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บทคดัยอ่: 
 งานวจิยัสนใจการคดัเลอืกแบคทเีรยีที7ผลติลแีวนซเูครสที7ทาํงานไดด้ ี จากนํNาและดนิ การโคลน, 
การหาลาํดบันิวคลโีอไทด ์และแสดงออกของยนีลแีวนซเูครสจากแบคทเีรยี Bacillus amyloliquefacien 
KK9 ถกูทดลอง นอกจากนีNการสงัเคราะหล์แีวนและฟรสุโตโอลโิกแซคคาไรด ์และการพสิจูน์เอกลกัษณ์ 
ของผลติภณัฑถ์กูดาํเนินการ ยนีลแีวนซเูครสแทรกอยูใ่นพลาสมดิ plsKK มขีนาด 1.5 kb เมื7อหาลาํดบั 
DNA ของในพลาสมดิ plsKK ที7มยีนีลแีวนซเูครสแทรกอยู ่พบยนี ขนาด 1,431 bp และโปรตนีมกีรดอะ
มโิน 477 ตวั และคา่  pI/molecular weightที7ไดจ้ากการคาํนาณ 7.13/53.4 kDa.  signal peptide 
sequence ที7ทาํนายม ี กรดอะมโิน 29 ตวัที7ปลายN-terminal ลาํดบักรดอะมโินของ LS มคีวาม
เหมอืนกนักบั levansucrase of Bacillus amyloliquefaciens XH7 ถงึ 94% เอนไซมถ์กูทาํใหบ้รสิทุธส์งู 
และมขีนาด 54  kDa โดยมอุีณหภมู ิและคา่ pH ที7เหมาะสมต่อการทาํงาน คอื 30ºC และ 6.0 ตามลาํดบั 
acceptor specificity ถกูอธบิาย โดยปฎกิริยิาการรบัถกูทาํโดยม ีซโูครสเป็นตวัให ้และม ีแซคคาไรด์
ชนิดต่างๆ เป็นตวัรบัหมูฟ่รกุโทส  LsKK สงัเคราะห ์ FOSs ชนิดต่างๆ จากตวัรบัหลายๆชนิด 
ประกอบดว้ย แลคโทส ทรฮีาโลส ไซโลส อนิโนซทิอล แมนนิทอล ไซลทิอล และราฟฟิโนส ซึ7งเป็น 
ตวัรบัที7ด ีนอกจากนีN ลแีวนที7ผลติไดจ้ากนํNาตาลซโูครสเป็นสารตั Nงตน้ โดยใชล้แีวนซเูครส ที7 30ºC ได ้ลี
แวนซึ7งมขีนาดโมเลกุล 11, 1000 และ 4700 kDa โดยมลีแีวนซึ7งมขีนาดโมเลกุลเลก็ (11 kDa) เป็น
ผลติภณัฑห์ลกั นอกจากนีNทาํการเเอนแคปซเูลชนัแอสตาแซนธนิดว้ยลแีวน โดยใชล้แีวนซเูครสเป็น
ตวัเรง่ปฏกิริยิา ศกึษาอทิธพิลของความเขม้ขน้ของเอทานอลและแอสตาแซนธนิ ต่อการเอนแคปซเูล
ชนัแอสตาแซนธนิ พบวา่ที7 10% Ethanol เอนไซมส์ามารถผลติอนุภาคนาโนลแีวนไดด้ ีประสทิธภิาพ
ของการเอนแคปซเูลชนัสารแอสตาแซนธนิ คอื 94%  อนุภาคนาโนลแีวน และ อนุภาคนาโนแอสตา
แซนธนิ-ลแีวน ม ีมขีนาดอนุภาคประมาณ 90 nm และ 110 nm ตามลาํดบั  
 
คาํหลกั: ลแีวน ลแีวนซเูครส ฟรคุโคโอลโิกแซคคาไรด ์อนุภาคนาโน Bacillus amyloliquefaciens 
 
 
 
 



Abstract 
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Investigator : Asst. Dr. Kamontip Kuttiyawong 
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Abstract: 
 In this research, we focus on screening for high activity levansucrase from soil and water 
microorganism. Cloning, nucleotide sequencing and expression of microbial levansucrase gene 
and levansucrase characterization will be performed. Moreover, synthesis of levan and fructo-
oligosaccharides and products identification will be conducted.  Cloning, nucleotide sequencing 
and expression of Bacillus amyloliquefaciens KK9 levansucrase gene (ls) were carried out. The 
Levansucrase gene contained a plasmid with 1.5 kb inserted fragment, plsKK.  DNA sequencing 
analysis revealed that plsKK contained levansucrase gene with open reading frame of 1,431 
bp and encodes for a protein with 477 amino acid residue and theoretical pI/molecular weight 
of 7.13/53.4 kDa.  The predicted signal peptide sequence of 29 amino acids was found at N-
terminal. The amino acid sequence of LS exhibited over 94% homology to levansucrase of 
Bacillus amyloliquefaciens XH7. The recombinant enzyme was highly purified and an  apparent  
size  of  54  kDa with an optimum  temperature and pH of 30ºC and 6.0 were determined.  The 
acceptor specificity is also described.  The acceptor reactions were performed with sucrose as 
a donor substrate and various saccharides as fructosyl acceptors.  LsKK synthesized a variety 
of FOSs from various acceptors, with lactose, trehalose, xylose, inositol, manitol, xylitol and 
raffinose being the good fructosyl acceptors.  In addition, the levan was produced from sucrose-
based substrate by this enzyme at 30ºC has the levan with Mw of 11, 1000 and 4700 kDa, low 
Mw levan (11 kDa) as a major product.  Moreover, astaxanthin encapsulated-levan 
nanoparticles were prepared using levan produced by levansucrsae.  Effect of ethanol and 
asthaxanthin concentration were investigated.  Levansucrase was produce high nanolevan 
particles in 10% Ethanol.  The encapsulation capacity of the particles is 94%.  The size of levan 
nanoparticles and astaxanthin encapsulated-levan nanoparticles were 90 nm and 180 nm, 
respectively. 
 
Keyword: levan, levansucrase, fructooilgosaccharides, nanoparticle, Bacillus amyloliquefaciens 
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      บทสรปุผูบ้ริหาร 
 

บทนํา 
 

ที#มาและความสาํคญัของปัญหา-ทบทวนวรรณกรรม 
 
 ในปัจจุบนัความตอ้งการของผูบ้รโิภคเรื#องสขุภาพและอาหารที#ควบคุมแคลอรทีี#เพิ#มขึIนทาํให้
ส า ร ใ ห้ ค ว า ม ห ว า น ท า ง เ ลื อ ก เ ช่ น  palatinose1, 2 แ ล ะ oligosaccharides ช นิ ด ต่ า ง ๆ  ทั Iง 
isomaltooligosaccharides, oligosaccharides จากถั #วเหลอืง และfructooligosaccharides (FOSs) 3-

7ไดร้บัความสนใจมากขึIน และมคีวามสาํคญัเพิ#มขึIนเนื#องจากคณุสมบตัทิี#มากกวา่ความหวาน เชน่ ใช้
เป็นวสัดุประสานใน immediate-release drugs, ใช้เป็น controlled - release matrix m, ใช้เป็นสาร 
anti-HIV 9 และ anti-tumor 10, ใชเ้ป็น prebiotic 11, ใชเ้ป็นสารที#มคีอเลสเตอรอล (cholesterol) และ 
ไตรเอซลิกลเีซอรอล (triacylglycerol ) ตํ#าvw เป็นต้น โดยเฉพาะ ลแีวน (Levan) และ ลแีวน โอลโิก
แซคคาไรด ์(levan oligosaccharide) ซึ#งเป็น ฟรุกโทโอลโิกแซคคาไรด ์(fructooligosaccharides) ที#
ผลติจากนํIาตาลทรายได้รบัความสนใจเป็นพเิศษ เพราะนอกจากสมบตัทิี#กล่าวมาขา้งต้นแล้ว ยงั
สามารถที#จะขยายตลาดของนํIาตาลไดม้ากขึIน โดยอาศยัสมบตัต่ิางๆของ มาเป็นจุดขายได ้อกีทั Iงยงั
สามารถเพิ#มราคาของนํIาตาลทรายใหส้งูขึIนไดโ้ดยนํามาใชเ้ป็นวตัถุดบิในการผลติฟรุกโทโอลโิกแซค
คาไรดท์ี#มรีาคาสงูแทน และการผลติ ฟรุกโทโอลโิกแซคคาไรด ์ยงัไม่ซบัซอ้น ทําใหง้่ายต่อการผลติ
เชงิอุตสาหกรรม 
 นอกจากนีIจากปัญหาสิ#งแวดลอ้มซึ#งกลายเป็นปัญหาของโลกในปัจจุบนั ไดม้คีวามพยายาม
ทุกวถิทีางที#จะช่วยกนัรกัษาสิ#งแวดลอ้ม การเลอืกใชผ้ลติภณัฑช์วีภาพซึ#งไดจ้ากจุลนิทรยีช์นิดต่างๆ 
แทนการเลอืกใชผ้ลติภณัฑท์ี#ไดจ้ากการสงัเคราะหท์างเคมเีป็นทางเลอืกหนึ#งสําหรบัการช่วยรกัษา
สิ#งแวดลอ้ม เนื#องจากผลติภณัฑท์างเคมมีกัย่อยสลายไดย้าก จงึตกคา้งและเป็นสาเหตุใหเ้กดิมลพษิ
ต่อสิ#งแวดลอ้ม ในขณะที#ผลติภณัฑช์วีภาพมคีวามเป็นพษิตํ#า สามารถย่อยสลายไดด้ใีนธรรมชาต ิมี
ความเป็นมติรต่อสิ#งแวดลอ้ม โดยนักวทิยาศาสตร์ทั #วโลกใหค้วามสนใจกบัการคน้หาและผลติพอลิ
เมอรจ์ากธรรมชาตชินิดใหม่ ๆ ขึIนมา เพื#อทดแทนโพลเิมอรธ์รรมชาตชินิดเดมิ เช่น แป้ง เซลลูโลส 
และไคตนิ ซึ#งมขีอ้ดอ้ยที#สาํคญัคอื ไม่ละลายนํIา รวมถงึมคีวามหนืดสงูขึIน เมื#อมขีนาดโมเลกุลสงูขึIน 
สมบตัเิหล่านีIจะสง่ผลกระทบโดยตรงต่อกระบวนการผลติ รปู รส สมัผสั และกลิ#นของผลติภณัฑท์ี#ได ้
ทําให้ลีแวนซึ#งเป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติได้รบัความสนใจในการทําการศึกษาวิจยัมากขึIนเรื#อยๆ 
เนื#องจากลแีวนมลีกัษณะเดน่คอื ละลายนํIาไดด้ ีและเมื#อมขีนาดโมเลกุลสงูขึIนแลว้ความหนืดของพอลิ
เมอร์จะไม่เพิ#มขึIนมากนัก ลีแวนเป็น ฮอโมพอลิเมอร์ (homopolymer) ของฟรุกโทส โดยแต่ละ

โมเลกุลของฟรุกโทสสายหลกัเชื#อมกนัดว้ยพนัธะ b-(2,6) และสายกิ#งเชื#อมกนัดว้ยพนัธะ b-(2,1) โดย
พนัธะทั IงสองชนิดนีIถูกสรา้งจาก ลแีวนซูเครส (levansucrase) ตวัเดยีวกนั ในพชื รา และแบคทเีรยี
บางชนิดสามารถสงัเคราะหล์แีวนได ้โดยลแีวนจากพชื เชน่ กรามแินน เป็นโพลเิมอรท์ี#มมีวลโมเลกุล
ตํ#าเมื#อเทยีบกบัลแีวนจากรา และแบคทเีรยีซึ#งมขีนาดโมเลกุลได้มากถงึ v�� ดาลตนั ลแีวนได้ถูก
นํามาประยุกต์ใชใ้นหลายๆดา้น เพราะมคี่าใชจ้่ายในการผลติตํ#า เช่น ในอุตสาหกรรมอาหารใชเ้ป็น 
prebiotic11, dietary fiber v�-v� และเนื#องจากลแีวน สามารถละลายนํIาได ้และมคีวามหนืด ลแีวนจงึ
สามารถใช้แทน xanthan gum, pullulan และ mannan ที#ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารได้ ส่วนใน
อุตสาหกรรมเครื#องสําอางใชเ้ป็น moisturizing gradient v�-v� ในอุตสาหกรรมยา นําลแีวนที#มโีซ่กิ#ง
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และนํIาหนกัโมเลกุลตํ#า มาใชเ้ป็นวสัดุประสานใน immediate-release drugs ในขณะที#ลแีวนที#มโีซ่กิ#ง
และนํIาหนักโมเลกุลสงู ใชเ้ป็นcontrolled - release matrix m และใชเ้ป็น blood plasma extender 18-

