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บทคัดย่อ 
 

งานวจิยัน้ีมีจุดประสงคเ์พื่อน าสาหร่ายทะเลมาใชใ้หเ้กิดประโยชน์ดว้ยการน าสาหร่าย 3 ชนิด ไดแ้ก่ 
สาหร่ายไส้ไก่ สาหร่าย Chaetomorpha และ สาหร่ายผมนาง มาสกดัหยาบดว้ยวธีิท่ีแตกต่างกนั 3 วธีิ ไดแ้ก่ 
Hot water extraction,  Enzymes-assisted extraction(EAE) และ Ultrasound-assisted extraction(UAE) เพื่อ
ศึกษาอิทธิพลของวธีิการสกดัท่ีมีต่อผลผลิตร้อยละของสารสกดัหยาบจากสาหร่ายแต่ละชนิด สมบติัการตา้น
อนุมูลอิสระ และสมบติัความเป็นพรีไบโอติก จากการศึกษา พบวา่ วธีิการสกดัโดยใชเ้อนไซม ์Cellulase 
ช่วยในการสกดั เป็นวธีิท่ีไดผ้ลผลิตร้อยละเฉล่ียสูงท่ีสุด และการสกดัดว้ย UAE จะเป็นวธีิการท่ีไดผ้ลผลิต
ร้อยละเฉล่ียต ่าท่ีสุด ในการศึกษาสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH และ FRAP โดยมี ascorbic acid 
เป็นสารมาตรฐาน พบวา่วธีิการสกดัมีอิทธิพลต่อสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัหยาบจากสาหร่าย
Chaetomorpha และ สาหร่ายผมนาง  แต่ไม่มีอิทธิผลต่อสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระอยา่งมีนยัส าคญั 
(p<0.05)ในการสกดัสาหร่ายไส้ไก่ พบวา่การสกดัพอลิแซ็กคาไรดด์ว้ยวธีิ UAEจากสาหร่ายผมนาง จะมี
สมบติัการตา้นอนุมูลอิสระสูงท่ีสุด เม่ือวดัดว้ยวธีิ DPPH คือ %inhibition เท่ากบั 33.01±1.80% ส าหรับการ
วดัดว้ยวธีิ FRAP การสกดัพอลิแซ็กคาไรดด์ว้ยวธีิ EAE จากสาหร่ายผมนาง มีสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระสูง
ท่ีสุด คือ 72.31±0.12 µmol ascorbic acid equivalent/g จากการศึกษาสมบติัการเป็นพรีไบโอติกดว้ยการหา
ค่า prebiotic activity score ของสารสกดัจากสาหร่ายไส้ไก่ท่ีสกดัดว้ย UAE  เม่ือน าไปเล้ียง L.casei มีค่า
เท่ากบั 0.26 แต่พบวา่ไม่เหมาะสมกบั เช้ือ L. reuteri จากการวเิคราะห์ตวัอยา่งท่ีสกดัไดจ้ากสาหร่ายทั้ง3ชนิด
ดว้ยFTIR พบวา่สารสกดัเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ 
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ABSTRACT 
 

 This research intends to find the anti-oxidation and prebiotic activities of 3 seaweeds.  3 

extraction methods were utilized include hot water extraction, Enzymes-assisted extraction (EAE) and 

Ultrasound-assisted extraction (UAE). Ulva intestinalis, Chaetomorpha spiralis and Gracilaria 

tenuistipitata were used as samples in the study. The study found that the enzymatic-assisted extraction 

using cellulase enzymes provide the highest average yield while ultrasound-assisted extraction provides 

the lowest average yield. The antioxidant properties determined with DPPH and FRAP methods using 

ascorbic acid as a standard. It was found that the extraction method had an influence on the antioxidant 

properties of crude extracts especially from Chaetomorpha spiralis and Gracilaria tenuistipitata, but had 

no significant effect on crude extracts from Ulva intestinalis (p <0.05). Crude extract from Gracilaria 

tenuistipitata extracted by  UAE  provide the highest antioxidant properties measured by DPPH method. 

With % inhibition equal to 33.01 ± 1.80%. For determination using FRAP method. Crude extracts from 

Gracilaria tenuistipitata extracted by EAE provided highest antioxidant properties at 72.31 ± 0.12 µmol 

ascorbic acid equivalent/g. Prebiotic activity score of crude extracts from Ulva intestinalis extracted with 

UAE for culturing L.casei was 0.26.  All crude extracts were not suitable for culturing L. reuteri. The 

analyses of samples extracted from 3 types of seaweeds with FTIR found the composition of crude 

extracts were mainly polysaccharide. 
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บทที1่ 

          บทน า 

1.1ความส าคัญและทีม่าของปัญหา 

 สาหร่ายเป็นส่ิงมีชีวติคลา้ยพืชท่ีเติบโตไดใ้นพื้นท่ีท่ีมีน ้าไหลผา่น มีแหล่งท่ีอยูท่ ั้งในน ้าจืด น ้าเคม็ 

และน ้ากร่อย ข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุของสาหร่าย ชาวเอเชียนิยมน าสาหร่ายบางชนิดมาประกอบอาหารตั้งแต่

อดีตทั้งในรูปแบบสดและตากแหง้ ปัจจุบนันอกจากจะเป็นส่วนประกอบอาหารแลว้สาหร่ายบางชนิดยงัถูก

น ามาแปรรูปในอยูรู่ปของผลิตภณัฑเ์สริมอาหารโดยมุ่งเนน้คุณค่าทางโภชนาการดา้นโปรตีนและแร่ธาตุ แต่

ยงัมีสาหร่ายอีกหลายชนิดท่ีไม่ถูกน ามาใชป้ระโยชน์เน่ืองจากยงัขาดการศึกษาเก่ียวการน าสารส าคญัอ่ืนๆมา

ใชใ้หเ้กิดประโยชน์ จึงมกักลายเป็นอาหารส าหรับสัตวน์ ้ า หรือใชเ้ป็นปุ๋ยพืชเสมอ จึงมีแนวคิดท่ีจะศึกษา

ประโยชน์ในดา้นการตา้นอนุมูลอิสระ และการเป็นพรีไบโอติกในพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีสกดัมาจากสาหร่าย

ทะเลในประเทศไทยจ านวน3ชนิด โดยการศึกษาน้ีจะศึกษา สมบติัการตา้นอนุมูลอิสระ และการเป็นพรีไบ

โอติกจากของสารสกดัหยาบท่ีสกดัไดจ้ากสาหร่าย3ชนิด โดยใชว้ธีิในการสกดัต่างกนั3วธีิ โดยมีจุดประสงค์

เพื่อศึกษาชนิดของสาหร่ายและวธีิสกดัท่ีเหมาะสมในการน าไปใชป้ระโยชน์ในการตา้นอนุมูลอิสระ หรือ 

ใชเ้ป็นพรีไบโอติกเพื่อเป็นแนวทางในการน าไปใชต่้อยอดในอนาคต 

1.2วตัถุประสงค์ของงานวจัิย 

 เพื่อศึกษาผลของชนิดสาหร่ายและวธีิการสกดัพอลิแซ็กคาไรดต่์อ สมบติัการตา้นอนุมูลอิสระและ

การเป็นพรีไบโอติกของสารสกดัหยาบท่ีสกดัได ้

1.3 ขอบเขต/กรอบแนวคิดของการวจัิย 

 ศึกษาผลผลิตร้อยละ สมบติัการตา้นอนุมูลอิสระ และ สมบติัการเป็นพรีไบโอติกในสารสกดัหยาบ

ท่ีสกดัจากสาหร่าย3ชนิดดว้ยวธีิสกดัแตกต่างกนั3วธีิ 

1.4 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับจากการวจัิย 

1.4.1 เรียนรู้วธีิการวเิคราะห์ผลผลิตร้อยละ สมบติัการตา้นอนุมูลอิสระ และ สมบติัการเป็นพรีไบ

โอติกในสารสกดัหยาบ 

1.4.2  ทราบวธีิการท่ีเหมาะสมในการสกดัสาหร่ายแต่ละชนิด เพื่อท่ีจะน าไปใชเ้ป็นสารตา้นอนุมูล

อิสระ หรือ ใชเ้ป็นพรีไบโอติก 

 1.4.3  เพิ่มคุณค่าใหก้บัสาหร่ายทะเล และ สามารถน าไปพฒันาเป็นผลิตภณัฑส์ าหรับบริโภคได้ 
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บทที2่ 

แนวคิดทฤษฏีและงานวจัิยทีเ่กีย่วข้อง 

2.1 สาหร่าย 

 สาหร่าย คือ ส่ิงมีชีวติคลา้ยพืชท่ีเติบโตไดใ้นพื้นท่ีท่ีมีน ้าไหลผา่น มีแหล่งท่ีอยูท่ ั้งในน ้าจืด น ้าเคม็ 

และน ้ากร่อย ข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุของสาหร่าย (สถาบนัวจิยัการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าชายฝ่ัง สงขลา, 2555) ซ่ึง

ประเทศในแถบเอเชียไดมี้การน าสาหร่ายมาบริโภคเป็นเวลานานแลว้ โดยเฉพาะในประเทศจีน ญ่ีปุ่น เกาหลี

และอินโดนีเซีย สาหร่ายนั้นสามารถน ามาใชป้ระโยชน์ไดห้ลายอยา่งทั้งยารักษาโรค ปุ๋ย อาหารสัตว ์ สกดั

สารในสาหร่ายเพื่อน ามาใชป้ระโยชน์ทางดา้นอุตสาหกรรม และการคา้ เป็นตน้ (Yuan et al. 2005) 

สาหร่ายท่ีพบในประเทศไทยมีอยูห่ลายชนิด เช่น สาหร่ายไส้ไก่ สาหร่ายผมนาง สาหร่ายมงกุฎ

หนาม สาหร่ายขนนก สาหร่ายโพรง สาหร่ายผกักาดทะเล สาหร่ายใบ สาหร่ายทุ่น สาหร่ายเมด็พริก และ

สาหร่ายพวงองุ่น (สถาบนัวจิยัการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าชายฝ่ัง สงขลา, 2555) ในประเทศไทยไดมี้การน า

สาหร่ายมาใชป้ระโยชน์ในดา้นต่างๆ ทั้งสาหร่ายน ้าจืด และสาหร่ายทะเล เช่น น ามาเป็นอาหาร ใชผ้ลิตแก๊ส

เช้ือเพลิง ใชใ้นการผลิตวุน้ ใชท้  าปุ๋ย ใชเ้ป็นอาหารสัตว ์ และยงัใชบ้  าบดัน ้าทิ้งจากการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าหรือ

โรงงานอุตสาหกรรมต่างๆไดอี้กดว้ย (ส านกัหอสมุดและศูนยส์ารสนเทศวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยี, 2558) 

2.2 วธีิการสกดัพอลแิซ็กคาไรด์จากสาหร่ายทะเล 

 พอลิแซ็กคาไรดใ์นสาหร่ายจะอยูท่ี่บริเวณผนงัเซลล ์ (Rioux and Turgeon ,2013)  การแยกเอาพอลิ

แซ็กคาไรดอ์อกจากองคป์ระกอบอ่ืนของสาหร่ายวธีิการแบบดั้งเดิมจะใชว้ธีิ Hot water extraction โดยการ

น าสาหร่ายสด หรือสาหร่ายตากแหง้มาก าจดัไขมนัดว้ย methanol จากนั้นน าไปตม้ดว้ยน ้าร้อน85องศา

เซลเซียสเป็นเวลา2ชม. จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่ง15นาที น าส่วนของสารละลายออกมาตกตะกอนดว้ย ethanol 

ก่อนจะลา้งตะกอนท่ีไดด้ว้ยacetone (Liu et al, 2016)   

 จากการศึกษาของ Barros et al., 2013 ไดศึ้กษาสมบติัของ sulfated polysaccharide จากสาหร่าย 
Gracilaria caudataใชส้ภาวะในการสกดัท่ีอุณหภูมิสกดั 100 °C เวลาสกดั2ชัว่โมง อตัราส่วนสาหร่ายแหง้
ต่อน ้ากลัน่1.5:100 (w/v) 
 จากการศึกษาของ Peasura  et al. (2015) ไดศึ้กษาสมบติัของ sulfated polysaccharide จากสาหร่าย 
Ulva intestinalis โดยใชต้วัท าละลายต่างกนั พบวา่การใช ้0.1N HCl เป็นตวัท าละลายอตัราส่วนสาหร่ายแหง้
ต่อตวัท าละลาย1:20 อุณหภูมิสกดั 80 °C เวลาสกดั 6ชัว่โมง เป็นสภาวะการสกดัท่ีมีประสิทธิภาพท่ีสุด 

ต่อมามีการพฒันามีวธีิการใหม่ๆท่ีสามารถสกดัพอลิแซคคาไรดไ์ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพมากข้ึน เช่น           
enzyme-assisted extraction ,  microwave-assisted extraction , pressurized liquid extraction, supercritical 
fluid extraction , และ ultrasound-assisted extraction  (Shao, 2017) 
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2.2.1.Enzymes-assisted extraction (EAE) 

 เป็นการใชเ้อนไซมท่ี์สกดัมาจากสัตว ์ พืช เห็ด หรือจุลินทรีย ์ เพื่อช่วยใหส้ามารถสกดัพอลิแซคคา

ไรดอ์อกมาใหไ้ดผ้ลผลิตมากข้ึน ร่วมกบัการสกดัดว้ยน ้า โดยนิยมใชเ้อนไซมก์ลุ่ม hydrolase มากท่ีสุด โดย

ในpHและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมเอนไซมก์ลุ่มน้ีจะท าลายผนงัเซลลแ์ละสกดัใหไ้ดส้ารท่ีตอ้งการออกมา 

 การสกดัโดยใชเ้อนไซมมี์ขอ้ดีหลายประการคือ 

-ไม่มีการสุญเสียพอลิแซคคาไรดร์ะหวา่งเกิดปฏิกิริยา 

-ได%้yieldมาก และสามารถใชใ้นอุตสาหกรรมได ้

-มีความจ าเพาะ และความไวต่อชนิดพอลิแซคคาไรดสู์ง 

-สภาวะในการท างานของเอนไซมไ์ม่รุนแรง ไม่เป็นพิษ หรือ ท าลายส่ิงแวดลอ้ม อยา่งไรก็ตามการ

สกดัดว้ยเอนไซมย์งัมีขอ้จ ากดัในดา้นเสถียรภาพของเอนไซมแ์ละค่าใชจ่้ายในการสกดั 

 ตวัอยา่งเอนไซมส์ าหรับสกดัพอลิแซคคาไรดใ์นสาหร่ายไดแ้ก่ agarase , alcalase , carragenanase , 

celluclast , Kojizyme , Neutrase, Termamyl , Ultraflo , Umamizyme , Viscozyme และ xylanase              

(Shao, 2017) 

 จากการศึกษาของ Hammed et al, 2017 ไดใ้ชc้ellulase, amyloglucosidase และ vicozymeสกดั 

sulfated polysaccharidesจากสาหร่าย Turbinaria turbinataโดยใชช้นิดเอนไซมต่์างกนั ไดส้กดัsulfated 

polysaccharidesโดยเติมน ้ากลัน่ลงในสาหร่ายอบแหง้แลว้บดเป็นผงในอตัราส่วน1:40 (g/mL) และเติม

สารละลายเอนไซม2์5 μlหลงัการhydrolysis ท าการตม้เพื่อยบัย ั้งเอนไซมเ์ป็นเวลา10นาที จากนั้นป่ันเหวีย่ง

10นาที น าสารละลายมาตกตะกอนดว้ยethanol แลว้น ามาลา้งตะกอนดว้ยethanolและacetoneตามล าดบั ก่อน

น าไปอบแหง้เป็นเวลา48ชม. พบวา่การใชเ้อนไซม ์cellulaseท่ีความเขม้ขน้1.5 μ l/ml   และ เวลา19.5ชม.ใน

การสกดั เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดมนการสกดั sulfated polysaccharideโดยไมไ่ด้ลดคณุภาพของ sulfated 

polysaccharideท่ีสกดัออกมาลงไป 

นอกจากน้ียงัพบวา่การสกดัดว้ยเอนไซมไ์ด%้yieldของพอลิแซคคาไรดม์ากกวา่การสกดัดว้ยการ

สกดัดว้ยHot water extractionแบบดั้งเดิม และการสกดัดว้ยUltrasound-assisted extraction จากการศึกษา

ของ (Rodriguez-Jasso et al, 2011) 

2.2.2.Microwave-assisted extraction (MAE) 

คล่ืนไมโครเวฟ หมายถึง คล่ืนท่ีมีช่วงความถ่ีอยูใ่นช่วง 300 MHz ถึง 300 GHz  การใหค้ล่ืน

ไมโครเวฟช่วยสกดัขณะสกดัพอลิแซ็กคาไรดด์ว้ยน ้า คล่ืนไมโครเวฟท่ีผา่นไปยงัสาหร่ายจะถูกเปล่ียนเป็น

