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 Controlling of Toxic Alga, Microcystis aeruginosa by Bioactive  
                                    Compounds from Blue-Green Algae 

 
คํานํา 

 
ปจจุบันการเจริญเติบโตอยางรวดเร็วของสาหรายที่ผลิตสารพิษเปนปญหาสําคัญที่สง 

ผลกระทบตอความเจ็บปวยของมนุษย และการตายของสัตวเล้ียงในพืน้ที่หลายแหงทั่วโลก รวมทัง้
ตอระบบนิเวศอยางกวางขวาง โดยสวนใหญเปนสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน (blue-green algae, 
cyanobacteria) สารพิษที่สาหรายสรางขึ้นจะปนเปอนอยูในน้ําทีน่ํามาใชในกจิกรรมตางๆ ทั้งโดย
ทางตรงและทางออม เมื่อสะสมนานวันก็จะกอใหเกดิอันตราย เชน เปนสาเหตุใหประชากรใน 
Plam Island รัฐ Queensland ประเทศออสเตรเลียเปนโรคตับอักเสบระบาดอยางรุนแรง (Bourke 
และคณะ, 1983) และยังทําใหเกิดมะเร็งตบัระยะเริ่มตนของประชากรในประเทศจีน (Delong, 1979; 
Yu, 1989) ซ่ึงสาหรายที่สรางสารพิษเปนมะเร็งตอตับนี้ สวนใหญผลิตโดยสกุล Microcystis  
 
 อาภารัตน และคณะ (2542) ตรวจพบสาหรายที่ผลิตสารพิษในแหลงน้าํของไทยสายพันธุ 
ที่สําคัญ (dominant species) เปนสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิชนิด Microcystis aeruginosa ผลิต
สารพิษตอตับในกลุมของ ไมโครซิสติน (microcystin)ในแหลงน้ําจาก 5 แหลง ไดแก เขื่อนแมกวง 
จังหวดัเชยีงใหม เขื่อนลําตะคอง จังหวัดนครราชสีมา อางเก็บน้ําบางพระ จังหวัดชลบุรี 
เขื่อนแกงกระจาน จังหวัดเพชรบุรี และสระน้ําเลี้ยงเปดหนาเรือนจําคลองเปรม กรุงเทพมหานคร 
โดยตรวจพบความเขมขนของสารพิษที่ผลิตขึ้นภายในเซลลอยูระหวาง 0.3-0.8 มิลลิกรัมตอกรัม
เซลลสาหรายแหง และไดสรุปวาแหลงน้ําในประเทศไทยขณะนี้กําลังอยูในสภาพเสือ่มโทรม และ
อาจกอใหเกิดอันตรายหากประชากรมีการบริโภคน้ําจากแหลงที่มีการปนเปอนของสารพิษเปน
ประจํา 
 

 สําหรับในประเทศไทยปญหาการปนเปอนของสารพิษดังกลาวในแหลงน้ําเปนปญหาใหม
ที่นาสนใจและควรเรงดําเนนิการแกไข ซ่ึงถาเกิดปญหาการเพิ่มปริมาณอยางมากและปลอยสารพิษ
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ลงสูแหลงน้ําที่นําไปผลิตน้าํประปาจะกอใหเกิดปญหาในขั้นตอนการบําบัดสารพิษและกําจดั
สารอินทรีย ที่ถูกปลอยออกนอกเซลลซ่ึงตองผานกรรมวธีิตางๆ ที่ยุงยาก ซับซอนและเสียคาใชจาย
สูง โดยที่ระบบผลิตน้ําประปาในประเทศไทยเองสามารถทําไดเพียงการกรองเซลลหรือเจือจางพษิ
เทานั้น การทําลายพิษไมสามารถขจัดใหหมดไดโดยการกรอง ตกตะกอน เติมคลอรีนหรือแมแต
การตมได (อาภารัตน, 2539) 

 
จากการศึกษาของ  Moore และคณะ (1987)  พบวาสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 

Hapalosiphon fontinalis สามารถสรางสารแฮพาลินโดล (hapalindoles) ซ่ึงเปนอินโดลอัลคาลอยด 
(indole alkaloid) ที่มีคุณสมบตัิในการยับยั้งแบคทีเรีย และนอกจากนี้สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินชนิด
อ่ืน ๆ ก็มีศักยภาพในการนํามาใชเปนแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม ซ่ึงสารออกฤทธิ์
เหลานี้เปนสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) ที่มีความเปนพิษตอเซลล (cytotoxic) มีฤทธิ์ยับยั้ง
เชื้อรา (antifungal) แบคทีเรีย (antibacterial) สาหราย (antialgal) โปรตัวซัว (antiprotozoal) และ
ไวรัส (antiviral) เปนตน (Patterson และคณะ, 1991; Borowitzka, 1995; Kreitlow และคณะ, 1999; 
Schlegel และคณะ, 1999) 

 
ดังนั้นการควบคุมปริมาณสาหราย Microcystis aeruginosa โดยสามารถควบคุมการ

เจริญเติบโตของสาหรายชนดินี้ไมใหเพิ่มจาํนวนมากเกนิไปก็เทากับวาสามารถลดปญหาที่จะ
เกิดขึ้นได การควบคุมโดยการใชสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สกัดไดจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินมา
ยับยั้งการเจรญิเติบโตและการเพิ่มจํานวนของสาหราย Microcystis aeruginosa จึงเปนอีกทางเลือก
หนึ่งที่นาสนใจศึกษาคนควา เนื่องจากยังไมมีผูศึกษามากนัก  
 
 

วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อคัดเลือกสายพันธุสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินที่สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
ยับยั้งสาหรายพิษ Microcystis aeruginosa  
 

2. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบ (crude extract) จากสาหรายสีเขียวแกมน้ํา
เงินในการยับยั้งสาหรายพษิ Microcystis aeruginosa ในระดับหองปฏิบัติการ 
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3. เพื่อศึกษาวธีิการแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใหบริสุทธิ์บางสวน รวมทั้งศึกษา
คุณสมบัติทางเคมีเชิงฟสิกสบางประการของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 

สมมุติฐานการวิจัย 
 
สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน บางสายพันธุ สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ควบคุม

การเจริญเติบโตของสาหรายที่ผลิตสารพิษ Microcystis aeruginosa 
 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 
1. เปนแนวทางในการวิจัยนาํสารสกัดจากสาหรายชนิดอืน่ๆ ที่มีคุณสมบัติในการยับยัง้การ

เจริญเติบโตของสาหรายพิษ Microcystis aeruginosa มาใชในงานวิจยัดานสิ่งแวดลอม และทาง
การแพทย 

 
2. ไดองคความรูที่เปนแนวทางในการควบคุมปริมาณสาหรายพษิ Microcystis aeruginosa 

ดวยสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิ เพื่อนํามาประยุกตใชในการกําจัดเซลล
สาหรายพิษ Microcystis aeruginosa ที่ปนเปอนในแหลงน้ําตามธรรมชาติ 
 

ทุนสนับสนุนงานวิจัย 
 

วิทยานิพนธเลมนี้ไดรับการสนับสนุนทุนวิจัยจาก บณัฑติวิทยาลัยแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
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การตรวจเอกสาร 
 
  
1. ความรูท่ัวไปเก่ียวกับสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 
 
 สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน (blue-green algae) จัดอยูใน Division Cyanophyta  หรือมีช่ือ 
ดิวิชันอกีชื่อหนึ่งคือ Cyanochloronta (Bold และ Wynne, 1978) นอกจากนี้ยังมีช่ือสามัญอีกชื่อหนึ่ง
คือ  Cyanobacteria (Carr และ Whitton, 1973) สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิจัดอยูในกลุม โปรคาริโอต  
(procaryote) ซ่ึงเปนพวกเดยีวกับแบคทีเรีย แตมีคณุสมบัติที่แตกตาง คือสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิ  
มีคลอโรฟลล เอ จึงสามารถสังเคราะหแสงได และมีออกซิเจนเกิดขึ้นจากการสังเคราะหแสง ซ่ึง
คุณสมบัตินี้จะไมพบในแบคทีเรีย สาหรายกลุมนี้ไมมีการสืบพันธุแบบมีเพศ บางชนดิสามารถตรึง
ไนโตรเจนได เปลี่ยนสีของเซลลได พบไดทั่วทุกแหงในโลกทั้งน้ําจืด ทะเล น้ําพุรอน นอกจากนี้  
ยังพบวาสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน อาจขึ้นรวมอยูกับสิ่งมีชีวิตอ่ืนไดทัง้พืชและสัตว 
 

1.1 ลักษณะทั่วไปของสาหรายสีเขียวแกมน้าํเงนิ 
 

1.1.1 รงควัตถุสําหรับสังเคราะหแสง (photosynthetic pigments) ประกอบดวย 
 

1) คลอโรฟลล ไดแก คลอโรฟลล เอ (chlorophyll a) เปนแหลงสําคัญในการดูด 
ซับพลังงานแสงที่ความยาวคลื่น 430 นาโนเมตร (สีแดง) และ 662 นาโนเมตร (สีน้ําเงิน) 
 

2) แคโรทีนอยด (carotenoid) สามารถดูดซับพลังงานแสงในชวงคลื่นที ่
คลอโรฟลล เอ ไมสามารถดูดซับได แลวจะถายทอดพลังงานแสงที่รับไวใหแกคลอโรฟลล เอ 
(Harold, 1980) แคโรทีนอยดประกอบดวย 2 กลุมคือ 
 

  2.1) เบตา-แคโรทีน (β- carotene) 
 
  2.2) แซนโทฟลล (xanthophyll) มีหลายชนิด ไดแก มิโซแซนทิน  

(myxoxanthin), มิโซแซนโทฟลล (myxoxanthophyll), ซีอาแซนทิน (zeaxanthin)  
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             3) ไฟโคบิลิโปรตีน (phybiliprotein) ประกอบดวย 
 
   3.1) ซี-ไฟโคไซยานิน (c-phycocyanin)  
 
   3.2) ซี-อัลโลไฟโคไซยานิน (c-allophycocyanin) 
 
   3.3) ซี-ไฟโคอริีทริน (c-phycoerythrin) 
 
  รงควัตถุสําหรับสังเคราะหแสงเหลานี้ไมพบอยูในพลาสติด (plastid) แตพบอยูใน 
ไทลาคอยด (thylakoid) ไทลาคอยดของสาหรายสีเขียวแกมน้ํางินตางไปจากไทลาคอยดของ
สาหรายอื่นๆ ตรงที่ไมมีเยื่อบาง ๆ หุม เพือ่ใหเกดิเปนคลอโรพลาสต แตจะอยูเดี่ยว ๆ และเปนอิสระ
ในไซโตพลาสซึม คลอโรฟลล เอ จะอยูในไทลาคอยด สวนรงควัตถุอ่ืน ๆ จะเกาะอยูบนผิวของ 
ไทลาคอยดในลักษณะเปนเมด็เล็กๆ เรียกวา ไฟโคบิลิโซม (phycobilisome) (Glazer, 1987) 
 
         1.1.2 สวนประกอบของเซลล 
 

1) ผนังเซลล (cell wall) 
 

 ผนังเซลลของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน แบงออกเปน 2 ช้ัน มีองคประกอบ 
สําคัญคลายกับผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบ (gram negative) ผนังชั้นในประกอบดวย มิวโค
เพบไทด  (mucopeptide) และกรดมวิรามิค (muramic acid) สวนรอบนอกผนังเซลลมักจะเปนเมือก
ใสๆ ที่เรียกวา ชีท (sheath) หุมอยูโดยรอบ มีลักษณะเปนไมโครไฟบริล (microfibril) 3 ช้ัน  
(Kumar, 1990) 
 

ชีทนี้มีความหนาบางตางกัน อาจมีสี ไมมีสี หรือแบงออกเปนชั้นๆ  ชีทอาจใส
ไมมีสีทําใหมองเห็นไมชัดเจน หรืออาจมสีีน้ําตาล น้ําเงิน แดง  และเหลือง ขึ้นอยูกับสภาพแวดลอม
ที่สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินอาศัยอยู  สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินจะสรางรงควัตถุขึ้นมาภายในชีท
ภายใตความเขมแสงสูง และจะไมมีรงควัตถุภายใตความเขมแสงต่ํา (Fogg และคณะ, 1974) 
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  สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินทีไ่ดรับแสงอาทติยโดยตรงเปนเวลานาน ๆ หรือไดรับ
คล่ืนความถี่สูง รงควัตถุที่อยูภายในเซลลจะเคลื่อนยายเขามาอยูภายในชีท และการที่ชีทปรากฏสี
เหลืองน้ําตาล โดยทั่วๆไป แลวเปนผลมาจากหลาย ๆ กรณี และสาเหตหุนึ่งมาจากเชือ้ราเขามาเปน
ปรสิต (Smith, 1950) 
 
  การที่สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินมีชีทหุมอยูภายนอก จึงทาํใหสามารถเจริญอยูใน
สภาพที่แหงแลงได  เพราะชทีสามารถดดูซึมน้ํา และอุมน้ําไดดี (กาญจนภาชน, 2527) 
  

2) ไซโตพลาสซึม (cytoplasm) 
 

ไซโตพลาสซึม อยูถัดจากผนังเซลลเขาไปขางในมีเยื่อบาง ๆ เรียกวา 
พลาสมาเมมเบรน (plasma membrane) หุมไซโตพลาสซึมไว ไซโตพลาสซึมสวนนอกที่อยูใกลผนัง
เซลลมักมีสารสีกระจายอยูจาํนวนมาก เรียกสวนนีว้า โครโมพลาสซึม (chromoplasm)  
สวนไซโตพลาสซึมสวนในมีลักษณะคลายนิวเคลียส เรียกสวนนีว้า เซนโตรพลาสซึม
(centroplasm) เนื่องจากสวนนี้ไมมีผนงัหุม จึงถือวาไมใชนิวเคลียสที่แทจริง ในสวนของโครโม 
พลาสซึมจะมีไซยาโนไฟซนิแกรนูล (cyanophycin granule)  เปนเมด็เล็ก ๆ กระจายอยูทั่วไป เม็ด
เล็กๆ นี้ เปนอาหารสะสมพวกแปงชนิดไซยาโนไฟเซียน (cyanophycean starch) (ลัดดา, 2540) 
 
