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บทคัดย ่อภาษาไทย  

620920016 : เทคโนโลยชีีวภาพ แผน ก แบบ ก 2 ระดบัปริญญามหาบณัฑิต 
ค าส าคญั : ระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว, โปรโตคอร์ม, สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ, 
กลว้ยไมส้กุลหวาย 

นางสาว ณัฐธยาณ์ พจน์ธรรม: พฤษเคมีและฤทธ์ิทางชีวภาพของกลว้ยไมส้กุลหวายที่
เพาะเล้ียงในระบบอาหารเหลว อาจารยท์ี่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั : รองศาสตราจารย ์ดร. บุษรา
ภรณ์ งามปัญญา 

 
งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อขยายขนาดปริมาณการผลิตมวลชีวภาพและสารออกฤทธ์ิ

ทางชีวภาพของโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวาย Dendrobium  Sonia ‘Jo Daeng’ ซ่ึงเป็นไมต้ดัดอก
ของไทยเปรียบเทียบกบั D. officinale  ซ่ึงเป็นกลว้ยไมท้ี่มีสรรพคุณทางยาของจีนโดยการเพาะเล้ียง
ในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิงและระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ชัว่คราวแบบขวดคู่ โดยการเพาะเล้ียงโปร
โตคอร์มในอาหารเหลว ½ MS ที่มีซูโครส 30 กรัม/ลิตร pH 5.6 เล้ียงภายใตส้ภาวะแบบตั้งน่ิงเป็น
เวลา 10 สัปดาห์ พบว่า มวลชีวภาพ สารประกอบฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ และพอลิแซ็กคาไรด์ของ
กลว้ยไม ้ D. 'Sonia Jo Daeng' และ D. officinale เพิ่มขึ้นตามระยะเวลาของการเพาะเล้ียงและให้
ค่าสูงสุดในสัปดาห์ที่ 6 และ 4 ตามล าดบั และจากการศึกษาการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มในอาหาร
เหลวแบบ Fed-Batch โดยการเติมซูโครสเขา้สู่ระบบเพาะเล้ียงในสปัดาห์ที่ 4 เพือ่รักษาความเขม้ขน้
ของซูโครสสุดทา้ยไวท้ี่ 30 กรัม/ลิตร พบว่า การผลิตมวลชีวภาพ สารประกอบฟีนอลิกและพอลิ
แซ็กคาไรด์สูงกว่าการเพาะเล้ียงโดยไม่เติมน ้ าตาลซูโครส แสดงให้เห็นว่าซูโครสมีบทบาทเป็น
แหล่งคาร์บอนไม่เพียงแต่ช่วยเพิ่มมวลชีวภาพ แต่ยงัเพิ่มการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพด้วย 
ส าหรับการศึกษาการขยายขนาดการผลิตโปรโตคอร์มกลว้ยไมใ้นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ชั่วคราว
แบบขวดคู่นั้น พบวา่ ระยะเวลาเพาะเล้ียงมีผลต่อการผลิตมวลชีวภาพและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
อยา่งมีนยัส าคญั (p< 0.05) โดยกลว้ยไมท้ั้งสองชนิดให้มวลชีวภาพและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่
ศึกษาเพิม่ขึ้นตามเวลาของการเพาะเล้ียง และใหค้่าสูงสุดในสัปดาห์ที่ 10  และจากการทดสอบฤทธ์ิ
ในการยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส พบว่า เปอร์เซ็นการยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสมีค่ามากที่สุดใน
สัปดาห์ที่ 2 อีกทั้งโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ ยงัให้สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่มากกว่า D. 
officinale  ถึงแมว้า่จะใหม้วลชีวภาพที่น้อยกว่าก็ตาม ดงันั้น D. Sonia ‘Jo Daeng’ สามารถน าไปใช้
เป็นวตัถุดิบในการผลิตมวลชีวภาพและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่เป็นประโยชน์ต่อการเพิ่มมูลค่า
กลว้ยไมห้วายลูกผสมในไทยใหมี้มูลค่าสูงขึ้นได ้
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บทคัดย ่อภาษาอังกฤษ  

620920016 : Major (BIOTECHNOLOGY) 
Keyword : TEMPORARY IMMERTION BIOREACTOR, PROTOCORM-LIKE BODIES, 
BIOACTIVE COMPOUNDS, DENDROBIUM ORCHID 

MISS NUTTAYA POJTHUM : PHYTOCHEMICALS AND BIOLOGICAL 
ACTIVITIES OF DENDROBIUM ORCHIDS IN LIQUID CULTURE SYSTEM THESIS 
ADVISOR : ASSOCIATE PROFESSOR BUDSARAPORN NGAMPANYA, Ph.D. 

This research aimed to up scaling production of biomass and bioactive compounds from 
protocorm-like bodies (PLBs) of Dendrobium Sonia ‘Jo daeng’ (Thai cut-flower orchid) in static 
culture and twin jar temporary immersion system (TIS) by comparison with D. officinale. 
Biomass and bioactive compounds production was evaluated by culturing in liquid ½ MS 
medium containing 30 g/L sucrose, pH 5.6 under static condition for 10 weeks. The results 
showed that biomass, phenolics, flavonoids and polysaccharides of D. Sonia ‘Jo Daeng’ and D. 
officinale was increased with increment time of culturing and gave highest at the 6 th and 4th week 
of culture, respectively. The effect of sucrose supplementation on biomass and bioactive 
compounds production was also studied. Under fed-batch operation, final concentration of 
sucrose at 30 g/L was maintained by feeding sucrose to culture system at the 4 th week culturing of 
D. Sonia ‘Jo Daeng’. It was found that biomass, phenolics and polysaccharides production was 
higher than that of culture without sucrose feeding. This result suggested that sucrose played role 
as carbon source not only for multiplication of PLBs but also for secondary metabolites 
production. Additionally, up scaling production of biomass and bioactive compounds of PLBs in 
twin jar bioreactors suggested that time of culture significantly effected (p< 0.05) to biomass and 
bioactive compounds production of both orchids. With temporary immersion operation, the 
highest of biomass and bioactive compounds were achieved at the 10th week of culture. For 
tyrosinase inhibition evaluation, it was highest at the 2nd week of culture. Interestingly, it was 
found that D. Sonia 'Jo daeng' produced more bioactive compounds than D. officinale. Therefore, 
D. Sonia 'Jo daeng' could be used as raw material for biomass and bioactive compounds 
production and it will be beneficial for increase the value of Thai hybrid Dendrobium orchids. 

 
 

 

  



  ช 

กิตติกรรมประกาศ 
 

กติติกรรมประกาศ 
  

วิทยานิพนธ์ฉบับน้ีได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจากส านักงานคณะกรรมการส่งเสริม
วิทยาศาสตร์ วิจยัและนวตักรรม (สกสว.) กองทุนส่งเสริม วิทยาศาสตร์ วิจยัและนวตักรรม (ววน.) 
ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2565 

และส าเร็จไดด้ว้ยความกรุณาอยา่งยิง่ของ รองศาสตราจารย ์  ดร. บุษราภรณ์ งามปัญญา 
อาจารยท์ี่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ที่ได้ให้ความรู้  ค าปรึกษา ขอ้แนะน า พร้อมทั้ง ตรวจทานแก้ไข 
วิทยานิพนธ์ฉบบัน้ีให้ถูกตอ้งจนส าเร็จสมบูรณ์ และ ประสบผลส าเร็จไปด้วยดี ผูว้ิจยัขอกราบ 
ขอบพระคุณเป็นอยา่งสูงไว ้ณ โอกาสน้ี 

ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ์ ดร. สุวฒันา พฤกษะศรี  ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.สิริ
พร พงศท์องผาสุข ที่ให้ความกรุณาเป็นกรรมการในการสอบและให้ ค าปรึกษา และขอ้เสนอแนะ
เพิม่เติมในการแก ้ไขปรับปรุงวทิยานิพนธฉ์บบัน้ีใหส้ าเร็จสมบูรณ์ 

ขอกราบขอบพระคุณคณาจารยป์ระจ าภาควชิาเทคโนโลยชีีวภาพ คณะวศิวกรรมศาสตร์และ 
เทคโนโลยีอุตสาหกรรม มหาวิทยาลัยศิลปากรทุกท่าน ที่ให้ค  าปรึกษา และขอ้แนะน าอันเป็น
ประโยชน์ต่อการศึกษาวจิยัในคร้ังน้ี 

ขอขอบคุณนักวิทยาศาสตร์  และเจา้หน้าที่ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพทุกท่านที่ให้ทั้ ง
ค  าแนะน า ความสะดวกและใหค้วามช่วยเหลือในดา้นเคร่ืองมือและอุปกรณ์ในการท าวจิยั 

ขอขอบพระคุณบิดา มารดา และพี่สาว ที่สนับสนุนส่งเสริมและให้ก าลงัใจมาโดยตลอด 
ขอบคุณเพือ่น พี ่และนอ้ง ทุกคนที่ใหค้วามช่วยเหลือและค าแนะน าที่เป็นประโยชน์ในการท าวจิยัน้ี 

  
  

นางสาว ณัฐธยาณ์  พจน์ธรรม 
 

 

 



 ซ 
 

สารบัญ 

 หน้า 
บทคดัยอ่ภาษาไทย .............................................................................................................................. ง 

บทคดัยอ่ภาษาองักฤษ ........................................................................................................................ ฉ 

กิตติกรรมประกาศ .............................................................................................................................. ช 

สารบญั ............................................................................................................................................... ซ 

สารบญัตาราง ..................................................................................................................................... ฎ 

สารบญัภาพ ........................................................................................................................................ ฐ 

บทที่ 1 .................................................................................................................................................. 1 

บทน า ................................................................................................................................................... 1 

1. ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา ..................................................................................... 1 

2. ความมุ่งหมายและวตัถุประสงคข์องการศึกษา ........................................................................... 2 

3. ขอบเขตการศึกษา ....................................................................................................................... 2 

4. ผลที่คาดวา่จะไดรั้บ .................................................................................................................... 3 

บทที่ 2 .................................................................................................................................................. 4 

เอกสารและงานวจิยัที่เก่ียวขอ้ง ........................................................................................................... 4 

1. กลว้ยไมส้กลุหวาย ...................................................................................................................... 4 

2.  การขยายพนัธุพ์ชืดว้ยระบบของการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ .............................................................. 5 

3. ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว (Temporary Immersion System Bioreactors, TIS) ............ 6 

4. การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่กลว้ยไมใ้นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ .................................................................10 

5.  แหล่งคาร์บอนในอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พชื (Carbon source) ..............................................11 

6.  การผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากกลว้ยไม ้........................................................................14 

บทที่ 3 ................................................................................................................................................20 

                                                   



  ฌ 

อุปกรณ์และวธีิการทดลอง ................................................................................................................20 

1. สารเคมีที่ใชใ้นการทดลอง .......................................................................................................20 

2. เคร่ืองมือและอุปกรณ์ที่ใชใ้นการทดลอง .................................................................................21 

3. พชืทดลอง .................................................................................................................................22 

4. วิธีการทดลอง ...........................................................................................................................23 

4.1 การศึกษาความสมัพนัธข์องมวลชีวภาพและการเพิม่ปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
ของ โปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ กบั D. officinale ในอาหารเหลวดว้ย
ระบบการเพาะเล้ียงแบบตั้งน่ิง ....................................................................................23 

4.2 การศึกษาของความสมัพนัธข์องมวลชีวภาพและการเพิม่ปริมาณสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ กบั D. officinale ดว้ยระบบ
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว .............................................................................27 

บทที่ 4 ................................................................................................................................................32 

ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง ..........................................................................................32 

1. การศึกษาการผลิตมวลชีวภาพและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้           
D. Sonia ‘Jo Daeng’ กบั D. officinale ในอาหารเหลวดว้ยระบบแบบตั้งน่ิง........................32 

2. การศึกษาความสมัพนัธข์องมวลชีวภาพและการเพิม่ปริมาณสารพอลิแซ็กคาไรดข์อง                     
โปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ กบั D. officinale ดว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ
แบบแช่ชัว่คราว .....................................................................................................................54 

3. วิเคราะห์ปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและทดสอบฤทธ์ิในการตา้นออกซิเดชนัของสาร
สกดัจากโปรโตคอร์ม กลว้ยไมท้ี่ผลิตไดจ้ากการเพาะเล้ียงดว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ
แช่ชัว่คราว .............................................................................................................................68 

บทที่ 5 ................................................................................................................................................85 

สรุปผลการทดลอง ............................................................................................................................85 

ขอ้เสนอแนะ ......................................................................................................................................86 

รายการอา้งอิง ....................................................................................................................................87 

ประวตัิผูเ้ขียน ..................................................................................................................................137 

 

 



 ญ 
 

สารบัญตาราง 

 หน้า 
ตารางที่ 1 ค่า pH และค่าการน าไฟฟ้าของอาหารเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวายที่
เพาะเล้ียงแบบตั้งน่ิง (Static culture) เป็นเวลา 10 สปัดาห์ ชุดการทดลองที่ 1 และ 2.......................38 

ตารางที่ 2 การสะสมของมวลชีวภาพและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุล
หวาย D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร ½MS ที่เติมน ้ าตาล
ซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ......................................................................................................................40 

ตารางที่ 3 การสะสมของมวลชีวภาพและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุล
หวาย D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร ½MS ที่เติมน ้ าตาล
ซูโครส 30 กรัมต่อลิตร (ต่อ) .............................................................................................................41 

ตารางที่ 4 ราคาตน้ทุนการจดัตั้งระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ชัว่คราวที่ประยกุตใ์ชชุ้ดกรองเป็นถงั
เพาะเล้ียงพชื 1 ระบบ ........................................................................................................................55 

ตารางที่ 5 ราคาตน้ทุนการจดัตั้งระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ชัว่คราวแบบ Twin jar 1 ระบบ ..........56 

ตารางที่ 6 ค่าน ้ าหนกัสด น ้ าหนกัแหง้และสดัส่วนการเจริญเติบโตของโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุล
หวายที่เพาะเล้ียงในระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว (TIS culture) หลงัการเพาะเล้ียงเป็น
เวลา 10สปัดาห์ ..................................................................................................................................66 

ตารางที่ 7 ค่า pH และค่าการน าไฟฟ้าของโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวายที่เพาะเล้ียงในระบบถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว (TIS culture) หลงัการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 10 สปัดาห์ ...................67 

ตารางที่ 8 การสะสมของชีวมวลและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวาย     
D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 10 
สปัดาห์ ..............................................................................................................................................68 

ตารางที่ 9 การสะสมของมวลชีวภาพและการทดสอบสารตา้นอนุมูลอิสระในโปรโตคอร์มกลว้ยไม้
สกุลหวาย D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร ½MS และเติม
น ้ าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ...........................................................................................................73 

                                                   



  ฎ 

ตารางที่ 10 การสะสมของมวลชีวภาพและการทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสใน                  
โปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวาย D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลว
สูตร ½MS ที่เติมน ้ าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ...............................................................................77 

ตารางที่ 11 ปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและฤทธ์ิในการสารตา้นอนุมูลอิสระของโปรโตคอร์
มกลว้ยไมก้ลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ที่เพาะเล้ียงใน TIS เปรียบเทียบกบักลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ ในธรรมชาติ .........................................................................................................................81 

ตารางที่ 12 การวเิคราะห์การเพิม่มวลชีวภาพและการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของโปรโตคอร์ม
ที่เพาะเล้ียงในระบบอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง (static culture) และถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 
(TIS culture) ......................................................................................................................................83

 



 ฏ 
 

สารบัญภาพ 

 หน้า 
ภาพที่ 1 ลกัษณะของดอกกลว้ยไมโ้จแดง Dendrobium spp. Sonia ‘Jo Daeng’ ................................ 4 

ภาพที่ 2 ลกัษณะของกลว้ยไมส้กุลหวายจีน Dendrobium officinale Kimura et Migo ....................... 5 

ภาพที่ 3 การเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กลุหวาย D.officinale .................................................. 6 

ภาพที่ 4 เทคนิคการเพาะเล้ียงพืชในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราวรูปแบบต่างๆ ....................... 7 

ภาพที่ 5 ระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว (Temporary Immersion System Bioreactors, 
TIS) แบบ twin jars ที่ควบคุมการป้อนอาหารเขา้ไปในระบบดว้ยการตั้งเวลาเปิด-ปิดอตัโนมตั ิ....... 8 

ภาพที่ 6 กระบวนการตา้นอนุมูลอิสระ .............................................................................................14 

ภาพที่ 7โครงสร้างโมเลกุลของสารประกอบฟีนอลิก .......................................................................15 

ภาพที่ 8โครงสร้างของฟลาโวนอยด ์.................................................................................................15 

ภาพที่ 9 พชืวตัถุดิบ ...........................................................................................................................22 

ภาพที่ 10 อุปกรณ์ในการจดัตั้งระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ชัว่คราวแบบ Twin jar ..........................27 

ภาพที่ 11 แผนผงัของระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ชัว่คราวแบบ Twin jar ........................................29 

ภาพที่ 12 การเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้A) D. Sonia ‘Jo Daeng’ B) D. officinale ซา้ย: 
เพาะเล้ียงในอาหารเหลว ขวา: เพาะเล้ียงในอาหารวุน้ ......................................................................33 

ภาพที่ 13 ลกัษณะของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ หลงัการเพาะเล้ียง 10 สปัดาห์ .34 

ภาพที่ 14 ลกัษณะของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. officinale หลงัการเพาะเล้ียง 10 สปัดาห์ ..............34 

ภาพที่ 15 กราฟแสดงความสมัพนัธข์องสดัส่วนการเจริญและปริมาณน ้ าตาลรวมในอาหารหลงัการ
เพาะเล้ียงโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale 10 สปัดาห์ ....................................36 

ภาพที่ 16 กราฟแสดงความสมัพนัธข์องสดัส่วนการเจริญและปริมาณน ้ าตาลรวมในอาหารหลงัการ
เพาะเล้ียงโปรโตคอร์ม (A) D. Sonia ‘Jo Daeng’ (B) D. officinale 10 สปัดาห์ ชุดการทดลองที่ 2 .37 

                                                   



  ฐ 

ภาพที่ 17 ลกัษณะของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ หลงัการเพาะเล้ียง 10 สปัดาห์ 
(แถวบนไม่เติมซูโครส: แถวล่างเติมซูโครส) (A) 0 สปัดาห์ (B) 2 สปัดาห์ (C) 4 สปัดาห์ (D) 6 
สปัดาห์ (E) 8 สปัดาห์ (F) 10 สปัดาห์ ...............................................................................................44 

ภาพที่ 18 ลกัษณะของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. officinale หลงัการเพาะเล้ียง 10 สปัดาห์ (แถวบน
ไม่เติมซูโครส : แถวล่างเติมซูโครส) (A) 0 สปัดาห์  (B) 2 สปัดาห์  (C) 4 สปัดาห์  (D) 6 สปัดาห์ 
(E) 8 สปัดาห์ (F) 10 สปัดาห์.............................................................................................................45 

ภาพที่ 19 กราฟแสดงการเปรียบเทียบความสมัพนัธข์องมวลชีวภาพและปริมาณน ้าตาลรวมใน
อาหารของการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวายดว้ยการเติมน ้ าตาลซูโครสในอาหารแบบ 
fed-batch และไม่เติม 10 สปัดาห์ (A) D. Sonia ‘Jo Daeng’ (B) D. officinale ..................................46 

ภาพที่ 20 กราฟแสดงการเปรียบเทียบความสมัพนัธข์องมวลชีวภาพและปริมาณน ้าตาลรวมใน
อาหารของการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวายดว้ยการเสริมน ้ าตาลซูโครสในอาหารแบบ 
fed-batch และไม่เติม 10 สปัดาห์ ชุดการทดลองที่ 2 (A) D. Sonia ‘Jo Daeng’ (B) D. officinale ....47 

ภาพที่ 21 กราฟแสดงการเปรียบเทียบปริมาณฟลาโวนอยดข์องการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไม้
ที่เติมน ้ าตาลซูโครสในอาหารแบบ fed-batch และไม่เติม เป็นระยะเวลาการเพาะเล้ียง 10 สปัดาห์ 49 

ภาพที่ 22 กราฟการเปรียบเทียบปริมาณฟีนอลิกกของการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมท้ี่เติม
น ้ าตาลซูโครสในอาหารแบบ fed-batch และไม่เติม เป็นระยะเวลาการเพาะเล้ียง 10 สปัดาห์         
(A) D. Sonia ‘Jo Daeng’ (B) D. officinale .......................................................................................51 

ภาพที่ 23 กราฟการเปรียบเทียบปริมาณพอลิแซ็กคาไรดข์องการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมท้ี่
เติมน ้ าตาลซูโครสในอาหารแบบ fed-batch และไม่เติม เป็นระยะเวลาการเพาะเล้ียง 10 สปัดาห์    
(A) D. Sonia ‘Jo Daeng’ (B) D. Officinale.......................................................................................53 

ภาพที่ 24 ระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราวที่ประยกุตใ์ชชุ้ดกรองเป็นถงัเพาะเล้ียงพืช 1 ชุด
 ...........................................................................................................................................................55 

ภาพที่ 25 ระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ชัว่คราวแบบ Twin jar A) Twin jar 1 ระบบ B) Twin jar 1 ชุด
 ...........................................................................................................................................................57 

ภาพที่ 26 ลกัษณะฝาถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ชัว่คราวแบบ Twin jar A) แบบเจาะรู B) แบบต่อหางปลา
 ...........................................................................................................................................................58 

 



  ฑ 

ภาพที่ 27 การทดสอบระบบการเพาะเล้ียงโปรโตคออร์มกลว้ยไมด้ว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแช่
ชัว่คราวแบบ Twin jar A) การ Browning ของโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ B) ลกัษณะการ
ปนเป้ือนจากเช้ือราในถงัอาหาร C) ลกัษณะการปนเป้ือนจากราในถงัเพาะเล้ียง .............................59 

ภาพที่ 28 ลกัษณะของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’หลงัการเพาะเล้ียง10 สปัดาห์ ...61 

ภาพที่ 29 ลกัษณะของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. officinale หลงัการเพาะเล้ียง10 สปัดาห์ ...............61 

ภาพที่ 30 ลกัษณะการ Browning ของโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวาย ...........................................62 

ภาพที่ 31 กราฟแสดงการเจริญเติบโตและปริมาณน ้ าตาลรวมในอาหารของโปรโตคอร์มกลว้ยไม้
สกุลหวาย  D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale หลงัการเพาะเล้ียงในระบบ TIS แบบ Twin jar 
10 สปัดาห์ .........................................................................................................................................64 

ภาพที่ 32 กราฟแสดงความสมัพนัธข์องปริมาณน ้ าตาลรวมและปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ในอาหาร
เพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวายหลงัการเพาะเล้ียงในระบบ TIS 10 สปัดาห์ ...................65 

ภาพที่ 33 กราฟเปรียบเทียบปริมาณฟีนอลิกในโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale 
ที่เพาะเล้ียงดว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 10 สปัดาห์ ..............................................70 

ภาพที่ 34 กราฟเปรียบเทียบปริมาณฟลาโวนอยดใ์นโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. 
officinale ที่เพาะเล้ียงดว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 10 สปัดาห์ ..............................71 

ภาพที่ 35 กราฟเปรียบเทียบปริมาณพอลิแซ็กคาไรดใ์นโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. 
officinale ที่เพาะเล้ียงดว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 10 สปัดาห์ ..............................72 

ภาพที่ 36 กราฟเปรียบเทียบปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ FRAP ในโปรโตคอร์ม D. Sonia 
‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงดว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 10 สปัดาห์
 ...........................................................................................................................................................74 

ภาพที่ 37 กราฟเปรียบเทียบปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH ในโปรโตคอร์ม                
D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงดว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 10 
สปัดาห์ ..............................................................................................................................................75 

ภาพที่ 38 กราฟเปรียบเทียบเปอร์เซ็นการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH ในโปรโตคอร์ม D. Sonia 
‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงดว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 10 สปัดาห์
 ...........................................................................................................................................................75 

 



  ฒ 

ภาพที่ 39 กราฟเปรียบเทียบเปอร์เซ็นการยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสในโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงดว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 10 สปัดาห์ ....78 

ภาพที่ 40 กราฟเปรียบเทียบปริมาณการยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสในโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงดว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 10 สปัดาห์ ....79 

 



 1 
 

บทที่ 1  

บทน า 

1. ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา 
 กลว้ยไมส้กุลหวายลูกผสมที่พฒันาพนัธุ์ในประเทศไทย นอกจากการปลูกเป็นการคา้เพื่อ
ตดัดอกและจ าหน่ายเป็นไมก้ระถางแลว้ ยงัสามารถท าให้มูลค่าเพิ่มมากขึ้นไดด้ว้ยการน าเอาส่วน
ต่างๆ ของกลว้ยไมม้าสกดัสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ เพื่อน าไปท าเป็นยารักษาโรคและอาหารเสริม
เพื่อสุขภาพ อีกทั้งยงัมีรายงานว่าสารสกดักลว้ยไม ้D. Sonia Earsakul ยงัมีคุณสมบติัในการยบัย ั้ง
เอนไซม์ไทโรซิเนสซ่ึงเป็นเอนไซม์ที่ผลิตเม็ดสีผิวเมลานินซ่ึงนิยมน าสารสกัดดังกล่าวไปเป็น
ส่วนประกอบในเวชส าอาง (Kanlayavattanakul et al., 2018) โดยกลว้ยไมส้กุลหวายถูกบรรจุไวใ้น
ต ารับยาจีนและมีการวจิยัอยา่งต่อเน่ืองเก่ียวกบัการสกดัและระบุชนิดของสารในกลว้ยไมส้กุลหวาย
พนัธุ์ต่างๆ ตลอดจนน าไปทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ เช่น Dendrobium officinale Kimura et Migo ที่
พบวา่ มีสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอยา่งน้อย 190 ชนิดและมีสรรพคุณทางยา (Tang et al., 2017) ท า
ใหใ้นปัจจุบนัมีการน าเอาส่วนล าตน้ของ D. officinale มาท าเป็นผง เพื่อจ  าหน่ายในราคาตั้งแต่ 5-55 
เหรียญดอลลาร์สหรัฐต่อกิโลกรัม ในประเทศไทยมีการปลูกกลว้ยไมส้กุลหวายลูกผสมหลากหลาย
พนัธุ์เพื่อตดัดอกจ าหน่าย ซ่ึงในฤดูกาลที่ดอกกล้วยไมล้้นตลาดมกัประสบปัญหาราคาตกต ่าเป็น
อย่างมาก ดังนั้น การศึกษาการใชป้ระโยชน์จากการสกดัสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากกล้วยไม้
ดงักล่าว จึงน่าจะเป็นแนวทางเพิ่มมูลค่าที่ดีแนวทางหน่ึง โดยกลว้ยไม้ Dendrobium Sonia ‘Jo 
Daeng’ จดัเป็นหน่ึงในกลว้ยไมส้กุลหวายที่มีสร้างสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในส่วนต่างๆ เช่น ใบ 
ล าตน้ ราก ดอก และกา้นดอกของตน้ที่ปลูกตามธรรมชาติ จึงเป็นที่น่าสนใจและศึกษาการผลิตสาร
ดงักล่าวในงานวจิยัน้ี (Obsuwan et al., 2019) อยา่งไรก็ตามการปลูกกลว้ยไมเ้พื่อน ามาเป็นวตัถุดิบ
ในการสกดัเพือ่ผลิตสารที่สนใจ มกัมีขอ้จ ากดัในเร่ืองของการใชร้ะยะเวลานานและประสบปัญหา
การรบกวนของโรคและแมลงศตัรูพืช ท าให้วตัถุดิบอาจไม่เพียงพอต่อความตอ้งการ ดงันั้นการ
เพาะเล้ียงเน้ือเยือ่จึงเป็นอีกแนวทางหน่ึงในการพฒันาการเพิ่มขึ้นของมวลชีวภาพเพื่อการผลิตสาร
ออกฤทธ์ิทางชีวภาพในกลว้ยไมไ้ด ้เน่ืองจากสามารถผลิตไดอ้ยา่งต่อเน่ืองตลอดทั้งปีโดยไม่ขึ้นอยู่
กบัฤดูกาล โดยมีรายงานการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์ม (Protocorm like bodies,  PLBs) กลว้ยไม ้      
D. candidum Wall ex Lindl ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบบอลลูน (Balloon type bubble bioreactor) 
พบวา่สามารถผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพได ้เช่น สารประกอบฟีนอลิก ฟลาโวนอยด ์พอลิแซ็กคา
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ไรด ์และฤทธ์ิในการตา้นออกซิเดชนัเช่นเดียวกบัที่มีรายงานไวใ้นตน้ที่ปลูกตามธรรมชาติ (Cui et 
al., 2014) ดงันั้นในงานวจิยัน้ีจึงสนใจที่จะเพิม่ปริมาณมวลชีวภาพและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพดว้ย
การเพาะเล้ียง PLBs ของ D. Sonia ‘Jo Daeng’ ในอาหารเหลว เพื่อช่วยเพิ่มมวลชีวภาพไดเ้ร็วกว่า
การเพาะเล้ียงบนอาหารก่ึงแขง็ อีกทั้งการเพาะเล้ียงในอาหารเหลวยงัสามารถน าไปขยายขนาดการ
ผลิตในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพที่สามารถปรับเปล่ียนระบบการเติมอาหารเพื่อให้มีการเพิ่มผลิตภณัฑท์ี่
ตอ้งการไดง่้ายกว่าการเพาะเล้ียงบนอาหารก่ึงแข็ง นอกจากน้ี PLBs ยงัเป็นวตัถุดิบที่เหมาะต่อการ
เพิม่มวลชีวภาพที่ใชเ้วลาสั้นกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัการเพาะเล้ียงในระยะที่เป็นตน้พืช (Cardoso et 
al., 2020) ส าหรับถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว (temporary immersion system bioreactor, 
TIS) ที่เลือกใชใ้นงานวิจยัน้ี เป็นระบบอตัโนมติัที่สามารถตั้งเวลาเพื่อให้พืชสัมผสักบัอาหารตาม
ระยะเวลาสั้นๆ ที่ก  าหนดได ้ เน่ืองจากการทดลองเบื้องตน้บ่งช้ีว่า การที่เน้ือเยือ่สัมผสักบัอาหาร
เพยีงบางส่วนท าใหม้วลชีวภาพกลว้ยไมเ้พิ่มไดดี้กว่าและลดปัญหาการฉ ่าน ้ าของช้ินพืชที่แช่อยูใ่น
อาหารตลอดเวลา ซ่ึงหากงานวิจยัน้ีส าเร็จลงไดก้็จะเป็นประโยชน์ต่อการเพิ่มมูลค่ากลว้ยไมส้กุล
หวายลูกผสมในไทยใหสู้งขึ้นได ้ 

2. ความมุ่งหมายและวัตถุประสงค์ของการศึกษา 
 เพื่อขยายขนาดปริมาณการผลิตมวลชีวภาพและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของ                       
โปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ ในระบบอาหารเหลว 

3. ขอบเขตการศึกษา 
 1. ศึกษาการผลิตมวลชีวภาพและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของกล้วยไม้  D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ กบั D. officinale ในอาหารเหลวดว้ยระบบการเพาะเล้ียงแบบตั้งน่ิง 

2. ศึกษาความสมัพนัธข์องปริมาณมวลชีวภาพและการเพิม่ปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
ของกลว้ยไม  ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ เปรียบเทียบกบักลว้ยไม ้D. officinale ที่เพาะเล้ียงในระบบถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว เพื่อหาช่วงที่เหมาะสมในการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพให้ได้
ปริมาณมาก  

3. การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการตา้นออกซิเดชนัและการทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้ง
เอนไซม์ไทโรซิ เนสของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่ผ ลิตได้ในโปรโตคอร์มกล้วย ไม ้                       
D. Sonia ‘Jo Daeng’ โดยเปรียบเทียบกบัโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. officinale 
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4. ผลทีค่าดว่าจะได้รับ 

สามารถเพิ่มปริมาณมวลชีวภาพโปรโตคอร์มกล้วยไม้สกุลหวายเพื่อน าไปใช้เป็นแหล่ง
ผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพดว้ยการเพาะเล้ียงในระบบอาหารเหลว  
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

1. กล้วยไม้สกลุหวาย 

 กลว้ยไมส้กุลหวาย (Dendrobium) เป็นกลว้ยไมส้กุลใหญ่ที่สุด มีการกระจายพนัธุ์ออกไป
ในบริเวณกวา้งทั้งในทวีปเอเชียและหมู่เกาะในมหาสมุทรแปซิฟิก กลว้ยไมส้กุลหวาย มีลกัษณะ
การเจริญเติบโตแบบซิมโพเดียล คือ มีล าลูกกลว้ย เม่ือล าตน้เจริญเติบโตเต็มที่แลว้จะแตกหน่อเป็น
ล าตน้ใหม่และเป็นกอ ใบแข็งหนาสีเขียว ดอกมีลักษณะทัว่ไปของกลีบชั้นนอกคู่บนและคู่ล่าง
ขนาดยาวพอๆ กันโดยกลีบชั้นนอกจะอยู่อย่างอิสระเด่ียวๆ ส าหรับกลีบชั้นในทั้งสองกลีบมี
ลกัษณะต่างๆ กนัแลว้แต่ชนิดพนัธุ์ของกลว้ยไมน้ั้นๆ ในประเทศไทยนิยมปลูกเพื่อเป็นไมต้ดัดอก
แต่ในประเทศจีนส่วนต่างๆ ของกลว้ยไมส้กุลหวายถือเป็นสมุนไพรที่มีสรรพคุณต่างๆ มากมาย 
และใชใ้นทางการแพทยม์านบัพนัปี 
 กลว้ยไมห้วายพนัธุ์โซเนียโจแดง ช่ือวิทยาศาสตร์ Dendrobium spp. Sonia ‘Jo Daeng’ ช่ือ
สามัญไทย โจแดง ซ่ึงเป็นตน้แบบก่อนที่จะกลายพนัธุ์เป็นเอียสกุล ลกัษณะประจ าพนัธุ์ ล  าตน้มี
ลกัษณะเป็นล าลูกกลว้ยรูปรี ใบเป็นรูปรี ดอกไม่มีกล่ิน จ านวนดอก 10-13 ดอกต่อช่อ การเรียงตวั
ของดอกบนช่อ 2 จ  านวนช่อต่อล าลูกกลว้ย 3-5 ช่อดอก อายกุารใชง้านเฉล่ีย 16 วนั สีพื้นกลีบดอก
เป็นสีขาว สีระบายกลีบเป็นสีม่วงเขม้ เป็นพนัธุท์ี่ปลูกเล้ียงง่าย ตน้เจริญเติบโตดี ทรงช่อสวย ทนต่อ
สภาพอากาศไม่ค่อยประสบปัญหาเร่ืองดอกตูม ฝ่อและร่วง ในประเทศไทยนิยมปลูกเพื่อเป็นไมต้ดั
ดอก (ภาพที่ 1) 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1 ลกัษณะของดอกกลว้ยไมโ้จแดง Dendrobium spp. Sonia ‘Jo Daeng’ 
ที่มา : https://thaiindia.net/98-insight-india/793-2012-06-21-05-50-   

47.html?pop=1&tmpl=component&print=1 

https://thaiindia.net/98-insight-india/793-2012-06-21-05-50-%09%09%2047.html?pop=1&tmpl=component&print=1
https://thaiindia.net/98-insight-india/793-2012-06-21-05-50-%09%09%2047.html?pop=1&tmpl=component&print=1
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 กลว้ยไมส้กุลหวายจีน ช่ือทางวิทยาศาสตร์ Dendrobium officinale Kimura et Migo เป็น
พชืที่เติบโตไดดี้ในสภาพแวดลอ้มเขตอบอุ่นและมีความช้ืนสูง ไม่ทนต่อความหนาวเยน็ พบมากบน
หินก่ึงช้ืนในแถบทวปีเอเชีย นอกจากเป็นไมป้ระดบัแลว้ยงัเป็นพืชสมุนไพรที่ใชใ้นการแพทยแ์ผน
จีนมาอยา่งยาวนาน เน่ืองจากส่วนต่างๆ ของกล้วยไมส้กุลหวาย D. officinale มีสรรพคุณต่างๆ 
มากมาย เช่น ช่วยลดไข ้ตา้นการอกัเสบ ช่วยสมานแผลนอกจากน้ียงัมีฤทธ์ิตา้นมะเร็ง ตา้นเบาหวาน
และช่วยกระตุน้ภูมิคุม้กนัของร่างกายไดอี้กดว้ย (Tang et al., 2017)  (ภาพที่ 2) 

 

ภาพที่ 2 ลกัษณะของกลว้ยไมส้กุลหวายจีน Dendrobium officinale Kimura et Migo 
(Tang et al., 2017) 

 

2.  การขยายพันธ์ุพืชด้วยระบบของการเพาะเลีย้งเน้ือเย่ือ  

 การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืช (Plant tissue culture) เป็นเทคนิคการน าเอาเซลล์ เน้ือเยือ่ อวยัวะ 
หรือส่วนต่างๆ ของพชืมาเพาะเล้ียงแบบปลอดเช้ือ (aseptic culture) ภายใตเ้งื่อนไขทางกายภาพและ
เคมีที่ก  าหนดใหใ้นหลอดทดลอง (in vitro) ซ่ึงหากสภาวะที่ก  าหนดให้ดงักล่าวมีความเหมาะสมจะ
ท าใหช้ิ้นพชื (explants) ที่น ามาเพาะเล้ียงมีการแบ่งเซลลแ์ละพฒันาไปเป็นอวยัวะที่ท  าหน้าที่เฉพาะ
หรือเกิดการคืนสภาพเป็นตน้ใหม่ได ้(plant regeneration) (บุษราภรณ์ งามปัญญา, 2561)พืชที่เกิด
ขึ้นมาจากการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่จะมีลกัษณะเหมือนกบัพืชตน้พนัธุ์ที่น ามาใชเ้พาะเล้ียงทุกประการ 
จึงเป็นวธีิการหน่ึงที่สามารถน ามาใชใ้นการขยายพนัธุพ์ชื เก็บรักษา และอนุรักษเ์ช้ือพนัธุพ์ชืต่างๆ  

ระบบดั้งเดิมที่ใช้เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อเรียกว่า conventional solid culture คือการเพาะเล้ียง
เน้ือเยือ่ในอาหารแข็งที่ท  าจากวุน้ (agar) อีกระบบหน่ึงเรียกว่า liquid culture คือการเพาะเล้ียง
เน้ือเยื่อในอาหารเหลว การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อทั้ งสองระบบน้ีถูกน ามาใช้ในอุตสาหกรรมการ
ขยายพนัธุพ์ชืทัว่โลก ระบบการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่แบบ conventional solid culture มีขอ้ดีคือ เน้ือเยือ่
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พืชจะไม่เกิดความเสียหายจากปัญหาการฉ ่าน ้ า (hyperhydricity) แต่มีขอ้เสียคือ ตน้พืชโตช้าและ
จะตอ้งเปล่ียนอาหารใหม่โดยการยา้ยเน้ือเยือ่จากขวดเก่าไปยงัขวดใหม่ (subculture) เพราะฉะนั้น
โอกาสที่จะท าให้เกิดการปนเป้ือน (contamination) จึงมีมากส าหรับการขยายพนัธุ์ด้วยระบบ 
conventional solid culture (ภาพที่ 3A) 

