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 16 ชั่วโมง หัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 18 ชั่วโมง

รูปที่ 21 ปริมาณ FOS รวมเมื่อเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในถังหมัก โดยใชหัวเชื้อที่เปนสปอร
 หัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 16 และ 18 ชั่วโมง
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หัวเช้ือท่ีเปนสปอร

หัวเช้ือท่ีเปนสายใยอายุ 16 ช่ัว
โมง

หัวเช้ือท่ีเปนสายใยอายุ 18 ช่ัว
โมง

น้ําตาลซูโครสหัวเช้ือท่ีเปนส
ปอร

น้ําตาลซูโครสหัวเช้ือท่ีเปนสาย
ใยอายุ 16 ช่ัวโมง

น้ําตาลซูโครสหัวเช้ือท่ีเปนสาย
ใยอายุ 18 ช่ัวโมง

รูปที่ 22 ปริมาณ FOS และน้ําตาลซูโครสเมื่อเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในถังหมักโดยใชหัว
              เชื้อที่เปนสปอร และหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 16 และ 18 ชั่วโมง
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หัวเชื้อที่เปนสปอรแขวนลอย หัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 16 ชั่วโมง หัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 18 ชั่วโมง

รูปที่ 23 ปริมาณน้ําตาลกลูโคสเมื่อเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในถังหมักโดยใชหัว
เชื้อที่เปนสปอร และหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 16 และ 18 ชั่วโมง
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จากการทดลองสามารถสรุปพิจารณาผลของอายุของหัวเชื้อตอการผลิต FOS     ในถังหมัก
ขนาด 2.6 ลิตร (ที่มีการควบคุมคาความเปนกรดดางเทากับ 5 ตลอดการเพาะเลี้ยงและควบคุม
ปริมาณออกซิเจนละลายเทากับ 80 เปอรเซ็นตของคาอากาศอิ่มตัว) พบวาหัวเชื้อที่เปนสายใยที่มีอายุ
16 และ 18 ชั่วโมง สามารถผลิตเคสโตส ณ ชั่วโมงที่ไดสูงสุดไดใกลเคียงกัน เทากับ 47.94% และ
49.29% ของน้ําตาลซูโครสเริ่มตนตามลําดับ ขณะที่หัวเชื้อที่เปนสปอรสามารถผลิตเคสโตสได
38.98% ของน้ําตาลซูโครสเริ่มตน จากผลการทดลองการผลิตเคสโตสและนีสโตสของการใชหัวเชื้อที่
เปนสปอร หัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 16 ชั่วโมงและ 18 ชั่วโมงจะไดผลผลิตสูงสุดในระยะเวลาที่แตก
ตางกัน จากการผลิตพบวาการเพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้อที่เปนสายใยที่มีอายุ 18 ชั่วโมงในถังหมักจะ
สามารถผลิตเคสโตส นีสโตสและ FOS รวมสูงสุด รวมทั้งมีอัตราการผลิต เคสโตส นีสโตสและ FOS
รวมสูงที่สุดเทากับ 9.39, 3.84 และ 9.39 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง และสังเกตไดวาแนวโนมการผลิตสูง
ขึ้นเมื่อหัวเชื้อมีอายุมากขึ้นดวย

เมื่อพิจารณาจากน้ําหนักสายใยแหง พบวาหัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 18 ชั่วโมงมีอัตราการ
ผลิต FOS รวมตอน้ําหนักแหงสายใย ณ ระยะเวลาที่ผลิตสูงสุดสูงกวาการผลิตโดยใชหัวเชื้อสปอร
และหัวเชื้อที่มีอายุ 16 ชั่วโมง แมวาจะมีน้ําหนักแหงของสายใย ณ เวลาที่ผลิต FOS รวมสูงสุดต่ํากวา
และมีโอกาสที่น้ําหนักสายใยแหงจะลดลงเนื่องจากถูกทําลายโดยแรงเฉือนจากการเพิ่มอัตราการกวน 
จึงอาจเปนไปไดวาหัวเชื้อที่มีอายุตั้งแต 18 ชั่วโมงขึ้นไปสามารถใหผลผลิตที่สูงกวาอยางชัดเจน เนื่อง
จากหัวเชื้อที่มีอายุมากขึ้น จะใหผลผลิต FOS สูงขึ้นเนื่องจากอาจจะมีการผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของกับ
การผลิต FOS ไดสูง และนาสังเกตวาหัวเชื้อที่มีอายุ 18 ชั่วโมงสามารถผลิตนีสโตสไดสูง ทั้งนี้เนื่องมา
จากวามีการผลิตเคสโตสไดสูงจึงทําใหการผลิตนีสโตสสูงขึ้นดวย แตขณะเดียวกันเมื่อสายใยมี
ปริมาณมากขึ้นจะมีโอกาสที่เสนใยจะถูกทําลายจากการกวนในถังหมักไดมากขึ้นดวย (ดังรูปที่ 24
แสดงเสนใย ณ ชั่วโมงตาง ๆ ของการเพาะเลี้ยงโดยใชหัวเชื้ออายุ 18 ชั่วโมง)

เมื่อพิจารณาการเพิ่มขึ้นของน้ําตาลกลูโคส (รูปที่ 23) พบวาการเพิ่มขึ้นของน้ําตาลกลูโคส
เปนในแนวทางเดียวกัน โดยเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่อง ซึ่งการเพิ่มขึ้นของน้ําตาลกลูโคสแสดงใหเห็นวามี
การผลิต FOS อยางตอเนื่อง และขณะเดียวกันเซลลก็มีการนําน้ําตาลกลูโคสไปใชในการเจริญเติบโต
ได การผลิตเคสโตสจะลดลงในชวงทายของการผลิต เพราะเคสโตสถูกนําไปใชในการผลิตนีสโตส
ขณะที่น้ําตาลซูโครสมีความเขมขนลดลง ดังนั้นในการทดลองตอไปจะเปนการเติมน้ําตาลซูโครสเพื่อ
เพิ่มผลผลิต โดยจะทดลองเติมน้ําตาลซูโครสในชั่วโมงตาง ๆ ของการผลิต เพื่อศึกษากรณีที่มีน้ําตาล
ซูโครสเพิ่มสูงขึ้นจะมีผลอยางไรในการผลิต FOS และจะใชหัวเชื้อที่เปนสายใยที่มีอายุ 18 ชั่วโมงมา
ใชในการทดลองตอไป
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รูปที่ 24 แสดงภาพเสนใย ณ ชั่วโมงตาง ๆ ของการเพาะเลี้ยงในถังหมัก   โดยใชหัวเชื้อที่เปนสายใย
  อายุ 18  ชั่วโมง (ถายดวยกลองดิจิตอล Sony Model) (ขยาย 400 เทา)

เสนใย ณ ชั่วโมงที่ 0   เสนใย ณ ชั่วโมงที่ 9

เสนใย ณ ชั่วโมงที่ 12               เสนใย ณ ชั่วโมงที่ 15

      

เสนใย ณ ชั่วโมงที่ 18                   เสนใย ณ ชั่วโมงที่ 21
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2. การศึกษาการเติมน้ําตาลซูโครสลงในถังหมักที่เวลาตาง ๆ ในระหวางการผลิต
จากการทดลองในขอ 1 เมื่อทราบอายุของหัวเชื้อที่เหมาะสมในการผลิต FOS ใหไดปริมาณ

มากในถังหมัก (หัวเชื้ออายุ 18 ชั่วโมง) และจากปฏิกิริยาการผลิต FOS ที่มีรายงานวาเกิดจากการนํา
น้ําตาลฟรักโตสมาตอกับน้ําตาลซูโครส ดังนั้นการเพิ่มปริมาณน้ําตาลซูโครสใหสูงขึ้นในระหวางการ
ผลิตจึงนาจะสามารถเพิ่มผลผลิตเคสโตสได เมื่อเคสโตสสูงขึ้นก็นาจะทําใหมีการผลิตนีสโตสสูงขึ้น
ดวย การทดลองนี้จะเปนการหาเวลาที่เหมาะสมในการเติมน้ําตาลซูโครสโดยเติมน้ําตาลซูโครสลงใน
ถังหมักใหมีความเขมขนเพิ่มขึ้น 50 กรัมตอลิตร (จากน้ําตาลซูโครสเดิมที่คงเหลือในระบบขณะนั้น) ที่
ชั่วโมงที่ 9 , 12, 15 และ 18 ของการผลิต

จากผลการทดลองเมื่อเปรียบเทียบการผลิตโดยไมเพิ่มน้ําตาลซูโครส (ผลิตแบบกะ) กับเติม
น้ําตาลซูโครส พบวาการเติมน้ําตาลซูโครสในชั่วโมงที่ 9 จะไดเคสโตสเพิ่มขึ้นที่ชั่วโมงที่ 12 เมื่อเติมใน
ชั่วโมงที่ 12 จะไดเคสโตสเพิ่มขึ้นที่ชั่วโมงที่ 15 เมื่อเติมในชั่วโมงที่ 15 และ 18 จะไดเคสโตสเพิ่มขึ้นที่
ชั่วโมงที่ 21 และ 24 (รูปที่ 25 – 28) แสดงวาการเพิ่มน้ําตาลซูโครสทําใหมีแนวโนมการผลิตเคสโตส
เพิ่มขึ้นหลังจากที่มีการเติมลงไป โดยเมื่อเติมน้ําตาลซูโครสในชั่วโมงที่ 9 ของการผลิตจะทําใหไดเคส
โตสสูงสุด 135 กรัมตอลิตร ที่ชั่วโมงที่ 12 ของการผลิต คิดเปนอัตราการผลิต 11.17 กรัมตอลิตรตอชั่ว
โมง ขณะที่การผลิตนีสโตสไดสูงสุด 47 กรัมตอลิตร อัตราการผลิตเทากับ 2.6 กรัมตอลิตรตอชั่วโมงที่
ชั่วโมงที่ 18 ของการผลิต โดยมีการผลิต FOS รวมสูงสุดเทากับ 135 กรัมตอลิตร คิดเปนอัตราการ
ผลิต 10.11 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับการผลิตแบบเติมน้ําตาลซูโครสที่ชั่วโมงที่ 12
ของการผลิต ไดการผลิตเคสโตสสูงสุดเทากับ 133 กรัมตอลิตรที่ชั่วโมงที่ 15 ของการผลิต เทียบเปน
อัตราการผลิตเทากับ 8.86 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง เมื่อพิจารณาการผลิตนีสโตสพบวาสามารถผลิตนีส
โตสสูงสุดเทากับ 105 กรัมตอลิตร หรือคิดเปนอัตราการผลิตเทากบั 4.38 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ที่ชั่ว
โมงที่ 24 ของการผลิต ในขณะที่การเติมน้ําตาลซูโครสที่ชั่วโมงที่ 15 และ 18 ใหการอัตราการผลิตเคส
โตสและนีสโตสลดลง (มีการผลิตเคสโตสสูงขึ้นกวาแบบกะ แตชม.ที่ผลิตไดสูงสุดนานกวา) จากการ
ทดลองพบวาการเติมน้ําตาลซูโครสจะใหเคสโตสสูงขึ้นมากที่สุดเมื่อเติมในชั่วโมงที่ 9 ของการผลิต
(รูปที่ 29) เนื่องจากเปนชวงแรกของการผลิตมีความเขมขนของน้ําตาลซูโครสเดิมสูงที่สุดทําใหมีการ
ผลิตเคสโตสสูงสุด ขณะที่การเติมน้ําตาลซูโครสที่ชั่วโมงที่ 12 จะใหนีสโตสสูงสุด (รูปที่ 30) เนื่องจาก
เปนชวงเริ่มตนของการผลิตนีสโตส เมื่อนีสโตสมีการผลิตสูงจึงทําใหมีผลรวมของ FOS สูงสุดดวย (รูป
ที่ 31)  ขณะที่การเติมน้ําตาลซูโครสในชั่วโมงที่ 15 และ 18 ไมชวยใหมีการผลิต FOS สูงขึ้นมากนัก
เนื่องจากเปนชวงที่มีความเขมขนของน้ําตาลซูโครสต่ํา และเปนชวงที่เคสโตสมีแนวโนมจะเปลี่ยนเปน
นีสโตส (นาจะเปนชวงที่มีเอนไซมที่เกี่ยวของกับการผลิตนีสโตสสูง) ดังนั้นเมื่อเติมน้ําตาลซูโครสลงไป
จึงอาจไมมีความเขมขนมากพอที่จะทําใหมีการเพิ่มอัตราการผลิตเคสโตส     และน้ําตาลซูโครสที่เติม
ลงไปอาจจะตองไปเหนี่ยวนําใหมีการสรางเอนไซมที่เกี่ยวของกับการผลิตเคสโตสกอนดวย และใน
การเติม ณ ชั่วโมงที่ 9 พบวาผลิตนีสโตสไดต่ํากวาการผลิตแบบกะ ซึ่งอาจเกิดจากน้ําตาลซูโครสที่
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เติมทําใหมีน้ําตาลซูโครสในระบบสูง อาจทําใหปฏิกิริยามีแนวโนวการผลิตเคสโตสมากกวานีสโตส
และอาจทําใหลดอัตราการเปลี่ยนเคสโตสไปเปนนีสโตสดวย ดังนั้นการเติมน้ําตาลซูโครสเพื่อใหเพิ่ม
ผลผลิตสูงขึ้น นาจะเปนการเติมในชวงระยะแรกของการผลิต (ชั่วโมงที่ 9 หรือ 12) ในกรณีที่ตองการ
เนนการผลิตเคสโตสสูงจึงควรเติมในชั่วโมงที่ 9 ของการผลิต เนื่องจากการเติมน้ําตาลซูโครสในชั่วโมง
ที่ 9 ของการผลิตจะทําใหน้ําตาลซูโครสในระบบมีสูง (ปริมาณน้ําตาลซูโครสเดิมในระบบยังมีสูง) จึง
นาจะไปเหนี่ยวนําใหมีการสรางเอนไซมที่เกี่ยวของกับการสรางเคสโตสไดมาก ในขณะที่การเติมน้ํา
ตาลซูโครสในชั่วโมงที่ 12 ของการผลิตนาจะทําใหมีการผลิต FOS โดยรวมสูง เนื่องมาจากเปนชวง
เวลาที่เซลลมีเอนไซมที่เกี่ยวของกับการผลิตทั้งเคสโตสและนีสโตส (ชม.ที่ 12 เปนชวงที่เริมมีการผลิต
นีสโตสไดสูงในการผลิตแบบกะ) ทําใหการผลิต FOS โดยรวมสูงขึ้น ดังนั้นกรณีที่จะเนนการผลิตนีส
โตสหรือตองการ FOS รวมสูงควรเติมน้ําตาลซูโครสในชวงเวลา 12 ชั่วโมงของการผลิต เมื่อพิจารณา
การผลิตแบบเติมน้ําตาลซูโครสในชั่วโมงที่ 9 ของการผลิต พบวาแนวโนมการผลิตใกลเคียงกับการ
ผลิตแบบกะ (ไมไดเติมน้ําตาลซูโครสระหวางการผลิต) คือ มีระดับน้ําตาลเคสโตสคงที่ในชั่วโมงที่ 12
– 18 แสดงวาการเติมน้ําตาลซูโครสในชั่วโมงที่ 9 ของการผลิตนาจะมีรูปแบบการผลิตเคสโตสใกล
เคียงกับการผลิตแบบกะมากที่สุด เมื่อพิจารณาปริมาณน้ําตาลกลูโคสในระบบ (รูปที่ 33) พบวาการ
ผลิตแบบเติมน้ําตาลซูโครสในชั่วโมงตาง  ๆ มีแนวโนมการเพิ่มขึ้นของน้ําตาลกลูโคสใกลเคียงกัน เชน
เดียวกับการการเพิ่มขึ้นของน้ําหนักสายใยแหง (รูปที่ 32) ซึ่งมีแนวโนมเชนเดียวกับการผลิตแบบกะ
ซึ่งอาจเกิดจากการเติมน้ําตาลซูโครสเพิ่มขึ้นเพียง 50 กรัมตอลิตร ไมไดทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการ
ผลิตมากนัก เมื่อพิจารณาแนวโนมของการผลิตแบบกะและแบบเติมน้ําตาลซูโครส    พบวาโดยรวม
การผลิตแบบกะและแบบเติมน้ําตาลซูโครส 50 กรัมตอลิตรใหผลการผลิตไมแตกตางกันมากนัก