v� ในทางการเกษตร ลแีวนชว่ยเรง่การเจรญิเตบิโต และการงอกของเมลด็ไดเ้ป็นอยา่งด2ี0 เป็นตน้  
แต่อย่างไรกต็ามการประยุกต์ใชล้แีวนยงัไม่แพร่หลายมากนัก  เนื#องจากขอ้จํากดัในดา้นการผลติ ลี
แวนโดยมากสกดัมาจากพชืซึ#งสามารถผลติได้ในปรมิาณน้อยจงึทําให้ลแีวนมรีาคาสูงจงึมคีวาม
พยายามที#จะผลติลแีวนโดยอาศยัปฏกิริยิาการหมกัของแบคทเีรยี  ปัจจุบนัพบแบคทเีรยีหลายชนิดที#
ผลิตลีแวนได้ โดยอาศัยการเร่งปฏิกิริยาร่วมกันของเอนไซม์ในกลุ่มไฮโดรเลส ไอโซเมอร์เรส 
(hydrolase isomerase) และโพลเิมอรเ์รส (polymerase) ไดแ้ก่  กลแูคนเนส (glucanase),  กลโูคไอ
โซเมอรเ์รส (glucoisomerase) และลแีวนซูเครส(levansucrase) โดยเอนไซมท์ี#ทําหน้าที#หลกัในการ
สรา้งลแีวนคอื ลแีวนซูเครส ซึ#งเป็นเอนไซมท์ี#สามารถสลายซูโครสใหก้ลายเป็นกลูโคสและฟรุกโทส 
จากนั Iนนําฟรุกโทสที#ไดไ้ปต่อกนัเป็นลแีวน ลแีวนซูเครสจาก  Zymomonas mobilis   เป็นตวัอย่าง
ของเอนไซมท์ี#ไดร้บัความสนใจในขณะนีI เนื#องจากมลีกัษณะเด่นหลายประการเช่น เร่งปฏกิริยิาได้
ตั Iงแต่อุณหภูม ิ�-��o C โดยม ีpH ที#เหมาะสมในการเร่งปฏกิริยิาตั Iงแต่ �-m ซึ#งจะเหน็ไดว้่าการเร่ง
ปฏกิริยิาไดท้ี#อุณหภูมแิละ pH ตํ#านีI ทาํใหใ้ชเ้อนไซมใ์นรปูเซลลแ์บคทเีรยีได ้โดยไมต่อ้งผา่นขั Iนตอน
การผลติเอนไซม ์และทําเอนไซมใ์หบ้รสิุทธิ � ซึ#งนับเป็นการลดค่าใชจ้่ายในการผลติลแีวน นอกจาก
เอนไซม์ชนิดนีIแล้ว ยงัมเีอนไซม์จากแบคทเีรยีบางชนิดที#กําลงัเป็นที#สนใจเช่นลีแวนซูเครสจาก 
Bacillus polymyxa และ Lactobacillus reuteri แต่อย่างไรก็ตามลแีวนซูเครสจากแบคทเีรยีทั Iงสาม
ชนิดยงัมขีอ้จํากดัคอื ใหป้รมิาณลแีวนน้อย โดย Bacillus polymyxa21, Lactobacillus reuteri22, และ 
Zymomonas mobilis w�   ใหล้แีวนเพยีง w�.�, 24.5, และ w� % ตามลําดบั ในทางทฤษฎกีารผลติลี
แวนจากซโูครสโดยเอนไซมช์นิดนีIจะใหผ้ลติภณัฑม์ากถงึ �� %(W/W)  
พอลเิมอร์ และโอลโิกเมอร์ชวีภาพเป็นผลติภณัฑ์ชวีภาพที#สนใจในงานวจิยันีI เนื#องจากผลติภณัฑ์
ชวีภาพสามารถผลติไดจ้ากจุลนิทรยีห์ลากหลายชนิด ทั Iงจากแบคทเีรยี ยสีต์ และรา โดยแบคทเีรยี
สามารถเจรญิเตบิโตไดง้า่ย เลีIยงงา่ย ตน้ทุนตํ#า สามารถผลติเอนไซมไ์ดใ้นปรมิาณมาก ในการวจิยันีI

เราใหค้วามสนใจลแีวนซึ#งเป็น homopolymer ของฟรกุโทสโดยสายหลกัเชื#อมกนัดว้ยพนัธะ β-(2, 6) 

และสายกิ#งเชื#อมกนัดว้ยพนัธะ β-(2, 1) ดงันั IนในงานวจิยันีIจงึมคีวามประสงคท์ี#จะคดัเลอืกแบคทเีรยี
ที#ผลิตลีแวนซูเครสที#ทํางานได้ดจีากดนิและนํIา, ทําการโคลนและแสดลออกของยนีลีแวนซูเครส 
รวมถึงศึกษาสมบัติของลีแวนซูเครส เพื#อผลิตลีแวน และฟรุกโทโอลิโกแซคคาไรด์ และนําไป
ประยกุตใ์ชป้ระโยชน์ทางดา้นต่างๆ ต่อไป 
ลแีวน  (Levan) 
  ลแีวนเป็นพอลเิมอรธ์รรมชาตใินกลุม่ของ fructans ซึ#งเกดิจากการรวมกนัเป็นสายของนํIาตาล
ฟรุกโทส โดยสายที#ส ั Iนที#สุดคือ �-kestose โดยลีแวนเกิดจากการจบัตัวรวมกันของมอนอเมอร์
ฟรกุโทส หลายๆ โมเลกุลเขา้ดว้ยกนัหรอืเรยีกวา่ พอลฟิรกุโทส (Polyfructose) ฟรกุโทสแต่ละหน่วย

ย่อยในสายหลกัเชื#อมกนัดว้ยพนัธะบตีา้-w,�-ไกลโคซดิกิ (β-2,6-glycosidic bond) สว่นในบรเิวณโซ่

กิ#งที#เชื#อมกบัสายหลกันั Iนฟรุกโทสทั Iงสองหน่วยเชื#อมกบัด้วยพนัธะบตี้า-w,v-ไกลโคซิดกิ(β-(2,1-
glycosidic bond) 24 แสดงดงัภาพที# 1 
 ลแีวนพบไดท้ั Iงในพชืและจุลนิทรยี ์โดยลแีวนจากพชืเกดิจากฟรุกโทสตั Iงแต่ v�-w�� หน่วย 
มกัมขีนาดเลก็กวา่ลแีวนจากจุลนิทรยีซ์ึ#งอาจเกดิจากฟรกุโทส ��-���� หน่วย ลแีวนจากจลุนิทรยีน์ั Iน
มกัจะถูกสรา้งในรูปเอก็โซพอลแิซคคารไ์รด์ (exopolysaccharide) โดยการเร่งปฏกิริยิาของลแีวนซู
เครส  
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ภาพที6  1  โครงสรา้งโมเลกุลของลแีวน 
 
 
การผลติลแีวนจากจุลนิทรยี์นั Iนอาศยัปฏกิริยิา transfructosylation โดยการทํางานของลแีวนซูเครส 
โดยใชนํ้Iาตาลซโูครสเป็นสารตั Iงตน้ซึ#งลแีวนจะถกูสงัเคราะหจ์ากซโูครสที#ผนงัดา้นนอกของแบคทเีรยี 
การนําไปใชป้ระโยชน์ (Application of Levan)  
ลแีวนมลีกัษณะเป็นสารเมอืกที#มบีทบาทเกี#ยวกบัระบบ Symbiosis ระบบ phytopathogenesis และ
ระบบการป้องกนัในสภาวะที#เยน็หรอืแลง้ นอกจากนั Iนยงัเป็นแหลง่อาหารสะสม ในแบคทเีรยีที#ก่อโรค
ต่อพชื ลแีวนจะชว่ยเพิ#มความแขง็แกรง่ของแบคทเีรยีและทาํหน้าที#เป็นสารต่อตา้นฤทธิ �ของสารที#พชื
ใชใ้นการป้องกนัการบุกรุก นอกจากนีIยงัมกีารรายงานอกีว่าลแีวนช่วยต่อตา้นมะเรง็ชนิด sarcoma 
180 25 โดยสมบตันีิIจะขึIนอยู่กบัขนาดโมเลกุลของลแีวนดว้ยw�  ลแีวนซึ#งเป็น Homopolysaccharide 
สามารถประยกุตใ์ชใ้นพวกอาหาร เครื#องสาํอาง เภสชักรรม อุตสาหกรรมเคม ีและนําไปใชก้บัอาหาร
หรอืใส่เพิ#มในอาหาร ทําใหผ้วิหนังชุ่มชืIน ใชเ้ป็นสารช่วยลดแรงตงึผวิ เป็นส่วนผสมในเครื#องสาํอาง
โดย acetylated levans จะใชเ้ป็นรเีอเจนต์ตา้น AIDS ในอนาคต 27 โดยปกตสิามารถพบลแีวนไดใ้น
ธรรมชาติ  ส่ วนใหญ่พบในพืช  และ จุลินทรีย์บางชนิด เช่น  Gluconoacetobacter xylinus, 
Microbacterium laevaniformans, Rahnella aguatilis แ ล ะ  Zymomonas mobilis28 Pseudomonas 
fluorescens, Bacillus subtilis NRC1aza, Bacillus sp.ซึ#งสรา้งลแีวนเพื#อป้องกนัตวัเอง โดยลกัษณะ
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ของลีแวนเป็นเมือกแผ่นฟิล์มบางๆ โปร่งใส เมื#อแห้งแล้วสามารถอยู่ในรูปของเกล็ดหรือผง 
ความสามารถละลายนํIาค่อนขา้งตํ#าจะมบีางส่วนที#แขวนลอยอยู่ ดงันั Iนจะตอ้งนําไปละลายในนํIาเป็น
เวลานาน ลแีวนไมล่ะลาย หรอืสลายตวัในนํIามนั แต่สามารถละลายไดใ้น DMSO ลแีวนเป็นพอลเิมอร์
ที#ไมม่พีษิ ไมมกีลิ#น ไมม่รีสชาต ิและไมเ่ป็นอนัตรายต่อรา่งกาย29 
 ในปัจจุบนัมกีารศึกษาลีแวนเพื#อนํามาใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ โดยเฉพาะในด้านอาหาร 
เนื#องจากไม่เป็นอนัตรายต่อร่างกาย สามารถเติมลงไปเพื#อเพิ#มเส้นใยในอาหาร เป็นผลติภณัฑ์ลด
นํIาหนกัเพราะมใียอาหารสงู และมกีารนําไปใชใ้นอุตสาหกรรมเครื#องสาํอาง ซึ#งมรีายงานว่าลแีวนนั Iนมี
คุณสมบตัใินการซมึผา่นเนืIอเยื#อไดด้เีนื#องจากเป็นไขมนัที#ไมม่ขี ั Iว และยงันํามาเป็นสว่นผสมในเลอืดผง
เพื#อเพิ#มความหนืด และไม่ใหเ้ลอืดแตกตวั29 นอกจากนีIยงัมกีารนํามาใชใ้นทางดา้นเภสชัศาสตร ์เพื#อ
นํามาใชผ้ลติเป็นยาเพื#อต่อตา้น และยบัยั Iงการเสี#ยงต่อการเป็นเนืIอรา้ย 
ลแีวนที#ผลติไดจ้าก Zymomonas mobilis พบวา่มชีนิด ZAP และCP4 มคีวามสามารถในการต่อตา้น
มะเรง็ชนิด sarcoma 180 และ Ehrlich carcinoma ในหนูทดลอง นอกจากนีIลแีวนที#ไดจ้าก Bacillus 
subtilis NRC1aza ไดผ้ลผลติออกมา 2 ชนิดคอื L1 และ L2 ซึ#งมนํีIาหนกัโมเลกุลที#แตกต่างกนั 85.23 
kDa และ 31.95 kDa  ตามลําดบั ไดท้ําการศกึษาผลของพืIนที#ผวิต่อการออกฤทธิ �ต่อตา้นเชืIอมะเรง็
ตบัชนิด HepG2 พบวา่ L1 มคีณุสมบตัใินการตา้นเชืIอดกีวา่ L230 
ลแีวนที#ผลติไดจ้ากเชืIอ Bacillus sp. เป็นสารละลายที#มคี่าความหนืดที#แทจ้รงิเท่ากบั 0.14 dL/g ซึ#ง
ไดนํ้ามาใชป้ระโยชน์ดา้นอาหาร และกาว32 และนอกจากนีIมงีานวจิยัที#ไดศ้กึษาถงึคุณสมบตัขิองลี
แวนที#ไดจ้ากเชืIอ Bacillus sp. นํามาผสมเขา้กบักลเีซอรอล ซึ#งสามารถผลติเป็นฟิลม์ที#มคีณุสมบตัทิน
ความรอ้นคลา้ยแกว้ การสรา้งลแีวนใหเ้ป็นวสัดุนาโน หรอืการนําลแีวนมาเป็นตวัที#ทาํหน้าที#เป็นฟิลม์
ห่อหุม้สารที#เราสนใจเรยีกกระบวนการนีIว่า encapsulation พวกสารแอนตอิอกซเิดนซ์ หรอืสารให้
กลิ#น เป็นตน้ 
 ลีแวนได้นํามาศึกษาประสิทธิภาพในการสร้างภูมิคุ้มกันที#มีผลต่อการผลิตลีแวนของ 
Cyprinus carpio juveniles โดยไดแ้บ่งกลุ่มประชากรปลาคารป์เป็น 5 กลุ่มโดยการใหป้ลากนิลแีวน
เข้าไปในปริมาณที#ต่างกนัดงันีI (T1) 0.1% levan  (T2) 0.2% levan  (T3) 0.5% levan  (T4) 1.0% 
levan และ กลุ่มควบคลุมผลที#ได ้เมื#อปลาคารป์ไดร้บัเชืIอ Aeromonas hydrophila สามราถตา้นเชืIอ
ไดสู้งถงึ 100% ดงัจะเหน็ไดว้่าโฮโมพอลเิมอรล์แีวนนั Iนมปีระโยชน์มากมาย โดยจะดูจากการนํามา
ประยุกต์ใช้ในแวดวงต่างๆ จึงทําให้มคีนสนใจศึกษาคุณสมบตัิและการสงัเคราะห์ลีแวน และใน
ทางการผลติจะสนใจในสว่นของการเพิ#มหรอืหาสภาวะที#เหมาะสมในการผลติ จากการศกึษาแหล่งที#
พบของลแีวนมทีั Iงในพชื และสิ#งมชีวีติอย่าง เช่น พวกจุลนิทรยี์บางชนิด ปัจจุบนัไดม้กีารศกึษากา
ผลิตลีแวนที# เ กิดจาการทํ า งานของ เอนไซม์ลีแวนซู เครสในพวกจุริทรีย์  เช่น  Bacillus 
amyloliquefaciens การประยกุตใ์ชล้แีวนในดา้นต่างๆ แสดงดงัตารางที# v 
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ตารางที6 ; แสดงการประยกุตใ์ชล้แีวนในดา้นต่างๆ 
 
Application  Usage Reference 
Industrial  Provide viscosity  

Holding capacity for water and 
chemicals  
Selective plugging agent  

Shih et al.28 
Ramsay29  
Gabitto et al.30 

Medical/Pharmaceutical 
 

Blood plasma extender  
Hypocholesterolemic agent  
Modification of cell membrane (tumor 
cells)  
Tablet binder  

Shih et al.28and Kirk31 
Ben Ammar32 
Shih et al.28and Ahmed33 
Ben Ammar32, Shih et 
al.28 and Ahmed33 

Foods 
 

Add sweetness to foods  
Fillers  
Bulking agent  
Subtitue for gum arabic  

Han34, Shih et al.28and 
Ahmed33 
Kirk31 
Kirk31 
Kirk31 

Others 
 

Emulsifier  
Formulation aid  
Stabilizer and thickener  
Surface-finishing agent  
Encapsulating agent  
Carrier for flavour and fragrances  
Cosmetic  

