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บทที่ 4 

ผลการวจิัย 

4.1 การคดักรองไซยาโนแบคทีเรียที่มีไฟโคไซยานินทนอุณหภูมิสูง 

คดักรองไซยาโนแบคทีเรียที่สามารถผลิตไฟโคไซยานินทนอุณหภูมิสูง จากตวัอยา่งไซยาโน-
แบคทีเรียของหอ้งปฏิบติัการสาหร่ายประยกุต ์5 สายพนัธุ ์และตวัอยา่งไซยาโนแบคทีเรียจากธรรมชาติใน
พื้นที่ 4 จงัหวดัภาคเหนือ ได้แก่ น ้ าพุร้อนท่าปาย จงัหวดัแม่ฮ่องสอน น ้ าพุร้อนสันก าแพง น ้ าพุร้อน        
เทพพนม จงัหวดัเชียงใหม่ น ้ าพุร้อนแม่จนั จงัหวดัเชียงราย  และ น ้ าพุร้อนแจซ้้อน จงัหวดัล าปาง มาวดั
ปริมาณไฟโคไซยานิน ไดผ้ลดงัแสดงในภาพ 4.1 โดยในแต่ละตวัอยา่งมีปริมาณไฟโคไซยานินแตกต่าง
กนั คดัเลือกตวัอยา่งที่มีปริมาณไฟโคไซยานินสูงสุด 10 ล าดบั ตามตาราง 4.1  

ตาราง 4.1 ปริมาณไฟโคไซยานินเร่ิมตน้ (mg/g DW) ของตวัอยา่งที่มีปริมาณไฟโคไซยานินเร่ิมตน้สูงสุด     
                  10 ล าดบั 

ตัวอย่าง ปริมาณไฟโคไซยานินเร่ิมต้น (mg/g DW) 
                   Calothrix sp. NUP 
                   Chroococcidiopsis sp. SK40 
                   Cyanosarcina sp. SG40 
                   Leptolyngbya sp. PD45 
                   Pseudanabaena sp. TP8  
                   CS57 
                   CS58 
                   CS60.5 
                   CS61 
                   CS64.5 

131.77 
105.24 
100.06 
153.20 
95.47 
55.30 
86.91 
70.18 
76.09 
91.20 

หมายเหตุ: CS: น ้ าพรุ้อนแจซ้อ้น ตวัเลขต่อทา้ยแสดงอุณหภูมิของจุดเก็บตวัอยา่ง
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จากนั้นน าสารสกดัจากทั้ง 10 ตวัอยา่งมาทดสอบคุณสมบติัการทนอุณหภูมิสูงโดยบ่มที่อุณหภูมิ 
70°C วดัปริมาณไฟโคไซยานินหลงับ่มเวลา 15, 30 และ 60 นาที ปริมาณไฟโคไซยานินแสดงดงัภาพ 4.2 
และท าการค านวณร้อยละไฟโคไซยานินคงเหลือ ผลการทดลองดงัตาราง 4.2  

จากตาราง 4.2 พบวา่หลงัผา่นการทดสอบความทนร้อนที่ 70°C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง มีเพยีงตวัอยา่ง
ไซยาโนแบคทีเรียที่เก็บจากน ้ าพุร้อนแจ้ซ้อนที่อุณหภูมิ 57°C 58°C 60.5°C และ 61°C เท่านั้ นที่ยงัมี
ปริมาณไฟโคไซยานินคงเหลือปริมาณมาก คือ 52.69% 58.61% 49.35% และ 67.78% ตามล าดับ ซ่ึง 
supernatant หลงัการบ่มมีสีซีดจางลงจากเดิมเล็กนอ้ยดงัแสดงในภาพ 4.3 

    

 
ภาพ 4.1 ความเขม้ขน้ไฟโคไซยานินจาก 21 ตวัอยา่ง (TP: น ้ าพรุ้อนท่าปาย, MC: น ้ าพรุ้อนแม่จนั, SKP:    

 น ้ าพรุ้อนสนัก าแพง, TPN: น ้ าพรุ้อนเทพพนม, CS: น ้ าพรุ้อนแจซ้อ้น) ตวัหนงัสือภาษาองักฤษ      
แสดงความแตกต่างทางสถิติที่ค่าความเช่ือมัน่ 0.05 ดว้ยการทดสอบแบบ Turkey 
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ภาพ 4.2 ความเขม้ขน้ของไฟโคไซยานินหลงัผา่นการบ่มที่อุณหภูมิสูง 70°C นาน 1 ชัว่โมง ของตวัอยา่ง

จากน ้ าพรุ้อนที่มีคา่ความเขม้ขน้ไฟโคไซยานินเร่ิมตน้สูงสุด 10 ตวัอยา่ง (CS: น ้ าพรุ้อนแจซ้อ้น 
ตวัเลขต่อทา้ยแสดงอุณหภูมิของจุดเก็บตวัอยา่ง) 

ตาราง 4.2 ร้อยละของไฟโคไซยานินที่เหลือหลงับ่มที่อุณหภูมิ 70°C นาน 1 ชัว่โมง 

ตัวอย่าง ร้อยละของไฟโคไซยานินที่เหลือหลังบ่มที่ 70°C 

0 นาท ี 15 นาท ี 30 นาท ี 60 นาท ี
Calothrix sp. NUP 
Chroococcidiopsis sp. SK40 
Cyanosarcina sp. SG40 
Leptolyngbya sp. PD45 
Pseudanabaena sp. TP8 
CS57 
CS58 
CS60.5 
CS61 
CS64.5 