เมื่อพิจารณาจากน้ําตาลซูโครสที่อยูในระบบ (ตารางที่ 7) พบวาการเพิ่มน้ําตาลซูโครสในชั่ว
โมงที่ 9 และ 12 ทําใหไดปริมาณ FOS รวมสูงสุด เทากับ 273 และ 299 กรัม แตก็เปนการใชปริมาณ
ซูโครสสูงกวาดวย (375 และ 362 กรัม) และเมื่อพิจารณาเปนอัตราสวนของน้ําตาลซูโครสที่ใชทั้งหมด
ตอ FOS ที่ได พบวา การผลิตโดยเติมน้ําตาลซูโครสในชั่วโมงที่ 12 มีอัตราสวนต่ําสุด (ใกลเคียงกับ
การผลิตโดยเติม ณ ชั่วโมงที่ 9 และ 18)  แสดงวาการผลิตโดยเติมน้ําตาลซูโครสในชั่วโมงที่ 12 มี
ความคุมทุนคอนขางมากที่สุด (แสดงวาการใชน้ําตาลซูโครสนอยแตมีการผลิต FOS ไดมาก) ขณะที่
การปริมาณน้ําตาลซูโครสที่เพิ่มขึ้นอยูในระดับความเขมขนใกลเคียงกัน (ประมาณ 50 กรัมตอลิตร)
เนื่องจากน้ําตาลซูโครสที่เติมเปนน้ําตาลทรายขาว (ซึ่งไมใชน้ําตาลซูโครสบริสุทธิ์)
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ตารางที่ 6 เปรียบเทียบการผลิต FOS จากการเติมน้ําตาลซูโครสในเวลาตาง ๆ ของการผลิต
เปรียบเทียบ แบบกะ เติมที่ ชม. 9 เติมที่ ชม. 12 เติมที่ ชม. 15 เติมที่ ชม. 18
ชม. ที่ไดเคส
โตสสูงสุด

12 12 15 21 24

ชม. ที่ไดนีส
โตสสูงสุด

24 18 24 24 24

  ชม. ที่ได
FOS สูงสุด

18 18 18 21 24

รอยละการ
ผลิตเคสโตส*

49.29 77.3 74.78 61.18 71.36

รอยละการ
ผลิตนีสโตส*

40.33 20 44.87 15.6 19

รอยละการ
ผลิต FOS *

76.38 77.31 85.04 61.18 71.36

อัตราการ
ผลิตเคสโตส
(ก/ล/ชม.)**

9.39 11.17 8.86 5.67 5.25

อัตราการ
ผลิตนีสโตส
(ก/ล/ชม.)**

3.84 2.6 4.38 1.54 1.92

อัตราการ
ผลิต FOS

(ก/ล/ชม.)**

9.7 10.11 11.06 6.9 7.17

เคสโตสสูงสุด
(ก/ล)**

112.7 135 133 119 126

นีสโตสสูงสุด
(ก/ล)**

92.22 47 105 37 46

FOS สูงสุด
(ก/ล)**

174.65 182 199 145 172

หมายเหตุ  * เทียบรอยละกับปริมาณน้ําตาลซูโครสเริ่มตน คิดจากชม.ที่ไดผลผลิตสูงสุด
** คิดจากชม.ที่ไดผลผลิตสูงสุด
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ตารางที่ 7  แสดงปริมาณน้ําตาลซูโครสและ FOS ในระบบ ในการผลิตแบบเติมน้ําตาลซูโครส
การผลิต ปริมาณ

ซูโครส
กอนเติม
(กรัม)*

ปริมาณ
ซูโครส
หลังเติม
(กรัม)*

ปริมาณ
ซูโครสที่
เพิ่มขึ้น
(กรัม)*

ความเขม
ขนของ
ซูโครสที่
เพิ่มขึ้น
(กรัมตอ
ลิตร)*

ปริมาณ
ซูโครสทั้ง
หมดที่ใช
ในการผลิต

(กรัม)

ปริมาตรน้ํา
หมักหลัง
เติม (ลิตร)

ปริมาณ
FOS สูง
สุด (กรัม)
ณ ชม.ที่
ผลิตไดสูง

สุด
เติมที่
ชม.9

113 238 125 46 375 1.5 273

เติมที่
ชม.12

88 200 112 45 362 1.5 299

เติมที่
ชม.15

70 172 100 44 350 1.5 218

เติมที่
ชม.18

20 106 86 51 336 1.5 258

หมายเหตุ * คิด ณ ชม.ที่มีการเติมน้ําตาลซูโครส

ในการทดลองนี้เปนการเพิ่มความเขมขนของน้ําตาลซูโครสอีก 50 กรัมตอลิตรในระหวาง
การผลิต ซึ่งจะทําการทดลองเพิ่มความเขมขนของน้ําตาลซูโครสที่เติมลงไป เพื่อศึกษาแนวโนม
การผลิตเมื่อเพิ่มน้ําตาลซูโครสใหสูงขึ้นไปอีก โดยจะเพิ่มน้ําตาลซูโครสในชั่วโมงที่ 9 ของการผลิต
เพื่อศึกษาแนวโนมการเพิ่มข้ึนของเคสโตส เนื่องจากการเติมซูโครสในชั่วโมงที่ 9 จะใหผลผลิตเคส
โตสและ FOS รวม สูงสุด ณ ชั่วโมงที่ 12 เทากับการผลิตแบบไมเติมซูโครส (และมีรูปแบบการ
ผลิตเคสโตสใกลเคียงกับการผลิตแบบกะ) ซึ่งทําใหใชระยะเวลาการผลิตเคสโตสสูงสุดนอยกวา
เมื่อเทียบกับการเติมซูโครสในชั่วโมงที่ 12 (ในการเติมน้ําตาลซูโครส ณ ชั่วโมงที่ 12 จะผลิตเคส
โตสสูงสุดในชั่วโมงที่ 15)



66

0

50

100

150

200

250

0 9 12 15 18 21 24

เวลา (ชั่วโมง)

ปร
ิมา

ณ
น้ํา

ตา
ลช

นดิ
ตา

ง ๆ
 (ก

รัม
ตอ

ลิต
ร)

กลูโคส ซูโครส เคสโตส นสีโตส ฟรักโตส

รูปที่ 25 แสดงปริมาณน้ําตาลชนิดตาง ๆ เมื่อมีการเติมน้ําตาลซูโครสในชั่วโมงที่ 9 ของการผลิต
              ปริมาณ  50 กรัมตอลิตร  (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน 1.5 ลิตร)

 (หมายเหตุ               หมายถึง การเติมน้ําตาลซูโครส)
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กลโูคส ซโูครส เคสโตส นีสโตส ฟรักโตส

รูปที่ 26 แสดงปริมาณน้ําตาลชนิดตาง ๆ เมื่อมีการเติมซูโครสในชั่วโมงที่ 12 ของการผลิตปริมาณ
 50 กรัมตอลิตร (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน 1.5 ลิตร)
(หมายเหตุ               หมายถึง การเติมน้ําตาลซูโครส)
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รูปที่ 27 แสดงปริมาณน้ําตาลชนิดตาง ๆ เมื่อมีการเติมซูโครสในชั่วโมงที่ 15 ของการผลิตปริมาณ
 50 กรัมตอลิตร (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน 1.5 ลิตร)
(หมายเหตุ               หมายถึง การเติมน้ําตาลซูโครส)



69

0

50

100

150

200

250

300

0 9 12 15 18 21 24

เวลา (ชั่วโมง)

ปร
ิมา

ณ
น้ํา

ตา
ลช

นดิ
ตา

ง ๆ
 (ก

รัม
ตอ

ลิต
ร)
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รูปที่ 28 แสดงปริมาณน้ําตาลชนิดตาง ๆ เมื่อมีการเติมซูโครสในชั่วโมงที่ 18 ของการผลิตปริมาณ
 50 กรัมตอลิตร (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน 1.5 ลิตร)
(หมายเหตุ               หมายถึง การเติมน้ําตาลซูโครส)
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ไมเติมซูโครส เติมท่ี ช.ม 9 เติมท่ี ช.ม 12 เติมท่ี ช.ม 15 เติมท่ี ช.ม 18

รูปที่ 29 แสดงปริมาณเคสโตส เมื่อมีการเติมซูโครสในชั่วโมงตาง ๆ ของการผลิตปริมาณ
 50 กรัมตอลิตรเทียบกับไมไดเติมซูโครสระหวางการผลิต (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน
1.5 ลิตร)
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ไมเติมซูโครส เติมที่ ช.ม 9 เติมที่ ช.ม 12 เติมที่ ช.ม 15 เติมที่ ช.ม 18

รูปที่ 30 แสดงปริมาณน้ําตาลนีสโตส เมื่อมีการเติมซูโครสในชั่วโมงตาง ๆ ของการผลิตปริมาณ
 50 กรัมตอลิตรเทียบกับไมไดเติมซูโครสระหวางการผลิต (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน
1.5 ลิตร)
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ไมเติมซูโครส เติมที่ ช.ม 9 เติมที่ ช.ม 12 เติมที่ ช.ม 15 เติมที่ ช.ม 18

รูปที่ 31 แสดงปริมาณ FOS รวม เมื่อมีการเติมซูโครสในชั่วโมงตาง ๆ ของการผลิตปริมาณ
 50 กรัมตอลิตรเทียบกับไมไดเติมซูโครสระหวางการผลิต (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน
1.5 ลิตร)
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ไมเติมซูโครส เติมท่ี ช.ม 9 เติมท่ี ช.ม 12 เติมท่ี ช.ม 15 เติมท่ี ช.ม 18

รูปที่ 32 แสดงน้ําหนักสายใยแหง เมื่อมีการเติมซูโครสในชั่วโมงตาง ๆ ของการผลิตปริมาณ
 50 กรัมตอลิตรเทียบกับไมไดเติมซูโครสระหวางการผลิต (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน
1.5 ลิตร)
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ไมเติมซูโครส เติมท่ี ช.ม 9 เติมท่ี ช.ม 12 เติมท่ี ช.ม 15 เติมท่ี ช.ม 18

รูปที่ 33 แสดงปริมาณน้ําตาลกลูโคส เมื่อมีการเติมซูโครสในชั่วโมงตาง ๆ ของการผลิตปริมาณ
 50 กรัมตอลิตรเทียบกับไมไดเติมซูโครสระหวางการผลิต (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน
1.5 ลิตร)
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3. การศึกษาการเพิ่มความเขมขนของน้ําตาลซูโครสที่เติมในระหวางการผลิต
จากการทดลองในขอที่ 2 ที่มีการเพิ่มน้ําตาลซูโครส ณ ชั่วโมงตาง ๆ ของการผลิตใหมีความ

เขมขนสูงขึ้น 50 กรัมตอลิตร พบวาการเพิ่มน้ําตาลซูโครส ณ ชั่วโมงที่ 9 และ 12 จะทําใหมีการผลิต
เคสโตส, นีสโตส และ FOS รวมเพิ่มสูงขึ้น ในการทดลองนี้จึงเปนการเพิ่มน้ําตาลซูโครสในชั่วโมงที่
9 ของการผลิตใหมีความเขมขนสูงขึ้นอีก 100, 150 และ 200 กรัมตอลิตรตามลําดับ

จากผลการทดลอง (ตารางที่ 8) พบวา หลังจากที่มีการเพิ่มน้ําตาลซูโครสใหมีความเขมขนสูง
ขึ้นอีก 100, 150 และ 200 กรัมตอลิตรแลว จะทําใหไดปริมาณเคสโตสสูงสุดเทากับ 128, 108 และ
195 กรัมตอลิตร ที่ชั่วโมงที่ 18, 18 และ 24 ของการเพาะเลี้ยงตามลําดับ  (รูปที่ 34 – 36 และ 38)
ขณะที่ปริมาณนีสโตสสูงสุดที่ผลิตไดเทากับ 23, 40 และ 47 กรัมตอลิตรตามลําดับ (รูปที่ 34 – 36
และ 39) และเมื่อพิจารณาปริมาณ FOS รวมสูงสุดที่ผลิตได พบวาสามารถผลิตเทากับ 151, 148
และ 242 กรัมตอลิตร ที่ชั่วโมงที่ 18, 24 และ 24 ของการเพาะเลี้ยงตามลําดับ (รูปที่ 41)   ซึ่งเมื่อ
เปรียบเทียบกับการผลิตโดยเติมน้ําตาลซูโครสเพิ่มขึ้นอีก 50 กรัมตอลิตร ณ ชั่วโมงที่ 9 ของการ
ผลิตในการทดลองที่ 2 (รูปที่ 25) จะพบวาการผลิตโดยเพิ่มน้ําตาลซูโครส อีก 100 และ150 กรัมตอ
ลิตร จะไดผลผลิตเคสโตส และนีสโตส รวมทั้งปริมาณ FOS นอยกวา  (ตารางที่ 7) ซึ่งคาดวานาจะ
เกิดจากน้ําตาลซูโครสที่เติมเขาไปสูงขึ้นทําใหเกิดแรงดันออสโมติกสูง สงผลใหการผลิตเอนไซม
นอยลง ทําใหการผลิต FOS ลดลงดวย ขณะที่การผลิตโดยเพิ่มน้ําตาลซูโครสใหสูงขึ้นอีก 200 กรัม
ตอลิตร จะใหผลผลิตเคสโตส, นีสโตส และ FOS รวมสูงกวาการผลิตโดยเพิ่มน้ําตาลซูโครสใหสูงขึ้น
อีก 50, 100 และ 150 กรัมตอลิตร แตจะใหผลผลิตสูงสุดในระยะเวลานานกวา (ที่ชั่วโมงที่ 24 ของ
การเพาะเลี้ยง) ซึ่งคาดวานาจะเกิดจากในชวงแรกเมื่อมีการเพิ่มน้ําตาลซูโครสในปริมาณสูงมาก
เซลลจะใชระยะเวลาในการปรับตัวตอแรงดันออสโมติกที่เพิ่มขึ้น จนกระทั่งเมื่อปริมาณของน้ําตาล
ซูโครสลดลง (แตยังมีความเขมขนในระดับที่เหมาะสมตอการผลิต) จึงทําใหมีการผลิตเคสโตสและ
นีสโตสเพิ่มสูงขึ้นในชวงทายของการเพาะเลี้ยง ดังนั้นจึงใชระยะเวลาในการผลิตนานกวามาก

จากการพิจารณาน้ําหนักสายใยแหง พบวาน้ําหนักสายใยแหงเมื่อผลิตโดยเติมน้ําตาลซูโครส
เพิ่มอีก 100, 150 และ 200 กรัมตอลิตร ซึ่งมีน้ําหนักแหงใกลเคียงกัน (รูปที่ 40) แตจะมีน้ําหนัก
สายใยแหงหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 18 ชั่วโมงสูงกวาการผลิตโดยเติมน้ําตาลซูโครสใหมีความ
เขมขนสูงขึ้นอีก 50 กรัมตอลิตร (ในการทดลองที่ 2) ทั้งนี้นาจะเกิดจาก การเพิ่มน้ําตาลซูโครสใหมี
ความเขมขนสูงขึ้นอีก 100, 150 และ 200 กรัมตอลิตรในชม.ที่ 9 ของการผลิต ทําใหมีปริมาณน้ํา
ตาลในระบบมาก นาจะทําใหความหนืดของอาหารเลี้ยงเชื้อมีสูงกวา ดังนั้นเมื่อเพ่ิมความเร็วรอบ
ของการกวน (เพื่อควบคุมคาออกซิเจนละลาย) ใหสูงขึ้น โอกาสที่สายใยจะฉีกขาด เชน กรณีการ
เพาะเลี้ยงแบบกะ และการผลิตแบบเพิ่มความเขมขนของน้ําตาลซูโครสอีก 50 กรัมตอลิตรจึงอาจ
เกิดไดยากกวา
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เมื่อพิจารณาปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่เพิ่มขึ้นพบวา ในการผลิตโดยเติมน้ําตาลซูโครสใหมี
ความเขมขนสูงขึ้นอีก   100, 150 และ 200 กรัมมีความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสที่เพิ่มขึ้นใกลเคียง
กัน (รูปที่ 37) และสังเกตไดวาหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 15 ชั่วโมง ปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่เพิ่ม
ขึ้นจากการผลิตแบบเติมน้ําตาลซูโครสอีก 100 และ 150 กรัมตอลิตรมีน้ําตาลกลูโคสสูงขึ้นอยาง
รวดเร็ว แตปริมาณ FOS ในชวงนั้นกลับไมเพิ่มสูงขึ้นมากนัก ซึ่งนาจะเกิดจากการทํางานของ
เอนไซมอินเวอเทส ซึ่งอาจมีความสัมพันธกับความเขมขนของน้ําตาลซูโครสในขณะนั้น