ความร้อนจากผลของประจุและขั้วของสารภายในสาหร่าย ซ่ึงจะท าใหผ้นงัเซลลถู์กท าลายจากความดนัท่ี
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สูงข้ึนภายในเซลลเ์น่ืองจากความร้อน ท าใหต้วัท าละลายท่ีแพร่เขา้มาสกดัสารทางชีวภาพในเซลลอ์อกไปได้

ดี และยงัลดความแขง็แรงทางกลของผนงัเซลลแ์ละท าใหผ้นงัเซลลสุ์ญเสียน ้าซ่ึงท าใหต้วัท าละลายแพร่เขา้

มาในเซลลไ์ดดี้  

ขอ้ดีของMAEไดแ้ก่  

–ใชเ้วลาสกดันอ้ย 

-ลดการสุญเสียสารท่ีระเหยไดข้ณะสกดัดว้ยคล่ืนไมโครเวฟ 

-ใชต้วัท าละลายนอ้ยเน่ืองจากไม่มีการระเหยเกิดข้ึน 

-ไม่มีไอกรดเกิดข้ึนขณะใหค้ล่ืนไมโครเวฟกบักรดเน่ืองจากเป็นระบบปิด 

ขอ้เสียของMAEไดแ้ก่  

–ใชค้วามดนัสูงจึงตอ้งระวดัระวงัขณะสกดั  

-ขอ้จ ากดัของเคร่ืองท าใหไ้ม่สามารถใชส้ารละลายอุณหภูมิสูงมากได ้ และไม่สามรถเติมตวัท า

ละลายอ่ืนขณะก าลงัสกดัได ้

-ตอ้งหล่อเยน็ท่อก่อนท่ีจะเปิดฝาเคร่ืองเพื่อป้องกนัการสุญเสียสารระเหย (Shao, 2017) 

 จากการศึกษาของ (He et al, 2016) พบวา่การใชM้AEสกดัพอลิแซคคาไรด์จะใชเ้วลาสกดันอ้ยกวา่

และได%้yieldมากกวา่เม่ือเทียบกบัการสกดัดว้ยวธีิHot water extractionและ Ultrasound-assisted extraction 

ตารางท่ี2.1 สภาวะของการสกดัดว้ยวธีิต่างๆ และ%yieldของพอลิแซคคาไรดท่ี์สกดัได ้

 
ท่ีมา: He et al, 2016 

2.2.3. Ultrasound-assisted extraction (UAE) 

 อลัตร้าซาวน์คือ คล่ืนเสียงความถ่ีสูงเกิดกวา่ท่ีมนุษยจ์ะไดย้นิอยูท่ี่ประมาณ20kHzข้ึนไป การใช ้

อลัตร้าซาวน์ช่วยขณะสกดัจะท าใหเ้กิดฟองอากาศข้ึนในตวัท าละลายท่ีลอ้มรอบสาหร่ายท าใหเ้กิดแรงดนั 

และอุณหภูมิสูงข้ึน ท าใหผ้นงัเซลลท่ี์ลดการถ่ายโอนมวลสารท่ีท าการสกดัถูกท าลาย และท าใหต้วัท าละลาย

แพร่เขา้ไปในเซลลไ์ดดี้ยิง่ข้ึน 

 UAE มีขอ้ดี คือ ใชง้านง่าย ใชต้วัท าละลายนอ้ย และใชต้วัท าละลายนอ้ย อยา่งไรก็ตามเคร่ืองมือ

ส าหรับ UAE ยงัมีราคาสูงอยู ่(Shao, 2017) 



 

   5 

 จากการศึกษาของ Rahimi, Tabarsa and Rezaei (2016) ไดศึ้กษาการสกดั sulfated polysaccharide 
จากสาหร่าย Ulva intestinalis ดว้ยการใชu้ltrasoundในการช่วยสกดั พบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการ
สกดั คือ อุณหภูมิสกดั 66 °C เวลาสกดั 40 นาที อตัราส่วนสาหร่ายแหง้ต่อน ้ากลัน่1:50 (g/mL) และ pH 7.0 
 จากการศึกษาของ Wan et al. (2015) ไดศึ้กษาการสกดั sulfated polysaccharide จากสาหร่าย
Laminaria japonica ดว้ยการใชไ้มโครเวฟในการช่วยสกดั พบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการสกดั คือ 
อุณหภูมิสกดั 80 °C เวลาสกดั 54 นาที ultrasonic power  1050 W และ อตัราส่วนสาหร่ายแหง้ต่อน ้ากลัน่
1:50 (g/mL) 
 จากการศึกษาของ Fidelis et al.,2014 ไดศึ้กษาการสกดั sulfated polysaccharide จากสาหร่าย 
Gracilaria birdiae  ดว้ยการใชu้ltrasoundในการช่วยสกดั ใชส้ภาวะในการสกดัท่ีอุณหภูมิสกดั 60 °C เวลา
สกดั 30 นาที ultrasonic power 60 W  
2.3 Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy 

                  Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy เป็นเคร่ืองมือท่ีใชใ้นการตรวจวิเคราะห์

โครงสร้างสาร โดยการวดัการดูดกลืนรังสีอินฟราเรดซ่ึงมีความถ่ีอยูใ่นช่วง 1011-1014 Hz ของตวัอยา่งท่ี

ความถ่ีต่าง ๆ ในแต่ละตวัอยา่งจะมีสมบติัการดูดกลืนรังสีอินฟราเรดท่ีความถ่ีต่าง ๆ แตกต่างกนัท าให้

สามารถจ าแนกองคป์ระกอบท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งได ้(แมน้ อมรสิทธ์ิ และ อมร เพชรสม, 2535) โดยการกระตุน้

ดว้ยพลงังานแสง เม่ือแสงอินฟราเรดท่ีความยาวคล่ืนต่างๆผา่นเขา้สู่ตวัอยา่ง พนัธะเคมีในโมเลกุลของสาร

จะดูดกลืนพลงังานท่ีความยาวคล่ืนหน่ึง และถูกประมวลผลโดยใชส้มการเชิงอนุพนัธ์ท่ีเรียกวา่ Fourier 

Transform ซ่ึงจะค านวณพลงังานของแต่ละความยาวคล่ืนแปรผลออกมาเป็นสเปกตรัม สารแต่ละชนิดให้

สเปกตรัมท่ีมีลกัษณะเฉพาะจึงสามารถน ามาเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลเพื่อบ่งช้ีชนิดของสารได ้ (วรางคณา 

อนุชิตโอฬาร, 2546) 

      ขอ้ดีของ FTIR คือ มีความไวสูง สามารถวเิคราะห์ตวัอยา่งไดท้ั้งของแขง็ ของเหลวและก๊าซ และ

ใชเ้วลาตรวจวเิคราะห์นอ้ยกวา่เทคนิคอ่ืน ๆ (แมน้ อมรสิทธ์ิ และ อมร เพชรสม, 2535) ใหข้อ้มูลทางเคมีท่ี

สมบูรณ์ และ ยงัสมารถใชร่้วมกบัเทคนิคทาง image อ่ืนๆได ้เช่น SEM, AMF เพื่อเพิ่มความถูกตอ้ง 

 Rahimi, Tabarsa and Rezaei (2016)ไดว้เิคราะห์องคป์ระกอบของ สารสกดัหยาบพอลิแซ็กคาไรด์

จากสาหร่ายไส้ไก่ท่ีสกดัดว้ย UAE พบวา่มี peak ส าคญัไดแ้ก่ ท่ี 850 cm-1 และ 1256 cm-1 ของพนัธะ C-O-S 

และ S-O ของซลัเฟต 3445 cm-1ของพนัธะ O-H 2942 cm-1ของพนัธะ C-H ท่ี1660 cm-1ของหมู่ COO- จาก

uronic acid และ 1446 cm-1 แสดงถึงความไม่สมมาตรพนัธะ COO- และ พนัธะ C-O ในหมู่ COOH 

 Tabarsa et al. (2018) วเิคราะห์องคป์ระกอบของ พอลิแซ็กคาไรดจ์ากสาหร่ายไส้ไก่ท่ีละลายน ้าได ้

พบช่วงการดูดกลืนมากท่ี  800-1200 cm-1 และ 3400 cm-1 ช่วงคล่ืนท่ีบ่งบอกถึงลกัษณะของพอลิแซ็กคาไรด์
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ไดแ้ก่ 1000-1200 cm-1
 ของพนัธะ C-O แสดงถึง sugar ring และ glycosidic bond การดูดกลืนท่ี 1164 cm-1 

1085 cm-1และ 1034 cm-1 บ่งช้ีถึงโครงสร้างน ้าตาลแบบ pyranose ช่วงดูดกลืนกวา้งท่ี 3433 cm-1 และช่วง

ดูดกลืนเล็กๆท่ี 2939 cm-1 แสดงถึงหมู่ OH และ CH ตามล าดบั 

2.4 สารต้านอนุมูลอสิระ (โอภา วชัระคุปต์ และคณะ, 2550) 

 สารตา้นอนุมูลอิสระ (antioxidant) คือ สารท่ีสามารถยบัย ั้งหรือชะลอการเกิดปฏิกิริยาตา้นอนุมูล

อิสระได ้ซ่ึงการเกิดปฏิกิริยาตา้นอนุมูลอิสระนั้นเป็นสาเหตุของการเกิดอนุมูลอิสระ (free radical) กลไกการ

ยบัย ั้งของสารตา้นอนุมูลอิสระแต่ละชนิดจะแตกต่างกนัไป เช่น ช่วยป้องกนัการเกิดอนุมูลอิสระ ช่วยท าลาย

หรือยบัย ั้งอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึน และช่วยหยดุปฏิกิริยาลูกโซ่การเกิดอนุมูลอิสระ (โอภา วชัระคุปต ์และคณะ, 

2550) 

 อนุมูลอิสระ คือ สารท่ีเกิดจากการเผาผลาญอาหารในร่างกาย รวมทั้งจากสภาพแวดลอ้ม และมลพิษ 

ซ่ึงอนุมูลอิสระจะเขา้มาท าลายโครงสร้างและหนา้ท่ีของผนงัเซลลท์  าใหเ้กิดความผดิปกติจนเกิดเป็นโรคภยั

ไขเ้จบ็ต่าง ๆ และอาจน าไปสู่การเป็นมะเร็งไดอี้กดว้ย (เมดิกไทย, 2561) 

2.4.1 วธีิการตรวจสอบความสามารถในการเป็น antioxidant 

           2.4.1.1  2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging capacity assay (DPPH 
assay) (จันทนา ไพรบูรณ์ และ อนงค์ จีรภัทร์, 2555) 
   DPPH assay เป็นวธีิท่ีใชใ้นการตรวจสอบความสามารถในการเป็น antioxidant รีเอเจนตท่ี์
ใช ้ คือ 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl เป็นอนุมูลอิสระท่ีค่อนขา้งเสถียรในตวัท าละลายเมทานอล สีของ
สารละลายเป็นสีม่วง สามารถดูดกลืนแสงไดดี้ท่ีความยาวคล่ืน 517 nm โดย 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 
จะเขา้ไปท าปฏิกิริยากบัสารท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ สีของสารละลายจะเปล่ียนเป็นสีเหลือง ถา้ตวัอยา่งท่ี
น ามาทดสอบมีความสามารถในการเป็น antioxidant สูง ความเขม้ของสารละลายสีม่วงก็จะลดลง (จนัทนา 
ไพรบูรณ์ และ อนงค ์จีรภทัร์, 2555) 

ขอ้ดีของวธีิ DPPH assay คือ เป็นวธีิท่ีสะดวก รวดเร็ว ง่ายในการน ามาวเิคราะห์ มีความถูก
ตอ้งสูง (จนัทนา ไพรบูรณ์ และ อนงค ์จีรภทัร์, 2555) 

ขอ้เสียของวธีิ DPPH assay คือ วธีิน้ีไม่สามารถใชว้เิคราะห์การท างานของ antioxidant ของ 
เลือดไดเ้พราะเป็นวธีิท่ีมีตวัท าละลายเป็นแอลกอฮอล ์ ซ่ึงจะท าใหโ้ปรตีนเกิดการตกตะกอนได ้ (จนัทนา 
ไพรบูรณ์ และ อนงค ์จีรภทัร์, 2555) 

2.4.1.2 Ferric reducing antioxidant power (FRAP assay) (Benzie and Szeto., 1999; 
Pulido et al., 2000) 
   FRAP assay เป็นวธีิท่ีใชใ้นการตรวจสอบความสามารถในการเป็น antioxidant โดย 
antioxidant ใหอิ้เล็กตรอนกบัสารประกอบเชิงซ้อน ferric tripyridyltriazine [Fe(III)(TPTZ)2]

3+ ท าให้
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สารประกอบเชิงซ้อนเปล่ียนรูปเป็น [Fe(II)(TPTZ)2]
2+ ซ่ึงเป็นสารประกอบเชิงซอ้นท่ีมีสีม่วงน ้าเงินและ

สามารถดูดกลืนแสงไดท่ี้ความยาวคล่ืน 595 nm (Benzie and Szeto., 1999; Pulido et al., 2000) 
   ขอ้ดีของวธีิ FRAP assay คือ เป็นวธีิท่ีง่าย ใชเ้วลานอ้ย ไม่แพง (จนัทนา ไพรบูรณ์ และ 
อนงค ์จีรภทัร์, 2555) 
2.5 พรีไบโอติก (prebiotic) (Gibson and Roberfroid, 1995) 

 พรีไบโอติก (prebiotic) คือ อาหารท่ีร่างกายไม่สามารถยอ่ยและดูดซึมได ้แต่จะถูกยอ่ยดว้ยจุลินทรีย์

ท่ีอยูใ่นล าไส้ใหญ่ พรีไบโอติกน้ีจะไปช่วยกระตุน้การท างานและส่งเสริมใหจุ้ลินทรียโ์พรไบโอติกมีการ

เจริญท่ีดีข้ึน (Gibson and Roberfroid, 1995) 

2.5.1 ประโยชน์ของพรีไบโอติก (พมิพ์เพญ็ พรเฉลมิพงศ์และนิธิยา รัตนาปนนท์, 2561) 

          1) กรดแลคติกท่ีจุลินทรียส์ร้างข้ึนจะช่วยยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียท่ีท าใหเ้กิดโรคและ

สร้างสารพิษ ช่วยป้องกนัและลดอาการของโรคติดเช้ือ (infection) ในทางเดินอาหาร (พิมพเ์พญ็ พรเฉลิม

พงศแ์ละนิธิยา รัตนาปนนท์, 2561) 

          2) ช่วยลดคอเลสเตอรอล (cholesterol) ในเลือด โดยจุลินทรียท่ี์อยูใ่นล าไส้จะช่วยยอ่ยสลาย

คอเลสเตอรอลและยบัย ั้งการดูดซึมคอเลสเตอรอลผา่นผนงัล าไส้ (พิมพเ์พญ็ พรเฉลิมพงศ ์ และนิธิยา รัตนา

ปนนท,์ 2561) 

          3) ช่วยใหก้ารดูดซึมอาหารในล าไส้มีประสิทธิภาพมากข้ึน ลดอาการทอ้งผกูได ้ โดยกรด

อินทรียท่ี์จุลินทรียผ์ลิตข้ึนจะกระตุน้การบีบตวัของล าไส้และช่วยเพิ่มความช้ืนของอุจจาระ ท าใหข้บัถ่ายได้

ดีข้ึน (พิมพเ์พญ็ พรเฉลิมพงศแ์ละนิธิยา รัตนาปนนท์, 2561) 

          4) สามารถผลิตวิตามินบี1 บี2 บี6 บี12 กรดนิโคตินิก (nicotinic acid) และกรดโฟลิค (folic 

acid) ซ่ึงมีบทบาทส าคญัในการรักษาภาวะภูมิแพ ้ เสริมสร้างการพฒันาระบบภูมิคุม้กนัได ้ (พิมพเ์พญ็ พร

เฉลิมพงศ ์และนิธิยา รัตนาปนนท์, 2561) 
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บทที3่ 

วธีิด าเนินงานวจัิย 

3.1 วตัถุดิบ สารเคมี และ อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการทดลอง 

      3.1.1 วตัถุดิบ 

   3.1.1.1 สาหร่ายไส้ไก่ ( Ulva intestinalis) 

 สาหร่ายไส้ไก่ปริมาณ2กิโลกรัม ไดรั้บความอนุเคราะห์จากศูนยว์จิยัและพฒันาการเพาะเล้ียงสัตว์

น ้าชายฝ่ังระยอง น ามาลา้งดว้ยน ้าประปาใหส้ะอาด ลา้งดว้ยน ้ากลัน่อีก1คร้ัง จากนั้นน าไปอบแหง้ดว้ยHot 

air oven(Memmert, รุ่น UF110)ท่ีอุณหภูมิ60องศาเซลเซียส 12ชัว่โมง บดเป็นผงดว้ยเคร่ืองป่ันผสม เก็บใน

ถุงซิปล็อค  

 3.1.1.2 สาหร่าย chaetomorpha (Chaetomorpha spiralis) 

