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บทที่ 3 

อุปกรณ์และวธีิการวจิัย 

อุปกรณ์ 

1) ปากคีบ 
2) กรรไกร 
3) คตัเตอร์ 
4) กล่องพลาสติกทนร้อน 
5) กลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง (light microscope) ยีห่อ้ Olympus รุ่น CH30 
6) กระจกสไลดแ์ละกระจกปิดสไลด ์
7) เคร่ืองชัง่น ้ าหนกั 4 ต  าแหน่ง ยีห่อ้ Mettler Tolebo รุ่น PG802-S 
8) อ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ยีห่อ้ Julabo Eco Temp รุ่น TW12 
9) เคร่ืองป่ันเหวี่ยงจุลินทรียแ์บบควบคุมอุณหภูมิ (centrifuge) ยีห่อ้ Hettich/ Germany รุ่น 

MIKRO 220 R 
10) Sonicator Sonics ยีห่อ้ Vibra-cellTM 
11) Microplate reader ยีห่อ้ Dynex technologies รุ่น Spectra MRTM  
12) เคร่ือง Lyophilizer 
13) 96 well microplate plastic 
14) หลอด centrifuge ขนาด 50 mL 
15) ออโตปิเปต และทิปขนาด 1,000 µL 
16) เมทานอล 
17) Phosphate buffer pH 6.2 (ภาคผนวก ก) 
18) นาฬิกาจบัเวลา 
19) อาหารเล้ียงเช้ือสูตร BG11 (ภาคผนวก ข) 
20) ตูบ้่มเช้ือควบคุมอุณหภูมิ 
21) ขวดรูปชมพู ่ขนาด 125 และ 500 mL

A. B. C. 

D. E. 
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22) ถงัพอลิคาร์บอนขนาด 10 L 
23) หลอดฟลูออเรสเซนต ์
24) เคร่ืองป้ัมอากาศ 
25) ไสก้รองอากาศ 
26) สายยางใหอ้ากาศ 
27) ไสก้รองอากาศ 
28) ÄKTA purifier system (Amersham Biosciencese) 
29) Q-sepharoseTM fast flow (Amersham Biosciencese) 
30) Sephadex G-75  (Amersham Biosciencese) 
31) กระดาษกรอง 
32) PVDF membrane 
33) Towbin buffer (ภาคผนวก ก) 

สารเคม ี

1) แอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4)  
2) Tris-HCl pH 8.0 (ภาคผนวก ก) 
3) 1M NaCl (ภาคผนวก ก) 
4) สารเคมีในการทดสอบโปรตีน BSA protein assay (ภาคผนวก ง) 
5) สารเคมีในการทดสอบความบริสุทธ์ิโดยวธีิ sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

(SDS-PAGE) (ภาคผนวก ฉ) 
6) สารเคมีในการทดสอบ in vitro digestibility  
7) สารเคมีในการทดสอบคุณสมบตัิในการตา้นอนุมูลอิสระ (ภาคผนวก ช) 

ไซยาโนแบคทีเรียที่ใช้ในการวิจัยจากห้องปฏิบัติการสาหร่ายประยุกต์ 

1) Calothrix sp. NUP 
2) Chroococcidiopsis sp. SK40 
3) Cyanosarcina sp. SG40 
4) Leptolyngbya sp. PD45 
5) Pseudanabaena sp. TP8 
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วิธีการวิจัย 

 วธีิการวจิยัด าเนินตามแผนภาพแสดงขอบข่ายการวจิยั (ภาพ 3.1) โดยมีรายละเอียดดงัน้ี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพ 3.1 แผนภาพแสดงขอบข่ายงานวจิยั 

 
 

 

 

 

ไซยาโนแบคทีเรียที่ไดรั้บจาก 

หอ้งปฏิบติัการวจิยัสาหร่ายประยกุต ์
(AARL) 

