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บทคัด ย่อภาษาไทย 

61910023: สาขาวิชา: วิศวกรรมชีวภาพ; วศ.ม. (วิศวกรรมชีวภาพ) 
ค าส าคญั: สารตา้นอนุมูลอิสระ, ความเป็นพษิระดบัเซลล,์ ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ, ฤทธ์ิตา้น

มะเร็ง, ลีแวน, ลีแวนไฮโดรไลเซต, ความสามารถในการละลายน ้ าและน ้ ามนั, 
ความสามารถในการอุม้น ้ า 

ณัฐิวุฒิ ไตรโอสถ : การศึกษาคุณสมบติัการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารพรีไบโอติก
ในรูปของลีแวนท่ีผลิตจากจุลินทรีย ์BACILLUS SIAMENSIS เพื่อประยกุตใ์ชท้างดา้นเวชศาสตร์
เคร่ืองส าอาง. (A STUDY OF BIOLOGICAL PROPERTIES OF PREBIOTIC (LEVAN)-
PRODUCING BACILLUS SIAMENSIS AND SKIN-AFFECTING CONDITIONS FOR 
POTENTIAL APPLICATION IN COSMETICS.) คณะกรรมการควบคุมวิทยานิพนธ:์ วิทวสั แจง้
เอ่ียม, สนัติ โพธ์ิศรี ปี พ.ศ. 2564. 

  
การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารพรีไบโอติกในรูปของลี

แวนท่ีผลิตจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis จากการทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ พบว่า ลีแวน
ไฮโดรไลเซตสามารถยบัย ั้งสารตา้นอนุมูลอิสระ DPPH และอนุมูลอิสระ ABTS ไดสู้งสุดท่ี 31.35% 
และ 69.65% ท่ีความเขม้ขน้ 250 และ 125 µg/mL ตามล าดบั อีกทั้งการประเมินความเป็นพิษต่อ
เซลลผ์วิหนงั (HaCaT) และเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์(NHDF) แสดงใหเ้ห็นว่า เม่ือใชค้วามเขม้ขน้ตั้งแต่ 
62.5 ถึง 1,000 µg/mL ลีแวนจาก Bacillus siamensis ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล ์จากการทดสอบ
ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ โดยการตรวจวดัปริมาณไนตริกออกไซตท่ี์ถูกผลิตออกมาจากเซลลแ์มคโคร
ฟาจ (RAW264.7) ถูกกระตุน้ดว้ย lipopolysaccharide (LPS) และค่าความมีชีวติรอดของเซลลแ์มค
โครฟาจ (RAW264.7) ช้ีใหเ้ห็นว่าลีแวนไฮโดรไลเซตท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 15.62 ถึง 1,000 µg/mL 
ไม่แสดงฤทธ์ิตา้นการอกัเสบโดยมีผลต่อการเพ่ิมปริมาณไนตริกออกไซต ์และไม่มีความเป็นพษิต่อ
เซลลแ์มคโครฟาจ (RAW264.7) อีกทั้งยงัมีการกระตุน้การเพ่ิมปริมาณเซลลแ์มคโครฟาจ 
(RAW264.7) ไดด้ว้ย จากนั้นทดสอบฤทธ์ิการตา้นมะเร็ง 4 ชนิด ไดแ้ก่ มะเร็งปอด (A549) มะเร็ง
ตบั (HepG2) มะเร็งล  าไสใ้หญ่ (HCT116) และมะเร็งปากมดลูก (HeLa) ผลการทดลองพบว่า สารลี
แวนจาก Bacillus siamensis มีฤทธ์ิในการต่อตา้นเซลลม์ะเร็งทั้ง 4 ชนิดโดยสามารถยบัย ั้งไดสู้งสุด
ท่ีความเขม้ขน้ 2,000 µg/mL นอกจากน้ีลีแวนจาก Bacillus siamensis มีค่าความสามารถในการ
ละลายน ้ า (WSI) และค่าความสามารถการละลายในน ้ ามนั (OSI) เท่ากบั 95.93 ± 10.75% และ 
98.84 ± 303.07% ตามล าดบั มีค่าความสามารถในการอุม้น ้า (WHC) ท่ี 182.71 ± 202.27% ซ่ึงผล
ดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นว่าลีแวนสามารถกกัเก็บน ้ าและละลายในตวัท าละลายไดดี้ 
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บทคัด ย่อภาษาอั งกฤษ 
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The objective of this study was to investigate the biological properties of levan from 

Bacillus siamensis and levan hydrolysate. The antioxidant activity of levan hydrolysate by DPPH 
and ABTS radical scavenging showed the highest inhibitory percentages were 31.35% and 
68.95% at concentrations of 250 μg/mL and 125 μg/mL, respectively. The levan from Bacillus 
siamensis on Human keratinocyte (HaCaT) and Normal Human Dermal Fibroblasts (NHDF) 
showed it to be non-cytotoxic in concentrations ranging from 62.5 to 1000 μg/mL. The anti-
inflammatory activity of levan hydrolysate was measured by the nitric oxide production from 
LPS-stimulated RAW264.7 cells and cell viability. The levan hydrolysate at a concentration of 
15.62 to 1,000 μg/mL did not show anti-inflammatory activity but NO production was 
significantly increased in treated cells. Moreover, the levan hydrolysate at the same concentration 
had no cytotoxicity on RAW264.7 cells, as well as increased cell proliferation. The in vitro 
anticancer activity of levans against four different cancer cell lines, including lung carcinoma 
(A549), hepatocellular carcinoma (HepG2), colorectal carcinoma (HCT116) and cervix 
adenocarcinoma (HeLa) was measured. Levan from Bacillus siamensis showed the highest 
anticancer activity against four different cancer cell lines at a concentration of 2,000 μg/mL. In 
addition, the results of the water solubility index (WSI) and oil solubility index (OSI) were 95.93 
± 10.75% and 98.84 ± 303.07%, respectively. After in addition, the water holding capacity 
(WHC) was 182.71 ± 202.27%, which indicates that levan retains water and dissolves well in the 
solvent. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
ที่มาและความส าคญั 
 กลุ่มอุตสาหกรรมสุขภาพและการแพทย ์(Bio-Based Industry for Health and Wellness) 
เป็นหน่ึงในกลุ่มอุตสาหกรรมฐานชีวภาพ ซ่ึงเป็นกลุ่มอุตสาหกรรมท่ีอยูใ่น New S-Curve  
เป็นกลุ่มอุตสาหกรรมแห่งอนาคตของประเทศไทยท่ีมีรากฐานท่ีแข็งแรงอยูใ่นระดบัหน่ึง แต่
จ  าเป็นตอ้งต่อยอดใหมี้การวจิยั และพฒันาเทคโนโลย ีนวตักรรมเพ่ือสร้างมูลค่าเพ่ิมและสามารถ
แข่งขนัไดใ้นเวทีโลก ซ่ึงในปัจจุบนัโลกมีการแข่งขนักนัมากยิง่ข้ึน ทางดา้นเศรษฐกิจและทางดา้น
อุตสาหกรรม ประเทศไทยมีอตัราการเติบโตทางเศรษฐกิจอยูท่ี่ร้อยละ 7 ถึง 8 ซ่ึงเป็นช่วงเวลาท่ี 
จะกา้วสู่ความเป็นประเทศอุตสาหกรรมใหม่ เช่นเดียวกบัประเทศเกาหลีใต ้ไตห้วนั ฮ่องกง และ
สิงคโปร์ เพ่ือเป็นกลไกช่วยในการขบัเคล่ือนเศรษฐกิจใหม่ใหมี้การขยายตวัมากยิง่ข้ึน  
โดยจะมุ่งเนน้การใชอ้งคค์วามรู้ทางดา้นวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ีนวตักรรมและความคิด
สร้างสรรค ์ซ่ึงเป็นระบบเศรษฐกิจท่ีเนน้การสร้างมูลค่า (Value-Based Economy) เพื่อช่วยผลกัดนั
ใหป้ระเทศไทยเป็นศูนยก์ลางของผลิตผลการเกษตรและอาหารระดบัพรีเมียม สร้างความมัน่คงจาก
ความหลากหลายทางชีวภาพและเป็นมิตรกบัส่ิงแวดลอ้ม ซ่ึงจะช่วยส่งเสริมขีดความสามารถ 
ในการแข่งขนัและต่อยอดจากอุตสาหกรรมเดิมเพ่ือยกระดบัอุตสาหกรรมใหดี้มากยิง่ข้ึนสู่การ
พฒันาท่ีย ัง่ยนื เฉกเช่น กลุ่มอุตสาหกรรมสุขภาพและอุตสาหกรรมเคร่ืองส าอาง เป็นตน้ 
 ในปัจจุบนัท่ีผูบ้ริโภคเร่ิมหนัมาใหค้วามส าคญักบัสุขภาพตามวิถีธรรมชาติและบ าบดั
อาการต่าง ๆ ดว้ยพืชพรรณสมุนไพรท าใหผ้ลิตภณัฑท่ี์ใชว้ตัถุดิบจากธรรมชาติ ปลอดสารเคมี  
มีการผลิตท่ีเป็นมิตรกบัส่ิงแวดลอ้มมีแนวโนม้เติบโตอยา่งรวดเร็ว โดยเฉพาะอยา่งยิง่เคร่ืองส าอาง
จากธรรมชาติ และผลิตภณัฑเ์วชส าอางธรรมชาติ อยา่งเช่น กลุ่มผลิตภณัฑบ์ ารุงผวิพรรณท่ีมี 
พรีไบโอติก (Prebiotic) เป็นส่วนประกอบในผลิตภณัฑต่์าง ๆ ดงัน้ี  
 
 
 



2 

ตารางที่ 1 ตวัอยา่งผลิตภณัฑเ์คร่ืองส าอางท่ีมีส่วนประกอบของสารพรีไบโอติก 
 

ผลติภัณฑ์เคร่ืองส าอาง สรรพคุณ อ้างองิ 

Aleavia prebiotic acne 
repair 
 

ผลิตภณัฑท์ าความสะอาดผวิหนา้ส าหรับผวิท่ี
เป็นสิวง่าย มีส่วนผสมสารพรีไบโอติก 
เป็นอาหารเสริมใหแ้ก่ผวิ และช่วยเพ่ิม
ประสิทธิภาพใหแ้ก่จุลินทรีย ์เพื่อสร้าง 
ความสมดุลใหแ้ก่ผวิ และฟ้ืนฟูเซลลผ์วิ  
และรอยแผลเป็นท่ีเกิดจากสิว 

Aleavia (2019) 
 

Algenist ALIVE Prebiotic 
balancing mask 

ผลิตภณัฑท่ี์ช่วยบ ารุงรักษาสมดุลสภาพ
ผวิหนา้และช่วยก าจดัส่ิงสกปรกโดยมี
ส่วนผสมสารพรีไบโอติกจากสาหร่าย 

Algenist (2019) 

Elemis superfood facial 
wash 

ผลิตภณัฑท์ าความสะอาดผวิหนา้ท่ีช่วยเติม
อาหารใหแ้ก่ผวิ ซ่ึงมีส่วนผสมเป็น 
สารพรีไบโอติกท่ีช่วยท าใหผ้วิเปล่งประกาย 

Elemis (2019) 

Honestly pHresh 

ผลิตภณัฑร์ะงบักล่ินกายท่ีมีส่วนผสมจาก 
Essential oil, พรีไบโอติก และวิตามนิ อี  
เพ่ือช่วยระงบักล่ินกายและช่วยปรับค่า pH 
ของผวิ ใหผ้วิมีความเรียบเนียนมากยิง่ข้ึน 

Honestly pHresh 
(2019) 

La Roche-Posay 
Toleriane double repair 
face moisturizer 

ผลิตภณัฑค์รีมบ ารุงผวิหนา้ปราศจากน ้ ามนั
และช่วยใหค้วามชุ่มช้ืนแก่ผวิในขณะท่ีผวิ
ก  าลงัไดรั้บการฟ้ืนฟูซ่ึงมีส่วนผสมหลกัเป็น
สารพรีไบโอติก 

La Roche-Posay 
(2019) 
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ตารางที่ 1 (ต่อ) 

 
 สารพรีไบโอติกส์จดัเป็นสารจ าพวกคาร์โบไฮเดรต (Carbohydrate) ท่ีร่างกายมนุษย ์
ไม่สามารถยอ่ยได ้ซ่ึงจะส่งผลดีต่อจุลินทรียท่ี์อาศยัอยูโ่ดยจะช่วยกระตุน้การเจริญเติบโตและ
กิจกรรมบางอยา่งของจุลินทรียท่ี์อาศยัอยูใ่นล  าไส ้ส่งผลใหร่้างกายไดรั้บคุณประโยชน์ท่ีดี และ 
ยงัสามารถน าไปใชเ้พื่อปรับแต่งองคป์ระกอบของกลุ่มจุลินทรียท่ี์อาศยัอยูบ่นผวิ โดยบนผวิหนงั
มนุษยป์กติจะประกอบดว้ย กลุ่มจุลินทรียห์ลากหลายชนิดท่ีอาศยัอยูบ่นผวิ (Fredricks, 2001)  

ผลติภัณฑ์เคร่ืองส าอาง สรรพคุณ อ้างองิ 

Murad prebiotic 4-in-1 
multicleanser 

ผลิตภณัฑท์ าความสะอาดผวิหนา้ 
แบบเจล-ออยล ์ท่ีมีส่วนผสมเป็น 
สารพรีไบโอติก สามารถใชท้ า 
ความสะอาด ช่วยใหค้วามชุ่มช้ืนบ ารุงผวิ
และลบเคร่ืองส าอางทั้งหมดในขั้นตอน
เดียว 

Murad (2019) 
 

Marie veronique 
Pre+Probiotic daily mist 

ผลิตภณัฑส์เปรยท่ี์ช่วยบ ารุงผวิหนา้ หลงั
การท าความสะอาดผวิ เพื่อช่วยใหผ้วิมี
ความชุ่มช้ืน ซึมซาบไว และผวิดูเปล่ง
ประกาย โดยมีส่วนผสมของโพรไบติก 
และสารพรีไบโอติกท่ีเป็นสูตรกรรมสิทธ์ิ 
เช่น Galactooligosaccharides  เป็นตน้ 

Marie Veronique (2019) 

Perfect cleanser nutri-
active cleansing & 
Nourishig balm 

ผลิตภณัฑท์ าความสะอาดผวิหนา้อุดม 
ไปดว้ยวติามินท่ีช่วยเสริมความเยาวว์ยั  
แร่ธาตุ สารพรีไบโอติก กรดไขมนัจ าเป็น 
เพ่ือท าความสะอาดอยา่งล  ้าลึก ฟ้ืนฟูระดบั
ความชุ่มเพื่อใหผ้วิรู้สึกสะอาดและอ่อนนุ่ม 
เหมาะส าหรับทุกสภาพผวิโดยเฉพาะผวิ
แหง้ฮอร์โมน หรือ ผวิผูใ้หญ่ 

Oskia London (2019) 
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ส่วนใหญ่จะเป็นสายพนัธุแ์กรมบวก (Gram-positive species) (Gao, Tseng, Strober, Pei, & Blaser, 
2008; Krutmann, 2012) ซ่ึงจะมีทั้งกลุ่มจุลินทรียแ์บบถ่ินท่ีอยูแ่ละกลุ่มจุลินทรียแ์บบชัว่คราว 
กลุ่มจุลินทรียแ์บบถ่ินท่ีอยูห่รือกลุ่มจุลินทรียท่ี์ดีจะเป็นกลุ่มของจุลินทรียท่ี์สามารถเจริญเติบโตไดดี้
และสามารถขยายพนัธุไ์ดต้ลอดเวลา ไดแ้ก่ กลุ่มจุลินทรีย ์Proprionibacteria (P. acnes, P. avidum 
และ P. granulosum), Staphylococci Coagulase-negative Staphylococcus (Staphylococcus 
epidermidis), Micrococci, Corynebacteria และ Acinetobacter นอกจากน้ียงัมี Malassezia ซ่ึงเป็น
สายพนัธุข์องยสีตอ์าศยัอยูด่ว้ยเช่นกนั ส าหรับกลุ่มจุลินทรียแ์บบชัว่คราวหรือกลุ่มจุลินทรียก่์อโรค 
จะถูกนิยามว่าเป็นกลุ่มของจุลินทรียป์นเป้ือนท่ีมีความสามารถเพียงเลก็นอ้ยหรือไม่มีเลยส าหรับ
การเจริญเติบโตและการสืบพนัธุใ์นสภาพแวดลอ้มบนผวิหนงักลุ่มจุลินทรียแ์บบชัว่คราวหรือกลุ่ม
จุลินทรียก่์อโรคสายพนัธุท่ี์พบบ่อยท่ีสุด ไดแ้ก่ Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 
Pseudomonas aeroguinosa และสายพนัธุ ์Bacillus ต่าง ๆ (Grice et al., 2008) กลุ่มจุลินทรียท่ี์อาศยั
อยูบ่นผวิจะมกีารขยายพนัธุเ์ต็มบริเวณช่องว่างของผวิหนงัท่ีอาจเป็นอาณานิคมได ้โดยเฉพาะ 
อยา่งยิง่ในกลุ่มของจุลินทรียท่ี์ก่อโรคและท าใหเ้กิดการติดเช้ือไม่ว่าท่ีผวิหนงัหรือการถ่ายโอนไปยงั 
ส่วนต่าง ๆ และบริเวณอ่ืน ๆ นอกจากน้ีถา้หากผวิสามารถเป็นอาณาบริเวณของจุลินทรียก่์อโรค  
โดยจุลินทรียก่์อโรคจะท าการสร้างเยือ่เมือกข้ึน ท าใหจุ้ลินทรียก่์อโรคสามารถแพร่กระจายตวัได้
มากยิง่ข้ึน อาจส่งผลท าใหจ้  านวนของกลุ่มจุลินทรียแ์บบถ่ินท่ีอยูห่รือกลุ่มจุลินทรียท่ี์ดีลดจ านวนลง 
(Gao et al., 2008; Krutmann, 2012) และอาจส่งผลท าใหร้ะบบภูมิคุม้กนัเกิดการเปล่ียนแปลงข้ึนได ้
โดยกลไกการเปล่ียนแปลงระบบภูมิคุม้กนันั้นจะถูกจุลินทรียบ์นผวิหนงักระตุน้การท างานของ
ระบบภูมิคุม้กนัแบบจ าเพาะ ดงันั้นจุลินทรียบ์นผวิหนงัจึงถูกเคลือบดว้ยอิมมูโนโกลบูลิน 
ซ่ึงจะมาจากการหลัง่ของต่อมเหง่ือ (Eccrine gland) ใตผ้วิหนงั (Bojar & Holland, 2004; Gao et al., 
2008; Handfield, Kwock, & MacLeod, 2018; Okada, Konishi, Ito, Nagura, & Asai, 1988) 
นอกจากน้ียงัมีรายงานจ านวนมากไดอ้ธิบายเก่ียวกบัการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัของร่างกายและ 
จะท างานโดยการตอบสนองแบบอาศยัเซลลห์ลอดเลือดรอบขา้ง เพื่อตา้นจุลินทรียก่์อโรคท่ีผวิหนงั 
(Ashbee, 1994) การศึกษาเหล่าน้ีไม่ไดอ้ธิบายอยา่งชดัเจนว่า การกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัแบบ
จ าเพาะนั้นเกิดข้ึนผา่นผวิหนงัหรือบริเวณอ่ืนท่ีมีจุลินทรียช์นิดเดียวกนัหรือจุลินทรียท่ี์เก่ียวขอ้ง
อาศยัอยู ่ความเป็นไปไดแ้รก คือ การสงัเกตว่า ความผดิปกติของผวิ ต่อมไขมนัอกัเสบ (Seborrheic 
dermatitis) และรังแค เป็นตน้ ระบบภูมคุิม้กนัแบบจ าเพาะ ระบบภูมิคุม้กนัแบบไม่จ าเพาะ และ
ระบบภูมิคุม้กนัโดยก าเนิดของผวิหนงั มีส่วนเก่ียวขอ้งกนัอยา่งชดัเจนในการควบคุมจ านวนของ
กลุ่มจุลินทรียบ์นผวิหนงั (Bojar & Holland, 2004; Gao et al., 2008; Kesavan, Holland, & Ingham, 
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2000) ดงันั้นเม่ือระบบภูมิคุม้กนัถูกกระตุน้โดยกลุ่มของจุลินทรีย ์เซลลผ์วิหนงัก  าพร้า (Epidermal 
keratinocytes) ซ่ึงเป็น 1 ใน 4 เซลลห์ลกัของผวิหนงัก าพร้ามีความสามารถใน 
การผลิต Beta-defensins ซ่ึงจะถูกสร้างมาจากเซลลเ์มด็เลือดขาวของมนุษยท่ี์รู้จกักนัดี เช่น 
Cathelicidin hCAP-18 และโดยการผลิตเปปไทดต์า้นจุลินทรียท่ี์จะช่วยยบัย ั้งการเจริญเติบโต 
หรือฆ่าเช้ือจุลินทรีย ์เช่น แบคทีเรีย และไวรัส เป็นตน้ ดงัท่ีกล่าวไวข้า้งตน้ องคป์ระกอบของ
จุลินทรียบ์นผวิหนงัข้ึนอยูก่บัปัจจยัหลายอยา่งและปัจจยัหน่ึง คือ ความสมดุลของแบคทีเรียท่ีถูก
รบกวนไดง่้าย (ภาพท่ี 1) ตวัอยา่งท่ีเด่นชดั คือ ผวิหนงัของผูป่้วยท่ีเป็นสิว ซ่ึงเกิดจากปริมาณของ
จุลินทรีย ์P. acnes ท่ีมากเกินไป ท าใหส่้งผลกระทบต่อแบคทีเรียท่ีเป็นประโยชน์อ่ืน ๆ เช่น  
S. epidermidis ซ่ึงถือเป็นแบคทีเรียท่ีท าหนา้ท่ีปกป้องผวิของมนุษยจ์ากการติดเช้ือและการท าลาย
จากส่ิงแวดลอ้มอ่ืน ๆ ดงันั้น สารพรีไบโอติก (Prebiotic) จึงเป็นส่วนท่ีส าคญัท่ีจะช่วยปรับสมดุล
องคป์ระกอบของจุลินทรียใ์นผวิหนงัได ้โดยการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ P. acnes และก็ช่วยท า
ใหจุ้ลินทรียท่ี์เป็นประโยชน์เจริญเติบโตไดดี้ยิง่ข้ึน (Bojar & Holland, 2004) (ภาพท่ี 2) ดงันั้น
การศึกษาล่าสุดแสดงใหเ้ห็นถึงการพฒันาท่ีประสบความส าเร็จของเคร่ืองส าอางท่ีมีส่วนประกอบ
ของสารพรีไบโอติกเพื่อปรับสมดุลองคป์ระกอบของจุลินทรียบ์นผวิหนงัช่วยจ ากดัหรือ 
ลดการเจริญเติบโตของสายพนัธุจุ์ลินทรียท่ี์ก่อโรคและช่วยรักษาหรือกระตุน้การเจริญเติบโตของ
จุลินทรียท่ี์เป็นประโยชน์ ซ่ึงจะท าใหผ้ลิตภณัฑเ์คร่ืองส าอางท่ีมีส่วนประกอบของสารพรีไบโอติก 
มีความโดดเด่นเหนือกว่าผลิตภณัฑเ์คร่ืองส าอางประเภทอ่ืน ๆ (Krutmann,2012) 
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ภาพที ่1 ปัจจยัภายนอกและปัจจยัภายในท่ีท าปฏิกิริยากบัลกัษณะทางกายภาพและการท างานของ

ชุดป้องกนัผวิหนงั-ผา่นผลกระทบทั้งโฮสตข์องเซลลแ์ละกลุ่มจุลินทรียบ์นผวิหนงั 
(Krutmann, 2012; Patra, Wagner, Arulampalam, & Wolf, 2019) 

 

 
 
ภาพที ่ 2 การใชน้ าสารพรีไบโอติกมาใชป้ระโยชน์ท่ีจะช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของจุลินทรียท่ี์

มีประโยชน์และช่วยยบัย ั้งจุลินทรียก่์อโรค (Krutmann, 2012) 
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 กลุ่มสารพรีไบโอติกอาจเป็นสารจ าพวกเอก็โซพอลิแซ็กคาไรด ์(Exopolysaccharide) 
เช่น Fructooligosaccharides (FOSs), galactooligosaccharide (GOSs), Xylooligosaccharides 
(XOSs), Inulin, และ Polyfructose เป็นตน้ (Elaheh, Ali, Elnaz, & Ladan, 2016; Srikanth, Reddy, 
Siddartha, Ramaiah, & Uppuluri, 2015) 
 Galactooligosaccharide (GOSs) มีโครงสร้างโมเลกุลแบบ β-galactosidase ต่อกนัดว้ย
พนัธะ Glycosidic linkages ประกอบดว้ย กลูโคสต่อกบักาแลคโตส Galn–Glc โดยท่ี n บ่งบอก
ระดบัของพอลิเมอไรเซชนั (DP) และโดยทัว่ไปแลว้จะเป็น 1-5 (Gosling, Stevens, Barber, 
Kentish, & Gras, 2010)  
 Dextrans จดัเป็นคาร์โบไฮเดรตชนิดหน่ึง เป็นโฮโมโพลิแซคคาร์ไรด ์ซ่ึงมีโครงสร้าง
ประกอบดว้ยกลูโคสต่อกนัเป็นสายยาวดว้ยพนัธะ α- (1,6) เช่ือมโยงในโซ่หลกัท่ีมีระดบั  
α-ท่ีหลากหลาย (1,2), α- (1,3), หรือ α- (1,4) การเช่ือมโยงแบบแยกสาขาข้ึนอยูก่บัความจ าเพาะ 
ของ Dextransucrase (Yildiz & Karatas, 2018) 
 Fructans หรือท่ีรู้จกักนัในช่ือ Fructo-oligosacharides (FOSs) หรือ Oligofructose  
จดัเป็นคาร์โบไฮเดรตชนิดหน่ึงซ่ึงมีขนาดโมเลกุลขนาดกลาง โดยการแบ่งกลุ่มฟรุกแทน (Fructan) 
จะถูกจ าแนกประเภทออกเป็น 2 ประเภท คือ 1) อินูลิน (Inulin) มีโครงสร้างท่ีประกอบดว้ยฟรุก
โตสต่อกนัเป็นสายยาว ซ่ึงอาจมีกลูโคสเช่ือมต่อท่ีปลายสายดว้ยพนัธะ β(2→1) linkages  
(Anwar et al., 2012) และ 2) ลีแวน (Levan) โดยจะมีโครงสร้างเป็นน ้ าตาลฟรุกโทสเช่ือมต่อกนั
ดว้ยพนัธะ β(2→6) linkages กบั β(2→1) linkages ในสายหลกัและโซ่ก่ิงตามล าดบั เป็น
คาร์โบไฮเดรตประเภทโฮโมโพลิแซ็กคาไรดช์นิดหน่ึง ท่ีมีองคป์ระกอบของน ้ าตาลฟรุกโตสต่อกนั
เป็นสายหลกัท่ีสามารถผลิตไดจ้ากจุลินทรียห์ลากหลายชนิดรวมไปถึงพืชบางชนิดท่ีไม่มีการสร้าง
คาร์โบไฮเดรต แต่เก็บไวใ้นโครงสร้างของมนั (Lorenzoni, Aydos, Klein, Rodrigues, & Hertz, 
2014; Srikanth et al., 2015) ซ่ึงเรียกว่า สารลีแวนชนิด ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์(Levan type 
Fructooligosacharides: L-FOSs) เป็นพรีไบโอติก (Prebiotic) ชนิดหน่ึงท่ีมีประโยชน์ต่อสุขภาพ 
(Oner, Hernandez, & Combie, 2016) 
 จากงานวิจยัหวัขอ้ การคดัเลือกและศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของจุลินทรียท่ี์ผลิต 
สารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนจากถัว่เหลืองหมกั ก่อนหนา้น้ีท าใหเ้ราสามารถผลิต 
สารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนไดใ้นปริมาณมาก จึงไดส่้งผลต่อเน่ืองมาในงานวิจยัน้ี 
ซ่ึงมีวตัถุประสงคเ์พ่ือทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนท่ีผลิตจาก
จุลินทรีย ์Bacillus siamensis เพื่อประยกุตใ์ชท้างดา้นเวชศาสตร์เคร่ืองส าอาง โดยระบุพารามิเตอร์
ของการทดสอบ เช่น การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลผ์วิหนงั (Human keratinocyte, HaCaT) และ
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เซลลไ์ฟโบรบลาสต ์(Normal human dermal fibroblasts, NHDF) การทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 
(Antioxidant activity) การทดสอบฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ (Anti-inflammatory activity)  
การทดสอบฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็ง (Anticancer activity) การทดสอบความสามารถในการละลาย
น ้ า (Water solubility index) และความสามารถในการละลายในน ้ ามนั (Oil solubility index)  
การทดสอบความสามารถในการอุม้น ้ า (Water-holding capacity) 
 
วตัถุประสงค์ 
 เพ่ือศึกษาคุณสมบติัการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนท่ีผลิต
จากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis เพื่อประยกุตใ์ชท้างดา้นเวชศาสตร์เคร่ืองส าอาง 
  

สมมตฐิานของการศึกษา 
 จากกระบวนการผลิตสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนท่ีผลิตจากจุลินทรีย ์Bacillus 
siamensis โดยการทดสอบคุณสมบติัการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ เช่น ความเป็นพิษต่อเซลล ์ 
การตา้นอนุมูลอิสระ การตา้นการอกัเสบ การตา้นเซลลม์ะเร็ง ความสามารถในการละลายน ้ าและ 
ในน ้ ามนั ความสามารถในการอุม้น ้ า เป็นตน้ ซ่ึงคาดว่าจะตอ้งการหาคุณสมบติัการออกฤทธ์ิ 
ทางชีวภาพของสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนท่ีเหมาะสม เพื่อการน าไปประยกุตใ์ชท้างดา้น 
เวชศาสตร์เคร่ืองส าอาง 
 

ขอบเขตการศึกษา 
 เพ่ือศึกษาคุณสมบติัการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวน 
ท่ีเหมาะสมจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis โดยทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ไดแ้ก่ DPPH assay 
และ ABTS radical scavenging activity นอกจากน้ียงัมีการทดสอบฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ  
ฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็ง และการทดสอบความเป็นพิษ (Cytotoxicity) ต่อเซลลผ์วิหนงั Human 
keratinocyte (HaCaT) และเซลล ์ไฟโบรบราสต ์Normal human dermal fibroblasts (NHDF)  
โดยวิธี MTT และทดสอบความสามารถในการละลายน ้ า (Water solubility index) ความสามารถ 
ในการละลายในน ้ ามนั (Oil solubility index) รวมถึงความสามารถในการอุม้น ้ า  
(Water-holding capacity) 
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ตวัแปร 

 1.  ศึกษาคุณสมบัตกิารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารพรีไบโอตกิในรูปของลแีวนจาก

จุลนิทรีย์ Bacillus siamensis 
  1.1  การศึกษาความเขม้ขน้ของสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนจากจุลินทรีย ์Bacillus 
siamensis และลีแวนไฮโดรไลเซต โดยการทดสอบฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระ (Antioxidant activity) 
 
   ตารางที่ 2 DPPH radical scavenging activity 
 

ตวัแปรต้น ตวัแปรตาม ตวัแปรควบคุม 

Negative control 

ปริมาณของการยบัย ั้ง 
อนุมูลอิสระ DPPH 

ค่าการดูดกลืนแสง: 517 nm 
อุณหภูมิ: 37 oC 
เวลา: 30 นาที 
 

Standard levan Erwinia 
herbicola 
Levan Chrysanthemum 
Levan Bacillus siamensis 
Positive control 
 
   ตารางที่ 3 ABTS radical scavenging activity 
 

ตวัแปรต้น ตวัแปรตาม ตวัแปรควบคุม 

Negative control 

ปริมาณของการยบัย ั้ง 
อนุมูลอิสระ ABTS  

ค่าการดูดกลืนแสง: 734 nm 
อุณหภูมิ: 37 oC 
เวลา: 40 นาที 

Standard levan Erwinia 
herbicola 
Levan Chrysanthemum 
Levan Bacillus siamensis  
Positive control 
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  1.2  การศึกษาความเขม้ขน้ของสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนจากจุลินทรีย ์Bacillus 
siamensis โดยการทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล ์(Cytotoxicity assay) 
 
   ตารางที่ 4 การทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล ์(Cytotoxicity assay) 
 

ตวัแปรต้น ตวัแปรตาม ตวัแปรควบคุม 

Negative control 

ร้อยละความมีชีวิตของเซลล ์
HaCaT และ NHDF  

ความหนาแน่นของเซลล:์ 
1×104 cells/well และ 5×103 

cells/well, CO2: 5% 
อุณหภูมิ: 37 oC 
เวลา: 24 ชัว่โมง 

Standard levan Erwinia 
herbicola 
Levan Chrysanthemum 
Levan Bacillus siamensis 
Positive control  
 
  1.3  การศึกษาความเขม้ขน้ของสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนไฮโดรไลเซต โดย
การทดสอบฤทธ์ิการตา้นการอกัเสบ (Anti-inflammatory activity) 
 
   ตารางที่ 5 การวิเคราะห์ปริมาณการผลิตไนตริกออกไซด ์(Determination of nitric 
oxide (NO) production) 
 

ตวัแปรต้น ตวัแปรตาม ตวัแปรควบคุม 

Negative control 

ปริมาณการผลิตไนตริกออกไซด ์(NO) 
ค่าการดูดกลืนแสง: 540 nm 
อุณหภูมิ: 37 oC 
เวลา: 10 นาที 

Positive control 

Levan hydrolysate 
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   ตารางที่ 6 ผลของลีแวนไฮโดรไลเซตต่อความมีชีวิตของเซลลแ์มคโครฟาจ 
(Macrophage RAW264.7) 
 