100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 

60.14 
86.76 
79.21 
65.52 
29.05 
81.54 
98.91 
97.36 
86.99 
71.12 

45.56 
54.98 
63.09 
51.79 
23.27 
70.92 
80.28 
91.38 
82.90 
58.74 

41.51 
44.33 
46.14 
44.63 
23.05 
52.69 
58.61 
49.35 
67.78 
43.89 

หมายเหตุ: CS: น ้ าพรุ้อนแจซ้อ้น ตวัเลขต่อทา้ยแสดงอุณหภูมิของจุดเก็บตวัอยา่ง 
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ภาพ 4.3 ลกัษณะของสารสกดัไฟโคไซยานินที่เปล่ียนแปลงหลงัทดสอบที่อุณหภูมิ 70°C นาน 1 ชัว่โมง 

 (A: CS57 B: CS58 C: CS60.5 และ D: CS61โดย CS: น ้ าพุร้อนแจซ้้อน ตัวเลขต่อทา้ยแสดง  
อุณหภูมิของจุดเก็บตวัอยา่ง) 

จากการศึกษาประชากรไซยาโนแบคทีเรียในตวัอยา่งทนร้อนทั้ง 4 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ CS57 CS58 
CS60.5 และ CS61 พบวา่ประชากรไซยาโนแบคทีเรียใน 4 ตวัอยา่งมีความคลา้ยคลึงกนั ดงัตาราง 4.3  

ตาราง 4.3 จ  านวนประชากรไซยาโนแบคทีเรียที่พบในตวัอยา่งที่เก็บจากน ้ าพรุ้อนแจซ้อ้น 

ตัวอย่าง สายพันธ์ุไซยาโนแบคทีเรียที่พบ 

 Phormidium sp. Leptolyngbya sp. Synechococcus sp. Cyanosarcina sp. 
CS57 + + + + + + + +  + 
CS58 + + + + + + + + + +  + 

CS60.5 + + + + +  + + + 
CS61 + + + + + + + + +  + 

หมายเหตุ: CS: น ้ าพรุ้อนแจซ้อ้น ตวัเลขต่อทา้ยแสดงอุณหภูมิของจุดเก็บตวัอยา่ง, เคร่ืองหมาย + แสดง 
     จ านวนไซยาโนแบคทีเรียที่พบในตวัอยา่งต่อการสุ่มตรวจ 500 µL โดย  
     (+ + + +) =    พบไซยาโนแบคทีเรียในตวัอยา่งประมาณ 60-80 เซลล/์ โคโลนี/ ตรัยโครม  
     (+ + + ) =    พบไซยาโนแบคทีเรียในตวัอยา่งประมาณ 41-60 เซลล/์ โคโลนี/ ตรัยโครม 
     (+ +  ) =    พบไซยาโนแบคทีเรียในตวัอยา่งประมาณ 21-40 เซลล/์ โคโลนี/ ตรัยโครม 
     (+  )         =    พบไซยาโนแบคทีเรียในตวัอยา่งประมาณ 1-20 เซลล/์ โคโลนี/ ตรัยโครม 

  0             15            30            60 
A. B. 

C. D. 

  0               15              30               60 

  0             15            30            60   0             15            30            60 

แถบสีมาตรฐาน 
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โดยพบไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุ์เด่น 4 สายพนัธุ์ โดยสายพนัธุ์ที่พบมากที่สุดคือ Phormidium 
sp. และพบ Leptolyngbya sp., Synechococcus sp., Cyanosarcina sp. ในปริมาณลดลงมาตามล าดบั (ภาพ 
4.4) 

 
ภาพ 4.4 ประชากรไซยาโนแบคทีเรียในตวัอยา่งที่มีไฟโคไซยานินทนร้อน 

(A: Cyanosarcina sp. B: Synechococcus sp. C: Leptolyngbya sp. D: Phormidium sp.) 

จากการศึกษาประชากรไซยาโนแบคทีเรียในตวัอยา่งทั้ง 4 พบไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุ์เด่น 4 
สายพนัธุ์ จึงคาดการณ์ว่าสายพนัธุ์ดงักล่าวสามารถผลิตไฟโคไซยานินที่มีคงตวัที่อุณหภูมิสูง โดยเฉพาะ 
Phormidium sp. และ Synechococcus sp. ที่พบมากในตวัอยา่ง จึงท าการแยกเช้ีอ และเพาะเล้ียงไซยาโน-
แบคทีเรียทั้ง 2 สายพนัธุ์ดังกล่าวในอาหาร BG11 แต่มีไซยาโนแบคทีเรียเพียงหน่ึงสายพนัธุ์เท่านั้นที่
สามารถเจริญได ้ หลงัจากการวเิคราะห์ 16S rDNA sequence analysis เพือ่ระบุชนิดของไซยาโนแบคทีเรีย 
พบว่า มีความคล้ายกับ Thermosynechococcus elongatus 97% จากการท า  phylogenetic treeโดยวิ ธี  
Neighbor-joining พบว่าไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุ์ดงักล่าว อยูใ่นวิวฒันาการกลุ่มเดียวกบั T. elongatus 
ดงัแสดงในภาพ 4.5-4.8 จึงระบุเป็น T. elongatus AARLT012 ลกัษณะเซลลแ์สดงดงัภาพ 4.9 

 
 
 
 
 

D. C. 

B. 