Shih et al.28 
Shih et al.28 
Shih et al.28 
Shih et al.28 
Shih et al.28 
Shih et al.28 
Ben Ammar 32 
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ลแีวนซเูครส (Levansucrase) 
ลแีวนซูเครสจดัอยูใ่นกลุ่ม Glycosyltransferases ชื#อในระบบของเอนไซมนี์I คอื Sucrose: 2, 6-beta-
D-fructan 6-beta-D-fructosyltransferase (EC 2.4.1.10)  ชื#ออื#นที#ใชเ้รยีกตามประโยชน์คอื Sucrose 
6-fructosyltransferase,beta-2, 6-fructosyltransferase แ ล ะ  beta-2, 6-fructan:D-glucose1-
fructosyltransferase โดยเอนไซมนี์Iมสีว่นร่วมในแป้งและกระบวนการเผาผลาญนํIาตาลที#ไดจ้ากออ้ย
หรอืหวับทีหรอือื#นๆ และระบบ two-component ทั #วไป 32 ลแีวนซูเครสนีIไดจ้ากแบคทเีรยีสายพนัธุ์
ต่างๆทั Iงชนิดแกรมบวกและแกรมลบ แสดงดงัตารางที# 2 
 ลแีวนถูกสงัเคราะหจ์ากลแีวนซูเครส โดยใชนํ้Iาตาลเป็นสารตั Iงตน้เพยีงอย่างเดยีว สิ#งมชีวีติ
หลากหลายชนิดสามารถผลติลแีวนซูเครสได ้แต่สว่นใหญ่พบในแบคทเีรยีเชน่ Acetobacter xylinum 
48, Bacillus subtilis 45, Bacillus megaterium 50, Gluconacetobacter diazotrophicus 41, 
Lactobacillus reuteri52 , Leuconostoc mesenteroides53, Pseudomonas syringae pv. 
Phaseolicola 54, Rahnella aquatilis 55 and Zymomonas mobilis 56 
 เมื#อพจิารณาความคลา้ยคลงึกนัของลาํดบักรดอะมโินของลแีวนซเูครสที#ผลติไดจ้ากแบคทเีรยี 
สามารถแบง่ลแีวนซเูครสออกเป็นสองกลุม่ดว้ยกนั โดยกลุม่แรกคอื ลแีวนซเูครส จากแบคทเีรยีแกรม
บวก ซึ#งมคีวามคลา้ยคลงึของลําดบักรดอะมโินค่อนขา้งสงู (> 50%) เมื#อเทยีบกบัลําดบักรดอะมโิน
ของกลุ่มที#สองซึ#งเป็น ลแีวนซูเครส จากแบคทเีรยีกแกรมลบ แต่ยงัพบความคลา้ยคลงึกนัของลําดบั
กรดอะมโินทั Iงสองกลุ่มอยู่บา้ง (<30%) 57 โดยส่วนใหญ่พบว่า สมบตัทิี#แตกต่างกนัของลแีวนซูเครส 
และลแีวนขึIนอยู่กบัแบคทเีรยีที#ผลติ แต่ยงัมคีุณสมบตับิางอย่างที#คลา้ยกนัระหว่างลแีวนซูเครสจาก
แหลง่ต่างๆเชน่ มกีารทาํงานสงูที# pH 5-6 และมเีสถยีรภาพที# pH 4-7, ลแีวนซเูครสไมส่ามารถทาํงาน
ไดเ้มื#อ คา่pHตํ#ากวา่ 3 และ คา่ pH มากกวา่ 9, ลแีวนที#มนํีIาหนกัโมเลกุลสงูจะถกูสงัเคราะหท์ี#อุณหภมูิ
ตํ#า มากกว่าที#อุณหภูมหิอ้งหรอืที#อุณหภูมสิูง ในทางตรงกนัขา้ม ลแีวนซูเครส สามารถไฮโดรลซิสิ
นํIาตาลไดต้ํ#ามาก ที#อุณหภมูติํ#า 58-59  
ในงานวจิยันีIมคีวามสนใจที#จะคดัเลอืกแบคทเีรยีที#ผลติลแีวนซูเครสที#ทํางานไดด้จีากดนิและนํIา, ทํา
การโคลน, หาลําดบันิวคลโีอไทด์ และการแสดงออกของยนีลแีวนซูเครส รวมถงึศกึษาสมบตัขิองลี
แวนซูเครส เพื#อผลติลแีวน และฟรุกโทโอลโิกแซคคาไรด์ และนําไปประยุกต์ใชป้ระโยชน์ทางดา้น
ต่างๆ ต่อไปในอนาคต 
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ตารางที6  2  จุลนิทรยีท์ี#สามารถผลติลแีวน 
Microorganism Reference 
Acetobacter acetigenum Loewenberg and Reese33 
Acetobacter pasteurianus Loewenberg and Reese33 
Actinomyces viscosus Pabst34 
Achromobacter sp. Han35 
Aerobacter aerogenes  Srinivasan and Quastel36 
Aerobacter levanicum  Evans and Hibbert37 
Arthrobacter ureafaciens  Han31 
Azotobacter chroococum  Hestrin and Goldblum38 
Bacillus asterosporus  Hestrin and Goldblum38 
Bacillus amyloliquefaciens  Han35 
Bacillus megaterium  Evans and Hibbert37 
Bacillus mesentericus  Han35 
Bacillus polymyxa  Han35 
Corynebacterium levaniformans  Han35 
Corynebacterium beticola  Han35 
Gluconobacter oxydans  Han35 
Leuconostoc mesenteroides  Han35 
Micbacterium laevaniformans  Han35 
Odontomyces viscosus  Han35 
Phytomonas pruni  Han35 
Pseudonomas aureofaciens  Fuchs41 
Pseudonomas chlororaphis  Fuchs41 
Pseudonomas fluorescens  Fuchs41 
Rothis dentocariosa  Han35 
Streptococcus sp.  Han35 
Streptocuccus salivarius  Fuchs41 
Xanthomonas sp.  Han35 
Zymomonas mobilis  Dawes, Ribbons and Rees42 
Yeast  Leowenberg and Reese33 
Aspergillus sydawi  Leowenberg and Reese33 
Aspergillus versicolor  Leowenberg and Reese33 
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หลกัการทาํงานของลแีวนซเูครส 
ลแีวนซูเครสเป็นเอนไซมใ์นกลุ่ม transferase ซึ#งเร่งปฏกิริยิาการยา้ย fructose จาก sucrose ไปยงั
ตวัรบัต่างๆ แสดงดงัภาพที# 2 โดยผลผลิตที#ได้คือ levan ซึ#งเป็น polymer ที#ประกอบไปด้วย D-

fructofuranosyl residues ที#สายหลกัเชื#อมกนัดว้ยพนัธะ β-(2, 6) และสายกิ#งเชื#อมกนัดว้ยพนัธะ β-
(2, 1) โดยพนัธะทั IงสองชนิดนีIถกูสรา้งจากลแีวนซเูครสตวัเดยีวกนั ซึ#งเรง่ปฏกิริยิาตามลาํดบัดงันีI  
1.  Polymerization reaction 
(Sucrose) n       (Glucose) n + Levan + Oligosaccharides 
2.  Hydrolysis reaction 
Sucrose + H2O      Fructose + Glucose 
(Levan) n + H2O      (Levan) n-1 + Fructose 
3.  Acceptor reaction 
Sucrose + Acceptor molecular         Fructosyl-acceptor + Glucose 
4.  Exchange reaction 
Sucrose + [14C] Glucose            Fructose-[14C] Glucose + Glucose 
5.  Disproportionation  reaction 
(Levan) m + (Levan) n           (Levan) m-a + (Levan) n+a 

 
ภาพที6  2  ปฏกิริยิาการสงัเคราะหล์แีวนจากซโูครสโดยลแีวนซเูครส 
  

®

®
®

®

®

®
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วตัถปุระสงคง์านวิจยั 
 

1. เพื#อคดัเลอืกแบคทเีรยีที#ผลติลแีวนซเูครสที#ทาํงานไดด้ ีจากนํIาและดนิ 
2. เพื#อระบุชนิดของแบคทเีรยีที#สามารถผลติลแีวนซเูครสโดยวธิกีารทดสอบชวีเคม ี(เอ พ ีไอ) และวธิี
เปรยีบเทยีบลาํดบัเบสของ v�S rRNA ได ้
3. เพื#อศกึษาสมบตัขิองลแีวนซเูครสและลแีวนที#ผลติไดจ้ากแบคทเีรยี 
�. ทําการโคลนและการแสดงออกของลแีวนซูเครสจากแบคทเีรยีที#คดัเลอืก เพื#อเพิ#มปรมิาณของลี
แวนซเูครส 
5. ศกึษาสมบตัขิองลแีวนซเูครสและลแีวนที#ผลติไดจ้ากยนีลแีวนซเูครส 
6. ศกึษาการหอ่หุม้สารแอสตาซานทนิดว้ยลอีนุภาคแวน เพื#อนําไปประยกุตใ์ชต่้อไป 
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ระเบียบวิธีวิจยั 
 

2.1. คดัเลอืกแบคทเีรยีที#ผลติลแีวนซเูครสที#ทาํงานไดด้ ีจากนํIาและดนิ 
 2.1.1 การเตรยีมตวัอยา่ง เกบ็ตวัอยา่งดนิและนํIา โดยแหล่งที#น่าจะมแีบคทเีรยีที#ผลติลแีวนซู
เครสอยู่ น่าจะเป็นบรเิวณที#มกีารทิIงนํIาตาล ซึ#งเป็นแหล่งอาหารที#สําคญัของแบคทเีรยี เช่น ดนิ
บรเิวณโรงงานนํIาตาล, ดนิบรเิวณที#หบีออ้ย, ดนิบรเิวณที#ทิIงกากนํIาตาล และนํIาทิIงจากโรงงานนํIาตาล 
เป็นตน้ 
 2.1.2 การเตรยีมอาหารเลีIยงเชืIอแบบแขง็และเหลว เตรยีมอาหารเลีIยงเชืIอที#ม ีSucrose เป็น 
Carbon Source 
การเตรียมอาหารเลีIยงเชืIอแบบแข็ง  ประกอบด้วย 0.05%Yeast extract, 0.1% (NH4)2SO4, 
0.03%MgSO4.7H2O, 0.6%KH2PO4, 2.5%NH2HPO4.12H2O, 10% Sucrose และ 1.5% agar ส่วน
การเตรียมอาหารเลีIยงเชืIอแบบเหลว ประกอบด้วย 0.05% Yeast extract, 0.1%(NH4)2SO4, 
0.03%MgSO4.7H2O, 0.6%KH2PO4, 2.5%NH2HPO4.12H2O และ 10% Sucrose จากนั Iนนําไปนึ#ง
ฆา่เชืIอที# 121ºC เป็นเวลา 15 นาท ี
 2.1.3 การเลีIยงเชืIอแบคทเีรยีโดยใชอ้าหารเลีIยงเชืIอแบบแขง็ 
นําตวัอย่างดนิ 1 g  ละลายนํIากลั #นที#ปลอดเชืIอ 1 mL  จากนั Iนนําไปปั #นเหวี#ยงด้วยความเร็วรอบ 
5,000 rpm เป็นเวลา 5 นาท ีจากนั Iนปิเปตต์นํIาตวัอย่าง 100 µL ลงบนอาหารเลีIยงแบบแขง็ จากนั Iน
นํา spreader เกลี#ยเชืIอใหท้ั #วจานเพาะเชืIอจนแหง้  นําไปบ่มที#อุณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 16 ชั #วโมง  จะ
ปรากฎโคโลนีขึIน 
 2.1.4 การคดัเลอืกเชืIอแบคทเีรยีที#ผลติ levansucrase 
ทาํการคดัเลอืกเชืIอแบคทเีรยีในอาหารเลีIยงเชืIอแบบแขง็ นําเชืIอไปเลีIยงในอาหารเลีIยงเชืIอแบบเหลว 
แลว้ทําการแยกเอนไซมแ์บบหยาบ (crude enzyme ) ออกจากเซลล์แบคทเีรยีที#ไดจ้ากอาหารเลีIยง
เชืIอแบบเหลวโดยทาํการปั #นเหวี#ยง จากนั Iนนําเอนไซมแ์บบหยาบไปวเิคราะหก์ารทาํงานของเอนไซม ์
และทํ าการวิ เ ค ราะห์ผลิตภัณฑ์ โดยวิธี โ ค รมา โทรกรา ฟีแบบแผ่น เคลือบ  (Thin Layer 
Chromatography, TLC) จากนั Iนนําผลติภณัฑท์ี#คาดวา่น่าจะเป็นลแีวนมายนืยนัผลดว้ยการวเิคราะห์
ผลติภณัฑโ์ดยวธิ ีHigh performance liquid chromatography (HPLC) 
 2.1.5 การวดัการทาํงานของเอนไซม ์(Levansucrase activity assay)  
สามารถวดัการทาํงานของเอนไซมโ์ดยวดัปรมิาณของกลูโคสที#ปล่อยออกมาจากการไฮโดรลซิสิซูโค
สด้วยวิธี DNS method 1 ปฏิกิริยาประกอบด้วย 0.25 mM sucrose ใน 50 mM sodium acetate 
buffer, pH 6.0 บ่มที# 37°C  กําหนดให้ v unit ของ levansucrase เท่ากับปริมาณของเอนไซม์ที#

สามารถปลอ่ย 1 μmol glucoseต่อนาท ี
 2.1.6 การวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์โดยวิธีโครมาโทรกราฟีแบบแผ่นเคลือบ (Thin Layer 
Chromatography, TLC) 
ทําการวเิคราะหโ์ดยใชแ้ผ่น  TLC  และใชต้วัทําละลาย (mobile phase)  คอื บวิทานอล : ไพรดินี : 
นํIา ในอตัราสว่น 8 : 1 : 1   ทาํการวเิคราะห ์3 ครั Iง จากนั Iนเป่าแผน่ TLC ใหแ้หง้ นําแผน่ TLC จุม่ใน 
developing solvent ที#ประกอบดว้ย กรดซลัฟิวรกิเขม้ขน้ : เอทานอล ในอตัราสว่น 9 : 1 เป่าใหแ้หง้ 
นําไปอบที#อุณหภมู ิ120 ºC เป็นเวลา 10 นาท ี
2.1.7 การวเิคราะหผ์ลติภณัฑโ์ดย High performance liquid chromatography (HPLC) 
การวเิคราะห ์HPLC มสีภาวะดงันีI 
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mobile phase: ultrapure water     flow rate: 0.5 mL/min 
detector: reflective index, อุณหภมูทิี# 40 ºC   runtime: 20 นาท ี 

column: sugar pak, อุณหภมูทิี# 85ºC, ขนาด 6.5×300 mm injective volume: 20 μL 
 
2.2 ทาํการระบุชนิดของแบคทเีรยีที#สามารถผลติลแีวนซเูครส 
 2.2.1 วธิกีารทดสอบชวีเคม ี(เอ พ ีไอ) 
 2.2.2 วธิเีปรยีบเทยีบลาํดบัเบสของ v�S rRNA 
 
