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บทที่ 2 

ทบทวนเอกสาร 

2.1 ไซยาโนแบคทีเรีย (cyanobacteria) 

ไซยาโนแบคทีเรีย (cyanobacteria) หรือสาหร่ายสีเขียวแกมน ้ าเงิน (blue green algae) เป็นส่ิงมีชีวิต
กลุ่มโพรคาริโอต (prokaryote) จดัอยู่ในอาณาจกัรมอเนอรา (Kingdom Monera) ดิวิชันไซยาโนไฟตา 
(Division Cyanophyta) ส่ิงมีชีวิตกลุ่มน้ีไม่มีเยื่อหุ้มออแกเนลล์ และเยื่อหุ้มนิวเคลียส สารพนัธุกรรม
กระจายอยูใ่นเซลล์ มีรงควตัถุคลอโรฟิลล์ เอ (chlorophyll a) กระจายอยูใ่นไซโตพลาสซึม (cytoplasm) 
ท าหน้าที่สังเคราะห์ดว้ยแสง และมีรงควตัถุกลุ่มไฟโคบิลิโปรตีน (phycobiliprotein) อยูท่ี่ผนังดา้นนอก
ของเยือ่หุ้มไทลาคอยด์ (thylakoid) ท าหน้าที่ตรึงพลงังานแสงช่วงความยาวคล่ืนที่คลอโรฟิลล์ตรึงไม่ได ้
(Desikachary, 1959; ยวุดี, 2549) (ภาพ 2.1) 

 

 

ภาพ 2.1 โครงสร้างของเซลลไ์ซยาโนแบคทีเรีย 

ที่มา: https://en.wikipedia.org/wiki/Cyanobacteria#/media/File:Cyanobacterium-inline.svg
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ไซยาโนแบคทีเรียมีความหลากหลายดา้นรูปร่างสูงมีทั้ง กลุ่มที่ไม่สร้างเสน้สาย (non - filamentous 
form หรือ unicellular cyanobacteria) และกลุ่มที่เป็นเส้นสาย (filamentous form) บางชนิดสามารถตรึง
ไนโตรเจนได้ มีการสะสมอาหารในรูปไกลโคเจน  เน่ืองจากไซยาโนแบคทีเรียสามารถปรับตัวให้
ด ารงชีวิตได้ในหลายสภาวะท าให้มีความหลากหลายทางด้านสภาวะแวดลอ้มที่สามารถเจริญได้ เช่น 
บริเวณที่มีอุณหภูมิสูง ไดแ้ก่ น ้ าพรุ้อน ภูเขาไฟ บริเวณที่มีอุณหภูมิต ่า ไดแ้ก่ ธารน ้ าแขง็ เขตพื้นที่ที่มีหิมะ
ปกคลุม สภาวะความเป็นกรด-ด่าง ความเขม้ขน้เกลือ ที่มีค่าสูงหรือต ่ามาก อีกทั้งยงัสามารถเจริญใน
สภาวะที่มีความเป็นพิษหรือเจริญร่วมกบัส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน (Whitton and Potts, 2000; Castenhölz et al., 
2001; Stal, 2007)  

กระบวนการสังเคราะห์ดว้ยแสงของไซยาโนแบคทีเรียท าให้เกิดการหมุนเวียนในวฎัจกัรสาร โดย
เปล่ียนสารอนินทรียใ์ห้เป็นสารอินทรีย ์ เช่น เปล่ียนน ้ า และคาร์บอนไดออกไซด์ให้เป็นน ้ าตาลกลูโคส 
และปลดปล่อยออกซิเจนสู่อากาศ (Hagemann and Erdmann, 1997) ปัจจุบันมีการน าสารที่ผลิตจาก         
ไซยาโนแบคทีเรียมาใช้ประโยชน์ เช่น สารตา้นไวรัส (antiviral compounds) สารตา้นมะเร็ง (anticancer 
compounds)  สารย ับย ั้ ง จุลินทรีย์ (antimicrobial compounds)  สารกดภูมิคุ ้มกัน ( immunosuppressive 
compounds) เป็นตน้ (Namikoshi and Rinehart, 1996; Abed et al., 2009; Nagarajan et al., 2012)  
 

2.2 ความรู้เบือ้งต้นเกี่ยวกับไฟโคไซยานิน  

2.2.1 ไฟโคบิลิโซม (phycobilisome) 

ไฟโคบิลิโซมเป็นกลุ่มของโปรตีนซ่ึงประกอบดว้ยพอลิเพปไทด์มากกว่า 600 โมเลกุลเรียงต่อกนั 
อยูบ่ริเวณผิวของเยือ่หุ้มไทลาคอยด์ของไซยาโนแบคทีเรีย สาหร่ายสีแดงและคริปโตโมแนดส์ ท  าหน้าที่
ดูดกลืนแสงในช่วงแสงที่มองเห็น (visible light) ที่คลอโรฟิลล์ เอ ดูดกลืนไม่ได้ หรือดูดกลืนได้น้อย 
จากนั้นจึงถ่ายทอดพลงังานไปยงั PS II (Adir, 2008) โดยถ่ายทอดพลงังานจาก ไฟโคอีริธริน ไปยงัไฟโค
ไซยานิน ส่งต่อไปที่อลัโลไฟโคไซยานิน และไปที่คลอโรฟิลด ์เอ เป็นล าดบัสุดทา้ย (Viskari and Colyer, 
2003) (ภาพ 2.2) ไฟโคบิลิโซมประกอบด้วยโครงสร้าง 2 ส่วน ได้แก่ส่วน core รูปร่าง hemidiscoidial 
และ ส่วน rod รูปทรงกระบอกซ่ึงจะมีจ านวนแตกต่างไปในส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิดโดยไซยาโนแบคทีเรีย
ส่วนใหญ่จะมี core และ rod จ านวน 3 และ 6 แท่งตามล าดบั (MacColl, 1998)  
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ภาพ 2.2 โครงสร้างของไฟโคบิลิโซมและการถ่ายทอดอิเล็กตรอนใน PS II 

ที่มา: Johnson (2006) 

2.2.2 ไฟโคบิลิโปรตีน (phycobiliprotein) 

ไฟโคบิลิโปรตีนประกอบดว้ยส่วนประกอบ 2 ส่วน คืออะโปโปรตีน (apoproteins) เป็นส่วนที่ไม่มี
สี ซ่ึงประกอบดว้ย 2 หน่วยยอ่ย คือ α และ β (ภาพ 2.3)  

 
 