A. 
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หมายเหตุ: Lane 1   DNA Ladder          

   Lane 2   negative control 
   Lane 3   sample 10X 
   Lane 4   sample   100X 
   Lane 5   sample   1000x 

ภาพ 4.5 Agarose gel ของการสกดั genomic DNA ของตวัอยา่ง 

 

 
  หมายเหตุ: Lane 1    DNA Ladder 

  Lane 2    negative control 
  Lane 3    sample   10X 
  Lane 4    sample   100X 
  

 

ภาพ 4.6 Agarose gel ของการสกดั genomic DNA ของตวัอยา่งที่ผา่นการ PCR 

 

 

ภาพ 4.7 ผล nucleotide blast แสดงใน http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast 
พบวา่มีความเหมือน Thermosynechococcus elongatus 97% 

1.88 k bp 

1.88 k bp 

1      2      3      4      

1      2      3      4    5     

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast
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ภาพ 4.8 Phylogenetic tree จาก 16S rDNA sequencing analysis ของตวัอยา่ง และกลุ่มแบคทีเรียที่มีความ
ใกลชิ้ดกนัจากการใช ้NCBI BLAST สร้าง phylogenetic tree จาก neighbor-joining ดว้ยโปรแกรม 
MEGA7 ตวัเลขแสดง %bootstrap ที่มากกวา่ 50 จ  านวน 1000 ซ ้ า 

(22) Arthrospira platensis strain Sp-2 (DQ279768)

(23) Arthrospira platensis BHN2 (KC536648)

(19) Arthrospira maxima str. Lefevre 1963/M-132-1(FJ798612)

(10) Phormidium cf. terebriformis AB2002/07 (AY575933)

(18) Arthrospira platensis GMPB1(KX279416)

(21) Arthrospira platensis strain PCC 7345 (NR 125711)

(8) Phormidium etoshii strain KR2008/49 ( NR 125647)

(14) Phormidium pseudopriestleyi ANT.LACV5.3 (AY493600)

(11) Phormidium cf. okenii Led-Z (EU196644)

(13) Phormidium cf. formosum P-FW ( EU196625)

(16) Oscillatoria sancta strain PCC 7515 (NR 114511)

(12) Oscillatoria lutea SAG 1459-3(KM019965)

(15) Oscillatoria lutea SAG 1459-3 (KM019965)

(5) Phormidium autumnale PACC 5522(KF770969)

(17) Oscillatoria nigro-viridis strain PCC 7112 (NR 112168)

(4) Phormidium sp. clone GU3-10(JN382224)

(9) Phormidium uncinatum PACC 8693(KF770970)

(6) Phormidium autumnale Ant-Ph68 (DQ493874)

(7) Phormidium autumnale Arct-Ph5 (DQ493873)

(29) Oscillatoria acuminata PCC 6304(NR 112111)

(33) Anabaena inaequalis CCAP 1446/1A(KT290324)

(24) Anabaena sp. 14-VSmolV10(KT290364)

(34) Nostoc punctiforme strain PCC 73102(NR 074317)

(25) Aphanocapsa muscicola VP3-03(FR798916)

(1) Synechococcus sp. NgrSCC7(KM438203)

(35) CSS61

(2) Thermosynechococcus elongatus(KC621876)

(3) Synechococcus elongatus(D83715)

(27) Leptolyngbya laminosa(FM210757)

(28) Geitlerinema sp. PCC 8501(FM210758)

(26) Scytolyngbya timoleontis XSP3(KP688590)

(31) Limnolyngbya circumcreta CHAB5667(KR697756)

(30) Leptolyngbya scottii EcFYyyy 00(KC463191)

(32) Pantanalinema rosaneae CENA516(KF246483)

(20) Spirulina major strain PCC 6313 (NR 125712)

(36) E.coli(J01859)
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0.020

Arthrospira platensis str. Sp-2 (DQ279768) 

Phormidium cf. terebriformis AB2002/07(AY575933) 
Arthrospira maxima str. Lefevre 1963/M-132-1(FJ798612) 

Arthrospira platensis BHN2 (KC536648) 

Phormidium cf. formosum P-FW (EU196625) 

Phormidium cf. okenii Led-Z (EU196644) 
Phormidium pseudopriestleyi ANT.LACV5.3 (AY493600) 

Phormidium etoshii str. KR2008/49(NR125647) 

Arthrospira platensis GMPB1(KX278416) 

Arthrospira platensis str. PCC7345(NR125711) 

Phormidium autumnale Ant-Ph68 (DQ493874) 

Phormidium uncinatum PACC8693 (KF770970) 

Phormidium autumnale PACC 5522 (KF770970) 

Synechococcus sp. NgrSCC7  (KM438203) 

Anabaena inaequalis CCAP1446/1A (KT290324) 
Oscillatoria acuminata PCC6304  (NR112111) 

Oscillatoria lutea SAG 1459-3 (KM019965) 

Oscillatoria nigro-viridis str. PCC7112  (NR112168) 
Phormidium sp. clone GU3-10(JN382224) 

Oscillatoria lutea SAG 1459-3 (KM019965) 

Oscillatoria sancta str. PCC7517  (NR114511) 

Phormidium autumnale Arct-Ph68 (DQ493873) 

Aphanocapsa muscicofa VP3-03(PR798916) 

Nostoc punctiforme str. PCC73102 (NR074317) 

Leptolyngbya laminosa  (FM210757) 

Thermosynechococcus elongatus  (KC621676) 
CSS61 

Escherichia coli  (J01859) 

Spirulina major str. PCC6313  (NR125712) 
Pantanalinema rosaneae CENA516  (KF246483) 

Leptolyngbya scottii EcFYyyy00  (KC463191) 
Limnolyngbya circumcreta CHAB5667  (KR697756) 

Geitlerinema sp. PCC8501 (FM210758) 

Scytolyngbya timoleontis XSP3  (KP688590) 

Synechococcus elongatus  (D83715) 

Anabaena sp. 14-VSmolV10 (KT290364) 
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ภาพ 4.9 เซลล ์T. elongatus AARLT012 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 100X 