ไซยาโนแบคทีเรียจากแหล่ง

น ้ าพรุ้อนธรรมชาติ 

คดักรองตวัอยา่งที่มีคุณสมบติัทนร้อน 

ศึกษาประชากรไซยาโนแบคทีเรียที่พบในตวัอยา่งที่ทนร้อน 

ท าการคดัแยกเช้ือเพือ่เพาะเล้ียง และระบุสายพนัธุด์ว้ยวิธี 16S rDNA 
sequencing 

ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของไซยาโนแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงได ้
และขยายขนาดการเพาะเล้ียงเป็น 10 L  

เก็บเก่ียวเซลลไ์ซยาโนแบคทีเรียที่เพาะเล้ียง 

 สกดัไฟโคไซยานินเพือ่ท  าบริสุทธ์ิและหากรดอะมิโนส่วนปลาย N  

ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ In vitro digestibility  คุณสมบตัิทนร้อน  

ศึกษาคุณสมบติัของไฟโคไซยานินท่ีสกดัจากไซยาโนแบคทีเรียท่ีเพาะเล้ียง 
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3.1    การเก็บไซยาโนแบคทีเรียจากแหล่งน ้าพุร้อนธรรมชาติ 

ตวัอย่างที่ใช้ในการวิจยัคร้ังน้ีเป็นตัวอย่างไซยาโนแบคทีเรียที่เก็บจากแหล่งน ้ าพุร้อน 5 
แหล่งใน 4 จงัหวดัภาคเหนือของประเทศไทย ระหว่างเดือน มีนาคม ถึง พฤษภาคม พ.ศ. 2558 
ไดแ้ก่ น ้ าพุร้อนท่าปาย (TP) จงัหวดัแม่ฮ่องสอน น ้ าพุร้อนแม่จนั (MC) จงัหวดัเชียงราย น ้ าพุร้อน
สันก าแพง (SKP) และน ้ าพุร้อนเทพพนม (TPN) จงัหวดัเชียงใหม่ และน ้ าพุร้อนแจซ้้อน (CS) 
จงัหวดัล าปาง (ภาพ 3.2 และภาพ 3.3) ก าหนดจุดเก็บตวัอยา่งดงัตาราง 3.1 เลือกเก็บตวัอยา่งไซยา
โนแบคทีเรียในบริเวณที่มีอุณหภูมิสูงกว่า 50°C โดยสุ่มเก็บตวัอยา่งจุดละ 3 ซ ้ า ใชป้ากคีบท าการ
ขดูหรือตดั คีบตวัอยา่งไซยาโนแบคทีเรียจากส่ิงยดึเกาะ แบ่งตวัอยา่งบางส่วนใส่ในกล่องพลาสติก
ขนาดเล็ก เพือ่ใชศึ้กษารูปร่างเซลลแ์ละแยกเช้ือเพือ่ท  าการเพาะเล้ียง ตวัอยา่งที่เหลือท าการซบัน ้ าให้
แหง้ เก็บในอุณหภูมิ -20°C เพือ่สกดัไฟโคไซยานิน และศึกษาสมบติัของไฟโคไซยานินที่สกดัจาก
ไซยาโน-แบคทีเรียที่เพาะเล้ียงในขั้นต่อไป  

 

 

ภาพ 3.2 แผนที่แสดงแหล่งน ้ าพรุ้อนที่เก็บตวัอยา่ง 
(A: น ้ าพรุ้อนท่าปาย B: น ้ าพรุ้อนแม่จนั C: น ้ าพรุ้อนสนัก าแพง 

D: น ้ าพรุ้อนเทพพนม และ E: น ้ าพรุ้อนแจซ้อ้น) 
 
 
 

E. 

D. 

C. 

B. 

A. 
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ภาพ 3.3 แหล่งน ้ าพรุ้อนที่เก็บตวัอยา่ง 

(A: น ้ าพรุ้อนท่าปาย B: น ้ าพรุ้อนแม่จนั C: น ้ าพรุ้อนสนัก าแพง 
D: น ้ าพรุ้อนเทพพนม และ E: น ้ าพรุ้อนแจซ้อ้น) 

 

 

 

A. 