ตารางที่ 8 เปรียบเทียบการผลิต  FOS จากการเติมน้ําตาลซูโครสที่มีความเขมขนตาง ๆ ณ ชั่วโมงที่
    9 ของการผลิต

เปรียบเทียบ เติม 50 ก/ล เติม 100 ก/ล เติม 150 ก/ล เติม 200 ก/ล
ชม.ที่ไดเคสโตสสูงสุด 12 18 18 24
ชม. ที่ไดนีสโตสสูงสุด 18 18 21 24
ชม.ที่ได FOS สูงสุด 18 18 24 24
อัตราการผลิตเคสโตส

(ก/ล/ชม.)*
11.17 7.11 6 8.13

อัตราการผลิตนีสโตส
(ก/ล/ชม.)*

2.6 1.3 2.22 1.96

อัตราการผลิต FOS
(ก/ล/ชม.)*

10.11 8.39 6.17 10.08

เคสโตสสูงสุด (ก/ล)* 135 128 108 195
นีสโตสสูงสุด (ก/ล)* 47 23 40 47

FOS รวมสูงสุด (ก/ล)* 182 151 148 242
หมายเหตุ * คิดจากชม. ที่ใหผลผลิตสูงสุด

จากตารางที่ 9 พบวาการเพิ่มน้ําตาลซูโครสใหมีความเขมขนสูงขึ้นอีก กลับทําใหมีการผลิต
FOS ไดนอยลง (ยกเวนกรณีผลิตโดยมีความเขมขนของน้ําตาลซูโครสเพิ่มขึ้นประมาณ 200 กรัมตอ
ลิตร) เมื่อคิดเปนอัตราสวนระหวางน้ําตาลซูโครสที่ใชทั้งหมดตอปริมาณ FOS รวมที่ผลิตไดซึ่งเทากับ
1.3, 1.9, 2.3 และ 1.6 ตามลําดับ แสดงวาการใชน้ําตาลซูโครสมากเกินไปทําใหความคุมทุนลดลง
อยางชัดเจน แตการเพิ่ม 354 กรัม กลับทําใหมีความคุมทุนดีกวาการเพิ่ม 200 และ 262 กรัม เนื่อง
จากมีการผลิต FOS สูงในชวงทายของการเพาะเลี้ยง (แตใชเวลาผลิต FOS สูงสุดนานที่สุด ดังตาราง
ที่ 8) ดังนั้นการเพิ่มน้ําตาลซูโครส เพียง 125 กรัมทําใหมีการผลิต FOS คุมทุนที่สุด
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ตารางที่ 9  แสดงปริมาณน้ําตาลซูโครสและ FOS ในระบบ ในการผลิตแบบเติมน้ําตาลซูโครส 50,
100, 150 และ 200 กรัมตอลิตร
การผลิต ปริมาณ

ซูโครส
กอนเติม
(กรัม)*

ปริมาณ
ซูโครส
หลังเติม
(กรัม)*

ปริมาณ
ซูโครสที่
เพิ่มขึ้น
(กรัม)*

ความเขม
ขนของ
ซูโครสที่
เพิ่มขึ้น
(กรัมตอ
ลิตร)*

ปริมาณ
ซูโครสทั้ง
หมดที่ใช
ในการผลิต

(กรัม)

ปริมาตรน้ํา
หมักหลัง
เติม (ลิตร)

ปริมาณ
FOS สูง
สุด (กรัม)
ณ ชม.ที่
ผลิตไดสูง

สุด
เพิ่ม 50
ก/ล

113 238 125 46 375 1.5 273

เพิ่ม 100
ก/ล

100 300 200 97 450 1.5 226

เพิ่ม 150
ก/ล

85 347 262 146 512 1.5 222

เพิ่ม 200
ก/ล

111 465 354 199 604 1.5 363

หมายเหตุ * คิด ณ ชม.ที่มีการเติมน้ําตาลซูโครส

จากการทดลองนี้อาจกลาวไดวาการทํางาน       และการสรางเอนไซมที่เกี่ยวของกับการผลิต
FOS    นาจะมีความสัมพันธกับแรงดันออสโมติกในระบบดวย โดยการเพิ่มน้ําตาลซูโครสที่สูงมากใน
ระดับหนึ่ง อาจมีผลทําใหการเหนี่ยวนําใหสรางเอนไซมที่เกี่ยวของกับการผลิต FOS เชน เอนไซมอิน
เวอเทส และเอนไซมฟรักโตซิลทรานเฟอเรสเกิดไดชาลง  ดังนั้นเมื่อในระบบมีปริมาณน้ําตาลซูโครส
มากเกินไปจึงทําใหการผลิต FOS ชาลงไปดวย ดังนั้นความเขมขนของน้ําตาลซูโครสที่เหมาะสม
นาจะมีผลตอการผลิต FOS ในการทดลองตอไปจึงเปนการศึกษาการผลิตโดยเติมน้ําตาลซูโครสเพิ่ม
ขึ้นชา ๆ อยางตอเนื่อง ซึ่งนาจะทําใหมีการผลิต FOS ไดสูงขึ้น
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กลูโคส ฟรักโตส ซูโครส เคสโตส นีสโตส

รูปที่ 34 แสดงปริมาณน้ําตาลชนิดตาง ๆ เมื่อมีการเพิ่มซูโครส 100 กรัมตอลิตรในชั่วโมงที่ 9 ของการ
ผลิต (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน 1.5 ลิตร)
(               หมายถึงการเติมน้ําตาลซูโครส)



79

0

100

200

300

400

0 9 12 15 18 21 24

เวลา (ช่ัวโมง)

ปร
มิา

ณ
น้ํา

ตา
ลช

นิด
ตา

ง ๆ
 (ก

รมั
ตอ

ลติ
ร)

กลโูคส ฟรกัโตส ซโูครส เคสโตส นีสโตส

รูปที่ 35 แสดงปริมาณน้ําตาลชนิดตาง ๆ เมื่อมีการเพิ่มซูโครส 150 กรัมตอลิตรในชั่วโมงที่ 9 ของการ
ผลิต (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน 1.5 ลิตร)
(               หมายถึงการเติมน้ําตาลซูโครส)
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กลูโคส ฟรักโตส ซูโครส เคสโตส นีสโตส

รูปที่ 36 แสดงปริมาณน้ําตาลชนิดตาง ๆ เมื่อมีการเพิ่มซูโครส 200 กรัมตอลิตรในชั่วโมงที่ 9 ของการ
ผลิต (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน 1.5 ลิตร)
(               หมายถึงการเติมน้ําตาลซูโครส)
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เตมิ 50 กรมัตอลติร เตมิ 100 กรมัตอลติร

เตมิ 150 กรมัตอลติร เตมิ 200 กรมัตอลติร

รูปที่ 37 แสดงปริมาณน้ําตาลกลูโคส เมื่อมีการเพิ่มซูโครส 100, 150 และ 200 กรัมตอลิตรในชั่วโมง
ที่ 9 ของการผลิต (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน 1.5 ลิตร)
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เติม 50 กรัมตอลิตร เติม 100 กรัมตอลิตร

เติม 150 กรัมตอลิตร เติม 200 กรัมตอลิตร

รูปที่ 38 แสดงปริมาณน้ําตาลเคสโตส เมื่อมีการเพิ่มซูโครส 100, 150 และ 200 กรัมตอลิตรในชั่วโมง
ที่ 9 ของการผลิต (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน 1.5 ลิตร)
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เติม 50 กรมัตอลติร เติม 100 กรมัตอลติร

เติม 150 กรมัตอลติร เติม 200 กรมัตอลติร

รูปที่ 39 แสดงปริมาณน้ําตาลนีสโตส เมื่อมีการเพิ่มซูโครส 100, 150 และ 200 กรัมตอลิตรในชั่วโมง
ที่ 9 ของการผลิต (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน 1.5 ลิตร)
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เติม  50 กรัมตอลิตร เติม  100 กรัมตอลิตร

เติม  150 กรัมตอลิตร เติม  200 กรัมตอลิตร

รูปที่ 40 แสดงน้ําหนักสายใยแหง เมื่อมีการเติมซูโครส 100, 150 และ 200 กรัมในชั่วโมงที่ 9 ของ
การผลิต (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน 1.5 ลิตร)
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เติม 50 กรัมตอลิตร เติม 100 กรัมตอลิตร

เติม 150 กรัมตอลิตร เติม 200 กรัมตอลิตร

รูปที่ 41 แสดงปริมาณ FOS รวม เมื่อมีการเติมซูโครส 50, 100, 150 และ 200 กรัมในชั่วโมงที่ 9 ของ
การผลิต (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน 1.5 ลิตร)
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4. การศึกษาการเติมน้ําตาลซูโครสอยางตอเนื่องในระหวางการผลิต
จากการทดลองในขอ 3 พบวาการเติมน้ําตาลซูโครสในระหวางการผลิต     ตองควบ

คุมไมใหปริมาณน้ําตาลซูโครสสูงเกินไปจนทําใหการผลิต FOS ลดลง ในการทดลองขอ 4 จะไดมีการ
ศึกษาการเพิ่มน้ําตาลซูดครสลงในถังหมักอยางตอเนื่องเปนเวลา 10 ชั่วโมงในอัตราการเติม 1
มิลลิลิตรตอนาที เนื่องจากในชวงการเพาะเลี้ยง ณ ชั่วโมงที่ 12 – 15 ในการผลิตแบบกะมีความเขม
ขนของน้ําตาลซูโครสลดลงในอัตราเร็ว 0.48 กรัมตอลิตรตอนาที จึงมีการควบคุมใหการทดลองนี้มี
อัตราการเติมน้ําตาลซูโครสนาทีละ 0.33, 0.50 และ 0.67 กรัม  โดยเตรียมน้ําตาลซูโครสที่จะเติมที่มี
ความเขมขนเทากับ 200, 300 และ 400 กรัมตอ 600 มิลลิลิตร (จะทําใหไดปริมาตรสุดทายในระบบ
เทากับ 1.6 ลิตร) โดยเริ่มตนเติมตั้งแตชั่วโมงที่ 12 ของการผลิต (ซึ่งจากการทดลองในขอ 2 พบวาเปน
ชวงที่เหมาะสมตอการเพิ่มน้ําตาลซูโครส และปริมาณน้ําตาลซูโครส ณ ชั่วโมงที่ 12 ลดลงจากเริ่มตน
ไปมาก) ไดผลการทดลองดังรูปที่ 42 -44
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กลโูคส ฟรกัโตส ซูโครส เคสโตส นสีโตส

รูปที่ 42 แสดงปริมาณน้ําตาลชนิดตาง ๆ เมื่อมีการเติมซูโครสตอเนื่อง (ความเขมขน 200 กรัมตอ
600 มิลลิลิตร)  อัตราการเติม 1 มิลลิลิตรตอนาทีตั้งแตชั่วโมงที่ 12 – 22 ของการผลิต
(              หมายถึงการเติมน้ําตาลซูโครส) (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน 1.6 ลิตร)
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กลูโคส ฟรักโตส ซูโครส เคสโตส นีสโตส

รูปที่ 43 แสดงปริมาณน้ําตาลชนิดตาง ๆ เมื่อมีการเติมซูโครสตอเนื่อง (ความเขมขน 300 กรัมตอ
600 มิลลิลิตร)  อัตราการเติม 1 มิลลิลิตรตอนาทีตั้งแตชั่วโมงที่ 12 – 22 ของการผลิต
(              หมายถึงการเติมน้ําตาลซูโครส) (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน 1.6 ลิตร)
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รูปที่ 44 แสดงปริมาณน้ําตาลชนิดตาง ๆ เมื่อมีการเติมซูโครสตอเนื่อง (ความเขมขน 400 กรัมตอ
600 มิลลิลิตร)  อัตราการเติม 1 มิลลิลิตรตอนาทีตั้งแตชั่วโมงที่ 12 - 22 ของการผลิต
(              หมายถึงการเติมน้ําตาลซูโครส) (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน 1.6 ลิตร)
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เติมตอเน่ืองเพ่ิม 200 กรัม เติมตอเน่ืองเพ่ิม 300 กรัม เติมตอเน่ืองเพ่ิม 400 กรัม

รูปที่ 45 แสดงปริมาณน้ําตาลกลูโคส เมื่อมีการเติมซูโครสตอเนื่อง 200, 300 และ 400 กรัมตอ 600
 มิลลิลิตร อัตราการเติม 1 มิลลิลิตรตอนาทีตั้งแตชั่วโมงที่ 12 – 22 ของการผลิต
(                หมายถึงการเติมน้ําตาลซูโครส) (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน 1.6 ลิตร)
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เติมตอเนื่องเพิ่ม 200 กรัม เติมตอเนื่องเพิ่ม 300 กรัม เติมตอเนื่องเพิ่ม 400 กรัม

รูปที่ 46 แสดงปริมาณน้ําตาลซูโครส เมื่อมีการเติมซูโครสตอเนื่อง 200, 300 และ 400 กรัมตอ 600
 มิลลิลิตร อัตราการเติม 1 มิลลิลิตรตอนาทีตั้งแตชั่วโมงที่ 12 – 22 ของการผลิต
(               หมายถึงการเติมน้ําตาลซูโครส) (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน 1.6 ลิตร)
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เติมตอเนื่องเพิ่ม 200 กรมั เติมตอเนื่องเพิ่ม 300 กรมั เติมตอเนื่องเพิ่ม 400 กรมั

รูปที่ 47 แสดงปริมาณเคสโตส เมื่อมีการเติมซูโครสตอเนื่อง 200, 300 และ 400 กรัมตอ 600
 มิลลิลิตร อัตราการเติม 1 มิลลิลิตรตอนาทีตั้งแตชั่วโมงที่ 12 - 22 ของการผลิต
(                หมายถึงการเติมน้ําตาลซูโครส) (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน 1.6 ลิตร)
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เติมตอเนื่องเพ่ิม 200 กรัม เติมตอเนื่องเพ่ิม 300 กรัม เติมตอเนื่องเพ่ิม 400 กรัม

รูปที่ 48 แสดงปริมาณน้ําตาลนีสโตส เมื่อมีการเติมซูโครสตอเนื่อง 200, 300 และ 400 กรัมตอ 600
 มิลลิลิตร อัตราการเติม 1 มิลลิลิตรตอนาทีตั้งแตชั่วโมงที่ 12 - 22 ของการผลิต
(              หมายถึงการเติมน้ําตาลซูโครส) (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน 1.6 ลิตร)
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เติมตอเนื่องเพิ่ม 200 กรัม เติมตอเนื่องเพิ่ม 300 กรัม เติมตอเนื่องเพิ่ม 400 กรัม

รูปที่ 49 แสดงน้ําหนักสายใยแหง เมื่อมีการเติมซูโครสตอเนื่อง 200, 300 และ 400 กรัมตอ 600
มิลลิลิตร อัตราการเติม 1 มิลลิลิตรตอนาทีตั้งแตชั่วโมงที่ 12 - 22 ของการผลิต
(              หมายถึงการเติมน้ําตาลซูโครส) (ปริมาตรน้ําหมักเดิม 1 ลิตรเปน 1.6 ลิตร)
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ตารางที่ 10 เปรียบเทียบการผลิต FOS เมื่อมีการเตินน้ําตาลซูโครสแบบตอเนื่อง
เปรียบเทียบ เติม 200 กรัม เติม 300 กรัม เติม 400 กรัม

ชม. ที่ไดเคสโตสสูงสุด 22 22 22
ชม. ที่ไดนีสโตสสูงสุด 22 22 22
ชม.ที่ได FOS สูงสุด 22 22 22
อัตราการผลิตเคสโตส