ภาพ 2.3 เจล SDS-PAGE ของไฟโคอีริธริน ไฟโคไซยานิน และอลัโลไฟโคไซยานิน ที่ผา่นการท าบริสุทธ์ิ
จาก Lyngbya sp. A09DM โดยโปรตีนแถบบนคือหน่วยยอ่ย β และโปรตีนแถบล่างคือหน่วยยอ่ย 
α 

ที่มา: Sonani et al. (2014) 
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ส่วนที่ 2 เป็นส่วนที่มีสี คือ รงควตัถุบิลิน (bilin) หรือ โครโมฟอร์ (chromophores) (Sonani et al., 
2014) มีโครงสร้างวงแหวน pyrrole 4 วงต่อกนัเป็นเส้นตรง เรียกว่า tetrapyrrole บิลินที่พบในไซยาโน-
แบคที เ รี ย มี  4 ชนิด  ได้แ ก่  ไฟโคไซยาโนบิ ลิน  (phycocyanobilin: PCB)  ไฟโค อี ริโธรบิ ลิ น 
(phycoerythrobilin: PEB) ไฟโคยโูรบิลิน (phycourobilin: PUB) และไฟโคไวโอโรบิลิน (phycoviolobilin: 
PVB) (MacColl, 1998; Scheer et al., 2015) โครงสร้างของบิลินดังภาพ 2.4 ส่วนของบิลินจะเกาะกับ      
อะโปโปรตีนดว้ยพนัธะไธโออีเทอร์ ไฟโคบิลิโปรตีนประกอบดว้ยหลายหน่วยยอ่ยแตกต่างกนัไปในแต่
ละชนิด เช่น ไฟโคอีริธรินมีโครงสร้างเป็น hexamer คือมีพอลิเพปไทด์ α และ β อยา่งละ 6 หน่วยยอ่ย 
โดยหน่วยยอ่ย α มีบิลินเกาะอยู ่2 โมเลกุล และหน่วยยอ่ย β มีบิลินเกาะอยู ่3 โมเลกุล ไฟโคไซยานินมี
โครงสร้างเป็น  hexamer เช่นกัน แต่หน่วยย่อย α จะมีบิลินเกาะอยู่ 1 โมเลกุล และหน่วยย่อย β มี             
บิลินเกาะอยู ่2 โมเลกุล ส่วนอลัโลไฟโคไซยานินจะมีโครงสร้างเป็น trimer คือมีพอลิเพปไทด ์α และ β 
อยา่งละ 3 หน่วยยอ่ย มีบิลินเกาะอยูห่น่วยยอ่ยละ 1 โมเลกุล (ภาพ 2.5) (Scheer and Zhao, 2008; Sonani, 
2016) ไฟโคบิลิโปรตีนแบ่งตามค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด (λA max) ไดเ้ป็น 3 กลุ่มใหญ่ ไดแ้ก่  ไฟโคอีริธริน 
(λA max = 540-570 nm; λF max = 575-590 nm)      ไฟโคไซยา นิน  (λA max= 610-620 nm; λF max: 645-653 
nm) และ อัลโลไฟโคไซยานิน (λA max = 650-655 nm; λF max = 657-660 nm) (ภาพ 2.6)   (Glazer et al., 
1976; Sonani et al. 2016)  

 
 

ภาพ 2.4 โครงสร้างของบิลินแต่ละชนิด 
ที่มา: Scheer et al. (2015) 
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ภาพ 2.5 โครงสร้าง 3 มิติของไฟโคบิลิโปรตีน โดยไฟโคอีริธรินและไฟโคไซยานินมีโครงสร้าง 

   เป็น hexamer และอลัโลไฟโคไซยานินมีโครงสร้างเป็น trimer (A: PE = ไฟโคอีริธริน    
   B: PC = ไฟโคไซยานิน และC: APC = อลัโลไฟโคไซยานิน) 

ที่มา: Sonani et al. (2016) 

 
 

ภาพ 2.6 ค่าดูดกลืนแสงช่วงที่ตามองเห็น (เสน้ทึบ) และ ช่วงฟลูออเรสเซนตท์ี่ปลดปล่อยมา (เสน้ประ)   
           ของไฟโคบิลิโปรตีนแต่ละชนิด (A: ไฟโคอีริธริน B: ไฟโคไซยานิน C: อลัโลไฟโคไซยานิน) 
ที่มา: Sonani et al. (2016) 

การสังเคราะห์บิลิน เร่ิมตน้จาก protoheme ถูกออกซิไดซ์ดว้ยเอนไซม์ heme oxygenase (ho1) เป็น 
biliverdin Ixα (BV) ซ่ึงสามารถเปล่ียนเป็นสารได ้ 4 ชนิดตามกระบวนการของส่ิงมีชีวิตต่างๆ เช่น ใน
สัตว์ BV ถูกรีดิวซ์ด้วยเอนไซม์ biliverdin reductase (bvdR)  จะได้ bilirubin Ixα (BR)  ในพืชชั้ นสูง 
เอนไซม์ phytochromobilin: redoxin oxidoreductase (hy2)  รีดิวซ์ BV ที่โครงสร้างวงแหวนต าแหน่ง 
2,3,31,32-diene เ ป็น  phytochromobilins (PФB)  ในสาหร่ายสีแดงมี เอนไซม์  2 ชนิดได้แ ก่  15,16-
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dihydrobiliverdin: ferredoxin oxidoreductase (pebA) รีดิวซ์ BV ที่ต  าแหน่ง C-15 methine ไดเ้ป็น 15,16-
DHBV จากนั้ น เอนไซม์  phycoerythrobilin: ferredoxin oxidoreductase (pebB)  จะ รี ดิว ซ์ ต่อจนได้                
ไฟโคอีริโธรบิลิน  และในไซยาโนแบคทีเรีย มีเอนไซม์ phycocyanobilin: ferredoxin oxidoreductase 
(pcyA) ท าปฎิกิริยากบั BV ได ้181,182-dihydrobiliverdin (181,182-DHBV) และเอนไซมเ์ดิมรีดิวซต่์อจนได ้
ไฟโคไซยาโนบิลิน (Scheer et al., 2015) (ภาพ 2.7) 

 

 
 

ภาพ 2.7 การสงัเคราะห์บิลิโปรตีน 
ที่มา: Scheer et al. (2015) 

2.2.3 ไฟโคไซยานิน (phycocyanin) 