ส าหรับระบบการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่แบบ liquid culture มีขอ้ดีกว่าระบบการเพาะเล้ียงแบบ
แรกตรงที่พชืจะโตไดเ้ร็วกว่าเพราะพืชจะสัมผสักบัอาหารไดทุ้กส่วน แต่มีขอ้เสียตรงที่เน้ือเยือ่พืช
มกัเกิดปัญหาการฉ ่าน ้ าบ่อยคร้ังเพราะตอ้งแช่ในอาหารเหลวตลอดเวลาและมีปัญหาการปนเป้ือนสูง
เช่นกนั (บุษราภรณ์ งามปัญญา, 2561) (ภาพที่ 3B) 

 

 

 

 
 
 
 

ภาพที่ 3 การเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กลุหวาย D.officinale  
(A) การเพาะเล้ียงบนอาหารวุน้ (B) การเพาะเล้ียงในอาหารเหลว 

 

3. ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ช่ัวคราว (Temporary Immersion System Bioreactors, TIS) 

ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราวเป็นอีกทางเลือกหน่ึงที่น ามาใชแ้กปั้ญหาการฉ ่าน ้ าใน
พืชที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบแช่ตลอดเวลา เน่ืองจากระบบน้ีประกอบไปด้วย 2 ส่วน คือ 
ส่วนบนเป็นส่วนส าหรับเพาะเล้ียงช้ินพืช ส่วนล่างจะใชบ้รรจุอาหารเหลว ทั้งสองส่วนจะเช่ือมต่อ
กันด้วยสายยางซิลิโคน ซ่ึงภาชนะส่วนบนสุดจะมีสายยางซิลิโคนเช่ือมต่อกับป๊ัมสุญญากาศ 
(vacuum pump) ป๊ัมจะดูดอากาศภายในภาชนะท าใหเ้ป็นระบบสุญญากาศ ส่งผลใหอ้าหารเหลวจาก
ภาชนะดา้นล่างไหลขึ้นมายงัภาชนะด้านบน ซ่ึงควบคุมการไหลโดยอาศยัเคร่ืองตั้งเวลาเปิด-ปิด
อตัโนมตัิ (electronic timer) (ศิริรักษ ์พลซา, 2560) ท าให้ช้ินพืชแช่อยูใ่นอาหารเหลวเป็นระยะเวลา
สั้นๆ แลว้มีการดึงอาหารเหลวกลบัไปยงัภาชนะเก็บอาหารเหลว จึงช่วยลดปัญหาการฉ ่าน ้ าในพืช
ได ้นอกจากน้ียงัสามารถเพิ่มปริมาณพืชไดม้ากกว่าเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ดว้ยระบบ conventional solid 

2 CM 

2 CM 

B 
A 

2 cm 2 cm 
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culture การปนเป้ือนเกิดไดน้้อยกว่า เปล่ียนอาหารไดง่้าย ลดค่าใชจ่้ายในส่วนของค่าแรงงานไป
ไดม้าก ลดพื้นที่ในหอ้งเพาะเล้ียง ขอ้ดอ้ยของการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พชืดว้ยระบบ TIS คือ การลงทุน
ค่อนขา้งสูงถา้ท าในระบบใหญ่ตอ้งอยูใ่นความดูแลของช่างเทคนิค อยา่งไรก็ตาม ในปัจจุบนัระบบ
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพมีหลากหลายรูปแบบ รวมถึงมีจ าหน่ายทัว่ไปเพือ่ลกัษณะการใชง้านที่หลากหลาย 
(ภาพที่ 4) 

 
      
 
 
 
 
        
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4 เทคนิคการเพาะเล้ียงพืชในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราวรูปแบบต่างๆ 
(A) Ebb-and-Flow system (B) RITA system (C) Thermo-photo-bioreactor TIS 
(D) Bubbles system (E) SETIS system (Georgiev et al., 2014)  

 
แต่ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพที่ขายทัว่ไปมกัมีราคาแพงและการวางระบบที่ยุง่ยาก ดว้ยเหตุน้ีระบบ

แช่ชัว่คราวแบบขวดคู่ (twin jar) จึงถูกพฒันาเพื่อให้สามารถใชง้านไดง่้ายขึ้นและประยกุตใ์ชก้ับ
งานวิจยัที่หลากหลายมากขึ้น ระบบ Twin jar เป็นระบบที่มีหลกัการพื้นฐานมาจากระบบถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ชั่วคราว ซ่ึงมีการใช้ระบบน้ีกันอย่างกวา้งขวางในการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืช 
เน่ืองจากการวางระบบที่ง่ายและตน้ทุนต ่า โดยทัว่ไประบบจะประกอบไปดว้ยขวด 2 ขวดที่วางบน
ระนาบเดียวกนั ต่อเช่ือมกนัดว้ยท่อแกว้ พลาสติกหรือสายซิลิโคน ขวดแรกเป็นส่วนที่ใชเ้พาะเล้ียง

A B C 

D E 
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พชือาจติดตั้งภาชนะรองรับพชืในขวดหรือไม่มีก็ได ้ขวดที่สองเป็นส่วนเก็บอาหารเหลว ซ่ึงทั้งสอง
ส่วนจะมีสายอากาศขาออกที่ต่อเขา้กบัระบบกรองที่ปลอดเช้ือเพื่อต่อเขา้กบัป๊ัมสุญญากาศ โดยมี
การต่อตวันาฬิกาตั้งเวลา (timer) เขา้กบัป๊ัมและโซลินอยด์วาล์ว (solenoid valves) เพื่อควบคุม
ระยะเวลาการใหอ้าหารกบัพชืดว้ยระบบอตัโนมติั  ซ่ึงนอกจากการวางระบบที่ง่ายและตน้ทุนต ่ายงั
เหมาะส าหรับห้องปฏิบติัการที่ตอ้งการขยายขนาดการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่เพื่อให้ไดพ้ืชปริมาณมาก 
(ภาพที่ 5)  

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 5 ระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว (Temporary Immersion System Bioreactors, 
TIS) แบบ twin jars ที่ควบคุมการป้อนอาหารเขา้ไปในระบบดว้ยการตั้งเวลาเปิด-ปิดอตัโนมตั ิ

 
งานวิจัยที่มีการเพาะเลีย้งเน้ือเย่ือพืชในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ช่ัวคราว มีดงัน้ี  

 Alves et al. (2021)ศึกษาการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ขอ้ของตน้อ่อน Corema album ในอาหารวุน้
เปรียบเทียบกบัการเพาะเล้ียงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราวภายใตส้ภาวะที่ดีที่สุด พบว่า การ
เพาะเล้ียงตน้อ่อนในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพให้จ  านวนตน้มากกว่าการเพาะเล้ียงในอาหารวุน้มากถึง 3 
เท่า และจากการศึกษาระยะเวลาความถ่ีการแช่ช้ินพชืในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ พบว่า ระยะเวลาการแช่ 
3 นาทีทุก 12 ชัว่โมง/1 นาทีทุกๆ 4 ชั่วโมง ให้จ  านวนตน้มากที่สุดและเป็นสภาวะที่ดีที่สุดที่ใช้
เพาะเล้ียง Corema album เพือ่ขยายพนัธุพ์ชื 
 Le et al. (2021)ไดศึ้กษาการเพาะเล้ียงโซมาติกเอ็มบริโอของตน้สน (Larix × eurolepis 
Henry) เพื่อหาแนวทางการขยายพนัธุ์ตน้สนที่ดีที่สุด เพื่อตอบโจทยค์วามตอ้งการไมส้นที่เพิ่มขึ้น
ทัว่โลก โดยการเพาะเล้ียงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว (TIS) เปรียบเทียบกบัการเพาะเล้ียง
ในอาหารวุน้ ผลปรากฏวา่การเพาะเล้ียงแบบ TIS ใหน้ ้ าหนกัสดมากกว่าการเพาะเล้ียงในอาหารวุน้
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ถึง 2 เท่า นอกจากนั้นยงัใหจ้  านวนราก ความยาวรากและความยาวตน้ที่มากกว่าการเพาะเล้ียงแบบ
ดั้งเดิม ดงันั้นการใช้ระบบ TIS ในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชถือว่ามีความเป็นไปไดม้ากที่สุดที่จะ
น าไปใชง้านดา้นป่าไม ้การปรับปรุงพนัธุ ์และการผลิตพชืในปริมาณมาก 

Arigundam et al. (2020) ศึกษาการเพาะเล้ียง lingonberry จากการชกัน าจากส่วนใบ ใน
ระบบการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชเปรียบเทียบกนั 3 ระบบ คือ เพาะเล้ียงในอาหารวุน้ เพาะเล้ียงในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพ Reactor of temporary immersion (RITA) และเพาะเล้ียงแบบแช่พืชในอาหาร
ตลอดเวลา พบวา่ การเพาะเล้ียงดว้ยอาหารเหลว มียอดอ่อนเพิ่มขึ้น 2-3 เท่า มากกว่าการเพาะเล้ียง
ในอาหารวุน้ และพืชที่ผ่านการเพาะเล้ียงจากอาหารเหลว เม่ือน าไปปรับสภาพในโรงเรือนพบว่า 
พชืมีอตัราการรอดชีวติ 90-95% 

Leyva-Ovalle et al. (2020) ไดศ้ึกษาเพื่อหาวิธีการส าหรับขยายพนัธุ์กลว้ยไม ้Guarianthe 
skinneri  โดยใชร้ะบบการเพาะเล้ียงแบบแช่ชัว่คราว (Twin jar)  เปรียบเทียบกบัระบบการเพาะเล้ียง
ดว้ยระบบ semi-solid (SS) และ liquid media under partial (PI) โดยไดมี้การหาความเขม้ขน้ของ 6-
Benzylaminopurine (BAP) ที่เหมาะสมต่อการชกัน าใหเ้กิดตน้ใหม่ พบว่าการเติม BAP 3 มิลลิกรัม/
ลิตร ลงในอาหารวุน้สูตร MS ให้จ  านวนยอดสูงสุด และการเพาะเล้ียงในระบบ TIS ให้จ  านวนตน้
ใหม่มากที่สุด รองลงมา คือการเพาะเล้ียงดว้ยระบบ semi-solid (SS) และ liquid media under partial 
(PI) ตามล าดบั จากนั้นไดเ้ปรียบเทียบสูตรอาหาร MS และ VW ในการเพาะเล้ียงดว้ยระบบ TIS ก็
ยงัพบว่า สูตร MS ชกัน าให้เกิดตน้ใหม่ไดม้ากที่สุด โดยความถ่ีของการแช่ช้ินพืชในอาหารทุก 4 
ชัว่โมง ใหผ้ลดีที่สุดและการเปล่ียนถ่ายอาหารใหม่จ านวนสามคร้ัง ทุก ๆ 30 วนั ให้จ  านวนตน้ใหม่
สูงสุด และเม่ือน าพชืออกปลูกในเรือนกระจกพบอตัราการรอดชีวติ 100% ดงันั้น ระบบ TIS จึงเป็น
วธีิการที่ดีที่สุดที่จะขยายพนัธุพ์ชืในอุตสาหกรรม 

จากตวัอยา่งงานวิจยัที่กล่าวมาขา้งตน้ แสดงให้เห็นว่า การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชดว้ยระบบ
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว (TIS) ชนิดต่างๆ ให้ผลเชิงบวกเก่ียวกบัการเพิ่มจ านวนตน้พืช 
การงอกของรากและมีการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็ว และยงัมีอตัราการรอดชีวิตสูงเกือบ 100% เม่ือ
เปรียบเทียบกับการเพาะเล้ียงในอาหารวุน้แบบดั้งเดิม หรือการเพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบแช่
ตลอดเวลา ดงันั้น งานวจิยัน้ีจึงเลือกใชร้ะบบ TIS แบบ Twin jar เน่ืองจากวางระบบง่าย มีตน้ทุนต ่า 
สรุปได้ว่า ระบบการเพาะเล้ียงแบบ TIS สามารถน าไปประยุกตใ์ช้ในการขยายพนัธุ์ไม้ดอกไม้
ประดบัในเชิงพาณิชยไ์ด ้
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4. การเพาะเลีย้งเน้ือเย่ือกล้วยไม้ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 

 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพถูกน ามาใชก้บัการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อกลว้ยไมห้ลากหลายสายพนัธุ์ เพื่อ
เพิม่ปริมาณกลว้ยไมจ้  านวนมากโดยมีการเพาะเล้ียงแบบต่างๆ เช่น การเพาะเล้ียงดว้ยตน้อ่อนของ
กลว้ยไม ้เซลล์ อวยัวะพืช หรือใชส่้วนโปรโตคอร์ม (PLBs) ที่ถูกชกัน าจากช้ินพืชในอาหารวุน้มา
เพิ่มจ านวนในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ เพื่อใชเ้ป็นพืชวตัถุดิบในการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่มี
สรรพคุณทางยาเพือ่เพิม่มูลค่าใหก้ลว้ยไมส้กุลหวายในประเทศไทย 

งานวิจัยที่มีการเพาะเลีย้งเน้ือเย่ือกล้วยไม้ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ มีดงัน้ี  
Ekmekçigil et al. (2019) ไดศ้ึกษาการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมแ้คทลียา Cattleya 

forbesii Lindl. ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบชัว่คราว RITA โดยมีการใชค้วามถ่ีการแช่ที่ 1 นาที ทุก 4 
ชัว่โมง ปริมาตรอาหาร 250 มิลลิลิตร จ านวนช้ินพชื 20 ช้ิน ให้จ  านวนโปรโตคอร์มมากที่สุด (2237 
PLBs) และใหโ้ปรโตคอร์มต่อช้ินพชื (111.9 PLBs) ซ่ึงมากกวา่การเพาะเล้ียงในอาหารแขง็ 

Zhang et al. (2018b)ไดศึ้กษาการเพาะเล้ียงกล้วยไม ้B. striata ด้วยถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
ระบบ TIS แบบ fed-batch ดว้ยช้ินพชืเร่ิมตน้ 300 ตน้ ที่ความถ่ีการแช่ 3 นาที ทุกๆ 6 ชัว่โมง เพื่อดู
การขยายล าลูกกลว้ยและการสะสมพอลิแซ็กคาไรด์ดว้ยการเล้ียงแบบ fed-batch ซ่ึงจะมีการให้
อาหารเสริมเพิ่มหลัง 28 วนั ของการเพาะเล้ียงในงานวิจยัน้ีมีการให้ซูโครสร่วมกับสารกระตุน้ 
(ซูโครส 2% และ เมทิลจสัโมเนท (Me-Ja)) ที่เหมาะส าหรับการขยายขนาดล าลูกกล้วยและการ
สังเคราะห์ polysaccharide นอกจากน้ียงัมีการเสริมด้วยแหล่งไนโตรเจน NO3

−: NH4
+ พบว่าที่

สดัส่วน (NO3
−: NH4

+) 3:1 เหมาะกบัการเจริญของพืช และที่สัดส่วน(NO3
−: NH4

+) 2:2 ให้ปริมาณ
พอลิแซ็กคาไรด ์และการขยายขนาดของล าลูกกลว้ยสูงสุด 

Zhang et al. (2018a)ไดศึ้กษาการเพาะเล้ียงกลว้ยไม ้B. striata ดว้ยถงัปฏิกรณ์ชีวภาพระบบ 
TIS เพื่อศึกษา 3 ปัจจัยหลักที่ต่างกัน คือ ความถ่ีในการแช่ ความเขม้ขน้ของซูโครสในอาหาร
เพาะเล้ียง (20, 30, 40 และ 50 กรัมต่อลิตร) และจ านวนพืชเร่ิมตน้ที่ใช้ในการเพาะเล้ียง ผลการ
ทดลอง พบว่า TIS มีประสิทธิภาพดีกว่าที่ความถ่ี 3 ทุกๆ 4 ชัว่โมง ความเขม้ขน้ซูโครส 40 กรัม/
ลิตร ตน้พชืเร่ิมตน้ 300 ตน้ ท าใหพ้ชืเจริญเติบโตไดดี้ที่สุด 

ศิริรักษ ์พลซา (2560) ไดศ้ึกษาการเพาะเมล็ดกลว้ยไมส้กุลหวายบนอาหารวุน้สูตร MS เพื่อ
ชกัน าเอ็มบริโอไปเป็นโปรโตคอร์มส าหรับใชเ้ป็นวตัถุดิบไปเพาะเล้ียงในระบบอาหารเหลวที่ถูก
ออกแบบและจดัตั้งขึ้น ไดแ้ก่ ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบชัว่คราว (TIS) ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพ่นฝอย
อากาศเหลว (NSB) และถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบที่มีการพ่นอากาศอยา่งง่าย (SAB) โดยเปรียบเทียบ
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กบัระบบการเพาะเล้ียงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 5 ลิตร อาหารเหลวบนเคร่ืองเขยา่และบนอาหาร
วุน้ที่เป็นวธีิการเพาะเล้ียงแบบดั้งเดิมเพื่อการพฒันาไปเป็นตน้ ใบ และรากของโปรโตคอร์มกลว้ย
ไม ้พบวา่ การพฒันาไปเป็นตน้ที่สมบูรณ์ของโปรโตคอร์มกลว้ยไมน้ั้นให้ผลดีที่สุดในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบแช่ชั่วคราว (TIS) และถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพ่นละอองฝอยอาหารเหลว (NSB) 
รองลงมา  

Cui et al. (2014) ได้ศึกษาการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มแบบแขวนลอยของกล้วยไมส้กุล
หวายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบบอลลูนส าหรับผลิตมวลชีวภาพและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ โดย
ศึกษาถึงผลของวธีิการเพาะเล้ียง ความหนาแน่นของโปรโตคอร์ม และปริมาณการเติมอากาศ พบว่า 
การเพาะเล้ียงแบบแช่ดีกว่าแบบลอยแพและระบบไฮโดรโปนิกส์ ในอาหารสูตร ½ MS เสริมดว้ย
ซูโครส 30 กรัมต่อลิตร NAA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร BA 5 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยมีความหนาแน่นของ
โปรโตคอร์ม 50 กรัมต่อลิตรและมีปริมาณการเติมอากาศ 0.1 vvm เหมาะสมต่อการสะสมชีวมวลที่
เหมาะสมและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ในขณะที่ปริมาณการเติมอากาศที่ 0.3 vvm เหมาะส าหรับ
การผลิตพอลิแซ็กคาไรด,์ คาร์มารีน, โพลีฟีนอลิก, ฟลาโวนอยด์, วิตามินซีและวิตามินอี ซ่ึงผลการ
ทดลองมีประโยชน์ส าหรับกระบวนการขยายขนาดส าหรับการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจาก
การเพาะเล้ียงกลว้ยไมส้กุลหวายแบบแขวนลอย 

จากตวัอยา่งงานวจิยัที่กล่าวขา้งตน้แสดงให้เห็นไดว้่า การเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไม้
ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพนั้นมีหลายแบบ การศึกษาทดลองในงานวิจยัน้ีไดเ้ลือกระบบ TIS เน่ืองจาก
ติดตั้งง่าย ราคาไม่แพง และยงัเป็นระบบที่ไดแ้สดงผลการเจริญของโปรโตคอร์มของกลว้ยไมท้ี่ดี
ที่สุด ที่สภาวะความถ่ีการแช่ที่ 1 นาที ทุกๆ 4 ชัว่โมง และสามารถน าระบบ TIS มาใชก้ารเพาะเล้ียง
แบบ fed-batch ซ่ึงสามารถเพิม่การผลิตสารพอลิแซ็กคาไรดใ์นโปรโตคอร์มของกลว้ยไมไ้ด ้

5.  แหล่งคาร์บอนในอาหารเพาะเลีย้งเน้ือเย่ือพืช (Carbon source)  

คาร์บอนเป็นธาตุหลกัในการสร้างอวยัวะต่างๆ ของพชื ในธรรมชาติพืชจะใชก้ารสังเคราะห์
แสงเพื่อสร้างแหล่งคาร์บอน โดยพืชสีเขียวสามารถน าพลงังานแสงจากดวงอาทิตยม์าสังเคราะห์
อาหารจากแหล่งวตัถุดิบที่ได้จากอากาศ คือ คาร์บอนไดออกไซด์และน ้ าจากดินมาสร้างเป็น
คาร์โบไฮเดรต (น ้ าตาล หรือแป้ง) และออกซิเจน โดยอาศยัแสงสว่าง คลอโรฟิลล์และเอนไซม์ร่วม
ดว้ย แต่เม่ือน าพชืมาเพาะเล้ียงในห้องปฏิบติัการความสามารถในการสังเคราะห์แสงของพืชลดลง 
จึงตอ้งมีการเสริมแหล่งคาร์บอนเพื่อให้พืชเจริญเติบโตไดต้ามปกติหรือโตเร็วกว่าปกติ โดยแหล่ง
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คาร์บอนที่ใชใ้นห้องปฏิบติัการ คือ น ้ าตาลชนิดต่างๆ เช่น กลูโคส ซูโครส ฟรักโทส แซ็กคาโรส 
แมนนิทอลและโมลาส เป็นตน้  

น ้ าตาลซูโครส (sucrose) เรียกกันทั่วไปว่าน ้ าตาลทรายที่ใช้เป็นสารให้ความหวาน 
(sweetener) อยา่งกวา้งขวางทัว่โลก พบอยูใ่นพชืและผลไมห้ลายชนิด แต่ที่นิยมน ามาใชเ้ป็นวตัถุดิบ
ผลิตน ้ าตาลทางการคา้ ในประเทศไทย คือ ออ้ย โดยกระบวนการผลิตน ้ าตาลทรายจากออ้ย คือ น า
ออ้ยเขา้กระบวนการบดเพือ่สกดัน ้ าออ้ยออกมา น าไปกรองส่ิงสกปรกออกและน าไปตม้เพื่อระเหย
น ้ าออกจะได้น ้ าเช่ือม น าน ้ าเช่ือมไปเคี่ยวและตกผลึกน ้ าตาล ไดผ้ลึกผสมกบักากน ้ าตาล ป่ันแยก
ผลึกน ้ าตาลออกจากกากน ้ าตาลจะไดน้ ้ าตาลดิบ เอาน ้ าตาลดิบไปผสมน ้ าร้อนเพื่อลา้งกากน ้ าตาล
ออก น าไปฟอกสีดว้ยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์และฟอกขั้นตอนสุดทา้ยดว้ยการผ่าน ion exchange 
resin น าไปตกผลึกอีกคร้ัง ป่ันแยกกากน ้ าตาลออกจากผลึกน ้ าตาล จากนั้นน าผลึกน ้ าตาลไปอบแห้
เพือ่ไล่ความช้ืนและบรรจุถุงเพือ่จ  าหน่ายต่อไป 

 โมลาส (molasses) หรือ กากน ้ าตาล คือของเหลวที่มีลกัษณะเหนียวขน้ มีสีน ้ าตาลเขม้ เป็น
ผลพลอยไดจ้ากกระบวนการผลิตน ้ าตาลจากออ้ย โดยกรรมวธีิการผลิตเร่ิมจากการน าออ้ยเขา้หีบได้
น ้ าออ้ย กรองเอากากออกจากน ้ าออ้ยแลว้เคี่ยวน ้ าออ้ยจนไดผ้ลึกของน ้ าตาลทรายตกตะกอนออกมา 
แยกผลึกน ้ าตาลทรายด้วยหม้อป่ัน ผลพลอยได้จะมี ขี้ ตะกอน กากอ้อย และ โมลาส หรือ 
กากน ้ าตาล โมลาสมีระดับพลังงานต ่ าถึงปานกลาง ขึ้ นอยู่กับปริมาณของน ้ า ส่วนใหญ่จะ
ประกอบดว้ย น ้ าตาลซูโครส น ้ าตาลอินเวอร์ท และน ้ า อีกทั้งยงัมีปริมาณโพแทสเซียมจึงสามารถ
น าไปใชท้  าเป็นปุ๋ ยได ้และสามารถใชเ้ป็นวตัถุดิบในภาคอุตสาหกรรมต่อเน่ืองไดห้ลายประเภท ซ่ึง
ปัจจุบนัโมลาสไดท้วีบทบาทความส าคญัต่อภาคอุตสาหกรรมอย่างมาก ส าหรับในประเทศไทย
ส่วนใหญ่จะใชโ้มลาสในอุตสาหกรรมการผลิตแอลกอฮอล ์ส าหรับการผลิตสุรา และการผลิตเอทา
นอล 

 ส าหรับตัวอย่างงานวิจัยการเพาะเลีย้งเน้ือเย่ือกล้วยไม้ที่ศึกษาผลของน ้าตาลชนิดต่างๆ ที่มา
ใช้เป็นแหล่งคาร์บอน มีดงัน้ี 

Gago et al. (2021) ศึกษาผลของความเขม้ขน้ของซูโครสที่เสริมเขาไปในอาหารที่ใช้
เพาะเล้ียงตน้อ่อนหวาย (Salix viminalis L.) โดยมีการเพาะเล้ียงในอาหารวุน้ที่บรรจุในขวดโหล
เปรียบเทียบกบัการเพาะเล้ียงในระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ (RITA) ที่ใชค้วามถ่ีการแช่ที่ 1 นาที ทุกๆ 
4 ชัว่โมง พบว่า การเจริญของยอดและใบที่เพาะเล้ียงในถงั TIS สูงกว่าที่เพาะเล้ียงในอาหารวุน้ที่

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1594/sweetener-%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%83%E0%B8%AB%E0%B9%89%E0%B8%84%E0%B8%A7%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%AB%E0%B8%A7%E0%B8%B2%E0%B8%99
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เสริมดว้ยน ้ าตาลซูโครสทั้งหมด การเพาะเล้ียงพชืในอาหารวุน้การงอกไม่ดีนักเม่ือเสริมดว้ยน ้ าตาล
ซูโครสที่ความเขม้ขน้ 0.5% หรือต ่ากวา่แต่มีรากเพิม่มากขึ้น    

Zhang et al. (2018b) ศึกษาการเพาะเล้ียงกลว้ยไม ้B. striata ดว้ยถงัปฏิกรณ์ชีวภาพระบบ 
TIS แบบ fed-batch ดว้ยช้ินพชืเร่ิมตน้ 300 ตน้ ที่ความถ่ีการแช่ 3 นาที ทุกๆ 6 ชัว่โมง ซ่ึงในงานวิจยั
น้ีมีการใช้แหล่งคาร์บอน (ซูโครส และ กลูโคส) เสริมในช่วงวนัที่ 28 ของการเพาะเล้ียง โดยใช้
สดัส่วนซูโครสต่อกลูโคส 1:0, 4:1, 3:1 และ 0:1 ร่วมกบัสารกระตุน้เมทิลจสัโมเนต (Me-Ja) ความ
เขม้ขน้ 0.25 มิลลิโมล/ลิตร เพือ่ขยายขนาดล าลูกกลว้ยและเพิ่มปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ จากผลการ
ทดลอง การเสริมน ้ าตาลกลูโคสอย่างเดียวช่วยเพิ่มปริมาณพอลิแซคคาไรด์ไดสู้งที่สุด (18.62 ± 
0.27)  

Ribeiro et al. (2012) ท าการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่กลว้ยสายพนัธุ์ Musa spp. โดยใชโ้มลาสเป็น
แหล่งคาร์บอนเพื่อเป็นการลดตน้ทุนการผลิต มีการทดลองการใชโ้มลาสที่ความเขม้ขน้ต่างกนั 4 
ความเขม้ขน้ คือ 1.5, 3.0, 4.5, และ 6.0% Brix เปรียบเทียบกบัอาหารสูตร MS ปกติ ผลที่ไดค้ือ
กลว้ยสามารถเจริญไดดี้กวา่เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ที่ไม่มีการเติมโมลาส 

 Ferreira et al. (2011) ศึกษาผลความเขม้ขน้ของน ้ าตาลซูโครสต่อปริมาณคาร์โบไฮเดรต
และแป้งในกลว้ยไม้สกุลหวายพนัธุ์ Second Love เพื่อเพิ่มความสามารถในการสังเคราะห์แสง
ให้กับตน้พืชเม่ือเพาะเล้ียงในหลอดทดลอง ในอาหารสูตรที่เติมน ้ าตาลซูโครสความเขม้ขน้ 1%, 
2%, 3%, 4%, 5% และ 6% w/v เล้ียงในสภาวะที่มีแสงและไม่มีแสง พบว่า การเติมซูโครสลงใน
อาหารที่ความเขม้ขน้ 2% และ 4% จ านวนยอดต่อช้ินพชืมากขึ้นและรากยาวมากขึ้นในที่มีแสงและ
ไม่มีแสง ตามล าดบั และพบวา่การเพาะเล้ียงในที่มืดจะใหป้ริมาณคาร์โบไฮเดรตที่มากกว่าการเล้ียง
ในที่มีแสง 

Santana et al. (2009) ไดท้  าการพฒันาสูตรอาหารในเพาะเล้ียงมันส าปะหลงัในหลอด
ทดลองแบบตน้ทุนต ่า โดยใชส้ารอาหารที่มีขายทัว่ไปตามทอ้งตลาด ใชปุ้๋ ยเคมีเกษตรสูตร 12-11-18 
/ 3 (MgO-EDTA) แทนในส่วนของ macro และ micronutrients ของอาหารสูตร MS และใชน้ ้ าตาล
และ    โมลาสเป็นแหล่งคาร์โบไฮเดรตและวิตามิน โดยใชโ้มลาส 1.5 และ 2.5 กรัมต่อลิตร พบว่า 
โมลาสสามารถท าใหพ้ชืเจริญเติบโตไดดี้มีอตัราการเพิม่จ  านวนเป็นทวคูีณ 

 จากตวัอยา่งงานวจิยัที่กล่าวมาขา้งตน้ แสดงใหเ้ห็นวา่ พชืสามารถเสริมน ้ าตาลซ่ึงเป็นแหล่ง
คาร์บอนในอาหารเพื่อการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชไดห้ลายชนิด เช่น น ้ าตาลซูโครสและโมลาส การ
เสริมดว้ยน ้ าตาลชนิดต่างๆ ดว้ยความเขม้ขน้ที่ต่างกนั นอกจากจะช่วยเพิม่มวลชีวภาพของพชื ท าให้
พชืเจริญเติบโตเร็วแลว้ ยงัช่วยใหพ้ชืผลิตพอลิแซ็กคาไรดไ์ดม้ากขึ้นอีกดว้ย 
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6.  การผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากกล้วยไม้ 

 ในปัจจุบนักลว้ยไมส้กุลหวายเป็นไมต้ดัดอกที่มีความส าคญัต่อตลาดโลก แต่จะมีผลผลิต
เพียง 40% เท่านั้ นที่จะผ่านการตรวจสอบคุณสมบติัเพื่อส่งออก ซ่ึงส่วนที่เหลือที่ใช้บริโภค
ภายในประเทศ และมีบางส่วนที่ถือวา่เป็นของเสีย (กระทรวงพาณิชยไ์ทย 2560) ดงันั้นจึงมีการน า
กลว้ยไมใ้นส่วนน้ีมาเพิม่มูลค่าเน่ืองจากกลว้ยไมส้กุลหวายถูกบนัทึกไวใ้นต ารับยาจีนว่า ส่วนต่างๆ 
ของกลว้ยไมมี้สามารถผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่มีสรรพคุณทางยาได ้เช่น ฟีนอล แอนโธไซ
ยานิน และพอลิแซ็กคาไรด์  เป็นตน้ โดยสารส าคญัที่มีค่าน้ีถูกน าไปใชป้ระโยชน์ในอุตสาหกรรม
การแพทย ์อาหารเสริมและผลิตภณัฑเ์คร่ืองส าอาง เพราะนอกจากจะเป็นสารสกัดธรรมชาติที่มี
ความปลอดภยัแลว้ สารพฤกษเคมีในกลว้ยไมย้งัมีคุณสมบติัตา้นอนุมูลอิสระที่ช่วยชะลอความชรา 
ตา้นร้ิวรอย ตา้นการอกัเสบและช่วยตา้นมะเร็ง Kanlayavattanakul et al. (2018)  
 6.1 สารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) 

 สารตา้นอนุมูลอิสระ (Antioxidant) คือโมเลกุลของสารที่สามารถจบักบัตวัรับและสามารถ
ยบัย ั้งปฏิกิริยาออกซิเดชนัของโมเลกุลสารอ่ืนๆได ้ปฏิกิริยาออกซิเดชนัเป็นปฏิกิริยาเคมีที่เก่ียวเน่ือง
กับการแลกเปล่ียนอิเล็กตรอนจากสารหน่ึงไปยงัตัวออกซิไดซ์ ปฏิกิริยาดังกล่าวสามารถให้
ผลิตภณัฑเ์ป็นสารอนุมูลอิสระ ซ่ึงสารอนุมูลอิสระเหล่าน้ีจะเกิดปฏิกิริยาลูกโซ่และท าลายเซลล์ของ
ร่างกาย สารตา้นอนุมูลอิสระจะเขา้ยติุปฏิกิริยาลูกโซ่เหล่าน้ีดว้ยการเขา้จบักบัสารอนุมูลอิสระและ
ยบัย ั้งปฏิกิริยาออกซิเดชนัโดยถูกออกซิไดซ์ ดงันั้นสารตา้นอนุมูลอิสระจึงถือเป็นตวัรีดิวซ์ เช่น     
ไธออล กรดแอสคอร์บิก และโพลีฟีนอล สารตา้นอนุมูลอิสระยงัถูกน ามาใช้เป็นส่วนผสมของ
ผลิตภณัฑเ์สริมอาหารหลายชนิด ดว้ยคาดหวงัในการรักษาสุขภาพและป้องกนัโรคอยา่งโรคมะเร็ง
และโรคหลอดเลือดหวัใจ 

 

 

 

 

ภาพที่ 6 กระบวนการตา้นอนุมูลอิสระ 
ที่มา: https://medium.com/arincare-com 

 

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B8%B8%E0%B8%A1%E0%B8%B9%E0%B8%A5%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B8%AA%E0%B8%A3%E0%B8%B0
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%84%E0%B8%98%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%A5&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%81%E0%B8%AD%E0%B8%AA%E0%B8%84%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%9A%E0%B8%B4%E0%B8%81
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%82%E0%B8%9E%E0%B8%A5%E0%B8%B5%E0%B8%9F%E0%B8%B5%E0%B8%99%E0%B8%AD%E0%B8%A5&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%9C%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%95%E0%B8%A0%E0%B8%B1%E0%B8%93%E0%B8%91%E0%B9%8C%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%A1%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B8%A1%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B9%87%E0%B8%87
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B8%A1%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B9%87%E0%B8%87
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%AD%E0%B8%94%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%94%E0%B8%AB%E0%B8%B1%E0%B8%A7%E0%B9%83%E0%B8%88
https://medium.com/arincare-com
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6.1.2 สารประกอบฟีนอลกิ 

สารประกอบฟีนอลิก (phenolic compound) หรือ สารประกอบฟีนอล เป็นสารที่พบไดต้าม
ธรรมชาติ ในพืชหลายชนิด เช่น ผกั ผลไม ้เคร่ืองเทศ สมุนไพร ถัว่เมล็ดแห้ง เมล็ดธัญพืช ซ่ึงถูก
สร้างขึ้นเพื่อประโยชน์ในการเจริญเติบโต มีสรรพคุณที่ดีต่อสุขภาพสามารถป้องกันโรคต่างๆ 
โดยเฉพาะโรคหัวใจขาดเลือดและโรคมะเร็ง คือมีสมบตัิเป็นสารตา้นอนุมูลิสระ (antioxidant) 
สามารถละลายไดใ้นน ้ า 

 

 

 

ภาพที่ 7โครงสร้างโมเลกุลของสารประกอบฟีนอลิก 
ที่มา: http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2585/phenolic-compounds 

6.1.3 ฟลาโวนอยด์ 

เป็นสารพฤกษเคมีที่มีคุณสมบติัต่อตา้นอนุมูลอิสระ พบในเม็ดสีชนิดละลายในน ้ าของผกั 
ผลไม้ เมล็ดธัญพืช ใบไม้ และเปลือกไม้ ฟลาโวนอยด์มีอยู่มากมายหลายชนิด บางชนิดมี
ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระเหนือกวา่วติามินซีหรืออีถึง 50 เท่า และฟลาโวนอยด์ในองุ่น
แดงมีความสามารถในการยบัย ั้งปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไขมนัแอลดีแอล (ที่สัมพนัธ์กบัการอุดตนั
ของเสน้เลือดแดงและการเกิดโรคกลา้มเน้ือหวัใจขาดเลือด) มากกวา่วติามินอีถึงกวา่ 1000 เท่า  

 

 

 

 

ภาพที่ 8โครงสร้างของฟลาโวนอยด ์
ที่มา: www.inchistarnut.com/article/14/ฟลาโวนอยด-์flavonoids-เขียนโดย-greenclinic 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2585/phenolic-compounds
http://www.inchistarnut.com/article/14/ฟลาโวนอยด์-flavonoids-เขียนโดย-greenclinic
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 6.1.4 พอลิแซ็กคาไรด์ 
 เป็นคาร์โบไฮเดรตที่เกิดจากโมโนแซ็กคาไรดต์ั้งแต่ 10 โมเลกุลขึ้นไปมาเช่ือมต่อกนัดว้ย
พนัธะไกลโคซิดิก พอลิแซ็กคาไรด์ในธรรมชาติส่วนใหญ่ไม่มีสี ไม่มีรส เม่ือละลายน ้ าจะได้
สารละลายคอลลอยด์ พอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้จากพืชท าหน้าที่เป็นแหล่งสะสมพลังงาน (Storage 
polysaccharide) ไดแ้ก่ แป้ง (Starch) เป็นโฮโมพอลิแซ็กคาไรดช์นิดสะสมชนิดหน่ึงที่พบมากในพืช 
โดยเฉพาะบริเวณหัวและรากของพืช พืชจะเก็บแป้งเอาไวเ้พื่อเป็นแหล่งพลังงานส ารองและยงัมี
เซลลูโลส (Cellulose) เป็นโฮโมพอลิแซ็กคาไรด์ของกลูโคสที่ต่อกนัดว้ยพนัธะบีตา้ 1,4 ไกลโคซิ
ดิก (b-1,4 glycosidic linkage) เซลลูโลสจะเป็นส่วนประกอบอยูใ่นผนังเซลล์ของพืช ช่วยให้พืช
แข็งแรง มีความเหนียว ไม่ละลายน ้ า พอลิแซ็กคาไรด์ซ่ึงเป็นกลุ่มพอลิเมอร์ชีวภาพที่มีมาก พอลิ
แซ็กคาไรด์ธรรมชาติจากแหล่งต่างๆ ได้มีการศึกษาและใชก้นัอยา่งแพร่หลายมายาวนานในดา้น
ต่างๆ เช่น อาหาร อาหารสัตว ์เภสัชกรรมและใชใ้นการผลิตกระดาษ ในช่วงไม่นานมาน้ีมีความ
สนใจพอลิแซ็กคาไรด์เพิ่มขึ้น โดยเฉพาะอยา่งยิ่งสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพส าหรับการประยกุตใ์ช้
งานในดา้นต่างๆ เน่ืองจากความสามารถในการยอ่ยสลายทางชีวภาพ ไม่เป็นพิษและมีประโยชน์
ดา้นการรักษาทางการแพทย ์เน่ืองจากพอลิแซ็กคาไรด์ที่ไดจ้ากพืชมีสรรพคุณทางชีวการแพทยใ์น
การรักษาบาดแผล และเป็นวตัถุในการน าส่งยาเขา้สู่ร่างกาย  กระตุน้ภูมิคุม้กนั ตา้นไวรัส  ฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระ ฤทธ์ิตา้นเน้ืองอก ฤทธ์ิป้องกนักมัมนัตภาพรังสี ฤทธ์ิป้องกนัตบั และฤทธ์ิตา้นความ
เม่ือยลา้  (Liu et al., 2015) 
 
             งานวิจัยในการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากกล้วยไม้ มีดงัน้ี 

Obsuwan et al. (2019) ไดว้เิคราะห์ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์และฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระจาก
ใบล าต้นรากดอกไม้และ peduncles อายุ 1 และ 4 ปี  Dendrobium Sonia ‘Jo Daeng ’ ซ่ึงจาก
การศึกษาแสดงให้เห็นว่าสารประกอบฟีนอลิกรวมสูงสุดพบในดอกไมข้องพืชอาย ุ1 ปี ตามดว้ย
รากและใบอาย ุ4 ปี  ระดับแอนโทไซยานินสูงสุดคือ พบในดอกไมข้องพืชอายุ 1 และ 4 ปี พอลิ
แซ็กคาไรดสู์งที่สุดในดอกไมข้องพชือาย ุ1 ปี กิจกรรมตา้นอนุมูลอิสระที่สูงที่สุดพบไดใ้นดอกไม้
ของพชือาย ุ1 ปี เช่นเดียวกบั ในรากของพชือาย ุ4 ปี และจากผลการวจิยัยงัพบวา่กิจกรรมตา้นอนุมูล
อิสระ เก่ียวขอ้งกบัปริมาณสารประกอบฟีนอลทั้งหมดปริมาณของแอนโทไซยานินและพอลิแซ็กคา
ไรด ์

Zhang et al. (2018b) ไดศึ้กษาการเพาะเล้ียงกลว้ยไม ้B. striata ดว้ยถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
ระบบ TIS แบบ fed-batch ดว้ยช้ินพชืเร่ิมตน้ 300 ตน้ ที่ความถ่ีการแช่ 3 นาที ทุกๆ 6 ชัว่โมง เพื่อดู
การขยายล าลูกกลว้ยและการสะสมพอลิแซ็กคาไรด์ดว้ยการเล้ียงแบบ fed-batch ซ่ึงจะมีการให้
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อาหารเสริมเพิ่มหลัง 28 วนั เหมาะส าหรับการขยายขนาดล าลูกกล้วยและการสังเคราะห์พอลิ
แซ็กคาไรด์จากการทดลอง พบว่า การให้อาหารเสริมดว้ยการเพาะเล้ียงแบบ fed-batch ช่วยเพิ่ม
ปริมาณพอลิแซ็กคาไรดไ์ดสู้งกวา่การเพาะเล้ียงแบบ Batch 

Wang et al. (2016) ไดศ้ึกษา methyl jasmonate (MeJA) และ Salicylic  acid (SA) ซ่ึงเป็น
ตัวกระตุ ้นที่มีประสิทธิภาพ เพื่อปรับปรุงการสะสมสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ พบว่า มีความ
คล้ายคลึงกับโปรโตคอร์มของกล้วยไม้สกุลหวาย การใช้ MeJA 75 µM ช่วยเพิ่มการผลิต            
แอลคาลอยดแ์ละพอลิแซ็กคาไรดม์ากที่สุด ในขณะที่ MeJA 100 µM มีการผลิตฟีนอลเพิ่มขึ้น และ 
SA ที่ 75 µM มีการสะสมของแอลคาลอยด์และพอลิแซ็กคาไรด์มากที่สุด ในขณะที่ SA 100 µM มี
ปริมาณฟลาโวนอยด์มากที่สุด หลังจากการเพาะเล้ียงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ พบว่า ปริมาณของ    
แอลคาลอยด์, พอลิแซ็กคาไรด์, ฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์ใน PLB สูงกว่าในพืชที่รับ MeJA 
นอกจากน้ียงัไดศึ้กษาการตา้นอนุมูลอิสระของ PLB ที่ไดรั้บ MeJA ดว้ย ซ่ึงสูงกว่าสารสกดัจาก 
PLB และพชื ที่ไม่ไดรั้บการกระตุน้ดว้ย MeJA การศึกษาน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ MeJA เป็นตวักระตุน้ที่มี
ประสิทธิภาพ สามารถใช้กระตุ ้นการผลิตมวลชีวภาพและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพโดยการ
เพาะเล้ียงใน PLB ในระบบเพาะเล้ียงแบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 

นิสา จุลโพธ์ิ (2559) ไดศึ้กษาสารพฤกษาเคมีและฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัหยาบชั้น         
เอทานอลจากดอกกลว้ยไม้สกุลหวาย 4 ชนิด คือ สายพนัธุ์เอียสกุล สายพนัธุ์เจสซิกา้ สายพนัธุ์
บูรณะเจต และสายพนัธุข์าว 5 เอ็น พบสารเคมีต่างๆ คือ เทอร์พีนอยด์, สเตียรอยด์, คาร์ดิแอกไกล
โคไซด์, ฟลาโวนอยด์, แทนนิน และคูมาริน นอกจากสารสกัดดงักล่าวยงัแสดงฤทธ์ิตา้นอนุมูล
อิสระและฤทธ์ิตา้นเอนไซมไ์ทโรซิเนสดว้ย  

Cui et al. (2015) ได้ศึกษาการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มแบบแขวนลอยของกล้วยไมส้กุล
หวายในขวดเขยา่และศึกษาผลของสารกระตุน้ออกซิน อวยัวะพื้นฐาน ความเขม้ขน้ของไนโตรเจน 
ความเขม้ขน้ของซูโครส อาหารเสริมอินทรีย ์เช่น กลว้ยหอม น ้ ามะพร้าว และสารสกดัจากมนัฝร่ัง 
เพื่อผลิตมวลชีวภาพและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โพลีฟีนอลิก 
และฟลาโวนอยด ์สภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเล้ียง คือ อาหารสูตร MS ที่เติม NAA 0.5 มิลลิกรัม
ต่อลิตร แหล่งไนโตรเจน NH4 : NO3 อตัราส่วน 5:25 มิลลิโมล ซูโครส 2.5% (w/v) และ กลว้ย 1% 
ผลการศึกษาสามารถน าไปใชใ้นกระบวนการขยายขนาดการเพาะเล้ียงได ้

 จากตวัอย่างงานวิจยัที่กล่าวขา้งตน้แสดงให้เห็นได้ว่า กลว้ยไม้สกุลหวายมีสารออกฤทธ์ิ
ทางชีวภาพเป็นองค์ประกอบหลายชนิด เช่น ฟลาโวนอยด์ ฟีนอลิก พอลิแซ็กคาไรด์ เป็นต้น         
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ซ่ึงพอลิแซ็กคาไรดเ์ป็นสารกลุ่มที่พบมากที่สุดในดอกกลว้ยไมพ้นัธุโ์จแดงอาย ุ1 ปี แต่ในการวิจยัน้ี
ใชโ้ปรโตคอร์มของกลว้ยไมม้าท าการสกดัเพื่อวดัปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ เน่ืองจากสามารถขยาย
การผลิตไดง่้ายกวา่การใชด้อก เก็บเก่ียวไดต้ลอดปีไม่ขึ้นกบัฤดูกาล มีการน าพอลิแซ็กคาไรด์ไปใช้
งานในดา้นการแพทยแ์ละเภสัชกรรม เช่น การรักษาโรค และการท าวสัดุทางการแพทย ์และการ
เพาะเล้ียงแบบ fed-batch ดว้ยถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราวที่มีการเสริมน ้ าตาลในช่วงที่พืชเร่ิม
มีการผลิตพอลิแซ็กคาไรด ์ช่วยเพิม่ปริมาณพอลิแซ็กคาไรดไ์ดสู้งที่สุด     

6.1.5 การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 

เมลานินเป็นเม็ดสีผวิที่เกิดมาจากเมลาโนไซตโ์ดยมีแสงยวูเีป็นตวักระตุน้ผ่านกระบวนการ     
เมลาโนเจนนิสิส โดยเอนไซมไ์ทโรซิเนสไปเร่งปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน่เปล่ียนแอล-ไทโรซีน (L-
tyrosine) ไปเป็นแอล-โดปา (L-DOPA) และแอล-โดปาถูกออกซิไดซ์ไปเป็นโดปาควิโนน (DOPA 
Aquinone)  แล้วสังเคราะห์เป็นเม็ดสีเมลานินสองชนิด  ไดแ้ก่ ยูเมลานินและฟีโอเมลานิน หาก
เอนไซมไ์ทโรซิเนสมีการท างานมากเกินไปจะท าใหเ้กิดความผดิปกติกบัผวิหนงัเช่น รอยด า  ฝ้ากระ 
ซ่ึงปัจจุบนัสารสกัดจากพืชที่มีสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพซ่ึงมีฤทธ์ิการยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
โดยสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากพชืท าหนา้ที่ยบัย ั้งการออกซิเดชัน่ของแอล-โดปาที่ถูกเร่งปฏิกิริยา
โดยเอนไซมไ์ทโรซิเนส โดยการไปจบักบัคอปเปอร์ที่บริเวณเร่ง ซ่ึงช่วยยบัย ั้งการแสดงออกของยนี
ที่เก่ียวขอ้งกบัการสร้าง เมลานิน และสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากพืชยงัมีคุณสมบตัิการตา้นอนุมูล
อิสระซ่ึงถูกกระตุน้จากแสงแดดที่ท  าใหเ้กิดการท าลายเซลล ์ผวิเกิดความหมองคล ้ า จึงนิยมน ามาใช้
เป็นสารช่วยใหผ้วิกระจ่างใสในเคร่ืองส าอาง (Insain, 2018) 

 ตัวอย่างรายงานผลการวิจัยการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสจากสารสกัดกล้วยไม้ มีดงัน้ี 
Kanlayavattanakul et al. (2018) ศึกษาศกัยภาพของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่มีสรรพคุณ

ทางยาจากดอกกล้วยไม้สกุลหวายเพื่อใช้ในอุตสาหกรรมผลิตเคร่ืองส าอาง โดยการสกัดดอก
กล้วยไม้สกุลหวายด้วยน ้ าและเอทานอล พบสารพฤษเคมีต่างๆ คือ แอนโธไซยานิน ฟีนอลิก     
แทนนิน ซ่ึงทดสอบแลว้วา่มีฤทธ์ิสามารถตา้นอนุมูลอิสระแลว้ยงัสามารถยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส
และการเกิดเม็ดสีผวิเมลานินดว้ย  

 Athipornchai et al. (2018) ศึกษาสารสกดัเอทานอลจากดอกกลว้ยไมส้กุลหวาย 4 สาย
พนัธุ์ที่ปลูกในประเทศไทย ไดแ้ก่ Sonia, Sonia Pink, Snow Rabbit และ Shavin White โดยสกดั
ดว้ยวธีิการหมกัที่อุณหภูมิหอ้ง โดยจากการศึกษา พบวา่ ปริมาณฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์และกิจกรรม
สารตา้นอนุมูลอิสระมีความสัมพนัธ์กัน นอกจากน้ียงัพบว่าสารสกัดเหล่าน้ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งโมโนฟี
โนเลสในการสงัเคราะห์เมลานินและสารสกดัทั้งหมดมีฤทธ์ิตา้นเอนไซม์ไทโรซิเนสมากกว่ากรด
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โคจิกที่ใชเ้ป็นตวัยบัย ั้งไทโรซิเนส ดงันั้น สารสกดัจากกลว้ยไมส่ี้ชนิดน้ีอาจเป็นประโยชน์ในงาน
อุตสาหกรรมและอาจมีการประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมอาหารและยา 
 Chan et al. (2018)  ศึกษาความสามารถในการยบัย ั้งไทโรซิเนสและการสร้างเม็ดสีผิว
จากสารสกดักลว้ยไม ้Dendrobium tosaense ที่สกดัดว้ยน ้ าปราศจากไอออนและ 50% เอทานอลที่
อุณหภูมิห้องและ 50% เอทานอลที่สกัดในอุณหภูมิและ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลาที่ 20 นาที 
พบวา่ ความสามารถในการยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสจากสารสกดัที่สกดัจากน ้ าในอุณหภูมิหอ้งและ
สารสกดัที่สกดัจากน ้ าในอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส แสดงผลการต่อตา้นการสร้างเม็ดสีไดดี้กว่า
สารสกดัที่สกดัจาก 50% เอทานอลในอุณหภูมิห้องและสารสกัดที่สกดัจาก 50% เอทานอลใน
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสและสารสกดัน้ีผา่นการทดสอบไม่เป็นพษิต่อเซลล ์ดงันั้น ผลการศึกษาน้ี
ช้ีใหเ้ห็นวา่สารสกดักลว้ยไมอ้าจเป็นสารส าคญัที่มีศกัยภาพในการดูแลผวิเพือ่ใหผ้ลิตเคร่ืองส าอาง 
 จากตวัอยา่งงานวจิยัที่กล่าวขา้งตน้แสดงใหเ้ห็นไดว้า่ กลว้ยไมส้กุลหวายมีความสามารถใน
การยบัย ั้งไทโรซิเนสและการสร้างเม็ดสีผิวและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในกลว้ยไมย้งัมีคุณสมบตัิ
ในการตา้นอนุมูลอิสระที่เกิดจากแสงแดดเป็นตวักระตุน้ ท  าใหผ้วิเกิดการอกัเสบ เกิดรอยด าและเกิด
การชราก่อนวยั นอกจากน้ีจากการทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล ์พบวา่ สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่มี
คุณสมบตัิในการยบัย ั้งไทโรซิเนสที่สกดัไดจ้ากกลว้ยไมไ้ม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ ปัจจุบนัจึงนิยม
น าสารสกดัดงักล่าวมาเป็นส่วนประกอบในเคร่ืองส าอาง ยารักษาโรคและอาหารเสริม 
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บทที่ 3  

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

 

1. สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

   สารเคม ี       บริษัทผู้ผลิต 
Acetic acid      RCILABSCAN 
Agar bacteriological     SCHARLAU CHEMIE 
Aluminum chloride solution 5%    SIGMA 
Ascorbic acid      SIGMA 
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)   SIGMA 
3,5-dinitrosalicylic acid (DNS)    FLUKA 
Ethanol       RCILABSCAN 
Ferrous sulfate heptahydrate    FLUKA    
Folin-Ciocalteu reagent     SIGMA 
Gallic acid      SIGMA 
Glucose       SIGMA 
4-hydroxy-coumarin     SIGMA 
Hydrochloric acid     RCILABSCAN 
Quercetin       FLUKA 
myo-inosital      SIGMA 
Phenol       MERCK 
Sodium carbonate     RCILABSCAN 
Sodium hydroxide solution    RCILABSCAN 
Sodium acetate      AJAX FINCHEM 
Sodium nitrite      MERCK 
Sucrose       SIGMA 
Sulfuric acid 5%      LOBA CHEMIE 
Trolox       SIGMA 
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α-tocopherol      FLUKA 
2,4,6-tripyridyl-striazine     SIGMA 
Trichloro acetic acid (TCA)    SIGMA 
Iron reagent (TPTZ)     SIGMA  
 

2. เคร่ืองมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 

   เคร่ืองมือและอุปกรณ์      บริษัทผู้ผลิต 
Eppendorf      Eppendorf 

 Air flow meter      KOFLOC 
 Auto pipette      BIOHIT, DENVILLE 
 Autoclave      TOMY SX-700 
 Cuvette       STARNA 
 Hot air oven      BINDER 
 Hot plate      EGO 
 Pipette       THERMO 
 Pot       CHUE CHIN HUA 
 pH meter      SUNTEX 

UV-Vis Spectrophotometer    BIOCHROM LIBRA 22 
 Temporary immersion bioreactor     NALGENE 

Vacuum pump 300 watt     ROCKER  
96-well plates Microplate reader    TECAN 

 Water bath      JOLABO 
 2-decimal Laboratory Balance    OHAUS 

  4-decimal Analytical Balance    OHAUS 
 Conductometer      ULTRA BASIC 
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3. พืชทดลอง 

 โปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวาย D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. Officinale 
 

 

ภาพที่ 9 พชืวตัถุดิบ 
A) โปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Officinale B) โปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  23 

4. วิธีการทดลอง 

4.1 การศึกษาความสัมพันธ์ของมวลชีวภาพและการเพิ่มปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของ โปร

โตคอร์มกล้วยไม้ D. Sonia ‘Jo Daeng’ กับ D. officinale ในอาหารเหลวด้วยระบบการเพาะเลี้ยง

แบบต้ังน่ิง 

 4.1.1 เตรียมวัตถุดิบ 
เตรียมอุปกรณ์ส าหรับการเพาะเล้ียงพชืและน าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ือง autoclave ที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส จากนั้นอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง จากนั้นเตรียมตูป้ลอดเช้ือ 
โดยเปิด UV ประมาณ 30 นาที ก่อนเร่ิมใชง้าน เตรียมอุปกรณ์ส าหรับการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืช ท า
ความสะอาดโดยฉีดพน่ดว้ยแอลกอฮอลก่์อนเร่ิมท างาน จากนั้นน าโปรโตคอร์มกลว้ยไมม้ากระจาย
ก่อนถ่ายเล้ียง โปรโตคอร์มอายุ 4 สัปดาห์ ปริมาณ 1 กรัม ลงในอาหารเหลวสูตร ½ MS ที่เติม
น ้ าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (10% inoculum) (ขวดเพาะเล้ียงขนาด 8 
ออนซ์) และน าขวดเพาะเล้ียงพืชไปวางบนชั้นที่ให้แสงเป็นเวลา 16 ชั่วโมงต่อวนั ภายในห้องที่
อุณหภูมิภายในหอ้งที่ 25 องศาเซลเซียส โปรโตคอร์มที่ผ่านการเพาะเล้ียงอาย ุ4 สัปดาห์ จะใชเ้ป็น
ช้ินส่วนเร่ิมตน้ในการเพาะเล้ียงแบบตั้งน่ิงและถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราวต่อไป 

 
4.1.2 การเพาะเลีย้งโปรโตคอร์มกล้วยไม้สกลุหวายในระบบต้ังน่ิง 
ถ่ายเล้ียงโปรโตคอร์มอาย ุ4 สัปดาห์ ปริมาณ 1 กรัม ลงในอาหารเหลวสูตร ½ MS ที่เติม

น ้ าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร pH 5.6 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (10% inoculum) เพาะเล้ียงในขวด
เพาะเล้ียงขนาด 8 ออนซ์ น าขวดเพาะเล้ียงพชืไปวางบนชั้นที่ให้แสงเป็นเวลา 16 ชัว่โมง และรักษา
อุณหภูมิภายในห้องที่ 25 องศาเซลเซียส เพาะเล้ียงเป็นเวลา 10 สัปดาห์ เก็บผลทุก 2 สัปดาห์ 
จากนั้นท าการวดัค่าน ้ าหนักสด น ้ าหนักแห้ง แลว้น าไปค านวณหาสัดส่วนการเจริญ (growth ratio) 
วดัค่าการน าไฟฟ้า (conductivity) ค่าความเป็นกรดด่าง (pH) ปริมาณน ้ าตาลรวม (total sugar) และ
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ (reducing sugar) ของอาหารเพาะเล้ียง และวิเคราะห์ปริมาณสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพ เช่น ฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์และ   พอลิแซ็กคาไรด์ เพื่อศึกษาความสัมพนัธ์ของการสะสม
มวลชีวภาพและการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่ช่วงเวลาต่างๆ ให้ทราบถึงช่วงเวลาที่มวล
ชีวภาพและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพเพิม่ขึ้น 
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 4.1.2.1 การศึกษาผลของน ้าตาลซูโครสที่เสริมในอาหารแบบ fed-batch เพ่ือเพิ่มการสะสม
มวลชีวภาพของโปรโตคอร์มกล้วยไม้สกลุหวาย 

 ถ่ายเล้ียงโปรโตคอร์มอาย ุ4 สัปดาห์ ปริมาณ 1 กรัม ลงในอาหารเหลวสูตร ½ MS ที่เติม
น ้ าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร pH 5.6 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (10% inoculum) เพาะเล้ียงในขวด
เพาะเล้ียงขนาด 8 ออนซ์ โดยเพาะเล้ียงแบบตั้งน่ิง (static culture) โดยแบ่งออกเป็น 2 ชุดการ
ทดลอง ชุดการทดลองที่ 1 ไม่เติมสารละลายน ้ าตาล ชุดการทดลองที่ 2 เติมสารละลายน ้ าตาล
ซูโครสลงไปในสปัดาห์ที่ 4 โดยให้มีปริมาณน ้ าตาลรวมที่ 30 กรัมต่อลิตร น าขวดเพาะเล้ียงพืชไป
วางบนชั้นที่ที่ใหแ้สงเป็นเวลา 16 ชัว่โมงต่อวนั เล้ียงภายในห้องที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 สปัดาห์ บนัทึกผลการทดลองทุก 2 สัปดาห์ เพื่อศึกษาผลของน ้ าตาลที่มีต่อการสะสมมวล
ชีวภาพและการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 
 

4.1.3 การวัดค่าการเจริญเติบโตของกล้วยไม้ 
1. วัดน ้าหนักสดและน ้าหนักแห้ง ของโปรโตคอร์มกล้วยไมก่้อนและหลงัการเพาะเล้ียง 

โดยค านวณค่า growth ratio = (ค่าหลงัการเพาะเล้ียง – ค่าเร่ิมตน้) / ค่าเร่ิมตน้ เพื่อวดัค่าการเจริญ
ทางตรงของกลว้ยไม ้

2. วัดค่าการน าไฟฟ้า (conductivity) ในอาหารก่อนและหลงัการเพาะเล้ียง เพื่อเป็นการวดั
ค่าการเจริญของกล้วยไม้แบบทางอ้อม ถ้าค่าการน าไฟฟ้าต ่าลงแสดงว่าพืชน าไอออนที่เป็น
องคป์ระกอบของอาหารเพาะเล้ียงไปใชใ้นการเจริญเติบโตมากขึ้น 

3. วัดค่าความเป็นกรดด่าง (pH) ในอาหารก่อนและหลังการเพาะเล้ียงเพื่อให้ทราบว่า
กล้วยไม้น าไนเตรตหรือแอมโมเนียมไปใช้ในการเจริญในปริมาณที่มากกว่ากัน เพื่อที่จะได้น า
ขอ้มูลไปออกแบบสูตรอาหารที่ใชใ้นการเพาะเล้ียงกลว้ยไมไ้ด ้

 
4.1.4 การวิเคราะห์ปริมาณน ้าตาล  
1. การวิเคราะห์ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด (total sugar) โดยวิธี Phenol sulfuric acid  
 วิธีการวิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดดดัแปลงมาจากงานวิจยัของ Albalasmeh et al. 

(2013)  
น าอาหารเล้ียงโปรโตคอร์มแต่ละช่วงเวลามา 2 มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลายฟีนอล 5%           

1 มิลลิลิตร ในหลอดทดลอง จากนั้นเติมกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 5 มิลลิลิตร ผสมอยา่งรวดเร็ว ตั้งทิ้งไว ้
10 นาที เขย่าด้วย vortex 30 วินาที หล่อเยน็ในอ่างน ้ าที่อุณหภูมิห้อง 20 นาที น าไปวดัค่าการ
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ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร ค  านวณหาปริมาณของน ้ าตาลทั้งหมดเทียบกบัเทียบ
กบักราฟมาตรฐานกลูโคส 

 
2. การวิเคราะห์ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ (Reducing sugar) โดยวิธี 3,5-dinitrosalicylic acid 

(DNS Method) ดดัแปลงมาจากงานวจิยัของ Miller (1959)  
น าอาหารเล้ียงโปรโตคอร์มแต่ละช่วงเวลามา 3 มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลาย DNS reagent 

ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ในหลอดทดลอง เขย่าให้เขา้กัน น าไปตม้ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 5 นาทีจากนั้นเติม 40% Potassium 0.9 มิลลิลิตร ทิ้งไวใ้ห้เยน็ น าไปวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 575 นาโนเมตร ค  านวณหาปริมาณของน ้ าตาลรีดิวซ์เทียบกบัเทียบกบั
กราฟมาตรฐานกลูโคส 

 
3. การสกัดสารสกัดจากโปรโตคอร์มกล้วยไม้สกลุหวาย 
วธีิการสกดัสารสกดัจากโปรโตคอร์มกลว้ยไมด้ดัแปลงมาจากงานวิจยัของ Obsuwan et al. 

(2019)  
น าโปรโตคอร์มของกลว้ยไมส้กุลหวาย มาอบแห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

24 ชัว่โมง แลว้น าไปเก็บไวใ้นตูดู้ดความช้ืนที่อุณหภูมิห้อง และจากนั้นบดให้เป็นผง น าผงพืช 1 
กรัม ใส่ในหลอดทดลอง 15 มิลลิลิตร เติมเมทนอล 3 มิลลิลิตร เขยา่ดว้ย vortex 30 นาที จากนั้น
น าไปบ่มที่ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ระหว่างบ่มเขย่าอีก 2 คร้ัง น าไปป่ันเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพือ่แยกตะกอนออก แยกส่วนใสใส่ ขวดขนาด 
10 มิลลิลิตร ตะกอนถูกสกดัซ ้ าอีก 1 รอบ ดว้ยเมทานอล 3 มิลลิลิตร จากนั้นส่วนใสจะแยกตามวิธีที่
อธิบายไวก่้อนหนา้น้ีและปรับปริมาตรใหเ้ป็น 10 มิลลิลิตร แลว้น าสารสกดัไปเก็บไวใ้นอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส จนกวา่จะน าไปใชต่้อไป  

 
4. การวิเคราะห์สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (Bioactive compounds) 
4.1 วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ดดัแปลงจากงานวิจยัของ Obsuwan et 

al. (2019)  

น าสารสกดัตวัอย่างปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ผสมกบั 7.5% (w/v) สารละลาย Na2CO3 
ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร เขยา่เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นเติม Folin Ciocalteu reagent 10% แลว้บ่มเป็น
เวลา 30 นาทีที่อุณหภูมิหอ้ง น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 765 nm โดยใชส้ารละลาย 
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Gallic acid เป็นสารละลายมาตรฐาน แสดงผลปริมาณสารประกอบฟีนอลิกในรูปของ mg gallic 
acid /g batch 

4.2 วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ ดดัแปลงจากงานวิจยัของ Zhuang et al. 
(1992) 

น าสารสกดัตวัอยา่งปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมกบัน ้ ากลัน่ปริมาตร 2.25 มิลลิลิตร จากนั้น
เติมสารละลาย NaNO2 5% ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัและบ่มเป็นเวลา 6 นาที และเติม
สารละลาย AlCl3•6H2O 10% ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวเ้ป็นเวลา 5 นาที เติม NaOH ความ
เขม้ขน้ 1M ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั วดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 510 นาโน
เมตร โดยใชส้ารละลาย Quercetin เป็นสารละลายมาตรฐาน แสดงผลปริมาณสารประกอบฟลาโว
นอยดใ์นรูปของ มิลลิกรัม เคอร์ซิติน / กรัมขวดเพาะเล้ียง (mg quercetin/g batch) 

4.3 วิเคราะห์ปริมาณพอลิแซคคาไรด์ ดดัแปลงจากงานวิจยัของ Obsuwan et al. (2019) 
และ Albalasmeh et al. (2013) 

ท าการสกดัและวเิคราะห์ปริมาณพอลิแซ็กคาไรดจ์ากโปรโตคอร์มกลว้ยไมด้ว้ยวิธี Phenol-
sulfuric acid method โดยน าโปรโตคอร์มที่ผ่านการอบแห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสและบด
เป็นผงแลว้ปริมาณ 1 กรัม มาเติมน ้ ากลัน่ 20 มิลลิลิตร แลว้เขยา่ดว้ย Vortex และเคร่ืองอลัตราโซนิค 
(Ultrasonic) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นกรองดว้ยระบบสุญญากาศ น า
ส่วนใสมาผสมกบัเอทานอล 70% และน าไปบ่มต่อที่อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 12 ชัว่โมง แลว้น ามาป่ัน
เหวีย่งที่ความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที แยกเอาส่วนใสออกจากส่วนตะกอน น า
ตะกอนไปลา้งดว้ยเอทานอลและป่ันเหวี่ยงเพื่อแยกส่วนใส น าตะกอนที่รวมได ้0.05 กรัม ละลาย
ดว้ยน ้ ากลัน่ 50 มิลลิลิตร สารละลายที่สกดัไดจ้ะถูกเก็บไวท้ี่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะ
น าไปวิเคราะห์ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์จากโปรโตคอร์มกล้วยไมด้้วยวิธี  Phenol-sulfuric acid 
method โดยน าค่าที่ไดไ้ปเปรียบเทียบกบักราฟสารมาตรฐานกลูโคส แสดงผลปริมาณพอลิแซ็กคา
ไรดใ์นรูปของ มิลลิกรัม กูลโคส / กรัมขวดเพาะเล้ียง mg glucose / g batch  
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4.2 การศึกษาของความสัมพันธ์ของมวลชีวภาพและการเพิ่มปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของ

โปรโตคอร์มกล้วยไม้ D. Sonia ‘Jo Daeng’ กับ D. officinale ด้วยระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่

ช่ัวคราว 

 1. การจัดต้ังระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ช่ัวคราว 
 1.1 อุปกรณ์การจัดต้ังระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ช่ัวคราวแบบ Twin jar 
 1) ขวดแกว้ขนาด 24 ออนซ์ พร้อมฝาพลาสติกทนความร้อนขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 6.5 
เซนติเมตร ที่เจาะรู 2 รู ขนาดเสน้ผา่ศูนยก์ลาง 0.8 มิลลิเมตร 2 แบบ (ภาพที่ 11A) และ (ภาพที่ 11C) 
 2) สายซิลิโคนขนาด 7*10 ความยาว 7, 10 และ 23 เซนติเมตร ทิปพลาสติกขนาด 1 มล. ตวั
กรองขนาด 0.2 ไมครอน (ภาพที่ 11B) 
 3) ตูค้วบคุมระบบไฟ เคร่ืองตั้งเวลาอตัโนมติั 16 และ 28 โปรแกรม โซลินอยดว์าลว์ (ภาพ
ที่ 11D)  
 4) วาลว์ทองเหลืองควบคุมการเขา้ออกของลมภายในตวัถงัขนาด ½ น้ิว 2 หุน (ภาพที ่11E) 
 5) ป๊ัมสุญญากาศ (ภาพที่ 11F) 

6) ท่อสแตนเลส  หลอดไฟขนาด 220V และชั้นเพาะเล้ียงพชื (ภาพที่ 10G)     
 

    
  ภาพที่ 10 อุปกรณ์ในการจดัตั้งระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ชัว่คราวแบบ Twin jar 

A B C 

D E F

G
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 1.2 การจัดต้ังระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ช่ัวคราวแบบ Twin jar 

 1) น าฝาพลาสติกทนความร้อนขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 6.5 เซนติเมตร ที่เจาะรู 2 รู ขนาด
เส้นผ่าศูนยก์ลาง 0.8 มิลลิเมตร มาต่อเขา้กบัสายซิลิโคนขนาด 7*10 ความยาว 10 เซนติเมตร ที่
ปลายสายต่อเขา้กบัทิปขนาด 1 มิลลิลิตร (ภาพ 11A) ส าหรับจุ่มลงในขวดอาหาร(ภาพ 11C) และ
ขวดเพาะเล้ียงขนาด 24 ออนซ์ (ภาพ 11B) เพื่อป้องกนัโปรโตคอร์มจากขวดเพาะเล้ียงเขา้ไปในท่อ
อาหารส่งผลใหเ้กิดการอุดตนัหรือไหลเขา้ไปในขวดอาหาร  

 2) ต่อสายซิลิโคนขนาด 7*10 ความยาว 23 เซนติเมตร (ภาพ 11E) เขา้กบัฝาทั้ง 2 ดา้นเป็น
ส่วนเช่ือมทั้งสองขวดใหอ้าหารไหลกลบัไปกลบัมาได ้ 

 3) ต่อสายซิลิโคน ความยาว 7 เซนติเมตร เขา้กบัฝาดา้นอากาศเขา้-ออกต่อตวักรองอากาศ 
(ภาพ 11D) ทั้งสองขวด  

 4) จากนั้นต่อตวักรองเขา้กบัวาล์วทองเหลืองที่ควบคุมการไหลเขา้ออกของอากาศ(ภาพ 
11F) ต่อเขา้กบัท่ออากาศสแตนเลสที่ต่อเขา้กบัป๊ัม(ภาพ 11H) ตั้งเวลาการให้อาหารดว้ยเคร่ืองตั้ง
เวลาที่ต่อเขา้กบัป๊ัมและควบคุมการไหลของอากาศสลบักนัของทั้ง 2 ท่อ ดว้ยโซลินอยด์วาลว ์ตาม
ภาพที่ 10  

 5) จดัตั้งระบบน้ีในห้องที่ควบคุมอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และติดหลอดไฟที่มีค่าการ
ส่องสวา่ง 2600 ลกัซ์ เพื่อให้แสงสว่างเป็นระยะเวลา 16 ชัว่โมงต่อวนั ระบบการเพาะเล้ียงที่จดัตั้ง
ขึ้นน้ีเป็นแบบแช่ช้ินพชืชัว่คราวในขวดเพาะเล้ียง โดยส่วนของอาหารเหลวจะแยกกบัส่วนเพาะเล้ียง
พชื ซ่ึง สามารถตั้งเวลาการใหอ้าหารไดแ้บบอตัโนมติั 

 

 

 

 

 

 

 



  29 

  

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 11 แผนผงัของระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ชัว่คราวแบบ Twin jar 

a) Tip 1 ml b) ขวดเพาะเล้ียงพืช c) ขวดบรรจุอาหารเหลว d) ท่ออากาศขาเขา้-ออก e) สายยาง
ซิลิโคน f) วาลว์ควบคุมอาการเขา้-ออก g) ท่ออากาศสแตนเลส h) ป๊ัมต่อเคร่ืองตั้งเวลาเปิด-ปิด

อตัโนมตั ิ

 
4.3 การเพาะเลีย้งโปรโตคอร์มกล้วยไม้สกลุหวายในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ช่ัวคราว 
ขั้นตอนการเพาะเล้ียง ดดัแปลงมาจากวิธีการของ Zhang et al. (2018b) และสูตรอาหาร

ดดัแปลงมาจากวิธีการของ Cui et al. (2014) ดงัน้ี ใชร้ะบบแช่ชัว่คราว (TIS) แบบ twin jar น่ึงฆ่า
เช้ือชุดถงัปฏิกรณ์ชีวภาพและน ามาประกอบในตูป้ลอดเช้ือ ถ่ายเล้ียงโปรโตคอร์มกล้วยไมส้กุล
หวาย อาย ุ4 สปัดาห์  5 กรัมต่อ อาหาร 100 มิลลิลิตร (5% inoculum) ลงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ
ระบบแช่ชัว่คราวขนาด 24 ออนซ์ โดยใชอ้าหารสูตร ½ MS ที่เติมน ้ าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร pH 
5.6 ควบคุมการป้อนอาหารเพาะเล้ียงเขา้ไปในระบบ TIS ด้วยเคร่ืองตั้งเวลาการปิด-เปิดป๊ัม
อตัโนมตัิ โดยก าหนดสภาวะของความถ่ีการแช่ที่ 1 นาที ทุกๆ 4 ชัว่โมง  น าไปเพาะเล้ียงในห้องที่
ควบคุมอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ใหแ้สงสวา่ง 16 ชัว่โมงต่อวนั  เป็นเวลา 10 สัปดาห์ เก็บผลทุก 2 
สัปดาห์ จากนั้ นท าการวดัค่าน ้ าหนักสด น ้ าหนักแห้ง แล้วน าไปค านวณหาสัดส่วนการเจริญ 
(growth ratio) วดัค่าการน าไฟฟ้า (conductivity) และค่าความเป็นกรดด่าง (pH) ปริมาณน ้ าตาลรวม 
(total sugar) และปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ (reducing sugar) ของอาหารเพาะเล้ียง และวิเคราะห์ปริมาณ
สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ เช่น ฟีนอลิก ฟลาโวนอยดแ์ละพอลิแซ็กคาไรด ์ตามวธีิการที่กล่าวไปก่อน
หน้าในหัวขอ้ที่ 1.3-1.6  และทดสอบฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี FRAP และ DPPH และ

A 

B 
C 

D 

E 

F 

G 
H 
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ทดสอบฤทธ์ิการยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยวิธี Dopachrome method เพื่อศึกษาความสัมพนัธ์
ของการสะสมมวลชีวภาพและการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่ช่วงเวลาต่างๆ เพื่อหาช่วงที่มวล
ชีวภาพและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพเพิม่ขึ้น 

5. วิเคราะห์ฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระ 

1. วิธี DPPH ดดัแปลงจากงานวจิยัของ Obsuwan et al. (2019) 

น าสารสกดักลว้ยไมป้ริมาตร 6 มิลลิลิตร ผสมกบั 0.0634 mM DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และผสมให้เขา้กนัเป็นเวลา 3 วินาที จากนั้นตั้งทิ้งไวใ้นที่มืด
เป็นเวลา 30 นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 519 นาโนเมตร โดยใช ้Ascorbic acid เป็น
สารมาตรฐาน ซ่ึงวธีิน้ีจะแสดงผลในรูปของเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้ง DPPH สามารถค านวณโดยใชสู้ตร
ดงัน้ี 

% DPPH = (Abst0-Abst30 / Abst0) x 100 

Abst0 = ค่าการดูดกลืนแสงของการท าปฏิกิริยาหลงัจากบ่มเป็นเวลา 0 นาที 

Abst30 = ค่าการดูดกลืนแสงของการท าปฏิกิริยาหลงัจากบ่มเป็นเวลา 30 นาที 

2.  วิธี FRAP ดดัแปลงจากงานวจิยัของ Phongtongpasuk et al. (2016) 

น าสารสกดัตวัอยา่งปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย FRAP ปริมาตร 1.8 
มิลลิลิตร (ประกอบดว้ย Sodium acetate buffer 300 มิลลิโมลาร์ pH 3.6, 10 มิลลิโมลาร์ TPTZ ใน 
40 มิลลิโมลาร์ HCl และสารละลาย FeCl3•6H2O 20 มิลลิโมลาร์ ในอตัราส่วน 10:1:1 (v/v)) บ่มใน
ที่มืดเป็นเวลา 4 นาที จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 593 นาโนเมตร โดยใช ้
FeSO4 เป็นสารมาตรฐาน 

3. วิเคราะห์ฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส โดยดดัแปลงจากงานวจิยัของ Manosroi et al. 
(2013) 