D. 

E. 

C. 

B. 
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ตาราง 3.1 พกิดัของจุดเก็บตวัอยา่งและรหสัของตวัอยา่งไซยาโนแบคทีเรียที่ใชใ้นการศึกษา 

จุดเก็บตัวอย่าง พิกัด จ านวน
ตัวอย่าง 

อุณหภูมิที่เก็บ
ตัวอย่าง 
(°C) 

รหัสตัวอย่าง 

น ้ าพรุ้อนท่าปาย  
อ. ท่าปาย จ. แม่ฮ่องสอน 

N19.30822  
E98.47343 

2 59 
61.9 

TP59 
TP61.9 

น ้ าพรุ้อนสนัก าแพง  
อ. แม่ออน จ. เชียงใหม่ 

N18.815133 
E99.229567 

2 60.2 
54.4 

SKP60.2 
SKP54.4 

น ้ าพรุ้อนเทพพนม  
อ. แม่แจ่ม จ. เชียงใหม่ 

N18.27127  
E98.39623 

1 56.7 TPN56.7 

น ้ าพรุ้อนแม่จนั  
อ. แม่จนั จ. เชียงราย 

N20.11724  
E99.79865 

1 61.3 MC61.3 

น ้ าพรุ้อนแจซ้อ้น 
อ. แจห่้ม จ. ล าปาง 

N18.834409 
E99.477167 

10 53 
57 
58 
60 

60.5 
61 
62 
64 

64.5 
66 

CS53 
CS57 
CS58 
CS60 
CS60.5 
CS61 
CS62 
CS64 
CS64.5 
CS66 
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3.2  การคดักรองไซยาโนแบคทีเรียที่มีไฟโคไซยานินทนอุณหภูมิสูง 

3.2.1 แบ่งไซยาโนแบคทีเรียที่เก็บมาจากจุดเก็บตวัอยา่งเพือ่น ามาหาน ้ าหนกัแหง้ โดยชัง่ตวัอยา่ง
ก่อนอบดว้ยเคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง จากนั้นน าไปอบที่ 55°C นาน 3 วนั แลว้น ้ าหนักหลงัอบ
เพือ่น ามาค านวณน ้ าหนกัแหง้ที่ใชใ้นการสกดัดงัสมการ 
 

% น ้ าหนกัแหง้ (%)  = น ้ าหนกัสดก่อนอบ (mg) - น ้ าหนกัแหง้หลงัอบ (mg)  ×  100 
         น ้ าหนกัสดก่อนอบ (mg) 
 
น ้ าหนกัแหง้ที่ใชใ้นการสกดั (mg) = น ้ าหนกัสดที่ใชส้กดั (mg) × % น ้ าหนกัแหง้ (%)   
 

3.2.2 สกดัไฟโคไซยานิน โดยผสมตวัอยา่งไซยาโนแบคทีเรียสด 0.1 g ในสารละลาย phosphate 
buffer pH 6.2 ปริมาณ 40 mL ท  าให้เซลล์แตกโดยใช้คล่ืนเสียงความถ่ีสูง (sonication) 6 
kHz ที่ 4°C เป็นเวลา 30 นาที (ท  างาน 15 วนิาที พกั 30 วนิาที) ตรวจสอบการแตกของเซลล์
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ จากนั้นป่ันเหวีย่ง ที่ 6000 g 4°C 30 นาที เก็บ supernatant เป็น cell 
free extract 

3.2.3 วดัปริมาณไฟโคไซยานินในแต่ละตวัอยา่ง โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ 615 nm และ 652 
nm (Bennett and Bogorad, 1973) จากนั้นค  านวณปริมาณไฟโคไซยานินโดยดงัสมการ 
 