ตวัแปรต้น ตวัแปรตาม ตวัแปรควบคุม 

Negative control 
ร้อยละความมีชีวิตของเซลล ์
แมคโครฟาจ RAW264.7 

ความหนาแน่นของเซลล:์ 
9×104 cells/well, CO2: 5% 
อุณหภูมิ: 37 oC 
เวลา: 24 ชัว่โมง 

Positive control 

Levan hydrolysate 

 
  1.4  การศึกษาความเขม้ขน้ของสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนจากจุลินทรีย ์Bacillus 
siamensis โดยการทดสอบฤทธ์ิการตา้นมะเร็ง (Anticancer activity) 
 
   ตารางที่ 7 ผลของลีแวนต่อการทดสอบฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็งปอด (Lung 
carcinoma, A549) 
 

ตวัแปรต้น ตวัแปรตาม ตวัแปรควบคุม 
Negative control 

ร้อยละการมีชีวิตของเซลลม์ะเร็ง
ปอด (Lung carcinoma, A549) 

ความหนาแน่นของเซลล:์ 
1×104 cells/well 
อุณหภูมิ: 37 oC 
CO2: 5% 
เวลา: 24 ชัว่โมง 

Standard levan Erwinia 
herbicola 
Levan Chrysanthemum 
Levan Bacillus siamensis 
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   ตารางที่ 8 ผลของลีแวนต่อการทดสอบฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็งตบั (Human 
hepatocellular carcinoma, HepG2) 
 

ตวัแปรต้น ตวัแปรตาม ตวัแปรควบคุม 
Negative control 

ร้อยละการมีชีวิตของเซลลม์ะเร็งตบั 
(Human hepatocellular carcinoma, 
HepG2) 

ความหนาแน่นของเซลล:์ 
1×104 cells/well 
อุณหภูมิ: 37 oC 
CO2: 5% 
เวลา: 24 ชัว่โมง 

Standard levan Erwinia 
herbicola 
Levan Chrysanthemum 
Levan Bacillus siamensis 
 
   ตารางที่ 9 ผลของลีแวนต่อการทดสอบฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็งล  าไสใ้หญ่ 
(Human colorectal carcinoma, HCT116) 
 

ตวัแปรต้น ตวัแปรตาม ตวัแปรควบคุม 
Negative control 

ร้อยละการมีชีวิตของเซลลม์ะเร็งล  าไส้
ใหญ่ (Human colorectal carcinoma, 
HCT116) 

ความหนาแน่นของเซลล:์ 
1×104 cells/well 
อุณหภูมิ: 37 oC 
CO2: 5% 
เวลา: 24 ชัว่โมง 

Standard levan Erwinia 
herbicola 
Levan Chrysanthemum 
Levan Bacillus siamensis 
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   ตารางที่ 10 ผลของลีแวนต่อการทดสอบฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็งปากมดลูก 
(Human cervix adenocarcinoma, HeLa) 
 

ตวัแปรต้น ตวัแปรตาม ตวัแปรควบคุม 
Negative control 

ร้อยละการมีชีวิตของเซลลม์ะเร็งปาก
มดลูก (Human cervix 
adenocarcinoma, HeLa) 

ความหนาแน่นของเซลล:์ 
1×104 cells/well 
อุณหภูมิ: 37 oC 
CO2: 5% 
เวลา: 24 ชัว่โมง 

Standard levan Erwinia 
herbicola 
Levan Chrysanthemum 
Levan Bacillus siamensis 
 
  1.5  การศึกษาคุณสมบติัทางกายภาพของสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนจาก
จุลินทรีย ์Bacillus siamensis 
 
   ตารางที่ 11 การทดสอบความสามารถในการละลายน ้ า (Water solubility index) 
 

ตวัแปรต้น ตวัแปรตาม ตวัแปรควบคุม 
Negative control 

ค่าความสามารถในการละลายน ้ า 
(WSI%) 

ความเร็วรอบ: 4500 rpm 
อุณหภูมิ: 105 oC 
เวลา: 4 ชัว่โมง 

Standard levan Erwinia 
herbicola 
Levan Chrysanthemum 
Levan Bacillus siamensis 
Positive control   
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   ตารางที่ 12 การทดสอบความสามารถในการละลายในน ้ ามนั (Oil solubility 
index) 
 

ตวัแปรต้น ตวัแปรตาม ตวัแปรควบคุม 
Negative control 

ค่าความสามารถในการละลายใน
น ้ ามนั (OSI%) 

ความเร็วรอบ: 4500 rpm 
อุณหภูมิ: 232 oC 
เวลา: 5 ชัว่โมง 

Standard levan Erwinia 
herbicola 
Levan Chrysanthemum 
Levan Bacillus siamensis 
Positive control 
 
  1.6  การศึกษาคุณสมบติัทางกายภาพของสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนจาก
จุลินทรีย ์Bacillus siamensis โดยการทดสอบความสามารถในการอุม้น ้ า (Water-holding capacity) 
 
   ตารางที่ 13 การทดสอบความสามารถในการอุม้น ้ า (Water-holding capacity) 
 

ตวัแปรต้น ตวัแปรตาม ตวัแปรควบคุม 
Negative control 

ค่าความสามารถในการอุม้น ้ า 
(WHC%) 

ความเร็วรอบ: 4500 rpm 
อุณหภูมิ: 40 oC 
เวลา: 40 นาที 

Standard levan Erwinia herbicola 
Levan Chrysanthemum 
Levan Bacillus siamensis 
Positive control 
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 1.  สามารถรู้และเขา้ใจถึงคุณสมบติัทางกายภาพและการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของ         
สารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนท่ีผลิตจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis เปรียบเทียบกบัลีแวนจาก
แหล่งต่าง ๆ 
 2.  ผลการทดสอบสามารถน าไปประยกุตใ์ชท้างดา้นเวชศาสตร์เคร่ืองส าอางไดอ้ยา่งมี
ประสิทธิภาพสูงสุด 
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บทที่ 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

ฟรุกโทโอลโิกแซ็กคาไรด์ (FOSs) 
 ฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด ์บางคร้ังก็เรียก โอลิโกฟรุกโทสหรือ โอลิโกฟรุกแทน เป็นช่ือ
เรียกของโอลิโกแซ็กคาไรด ์ซ่ึงโมเลกุลของฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดเ์กิดจากเอนไซม ์fructosyl-
transferase ท าหนา้ท่ีเช่ือมพนัธะไกลโคไซดร์ะหว่างน ้ าตาลกลูโคส 1 โมเลกุลต่อกบัน ้ าตาล 
ฟรุกโตส นอ้ยกว่า 10 โมเลกุล โดยในรูปแบบของอินูลิน นีโออินูลิน ลีแวน นีโอลีแวน  
(Shoaib et al., 2016) โครงสร้างของอินูลินมีมอนอเมอร์เป็นฟรุตโตสต่อกนัเป็นสายแบบ β(2→1) 
fructosyl-fructose แต่จะมีขนาดของสายโมเลกุลท่ีเลก็ ซ่ึง FOSs ในรูปแบบของอินูลินสามารถ
จ าแนกออกไดเ้ป็น 1-kestose (GF2), nystose (GF3) และ 1F-fructosylnystose (GF4)  
(Srikanth et al., 2015) ดงัภาพท่ี 3 โมเลกุลของฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดใ์นรูปอินูลินต่อกนัเป็น
สายแบบ β(2→1) fructosyl-fructose: A) 1-kestose (GF2), B) nystose (GF3), C) 1-b-fructo-
furanosyl nystose (GF4) 
 โดยท่ีกลุ่มอินูลินมกีารต่อกนัแบบ β(2→1) fructosyl-fructose linkages อินูลินสามารถ
พบไดใ้นพืชมากกว่า 3,000 ชนิด อินูลินเป็นสารพรีไบโอติก ท่ีสามารถสงัเคราะห์ไดจ้ากซูโครส  
ใชก้นัอยา่งแพร่หลายในอาหารแปรรูปของไขมนัโดยใหใ้หพ้ลงังานเพียง 25% ถึง 30% เม่ือเทียบ
กบัคาร์โบไฮเดรต หรือใชท้ดแทนน ้ าตาลโดยใหค้วามหวาน 10% ของซูโครสและละลายในน ้ าไดดี้  
ใชใ้นอาหารส าหรับผูป่้วยโรคเบาหวาน หรือผูท่ี้ตอ้งการควบคุมน ้ าหนกัเน่ืองจากเอนไซมใ์น 
ระบบทางเดินอาหารของมนุษยไ์ม่สามารถยอ่ยได ้แต่ถูกยอ่ยท่ีล  าไสใ้หญ่โดยเช้ือแบคทีเรีย  
(Shoaib et al., 2016)  
 โดยท่ี FOSs ในรูปแบบของสารลีแวนนั้นจะมีโครงสร้าง β(2→1) fructosyl-fructose  
ซ่ึงจะมีโครงสร้างไตรเซ็กคาไรดห์รือเรียกว่า 6-ketose นั้นเป็นโมเลกุลท่ีเลก็ท่ีสุด หรืออาจจะมี 
การต่อกบัโมเลกุลกลูโครสหรือซูโครสจะไดเ้ป็นโครงสร้าง neo-nystose หรือ neo-ketose หรือ
อาจจะมีการต่อผสมระหว่างสายแบบ β(2→1) fructosyl-fructose  และ β(2→6) fructosyl-fructose 
โมเลกุลท่ีเลก็ท่ีสุดเรียกว่า ไบฟโูครส (Bifurcose) ดงัภาพท่ี 4 โมเลกุลของฟรุกโทโอลิโก 
แซ็กคาไรดต่์อกนัเป็นสายแบบ β(2→6) fructosyl-fructose (Lorenzoni et al., 2014) 
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ภาพที ่3 โมเลกุลของฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดใ์นรูปอินูลินต่อกนัเป็นสายแบบ β(2→1) 

fructosyl-fructose: A) 1-kestose (GF2), B) nystose (GF3), C) 1-b-fructofuranosyl 
nystose (GF4) (Y. W. Han & Watson, 1992) 

 
 โดยลีแวนสามารถสงัเคราะห์ไดจ้ากแบคทีเรียชนิด Lactobacillus johnsonii, 
Lactobacillus gasserii, Bacillus subtilis, Aerobacter levanicum, Streptococcus salivarius ฯลฯ 
(Srikanth et al., 2015) มคุีณสมบติัทางการแพทยท่ี์ส าคญั เช่น สารต่อตา้นอนุมูลอิสระ  
ตา้นการอกัเสบ ป้องกนัมะเร็ง และสารต่อตา้นโรคเอดส์ และใชใ้นอุตสาหกรรมเคร่ืองส าอาง 
อาหารเสริม และยา (Yildiz & Karatas, 2018) 
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ภาพที ่4 โมเลกุลของฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดต่์อกนัเป็นสายแบบ β(2→6) fructosyl-fructose 
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ฟรุกแทน (Fructans) 

 1.  ลีแวน (Levan) 

 ลีแวน (Levan) เป็นชนิดของฟรุกแทนท่ีมีโมเลกุลของน ้ าตาลมากกว่า 1 ชนิด  
มาเช่ือมต่อกนัแบบ β(2→6) linkages ซ่ึงเป็นสายตรงของน ้ าตาลฟรุกโตส (Fructose) กบั β(2→1) 
linkages โซ่ก่ิง ตั้งแต่ 10 ถึง 60 โมเลกุล โดยมีน ้ าตาลกลูโคส 1 โมเลกุล เป็นสายเร่ิมตน้  
(Oner et al., 2016; Porras-Domínguez et al., 2014) ดงัภาพท่ี 5 A. โครงสร้างลีแวนแบบเสน้ตรง 
B. โครงสร้างลีแวนแบบเสน้ตรงและก่ิง 
 

 
 
ภาพที ่5 A. โครงสร้างลีแวนแบบเสน้ตรง B. โครงสร้างลีแวนแบบเสน้ตรงและก่ิง  
 (Srikanth et al., 2015) 
 
 2.  กระบวนการสร้างลีแวน 

 เอนไซมลี์แวนซูเครส ท าหนา้ท่ีเป็นตวัขนยา้ยสารออกมาภายนอกเซลล ์และ 
มีกระบวนการไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) น ้ าตาลซูโครส (Sucrose) เป็นน ้ าตาลกลูโคสและ 
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น ้าฟรุกโตส โดยท่ีน ้ าตาลกลูโคส 1 โมเลกุลจะต่อกบัน ้ าตาลฟรุกโตสจะรวมเป็นสายโพลิเมอร์แบบ 
β(2→1) linkages (Esawy et al., 2013; Porras-Dominguez, Avila-Fernandez, Miranda-Molina, 
Rodriguez-Alegria, & Munguia, 2015) ดงัภาพท่ี 6 กระบวนการการสร้างลีแวนของเอนไซม ์
ลีแวนซูเครส 
 สามารถแบ่งขั้นตอนการสงัเคราะห์ลีแวนจากซูโครส ไดด้งัน้ี 
 ขั้นตอนท่ี 1 การสงัเคราะห์เอนไซมลี์แวนซูแครส เกิดข้ึนในเซลลข์องจุลินทรีย ์
 ขั้นตอนท่ี 2 เอนไซมลี์แวนซูเครส สะสมภายในเซลล ์ส่งมายงัช่องว่างระหว่างเซลล ์
ท่ีเรียกว่า Periplasmic space และส่งออกมายงันอกเซลล ์
 ขั้นตอนท่ี 3 เกิดกระบวนการของเอนไซมลี์แวนซูเครส ท่ีเรียกว่า Signal peptide  
จะมีการสงัเคราะห์โปรตีนออกมาพร้อมกระบวนการ 
 ขั้นตอนท่ี 4 เกิดกระบวนการไฮโดรไลซิสโดยจุลินทรีย ์ท าใหน้ ้ าตาลซูโครส ซ่ึงเป็น
โมเลกุลคู่เปล่ียนเป็นกลูโคสและฟรุกโตสท่ีมีโมเลกุลเด่ียว เกิดการรวมกนัระหว่างเอนไซมลี์แวน 
ซูเครส กลูโคส และฟรุกโตส  
 ขั้นตอนท่ี 5 เกิดปฏิกิริยา Transfructosylation เอนไซมลี์แวนซูเครสจะจบัตวักบักลูโคส 1 
โมเลกุลต่อกบัฟรักโทสเป็นสายพอลิเมอร์ ท่ีเรียกว่า ลีแวน (Srikanth et al., 2015) ดงัภาพท่ี 6 
กระบวนการการผลิตเอนไซมลี์แวนจากเซลลจุ์ลินทรีย ์
 3.  เอนไซมฟ์รุกโทซิลทรานส์เฟอร์เรส (Fructosyl transferase: FTase) 
 เอนไซมฟ์รุกโทซิลทรานส์เฟอร์เรสถูกจดักลุ่มใน Glycoside hydrolase 68 (GH68) 
(Cantarel et al., 2009) สามารถสงัเคราะห์ FOSs ได ้โดยมกีลไกเกิดปฏิกิริยา 2 ลกัษณะ คือ 1) ท า
หนา้ท่ีในการยอ่ยซูโครสเปล่ียนเป็นกลูโครสและฟรุตโตส (hydrolysis) และ 2) ท าหนา้ท่ีในการ
สงัเคราะห์สาร FOSs (Transfructosylation) 
 เอนไซมใ์นกลุ่มน้ีประกอบดว้ย เอนไซมลี์แวนซูเครส (Levansucrase) สงัเคราะห์ 
สารลีแวนและเอนไซมอิ์นูโลซูเครส สงัเคราะห์สารอินูลิน (Anwar et al., 2012; Ni et al., 2019) 
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ภาพที ่6 กระบวนการผลิตเอนไซมลี์แวนจากเซลลจุ์ลินทรีย ์(Srikanth et al., 2015) 
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  3.1 เอนไซมลี์แวนซูเครส (Levansucrase) เอนไซมลี์แวนซูเครสจดัอยูใ่นกลุ่มเอนไซม์
ในกลุ่มเอนไซมฟ์รุกโทซิลทรานส์เฟอร์เรสมีลกัษณะการสงัเคราะห์ β(2→6) โอลิโกฟรุกแทน โดย
เอนไซมลี์แวนซูเครสจะท าหนา้ท่ี 2 ปฏิกิริยา คือ 1) น าโมเลกุลฟรุกโตสท่ีเป็นตวัรับ สร้างพนัธะกบั
โมเลกุลฟรุกโตสท่ีเป็นตวัใหเ้รียกว่า ทรานฟรุกโทซิเลชัน่ และ 2) แยกโมเลกุลกลูโครสตวัใหอ้อก
จากฟรุกโตสตวัใหเ้รียกว่า ไฮโดรไลซิส (Oner et al., 2016) จะไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็น 6-kestose ซ่ึงเป็น
สารเร่ิมตน้ในปฏิกิริยา Polymerization เพ่ือเพ่ิมความยาวของสายพอลิเมอร์ β(2→6)  
โอลิโกฟรุกแทน ดงัภาพท่ี 7 ปฏิกิริยาของเอนไซมเ์อนไซม ์ลีแวนซูเครสเพื่อสงัเคราะห์สารลีแวน 
 สามารถพบไดท้ั้งพืช (Agropyron cristatum, Dactylis glomerata และ Poa secunda) 
(Srikanth, et al., 2015) แบคทีเรียและเช้ือรา (Acetobacter, Bacillus, Erwinia, Gluconobacter, 
Halomonas, Microbacterium, Pseudomonas, Streptococcus and Zymomonas) (Oner et al., 2016) 
 

 
 

ภาพที ่7 ปฏิกิริยาของเอนไซมเ์อนไซมลี์แวนซูเครสเพื่อสงัเคราะห์สารลีแวน 
 
  3.2 เอนไซมอิ์นูโลซูเครส (Inulosucrase) เอนไซมอิ์นูโลซูเครสอยูใ่นกลุ่มเอนไซม ์
ฟรุกโทซิลทรานเฟอร์เรส แต่มีลกัษณะการสงัเคราะห์ β(2→1) โอลิโกฟรุกแทน ท่ีเรียกว่า อินูลิน 
โดยเอนไซมอิ์นูโลซูเครส จะท าหนา้ท่ี 2 ปฏิกิริยา เช่นเดียวกบัเอนไซมลี์เวนซูเครส คือ 1) น า
โมเลกุลฟรุกโตสท่ีเป็นตวัรับ สร้างพนัธะกบัโมเลกุลฟรุกโตสท่ีเป็นตวัใหเ้รียกว่า  
ทรานฟรุตโทซิเลชัน่ และ 2) แยกโมเลกุลกลูโครสตวัให ้ออกจากฟรุกโตสตวัใหเ้รียกว่า  
ไฮโดรไลซิส แต่โครงสร้างเร่ิมตน้นั้น จะเป็น 1-Kestose แสดงดงัภาพท่ี 8 ซ่ึงเป็นสารเร่ิมตน้ 
ในปฏิกิริยา Polymerization เพ่ือเพ่ิมความยาวของสายพอลิเมอร์ β(2→1) โอลิโกฟรุกแทน  
(Lammens et al., 2009; Liu, Yu, Zhang, Jiang, & Mu, 2017) 
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ภาพที ่8 โครงสร้าง 1-Kestose (Porras-Domínguez, Rodríguez-Alegría, Ávila-Fernández, Montiel-

Salgado, & López-Munguía, 2017) 
 
 สามารถพบไดใ้นแบคทีเรียและเช้ือราบางกลุ่ม และมีความจ าเพาะกว่าเอนไซม ์
ลีแวนซูเครส (Streptococcus mutans JC2, Streptococcus mutans GS-5, Leuconostoc citreum CW2, 
Lactobacillus johnsonii NCC 533, Lactobacillus gasseri DSM 20604, Lactobacillus gasseri DSM 
20243, Lactobacillus reuteri TMW 1.106, Bacillus sp.217C-11, Weissella confusa MBFCNC-2 
(1) และ Lactobacillus reuteri 12) (Ni et al., 2019) 
 4.  ปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชัน่และไฮโดรไลซิส 
 ความสมัพนัธข์องปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชัน่และไฮโดรไลซิสของเอนไซม ์
ลีแวนซูเครสและเอนไซมอิ์นูโลซูเครส จะข้ึนอยูก่บัปัจจยัต่างๆ ท่ีเอ้ือต่อการเกิดปฏิกิริยาหน่ึงและ
ยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยาหน่ึง เช่น ความเขม้ขน้ของซูโครส, pH, อุณหภูมิ และไอออนของโลหะ 
(Lammens et al., 2009; Liu et al., 2017; Lorenzoni et al., 2014) 
   4.1 ความเขม้ขน้ของซูโครส ผลความเขม้ขน้ของซูโครสกบัเอนไซมลี์แวนซูโครส
ท่ีมาจาก Bacillus amyloliquefaciens พบว่า ความเขม้ขน้ซูโครสต ่าจะส่งผลต่อการเกิดปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิส มากกว่าปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชัน่ อยา่งไรก็ตามเม่ือความเขม้ขน้สูงข้ึน 
กลบัเอ้ือต่อการเกิดปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชัน่มากกว่าการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส  
ในท านองเดียวกบัเอนไซมอิ์นูโลซูเครสท่ีสร้างจาก Lactobacillus gasseri DSM 20604  
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   4.2 ค่า pH มีผลต่อการท างานของเอนไซมลี์แวนซูเครสจาก Bacillus subtilis 
พบว่า การเกิดปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชัน่มากกว่าเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ในช่วง pH 5.5, pH 
มากกว่า 5.5 และ pH นอ้ยกว่า 5.5 จะเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสมากกว่า 
ทรานฟรุกโทซิเลชัน่ ส่วนเอนไซมอิ์นูโลซูเครสจะเกิดปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชัน่มากท่ีสุด 
ในสภาวะท่ีเป็นกรด ในสภาวะท่ีเป็นกลางและเบสจะเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสมากกว่าปฏิกิริยา 
ทรานฟรุกโทซิเลชัน่ 
   4.3 อุณหภูมิ เป็นปัจจยัหน่ึงในการเกิดปฏิกิริยาเคมี หากอุณหภูมิเพ่ิมข้ึน 
อตัราการเกิดปฏิกิริยาเพ่ิมข้ึนซ่ึงแปรผนัตรง แต่เอนไซมจ์ดัอยูใ่นกลุ่มโปรตีน ดงันั้น เมื่ออุณหภูมิ
สูงข้ึนเอนไซมจ์ะถูกยบัย ั้งได ้อุณหภูมิเป็นปัจจยัส าคญัมากอีกปัจจยัหน่ึง ซ่ึงการท างานของเอนไซม์
ลีแวนซูเครสจาก Bacillus subtilis พบว่า ในช่วงอุณหภูมิต  ่ากว่า 55 องศาเซลเซียส เกิดปฏิกิริยา 
ทรานฟรุกโทซิเลชัน่นอ้ยกว่าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส แต่จะเกิดสูงกว่าในช่วงอุณหภูมิสูงกว่า 55  
องศาเซลเซียส และอุณหภูมิท่ี 57 องศาเซลเซียส อตัราส่วนเกิดปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชัน่ต่อ
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสมีอตัราสูง แต่มีงานวิจยัพบว่า Zymomonas mobilis สร้างเอนไซมลี์แวนซูเครส
เกิดปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชัน่มากกว่าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
แต่ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เกิดปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชัน่นอ้ยกว่าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 
ในท านองเดียวกนัเอนไซมอิ์นูโลซูเครสท่ีถูกสร้างจาก Lactobacillus gasseri DSM 20604 
เกิดปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชัน่มากกว่าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสท่ีอุณภูมิ 10 องศาเซลเซียส ถึง  
35 องศาเซลเซียส และช่วงอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ถึง 70 องศาเซลเซียส เกิดปฏิกิริยา 
ทรานฟรุกโทซิเลชัน่นอ้ยกว่าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 
   4.4 ไอออนของโลหะ ท าหนา้ท่ี Co-factor ในการท างานของเอนไซมแ์ละไอออน
บางชนิดอาจจะยบัย ั้งการท างานของเอนไซมอี์กดว้ย ในกรณีเอนไซม ์
ลีแวนซูเครสจาก Bacillus subtilis พบว่า Mn2+  2.5 mM การเกิดปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชัน่
เพ่ิมข้ึน 100% และยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 75% (Liu et al., 2017) เอนไซมอิ์นูลินซูเครส
ท่ีสร้างจาก Lactobacillus gasseri DSM 20604 พบว่า Mn2+ เพ่ิมเกิดปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชัน่
และปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเพ่ิมข้ึน 157% (Ni et al., 2018) 
 5.  การเกิดปฏิกิริยา Oligomerization และ Polymerization 
 เอนไซมลี์แวนซูเครสสามารถสงัเคราะห์ไดท้ั้ง ลีแวน และฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด ์
(FOSs) แต่การเกิดปฏิกิริยาท่ีจะใหผ้ลิตภณัฑน์ั้น มีความแตกต่างกนัอยา่งมากในอตัราส่วน 
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พอลิเมอร์ (ลีแวน) กบัฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด ์(FOSs) ท่ีสงัเคราะห์ข้ึนอยูก่บัเอนไซมแ์ละสภาวะ
ของปฏิกิริยา โดยเสนอแบบจ าลอง "Processive กบั Non-processive" ส าหรับการท างานของ 
ลีแวนซูเครส ในการสร้างพนัธะของโมเลกุลน ้ าตาลเพ่ืออธิบายถึงการเกิดปฏิกิริยาต่อ 
Polymerization และ Oligomerization โดยเอนไซมจ์ะมี subsite ดงัน้ี -1 subsite จะสร้างพนัธะกบั
โมเลกุลฟรุกโตส และ +1 subsite สามารถรองรับน ้ าตาลกลูโคส (ทั้งน ้ าตาลซูโครสและราฟฟินอส) 
และฟรุกโตส (ซูโครสท่ีมีผลต่อการเป็นตวัรับ (Acceptor)) 
  ในระหว่างการเกิดปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชัน่ เม่ือซูโครสมาท่ี Active site โมเลกุล
ฟรุตโตสจะอยูท่ี่ -1 subsite ส่วนโมเลกุลกลูโครส +1 subsite จะเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส จากนั้น
โมเลกุลของซูโครสตวัใหม่จะเขา้สู่ active site ท่ี +1 subsite และ +2 subsite จะมีการเกิดปฏิกิริยา 
ทรานฟรุกโทซิเลชัน่เป็นสารฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด ์(FOSs) ในลกัษณะ GF2 หากถา้ซูโครส 
ตวัใหม่ เขา้สู่ active site ท่ี +2 subsite และ +3 subsite หรืออาจจะเพ่ิมมากข้ึน จะท าใหเ้กิด 
สายพอลิเมอร์ ในกรณีท่ี active site มีประสิทธิภาพในการจบักบัฟรุตโตสต ่า และสายพอลิเมอร์ท่ี
เพ่ิมข้ึนนั้นจะหลุดออกมาพร้อมกบัโมเลกุลซูโครส เรียกกระบวนการน้ีว่า Non-processive หรือ 
Oligomerization  
  ส่วนกรณีท่ี Active site มีประสิทธิภาพในการจบักบัฟรุตโตสสูง  
จะท าใหส้ายพอลิเมอร์ท่ีเพ่ิมข้ึนมีน ้ าหนกัโมเลกุลสูง เรียกกระบวนการน้ีว่า Processive หรือ 
Polymerization ไม่เพียงเท่านั้นความส าคญัของน ้ าตาลตวัรับและน ้ าตาลตวัให ้จะจ าเพาะเจาะจงกบั 
active site ของเอนไซมลี์แวนซูเครส ณ ต าแหน่งท่ี -1 subsite จะจบักบัโมเลกุลของฟรุตโตส  
จากซูโครสท่ีเป็นตวัใหแ้ละ +1 subsite จะจบัทั้งตวัใหแ้ละตวัรับ ในกรณีท่ีความเขม้ขน้ซูโครสต ่า 
ท าใหเ้อนไซมลี์แวนซูเครสสามารถน าน ้ าตาล ฟรุกโตสต่างโมเลกุลมาผลิตเป็นโอลิโกแซ็กคาร์ไรด ์
ดงัภาพท่ี 9 โมเดลการเกิดปฏิกิริยา Oligomerization และ Polymerization บน active site ของ
เอนไซมลี์แวนซูเครส: G (กลูโครส) F (ฟรุตโตส) และ LEV (ลีแวนซูเครส)  
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ภาพที ่9 โมเดลการเกิดปฏิกิริยา Oligomerization และ Polymerization บน active site ของเอนไซม์

ลีแวนซูเครส: G (กลูโครส), F (ฟรุตโตส) และ LEV (ลีแวนซูเครส) (Ozimek, Kralj, van 
der Maarel, & Dijkhuizen, 2006) 

 
 เอนไซมลี์แวนซูเครสท่ีสงัเคราะห์จากกลุ่มของจุลินทรียท่ี์แตกต่างกนั จะท าให้ 
การท างานของเอนไซมแ์ตกต่างกนัอีกดว้ย ทั้งในเร่ืองของรูปแบบโครงสร้างและขนาดของ 
สายพอลิเมอร์ (Degree of polymerization) เช่น Bacillus subtilis และ Bacillus amyloliquefaciens 
สงัเคราะห์เอนไซมลี์แวนซูเครส จะผลิตสารลีแวนท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญ่กว่าการผลิตฟรุกโท 
โอลิโกแซ็กคาไรด ์(FOSs) แสดงใหเ้ห็นว่า การท างานของเอนไซมจ์ะเป็นแบบ Processive  
แต่ในทางกลบักนั Zymommonas mobilis และ Lactobacillus sanfranciscensis จะสงัเคราะห์
เอนไซมลี์แวนซูเครสท่ีผลิตสารฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด ์(FOSs) มากกว่าสารลีแวน  
(Porras-Dominguez et al., 2015) 
 6.  ประโยชนข์องสารลีแวน 

  6.1  ดา้นสุขภาพ 
   6.1.1 ท าเป็นแผน่ฟิลม์ ใชใ้นการรักษาบาดแผลพุพอง  
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   6.1.2 ป้องกนัการระคายเคือง ต่อตา้นอนุมูลอิสระ ตา้นการอกัเสบ (Huang, 2019; 
Srikanth et al., 2015) 
   6.1.3 การลดน ้ าหนกั และช่วยลดคอเลสเตอรอล 
   6.1.4 ทดสอบการระคายเคืองของผวิและตา 
   6.1.5 ผสมกบัผลิตภณัฑเ์พ่ิมความกระจ่างของผวิ 
   6.1.6 สารพรีไบโอติก (Prebiotics) ท่ีร่างกายมนุษยไ์ม่สามารถยอ่ย และไม่ถูกดูด
ซึมไดใ้นระบบทางเดินอาหาร ทั้งกระเพาะอาหารและล าไสเ้ลก็ แต่จะถูกยอ่ยดว้ยแบคทีเรียใน
บริเวณล าไสใ้หญ่ โดยจะกระตุน้การท างานและส่งเสริมการเจริญของจุลินทรียโ์ปรไบโอติก 
(Probiotic) (Tian & Karboune, 2012) 
  6.2  ดา้นเศรษฐกิจ 
    6.2.1 การเพาะเล้ียงสตัวน์ ้ า ลีแวนสามารถสร้างภูมิคุม้กนัของสตัวน์ ้ า ท าใหส้ตัวน์ ้ า
สามารถทนต่ออุณหภูมิของน ้ าท่ีสูงข้ึนได ้(Srikanth et al., 2015) 
   6.2.2 ทดแทนไขมนัในกระบวนการท าโยเกิร์ต 
   6.2.3 เพ่ิมการอายกุารเก็บรักษาขนมปัง 
   6.2.4 น ามาเป็นฟิลม์บรรจุอาหาร (Vijayendra & Shamala, 2014) 
 

ระบบนิเวศของผวิ 
 ผวิหนงัเป็นระบบนิเวศท่ีประกอบดว้ย พ้ืนท่ี 1.8 ตารางเมตร ซ่ึงเป็นแหล่งท่ีอยูอ่าศยัของ
กลุ่มจุลินทรียห์ลากหลายชนิด บทบาทหลกัท่ีส าคญัของผวิหนงั คือ ท าหนา้ท่ีเป็นเกราะป้องกนั 
ปกป้องร่างกายของเราจากการถูกท าร้ายจากส่ิงมีชีวิตหรือสารพิษ ผวิหนงัยงัเป็นส่วนต่อประสาน
กบัสภาพแวดลอ้มภายนอกและเป็นเช่นน้ี โดยการสะสมของจุลินทรียท่ี์หลากหลาย รวมถึง
แบคทีเรียเช้ือรา ไวรัส และไร (ภาพท่ี 10) (Byrd, Belkaid, & Segre, 2018) 
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ภาพที ่10 แผนภาพแสดงภาพตดัขวางผวิหนงั กลุ่มจุลินทรีย ์และองคป์ระกอบของผวิ  
 (Grice & Segre, 2011) 
 
 ซ่ึงจุลินทรียเ์หล่าน้ีไม่เป็นอนัตรายและในบางกรณีมีหนา้ท่ีส าคญั คือ ช่วยป้องกนั 
การบุกรุกโดยจุลินทรียท่ี์ท าใหเ้กิดโรคหรือเป็นอนัตรายมากข้ึน จุลินทรียเ์หล่าน้ีอาจมีบทบาทช่วย
กระตุน้ T-cells ท่ีผวิหนงัเพื่อตอบสนองต่อจุลินทรียท่ี์ท าใหเ้กิดโรค นกัจุลชีววิทยา นกัวิทยาศาสตร์
ดา้นภูมคุิม้กนั และแพทยผ์วิหนงัไดร่้วมมือกบันกัวิทยาศาสตร์ทางดา้นจีโนมเพื่อพฒันาลกัษณะ
ของกลุ่มจุลินทรียบ์นผวิใหมี้ความสมบูรณ์ยิง่ข้ึน (Grice & Segre, 2011) โดยไดท้ าการศกึษาปัจจยั
ทางดา้นต่าง ๆ ดงัน้ี (ภาพท่ี 11) 
 

