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วตัถุประสงคข์องการศึกษาน้ีเพื่อผลิตนมและไอศกรีมแลคโตสตํ่า โดยใชเ้อนไซมเ์บตา้ -        

กาแลคโทสิเดสลูกผสมจากเช้ือ Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081 โดยใช้

เช้ือ L. plantarum TLG02 เป็นเซลลเ์จา้บา้นสาํหรับผลิตเอนไซมเ์กรดอาหาร ในขั้นแรกของการผลิต

เอนไซมเ์กรดอาหารน้ีเป็นการเปล่ียนเวคเตอร์ pSIP409-lacZ และ pSIP409-lacZ-His ซ่ึงมียนีตา้นยา

ปฏิชีวนะอีริโทรมยัซินใหเ้ป็นยนีอะลานีนราซิเมส ทาํใหไ้ดเ้วคเตอร์ ใหม่คือ pSIP609-lacZ และ 

pSIP609-lacZ-His เวคเตอร์ดงักล่าวน้ีเป็นเวคเตอร์ท่ีไม่ตอ้งใช้ ยนีตา้นยาปฏิชีวนะเป็นยนี

เคร่ืองหมายในการคดัเลือก ต่อมาเวคเตอร์เหล่าน้ีไดถู้กถ่ายโอนไปยงัเช้ือ L. plantarum TLG02 ซ่ึง

เป็นเซลลเ์จา้บา้นท่ีถูกดดัแปลงพนัธุกรรมใหเ้หมาะกบั การถ่ายโอนเวคเตอร์ท่ีมียนีอะลานีนราซิเมส

เป็นเคร่ืองหมายในการคดัเลือก เอนไซมเ์บตา้ -กาแลคโทสิเดสลูกผสม บริสุทธ์ิท่ีไดใ้นขา้งตน้น้ี มีค่า

กิจกรรมจาํเพาะของเอนไซม์  165±5 ยนิูตต่อมิลลิกรัม  และอุณหภูมิท่ีเหมาะสม ในการทาํงานของ

เอนไซม์น้ีคือ ในช่วงอุณหภูมิ 55–60 องศาเซลเซียส เม่ือใชแ้ลคโตสเป็นสารตั้งตน้  ค่าคงท่ีไมคีลิส-

เมนเทนท่ีดีท่ีสุดของเอนไซมเ์บตา้-กาแลคโทสิเดสลูกผสม บริสุทธ์ิน้ีมีค่าประมาณ 5.6 มิลลิโมลาร์  

ท่ีอุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส  ซ่ึงค่า ความเร็วสูงสุ ดของเอนไซม์ ท่ีอุณหภูมิน้ีมีค่าประมาณ 153        

ไมโครโมลต่อนาทีต่อมิลลิกรัม ทั้งน้ียงัไดมี้การศึกษา เสถียรภาพ ของเอนไซมด์งักล่าวขา้งตน้ใน

บฟัเฟอร์ต่างชนิด (โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์, โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ีมีแมกนีเซียมไอออน        

1 มิลลิโมลาร์, โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ีมีแมกนีเซียมไอออน 10 มิลลิโมลาร์ และบฟัเฟอร์นม   

ซ่ึงพบวา่โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ีมีแมกนีเซียมไอออน 1 มิลลิโมลาร์สามารถยดือายกุารเกบ็รักษา

ของเอนไซมไ์ด้ การศึกษาผลของการใชเ้อนไซมส์กดัหยาบท่ีความเขม้ขน้ 3 ระดบั (1, 5 และ 10 ยนิู

ตต่อมิลลิลิตร ) ร่วมกบัแลคโตสท่ีความเขม้ขน้ 2 ระดบั (125 และ 165 มิลลิโมลาร์) ท่ีอุณหภูมิ

แตกต่างกนั (4 และ 65 องศาเซลเซียส) ท่ีมีต่อปฎิกิริยาแลคโตสไฮโดรไลซิสในบฟัเฟอร์นม พบวา่ 

การใชเ้อนไซมส์กดัหยาบ ท่ีความเขม้ขน้ 5-10 ยนิูตต่อมิลลิลิตร  สามารถไฮโดรไลซ์แลคโตสได้

อยา่งนอ้ยร้อยละ 50 ทั้งท่ี 4 และ 65 องศาเซลเซียส นอกจากน้ีการศึกษาปฎิกิริยาแลคโตสไฮโดรไล

ซิสในนมไขมนัตํ่า  ท่ีไดจ้ากเปรียบเทียบการใช้ เอนไซมเ์บตา้ -กาแลคโทสิเดสลูกผสม ต่างชนิด 

(เอนไซมส์กดัหยาบ และเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ) และเอนไซมเ์ชิงการคา้ (Lactozym 2600L) ดว้ยเทคนิค  

โครมาโทกราฟีเหลวความดนัสูง พบวา่ เอนไซมทุ์กชนิด สามารถยอ่ยแลคโตสในนมไขมนัตํ่าได้

มากกวา่ร้อยละ 85 ภายใน 18 ชัว่โมง ท่ี 4 องศาเซลเซียส ซ่ึงในปฏิกิริยาดงักล่าวน้ีพบวา่ กาแลคโต -           

โอลิโกแซคคาไรดส์ามารถเกิดข้ึนไดม้ากท่ีสุด (3.63 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ท่ีเวลา  3 ชัว่โมง โดยผล
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ของปฏิกิริยาแลคโตสไฮโดรไลซิสดว้ยเอนไซมต่์างชนิดกนัในขา้งตน้ไดถู้กศึกษาในนมท่ีมีปริมาณ