         สาหรายสีเขียวแกมน้าํเงนิไมมีนวิเคลียสชัดเจนเหมือนสาหรายอื่น แตมีสารที่
ทําหนาที่คลายนิวเคลียสอยูภายในเซนโตรพลาสซึม เพียงแตไมมีเยื่อหุมนิวเคลียส (nuclear 
membrane) สารนี้ คือ ดีเอ็นเอ (deoxyribonucleic acid, DNA) ซ่ึงอาจจะจับตวักันแนนมากมีรูปราง
ตางๆ ก็ได (ยุวดี, 2538) 
  

3) แกสแวคิวโอล (gas- vacuole)  
 
       แกสแวคิวโอล ลักษณะเปนเม็ดขนาดเล็กกระจายอยูในโครโมพลาสซึม  

รูปรางไมแนนอน มีลักษณะเปนถุงมีเยื่อบาง ๆ หุม เยื่อนีป้ระกอบดวยสารจําพวกโปรตีน สามารถ
ใหออกซิเจนซึมผานได เพื่อใชประโยชนในการหายใจ สวนแกสที่อยูภายในถุงเปนแกสไนโตรเจน 
หรือสารประกอบของไนโตรเจนพวกเอมนี (amine) 
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            แกสแวคิวโอล ชวยในการลอยตัวของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน ถูกสราง
ขึ้นมาเมื่อไดรับความเขมแสงต่ําๆ และจะหายไปเมื่อความเขมแสงสูง เมื่อสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิ
ไดรับแสงจะสังเคราะหแสงและผลิตน้ําตาลขึ้นมา เปนผลใหแรงดนัออสโมติกภายในเซลลสูงขึ้น 
ซ่ึงเปนสาเหตทุําให แกสแวคิวโอลหายไป ทําใหแรงลอยตัวลดลงเปนผลทําใหสาหรายสีเขียวแกม
น้ําเงินจมลงจากผิวน้ําลงสูใตน้ํา  (ลัดดา, 2540) 
 

1.1.3 รูปรางของเซลล 
 

        สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินมีรูปรางลักษณะ 2 แบบ คือ 
  

1) รูปรางเปนเซลลที่ไมมีหนวดที่เรียกวา คอคคอยด (coccoid form) ซ่ึงพบทั้ง 
ที่เปนเซลลเดี่ยว (unicellular) กลุมเซลล (colony) และแบบพาลเมลลา (palmella form) 
 
          พวกคอคคอยด จะมีรูปรางไดหลายแบบตั้งแต กลม ทรงกระบอก กระสวย 
ฯลฯ  การแบงเซลลอาจจะแบงทิศทางเดียว หรือ 2-3 ทิศทาง อาจจะอยูเปนเซลลเดียวเดี่ยวๆ เชน 
Chroococcus หรืออาจจะอยูรวมกันเปนกลุมเซลลแบบพาลเมลลา เชน Merismopedia, Eucapsis, 
Anacystis เปนตน สวนพวก Coelosphaerium และ Gomphosphaeria จะมีเซลลเรียงกนัเปนชั้น ๆ 
ในกลุมเซลลรูปกลม 
 
       2) รูปรางเปนเสนสาย (filamentous form) เกิดจากเซลลหลายเซลลมาตอกันจน
เปนรูปรางเปนเสนยาว 
 
            พวกที่เปนเสนสายสวนของเซลลที่เรียงกันเปนแถว เรียกวา ทรัยโคม 
(trichome) ดังนั้นในแตละเสนสายจึงประกอบไปดวยทรัยโคมและชีทรวมกัน เสนสายนี้อาจตรง
และเรียบไมมกีารแตกแขนง เชน Oscillatoria, Lyngbya บางชนิดอาจมปีลายโคงงอ หรือบิดเปน
เกลียว เชน Arthrospira เปนตน 
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1.1.4 เฮเทอโรซิสต (heterocyst)  
 

เฮเทอโรซิสต เปนเซลลพิเศษที่แตกตางจากเซลลปกติ (vegetative cell) ทั่วไป  
เกิดขึ้นในระหวางการเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว (active growth) (Fogg , 1994) มีผนังหนา ภายใน
เซลลใสเปนสีเหลืองจาง ๆ เกิดอยูระหวาง เซลลปกติในเสนสาย เชน Anabaena ซ่ึงเรียกตําแหนง
ของเฮเทอโรซิสต  แบบนี้วา อินเทอรคาลารีเฮเทอโรซิสต (intercalary  heterocyst) และอีกแบบ
หนึ่งเปนเฮเทอโรซิสตที่เกิดตรงปลายขางใดขางหนึ่งของเสนสาย หรือทั้งสองขาง เรียกตําแหนง
ของเฮเทอโรซิสต  แบบนี้วา เทอรมินัลเฮเทอโรซิสต  (terminal  heterocyst) ถาเฮเทอโรซิสตอยูที่
ฐานของสายเซลล ซ่ึงเซลลปรกติมีขนาดไมเทากันทั้งสาย เรียกวา เบซัลเฮเทอโรซิสต (besal 
heterocyst) เชน Gloeotrichia   
 
  เฮเทอโรซิสต เกิดขึ้นโดยเซลลใดเซลลหนึ่งในสายสะสมอาหารไวมาก จนทําให
ขนาดของเซลลใหญขึ้น ทําใหรูปรางของเซลลเปลี่ยนเปนรูปกลม (Fay, 1973)  หลังจากนั้น 
ไซโตพลาสซึมจะไหลผานรูเล็กๆ ที่ผนังเซลลไปยังเซลลขางเคียงทําใหสีของเซลลเดิมซีดลง  
รูเล็ก ๆ นี้จะมแีกรนูล (granule) มาปดรูไว ทําใหเห็นเปนลักษณะเมด็กลม ๆ เรียกวา โพลารนอตช  
(polar notch) หรือ โพลารโนดูล (polar nodule)  ดังนั้นพวกเฮเทอโรซสิต ที่อยูระหวางเซลลปกติ 
ในเสนสายจะมี โพลารโนดูล 2 อันอยูตรงขามกัน สวนในพวก เฮเทอโรซิสต ที่เกิดตรงปลายขางใด 
ขางหนึ่งของเสนสายจะมีโพลารโนดูลเพียงแหงเดยีวทีอ่ยูติดกับเซลลขางเคียง และในชนิดที่มกีาร
แตกแขนงแทเปนรูปตัวV คว่ํา เชน Mastigocladus laminosus (Venkataraman, 1957) ซ่ึงทําให 
เฮเทอโรซิสตสามารถเชื่อมตอกับเซลลปกติไดทั้ง 3 เซลล โดยปกติแลวเฮเทอโรซิสต มักเกิดเดี่ยวๆ    
ซ่ึงอาจมีเฮเทอโรซิสตเพียง 1 เซลล หรือมากกวาในแตละสายก็ได แตในบางชนิดจะเกิดติดกัน 
เปนคู ๆ  
 
  เฮเทอโรซิสต มีหนาที่หลักในการชวยตรึงไนโตรเจน โดยการสรางเอนไซม 
ไนโตรจีเนส (nitrogenase) ซ่ึงเปลี่ยนไนโตรเจนใหเปนแอมโมเนีย และหนาที่สําคญัอีกประการ  
คือ ชวยในการสรางสปอร เนื่องจากพบวา เซลลที่สรางสปอรที่เรียกวา อะคีนีต (akinete) หรือ 
โกนีเดยี (gonidia)  มักจะอยูติดกับเฮเทอโรซิสตและไดรับการถายทอดอาหารมาจากเฮเทอโรซิสต  
(Morris, 1968) 
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      1.1.5 อะคีนีต (akinete) 
 
  อะคีนีตเปนเซลลพิเศษที่มีผนังหนา โดยปกติจะมีขนาดใหญกวาเซลลปกติ และ
สามารถทนอยูในสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมไดนานกวา อะคีนีตอาจมีรูปรางเปนทรงกลม เชน 
Anabaena ทรงแบน เชน Nodularia หรือยาวเรียว เชน Gloeotrichia และ Cylindrospermum ซ่ึงใน 
2 สกุลหลังนี้ อะคีนีตจะเกดิอยูชิดกับเฮเทอโรซิสต Anabaena บางชนิด เมื่อเพาะเลี้ยงในสภาพที่
ขาดไนโตรเจน อะคีนีตจะถกูสรางขึ้นมาอยูตรงกลางระหวางเฮเทอโรซิสต สาหรายสีเขียว 
แกมน้ําเงินที่เจริญในสภาพที่มีไนโตรเจนจะมีการสรางอะคีนีต แตไมมีการสรางเฮเทอโรซิสต  
เชื่อวาการขาดฟอสเฟต จะทาํใหอะคนีีตถูกสรางขึ้นมา แตไมพบในสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 
ทุกชนิด (Rai และคณะ, 1985) นอกจากนีแ้สงยังเปนปจจยัสําคัญเชนเดยีวกันในการสรางอะคีนีต 
โดยปกติอะคนีีตจะถูกสรางมากเมื่อความเขมแสงลดลง 
 
      1.1.6 การแตกแขนง (branching) 
 
  การแตกแขนงที่พบในสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน มี 2 ประเภท ไดแก การแตก
แขนงแท (true branching) และการแตกแขนงเทียม (false branching)  
 
  1) การแตกแขนงแท เปนการแตกแขนงทีพ่บไดทัว่ไปในสาหรายหลายชนิด 
รวมทั้งสาหรายสีเขียวแกมน้าํเงิน การแตกแขนงแท มี 3 แบบ คือ 
 
   1.1) การแตกแขนงขาง (lateral branching) เกิดจากเซลลใดเซลลหนึ่งใน
สาย ทําการแบงตัวในแนวตั้งฉากกับการแบงเซลลปกติ หลังจากนั้นเซลลที่เกิดใหมจะแบงตัวตอไป
อีก ทําใหเกิดเปนแขนงงอกยาวออกไปทางดานใดดานหนึ่ง หรือทั้ง 2 ดาน 
 
   1.2) การแตกแขนงคู (dichotomous branching)  เกิดจากการแบงเซลลยอด 
 (apical cell) ของเสนสาย โดยทําการแบงตามแนวขนานกับแนวแกนไดเซลลใหม 2 เซลล หลังจาก
นั้นทั้ง 2 เซลลจะแบงตัวตอไปอีกไดเปนแขนงใหมอยูตรงปลายเปนคู   
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                                        1.3) การแตกแขนงแบบตัว V คว่ํา (mastigocladaceous หรือ reverse V 
shaped branching) เกิดจากการแบงเซลลตามแนวแกนปกติ ตอจากนั้นเซลลใหมทั้งสองที่เกิดใหม
จะยดืตวัแลวดนัไปทางเดยีวกัน ตอจากนั้นจะชะงกัการเจริญทําใหมีลักษณะเปนรูปตวั V คว่ํา   
 
  2) การแตกแขนงเทียม พบเฉพาะในสาหรายสีเขียวแกมน้าํเงินเทานัน้ เกดิขึ้น
เนื่องจากเซลลในเสนสายแบงตัวตามปกตใิหเซลลใหม 2 เซลล ผนังเซลลสวนที่ชนกันจะโคงมน 
หลังจากนัน้เซลลใหมทั้ง 2 เซลลหรือ เพียงเซลลเดียวจะทําการแบงตัวเกิดเปนแขนงเทียมคู (false 
branch in pair) 
 
      การเกิดแขนงเทียมนี้แขนงที่เกิดใหมอาจดันชีททีหุ่มติดไปดวย หรืออาจแทง
ทะลุชีทออกไปทําใหเกิดมีรอยขาดของชีทเดิม เรียกรอยนี้วา โอเครีย (ocrea)      
                                                     

   1.1.7 การสืบพันธุ 
 
              สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศเพียงอยางเดียว 
 
             1) การแบงเซลล 
 
   เปนการเพิ่มจํานวนเซลลจาก 1 เปน 2 จาก 2 เปน 4 ... ดังนั้น ถาเปนเซลล 
เดี่ยวที่มีชีทหุม เมื่อเซลลทําการแบงเซลลหลายๆ คร้ัง จะทําใหเกิดกลุมเซลล อยูรวมกันภายในชีท
เดียวกัน หลังจากนั้นกลุมเซลลจึงหลุดจากกนัเปนเซลลเดีย่วๆ ในกลุมเซลลเมื่อมีการแบงเซลล  
จะทําใหขนาดของกลุมเซลลใหญขึ้น ตอมาจึงหลุดออกเปนเซลลยอยโดยวิธีการฉีกขาด 
(fragmentation)  
 
   สําหรับพวกเสนสาย การแบงเซลลจะทําใหทรัยโคมยืดยาวออก แตเมือ่มี
การกระทบกระเทือนจะเกิดการขาดทอน แตละทอนสามารถเจริญเปนทรัยโคมใหมตอไป เชน 
Oscillatoria 
 

พวกเสนสายทีม่ีเฮเทอโรซีสต อาจมีการสรางเซลลพิเศษที่เรียกวา อะคนีีต 
หรือโกนีเดยี อะคีนีตอาจเกดิเดี่ยวๆ หรือคู หรืออาจเกิดติดตอกันเปนสาย เชน Nodularia 
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  2) การสรางสปอร 
 
           สปอรที่สรางขึ้นเปนสปอรที่ไมมีหนวด สําหรับเคลื่อนไหว (non-motile 
spore) ซ่ึงมี 2 ชนิด คือ  
   2.1) เอนโดสปอร (endospore) หมายถึง สปอรที่เกิดขึ้นภายในเซลล โดย
การแบงโปรโตพลาสตออกเปน 2 สวน หรือหลายสวน แตละสวนเมื่อหลุดออกจากผนังเซลลจะ
งอกเปนตนใหมตอไป 
 
               2.2) เอกโซสปอร (exospore) หมายถึง สปอรที่เกิดขึ้นโดยการแบงสวน
ของเซลลออกมาเปนสปอรมีจํานวน 1 หรือหลายสปอรเรียงตอกัน พบเฉพาะในสกุล 
Chamaesiphon 
 

1.2 ปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการเพาะเลี้ยงสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 
 

      ปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการเพาะเลี้ยงสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน แบงเปน 2  
ประเภท คือ ปจจัยทางกายภาพ และปจจัยทางเคมี 
 
