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บทที่ 5 

อภปิรายผลการวจิัย 

5.1 การคดักรองไซยาโนแบคทีเรียที่มีไฟโคไซยานินทนอุณหภูมิสูง 

การวิจยัในคร้ังน้ีเร่ิมจากการคดักรองไซยาโนแบคทีเรียที่มีปริมาณไฟโคไซยานินในเซลล์สูงโดย
ตวัอย่างที่ใช้ในการวิจัยได้รับจากห้องปฏิบัติการสาหร่ายประยุกต์ 5 สายพันธุ์คือ  Calothix sp. NUP, 
Chroococcidiopsis sp. SK40, Cyanosarcina sp. SG40, Leptolyngbya sp. PD45 แ ล ะ  Pseuanabaena sp. 
TP8 และตวัอยา่งไซยาโนแบคทีเรียจากน ้ าพุร้อนในภาคเหนือ 16 ตวัอยา่ง จาก น ้ าพุร้อนน ้ าพุร้อนท่าปาย 
จงัหวดัแม่ฮ่องสอน น ้ าพุร้อนแม่จนั จงัหวดัเชียงราย น ้ าพุร้อนสันก าแพง น ้ าพุร้อนเทพพนม จงัหวดั
เชียงใหม่ และน ้ าพุร้อนแจซ้้อน จังหวดัล าปาง โดยสายพนัธุ์ที่ มีปริมาณไฟโคไซยานินสูงที่ สุดคือ 
Leptolyngbya sp. PD45 มี ไ ฟ โ ค ไ ซ ย า นิ น เท่ า กั บ  153.203 mg/g DW Calothrix sp. NUP แ ล ะ 
Chroococcidiopsis sp. SK40 มี ป ริ ม าณ ไฟ โค ไซ ยา นิ น  131.77 mg/g DW แ ล ะ  105.24 mg/g DW 
ตามล าดบั (ตาราง 4.1) เม่ือเปรียบเทียบกบัปริมาณไฟโคไซยานินจาก Arthrospira (Spirulina) platensis 
GD ที่เป็นสายพนัธุท์ี่ใชท้างการคา้ซ่ึงมีปริมาณไฟโคไซยานินเท่ากบั 92.74 mg/g DW  

เหตุผลที่ปริมาณไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุ์ที่ได้รับจากห้องปฏิบตัิการมีค่า
มากกวา่ ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากหลายสาเหตุ อาจเป็นเพราะสายพนัธุ์ของไซยาโนแบคทีเรียที่เป็นคนละชนิด
กนั หรือขนาดการเพาะเล้ียงในห้องปฏิบติัการมีขนาดเล็กกว่า ท  าให้สามารถควบคุมสภาวะที่ใชใ้นการ
เพาะเล้ียงไดง่้ายกว่า เช่น ปริมาณสารอาหาร ปริมาณแสง ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการวจิยัของ รชนิมุขและคณะ 
(2558) ที่ ศึกษาผลของความเข้มแสงต่อปริมาณ ซี-ไฟโคไซยานินในสาหร่าย Arthrospira sp. และ 
Synechocystis sp. พบว่า ปริมาณไฟโคไซยานินใน Arthrospira sp. มีมากกว่า Synechocystis sp. เม่ือเล้ียง
ในสภาวะความเข้มแสงสูง จะมีการเจริญเติบโตเร็วกว่าสภาวะความเข้มแสงปกติ แต่จะมีปริมาณ            
ไฟโคไซยานินลดลงอยา่งมีนัยส าคญั และผลที่ได้ไม่สอดคล้องกับงานวิจยัของ Pumas et al. (2011) ที่
ศึกษาไฟโคบิลิโปรตีนในไซยาโนแบคทีเรียน ้ าพุร้อน พบว่าในไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุ์ Leptolyngbya 
sp. มีปริมาณไฟโคบิลิโปรตีนสูงสุด โดยไฟโคบิลิโปรตีนชนิดหลกัที่พบปริมาณสูงสุดคือ ไฟโคอีริธริน 
และรองลงมาคือไฟโคไซยานินมีปริมาณประมาณ 50 mg/g DW ปริมาณไฟโคไซยานินที่สกดัจากตวัอยา่ง
จากน ้ าพุร้อน มีค่าต  ่าสุดเท่ากับ 8.54 mg/g DW และมีค่าสูงสุดเท่ากับ 91.20 mg/g DW ซ่ึงตัวอย่างที่ มี
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ปริมาณไฟโคไซยานินสูงสุดและต ่าสุด เป็นตวัอยา่งที่เก็บจากน ้ าพุร้อนแจซ้อ้น จงัหวดัล าปาง ซ่ึงน ้ าพรุ้อน
แหล่งน้ียงัเป็นแหล่งน ้ าพรุ้อนธรรมชาติ มีช่วงอุณหภูมิค่อนขา้งกวา้ง ความหลากหลายของปริมาณไฟโค
ไซยานินมีความสอดคลอ้งกบัความหลากหลายของอุณหภูมิ แต่น ้ าพุร้อนแหล่งอ่ืน ซ่ึงเป็นบ่อประดิษฐจ์ะ
มีอุณหภูมิของจุดเก็บตวัอย่างไม่สูงมากและอุณหภูมิของน ้ าค่อนข้างคงที่ คือมีอุณหภูมิระหว่างมีค่า
ระหวา่ง 50-62°C จะมีปริมาณไฟโคไซยานินอยูร่ะหวา่ง 15.68-46.70 mg/g DW  

