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งานวิจยัน้ีเพื่อศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบติัทางเคมีและชีวภาพของสารสกดัจากถัว่เหลือง

และถัว่เหลืองท่ีหมกัดว้ย Bacillus subtilis SB-MYP-1 โดยใชเ้อทานอลและน ้ า รวมถึงการศึกษาผล
ของสารสกดัถัว่เหลืองและสารสกดัถัว่เหลืองหมกัต่อการสร้างกระดูกโดยใชเ้ซลล์ไลน์ MC3T3-E1 
คุณสมบติัทางเคมีท่ีศึกษา ไดแ้ก่ ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด ฟลาโวนอยด์  ไอโซฟลาโวน ไดแ้ก่ เดอิส-
ซีนและเจนิสทีน ไทอามีนและไรโบฟลาวิน รวมทั้งปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมด และความสามารถ
ในการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัถัว่เหลืองและสารสกดัถัว่เหลืองหมกั ผลการศึกษาพบวา่สาร
สกดัถัว่เหลืองหมกัเอทานอลมีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด ฟลาโวนอยด์  เดอิสซีน และเจนิสทีนสูงสุด
ตามดว้ยสารสกดัถัว่เหลืองเอทานอล สารสกดัถัว่เหลืองหมกัน ้า และสารสกดัถัว่เหลืองน ้า ตามล าดบั 
สารสกดัถัว่เหลืองหมกัเอทานอล ประกอบดว้ย สารประกอบฟีนอลิก 35.02 มิลลิกรัมกาลิก/กรัม-
สารสกดั ฟลาโวนอยด์ 14.02 มิลลิกรัมแคทีชิน/กรัมสารสกดั เดอิสซีน 896.86 มิลลิกรัม/100 กรัม
สารสกดั และเจนิสทีน 1,641.61 มิลลิกรัม/100 กรัมสารสกัด ประสิทธิภาพของตวัท าละลายท่ี
น ามาใช้สกดัพบว่าเอทานอลเป็นตวัท าละลายท่ีดีกว่าน ้ าในการสกดัสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 
ฟลาโวนอยด ์เดอิสซีน และเจนิสทีน และพบวา่สารสกดัถัว่เหลืองหมกัเอทานอลมีปริมาณไทอามีน 
ไรโบฟลาวนิ และกรดอะมิโนทั้งหมดสูงสุด  

ส่วนฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดถั่วเหลืองและสารสกัดถั่วเหลืองหมัก เม่ือ
เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน Trolox และวิตามินซี พบว่าการสกดัด้วยเอทานอลให้สารสกดัท่ีมี
กิจกรรมตา้นอนุมูลอิสระมากกวา่การสกดัดว้ยน ้า สารสกดัถัว่เหลืองหมกัเอทานอล เม่ือทดสอบโดย 
DPPH assay มีค่า IC50 18.45 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ABTS assay มีค่า IC50 4.52 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และ 
FRAP assay มีค่า 0.258 มิลลิโมล Fe2+/กรัมสารสกดั  ซ่ึงสูงกวา่สารสกดัเอทานอลของถัว่เหลืองท่ี 
ไม่ผ่านกระบวนการหมกั  และสุดทา้ยเม่ือเปรียบเทียบผลของสารสกดัถัว่เหลืองและสารสกดัถัว่
เหลืองหมกัต่อการเจริญของเซลล์สร้างกระดูก โดยใช้อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสเป็นตวับ่งช้ีในการ
ทดสอบกบัเซลล์ไลน์ MC3T3-E1 พบว่าสารสกดัถัว่เหลืองหมกัเอทานอลส่งเสริมการเจริญของ 
เซลล์ไลน์ MC3T3-E1 สูงสุด และมีกิจกรรมของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสสูงสุด ซ่ึงคิดเป็น 
135.61 เปอร์เซ็นต ์ 
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FERMENTED SOYBEAN EXTRACT/BIOLOGICAL PROPERTIES/CHEMICAL 

PROPERTIES/PROLIFERATION/ALKALINE PHOSPHATASE  

 

Comparisons of chemical and biological properties of soybean (SB) and 

fermented soybean (FSB) extracts with Bacillus subtilis SB-MYP-1using ethanol and 

water were studied. In addition, the effect of SB and FSB extracts on bone formation 

with MC3T3-E1 cells was investigated. The chemical properties such as total 

phenolics, flavonoids, and isoflavone such as daidzein and genistein, thiamine, and 

riboflavin including total amino acid content, and the antioxidant activities of SB and 

FSB extracts were studied. The results showed that the fermented soybean ethanol 

extract (FSBE) contained the highest level of total phenolics, flavonoids, daidzein, and 

genistein, following the soybean ethanol extract (SBE), the fermented soybean water 

extract (FSBW), and the soybean water extract (SBW), respectively. The FSBE 

composed of total phenolics content of 35.02 mg gallic acid equivalent/g extract, 

flavonoids content of 14.02 mg catechin equivalent/g extract, daidzein content of 

896.86 mg/100 g extract, and genistein contents of 1,641.61 mg/100 g extract. For 

solvent effectiveness, ethanol gave the higher content of total phenolics, flavonoids, 

daidzein, and genistein than water. Moreover, the FSBE showed the highest thiamine, 

riboflavin, and total amino acids contents.  
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Regarding the antioxidant activity of SB and FSB extracts when compared with 

the commercial standard such as trolox and ascorbic acid, the results showed that 

ethanol extraction induced higher antioxidant activity than water extraction. The 

antioxidant activity of FSBE determined by DPPH assay showed IC50 at 18.45 mg/ml, 

ABTS assay with IC50 4.52 mg/ml, and FRAP assay at 0.258 mmol Fe
2+

/mg extract, 

which is higher antioxidant activity than SBE. Finally, comparing the effect of SB and 

FSB extracts on bone formation using alkaline phosphatase as a marker in  MC3T3-E1 

cells, showed that the FSBE promoted the highest proliferation of  MC3T3-E1 cells 

and increased alkaline phosphatase activity by 135.61 per cent.  

In conclusion, the FSBE contains the highest content of total phenolics, 

flavonoids, daidzein, genistein, thiamine, riboflavin, and total amino acid with 

contributing to the  highest antioxidant activities and increasing alkaline phosphatase 

activity. 
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บทที ่1 
บทน า 

 

1.1 ความส าคญัและทีม่าของปัญหาทีท่ าการวจิัย 

ถัว่เหลือง มีช่ือทางวิทยาศาสตร์คือ Glycine max (L.) Merrill อยูใ่นตระกูล Leguminosae 
เป็นพืชท่ีนิยมน ามาบริโภค เน่ืองจากมีคุณค่าทางโภชนาการสูง เช่น วิตามิน เอ บี ซี และเกลือแร่ท่ี
ร่างกายตอ้งการปริมาณสูง (Jing และ Zhang, 2006) มีรายงานทางการแพทยท่ี์เก่ียวกบัประโยชน์ของ
การรับประทานถั่วเหลืองในการป้องกันและรักษาโรคต่าง ๆ เช่น ช่วยป้องกนัโรคอว้น (Garcia       
et al., 1997) โรคมะเร็ง (Messina and Barnes,1991; Hawrylewicz et al., 1995) โรคกระดูกพรุน 
(Chiechia et al., 2002) โรคหลอดเลือดหวัใจอุดตนั (Sumi et al., 1987; Anthony et al., 1996; 
Anderson et al., 1999)  และโรคไต ( Brenner et al., 1982) ถัว่เหลืองยงัเป็นแหล่งของไอโซฟลาโวน 
2 ชนิด คือ เจนิสทีนและเดอิสซีน ซ่ึงมีความส าคญัต่อหน้าท่ีต่าง ๆ ในร่างกาย เช่น ช่วยลดคลอ-
เลสเตอรอล และมีคุณสมบติัเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ ยบัย ั้งการเกิด LDL-oxidation ซ่ึงเป็นสาเหตุ
ของโรคหลอดเลือดหวัใจอุดตนั และน าไปสู่โรคหวัใจขาดเลือด (Nagata et al., 1998; Kenneth et al., 
1999)   

การบริโภคถัว่เหลืองอาจบริโภคในลกัษณะท่ีเป็นถัว่เหลืองทั้งเมล็ดท่ีผ่านการแปรรูปเป็น
อาหารชนิดอ่ืน เช่น นมถัว่เหลือง เตา้เจ้ียว ซีอ๊ิว และถัว่เน่า เป็นตน้ ถัว่เหลืองนอกจากจะมีคุณค่าทาง
โภชนาการเพราะอุดมไปดว้ยโปรตีนแลว้ ยงัพบว่าในถัว่เหลืองยงัมีสารส าคญัอีกมากมาย เช่น       
ไอโซฟลาโวน, ซาโปนิน, ไฟโตสเตอรอล และโอลิโกแซคคาไลด์ โดยเฉพาะไอโซฟลาโวนนั้นเป็น
สารท่ีพบมากในถัว่เหลือง ซ่ึงเป็นฟลาโวนอยดท่ี์ไดจ้ากธรรมชาติและมีคุณสมบติัคลา้ยกบั เอสโตร-
เจน จึงจดัวา่เป็นไฟโตรเอสโตรเจน มีฤทธ์ิลดการสร้างอนุมูลอิสระและช่วยตา้นมะเร็ง เน่ืองจาก   
ไอโซฟลาโวนในถัว่เหลืองเป็นสารประกอบท่ีมีโครงสร้างคลา้ยคลึงกบัฮอร์โมนเอสโตรเจน (Jing 
and Zhang, 2006)  ดงันั้นสารไอโซฟลาโวนในถัว่เหลืองจึงสามารถทดแทนเอสโตรเจนในร่างกาย
ไดแ้ละมีความจ าเป็นอยา่งยิง่ในหญิงวยัหมดประจ าเดือน  

ถั่วเน่า คือผลิตภณัฑ์ถั่วเหลืองหมกัของไทย โดยเฉพาะอย่างยิ่งทางภาคเหนือของไทย
(Chukeatirote and Thakang, 2006) ถัว่เน่าเป็นผลิตภณัฑอ์าหารหมกัพื้นเมืองท่ีนิยมใชเ้ป็นเคร่ืองปรุง
ในการประกอบอาหารของประชากรทางภาคเหนือของประเทศไทย ผลิตภณัฑ์น้ีไดจ้ากการหมกัถัว่
เหลืองท่ีแช่น ้าคา้งคืนแลว้ท าใหสุ้ก หลงัจากนั้นห่อดว้ยใบตองหมกัทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3-4 
วนั หรือจนกระทัง่ปรากฏสารเมือกเหนียวเคลือบทัว่ผวิของเมล็ดถัว่เหลือง ผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ะอุดมไป
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ดว้ยเอนไซม์โปรติเอสจากกิจกรรมของบาซิลสัและสารประกอบออกฤทธ์ิทางชีวภาพกลุ่มไอโซ-
ฟลาโวนโดยเฉพาะเจนิสทีนซ่ึงมีฤทธ์ิตา้นการเกิดเน้ืองอก (Chantawannakul et al., 2002) รวมทั้ง
อุดมดว้ยคุณค่าทางโภชนาการ ไดแ้ก่ มีปริมาณกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นสูงข้ึนหลงัผา่นกระบวนการหมกั 
ซ่ึงจะถูกดูดซึมไดอ้ยา่งรวดเร็วในระบบทางเดินอาหาร นอกจากน้ียงัประกอบไปดว้ยวิตามินไทอา
มินและไรโบฟลาวินซ่ึงเป็นวิตามินหลักท่ีจ าเป็นส าหรับผูสู้งอายุ ไอโซฟลาโวนมีผลต่อระดับ
ฮอร์โมนเพศหญิงเอสโตรเจน ซ่ึงจะมีปริมาณลดลงในวยัหมดประจ าเดือน (Kerry et al., 2000) 
ดงันั้นผลิตภณัฑ์อาหารท่ีประกอบดว้ยสารสกดัถัว่เหลืองหมกัจึงเป็นอาหารเชิงหน้าท่ี มีส่วนช่วย
ป้องกนัโรคไม่ติดต่อเร้ือรังท่ีส าคญัในกลุ่มผูสู้งอายุ ไดแ้ก่ กลุ่มโรคหวัใจและหลอดเลือด โดยมีผล
ช่วยลดปริมาณคลอเลสเตอรอลในเลือด โรคเบาหวาน โรคมะเร็ง ช่วยบรรเทาอาการของหญิงวยั-
หมดประจ าเดือน การหมกัจะส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงของไอโซฟลาโวน โดยพบวา่ไอโซฟลาโวน
ในกลุ่มไกลโคไซด์  (glycoside) ท่ีพบในถั่วเหลืองจะถูกย่อยโดยเอนไซม์เบต้า-กลูโคซิเดสจาก
จุลินทรีย์ท่ีใช้ในกระบวนการหมกั ท าให้ปริมาณไอโซฟลาโวนในกลุ่มอะไกลโคน (aglycone) 
สูงข้ึนในระหวา่งการหมกั (Kwak et al., 2007) จากการศึกษาของ Han  et al. (2004) ในประเทศจีน 
สรุปไวว้า่หลงัจากผา่นกระบวนการหมกัถัว่เหลืองใหเ้ป็นผลิตภณัฑเ์ตา้หู้ (tofu) โดยเช้ือ Acinomucor 
elegans พบวา่เตา้หูมี้ปริมาณกรดอะมิโนสูงถึง 26-42 mg/g ในกระบวนการหมกัท่ีใชเ้กลือ 14% และ
รูปแบบของกรดอะมิโนชนิดจ าเป็น (essential amino acids) ท่ีพบเหมือนกบักรดอะมิโนท่ีจ าเป็นใน
ไข่และนมววั 

ไอโซฟลาโวนเป็นไฟโตเอสโตรเจนชนิดหน่ึงซ่ึงพบไดใ้นพืชต่าง ๆ โดยเฉพาะในถัว่-
เหลืองมีโครงสร้างและการออกฤทธ์ิคลา้ยฮอร์โมนเอสโตรเจน (Setchell, 1998) กล่าวคือ เป็นสารท่ี
สามารถใช้ทดแทนการขาดหรือการลดน้อยลงของปริมาณฮอร์โมนเอสโตรเจนได้ซ่ึงฮอร์โมน
เอสโตรเจนน้ีมีความส าคญัและจ าเป็นอยา่งยิง่ในหญิงวยัหมดประจ าเดือน การให้ฮอร์โมนทดแทนมี
ความเส่ียงต่อการเกิดผลขา้งเคียงอ่ืน ๆ เช่น รายงานการวิจยัของ Messina (1999) พบวา่การใช้
ฮอร์โมนทดแทนก่อให้เกิดมะเร็ง อยา่งไรก็ตามมีงานวิจยัท่ีเสนอแนะว่าการบริโภคสารไอโซฟลา-
โวน ท่ีปริมาณ 40 mg ต่อน ้ าหนกัตวัต่อวนั อาจลดภาวะไม่พึงประสงคข์องวยัหมดประจ าเดือนได้
(Baird et al., 1995)     

มวลกระดูกของสตรีจะมีความสัมพนัธ์กับระดับฮอร์โมนเพศหญิงในร่างกายของสตรี     
วยัหมดประจ าเดือน ซ่ึงภาวะการขาดฮอร์โมนเพศหญิงมกัจะพบว่าร่างกายมีการลดลงของมวล-
กระดูก (Liu, 1997) ฮอร์โมนเอสโตรเจนเป็นฮอร์โมนท่ีส าคญัส าหรับการสร้างมวลกระดูก เม่ือ
ฮอร์โมนน้ีมีปริมาณลดลงในหญิงวยัหมดประจ าเดือน มวลกระดูกจะมีการสลายมากกว่าการสร้าง 
ก่อให้เกิดภาวะกระดูกพรุน (osteoporosis) ซ่ึงท าให้สตรีสูงวยักระดูกเปราะ หกัง่าย กระดูกสันหลงั
อ่อนตวัท าให้หลงัโก่ง และอาจมีอาการปวดขอ้  กลา้มเน้ืออ่อนเปล้ีย (ณัฐวุฒิ  บุญยืน, 2551)  อาการ
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ท่ีเกิดกบัหญิงวยัหมดประจ าเดือน มกัจะรักษาดว้ยการใชฮ้อร์โมนทดแทน (Hormone Replacement 
Therapy: HRT) เป็นมาตรการรักษาดว้ยการผสมผสานฮอร์โมนเอสโตรเจนกบัฮอร์โมนโปรเจสติน 
ซ่ึงถึงแมว้า่การรักษาดว้ยฮอร์โมนสังเคราะห์น้ี จะให้ผลดีในการลดอาการร้อนแดงท่ีผิวหนงัซ่ึงมกั
เกิดข้ึนบ่อย  แต่มักมีผลข้างเคียงระยะยาว รวมทั้ งมีโอกาสเพิ่มปัจจัยเส่ียงต่อการพัฒนาของ
โรคมะเร็งบางชนิดได ้ จึงเกิดความสนใจวิธีธรรมชาติบ าบดัอ่ืน ๆ ทดแทน โดยเฉพาะการบริโภค
สารอาหารธรรมชาติและปรับเปล่ียนพฤติกรรมในการด ารงชีวิต (Brandi, 1999) ซ่ึงมีงานวิจยัท่ี
หลากหลายพบว่าถั่วเหลืองมีประสิทธิภาพในการลดความรุนแรงของอาการในหญิงวยัหมด-
ประจ าเดือนได้ การรับประทานอาหารท่ีมีถัว่เหลืองเป็นส่วนประกอบอย่างสม ่าเสมอจะได้รับ        
ไอโซฟลาโวนซ่ึงมีสูตรโครงสร้างคลา้ยฮอร์โมนเอสโตรเจนดว้ย จึงอาจเป็นอีกทางเลือกหน่ึงของ
ผูห้ญิงท่ีไม่ตอ้งการลดอาการวยัหมดประจ าเดือนด้วยการใช้ฮอร์โมนทดแทน อีกทั้งช่วยป้องกนั
โรคมะเร็งเตา้นมและมะเร็งท่ีพึ่งฮอร์โมนเอสโตรเจนรวมทั้งลดระดบัไขมนัในเลือดได ้(Johnson and 
Williamson, 2003) ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงตอ้งการศึกษาเปรียบเทียบปริมาณสารพฤกษเคมีและธาตุ
อาหารโภชนาการ และฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัจากถัว่เหลืองและสารสกดัจากถัว่เหลืองหมกั 
และผลของสารสกดัจากถัว่เหลืองและสารสกดัจากถัว่เหลืองหมกัท่ีมีต่อการสร้างสารทางชีวเคมีของ
การสร้างกระดูก (biochemical markers for bone formation)  

 

1.2 วตัถุประสงค์ของการวจิัย  
1.2.1 เพื่อศึกษาเปรียบเทียบปริมาณสารพฤกษเคมีไดแ้ก่สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ฟลา-

โวนอยดแ์ละไอโซฟลาโวนของสารสกดัจากถัว่เหลืองและสารสกดัจากถัว่เหลืองหมกั 
1.2.2 เพื่อศึกษาเปรียบเทียบปริมาณธาตุอาหารโภชนาการ ได้แก่ กรดอะมิโนทั้งหมด       

ไทอามิน และไรโบฟลาวนิของสารสกดัจากถัว่เหลืองและสารสกดัจากถัว่เหลืองหมกั 
1.2.3 เพื่อศึกษาเปรียบเทียบความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัจาก

ถัว่เหลืองและสารสกดัจากถัว่เหลืองหมกั 
1.2.4 ศึกษาผลของสารสกดัจากถัว่เหลืองและสารสกดัจากถัว่เหลืองหมกัท่ีมีต่อความเป็น

พิษและการเจริญของเซลลไ์ลน์ MC3T3-E1 
1.2.5 ศึกษาผลของสารสกดัจากถัว่เหลืองและสารสกดัจากถัว่เหลืองหมกัท่ีมีต่อการสร้าง

สารทางชีวเคมีของการสร้างกระดูก (biochemical markers for bone formation) 

 

1.3 สมมติฐานของการวจิัย 
สารสกัดจากถั่วเหลืองท่ีผ่านกระบวนการหมักด้วย Bacillus subtilis SB-MYP-1 มี

สารพฤกษเคมีท่ีออกฤทธ์ิทางชีวภาพ, ปริมาณของธาตุอาหารโภชนาการและความสามารถในการ
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เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระสูงกวา่สารสกดัจากถัว่เหลืองท่ีไม่ผา่นกระบวนการหมกั และสารสกดัจาก
ถัว่เหลืองหมกัปราศจากความเป็นพิษต่อเซลล์และส่งเสริมการเจริญของเซลล์ไลน์ MC3T3-E1 และ
เพิ่มการสร้างสารทางชีวเคมีของการสร้างกระดูก (biochemical marker for bone formation) 
 

1.4 ขอบเขตของการวจิัย  
1.4.1 การเตรียมสารสกดัจากถัว่เหลืองและสารสกดัจากถัว่เหลืองหมกัท่ีสกดัดว้ยตวัท า

ละลาย 2 ชนิด คือ สารสกดัน ้า และเอทานอล 
1.4.2 ศึกษาสารพฤกษเคมีออกฤทธ์ิทางชีวภาพในสารสกดัจากถัว่เหลืองและสารสกดัจาก

ถัว่เหลืองหมกั 
1.4.3 ศึกษาคุณสมบติัการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัจากถัว่เหลืองและสารสกดั

จากถัว่เหลืองหมกั 
1.4.4 ศึกษาปริมาณของธาตุอาหารโภชนาการของสารสกดัจากถัว่เหลืองและสารสกดัจาก

ถัว่เหลืองหมกั 
1.4.5 ศึกษาผลของสารสกดัจากถัว่เหลืองและสารสกดัจากถัว่เหลืองหมกัท่ีมีต่อความเป็น

พษิและการเจริญของเซลลไ์ลน์ MC3T3-E1 

1.4.6 ศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัจากถัว่เหลืองและสารสกดัจากถัว่เหลืองหมกัต่อ
การสร้างสารทางชีวเคมีของการสร้างกระดูกของเซลลไ์ลน์ MC3T3-E1 
 

1.5 วธิีด าเนินการวจิัย 
1.5.1 เตรียมถัว่เหลืองหมกัดดัแปลงจากวธีิของ Hsu and Chiang (2009) 
1.5.2 เตรียมสารสกดัจากถัว่เหลืองและสารสกดัจากถัว่เหลืองหมกั (Dajanta et al., 2011) 
1.5.3 ศึกษาหาปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดโดยวิธี Folin-Ciocalteu method (Oonsivilai et al., 

2007) 
1.5.4 ศึกษาปริมาณฟลาโวนอยดท์ั้งหมดโดยวธีิ (Juan and Chou, 2010)  
1.5.5 ศึกษาปริมาณเดอิสซีนและเจนิสทีนโดยวิธี High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) (Punjaisee et al., 2011) 
1.5.6 ศึกษาคุณสมบติัการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH (Oonsivilai et al., 2007; 

Singthong et al., 2011), FRAP (Oonsivilai et al., 2007; Singthong et al., 2011), และ ABTS (Ksouri 
et al., 2009) 
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1.5.7 ศึกษาปริมาณของธาตุอาหารโภชนาการ (ไทอามินและไรโบฟลาวินโดยวิธี High 
Performance Liquid Chromatography (Sanchez-Machado et al., 2004) และ Total amino acid 
contents โดยวธีิ (Zarkadas  et al., 2007) 

1.5.8 ศึกษาผลของสารสกดัจากถัว่เหลืองและสารสกดัจากถัว่เหลืองหมกัท่ีมีต่อความเป็น
พิษและการเจริญของเซลลไ์ลน์ MC3T3-E1 (Choi et al., 2001) 

1.5.9 ศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัจากถัว่เหลืองและสารสกดัจากถัว่เหลืองหมกัต่อ
การสร้างสารทางชีวเคมีของการสร้างกระดูก (ตามวธีิของ Choi et al., 2001) 

 

1.6 ผลทีค่าดว่าจะได้รับ  
ไดส้ารสกดัจากถัว่เหลืองและสารสกดัจากถัว่เหลืองหมกัท่ีมีสารไอโซฟลาโวน ลดอาการ 

วยัหมดประจ าเดือนและมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ รวมทั้งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์สร้างกระดูก
และการสร้างสารทางชีวเคมีของการสร้างกระดูก สามารถน าไปใช้เป็นส่วนประกอบในผลิตภณัฑ์
เสริมอาหารกลุ่มสตรีวยัหมดประจ าเดือนหรือผูบ้ริโภคท่ีตอ้งการเสริมการสร้างมวลกระดูก 
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บทที ่2 

ปริทัศน์วรรณกรรมและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 
 

2.1 ถั่วเหลอืง 
ถัว่เหลือง มีช่ือวิทยาศาสตร์วา่  Glycine max (L.) Merrill อยูใ่นวงศ ์(family) Leguminosae, 

วงศย์อ่ย (sub-family) Papilionoideae พืชในสกุล (genus) น้ียงัแบ่งออกไปอีกหลายชนิด (species)   
มีถ่ินก าเนิดกระจายอยูต่ ั้งแต่เอเชียตะวนัออกและหมู่เกาะต่าง ๆ ในมหาสมุทรแปซิฟิค ไปจนถึงทวีป
ออสเตรเลีย ถัว่เหลืองเป็นพืชเขตร้อน มีตน้ก าเนิดมาจากตอนกลางหรือทางตอนเหนือของประเทศ
จีน  มีพฒันาการมาจากพนัธ์ุป่า G. ussuriensis ระยะเวลาตั้งแต่ปลูกถึงระยะสุกแก่ประมาณ 75 ถึง 
175 วนั ข้ึนอยูก่บัพนัธ์ุและส่ิงแวดลอ้ม เราสามารถจดัจ าแนกถัว่เหลืองตามขั้นตอนทางพฤกษศาสตร์
ได ้ดงัน้ี 

 

ตารางที ่2.1 การจ าแนกชั้นทางวทิยาศาสตร์ของถัว่เหลือง 
อาณาจกัร (Kingdom) Plant Kingdom 
อาณาจกัรยอ่ย (Subkingdom) Cormobionta 
ดิวชินั (Division) Spermatophyta 
ดิวชิัน่ยอ่ย (Subdivision) Angiospermae 
ชั้น (Class) Dicotyledoneae 
ชั้นยอ่ย (Subclass) Archichlamydae 
อนัดบั (Order) Polypetalae 
อนัดบัยอ่ย (Suborder) Leguminosinae 
วงศ ์(Family) Leguminosae 
วงศย์อ่ย (Subfamily) Papalionoideae 
เผา่ (Tribe) Phaseoleac 
เผา่ยอ่ย (Subtribe) Glycininae 
สกุล (Genus) Glycine 
สกุลยอ่ย (Subgenus) Soja 
สปีชีส์ (Species) Max 

แหล่งทีม่า: Hymowitz and Singh (1987); Melchior (1964); Shanmugasundaram (1976) 
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ถัว่เหลืองเป็นพืชลม้ลุก (annual) ท่ีผสมตวัเอง (self-pollinated crop) ลกัษณะต่าง ๆ ของถัว่-
เหลือง กล่าวโดยสรุปดงัน้ี  

1. รากถัว่เหลือง มีระบบรากแกว้ (tap root system) ตามรากจะพบปม (nodule) ซ่ึงเกิด
จากแบคทีเรียพวก Rhizobium japonicum เขา้ไปอาศยัอยู ่ แบคทีเรียจะไดรั้บคาร์โบไฮเดรตจากตน้ 
ถั่วเหลือง  และถั่วเหลืองก็จะได้ไนโตรเจนในรูปไนเตรตท่ีแบคทีเรียตรึงได้จากอากาศไปใช้
ประโยชน ์ 

2. ตน้ถัว่เหลือง ส่วนมากมีล าตน้ตั้งตรง ลกัษณะเป็นพุม่ มีการแตกแขนงค่อนขา้งมาก มี
ขนสีน ้ าตาลหรือสีเทา ปกคลุมอยูท่ ัว่ไป เช่น ตามล าตน้ กา้นใบ ใบ กลีบเล้ียง และผล สูงประมาณ 
30-150 เซนติเมตร ความสูงข้ึนอยูก่บัความอุดมสมบูรณ์ของดิน ความช้ืนและฤดูปลูก อาจแบ่งถัว่-
เหลืองออกไดเ้ป็น 2 พวกตามวธีิการเจริญเติบโตคือ 

2.1 ชนิดทอดยอด (Indeterminate type) พวกน้ีช่อดอกไม่เกิดท่ียอดของล าตน้ 
(main stem) แต่เกิดตามมุมใบ จึงท าใหย้ดืการเจริญของยอดถัว่ไปไดอี้กระยะหน่ึง ภายหลงัจากมีการ
ออกดอกแลว้ พนัธ์ุพวกน้ีจะมีปลายเรียว ยาว ท าใหต้น้หยดุเจริญเติบโตเม่ือเร่ิมติดฝัก 

2.2 ชนิดไม่ทอดยอด (Determinate type) พวกน้ีช่อดอกเกิดท่ียอดของล าตน้เป็น
กลุ่ม 

3. ใบถัว่เหลือง ใบประกอบดว้ยใบยอ่ย 3 ใบ รูปร่างคลา้ยรูปไข่ปลายแหลม ใบค่อนขา้ง
หนา ผวิมนัทั้งดา้นบนและดา้นล่าง  

4. ดอกถัว่เหลือง ออกดอกเป็นช่อ ดอกมีสีขาวหรือสีม่วง ออกดอกเม่ืออายุประมาณ  
25-30 วนั  

5. ฝักถัว่เหลือง ออกฝักเป็นกลุ่ม ท่ีฝักมีขนสีเทาหรือสีน ้าตาลปกคลุมอยูท่ ัว่ฝัก ในแต่ละ
ฝักจะมีเมล็ดอยูป่ระมาณ 1-5 เมล็ด แต่ส่วนใหญ่แลว้จะมีอยู ่2-3 เมล็ด ฝักอ่อนมีสีเขียว เม่ือสุกแลว้
จะเปล่ียนเป็นสีน ้าตาล  

6. เมล็ดถั่วเหลือง เมล็ดอาจมีสีเหลือง สีเขียว สีน ้ าตาล หรือสีด าก็ได้ โดยเมล็ดจะมี
ขนาดและรูปร่างต่างกนั ลกัษณะของเมล็ดมีตั้งแต่กลมรีจนถึงยาว (มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยา-
เขตก าแพงแสน, (2013) และมหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์, คณะทรัพยากรธรรมชาติ (2013))  

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://frynn.com/wp-content/uploads/2013/10/%E0%B8%9D%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B8%96%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%87.jpg
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ภาพที ่2.1 ลกัษณะฝักถัว่เหลืองและเมล็ดถัว่เหลือง 
แหล่งทีม่า: http://doa.go.th/fcri/index.html 

 

ถัว่เหลืองมีแหล่งก าเนิดในเขตอบอุ่น แต่ในปัจจุบนัมีการปลูกถัว่เหลืองกนัอย่างแพร่หลาย
ทั้งในเขตร้อนและเขตอบอุ่น ส าหรับประเทศไทยนั้นมีการปลูกถัว่เหลืองกนัมานานแลว้ เร่ิมปลูกกนั
ในภาคเหนือ ต่อมาขยายไปยงัภาคอ่ืน ๆ ยกเวน้ภาคใต ้ปัจจุบนัมีพื้นท่ีการปลูกถัว่เหลืองทั้งในฤดูฝน
และฤดูแลง้ รวมกนัประมาณ 1.46 ลา้นไร่ ไดผ้ลผลิตถัว่เหลืองประมาณ 3.2 แสนตนั แต่ก็ยงัไม่
เพียงพอต่อความตอ้งการใช้ในประเทศ แหล่งปลูกในประเทศไทย ไดแ้ก่ ภาคเหนือ และภาคกลาง  
เช่น สุโขทยั  เชียงใหม่ เพชรบูรณ์ พิจิตร พิษณุโลก แพร่ ล าปาง ตาก ก าแพงเพชร ลพบุรี สระบุรี 
ชยันาท สิงห์บุรี อ่างทอง กาญจนบุรี ปราจีนบุรี  ฉะเชิงเทรา ซ่ึงเป็นแหล่งท่ีมีสภาพดิน ฟ้า อากาศ 
เหมาะสม สามารถกระจายเน้ือท่ีปลูกใหก้วา้งออกไปไดอี้ก ส่วนจงัหวดัในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 
ไดแ้ก่ จงัหวดัเลย นครราชสีมา ขอนแก่น อุดรธานี อุบลราชธานี มหาสารคาม หนองคาย ซ่ึงเป็น
แหล่งท่ีมีน ้ าส าหรับปลูกถัว่เหลืองในฤดูแลง้ได ้หรือจะปลูกในฤดูฝน โดยใช้เป็นพืชหมุนเวียนกบั
พืชชนิดอ่ืน เช่น ปอ ขา้วโพด ขา้วฟ่าง ฯลฯ ส าหรับภาคใต ้เน่ืองจากมีฝนตกชุก  การปลูกถัว่เหลือง
เพื่อเก็บฝักแห้งอาจมีปัญหาในระหว่างการเก็บเก่ียวและนวด แต่ถา้ปลูกเพื่อรับประทานฝักสดก็
ไดผ้ลดี พนัธ์ุท่ีแนะน าใหป้ลูกมีหลายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ 

1. สจ. 2 ล าตน้ไมท่อดยอด ตน้ไม่ลม้ เจริญเติบโตไดดี้ และให้ผลผลิตสูงในปลายฤดูฝน
และฤดูแล้ง ฝักไม่แตกง่าย อายุเก็บเก่ียว 95 วนั ไม่ต้านทานโรคราสนิม ตาเมล็ดสีน ้ าตาลแดง 
(ชาวบา้นเรียกพนัธ์ุตาแดง) 