 
 

ภาพที ่11 ปัจจยัท่ีมีผลกระทบต่อกลุ่มจุลินทรียบ์นผวิ (Grice & Segre, 2011) 
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คุณสมบัตทิางกายภาพและคุณสมบัตทิางเคมีของผวิ 
 คุณสมบติัทางกายภาพและคุณสมบติัทางเคมีของผวิหนงัจะเป็นตวัก  าหนดกลุ่มของ
จุลินทรียท่ี์ไม่ซ ้ากนั เพ่ือใหป้รับเขา้กบับริเวณผวิท่ีกลุ่มจุลินทรียน์ั้น ๆ อาศยัอยู ่โดยทัว่ไปลกัษณะ
ของผวิจะมีอุณหภูมิเยน็ มีสภาพเป็นกรด และแหง้ แต่ละแหล่งท่ีอยูอ่าศยัของจุลินทรียจ์ะมี 
ความแตกต่างกนัโดยจะข้ึนอยูก่บัความหนาของผวิ รอยพบั ความหนาแน่นของรูขุมขน และต่อม 
(Nakatsuji & Gallo, 2019) 
 1.  ผวิหนงัชั้นนอกและอวยัวะ รวมถึงต่อมเหง่ือ (eccrine และ apocrine) ต่อมไขมนัและ 
รูขุมขนมีแนวโนม้ท่ีจะเก่ียวขอ้งกบักลุ่มของจุลินทรียท่ี์มีความเป็นเอกลกัษณ์เฉพาะถ่ิน (Chiller, 
Selkin, & Murakawa, 2001) 
 2.  ลกัษณะของผวิหนงั พ้ืนผวิท่ีแตกต่างกนัจะมีความแตกต่างในลกัษณะ 
ทางกายวภิาคศาสตร์ผวิหนงั และกลุ่มของจุลินทรียท่ี์อาศยัอยูต่่างกนัไป เช่น ขาหนีบ รักแร้ และ 
น้ิวเทา้ โดยบริเวณพ้ืนท่ีผวิเหล่าน้ีจะมีอุณหภูมิและความช้ืนท่ีสูงข้ึน ซ่ึงกระตุน้การเจริญเติบโตของ
จุลินทรียท่ี์เจริญเติบโตไดใ้นสภาพช้ืน เช่น แบคทีเรียแกรมลบ Bacilli, Coryneforms และ S. aureus 
เป็นตน้ (Chiller et al., 2001) 
 

ปัจจยัที่มีความเฉพาะเจาะจงกับโฮสต์ (Host factors) 
 ปัจจยัท่ีมีความเฉพาะเจาะจงกบัโฮสต ์เช่น อาย ุบริเวณท่ีอาศยั และเพศ  
มีส่วนท าใหเ้กิดความแปรปรวนในกลุ่มจุลินทรียบ์นผวิหนงัโดยเฉพาะ อาย ุมีผลเป็นอยา่งมากต่อ
สภาพแวดลอ้มของจุลินทรียบ์นผวิหนงัและมีผลต่อการสร้างจุลินทรียข์นาดเลก็ (Fredricks, 2001) 
 

ปัจจยัทางด้านสภาพแวดล้อม (Environmental factors) 
 ปัจจยัดา้นส่ิงแวดลอ้มท่ีเฉพาะเจาะจงส าหรับบุคคล เช่น อาชีพ การเลือกเส้ือผา้  
และการใชย้าปฏิชีวนะ จะส่งผลการปรับสภาพผวิต่อกลุ่มจุลินทรียท่ี์อาศยัอยูบ่นผวิหนงั ผลของ 
การรักษาดว้ยยาปฏิชีวนะต่อจุลินทรียใ์นล าไส ้ไดรั้บการตรวจสอบโดยใชว้ิธีทางดา้นโมเลกุล  
และ เคร่ืองส าอาง สบู่ ผลิตภณัฑท่ี์ถูกสุขอนามยั และมอยส์เจอร์ไรเซอร์ เป็นปัจจยัท่ีมีผล 
ต่อการเปล่ียนแปลงของกลุ่มจุลินทรียบ์นผวิหนงัเช่นกนั (Elias, 2007) 
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การจ าแนกลักษณะของกลุ่มจุลนิทรีย์บนผวิ (Molecular analysis of skin microbiota) 
 วิธีการจ าแนกลกัษณะของกลุ่มจุลินทรียท์างดา้นจีโนม เป็นการจ าแนกลกัษณะของ 
กลุ่มจุลินทรียบ์นผวิ ซ่ึงแสดงถึงใหเ้ห็นความหลากหลายของส่ิงมีชีวิตท่ีมากกว่าวิธีการจ าแนก
ทัว่ไป วิธีการจ าแนกลกัษณะของกลุ่มจุลินทรียบ์นผวิหนงัโดยใชเ้ทคนิค 16S ribosomal RNA 
metagenomic sequencing สามารถจ าแนกกลุ่มของจุลินทรียบ์นผวิหนงัไดเ้ป็น 4 กลุ่มใหญ่ ๆ ดงัน้ี 
 1.  Actinobacteria 
 2.  Firmicutes 
 3.  Bacteroidetes 
 4.  Proteobacteria 
 ไฟลาร์ท่ีโดดเด่นทั้ง 4 กลุ่ม น้ียงัประกอบไปดว้ยกลุ่มจุลินทรียท่ี์พบบนพ้ืนผวิเยือ่เมือก
ดา้นใน (ทางเดินอาหารและช่องปาก) ตามสดัส่วนท่ีความแตกต่างกนัอยา่งมากมาย  
ในขณะท่ีกลุ่ม Actinobacteria มีมากบนผวิหนงั ส่วนกลุ่มของ Firmicutes และ Bacteroidetes มีมาก
ในระบบทางเดินอาหาร ลกัษณะทัว่ไปของกลุ่มจุลินทรียล์  าไสแ้ละกลุ่มจุลินทรียบ์นผวิหนงั  
ดูเหมือนว่าจะมีความหลากหลายท่ีต ่าในระดบัไฟลมั แต่มคีวามหลากหลายท่ีสูงในระดบัสปีชีส์  
(Elizabeth A. Grice, 2008; Fredricks, 2001) 
 บริเวณผวิท่ีมคีวามหลากหลายมากท่ีสุด คือ บริเวณท่ีแหง้ โดยจะมกีลุ่มของ 
Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes และ Bacteriodetes เหล่าน้ีอาศยัอยู ่ซ่ึงบริเวณเหล่าน้ี
ประกอบดว้ย ปลายแขน สะโพก และส่วนต่าง ๆ ของมือ ซ่ึงพบคุณสมบติัท่ีน่าแปลกของ 
กลุ่มจุลินทรีย ์ในบริเวณเหล่าน้ี คือ จะมกีารเจริญเติบโตของกลุ่มจุลินทรียแ์กรมลบ ไม่เพียงแต่จะ
คอยปนเป้ือนจากระบบทางเดินอาหารเท่านั้น แต่จุลินทรียเ์หล่าน้ียงัลุกล  ้าอาณาบริเวณของกลุ่ม
จุลินทรียท่ี์อยูบ่นผวิ บริเวณผวิท่ีน่าสนใจเหล่าน้ียงัมีความหลากหลายทางสายวิวฒันาการมากกว่า
ช่องว่างหรือช่องปากของบุคคลเดียวกนั (Nakatsuji & Gallo, 2019) 
 

การปรับระบบภูมิคุ้มกันบนผวิหนัง (Modulation by the cutaneous immune system) 
 ผวิหนงั นอกจากจะเป็นส่ิงท่ีช่วยปกป้องจากสภาพแวดลอ้มภายนอกแลว้  
ผวิหนงัยงัช่วยเป็นปราการปกป้องของระบบภูมิคุม้กนัอีกดว้ย การตอบสนองของระบบภูมคุิม้กนั
ของผวิหนงัมีความส าคญัในการป้องกนัการกระทบกระทัง่ การติดเช้ือ และยงัช่วยปรับเปล่ียน
จุลินทรียท่ี์อาศยัอยูบ่นผวิหนงั Keratinocytes จะท าการสุ่มคดัเลือกกลุ่มของจุลินทรียอ์ยา่งต่อเน่ือง
เพ่ือตั้งเป็นอาณานิคมบนผวิ โดยผา่นตวัรับรู้รูปแบบ (PRR) เช่น Toll-like receptors (TLRs) 
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Mannose receptors และตวัรับแบบ NOD ตวัรับรู้เหล่าน้ีรับรู้รูปแบบโมเลกุลท่ีเก่ียวขอ้งกบัเช้ือโรค 
(PAMPs) รวมถึง Flagellin และกรดนิวคลีอิก รวมถึง lipopolysaccharide จากแบคทีเรียแกรมลบ 
Mannan และ Zymosin จากผนงัเซลลข์องเช้ือรา Peptidoglycan และ Lipoteichoic acid  
จากแบคทีเรียแกรมบวก การกระตุน้ของ Keratinocyte ชนิด PRRs โดย PAMPs จะเร่ิมตน้ 
การตอบสนองทางภูมิคุม้กนัโดยทนัที ส่งผลใหเ้กิดการหลัง่ของยาตา้นจุลินทรียเ์ปปไทด ์(AMPs)  
ไซโตไคน์และ Chemokines นอกเหนือจากการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัท่ีปรับตวัแลว้ AMPs 
ยงัฆ่าแบคทีเรีย เช้ือราและไวรัสท่ีห่อหุม้โดยตรง ดงันั้น Keratinocytes เซลลภู์มิคุม้กนั จุลินทรียท่ี์
ถูกปรับโดย AMPs, Cytokines, Chemokines และเปปไทดข์องจุลินทรีย ์ 
(Microbial peptides) ซ่ึงจะมีปฏิสมัพนัธซ่ึ์งกนัและกนัอยา่งต่อเน่ือง (Elias, 2007; Krutmann, 2012; 
Okada et al., 1988) 
 แมจ้ะมีการสมัผสักบัจุลินทรียจ์  านวนมากอยา่งต่อเน่ือง แต่ผวิสามารถแยกระหว่าง
จุลินทรียท่ี์ไม่เป็นอนัตรายและจุลินทรียท่ี์ท าใหเ้กิดโรคท่ีเป็นอนัตราย กลไกของการเลือกปฏิบติัน้ี
ยงัไม่ชดัเจน แต่อาจเก่ียวขอ้งกบัการเหน่ียวน าของความทนทานต่อภูมคุิม้กนั TLRs  
อาจถูกท าใหอ่้อนแอลงโดยการสมัผสัจุลินทรียท่ี์มีอยูบ่นผวิเป็นเวลานาน โดยผา่นการแสดงออก
ของ TLR ท่ีลดลงบนผวิของเซลลห์รือโดยการกระตุน้ TLR pathway เป็นตวัยบัย ั้ง Interleukin-1 
receptor-related kinase 3 (IRAK3; IRAK-M) หรือท่ีเรียกวา่ Cytokine signalling 1 (SOCS1) 
ความจ าเพาะอาจท าไดด้ว้ยการรับรู้ร่วมกนัของ PAMPs โดยตวัรับรู้แบบ PRR 
(Grice & Segre, 2011; Handfield et al., 2018; Jappe, Ingham, Henwood, & Holland, 2002) 
 

การวเิคราะห์คุณสมบัตกิารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารพรีไบโอตกิในรูปของลีแวน 
 1.  การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลผ์วิหนงั (Cytotoxicity assay) 
 การตรวจสอบการมีชีวิตของเซลล ์(Cell viability) ท าไดห้ลายวิธีโดยแต่ละวิธี 
จะใชก้ารวดัจากลกัษณะเฉพาะท่ีแตกต่างกนัทางชีววิทยาของเซลล ์(Cell biology) เช่น  
ความสมบูรณ์ของเซลลเ์มมเบรน (Membrane integrity) หนา้ท่ีของเซลลเ์มมเบรน  
(Membrane function) ผลิตภณัฑท่ี์ปล่อยออกมาหลงัจากโดนท าลายหรือตาย (Product released by 
cell damage or death) เมตาบอลิซึมของเซลล ์(Metabolic functions) ประสิทธิภาพของเอนไซม ์
(Enzyme activity) การศกึษาประสิทธิภาพสารท่ีมีลกัษณะเฉพาะต่อการรอดชีวิตของเซลล ์
(Clonogenic survival) เป็นตน้ โดยตวัอยา่งการตรวจสอบการรอดชีวติของเซลลเ์พาะเล้ียงมีดว้ยกนั
หลายวิธี แต่ส าหรับวิธีท่ีจะใชน้ี้ เป็นวิธีท่ีเรียกว่า MTT assay (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
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diphenyltetrazolium) เป็นปฏิกิริยา MTT reduction วดัการเกิดสารท่ีใหสี้จากการเกิดปฏิกิริยาชีวเคมี
ของเซลล ์โดยการวดัสภาวะ Reduction environment (Mitochondrial reductase) ของ Mitochondria 
ในเซลล ์เมื่อ MTT ถูก Reduced ดว้ย Mitochondrial reductase จะท าใหสี้ของ MTT เปล่ียนเป็น 
สีม่วงของสี formazan (ภาพท่ี 12) โดยสีจะถูกวดัค่าการดูดกลืนแสง (Absorption)  
ท่ี 570 นาโนเมตร ปริมาณของสีม่วงท่ีเพ่ิมข้ึนจะหมายถึงปริมาณของเซลลมี์ชีวิตเพ่ิมข้ึน 
 

 
 
ภาพที ่12 กลไกการท างานของสารละลาย MTT เมื่อถูก Reduced ดว้ย Mitochondrial reductase จะ

ท าใหเ้กิดการเปล่ียนเป็นสีม่วงของสี Formazan 
 
 ขอ้ดี: ส าหรับการวิเคราะห์ใน 96-well array โดยใช ้Automatic plate readers สามารถ
ตรวจวิเคราะห์ไดห้ลายตวัอยา่งและรวดเร็ว 
 ขอ้จ ากดั: อาจมีบางเซลลย์บัย ั้งการแสดงของ MTT reduction ซ่ึงจะส่งผลท าใหไ้ดค่้าต ่า
จะไม่สมัพนัธก์บั Cell viability 
 หนงัก าพร้า (Epidermis) เป็นชั้นนอกสุดของผวิหนงั มีความหนาประมาณ  
0.05-0.1 มิลลิเมตร Keratinocytes เป็นเซลลห์ลกัของหนงัก าพร้าแบ่งเป็นชั้นต่าง ๆ ตามรูปร่างและ
ส่วนประกอบในเซลลจ์ดัเป็น Stratified squamous epithelium เรียงจากชั้นในไปนอกสุด ตามล าดบั 
(ภาพท่ี 13) ไดแ้ก่ Stratum basale หรือ Stratum germinativum เป็นชั้นล่างสุด ประกอบดว้ย  
เซลลรู์ปร่างส่ีเหล่ียม (Cuboidal cell) 1 แถว ในชั้นน้ีพบมี Keratinocyte ท่ีมีคุณสมบติั 
เป็นเซลลต์น้ก  าเนิด (Stem cell) ของผวิหนงั ซ่ึงสามารถแบ่งตวัและสร้างเป็น Keratinocyte ตวัใหม่
ได ้Stratum spinosum เป็นชั้นท่ีประกอบดว้ยเซลล ์Keratinocytes ซอ้นกนั รูปร่างเป็นหนาม 
(Spinous/prickle cell) Stratum granulosum ประกอบดว้ย เซลล ์Keratinocytes ซอ้นกนั 3-5 ชั้น 
ลกัษณะเด่น คือ มีเมด็ Granule ภายในเซลล ์ซ่ึงเมด็ Granule ดงักล่าวคือ Keratohyaline granules  
ท าหนา้ท่ี ช่วยสร้าง Keratin stratum corneum หรือผวิหนงัชั้นข้ีไคล (Keratin) เป็นชั้นนอกสุดของ 
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หนงัก าพร้าประกอบดว้ย เซลล ์Keratinocyte ท่ีไม่มีนิวเคลียส เรียกว่า Corneocytes ตวัเซลลจ์ะแบน
มีไขมนัมาเคลือบระหว่างเซลล ์ส าหรับชั้น Stratum lucidum เป็นเพียงช่องว่างระหว่างชั้น  
Stratum granulosum และ Stratum corneum โดยจะพบแค่ผวิหนงับริเวณฝ่ามือฝ่าเทา้ บางคร้ังเรียก
รวมผวิหนงัชั้น Stratum basale และ Stratum spinosum ว่าเป็น Stratum malpighii  
การแบ่งตวัและเจริญของ Keratinocytes จากชั้น Stratum basale ไปถึงชั้น Stratum corneum  
ใชเ้วลา 2 สปัดาห์ และชั้น Stratum corneum ใชเ้วลาลอกหลุดอีก 2 สปัดาห์ ท าใหร้ะยะเวลารวม
ของผวิหนงั ชั้นก  าพร้าจากชั้นล่างสุดเจริญไปจนเป็นชั้นข้ีไคลแลว้ลอกหลุดใชเ้วลารวม 4 สปัดาห์ 
 

 
 

ภาพที่ 13 โครงสร้างและส่วนประกอบของผวิหนงั 
 
 หนงัแท ้(Dermis) ประกอบดว้ย 2 ส่วน คือ ส่วนท่ีเป็นเซลล ์และส่วนท่ีไม่ใช่เซลล ์
(Extracellular matrix) โดยเซลลท่ี์ส าคญัในหนงัแท ้คือ Fibroblasts ซ่ึงมีหนา้ท่ีในการสร้างเสน้ใย
โปรตีน ท่ีส าคญัคือ Collagen (80-85%) และ elastic fibers (2-4%) และสร้างสารเรียกว่า  
Ground substance ซ่ึงเป็นสารพวก Polysaccharides  
 ในชั้นหนงัแทมี้เสน้เลือดและเสน้ประสาทมาเล้ียงจ านวนมาก นอกจากน้ี ยงัมีรยางคข์อง
ผวิหนงั (Skin appendages) ไดแ้ก่ หน่วยของเสน้ขน (Pilosebaceous unit) ซ่ึงประกอบดว้ย 
เสน้ขน (Hair follicle) ต่อมไขมนั (Sebaceous gland) ต่อมเหง่ือชนิด Apocrine (Apocrine sweat 
gland) และกลา้มเน้ือเรียบ (Arrector pili muscle) รยางคข์องผวิหนงัยงัพบต่อมเหง่ือชนิด Eccrine 
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(Eccrine sweat gland) ซ่ึงมีหนา้ท่ีผลิตเหง่ือ และเลบ็ (Nail) ซ่ึงมีโครงสร้างและส่วนประกอบท่ีมีช่ือ
เฉพาะ 
 2.  การทดสอบสารตา้นอนุมูลอิสระ (Antioxidant activity assays) 
  2.1 สารอนุมูลอิสระ เป็นสารท่ีมีอิเลก็ตรอนอิสระอยูใ่นวงนอกของอะตอมหรือ
โมเลกุล จึงมีความว่องไวในการเขา้ท าปฏิกิริยา โดยรับอิเลก็ตรอนจากสารอ่ืน ๆ ใกลเ้คียง 
จึงท าใหต้วัเองมีความเสถียรมากยิง่ข้ึน ในขณะเดียวกนัก็ชกัน าใหส้ารท่ีใหอิ้เลก็ตรอนไปนั้น 
มีอิเลก็ตรอนไม่ครบคู่จนกลายเป็นสารท่ีมีความรุนแรง ซ่ึงถา้เกิดข้ึนในระบบของส่ิงมีชีวิต  
อาจท าอนัตรายกบัส่วนประกอบส าคญัของเซลลร์อบ ๆ บริเวณนั้น เช่น โปรตีน ไขมนั 
คาร์โบไฮเดรต หรือดีเอน็เอ ท าใหส้ารชีวโมเลกุลเหล่าน้ีเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างและ 
เสียหนา้ท่ีการท างาน ดงันั้นในสภาวะท่ีมีการสร้างอนุมูลอิสระเป็นจ านวนมากจะก่อใหเ้กิด 
การบาดเจ็บของเซลลซ่ึ์งเป็นกลไกส าคญัท่ีก่อใหเ้กิดพยาธิสภาพต่าง ๆ ได ้เช่น โรคมะเร็ง  
โรคหลอดเลือดหวัใจ โรคไขขอ้อกัเสบ โรคสมองเส่ือม (Alzheimer) เป็นตน้ (Huang, 2019) 
  2.2 แหล่งก าเนิดของสารอนุมูลอิสระ เช่น ซูเปอร์ออกไซดแ์อนไอออนแร็ดดิเคิล  
(O-

2), เปอร์ออกไซดแ์อนไอออน (O2
2-) และซิงเกลท็ออกซิเจน (1O2) เป็นอนุมูลอิสระท่ีมีความไว

มาก ผลิตจากโมเลกุลของออกซิเจน (O2) โดยการไดรั้บอิเลก็ตรอนหรือจดัเรียงตวัใหม่ของ
อิเลก็ตรอนสปิน (Electron spin) อนุมูลอิสระไฮดรอกซิล (.OH) เป็นสารอนุมูลอิสระท่ีมีความไว
มากท่ีสุด เกิดจากกระบวนการ Dismutation ของเปอร์ออกไซด ์เร่งโดยเหลก็ไอออน (Fe2+)  
ไฮโปคลอไรทไ์อออน (OCl-) ซ่ึงเป็นสารอนุมูลอิสระท่ีมีความไวมากเช่นกนัและเหมือนกบัสาร
อนุมูลอิสระอ่ืนท่ีกล่าวมาแลว้ เมด็เลือดขาวเป็นแหล่งผลิตของอนุมูลอิสระดงักล่าว สร้างข้ึนมาเพ่ือ
ก าจดัจุลินทรียท่ี์บุกรุก (Invading microorganisms) เขา้มาในส่ิงมีชีวิต 
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ตารางที่ 15 แสดงแหล่งก าเนิดของสารอนุมูลอิสระ 
 

แหล่งก าเนิด 

1. การแตกหกัของโมเลกุลน ้ า (homolytic scission) โดยรังสี (ionizing radiation) 

2. การร่ัวไหลของอิเลคตรอนจากเมมเบรนและปฏิกิริยารีดกัชนัของโมเลกุลออกซิเจน 

3. วฏัจกัรของไซโตโครมออกซิเดส 

4. การกระตุน้ของ CYP2E1 

5. ปฏิกิริยารีดกัชนัของออกซิเจนในเน้ือเยือ่โดย Fe2+/Fe3+ และโลหะหนกัรีด็อกซอ่ื์น ๆ 

6. การกระตุน้เซลลเ์มด็เลือดขาวในขบวนการอกัเสบ 

7. วฏัจกัรรีด็อกซข์องควิโนน 

8. ขบวนการสงัเคราะห์พรอสตาแกลนดิน 

  
  2.3 สาเหตุการเกิดสารอนุมูลอิสระ 
   2.3.1 ปัจจยัภายในร่างกาย 
    2.3.1.1 ปฏิกิริยาออกซิเดชนัท่ีเกิดข้ึนเอง (Auto-oxidation) เช่น การเกิด
ออกซิเดชนัของไขมนั ซ่ึงแบ่งออกเป็น 3 ระยะ คือ 
     2.3.1.1.1 ระยะเหน่ียวน า (Initiation) เป็นระยะท่ีกรดไขมนัแตกตวัเป็น
อนุมูลอิสระโดยมีแสง และอุณหภูมิเป็นตวัเร่ง ดงัสมการ 
 

RH + Initiator    R + H 
 
     2.3.1.1.2 ระยะเพ่ิมจ านวน (Propagation) เป็นระยะท่ีอนุมลูอิสระท า
ปฏิกิริยากบัออกซิเจนเกิดเป็นอนุมูลเปอร์ออกซี (Peroxy radical) ซ่ึงท าปฏิกิริยาต่อกบักรดไขมนั
เกิดเป็นไฮโดรเปอร์ออกไซด ์(Hydroperoxide) และอนุมูลอิสระ ซ่ึงถา้มีแสงและความร้อนเป็น
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ตวัเร่งกจ็ะเกิดปฏิกิริยาต่อท าใหอ้นุมูลอิสระเพ่ิมข้ึน และอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนสามารถท าปฏิกิริยา
กบัออกซิเจนใหม่ไดต่้อเน่ืองไปเร่ือย ๆ ดงัสมการ 
 

 R + O2     ROO 
ROO + RH    ROOH + R 

 
     2.3.1.1.3 ระยะส้ินสุด (Termination) เป็นระยะท่ีอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนอาจ
รวมตวักนัในรูปแบบต่าง ๆ ดงัสมการ 
 

 R + R     RR 
ROO + ROO    ROOR + O2 

 
    2.3.1.2 ปฏิกิริยาออกซิเดชนัท่ีมีเอนไซมเ์ป็นตวัเร่ง เป็นการท างานของเอนไซม์
ส าคญั 2 ชนิด ท่ีมีผลกระตุน้การสร้างอนุมูลอิสระภายในร่างกาย ไดแ้ก่ 
     2.3.1.2.1 เอนไซม ์Xanthine oxidase (XO) ท าหนา้ท่ีส าคญัในกระบวน 
การสลายเบสพิวรีน (Purine) โดยจะเร่งปฏิกิริยาการเปล่ียน Hypoxanthine เป็น Xanthine และ 
Xanthine เป็น Uric acid พร้อมกบัการขนถ่ายอิเลก็ตรอนใหอ้อกซิเจนเป็นอนุมูลซูเปอร์ออกไซด ์
(O-

2) ดงัสมการ 
 

 
 
     2.3.1.2.2 เอนไซม ์Lipoxygenase (LOX) ท าหนา้ท่ีเร่งปฏิกิริยาการเกิด
ออกซิเดชนัของกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัสูง (Polyunsaturated fatty acid) โมเลกุลของเอนไซมน้ี์มีเหลก็ 
(Fe2+) เป็นส่วนประกอบอยูซ่ึ่งท าหนา้ท่ีดึงอะตอมไฮโดรเจนจากกรดไขมนัและเติมออกซิเจนใหก้บั
กรดไขมนัเกิดเป็น Hydroperoxide ซ่ึงจะสลายตวัเป็นอนุมลูของกรดไขมนัต่อไปได ้ 
(Kesavan et al., 2000) ดงัภาพท่ี 14 
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ภาพที ่14 การท างานของเอนไซม ์Lipoxygenase ในปฏิกิริยาออกซิเดชนัของกรดไขมนั 
 
    2.3.1.3 กระบวนการก าจดัส่ิงแปลกปลอมของเมด็เลือดขาว เป็นขั้นตอน 
การท าลายส่ิงแปลกปลอม โดยเฉพาะเช้ือโรคท่ีถูกกลืนกินเขา้มาภายในเซลลเ์มด็เลือดขาว  
ซ่ึงเซลลเ์มด็เลือดขาวจะมีการดึงโมเลกุลออกซิเจน (O2) มาใชเ้ป็นจ านวนมากเพื่อผลิตเป็นอนุมูล
ซูเปอร์ออกไซด ์(O-

2) จากปฏิกิริยาของเอนไซม ์NADPH oxidase ท่ีอยูบ่นเยือ่บุชั้นนอก 
 (Outer membrane) ของเมด็เลือดขาว ดงัสมการ 
 

 
 
นอกจากน้ีในเมด็สี (granule) ของเมด็เลือดขาวยงัมีเอนไซม ์myeloperoxidase ท าใหเ้กิดอนุมูล 
ไฮโปคลอรัส (hypochlorus, HOCl•) ซ่ึงเป็นสารท่ีท าลายจุลินทรียไ์ดด้งัสมการน้ี 
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    2.3.1.4 โลหะทรานซิชนั (Transition metal) โลหะทรานซิชัน่ 2 ชนิด คือ เหลก็ 
(Fe2+) และ ทองแดง (Cu2+) ท่ีมีอยูท่ัว่ไปในร่างกายสามารถเร่งการสร้างอนุมูลไฮดรอกซิล (OH•)  
จากซูเปอร์ออกไซด ์(O-

2) และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(Hydrogen peroxide, H2O2) ในปฏิกิริยา 
Fenton (Fenton’s reaction) ดงัสมการ 
 

 
 
   2.3.2  ปัจจยัภายนอก 
    2.3.2.1 ยารักษาโรค ยาบางชนิดสามารถก่อใหเ้กิดอนุมูลอิสระข้ึนในร่างกายได ้
โดยเฉพาะอยา่งยิง่ ยาในกลุ่มตา้นจุลินทรียแ์ละตา้นมะเร็ง เช่น Bleomycin, Antracyclines และ 
Methotrexate เน่ืองจากมีฤทธ์ิเสริมออกซิเดชนั (Pro-oxidation) 
    2.3.2.2 รังสี การใชรั้งสีรักษาโรค เช่น รังสีเอก็ซ ์( X-ray ) รังสีแกมมา ( -ray ) 
เป็นตน้ อาจเป็นสาเหตุท าใหเ้กิดอนุมูลอิสระข้ึนในร่างกายจากการถ่ายถอดพลงังานใหก้บัน ้ า 
ซ่ึงเป็นส่วนประกอบของเซลลแ์ลว้ก่อใหเ้กิดปฏิกิริยาขั้นต่อไป (Secondary reaction) กบัออกซิเจน 
ท่ีละลายอยูใ่นเซลลน์ั้นไดอ้นุมูลอิสระเกิดข้ึน 
    2.3.2.3 ควนับุหร่ี ในควนับุหร่ีมีส่วนประกอบของ Nitric oxide (NO), Nitrogen 
dioxide (NO2) และ Peroxynitrite (ONOO-) และสารมลพิษ ไดแ้ก่ Sulfur dioxide (SO2) และ 
Carbontetrachloride (CCl4) ซ่ึงจะถูกก าจดัออกจากร่างกายโดยการท างานของเอนไซม ์ 
cytochrome P-450 hydroxylase ท่ีมีอยูม่ากในเซลลต์บัและพบไดบ้า้งในเซลลป์อดและส าไสเ้ลก็  
ท าใหเ้ป็นสาเหตุของการสร้างอนุมูลซูเปอร์ออกไซดภ์ายในเซลลด์งักล่าว 
    2.3.2.4 โอโซน โอโซนไม่ไดจ้ดัเป็นอนุมูลอิสระแต่จดัเป็นสารออกซิไดซแ์รง
สูง ซ่ึงสามารถเปล่ียนรูปเป็นอนุมูลไฮดรอกซิลไดจ้ากการกระตุน้ของคล่ืนแสงยวูี 
  2.4  อนุมูลอิสระแรงสูงท่ีส าคญัของร่างกาย ไดแ้ก่ 
   2.4.1  อนุมูลซูเปอร์ออกไซด ์(O-

2) เป็นอนุมูลอิสระท่ีพบไดภ้ายในเซลลท์ัว่ไป 
ส่วนใหญ่เกิดข้ึนระหว่างการขนส่งอิเลก็ตรอนจากโมเลกุลของออกซิเจนไปยงัโมเลกุลของน ้ า
ภายในไมโทคอนเดรีย (Mitochondria) อนุมูลอิสระจะไม่เขา้ท าปฏิกิริยาท าลายเซลลโ์ดยตรง  
แต่เมื่อท าปฏิกิริยากบัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(H2O2) โดยมี เหลก็ (Fe2+) และ ทองแดง (Cu2+)  
ช่วยเร่งในปฏิกิริยา Fenton จะไดเ้ป็นอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล (OH•) ซ่ึงเป็นสารออกซิไดซท่ี์มี
ความว่องไวสูง นอกจากน้ีส่ิงมีชีวติยงัสามารถสร้างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(H2O2)  
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จากซูเปอร์ออกไซด ์(O-
2) ไดโ้ดยตรงจากปฏิกิริยา Dismutation ของเอนไซม ์Superoxide dismutase 

(SOD) ดงัสมการ 
 

 
 

   2.4.2  อนุมูลไฮดรอกซิล (OH•) เป็นสารออกซิไดซแ์รงสูงท่ีมีความว่องไวสูงสุด 
สามารถเขา้ท าปฏิกิริยากบัสารต่าง ๆ ท่ีอยูร่อบขา้งในทนัทีท่ีถูกสร้างข้ึน ดงันั้นอนุมูลน้ีจึงเป็น
อนัตรายต่อสารชีวโมเลกุลในส่ิงมีชีวิตมากกว่าอนุมูลชนิดอ่ืน ๆ อนุมูลไฮดรอกซิลสร้างข้ึนจาก
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(H2O2) ท่ีมีโลหะทรานซิชนัอยูใ่นระบบ โดยเหลก็ (Fe2+) จะท าลายพนัธะ
ท่ียดึเหน่ียวระหว่างออกซิเจนของสารเปอร์ออกไซดไ์ดเ้ป็นอนุมูลไฮดรอกซิล (OH•) และ 
ไฮดรอกไซดไ์อออน (Hydroxide ion, OH-) ในปฏิกิริยา Fenton ดงัสมการ 
 