ท าการทดสอบยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสดว้ยวิธี Dopachrome method โดยมีสารไทโรซีน 
(Tyrosine) เป็นสารตั้ งต้น น าสารสกัดตัวอย่างปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมกับ Tyrosinase 
mushroom ความเขม้ขน้ 100 ยนิูตต่อมิลลิลิตร 50 ไมโครลิตร เติมไทโรซีน ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร 50 ไมโครลิตร เติม 0.1 โมลาร์ บฟัเฟอร์ฟอสเฟต pH 6.8 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสม
สารทั้งหมดตามล าดับลงใน 96 well-plate น าไปวดัดว้ยเคร่ือง microplate spectrophotometer ที่
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ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร น าค่าการดูดกลืนแสงที่ไดไ้ปค านวณหาค่าร้อยละการยบัย ั้งเอนไซม์
ไทโรซิเนส (% tyrosinase inhibition) โดยใชส้ารโคจิก (Kojic acid) เป็นสารมาตรฐาน 

Tyrosinase inhibition activity (%) = [(A-B)/A] x 100 

A คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ไม่เติมสารสกดั 

B คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่เติมสารสกดั 

6. การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 ขอ้มูลทีไ่ดจ้ากการทดลองจะแสดงในรูปของค่าเฉล่ียและค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานและ
วเิคราะห์ค่าความแตกต่างทางสถิติแบบ One way ANOVA ดว้ย Software SPSS V.14.0 
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

1. การศึกษาการผลิตมวลชีวภาพและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของโปรโตคอร์มกล้วยไม้             

D. Sonia ‘Jo Daeng’ กับ D. officinale ในอาหารเหลวด้วยระบบแบบตั้งน่ิง 
 1.1 การเตรียมวัตถุดิบ 

 จากการน าโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่ปลอดเช้ือมา
เพาะเล้ียงในอาหารเหลวและอาหารแข็งสูตร ½ MS ที่เติมน ้ าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร            
โปรโตคอร์ม 1 กรัม ปริมาตรอาหาร 20 มิลลิลิตร (5% inoculum) เพาะเล้ียงในขวดขนาด 8 ออนซ์ 
โดยเพาะเล้ียงแบบตั้งน่ิง (static culture) ให้แสง 16 ชัว่โมงต่อวนั เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบว่า 
เม่ือเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มโจแดงบนอาหารวุน้เป็นระยะเวลา 4 สปัดาห์ ช้ินส่วนเพาะเล้ียงเร่ิมมีการ
เปล่ียนเป็นสีน ้ าตาล (Browning) ซ่ึงจะตอ้งแกไ้ขปัญหาโดยเม่ือช้ินส่วนเพาะเล้ียงเร่ิมมีเปล่ียนเป็นสี
น ้ าตาล (Browning) ควรมีการตดัส่วนที่เกิด Browning ของช้ินส่วนเพาะเล้ียงทิ้ง และเม่ือเล้ียงบน
อาหารวุน้เป็นระยะเวลานานพบว่า โปรโตคอร์มมีการพฒันาและกลายเป็นต้น ดังรูป 12A 
(ดา้นขวา) เม่ือเพาะเล้ียงโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ ในอาหารเหลว พบว่า โปรโตคอร์มมี
การเพิ่มจ านวนมากขึ้นและยงัคงอยู่ในระยะโปรโตคอร์ม ดงัรูป 12A (ด้านซ้าย) เม่ือเพาะเล้ียง     
โปรโตคอร์ม D. officinale บนอาหารวุน้เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ ช้ินส่วนเพาะเล้ียงไม่มีการ 
Browning เกิดขึ้ น มีการเพิ่มจ านวนของโปรโตคอร์ม ดังรูป 12B (ด้านขวา) เม่ือเพาะเล้ียง           
โปรโตคอร์ม D. officinale ในอาหารเหลว พบว่า   โปรโตคอร์มมีการเพิ่มจ านวนมากขึ้นเม่ือ
เปรียบเทียบกบัอาหารวุน้และยงัคงอยูใ่นระยะโปรโตคอร์ม ดงัรูป 12B (ดา้นซ้าย) ดงันั้น การเพิ่ม
จ านวนโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวายควรมีการเพิม่จ  านวนในอาหารเหลว  
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ภาพที่ 12 การเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้A) D. Sonia ‘Jo Daeng’ B) D. officinale ซา้ย: 
เพาะเล้ียงในอาหารเหลว ขวา: เพาะเล้ียงในอาหารวุน้ 
 

 1.2 การศึกษาการสะสมมวลชีวภาพของโปรโตคอร์มกล้วยไม้ D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ 
D. officinale 

 จากการน าโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ ปลอดเช้ือมาเพาะเล้ียงในอาหาร
เหลวสูตร 1/2MS ที่เสริมดว้ยน ้ าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร โปรโตคอร์ม 1 กรัม ปริมาตรอาหาร 10 
มิลลิลิตร (10% inoculum) เพาะเล้ียงในขวดขนาด 8 ออนซ์ โดยเพาะเล้ียงแบบตั้งน่ิง (static culture) 
โดยให้แสง 16 ชัว่โมงต่อวนั เป็นระยะเวลา 10 สัปดาห์  พบว่า เม่ือระยะเวลาผ่านไป 10 สัปดาห์ 
ช้ินส่วนโปรโตคอร์มมีการขยายขนาดและเพิ่มจ านวนมากขึ้นอย่างเห็นได้ชัด พืชเร่ิมมีช้ินส่วน
กลายเป็นสีน ้ าตาลเล็กนอ้ยในสปัดาห์ที่ 2 และกลายเป็นสีน ้ าตาลเพิม่ขึ้นเล็กน้อยหลงัเพาะเล้ียงครบ 
10 สัปดาห์ โดยเกิดจากสารประกอบฟีนอลิก (phenolic compound) ซ่ึงมกัพบทัว่ไปในเน้ือเยือ่พืช 
และพบมากในเซลล์ก าลงัเติบโตและมีกิจกรรม (active) สูง (Ozyigit et al., 2007) เน้ือเยื่อที่มี
สารประกอบฟีนอลิกเขม้ขน้สูงจะเล้ียงไดย้าก เน่ืองจากเม่ือฟีนอลถูกออกซิไดซ์ จะมีการฟอร์มตวั
กลายเป็นสารควโินนที่มีความเป็นพษิกบัเน้ือเยือ่พืช และเป็นสาเหตุให้ช้ินส่วนเพาะเล้ียงเกิดเป็นสี
น ้ าตาลและตายในที่สุด การลดการเกิดสีด าหรือน ้ าตาลของช้ินส่วนเพาะเล้ียง สามารถท าไดโ้ดยการ
ยา้ยลงไปเล้ียงในอาหารใหม่  อาจมีการเติมสารตา้นอนุมูลอิสระลงในอาหารเพาะเล้ียงเพื่อลดการ
ผลิตสารอนุมูลอิสระ หรือเติมผงถ่านเพือ่ดูดซบัสารฟีนอลที่ถูกปลดปล่อยออกมาในอาหารซ่ึงมีผล
ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของพชื ดงัแสดงในภาพที่ 13   

 

A B 

1 cm 1 cm 
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ภาพที่ 13 ลกัษณะของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ หลงัการเพาะเล้ียง 10 สปัดาห์ 
(A) 0 สปัดาห ์ (B) 2 สปัดาห์  (C) 4 สปัดาห์ (D) 6 สปัดาห ์ (E) 8 สปัดาห ์(F) 10 สปัดาห์ 
 

 เม่ือน าโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. officinale ที่ปลอดเช้ือมาเพาะเล้ียงในอาหารสูตรเดียวกนัที่
สภาวะเดียวกนักบัการเพาะเล้ียง D. Sonia ‘Jo Daeng’ พบว่า เม่ือระยะเวลาผ่านไป 10 สัปดาห์           
โปรโตคอร์มมีการขยายขนาดและเพิ่มจ านวนโปรโตคอร์มมากขึ้ นอย่างเห็นได้ชัด โดยที่            
โปรโตคอร์มมี สี เขี ยวและไ ม่ มีการกลาย เป็นสีน ้ า ตาลของช้ินส่วน เพาะ เ ล้ียง เหมือน                      
โปรโตคอร์มกลว้ยไม้ D. Sonia ‘Jo Daeng’ ความแตกต่างน้ีเกิดจากลกัษณะเฉพาะสายพนัธุ์ของ
กลว้ยไมแ้ต่ละชนิด ดงัแสดงในภาพที่ 14 

                            

ภาพที่ 14 ลกัษณะของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. officinale หลงัการเพาะเล้ียง 10 สปัดาห์  
A) 0 สปัดาห ์(B) 2 สปัดาห์ (C) 4 สปัดาห์ (D) 6 สปัดาห ์(E) 8 สปัดาห์ (F) 10 สปัดาห์ 
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 จากภาพที่ 15 แสดงการเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวายทั้ง 
2 สายพนัธุ์ พบว่า การเจริญของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ’ Jo Daeng’ แบบเพิ่มจ านวนเป็น
ทวีคูณ (log phase) อยู่ในช่วงสัปดาห์ที่ 4  ถึง 8 และมีค่าการเจริญสูงที่สุดในช่วงสัปดาห์ที่ 8 
หลงัจากนั้น     โปรโตคอร์มเร่ิมเขา้สู่ช่วงระยะคงที่ (stationary phase) ในช่วงสัปดาห์ที่ 6 8 และ 10 
ในขณะที่ค่าการเจริญของโปรโตคอร์มกล้วยไม ้D. officinale แบบเพิ่มจ านวนเป็นทวีคูณ (log 
phase) จะอยูใ่นช่วงสัปดาห์ที่ 0 ถึง 4 และมีค่าการเจริญสูงที่สุดในช่วงสัปดาห์ที่ 4 หลังจากนั้น  
โปรโตคอร์มเร่ิมเขา้สู่ช่วงระยะคงที่ (stationary phase) ในช่วงสัปดาห์ที่ 4 6 8 และ 10 เม่ือพิจารณา
จากค่าสดัส่วนการเจริญที่เพิ่มขึ้นของโปรโตคอร์ม D. Sonia ’ Jo Daeng’ ในช่วง log phase ต่อเวลา 
พบวา่สดัส่วนการเจริญเพิม่ขึ้น 1.17 เท่าต่อสัปดาห์ ในขณะที่ D. officinale มีค่าสัดส่วนการเจริญที่
เพิ่มขึ้นในช่วง log phase ต่อเวลาอยู่ที่ 1.25 เท่าต่อสัปดาห์ และเม่ือพิจารณาจากพฤติกรรมการ
บริโภคน ้ าตาล พบว่า กล้วยไม้ทั้ง 2 ชนิดมีช่วงการลดลงของน ้ าตาลอย่างรวดเร็วในช่วงเวลา
เดียวกนัคือ ระหวา่งสปัดาห์ที่ 4 ถึง 8 และน ้ าตาลทั้งหมดถูกบริโภคหมดภายใน 8 สปัดาห์  

 ท าใหส้รุปไดว้า่ โปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. officinale มีการเจริญสูงสุดในสัปดาห์ที่ 4 โดยมี
อตัราการเจริญและเขา้สู่ระยะคงที่เร็วกว่าโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ ที่มีการเจริญ
สูงสุดที่สัปดาห์ที่ 8 โดย D. officinale มีค่าสัดส่วนการเจริญต่อเวลาในช่วง log phase สูงกว่า D. 
Sonia ‘Jo Daeng’ จึงยนืยนัผลไดว้า่ การเพาะเล้ียงโปรโตคอร์ม D. officinale ในอาหารเหลวแบบตั้ง
น่ิงใหม้วลชีวภาพที่สูงกวา่ D. Sonia ‘Jo Daeng’ เม่ือเพาะเล้ียงในสภาวะและช่วงเวลาเดียวกนั 
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ภาพที่ 15 กราฟแสดงความสมัพนัธข์องสดัส่วนการเจริญและปริมาณน ้ าตาลรวมในอาหารหลงัการ
เพาะเล้ียงโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale 10 สปัดาห์  
 

 ต่อมาไดมี้การศึกษากราฟแสดงความสมัพนัธข์องสดัส่วนการเจริญและปริมาณน ้ าตาลรวม
ในอาหารแบบตั้งน่ิงเพิม่เติมอีก 1 ชุดการทดลอง เพือ่ยนืยนัความถูกตอ้งของผลการทดลอง โดยจาก
ภาพที่ 16 แสดงการเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวายทั้ง 2 สายพนัธุ์
ในคร้ังที่ 2 พบว่า ภาพที่ 16A แสดงให้เห็นว่าค่าการเจริญของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ ที่มีการเพิ่มจ านวนเป็นทวีคูณอยูใ่นช่วงสัปดาห์ที่ 0 ถึง 6 และเร่ิมเขา้สู่ช่วงระยะคงที่ช่วง
สปัดาห์ที่ 6 ถึง 10 เม่ือเทียบกบักราฟของการทดลองชุดแรก (ภาพที่ 15) พบวา่ การเจริญเติบโตและ
พฤติกรรมการบริโภคน ้ าตาลของโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ มีแนวโน้มไปในทิศทาง
เดียวกันและเม่ือพิจารณาจากค่าสัดส่วนการเจริญที่เพิ่มขึ้นในช่วง log phase ต่อเวลา พบว่ามี
สดัส่วนการเจริญเพิม่ขึ้น 0.60 เท่าต่อสปัดาห์ 

  จากภาพที่ 16B แสดงให้เห็นค่าการเจริญของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. officinale ของชุด
การทดลองที่ 2 ที่มีการเพิม่จ  านวนในช่วงสปัดาห์ที่ 0 ถึง 6 และมีค่าการเจริญสูงที่สุดในช่วงสัปดาห์
ที่ 6 และเร่ิมเขา้สู่ช่วงระยะคงที่ช่วงสปัดาห์ที่ 6, 8 และ 10 และเม่ือพิจารณาจากค่าสัดส่วนการเจริญ
ที่เพิ่มขึ้นในช่วง log phase ต่อเวลา พบว่ามีสัดส่วนการเจริญเพิ่มขึ้น 1.12 เท่าต่อสัปดาห์ เม่ือ
เปรียบเทียบกับผลการทดลองในชุดแรก (ภาพที่ 15) พบว่า กราฟการเจริญของโปรโตคอร์ม          
D. officinale  คร้ังแรกและคร้ังที่ 2 มีแนวโน้มไปในทิศทางเดียวกนั แต่ค่าการเจริญสูงสุดในกราฟ
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แสดงผลการทดลองคร้ังที่ 2 อยูใ่นช่วงสปัดาห์ที่ 6 ซ่ึงแตกต่างกบักราฟแสดงผลการทดลองคร้ังที่ 1 
ที่พบว่า ค่าการเจริญสูงสุดอยู่ที่สัปดาห์ที่ 4 ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากเน้ือเยื่อเพาะเล้ียงที่อาจมีความ
แตกต่างกนัไปในแต่ละชุดการทดลอง อยา่งไรก็ตามจากผลการทดลองทั้ง 2 คร้ัง แสดงให้เห็นได้
อยา่งชดัเจนวา่ โปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงในอาหาร
เหลวแบบตั้งน่ิงมีการเจริญสูงสุดที่สัปดาห์ที่ 8 และ 4 ตามล าดับ และจากค่าสัดส่วนการเจริญที่
เพิม่ขึ้นในช่วง log phase ต่อเวลาของกลว้ยไมท้ั้ง 2 ชนิด พบว่าการเพิ่มขึ้นของค่าสัดส่วนการเจริญ
อยูใ่นช่วง 0.60 ถึง 1.25 เท่าต่อเวลา  

  ดงันั้น เพื่อเพิ่มมวลชีวภาพของโปรโตคอร์มในการทดลองถัดไปที่มีการศึกษาการเติม
น ้ าตาลซูโครสแบบ fed-batch ลงไปในอาหารระหวา่งการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมท้ั้ง 2 ชนิด
จึงไดเ้ลือกเติมน ้ าตาลซูโครสลงไปในช่วงสัปดาห์ที่ 4-8 เน่ืองจากเป็นช่วงที่มีการเพิ่มจ านวนอยา่ง
รวดเร็วและเป็นช่วงที่เน้ือเยือ่เพาะเล้ียงใชน้ ้ าตาลไปเพือ่การเจริญใกลจ้ะหมด  

กรมั/ลติร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 16 กราฟแสดงความสมัพนัธข์องสดัส่วนการเจริญและปริมาณน ้ าตาลรวมในอาหารหลงัการ
เพาะเล้ียงโปรโตคอร์ม (A) D. Sonia ‘Jo Daeng’ (B) D. officinale 10 สปัดาห์ ชุดการทดลองที่ 2  
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ตารางที่ 1 ค่า pH และค่าการน าไฟฟ้าของอาหารเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกล้วยไม้สกุลหวายที่
เพาะเล้ียงแบบตั้งน่ิง (Static culture) เป็นเวลา 10 สปัดาห ์ชุดการทดลองที่ 1 และ 2 

*หมายถึง ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n=4)  
- หมายถึง ไม่มีการเก็บพชืตวัอยา่ง 
 จากการศึกษาการเจริญของโปรโตคอร์มกล้วยไมด้้วยการวดัค่าการน าไฟฟ้าและค่าความ
เป็นกรดด่างของอาหารที่ใชเ้พาะเล้ียงโดยท าการทดลอง 2 ชุดการทดลอง จากตารางที่ 1 พบว่า ค่า
การน าไฟฟ้าในอาหารเหลวของโปรโตคอร์มทั้ง 2 สายพนัธุ์ของทั้ง 2 ชุดการทดลองมีค่าลดลง 
แสดงวา่โปรโตคอร์มมีการน าสารอาหารที่มีความสามารถในการแตกตวัเป็นอิออนไปใช ้ส่งผลให้
เกิดการเปล่ียนแปลงของค่าการน าไฟฟ้าในอาหาร โดยในอาหารสูตร MS จะมีค่าการน าไฟฟ้าที่เกิด
จากเกลือไนเตรทอิออนและแอมโมเนียมเป็นหลกั ดงันั้น การลดลงของค่าการน าไฟฟ้าในอาหารจึง

การทดลอง 
ค่า pH และ
ค่าการน า
ไฟฟ้า 

สายพันธ์ุ 
ระยะเวลาการเพาะเลีย้ง (สัปดาห์) 

0 2 4 6 8 10 

ชุดที่ 1 

 
ค่า pH 

 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

5.66 ± 
0.000 

3.84 ± 
0.167 

4.02 ± 
0.182 

4.80 ± 
0.314 

5.04 ± 
0.038 

4.86 ± 
0.158 

D. officinale 
5.65 ± 
0.000 

4.11 ± 
0.062 

4.88 ± 
0.169 

5.77 ± 
0.303 

5.48 ± 
0.359 

5.59 ± 
0.278 

ค่าการน า
ไฟฟ้า 
mS/cm 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

2.89 ± 
0.000  

2.66 ± 
0.078   

2.22 ± 
0.622 

0.992 ± 
0.682 

0.296  ± 
0.088  

0.259 ± 
0.045 

D. officinale 
2.14 ± 
0.000  

1.573 ± 
0.710 

1.021 ± 
0.086   

0.371 ± 
0.078 

0.249  ± 
0.017   

0.225 ± 
0.038  

ชุดที่ 2 

 
ค่า pH 

 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

5.65 ± 
0.000 

- - 
5.02 ± 
0.189 

- 
5.25 ± 
0.230 

D. officinale 
5.65 ± 
0.000 

- 
5.28 ± 
0.070 

- - 
5.77 ± 
0.001   

ค่าการน า
ไฟฟ้า 
mS/cm 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

2.14 ± 
0.000 

- - 
0.420 ± 
0.011 

- 
0.293 ± 
0.031 

D. officinale 
2.14 ± 
0.000 

- 
0.886 ± 
0.169 

- - 
0.227 ± 
0.001 
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บ่งช้ีในทางออ้มไดว้า่โปรโตคอร์มมีการน าเกลือไนเตรทและแอมโมเนียมและธาตุอาหารอ่ืนๆ ที่มี
ความสามารถในการแตกตวัเป็นอิออนไปใชใ้นการเจริญเติบโต (Cui et al., 2014) และการวดัค่า pH 
ซ่ึงแสดงถึงความสมดุลของไนเตรตและแอมโมเนียมในอาหาร หลงัการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์
มกลว้ยไมท้ั้ง 2 สายพนัธุ์เป็นเวลา 10 สัปดาห์ พบว่า ช่วงแรกของการเพาะเล้ียงในชุดที่ 1 ของการ
ทดลอง ในสปัดาห์ที่ 0 ถึง 2 สัปดาห์พืชมีการดึงไนเตรตไปใช ้ท าให้ประจุบวกของแอมโมเนียมมี
มากจึงท าใหค้่า pH มีค่าลดต ่าลง ต่อมา pH กลบัมาสูงขึ้นเน่ืองจากพืชเร่ิมดึงประจุของแอมโมเนียม
ไปใชท้  าให้ประจุลบของไนเตรตมีค่ามากกว่า ค่า pH จึงเพิ่มมากขึ้น และในชุดการทดลองที่ 2 
พบวา่ ค่า pH ของโปรโตคอร์มทั้ง 2 สายพนัธุ ์ลดลงหลงัจากการเพาะเล้ียงที่สปัดาห์ที่ 6 และ 4 และ
เพิม่ขึ้นหลงัจากเพาะเล้ียงครบ 10 สปัดาห์ ซ่ึงสอดคลอ้งการการทดลองชุดที่ 1 (Lulu et al., 2015)  
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จากขอ้มูลของน ้ าหนกัแหง้ ปริมาณฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์และพอลิแซ็กคาไรด์ของโปรโต
คอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia 'Jo Daeng' และ D. officinale ที่แสดงไวใ้นตารางที่ 2 พบว่าระยะเวลา
เพาะเล้ียงส่งผลต่อการเพิ่มมวลชีวภาพของโปรโตคอร์มกล้วยไม้สกุลหวายและปริมาณสารออก
ฤทธ์ิทางชีวภาพอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ปริมาณฟีนอลิกตั้ งแต่สัปดาห์ที่  6 ถึง 10 ของการ
เพาะเล้ียงโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนัยส าคญัและเพิ่มขึ้น
สูงสุดในสปัดาห์ที่ 6 ของการเพาะเล้ียง (22.615±0.440 มิลลิกรัม/ขวด) และเร่ิมคงที่ ซ่ึงสอดคลอ้ง
กบัน ้ าหนักแห้งของมวลชีวภาพของโปรโตคอร์ม เม่ือเปรียบเทียบกับการทดลองชุดที่ 2 พบว่า 
ปริมาณฟีนอลิกสูงที่สุดในสัปดาห์ที่ 6 (14.310 ± 2.640 มิลลิกรัม/ขวด) และเร่ิมคงที่ ซ่ึงผลการ
ทดลองมีผลไปในทิศทางเดียวกนักบัการทดลองชุดแรก จากการวิเคราะห์ปริมาณของฟลาโวนอยด ์
พบวา่ ฟลาโวนอยดล์ดลงในสปัดาห์ที่ 0 ถึงสปัดาห์ที่ 2 และเร่ิมเพิ่มขึ้นจากสัปดาห์ที่ 4  ถึงสัปดาห์
ที่ 10 ของการเพาะเล้ียง ปริมาณของฟลาโวนอยดสู์งที่สุดในสปัดาห์ที่ 10 (22.923±4.969 มิลลิกรัม/
ขวด) โดยปริมาณฟลาโวนอยด์ตั้ งแต่สัปดาห์ที่  8-10 ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญและเม่ือ
เปรียบเทียบกับการทดลองชุดที่ 2 พบว่า ปริมาณฟลาโวนอยด์มีค่าเพิ่มขึ้ นตามระยะเวลาการ
เพาะเล้ียงซ่ึงปริมาณฟลาโวนอยด์สูงสุดที่สัปดาห์ที่ 10 (15.595 ± 2.777 มิลลิกรัม/ขวด) ซ่ึงผลการ
ทดลองเป็นไปในทิศทางเดียวกนักบัชุดแรก ปริมาณพอลิแซ็กคาไรดข์องการเพาะเล้ียง D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ เพิ่มขึ้นสูงสุดในสัปดาห์ที่ 4 (98.917± 17.652 มิลลิกรัม/กรัมตวัอยา่ง) และเร่ิมลดลงและ
คงที่ในสปัดาห์ที่ 6 ถึง 10 เช่นเดียวกบัชุดการทดลองที่ 2 ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์สูงสุดที่สัปดาห์ที่ 
6 (33.300 ±7.750 มิลลิกรัม/ขวด) และลดลงในสปัดาห์ที่ 10  
 ในกรณีของ D. officinale พบปริมาณฟีอลิกสูงสุดในสัปดาห์ที่ 4 ของการเพาะเล้ียง 
(2.865±0.234 มิลลิกรัม/ขวด) และลดลงหลงัจากนั้น เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดการทดลองที่ 2 พบว่า 
ปริมาณฟีนอลิกมีค่าสูงสุดในสัปดาห์ที่ 10 (10.370 ± 0.042 มิลลิกรัม/ขวด)  ปริมาณฟลาโวนอยด์
สูงสุดในสปัดาห์ที่ 6 (21.691±0.810 มิลลิกรัม/ขวด) และสปัดาห์ที่ 4 ถึง 10 ปริมาณฟลาโวนอยด์ไม่
แตกต่างกนัอยา่งมีนัยส าคญัซ่ึงสอดคลอ้งกบัน ้ าหนักแห้งของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. officinale 
เทียบกบัชุดการทดลองที่ 2 ปริมาณฟลาโวนอยด์สูงสุดในสัปดาห์ที่ 10 (9.188 ± 0.003 มิลลิกรัม/
ขวด) ปริมาณพอลิแซ็กคาไรดเ์พิม่ขึ้นสูงสุดในสัปดาห์ที่ 8 (9.699 ± 0.727 มิลลิกรัม/ขวด) จากการ
ทดลองชุดที่ 2 ที่ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์เพิ่มขึ้นสูงสุดในสัปดาห์ที่ 4 (29.220± 15.085 มิลลิกรัม/
ขวด) และลดลงหลงัจากนั้น การลดลงของพอลิแซ็กคาไรด์เกิดจากน ้ าตาลในอาหารเพาะเล้ียงเร่ิม
หมดลงในช่วงสปัดาห์ที่ 10 ท าใหพ้ชืเร่ิมมีการเจริญที่คงที่และผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ไดน้้อยลง และ
มีผลวจิยัที่คลา้ยกนัในการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมอ่ื้นๆ ตวัอยา่งเช่น D. huoshanense ในการ
เพาะเล้ียง 12 วนัแรกปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์เพิ่มอยา่งรวดเร็ว เม่ือเพาะเล้ียงไปที่ระยะเวลาหน่ึง
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ปริมาณพอลิแซ็กคาไรดจ์ะเร่ิมลดลง แมว้่าพืชจะเจริญเติบโตอยา่งต่อเน่ืองก็ตาม (Zha et al., 2007) 
ดังนั้ น แหล่งคาร์บอนจึงจ าเป็นอย่างมากในการช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชและการ
สงัเคราะห์สารออกฤทธ์ิชีวภาพ 
 เม่ือเปรียบเทียบปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่ไดจ้ากโปรโตคอร์มกลว้ยไมท้ั้ง 2 ชนิด 
พบว่า D. Sonia ‘Jo Daeng’ มีปริมาณฟีนอลิกและพอลิแซ็กคาไรด์มากกว่า D. officinale และ
ปริมาณ ฟลาโวนอยดพ์บมากใน D. officinale เม่ือพจิารณาจากปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของ               
โปรโตคอร์มกลว้ยไมท้ั้ง 2 ชนิด พบวา่ ปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพทั้ง 3 ชนิด จะเพิ่มขึ้นสูงสุด
ในช่วงสปัดาห์ที่ 4-10 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัช่วงการเจริญของกลว้ยไมท้ั้ง 2 ชนิดที่ศึกษาก่อนหน้าน้ีอยู่
ในช่วง 4-8 สปัดาห์  ดงันั้น ถา้ตอ้งการเพิม่มวลชีวภาพและปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพดว้ยวิธี 
fed-batch ควรเติมแหล่งคาร์บอนเขา้ไปในสัปดาห์ที่ 4-6 ซ่ึงเป็นช่วงที่พืชเร่ิมผลิตมวลชีวภาพและ
สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ เพื่อศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนต่อการสะสมมวลชีวภาพและการสร้าง
สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่เพิม่ขึ้น 
 
 1.2 การศึกษาผลของน ้าตาลซูโครสที่เสริมในอาหารแบบ fed-batch เพ่ือเพิ่มการสะสมมวล
ชีวภาพของโปรโตคอร์มกล้วยไม้สกลุหวายที่เพาะเลีย้งแบบต้ังน่ิง 

1.2.1 การเปรียบเทียบการเพิ่มมวลชีวภาพของ D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่
เติมสารละลายน ้าตาลซูโครสและไม่เติมสารละลายน ้าตาลซูโครส 

จากการศึกษางานวิจยัที่เก่ียวขอ้งกับแหล่งคาร์บอนที่ใชส้ าหรับเพาะเล้ียงเซลล์พืช พบว่า 
การเพาะเล้ียงเซลล์พืชมกัจะเติบโตแบบ heterotrophically โดยใชน้ ้ าตาล เช่น กลูโคส ฟรักโทส 
มอลโทส ซูโครส เป็นแหล่งพลงังานและคาร์บอน ซ่ึงในบรรดาน ้ าตาลต่างๆ นั้น พบว่าซูโครสเป็น
แหล่งคาร์โบไฮเดรตในอุดมคติส าหรับการสร้างและสะสมมวลชีวภาพ (Murthy et al., 2014) และ
ยงัไดผ้ลลพัธท์ี่คลา้ยคลึงกนัในการเพาะเล้ียงเซลล์พืชอ่ืนๆ ตวัอยา่งเช่น การเพิ่มซูโครสในระหว่าง
การเพาะเล้ียงเซลล์แขวนลอยโปรโตคอร์มของกลว้ยไม ้D. huoshanense ส่งผลให้มีการผลิตมวล
ชีวภาพไดสู้งสุด ทั้งน้ี น ้ าตาลซูโครสในอาหารเป็นแหล่งคาร์บอนที่สมดุลส าหรับการเจริญเติบโต
ของเซลล์โดยการไฮโดรไลซิสของอินเวอร์เตสและซูโครสซินเทส และเฮกโซสที่เป็นผลลัพธ์
สามารถมีส่วนร่วมโดยตรงในวิถีทางไกลโคไลติกและเพนโตส ฟอสเฟต (Zha et al., 2007) 
นอกจากน้ี การเสริมซูโครสและกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนผสม (4:1) ยงัมีผลในเชิงบวกอยา่งมี
นยัส าคญัต่อการเจริญเติบโตของกลว้ยไม ้B. striata (Zhang et al., 2018b) ดงันั้น ในการศึกษาการ
เพิ่มมวลชีวภาพโปรโตคอร์มกล้วยไม้ทั้ง 2 ชนิด ในระบบการเพาะเล้ียงแบบ Fed-batch จึงได้
พจิารณาเลือกเอาน ้ าตาลซูโครสมาเป็นแหล่งคาร์บอน  
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โดยน าโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ปริมาณ 1 กรัม ที่
ปลอดเช้ือมาเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร 1/2MS ที่เติมน ้ าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร โปรโตคอร์ม 
1 กรัม ปริมาตรอาหาร 10 มิลลิลิตร (10% inoculum) โดยเพาะเล้ียงแบบตั้งน่ิง (static culture) เป็น
ระยะเวลา 10 สปัดาห์ โดยท าเป็น 2 ชุดการทดลองตามภาพที่ 17 และ 18  ชุดการทดลองที่ 1 ไม่เติม
สารละลายน ้ าตาลซูโครส (ภาพแถวบน) และชุดการทดลองที่ 2 เติมสารละลายน ้ าตาลซูโครสเขา้ไป
ในสัปดาห์ที่ 4 (ภาพแถวล่าง) เม่ือเปรียบเทียบลกัษณะทางกายภาพ พบว่า โปรโตคอร์ม D. Sonia 
‘Jo Daeng’ ของทั้ง 2 ชุดการทดลองมีสีเขียวและมีเน้ือเยือ่เพาะเล้ียงที่เร่ิมกลายเป็นสีน ้ าตาลเล็กน้อย
ในช่วงสปัดาห์ที่ 2 โปรโตคอร์มมีการขยายขนาดและเพิ่มจ านวนมากขึ้นตามระยะเวลาที่เพาะเล้ียง
ทั้ง 2 ชุดการทดลอง(ภาพที่ 17) และเม่ือสงัเกต โปรโตคอร์ม D. officinale ของทั้ง 2 ชุดการทดลอง 
พบวา่ โปรโตคอร์มเจริญเติบโตอยา่งเห็นไดช้ดั โปรโตคอร์มเร่ิมมีการซีดลงเล็กน้อยและไม่มีการ
กลายเป็นสีน ้ าตาล (ภาพที่ 18)  

 
 

 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 17 ลกัษณะของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ หลงัการเพาะเล้ียง 10 สปัดาห์ 
(แถวบนไม่เติมซูโครส: แถวล่างเติมซูโครส) (A) 0 สปัดาห์ (B) 2 สปัดาห์ (C) 4 สปัดาห์ (D) 6 
สปัดาห์ (E) 8 สปัดาห์ (F) 10 สปัดาห์ 
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ภาพที่ 18 ลกัษณะของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. officinale หลงัการเพาะเล้ียง 10 สปัดาห์ (แถวบน
ไม่เติมซูโครส : แถวล่างเติมซูโครส) (A) 0 สปัดาห์  (B) 2 สปัดาห์  (C) 4 สปัดาห์  (D) 6 สปัดาห์ 
(E) 8 สปัดาห์ (F) 10 สปัดาห์ 
 

จากการสังเกตจากภาพที่ 19A พบว่า การเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ ในระบบ fed-batch ดว้ยการเติมซูโครสในสปัดาห์ที่ 4 ของการเพาะเล้ียงมีอตัราการเจริญที่
สูงในช่วงสปัดาห์ที่ 4 ถึง 10 ซ่ึงมากกวา่การเพาะแบบ Batch ที่ไม่มีการเติมซูโครสที่มีช่วงการเจริญ
ที่สัปดาห์ที่ 4-8 สัปดาห์ และจากผลการทดลองเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้ D. officinale ใน
ภาพที่ 19B พบวา่ การเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมท้ี่มีการเติมน ้ าตาลซูโครสเขา้ไปในสัปดาห์ที่ 
4 มีช่วงของการเพิ่มจ านวนในสัปดาห์ที่  0 ถึงสัปดาห์ที่ 8 ซ่ึงมากกว่าโปรโตคอร์มที่ไม่เติม
สารละลายน ้ าตาลซูโครสที่มีช่วงการเพิ่มจ านวนอยู่ที่สัปดาห์ 4 ถึงสัปดาห์ที่ 6 สรุปได้ว่า การ
เพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกล้วยไม้ทั้ ง 2 ชนิดในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิงที่มีการเติมซูโครสแบบ         
fed batch ในสัปดาห์ที่ 4 ของการเพาะเล้ียง พืชมีอตัราการเจริญสูงกว่าและเขา้สู่ช่วงระยะคงที่ช้า
กวา่การเพาะเล้ียงแบบ batch ที่ไม่มีการเติมซูโครสในระหว่างการเพาะเล้ียง นอกจากการเพาะเล้ียง
แบบ fed batch จะให้ผลลพัธ์ที่ดีแล้ว น ้ าตาลซูโครสยงัมีราคาถูก ช่วยลดตน้ทุนการผลิตอีกทั้งยงั
ช่วยเพิ่มมวลชีวภาพอีกด้วย ดังนั้น วิธีการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มแบบเติมสารอาหารในช่วงที่
เน้ือเยือ่เพาะเล้ียงเร่ิมมีการเจริญนั้นเหมาะส าหรับการขยายพนัธุพ์ชืในปริมาณมาก 
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ภาพที่ 19 กราฟแสดงการเปรียบเทียบความสัมพนัธ์ของมวลชีวภาพและปริมาณน ้ าตาลรวมใน
อาหารของการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวายดว้ยการเติมน ้ าตาลซูโครสในอาหารแบบ 
fed-batch และไม่เติม 10 สปัดาห์ (A) D. Sonia ‘Jo Daeng’ (B) D. officinale 
 
 ต่อมาไดมี้การศึกษาการเปรียบเทียบความสมัพนัธ์ของมวลชีวภาพและปริมาณน ้ าตาลรวม
ในอาหารของการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวายดว้ยการเสริมน ้ าตาลซูโครสในอาหาร
แบบ fed-batch และ batch อีกคร้ังเพือ่ยนืยนัความถูกตอ้งของผลการทดลอง จากภาพที่ 19 และ 20 
พบวา่ การเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวายทั้งสองชนิดในชุดการทดลองที่ 2 (ภาพที่ 20) มี
ผลการทดลองที่มีแนวโน้มไปในทิศทางเดียวกันกบัการทดลองคร้ังแรก (ภาพที่ 19) คือ เม่ือการ
เพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ในระบบ fed-batch ดว้ย
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การเติมซูโครสในสปัดาห์ที่ 4 และ 6 ของการเพาะเล้ียงให้สัดส่วนการเจริญที่สูงกว่าการเพาะเล้ียง
แบบ batch ที่ไม่มีการเติมน ้ าตาลซูโครส ดงันั้น สรุปไดว้่าการเติมน ้ าตาลซูโครสช่วยให้พืชมีการ
เจริญเติบโตที่เพิม่มากขึ้น และระบบ fed-batch เหมาะส าหรับการขยายพนัธุพ์ชืในปริมาณมาก 

 

 
 

ภาพที่ 20 กราฟแสดงการเปรียบเทียบความสัมพนัธ์ของมวลชีวภาพและปริมาณน ้ าตาลรวมใน
อาหารของการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวายดว้ยการเสริมน ้ าตาลซูโครสในอาหารแบบ 
fed-batch และไม่เติม 10 สปัดาห์ ชุดการทดลองที่ 2 (A) D. Sonia ‘Jo Daeng’ (B) D. officinale 
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1.2.2 การเปรียบเทียบการเพิ่มปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของโปรโตคอร์ม                   

D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเลีย้งในอาหารที่เติมสารละลายน ้าตาลซูโครสและไม่
เติมสารละลายน ้าตาลซูโครส 
 ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมดของโปรโตคอร์มกล้วยไม้ D. Sonia 'Jo Daeng' และ                
D. officinale ที่เพาะเล้ียงโดยเติมน ้ าตาลและไม่เติมน ้ าตาลที่ไดจ้ากการทดลองก่อนหนา้ แสดงไวใ้น
ภาพที่ 21 ผลการศึกษาพบว่าหลังจากเพาะเล้ียง 10 สัปดาห์ ปริมาณฟลาโวนอยด์ที่ได้จากการ
เพาะเล้ียงโปรโตคอร์ม D. Sonia 'Jo Daeng' (ภาพที่ 21A) ที่ไม่มีการเติมน ้ าตาลระหว่างการ
เพาะเล้ียงมีปริมาณเพิ่มขึ้ นอย่างต่อเน่ืองและให้ปริมาณ ฟลาโวนอยด์สูงสุดในสัปดาห์ที่ 10 
(22.923มิลลิกรัม/ขวด) เ ม่ือเปรียบเทียบกับปริมาณฟลาโวนอยด์ที่ได้จากการเพาะเล้ียง                 
โปรโตคอร์มด้วยการเติมน ้ าตาลในสัปดาห์ที่ 4 ของการเพาะเล้ียง พบว่า ปริมาณ ฟลาโวนอยด์
สูงสุดในสัปดาห์ที่ 8 (18.406 มิลลิกรัม/ขวด) และเร่ิมลดลงในสัปดาห์ที่ 10 ซ่ึงบ่งช้ีว่าการเติม
ซูโครสในสปัดาห์ที่ 4 ไม่สามารถเพิม่ปริมาณฟลาโวนอยดไ์ด ้