ไฟโคไซยานิน เป็นไฟโคบิลิโปรตีนชนิดหน่ึง มีบิลินชนิดไฟโคไซยาโนบิลินเกาะอยู ่ท  าใหมี้สีฟ้า
สด มีคุณสมบตัิในการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ที่ความยาวคล่ืนช่วง 645-652 nm ไฟโคไซยานินที่พบใน
ปัจจุบนัแบ่งเป็น 3 ชนิดตามส่ิงมีชีวิตที่พบคร้ังแรก ไดแ้ก่ ซี-ไฟโคไซยานิน (C-PC) สกดัจากไซยาโน-
แบคทีเรีย อาร์-ไฟโคไซยานิน (R-PC) สกดัจากสาหร่ายสีแดง และ อาร์-ไฟโคไซยานิน II (R-PCII) สกดั
จากไซยาโนแบคทีเรียที่พบในทะเลสายพนัธุ์ Synechococcus sp. (Kuddus et al., 2013) ซ่ึงไฟโคไซยานิน
ทั้งสามชนิดแตกต่างกนัที่ชนิดของบิลินที่เกาะอยูท่ี่หน่วยยอ่ย α และหน่วยยอ่ย β ตามตาราง 2.1 ขนาด



 

9 
 

ของสายพอลิเปปไทดท์ั้งสองหน่วยยอ่ยขึ้นอยูก่บัชนิดของไซยาโนแบคทีเรีย และวธีิที่สกดั โดยหน่วยยอ่ย 
α จะมีขนาดระหว่าง 13-20.5 kDa และหน่วยยอ่ย β จะมีขนาดระหว่าง 11-24.4 kDa ตวัอยา่งขอ้มูลใน 
Gen Bank ระบุน ้ าหนกัโมเลกุลของไฟโคไซยานินที่สกดัจาก Spirulina maxima มีขนาด 121 kDa (α3β3) 
โดยหน่วยยอ่ย α มีขนาด 17,362.6 Da และหน่วยยอ่ย β มีขนาด 17,827.2 Da (Sonani et al., 2014) 

ตาราง 2.1 แสดงชนิดของบิลินที่เกาะกบัโปรตีนในไฟโคไซยานินแต่ละชนิด 

ชนิดของไฟโคไซยานิน ต าแหน่งที่จับ 

α-84 β-84 β-155 
C-PC 
R-PC 

R-PC II 

PCB 
PCB 
PEB 

PCB 
PCB 
PCB 

PCB 
PEB 
PEB 

หมายเหตุ: (C-PC: ซี-ไฟโคไซยานิน R-PC: อาร์-ไฟโคไซยานิน R-PC II: อาร์-ไฟโคไซยานิน II          
     PCB: ไฟโคไซยาโนบิลิน PEB: ไฟโคอีริธริน) 

ที่มา: Ong and Glazer (1987)  

2.3 การประยุกต์ใช้ไฟโคไซยานิน 

2.3.1 การใช้เป็นสารเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ (fluorescent agent) 

ไฟโคไซยานินมีความสามารถในการดูดกลืนและปลดปล่อยแสงในช่วงที่ตามองเห็น และละลาย
ง่ายในตวัท าละลายที่เป็นน ้ า ท  าใหมี้การน าไฟโคไซยานินมาประยกุตใ์ชใ้นการตรวจสอบวเิคราะห์โดยใช้
ในเทคนิคฟลูออเรสเซนตอ์ยา่งกวา้งขวาง เช่น ใชเ้ป็นสารเรืองแสง (fluorescent marker) เพื่อติดตามการ
แสดงออกในระดับยีน การท างานของแอนติบอดี ใช้ในการตรวจเน้ืองอก มะเร็ง โรคเอดส์ เป็นตน้ 
(Waggoner, 2006; Spolaore et al., 2006) 

2.3.2 การใช้เป็นสีย้อมธรรมชาติ (natural dye) 

มีการน าไฟโคไซยานินมาประยกุตใ์ชเ้ป็นสียอ้มธรรมชาติในดา้นที่หลากหลาย โดยไฟโคไซยานิน 
ที่ใชใ้นอุตสาหกรรมสกดัมาจาก Spirulina sp. เช่น บริษทั DIC LIFETEC Co., Ltd. ไดพ้ฒันาผลิตภณัฑ์
ช่ือ Linablue® ซ่ึงเป็นไฟโคไซยานินที่สกดัจาก  Spirulina sp. ใชผ้สมในหมากฝร่ัง ลูกอม เคร่ืองด่ืม และ
ผลิตภณัฑป์ระเภทเคร่ืองส าอางจากธรรมชาติ เช่น ลิปสติก และอายไลเนอร์  (DIC LIFETEC Co., Ltd, 
2012) 
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2.3.3 การประยุกต์ใช้ด้านเภสัชวิทยา (pharmacology ) 

มีรายงานการศึกษาคุณสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระของไฟโคไซยานินในดา้นต่างๆ เช่น สามารถดกั
จบัอนุมูลอิสระหลายชนิด มีฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ ต่อมามีการศึกษาโครงสร้างของไฟโคไซยานิน พบว่า
โครงสร้างทางเคมีของไฟโคไซยาโนบิลินในไฟโคไซยานินมีความคลา้ยคลึงกบับิลิรูบิน ซ่ึงเป็นสารตา้น
อนุมูลอิสระที่มีความส าคญัมาก ท าหน้าที่ยบัย ั้งการออกซิไดซ์ของพลาสมาโปรตีนและกรดอะมิโน 
รวมถึงก าจดัอนุมูลออกซิเจน (Romay et al., 2003) ไฟโคไซยานินมีผลต่อ สเตม็เซลล ์(stem cell) ซ่ึงอยูใ่น
ไขกระดูก เป็นเซลลต์น้ก าเนิดของเม็ดเลือดขาวและเม็ดเลือดแดง ไฟโคไซยานินจะกระตุน้การสร้างเลือด
และควบคุมการผลิตเซลล์ไขกระดูก โดยทดลองในผูป่้วยที่ไขกระดูกถูกท าลาย เน่ืองจากได้รับสาร
กัมมันตภาพรังสี ส่งผลให้มีการสร้างเซลล์เม็ดเลือดผิดปกติ ภูมิคุม้กันบกพร่อง ให้ผูป่้วยรับประทาน           
สาหร่ายสไปรูลินาซ่ึงมีปริมาณไฟโคไซยานินสูงวนัละ 5 g พบว่าผูป่้วยมีอาการดีขึ้นจนหายเป็นปกติ
ภายใน 6 สัปดาห์ (Henrikson, 2009) ไฟโคไซยานินยงัสามารถลดความเสียหายของปอดจากพาราควอ็ท  
(paraquat) ได ้ซ่ึงสารดงักล่าวเป็นสารก าจดัวชัพืชชนิดหน่ึง หากไดรั้บเขา้ไปภายในร่างกายจะท าปฏิกิริยา
กบัออกซิเจนโดยเฉพาะบริเวณปอดซ่ึงมีการแลกเปล่ียนออกซิเจนสูง ท าให้เกิดสารอนุมูลอิสระจ านวน
มากส่งผลใหเ้ซลล์เส่ือมและมีการท างานผิดปกติ ซ่ึงไฟโคไซยานินจะท าลายสารอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นได ้
(Blanco-Ayala et al., 2014) และมีการทดสอบคุณสมบตัิของไฟโคไซยานินแบบ in vitro ในอีกหลายดา้น 
เช่น คุณสมบัติยบัย ั้งมะเร็งโดยท าให้เกิดกลไก apoptosis และป้องกันการแสดงออกของ multidrug 
resistance protein (MDR-1) ซ่ึ งท า ให้ เ กิ ดการ ด้ือยา  (Chen and Wong, 2008; Nishanth et al., 2010)              
ไฟโคไซยานินสามารถป้องกันระบบประสาทในเซลล์ microglial BV-2 โดยการลดการเกิดของ                
ไลโปพอลิแซคคาไรด ์ในระดบั mRNA เพือ่ยบัย ั้งการเกิด nitric oxidative synthase (iNOS), COX-2, TNF-
α และ interleukin 6 (IL-6) (Chen et al., 2012) นอกจากน้ีไฟโคไซยานินยงัสามารถยบัย ั้งการรวมตวัของ
เกล็ดเลือดได้ด้วย จึงสามารถใช้ในการรักษาผู ้ป่วยที่ มีอาการหลอดเลือดแดงอุดตันได้ (arterial 
thrombosis) (Hsiao et al., 2005) (ภาพ 2.8)  
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ภาพ 2.8 การศึกษาคุณสมบตัิแบบ In vitro ของไฟโคไซยานิน  
(A: คุณสมบตัิตา้นมะเร็ง B: ผลต่อระบบประสาท และ C: การตา้นการแขง็ตวัของเลือด) 