2. สจ. 4 ให้ผลผลิตสูงกวา่ สจ. 2 คุณภาพของเมล็ดดี ปลูกไดผ้ลดีทั้งฤดูแลง้และฤดูฝน 
ตา้นทานต่อโรคราสนิม อายเุก็บเก่ียว 99 วนั ตาเมล็ดสีน ้าตาลอ่อน 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://doa.go.th/fcri/index.html
http://frynn.com/wp-content/uploads/2013/10/%E0%B8%A3%E0%B8%B9%E0%B8%9B%E0%B8%96%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%87.jpg
http://frynn.com/wp-content/uploads/2013/10/%E0%B8%A3%E0%B8%B9%E0%B8%9B%E0%B8%96%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%87.jpg
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3. สจ. 5 ทนทานต่อโรคราสนิม และโรคใบด่างดีกว่า สจ. 4 ผลผลิตในฤดูแลง้ดีกว่า  
สจ.4 แต่ในฤดูฝนให้ผลผลิตใกลเ้คียงกนั อายุเก็บเก่ียว 98 วนั ตาเมล็ดสีน ้ าตาลอ่อน เป็นท่ีตอ้งการ
ของตลาด 

4. เชียงใหม่ 60 ทนทานต่อโรคราสนิมไดดี้กวา่ สจ. 4 และ สจ. 5 เป็นพนัธ์ุท่ีมีก่ิงนอ้ย 
แต่ใหจ้  านวนฝักมาก สามารถเพิ่มจ านวนตน้ต่อไร่ไดอี้กและผลผลิตจะเพิ่มสูงข้ึนดว้ย ตอบสนองต่อ
ปุ๋ยอตัราต ่าไดดี้กวา่ สจ. 5 ปลูกไดท้ั้งฤดูแลง้และฤดูฝน โดยให้ผลผลิตใกลเ้คียงกบั สจ. 4 และ สจ. 5 
อายเุก็บเก่ียว 97 วนั 

5. นครสวรรค์ 1 (โอซีบี) เป็นพนัธ์ุอายุสั้ นประมาณ 75 วนั เมล็ดโตกว่าทุกพนัธ์ุท่ี   
กล่าวมา ตาเมล็ดสีเหลืองอ่อน เป็นท่ีตอ้งการของตลาด แต่ตอ้งหลีกเล่ียงการปลูกในแหล่งท่ีมีโรค  
ราสนิม ราน ้ าคา้ง และแอนแทรก  เหมาะส าหรับปลูกในฤดูฝนในเขตภาคกลางก่อน หรือตามหลงั
พชืไร่อ่ืน ๆ แต่สามารถปลูกไดท้ั้งฤดูฝนและฤดูแลง้ 

6. สุโขทัย 1 เป็นพันธ์ุ ท่ี เหมาะส าหรับปลูกในภาคเหนือตอนล่าง เช่น สุโขทัย
ก าแพงเพชร เป็นตน้ ให้ผลผลิตสูงเม่ือปลูกในฤดูฝน อายุเก็บเก่ียว 96 วนั ตาเมล็ดสีเหลืองฟางขา้ว
เป็นพนัธ์ุท่ีเกิดโรคเมล็ดสีม่วงค่อนขา้งมากกว่าพนัธ์ุอ่ืน ๆ แต่ตา้นทานต่อโรคใบด่างและใบจุดนูน
(ชาวบา้นเรียกวา่พนัธ์ุผกับุง้เพราะมีใบคลา้ยผกับุง้ และตน้ทอดยอด) (กรมพฒันาท่ีดิน, กลุ่มวิจยัและ
พฒันาการอนุรักษดิ์นและน ้า, 2014) 

ถั่วเหลืองสามารถแปรรูปให้ได้ผลิตภัณฑ์อาหารท่ีหลากหลายข้ึนและเป็นท่ีนิยมของ
ผูบ้ริโภค แบ่งไดเ้ป็น ผลิตภณัฑจ์ากถัว่เหลืองท่ีไม่ผา่นการหมกัและผา่นการหมกัก่อน ผลิตภณัฑ์จาก
ถัว่เหลืองท่ีไม่ผ่านการหมกั เช่น น ้ านมถัว่เหลือง เตา้หู้ ถัว่งอกท่ีเพาะจากถัว่เหลือง เป็นตน้ ส่วน
ผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการหมกัถัว่เหลือง เช่น ถัว่เน่า เทมเป้ ซอสถัว่เหลือง เตา้เจ้ียว เป็นตน้ หลงัจาก
การสกดัน ้ามนัถัว่เหลืองดว้ยตวัท าละลายแลว้ ส่วนท่ีเหลือจะเป็นเน้ือถัว่ท่ีอุดมดว้ยโปรตีน สามารถ
แปรรูปเป็นอาหารหลายชนิด เช่น เน้ือเทียม (โปรตีนเกษตร) แป้ง เบเกอร่ี ท าโปรตีนเขม้ขน้ หรือ
ผ่านกรรมวิธีเพื่อแยกเอาโปรตีนบริสุทธ์ิ ปัจจุบนัได้มีการพฒันาผลิตภณัฑ์ใหม่ ๆ ข้ึนเพื่อให้ได้
ผลิตภณัฑ์ท่ีเป็นท่ียอมรับของผูบ้ริโภคในหลาย ๆ ประเทศ เพื่อเป็นการขยายตลาดและเพิ่มความ
นิยมในการบริโภคถัว่เหลือง ผลิตภณัฑท่ี์มีการพฒันาข้ึนใหม่ เช่น ไอศกรีม โยเกิร์ตถัว่เหลือง เนยถัว่
เหลือง อาหารเสริมจากถัว่เหลือง เป็นตน้ เน่ืองจากถัว่เหลืองมีสารเคมีท่ีเป็นประโยชน์หลายชนิด 
เช่น เลซิติน โอลิโกแซคคาไรด ์วติามินอี สเตอรอล ไฟเตท เป็นตน้ สามารถใชถ้ัว่เหลืองเพื่อช่วยเพิ่ม
ใยอาหารและคุณค่าทางอาหาร 

ถัว่เหลืองเป็นวตัถุดิบท่ีมีอยูแ่ลว้ และหาไดง่้ายในทอ้งถ่ิน ดงันั้นการน าวตัถุดิบถัว่เหลืองมา
แปรรูปเป็นผลิตภณัฑ์ต่าง ๆ จึงเป็นการเพิ่มมูลค่าให้กบัวตัถุดิบ ดงัจะเห็นไดจ้ากขอ้มูลท่ีแสดงใน
ตารางท่ี 2.2  

 

 

 

 

 

 

 

 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%99%E0%B8%A1%E0%B8%96%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%87
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%95%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B9%E0%B9%89
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%96%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B8%87%E0%B8%AD%E0%B8%81
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%96%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B9%88%E0%B8%B2
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B9%89
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%8B%E0%B8%AD%E0%B8%AA%E0%B8%96%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%87&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%80%E0%B8%95%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%B5%E0%B9%89%E0%B8%A2%E0%B8%A7&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B5%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B5%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%A9%E0%B8%95%E0%B8%A3
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%9B%E0%B9%89%E0%B8%87
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%9A%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B9%88
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%AD%E0%B8%A8%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%A2%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%B4%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%95
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%A2
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%81%E0%B9%81%E0%B8%8B%E0%B8%84%E0%B8%84%E0%B8%B2%E0%B9%84%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%AD%E0%B8%B5
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%95%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B8%AD%E0%B8%A5
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%84%E0%B8%9F%E0%B9%80%E0%B8%95%E0%B8%97&action=edit&redlink=1
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ตารางที ่2.2 ขอ้มูลวตัถุดิบถัว่เหลืองและผลิตภณัฑถ์ัว่เน่า 
ข้อมูล จ านวน 

ผลผลิตถัว่เหลืองต่อไร่ 275-380 (กก./ไร่) 
ราคาถัว่เหลืองท่ีเกษตรกรขายไดปี้ 2540/41          11.00 (บาท/กก.) 

ผลิตภณัฑถ์ัว่เน่าสดท่ีไดต่้อวตัถุดิบถัว่เหลืองท่ีใช ้          220/100 (กรัม/กรัม) 

ผลิตภณัฑถ์ัว่เน่าแผน่ต่อวตัถุดิบถัว่เหลืองท่ีใช ้ ไม่มีขอ้มูลแต่คาดวา่ไม่ต ่ากวา่ 100 กรัม/
100 กรัมa 

ราคาผลิตภณัฑถ์ัว่เน่าแผน่ 5 กรัม/บาท 
แหล่งทีม่า: สถาบนัวจิยัพืชไร่ กรมวชิาการเกษตร (2543) และ กรมส่งเสริมการเกษตร (2543) 

a พิจารณาจาก % ความช้ืนของผลิตภณัฑถ์ัว่เน่าแผน่เทียบกบัวตัถุดิบถัว่เหลือง 
 
และหากน าเทคโนโลยีท่ีเหมาะสม เช่น เทคโนโลยีการหมกั และเทคโนโลยีการท าแห้ง    

มาประสานกับภูมิปัญญาชาวบา้นในการผลิตและแปรรูปถั่วเหลืองเป็นผลิตภณัฑ์ถัว่เน่า ซ่ึงเป็น
ผลิตภณัฑ์อาหารพื้นบา้น ให้มีคุณภาพและเหมาะสมแก่ผูบ้ริโภคมากข้ึน จะช่วยให้ผูบ้ริโภคหนัมา
สนใจบริโภคอาหารพื้นเมืองของประเทศไทยมากข้ึน ดว้ยเหตุผลท่ีถัว่เน่าเป็นอาหารท่ีมีประโยชน์
ต่อสุขภาพ ราคาไม่แพง และสามารถใชเ้ป็นแหล่งโปรตีน ทดแทนอาหารจากเน้ือสัตว ์ใชป้ระกอบ
อาหารมงัสวรัิติ เป็นการขยายกลุ่มผูบ้ริโภคใหก้วา้งข้ึน  

2.1.1 ถั่วเหลอืงหมัก 
ถัว่เน่า เป็นผลิตภณัฑ์ถัว่เหลืองหมกั เป็นอาหารพื้นบา้นล้านนาท่ีนิยมบริโภคในเขต

ภาคเหนือของประเทศไทย ซ่ึงแปรรูปเพื่อการถนอมอาหาร ( food preservation) ด้วยการหมกั 
(fermentation) โดยใช้จุลินทรีย์ท่ีมีอยู่ในธรรมชาติจนได้ผลิตภัณฑ์ท่ีมีกล่ิน สี และรสท่ีเป็น
เอกลกัษณ์ เป็นแหล่งของอาหารท่ีมีคุณค่าทางโภชนาการสูง อุดมไปด้วยโปรตีน กรดไขมนัไม่-
อ่ิมตวั วิตามิน สารอาหารท่ีมีประโยชน์จากถัว่เหลือง ถัว่เน่าน ามาใช้ประกอบอาหาร หรือใช้เป็น
เคร่ืองปรุงรส เช่นเดียวกบักะปิ น ้ าปลาของภาคกลาง น ้ าบูดูของภาคใต ้หรือปลาร้าของภาคอีสาน 
กระบวนการผลิตถัว่เน่าคลา้ยคลึงกบัถัว่เหลืองหมกัพื้นเมืองท่ีพบในประเทศอ่ืน เช่น เทมเป้ ซ่ึงเป็น
อาหารพื้นเมืองของประเทศอินโดนีเซียท่ีหมกัดว้ยเช้ือรา Rhizopus oligosporus. ส่วนถัว่หมกัของ
แอฟริกาจะเรียกวา่ ดาวา่ดาวา่ (Dawadawa), นตัโตะ (natto) ซ่ึงเป็นอาหารพื้นเมืองของประเทศญ่ีปุ่น 
คีเนมา (kenema) ซ่ึงเป็นอาหารพื้นเมืองของชาวเนปาลและอินเดีย และชุงคุกแจง (chungkookjang) 
ซ่ึงใชเ้ป็นเคร่ืองปรุงรสของประเทศเกาหลี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1359/soybean-%E0%B8%96%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%87
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2639/%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%9E%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%99%E0%B8%9A%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%A5%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%99%E0%B8%B2
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0333/food-preservation-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%96%E0%B8%99%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0316/fermentation-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%81
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1978/micro-organism-%E0%B8%88%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0886/unsaturated-fatty-acid-%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%84%E0%B8%82%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%A1%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B9%88%E0%B8%A1%E0%B8%95%E0%B8%B1%E0%B8%A7
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0886/unsaturated-fatty-acid-%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%84%E0%B8%82%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%A1%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B9%88%E0%B8%A1%E0%B8%95%E0%B8%B1%E0%B8%A7
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1227/vitamin-%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1359/soybean-%E0%B8%96%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%87
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0754/condiment-%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%B8%E0%B8%87%E0%B8%A3%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1359/soybean-%E0%B8%96%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%87
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2559/tempeh-%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B9%89
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/3182/natto-%E0%B8%99%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B8%B0
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การหมกัถัว่เน่าเกิดจากเช้ือแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus spp. ท่ีมาจากธรรมชาติ จาก
ส่ิงแวดลอ้มและวตัถุดิบ ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีมีเอนไซม์ย่อยโปรตีนในถัว่เหลืองให้มีโมเลกุลเล็กลง    
มีบทบาทส าคญัท่ีท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงทางดา้นกายภาพ และชีวเคมีของผลิตภณัฑ์ เช่น เน้ือ
สัมผสันุ่ม และกล่ินของสารไพราซีน (Pyrazine) ซ่ึงเป็นสารท่ีท าให้เกิดกล่ินเฉพาะตวัของถัว่เน่า 
(พิมพเ์พญ็ พรเฉลิมพงศ์ และนิธิยา รัตนาปนนท์, 2014) ในระหวา่งการหมกัถัว่เน่ามีการเพิ่มข้ึนของ
เช้ือจุลินทรียท์ั้งแบคทีเรียและเช้ือรา ผลิตภณัฑ์มีค่า pH สูงข้ึน แบคทีเรียท่ีพบมากจะอยู่ในจีนัส 
Bacillus และยงัพบเช้ือในกลุ่ม Lactobacillus ดว้ย ส าหรับกิจกรรมทางชีวเคมีพบวา่ การท างานของ
เอนไซม์โปรติเอสและอะไมเลส มีค่าเพิ่มข้ึนในชัว่โมงท่ี 60 และ 72 ของการหมกั (Chukeatirote     
et al., 2005) Bacillus subtilis เจริญไดดี้ในช่วงพีเอชท่ีกวา้ง (5.5-8.5 ) ซ่ึงผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสและ
สร้างสารประกอบทางชีวเคมีท่ีมีประโยชน์ (Chantawannakul et al., 2002) Chukeatirote and 
Thakang (2006) ศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีในถัว่เน่า พบวา่ปริมาณโปรตีน ไขมนั และน ้ าตาลรีดิวซ์ 
สูงข้ึนเล็กนอ้ย ซ่ึงเกิดจากการท างานของเอนไซมโ์ปรติเอส ไลเปส และอะไมเลส ซ่ึงเป็นผลิตภณัฑ์
จากจุลินทรียใ์นระหว่างการหมกั การท างานของเอนไซม์จะค่อย ๆ สูงข้ึนและสูงท่ีสุดเม่ือส้ินสุด
ระยะเวลาการหมกั โดยโปรติเอสจะย่อยโปรตีนละปลดปล่อยแอมโมเนียออกมาระหวา่งการหมกั  
การหมกัจะส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงของไอโซฟลาโวน โดยพบว่าไอโซฟลาโวนในกลุ่มไกลโค-
ไซด ์ท่ีพบในถัว่เหลือง จะถูกยอ่ยโดยเอนไซมเ์บตา้-กลูโคซิเดสจากจุลินทรีย ์ท าใหไ้ดไ้อโซฟลาโวน
ในกลุ่มอะไกลโคน เพิ่มสูงข้ึนในระหวา่งการหมกั (Kwak et al., 2007) 

2.1.2 บาซิลสั ซับติลสิ 
กลา้เช้ือ B. subtilis มีบทบาทส าคญัในการท าผลิตภณัฑ์ถัว่หมกั เป็นจุลินทรียท่ี์จดัอยูใ่น

กลุ่มแกรมบวก รูปแท่งตรง มี flagella แบบ peritrichous เจริญไดดี้ท่ี pH 5.5-8.5 ในสภาวะท่ีมีอากาศ
(aerobes) หรือมีอากาศเล็กน้อย (facultative anaerobes) สร้าง catalase มี endospore ท่ีท าให้มี
คุณสมบติัในการทนต่อสภาวะแวดลอ้มท่ีไม่ดีได ้ไม่ท าให้เกิดโรค สร้าง Hydrolytic enzyme ท่ียอ่ย
สลาย polysaccharide, nucleic acid และ lipid โดยใช้สารดงักล่าวเป็นแหล่งคาร์บอนและตวัให้
อิเล็กตรอน มีออกซิเจนเป็นตวัรับอิเล็กตรอน บทบาทส าคญัของเช้ือตวัน้ีในการหมกั คือการปล่อย
เอนไซมโ์ปรติเอสและอะไมเลสออกมายอ่ยโปรตีน ช่วยปรับปรุงองคป์ระกอบท่ียอ่ยไดย้ากให้อยูใ่น
รูปท่ียอ่ยไดง่้ายและเป็นประโยชน์มากข้ึน (Feng et al., 2007; Inatsu et al., 2006) 

จากรายงานวิจยัเร่ืองการลดกล่ินไม่พึงประสงคแ์ละการเพิ่มคุณค่าทางโภชนาการของ
ผลิตภณัฑ์ถัว่หมกั โดยการใช ้ Bacillus subtilis เป็นกลา้เช้ือในการหมกั (ปิยะวรรณ และรัชฎาพร, 
2011) ศึกษาคดัแยกแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus จากถัว่เหลืองหมกั พบวา่กลา้เช้ือ Bacillus subtilis SB-
MYP 1 เม่ือจ าแนกคุณสมบติัของเช้ือท่ีแยกไดต้ามคุณลกัษณะทางชีวเคมี ไดแ้ก่  Catalase test  และ
ศึกษาคุณสมบัติการผลิตเอนไซม์ พบว่าคุณสมบัติของกล้าเช้ือ รหัส SB-MYP-1 สามารถผลิต

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0197/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2-bacteria
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1226/bacillus-%E0%B8%9A%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0197/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2-bacteria
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1359/soybean-%E0%B8%96%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%87
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/expert/002/%E0%B8%9C%E0%B8%A8.%E0%B8%94%E0%B8%A3.%E0%B8%9E%E0%B8%B4%E0%B8%A1%E0%B8%9E%E0%B9%8C%E0%B9%80%E0%B8%9E%E0%B9%87%E0%B8%8D%20%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%89%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%A1%E0%B8%9E%E0%B8%87%E0%B8%A8%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/expert/009/%E0%B8%A8%E0%B8%B2%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%88%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%A2%E0%B9%8C%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%84%E0%B8%B8%E0%B8%93%20%E0%B8%94%E0%B8%A3.%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%98%E0%B8%B4%E0%B8%A2%E0%B8%B2%20%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B8%9B%E0%B8%99%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B9%8C
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เอนไซมอ์ะไมเลสและสามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอส ซ่ึงเกิดข้ึนในช่วง Stationary phase โดยเม่ือ
เกิดกระบวนการหมกั กลา้เช้ือสามารถผลิตสารเมทาบอไลททุ์ติยภูมิ (Secondary metabolite) ซ่ึงเป็น
ผลผลิตจากกระบวนการเมตาบอลิซึมปฐมภูมิ ซ่ึงพบในช่วง Stationary phase ของการเจริญ ซ่ึงการ
ผลิตช่วงน้ีมีความส าคญั เช่น สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียก่์อโรค Bacillus cereus 
TISTR NO.687, E. coli TISTR NO.780, Salmonella sp. และ Staphylococcus aureus TISTR 
NO.118 

 

2.2 องค์ประกอบทางเคมขีองถั่วเหลอืง 
ถัว่เหลืองเป็นอาหารท่ีอุดมไปดว้ยสารอาหารท่ีมีคุณค่า เพราะเป็นแหล่งโปรตีนท่ีมีคุณภาพ 

มีเกลือแร่และวิตามินท่ีส าคญั ไดแ้ก่ แคลเซียม เหล็ก ฟอสฟอรัส ไทอามิน ไรโบฟลาวิน ไนอาซิน 
และกรดโฟลิคสูง ถัว่เหลืองยงัเป็นแหล่งอาหารท่ีมีกรดไขมนัไม่อ่ิมตวั และมีใยอาหารสูง นอกจากน้ี
ในถัว่เหลืองยงัพบสารประกอบฟีนอล  

สารประกอบฟีนอล (phenolic compounds) เป็นสารท่ีพบตามธรรมชาติในพืชหลายชนิด 
เช่น ผกั ผลไม ้เคร่ืองเทศ สมุนไพร ถัว่เมล็ดแห้ง เมล็ดธัญพืช ซ่ึงถูกสร้างข้ึนเพื่อประโยชน์ในการ
เจริญเติบโต สารประกอบฟีนอล มีโภชนเภสัช ซ่ึงสรรพคุณท่ีดีต่อสุขภาพ คือ มีสมบติัเป็นสารตา้น-
อนุมูลิสระ (antioxidant) สามารถละลายไดใ้นน ้ า สารประกอบฟีนอล มีสูตรโครงสร้างทางเคมีเป็น
วงแหวนท่ีเป็นอนุพนัธ์ุของวงแหวนเบนซิน มีหมู่ไฮดรอกซิล (-OH group) อยา่งนอ้ยหน่ึงหมู่ต่ออยู ่
สารประกอบฟีนอลพื้นฐาน คือ สารฟีนอล (phenol) ในโมเลกุลประกอบด้วยวงแหวนเบนซิน 1 
วง และหมู่ไฮดรอกซิล 1 หมู่ 

 
                     Phenol                         Phenolic acids                          Flavonoids 

 
ภาพที ่2.2 โครงสร้างโมเลกุลของสารประกอบฟีนอล 
แหล่งทีม่า: ทรงพล รดิศพงศ,์ กรรณิการ์ บุตรเอก และขนิษฐา อศัวชยัณรงค ์             
                   (2546) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1665/vegetable-%E0%B8%9C%E0%B8%B1%E0%B8%81
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1662/fruit-%E0%B8%9C%E0%B8%A5%E0%B9%84%E0%B8%A1%E0%B9%89
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1331/spice-%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%A8
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2364/herb-%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B8%B8%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%9E%E0%B8%A3
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1358/legume-%E0%B8%96%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%94%E0%B9%81%E0%B8%AB%E0%B9%89%E0%B8%87
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0229/cereal-grain-%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%94%E0%B8%98%E0%B8%B1%E0%B8%8D%E0%B8%9E%E0%B8%B7%E0%B8%8A
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0188/antioxidant-%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%8A%E0%B8%B1%E0%B8%99
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สารประกอบฟีนอลท่ีพบในธรรมชาติมีมากมายหลายชนิด และมีลกัษณะสูตรโครงสร้าง
ทางเคมีท่ีแตกต่างกนั ตั้งแต่กลุ่มท่ีมีโครงสร้างอยา่งง่าย เช่น กรดฟีนอลิก (phenolic acids) ไปจนถึง
กลุ่มท่ีมีโครงสร้างเป็นพอลิเมอร์ เช่น ลิกนิน (lignin) กลุ่มใหญ่ท่ีสุดท่ีพบคือ สารประกอบพวก   
ฟลาโวนอยด ์(flavonoid) 

2.2.1 ไอโซฟลาโวน 
ไอโซฟลาโวน (Isoflavone) คือ กลุ่มของสารประเภท ฟลาโวนอยด์ (flavonoid) ซ่ึงเป็น

สารรงควตัถุไม่จดัเป็นสารอาหาร เพราะไม่ให้พลงังาน และไม่มีผลต่อการเจริญเติบโตของร่างกาย
พบตามธรรมชาติในอาหาร เช่น ถัว่เหลืองและผลิตภณัฑจ์ากถัว่เหลือง เช่น เตา้หู ้เตา้เจ้ียว ถัว่เน่า น ้ า-
เตา้หู้ นอกจากน้ียงัพบในถัว่เมล็ดแห้ง (legume) ชนิดอ่ืน เช่น ถัว่เขียว ถัว่ลนัเตา สารไอโซฟลาโวน 
มีโครงสร้างแสดงดงัภาพท่ี 2.3 และมีอนุพนัธ์ุ 4 กลุ่ม คือ 

1. Acetyl glycoside (acetyldaidzin, acetylgenistin และ acetylglycintin) 
2. Aglycone (daidzein, genistein และ glycitein)  
3. Glycoside (daidzin, genistin และ glycitin)   
4. Malonyl glycoside (malonyl daidzin, malonyl genistin และ malonyl glycitin)  

(Kim et al., 2005) 

 
 

ภาพที ่2.3 โครงสร้างของสารไอโซฟลาโวน 
แหล่งทีม่า: Anon (2001) 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/3289/lignin-%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%81%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2951/flavonoid-%E0%B8%9F%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B9%82%E0%B8%A7%E0%B8%99%E0%B8%AD%E0%B8%A2%E0%B8%94%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/002951/flavonoid-%E0%B8%9F%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B9%82%E0%B8%A7%E0%B8%99%E0%B8%AD%E0%B8%A2%E0%B8%94%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/000437/pigment-%E0%B8%A3%E0%B8%87%E0%B8%84%E0%B8%A7%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%96%E0%B8%B8
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/002250/nutrient-%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1359/soybean-%E0%B8%96%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%87
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/001142/tufu-%E0%B9%80%E0%B8%95%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B9%E0%B9%89
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/001428/soybean-paste-%E0%B9%80%E0%B8%95%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%B5%E0%B9%89%E0%B8%A2%E0%B8%A7
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/003170/%E0%B8%96%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B9%88%E0%B8%B2
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ไอโซฟลาโวนสามารถพบไดใ้นอาหารหลายชนิด ซ่ึงแสดงไวใ้นตารางท่ี 2.3 สารไอ-
โซฟลาโวนท่ีพบมากในถัว่เหลือง คือ เดอิสซีน (daidzein) และเจนิสทีน (genistein) เป็นสารพฤกษ-
เคมี (phytochemicals) ท่ีมีสรรพคุณดีต่อสุขภาพ เป็นสารโภชนเภสัช มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 
(antioxidant) และเป็นไฟโตเอสโตรเจน (phytoestrogen) ซ่ึงท างานคล้ายกับฮอร์โมนเพศหญิง 
(Estrogen, 17b-estradiol E2 isoflavones) เน่ืองจากมีสูตรโครงสร้างคลา้ยคลึงกนั ท าให้เดอิสซีน 
สามารถจบักบัโปรตีนตวัรับของเอสโตรเจน (estrogen receptor) ในร่างกายได ้สามารถใชส้ารน้ีลด
ปัญหาท่ีเก่ียวเน่ืองกบัอาการหมดประจ าเดือน (menopausal symptoms) หรืออาจมีผลป้องกนัหรือ
ปรับเปล่ียนภาวะความผดิปกติของร่างกายหรือการเกิดโรคต่าง ๆ เช่น มะเร็งบางชนิด โรคหวัใจและ
หลอดเลือด 

 
ตารางที ่2.3 ปริมาณสารไอโซฟลาโวน ในแหล่งอาหารต่าง ๆ 

ชนิดอาหาร 
Daidzein 

(mg/100g.) 
Genistein 
(mg/100g.) 

Glycetein 
(mg/100g.) 

Total 
(mg/100g.) 

Roasted soybeans 56.3 86.9 19.3 162.5 
Textured vegetable protein  47.3 70.7 20.2 138.2 
Green soybean  54.6 72.9 7.9 135.4 
Soyflour 22.6 81.0 8.8 112.4 
เทมเป้ (Tempeh) 27.3 32.0 3.2 62.5 
เตา้หู ้(Tofu) 14.6 16.2 2.9 33.7 
Tofu yogurt 5.7 9.4 1.2 16.4 
Soy hot dog 3.4 8.2 3.4 15.0 
Soy noodle (dry) 0.9 3.7 3.9 8.5 
แหล่งทีม่า: http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/3170.html  
 

สารกลุ่มไอโซฟลาโวนท่ีพบมากในเมล็ดถัว่เหลืองประกอบดว้ยสารกลุ่มท่ีมีน ้ าตาลใน
โมเลกุลท่ีเรียกวา่ สารกลุ่มไกลโคไซด์ (glycoside) คือ เจนิสทิน เดอิสซิน และไกลซิทิน และ
สารประกอบท่ีปราศจากน ้ าตาลในโมเลกุลท่ีเรียกว่า สารกลุ่มอะไกลโคน คือ เจนิสทีน เดอิสซีน 
และไกลซิทีน โดยมีสัดส่วนของเจนิสทีนเป็นปริมาณสูงสุด สารในกลุ่มกลูโคไซดน้ี์ เม่ือรับประทาน
เขา้ไปในร่างกายจะถูกเปล่ียนแปลงโดยแบคทีเรียในล าไส้ไดเ้ป็นสารในกลุ่มอะไกลโคน (Heinonen, 
2002) 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1359/soybean-%E0%B8%96%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%87
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/006804/daidzein-%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%94%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/001006/nutraceutical-%E0%B9%82%E0%B8%A0%E0%B8%8A%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%A0%E0%B8%AA%E0%B8%B1%E0%B8%8A
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/000188/antioxidant-%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%8A%E0%B8%B1%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2948/phytoestrogen-%E0%B9%84%E0%B8%9F%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%AA%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/001189/protein-%E0%B9%82%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B5%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/006804/daidzein-%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%94%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/002532/textured-vegetable-protein-%E0%B9%82%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B5%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%A9%E0%B8%95%E0%B8%A3
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/002216/green-soybean-%E0%B8%96%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%9D%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B8%AA%E0%B8%94
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/002559/tempeh-%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B9%89
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/wordcap/Tofu
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/3170.html
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Kim et al. (2008) รายงานฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของถัว่เหลืองหมกัเกาหลีซ่ึงภาษา
ท้องถ่ินเรียกว่า Chungkookjang และสรุปว่าอาจจะเป็นฤทธ์ิของสารส าคัญหลักในถั่วหมักคือ        
ไอโซฟลาโวน โดยเฉพาะเจนิสทีน และเดอิสทีน  Kwak et al. (2007) พบวา่ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ
ของ Chungkookjang เกิดเน่ืองจากการเพิ่มปริมาณของไอโซฟลาโวนในรูปอะไกลโคนระหว่าง
กระบวนการหมกั ขอ้สรุปน้ีมีความสัมพนัธ์กบังานวิจยัของ Nakajima et al. (2005) ท่ีไดพ้ฒันา
ผลิตภณัฑ์ Isoflavone-Enrich Tempeh โดยการเติม soybean germ (hypcotyls) ในกระบวนการหมกั 
และสามารถวเิคราะห์พบปริมาณของไอโซฟลาโวนในปริมาณท่ีสูงข้ึนในเทมเป้ 
 

2.3 คุณสมบัติทางเคมขีองถั่วเหลอืง 
คุณสมบติัท่ีไดรั้บความสนใจอย่างมากในปัจจุบนัของสารประกอบฟีนอล คือการเป็นสาร

ตา้นออกซิเดชนั และสารตา้นการกลายพนัธ์ุ (antimutagens) ซ่ึงเกิดจากอนุมูลอิสระ (free radical) 
และสารประกอบฟีนอลมีสรรพคุณท่ีดีต่อสุขภาพในการป้องกนัโรคต่าง ๆ โดยเฉพาะโรคหวัใจขาด-
เลือด และมะเร็ง 

2.3.1 คุณสมบัติการเป็นสารต้านออกซิเดชัน 
โดยสารประกอบฟีนอลจะท าหนา้ท่ีก าจดัอนุมูลอิสระและไอออนของโลหะท่ีสามารถ

เร่งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไขมนัและโมเลกุลอ่ืน ๆ โดยใช้ตวัเองเป็นตวัรับอนุมูลอิสระ 
ดว้ยการให้อะตอมไฮโดรเจนแก่อนุมูลอิสระอยา่งรวดเร็วท าให้ยบัย ั้งปฏิกิริยาลูกโซ่ท่ีมีอนุมูลอิสระ
เป็นสาเหตุดงัปฏิกิริยาต่อไปน้ี (Hussain et al., 1987; Rice-Evans et al., 1996) 

 

ROO● +   PPH       ROOH +   PP●     (1.1) 
RO●  +   PPH         ROH +   PP●     (1.2) 

เม่ือ ROO●, RO● คือ free radicals, PPH คือ polyphenolic compound 
 

เม่ือสารประกอบฟีนอลให้อะตอมไฮโดรเจนแก่อนุมูลอิสระไปแลว้ อนุมูลอิสระของ
สาร ประกอบฟีนอลจะค่อนขา้งมีเสถียรภาพ ดงันั้นจึงไม่ท าปฏิกิริยาอ่ืนต่อไป ยิ่งไปกวา่นั้นอนุมูล
อิสระของสารประกอบฟีนอลบางชนิดยงัคงสามารถรวมตวักบัอนุมูลอิสระอ่ืนไดอี้กดว้ย จึงท าให้
สาร ประกอบฟีนอลเหล่านั้นลดจ านวนอนุมูลอิสระลงไดถึ้ง 2 เท่า ดงัปฏิกิริยาต่อไปน้ี  

 

ROO●  +   PP●                ROOPP      (1.3) 
RO● +   PP●                ROPP       (1.4) 
 

สารประกอบฟีนอลท่ีถูกพบวา่มีคุณสมบติัเป็นสารตา้นออกซิเดชนันั้น สามารถพบได้
ในส่วนต่าง ๆ ของพืช เช่น เมล็ด (ไดแ้ก่ ถัว่เหลือง ถัว่ลิสง เมล็ดฝ้าย ขา้ว และงา) ผล (ไดแ้ก่ องุ่น 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 