ไฟโคไซยานิน (mg/mL)  =  A615 - 0.474(A652) 
              5.34 

    A615 = ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดของไฟโคไซยานิน 

    A625 = ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดของอลัโลไฟโคไซยานิน 

3.2.4      ศึกษาคุณสมบตัิการทนอุณหภูมิสูงของไฟโคไซยานิน (ดัดแปลงจาก Zhao and Brand, 
1989) ดว้ยการบ่ม cell free extract ที่ 70°C แบ่งเป็น 4 ช่วงเวลาไดแ้ก่ 0 15 30 และ 60 นาที 
ตามล าดบั จากนั้นวดัปริมาณไฟโคไซยานินหลงัการบ่มแต่ละช่วงเวลา  

3.2.5     เม่ือคดักรองไซยาโนแบคทีเรียที่ผลิตไฟโคไซยานินทนร้อนได้ตามตอ้งการแลว้ ศึกษา
รูปร่างของไซยาโนแบคทีเรียภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง และจดัจ าแนกชนิดของ
ไซยาโนแบคที เ รี ยตาม เอกสารอ้าง อิง ท่ี เ ก่ี ยวข้อง  ( ยุว ดี , 2556; Komárek and 
Anagnostidis, 2005) 
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3.2.6     ท าการแยกเช้ือโดยใชว้ธีิ pick cell ในอาหาร BG11 (ภาคผนวก ข)  
3.2.7     ระบุสายพนัธุท์ี่เจริญได ้โดยใชว้ธีิ 16S rDNA sequencing analysis (กาญจนา, 2558) 

7.1) สกัด DNA ของ Synechococcus sp. ที่เพาะเล้ียงได้ โดยใช้ Wizard® Genomic DNA 
Purification Kit ยีห่อ้ Promega 
1.1 ผสมตวัอยา่ง 0.5 g กบั lysis solution (BB) 950 µL และ lysis solution 50 µL อุ่น

ที่ 65°C นาน  20 วนิาที 
1.2 Beads beating 4-6 m/sec หรือ 4200-6500 rpm 5 sec บ่มที่อุณหภูมิ 65°C นาน 30 

นาที 
1.3 ป่ันตกตะกอนที่อุณหภูมิหอ้ง 12000 rpm  1 นาที 
1.4 ดูดส่วนใส 600 µL ผสมกับ Purification solution 400 µL ผสมให้เข้ากันดีใน

หลอดใหม่ 
1.5 เติม chloroform 600 µL vortex 15 วนิาที 
1.6 ป่ันตกตะกอนที่อุณหภูมิหอ้ง 12000 rpm  15 นาที 
1.7 ดูดส่วนใส 800 µL ผสมกับ Pricipitation solution 800 µL ป่ันตกตะกอนที่

อุณหภูมิ 4°C ที่ 20,000 g นาน 15 นาที 
1.8 เทส่วนใสทิ้ง แล้วละลายตะกอนด้วย 1 mL wash solution ผสมเบาๆโดยการ

พลิกหลอด 2-3 คร้ัง ป่ันตกตะกอนที่อุณหภูมิ 4°C ที่ 20,000 g นาน 15 นาที 
ท  าซ ้ า 2 คร้ัง 

1.9 เทส่วนใสทิ้ง แลว้ละลายตะกอนดว้ย 1 mL 70% ethanol และ 2 µL ethachimate 
1.10 ป่ันตกตะกอนที่อุณหภูมิ 4°C ที่ 20,000 g นาน 15 นาที เทส่วนใสทิ้ง แลว้ท าให้

แหง้ จากนั้นละลายตะกอนใน TE buffer 

7.2) Amplify 16S rDNA โดยวธีิ PCR (ประกอบดว้ยสารปริมาตรรวม 100 µL ดงัน้ี) 

- น ้ า     78.5  µL 
- 10x buffer   10  µL 
- 2mM dNTP   8  µL 
- Primer F (27F)   1  µL 
- Primer R (1492R)  1  µL 
- polymerase   0.5  µL 
Total    99  µL 
Template   1  µL 
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สภาวะ PCR: 30 cycle 96°C นาน 2 นาที 
      98°C นาน 20 วนิาที 