       1.2.1 ปจจยัทางกายภาพ 
   

1) แสง (light) 
 

 แสงเกี่ยวของกับการสังเคราะหแสง และการเจริญเติบโต ถาไดรับความ 
เขมแสงมากเกนิไป การเจริญเติบโตจะถูกยบัยั้ง จาการศกึษาความสัมพนัธระหวางความเขมแสงที่
สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินไดรับ และการสังเคราะหแสง พบวา การสงัเคราะหแสงจะเพิ่มขึ้น เมื่อ
ไดรับความเขมแสงเพิ่มขึ้น และจากนั้นจะคอยๆลดลง เมื่อความเขมแสงถึงระดับอิ่มตัว Watt 
(1969)  กลาววา การปลดปลอยสารประกอบประเภทคารบอน ซ่ึงเปนผลผลิตที่ไดจากการ
สังเคราะหแสง จะเปลี่ยนแปลงไปตามความเขมแสงดวย โดยที่ความเขมแสงสูง ๆ จะไปยับยั้งการ
ปลดปลอยผลผลิตที่ไดจากการสังเคราะหแสง 
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          แสงมีผลตอการเกิด photoinhibition  และ phoinactivation ในสาหรายสีเขียว
แกมน้ําเงิน โดยปรากฏการณ photoinhibition จะเกดิขึ้นเมื่อมีความเขมแสงประมาณ 2,000  
ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที สวนคณุภาพแสง หรือชวงคลื่นแสงตางๆ ทั้งคลื่นแสง เหนือ
มวง หรือ อัลตราไวโอเลต (ultraviolet) และคลื่นแสงที่ตาสามารถมองเห็นได (visible light) มีผล
ตอการเกิด photoinhibition เชนกัน โดยเฉพาะรังสีอัลตราไวโอเลต มีผลโดยตรงตอกรดนิวคลีอิก 
ซ่ึงทําใหเกดิการกลายพันธุ (mutation)ได สําหรับ  photoinactivation  เกี่ยวของกับกระบวนการ 
ทางชีวเคมี โดยพบวาคลื่นแสงสีฟาสามารถทําลายเอนไซม ribulose biphosphate (RuBP)  
carboxylase ซ่ึงเปนเอนไซมที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหแสงทําใหการสังเคราะหแสงลดลง 
นอกจากนี้ ยังพบวา แสงสีฟายังทําลายไซโตโครมไดอีก (Sokawa and Hase, 1968) 
 

2) อุณหภูมิ (temperature) 
 

    อุณหภูมิมีผลตอการเจริญเติบโต และกิจกรรมตาง ๆ ของสาหรายสีเขียว 
แกมน้ําเงิน โดยอุณหภูมิมีผลตอโครงสรางขององคประกอบภายในเซลลโดยเฉพาะโปรตีนและ
ไขมัน นอกจากนั้น อุณหภูมยิังมีอิทธิพลรวมกับอัตราการเกิดปฏิกิริยาตางๆ  โดยอุณหภูมิไปมีผล
ตอพลังงานกระตุนของปฏิกริิยาเหลานี้ (Richmond, 1986) 
 
        Sato and Murata (1980) กลาววา อุณหภูมิเปนหนี่งในปจจยัทางสิ่งแวดลอมที่
สําคัญที่สุดที่มีผลตอองคประกอบของกรดไขมัน จากการทดลองยาย Anabaena variabilis จาก
อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส ไปเลี้ยงไวที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส พบวา ใน 10 ช่ัวโมงแรกการ
สังเคราะหกรดไขมันของ Anabaena variabilus ลดลง และเมื่อยายจากอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส 
ไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส เชนเดิม พบวา ภายใน 5 ช่ัวโมงหลังจากยาย 
มีการสังเคราะหกรดไขมนัเพิ่มขึ้น 
 
                     อุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเจริญของสาหรายสีเขียวแกมน้าํเงินจะอยูระหวาง 
30-35 องศาเซลเซียส ( สรวิศ, 2543)  
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3) ความเปนกรดเปนเบส (hydrogen ion concentration )  
 
      ในการเพาะเลี้ยงสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินหลายๆ ชนดิ ความเปนกรด 

เปนเบสของอาหารเพาะเลี้ยงระหวาง 7.0 ถึง 10.0 มีความเหมาะสมตอการเจริญเติบโตและการ
สังเคราะหแสง เนื่องจากไบคารบอเนตอิออน (HCO3 - )  ละลายไดมากที่สุดที่ชวงระดับความเปน
กรดเปนเบสนีจ้ึง สามารถใชไบคารบอเนตอิออน  เปนแหลงคารบอนสําหรับการสังเคราะหแสง  
ทําใหสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินสวนใหญเจริญเติบโตไดสูงที่สุดในชวงความเปนกรดเปนเบสนี้ 
(Coleman and Coleman, 1981) 
 
         ความเปนกรดเปนเบสของอาหารที่ใชเพาะเลี้ยงมี ผลตอการละลายของเกลือ 
และสารประกอบตางๆ (Cook, 1965) ซ่ึงการละลายของเกลือและสารประกอบตางๆ อาจเปนพษิ
หรือไปยับยั้งปฏิกิริยาตางๆ ได นอกจากนีถ้าความเปนกรดเปนเบสเพิม่ขึ้น ยังมีผลตอการทาํให 
จุลธาตุบางตัวไมละลายได 
 

4) ความเค็ม และแรงดันออสโมติก (salinity and osmotic effect) 
 

          การสังเคราะหแสงของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินทีอ่าศัยอยูในน้ําจืด จะถูก
ยับยั้ง ถายายไปเลี้ยงในอาหารที่มีความเค็มสูง หรือ มีคาแรงดันออสโมติกสูง (Batterton and van 
Baalen, 1971) ผลของความเขมขนของโซเดียมคลอไรดที่เพิ่มขึ้นมีอิทธิพลตออัตราการสังเคราะห
แสงของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินมากกวาตัวเพิ่มแรงดันออสโมติกตัวอ่ืน ๆ 
 
      1.2.2 ปจจัยทางเคมี 
 
  การเจริญเติบโตของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน ขึ้นอยูกับธาตุอาหารที่ใชเล้ียงซึ่ง
แตกตางกันไปตามชนิดของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน ธาตุอาหารที่จําเปนสําหรับการเจริญเติบโต
ของสาหรายสีเขียวแกมน้าํเงนิ แบงได  2 กลุมใหญ คือ 
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  1) ธาตุอาหารหลัก (macronutrient) ประกอบดวยธาตุตอไปนี ้
 

1.1)  ออกซิเจน (oxygen) 
 

         ธาตุนี้เปนองคประกอบของสารอินทรียเกือบทั้งหมดในเซลล  
สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินสามารถใชโมเลกุลของออกซิเจนไดโดยตรงจากบรรยากาศ หรือที่ละลาย
อยูในน้ํา ในสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินบางชนิดพบวา ออกซิเจนมีผลตอการสังเคราะหแสง และการ
ตรึงไนโตรเจน โดยการยับยั้งจะเริ่มปรากฏขึ้นเมื่อปริมาณออกซิเจนในบรรยากาศลดต่ําลง (Fay, 
1992) 
 

1.2)  คารบอน (carbon) 
 

           จากการวเิคราะหทางเคมีพบวาประมาณ 50 เปอรเซ็นต ของ
องคประกอบของสาหรายสีเขียวแกมน้าํเงนิ คือ คารบอน (Kaplan และคณะ, 1986) สาหรายสีเขียว
แกมน้ําเงินตองการอนินทรียคารบอนในการสังเคราะหแสงเชนเดียวกบัพืช  แตปริมาณคารบอนใน
อากาศบางครั้ง ไมเพียงพอกบัความตองการ เนื่องจากปรมิาณแกสคารบอนไดออกไซด ที่มีอยูใน
อากาศมีคาต่ําเกินไป คือมีเพยีง 0.03 เปอรเซ็นตเทานั้น (Becker, 1994) สําหรับแหลงคารบอนที่ใช
ในการเพาะเลีย้งสาหรายสีเขยีวแกมน้ําเงินนั้นมักใชในรปูของอากาศผสมกับแกส
คารบอนไดออกไซด หรือใหในรูปของคารบอเนต หรือไบคารบอเนต อยูในรูปของเกลือ 
 

1.3) ไนโตรเจน (nitrogen) 
 

          ไนโตรเจนเปนธาตุอาหารที่สําคัญ สําหรับการสรางชีวมวล สัดสวน 
ของไนโตรเจนอยูระหวาง 7- 10 เปอรเซ็นตของน้ําหนกัแหง ดังนั้นในการผลิตสาหราย 1 กรัมเซลล
แหงในอาหาร 1 ลิตร ปริมาณโปแตสเซียมไนเตรท (KNO3) ต่ําสุดที่สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน
ตองการ คือ 500- 600 มิลลิกรัมตอลิตร (Vonshak, 1986)  
 
           สารประกอบไนโตรเจนทั้งที่เปนสารอินทรีย และสารอนินทรีย 
สามารถใชเปนแหลงไนโตรเจนไดในจุลสาหรายหลายชนิด และนอกจากนี้สาหราย 
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สีเขียวแกมน้ําเงิน ยังสามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศมาใชเปนแหลงไนโตรเจน โดยสามารถ
เปลี่ยนจากแกสไนโตรเจนไปเปนแอมโมเนีย ในกระบวนการรีดักชัน (reduction) โดยใชเอ็นไซม
ไนโตรจีเนสเปนตัวชวย 
 
          Canto de Loura และคณะ (1987) พบวา สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน
สามารถนําสารประกอบไนโตรเจนที่เก็บสะสมไวมาใชได  การทดลองนํา Oscillatoria splendida  
ไปเลี้ยงในอาหารที่ไมมีไนโตรเจน พบวารงควัตถุไฟโคไซยานินถูกสลายไปเปนไนโตรเจนที่
สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินสามารถใชได ทาํใหปริมาณไฟโคไซยานินลดลงอยางเหน็ไดชัด และ 
ไฟโคไซยานนิจะมีปริมาณเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว เมื่อเติมไนโตรเจนลงในอาหาร และยังม ี
การสะสมของแปงและไขมันเพิ่มมากขึน้เชนกัน 
 

1.4)  ฟอสฟอรัส (phosphorus) 
 

           ฟอสฟอรัสเปนหนึ่งในธาตุอาหารหลักที่จําเปนตอการเจริญเติบโต
ของสาหรายสีเขียวแกมน้าํเงนิ เพราะมีบทบาทสําคัญตอกระบวนการตาง ๆ ของเซลล โดยเฉพาะ
กระบวนการถายเทพลังงาน และกระบวนการสังเคราะหกรดนวิคลีอิก  (Talling, 1962) 
 
           จากการศกึษาของ Prieto (1997) พบวา เซลลที่ขาดฟอสเฟต เมื่อ
นําไปเลี้ยงในอาหารที่มีฟอสเฟตจะสามารถดูดซึมฟอสเฟตไดในปริมาณที่สูง และเรว็กวาเซลลที่ 
ไมขาดฟอสเฟตทั้งในสภาพที่มีแสง และไมมีแสงภายใตสภาพมีออกซิเจน แตในสภาพที่ขาด
ออกซิเจนแสงจําเปนตอการดูดซึมฟอสเฟต 
 
          สรวิศ (2543) กลาวไววา สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินจะสะสม
ฟอสฟอรัสในเซลลมากกวาความตองการ โดยเก็บสะสมในรูปของพอลิฟอสเฟต ซ่ึงจะถูกนํามาใช
เมื่อเซลลอยูในสภาวะที่ขาดฟอสฟอรัส 
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1.5) ซัลเฟอร (sulfur) 
 

           ซัลเฟอรเปนธาตุอาหารที่จําเปนสําหรับสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 
เพราะซัลเฟอรเปนองคประกอบของกรดอะมิโนที่จําเปน โดยปกติซัลเฟอรที่สาหราย 
สีเขียวแกมน้ําเงินใชจะอยูในรูปของสารอนินทรีย  
 

1.6) แคลเซียม (calcium) 
 

          แคลเซียมอาจใชในรูปของสารประกอบรวมกับแรธาตุตัวอ่ืน ๆ 
 

1.7) โซเดียมและโปแตสเซียม (sodium and potassium ) 
 

          โซเดียมชวยในการเปลีย่นโมเลกุลไนโตรเจนไปเปนแอมโมเนยีใน
การตรึงไนโตรเจนของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน โปแตสเซียมเปนองคประกอบของเอนไซม 
หลายชนิด ภายใตสภาพการขาดโปแตสเซียม การเจริญเติบโตและการสังเคราะหแสงลดลง แตการ
หายใจจะสูงขึ้น 
 

1.8)  แมกนีเซยีม (magnesium) 
 

           แมกนีเซยีม เปนองคประกอบของรงควัตถุที่ใชสังเคราะหแสง  
และมีบทบาทตอกระบวนการเมแทบอลิซึมตางๆ ของเซลล 
  
  2) ธาตุอาหารรอง (micronutrient) 
 
      ธาตุอาหารรองเปนธาตุอาหารที่สาหรายสีเขียวแกมน้าํเงิน ตองการใชใน
ปริมาณนอย มกัมีหนวยเปนมิลลิกรัมตอลิตร ธาตุอาหารรองเปนสวนประกอบของโมเลกุลที่จําเปน 
เชน เอนไซม ซ่ึงเปนปจจยัทีเ่กี่ยวของกับการเจริญเติบโต หรือเปนสวนประกอบของโมเลกุลของ
เอนไซมที่สําคัญบางชนิด หรือจําเปนสําหรับเปนตัวเรงของเอนไซม 
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   2.1)  เหล็ก (iron) 
 
           เหล็กเกีย่วของกับกระบวนการเมแทบอลิซึม เพราะเปน
องคประกอบของไซโตโครมตาง ๆ และนอกจากนีย้ังมีบทบาทสําคัญตอการดูดซึมไนโตรเจน และ
กระบวนการสงัเคราะหแสง เนื่องจากมีผลตอการสังเคราะหรงควัตถุ ที่ใชในการสังเคราะหแสง 
ไดแก ซี-ไฟโคไซยานิน และ คลอโรฟลล เอ (Oquist, 1971) 
 