ส้ม และพริกไทยด า) ใบ (ไดแ้ก่ ชา และเคร่ืองเทศต่าง ๆ) และส่วนอ่ืน ๆ (ไดแ้ก่ มนัเทศ และ         
หัวหอม) และหน่ึงในสารประกอบฟีนอลท่ีเป็นท่ีรู้จักกันดีก็คือ  flavonoids (ได้แก่  flavones, 
flavonols, isoflavones, catechins, flavonones และ chalcones) และ cinnamic acid derivatives 
(caffeic acid, ferulic acid, chlorogenic acid และ อ่ืน ๆ) โดยสามารถพบไดใ้นเกือบทุกส่วนของพืช
แต่จะมีความแตกต่างกนัออกไปในดา้นของชนิดและปริมาณ 

2.3.2 อนุมูลอสิระ 
เป็นสารท่ีมีอิเล็คตรอนอิสระ (Unpaired electron) อยูว่งนอกของอะตอมหรือโมเลกุล 

โดยอาจมีจ านวนอิเล็คตรอนอิสระ 1 ตวัหรือมากกวา่ 1 ตวั ท าให้ไม่มีความเสถียร มีความวอ่งไวใน
การเขา้ท าปฏิกิริยา โดยอนุมูลอิสระจะรับอิเล็คตรอนจากโมเลกุลหรืออะตอมสารอ่ืน ๆ ใกล้เคียง 
เพื่อให้ตวัมนัเองเสถียรมากข้ึน ในขณะเดียวกนัก็ชกัน าให้สารท่ีให้อิเล็คตรอนไปนั้น มีอิเล็คตรอน
ไม่ครบคู่ และเกิดเป็นอนุมูลอิสระตวัใหม่ ซ่ึงอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนใหม่น้ีจะไปท าปฏิกิริยากบัสาร
โมเลกุลอ่ืนต่อไปเกิดเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ (chain reaction) ต่อกนัไปเร่ือย ๆ (Chapple and Matthews, 
2007) ซ่ึงหากมีจ านวนอนุมูลอิสระมากเกินกว่าท่ีกลไกของร่างกายจะก าจดัไดห้มด อาจก่อให้เกิด
ความผดิปกติข้ึนในเซลล ์ผนงัเซลล์ เน้ือเยื่อ หรืออวยัวะต่าง ๆ และเป็นสาเหตุท่ีท าให้เกิดโรคต่าง ๆ  
เช่น โรคหวัใจและหลอดเลือด มะเร็งในบางอวยัวะ โรคขอ้อกัเสบ เป็นตน้ (Eskin and Przybylski, 
2001) อนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนภายในร่างกายปกติมีหลายชนิด เช่น อนุมูลซุปเปอร์ออกไซค์ 
(Superoxide radical, O2

●) อนุมูลไฮดรอกซิล (Hydroxyl radical, HO●) อนุมูลไนตริกออกไซด์ 
(Nitricoxide  radical, NO●) อนุมูลเพอร์รอกซิล (Peroxyl radical, ROO●) อนุมูลไฮโดรเพอร์รอกซิล                      
(Hydroperoxyl radical, HOO●) เป็นตน้ (Punchard and Kelly, 1996) 

อนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึน แบ่งไดเ้ป็น 2 ประเภท ดงัน้ี 
1. อนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นภายในร่างกาย  ซ่ึงเกิดจากกระบวนการเมตาบอลิซึม

ตามปกติในร่างกาย หรือเกิดจากการท างานของระบบภูมิคุม้กนัของร่างกายท่ีมีการสร้างอนุมูลอิสระ
ข้ึนมา เพื่อสู้กบัเช้ือโรคบางชนิด 

2. อนุมูลอสิระทีม่าจากส่ิงแวดล้อมภายนอก ซ่ึงไดแ้ก่ สารเคมีและส่ิงปนเป้ือนท่ีมา
กบัอากาศท่ีเราหายใจเขา้ไป สารเติมแต่งอาหาร สีผสมอาหาร สารเคมีปนเป้ือนในอาหาร สารกนับูด 
หรือสารเคมี ต่าง ๆ ท่ีใชใ้นการเกษตร ฯลฯ 

จากท่ีกล่าวมาแลว้ว่า อนุมูลอิสระถูกสร้างข้ึนมาจากกระบวนการเมตาบอลิซึมของ
ร่างกายเอง  และในภาวะท่ีผิดปกติ เช่น ภาวะของโรค หรือภาวะท่ีร่างกายแวดลอ้มดว้ยมลพิษ โดย
ภาวะท่ีผดิปกติ จะส่งผลใหร่้างกายเกิดการสะสมของอนุมูลอิสระเพิ่มมากข้ึน ดงันั้นจ าเป็นท่ีร่างกาย
ตอ้งหาทางป้องกนั ส่ิงท่ีร่างกายสร้างข้ึนเพื่อปกป้องตวัเองก็คือ ระบบตา้นอนุมูลอิสระ (antioxidant) 
ซ่ึงประกอบไปดว้ยสารหรือเอนไซมต่์าง ๆ ท่ีความเขม้ขน้ต ่า ๆ ก็สามารถชะลอหรือป้องกนัปฏิกิริยา
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ออกซิเดชนัของสารท่ีไวต่อการเกิดปฏิกิริยา แต่อยา่งไรก็ตามมีบางภาวะท่ีปริมาณอนุมูลอิสระมีมาก
เกินกวา่ท่ีระบบตา้นอนุมูลอิสระจะจดัการได้ จะเกิดภาวะท่ีเรียกว่า oxidative stress ข้ึนมา ซ่ึงจะ
ส่งผลกระทบต่อเซลลส่ิ์งมีชีวติ และรุนแรงไปถึงการเกิดโรค 

ด้วยเหตุน้ีมนุษย์เราจึงจ า เป็นต้องรับประทานอาหารท่ีเป็นแหล่งของสารต้าน
ออกซิเดชัน ได้แก่ วิตามินเอ วิตามินซี วิตามินอี สารสกดัจากพืชบางชนิด คุณสมบติัของ
สารประกอบฟีนอลทางเคมีท่ีใช้มีความหมายว่า  เป็นตวัก าจดัอนุมูลอิสระ (radical) ซ่ึงนั่นคือ 
ความสามารถในการตา้นการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสารประกอบฟีนอล ส าหรับสารประกอบ 
ฟีนอล สามารถนิยามความหมายของค าว่า สารตา้นออกซิเดชนัได้ โดยอาศยัหลกัพื้นฐาน 2 ขอ้ 
ดงัน้ีคือ  

1. ท่ีความเขม้ขน้ต ่า ๆ สารตั้งตน้ก็จะสามารถถูกชะลอ หรือสามารถป้องกนัการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสารท่ีไวต่อการเกิดปฏิกิริยาได ้

2. อนุมูลอิสระ (radical) ท่ีถูกก าจดัออกไปแลว้จะตอ้งมีความเสถียร (stable) 
2.3.3 วธีิการตรวจสอบความสามารถในการเป็นตัวต้านออกซิเดชัน  
ปัจจุบนัมีวธีิการวเิคราะห์ความสามารถในการเป็นตวัตา้นออกซิเดชนัหลายวิธี ซ่ึงแต่ละ

วิธีมีหลกัการวิเคราะห์ท่ีแตกต่างกนัออกไป เช่น การวดัความสามารถในการดกัจบัอนุมูลอิสระ 
ไดแ้ก่ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging capacity assay (DPPH ) และ 2, 2-azobis 
(3-ethyl-benzothialzoline-6-sulfonic acid) cation radical-scavenging assay (ABTS), การวดั
ความสามารถในการรีดิวซ์โลหะ  ได้แก่ Ferric reducing antioxidant power (FRAP), การวดั
ความสามารถในการดกัจบัอนุมูลเพอร์รอกซิล ไดแ้ก่ Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) 
และ Total radical-trapping antioxidant parameter assay (TRAP) และการวิเคราะห์ผลิตภณัฑ์ท่ีเกิด
จากปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ของไขมนั ไดแ้ก่ Thio barbituric acid reactive substances  (TBARs) และ 
Oxidation of low-density lipoprotein (LDLs oxidation) โดยวิธีการวิเคราะห์สมบติัการตา้นอนุมูล-
อิสระท่ีนิยมใช ้ไดแ้ก่ DPPH, ABTS และ FRAP assay ซ่ึงวิธีการดงักล่าวใชห้ลกัการวิเคราะห์บน
พื้นฐานเดียวกนั คือการให้อิเล็กตรอนหรืออะตอมของไฮโดรเจนแก่อนุมูลอิสระ ดงันั้นผลท่ีไดจ้าก
การวิเคราะห์ดงักล่าวจึงมีความสัมพนัธ์กนัสูง และเป็นวิธีท่ีเหมาะสมส าหรับใช้ในการวิเคราะห์
สมบติัการตา้นอนุมูลอิสระในผกั ผลไม ้รวมทั้งสารสกดัจากพืช (Perez-Jimenez and Saura-Calixto, 
2006; Huang et al., 2005) 
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2.3.3.1. 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging capacity assay 
(DPPH assay)  

DPPH assay เป็นวิธีการวิเคราะห์ความสามารถในการตา้นออกซิเดชัน ซ่ึงใช ้
reagent คือ 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (ภาพท่ี 2.4) เป็น stable radical ในตวัท าละลายเมทานอล 
ซ่ึงสารละลายน้ีมีสีม่วง ซ่ึงดูดกลืนแสงไดดี้ท่ีความยาวคล่ืน 515 nm 

 

 
 

ภาพที ่2.4 สูตรโครงสร้างของ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH radical ) 
แหล่งทีม่า: Osman (2011) 

 
โดย DPPH● จะเกิดปฏิกิริยากบั antioxidant (AH) หรือกบั radical species (R●) ได้

ดงัสมการท่ี (1.5) และ (1.6) 
 

DPPH● + AH    DPPH-H + A●     (1.5) 
DPPH● + R●    DPPH-R     (1.6) 
 

ถา้ตวัอยา่งมีความสามารถในการตา้นออกซิเดชนัไดสู้ง ความเขม้ของสารละลาย   
สีม่วงก็จะลดลง ซ่ึงจะรายงานผลการทดลองเป็นค่า 50% effective concentration (EC50) ซ่ึงหมายถึง
ปริมาณสารตา้นออกซิเดชนัท่ีท าให้ความเขม้ขน้ของ DPPH● เหลืออยู่ 50% หรือรายงานผลเป็น 
50% inhibition concentration (IC50) ซ่ึงหมายถึงปริมาณสารตา้นออกซิเดชนัท่ีท าให้ความเขม้ขน้ของ 
DPPH● ลดลง 50% (Brand- William et al., 1995; Gil et al., 2002) 
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2.3.3.2. วิธี 2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) cation 
radical-scavenging assay (ABTS assay)  

ABTS assay เป็นวธีิการวเิคราะห์ความสามารถในการตา้นออกซิเดชนั (antioxidant 
capacity) ซ่ึงใช ้ reagent คือ 2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium 
salt (ภาพท่ี 2.5) เป็น stable radical ใน aqueous solution สารละลายน้ีมีสีเขียว ดูดกลืนแสงไดดี้ท่ี
ความยาวคล่ืน 734 nm   

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่2.5 สูตรโครงสร้างของ 2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium 

salt 
แหล่งทีม่า: http://th.wikipedia.org/wiki/ABTS 

 
การท าใหเ้กิด ABTS cation radical ท าไดห้ลายวธีิ ดงัน้ี 

1. ใช ้ enzyme reaction คือ ใชเ้อนไซมเ์ร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัให้เกิด ABTS 
cation radical เช่น peroxidase, myoglobin เป็นตน้ 

2. ใช ้ chemical reaction โดยใชส้ารเคมี เช่น manganese dioxide, potassium 
persulfate,2,2’-azo-bis-(2-amidinopropane) (ABAP) เป็นตน้ 

 

OH + ABTS              ABTS+ + H2O    (1.7) 
 

antioxidant (AH) จะท าปฏิกิริยากบั ABTS+ ดงัน้ี 
 

ABTS+ AH               ABTS + A      (1.8) 
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มีผลใหค้วามเขม้ของสารละลายสีเขียวลดลงดว้ย โดยจะรายงานผลการทดลองเป็น
ค่า 50% effective concentration (EC50) ซ่ึงหมายถึง ปริมาณสารตา้นออกซิเดชนัท่ีท าให้ความเขม้ขน้
ของ ABTS+ เหลืออยู ่ 50% หรือรายงานผลเป็น 50% inhibition concentration (IC50) ซ่ึงหมายถึง
ปริมาณสารตา้นออกซิเดชนัท่ีท าใหค้วามเขม้ขน้ของ ABTS+ ลดลง 50%  

2.3.3.3. Ferric reducing antioxidant power (FRAP assay)  
FRAP assay เป็นอีกวิธีหน่ึงท่ีใช้ในการตรวจสอบความสามารถในการต้าน-

ออกซิเดชนั โดยอาศยั ปฏิกิริยารีดอกซ์ และติดตามการเปล่ียนแปลงสีของสารประกอบเชิงซ้อน คือ 
เม่ือสารประกอบเชิงซ้อน ferric tripyridyltriazine (Fe3+-TPTZ) ไดรั้บอิเล็กตรอนจากสารตา้น-
ออกซิเดชนัแลว้จะเปล่ียนไปอยูใ่นรูปสารประกอบเชิงซ้อน ferrous tripyridyltriazine (Fe2+-TPTZ) 
ท่ีมีสีม่วงน ้าเงิน ดงัสมการ 

 

 
 

ภาพที ่2.6 ปฏิกิริยาของ FRAP assay 
 

วิธี FRAP สามารถติดตามปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนโดยวดัค่า absorbance ท่ี 593 nm 
จากนั้นศึกษาความสามารถในการต้านออกซิเดชันในสารตวัอย่าง  โดยการเปรียบเทียบกบัสาร
มาตรฐาน Ferrous sulfate แลว้รายงานเป็นค่า FRAP value ขอ้ดีของวิธีน้ีก็คือ เสียค่าใชจ่้ายนอ้ย 
สะดวก รวดเร็ว มีขั้นตอนในการทดลองไม่ยุง่ยาก ซบัซ้อนและมี reproducibility ดี (Benzie and 
Strain, 1999; Perez-Jimenez and Saura-Calixto, 2006) 

2.3.4 คุณสมบัติทางเคมีของถั่วเหลอืงกบัการป้องกนัโรค 
ในช่วงหลายปีท่ีผา่นมาน้ี ถัว่เหลืองไดรั้บความสนใจจากวงการแพทยม์ากข้ึน เน่ืองจาก

พบวา่มีบทบาทส าคญัในการป้องกนัและรักษาโรคเร้ือรังบางโรคได ้ส านกังานคณะกรรมการอาหาร
และยาแห่งสหรัฐอเมริกา (U.S. Food and Drug Administration: FDA) ไดอ้นุญาติให้อา้งผลต่อ
สุขภาพของโปรตีนจากถั่วเหลืองในการลดโอกาสเส่ียงการเกิดโรคหัวใจบนฉลากอาหารซ่ึงมี
โปรตีนจากถัว่เหลืองเป็นส่วนประกอบได ้อีกบทบาทหน่ึงของถัว่เหลืองท่ีเพิ่งจะเป็นท่ียอมรับกนั
มากข้ึน คือ การเป็นอาหารเสริมส าหรับสตรี โดยเฉพาะวยัใกลห้มดประจ าเดือนหรือหญิงท่ีมีอายุ
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ตั้งแต่ 40 ปีข้ึนไป เน่ืองจากพบวา่ในถัว่เหลืองนั้นมีสารธรรมชาติกลุ่มฟลาโวนอยด์ท่ีประกอบดว้ย
สารส าคญัท่ีมีฤทธ์ิคลา้ยฮอร์โมนเพศหญิงหรือท่ีเรียกกนัวา่ ไฟโตเอสโตรเจน ไดแ้ก่ ไอโซฟลาโวน  
ซ่ึงจะพบมากในพืชตระกลูถัว่โดยเฉพาะถัว่เหลือง ไอโซฟลาโวนท่ีพบในถัว่เหลืองนั้น เป็นสารกลุ่ม
ท่ีมีโครงสร้างคลา้ยฮอร์โมนเอสโตรเจน จึงสามารถไปจบักบัตวัรับเอสโตนเจนในร่างกายได ้สารใน
กลุ่มน้ีท่ีพบมากคือ เจนิสทีน เดอิสซีน และคูเมสตรอล coumestrol (Johnson and Williamson, 2003) 
ซ่ึงปัจจุบนัไดมี้การศึกษาวจิยักนัมากถึงคุณสมบติัของสารเหล่าน้ีต่อร่างกาย 

2.3.4.1 ถั่วเหลอืงกบัโรคไต 
ส าหรับผูท่ี้เป็นโรคไต ท่ีตอ้งจ ากดัการรับประทานโปรตีนและคอเลสเตอรอล แต่

โปรตีนจากถัว่เหลืองเป็นอาหารท่ีผูป่้วยโรคไตสามารถรับประทานทดแทนโปรตีนจากเน้ือสัตวไ์ด ้
โดยพบว่าการท างานของไตดีข้ึน และยงัช่วยลดการเกิดโรคน่ิวในไตได้อีกด้วย  (Johnson and 
Williamson, 2003) และถัว่เหลืองท าใหโ้ปรตีนในปัสสาวะลดลงและลดความเสียหายของโครงสร้าง
และการท างานของไตทั้งในสัตวท์ดลองและคน (Ranich et al., 2001) ยงัไม่มีการการศึกษาระยะยาว
เพื่อยืนยนัว่าอาหารท่ีใช้โปรตีนถัว่เหลืองมีผลท าให้การท างานของไตดีข้ึน แต่พบว่าอาหารท่ีใช้
โปรตีนถัว่เหลือง พบการไหลเวียนของเลือดในไตลดลง อตัราการกรองของไตลดลง และการก าจดั
โปรตีนอลับูมินลดลง เม่ือเทียบกบัอาหารท่ีใชโ้ปรตีนจากสัตว ์ซ่ึงการเกิดเหล่าน้ีเกิดข้ึนในระยะเวลา
สั้น ๆ (Kontessis et al., 1990) 

2.3.4.2 ถั่วเหลอืงกบัโรคเบาหวานและอ้วน 
การบริโภคโปรตีนจากพืชตระกูลถัว่อาจมีประโยชน์ต่อการลดน ้ าหนกัส าหรับคน

อว้นเพราะโปรตีนช่วยเพิ่มความอ่ิม (Rolls, 1995) ใยอาหารจากถัว่เหลือง สามารถช่วยลดระดับ
น ้ าตาลในเลือดของผูป่้วยเบาหวานได ้และถัว่เหลืองเป็นพืชท่ีช่วยรักษาระดบัน ้ าตาลในเลือดได้ดี
ท่ีสุด (Johnson and Williamson, 2003) อยา่งไรก็ตามการศึกษาของ Polkowski and Mazurek (2000) 
พบวา่ไฟโตเอสโตเจนช่วยลดน ้ าหนกัส าหรับคนอว้นเกิดจากกลไกของ neuroendocrine ซ่ึงควบคุม
โดยการส่งสัญญาณของเลปติน (leptin) และอินซูลิน (insulin) 

2.3.4.3 ถั่วเหลอืงกบัโรคหลอดเลอืดและหัวใจ 
เน่ีองจากระดบัคอเลสเตอรอลในเลือดนั้น มีความสัมพนัธ์กบัความเส่ียงในการเกิด

โรคหวัใจและหลอดเลือด ซ่ึงพบว่าในสตรีท่ีมีภาวะการขาดฮอร์โมนเอสโตรเจนนั้น มีโอกาสเส่ียง
ต่อภาวะระดบัคอเลสเตอรอลในเลือดสูง เน่ืองจากคอเลสเตอรอลเป็นสารตั้งตน้ตวัหน่ึงในการสร้าง
ฮอร์โมนและเม่ือรังไข่หยุดสร้างฮอร์โมนจะมีผลท าให้มีคอเลสเตอรอลเหลือ จึงส่งผลให้มีระดบัใน
คอเลสเตอรอลสูงได้ (Johnson and Williamson, 2003) นอกจากนั้นยงัพบวา่สารกลุ่มไอโซฟลาโวน 
เช่น เจนิสทีน เป็นสารส าคญัในถัว่เหลืองท่ีมีผลต่อการลด LDL และเพิ่ม HDL ช่วยป้องกนัภาวะ-
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หลอดเลือดแข็งตวัและลดการจบัตวัของเกล็ดเลือดท่ีเป็นเหตุให้เกิดภาวะการอุดตนัของหลอดเลือด
ได ้(Merz-Demlow et al., 2000) 

กรดไขมนัไม่อ่ิมตวัในถัว่เหลืองสามารถช่วยลดระดบัคอเลสเตอรอลได ้ (Ransley 
et al., 2001) และจากการศึกษาพบวา่ถัว่เหลืองมีฤทธ์ิช่วยลดระดบัคอเลสเตอรอลในเลือดไดถึ้ง 15-
20% โดยไดท้  าการทดลองในคนไขท่ี้มีระดบัคอเลสเตอรอลมากกวา่ 300 เน่ืองมาจากพนัธุกรรม และ
จากการศึกษาพบวา่ ผูท่ี้รับประทานอาหารท่ีมีโปรตีนจากถัว่เหลือง 25 กรัมต่อวนั เป็นระยะเวลา 12 
สัปดาห์ พบวา่กลุ่มตวัอยา่งมีระดบัไขมนัเลว (LDL) ลดลงร้อยละ 18 และมีระดบัไขมนัดี (HDL) ท่ีมี
ประโยชน์ต่อร่างกายเพิ่มข้ึนถึงร้อยละ 20 (Greaves et al., 1997) 

โดยส านกังานคณะกรรมการอาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกาและสมาคมแพทย์
โรคหัวใจในสหรัฐให้ค  าแนะน าว่าให้รับประทานโปรตีนจากถัว่เหลืองวนัละ 25 กรัม จะช่วยลด
ความเส่ียงของการเกิดโรคหวัใจและหลอดเลือด และช่วยป้องกนัโรคหวัใจขาดเลือด (Johnson and 
Williamson, 2003) 

2.3.4.4 ถั่วเหลอืงกบัโรคมะเร็ง 
เน่ืองจากสารกลุ่มไอโซฟลาโวนน้ีมีคุณสมบติัในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ  

ดงันั้นจึงเช่ือวา่จะมีผลในการป้องกนัความเส่ียงของร่างกาย ชะลอความแก่ และมีการป้องกนัการเกิด
มะเร็งหรือเน้ืองอกต่าง ๆ ได ้(Johnson and Williamson, 2003) โดยไดมี้ผูท้  าการทดลองเก่ียวกบัเร่ือง
น้ีไวม้ากมาย จากการศึกษาพบวา่สารเจนิสทีน ซ่ึงเป็นสารกลุ่มไอโซฟลาโวนท่ีพบในถัว่เหลืองนั้น
จะช่วยลดความเส่ียงในการกลบัมาเป็นซ ้ าของมะเร็งเตา้นม มะเร็งล าไส้ และมะเร็งต่อมลูกหมากได ้
นอกจากน้ีพบว่าสารกลุ่มไอโซฟลาโวนนั้น ยงัออกฤทธ์ิยบัย ั้งเอสโตรเจนในการกระตุน้การเจริญ
ของเซลล์มะเร็ง ยบัย ั้งการสร้างเส้นเลือดไปเล้ียงเซลล์มะเร็งได้ (Messina et al., 1994; Messina, 
1999; Messina and Bennink, 1998) จากการศึกษาพบว่า ไอโซฟลาโวนสามารถช่วยยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของกอ้นมะเร็งในสัตวท์ดลองได ้(Adlercreutz et al., 1992) 

 สารไฟโตเอสโตรเจนช่วยลดความเส่ียงของการเกิดมะเร็งล าไส้ใหญ่ ป้องกนัการ
เกิดโรคมะเร็งปากมดลูก และมะเร็งเตา้นม มะเร็งต่อมลูกหมาก และพบวา่ผูท่ี้กินซุปเตา้เจ้ียวมากจะมี
อตัราเส่ียงต่อโรคมะเร็งต ่า  มีความเส่ียงต่อการเกิดโรคมะเร็งเพียง 1 ใน 3 ของผูท่ี้ไม่ไดรั้บประทาน 
ผูท่ี้กินเตา้หูม้ากจะมีอตัราเส่ียงต่อโรคมะเร็งกระเพาะอาหารต ่า  ผูท่ี้กินถัว่เหลืองมากกวา่ 5 กิโลกรัม
ต่อปี จะมีอตัราเส่ียงของการเกิดโรคมะเร็งกระเพาะอาหารลด 40% และผูช้ายท่ีกินเตา้หู้มากกว่า       
5 คร้ังต่อสัปดาห์ จะมีอตัราเส่ียงต่อโรคมะเร็งต่อมลูกหมากเป็นคร่ึงหน่ึงของผูช้ายท่ีกินเตา้หู้นอ้ยกวา่ 
1 คร้ังต่อสัปดาห์ ผูท่ี้รับประทานอาหารท่ีประกอบดว้ยถัว่เหลืองนอ้ยกวา่ 1 คร้ังต่อสัปดาห์จะมีความ
เส่ียงต่อการเกิดโรคมะเร็งเตา้นม 2 เท่า และมะเร็งปอดเป็น 3.5 เท่าของผูท่ี้กินอาหารท่ีประกอบดว้ย
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ถัว่เหลืองทุกวนั การบริโภคอาหารท่ีมีโปรตีนจากถัว่เหลืองจะช่วยลดความเส่ียงของโรคมะเร็งไดถึ้ง 
30% (Johnson and Williamson, 2003; Ransley et al., 2001) 

2.3.4.5 ถั่วเหลอืงกบัอาการของวยัหมดประจ าเดือน 
ไอโซฟลาโวนช่วยปรับสภาพของฮอร์โมนในสตรีให้สมดุล ช่วยลดความรู้สึกไม่

สบายตวั อาการร้อนวบูวาบในระยะหมดประจ าเดือนของสตรี รวมไปถึงอาการหงุดหงิด เหง่ือแตก 
ช่องคลอดแห้ง อารมณ์แปรปรวน หรือมีอาการทางผิวหนังและเยื่อบุบริเวณช่องคลอดแห้งหรือ
อกัเสบ และช่วยลดอาการผดิปกติของหญิงวยัหมดประจ าเดือนได ้(Ransley et al., 2001) มีการศึกษา
ในสตรีชาวญ่ีปุ่นท่ีบริโภคผลิตภณัฑ์ถัว่เหลืองท่ีผา่นกระบวนการหมกั (นตัโตะ) พบวา่มีอาการร้อน
วบูวาบต ่ากว่าสตรีท่ีไม่ไดบ้ริโภคนตัโตะ (Nagata et al., 1999) และไดมี้การศึกษาในสตรีวยัหมด
ประจ าเดือน 58 คนท่ีบริโภคถัว่เหลืองเป็นระยะเวลา 6 สัปดาห์พบวา่อาการความผิดปกติของสตรีวยั
หมดประจ าเดือน โดยเฉพาะอาการร้อนวบูวาบ ลดลง 40 % เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดบ้ริโภค
ถัว่เหลือง (Murkies et al., 1995) 

2.3.4.6 ถั่วเหลอืงกบัโรคกระดูกพรุน 
มีการศึกษาพบว่าถั่วเหลืองช่วยป้องกันการขาดแคลเซียม ช่วยกระตุ้นการ

เจริญเติบโตของกระดูก (Anderson, 1990) ช่วยลดความรุนแรงของโรคกระดูกพรุน (Kao and P’eng, 
1995) ช่วยลดการสลายของกระดูกและป้องกนัโรคกระดูกพรุน (Arjmandi et al., 1996) และมี
การศึกษาของ Potter et al. (1998) ในหญิงวยัหมดประจ าเดือนท่ีไดรั้บโปรตีนถัว่เหลืองมีไอโซ-  
ฟลาโวนในปริมาณ 2.25 มิลลิกรัม/กรัมของโปรตีนถัว่เหลือง เป็นระยะเวลา 6 เดือน พบว่าความ
หนาแน่นของกระดูกสูงข้ึนเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมของหญิงวยัหมดประจ าเดือนท่ีไม่ไดรั้บโปรตีน
ถัว่เหลืองซ่ึงมีไอโซฟลาโวนในปริมาณสูง 

ในสตรีวยัหมดประจ าเดือนท่ีได้รับถั่วเหลืองท่ีมีไอโซฟลาโวน พบว่าความ
หนาแน่นของกระดูกสูงข้ึนทั้งกระดูกสันหลงัและสะโพก (Mei et al., 2001) เป็นไปไดว้า่อาหารท่ีมี
ไอโซฟลาโวนสูงอาจช่วยให้อตัราการลดลงของฮอร์โมนเอสโตรเจนลดลง ซ่ึงส่งผลให้อตัราการ
หมุนเวียนกระดูกลดลงจึงลดความเส่ียงในการเกิดโรคกระดูกพรุน (Valtuena et al., 2003) ไฟโตร-
เอสโตเจนสามารถใชเ้ป็นยาซ่ึงออกฤทธ์ิจบักบั estrogen receptor ซ่ึงมีกลไกการออกฤทธ์ิคลา้ยกบัยา
ในกลุ่ม selective estrogen receptor modulators (SERM) (Brezezinski and Debi,1999) และยงัมี
งานวิจยัพบวา่ไฟโตรเอสโตเจนมีกลไกการออกฤทธ์ิคลา้ยกบัยาในกลุ่ม biphosphonate ซ่ึงยากลุ่มน้ี
จะไปยบัย ั้งการสูญเสียแคลเซียมของกระดูก (Setchell, 2001) 

ทั้งน้ีกลไกการท างานของไฟโตรเอสโตเจนต่อกระดูกยงัไม่สามารถอธิบายไดอ้ยา่ง
ชดัเจน แต่พบวา่มีผลต่อกลไกการยบัย ั้งการสลายกระดูกและส่งเสริมการสร้างกระดูก (Fanti et al., 
1998; Ishimi et al., 1999; Picherit et al., 2000) 
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2.4 วยัหมดประจ าเดือน (Menopause) 
วงจรการมีประจ าเดือนเกิดจากอิทธิพลของ gonadotropin releasing hormone (GnRH) จาก 

hypothalamus มีผลกระตุน้ต่อมใตส้มองส่วนหนา้ให้สร้าง follicle-stimulating hormone (FSH) และ 
luteinizing hormone (LH) ออกมา ท าให้ ovarian follicle ภายในรังไข่ มีการเจริญเติบโตและสร้าง 
estrogen และ progesterone ออกมา ซ่ึง hormone จากรังไข่ทั้งสองชนิดจะไปออกฤทธ์ิท่ีผนงัชั้นใน
สุดของมดลูก (endometrium) ใหมี้การเปล่ียนแปลงเตรียมพร้อมเพื่อรับการฝังตวัของตวัอ่อน หรือถา้
หากไม่ได้รับการฝังตวัผนังชั้น endometrium ก็จะหลุดลอกออกมากลายเป็นเลือดประจ าเดือน 
(Shawky, 1999)  การกระตุน้ของฮอร์โมน FSH จากต่อมใตส้มองส่วนหนา้เขา้สู่กระแสเลือด โดย
ฮอร์โมน FSH มีผลท าใหไ้ข่สุกและกระตุน้ให้รังไข่สร้างฮอร์โมนเอสโตรเจน ซ่ึงจะมีผลโดยตรงต่อ
มดลูก โดยกระตุน้ให้ผนงัชั้นในสุดของมดลูก (endometrium) ค่อย ๆ หนาตวัข้ึนและมีการขยายตวั
ของต่อมเล็ก ๆ และเส้นเลือด ฮอร์โมนเอสโตรเจนจะมีปฏิกิริยายอ้นกลบัไปท่ีต่อมใตส้มองส่วนหนา้ 
ถา้ระดบัของเอสโตรเจนในเลือดเพิ่มข้ึน การผลิตฮอร์โมน FSH ก็จะลดลง (Anne et al., 2010) 

เม่ือความเขม้ขน้ของฮอร์โมนเอสโตรเจนสูงข้ึน สมองส่วนไฮโปธาลามสัจะกระตุน้ให ้ 
ต่อมใตส้มองส่วนหน้าหลัง่ฮอร์โมน LH ซ่ึงกระตุน้ให้มีการตกไข่ ท าให้ไข่ท่ีสุกเต็มท่ีแลว้หลุด
ออกมาจากรังไข่ หลงัจากไข่หลุดออกมาจากรังไข่แลว้ บริเวณท่ีไข่หลุดออกมาจะประกอบดว้ยเซลล์
เล็ก ๆ จ านวนมาก เรียกวา่ คอปัสลูเทียม (corpus luteum) ซ่ึงจะกลายเป็นต่อมเล็ก ๆ ท าหนา้ท่ีในการ
สร้างฮอร์โมน  เม่ือถูกกระตุน้จากฮอร์โมน LH แลว้ คอปัสลูเทียมจะเร่ิมหลัง่ฮอร์โมนท่ีส าคญัอยา่ง
หน่ึงคือ โปรเจสเตอโรน (progesterone) ออกมาร่วมกบัเอสโตรเจน (estrogen) ซ่ึงฮอร์โมนเหล่าน้ีจะ
กระตุน้ให้ผนงัมดลูกหนาตวัข้ึน เพื่อให้อาหารไปเล้ียงตวัอ่อน ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนจะส่งผล
ยอ้นกลบัไปท่ีไฮโปธาลามสัให้ยบัย ั้งการผลิตฮอร์โมน GnRH อนัจะมีผลท าให้ปริมาณของ FSH 
และ LH ลดลง (Yewade et al., 2009) ถา้ไข่ไม่ไดรั้บการผสม คอปัสลูเทียม (corpus luteum) จะฝ่อ
และหยุดการผลิตฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน และระดบัของเอสโตรเจนในกระแสเลือดจะลดต ่าลง   
ท าให้ผนงัมดลูกดา้นในท่ีหนาข้ึนจะหลุดลอกซ่ึงมีทั้งเซลล์เน้ือเยื่อ ของเหลว และเลือดจะไหล
ออกมาทางช่องคลอด ในช่วงน้ีระดบัของ เอสโตรเจนจะยงัคงลดลงเร่ือย ๆ และจะมีระดบัต ่ามากเม่ือ
จะมีประจ าเดือนรอบใหม่เกิดข้ึน โดยระดบัของเอสโตรเจนท่ีต ่าลงจะไปกระตุน้ให้ต่อมใตส้มอง
ส่วนหนา้ผลิต FSH  