2.3 ศกึษาสมบตัขิองลแีวนซเูครสและลแีวนที#ผลติไดจ้ากแบคทเีรยี 
 2.3.1 การผลติลแีวนซเูครส 
 เลีIยงแบคทเีรยีในอาหารเลีIยงเชืIอแบบเหลวที#มซีูโคสอยู่ ที#อุณหภูม ิ30-50 OC, เขย่า 250 
rpm เป็นเวลา 7 วนั โดยมกีารตรวจวดัการทํางานของเอนไซม์ทุกวนั โดยการวดัการทํางานของ
เอนไซม์ (Enzyme assay) สามารถวดัการทํางานของเอนไซม์ตามวธิี DNS โดยแบ่งการทดลอง
ออกเป็น 2 ชุด ชุดแรกเป็นชุดควบคุม โดยนําเอาเอนไซม ์50 ไมโครลติร ใส่ในหลอดทดลองทําการ
บ่มที#อุณหภมู ิ100 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 ชั #วโมง จากนั Iนเตมิ reaction mixture 450 ไมโครลติร 
ประกอบดว้ย 4% Sucrose ใน 1M citrate buffer pH 6.0 แลว้นําไปบ่มที#อุณหภมู ิ30 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 10 นาท ีแลว้เตมิ DNS reagent 500 ไมโครลติร นําไปใหค้วามรอ้นที#อุณหภูม ิ100 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ีทิIงใหเ้ยน็ที#อุณหภูมหิอ้ง จากนั IนเตมินํIากลั #น 4 มลิลติร แลว้นําไปวดัที#
ความยาวคลื#น 540 นาโนเมตร ชุดที#สอง ปิเปตเอนไซม ์50 ไมโครลติร ลงใน reaction mixture 450 
ไมโครลิตร ประกอบด้วย 4% Sucrose ใน 1M citrate buffer pH 6.0 แล้วนําไปบ่มที#อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ีแลว้เตมิ DNS reagent นําไปใหค้วามรอ้นที#อุณหภูม ิ100 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ีทิIงใหเ้ยน็ที#อุณหภูมหิอ้ง จากนั IนเตมินํIากลั #น 4 มลิลติร แลว้นําไปวดัที#
ความยาวคลื#น 540 นาโนเมตร จากนั Iนทําการคํานวณโดยเทยีบกบั Standard curve โดย 1U ของ
เอนไซม ์คอื ปรมิาณกลโูคสที#เกดิขึIน 1 ไมโครโมลต่อนาท ี  
 2.3.2 ศกึษาสมบตัขิองเอนไซมท์ี#ผลติไดจ้ากเชืIอแบคทเีรยี Bacillus liquefaciens  
  ศกึษา pH ที#เหมาะสมต่อการทํางานของเอนไซม์ โดยสารผสมของปฏกิริยิาประกอบด้วย 
เอนไซม,์ 4% sucrose และ buffer ซึ#งมทีั Iงหมด 3 ชนิด คอื Sodium citrate, Tris-HCl และ Glycine-
NaOH buffer โดยมกีารเปลี#ยนแปลง pH ของ buffer ในชว่ง pH เทา่กบั 3.0 – 10.0 ที#อุณหภมู ิ37ºC 
เป็นเวลา 10 นาท ี
ศกึษาอุณหภูมทิี#เหมาะสมต่อการทํางานของเอนไซม์ โดยสารผสมของปฏกิริยิาประกอบด้วย 4% 
sucrose, sodium citrate buffer และเอนไซม์ มกีารเปลี#ยนแปลงของช่วงอุณหภูมทิี# 30–80 C เป็น
เวลา 10 นาท ี
 
2.4 ทําการโคลน, การหาลําดบันิวคลโีอไทด์และการแสดงออกของยนีลแีวนซูเครสจากแบคทเีรยีที#
คดัเลอืก เพื#อเพิ#มปรมิาณของ ลแีวนซเูครส 
 2.4.1 การโคลน และหาลาํดบันิวคลโีอไทดข์องยนีลแีวนซเูครสจากแบคทเีรยีที#คดัเลอืก 
ทาํการสกดั Chromosomal DNA ของแบคทเีรยีโดยวธิขีอง Sambrook และคณะ 2 จากนั Iนจะทาํการ
โคลนโดยใช ้PCR amplification ซึ#งม ีDNA เป็นแม่แบบ และ DNA primer ของ ยนีลแีวนซูเครส ทาํ
การออกแบบโดยใชข้อ้มูลของ ยนีลแีวนซูเครสที#มอียู่ใน Genbank จากนั Iนจะนํา PCR product มา
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เชื#อมเขา้กบั pJET vector แลว้จงึ subcloned เขา้pET19b โดยจะนํา gene ที#ไดไ้ปหาลาํดบั นิวคลโีอ
ไทดเ์พื#อยนืยนัผลการทดลองต่อไป 
 2.4.2 การแสดงออกของลแีวนซูเครสจากแบคทเีรยีที#คดัเลอืก เพื#อเพิ#มปรมิาณของลแีวนซู
เครส  
 นําลวดเขี#ยเชืIอมาเขี#ย Bacillus amyloliquefaciens (pETLS) จากสต๊อกเกบ็เชืIอที#ไดจ้ากการ
เลีIยงบนอาหารเลีIยงเชืIอแบบแขง็ชนิด LB แลว้บ่มเชืIอต่อที#อุณหภมูหิอ้งเป็นเวลา 16 ชั #วโมง เพื#อเป็น
การทําใหเ้ชืIอบรสิุทธิ �ดว้ยเทคนิค Streak plate หลงัจากนั Iนเตรยีม Starter ทําไดโ้ดยนําอาหารเลีIยง
เชืIอแบบเหลวชนิด LB ปรมิาตร 12.5 มลิลติร ในขวดรปูชมพูป่รมิาตร 125 มลิลติร นํามาเตมิแอมพซิิ
ลนิ 100 ไมโครกรมัต่อมลิลติร หลงัจากนั Iนเลอืกเฉพาะโคโลนีเดี#ยวมาโดยใช ้loop เขี#ยเชืIอใส่ลงใน
อาหารเลีIยวเชืIอแบบเหลวชนิด LB นําไปเขยา่ดว้ยดว้ยความเรว็รอบ 250 รอบต่อนาท ีที#อุณหภมู ิ37 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 16 ชั #วโมง เพื#อเกบ็เป็น starter สาํหรบันําไปเลีIยงเชืIอผลติโปรตนี เตรยีม
อาหารเลีIยงเชืIอแบบเหลวชนิด LB 100 มลิลติร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มลิลติร 2 ชุด แลว้นํามา
เตมิแอมพซิลินิ 100 ไมโครกรมัต่อมลิลติร หลงัจากนั Iนปิเปตต์ Starter ที#เตรยีมไดล้งในอาหารเลีIยง
เชืIอ 1 มลิลติร แลว้นําไปบ่มเชืIอที#อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส พรอ้มเขยา่ 250 รอบต่อนาท ีจนกระทั #ง
วดัคา่ OD600 ใหไ้ดค้า่ในชว่ง 0.4-0.6  
 นําเชืIอที#มคี่า OD600 ในช่วง 0.4-0.6 มาแบ่งจากขวดรปูชมพู่ที#ม ี20% ของ LB เป็น 10% จะ
ได้ทั Iงหมด 4 ขวด หลงัจากนั Iนนํามาเติม IPTG ความเขม้ขน้ 0.1mM นําไปบ่มเชืIอที#อุณหภูม ิ16 
องศาเซลเซยีส พรอ้มเขย่า 250 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 16 ชั #วโมง แลว้นํามาปั #นเหวี#ยงที# 5,000 rpm 
นําตะกอนที#ได ้ละลายดว้ย 50 mM Citrate buffer pH 6.0 (1mL : 20mL ของอาหารเลีIยงเชืIอเริ#มตน้) 
แลว้นําไปโซนิเคตเป็นเวลา 30 นาท ีปฏบิตัเิชน่เดมิไปเรื#อยๆ จนกระทั #งสารละลายเปลี#ยนจากขุน่เป็น
ใส เมื#อไดส้ารละลายใสแลว้นํามาปั #นเหวี#ยงที# 10,000 rpm เป็นเวลา 15 นาท ีเกบ็สารละลาย เรยีก 
เอนไซมห์ยาบ (crude enzyme) ที# 4 องซาเซลเซยีส 
  2.4.3 การทาํบรสิทุธิ �ลแีวนซเูครส โดย ion exchange chromatography 
 ในส่วนของการทําบริสุทธิ �ลีแวนซูเครส นําเอนไซม์หยาบที#ได้มาผ่านคอลมัน์แบบ CM- 
TOYOPEARL-650M ที#มสีมบตัแิลกเปลี#ยนประจุบวก ดว้ยอตัราเรว็การไหล 0.8 - 1.0 mL/min ลา้ง
คอลมัน์เพื#อกําจดัโปรตีนที#ไม่ใช่เอนไซม์ลีแวนซูเครสและลีแวนซูเครสกลายด้วย �� mM citrate 
buffer pH �.� จนค่า absorbance ที# wm� nm เป็น � ชะคอลมัน์ดว้ย v�� mM และ v�� mM NaCl 
ใน citrate buffer pH �.� จนคา่ absorbance ที# wm� nm เป็น � โดยแยกเกบ็โปรตนีที#ถูกชะออกเป็น 
fraction จากนั Iนนําแต่ละ fraction ไปทดสอบการทํางานของเอนไซม์ (activity) ด้วย DNS method 
เกบ็ส่วนที#มกีารทํางานของเอนไซมม์า dialysis ดว้ย �� mM citrate buffer pH �.� เพื#อกําจดัเกลอื
ออก แลว้ทดสอบการทํางานของเอนไซมอ์กีครั Iง วดัปรมิาณโปรตนีดว้ย Bradford reagent เอนไซม์
บรสิุทธิ �ที#ได ้จะถูกนําไปวเิคราะหต่์อดว้ย SDS-PAGE จากนั Iนนําเอนไซมท์ี#ไดม้าศกึษาสมบตัขิองลี
แวนซเูครสและลแีวนที#ผลติไดจ้ากยนีลแีวนซเูครส 
 
2.5 ศกึษาสมบตัขิองลแีวนซเูครสและลแีวนที#ผลติไดจ้ากยนีลแีวนซเูครส 
 2.5.1 ศกึษาสภาวะที#เหมาะสมในการทาํงานของลแีวนซเูครส 
ศกึษา pH ที#เหมาะสมต่อการทํางานของเอนไซม ์โดยสารผสมของปฏกิริยิาประกอบดว้ย 0.1 Unit
ของเอนไซม์, 4% sucrose และ buffer ซึ#งมีทั Iงหมด 3 ชนิด คือ Sodium citrate, Tris-HCl และ 
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Glycine-NaOH buffer โดยมกีารเปลี#ยนแปลง pH ของ pH 3-12 Britton-Robinson buffer ในชว่ง pH 
เทา่กบั 3.0 – 10.0 ที#อุณหภมู ิ37ºC เป็นเวลา 10 นาท ี
ศกึษาอุณหภูมทิี#เหมาะสมต่อการทํางานของเอนไซม์ โดยสารผสมของปฏกิริยิาประกอบด้วย 0.1 
Unitของเอนไซม์, 4% sucrose, sodium citrate buffer และเอนไซม์ มีการเปลี#ยนแปลงของช่วง
อุณหภมูทิี# 30–80 C เป็นเวลา 10 นาท ี
 2.5.2 ศกึษา substrate specificity ของเอนไซม ์
ศกึษา transfructosylation โดยใช้ซูโครส เป็นตวัให้ฟรุกโทส (donor substrate) และนํIาตาลต่างๆ 
เป็นตวัรบั (acceptor substrate) โดย ปฏกิริยิา transfructosylation ประกอบไปดว้ย 1 u/mL ลแีวนซู
เครส บริสุทธ์ ใน 50 mM citrate buffer pH  6.0 บ่ม 30˚C เป็นเวลา 16 ชั #วโมง โดยมี 50 mM 
sucrose และ 500 mM saccharide ศกึษาชนิด ขนาด และปรมิาณของผลติภณัฑ์ที#ได้ด้วยเทคนิค 
TLC และ MS 
 2.5.3 ศกึษาจนลศาสตรข์องเอนไซม ์
ศึกษา จนลศาสตร์ของเอนไซม์บริสุทธิ � โดยใช้ซูโครส เป็นสารตั Iงต้น ตัวให้ฟรุกโทส (donor 
substrate) และนํIาตาลต่างๆ เป็นตวัรบั (acceptor substrate) โดย ปฏิกิรยิาประกอบไปด้วย 0.1 
u/mL ลแีวนซูเครสบรสิทุธแ์ละ 3.13 - 100 mM ซูโครส ในสภาวะที#เหมาะสมในการทาํงานของลแีวน
ซเูครส 
 