จากการคัดเลือกตวัอย่างที่มีปริมาณไฟโคไซยานินสูงสุด 10 ตัวอย่างได้แก่ Calothix sp. NUP, 
Chroococcidiopsis sp. SK40, Cyanosarcina sp. SG40, Leptolyngbya sp. PD45 แ ล ะ  Pseuanabaena sp. 
TP8 และ ตวัอยา่งไซยาโนแบคทีเรียที่เก็บจากน ้ าพุร้อนแจซ้้อนที่อุณหภูมิ 57°C 58°C 60.5°C 61°C และ 
64.5°C น ามาทดสอบคุณสมบตัิทนร้อนดว้ยการบ่มที่อุณหภูมิ 70°C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง พบวา่ ไฟโคไซยา-
นิน จาก Pseudanabaena sp. TP8 ลดลงเหลือ 29.05% หลังการบ่ม 15 นาที ในขณะที่ตัวอย่างอ่ืนๆ มี 
ปริมาณไฟโคไซยานินเหลืออยู่มากกว่า 60% เม่ือท าการบ่มต่อไป ตวัอยา่งทุกชนิดมีปริมาณไฟโคไซ
ยานินลดลง นอกจากตวัอย่างจากน ้ าพุร้อนแจซ้้อนที่ยงัมี ปริมาณไฟโคไซยานินเหลืออยูม่ากกว่า 50% 
หลงัการบ่ม 1 ชัว่โมง โดยตวัอยา่งที่มีคุณสมบตัิทนอุณหภูมิสูงที่สุด คือ CS61 ที่เก็บจากน ้ าพรุ้อนแจซ้้อน 
จงัหวดัล าปางที่อุณหภูมิ 61°C มีปริมาณไฟโคไซยานินเหลืออยู ่67.78% ซ่ึงมีความทนร้อนมากกว่าไฟโค
ไซยา-นินจาก Anacystis sp. ที่มีปริมาณลดลงหลังบ่มที่อุณหภูมิ 65°C เพียง 8 นาที (Zhao and Brand, 
1989) แต่เม่ือเปรียบเทียบกบัไฟโคไซยานินที่สกดัจาก Cyanidioschyzon merolae ซ่ึงเป็นสาหร่ายสีแดงที่
พบใน  น ้ าพรุ้อนที่มีความเป็นกรดสูง มีไฟโคไซยานินทนร้อนที่มีความคงตวัที่อุณหภูมิ 80°C  และเร่ิมเสีย
สภาพเม่ืออุณหภูมิ 83°C ขึ้นไป (Rahman et al., 2017) จากผลการทดลองดงักล่าวจึงมีความน่าสนใจที่จะ
ศึกษาประชากรไซยาโนแบคทีเรียจากตวัอยา่ง CS61 และท าการเพาะเล้ียงจากตวัอยา่งดงักล่าว  

5.2 การเลีย้งและการขยายขนาดการเพาะเลีย้ง 

จากการศึกษาประชากรไซยาโนแบคทีเรียในตวัอยา่งที่ทนอุณหภูมิสูง พบไซยาโนแบคทีเรียสาย
พัน ธุ์ เด่น  4 สายพัน ธุ์ได้แ ก่  Phormidium sp., Synechococcus sp., Leptolyngbya sp., Cyanosarcina sp. 

(ตาราง 4.3) ผลที่ไดไ้ม่สอดคลอ้งกบัผลของวจิยัของอุดมลกัษณ์ (2544) รายงานว่าพบไซยาโนแบคทีเรีย 
Phormidium sp. และ Leptolyngbya sp. ที่อุณหภูมิช่วง 40-60°C เท่านั้ น แต่เพาะเล้ียงได้ที่อุณหภูมิปาน

กลางคือ 30°C ในการวิจยัคร้ังน้ี พบไซยาโนแบคทีเรียที่อุณหภูมิสูงกว่าช่วงดังกล่าว แสดงว่าไซยาโน-

แบคทีเรียทั้ งสองสายพนัธุ์ สามารถทนอุณหภูมิสูงกว่าสายพันธุ์ที่มีการรายงานไปแล้ว เช่นเดียวกับ
งานวิจัยที่ ศึกษาไซยาโนแบคที เรียน ้ าพุ ร้อน  ระบุ ว่า Leptolyngbya sp., Mastigocladus laminosus, 

Phomidium sp. และ  Pseudanabaena galeata เป็นไซยาโนแบคที เรียที่ ส ามารถทนอุณหภู มิ สู งได ้