Fe2+ + O2    Fe3+ + O2
- 

 2O2
- + 2H+    H2O2 + O2 

Fe2+ + O2
- + 2H+     Fe3+ + H2O2 

Fe2+ + H2O2  Fe3+ + OH + OH- Fenton’s reaction 
 

   2.4.3  อนุมูลไนตริกออกไซด ์(NO•) เป็นอนุมูลอิสระขนาดเลก็ท่ีเป็นพิษกบั 
เซลลป์อด สามารถรวมตวักบัโลหะทรานซิชนั หรือโปรตีนท่ีมีโลหะชนิดน้ีเป็นองคป์ระกอบ 
(Metalloprotein) ได ้อนุมูลไนตริกออกไซดส์ามารถเขา้จบักบัฮีโมโกลบิน (Hemoglobin) ไดเ้ร็ว
กว่าโมเลกุลออกซิเจน จนอาจเกิดการขดัขวางกระบวนการขนส่งก๊าซออกซิเจน นอกจากน้ียงัท า
ปฏิกิริยากบัอนุมูลซูเปอร์ออกไซดไ์ดอ้ยา่งรวดเร็ว เกิดเป็นอนุมูล Peroxynitrite (ONOO-)  
ท่ีมีความว่องไวสูง ในสภาวะท่ีมีออกซิเจน NO• จะถูกออกซิไดซเ์ป็น NO2 ซ่ึงเป็นสารพิษสามารถ
ท าลายเซลลข์องถุงลม (Alveoli) และผนงัหลอดเลือด (Vascular endothelium) ภายในปอดได ้
  2.5 สารตา้นอนุมูลอิสระ คือ สารท่ีมีหนา้ท่ีต่อตา้นหรือยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชนัในท่ีน้ีรวมถึงสารท่ีสามารถยบัย ั้งและควบคุมอนุมูลอิสระไม่ใหไ้ปกระตุน้การ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน่จึงช่วยยบัย ั้งอนุมูลอิสระไม่ใหท้ าลายองคป์ระกอบของเซลลส์ารตา้น 
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อนุมูลอิสระมีทั้งท่ีเป็นสารจากธรรมชาติ เช่น Amino acid, Ascorbic acid, Carotenoids, 
Flavonoids, Tannins, Tocopherols เป็นตน้ โดยทัว่ไปสารตา้นอนุมูลอิสระแบ่งเป็น 5 ประเภทใหญ่ 
ๆ ดงัน้ี  
   2.5.1  Primary antioxidant สารในกลุ่มน้ีส่วนใหญ่ ไดแ้ก่ สารประกอบฟีนอลิก 
(Phenolic compounds) ท าหนา้ท่ีหยดุปฏิกิริยาลูกโซ่ของการเกิดอนุมูลอิสระในปฏิกิริยาออกซิเดชนั
ของไขมนันอกจากน้ียงัรวมถึงสารโทโคฟีรอลธรรมชาติและสงัเคราะห์ (Natural and synthetic 
tocopherol) เช่น Alkyl gallate, BHA, BHT, TBHQ และอ่ืน ๆ ซ่ึงสารในกลุ่มดงักล่าวท าหนา้ท่ีเป็น
ตวัใหอิ้เลก็ตรอน 
   2.5.2  Oxygen scavenger สารในกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ กรดแอสคอร์บิค หรือวิตามิน ซี 
เป็นตน้ สารในกลุ่มน้ีจะเขา้ท าปฏิกิริยากบัออกซิเจนจึงเป็นการช่วยก าจดัออกซิเจนในระบบปิดได ้
   2.5.3  Secondary antioxidant สารในกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ Dilauryl thiopropionate และ 
Thiopropionic acid ท าหนา้ท่ีสลายโมเลกุลของ Lipid hydroperoxide ใหเ้ป็นสารท่ีมีความเสถียร 
   2.5.4  Enzymic antioxidant สารในกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ เอนไซมต่์าง ๆ ซ่ึงแบ่งเป็น 
Primary antioxidant enzyme และ Auxiliary antioxidant enzyme สารในกลุ่มน้ีท าหนา้ท่ีก  าจดั
ออกซิเจนหรืออนุพนัธข์องออกซิเจนโดยเฉพาะไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(H2O2) 
   2.5.5  Chelating agent หรือ sequestrant สารในกลุ่มน้ี เช่น กรดซิตริก และ 
กรดอะมิโน เป็นตน้ สารในกลุ่มน้ีท าหนา้ท่ีไปจบักบัไอออนของโลหะ เช่น เหลก็ และทองแดง  
ซ่ึงไอออนเหล่าน้ีเป็นไอออนท่ีส่งเสริมและเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไขมนัท าใหเ้กิด 
เป็นสารประกอบเชิงซอ้นเสถียร 
  2.6 การวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ (Antioxidant activity determination) 
วิธีการวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ การวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระเชิงคุณภาพ และการวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระเชิงปริมาณ ในแต่ละประเภทจะมี
หลายวิธีดว้ยกนั ซ่ึงแต่ละวิธีมีความจ าเพาะแตกต่างกนั โดยวิธีท่ีถูกน ามาใชจ้ะเป็นวิธีการวิเคราะห์
ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระเชิงปริมาณ ซ่ึงจะประกอบไปดว้ยวิธีดงัน้ี 
   2.6.1 วิธี DPPH radical scavenging activity โดยอนุมูล DPPH• เป็นอนุมูล
ไนโตรเจนท่ีคงตวัมีสีม่วงอยูใ่นรูปอนุมูลอยูแ่ลว้โดยไม่ท าปฏิกิริยาเพื่อใหเ้กิดอนุมูล การวิเคราะห์
เป็นการวดัความสามารถในการรีดิวซโ์ดยใชเ้คร่ืองสเปกโตรวดัการลดลงของสีเมื่อเติมสารตา้น
อนุมลูลงไปโดยวดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร (ภาพท่ี 15) 
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ภาพที ่15 สมการการเกิดปฏิกิริยาหลงัจากการเติมสารตา้นอนุมูลอิสระ 
 
   ขอ้ดี: ง่ายต่อการใชเ้คร่ืองมือท่ีมีทัว่ไป นิยมใชเ้ป็นวิธีเบ้ืองตนในการทดสอบฤทธ์ิ   
ตา้นอนุมูลอิสระของสารตา้นอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ ยกเวน้ สารกลุ่มแคโรตินอยด ์
ท่ีมีการดูดกลืนแสงในยา่นเดียวกนั 
   ขอ้จ ากดั: อนุมูล DPPH• มีความคงตวัไม่ไวต่อปฏิกิริยาเหมือนอนุมูลท่ีเกิด 
ในเซลลห์รือร่างกาย ดงันั้นวิธีน้ีจึงไม่สามารถแยกการจดัอนัดบัอนุมูลท่ีมีความไวสูงได ้นอกจากน้ี
โครงสร้างทางเคมขีอง DPPH• ท่ีแสดงจะเห็นว่า อิเลก็ตรอนเด่ียวของอนุมูลอิสระจะถูกบดบงัดว้ย
วงเบนซีน 3 วงและหมู่ไนโตรท าใหส้ารตา้นอนุมูลท่ีมีฤทธ์ิแรงแต่มีขนาดใหญ่บางสารไม่สามารถ
เขา้ไปท าปฏิกิริยาขจดัอนุมูลหรือเกิดปฏิกิริยาชา้กว่าความเป็นจริงทั้ง ๆ ท่ีสารตา้นอนุมูลนั้นมีฤทธ์ิดี
ในการขจดัอนุมูลเปอร์ออกซี นอกจากน้ีสารรีดิวซส์ามารถท าใหสี้ DPPH• จางลงไดอี้กดว้ย 
   2.6.2 วิธี ABTS radical scavenging activity เป็นวิธีการวดัความสามารถในการ
ฟอกสีอนุมูลอิสระเอบีทีเอส (ABTS•+,2,2′-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 
radical) เป็นสารสงัเคราะห์ท่ีมีสีเขียวปนน ้ าเงินสามารถดูดกลืนแสงไดสู้งสุดท่ีความยาวคล่ืน 734 
นาโนเมตร เน่ืองจากสีของ ABTS•+ ปกติ จะมีค่าการดูดกลืนแสงสูง จึงตอ้งท าการเจือจาง ABTS•+ 
ดว้ยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ จากนั้นน า ABTS•+ ท าปฏิกิริยากบัสารตวัอยา่งท่ีละลายดว้ยเอทานอลเจือจาง
ซ่ึงจะท าใหสี้จางลง (ดงัสมการ) และตั้งท้ิงไวเ้พ่ือใหเ้กิดปฏิกิริยา จึงสามารถหาความเป็นสารตา้น
อนุมูลอิสระของสารตวัอยา่งไดจ้ากการค านวณสีท่ีจางลงของการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ ABTS•+ ซ่ึง
วิธีการค านวณและการเทียบกบัสารมาตรฐาน Trolox กระท าเช่นเดียวกบัวิธี DPPH 
   ขอ้ดี: ABTS•+ ละลายไดดี้ในน ้ า และตวัท าละลายอินทรียจึ์งท าปฏิกิริยาไดอ้ยา่ง
รวดเร็ว และท าปฏิกิริยาไดดี้ในช่วง pH กวา้ง  
   ขอ้เสีย: ABTS•+ ไม่เป็นสารธรรมชาติท่ีพบในร่างกายหรือในเซลลข์องส่ิงมีชีวิต
และตอ้งมีการท าปฏิกิริยากบัสารอ่ืนก่อนถึงจะเกิดเป็นอนุมูลอิสระ ตวัอยา่งท่ีไดมี้การน าวิธีน้ีมาใช ้
ไดแ้ก่ การตรวจพบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของโหระพา การตรวจพบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระส่วนของ
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เมลด็มะม่วง (Mangifera indica L) มากกว่าใบอ่อน ใบแก่ และเปลือกของผลดิบ และพบว่าส่วน
สกดัจากใบผกัชา้เลือด (Ceasalpinia mimosoides Lamk) มีฤทธ์ิต่อตา้นอนุมูลอิสระมากกว่าส่วน
ของยอดอ่อน ใบดอก และล าตน้ อีกทั้งไดมี้การตรวจพบตา้นอนุมูลอิสระสารสกดัจากโด่ไม่รู้ลม้ 
ผกัคราดหวัแหวน หญา้ตดหมา เหียง กะทกรก ทองพนัชัง่ ผกัหวานป่า เพกา และมะระข้ีนก 
 

ABTS•++ AH (antioxidant)           ABTS (สีจางลง) + A• 
 
   2.6.3 วิธี Hydroxyl radical scavenging activity Hydroxyl radical (OH•) เป็นอนุมูล
อิสระท่ีว่องไวสามารถจู่โจมสารชีวโมเลกุลท่ีส าคญัในร่างกายโดยการเกิดปฏิกิริยาลูกโซ่อยา่ง
ต่อเน่ือง (Jeremy P.E. Spencer & David T. Dexter, 1994) ส่ิงมีชีวิตสามารถสร้าง OH• radical โดย 
2 กลไก ไดแ้ก่ 
    2.6.3.1 ปฏิกิริยาของไอออนโลหะทรานซิชนักบัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์
(H2O2) แมว้่าเกล่ือของโลหะทรานซิชนัทัว่ไปท าปฏิกิริยากบั H2O2 ได ้OH• แต่ในร่างกายนั้นเป็นไป
ไดว้่าเกิดจากเหลก็ Fe2+ ท่ีท าปฏิกิริยากบั H2O2 ได ้OH• โดยเรียกปฏิกิริยาน้ีว่า Fenton’s reaction  
ดงัสมการ 

Fe2++ H2O2                       Fe2+ + OH• + OH-     (Fenton’s reaction) 
    2.6.3.2 การแตกตวัของน ้ าเน่ืองจากการถูกแสงหรือรังสี ดงัสมการ  

H2 O + hv                        H2O+• + e- 

H2O+• + H2O                      OH• + H3O+ 
   ความสามารถในการยบัย ั้ง OH• radical ของสารตวัอยา่งตอ้งท าการสงัเคราะห์ 
Hydroxyl radical (OH•) จากน ้ าตาล deoxyribose โดยปฏิกิริยา Fenton reaction model system 
เมื่อเติมสาร Thiobarbituric acid (TBA) และ Trichloroacetic acid จะเกิดเป็นสีชมพูเมื่อเติมสาร 
ท่ีตอ้งการทดสอบท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้ง OH• radical ลงไปจะท าใหสี้ชมพูของสารละลาย
จางลงโดยสามารถตรวจสอบไดจ้ากการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 510 นาโนเมตร 
หลงัจากนั้นค านวณหาค่าเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล  
(Hydroxyl scavenging effect %) 
   2.6.4 วิธี Nitric oxide radical scavenging assay 
   การทดสอบการเกิดปฏิกิริยา Nitric oxide radical scavenging สามารถตรวจ 
วดัปริมาณไดโ้ดยอาศยัการเกิดสีของปฏิกิริยา Griess reaction โดย Sulfanilamide จะท าปฏิกิริยา 
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ไดอะโซไทเทชัน่กบัไอออนไนไตรทใ์นสารละลายกรด กลายเป็น Diazonium salt จากนั้น
เกิดปฏิกิริยารวมตวักบั N-(1-Naphthyl)-ethylenediamine·2HCI ไดส้ารประกอบ Azo dye สีแดง
ม่วง ส่วนไอออนไนเตรทจะตอ้งถูกรีดิวซใ์หก้ลายเป็นไอออนไนไตรทก่์อน โดยใช ้Zinc หรือ 
Cadmium ก่อนเกิดปฏิกิริยาดงักล่าว โดยความเขม้สีของสารประกอบ Azo dye ท่ีเปล่ียนแปลงไป 
จะแปรผนัตรงกบัปริมาณของไนไตรทแ์ละไนเตรทท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่ง (Merasanud et al., 2017) 
   2.6.5 ตรวจสอบการยบัย ั้งลิปิดเปอร์ออกซิเดชัน่ของกรดไขมนัลิโนเลอิค (Linoleic 
peroxidation assay) Lipid peroxidation เป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ประกอบดว้ย 3 ขั้นตอน ไดแ้ก่ ปฏิกิริยา
เร่ิมตน้ของการเกิดโซ่ปฏิกิริยาการทวีเพ่ิมข้ึนและการส้ินสุดปฏิกิริยาปฏิกิริยาลูกโซ่เร่ิมตน้ดว้ยการมี
อนุมูลอิสระเกิดข้ึนและอนุมูลอิสระน้ีเขา้ท าปฏิกิริยากบัลิปิด และท าใหเ้กิดอนุมูลลิปิด (L• หรือ R•)  
   วีธีน้ีเป็นการวิเคราะห์ความสามารถในการยบัย ั้ง Lipid peroxidation ของสารสกดั
ทดสอบโดยใชต้บัหนูมาท าใหเ้กิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัแลว้ท าใหเ้กิดผลผลิตจากปฏิกิริยา Lipid 
peroxidation ไดเ้ป็นสารมาลอนไดอลัดีไฮด ์(Malondialdehyde, MDA) จากนั้นเติมกรด 
ไทโอบาร์บิทูริก ในสภาวะกรด สาร MDA จะท าปฏิกิริยากบักรดไทโอบาร์บิทูริกไดเ้ป็นสารมีสี 
เรียกว่า TBARS (Thiobarbituric acid reactive substances) เมื่อเติมสารสกดัทดสอบท่ีมี
ความสามารถในการยบัย ั้ง Lipid peroxidation ลงไปจะท าใหส้ารสีจางลง จากนั้นวดัค่าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืนช่วง 532-535 นาโนเมตร และค านวณหาเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้ง (% Inhibition) 
   ขอ้ดี: วิธีการน้ี คือ ท าการศึกษาง่ายสะดวกไมต่อ้งใชเ้คร่ืองมือท่ีมีราคาสูง 
   ขอ้จ ากดั: ตอ้งใชส่ิ้งมีชีวิตในการท าการทดลองท าใหล้ดความนิยมลง 
 3. การทดสอบความสามารถในการละลายน ้ า (Water solubility index) เป็นการศึกษา 
การวดัคุณภาพ โดยการวิเคราะห์คุณสมบติัทางกายของสาร และองคป์ระกอบทางเคมี โดยวิเคราะห์
ปริมาณความช้ืน ตามวิธีการของ AOAC 
 4. การทดสอบความสามารถในการอุม้น ้ า (Water-holding capacity) เป็นการศึกษา 
การวดัคุณภาพ โดยการวิเคราะห์คุณสมบติัทางกายของสาร และองคป์ระกอบทางเคมี โดยวิเคราะห์
ปริมาณความช้ืน ตามวิธีการของ AOAC 
 

งานวจิยัที่เกี่ยวข้อง 
 1. การคน้พบสารฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด ์ 
 Han (1990) ไดศ้ึกษาจุลินทรียท่ี์สร้าง Levan คลา้ยกบั Dextran มกัเป็นผลิตภณัฑท่ี์ 
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ไม่พึงประสงคจ์ากกระบวนการของน ้ าตาลท่ีไดจ้ากผลไม ้เพราะมนัเพ่ิมความหนืดของการบวนการ
ผลิตสุรา Lippmann ตั้งช่ือว่า "levulan" ส่วน Greig-Smith พบว่า Bacillus น าซูโครสไปผลิต 
Fructans และตั้งช่ือว่า "Levan" คลา้ยกบั "Dextran" ค  าว่า Levulan หมายถึง บางส่วนยอ่ยสลายเศษ 
ลีแวนการรายงานเบ้ืองตน้เก่ียวกบัลีแวนท าใหเ้กิดความสบัสนเน่ืองจากศพัทส์ณัฐานวิทยาของ
จุลินทรียไ์ม่เป็นท าใหไ้ม่เพียงพออธิบาย ลีแวนอีกทั้งไม่เคยมีการใชใ้นอุตสาหกรรมท่ีกวา้งขวาง 
(Microbial levan) (Youn W. Han, 1990) 
 Bekers et al. (2002) พบว่า Zymomonas mobilis เล้ียงในอาหารท่ีส่วนประกอบของ
ซูโครส และน ามาป่ันเหวี่ยงแยกเซลลแ์ละตกตะกอนดว้ยเอทานอล ท าการวิเคราะห์โครงสร้างและ
องคป์ระกอบของ Fructooligosaccharide (FOSs) ดงัน้ี 1-Kestose 6-kestose, Neokestose และ 
Nystose เป็นเสน้ใหญ่ท่ีละลายน ้ าได ้เป็นพรีไบโอติก และ ช่วยลดคอเลสเตอรอล  
(Bekers et al., 2003) 
 Ben Ammar et.al. (2002) ไดศ้กึษาคุณสมบติัการทนความร้อนของลีแวนซูแครสจาก
จุลินทรีย ์Bacillus sp. ท่ีพบไดใ้นดิน (Ben Ammar et al., 2002) 
 Shieh et al. (2009) ไดท้  าการหมกัถัว่เหลือง โดยใชจุ้ลินทรีย ์Bacillus subtilis  
ผสมกบัน ้ าตาลความเขม้ขน้ 5% และ L-glutamate ไดผ้ลิตภณัฑอ์อกมาเป็น Poly(γ-glutamic acid) 
และลีแวน เม่ือเพ่ิมความเขม้ขน้ของน ้ าตาลเป็นจาก 5% เป็น 20% พบว่า มีการสร้างลีแวนมากข้ึน 
(Shieh, Phan Thi, & Shih, 2009) 
 2.  กระบวนการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด ์
  2.1  กระบวนการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดจ์ากพืช 
  เอกภพ สินงาน (2555) ไดท้  าการศกึษาคุณสมบติัความเป็นพรีไบโอติกของ 
ฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาร์ไรดท่ี์ไดจ้ากแก่นตะวนั เพ่ือใหไ้ดป้ริมาณฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดใ์น
ปริมาณท่ีสูงโดยใชรู้ปแบบวิธีการสกดัดว้ยน ้ าท่ีอุณหภูมิหอ้งและ 90 องศาเซลเซียส และการสกดั
ดว้ยเอทานอล 80% ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส พบว่ารูปแบบของสารท่ีพบในสารสกดัมีความ
คลา้ยคลึงกนัในทั้งสามสภาวะของการสกดั โดยการสกดัดว้ยน ้ าทั้ง 2 อุณหภูมิไดใ้หส้ดัส่วนของ 
ฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดสู์งกว่าการสกดัดว้ยเอทานอล 80% ท่ีอุณหภูมิ 80  องศาเซลเซียส  
(สินงาม, 2555) 
  Benkeblia (2013) ไดม้ีการศึกษาการวิเคราะห์ของฟรักโทโอลิโกแซ็กคาไรดแ์ละ 
ฟรุกแทนเพื่อหาปริมาณฟรุกโตสในพืชและพืชเศรษฐกิจ โดยใชเ้ทคนิคการวิเคราะห์สาร 
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โครมาโตกราฟีแบบต่าง ๆ เช่น Thin Layer Chromatography (TLC), Liquid chromatography, Gas 
chromatograph (Benkeblia, 2013) 
  2.2 กระบวนการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดจ์ากจุลินทรีย ์
  Lorenzoni et al. (2014) ไดศ้ึกษาการการสงัเคราะห์ Fructooligosaccharides ดว้ย
เอนไซม ์β-fructofuranosidase โดยใชจุ้ลินทรีย ์Viscozyme ตรึงบนเมด็ไคโตซาน พบว่าท่ีอุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิท่ีเหมาะสม จากการท าซ ้า 50 คร้ัง ท าใหไ้ดค่้า yield เฉล่ีย เท่ากบั 
55% (Lorenzoni et al., 2014) 
  Wu et al. (2013) ไดท้  าการศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตและน ้ าหนกัโมเลกุลของ 
ลีแวนของ Bacillus subtilis natto ใน Batch และ Fed-batch culture ในถงัหมกั  
การผลิตลีแวนใน Batch และ Fed-batch culture ของ Bacillus subtilis (Natto) ในการหมกั เม่ือเล้ียง
จุลินทรียใ์นอาหารท่ีมีซูโครส (250 กรัม/ลิตร) ท่ี pH 7 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และความเร็ว
รอบ 175 รอบต่อนาที จะท าใหม้ีประสิทธิภาพและผลผลิตลีแวนท่ีสูง (61 g/L at 24 h ; 3.4 g/L/h) 
น ้ าตาลซูโครสช่วยเพ่ิมการผลิตลีแวนเป็น 100 กรัม/ลิตร (เพ่ิมข้ึน 1.7 เท่า) น่ีเป็นคร้ังแรกท่ีไดรั้บ
การศึกษาเก่ียวกบัสายพนัธุใ์นถงัหมกัและมีลีแวนท่ีมีประสิทธิภาพมากท่ีสุดท่ีไดรั้บรายงาน ผลผลิต
และน ้ าหนกัโมเลกุลของลีแวนข้ึนอยูก่บัการเกิดปฏิกิริยาท่ีเหมาะสม ความเขม้ขน้ของซูโครสเป็น
ปัจจยัท่ีมีประสิทธิภาพมากท่ีสุดในการควบคุมน ้ าหนกัโมเลกุลของลีแวนท่ีสงัเคราะห์ ซ่ึงจะน าไปสู่ 
การสร้างลีแวนท่ีมีขนาดโมเลกุลแตกต่างกนัส าหรับการใชง้านท่ีต่างกนั (Wu, Chou, & Shih, 2013)  
  Nascimento et al (2016) ไดท้  าการการสงัเคราะห์ สารฟรุกโตโอลิโก 
แซ็กคาไรดด์ว้ยเอนไซม ์β-fructofuranosidase โดยใชร้า Penicillium พบว่าท่ีอุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส ค่า pH 5.0 เป็นสภาวะท่ีเหมาะสม จากการทดลองในถงัหมกัเป็นระยะเวลา 68.7 ชัว่โมง 
ไดส้ารฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด ์เท่ากบั 58.7 กรัม (Nascimento, Nobre, Cavalcanti, Teixeira, & 
Porto, 2016) 
 3. ประโยชน์ลีแวน 

  3.1 ดา้นสุขภาพ 
  Sedgwick et al. (1984) ไดศ้กึษาผลของลีแวน ต่อการเกิดโรคเยือ่หุม้ปอดอกัเสบท่ีเกิด
จาก Carrageenan และ Calcium pyrophosphate dihydrate (CPPD) crystals exudate ท าใหจ้  านวน
เมด็เลือดขาวท่ีเกิดจากเยือ่หุม้ปอดและปริมาณสารท่ีหลัง่ลดลงอยา่งมีนยัส าคญั (Sedgwick, 1984) 
  C. Kim et al. (2006) ไดศ้กึษาการท าเคร่ืองส าอางท่ีมีส่วนประกอบของลีแวน โดยมี
ซูโครสเป็นสารตั้งตน้และจุลินทรียต่์าง ๆ เช่น Rahnella aquatilis, Zymomonas mobilis และ 



48 

 

Pseudomonas aurantiaca ลีแวน ผา่นกระบวนการสกดัและท าใหก้ารบริสุทธเ์พื่อทดสอบความ
ระคายเคืองต่อผวิ พบว่า จุลินทรียม์ีประสิทธิภาพในการใหค้วามชุ่มช่ืนแก่ผวิ (C. Kim, Han, 2006) 
  Cristina Sturzoiu (2011) ไดศึ้กษาการวิเคราะห์เน้ือเยือ่ MMPs ของหนูขาว  
ท่ีเกิดแผลพุพองท่ีบริเวณผวิหนงั โดยใชเ้กลือควบคู่กบัลีแวนในการักษาแผลเป็นระยะเวลา 2 
สปัดาห์ พบว่า สามารถป้องกนัการติดเช้ือของแผลและช่วยในการสร้างเน้ือข้ึนมาใหม่อยา่งมี
ประสิทธิภาพ การใชลี้แวนจึงเป็นแนวทางใหม่ในการรักษาบาดแผล (Cristina Sturzoiu, 2011) 
  Srikanth et al. (2015) ไดศ้ึกษาการผลิตลีแวนโดยใชแ้บคทีเรีย Acetobacter xylinum 
NCIM 2526 และน ้ าตาลซูโครสหมกัในถงัปฏิกรณ์แบบถงัเด่ียว เพ่ือใชใ้นการตา้นอนุมูลอิสระและ
ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ และมีการศึกษาในการเพ่ิมประสิทธิภาพของลีแวน (Srikanth et al., 2015) 
  Chen et al. (2016) ไดศ้ึกษาการบวนการหมกัของฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด ์ 
โดยใชจุ้ลินทรีย ์และศึกษาประโยชน์ของฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดแ์ละกลไกการท างานต่าง ๆ เช่น  
การกระตุน้ภูมิคุม้กนั การปรับปรุงระบบทางเดินอาหาร การป้องกนัมะเร็งในล าไสใ้หญ่และ 
ทวารหนกั การจดัการน ้ าหนกัและความผดิปกติของโรคอว้น การปรับปรุงความสามารถใน 
การใชป้ระโยชน์และการดูดซึมแร่ธาตุ เป็นตน้ (Chen, Li, & Chen, 2016) 
  3.2 ดา้นอาหาร 
  Belghith et al. (2012) ไดศ้กึษาผลการเคียงของหนู แบ่งออกเป็น 4 กลุ่มไดแ้ก่ อาหาร
ปกติ อาหารท่ีมีลีแวน อาหารไขมนัสูง และอาหารท่ีมีไขมนัสูงผสมลีแวน โดยอาหารท่ีมีไขมนัสูง
จะผสมลีแวน 5% เป็นระยะเวลา 60 วนั พบว่า หนูท่ีกินอาหารท่ีมีไขมนัสูงผสมลีแวนมีปริมาณ
คอเลสเตอรอลลดลง และมีสารตา้นอนุมูลอิสระ ป้องกนัโรคหลอดเลือดตีบ  
(Belghith, Dahech, Belghith, & Mejdoub, 2012)  
   Srikanth et al.(2015) ไดศ้ึกษากระบวนการผลิตของลีแวนซูเครส โดยใชน้ ้ าตาล 
ซูโคสเป็นสารตั้งตน้ไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นลีแวน และผา่นกระบวนการวิเคราะห์สารผสม 
Nuclearmagnetic resonance (NMR) เพื่อหาโมเลกุลโครงสร้างของสาร และมีการศึกษาการ
ประยกุตใ์ชลี้แวนในอุตสาหกรรมอาหาร เคร่ืองด่ืม อุสาหกรรม และยา (Srikanth et al., 2015) 
 4. งานวิจยัดา้นการผลิตลีแวนและกระบวนการท าใหส้ารบริสุทธ์ิ 