 ปริมาณฟลาโวนอยดท์ี่ไดจ้ากการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์ม D. officinale (ภาพที่ 21B) ที่ไม่
มีการเติมน ้ าตาลระหวา่งการเพาะเล้ียงมีปริมาณเพิ่มขึ้นอยา่งต่อเน่ืองและให้ปริมาณ ฟลาโวนอยด์
สูงสุดในสปัดาห์ที่ 6 (17.9193 มิลลิกรัม/ขวด) เม่ือเปรียบเทียบกบัปริมาณฟลาโวนอยด์ที่ไดจ้ากการ
เพาะเล้ียงโปรโตคอร์มดว้ยการเติมน ้ าตาลในสัปดาห์ที่ 4 ของการเพาะเล้ียง พบว่า ปริมาณฟลาโว
นอยด์สูงสุดในสัปดาห์ที่ 8 (25.163  มิลลิกรัม/ขวด) และมีปริมาณฟลาโวนอยด์มากกว่าการ
เพาะเล้ียงแบบไม่เติมน ้ าตาล ซ่ึงบ่งช้ีวา่การเติมซูโครสในสัปดาห์ที่ 4 ช่วยเพิ่มปริมาณฟลาโวนอยด์
ได ้ 

 จากการศึกษาสรุปไดว้่า การเพาะเล้ียงโปรโตคอร์ม D. officinale แบบ fed batch ที่เติม
น ้ าตาลระหว่างการเพาะเล้ียงท าให้พืชสามารถผลิตสารฟลาโวนอยด์ได้ปริมาณมากกว่าการ
เพาะเล้ียงแบบ batch แต่ไม่สามรถช่วยเพิ่มปริมาณฟลาโวนอยด์ใน D. Sonia 'Jo Daeng' ได้
เน่ืองจากโปรโตคอร์มมีการ Brown เกิดขึ้ นอาจท าให้พืชผลิตสารฟลาโวนอยด์ลดลง เม่ือ
เปรียบเทียบกบั D. officinale ที่ไม่มีปัญหาการ Brown 
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ภาพที่ 21 กราฟแสดงการเปรียบเทียบปริมาณฟลาโวนอยด์ของการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไม้
ที่เติมน ้ าตาลซูโครสในอาหารแบบ fed-batch และไม่เติม เป็นระยะเวลาการเพาะเล้ียง 10 สปัดาห์ 
(A) D. Sonia ‘Jo Daeng’ (B) D. officinale 

  
 ปริมาณฟีนอลิกที่ได้จากโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ ที่เพาะเล้ียงโดยไม่เติม
น ้ าตาลในระหวา่งการเพาะเล้ียงแสดงไวใ้นภาพที่ 22A พบวา่ ปริมาณฟีนอลิกค่อยๆ เพิ่มขึ้นจนถึงมี
ค่าสูงสุดในสปัดาห์ที่ 6 (22.615 มิลลิกรัม/ขวด) และเร่ิมคงที่ที่สปัดาห์ที่ 6 ถึงสปัดาห์ที่ 10 เม่ือเทียบ
กบัปริมาณฟีนอลิกที่ไดจ้ากโปรโตคอร์มที่มีการเติมน ้ าตาลซูโครสในสปัดาห์ที่ 4 ของการเพาะเล้ียง 
ปริมาณฟีนอลิกเพิ่มขึ้นอย่างต่อเน่ืองจนถึงระดับสูงสุดในสัปดาห์ที่ 10 (25.800 มิลลิกรัม/ขวด) 
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แสดงให้เห็นว่า การเติมน ้ าตาลซูโครสแบบ fed batch ช่วยให้พืชผลิตสารประกอบฟีนอลิกได้
มากกวา่การเพาะเล้ียงแบบไม่เติมน ้ าตาล 
 ปริมาณฟีนอลิกที่ได้จากโปรโตคอร์ม D. officinale ที่เพาะเล้ียงโดยไม่เติมน ้ าตาลใน
ระหว่างการเพาะเล้ียงแสดงไวใ้นภาพที่ 22B พบว่า ปริมาณฟีนอลิกเพิ่มขึ้นสูงสุดในสัปดาห์ที่ 10 
(10.171มิลลิกรัม/ขวด) เม่ือเทียบกบัปริมาณฟีนอลิกที่ไดจ้ากโปรโตคอร์มที่มีการเติมน ้ าตาลซูโครส
ในสปัดาห์ที่ 4 ของการเพาะเล้ียง ปริมาณฟีนอลิกเพิม่ขึ้นอยา่งต่อเน่ืองจนถึงระดบัสูงสุดในสัปดาห์
ที่ 6 (13.497มิลลิกรัม/ขวด) ซ่ึงใหป้ริมาณฟีนอลิกมากกวา่การเพาะเล้ียงแบบไม่เติมน ้ าตาล ช้ีให้เห็น
วา่ การเติมน ้ าตาลซูโครสระหวา่งการเพาะเล้ียงช่วยใหพ้ชืผลิตสารประกอบฟีนอลิกไดม้ากกว่าการ
เพาะเล้ียงแบบไม่เติมน ้ าตาล 
 สรุปได้ว่า การเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกล้วยไม้ทั้ง 2 ชนิด โดยการเพาะเล้ียงในอาหาร
เหลวแบบตั้งน่ิงที่มีการเติมน ้ าตาลแบบ fed bacth ช่วยให้พืชสามารถผลิตสารฟีนอลิกไดม้ากกว่า
การเพาะเล้ียงแบบไม่เติมน ้ าตาล  เน่ืองจากโปรโตคอร์มที่มีการเติมน ้ าตาลซูโครสมีช่วงการ
เจริญเติบโตที่ยาวนานและยงัไม่เขา้สู่ระยะคงที่ในสัปดาห์ที่ 6 และ 4 ของการเพาะเล้ียง ส่งผลให้มี
การผลิตฟีนอลิกเพิ่มขึ้นอย่างต่อเน่ือง และมีผลวิจยัที่คล้ายกันในการเพาะเล้ียงเซลล์พืชอ่ืนๆ 
ตวัอย่างเช่น การเพาะถั่วงอกบรอกโคลีที่ใช้ซูโครส 176 มิลลิโมลาร์ ท  าให้ปริมาณโพลีฟีนอลิก
เพิม่ขึ้นอยา่งมีนยัส าคญั จากผลการทดลองน้ี พบวา่ การเพิม่การผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในพืช
อาจเกิดจากความเครียดออสโมติกที่เกิดจากซูโครส (Guo et al., 2011) ดงันั้นการใชซู้โครสเป็น
แหล่งคาร์โบไฮเดรตจึงเป็นเกณฑส์ าคญัส าหรับการผลิตเมแทบอไลตท์ุติยภูมิในการเพาะเล้ียงเซลล์
และอวยัวะของพชื 
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ภาพที่ 22 กราฟการเปรียบเทียบปริมาณฟีนอลิกกของการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมท้ี่เติม
น ้ าตาลซูโครสในอาหารแบบ fed-batch และไม่เติม เป็นระยะเวลาการเพาะเล้ียง 10 สัปดาห์         
(A) D. Sonia ‘Jo Daeng’ (B) D. officinale 
 
 ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่ไดจ้ากโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ ที่เพาะเล้ียงโดยไม่
เติมน ้ าตาลระหวา่งการเพาะเล้ียง แสดงไวใ้นภาพที่ 23 พบวา่ ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ค่อยๆ เพิ่มขึ้น
จนมีค่าสูงสุดในสปัดาห์ที่ 4 (98.9171 มิลลิกรัม/กรัมน ้ าหนักแห้ง) และเร่ิมลดลงในสัปดาห์ที่ 6 ถึง
สปัดาห์ที่ 10 เม่ือเทียบกบัปริมาณพอลิแซ็กคาไรดท์ี่ไดจ้ากโปรโตคอร์มที่มีการเสริมน ้ าตาลซูโครส
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ในสปัดาห์ที่ 10 (128.36 มิลลิกรัม/กรัมน ้ าหนักแห้ง) ของการเพาะเล้ียง พบว่า ปริมาณพอลิแซ็กคา
ไรดม์ากกวา่การเพาะเล้ียงแบบไม่เติมน ้ าตาล   
 ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้จากโปรโตคอร์มหวายจีนที่เพาะเล้ียงโดยไม่เติมน ้ าตาล
ระหว่างการเพาะเล้ียง พบว่า ปริมาณพอลิแซคคาไรด์ค่อยๆ เพิ่มขึ้นจนมีค่าสูงสุดในสัปดาห์ที่ 4 
(20.356 มิลลิกรัม/กรัมน ้ าหนักแห้ง) เช่นเดียวกบัโจแดงและเร่ิมลดลงในสัปดาห์ที่ 6 ถึงสัปดาห์ที่ 
10 เปรียบเทียบกบัปริมาณพอลิแซคคาไรดท์ี่ไดจ้ากการเพาะเล้ียงดว้ยการเสริมน ้ าตาลในสปัดาห์ที่ 4 
ของการเพาะเล้ียง พบวา่ ปริมาณพอลิแซคคาไรดเ์พิม่ขึ้นอยา่งต่อเน่ืองจนถึงระดบัสูงสุดในสัปดาห์
ที่ 4 (19.097 มิลลิกรัม/กรัมน ้ าหนกัแหง้) ในสัปดาห์ที่ 6 ถึง 10 ให้ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์มากกว่า
การเพาะเล้ียงแบบไม่เติมน ้ าตาลซูโครส 
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ภาพที่ 23 กราฟการเปรียบเทียบปริมาณพอลิแซ็กคาไรดข์องการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมท้ี่
เติมน ้ าตาลซูโครสในอาหารแบบ fed-batch และไม่เติม เป็นระยะเวลาการเพาะเล้ียง 10 สปัดาห์    
(A) D. Sonia ‘Jo Daeng’ (B) D. Officinale 
 

 เม่ือพิจารณาจากผลการศึกษาผลของน ้ าตาลซูโครสที่เสริมในอาหารแบบ fed-batch เพื่อ
เพิ่มการสะสมมวลชีวภาพและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวายทั้ง 2 
ชนิดโดยการเพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิงพบว่า แหล่งคาร์บอนนอกจากจะช่วยเพิ่มการ
สะสมมวลชีวภาพ ยงัช่วยเพิม่สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ เช่น ฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ และพอลิแซ็กคา
ไรด์ไดอี้กดว้ย เน่ืองจากโปรโตคอร์มที่มีการเสริมน ้ าตาลซูโครสมีช่วงการเจริญเติบโตที่ยาวนาน
และยงัไม่เขา้สู่ระยะคงที่ในสัปดาห์ที่ 6 และ 4 ของการเพาะเล้ียง ส่งผลให้มีการผลิตมวลชีวภาพ
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และสารออกฤทธ์ิที่มากกวา่การเพาะเล้ียงแบบไม่เติมน ้ าตาลซูโครส ดงันั้น การเพาะเล้ียงในอาหาร
เหลวแบบตั้งน่ิงดว้ยระบบ Fed-batch ที่มีการป้อนซูโครสเขา้ไปในระหว่างการเพาะเล้ียง จึงเป็นอีก
หน่ึงแนวทางที่สามารถน ามาประยกุตใ์ช้ในการเพิ่มมวลชีวภาพและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพใน
กลว้ยไมส้กุลหวาย ตลอดจนสามารถน าไปต่อยอดเพือ่ขยายขนาดการผลิตต่อไปได ้
 

2. การศึกษาความสัมพันธ์ของมวลชีวภาพและการเพิ่มปริมาณสารพอลิแซ็กคาไรด์ของ                     

โปรโตคอร์มกล้วยไม้ D. Sonia ‘Jo Daeng’ กับ D. officinale ด้วยระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่
ช่ัวคราว 
 2.1 การจัดต้ังระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ช่ัวคราวส าหรับการเพาะเลี้ยงโปรโตคอร์
มกล้วยไม้สกลุหวาย 

 จากการศึกษาและรวบรวมขอ้มูลเก่ียวกบัถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราวพบวา่ หลกัการ
ของระบบน้ีเป็นการให้อาหารเหลวกับพืชในระยะเวลาสั้นๆ เพื่อลดปัญหาการฉ ่ าน ้ าของเน้ือเยื่อ
เพาะเล้ียงจากระบบอาหารเหลวแบบดั้งเดิม ซ่ึงลกัษณะตวัถงัจะประกอบไปดว้ย 2 ส่วน คือ ส่วนถงั
เพาะเล้ียงพชืและถงับรรจุอาหารเหลว โดยจะมีการควบคุมการใหอ้าหารตามช่วงเวลาแบบอตัโนมติั
โดยเคร่ืองควบคุมเวลานอกจากจะช่วยใหพ้ชืไมฉ้ ่าน ้ ายงัช่วยลดตน้ทุนดา้นแรงงานและการใชผ้งวุน้
ในอาหารอีกดว้ย ต่อมาได้มีการประยกุต์ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชั่วคราวโดยการใช้ชุดกรอง 
(reusable bottle top filter) เพื่อใชเ้ป็นส่วนถงัเพาะเล้ียง ตามภาพที่ 24  แทนการซ้ือชุดถงั TIS 
ส าเร็จรูป ที่มีราคาแพง อยา่งไรก็ตาม การศึกษาทดลองในคร้ังน้ียงัคงประสบปัญหาการปนเป้ือนที่
รวดเร็ว เน่ืองจากลกัษณะชุดกรองมีส่วนที่เป็นขอ้ต่อมากเกินไป ท าใหอ้ากาศสามารถเขา้ไดแ้ละเกิด
การปนเป้ือนภายใน 1 สปัดาห์ของการเพาะเล้ียง จึงมีการแกปั้ญหาดว้ยการใชฟ้อยล์อลูมิเนียมและ
พาราฟิลม์หุม้ทุกขอ้ต่อก่อนน าออกจากตูป้ลอดเช้ือซ่ึงจะสามารถช่วยชะลอระยะเวลาการปนเป้ือน
ไปไดถึ้ง 4 สัปดาห์ (ศิริรักษ์ พลซา, 2560) แต่เน่ืองจากระบบเพาะเล้ียงดงักล่าวมีการปนเป้ือน
ค่อนขา้งเร็วการใชชุ้ดกรองมาเป็นถงัเพาะเล้ียงจึงไม่เหมาะกบัการเพาะเล้ียงพืชเป็นระยะเวลานาน 
รวมไปถึงการทดลองที่ก  าลงัด าเนินการศึกษาวจิยัในคร้ังน้ี ดงันั้นจึงไดมี้การติดตั้งระบบถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพแช่ชัว่คราวแบบ Twin jar ขึ้น ตามภาพที่ 25 เน่ืองจากมีขอ้ต่อน้อยกว่า การติดตั้งระบบง่าย 
และสามารถท าไดห้ลายชุดการทดลองพร้อมกนั อยา่งไรก็ตามมีหลายงานวจิยัที่ประสบความส าเร็จ
ในการใชร้ะบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Twin jar เพาะเล้ียงพชืหลายชนิด อาทิ กลว้ยไม ้ปาลม์ กลว้ย
หอมทองและว่านส่ีทิศ เป็นตน้ (Padilha et al., 2020);(Daungban et al., 2017);(Ilczuk et al., 2005) 
รวมถึงกลว้ยไมแ้คทลียาที่ผลการทดลองพบวา่ การใชร้ะบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Twin jar นั้นให้
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จ านวนตน้พืชเพิ่มขึ้นมากที่สุดมากกว่าการเพาะเล้ียงในอาหารวุน้ (semi-solid culture) และการ
เพาะเล้ียงแบบแช่บางส่วน (liquid media under partial culture) (Leyva-Ovalle et al., 2020) 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 24 ระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราวที่ประยกุตใ์ชชุ้ดกรองเป็นถงัเพาะเล้ียงพืช 1 ชุด 
 
ตารางที่ 4 ราคาตน้ทุนการจดัตั้งระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ชัว่คราวที่ประยกุตใ์ชชุ้ดกรองเป็นถัง
เพาะเล้ียงพชื 1 ระบบ 

อุปกรณ์ ราคาต่อหน่วย 
(บาท) 

จ านวน ราคารวม 
(บาท) 

ราคาตน้ทุนรวม 
(บาท) 

1. ชุดถงักรอง ขนาด 47 มิลลิเมตร ขนาด 
500 มิลลิลิตร ส าหรับใส่พชืวตัถุดิบ 

3,280.00 8 ชุด 26,240.00 43,164.15 

2. ขวด แกว้ส าหรับใส่อาหารเหลว ขนาด 
500 มิลลิลิตร 

219.35 8 ใบ 1,754.80 

3. สายซิลิโคนขนาด 7*10  101.87 5 เมตร 509.35 
4. ตวักรองอากาศ  290.00 16 ตวั 4,640.00 
5. เคร่ืองตั้งเวลาเปิด-ปิด (16 โปรแกรม) 120.00 1 ตวั 120.00 
6. ป๊ัมสุญญากาศ 9,500.00 1 ตวั 9,500.00 
7. ขอ้ต่อทองเหลือง 4 ทาง และ 3 ทาง 100.00 4 ตวั 400.00 
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ตารางที่ 5 ราคาตน้ทุนการจดัตั้งระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ชัว่คราวแบบ Twin jar 1 ระบบ 
อุปกรณ์ ราคาต่อหน่วย 

(บาท) 
จ านวน ราคารวม 

(บาท) 
ราคาตน้ทุน
รวม (บาท) 

1. ขวดแกว้เพาะเล้ียง ขนาด 24 ออนซ์  13.50 18 ใบ 243.00 15,257.35 
2. ฝาพลาสติกที่มีท่อ 2 ท่อส าหรับต่อ
สายซิลิโคน  

45.00 18 ฝา 810.00 

3. สายซิลิโคนขนาด 7*10  101.87 5 เมตร 509.35 
4. ตวักรองอากาศ  290.00 2 ตวั 580.00 
5. เคร่ืองตั้งเวลาเปิด-ปิด (28 โปรแกรม) 265.00 1 ตวั 265.00 
6. เคร่ืองตั้งเวลาเปิด-ปิด (16 โปรแกรม) 120.00 2 ตวั 240.00 
7. ป๊ัมสุญญากาศ 9,500.00 1 ตวั 9,500.00 
8.โซลินอยดว์าลว์ลม 220v 300.00 2 ตวั 600.00 
9. วาลว์ลมทองเหลือง ขนาด ¼ น้ิว 2 หุน 35.00 18 ตวั 630.00 
10. ท่อสแตนเลส 500.00 2 ท่อ 1,000.00 
11. ตูค้วบคุมไฟ  500.00 1 ตู ้ 500.00  
12. สวติซ์ไฟ 2 ต  าแหน่ง  40.00 1 ตวั 40.00 
13. lamp 220v 10.00 4 ดวง 40.00 
14. สายยางแก๊ส ขนาด ¼ น้ิว 25.00 2 เมตร 50.00 
15. สายไฟ+อุปกรณ์ต่อไฟ 250 1 ชุด 250.00 

  

 เม่ือเปรียบเทียบราคาตน้ทุนของระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพส าหรับเพาะเล้ียงพืชทั้ง 2 ระบบ 
จากตารางที่ 3 และ 4 จะเห็นไดว้่า เม่ือจดัตั้งระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ชัว่คราวแบบ Twin jar ที่ 1 
ระบบสามารถเพาะเล้ียงไดถึ้ง 8 ชุดการทดลอง โดยมีราคาตน้ทุนในการจดัตั้งระบบ 1 ระบบเท่ากบั  
15,257.35 บาท  เม่ือเปรียบเทียบราคาตน้ทุนกบัการจดัตั้งระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ชัว่คราวที่
ประยกุตใ์ชชุ้ดกรองเป็นถงัเพาะเล้ียงพืช 1 ระบบ ซ่ึงสามารถเพาะเล้ียงได ้8 ชุดการทดลอง เท่ากนั 
จะมีราคาตน้ทุน 43,164.15 บาท ซ่ึง 1 ระบบสามารถเพาะเล้ียงไดถึ้ง 8 ชุดการทดลองเช่นกนั โดย
เฉล่ียระบบถงั Twin jar 1 ชุด จะมีราคาตน้ทุน 1,907.17 บาท ซ่ึงมีราคาตน้ทุนถูกกว่า ระบบถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราวที่ประยกุตใ์ชชุ้ดกรองเป็นถงัเพาะเล้ียงพืช 1 ชุด ซ่ึงมีราคาตน้ทุน
เฉล่ีย 5,395.52 บาท  
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การจดัตั้งระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ชัว่คราวแบบ Twin jar ที่มีการประยกุตใ์ชข้วดแกว้มา
เป็นภาชนะส าหรับเพาะเล้ียง โดยขวดมีขนาด 24 ออนซ์ บรรจุอาหารได้ 700 มิลลิลิตร จากภาพ 
25B  Twin jar 1 ชุด จะใชข้วดแก้ว 2 ขวด โดยขวดแรกจะเป็นส่วนบรรจุเน้ือเยื่อพืชที่ตอ้งการ
เพาะเล้ียงและขวดที่ 2 บรรจุอาหารเหลว ทั้งสองส่วนจะเช่ือมดว้ยสายซิลิโคนขนาด 7x10 มิลลิเมตร 
เพื่อให้อาหารไหลกลบัไปมาได ้ส่วนปลายสายของซิลิโคนในขวดทั้ง 2 จะต่อเขา้กบัทิปขนาด 1 
มิลลิลิตร เพื่อป้องกนัเน้ือเยือ่พืชถูกดูดกลบัไปในขวดอาหารและยงัช่วยให้อาหารดูดกลบัไปได้
หมดไม่คา้งในขวดเพาะเล้ียง และทั้งสองขวดจะมีสายอากาศขาออกที่ต่อตวักรองเพื่อป้องกนัการ
ปนเป้ือน  และต่อเขา้กบัวาล์วทองเหลืองส าหรับปรับอตัราการไหล จากนั้นต่อเขา้กบัท่ออากาศส
แตนเลสหลกั 2 ท่อส าหรับถงัเพาะเล้ียงและถงัอาหารที่ต่อป๊ัมสุญญากาศ อากาศถูกดูดจากในขวด
เพาะเล้ียงจนเป็นสุญญากาศท าใหอ้าหารเหลวจากอีกขวดถูกดูดเขา้มาในส่วนของถงัเพาะเล้ียง และ
อาหารจะถูกดูดออกจากถงัเพาะเล้ียงดว้ยวธีิเดียวกนั การใหอ้าหารมีการควบคุมระบบการเปิด – ปิด 
ป๊ัมแบบอตัโนมติัโดยต่อป๊ัมเขา้กบัเคร่ืองตั้งเวลาและโซลินอยด์วาล์ว 220v เพื่อควบคุมการไหลเขา้
ออกของอาหารในถงัเพาะเล้ียง   

 
  
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 25 ระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ชัว่คราวแบบ Twin jar A) Twin jar 1 ระบบ B) Twin jar 1 ชุด 
 

 2.2 การทดสอบระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ช่ัวคราวแบบ Twin jar 

 จากการทดสอบระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราวแบบ Twin jar ในช่วงแรกเร่ิมตน้
นั้น มีการทดลองใชฝ้าถงัแบบเจาะรู(ภาพที่26A) โดยใชส้ายซิลิโคนขนาด 7x10 มิลลิเมตร ใส่ผ่านรู
ฝาลงไปในถงับรรจุอาหารและถงัเล้ียงพชืโดยตรง โดยที่ขนาดของสายซิลิโคนขนาดแน่นพอดีกบัรู
ฝา และมีการอุดรอยต่อระหวา่งสายยางซิลิโคนและฝาดว้ยซิลิโคนเหลวเพือ่กนัการร่ัวซึมของอากาศ 

A B 
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โดยเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมท้ั้งสองสายพนัธุใ์นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ชัว่คราวแบบ Twin jar 
ในอาหาร 1/2MS ที่เติมน ้ าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร (5%inoculum) พบว่า 
เม่ือเพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 1 สปัดาห์ มีการปิดเคร่ืองปรับอากาศเป็นระยะเวลา 3 วนั จากรูปที่ 27A 
พบวา่ โปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ เกิดการเปล่ียนแปลงกลายเป็นสีน ้ าตาล หรือเกิดอาการที่
เรียกว่า Browning อยา่งรุนแรงท าให้โปรโตคอร์มตาย และมีการปนเป้ือนแบคทีเรียและราเกิดขึ้น
ในถงับรรจุอาหารเหลว (รูปที่ 27B) เน่ืองจากในช่วงเวลาที่ปิดเคร่ืองปรับอากาศนั้น ท าให้อุณหภูมิ
ภายในห้องเพาะเล้ียงสูงเกินไป  เป็นเหตุท  าให้เช้ือราและแบคทีเรียเจริญเติบโตได้ดี ดงันั้น การ
รักษาอุณหภูมิของห้องเพาะเล้ียงให้อยูใ่นช่วง 25 องศาเซลเซียส จึงมีความส าคญัต่อการเพาะเล้ียง
โปรโตคอร์มอยา่งมาก ที่นอกจากจะช่วยชะลอการเกิด Browning ในช้ินส่วนเพาะเล้ียงโปรโตคอร์ม
แลว้ยงัช่วยชะลอการเจริญของเช้ือราและแบคทีเรียในอาหารอีกดว้ย 

 ดังนั้น จึงมีการทดลองระบบการเพาะเล้ียงอีกคร้ังด้วยสภาวะเดียวกันกับคร้ังแรก โดย
ควบคุมอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสตลอดการเพาะเล้ียง พบวา่ เม่ือเพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ 
เน้ือเยื่อเพาะเล้ียงเร่ิมเกิดการปนเป้ือนราและแบคทีเรียและสังเกตพบว่าอาหารเหลวบางขวดไม่
สามารถดูดขึ้นได ้ เน่ืองจากซิลิโคนที่อุดตวัฝาเกิดการร่อนออกจากตวัฝาเน่ืองจากความร้อนจาก
หลอดไฟ ท าใหร้ะบบไม่เป็นสุญญากาศ และไม่ปลอดเช้ือ ดงันั้น จึงท าการแกไ้ขโดยเปล่ียนฝาปิด
ขวดปกติที่เจาะรูเป็นฝาแบบต่อหางปลา (ภาพที่26B) เพื่อป้องกนัการร่ัวซึมของอากาศและลดการ
ปนเป้ือนในระบบ 

 

 ภาพที่ 26 ลกัษณะฝาถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ชัว่คราวแบบ Twin jar A) แบบเจาะรู B) แบบต่อหาง
ปลา 
   

เม่ือเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มดว้ยระบบที่ประกอบโดยใชฝ้าแบบต่อหางปลาและเพาะเล้ียงใน
ห้องที่ท  าการปรับอุณหภูมิห้องที่ 25 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3 สัปดาห์ พบว่า โปรโตคอร์ม
เร่ิมมีราขาวเกิดขึ้น (รูปที่ 27C) ถึงแมว้่าจะมีการป้องกนัโดยการใชพ้าราฟิล์มพนับริเวณทุกขอ้ต่อ

A B 
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ต่างๆ ของสายซิลิโคน ท่อ ตวักรองและรอบฝาถงัจากในตูป้ลอดเช้ือก่อนน าออกมาเพาะเล้ียงแลว้ก็
ตาม ดงันั้น อาจเป็นไปไดว้า่ตวักรองอากาศนั้นมีความช้ืนสะสมอยู ่เน่ืองจากอาหารเหลวระเหยเขา้
ไปในตวักรองจึงเป็นเหตุใหเ้กิดเช้ือราเจริญเติบโตขึ้นในระบบการเพาะเล้ียงได ้จึงไดท้  าการเปล่ียน
ชุดฝาถังปฏิกรณ์ชีวภาพและตวักรองอากาศทั้งชุดทุก 2 สัปดาห์ เพื่อยืดระยะเวลาการเพาะเล้ียง 
พบวา่ สามารถเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มอยา่งต่อเน่ืองไดย้าวนานขึ้นถึง 2 เดือน  
 

 

 

 

ภาพที่ 27 การทดสอบระบบการเพาะเล้ียงโปรโตคออร์มกลว้ยไมด้ว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแช่
ชัว่คราวแบบ Twin jar A) การ Browning ของโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ B) ลกัษณะการ
ปนเป้ือนจากเช้ือราในถงัอาหาร C) ลกัษณะการปนเป้ือนจากราในถงัเพาะเล้ียง 
 

 2.3 การศึกษาการสะสมมวลชีวภาพของโปรโตคอร์มกล้วยไม้  D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ       

D. officinale ที่เพาะเลีย้งด้วยระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ช่ัวคราว 

 ศึกษาความสัมพันธ์ของการผลิตมวลชีวภาพและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของ                       
โปรโตคอร์มกลว้ยไมท้ั้งสองสายพนัธุด์ว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ชัว่คราวแบบ twin jar ที่จดัตั้ง
ขึ้นจากการทดลองก่อนหนา้ โดยเพาะเล้ียงโปรโตคอร์ม 5 กรัม (5% inoculum) ในอาหารเหลวสูตร 
1/2MS ที่เติมน ้ าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ปริมาณอาหาร 100 มิลลิลิตร ที่ความถ่ีการแช่ 1 นาที 
ทุก 4 ชั่วโมง อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสโดยให้แสงสว่าง 16 ชั่วโมงต่อวนั เม่ือเพาะเล้ียงเป็น
ระยะเวลา 10 สัปดาห์ พบว่าโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ มีการเพิ่มจ านวนมากขึ้น
ตามระยะเวลาการเพาะเล้ียง ดงัภาพที่ 28 และเร่ิมเกิดอาการ Browning เล็กน้อยในช่วงสัปดาห์ที่ 2 
และเพิม่มากขึ้นเร่ือยๆ ตามระยะเวลาการเพาะเล้ียง ทั้งน้ี การเกิด Browning เป็นปัญหาส าคญัของ
การเพาะเล้ียงกลว้ยไมใ้นหลอดทดลอง จากงานวิจยัหลายรายงาน พบว่า อาการ Browning นั้นเกิด
จากการสะสมของสารฟีนอลิกที่มากเกินไปท าให้เน้ือเยื่อเพาะเล้ียงสูญเสียความสามารถในการ
เจริญเติบโตและเกิดการตายในที่สุด และมีการน าเสนอแนวทางการแกไ้ขหลีกเล่ียงปัญหาการเกิด 
Browning อาทิ การเติมผงถ่านเพื่อดูดซับสารฟีนอลิกที่เป็นพิษต่อพืชหรือการเติมกรดแอสคอบิก

1 cm 

C 

1 cm 

A 

1 cm 

B 
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เพื่อลดการผลิตอนุมูลออกซิเจน เป็นตน้ (Rittirat et al., 2012); (Wattanapan et al., 2018) ส าหรับ
กรณีการเพาะเล้ียงพืชในระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพนั้นปัญหาการเกิด Browning อาจเกิดจากแรง
หมุนเวยีนของอาหารและช้ินส่วนพืชที่เพาะเล้ียงภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ท าให้ช้ินส่วนเกิดความ
เสียหาย และเกิดบาดแผลบนผิวพืชที่อาจเป็นอีกสาเหตุท าให้พืชเกิดการ Browning ได ้(Winarto et 
al., 2013)  ลกัษณะของการเกิด Browning แสดงดงัภาพที่ 30A จะเห็นว่าเกิดจากส่วนกลางของโปร
โตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ ซ่ึงเป็นเซลล์พืชพี่เล้ียง ที่อาจเป็นลักษณะเฉพาะของสายพนัธุ์
กลว้ยไมใ้นเขตร้อน ในขณะที่ในโปรโตคอร์ม D. officinale ไม่พบว่าเกิดปัญหา Browning แต่อยา่ง
ใด และจากการเพาะเล้ียงกลว้ยไม ้D. officinale ดงัภาพที่ 29 และ 30C พบว่าโปรโตคอร์มมีปริมาณ
เพิม่ขึ้นอยา่งรวดเร็วและมีการซีดของช้ินส่วนเพาะเล้ียงเพยีงเล็กนอ้ยหลงัการเพาะเล้ียง  

 เม่ือเปรียบเทียบปัญหาการเกิด Browning ในโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ ที่เพาะเล้ียง
ในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง ในการทดลองก่อนหน้าน้ีกบัการเพาะเล้ียงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่
ชัว่คราว พบวา่ การเพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิงมีอาการ Browning นอ้ยกวา่การเพาะเล้ียงใน
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชั่วคราว โดยมีการเร่ิม Browning ในสัปดาห์ที่ 2 เช่นเดียวกนั ซ่ึงอาจมี
สาเหตุมาจากการเพาะเล้ียงแบบตั้งน่ิงนั้น เน้ือเยือ่เพาะเล้ียงจมอยูใ่นอาหารเหลวตลอดเวลา มีการ
สมัผสัอากาศน้อยกว่าการเพาะเล้ียงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราวที่มีการให้อาหารและดึง
อาหารออกเป็นช่วงๆ (Cui et al., 2014) จึงอาจท าใหโ้ปรโตคอร์มเกิดการ oxidation ที่เน้ือเยือ่พืชท า
ใหเ้น้ือเยือ่เพาะเล้ียงเกิดการ Browning ขึ้นได ้ดงันั้นปัจจยัที่มีผลต่อการเพาะเล้ียงในระบบ TIS เช่น 
ระยะเวลาและความถ่ีในการแช่ ปริมาตรอาหาร จึงถูกน ามาใช้ลดการเกิด Browning ในการ
เพาะเล้ียง โปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ ดว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว และเพื่อ
ลดการ oxidation อาจตอ้งใชร้ะยะเวลาการแช่ที่นานกว่า 1 นาที ทุก 4 ชัว่โมง เพื่อให้พืชสัมผสักบั
อากาศนอ้ยลง 
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ภาพที่ 28 ลกัษณะของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’หลงัการเพาะเล้ียง10 สปัดาห์  
 (A) 0 สปัดาห์  (B) 2 สปัดาห์  (C) 4 สปัดาห์ (D) 6 สปัดาห์ (E) 8 สปัดาห์ (F) 10 สปัดาห์ 
 

                                       

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 29 ลกัษณะของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. officinale หลงัการเพาะเล้ียง10 สปัดาห์   
(A) 0 สปัดาห์  (B) 2 สปัดาห์  (C) 4 สปัดาห์ (D) 6 สปัดาห์ (E) 8 สปัดาห์ (F) 10 สปัดาห์ 

A B C 

D E 

1 cm 

F 

1 cm 

A B C 

D E F 
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ภาพที่ 30 ลกัษณะการ Browning ของโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวาย 

A) โปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ 2 สปัดาห์ 
B) โปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ 6 สปัดาห์ 

C) โปรโตคอร์ม D. officinale 
 จากภาพที่  31 แสดงกราฟการเจริญเติบโตและปริมาณน ้ าตาลรวมในอาหารของ                    
โปรโตคอร์มกลว้ยไมท้ั้งสองสายพนัธุ ์พบวา่ เม่ือเพาะเล้ียงเป็นเวลา 10 สัปดาห์ โปรโตคอร์มมีการ
เจริญเติบโตที่สอดคล้องกับการลดลงของปริมาณน ้ าตาลในอาหารเพาะเล้ียง และกล้วยไม ้            
D. officinale ยงัมีค่าสดัส่วนการเจริญเพิม่ขึ้นอยา่งรวดเร็วและยงัเพิม่ขึ้นอยา่งต่อเน่ืองและยงัไม่เขา้สู่ 
stationary phase แมว้่าจะเพาะเล้ียงยาวนานไปจนถึง 10 สัปดาห์แลว้ก็ตาม ซ่ึงสัมพนัธ์กบัปริมาณ
รวมของน ้ าตาลในอาหารที่ค่อยๆลดลง  แสดงถึงการที่โปรโตคอร์มมีการน าน ้ าตาลในอาหารไปใช้
ในการสะสมมวลชีวภาพและเพิม่จ  านวนโปรโตคอร์ม ซ่ึงน ้ าตาลซูโครสถือเป็นน ้ าตาลที่ให้ค่าการ
เจริญเติบโตในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พชืสูงที่สุด (Murthy et al., 2014) ที่สปัดาห์ที่ 10 ปริมาณน ้ าตาล
รวมค่อยๆ ลดลงและสอดคลอ้งกบัค่าสดัส่วนการเจริญที่เพิม่มากขึ้น เม่ือพจิารณาจากค่าสดัส่วนการ
เจริญในช่วง log phase ต่อเวลา พบว่ามีสัดส่วนการเจริญเพิ่มขึ้ น 1 เท่าต่อสัปดาห์ ส าหรับ
ความสมัพนัธข์องสดัส่วนค่าการเจริญและการใชน้ ้ าตาลของ D. Sonia ‘Jo Daeng’ พบว่า มีปริมาณ
น ้ าตาลรวมลดลงในช่วงสปัดาห์ที่ 0 ถึง 10 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการเพิ่มขึ้นของสัดส่วนการเจริญที่เพิ่ม
มากขึ้นแบบทวีคูณไปจนถึงสัปดาห์ที่ 10 และยงัไม่เขา้สู่ stationary phase แสดงให้เห็นว่าโปรโต
คอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ ยงัสามารถเจริญต่อไปไดอี้กเช่นเดียวกบั D. officinale เม่ือพิจารณาจาก
ค่าสัดส่วนการเจริญในช่วง log phase ต่อเวลาของ D. Sonia ‘Jo Daeng’ พบว่า มีสัดส่วนการเจริญ
เพิม่ขึ้น 0.42 เท่าต่อสปัดาห์ ซ่ึงต  ่ากว่าสัดส่วนการเจริญของ D. officinale ซ่ึงบ่งช้ีว่า D. officinale มี
การเพิม่ขึ้นของมวลชีวภาพที่สูงกวา่ D. Sonia ‘Jo Daeng’ และเม่ือพจิารณาเปรียบเทียบการเพิ่มมวล
ชีวภาพของกล้วยไมท้ั้งสองชนิดในระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชั่วคราวกับการเพาะเล้ียงใน
อาหารเหลวแบบตั้งน่ิงที่ไดมี้การศึกษาก่อนหน้าน้ี พบว่าโปรโตคอร์มที่เพาะเล้ียงมีการเจริญเขา้สู่
ช่วงระยะคงที่ชา้กว่าการเพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง ทั้งน้ีอาจเกิดจากระบบการเพาะเล้ียง