(thermotolerant cyanobacteria) (วราภรณ์, 2545)  
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เม่ือท าการคดัแยกและเพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรียที่ทนอุณหภูมิสูง และท าการจดัจ าแนกชนิดโดย

วิธี  16S rDNA sequencing analysis พบว่าเป็นสายพัน ธุ์  Thermosynechococcus elongatus AARLT012  
เช่นเดียวกบัการวจิยัของ Suwanmanee (2015) ที่ท  าการการคดัแยกและเพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรียที่เจริญ

ในน ้ าพุร้อนจงัหวดัสุราษฎร์ธานีพบไซยาโนแบคทีเรีย 5 สายพนัธุ์ และท าการเพาะเล้ียงไดเ้พียงหน่ึงสาย

พนัธุค์ือ Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 เน่ืองจากไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุน้ี์เพาะเล้ียงไดง่้าย   

จากการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมกบัการเจริญของ T. elongatus AARLT012 ที่อุณหภูมิห้อง 37°C, 

45°C และ 50°C พบว่าที่อุณหภูมิ 50°C มีอัตราการเจริญสูงสุด โดยให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดเท่ากับ 
0.037 ซ่ึงอุณหภูมิดงักล่าว สอดคลอ้งกบัอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของ S. lividus SKP50, S. lividus 

DSK74 และ S. bigranulatus (คนึงกานต์, 2547) และงานวิจยัเร่ือง การเล้ียงสาหร่าย Synechococcus sp. 

ในน ้ าสกัดชีวภาพจากมูลไส้เดือน โดยศึกษาการเจริญที่ อุณหภูมิ 40 50 และ 60°C พบว่าอุณหภูมิที่
เหมาะสมต่อการเจริญของ Synechococcus sp. คือ 50°C ให้ปริมาณเซลล์ 2.84 g/L (สาวิตรีและคณะ , 

2553) ทั้งน้ีเน่ืองจาก Synechococcus sp. และ Thermosynechococcus sp. เป็น thermophilic cyanobacteria 

ซ่ึงเป็น     ไซยาโนแบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิสูง  

การเพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุ์ T. elongatus AARLT012 ปริมาตร 10 L ในอาหาร BG11 

ที่อุณหภูมิ 50°C โดยให้ค่า OD560 เร่ิมตน้เท่ากับ 0.1 นาน 45 วนั จากภาพ 4.11 พบว่าในช่วงวนัที่ 10-20 
ของการเพาะเล้ียง จะมีอตัราการเจริญสูงขึ้นมาก และเร่ิมคงที่หลังจากการเพาะเล้ียงวนัที่ 24 ซ่ึงมีค่าการ

ดูดกลืนแสงสูงสูด เท่ากบั 0.259 มีอตัราการเจริญจ าเพาะเท่ากบั 0.108 ต่อวนั มีปริมาณเซลล์หลงัเก็บเก่ียว 

24.8 g คิด เป็น  2.48 g/L ซ่ึ งอัต ราก าร เจริญดังก ล่ าว มี ค่ าน้ อยกว่ าอัตราการเจ ริญ จ า เพ าะขอ ง 
Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 ซ่ึงมีค่าเท่ากับ 0.155 ต่อวนั (Suwanmanee, 2015) ปัจจัยที่ท  าให้

การเจริญของไซยาโน-แบคทีเรียในการวจิยัคร้ังน้ีมีอตัราการเจริญต ่ากวา่รายงานที่ผ่านมา อาจเน่ืองมาจาก

สภาวะเพาะเล้ียงที่ไม่เหมาะสม การกวนผสมอาจไม่เพียงพอ จนเกิดการบดบงัแสงของเซลล์ไซยาโน
แบคทีเรีย ซ่ึงในการเพาะเล้ียงขนาด 10 L ไม่ได้มีการกวนผสมอย่างต่อเน่ือง ท าให้มีการตกตะกอน

บางส่วน หรือสารอาหารที่ใชย้งัไม่เหมาะสมที่สุด โดยธาตุอาหารที่มีผลไดแ้ก่แหล่งไนโตรเจน เน่ืองจากมี
รายงานว่า T. elongatus BP-1 และ  Thermosynechococcus sp. NK55a ไม่มียีนที่ เก่ียวข้องกับการตรึง

ไนโตรเจน (Nakamura et al., 2002; Stolyar et al., 2014) โดยงานวิจยัของ Suwammanee (2015) พบว่า

การเติมปริมาณ NaNO3 เป็น 3 g/L ท  าใหมี้อตัราการเจริญจ าเพาะสูงกวา่ในการวจิยัคร้ังน้ี  

5.3 การท าไฟโคไซยานินให้บริสุทธ์ิบางส่วน  



 

58 
 

จากการท าไฟโคไซยานินใหบ้ริสุทธ์ิบางส่วน พบว่าการตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตมี

ปริมาณโปรตีนเหลือ 2.186 mg ปริมาณไฟโคไซยานินเหลือ 0.228 mg คิดเป็น %yield เท่ากบั 24.91% เม่ือ
เปรียบเทียบค่า A615/A280 ซ่ึงเป็นค่าการดูดกลืนแสงของไฟโคไซยานินกับโปรตีนทั้งหมด ระหว่าง 

supernatant และ หลงัตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตดงัตาราง 4.4 พบวา่ค่า A615/A280 มีค่ามากขึ้น 

แสดงใหเ้ห็นวา่ในขั้นตอนการตกตะกอนดว้ยเกลือ สามารถเพิม่ความบริสุทธ์ิของไฟโคไซยานินได ้ 

จากการท า ion exchange chromatography ที่ใช้ Q-sepharoseTM เป็นตวักลาง พบว่าไฟโคไซยานิน

ถูกชะออกมาในช่วง fraction ที่ 24-33 น ามาตกตะกอนรวมกันแล้ววดัปริมาณโปรตีน เปรียบเทียบกับ
ขั้นตอนการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟต พบว่าการท า ion exchange chromatography สามารถท าให ้  

ไฟโคไซยานินมีความบริสุทธ์ิเพิ่มขึ้น โดยมีอตัราส่วนระหวา่งไฟโคไซยานินกบัโปรตีนทั้งหมด เท่ากบั 

2.136 ท าบริสุทธ์ิในขั้นต่อไปด้วย gel filtration chromatography ที่มี  Sephadex-75 เป็นตัวกลาง พบว่า    
ไฟโคไซยานินถูกชะออกมาในช่วง fraction ที่ 55-64 หลงัจากวดัปริมาณโปรตีน พบว่ามีปริมาณโปรตีน

เหลือ 0.395 mg ปริมาณไฟโคไซยานิน 0.098 mg คิดเป็น %Yield เท่ากบั 10.653%  และสัดส่วนระหว่าง

ไฟโค-ไซยานินกับโปรตีนทั้งหมดมีค่าเท่ากับ 3.573 เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการท าบริสุทธ์ิของ
งานวิจยัน้ีกับงานวิจยัก่อนหน้าดงัตาราง 5.1 พบว่า มีความบริสุทธ์ิเพิ่มขึ้นใกลเ้คียงกับงานวิจยัก่อนหน้า 

คือ A615/A280 ในช่วง 3-4 ซ่ึงไฟโคไซยานินที่มีความบริสุทธ์ิระดบัน้ีเหมาะสมในการน าไปใชใ้นผลิตภณัฑ์
อาหาร ซ่ึงหากตอ้งการใชใ้นงานดา้นสียอ้มฟลูออเรสเซนตต์อ้งการความบริสุทธ์ิสูงกว่าน้ี (Kuddus et al., 

2013) อยา่งไรก็ตาม %yield ที่ไดใ้นการทดลองน้ียงัไม่สูงมาก จึงจ าเป็นตอ้งพฒันากระบวนการท าให้

บริสุทธ์ิ หากต้องการผลิตไฟโคไซยานินทางการค้าต่อไป โดยอาจจะใช้วิธีการก าจดัโปรตีนวิธีอ่ืน
นอกเหนือจากการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟตในการทดลองน้ี เช่น การใช ้ultracentrifuge จะท าใหไ้ด้

โปรตีนที่มีความบริสุทธ์ิมากขึ้นและโปรตีนจะไม่เสียหายเน่ืองจากความเขม้ขน้เกลือที่สูงเกิน 

ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE (ภาพ 4.16) พบว่าสามารถท าบริสุทธ์ิ     
ไฟโคไซยานินได้ โดยแยกเป็นโปรตีน 2 แถบ คือแถบบนมีขนาดใหญ่กว่า คือมีขนาด 19.19 kDa และ
แถบล่างมีขนาดเล็กกวา่ คือมีขนาด 14.52 kDa  

หลงัจากท า N-terminal amino acid sequencing ท าให้ทราบล าดบักรดอะมิโนของแถบโปรตีนทั้ง 
2 แลว้เปรียบเทียบฐานขอ้มูล Gen bank พบว่าโปรตีนแถบบนเป็นหน่วยยอ่ย β และ โปรตีนแถบล่างเป็น
หน่วยยอ่ย α ซ่ึงโดยทัว่ไปขนาดของหน่วยยอ่ย β จะมีขนาดระหวา่ง 11-24.4 kDa และหน่วยยอ่ย α จะ
มีขนาดระหว่าง 13-20.5 kDa (Sonani et al., 2014) โดยขนาดของหน่วยยอ่ยโปรตีนจะแตกต่างกนัไปตาม
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สายพนัธุ์ของไซยาโนแบคทีเรีย และวิธีการสกดั (MacColl, 1998) ซ่ึงขนาดของแถบโปรตีนทั้ง 2 หน่วย
ยอ่ย มีขนาดแตกต่างจากในงานวจิยัก่อนหนา้เล็กนอ้ย ดงัตาราง 5.2 

ตาราง 5.1 เปรียบเทียบการท าบริสุทธ์ิไฟโคไซยานิน 

สายพันธ์ุ ข้ันตอนการท าบริสุทธ์ิ Yield 
(%) 