 สาหร่าย chaetomorpha spiralisปริมาณ1กิโลกรัม ไดรั้บความอนุเคราะห์จากศูนยว์จิยัและ

พฒันาการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าชายฝ่ังเขต2 (สมุทรสาคร) น ามาลา้งดว้ยน ้าประปาใหส้ะอาด ลา้งดว้ยน ้ากลัน่อีก 

1คร้ัง จากนั้นน าไปอบแหง้ดว้ยHot air oven (Memmert, รุ่น UF110 )ท่ีอุณหภูมิ60องศาเซลเซียส 12ชัว่โมง 

บดเป็นผงดว้ยเคร่ืองป่ันผสม เก็บในถุงซิปล็อค 

 3.1.1.3 สาหร่ายผมนาง (Gracilaria tenuistipitata) 

 สาหร่ายผมนางปริมาณ2กิโลกรัม ไดรั้บความอนุเคราะห์จากสุรกิจฟาร์ม ตั้งอยูท่ี่ หมู่13 ต.แหลม

ฟ้าผา่ อ.พระสมุทรเจดีย ์จ.สมุทรปราการ น ามาลา้งดว้ยน ้ าประปาใหส้ะอาด ลา้งดว้ยน ้ ากลัน่อีก1คร้ัง จากนั้น

น าไปอบแหง้ดว้ยHot air oven(Memmert, รุ่น UF110)ท่ีอุณหภูมิ60องศาเซลเซียส 12ชัว่โมง บดเป็นผงดว้ย

เคร่ืองป่ันผสม เก็บในถุงซิปล็อค 

3.1.2 สารเคมี 

-สารท่ีใชใ้นการสกดัพอลิแซคคาไรด์ 

 เอทานอล 95%  

 Hydrochloric acid   

 เอนไซม ์cellulase       

-การวเิคราะห์ DPPH radical scavenging activity 

Ascorbic acid        A.R. grade 
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2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)     A.R. grade 

 Methanol        A.R. grade 

-การวเิคราะห์ ferric reducing antioxidant power(FRAP) 

 ascorbic acid        A.R. grade 

 Sodium acetate        A.R. grade 

 2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine(TPTZ)     A.R. grade 

 ferric chloride        A.R. grade 

 glacial acetic  acid   A.R. grade 

 hydrochloric acid       A.R. grade 

 methanol        A.R. grade 

-การวเิคราะห์ Prebiotic activity score 

 MRS broth 

 Minimal media broth 

 MRS agar 

  Tryptone soya agar 

 Tryptone soya broth 

 Normal saline 0.9% 

 glucose 

inulin 

ammonium sulphate 

dipotassium phosphate 

monopotassium phosphate 

sodium citrate 

magnesium sulphate 

peptone 

beef extract 

yeast extract 

polysorbate80 
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ammonium citrate 

sodium acetate 

manganese sulphate 

- การวเิคราะห์ total phenolic content 

 Sodium carbonate 

 Folin-Ciocalteu reagent 

3.1.3 วสัดุ และ อุปกรณ์ 

-วสัดุ และอุปกรณ์ท่ีใชใ้นการสกดัหยาบพอลิแซ็กคาไรด ์ประกอบดว้ย 

 เคร่ืองชัง่น ้าหนกัทศนิยม4ต าแหน่ง 

 Erlenmayer flask ขนาด250 ml 

 Water bath 

 Ultrasonic bath 

 Hot plate 

 บีกเกอร์  

 แท่งแกว้คนสาร 

 เคร่ืองCentrifuge 

 Centrifuge tube 

 หลอดหยด 

 ตูเ้ยน็ 

 Suction flask 

 กระดาษกรอง macherey nagel MN 616 

 Buchner funnel 

 หลอดหยด 

 ชามกระเบ้ือง 

 ขวดน ้ากลัน่ 

 ผา้ขาวบาง 

วสัดุ และอุปกรณ์ท่ีใชใ้นการวดัสมบติัตา้นอนุมูลอิสระ(DPPH และ FRAP)  

 Cuvette 
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 หลอดทดลอง 

 เคร่ืองชัง่น ้าหนกั 4ต าแหน่ง 

 ชอ้นตกัสาร 

Spectrophotometer (Thermo Spectronic, รุ่น GENESYS 10 UV) 

 ขวดก าหนดปริมาตร25 และ 50mL 

 ขวดน ้ากลัน่ 

 ปิเปต 

 บีกเกอร์ 

 ลูกยาง 

Water bath (Memmert, รุ่น WNB22) 

-วสัดุ และอุปกรณ์ท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ Prebiotic activity score  

เคร่ือง centrifuge 

Spectrophotometer (Thermo Spectronic, รุ่น GENESYS 10 UV) 

เคร่ืองเขยา่สาร 

biosafety cabinet 

 autoclave 

เคร่ืองชัง่สาร4ต าแหน่ง 

ตูบ้่มเช้ือ 

ขวดduran 

แท่งแกว้คนสาร 

หลอดทดลอง และฝา 

rack 

หลอดcentrifuge 

cuvette 

จานเพาะเช้ือพลาสติก 

ตะเกียงแอลกอฮอล์ 

ไมโครปิเปต 

tip 
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ไฟแช็ค 

กระบอกตวง 

ขวดน ้ากลัน่ 

ปิเปต 

กระดาษฟอยด์ 

ชอ้นตกัสาร 

dropper 

เขม็เข่ียเช้ือ 

ถุงร้อน 

หนงัยาง 

-วสัดุ และอุปกรณ์ท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ total phenolic content  

Spectrophotometer (Thermo Spectronic, รุ่น GENESYS 10 UV) 

Cuvette 

หลอดทดลอง 

Micropipette 

Tip 

ขวดปรับปริมาตร 

 3.1.4 วธีิวเิคราะห์ และตรวจวดัสมบัติด้านต่างๆ 

-การวเิคราะห์สมบติัตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิDPPH radical scavenging activity 

ดดัแปลงจาก Brand-Willams et al.(1995) และ Dore et al. (2013) 

-การวเิคราะห์สมบติัตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ ferric reducing antioxidant power(FRAP) 

ดดัแปลงจาก Benzie and Strain(1996)  

-การวเิคราะห์ค่า Prebiotic activity score 

 ดดัแปลงจากวธีิของ Thuaytong and Anprung (2010)  และ Huebner, Wehling and Hutkins (2007) 

-การวเิคราะห์โครงสร้างดว้ยเทคนิคFT-IR 

 ส่งตวัอยา่งวเิคราะห์ท่ีศูนยเ์คร่ืองมือวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

-การวเิคราะห์ total phenolic content  

ตามวธีิของ Imjongjaira et al.(2016) 
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3.2 ขั้นตอนด าเนินงานวจัิย 

 3.2.1 สกดัสารสกดัหยาบ และ วดัผลผลิตร้อยละ ตามขั้นตอนดงัน้ี 

 

 ชัง่สาหร่ายผง5 กรัม(บนัทึกน ้าหนกั)ลงใน Erlenmayer flask ขนาด250 ml 

 

สาหร่ายแต่ละชนิดจะถูกสกดัพอลิแซคคาไรด์ดว้ยวธีิต่างกนั3วธีิไดแ้ก่ hot water extraction, ultrasound-

assisted extraction และ enzymatic-assisted extractionโดย 

Hot water extraction สาหร่ายไส้ไก่ และ Chaetomorpha ใชส้ภาวะตามวธีิของ Peasura  et al. (2015) 

สาหร่ายผมนางใชส้ภาวะตามวธีิของ Barros et al. (2013)  

 Ultrasound-assisted extraction สาหร่ายไส้ไก่ และ Chaetomorpha ใชส้ภาวะตามวธีิของ Rahimi, Tabarsa 

and Rezaei (2016) สาหร่ายผมนางใชส้ภาวะตามวธีิของ Fidelis et al. (2014)   

enzymatic-assisted extraction สาหร่ายทั้ง3ชนิดใชส้ภาวะตามวธีิของ Hammed et al. (2017) 

  

กรองหยาบดว้ยผา้ขาวบาง น าส่วนของเหลวมากรองดว้ยกระดาษกรองผา่น Buchner funnel ลงไปในsuction 

flask แลว้น าส่วนของเหลวท่ีกรองไดม้าป่ันเหวีย่งท่ี 2500rpm 10องศาเซลเซียส 20นาที 

 

น าส่วนใสจากการป่ันเหวีย่งมาระเหยดว้ย hot plate จนมีปริมาตร 1/10 ของปริมาตรเดิม 

 

 เติม ethanol 95% 6เท่าของปริมาตรส่วนใสท่ีเหลืออยู ่ทิ้งไวข้า้มคืนเก็บท่ี4องศาเซลเซียส 

  

น ามาป่ันเหวีย่งท่ี 3500rpm 4 องศาเซลเซียส 15นาที 

  

น าส่วนตะกอนมาระเหยแหง้ท่ีอุณหภูมิ70องศาเซลเซียส ชัง่น ้าหนกัตะกอน ค านวณ % yield 

 

วางแผนการทดลองแบบ factorial in CRD ทดลอง3ซ ้ าวเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ เปรียบเทียบค่าเฉล่ีย

ผลผลิตร้อยละภายในชนิดสาหร่ายเดียวกนัดว้ย Duncan’s New Multiple Range Test และพิจารณาผลท่ีได้

เพื่อเลือกวธีิท่ีเหมาะสมในการสกดัพอลิแซคคาไรด์จากสาหร่ายแต่ละชนิด  
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 3.2.2น ามาวดัสมบติัตา้นอนุมูลอิสระ และ total phenolic content 

การวเิคราะห์สมบติัตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH radical scavenging activity 

 ชัง่สารสกดัหยาบ 0.05 g ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด25 ml ละลายและปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่

จะไดส้ารละลายความเขม้ขน้ 2 mg/ml แลว้ปิเปตสารละลายดงักล่าวปริมาณ 0.2 ml ลงในหลอดทดลองผสม

กบัสารละลาย DPPH (ภาคผนวก ก.1) 4 ml ตั้งทิ้งไวใ้นท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไป

วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 nm โดยมี methanol เป็น blank น าค่าท่ีวดัไดจ้ากสารละลาย 

DPPH (Ainitial) และค่าท่ีวดัไดจ้ากสารสกดั (Afinal) มาหาผลต่างของค่าการดูดกลืนแสง (Adiff)  

Adiff = Ainitial - Afinal 

 น า Adiff ของตวัอยา่งเทียบกบักราฟมาตรฐาน ascorbic acid (ภาพท่ี ก.1) จะไดค้วามเขม้ขน้ของ

สารละลายมาตรฐาน ascorbic acid (µM)  ท่ีมีสมบติัตา้นอนุมูลอิสระเทียบเท่ากบัสารสกดั ค านวณเป็น µmol 

Ascorbic equivalent/g จากสมการ 

  µmol Ascorbic equivalent/g = 
ความเขม้ขน้               จากกราฟ

     น ้าหนกัสารสกดัหยาบ
 

 และค านวณ %inhibitorของตวัอยา่ง จากสมการ 

%inhibition = (1-
      

        
) × 100 

การวเิคราะห์สมบติัตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ ferric reducing antioxidant power (FRAP) 

 ชัง่สารสกดัหยาบ 0.05 g ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด25 ml ละลายและปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่

จะไดส้ารละลายความเขม้ขน้ 2 mg/ml แลว้ปิเปตสารละลายดงักล่าวปริมาณ 0.2 ml ลงในหลอดทดลองผสม

กบัสารละลาย FRAP ท่ีแช่ใน water bath อุณหภูมิ 37 °C จนมีสีน ้าตาลอมส้มแลว้ 4 ml (ภาคผนวก ก.2) ตั้ง

ทิ้งไวใ้นท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 539 nm 

โดยมี น ้ากลัน่ เป็น blank น าค่าท่ีวดัไดจ้ากสารละลาย FRAP (Ainitial) และค่าท่ีวดัไดจ้ากสารสกดั (Afinal)   มา 

หาผลต่างของค่าการดูดกลืนแสง (Adiff)  จากสมการ Adiff = Ainitial - Afinal 

 น า Adiff ของตวัอยา่งเทียบกบักราฟมาตรฐาน ascorbic acid (ภาพท่ี ก.2) จะไดค้วามเขม้ขน้ของ

สารละลายมาตรฐาน ascorbic acid (µM)  ท่ีมีสมบติัตา้นอนุมูลอิสระเทียบเท่ากบัสารสกดั ค านวณเป็น µmol 

Ascorbic equivalent/g จากสมการ 

  µmol Ascorbic equivalent/g = 
ความเขม้ขน้               จากกราฟ

     น ้าหนกัสารสกดัหยาบ   
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การวเิคราะห์ total phenolic content  

ปิเปตสารละลายของสารสกดัหยาบความเขม้ขน้ 5mg/ml ลงในหลอดทดลอง 0.2 ml ผสมกบัน ้า

กลัน่ 0.8 ml Folin–Ciocalteu reagent 0.2 ml ตั้งทิ้งไว6้นาที แลว้ผสม 7% Na2CO3 2ml ลงในหลอดทดลอง 

ทิ้งไวใ้นท่ีมืด90นาที น าไปวดัการดูดกลืนแสงท่ี760 nm โดยมีน ้ากลัน่1 ml 7% Na2CO3 2ml และ Folin–

Ciocalteu reagent 0.2 mlเป็น blank 

น าไปค านวณหา total phenolic content ของสารสกดัโดยเทียบกบั A760 ของกราฟมาตรฐาน  gallic 

acid (ภาพท่ี ก.3) ค านวณเป็น µg gallic acid equivalent ต่อกรัมน ้าหนกัแหง้ จากสมการ 

µg gallic acid equivalent/g = (µg gallic acid/ml) / (g crude extract/ml) 

 วางแผนการทดลองแบบ CRD ทดลอง2ซ ้ าวเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ เปรียบเทียบค่าเฉล่ีย

ดว้ย Duncan’s New Multiple Range Test และพิจารณาผลท่ีไดเ้พื่อเลือกชนิดสาหร่าย และวธีิสกดัท่ี

เหมาะสมในการสกดัสารสกดัหยาบเพื่อน าไปเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ 

 3.2.3 น ามาวเิคราะห์ค่า Prebiotic activity score 

 ชัง่ 0.10 g ของสารสกดัหยาบ  กลูโคส หรือ อินูลิน ลงในหลอดทดลองท่ีมี MRS broth ส าหรับการ

ทดลอง (ส าหรับเช้ือ Lactobacillus) หรือ minimal media broth ส าหรับการทดลอง (ส าหรับเช้ือ E.coli) 

(ภาคผนวก ก.6) 10mL น าไปฆ่าเช้ือดว้ยautoclave แลว้เขยา่ใหล้ะลาย  

น าเช้ือท่ีเตรียมไว ้(ภาคผนวก ก.6) ไปป่ันเหวีย่งท่ี 3500rpm 4°C 15นาที ตามวธีิของ Ngov,  

Sukboonyasatit and Paseephol (2014) เทส่วนใสออก แลว้ เติม normal saline 10 mlลงไป เขยา่ใหผ้สมกนั

เป็นสารแขวนลอย ท าซ ้ าอีก2คร้ัง เพื่อเป็นการลา้งเซลลใ์หป้ราศจากอาหารเล้ียงเช้ือเดิม น าสารแขวนลอยท่ี

ไดไ้ปวดั OD600 ค านวนCFU/ml ตามกราฟของ Dimov et al. (2007 ) ส าหรับเช้ือ Lactobacillus และ Fred 

Ausubel et al.  (2003) ส าหรับเช้ือ E.coli  เพื่อหาจ านวน dilution ท่ีตอ้งใชเ้พื่อหา CFU/ml 

ปิเปตสารแขวนลอยของเช้ือลงในหลอดทดลองท่ีมีbroth ส าหรับการทดลอง 0.1ml น าไปบ่มท่ี 

37°C น ามานบัจ านวนโคโลนี และค านวณเป็น CFU/ml  โดยใช ้MRS agar ส าหรับเช้ือLactobacillus และ 

TSA ส าหรับ E.coli ดว้ยเทคนิค pour plate จ านวน2 dilution dilution ละ 3 plate ท่ีชัว่โมงการบ่มท่ี0 และ 24 

ค านวณ log CFU/ml ชัว่โมงท่ี0 และ 24 ในการบ่ม broth ส าหรับการทดลองท่ีมีสารสกดัหยาบ  อิ

นูลิน หรือกลูโคส แลว้น ามาค านวณเป็น prebiotic activity score ในการเล้ียงเช้ือ Lactobacillusโดยใช ้ 

E.coli แทน enteric เปรียบเทียบกบัอินูลินท่ีเป็น commercial prebiotic โดยใชส้มการ 
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prebiotic activity score = {(probiotic log cfu/ml on the prebiotic at 24 h - probiotic log cfu/ml on 

the prebiotic at 0 h)/(probiotic log cfu/ml on the glucose at 24 h - probiotic log cfu/ml on the 

glucose at 0 h)}- {( enteric log cfu/ml on the prebiotic at 24 h - enteric log cfu/ml on the prebiotic 

at 0 h)/( enteric log cfu/ml on the glucose at 24 h - enteric log cfu/ml on the glucose at 0 h)} 