4.2 การเพาะเลีย้งและการขยายขนาดการเพาะเลีย้ง 

 จากการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการเจริญของ T. elongatus AARLT012 ที่อุณหภูมิห้อง 37°C 
45°C และ 50°C โดยมีค่าการดูดกลืนแสงที่ 560 nm เร่ิมตน้เท่ากบั 0.02 พบว่าค่าการดูดกลืนแสงของการ
เพาะเล้ียงที่อุณหภูมิห้อง และอุณหภูมิ 37°C มีค่าลดลงอยา่งต่อเน่ืองจนถึงวนัที่ 15 มีค่าการดูดกลืนแสง
เท่ากบั 0.004 และ 0.009 ตามล าดบั แตกต่างจากค่าการดูดกลืนแสงของการเพาะเล้ียงที่อุณหภูมิ 45°C และ 
50°C ที่มีค่าเพิ่มขึ้นในวนัที่ 15 มีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากบั 0.030 และ 0.037 ตามล าดับ โดยอุณหภูมิที่
เหมาะสมต่อการเจริญคืออุณหภูมิที่ให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงที่สุด คือที่อุณหภูมิ 50°C ดงัแสดงในภาพ 
4.10 

 
 

ภาพ 4.10 การเจริญของ T. elongatus AARLT012 ปริมาตร 300 mLในอาหาร BG11 ที่อุณหภูมิหอ้ง 37°C 
45°C และ 50°C นาน 15 วนั 
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ขยายขนาด T. elongatus AARLT012 โดยเพาะเล้ียงในอาหาร BG11 pH 8.2 ที่อุณหภูมิ 50°C 
ขนาด 10 L โดยก าหนดหัวเช้ือให้มีค่าการดูดกลืนแสงเร่ิมตน้เท่ากบั 1 ผลการเจริญแสดงดงัภาพ 4.11 ใน
การเพาะเล้ียง 5 วนัแรกมีค่าการดูดกลืนแสงค่อนขา้งคงที่ จากนั้นเร่ิมเพิ่มจ านวนขึ้นอยูอ่ยา่งรวดเร็วใน
ระยะ exponential phase ในช่วงวนัที่ 6-24 หลังจากนั้ นจึงเพิ่มจ านวนอย่างช้าๆ จนถึงวนัที่ 30 และมี
จ านวนค่อนขา้งคงที่จนถึงวนัที่ 45 ของการเพาะเล้ียง เน่ืองจากเซลล์ที่เพาะเล้ียงมีขนาดเล็ก จึงเก็บเก่ียว
เซลล์โดยการ centrifuge พบว่าไดเ้ซลล์สดจ านวน 24.8 g จากนั้นท าให้แห้งโดยวิธี lyophilization เพื่อให้
เซลล์เสียหายน้อยที่สุดและไม่ถูกท าลายดว้ยความร้อน หลงัจากการท าแห้งพบว่าเหลือเซลล์แห้งเท่ากบั 
1.57 g 

 

ภาพ 4.11 กราฟการเจริญของ T. elongatus AARLT012 ปริมาตร 10L ในอาหาร BG11 ที่อุณหภูมิ 50°C 
นาน 45 วนั 

 

4.3 การท าไฟโคไซยานินให้บริสุทธ์ิ  

ท าการสกดัไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรีย T. elongatus AARLT012 โดยใชว้ิธี sonication 
ท  าให้เซลล์แตก แลว้ป่ันเหวี่ยงเพื่อก าจดัเศษเซลล์ จากนั้นน า cell free extract มาท าบริสุทธ์ิตามขั้นตอน

ต่างๆ หลังจากผ่านตวัอย่างใน Q-sepharoseTM fast flow ion-exchange column chromatography ตวัอย่าง

โปรตีนถูกชะออกมามากที่สุดช่วง fraction 24-33 (ภาพ 4.12-4.13) น า fraction ที่ 22-26 มารวมกนัแลว้ท า
บริสุทธ์ิในขั้นต่อไป คือ โดยวิธีผ่าน Sephadex-75 gel filtration column chromatography ตวัอยา่งโปรตีน

ถูกชะออกมามากที่สุดช่วง fraction 55-64 (ภาพ 4.14-4.15) จากนั้นน า cell free extract ในขั้นตอนต่างๆ 
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มาวดัปริมาณโปรตีนไดผ้ลดงัตาราง 4.4 และจากการตรวจสอบความบริสุทธ์ิโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE 

และหาขนาดของโปรตีนเปรียบเทียบกบั protein marker ชนิด Prestain protein marker (ภาคผนวก ฐ) พบ
แถบโปรตีน 2 แถบ ซ่ึงมีขนาดเท่ากบั 19.19 kDa และ 14.52 kDa (ภาพ 4.16) 

 

 

ภาพ 4.12 ไฟโคไซยานินจาก T. elongatus AARLT012 หลังผ่าน Q-sepharoseTM fast flow ion-exchange 
column chromatography fraction ที่ 24-33  

 

ภาพ 4.13 กราฟแสดงปริมาณไฟโคไซยานินที่สกดัจาก T. elongatus AARLT012 หลงัผา่น Q-sepharoseTM 

fast flow ion-exchange column chromatography (       แสดงปริมาณโปรตีนทั้งหมดที่ค่าการ
ดูดกลืนแสง 280 nm,        แสดงปริมาณไฟโคไซยานินที่ค่าการดูดกลืนแสง 615 nm,       แสดง
ปริมาณอลัโลไฟโคไซยานินที่ค่าการดูดกลืนแสง 652 nm,       แสดงค่าความเขม้ขน้ NaCl ) 

 

 

 

Fraction      24       25       26      27        28      29      30      31      32       33 
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ภาพ 4.14 ไฟโคไซยานินจาก T. elongatus AARLT012 หลังผ่าน Sephadex-75 gel filtration column 
chromatography fraction ที่ 55-64  