          เหล็กเปนธาตุที่มักจะตกตะกอนในสารละลาย ฉะนัน้ จึงตองใสสาร 
ที่ปองกันการตกตะกอน เรียกวา คีเลเตอร หรือ chelating agent เหล็กทีใ่ชอาจอยูในรปูของ
สารประกอบ เชน FeSO4•7H2O แตสารประกอบเหล็กนีจ้ะดูดน้ําทําใหอาหารเสื่อมคุณภาพ ฉะนั้น
จึงนิยมใชสารประกอบพวกเหล็กอีดีทีเอ (FeEDTA) แทนเพราะเสถียรกวา (ลัดดา, 2539 ) 
 
   2.2  แมงกานสี ทองแดง และ สังกะสี (manganese, copper and zinc) 
 
          ธาตุเหลานี้เปนองคประกอบสําคัญในระบบการถายทอดอิเล็กตรอน 
 ในกระบวนการสังเคราะหแสง รวมทั้งเปนองคประกอบที่จําเปนของเอนไซมอีกหลายชนิด 
  
   2.3 โมลิบดินัม  (molybdenum ) 
 
         โมลิบดินัม เปนธาตุอาหารที่เปนปจจยัจํากดัของสาหรายสีเขียวแกม
น้ําเงินที่ตรึงไนโตรเจน เนื่องจากโมลิบดินมั เปนองคประกอบของเอนไซมไนเตรทรดีักเตส  
(nitrate reductase) และ ไนโตรจีเนส (nitrogenase) (สรวศิ, 2543) 
 
2. สารเคมีท่ีพบในสาหรายสเีขียวแกมน้ําเงนิชนดิตาง ๆ
 

2.1 ไขมัน ( lipid) และกรดไขมัน (fatty acid) 
 
     ไขมันของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน Synechocystis PCC 6803 ประกอบดวย  

glycerolipid 4 ชนิด คือ monogalactosyl diglycerides (MGDG), digalactosyl diglycerides 
(DGDG), sulfoquinovosyl diglycerides (SQDG) และ phosphatidyl glycerol (PG) เปนสวนใหญ  
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และมีการคนพบกรดไขมันจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิที่เปนเสนสาย เชน Anabaena variabilis, 
Anabaena cylindrica, Oscillatoria chalybea, Nostoc calcicola และ Tolypothrix sp. (Wada และ 
Murata, 1990) 

 
     มีการศึกษาถึง sulfolipids ในสวนของ glycolipids ของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน  

Lyngbya, Phormidium, Oscillatoria เพื่อใชเปนสารตอตานมะเร็งและโรคเอดส 
 
     นอกจากนีย้ังพบวา สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน Spirulina maxima ประกอบดวย 

ไขมัน 10 เปอรเซ็นต เมื่อนํากรดไขมันไปวิเคราะหดวย แผน TLC พบวาประกอบดวย digalactosyl 
diglycerides 23.4 เปอรเซ็นต phosphatidyl glycerol 25.9 เปอรเซ็นต monogalactosyl diglycerides 
4.6 เปอรเซ็นต sulfolipid 5  เปอรเซ็นต และกรดไขมนัที่เปนกลาง (neutral lipids) 7.6 เปอรเซ็นต  

 
     นอกจากนีย้ังพบวา กรดไขมันที่สําคัญของสาหราย คือ polyunsaturated fatty acid  

โดยเฉพาะ γ-linoleic acid และ β-linoleic acid ซ่ึงพบในสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินในกลุม 
Oscillatoriaceae (Canto de Loura และคณะ, 1987) 
 
 2.2 สารปฏิชีวนะ (antibiotic) 

        สารปฏิชีวนะ หมายถึง สารประกอบทีผ่ลิตหรือสรางขึ้นโดยจุลินทรียชนิดใดชนดิหนึ่ง 
อาจเปน แบคทีเรีย เชื้อรา หรือแอคติโนมัยซีท สารที่ผลิตขึ้นไดนี้สามารถไปยับยั้งหรือชะลอการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียกลุมใดกลุมหนึง่ หรือไปมีฤทธิ์ทําลายจุลินทรียกลุมนั้น ๆ ไดโดยใชใน
ปริมาณนอย ดงันั้นสารปฏิชีวนะเปนสารทีจ่ัดอยูในกลุมสารตานจุลินทรียที่แยกไดจากจุลินทรีย
นั่นเอง  (มาลนิ, 2532) ปจจุบันจะรวมถึงสารกึ่งสังเคราะห (ยากึ่งสังเคราะห หมายถึง สารที่ใชวิธีการ
สังเคราะหทางเคมีรวมกับวิธีผลิตตามธรรมชาติ) ที่ใชยาปฏิชีวนะเปนตนแบบดวย (ดวงพร, 2530)  

       สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทีม่ีคุณสมบัติตอตาน 
จุลินทรียไดทัง้ แบคทีเรีย เชือ้รา ไวรัส และยบัยั้งสาหรายดวยกนัเอง รวมถึงเปนสารยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซม (enzyme inhibitor) 
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      ไดมีการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิ โดยมีการพบกรด
อะคริลิก (acrylic acid) คร้ังแรกใน Phaeocystis pouchetii (Sieburth, 1960) ซ่ึงเปนสารที่สามารถ
ยับยั้งการเจรญิเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวก และแกรมลบ  
 
      Fish และคณะ (1994) รายงานวา เมื่อแยกสารสกัดที่ไดจาก Phormidium sp. ดวย C18 
Sep-Park และสารที่อยูในสวนที่ชะดวยเมทานอลระหวาง 50-80 เปอรเซ็นต พบวามีคณุสมบัติใน
การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus aureus NCIMB 3251 และนอกจากนี้
ยังมีคุณสมบัตใินการยับยั้งเซลลมะเร็งดวย 
 
      Park และคณะ (1992) รายงานวา พบสารชนิดใหมทีแ่ยกไดจากสารสกัดจาก 
Fischerella muscicola (Thuret) Gomont (UTEX 1829) คือ fischerindole L ซ่ึงเปน 
octahydroindeno [2,1-b] indoleisonitrile ตัวแรกที่สามารถแยกไดจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 
และมีคุณสมบตัิในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราและยีสต Aspergillus oryzae, Penicillium 
notatum, Saccharomyces cerevisiae และ Trichophyton mentagrophytes 
 
      Walter และ Frankmolle (1992 ) ไดรายงานวา สาร laxaphycin A และB เปนสาร 
cyclic peptide ที่ผลิตจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน Anabaena laxa FK-1-2 สามารถออกฤทธิ์
ตอตานเชื้อราได 
 
      Bloor และ England (1989) ไดรายงานการผลิตสารปฏิชีวนะจากสาหราย 
สีเขียวแกมน้ําเงิน Nostoc muscorum  โดยเลี้ยงสาหรายในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุ
อาหารเหลว 100 มิลลิลิตร เขยาที่ความเรว็ 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ใหแสงที่มี
ความเขม 50 ไมโครไอสไตนตอตารางเมตรตอวินาท ีและพนดวยคารบอนไดออกไซด 5 
เปอรเซ็นต ในอากาศ นําสารสกัดจากสาหรายในระยะหลงัอัตราการเจริญเติบโตคงที่ (post-
exponential) มาทดสอบกับเชื้อจุลินทรีย พบวา สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียสาย
พันธุ Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa  นอกจากนั้น ยงัสามารถยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อรา Cladosporium herbarum และ Hormocornis resinae รวมไปถึงเชื้อยีสต สายพันธุ 
Candida albicans และ C. pseudotropicalis  โดยสารปฏิชีวนะที่พบนั้น มีน้ําหนกัโมเลกุลระหวาง  
2,000- 3,000 ดาลตัน  
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      Kashiwagi และคณะ (1980) พบวา Lyngbya majuscula ซ่ึงเปนสาหราย 
สีเขียวแกมน้ําเงินที่อาศัยอยูในน้ําเค็ม แพรกระจายอยูทั้งในน้ําตืน้ และน้ําลึกนั้น มีคณุสมบัติทาง
ชีวภาพทีน่าสนใจ คือ สารที่ผลิตจากสาหรายชนิดนี้ทําใหเกิดการแพทางผิวหนังแกผูคนที่ลงเลนน้ํา 
สารสําคัญที่ทําใหเกิดการอักเสบและผื่นตามผิวหนังนี้มีช่ือวา lyngbyatoxins, aplysiatoxins และ 
oscillatoxins  
 
      Gross และคณะ (1991) รายงานวา สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน Fischerella muscicola 
(thur.) Gom. UTEX 1829 สามารถสังเคราะหสารโดยใหช่ือวา fischerellin ซ่ึงสารนี้สามารถยับยัง้
สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินชนิดอื่นๆ เชน Anabaena variabilis P9 (ATCC 29413), Anabaena sp. 
ATCC 27893 (PCC 7120), Synechococcus sp. PCC 6911, Synechocystis sp. CB-3 รวมทั้งสามารถ
ยับยั้งการเจรญิเติบโตในสาหรายสีเขียวบางตัว ไดแก Ankistrodesmus falcatus, Nannochloris sp. 
SAG 55-81 และ Scenedesmus obliquus โดยวเิคราะหไดวาสารออกฤทธิ์ตัวหลักเปนสารไลโปฟลิค 
(lipophilic) มีคุณสมบัติทนกรด ทนความรอน แตจะสลายตัวในโซเดยีม 
ไฮดรอกไซด 1 โมลาร ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ในเวลา 1 ช่ัวโมง คุณสมบัติอ่ืนๆ ของ 
fischerellin คือ สามารถละลายในตวัทําละลายอินทรียหลายๆชนิด รวมไปถึง เมทานอล 
(methanol), เอทานอล (ethanol), อะซิโตนิไตรล (acetonitrile),อะซิโตน (acetone), ไดเอทิลอีเทอร 
(diethylether) และเติรทบิวทลิเมททิลอีเทอร (tert-butylmethylether)  แตละลายในน้ําไดนอย เซลล
ที่ทําใหแหงในสภาพแข็งทีส่กัดดวยตวัทําละลายเมทานอล (methanol) รวมทั้งสารสกัดที่บริสุทธิ์
แลวสามารถเก็บรักษาไวไดหลายเดือนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยไมเสื่อมประสิทธิภาพ 
 
       สารปฏิชีวนะ tubercidin ซ่ึงมีคุณสมบัติเปนพิษตอเซลลนั้น เดิมพบใน Streptomyces 
tubercidicus ยังพบใน Tolypothrix byssoidea ดวย สารนีม้ีประสิทธิภาพในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเซลล ( Barchi และคณะ, 1983) สวนสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน Aphanizomenon 
flos-aquae ผลิตสาร aphantoxin ซ่ึงเปนสาเหตุการแพรของสารพิษในน้ํา  
 (Sasner และคณะ, 1981) 
 
 2.3 สารควบคุมการเจริญเตบิโตของพืช (plant growth regulators, PGR) 
 
       สารควบคุมการเจริญเตบิโตของพืช (PGR) เปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพควบคมุ หรือ 
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มีผลตอการเจริญเติบโตและพัฒนาการของพืช สารควบคุมการเจริญเตบิโตของพืชที่ผลิตใน
ธรรมชาติ พบในราและสาหรายทะเล สําหรับในสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน โดยเฉพาะสาหรายที่
เปนเสนสาย และตรึงไนโตรเจน ไดนํามาทดสอบกับธัญญพืช ไดแก พริกไทย ผักกาด  
และ มะเขือเทศ พบวามีผลตอการเจริญของพืช (Cresswell และคณะ, 1989) 
 
 2.4 เอนไซม (enzyme) 
 
       สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิ Spirulina platensis สามารถผลิตเอนไซม phosphoglycerate 
kinase (PGK) ที่ใชในการตรวจหา ATP  นอกจากนัน้ยังพบวา สาหรายสีเขียวแกมน้าํเงินบางชนิด 
เชน Anabaena, Mastigocladus และ Microcoleus ผลิตเอนไซม restriction endonuclease ทําหนาที่
ทําลายสารพันธุกรรมที่แปลกปลอมเขาไปในเซลล (Richmond, 1986) 
 
 2.5 สารฆาสาหราย (algicide) 
 
      Bachi และคณะ (1993) ศกึษาเกีย่วกับผลของสารสกัดจาก Oscillatoria laete-virens ตอ
การเจริญเติบโต การสังเคราะหแสง และความเปนพษิของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน Microcystis 
aeruginosa พบวา สารสกัดดังกลาวมีผลทําใหปริมาณคลอโรฟลล และโปรตีนของ Microcystis 
aeruginosa ลดลงอยางรวดเร็วภายหลังจากไดรับสารสกัด ซ่ึงมีผลทําใหปริมาณเซลล และความเปน
พิษของสารพิษลดลง เชนกนั สําหรับความเขมขนต่ําสุดของสารสกัดที่มีผลในการยบัยั้ง 
Microcystis aeruginosa อยูระหวาง 16-20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
        Boris และคณะ (1991) รายงานวาสาร cyanobacterin LU-1 ที่ผลิตโดยสาหราย 
สีเขียวแกมน้ําเงิน Nostoc linckia CALU 892 สามารถยับยั้งการเจริญเตบิโตของสาหรายสีเขียว 
แกมน้ําเงิน เชน Synechococcus sp. R-2 PCC 7942, Anabaena variabilis ATCC 27829, Anabaena 
sp. PCC 7120, Microcystis aeruginosa และ  Nostoc punctiforme str. Gromov 1964/1 และยับยั้ง
การเจริญเติบโตของสาหราย (eukaryotic algae) บางชนิด เชน Ankistrodesmus acicularis str. 
Basleva ปริมาณที่นอยที่สุดที่สารจะออกฤทธิ์ยับยั้ง (minimum effective dose) การเจริญเติบโตของ
สาหรายดังกลาว คือ ไมเกนิ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร อยางไรก็ตามสารปฏิชีวนะ cyanobacterin 
LU-1 นั้น ไมมีผลในการยับยั้งแบคทีเรีย และรา  รวมทั้งไมมีพิษตอหนดูวย 
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        Thongaram และคณะ (1999) พบวาสามารถใชแบคทีเรีย Alcaligenes sp. จํากัดการ
เจริญเติบโตของ Microcystis aeruginosa อยางไดผล โดย Alcaligenes ความเขมขน 108  
เซลลตอมิลลิลิตร สามารถทําลาย Microcystis aeruginosa ความหนาแนน 105 เซลลตอมิลลิลิตร 
หมดภายใน 3 วัน  
 