(ก/ล/ชม.)*
7.4 7.86 10

อัตราการผลิตนีสโตส
(ก/ล/ชม.)*

3.18 3.4 2.04

อัตราการผลิต FOS
(ก/ล/ชม.)*

10.59 11.27 12.04

เคสโตสสูงสุด (ก/ล)* 163 173 220
นีสโตสสูงสุด (ก/ล)* 70 75 45

FOS รวมสูงสุด
(ก/ล)*

233 248 265

หมายเหตุ * คิดจากชั่วโมงที่ไดผลผลิตสูงสุด
จากการทดลองเติมซูโครสอยางตอเนื่องพบวา อัตราการผลิต FOS เพิ่มขึ้นตามความเขมขน

ของน้ําตาลซูโครสที่ใช เมื่อเติมซูโครสที่ความเขมขน 400 กรัมตอ 600 มิลลิลิตร ดวยอัตราเร็ว 1
มิลลิลิตรตอนาที จะทําใหมีซูโครสคงเหลือในถังหมักมากกวาอัตราการเปลี่ยนซูโครสเปน FOS(รูปที่
46) และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณเคสโตสที่ไดพบวา ไดปริมาณเคสโตสสูงสุด และมีปริมาณนีสโตสต่ํา
กวา ทั้งนี้เนื่องจากมีซูโครสมากจึงเกิดการเปลี่ยนซูโครสไปเปนเคสโตสไดมาก ขณะที่การเติมซูโครสที่
ความเขมขน 200 และ 300 กรัมตอ 600 มิลลิลิตรที่อัตราเร็วเดียวกันใหผลการผลิตเคสโตสและนีส
โตสใกลเคียงกัน (รูปที่ 47 และ 48)  เมื่อเติมน้ําตาลซูโครสอยางตอเนื่อง 200, 400 และ 600 กรัมตอ
600 มิลลิลิตรจะผลิตเคสโตสได 51.77, 45 และ 40.77 เปอรเซ็นตของปริมาณน้ําตาลซูโครสที่ใชตาม
ลําดับ แมวาปริมาณเคสโตสสูงสุดจะสูงขึ้นตามปริมาณน้ําตาลซูโครสที่เติม คือ ไดเคสโตสสูงสุดเทา
กับ 163, 173 และ 220 กรัมตอลิตรตามลําดับ  (ตารางที่ 10) แสดงวาอัตราการผลิตมีความคุมทุนลด
ลง แมวาแนวโนมการผลิตจะสูงขึ้น เมื่อพิจารณาจากการผลิตนีสโตส พบวาการผลิตแบบเติมน้ําตาล
ซูโครสแบบตอเนื่อง 200 และ 300 กรัมใหปริมาณนีสโตสสูงสุดเทากับ 70 และ 75 กรัมตอลิตร ซึ่ง
ใกลเคียงกัน ขณะที่การผลิตแบบเติมน้ําตาลซูโครสแบบตอเนื่องไดนีสโตสสูงสุด 45 กรัม แสดงวา
ปริมาณน้ําตาลซูโครสที่สูงเกินพอมีผลตออัตราการผลิตนีสโตส อาจเกิดจากเมื่อเติมน้ําตาลซูโครสมี
ความเขมขนสูงเกินพออยางตอเนื่อง เซลลจะสรางเอนไซมที่สามารถเปลี่ยนน้ําตางซูโครสเปนเคสโตส
ไดสูง ทําใหแนวโนมการผลิตเปนไปทางการผลิตเคสโตสมากกวานีสโตส ขณะที่เมื่อพิจารณาปริมาณ
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FOS รวมสูงสุด พบวาการผลิต FOS รวมสูงสุดเพิ่มขึ้นตามปริมาณน้ําตาลซูโครสที่เพิ่มขึ้นในการเติม
แบบตอเนื่อง (ตารางที่ 10) จากการทดลองสังเกตไดวาอัตราการผลิต FOS  ในการเติมน้ําตาลซูโครส
แบบตอเนื่องใหแนวโนมการผลิตสูงขึ้นเรื่อย ๆ อยางตอเนื่องและมีสัดสวนการเพิ่มขึ้นของเคสโตส นีส
โตสและน้ําตาลกลูโคสเปนไปในแนวทางเดียวกัน นั่นคือเคสโตสสูงกวาน้ําตาลกลูโคสและสูงกวานีส
โตสตามลําดับ (รูปที่ 42 – 44)

เมื่อพิจารณาการเพิ่มขึ้นของน้ําตาลกลูโคส (รูปที่ 45) พบวาการผลิตแบบเตมิน้ําตาลซูโครส
ตอเนื่องมีการเพิ่มขึ้นของน้ําตาลกลูโคสใกลเคียงกัน แมวาการเติมน้ําตาลซูโครสตอเนื่อง 200 และ
300 กรัมใหผลผลิตเคสโตสและนีสโตสใกลเคียงกัน ขณะที่การเติมน้ําตาลซูโครสตอเนื่อง 400 กรัมให
การผลิตเคสโตสสูงกวา แตนีสโตสต่ํากวา (รูปที่ 47 และ 48) และมีน้ําตาลซูโครสมากเกินพอ คาดวา
ปริมาณเอนไซมที่เซลลสรางขึ้นมาอยูในระดับหนึ่ง แมวามีน้ําตาลซูโครสเพิ่มขึ้นอีกก็ไมไดทําใหการ
ผลิตเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วตามปริมาณน้ําตาลซูโครสที่เพิ่มขึ้นมากนัก  จึงทําใหปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่
เพิ่มขึ้นมีปริมาณใกลเคียงกัน แมวาปริมาณน้ําตาลซูโครสในระบบจะแตกตางกัน เชนเดียวกับการ
เพิ่มขึ้นของน้ําหนักแหงของการผลิตแบบเติมน้ําตาลซูโครสแบบตอเนื่อง ก็มีความใกลเคียงกัน (รูปที่
49) ซึ่งมีความเปนไปไดวาน้ําตาลซูโครสที่เพิ่มขึ้นมากเกินพอ (จากการเติมตอเนื่อง 400 กรัม) ไมมีผล
เพิ่มการเจริญเติบโตของเซลลใหมากขึ้น

จากตารางที่ 11 พบวาเมื่อใชน้ําตาลซูโครสมากขึ้น (450, 550, 650 กรัม) สามารถทําใหมี
การผลิต FOS ไดมากขึ้นตามลําดับ เทากับ 373, 397 และ 424 กรัมตามลําดับ เมื่อพิจารณาเปน
อัตราสวนระหวางน้ําตาลซูโครสที่ใชทั้งหมดตอ FOS ที่ผลิตได เทากับ 1.2, 1.3 และ 1.5 ตามลําดับ
แสดงวาการเพิ่มน้ําตาลซูโครสแบบตอเนื่องมากขึ้นมีความคุมทุนลดลง (สังเกตจากเพิ่มตอเนื่อง 400
กรัมทําใหมีน้ําตาลซูโครสมากเกินพอ) แสดงวาปฏิกิริยาการผลิต FOS มีสูงสุดไดระดับหนึ่งแมวาจะมี
น้ําตาลซูโครสมากเกินพอก็ไมสงผลใหมีการผลิต FOS มากเกินพอดวย

เมื่อเปรียบเทียบกับการผลิตโดยเติมน้ําตาลซูโครสแบบครั้งเดียว (รูปที่ 36) กับเติมแบบตอ
เนื่อง โดยการเติมแบบครั้งเดียวควรเติมในชวงแรกของการผลิต เชนเดียวกับการเติมแบบตอเนื่อง
โดยการเติมน้ําตาลซูโครสทั้งสองแบบควรจะสามารถรักษาระดับของน้ําตาลซูโครสในระบบใหมีความ
เขมขนที่เหมาะสามตอการผลิต FOS  และจากการทดลองผลิตโดยเพิ่มน้ําตาลซูโครสในระหวางการ
ผลิตทั้งแบบเติมครั้งเดียว และเติมแบบตอเนื่อง พบวาการผลิตเคสโตสจะมีสูงในชวงแรกของการผลิต
(ชั่วโมงที่ 9 – 12) เทานั้น และจะเริ่มคงที่ (ยกเวนกรณีผลิตแบบเติมน้ําตาลซูโครสตอเนื่อง ซึ่งทําให
เคสโตสผลิตสูงตอเนื่องได) จึงคาดวาเอนไซมที่เกี่ยวของกับการผลิตเคสโตสนาจะสรางในชวงแรกที่
เซลลมีการเจริญเติบโต และในระบบมีน้ําตาลซูโครสสูง (เนื่องจากน้ําตาลซูโครสเปนสารตั้งตนของ
การสรางเคสโตส) ในการทดลองตอไปจึงเปนการศึกษากิจกรรมของเอนไซมที่เกี่ยวของกับการผลิต
เคสโตส
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ตารางที่ 11  แสดงปริมาณน้ําตาลซูโครสและ FOS ในระบบ ในการผลิตแบบเติมน้ําตาลซูโครสตอ
        เนื่อง

การผลิต ปริมาณ
ซูโครส
กอนเติม
ณ ชม.ที่

12
(กรัม)

ปริมาณ
ซูโครส
หลังเติม
ณ ชม.ที่

22
(กรัม)

ผลตาง
ปริมาณ
ซูโครส
กอน

และหลัง
(กรัม)

ปริมาณ
ซูโครสทั้ง
หมดที่ใช
ในการผลิต

(กรัม)

ปริมาตรน้ํา
หมักหลัง
เติม (ลิตร)

ปริมาณ FOS สูง
สุด (กรัม) ณ ชม.
ที่ผลิตไดสูงสุด

เพิ่ม 200
กรัม

106 115 9 450 1.6 373

เพิ่ม 300
กรัม

103 128 25 550 1.6 397

เพิ่ม 400
กรัม

95 371 276 650 1.6 424

5. ศึกษากิจกรรมเบื้องตนของฟรักโตซิลทรานเฟอเรส
จากการทดลองผลิต FOS จึงไดทําการศึกษากิจกรรมของฟรักโตซิลทรานเฟอเรสในแตละ

ชวงเวลาของการผลิตทั้งในระดับขวดเขยาถังหมัก โดยวิทีการทดลองขอ 12 โดยเพาะเลี้ยง
Penicillium sp.H12 ในถังหมักและขวดเขยาขนาด 500 มิลลิลิตร ในสภาวะการผลิต FOS ใชสปอรที่
มีความเขมขน 4x106 สปอรตอมิลลิลิตร เพื่อใหมีการผลิตเคสโตสเปนหลัก เก็บน้ําหมักและเซลลเพื่อ
หากิจกรรมของเอนไซม โดยกําหนดให 1 หนวยของเอนไซมเทากับ ปริมาณของเอนไซมที่สามารถ
เปล่ียนซูโครส 1 กรัมไปเปนเคสโตส 1 กรัมไดในเวลา 2 ชั่วโมง โดยปนเหวี่ยงเพื่อแยกสายใยออกจาก
น้ําหมักที่ 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที ลางสายใยดวยน้ํากล่ัน 2-3 ครั้ง บดสายใยให
ละเอียดในสารละลายซิเตรท ฟอสเฟต บัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลตอลิตร คาความเปนกรดดางเทากับ
5.0 ปนเหวี่ยงที่ 5,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 30 นาที นําสารละลายสวนใส และน้ําหมักอยางละ 1
มิลลิลิตรเพื่อไปวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม โดยเติมลงในสารละลายซิเตรท ฟอสเฟต บัฟเฟอรเขม
ขน 0.1 โมลตอลิตร คาความเปนกรดดางเทากับ 5.0  (Chen, 1995) ที่มีสวนผสมของน้ําตาลซูโครส
และน้ําตาลฟรักโตสเขมขนชนิดละ 50 กรัมตอลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปบมใน
อางน้ําอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาเปนครั้งคราว เปนเวลา 2 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาที่ 0 และ 2 ชั่ว
โมงโดยตมในน้ําเดือด นําไปวิเคราะหผลตางของปริมาณเคสโตสที่สูงขึ้นที่เวลา 0 และ 2 ชั่วโมง จาก
การทดลองไดผลหนวยของเอนไซมตอมล. (Unit/ml) ดังตารางที่ 12 โดยคํานวณจาก
หนวย/มล. = ปริมาณเคสโตสที่ 2 ชม. – ปริมาณเคสโตสที่ 0 ชม. (ในการบม) X คาความเจือจาง
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ตารางที่ 12 แสดงกิจกรรมของฟรักโตซิลทรานเฟอเรสเปรียบเทียบระหวางการผลิตในขวดเขยาและ
       ถังหมัก

เวลา (ชั่วโมง)
ระดับขวดเขยา

(unit/ml)
ถังหมัก

(unit/ml)  
 ในเซลล ในน้ําหมัก ในเซลล ในน้ําหมัก
0 0 0 0 0
9 21.5 54.9 61.08 106.58

12 17.2 81.94 20.32 125.96
15 15.02 71.6 14.34 107.22
18 15.08 35.46 17.66 57.62
21 12.3 2.38 7.46 24.24
24 13.42 8.14 5.24 2

จากตารางที่ 12 เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบกิจกรรมของฟรักโตซิลทรานเฟอเรสในการผลิต
แบบขวดเขยาและในถังหมัก พบวาฟรักโตซิลทรานเฟอเรสมีกิจกรรมจะสูงสุดที่ชั่วโมงที่  12  ของการ
ผลิต ทั้งการผลิตแบบขวดเขยาและแบบถังหมัก เนื่องจากมีปริมาณน้ําตาลซูโครสสูง ซึ่งน้ําตาลซูโครส
นาจะเหนี่ยวนําใหเซลลมีการสรางฟรักโตซิลทรานเฟอเรสออกมาในปริมาณมาก และกิจกรรมของ
เอนไซมจะลดลงชัดเจนเมื่อผานชั่วโมงที่ 15 ของการผลิตเปนตนไป    (รูปที่ 52 และ 53) อาจเกิดจาก
น้ําตาลซูโครสมีปริมาณลดลงมาก ทําใหเซลลสรางฟรักโตซิลทรานเฟอเรสลดลงไปดวย จากการ
ศกึษาพบวาฟรักโตซิลทรานเฟอเรสที่ผลิตโดย Penicillium sp. H12 เปนเอนไซมที่ขับออกนอกเซลล
เนื่องจากในน้ําหมักมีกิจกรรมของเอนไซมสูงกวาในเซลลอยางเห็นไดชัด เมื่อเปรียบเทียบกิจกรรมของ
เอนไซมกับปริมาณน้ําหนักแหงของเซลล (รูปที่ 50 และ 51) ทั้งในการผลิตแบบขวดเขยาและถังหมัก
พบวาในชวงแรกของการเจริญเติบโต แมวาสปอรจะเริ่มงอกแตก็สามารถสรางฟรักโตซิลทรานเฟอเรส
ออกมาไดในปริมาณมาก ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ วรรณา ศรีสัจจารักษ (2543) ที่พบวาเคสโตส
สามารถถูกสรางไดตั้งแตสปอรเริ่มงอก และจากการทดลองสังเกตวา แมวาในชวงระยะเวลา 12 – 18
ชั่วโมงของการผลิต เซลลจะมีการเจริญเติบโตสูงขึ้น แตฟรักโตซิลทรานเฟอเรสกลับลดลง    แสดง
วาฟรักโตซิลทรานเฟอเรสไมไดเพิ่มขึ้นตามการเจริญเติบโตของเซลล ในขณะที่กิจกรรมของเอนไซม
ภายในเซลลสอดคลองกับเอนไซมที่ขับออกนอกเซลล โดยที่เซลลจะสรางเอนไซมจากในเซลลกอน
และใชระยะเวลาหนึ่งจึงขับเอนไซมออกสูภายนอก เมื่อพิจารณากิจกรรมของเอนไซมในการผลิตในถัง
หมัก พบวามีความใกลเคียงกันกับการผลิตในขวดเขยา แสดงวาการผลิตฟรักโตซิลทรานเฟอเรสใน
การผลิตระดับขวดเขยาและในถังหมักมีแนวโนมในทิศทางเดียวกัน เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบกิจ
กรรมของเอนไซมกับการผลิตเคสโตสและปริมาณน้ําตาลซูโครสที่ลดลงในการผลิตในระดับขวดเขยา
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และในถังหมัก พบวาเซลลมีการผลิตเอนไซมออกมามากในชวงแรก ระหวาง 12 ชั่วโมงแรกของการ
เพาะเลี้ยง ซึ่งสอดคลองกับปริมาณน้ําตาลซูโครสที่ลดลง แสดงวาเมื่อน้ําตาลซูโครสมีปริมาณลดลง
จะทําใหเซลลผลิตฟรักโตซิลทรานเฟอเรสไดลดลงดวย และแมวาฟรักโตซิลทรานเฟอเรสจะลดลงใน
ชวงทายของการเพาะเลี้ยงแตยังคงมีการผลิตเคสโตส และมีการใชน้ําตาลซูโครสไป ซึ่งเกิดจากใน
ระบบยังคงมีน้ําตาลซูโครสอยู จึงทําใหยังคงมีการผลิตเคสโตสอยู แมวาจะผลิตไดนอยลง รวมทั้งใน
ระบบยังคงมีฟรักโตซิลทรานเฟอเรสเหลืออยู