 

 

ภาพ 4.15 กราฟแสดงปริมาณไฟโคไซยานินที่สกดัจาก T. elongatus   AARLT012 หลงัผา่น Sephadex-75 
gel filtration column chromatography (       แสดงปริมาณโปรตีนทั้งหมดที่ค่าการดูดกลืนแสง 
280 nm,        แสดงปริมาณไฟโคไซยานินที่ค่าการดูดกลืนแสง 615 nm,       แสดงปริมาณ
อลัโลไฟโคไซยานินที่ค่าการดูดกลืนแสง 652 nm,       แสดงค่าความเขม้ขน้ NaCl ) 

 

 

 

 

Fraction        55        56         57        58        59        60         61        62       63       64 
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ตาราง 4.4 ค่าความบริสุทธ์ิของไฟโคไซยานินทีส่กดัจาก T. elongatus AARLT012 หลงัผา่นขั้นตอนต่างๆ 

ขั้นตอน ปริมาตร 
(mL) 

ปริมาณ 
โปรตีน 
(mg) 

ปริมาณ 
PC 
(mg) 

Specific 
PC  
(mg 

PC/mg 
protein) 

Purification 
(fold) 

Yield 
(%) 

A615/ 
A280 

Supernatant 
Ammonium sulfate 
precipitation 
Q-sepharoseTM 
Sephadex-75 

3 
1 
 
1 
1 

22.260 
2.186 

 
0.702 
0.395 

0.915 
0.228 

 
0.086 
0.098 

0.041 
0.104 

 
0.123 
0.247 

1.000 
2.537 

 
2.989 
6.006 

100.000 
24.906 

 
9.427 
10.653 

0.190 
0.215 

 
2.136 
3.573 

 
 
 
 

 
 

 
 
 

ภาพ 4.16 SDS-PAGE (M: marker S: supernatant A: ammonium sulfate precipitation Q: Q-sepharoseTM    
                 S-75: sephadex-75) 

จากตาราง 4.4 ทราบวา่โปรตีนที่ผา่นการท าบริสุทธ์ิขั้นตอนสุดทา้ยเหลือ yield เพยีง 10.653% ไม่
สามารถน าไปศึกษาต่อได ้ดังนั้น จึงท าการสกดัไฟโคไซยานินจากตวัอย่าง CS61 ที่เก็บจากธรรมชาติ 
เน่ืองจากมีปริมาณไฟโคไซยานินสูงและมีคุณสมบติัทนอุณหภูมิสูงไดดี้ที่สุด และท าบริสุทธ์ิตามขั้นตอน
ขา้งตน้ ตรวจสอบความบริสุทธ์ิดว้ยวธีิ SDS-PAGE จากนั้นท าการ blotting ลงบน PVDF membrane (ภาพ 
4.17) เพือ่น าไปท า N-terminal amino acid sequencing พบวา่ แถบโปรตีนขนาด 19.19 kDa มีล าดบักรดอะ
มิโน คือ methionine (M) leucine (L) aspartic acid (D) alanine (A) phenylalanine (F) serine (S) lysine (K) 
valine (V)  valine (V)  และ alanine (A) และ แถบโปรตีนขนาด 14.52 kDa มีล าดับกรดอะมิโน คือ 
methionine (M) lysine (K) threonine (T) proline (P) isoleucine (I)  threonine (T) glutamic acid (E) alanine 
(A) isoleucine (I) และ alanine (A) จากการเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล Gen bank พบวา่ แถบโปรตีนขนาด 
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19.19 kDa มีความใกลเ้คียงกบัโปรตีน หน่วยยอ่ย β ของไฟโคไซยานิน และแถบโปรตีนขนาด 14.52 kDa 
มีความใกลเ้คียงกบัโปรตีนหน่วยยอ่ย α ของไฟโคไซยานิน ของไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุ์อ่ืน ดงัภาพ 
4.18 

 
ภาพ 4.17 PVDF membrane ที่ผา่นการ blotting 

 

                        

ภาพ 4.18 เปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนปลาย N ของแถบโปรตีนจาก SDS-PAGE กบัสายพนัธุ์อ่ืนโดย 
(a) Pyropia yezoensis, (b) Tolypotrix sp. PCC7601, (c) Cyanidium caldarium, (d) Cyanophora 
paradoxa, (e)  T. elongatus BP-1 และ (f)  T. elongatus AARLT012 (A: แถบโปรตีนขนาด 
19.19 kDa B: แถบโปรตีนขนาด 14.52 kDa) 

4.4 การศึกษาคุณสมบัติของไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรียที่เพาะเลีย้ง  

 ในการศึกษาคุณสมบติัของไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงได้ ท  าการศึกษา
คุณสมบติัทั้งในดา้นการทนอุณหภูมิสูง in vitro digestibility และคุณสมบตัิดา้นการตา้นอนุมูลอิสระ โดย
จะเปรียบเทียบกบัไฟโคไซยานินที่สกดัจาก Arthrospira (Spirulina) platensis GD จากบุญสมฟาร์ม ซ่ึง
เป็นไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุท์ี่ใชใ้นทางการคา้ 
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 4.4.1 คุณสมบตัิทนร้อน 