สตรีวยัหมดประจ าเดือนจะมีอายุอยู่ในช่วง 45-59 ปี จะมีการเปล่ียนแปลงของทางร่างกาย
และจิตใจ ท่ีเป็นไปตามธรรมชาติจากการลดลงของฮอร์โมนเอสโตรเจน ในสตรีวยัทองมีจ านวนถุง-
ไข่ลดลง ท าให้ระดบัเอสโตรเจนลดลงอย่างไม่สม ่าเสมอเป็นผลให้ประจ าเดือนในช่วงก่อนหมด
ประจ าเดือน 2 ปี เร่ิมไม่สม ่าเสมอ มาบา้ง-ขาดบา้ง มานอ้ย-มามาก และไม่มีการตกไข่ ดงันั้นเม่ือ
จ านวนถุงไข่ลดลง ฮอร์โมนเอสโตรเจนลดลงส่งผลให้โปรเจสเตอโรน ลดลงดว้ย อาการต่าง ๆ ท่ี
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ตามมาอยา่งชดัเจนก็คือ เม่ือผูห้ญิงผา่นเลยวยั 30 ปีแลว้ ความเจริญพนัธ์จะเร่ิมลดลงเพราะวา่มีไข่ท่ี
ยงัเหลืออยูใ่นรังไข่นอ้ยลง ปริมาณการผลิตฮอร์โมนเอสโตรเจนและโปรเจสเตอโรนก็ลดลงท าให้ไข่
มีโอกาสปฏิสนธินอ้ยลง ( Heidi, 2008) ช่วงเวลาท่ีประจ าเดือนจะหยุดมาอยา่งถาวรจะเร่ิมมาไม่เป็น
เวลาแน่นอน ตามกระแสการข้ึนลงของฮอร์โมนเพศ เราเรียกระยะน้ีวา่ ระยะก่อนประจ าเดือนหมด 
(perimenopause) (Shawky, 1999) การท่ีฮอร์โมนเพศมีการผลิตท่ีไม่คงท่ีแน่นอน ก่อให้เกิดอาการ
ตามมาหลายอยา่ง โดยอาการท่ีพบในระยะแรกคือ เช่น ประจ าเดือนมาไม่เป็นเวลา นอนไม่ค่อยหลบั 
อารมณ์แปรปรวน จากนั้นเอสโตรเจนจากรังไข่ลดลงมาก จนไม่เพียงพอท่ีจะกระตุน้ เยื่อบุโพรง-
มดลูกให้เจริญเติบโตจึงท าให้หมดประจ าเดือน อาการท่ีเกิดคือ อาการร้อนวูบวาบท่ีเกิดข้ึนอย่าง
กะทนัหัน ผิวหนงับริเวณส่วนต่าง ๆ ของร่างกาย โดยเฉพาะแถวศีรษะ คอ และหน้าอกจะมีเหง่ือ
ออก รู้สึกร้อนข้ึน และเร่ิมมีการเปล่ียนแปลงของอวยัวะสืบพนัธ์ุและทางเดินปัสสาวะส่วนล่าง ท าให้
เกิดการห่อเห่ียวของอวยัวะต่าง ๆ มดลูกและผนงัช่องคลอดจะหย่อนมากข้ึน เยื่อบุช่องคลอดแห้ง 
เน่ืองจากผนงัช่องคลอดบางตวัลง ความชุ่มช้ืนนอ้ยลง ปัจจยัน้ีท าให้เกิดอาการเจ็บขณะร่วมเพศ และ
อาจท าให้ช่องคลอดติดเช้ืออกัเสบง่ายข้ึน เยื่อบุท่อปัสสาวะจะบางท าให้รู้สึกแสบเวลาปัสสาวะ 
อาการปัสสาวะขดั (Andrea, 2007) ในผูสู้งอายซ่ึุงหมดประจ าเดือนมานานจะมีปัญหาสุขภาพท่ีส าคญั
คือ โรคกระดูกพรุนและโรคเก่ียวกบัหวัใจและหลอดเลือด (Brandi, 1999) หญิงวยัหมดประจ าเดือน
มีกระดูกพรุนมากข้ึนก็เพราะฮอร์โมนเพศเอสโตรเจนมีระดบัลดลง เอสโตรเจนตามปกติจะช่วยใน
กระบวนการสร้างกระดูกใหม่ทดแทนกระดูกเก่าท่ีสลายต่อไป โดยกระบวนการดังกล่าวจะถึง
จุดสูงสุดเม่ือผูห้ญิงมีอายุ 25-30 ปี หลงัจากนั้นระดบัเอสโตรเจนเร่ิมลดลง ร่างกายสูญเสียกระดูกเร็ว
ข้ึนกวา่การสร้างชดเชย  เม่ืออายมุากข้ึนจะพบวา่มวลกระดูกสูญเสียไป 30-50% (Shawky, 1999)    

2.4.1 โรคกระดูกพรุน (Osteoporosis) 
กระดูกประกอบด้วยโครงข่ายของคอลลาเจน ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีมีความยืดหยุ่น และมี

ส่วนของเกลือแร่ (mineral) แคลเซียมฟอสเฟต และแคลเซียมคาบอร์เนต เขา้ไปยึดเกาะกบัคอลลา-
เจน ท าใหเ้กิดความแขง็แรงของโครงข่ายเน้ือกระดูกซ่ึงเป็นเน้ือเยื่อท่ีสามารถเติบโต มีการหมุนเวียน 
ซ่อมสร้าง มีการสลาย (bone resorption) และการสร้างใหม่ (bone formation) ทดแทนกนัตลอดเวลา 
ภาวะผกุร่อนของกระดูกเกิดเน่ืองจากกระดูกมีการสลายมากกวา่การสร้างใหม่ กระดูกจะมีการสร้าง
อย่างรวดเร็วในวยัเด็กและวยัรุ่น ผลก็คือกระดูกจะใหญ่และแข็งแรงข้ึนจนกระทัง่ถึงจุดสูงสุด 
เรียกวา่ peak bone mass จากนั้นกระดูกจะมีการสลายอยา่งชา้ ๆ โดยมีอตัราการสลายมากกวา่อตัรา
การสร้างกระดูกและภาวะน้ีจะเกิดอย่างมีอตัราเร่งท่ีเร็วข้ึนเม่ือเขา้สู่วยัหมดประจ าเดือนในช่วงปี  
แรก ๆ และน าไปสู่ภาวะกระดูกบาง (osteopenia) และโรคกระดูกพรุน (osteoporosis) ตามมา (NIH 
Consensus Development Panel on Osteoporosis Prevention, Diagnosis, and Therapy, 2001) จาก
ขอ้มูลขององคก์ารอนามยัโลก (WHO) โรคกระดูกพรุนเป็นโรคท่ีเป็นปัญหาดา้นสุขภาพอนัดบัท่ี 2 
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รองจากโรคของระบบหวัใจและหลอดเลือด ขอ้มูลทัว่โลกระบุวา่ ประชากร 1 ใน 3 ของผูห้ญิง และ 
1 ใน 8 ของผูช้าย ท่ีมีอายุ 50 ปีข้ึนไปมีความเส่ียงท่ีจะเกิดภาวะกระดูกหักจากโรคกระดูกพรุน 
(Osteoporotic fracture) ยิ่งไปกวา่นั้นมีการคาดการณ์วา่จ านวนผูป่้วยท่ีมีการหกัของกระดูกสะโพก 
(Hip fracture) จะเพิ่มข้ึนจาก 1.7 ลา้นคน ในปี ค.ศ. 1990 เป็น 6.3 ลา้นคนในปี ค.ศ. 2050 เน่ืองจาก
ประชากรโลกมีอายยุนืมากข้ึน 

โรคกระดูกพรุนเป็นปัญหาสุขภาพหลกัในสตรีหลงัวยัหมดประจ าเดือน  เน่ืองจากจะมี
การลดลงของระดบัเอสโตรเจน ซ่ึงเอสโตรเจนมีส่วนส าคญัท าให้กระดูกแข็งแรง เม่ือระดบัเอสโตร-
เจนลดลง เน้ือกระดูกจะมีการสลายมากกวา่การสร้าง (Nielsen et al., 2004) เม่ือเน้ือกระดูกมีการ
สลายมากกวา่การสร้าง ส่งผลให้ความหนาแน่นของมวลกระดูกลดลงและความเส่ียงต่อการแตกหกั
ของกระดูกสูงข้ึน (Garnero et al., 2000) โรคกระดูกพรุน เป็นโรคท่ีมีลกัษณะมวลกระดูกต ่า ท าให้
เกิดการสึกหรอของเน้ือเยือ่ของกระดูกท าให้ความแข็งแรงของกระดูกลดลง  ท าให้ผูน้ั้นเส่ียงต่อการ
เกิดกระดูกหกัเพิ่มข้ึน โดยต าแหน่งของ กระดูกหกัท่ีพบบ่อยท่ีสุด คือ ขอ้มือ กระดูกสันหลงั และ
กระดูกสะโพก (Legrand, 2001) โดยความแข็งแรงของกระดูกน้ีเกิดจากสองปัจจยัรวมกนั คือ ความ
หนาแน่นของกระดูก และคุณภาพของกระดูก ซ่ึงองค์การอนามยัโลกไดก้ าหนดหลกัเกณฑ์การ
วินิจฉยัโรคกระดูกพรุนโดยอาศยัการวดัค่าความหนาแน่นของมวลกระดูก (Bone mineral density: 
BMD) ซ่ึงตรวจโดยใช้เคร่ือง Dual Energy X-ray Absorptiometer การวดั BMD สามารถวดัไดท่ี้
ต าแหน่งต่าง ๆ เช่น กระดูกบริเวณสะโพก กระดูกสันหลงั เป็นตน้ โดยถา้ตรวจพบความหนาแน่น
กระดูกลดลงกวา่ความหนาแน่นกระดูกปกติท่ีสูงท่ีสุด มากกวา่ 2.5 เท่าของค่าแปรปรวน ถือวา่เป็น
โรคกระดูกพรุน (Shawky, 1999) ส่วนคุณภาพของกระดูกนั้นประกอบด้วยคุณลกัษณะใหญ่ ๆ          
4 ประการคือ โครงสร้างภายในของกระดูก การหมุนเวียนของกระดูก  การสะสมการสลายของ
กระดูก และการสะสมแร่ธาตุของกระดูก  

โครงสร้างภายในของกระดูก (bone microarchitecture) มีลกัษณะสานต่อกนัเป็นร่างแห 
จากการสานต่อกนัเช่นน้ีท าใหมี้ความสามารถรับแรงกดอดัไดอ้ยา่งมาก จากการทดลองของ Silva et 
al. (1997) ไดศึ้กษาถึงความสามารถรับแรงอดัของกระดูก พบวา่หากกระดูกมีค่ามวลกระดูกลดลง
เท่า ๆ กัน คือ ร้อยละ 10 โดยช้ินหน่ึงไปลดท่ีความหนาของเส้ียนกระดูก (decrease trabecular 
thickness) ขณะอีกช้ินหน่ึงไปลดจ านวนเส้ียนกระดูกท่ีเช่ือมขวาง (decrease cross - trabeculae or 
decrease trabecular number) พบว่าความสามารถในการรับแรงอดัของกระดูกท่ีลดความหนาจะ
ลดลงร้อยละ 20 ในขณะท่ีกระดูกท่ีลดจ านวนเส้ียนกระดูกท่ีเช่ือมขวางความสามารถในการรับ
แรงอดัลดลงถึงร้อยละ 70 ดงันั้นเส้ียนกระดูกเช่ือมขวางมีความส าคญัอยา่งมากต่อความแข็งแรงของ
กระดูก 
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ภาพที ่2.7 โครงสร้างภายในของกระดูกปกติ และกระดูกพรุน 
แหล่งทีม่า: http://lymediseaseguide.org/lyme-disease-osteoporosis 
 

การหมุนเวียนของกระดูก (bone turnover) แสดงดงัภาพท่ี 2.8 โดยการหมุนเวียนของ
กระดูกเกิดจากเซลลส์ร้างกระดูกท่ีอยูบ่ริเวณผวิกระดูกจะปล่อยสารเคมีออกมากระตุน้ให้เซลล์สลาย
กระดูก (osteoclast) ชนิดท่ีไม่มีฤทธ์ิกลายเป็นเซลล์สลายกระดูกท่ีมีฤทธ์ิ เกิดการยอ่ยสลายกระดูก 
จนกลายเป็นแอ่งเวา้ลงของกระดูก จากนั้นเซลล์สลายกระดูกจะหายไป จะมีเซลล์ใหม่เขา้มาในแอ่ง-
เวา้ของกระดูกแทน และท าการปรับแต่งกระดูกท่ีถูกเซลล์สลายกระดูกกินให้มีผิวเรียบข้ึน เซลล์
สร้างกระดูก (osteoblast) จะเขา้มาในบริเวณแอ่งเวา้ท่ีถูกตกแต่งให้เรียบแลว้และท าการสร้างกระดูก 
โดยมีแร่ธาตุเขา้มาสะสมในบริเวณท่ีมีการสร้างกระดูก จากนั้นจะไม่มีทั้งการสร้างและการสลาย
กระดูก กระดูกจะอยูใ่นภาวะสงบน่ิง (Chrischilles et al., 1991) 
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ภาพที ่2.8 ขั้นตอนการสร้างและสลายของกระดูก 
แหล่งทีม่า: http://www.medscape.org/viewarticle 
 

การสะสมการสลายของกระดูก (Damage accumulation or micro fracture) กระดูกใดยิ่ง
มีการสลายกระดูกมาก หลุมบ่อของกระดูกจะพบอยู่ทัว่ไปตามผิวของกระดูก ท าให้ความเครียดต่อ
กระดูกเพิ่มข้ึน (increase stress riser) และท าใหก้ระดูกมีความเส่ียงต่อการหกัเพิ่มข้ึน (Lu et al., 2004) 

 

 
 

ภาพที ่2.9 การสะสมแร่ธาตุของกระดูก 
แหล่งทีม่า: http://www.health2click.com 
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การสะสมแร่ธาตุของกระดูก (Bone mineralization) แสดงดงัภาพท่ี 2.9 ซ่ึงเป็น
ขั้นตอนสุดทา้ยของการสร้างกระดูก ในขั้นตอนน้ีจะเกิดข้ึนอยา่งรวดเร็ว โดยพบวา่ 3 ใน 4 ของการ
สะสมแร่ธาตุในกระดูก จะเกิดข้ึนภายในเวลา 2-3 วนั แต่พบวา่อีก 1 ใน 3 ตอ้งใชเ้วลาหลายเดือน
กว่าจะเสร็จสมบูรณ์ หลงัจากสามเดือนจะไม่พบ osteoid ในลกัษณะท่ีไม่มีการสะสมแร่ธาตุอีก
ต่อไป แต่จะพบการสะสมของแร่ธาตุเพิ่มเติมและการปรับสภาวะของผลึกให้สมบูรณ์ ท าให้มีการ
เพิ่มข้ึนของค่าความหนาแน่นของแร่ธาตุในกระดูกอีกประมาณร้อยละ 10-20 ภายใน 1 หรือ 2 ปี 
(Michael, 2003) 

การสลายกระดูกจะใช้เวลาประมาณ 3-4 สัปดาห์ ในขณะท่ีการสร้างกระดูกใชเ้วลา
ประมาณ 3-4 เดือน ดงันั้นหากมีอตัราการหมุนเวียนของกระดูกสูงจะท าให้มีหลุมและบ่อของ
กระดูกเพิ่มข้ึน ท าให้กระดูกมีความเครียดเพิ่มข้ึน และน าไปสู่ภาวะของ microfracture และมีความ
เส่ียงต่อกระดูกหกั (Silva  et al., 1997)  

2.4.2 การรักษาโรคกระดูกพรุนในสตรีวยัหมดประจ าเดือน 

ถึงแม้ว่าฮอร์โมนจะมีผลลดอัตราการหักของกระดูกได้ดี แต่ก็พบว่าฮอร์โมนมี
ผลขา้งเคียงหลายอยา่ง โดยเฉพาะอยา่งยิง่อนัตรายของการใชใ้นระยะยาว เน่ืองจากท่ีผา่นมามีการใช้
ฮอร์โมนในระยะยาวค่อนขา้งมาก โดยเฉพาะอย่างยิ่งในการใชเ้พื่อหวงัผลในการป้องกนัและรักษา
โรคกระดูกพรุน จ าเป็นตอ้งใหก้ารรักษาหลายปี เพื่อท่ีจะเพิ่มมวลกระดูกและป้องกนักระดูกหกัและ
พบว่าเม่ือหยุดยาความหนาแน่นของกระดูกจะลดลงอย่างรวดเร็วเท่ากบัก่อนไดรั้บการรักษาด้วย
ฮอร์โมนทดแทน (Rossouw et al., 2002)  ในการรักษาระยะยาวน้ีจากการศึกษาของ WHI พบวา่การ
ใหย้าฮอร์โมนในระยะยาวมีผลเสียโดยรวมมากกวา่ผลดี ผลเสียนั้นไดแ้ก่ จากการศึกษาในกลุ่มท่ีใช้
ฮอร์โมนเอสโตรเจนและโปรเจสโตรเจน (conjugated  equine estrogen 0.625 mg และ medroxy 
progesterone acetate 2.5 mg ต่อวนั) พบการเพิ่มความเส่ียงของการเกิดมะเร็งเตา้นมในอตัรา 8 ราย 
ต่อ 10,000 รายของสตรีท่ีใช้ฮอร์โมนในระยะเวลา 1 ปี และเพิ่มความเส่ียงในการเกิดโรคหลอด-
เลือดหวัใจ ในอตัรา 7 รายต่อ 10,000 รายของสตรีท่ีใชฮ้อร์โมนในระยะเวลา 1 ปี ซ่ึงเป็นอตัราเส่ียงท่ี
ไม่มาก ส่วนในกลุ่มท่ีไดรั้บการตดัมดลูกแลว้ไดรั้บฮอร์โมนเอสโตรเจนอยา่งเดียวในระยะเวลา 8 ปี  
ไม่เพิ่มความเส่ียงในการเกิดมะเร็งเตา้นม แต่ความเส่ียงในการเกิดโรคหลอดเลือดและหวัใจยงัคงอยู่
(Lindsay et al., 2000) 

จากการศึกษาของ WHI สรุปว่าเพิ่มความเส่ียงการเกิดต่อมะเร็งเตา้นมเล็กน้อย และ
ความเส่ียงจะเพิ่มข้ึนเม่ือใชม้ากกวา่ 5 ปี และการใชฮ้อร์โมนในระยะยาวเพิ่มความเส่ียงในการเกิด
โรคหลอดเลือดหวัใจ ไดแ้ก่ ภาวะท่ีสมองขาดเลือดไปเล้ียง เน่ืองจากหลอดเลือดตีบอุดตนั (stroke), 
โรคกลา้มเน้ือหวัใจขาดเลือดเฉียบพลนั (heart attack) และเกล็ดเลือดจบัตวัเป็นล่ิมหรือกอ้น (blood 
clots)โดยเพิ่มความเส่ียงมากกวา่ผูท่ี้ไม่ไดรั้บประทานฮอร์โมน 7 รายต่อ 10,000 รายของสตรีท่ีใช้

 

 

 

 

 

 

 

 



30 

ฮอร์โมนในระยะเวลา 1 ปี ตามการศึกษาของ WHI ในการใชฮ้อร์โมนเอสโตรเจนร่วมกบัโปรเจส-
โตรเจนพบความเส่ียงต่อโรคกลา้มเน้ือหวัใจขาดเลือดเฉียบพลนั และเกล็ดเลือดจบัตวัเป็นล่ิมหรือ
กอ้นเพิ่มข้ึนตั้งแต่ปีแรกท่ีไดรั้บฮอร์โมนในขณะท่ีความเส่ียงของต่อการเกิดภาวะท่ีสมองขาดเลือด
ไปเล้ียงเน่ืองจากหลอดเลือดตีบอุดตนัเพิ่มข้ึนหลงัการรักษาไปแลว้ 2 ปี (Delmas et al., 2002) 

เป็นท่ียอมรับกนัโดยทัว่ไปว่าฮอร์โมนเอสโตรเจนมีบทบาทในการเสริมสร้างความ
แข็งแรงของกระดูกในสตรีวยัหมดประจ าเดือน แต่จากขอ้มูลเก่ียวกบัผลขา้งเคียงและความเส่ียง   
ต่าง ๆ ท่ีเกิดข้ึนหากใชใ้นระยะเวลานาน ควรใช้ในกรณีท่ีตอ้งการรักษาอาการวยัหมดประจ าเดือน
เท่านั้น เพราะหากใช้ในการรักษากระดูกพรุนต้องให้เป็นระยะเวลานานอาจมีความเส่ียงต่าง ๆ 
เกิดข้ึน (Lindsay et al., 1976) 

 

2.5 การทดสอบสารทางชีวเคมขีองเซลล์กระดูก 
กระดูกเป็นเน้ือเยื่อท่ีมีการเปล่ียนแปลงตลอดเวลา ทั้งในรูปแบบการสร้างใหม่และการ

สลายทดแทนกนั ซ่ึงเป็นการตอบสนองต่อการกระตุน้ท่ีกระท าต่อเซลล์กระดูกเอง ไดแ้ก่ ฮอร์โมน 
โดยทัว่ไปเซลลก์ระดูกจะท างานประสานกนัเพื่อใหก้ารสร้างและการสลายทดแทนกนัเป็นไปอยา่ง
สมดุล (Nam and Kampa, 2013) เซลลก์ระดูกมี 3 ชนิด 

1. ออสติโอบลาสต์ (Osteoblast) เป็นเซลล์สร้างเน้ือกระดูกท่ีเจริญพฒันามาจากเซลล์
ตน้ก าเนิดเซลล์กระดูก (osteoprogenitor cells) เซลล์น้ีจะอยู่ตามขอบของเน้ือกระดูก และสร้าง
โปรตีนท่ีเรียกว่า ออสติออยด์ (osteoid) ซ่ึงโปรตีนดังกล่าวน้ีจะมีสารอนินทรีย์มาสะสมและ
กลายเป็นเน้ือกระดูก นอกจากน้ีออสติโอบลาสต์ยงัสร้างเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส (alkaline 
phosphatase) ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัการสร้างเน้ือกระดูก รวมทั้งสารนอกเซลลอ่ื์น ๆ อีกดว้ย  

2. ออสติโอไซต์ (Osteocyte) เป็นเซลล์ท่ีเจริญต่อมาจากออสติโอบลาสต์ท่ีได้สร้าง   
เน้ือกระดูกจนลอ้มรอบตวัเซลล์ และเป็นเซลล์กระดูกท่ีเจริญเต็มท่ีแลว้ รอบ ๆ เซลล์จะเป็นช่องท่ี
เรียกว่า ลากูนา (lacuna) และแต่ละลากูนาจะติดต่อกนัด้วยช่องทางผ่านเล็ก ๆ ท่ีเรียกว่า คานาลิ-
คูไล (canaliculi) ซ่ึงท าให้แต่ละออสติโอไซตมี์การติดต่อส่ือสารกนัได ้ออกซิเจนและสารอาหารก็
จะถูกส่งจากหลอดเลือดภายในช่องฮาเวอร์เชียนเขา้มายงัแต่ละเซลล์ผา่นทางช่องดงักล่าวน้ี แมอ้อส-
ติโอไซตจ์ะเป็นเซลลก์ระดูกท่ีโตเตม็ท่ี แต่มนัยงัมีหนา้ท่ีในการควบคุมระดบัแคลเซียมและสารนอก-
เซลลอ่ื์นๆดว้ย 

3. ออสติโอคลาสต์ (Osteoclast) เป็นเซลล์ขนาดใหญ่ท่ีมีหลายนิวเคลียส และเจริญมา
จากเซลล์ตน้ก าเนิดโมโนไซต ์(monocyte stem cells) เซลล์น้ีมีหน้าท่ีส าคญัในกระบวนการก่อรูป
กระดูก (bone remodeling) โดยอาศยัการผลิตเอนไซม์แอซิดฟอสฟาเตส (acid phosphatase) ในการ
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http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C%E0%B8%95%E0%B9%89%E0%B8%99%E0%B8%81%E0%B8%B3%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%94%E0%B8%B9%E0%B8%81&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%A2%E0%B8%94%E0%B9%8C&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%A1%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%A1%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%95%E0%B9%8C&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B9%8C&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C%E0%B8%95%E0%B9%89%E0%B8%99%E0%B8%81%E0%B8%B3%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B9%82%E0%B8%A1%E0%B9%82%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%95%E0%B9%8C&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%A7%E0%B8%99%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%81%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B8%B9%E0%B8%9B%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%94%E0%B8%B9%E0%B8%81&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%A7%E0%B8%99%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%81%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B8%B9%E0%B8%9B%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%94%E0%B8%B9%E0%B8%81&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%A1%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%A1%E0%B9%8C
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กร่อนเน้ือกระดูก และท าใหก้ระดูกมีลกัษณะท่ีเหมาะสม นอกจากน้ี กระบวนการดงักล่าวยงัท าให้มี
การน าแคลเซียมออกสู่กระแสเลือดอีกดว้ย (Louis and Stephen, 1998; Marieb, 1998) 

อตัราการสร้างและการสลายของกระดูกสามารถประเมินในเลือดและปัสสาวะโดยการวดั
การท างานของเอนไซม์ของกระดูกท่ีถูกสร้างในการหมุนเวียนของกระดูก พารามิเตอร์ท่ีช้ีวดัแบ่ง
ไดเ้ป็น สารทางชีวเคมีของกระบวนการสร้างกระดูกและสารทางชีวเคมีของการสลายกระดูก 

1. สารทางชีวเคมีของกระบวนการสร้างกระดูก (Biochemical of bone formation) 
- Alkaline phosphatase 
- Osteocalcin 
- Carboxyl-terminal propeptide of type I procollagen (PICP) 

2. สารทางชีวเคมีของกระบวนการสลายกระดูก (Biochemical of bone resorption) 
- Calcium  
- Plasma tartrate-resistant acid phosphatase  
- Degradation products of type I collagen (Crosslaps)  
- Carboxy terminal cross linked telopeptide of type I collagen (CTX)  

ประสิทธิภาพของกระดูกข้ึนอยู่กบัความสมดุลระหว่างการสร้างกระดูกโดยเซลล์สร้าง
กระดูก (osteoblast) และการสลายกระดูกโดยเซลล์สลายกระดูก (osteoclast) การสูญเสียของกระดูก
โดยปัจจยัท่ีเก่ียวกบัอายุจะเก่ียวข้องกบัการท างานของเซลล์สลายกระดูกท่ีสูงข้ึน ซ่ึงสูงกว่าการ
ท างานของเซลล์สร้างกระดูก ได้มีการศึกษามากมายเก่ียวกบัไอโซฟลาโวนในถัว่เหลืองต่อการ
ท างานของเซลลส์ลายกระดูกดงัตารางท่ี 2.4 และเซลลส์ร้างกระดูกดงัตารางท่ี 2.5 

มีการศึกษาผลของเจนิสทีนและเดอิสซีน พบว่าท่ีความเขม้ขน้ของเจนิสทีนและเดอิสซีน
เท่ากบั 10-5- 10-7 โมลาร์ สามารถยบัย ั้งทั้งการท างานของเซลล์สลายกระดูกและกระบวนการสลาย
กระดูก (Gao and  Yamaguchi, 1999a,b, 2000; Kajiya et al., 2000; Rassi et al., 2002; Yamagishi et 
al., 200; Yamaguchi and Gao, 1998;)  
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ตารางที ่2.4 ผลของไอโซฟลาโวนต่อกระบวนการสลายกระดูก 
Authors Cell model of bone resorption Effect of Isoflavones 

Yamaguchi and Gao, 
1998 

Rat femoral-metaphyseal tissues 
cultured for 48 h with bone 
resorping factor PTH, PGE2 or 
LPS)+/- genistein:mearsured 
bone calcium content, acid and 
alkaline phosphatases 

Genistein (10-5- 10-7 M) inhibited 
bone resorption. Effect reversed 
by anti-estrogen, tomoxifen 

Gao and Yamaguchi, 
1999b 

Mouse bone marrow cells 
cultured for 7 days with bone 
resorping factors PTH, PGE2 or 
LPS)+/-genistein:osteoclast 
formation assessed by TRAP 
enzyme 

Genistein (10-5- 10-7 M) inhibited 
osteoclast formation. Mechanism 
may involve cAMP signaling. 

Gao and Yamaguchi, 
1999c; Gao and 
Yamaguchi, 2000; 
Kajiya et al., 2000; 
Yamagishi et al., 2001 

Bone marrow cells or isolated 
osteoclasts 

Suppression of osteoclast 
formation by genistein is partly 
due to Ca2+ signaling mechanism 
and partly due to inhibition of 
tyrosine kinase activity. 

Rassi et al., 2002 Porcine bone marrow cells: 
measure osteoclast formation 
(TRAP staining) and activity  
(pit assay) 

Daidzein, at the same 
concentration as 
estradiol,inhibits osteoclast 
formation and activity via 
caspase-3 

Tobe et al., 1997 Pit assay with mouse bone 
marrow cells and dentine slices 

Daidzein (10-8- 10-10 M) 
stimulated pit formation while 
genistein had no effect at this 
concentration. 

 
ผลของไอโซฟลาโวนต่อการท างานของเซลล์สร้างกระดูกและกระบวนการสร้างกระดูก 

ศึกษาโดยการเพาะเล้ียงเซลล์กระดูกของหนู (MC3T3) จากการศึกษาพบวา่ท่ีความเขม้ขน้ของเดอิส-
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ซีนและเจนิสทีนเท่ากบั 10-6, 10-5 โมลาร์ ตามล าดบั สามารถกระตุน้การท างานของเซลล์สร้าง
กระดูก โดยการเพิ่มจ านวนเซลล์ กระตุน้การหลัง่เอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส (ALP), การ
สังเคราะห์คอลลาเจนและปริมาณแคลเซียม (Choi et al, 2001; Gao and Yamaguchi,1999c; 
Sugimoto and Yamaguchi, 2000a,b; Yamaguchi and Ma, 2001) 
 
ตารางที ่2.5 ผลของไอโซฟลาโวนต่อกระบวนการสร้างกระดูก 

Authors Cell model of bone resorption Effect of Isoflavones 
Gao and Yamaguchi, 
1999a; Yamaguchi and 
Ma, 2001 

Femoral-diaphyseal tissues from 
elderly female rats cultured for 
24 h 

Daidzien or genistein (10-6, 10-5 M) 
induced calcium content and 
alkaline phosphatase (ALP) activity 
indicating stimulation of bone 
formation. 

Sugimoto and 
Yamaguchi, 2000a,b; 
Yamaguchi and 
Sugimoto, 2000 

Murine osteoblastic MC3T3 cells Daidzien or genistein (10-6, 10-5 M) 
induced DNA and protein synthesis 
and ALP activity; effect reversed 
by estrogen antagonist, tamoxifen. 
Possible mechanisms via activation 
of aminoacyl-tRNA synthelase. 

Yoshida et al., 2001 Murine osteoblastic MC3T3 cells Glycitein (10-7M) suppresses the 
proliferation and stimulates the 
differentiation of osteoblasts. 

Lee et al., 2001 Murine osteoblastic MC3T3 cells Genistein at physiological 
concentrations stimulates cell 
proliferation and prevent oxidative 
damage. 