 
2.6 การศกึษาสมบตัขิองลแีวน  
 ลแีวนผลติโดยทําการบ่มลแีวนซูเครสบรสิุทธิ � และ 40%ซูโครสใน 50 mM sodium acetate 
buffer, pH 6 ที# 30˚C เป็นเวลา 24 ชั #วโมง จากนั Iนตกตะกอนดว้ย 96% ethanol ที#เยน็ (ปรมิาตรสอง
เท่าของปรมิาตรสาร) แลว้นําไปปั #นที# 10,000 rpm 10 นาท ีตะกอนที#ไดนํ้าไป dialysis ดว้ยนํIา แลว้
จงึนําไปทาํใหแ้หง้ดว้ยการ lyophilized แลว้จงึนําลแีวนที#ไดไ้ปวเิคราะหต่์อไป 
 2.6.1 การวเิคราะหล์แีวนที#ไดโ้ดย Nuclear magnetic resonance 
ลแีวนละลายใน D2O และ ทาํการวเิคราะหท์ี# 40 oC โดย NMRS-500 125 MHz สาํหรบั 13C และ 500 
MHz สําหรบั 1H Chemical shifts วดั โดยเทยีบกบั dimethylsilapentane-5-sulphonate (DSS) ซึ#ง
เป็น internal standard 
 2.6.2 การวิเคราะห์ขนาดของลีแวนที#ได้โดย High performance liquid chromatography 
(HPLC) 
การวเิคราะห ์HPLC มสีภาวะดงันีI 
 mobile phase: ultrapure water    flow rate: 0.5 mL/min 
 detector: reflective index ที# 23ºC   runtime: 30 นาท ี 

 column: Asahipak GF-510 HQ ขนาด 7.3x300 mm injective volume: 20 μL 
 
2.7 การเอนแคปซเูลชนั Astaxanthin ดว้ยลแีวนโดยใชล้แีวนซเูครส 
 2.7.1 การศึกษาอิทธิพลของความมีขั Iวของตัวทําละลายที#มีผลต่อการเอนแคปซูเลชัน 
Astaxanthin   
 ปิเปตต์ 4 % sucose 400 ไมโครลิตร ปิเปต 50 mM Citrate buffer pH 6 250 ไมโครลิตร 
จากนั IนปิเปตนํIากลั #น 4018 ไมโครลติร ปิเปต 50 % Ethanol 625 (จะได้ความเขม้ขน้สุดท้ายเป็น 
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10% Ethanol) ไมโครลติร เรยีกว่า reaction mixture ที#มปีรมิาตรรวม 4843 ไมโครลติร จากนั Iนบ่ม
สารผสมที#อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  15 นาท ี ปิเปตตเ์อมไซมล์แีวนซูเครส  ลงไป 157 
ไมโครลติร จากนั Iนทาํการเขยา่และควบคุมอุณหภูมทิี# 30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 ชั #วโมง ทาํการ
ทดลองตามข้อ (2.7.1) แต่เปลี#ยนเป็นปิเปตต์  50 % Ethanol 1250, 1875, 2500 และ  3125  
ไมโครลติร ซึ#งจะไดค้วามเขม้ขน้สดุทา้ยเป็น 20, 30, 40 และ 50% Ethanol ตามลาํดบั 
 2.7.2 การเอนแคปซเูลชนั Astaxanthin ดว้ยอนุภาคนาโนลแีวน  
ปิเปตต ์4 % sucose 40 ไมโครลติร ปิเปต 50 mM Citrate buffer pH 6 25 ไมโครลติร จากนั Iนปิเปต
นํIากลั #น 178 ไมโครลิตร ปิเปต 10% Ethanol 50 ไมโครลิตร ปิเปต Astaxanthin 50 ไมโครลิตร 
เรยีกวา่ reaction mixture ที#มปีรมิาตรรวม 343 ไมโครลติร  บ่มสารผสมที#อุณหภมู ิ30 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา  15 นาที ปิเปตต์เอมไซม์ลีแวนซูเครส ลงไป 157 ไมโครลิตร จากนั Iนทําการเขย่าและ
ควบคุมอุณหภูมทิี# 30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 ชั #วโมง หลงัจากนั Iนนําอนุภาคนาโนที#ได้มาเขา้
เครื#องปั #นเหวี#ยง ดว้ยความเรว็ 12,000 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 15 นาท ี
 
 2.7.3 วเิคราะหห์มูฟั่งกช์นั Astaxanthin  NanoLevan และ  Nanoastaxanthin 
 วเิคราะหห์มู่ฟังกช์นั Astaxanthin  NanoLevan และ  Nanoastaxanthin ดว้ยเครื#อง Fourier 
transform infrared spectroscopy (FT-IR)  ซึ# ง วัด เ ป็ นขอ ง เหลว   โ ดยมี  10% Ethanol เ ป็ น 
Blackgroud 
 2.7.4 ศกึษาสภาวะของการกระจายตวัอนุภาคนาโน 
 ศึกษาด้วยเครื#อง Transmission Eletron Microscopy (TEM) ทั Iงในส่วนที#เป็น supernate 
และ pelleted หลงัจากการเอนแคปซเูลชนัดว้ยอนุภาคนาโนลแีวน  
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ผลการวิจยั 
 

3.1 คดัเลอืกแบคทเีรยีที#ผลติลแีวนซเูครสที#ทาํงานไดด้ ีจากนํIา และดนิ 
 3.1.1 การเตรยีมตวัอยา่ง  
ตวัอยา่งที#ทาํการศกึษาเป็นดนิ และนํIาทิIงจากโรงงานนํIาตาล จงัหวดับุรรีมัย ์และจากดนิ และนํIาที#คาด
ว่าจะมเีชืIอแบคทเีรยีที#สามารถผลติเอนไซมล์แีวนซูเครสได ้ โดยพจิารณาจากแหล่งอาหารที#น่าจะมี
ซโูครสอยู ่ สามารถเตรยีมตวัอยา่งไดท้ั Iงหมด 17 ตวัอยา่ง จาก 9 แหลง่ 
 3.1.2 การศกึษาการเพาะเลีIยงเชืIอจากดนิ และนํIา โดยใชอ้าหารเลีIยงเชืIอแบบแขง็และแบบ
เหลวที#มซีโูครส เป็นแหลง่ของคารบ์อน  
เมื#อปิเปตตต์วัอยา่ง 100 µL ลงบนอาหารเลีIยงเชืIอแบบแขง็ เกลี#ยเชืIอใหท้ั #วจนแหง้ จากนั Iนนําไปบม่ที#
อุณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 16 ชั #วโมง จะปรากฏโคโลนีขึIน โดยกระจายตวัอยู่ทั #วทั IงอาหารเลีIยงเชืIอแบบ
แขง็ จากการศกึษาพบจาํนวนเชืIอทั Iงหมด 291 เชืIอ 
 3.1.3 การวเิคราะหผ์ลติภณัฑท์ี#ไดจ้ากการทํางานของเอนไซมแ์บบหยาบโดยใชซู้โครสเป็น
สารตั Iงตน้ ดว้ยวธิ ีโครมาโทรกราฟี แบบแผน่เคลอืบ (Thin Layer Chromatography, TLC) 
จากการทดลองทําการวิเคราะห์ส่วนประกอบของนํIาตาลและพอลิเมอร์ที#ได้จากการทํางานของ
เอนไซม์แบบหยาบโดยใชซู้โครสเป็นสารตั Iงต้น ดว้ยวธิ ีTLC ตวัอย่างแสดงดงัภาพที# 3 และ 4 ซึ#ง
พบวา่การทาํงานเอนไซมแ์บบหยาบที#ไดจ้ากเชืIอ B1, B2, B5, B6, B8, F1, BS, H7 และH9  สามารถ
ย่อยซูโครส โดยสงัเกตพบปรมิาณของซูโครสที#ลดลงเมื#อเปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม  และมปีรมิาณ
ของนํIาตาลฟรกุโตส และนํIาตาลกลโูคสเพิ#มมากขึIน นอกจากนีIยงัพบวา่ปรมิาณของนํIาตาลฟรกุโตส มี
น้อยกว่านํIาตาลกลูโคส ซึ#งนํIาตาลฟรุกโตสที#หายไปอาจจะนําไปสรา้งเป็นพอลเิมอร ์ซึ#งเหน็เป็นจุด
เขม้ขึIนบรเิวณใกลจุ้ดเริ#มตน้ของสารตวัอยา่ง (spot) ของแผน่ TLC  คาดวา่อาจจะเป็นเอนไซมล์แีวน
ซู จากนั IนนําเชืIอจากสตอ็กเชืIอมาทาํใหเ้ชืIอบรสิทุธิ �ดว้ยเทคนิค streak plate  ตวัอยา่งเชืIอดงัแสดงใน
ภาพที# 5 - 7  นําผลติภณัฑท์ี#คาดว่าน่าจะเป็นลแีวนมายนืยนัผลดว้ยการวเิคราะหผ์ลติภณัฑโ์ดยวธิ ี
High performance liquid chromatography (HPLC) ต่อไป 
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ภาพที6 3  การวเิคราะห์ผลติภณัฑ์ที#ได้จากการวดัการทํางานของเอนไซม์ แบบหยาบที#ได้จากเชืIอ 
B1-B5, I6, B7 และB8  
กาํหนดให ้
S = Sucrose standard                   G = Glucose standard            F = Fructose standard      
c = Inactivited enzyme ใชเ้ป็นตวัควบคมุการทดลอง                     a = Activited enzyme 
 
 

 
 
ภาพที6 4 การวเิคราะหผ์ลติภณัฑท์ี#ไดจ้ากการวดัการทาํงานของเอนไซม ์แบบหยาบที#ไดจ้ากเชืIอ F1-
F5, H6, H7 และH9   
S = Sucrose standard                   G = Glucose standard               F = Fructose standard             
c = Inactivited enzyme ใชเ้ป็นตวัควบคมุการทดลอง                           a = Activited enzyme 
 
 
 
 
 
 

S      G     F        F1          F2          F3          F4          F5          H6        H7          H9  
 
           

c     a     c     a      c     a     c     a     c     a     c     a    c     a     c     a 
           

c     a      c     a      c     a     c      a     c     a     c      a     c     a      c     a 
           S      G     F        B1          B2          B3          B4          B5          B6         B7          B8  
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ภาพที6 5  เชืIอแบคทเีรยี B1ที#คดัเลอืกได ้ ซึ#งน่าจะสามารถผลติลแีวนซเูครสได ้ 
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ภาพที6 6  เชืIอแบคทเีรยี I6(B6) ที#คดัเลอืกได ้ ซึ#งน่าจะสามารถผลติลแีวนซเูครสได ้
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ภาพที6 7  เชืIอแบคทเีรยี H6(BS) ที#คดัเลอืกได ้ซึ#งน่าจะสามารถผลติลแีวนซเูครสได ้
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 3.1.6 การวเิคราะหผ์ลติภณัฑโ์ดย High performance liquid chromatography (HPLC) 
นํา reaction mixer ของตวัอย่าง B1 มาทําการวเิคราะห ์HPLC เพื#อยนืยนัผลจากการวเิคราะหด์ว้ย 
TLC โดยม ีsucrose, glucose, fructose เป็นสารมาตรฐาน ซึ#งผล HPLC chromatogram แสดงดงั
ภาพที# 8 และ 9 จาก HPLC chromatogram พบว่า ปรมิาณฟรกัโตสสุทธขิองตวัอย่างเมื#อมกีารหกั
ลบปรมิาณฟรุกโตสของชุดควบคุมออกแลว้ มปีรมิาณน้อยกวา่ปรมิาณกลโูคสสทุธขิองตวัอยา่งเมื#อมี
การหกัลบปรมิาณกลโูคสของชุดควบคุมออกแลว้ แสดงวา่ปรมิาณฟรกัโตสบางสว่นหายไป ซึ#งแสดง
ว่าฟรุกโทสที#หายไปนั Iนมเีอนไซม ์levansucrase นําในการสรา้ง levan ดงันั Iนตวัอย่าง B1 จงึมกีาร
ผลติ Levansucrase 
 

(A)  

(B)  

(C)  
ภาพที6 8 HPLC chromatogram ของสารมาตรฐาน ซึ#งไดแ้ก่ sucrose(A), glucose(B), fructose(C) 
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(A)

 
(B)

 
 
ภาพที6 9 HPLC chromatogram ของตวัอยา่ง B1 
(A) = HPLC chromatogramของตวัอยา่ง B1ที#เป็นตวัควบคมุ 
(B) = HPLC chromatogramของตวัอยา่ง B 
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3.2 ทาํการระบุชนิดของแบคทเีรยีที#สามารถผลติลแีวนซเูครส 
 3.2.1 วธิกีารทดสอบชวีเคม ี(เอ พ ีไอ) โดยสง่แบคทเีรยีที#คดัเลอืกได ้3 สายพนัธุ ์ที#มแีอคทวีิ
ตีของลีแวนซูเครสสูงคือ B1, B6 และ BS ไปวิเคราะห์ที#ฝ่ายวิทยาศาสตร์ชีวภาพ สถาบันวิจัย
วทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย ซึ#งผลการจดัจาํแนกชนิดแบคทเีรยีจาํนวน 3 สายพนัธุ ์
พบวา่ 
B1: Bacillus subtilis/amyloliquefaciens   99.8%ID 
B6: Bacillus subtilis/amyloliquefaciens   94.7%ID  
BS: Bacillus subtilis/amyloliquefaciens   96.1%ID 
(รายละเอยีดดงัตารางแนบในภาคผนวก) 
 3.2.2 วธิเีปรยีบเทยีบลาํดบัเบสของ v�S rRNA  
เนื#องจากการศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยาและสมบัติทางชีวเคมีไม่สามารถระบุสปีชีส์ของ
แบคทเีรยีที#แยกได ้ผูว้จิยัจงึตอ้งการยนืยนัผลอกีครั Iงโดยเลอืกใชก้ารเปรยีบเทยีบลาํดบัเบสของยนีซึ#ง
มกีารอนุรกัษ์สงู ทาํการทดลองเพื#อเพิ#มชิIนยนี v�S rRNA ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชด้เีอน็เอไพรเมอร ์
pA และ pH’ และโครโมโซมอลดเีอน็เอของแบคทเีรยีทั Iงสามชนิดเป็นแมแ่บบ ไดผ้ลดงัภาพที# 10 จาก
การทดลองวเิคราะหข์นาดของ PCR product ที#ได ้มขีนาดประมาณ v.� kb จากนั IนนําชิIนดเีอน็เอที#
ไดไ้ปทําใหบ้รสิุทธิ � แลว้นําดเีอน็เอที#ผ่านการทําใหบ้รสิุทธิ �แลว้ไปเชื#อมกบัดเีอน็เอพาหะ pGEM T-
Easy แลว้ส่งเขา้สู่ E. coli สายพนัธุ ์Top-v� เพื#อคดัเลอืก  E. coli ที#คาดว่าจะมดีเีอน็เอพาหะที#มยีนี 
16S rRNA แทรกอยู่โดยวิธี blue-white screening สกัดดีเอ็นเอพาหะออกจากเซลล์ E. coli แล้ว
นําไปตดัที#ตําแหน่งจําเพาะด้วย EcoRI จากนั Iนตรวจสอบขนาดโดย agarose gel electrophoresis 
ซึ#งไดผ้ลดงัภาพทิ# 11 จากการทดลองพบว่าสามารถโคลนยนี v�s rRNA โดยเชื#อมเขา้กบัดเีอน็เอ
พาหะไดจ้รงิ ดงัจะเหน็ไดว้่ามชีิIนดเีอน็เอขนาด ��� และ ��� คู่เบส หลุดออกมาจากดเีอน็เอพาหะ
ขนาด �.� kb โดยเรียกดีเอ็นเอพาหะที#มียีน v�S rRNA แทรกอยู่นีIว่า p16s_B1 p16s_B6 และ 
p16s_BS ตามลาํดบั 
 จากนั Iนนํา p16S_B1, p16S_B6 และ p16S_BS  มาหาลําดับนิวคลีโอไทด์ โดยยีน 16S 
rRNA ของ Bacillus sp. B1, B6 และ BS มลีําดบันิวคลโีอไทด์ขนาด 1542, 1540 และ 1543 คู่เบส
ตามลําดบั(แสดงดงัภาคผนวก 1) เมื#อนําลําดบันิวคลีโอไทด์ดงักล่าวไปเปรยีบเทียบกบัยนีชนิด
เดยีวกนัในสิ#งมชีวีติต่าง ๆ ที# พบวา่ยนี 16S rRNA ของ Bacillus sp. B1, B6 และ BS เหมอืนกบัยนี 
16S rRNA ข อ ง  Bacillus amyloliquefaciens XH7 (CP002927.1), Bacillus amyloliquefaciens 
subsp. Plantarum CAU B946 (HE617159.1) แ ล ะ  Bacillus subtilis subsp. subtilis RO-NN-1 
(CP002906.1) ตามลาํดบั โดยทั Iงหมดมเีปอรเ์ซน็ตค์วามเหมอืน 99 % ซึ#งเป็นระดบัที#ใชร้ะบุสปีชสีไ์ด ้ 
 จากผลการทดลองทําการระบุชนิดของแบคทเีรยีที#สามารถผลติลแีวนซูเครสทั Iง 2 วธิ ีคอื
วธิกีารทดสอบชวีเคม ีและวธิเีปรยีบเทยีบลําดบัเบสของ v�S rRNA ทาํใหย้งัไม่สามารถระบุสปีชรีท์ี#
แน่นอนของแบคทเีรยีที#แยกไดด้งันั Iนในขั IนนีIจงึกําหนดใหแ้บคทเีรยีทั Iง 3 สายพนัธุ ์คอื B1 B6 และ 
BSเป็น Bacillus sp. B1, Bacillus sp.  B6 และ Bacillus sp.  BS ตามลาํดบั 
 ในงานวจิยันีIเลอืกแบคทเีรยี Bacillus sp. B1 ซึ#งไดจ้ากนํIา มาทาํการทดลอง เนื#องจากลแีวน
ซเูครส ที#ผลติได ้ม ีactivity สงู  
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ภาพที6 10 แสดงยนี v�S rRNA จากแบคทเีรยีที#แยกได ้เมื#อเพิ#มจํานวนโดยการทํา PCR โดย
ใช ้ดเีอน็เอไพรเมอร ์pA และ pH’ ได ้ชิIนยนีขนาดประมาณ v��� คูเ่บส 