ที่มา: Fernández-Rojas et al. (2014b) 

2.4 น ้าพุร้อน (hot spring) 

น ้ าพุร้อน (hot spring) เป็นแหล่งพลงังานใตพ้ิภพที่ขนาดใหญ่ สาเหตุของการเกิดน ้ าพุร้อนมีหลาย
แบบ แตกต่างกันไปตามสภาพธรณีวิทยาบริเวณนั้ นๆ เช่น น ้ าใต้ดินแทรกตัวมาขึ้ นมาที่ระดับของ
หินแกรนิต การเสียดทานบริเวณระนาบรอยเล่ือน หรือการปะทุของหินภูเขาไฟ เป็นตน้ ในปีพทุธศกัราช 
2530 กรมทรัพยากรธรณีส ารวจพบว่า บริเวณภาคเหนือของประเทศไทยมีแหล่งน ้ าพรุ้อนเป็นจ านวนมาก 
ส่วนใหญ่มักเกิดจากรอยเล่ือนบริเวณหินแกรนิตยงัมีพลงัอยู่ เม่ือน ้ าบนผิวดิน หรือน ้ าฝนไหลซึมผ่าน
ช่องว่างระหว่างรอยแตกของหินจะเกิดการถ่ายเทความร้อน ส่งผลให้อุณหภูมิของน ้ าและความดนัสูงขึ้น
และไหลกลบัมาสู่เบื้องบน (กรมทรัพยากรธรณี, 2530) 

ส่ิงมีชีวิตที่เจริญไดใ้นที่อุณหภูมิสูง มกัมีคุณสมบติัพิเศษเช่น ผลิตสารออกฤทธ์ิชีวภาพ (bioactive 
compound) หรือเอนไซม์ (enzyme) ที่ท  างานได้อย่างมีประสิทธิภาพและมีความคงตัวในอุณหภูมิสูง 
(thermostability) จึงมีการศึกษาเพือ่น าสารดงักล่าวมาประยกุตใ์ชง้านในดา้นอุตสาหกรรมอยา่งกวา้งขวาง 
เน่ืองจากจะมีความร้อนเกิดขึ้นในระหวา่งกระบวนการผลิต เอนไซมท์ี่ใชจึ้งจ าเป็นตอ้งมีคุณสมบติัในการ
คงตัวในอุณหภูมิสูงเพื่อป้องกันการเสียสภาพของเอนไซม์ หรืออาจต้องควบคุมอุณหภูมิตลอด
กระบวนการผลิตซ่ึงส่งผลใหต้น้ทุนในอุตสาหกรรมสูงตาม (Kumar et al., 2013)  ดั ง นั้ น  ก า ร ศึ ก ษ า
ทางด้านชีววิทยาจึงมีความสนใจที่จะศึกษาคน้ควา้เก่ียวกบัส่ิงมีชีวิตที่อาศยัในมีน ้ าพุร้อน ทั้งด้านชนิด 
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จ านวน สรีรวทิยา และสารออกฤทธ์ิชีวภาพ เพือ่น ามาประยกุตใ์ชใ้หเ้กิดประโยชน์มากขึ้น ซ่ึงส่ิงมีชีวติที่มี
ความหลากหลายที่พบในน ้ าพรุ้อนทั้งในดา้นของชนิดและจ านวนคือ ไซยาโนแบคทีเรีย (cyanobacteria)  