เมื่อวิเคราะหเปนกิจกรรมของฟรักโตซิลทรานเฟอเรสในน้ําหมักตอน้ําหนักสายใยแหงจะได
ผลการทดลองดังตารางที่ 13 พบวาเอนไซมมีกิจกรรมสูงสุดในชั่วโมงที่ 12 ของการเพาะเลี้ยงในระดับ
ขวดเขยา และชั่วโมงที่ 9 ของการเพาะเลี้ยงในถังหมัก เนื่องจากการเพาะเลี้ยงในถังหมักมีการควบคุม
ปริมาณออกซิเจนละลายและคาความเปนกรดดาง จึงอาจทําใหมีการสรางฟรักโตซิลทรานเฟอเรสได
สูงและรวดเร็วกวาในการเพาะเลี้ยงระดับขวดเขยา
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รูปที่ 50 กิจกรรมของทั้งหมดของฟรักโตซิลทรานเฟอเรสและน้ําหนักแหงในการผลิตระดับขวดเขยา
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 เขมขนของน้ําตาลซูโครสและเคสโตสในการผลิตในถังหมัก
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ตารางที่ 13 แสดงกิจกรรมของฟรักโตซิลทรานเฟอเรสตอน้ําหนักสายใยแหง และปริมาณโปรตีนในน้ําหมัก
เวลา (ชั่วโมง) ระดับขวดเขยา  ถังหมัก  

 
โปรตีนในน้ําหมัก

(มก./มล.)
(หนวย/มล.)/

น้ําหนักแหง (ก/ล)
โปรตีนในน้ําหมัก

 (มก./มล.)
(หนวย/มล.)/

น้ําหนักแหง (ก/ล)
0 5.6 0 5.2 0
9 6.8 1.66 7.4 51.48

12 7.2 33.44 8.2 32.38
15 7.5 20.11 9.5 12.52
18 7.7 6.02 10.2 7.55
21 9.9 0.39 11.1 7.74
24 10 1.32 11.2 0.64

จากการทดลองสามารถสรุปไดวา ฟรักโตซิลทรานเฟอเรสที่ผลิตโดย Penicillium sp. H12
เปนเอนไซมที่สรางและขับออกนอกเซลล ซึ่งเอนไซมจะมีกิจกรรมสูงในชวงแรกของการผลิต ระหวาง
ชั่วโมงที่ 9 – 15 ซึ่งเปนชวงที่มีปริมาณน้ําตาลซูโครสสูงและเปนชวงที่มีแนวโนมของการผลิต เคสโตส
สูงดวย จึงเปนไปไดวาน้ําตาลซูโครสจะเปนตัวเหนี่ยวนําใหเซลลมีการสรางฟรักโตซิลทรานเฟอเรส
และเมื่อน้ําตาลซูโครสลดลงทําใหสังเกตไดวากิจกรรมของเอนไซมจะลดลงดวย แตเนื่องจากในระบบ
ยังคงมีน้ําตางซูโครสอยูจึงยังคงมีการผลิตเคสโตสตอไปอกี เมื่อพิจารณากิจกรรมของเอนไซมในการ
เพาะเลี้ยงในระดับขวดเขยาและถังหมัก พบวากิจกรรมของเอนไซมมีแนวโนมใกลเคียงกัน คือ มีกิจ
กรรมสูงในชวงแรกของการผลิต และจะลดลงในชวงหลังของการผลิต แตในการผลิตในถังหมักจะพบ
วาเอนไซมมีกิจกรรมสูงกวาในการเพาะเลี้ยงในขวดเขยา ซึ่งเกิดจากการเพาะเลี้ยงในถังหมักมีการ
ควบคุมสภาวะในการผลิตอยางเหมาะสมกวา แตขอแตกตางของการผลิตทั้งสองแบบ คือ ในการผลิต
แบบขวดเขยาจะไมทําใหเซลลแตก เนื่องจากไมมีการกวนอยางรุนแรง (เพื่อควบคุมคาออกซิเจน
ละลายใหคงที่เทากับ 80 เปอรเซ็นต) ในขณะที่การผลิตในถังหมักจะมีการกวนอยางรุนแรงเพื่อควบ
คุมปริมาณออกซิเจนละลาย ทําใหในชวงหลังของการผลิตสายใยบางสวนเกิดการฉีกขาดได แตจาก
การเปรียบเทียบการผลิตในสองแบบ จึงอาจกลาวไดการสรางฟรักโตซิลทรานเฟอเรสนาจะเกี่ยวของ
กับปริมาณน้ําตาลซูโครสในระบบ เนื่องจากในการเพาะเลี้ยงในขวดเขยาไมไดทําใหเซลลแตกหรือฉีก
ขาด แตพบวาฟรักโตซิลทรานเฟอเรสลดลงเชนกัน จากการพิจารณาในน้ําหมักพบวาเมื่อเพาะเลี้ยง
เปนระยะเวลานานขึ้นจะมีปริมาณโปรตีนสูงขึ้น และมีฟรักโตซิลทรานเฟอเรสสูงที่สุด ณ ชั่วโมงที่ 12
ของการเพาะเลี้ยง ซึ่งจากการทดลองนี้สามารถสรุปไดวาฟรักโตซิลทรานเฟอเรสมีกิจกรรมสูงในชวง
แรกของการผลิตและการสรางเอนไซมจากเซลลนาจะขึ้นอยูกับปริมาณของน้ําตาลซูโครสในระบบ
ดวย
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6. ศึกษาการเก็บเกี่ยวฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด
เนื่องจากฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดที่ผลิตไดละลายอยูในน้ําหมัก และปะปนอยูกันน้ําตาลชนิด

ตาง ๆ ในการทดลองนี้จึงไดศึกษาวิธีการแยกฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดออกจากน้ําหมักและน้ําตาล
ชนิดตาง ๆ   โดยใชผงถานกัมมันต เปนตัวดูดซับ ใชน้ํากล่ันเปนตัวชะน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลฟรัก
โตสและใชสารละลายเอทิลแอลกอฮอลลความเขมขน 5 และ 15 เปอรเซ็นตเปนตัวชะน้ําตาลซูโครส
และฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดตามลําดับ ดัวยอัตราเร็ว 1 มิลลิลิตรตอนาที เก็บสารละลายหลอดละ 5
มิลลิลิตร

6.1 ศึกษาการดูดซับน้ําตาลชนิดตาง ๆ
จากผลการทดลองโดยใชน้ําตาลแตละชนิดที่ความเขมขน  ตาง ๆ ไดแก น้ําตาลกลูโคส น้ํา

ตาลฟรักโตส และน้ําตาลซูโครสที่มีความเขมขนชนิดละ 0.025 กรัมตอ 3 มิลลิลิตร และเคสโตสและ
นีสโตสที่มีความเขมขนชนิดละ 0.01 กรัมตอ 3 มิลลิลิตรและสารละลายน้ําตาลผสม ซึ่งชะออกโดยใช
ตัวทําละลายดังกลาวขางตนไดผลการชะเมื่อวิเคราะหคาดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตรโดยวิธี
วิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี DNSA colourimetric method ไดผลการทดลองแสดงในรูปที่
54 - 60 ซึ่งพบวา แนวโนมการชะจะสูงขึ้นในชวงกลางของการชะ  คลายคลึงกับการแยกสารโดยวิธี
โครมาโตรกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) แตกราฟยังไมมีแนวโนมสม่ําเสมอ เนื่องมาจาก
น้ําตาลเมื่อถูกชะหลุดออกจากการจับของผงถานกัมมันต ในระหวางการชะในคอลัมนสามารถจับกับ
กับผงถานกัมมันตไดอีก จึงทําใหเสนกราฟที่ไดไมเรียบ เนื่องจากผงถานกัมมันตสามารถจับกับน้ํา
ตาลไดโดยหลักการดูดซับ (Adsorption) โดยใชแรงดึงดูดโดยแรงแวนเดอวาลล ซึ่งการดูดซับจะมีประ
สิทธิภาพสูงขึ้นเมื่อสารที่ถูกดูดซับมีโมเลกุลขนาดใหญขึ้น   (จิราวรรณ โตธนาคม, 2536)

เมื่อพิจารณาจากกราฟการชะน้ําตาลผสมชนิดตาง ๆ พบวา น้ําตาลซูโครสมีแนวโนมการชะ
ออกไดยากกวาน้ําตาลชนิดอื่น เนื่องมาจากเมื่อสังเกตกราฟการชะของน้ําตาลซูโครสจะมีความกวาง
ใตกราฟมากกวาและกราฟไมเรียบ ซึ่งนาจะเกิดจากน้ําตาลซูโครสมีความหนืดสูงและในน้ําหมักมีสาร
ชนิดอื่นปนเปอนอยูดวย เชน สารสกัดจากยีสต และเอนไซมชนิดตาง ๆ ในน้ําหมัก ซึ่งอาจไปรบกวน
การชะได จากสารละลายที่ชะออกมาจากคอลัมนไดนําไปวิเคราะหชนิดของน้ําตาลที่ออกมากับการ
ชะโดยวิธีโครมาโตรกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) เปรียบเทียบกับสารละลายน้ําตาล
มาตรฐาน น้ําตาลกลูโคส, น้ําตาลซูโครส, FOS ชนิดเคสโตส และนีสโตส ไดผลการทดลองวิเคราะห
ดังรูปที่ 61
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รูปที่ 54 แสดงการชะน้ําตาลกลูโคสออกจากคอลัมนโดยน้ําปลอดประจุ (น้ํากล่ัน)
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รูปที่ 56 แสดงการชะน้ําตาลซูโครสออกจากคอลัมนโดยเอทิลแอลกอฮอลลเขมขน 5 เปอรเซ็นต
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รูปที่ 60 แสดงการชะน้ําตาลชนิดตาง ๆ ออกจากคอลัมน โดยกลูโคสและฟรักโตสชะดวยน้ําปลอด
 ประจุซูโครสชะดวยเอทิลแอลกอฮอลล 5 เปอรเซ็นต เคสโตสและนีสโตสชะดวยเอทิลแอล

              กอฮอลล 15 เปอรเซ็นต ใชตัวอยางน้ําหมักจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 18 ชั่วโมง
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รูปที่ 59 แสดงผลการวิเคราะหฺ HPLC ของสารละลายที่ผานการชะดวยตัวทําละลายชนิดตาง ๆ
รูปที่ 61 แสดงผลการวิเคราะห HPLC ของสารละลายที่ผานการชะดวยตัวทําละลายชนิดตาง ๆ ออก

จากคอลัมนผงถานกัมมันตที่อัตราเร็ว 1 มิลลิลิตรตอนาที  (นําสารละลายจากทุกหลอดตัว
อยางรวมกันและระเหยใหมีปริมาตรประมาณ 200 – 1000 ไมโครลิตร)

1   คือ สารละลายมาตรฐานน้ําตาลประกอบดวย
น้ําตาลกลูโคส ระยะเวลาในคอลัมน = 3.75 นาที
น้ําตาลซูโครส ระยะเวลาในคอลัมน = 4.62 นาที
น้ําตาลเคสโตส ระยะเวลาในคอลัมน = 6.14 นาที
น้ําตาลนีสโตส ระยะเวลาในคอลัมน  = 7.78 นาที

2 คือ สารละลายที่ผานการชะดวยน้ํากล่ัน ระยะเวลาในคอลัมน  = 3.89 นาที (เปนน้ําตาลกลูโคส)
3 คือ สารละลายที่ผานการชะดวยเอทิลแอลกอฮอลลเขมขน 5 เปอรเซ็นต  ระยะเวลาในคอลัมน =

4.61 นาที (เปนน้ําตาลซูโครส)
4 คือ สารละลายที่ผานการชะดวยเอทิลแอลกอฮอลลเขมขน 15 เปอรเซ็นต ระยะเวลาในคอลัมน =

4.61 นาที (เปนน้ําตาลซูโครสที่ตกคางอยู) 5.80  และ 6.15 นาที (เปนเคสโตส) 7.81 นาที (เปน
นีสโตส) และ 9.86 นาที (คาดวาเปนฟรักโตฟูแรนโนซิล นีสโตส)

จากการทดลองพบวาคอลัมนที่บรรจุผงถานกัมมันตสามารถแยกน้ําตาลกลุมตาง ๆ ออกจาก
กันได ซึ่งสามารถสรุปเปน 3 กลุมใหญ คือ กลุมน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว ไดแก             น้ําตาลกลูโคส
และน้ําตาลฟรักโตส, กลุมน้ําตาลสองโมเลกุล ไดแก น้ําตาลซูโครส และกลุมโอลิโกแซ็กคาไรด ไดแก
เคสโตส และนีสโตส โดยอาศัยการใชสารละลายแอลกอฮอลลที่มีความเขมขนไมเทากันเปนตัวชะ
จากตัวอยางที่ไดเมื่อนําไปวิเคราะห HPLC พบวาสามารถแยกน้ําตาลได แตพบวามีน้ําตาลซูโครส
บางสวนตกคางอยู ซึ่งชะออกมาพรอมกับฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดโดยเอทิลแอลกอฮอลลเขมขน 15
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เปอรเซ็นต แสดงวาอาจมีปจจัยบางประการที่มีผลตอการแยกโดยคอลัมนผงถานกัมมันต ซึ่งจะได
ศึกษาในขอตอไป

6.2 ศึกษาประสิทธิภาพของคอลัมน
ทดลองศึกษาประสิทธิภาพของคอลัมน โดยคํานวณปริมาณน้ําตาลซูโครสที่ผานการชะออก

จากคอลัมนเทียบกับปริมาณซูโครสเริ่มตนที่เติมเขาไป เมื่อไดศึกษาการใชคอลัมนติดตอกัน โดย
เตรียมคอลัมนดวย pastuer pipette บรรจุผงถานกัมมันตปริมาตร 0.5 กรัม มีความจุของสารละลาย
ในคอลัมนประมาณ 60 ไมโครลิตร ใชน้ําตาลซูโครสเริ่มตน 0.005 กรัม ชะออกดวยเอทานอลเขมขน
5 เปอรเซ็นต ทําซ๊ํา 4 ครั้งติดตอกัน ไดผลการทดลองดังรูปที่ 62
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รูปที่ 62 แสดงประสิทธิภาพของคอลัมนในการเก็บเกี่ยวน้ําตาลซูโครส เมื่อใชติดตอกัน 4 ครั้ง
ครั้งที่ 1 เก็บเกี่ยวได 97.296 เปอรเซ็นต
ครั้งที่ 2 เก็บเกี่ยวได 94.224 เปอรเซ็นต
ครั้งที่ 3 เก็บเกี่ยวได 94.560 เปอรเซ็นต
ครั้งที่ 5 เก็บเกี่ยวได 96.048 เปอรเซ็นต
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รูปที่ 63 แสดงเปรียบเทียบประสิทธิภาพของคอลัมนในการเก็บเกี่ยวน้ําตาลซูโครส เมื่อใชติดตอกัน 4
 ครั้ง
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จากการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการใชคอลัมนซ๊ําติดตอกัน พบวาการเก็บเกี่ยวผลผลิต
น้ําตาลซูโครสกลับคืนไดสูง แตมีน้ําตาลซูโครสบางสวนตกคางในคอลัมน เนื่องจากไมสามารถเก็บ
เกี่ยวออกมาได 100 เปอรเซ็นต ซึงอาจเกิดจากคุณสมบัติบางประการของน้ําตาลซูโครส เชน ความ
หนืดสูง จึงเปนสาเหตุในการชะออกจากคอลัมนไดยาก และพบวาการใชซ๊ํา 4 ครั้งไมมีผลตอการเก็บ
เกี่ยวผลผลิตคืน    แตขึ้นอยูกับการชะแตละครั้งซึ่งแนวโนมการชะแตละครั้งเปนไปในทิศทางเดียวกัน
และใกลเคียงกันมาก โดยเปรียบเทียบจากคาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธของการชะไดดังนี้