 การทดสอบคุณสมบติัทนร้อนของไฟโคไซยานินที่สกดัจากไซยาโนแบคทีเรียทั้ง 2 สายพนัธุ ์จะ
แบ่งเป็น 2 ขั้น ขั้นแรกคือจะทดสอบที่อุณหภูมิ 40°C-80°C เป็นเวลา 30 นาที เพื่อหาช่วงอุณหภูมิสูงสุดที่
ไฟโคไซยานินในทั้ง 2 ตวัอยา่งสามารถคงตวัดงัแสดงในภาพ 4.19 ผลการทดลองพบวา่ปริมาณไฟโคไซ-
ยานินที่สกดัจาก Arthrospira (Spirulina) platensis GD มีปริมาณสูงถึง 90 mg/g DW เม่ือบ่มที่ 40°C และ
ลดลงอยา่งรวดเร็วที่อุณหภูมิ 60°C ในขณะที่ปริมาณไฟโคไซยานินที่สกดัจาก T. elongatus AARLT012 
มีปริมาณน้อยกว่าคือ 30.88 mg/g DW แต่มีปริมาณค่อนขา้งคงที่จนถึงอุณหภูมิ 60°C แลว้มีปริมาณลดลง
ที่อุณหภูมิ 70°C คือมีปริมาณ 15.65 mg/g DW เม่ือค  านวณ จากภาพ 4.19 จะเห็นว่าช่วงอุณหภูมิ 70°C-
80°C ปริมาณไฟโคไซยานินในทั้งสองตวัอยา่งมีแนวโน้มลดลงใกลเ้คียงกนั จึงเลือกช่วงอุณหภูมิ 70°C 
เพือ่ศึกษาต่อไป 
 

  
ภาพ 4.19 ปริมาณไฟโคไซยานินที่สกดัจาก Arthrospira (Spirulina) platensis GD และ T. elongatus 

AARLT012 หลงับ่มที่ 40°C-80°C เป็นเวลา 30 นาที 

 จากการศึกษาคุณสมบัติทนร้อนของไฟโคไซยานินที่ช่วงอุณหภูมิ 70°C นาน 120 นาที โดย
เปรียบเทียบเป็นร้อยละไฟโคไซยานินคงเหลือ พบว่า ไฟโคไซยานินที่สกดัจาก Arthrospira (Spirulina) 
platensis GD ลดลงอยา่งรวดเร็วหลงัการบ่ม 15 นาที มีร้อยละไฟโคไซยานินคงเหลือเท่ากบั 29.06% แต่        
ไฟโคไซยานินที่สกดัจาก T. elongatus AARLT012 มีความคงตวัสูงกวา่ (ภาพ 4.20)  
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ภาพ 4.20  ไฟโคไซยานินคงเหลือ (A: ความเขม้ขน้ของไฟโคไซยานินคงเหลือที่สกดัจาก Arthrospira 
(Spirulina) platensis GD และ T. elongatus AARLT012 หลงับ่มที่ 70°C เป็นเวลา 120 นาที B: 
ร้อยละไฟโคไซยานินคงเหลือที่สกัดจาก  Arthrospira (Spirulina)  platensis GD และ T. 
elongatus AARLT012 หลงับ่มที่ 70°C เป็นเวลา 120 นาที) 
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สีของไฟโคไซยานินที่สกดัจากไซยาโนแบคทีเรียทั้ง 2 ตวัอยา่งหลงัการบ่มที่อุณหภูมิ 70°C แสดง
ดงัภาพ 4.21โดยสีของไฟโคไซยานินที่สกดัจาก Arthrospira (Spirulina) platensis GD ก่อนการบ่มจะมีสี
ฟ้าสด หลงัจากผา่นการบ่มไป 15 นาทีสีจะซีดจางลงอยา่งชดัเจน เป็นสีฟ้าหม่น และเม่ือครบ 60 นาที สีที่
ปรากฎเป็นสีเขียวอมฟ้า ซ่ึงแตกต่างจากสีของไฟโคไซยานินที่สกดัจาก T. elongatus AARLT012 ที่สี
เร่ิมตน้เป็นสีน ้ าเงินปนเขียวเขม้ หลงัจากการทดลองบ่ม 15 นาที สีของไฟโคไซยานินเป็นสีฟ้าสด และบ่ม
จนถึง 60 นาที สีของไฟโคไซยานินยงัเป็นสีฟ้าสดอยู ่มีความซีดจางลงเพยีงเล็กนอ้ยเท่านั้น 

 

   

 

ภาพ 4.21 สีของสารสกดัไฟโคไซยานินหลังผ่านการบ่มที่อุณหภูมิ 70°C ท าการเจือจาง 2 เท่า (A: สาร
สกัดไฟโคไซยานินจาก Arthrospira (Spirulina) platensis GD และ B: สารสกัดไฟโคไซยา-
นินจาก T. elongatus AARLT012 ) 

   หลอดที่ 1 = ไฟโคไซยานินก่อนการทดสอบความทนร้อน 
   หลอดที่ 2 = ไฟโคไซยานินหลงับ่มที่อุณหภูมิ 70°C นาน 15 นาที 
   หลอดที่ 3 = ไฟโคไซยานินหลงับ่มที่อุณหภูมิ 70°C นาน 30 นาที 
   หลอดที่ 4 = ไฟโคไซยานินหลงับ่มที่อุณหภูมิ 70°C นาน 60 นาที 