2.5 ความหลากหลายของไซยาโนแบคทีเรียน ้าพุร้อน 

การศึกษาความหลากหลายของไซยาโนแบคทีเรียน ้ าพุร้อนในต่างประเทศมีอยา่งกวา้งขวาง ใน
ประเทศเขตร้อนช้ืน เช่น ประเทศอินโดนีเซียซ่ึงมีสภาพอากาศและภูมิประเทศใกลเ้คียงกบัประเทศไทย มี
รายงานการศึกษาไซยาโนแบคทีเรียในน ้ าพรุ้อน On Sunda พบวา่ที่อุณหภูมิ 45 - 55 °C พบ Mastigocladus 
laminosus, Phormidium laminosum, Pleurocapsa fluviatilis, Plectonema notatum var. africanum, 
Scytonema coactile var. thermal และที่อุณหภูมิสูงกว่า 60 °C พบ Synechococcus elongates f. thermalis, 
Synechosystis aquatilis และ Phormidium laminosum  (Round, 1975) ส่วนประเทศในเขตอบอุ่นและเขต
หนาว พบว่าที่ช่วงอุณหภูมิ 30 - 35 °C มีจ  านวนและชนิดของไซยาโนแบคทีเรียค่อนขา้งหลากหลายแต่
เม่ืออุณหภูมิสูงขึ้น ความหลากหลายของไซยาโนแบคทีเรียลดลง (Brock, 1978) และในประเทศไทยก็มี
การศึกษาความหลากหลายของไซยาโนแบคทีเรียน ้ าพุร้อนมานาน โดยในปี 2532 กาญจนาและคณะ ได้
ศึกษาไซยาโนแบคทีเรียในน ้ าพุร้อนแม่ฝาง น ้ าพุร้อนโป่งฮ่อม จงัหวดัเชียงใหม่ น ้ าพุร้อนบา้นท่าไมแ้ดง 
จงัหวดัก าแพงเพชร ซ่ึงเป็นน ้ าพรุ้อนบริเวณภาคเหนือ พบไซยาโนแบคทีเรียชนิดเด่น ไดแ้ก่ Calothrix sp., 
Oscillatoria terabriformis และ Synechococcus sp. ต่อมามีการศึกษาน ้ าพุร้อนบริเวณภาคกลาง จงัหวดั
กาญจนบุรี คือ บ่อน ้ าร้อนหินดาด พบไซยาโนแบคทีเรียชนิดเด่น ไดแ้ก่ Oscillatoria spp., Mastigocladus 
sp., Synechococcus sp. และ Calothrix sp. (กาญจนาและสุทธิรัตน์, 2535) ในภาคใตมี้การศึกษาน ้ าพุร้อน
เขาชยัสน อ าเภอเขาชยัสน จงัหวดัพทัลุง พบไซยาโนแบคทีเรียหลากหลายชนิด ไดแ้ก่ Synechococcus 
elongatus, Synechococcus aquatilis, Phormidium ambigum, Stigonema hormoides และ Chroococcus sp. 
(วิรัชนีย,์ 2534) และในปี 2544 อุดมลกัษณ์ ศึกษาไซยาโนแบคทีเรียในน ้ าพุร้อน 6 แหล่งในประเทศไทย 
ไดแ้ก่ น ้ าพุร้อนสันก าแพง น ้ าพุร้อนโป่งเดือด น ้ าพุร้อนเทพพนม จงัหวดัเชียงใหม่ น ้ าพุร้อนรักษะวาริน 
จงัหวดัระนอง และน ้ าพุร้อนเขาชัยสน อ าเภอเขาชัยสน จงัหวดัพทัลุง พบไซยาโนแบคทีเรียชนิดเด่น 
ได้แ ก่  Synechococcus lividus Copeland, Cyanothece sp., Phormidium boryanum A nagnos t i d i s  and 
Komárek และ Leptolyngbya sp. โดยใชเ้ทคนิคทางอณูชีวโมเลกุลมาระบุชนิด ดงันั้นจากการศึกษาขา้งตน้
แสดงใหเ้ห็นวา่น ้ าพรุ้อนในประเทศไทยมีความหลากหลายของไซยาโนแบคทีเรียสูง 

2.6 งานศึกษาเกี่ยวกับไฟโคไซยานินทนร้อน 

ปัจจุบนัไฟโคไซยานินทางการคา้สกดัไดจ้ากส่ิงมีชีวติที่เจริญในอุณหภูมิปกติ เช่น Spirulina sp. ซ่ึง
มีความคงตัวที่อุณหภูมิประมาณ 47°C -50°C เม่ืออุณหภูมิสูงขึ้ นจะเร่ิมเสียสภาพคือมีสีซีดจางลง 
(Chaiklahan et al., 2012) จึงเป็นอุปสรรคส าคัญในการน าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม เน่ืองจาก
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อุตสาหกรรมส่วนใหญ่มกัมีความร้อนเกิดขึ้นในกระบวนการผลิต ดงันั้นจึงมีการศึกษาต่างๆ เพือ่ใหท้ราบ
ถึงสภาวะที่ไฟโคไซยานินจะเร่ิมเสียสภาพ และแนวทางที่จะน ามาซ่ึงไฟโคไซยานินที่มีความเสถียรมาก
ขึ้น  

Zhao และ Brand (1989) ได้ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อไฟโคบิลิโปรตีนในไซยาโนแบคทีเรียและ
สาหร่ายสีแดง พบวา่ เม่ืออุณหภูมิสูงขึ้น ไฟโคบิลิโปรตีนจะมีสีจางลง แต่โครงสร้างทางเคมี ทั้งส่วนของ
โปรตีนและโครโมฟอร์จะมีน ้ าหนักโมเลกุลไม่เปล่ียนแปลง ไฟโคบิลิโปรตีนในสารละลายที่มีความ
เขม้ขน้ฟอสเฟตสูง จะมีความคงตวัมากกวา่ไฟโคบิลิโปรตีนที่อยูใ่นสารละลายที่มีความเขม้ขน้ต ่า จึงมีขอ้
สันนิษฐานว่า ไฟโคบิลิโปรตีนน่าจะมีความเสถียรในสภาวะที่มีไอออนสูง มีแรง osmotic สูง  Pumas et 
al. (2011) ศึกษาความคงตวัต่ออุณหภูมิและกิจกรรมตา้นอนุมูลอิสระในไซยาโนแบคทีเรีย 4 สายพนัธุ์
ได้แ ก่  Cyanosarcina sp. SK40, Phormidium sp. PD40-1, Scytonema sp. TP40 และ  Leptolyngbya sp. 
KC45 พบว่าไฟโคบิลิโปรตีนมีความคงตวัสูงสุดถึง 80% ที่อุณหภูมิ 60°C นาน 30 นาที Suwanmanee et 
al. (2015) ศึกษาการคดัแยกและเพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรียจากน ้ าพุร้อนในเขตจงัหวดัสุราษฎร์ธานี เพือ่
เป็นแหล่งทางเลือกไฟโคไซยานินทนอุณหภูมิสูง พบไซยาโนแบคทีเรีย 5 สายพนัธุ์ และเพาะเล้ียงไซยา-
โนแบคทีเรียสายพนัธุ ์Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 

Chaiklahan et al. (2012) ศึกษาผลของอุณหภูมิ pH และสารกนับูดต่อไฟโคไซยานินพบว่า ไฟโค-
ไซยานินจะมีความคงตวัที่ pH 5.5-6.0 และมีความเสถียรที่อุณหภูมิ 47°C  จากงานวิจยัน้ีพบว่า การเติม
กลูโคส (C6H12O6) ซูโครส (C12H22O11) หรือโซเดียมคลอไรด ์(NaCl) จะท าใหไ้ฟโคไซยานินมีความคงตวั
สูงขึ้น Kannaujiya et al. (2016) ศึกษาความคงตวัของไฟโคไซยานินและไฟโคอีริธรินในสารกนับูดแต่ละ
ชนิด ได้แต่ เบนโซอิกแอซิด (C7H6O2) ซิตริกแอซิด (C6H8O7) ซูโครส (C12H22O11) แคลเซียมคลอไรด์ 
(CaCl2) และ วติามินซี พบวา่ไฟโคบิลิโปรตีนทั้งสองชนิดมีความคงตวัสูงที่สุดใน เบนโซอิกแอซิด 