  วางแผนการทดลองแบบ RBD ทดลอง2ซ ้ าวเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ เปรียบเทียบค่าเฉล่ีย

ดว้ย Duncan’s New Multiple Range Test และพิจารณาผลท่ีไดเ้พื่อเลือกชนิดสาหร่าย และวธีิสกดัท่ี

เหมาะสมในการน าสารสกดัหยาบไปเป็นพรีไบโอติก 

 3.2.4 ตรวจองคป์ระกอบของสารสกดัหยาบท่ีสกดัไดด้ว้ยวธีิ Fourier Transform Infrared (FTIR) 

Spectroscopy โดยเลือกตวัอยา่งสาหร่ายแต่ละชนิดส่งตรวจวเิคราะห์ท่ีศูนยเ์คร่ืองมือวจิยัวทิยาศาสตร์และ

เทคโนโลยจุีฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ตรวจวเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง Fourier Transform Infrared Spectrometer 

(model Perkin Elmer, Spectrum One) โดยการเตรียมตวัอยา่งขนาด 2 mg บดผสมกบัผง KBr อดัเป็นเมด็ 

และวเิคราะห์ตวัอยา่งดว้ย Attenuated total reflectance spectroscopy (ATR) mode 

 3.2.5 วเิคราะห์องคป์ระกอบของสาหร่ายท่ีน ามาใชใ้นการทดลองแต่ละชนิดโดยปริมาณความช้ืน

วดัดว้ยเคร่ือง Moisture Analyzer รุ่นMJ33 ปริมาณโปรตีนและเถา้ วเิคราะห์ตามวิธีของ AOAC (2000) 

จ  านวน3ซ ้ าวเิคราะห์ ส่วนปริมาณไขมนัวิเคราะห์ตามวิธีของ AOAC (2000) จ านวน2ซ ้ าวเิคราะห์ 

(ภาคผนวก ก.3-ก.5) 
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บทที่4 

ผลการด าเนินงานวจัิย 

4.1 การศึกษาองค์ประกอบของสาหร่ายทีจ่ะน ามาใช้ในการวจัิย 

  4.1.1 เปอร์เซ็นของน า้หนักแห้งทีไ่ด้การอบแห้งสาหร่ายสด 

 เพื่อรักษาสาหร่ายตวัอยา่งไม่ใหเ้กิดการเน่าเสีย หรือ เส่ือมสภาพก่อนน าไปสกดัพอลิแซ็กคาไรด ์ จึง

น าสาหร่ายสดทั้งหมดมาอบแหง้ดว้ย hot air oven ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมงเป็น

อยา่งนอ้ย เพื่อใหส้าหร่ายท่ีไดแ้หง้สนิท และเก็บรักษาไดน้าน โดยน ้าหนกัก่อนอบแหง้ท่ีบนัทึกไวน้ั้นเป็น

น ้าหนกัท่ีบนัทึกหลงัจากลา้งท าความสะอาดส่ิงสกปรกท่ีติดมาแลว้ชะดว้ยน ้ากลัน่แลว้ และน ้าหนกัหลงั

อบแหง้เป็นน ้าหนกัท่ีบนัทึกหลงัท่ีอบแหง้เสร็จแลว้แต่ยงัไม่ไดบ้ดดว้ยเคร่ืองป่ัน ท าใหน้ ้าหนกัเร่ิมตน้ไม่มี

น ้าหนกัของส่ิงเจือปนท่ีไม่ใช่สาหร่ายและเป็นของแขง็ติดมาดว้ย และน ้าหนกัหลงัอบไม่มีส่วนท่ีสุญเสียไป

กบัการบดละเอียด อยา่งไรก็ตาม%น ้าหนกัแหง้ท่ีไดน้อ้ยกวา่ท่ีควรจะเป็น คือ น ้าหนกัแหง้ท่ีไดจ้ากการอบ

สาหร่ายโดยทัว่ไปจะอยูท่ี่ประมาณ 10-12.5 % (De San, 2012 )ของน ้าหนกัเดิม แต่ในงานวจิยัน้ีค  านวณได้

เพียง 4.4-8.4% เท่านั้น(ตาราง 4.1) ซ่ึงเป็นผลมาจาก 1. หลงัการชะสาหร่ายสดดว้ยน ้ากลัน่แลว้ นอกจากจะมี

น ้าท่ีอยูใ่นเซลลส์าหร่ายยงัมีน ้าท่ีเปียกอยูบ่นผวินอกของสาหร่ายดว้ยซ่ึงแมจ้ะท าการบีบออก และ ซบัออก

แลว้ก็ตาม สาหร่ายก็ยงัอุม้น ้าอยูจ่  านวนหน่ึงซ่ึงไม่สามารถก าจดัออกไดห้มดก่อนน าไปอบอยูดี่ 2. เคร่ืองชัง่ท่ี

ใชช้ัง่เป็นเคร่ืองชัง่ขนาดใหญ่ เน่ืองจากขนาดของสาหร่ายก่อนอบมีปริมาตรมากเกินกวา่จะวางบนเคร่ืองชัง่2

ต าแหน่งได ้และน ้าหนกัรวมภาชนะมากกวา่น ้าหนกัสูงสุดจะใชเ้คร่ืองชัง่2ต าแหน่งได ้ท าใหน้ ้าหนกัท่ีชัง่ได้

อาจคลาดเคล่ือน 3. น ้าหนกัหลงัอบแหง้มีการสุญเสียไปบางส่วนจากการติดอยูก่บัถาดท่ีใชอ้บแหง้และไม่

สามารถขดูออกมาได ้          

ตารางที ่4.1 น ้าหนกัของสาหร่ายก่อน และ หลงัท าการอบแหง้ ค านวณเป็น %yield 

ชนิดสาหร่าย น ้าหนกัก่อนอบแหง้ (g) น ้าหนกัก่อนหลงัแหง้ (g) %yield 

สาหร่ายไส้ไก่ 2000 88.2 4.4 

สาหร่าย Chaetomorpha 1000 84.4 8.4 

สาหร่ายผมนาง 2000 182.5 5.3 

 เม่ือพิจารณาลกัษณะทางกายภาพของสาหร่าย3ชนิดพบวา่สาหร่าย Chaetomorpha มีผวินอกท่ีแขง็

และล าตน้มีขนาดใหญ่ไม่เกาะติดกนัท าใหเ้ช่ือวา่มีน ้าท่ีติดอยูภ่ายนอกก่อนอบนอ้ยท่ีสุด ในทางตรงขา้ม

สาหร่ายไส้ไก่ล าตน้เล็กอ่อนนุ่มเกาะติดกนัเป็นกอ้นจึงอุม้น ้าไดดี้
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 4.1.2 การวเิคราะห์องค์ประกอบหลกัในตัวอย่างสาหร่าย 

ผลการวเิคราะห์องคป์ระกอบสาหร่ายไส้ไก่ดงัตารางท่ี 4.2 สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Metin and 

Bayga (2018) ท่ีมีการศึกษาคุณค่าทางโภชนาการ และ องคป์ระกอบของสาหร่าย Enteromorpha intestinalis 

ในฤดูกาลต่างๆ ณ ประเทศตุรกี ผลการศึกษา % องคป์ระกอบต่างๆสอดคลอ้งกบัค่าของงานวจิยัในช่วงฤดู

ใบไมร่้วง(เดือนตุลาตม-พฤศจิกายน) ถึง ฤดูหนาว(ธนัวาคม-มีนาคม) เม่ือค านวณเป็น % ต่อน ้าหนกัแหง้

แลว้ ซ่ึงสาหร่ายไส้ไก่ท่ีน ามาใชใ้นงานวจิยัน้ีเก็บมาในช่วงเดือนพฤศจิกายน ความแตกต่างท่ีเกิดข้ึนเล็กนอ้ย

อาจเป็นผลจากสภาพอากาศ และ ภูมิประเทศท่ีแตกต่างกนั 

งานวจิยัน้ีท่ีวดัปริมาณคาร์โบไฮเดรตจากสาหร่ายไส้ไก่ไดถึ้ง 70.36% (ตารางท่ี4.2)มากกวา่ในการ

ทดลองของ Peasura  et al. (2015) ท่ีน าสาหร่ายไส้ไก่ท่ีเก็บมาในเดือนกรกฎาคมมาสกดัพอลิแซ็กคาไรด์ ซ่ึง

มีคาร์โบไฮเดรต55.43% ต  ่ากวา่ท่ีเก็บไดใ้นเดือนพฤศจิกายนจากการศึกษาของ Metin and Bayga (2018) ท่ีมี

คาร์โบไฮเดรต 61.26%  

ผลการวเิคราะห์องคป์ระกอบสาหร่ายผมนางจากตารางท่ี4.2 สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ 

Setthamongkol et al.  (2015)  ท่ีไดเ้พาะเล้ียงสาหร่ายในระบบปิด 9 ชนิด เพื่อศึกษาอตัราการเจริญเติบโต 

และองคป์ระกอบ   

ตารางที ่4.2 ผลการวิเคราะห์หาปริมาณองคป์ระกอบหลกัในตวัอยา่งสาหร่ายท่ีน ามาใชใ้นการวจิยั 

องคป์ระกอบหลกั 
ชนิดสาหร่าย 

สาหร่ายไส้ไก่ สาหร่ายChaetomorpha สาหร่ายผมนาง 

%ความช้ืน 0.476a±0.003 0.391b±0.001 0.586c±0.001 

%เถา้ 13.18a±0.09 18.75b± 0.04 22.93c±1.93 

%โปรตีน 15.93a±0.44 17.94b±0.54 23.52c±0.76 

%ไขมนั 0.054a±0.001 0.598b±0.196 0.040a±0.024 

%คาร์โบไฮเดรตโดยการ

ค านวณ 

70.36±0.53 62.32±0.78 52.92±2.72 

ค่าในตารางแสดงในรูปค่าเฉล่ีย±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ± SD)  

โดยอกัษรท่ีก ากบับนค่าเฉล่ียท่ีแตกต่างกนัแสดงถึง ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ(p≤0.05) 

เม่ือพิจารณาจากองคป์ระกอบของสาหร่ายทั้ง3ชนิดจะพบวา่ สาหร่ายผมนางมีปริมาณเถา้สูงกวา่

สาหร่ายอีก2ชนิด เน่ืองจากปริมาณเถา้บ่งบอกถึงปริมาณของแร่ธาตุในตวัอยา่งซ่ึงรวมถึงธาตุก ามะถนัท่ีเป็น
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ธาตุองคป์ระกอบของหมู่ sulphate ท่ีมีบทบาทส าคญัในการตา้นอนุมูลอิสระของ sulphated polysachharides 

ท  าใหค้าดวา่พอลิแซกคาไรด์ท่ีสกดัไดจ้ากสาหร่ายผมนางจะมีสมบติัในการตา้นอนุมูลอิสระมากท่ีสุด  

 นอกจากนั้นยงัพบวา่สาหร่ายไส้ไก่มีปริมาณคาร์โบไฮเดรตมากท่ีสุด รองลงมาคือ สาหร่าย

chaetomorpha และ สาหร่ายผมนาง ตามล าดบั ท าใหค้าดวา่ปริมาณสารสกดัหยาบท่ีสกดัไดจ้ะมีผลผลิตร้อย

ละจากสาหร่ายไส้ไก่มากท่ีสุด และ จากสาหร่ายผมนางนอ้ยท่ีสุด 

4.2 ผลผลติร้อยละของสารสกดัหยาบพอลแิซ็กคาไรด์จากสาหร่ายทะเล 

 จากการสกดัหยาบพอลิแซ็กคาไรดจ์ากสาหร่าย3ชนิดไดแ้ก่สาหร่ายไส้ไก่ สาหร่าย Chaetomorpha 

และ สาหร่ายผมนาง ดว้ยวิธีการสกดัท่ีแตกต่างกนั3วธีิไดแ้ก่ Hot water extraction ,Ultrasound-assisted 

extraction และ enzymatic-assisted extraction พบวา่การสกดัดว้ย Ultrasound-assisted extraction ไดผ้ลผลิต

ร้อยละนอ้ยท่ีสุด(ตาราง4.3)  สอดคลอ้งกบัการทดลองของ He et al. ( 2016)  ท่ีไดศึ้กษาอิทธิพลของการสกดั

ดว้ยวธีิต่างกนั3วธีิไดแ้ก่ Hot water extraction ,Ultrasound-assisted extraction และ Microwave-assisted 

extraction ในสาหร่าย4ชนิดพบวา่วธีิ Ultrasound-assisted extraction ไดผ้ลผลิตร้อยละนอ้ยท่ีสุดเช่นกนั  

 สารสกดัหยาบท่ีสกดัดว้ยวธีิ enzymatic-assisted extraction ไดผ้ลผลิตร้อยละเฉล่ียสูงท่ีสุด ซ่ึงเป็น

ผลจากการท่ีผนงัเซลลข์องสาหร่ายสีเขียว(สาหร่ายไส้ไก่ และ สาหร่าย chaetomorpha) มีcelluloseเป็น

ส่วนประกอบอยู ่ 19-41% และสาหร่ายสีแดง(สาหร่ายผมนาง) มีcelluloseเป็นส่วนประกอบอยู ่ 7-24% 

(Rioux and Turgeon ,2013) ท  าใหเ้อนไซมท่ี์ใชใ้นการวจิยัน้ีคือ cellulase ตดัพนัธะ 1,4-beta-D-glycosidic 

linkages ของ celluloseใหส้ั้นลง ท าใหผ้นงัเซลลเ์กิดช่องวา่งใหต้วัท าละลายเขา้ไปสกดัพอลิแซ็กคาไรดใ์น

เซลลอ์อกมาไดดี้ข้ึน รวมถึงท าใหส้กดั sulphated poltsaccharides ท่ีอยูบ่ริเวณผนงัเซลลอ์อกมาไดดี้ แต่

เน่ืองจากสาหร่ายสีแดงมี cellulose นอ้ยกวา่สาหร่ายสีเขียวท าใหผ้ลผลิตร้อยละของสาหร่ายผมนางสกดัดว้ย 

hot water extraction มากกวา่ enzymatic-assisted extraction (ตาราง 4.3) 

 ส าหรับ hot water extraction นั้นค่าท่ีไดจ้ากการสกดัหยาบพอลิแซ็กคาไรดจ์ากสาหร่ายไส้ไก่ คือ 

26.04% (ตาราง4.3) มากกวา่ค่าจากการศึกษาของ Peasura  et al. (2015) ท่ีไดค้่าประมาณ12% เป็นผลมาจาก

ปริมาณคาร์โบไฮเดรตในสาหร่าย (อา้งอิงจากหวัขอ้4.1.2)  และอาจมีอิทธิพลของสภาพแวดลอ้มของพื้นท่ีท่ี

สาหร่ายเจริญเติบโตมาเก่ียวขอ้ง ส าหรับสาหร่ายผมนาง (Gracilaria tenuistipitata) สกดัพอลิแซกคาไรดไ์ด้

เพียง 13.78% ซ่ึงนอ้ยกวา่ค่าท่ีไดจ้ากการศึกษาของ Barros et al. (2013) ท่ีสกดัไดม้ากถึง 32.8% เน่ืองจากใน

งานวจิยัดงักล่าวไดใ้ชส้าหร่ายคนละสปีชีส์กนัคือ สาหร่าย Gracilaria caudate นอกจากน้ีในงานวจิยั

ดงักล่าวไดอ้า้งอิงถึงงานวิจยัอ่ืนท่ีสกดัพอลิแซ็กคาไรด์จากสาหร่ายสกุล Gracilaria อีกหลายชนิดซ่ึงใหค้่า

แตกต่างกนัตั้งแต่ 6.5-46.6% ซ่ึงในงานวจิยัน้ีก็อยูใ่นช่วงดงักล่าวเช่นกนั 

https://en.wikipedia.org/wiki/Glycosidic_linkage
https://en.wikipedia.org/wiki/Glycosidic_linkage
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 ส าหรับผลผลิตร้อยละของสารสกดัหยาบท่ีสกดัดว้ย Ultrasound-assisted extraction พบวา่ สารสกดั

หยาบจากสาหร่ายไส้ไก่ไดผ้ลผลิต 12.29% ใกลเ้คียงกบัการศึกษาของ Rahimi, Tabarsa and Rezaei (2016) 

ท่ีได ้8.3% ส่วนสาหร่ายผมนางได ้7.80%ซ่ึงนอ้ยกวา่การศึกษาของ Fidelis et al. (2014)  เน่ืองจากงานวจิยั