3. สาหรายท่ีผลิตสารพิษ Microcystis aeruginosa
 

3.1 ลักษณะทัว่ไปของ Microcystis 
 

Microcystis เปนสกุล (genus) หนึ่งของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน จัดเปนสิ่งมีชีวิตช้ันต่ํา
จําพวกโปรคาริโอต (prokaryotic) มีลักษณะเปนเซลลเดี่ยว รูปรางกลมหรือรี ขนาด 3-8 ไมครอน 
 อยูรวมกนัเปนกลุมเซลลโดยการฝงตัวอยูภายในเมือกหุม (amorphous mucilage) ทําใหอาจเห็น
รูปรางของกลุมเซลลกลม เบี้ยว หรือแหวงเวา การสืบพันธุเกิดขึ้นในลักษณะแบงตวัแบบ binary 
fission ใน 3 ระนาบ ที่ไมสมมาตรกันคลายคลึงกับการแบงตัวของแบคทีเรียในสกุล 
Staphylococcus 
 
 เนื่องจาก Microcystis ไมมีการสรางเซลลพิเศษ เชน อะคนีตี  หรือ เฮเทอโรซิสต  ดังนัน้ 
การจําแนกเชิงอนุกรมวิธานจึงตองใชขนาด รูปราง และการจัดเรียงตัวของเซลลในกลุมเซลล ใน
การจัดแบงสายพันธุ ซ่ึงมักจะยึดถือระบบที่เสนอโดย Komarek และ Anagnostidis (1986) จาก
ระบบทั้งสองนี้สามารถแบง Microcystis ออกเปน 4 สายพันธุ คือ Microcystis aeruginos , 
Microcystis  viridis, Microcystis  wesenbergii และ Microcystis  flos-aquae ซ่ึงทั้ง 4 สายพันธุ 
สามารถสรางสารพิษได โดยท่ี Microcystis aeruginosa เปนสายพันธุแรกที่ไดมีการคดัแยก 
เพาะเลี้ยงใหเปนสายพันธุบริสุทธิ์ และใชเปนตัวอยางศึกษาในหองปฏิบัติการ 
 (Bishop และคณะ, 1959) 
 

Microcystis  มีการดํารงชีวิตอยางอิสระบนผิวน้ําโดยใช แกสแวควิโอล ภายในเซลลเปน 
ตัวชวยพยุงใหสามารถลอยตัวบนผิวน้ําได มีการนําคารบอนไดออกไซตในบรรยากาศมาใชเปน
แหลงคารบอนโดยผานกระบวนการสังเคราะหแสง ซ่ึงเกิดขึ้นที่ผิวทั้งสองดานของบริเวณเยื่อหุม
เซลลช้ันในที่มีการโคงเวาเปนพิเศษเรยีกวา ไทลาคอยด  รงควัตถุหลักที่ใชในการสังเคราะหแสง
ไดแก คลอโรฟลล เอ, แคโรทีนอยด  และไฟโคบิลิน  แบงเปน ไฟโคไซยานิน และ อัลโลไฟโค 
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ไซยานิน  ซ่ึง คลอโรฟลล เอ  เปนรงควัตถุชนิดเดียวกนักับ ที่ใชในการสังเคราะหแสงของพืชช้ันสูง 
และสาหรายทัว่ไป ทําใหผลิตผลจากกระบวนการสังเคราะหแสงของ Microcystis มีการปลดปลอย
แกสออกซิเจนในรูปของโมเลกุลอิสระเกิดขึ้น (Holt และคณะ, 1994) 
 

3.1.1 Microcystis aeruginosa  
 
        เปนสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินเซลลเดี่ยวที่ผลิตสารพิษตอตับในกลุม “ ไมโครซิสติน ”  

(microcystins) สามารถจัดจําแนกตามลําดบัอนุกรมวธิานของ Desikachary (1959) ไดดังนี ้
 
Division Cyanophyta 

Class Chroococcaceae 
Order Chroococcales 

Family Chroococcaceae 
Genus Microcystis 

Species aeruginosa 
 
 
 
          ลักษณะเฉพาะของ Microcystis aeruginosa คือ เซลลจะอยูรวมกนัเปนกลุมเซลล 

 มีรูปรางไมแนนอน (amorphous colony) คลายตาขาย กลม ยาว รูปวงรี ฯลฯ เซลลในกลุมเซลล
เรียงตัวจับกันเปนกลุมแนน เมื่อสองดูดวยกลองจุลทรรศนกําลังขยายสงู ขนาดเสนผาศูนยกลางของ
เซลลประมาณ 3 - 7 ไมครอน วงจรชวีิตของ Microcystis aeruginosa เร่ิมจากกลุมเซลลที่มีขนาด
เล็กจํานวน 1 กลุมเซลล ตอมากลุมเซลลจะมีการแบงเซลลและขยายขนาดของเซลลภายในกลุม
เซลล หรือมีปริมาตรเพิ่มขึ้น จากนั้นจะเกิดชองวางภายในกลุมเซลล และขอบนอกของกลุมเซลล 
จะมีลักษณะคลายตาขาย เมือ่เซลลในกลุมเซลลแบงเซลลมากขึ้นโครงสรางของกลุมเซลลจะมี
ขนาดใหญ และหลุดเปนกลุมเซลลเล็ก ๆ มีการแบงเซลลเจริญเปนกลุมเซลลใหมตอไป และ
โดยทั่วไปจะมแีกสแวคิวโอลภายในเซลล 
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        3.2 สารพิษสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิ 
 
                        สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินมดีวยกันหลายกลุมที่ผลิตสารพิษ เชน  
Microcystis aeruginosa ผลิตสารพิษไมโครซิสติน (microcystin)    มีโครงสรางสารพิษเปนวงแหวน
เปปไทด Nodularia ผลิตสารพิษโนดูลาริน (nodularin) มีโครงสรางสารพิษเปนกลุมพันธะเปปไทด 
Aphanizomenon flos-aquae ผลิตสารพิษ อะฟานทอกซิน (aphantoxin), Anabaena flos-aquae  
ผลิตสารพิษ อะนาทอกซิน (anatoxin), Cylindrospermosis ผลิตสารพิษไซลินโดรสเพอมอบซิน 
(cylindrospermopsin) มีโครงสรางสารพิษอยูในกลุมอัลคาลอยด Calothrix crustacean, 
Oscillatoria nigroviridis, Nostoc muscorum  ผลิตสารพิษอะพลายเซียทอกซิน (aplysiatoxin)  
มีโครงสรางสารพิษอยูในกลุมอัลคิลฟนอล (ตารางที่ 1) 
                                 
          ตารางที่ 1 สารพิษจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินและคุณลักษณะทั่วไป  
 

สาหรายสีน้ําเงนิแกมเขยีว       สารพิษ        โครงสราง      อวัยวะเปาหมายของการไดรับพิษ   
   (cyanobacterium)                 (toxin)        (structure )      (primary target organ in mammal) 
Microcystis aeruginosa       Microcystin    Cyclic peptide     Liver 
Aphanizomenon flos-aquae  Aphantoxin    Alkaloids            Nerve axons 
Anabaena flos-aquae           Anatoxin        Alkaloids            Nerve synapse 
Lyngbya gracilis                  Debromo-       Alkyl phenols     Skin, gastrointestinal tract 
                                            Aplysiatoxin 
Oscillatoria nigroviridis     Aplysiatoxin   Alkyl phenols     Skin 
Calothrix crustacean          Aplysiatoxin   Alkyl phenols     Skin 
Nostoc muscorum               Aplysiatoxin   Alkyl phenols     Skin 
Nodularia                            Nodularin        Peptides             Liver 
Cylindrospermosis             Cylindrosper-   Alkaloids           Liver 
                                             mopsin 
 

 
         ที่มา : ดัดแปลงตารางมาจาก Metting and Pyne, 1986 ; Chorus and Bartram, 1999  
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                                        ภาพที่ 1 โครงสรางสารพิษอะนาทอกซิน 
 
 

                                      
        
                                      ภาพที่ 2 โครงสรางสารพิษไซลินโดรสเพอมอบซิน 
 

                        
                                          
                                       ภาพที่ 3 โครงสรางสารพิษโนดลูาริน 
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      3.3 สารพิษไมโครซิสติน (microcystins) 
  
            อาภารัตน (2539) กลาววา สารพิษจากสาหราย คือ สารทุติยภูมิ ที่เกิดขึ้นใน 
กระบวนการสรางและสลายของเซลล (secondary metabolite) เปนสารที่ไมเกี่ยวของหรือจําเปน
สําหรับการเจริญเติบโตของสาหราย บางครั้งอาจชวยในการอยูรอดในธรรมชาติ ในปจจุบันยังไม
ทราบถึงเหตุผลที่แทจริงในการผลิตสารพิษของสาหราย แตคาดวาสารพิษที่สรางขึ้นทําหนาที่เปน
เสมือนสารปองกันตัว (allelopathic agent) จากศัตรูหรือคูแขงในธรรมชาติ  

 
สารพิษชนิดนีถู้กคนพบเปนครั้งแรกจาก Microcystis aeruginosa สายพันธุ 

 NRC-1 (Bishop และคณะ, 1959) 
 
 ไมโครซิสตินเปนสารพิษทีผ่ลิตโดยสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน ซ่ึงชนดิหลัก คือ  

Microcystis aeruginosa โดยมีชนิดอืน่ที่สามารถผลิตสารพิษไมโครซิสตินได เชน Anabaena, 
Oscillatoria และ Nostoc โดยที่ปริมาณสารพิษในเซลลสาหรายขึ้นอยูกับปจจยัทางสิ่งแวดลอม 
เชน ธาตุอาหาร แสง และ อุณหภูมิ (Vander Westhuizen และ Eloff, 1985; Watanabe และ Oishi, 
1985; Sivonen, 1990) 

 
แกสคารบอนไดออกไซด เปนปจจยัสําคัญตอการเจริญของสาหรายและการสราง 

สารพิษของ Microcystis  พบวาแกสคารบอนไดออกไซด ทําหนาที่ปรับสภาพความเปนกรด-ดาง
ของอาหารเพาะเลี้ยงโดยเปลีย่นรูปไปมาระหวาง CO2, H2CO3, HCO- และ CO3

2- ซ่ึงอยูในรูปใด
ขึ้นอยูกับคา ความเปนกรด-ดาง ของอาหารที่ใชในการเพาะเลี้ยง 

 
Codd และ Poon (1988) ศึกษาผลของปริมาณแกสคารบอนไดออกไซดตอการ 

สรางสารพิษของสาหราย Microcystis sp. โดยเพาะเลี้ยงสาหรายในอาหาร BG-11 พนดวยอากาศ 
และเพาะเลี้ยงแบบเติมแกสคารบอนไดออกไซดลงในอาหารดวย เปรียบเทียบการสรางสารพิษของ
สาหราย พบวา สาหรายที่เพาะเลี้ยงแบบพนดวยอากาศ สรางสารพิษนอยกวาสาหรายที่เพาะเลี้ยง
แบบพนแกสคารบอนไดออกไซด ประมาณ 10 เทา 
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ไมโครซิสตินเปนสารพิษที่มคีวามเสถียรอยางมากและจะไมทําปฏิกิริยา  
hydrolysis หรือ oxidation ที่ระดับความเปนกรดดางใกลเคียงสภาพธรรมชาติ ไมโครซิสตินยังคงมี
ความเปนพษิหลังจากการตม และในที่มืดไมโครซิสตินอาจคงอยูเปนเดือนหรือเปนป (Harada และ
คณะ, 1996)   
 

3.3.1 โครงสรางทางเคมีและลักษณะจําเพาะของไมโครซิสติน 
 

         ไมโครซิสตินมีสูตรโครงสรางเปนวงแหวนเปปไทด (cyclic peptide) โดย 
มี กรดอะมิโนเปนองคประกอบ 7 ชนิด ไดแก D-alanine อยูในตําแหนงที่ 1; มี  L-amino acids สอง
ตัว อยูในตําแหนงที่ 2 และ 4; γ -linked D-glutamic acid อยูในตําแหนงที่ 6;  β-linked D-erythro-β-
methylaspartic acid (MeAsp) อยูในตําแหนงที่ 3; (2S,3S,8S,9S)-3-amino-9-methoxy-2,6,8-
trimethyl-10-phenyldeca-4,6-dienoic acid (Adda) อยูในตําแหนงที่ 5 และ N-
methyldehydroalanine (Mdha) อยูในตําแหนงที่ 7 ดังแสดงไวในภาพที่ 4 สารพิษไมโครซิสตินมี
โครงสรางมากกวา 50 รูปแบบ โดยแตละรูปแบบจะมีความแตกตางอยูที่ L-amino acids สองตัว ใน
ตําแหนงที่ 2 และ 4 และ methylation/demethylation ในรปูของ MeAsp และ Mdha (Dawson, 
1998) 

           

 

 
 
 

ที่มา: Michael (2004)    
ภาพที่ 4 โครงสรางหลักของสารพิษไมโครซิสติน  
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ไมโครซิสตินเปนสารพิษที่มคีวามจําเพาะโดยเปนตัวยับยัง้โปรตีน 
ฟอสฟาเทส PP-1 และ PP-2A (Protein phosphatase PP-1 and PP-2A)ในรางกายของสิ่งมีชีวิต 
 (IC50 ≈ 0.1 นาโนโมล) (Cohen และ Cohen, 1989; Yoshizawa และคณะ, 1990; Honkanen และ
คณะ, 1990; MacKintosh และคณะ , 1990; Nishiwaki-Matsushima และคณะ, 1991) ซ่ึงมี
ความสําคัญตอ การควบคุมเมแทบอลิซึมของคารโบไฮเดรต การแบงเซลล และการยดื-หดตัวของ
กลามเนื้อ นอกจากนี้ยังพบวาสารพิษไมโครซิสติน ยังกอใหเกิดอาการระคายเคืองที่ผิวหนังและตา 
มีอาการเปนไข เวียนศีรษะ ออนเพลีย และเปนพษิตอระบบทางเดินอาหาร (Carmichael, 1992)  
หากไดรับสารพิษไมโครซิสตินในปริมาณมากก็จะทําใหความเปนพษิเพิ่มขึ้น จึงมีอาการ คล่ืนไส 
อาเจียน เวยีนหัว ปวดทอง ทองรวง เปนตะคริว ปวดตามรางกายและออนเพลีย (Sargunar และ 
Sargunar, 1990)  
 