จากรายงานขา้งตน้ท าให้ทราบวา่มีการศึกษาดา้นความคงตวัต่ออุณหภูมิของไฟโคบิลิโปรตีนอยา่ง
ต่อเน่ือง และไซยาโนแบคทีเรียที่เจริญในน ้ าพรุ้อนที่มีอุณหภูมิสูงก็มีแนวโนม้ที่จะผลิตไฟโคบิลิโปรตีนที่
มีความคงตวัที่อุณหภูมิสูงดว้ย งานวจิยัน้ีจึงจะคดักรองเพือ่ใหไ้ดไ้ซยาโนแบคทีเรียที่มีไฟโคไซยานินทน
ร้อน และสามารถเจริญไดอ้ยา่งรวดเร็ว เพือ่น ามาใชผ้ลิตไฟโคไซยานินทนร้อนในทางอุตสาหกรรมไดใ้น
อนาคต 

2.7 การท าบริสุทธ์ิและการตรวจสอบความบริสุทธ์ิโปรตีน 

เป้าหมายของการท าโปรตีนให้บริสุทธ์ิคือท าให้โปรตีนเป้าหมายปราศจากการปนเป้ือนและเสีย
สภาพนอ้ยที่สุด กระบวนการท าบริสุทธ์ิโปรตีนมีหลายขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 
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2.7.1 การตกตะกอนโปรตีน (protein precipitation) 

เป็นการท าให้โปรตีนบริสุทธ์ิบางส่วน (partial purification) มักถูกใช้เป็นขั้นแรกของการท า
บริสุทธ์ิโปรตีน เพื่อให้ง่ายต่อการท าบริสุทธ์ิในขั้นตอนต่อไป อาศยัคุณสมบตัิการละลาย ในสภาวะปกติ 
โปรตีนละลายในน ้ าเน่ืองจากส่วน hydrophobic ของโมเลกุลโปรตีนท าปฏิกิริยากบัโมเลกุลของน ้ า ดงันั้น
การตกตะกอนโปรตีนจ าเป็นตอ้งเพิ่มแรงปฏิกิริยาระหว่างโมเลกุลโปรตีนและลดแรงปฏิกิริยาระหว่าง
โมเลกุลโปรตีนและโมเลกุลน ้ า เพือ่ใหโ้มเลกุลโปรตีนจบักนัแลว้ตกตะกอนลงมา โดยวธีิที่นิยมใชใ้นการ
ตกตะกอนโปรตีนมี 3 วธีิ ไดแ้ก่ 

1) Ionic strength/ salt fractionation precipitation 

วิธีน้ีเป็นวิธีตกตะกอนโปรตีนที่ไดรั้บความนิยมสูง โดยการใชเ้กลือเพิ่มความแรงอิ-
ออน ใหโ้มเลกุลของน ้ าจบักบัโมเลกุลของเกลือแทน ท าใหโ้มเลกุลโปรตีนเคล่ือนที่มาจบักนั
แลว้ตกตะกอน เกลือที่นิยมใชใ้นการตกตะกอนโปรตีนคือ แอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4) 
เน่ืองจาก มีค่าการอ่ิมตวัในน ้ าสูง สามารถละลายน ้ าได้ดีในอุณหภูมิห้อง และมีราคาถูก 
(Sarkar et al., 2011; Chuner et al., 2012) 

2) Organic solvent และ organic polymer 

เป็นการตกตะกอนโปรตีนโดยใชส้ารละลายอินทรียแ์ละพอลิเมอร์อินทรีย ์เพื่อให้น ้ า
มีความสามารถในการท าละลายต ่าลง เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของสารละลายอินทรียสู์งขึ้นท า
ให้แรงกระท าระหว่างโมเลกุลโปรตีนมีค่าสูงขึ้นจนเกิดการรวมตวักนัและตกตะกอนลงมา         
สารละลายอินทรียท์ี่นิยมใชใ้นการตกตะกอนโปรตีนคือ เอทานอล เมทานอล อะซิโตน และ
พอลิเอทิลีนไกลคอล เป็นตน้ (Hemlata et al., 2011) 

3) Isoelectric precipitation 

วิธีน้ีเป็นการตกตะกอนโปรตีนโดยปรับ pH ของสารละลายจนท าให้ประจุสุทธิของ
โมเลกุลโปรตีนเป็นศูนยเ์รียกว่า “isoelectric point: pI” ท าให้โมเลกุลโปรตีนไม่มีแรงผลกั
ระหว่างกนั สามารถเคล่ือนเขา้ใกล ้และจบักนัตกตะกอนลงมาได ้วิธีน้ีค่อนขา้งนิยมใช้ใน
อุตสาหกรรมขนาดใหญ่ เน่ืองจากมีตน้ทุนต ่า แต่ขอ้จ ากดัของวธีิน้ีคือไม่สามารถแยกโปรตีน
ที่มีค่า pI ใกลเ้คียงกนัได ้(ชรินทร์, 2542; Chiu et al., 2009) 
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หลงัจากตกตะกอนโปรตีนแลว้ จะตอ้งมีการแยกโปรตีนออกจากสารละลาย มกัใชก้าร dialysis ซ่ึง
อาศยัหลักการแยกสารที่มีขนาดโมเลกุลต่างกนั ผ่านทางรูพรุนของเยื่อเลือกผ่าน เช่น cellophane หรือ 
cellulose tubing เป็นตน้ จากนั้นจึงน าสารละลายโปรตีนที่ตอ้งการไปท าบริสุทธ์ิในขั้นตอนต่อไป 

2.7.2 การท าบริสุทธ์ิโปรตีนโดยอาศัยคุณสมบัติด้านประจุ 

1)  Ion-exchange chromatography 

วิธีการน้ีจะอาศยัการแลกเปล่ียนประจุระหว่างของเหลวที่เป็นเฟสเคล่ือนที่ (mobile 
phase) กบัของแข็งที่เป็นเฟสคงที่ (stationary phase) โดยเฟสคงที่มีลกัษณะเป็นของแข็ง ไม่
ละลายในตวัท าละลายเรียกวา่ “matrix” เป็นพอลิเมอร์ที่ถูกเหน่ียวน าใหเ้กิดประจุ โดยการปรับ
โครงสร้างให้เกิดพนัธะโควาเลนทก์บัหมู่ฟังกช์นั เรียก “ligand” รวมเรียกว่า “ตวัแลกเปล่ียน
ประจุ (ion exchanger)” หรือ “เรซิน (resin)” ท  าให้แยกสารออกจากกนัได ้โดยสารที่มีประจุ
ตรงขา้มกบั resin จะถูกจบัไว ้และสารที่มีประจุเดียวกนักบั resin จะถูกชะออกมาจากคอลมัน์
ก่อน สามารถแบ่ง resin ออกเป็น 2 กลุ่มตามคุณสมบติัประจุ คือ cation exchanger ประจุของ 
เรซินจะเป็นประจุลบ ใช้แลกเปล่ียนประจุบวก และ anion exchanger ประจุของเรซินเป็น
ประจุบวก ใชแ้ลกเปล่ียนประจุลบ คอลมัน์ประเภทน้ีจะมีลกัษณะกวา้ง เน่ืองจากตอ้งเพิม่พื้นที่
สมัผสัระหวา่งโมเลกุลของสารที่ตอ้งการแยก (Waithaisong et al., 2015) (ภาพ 2.9) 