ดงักล่าวใชส้าหร่ายคนละสปีชีส์คือ Gracilaria birdiae 

ตารางที ่4.3 ผลผลิตร้อยละของสารสกดัหยาบจากสาหร่าย3ชนิด ท่ีสกดัดว้ยวธีิแตกต่างกนั 

ชนิดสาหร่าย 

ผลผลิตร้อยละของสารสกดัหยาบสกดัดว้ยวธีิ 

Hot water extraction Ultrasound-assisted 

extraction 

enzymatic-assisted 

extraction 

สาหร่ายไส้ไก่ 26.04d±2.89 12.29ab±0.62 34.27e±4.10 

สาหร่ายChaetomorpha 19.27c±1.09 12.64ab±4.15 19.70c±1.38 

สาหร่ายผมนาง 13.78b±3.34 7.80a±2.06 10.80ab±2.41 

ค่าในตารางแสดงในรูปค่าเฉล่ีย±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ± SD) จากการวเิคราะห์3ซ ้ า 

โดยอกัษรท่ีก ากบับนค่าเฉล่ียท่ีแตกต่างกนัแสดงถึง ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ(p≤0.05) 

4.3 สมบัติการต้านอนุมูลอสิระของสารสกดัหยาบทีส่กดัจากสาหร่าย3ชนิดด้วยวธีิแตกต่างกนั3วธีิ 

 จากการสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH  พบวา่สาหร่ายผมนางท่ีสกดัดว้ย Ultrasound-

assisted extraction มีสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระสูงท่ีสุดอยา่งมีนยัส าคญัเทียบกบัวธีิการอ่ืนๆ คือ  179.13 

µmol ascorbic acid equivalent/g (เทียบเป็น31.52 mg ascorbic acid equivalent/g) (ตาราง4.4) ส าหรับวธีิ

DPPH ซ่ึงนอ้ยกวา่ค่าในการศึกษาของ Fidelis et al. (2014)  ท่ีไดป้ระมาณ 80 mg ascorbic acid equivalent/g 

ซ่ึงอาจเป็นผลจากการใชส้าหร่ายต่างสปีชีส์กนั  

นอกจากน้ียงัพบวา่สาหร่ายผมนางท่ีสกดัดว้ย enzymatic-assisted extraction ใหส้มบติัตา้นอนุมูล

อิสระสูงใกลเ้คียงกบัการใช ้ Ultrasound-assisted extraction เม่ือวดัดว้ยวธีิDPPH และมีสมบติัตา้นอนุมูล

อิสระสูงท่ีสุดเม่ือวดัดว้ยวธีิ FRAP ท่ี 72.31 µmol ascorbic acid equivalent/g  

แต่เม่ือท าการวิเคราะห์ total phenolic content เพิ่มเติมพบวา่สารสกดัหยาบท่ีสกดัจากสาหร่าย

ผมนางทั้ง3วธีิมี total phenolic content สูงกวา่สารสกดัหยาบจากสาหร่ายอีก2ชนิดมาก โดยสารสกดัหยาบ

จากสาหร่ายผมนางมีมากท่ีสุดเท่ากบั 31.20 mg gallic acid equivalent (GAE)/g จึงอาจพิจารณาไดว้า่สมบติั

ตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัหยาบจากสาหร่ายผมนางเป็นผลมาจาก phenolic compound มากกวา่ 

sulphated polysaccharides จึงควรมีการศึกษา sulfate content ในสารสกดัหยาบท่ีสกดัไดเ้พิ่มเติม  
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 เม่ือพิจารณาความสัมพนัธ์ระหวา่งสมบติัตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัหยาบจากสาหร่าย

chaetomorpha กบั total phenolic content พบวา่ phenolic content ของวธีิ Ultrasound-assisted extraction 

มากกวา่ enzymatic-assisted extraction อยา่งมีนยัส าคญั แต่เม่ือน าไปวดัสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ 

DPPH วธีิ enzymatic-assisted extraction กลบัไดค้่ามากกวา่อีก2วธีิการสกดัอยา่งมีนยัส าคญั และเม่ือวดัดว้ย

วธีิ FRAP ทั้ง3วธีิการสกดัไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั จึงอาจพิจารณาไดว้า่สมบติัตา้นอนุมูลอิสระ

ของสารสกดัหยาบจากสาหร่าย chaetomorpha มาจาก sulphated polysaccharides มากกวา่ phenolic 

compound 

 เม่ือพิจารณาสารสกดัหยาบจากสาหร่ายไส้ไก่พบวา่วธีิการสกดัไม่มีผลต่อสมบติัการตา้นอนุมูล

อิสระเม่ือวดัดว้ยวธีิ DPPH และ total phenolic content นอกจากน้ียงัพบวา่สมบติัตา้นอนุมูลอิสระของสาร

สกดัหยาบจากสาหร่ายไส้ไก่มีค่าใกลเ้คียงกบัสารสกดัหยาบจากสาหร่ายchaetomorpha ท่ีประมาณ 11-12% 

(ตารางท่ี4.5) แต่กลบัมี total phenolic content นอ้ยกวา่หลายเท่าตวั จึงอาจพิจารณาไดว้า่สารสกดัหยาบจาก

สาหร่ายไส้ไก่มี sulphated polysaccharides อยูม่าก อยา่งไรก็ตามค่าท่ีไดจ้ากการศึกษาน้ีนอ้ยกวา่ค่าท่ีได้

รายงานไวจ้ากการศึกษาของ Peasura  et al. (2015) ท่ีรายงานไวป้ระมาณ50% และ Rahimi, Tabarsa and 

Rezaei (2016) ท่ีประมาณ50%เช่นกนั ซ่ึงคาดวา่เป็นผลจากการท่ีปริมาณเถา้ซ่ึงบอกถึงปริมาณแร่ธาตุใน

สาหร่ายไส้ไก่ท่ีใชใ้นงานวจิยัน้ี (13.18%) นอ้ยกวา่งานวจิยัของ Peasura  et al. (2015) (19.95%) และ 

ส าหรับวธีิ Ultrasound-assisted extraction งานวจิยัน้ีใชค้วามถ่ี 4 kHz ซ่ึงต ่ากวา่งานวจิยัของ Rahimi, 

Tabarsa and Rezaei (2016) ท่ี53 kHz จึงอาจมีผลกบัสารสกดัหยาบพอลิแซ็กคาไรดท่ี์สกดัได ้ 

ตารางที ่4.4 สมบติัตา้นการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัหยาบจากสาหร่าย3ชนิด ท่ีสกดัดว้ยวธีิแตกต่างกนั 

ดว้ยวธีิDPPH เทียบเป็น µmol ascorbic acid equivalent/g 

ชนิดสาหร่าย 

สมบติัตา้นการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัหยาบ (µmol ascorbic acid 

equivalent/g)สกดัดว้ยวธีิ 

Hot water extraction Ultrasound-assisted 

extraction 

enzymatic-assisted 

extraction 

สาหร่ายไส้ไก่ 88.50a0±.28 89.31a±0.57 86.32a±1.08 

สาหร่ายChaetomorpha 91.98a±0.28 89.97a±1.43 104.69c±0.28 

สาหร่ายผมนาง 97.67b±0.00 179.13e±7.22 110.68d±0.84 

ค่าในตารางแสดงในรูปค่าเฉล่ีย±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ± SD) จากการวเิคราะห์2ซ ้ า 

โดยอกัษรท่ีก ากบับนค่าเฉล่ียท่ีแตกต่างกนัแสดงถึง ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ(p≤0.05) 



 

   22 

 อยา่งไรก็ตามเน่ืองจากส่ิงท่ีสกดัจากสาหร่ายในงานวิจยัน้ีเป็นสารสกดัหยาบจึงอาจมีสารอ่ืนท่ีอาจ

เจือปนมาท่ีไม่ใช่phenolic content แต่ใหฤ้ทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ เช่น ascorbic acid , uric acid, bilirubin , 

thiols ,b-carotene, carotenoid, g-terpinen, di-alkyl ,nitroxides และ FeCl3 

ตารางที ่4.5 สมบติัตา้นการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัหยาบจากสาหร่าย3ชนิด ท่ีสกดัดว้ยวธีิแตกต่างกนั 

ดว้ยวธีิDPPH เทียบเป็น % inhibition 

ชนิดสาหร่าย 

สมบติัตา้นการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัหยาบ(% inhibition)สกดัดว้ยวธีิ 

Hot water extraction Ultrasound-assisted 

extraction 

enzymatic-assisted 

extraction 

สาหร่ายไส้ไก่ 11.24ab±0.07 11.09a±0.14 11.29ab±0.29 

สาหร่ายChaetomorpha 11.98ab±0.07 10.94a±0.36 15.21c±0.07 

สาหร่ายผมนาง 12.71b±0.00 33.01e±1.80 16.63d±0.22 

ค่าในตารางแสดงในรูปค่าเฉล่ีย±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ± SD) จากการวเิคราะห์2ซ ้ า 

โดยอกัษรท่ีก ากบับนค่าเฉล่ียท่ีแตกต่างกนัแสดงถึง ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ(p≤0.05) 

ตารางที ่4.6 สมบติัตา้นการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัหยาบจากสาหร่าย3ชนิด ท่ีสกดัดว้ยวธีิแตกต่างกนั 

ดว้ยวธีิFRAP เทียบเป็น µmol ascorbic acid equivalent/g 

ชนิดสาหร่าย 

สมบติัตา้นการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัหยาบ (µmol ascorbic acid 

equivalent/g)สกดัดว้ยวธีิ                          

Hot water extraction Ultrasound-assisted 

extraction 

enzymatic-assisted 

extraction 

สาหร่ายไส้ไก่ 15.19a±0.12 13.93a±0.35 17.58b±0.22 

สาหร่ายChaetomorpha 18.78b±0.58 19.79b±0.48 18.54b±0.94 

สาหร่ายผมนาง 27.73c±1.20 70.00d±2.28 72.31e±0.12 

ค่าในตารางแสดงในรูปค่าเฉล่ีย±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ± SD) จากการวเิคราะห์2ซ ้ า 

โดยอกัษรท่ีก ากบับนค่าเฉล่ียท่ีแตกต่างกนัแสดงถึง ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ(p≤0.05) 
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ตารางที ่4.7 total phenolic content ของสารสกดัหยาบจากสาหร่าย3ชนิด ท่ีสกดัดว้ยวธีิแตกต่างกนั ดว้ยวธีิ 

Folin-Ciocalteu Colorimatric assay เทียบเป็น mg gallic acid equivalent (GAE)/g 

ชนิดสาหร่าย 

สมบติัตา้นการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัหยาบสกดัดว้ยวธีิ                         

(µmol ascorbic acid equivalent/g) 

Hot water extraction Ultrasound-assisted 

extraction 

enzymatic-assisted 

extraction 

สาหร่ายไส้ไก่ 0.38a±0.06 0.31a±0.03 0.87ab±0.06 

สาหร่ายChaetomorpha 3.18cd±0.03 3.42d±0.08 2.02bc±0.12 

สาหร่ายผมนาง 18.55e±0.34 31.20g±1.61 26.12f±0.18 

ค่าในตารางแสดงในรูปค่าเฉล่ีย±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ± SD) จากการวเิคราะห์2ซ ้ า 

โดยอกัษรท่ีก ากบับนค่าเฉล่ียท่ีแตกต่างกนัแสดงถึง ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ(p≤0.05) 

4.4 สมบัติการเป็นพรีไบโอติกของสารสกดัหยาบทีส่กดัจากสาหร่าย3ชนิดด้วยวธีิแตกต่างกนั3วธีิ 

 จากตารางท่ี ค.1-ค.3 จะพบวา่การเพิ่มข้ึนของจุลินทรียท่ี์ใชแ้หล่งคาร์โบไฮเดรตสารสกดัหยาบแต่

ละชนิด ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั และ การเพิ่มข้ึนของจุลินทรียท่ี์ใชแ้หล่งคาร์โบไฮเดรตจากสาร

สกดัหยาบท่ีสกดัจากสาหร่ายชนิดเดียวกนัไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั และจุลินทรีย ์ Lactobacillus 

ทั้ง2สายพนัธ์ุเจริญเติบโตใน อินูลินซ่ึงเป็น commercial prebiotic ท่ีน ามาเป็นตวัเปรียบเทียบไดดี้ท่ีสุด 

นอกจากน้ี Escherichia coli O74 ท่ีใชเ้ป็นตวัแทน enteric strains ยงัเจริญเติบโตบน inulinไดน้อ้ยกวา่แหล่ง

คาร์โบไฮเดรตอ่ืน ท าใหค้  านวณแลว้มี prebiotic activities score สูงท่ีสุดอยา่งมีนยัส าคญั แต่หากพิจารณา

เฉพาะสารสกดัหยาบจากสาหร่ายเท่านั้น สารสกดัหยาบจากสาหร่ายไส้ไก่ท่ีสกดัดว้ยวธีิ Ultrasound-assisted 

extraction จะมีค่า prebiotic activities score สูงทีสุด คือ 0.26ในการเล้ียงเช้ือ Lactobacillus casei TISTR 

1500 และ -0.26 ในการเล้ียงเช้ือ Lactobacillus reuteri TRBC291 (ภาพท่ี4.1) ซ่ึงสาเหตุท่ีสารสกดัหยาบแต่

ละตวัอยา่งไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั และ เจริญเติบโตไดน้อ้ยกวา่อินูลิน อาจเป็นผลจากการท่ีอิ

นูลินเป็นโอลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีมีสายสั้นกวา่สารสกดัหยาบท่ีเป็นพอลิแซ็กคาไรด์จุลินทรียจึ์งน าไปใชเ้ป็น

แหล่งคาร์โบไฮเดรตไดดี้กวา่จาก Watson  et al. (2012) จะเห็นวา่probiotic ทุกชนิดจะเจริญเติบโตในน ้าตาล

โมเลกุลเด่ียวไดดี้กวา่ oligosaccharides ส าหรับเช้ือ E.coli จากการศึกษาของ Kornberg (1976)ไดร้ะบุวา่ 

E.coli ใชน้ ้าตาล frucose ท่ีเป็นโมเลกุลเด่ียวของอินูลินไดน้อ้ยกวา่กลูโคส และ จากการศึกษาของ Tabarsa 

et al. (2018) ระบุวา่พอลิแซ็กคาไรดจ์ากสาหร่ายไส้ไก่มีน ้าตาลกลูโคสอยูถึ่ง 40.88% และมีกาแลกโทสอีก 

15.79% ซ่ึงงานวจิยัของ Bertib et al. (2012) แสดงใหเ้ห็นวา่ E.coli ใชน้ ้าตาลทั้ง2ชนิดไดดี้ ส าหรับสาหร่าย
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ผมนาง Fidelis et al. (2014)  ก็ไดร้ายงานถึงการมีอยูข่องน ้าตาลทั้ง2ชนิดในพอลิแซ็กคาไรดท่ี์สกดัได้

เช่นกนั 

ภาพท่ี 4.1 แสดงค่า prebiotic activity score ของเช้ือ Lactobacillus casei TISTR 1500 และ Lactobacillus 

reuteri TRBC291 ท่ีใชส้ารสกดัหยาบจากสาหร่ายเป็นแหล่งคาร์โบไฮเดรต เปรียบเทียบกบัอินูลิน 

 
ค่าในภาพแสดงในรูปค่าเฉล่ีย±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ± SD) จากการวเิคราะห์2ซ ้ า 

โดยอกัษรท่ีก ากบับนค่าเฉล่ียท่ีแตกต่างกนัแสดงถึง ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ(p≤0.05) 

 4.5 ผลการวเิคราะห์โครงสร้างด้วยเทคนิค Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy 

 ในการวจิยัน้ีไดต้รวจวิเคราะห์ FTIR จ านวน 5 ตวัอยา่งไดแ้ก่ สารสกดัหยาบพอลิแซ็กคาไรดจ์าก

สาหร่ายทั้ง3ชนิด ท่ีสกดัดว้ย hot water extraction พบวา่องคป์ระกอบสารสกดัหยาบท่ีไดว้า่มีพอลิแซ็กคา

ไรดเ์ป็นองคป์ระกอบหลกั  

อา้งอิงผลการวเิคราะห์โครงสร้างจาก Barros et al. (2013) , Rahimi, Tabarsa and Rezaei (2016), 

Tabarsa et al. (2018) และ He et al. (2016) จะพบ peak ท่ีส าคญัจากสารสกดัหยาบจากสาหร่ายทั้ง3ชนิด

(ภาพท่ี 4.2 4.5 และ 4.6) ไดแ้ก่ ช่วง 3200-3400 cm-1 แสดงถึงพนัธะ O-H ช่วง 2923-2925 cm-1 แสดงถึง

พนัธะ C-H ช่วง1620-1645 cm-1 แสดงถึงความไม่สมมาตรของ carboxylate ช่วงประมาณ1400 cm-1 แสดง

ถึงพนัธะ C-O ช่วง 1215-1235 cm-1 แสดงถึงพนัธะ S-O ของหมู่ซลัเฟต ช่วง1020-1080 cm-1  แสดงถึง 
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pyranose ring , glycosidic bond และ พนัธะ    C–O ช่วง 845-870 cm-1  แสดงถึงพนัธะ C-O-S ของหมู่

ซลัเฟตท่ีแทนท่ีในวงน ้าตาล ทั้งหมดเป็น peakท่ี แสดงถึง typical absorption peaks ของพอลิแซ็กคาไรด์