4.4.2 In vitro digestibility  

 สกดัไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรียทั้งสองสายพนัธุ์คือ Arthrospira (Spirulina) platensis 
GD และ T. elongatus AARLT012 โดยใชต้วัอยา่งในการสกดัไฟโคไซยานินปริมาณเท่ากนัคือ 2 mg DW/ 
40 mL จากนั้นท าการทดสอบ in vitro digestibility ผลพบว่า ตวัอยา่งทั้ง 2 มีการเปล่ียนแปลงในการยอ่ย
แต่ละขั้นตอน (ภาพ 4.22) คือ ไฟโคไซยานินที่สกดัจาก Arthrospira (Spirulina) platensis GD มีสีน ้ าเงิน
เขม้ เม่ือผา่นการยอ่ยดว้ยน ้ าลายมีสีอ่อนลง หลงัผา่นการยอ่ยดว้ยน ้ ายอ่ยจากกระเพาะสีที่ปรากฏเหลือเพียง
สีเขียวอมฟ้าอ่อน และในขั้นตอนการยอ่ยขั้นสุดทา้ยเหลือเพียงสีฟ้าอ่อนอมเทา ส่วนไฟโคไซยานินที่สกดั
จาก T. elongatus AARLT012 มีสีน ้ าเงินเขม้ปนเขียวเขม้ เม่ือผ่านการยอ่ยดว้ยน ้ าลายเปล่ียนเป็นสีน ้ าเงิน
เขม้ที่มีสีเขียวปนเล็กน้อย หลงัจากผ่านการยอ่ยดว้ยน ้ ายอ่ยจากกระเพาะเปล่ียนเป็นสีฟ้า และในขั้นตอน
การยอ่ยขั้นสุดทา้ยเหลือสีม่วงอมเทา เม่ือน าสารละลายในแต่ละขั้นไป วดัค่าการดูดกลืนแสงแบบ spectra 

A. B. 1        2        3         4 1            2           3            4 

แถบสีมาตรฐาน 
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scan ไดผ้ลดงัภาพ 4.23- 4.24 และวดัค่าการดูดกลืนแสงเพื่อค  านวณปริมาณไฟโคไซยานินก่อน และหลงั
ท าการยอ่ยแต่ละขั้นตอนไดผ้ลการทดลองดงัตาราง 4.5 
 
 

  

 

ภาพ 4.22 สีของสารสกดัไฟโคไซยานินหลงัผา่นการทดสอบ in vitro digestibility (A: สารสกดัไฟโคไซ-
ยานินจาก  Arthrospira (Spirulina)  platensis GD และ B: สารสกัดไฟโคไซยานินจาก  T. 
elongatus AARLT012 ) 

 หลอดที่ 1 = ไฟโคไซยานินก่อนการทดสอบ in vitro digestibility 
 หลอดที่ 2 = ไฟโคไซยานินหลงัผา่นการยอ่ยดว้ยน ้ าลาย (saliva) 
 หลอดที่ 3 = ไฟโคไซยานินหลงัผา่นการยอ่ยดว้ยน ้ ายอ่ยจากกระเพาะ (gastric juice) 
 หลอดที่ 4 = ไฟโคไซยานินหลงัผา่นการยอ่ยดว้ยน ้ ายอ่ยบริเวณล าไสเ้ล็ก (duodenal juice) 

ตาราง 4.5 ปริมาณไฟโคไซยานินและ%phycocyanin remaining ก่อน-หลงั ทดสอบ in vitro digestibility 

Samples PC contents (mg/mL) % PC remaining 
In vitro 

digestion steps 
before saliva Gastrict 

juice 
duodenum before saliva Gastrict 

juice 
duodenum 

Arthrospira 
(Spirulina) 

platensis GD 

17.43 6.35 2.61 0.87 100 36.39 14.97 4.98 

T. elongatus 
AARLT012 

39.51 17.00 9.11 4.59 100 43.04 23.06 11.62 

 

A. B. 1        2        3         4 1            2           3            4 

แถบสีมาตรฐาน 
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ภาพ 4.23 ค่าการดูดกลืนแสงของ Arthrospira (Spirulina) platensis GD ในการทดสอบ in vitro   
     digestibility 
 

   

ภาพ 4.24 ค่าการดูดกลืนแสงของ  T. elongatus AARLT012 ในการทดสอบ in vitro  digestibility 

เม่ือเปรียบเทียบกราฟการดูดกลืนแสงของไซยาโนแบคทีเรียทั้ ง 2 สายพนัธุ์ ท  าให้ทราบว่า 
ปริมาณไฟโคไซยานินในทั้ง 2 ตวัอยา่ง ลดลงอยา่งรวดเร็วหลงัผ่านขั้นตอน saliva สังเกตไดจ้ากค่าการ
ดูดกลืนแสงสูงสุดในช่วงความยาวคล่ืนประมาณ 620 nm ซ่ึงเป็นค่าการดูดกลืนแสงของไฟโคไซยานิน
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ลดลงในทั้ง 2 ตวัอย่าง และลักษณะกราฟในภาพ 4.24 จะแตกต่างจากกราฟในภาพ 4.23 คือมีค่าการ
ดูดกลืนแสงสูงสุดที่ช่วงความยาวคล่ืนประมาณ 420-440 nm ซ่ึงเป็นช่วงการดูดกลืนแสงของคลอโรฟิลล์
เน่ืองจากลกัษณะเซลล์ของไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุ์ T. elongatus AARLT012 มีเยือ่หุ้มค่อนขา้งหนา
และมีขนาดเล็ก จึงตอ้งใชว้ธีิการ sonicate ในการสกดั ซ่ึงท าใหมี้สารอ่ืนปนอยูใ่นสารสกดัดว้ย 