 Watson (1992) พบว่า Bacillus polymyxa (NRRL-18475) ผลิตฟรุกแทนชนิด  
ลีแวน (β-2-6 โอลิโกฟรุกแทน) โดยมี น ้ าตาลซูโครส น ้ าออ้ย และกากน ้ าตาลเป็นซบัเสตรท  
หมกัแบบ การหมกัแบบเปียก (Submerged Fermentation, SmF) โดยสามารถสงัเคระห์ลีแวนได ้
46% ของน ้ าตาลซูโครสเพ่ือแต่ผลผลิตของลีแวนจากน ้ าออ้ยและกากน ้ าตาลหวัผกักาดมีค่านอ้ยกว่า
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สารละลายซูโครส น ้ าออ้ยและกากน ้ าตาลหวัผกักาดสามารถท าใหเ้ป็นสารตั้งตน้ไดดี้ กระบวนการ
การท าใหลี้แวนบริสุทธ์ินั้น ใหก้ระบวนการตกตะกอนลีแวนดว้ยเอทานอลหรือไอโซโพรพานอล 
อะซิโตน และเมทานอลยงัสามารถใชไ้ดใ้นการตกตะกอน อตัราส่วนของเอทานอลต่ออาหารเล้ียง
จุลินทรียคื์อ 1.2 : 1 ท าซ ้าเพ่ือท าใหส้ารลีแวนบริสุทธ์ิขั้น จากนั้นการ Dialysis หรือ Ultrafiltration 
และท า Freeze dry ลีแวนจะอยูใ่นรูปผงสีขาว (Watson, 1992) 
 Jang et al. (2000) พบว่า Zymomonas mobilis ผลิตสารลีแวนไดใ้นน ้ าตาลซูโครส โดย
ทดสอบการหมกัเป็น 3 แบบ ไดแ้ก่ เซลลอิ์สระ การตรึงเอนไซม ์และการ Toluene- permeabilized 
whole cell และใชก้ระบวนการ HPLC ในกระบวนการวิเคราะห์ปริมาณของลีแวนการหมกัแบบ
เซลลอิ์สระจะใหโ้มเลกุล (>6 × 106) ขนาดใหญ่กว่าการหมกั 2 แบบ คือ  
การตรึงเอนไซม ์และการ Toluene-permeabilized whole cell แต่ให ้Yield สูงถึง 70-80% (Jang et 
al., 2001) 
 Ben Ammar et al. (2002) ไดศ้กึษาคุณสมบติัการทนความร้อนของลีแวน 
ซูแครสจากเช้ือจุลินทรีย ์Bacillus sp. ท่ีพบไดใ้นดิน การท าใหบ้ริสุทธ์ิสามารถท าได ้
โดยการตกตะกอนดว้ยแอลกอฮอล ์DEAE-Cellulose และการกรองดว้ยเจลโครมาโทกราฟี  
โดยพบว่าอุณหภูมิท่ี 60 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิเหมาะสมท่ีลีแวนซูแครสสามารถทนความร้อน
ได ้(Ben Ammar et al., 2002) 
 Yuoh Ku et al. (2003) ไดศ้กึษาการตกตะกอนของอินูลินและโอลิโกกลูโคส โดยใชต้วั
ท าละลายเอทานอล (Ethanol) โพรพานอล (Propanol) อะซิโตน (Acetone) และอะซิโตไนไตร์ 
(Acetonitrile) โดยตวัท าละลายผสมกบัส่วนใสในอตัราส่วน (v/v) 1 : 1,  2 : 1, 3 : 1 และ 4 : 1 พบว่า
การวิเคราะห์สารโดยใชเ้ทคนิค High Performance Liquid Chromatography (HPLC) เอทานอลใน
อตัราส่วน 4 : 1 ดีท่ีสุด (Yuoh Ku, 2003) 
  Shih, Yu, Shieh, & Hsieh (2005) พบว่า Bacillus subtilis ผลิตสารลีแวนได ้40–50 
mg/mL ในอาหารท่ีประกอบดว้ยน ้ าตาลซูโครสเขม้ขน้ 20% (w/w) ในสภาวะ 37 องศาเซลเซียส 
และ pH 7.0 เขยา่ท่ี 150 rpm เป็นเวลา 21 ชัว่โมง น ามาแยกเซลลแ์ละตกตะกอนลีแวนดว้ยเอทานอล 
4 เท่า ท่ีอุณหภูมิต ่า ป่ันเหวี่ยงน าส่วนท่ีไม่ละลายแยกดว้ยการ Dialysis ผา่น Membrane  
ขนาด 10 kDa ท าการวิเคราะห์ Gel Permeation Chromatography เพื่อศึกษา Molecular weight  
(Shih, Yu, Shieh, & Hsieh, 2005) 
 Poli et al. (2009) พบว่า Halomonas sp. AAD6 (JCM 15723) สามารถผลิตสาร 
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โพลิแซ็กคาร์ไรดไ์ดใ้นปริมาณท่ีสูง หมกัในสภาวะ 2 ไดแ้ก่ แบบกะ และแบบต่อเน่ืองโดยมีน ้ าตาล
ซูโครสเป็นสารตั้งตน้และไดป้ริมาณลีแวน 1.073 g/L และ 1.844 g/L วิเคราะห์โครงสร้างดว้ย
กระบวนการ NMR โครงสร้างของโมเลกุล β-2,6 โอลิโกฟรุกแทน โดยกระบวนการสกดัไดแ้ยก
เซลลแ์ละน าส่วนใสตกตะกอนดว้ยสารละลาย Alcoholic ท่ี -18 ºC ป่ันเหวี่ยง และน าตะกอนท่ีอยู่
ดา้นล่างไปละลายดว้ยน ้ าร้อน และเขา้สู่กระบวนการ จากนั้นการ Dialysis หรือ Ultrafiltration และ
ท า Freeze dry (Poli et al., 2009) 
 Sanches Lopes et al. (2016) พบว่าสามารถสกดั Fructooligosaccharides (FOSs) ไดจ้าก 
หวัและใบของ Stevia rebaudiana บดหวัและใบอยา่งล่ะ 100 g ใหล้ะเอียดและน ามาสกดัดว้ย 
เฮกเซน 1,000 mL นาน 4 ชัว่โมง และลดอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิหอ้งนาน 3 ชัว่โมง และป่ันเหวี่ยงน า
ส่วนใสผสมกบัเอทานอลในปริมาณ 3 เท่าโดยปริมาตร ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง และน ามาป่ันเหวี่ยงน าส่วนท่ีตกตะกอนละลายน ้ า 200 ml ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
จนกว่าจะเกิดตะกอนและน าไปป่ันเหวี่ยง และท า Freeze dry เพื่อใหเ้ป็นผงและน าไปศึกษา
โครงสร้างพบว่า เป็นสาร Fructooligosaccharides (FOSs) (Sanches Lopes et al., 2016) 
 Dahech, Belghith, Belghith, & Mejdoub (2012) ไดศ้ึกษากระบวนการวิเคราะห์สารโดย
ใช ้Thin Layer Chromatography (TLC) โดยการหยดสารลงบน ซิลิกาเจล จี 60 (silica gel G-60) ซ่ึง
มีตวัพา (mobile phase) ไดแ้ก่ คลอโรฟอร์ม : กรดอะซิติก : น ้ า ในอตัราส่วนปริมาตร 6 : 7 : 1 และ 
ใชก้รดซลัฟิวริกและเอทานอลในอตัราส่วนปริมาตร 10 : 90 เพื่อหยดุการเคล่ือนท่ีของสาร 
บนซิลิกาเจล (Dahech, Belghith, Belghith, & Mejdoub, 2012) 
 Porras-domínguez et al. (2014) ไดศ้กึษาการผลิตเอนไซมเ์พื่อใหไ้ดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นลีแวน
ท่ีต่อกนัแบบ β(2→1) fructosyl-fructose โดยใชน้ ้ าตาลซูโคสและลีแวนซูเครส พบว่า  
ลีแวนซูเครสจาก Bacillus subtilis มี %yields เท่ากบั 97 (Porras-Domínguez et al., 2014) 
 Liu et al.(2017) ไดท้  าการศกึษาการสงัเคราะห์ลีแวน โดยใชซู้โครสและเอนไซม ์
ลีแวนซูแครสจากจุลินทรียช์นิด Brenneria goodwinii พบวา่ท่ีปริมาณซูโครส 50% (w/v) ค่า pH 6.0 
เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมของกระบวนการไฮโดรไลซิสของซูโครส และกระบวนการ 
Transfructosylation โดยเปรียบเทียบท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 40 องศาเซลเซียส และ 45 องศา
เซลเซียส พบว่า ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 12 ชัว่โมง จากกระบวนการท าใหส้าร
บริสุทธจ์ะไดป้ริมาณลีแวน 185 กรัมต่อลิตร (Liu et al., 2017) 
 Nobre et al. (2016) ไดท้  าการศึกษาหาเทคนิคส าหรับการผลิตของฟรุกโทโอลิโก 
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แซ็กคาไรดใ์หม้ีปริมาณท่ีสูงโดยการก าจดัโมลกุลของแซ็คคาไรดข์นาดเลก็โดยการใช ้Co-culture 
หรือกระบวนการหมกัต่อเน่ืองกบัยสีต ์Fructooligosaccharides (FOSs) ท่ีไดจ้ากการหมกัน ้ าตาล
ซูโครสอาจถูกท าใหบ้ริสุทธ์ิโดยใช ้Chromatography แบบต่อเน่ือง (Simulated moving Bed: SMB) 
เพื่อปรับปรุงประสิทธิภาพของ SMB ใหมี้ความบริสุทธ์ิ และไดมี้การหาองคป์ระกอบของน ้ าหมกัท่ี
เหมาะสมในเกลือและน ้ าตาล น ้ าหมกัท่ีไดจ้ะมีปริมาณเกลือลดลงโดยใชจุ้ลินทรีย ์Aureobasidium 
pullulans ทั้งหมดใหผ้ลเป็น 0.63 ± 0.03 กรัมของ FOSs ต่อกรัมของซูโครสเร่ิมตน้ นอกจากน้ียงัมี
วิธีการบ าบดัดว้ยจุลินทรียเ์พื่อลดจ านวนโมเลกุลแซ็กคาไรดข์นาดเลก็ใหน้อ้ยลง ส่วนวิธีท่ีสองไดม้ี
การเพาะเล้ียง Aureobasidium pullulans ร่วมกบั Saccharomyces cerevisiae และการหมกัแบบสอง
ขั้นตอนซ่ึง FOSs ถูกสงัเคราะห์ข้ึนคร้ังแรกโดย Aureobasidium pullulans และต่อมาเพื่อลดจ านวน
โมเลกุลแซ็กคาไรดข์นาดเลก็โดยใช ้Saccharomyces cerevisiae กระบวนการหมกัในขั้นตอนสอง
ขั้นตอน พบว่า มีประสิทธิภาพมากกว่าการใช ้Co-culture อยา่งเดียว FOSs ไดจ้ะมีความบริสุทธ์ิ 
81.6 ± 0.8% (w/w) ตามน ้ าหนกัแหง้ หลงัจากการหมกัคร้ังท่ีสองกบั Saccharomyces cerevisiae  
ท าใหป้ริมาณซูโครสลดลงจากร้อยละ 13.5 เป็นร้อยละ 5.4 ในน ้ าตาลทั้งหมดซ่ึงแสดงใหเ้ห็นว่า 
FOS ท่ีไดจ้าก Culture broth จะมีประสิทธิภาพมากกว่าการแยกโดย SMB (Nobre et al., 2016) 
 ณัฐพงค ์ทาค า และนภาภรณ์ ปิยะวรรณรัตน์ (2559) ไดท้  าการศึกษาการคดัเลือกและ
ศึกษาจุลินทรียท่ี์ผลิตสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนจากถัว่เหลืองหมกั ดว้ยวิธีการ  
 1.  ท าการเจือจางสารแบบ serial dilution จากถัว่เหลืองหมกั 
 2.  เล้ียงเช้ือจุลินทรียจ์ากถัว่เหลืองหมกั ในอาหารแข็งสูตรท่ี 1  
(Differentiate agar media) ท่ีมีน ้ าตาลซูโครสสูงโดยพิจารณาจากการสร้างเมือกของจุลินทรียท่ี์
สามารถผลิตลีแวนจากน ้ าตาลซูโคสได ้และน าไปเล้ียงในอาหารแข็งสูตรท่ี 2  
(Selective agar media) ท่ีมีปริมาณซูโครสนอ้ย สามารถคดัเลือกจุลินทรียท่ี์เป็นโคโลนี ได ้9 ชนิด 
 3. หาประสิทธิภาพการยอ่ยน ้ าตาลซูโครสของจุลินทรียเ์บ้ืองตน้ โดยคดัเลือกจุลินทรีย ์ 
5 ชนิด 
 4. ในอาหารเหลวสูตร 1 ดว้ยวิธี DNS เพ่ือหาปริมาณน ้ าตาลกลูโคสท่ีไดจ้ากกระบวน 
การไฮโดรไลซิส  
 5. ศึกษาพฤติกรรมการยอ่ยน ้ าตาลกลูโคส พบว่าท่ีชัว่โมงท่ี 12 จุลินทรียช์นิดฺ B-5  
มีประสิทธิภาพในการยอ่ยสูงสุด และ B-1, B-6, B-2, B-4 ตามล าดบั 
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 6. ศึกษาองคป์ระกอบของผลิตภณัฑท่ี์ได ้ดว้ยวิธีการ Thin Layer Chromatography 
(TLC) พบว่า ท่ี 0 ชัว่โมง เช้ือจุลินทรียย์งัไม่เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส เม่ือผา่นไป 6 ชัว่โมง
เช้ือจุลินทรียเ์กิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส และทรานฟรุกโทซิเลชัน่ ไดผ้ลิตภณัฑท่ี์ไดเ้ป็นสาร 
โพลิแซ็กคาไรด ์(ณัฐพงค ์ทาค า, 2559) 
 ณัฐิวุฒิ ไตรโอสถ และฐลชันนัท ์สายเครือค า (2560) ไดท้  าการศึกษาการคดัเลือกและ
ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของจุลินทรียท่ี์ผลิตสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนจากถัว่เหลืองหมกั 
ดว้ยวิธีการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซมลี์แวนซูเครสจากจุลินทรีย ์B-5 และ B-6 
จากการทดสอบประสิทธิภาพในการผลิตสารลีแวน การวิเคราะห์องคป์ระกอบของสารผลิตภณัท์
ดว้ยเทคนิค Thin layer chromatography (TLC) การศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของจุลินทรีย ์ 
B-5 และ B-6 ดว้ยเทคนิค 16SrRNA และท าการศกึษาโครงสร้างของสารลีแวนดว้ยเทคนิคการ
วิเคราะห์ FTIR spectroscopy, 1H และ13C NMR spectroscopy (ณัฐิวุฒิ ไตรโอสถ, 2560) 
 5. งานวิจยัดา้นกลุ่มจุลินทรียบ์นผวิหนงั 

 Jean Krutmann et al. (2012) ไดก้ล่าวถึงการศกึษากลุ่มของจุลินทรียท่ี์อาศยัอยูบ่นผวิหนงั
ของมนุษยแ์ละใหค้วามส าคญัเก่ียวกบัการศกึษาท่ีมีอยูใ่นปัจจุบนัในการใชพ้รีไบโอติกและ 
โพรไบโอติกทางดา้นคลินิกโรคผวิหนงัและทางดา้นเคร่ืองส าอาง (Krutmann, 2012) 
 Marisa Chattman Nielsen and Sunny C. Jianga (2019) ไดท้  าการศึกษาโดยการส ารวจ
ความสมัพนัธร์ะหว่างการสมัผสักบัน ้ าทะเล และกลุ่มจุลินทรียบ์นผวิหนงัของมนุษย ์เก็บตวัอยา่ง
จุลินทรียท่ี์ผวิหนงัโดยใชก้าร Swabs จากผูเ้ขา้ร่วม โดยจะเก็บตวัอยา่งจากบริเวณน่องขาก่อนและ
หลงัพวกเขาว่ายน ้ าในทะเล เป็นเวลา 6 ชัว่โมง และ 24 ชัว่โมง และจากการวิเคราะห์จีโนม  
แสดงใหเ้ห็นว่า จุลินทรียบ์นผวิหนงัมีความแตกต่างกนัระหว่างบุคคลก่อนว่ายน ้ า และหลงัจาก 
การว่ายน ้ า สรุปไดว้่า งานวจิยัน้ีใหข้อ้มูลเชิงลึกเก่ียวกบัความสมัพนัธร์ะหว่างกลุ่มของจุลินทรียบ์น
ผวิหนงัของมนุษยก์บัส่ิงแวดลอ้ม (Nielsen & Jiang, 2019) 
 Elizabeth A. Grice and Julia A. Segre (2011) ไดท้  าการศึกษาเก่ียวกบัระบบนิเวศของ
กลุ่มจุลินทรียท่ี์อาศยัอยูบ่นผวิหนงัของมนุษย ์ปัจจยัท่ีส่งผลต่อกลุ่มจุลินทรียท่ี์อาศยัอยูบ่นผวิหนงั
ของมนุษย ์และท าการจ าแนกประเภทของกลุ่มจุลินทรียเ์หล่านั้นออกเป็นกลุ่มต่าง ๆ  
(Grice & Segre, 2011) 
 6. งานวิจยัดา้นการทดสอบฤทธ์ิสารตา้นอนุมูลอิสระ 
 Jiradej Manosroi et al. (2014) ไดท้  าการศึกษาการสกดัฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด ์
(FOSs) จาก Coix lachryma-jobi Linn (Job’s tears) โดยการสกดัดว้ยน ้ าร้อนท่ี 60 องศาเซลเซียส 
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เป็นเวลา 1 ชัว่โมง สารสกดัผงแหง้ไดรั้บการทดสอบปริมาณของ FOSs ประกอบดว้ย 1-kestose 
(GF2) nystose (GF3) และ 1-β-Dfructofuranosylnystose (GF4) โดยใชเ้คร่ือง HPLC แบบ RI 
ปริมาณของ FOSs ทั้งหมดท่ีสกดัได ้คือ 24.98 ± 7.48% (g/100 g crude extract) การทดสอบฤทธ์ิ
ทางชีวภาพ รวมถึงการตา้นอนุมูลอิสระและความเป็นพษิต่อเซลล ์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของ FOSs 
โดยการก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกดัเทียบกบัวิตามินซี (0.97 เท่าของวิตามินซี) โดยมี
ฤทธ์ิยบัย ั้งการเกิด lipid peroxidation เลก็นอ้ย สารสกดั ดงักล่าว ไม่เป็นพษิต่อเซลลผ์วิหนงั ผลลพัธ์
เหล่าน้ีไม่เพียงแต่ยนืยนัแหล่งท่ีมาของ FOSs จาก Job’s tears เท่านั้น แต่ยงัสามารถใชเ้ป็นสารตา้น
อนุมูลอิสระในอาหารหรือผลิตภณัฑเ์คร่ืองส าอางไดอี้กดว้ย (Manosroi, Khositsuntiwong, & 
Manosroi, 2014) 
 Shi et al. (2012) ไดท้  าการศึกษาการหมกัในสถานะของแขง็โดยน ากากถัว่เหลือง (SCR) 
กลบัมาใชใ้หม่เป็นสารตั้งตน้ท่ีเป็นของแข็งไดผ้ลิตโพลิแซ็กคาไรดด์ว้ยจุลินทรีย ์Flammulina 
velutipes (F. velutipes) ภายใตส้ภาวะการหมกัท่ีเหมาะสมคือ 74.5% ของความช้ืน 9.69 ของขนาด
หวัเช้ือและอตัราส่วน 30.27 ของ C/N โดยวิธีการพ้ืนผวิตอบสนอง 59.15 mg/g ของโพลิแซ็กคาไรด์
ถูกสกดัจากการหมกั SCR โดยการสกดัดว้ยอลัตราโซนิก สภาวะของสารสกดัท่ีเหมาะสม คือ  
30 นาที 80 องศาเซลเซียส 150 W และ 20 ของอตัราส่วนน ้ าต่อของแข็ง และไดโ้พลีแซ็กคาไรด ์ 
106.74 mg/g นอกจากน้ียงัมีการประเมินสารตา้นอนุมูลอิสระและกิจกรรมภูมิคุม้กนัของ 
โพลีแซ็กคาไรด ์ผลการวิจยัพบว่าโพลีแซ็กคาไรดมี์ฤทธ์ิในการยบัย ั้งอนุมูลของ DPPH ท่ีรุนแรง 
กิจกรรมของ SOD การกระตุน้การขยายตวัของมาโครฟาจ การผลิตไนตริกออกไซด ์ฟาโกไซโตซิส 
และการป้องกนัความเสียหายของ Doxorubicin (Shi, Yang, Guan, Zhang, & Zhang, 2012) 
 Rapala Srikanth et al. (2015) ไดท้  าการศึกษาการตา้นฤทธ์ิอนุมูลอิสระและฤทธ์ิการตา้น
การอกัเสบของลีแวนท่ีผลิตจาก Acetobacter xylinum NCIM2526 ดว้ยวิธีการวิเคราะห์ทางสถิติ 
การศึกษาน้ีมุ่งเนน้ไปท่ีการเพ่ิมประสิทธิภาพของการผลิตลีแวน โดยใชปั้จจยัหน่ึงในเวลาท่ีตามมา
ดว้ยวิธีการทางสถิติการออกแบบวสัดุคอมโพสิต (CCD) กบัตวัแปรท่ีเลือก ผลผลิตของ 
ลีแวนเพ่ิมข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัจาก 0.54 เป็น 13.25 g/L พร้อมกบัตวัแปรท่ีเหมาะสมท่ีสุด (Srikanth 
et al., 2015) 
 Inturri et al. (2017) ไดท้  าการศกึษาการวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีและชีวภาพของ 
เอก็โซโพลิแซ็กคาไรดท่ี์สงัเคราะห์จากจุลินทรีย ์Bifidobacterium longum W11 Bifidobacterium 
longum W11 ผลิตพอลิแซ็กคาไรดท่ี์ซบัซอ้นผสมกบัส่วนประกอบหลกัท่ีประกอบดว้ย กลูโคส 
และกาแลคโตส การวิเคราะห์โครงสร้างอยา่งละเอียดถูกระบุหน่วยการท าซ ้าสองหน่วยท่ีแตกต่าง
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กนั เป็นเชิงเสน้เด่ียว [→ 6)-β-Galf-(1 → 3)-α-Galp-(1 →] และอีกหน่ึงหน่วยท่ีมีกระดูกสนั
หลงัเดียวกนัซ่ึง β-Galf หน่วย 5 ถูกแทนท่ีดว้ยหน่วย β -Glcp ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ
และความไม่เป็นพิษของ EPS W11 ทั้งหมด รวมทั้งลกัษณะการท างานบางประการของสายพนัธุท่ี์
ใหผ้ลผลิต เช่น การทดสอบในหลอดทดลองต่อความตา้นทานของสภาวะทางเดินอาหารและการยดึ
เกาะของโคโลไซต ์(Inturri et al., 2017) 
 Domzat-Kedzia และคณะ (2019) ไดท้  าการศกึษาตวัแปรของกระบวนการหมกัและ
ปัจจยัของลีแวนท่ีมีผลต่อการน าไปใชใ้นเคร่ืองส าอาง โดยพบว่า ลีแวนไม่เป็นพษิต่อเซลลแ์ละไม่
เป็นพิษต่อเลือด ในระดบัความเขม้ขน้ตั้งแต่ 0.01 ถึง 1 mg/ml ยิง่ไปกว่านั้น ลีแวนยงัแสดงศกัยภาพ
ในการตา้นอนุมูลอิสระ ซ่ึงแสดงถึงความสามารถในการยบัย ั้งการเกิดอิมลัชนัของน ้ ามนักบัน ้ า และ
การก าจดัอนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH assay (Domzal-Kedzia et al., 2019a) 
 7. งานวิจยัดา้นการทดสอบฤทธ์ิการตา้นการอกัเสบ 
 Xu Yajima (2006) ไดท้ าการศึกษา ลีแวนจาก B. subtilis (natto) ท าใหเ้กิดการผลิต  
TNF-α และ IL-12 p40 ใน macrophages และการแสดงออกของ TLR4 อาจเก่ียวขอ้งกบัการกระตุน้
ดว้ยมาโครฟาจโดยสารลีแวน (Xu Yajima, 2006)  
 Park et al. (2008) ไดท้  าการศึกษา ลีแวนจาก Z. mobilis ยงักระตุน้ใหเ้กิดการผลิต 
ไนตริกออกไซด ์(NO) ในเซลลม์าโครฟาจท่ีสามารถเป็นตวักลางต่อความเป็นพิษต่อเซลลเ์น้ืองอก
ได ้(Park et al., 2008) 
 Peng Zhang et al. (2019) ไดท้  าการศกึษาลกัษณะของโพลิแซ็กคาไรดน์อกเซลล ์
(RPEPS-30) ท่ีสกดัจากการหมกัดว้ย Rhodopseudomonas palustris ผลลพัธแ์สดงใหเ้ห็นว่า 
RPEPS-30 เป็น α-mannan ท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุล 46.82 kDa ซ่ึงมีกระดูกสนัหลงัประกอบดว้ย  
1, 2-linked และ 1, 4-linked mannose ท่ีเช่ือมโยงโดยโซ่ดา้นขา้งประกอบดว้ย 1 → 6 ท่ีเช่ือมโยง
และ 1 → 2,6 ท่ีเช่ือมโยงในส่วน mannose residues และแทนท่ี O-6 การทดสอบภูมิคุม้กนัใน
หลอดทดลอง พบว่า RPEPS-30 ช่วยเพ่ิมความสามารถของฟาโกไซติก ไม่มีการปลดปล่อยและ 
การแสดงออกของ mRNA ของไซโตไคน์ในมาโครฟาจ นอกจากน้ี RPEPS-30 ยงัแสดงใหเ้ห็นถึง
การส่งเสริมการเจริญเติบโตของล าไสท่ี้มีประโยชน์ เช่น Lactobacillus reuteri, Bacteroides 
thetaiotaomicron และ Akkermansia muciniphila การคน้พบเหล่าน้ีอาจช่วยใหเ้ขา้ใจเก่ียวกบักลไก
ทางโมเลกุลกบัคุณสมบติัของโปรไบโอติกของ Rhodopseudomonas palustris ซ่ึงโพลิแซ็กคาไรด์
นอกเซลล ์RPEPS-30 จะกระตุน้การตอบสนองภูมคุิม้กนัของโฮสตแ์ละสนบัสนุนการเจริญเติบโต
ของจุลินทรียท่ี์เฉพาะในล าไส ้(Peng Zhang, 2019) 
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 Aramsangtienchai et al. (2020) ไดท้  าการศกึษาความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนัของลีแวนจาก  
T. sakaeratensis ไดรั้บการประเมินความเป็นพษิต่อเซลล ์RAW264.7 โดยการทดสอบ MTT เซลล์
ไดรั้บการทดสอบดว้ยความเขม้ขน้ของลีแวนท่ี 31.25 ถึง 1,000 µg/mL เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้น
จึงหาเปอร์เซ็นตข์องการมีชีวิตของเซลลโ์ดยเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บการทดสอบ ซ่ึง
ระดบัความมีชีวิตของเซลลใ์นการทดสอบดว้ยลีแวนและกลุ่มควบคุมไม่แตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญั ดงันั้น ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลด์ว้ยลีแวนจึงไม่ส่งผลต่อการเพ่ิมจ านวนของ
เซลลม์าโครฟาจ RAW264.7 (Aramsangtienchai, Kongmon, Pechroj, & Srisook, 2020) 
 8. งานวิจยัดา้นการทดสอบฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็ง 
 Kazak Sarilmiser and Toksoy Oner (2014) ไดท้  าการศกึษาลีแวนจากจุลินทรีย ์
Halomonas smyrnensis AAD6T มีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งในปริมาณสูงสุด 
(1,000 g/mL) ลีแวนท่ีไม่ไดรั้บการดดัแปลงมีฤทธ์ิตา้นต่อเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร (AGS) สูงสุด 
ในขณะท่ีไม่มีผลต่อการตา้นเซลลม์ะเร็งปอด (A549) โดยเฉพาะอยา่งยิง่ลีแวนท่ีมีหมู่อลัดีไฮดจ์ะมี
ฤทธ์ิในการตา้นมะเร็งสูงกว่าลีแวนท่ีไม่ไดด้ดัแปลงต่อเซลลม์ะเร็ง ตวัอยา่งของลีแวนออกซิเดชัน่ 
(OL) แสดงฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็งปอด (A549) และเซลลม์ะเร็งตบั (HepG2) มากกว่าเซลลม์ะเร็ง
กระเพาะอาหาร (AGS) และเซลลม์ะเร็งเตา้นม (MCF-7) การเพ่ิมระดบัออกซิเดชัน่ท าใหฤ้ทธ์ิการ
ตา้นมะเร็งเพ่ิมข้ึนดว้ย ดงันั้นจึงแสดงใหเ้ห็นอยา่งชดัเจนวา่การน าหมู่ฟังชัน่อลัดีไฮด ์ดดัแปลงทาง
เคมีเขา้สู่โมเลกุลของลีแวนสามารถเพ่ิมฤทธ์ิการตา้นมะเร็งไดอ้ยา่งมีนยัส าคญั (Kazak Sarilmiser & 
Toksoy Oner, 2014) 
 Yoon, Yoo, Cha, & Gyu Lee (2004) ไดท้  าการศึกษาโครงสร้างก่ิงของลีแวนท่ีมีผลต่อ
ฤทธ์ิตา้นเน้ืองอกดว้ยลีแวนจาก M. laevaniformans ท่ีช่วงความเขม้ขน้ระหว่าง 200 ถึง 1,000 g/mL 
และกิจกรรมการยบัย ั้งท่ีแข็งแกร่งท่ีสุด แสดงใหเ้ห็น ในปริมาณสูงสุด (1,000 g/mL) ของลีแวน  
เมื่อระดบัโครงสร้างการแตกแขนงลดลง กิจกรรมต่อการตา้นเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร (SNU-1) 
จะลดลง ในขณะเดียวกนักิจกรรมการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งตบั (HepG2) ลดลงอยา่ง
มาก เมื่อเทียบกบัเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร (SNU-1) เน่ืองจากระดบัการแตกแขนงของก่ิงลดลง  
ดงันั้นจึงสรุปไดว้่าโครงสร้างทางเคมีของลีแวนมีบทบาทส าคญัต่อการแสดงฤทธ์ิทางชีวภาพ และ
โครงสร้างก่ิงเป็นปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็งเป็นอยา่งมาก  
(Yoon, Yoo, Cha, & Gyu Lee, 2004) 
 Abdel-Fattah, Gamal-Eldeen, Helmy, & Esawy (2012) ไดท้  าการศึกษาผลการทดสอบ
ฤทธ์ิตา้นมะเร็งของลีแวนจาก B. subtilis ดว้ยน ้ าหนกัโมเลกุลท่ีแตกต่างกนัและรูปแบบของ 
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ซลัเฟตต่อฤทธ์ิการตา้นมะเร็งตบั (HepG2) มะเร็งล  าไสใ้หญ่ (HCT116) มะเร็งปากมดลูก (HeLa) 
มะเร็งต่อมน ้ าเหลืองชนิด histiocytic มะเร็งเตา้นม (MCF-7) และเซลลม์ะเร็งเมด็เลือดขาว 
lymphoblastic พบว่า น ้ าหนกัโมเลกุลท่ีสูงข้ึนและรูปแบบของซลัเฟต ส่งผลใหมี้การยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตท่ีโดดเด่นท่ีความเขม้ขน้ 100 g/mL ลีแวนซลัเฟตท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลสูงกว่าแสดงให้
เห็นถึงค่าความเป็นพิษต่อเซลลท่ี์แตกต่างกนัตามล าดบัต่อไปน้ี HepG2> HeLa> HCT-116> 
lymphoblastic leukemia 1301> MCF-7 (Abdel-Fattah, Gamal-Eldeen, Helmy, & Esawy, 2012) 
 



 

 

บทที่ 3 
อุปกรณ์และวิธีการด าเนินงานวิจัย 

 
สารเคมีและอาหารแข็งเลีย้งจุลินทรีย์ 

 1.  Acetic acid 
 2.  Agar  
 3.  Ammonium iron (II) sulfate hexahydrate 
 4.  25 g/ml amphotericin B. 
 5.  Chloroform 
 6.  DPPH reagent 
 7.  Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) 
 8.  Dipotassium phosphate (K2HPO4) 
 9.  Distilled water 
 10.  Deionized water 
 11.  Ethanol 95% 
 12.  EDTA 
 13.  Fribroblast (NHDF) 
 14.  10% fetal bovine serum (FBS)  
 15.  Hydrochloric acid 
 16.  L-ascorbic acid (Sigma, Chemical Co, USA)  
 17.  Magnesium sulfate (MgSO4)  
 18.  MTT solution 
 19.  Naphthyletylenediamine dihydrochloride (NED) (Sigma-Aldrich, Chemical Co, 
USA) 
 20.  100 unit/mL penicillin G sodium 
 21.  Potassium tartate 
 22.  Phosphate buffer saline (PBS)  
 23.  Sodium nitrate (NaNO3)
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 24.  Sodium hydroxide (NaOH) 
 25.  Sodium nitroprusside (SNP) (Sigma-Aldrich, Chemical Co, USA) 
 26.  Sodium chloride (NaCl) 
 27.  Sodium hydrogen phosphate (NaH2PO4) 
 28.  100 mg/mL streptomycin sulfate 
 29.  Sulfuric acid 
 30.  Sulfanilamide (Sigma-Aldrich, Chemical Co, USA) 
 31.  Sucrose 
 32.  Tryptone 
 33.  10 mM Tris-HCL buffer pH 7.4 
 34.  Trypsin 
 35.  Virgin coconut oil 
 36.  Yeast Extract  
 37.  อาหารแข็งเล้ียงจุลินทรียสู์ตรท่ี 1 
 38.  อาหารเหลวเล้ียงจุลินทรียสู์ตรท่ี 1 
 39.  อาหารเหลวเล้ียงจุลินทรียสู์ตรท่ี 2 
 40.  เซลลผ์วิหนงัชั้นบนของมนุษย ์(HaCaT) 
 41.  เซลลแ์มคโครฟาจ RAW264.7 (Macrophage RAW264.7) 
 42.  เซลลม์ะเร็งปอด (A549) 
 43.  เซลลม์ะเร็งตบั (HepG2) 
 44.  เซลลม์ะเร็งล  าไสใ้หญ่ (HCT116) 
 45.  เซลลม์ะเร็งปากมดลูก (HeLa) 
 46.  อาหารเล้ียงเซลล ์(DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium) 
 47.  อาหารเล้ียงเซลล ์RPMI-1640 
 

อุปกรณ์และเคร่ืองแก้ว 

 1.  เคร่ือง pH meter 
 2.  เคร่ืองชัง่ 4 ต  าแหน่ง  
 3.  หมอ้น่ึงความดนัไอน ้ า (Autoclave) 
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 4.  ตูอ้บไฟฟ้า 
 5.  เคร่ืองป่ันเหวี่ยง (Centrifuge) 
 6.  เคร่ืองเขยา่ (Incubator shaker) 
 7.  Hot plate  
 8.  ไมโครปิเปต (Micropipette) 
 9.  บีกเกอร์ขนาด 250 มิลลิลิตร 
 10.  บีกเกอร์ขนาด 50 มิลลิลิตร 
 11.  ขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 
 12.  ขวดปรับปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร 
 13.  ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
 14.  ขวด Suction (Suction flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
 15.  หลอดพลาสติกขนาด 15 มิลลิลิตร 
 16.  Appendorf tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
 17.  แท่งแกว้คนสาร 
 18.  จานอาหารเล้ียงจุลินทรียแ์บบพลาสติก 
 19.  เข็มเข่ียจุลินทรีย ์(Loop) 
 20.  ตะเกียงแอลกอฮอล ์
 21.  96-well plate 
 22.  เคร่ือง UV-Spectrophotometer 
 23.  เพลตแกว้ 
 24.  ตูส้ าหรับเล้ียงเซลล ์(ควบคุมสภาวะ)  
 25.  ขวดเพาะเล้ียงเซลล ์
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วธีิการด าเนินงานวจิยั 
 

 
 
ภาพที ่16 แผนการด าเนินงานการศึกษาคุณสมบติัการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารพรีไบโอติกใน

รูปของลีแวนจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis 

ศึกษาคุณสมบติัทางกายภาพ โดยการทดสอบความสามารถในการละลายน ้าและน ้ามนั 
ศึกษาคุณสมบติัทางกายภาพ โดยการทดสอบความสามารถในการอุม้น ้า 

การท าสารใหบ้ริสุทธ์ิ (Purification) โดยการตกตะกอนดว้ยเอทานอล 
 ท าการไฮโดรไลซิสดว้ยกรดไฮโดรคลอริก และการท า Dialysis 

เตรียมเซลลผ์ิวหนงัชั้นบน (HaCat) และเซลล ์Fibroblasts (NHDF) โดยเลี้ยงในอาหาร 
DMEM ก าหนดใหส้ภาวะท่ีเหมาะสมในการเลี้ยงเซลลป์ระกอบดว้ย คาร์บอนไดออกไซด ์

5% และความช้ืน 100% 
 

ศึกษาคุณสมบติัการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ โดยการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล ์
ศึกษาคุณสมบติัการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ โดยการทดสอบการตา้นอนุมูลอสิระ 
ศึกษาคุณสมบติัการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ โดยการทดสอบฤทธ์ิกตา้นการอกัเสบ 
ศึกษาคุณสมบติัการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ โดยการทดสอบฤทธ์ิกตา้นเซลลม์ะเร็ง 

น าจุลินทรีย ์Bacillus siamensis ท่ีไดจ้ากการคดัเลือกมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว 
Selective medium เพ่ือเพาะจุลนิทรียท่ี์คดัเลือกใหเ้จริญเติบโตไดดี้ข้ึน 

น าจุลินทรีย ์Bacillus siamensis ท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Selective medium ใส่ลงใน
อาหารเหลว Fermentation medium  
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วธีิการทดลอง 
 1.  การศึกษาลกัษณะของสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนไฮโดรไลเซต 
  1.1  การไฮโดรไลซิสลีแวนจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis ดว้ยวิธี Acid 
hydrolysis 
   1.1.1 เตรียมสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขม้ขน้ 0.05 N และเตรียม
สารละลายตวัอยา่งลีแวนจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis หลงัจากนั้นเติมสารละลาย 
กรดไฮโดรคลอริกความเขม้ขน้ 0.05 N ลงในสารละลายลีแวน เพ่ือปรับค่า pH เท่ากบั 2.5 น าไปบ่ม
ใน Water bath ท่ีอุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง หลงัจากนั้นลดอุณหภูมิของ
สารละลายลีแวนโดยการน าสารละลายลีแวนไปแช่ในน ้ าแข็ง เพ่ือเป็นการยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสดว้ยกรดไฮโดรคลอริก (de Paula, Pinheiro, Lopes, & Calazans, 2008) 
   1.1.2. เตรียมสารละลายโซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ 2.5 โมลาร์ และ 
น าสารละลายลีแวนท่ีลดอุณหภูมิแลว้มาปรับค่า pH เท่ากบั 7 โดยการเติมสารละลายโซเดียมคลอ
ไรดค์วามเขม้ขน้ 2.5 โมลาร์ ลงไปในสารละลายลีแวน เพ่ือท าใหเ้กิดปฏิกิริยาการสะเทิน และก าจดั 
สารคลอไรดท่ี์เกิดข้ึนในสารละลายลีแวน โดยการน าสารละลายลีแวนมาท า Dialysis ดว้ย Dialysis 
bag ขนาด 12 kDa แช่ในน ้า DI (Deionized water) เป็นเวลา 120 ชัว่โมง และเปล่ียนน ้ าทุก ๆ  
24 ชัว่โมง 
  1.2  การวิเคราะห์ดว้ยวิธี TLC (Thin-layer Chromatography) เพื่อตรวจสอบ
ชนิดและองคป์ระกอบผลิตภณัฑท่ี์เกิดข้ึน โดยใชอ้ะซิโตไนไตร์ : น ้า (85 : 15 โดยปริมาตร) เป็น
ระบบ 
เฟสเคล่ือนท่ี และระเหยเฟสเคล่ือนท่ีภายใตก้ารไหลของอากาศอยา่งต่อเน่ืองเป็นเวลา 15 นาที 
หลงัจากนั้นฉีดพ่นส่วนผสมของกรดซลัฟิวริก (5%, v/v) และเอทานอล ท่ีประกอบดว้ย 1-naphthol  
(0.5%, w/v) อบท่ีอุณหภูม ิ110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที (Ezzat et al., 2020) 
 2.  การศึกษาความเขม้ขน้ของสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนจากจุลินทรีย ์Bacillus 
siamensis และลีแวนไฮโดรไลเซต โดยการทดสอบการตา้นอนุมูลอิสระ (Antioxidant activity 
assays) 
  2.1  DPPH radical scavenging activity 
   2.1.1 เตรียมสารละลาย 0.1 mM DPPH reagent โดยชัง่ DPPH 0.8 มิลลิกรัม 
หลงัจากนั้นเติมเอทานอล (Ethanol analytical grade) ปริมาณ 20 มิลลิลิตร ลงในกระบอกตวง แลว้
น ามาผสมกบัสาร DPPH reagent ในหลอดทดลอง ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 
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   2.1.2 น าลีแวนและอนุพนัธย์อ่ยของลีแวนมาละลายในน ้ า DI (Deionized water) 
เป็นสารละลายลีแวนประกอบดว้ยความเขม้ขน้ต่าง ๆ ดงัน้ี 3.9, 7.8, 15.62, 31.25, 62.5, 125, และ 
250 µg/mL หลงัจากนั้นน าสารละลายลีแวนท่ีประกอบดว้ยความเขม้ขน้ต่าง ๆ (3.9, 7.8, 15.62, 
31.25, 62.5, 125, และ 250 µg/mL) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาผสมกบัสารละลาย 0.1 mM DPPH 
reagent ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ยเป็น 200 ไมโครลิตร หลงัจากนั้นน าไปบ่ม
ในท่ีมืดและอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 30 นาที 
   2.1.3 น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง 
Microplate reader น ามาสร้างเป็นกราฟเพื่อเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม โดยก าหนดให ้สารละลาย 
DPPH reagent กบัน ้ า DI (Deionized water) เป็นชุดควบคุมแบบลบกลุ่ม 1 (Negative control 1) 
สารละลาย DPPH reagent กบัเอทานอล (Ethanol) เป็นชุดควบคุมแบบลบกลุ่ม 2  
(Negative control 2) สารละลายลีแวนกบัน ้ า DI (Deionized water) เป็นชุดตวัอยา่ง และวิตามินซี 
(Ascorbic acid) เป็นชุดควบคุมแบบบวก (Positive control) เพ่ือค านวณหาค่าเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้ง
สารอนุมูลอิสระ   (DPPH scavenging effect %) สามารถค านวณไดจ้ากสมการ ดงัน้ี 
 