ครั้งที่ 1 เทียบกับครั้งที่ 2 มีคาเทากับ 0.9847
ครั้งที่ 2 เทียบกับครั้งที่ 3 มีคาเทากับ 0.9994
ครั้งที่ 3 เทียบกับครั้งที่ 4 มีคาเทากับ 0.9945
แสดงวาในการชะแตละครั้งมีแนวโนมใกลเคียงกันมาก
6.3 ศึกษาความเขมขนที่มากที่สุดของน้ําตาลซูโครสที่คอลัมนสามารถดูดซับได
เนื่องจากการดูดซับระหวางน้ําตาลและผงถานกัมมันตขึ้นอยูกับปริมาตรตอปริมาตร จึงทํา

การทดลองเพิ่มความเขมขนของน้ําตาล โดยใชน้ําตาลซูโครสเปนตัวศึกษา โดยเพิ่มความเขมขนของ
น้ําตาลซูโครสเปน 0.09, 0.12 และ 0.15 กรัมตอ 3 มิลลิลิตรพบวาคอลัมนสามารถดูดซับน้ําตาล
ซูโครสไดหมดที่ความเขมขนของน้ําตาลซูโครสเทากับ 0.09 และ 0.12 กรัมตอ 3 มิลลิลิตร ขณะที่
ปริมาณน้ําตาลซูโครสเขมขน 0.15 กรัมตอ 3 มิลลิลิตร คอลัมนไมสามารถดูดซับไดหมด เนื่องจากมี
น้ําตาลซูโครสบางสวนถุกชะออกมาโดยน้ํากล่ัน แสดงวาคอลัมนสามารถดูดซับน้ําตาลซูโครสไดมาก
ที่สุด 0.12 กรัมตอ 3 มิลลิลิตร (40 กรัมตอลิตร) เทียบเปนสัดสวนการดูดซับระหวางผงถานกัมมันต
และน้ําตาลซูโครสเทากับ 0.015 กรัมตอผงถานกัมมันต 1 กรัม (คอลัมนบรรจุผงถานกัมมันต 7.95
กรัม มีความจุของสารละลายในคอลัมนเทากับ 2.5 มิลลิลิตร) แสดงดังรูปที่ 64 - 67
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รูปที่ 64 แสดงการชะซูโครส 0.09 กรัมตอ 3 มล. ออกจากคอลัมนดวยเอทิลแอลกอฮอลลเขมขน 5
 เปอรเซ็นต
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รูปที่ 65 แสดงการชะซูโครส 0.12 กรัมตอ 3 มล. ออกจากคอลัมนดวยเอทิลแอลกอฮอลลเขมขน 5
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รูปที่ 66 แสดงการชะซูโครส 0.15 กรัมตอ 3 มล. ออกจากคอลัมนดวยเอทิลแอลกอฮอลลเขมขน 5
 เปอรเซ็นต
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รูปที่ 67 แสดงปริมาณน้ําตาลซูโครสกับอัตราสวนการดูดซับระหวางน้ําตาลซูโครสกับผงถานกัมมันต
X หมายถึง อัตราสวนของน้ําตาลซูโครสตอผงถานกัมมันตที่คอลัมนไมสามารถดูดซับไวได
(ถูกชะออกโดยน้ํากล่ัน)
C1 = น้ําตาลซูโครส 0.09 กรัม
C2 = น้ําตาลซูโครส 0.12 กรัม
C3 = น้ําตาลซูโครส 0.15 กรัม

X

C1   C2        C3
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จากการทดลองเมื่อใชน้ําตาลซูโครส 0.15 กรัมพบวาน้ํากล่ันสามารถชะน้ําตาลซูโครสบาง
สวนออกมากอนได แสดงวาน้ําตาลซูโครสมีสวนเกินที่คอลัมนไมสามารถดูดซับไวได จึงพบวาคอลัมน
สามารถดูดซับน้ําตาลซูโครสไดมากที่สุด 0.12 กรัม ซึ่งเปนสัดสวนเทากับ น้ําตาลซูโครส 0.015 กรัม
ตอผงถานกัมมันต 1 กรัม ซึ่งแสดงใหเห็นวาการดูดซับน้ําตาลโดยใชผงถานกัมมันตขึ้นอยูกับสัดสวน
ปริมาณผงถานกัมมันตและน้ําตาล แตในการทดลองนี้ไดศึกษาการดูดซับน้ําตาลซูโครสเพียงชนิด
เดียว จึงจะทําการทดลองเพื่อศึกษาการดูดซับในกรณีที่มีน้ําตาลชนิดอื่นรวมดวย

6.4 ศึกษาความสัมพันธของการดูดซับระหวางน้ําตาล 2 ชนิด
การทดลองโดยใชน้ําตาลซูโครสที่มีความเขมขนมากที่สุดที่สามารถดูดซับไดผสมกับน้ําตาล

กลูโคสเขมขน 0.12 กรัมตอ 3 มิลลิลิตร เพื่อศึกษาวาน้ําตาลกลูโคสจะมีผลรบกวนการดูดซับของน้ํา
ตาลซูโครสหรือไม พบวาจากการทดลองเมื่อชะน้ําตาลกลูโคสออกมาดวยน้ํากล่ันแลว จึงเริ่มตนชะน้ํา
ตาลซูโครสออกพบวากลูโคสไมมีผลรบกวนการจับของน้ําตาลซูโครส เนื่องมาจากกลไกการดูดซับที่
แตกตางกัน ซึ่งแสดงไดดังรูปที่ 68
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รูปที่ 68 แสดงการชะน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลซูโครส ซึ่งเปนความสัมพันธของการดูดซับกลูโคส
 และซูโครสที่ความเขมขนสูงสุดที่ดูดซับได
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จากการทดลองเมื่อใชน้ําตาลซูโครสที่มีความเขมขน 0.12 กรัมตอ 3 มิลลิลิตร (ความเขมขน
ที่มากที่สุดที่คอลัมนจะสามารถดูดซับไดหมด) รวมกับน้ําตาลกลูโคสความเขมขน 0.12 กรัมตอ 3
มิลลิลิตร พบวาน้ํากล่ันสามารถชะน้ําตาลกลูโคสออกมาได ขณะที่น้ําตาลซูโครสสามารถถูกชะออก
มาโดยเอทิลแอลกอฮอลลเขมขน 5 เปอรเซ็นต โดยรูปที่ 68 พบวาสามารถชะออกมาได 2 กราฟ
แสดงวาน้ําตาลกลูโคสไมไดมีผลในการดูดซับของน้ําตาลซูโครส ซึ่งสอดคลองกับหลักการดูดซับของ
ผงถานกัมมันต ที่สารโมเลกุลเล็กจะถูกดูดซับในรูพรุนที่มีขนาดเล็กของผลถานกัมมันต ขณะที่สารที่มี
โมเลกุลใหญจะถูกดูดซับเขาไปในรูพรุนที่มีขนาดใหญ

จากการศึกษาโดยใชสารละลายชนิดตาง  ๆ ในการชะน้ําตาลแตละชนิดออกมาจากคอลัมน
แสดงวาสารละลายแตละชนิดสามารถลดแรงดูดระหวางผิวคารบอนกับน้ําตาลแตละชนิดได รวมทั้ง
ประสิทธิภาพการชะขึ้นอยูกับอัตราการไหลของสารละลายดวย เนื่องจากถาใชอัตราการไหลสูงขึ้นนา
จะทําใหสามารถชะน้ําตาลออกมาไดเร็วขึ้นดวย จากการศึกษาการเก็บเกี่ยวฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด
โดยใชคอลัมนผงถานกัมมันต จึงนาสนใจที่จะนําไปใชในการทําใหการเก็บเกี่ยวฟรักโตโอลิโกแซ็กคา
ไรดที่ไดจากการผลิตจากกระบวนการหมัก ที่มีการปนเปอนของสี, กล่ิน และน้ําตาลชนิดอื่น ๆ ที่ไม
ตองการไดผลิตภัณฑที่มีคุณภาพดีขึ้น
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7. ตัวอยางผลการวิเคราะหชนิดและปริมาณฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดและน้ําตาลชนิดตาง ๆ
    ที่ผลิตไดจากการเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12     ดวยวิธีโครมาโตกราฟแบบของเหลว
    สมรรถนะสูง (HPLC)

เมื่อนําตัวอยางน้ําหมักที่ไดจากการเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12 ในถังหมัก ณ ชั่วโมงที่
24 ของการเพาะเลี้ยง โดยใชหัวเชื้ออายุ 18 ชั่วโมง โดยจัดคาปริมาณออกซิเจนละลายเทากับ 80
เปอรเซ็นตของอากาศอิ่มตัว และควบคุมคาความเปนกรดดางเทากับ 5.0 ตลอดการเพาะเลี้ยง ที่
อุณหภูมิเทากับ 30 องศาเซลเซียส มากรองแยกสายใยออกดวยกระดาษกรองวอทแมน เบอร 1 มา
วิเคราะหปริมาณ FOS และน้ําตาลชนิดตาง ๆ โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานในภาคผนวก ค
และใชวิธีคํานวณในภาคผนวก ง โดยพบวามีผลิตภัณฑตาง ๆ ไดแก น้ําตาลฟรักโตส น้ําตาลกลูโคส
น้ําตาลซูโครส เคสโตส และนีสโตส เมื่อเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานน้ําตาลชนิดตาง ๆ ดังรูป กลาว
คือน้ําตาลชนิดตางๆ มีระยะเวลาอยูในคอลัมนเรียงจากนอยไปมากตามลําดับไดแก น้ําตาลฟรักโตส
น้ําตาลกลูโคส น้ําตาลซูโครส FOS ชนิด เคสโตส และนีสโตส ตามลําดับ (โดยมีน้ําตาลราฟฟโนสเปน
สารมาตรฐานภายในปรากฏกราฟอยูระหวางเคสโตสและนีสโตส)  นอกจากนี้ยังมีกราฟที่ไมสามารถ
ระบุชนิดได คือ กราฟที่เวลา 6.66 นาที ปรากฏอยูใกลกับเคสโตส คาดวาจะเปน 6-เคสโตส
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เวลาที่อยูในคอลัมน (นาที)

ก

ข

รูปที่ 69 ตัวอยางโครมาโตแกรมของ FOS และน้ําตาลชนิดตาง ๆ ในน้ําหมัก ที่ไดจากการเพาะเลี้ยง
Penicillium sp. H12 และสารมาตรฐานน้ําตาลชนิดตาง ๆ เมื่อวิเคราะหดวยวิธีโครมาโตกราฟแบบ
ของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC)

ก. สารมาตรฐานน้ําตาลชนิดตาง ๆ และน้ําตาลราฟฟโนสเปนสารมาตรฐานภายใน
ข. น้ําหมักผสมกับน้ําตาลราฟฟโนสมาตรฐาน

จาก ก. น้ําตาลฟรักโตส 3.60 นาที
น้ําตาลกลูโคส 3.95 นาที
น้ําตาลซูโครส 4.80 นาที
FOS  ชนิดเคสโตส 7.05 นาที
น้ําตาลราฟฟโนส 8.09 นาที (สารมาตรฐานภายใน)
FOS ชนิดนีสโตส 9.76 นาที
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บทที่ 5
สรุปและวิจารณผลการวิจัย

สรุปผลการวิจัย
1. เมื่อเพาะเลี้ยง Penicillium sp. H12    ในถังหมักที่มีการควบคุมคาความเปนกรดดาง

เทากับ 5.0 และคาออกซิเจนละลายเทากับ 80 เปอรเซ็นตของอากาศอิ่มตัว ตลอดการเพาะเลี้ยง ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยใชหัวเชื้อที่มีอายุแตกตางกัน จะสามารถผลิต FOS ไดสูงที่สุดเมื่อ
ใชหัวเชื้อที่มีอายุ 18 ชั่วโมงขึ้นไป ดังนั้นการผลิต FOS โดย Penicillium sp. H12 ควรใชหัวเชื้อที่มี
อายุ 18 ชั่วโมงขึ้นไป

2. ในการผลิต FOS โดยการเติมน้ําตาลซูโครสระหวางการผลิต    พบวาการเติมน้ําตาล
ซูโครสในระหวางการผลิตควรเติมในชั่วโมงที่ 9 หรือ 12 ซึ่งเปนระยะเริ่มตนของการผลิต

3. ความเขมขนของน้ําตาลซูโครสที่เติมในชวงตนของการผลิต      มีผลตอการผลิต FOS
โดยควรเติมน้ําตาลซูโครสที่มีความเขมขนเหมาะสม เนื่องจากน้ําตาลซูโครสที่มีความเขมขนสูง
เกินไปจะทําใหเกิดความหนืดและแรงดันออสโมติกได

4. การผลิต FOS โดยการเติมน้ําตาลซูโครสแบบตอเนื่องตั้งแตชั่วโมงที่ 12 ของการผลิต
ดวยอัตราเร็ว 1 มิลลิลิตรตอนาที ทําใหแนวโนมการผลิต FOS สูงขึ้นอยางตอเนื่อง และน้ําตาล
ซูโครสความเขมขน 400 กรัมตอ 600 มิลลิลิตรจะทําใหอัตราการเพิ่มข้ึนของน้ําตาลซูโครสสูงกวา
การใชน้ําตาลซูโครส

5. เมื่อศึกษากิจกรรมของฟรักโตซิลทรานเฟอเรส       ในการผลิตเคสโตสพบวาเอนไซมที่
เซลลผลิตออกมาถูกขับออกนอกเซลล และเอนไซมมีกิจกรรมสูงที่สุดในชั่วโมงที่ 12 ของการเพาะ
เลี้ยง

6. การศึกษาการเก็บเกี่ยว FOS และน้ําตาลชนิดตาง ๆ โดยคอลัมนผงถานกัมมันต   พบ
วาผงถานกัมมันตสามารถดูดซับน้ําตาลแตละชนิดได และสามารถชะน้ําตาลแตละชนิดออกมาได
โดย น้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลฟรักโตสชะดวยน้ํากลั่น, น้ําตาลซูโครสชะดวยสารละลายเอทิลแอล
กอฮอลลเขมขน 5 เปอรเซ็นต และ FOS ถูกชะดวยสารละลายเอทิลแอลกอฮอลลเขมขน 15
เปอรเซ็นต

7. ประสิทธิภาพการใชคอลัมนมีสูงสามารถใชติดตอกันไดหลายครั้ง โดยลักษณะการชะ
แตละครั้งใกลเคียงกัน แตการเก็บเกี่ยวน้ําตาลซูโครสออกจากคอลัมนไมสามารถเก็บเกี่ยวได 100
เปอรเซ็นต และการดูดซับน้ําตาลซูโครสกับผงถานกัมมันตเปนสัดสวนกันกับ 0.015 กรัมตอผงถาน
กัมมันต 1 กรัม รวมทั้งน้ําตาลกลูโคสไมรบกวนการดูดซับของน้ําตาลซูโครส
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วิจารณผลการวิจัย
จากผลการทดลองเมื่อเปรียบเทียบการผลิต FOS โดยใชหัวเชื้อที่มีอายุแตกตางกันพบวา