A615/A280 อ้างอิง 

Synechococcus sp. IO9201 - Butyl-sepharose 
- Q-sepharose 

76.56 4.85 Abalde et al. (1998) 

Spirulina sp. - (NH4)2SO4 
precipitaion 25, 
50% 

- Dialysis 
-     Sephadex G-25 

3.27 2.317 Kamble et al. (2013) 
 
 

Spirulina platensis 
(CCC540) 

- (NH4)2SO4 
precipitaion 25, 
50% 

- Dialysis 
-     DEAE column 

chromatography 

4.58 14 Kumar et al. (2014) 

Galdieria sulphuraria - (NH4)2SO4 
precipitaion 25, 
50% 

80 4 Moon et al. (2014) 

Nostoc sp. str. HKAR-2 - (NH4)2SO4 
precipitaion 

- Gel filtration 
chromatography 

75 3.18 Kannaujiya and Sinha 
(2016) 

T. elongatus AARLT012 - (NH4)2SO4 
precipitaion 

- Q-sepharoseTM 
- Sephadex-75 

10.56 3.57 งานวิจยัน้ี 
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ตาราง 5.2 เปรียบเทียบขนาดของหน่วยยอ่ยโปรตีนของไฟโคไซยานิน 

สายพันธ์ุ ขนาดของหน่วยย่อยโปรตีน 
(kDa) 

อ้างอิง 

α β  

Synechococcus sp. IO9201 18.98 21.36 Abalde et al. (1998) 

Spirulina sp. 

Phormidium sp. 

Lyngbya sp. 

24.4 

24.4 

24.4 

17 

19.1 

15.2 

Patel et al. (2005) 

Patel et al. (2005) 

Patel et al. (2005) 

Galdieria sulphuraria 17.6 18.14 Moon et al. (2014) 

Spirulina platensis (CCC540) 16 17 Kumar et al. (2014) 

T. elongatus AARLT012 14.52 19.19 งานวจิยัน้ี 

 

5.4 ศึกษาคุณสมบัติของไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรียที่เพาะเลีย้ง  

เปรียบเทียบคุณสมบัติทนร้อน in vitro digestibility และ คุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ ระหว่าง        

ไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุ์ทางการคา้คือ Arthrospira (Spirulina) platensis GD และไซยาโนแบคทีเรีย
สายพนัธุ ์T. elongatus AARLT012 

5.4.1  คุณสมบตัิทนร้อน 

ทดสอบคุณสมบตัิทนร้อนที่อุณหภูมิ 40°C-80°C เป็นเวลา 30 นาที เพื่อหาช่วงอุณหภูมิที่
ปริมาณไฟโคไซยานินที่สกดัจากไซยาโนแบคทีเรียทั้ง 2 สายพนัธุ์เร่ิมลดลง จากภาพ 4.19 จะเห็น

ว่าปริมาณไฟโคไซยานินที่สกัดจาก Arthrospira (Spirulina) platensis GD ลดลงอย่างรวดเร็วที่

อุณหภูมิ 60°C ในขณะที่ปริมาณไฟโคไซยานินที่สกดัจาก T. elongates AARLT012 จะเร่ิมลดลงที่
อุณหภูมิ 70°C จึงเลือกช่วงอุณหภูมิ 70°C เพือ่ศึกษาในขั้นต่อไป โดยเม่ือระยะเวลาในการบ่มผ่าน

ไป 15 นาที ปริมาณไฟโคไซยานินจาก Arthrospira (Spirulina) platensis GD ลดลงอย่างชัดเจน 
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โดยเหลือไฟโคไซยานินเพียง 29.06% และลดลงเล็กนอ้ยจนเหลือ 0.63% หลงัผา่นไป 2 ชัว่โมง แต่

สารสกดัจาก T. elongatus AARLT012 มีปริมาณลดลงคงที่ตั้งแต่ 15 นาที คือเหลือไฟโคไซยานิน 
74.05% หลงัผ่านไป 30 นาทีก็ยงัคงเหลือไฟโคไซยานินมากกว่า 50% และลดลงจนเหลือ 5.20% 

หลังผ่านไป 2 ชั่วโมง แสดงว่ามีคุณสมบัติการทนอุณหภูมิสูงกว่าไฟโคไซยานินที่สกัดจาก 

Arthrospira (Spirulina) platensis GD อยา่งชดัเจน จึงมีความน่าสนใจที่จะน าไปประยกุตใ์ชง้านใน
ดา้นอ่ืนๆ ต่อไป เม่ือเปรียบเทียบคุณสมบติัทนร้อนกับงานวิจยัก่อนหน้า ไดแ้ก่ งานวิจยัของของ 

Pumas et al. (2012) ที่ศึกษาความคงตวัของไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรียน ้ าพุร้อนพบว่า 
ไฟโคไซยานินที่สกดัจากไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุ ์Phormidium sp. มีความเสถียรที่ 50°C เท่านั้น 

และปริมาณไฟโคไซยานินที่สกัดจาก Galdieria sulphuraria ในงานวิจยัของ Moon et al. (2014) 