A B C 
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แบบแช่ชัว่คราวของถังปฏิกรณ์ที่ตั้งเวลาความถ่ีการให้อาหาร ท าให้ช้ินส่วนเพาะเล้ียงสัมผสักับ
อาหารน้อยกว่าการเพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิงที่ช้ินส่วนเพาะเล้ียงมีการสัมผสักบัอาหาร
ตลอดเวลา ท าให้การเพาะเล้ียงแบบตั้งน่ิงโปรโตคอร์มจะเขา้สู่สภาวะคงที่ก่อนการเพาะเล้ียงแบบ
แช่ชัว่คราว ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราวท า
ใหพ้ชืเจริญเติบโตในช่วงระยะเวลาที่ยาวกวา่และเขา้สู่ช่วงระยะคงที่ชา้กว่าการเพาะเล้ียงแบบตั้งน่ิง 
เม่ือเปรียบเทียบปริมาณน ้ าตาลรวมที่ลดลง พบว่า ใน D. Sonia ‘Jo Daeng’ มีการใช้น ้ าตาลใน
อาหารนอ้ย เน่ืองมาจากพืชมีการ Browning เกิดขึ้นซ่ึงเป็นลกัษณะเฉพาะของสายพนัธุ์ ท  าให้พืชมี
การตายบางส่วนท าใหใ้ชน้ าตาลนอ้ยและเจริญเติบโตชา้กวา่ D. officinale 

 สรุปไดว้า่ จากการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมท้ั้ง 2 ชนิดในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่
ชัว่คราว (twin jar) พบวา่สดัส่วนการเจริญของกลว้ยไมท้ั้ง 2 ชนิดยงัเพิ่มขึ้นเร่ือยๆ แมว้่าจะเล้ียงไป
ถึง 10 สัปดาห์แล้วก็ตาม แสดงให้เห็นว่าโปรโตคอร์มยงัสามารถเจริญต่อไปไดอี้ก ดงันั้นควรจะ
พิจารณาเพาะเล้ียงในระยะเวลาที่ยาวนานขึ้น เพื่อจะได้ทราบถึงพฤติกรรมการใช้น ้ าตาลและ
ช่วงเวลาเขา้สู่ระยะคงที่ของโปรโตคอร์มทั้ง 2 ชนิด และจากค่าสัดส่วนการเจริญที่เพิ่มขึ้นในช่วง 
log phase ต่อเวลาของกลว้ยไมท้ั้ง 2 ชนิด พบวา่การเพิ่มขึ้นของค่าสัดส่วนการเจริญอยูใ่นช่วง 0.60 
ถึง 1.25 เท่าต่อเวลา โดย D. officinale มีค่าสัดส่วนการเจริญต่อเวลาในช่วง log phase สูงกว่า D. 
Sonia ‘Jo Daeng’ จึงยนืยนัผลไดว้่า การเพาะเล้ียงโปรโตคอร์ม D. officinale ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ
ให้มวลชีวภาพที่สูงกว่า D. Sonia ‘Jo Daeng’ เม่ือเพาะเล้ียงในสภาวะและช่วงเวลาเดียวกัน 
เช่นเดียวกบัการเพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง 
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ภาพที่ 31 กราฟแสดงการเจริญเติบโตและปริมาณน ้ าตาลรวมในอาหารของโปรโตคอร์มกลว้ยไม้
สกุลหวาย  D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale หลงัการเพาะเล้ียงในระบบ TIS แบบ Twin jar 
10 สปัดาห์  
 

 จากกราฟแสดงความสัมพนัธ์ของปริมาณน ้ าตาลรวมและปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ในอาหาร
ของโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวาย  D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale หลงัการเพาะเล้ียงใน
ระบบ TIS แบบ Twin jar เป็นระยะเวลา 10 สัปดาห์ (ภาพที่ 32) พบว่า เม่ือปริมาณรวมของน ้ าตาล
ลดลง ปริมาณน ้ าตาล reducing เพิม่มากขึ้นในช่วงสปัดาห์ที่ 0 ถึง 6 เน่ืองจากน ้ าตาลซูโครสที่ใชเ้ป็น
แหล่งคาร์บอนที่เป็นน ้ าตาลโมเลกุลคู่ถูกท าให้แตกตวัเป็นน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว เช่น น ้ าตาลกลูโคส
และฟรักโทส โดยความเป็นกรดในอาหารเหลวที่มากขึ้นที่เกิดจากการที่พืชใชไ้นเตรตในอาหารท า
ใหแ้อมโมเนียเหลืออยูใ่นอาหารมากกวา่ อาหารจึงมีค่า pH เป็นกรดมากขึ้น ซ่ึงเป็นสาเหตุใหน้ ้ าตาล
แตกตวั (Cui et al., 2014) และหลังจากสัปดาห์ที่ 6 ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมลดลงเช่นเดียวกับ
ปริมาณน ้ าตาลรวมที่ลดลงเน่ืองจากพชืเร่ิมเอาน ้ าตาลไปใชเ้พือ่การเจริญเติบโด  
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ภาพที่ 32 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ของปริมาณน ้ าตาลรวมและปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ในอาหาร
เพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวายหลงัการเพาะเล้ียงในระบบ TIS 10 สปัดาห์ 
A) D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ B) D. officinale 
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ตารางที่ 6 ค่าน ้ าหนกัสด น ้ าหนกัแหง้และสดัส่วนการเจริญเติบโตของโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุล
หวายที่เพาะเล้ียงในระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว (TIS culture) หลงัการเพาะเล้ียงเป็น
เวลา 10สปัดาห์ 

ค่าการ
เจริญเติบโต 

สายพันธ์ุ 
ระยะเวลาการเพาะเลีย้ง (สัปดาห์) 

0 2 4 6 8 10 

 
ค่าน ้ าหนกัสด 

(g) 
 

D. Sonia 
‘Jo Daeng’ 

5.023 ± 
0.006b 

5.722 ± 
0.542b 

6.923 ± 
0.175ab 

7.855 ± 
2.435ab 

9.738 ± 
1.300a  

10.744 ± 
1.152a 

D. 
officinale 

5.016 ± 
0.004d 

5.336 ± 
0.213d 

6.052 ± 
0.234d 

8.955 ± 
0.256c 

10.586 ± 
1.028b 

16.469 ± 
0.132a  

ค่าน ้ าหนกั
แหง้ 
(g) 

D. Sonia 
‘Jo Daeng’ 

0.146 ± 
0.009c 

0.537 ± 
0.865b 

0.647 ± 
0.019bc 

0.781 ± 
0.198abc 

0.990 ± 
0.147ab 

1.052 ± 
0.131a 

D. 
officinale 

0.145 ± 
0.008e 

0.384 ± 
0.050de 

0.674 ± 
0.075cd 

0.975 ± 
0.143ab 

1.251 ± 
0.171b 

1.773 ± 
0.016a 

ค่าสดัส่วน
การเจริญ 

D. Sonia 
‘Jo Daeng’ 

- 
2.677 ± 
0.592b 

3.434 ± 
0.131bc  

4.350 ± 
1.356abc 

5.783 ± 
1.010ab 

6.202 ± 
0.894a 

D. 
officinale 

- 
1.651 ± 
0.344d 

3.656 ± 
0.518cd 

5.735 ± 
0.985bc 

7.640 ± 
1.181b 

11.238 ± 
0.108a 

*หมายถึง ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n=2)  
ตวัอกัษรที่ต่างกนัในแถวเดียวกนั หมายถึง มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) 
- หมายถึง ไม่มีการเก็บพชืตวัอยา่ง 
 จากขอ้มูลตารางที่ 6  แสดงค่าน ้ าหนักสด น ้ าหนักแห้งและสัดส่วนการเจริญเติบโตของ      
โปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวายทั้งสองชนิดที่เพาะเล้ียงในระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 
เป็นเวลา 10 สัปดาห์ พบว่าโปรโตคอร์มทั้ง 2 สายพนัธุ์มีค่าการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นตามระยะเวลา
การเพาะเล้ียงอยา่งมีนัยส าคญั เม่ือเปรียบเทียบค่าสัดส่วนการเจริญที่ 4 สัปดาห์พบว่า D. officinale 
มีค่าสัดส่วนการเจริญ 3.656 ซ่ึงมากกว่า D. Sonia ‘Jo Daeng’  ที่มีสัดส่วนการเจริญ 3.434 ดงันั้น 
เม่ือเปรียบเทียบการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มในถงัปฎิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราวและการเพาะเล้ียง
ในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง พบว่า D. officinale เจริญเติบโตไดเ้ร็วกว่า D. Sonia ‘Jo Daeng’ เม่ือ
เพาะเล้ียงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชั่วคราว และ D. Sonia ‘Jo Daeng’ เจริญได้ดีกว่าในการ
เพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง 
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ตารางที่ 7 ค่า pH และค่าการน าไฟฟ้าของโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวายที่เพาะเล้ียงในระบบถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว (TIS culture) หลงัการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 10 สปัดาห์  
ค่า pH และ
ค่าการน า
ไฟฟ้า 

สายพันธ์ุ 
ระยะเวลาการเพาะเลีย้ง (สัปดาห์) 

0 2 4 6 8 10 

 
ค่า pH 

 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

5.62 ± 
0.000 

3.36 ± 
0.350 

3.44 ± 
0.050 

3.85 ± 
0.210 

4.76 ± 
0.453 

4.23 ± 
0.170 

D. officinale 
5.62 ± 
0.000 

3.90 ± 
0.407 

4.07 ± 
0.064 

4.77 ± 
1.068 

5.20 ± 
1.103 

5.94 ± 
0.000 

ค่าการน า
ไฟฟ้า 
mS/cm 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

2.190 ± 
0.000   

1.662 ± 
0.135 

1.406 ± 
0.279  

1.196 ± 
0.260 

0.926 ± 
0.094 

0.784 ± 
0.095 

D. officinale 
2.190 ± 
0.000 

1.594 ± 
0.076 

1.509 ± 
0.309  

0.906 ± 
0.088 

0.703 ± 
0.029  

0.217 ± 
0.008 

*หมายถึง ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n=2)  
 จากตารางที่ 6 เม่ือวดัค่า pH และค่าการน าไฟฟ้า พบว่า ค่าการน าไฟฟ้าของอาหารเหลวที่
เพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมท้ั้ง 2 สายพนัธุล์ดลง เม่ือเวลาผา่นไป แสดงใหเ้ห็นถึงการสะสมมวล
ชีวภาพของโปรโตคอร์มที่เพิ่มขึ้น  เน่ืองจากโปรโตคอร์มมีการน าไนเตรทไอออนของสารอาหาร
ไปใชใ้นการเจริญเติบโตท าใหเ้กลือไนเตรทในอาหารเพาะเล้ียงลดลงส่งผลใหค้่าการน าไฟฟ้าลดลง  
มีรายงานวา่ค่าการน าไฟฟ้าสะทอ้นใหเ้ห็นถึงการดูดซึมสารอาหารโดยพืช จึงถูกใชเ้ป็นวิธีทางออ้ม
ในการศึกษาการเจริญเติบโตของพืช (Ryu et al., 1990) จากผลการทดลองในสัปดาห์ที่ 6 กลับ
พบวา่อาหารเพาะเล้ียงมีค่าการน าไฟฟ้าเพิ่มขึ้น อนัอาจเน่ืองจากเน้ือเยือ่เพาะเล้ียงมีการตายเกิดขึ้น
และไม่สามารถดูดธาตุอาหารไปใชไ้ดจึ้งท าใหค้่าการน าไฟฟ้าไม่ลดลง และจากการตายของเน้ือเยือ่
เพาะเล้ียงน้ี ท  าใหช้ิ้นส่วนเพาะเล้ียงดงักล่าวอาจปลดปล่อยสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพบางชนิดลงใน
อาหารเพาะเล้ียง จึงส่งผลท าใหค้่าการน าไฟฟ้าเพิม่ขึ้น และเม่ือท าการวดัค่าความเป็นกรดด่าง (pH) 
ซ่ึงแสดงถึงความสมดุลของไนเตรตและแอมโมเนียมในอาหาร หลงัการเพาะเล้ียง 10 สปัดาห์ พบว่า 
ค่า pH ในอาหารของกลว้ยไมท้ั้งสองสายพนัธุ์มีค่าลดต ่าลงจากค่า pH เร่ิมตน้ 5.62 แสดงให้เห็นว่า
โปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวายทั้ง 2 สายพนัธุ์มีการดึงไนเตรตไปใช ้ในช่วงสัปดาห์ที่ 0 ถึง 2 ท า
ใหป้ระจุบวกของแอมโมเนียมมีมากจึงท าใหค้่า pH มีค่าลดต ่าลง ต่อมาในสัปดาห์ที่ 4 ถึง 10 ค่า pH 
กลับมาสูงขึ้นเน่ืองจากพืชเร่ิมดึงประจุของแอมโมเนียมไปใช้ท  าให้ประจุลบของไนเตรตมีค่า
มากกวา่ ค่า pH จึงเพิม่มากขึ้น ซ่ึงสอดคลอ้งกบัค่าการเจริญเติบโตของโปรโตคอร์มกลว้ยไมท้ี่มีการ
เจริญขึ้นเร่ือยๆ 
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3. วิเคราะห์ปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและทดสอบฤทธ์ิในการต้านออกซิเดชันของสารสกัด
จากโปรโตคอร์ม กล้วยไม้ที่ผลิตได้จากการเพาะเลีย้งด้วยระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ช่ัวคราว 
 3.1 วิเคราะห์ปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากการศึกษาการสะสมมวลชีวภาพของ          

โปรโตคอร์มกล้วยไม้  D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale 

 จากการน าโปรโตคอร์มกลว้ยไมม้าเพาะเล้ียงในระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ชัว่คราวแบบ 
Twin jar เป็นระยะเวลา 10 สัปดาห์ โปรโตคอร์มที่ไดจ้ากการทดลองก่อนหน้าแต่ละช่วงเวลาถูก
น ามาสกดัเพือ่วเิคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ซ่ึงขอ้มูลถูกแสดงดงัตารางที่ 8 

ตารางที่ 8 การสะสมของชีวมวลและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวาย     
D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชั่วคราว 10 
สปัดาห์ 

ชีวมวล/สารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ 

สายพันธ์ุ 
ระยะเวลาการเพาะเลีย้ง (สัปดาห์) 

0 2 4 6 8 10 

น ้าหนกัแห้ง 
(g/batch culture) 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

0.146 ± 
0.009c 

0.537 ± 
0.865b 

0.647 ± 
0.019bc 

0.781 ± 
0.198abc 

0.990 ± 
0.147ab 

1.052 ± 
0.131a 

D. officinale 
0.145 ± 
0.008e 

0.384 ± 
0.050de 

0.674 ± 
0.075cd 

0.975 ± 
0.143ab 

1.251 ± 
0.171b 

1.773 ± 
0.016a 

ปริมาณฟลาโวนอยด ์
(mg/batch culture) 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

2.957 ± 
1.005c 

19.228 ± 
1.981b 

22.716 ± 
3.972b 

21.831 ± 
4.383b 

30.332 ± 
6.719b 

45.975 ± 
3.634a 

D. officinale 
3.351 ± 
0.867c 

7.566 ± 
5.080c 

26.062 ± 
0.223b 

28.975 ± 
7.994b 

54.426 ± 
1.958a 

59.997 ± 
6.886a 

ปริมาณฟีนอลิก 
(mg/batch culture) 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

2.8586 ± 
1.185d 

15.749 ± 
0.281c 

20.345 ± 
0.126bc 

20.932 ± 
4.086bc 

28.802 ± 
5.710b 

47.110 ± 
0.843a 

D. officinale 
2.394 ± 
1.287b 

6.556 ± 
4.913b 

13.128 ± 
3.445b 

39.152 ± 
3.942a 

33.932 ± 
3.122a 

45.875 ± 
8.120a 

ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด ์
(mg/g DW) 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

8.865 ± 
0.956b 

52.059 ± 
17.378a 

77.301 ± 
8.712a 

61.517 ± 
14.970a 

17.718 ± 
2.131b 

9.423 ± 
0.471b 

D. officinale 
0.347 ± 
0.004c 

1.777 ± 
0.033c 

5.436 ± 
2.758bc 

8.940 ± 
2.356b 

9.026 ± 
0.174b 

15.367 ± 
0.518a 

*หมายถึง ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n=2)  
ตวัอกัษรที่ต่างกนัในแถวเดียวกนั หมายถึง มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) 
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 จากผลการวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์ของโปรโตคอร์มกล้วยไม้ D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ และ D. officinale พบวา่ D. Sonia ‘Jo Daeng’ มีปริมาณฟลาโวนอยด์สอดคลอ้งกบัน ้ าหนัก
แหง้ โดยมีปริมาณสูงที่สุดที่สปัดาห์ที่ 10 เท่ากบั 45.975 ± 3.634 มิลลิกรัม/ขวด และ D. officinale มี
ปริมาณฟลาโวนอยดสู์งที่สุดที่สปัดาห์ที่ 10 ของการเพาะเล้ียงเท่ากบั 59.997 ± 6.886 มิลลิกรัม/ขวด 
โดยการวเิคราะห์หา ปริมาณฟลาโวนอยด ์ทดสอบดว้ยวธีิ Aluminum chloride method 

 และเม่ือวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลิกดว้ยวิธี Folin-Ciocalteu assay พบว่า D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ มีปริมาณฟีนอลิกสูงสุดที่สัปดาห์ที่ 10 เท่ากับ 47.110± 0.843 มิลลิกรัม/ขวด และ D. 
officinale มีปริมาณฟีนอลิกสูงที่สุดที่สัปดาห์ที่ 10 เท่ากบั 45.875 ± 8.120 มิลลิกรัม/ขวด โดยมี
ปริมาณฟีนอลิกที่สปัดาห์ที่ 6 และ 8 ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั 

 การวิเคราะห์หาปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ พบว่า โปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ 
เพิม่ขึ้นอยา่งมีนยัส าคญัในช่วงสปัดาห์ที่ 2 ถึง 6 และเร่ิมมีปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ลดลงในสัปดาห์
ที่ 8 ถึง 10โดยมีปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์สุดที่สัปดาห์ที่ 6 เท่ากบั 77.301 ± 8.712 มิลลิกรัม/กรัม
น ้ าหนักแห้งและ D. officinale มีการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์เพิ่มขึ้นตามระยะเวลาการเพาะเล้ียงซ่ึงมี
ปริมาณพอลิแซ็กคาไรดสู์งที่สุดในสปัดาห์ที่ 10 เท่ากบั 15.367 ± 0.518 มิลลิกรัม/กรัมน ้ าหนกัแหง้  

 สรุปไดว้่า การเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมท้ั้ง 2 ชนิด ดว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ
แบบแช่ชัว่คราวที่ติดตั้งขึ้น ช่วยให้พืชผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพไดม้ากขึ้นมีโดยให้ปริมาณ
สารฟีนอลิก ฟลาโวนอยดแ์ละพอลิแซ็กคาไรดสู์งที่สุดในสปัดาห์ที่ 10 ของการเพาะเล้ียง ซ่ึงโปรโต
คอร์มกลว้ยไมท้ั้ง 2 ชนิดยงัไม่เขา้สู้ช่วงระยะคงที่อาจตอ้งใชร้ะยะเวลาการเพาะเล้ียงที่มากกว่า 10 
สปัดาห์เพือ่สรุปผลการศึกษาน้ี 
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ภาพที่ 33 กราฟเปรียบเทียบปริมาณฟีนอลิกในโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale 
ที่เพาะเล้ียงดว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 10 สปัดาห์ 
  

จากภาพที่ 33 แสดงกราฟเปรียบเทียบปริมาณฟีนอลิกในโปรโตคอร์ม  D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงดว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว เป็นระยะเวลา 
10 สปัดาห์ พบว่า D. Sonia ‘Jo Daeng’ มีปริมาณฟีนอลิกสูงกว่า D. officinale ในช่วงสัปดาห์ที่ 0 2 
และ 4 และพบวา่ ปริมาณฟีนอลิกสูงสุดไดรั้บจากสัปดาห์ที่ 10 ของการเพาะเล้ียง ในขณะเดียวกนั 
D. officinale หลงัจากสปัดาห์ที่ 4 จึงใหป้ริมาณฟีนอลิกมากกวา่ เน่ืองจากโปรโตคอร์มเจริญเติบโต
ตามระยะเวลาการเพาะเล้ียงท าใหส้ามารถผลิตสารฟีนอลิกไดอ้ยา่งต่อเน่ือง จนเน้ือเยือ่เพาะเล้ียงจะ
เขา้สู่ช่วงระยะคงที่ของพืช ซ่ึงจากงานวิจยั (Obsuwan et al., 2019) รายงานว่า อายขุองกลว้ยไมใ้น
ธรรมชาติที่น ามาสกัดมีผลต่อการผลิตฟีนอลิกโดยกลว้ยไม้ที่มีอาย ุ1 ปี จะมีการผลิตฟีนอลิกจาก
ส่วนต่างๆของพชืนอ้ยกวา่กลว้ยไมท้ี่มีอาย ุ4 ปี 
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ภาพที่ 34 กราฟเปรียบเทียบปริมาณฟลาโวนอยดใ์นโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. 
officinale ที่เพาะเล้ียงดว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 10 สปัดาห์ 
  

จากภาพที่ 34 แสดงถึงกราฟการเปรียบเทียบปริมาณฟลาโวนอยดใ์นโปรโตคอร์ม D. Sonia 
‘Jo Daeng’ และ D. officinale พบว่า โปรโตคอร์ม D. officinale มีปริมาณฟลาโวนอยด์เพิ่มขึ้นเป็น
ทวคูีณในช่วงสปัดาห์ที่ 4 ถึง 10 ซ่ึงสูงกวา่ D. Sonia ‘Jo Daeng’ เน่ืองจากโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ เร่ิมเกิดการ Browning ท าให้การผลิตฟลาโวนอยด์เกิดขึ้นได้น้อยกว่า D. officinale 
สอดคลอ้งกบัผลการทดลองที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิงก่อนหน้าน้ีที่พบว่า D. officinale  
ใหป้ริมาณฟลาโวนอยดม์ากกวา่ใน D. Sonia ‘Jo Daeng’ และพบวา่ ระยะเวลาการเพาะเล้ียงมีผลต่อ
การเพิม่ขึ้นของปริมาณฟลาโวนอยดอ์ยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
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ภาพที่ 35 กราฟเปรียบเทียบปริมาณพอลิแซ็กคาไรดใ์นโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. 
officinale ที่เพาะเล้ียงดว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 10 สปัดาห์  
 

 จากภาพที่ 35 แสดงขอ้มูลการวิเคราะห์ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ในโปรโตคอร์ม D. Sonia 
‘Jo Daeng’ และ D. officinale  เม่ือเปรียบเทียบกนัพบว่า โปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ ให้
ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์มากกว่าโปรโตคอร์ม D. officinale โดย D. Sonia ‘Jo Daeng’ มีปริมาณ    
พอลิแซ็กคาไรด์ที่มากที่สุดในสัปดาห์ที่ 4 ในขณะที่ D. officinale มีการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์มาก
ที่สุดที่ในสปัดาห์ที่ 10 และเม่ือเปรียบเทียบการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ พบว่า D. Sonia ‘Jo Daeng’ มี
การผลิต พอลิแซ็กคาไรดม์ากกวา่ D. officinale  

 มีหลายงานวจิยัที่รายงานวา่ D. officinale เป็นพชืสมุนไพรที่ใชรั้กษาโรคอยา่งกวา้งขวางใน
ยาต ารับจีนและเป็นวตัถุดิบที่ไดรั้บความนิยมน ามาศึกษาการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ (Yuan et al., 
2014); (Guo et al., 2011) จากการวเิคราะห์เปรียบเทียบปริมาณสารพอลิแซ็กคาไรด์ แสดงให้เห็นว่า 
D. Sonia ‘Jo Daeng’ มีสารพอลิแซ็กคาไรด์ที่มากกว่า D. officinale  หลายเท่า ดงันั้น D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ จึงเป็นวตัถุดิบทางเลือกใหม่ที่สามารถใช้ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ปริมาณมากได้ดีกว่า           
D. officinale  และเป็นการเพิม่มูลค่าใหก้ลว้ยไมส้ายพนัธุไ์ทยอีกดว้ย 
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3.2 วิเคราะห์ทดสอบฤทธ์ิในการต้านออกซิเดชันจากการศึกษาการสะสมมวลชีวภาพของโปรโต

คอร์มกล้วยไม้  D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale 

 ตารางที่ 9 แสดงผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของโปรโตคอร์ม  D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงดว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราวเป็นระยะเวลา 
10 สัปดาห์ ดว้ยวิธี DPPH assay แสดงผลในรูปของค่าการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ (% inhibition) และ
ปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระ (mg /batch culture) และเปรียบเทียบกบัวิธี FRAP assay ซ่ึงแสดงผล
ในรูปของปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระ (mg/batch culture)   

ตารางที่ 9 การสะสมของมวลชีวภาพและการทดสอบสารตา้นอนุมูลอิสระในโปรโตคอร์มกลว้ยไม้
สกุลหวาย D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร ½MS และเติม
น ้ าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร 

ชีวมวล/สารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ 

สายพันธ์ุ 
ระยะเวลาการเพาะเลีย้ง (สัปดาห์) 

0 2 4 6 8 10 

น ้าหนกัแห้ง 
(g/batch culture) 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

0.146 ± 
0.009c 

0.537 ± 
0.865b 

0.647 ± 
0.019bc 

0.781 ± 
0.198abc 

0.990 ± 
0.147ab 

1.052 ± 
0.131a 

D. officinale 
0.145 ± 
0.008e 

0.384 ± 
0.050de 

0.674 ± 
0.075cd 

0.975 ± 
0.143ab 

1.251 ± 
0.171b 

1.773 ± 
0.016a 

ปริมาณสารตา้นอนุมูล
อิสระ DPPH 

(mg/batch culture) 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

0.392 ± 
0.098c 

2.383 ± 
0.197bc 

3.198 ± 
0.081ab 

2.773± 
1.156bc 

4.450± 
1.196ab 

5.568± 
0.530a 

D. officinale 
0.375 ± 
0.144c 

0.984 ± 
0.635c 

2.659± 
0.723bc 

5.380± 
0.646a 

5.275± 
0.050a 

4.978± 
0.863ab 

%Inhibition สารตา้นอนุมูล
อิสระ DPPH 

 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

63.125 ± 
5.525a 

66.407 ± 
5.082a 

68.125 
±0.000a 

67.188 ± 
9.280a 

59.005 ± 
4.351a 

68.531 ± 
0.574a 

D. officinale 
60.782 ± 
5.525ab 

45.938 ± 
12.816ab 

51.876 ± 
5.745ab 

73.594 ± 
5.082a 

56.563 ± 
5.745ab 

36.074± 
6.565b 

ปริมาณสารตา้นอนุมูล
อิสระ FRAP 

(mg/batch culture) 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

2.847 ± 
1.341c 

17.009 ± 
0.194bc 

22.476 ± 
1.819b 

22.117± 
6.344b 

32.231± 
6.066b 

47.949± 
4.630a 

D. officinale 
2.076± 
1.129c 

5.101 ± 
4.275c 

10.916± 
0.236c 

32.317± 
1.882ab 

25.741± 
2.123b 

43.740± 
6.728a 

*หมายถึง ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n=3)  
ตวัอกัษรที่ต่างกนัในแถวเดียวกนั หมายถึง มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) 
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 จากการทดสอบสารตา้นอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay พบว่า สารสกัดโปรโตคอร์
มกล้วยไม้ทั้ งสองชนิดมีแนวโน้มให้ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระเพิ่มขึ้ นตามระยะเวลาการ
เพาะเล้ียงที่มากขึ้น โดย D. Sonia ‘Jo Daeng’ ให้ปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระสูงที่สุดในสัปดาห์ที่ 
10 เท่ากบั 5.568±0.530 มิลลิกรัม/ขวด และ D. officinale ใหป้ริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระสูงที่สุดใน
สัปดาห์ที่ 6 เท่ากบั 5.380 ± 0.646 มิลลิกรัม/ขวด ซ่ึงสอดคล้องกบัน ้ าหนักแห้ง และเม่ือดูจากค่า 
%inhibition พบวา่ ค่า %inhibition ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั  

จากการทดสอบปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP assay พบว่าสารสกัด                  
โปรโตคอร์มกลว้ยไมท้ั้งสองชนิดมีแนวโนม้ใหป้ริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระเพิ่มขึ้นตามระยะเวลา
การเพาะเล้ียงที่มากขึ้ น เช่นเดียวกับซ่ึงสอดคล้องกับการทดสอบด้วยวิธี DPPH assay โดย                          
D. Sonia ‘Jo Daeng’ ใหป้ริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระมากที่สุดที่สปัดาห์ที่ 10 เท่ากบั 47.949± 4.630 
มิลลิกรัม/ขวด ในขณะที่ D. officinale ให้ปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระสูงที่สุดในสัปดาห์ที่ 10 
เท่ากบั 43.740± 6.728 มิลลิกรัม/ขวด เช่นเดียวกนั 

  

ภาพที่ 36 กราฟเปรียบเทียบปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ FRAP ในโปรโตคอร์ม D. Sonia 
‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงดว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 10 สปัดาห์ 
  

จากกราฟในภาพที่ 36 แสดงผลการเปรียบเทียบของปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระด้วยวิธี 
FRAP พบว่า ปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระในช่วงสัปดาห์ที่ 0 ถึง 4 ที่ผลิตจากโปรโตคอร์มของ                      
D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale มีแนวโนม้เพิม่ขึ้นอยา่งต่อเน่ืองตามระยะเวลาการเพาะเล้ียง
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ที่มากขึ้น และโปรโตคอร์มของ D. Sonia ‘Jo Daeng’ มีปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระมากกว่า              
โปรโตคอร์มของ D. officinale โดยมีค่าปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระสูงที่สุดในสปัดาห์ที่ 10 ซ่ึงเม่ือ
พจิารณาจากค่าปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระ พบวา่ มีค่าสอดคลอ้งกบัปริมาณฟีนอลิกที่ไดก้ล่าวไป
ก่อนหนา้น้ี 

 

ภาพที่  37 กราฟเปรียบเทียบปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ในโปรโตคอร์ม                
D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงดว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 10 
สปัดาห์ 

 

ภาพที่ 38 กราฟเปรียบเทียบเปอร์เซ็นการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH ในโปรโตคอร์ม D. Sonia 
‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงดว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 10 สปัดาห์ 
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 จากภาพที่ 37 แสดงกราฟเปรียบเทียบปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ใน        
โปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale พบว่า ช่วงสัปดาห์ที่ 0 ถึง 4 D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ ให้ปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระมากกว่า  D. officinale และหลงัจาก 4 สัปดาห์ของการ
เพาะเล้ียง D. officinale ให้ปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระมากกว่า  เน่ืองจากโปรโตคอร์มของ  D. 
Sonia ‘Jo Daeng’ เกิดอาการ Browning และมีการตายเกิดขึ้น ท าให้ปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระ
น้อยลงตามน ้ าหนักพืชที่น้อยลงจากการตาย และเม่ือเปรียบเทียบเปอร์เซ็นการตา้นอนุมูลอิสระที่
วเิคราะห์ดว้ยวิธี DPPH  ตลอดการเพาะเล้ียง 10 สัปดาห์ (ภาพที่ 38) พบว่า D. Sonia ‘Jo Daeng’ มี
แนวโนม้ใหค้่าเปอร์เซ็นตก์ารตา้นอนุมูลอิสระที่มากกว่า D. officinale ยกเวน้ช่วงสัปดาห์ที่ 6 ของ
การเพาะเล้ียง ที่พบว่า โปรโตคอร์มของ D. officinale จะให้เปอร์เซ็นต์การตา้นอนุมูลอิสระที่
มากกว่า D. Sonia ‘Jo Daeng’ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัปริมาณฟีนอลิกที่ศึกษาทดลองมาก่อนหน้าน้ี และ
พบฟีนอลิกปริมาณมากใน D. Sonia ‘Jo Daeng’ ผลการทดลองน้ียงัสอดคลอ้งกบังานวิจยัที่รายงาน
วา่ผลของฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระจะสมัพนัธก์บัปริมาณฟีนอลิกถา้ปริมาณฟีนอลิกมากสารตา้นอนุมูล
อิสระก็จะมากขึ้นดว้ย (Obsuwan et al., 2019) 
 

 3.3 วิเคราะห์ฤทธ์ิในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสจากการศึกษาการสะสมมวลชีวภาพของ    
โปรโตคอร์มกล้วยไม้  D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale 

 เอนไซมไ์ทโรซิเนสมีบทบาทส าคญัในการสร้างเมลานินและการเปล่ียน L-tyrosine ไป
เป็นDOPA และออกซิไดซ์ DOPA เป็นโดปาโครม ซ่ึงกระตุน้การผลิตเม็ดสีผิวเมลานิล ตารางที่ 10 
แสดงผลการทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ 
และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงด้วยระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชั่วคราวเป็นระยะเวลา 10 
สปัดาห์ดว้ยวิธี Dopachrome method โดยในการทดลองน้ีใช ้L-tyrosine เป็นสารตั้งตน้ในปฏิกิริยา 
แสดงในรูปของค่าเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (% tyrosinase inhibition) และปริมาณ
สารยบัย ั้งไทโรซิเนส (mg /batch culture)    
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ตารางที่ 10 การสะสมของมวลชีวภาพและการทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสใน                  
โปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวาย D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลว
สูตร ½MS ที่เติมน ้ าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร 

ชีวมวล/สารออกฤทธ์ิ
ทางชีวภาพ 

สายพันธ์ุ 
ระยะเวลาการเพาะเลีย้ง (สัปดาห์) 

0 2 4 6 8 10 

น ้ าหนกัแหง้ 
(g/batch culture) 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

0.146 ± 
0.009c 

0.537 ± 
0.865b 

0.647 ± 
0.019bc 

0.781 ± 
0.198abc 

0.990 ± 
0.147ab 

1.052 ± 
0.131a 

D. officinale 
0.145 ± 
0.008e 

0.384 ± 
0.050de 

0.674 ± 
0.075cd 

0.975 ± 
0.143ab 

1.251 ± 
0.171b 

1.773 ± 
0.016a 

% การยบัย ั้งเอนไซม ์ 
ไทโรซิเนส 

 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

13.661 ± 
2.652bc 

33.05 ± 
0.285a 

29.665 
±0.474a 

23.304 ± 
1.136abc 

24.732 ± 
6.187abc 

12.411 ± 
2.147c 

D. officinale 
5.625 ± 
3.915c 

56.100 ± 
5.515a 

43.393 ± 
1.263ab 

45.940 ± 
2.460ab 

40.179 ± 
2.778b 

48.447± 
3.460ab 

ปริมาณการยบัย ั้ง
เอนไซมไ์ทโรซิเนส 
(mg/batch culture) 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

0.083 ± 
1.390b 

1.390 ± 
0.099ab 

1.367 ± 
0.095ab 

1.205± 
0.118ab 

1.892± 
0.825a 

1.066± 
0.177ab 

D. officinale 
0.031 ± 
0.014d 

0.821 ± 
0.069cd 

2.210± 
0.425bc 

3.488± 
0.690b 

3.776± 
0.607b 

6.536± 
0.759a 

*หมายถึง ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n=2)  
ตวัอกัษรที่ต่างกนัในแถวเดียวกนั หมายถึง มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) 
 
 จากการทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสดว้ยวิธี Dopachrome method พบว่า 
สารสกดัโปรโตคอร์มกลว้ยไมท้ั้งสองชนิดมีความสามารถในการยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได ้และ
มีแนวโนม้ใหป้ริมาณสารยบัย ั้งเอนไซมท์โรซิเนสมากขึ้นตามระยะเวลาการเพาะเล้ียงที่มากขึ้น เม่ือ
เวลาผา่น 2 สปัดาหโ์ดย D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale จะใหค้่าเปอร์เซ็นการยบัย ั้งเอนไซม์
ไทโรซิเนสสูงสุดที่สัปดาห์ที่ 2 คิดเป็น 33.05 ± 0.285 และ 56.100 ± 5.515 ตามล าดบัโดยค่า
เปอร์เซ็นการยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสที่มากขึ้นหมายถึงเอนไซม์ไทโรซิเนสที่ลดลงโดยอาศยั
คุณสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระจบักบัคอปเปอร์ที่บริเวณเร่งซ่ึงเป็นการยบัย ั้งการสังเคราะห์เอนไซม์
ไทโรซิเนส จากงานวิจยัที่คลา้ยกนั (Athipornchai et al., 2018) ไดศึ้กษาการยบัย ั้งเอนไซม์ไทโร
ซิเนสโดยใชไ้มโรซีนเป็นสารตั้งตน้ในสารสกดัจากดอกกลว้ยไม ้4 สายพนัธุ์ พบว่า Shavin White 
ให้ค่าเปอร์เซ็นการยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสมากที่สุดที่  94.66% และเม่ือเปรียบเทียบกับค่าค่า
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เปอร์เซ็นการยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสที่ไดจ้ากโปรโตคอร์มกลว้ยไมท้ั้ง 2 สายพนัธุ์ พบว่า โปรโต
คอร์มมีค่าเปอร์เซ็นการยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสน้อยกว่าในดอกกลว้ยไม ้และเม่ือพิจารณาจาก
ปริมาณสารยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส พบว่า ปริมาณสารยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสมากขึ้นตาม
ระยะเวลาการเพาะเล้ียงที่มากขึ้น โดย  D. Sonia ‘Jo Daeng’ ให้ปริมาณการยบัย ั้งเอนไซม ์            
ไทโรซิเนสสูงที่สุดในสปัดาห์ที่ 8 เท่ากบั1.892 ± 0.825 มิลลิกรัม/ขวด และ D. officinale ให้ปริมาณ
ยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสสูงที่สุดในสัปดาห์ที 10  เท่ากับ 6.536 ± 0.759 มิลลิกรัม/ขวด ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัน ้ าหนกัแหง้  

 

ภาพที่ 39 กราฟเปรียบเทียบเปอร์เซ็นการยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสในโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงดว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 10 สปัดาห์ 
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ภาพที่ 40 กราฟเปรียบเทียบปริมาณการยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสในโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงดว้ยระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 10 สปัดาห์ 
  

จากภาพที่  39 แสดงกราฟเปรียบเทียบเปอร์เซ็นการย ับย ั้ง เอนไซม์ไทโรซิเนสใน            
โปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale พบว่า เปอร์เซ็นการยบัย ั้งเอนไซม ์              
ไทโรซิเนสมีมากที่สุดช่วงสปัดาห์ที่ 2 ของการเพาะเล้ียงในสารสกดัจากโปรโตคอร์มกลว้ยไมห้วาย
ทั้งสองสายพนัธุ์หลังจากนั้นคุณสมบติัในการยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสเร่ิมมีแนวโน้มลดลงและ
คงที่ จากการเปรียบเทียบเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสที่ไดจ้ากทั้งสองสายพนัธุ์ พบว่า  
D. officinale ใหเ้ปอร์เซ็นการยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสมากกว่า D. Sonia ‘Jo Daeng’ ซ่ึงไม่สัมพนัธ์
กบัปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระที่พบว่าโปรโตคอร์มของ D. 
Sonia ‘Jo Daeng’ สามารถผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพไดม้ากกว่า จากผลการทดลองที่ไดก่้อน
หนา้น้ี อยา่งไรก็ตาม  ที่เคยมีรายงานการศึกษาก่อนหนา้น้ีพบว่า ปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่
ไดจ้ากสารสกดักลว้ยไมจ้ะสัมพนัธ์กบัฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระและฤทธ์ิการยบัย ั้งเอนไซม์ไทโร
ซิเนส (Athipornchai et al., 2018) 