4.4.3 การทดสอบคุณสมบตัิตา้นอนุมูลอิสระ 

จากการทดสอบการตา้นอนุมูลอิสระของไฟโคไซยานินจากตวัอยา่งไซยาโนแบคทีเรียทั้ง 2 สาย
พนัธุ์ หลงัผ่านการทดสอบ in vitro digestibility ในแต่ละขั้นตอน โดยวิธี DPPH ไดผ้ลดงัภาพ 4.25 จาก
กราฟพบว่า ไฟโคไซยานินที่สกัดจาก Arthrospira (Spirulina) platensis GD มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูง
กว่า   ไฟโคไซยานินที่สกัดจาก T. elongatus AARLT012 มาก โดยมีค่า GAE เร่ิมตน้เท่ากับ 0.245 mg 
gallic acid/mg extract หลงัจากผ่านการยอ่ยดว้ยน ้ าลาย และน ้ ายอ่ยจากกระเพาะ ฤทธ์ิของสารตา้นอนุมูล
อิสระลดลงเพยีงเล็กนอ้ย คือ ค่า GAE เท่ากบั 0.232 และ 0.245 mg gallic acid/mg extract แต่เม่ือผ่านการ
ยอ่ยดว้ยน ้ ายอ่ยจากผนังล าไส้เล็ก ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระจะลดลงอยา่งรวดเร็ว เหลือค่า GAE เท่ากบั 0.04 
mg gallic acid/mg extract ในขณะที่ค่า GAE ของสารสกดัจาก T. elongatus AARLT012 มีค่าเท่ากบั 0.038, 
0.031, 0.015 และ 0.011 mg gallic acid/mg extract ตามล าดบัเม่ือเปรียบเทียบร้อยละคงเหลือของค่า GAE 
(ภาพ 4.26) พบวา่ สารตา้นอนุมูลอิสระที่สกดัจาก Arthrospira (Spirulina) platensis GD มีร้อยละคงเหลือ
ของ GAE ในแต่ละขั้นของการยอ่ย เท่ากบั 95, 88 และ 16% ซ่ึงมีความคงตวัมากกวา่สารตา้นอนุมูลอิสระ
ที่สกดัจาก T. elongatus AARLT012 ที่มีร้อยละคงเหลือของค่า GAE ในแต่ละขั้นเท่ากบั 83, 40 และ 29% 
ตามล าดบั 

 
ภาพ 4.25 เปรียบเทียบค่า GAE ของตวัอยา่งไฟโคไซยานินที่สกดัจาก Arthrospira (Spirulina) platensis 

GD และ  T. elongatus AARLT012 หลงัการทดสอบ in vitro digestion แต่ละขั้น 

0.000

0.050

0.100

0.150

0.200

0.250

0.300

spirulina sp. GD1 Thermosynechococcus sp. AARLT012

GA
E (

mg
 ga

llic
 ac

id/
 m

g e
xtr

act
)

Samples
before digestion saliva juice gastric juice duodenum juice

Arthrospira (Spirulina) platensis GD T. elongatus AARLT012 



 

53 
 

 
 
ภาพ 4.26 ร้อยละคงเหลือของ GAE ของตวัอยา่งไฟโคไซยานินที่สกดัจาก Arthrospira (Spirulina)    

   platensis GD และ  T. elongatus AARLT012 หลงัการทดสอบ in vitro digestion แต่ละขั้น 
 
เม่ือเปรียบเทียบค่า GAE ก่อนและหลงัการทดสอบ in vitro digestion ไดผ้ลดงัภาพ 4.27 ไฟโค-

ไซยานินที่สกดัจาก Arthrospira (Spirulina) platensis GD ก่อนทดสอบการยอ่ย มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูง
ถึง 0.245 mg gallic acid/ mg extract เม่ือบ่มที่อุณหภูมิ 70°C หลงัการบ่ม 15 และ 30 นาที มีฤทธ์ิตา้นอนุมูล
อิสระเท่ากบั 0.188 และ 0.185 mg gallic acid/ mg extract เม่ือบ่มต่อไปจนครบ 1 ชัว่โมง มีฤทธ์ิตา้นอนุมูล
อิสระลดลงเหลือ 0.148 mg gallic acid/ mg extract ซ่ึงมีค่ามากกว่าไฟโคไซยานินที่สกดัจาก Arthrospira 
(Spirulina) platensis GD หลงัถูกยอ่ย ส่วนไฟโคไซยานินที่สกดัจาก T. elongatus AARLT012 นั้น มีฤทธ์ิ
ตา้นอนุมูลอิสระต ่ามากทั้งก่อนและหลังถูกยอ่ย โดยวดัค่า GAE ก่อนถูกยอ่ยไดเ้ท่ากบั 0.038 mg gallic 
acid/ mg extract และหลังถูกย่อยมีค่า GAE เท่ากับ 0.011 mg gallic acid/ mg extract ร้อยละคงเหลือคง
ของค่า GAE ของสารตา้นอนุมูลอิสระที่สกดัจากทั้ง 2 ตวัอยา่ง พบว่าสารสกดัของทั้ง 2 ตวัอยา่งก่อนถูก
ยอ่ยมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระลดลงเม่ือบ่มที่อุณหภูมิ 70°C แต่ก็ยงัมีความคงตวัมากกวา่สารสกดัหลงัถูกยอ่ย 
(ภาพ 4.28) 
 

0

20

40

60

80

100

120

before digestion saliva juice gastric juice duodenum juice

%
re

ma
ini

ng
 of

 G
AE

 (%
)

in vitro digestion steps
spirulina sp. GD1 Thermosynechococcus sp. AARLT012Arthrospira (Spirulina) platensis GD T. elongatus AARLT012 



 

54 
 

 
ภาพ 4.27 เปรียบเทียบค่า GAE ของตวัอยา่งไฟโคไซยานินที่สกดัจาก Arthrospira (Spirulina) platensis 

GD และ T. elongatus AARLT012 หลงับ่มที่อุณหภูมิ 70°C นาน 60 นาที 
 

  
 
ภาพ 4.28 ร้อยละคงเหลือของ GAE ของตัวอย่างไฟโคไซยานินที่สกัดจาก Arthrospira (Spirulina) 

platensis GD และ T. elongatus AARLT012 หลงับ่มที่อุณหภูมิ 70°C นาน 60 นาที 
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