ซ่ึงท าการทดลองที่บ่มอุณหภูมิ 25-85°C พบวา่ค่าการดูดกลืนแสงของไฟโคไซยานินเร่ิมมีค่าลดลง
ที่อุณหภูมิ 55°C และมีสีซีดจางลงอย่างรวดเร็วหลังบ่มที่อุณหภูมิสูงกว่า 65°C และผลการวิจยั

อุณหภูมิที่ มีผลต่อความคงตัวของไฟโคไซยานินในงานวิจยัของ Rastogi et al. (2015) พบว่า         

ไฟโคไซยานินจะเร่ิมสลายตวัตั้งแต่อุณหภูมิมากกวา่ 40°C  

5.4.2 In vitro digestibility 

จากการทดสอบ in vitro digestibility เพือ่ศึกษาปริมาณไฟโคไซยานินที่เหลือจากการยอ่ยใน
แต่ละขั้นตอน โดยการยอ่ยปกติจะผา่นขั้นตอนหลกัๆ 3 ขั้นตอนคือน ้ าลาย (saliva) เป็นตวัแทนของ

การยอ่ยบริเวณปาก น ้ ายอ่ยจากกระเพาะ (gastric juice) เป็นตวัแทนของการยอ่ยบริเวณกระเพาะที่

มีสภาวะเป็นกรดสูงมาก และ น ้ าย่อยจากผนังล าไส้ (duodenum juice) เป็นตวัแทนของการย่อย
บริเวณล าไส้ ผลการทดลองพบว่า ในขั้นตอนการยอ่ยดว้ยน ้ าลาย ท าให้ปริมาณไฟโคไซยานินที่

สกัดจาก Arthrospira (Spirulina) platensis GD และ T. elongatus AARLT012 มีค่าลดลงเหลือ 

36.39 และ 43.04% ตามล าดับ ซ่ึงในน ้ าลาย มียูเรีย (urea) เป็นส่วนประกอบ (ตาราง 3.2) ท าให้
โปรตีนเสียสภาพลงในขั้นตอนน้ี และในขั้นถดัมาคือการยอ่ยดว้ยน ้ ายอ่ยจากกระเพาะ มีปริมาณ       

ไฟโคไซยานินลดลงเหลือ 14.97 และ 23.06% ตามล าดบั (ภาพ 4.22) โดยสีของไฟโคไซยานินของ
ทั้ ง 2 ตัวอย่างหลังผ่านการย่อยขั้นตอนน้ีมีสีเปล่ียนไปอย่างชัดเจน เน่ืองจากเอนไซม์เพปซิน 

(pepsin) ย่อยพนัธะเพปไทด์ ท  าให้โปรตีนเสียสภาพกลายเป็นหน่วยยอ่ยที่เล็กลง การสลายของ   

ไฟโคไซยานินจากการยอ่ยในขั้นตอนน้ีมีค่ามากกว่าการศึกษาของ Miyamoto et al. 2009 ที่ศึกษา
การสลายของวิตามิน B12 จาก Porphyra sp. ที่พบว่าน ้ าย่อยจากกระเพาะท าให้วิตามินสลายไป

เพยีง 50% 
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หลังการย่อยขั้นสุดท้าย สีของไฟโคไซยานินสลายไปเกือบทั้งหมด เน่ืองจากโปรตีนถูก

ท าลายด้วยเอนไซม์เพปซิน ในน ้ าย่อยจากกระเพาะ และ เอนไซม์แพนครีเอติน (pancreatin) ใน
น ้ ายอ่ยจากผนังล าไส้ พบว่ามีร้อยละของไฟโคไซยานินคงเหลือในสารสกัดไฟโคไซยานินจาก 

Arthrospira (Spirulina) platensis GD เหลือ 4.98% ซ่ึงน้อยกว่า T. elongatus AARLT012 ที่ มีค่า