 จากภาพที่  40 แสดงกราฟเปรียบเทียบปริมาณสารย ับย ั้ ง เอนไซม์ไทโรซิเนสใน              
โปรโตคอร์ม  D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale พบว่า มีแนวโน้มให้ปริมาณสารยบัย ั้ง
เอนไซม์โรซิเนสมากขึ้นตามระยะเวลาการเพาะเล้ียงที่มากขึ้นและ D. officinale ให้ปริมาณสาร

e 

de de de 

cd 

de 

e 

de 

bcd 

bc b 

a 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10

ปริ
มา
ณส

าร
ยบั

ยั้ง
เอน

ไซ
ม์ไ
ทโ
รซิ

เน
ส 

(m
g/g

 ba
tch

) 

D. Sonia ‘Jo Daeng’ D. officinale 



 80 
 

 

ยบัย ั้งเอนไซม์โรซิเนสมากกว่า D. Sonia ‘Jo Daeng’ ซ่ึงผลการทดลองสอดคลอ้งกบัเปอร์เซ็นการ
ยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสจากการทดลองก่อนหนา้  

 จึงสรุปไดว้่าสารสกดัจากโปรโตคอร์มกลว้ยไมห้วายทั้ง 2 สายพนัธุ์น้ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง
เอนไซมไ์ทโรซิเนส โดยสามารถยบัย ั้งไทโรซีนที่เป็นสารตั้งตน้ได ้ซ่ึงเป็นคุณสมบติัที่ช่วยลดการ
สร้างเม็ดสีผวิเมลานิน แมว้า่โปรโตคอร์มาจะมีค่าเปอร์เซ็นการยบัย ั้งที่เอนไซม์ไทโรซิเนสน้อยกว่า
ในดอกแต่เม่ือเปรียบเทียบระยะเวลาการเพาะเล้ียงจนกว่าจะไดด้อกนั้นใชร้ะยะเวลานานกว่าการ
เพาะเล้ียงโปรโตคอร์มที่เพาะเล้ียงเพยีง 2 สปัดาห์โดยไม่จ าเป็นตอ้งรอใหโ้ปรโตคอร์มเจริญสูงสุดก็
ใหค้่าเปอร์เซ็นการยบัย ั้งที่เอนไซมไ์ทโรซิเนสที่สูงที่สุดแลว้ ดงันั้น สารสกดัจากโปรโตคอร์มกลว้ย
ไม้หวายทั้ งสองชนิดจึงเป็นทางเลือกในการใช้เป็นวัตถุ ดิบมาเพิ่มมูลค่าให้กับผลิตภัณฑ์
เคร่ืองส าอางและผลิตภณัฑ ์สุขภาพต่อไปในอนาคต 

 3.4 การวิเคราะห์การผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของ D. Sonia ‘Jo Daeng’ ที่ได้จาก
กล้วยไม้ที่ปลูกในธรรมชาติและ โปรโตคอร์มกล้วยไม้ที่เพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่
ช่ัวคราว 

การศึกษาปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของ                 
โปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ ที่เพาะเล้ียงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว (Twin 
jar) เป็นระยะเวลา 10 สัปดาห์เปรียบเทียบกับกล้วยไม้ D. Sonia ‘Jo Daeng’ ที่เพาะเล้ียงใน
ธรรมชาติ โดยศึกษาจากส่วนต่างๆ ของกลว้ยไม ้เช่น ใบ, ตน้, ราก, ดอก และกา้นดอกที่มีอาย ุ1 
และ 4 ปี สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่ศึกษา เช่น สารประกอบฟีนอลลิก ฟลาโวนอยด์ พอลิแซ็กคา
ไรด์และแอนโธไซยานิน การทดสอบฤทธ์ิสารตา้นอนุมูลอิสระใชว้ิธี DPPH assay และ FRAP 
assay และทดสอบฤทธ์ิการยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนส(Obsuwan et al., 2019) เพือ่ศึกษาความเป็นไป
ไดท้ี่จะใชโ้ปรโตคอร์มเป็นแหล่งผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ดงัแสดงในตารางที่ 10 
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จากการเปรียบเทียบปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระของโปร
โตคอร์ม D. Sonia ‘Jo Daeng’ ที่เพาะเล้ียงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราวกบัปริมาณที่พบใน
ส่วนต่างๆของกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ ที่เพาะเล้ียงในธรรมชาติที่มีการรายงานโดย Obsuwan 
et al. (2019) พบวา่ กลว้ยไมใ้นธรรมชาติใหป้ริมาณสารประกอบฟีนอลิก แอนโธไซยานิน และสาร
ตา้นอนุมูลอิสระมากที่สุดในดอกกลว้ยไมอ้าย ุ1 ปี และพบวา่พอลิแซ็กคาไรดมี์ปริมาณมากที่สุดใน
ดอกกลว้ยไมอ้าย ุ4 ปี เม่ือเปรียบเทียบปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและสารตา้นอนุมูลอิสระที่
ได้จากโปรโตคอร์มที่เพาะเล้ียงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพพบว่า กล้วยไม้ D. Sonia ‘Jo Daeng’ใน
ธรรมชาติผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพไดม้ากกว่าโปรโตคอร์มกลว้ยไมท้ี่เพาะเล้ียงในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากปัจจยัในเร่ืองของอายพุืชและสภาพแวดลอ้มท าให้พืช
สามารถผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพไดม้ากขึ้น อยา่งไรก็ตามเม่ือพิจารณาปริมาณสารออกฤทธ์ิ
ทางชีวภาพที่มีการสร้างและสะสมต่อหน่วยเวลา จะเห็นไดว้่าโปรโตคอร์มกลว้ยไมก้็เป็นวตัถุดิบ
ทางเลือกที่น่าสนใจในการน ามาใชเ้พือ่เป็นแหล่งผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ เพราะใชร้ะยะเวลาที่
สั้นกวา่ ซ่ึงจากผลการทดลองสามารถผลิตสารที่สนใจไดโ้ดยใชร้ะยะเวลาในการเพาะเล้ียงเพียงแค่ 
10 สปัดาห์ ในขณะที่การเพาะเล้ียงในธรรมชาติอาจตอ้งใชเ้วลาเป็นปีในการผลิตสาร นอกจากน้ีการ
เพาะเล้ียงในระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราวยงัมีขอ้ไดเ้ปรียบอ่ืนๆ เช่น สามารถควบคุม
สภาวะในการเพาะเล้ียงไดแ้ละขยายขนาดการผลิตไดง่้าย  จึงสรุปไดว้่าโปรโตคอร์ม D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ สามารถใชเ้เป็นวตัถุดิบทางเลือกเพือ่ผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและสารตา้นอนุมูลอิสระ
ได ้
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ตารางที่ 12 การวเิคราะห์การเพิม่มวลชีวภาพและการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของโปรโตคอร์ม
ที่เพาะเล้ียงในระบบอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง (static culture) และถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 
(TIS culture) 

การเพาะเลีย้งเน้ือเย่ือในระบบอาหารเหลว 

ระบบอาหารเหลวแบบต้ังน่ิง 
 (static culture) 

ระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ช่ัวคราว 
 (TIS culture) 

D. Sonia ‘Jo Daeng’ D. officinale D. Sonia ‘Jo Daeng’ D. officinale 
- การเจริญของโปรโต
คอร์มสูงสุดในสปัดาห์
ที่ 8 

- การเจริญของโปรโต
คอร์มสูงสุดในสปัดาห์ที่ 
4 

- การเจริญของโปรโต
คอร์มสูงสุดในสปัดาห์ที่ 
10  และย ังเจ ริญอย่าง
ต่อเน่ือง 

- การเจริญของโปรโต
ค อ ร์ ม สู ง สุ ด ใ น
สัปดาห์ที่ 10 และยงั
เจริญอยา่งต่อเน่ือง 

- ค่าสดัส่วนการเจริญ
ในช่วง log phase ที่
เทียบต่อหน่วยเวลา  
1.17 เท่าต่อเวลา 

- ค่าสดัส่วนการเจริญ
ในช่วง log phase ที่
เทียบต่อหน่วยเวลา 1.25 
เท่าต่อเวลา 

- ค่าสดัส่วนการเจริญ
ในช่วง log phase ที่
เทียบต่อหน่วยเวลา 0.42 
เท่าต่อเวลา 

- ค่าสดัส่วนการเจริญ
ในช่วง log phase ที่
เทียบต่อหน่วยเวลา 1  
เท่าต่อเวลา 

- การผลิตสารออกฤทธ์ิ
ทางชีวภาพสูงสุด
ในช่วงสปัดาห์ที่ 4-10  
 

- การผลิตสารออกฤทธ์ิ
ทางชีวภาพสูงสุดในช่วง
สปัดาห์ที่ 6-10  

- การผลิตสารออกฤทธ์ิ
ทางชีวภาพสูงสุดใน
สปัดาห์ที่ 10 และอาจ
เพิม่ขึ้นไดอี้ก 
     

- การผลิตสารออก
ฤทธ์ิทางชีวภาพ
สูงสุดในช่วงสปัดาห์
ที่ 10 และอาจเพิม่ขึ้น
ไดอี้ก 

 

 จากตารางเม่ือเปรียบเทียบระบบการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มทั้ง 2 ชนิดในอาหารเหลวที่
เพาะเล้ียงใน 2 ระบบ คือ ระบบอาหารเหลวแบบตั้งน่ิงและระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 
จะเห็นไดว้า่ การเพาะเล้ียงโปรโตคอร์ม D. officinale ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพให้มวลชีวภาพที่สูงกว่า 
D. Sonia ‘Jo Daeng’ เม่ือเพาะเล้ียงในสภาวะและช่วงเวลาเดียวกนั เช่นเดียวกบัการเพาะเล้ียงใน
อาหารเหลวแบบตั้งน่ิง การเจริญของโปรโตคอร์มที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิงมีการเจริญ
และเขา้สู่ช่วงระยะคงที่เร็วกวา่การเพาะเล้ียงในถงัปฏิกรณ์แบบแช่ชัว่คราวสอดคลอ้งกบัค่าสัดส่วน
การเจริญในช่วง log phase ที่เทียบต่อหน่วยเวลาของระบบอาหารเหลวแบบตั้งน่ิงมีสัดส่วนการ
เจริญที่เพิ่มขึ้นมากกว่าระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราวเน่ืองจากมีช่วงการเจริญที่เพิ่มขึ้น
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อยา่งรวดเร็วและเขา้สู่ช่วงคงที่เร็วกว่าระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ และเม่ือเปรียบเทียบช่วงเวลาการ
ผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของระบบอาหารเหลวแบบตั้งน่ิงอยูใ่นช่วง 4-10 สัปดาห์ ซ่ึงสั้นกว่า
ช่วงการผลิตสารออกฤทธ์ิที่ไดจ้ากระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพที่ 10 สัปดาห์  สรุปไดว้่า ระบบถงั TIS 
มีระยะการเจริญที่ยาวนานกวา่ระบบอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง ซ่ึงเป็นขอ้ดีท าใหพ้ชืมีช่วงเวลาการผลิต
สารที่มากขึ้น เม่ือพิจารณาระบบการเพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิงจะเห็นได้ว่า สามารถ
เพาะเล้ียงพืชแบบตั้งน่ิง 2 คร้ังอาจจะได้ปริมาณของมวลชีวภาพและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
เทียบเท่ากบัการเพาะเล้ียงในระบบ TIS ทั้ง 2 ระบบจึงเป็นทางเลือกส าหรับการเพาะเล้ียงที่มีขอ้ดี
แตกต่างกนัไป 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

 

1. การเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. 'Sonia Jo Daeng' และ D. officinale ในอาหารเหลวแบบ
ตั้งน่ิงใหค้่าสูงสุดในสปัดาห์ที่ 8 และ 4 ของการเพาะเล้ียงก่อนเขา้สู่ระยะคงที่และมีช่วงการผลิตสาร
ออกฤทธ์ิทางชีวภาพในช่วง 4-10 สปัดาห์ 

- การเติมซูโครส fed-batch ในสัปดาห์ที่ 4 ของการเพาะเล้ียง ให้มวลชีวภาพและสารออก
ฤทธ์ิทางชีวภาพสูงกวา่การเพาะเล้ียงโดยไม่เสริมน ้ าตาลซูโครสและระบบ fed-batch เหมาะส าหรับ
การขยายพนัธุพ์ชืในปริมาณมาก 
2. การเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมใ้นถงัปฎิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว (twin jar) กลว้ยไมท้ั้ง
สองชนิดให้มวลชีวภาพและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพสูงสุดในสัปดาห์ที่ 10 และยงัเพิ่มขึ้นอย่าง
ต่อเน่ือง 

- ขอ้ไดเ้ปรียบของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแช่ชัว่คราวแบบ twin jar ช่วยให้โปรโตคอร์มมีระยะ
การเจริญที่ยาวนานและเขา้สู่ระยะคงที่ชา้กว่าการเพาะเล้ียงในระบบอาหารเหลวแบบตั้งน่ิงซ่ึงเป็น
ผลดีต่อการเพิม่สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 
3. จากการทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระและฤทธ์ิในการยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนส  

- สารสกดัจากโปรโตคอร์มกลว้ยไมท้ั้งสองชนิดนอกจากมีความสามารถในการตา้นอนุมูล
อิสระแลว้ยงัช่วยยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสที่เป็นเอนไซมก์ระตุน้การสร้างเม็ดสีผวิเมลานิลอีกดว้ย 

- เม่ือเปรียบเทียบระหวา่งกลว้ยไมท้ั้งสองสายพนัธุ์ พบว่า D. Sonia ‘Jo daeng’ ให้สารออก
ฤทธ์ิทางชีวภาพที่มากกวา่ D. officinale แมว้า่จะใหม้วลชีวภาพที่นอ้ยกวา่  

- ดงันั้น D.Sonia ‘Jo daeng’ สามารถน าไปเป็นวตัถุดิบในการผลิตมวลชีวภาพและสารออก
ฤทธ์ิทางชีวภาพได้ ซ่ึงน่าจะมีประโยชน์ต่อการขยายขนาดการผลิตมวลชีวภาพและสารออกฤทธ์ิ
ทางชีวภาพเพือ่เพิม่มูลค่าใหก้ลว้ยไมส้กุลหวายลูกผสมในไทยใหมี้มูลค่าสูงขึ้นได ้

- เม่ือเปรียบเทียบปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและสารตา้นอนุมูลอิสระจาก D.Sonia 
‘Jo daeng’ ที่เพาะเล้ียงในธรรมชาติกบัโปรโตคอร์ม D.Sonia ‘Jo daeng’ ที่เพาะเล้ียงใร TIS พบว่า 
ส่วนดอกของกล้วยไม้อายุ 1  ปีมีสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพมากกว่าโปรโตคอร์ม  แต่                       
โปรโตคอร์มกลว้ยไมใ้ชร้ะยะเวลาการเพาะเล้ียงสั้นกว่าจึงเป็นวตัถุดิบทางเลือกที่น่าสนใจในการ
น ามาใชเ้พือ่เป็นแหล่งผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ  
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ข้อเสนอแนะ 

  
1.การเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกล้วยไม้ในถังปฎิกรณ์ชีวภาพควรเพาะเล้ียงมากกว่า 10 

สปัดาห์ เพือ่ศึกษาช่วงเวลาที่พชืเขา้สู่ช่วงระยะคงที่และช่วงที่น ้ าตาลหมดลง เพือ่ใชเ้ป็นขอ้มูลศึกษา
ต่อ 

2.ศึกษาการเติมแหล่งคาร์บอนแบบ fed batch ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราวโดย
เพิ่มชนิดแหล่งคาร์บอนในการทดลอง เช่น โมลาส เพื่อเปรียบเทียบการเพิ่มมวลชีวภาพและสาร
ออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 

3.ศึกษาสภาวะการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์ม D.Sonia ‘Jo daeng’ ในถังปฎิกรณ์ชีวภาพที่
เหมาะสมเพือ่ลดการ Brown ที่เป็นสาเหตุท  าใหม้วลชีวภาพและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพลดลง 

4. ศึกษาการยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสของสารสกดักลว้ยไมโ้ดยค านวณ IC50 เทียบกบัสาร
มาตรฐานกรดโคจิก 
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การเตรียมอาหารเพาะเลีย้งเน้ือเย่ือพืชและการเตรียมสารเคมี 

1. การเตรียมอาหารเพาะเลีย้งเน้ือเย่ือพืช สูตร ½ MS  

1.1 การเตรียมอาหารเหลวสูตร ½ MS ไม่ผสมน า้ตาล 

 - ชัง่อาหารสูตร Murashige & Skoog basal salt medium with vitamins ส าเร็จรูป 2.215 
กรัม ผสมกบัน ้ ากลัน่ 600 มิลลิลิตร  

 - เติม myo-Inositol 0.1 กรัม ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร  

 - ปรับค่าความเป็นกรดด่าง (pH) เป็น 5.6 ดว้ยสารละลาย 1 N NaOH และ 1 N HCl และวดั
ค่าการน าไฟฟ้าในอาหาร 

 - เทอาหารเหลวสูตร ½ MS ลงในขวดแกว้ และปิดฝาขวดน าไปน่ึงฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงความ
ดนัที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที 

 - เก็บอาหารไวใ้นที่ปลอดเช้ือ 

 

1.2 การเตรียม Stock สารละลายน ้าตาลความเข้มข้น 80 กรัมต่อลิตร 

 - ชัง่น ้ าตาลซูโครส 40 กรัม ผสมกบัน ้ ากลัน่ที่ผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือ 500 มิลลิลิตร 

 - ท  าการกรองสารละลายน ้ าตาลในตูป้ลอดเช้ือผา่นกระดาษกรองขนาด 0.2  ไมครอน ดว้ย
ชุดกรองที่ต่อกบัป๊ัม กรองสารละลายน ้ าตาลใส่ขวดแกว้แลว้ปิดฝาขวด  

 - น าสารละลายน ้ าตาลซูโครสความเขม้ขน้ 80 กรัมต่อลิตร มาวดัปริมาณน ้ าตาลรวม (Total 
sugar) เพือ่เอาค่าไปค านวณเพือ่ผสมสารละลายน ้าตาลเขา้กบัอาหารเหลวสูตร ½ MS ที่เตรียมไว้
ก่อนหนา้น้ี 
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1.3 การผสมอาหาร ½ MS กับสารละลายน ้าตาล 30 กรัมต่อลิตร 

สูตรการค านวณ     

C1 x V1 = C2 x V2 

C1 = ความเขม้ขน้ของสารละลายน ้ าตาล 80 กรัมต่อลิตร 

V1 = ปริมาตรที่ตอ้งดูดสารละลายน ้ าตาลมาผสมอาหาร 

C2 = ความเขม้ขน้ของสารละลายน ้ าตาลที่ตอ้งการ 30 กรัมต่อลิตร 

V2 = ปริมาตรอาหารสุดทา้ยที่ตอ้งการ 

ตวัอยา่ง การค านวณปริมาณสารละลายน ้ าตาลทีน่ ามาผสมอาหาร 

(80 g/L) x V1 = (30 g/L) x (1000 ml) 

 V1 = 375 ml 

 - ตวงสารละลายน ้ าตาลดว้ยกระบอกตวง 375 มล. ผสมกบัอาหารเหลวสูตร ½ MS  625 
มล. 

 - เก็บตวัอยา่งอาหารวดัปริมาณน ้ าตาลรวม ค่าความเป็นกรดด่าง และค่าการน าไฟฟ้าเร่ิมตน้ 

1.4 การเติมสารละลายน ้าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ลงในอาหารเหลวระหว่างการเพาะเลีย้ง 

สูตรการค านวณ    C1 x V1 + C2 x V2= C3 xV3 

C1 = ความเขม้ขน้ของสารละลาย Stock น ้ าตาล 80 กรัมต่อลิตร 

V1 = ปริมาตรที่ตอ้งดูด Stock สารละลายน ้ าตาลมาผสมอาหาร 

C2 = ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลในขวดเพาะเล้ียง 

V2 = ปริมาตรอาหารในขวดเพาะเล้ียง 

C3 = ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลในอาหารที่ตอ้งการ 30 กรัมต่อลิตร 

V3 = ปริมาตรอาหารสุดทา้ยที่ตอ้งการ 
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2. การเตรียมสารเคมี  

2.1 การเตรียมสารเคมีวัดปริมาณน ้าตาลรวม (Total sugar) 

การเตรียมสารละลาย 5% (w/v) phenol (100 มล.) 

- ชัง่ phenol 5 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 100 มล.  

- จะไดส้ารละลาย 5% phenol (w/v) ปริมาตร 100 มล.  

การเตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคส 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร 

 - ชัง่กลูโคส 0.05 กรัม ละลายในน ้ า DI และปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตร 50 มล. 

2.2 การเตรียมสารเคมีวัดปริมาณน ้าตาล (Reducing sugar) 

การเตรียมสารละลาย 3,5-Dinitrosalisylic acid (DNS)  

- ชัง่ DNS   2.5  กรัม  

 - ชัง่ Sodium sulfite 0.125     กรัม  

 - ชัง่ Sodium hydroxide  2.5  กรัม 

 ละลาย DNS กบัน ้ ากลัน่เล็กนอ้ยในบีกเกอร์หุม้ฟอยล ์ โดยท าการละลาย DNS บนเคร่ือง 
Stirrer ละลาย Sodium hydroxide ในน ้ ากลัน่เล็กนอ้ย ค่อยๆ เติมลงใน DNS จนละลายเป็นเน้ือ
เดียวกนั จากนั้น ละลาย Sodium sulfite ในน ้ ากลัน่ แลว้ค่อยๆ เติมลงใน DNS จนไดส้ารละลายสี
สม้เหลือง ปรับปริมาตรใหไ้ด ้250 มล. เก็บในขวดสีชา 

การเตรียมสารละลาย 40% (w/v) potassium  

 - ชัง่ Potassium  100  กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 250 มล. 

 

 

 

 



  

 

96 

2.3 การเตรียมสารเคมีวัดปริมาณฟีนอลิก 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Gallic acid 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 - ชัง่ Gallic acid 0.05 กรัม ละลายในน ้ า DI และปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตร 50 มล. 

การเตรียมสารละลาย 7.5% (w/v) Na2CO3 

 - ชัง่ Na2CO3 7.5 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 100 มล. 

การเตรียม 10% Folin-Ciocalteu reagent  

 - ปิเปต 10 มล. ผสมกบัน ้ ากลัน่ 90 มล. จะได ้10% Folin ปริมาตร 100 มล. 

2.4 การเตรียมสารเคมีวัดปริมาณฟลาโวนอยด์ 

การเตรียมสารละลาย 5% (w/v) NaNO2 

 - ชัง่ NaNO2 5 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 100 มล. 

การเตรียมสารละลาย 10% (w/v) AlCl3.6H2O 

 - ชัง่ AlCl3.6H2O  10 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 100 มล. 

การเตรียมสารละลาย 1 M NaOH 

 - ชัง่ NaOH 40 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 500 มล. ปรับปริมาตร1000 มล. 

2.5 การเตรียมสารเคมีทดสอบสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 

การเตรียมสารมาตรฐาน Ascorbic acid 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร 

 - ชัง่ Ascorbic acid 0.05 กรัม ละลายในน ้ า DI และปรับปริมาตร 50 มล. 

การเตรียม 95% methanol 

 - ตวง 99% methanol ดว้ยกระบอกตวงมา 95 มล. เติมน ้ า DI 5 มล.  จะได ้95% methanol 
ปริมาตร 100 มล. 
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การเตรียมสารละลาย DPPH 0.0634 mM 

 - ชัง่ DPPH 0.0012 กรัม ปรับปริมาตรดว้ย 95 % methanol 50 มล. 

 2.6 การเตรียมสารเคมีทดสอบสารต้านอนุมูลอสิระด้วยวิธี FRAP 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน FeSO4 ความเข้มข้น 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 - ชัง่ FeSO4 0.01 ละลายในน ้ า DI และปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตร 10 มล. 

การเตรียมสาร 300 mM Sodium acetate buffer pH 3.6 

 - ชัง่ CH3COONa.3H2O 0.6804 กรัม และปิเปต acetic acid 4.02 มล.  

- ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ในขวดปรับปริมาตร 250 มล. ปรับค่า pH 3.6 ใส่ขวดสีชา เก็บ
ในตูเ้ยน็ 

การเตรียมสารละลาย 10 mM TPTZ ใน 40 mM HCl 

 - ชัง่ TPTZ 0.0312 กรัม ละลายใน HCl 0.033 มล. ปรับปริมาตร 10 มล. 

การเตรียมสารละลาย  Ferric (III) chloride 20 mM 

 - ชัง่ FeCl3.6H2O 0.0541 ปรับปริมาตรดว้ยน ้ าเป็น 10 มล. 

การผสมสารละลาย FRAP reagent อัตราส่วน 10:1:1 

 - 300 mM Sodium acetate buffer pH 3.6  10 มล. 

 - 10 mM TPTZ     1 มล. 

 - Ferric (III) chloride 20 mM   1 มล. 

 - ผสมสารละลายเขา้ดว้ยกนั และเก็บในขวดสีชา เตรียมใหม่ทุกคร้ังที่ใช ้
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2.7 การเตรียมสารเคมีทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 

การเตรียมไทโรซิเนส 1000 ยูนิต ปริมาตร 1 มล. 

- ชัง่เอนซ์ไทโรซิเนส 8503 ยนิูตต่อมิลลิกรัม 0.0001 กรัม ละลายใน Buffer phosphate pH 
6.8 1 มล. 

การเตรียมไทโรซิเนส 100 ยูนิต ปริมาตร 3 มล. 

- ดูดเอนไซมไ์ทโรซิเนส 1000 ยนิูต มา 300 ไมโครลิตร ผสมใน Buffer phosphate pH 6.8 
2700 ไมโครลิตร 

การเตรียม phosphate buffer 0.1 M pH 6.8 ปริมาตร 500 มล. 

 - สารละลาย A : 0.05 M dibasic sodium phosphate 

   ชัง่ Na2HPO4.2H2O 1.95 กรัม ละลายในน ้ า 250 มล. 

 - สารละลาย B : 0.05 M monobasic sodium phosphate  

   ชัง่ NaH2PO4.2H2O 2.225 กรัม ละลายในน ้ า 250 มล. 

 -เอาสารละลาย A และ  B ผสมกนั ปรับ pH ใหไ้ด ้6.8 เก็บใส่ขวด 

การเตรียมไทโรซีน 1 mg/ml ปริมาตร 50 มล. 

 - ชัง่ ไทโรซีน 0.05 กรัม ละลายใน Buffer phosphate pH 6.8 50 มล. 
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การหาปริมาณน ้าตาลทั้งหมด (Total sugar) 

Standard total sugar 

 

ตารางที่ 10 ค่าการดูดกลืนแสงของน ้ าตาลกลูโคส ที่ความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร 

ความเขม้ขน้ 
glucose (µg/ml) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉล่ีย 

10 0.107 0.109 0.111 0.109 
20 0.274 0.244 0.260 0.259 
30 0.362 0.329 0.416 0.369 
40 0.491 0.509 0.491 0.497 
50 0.652 0.638 0.652 0.647 
70 0.873 0.875 0.978 0.909 
80 1.065 1.014 1.090 1.056 

 

 

ภาพที่ 40 ค่าการดูดกลืนแสงของน ้ าตาลกลูโคสความเขม้ขน้ต่างๆที่ความยาวคล่ืน 490 nm 
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ตวัอยา่ง การค านวณปริมาณ Total sugar 

 จากตวัอยา่ง อาหารเหลวสูตร 1/2MS หลงัจากผสมสารละลายน ้ าตาล sucrose 30 g/L มีค่า
การดูดกลืนแสงที่ 490 nm เท่ากบั 0.413 0.429 และ 0.433  

จากกราฟมาตรฐาน y  =  0.013x 

   0.413  = 0.013x 

   x  = 31.77  

เจือจางตวัอยา่ง 1000 เท่า ดงันั้นจะได ้ 31.77 x 1000  = 31770 µg/ml 

            = 31.77 g/L 

ดงันั้น จะมีน ้ าตาลในอาหาร 31.77 g/l ในการวดัคร้ังที่ 1 

จะมีน ้ าตาลในอาหาร 33.00 g/l ในการวดัคร้ังที่ 2 

จะมีน ้ าตาลในอาหาร 33.31 g/l ในการวดัคร้ังที่ 3 

ค่าเฉล่ียจะเท่ากบั 32.69 g/l 
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การหาปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ (Reducing sugar) 

Standard reducing sugar 

 

ตารางที่ 11 ค่าการดูดกลืนแสงของน ้ าตาลกลูโคส ที่ความยาวคล่ืน 575 นาโนเมตร 

ความเขม้ขน้ 
glucose (µg/ml) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 575 นาโนเมตร 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉล่ีย 

150 0.124 0.123 0.126 0.124 
250 0.313 0.312 0.373 0.333 
350 0.517 0.563 0.574 0.551 
450 0.710 0.845 0.740 0.765 
500 0.775 0.939 0.897 0.870 

 

 

ภาพที่41 ค่าการดูดกลืนแสงของน ้ าตาลกลูโคสความเขม้ขน้ต่างๆที่ความยาวคล่ืน 575 nm 
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ตวัอยา่ง การค านวณปริมาณ Reducing sugar 

 จากตวัอยา่ง อาหารเหลวสูตร 1/2MS หลงัจากผสมสารละลายน ้ าตาล sucrose 30 g/L มีค่า
การดูดกลืนแสงที่ 575 nm เท่ากบั 0.413 0.429 และ 0.433  

จากกราฟมาตรฐาน y  =  0.013x 

   0.413  = 0.013x 

   x  = 31.77  

เจือจางตวัอยา่ง 1000 เท่า ดงันั้นจะได ้ 31.77 x 1000  = 31770 µg/ml 

               = 31.77 g/L 

ดงันั้น จะมีน ้ าตาลในอาหาร 31.77 g/l ในการวดัคร้ังที่ 1 

จะมีน ้ าตาลในอาหาร 33.00 g/l ในการวดัคร้ังที่ 2 

จะมีน ้ าตาลในอาหาร 33.31 g/l ในการวดัคร้ังที่ 3 

ค่าเฉล่ียจะเท่ากบั 32.69 g/l 
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การหาปริมาณฟีนอลิก (Total phenolic ) 

Standard Gallic acid 

 

ตารางที่ 12 ค่าการดูดกลืนแสงของ Gallic acid ที่ความยาวคล่ืน 760 นาโนเมตร 

ความเขม้ขน้ 
Gallic acid 

(µg/ml) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 760 นาโนเมตร 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉล่ีย 

75 0.119 0.130 0.125 0.125 
100 0.176 0.189 0.194 0.186 
150 0.285 0.300 0.313 0.299 
200 0.423 0.436 0.436 0.430 
250 0.524 0.529 0.571 0.527 

 

 

ภาพที่ 42 ค่าการดูดกลืนแสงของ Gallic acid ที่ความเขม้ขน้ต่างๆที่ความยาวคล่ืน 760 nm 
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ตวัอยา่ง การค านวณปริมาณฟีนอลิก 

 จากตวัอยา่ง สารสกดัโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้ที่เพาะเล้ียงในอาหารสูตร 1/2MS + Sucrose 30 
g/l  มีค่าการดูดกลืนแสงที่ 760 nm เท่ากบั 0.672 และ 0.532 

 จากกราฟมาตรฐาน y  =  0.021x 

   0.672  = 0.021x 

   x  = 320.00  

เจือจางตวัอยา่ง 1000 เท่า ดงันั้นจะได ้ 320.00 x 2  = 640.00 µg/ml 

         = 0.640 mg/ml 

สารสกดัปริมาตรตวัอยา่ง 0.2 ml ตวัอยา่งหนกั 0.07 g มีปริมาณฟีนอลิก 

        = 
0.640 x 0.2

0.07 
 = 1.829 mg/g sample 

คิดเป็นหน่วย mg/batch น ้ าหนกัตวัอยา่งทั้งหมดในถงัปฏิกรณ์ 0.1415 g 

        = 
1.829 x 0.1415

0.07 
 = 3.6963 mg/batch 

ดงันั้น จะมีฟีนอลิกในสารสกดัพชื 3.696 mg/batch ในการวดัคร้ังที่ 1 

           จะมีฟีนอลิกในสารสกดัพชื 2.021 mg/batch ในการวดัคร้ังที่ 2          

            ค่าเฉล่ียจะเท่ากบั 2.859 g/l  
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การหาปริมาณฟลาโวนอยด์ (Total Flavonoid ) 

Standard quercetin 

 

ตารางที่ 13 ค่าการดูดกลืนแสงของ Quercetin ที่ความยาวคล่ืน 510 นาโนเมตร 

ความเขม้ขน้ 
quercetin (µg/ml) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 510 นาโนเมตร 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉล่ีย 

200 0.152 0.166 0.161 0.160 
400 0.272 0.304 0.288 0.288 
500 0.333 0.336 0.360 0.335 
600 0.330 0.440 0.385 0.385 
700 0.466 0.492 0.479 0.479 

 

 

ภาพที่ 43 ค่าการดูดกลืนแสงของ quercetin ที่ความเขม้ขน้ต่างๆที่ความยาวคล่ืน 510 nm 

 

 

 

y = 0.0007x 
R² = 0.9906 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0 200 400 600 800

ค่า
กา
รดู

ดก
ลืน

แส
ง (
51
0 น

าโน
เม
ตร

) 

ความเข้มข้น  quercetin (µg/ml)  



  

 

107 

ตวัอยา่ง การค านวณปริมาณฟลาโวนอยด ์

 จากตวัอยา่ง สารสกดัโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้ที่เพาะเล้ียงในอาหารสูตร 1/2MS + Sucrose 30 
g/l  มีค่าการดูดกลืนแสงที่ 510 nm เท่ากบั 0.672 และ 0.532 

 จากกราฟมาตรฐาน y  =  0.021x 

   0.672  = 0.021x 

   x  = 320.00  

เจือจางตวัอยา่ง 1000 เท่า ดงันั้นจะได ้ 320.00 x 2  = 640.00 µg/ml 

         = 0.640 mg/ml 

สารสกดัปริมาตรตวัอยา่ง 0.2 ml ตวัอยา่งหนกั 0.07 g มีปริมาณฟีนอลิก 

        = 
0.640 x 0.2

0.07 
 = 1.829 mg/g sample 

คิดเป็นหน่วย mg/batch น ้ าหนกัตวัอยา่งทั้งหมดในถงัปฏิกรณ์ 0.1415 g 

        = 
1.829 x 0.1415

0.07 
 = 3.6963 mg/batch 

ดงันั้น จะมีฟีนอลิกในสารสกดัพชื 3.696 mg/batch ในการวดัคร้ังที่ 1 

           จะมีฟีนอลิกในสารสกดัพชื 2.021 mg/batch ในการวดัคร้ังที่ 2          

            ค่าเฉล่ียจะเท่ากบั 2.859 g/l  
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การหาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ ด้วยวิธี DPPH  

Standard Ascorbic acid  

 

ตารางที่ 14 ค่าการดูดกลืนแสงของ Ascorbic acid ที่ความยาวคล่ืน 519 นาโนเมตร 

ความเขม้ขน้ 
Ascorbic acid (µg/ml) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 519 นาโนเมตร 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉล่ีย % inhibition 

20 0.400 0.471 0.449 0.440 15.71 
40 0.344 0.367 0.345 0.352 32.57 
60 0.280 0.272 0.263 0.272 47.96 
80 0.169 0.226 0.198 0.198 62.13 
100 0.105 0.098 0.146 0.116 77.71 

 

 

 

ภาพที่ 44 ค่าการดูดกลืนแสงของ Ascorbic acid ที่ความเขม้ขน้ต่างๆที่ความยาวคล่ืน 519 nm 
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ตวัอยา่ง การค านวณปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระ 

 จากตวัอยา่ง สารสกดัโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้ที่เพาะเล้ียงในอาหารสูตร 1/2MS + Sucrose 30 
g/l  มีค่าการดูดกลืนแสงที่ 519 nm เท่ากบั 0.096 และ 0.093 โดยค่าการดูกลืนแสงที่ 0 นาที เท่ากบั 
0.298 

ค านวณดว้ยสูตร    % DPPH = (Abst0-Abst30 / Abst0) x 100 

      = (0.298-0.096 / 0.298) x 100 

รายงานเป็น %inhibition    = 67.897% 

 จากกราฟมาตรฐาน y  =  0.7835x 

   67.897  = 0.7835x 

   x  = 86.658  

สารสกดัปริมาตรตวัอยา่ง 0.28 ml ตวัอยา่งหนกั 0.07 g มีปริมาณสารตา้นอนุมูลิอสระ 

        = 
0.087 x 0.28

0.07 
 = 0.346 mg/g sample 

คิดเป็นหน่วย mg/batch น ้ าหนกัตวัอยา่งทั้งหมดในถงัปฏิกรณ์ 1.1907 g 

        = 
0.346 x 1.1907

0.07 
 = 5.8627 mg/batch 

ดงันั้น จะมีปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระในสารสกดัพชื 5.8627 mg/batch ในการวดัคร้ังที่ 1 

           จะมีปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระในสารสกดัพชื 5.8855  mg/batch ในการวดัคร้ังที่ 2          

           ค่าเฉล่ียจะเท่ากบั 5.421 g/l  
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การหาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ ด้วยวิธี FRAP 

Standard Ferrous sulfate 

 

ตารางที่ 15 ค่าการดูดกลืนแสงของ Ferrous sulfate ที่ความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร 

ความเขม้ขน้ 
Ferrous sulfate (µg/ml) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉล่ีย 

20 0.064 0.078 0.094 0.079 
40 0.199 0.177 0.204 0.193 
60 0.298 0.293 0.223 0.271 
80 0.401 0.398 0.393 0.397 
100 0.482 0.51 0.581 0.524 

 

 

ภาพที่ 45 ค่าการดูดกลืนแสงของ Ferrous sulfate ที่ความเขม้ขน้ต่างๆที่ความยาวคล่ืน 595 nm 
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ตวัอยา่ง การค านวณปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระ 

 จากตวัอยา่ง สารสกดัโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้ที่เพาะเล้ียงในอาหารสูตร 1/2MS + Sucrose 30 
g/l  มีค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 nm เท่ากบั 0.790 และ 0.796 

 จากกราฟมาตรฐาน y  =  0.005x 

   0.790  = 0.005x 

   x  = 158.00  

เจือจางตวัอยา่ง 5 เท่า ดงันั้นจะได ้158.00 x 5  = 790.00 µg/ml 

         = 0.790 mg/ml 

สารสกดัปริมาตรตวัอยา่ง 0.28 ml ตวัอยา่งหนกั 0.07 g มีปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระ 