 

ภาพ 2.9 ลกัษณะตวัแลกเปล่ียนประจุบวกและตวัแลกเปล่ียนประจุลบ 
ที่มา: Shrestha (2013) 

 2)  Isoelectric focusing 

เป็นการแยกสารตามค่า pI ของสาร โดยจะท าให้เกิดความแตกต่างระหวา่งค่า pH ขึ้น
ระหวา่งขั้วไฟฟ้า โปรตีนในสารละลายจะเคล่ือนที่จนถึงจุดที่ประจุสุทธิเป็นศูนยจึ์งหยดุ และ
ในสารละลายโปรตีนผสมจะมีการเติมตวักลางหรือตวัพา (carrier) บางชนิดลงไปก่อนการ
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แยกเพือ่ไม่ใหโ้ปรตีนเคล่ือนที่มาผสมกนัไดอี้ก จึงท าใหเ้กิดการแยกโปรตีนได ้ตวักลางที่นิยม
ใชใ้นการแยกโปรตีนดว้ยวธีิน้ี ไดแ้ก่ agar และ polyacrylamine gel (ภาวณีิ, 2529) 

2.7.3 การท าบริสุทธ์ิโปรตีนโดยอาศัยความแตกต่างของขนาด   

 1)  Gel filtration column chromatography 

วธีิน้ีอาศยัคุณสมบติัความแตกต่างของขนาดโมเลกุลสารตวัอยา่ง โดยเจลที่ใชใ้นวิธีน้ี
เป็นพอลิเมอร์ที่มีรูพรุน โดยสารที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่ไม่สามารถผา่นรูพรุนของเจลไดถู้กชะ
ออกมาจากคอลมัน์ก่อน สารที่มีโมเลกุลขนาดเล็กกวา่ขนาดของรูพรุนเคล่ือนที่ผา่นเขา้ไปตาม
รูพรุนของเจลจึงถูกชะออกมาทีหลงั ท  าให้สามารถแยกสารที่มีขนาดแตกต่างกนัออกจากกนั
ได ้ประสิทธิภาพของการแยกสารโดย gel filtration column chromatography น้ีขึ้นอยูก่บัความ
ยาวของคอลมัน์ ขนาดรูพรุนของเจล และอตัราการไหลของบฟัเฟอร์ 

2)  Ultrafiltration 

วิธีน้ี เป็นการกรองโดยใชเ้ยือ่เลือกผ่าน (membrane filtration) ที่มีลกัษณะเป็นรูพรุน 
ใชแ้รงดนัภายนอก ดนัใหข้องเหลวเคล่ือนที่ผา่นรูพรุนของเยือ่เลือกผา่น มกัใชก้บัการแยกสาร
ที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่ประมาณ 300-500,000 Da เช่น โปรตีน เอนไซม์ แป้ง และเซลล์
แบคทีเรีย เป็นตน้ 

 2.7.4 การท าบริสุทธ์ิโปรตีนโดยอาศัยคุณสมบัติจ าเพาะ 

 1)   Affinity chromatography 

วิธีการน้ีอาศัยโครงสร้างทางเคมีหรือคุณสมบัติจ  าเพาะของสาร ligand ที่ใช้มี
ความจ าเพาะกับสารที่ต้องการแยกสูง เม่ือสารผ่านคอลัมน์ โปรตีนที่ต้องการแยกจะท า
ปฎิกิริยากบั ligand ที่ถูกตรึงอยู ่โปรตีนที่ไม่ตอ้งการจะถูกชะออกมา วิธีน้ีมีขอ้ดีคือ สามารถ
แยกโปรตีนที่ตอ้งการออกจากสารผสมไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพสูง มกัใชก้บัสารที่มีความเจือ
จางสูง และเป็นวธีิที่มีความจ าเพาะสูง แต่ขอ้เสียคือมีค่าใชจ่้ายสูง (ภาวณีิ, 2529) 

2)   Hydrophobic chromatography 

วธีิน้ีจะอาศยัคุณสมบติัของกลุ่มไม่มีขั้วบนโมเลกุลสาร ซ่ึงจะท าปฏิกิริยากบัสารไม่มี
มีขั้วดว้ยกนั ligand ของเฟสเคล่ือนที่จะมีลกัษณะเป็นสายสั้นๆ ของแขนงไฮโดรคาร์บอน โดย
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ติดกบัพอลิเมอร์เรซินที่เป็น phynyl FF HS resin ซ่ึงโปรตีนจะถูกแยกโดยโมเลกุลที่ไม่มีขั้วจบั
กบัเรซินดว้ยแรง hydrophobic  

2.7.5 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิโปรตีน 

การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของโปรตีนอาศัยเทคนิค gel electrophoresis คือการใช้
กระแสไฟฟ้าเป็นตวัพาสารให้เคล่ือนที่ผ่านรูพรุนของเจล เจลที่นิยมใชใ้นวิธีน้ีคือ พอลิอะคริลา-
ไมด ์ซ่ึงมี 2 แบบ (บุญยนื, 2522) ไดแ้ก่  

1) Native gel electrophoresis 

วิธีน้ีใช้ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของโปรตีนในสภาพธรรมชาติ ท  าให้สามารถน า
โปรตีนบนเจลไปใชง้านต่อได ้โดยโปรตีนบนเจลถูกแยกตามขนาด รูปร่าง และประจุ 

2) Sodium dodecylsulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

วิธีน้ีโปรตีนท าปฏิกิริยากับ sodium dodecylsulfate (SDS) ร่วมกับ reducing agent 
และให้ความร้อนท าให้โปรตีนที่พบังอคลายตวัเป็นเส้นตรง ดงันั้นการเคล่ือนที่ของโปรตีน
ในเจลจะแยกตามขนาดของโปรตีนเท่านั้น และโปรตีนที่ผ่านวิธีน้ีจะเสียสภาพ ไม่สามารถ
น าไปใชง้านต่อได ้   