ไขมนัท่ีต่างกนั (ไขมนัตํ่าและไขมนัปกติ : ร้อยละ 3.5) ซ่ึงพบวา่ปริมาณไขมนัในนมไม่มีผลกระทบ

ต่อปฎิกิริยาแลคโตสไฮโดรไลซิส จากการใช้ เอนไซมทุ์กชนิด ผลดงักล่าวน้ี ยนืยนัได้ โดย การ

ตรวจสอบด้ วยเทคนิ คโครมาโตกราฟี แผน่บาง  ส่วนผลการทดสอบทางประสาทสมัผสัพบวา่ 

คะแนนเฉล่ียความชอบรวมของนมไขมนัตํ่าหรือนมไขมนัปกติท่ีมีการใชเ้อนไซมแ์ต่ละชนิดและนม

ตวัอยา่งควบคุมมีความแตกต่างกนั อยา่งมีนยัสาํคญั (p<0.05) ในขณะท่ีคะแนนเฉล่ียความชอบรวม

ของไอศกรีมจากนมไขมนัตํ่าท่ีมีปริมาณแลคโตสตํ่าจากการใชเ้อนไซมส์กดัหยาบหรือเอนไซม์

บริสุทธ์ิและไอศกรีมตวัอยา่งควบคุมมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั  (p<0.05) แต่ไม่พบความ

แตกต่างในไอศกรีมจากนมไขมนัปกติท่ีมีปริมาณแลคโตสตํ่าจากการใชเ้อนไซมท์ั้งสองชนิดและ

ไอศกรีมตวัอยา่งควบคุม (p>0.05) ดงันั้นเอนไซมเ์บตา้-กาแลคโทสิเดสลูกผสมทั้งชนิดเอนไซมส์กดั

หยาบและเอนไซมบ์ริสุทธ์ิสามารถ นาํมา ประยกุตใ์ช้ ได้ในการผลิตนมและไอศกรีมท่ีมีปริมาณ    

แลคโตสตํ่า เพื่อตอบสนองความตอ้งการของผูบ้ริโภคท่ีมีปัญหาในเร่ืองการยอ่ยแลคโตสในนม 
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The objective of this study was to produce low lactose milk and ice cream 

using a recombinant β-galactosidase from Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 

DSM 20081, overexpressed in L. plantarum, a food-grade expression host. The food-

grade expression vector (pSIP-based) was constructed by replacing the erythromycin 

resistance gene (ermR) of the pSIP409-lacZ and pSIP409-lacZ-His with the alanine 

racemase (alr) gene, allowing an antibiotic-free selection condition. Subsequently, the 

food-grade expression vectors, designated as pSIP609-lacZ and pSIP609-lacZ-His, 

were transformed into the L. plantarum TLG02, which is a D-alanine auxotroph. 

Consequently, a recombinant β-galactosidase was produced from these bacteria. The 

purified recombinant β-galactosidase showed the specific activity was 165±5 U/mg 

and the optimal temperature was in the range of 55–60°C when lactose was used as a 

substrate. The best value of Michaelis-Menten constant (Km) was approximately      

5.6 mM at 30°C, of which the maximal velocity (Vmax,Glc) at this temperature was 

approximately 153 µmol⋅min-1⋅mg-1. Then, the catalytic stability was determined in 

different buffers (Sodium phosphate buffer, Sodium phosphate buffer + 1 mM Mg2+, 

Sodium phosphate buffer + 10 mM Mg2+, and milk buffer). The result showed that      

1 mM of Mg2+ in the sodium phosphate buffer could enhance the enzyme stability. The 
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effects of different crude enzyme concentrations (1, 5, and 10 U/mL), lactose 

concentrations (125 and 165 mM), and temperatures (4 and 65°C) in the milk buffer 

on lactose hydrolysis were also studied. The crude enzyme concentration from 5-10 

U/mL could hydrolyze lactose by at least 50% in both studied temperatures. Moreover, 

low-fat milk as a lactose source was used for the comparison of different types of 

recombinant β-galactosidase (crude and purified forms) and commercial enzyme 

(Lactozym 2600L) on lactose hydrolysis. HPLC analysis indicated that all enzyme 

preparations could hydrolyze more than 85% of lactose within 18 hours at 4°C. The 

highest galacto-oligosaccharides formation (3.63 mg/mL) was found at 3 hours in this 

reaction condition. The effect of fat content (low-fat milk and regular milk: 3.5% milk 

fat) on the hydrolysis of these enzymes was also investigated. The results showed that 

the different fat content in milks (low-fat milk and regular milk) did not affect the 

lactose hydrolysis for all enzyme preparations, which were detected by TLC. For the 

sensory evaluation, the overall acceptance of low-fat lactose-hydrolyzed milks and 

regular-fat lactose-hydrolyzed milks were significantly different from that of the 

control (p<0.05). The overall acceptance of all ice cream from low-fat lactose-

hydrolyzed milk using crude or purified enzymes and the control was significantly 

different (p<0.05) but no significant difference was found among those samples 

prepared by regular-fat milk (p>0.05). In conclusion, both crude and purified 

recombinant β-galactosidase could be applied for the preparation of low-lactose milk 

and ice cream for lactose-intolerant consumers. 
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	10. Abbreviation.pdf
	DE  = Dextrose equivalent
	oNP  = ortho-Nitrophenol
	oNPG  = ortho-Nitrophenyl β-D-galactopyranoside
	POD  = Peroxidase enzyme