DPPH scavenging effect (%) = A0-A1/A0 × 100% 
 
 A517 sample: A1 คือ ชุดตวัอยา่งค่าการดูดกลืนแสง 517 นาโนเมตร 
 A517 control: A0 คือ ชุดควบคุมค่าการดูดกลืนแสง 517 นาโนเมตร 
  2.2  ABTS.+ radical scavenging activity 
   2.2.1 เตรียมสารละลาย 7 mM ABTS.+reagent โดยชัง่ ABTS.+ 18 มิลลิกรัม และ
โพแทสเซียมเปอร์ซลัเฟต (K2S2O8) ชัง่ โพแทสเซียมเปอร์ซลัเฟต 3.3 มิลลิกรัม ใส่ลงในหลอด
ทดลอง ขนาด 15 มิลลิลิตร หลงัจากนั้น เติมน ้ า DI (Deionized water)  ปริมาณ 5 มิลลิลิตร แลว้ 
น าสารละลาย ABTS.+reagent ผสมกบัสารละลายโพแทสเซียมเปอร์ซลัเฟต (K2S2O8) ในอตัราส่วน  
1 : 1 และน าไปบ่มเป็นเวลา 18 ชัว่โมง  
   2.2.2 เตรียมสารละลาย Phosphate buffer saline (1X PBS), pH 7.4 ปริมาณ  
500 มิลลิลิตร ประกอบดว้ย โซเดียมคลอไรด ์(NaCl) 4 กรัม ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(Na2HPO4) 0.58 กรัม, โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.1 กรัม, และโพแทสเซียม
คลอไรด ์(KCl) 0.1 กรัม หลงัจากนั้นเติมน ้ า DI (Deionized water) ปริมาณ 300 มิลลิลิตร ลงใน 
บีกเกอร์แลว้ปรับปริมาตรสารละลาย Phosphate buffer saline ในขวดปรับปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
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   2.2.3 น าสารละลาย ABTS.+reagent กบั สารละลาย Phosphate buffer saline  
(1X PBS), pH 7.4 ท่ีเตรียมไวม้าผสมกนัในอตัราส่วน 1 : 9 เพื่อท าการเจือจางสารละลาย 
ABTS.+reagent หลงัจากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 734 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง  
UV-Visible spectrophotometer ใหไ้ดค่้าประมาณ 0.7 (SD  0.02) แลว้จึงน าไปใชใ้นการทดสอบ  
   2.2.4 น าลีแวนและอนุพนัธย์อ่ยของลีแวนมาละลายในน ้ า DI (Deionized water)  
เป็นสารละลายลีแวน ประกอบดว้ย ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ดงัน้ี 3.9, 7.8, 15.62, 31.25, 62.5, 125, และ  
250 µg/mL หลงัจากนั้นน าสารละลายลีแวนท่ีประกอบดว้ยความเขม้ขน้ต่าง ๆ (3.9, 7.8, 15.62, 
31.25, 62.5, 125, และ 250 µg/mL) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาผสมกบัสารละลาย ABTS.+reagent 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ยเป็น 200 ไมโครลิตร หลงัจากนั้นน าไปบ่มในท่ีมืด
และอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 30 นาที 
   2.2.5 น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 734 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง 
Microplate reader น ามาสร้างเป็นกราฟเพื่อเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม โดยก าหนดให ้สารละลาย 
ABTS.+reagent กบั สารละลาย Phosphate buffer saline เป็นชุดควบคุมแบบลบกลุ่ม 1  
(Negative control 1) สารละลาย ABTS.+reagent กบัน ้ า DI (Deionized water) เป็นชุดควบคุมแบบ
ลบกลุ่ม 2 (Negative control 2) สารละลายลีแวนกบัสารละลาย Phosphate buffer saline เป็นชุด
ตวัอยา่ง และวิตามินซี (Ascorbic acid) เป็นกลุ่มควบคุมแบบบวก (Positive control) 
 3.  การเพาะเล้ียงเซลล ์(Cell culture) 
  3.1 การเพาะเล้ียงเซลลผ์วิหนงัชั้นบนของมนุษย ์Human keratinocyte cells 
line (HaCaT) และเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากผวิหนงัมนุษย ์Human dermal fibroblast cell line 
(NHDF) 
เล้ียงเซลล ์HaCaT และ NHDF ในอาหาร Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)  
มีส่วนประกอบของ 10% (v/v) fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin 
และ 25 µg/mL amphotericin B จากนั้นน าไปเล้ียงใน CO2 incubator ท่ีมีปริมาณ CO2 อยู ่5% 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และท าการ sub-cultured ทุก ๆ 4-5 วนั 
  3.2 การเพาะเล้ียงเซลลแ์มคโครฟาจ Mouse macrophage cells line 
(RAW264.7) 
เล้ียงเซลล ์RAW264.7 ในอาหาร RPMI 1640 มี ส่วนประกอบของ 10% (v/v) fetal bovine serum, 
100 U/mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin และ 25 µg/mL amphotericin B จากนั้นน าไปเล้ียง
ใน CO2 incubator ท่ีมีปริมาณ CO2 อยู ่5% อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสและท าการ sub-cultured  
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ทุก ๆ 3-4 วนั 
  3.3 การเพาะเล้ียงเซลลม์ะเร็งปอด (A549), เซลลม์ะเร็งตบั (HepG2), 
เซลลม์ะเร็งล  าไสใ้หญ่ (HCT116) และเซลลม์ะเร็งปากมดลูก (HeLa) เล้ียงเซลล ์A549, Hep G2, 
HCT116 และ Hela ในอาหาร Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) มีส่วนประกอบของ 
10% (v/v) fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin และ 25 µg/mL 
amphotericin B จากนั้นน าไปเล้ียงใน CO2 incubator ท่ีมีปริมาณ CO2 อยู ่5% อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส และ 
ท าการ sub-cultured ทุก ๆ 3-4 วนั 
 4.  การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลผ์วิหนงั Human keratinocyte (HaCaT) และเซลล ์
ไฟโบรบลาสต ์Normal Human Dermal Fibroblasts (NHDF) ของสารสารพรีไบโอติกในรูปของ 
ลีแวนจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis ดว้ยวิธี MTT assay 
  4.1 เตรียมเซลลผ์วิหนงัของมนุษย ์(HaCaT) และเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์(Human 
fibroblasts, NHDF) และอาหารเล้ียงเซลล ์(DMEM) โดยน าเซลลม์าเล้ียงในจานเพาะเล้ียงเซลล ์ 
96 หลุม (96 well plates) ท่ีมีอาหารเล้ียงเซลลช์นิด DMEM เป็นเวลา 24 ชัว่โมง โดยใหมี้ปริมาณ
เซลลเ์ท่ากบั 1×104 เซลลต่์อหลุม ส าหรับเซลล ์HaCaT ส่วนเซลล ์NHDF มีปริมาณเซลลเ์ท่ากบั 
5×103 เซลลต่์อหลุม จากนั้น incubate เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ใน CO2 incubator ท่ีมีปริมาณ CO2 อยู ่
5% อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
  4.2 หลงัจากครบ 24 ชัว่โมง เปล่ียนเป็นอาหารเล้ียงเซลลท่ี์มีสารละลายลีแวนความ
เขม้ขน้ต่างๆ ดงัน้ี 62.5, 125, 250, 500, 1,000 และ 2,000 µg/mL ในอาหารเล้ียงเซลลช์นิด DMEM 
(10% (v/v) fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin และ 25 µg/mL 
amphotericin B) จากนั้นน าไปเล้ียงใน 5% CO2 incubator ท่ีมีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24 ชัว่โมง 
  4.3 ดูดอาหารเล้ียงเซลลอ์อกจากจานเพาะเล้ียงเซลล ์96 หลุม (96 well plates) 
เปล่ียนเป็นอาหารเล้ียงเซลลท่ี์มีสาร MTT (3-(4,5-diamethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide) ละลายอยูใ่นความเขม้ขน้ 0.5 mg/mL จากนั้นน าไปเล้ียงใน CO2 incubator ท่ีมีปริมาณ 
CO2 อยู ่5% อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  
  4.4 เปล่ียนถ่ายอาหารเล้ียงเซลลอ์อกจากจานเพาะเล้ียงเซลล ์96 หลุม (96 well plates) 
จากนั้นเติม 100% DMSO ปริมาณ 150 µL/well เพื่อละลายผลึก formazan salt ผสมสารละลายให้
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เขา้กนัเป็นเน้ือเดียวแลว้จึงน าสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 nm โดยใช้
เคร่ือง Microplate reader 
  4.5 ค านวณค่า cell viability ของเซลลท่ี์ไดรั้บสารสกดัจากกระทอ้นท่ีละลายอยูใ่น
ความเขม้ขน้ต่าง ๆ กนั เปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ไดรั้บสารทดสอบ (untreated control) โดยแสดงค่า 
cell viability ในรูปของ % of control โดยใหก้ลุ่มท่ีไดรั้บเฉพาะ DMEM มีค่า cell viability เท่ากบั 
100% โดยค านวณไดจ้ากสมการ 
 

Cell viability (%) = A570 sample / A570 control × 100% 
 
 A570 sample คือ ชุดตวัอยา่งค่าการดูดกลืนแสง 570 นาโนเมตร 
 A570 control คือ ชุดควบคุมค่าการดูดกลืนแสง 570 นาโนเมตร 
 5.  การศึกษาความเขม้ขน้ของสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนไฮโดรไลเซต โดยการ
ทดสอบฤทธ์ิการตา้นการอกัเสบ (Anti-inflammatory activity) 
  5.1 เตรียมเซลลแ์มคโครฟาจสายพนัธุ ์RAW264.7 มาเล้ียงในจานเพาะเล้ียงเซลล ์ 
96 หลุม (96 well plates) ท่ีมีอาหารเล้ียงเซลล ์RPMI 1640 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง โดยใหมี้ปริมาณ
เซลลเ์ท่ากบั 9×104 cells/well ใน CO2 incubator ท่ีม ีCO2 อยู ่5% และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
  5.2 เตรียมสารสารละลายลีแวนในอาหารเล้ียงเซลลใ์หมี้ความเขม้ขน้ต่าง ๆ กนั โดย
ในแต่ละ well จะเติมสาร LPS ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยในอาหารเล้ียงเซลลเ์ท่ากบั 100 ng/mL เพื่อ
กระตุน้การสร้างสาร NO จากนั้นน าไปเล้ียงใน 5% CO2 incubator ท่ีมีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
  5.3 ตรวจวดัปริมาณไนตริคออกไซด ์(NO) ท่ีสร้างข้ึนจากเซลลแ์มคโครฟาจ 
(RAW264.7) ท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสาร LPS ท าการตรวจวดัปริมาณของไนตริคออกไซดท่ี์เกิดข้ึนใน
อาหารเล้ียงเซลลใ์นรูปของ nitrite โดยน าอาหารเล้ียงเซลลม์าผสมกบั Griess reagent  
(2% sulfanilamide in 4% phosphoric acid และ 0.2% napthylethylenediamide) ในอตัราส่วน 1 : 1 
ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 540 nm โดยใชเ้คร่ือง Microplate reader  
  5.4 หลงัจากน าอาหารเล้ียงเซลลไ์ปวดั NO แลว้ เซลลท่ี์อยูใ่น 96 well plates จะท าการ
ทดสอบความเป็นพิษต่อโดยเติมอาหารเล้ียงเซลลท่ี์มีสาร MTT (3-(4,5-diamethylthiazol-2-yl)-2,5-
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diphenyltetrazolium bromide) ละลายอยูใ่นความเขม้ขน้ 0.5 mg/mL ปริมาณ 150 µL/well จากนั้น
น าไปเล้ียงใน CO2 incubator ท่ีมีปริมาณ CO2 อยู ่5% อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
  5.5 จากนั้นเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลอ์อกจากจานเพาะเล้ียงเซลล ์96 หลุม  
(96 well plates) และเติม 100% DMSO ปริมาณ 150 µL/well เพื่อละลายผลึก formazan salt ผสม
สารละลายใหเ้ขา้กนัเป็นเน้ือเดียวแลว้จึงน าสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  
570 nm โดยใชเ้คร่ือง Microplate reader  
  5.6 ค  านวณค่า cell viability ของเซลลท่ี์ไดรั้บสารลีแวนท่ีละลายอยูใ่นความเขม้ขน้
ต่าง ๆ กนั เปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไดรั้บเฉพาะ LPS (LPS treated alone) โดยแสดงค่า cell viability 
ในรูปของ % of control โดยใหก้ลุ่มท่ีไดรั้บเฉพาะ LPS มค่ีา cell viability เท่ากบั 100%  
 6.  การทดสอบฤทธ์ิตา้นตา้นมะเร็ง (Anticancer activity) ของสารพรีไบโอติกในรูปของ 
ลีแวนจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis โดยวิธี MTT assay 
 ศึกษาความเป็นพษิของสารลีแวนต่อเซลลม์ะเร็งปอด (A549) มะเร็งตบั (HepG2)  
มะเร็งล  าไสใ้หญ่ (HCT116) และมะเร็งปากมดลูก (Hela) โดยวิธี MTT assay 
  6.1 เพาะเล้ียงเซลลม์ะเร็ง A549, HepG2, HCT116 และ Hela ในอาหารเล้ียงเซลลช์นิด 
DMEM ท่ีมีส่วนประกอบของ 10% (v/v) fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin และ  
100 µg/mL streptomycin จากนั้นน าไปเล้ียงใน CO2 incubator ท่ีมีปริมาณ CO2 อยู ่5%  
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และท าการ sub-cultured ทุก ๆ 3 วนั 
  6.2 น าเซลลม์ะเร็งมาเล้ียงในจานเพาะเล้ียงเซลล ์96 หลุม (96 well plates) โดยใหม้ี
ปริมาณเซลลเ์ท่ากบั 1×104 เซลลต่์อหลุม จากนั้นบ่มไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง ใน CO2 incubator ท่ีมี
ปริมาณ CO2 อยู ่5% อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
  6.3 หลงัจากครบ 24 ชัว่โมง เปล่ียนเป็นอาหารเล้ียงเซลลท่ี์มีเตรียมสารละลายลีแวน
ประกอบดว้ย ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ดงัน้ี 62.5, 125, 250, 500, 1,000 และ 2,000 µg/mL ในอาหารเล้ียง
เซลลช์นิด DMEM (10% (v/v) fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin 
และ 25 µg/mL amphotericin B จากนั้นน าไปเล้ียงใน 5% CO2 incubator ท่ีมีอุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
  6.4 จากนั้นดูดอาหารเล้ียงเซลลอ์อกจากจานเพาะเล้ียงเซลล ์96 หลุม  
(96 well plates) เปล่ียนเป็นอาหารเล้ียงเซลลท่ี์มีสาร MTT (3-(4,5-diamethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) ละลายอยูใ่นความเขม้ขน้ 0.5 mg/mL จากนั้นน าไปเล้ียงใน CO2 
incubator ท่ีมีปริมาณ CO2 อยู ่5% อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
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  6.5 เปล่ียนถ่ายอาหารเล้ียงเซลลอ์อกจากจานเพาะเล้ียงเซลล ์96 หลุม  
(96 well plates) จากนั้นเติม 100% DMSO ปริมาณ 150 µL/well เพื่อละลายผลึก formazan salt  
ผสมสารละลายให้เขา้กนัเป็นเน้ือเดียวแลว้จึงน าสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  
570 nm โดยใชเ้คร่ือง Microplate reader  
  6.6 ค  านวณค่า cell viability ของเซลลท่ี์ไดรั้บสารลีแวนท่ีละลายอยูใ่นความเขม้ขน้
ต่าง ๆ กนั เปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ไดรั้บสารทดสอบ (untreated control) โดยแสดงค่า  
cell viability ในรูปของ % of control โดยใหก้ลุ่มท่ีไดรั้บเฉพาะ DMEM มีค่า cell viability เท่ากบั 
100% ท าการวิเคราะห์ขอ้มูลโดยใช ้Analysis of Variance (ANOVA) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
โดยขอ้มูลแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัท่ี P < 0.05 
 7.  การศึกษาความเขม้ขน้ของสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนจากจุลินทรีย ์Bacillus 
siamensis โดยการทดสอบความสามารถในการละลายน ้ า (Water solubility index) และ
ความสามารถในการละลายในน ้ ามนั (Oil solubility index) 
น าสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนท่ีผลิตไดจ้ากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis มาชัง่ 200 มิลลิกรัม 
ละลายในน ้ า DI 5 มิลลิลิตร แลว้กวนผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนัท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
40 นาที ต่อมาน าตวัอยา่งสารละลายไปป่ันเหวี่ยง ดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 4,500 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 10 นาที แลว้น าส่วนใส (Supernatant) เทลงบนเพลตแกว้ แลว้น าไปอบแหง้ท่ี
อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง จะไดส่้วนท่ีเป็นน ้ าหนกัของแข็งแหง้จากส่วนใส 
(Anderson, 1970) จากนั้นน าไปค านวณเทียบกบัตวัอยา่งลีแวนแหง้ เพ่ือหาค่าความสามารถในการ
ละลายน ้ า (WSI %) สามารถค านวณไดจ้ากสมการ ดงัน้ี 
 

ค่าความสามารถในการละลายน ้ า (WSI %) = D solid in supernatant / D levan × 100% 
 
 Dry weight of solids in supernatant: Dss  คือ น ้ าหนกัของแข็งแหง้จากส่วนใส 
 Dry weight of levan sample: Dlevan คือ น ้ าหนกัของตวัอยา่งลีแวนแหง้ 
 ดชันีความสามารถในการละลายน ้ ามนั (OSI) ของสารลีแวนถูกก าหนดโดยใชว้ิธีการของ 
Alfredo, Gabriel, Luis, & David (2009) และมีการดดัแปลงบางประการ (Alfredo, Gabriel, Luis, & 
David, 2009) น าสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนท่ีผลิตไดจ้ากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis  
มาชัง่ 200 มิลลิกรัม ละลายในน ้ ามนัมะพร้าวบริสุทธ์ิ 5 มิลลิลิตร และกวนเป็นเวลา 40 นาที  
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ในอ่างน ้ าท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เพ่ือใหเ้น้ือสารผสมกนัอยา่งสม ่าเสมอ จากนั้นน าตวัอยา่งไป
ป่ันเหวี่ยงท่ี 4,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที และเทส่วนใสลงในจานแกว้ และท าใหแ้หง้ท่ี
อุณหภูมิ 232 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ชัว่โมง เพ่ือใหไ้ดน้ ้ าหนกัของแข็งท่ีแหง้  
(Carpiné, Dagostin, de Andrade, Bertan, & Mafra, 2016) จากนั้นน าไปค านวณเทียบกบัตวัอยา่ง 
ลีแวนแหง้ เพ่ือหาค่าความสามารถในการละลายในน ้ ามนั (OSI %) สามารถค านวณไดจ้ากสมการ 
ดงัน้ี 
 

ค่าความสามารถในการละลายในน ้ ามนั (OSI %) = D oil in supernatant / D levan × 100% 
 
 Dry weight of oil in supernatant: Dos คือ น ้ าหนกัของแข็งแหง้จากส่วนใสในน ้ ามนั 
 Dry weight of levan sample: Dlevan คือ น ้ าหนกัของตวัอยา่งลีแวนแหง้ 
 8.  การศึกษาความเขม้ขน้ของสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนจากจุลินทรีย ์Bacillus 
siamensis โดยการทดสอบความสามารถในการอุม้น ้า (Water-holding capacity) 
 น าสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนท่ีผลิตไดจ้ากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis  
มาชัง่ 100 มิลลิกรัม ละลายในน ้ า DI 10 มิลลิลิตร และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที หลงัจากนั้นน าตวัอยา่งสารละลายไปป่ันเหวี่ยง ดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 4500 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที  จะไดส่้วนใสและตะกอน แลว้ท าการแยกส่วนใสออกจากตะกอน 
ต่อมาน าตะกอนเทลงบนกระดาษกรอง (Fang Feng, 2018) เพ่ือแยกน ้ าท่ีเหลือออกจากตะกอน แลว้
ท าการบนัทึกผล เพ่ือน าไปค านวณหาค่าความสามารถในการอุม้น ้ า (WHC %) สามารถค านวณได้
จากสมการ ดงัน้ี 
 

ค่าความสามารถในการอุม้น ้ า (WHC %) = Ts / Td × 100% 
 
 Total sample weight after water absorption: Ts คือ น ้ าหนกัของตวัอยา่งทั้งหมดหลงัจาก
แยกน ้ าออก 
 Total dry sample weight: Td คือ น ้ าหนกัแหง้ทั้งหมดของตวัอยา่งลีแวนแหง้ 
 9.  การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 
 ผลการทดลองรายงานเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าความคลาดเคล่ือนมาตรฐานของค่าเฉล่ีย 
 (mean ± standard deviation; SD) วิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างกลุ่มทดลองต่าง ๆ และ 
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กลุ่มควบคุมโดยใช ้One way analysis of variance (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่าง
ระหว่างกลุ่มดว้ย สถิติ Duncan พิจารณาค่าความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบั 
ความเช่ือมัน่ท่ี 95% (P<0.05) 
 



 

 

บทที ่4 
ผลและอภิปรายผลการทดลอง 

 
การศึกษาลกัษณะของสารพรีไบโอตกิในรูปของลแีวนไฮโดรไลเซต 
 การวิเคราะห์สารลีแวนจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis ท่ีผา่นกระบวนการไฮโดรไลซิส
ดว้ยกรดไฮโดรคลอริกถูกน ามาทดสอบเพ่ือตรวจหาชนิดและองคป์ระกอบของผลิตภณัฑท่ี์เกิดข้ึน 
ดว้ยวิธี TLC (Thin-layer Chromatography) โดยใช ้ซูโครส ฟรุกโตส และกลูโคส เป็นสาร
มาตรฐาน และลีแวนไฮโดรไลเซต ท่ีความเขม้ขน้ 2 ไมโครลิตร ผลลพัธเ์หล่าน้ีดงัภาพท่ี 17 ซ่ึง 
เป็นกระบวนการของปฏิกิริยาการไฮโดรไลซิสดว้ยกรดไฮโดรคลอริกท่ีความเขม้ขน้ 0.05 นอร์มอล 
สงัเกตไดจ้ากจุดท่ีเกิดข้ึนบนแผน่ TLC พบว่า ลีแวนจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis เกิดปฏิกิริยา
การไฮโดรไลซิสข้ึนกบักรดไฮโดรคลอริก ซ่ึงระยะเวลาในการไฮโดรไลซิสจะเร่ิมตั้งแต่ 60 ถึง 180 
นาที จึงจะสามารถเห็นองคป์ระกอบของโมโนแซ็กคาไรดท่ี์ถูกปลดปล่อยออกมาจากลีแวน 
Bacillus siamensis ได ้ดงันั้นในส่วนของกิจกรรมท่ีเกิดข้ึนมีความแตกต่างกนัของการสร้างกลูโคส 
ฟรุกโตส และผลิตภณัฑท่ี์เกิดข้ึนน้ีเป็นพอลิเมอร์ของฟรุกโตสซ่ึงสามารถสงัเกตเห็นไดจ้ากการแยก
สารโดยใชอ้ะซิโตไนไตร์ : น ้ า (85 : 15 โดยปริมาตร) เป็นระบบเฟสเคล่ือนท่ี และฉีดพ่นส่วนผสม
ของกรดซลัฟิวริก (5%, v/v) และเอทานอล ท่ีประกอบดว้ย 1-naphthol (0.5%, w/v) เพื่อตรวจหา
สารในกลุ่มโพลิแซ็กคาไรด ์(Mena-Arizmendi et al., 2011; Yokota, Kondo, Nakagawa, Kojima, & 
Tomita, 2014) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการวิจยัของ Jehan A.S. Salman et al (2019) มีรายงานว่า  
การวิเคราะห์สารลีแวนจากจุลินทรีย ์L. mesenteroides ssp. cremoris ดว้ยวิธี TLC เพื่อหา
ส่วนประกอบของโมโนแซ็กคาไรด ์ค่า Rf ของฟรุกโตสมค่ีาเท่ากนัหรือใกลเ้คียงกบั 
ลีแวนไฮโดรไลเซต ค่า Rf ของลีแวนเท่ากบั 0.42 ในขณะท่ีค่า Rf ของซูโครส ฟรุกโตส และกลูโคส 
เท่ากบั 0.32, 0.42 และ 0.37 ตามล าดบั ผลลพัธน้ี์บ่งช้ีว่า ลีแวนจาก L. mesenteroides ssp Cremoris 
ประกอบดว้ยฟรุกโตสเพียงอยา่งเดียว (Jehan A.S. Salman, 2019) นอกจากน้ีมีรายงานการวจิยัของ 
Katsuichi Saito et al (2000) พบว่า การวิเคราะห์ดว้ยวิธี TLC ของปฏิกิริยาการไฮโดรไลซิส  
มีการปลดปล่อยโมโนแซ็กคาไรดท่ี์ผลิตจากฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรดเ์หล่าน้ีถูกระบุว่า
ประกอบดว้ยฟรุกโตสเป็นส่วนใหญ่ ซ่ึงจากผลการวจิยัดงักล่าวไดรั้บการยนืยนัว่าฟรุกโตโอลิ
โกแซ็กคาไรดเ์หล่าน้ีถูกยอ่ยสลายใหเ้ป็นโอลิโกแซ็กคาไรดท่ี์สั้นกว่าโดยการปลดปล่อยฟรุกโตส 
ออกจากขั้วฟรุกโตซิล (Saito, Kondo, Kojima, Yokota, & Tomita, 2000)  
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ภาพที ่17 การแยกสารโดยการวิเคราะห์ดว้ยวิธี TLC (Thin-layer Chromatography) โดยใชอ้ะซิโต

ไนไตร์/น ้ า (85 : 15 โดยปริมาตร) เป็นระบบเฟสเคล่ือนท่ี ช่องท่ี 1 ซูโครส (S) ช่องท่ี 2 
กลูโคส (G) ช่องท่ี 3 ฟรุกโตส (F) ช่องท่ี 4 สารลีแวน (Lev) ช่องท่ี 5 ลีแวนไฮโดรไลเซต 
(Lev-HS) 

 
การศึกษาความเข้มข้นของสารพรีไบโอตกิในรูปของลแีวนจากจุลนิทรีย์ Bacillus siamensis และ   
ลแีวนไฮโดรไลเซต โดยการทดสอบการต้านอนุมูลอสิระ (Antioxidant activity) 
 1.  DPPH radical scavenging activity 
 ผลการทดลอง พบว่า ความเขม้ขน้ของสารลีแวน ท่ี 3.9, 7.8, 15.62, 31.25, 62.5, 125 
และ 250 µg/mL มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัในการทดสอบดว้ยวิธี DPPH radical 
scavenging activity (%) (ภาพท่ี 18)  
 ส าหรับแบบจ าลองของการดกัจบัอนุมูลอิสระของ DPPH เป็นวิธีการท่ีใชก้นัอยา่ง
แพร่หลายในการประเมินกิจกรรมการก าจดัอนุมูลอิสระของสารตา้นอนุมูลอิสระ (Yuan, Bone, & 
Carrington, 2005) ในการทดสอบ DPPH สารตา้นอนุมูลอิสระสามารถลดอนุมูล DPPH ท่ีเสถียร  
(สีม่วง) ใหอ้ยูใ่นรูปแบบท่ีไม่รุนแรง DPPH-H (สีเหลือง) (Jun Liu, 2010) ผลการวิจยั พบว่า ลีแวน
มีความสามารถในการใหไ้ฮโดรเจน กรดแอสคอร์บิกซ่ึงท าหนา้ท่ีเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ

s G F 0 30 60 90 120 150 180 
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Glucose 

Fructose 
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มาตรฐานแสดงฤทธ์ิประมาณ 84% ท่ี 100 µg/mL (w/v) ในขณะท่ีความเขม้ขน้เดียวกนั 
(Mohammad Al-Halbosiy, 2018) 
 จากผลการทดลองดงัภาพท่ี 18 พบว่า สารประกอบลีแวนแต่ละชนิดมีความสามารถ 
ในการตา้นอนุมูลอิสระท่ีแตกต่างกนัโดยสามารถสงัเกตจากสญัลกัษณ์อกัษรภาษาองักฤษท่ีก  ากบั
เหมือนกนับนแท่งกราฟแสดงถึงความไม่แตกต่างทางสถิติและอกัษรภาษาองักฤษต่างกนัท่ีก  ากบั
บนแท่งกราฟแสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P <0.05) ลีแวนไฮโดรไลเซตจาก
จุลินทรีย ์Bacillus siamensis (3.9, 15.62, 31.25, 62.5, 125 และ 250 µg/mL) มีฤทธ์ิในการตา้น
อนุมูลอิสระ DPPH สูงสุดคือ 4.85%, 2.06%, 2.43%, 10.94%, 18.16% และ 31.35% ตามล าดบั 
(ภาพท่ี 18D) ซ่ึงผลการทดสอบของลีแวนไฮโดรไลเซตท่ีความเขม้ขน้ 7.8 µg/mL ช้ีใหเ้ห็นว่าไม่มี
ฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ ส าหรับสารลีแวนมาตรฐานจาก Erwinia herbicola (Sigma-Aldrich, 
USA) ลีแวนจาก Chrysanthemum (Shanghai Huichem, China) และลีแวนจาก Bacillus siamensis  
มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระต่ออนุมูล DPPH ต ่ากว่า เมื่อเปรียบเทียบกบัลีแวนไฮโดรไลเซต  
(ภาพท่ี 18A-C) ซ่ึงฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระอาจเก่ียวขอ้งกบัโครงสร้างของลีแวน  
ลีแวนมาตรฐานจาก Erwinia herbicola (Sigma-Aldrich, USA) ลีแวนจาก Chrysanthemum 
(Shanghai Huichem, China) และลีแวนจาก Bacillus siamensis แสดงฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระท่ีต ่ากว่า
เน่ืองจากมีน ้ าหนกัโมเลกุลสูง แต่ส าหรับลีแวนไฮโดรไลเซตมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูงสุด เน่ืองจาก
มีน ้ าหนกัโมเลกุลต ่าซ่ึงมีความสมัพนัธก์บัจ  านวนหมู่ไฮดรอกซิล (S. J. Kim & Chung, 2016)  
ตามลกัษณะโครงสร้างล าดบัโมเลกุลของโพลิแซ็กคาไรด ์ดงันั้นกิจกรรมการก าจดัอนุมูลอิสระ 
DPPH ของโพลิแซ็กคาไรด ์โดยการลดจ านวนอิเลก็ตรอนและโปรตอนไดโ้ดยตรงจะข้ึนอยูก่บั 
ไฮดรอกซิลท่ีแยกได ้ซ่ึงพบในลีแวนไฮโดรไลเซตจึงท าใหส้ามารถลดประจุพนัธะคู่ของ N = N  
ใน DPPH ได ้โดยปฏิกิริยาออกซิเดชัน่และรีดกัชัน่ ดงันั้นผลการทดลองการก าจดัอนุมูลอิสระ 
DPPH ของลีแวน แสดงใหเ้ห็นว่า ลีแวนไฮโดรไลเซต มีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระสูงสุด ซ่ึงอาจ
เน่ืองมาจากปริมาณของไฮดรอกซิลท่ีแยกได ้ในการศึกษาน้ีกลุ่มควบคุมเชิงบวก กรดแอสคอร์บิก
จะใหค้วามสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีศกัยภาพสูงสุดคือ 84.80% ท่ีความเขม้ขน้  
250 µg/mL ผลลพัธเ์หล่าน้ีสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Zhu et al (2016) พบว่า โพลิแซ็กคาไรดจ์าก 
Amanita caesarea ท่ีความเขม้ขน้ 1 mg/mL มีฤทธ์ิในการก าจดัอนุมูลอิสระ 37.09% และ 89.74%  
ท่ี 6 mg/mL ช้ีใหเ้ห็นว่าค่า IC50 ในการก าจดัอนุมูล DPPH เท่ากบั 1.69 mg/mL มีผลเป็นอยา่งมาก
ต่อการก าจดัอนุมูล DPPH โดยเฉพาะอยา่งยิง่ท่ีความเขม้ขน้สูง เม่ือเทียบกบักรดแอสคอร์บิก  
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(Zhu et al., 2016) นอกจากน้ีผลการวิจยัของ Min Shi et al (2012) แสดงใหเ้ห็นว่า ผลการก าจดั
อนุมูล DPPH ของโพลีแซ็กคาไรดจ์าก F. velutipes เพ่ิมข้ึน ตามความเขม้ขน้ประมาณ 90%  
ท่ี 2.5 mg/mL ของความเขม้ขน้ โดยมค่ีา IC50 เท่ากบั 418.31 g/mL เมื่อเทียบกบักรดแอสคอร์บิก 
(293.23 g/mL) และผลลพัธเ์หล่าน้ีบ่งช้ีถึงน ้ าตาลท่ีเป็นกรด (กรดกาแลกตูโรนิก และกรด 
กลูคูโรนิก) และจ านวนของกลุ่มไฮดรอกซิลท่ีมีอยูข่องโพลิแซ็กคาไรดท่ี์เป็นกรดซ่ึงมีฤทธ์ิ 
ในการก าจดัอนุมูลอิสระ (Shi et al., 2012) 
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ภาพที ่18 กราฟแสดงผลการทดสอบการตา้นอนุมูลอิสระของสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวน 
 แต่ละชนิดดว้ยวิธี DPPH radical scavenging activity A) ลีแวนมาตฐานจาก Erwinia 

herbicola, B) ลีแวนจาก Chrysanthemum C) ลีแวนจาก Bacillus siamensis และ  
 D) ลีแวนไฮโดรไลเซต ขอ้มูลแสดงในรูป mean ± S.D., n=4 (สญัลกัษณ์อกัษร