2.8 อนุมูลอิสระ สารต้านอนุมูลอสิระ และการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระ (free radical, antioxidant 
reagent and antioxidant activity determination) 

2.8.1 อนุมูลอิสระ (free radicals)  

อนุมูลอิสระ คือสารที่มีอิเล็กตรอนโดดเด่ียวในโมเลกุล เม่ืออิเล็กตรอนในโมเลกุลไม่สมดุลจะ
กลายเป็นอนุมูลอิสระที่ดึงอิเล็กตรอนจากโมเลกุลอ่ืนมาแทนที่เพือ่ใหเ้กิดความเสถียร ซ่ึงปฏิกิริยาน้ีจะเกิด
ต่อเน่ืองในเซลล์ตลอดดงัสมการ 1 และ 2 อนุมูลอิสระมีหลายชนิด ไดแ้ก่ ไดแ้ก่ oxygen radical (รวมถึง
อนุพนัธข์อง oxygen radical เช่น hydroxyl radical (OH•), hydrogen peroxide, transition metals, carbonate 
radical (CO3

•-), nitrate radical (NO3
•), methyl radical (CH3

•), superoxide radical (O2
•), peroxyl radical 

(ROO•), reactive oxygen species (ROS) เป็นตน้ (Halliwell, 1999) 

สารอนุมูลอิสระมีผลท าลายสารชีวโมเลกุลทุกชนิด ส่งผลให้เกิดสภาวะผิดปกติในส่ิงมีชีวิต เช่น 
การแก่ก่อนวยั (aging) โรคหลอดเลือดหวัใจและหวัใจขาดเลือด (coronary heart disease) ผนงัหลอดเลือด
แข็งตวั (atherosclerosis) โรคความจ าเส่ือม (Alzheimer’s disease) โรคขอ้อักเสบ (arthritis) โรคภูมิแพ ้
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(allergies) โรคเส่ือมของระบบต่างๆ รวมถึงการกลายพนัธุ์ของเซลล์ ซ่ึงอาจพฒันาจนกลายเป็นเน้ืองอก 
หรือมะเร็ง เป็นตน้ (Smith et al., 2000; Upston et al., 2003; Hyun et al., 2006; Durackova, 2010) 

 

2.8.2 สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant reagent) 

สารตา้นอนุมูลอิสระ ท าหน้าที่ยบัย ั้งปฎิกิริยาออกซิเดชนั มีกลไกที่แตกต่างกนัไป เช่น การดกัจบั
อนุมูลอิสระ (radical scavenging) การจับโลหะที่เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชัน (metal chelation) การหยุด
ปฏิกิริยาการสร้างอนุมูลอิสระ (chain-breaking) และการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยา   
อนุมูลอิสระ (enzyme inhibition) ตวัอยา่งกลไกการตา้นอนุมูลอิสระแสดงดังสมการ 3 และ 4  (เจนจิรา 
และประสงค,์ 2554)  สารตา้นอนุมูลอิสระในปัจจุบนัมีทั้งที่มาจากการสังเคราะห์ เช่น trolox, gallic acid 
สารประกอบฟีนอลิก และสารตา้นอนุมูลอิสระจากธรรมชาติที่พบในทั้งพืชและสัตว ์ เช่น วิตามินเอ 
วิตามินซี วิตามินอี และกลูตาไธโอน สารตา้นอนุมูลอิสระจากการสังเคราะห์นิยมใช้ในอุตสาหกรรม
อาหารเพื่อยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันที่ท  าให้อาหารมีลักษณะเปล่ียนไป สารตา้น    

อนุมูลอิสระสังเคราะห์น้ีมีความคงตวักว่าสารตา้นอนุมูลอิสระจากธรรมชาติแต่ยงัมีขอ้จ ากัดดา้นความ
ปลอดภยัในการบริโภค (Pokorny et al., 2001) 

R• + O2     ROO•    (สมการ 1) 
ROO• + RH   ROOH + R•   (สมการ 2) 
R• + AH     RH + A•    (สมการ 3) 
RO• + AH     ROH + A•    (สมการ 4) 

2.8.2 การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant activity determination) 

การวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระมีหลายวธีิ ซ่ึงแต่ละวธีิก็จะมีความจ าเพาะต่อสารแตกต่างกนั เพือ่
ความถูกตอ้งจึงมกัใชก้ารวเิคราะห์จะใชห้ลายวธีิร่วมกนั วธีิการวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระที่นิยมไดแ้ก่ 
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1) 2,2-Diphenyl-1-picryhydrazyl (DPPH) (Que et al., 2006) 

DPPH• เป็นอนุมูลอิสระที่คงตวั มีสีม่วง ดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคล่ืน 517 nm 
ใชใ้นการทดสอบความสามารถในการก าจดัอนุมูลอิสระ (scavenging activity) โดยเม่ือท า
ปฎิกิริยากบัสารตา้นอนุมูลอิสระในตวัท าละลายเอทานอล จะเปล่ียนเป็นสีเหลือง ดงัสมการ 
5 และความสามารถในการตา้นออกซิเดชนัจะแสดงออกมาในค่า %inhibition ตามสมการ 6 

DPPH•   +   RH   DPPH-H   +   R•   (สมการ 5) 
สีม่วง        ตวัอยา่ง  สีเหลือง 

% inhibition = [(A517 control – A517 test sample)/ A517 control)] x 100  (สมการ 6) 

 Demiral et al. (2012) ศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของ crude extracts และไฟโคไซยานิน ที่สกดั
จากไซยาโนแบคทีเรีย 2 สายพนัธุ ์คือ Oscillatoria amphibia และ Spirulina platensis โดยวธีิ DPPH พบวา่ 
ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของ crude extract ที่สกดัจาก S. platensis มีค่าสูงกวา่ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของ crude 
extract ที่สกดัจาก O. amphibia และฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของไฟโคไซยานินที่สกดัจากทั้งสองสายพนัธุ์มี
ค่าสูงขึ้น สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Wu et al. (2016) ที่พบว่าฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของไฟโคไซยานิน
หลงัท าบริสุทธ์ิมีค่าสูงกว่าสารสกดัน ้ าที่สกัดจาก S. platensis และ Paliwal et al. (2015) ศึกษาฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระของไฟโคบิลิโปรตีนที่สกัดจากไซยาโนแบคทีเรีย 3 สายพนัธุ์ ได้แก่ Pseudanabaena sp., 
Spirulina sp. และ Lyngbya sp. ดว้ยวธีิ DPPH พบวา่ Lyngbya sp. มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูงที่สุด โดยมีค่า 
IC50 เท่ากบั 18.78 mg gallic acid/mg extract  

  

 