        = 
0.790 x 0.28

0.07 
 = 3.147 mg/g sample 

คิดเป็นหน่วย mg/batch น ้ าหนกัตวัอยา่งทั้งหมดในถงัปฏิกรณ์ 1.1907 g 

        = 
3.147 x 1.1907

0.07 
 = 53.2938 mg/batch 

ดงันั้น จะมีสารตา้นอนุมูลอิสระในสารสกดัพชื 53.2938 mg/batch ในการวดัคร้ังที่ 1 

           จะมีสารตา้นอนุมูลอิสระในสารสกดัพชื 45.3869 mg/batch ในการวดัคร้ังที่ 2          

           ค่าเฉล่ียจะเท่ากบั 49.34 g/l  
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การหาปริมาณการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส  

Standard Kojic acid  

ตารางที่ 16 ค่าการดูดกลืนแสงของ Kojic acid ที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

ความเขม้ขน้ 
Kojic acid 

(µg/ml) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉล่ีย 
% Inhibition 

 
0.02 0.487 0.487 0.487 0.487 13.04 
0.04 0.327 0.37 0.332 0.349 37.77 
0.06 0.254 0.252 0.253 0.253 54.82 
0.08 0.141 0.137 0.139 0.139 75.18 
0.1 0.084 0.083 0.084 0.084 85.09 

 

 

ภาพที่ 46 ค่าการดูดกลืนแสงของ Kojic acid ที่ความเขม้ขน้ต่างๆที่ความยาวคล่ืน 450 nm 

ตวัอยา่ง การค านวณปริมาณการยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนส 

 จากตวัอยา่ง สารสกดัโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้ที่เพาะเล้ียงในอาหารสูตร 1/2MS + Sucrose 30 
g/l  มีค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 nm เท่ากบั 0.494 และ 0.473 โดยค่าการดูกลืนแสงของ Blank  
เท่ากบั 0.560 
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 ค านวณดว้ยสูตร    % Tyrosinase inhition = [(A-B)/A] x 100 

      = (0.560-0.494 / 0.560) x 100 

รายงานเป็น %inhibition    = 11.786% 

ดงันั้น จะมี % การยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสในสารสกดัพชื 11.786% ในการวดัคร้ังที่ 1 

           จะมี% การยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสในสารสกดัพชื  15.536% ในการวดัคร้ังที่ 2          

            ค่าเฉล่ียจะเท่ากบั 13.661%  
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1. การเพาะเลีย้งโปรโตคอร์มกล้วยไม้ D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเลีย้งใน
อาหารเหลวแบบต้ังน่ิง 

ตารางที่ 17 การเจริญเติบโตของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้ D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่
เพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง 

สายพนัธุ์ ระยะเวลาการ
เพาะเล้ียง 
(สปัดาห์) 

น ้ าหนกัสด  
(g) 

น ้ าหนกัแหง้ 
 (g) 

Growth ratio 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

 
 

0 

1.0363 
1.0333 
1.0205 
1.0186 

0.0335 
0.0423 
0.0393 
0.0357 

- 

2 

1.0171 
1.0049 
1.0230 
1.0231 

0.0873 
0.0772 
0.0838 
0.0780 

1.3156 
1.0477 
1.2228 
1.0690 

4 

1.1631 
1.0489 
1.0529 
1.0699 

0.1210 
0.1031 
0.1065 
0.1034 

2.2095 
1.7347 
1.8249 
1.7427 

6 
1.2691 
2.6515 
2.6528 

0.1174 
0.2297 
0.2295 

2.1141 
5.0928 
5.0875 

8 
3.8211 
4.2033 
2.4595 

0.2455 
0.2290 
0.1946 

5.5119 
5.0743 
4.1618 

10 
4.4394 
5.0459 
5.9189 

0.2272 
0.2265 
0.2192 

5.0265 
5.0080 
4.8143 
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ตารางที่ 17 การเจริญเติบโตของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้ D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่

เพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง (ต่อ) 

สายพนัธุ์ ระยะเวลาการ
เพาะเล้ียง 
(สปัดาห)์ 

น ้ าหนกัสด  
(g) 

น ้ าหนกัแหง้      
(g) 

Growth ratio 

D. officinale  
 

0 
1.0113 
1.0373 
1.0084 

0.0407 
0.0429 
0.0375 

- 

2 
1.2935 
1.2308 
1.1622 

0.1282 
0.1237 
0.1146 

2.1759 
2.0644 
1.8390 

4 
2.2515 
1.9231 
1.8677 

0.2475 
0.2184 
0.2281 

5.1313 
4.4104 
4.6507 

6 
2.1910 
2.6422 
2.4370 

0.2292 
0.2273 
0.2274 

4.3633 
4.5665 
3.2857 

8 
1.3952 
1.6926 
1.6378 

0.2367 
0.2100 
0.2110 

4.8637 
4.2023 
4.2271 

10 
1.7896 
1.4688 
2.8937 

0.2180 
0.1821 
0.2155 

4.4005 
3.5111 
4.3386 
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ตารางที่ 18 ค่า pH และ conduct ในอาหารเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้ D. Sonia ‘Jo Daeng’ 

และ   D. officinale ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง 

สายพนัธุ์ ระยะเวลาการ
เพาะเล้ียง 
(สปัดาห)์ 

pH Conduct 
(mS/cm) 

ปริมาณอาหาร
เหลว (ml) 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

 
 

0 5.66 2.89 10 

2 

3.90 
3.64 
3.78 
4.03 

2.69 
2.68 
2.73 
2.55 

6.9 
7.8 
7.9 
7.4 

4 

4.28 
4.01 
3.91 
3.88 

1.934 
2.260 
2.320 
2.360 

7.4 
7.4 
7.4 
7.5 

6 
4.45 
4.91 
5.05 

1.744 
0.414 
0.817 

7.2 
5 

4.7 

8 
5.02 
5.01 
5.08 

0.1872 
0.235 
0.357 

3.4 
3.5 
4.7 

10 
5.03 
4.82 
4.72 

0.270 
0.297 
0.210 

2.5 
2.5 
1.5 
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ตารางที่ 18 ค่า pH และ conduct ในอาหารเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้ D. Sonia ‘Jo Daeng’ 

และ   D. officinale ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง (ต่อ) 

สายพนัธุ์ ระยะเวลาการ
เพาะเล้ียง 
(สปัดาห)์ 

pH Conduct 
(mS/cm) 

ปริมาณอาหาร
เหลว (ml) 

D. officinale  
 

0 5.7 1.927 10 

2 
4.59 
4.56 
4.62 

1.346 
1.436 
1.349 

8 
8 

7.5 

4 
7.2 
7.2 
6.78 

0.810 
0.856 
0.626 

7.5 
7.5 
7.5 

6 
5.05 
5.07 
5.08 

0.182 
0.129 
0.216 

5.5 
4.9 
5.9 

8 
5.88 
5.36 
5.29 

0.149 
0.132 
0.180 

3 
4 

5.8 

10 
5.01 
5.03 
5.12 

0.120 
0.132 
0.111 

4.6 
9.6 
3.3 
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ตารางที่ 19 ปริมาณน ้ าตาลรวมและปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ในอาหารเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้      

D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง 

 

สายพนัธุ์ ระยะเวลาการ
เพาะเล้ียง (สปัดาห์) 

ปริมาณน ้ าตาล
รวม (g/l) 

ปริมาณน ้ าตาล
รีดิวซ์ (g/l) 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

 
 

0 30.028 0.063 

2 

30.956 
21.214 
26.848 
27.132 

8.648 
14.211 
15.444 
13.490 

4 

26.176 
27.468 
28.062 
29.121 

11.761 
11.710 
11.397 
11.390 

6 
25.194 
10.258 
9.535 

10.230 
7.139 
12.607 

8 
1.682 
1.690 
10.982 

5.935 
5.578 
7.233 

10 
1.496 
0.801 
0.693 

6.240 
2.868 
3.885 
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ตารางที่ 19 ปริมาณน ้ าตาลรวมและปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ในอาหารเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้      

D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง(ต่อ) 

สายพนัธุ์ 
ระยะเวลาการ

เพาะเล้ียง (สปัดาห์) 
ปริมาณน ้ าตาล
รวม (g/l) 

ปริมาณน ้ าตาล
รีดิวซ์ (g/l) 

 
 

D. officinale 
 
 

0 30.028 2.321 

2 
28.184 
24.466 
37.091 

1.341 
1.584 
1.538 

4 
25.666 
21.770 
24.884 

6.619 
8.763 
5.563 

6 
5.558 
2.144 
5.892 

2.194 
0.858 
3.146 

8 
0.819 
0.946 
2.325 

0.546 
0.521 
1.396 

10 
0.744 
4.697 
0.316 

0.660 
4.286 
0.543 
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ตารางที่ 20 ปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ 

D. officinale ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง 

สายพนัธุ์ ระยะเวลาการ
เพาะเล้ียง 
(สปัดาห)์ 

ปริมาณฟีนอลิก 
(mg/batch) 

ปริมาณฟลาโว
นอยด ์(mg/batch) 

ปริมาณพอลิแซค
คาไรด ์(mg/batch) 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

 
 

0 
4.3158 
4.3158 

5.2765 
5.2765 

28.4566 
28.4566 

2 
7.4288 
6.4519 
4.5982 

3.6536 
0.8958 
1.9159 

532.1433 
199.2880 
236.7384 

4 
10.1455 
6.8391 
7.9243 

9.5702 
4.4577 
5.5777 

684.5437 
473.0966 
4.98.4069 

6 
11.0195 
22.9260 
22.3031 

5.6087 
16.1662 
12.6952 

142.0072 
382.4208 
200.3408 

8 
20.4907 
27.9768 
16.6413 

19.8206 
16.3149 
15.1026 

169.9112 
116.6572 
68.4153 

10 
32.6670 
16.7137 
21.7707 

26.4368 
10.9112 
19.4089 

146.3094 
253.6586 
339.6064 
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ตารางที่ 20 ปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ 

D. officinale ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง (ต่อ) 

สายพนัธุ์ ระยะเวลาการ
เพาะเล้ียง 
(สปัดาห์) 

ปริมาณฟีนอลิก 
(mg/batch) 

ปริมาณฟลาโว
นอยด ์(mg/batch) 

ปริมาณพอลิแซค
คาไรด ์(mg/batch) 

 
 

D. officinale 
 
 

0 2.042 
1.862 

4.4437 
4.4437 

1.5709 
2.2725 

2 2.988 
2.301 
2.966 

10.4045 
14.1420 
9.2339 

25.6490 
6.5498 
3.2406 

4 4.832 
4.100 
4.498 

24.5211 
18.9626 
18.0750 

12.5974 
18.8463 
33.1341 

6 3.152 
3.451 
2.926 

17.8566 
21.1181 
22.2644 

6.2594 
4.5928 
5.5995 

8 4.267 
3.238 
2.961 

20.5909 
28.1733 
22.5752 

60.2876 
47.8622 
8.2343 

10 3.593 
2.856 
3.832 

23.4150 
18.4665 
22.9130 

6.4633 
5.3020 

19.0203 
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2.การศึกษาผลของน ้าตาลซูโครสที่เสริมในอาหารแบบ fed-batch เพ่ือเพิ่มการสะสมมวลชีวภาพ

ของโปรโตคอร์มกล้วยไม้สกลุหวายที่เพาะเลีย้งแบบต้ังน่ิง 

ตารางที่ 21 การเจริญเติบโตของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้ D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่

เพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง (เสริมน ้ าตาลซูโครส 30 g/l และ ไม่เสริมน ้ าตาล) 

สายพนัธุ์ ระยะเวลาการ
เพาะเล้ียง 
(สปัดาห)์ 

น ้ าหนกัสด 
 (g) 

น ้ าหนกัแหง้ 
 (g) 

Growth ratio 

ไม่เติม เติม SU ไม่เติม เติม SU ไม่เติม เติม SU 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

 
 

0 

1.0363 
1.0333 
1.0205 
1.0186 

1.0363 
1.0333 
1.0205 
1.0186 

0.0335 
0.0423 
0.0393 
0.0357 

0.0335 
0.0423 
0.0393 
0.0357 

- - 

2 

1.0171 
1.0049 
1.0230 
1.0231 

1.1561 
1.1999 
1.2207 
1.2163 

0.0873 
0.0772 
0.0838 
0.0780 

0.1133 
0.1161 
0.1171 
0.1214 

1.3156 
1.0477 
1.2228 
1.0690 

2.0053 
2.0796 
2.1061 
2.2202 

4 

1.1631 
1.0489 
1.0529 
1.0699 

1.3399 
1.6628 
1.7565 
1.1172 

0.1210 
0.1031 
0.1065 
0.1034 

0.1335 
0.1557 
0.1608 
0.1326 

2.2095 
1.7347 
1.8249 
1.7427 

2.5411 
3.1300 
3.2653 
2.5172 

6 
1.2691 
2.6515 
2.6528 

2.0621 
1.9729 
1.8204 

0.1174 
0.2297 
0.2295 

0.2076 
0.2053 
0.1916 

2.1141 
5.0928 
5.0875 

4.5066 
4.4456 
4.0822 

8 
3.8211 
4.2033 
2.4595 

3.0585 
2.4114 
2.3844 

0.2455 
0.2290 
0.1946 

0.2885 
0.2543 
0.2388 

5.5119 
5.0743 
4.1618 

6.6525 
5.7454 
5.3342 

10 
4.4394 
5.0459 
5.9189 

3.1702 
4.2120 
3.6507 

0.2272 
0.2265 
0.2192 

0.2665 
0.3019 
0.2845 

5.0265 
5.0080 
4.8143 

6.0690 
7.0080 
6.5464 
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ตารางที่ 21 การเจริญเติบโตของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้ D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่

เพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง (เสริมน ้ าตาลซูโครส 30 g/l และ ไม่เสริมน ้ าตาล) (ต่อ) 

สายพนัธุ์ ระยะเวลาการ
เพาะเล้ียง 
(สปัดาห์) 

น ้ าหนกัสด (g) น ้ าหนกัแหง้ (g) Growth ratio 

ไม่เติม เติม SU ไม่เติม เติม 
SU 

ไม่เติม เติม SU 

D. officinale  
 

0 

1.0272 
1.0347 
1.0233 
1.0371 

1.0272 
1.0347 
1.0233 
1.0371 

0.0384 
0.0385 
0.0425 
0.0397 

0.0384 
0.0385 
0.0425 
0.0397 

- - 

2 

0.9496 
1.0673 
0.9491 
1.1178 

1.0652 
1.0230 
1.0722 
0.9266 

0.0907 
0.0948 
0.0870 
0.0957 

0.1009 
0.0872 
0.0931 
0.0751 

1.2803 
1.3834 
1.1873 
1.4060 

1.5368 
1.1923 
1.3407 
0.8881 

4 

1.4436 
1.4597 
1.3591 
1.5517 

1.4859 
1.6778 
1.624 

 

0.1657 
0.1526 
0.1249 
0.1576 

0.1466 
0.1810 
0.1347 

3.1659 
2.8366 
2.1402 
2.9623 

2.6857 
3.5506 
2.3865 

6 

2.3863 
1.9604 
1.8197 
1.7691 

2.3863 
1.9604 
1.8197 

0.2129 
0.1892 
0.1752 
0.1617 

0.2077 
0.1835 
0.239 

4.3526 
3.7568 
3.4048 
3.0654 

4.2219 
3.6135 
5.0088 

8 

2.746 
2.407 
2.3508 
2.3656 

1.8919 
2.4362 
1.9622 
1.8495 

0.1684 
0.1394 
0.1527 
0.1352 

0.2471 
0.2716 
0.2086 
0.2433 

3.2338 
2.5047 
2.8391 
2.3991 

5.2124 
5.8284 
4.2445 
5.1169 

10 

2.9772 
2.6619 
2.7152 
2.7311 

1.8094 
2.5276 
2.3551 

0.1852 
0.1726 
0.1676 
0.1794 

0.2105 
0.2481 
0.2454 

3.6562 
3.3394 
3.2137 
3.5104 

4.2923 
5.2376 
5.1697 
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ตารางที่ 22 ค่า pH และ conduct ในอาหารเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้ D. Sonia ‘Jo Daeng’ 

และ   D. officinale ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง (เสริมน ้ าตาลซูโครส 30 g/l และ ไม่เสริม

น ้ าตาล) 

สายพนัธุ์ ระยะเวลาการ
เพาะเล้ียง 
(สปัดาห์) 

pH Conduct  
(mS/cm) 

ปริมาณอาหารเหลว 
(ml)  

ไม่เติม เติม SU ไม่เติม เติม SU ไม่เติม เติม SU 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

 
 

0 5.66 5.66 2.89 2.89 10 10 

2 

3.90 
3.64 
3.78 
4.03 

4.12 
4.18 
4.18 
4.24 

2.69 
2.68 
2.73 
2.55 

2.41 
2.46 
2.31 
2.40 

6.9 
7.8 
7.9 
7.4 

7.4 
8 

7.5 
7.6 

4 

4.28 
4.01 
3.91 
3.88 

4.55 
4.58 
5.05 
4.48 

1.934 
2.260 
2.320 
2.360 

1.722 
1.553 
1.172 
1.697 

7.4 
7.4 
7.4 
7.5 

7.4 
7 
5 
7 

6 
4.45 
4.91 
5.05 

5.03 
4.85 
4.87 

1.744 
0.414 
0.817 

0.692 
0.874 
1.042 

7.2 
5 

4.7 

7.4 
7.1 
7.25 

8 
5.02 
5.01 
5.08 

5.12 
5.01 
5.54 

0.1872 
0.235 
0.357 

0.380 
0.239 
0.234 

3.4 
3.5 
4.7 

5 
6 

6.4 

10 
5.03 
4.82 
4.72 

5.12 
4.95 
4.87 

0.270 
0.297 
0.210 

0.281 
0.245 
0.275 

2.5 
2.5 
1.5 

5.4 
4.2 
4.4 
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ตารางที่ 22 ค่า pH และ conduct ในอาหารเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้ D. Sonia ‘Jo Daeng’ 

และ   D. officinale ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง (เสริมน ้ าตาลซูโครส 30 g/l และ ไม่เสริม

น ้ าตาล) (ต่อ) 

สายพนัธุ์ ระยะเวลาการ
เพาะเล้ียง 
(สปัดาห์) 

pH Conduct  
(mS/cm) 

ปริมาณอาหารเหลว 
(ml)  

ไม่เติม เติม SU ไม่เติม เติม SU ไม่เติม เติม SU 

D. officinale 
 
 

0 5.65 5.65 2.14 2.14 10 10 

2 

4.13 
4.03 
4.11 
4.18 

4.06 
4.17 
4.24 
4.00 

1.639 
1.687 
0.166 
1.306 

1.574 
1.617 
1.554 
1.745 

8.5 
7.9 
7.9 
9 

8 
8 
8 

8.2 

4 

4.93 
4.74 
4.74 
5.09 

4.97 
4.89 
5.44 

 

1.067 
0.957 
1.118 
0.941 

0.890 
0.1071 
0.990 

8.5 
7.7 
7.7 
7 

7.6 
8 
8 

6 

5.76 
6.06 
5.35 
5.89 

5.34 
5.08 
5.88 
5.12 

0.306 
0.307 
0.463 
0.409 

0.422 
0.725 
0.687 
0.439 

6.5 
6.5 
6.9 
7 

9.8 
9.4 
9.5 
9.1 

8 

5.13 
5.21 
5.84 
5.73 

5.93 
5.86 
5.26 
5.06 

1.416 
0.261 
0.237 
1.866 

0.377 
0.312 
0.432 
0.343 

3.8 
5 
5 
5 

8.5 
7.9 
8.7 
8.2 

10 

5.21 
5.55 
5.76 
5.83 

6.1 
5.23 
6.03 

1.609 
0.205 
0.202 
0.269 

0.309 
0.222 
0.261 

3.2 
2.1 
4.6 
4.9 

7 
6.5 
7.4 
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ตารางที่ 23 ปริมาณน ้ าตาลรวมและปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ในอาหารเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้      

D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง (เสริมน ้ าตาลซูโครส 

30 g/l และ ไม่เสริมน ้ าตาล) 

สายพนัธุ์ ระยะเวลาการ
เพาะเล้ียง 
(สปัดาห)์ 

ปริมาณน ้ าตาลรวม 
(g/l) 

ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ 
(g/l) 

ไม่เติม เติม SU ไม่เติม เติม SU 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

 
 

0 30.028 30.028 0.063 0.063 

2 

30.956 
21.214 
26.848 
27.132 

27.881 
32.300 
31.886 
30.801 

12.432 
14.029 
9.771 
8.028 

8.648 
14.211 
15.444 
13.490 

4 

26.176 
27.468 
28.062 
29.121 

31.189 
30.930 
26.822 
29.690 

16.888 
13.016 
15.065 
15.881 

11.761 
11.710 
11.397 
11.390 

6 
25.194 
10.258 
9.535 

19.948 
23.721 
23.049 

3.748 
4.193 
17.602 

10.230 
7.139 
12.607 

8 
1.682 
1.690 
10.982 

11.886 
13.152 
18.424 

1.053 
0.850 
6.125 

5.935 
5.578 
7.233 

10 
1.496 
0.801 
0.693 

6.473 
8.398 
12.959 

4.438 
3.170 
1.885 

6.240 
2.868 
3.885 
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ตารางที่ 23 ปริมาณน ้ าตาลรวมและปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ในอาหารเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้      

D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง (เสริมน ้ าตาลซูโครส 

30 g/l และ ไม่เสริมน ้ าตาล) (ต่อ) 

สายพนัธุ์ ระยะเวลาการ
เพาะเล้ียง 
(สปัดาห)์ 

ปริมาณน ้ าตาลรวม 
(g/l) 

ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ 
(g/l) 

ไม่เติม เติม SU ไม่เติม เติม SU 

D. officinale  
 

0 29.394 29.394  0.944 0.944 

2 

13.662 
14.242 
12.727 
10.985 

15.051 
13.081 
12.601 
13.207 

13.066 
14.863 
11.132 
8.309 

10.610 
7.650 
15.007 
9.301 

4 

8.712 
7.841 
11.250 
9.886 

5.846 
9.533 
11.768 

11.031 
5.920 
6.727 
6.739 

6.076 
7.955 
7.412 
1.889 

6 

5.556 
8.144 
6.452 
5.896 

20.341 
20.480 
27.829 
20.000. 

4.908 
6.619 
7.816 
7.571 

17.854 
19.299 
21.410 
16.866 

8 

2.601 
1.333 
2.293 
3.598 

16.486 
13.346 
17.933 
19.651 

0.867 
1.288 
0.905 
1.902 

13.588 
10.877 
14.354 
16.310 

10 

0.894 
0.881 
1.053 
1.305 

12.016 
11.253 
13.075 

0.821 
0.785 
0.986 
1.165 

11.888 
8.690 
12.475 
4.721 
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ตารางที่ 24 ปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ  
D. officinale ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง (เสริมน ้ าตาลซูโครส 30 g/l และ ไม่เสริม
น ้ าตาล) 

 
สายพนัธุ์ 

ระยะเวลาการ
เพาะเล้ียง 
(สปัดาห์) 

ปริมาณฟีนอลิก 
(mg/batch) 

ปริมาณฟลาโว
นอยด ์(mg/batch) 

ปริมาณพอลิแซคคา
ไรด ์(mg/batch) 

ไม่เติม เติม SU ไม่เติม เติม SU ไม่เติม เติม SU 

D. Sonia 
‘Jo Daeng’ 

 
 

0 
4.3158 
4.3158 

4.3158 
4.3158 

5.2765 
5.2765 

5.2765 
5.2765 

28.4566 
28.4566 

28.4566 
28.4566 

2 
7.4288 
6.4519 
4.5982 

8.6541 
3.6400 
5.9468 

3.6536 
0.8958 
1.9159 

5.5111 
0.1775 
6.4780 

532.1433 
199.2880 
236.7384 

197.5027 
218.0377 
324.3021 

4 
10.1455 
6.8391 
7.9243 

14.4178 
10.0131 
19.3384 

9.5702 
4.4577 
5.5777 

10.1689 
8.5495 
8.2210 

684.5437 
473.0966 
4.98.4069 

498.0469 
215.3450 
553.6897 

6 
11.0195 
22.9260 
22.3031 

16.4038 
14.1492 
19.2748 

5.6087 
16.1662 
12.6952 

8.5487 
14.5517 
10.7683 

142.0072 
382.4208 
200.3408 

197.9673 
470.1119 
504.2446 

8 
20.4907 
27.9768 
16.6413 

20.6351 
18.4317 
13.2276 

19.8206 
16.3149 
15.1026 

17.6481 
19.3284 
18.2411 

169.9112 
116.6572 
68.4153 

193.5142 
169.5112 
216.4615 

10 
32.6670 
16.7137 
21.7707 

23.6305 
27.9701 
34.3446 

26.4368 
10.9112 
19.4089 

16.4210 
17.2033 
14.0933 

146.3094 
253.6586 
339.6064 

25.9598 
180.2031 
759.6947 
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ตารางที่ 24 ปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ  
D. officinale ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบตั้งน่ิง (เสริมน ้ าตาลซูโครส 30 g/l และ ไม่เสริม
น ้ าตาล) (ต่อ) 

สายพนัธุ์ ระยะเวลาการ
เพาะเล้ียง 
(สปัดาห์) 

ปริมาณฟีนอลิก 
(mg/batch) 

ปริมาณฟลาโว
นอยด ์(mg/batch) 

ปริมาณพอลิแซคคา
ไรด ์(mg/batch) 

ไม่เติม เติม SU ไม่เติม เติม SU ไม่เติม เติม SU 

 
 

D. officinale 
 
 

0 
1.8656 
1.5948 
2.1275 

1.8656 
1.6028 
2.1275 

2.8512 
3.5690 
2.7549 

2.8512 
3.5690 
2.7549 

1.6242 
0.8797 
1.6646 

0.8121 
0.4399 
0.8323 

2 

2.6913 
1.9733 
2.4733 
3.0077 

3.0090 
1.8151 
2.6467 
2.3603 

9.7299 
7.4714 
8.3970 

10.3835 

10.8783 
6.8725 
8.9857 
8.1484 

44.8371 
74.1017 
65.1284 
56.9514 

34.4641 
25.1629 
51.0991 
28.5706 

4 

6.0591 
2.8633 
3.7949 
4.4147 

3.0390 
6.9297 
2.9105 

16.2917 
11.5398 
14.8939 
15.5367 

12.0403 
16.1995 
8.7667 

 

110.8532 
25.3426 
91.7307 
77.0404 

53.0090 
91.6694 
75.5182 

6 

6.9831 
7.8923 
10.3040 
9.9755 

11.9279 
6.8660 
15.0670 

 

9.8969 
10.9973 
16.3704 
19.4682 

22.2369 
10.9183 
27.4676 

52.7906 
74.1687 
45.8104 
51.1690 

89.2461 
92.5320 
108.6364 

8 

6.2388 
5.0657 
9.4410 
6.0518 

9.7733 
17.4244 
11.7996 

12.7423 
9.7580 

16.9004 
13.9932 

17.6053 
32.8976 
26.3379 
23.9879 

20.5317 
33.0019 
19.5213 
51.5322 

95.6460 
47.5814 
30.2202 
81.6703 

10 

13.3344 
11.7928 
10.0400 
10.3027 

8.0516 
10.9546 
9.6758 

16.4828 
21.8969 
17.9053 
19.1958 

21.6574 
23.0664 
26.9531 

40.7756 
39.9446 
30.0801 
3.3977 

62.9743 
93.0962 
53.1584 
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3. การเพาะเลีย้งโปรโตคอร์มกล้วยไม้  D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ในระบบถังปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบแช่ช่ัวคราว 
ตารางที่ 25 การเจริญเติบโตของโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้ D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่
เพาะเล้ียงในระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 

สายพนัธุ์ ระยะเวลาการ
เพาะเล้ียง (สัปดาห์) 

น ้าหนกัสด  
(g) 

น ้าหนกัแห้ง 
 (g) 

Growth ratio 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

 
 

0 
5.0274 
5.0163 
5.0243 

0.1557 
0.1415 
0.1408 

- 

2 
5.3384 
6.1048 

0.5980 
0.4757 

3.0959 
2.2582 

4 
6.7991 
7.0469 

0.6609 
0.6339 

3.5267 
3.3418 

6 
9.5765 
6.1336 

0.9211 
0.6412 

5.3089 
3.3918 

8 
10.7434 
9.0042 

1.0946 
0.8861 

6.4973 
5.0692 

10 
10.4009 
12.0293 
9.8030 

1.1907 
1.0319 
0.9318 

7.1555 
6.0678 
5.3822 

 
 

D. officinale 
 
 

0 
5.0209 
5.0149 
5.0130 

0.1386 
0.1423 
0.1536 

- 

2 
5.4866 
5.1860 

0.3487 
0.4191 

1.4076 
1.8937 

4 
5.8865 
6.2180 

0.6212 
0.7274 

3.2891 
4.0223 

6 
9.1359 
8.7733 

1.0763 
0.8746 

6.4313 
5.0387 

8 
11.3131 
9.8598 

1.3723 
1.1304 

8.4750 
6.8048 

10 
16.5574 
16.3704 

1.7836 
1.7614 

11.3148 
11.1616 
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ตารางที่ 26 ค่า pH และ conduct ในอาหารเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้ D. Sonia ‘Jo Daeng’ 

และ   D. officinale ที่เพาะเล้ียงในระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 

สายพนัธุ์ ระยะเวลาการ
เพาะเล้ียง (สัปดาห์) 

pH Conduct 
(mS/cm) 

ปริมาณอาหารเหลว 
(ml) 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

 
 

0 5.62 2.19 100 

2 
3.11 
3.61 

1.757 
1.566 

89 
94 

4 
3.49 
3.40 
3.43 

1.316 
1.719 
1.184 

84 
86 
89 

6 
3.99 
3.70 

1.012 
1.380 

82 
77 

8 
5.08 
4.44 

0.859 
0.992 

77 
79 

10 
4.24 
4.05 
4.39 

0.679 
0.809 
0.864 

68 
73 
74 

 
 

D. officinale 
 
 

0 5.62 2.19 100 

2 
4.33 
3.52 
3.85 

1.542 
1.558 
1.681 

92 
91 

89.5 

4 
4.02 
4.11 

1.290 
1.727 

86 
93 

6 
5.52 
4.01 

0.843 
0.968 

79 
77 

8 
5.98 
4.42 

0.682 
0.723 

82 
76 

10 
5.94 
5.94 

0.211 
0.222 

63 
62 

 

 



  

 

133 

ตารางที่ 27 ปริมาณน ้ าตาลรวมและปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ในอาหารเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้      

D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ   D. officinale ที่เพาะเล้ียงในระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 

สายพนัธุ์ ระยะเวลาการ
เพาะเล้ียง (สปัดาห์) 

ปริมาณน ้ าตาล
รวม (g) 

ปริมาณน ้ าตาล
รีดิวซ์ (g) 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

 
 

0 
36.487 
36.490 

0.102 
0.102 

2 
35.051 
34.282 

12.721 
8.102 

4 
31.090 
31.692 

20.610 
19.253 

6 
25.667 
28.654 

20.380 
21.280 

8 
21.141 
24.962 

17.896 
20.174 

10 
20.474 
22.656 
24.936 

20.079 
21.404 
18.761 

 
 

D. officinale 
 
 

0 36.487 
36.490 

0.102 
0.102 

2 34.769 
34.205 

28.967 
26.753 

4 29.684 
28.321 

23.388 
21.190 

6 22.967 
25.088 

29.810 
30.343 

8 22.222 
20.310 

19.317 
17.706 

10 7.110 
7.661 

5.885 
6.464 
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ตารางที่ 28 ปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ 

D. officinale ที่เพาะเล้ียงในระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 

สายพนัธุ์ ระยะเวลาการ
เพาะเล้ียง (สัปดาห์) 

ปริมาณฟีนอลิก 
(mg/batch) 

ปริมาณฟลาโวนอยด ์
(mg/batch) 

ปริมาณพอลิแซคคา
ไรด ์(mg/batch) 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

 
 

0 
3.6963 
2.0209 

3.6674 
2.2469 

16.50643 
19.13538 

2 
15.5504 
15.9481 

17.8275 
20.6286 

343.798 
437.8886 

4 
20.2555 
20.4334 

19.9078 
25.5245 

643.3057 
627.1477 

6 
23.8214 
18.0423 

24.93 
18.7319 

668.2752 
659.5133 

8 
32.8398 
24.7641 

35.0833 
25.5816 

253.1364 
243.0174 

10 
48.0013 
46.3254 
47.0033 

49.7812 
45.6015 
42.5412 

154.5608 
134.9158 
123.9280 

 
 

D. officinale 
 
 

0 3.3056 
1.4832 

3.9656 
2.7397 

0.6998 
0.7650 

2 3.0817 
10.0303 

3.9738 
11.1578 

8.931 
10.469 

4 10.6925 
15.5638 

26.2201 
25.9045 

65.549 
36.165 

6 41.9387 
36.3643 

34.6274 
23.3227 

111.366 
132.515 

8 31.7242 
36.1392 

53.0413 
55.8099 

174.042 
147.114 

10 40.1333 
51.616 

55.1275 
64.8662 

380.585 
394.209 
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ตารางที่ 29 ปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระและเปอร์เซ็นตก์ารตา้นอนุมูลอิสระจากโปรโตคอร์มกลว้ย

ไม ้D. Sonia ‘Jo Daeng’ และ D. officinale ที่เพาะเล้ียงในระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 

สายพนัธุ์ ระยะเวลาการ
เพาะเล้ียง (สัปดาห์) 

ปริมาณสารตา้น
อนุมูลอิสระ FRAP 

(mg/batch) 

ปริมาณสารตา้น
อนุมูลอิสระ DPPH 

(mg/batch)  

%การตา้นอนุมูล
อิสระ DPPH 

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

 
 

0 
3.7945 
1.8986 

0.4607 
0.3245 

62.500 
63.750 

2 
17.1459 
16.8711 

2.5222 
2.2430 

62.813 
70.000 

4 
23.7622 
21.1895 

3.2557 
3.1406 

68.125 
68.125 

6 
26.6010 
17.6284 

3.5902 
1.9556 

62.528 
42.058 

8 
36.5200 
27.9421 

5.2949 
3.6041 

62.081 
55.928 

10 
53.2938 
45.1672 
45.3869 

5.8627 
5.8855 
4.9556 

67.897 
69.016 
68.680 

 
 

D. officinale 
 
 

0 
2.8760 
1.2790 

0.4768 
0.2731 

64.688 
56.875 

2 
2.0777 
8.1234 

0.5344 
1.4328 

36.875 
55.000 

4 
9.9249 

10.2582 
2.1477 
3.1705 

47.813 
55.938 

6 
33.6474 
30.9858 

5.8372 
4.9236 

70.000 
77.188 

8 
24.2400 
27.2416 

5.2395 
5.3095 

52.500 
60.625 

10 38.9821 
48.4975 

4.3683 
5.5882 

31.432 
40.716 
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ตารางที่ 30 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนส จากโปรโตคอร์มกลว้ยไม ้D. Sonia ‘Jo 

Daeng’ และD. officinale ที่เพาะเล้ียงในระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชัว่คราว 

สายพนัธุ์ ระยะเวลาการ
เพาะเล้ียง (สปัดาห์) 

%การยบัย ั้งเอนไซม์
ไทโรซิเนส  

D. Sonia ‘Jo 
Daeng’ 

 
 

0 
11.786 
15.536 

2 
32.857 
33.260 

4 
30.000 
29.330 

6 
22.500 
24.107 

8 
29.107 
20.357 

10 
10.893 
13.929 

 
 

D. officinale 
 
 

0 2.857 
8.393 

2 60.000 
52.200 

4 42.500 
44.286 

6 47.679 
44.200 

8 42.143 
38.214 

10 50.893 
46.000 
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ประวัติผู้เขียน 
 

ประวตัิผู้เขยีน 
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ผลงานตีพิมพ์ 1. Nuttaya Pojthum, Kullanart Obsuwan, and Budsarapon Ngampanya.  

Biomass and Bioactive Compounds Production in Protocorm-Like 
Bodies of  Dendrobium ‘SONIA JO DAENG’ and Dendrobium officinale 
Under Static Condition Culture. Oral presentation at Silpakorn 
International Conference on Total Art & Science Conjunction with the 
2nd International Conference on Engineering and Industrial Technology 
on 3-5 November 2021 in Nakhon Pathom, Proceeding.  
2. Nuttaya Pojthum, Kullanart Obsuwan, and Budsarapon Ngampanya.  
Biomass and Bioactive Compounds Production in Protocorm-Like 
Bodies of  Dendrobium ‘SONIA JO DAENG’ and Dendrobium officinale 
Under Static Condition Culture. AIP Conference Procedings XXX, XXX 
(2022) (Article in press)   

 

 


	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	สารบัญตาราง
	สารบัญภาพ
	บทที่ 1
	บทนำ
	1. ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา
	2. ความมุ่งหมายและวัตถุประสงค์ของการศึกษา
	3. ขอบเขตการศึกษา
	4. ผลที่คาดว่าจะได้รับ

	บทที่ 2
	เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
	1. กล้วยไม้สกุลหวาย
	2.  การขยายพันธุ์พืชด้วยระบบของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
	3. ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชั่วคราว (Temporary Immersion System Bioreactors, TIS)
	4. การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกล้วยไม้ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
	5.  แหล่งคาร์บอนในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช (Carbon source)
	6.  การผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากกล้วยไม้

	บทที่ 3
	อุปกรณ์และวิธีการทดลอง
	1. สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง
	2. เครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง
	3. พืชทดลอง
	4. วิธีการทดลอง
	4.1 การศึกษาความสัมพันธ์ของมวลชีวภาพและการเพิ่มปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของ โปรโตคอร์มกล้วยไม้ D. Sonia ‘Jo Daeng’ กับ D. officinale ในอาหารเหลวด้วยระบบการเพาะเลี้ยงแบบตั้งนิ่ง
	4.2 การศึกษาของความสัมพันธ์ของมวลชีวภาพและการเพิ่มปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของโปรโตคอร์มกล้วยไม้ D. Sonia ‘Jo Daeng’ กับ D. officinale ด้วยระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชั่วคราว


	บทที่ 4
	ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง
	1. การศึกษาการผลิตมวลชีวภาพและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของโปรโตคอร์มกล้วยไม้            D. Sonia ‘Jo Daeng’ กับ D. officinale ในอาหารเหลวด้วยระบบแบบตั้งนิ่ง
	2. การศึกษาความสัมพันธ์ของมวลชีวภาพและการเพิ่มปริมาณสารพอลิแซ็กคาไรด์ของ                     โปรโตคอร์มกล้วยไม้ D. Sonia ‘Jo Daeng’ กับ D. officinale ด้วยระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชั่วคราว
	3. วิเคราะห์ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพและทดสอบฤทธิ์ในการต้านออกซิเดชันของสารสกัดจากโปรโตคอร์ม กล้วยไม้ที่ผลิตได้จากการเพาะเลี้ยงด้วยระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแช่ชั่วคราว

	บทที่ 5
	สรุปผลการทดลอง
	ข้อเสนอแนะ
	รายการอ้างอิง
	ประวัติผู้เขียน