     56°C นาน 30 นาที 
     72°C นาน 1.5 นาที 
     72°C นาน 10 นาที 
     4°C นาน 10 นาที 

7.3 ท า  purification PCR product ด้วย  Wizard® SV gel and PCR Clean-Up system ยี่ห้อ 
Promega 

7.4 ตรวจสอบ genomic DNA, PCR product และ PCR product ที่บริสุทธ์ิดว้ย agarose gel  
- 1% Agarose 100 V นาน 30 นาที 
- Loading dye 2 µL และ ตวัอยา่ง DNA 3 µL 
- แช่ Ethidium bromide นาน 5 นาที แลว้ตรวจสอบดว้ย Gel documentation 

7.5 ส่งตรวจช้ินส่วน DNA และวเิคราะห์โดยการ BLAST 
7.6 ตัดช้ินส่วนที่ไม่เหมาะสมโดยใช้โปรแกรม BioEdit และสร้าง phylogenetic tree 

เปรียบเทียบกับแบคทีเรียมาตรฐานกับฐานขอ้มูลของ GenBank ตามตาราง ค.1 ด้วย
โปรแกรม MEGA7 วธีิ neighbor-joining  

 

3.3 การเพาะเลีย้งไซยาโนแบคทีเรียในอุณหภูมิต่างๆ และการขยายขนาดการเพาะเลีย้ง 

3.3.1 ท าการเพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรียที่คดัเลือกไดจ้ากขอ้ 3.3.1 ในสูตรอาหาร BG11 ปริมาตร 
300 mL ที ่4 อุณหภูมิ ไดแ้ก่ อุณหภูมิหอ้ง 37°C 45°C และ 50°C เพือ่หาอุณหภูมิที่เหมาะสม
ในการเพาะเล้ียง วดัการเจริญดว้ยการวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ 560 nm ทุก 2 วนั เป็นเวลา 
15 วนั  

3.3.2 ขยายขนาดการเพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรียในอาหาร BG11 สู่ปริมาตร 10 ลิตร ที่อุณหภูมิ
ที่เหมาะสม ตรวจวดัการเจริญดว้ยการวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ 560 nm ทุก 2 วนั  

3.3.3 เม่ือการเจริญเขา้สู่ระยะ stationary phase จึงท าการเก็บเก่ียวเซลล ์และน าไปชัง่น ้ าหนกัแหง้
และสกดัไฟโคไซยานินเพือ่ศึกษาคุณสมบติัในขั้นต่อไป  

 

3.4 การท าไฟโคไซยานินให้บริสุทธ์ิ (ดัดแปลงจาก Bermejo et al., 2001)  
3.4.1 ท าการสกดัไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรียที่เก็บเก่ียวได ้และวดัปริมาณไฟโคไซยา-

นิน และปริมาณโปรตีนตามวธีิ Lowry protein assay  (ภาคผนวก ง) 
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3.4.2 ตกตะกอนโปรตีนใน supernatant ดว้ยแอมโมเนียมซลัเฟต (NH4)2SO4 (ภาคผนวก จ) การ
อ่ิมตวัที่ 80% ทิ้งให้ตกตะกอนขา้มคืนที่อุณหภูมิ 4°C ป่ันเหวี่ยงเพื่อตกตะกอน จากนั้น
ละลายตะกอนที่ไดด้ว้ย 0.2 M phosphate buffer pH 7.0 และท าการ dialysis เพือ่ก าจดัเกลือ 
โดยใชส้ัดส่วนของสารละลายในถุงต่อบฟัเฟอร์ เท่ากบั 1: 100 ที่อุณหภูมิ 4°C โดยมีการ
กวนตลอดเวลา เปล่ียนบฟัเฟอร์ใหม่ทุก 4 ชัว่โมง นาน 24 ชัว่โมง 