ภาษาองักฤษท่ีก  ากบัเหมือนกนับนแท่งกราฟแสดงถึงความไม่แตกต่างทางสถิติและ
อกัษรภาษาองักฤษต่างกนัท่ีก  ากบับนแท่งกราฟแสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ P < 0.05, โดยการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว  

 (One way ANOVA) โดยวิธี Duncan's new multiple range test 
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 2.  ABTS.+radical scavenging activity 
 ผลการทดลอง พบว่า ความเขม้ขน้ของสารลีแวน ท่ี 3.9, 7.8, 15.62, 31.25, 62.5, 125 
และ 250 µg/mL มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัในการทดสอบดว้ยวิธี ABTS.+radical 
scavenging activity (%) (Benso et al., 2016) (ภาพท่ี 19)  
 จากภาพท่ี 19 กราฟแสดงผลการทดสอบกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี ABTS 
radical scavenging activity แสดงใหเ้ห็น ความสามารถในการยบัย ั้งของสารลีแวนมาตฐานจาก 
Erwinia herbicola (Sigma-Aldrich, USA) สารลีแวนจาก Chrysanthemum (Shanghai Huichem, 
China) และสารลีแวนจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis ไม่มีฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระ  
(ไม่แสดงขอ้มูล) ส าหรับลีแวนไฮโดรไลเซตจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis ท่ีความเขม้ขน้  
125 µg/mL มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระสูงสุด 69.65% เมื่อเปรียบเทียบกบักรดแอสคอร์บิก  
(การควบคุมเชิงบวก) พบว่า มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระคือ 68% ท่ีความเขม้ขน้ 250 µg/mL 
ดงันั้น ศกัยภาพกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระของสารลีแวนแต่ละชนิดจะข้ึนอยูก่บัความเขม้ขน้
ตั้งแต่ 3.9 ถึง 250 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ซ่ึงผลการทดลองช้ีใหเ้ห็นว่า ชนิดของสารลีแวนท่ีมี
ความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระของสาร ABTS ไดดี้ท่ีสุด คือ สารลีแวนไฮโดรไลเซต  
เม่ือเทียบกบักรดแอสคอร์บิก (การควบคุมเชิงบวก) ซ่ึงจะมีศกัยภาพในการยบัย ั้งสูงในขณะท่ีมี 
ความเขม้ขน้ต ่า ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Ye Yuan et al (2017) พบว่า โพลิแซ็กคาไรดจ์าก 
Russula griseocarnosa มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระของ ABTS สูงสุดคือ 71% (Ye Yuan, 2017)
นอกจากน้ีมีผลการศึกษาของ Li et al (2019) ไดร้ายงานว่า สารสกดัโอลิโกแซ็กคาไรดจ์ากมลัเบอร่ี 
(EMOS-1a) ท่ีความเขม้ขน้ 100-800 µg/mL มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดั 
EMOS-1a คือ 0.620 ± 0.0088 ถึง 5.8420 ± 0.1155 ซ่ึงมีค่าเทียบเท่า Trolox-equivalent แต่มีค่านอ้ย
กว่าเมื่อเปรียบเทียบกบักรดแอสคอร์บิก (Li et al., 2019) 
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ภาพที ่19 กราฟแสดงผลการทดสอบการตา้นอนุมูลอิสระของสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวน ดว้ย

วิธี ABTS radical scavenging activity ขอ้มูลแสดงในรูป mean ± S.D., n=4 (สญัลกัษณ์
อกัษรภาษาองักฤษท่ีก  ากบัเหมือนกนับนแท่งกราฟแสดงถึงความไม่แตกต่างทางสถิติ
และอกัษรภาษาองักฤษต่างกนัท่ีก  ากบับนแท่งกราฟแสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ P < 0.05, โดยการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว  

 (One way ANOVA) โดยวิธี Duncan's new multiple range test 
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การทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์ผวิหนัง Human keratinocyte (HaCaT) และเซลล์ไฟโบรบลาสต์ 
Normal human dermal fibroblasts (NHDF) ของสารพรีไบโอตกิในรูปของลแีวนจากจุลนิทรีย์ 

Bacillus siamensis ด้วยวธิี MTT assay 
 ลกัษณะของจ านวนเซลลเ์ซลลผ์วิหนงั (Human keratinocyte, HaCaT) และเซลล ์
ไฟโบรบลาสต ์(Normal human dermal fibroblasts, NHDF) เร่ิมตน้ ท่ีเล้ียงในจานหลุม 96 หลุม 
มีจ  านวนเซลล ์5×103 เซลลต่์อหลุม และ 1×104 เซลลต่์อหลุม ซ่ึงเป็นจ านวนเซลลเ์ร่ิมตน้ท่ีเหมาะสม 
เน่ืองจากเซลลเ์จริญไดพ้อเหมาะกบัพ้ืนท่ีในหลุมและไม่พบเซลลต์าย 
 

     
 
ภาพที ่20 A) ลกัษณะของเซลลผ์วิหนงั Human keratinocyte (HaCaT) และ B) เซลลไ์ฟโบรบลาสต ์

Normal human dermal fibroblasts (NHDF) 
 
 1. ผลการทดสอบความเป็นพษิต่อเซลลผ์วิหนงั (Human keratinocyte, HaCaT) 
 จากผลทดลองการทดสอบความเป็นพษิต่อเซลลผ์วิหนงั (Human keratinocyte, HaCaT)  
ของสารลีแวนแต่ละชนิดท่ีความเขม้ขน้ 62.5, 125, 250, 500, 1,000 และ 2,000 µg/mL จากการวดั
ค่าความมีชีวิตรอดของเซลล ์(Cell viability) ดว้ยวิธีทดสอบ MTT พบว่า ร้อยละ 
การมีชีวติรอดของเซลลเ์มื่อทดสอบดว้ยลีแวนมาตฐาน Erwinia herbicola (Sigma-Aldrich, USA)  
คือ 101.99%, 102.12%, 100.15%, 102.96%, และ 99.50% ตามล าดบั ส าหรับความเขม้ขน้  
62.5-1,000 µg/mL ซ่ึงไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล ์ในขณะท่ีความเขม้ขน้ 2,000 µg/mL ท าใหเ้กิด
ความเป็นพษิต่อเซลล ์โดยท าใหร้้อยละการมีชีวิตรอดของเซลลล์ดลงคือ 63.73% เช่นเดียวกนัเม่ือ
ทดสอบเซลลด์ว้ยลีแวน Chrysanthemum (Shanghai Huichem, China) ร้อยละการมีชีวิตรอดของ
เซลลเ์ท่ากบั 98%, 99.96%, 103.30%, 98.38% และ 98.23% ตามล าดบั ส าหรับความเขม้ขน้  



78 

 

62.5-1,000 µg/mL ซ่ึงไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล ์แต่ร้อยละการมีชีวติรอดของเซลลจ์ะลดลงถึง 
64.39% เมื่อถูกทดสอบดว้ยความเขม้ขน้ 2,000 µg/mL ซ่ึงท าใหเ้กิดความเป็นพษิต่อเซลล ์และ 
การตรวจสอบร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลลด์ว้ยลีแวน Bacillus siamensis พบว่า ท่ีความเขม้ขน้  
62.5-500 µg/mL มีค่าเท่ากบั 96.17%, 99.33%, 95.60% และ 94.36% ตามล าดบั  
ซ่ึงไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล ์และความเขม้ขน้ 1,000 µg/mL ท าใหเ้กิดความเป็นพษิเพียงเลก็นอ้ย 
(89.32%) ส่วนความเขม้ขน้ 2,000 µg/mL ท าใหเ้กิดความเป็นพิษต่อเซลลม์าก ท าใหร้้อยละ 
การมีชีวติรอดของเซลลล์ดลง คือ 54.69% เมื่อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (Untreated) (ภาพท่ี 21) 
บ่งช้ีว่าท่ีความเขม้ขน้ 62.5-1,000 µg/mL แสดงใหเ้ห็นถึงความไม่เป็นพิษต่อเซลลห์รือมีความเป็น
พิษนอ้ย เมื่อเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดท้ดสอบ (Untreated) ผลการทดลองน้ีสอดคลอ้งกบั
งานวิจยัของ Niziol-Lukaszewska et al (2018) พบว่า สารสกดัจากใบของ Jerusalem artichoke  
ท่ีความเขม้ขน้ 25-100 µg/mL ช่วยเพ่ิมจ านวนเซลลผ์วิหนงั (HaCaT) ใหม้ากข้ึน แต่เม่ือปริมาณ 
ความเขม้ขน้สูงข้ึน จ  านวนเซลลผ์วิหนงั (HaCaT) ท่ีมีชีวติจะลดลงถึง 28% เมื่อเทียบกบักลุ่ม
ควบคุม ในขณะเดียวกนัสารสกดัจากล าตน้ของ Jerusalem artichoke ท่ีความเขม้ขน้ 25-250 µg/mL 
จะช่วยเพ่ิมปริมาณเซลลผ์วิหนงั (HaCaT) ไดม้ากกว่าส่วนของใบ และเมื่อปริมาณความเขม้ขน้
สูงข้ึน จ  านวนเซลลผ์วิหนงั (HaCaT) ท่ีมีชีวติจะลดลงเช่นเดียวกนั (Niziol-Lukaszewska, Furman-
Toczek, & Zagorska-Dziok, 2018) นอกจากน้ีกรณีศึกษาของ Do et al (2021) ไดร้ายงานว่า 
Partially purified exopolysaccharides (ppEPS) จาก Physarum polycephalum ท่ีความเขม้ขน้  
500-1,000 µg/mL มีปริมาณเซลล ์BAEC ท่ีมีชีวิตลดลงถึง 74.44% เมื่อเทียบกบักลุ่มควบคุม  
(Do, Lai, Stephenson, & Tran, 2021)  
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ภาพที ่21 กราฟแสดงผลการทดสอบสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนแต่ละชนิดดว้ยวิธี MTT assay 

ในเซลลผ์วิหนงัดา้นบน Human keratinocyte (HaCaT) A) ลีแวนมาตฐานจาก Erwinia 
herbicola, B) ลีแวนจาก Chrysanthemum และ C) ลีแวนจาก Bacillus siamensis ขอ้มูล
แสดงในรูป mean ± S.D., n=4 (สญัลกัษณ์อกัษรภาษาองักฤษท่ีก  ากบัเหมือนกนับนแท่ง
กราฟแสดงถึงความไม่แตกต่างทางสถิติและอกัษรภาษาองักฤษต่างกนัท่ีก  ากบับนแท่ง
กราฟแสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ P < 0.05, โดยการวิเคราะห์
ความแปรปรวนทางเดียว (One way ANOVA) โดยวิธี Duncan's new multiple range test 
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 2. การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์(Normal human dermal fibroblasts, 
NHDF) 
 จากผลการทดลองการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์(Normal human 
dermal fibroblasts, NHDF) ของสารลีแวนแต่ละชนิดท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 62.5, 125, 250, 500, 
1,000 และ 2,000 µg/mL ดว้ยวิธีทดสอบ MTT แสดงใหเ้ห็นว่า ร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลล ์
เมื่อทดสอบดว้ยลีแวนมาตฐาน Erwinia herbicola (Sigma-Aldrich, USA) คือ 153.44%, 145.07%, 
137.80%, 137.64% และ 125.10% ตามล าดบั ส าหรับความเขม้ขน้ 62.5-1,000 µg/mL  
ซ่ึงไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล ์ในขณะท่ีความเขม้ขน้ 2,000 µg/mL ท าใหเ้กิดความเป็นพิษต่อเซลล์
เพียงเลก็นอ้ย (108.30%) ในกรณีเดียวกนัเม่ือทดสอบเซลลด์ว้ยลีแวน Chrysanthemum (Shanghai 
Huichem, China) ร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลลเ์ท่ากบั 119.58%, 115.65%, 117.04%, 134.93%, 
137.25% และ 113.95% ตามล าดบั ท่ีความเขม้ขน้ 62.5-2,000 µg/mL ซ่ึงไม่ท าให้เกิดความเป็นพษิ
ต่อเซลล ์ และการตรวจสอบร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลลจ์ากลีแวน Bacillus siamensis พบว่า 
ท่ีความเขม้ขน้ 62.5-1000 µg/mL ไม่ท าใหเ้กิดความเป็นพษิต่อเซลล ์คือ 141%, 149.04%, 137.75%, 
132% และ 129.65% ตามล าดบั ในขณะท่ีความเขม้ขน้ 2,000 µg/mL ท าใหเ้กิดความเป็นพิษต่อ
เซลล ์จึงท าใหร้้อยละการมีชีวิตรอดของเซลลล์ดลงเท่ากบั 102.66% แต่ไม่ท าใหเ้กิดความเป็นพษิ
ต่อเซลล ์เมื่อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (Untreated) (ภาพท่ี 22) ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ 
Niziol-Lukaszewska et al. (2018) พบว่า สารสกดัจากใบของ Jerusalem artichoke ท่ีความเขม้ขน้ 
50 µg/mL และ 100 µg/mL ช่วยเพ่ิมจ านวนเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์แต่เม่ือปริมาณความเขม้ขน้สูงข้ึน  
จ านวนเซลลไ์ฟโบรบลาสตท่ี์มีชีวิตจะลดลงถึง 50% เมื่อเทียบกบักลุ่มควบคุม ในขณะเดียวกนั 
สารสกดัจากล าตน้ของ Jerusalem artichoke ท่ีความเขม้ขน้ 25-500 µg/mL จะช่วยเพ่ิมปริมาณ 
เซลลไ์ฟโบรบลาสตไ์ดม้ากกว่าส่วนของใบ (Niziol-Lukaszewska et al., 2018) นอกจากน้ีรายงาน
การวจิยัของ Pagolu Navya et al. (2017) มีรายงานว่า โพลิแซ็กคาไรดจ์ากสาหร่ายสีเขียว Codium 
tomentosum ท่ีช่วงความเขม้ขน้ตั้งแต่ 100-1,000 µg/mL ไม่ท าใหเ้กิดความเป็นพษิต่อเซลล ์
ไฟโบรบลาสต ์คือ 147.09%, 199.46%, 209.86%, 213% และ 215.01% ตามล าดบั เมื่อเทียบกบักลุ่ม
ควบคุม และสามารถเพ่ิมจ านวนเซลลไ์ฟโบรบลาสตไ์ดม้ากยิง่ข้ึน เม่ือความเขม้ขน้สูงข้ึน (Pagolu 
Navya, 2017) 
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ภาพที ่22 กราฟแสดงผลการทดสอบสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนแต่ละชนิดดว้ยวิธี MTT assay 

ในเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์Normal human dermal fibroblasts (NHDF) A) ลีแวนมาตฐาน
จาก Erwinia herbicola, B) ลีแวนจาก Chrysanthemum และ C) ลีแวนจาก Bacillus 
siamensis ขอ้มูลแสดงในรูป mean ± S.D., n=4 (สญัลกัษณ์อกัษรภาษาองักฤษท่ีก  ากบั
เหมือนกนับนแท่งกราฟแสดงถึงความไม่แตกต่างทางสถิติและอกัษรภาษาองักฤษ
ต่างกนัท่ีก  ากบับนแท่งกราฟแสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

 P < 0.05, โดยการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One way ANOVA) โดยวิธี 
Duncan's new multiple range test 
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 จากการประเมินความเป็นพษิของเซลลผ์วิหนงั (Human keratinocyte, HaCaT) และ 
เซลลไ์ฟโบรบลาสต ์(Normal human dermal fibroblasts, NHDF) ในหลอดทดลองเพื่อใชท้ดสอบ 
ความเป็นพษิของสารประกอบหลายชนิด (Damour et al., 1992; Jong Kwon Lee, 2000; Soltan-
Dallal, Validi, Douraghi, Fallah-Mehrabadi, & Lormohammadi, 2017) ดว้ยเหตุผลเหล่าน้ีจึง
เลือกใชเ้ซลลผ์วิหนงั (Human keratinocyte, HaCaT) และเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์(Normal human 
dermal fibroblasts, NHDF) เป็นตน้แบบในการทดลองโดยการทดสอบค่าความเป็นพษิต่อเซลลจ์าก
การวดัค่ากิจกรรมการเผาผลาญของเซลล ์(Cellular metabolic activity) ซ่ึงผลลพัธจ์ากการทดสอบ
การมีชีวติของเซลล ์โดยการวดัปริมาณเซลลด์ว้ยวิธีทดสอบ MTT แสดงใหเ้ห็นว่า สารพรีไบโอติก
ในรูปของลีแวนจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis ไม่เป็นพิษหรือเป็นพิษนอ้ยต่อเซลลผ์วิหนงั 
(Human keratinocyte, HaCaT) เม่ือใชท่ี้ความเขม้ขน้ตั้งแต่ 62.5 ถึง 1,000 µg/mL เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง และไม่มีความเป็นพิษต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์(Normal human dermal fibroblasts, NHDF) 
แต่กลบัเพ่ิมปริมาณการแบ่งเซลล ์(Cell proliferation) ซ่ึงร้อยละการมีชีวิตของเซลลใ์กลเ้คียงกบั 
100% ซ่ึงบ่งช้ีว่า สารลีแวนจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis ท าใหเ้ซลลเ์จริญเติบโตไดต้ามปกติ 
และเม่ือใชท่ี้ความเขม้ขน้ตั้งแต่ 2,000 µg/mL ข้ึนไป เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แสดงใหเ้ห็นว่า ร้อยละ
การมีชีวติของเซลลล์ดลงอยา่งมีนยัส าคญั ผลลพัธเ์หล่าน้ีสอดคลอ้งกบัผลการวจิยัท่ีรายงานโดย 
K.H. Kim et al (2005) บ่งช้ีว่า ลีแวนจาก Z. mobilis ไม่แสดงความเป็นพษิต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์
(K. H. Kim et al., 2005) การคน้พบน้ียงัเปรียบเทียบไดก้บัการทดลองท่ีด าเนินการโดย Dos Santos 
et al. (Leandro Freire dos Santos, 2013)ในรังไข่ของหนูแฮมสเตอร์จีน (CHO-K1) และ Domzal-
Kang et al. (Domzal-Kedzia et al., 2019b) ในเซลลไ์ลน์ลีแวนไม่ไดส่้งผลกระทบต่อการมีชีวิตของ
เซลลท่ี์บ่มดว้ยโพลีแซ็กคาไรดท่ี์มีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 80 ถึง 1,000 µg/mL ของ 
เอก็โซโพลีแซ็กคาไรด ์ในการศึกษาน้ี การทดสอบค่าความเป็นพิษต่อเซลล ์โดยการวดัปริมาณเซลล์
ดว้ยวิธีทดสอบ MTT พบว่า ไม่มีการตายของเซลลเ์กิดข้ึน หลงัจากการฟักตวัของเซลลเ์ม่ือทดสอบ
ดว้ยสารลีแวน และไม่สามารถระบุ LD50 ได ้
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การศึกษาความเข้มข้นของสารพรีไบโอตกิในรูปของลีแวนไฮโดรไลเซต โดยการทดสอบ
ฤทธ์ิการต้านการอักเสบ (Anti-inflammatory activity) 
 1.  การวิเคราะห์ปริมาณการผลิตไนตริกออกไซด ์(Determination of nitric oxide (NO) 
production) 
 พอลิแซ็กคาไรดจ์ากจุลินทรียส์ามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุม้กนัได ้โดยการกระตุน้เซลลแ์มคโครฟาจ ซ่ึงน าไปสู่การผลิตไนตริกออกไซด ์(NO) และ 
การปล่อยไซโตไคน์ท่ีท าใหเ้กิดการอกัเสบ (Schepetkin et al., 2008)   
 จากผลการทดลองการวดัปริมาณของไนตริกออกไซด ์(NO) ท่ีผลิตจาก 
เซลลแ์มคโครฟาจ RAW264.7 ท่ีมีความเขม้ขน้ของลีแวนไฮโดรไลเซต ตั้งแต่ 15.62 ถึง  
1,000 µg/mL แสดงใหเ้ห็นว่า ลีแวนไฮโดรไลเซตจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis ช่วยกระตุน้
เซลลแ์มคโครฟาจ (RAW264.7) โดยผา่นกลไกการจบักบัตวัรับ TLR4 และส่งสญัญาณไปยงั 
MAPKs เพื่อกระตุน้ Transcription factors ท าใหเ้กิดการเพ่ิมปริมาณการผลิตไนตริกออกไซด ์(NO) 
ใหสู้งข้ึน (Abdel-Fattah et al., 2012) (ดงัภาพท่ี 23) ความเขม้ขน้ของไนไตรตท่ี์ตรวจพบโดย
ปฏิกิริยาของ Griess reagent จึงบ่งช้ีถึงปริมาณไนตริกออกไซด ์(NO) ท่ีเกิดข้ึน โดยมีรายงานว่า 
ไนตริกออกไซดม์ีบทบาทส าคญัท่ีเป็นประโยชนต่์อกลไกการป้องกนัต่อระบบภูมคุิม้กนั 
ตวัอยา่งเช่น ฤทธ์ิการตา้นจุลินทรีย ์(Anti-microbial) และฤทธ์ิการตา้นเน้ืองอก (Anti-tumor) แมว้่า
การผลิตไนตริกออกไซดม์ากเกินไปจะมีส่วนเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบและโรคแพภู้มิตวัเอง (Ibiza & 
Serrador, 2008) ผลลพัธน้ี์แสดงใหเ้ห็นว่า ลีแวนไฮโดรไลเซตจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis  
อาจช่วยปรับภูมคุิม้กนัโดยการกระตุน้การผลิตไนตริกออกไซด ์(NO) ซ่ึงบ่งบอกถึงศกัยภาพในการ
ใชง้านการป้องกนัโรค โดยสอดคลอ้งกบักรณีศึกษาของ Xu et al.(2006) รายงานว่าลีแวนจาก  
B. subtilis (natto) ท าใหเ้กิดการผลิต TNF-α และ IL-12 p40 ใน macrophages และการแสดงออก
ของ TLR4 อาจเก่ียวขอ้งกบัการกระตุน้ดว้ยแมคโครฟาจโดยสารลีแวน (Xu Yajima, 2006) ยิง่ไป
กว่านั้น ลีแวนจาก Z. mobilis ยงักระตุน้ใหเ้กิดการผลิตไนตริกออกไซด ์(NO) ในเซลลแ์มคโครฟาจ
ท่ีสามารถเป็นตวักลางต่อความเป็นพิษต่อเซลลเ์น้ืองอกได ้(Park et al., 2008) และนอกจากน้ี 
Osman Taylan et al. (2019) ไดท้  าการศึกษาสารลีแวนชนิดเอก็โซโพลิแซ็กคาไรดจ์ากจุลินทรีย ์
Leuconostoc mesenteroides พบว่า ลีแวนจากจุลินทรีย ์Leuconostoc mesenteroides ช่วยเหน่ียวน า
ระดบัการผลิต IL-4 ท่ีความเขม้ขน้ 50 µg/mL สูงกว่าท่ีความเขม้ขน้ 100 µg/mL ซ่ึงเพ่ิมข้ึนเป็นสอง
เท่าเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม และนอกจากน้ีการกระตุน้การผลิตไซโตไคน์ในการตา้นการอกัเสบ
โดยลีแวน อาจเป็นหนา้ท่ีส าคญัส าหรับลีแวนจากจุลินทรีย ์Leuconostoc mesenteroides 
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นอกเหนือจากการเพ่ิมระดบัของ IL-4 คือการตอบสนองต่อเซลลม์ะเร็งอีกดว้ย (Smiley & Grusby, 
1998; Taylan, Yilmaz, & Dertli, 2019) 
 

 
 
ภาพที ่23 กราฟแสดงผลการทดสอบฤทธ์ิการตา้นการอกัเสบของสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวน

ไฮโดรไลเซต ขอ้มูลแสดงในรูป mean ± S.D., n=4 (สญัลกัษณ์อกัษรภาษาองักฤษท่ี
ก  ากบัเหมือนกนับนแท่งกราฟแสดงถึงความไม่แตกต่างทางสถิติและอกัษรภาษาองักฤษ
ต่างกนัท่ีก  ากบับนแท่งกราฟแสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

 P < 0.05, โดยการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One way ANOVA) โดยวิธี 
Duncan's new multiple range test 
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 2. ผลของลีแวนไฮโดรไลเซตต่อความมีชีวิตของเซลลแ์มคโครฟาจ (Macrophage 
RAW264.7) 
 จากผลการทดลองความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนัของลีแวนไฮโดรไลเซตจากจุลินทรีย ์
Bacillus siamensis ไดถู้กประเมินความเป็นพษิต่อเซลลแ์มคโครฟาจ (RAW264.7) โดยการทดสอบ
ดว้ยวิธี MTT assay เซลลแ์มคโครฟาจไดรั้บการทดสอบในช่วงความเขม้ขน้ 15.62 ถึง 1,000 µg/mL 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นจึงค านวณหาร้อยละการมีชีวติรอดของเซลลเ์ทียบกบักลุ่มควบคุมท่ี
ไม่ไดรั้บการทดสอบ ดงัภาพท่ี 24 ระดบัความมีชีวิตรอดของเซลลแ์มคโครฟาจในการทดสอบกบั 
ลีแวนไฮโดรไลเซตจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis และกลุ่มควบคุม ไม่มีความแตกต่างกนั 
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) ซ่ึงการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลแ์มคโครฟาจดว้ย 
ลีแวนไฮโดรไลเซตจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis ส่งผลต่อการเพ่ิมจ านวนของเซลลแ์มคโครฟาจ 
(RAW264.7) (Cell proliferation) ซ่ึงผลการทดลองน้ีสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Aramsangtienchai 
et al. (2020) มีรายงานว่า ความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนัของลีแวนจาก T. sakaeratensis  
ท่ีทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล ์RAW264.7 ดว้ยวิธี MTT assay ความเขม้ขน้ของลีแวนท่ี 31.25 ถึง 
1,000 µg/mL เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบว่า ค่าความมีชีวติรอดของเซลลใ์นการทดสอบดว้ยลีแวนและ
กลุ่มควบคุม ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั ดงันั้น ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลด์ว้ยลีแวน
จาก T. sakaeratensis จึงไม่ส่งผลต่อการท าใหเ้กิดความเป็นพิษต่อเซลลแ์มคโครฟาจ RAW264.7 
(Aramsangtienchai et al., 2020) นอกจากน้ีมีกรณีศึกษาวิจยัของ Peng Zhang et al. (2019)  
แสดงใหเ้ห็นว่า ผลการทดสอบ MTT ของโพลิแซ็กคาไรดจ์าก Rhodopseudomonas palustris 
(RPEPS-30) ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลลแ์มคโครฟาจ (RAW264.7) ท่ีความเขม้ขน้ต ่า  
มีการเพ่ิมจ านวนของเซลลเ์พียงเลก็นอ้ยท่ีความเขม้ขน้สูง และช่วยเพ่ิมกิจกรรม phagocytic  
ของเซลลแ์มคโครฟาจ (RAW264.7) ไดเ้ป็นอยา่งดี (Peng Zhang, 2019) 
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ภาพที ่24 กราฟแสดงผลการทดสอบสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนไฮโดรไลเซตดว้ยวิธี MTT 

assay ในเซลลแ์มคโครฟาจ (Macrophage RAW264.7) ขอ้มูลแสดงในรูป mean ± S.D., 
n=4 (สญัลกัษณ์อกัษรภาษาองักฤษท่ีก  ากบัเหมือนกนับนแท่งกราฟแสดงถึง 

 ความไม่แตกต่างทางสถิติและอกัษรภาษาองักฤษต่างกนัท่ีก  ากบับนแท่งกราฟแสดงถึง
ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ P < 0.05, โดยการวิเคราะห์ความแปรปรวน
ทางเดียว (One way ANOVA) โดยวิธี Duncan's new multiple range test 
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การศึกษาความเข้มข้นของสารพรีไบโอตกิในรูปของลีแวน โดยการทดสอบฤทธ์ิการต้าน
มะเร็ง (Anticancer activity) 
 1. ผลของลีแวนต่อการทดสอบฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็งปอด (Lung carcinoma, A549) 
 จากผลทดลองการทดสอบฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็งปอด (Lung carcinoma, A549) 
ของสารลีแวนแต่ละชนิดท่ีความเขม้ขน้ 62.5, 125, 250, 500, 1,000 และ 2,000 µg/mL จากการวดั
ค่าความมีชีวิตรอดของเซลล ์(Cellular viability) ดว้ยวิธีทดสอบ MTT พบว่า ร้อยละของการมีชีวติ
รอดของเซลลเ์มื่อทดสอบดว้ยลีแวนมาตฐาน Erwinia herbicola (Sigma-Aldrich, USA) คือ 
88.78%, 85.48%, 91.10%, 96.43% และ 84.95% ตามล าดบั ส าหรับความเขม้ขน้ 62.5-1,000 µg/mL 
ซ่ึงไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล ์ในขณะท่ีความเขม้ขน้ 2,000 µg/mL ท าใหเ้กิดความเป็นพิษต่อเซลล ์
โดยท าใหร้้อยละการมีชีวติรอดของเซลลล์ดลง คือ 68.04% เช่นเดียวกนัเม่ือทดสอบเซลลด์ว้ยลีแวน 
Chrysanthemum (Shanghai Huichem, China) ร้อยละการมชีีวิตรอดของเซลลเ์ท่ากบั 92.38%, 
92.32%, 95.33%, 90.39% และ 89.44% ตามล าดบั ส าหรับความเขม้ขน้ 62.5-1,000 µg/mL  
ซ่ึงไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล ์แต่ร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลลจ์ะลดลงถึง 73.93% เมื่อถูกทดสอบ
ดว้ยความเขม้ขน้ 2,000 µg/mL ซ่ึงท าใหเ้กิดความเป็นพษิต่อเซลล ์และการตรวจสอบร้อยละการมี
ชีวิตรอดของเซลลจ์ากลีแวน Bacillus siamensis แสดงใหเ้ห็นว่าท่ีความเขม้ขน้ 62.5-1,000 µg/mL 
ไม่ท าใหเ้กิดความเป็นพษิต่อเซลล ์คือ 99.44%, 102.61%, 95.16% และ 94.40% ตามล าดบั และ
ความเขม้ขน้ 1,000 µg/mL ท าใหเ้กิดความเป็นพิษเพียงเลก็นอ้ย (90.48%) ส่วนความเขม้ขน้  
2,000 µg/mL ท าใหเ้กิดความเป็นพิษต่อเซลลม์ากโดยท าใหร้้อยละการมีชีวิตรอดของเซลลล์ดลง 
คือ 77.98% ตามล าดบั ดงันั้นความเขม้ขน้ของลีแวนมาตฐาน Erwinia herbicola (Sigma-Aldrich, 
USA), ลีแวน Chrysanthemum (Shanghai Huichem, China) และลีแวน Bacillus siamensis มีผลต่อ
การยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง โดยอาจจะมีกลไกผา่นกระบวนการของไมโตคอนเดรีย คือ การลดศกัยไ์ฟฟ้า
ของเยือ่หุม้ไมโตคอนเดรีย (mitochondria membrane potential) ท าใหเ้กิดการปลดปล่อย 
ไซโตโครม ซี เขา้สู่ไซโตโซล และกระตุน้การท างานของ caspase-3 และ caspase-9 ท าใหเ้กิดการ
ตายของเซลลม์ะเร็งแบบ Apoptosis (Abdel-Fattah et al., 2012) ซ่ึงสอดคลอ้งกบักรณีศึกษาของ 
Ariane Marie et al. (2021) พบว่า ผลการทดสอบสารสกดัโพลีแซ็กคาไรดจ์าก Caulerpa taxifolia 
แสดงใหเ้ห็นการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งปอด (A549) สูงสุดท่ีความเขม้ขน้ 25 µg/mL โดยมค่ีาเท่ากบั 
35.50 ± 1.66% และมีค่า IC50 ท่ี 45.44 µg/mL เมื่อเทียบกบัสารมาตรฐาน Doxorubicin (กลุ่ม
ควบคุมบวก) (Ariane Marie Bayro, 2021) นอกจากน้ีงานวจิยัของ Kazak et al. (2014) มีรายงานว่า 
ลีแวนจากจุลินทรีย ์Halomonas smyrnensis AAD6T มีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งใน
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ปริมาณสูงสุด (1,000 g/mL) ลีแวนท่ีไม่ไดรั้บการดดัแปลงมีฤทธ์ิตา้นต่อเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร 
(AGS) สูงสุด ในขณะท่ีไม่มีผลต่อการตา้นเซลลม์ะเร็งปอด (A549) โดยเฉพาะอยา่งยิง่ลีแวนท่ีมี
หมู่อลัดีไฮดจ์ะมีฤทธ์ิในการตา้นมะเร็งสูงกว่าลีแวนท่ีไม่ไดด้ดัแปลงต่อเซลลม์ะเร็ง ตวัอยา่งของลี
แวนออกซิเดชัน่ (OL) แสดงฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็งปอด (A549) และเซลลม์ะเร็งตบั (HepG2) 
มากกว่าเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร (AGS) และเซลลม์ะเร็งเตา้นม (MCF-7) การเพ่ิมระดบัออกซิ
เดชัน่ท าใหฤ้ทธ์ิการตา้นมะเร็งเพ่ิมข้ึนดว้ย ดงันั้นจึงแสดงใหเ้ห็นอยา่งชดัเจนว่าการน าหมู่ฟังชัน่ 
อลัดีไฮด ์ดดัแปลงทางเคมีเขา้สู่โมเลกุลของลีแวนสามารถเพ่ิมฤทธ์ิการตา้นมะเร็งไดอ้ยา่งมี
นยัส าคญั (Kazak Sarilmiser & Toksoy Oner, 2014) 
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ภาพที ่25 กราฟแสดงผลการทดสอบฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็งปอด (Lung carcinoma, A549) ของ