  3.3.2 สมบัติทางกายภาพของสารพิษไมโครซิสติน 
 
           สารไมโครซิสติน เปนของแข็งอสัณฐานที่ปราศจากสี และมักแสดงคา 
specific rotation เปนลบเมื่อเปนสารละลายอยูในตัวทาํละลายที่เปนน้ํา หรือ เมทานอล สเปกตรัม
ในชวงยวูีของสารกลุมนี้จะมีคาดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 238 นาโนเมตร เปนผลมาจาก conjugated 
diene ในโมเลกุล ของ Adda ซ่ึงคาการดูดกลืนแสงนี้สามารถนํามาใชประโยชนเพื่อการตรวจจับ
สารกลุมนี้ดวยเครื่อง HPLC (Kondo และคณะ, 1992) 
 
  3.3.3 ความคงตัวของสารพิษไมโครซิสติน 
 

          สารพิษในกลุมไมโครซิสติน เปนสารประกอบวงแหวนชนิด heptapeptide 
ที่เสถียรตอปฏิกิริยาเคมีสูง โดยสารพิษนีจ้ะมีคาครึ่งชีวิตประมาณ 3 สัปดาห ภายใตสภาวะที่คา
ความเปนกรด-ดาง เทากับ 1 และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส การทําลายสารพิษอยางสมบูรณนี้
จําเปนตองใชการยอยดวยกรดที่มีฤทธิ์กัดกรอนสูงมาก เชน 6 นอรมอล hydrochloric acid หรือ 
trifluoroacetic acid และสารกลุมนี้ยังทนตอการยอยสลายของเอนไซมที่ใชในหองปฏิบัติการทั่วไป 
อยางเชน trypsin ผลการศึกษาถึงการสลายตัวของสารนีม้ีผลอยางมีนัยสําคัญ เมื่อตั้งสารละลายของ
สารนี้ในน้ํากลัน่บริสุทธิ์นาน 26 วัน และน้าํที่มีสวนผสมของรงควัตถุภายในเซลลของสาหรายสี
เขียวแกมน้าํเงนิ เชน คลอโรฟลล เอ, เบตา-แคโรทีน  และ ไฟโคไซยานนิ (phycocyanin) ภายใต
แสงอาทิตยเปนเวลานาน 15 วัน พบวาปรมิาณของไมโครซิสตินจะลดลง แสดงวารงควัตถุเหลานี ้
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มีสวนสําคัญในการเรงปฏิกริิยาการสลายตัวของไมโครซิสติน แตการทดลองทํานองเดียวกันนี้โดย 
ใชแสงฟลูออเรสเซน (fluorescence) กับสารไมโครซิสติน-แอลอาร (microcystin-LR) พบวาแสง 
ไมมีผลตอการสลายตัวแตประการใด (Tsuji และคณะ, 1994) 
 

         สารพิษในกลุมไมโครซิสตินโดยทั่วไปจะมีคาความเปนพิษ LD50 i.p. ใน 
หนูอยูระหวาง 45-> 1,000 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม สารพิษไมโครซิสตินที่พบมากในประเทศไทยมี 
3 รูปแบบ ไดแก ไมโครซิสติน-แอลอาร, ไมโครซิสติน-วายอาร และไมโครซิสติน-อารอาร โดยมี
คาความเปนพษิ LD50 i.p. ในหนู 60, 70 และ 300-600 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ (WHO, 
2004) 
 
  3.3.4 การกําจดัสารพิษไมโครซิสตินโดยกระบวนการบาํบัดน้ํา 

 
  สารพิษไมโครซิสตินมีบทบาทที่เดนชัดวาเปนรูปแบบหนึ่งที่จดัอยูในมิติ 

ของเสียและมลพิษ ซ่ึงเมื่อปนเปอนเขาสูระบบนิเวศแหลงน้ําก็จะทําใหเกิดผลกระทบตอระบบ
ส่ิงแวดลอมและระบบผลิตน้ําประปา หากนําน้ําที่มีสารพิษชนิดนี้ปนเปอนมาใชในกระบวนการ
ผลิตน้ําประปา จะสงผลกระทบตอคุณภาพชีวิตของผูที่อุปโภคและบรโิภคน้ําประปาได ดังนัน้ จึง
จําเปนตองมีการบําบัดน้ําเพือ่ลดสารพิษไมโครซิสติน  
 
          กระบวนการบําบัดน้ํา เพื่อใชในการบริโภคที่มีอยูนัน้ สามารถแบงออกเปน
ประเภทใหญ ได 3 ประเภทดวยกัน คือ กระบวนการจับตัวเปนกอนของแข็ง และการกรอง
(filtration)  กระบวนการใชสารที่เปน oxidant และกระบวนการดูดซับโดยผงถานกัมมนัต 
(activated carbon) จากการศึกษาพบวาสารพิษไมโครซิสติน  สามารถถูกทําลายอยางรวดเรว็ดวย 
สารละลายคลอรีน (aqueous chlorine) และ แคลเซียมไฮโปคลอไรต (calcium hypochlorite) 
โดยสารทั้งสองมีประสิทธิภาพในการกําจดัอยูที่ 95 เปอรเซ็นต ในขณะที่ โซเดียมไฮโปคลอไรต 
(sodium hypochlorite) มีประสิทธิภาพในการกําจัดสารพิษทั้งสองชนดิต่ํากวา แคลเซียมไฮโป 
คลอไรตมาก  (ประมาณ 40 เปอรเซ็นต) (Nicholson และคณะ, 1994) 
 
        ผงถานกัมมันตสามารถดูดซับสารอินทรียที่ละลายน้าํรวมทั้งสารพิษจาก
สาหรายหลายชนิดออกจากน้ําอยางไดผล (Hoffmann, 1976; Keijola และคณะ, 1988; Falconer 
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และคณะ, 1989; Himberg และคณะ, 1989) อยางไรกด็ีการทํางานของผงถานกัมมันตนั้นขึ้นอยูกับ
ปจจัยหลายประการ เชน ชนดิของผงถาน และวิธีการเตมิผงถานลงในน้ําที่ตองการบาํบัด 
 

     ถานกัมมันต มีความสามารถในการดูดซับสารพิษที่ปนเปอนในน้ําไดโดย  
อาภารัตน และคณะ (2547) พบวา ถานกัมมันตชนิดผง (powder activated carbon, PAC) มี
ประสิทธิภาพในการดดูซับไมโครซิสติน-แอลอารไดดีกวาถานกัมมันตชนิดเม็ด (granular activated 
carbon, GAC) โดยสามารถลดสารพิษไมโครซิสติน-แอลอาร  ลงไดรอยละ 100 เมื่อเทียบกับชดุ
ควบคุม (ไมเตมิถานกัมมันต) อันเนื่องมาจากปริมาตรของรูพรุนและพืน้ที่ผิวสัมผัส ซ่ึงจะมีผลตอ
เปอรเซ็นตของสารพิษที่ลดลง 
 

     Keijola และคณะ (1988) พบวา ผงถานกัมมันต 20 มลิลิกรัมตอลิตร  
สามารถลดสารพิษที่มีผลตอตับไดถึงรอยละ 90  โดยทําการบําบัดรวมกบักระบวนการ 
 pre-ozonation   
 
       ผลการศึกษาการกําจดัสารพิษดวยโอโซน (ozone) พบวาสามารถกําจัดสารพิษ
จากสาหรายไมโครซิสติน,โนดูลาริน และ อะนาทอกซิน-เอ  ที่มีความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอลิตร 
ไดอยางสมบูรณ (Keijola และคณะ, 1988) และประสิทธิภาพในการกําจัดนี้จะขึ้นอยูกับปริมาณ 
ของโอโซน ที่ใช (Himberg  และคณะ, 1989) ถึงแมวากระบวนการ ozonolysis ของไมโครซิสติน-
แอลอาร  และโนดูลารินจะใหสารสุดทายที่ไมเปนอันตราย แตการศกึษาสารระหวางกลาง 
(intermediate) ที่เกิดขึ้นในระหวางการสลายตัวนั้นยงัคงจําเปนที่ตองศกึษาตอเพื่อหาสารที่อาจ
พบวา เปนพิษตอมนุษยและสัตวเล้ียงได (Namikoshi และคณะ, 1989) 

 
      การบําบัดน้ําที่มีเซลลสาหรายสีน้ําเงินแกมเขยีวและสารพิษไมโครซิสติน 

ปนเปอนอยูนัน้จําเปนตองเลือกเทคโนโลยีที่เหมาะสม ทั้งนี้เพื่อประสิทธิภาพของการบําบัด โดยท่ี
ระบบการผลิตน้ําประปาในประเทศไทยสามารถทําไดเพยีงการกรองเซลลหรือเจือจางสารพิษ
เทานั้น การทําลายพิษไมสามารถขจัดใหหมดไดโดยการกรอง ตกตะกอน เติมคลอรีนหรือแมแต
การตมได (อาภารัตน, 2539) 

 
      Lahti และคณะ (1996) กลาววา สารพิษไมโครซิสตินที่ลดลง 

ในกระบวนการกรองอันเนื่องมาจากการดดูซับและการยอยสลายทางชีวภาพ (biodegradation) 
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      สารพิษไมโครซิสตินจะถูกปลดปลอยจากเซลลเมื่อเซลลสาหรายแตกหรือ 
ถูกทําลายโดยกระบวนการตกตะกอน (coagulation) และกระบวนการกรอง (filtration)  
 

      ในระบบบาํบัดน้ําไมควรทํา pre-chlorination หรือ pre-ozonation  
ภายหลังขั้นตอนการลดสารพิษที่ละลายอยูในน้ํา โดยทีส่ารพิษไมโครซิสตินจะถูกออกซิไดซอยาง
รวดเร็วโดยตวัออกซิไดซรวมทั้งโอโซน และ คลอรีน ซ่ึงตองควบคุมเวลาและความเปนกรดดาง 
เพื่อที่จะใหเกดิประสิทธิภาพมากที่สุด โดยท่ีการตมไมสามารถทําลายสารพิษไมโครซิสตินได ซ่ึง
การตมน้ําที่มีเซลลปนเปอนอยูจะนําไปสูการปลดปลอยสารพิษใหเปนอิสระ (MRACC, 2002) 
 

              3.3.5  ความเปนพษิของไมโครซิสติน 
 
                        สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินทีพ่บมากตามแหลงน้ํามีหลายชนิด แตชนิดที่ 

กอใหเกิดพษิมากที่สุด คือ Microcystis aeruginosa และ Anabeana flos-aquae  ซ่ึงสามารถผลิตสาร 
พิษและปลอยออกมาจากเซลลได คือ ไมโครซิสติน และ อะนาทอกซิน ตามลําดับ ไมโครซิสติน 
เปนสารพิษทีม่ีโครงสรางเปนกรดอะมิโน 7 ตัวที่มีบางสวนตอกนัเปนวงแหวน มีทั้งหมดมากกวา 
70 รูปแบบ (varient) เชน ไมโครซิสติน-แอลอาร, ไมโครซิสติน-วายอาร และไมโครซิสติน-อาร
อาร  โดยชนิดหลังมีความเปนพิษนอยที่สุด สําหรับชนิดแรกเปนชนิดที่ศึกษากนัมากที่สุด  
 
                                       Tsuji และคณะ (1997) พบวาพษิที่เห็นเดนชัดของไมโครซิสติน คือพิษ 
ตอตับ ไมโครซิสตินในปริมาณมากทําใหเซลลตับตายและทําลายเสนเลือดที่หลอเล้ียงภายในตับ 
ศึกษาความเปนพิษตอตับ เมื่อใหไมโครซิสติน-แอลอาร ทางปาก แกหนูถีบจักรที่มีอายุมาก 
 (32 สัปดาห) กับหนูรุน (5 สัปดาห) โดยใหในปริมาณสูงถึง 500 ไมโครกรัมตอกิโลกรัมน้ําหนกัตวั
ซ่ึงหนูชนิดนี้จะมีน้ําหนักประมาณ 20-30 กรัม    ดังนั้นปริมาณที่ใหคอื 10-15ไมโครกรัม ประมาณ 
60 % ของหนแูกเทานัน้ ที่พบพยาธิสภาพที่ตับ หลังใหสารพิษนี้ 2 ช่ัวโมง แตในขณะทีห่นูรุนไม
พบการเปลี่ยนแปลง จากการทดลองนี้จึงสรุปไดวา พิษตอตับของไมโครซิสติน อยูกบัอายุของหนู
ถีบจักร นอกจากนี้พบวายังขึน้อยูกับความสามารถในการดูดซึมที่ลําไสเล็กอีกดวย 
                  
                                         กลไกความเปนพษิตอตับของไมโครซิสติน เกิดขึ้นดังนี ้เมื่อถูกดูดซึมเขา
สูกระแสเลือดจะอาศัยถุงน้ําดี ( bile salt) เปนตัวพาเขาเซลลตับ (hepatocyte) สารพิษนี้ทําใหเซลล
ตับเหี่ยวเล็กลง สงผลใหเซลลตับที่ปกติอยูติดกัน แยกออกจากกัน และยังทําให 
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เซลลบุหลอดเลือดฝอยที่เขาสูตับ (sinusoidal capillaries)ที่อยูบริเวณตดิกันแยกตามไปดวย  เลือด 
ที่ถูกขนสงมาตามหลอดเลือดฝอย จึงซึมออกมาที่เนื้อเยือ่ตับและเกดิการสะสม ทําใหนอกจากเกิด
การทําลายของเนื้อเยื่อบริเวณนี ้แลวยังทําใหเกิดภาวะชอ็คได การที่เซลลตับเหี่ยวเล็กลงผิดรูปราง
ไป  เนื่องจากเมื่อไมโครซิสตินเขาสูเซลลจะไปมีผลตอสวนไซโตสคีลีทอน (cytoskeleton) ที่อยู
ภายในเซลล เมื่อสารพิษจับที่ intermediate filament และ microfilament ซ่ึงเปน protein polymer ใน
ไซโตสคีลีทอน ทําใหมกีารเปลี่ยนแปลงรปูรางของ intermediate filament และ microfilament 
ตามลําดับ เมื่อเซลลแรกหดตวัจะทําใหแยกออกจากเซลลขางเดียวและเซลลบุหลอดเลือดฝอย 
(Eriksson และคณะ, 1992) 
 