3.4.3 ท าไฟโคไซยานินให้บริสุท ธ์ิ โดยใช้ Q- sepharoseTM fast flow ion-exchange column 
chromatography 
3.1)  ต่อคอลัมน์ Q-sepharoseTM fast flow เข้ากับเคร่ือง ÄKTA purifier system แล้วเปิด  

ระบบปฏิบตัิการ UNICORN 5.31  

  3.2)    ลา้งคอลมัน์ดว้ย 20 mM Tris-HCl buffer pH 8.0 อตัราการไหล 1 mL/min 

3.3)   โหลดตวัอยา่งที่ตอ้งการท าบริสุทธ์ิ 1 mL ลงในคอลมัน์ เพื่อท าบริสุทธ์ิดว้ยวิธี ion-
exchange column chromatography 

3.4)    ชะตวัอยา่งจากคอลมัน์โดยใช ้1 mM phosphate buffer pH 7.4 ที่มีความเขม้ขน้ของ 
NaCl ตั้งแต่ 0-1 M อตัราการไหล 1 mL/min 

3.5)    เก็บตวัอยา่งที่ชะออกมาจากคอลมัน์ดว้ย fraction collector ปริมาตร fraction ละ 2 
mL 

น า fraction ที่มีไฟโคไซยานินสูงสุดมารวมกัน แล้วตกตะกอนโปรตีนด้วย ammonium 
sulfate เพือ่ท  าบริสุทธ์ิในขั้นต่อไป  

3.4.4  ท  าไฟโคไซยานินใหบ้ริสุทธ์ิโดยใช ้Sephadex G-75 gel filtration column chromatography 

4.1)   ต่ อ ค อ ลัม น์  Sephadex G-75 เ ข้ า กับ เ ค ร่ื อ ง  ÄKTA purifier system แล้ ว เ ปิ ด
ระบบปฏิบตัิการ UNICORN 5.31 

4.2)    ลา้งคอลมัน์ดว้ย 20 mM Tris-HCl buffer pH 8.0 อตัราการไหล 1 mL/min  
4.3)    โหลดตวัอยา่งที่ผ่านการท าบริสุทธ์ิแบบ ion-exchange chromatography 1 mL ลงใน

คอลมัน์ เพือ่ท  าบริสุทธ์ิดว้ยวธีิ gel filtration chromatography 
4.4)    ชะตวัอยา่งจากคอลมัน์โดยใช ้20 mM Tris-HCl buffer pH 8.0 ที่มีความเขม้ขน้ของ 

NaCl ตั้งแต่ 0-1 M อตัราการไหล 1 mL/min เก็บตวัอยา่งที่ชะออกมาจากคอลมัน์ด้วย 
fraction collector ปริมาตร fraction ละ 0.5 mL 
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3.4.5  น าสารละลายที่ไดใ้นการท าบริสุทธ์ิแต่ละขั้นมาตรวจสอบความบริสุทธ์ิของไฟโคไซยานิน
ด้วยวิ ธี  sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel (SDS-PAGE)  (Bermejo et al., 2001) 
(ภาคผนวก ฉ)  

3.4.6 การหาล าดบักรดอะมิโนส่วนปลาย N  

1) ท าความสะอาดอุปกรณ์ที่ใช ้(กรรไกร คตัเตอร์) ใหส้ะอาดดว้ยน ้ ายาลา้งจาน น ้ าปราศจาก
อิเล็กตรอนและเอทานอล 

2) ตดั PVDF membrane ใหมี้ขนาดใกลเ้คียงกบัเจล 
3) ตดักระดาษฟิลเตอร์จ านวน 8 แผน่ โดยมีขนาดใหญ่กวา่ PVDF membrane เล็กนอ้ย 
4) เติมเมทานอลลงในภาชนะเพื่อแช่ PVDF membrane จากนั้นเทเมทานอลทิ้ง เติม towbin 

buffer เพือ่แช่ PVDF membrane และ กระดาษฟิลเตอร์ เขยา่เบาๆ 15 นาที 
5) ท า blotting โดยเรียงล าดบัชั้นดงัภาพ 3.4 ท  า electrophoresis ใชก้  าลงัไฟ 40 V. นาน 90 