แสดงใหเ้ห็นวา่สารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากการสกดัสาหร่ายทั้ง3ชนิดนั้นมีพอลิแซ็กคาไรดเ์ป็นองคป์ระกอบ

หลกัจากการท่ีเห็น peak ส าคญัของพอลิแซ็กคาไรดไ์ดอ้ยา่งชดัเจน 

เม่ือพิจารณากราฟFTIRจากสาหร่ายผมนางท่ีสกดัต่างกนัทั้ง3วธีิจะพบวา่ peak ส าคญัของพอลิ

แซ็กคาไรดท่ี์พบจากสารสกดัหยาบดว้ยวธีิ hot water extraction (ภาพท่ี4.2) จะมี %Tต ่ากวา่อีก2วธีิอยา่งเห็น

ไดช้ดั จึงคาดไดว้า่สารสกดัหยาบดว้ยวธีิน้ี cm-1 จะมีสัดส่วนของพอลิแซ็กคาไรดอ์ยูใ่นสารสกดัหยาบมาก มี

การพบ peak ท่ี 2020-2050 cm-1 แสดงถึงพนัธะC=O ซ่ึงไม่พบในกราฟFTIRอีก2วธีิ (ภาพท่ี4.3-4.4) peak

ของความไม่สมมาตรของ carboxylate(RCOOR ' ) ช่วง 1630 cm-1  มี%T ต ่ากวา่กราฟอีก2วธีิการสกดัอยา่ง

เห็นไดช้ดัเจน 

ส าหรับกราฟ FTIR ของสารสกดัหยาบจากสาหร่ายผมนางสกดัดว้ย ultrasound-assisted extraction 

(ภาพท่ี4.3) จะพบวา่กราฟของสารสกดัหยาบน้ีมี peakเ ล็กๆตั้งแต่ช่วง 500-1230 cm-1 ซ่ึงแสดงถึงพนัธะ    

C-H ช่วง500-800 cm-1  พนัธะ C=C ช่วง 800-1000 cm-1  และ พนัธะ C=O ช่วง1000-1200 cm-1 ในต าแหน่ง

ท่ีไม่สอดคลอ้งกบัพอลิแซ็กคาไรดโ์ดยทัว่ไป ดงันั้นpeak เล็กๆในช่วงดงักล่าวจึงมีความเป็นไปไดท่ี้จะเป็น

สารอ่ืนท่ีไม่ใช่พอลิแซ็กคาไรดเ์จือปนมาหลายชนิด ซ่ึงอาจมีสารท่ีใหฤ้ทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระเจือปนมากบัสาร

สกดัหยาบท าใหส้ารสกดัหยาบน้ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระไดดี้ท่ีสุดเม่ือวดัดว้ยวธีิ DPPH  

 จากกราฟ FTIR  จากสาหร่ายผมนางท่ีสกดัดว้ยวธีิต่างกนัทั้ง3วธีิ (ภาพท่ี4.2-4.4) จะเห็นวา่กราฟจาก

วธีิ ultrasound-assisted extraction มี peak ของพนัธะ C=C อยูจ่  านวนมาก ในขณะท่ีกราฟจากวธีิ enzymatic-

assisted extraction ไม่มี peakดงักล่าวอยู ่แต่ทั้ง2วธีิมีสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระ และ phenolic content อยู่

ใกลเ้คียงกนั  

 กราฟของสารสกดัหยาบท่ีสกดัดว้ย  hot water extraction และ enzymatic-assisted extraction มี

ลกัษณะของกราฟ และ %T ท่ีtypical absorption peaks ของพอลิแซ็กคาไรดใ์กลเ้คียงกนั สอดคลอ้งกบัผล 

prebiotic activities score ท่ีทั้ง2สารสกดั มี score ใกลเ้คียงกนั ส าหรับวธีิ ultrasound-assisted extraction %T 

ท่ี typical absorption peaks ของพอลิแซ็กคาไรด ์ช่วง 3300 cm-1  , 2900 cm-1, 1200 cm-1 และ1000 cm-1      

จะนอ้ยกวา่อีก2วธีิอยา่งชดัเจน สอดคลอ้งกบั prebiotic activities scoreท่ีนอ้ยกวา่อีก2วิธีเช่นกนั 
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ภาพท่ี 4.2 ผล FTIR ของสารสกดัหยาบจากสาหร่ายผมนางสกดัดว้ย hot water extraction 

 
ภาพท่ี 4.3 ผล FTIR ของสารสกดัหยาบจากสาหร่ายผมนางสกดัดว้ย ultrasound-assisted extraction 
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ภาพท่ี 4.4 ผล FTIR ของสารสกดัหยาบจากสาหร่ายผมนางสกดัดว้ย enzymatic-assisted extraction 

 
ภาพท่ี 4.5 ผล FTIR ของสารสกดัหยาบจากสาหร่ายไส้ไก่สกดัดว้ย hot water extraction 
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ภาพท่ี 4.6 ผล FTIR ของสารสกดัหยาบจากสาหร่าย chaetomorphaสกดัดว้ย hot water extraction 
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บทที5่ 

สรุปผล และ ข้อเสนอแนะ 

 งานวจิยัน้ีมีจุดประสงคใ์นการศึกษาวธีิท่ีเหมาะสมในการสกดัหยาบพอลิแซ็กคาไรดจ์ากสาหร่าย

ทะเลเพื่อน าไปใชป้ระโยชน์ในดา้นการตา้นอนุมูลอิสระ และ ใชเ้ป็นพรีไบโอติก ซ่ึงจากการศึกษาสาหร่าย3

ชนิดไดแ้ก่ สาหร่ายไส้ไก่ สาหร่ายchaetomorpha และ สาหร่ายผมนาง น ามาสกดัดว้ยวธีิการดั้งเดิมคือ hot 

water extraction และ วธีิการสมยัใหม่อีก2วธีิการโดยเลือก ultrasound-assisted extraction ท่ีเป็นวธีิการ

เชิงกล และ enzymatic-assisted extraction ท่ีเป็นวธีิการทางชีวภาพมาใช ้จากการศึกษาร้อยละผลผลิตในการ

สกดัหยาบพอลิแซ็กคาไรดพ์บวา่วธีิ enzymatic-assisted extraction สามารถสกดัหยาบพอลิแซ็กคาไรดไ์ด้

ดีกวา่ หรือ เทียบเท่ากบั hot water extractionซ่ึงเป็นวธีิการดั้งเดิม การใชเ้อนไซมช่์วยสกดันั้นใชพ้ลงังาน 

และ ทรัพยากรต ่ากวา่ จึงเป็นวธีิการท่ีเหมาะสมท่ีจะใชแ้ทนวธีิเดิม ในการศึกษาสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระ

พบวา่สาหร่ายผมนางมีสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระมากท่ีสุด แต่จากการศึกษาเพิ่มเติมดา้น total phenolic 

content ท าใหมี้ความเป็นไปไดท่ี้จะเป็นผลจาก phenolic compound มากกวา่ sulphated polysaccharides จึง

ควรศึกษา sulfate contentในสารสกดัหยาบเพิ่มเติมเพื่อใหผ้ลการศึกษาสมบูรณ์ยิง่ข้ึน การวเิคราะห์ total 

antioxidant capacity หรือ reducing power เพิ่มเติมอาจช่วยใหเ้ขา้ใจคุณสมบติัในการตา้นอนุมูลอิสระไดดี้

ยิง่ข้ึน ในการศึกษาสมบติัในการเป็นพรีไบโอติกในโพรไบโอติก2ชนิดพบวา่ชนิดสาหร่าย และ วธีิการสกดั

ไม่มีอิทธิพลอยา่งมีนยัส าคญั จึงควรท่ีจะมีการศึกษาเพิ่มเติมในการท าซ ้ าเพื่อเพิ่มความแม่นย  า และ 

การศึกษาในจุลินทรียช์นิดอ่ืน จากการวิเคราะห์FTIRสรุปไดว้า่สารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากสาหร่ายทั้ง3ชนิดมี

พอลิแซ็กคาไรด ์ เป็นส่วนประกอบและมีโครงสร้างท่ีแตกต่างกนัจึงควรท่ีจะแยกพอลิแซ็กคาไรดบ์ริสุทธ์ิ

จากสารสกดัหยาบแลว้หาชนิดและสัดส่วนน ้าตาลโมเลกุลเด่ียวจากพอลิแซ็กคาไรดท่ี์สกดัไดด้ว้ยวธีิการ

HPLC เพื่อใหเ้ขา้ใจถึงโครงสร้างพอลิแซ็กคาไรดท่ี์สกดัไดดี้ข้ึน รวมถึงการหามวลโมเลกุลของพอลิแซ็กคา

ไรดด์งักล่าว อยา่งไรก็ตามผลการวเิคราะห์FTIRแสดงใหเ้ห็นถึงอิทธิพลของวธีิการสกดัต่อโครงสร้างพอลิ

แซ็กคาไรดท่ี์ไดซ่ึ้งอาจส่งผลต่อสมบติัของพอลิแซ็กคาไรดอ่ื์นๆ 
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ภาคผนวก ก 

วธีิวเิคราะห์ 

ก.1 การวเิคราะห์สมบัติต้านอนุมูลอสิระด้วยวธีิ 2,2-diphenyl-1-picrythydrazyl (DPPH) assayดัดแปลง

จากวธีิของ Brand-Willams, Cuvelier and Berset (1995) และ Dore et al. (2013) 

วธีิเตรียมสารละลาย DPPH 

เตรียม stock solution  ละลาย DPPH 24 mg ดว้ย methanol ปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตรขนาด

100 ml เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศา ไม่เกิน 5 วนั  เม่ือจะใชง้าน DPPH ใหปิ้เปต stock solution 10 ml มาเจือ

จางดว้ย methanol 50 ml และน าไปวดัการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm โดยมี methanol เป็นblank 

วธีิการเตรียมสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid และการสร้างกราฟมาตรฐาน 

 1.ละลาย Ascorbic acid 44 mg ดว้ยน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตรขนาด 25 ml ได้

สารละลายความเขม้ขน้ 10000 µM 

 2.เจือจางสารละลายใหมี้ความเขม้ขน้ 100-800 µM ดว้ยน ้ ากลัน่ 

 3.ปิเปตสารละลาย 0.2 ml ใส่หลอดทดลอง ผสมกบัสารละลาย DPPH 4 ml ตั้งทิ้งไวใ้นท่ีมืด ท่ี

อุณหภูมิหอ้ง 30 นาที 

 4.น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 nm โดยมีmethanolเป็น blank 

 5.น าค่าท่ีวดัไดจ้ากสารละลาย DPPH (Ainitial) และค่าท่ีวดัไดจ้าก ascorbic acid (Afinal) มาหาผลต่าง

ของค่าการดูดกลืนแสงจากสมการ (Adiff) Adiff = Ainitial - Afinal 

 6.สร้างกราฟมาตรฐานระหวา่งความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid กบั Adiff 

 
ภาพที ่ก.1 กราฟมาตรฐานascorbic acid ส าหรับการวเิคราะห์สมบติัการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH 

y = 0.0012x + 0.018 
R² = 0.9993 
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ก.2 การวเิคราะห์สมบัติต้านอนุมูลอสิระด้วยวธีิ ferric reducing antioxidant power (FRAP) ดัดแปลงจาก

วธีิของ Benzie และ Strain (1996) 

วธีิเตรียมสารละลาย FRAP 

 1.เตรียม acetate buffer โดยผสม sodium acetate trihydrate 0.75 g และ glacial acetic acid 4 ml 

ปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตรขนาด 250 ml ดว้ยน ้ากลัน่ 

 2.เตรียมสารละลาย ferric chloride โดยละลาย ferric chloride 135 mg ดว้ยน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใน

ขวดปรับปริมาตรขนาด 25 ml 

 3.เตรียมสารละลาย TPTZ โดยละลาย TPTZ 78 mg ดว้ย HCl 0.04 M ปรับปริมาตรในขวดปรับ

ปริมาตรขนาด 25 ml 

 4.เตรียมสารละลาย FRAP โดยผสม acetate buffer 250 ml, สารละลาย ferric chloride 25 ml และ

สารละลาย TPTZ 25 ml ตามล าดบั 

วธีิการเตรียมสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid และการสร้างกราฟมาตรฐาน 

 1.ละลาย Ascorbic acid 44 mg ดว้ยน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตรขนาด 25 ml ได้

สารละลายความเขม้ขน้ 10000 µM 

 2.เจือจางสารละลายใหมี้ความเขม้ขน้ 100-600 µM ดว้ยน ้ ากลัน่ 

 3.ปิเปตสารละลาย 0.2 ml ใส่หลอดทดลอง ผสมกบัสารละลาย FRAP 4 ml ตั้งทิ้งไวใ้นท่ีมืด ท่ี

อุณหภูมิหอ้ง 30 นาที 

 4.น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 593 nm โดยมีน ้ากลัน่เป็น blank 

 5.น าค่าท่ีวดัไดจ้ากสารละลาย FRAP(Ainitial) และค่าท่ีวดัไดจ้าก ascorbic acid (Afinal) มาหาผลต่าง

ของค่าการดูดกลืนแสง (Adiff) 

Adiff = Ainitial - Afinal 

 6.สร้างกราฟมาตรฐานระหวา่งความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid กบั Adiff 
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ภาพที ่ก.2 กราฟมาตรฐานascorbic acid ส าหรับการวเิคราะห์สมบติัการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ FRAP 

ก.3 การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน ด้วยวธีิ Kjeldahl method ดัดแปลงจากวธีิของ A.O.A.C., 2000 

อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 

อุปกรณ์ยอ่ยโปรตีน (BUCHI Digestion Unit, รุ่น K-424) 

อุปกรณ์กลัน่โปรตีน (BUCHI Distillation Unit, รุ่น K-355) 

เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Mettler Toledo, รุ่น MS024S/01) 

Water bath (Memmert, รุ่น WNB22) 

Suction module 

ขวดปรับปริมาตร 100 ml 

ขวดปรับปริมาตร 500 ml 

ขวดรูปชมพูข่นาด 250 ml 

บิวเรตขนาด 50 ml 

กระบอกตวง 100 ml 

ปิเปต 1 ml 

บีกเกอร์ 250 ml 

บีกเกอร์ 1000 ml 

กระดาษกรอง 

ชอ้นตกัสาร 

 

y = 0.002994x - 0.0161 
R² = 0.9989 
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ความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน ascorbic acid(µM) 
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สารเคมี 

 Copper sulphate 

Potassium sulpate 

 Sulphuric acid 98% 

 Hydrochloric acid 0.1 N 

 Sodium hydroxide 35% 

 Boric acid 4% 

 อินดิเคเตอร์ (Bromocresolresin: Methyl red: Methylene blue อตัราส่วน 0.1: 0.125: 0.028 ใน 

Ethyl alcohol 100 ml) 

วธีิวเิคราะห์ 

 1.ชัง่ตวัอยา่ง 0.05 g ใส่ลงใน Suction module  

2.เติม Copper sulphate 0.1 g และ Potassium sulphate 2 g 

 3.เติม Sulphuric acid 20 ml 

 4.น าตวัอยา่งไปยอ่ยจนไดส้ารละลายใสสีน ้าตาล พกัไวจ้นเยน็ 

 5.เติมน ้ากลัน่ 25 ml เพื่อเจือจางความเป็นกรด 

 6.น าสารละลายท่ีไดใ้น Suction module เขา้เคร่ืองกลัน่และเติม Sodium hydroxide 35% จน

สารละลายเปล่ียนเป็นสีด า กลัน่ลงในขวดรูปชมพูท่ี่บรรจุ Boric acid 4% ปริมาณ 25 ml ท่ีหยดอินดิเคเตอร์ 

2-3 หยดแลว้ กลัน่ประมาณ 6 นาที 

 7.ไตเตรทสารละลายท่ีกลัน่ดว้ย Hydrochloric acid 0.1 N จนสารละลายเปล่ียนจากสีเขียวเป็นสี

ชมพูบนัทึกปริมาตรของ hydrochloric acid ท่ีใชไ้ป 

 8.ท า blank โดยใชน้ ้ากลัน่แทนตวัอยา่ง 

 9.ค านวณปริมาณโปรตีนจากสูตร 

ปริมาณโปรตีน (ร้อยละโดยน ้าหนกัแหง้) = 
                

  
 

เม่ือ A = ปริมาณของ Hydrochloric acid ท่ีใชใ้นการไตเตรทตวัอยา่ง (ml) 

       B = ปริมาณของ Hydrochloric acid ท่ีใชใ้นการไตเตรท blank (ml) 

       N = ความเขม้ขน้ของ Hydrochloric acid (N) 

       F = ค่า factor มีค่าเท่ากบั 6.25 
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       Wt = น ้าหนกัตวัอยา่ง (g) 

ก.4 การวเิคราะห์ปริมาณไขมัน ด้วยวธีิ Soxhlet method ดัดแปลงจากวธีิของ A.O.A.C., 2000 

อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 

 Flat bottom flask 

Soxhlet extractor 

เคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน (EYELA, รุ่น N-N) 

ตูอ้บลมร้อน (Memmert, รุ่น UF 110) 

เดสิคเคเตอร์ 

เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Mettler Toledo, รุ่น MS024S/01) 

กระบอกตวง 100 ml 

Thimble 

สารเคมี 

 Petroleum ether 

วธีิวเิคราะห์ 

1.ชัง่น ้าหนกั flat bottom flask ท่ีแหง้และเก็บไวใ้นเดสิคเคเตอร์ บนัทึกน ้าหนกัท่ีแน่นอน 

2.ชัง่ตวัอยา่ง 3 กรัมใส่ลงใน thimble บนัทึกน ้าหนกัท่ีแน่นอน 

 3.น า thimble ท่ีบรรจุตวัอยา่งใส่ลงในเคร่ือง Soxhlet extractor 

 4.น า flat bottom flask ต่อเขา้กบั condenser และ Soxhlet syphon 

 5.เท Petroleum ether 200-250 ml ลงทางดา้นบนของ Soxhlet syphon 

 6.เปิดheaterใหอ้ตัราการกลัน่ 5-6 หยดต่อวนิาที เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 

 7.ระเหย Petroleum ether ดว้ยเคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน 

 8.น าไปอบในตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 105 °C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

9.ทิ้งใหเ้ยน็ในเดสิคเคเตอร์ แลว้น าไปชัง่น ้าหนกั 

 10.ค านวณปริมาณไขมนัจากสูตร 

ปริมาณไขมนั (ร้อยละโดยน ้ าหนกัแหง้) = 
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ภาคผนวก ก.5 การวเิคราะห์ปริมาณเถ้า ด้วยวธีิ Dry ashing ดัดแปลงจากวธีิของ A.O.A.C., 2000 

อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 

 กรูซิเบิลพร้อมฝา 

เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Mettler Toledo, รุ่น MS024S/01) 

เตาเผา burner  

เตาเผา furnace 

เดสิคเคเตอร์ 

วธีิวเิคราะห์ 

1.ชัง่กรูซิเบิลพร้อมฝาท่ีเผาและทิ้งใหเ้ยน็แลว้ บนัทึกน ้าหนกัท่ีแน่นอน 

2.ชัง่ตวัอยา่ง 2 กรัม ใส่ในกรูซิเบิล บนัทึกน ้าหนกัท่ีแน่นอน 

3.น ากรูซิเบิลท่ีบรรจุตวัอยา่งแลว้ไปเผาบนเตา burner จนไดเ้ถา้สีด าและหมดควนั 

4.น าไปเผาต่อในเตา furnace ท่ีอุณหภูมิ 550 °C จนไดเ้ถา้สีขาวเทา 

5.น ากรูซิเบิลออกจากเตาเผา ทิ้งใหเ้ยน็ในเดสิคเคเตอร์ แลว้ชัง่น ้าหนกั 

6.ค านวณปริมาณเถา้จากสูตร 

ปริมาณเถา้ (ร้อยละโดยน ้าหนกัแหง้) = 
                 

                
 

ก.6  การวิเคราะห์ค่า prebiotic activity  ดัดแปลงจากวธีิของ Thuaytong and Anprung (2010)  และ 

Huebner, Wehling and Hutkins (2007) 

ส่วนประกอบของอาหารเหลวท่ีใชใ้นการวจิยั 

1.   minimal media broth ส าหรับเตรียมเช้ือ (สัดส่วนต่อน ้ ากลัน่1 ลิตร) 

-dextrose   1.000 g 

-ammonium sulphate  1.000 g  

-dipotassium phosphate  7.000 g 

-monopotassium phosphate 2.000 g 

-sodium citrate   0.500 g 

-magnesium sulphate  0.100 g 
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2.  minimal media broth ส าหรับการทดลอง (สัดส่วนต่อน ้ากลัน่1 ลิตร)  

-ammonium sulphate  1.000 g  

-dipotassium phosphate  7.000 g 

-monopotassium phosphate 2.000 g 

-sodium citrate   0.500 g 

-magnesium sulphate  0.100 g 

3.  MRS broth ส าหรับการทดลอง (สัดส่วนต่อน ้ากลัน่1 ลิตร) 

-peptone   10.000 g 

-beef extract   10.000 g 

-yeast extract   5.000 g 

-polysorbate80   1.000 g 

-ammonium citrate  2.000 g 

-sodium acetate   5.000 g 

-magnesium sulphate  0.100 g 

-manganese sulphate  0.050 g 

-dipotassium phosphate  2.000 g 

เช้ือจุลินทรีย ์

Lactobacillus casei TISTR 1500 

Escherichia coli O74 

Lactobacillus reuteri TRBC291 

วธีิการเตรียมเช้ือ 

ส าหรับเช้ือ Lactobacillus casei TISTR 1500 และ Lactobacillus reuteri TRBC291 

1. ขีดเช้ือลงบนMRS agar ลงในจานเพาะเช้ือ บ่มไร้ออกซิเจนใน anaerobic jar 37°C 24ชม. 

2. ถ่ายเช้ือจากโคโลนีเด่ียวในจานเพาะเช้ือลงในหลอดทดลองท่ีมีMRS broth 10mL 1-2โคโลนี เขยา่

ใหผ้สมกนั บ่ม37°C 24ชม. 

ส าหรับเช้ือ Escherichia coli O74 (E.coli) 

1. ขีดเช้ือลงบนTSA ลงในจานเพาะเช้ือ บ่มไร้ออกซิเจนใน anaerobic jar 37°C 24ชม. 
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2. ถ่ายเช้ือจากโคโลนีเด่ียวในจานเพาะเช้ือลงในหลอดทดลองท่ีมีTSB 10mL 1-2โคโลนี เขยา่ใหผ้สม

กนั บ่ม37°C 24ชม. 

3. ปิเปตTSBท่ีมีเช้ือE.coli 0.1mLลงในหลอดทดลองท่ีมี minimal media broth 10mL เขยา่ใหผ้สมกนั 

บ่ม37°C 24ชม. 

ก.7 การวเิคราะห์total phenol;ic content ตามวธีิของ Imjongjaira et al.(2016) 

วธีิการเตรียมสารละลายมาตรฐาน gallic acid และการสร้างกราฟมาตรฐาน 

1. ชัง่ gallic acid 1 mg.ลงในขวดปรับปริมาตร 10 ml ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ จะไดส้ารละลาย  

gallic acid 100 µl/ml 

2. ปิเปตสารละลาย gallic acid จากขอ้ 1. ลงในขวดปรับปริมาตร 10ml และ ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ 

ใหมี้ความเขม้ขน้ 12.5-50 µl/ml 

3. ปิเปต gallic acid ลงในหลอดทดลอง 0.2 ml ผสมกบัน ้ากลัน่ 0.8 ml 

4. ปิเปต Folin–Ciocalteu reagent ผสมลงในหลอดทดลอง 0.2 ml ตั้งทิ้งไว6้นาที 

5. ผสม 7% Na2CO3 2ml ลงในหลอดทดลอง ทิ้งไวใ้นท่ีมืด90นาที 

6. น าไปวดัการดูดกลืนแสงท่ี760 nm โดยมีน ้ากลัน่1 ml 7% Na2CO3 2ml และ Folin–Ciocalteu 

reagent 0.2 mlเป็น blank 

7. สร้างกราฟมาตรฐานระหวา่งความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน gallic acid กบั A760 

 
ภาพที ่ก.3 กราฟมาตรฐานgallic acid ส าหรับการวิเคราะห์ total phenolic content 

 

y = 0.0090x + 0.0083 
R² = 0.9990 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Ab
s,7

60
nm

 

ความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน gallic acid (µg/ml) 
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ภาคผนวก ข 

ผลวเิคราะห์ทางสถิติ 

ตารางที ่ข.1 ผลการวเิคราะห์ความแปรปรวนของผลผลิตร้อยละของสารสกดัหยาบจากสาหร่าย3ชนิด ท่ี
สกดัดว้ยวธีิแตกต่างกนั3วธีิ 

Source 
Type III Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 1686.329a 8 210.791 28.274 .000 
Intercept 8194.136 1 8194.136 1099.112 .000 
method 577.370 2 288.685 38.723 .000 
type 801.595 2 400.798 53.761 .000 
method * type 307.363 4 76.841 10.307 .000 
Error 134.194 18 7.455   
Total 10014.659 27    
Corrected Total 1820.523 26    

a. R Squared = .926 (Adjusted R Squared = .894) 

ตารางที ่ข.2 ผลการวเิคราะห์ความแปรปรวนของสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิDPPHค านวณเป็น µmol 

Ascorbic acid equivalent/g 

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 13675.895a 8 1709.487 271.807 .000 

Intercept 195631.753 1 195631.753 31105.245 .000 

type 5752.170 2 2876.085 457.295 .000 

method 2269.595 2 1134.797 180.432 .000 

type * method 5654.130 4 1413.532 224.750 .000 

Error 56.604 9 6.289   

Total 209364.251 18    

Corrected Total 13732.499 17    

a. R Squared = .996 (Adjusted R Squared = .992) 
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ตารางที ่ข.3 ผลการวเิคราะห์ความแปรปรวนของสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิDPPHค านวณ

เป็น%inhibition  

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 802.425a 8 100.303 255.805 .000 

Intercept 3994.949 1 3994.949 10188.411 .000 

type 318.802 2 159.401 406.523 .000 

method 124.357 2 62.178 158.575 .000 

type * method 359.267 4 89.817 229.062 .000 

Error 3.529 9 .392   

Total 4800.903 18    

Corrected Total 805.954 17    

a. R Squared = .996 (Adjusted R Squared = .992) 

ตารางที ่ข.4 ผลการวเิคราะห์ความแปรปรวนของสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิFRAP ค  านวณเป็น 

µmol Ascorbic acid equivalent/g 

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 8773.412a 8 1096.677 1187.066 .000 

Intercept 16666.594 1 16666.594 18040.278 .000 

type 6239.138 2 3119.569 3376.688 .000 

method 882.080 2 441.040 477.391 .000 

type * method 1652.195 4 413.049 447.093 .000 

Error 8.315 9 .924   

Total 25448.321 18    

Corrected Total 8781.727 17    

a. R Squared = .999 (Adjusted R Squared = .998) 
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ตารางที ่ข.5 ผลการวเิคราะห์ความแปรปรวนของtotal phenolic content ค  านวณเป็น mg gallic acid/g 

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 2406.675a 8 300.834 970.208 .000 

Intercept 1645.786 1 1645.786 5307.756 .000 

type 2242.049 2 1121.025 3615.370 .000 

method 54.889 2 27.444 88.510 .000 

type * method 109.737 4 27.434 88.477 .000 

Error 2.791 9 .310   

Total 4055.251 18    

Corrected Total 2409.465 17    

a. R Squared = .999 (Adjusted R Squared = .998) 

ตารางที ่ข.6 ผลการวเิคราะห์ความแปรปรวนการเพิ่มข้ึนของ Lactobacillus casei TISTR 1500 ในอาหาร

เล้ียงเช้ือท่ีใชส้ารสกดัหยาบจากสาหร่ายเป็นแหล่งคาร์โบไฮเดรต ในเวลา 24ชัว่โมง 

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 1.049a 8 .131 .749 .653 

Intercept 45.347 1 45.347 258.887 .000 

type .019 2 .010 .055 .947 

method .848 2 .424 2.421 .144 

type * method .182 4 .045 .259 .897 

Error 1.576 9 .175   

Total 47.973 18    

Corrected Total 2.626 17    

a. R Squared = .400 (Adjusted R Squared = -.134) 
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ตารางที ่ข.7 ผลการวเิคราะห์ความแปรปรวนการเพิ่มข้ึนของ Lactobacillus TRBC 291 ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ี

ใชส้ารสกดัหยาบจากสาหร่ายเป็นแหล่งคาร์โบไฮเดรต ในเวลา 24ชัว่โมง 

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 1.480a 8 .185 1.843 .190 

Intercept 42.351 1 42.351 421.936 .000 

type .797 2 .399 3.971 .058 

method .148 2 .074 .739 .504 

type * method .534 4 .134 1.331 .330 

Error .903 9 .100   

Total 44.734 18    

Corrected Total 2.383 17    

a. R Squared = .621 (Adjusted R Squared = .284) 

ตารางที ่ข.8 ผลการวเิคราะห์ความแปรปรวนการเพิ่มข้ึนของ Escherichia coli O74 ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใช้

สารสกดัหยาบจากสาหร่ายเป็นแหล่งคาร์โบไฮเดรต ในเวลา 24ชัว่โมง 

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 1.174a 8 .147 .068 1.000 

Intercept 44.872 1 44.872 20.938 .001 

type .253 2 .127 .059 .943 

method .029 2 .014 .007 .993 

type * method .892 4 .223 .104 .978 

Error 19.288 9 2.143   

Total 65.334 18    

Corrected Total 20.462 17    

a. R Squared = .057 (Adjusted R Squared = -.781) 
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ตารางที ่ข.9 ผลการวเิคราะห์ความแปรปรวนของ prebiotic activities score ของเช้ือ Lactobacillus casei 

TISTR 1500 ท่ีใชส้ารสกดัหยาบจากสาหร่ายเป็นแหล่งคาร์โบไฮเดรต 

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 1.314a 8 .164 .749 .653 

Intercept .540 1 .540 2.463 .151 

type .386 2 .193 .880 .448 

method .222 2 .111 .506 .619 

type * method .706 4 .176 .805 .552 

Error 1.974 9 .219   

Total 3.829 18    

Corrected Total 3.288 17    

a. R Squared = .400 (Adjusted R Squared = -.134) 

ตารางที ่ข.10 ผลการวเิคราะห์ความแปรปรวนของ prebiotic activities score ของเช้ือ Lactobacillus reuteri 

TRBC291 ท่ีใชส้ารสกดัหยาบจากสาหร่ายเป็นแหล่งคาร์โบไฮเดรต 

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 2.415a 8 .302 1.811 .197 

Intercept 9.114 1 9.114 54.674 .000 

type .473 2 .236 1.418 .292 

method .343 2 .171 1.028 .396 

type * method 1.600 4 .400 2.399 .127 

Error 1.500 9 .167   

Total 13.029 18    

Corrected Total 3.915 17    

a. R Squared = .617 (Adjusted R Squared = .276) 
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ภาคผนวก ค 

ผลการด าเนินการวจัิยพิม่เติม 

ตารางที ่ ค.1 แสดงการเพิ่มข้ึนของ Lactobacillus casei TISTR 1500 ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชส้ารสกดัหยาบ

จากสาหร่าย, อินูลิน หรือ กลูโคสเป็นแหล่งคาร์โบไฮเดรต ในเวลา 24ชัว่โมง แสดงในรูป log CFU/ml 

แหล่งคาร์โบไฮเดรตจากพอลิแซคคาไรด์ 

ชนิดสาหร่าย 

การเพิ่มข้ึนของ Lactobacillus casei TISTR 1500 (log CFU/ml )ในอาหาร

เล้ียงเช้ือท่ีใชส้ารสกดัหยาบสกดัดว้ยวธีิ 

Hot water extraction Ultrasound-assisted 

extraction 

enzymatic-assisted 

extraction 

สาหร่ายไส้ไก่ 1.26a±0.52 1.60a±0.32 2.04a±0.06 

สาหร่ายChaetomorpha 1.40a±0.51 1.67a±0.14 1.64a±0.43 

สาหร่ายผมนาง 1.28a±0.15 1.56a±0.55 1.84a±0.64 

แหล่งคาร์โบไฮเดรตอ่ืนๆ 

แหล่งคาร์โบไฮเดรต log CFU/ml 

กลูโคส 1.63a±1.17 

อินูลิน 2.18a±0.12 

ค่าในตารางแสดงในรูปค่าเฉล่ีย±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ± SD) จากการวเิคราะห์2ซ ้ า 

โดยอกัษรท่ีก ากบับนค่าเฉล่ียท่ีแตกต่างกนัแสดงถึง ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ(p≤0.05) 

ตารางที ่ค.2 แสดงการเพิ่มข้ึนของ Lactobacillus reuteri TRBC291ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชส้ารสกดัหยาบ

จากสาหร่าย, อินูลิน หรือ กลูโคสเป็นแหล่งคาร์โบไฮเดรต ในเวลา 24ชัว่โมง แสดงในรูป log CFU/ml 

แหล่งคาร์โบไฮเดรตจากพอลิแซคคาไรด์ 

ชนิดสาหร่าย 

การเพิ่มข้ึนของ Lactobacillus reuteri TRBC291(log CFU/ml )ในอาหาร

เล้ียงเช้ือท่ีใชส้ารสกดัหยาบสกดัดว้ยวธีิ 

Hot water extraction Ultrasound-assisted 

extraction 

enzymatic-assisted 

extraction 

สาหร่ายไส้ไก่ 1.64ab±0.08 1.89b±0.01 1.78b±0.09 

สาหร่ายChaetomorpha 1.54ab±0.21 0.82a±0.44 1.42ab±0.01 
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สาหร่ายผมนาง 1.68b±0.56 1.51ab±0.25 1.52ab±0.51 