Choi et al., 2001 Murine osteoblastic MC3T3 cells Soybean ethanol extract (0.05 g/l) 
stimulated osteoblastic function 
(DNA synthesis, collagen 
synthesis) 
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2.6 การศึกษาความเป็นพษิของสารสกดัถั่วเหลอืงและถั่วเหลอืงหมกั 
การวดัการเพิ่มจ านวนของเซลล ์ ไดถู้กน าไปใชใ้นการศึกษาผลการตอบสนองของเซลล์ท่ีมี

ต่อสารทดสอบ ซ่ึงส่วนใหญ่จะดูความเป็นพิษของสารทดสอบต่อเซลล์ (Cell Cytotoxicity) การ
ทดสอบการความเป็นพิษต่อเซลล์ (Cytotoxicity Test) มีวิธีการตรวจนบัเซลล์มีชีวิตหลายวิธี เช่น 
การนบัเซลล์ดว้ย haemocytometer chamber, electronic particle counters, colony counting, 
radionuclide incorporation  assay และ colorimetric assay (Twentyman and Luscombe, 1987) 
colorimetric MTT assay คน้พบโดย Mossmann ในปี ค.ศ. 1983 (Mossmann, 1983) เป็นวิธีการ
ตรวจสอบการมีชีวิตและการเจริญของเซลล์ โดยดูผลการใช้เอนไซม ์succinate-dehydrogenase ใน 
cytochrome b และ c จากไมโตคอนเดรียย่อยสลายสาร tetrazolium salt MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2, diphenyltetrazolium bromide] ซ่ึงเป็นสารท่ีละลายในน ้ า ท าให้เกิดสาร 
formazan ซ่ึงมีลกัษณะเป็นผลึกสีม่วง (De Robertis, 1975) สารน้ีละลายในตวัท าละลายอินทรีย์
ตรวจวดัสีด้วยเคร่ือง spectrophotometer แบบอัตโนมติั ปริมาณของสีม่วงท่ีเพิ่มข้ึนจะหมายถึง
ปริมาณของเซลล์มีชีวิตท่ีเพิ่มข้ึนดว้ย colorimetric MTT assay เป็นวิธีการท่ีสะดวก ถูกตอ้ง รวดเร็ว 
เสียค่าใชจ่้ายนอ้ย และหลีกเล่ียงการใชส้ารรังสี 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

ภาพที ่2.10 โครงสร้างของ MTT 
แหล่งทีม่า: Marshall et al. (1995) 

 
ตวัอยา่งการประยุกตใ์ช ้MTT colorimetric assay มีมากมายเช่นใชใ้นการวดัปริมาณเซลล์ท่ี

มีชีวติ โดยการใช ้haemocytometer และกลอ้งจุลทรรศน์ (Nomura et al., 1996)  
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การนับจ านวนเซลล์โดยใช้ haemacytometer 

วิธีการท่ีนิยมใช้ในการนับจ านวนเซลล์นั้น มีหลายวิธี เช่น การใช้ haemacytometer 
หรือ counting chamber มีลกัษณะดงัภาพท่ี 2.11 แบ่งเป็น 2 chamber บนและล่าง แต่ละ chamber มี
ขนาดกวา้ง x ยาว = 3 มิลลิเมตร x 3 มิลลิเมตร แต่ละ chamber แบ่งเป็น 9 ช่องใหญ่ เม่ือปิดดว้ย 
cover slip แต่ละช่องมีปริมาตรเท่ากบัความกวา้ง x ยาว x ลึก = 1 มิลลิเมตร x 1 มิลลิเมตร x 0.1 
มิลลิเมตร = 0.1 ตารางมิลลิเมตร หรือ 1x10-4 มิลลิลิตรโดย cover glass ท่ีใชจ้ะถูกออกแบบเป็นพิเศษ 
ซ่ึงจะมีลกัษณะท่ีบางมากกวา่ cover glass แบบธรรมดา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 2.11 ลกัษณะของ haemacytometer (A), ภาพของแต่ละ chamber เม่ือภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ (B) 

 

ในการรายงานความเป็นพิษ มีดชันีบ่งช้ีความเป็นพิษจากตวัทดสอบดงัต่อไปน้ี 
2.6.1 IC50 (half maximal "Inhibitory Concentration") 
คือหน่วยวดัปริมาณและความเขม้ขน้ของสารหรือตวัยาท่ีตอ้งใช ้เพื่อชะลอปฏิกิริยาทาง

เคมี หรือชีวเคมีของร่างกาย เช้ือโรค หรืออนุมูลอิสระลงไปเหลือ 50% ระหวา่งระดบัสูงสุดกบัระดบั
ท่ีต ่าสุด ตวัอยา่งของการหาค่า IC50 เช่น เร่ิมตน้ไม่ใชต้วัยาใด ๆ ปฏิกิริยาของอนุมูลอิสระอยูท่ี่ระดบั 
100% เม่ือเร่ิมใช้ตวัยาปฏิกิริยาของอนุมูลอิสระมีการลดลง เม่ือเพิ่มประมาณหรือความเขม้ขน้ของ
สารมากข้ึนไปเร่ือย ๆ จนกระทัง่ปฏิกิริยาของอนุมูลอิสระท่ีวดัไดเ้หลืออยูเ่พียงแค่ 50% คือ ค่า IC50 

 

Counting grid 
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2.6.2 EC50 (half maximal "Effective Concentration")  
คือค่าความเขม้ขน้ของสารหรือตวัยาท่ีตอ้งใช ้เพื่อป้องกนัหรือรักษาโรคให้ไดผ้ล 50% 

ระหว่างระดบัฐานต ่าสุดคือไม่ไดใ้ช้ตวัยาเลย (0%) จนถึงระดบัอ่ิมตวัสูงสุดท่ีใชต้วัยามากท่ีสุดใน
ระยะเวลายาวนาน ตามความจ าเป็นท่ีวดัได ้ตวัอยา่งของการหาค่า EC50 เช่น การไม่ใชต้วัยาเลย (0%) 
ท่ามกลางผูป่้วย 100 คน เม่ือเร่ิมให้ยาก็มีผลรักษาท่ีดีข้ึน เม่ือเพิ่มความเขม้ข้นของยาไปเร่ือย ๆ
จนกระทัง่มี 50 คนท่ีหายจากโรคนั้น ความเขม้ขน้และปริมาตรของตวัยาท่ีใชใ้นกรณีนั้น คือ ค่า EC50 

2.6.3 LC50 (Median Lethal Concentration) 
คือค่าความเข้มขน้ของสารหรือตวัยาท่ีท าให้เซลล์หรือสัตว์ทดลองตายเป็นจ านวน

คร่ึงหน่ึง (50%) ของจ านวนเร่ิมตน้ มีหน่วยเป็น ppm (part per million) หรือมิลลิกรัม/ลิตร ซ่ึงถา้ค่า 
LC50 มีค่าสูง แสดงว่าสารหรือตวัยานั้นมีอนัตรายหรือความเป็นพิษต ่า เน่ืองจากตอ้งไดรั้บสารใน
ปริมาณมากจึงจะท าให้สัตวท์ดลองตายไปคร่ึงหน่ึง  ในขณะท่ีค่าตวัเลขต ่าบ่งบอกวา่สารหรือตวัยา
นั้นมีความเป็นพิษรุนแรง คือได้รับเพียงเล็กน้อยก็สามารถท าให้สัตวท์ดลองตายไปคร่ึงหน่ึงได ้
(วสกร บลัลงักโ์พธ์ิ, ม.ป.ป) 

IC50 และ EC50 มีส่ิงท่ีคลา้ยกนัคือ ทั้งสองค่าคือค่าของความเขม้ขน้ของตวัยาท่ีตอ้งใช้
เพื่อใหไ้ดผ้ลคร่ึงทางระหวา่งการไม่ไดใ้ชต้วัยา และการใชต้วัยาจนถึงจุดอ่ิมตวั ท่ีแตกต่างกนัคือ IC50

วดัจากปฏิกิริยาระดบัสูงสุด ลดลงมาเหลือคร่ึงระดบัคือ 50% ของปฏิกิริยาเดิม ส่วน EC50 วดัจาก
ปฏิกิริยาระดบัต ่าสุดข้ึนไปเร่ือย ๆ จนไดผ้ล 50%  

IC50 และ LC50 มีส่ิงท่ีคลา้ยกนัคือ ทั้งสองค่าคือค่าของความเขม้ขน้ของสารหรือตวัยาท่ี
ตอ้งใช้เพื่อให้ไดผ้ลคร่ึงทางระหว่างการไม่ไดใ้ชต้วัยา และการใช้ตวัยาจนถึงจุดอ่ิมตวั และวดัจาก
ปฏิกิริยาระดบัสูงสุด ลดลงมาเหลือคร่ึงระดบั คือ 50% ของปฏิกิริยาเดิม ท่ีแตกต่างกนัคือ IC50 จะใช้
กบัปฏิกิริยาทางเคมีหรือชีวเคมี ส่วน LC50 จะใช้กบัการดูการตายหรือการมีชีวิตรอดของเซลล์หรือ
สัตวท์ดลอง 

EC50  และ LC50 มีส่ิงท่ีคลา้ยกนัคือ ทั้งสองค่าคือค่าของความเขม้ขน้ของสารหรือตวัยาท่ี
ตอ้งใชเ้พื่อให้ไดผ้ลคร่ึงทางระหวา่งการไม่ไดใ้ชต้วัยา และการใชต้วัยาจนถึงจุดอ่ิมตวัท่ีแตกต่างกนั
คือ EC50 จะใช้กบัปฏิกิริยาทางเคมีหรือชีวเคมี และวดัจากปฏิกิริยาระดบัต ่าสุดข้ึนไปเร่ือย ๆ จน
ไดผ้ล 50% ส่วน LC50 จะใช้กบัการดูการตายหรือการมีชีวิตรอดของเซลล์หรือสัตวท์ดลองและวดั
จากปฏิกิริยาระดบัสูงสุด ลดลงมาเหลือคร่ึงระดบัคือ 50% ของปฏิกิริยาเดิม 
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บทที ่3 

วธีิด าเนินการวจิยั 
 

3.1 วสัดุอปุกรณ์ 
3.1.1 การหมักถั่วเหลอืง 

3.1.1.1 ถัว่เหลืองพนัธ์ุเชียงใหม่ 60 จากศูนยว์ิจยัพืชไร่จงัหวดัเลยในช่วงเดือน
มีนาคม พ.ศ. 2554 อายกุารเก็บเก่ียว 97-100 วนั 

3.1.1.2 เช้ือบาซิลสั ซบัติลิส (Bacillus subtilis SB-MYP-1) ไดรั้บความอนุเคราะห์
จาก ผศ.ดร.ปิยะวรรณ  กาสลกั 

3.1.1.3 ขวดใส่อาหารเล้ียงเช้ือ (Medium bottle) 
3.1.1.4 เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือโรค (Automatic Autoclave) 
3.1.1.5 ตูป้ลอดเช้ือ (Laminar Flow Clean Bench) 
3.1.1.6 จานเพาะเช้ือ (petri dish) 
3.1.1.7 หลอดทดลองฝาเกลียว 
3.1.1.8 ตูบ้่มเพาะเช้ือควบคุมอุณหภูมิ 
3.1.1.9 เขม็เข่ียเช้ือปลายกลม (Inoculating Loop)  
3.1.1.10 แท่งแกว้เกล่ียเช้ือ (Spreader)  
3.1.1.11 ตะเกียงแอลกอฮอล ์(Alcohol Burner) 

3.1.2 การสกดัถั่วเหลอืงและสารสกดัถั่วเหลอืงหมัก 
3.1.2.1 กระดาษกรอง (Whatman No.4) 

3.1.2.2 เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Sorvall Legend Mach 1.6R, Germany) 
3.1.2.3 Conical tube 50 มิลลิลิตร 
3.1.2.4 พาราฟิลม์ 
3.1.2.5 หลอดทดลอง 
3.1.2.6 ชอ้นตกัสาร 
3.1.2.7 เคร่ืองชัง่ 2 ต าแหน่ง 
3.1.2.8 เคร่ืองผสมสารละลาย (Vortex Mixer) 
3.1.2.9 เคร่ืองเขยา่แบบใชค้วามถ่ี (Sonicator) 
3.1.2.10 เคร่ืองท าแหง้แบบเยือกแขง็ (Freeze Dry) 
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3.1.2.11 เคร่ืองกลัน่ระเหยสารแบบหมุน (Buchi R-114, Switzerland) 
3.1.2.12 Therbovap (Caliper, USA) 
3.1.2.13 เคร่ืองบดตวัอยา่งแหง้ (Retsch Ultra, ZM 1000, Germany) 

3.1.3 การวเิคราะห์ประมาณของฟีนอลกิทั้งหมด ฟลาโวนอยด์และความสามารถในการ
เป็นสารต้านอนุมูลอสิระ 
3.1.3.1 เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง spectrophotometer (Biochrom Libra S22, 

UK )  
3.1.3.2 เคร่ืองเขยา่แบบควบคุมอุณหภูมิ (JULABO, SW22, USA) 
3.1.3.3 หลอดทดลอง 
3.1.3.4 เคร่ือง Vortex 
3.1.3.5 เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง 

3.1.4 การวเิคราะห์ไอโซฟลาโวน (เดอสิซีนและเจนิสทนี) ไทอามินและไรโบฟลาวนิ 
3.1.4.1 เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High-performance liquid 

chromatography) 
3.1.4.2 Conical tube 50 มิลลิลิตร 
3.1.4.3 เคร่ืองเขยา่แบบใชค้วามถ่ี (Sonicator) 
3.1.4.4 เคร่ือง Vortex 
3.1.4.5 เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Sorvall Legend Mach 1.6R, Germany) 
3.1.4.6 กระดาษกรองเบอร์ 541 

3.1.5 การวเิคราะห์กรดอะมิโนทั้งหมด (Total amino Acids) 
3.1.5.1 Amino acid analyzer (Model Biochrom 30, Pharmacia-Biotech, UK) 
3.1.5.2 เคร่ืองกลัน่ระเหยสารแบบหมุน (Buchi R-114, Switzerland) 
3.1.5.3 เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Sorvall Legend Mach 1.6R, Germany) 
3.1.5.4 Microcentrifuge tube 
3.1.5.5 หลอดทดลองขนาด 5 มิลลิลิตร 
3.1.5.6 เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือโรค (Automatic Autoclave) 

3.1.6 การศึกษาความเป็นพษิต่อเซลล์และการทดสอบการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์
ฟอสฟาเตส 
3.1.6.1 เซลล์สร้างกระดูกของหนู MC3T3­E1 (Subclone 4, ATCC®  CRL­ 

2593™)         
3.1.6.2 เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Sorvall Legend Mach 1.6R, Germany) 
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3.1.6.3 Inverted microscope 
3.1.6.4 Light microscope 
3.1.6.5 เคร่ืองชัง่แบบสองแขน 
3.1.6.6 ตูป้ลอดเช้ือ 
3.1.6.7 ตูบ้่มเช้ือภายใตก้๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์
3.1.6.8 96 well plate (Corning) 
3.1.6.9 T75 cm2 (Corning) 
3.1.6.10 T25 cm2 (TPP) 
3.1.6.11 Pipette aid (Corning) 
3.1.6.12 Pasteur pipette ขนาด 10 มิลลิลิตร (Corning) 
3.1.6.13 Pasteur pipette ขนาด 5 มิลลิลิตร (Corning) 
3.1.6.14 Microcentrifuge tube 
3.1.6.15 Cryovial (TPP) 
3.1.6.16 Haematocytometer และ cover slip 
3.1.6.17 Microplate reader (Bio-Rad Benmark Plus, USA) 

 

3.2 สารเคม ี
3.2.1 การหมักถั่วเหลอืง 

3.2.1.1 Nutrient Broth 
3.2.1.2 Nutrient Agar 
3.2.1.3 0.85% NaCl 

3.2.2 การสกดัถั่วเหลอืงและถั่วเหลอืงหมัก 
3.2.2.1 เอทานอล 
3.2.2.2 น ้ากลัน่ 

3.2.3 การวเิคราะห์ประมาณของฟีนอลกิทั้งหมด ฟลาโวนอยด์ และความสามารถในการ
เป็นสารต้านอนุมูลอสิระ 
3.2.3.1 น ้ากลัน่ 
3.2.3.2 เอทานอล 
3.2.3.3 เมทานอล (methanol) 
3.2.3.4 โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) 
3.2.3.5 กรดกาลิค (Gallic acid) (Sigma) 
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3.2.3.6 โซเดียมไนไตร์ท (NaNO2) 
3.2.3.7 อลูมิเนียมคลอไรด ์(AlCl3) 
3.2.3.8 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)  
3.2.3.9 Catechin (sigma) 
3.2.3.10 Folin-Ciocalteu 
3.2.3.11 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 
3.2.3.12 2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 
3.2.3.13 โพแทสเซียมเพอร์ซลัเฟต (K2S2O8) 
3.2.3.14 Trolox (Sigma) 
3.2.3.15 Ascorbic acid (Sigma) 
3.2.3.16 Glacial acetic acid 
3.2.3.17 2,4,6 Tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) 
3.2.3.18 Ferric chloride (FeCl3)   
3.2.3.19 Ferrous sulphate (FeSO4) 

3.2.4 การวเิคราะห์ไอโซฟลาโวน (เดอสิซีนและเจนิสทนี) ไทอามินและไรโบฟลาวนิ 
3.2.4.1 น ้ากลัน่ 
3.2.4.2 เมทานอล (methanol) 
3.2.4.3 Formic acid 
3.2.4.4 Daidzein (Sigma) 
3.2.4.5 Genistein (Sigma) 
3.2.4.6 กรดไฮโดรคลอริก (HCl) 
3.2.4.7 โซเดียมอะซิเตท (CH3COONa.3H2O) 
3.2.4.8 เอนไซม ์Takadiastase 
3.2.4.9 Riboflavin (Sigma)     
3.2.4.10 Thiamine chloride (Sigma) 
3.2.4.11 แอมโมเนียมอะซิเตท (CH3COONH4) 
3.2.4.12 โพแทสเซียมเฟอริคไซยาไนด์ (K3Fe(CN)6) 
3.2.4.13 โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) 

3.2.5 การวเิคราะห์กรดอะมิโนทั้งหมด (Total amino Acids) 
3.2.5.1 กรดไฮโดรคลอริก (HCl) 
3.2.5.2 ฟีนอล (C6H5OH) 
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3.2.5.3 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 
3.2.5.4 L-octanol 
3.2.5.5 Toluene (C6H5CH3) 
3.2.5.6 Tri-sodium citrate dehydrate (Na3C6H5O72H2O) 
3.2.5.7 น ้ากลัน่ 
3.2.5.8 เอทานอล 

3.2.6 การศึกษาความเป็นพษิต่อเซลล์และการทดสอบการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์
ฟอสฟาเตส 
3.2.6.1 น ้าส าหรับการเพาะเล้ียงเซลล ์
3.2.6.2 เอทานอล 
3.2.6.3 เมทานอล (methanol) 

3.2.6.4 High glucose DMEM 
3.2.6.5 Fetal bovine serum (Gibco) 
3.2.6.6 แอล กลูตามีน (L-glutamine) 
3.2.6.7 Non-essential amino acid (Gibco) 
3.2.6.8 เจนตาไมซิน (gentamicin) (Gibco) 
3.2.6.9 แอมโฟเทอริซินบี (amphotericin B) (Gibco) 
3.2.6.10 HEPES 
3.2.6.11 โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) 
3.2.6.12 0.25%Trypsin/ EDTA  
3.2.6.13 ฟอสเฟตบพัเฟอร์ซาลีน (Phosphate buffer saline) 
3.2.6.14 ไดเมทิลซลัฟอกไซด ์(Dimethyl sufoxide) 
3.2.6.15 Trypan blue 
3.2.6.16 MTT 
3.2.6.17 Abcam’s Alkaline Phosphatase Assay Kit (Colorimetric) 
 

3.3 วธิีด าเนินการวจิัย 
3.3.1 การเตรียมถั่วเหลอืงหมัก 

3.3.1.1 การเตรียมเช้ือ 
น า Bacillus subtilis SB-MYP-1 (ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก ผศ.ดร.ปิยะวรรณ   

กาสลกั) ซ่ึงอยูใ่นสารละลายกลีเซอรอลเขม้ขน้ 20% มาท าใหล้ะลาย แลว้ท าใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ืองผสม
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สารละลาย จากนั้นปิเปตมา 100 µl ใส่ลงใน Nutrient Broth 25 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส  เขยา่ท่ีความเร็ว 180 รอบต่อนาที  เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง เช้ือ Bacillus subtilis SB-
MYP-1 ท่ีบ่มครบ 24 ชัว่โมง ท าการแยกจุลินทรียใ์ห้บริสุทธ์ิดว้ย Streak plate technique บนอาหาร
เล้ียงเช้ือ Nutrient Agar จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง และเลือก
เก็บโคโลนีเด่ียว ๆ ของเช้ือใส่ลงใน Nutrient Broth 25 มิลลิลิตร แลว้น าไปบ่มท่ี อุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็ว 180 รอบต่อนาที  เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบ 24 ชัว่โมง น าไปป่ัน
เหวี่ยงท่ี 10,000 g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 15 นาที จากนั้นน าเฉพาะส่วนขุ่นท่ี
ตกตะกอน (เซลลข์องบาซิลสั ) มาเจือจางในสารละลายโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 0.85% โดยเทียบกบั 
Mac No.1 จากอาคารเคร่ืองมือ 3 มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี (3x108 cfu/มิลลิลิตร) 

3.3.1.2 เตรียมถั่วเหลอืงหมัก 
การหมกัถัว่เหลืองดดัแปลงจากวธีิของ Hsu and Chiang (2009) น าถัว่เหลืองมาลา้ง

ท าความสะอาดและแช่น ้ าไวป้ระมาณ 12 ชัว่โมง แลว้น ามาลา้งท าความสะอาดอีกคร้ัง น าถัว่เหลือง
ไปท าให้ปราศจากเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 15 นาที  จากนั้นน าถัว่เหลืองท่ี 
ฆ่าเช้ือแลว้มาผึ่งให้แห้งโดยตอ้งใชเ้ทคนิคปลอดเช้ือ (aseptic technique) จากนั้นผสมเช้ือ Bacillus 
subtilis SB-MYP-1 กบัถัว่เหลืองในอตัราส่วน ถัว่เหลือง 500 กรัม ต่อเช้ือ Bacillus subtilis SB-
MYP-1 (3x108 cfu/มิลลิลิตร) 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในถาดท่ีห่อดว้ยอะลูมิเนียมฟอยด์ จากนั้นปิดดว้ย
อะลูมิเนียมฟอยดแ์ลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นระยะเวลา 72 ชัว่โมง 

3.3.2 การเตรียมสารสกดั 
3.3.2.1 สารสกดัถั่วเหลอืง 
เตรียมสารสกดัถัว่เหลือง 2 ชนิด คือสารสกดัน ้า และเอทานอล (Dajanta et al., 

2011) โดยน าถัว่เหลืองมาบดดว้ยเคร่ืองบดตวัอยา่งแหง้ (Retsch Ultra, ZM 1000, Germany) จากนั้น
ชัง่ถัว่เหลือง 2 กรัม ละลายใน 10 มิลลิลิตร ของแต่ละตวัท าละลาย ท าใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ืองผสม
สารละลายเป็นระยะเวลา 1 นาที แลว้ท าการสกดัดว้ยเคร่ืองเขยา่แบบใชค้วามถ่ี (Sonicator) เป็น
ระยะเวลา 15 นาที จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งดว้ยเคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Sorvall Legend Mach 1.6R, 
Germany) ท่ีความเร็ว 3200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บส่วนใส
ไวจ้ากนั้นน าไปสกดัซ ้ าดว้ยตวัท าละลายเดิม 10 มิลลิลิตร ท่ีสภาวะเดิม น าส่วนใสทั้ง 2 คร้ังรวมกนั 
และกรองดว้ยกระดาษกรอง ปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตรท าใหแ้หง้ตามวธีิของรัชฏาพร (2010) 
เฉพาะสารสกดัน ้าน าไปแช่แขง็ท่ีอุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 12 ชัว่โมง แลว้น าไปท าให้
แหง้โดยเคร่ือง Freeze  dryer (GEA, LYOVAC GT2-S, Germany) เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ส่วนสาร
สกดัเอทานอล น าไปท าใหแ้หง้ดว้ยเคร่ือง Therbo vap (Caliper, USA) จดัเก็บสารสกดัท่ีอุณหภูมิ     
-20 องศาเซลเซียส ก่อนน าไปใชใ้นการทดลองต่อไป  
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3.3.2.2 สารสกดัถั่วเหลอืงหมัก 
เตรียมสารสกดัถัว่เหลืองหมกั 2 ชนิด คือสารสกดัน ้ า และเอทานอลตามวิธีของ 

Dajanta et al. (2011) โดยน าถัว่หมกัไปท าแห้งโดยเคร่ือง Freeze  dryer (GEA, LYOVAC GT2-S, 
Germany) เป็นเวลา 48 ชั่วโมง แล้วน ามาบดดว้ยบดตวัอย่างแห้ง (Retsch Ultra, ZM 1000, 
Germany) จากนั้นชัง่ถัว่เหลืองหมกัผง 2 กรัม ละลายใน 10 มิลลิลิตร ของแต่ละตวัท าละลาย ท าให้
เขา้กนัดว้ยเคร่ืองผสมสารละลายเป็นระยะเวลา 1 นาที แลว้ท าการสกดัดว้ยเคร่ืองเขยา่แบบใชค้วามถ่ี 
(Sonicator) เป็นระยะเวลา 15 นาที จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง (Sorvall Legend 
Mach 1.6R, Germany) ท่ีความเร็ว 3200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เก็บส่วนใสไวจ้ากนั้นน าไปสกดัซ ้ าดว้ยตวัท าละลายเดิม 10 มิลลิลิตร ท่ีสภาวะเดิม น าส่วนใสทั้ง      
2 คร้ังรวมกนั และกรองดว้ยกระดาษกรอง ปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตร  ท าให้แห้งตามวิธีของ
รัชฏาพร (2010) เฉพาะสารสกดัน ้ าน าไปแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
แลว้น าไปท าให้แห้งโดยเคร่ือง Freeze  dryer (GEA, LYOVAC GT2-S, Germany) เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง ส่วนสารสกดัเอทานอล น าไปท าให้แห้งดว้ยเคร่ือง Therbo vap (Caliper, USA) จดัเก็บสาร
สกดัท่ีอุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส ก่อนน าไปใชใ้นการทดลองต่อไป  

3.3.3 การศึกษาสารพฤกษเคมี 
3.3.3.1 ปริมาณฟีนอลกิทั้งหมดโดยวิธี Folin-ciocalteu  ตามวิธีของ Oonsivilai et 

al., 2007 
ท าละลายสารสกดัแห้งดว้ยตวัท าละลายน ้ าหรือเอทานอล แล้วปิเปตสารละลาย

ตวัอยา่ง 20 µl ใส่ในหลอดทดลอง แลว้เติมน ้ าปราศจากไอออน (DI) 1.58 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 
Folin-Ciocalteu 100 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัทิ้งไว ้5 นาที จากนั้นเติมสารละลายโซเดียม
คาร์บอเนตเขม้ขน้ 20%  300 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั ตั้งทิ้งไวใ้นท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 
ชัว่โมง จากนั้นน ามาวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง spectrophotometer (Biochrom Libra S22, UK) 
ท่ีความยาวคล่ืน 765 นาโนเมตร หาปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด ระดบัความเขม้ขน้ของกาลิค (Gallic 
acid) ท่ีใชใ้นการสร้างกราฟมาตรฐานคือ  0, 50, 150, 250, 300, และ 350 ppm (มิลลิกรัม/ลิตร) ใน 
95% เอทานอล ผลการวเิคราะห์รายงานในรูปสมมูลของมิลลิกรัมกาลิค/กรัมของสารสกดั 

3.3.3.2 ปริมาณฟลาโวนอยด์ตามวธีิของ Juan and Chou., 2010 
ท าละลายสารสกดัแห้งดว้ยตวัท าละลายน ้ าหรือเอทานอล แล้วปิเปตสารละลาย

ตวัอย่าง 250 ไมโครลิตรใส่ในหลอดทดลอง แลว้เติมน ้ าปราศจากไอออน 1.25 มิลลิลิตร เติม
สารละลายโซเดียมไนเตรตเขม้ขน้ 5% 75 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัตั้งทิ้งไว ้6 นาที จากนั้นเติม
สารละลายอะลูมิเนียมคลอไรด์เขม้ขน้ 10% 150 ไมโครลิตร เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 
1 โมลาร์ 500 ไมโครลิตร เติมน ้ าปราศจากไอออน 275 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัตั้งทิ้งไว ้5 นาที 
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จากนั้นน าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี 510 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง spectrophotometer(Biochrom Libra 
S22, UK ) โดยใชแ้คทีชินเป็นสารมาตรฐาน โดยจะมีระดบัความเขม้ขน้ตั้งแต่ 0-350 ppm (มิลลิกรัม/
ลิตร)  ผลการวเิคราะห์รายงานในรูปสมมูลของมิลลิกรัมแคทีชิน/กรัมของสารสกดั 

3.3.3.3 ปริมาณไอโซฟลาโวน 
การหาปริมาณของไอโซฟลาโวนโดยใช้ HPLC ท าตามวิธีของ Punjaisee et al. 

(2011) โดยชัง่น ้าหนกัตวัอยา่งสารสกดัใส่หลอดทดลองฝาเกลียวแลว้เติมเมทานอล 5 มิลลิลิตร ผสม
ใหเ้ขา้กนัจากนั้นเติมน ้าปราศจากไอออนใหมี้ปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 10 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัเป็น
เวลา  5 นาที ดว้ยเคร่ืองผสมสารละลาย และน าเขา้เคร่ืองเขยา่แบบใชค้วามถ่ี (Sonicator) เป็นเวลา  
10 นาที จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง (Sorvall Legend Mach 1.6R, Germany) ท่ี
ความเร็ว 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ี 25 องศาเซลเซียส กรองดว้ยเมมเบรนขนาด 0.45 um 
จากนั้นฉีดเขา้เคร่ือง HPLC 20 ไมโครลิตร ส าหรับการวิเคราะห์ดว้ย HPLC ใช้ reverse phase 
คอลมัน์ Zorbax SB C18 150x4.6 มิลลิเมตร, 5 ไมโครเมตร (Agilent technologies, USA) โดยมี
อตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตร/นาที โดย mobile phase ประกอบดว้ยเมทานอล:น ้ า (10:90) และ
สารละลายกรดฟอร์มิกเขม้ขน้ 0.1% ใน reservoir A และเมทานอลผสมกบัสารละลายกรดฟอร์-      
มิกเขม้ขน้ 0.1% ใน reservoir B โดย solvent B จากเวลาท่ี 0 นาทีถึง 25 นาที จะเพิ่มจาก 10% ถึง 
100% ปริมาณของไอโซฟลาโวนหาไดจ้ากขอ้มูลค่าการดูดกลืนแสงท่ี 254 นาโนเมตร โดยสาร
มาตรฐานไอโซฟลาโวนท่ีใชคื้อ เดอิสซีน (Sigma) และเจนิสทีน (Sigma) 

3.3.4 ศึกษาคุณสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอสิระ 
3.3.4.1 ABTS Assay 
การศึกษาความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระท าตามวิธีของ Ksouri et al. (2009) 

ท าละลายสารสกัดแห้งด้วยตัวท าละลายน ้ าหรือเอทานอล แล้วปิเปตสารละลายตัวอย่าง 50 
ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลอง แลว้เติมสารผสมระหวา่ง ABTS และสารละลายโพแทสเซียมเพอร์-
ซลัเฟต (K2S2O8) 950 ไมโครลิตร โดยสารผสมน้ีจะตอ้งผสมทิ้งไว ้16 ชัว่โมงก่อนจะท ามาใช้ท า
ปฏิกิริยา โดยสารท่ีจะน ามาใชไ้ดต้อ้งมีค่าดูดกลืนแสงท่ี 734 นาโนเมตร อยู่ในช่วง 0.700 ± 0.02  
เม่ือใส่สารผสมลงไปท าปฏิกิริยากบัสารละลายตวัอยา่ง ผสมใหเ้ขา้กนั ทิ้งไว ้6 นาที จากนั้นน าไปวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 734 นาโนเมตร ดว้ย spectrophotometer (Biochrom Libra S22, UK) ใช ้Trolox 
และ Ascorbic acid เป็นสารควบคุมทางการคา้และหา % inhibition ไดจ้ากสูตร 

 
% inhibition = (Acontrol – Asample)  x 100 

             Acontrol 
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3.3.4.2 DPPH Assay 
การศึกษาความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระท าตามวิธีของ Oonsivilai et al. 