โดยกาํหนดให ้ Lane M เป็น ดเีอน็เอมาตรฐาน l/HindIII   
Lane 1  PCR product จาก แบคทเีรยี B1 
Lane 2  PCR product จาก แบคทเีรยี B6 
Lane 3  PCR product จาก แบคทเีรยี BS 
 
 
 

1.6 kb 
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ภาพที6 11 การโคลนยนี 16S rRNA จากแบคทเีรยีที#แยกไดท้ดลองตดัชิIนยนี 16S rRNA ออก
จากดเีอน็พาหะ โดยการตดัที#บรเิวณจาํเพาะดว้ย EcoRI   
โดยกาํหนดให ้  

Lane M  ดเีอน็เอมาตรฐาน l/HinDIII   
Lane 1  p16S_B1  
Lane 2  p16S_B1/EcoRI 
Lane 3  p16S_B6  
Lane 4   p16S_B6/EcoRI 
Lane 5  p16S_BS  
Lane 6   p16S_BS/EcoRI 
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3.3 ศกึษาสมบตัขิองลแีวนซเูครสและลแีวนที#ผลติไดจ้ากแบคทเีรยี 
 3.3.1 การผลติลแีวนซเูครส 
 เลีIยงแบคทเีรยีในอาหารเลีIยงเชืIอแบบเหลวที#มซีโูคสอยู ่ที#อุณหภมู ิ��-��OC, เขยา่ 250 rpm 
เป็นเวลา � วนั โดยมกีารตรวจวดัการทาํงานของเอนไซมทุ์กวนั 
การศกึษาการผลติลแีวนซูเครส จาก Bacillus sp. B1ด้วยอาหารเลีIยง LBS ที#อุณหภูมหิ้อง, 37ºC 
และ 50ºC พบวา่ที#อุณหภมูหิอ้ง และ 37ºC มแีนวโน้มการทาํงานของเอนไซมท์ี#คลา้ยกนั คอื เอนไซม์
มีการทํางานได้ดีเพิ#มขึIนตั Iงแต่วันที# 1-4 โดยมีค่า activity ในช่วง 0.0-0.6 และ 0.0-0.8 U/mL 
ตามลําดบั โดยมคี่าสงูสุดในวนัที# 4 คอื 0.6 และ 0.8 U/mL ตามลําดบั จากนั Iนเอนไซมท์ํางานลดลง
จนกระทั #งไมม่ ีactivity ในวนัที# 6 และ วนัที# 7 ตามลาํดบั สว่นที#อุณหภมู ิ50ºC  เอนไซมม์กีารทาํงาน
ไดด้เีพิ#มขึIนตั Iงแต่วนัที# 1-3 โดยมคี่า activity ในช่วง 0.1-0.8 U/mL โดยมคี่าสงูสุดในวนัที# 3 คอื 0.8 
U/mL จากนั Iนเอนไซมท์าํงานลดลงจนกระทั #งไมม่ ีactivity ในวนัที# 6 ดงัแสดงในภาพที# 12 
 การศกึษาการผลติลแีวนซูเครส จาก Bacillus sp.B1 ดว้ยอาหารเลีIยง MMS ที#อุณหภูมหิอ้ง, 
37ºC และ 50ºC พบวา่ที#อุณหภูมหิอ้ง แนวโน้มการทาํงานของเอนไซม/ คอื เอนไซมม์กีารทาํงานได้
ดีเพิ#มขึIนตั Iงแต่วนัที# 1-3 โดยมคี่า activity ในช่วง 0.0-0.3 U/mL โดยมคี่าสูงสุดในวนัที# 2 คอื 0.3 
U/mL ตามลําดบั จากนั Iนเอนไซม์ทํางานลดลงจนกระทั #งไม่ม ีactivity ในวนัที# 5 ที#อุณหภูม ิ37ºC 
เอนไซมม์กีารทํางานไดด้เีพิ#มขึIนตั Iงแต่วนัที# 1-3 โดยมคี่า activity ในช่วง 0.1-0.4 U/mL ตามลําดบั 
โดยมคีา่สงูสดุในวนัที# 3 คอื 0.4 U/mL ตามลาํดบั จากนั Iนเอนไซมท์าํงานลดลงจนกระทั #งไมม่ ีactivity 
ในวนัที# 6  
 ส่วนที#อุณหภูมิ 50ºC เอนไซม์มีการทํางานได้ดีเพิ#มขึIนตั Iงแต่วนัที# 1-4 โดยมีค่า activity 
ในช่วง 02 -0.6 U/mL โดยมคี่าสงูสุดในวนัที# 4 คอื 0.6 U/mL จากนั Iนเอนไซมท์าํงานลดลงจนกระทั #ง
เหลือ activity เท่ากับ 0.3 U/mL ดงัแสดงในภาพที# 13 ซึ#งจากผลทดลองการวดัการทํางานของ
เอนไซมจ์ากอาหารเลีIยงเชืIอแบบเหลวทั Iง 2 ชนิด พบวา่ภาวะที#ดทีี#สดุในการเลีIยง Bacillus sp.B1 คอื
ที#อุณหภูม ิ50 ºC โดยอาหารเลีIยงเชืIอ LBS ใชเ้วลาน้อยที#สุดในการผลติ คอื 3 วนั ส่วนอาหารเลีIยง 
แสดงดงัภาพที# 14 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



26 

 
ภาพที6 12 กราฟแสดงการผลติ Levansucrase ของ Bacillus amyloliquefaciens ในอาหาร  LBS ที#
อุณหภมูต่ิางๆระหวา่งวนัที# 1-7  
 

 
ภาพที6 13 กราฟแสดงการผลติ Levansucrase ของ Bacillus amyloliquefaciens ในอาหาร MMS ที#
อุณหภมูต่ิางๆระหวา่งวนัที# 1-7  
 

 
ภาพที6 14 กราฟแสดงการเปรยีบเทยีบการทํางานของ Levansucrase ในอาหารเลีIยงเชืIอ LBS และ 
MMS ที#อุณหภมู ิ50ºC ระหวา่งวนัที# 1-7 
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3.3 การศกึษาสมบตัขิองลแีวนซเูครส  
 3.3.1. การศึกษา  pH ที# เ หมาะสม ต่อการทํ า ง านของ  Levansucrase จาก  Bacillus 
amyloliquefaciens 
การศกึษา pH ที#เหมาะสมต่อการทํางานของ Levansucrase จาก Bacillus amyloliquefaciens ดว้ย
อาหารเลีIยง LBS ที#อุณหภมู ิ50ºC  โดยสารผสมของปฏกิริยิาโดยมกีารเปลี#ยนแปลง pH ของ buffer 
ในช่วง pH เท่ากบั 3.0–10.0 พบว่าเอนไซมม์แีนวโน้มการทํางานเพิ#มขึIนตั Iงแต่ pH เท่ากบั 3.0-6.0 
โดยมีค่า activity ในช่วง 0.9-1.2 U/mL โดยเอนไซม์ทํางานได้ดีที#สุดที# pH เท่ากับ 6.0 จากนั Iน
เอนไซมท์าํงานลดลงจนกระทั #งเหลอื activity เทา่กบั 0.3 U/mL ที# pH เทา่กบั 10.0 ดงัแสดงในภาพที# 
15 
 3.3.2. การศึกษาอุณหภูมิที#เหมาะสมต่อการทํางานของ Levansucrase จาก  Bacillus 
amyloliquefaciens 
การศึกษาอุณหภูมทิี#เหมาะสมต่อการทํางานของ levansucrase จาก Bacillus amyloliquefaciens 
ด้วยอาหารเลีIยง LBS ที# pH เท่ากับ 6.0 โดยสารผสมของปฏิกิริยา มีการเปลี#ยนแปลงของช่วง
อุณหภูมทิี# 30–80 C พบว่าเอนไซมม์แีนวโน้มการทาํงานเพิ#มขึIนตั Iงแต่ที#อุณหภูม ิ30 C – 50 C โดย
มคีา่ activity ในชว่ง 1.0-1.2 U/mL เอนไซมท์าํงานไดด้ทีี#สดุที#อุณหภมู ิ50 C คอืมคีา่ activity เทา่กบั 
1.2 U/mL จากนั Iนเอนไซม์มกีารทํางานลดลงจนกระทั #งเหลอื activity เท่ากบั 0.3 U/mL ที#อุณหภูม ิ
80 C  ดงัแสดงในภาพที# 16 
 
3.4 การโคลน, การหาลําดบันิวคลีโอไทด์และการแสดงออกของยนีลแีวนซูเครสจากแบคทเีรยีที#
คดัเลอืก เพื#อเพิ#มปรมิาณของ ลแีวนซเูครส 
 3.4.1 การโคลน และหาลาํดบันิวคลโีอไทดข์องยนีลแีวนซเูครสจากแบคทเีรยีที#คดัเลอืก 
ทาํการสกดั Chromosomal DNA ของแบคทเีรยีโดยวธิขีอง Sambrook และคณะ 2 จากนั Iนจะทาํการ
โคลนโดยใช ้PCR amplification ซึ#งม ีchromosomal DNA เป็นแมแ่บบ และ DNA primer ของ ยนีลี
แวนซูเครส ทาํการออกแบบโดยใชข้อ้มลูของ ยนีลแีวนซูเครสที#มอียูใ่น Genbank เนื#องจากผูท้ดลอง
ยงัไม่สามารถระบุสปีชรีท์ี#แน่นอนของแบคทเีรยีที#แยกได ้ผูท้ดลองจงึออกแบบดเีอน็เอไพรเ์มอรโ์ดย
การเปรยีบเทยีบลาํดบันิวคลโีอไทดซ์ึ#งแปลรหสัใหล้แีวนซเูครสจาก Bacillus สายพนัธุต่์าง ๆ ดงัแสดง
ในภาคผนวก เมื#อทดลองใชด้เีอน็เอไพรเ์มอรด์งักลา่วเพิ#มจาํนวนดเีอน็เอ โดยใชโ้ครโมโซมอลดเีอน็เอ
จาก Bacillus sp. B1 ซึ#งเป็นสายพนัธุท์ี#ผลติลแีวนซเูครสที#มแีอกตวิติีIสงูที#สดุเป็นดเีอน็เอตน้แบบ เมื#อ
วเิคราะหผ์ลติภณัฑ ์PCR พบดเีอน็เอผลติภณัฑข์นาดประมาณ v.� kb เพยีงชนิดเดยีว ดงัแสดงใน
ภาพที# 17  
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ภาพที6 15 กราฟแสดงการทาํงานของ Levansucrase ในชว่ง pH 3-10 ที#อุณหภมู ิ37ºC 
 

 
 
ภาพที6 16 กราฟแสดงการทาํงานของ Levansucrase ในชว่งอุณหภมู ิ30-80ºC ที# pH 6.0 
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ภาพที6 17 การเพิ#มจาํนวนยนีลแีวนซเูครสจากแบคทเีรยี Bacillus sp.B1 ดว้ยเทคนิค PCR 

โดยกาํหนดให ้ Lane M  l/HindIII 
   Lane 1  ผลติภณัฑ ์PCR ขนาดประมาณ v.�  
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ภาพที6 18 การโคลนยนีลแีวนซเูครส 
โดยกาํหนดให ้  