แหล่งคาร์โบไฮเดรตอ่ืนๆ 

แหล่งคาร์โบไฮเดรต log CFU/ml 

กลูโคส 2.74c±0.15 

อินูลิน 2.04bc±0.63 

ค่าในตารางแสดงในรูปค่าเฉล่ีย±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ± SD) จากการวเิคราะห์2ซ ้ า 

โดยอกัษรท่ีก ากบับนค่าเฉล่ียท่ีแตกต่างกนัแสดงถึง ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ(p≤0.05) 

ตารางที ่ ค.3 แสดงการเพิ่มข้ึนของ Escherichia coli O74ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชส้ารสกดัหยาบจากสาหร่าย, 

อินูลิน หรือ กลูโคสเป็นแหล่งคาร์โบไฮเดรต ในเวลา 24ชัว่โมง แสดงในรูป log CFU/ml 

แหล่งคาร์โบไฮเดรตจากพอลิแซคคาไรด์ 

ชนิดสาหร่าย 

การเพิ่มข้ึนของ Escherichia coli O74(log CFU/ml )ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใช้

สารสกดัหยาบสกดัดว้ยวธีิ 

Hot water extraction Ultrasound-assisted 

extraction 

enzymatic-assisted 

extraction 

สาหร่ายไส้ไก่ 1.59a±1.68 1.12a±1.08 1.79a±1.67 

สาหร่ายChaetomorpha 1.46a±1.47 1.78a±1.04 1.24a±1.12 

สาหร่ายผมนาง 1.52a±1.46 1.88a±1.80 1.83a±1.62 

แหล่งคาร์โบไฮเดรตอ่ืนๆ 

แหล่งคาร์โบไฮเดรต log CFU/ml 

กลูโคส 1.31a±1.27 

อินูลิน 1.06a±1.26 

ค่าในตารางแสดงในรูปค่าเฉล่ีย±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ± SD) จากการวเิคราะห์2ซ ้ า 

โดยอกัษรท่ีก ากบับนค่าเฉล่ียท่ีแตกต่างกนัแสดงถึง ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ(p≤0.05) 

 

 

 



 

   50 

รายละเอยีดโครงการการเรียนการสอนเพ่ือเสริมประสบการณ์ 

ปีงบประมาณ 2561 

ภาควชิาเทคโนโลยทีางอาหารคณะวทิยาศาสตร์ 

ช่ือโครงการ การศึกษาสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระและการเป็นพรีไบโอติกของพอลิแซ็กคาไรด์

จากสาหร่ายทะเล 

นิสิตผูเ้ขา้ร่วมโครงการ       นางสาวนิชกานต ์ เอ้ือเฟ้ือ 

     นางสาวสโรชา                 จิรวฒันเมธา 

อาจารยท่ี์ปรึกษาโครงการ  รศ.ดร. สุเมธ ตนัตระเธียร  

มูลเหตุจูงใจในการน าเสนอโครงการ 

 สาหร่ายเป็นส่ิงมีชีวติคลา้ยพืชท่ีเติบโตไดใ้นพื้นท่ีท่ีมีน ้าไหลผา่น มีแหล่งท่ีอยูท่ ั้งในน ้าจืด น ้าเคม็ 

และน ้ากร่อย ข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุของสาหร่าย ชาวเอเชียนิยมน าสาหร่ายบางชนิดมาประกอบอาหารตั้งแต่

อดีตทั้งในรูปแบบสดและตากแหง้ ปัจจุบนันอกจากจะเป็นส่วนประกอบอาหารแลว้สาหร่ายบางชนิดยงัถูก

น ามาแปรรูปในอยูรู่ปของผลิตภณัฑเ์สริมอาหารโดยมุ่งเนน้คุณค่าทางโภชนาการดา้นโปรตีนและแร่ธาตุ แต่

ยงัมีสาหร่ายอีกหลายชนิดท่ีไม่ถูกน ามาใชป้ระโยชน์เน่ืองจากยงัขาดการศึกษาเก่ียวการน าสารส าคญัอ่ืนๆมา

ใชใ้หเ้กิดประโยชน์ จึงมกักลายเป็นอาหารส าหรับสัตวน์ ้ า หรือใชเ้ป็นปุ๋ยพืชเสมอ จึงมีแนวคิดท่ีจะศึกษา

ประโยชน์ในดา้นการตา้นอนุมูลอิสระและการเป็นพรีไบโอติกในโพลิแซคคาไรดท่ี์สกดัมาจากสาหร่าย

ทะเลในประเทศไทยจ านวน3ชนิด โดยการศึกษาน้ีจะศึกษาโครงสร้าง สมบติัการตา้นอนุมูลอิสระ และการ

เป็นพรีไบโอติกจากของพอลิแซ็กคาไรดท่ี์สกดัไดจ้ากสาหร่าย3ชนิด โดยใชว้ธีิในการสกดัต่างกนั3วธีิ โดยมี

จุดประสงคเ์พื่อศึกษาชนิดของสาหร่ายและวธีิสกดัท่ีเหมาะสมในการน าไปใชป้ระโยชน์ในดา้นการตา้น

อนุมูลอิสระ หรือ ใชเ้ป็นพรีไบโอติกเพื่อเป็นแนวทางในการน าไปใชต่้อยอดในอนาคต 

แนวคิด เหตุผล และทฤษฎสี าคัญ 

 สาหร่าย คือ ส่ิงมีชีวติคลา้ยพืชท่ีเติบโตไดใ้นพื้นท่ีท่ีมีน ้าไหลผา่น มีแหล่งท่ีอยูท่ ั้งในน ้าจืด น ้าเคม็ 

และน ้ากร่อย ข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุของสาหร่าย (สถาบนัวจิยัการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าชายฝ่ัง สงขลา, 2555) ซ่ึง

ประเทศในแถบเอเชียไดมี้การน าสาหร่ายมาบริโภคเป็นเวลานานแลว้ โดยเฉพาะในประเทศจีน ญ่ีปุ่น เกาหลี

และอินโดนีเซีย สาหร่ายนั้นสามารถน ามาใชป้ระโยชน์ไดห้ลายอยา่งทั้งยารักษาโรค ปุ๋ย อาหารสัตว ์ สกดั

สารในสาหร่ายเพื่อน ามาใชป้ระโยชน์ทางดา้นอุตสาหกรรม และการคา้ เป็นตน้ (Yuan et al. 2005) 
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สาหร่ายท่ีพบในประเทศไทยมีอยูห่ลายชนิด เช่น สาหร่ายผมนาง, สาหร่ายมงกุฎหนาม, สาหร่ายขน

นก, สาหร่ายโพรง, สาหร่ายผกักาดทะเล, สาหร่ายใบ, สาหร่ายทุ่น, สาหร่ายเมด็พริกและสาหร่ายพวงองุ่น 

(สถาบนัวจิยัการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าชายฝ่ัง สงขลา, 2555) ในประเทศไทยไดมี้การน าสาหร่ายมาใชป้ระโยชน์

ในดา้นต่างๆ ทั้งสาหร่ายน ้าจืด และสาหร่ายทะเล เช่น น ามาเป็นอาหาร ใชผ้ลิตแก๊สเช้ือเพลิง ใชใ้นการผลิต

วุน้ ใชท้  าปุ๋ย ใชเ้ป็นอาหารสัตว ์ และยงัใชบ้  าบดัน ้าทิ้งจากการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าหรือโรงงานอุตสาหกรรม

ต่างๆไดอี้กดว้ย (ส านกัหอสมุดและศูนยส์ารสนเทศวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยี, 2558) 

 การแยกเอาสารพอลิแซ็กคาไรดอ์อกจากองคป์ระกอบอ่ืนของสาหร่ายวธีิการแบบดั้งเดิมจะใชว้ธีิ

Hot water extraction โดยการน าสาหร่ายสดหรือ สาหร่ายตากแหง้มาก าจดัไขมนัดว้ย methanol จากนั้น

น าไปตม้ดว้ยน ้าร้อน85องศาเซลเซียสเป็นเวลา2ชม. จากนั้นน ้าไปป่ันเหวีย่งแยก15นาที น าส่วนของ

สารละลายออกมาตกตะกอนดว้ยEthanol ก่อนจะลา้งตะกอนท่ีไดด้ว้ยacetone (Liu et al, 2016)  

 ต่อมามีการพฒันามีวธีิการใหม่ๆท่ีสามารถสกดัพอลิแซคคาไรดไ์ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพมากข้ึนเช่น 

Enzymes-assisted extraction(EAE) เป็นการใชเ้อนไซมท่ี์สกดัมาจากสัตว ์ พืช เห็ด หรือจุลินทรีย ์

เพื่อช่วยใหส้ามารถสกดัพอลิแซคคาไรดอ์อกมาใหไ้ดผ้ลผลิตมากข้ึน ร่วมกบัการสกดัดว้ยน ้า โดยนิยมใช้

เอนไซมก์ลุ่มHydrolasesมากท่ีสุด โดยในpHและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมเอนไซมก์ลุ่มน้ีจะท าลายผนงัเซลลแ์ละ

สกดัใหไ้ดส้ารท่ีตอ้งการออกมา (Shao, 2017) 

Microwave-assisted extraction(MAE) การใหค้ล่ืนไมโครเวฟช่วยสกดัขณะสกดัพอลิแซ็กคาไรด์

ดว้ยน ้า คล่ืนไมโครเวฟท่ีผา่นไปยงัสาหร่ายจะถูกเปล่ียนเป็นความร้อนจากผลของประจุและขั้วของสาร

ภายในสาหร่าย ซ่ึงจะท าใหผ้นงัเซลลถู์กท าลายจากความดนัท่ีสูงข้ึนภายในเซลลเ์น่ืองจากความร้อน ท าให้

ตวัท าละลายท่ีแพร่เขา้มาสกดัสารทางชีวภาพในเซลลอ์อกไปไดดี้ และยงัลดความแขง็แรงทางกลของผนงั

เซลลแ์ละท าใหผ้นงัเซลลสุ์ญเสียน ้าซ่ึงท าใหต้วัท าละลายแพร่เขา้มาในเซลลไ์ดดี้ (Shao, 2017) 

Ultrasound-assisted extraction(UAE) การใช ้อลัตร้าซาวน์ช่วยขณะสกดัจะท าใหเ้กิดฟองอากาศข้ึน

ในตวัท าละลายท่ีลอ้มรอบสาหร่ายท าใหเ้กิดแรงดนั และอุณหภูมิสูงข้ึน ท าใหผ้นงัเซลลท่ี์ลดการถ่ายโอน

มวลสารท่ี 

ท าการสกดัถูกท าลาย และท าใหต้วัท าละลายแพร่เขา้ไปในเซลลไ์ดดี้ยิง่ข้ึน (Shao, 2017) 

สารตา้นอนุมูลอิสระ (antioxidant) คือ สารท่ีสามารถยบัย ั้งหรือชะลอการเกิดปฏิกิริยาตา้นอนุมูล

อิสระได ้ ซ่ึงการเกิดปฏิกิริยาตา้นอนุมูลอิสระนั้นเป็นสาเหตุของการเกิดอนุมูลอิสระ (free radical) สารตา้น

อนุมูลอิสระโดยทัว่ไปแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ สารตา้นอนุมูลอิสระธรรมชาติ เช่น phenolic compounds 

และสารตา้นอนุมูลอิสระสังเคราะห์ เช่น butylated hydroxyanisole (BHA), butylated hydroxytoluene BHT, 
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tertiary butyl hydro quinone (TBHQ) และ Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) (นิธิยา รัตนาปนนท ์

และพิมพเ์พญ็ พรเฉลิมพงศ์, 2018) กลไกการยบัย ั้งของสารตา้นอนุมูลอิสระแต่ละชนิดจะแตกต่างกนัไป 

เช่น ช่วยป้องกนัการเกิดอนุมูลอิสระ ช่วยท าลายหรือยบัย ั้งอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึน และช่วยหยดุปฏิกิริยาลูกโซ่

การเกิดอนุมูลอิสระ (โอภา วชัระคุปต ์และคณะ, 2550) 

พรีไบโอติก (prebiotic) คือ อาหารท่ีร่างกายไม่สามารถยอ่ยและดูดซึมได ้แต่จะถูกยอ่ยดว้ยจุลินทรีย์

ท่ีอยูใ่นล าไส้ใหญ่ พรีไบโอติกน้ีจะไปช่วยกระตุน้การท างานและส่งเสริมใหจุ้ลินทรียโ์พรไบโอติกมีการ

เจริญท่ีดีข้ึน (Gibson and Roberfroid, 1995) 

วตัถุประสงค์ของงานวจัิย 

 เพื่อศึกษาผลของชนิดสาหร่ายและวธีิการสกดัพอลิแซ็กคาไรดต่์อ สมบติัการตา้นอนุมูลอิสระและ

การเป็นพรีไบโอติกของพอลิแซ็กคาไรดท่ี์สกดัได ้

ขอบเขต/กรอบแนวคิดของการวจัิย 

 ศึกษาผลผลิตร้อยละ โครงสร้าง สมบติัการตา้นอนุมูลอิสระ และ สมบติัการเป็นพรีไบโอติกในพอลิ

แซ็กคาไรดท่ี์สกดัจากสาหร่าย3ชนิดดว้ยวธีิสกดัแตกต่างกนั3วธีิ 

ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับจากการวจัิย 

1.4.1 เรียนรู้วธีิการวิเคราะห์ผลผลิตร้อยละ โครงสร้าง สมบติัการตา้นอนุมูลอิสระ และ สมบติัการ

เป็นพรีไบโอติกในพอลิแซ็กคาไรด์ 

1.4.2  ทราบวธีิการท่ีเหมาะสมในการสกดัชนิดสาหร่ายแต่ละชนิด เพื่อท่ีจะน าไปใชเ้ป็นสารตา้น

อนุมูลอิสระ หรือ ใชเ้ป็นพรีไบโอติก 

 1.4.3  เพิ่มคุณค่าใหก้บัสาหร่ายทะเล และ สามารถน าไปพฒันาเป็นผลิตภณัฑส์ าหรับบริโภคได ้

รายละเอยีดของการด าเนินโครงการ 

1. เตรียมอุปกรณ์ สารเคมี 

2. หาสาหร่าย3ชนิด อบแหง้ บดละเอียด 

3.สกดัพอลิแซ็กคาไรดด์ว้ยวิธีสกดั3วธีิ 

4.ศึกษาสมบติัตา้นอนุมูลอิสระ 

5.ศึกษาสมบติัการเป็นพรีไบโอติก 

6.ศึกษาองคป์ระกอบของสาหร่ายท่ีใช ้

7.วเิคราะห์ขอ้มูล และทดลองแกไ้ข 
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8.สรุปผลจดัท ารายงาน 
ระยะเวลาในการด าเนินโครงการ 

กิจกรรม ส.ค. ก.ย. ต.ค. พ.ย. ธ.ค. ม.ค. ก.พ. มี.ค. เม.ย. พ.ค. มิ.ย. ก.ค. 
1.เตรียมอุปกรณ์ สารเคมี 
2.หาสาหร่าย3ชนิด อบแหง้ บดละเอียด 
3.สกดัพอลิแซ็กคาไรดด์ว้ยวิธีสกดั3วธีิ 
4.ศึกษาสมบติัตา้นอนุมูลอิสระ 
5.ศึกษาสมบติัการเป็นพรีไบโอติก 
6.ศึกษาองคป์ระกอบของสาหร่ายท่ีใช ้
7.วเิคราะห์ขอ้มูล และทดลองแกไ้ข 
8.สรุปผลจดัท ารายงาน 

            

งบประมาณ 

ค่าใช้จ่ายทัว่ไป 

  ค่าส าเนาเอกสารและส่ิงพิมพ ์    500  บาท 

   ค่าเดินทางในการจดัหาวตัถุดิบและขอ้มูล    500  บาท 

วตัถุดิบ 

  สาหร่าย ไส้ไก่  10  กิโลกรัม  50  บาท 
   สาหร่าย chaetomorpha 10 กิโลกรัม  50  บาท 
        สาหร่าย ผมนาง  10 กิโลกรัม  50  บาท 
เช้ือจุลนิทรีย์ 
 Lactobacillus casei      900 บาท 
 Lactobacillus reuteri      900 บาท 

Escherichia coli       900 บาท 
สารเคมี 
        Cellulase  50 กรัม    590        บาท 
 Tryptone Soya Agar     500 กรัม   1656    บาท 
 MRS agar  500 กรัม   1932  บาท 
 Ethanol 95%  3 ลิตร   428  บาท 
 Inulin   100 กรัม   105  บาท 
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อุปกรณ์เคร่ืองมือ                                                                         
  จานเพาะเช้ือพลาสติกแบบบาง 1      กล่อง   1440  บาท 
        จานเพาะเช้ือพลาสติกแบบหนา 10       แพค็   480  บาท 

                                                                                     รวม                     10,481                บาท 
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