(2007) และ Singthong et al. 2011 ท าละลายสารสกดัแห้งดว้ยตวัท าละลายน ้ าหรือเอทานอล แลว้    
ปิเปตสารละลายตวัอย่าง 100 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลอง แลว้เติมสารละลาย DPPH 1.90 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนัแล้วเก็บไวใ้นท่ีมืด 15 นาที จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงด้วย 
spectrophotometer (Biochrom Libra S22, UK) ท่ีความยาวคล่ืน 515 นาโนเมตร ใช ้Trolox และ 
Ascorbic acid เป็นสารควบคุมทางการคา้และหา % inhibition ไดจ้ากสูตร 

 
% inhibition = Acontrol – (Asample - Ablank)  x 100 

        Acontrol 
 

3.3.4.3 FRAP Assay 
การศึกษาความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระท าตามวิธีของ Oonsivilai et al., 

2007 และ Singthong et al., 2011 ท าละลายสารสกดัแห้งดว้ยตวัท าละลายน ้ าหรือเอทานอล แลว้      
ปิเปตสารละลายตวัอยา่ง 50 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลอง แลว้เติมสารละลาย FRAP 1.5 มิลลิลิตร 
โดยสาร FRAP น้ีจะตอ้งเตรียมใหม่ทุกคร้ังก่อนจะท ามาใชท้  าปฏิกิริยา โดยสารน้ีจะไดจ้ากการผสม
กรดกลาเซียอะซิติกพีเอช 3.6 เขม้ขน้ 300 มิลลิโมลาร์ + 2,4,6 Tris(2-pyridyl)-s-triazine เขม้ขน้ 10 
มิลลิโมลาร์ + สารละลายเฟอร์ริคคลอไรด์เขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ เม่ือใส่สารผสมลงไปท าปฏิกิริยา
กบัสารละลายตวัอย่าง ผสมให้เขา้กนั เก็บไวใ้นท่ีมืดท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 4 นาที 
จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 593 นาโนเมตร ดว้ย spectrophotometer(Biochrom Libra S22, 
UK) ใช ้Trolox และ Ascorbic acid  เป็นสารควบคุมทางการคา้และใชส้ารเฟอร์รัสซลัเฟตเป็นสาร
มาตรฐาน โดยมีความเขม้ขน้ระหวา่ง 0.2-1 มิลลิโมลาร์  ค  านวณ Ferric-reducing antioxidant power 
ไดจ้ากกราฟของสารมาตรฐาน 

3.3.5 ศึกษาปริมาณของธาตุอาหารโภชนาการ 
3.3.5.1 ไทอามินและไรโบฟลาวนิ 
ชัง่น ้ าหนกัตวัอยา่งสารสกดั 1 กรัม  เติมกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 0.1 นอร์มลั ลง

ไป 15 มิลลิลิตร ผสมและให้ความร้อนท่ี 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ทิ้งให้อุณหภูมิลดลง
เท่ากบัอุณหภูมิห้อง ปรับพีเอชให้เป็น 4.3-4.7 ดว้ยสารละลายโซเดียมอะซิเตรทเขม้ขน้ 2.5 โมลาร์ 
จากนั้นเติมสารละลายของเอนไซมท์าคะไดแอสเทส (takadiastase) เขม้ขน้ 6%  1.25 มิลลิลิตร บ่มท่ี
ตู ้50 องศาเซลเซียส 3 ชัว่โมง กรองดว้ยกระดาษกรองเบอร์ 541 (whatman) และปรับปริมาตรให้
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เป็น 25 มิลลิลิตรดว้ยน ้ า เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสจนกว่าจะน ามาทดสอบ (Sanchez-
Machado et al., 2004) 

- ในการวิเคราะห์ไรโบฟลาวิน น าสารละลายท่ีเตรียมไวม้ากรองดว้ยเมมเบรน
(PTFE syringe filters) ขนาด 0.45 ไมโครเมตรน าไปวเิคราะห์ดว้ย HPLC  

- ในการวิเคราะห์ไทอามิน น าสารมา 2.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายท่ีท าให้เกิด
ออกซิเดชัน่ 1.25 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 15 วนิาที ตั้งทิ้งไว ้45 วินาที เติมกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 
3.75 นอร์มลั ลงไป 0.25 มิลลิลิตร แลว้กรองดว้ยเมมเบรนขนาด 0.45 ไมโครเมตร แลว้น าไป
วเิคราะห์ดว้ย HPLC 

การวเิคราะห์ดว้ย HPLC ใชค้อลมัน์  Waters Nova-Pak C18 150x3.9 มิลลิเมตร,   
5 ไมโครเมตร (Agilent technologies, USA) เฟสเคล่ือนท่ีประกอบดว้ยสารละลายแอมโมเนียมอะ-  
ซิเตรทเขม้ขน้ 0.005 โมลาร์:เมทานอล (72:28 v/v) โดยมีอตัราการไหล 0.75 มิลลิลิตร/นาที  ในการ
หาปริมาณไรโบฟลาวนิ วเิคราะห์การเรืองแสงโดยใชค้วามยาวคล่ืนท่ีใชใ้นการกระตุน้โมเลกุลของ
สาร(excitation) ท่ี 370 นาโนเมตร และความยาวคล่ืนแสงฟลูออเรสเซนตท่ี์โมเลกุลของสารคายแสง
ออกมา (emission) ท่ี 520 นาโนเมตร ส่วนในการหาปริมาณไทอามิน วเิคราะห์การเรืองแสงหลงัจาก
ออกซิเดชัน่เป็นไทโอโครมแลว้ วเิคราะห์การเรืองแสงโดยใชค้วามยาวคล่ืนท่ีใชใ้นการกระตุน้โมเล- 
กุลของสารท่ี 370 นาโนเมตร และความยาวคล่ืนแสงฟลูออเรสเซนตท่ี์โมเลกุลของสารคายแสง
ออกมาท่ี 435 นาโนเมตร 

3.3.5.2 ปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมด  
วเิคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมดตามวธีิของ Zarkadas et al ., 2007 น าตวัอยา่ง

สารสกดัท่ีสกดัไขมนัออกแลว้ 50 มิลลิกรัม ไฮโดรไลซ์ดว้ย 5 มิลลิลิตร ของกรดไฮโดรคลอริก
เขม้ขน้ 6.0 โมลาร์ ท่ีมีฟีนอลเขม้ขน้ 0.2% (v/v) ภายใตสุ้ญญากาศท่ี 110  องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง 
น าตวัอย่างท่ีย่อยแลว้ไปท าแห้งดว้ย Rotary evaporator (Buchi R-114, Switzerland) แลว้ปรับ
ปริมาตรดว้ยน ้ าเป็น 25 มิลลิลิตร แลว้กรองดว้ยเมมเบรนขนาด 0.22 ไมโครเมตร รอวิเคราะห์ดว้ย
ระบบลิเทียม-ซิเตรตบฟัเฟอร์ โดยเคร่ืองวิเคราะห์กรดอะมิโนอตัโนมติั (Model Biochrom 30, 
Pharmacia-Biotech, UK)  

การวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนทริปโตแฟนในตวัอยา่งจะวิเคราะห์หลงัจากการ
ไฮโดรไลซิสดว้ยด่างภายใตสุ้ญญากาศ โดยน าตวัอยา่งสารสกดัท่ีสกดัไขมนัออกแลว้ 50 มิลลิกรัม 
เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ 4.2 โมลาร์ 1.2 มิลลิลิตร (น ้ าปราศจากไอออน 0.2 
มิลลิลิตร + สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ 5.0 โมลาร์ 1.0 มิลลิลิตร) ซ่ึงจะตอ้งเตรียมสาร
ใหม่ทุกคร้ังท่ีใชจ้ากสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ 50% ท่ีมี 5 ไมโครลิตร ของสารละลาย
แอล-ออกตะนอลเขม้ขน้ 1%  ในสารละลายโทลูอีน) และไฮโดรไลซ์ภายใตสุ้ญญากาศท่ี 110  องศา
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เซลเซียส 24 ชัว่โมง ปรับปริมาตรเป็น 25 มิลลิลิตร ดว้ยสารละลายโซเดียมอะซิเตรทพีเอช  4.25 
เขม้ขน้ 0.2 นอร์มลั น าตวัอยา่ง 10 มิลลิลิตร ไปป่ันเหวี่ยงท่ี 1800 g 10 นาที น า 2 มิลลิลิตร ของ 
supernatant ใส่ eppendrof tube และป่ันเหวี่ยงเป็นเวลา 20 นาที ในเคร่ืองป่ันเหวี่ยงหนีศูนย ์(Micro 
Centrifuge) ท่ีความเร็วรอบสูงสุด ส่วนใสน าไปวิเคราะห์หาปริมาณกรดอะมิโนทริปโตเฟนด้วย
ระบบลิเทียม-ซิเตรตบฟัเฟอร์ โดยเคร่ืองวิเคราะห์กรดอะมิโนอตัโนมติั (Model Biochrom 30, 
Pharmacia-Biotech, UK)  

3.3.6 การทดสอบความเป็นพิษ 
3.3.6.1 การเพาะเลีย้งเซลล์ 
การเพาะเล้ียงเซลล์ใช้วิธีของ Choi et al. (2001) ใช้เซลล์สร้างกระดูกของหนู  

MC3T3­E1 (Subclone 4, ATCC®  CRL­2593™) ท าการเล้ียงเซลล์ใน T-75 flaskโดยมีความ
หนาแน่นของเซลล์เท่ากบั 4x105 เซลล์/ตารางเซนติเมตร  ท าการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์ทุก 2 วนั 
โดยอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีใช ้คือ alpha MEM medium (-MEM) ซ่ึงประกอบดว้ย แอล-กลูตามีน, ไร-
โบนิวคลีโอไซด,์ ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไซด์ (Gibco) และเสริมดว้ยเซร่ัมฟีทลัโบไวน์ (FBS) เขม้ขน้
10% (Gibco), 100 U/มิลลิลิตรของเพนนิซิลินและ 100 มิลลิกรัม/ลิตร ของสเตรปโตรมยัซิน (Gibco)  
ท าการเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใช้อตัราส่วนของอากาศและคาร์บอนไดออกไซด ์
เท่ากบั 95:5 

3.3.6.2 การทดสอบการมีชีวติรอดของเซลล์ด้วยวธีิ MTT Assay ตามวธีิของ Choi 
et al. (2001) 

เล้ียงเซลล์ไลน์ MC3T3-E1 ใน 96-well plate โดยมีจ านวนเซลล์เร่ิมตน้เท่ากบั  
1x104 เซลล์/ช่อง ท าการเพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง น าสารสกดัถัว่เหลืองและสารสกดัถัว่-
เหลืองท่ีผา่นการหมกัท่ีเตรียมไดเ้จือจางดว้ยตวัท าละลายท่ีใชส้กดั สารสกดัถัว่เหลืองและสารสกดั
ถัว่เหลืองท่ีผ่านการหมกัท่ีสกดัดว้ยน ้ าละลายกลบัดว้ยฟอสเฟสบฟัเฟอร์ซาลีน ส่วนสารสกดัถัว่-
เหลืองและสารสกดัถัว่เหลืองท่ีผ่านการหมกัท่ีสกดัด้วยเอทานอล ละลายกลบัดว้ยเอทานอล และ
ละลายสารสกัดด้วยอาหารเล้ียงเซลล์เพื่อให้มีความเข้มข้นตามท่ีต้องการ ซ่ึงอยู่ในช่วง 25 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตรถึง 1000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ใช้เอทานอลเขม้ขน้ 1.0% และฟอสเฟสบฟั-
เฟอร์ซาลีนเขม้ขน้ 1.0% เป็นตวัอยา่งควบคุม  

ท าการบ่มสารสกดัในเซลล์ไลน์ MC3T3-E1 เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบ
ระยะเวลาดงักล่าว ปิเปิตสารสกดัออกจากเซลล์ และเติมอาหารเล้ียงเซลล์ลงไปใหม่ บ่มต่อเป็น
ระยะเวลา 24 ชัว่โมง และน าไปทดสอบดว้ย MTT โดยเติมสารละลาย MTT ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.5 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ต่อช่อง ท าการบ่มเป็นระยะเวลา 4 ชัว่โมง จากนั้นปิเปตเอาอาหารเล้ียงเซลล์และ 
MTT ออก แลว้ลา้งดว้ยฟอสเฟสบฟัเฟอร์ซาลีน 100 ไมโครลิตร ปิเปตฟอสเฟสบฟัเฟอร์ซาลีนออก 
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แลว้เติมสารละลายดีเอ็มเอสโอ ปริมาตร 100 ไมโครลิตรในแต่ละช่อง เพื่อละลายผลึกของฟอร์มา-
ซาน  น าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี 570 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง Microplate reader (Bio-Rad Benmark 
Plus , USA) น าค่าดูดกลืนแสงไปพล็อตกราฟ  โดยพิจารณาท่ีระดบัความเขม้ขน้ของสารสกดัจ านวน 
5 ระดบั ใชค้่าเฉล่ียของแต่ละความระดบัเขม้ขน้จาก 96-well plate จ านวน 5 ช่อง แลว้ค านวณหา
ความเขม้ขน้ของตวัอยา่งท่ีสามารถท าลายเซลล์ได ้50% ของจ านวนเซลล์ทั้งหมด (LC50) และ การ
ค านวณร้อยละของการมีชีวิตของเซลล์ (%cell viability) โดยเทียบกบัค่าการดูดกลืนแสงในหลุม
ควบคุม ดงัสมการ 

 
ร้อยละการมีชีวติของเซลล ์(%cell viability) = (ค่าการดูดกลืนแสงของชุดทดสอบ /ค่าการดูดกลืน  
               แสงของชุดควบคุม) X 100 
 

3.3.7 ศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดถั่วเหลืองและถั่วเหลืองหมักต่อการสร้างสาร
ทางชีวเคมีของการสร้างกระดูก 
3.3.7.1 การท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส (Alkaline Phosphatase 

Activity) ตามวธีิของ Choi et al. (2001) 
เพาะเล้ียงเซลล์ตามวิธีใน 3.3.6.1 และเล้ียงเซลล์ไลน์ MC3T3-E1 ในเพลท 96 

หลุม (1x104 เซลล์ต่อช่อง) ดว้ย -MEM ท่ีเสริมดว้ยเซร่ัมฟีทลัโบไวน์เขม้ขน้ 10% ปล่อยให้เซลล์
ยดึเกาะเป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนั้นดูดอาหารเล้ียงเซลลอ์อก แลว้เติมสารสกดัลงในเซลล์ ท าการ
บ่มสารสกดัเป็นเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบระยะเวลาดงักล่าวน าไปทดสอบการท างานของเอนไซม ์ 
อลัลาไลน์ฟอสฟาเตสโดย Abcam’s Alkaline Phosphatase Assay Kit (Colorimetric) โดยดูดสาร
สกดัและอาหารเล้ียงเซลล์ออกจากนั้นลา้งดว้ยฟอสเฟสบฟัเฟอร์ซาลีน แลว้ท าการละลายเซลล์โดย
เติม Assay buffer 100 ไมโครลิตรต่อช่อง น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000xg 3 นาที แลว้เติมสารละลาย
พาราไนโตรฟีนิลฟอสเฟตเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ 50 ไมโครลิตรต่อช่อง เขยา่เพลทและบ่มท่ี 25 องศา-
เซลเซียส 60 นาที โดยปราศจากแสง เม่ือครบระยะเวลา 60 นาที เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์
เพื่อหยุดปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตรต่อช่อง จากนั้นน าไปวดัการดูดกลืนแสงท่ี 405 นาโนเมตร ดว้ย
เคร่ือง Microplate reader (Bio-Rad Benmark Plus, USA) พล็อตกราฟมาตรฐานของพาราไนโตร-   
ฟีนิลฟอสเฟตท่ีระดบัความเขม้ขน้  4, 8, 12, 18, และ 20 นาโนโมล 

3.3.8 การวเิคราะห์ทางสถิติ 
ใชก้ารวิเคราะห์ดว้ย SPSS for window version 13.0 (SPSS Inc. USA) ในการหาค่า 

Mean และ Standard deviation standard error of mean (SEM) และวิเคราะห์ความแตกต่างของ
ค่าเฉล่ียดว้ย Duncan post hoc test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
บทที ่4 

ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 
 

4.1 การศึกษาสารประกอบฟีนอลกิ ฟลาโวนอยด์และไอโซฟลาโวน 
4.1.1 ปริมาณสารประกอบฟีนอลกิทั้งหมด 
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดในสารสกดัถัว่เหลืองและสารสกดัถัว่เหลืองหมกั

ท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายสองชนิดคือ น ้า และเอทานอล วิเคราะห์โดยการใช ้ Folin-Ciocalteu  reagent  
มีงานวจิยัท่ีไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่สารประกอบฟินอลิกในถัว่เหลืองหมกัของเกาหลี (chungkookjang) มี
ความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระมีค่า EC50 เท่ากบั 334.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (Kwak 
et al., 2007)  ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกดัถัว่เหลืองและสารสกดัถัว่เหลืองหมกั ดงัตารางท่ี 
4.1  

 
ตารางที ่4.1 ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกดัถัว่เหลือง และสารสกดัถัว่เหลืองหมกัท่ีเตรียมดว้ย

ตวัท าละลายน ้าและเอทานอล 

สารสกดั ตัวท าละลาย 
ปริมาณฟีนอลกิทั้งหมด  

(มิลลกิรัมกาลคิต่อกรัมของสารสกดั) 

ถัว่เหลือง น ้า 14.43  ±  0.77a                           
 เอทานอล 29.02  ±  1.37c  

ถัว่เหลืองหมกั น ้า 16.94  ±  0.77b                           
 เอทานอล 35.02  ±  0.60d 

หมายเหตุ: ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3) 
โดยตวัอกัษรท่ีต่างกนัในคอลัมน์ หมายถึง ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างกนัท่ีระดบัความ-
เช่ือมัน่ 95%  (p<0.05) 
จากตารางท่ี 4.1 พบว่าปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกดัถัว่เหลืองหมกัสูงกว่าสาร

สกดัถัว่เหลืองอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 ในระหวา่งกระบวนการหมกั
มีกิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้-กลูโคซิเดสและเอสเทอเรสสูงข้ึน ซ่ึงกิจกรรมของเอนไซมส่์งผลต่อการ
เปล่ียนแปลงของปริมาณฟีนอลิกให้สูงข้ึน (Cho et al., 2009; Cho et al., 2011) ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
รายงานของ Lee et al. (2008) กล่าวว่าปริมาณฟินอลิกทั้งหมดของถัว่เหลืองด าท่ีหมกัด้วย               
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A. awanori, R. azygosporus หรือ Rhizopus sp No. 2 เพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือเปรียบเทียบกบั   
ถัว่เหลืองด าท่ีไม่ผา่นการหมกั และรายงานของ Chaia et al. (2012)  สรุปไดว้า่เม่ือระยะเวลาการหมกั
เพิ่มข้ึน ปริมาณฟินอลิกทั้งหมดและความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระจะสูงข้ึน อีกทั้งปริมาณ   
ฟินอลิกทั้งหมดมีความสัมพนัธ์กบัความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ ส าหรับตวัอย่างสารสกดั  
เอทานอลของถัว่เหลืองมีปริมาณฟินอลิกทั้งหมด 29.02 มิลลิกรัมกาลิคต่อกรัมของสารสกดั ในขณะ
ท่ีสารสกดัเอทานอลของถัว่เหลืองหมกัมีปริมาณฟินอลิกทั้งหมดท่ีสูงกวา่ คือ 35.02 มิลลิกรัมกาลิค
ต่อกรัมของสารสกดั ปริมาณฟินอลิกทั้งหมดของสารสกดัเอทานอลของทั้งถัว่เหลืองและถัว่เหลือง-
หมกัจะสูงกว่าสารสกดัน ้ าของทั้งถัว่เหลืองและถัว่เหลืองหมกั เน่ืองจากสารประกอบฟีนอลิกมี
หมู่ไฮดรอกซิลอยู่ในโครงสร้างและมีความมีขั้วสูง จะละลายไดดี้ในตวัท าละลายท่ีมีความมีขั้วสูง 
และเอทานอลมีความมีขั้วท่ีสูงกว่าน ้ า เอทานอลจึงสามารถละลายสารประกอบดงักล่าวออกมาได้
ดีกวา่น ้า (Quy et al., 2014; Sultana et al., 2009) 

4.1.2 ปริมาณฟลาโวนอยด์ 
ฟลาโวนอยด์จดัเป็นสารประกอบในกลุ่มฟีนอลิกท่ีมีความส าคญัในการตา้นการเกิด

ออกซิเดชัน่และคุณสมบติัในการจบักบัโลหะท่ีมีผลต่อการเกิดอนุมูลอิสระ ท าให้ปฏิกิริยาออกซิ-
เดชัน่นั้นหยุดลง (Korkina and Afans’ev, 1997) ปริมาณฟลาโวนอยด์ (มิลลิกรัมแคทีชินต่อกรัมของ
สารสกดั) ของสารสกดัถัว่เหลืองและสารสกดัถัว่เหลืองหมกัท่ีเตรียมดว้ยตวัท าละลายท่ีแตกต่างกนั
คือ น ้ า และเอทานอล ปริมาณฟลาโวนอยด์ของสารสกัดแต่ละชนิด ดังตารางท่ี 4.2 ซ่ึงพบว่า
ปริมาณฟลาโวนอยด์ของสารสกดัถัว่เหลืองหมกัสูงกวา่สารสกดัถัว่เหลืองอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ
(p<0.05) ในระหว่างกระบวนการหมกัมีกิจกรรมของเอนไซม์เบตา้-กลูโคซิเดสและเอสเทอเรส
สูงข้ึน ซ่ึงกิจกรรมของเอนไซมส่์งผลต่อการเปล่ียนแปลงของปริมาณฟลาโวนอยด์ให้สูงข้ึน (Cho et 
al., 2009; Cho et al., 2011) ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Juan and Chou (2010) โดยพบวา่เม่ือหมกั
ถัว่เหลืองด าดว้ย Bacillus subtilis BCRC 14715 ปริมาณฟลาโวนอยดสู์งข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
เม่ือเทียบกบัถัว่เหลืองด าไม่ผา่นกระบวนการหมกั สารสกดัเอทานอลของถัว่เหลืองมีปริมาณ ฟลาโว
นอยด์ 8.77 มิลลิกรัมแคทีชินต่อกรัมของสารสกดัในขณะท่ีสารสกดัเอทานอลของถัว่เหลืองหมกัมี
ปริมาณฟลาโวนอยด ์ท่ีสูงกวา่เท่ากบั 14.02 มิลลิกรัมแคทีชินต่อกรัมของสารสกดั  

และพบว่าปริมาณฟลาโวนอยด์ของสารสกดัเอทานอลสูงกว่าสารสกดัน ้ า เน่ืองจาก
สารประกอบฟลาโวนอยด์ มีหมู่ไฮดรอกซิลอยูใ่นโครงสร้างและมีความมีขั้วสูงจะละลายไดดี้ในตวั
ท าละลายท่ีมีความมีขั้ วสูง และเอทานอลมีความมีขั้ วท่ีสูงกว่าน ้ า เอทานอลจึงสามารถละลาย
สารประกอบดงักล่าวออกมาไดดี้กวา่น ้า (Quy et al., 2014; Sultana et al., 2009)  
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ตารางที ่4.2 ปริมาณฟลาโวนอยด์ของสารสกดัถัว่เหลืองและสารสกดัถัว่เหลืองหมกัท่ีเตรียมดว้ยตวั
ท าละลายน ้าและเอทานอล 

สารสกดั ตัวท าละลาย 
ปริมาณฟลาโวนอยด์  

(มิลลกิรัมแคทชิีนต่อกรัมของสารสกดั) 

ถัว่เหลือง 
น ้า 5.37 ±  0.24a                                        

เอทานอล 8.77  ±  0.21c 

ถัว่เหลืองหมกั 
น ้า 7.02  ±  0.61b                                     

เอทานอล 14.02  ±  0.66d 
หมายเหตุ: ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3) 

โดยตวัอกัษรท่ีต่างกนัในคอลัมน์ หมายถึง ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างกนัท่ีระดบัความ-
เช่ือมัน่ 95%  (p<0.05) 

 
4.1.3 ปริมาณไอโซฟลาโวน 
ปริมาณของเดอิสซีนและเจนิสทีน (มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมสารสกดั) ของสารสกดัถัว่-

เหลืองและสารสกดัถัว่เหลืองหมกัใชก้ารวิเคราะห์ดว้ย  HPLC  ปริมาณของเดอิสซีนและเจนิสทีน
ของสารสกดัแต่ละชนิด มีรายละเอียดดงัตารางท่ี 4.3 และภาพท่ี 4.1 ซ่ึงพบวา่ปริมาณของเดอิสซีน
และเจนิสทีนของสารสกดัถัว่เหลืองหมกัสูงกว่าสารสกดัถัว่เหลืองอย่างมีนัยส าคญัยิ่งทางสถิติท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 จากงานวิจยัของ Cho  et al. (2009) และ Cho et al. (2011)  กล่าวไวว้า่
การเพิ่มข้ึนของไอโซฟลาโวนในกลุ่มอะไกลโคน เกิดเน่ืองจากกิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้-กลูโคซิ-
เดสของเช้ือบาซิลสัซบัติลิส และในระหวา่งการหมกัพบกิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้-กลูโคซิเดส และ
เอสเทอเรสเพิ่มข้ึนซ่ึงส่งผลให้ปริมาณฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ และไอโซฟลาโวนในกลุ่มอะไกลโคน
สูงข้ึนเช่นกนั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Dajanta et al. (2009) ถัว่เหลืองท่ีหมกัดว้ยกลา้เช้ือ
บริสุทธ์ิของ Bacillus subtilis แสดงปริมาณของไอโซฟลาโวน (daidzin, genistin, glycitin, daidzein, 
genistein และ glycitein) สูงกว่าถัว่เหลืองท่ีหมกัโดยใช้เช้ือจุลินทรียจ์ากธรรมชาติจากการหมกั     
ถัว่เน่าแบบดั้งเดิม  ส าหรับตวัอยา่งถัว่เหลืองท่ีสกดัดว้ยเอทานอลแสดงปริมาณของเดอิสซีน 398.84 
มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมสารสกดัและเจนิสทีน 1,032.05 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมสารสกดั ตามล าดบั 
ในขณะท่ีพบปริมาณของเดอิสซีนและเจนิสทีนสูงกวา่ในสารสกดัเอทานอลของถัว่เหลืองหมกั ซ่ึงมี
ปริมาณของเดอิสซีน 896.86 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมสารสกดัและเจนิสทีน 1,641.61 มิลลิกรัมต่อ 100 
กรัมสารสกดั ตามล าดบั  
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ปริมาณของเดอิสซีนและเจนิสทีนของสารสกดัท่ีสกดัด้วยเอทานอลมีปริมาณสูงกว่า
สารสกดัท่ีสกดัดว้ยน ้า กล่าวโดยสรุปถัว่เหลืองหมกัท่ีสกดัดว้ยเอทานอลมีปริมาณของเดอิสซีนและ
เจนิสทีนสูงท่ีสุด เน่ืองจากสารประกอบกลุ่มฟีนอล ไดแ้ก่ ฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ ไอโซฟลาโวนมี
หมู่ไฮดรอกซิลอยู่ในโครงสร้างและมีความมีขั้วสูง จะละลายไดดี้ในตวัท าละลายท่ีมีความมีขั้วสูง 
และเอทานอลมีความมีขั้วท่ีสูงกว่าน ้ า เอทานอลจึงสามารถละลายสารประกอบดงักล่าวออกมาได้
ดีกวา่น ้า (Quy et al., 2014; Sultana et al., 2009) 

 
ตารางที่ 4.3 ปริมาณไอโซฟลาโวน (เดอิสซีนและเจนิสทีน) ของสารสกดัถัว่เหลืองและสารสกดั   

ถัว่เหลืองหมกัท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายน ้าและเอทานอล 

สารสกดั ตัวท าละลาย 
เดอสิซีน (มิลลกิรัมต่อ 

100 กรัมสารสกดั) 
เจนิสทนี (มิลลกิรัมต่อ 

100 กรัมสารสกดั) 

ถัว่เหลือง 
น ้า 38.93 ± 4.18a 85.42 ± 6.93a 

เอทานอล 398.84 ± 12.91c 1,032.05 ± 19.49c 

ถัว่เหลืองหมกั 
น ้า 165.30 ± 5.77b 665.61 ± 7.58b 

เอทานอล 896.86 ± 9.63d 1,641.61 ± 12.40d 
หมายเหตุ: ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3) 

โดยตวัอกัษรท่ีต่างกนัในคอลัมน์ หมายถึง ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างกนัท่ีระดบัความ-
เช่ือมัน่ 95%  (p<0.05) 
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ภาพที ่4.1 โครมาโตแกรมไอโซฟลาโวน (เดอิสซีนและเจนิสทีน) ของสารสกดัน ้ าของถัว่เหลือง (A): 

174.3 mg สารสกดัน ้ าของถัว่เหลืองหมกั (B): 29.2 mg สารสกดัเอทานอลของถัว่เหลือง 
(C): 4.5 mg และสารสกดัเอทานอลของถัว่เหลืองหมกั (D): 9.6 mg 

 
4.2 การวเิคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระ 

4.2.1 การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วย 2,2’-Azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 

การวิ เ คราะ ห์ความสามารถในการต้านอนุมู ล อิสระด้วย  2,2’-Azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) เป็นการวดัความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดั 
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โดย ABTS จะถูกเปล่ียนเป็นอนุมูลอิสระดว้ยการเติมโซเดียมเปอร์ซลัเฟต (K2S2O8) และดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืน 734 นาโนเมตร ในการศึกษาไดว้ิเคราะห์ความสามารถของสารสกดัโดยใช ้Trolox 
และ Ascorbic acid  เป็นตวัควบคุม ดงัตารางท่ี 4.4 โดยพบวา่สารสกดัเอทานอลของถัว่เหลืองหมกัมี
ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระสูงสุด มีค่า IC50 เท่ากบั 4.52 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามดว้ย
สารสกดัน ้ าของถัว่เหลืองหมกัและสารสกดัเอทานอลของถัว่เหลือง ซ่ึงมีค่า IC50 เท่ากบั 10.62  และ 
12.62  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ซ่ึงมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระไม่แตกต่างกนัทาง
สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 ส่วนสารสกดัน ้าของถัว่เหลืองมีความสามารถในการตา้นอนุมูล-
อิสระต ่าสุดเท่ากบั 20.85 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

 
ตารางที่ 4.4 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วย 2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-

sulfonic acid) ของสารสกดัถัว่เหลือง และสารสกดัถัว่เหลืองหมกัท่ีเตรียมดว้ยตวัท า-
ละลายน ้าและเอทานอล 

สารสกดั ตัวท าละลาย IC50 (มิลลกิรัม/มิลลลิติร) 

ถัว่เหลือง 
น ้า 20.85  ±  0.63d 

เอทานอล 12.62  ±  0.20c 

ถัว่เหลืองหมกั 
น ้า 10.62  ±  0.33c 

เอทานอล 4.52  ±  0.22b 
Trolox 0.05  ±  0.00a 

Ascorbic acid 0.04  ±  0.01a 
หมายเหตุ: ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3) 

โดยตวัอกัษรท่ีต่างกนัในคอลัมน์ หมายถึง ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างกนัท่ีระดบัความ-
เช่ือมัน่ 95%  (p<0.05) 

 
4.2.2 การวเิคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วย 1,1-diphenyl-2-picrylhy-

drazyl (DPPH) 
การวเิคราะห์ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ย 1,1-diphenyl-2-picrylhy-drazyl 

(DPPH) เป็นการศึกษาประสิทธิภาพของสารสกดัในการรวมตวักบั DPPH ท่ีอยูใ่นรูปอนุมูลอิสระท่ี
เสถียรท่ีอยูใ่นสารละลาย โดย DPPH คือ อนุภาคอิสระท่ีเสถียรและสามารถรับอิเล็กตรอนได้ เม่ือ
ได้รับอะตอมไฮโดรเจนจากโมเลกุลอ่ืนจะท าให้เปล่ียนเป็นโมเลกุลท่ีไม่เป็นอนุมูลอิสระ ใน
การศึกษาไดว้ิเคราะห์ความสามารถของสารสกดัในการท าให้ความเขม้ขน้ของ DPPH● ลดลง 50% 
(IC50) โดยใช ้Trolox และ Ascorbic acid เป็นตวัควบคุม ดงัตารางท่ี 4.5 โดยพบวา่สารสกดัเอทานอล
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ของถั่วเหลืองหมักมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุด โดยมีค่า IC50 เท่ากับ  18.45  
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามดว้ยสารสกดัน ้ าของถัว่เหลืองหมกัและสารสกดัเอทานอลของถัว่เหลือง 
ซ่ึงมีค่า IC50 เท่ากบั 28.35 และ 27.21 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ซ่ึงมีความสามารถในการตา้น-
อนุมูลอิสระไม่แตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 ส่วนสารสกดัน ้ าของถัว่เหลืองมี
ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระต ่าสุดเท่ากบั 56.50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

 
ตารางที่ 4.5 ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ย 1,1-diphenyl-2-picrylhy-drazyl (DPPH) ของ     

Dสารสกดัถัว่เหลือง และสารสกดัถัว่เหลืองหมกัท่ีเตรียมดว้ยตวัท าละลายน ้าและเอทานอล 
สารสกดั ตัวท าละลาย IC50 (มิลลกิรัม/มิลลลิติร) 

ถัว่เหลือง 
น ้า 56.50 ± 1.22d 

เอทานอล 27.21 ± 0.96c 

ถัว่เหลืองหมกั 
น ้า 28.35  ±  0.02c                                   

เอทานอล 18.45  ±  1.02b 
Trolox 0.09  ±  0.01a 

Ascorbic acid 0.07  ±  0.01a 
หมายเหตุ: ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3) 

โดยตวัอกัษรท่ีต่างกนัในคอลัมน์ หมายถึง ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างกนัท่ีระดบัความ-
เช่ือมัน่ 95%  (p<0.05) 

 
4.2.3 การวดัสมบัติการต้านอนุมูลอสิระทั้งหมด 
Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) Assay  เป็นการวดัความสามารถในการ

ตา้นอนุมูลอิสระทั้งหมดซ่ึงเกิดจากปฏิกิริยาการรีดิวซ์ โดยใชส้ารประกอบเชิงซ้อนของเหล็กเฟอริค 
Fe3+ กบั TPTZ (ferric  tripyridyltriazine)  ไดส้ารประกอบเชิงซ้อนของเหล็กเฟอรัส  Fe2+ กบั TPTZ 
ซ่ึงมีสีน ้าเงิน และดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 593 นาโนเมตร ในการศึกษาสมบติัในการตา้นอนุมูล-
อิสระของสารสกดัใช ้Trolox และ Ascorbic acid เป็นตวัควบคุม พบวา่ตวัอยา่งท่ีสกดัดว้ยเอทานอล
มีฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระสูงกวา่น ้ า ดงัตารางท่ี 4.6 โดยพบวา่ถัว่เหลืองหมกัท่ีสกดัดว้ยเอทานอลมี
ฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระสูงสุด (0.258 มิลลิโมลเฟอรัส/กรัมสารสกดั) ตามดว้ยสารสกดัน ้ าของ    
ถัว่เหลืองหมกัและสารสกดัเอทานอลของถัว่เหลือง ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.114  และ 0.128 มิลลิโมล-
เฟอรัส/กรัมสารสกดั ตามล าดบั ซ่ึงมีฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระไม่แตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ร้อยละ 95 ส่วนสารสกดัน ้ าของถัว่เหลืองมีฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระต ่าสุด (0.054 มิลลิโมล
เฟอรัส/กรัมสารสกดั) 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 
 

 

ตารางที่ 4.6 ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัถัว่เหลือง และสารสกดัถัว่เหลืองท่ี
ผา่นการหมกัท่ีเตรียมดว้ยตวัท าละลายน ้าและเอทานอล 

สารสกดั ตัวท าละลาย ฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระ  
(มิลลโิมลเฟอรัส/กรัมสารสกัด) 

ถัว่เหลือง 
น ้า 0.054 ± 0.005a 

เอทานอล 0.128 ± 0.003b 

ถัว่เหลืองหมกั 
น ้า 0.114 ± 0.008b                                   

เอทานอล 0.258 ± 0.017c 
Trolox 9.681 ± 0.303d 

Ascorbic acid 10.867 ± 1.035d 
หมายเหตุ: ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3) 