                                         นอกจากนี้ไมโครซิสติน ยังมีคุณสมบัติเปนตวัยับยั้งเอนไซมในกลุม  
โปรตีนฟอสฟาเทส (protein phosphatases) ซ่ึงเอนไซมชนิดนี้ทํางานรวมกับเอนไซมโปรตีนไคเนส
(protein  kinase)ในการควบคุมปริมาณหมูฟอสเฟตที่ถูกเติมในโมเลกุลโปรตีน โดยโปรตีนไคเนส  
ทําหนาที่เติมหมูฟอสเฟต (phosphorylation) แตโปรตีนฟอสฟาเทส ทําหนาที่ตัดหมูฟอสเฟตออก 
(dephosphorylation)  การเกดิปฏิกิริยาทั้งสองแบบนี้มีบทบาทตอโครงสราง และการทําหนาที่ของ 
intermediate filament และ microfilament โดยไมโครซิสติน จะทําลายสมดุลระหวาง 
phosphorylation และ dephosphorylation   ดังนั้นจากการที่สารพิษชนิดนี้สามารถยับยัง้เอนไซม
ดังกลาวขางตนได ถาผูไดรับสารพิษในปริมาณเล็กนอยที่ไมทําใหถึงตายหรือเกดิพิษฉับพลัน (non 
lethal dose) เปนประจํา ก็จะสงเสริมใหเกดิมะเร็งได เพราะเอนไซมทัง้สองชนิดนี้มบีทบาทเกี่ยว 
ของกับโปรตีนที่ควบคุมการแบงตัวของเซลล (Yoshizawa และคณะ, 1990) 
 
                                         Nishiwaki และคณะ (1992) ใชไมโครซิสติน-แอลอาร ในปริมาณที่ไมทํา
ใหพษิเฉียบพลัน รวมกับสารกอมะเร็งไดเมทิลไนโตรซามีน (dimethylnitrosamine) พบวาที่เนื้อตบั
เกิดจดุที่ใหผลบวกกับเอนไซมกลูทาไทโอน เอส- ทรานเฟอเรส (glutathione s-tranferase) เพิ่มขึน้
เมื่อให ไมโครซิสตินเพิ่มขึ้น โดยจุดทีใ่หผลบวกกับเอนไซมดังกลาว เปนตัวบงบอกการเกิดมะเรง็
ตับชนิดหนึ่ง แตถาใชสารพิษเพียงอยางเดยีวใหแกสัตวทดลอง โดยไมไดใหรวมกบัสารกอมะเร็ง 
พบวาไมมกีารเพิ่มขึ้นของจุดที่ใหผลบวก ดงันั้นจึงอาจกลาวไดวา ไมโครซิสติน-แอลอาร  
ไมเปนสารกอมะเร็งตับ แตเปนสารสงเสริมการเกิดมะเรง็ก็จะทําใหมีโอกาสเกิดมะเรง็ตับเพิ่มขึ้น 
สําหรับกลไกของไมโครซิสติน-แอลอาร มีกลไกคลายกบั okadaic acid ที่สามารถยับยั้ง การทํางาน
ของเอนไซมโปรตีนฟอสฟาเทส ชนิด 1 และ 2A ซ่ึงเปนเอนไซมที่ควบคุมการแบงตวัและขยาย
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ขนาดของเซลลใหอยูในจํานวนที่เหมาะสม ถาเอนไซมนีถู้กปดกั้นไมใหทํางาน ทําใหกลไกการ
ทํางานของเซลลในรางกายแปรปรวน มีโอกาสเกิดมะเรง็ได  

 
             3.3.6 การขับออกของสารพิษไมโครซิสตินออกจากรางกาย 
 

1) การขับออกของสารพิษออกจากรางกายทั่วไป 
 

                                             กระบวนการกาํจัดสารพิษของรางกายที่สมบูรณประกอบดวย ปฏิกิริยา
ขั้นตอนที่ 1 (Phase I reactions) และปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 2 (Phase II reactions)โดยปฏิกิริยา 
ขั้นตอนที่ 1 เปนการเปลี่ยนโครงสรางของสารที่ตองการกําจัดใหอยูในรูปที่ไวตอการเกิดปฏิกิริยา 
(reactive intermediates) เพื่อสงผลใหเกิดปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 2 ซ่ึงเปนการเติมหมูที่ละลายน้ําเขาไป
เพื่อการขับออกทางปสสาวะเกิดขึ้นไดโดยงาย ปฏิกิริยาขัน้ตอนที่ 1 เปนการเปลี่ยนโครงสรางของ
สารที่ตองการกําจัดใหอยูในรูปที่ไวตอการเกิดปฏิกิริยา  เพื่อใหการเกิดปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 2 ซ่ึงเปน
การเติมหมูที่ละลายน้ําเขาไปเพื่อการขับออกทางปสสาวะไดงาย   
 
                                            เมื่อรางกายไดรับสารประเภทหนึ่งปริมาณมากๆ สงผลใหเอนไซมที่ใช
ในการกําจัดสารชนิดนี้ถูกเหนี่ยวนําหรือกระตุนใหทํางานในอัตราที่เพิม่ขึ้น สารเหนีย่วนาํหรือ
กระตุนใหเอนไซมทํางานมากขึ้นนี้แบงออกเปน 2 ประเภทคือ สารเหนี่ยวนําหรือกระตุนเอนไซม
กลุมเดียวหรือชนิดเดยีว (mono-functional inducers) และสารเหนี่ยวนําหรือกระตุนเอนไซมหลาย
กลุมหรือหลายชนิด (multi-functional inducers) การเหนีย่วนาํหรือกระตุนเอนไซมเพยีงกลุมเดยีว
หรือชนิดเดยีว จะทําใหเกดิความไมสมดุลในกระบวนการกําจัดสารพิษปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 1 จะทํา
ใหเกิดสาร เมแทบอไลตที่วองไวตอการเกดิปฏิกิริยา เปนจํานวนมาก ทําใหปริมาณเอนไซมใน
ปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 2  มีไมเพียงพอตอการกําจัดสารเมแทบอไลตดังกลาว ( Liska , 1998 )  สงผลให
เกิดการสะสมของสารเมแทบอไลตที่วองไวตอการเกิดปฏิกิริยา (reactive metabolites) ที่เปนพิษตอ 
DNA, RNA และโปรตีน ซ่ึงเปนสาเหตุของความเปนพษิตอเซลล ตลอดจนภาวะการกอกลายพนัธุ
และโรคมะเร็งในที่สุด (Nebert  และคณะ, 1991) 
 
                                         โดยทั่วไปการเหนี่ยวนํา/กระตุนเอนไซมในปฏิกริิยาขั้นตอนที่ 2 (Phase II  
reactions) โดยเฉพาะเอนไซม glutathione S-transferase และ glucuronyl transferase ที่ถูกกระตุน
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โดย สารกระตุนเอนไซมหลายกลุมหรือหลายชนิด (multi-functional inducers) เปนกลไกสําคัญใน
การกําจัดสารพิษที่สมบูรณ  

 
2) การขับออกของสารพิษไมโครซิสตินออกจากรางกาย 
 

                                      เมื่อฉีดปริมาณสารพิษ (sublethal dose) ไมโครซิสติน (35ไมโครกรัมตอ 
กิโลกรัม) เขาทางเสนเลือดของหนู ผลที่แสดงออกมาคือ หนูมีพฤติกรรมปกติ และน้าํหนักของตับ
ไมเพิ่มขึ้น ซ่ึงที่ตับจะมีการรบัสารพิษอยางรวดเร็วโดยมกีารสะสมสูงสุด 521±14 พโิคโมลตอกรัม 
(71 ±7 %ของปริมาณสารพษิที่ไดรับ) ภายใน 30 นาที อัตราการขับออกผานทางอุจจาระ คือ 0.9 
และ 0.5 เปอรเซ็นต ตอช่ัวโมง ในเวลา 6 และ 12 ช่ัวโมง และประมาณ 1 เปอรเซ็นตตอวันที่ยังคง
หลงเหลืออยู ภายใน 12 ช่ัวโมงแรกจะมกีารขับออกทางปสสาวะ 74 เปอรเซ็นต (Robinson, 1991) 
ที่ไซโตซอลของตับ สารพิษไมโครซิสตินจะถูกเปลี่ยนแปลง โดยที่เซลลตับของหนูจะแสดงเวลา
และปริมาณสารที่ใชในการทําลายในการรวมตัวของกลทูาไทโอน  (glutathione ,GSH) กับ  
ไมโครซิสติน-วายเอ็ม (microcystin-YM) (Runnegar และคณะ, 1987)  ในการทดลองกับหนหูลายๆ
ตัว ที่ใหสารพิษ 4 มิลลิกรัมตอน้ําหนกัหน ู1 กิโลกรัมของ GSH  2 ช่ัวโมง กอนที่จะใหไมโครซิส
ติน-แอลอาร (Hermansky และคณะ, 1991) ผลที่ไดพบวาไมโครซิสตินอาจเกดิการรวมตัวกับ GSH 
ซ่ึง GSH มีบทบาทสําคัญในการรวมกลุมตอกระบวนการเมแทบอลิซึม (metabolism) นําไปสูการ
ลดความเปนพษิซึ่งจะเพิม่การกําจัดออกของสารพิษ  
 
               ไมโครซิสตินจะประกอบดวยสารประกอบ electrophilic α, β 
unsaturated carbonyl ใน methydehydro alanine  กลุมของ thiol เชน GSH และ cysteine สามารถ
เติม nucleophilically  ที่  α, β- unsaturated carbonyl (Kondo และคณะ, 1992) อยางไรก็ตาม thiol 
ที่รวมกลุม (conjugated) กับไมโครซิสติน ตรวจไมพบในตับของสัตว คา LD 50 ของ GSH และ 
cysteine-conjugated microcystin-LR มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญกวางกวาสารพิษเดิม  แต
ระดับความเปนพิษของ conjugated ยังคงอยู ผลที่ไดพบวา สารพิษไมโครซิสติน-แอลอาร ที่ยังคง
อยูหลังจากเกดิการอิ่มตัวของ α,β unsaturated carbonyl ใน methyldehydroalanine   (Meriluoto 
และคณะ, 1991) ถาGSH เกดิการconjugation  จะเปนสาเหตุหลักที่ทําใหความเปนพษิลดลง 
 การ conjugated จะยังคงอยู ในตับอยางนอยที่สุดเปนเวลา 6 วัน หลังจากไดรับพษิความเปนพิษ 
จะเพิ่มขึน้ และจะสงผลใหตบัถูกทําลายในเวลาตอมา (Robinson และคณะ, 1991) 
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อุปกรณและวิธีการศึกษา 
 
 

1. อุปกรณและสารเคมี 
 
1.1 วัสดุและอปุกรณที่ใชในการทดลอง 
 

1.1.1  จานเพาะเชื้อพลาสติก (petri dish) ขนาดเสนผาศูนยกลาง 90 มิลลิลิตร 
 (Bibby Sterilin LTD).  

1.1.2  ตาขายกรองแพลงกตอน (plankton net) ขนาด 108 ไมครอน 
1.1.3  แผนทดสอบ (BBL blank paper discs) (Becton Dickinson) ขนาด 

เสนผาศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร 
1.1.4  กระดาษกรองเบอร 3 (Whatman filter paper No.3) 
1.1.5  เครื่องแกว เชน ขวดรปูชมพู กระบอกตวง กรวยกรอง บิกเกอร แทงแกวคน 

สาร ฯลฯ 
1.1.6  เข็มเขี่ยเชื้อ (loop, needle) 
1.1.7  เครื่องกวนสาร(magnetic stirrer) 
1.1.8  เครื่องเขยา (shaker) 
1.1.9  ถังเพาะเลี้ยง (Nalgene) ขนาดความจ ุ12 ลิตร  

                           1.1.10 เครื่องหมุนเหวีย่ง (centrifuge, Sorvall รุน SS -3) 
               1.1.11 เครื่องปนละเอียดใหเซลลเปนเนื้อเดยีวกนั (homogenizer, Polytron PT 205) 
              1.1.12 เครื่องระเหยแหงแบบลดความดัน (rotarry evaporator, Buchi รุน 461) 
              1.1.13 ตูอบเครื่องแกว  (hot air oven, Memmert รุน/600)  
                          1.1.14 หมอนึ่งฆาเชื้อ (autoclave, Tomy Seiko รุน   SS-245) 
                          1.1.15 กลองจุลทรรศน (microscope Olympus รุน   CH 30) 
              1.1.16 ตูเขี่ยเชื้อ               
                          1.1.17 แผน TLC (silica gel 60F254  pre-coat for preparative, Merck) 
                          1.1.18 แผน TLC อลูมิเนียม (TLC aluminum sheets silica gel 60F254, Merck) 
             1.1.19 เครื่องวัดความเขมแสง (lightmeter, Lutron Digital รุน LX 101) 
                          1.1.20  เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH-meter, HANNA รุน HI 98128) 
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             1.1.21 เครื่องทําใหเซลลแหงโดยการระเหิด (lyophilizer, Edwards Britain รุน 501 
หรือ Edwards รุน super modulyo) 
                         1.1.22 สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 30 สายพันธุ (ตารางที ่2) จากศนูยจลิุนทรีย (ศจล.) 
สถาบันวิจัยวทิยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) 
  

1.2 สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

1.2.1 สารเคมีสําหรับเลี้ยงสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน เปน laboratory grade ของ  
Fluka, Sigma และ Merck  และ Agarose type IX  ultra-low gelling temperature (Sigma) 

 
1.2.2 สารเคมีสําหรับทดสอบคุณสมบัติทางเคมีของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เชน 

 น้ํายาแอนโทรน น้ํายาโมลสิต น้ํายานินไฮดริน น้ํายาไบยูเรต เอนไซมโปรตีเอส  เอนไซมอไมเลส 
เอนไซมไลเปส เปน laboratory grade ของ  Sigma และ Merck 
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ตารางที่ 2 สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 30 สายพันธุ ที่ใชในการทดลอง 
 