เท่ากบั 11.62%  

5.4.3 การทดสอบการตา้นอนุมูลอิสระ 

ทดสอบการต้านอ นุ มู ล อิ สระด้วยวิ ธี  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)  radical 
scavenging activity   ซ่ึงเป็นการวดัความสามารถในการให้อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระของสาร
ตัวอย่าง  ผลการเปรียบเทียบค่า IC50 และค่า GAE ของไฟโคไซยานินที่สกัดจาก Arthrospira 
(Spirulina) platensis GD และ T. elongatus AARLT012 แสดงดังตาราง ฎ .18 พบว่า ฤทธ์ิต้าน
อนุมูลอิสระของไฟโคไซยานินทั้ง 2 ตวัอย่างมีค่า IC50 เท่ากับ 0.024 และ 0.154 mg/mL เม่ือผ่าน
การย่อยด้วยน ้ าย่อยจากกระเพาะ คือมีค่า IC50 เท่ากับ 0.027 และ 0.386 mg/mL ตามล าดับ เม่ือ
เปรียบเทียบผลการทดลองกบัการวิจยัของ Wu et al. (2015) ที่ศึกษาผลของการยอ่ยและฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระของ อาร์-ไฟโคอีรีธรินจากสาหร่ายสีแดง Bungia fusco-purpurea พบว่ามีค่า IC50 
เท่ากับ 0.47 mg/mL หลังผ่านการยอ่ยดว้ยน ้ ายอ่ยจากกระเพาะแลว้มีค่า IC50 เท่ากบั 0.422 mg/mL 
ซ่ึงมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระน้อยกวา่สารสกดัไฟโคไซยานินในการวจิยัน้ี เม่ือเปรียบเทียบร้อยละของ 
GAE จากสารสกดัทั้ง 2 ตวัอยา่ง (ภาพ 4.26) ท าให้ทราบว่า สารตา้นอนุมูลอิสระจาก Arthrospira 
(Spirulina) platensis GD มีค่า GAE ลดลงอยา่งรวดเร็วหลงัผ่านการยอ่ยดว้ยน ้ ายอ่ยจากผนังล าไส ้
ซ่ึงมี เอนไซม์แพนครีเอติน  ซ่ึงเป็นเอนไซม์รวมที่ประกอบด้วยเอนไซม์อะไมเลส (amylase) 
เอนไซม์ไลเปส (lipase) และเอนไซม์โปรตีเอส (protease) ที่สามารถยอ่ยสารกลุ่มคาร์โบไฮเดรต 
โปรตีนและไขมันได ้(Kayoko et al., 2003) แต่สารตา้นอนุมูลอิสระจาก T.elongatus AARLT012 
มีค่า GAE ลดลงอย่างรวดเร็วหลังจากถูกย่อยด้วยน ้ าย่อยจากกระเพาะ ซ่ึงมีเอนไซม์เพปซิน ที่
สามารถยอ่ยโปรตีนได ้เน่ืองจากสารสกดัไฟโคไซยานินที่น ามาทดสอบเป็นสารสกดัที่ไม่ไดผ้่าน
การท าบริสุทธ์ิ ดังนั้ นจึงสันนิษฐานได้ว่า สารต้านอนุมูลอิสระจาก Arthrospira (Spirulina) 
platensis GD อาจเป็นสารกลุ่มโปรตีนและไขมัน ส่วนสารต้านอนุมูลอิสระจาก T. elongatus 
AARLT012 อาจเป็นโปรตีน 

ผลของฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ก่อน และ หลงัถูกยอ่ย ของไฟโคไซยานินที่สกดัจากไซยาโน-
แบคทีเรียทั้ง 2 ตวัอยา่ง มีความสอดคลอ้งการวิจยัฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในไซยาโนแบคทีเรีย 3 สาย
พนัธุ์ ได้แก่ Spirulina sp., Pseudanabaena sp. และ Lyngbya sp. โดยท าการสกัดตัวอย่างด้วยน ้ า 
และเมทานอล พบว่า สารสกดัน ้ า มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูงกว่าสารสกดัเมทานอล หลงัการยอ่ย
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ดว้ยน ้ ายอ่ยจากล าไส้ สารสกดัน ้ าจากทุกตวัอยา่ง มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระลดลงมาก แต่สารสกัด     
เมทานอลจากตวัอย่าง Pseudanabaena sp. และ Lyngbya sp. หลังผ่านการย่อยมีค่าคงที่ แสดงว่า 
สารตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่ง เป็นกลุ่มไม่ชอบน ้ า (hydrophobic) (Wang et al., 2012) 

เม่ือเปรียบเทียบค่า GAE ของสารสกัดจากไซยาโนแบคทีเรียทั้ง 2 สายพนัธุ์ ก่อนและหลัง
ทดสอบ in vitro digestibility และหลังบ่มที่อุณหภูมิ 70°C ในเวลาต่างๆ ผลแสดงดังภาพ 4.28 
พบว่าสารสกัดจาก Arthrospira (Spirulina) platensis GD มีค่า GAE สูงมาก เม่ือเทียบกับตวัอยา่ง
อ่ืน คือมีค่าเท่ากบั 0.245 mg gallic acid/mg สารสกดั หลงัผ่านการบ่มที่อุณหภูมิ 70°C ผ่านไป 15 
และ 30 นาที ค่า GAE ในทุกตวัอย่างมีค่าลดลงเล็กน้อย แต่ไม่แตกต่างกันมาก ที่อุณหภูมิ 70°C 
ความสามารถในการต้านอิสระของสารสกัดไฟโคไซยานินจะลดลงที่ 15 นาทีแรก จากนั้ นจะ
ค่อนขา้งคงที่ในช่วงเวลา 15-30 นาทีต่อมา และลดลงอีกเล็กน้อยหลงัครบ 1 ชัว่โมง ค่า GAE ของ
สารสกัด Arthrospira (Spirulina) platensis GD หลังผ่านการทดสอบ in vitro digestibility มีค่า
ใกลเ้คียงกบัสารสกดัจาก T. elongatus AARLT012  

จากการทดลองดงักล่าวท าใหท้ราบวา่ สารสกดัจาก Arthrospira (Spirulina) platensis GD มี