นาที โดยใชก้ระแสไฟ 1.66 mA/cm2 ต่อพื้นที่ของกระดาษฟิลเตอร์ 
 

 
 
 
 
 

 

ภาพ 3.4 ล าดับชั้นของการวางกระดาษฟิลเตอร์ เจล และ PVDF membrane ในการ 
blotting 

6) ตัดขนาดของแถบที่ปรากฏบน PVDF membrane น าไปเข้าเคร่ือง sequencing เพื่อหา
ล าดบัเบสของกรดอะมิโนปลาย N 

 

 

 

 

กระดาษฟิลเตอร์ 

กระดาษฟิลเตอร์ 

PVDF membrane 
เจล 
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3.5  การศึกษาคุณสมบัติของไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรียที่เพาะเลีย้ง  

สกดัไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงและ Arthrospira (Spirulina) platensis 
GD โดยชัง่น ้ าหนกัเซลลแ์หง้ 2 g ละลายใน phosphate buffer pH 6.2 ปริมาณ 40 mL ท  าใหเ้ซลลแ์ตก
แลว้ป่ันเหวีย่งที่ 6000 g 4°C 30 นาที เก็บ supernatant จากนั้นน ามาระเหยแหง้ดว้ยเคร่ือง Lyophilizer 
จากนั้นน ามาศึกษาคุณสมบติัที่สนใจดงัน้ี 

3.5.1      ทดสอบคุณสมบตัิทนร้อน โดย บ่มที่อุณหภูมิ 40, 50, 60, 70 และ 80°C ตามล าดับ เป็น
เวลา 30 นาที เพื่อหาอุณหภูมิที่ เหมาะสมต่อการศึกษา เม่ือทราบอุณหภูมิที่ปริมาณ            
ไฟโคไซยานินลดลงจนมีปริมาณใกลเ้คียงกนั จึงท าการทดลองที่อุณหภูมิดงักล่าว โดยเพิ่ม
เวลาในการบ่มเป็น 120 นาที 

3.5.2 การทดสอบ in vitro digestibility  
2.1)   เตรียมสารทดสอบโดยผสมสารอนินทรีย ์และสารอินทรีย ์แลว้ปรับปริมาตรเป็น 500 

mL ดว้ยน ้ ากลัน่ จากนั้นเติมส่วนผสมเพิม่เติมแลว้ปรับ pH ตามตาราง 3.2 
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ตาราง 3.2 สารเคมีที่ใชใ้นการทดสอบ in vitro digestibility (ดดัแปลงจาก Versantvoort et al., 2005) 
 Stock 

solution 
(g/L) 

ปริมาตรที่ใช้ 

Saliva 
(mL) 

Gastric 
juice 
(mL) 

Duodenal 
juice 
(mL) 

Bile 
juice 
(mL) 

สารอนินทรีย ์
      KCl  
      KSCN  
      NaH2PO4  
      NaSO4  
      NaCl  
      NaHCO3  
      CaCl2  
      NH4Cl  
      HCl  
      KH2PO4  
      MgCl2·6H2O  

 
89.6 
20 
88.8 
57 
175.3 
84.7 
29.4 
30.6 
37% 
8 
2.34 

 
  10  
  10 
  10  
  10  
  1.7  
  20  

 
9.2  
 
3.0 
 

15.7  
 
18  
10 
6.5  

 
       6.3 
 
 
 
       40  
       40  
       9 
       180 
       10  
       10  

 
  4.2  
 
  68.3  
 
  30  
 
  10  
  150 µL 

สารอินทรีย ์
      Urea  
      Glucose  
      Glucuronic acid  
      Glucoseamine hydrochloride  