หัวเชื้อที่เปนสายใยอายุ 18 ชั่วโมง สามารถผลิต FOS ไดสูงสุดในการผลิตในถังหมักที่มีการควบ
คุมปจจัยแวดลอมที่เกี่ยวของกับการผลิต ขณะที่การเปรียบเทียบผลิตในขวดเขยา พบวาการเพาะ
เลี้ยงโดยใชหัวเชื้อที่มีอายุแตกตางกันสามารถผลิต FOS ไดในปริมาณใกลเคียงกัน ซึ่งสอดคลอง
กับงานวิจัยของวรรณา ศรีสัจจารักษ (2543) ที่ทําการทดลองเปรียบเทียบการผลิต FOS ในขวด
เขยาระหวางการใชหัวเชื้อที่เปนสปอร และหัวเชื้อที่เปนสปอรงอก  (อายุ 12 ชม.) ซึ่งพบวาสามารถ
ผลิต FOS ไดในปริมาณใกลเคียงกัน ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบการผลิต FOS ในถังหมักที่มีสภาวะเหมาะ
สมตอการเพาะเลี้ยง จะทําใหเซลลสามารถสรางเอนไซมและการเจริญเติบโตไดดีกวาการผลิตใน
ขวดเขยา จึงทําใหสายใยที่มีขนาดใหญกวาสามารถผลิต FOS ไดในปริมาณมากกวาดวย โดยเคส
โตสจะถูกสรางขึ้นอยางรวดเร็วในชวงแรกของการเพาะเลี้ยง ทําใหมีการสลายน้ําตาลซูโครสอยาง
รวดเร็ว และเมื่อเคสโตสมีความเขมขนมากพอ ก็จะทําใหมีการสรางนีสโตสเกิดขึ้นอยางรวดเร็วใน
ชวงทายของการเพาะเลี้ยง ดังนั้นการผลิตเคสโตสสูงจึงนาจะเกิดขึ้นในชวงแรกของการเพาะเลี้ยง
ขณะที่เมื่อเคสโตสมีปริมาณสูงขึ้น จึงทําใหมีการเริ่มตนสรางนีสโตสได ดังนั้นการผลิต FOS โดยใช
หัวเชื้อที่มีอายุ 18 ชั่วโมงในถังหมัก ซึ่งพบวามีปริมาณทั้งเคสโตสและนีสโตสสูง นาจะเปนเพราะ
หัวเชื้อที่มีอายุ 18 ชั่วโมงการสรางมีเอนไซมที่เกี่ยวของกับการผลิตทั้งเคสโตสและนีสโตสไดสูง

สําหรับกลไกการสราง FOS จากน้ําตาลซูโครสนั้น ข้ันแรกของปฏิกิริยาจะมีเอนไซมอินเวอ
เทสมาเรงปฏิกิริยาการยอยสลายน้ําตาลซูโครสเปนน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลฟรักโตส และจึงมี
เอนไซมฟรักโตซิลทรานเฟอเรสมายายน้ําตาลฟรักโตสไปเชื่อมกับน้ําตาลซูโครสอีกโมเลกุลหนึ่ง ได
เคสโตส และจึงนําน้ําตาลฟรักโตสอีกโมเลกุลหนึ่งไปเชื่อมกับเคสโตสไดเปนนีสโตส ไดน้ําตาล
กลูโคสเหลือในระบบ (Jung และคณะ, 1989)

จากการทดลองพบวาปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่เพิ่มข้ึนสวนใหญจะมีระดับคงที่ แมวาใน
ชวงทายของการผลิตจะมีการสรางนีสโตส เนื่องจากเซลลสามารถนําน้ําตาลกลูโคสไปใชในการ
เจริญเติบโตได ขณะที่เมื่อพิจารณาปริมาณน้ําตาลฟรักโตสพบวาน้ําตาลฟรักโตสจะมีปริมาณต่ํา
มากในระบบ ซึ่งสอดคลองกับกลไกการเกิดปฏิกิริยาที่การผลิต FOS ซึ่งเกิดจากการนําน้ําตาลฟรัก
โตสไปตอกับน้ําตาลซูโครสหรือเคสโตส แตปริมาณน้ําตาลฟรักโตสที่ตรวจพบไดเล็กนอยอาจเกิด
จากการสลาย FOS โดยปฏิกิริยาไฮโดรไลเซชั่นก็ได  จากการทดลองการผลิต FOS ในถังหมักพบ
วาชวงทายของการผลิตโดยใชหัวเชื้อที่เปนสายใยมีปริมาณน้ําหนักแหงของสายใยลดลง เนื่องจาก
มีการการควบคุมปริมาณออกซิเจนละลายใหเทากับ 80 เปอรเซ็นตของอากาศอิ่มตัว (ซึ่งตองใช
อัตราการกวนรุนแรง) สงผลใหสายใยบางสวนฉีกขาดไปได แตพบวาการใชหัวเชื้อที่เปนสปอรจะมี
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ปริมาณน้ําหนักสายใยแหงในชวงทายของการผลิตคอนขางคงที่ นาจะเกิดจากสายใยยังคงมี
ขนาดเล็กกวาการใชสายใยเปนหัวเชื้อทําใหสายใยมีโอกาสฉีกขาดนอยกวา

ในการปรับปรุงการผลิต FOS โดยการเติมน้ําตาลซูโครสระหวางการผลิต พบวาสามารถ
เพิ่มการผลิต FOS ใหสูงขึ้นได เนื่องจากน้ําตาลซูโครสเปนสารตั้งตนของการผลิต FOS ซึ่งสอด
คลองกับงานวิจัยของ Hidaka และคณะ (1988) ซึ่งรายงานวา น้ําตาลซูโครสที่มีความเขมขนสูง
จะทําใหเอนไซมฟรักโตซิลทรานเฟอเรสทํางานไดสูง จึงเกิดปฏิกิริยาทรานฟรักโตซิลเลชั่นไดสูง ซึ่ง
มากกวาการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลเซชั่น จากการศึกษาผลของการเติมน้ําตาลซูโครสในระหวางการ
ผลิตใหมีความเขมขนเพิ่มข้ึนอีก 50 กรัมตอลิตรในชั่วโมงที่ 9, 12, 15 และ 18 ของการผลิต พบวา
การเติมน้ําตาลซูโครสในชั่วโมงที่ 9 และ 12 ของการผลิตทําใหมีแนวโนมการผลิต FOS สูงขึ้น
เนื่องมาจากชวงแรกของการผลิตนาจะมีการสรางเอนไซม และมีอัตราการเจริญเติบโตของเซลลสูง
จึงทําใหอัตราการผลิต FOS สูงไปดวย ในขณะที่ชวงทายของการผลิตมีปริมาณน้ําตาลซูโครสต่ํา
ลง ทําใหเมื่อเติมน้ําตาลซูโครสลงไปอาจทําใหไมมีความเขมขนมากพอที่จะทําใหมีอัตราการผลิต
(เทียบตอ ชม.ที่ไดผลผลิตสูงสุด) สูงขึ้น (แมวาจะไดปริมาณ FOS สูงขึ้นมากกวาการผลิตแบบกะ)
โดยพบวาการเติมน้ําตาลซูโครสที่ชั่วโมงที่ 12 ของการผลิตทําใหมีการผลิตนีสโตสไดสูงกวาการ
เติมน้ําตาลซูโครสในชั่วโมงที่ 9 ของการผลิต อาจเนื่องมาจากในชั่วโมงที่ 12 ของการผลิต  มีความ
เขมขนของเคสโตสสูง ซึ่งนาจะทําใหเกิดการสรางเอนไซมที่เกี่ยวของกับการผลิตนีสโตสแลว
ดังนั้นเมื่อปริมาณน้ําตาลซูโครสสูงขึ้นทําใหมีการผลิตเคสโตสสูงขึ้น ก็สงผลใหมีการผลิตนีสโตสสูง
ขึ้นดวย เมื่อทดลองเพิ่มความเขมขนของน้ําตาลซูโครสที่เติมระหวางการผลิตในชั่วโมงที่ 9 ใหสูง
ขึ้นอีกเปน 100, 150 และ 200 กรัมตอลิตร พบวาเมื่อน้ําตาลซูโครสที่มีความเขมขนสูงขึ้นมาก จะ
ทําใหแรงดันออสโมติกสูงขึ้น ทําใหการผลิต FOS ไมดี            สอดคลองกับงานวิจัยของวรรณา
ศรีสัจจารักษ (2543) ที่พบวาความเขมขนของน้ําตาลทราย 300 กรัมตอลิตรทําใหการเจริญเติบโต
ของ Penicillium sp. H12 ต่ํากวาการผลิตโดยใชน้ําตาลทราย 250 กรัมตอลิตร และยังทําใหการ
ผลิต FOS ไมดีเทาที่ควร เนื่องจากเมื่อมีแรงดันออสโมติกสูงจุลินทรียจะมีการปรับตัวเพื่อใหทนตอ
แรงดันออสโมติกได จึงทําใหการผลิต FOS ชาลง ดังนั้นจึงเปนสาเหตุที่ทําใหการเติมน้ําตาล
ซูโครสใหมีความเขมขนสูงขึ้นอีก 100, 150 และ 200 กรัมตอลิตร จะมีการผลิต FOS ไดไมดีเทาที่
ควร และพบวาการเติมน้ําตาลซูโครสใหมีความเขมขนเพิ่มข้ึนอีก 200 กรัมตอลิตรจะทําใหมีการ
ผลิต FOS สูงขึ้นไดในชวงทายของการผลิต แสดงวาเซลลอาจมีการปรับตัวตอแรงดันออสโมติกใน
ชวงแรกและเมื่อปริมาณน้ําตาลซูโครสในระบบมีความเขมขนลดลงก็ทําใหเร่ิมตนมีการผลิต FOS
สูงขึ้น สอดคลองกับงานวิจัยของ Balken ในป ค.ศ.1991 ที่รายงานวา เมื่อผลิต FOS จากสายใย
ของ Aspergillus phoenicis โดยใชน้ําตาลซูโครสเริ่มตนเทากับ 825 กรัมตอลิตร จะทําใหไดผล
ผลิตต่ํากวาการผลิตโดยใชน้ําตาลซูโครสเริ่มตนเทากับ 750 กรัมตอลิตร นอกจากนี้จากงานวิจัยใน
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ป ค.ศ. 1995 ของ Andrew   ไดรายงานวาปริมาณน้ําตาลซูโครสที่สูงมากสามารถยับยั้งการ
สรางฟรักโตซิลทรานเฟอเรสของ Aspergillus japonicus ไดดวย

จากการศึกษาผลการเติมน้ําตาลซูโครสแบบตอเนื่องเปนเวลาติดตอกัน 10 ชั่วโมง พบวา
การเติมน้ําตาลซูโครสแบบตอเนื่องจะทําใหการผลิต FOS เกิดขึ้นอยางสม่ําเสมอและมีแนวโนมสูง
ขึ้นอยางตอเนื่อง อาจเนื่องมาจากการเติมน้ําตาลซูโครสใหมีความเขมขนเพิ่มข้ึนอยางชา  ๆ ทําให
จุลินทรียสามารถปรับตัวตอแรงดันออสโมติกที่เพิ่มข้ึนไดและปริมาณน้ําตาลซูโครสที่เพิ่มข้ึนจะสง
ผลใหการเพิ่มข้ึนของเคสโตส น้ําตาลกลูโคส และนีสโตสเปนไปอยางมีสัดสวน แสดงวาน้ําตาล
ซูโครสเปนปจจัยหนึ่งที่ควบคุมปฏิกิริยาทรานฟรักโตซิลเลชั่น เชน ในป 1987 Jung และคณะ ได
รายงานวาความเขมขนของน้ําตาลซูโครสที่เหมาะสม ตอการผลิตเอนไซมฟรักโตซิลทรานเฟอเรส
ของ Aureobasidium pullulans เทากับ 25 เปอรเซ็นต แสดงวาปจจัยสาํคัญสําหรับการผลิต FOS
คือความเขมขนของน้ําตาลซูโครส และจากรายงานของ Kim และคณะในป 1998 ไดศึกษาการ
ผลิต FOS โดยเอนไซมจาก Bacillus macerans EG-6 พบวาถาน้ําตาลซูโครสมีความเขมขนสูงถึง
500       กรัมตอลิตร  จะเรงปฏิกิริยาทรานฟรักโตซิเลชั่น เมื่อน้ําตาลซูโครสต่ําเทากับ 10 กรัมตอ
ลิตรจะเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลเซชั่น แตพบวาถาน้ําตาลซูโครสมีระดับความเขมขนปานกลางเทากับ
100 กรัมตอลิตรจะทําใหเกิดปฏิกิริยาทั้งสองแบบเสมอกัน ทําใหการผลิต FOS มีระดับคงที่ได

จากการศึกษากิจกรรมของฟรักโตซิลทรานเฟอเรส พบวาฟรักโตซิลทรานเฟอเรสที่
Penicillium sp. H12 สรางขึ้นเปนเอนไซมที่ขับออกนอกเซลล (Extracellular enzyme) โดยเซลล
มีการผลิตเอนไซมมีปริมาณสูงในชั่วโมงที่ 9 – 15 ของการผลิต ซึ่งเปนชวงที่มีปริมาณน้ําตาล
ซูโครสสูงและเซลลมีการเจริญเติบโตมาก แตเมื่อหลังจาก 15 ชั่วโมงของการเพาะเลี้ยงพบวา
เอนไซมมีกิจกรรมลดลง อาจเนื่องจากปริมาณน้ําตาลซูโครสลดลง      (ทําใหมีการสรางฟรักโต
ซิลทรานเฟอเรสนอยลง) หรืออาจเกิดจากการยอยสลายโปรตีเอสที่เซลลสรางออกมา สอดคลอง
กับงานวิจัยของ Chen (1995) พบวาปริมาณของน้ําตาลซูโครสมีผลตอการผลิตฟรักโตซิลทราน
เฟอเรสของ Aspergillus japonicus TIT-90076 โดยพบวาฟรักโตซิลทรานเฟอเรสจะผลิตไดสูงขึ้น
เมื่อมีน้ําตาลซูโครสในระบบเทากับ 20 เปอรเซ็นต และจะลดลงเมื่อปริมาณน้ําตาลซูโครสลดลง
แตในขณะเดียวกันปริมาณน้ําตาลซูโครสที่มากเกินไปกลับทําใหการผลิตเอนไซมลดลงดวย

ในการศึกษาการเก็บเกี่ยว FOS จากน้ําหมักโดยใชคอลัมนผงถานกัมมันต พบวาสามารถ
ดูดซับน้ําตาลชนิดตาง ๆ และชะน้ําตาลออกจากคอลัมนไดโดยสารละลายชะชนิดตาง ๆ ไดแก น้ํา
กลั่นสําหรับชะน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลฟรักโตส สารละลายเอทิลแอลกอฮอลลเขมขน 5
เปอรเซ็นตสําหรับชะน้ําตาลซูโครส และสารละลายเอทิลแอลกอฮอลลเขมขน 15 เปอรเซ็นต
สําหรับชะเคสโตสและนีสโตส  โดยพบวาน้ําตาลซูโครสจะคงเหลือจากการชะออกอยูในคอลัมน
เล็กนอย อาจเนื่องมาจากน้ําตาลซูโครสสามารถจับกับผงถานกัมมันตไดดี และในน้ําหมักมี
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ปริมาณโปรตีนและสารปนเปอนชนิดอื่น ซึ่งอาจรบกวนการชะได จากการศึกษาคุณสมบัติการดูด
ซับของผงถานกัมมันตโดย จิราวรรณ โตธนาคม (2536), วรติกร อิสระเสนีย (2539) และธนพร ลอ
ทอง (2541) พบวาประสิทธิภาพการดูดซับจะสูงขึ้นเมื่ออุณหภูมิต่ําลงและคาความเปนกรดดางลด
ลง โดยหลักการดูดซับเกิดจากการจับกับระหวางน้ําตาลและผงถานกัมมันตไดโดยแรงแวนเดอวาล
ซึ่งเปนแรงชนิดออน และการเปลี่ยนแปลงคาดัชนีความมีข้ัวของตัวชะ (Polarity index) สามารถ
ลดแรงดแวนเดอวาลและทําใหสารหลุดออกจากการดูดซับได  ซึ่งในงานวิจัยนี้ใชผงถานกัมมันต
ชนิดที่เปนแปงฝุน (Powder activated carbon) ซึ่งมีขนาดอนุภาคเล็กกวา 0.18 มิลลิเมตร ดังนั้น
จึงสามารถดูดซับอนุภาคตาง ๆ ไดดีเนื่องจากมีพื้นที่ผิวมาก โดยประสิทธิภาพการดูดซับข้ึนอยูกับ
ขนาดของโมเลกุล หมูตาง ๆ ของสารประกอบที่ถูกดูดซับ ซึ่งจากการทดลองศึกษาประสิทธิภาพ
การดูดซับน้ําตาลซูโครสโดยผงถานกัมมันตพบวา การดูดซับน้ําตาลซูโครสเปนสัดสวนกับปริมาณ
ของผงถานกัมมันต เทากับน้ําตาลซูโครส 0.015 กรัมตอผงถานกัมมันต 1 กรัม นอกจากนี้ในการ
ทดลองไดศึกษาการดูดซับน้ําตาลซูโครสโดยผงถานกัมมันตในรูปแบบของคอลัมน ซึ่งเมื่อเปรียบ
เทียบการดูดซับน้ําตาลซูโครสติดตอกัน 4 คร้ัง พบวาประสิทธิภาพของการใชคอลัมนแตละครั้งให
ประสิทธิภาพใกลเคียงกัน และสามารถเก็บเกี่ยวน้ําตาลซูโครสคืนไดประมาณ 95 เปอรเซ็นต และ
เมื่อศึกษาการดูดซับน้ําตาลกลูโคส รวมกับน้ําตาลซูโครสที่มีความเขมขนที่มากที่สุดที่คอลัมน
สามารถดูดซับได พบวาน้ําตาลกลูโคสไมรบกวนการดูดซับของน้ําตาลซูโครส สอดคลองกับหลัก
การดูดซับของเบื้องตนของผงถานกัมมันต