คุณสมบติัตา้นอนุมูลอิสระดีกว่าสารสกัดจาก T. elongatus AARLT012 และสารสกัดดังกล่าวมี
ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระที่ทนอุณหภูมิสูง ซ่ึงเม่ือเทียบกับปริมาณไฟโคไซยานินในการทดสอบ

คุณสมบติัทนร้อนพบว่ามีผลขดัแยง้กนั เน่ืองจากเม่ือบ่มตวัอยา่งที่อุณหภูมิ 70°C ปริมาณไฟโคไซ-
ยานินสลายไป ซ่ึงแตกต่างกบัสารตา้นอนุมูลอิสระในการทดลองขั้นน้ี ดงันั้น สารตา้นอนุมูลอิสระ

จากไซยาโนแบคทีเรียอาจเป็นสารชนิดอ่ืนที่ไม่ใช่ไฟโคไซยานิน  

ข้อเสนอแนะ  
 ในการศึกษาประชากรไซยาโนแบคทีเรียที่พบในน ้ าพุร้อนธรรมชาติในการวิจยัคร้ังน้ี ยงัไม่
สามารถสรุปดา้นความหลากหลายของประชากรได ้เน่ืองจากเป็นการเก็บตวัอยา่งเพยีง 1 คร้ัง และการสุ่ม
เก็บตวัอยา่งยงัไม่ครอบคลุม หากตอ้งการศึกษาในดา้นความหลากหลาย จะตอ้งเพิม่จ  านวนซ ้ าในการเก็บ
ตวัอยา่ง และฤดูกาลที่เก็บตวัอยา่งดว้ย  

การทดลองน้ีคดักรองไซยาโนแบคทีเรียจากน ้ าพุร้อนธรรมชาติมาเพาะเล้ียง ซ่ึงอาจท าใหก้ารเจริญ
และคุณสมบติัต่างๆไม่เท่ากบัการทดสอบจากตวัอยา่งที่เก็บจากธรรมชาติ เน่ืองจากในสภาวะภายนอกนั้น
มีตวัแปรอ่ืนๆที่ไม่สามารถความคุมได ้และอาจมีผลต่อคุณสมบติัที่ตอ้งการทดสอบได ้เช่น การอยูร่่วมกนั
แบบ co-culture ของจุลินทรียอ่ื์น แร่ธาตุในน ้ า อตัราการไหล และปริมาณแสง ดงันั้น หากตอ้งการเพิ่ม
ประสิทธิภาพดงักล่าว อาจตอ้งมีการศึกษาเพิม่เติม เพื่อหาสภาวะที่ส่งเสริมให้ไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุ ์
T. elongatus AARLT012 สร้างสารที่มีคุณสมบตัิที่ตอ้งการ เช่น อาจมีการเติมแหล่งไนโตรเจนลงไปใน
อาหาร  
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ในการท าบริสุทธ์ิ ใชต้วัอย่างที่มีปริมาณน้อย ท าให้สารที่เหลือหลงัการท าบริสุทธ์ิมีปริมาณน้อย
มาก ไม่สามารถน าไปใชศึ้กษาต่อได ้หากตอ้งการศึกษาคร้ังต่อไป จ าเป็นตอ้งเพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรีย
ใหมี้ปริมาณมาก เพือ่ที่จะสกดัสารไดป้ริมาณมาก จึงน ามาท าบริสุทธ์ิแลว้ไดส้ารที่มีความบริสุทธ์ิสูงไปใช้
งานต่อไป เช่น น าไปใชเ้ป็น probe label หรือใชร่้วมกบัสารอ่ืนเพือ่เสริมฤทธ์ิทางเภสชัวทิยา 

จากการทดลอง in vitro digestibility พบว่าเอนไซม์ที่อยู่ในน ้ าย่อยจากกระเพาะอาหาร และผนัง
ล าไส ้มีผลต่อสารตา้นอนุมูลอิสระในไฟโคไซยานินจากทั้ง 2 ตวัอยา่ง และมีการรายงานเปรียบเทียบการ
สกดัสารดว้ยน ้ าและเมทานอล พบวา่การใชน้ ้ าในการสกดัจะไดส้ารที่มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูงกวา่การใช้
เมทานอล แต่หลงัจากผ่านการยอ่ยขั้นสุดทา้ย ค่าการตา้นอนุมูลอิสระจากสารที่สกดัดว้ยน ้ าและเมทานอล
มีค่าไม่ต่างกนั แสดงวา่เอนไซมจ์ากน ้ ายอ่ยสามารถสลายสารตา้นอนุมูลอิสระที่มีความชอบน ้ าไดดี้ ดงันั้น 
หากจะน าสารตา้นอนุมูลอิสระดงักล่าวไปประยกุตใ์ช ้อาจตอ้งมีการเคลือบดว้ยเซลลูโลส หรือแป้ง เพื่อ
ป้องกนัการสลายตวัของสารตา้นอนุมูลอิสระก่อนถึงอวยัวะเป้าหมาย  

 