 Lane M  l/HindIII 
  Lane 1  pls_jet 
  Lane 2  pls_jet/EcoRI 
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 จากนั Iนทําดเีอน็เอดงักล่าวใหบ้รสิุทธิ �แลว้เชื#อมเขา้กบัดเีอน็เอพาหะ โดยใช ้pJet cloning kit 
(fermentus, USA) แลว้สง่เขา้สู ่E. coli สายพนัธุ ์Top-v� เพื#อคดัเลอืก  E. coli ที#คาดวา่จะมดีเีอน็เอ
พาหะที#มยีนีลแีวนซเูครส แทรกอยูโ่ดยวธิ ีblue-white screening สกดัดเีอน็เอพาหะออกจากเซลล ์E. 
coli แล้วนําไปตัดที#ตําแหน่งจําเพาะด้วย EcoRI จากนั Iนตรวจสอบขนาดโดย agarose gel 
electrophoresis ซึ#งไดผ้ลดงัภาพทิ# 18 จากการทดลองพบว่าสามารถโคลนยนีลแีวนซูเครส ไดจ้รงิ 
ดงัจะเหน็ไดว้า่มชีิIนดเีอน็เอขนาดประมาณ 1.5 กโิลเบส หลุดออกมาจากดเีอน็เอพาหะขนาด  3 กโิล
เบส  โดยเรยีกดเีอน็เอพาหะที#มยีนีลแีวนซเูครสแทรกอยูนี่Iวา่ pls_jet 
 จากนั Iนนํา pls_jet มาหาลําดบันิวคลีโอไทด์ พบ open reading frame ขนาด 1419 คู่เบส 
(ภาพที# 19) เมื#อทาํการเปรยีบเทยีบลาํดบันิวคลโีอไทดข์องยนีลแีวนซูเครส จาก Bacillus sp. B1 กบั
ยนีลแีวนซูเครสจากแบคทเีรยีที#มรีายงานใน GenBank พบวา่ยนีดงักล่าวมคีวามเหมอืนกบัยนีลแีวน
ซเูครสจาก Bacillus amyloliquefaciens (EU668142.1) มากที#สดุโดยมคีวามเหมอืน 96 %   
 เมื#อแปลรหสัเป็นโปรตนีไดโ้ปรตนีที#มกีรดอะมโิน 472 ตวั เมื#อตรวจหา signal peptide โดย 
SignslP พบ signal peptide อยู่ทางด้านปลายอะมโินของสายพอลเิปปไทด์ โดยมตีําแหน่งตดัอยู่
ระหว่างอะลานีนตําแหน่งที# 29 และไลซนีตําแหน่งที# 30 พบโดแมนอนุรกัษ์ 4 โดแมนที#พบเสมอใน
กลุ่มของไกลโคซลิแทรนสเ์ฟอเรส ไดแ้ก่ WMNDPNG ซึ#งเป็นโดแมนที#ประกอบดว้ยกรดแอสพาตกิ
ตําแหน่งที# 86 ซึ#งทําหน้าที#เป็นนิวคลีโอไฟล์ โดแมน WSGSA โดแมน RDP ซึ#งเป็นโดแมนที#
ประกอบดว้ยกรดแอสพาตกิตําแหน่งที# 247 ซึ#งทาํหน้าที#เป็น transition state stabilizer และ IERAN 
ซึ#งเป็นโดแมนที#ประกอบดว้ยกรดกลูตามกิตําแหน่งที# 342 ซึ#งทาํหน้าที#เป็น acid/base catalyst เมื#อ
คํานวณนํIาหนักโมเลกุลจากลําดบักรดอะมโินพบว่าโปรตนีมนํีIาหนักโมเลกุลเป็น 52974.12 ดาลตนั 
และม ีpI เป็น 7.13 
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atgaacatcaaaaagattgtaaaacgagccacagttctaacttttacaactgcacttctg 
M  N  I  K  K  I  V  K  R  A  T  V  L  T  F  T  T  A  L  L 
gcagggggagcaactcaagccttcgcgaaagaaaatacccaaaaaccttacaaagaaacg 
A  G  G  A  T  Q  A  F  A  K  E  N  T  Q  K  P  Y  K  E  T 
tacggcgtctctcatatcacacgccatgatatgctgcagatccctaaacagcagcaaagt 
Y  G  V  S  H  I  T  R  H  D  M  L  Q  I  P  K  Q  Q  Q  S 
gaaaaataccaagtgcctcaattcgatcaatcaacgattaaaaatattgaatctgcaaaa 
E  K  Y  Q  V  P  Q  F  D  Q  S  T  I  K  N  I  E  S  A  K 
ggactcgatgtgtgggacagctggccgctccaaaacgctgacggaacagtagctgaatac 
G  L  D  V  W  D  S  W  P  L  Q  N  A  D  G  T  V  A  E  Y 
aacggctatcacgtcgtgtttgcacttgcaggaagcccgaaagacgctgatgacacatca 
N  G  Y  H  V  V  F  A  L  A  G  S  P  K  D  A  D  D  T  S 
atctacatgttttatcaaaaggtcggcgacaactcgattgacagctggaaaaacgcgggc 
I  Y  M  F  Y  Q  K  V  G  D  N  S  I  D  S  W  K  N  A  G 
cgtgtctttaaagacagcgataagttcaacgccaacgatgaaatcctgaaagatcagaca 
R  V  F  K  D  S  D  K  F  N  A  N  D  E  I  L  K  D  Q  T 
caagaatggtccggttctgccacccttacttctgacggaaaaatccgtttattctacact 
Q  E  W  S  G  S  A  T  L  T  S  D  G  K  I  R  L  F  Y  T 
gacttttccggtaaacattacggtaaacaaagtcttacaacggcgcaggtaaatgtgtca 
D  F  S  G  K  H  Y  G  K  Q  S  L  T  T  A  Q  V  N  V  S 
aaatccgacagcacgctcaacatcaacggagtggaagatcacaaaacgatttttgacggc 
K  S  D  S  T  L  N  I  N  G  V  E  D  H  K  T  I  F  D  G 
gacggaaaaacatatcagaacgttcagcagtttatcgatgaaggcaactatacatccggc 
D  G  K  T  Y  Q  N  V  Q  Q  F  I  D  E  G  N  Y  T  S  G 
gacaaccatacgctgagagaccctcactacgttgaagacaaaggccataaataccttgta 
D  N  H  T  L  R  D  P  H  Y  V  E  D  K  G  H  K  Y  L  V 
ttcgaagccaacacgggaacagaaaacggataccaaggcgaagaatctttatttaacaaa 
F  E  A  N  T  G  T  E  N  G  Y  Q  G  E  E  S  L  F  N  K 
gcgtactacggcggcagcacgaacttcttccgtaaagaaagccagaagcttcagcagagt 
A  Y  Y  G  G  S  T  N  F  F  R  K  E  S  Q  K  L  Q  Q  S 
gctaaaaaacgcgatgctgaattagcgaacggcgccctcggtatgatagagttaaataat 
A  K  K  R  D  A  E  L  A  N  G  A  L  G  M  I  E  L  N  N 
gattacacattgaaaaaagtcatgaagccgctgatcacttcaaacacggtaactgacgaa 
D  Y  T  L  K  K  V  M  K  P  L  I  T  S  N  T  V  T  D  E 
atcgagcgggcgaacgttttcaaaatgaacggcaaatggtacttgttcactgattcacgc 
I  E  R  A  N  V  F  K  M  N  G  K  W  Y  L  F  T  D  S  R 
ggttcaaaaatgacgatcgacggtattaattcaaacgatatttacatgcttggttatgta 
G  S  K  M  T  I  D  G  I  N  S  N  D  I  Y  M  L  G  Y  V 
tcaaactctttaacaggtccttacaagccgctgaacaaaacaggtcttgtactgcaaatg 
S  N  S  L  T  G  P  Y  K  P  L  N  K  T  G  L  V  L  Q  M 
ggtcttgatcctaacgatgtgacgttcacatactctcacttcgcagtgcctcaagccaaa 
G  L  D  P  N  D  V  T  F  T  Y  S  H  F  A  V  P  Q  A  K 
ggcaacaatgtcgtgatcacaagctacatgacaaacagaggcttctttgaggataaaaag 
G  N  N  V  V  I  T  S  Y  M  T  N  R  G  F  F  E  D  K  K 
gcaacttttgcgccaagcttcttaatgaacatcaaaggcaagaaaacatccgttgtcaaa 
A  T  F  A  P  S  F  L  M  N  I  K  G  K  K  T  S  V  V  K 
aacagcatccttgaacaaggacaaactgcagtcaaccaataa 
N  S  I  L  E  Q  G  Q  T  A  V  N  Q  - 

 
ภาพที6 19 ลาํดบันิวคลโีอไทดแ์ละลาํดบักรดอะมโินของลแีวนซเูครสจาก B. amyloliquefaciens 
 Signal peptide เน้นดว้ยขดีเสน้ใต ้1 เสน้ บรเิวณที#มกีรดอะมโินที#ทาํหน้าที#เกี#ยวกบักบัการเร่ง
ปฏกิริยิา เน้นดว้ยขดีเสน้ใต ้2 เสน้ 
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3.5 การแสดงออก และการทาํบรสิทุธิ �ของลแีวนซเูครส จาก recombinant LsKK  
 การแสดงออกของยนีลีแวนซูเครส (ls) ใน E. coli Top-10 โดยถูกเหนี#ยวนําด้วย 0.1mM 
IPTG พบว่าเอนไซม์อยู่ในเซลล์ จะต้องทําการแตกเซลล์เพื#อนําเอนไซม์ออกมา โดยใช้เครื#อง 
sonicator 
 ในส่วนของการทําบริสุทธิ �ลีแวนซูเครส นําเอนไซม์หยาบที#ได้มาผ่านคอลมัน์แบบ CM- 
TOYOPEARL-650M ผลการทดลองแสดงดงัตารางที# 5 และภาพที# 20 SDS-PAGE พบว่าสามารถ
ทาํใหล้แีวนซเูครสบรสิทุธิ �ขึIน 58 เทา่ โดยมกีารไดก้ลบัคนืมาของเอนไซม ์45% โดยมคีวามบรสิทุธิ �ถงึ 
95% และ SDS-PAGE  พบแบนโปรตนีเพยีง 1 แบน ขนาด 54 kDa 
 
ตาราง 5 การทาํบรสิทุธิ �ของลแีวนซเูครส โดย ion-exchange chromatography 
 

Purification 
step 

Total 
volum
e 
(mL) 

Protein  Activity Fold Yield 

Protein 
(mg/mL
) 

Total 
protein 
(mg x 103) 

Activity 
(U/mL) 

Total 
activity 
(U x 
104) 

Specifi
c 
activity 
(U/mg) 

 (%) 

  
 
  Crude l 25 6.47 161.65 4.72 118 0.73 1.00 100.0 
TOYOPEA
RL-650M 52 0.05 2.62 2.15 112 42.19 57.79 94.8 
         

 
 
 
 
 
3.5 ศกึษาสมบตัขิองลแีวนซเูครสและลแีวนที#ผลติไดจ้ากยนีลแีวนซเูครส 
  เอนไซมถ์ูกทําใหบ้รสิุทธ์สงู และมขีนาด 54  kDa (ภาพที# 23) โดยมอุีณหภูม ิและค่า pH ที#
เหมาะสมต่อการทํางาน คอื 30ºC และ 6.0 ตามลําดบั แสดงดงัภาพที# 21-22  acceptor specificity 
ถูกอธบิาย โดยปฎกิริยิาการรบัถูกทาํโดยม ีซูโครสเป็นตวัให ้และม ีแซคคาไรดช์นิดต่างๆ เป็นตวัรบั
หมู่ฟรุกโทส  LsKK สงัเคราะห ์FOSs ชนิดต่างๆ จากตวัรบัหลายๆชนิด ประกอบดว้ย แลคโทส ทรี
ฮาโลส ไซโลส อนิโนซทิอล แมนนิทอล ไซลทิอล และราฟฟิโนส ซึ#งเป็น ตวัรบัที#ด ีแสดงดงัภาพที# 23  
นอกจากนีI ลแีวนที#ผลติไดจ้ากนํIาตาลซูโครสเป็นสารตั Iงตน้ โดยใชล้แีวนซูเครส ที# 30ºC ได ้ลแีวนซึ#ง
มีขนาดโมเลกุล 11, 1000 และ 4700 kDa โดยมีลีแวนซึ#งมีขนาดโมเลกุลเล็ก (11 kDa) เป็น
ผลติภณัฑห์ลกั ในการศกึษาจนลศาสตรข์องเอนไซม ์LsKK ถูกแสดงดว้ย MM type kinetics (ภาพที# 
24) พบวา่คา่ Km คอื 7.14 mM สาํหรบัปฏกิริยิา hydrolysis 
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ภาพที6 20 การวเิคราะหก์ารทําบรสิุทธิ �ของลแีวนซูเครส โดย ion-exchange chromatography ดว้ย 
SDS-PAGE  
 
Lane M: protein molecular weight marker,  
Lane 1: crude enzyme    
Lane 2: CM-cellulose pooled fraction 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M 1 2 kDa 
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45.0 

35.0 

25.0 

14.4 

18.4 

54 
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ภาพที6 21 ผลของอุณหภมูต่ิอการทาํงานของลแีวนซเูครส ที# 10-80 °C โดยใชซ้โูครสเป็นสารตั Iงตน้ 
 
 

 
 
ภาพที6 22 ผลของ pH ต่อการทาํงานของลแีวนซเูครส ที# pH 3-12 โดยใชซ้โูครสเป็นสารตั Iงตน้ 
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ภาพที6 23 การวเิคราะห ์TLC  ของ transfructosylation products   
 std, standard; lac, lactose; mal, maltose; xyl, xylose; fru, fructose; cell, cellubiose, tre, 
trehalose; raf, raffinose; ino, inositol; xyli, xylitol; man,  mannitol, no, no acceptor, suc, sucrose 
(-), no enzyme;(+), enzyme  
 
 
 

 
 
ภาพที6 24 Lineweaver-Burke double reciprocal plot of B. licheniformis KK9 levansucrase 
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ภาพที6 25  13C-NMR and 1H-NMR spectrum of the polymer synthesized by LsKK-9  
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 ในการศึกษา13C-NMR spectrum ของพอลิเมอร์ที#ผลิตจาก LsKK-9 พบ 6 resonances ที# 
104.2, 80.3, 76.2, 75.1, 62.1 และ 59.9 ppmแสดงดงัภาพที# 25 ซึ#ง resonances มลีกัษณะเหมอืน 
ลีแ วนจ าก  B. polymyxa, B. subtilisand B.lichenimisshown นอกจ าก นีI  chemical shift ข อ ง 

anomeric carbon, 104.2 และ 103.6 ชีIให้เห็นว่า พอลิแซคคาไรด์ มีพนัธะสองแบบคือ b-(2, 6)  

linkage ซึ#งเป็นพนัธะหลัก และ b-(2, 1) ซึ#งเป็นกิ#ง The 1H-NMR spectrum แสดง 7 โปรตรอน 
ระหวา่ง 3.8 และ 4.8 ppm 
 