โดยตวัอกัษรท่ีต่างกนัในคอลัมน์ หมายถึง ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างกนัท่ีระดบัความ-
เช่ือมัน่ 95%  (p<0.05) 

 
จากการศึกษาความสามารถในการตา้นออกซิเดชนัของสารสกดัถัว่เหลือง และสารสกดั

ถัว่เหลืองหมกัท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายน ้ าและเอทานอลดว้ยวิธี ABTS, DPPH และ FRAP assay 
พบว่า สารสกัดเอทานอลมีคุณสมบัติในการต้านออกซิเดชันได้ดีท่ีสุด โดยสามารถเรียงล าดับ
ความสามารถในการตา้นออกซิเดชันจากสูงสุดไปต ่าสุดตามชนิดของสารสกดัได้ ดงัน้ี สารสกดั     
เอทานอลของถัว่เหลืองหมกั ตามด้วยสารสกดัน ้ าของถัว่เหลืองหมกั และสารสกดัเอทานอลของ   
ถัว่เหลือง ซ่ึงสารสกดัสองชนิดน้ีไม่พบความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 และ
สารสกดัน ้ าของถัว่เหลือง ตามล าดบั หากเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานคือ Ascorbic acid และ 
Trolox พบวา่สารสกดัถัว่เหลือง และถัว่เหลืองหมกัมีประสิทธิภาพต ่ากวา่สารมาตรฐาน  และพบวา่
การหมกัถัว่เหลืองมีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด ฟลาโวนอยด์ เดอิสซีน และเจนิสทีนสูงข้ึน ซ่ึงส่งเสริม
ให้ความสามารถในการต้านออกซิเดชันของสารสกัดถั่วเหลืองหมักสูงข้ึนด้วย เน่ืองจาก
สารประกอบฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ และไอโซฟลาโวนเป็นสารประกอบในกลุ่มฟีนอล โครงสร้างมี
หมู่ไฮดรอกซิลท่ีสามารถให้ไฮโดรเจนอะตอมแก่อนุมูลอิสระได ้จึงมีความสามารถในการตา้นการ
เกิดออกซิเดชัน่หรืออนุมูลอิสระได ้(Hussain et al., 1987; Rice-Evans et al., 1996) ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
การศึกษาของ Juan and Chou (2010) ซ่ึงพบว่าถัว่เหลืองด าท่ีหมกัดว้ย Bacillus subtilis BCRC 
14715 มีปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์สูงข้ึนและมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระสูงข้ึน
ดว้ย  
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ทั้งน้ียงัพบวา่สารสกดัเมทานอลของ kinema ซ่ึงคือ ถัว่เหลืองหมกัของประเทศอินเดียท่ี
หมกัดว้ย Bacillus subtilis ส่งเสริมให้ความสามารถในการดกัจบัอนุมูลอิสระ, ความสามารถในการ
จบัโลหะ และความสามารถในการรีดิวซ์สูงข้ึนเม่ือเทียบกบัถัว่เหลืองท่ีไม่ผ่านกระบวนการหมกั
(Moktan et al., 2008) และสารประกอบฟีนอลิก (Kwak et al., 2007) ฟลาโวนอยด์ (Korkina and 
Afans’ev, 1997) เดอิสซีนและเจนิสทีน (Kim et al., 2008) เป็นสารประกอบส าคญัในการตา้นการ
เกิดออกซิเดชัน่ 

 

4.3 ศึกษาปริมาณของธาตุอาหารโภชนาการ 
4.3.1 ไทอามินและไรโบฟลาวนิ 
การวเิคราะห์ไทอามินและไรโบฟลาวนิของสารสกดัถัว่เหลือง และสารสกดัถัว่เหลืองท่ี

ผ่านการหมกัท่ีสกดัด้วยตวัท าละลายน ้ าและเอทานอลโดยใช้ HPLC ปริมาณของไทอามิน และ      
ไรโบฟลาวินของสารสกดัแต่ละชนิด ดงัตารางท่ี 4.7 ซ่ึงพบวา่ปริมาณของไทอามิน และไรโบฟลา- 
วินของสารสกดัถัว่เหลืองหมกัสูงกว่าสารสกดัถัว่เหลืองอย่างมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ร้อยละ 95 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Sarkar et al. (1998), ในระหวา่งการหมกั kinema 
ดว้ย B. subtilis  พบวา่กระบวนการหมกัส่งเสริมให้ปริมาณของไทอามิน ไรโบฟลาวิน และไนอะ-  
ซินสูงข้ึนถึง 45%, 71% และ 23% ตามล าดบั เม่ือเทียบกบัตวัอยา่งท่ีไม่ผา่นกระบวนการหมกั และ
พบวา่ปริมาณไรโบฟลาวินใน natto สูงกวา่ในถัว่เหลืองท่ีไม่ผา่นการหมกัอยา่งมีนยัส าคญัทาง-สถิติ 
(Van Veen and Steinkraus, 1970) ส าหรับตวัอยา่งถัว่เหลืองหมกัท่ีสกดัดว้ยเอทานอลแสดงปริมาณ
ของไทอามิน และไรโบฟลาวินเท่ากบั 10.08 ไมโครกรัมต่อกรัมสารสกดั และ 20.68 ไมโครกรัมต่อ
กรัมสารสกดั ตามล าดบั ในขณะท่ีพบปริมาณของไทอามิน และไรโบฟลาวินท่ีสูงกวา่ในสารสกดัเอ
ทานอลของถัว่เหลืองหมกั ซ่ึงมีปริมาณของไทอามิน และไรโบฟลาวิน เท่ากบั 12.16 ไมโครกรัมต่อ
กรัม สารสกดั 29.62 ไมโครกรัมต่อกรัมสารสกดั ตามล าดบั ปริมาณของไทอามิน และไรโบฟลา-    
วินของสารสกดัท่ีสกดัดว้ยเอทานอลมีปริมาณสูงกวา่สารสกดัท่ีสกดัดว้ยน ้ า และยงัพบวา่ถัว่เหลือง
หมกัท่ีสกดัดว้ยเอทานอลปริมาณของไทอามิน และไรโบฟลาวนิสูงท่ีสุด  
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ตารางที ่4.7 ปริมาณของไทอามิน และไรโบฟลาวินของสารสกดัถัว่เหลือง และสารสกดัถัว่เหลืองท่ี
ผา่นการหมกัท่ีเตรียมดว้ยตวัท าละลายน ้าและเอทานอล 

สารสกดั ตัวท าละลาย Thiamine  
(ไมโครกรัมต่อกรัมสารสกดั) 

Riboflavin  
(ไมโครกรัมต่อกรัมสารสกดั) 

ถัว่เหลือง 
น ้า 4.62 ± 0.20a 11.86 ± 2.38a 

เอทานอล 10.08 ± 0.60 c 20.68 ± 1.90b 

ถัว่เหลืองหมกั 
น ้า 6.72 ± 0.13b 18.48 ± 1.32b 

เอทานอล 12.16 ± 0.54d 29.62 ± 1.40c  
หมายเหตุ: ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3) 

โดยตวัอกัษรท่ีต่างกนัในคอลมัน์ หมายถึง ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างกนัท่ีระดบัความ-
เช่ือมัน่ 95%  (p<0.05) 

 
Eka (1980) รายงานวา่ในถัว่โลคสั (locust bean) หมกัของแอฟริกาหรือเรียกวา่ ดาวา่- ดา

วา่ (Dawadawa) มีปริมาณไทอามิน เพิ่มข้ึนจาก 0.65 มิลลิกรัม/100 กรัมของถัว่โลคสัท่ีไม่ผา่นการ
หมกั เป็น 1.35 มิลลิกรัม/100 กรัมของถัว่โลคสัท่ีผา่นการหมกั และพบปริมาณไรโบฟลาวินสูงข้ึน
จาก 0.45 มิลลิกรัม เป็น 1.30 ต่อ 100 กรัมของถัว่หมกัดาวา่ดาวา่ 

4.3.2 ปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมด 
ในการหมกัถัว่เหลืองจะมีเอนไซมโ์ปรติเอสเกิดข้ึนในระหวา่งกระบวนการหมกั ซ่ึงเกิด

จากกิจกรรมของ Bacillus subtilis เอนไซมโ์ปรติเอสจะยอ่ยโปรตีนในถัว่เหลืองให้เป็นกรดอะมิโน 
ซ่ึงปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมดท่ีเกิดจากการยอ่ยโปรตีนในถัว่เหลืองของ Bacillus subtilis SB-MYP-
1 มีรายละเอียดดงัตารางท่ี 4.8 และภาพท่ี 4.2 จากการศึกษาพบวา่ปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมดใน  
สารสกดัเอทานอลของถัว่เหลืองหมกัสูงกว่าสารสกดัเอทานอลของถัว่เหลือง, สารสกดัน ้ าของถัว่-
เหลืองหมกัและสารสกดัน ้ าของถัว่เหลืองอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) โดยพบปริมาณกรดอะ
มิโนทั้งหมดเท่ากบั 2450.08 ไมโครโมล/กรัมสารสกดั  
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ตารางที ่4.8 ปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมดของสารสกดัถัว่เหลืองและสารสกดัถัว่เหลืองท่ีผา่นการหมกั
ท่ีเตรียมดว้ยตวัท าละลายน ้าและเอทานอล 

 
Amino 
acids 

Total amino acids (ไมโครโมล/กรัมสารสกดั) 

น า้ เอทานอล 

ถั่วเหลอืง ถั่วเหลอืงหมัก ถั่วเหลอืง ถั่วเหลอืงหมัก 
Asp 192.85 ± 0.81a 211.19 ± 1.41c 202.11 ± 2.52b 269.99 ± 5.66d 

Thr 87.98 ± 0.37a 94.92 ± 0.63c 90.71 ± 1.13b 115.88 ± 2.43d 

Ser 135.31 ± 0.57a 138.86 ± 0.93b 139.73 ± 1.74b 167.68 ± 3.51c 

Glu 227.35 ± 0.95a 236.40 ± 1.58c 231.72 ± 2.89b 343.50 ± 7.20d 

Pro 13.07 ± 0.05a 15.91 ± 0.11b 16.77 ± 0.21c 23.20 ± 0.49d 

Gly 146.65 ± 0.62a 156.40 ± 1.04b 154.27 ± 1.92b 216.74 ± 4.54c 

Ala 141.97 ± 0.60a 147.40 ± 0.98b 147.10 ± 1.84b 178.59 ± 3.74c 

Val 96.78 ± 0.41a 100.26 ± 0.67c 97.71 ± 1.22b 118.20 ± 2.48d 

Cys 13.44 ± 0.06a 24.24 ± 0.16b 24.49 ± 0.31b 45.68 ± 0.96c 

Met 16.83 ± 0.07a 20.41 ± 0.14b 22.51 ± 0.28c 30.01 ± 0.63d 

Ile 63.87 ± 0.27a 66.77 ± 0.45b 67.16 ± 0.84b 83.81 ± 1.76c 

Leu 175.31 ± 0.74a 177.38 ± 1.18b 179.87 ± 2.24b 228.59 ± 4.79c 

Tyr 40.11 ± 0.17a 41.65 ± 0.28b 44.54 ± 0.56c 54.92 ± 1.15d 

Phe 126.73 ± 0.53a 129.51 ± 0.86b 126.98 ± 1.58a 156.93 ± 3.29c 

Lys 161.74 ± 0.68a 167.58 ± 1.12b 168.18 ± 2.10b 205.65 ± 4.31c 

His 33.70 ± 0.14a 33.88 ± 0.23a 33.87 ± 0.42a 42.47 ± 0.89b 

Trp 26.87 ± 0.11a 28.96±0.19b 31.75 ± 0.40c 39.18 ± 0.82d 

Arg 105.98 ± 0.44a 109.11±0.73b 105.58 ± 1.32a 129.06 ± 2.70c 

Total 1806.54 ± 7.58a 1900.84 ± 12.69b 1885.04 ± 23.52b 2450.08 ± 51.33c 

หมายเหตุ: ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3) 
โดยตวัอกัษรท่ีต่างกนัในแถว หมายถึง ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างกนัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 
95%  (p<0.05) 
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ภาพที่ 4.2 โครมาโตแกรมของกรดอะมิโนทั้งหมดของสารสกดัน ้ าของถัว่เหลือง (A): 50.7 mg สาร
สกดัน ้ าของถัว่เหลืองหมกั (B): 53.2 mg สารสกดัเอทานอลของถัว่เหลือง (C): 30.9 mg 
และสารสกดัเอทานอลของถัว่เหลืองหมกั (D): 31.1 mg ซ่ึงหมายเลข 1 ถึง 18 คือ Asp, 
Thr, Ser, Glu, Pro, Gly, Ala, Val, Cys, Met, Ile, Leu, Tyr, Phe, Lys, His, Trp (วิเคราะห์
แยก) และ Arg 
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ปริมาณกรดอะมิโนของสารสกดัถัว่เหลืองหมกัมีปริมาณสูงกว่ากรดอะมิโนของสาร
สกดัถัว่เหลืองท่ีไม่ผา่นกระบวนการหมกั เน่ืองจากในระหวา่งกระบวนการหมกั เช้ือบาซิลสัซบัติลิส
ผลิตเอนไซม์โปรติเอส ซ่ึงมีคุณสมบติัย่อยโปรตีนโดยการตดัพนัธะเปปไทด์ท าให้มีปริมาณกรด   
อะโนสูงข้ึน (Chantawannakul et al., 2002; Chukeatirote and Thakang, 2006) ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
การศึกษาของ Sarkar et al. (1997) พบวา่การหมกัถัว่เหลืองดว้ย Bacillus subtilis มีกิจกรรมการ
ท างานของโปรติเอสสูง ซ่ึงส่งผลให้ปริมาณกรดอะมิโนสูงข้ึนดว้ย เม่ือเทียบกบัถัว่เหลืองท่ีไม่หมกั 
ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Bernard et al. (2004) พบวา่ในถัว่เหลืองหมกัของญ่ีปุ่น (นตัโตะ) เม่ือ
เวลาการหมกัครบ 24 ชัว่โมง พบปริมาณกรดอะมิโนสูงกวา่ถัว่เหลืองท่ีหมกัเป็นเวลา 12 ชัว่โมงและ
ถัว่เหลืองท่ีไม่หมกั 

 

4.4 ผลของสารสกัดถั่วเหลืองและสารสกัดถั่วเหลืองหมักที่มีต่อความเป็นพิษและการ
เจริญของเซลล์ไลน์ MC3T3-E1 

4.4.1 การทดสอบความเป็นพษิ 
ในการทดลองเม่ือท าการเติม MTT ในหลุมของแพลทท่ีมีการยึดเกาะของเซลล์ไลน์ 

MC3T3-E1 พบวา่เม่ือส่องผา่นกลอ้งจุลทรรศน์แบบหวักลบั จะพบผลึกรูปดาวสีม่วงเกิดข้ึนซ่ึงผลึกท่ี
เกิดข้ึนน้ี เกิดจากเอนไซมไ์มโตรคอนเดรียซคัซิเนสดีไฮโดรจีเนสในเซลลข์องส่ิงมีชีวิต เปล่ียน MTT 
ใหก้ลายเป็นผลึกฟอร์มาซานซ่ึงจะไม่ละลายน ้ า แต่สามารถละลายไดใ้น 100% DMSO และสามารถ
วดัสีของสารละลายฟอร์มาซานท่ีเกิดข้ึนได้ จากค่าดูดกลืนแสงท่ีระดบัความยาวคล่ืน 570 นาโน-
เมตร 

 
ตารางที่ 4.9 ความเป็นพิษของสารสกัดถัว่เหลืองและสารสกดัถั่วเหลืองหมกัท่ีเตรียมด้วยตวัท า

ละลายน ้าและเอทานอลต่อเซลลไ์ลน์ MC3T3-E1  
สารสกดั ตัวท าละลาย LC50 (ไมโครกรัม/มิลลลิติร) 

ถัว่เหลือง น ้า >200 
 เอทานอล >200 

ถัว่เหลืองหมกั น ้า >200 
 เอทานอล >200 

 
ในการศึกษาเปรียบเทียบผลของสารสกดัถัว่เหลืองและสารสกดัถัว่เหลืองหมกัท่ีสกดั

ดว้ยตวัท าละลาย น ้ าและเอทานอลท่ีมีต่อเซลล์ไลน์ MC3T3-E1 หากค่าดูดกลืนแสงมีค่าลดลงเม่ือ
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เทียบกบัตวัควบคุม แสดงวา่เซลล์มีการตายเกิดข้ึน  ซ่ึงสามารถน าไปค านวณเป็นอตัราการรอดชีวิต 
เทียบกบัตวัควบคุม (เซลลท่ี์ไม่ไดเ้ติมสารสกดั) โดยตวัควบคุมมีอตัราการรอดชีวิตเท่ากบั 100%  ผล
การทดลองพบวา่ทั้งสารสกดัน ้ าและเอทานอลของถัว่เหลืองและถัว่เหลืองหมกัไม่พบความเป็นพิษ
ต่อเซลล์ไลน์ MC3T3-E1 ซ่ึงมีค่า LC50มากกวา่ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เม่ือค่า LC50 มีค่ามากกวา่ 
200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จะจดัสารนั้นอยูใ่นกลุ่มสารท่ีไม่เป็นพิษ (Okonogi  et al., 2007)   

4.4.2 การเจริญของเซลล์ไลน์ MC3T3-E1 
พบว่าอตัราการรอดชีวิต (%viability) ของเซลล์ไลน์ MC3T3-E1 เพิ่มข้ึนเม่ือความ

เขม้ขน้ของสารสกดัเพิ่มข้ึน จากภาพท่ี 4.3 พบวา่สารสกดัเอทานอลของถัว่เหลืองหมกัส่งเสริมการ
เจริญของเซลล์ไลน์ MC3T3-E1ไดสู้งสุด ท่ีอตัราการรอดชีวิตเท่ากบั 136% เม่ือเทียบกบัตวัควบคุม 
ซ่ึงรองลงมาคือสารสกดัเอทานอลของถัว่เหลือง, สารสกดัน ้าของถัว่เหลืองหมกั และสารสกดัน ้ าของ  
ถัว่เหลือง ตามล าดบั 

 

 
 

ภาพที ่4.3 ผลของสารสกดัถัว่เหลืองและสารสกดัถัว่เหลืองหมกัท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายน ้าและเอทา-
นอลท่ีมีต่อการเจริญเติบโตของเซลลไ์ลน์ MC3T3-E1 ดว้ยวธีิ MTT ซ่ึง SBW คือสารสกดั
น ้าของถัว่เหลือง, FSBW คือ สารสกดัน ้ าของถัว่เหลืองหมกั, SBE คือ สารสกดัเอทานอล
ของถัว่เหลือง และ FSBE คือ สารสกดัเอทานอลของถัว่เหลืองหมกั 
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ผลการศึกษาพบวา่สารสกดัถัว่เหลืองและสารสกดัถัว่เหลืองหมกัส่งเสริมการเจริญของ
เซลลส์ร้างกระดูก พบการเจริญเติบโตของเซลล์ไลน์ MC3T3-E1 ซ่ึงเป็นเซล์สร้างกระดูกของหนู จึง
อาจเป็นขอ้มูลเบ้ืองตน้ระบุว่าสารสกดัถัว่เหลืองและสารสกดัถัว่เหลืองหมกัมีผลต่อการเพิ่มมวล-
กระดูก จากปริมาณเซลล์สร้างกระดูกท่ีเพิ่มสูงข้ึน ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Lee et al. (2001) 
พบวา่เม่ือเซลล์ไลน์  MC3T3-E1 ไดรั้บเจนิสทีน ส่งผลกระตุน้การแบ่งตวัและป้องกนัความเสียหาย
ของเซลล์จากอนุมูลอิสระของออกซิเจน และพบวา่สารสกดัเอทานอลของถัว่เหลืองท่ีความเขม้ขน้ 
0.05 กรัม/ลิตร กระตุน้การสร้างคอลลาเจน เม่ือเซลล์มีการแบ่งตวัและเพิ่มจ านวนจะมีการสร้าง
คอลลาเจนเกิดข้ึน (Choi et al., 2001) 

 

4.5 ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกดัถั่วเหลอืงและสารสกดัถั่วเหลอืงหมักต่อการสร้าง
สารทางชีวเคมขีองการสร้างกระดูก 

การท างานของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส (Alkaline phosphatase activity) 
การวดัค่าการท างานของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตสของเซลล์ไลน์ MC3T3-E1 เม่ือ

ไดรั้บสารสกดัถัว่เหลืองและสารสกดัถัว่เหลืองหมกัท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายน ้ าและเอทานอลเป็น
เวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาท าการละลายเซลล์และน ามาวดัค่าปริมาณเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอส-   
ฟาเตสโดยใชพ้าราไนโตรฟีนิลฟอสเฟต (p-NPP) เป็นซบัเสตท เอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตสของ
เซลล์ไลน์  MC3T3-E1 จะเปล่ียนพาราไนโตรฟีนิลฟอสเฟตให้เป็นพาราไนโตรฟีนอล (p-
nitrophenol) ซ่ึงเป็นสารท่ีมีสีเหลือง การท างานของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตสของเซลล์ไลน์ 
MC3T3-E1 เม่ือไดรั้บสารสกดัถัว่เหลืองและถัว่เหลืองหมกั พบวา่เซลลไ์ลน์ MC3T3-E1 ท่ีไดรั้บสาร
สกดัเอทานอลของถัว่เหลืองหมกัมีค่าการท างานของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสสูงสุด คิดเป็น 
135.61 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเทียบกบัตวัควบคุมท่ีไม่ไดรั้บสารสกดั และพบความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p<0.05) กบัเซลล์ไลน์ MC3T3-E1 ท่ีไดรั้บสารสกดัเอทานอลของถัว่เหลืองในทุกความ
เข้มข้น ส าหรับสารสกัดน ้ าพบว่าสารสกัดจากถั่วเหลืองหมกัท่ีความเข้มข้น 1000 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตรท าให้เซลล์ไลน์ MC3T3-E1 มีค่าการท างานของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสสูงกว่า    
สารสกดัจากถัว่เหลืองอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) 

เม่ือเปรียบเทียบสารสกดัน ้ าและเอทานอล ในถัว่เหลืองหมกัพบว่าเซลล์ไลน์ MC3T3-
E1 ท่ีไดรั้บสารสกดัท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทานอล มีค่าการท างานของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟา-
เตสสูงกว่าเซลล์ไลน์ MC3T3-E1 ท่ีไดรั้บสารสกดัท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายน ้ าอย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิติ  (p<0.05) ในทุกความเขม้ขน้  

เม่ือเซลลไ์ลน์ MC3T3-E1 ไดรั้บสารสกดัจากถัว่เหลืองและสารสกดัจากถัว่เหลืองหมกัท่ี
สกดัดว้ยตวัท าละลาย น ้าและเอทานอล ค่าการท างานของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตสของเซลล-์
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ไลน์ MC3T3-E1 เพิ่มข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของสารสกดัเพิ่มข้ึน ดงัภาพท่ี 4.4 และยงัพบวา่อตัราการ
เจริญเติบโตของเซลลไ์ลน์ MC3T3-E1 มีความสัมพนัธ์กบักิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟา-
เตส โดยเม่ือเซลลไ์ลน์ MC3T3-E1 มีการเจริญเติบโตสูงข้ึนส่งผลใหกิ้จกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์-
ฟอสฟาเตสสูงข้ึนดว้ย เน่ืองจากเม่ือเซลลส์ร้างกระดูกมีการเจริญจะมีการแบ่งตวัเพื่อเพิ่มจ านวนและ
หลัง่เอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตส เม่ือเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตสสูงข้ึนบ่งช้ีวา่มีการท างานของ
เซลลส์ร้างกระดูกและกระบวนการสร้างกระดูกเกิดข้ึน (Louis and Stephen, 1998) 

 

 
 

ภาพที ่4.4 ผลของสารสกดัถัว่เหลืองและสารสกดัถัว่เหลืองหมกัท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายน ้าและเอทา-
นอลท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ท่ีมีต่อการท างานของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตสของเซลล์-
ไลน์  MC3T3-E1  ซ่ึง SBW คือ สารสกดัน ้าของถัว่เหลือง, FSBW คือ สารสกดัน ้ าของถัว่
เหลืองหมกั, SBE คือ สารสกดัเอทานอลของถัว่เหลือง และ FSBE คือ สารสกดัเอทานอล
ของถัว่เหลืองหมกั 

 
จากการศึกษาพบว่าสารสกัดถั่วเหลืองและสารสกัดถั่วเหลืองหมักส่งเสริมการ

เจริญเติบโตและกิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตสในเซลล์ไลน์ MC3T3-E1 ซ่ึงสอดคลอ้ง
กบังานวิจยัของ Choi et al. (2001) ท่ีศึกษาสารสกดัเอทานอลของถัว่เหลืองท่ีระดบัความเขม้ขน้ 
0.01-0.1 กรัม/ลิตร ต่อเซลลไ์ลน์ MC3T3-E1 พบการมีชีวติรอดของเซลลไ์ลน์เพิ่มข้ึนตามระดบัความ
เขม้ขน้ของสารสกดั และสารสกดัเอทานอลของถัว่เหลืองท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.05 กรัม/ลิตร พบ
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กิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตส และการสังเคราะห์คอลลาเจนสูงข้ึน ส่วนการศึกษาของ 
Gao and Yamaguchi (1999) และ Yamaguchi and Ma (2001) ซ่ึงศึกษาในเน้ือเยื่อกระดูกตน้ขาของ
หนูแก่เพศเมีย โดยท าการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง พบปริมาณเดอิสซีน และเจนิส-
ทีนท่ีระดับความเข้มขน้ 10-6 โมลาร์ และ 10-5

 โมลาร์ สามารถกระตุ้นการสร้างแคลเซียมและ
กิจกรรมของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส ซ่ึงบ่งช้ีว่าเดอิสซีนและเจนิสทีน ส่งเสริมกระบวนการ
สร้างกระดูก และยงัพบวา่เดอิสซีนและเจนิสทีนท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10-6 โมลาร์ และ 10-5 โมลาร์ 
สามารถกระตุน้การสังเคราะห์ดีเอ็นเอและโปรตีน รวมถึงกิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟา-
เตสของเซลลไ์ลน์ MC3T3-E1 (Sugimoto and Yamaguchi, 2000) 

จากการศึกษาของ Roud Sari  et al. (2005) เม่ือให้ถัว่เหลืองปริมาณ 35 กรัม/วนั กบั
ผูห้ญิงท่ีมีอายุระหว่าง 45-64 ปี เป็นเวลา 12 สัปดาห์ จากผลการตรวจเลือดและปัสสาวะ พบว่า
ปริมาณสารชีวเคมีของกระบวนการสลายกระดูกดีออกซีไพรีดีโนลีนลดลง และสารชีวเคมีของ
กระบวนการสร้างกระดูก เอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตสเพิ่มสูงข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ดงันั้น
การกระตุน้กิจกรรมของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสในเซลล์ไลน์ MC3T3-E1 ของสารสกัด       
ถัว่เหลืองหมกัจึงเป็นการระบุถึงการส่งเสริมกระบวนการสร้างกระดูกของสารสกดัถัว่เหลืองหมกั 
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บทที ่5 

บทสรุปและข้อเสนอแนะ 
 

5.1 บทสรุป 
จากการศึกษาปริมาณของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัถัว่เหลืองและสารสกัด     

ถัว่เหลืองหมกั โดยเตรียมสารสกดัดว้ยตวัท าละลาย 2 ชนิด ไดแ้ก่ น ้ าและเอทานอล  พบวา่สารสกดั
ถั่วเหลืองหมักมีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด ฟลาโวนอยด์ เดอิสซีน และเจนิสทีนสูงกว่าสารสกัด        
ถัว่เหลืองทั้งสารสกดัน ้าและเอทานอล และพบวา่สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ฟลาโวนอยด์ เดอิส-
ซีน และเจนิสทีนของสารสกดัเอทานอลของถัว่เหลืองหมกัมีปริมาณสูงสุด และเม่ือเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพของตวัท าละลายท่ีน ามาใชส้กดัพบว่าเอทานอลเป็นตวัท าละลายท่ีส่งเสริมให้ปริมาณ
ของสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ฟลาโวนอยด ์เดอิสซีน และเจนิสทีนสูงข้ึน  

จากการศึกษาคุณสมบติัการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ ดว้ยวิธี DPPH, ABTS และ FRAP
พบว่า สารสกัดเอทานอลของถั่วเหลืองหมักมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงท่ีสุด 
รองลงมา ไดแ้ก่ สารสกดัน ้าของถัว่เหลืองท่ีหมกัและสารสกดัเอทานอลของถัว่เหลือง และพบวา่สาร
สกดัน ้าของถัว่เหลืองมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระต ่าท่ีสุด  

จากการศึกษาปริมาณของธาตุอาหารโภชนาการ (ไทอามิน ไรโบฟลาวิน และกรดอะมิโน
ทั้งหมด) พบวา่สารสกดัเอทานอลของถัว่เหลืองท่ีผา่นการหมกัมีปริมาณไทอามิน ไรโบฟลาวิน และ 
กรดอะมิโนทั้งหมดสูงสุด และพบวา่สารสกดัถัว่เหลืองหมกัมีปริมาณไทอามิน ไรโบฟลาวิน และ 
กรดอะมิโนทั้งหมดสูงกวา่สารสกดัถัว่เหลือง และเม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของตวัท าละลายท่ี
น ามาใช้สกัดพบว่าเอทานอลเป็นตวัท าละลายท่ีส่งเสริมให้ค่าของไทอามิน ไรโบฟลาวิน และ 
กรดอะมิโนทั้งหมดสูงข้ึน  

จากการศึกษาความเป็นพิษของสารสกดัถัว่เหลืองและสารสกดัถัว่เหลืองหมกัท่ีสกดัดว้ย  
ตวัท าละลาย น ้ าและเอทานอลท่ีมีต่อเซลล์ไลน์ MC3T3-E1 พบวา่ทั้งสารสกดัน ้ าและเอทานอลของ
ถัว่เหลืองและถัว่เหลืองหมกัไม่พบความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ MC3T3-E1 ซ่ึงมีค่า LC50 สูงกวา่ 200 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ซ่ึงจดัอยูใ่นกลุ่มสารท่ีไม่เป็นพิษ  

จากศึกษาการเจริญของเซลล์ไลน์ MC3T3-E1 เม่ือได้รับสารสกดัถัว่เหลืองและสารสกดั   
ถัว่เหลืองหมกัท่ีเตรียมดว้ยตวัท าละลายน ้ าและเอทานอล พบวา่อตัราการรอดชีวิต (%viability) ของ
เซลลไ์ลน์ MC3T3-E1 สูงข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของสารสกดัเพิ่มข้ึน สรุปไดว้า่สารสกดัถัว่เหลืองและ
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สารสกดัถัว่เหลืองหมกัส่งเสริมการเจริญของเซลล์กระดูก ซ่ึงสารสกดัเอทานอลของถัว่เหลืองหมกั
สามารถเสริมการเจริญของเซลลไ์ลน์ MC3T3-E1 ไดสู้งสุด 

จากการศึกษาผลของสารสกดัต่อการสร้างสารชีวเคมีของการสร้างกระดูก พบวา่เซลลไ์ลน์ 
MC3T3-E1 ท่ีไดรั้บสารสกดัเอทานอลของถัว่เหลืองหมกัมีกิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟา-
เตสสูงสุด เม่ือเปรียบเทียบกบัสารสกดัน ้าและเอทานอล พบวา่เซลลไ์ลน์ MC3T3-E1 ท่ีไดรั้บสาร
สกดัท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทานอล มีกิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตสสูงกวา่เซลลไ์ลน์ 
MC3T3-E1 ท่ีไดรั้บสารสกดัท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายน ้าอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่
ร้อยละ 95 อีกทั้งอตัราการเจริญเติบโตมีความสัมพนัธ์กบักิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตส 
เม่ือเซลลไ์ลน์ MC3T3-E1 มีการเจริญเติบโตสูงจะส่งผลใหกิ้จกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟา-
เตสสูงข้ึนดว้ย 

ดังนั้ นสารสกัดเอทานอลของถั่วเหลืองหมักจัดเป็นสารสกัดท่ีเหมาะสมในการน าไป
ประยุกต์ใช้กบัผลิตภณัฑ์อาหารเพื่อสุขภาพ  เน่ืองจากมีปริมาณของฟีนอลิกทั้งหมด ฟลาโวนอยด ์ 
เจนิสทีน เดอิสซีน ไทอามิน ไรโบฟลาวิน และกรดอะมิโนทั้งหมดสูงสุด มีความสามารถในการ 
ตา้นออกซิเดชนั รวมทั้งส่งเสริมกระบวนการสร้างมวลกระดูก 

 
5.2 ข้อเสนอแนะ 

1. เน่ืองจากกลไกการท างานของไอโซฟลาโวนในถัว่เหลืองหมกัต่อกระดูกยงัไม่สามารถ
อธิบายไดอ้ยา่งชดัเจน แต่พบวา่มีผลต่อกลไกการยบัย ั้งการสลายกระดูกและส่งเสริมการสร้างกระดูก 
จากท่ีผูว้จิยัท าไดก้ารวจิยัในส่วนของการส่งเสริมการสร้างกระดูก จึงควรมีการศึกษาถึงกลไกในการ
ท างานท่ีเก่ียวขอ้งกนัระหวา่งการสร้างและการสลายกระดูกต่อไป 

2. ควรมีงานวิจยัต่อเน่ืองดา้นคลินิก 
3. ควรจะมีการหาคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ี เพื่อประโยชน์ในการน าไปประยกุตใ์ชใ้นผลิตภณัฑ์