สารพรีไบโอติกแต่ละชนิด A) ลีแวนมาตฐานจาก Erwinia herbicola, B) ลีแวนจาก 
Chrysanthemum C) ลีแวนจาก Bacillus siamensis และ D) ลีแวนไฮโดรไลเซต ขอ้มูล
แสดงในรูป mean ± S.D., n=4 (สญัลกัษณ์อกัษรภาษาองักฤษท่ีก  ากบัเหมือนกนับนแท่ง
กราฟแสดงถึงความไม่แตกต่างทางสถิติและอกัษรภาษาองักฤษต่างกนัท่ีก  ากบับนแท่ง
กราฟแสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ P < 0.05, โดยการวิเคราะห์
ความแปรปรวนทางเดียว (One way ANOVA) โดยวิธี Duncan's new multiple range test 
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 2. ผลของลีแวนต่อการทดสอบฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็งตบั (Human hepatocellular 
carcinoma, HepG2) 
 จากภาพท่ี 26 กราฟแสดงผลการทดสอบฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็งตบั (Human 
hepatocellular carcinoma, HepG2) ของสารลีแวนแต่ละชนิดท่ีความเขม้ขน้ 62.5, 125, 250, 500, 
1,000 และ 2,000 µg/mL จากการวดัค่าความมีชีวติรอดของเซลล ์(Cellular viability) ดว้ยวิธี
ทดสอบ MTT แสดงใหเ้ห็น ร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลลด์ว้ยลีแวนมาตฐาน Erwinia herbicola 
(Sigma-Aldrich, USA) คือ 109.18%, 110.00%, 109.41%, 111.06% และ 107.12% ตามล าดบั  
ส าหรับความเขม้ขน้ 62.5-1,000 µg/mL ซ่ึงไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล ์ขณะท่ีความเขม้ขน้  
2,000 µg/mL ท าใหเ้กิดความเป็นพิษต่อเซลล ์ซ่ึงท าใหร้้อยละการมีชีวิตรอดของเซลลล์ดลง คือ 
79.63% เช่นเดียวกนั เม่ือทดสอบเซลลด์ว้ยลีแวน Chrysanthemum (Shanghai Huichem, China) 
ร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลลเ์ท่ากบั 101.97%, 96.08%, 96.27% และ 95.39% ตามล าดบั  
แต่ส าหรับท่ีความเขม้ขน้ 500 µg/mL มีร้อยละการมีชีวติรอดของเซลลล์ดลงคือ 88.64%  
ซ่ึงท่ีความเขม้ขน้ 62.5-1,000 µg/mL ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล ์แต่ร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลล์
จะลดลงถึง 79.77% เมื่อถูกทดสอบดว้ยความเขม้ขน้ 2,000 µg/mL ซ่ึงท าให้เกิดความเป็นพษิต่อ
เซลล ์และการตรวจสอบร้อยละการมีชีวิตของเซลลจ์ากลีแวน Bacillus siamensis พบว่า  
ท่ีความเขม้ขน้ 62.5-500 µg/mL ซ่ึงไม่ท าใหเ้กิดความเป็นพิษต่อเซลล ์คือ 113.14%, 109.67%, 
112.17% และ 108.58% ตามล าดบั และความเขม้ขน้ 1,000 µg/mL ท าใหเ้กิดความเป็นพิษเพียง
เลก็นอ้ย (96.70%) ส่วนความเขม้ขน้ 2,000 µg/mL ท าใหเ้กิดความเป็นพษิต่อเซลลม์ากท่ีสุด โดย
ร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลลล์ดลงเท่ากบั 67.01% ดงันั้นความเขม้ขน้ของลีแวนมาตฐาน Erwinia 
herbicola (Sigma-Aldrich, USA) ลีแวน Chrysanthemum (Shanghai Huichem, China) และลีแวน 
Bacillus siamensis มีผลต่อการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง ซ่ึงกลไกในการตา้นมะเร็งน่าจะสอดคลอ้งกบั
งานวิจยัของ Alkahtani et al. (2020) พบว่า ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นมะเร็งของสารสกดั Garden 
cress polysaccharides ท่ีความเขม้ขน้ 500 µg/mL มีฤทธ์ิตา้นเซลลม์ะเร็งปากมดลูก (HeLa) ไดม้าก
ถึง 65.33 ± 3.75% และมีฤทธ์ิตา้นเซลลม์ะเร็งตบั (HepG2) ไดถึ้ง 60.33 ± 3.48% ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นว่า 
สารสกดั Garden cress polysaccharides มีศกัยภาพในการตา้นเซลลม์ะเร็งทั้ง 2 ชนิด และสามารถ
พฒันาไปเป็นยาตา้นมะเร็งจากโพลีแซ็กคาไรดไ์ด ้(Alkahtani et al., 2020) ซ่ึงไดม้กีารศกึษาผลของ
ลีแวนต่อเซลลม์ะเร็งโดยพบว่ามีกลไกการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งผา่นการลด mitochondria membrane 
potential ท าใหเ้กิดการปลดปล่อย Cytochrome c ออกมาและมากระตุน้การท างานของ caspase-3 
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และ caspase-9 ท าใหเ้กิดการตายของเซลลม์ะเร็งแบบ Apoptosis นอกจากน้ีงานวิจยัของ Yoon et 
al. (2004) ไดศึ้กษาโครงสร้างก่ิงของลีแวนท่ีมีผลต่อฤทธ์ิตา้นเน้ืองอกดว้ยลีแวนจาก  
M. laevaniformans ท่ีช่วงความเขม้ขน้ระหว่าง 200 ถึง 1,000 g/mL และกิจกรรมการยบัย ั้งท่ี
แข็งแกร่งท่ีสุด แสดงใหเ้ห็น ในปริมาณสูงสุด (1,000 g/mL) ของลีแวน เมื่อระดบัโครงสร้าง 
การแตกแขนงลดลง กิจกรรมต่อการตา้นเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร (SNU-1) จะลดลง  
ในขณะเดียวกนักิจกรรมการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งตบั (HepG2) ลดลงอยา่งมาก 
เมื่อเทียบกบัเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร (SNU-1) เน่ืองจากระดบัการแตกแขนงของก่ิงลดลง  
ดงันั้นจึงสรุปไดว้่าโครงสร้างทางเคมีของลีแวนมีบทบาทส าคญัต่อการแสดงฤทธ์ิทางชีวภาพ และ
โครงสร้างก่ิงเป็นปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็งเป็นอยา่งมาก (Yoon et al., 2004) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



92 

 

 
 

 
 
ภาพที ่26 กราฟแสดงผลการทดสอบฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็งตบั (Human hepatocellular 

carcinoma, HepG2) ของสารพรีไบโอติกแต่ละชนิด A) ลีแวนมาตฐานจาก Erwinia 
herbicola, B) ลีแวนจาก Chrysanthemum C) ลีแวนจาก Bacillus siamensis และ  

 D) ลีแวนไฮโดรไลเซต ขอ้มูลแสดงในรูป mean ± S.D., n=4 (สญัลกัษณ์อกัษร
ภาษาองักฤษท่ีก  ากบัเหมือนกนับนแท่งกราฟแสดงถึงความไม่แตกต่างทางสถิติและ
อกัษรภาษาองักฤษต่างกนัท่ีก  ากบับนแท่งกราฟแสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ P < 0.05, โดยการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว 

  (One way ANOVA) โดยวิธี Duncan's new multiple range test 
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 3. ผลของลีแวนต่อการทดสอบฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็งล  าไสใ้หญ่ (Human colorectal 
carcinoma, HCT116) 
 จากผลทดลองดงัภาพท่ี 27 กราฟแสดงการทดสอบฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็งล  าไสใ้หญ่ 
(Human colorectal carcinoma, HCT116) ของสารลีแวนแต่ละชนิดท่ีความเขม้ขน้ 62.5, 125, 250, 
500, 1,000 และ 2,000 µg/mL จากการวดัค่าความมีชีวติรอดของเซลล ์(Cellular viability) ดว้ยวิธี
ทดสอบ MTT ช้ีใหเ้ห็นว่า ร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลลด์ว้ยลีแวนมาตฐาน Erwinia herbicola 
(Sigma-Aldrich, USA) คือ 92.59%, 96.24%, 94.87%, 90.24% และ 87.45% ตามล าดบั ส าหรับ
ความเขม้ขน้ 62.5-1,000 µg/mL ซ่ึงไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล ์ขณะท่ีความเขม้ขน้ 2,000 µg/mL  
ท าใหเ้กิดความเป็นพษิต่อเซลล ์ซ่ึงท าใหร้้อยละการมีชีวิตรอดของเซลลล์ดลงถึง 50.27% ในกรณี
เดียวกนัเม่ือทดสอบเซลลด์ว้ยลีแวน Chrysanthemum (Shanghai Huichem, China) ร้อยละการมีชีวติ
รอดของเซลลม์ีค่าเท่ากบั 96.94%, 92.10%, 90.88%, 86.12%, และ 82.67% ตามล าดบั ซ่ึงจะลดลง
ตามล าดบัความเขม้ขน้ 62.5-1,000 µg/mL ไม่มีความเป็นพษิต่อเซลล ์แต่ร้อยละการมีชีวิตรอดของ
เซลลจ์ะลดลงถึง 49.91% เมื่อถูกทดสอบดว้ยความเขม้ขน้ 2,000 µg/mL ซ่ึงท าใหเ้กิดความเป็นพษิ
ต่อเซลล ์และการตรวจสอบร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลลจ์ากลีแวน Bacillus siamensis พบว่า  
ท่ีความเขม้ขน้ 62.5-1,000 µg/mL มีค่าลดลงตามล าดบัดงัน้ี 98.91%, 94.26%, 87.50%, 87.99% และ 
85.54% ตามล าดบั ซ่ึงไม่ท าใหเ้กิดความเป็นพิษต่อเซลล ์ส่วนความเขม้ขน้ 2,000 µg/mL  
ท าใหเ้กิดความเป็นพษิต่อเซลลม์ากท่ีสุด โดยร้อยละการมชีีวิตรอดของเซลลล์ดลงถึง 52.15% 
ดงันั้นความเขม้ขน้ของลีแวนมาตฐาน Erwinia herbicola (Sigma-Aldrich, USA), ลีแวน 
Chrysanthemum (Shanghai Huichem, China) และลีแวน Bacillus siamensis มีผลต่อการยบัย ั้ง
เซลลม์ะเร็งล  าไสใ้หญ่ไดดี้มากท่ีความเขม้ขน้ 2,000 µg/mL ซ่ึงมีลกัษณะสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ 
Fang Zhang et al. (2017) พบว่า สารสกดัโพลีแซ็กคาไรดจ์าก Peony seed dreg ท่ีความเขม้ขน้  
200 mg/mL มีฤทธ์ิในการตา้นเซลลม์ะเร็งล  าไสใ้หญ่ (HCT116) เซลลม์ะเร็งต่อมลูกหมาก (Pc-3) 
มะเร็งปากมดลูก (HeLa) และมะเร็งเตา้นม (MCF-7) โดยมอีตัราการตายแบบ Apoptosis คือ 
17.87% (HCT116) 20.22% (Pc-3) 30.94% (HeLa) และ 38.73% (MCF-7) ตามล าดบั ซ่ึงแสดงให้
เห็นว่าสดัส่วนของเซลล ์Apoptosis เพ่ิมข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม (Fang Feng, 
2018) นอกจากน้ีมีรายงานการวจิยัจาก Abdel-Fattah et al. (2012) ไดร้ายงานผลการทดสอบฤทธ์ิ
ตา้นมะเร็งของลีแวนจาก B. subtilis ดว้ยน ้ าหนกัโมเลกุลท่ีแตกต่างกนัและรูปแบบของซลัเฟต 
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ต่อฤทธ์ิการตา้นมะเร็งตบั (HepG2) มะเร็งล  าไสใ้หญ่ (HCT-116) มะเร็งปากมดลูก (HeLa) มะเร็ง
ต่อมน ้ าเหลืองชนิด histiocytic มะเร็งเตา้นม (MCF-7) และเซลลม์ะเร็งเมด็เลือดขาว lymphoblastic 
พบว่า น ้ าหนกัโมเลกุลท่ีสูงข้ึนและรูปแบบของซลัเฟต ส่งผลใหมี้การยบัย ั้งการเจริญเติบโต 
ท่ีโดดเด่นท่ีความเขม้ขน้ 100 g/mL ลีแวนซลัเฟตท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลสูงกว่าแสดงใหเ้ห็นถึง 
ค่าความเป็นพิษต่อเซลลท่ี์แตกต่างกนัตามล าดบัต่อไปน้ี HepG2 > HeLa > HCT-116 > 
lymphoblastic leukemia 1301 > MCF-7 (Abdel-Fattah et al., 2012) โดยจะมีกลไกผา่น
กระบวนการของไมโตคอนเดรีย คือ การลดศกัยไ์ฟฟ้าของเยือ่หุม้ไมโตคอนเดรีย (mitochondria 
membrane potential) ท าใหเ้กิดการปลดปล่อย Cytochrome c เขา้สู่ไซโตโซล และกระตุน้ 
การท างานของ caspase-3 และ caspase-9 ท าใหเ้กิดการตายของเซลลม์ะเร็งแบบ Apoptosis  
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ภาพที ่27 กราฟแสดงผลการทดสอบฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็งล  าไสใ้หญ่ (Human colorectal 

carcinoma, HCT116) ของสารพรีไบโอติกแต่ละชนิด A) ลีแวนมาตฐานจาก Erwinia 
herbicola, B) ลีแวนจาก Chrysanthemum C) ลีแวนจาก Bacillus siamensis และ 

 D) ลีแวนไฮโดรไลเซต ขอ้มูลแสดงในรูป mean ± S.D., n=4 (สญัลกัษณ์อกัษร
ภาษาองักฤษท่ีก  ากบัเหมือนกนับนแท่งกราฟแสดงถึงความไม่แตกต่างทางสถิติและ
อกัษรภาษาองักฤษต่างกนัท่ีก  ากบับนแท่งกราฟแสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ P < 0.05, โดยการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One way 
ANOVA) โดยวิธี Duncan's new multiple range test 
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 4. ผลของลีแวนต่อการทดสอบฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็งปากมดลูก (Human cervix 
adenocarcinoma, HeLa) 
 จากผลการทดสอบฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็งปากมดลูก (Human cervix adenocarcinoma, 
HeLa) ของสารลีแวนแต่ละชนิดท่ีความเขม้ขน้ 62.5, 125, 250, 500, 1,000 และ 2,000 µg/mL  
(ภาพท่ี 28) จากการวดัร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลล ์(Cellular viability) 
 ดว้ยวิธีทดสอบ MTT บ่งช้ีว่า ร้อยละการมีชีวติรอดของเซลลด์ว้ยลีแวนมาตฐาน Erwinia herbicola 
(Sigma-Aldrich, USA) มค่ีาเท่ากบั 109.84%, 113.65%, 102.66%, 99.29% และ 94.62% ตามล าดบั 
ส าหรับความเขม้ขน้ 62.5-1,000 µg/mL ซ่ึงไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล ์ในขณะท่ีความเขม้ขน้  
2,000 µg/mL ท าใหเ้กิดความเป็นพิษต่อเซลล ์ซ่ึงท าใหร้้อยละการมีชีวิตรอดของเซลลล์ดลงถึง 
82.19% เช่นเดียวกนัเม่ือทดสอบเซลลด์ว้ยลีแวน Chrysanthemum (Shanghai Huichem, China)  
ร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลลม์ีค่าเท่ากบั 98.73%, 95.38%, 100%, 96.09% และ 101.63% 
ตามล าดบั ซ่ึงท่ีความเขม้ขน้ 62.5-1,000 µg/mL ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล ์แต่ท่ีความเขม้ขน้  
2,000 µg/mL ท าใหเ้กิดความเป็นพิษเพียงเลก็นอ้ย (90.66%) และการตรวจสอบร้อยละการมีชีวิต
รอดของเซลลจ์ากลีแวน Bacillus siamensis พบว่า ท่ีความเขม้ขน้ 62.5-1,000 µg/mL ซ่ึงไม่ท าให้
เกิดความเป็นพิษต่อเซลล ์คือ 107.94%, 111.50%, 107.42%, 102.11% และ 99.24% ตามล าดบั และ
ความเขม้ขน้ 2,000 µg/mL ท าใหเ้กิดความเป็นพิษต่อเซลล ์โดยร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลล์
ลดลงเท่ากบั 82.88% ดงันั้นความเขม้ขน้ของลีแวนมาตฐาน Erwinia herbicola (Sigma-Aldrich, 
USA), ลีแวน Chrysanthemum (Shanghai Huichem, China) และลีแวน Bacillus siamensis  
มีผลต่อการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง ซ่ึงผลลพัธเ์หล่าน้ีไดส้อดคลอ้งกบังานวิจยัของ Ye Yuan et al. (2017) 
ไดม้ีรายงานว่า โพลิแซ็กคาไรดจ์าก R. Greiseocarnosa มคีวามสามารถในการตา้นการแพร่กระจาย
ของเซลลม์ะเร็งปากมดลูก (HeLa) และเซลลม์ะเร็งปากมดลูก (Siha) แมว้่าฤทธ์ิตา้นเน้ืองอกของ 
PRG จะต ่ากว่าสารสงัเคราะห์ เช่น cisplatin แต่ PRG ก็มีขอ้ไดเ้ปรียบของความเป็นพิษต่อเซลลท่ี์
นอ้ยกว่า ถึงแมว้่าจะใชค้วามเขม้ขน้ท่ีสูงแต่ก็ยงัมีศกัยภาพในการตา้นเซลลม์ะเร็งเน้ืองอกได ้ 
(Ye Yuan, 2017) ซ่ึงอาจจะมกีลไกในการตา้นเซลลม์ะเร็งท่ีจะเป็นไปไดจ้ากการสูญเสีย 
mitochondria membrane potential ท าใหเ้กิดการปลดปล่อย Cytochrome c ออกมากระตุน้ 
การท างานของ caspase-3 และ caspase-9 ท าใหเ้กิดการตายของเซลลม์ะเร็งแบบ Apoptosis 
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ภาพที่ 28 กราฟแสดงผลการทดสอบฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็งปากมดลูก (Human cervix 

adenocarcinoma, HeLa) ของสารพรีไบโอติกแต่ละชนิด A) ลีแวนมาตฐานจาก Erwinia 
herbicola, B) ลีแวนจาก Chrysanthemum C) ลีแวนจาก Bacillus siamensis และ 

 D) ลีแวนไฮโดรไลเซต ขอ้มูลแสดงในรูป mean ± S.D., n=4 (สญัลกัษณ์อกัษร
ภาษาองักฤษท่ีก  ากบัเหมือนกนับนแท่งกราฟแสดงถึงความไม่แตกต่างทางสถิติและ
อกัษรภาษาองักฤษต่างกนัท่ีก  ากบับนแท่งกราฟแสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ P < 0.05, โดยการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว  

 (One way ANOVA) โดยวิธี Duncan's new multiple range test 
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การทดสอบความสามารถในการละลายน ้า (Water solubility index) และการทดสอบ
ความสามารถในการละลายในน ้ามัน (Oil solubility index) ของสารพรีไบโอตกิในรูป
ของลีแวน 
  ตารางที่ 16 ความสามารถในการละลายน ้ า (Water solubility index) และ
ความสามารถในการละลายในน ้ ามนั (Oil solubility index) ของสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวน 
 

Sample WSI (%) OSI (%) WHC (%) 
Levan Bacillus siamensis 95.93  10.75 98.84  303.07 182.71  202.27 

 
 ดชันีความสามารถในการละลายน ้ า (WSI) และดชันีความสามารถในการละลายน ้ ามนั 
(OSI) ก าหนดความสามารถในการละลายของวสัดุชีวภาพในน ้ าและน ้ ามนั ผลลพัธแ์สดงใหเ้ห็น 
เน่ืองจากจ านวนคร้ังท่ีลีแวนสามารถกกัเก็บน ้ าไวไ้ด ้ดชันีความสามารถในการละลายน ้ า (WSI) 
และดชันีความสามารถในการละลายของน ้ ามนั (OSI) (ตารางท่ี 5) ถูกก าหนดส าหรับตวัอยา่งท่ีม ี
ลีแวน ดชันีความสามารถในการละลายน ้ า (WSI) และดชันีความสามารถในการละลายของน ้ ามนั 
(OSI) ส าหรับลีแวนท่ีตกตะกอนจาก Bacillus siamensis เท่ากบั 95.93  10.75% และ  
98.84  303.07% ตามล าดบั เม่ือเทียบกบัดชันีความสามารถในการละลายน ้ า (WSI) และ 
ค่าความสามารถในการละลายของน ้ ามนั (OSI) ท่ีก  าหนดส าหรับลีแวนจาก Chrysanthemum 
(Shanghai Huichem, China) เท่ากบั 79.29  3.23% และ 75.09  140.85% (ไม่แสดงขอ้มูล) 
ผลลพัธเ์หล่าน้ีแสดงใหเ้ห็นว่าลีแวนจาก Bacillus siamensis มีศกัยภาพในการละลายน ้ าและ
สามารถละลายไดดี้ท่ีสุดในน ้ ามนัมะพร้าวบริสุทธ์ิ รายงานก่อนหนา้น้ีของ Marta Domzal-Kedzia 
et al (2019) แสดงใหเ้ห็นว่า ค่าดชันีความสามารถในการละลายน ้ า (WSI) ของลีแวนมาตฐานจาก 
Erwinia herbicola (Sigma-Aldrich, USA) เท่ากบั 86.30  3.30% และ Saravan et al. รายงานว่า  
ค่าดชันีความสามารถในการละลายน ้ า (WSI) ของลีแวนจาก B. subtilis KB1 คือ 14.20  0.21% 
(Domzal-Kedzia et al., 2019b) ในกรณีศึกษาของ Rashid et al. (2018) มีรายงานว่า  
ค่าดชันีความสามารถในการละลายน ้ า (WSI) และความสามารถในการละลายน ้ ามนัของอินูลิน 
ท่ีสกดัจากรากชิกโครีและอาติโช๊คเยรูซาเลม็ เท่ากบั 7.95  0.26%, 6.43  0.22% และ  
118.67  3.26%, 4.62  0.18% (Summer Rashid, 2018) 
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การทดสอบความสามารถในการอุ้มน ้า (Water-holding capacity) ของสารพรีไบโอตกิ
ในรูปของลีแวน 
 ค่าดชันีความสามารถในการอุม้น ้ า (Water-holding capacity) แสดงใหเ้ห็นถึง ปริมาณน ้ า
ท่ีวสัดุสามารถกกัเก็บไวไ้ด ้(Domzal-Kedzia et al., 2019b) เมื่ออยูภ่ายใตแ้รงโนม้ถ่วงจากภายนอก 
หรือการบีบอดั ซ่ึงประกอบดว้ย การรวมตวักนัของน ้ า (Sum of linked water) อุทกพลศาสตร์ของ
น ้ า (Hydrodynamic water) และน ้ าท่ีขงัอยูภ่ายในวสัดุ (physically trapped water)  
(Alfredo et al., 2009) ความสามารถในการอุม้น ้ า คือ ความสามารถในการดูดซบัน ้ าและกกัเก็บไว ้
แมห้ลงัจากผา่นการรักษาดว้ยแรงภายนอก (Laufenberg & Schulze, 2009)  
ลีแวน เป็นโพลีแซ็กคาไรดแ์ละสารประกอบฟีนอลิกท่ีสามารถสร้างสารประกอบเชิงซอ้นในระบบ
ท่ีออกแบบมาส าหรับการควบคุมการจดัส่งฟีนอลิกท่ีออกฤทธ์ิทางชีวภาพ คอมเพลก็ซเ์หล่าน้ีมี
ลกัษณะในหลาย ๆ คร้ังแสดงใหเ้ห็นว่าโดยหลกัแลว้เกิดจากพนัธะไฮโดรเจนและในขอบเขตท่ี
จ  ากดัมากข้ึนโดยปฏิสมัพนัธท่ี์ไม่ชอบน ้ า (Laura Gómez-Mascaraque, 2017; Tudorache & 
Bordenave, 2019) ผลท่ีตามมาของปฏิสมัพนัธเ์หล่าน้ีต่อคุณสมบติัทางชีวเคมีของสารประกอบ 
ฟีนอลิกแสดงใหเ้ห็นว่า การก่อตวัของสารประกอบเชิงซอ้นโพลิแซ็กคาไรด์-ฟีนอลิก มีผลต่อ
เสถียรภาพทางเคมีและความสามารถในการดูดซึมของสารประกอบฟีนอลิก  
(Tudorache & Bordenave, 2019) ปัจจยัสุดทา้ยก่อใหเ้กิดความสามารถเหล่าน้ีมากท่ีสุด  
ผลจากการศึกษาแสดงความสามารถในการอุม้น ้ า (WHC) ของลีแวนจาก Bacillus siamensis 
(ตารางท่ี 16) WHC ส าหรับตวัอยา่งท่ีตกตะกอนของลีแวนจาก Bacillus siamensis เท่ากบั  
182.71  202.27% ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบกบัความสามารถในการอุม้น ้ า (WHC) ของลีแวนจาก 
Chrysanthemum (Shanghai Huichem, China) ไม่มีความสามารถในการกกัเก็บน ้ า แต่อยา่งไรก็ตาม 
ลีแวนจาก Chrysanthemum มีความสามารถในการละลายน ้าไดดี้ ผลลพัธเ์หล่าน้ีบ่งช้ีว่า ลีแวนจาก 
Bacillus siamensis มีผลกระทบโดยทัว่ไปเก่ียวกบัความสามารถในการจบัตวักบัน ้ า เช่นเดียวกบั
ปฏิสมัพนัธก์บัเมทริกซโ์ปรตีนซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัโครงสร้างของลีแวน โครงสร้างของลีแวนข้ึนอยูก่บั
น ้ าหนกัโมเลกุลท่ีสูงข้ึนและกระดูกสนัหลงัท่ีแข็งกว่าจะมีส่วนท าใหค้วามหนืดสูงข้ึนเสมอ (Xu et 
al., 2019) โดยทัว่ไปพนัธะ β-(1 → 4) ส่งผลใหโ้ซ่แข็งข้ึนเม่ือเทียบกบัพนัธะ α-(1 → 4) หรือ  
β-(1 → 3) (J. H. Patricia Ruas-Madiedo, Pieternela Zoon, 2002) นอกจากน้ีก่ิงกา้นและกลุ่ม
ขา้งเคียงยงัมีบทบาทส าคญัในการตึงโซ่ จากกรณีศึกษาของ Patricia Ruas-Madiedo et al. (2002) 
(R. T. Patricia Ruas-Madiedo, Marja Kanning, Pieternella Zoon, 2002) แสดงใหเ้ห็นว่า ความฝืด
ของเอก็โซโพลิแซ็กคาร์ไรด ์(Exopolysaccharides) จาก L. lactis sub sp. Cremoris B39 ลดลง โดย
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การน ากากขั้วกาแลคโตซิลออก (บนโซ่ดา้นขา้ง). Sofia Berggren และคณะ (2017) แสดงใหเ้ห็นว่า 
มีปริมาณ β-glucan ในแป้งหรือร าท่ีสูงข้ึนพบว่ามีค่าดชันีความสามารถในการอุม้น ้ า (WHC) ท่ี
สูงข้ึน ค่าดชันีความสามารถในการอุม้น ้ า (WHC) ส าหรับแป้งขา้วโอต๊ท่ีมีปริมาณ β-glucan ท่ี 2% 
มีค่าเท่ากบั 73  7% ในขณะท่ีค่าดชันีความสามารถในการอุม้น ้ า (WHC) ส าหรับร าขา้วโอต๊ท่ีมี
ปริมาณ β-glucan ท่ี 28% มค่ีาเท่ากบั 880  45% (Berggren, 2017). การศกึษา Zhang et al. (2013) 
แสดงใหเ้ห็นว่า ความสามารถในการอุม้น ้ าท่ีมีปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกท่ี 43% มีค่าเท่ากบั 27% 
และในขณะท่ีความสามารถในการอุม้น ้ าท่ีมีปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกท่ี 81% มีค่าเท่ากบั 50% 
(Zhang et al., 2013) 
 
 



 

 

บทที่ 5 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลการทดลอง 
 ในการศึกษาน้ีไดพิ้จารณาคุณสมบติัการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารพรีไบโอติกในรูป
ของลีแวนท่ีผลิตจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis รวมทั้ง การทดสอบสารตา้นอนุมูลอิสระ  
การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลผ์วิหนงั Human keratinocyte (HaCaT) และเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์
(NHDF) การทดสอบฤทธ์ิการตา้นการอกัเสบ (Anti-inflammatory activity) การทดสอบฤทธ์ิ 
การตา้นมะเร็ง (Anticancer activity) การประเมินความสามารถในการละลายน ้ า (Water solubility 
index) และน ้ ามนั (Oil solubility index)  และความสามารถในการอุม้น ้ า (Water-holding capacity) 
ส าหรับการแยกส่วนของสารลีแวนจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis ซ่ึงมีน ้ าหนกัโมเลกุลใหญ่  
ใหเ้ปล่ียนเป็นลีแวนไฮโดรไลเซตนั้น โดยใชว้ิธีไฮโดรไลซิสดว้ยกรดไฮโดรคลอริก  
ไดรั้บการพิสูจน์คุณลกัษณะความสามารถท่ีแตกต่างกนัของน ้ าหนกัโมเลกุล โดยน ้ าหนกัโมเลกุล
ของลีแวนจะส่งผลต่อการเพ่ิมประสิทธิภาพการออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีสูงสุด ผลลพัธเ์หล่าน้ี 
แสดงใหเ้ห็นว่า สารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนนั้น มีความปลอดภยัต่อการน าไปใชเ้ป็น
ส่วนประกอบในเคร่ืองส าอาง และทางดา้นชีวการแพทย ์จากการศึกษาน้ีไดใ้ชว้ิธีการวิเคราะห์ 
หลายวิธีเพ่ือพิสูจน์ว่าการก าหนดลกัษณะโครงสร้างของพอลิเมอร์นั้นมีความส าคญัต่อการน าไป
ประยกุตใ์ชใ้นรูปแบบต่าง ๆ อีกดว้ย 
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ภาพที ่29 แผนภาพสรุปผลการศึกษาคุณสมบติัการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารพรีไบโอติกในรูป

ของลีแวนท่ีผลิตจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis เพื่อประยกุตใ์ชท้างดา้นเวชศาสตร์
เคร่ืองส าอาง 
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ข้อเสนอแนะ 
 1. ศึกษาลกัษณะของสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนไฮโดรไลเซตท่ีมีผลมาจากปัจจยั
ต่าง ๆ เช่น สภาวะความเป็นกรด-ด่าง อุณหภูมิ และเวลาในการไฮโดรไลซิส เป็นตน้ 
 2. ศึกษาการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนไฮโดรไลเซต 
(เพ่ิมเติม) เช่น ฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระ (Superoxide radical, Hydroxy radical, FRAP) ความเป็น
พิษต่อเซลล ์ฤทธ์ิการตา้นเซลลม์ะเร็ง เป็นตน้  
 3. ศึกษาน ้ าหนกัโมเลกุลของสารลีแวน (Degree of polymerization, DP) โดยการ
วิเคราะห์ขั้นสูงดว้ยเทคนิคต่าง ๆ เช่น GPC, HPSEC, GC-MS, MALDI-TOF หรือ ESI-MS 
 4. ปรับปรุงและพฒันาสารลีแวนและลีแวนไฮโดรไลเซตใหมี้ประสิทธิภาพเพ่ิมมากข้ึน 
เพื่อน าไปใชป้ระโยชน์ทางดา้นอุตสาหกรรมต่าง ๆ ต่อไป 
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