3.7 การเอนแคปซเูลชนั Astaxanthin ดว้ยลแีวนโดยใชล้แีวนซเูครส 
 3.7.1 การศึกษาอิทธิพลของความมีขั Iวของตัวทําละลายที#มีผลต่อการเอนแคปซูเลชัน 
Astaxanthin   
 การศึกษาอิทธิพลของของความมีขั Iวของตัวทําละลายที#มีผลต่อการ.เอนแคปซูเลชัน 
Astaxanthin  โดยเปลี#ยนแปลงความเขม้ขน้ของ Ethanol ที# 10-50%  Ethanol โดยเขยา่และควบคุม
อุณหภูมิให้อยู่ที# 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ชั #วโมง พบว่าที# 0% และ 10% Ethanol จาก
สารละลายใส มกีารเปลี#ยนแปลงเป็นสขีาวขุ่น ลกัษณะคล้ายคอลลอยด์ ซึ#งจะมคีวามขุ่นลดลงเมื#อ
ความเขม้ขน้ของ Ethanol เพิ#มขึIน โดยพบว่า 10% Ethanol สามารถเอนแคปซูเลชนั Astaxanthin 
ไดด้ ี
 3.7.2 การเอนแคปซเูลชนั Astaxanthin ดว้ยอนุภาคนาโนลแีวน 
 จากการเอนแคปซูเลชนั Astaxanthin ดว้ยลแีวนซูเครส และนําไปเขา้ครื#องปั #นเหวี#ยง ดว้ย
ความเรว็ 12,000 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 15 นาท ีพบว่าไดส้ารละลายใสสแีดงสม้ และไดต้ะกอนสแีดง 
ซึ#งตะกอนที#ไดค้อื อนุภาคของ นาโนเอนแคปซเูลชนัของสาร Astaxanthin  และเปรยีบเทยีบกบันาโน
ลแีวนที#ปราศจาก astaxanthin พบวา่ไดส้ารละลายสขีาวขุน่และมตีะกอนสขีาวขุน่   
 3.7.3 การวเิคราะหห์มูฟั่งกช์นัของ Astaxanthin  NanoLevan และ  Nanoastaxanthin 
 การวเิคราะหห์มู่ฟังก์ชนัของ Astaxanthin  NanoLevan และ  Nanoastaxanthin ดว้ยเครื#อง 
Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) ผลแสดงดงัภาพที# 26 
 พบว่าสเปกตรมัของ Nanolevan ปรากฏพคีตํ#าแหน่งของ C-O  อยู่ที# 1109.10 cm-1 และพบ
พคีตํ#าแหน่งของ C-H Streching อยู่ที# 2953.90 cm-1, และที# 1573.90 cm-1 ซึ#งเป็นของหมู่ฟังก์ชนั 
กลุ่มของคารโ์บไฮเดตร 1622.3  cm-1   และพบตํ#าแหน่งของไกลโคซลิกิ อยู่ที#ตํ#าแหน่ง 1698.3 cm-1  
สว่นในการวเิคราะหห์มูฟั่งกช์นัของ Astaxanthin พบวา่ปรากฏพคีตํ#าแหน่งของ C=O อยูท่ี# 1738.17 
cm-1 และพบพคีตํ#าแหน่งของ C=C อยูท่ี# 878.89 cm-1 , พคีตํ#าแหน่ง 3200 –3400  cm-1 จะเป็นของ
หมูฟั่งกช์นั O-H stretching และในการวเิคราะหห์มูฟั่งกช์นัจะพบวา่ Nanolevan จะปรากฏพคีที#
ตํ#าแหน่ง  1622.3 cm-1 เป็นลกัษณะเฉพาะของสารในกลุ่มคาร์โบไฮเดตร โดยที# Nanolevan และ 
Nanoastaxanthin จะปรากฏพคีตํ#าแหน่งของ C-O-C 1698.3 cm-1 เหมอืนกนั  ซึ#งเป็นฟังก์ชนัของ
กลุม่พนัธะไกลโคซลิกิแต่จะไมพ่บใน Astaxanthin   
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ภาพที# 26  แสดงการเปรยีบเทยีบกราฟอนิฟราเรดสเปกตรมัระหว่าง Astaxanthin  Nanolevan และ  
Nanoastaxanthin โดยที# สเีขยีว Nanolevan,  สชีมพ ูNanoastaxanthin,  สนํีIาเงนิ Astaxanthin 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Astaxanthin 2.5 ppm_1
nano levan 3 act_1
nano astaxanthin 2_1

Name
Sample 089 By Administrator Date พ ุธ, ม ีนาคม 20 2556
Sample 095 By Administrator Date ,  20 2556
Sample 097 By Administrator Date ,  20 2556
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3.4 ศกึษาสภาวะของการกระจายตวัอนุภาคนาโน 
 จากการวิคราะห์การกระจายตัวของอนุภาคนาโนด้วยเครื#องTransmission Electron 
Microscop โดยใช ้pellet ของ nanoastaxanthin แสดงดงัภาพที# 27  พบวา่ ลกัษณะของอนุภาคที#ได้
ค่อนขา้งกลม ขนาดอนุภาคประมาณ 220 nm การกระจายตวัของอนุภาคค่อนขา้งน้อย และในส่วน
ของ Nanolevan แสดงดงัภาพที# 28 พบว่า อนุภาคจะมลีกัษณะค่อนขา้งกลม และมขีนาดอนุภาค
ประมาณ 90 nm และในสว่นสุดทา้ยจะเป็นการวเิคราะหอ์นุภาคนาโน ใน supernate แสดงดงัภาพที# 
29 พบว่า อนุภาคมกีารกระจายตวัด ีขนาดของอนุภาคมลีกัษณะค่อนขา้งกลม และอนุภาคมขีนาด
ประมาณ 110 nm 
 

 
 
ภาพที6  27  แสดงอนุภาค Nanoastaxanthin ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 
(Transmission Electron Microscopy) กาํลงัขยาย 500 nm 
 

 
 
ภาพที6 28  แสดงอนุภาค Nanolevan ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission 
Electron Microscopy) กาํลงัขยาย 2.0 µM และ 500 nm 
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ภาพที6 29  แสดงอนุภาค Nanolevan ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission 
Electron Microscopy) กาํลงัขยาย 1.0 nm 
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สรปุผลและอภิปรายผล 

 
v .  การคัด เลือกแบคทีเ รียที#ผลิตลีแวนซู เครส จากนํI าและดิน  โดยได้คัด เลือก  Bacillus 
amyloliquefacien KK9 ซึ#งผลติลแีวนซูเครสที#ทํางานได้ด ีทําการ การโคลน การหาลําดบันิวคลโีอ
ไทด ์และแสดงออกของยนีลแีวนซเูครสจาก  Bacillus amyloliquefacien KK9 ได ้ 
2. ยนีลแีวนซูเครสแทรกอยู่ในพลาสมดิ plsKK มขีนาด 1.5 kb เมื#อหาลําดบั DNA ของในพลาสมดิ 
plsKK ที#มยีนีลแีวนซเูครสแทรกอยู ่พบยนี ขนาด 1,431 bp และโปรตนีมกีรดอะมโิน 477 ตวั และคา่  
pI/molecular weightที#ได้จากการคํานาณ 7.13/53.4 kDa.  signal peptide sequence ที#ทํานายมี 
กรดอะมโิน 29 ตวัที#ปลาย N-terminal  
3. เอนไซมถ์ูกทําใหบ้รสิุทธ์สูง และมขีนาด 54  kDa โดยมอุีณหภูม ิและค่า pH ที#เหมาะสมต่อการ
ทาํงาน คอื 30ºC และ 6.0 ตามลาํดบั ศกึษา acceptor specificity โดยม ีซโูครสเป็นตวัให ้และม ีแซค
คาไรดช์นิดต่างๆ เป็นตวัรบัหมูฟ่รุกโทส  พบว่า แลคโทส ทรฮีาโลส ไซโลส อนิโนซทิอล แมนนิทอล 
ไซลทิอล และราฟฟิโนส ซึ#งเป็น ตวัรบัที#ด ีนอกจากนีI ลแีวนที#ผลติไดจ้ากนํIาตาลซโูครสเป็นสารตั Iงตน้ 
โดยใชล้แีวนซูเครส ที# 30ºC ได ้ลแีวนซึ#งมขีนาดโมเลกุล 11, 1000 และ 4700 kDa โดยมลีแีวนซึ#งมี
ขนาดโมเลกุลเลก็ (11 kDa) เป็นผลติภณัฑห์ลกั  
4. สามารถเอนแคปซูเลชนัสาร Astaxanthin ดว้ยอนุภาคนาโนลแีวน และจากการศกึษาอทิธพิลของ
ความมขีั Iวของตวัทาํละลายที#มผีลต่อการเอนแคปซเูลชนั Astaxanthin ดว้ยอนุภาคนาโนลแีวน พบวา่ 
ที# 10% Ethanol เอนไซม์สามารถผลิตอนุภาคนาโนลีแวนได้ดี การวเิคราะห์การกระจายตวัของ
อนุภาคนาโนดว้ยเครื#องTransmission Electron Microscop พบว่า Nanoastaxanthin มอีนุภาคเป็น
ทรงกลม อนุภาคมกีารกระจายด ีมขีนาดอนุภาคประมาณ 110 nm และในส่วนสุดทา้ย Nanolevan 
ขนาดของอนุภาคมลีกัษณะกลมเชน่กนั มขีนาดอนุภาคประมาณ 90 nm 
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ภาคผนวก [ 
ลาํดบันิวคลโีอไทดข์องยนี 16S rRNA   
>B1_16S (1542 base pair) 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAG
CGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
TAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTT
TGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCG
GCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTG
AGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGA
AGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCG
GCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTT
CTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAA
CTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGT
GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAA
GCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT
AAGTGTTAGTGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTGAGCACTCCGCCTGG
GGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGA
CAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTA
GTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGGCAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGG
CAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTC
GGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGC
ATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTT
TGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAG
ATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGCATCACCTC
CTT 
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>B6_16S (1540 base pair) 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACAAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAG
CGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
TAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGT
CTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGC
GGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCT
GAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATG
AAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGC
GGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTT
TCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGA
ACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATG
TGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAA
AGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGC
TAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTG
ACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTT
AGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
ACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTT
CGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAG
CATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGT
TTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACA
GATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGCATCACCT
CC 
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>BS_16S (1543 base pair) 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAG
CGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
TAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTT
TGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCG
GCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTG
AGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGGCACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGA
AGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCG
GTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTT
CTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAA
CTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGT
GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAA
GCGTGGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCGTAAACGATGAGTG
CTAAGTGTTAGGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCC
TGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTC
TGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGAT
CTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCA
GTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGAT
CAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAG
AGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGG
ACAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGCATCA
CCTCC 
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ตารางแสดงผลการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยีน ;`S rRNA ของแบคทีเรียที6แยกได้ 
 
Bacillus sp. B1 
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Bacillus sp. 6B 
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Bacillus sp. BS 
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Objectives
1. To prepare the astaxanthin
encapsulated-levan nanoparticles
2. To characterize the astaxanthin
encapsulated-levan nanoparticles
3. To release study of the astaxanthin from
nanolevan particles

Results and Discussion
Levansucrase (EC 2.4.1.10) catalyzes

the formation of levan from sucrose.  Levan,
which is a β-2,6-linked fructose
homopolymer with some β-2,1-linked
branching points has potential applications in
the field of food, cosmetics, pharmaceutical
and medicine based on its physical and
biological properties.  Levan is used as a
tablet binder, an encapsulating agent, a
coating material in drug delivery formulation.
Astaxanthin is a natural pigment carotenoid,
is endowed with remarkable antioxidant
activity in food, drug and cosmetic products.
However, the utilization of astaxanthin is
limited due to its poor water-solubility, low
bioavailability, and the decomposition under
light, heat, and oxygen. In order to overcome
these drawbacks, astaxanthin was
encapsulated within nanolevan particles
(ASTA-Nanolevan).

The astaxanthin encapsulated-levan
nanoparticle was prepared using levan
produced by purified levansucrsae from
Bacillus amyloliquefaciens KK9.
Levansucrase produced high nanolevan
particles in 10% ethanol. The encapsulation
capacity of the particles at 50,100, 150 and
200 ppm of asthaxanthin were 97, 86, 90 and

85%, respectively, at a loading of 4% sucrose
(w/v).

The astaxanthin encapsulated-levan
nanoparticle was characterized by Fourier
Transform Infared (FTIR) spectroscopy.
Infrared spectra of astaxanthin
encapsulated-levan nanoparticle were
compared with levan and astaxanthin (figure
1). In the original spectra of levan shown the
broad absorption band at 3288 cm-1 is O-H
stretching of polyhydroxy group. And the
band at 1036 and 1112 cm-1 are C-O-C
stretching of glycosidic bond. After
encapsulated astaxanthin in levan
nanoparticles the sharp band at 1737 cm-1 is
C=O stretching of acetyl group in astaxanthin
molecule was found due to the encapsulation
of astaxanthin in nanolevan particles, but the
sharp band at 1574 cm-1 in nanolevan
molecule was decrease in the spectra of
astaxanthin encapsulated-levan nanoparticle
due to the changes in the microenvironment
which lead to the formation of hydrogen
bonding and the presence of van der Waals
forces during their interaction to form the
encapsulated nanoparticles.

The astaxanthin encapsulated-levan
nanoparticle was characterized by
Transmission Electron Microscopy (TEM)
(Figure 2).  The size of levan nanoparticles
and astaxanthin encapsulated-levan
nanoparticles were 80-100 nm and 180-200
nm, respectively. The astaxanthin
encapsulated-levan nanoparticles that were
lyophilized and resuspended again were
analyzed by Zetasizer. The result showed that
the nanoparticles had the same shape of size
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distribution as astaxanthin
encapsulated-levan nanoparticles (figure 3).
In the addition, the absorption spectra of
astaxanthin encapsulated-levan particles
were compared to controls; levan,
astaxanthin, and astaxanthin mixed with
levan (physical mixture). Small shift are
observed on the absorption spectra of
astaxanthin encapsulated-levan particles
(figure 4).

The release study of astaxanthin from
nanolevan particles in solution pH 5.5, pH
1.2 and pH 6.8 that is simulate condition in
skin, gastric and intestinal juices was
investigated. The astaxanthin
encapsulated-levan particles could release
astaxanthin 31.63% in 1 hour at gastric juice
condition. The antioxidant activities of the
released astaxanthin from astaxanthin
encapsulated-levan nanoparticle and free
astaxanthin when dispersed in 3 conditions
were measured by DPPH assay. The results
found that the released astaxanthin from
astaxanthin encapsulated-levan nanoparticle
can maintain antioxidant activity has 39.45%
while free astaxanthin loses its antioxidant
activity.

Conclusion and Acknowledgement
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nanoparticles were successfully prepared,
characterized and release studied of the
astaxanthin from nanolevan particles.
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Figure 1 FTIR spectra of levan, astaxanthin and astaxanthin encapsulated-levan

(A) (B)

Figure 2 Transmittion electron micrograph of levan particles (A) and astaxanthin
encapsulated-levan particles (B).



Figure 3 Particle size distribution of astaxanthin encapsulated-levan and lyophilized astaxanthin
encapsulated-levan particles.

Figure 4 Absorption Spectrum of levan, astaxanthin, astaxanthin mixed with levan and
astaxanthin encapsulated-levan particles.
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