อยางไรก็ตามจากการศึกษาการเก็บเกี่ยว FOS ดวยคอลัมนผงถานกัมมันต พบวาไม
สามารถแยก FOS ชนิดเคสโตสและนีสโตสออกจากกันไดเนื่องจาก FOS ทั้งสองชนิดสามารถถูก
ชะออกมาไดดวยสารละลายเอทิลแอลกอฮอลลเขมขน 15 เปอรเซ็นตเหมือนกัน ซึ่งคาดวานาจะมี
การศึกษาการใชวิธีโครมาโตรกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ หรือโครมาโตรกราฟแบบเจลฟวเตชั่น
เพื่อแยกเคสโตสและนีสโตสออกจากกันตอไป

จากการทดลองผลิต FOS โดย Penicillium sp. H12 พบวาจะมีการผลิตเคสโตสกอนนีส
โตสเสมอและนีสโตสจะเพิ่มจํานวนมากขึ้นเมื่อมีปริมาณเคสโตสมากพอ ซึ่งนาจะเกิดจากเอนไซม
ที่ไดจาก Penicillium sp. H12 เปนเอนไซมหลายชนิด เชน อินเวอเทส และฟรักโตซิลทรานเฟอเรส
เนื่องจากในการทดลองศึกษากิจกรรมของฟรักโตซิลทรานเฟอเรส พบวาเอนไซมมีกิจกรรมลดลง
ในชวงทายของการผลิต แตในชวงทายของการผลิตทั่วไปทั้งในขวดเขยาและถังหมักจะมีการผลิต
นีสโตสสูงขึ้น จึงมีความเปนไปไดวาอาจมีเอนไซมมากกวา 2 ชนิดที่เกี่ยวของกับการผลิต FOS
โดย Penicillium sp. H12 ซึ่งนาจะไดมีการศึกษาตอไป

อนึ่งในป 1989 Jung และคณะไดรายงานวา น้ําตาลกลูโคสที่เกิดจากกระบวนการผลิต
อาจมีผลยับยั้งปฏิกิริยาทรานฟรักโตซิลเลชั่นได    แตในทุกการทดลองพบวาในชวงทายของการ
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ผลิตจะมีปริมาณน้ําตาลกลูโคสสูงขึ้นจนเริ่มคงที่ แตการผลิต FOS ก็ยังคงดําเนินตอไป แสดงวา
เซลลสามารถนําน้ําตาลกลูโคสไปใชได ขณะเดียวกันก็ยังคงมีการผลิต FOS ตอไป เนื่องจากยังคง
มีปริมาณน้ําตาลซูโครสเหลือในระบบ ซึ่งอาจกลาวไดวาน้ําตาลกลูโคสที่เกิดขึ้นอาจไมสงผลใน
การยับยั้งการผลิต FOS จากการเพาะเลี้ยงโดย Penicillium sp. H12 ก็ได

ขอเสนอแนะ
1. ในการศึกษาเพื่อปรับปรุงการผลิต FOS โดย Penicillium sp. H12  นาจะมีการศึกษา

การนําเอนไซมมาใชในการผลิต เนื่องจากเอนไซมที่เกี่ยวของกับการผลิต FOS โดย Penicillium
sp. H12 เปนเอนไซมที่อยูนอกเซลล จึงนาสนใจที่จะนํามาใชในการผลิตได

2. นาจะมีการศึกษาการผลิตโดยนําเซลลกลับมาใชใหม หรือการตรึงเซลล         เพื่อลด
ตนทุนในการเตรียมหัวเชื้อ และอาจสามารถผลิต FOS ไดอยางตอเนื่อง
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ภาคผนวก ก
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ

1. อาหารแข็งโปเตโตเด็กซโตรส (Potato Dextrose Agar)
ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย

มันฝร่ังหั่น 200 กรัม
เด็กซโตรส   20 กรัม
วุนผง   20 กรัม

เตรียมโดยนํามันฝร่ังมาลางใหสะอาด ปอกเปลือกแลวนํามาหั่นเปนชิ้นเล็ก ๆ ชั่งใหไดน้ํา
หนักประมาณ 200 กรัม ตมในน้ําเดือดนาน 15-20 นาที กรองเอาแตสวนน้ําดวยผาขาวบาง
มาเติมสวนประกอบที่เหลือ ละลายใหเขากันในอางน้ํารอน เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร นึ่งฆา
เชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที

2. อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับเตรียมหัวเชื้อที่เปนสายใย
ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย

น้ําตาลทราย  80 กรัม
สารสกัดจากยีสต   2 กรัม
โพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต   1 กรัม
แมกนีเซียมซัลเฟต   0.3 กรัม
แอมโมเนียมซัลเฟต   0.4 กรัม

ละลายสวนประกอบในน้ํากลั่น เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 5.0
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3. อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดในขวดเขยา
ในอาหาร 1 ลิตรประกอบดวย

น้ําตาลทราย  150 กรัม
สารสกัดจากยีสต     5 กรัม
โพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต     1 กรัม
แมกนีเซียมซัลเฟต   0.3 กรัม
แอมโมเนียมซัลเฟต     1 กรัม

ละลายสวนประกอบในน้ํากลั่น เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 5.0

4. อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดในถังหมัก
ในอาหาร 1 ลิตรประกอบดวย

น้ําตาลทราย  250 กรัม
สารสกัดจากยีสต     5 กรัม
โพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต     1 กรัม
แมกนีเซียมซัลเฟต   0.3 กรัม
แอมโมเนียมซัลเฟต     1 กรัม

ละลายสวนประกอบในน้ํากลั่น เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 5.0
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ภาคผนวก ข
วิธีเตรียมสารเคมีที่สําคัญที่ใชในการทดลอง

1. สารละลายอะซิโตรไนไตรเขมขน 70 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร)
เตรียมโดยตวงอะซิโตรไนไตร ปริมาตร 70 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตรรวม 100

มิลลิลิตร

2. สารละลายกรดไดไนโตรซาลิซิลิค เขมขน 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) (Miller, 1959)
ในสารละลาย 1 ลิตรประกอบดวย
กรดไดไนโตรซาลิซิลิค 10 กรัม
ฟนอล   2 กรัม
โซเดียมซัลไฟด  0.5 กรัม
โซเดียมไฮดรอกไซด  10 กรัม
เก็บในขวดแกวสีชาที่อุณหภูมิหอง

3. สารละลายโซเดียมโพแตสเซียสทารเทรตเขมขน 40 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)
ชั่งโซเดียมโพแตสเซียสทารเทรต 40 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร

4. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เขมขน 5 นอรมอล
ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด 20 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร เก็บในภาชนะ

พลาสติก ที่อุณหภูมิหอง

5. สารละลายซิเตรตฟอสเฟตบัฟเฟอร (Stoll, V.S. and Blanchard, J.S. , 1990)
5.1 กรดซิตริก เขมขน 0.1 โมลาร
ชั่งกรดซิตริก 19.21 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร
5.2 โซเดียมโมโนไฮโดรเจนฟอสเฟต เขมขน 0.2 โมลาร
ชั่งโซเดียมโมโนไฮโดรเจนฟอสเฟตเฮปตะไฮเดรต 53.65 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร

1000 มิลลิลิตร
ผสมสารละลายขอ 5.1 ปริมาตร 486 มิลลิลิตรและขอ 5.2 ปริมาตร 514 มิลลิลิตรใหเขา

กันจะไดคาความเปนกรดดางเทากับ 5.0
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6. สารละลายวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Lowry (Lowry, O.H. และคณะ, 1951)
6.1 สารละลาย Lowry A

6.1.1 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.2 โมลตอลิตร
ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด 8 กรัมละลายน้ํากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร

6.1.2 สารละลายโซเดียมคารบอเนตเขมขน 4 เปอรเซ็นต
ชั่งโซเดียมคารบอเนต 4 กรัมละลายน้ํากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร

6.1.3 สารละลายคอปเปอรซัลเฟตเขมขน 1 เปอรเซ็นต
ชั่งคอปเปอรซัลเฟต 1 กรัมละลายน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร

6.1.4 สารละลายโซเดียมโพแตสเซียมทารเทรตเขมขน 2 เปอรเซ็นต
ชั่งโซเดียมโพแตสเซียมทารเทรต 2 กรัมละลายน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร

ผสมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.2 โมลตอลิตร ปริมาตร 49 มิลลิลิตร กับสาร
ละลายโซเดียมคารบอเนตเขมขน 4 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)ปริมาตร 49 มิลลิลิตรและเติม
สารละลายคอปเปอรซัลเฟตเขมขน 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ
สารละลายโซเดียมโพแตสเซียมทารเทรตเขมขน 2 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ปริมาตร 1
มิลลิลิตร

6.2 สารละลาย Lowry B
ผสม Folin-Ciocalteau reagent ในน้ํากลั่น อัตราสวน 1 ตอ 1
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ภาคผนวก ค
กราฟมาตรฐาน

1. กราฟมาตรฐานของน้ําตาลฟรักโตส เมื่อวิเคราะหดวยวิธีโครมาโตรกราฟแบบชองเหลว
สมรรถนะสูง (HPLC)
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2. กราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคส เมื่อวิเคราะหปริมาณดวยวิธีโครมาโตรกราฟแบบของ
เหลวสมรรถนะสูง (HPLC)

ความชัน  = 103.3863  C or = 0.9985
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3. กราฟมาตรฐานของน้ําตาลซูโครส เมื่อวิเคราะหปริมาณดวยวิธีโครมาโตรกราฟแบบของ
เหลวสมรรถนะสูง (HPLC)

ความชัน = 110.8928  Cor = 0.9988
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4. กราฟมาตรฐานของน้ําตาลเคสโตส เมื่อวิเคราะหปริมาณดวยวิธีโครมาโตรกราฟแบบของ
เหลวสมรรถนะสูง (HPLC)

ความชัน = 110.8090  Cor = 0.9988
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5. กราฟมาตรฐานของน้ําตาลนีสโตส เมื่อวิเคราะหปริมาณดวยวิธีโครมาโตรกราฟแบบของ
เหลวสมรรถนะสูง (HPLC)

ความชัน = 98.9069  Cor = 0.9989
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6. กราฟมาตรฐานของน้ําตาลซูโครส เมื่อวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดโดยวิธีของ
Bernfeld (Miller, 1959)

ความชัน = 0.416  Cor= 0.9953
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7. กราฟมาตรฐานของ Bovine serum albumin (BSA) โดยวิธีของ Lowry

คว าม ชัน  =  0 .0 0 2   C o r =  0 .9 9 7 3
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ภาคผนวก ง
วิธีการคํานวณ

1.การคํานวนปริมาณ FOS และน้ําตาลชนิดตาง ๆ โดยวิธีโครมาโตรกราฟแบบของเหลวสมรรถนะ
   สูง (HPLC)

จากกราฟมาตรฐานของน้ําตาลฟรักโตส น้ําตาลกลูโคส น้ําตาลซูโครส น้ําตาลเคสโตส
และน้ําตาลนีสโตส เมื่อวิเคราะหโดยโครมาโตรกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง โดยมีน้ําตาลราฟ
ฟโนสเปนสารมาตรฐานภายใน (ภาคผนวก ค 1-5 ตามลําดับ) สามารถคํานวนหาคาความชันได
นําคาความชันที่ไดมาคํานวนหาปริมาณเคสโตส นีสโตสและน้ําตาลชนิดตาง ๆ ไดดังตัวอยาง

FOS ชนิดเคสโตส (กรัมตอลิตร) = อัตราสวนพื้นที่ใหกราฟของเคสโตสตอน้ําตาลราฟฟโนส x คาความเจือจาง
ความชัน

สําหรับน้ําตาลชนิดอื่น ๆ ใชวิธีการคํานวนแบบเดียวกันโดยใชคาความชัน จากภาคผนวก ค
2.การคํานวนปริมาณน้ําตาลน้ําตาลซูโครสโดยวีธีของ Bernfeld

จากกราฟมาตรฐานของน้ําตาลซูโครส เมื่อวิเคราะหโดยวิธีของ Bernfeld (ภาคผนวก ค
6) สามารถคํานวนหาคาความชันได นําคาความชันที่ไดมาคํานวนหาปริมาณน้ําตาลซูโครสได

น้ําตาลซูโครส (กรัมตอมิลลิลิตร) =                          คาการดูดกลืนแสง x คาความเจือจาง
ความชัน

3.การคํานวนปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Lowry
จากกราฟมาตรฐานของ BSA เมื่อวิเคราะหโดยวิธีของ Lowry (ภาคผนวก ค 7) สามารถ

คํานวนหาคาความชันได นําคาความชันที่ไดมาคํานวนหาปริมาณโปรตีนได

ปริมาณโปรตีน (กรัมตอลิตร) =                                คาการดูดกลืนแสง x คาความเจือจาง
ความชัน

4.การคํานวณปริมาณน้ําตาลซูโครสที่เติมในการเลี้ยงแบบเฟดแบท
น้ําตาลซูโครสที่เพิ่มข้ึน (ก/ล) = ซูโครสหลังเติม (ก/ล) (A) – ซูโครสกอนเติม (ก/ล)

         เมื่อ  A = ซูโครสทั้งหมดหลังเติม (กรัม)
          ปริมาตรน้ําหมักหลังเติม (ลิตร)
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ประวัติผูเขียน

นายวีระพงษ  พรประสาทผล เกิดวันที่ 4 ธันวาคม พ.ศ. 2520 สําเร็จการศึกษาระดับ
มัธยมศึกษาจากโรงเรียนอัสสัมชัญธนบุรี กรุงเทพมหานคร เมื่อป พ.ศ. 2536 ตอมาสําเร็จการ
ศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีววิทยา มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ วิทยาเขต
ประสานมิตร เมื่อปการศึกษา 2540 เขาทํางานในตําแหนงนักวิทยาศาสตร สถาบันวิจัยโภชนาการ
มหาวิทยาลัยมหิดล  ในป พ.ศ. 2541 ถึง 2543  และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหา
บัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา    จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อป
พ.ศ. 2543


	ปกภาษาไทย
	ปกภาษาอังกฤษ
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดยอภาษาไทย
	ทคัดยอภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	รายการคำย่อ
	บทที่ 1
	ความสัมพันธระหวางฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดกับจุลินทรียในลําไสใหญ
	การคนควาเกี่ยวกับฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดในพืช
	คุณสมบัติของฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไร
	แคลอรี่ที่ไดรับจากฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด
	ผลของฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดตอภาวะโภชนาการและจุลินทรียในรางกาย
	ความแตกตางระหวางฟรักโตโอลืโกแซ็กคาไรดและไฟเบอร
	การนําฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดมาใชในอุตสาหกรรมอาหารสัตว
	ประโยชนโดยรวมของฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรด

	บทที่ 2
	การผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดในอุตสาหกรรม
	การศึกษาการทําใหผลผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดมีการปนเปอนลดลง

	บทที่ 3
	เคมีภัณฑและอุปกรณ
	เครื่องมือสําคัญที่ใชในงานวิจัย
	วิธีดําเนืนการทดลอง

	บทที่ 4
	ผลการศึกษาปจจัยเบื้องตนที่มีผลตอการผลิตฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรดโดย Penicillium
	การศึกษาการเติมน้ําตาลซูโครสลงในถังหมักที่เวลาตาง ๆ ในระหวางการผลิต


	บทที่ 5
	รายการอางอิง
	ภาคผนวก
	ประวัติผูเขียน