อาหารและผลิตภณัฑเ์สริมอาหารในอนาคตต่อไป 
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ภาคผนวก ก 
วธีิการเตรียมสารเคมีทีใ่ช้ในการวเิคราะห์สารประกอบออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 
คุณค่าอาหารทางโภชนาและความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูลอสิระ 
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วธีิการเตรียมสารเคมีทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ 

 
1) การเตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต 20% (w/v) 

ละลายโซเดียมคาร์บอเนต 20 กรัม ในน ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร 
 

2) การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดกาลคิ 5 มิลลกิรัม/มิลลลิติร 
ละลายกรดกาลิค 0.5 กรัม ใน 95% เอทานอล 10 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่

จนครบ 100 มิลลิลิตร 
 

3) การเตรียมสารละลาย DPPH 62.5 ไมโครโมลาร์ 
ละลาย 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 2.4643 มิลลิกรัม ในเมทานอลเล็กนอ้ย  

จากนั้นปรับปริมาตรดว้ยเมทานอลจนครบ 100 มิลลิลิตร 
 

4) การเตรียมสารละลายมาตรฐาน BHT 1 มิลลกิรัม/มิลลลิติร 
ละลาย  BHT 50.0 มิลลิกรัมในเอทานอล 95% และปรับปริมาตรจนครบ 50 มิลลิลิตร 

 

5) การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก 0.5 มิลลกิรัม/มิลลลิติร 
ละลายกรดแอสคอบิก 25.0 มิลลิกรัมในเมทานอลและปรับปริมาตรจนครบ 50 มิลลิลิตร 

 

6) การเตรียมสารละลายอะซีเตตบัฟเฟอร์ 300 มิลลโิมลาร์pH 3.6 
ละลายโซเดียมอะซีเตตไตรไฮเดรต 1.55 กรัม ในกรดอะซีติก 8 มิลลิลิตร จากนั้นปรับ

ปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่จนครบ 500 มิลลิลิตร 
 

7) การเจือจางกรดไฮโดรคลอริกให้มีความเข้มข้น 40มิลลโิมลาร์ 
ปิเปตกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ (12.04 โมลาร์) 1.66 มิลลิลิตร แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่

จนครบ 500 มิลลิลิตร 
 

8) การเตรียมสารละลายTPTZ 10 มิลลโิมลาร์ 
ละลาย TPTZ 0.0312 กรัม ใน 10 มิลลิลิตรของสารละลายกรดไฮโดรคลอกริก 40  มิลลิ-   

โมลาร์โดยตอ้งเตรียมใหม่ทุกคร้ังก่อนน ามาวเิคราะห์ 
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9) การเตรียมสารละลายเฟอริคคลอไรด์ 20 มิลลโิมลาร์ 
ละลายเฟอริคคลอไรด์ (FeCl3.6H2O) 0.054 กรัมในน ้ากลัน่ 10 มิลลิลิตร โดยตอ้งเตรียมใหม่

ทุกคร้ังก่อนน ามาวเิคราะห์ 
 

10) การเตรียมสารละลายมาตรฐานเฟอรัสซัลเฟต 2 มิลลโิมลาร์ 
ละลายเฟอรัสซลัเฟต (FeSO4.7H2O) 0.0278 กรัมในน ้ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรจนครบ       

50 มิลลิลิตร 
 

11) การเตรียมสารละลายโพแทสเซียมเปอร์ซับเฟต (K2S2O8) 4.9 มิลลโิมลาร์ 
ละลายโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต 0.0662 กรัมในน ้ ากลั่น และปรับปริมาตรจนครบ 50

มิลลิลิตร 
 

12) การเตรียมสารละลาย ABTS 14 มิลลโิมลาร์ 
ละลาย ABTS 0.0385 กรัม ในน ้ากลัน่ 5 มิลลิลิตร เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้องในท่ีมืด 

 

13) การเตรียมสารละลายโซเดียมอะซิเตต 2.5 โมลาร์ 
ละลายโซเดียมอะซิเตต 34.02 กรัมในน ้ากลัน่ และปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร 

 

14) การเตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอร์ริกไซยาไนด์ 1% 
ละลายโพแทสเซียมเฟอร์ริกไซยาไนด ์ 1 กรัมในน ้ากลัน่ และปรับปริมาตรจนครบ 100 

มิลลิลิตร 
 

15) การเตรียมสารละลายแอมโมเนียมอะซิเตต 0.005 โมลาร์ 
ละลายแอมโมเนียมอะซิเตต 192.7 มิลลิกรัมในน ้ากลัน่ และปรับปริมาตรจนครบ 500 

มิลลิลิตร 
 

16) การเตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 15% 
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์ 150 กรัมในน ้ากลัน่ และปรับปริมาตรจนครบ 1000 มิลลิลิตร 

ทิ้งใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมอาหารเลีย้งเซลล์และเทคนิคการเพาะเลีย้งเซลล์ 
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Medium ชนิดเตรียมจากผง α-MEM 

 

- α-MEM high glucose (D7777)           1.35 กรัม 
- โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต (NaHCO3)   3.7 กรัม 
- น ้าบริสุทธ์ิส าหรับการเพาะเล้ียงเซลล ์    1  ลิตร 

 

วธีิการเตรียม  
1) ชัง่ α-MEM ตามปริมาณท่ีตอ้งการ เทลงในบีคเกอร์ท่ีมีน ้ าอยูป่ระมาณ 300-400 มิลลิลิตร

กวนใหเ้ขา้กนัดว้ย stirrer 
2) ชัง่โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต (NaHCO3) ตามปริมาณท่ีก าหนด แลว้เทลงในบีคเกอร์

เดิม แลว้กวนใหเ้ขา้กนั 
3) เทสารในบีคเกอร์ขอ้ 3 ลงใน volumetric flask ขนาด 1 ลิตร 
4) ปรับปริมาตรดว้ยน ้าบริสุทธ์ิส าหรับการเพาะเล้ียงเซลลใ์หไ้ด ้1 ลิตร 
5) น าไปกรองด้วยแผ่นกรองขนาด 0.2 ไมครอน ท าการกรองในตูป้ลอดเช้ือ เก็บไวท่ี้

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสไดน้าน 3 เดือน 
หมายเหตุ: α-MEM ท่ีมีส่วนประกอบของแอล-กลูตามีน ซ่ึงมี Half life เพียง 1 เดือน ถา้ใชไ้ม่ หมด

ตอ้งเติมแอล-กลูตามีน 2 มิลลิโมลาร์ทุกเดือน 
 

การเตรียมฟอสเฟตบัพเฟอร์ซาลนี (1X) 
 

1) ละลายสารต่าง ๆ  เหล่าน้ีในน ้ากลัน่ ไดแ้ก่ 
- โซเดียมคลอไรด ์(NaCl)     8.00 กรัม 
- โพแทสเซียมคลอไรด ์(KCl)     0.20 กรัม 
- ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)   1.44 กรัม 
- โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  0.24 กรัม 

2) ปรับ pH ใหเ้ป็น 7.4 ดว้ยกรดไฮโดรคลอริก 1 นอร์มอล 
3) ปรับปริมาตรสุดทา้ยใหเ้ป็น 1 ลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ 
4) น าไปฆ่าเช้ือดว้ยการน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยแรงดนัไอน ้า (autoclave) 
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การเตรียม Supplement อืน่ ๆ 
 

Heat Inactivation Procedure  
1) น าซีรัมออกจากตูแ้ช่แข็งแลว้ทิ้งไวใ้ห้ละลายในตูเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส และ

ตอ้งท าการเขยา่ใหผ้สมเขา้กนัดีก่อนจะท าการ Heat inactivate 
2) ตั้งอุณหภูมิของน ้าในอ่างควบคุมอุณหภูมิ เท่ากบั 56 องศาเซลเซียส 
3) เม่ืออุณหภูมิถึงท่ีก าหนดไว ้ให้น าซีรัมลงแช่เป็นเวลา 30 นาที โดยน าออกมาเขยา่ทุก 10 

นาที 
4) เม่ือครบก าหนด ใหน้ ามาแช่ในน ้าแขง็ทนัทีเพื่อลดอุณหภูมิของซีรัม 
5) ปิเปตซีรัม 40 มิลลิลิตร ลงใน conical tube ปิดฝาให้แน่นและซีลดว้ยพาราฟิล์ม น าไป

เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

การเตรียมสารเคมอีืน่ ๆ 
 

1) แอล-กลูตามีน 
ให้ท าการปิเปตแอล-กลูตามีน 10 มิลลิลิตร ใส่ conical tube แลว้ซีลดว้ยพาราฟิล์ม เก็บไวท่ี้

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

2) เพนนิซิลนิ-สเตรปโตไมซิน (Penicilin-steptomycin)  

 ใหท้  าการปิเปตเพนนิซิลิน-สเตรปโตไมซิน 10 มิลลิลิตร ใส่ conical tube แลว้ซีลดว้ยพารา-
ฟิลม์ เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

 3) กรดอะมิโนไม่จ าเป็น (Non-essential amino acids) 
ให้ท าการปิเปตกรดอะมิโนไม่จ  าเป็น 10 มิลลิลิตรใส่ conical tube แลว้ซีลดว้ยพาราฟิล์ม 

เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
หมายเหตุ: สารเคมีทุกชนิดจะตอ้งระบุช่ือสาร, วนัท่ีเตรียม, วนัหมดอายุ, และช่ือผูเ้ตรียมให้

เรียบร้อย 
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น า้ยาเลีย้งเซลล์ 
 

ส่วนประกอบ 
- Alpha-Modified Eagle’s minimal essential 
- heat-inactivated fetal bovine serum 10% (v/v) 
- 2 มิลลิโมลาร์แอลกลูตามีน (1%v/v) 
- Non-essential amino acid 1% (v/v) 
- เจนตาไมซิน (50 มิลลิกรัม/ลิตร) 
- แอมโฟเทอริซิน บี (0.5 มิลลิกรัม/ลิตร) 
- HEPES buffer (15 มิลลิโมล/ลิตร) 
- โซเดียมไบคาร์บอเนต (44 มิลลิโมล/ลิตร) 

 

การแยกเซลล์เพาะเลีย้ง 
 

1) ใช ้pipette man และ serological pipette ขนาด 10 มิลลิลิตร ปิเปตเอาอาหารเก่าออกจาก
ภาชนะเพาะเล้ียง โดยกระท าในตูป้ลอดเช้ือ 
 2) ลา้งเซลล์ดว้ย PBS 2 มิลลิลิตร ส าหรับ Flask 25 ตารางเซนติเมตร และ 5 มิลลิลิตร 
ส าหรับ Flask 75 ตารางเซนติเมตร ในการเติม PBS ควรปิเปตลงดา้นขา้งภาชนะ เพื่อหลีกเล่ียงการ
ท าใหเ้ซลลไ์ดรั้บความเสียหายและหลุดออกไป แกวง่เบา ๆ ประมาณ 1 นาที และปิเปต PBS ทิ้ง เพื่อ
ก าจดัส่วนท่ีเหลือของซีรัมซ่ึงยบัย ั้งการท างานของ 0.25% trypsin/EDTA 
 3) เติม 0.25% trypsin/EDTA 1 มิลลิลิตร (Flask 25 ตารางเซนติเมตร) และ 5 มิลลิลิตร
ส าหรับ (Flask 75 ตารางเซนติเมตร) กลบัดา้นใหม้าท่วมอยูบ่นเซลลโ์ดยทัว่ถึงประมาณ 1 นาที  
 4) น าภาชนะเพาะเล้ียงเซลล์ไปบ่มในตูบ้่มเช้ือภายใตก้๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส โดยว่างภาชนะในแนวราบประมาณ 5 นาที ในระหว่างน้ีเซลล์จะกลมตวัและหลุด
ออกมาจากพื้นผวิ  
 5) เม่ือพบว่าเซลล์ส่วนใหญ่หลุดออกจากพื้นผิวแลว้ ให้เติมอาหารเล้ียงเซลล์ (Complete 
medium) ในอตัราส่วน 1:1 โดยเปรียบเทียบกบั0.25% trypsin/EDTA ท าการกระจายเซลล์ออกจาก
กนั โดยใชปิ้เปตดูดข้ึน-ลงเบา ๆ บนพื้นผวิท่ีเซลลเ์กาะ และตอ้งระวงัไม่ใหเ้กิดฟอง 
 6) น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 1100 rpm 5 นาที เซลลท่ี์ไดม้าควรแยกเป็นเซลลเ์ด่ียว ๆ อยา่งสม ่าเสมอ 
ทั้งน้ีจะท าใหก้ารนบัเป็นไปอยา่งถูกตอ้งแม่นย  า น าไปเพาะเล้ียงใหม่ไดเ้ซลลท่ี์เจริญดีและสม ่าเสมอ 
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 7) นบัจ านวนเซลลโ์ดยใช ้haematocytometer 
 8) แยกเซลลท่ี์ไดล้งใน การเพาะเล้ียงเซลล์ flask และน าไปเพาะเล้ียงในตูบ้่มเช้ือภายใตก้๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด ์ท่ี 37 องศาเซลเซียสคาร์บอนไดออกไซด ์5%  
 ความหนาแน่นของเซลล์ท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงตอนเร่ิมตน้ คือ 3x104 ถึง 5x104 เซลล์/ตาราง
เซนติเมตร อตัราส่วนในการ subculture คือ 1:6 - 1:8 เช่น หากเล้ียงเซลล์ใน T75 1 flask จะสามารถ
ขยายไดเ้พิ่มเป็น 6-8 flasks และตรวจสอบการลงเกาะของเซลลใ์นวนัรุ่งข้ึน 

 

การแช่แขง็เซลล์ 
 

วธีิการเตรียม 
1) ท าการ passage cell ตามขั้นตอนท่ีระบุไวข้า้งตน้ 
2) ท าการนบัจ านวนเซลลท่ี์ได ้
3) ค  านวณเซลล์ท่ีจะแช่แข็ง โดยจ านวนท่ีแช่แข็งใน 1 หลอด คือ 1.5x106 - 2.0x106เซลล์/

มิลลิลิตร 
 

น า้ยาส าหรับแช่แขง็เซลล์ไลน์ Caco-2 (60%α-MEM + 30%FBS + 10%DMSO) 
1) เตรียม DMSO โดยกรองดว้ยแผ่นกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร ใส่ลงใน conical tube 

ปลอดเช้ือ จากนั้นห่อฟอยดเ์ก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 
2) ผสมน ้ายาแช่แขง็เซลล ์โดยใชอ้ตัราส่วนดงัน้ี 

 -  30% αMEM (อีก 30% ท่ีเหลือผสมกบัเซลลไ์ว ้และแช่ไวใ้นน ้าแขง็) 
 -  30% FBS 
 -  10% DMSO 

3) ค่อย ๆ หยด ลงในหลอดน ้ ายาแช่แข็งท่ีเตรียมไดล้งในเซลล์ท่ีเตรียมไว ้ในระหว่างน้ีให้
เขยา่หลอดเบา ๆ เป็นระยะ เพื่อใหน้ ้ายาเขา้กนัดี 

4) ดูดใส่หลอด Cryovial แช่ในน ้ าแข็งแลว้น าไปเก็บท่ี -20 องศาเซลเซียสขา้มคืน จากนั้น
น าไปเก็บท่ี -80 องศาเซลเซียส หรือเก็บในไนโตรเจนเหลว 
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การละลายและน าเซลล์กลบัมาใช้ใหม่ (Thawing cell) 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
หมายเหตุ: ในช่วงแรกท่ีน าเซลล์มาละลายเพื่อเล้ียงเพิ่มจ านวน อาจต้องเพิ่ม %FBS เป็น 20% 

หลงัจากการแยกเซลลเ์พาะเล้ียงจึงค่อยปรับเป็น 10% เช่นเดิม 
 

หลงัจากละลาย ดูดเอาเซลลอ์อกจากหลอดแช่แขง็ 1 ml ผสมกบั 
น ้ายาเล้ียงเซลล ์2 มิลลิลิตร (10% FBS) ท าในตูป้ลอดเช้ือ 

ป่ันเซลลท่ี์ความเร็ว 1,100 นาน 3-5 นาที 

ดูดเอาของเหลวดา้นบนออก จะเหลือเซลลซ่ึ์งเป็นส่วนท่ีตกตะกอนไว ้

ใส่น ้ายาเล้ียงเซลลล์งไป 2 มิลลิลิตร ปิเปตข้ึนลงใหก้อ้นเซลลก์ระจาย 

ถ่าย cell suspension ลงใน cell culture flask ขนาด 25 cm2และเติมน ้ายาเล้ียงเซลล์
ลงไปอีก 3 มิลลิลิตร (ปริมาตรสุดทา้ย 5 มิลลิลิตร) 

น าเซลลไ์ปเล้ียงในตูอ้บ 37 องศาเซลเซียส, คาร์บอนไดออกไซด์ 5%  

อุ่นอ่างควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เม่ืออุณหภูมิถึงท่ีก าหนด ใหน้ า
เซลลท่ี์แช่แขง็ไวใ้น vial มาแช่น ้า โดยระวงัอยา่ใหร้ะดบัน ้ าถึงบริเวณฝาของ 

vial จากนั้นใชทิ้ชชูท่ีพน่ดว้ยแอลกอฮอลเ์ช็ดท าความสะอาด 
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การนับจ านวนเซลล์โดยวธิี Trypan blue exclusion 
 

 1) น า cell suspension ท่ีไดป้รับให้มี ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมในการนับใช้เซลล์ 100 
ไมโครลิตร และใช ้0.4% trypan blue ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัทิ้งไว ้ประมาณ 2 นาที
ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

2) ใส่สารละลายเซลล์ ท่ีมี trypan blue 1 หยดลงใน haemocytometer และนบัภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ 

3) นบัจ านวนเซลล์ท่ีไม่ติดสีและเซลล์ท่ีติดสีน ้ าเงินแยกกนัจ าเป็นตอ้งรีบนบัเซลล์ภายใน   
3-5 นาทีหลงัจากใส่ trypan blue (ถา้ทิ้งเซลลใ์น trypan blue เป็นเวลานานเซลลจ์ะติดสีน ้าเงินหมด)  

4) ค านวณ %เซลลท่ี์มีชีวติ จากสูตรดงัน้ี:     
 

% เซลลท่ี์มีชีวติ    =        จ  านวนเซลลท่ี์ติดสีน ้าเงิน x 100   
    จ  านวนเซลลท์ั้งหมด (ติดสี +ไม่ติดสี) 
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ภาคผนวก ค 
สารอาหารที่แนะน าให้บริโภคประจ าวนัส าหรับคนไทยอายุตั้งแต่ 6 ปีขึน้ไป
(THAI RECOMMENDED DAILY INTAKES-THAI: RDI) พ.ศ. 2541 
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บัญชีหมายเลข 3 

แนบท้ายประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที ่182) พ.ศ. 2541 
 
สารอาหารที่ แนะน า ใ ห้บ ริ โภคประจ าวันส าห รับคนไทยอา ยุตั้ ง แ ต่  6 ปีขึ้นไป  (THAI 
RECOMMENDED DAILY INTAKES-THAI: RDI) 

“มาตรการส าคญัในการด าเนินการปรับปรุงและส่งเสริมให้ประชาชนมีภาวะโภชนาการท่ีดี
สามารถด ารงสุขภาพอนามยัอย่างสมบูรณ์ คือ การวางแผนจดัการด้านอาหารบริโภค โดยมุ่งให้
ประชาชนส่วนรวมของประเทศไดรั้บอาหารบริโภคประจ าวนัซ่ึงประกอบดว้ยสารอาหารชนิดต่าง ๆ 
ท่ีมีคุณค่าทางโภชนาการอยา่งเหมาะสมและเพียงพอกบัความตอ้งการของร่างกาย ซ่ึงความตอ้งการ
อาหารและโภชนาการในระดบับุคคล กลุ่มบุคคล หรือชุมชน จะเปล่ียนแปลงและแตกต่างกนัเป็น
อย่างมาก เน่ืองจากปัจจยัแวดลอ้มและองค์ประกอบอ่ืน ๆ  ดงันั้นจึงมีความจ าเป็นท่ีประเทศต่าง ๆ 
จะตอ้งจดัให้มีแนวทางหรือหลกัการในการแนะน าอาหารบริโภคส าหรับประชาชนในประเทศของ
ตน ให้บริโภคอาหารมีคุณค่าสารอาหารชนิดต่าง ๆ ท่ีเหมาะสมกบัความตอ้งการด้านโภชนาการ
อยา่งแทจ้ริง” 

กรมอนามัยได้จัดท าข้อก าหนดสารอาหารท่ีควรได้รับประจ าว ันส าหรับคนไทย 
(Recommended Daily Dietary Allowances for Healthy Thais) ซ่ึงใชช่ื้อยอ่วา่ RDA ข้ึนเม่ือปี พ.ศ. 
2532 บญัชี RDA น้ีก าหนดสารอาหารท่ีควรไดรั้บประจ าวนัส าหรับคนไทยไว ้รวม 17 ชนิด โดย
แบ่งกลุ่มคนไทยเป็นกลุ่มใหญ่ 8 กลุ่มตามอายุและเพศ และเน่ืองจากความตอ้งการสารอาหารบาง
ชนิดแตกต่างกนัตามอายุ แต่ละกลุ่มจึงยงัมีการแบ่งเป็นกลุ่มย่อยตามระดบัอายุอีกดว้ย ขอ้ก าหนดน้ี
จึงจะเป็นประโยชน์อย่างยิ่งในการพฒันาสูตรผลิตภณัฑ์ เพื่อให้มีสารอาหารตามความต้องการ
ส าหรับแต่ละกลุ่มโดยเฉพาะ อยา่งไรก็ตามการจดัท าฉลากโภชนาการของผลิตภณัฑ์อาหารทัว่ ๆ ไป 
ก าหนดไวว้า่ตอ้งแสดงคุณค่าทางโภชนาการของอาหารนั้นโดยแจง้ชนิดและปริมาณของสารอาหาร
ท่ีมี รวมถึงให้แจง้ดว้ยว่าปริมาณสารอาหารท่ีมีนั้นมีอยู่เป็นสัดส่วนเท่าใดของปริมาณท่ีผูบ้ริโภค
ตอ้งการต่อวนั และเน่ืองจากผูบ้ริโภคในท่ีน้ี หมายถึง บุคคลทัว่ไปตั้งแต่เด็กถึงผูใ้หญ่ จึงจ าเป็น
จะตอ้งมีค่าความตอ้งการสารอาหารต่อวนัส าหรับบุคคลทัว่ไปน้ีเพียงค่าเดียวเป็นค่ากลาง เพื่อใช้
ส าหรับการค านวณและเปรียบเทียบ 

ส านกังานคณะกรรมการอาหารและยาจึงไดพ้ิจารณาจดัท าบญัชีสารอาหารท่ีแนะน าให้ควร
บริโภคประจ าวนัส าหรับคนไทย อายุตั้งแต่ 6 ปีข้ึนไป (Thai Recommended Daily Intakes-Thai 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



95 
 

 

 

 

 

RDI) น้ีข้ึน เพื่อวตัถุประสงคห์ลกัในการเป็นค่าอา้งอิงส าหรับค านวณในแสดงคุณค่าทางโภชนาการ
บนฉลากของอาหาร อยา่งไรก็ตามค่า Thai RDI ซ่ึงเป็นค่ากลางส าหรับคนไทยทัว่ไปนั้นสามารถ
น าไปใช้ในการพฒันาสูตรอาหาร ใชเ้ป็นเกณฑ์ส าหรับการก าหนดนโยบายทางโภชนาการกวา้ง ๆ 
ส าหรับบุคคลทัว่ไป  เช่น  การเติมสารอาหาร  หรือการประยุกตใ์ชอ่ื้น ๆ ไดต้ามความเหมาะสมโดย
ตอ้งค านึงดว้ยวา่ขอ้ก าหนดน้ีใชส้ าหรับผูท่ี้มีสุขภาพปกติ (healthy) มิใช่ผูป่้วย เด็กทารก หญิงมีครรภ ์
หรือกลุ่มอ่ืน ๆ ซ่ึงมีความตอ้งการทางโภชนาการต่างไปจากกลุ่มบุคคลปกติ นอกจากนั้นการไดรั้บ
สารอาหารต่าง ๆ ตามท่ีก าหนดน้ีควรไดรั้บจากการบริโภคอาหารหลกั 5 หมู่เป็นส าคญั เน่ืองจากยงัมี
สารอาหารอ่ืน ๆ อีกมากในอาหารหลกัของเราท่ียงัไม่ได้รับการแยกออก และเป็นท่ีรู้จกัเป็นตวั-  
เด่ียว ๆ แต่ก็มีความส าคญัและจ าเป็นต่อระบบการท างานตามปกติของร่างกาย 

สารอาหารท่ีแนะน าให้บริโภคประจ าวนัส าหรับคนไทยอายุตั้งแต่ 6 ปีข้ึนไป (Thai RDI) 
จดัท าข้ึนโดยมีวตัถุประสงค์หลกัเพื่อใช้เป็นเกณฑ์ในการแสดงคุณค่าทางโภชนาการบนฉลากของ
อาหาร หรือท่ีเรียกว่า “ฉลากโภชนาการ” (Nutrition Labeling) โดยอาศยัขอ้มูลพื้นฐานจากค่า 
Recommended Daily Dietary Allowances for Healthy Thais (Thai RDA) โดยเลือกค่าสูงสุดจาก
ค่าท่ีแนะน าส าหรับคนอายุ 20-29 ปีทั้ง 2 เพศ, ค่า Daily Values (DV), Daily Reference Values 
(DRV), Reference Daily Intakes (RDI)  (หรือค่า US RDA เดิม) ซ่ึงก าหนดโดย United States Food 
and Drug Administration และ ค่า Nutrient Reference Values (NRV) จาก Codex โดยก าหนดให้ค่า
ความตอ้งการพลงังานวนัละ 2,000 กิโลแคลอรี ซ่ึงเป็นระดบัท่ีคนไทย (ผูใ้หญ่) ส่วนใหญ่ท่ีมีสภาวะ
ทางสุขภาพปกติตอ้งการ เป็นฐานหรือเป็นตวัเลขกลางในการค านวณ เพื่อวตัถุประสงคใ์นการแสดง
ฉลากโภชนาการเท่านั้น ทั้งน้ีความตอ้งการพลงังานท่ีแทจ้ริงต่อวนัของแต่ละบุคคลอาจน้อยหรือ
มากกวา่ 2,000 กิโลแคลอรีได ้ข้ึนอยูก่บัปัจจยัต่าง ๆ เช่น อายุ เพศ และความแตกต่างของระดบัการ
ใชพ้ลงังานทางกายภาพ (physical activity level) ของแต่ละบุคคล 

 
ล าดับที ่
(No.) 

สารอาหาร 
(Nutrient) 

ปริมาณทีแ่นะน าต่อวนั 
(Thai RDI) 

หน่วย 
(Unit) 

1. ไขมนัทั้งหมด (Total Fat) 65* กรัม (g) 
2. ไขมนัอ่ิมตวั (Saturated Fat) 20* กรัม (g) 
3. โคเลสเตอรอล (Cholesterol) 300 มิลลิกรัม (mg) 
4. โปรตีน (Protein) 50* กรัม (g) 

5. 
คาร์โบไฮเดรตทั้งหมด 
(Total Carbohydrate) 

300* กรัม (g) 
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ล าดับที ่
(No.) 

สารอาหาร 
(Nutrient) 

ปริมาณทีแ่นะน าต่อวนั 
(Thai RDI) 

หน่วย 
(Unit) 

6. ใยอาหาร (Dietary Fiber) 25 กรัม (g) 

7. วติามินเอ (Vitamin A) 800 
ไมโครกรัม อาร์ อี 

(µg RE) 
8. วติามินบี 1 (Thiamin) 1.5 มิลลิกรัม (mg) 
9. วติามินบี 2 (Riboflavin) 1.7 มิลลิกรัม (mg) 

10. ไนอะซิน (Niacin) 20 
มิลลิกรัม เอน็ อี 

(mg NE) 
11. วติามินบี 6 (Vitamin B6) 2 มิลลิกรัม (mg) 
12. โฟเลต (Folate) 200 ไมโครกรัม (µg) 
13. ไบโอติน (Biotin) 150 ไมโครกรัม (µg) 

14. 
กรดแพนโทธินิค (Pantothenic 
Acid) 

6 มิลลิกรัม (mg) 

15. วติามินบี 12 (Vitamin B12) 2 ไมโครกรัม (µg) 
16. วติามินซี (Vitamin C) 60 มิลลิกรัม (mg) 
17. วติามินดี (Vitamin D) 5 ไมโครกรัม (µg) 

18. วติามินอี (Vitamin E) 10 
มิลลิกรัม แอลฟา- 
ที อี (mg-TE) 

19. วติามินเค (Vitamin K) 80 ไมโครกรัม (µg) 
20. แคลเซียม (Calcium) 800 มิลลิกรัม (mg) 
21. ฟอสฟอรัส (Phosphorus) 800 มิลลิกรัม (mg) 
22. เหล็ก (Iron) 15 มิลลิกรัม (mg) 
23. ไอโอดีน (Iodine) 150 ไมโครกรัม (µg) 
24. แมกนีเซียม (Magnesium) 350 มิลลิกรัม (mg) 
25. สังกะสี (Zinc) 15 มิลลิกรัม (mg) 
26. ทองแดง (Copper) 2 มิลลิกรัม (mg) 
27. โพแทสเซียม (Potassium) 3,500 มิลลิกรัม (mg) 
28. โซเดียม (Sodium) 2,400 มิลลิกรัม (mg) 

 

 

 

 

 

 

 

 



97 
 

 

 

 

 

ล าดับที ่
(No.) 

สารอาหาร 
(Nutrient) 

ปริมาณทีแ่นะน าต่อวนั 
(Thai RDI) 

หน่วย 
(Unit) 

29. แมงกานีส (Manganese) 3.5 มิลลิกรัม (mg) 
30. ซีลีเนียม (Selenium) 70 ไมโครกรัม (µg) 
31. ฟลูออไรด ์(Fluoride) 2 มิลลิกรัม (mg) 
32. โมลิบดินมั (Molybdenum) 160 ไมโครกรัม (µg) 
33. โครเมียม (Chromium) 130 ไมโครกรัม (µg) 
34. คลอไรด ์(Chloride) 3,400 มิลลิกรัม (mg) 

* ปริมาณของไขมนัทั้งหมด ไขมนัอ่ิมตวั โปรตีน และคาร์โบไฮเดรต ท่ีแนะน าให้บริโภคต่อวนัคิด
จากการเปรียบเทียบพลงังานท่ีควรได้จากสารอาหารดงักล่าวเป็นร้อยละ 30, 10, 10 และ 60 
ตามล าดบัของพลงังานทั้งหมด หากพลงังานทั้งหมดท่ีควรไดรั้บต่อวนัเป็น 2,000 กิโลแคลอรี 
(ไขมนั 1 กรัมใหพ้ลงังาน 9 กิโลแคลอรี, โปรตีน 1 กรัมให้พลงังาน 4 กิโลแคลอรี, คาร์โบไฮเดรต  
1 กรัม  ใหพ้ลงังาน 4 กิโลแคลอรี) 

 
หมายเหตุ   1. ส าหรับน ้าตาลไม่ควรบริโภคเกินร้อยละ 10  ของพลงังานทั้งหมดท่ีไดรั้บต่อวนั  

2. ค  าอธิบายหน่วยของวิตามินเอ ไนอะซิน วติามินอี และวติามินดี 
2.1  วติามินเอ RE  = Retinol equivalent 

1 RE  = 1 µg retinol = 6 µg -carotene = 3.33 IU 
2.2  ไนอะซิน NE  = Niacin equivalent 

              1 NE  = 1 mg niacin = 60 mg tryptophan  
2.3  วติามินอี -TE  = -Tocopherol equivalent 

1 -TE  = 1 mg D--tocopherol = 1.5 IU 
2.4  วติามินดีมีหน่วยเป็น ไมโครกรัม โดยค านวณเป็น cholecalciferol   

1 µg  =  40  IU 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
ประวตัผู้ิเขยีน 

 
นางสาววรวลญัช์  ส ารวล เกิดเม่ือวนัท่ี 29 ธนัวาคม พ.ศ. 2529 ท่ีอ าเภอเมือง จงัหวดัอ่างทอง 

จบการศึกษาระดบัประถมศึกษาจากโรงเรียนวดับางสงบ (กองวารียว์ิทยานุสรณ์) จบการศึกษาระดบั
มธัยมศึกษาตอนตน้และตอนปลาย จากโรงเรียนอ่างทองปัทมโรจน์วิทยาคม และส าเร็จการศึกษา
ระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาเทคโนโลยีอาหาร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
จงัหวดันครราชสีมา ในปีการศึกษา 2552 และเขา้ศึกษาต่อในระดบัปริญญาโทหลกัสูตรปริญญา
วทิยาศาสตรมหาบณัฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีอาหาร มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี ในปีการศึกษา 
2552  
 

ประสบการณ์ท างาน/ฝึกอบรม  
- ปฏิบติังานโครงการสหกิจศึกษาในแผนกควบคุมคุณภาพ (Quality control) ณ บริษทั เอ็ม  
แอนด ์อาร์ แลบอราทอร่ี จ  ากดั จงัหวดัพระนครศรีอยธุยา (เมษายน-สิงหาคม 2552) 

- ผูช่้วยสอนวชิาเลือกสาขา “เทคโนโลยกีารหมกั”  (พ.ศ. 2553) 
- ผูช่้วยวิจยัโครงการ “ฤทธ์ิทางชีวภาพและคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีของถัว่เหลืองและถัว่ขาวท่ี
ผา่นการหมกั” ณ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี (พ.ศ. 2554-2556) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 