 
25 
65 
2 
33 

 
   8  

 
     3.4  
     10  
     10  
     10  

 
      4  

 
   10  

เติมส่วนประกอบ หลงัผสมสารละลาย
อินทรียแ์ละอนินทรียเ์ขา้ดว้ยกนั 
      α-amylase 
      Uric acid 
      Mucin 
      BSA 
      Pepsin 
      Pancreatin  
      Lipase 
      Bile 

  
 
   290 mg 
   15 mg 
   25 mg 

 
 
 
 
     3 g 
     1 g 
     2.5 g 
      

 
 
 
 
 
      1 g 
 
      9 g 
      1.5 g 

 
 
 
 
 
   1.8 g 
 
 
 
   30 g 

      pH  6.8 ± 0.2    1.3 ± 0.2    8.1 ± 0.2  8.1 ± 0.2 
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 2.2)    ผสมสารสกดัไฟโคไซยานินปริมาณ 5 mL ลงในสารละลาย saliva ปริมาณ 5 mLจากนั้น 

เขยา่ที่อุณหภูมิ 37°C นาน 5 นาที  

2.3)    ท  าการหยดุปฏิกิริยาของเอนไซมด์ว้ยไนโตรเจนเหลว 
2.4)    เติมสารละลาย gastric juice 12 mL จากนั้นเขยา่ที่อุณหภูมิ 37°C นาน 2 ชัว่โมง 
2.5)    ท  าการหยดุปฏิกิริยาของเอนไซมอี์กคร้ังดว้ยไนโตรเจนเหลว 
2.6)    เติมสารละลาย duodenal juice 6 mL, bile juice 2 mL และ สารละลาย HCO3

  2 mL          
          จากนั้นเขยา่ที่อุณหภูมิ 37°C นาน 2 ชัว่โมง 
2.7)   หลงัเสร็จส้ินปฎิกิริยา น าหลอดทดลองไปป่ันเหวีย่ง ที่ 3000×g นาน 5 นาที เพือ่   
         ก าจดัโปรตีนที่เสียสภาพ แลว้น าสารละลายส่วนใสไปทดสอบในขั้นต่อไป 

3.5.3  การทดสอบคุณสมบตัิในการตา้นอนุมูลอิสระ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)    
radical scavenging activity (ดดัแปลงจาก Que et al., 2006) (ภาคผนวก ช) 

3.1)  เตรียม gallic acid standard ในความเขม้ขน้ 0-0.02 mg/mL ตามตาราง ช.1 
3.2)  เติมสารละลาย gallic acid ที่ความเขม้ขน้ต่างๆ ปริมาตร 100 µL เติม 260 µM DPPH 

methanol solution ปริมาตร 100 µL ผสมใหเ้ขา้กนั บ่มในที่มืด 20 นาที และวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 517 nm 

3.3)  น าค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 517 nm ที่ไดไ้ปค านวณหา %inhibition ตาม
สมการดงัน้ี 

    %inhibition = [(A517blank – A517sample)/ A517blank] × 100 

3.4)  เตรียมตวัอยา่งสารสกดัไฟโคไซยานินที่ความเขม้ขน้ต่างๆ ปริมาตร 100 µL และท า
การทดลองตามขอ้ 3.2) -3.3) ความสามารถในการยบัย ั้ง DPPH• radical ค านวณได้
จากการเปรียบเทียบค่า IC50 ของสารสกดักบั IC50 ของสารมาตรฐาน Gallic acid ดงั
สมการ 
  GAE (mg gallic acid/ g extract) =     IC50 ของ gallic acid (mg/mL) 
      IC50 ของสารสกดัสาหร่าย (g/mL) 

3.5.4 การวเิคราะห์ทางสถิติ 
 การทดลองเป็นแบบสุ่มอิสระโดยสมบูรณ์ ท าการทดลอง 3 ซ ้ า ในการพจิารณานยัส าคญั
ทางสถิติวเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม SPSS (Statistic Package for Social Science) เปรียบเทียบ
โดยใชก้ารทดสอบแบบ Tukey ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 0.05  

 