          TISTR no.                                                       ช่ือวิทยาศาสตร 
                 8077                                                             Anabaena sp.  
                 8075                                                             Anabaena spiroides  
                 8014                      Anabaena tarulosa 
                 8404                                                             Anabaena variabilis 
                 8110                                                            Calothrix sp. 
                 8216                                                            Cylindrospermum sp. 
                 8215                                                Fischerella muscicola   
                 8220                                                            Fischerella sp. 
                 8221                                                            Fischerella sp. 
                 8239                     Fischerella sp. 
                 8224                                                            Hapalosiphon delicatulus 
                 8225                                                            Hapalosiphon fontinalis 
                 8227                                                            Hapalosiphon intricatus 
                 8229                                                            Hapalosiphon sp. 
                 8231                                                            Hapalosiphon sp. 
                 8232                                                            Hapalosiphon sp. 
                 8233                                                            Hapalosiphon sp. 
                 8305                                                            Microcystis aeruginosa 
                 8172                                                            Nostoc microscopicum 
                 8172 (3)                                                       Nostoc microscopicum 
                 8164                                                             Nostoc muscorum 
                 8165 (1)                                                       Nostoc paludosum 
                 8165 (2)                                                       Nostoc paludosum 
                 8165 (3)                                                       Nostoc paludosum 
                 8165 (4)                                                       Nostoc paludosum  
                 8165                                                             Nostoc punctiforme                                                           
                 8179                                                             Nostoc sp.  
                 8169                                                             Nostoc spongiaeforme 
                 8255                                                             Stigonema sp.      
                 8254                                                             Stigonema sp. 
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2. วิธีการศึกษา
 

2.1 ขั้นตอนการคัดเลือกสายพันธุสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง 
การเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 
 
  2.1.1 ขั้นเตรียมการ 
 
                                   1) เตรียมทํา algal lawn ของ Microcystis aeruginosa TISTR 8305  บน  
ultra-low-gelling-temperater agarose 1.6 เปอรเซ็นต (Watanabe และคณะ, 1998) 
                                       

          เพาะเลี้ยงสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305ในอาหารเหลว MA  
(Ichimura, 1978)( ภาคผนวก ก) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มลิลิลิตร เปน
เวลา 14 วัน เตมิสารแขวนลอยของ Microcystis aeruginosa TISTR 8305 ที่ มีคาความหนาแนนของ
เซลล เปน 0.5 ที่ความยาวคลื่น 900 นาโนเมตรลงไปใหไดคาความเขมขนสุดทายของ Microcystis 
aeruginosa TISTR 8305 เปน 20 เปอรเซ็นตของปริมาตรสารแขวนลอยของสาหราย ตอปริมาตร
อาหาร ผสมใหเขากันกับอาหารวุน MA กึ่งแข็ง เตรียมโดยใช อากาโรส (ultra-low-gelling-
temperature agarose ) ความเขมขน1.6 เปอรเซ็นต แทนวุน (agar) ที่นึง่ฆาเชื้อเรียบรอยแลว เทลง
บนจานเพาะเลี้ยงเชื้อ จากนัน้นําไปแชเยน็ที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที เพื่อให
อาหารแข็งตัว แลวพันดวยพาราฟลม นําไปวางไวใตแสงฟลูออเรสเซนสที่ความเขมแสง  
60 ไมโครไอสไตนตอตารางเมตรตอวินาที ชวงแสงที่ใหความสวางตอมืด 12:12  ช่ัวโมง  
เปนเวลา 7 วัน 
 
          2) เตรียมทํา algal lawn ของ สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 29 สายพันธุ  
 

            เพาะเลีย้งสาหรายสีเขยีวแกมน้ําเงิน (ตารางที่2) ในอาหารสูตร BGA  
(Antarikanonda, 1980) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 100 มิลลิลิตรในขวดรปูชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 
เปนเวลา 14 วนั เติมสารแขวนลอยของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 29 สายพันธุ ยกเวน Microcystis 
aeruginosa TISTR 8305  ที่บดเซลลใหละเอียดผสมเปนเนื้อเดียวกนัดวยที่บดเนื้อเยื่อ (tissue 
grinder) มีคาความหนาแนนของเซลล เปน 0.5 ที่ความยาวคลื่น 900 นาโนเมตร เปน 20 เปอรเซ็นต
ของปริมาตรสารแขวนลอยของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิตอปริมาตรอาหาร ผสมใหเขากันกับ



 39

อาหารวุน (agar) เตรียมโดยใช วุน ความเขมขน  1.5 เปอรเซ็นต ที่นึ่งฆาเชื้อเรียบรอยแลว เทลงบน
จานเพาะเลี้ยงเชื้อ พันดวยพาราฟลม แลวนาํไปบมที่อุณหภูมิ 29± 1 องศาเซลเซียส ภายใตแสง 
ฟลูออเรสเซนส ความเขมแสง 60 ไมโครไอสไตนตอตารางเมตรตอวนิาที  เปนเวลา 7 วัน  
 
             3) เตรียมทดสอบประสิทธิภาพของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 29 สายพันธุ
ตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305   
 
   นํา algal lawn ของ สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 29 สายพันธุ มาเจาะดวย  
cork borrer  ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร นํามาวางบน algal lawn ของ Microcystis 
aeruginosa TISTR 8305  โดยวาง 4 ตําแหนง หางจากขอบจานเพาะเลี้ยงเชื้อดานละ 14 มิลลิเมตร 
 บมที่อุณหภูม ิ29± 1 องศาเซลเซียส ภายใตแสงฟลูออเรสเซนส ความเขมแสง 60 ไมโครไอสไตนตอ
ตารางเมตรตอวินาที เปนเวลา 10 วันวัดขนาดโซนใส (clear zone) ที่เกิดขึ้นบน algal lawn ของ 
Microcystis aeruginosa TISTR 8305 โดยใชเวอรเนียคาลิเปอร และบันทึกผล  
 
             4) คัดเลือกสายพันธุสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินทีส่ามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305  โดยสังเกตจากขนาดของโซนใสที่
เกิดขึ้นในบริเวณกวาง เพื่อนํามาใชในการทดลองขั้นตอไป 
 
  2.1.2 การเพาะเลี้ยงและเก็บเกี่ยวเซลลสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินสายพนัธุคัดเลือก 
 

นําสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิแตละสายพนัธุที่ผานการคัดเลือกแลวจากขอ  
2.1.1 มากระตุนการเจริญเตบิโต โดยเล้ียงในอาหารเหลว BGA+N ที่ฆาเชื้อดวยความดัน อุณหภมูิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู ขนาด 250 มิลลิลิตร 
ตั้งบนเครื่องเขยา ดวยความเร็ว 100 รอบตอนาที บมที่อุณหภูมิ 29± 1 องศาเซลเซียส ภายใตแสง
ฟลูออเรสเซนส ความเขมแสง 60 ไมโครไอสไตนตอตารางเมตรตอวนิาที   
 
         จากนั้นทาํการเก็บเกีย่วเซลล ที่ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 7 วัน 14 วัน และ 21 วัน 
โดยกรองดวยตาขายกรองแพลงกตอน (plankton net) ขนาด 108 ไมครอน ลางเซลลดวยน้ํากลั่นที่
ฆาเชื้อแลว 2-3 คร้ัง นําเซลลที่เก็บเกี่ยวไดไปทําใหแหงแบบการระเหิดที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส ดวยเครื่องระเหิดแหง จากนั้นนําเซลลที่เก็บเกี่ยวไดมาชั่งดวยเครื่องชั่งและ 
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จดบันทึกผลของน้ําหนกัแหงกอนนําไปสกัด 
 
                          2.1.3 การสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพออกจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินสายพนัธุ
คัดเลือก 
 

      ทําการสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพออกจากสาหรายสีเขียวแกมน้าํเงินสาย 
พันธุที่คัดเลือกเพื่อทดสอบกับ Microcystis aeruginosa TISTR 8305โดยนําเซลลแหงของสาหราย 
สีเขียวแกมน้ําเงินสายพันธุที่เก็บเกีย่วไดมาบดใหเซลลแตกดวยที่บดเนื้อเยื่อ เติมคลอโรฟอรม :  
เมทานอล : น้ํา อัตราสวน 6 : 4 : 1 ลงไปในตัวอยางเซลล นําไปปนใหละเอียดผสมใหเขากันดวย
เครื่องโฮโมจีไนเซอร เพื่อใหไดสารผสมเนื้อเดียวกรองสารสกัดดวยกระดาษกรองเบอร 3 นําสวนที่
ไดจากการกรอง (filtrate) มาระเหยแหงภายใตสภาวะลดความดันดวยเครื่องระเหยแหงแบบลด
ความดัน ความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จนไดสารสกัดหยาบ (crude 
extract) แหง นําสารดังกลาวมาชั่งน้ําหนกั เพื่อเก็บไวใชในการทดลองตอไป (ภาพที่ 5) 
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      สายพันธุทีม่ีศักยภาพสูงในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ 
             สาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 

ทดสอบกับ Microcystis aeruginosa TISTR 8305 

สารสกัดหยาบ (crude extract) จากสาหรายสีเขียวแกมน้าํเงิน 

 ระเหยแหงแบบลดความดัน ที่ความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

            กรองดวยกระดาษกรองเบอร 3  

   สกัดดวย คลอโรฟอรม : เมทานอล : น้ํา ( อัตราสวน 6 :4 : 1) 

    ระเหิดแหง 

            เก็บเกีย่ว (กรองหรือหมุนเหวีย่ง) 

เพาะเลี้ยงสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินใน BGA+ N

 ภาพที่ 5 ขั้นตอนการคัดเลือกหาสายพนัธุสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินทีม่ีศักยภาพสูงในการผลิต 
                สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีคณุสมบัติในการยับยั้งการเจรญิเติบโตของสาหราย 
                Microcystis aeruginosa TISTR 8305 
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2.1.4 การทดสอบประสิทธิภาพของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพออกจากสาหราย 
สีเขียวแกมน้ําเงินเพื่อทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa  
TISTR 8305 
 

1) ขั้นเตรียมแผนทดสอบ 
 
     ทดสอบประสิทธิภาพของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพออกจากสาหราย 

สีเขียวแกมน้ําเงิน ทดสอบโดยวิธี paper disc plate (Chmel และคณะ, 1980) 
 
        นําสารสกัดหยาบมาละลายในเมทานอล หยดลงบนแผนทดสอบ  
BBL disc ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.6 เซนติเมตรใหไดความเขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอแผน  
ตั้งทิ้งไวใหตวัทําละลายระเหย 
 
   2)  ขั้นเตรียม algal lawn ของ Microcystis aeruginosa TISTR 8305 เพือ่
นํามาทดสอบ (รายละเอยีด ดงัขอ 2.1.1 ขอยอยที่ 1) 
   

3) ขั้นตอนการทดสอบประสิทธิภาพของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก 
สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน บน algal lawn ของ Microcystis aeruginosa  TISTR 8305 
 
        ทดสอบโดยการหาปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทีส่าหราย 
สีเขียวแกมน้ําเงินผลิตได โดยเปรียบเทยีบปริมาณสารออกฤทธิ์กับสารมาตรฐาน gentamicin  
(ภาคผนวก ข) 
 
         นําแผนทดสอบที่หยดสารสกัดจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน วางบน
ผิวหนาของ algal lawn ของ Microcystis aeruginosa  TISTR 8305  ที่เตรียมไวแลว โดยวางแผน
ทดสอบในแนวเสนตรงเดยีวกันในทิศทางตรงกันขาม สําหรับในแนวตั้งฉากกับแผนทดสอบที่ 
หยดสารสกัด นําแผนทดสอบที่หยด gentamicin มาตรฐานที่ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอแผน  
มาวางในลกัษณะเดียวกนั ดงัภาพที่ 6  แตละจานเพาะเชือ้จะวางแผนทดสอบ 4 แผนในตําแหนงที่
สมดุล นําไปบมที่อุณหภูมิ 29 ± 1 องศาเซลเซียส ภายใตแสงไฟ ที่ความเขมแสง 60 ไมโครไอสไตน
ตอตารางเมตรตอวินาที เปนเวลา 7 วัน นําคาที่วัดไดไปเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน gentamicin 
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ดังนั้นความเขมขนของสารออกฤทธิ์ที่สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน ผลิตขึ้นจึงคํานวณโดยเปรียบเทียบ
เปนคาความเขมขนเทียบเทากับ gentamicin (gentamicin equivalent) 
 
                                                                         แผนทดสอบที่หยดสารสกัดหยาบสาหราย 
                                                                         ความเขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอแผน  
                                                                       แผนทดสอบที่หยด  gentamicin ความเขมขน 
                                                                         5 ไมโครกรัมตอแผน  

 

 
ภาพที่ 6 รูปแบบการทดสอบประสิทธิภาพของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากสารสกัดหยาบ  

สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินสายพันธุคัดเลือก โดยวิธี paper disc plate บน algal 
lawn ของ Microcystis aeruginosa  TISTR 8305 

   
 2.2 ขั้นตอนการศึกษาคุณสมบัติทางเคมีเชิงฟสิกส (physicochemical) บางประการของ 
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตโดยสาหรายสายพันธุคัดเลือก 
 
  2.2.1 การศึกษาเบื้องตนในการแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตจากสาหราย
สายพันธุคัดเลอืก ที่มีคุณสมบัติในการยับยัง้การเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa 
TISTR 8305โดยใชวิธีทินแลเยอรโครมาโทกราฟฟ (thin layer chromatography, TLC)  
 
   1) การศึกษาระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมในการแยกสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพออกจากสิ่งเจือปนโดยวิธีทินแลเยอรโครมาโทกราฟฟ 
 
   นําสารสกัดจากสาหรายสายพันธุคัดเลือก มาทําใหเขมขนขึ้นดวย 
เครื่องระเหยแหงแบบลดความดัน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที 
หยดสารสกัดที่เขมขนลงบนแผนซิลิกาเจล (silica gel 60F254 )  ที่มีความหนา 0.25 มลิลิเมตร 
 กวาง 2 เซนตเิมตร และยาว 7 เซนติเมตร นําไปจุมในภาชนะที่อ่ิมตวัดวยสารละลายผสมซึ่งมี 
อัตราสวนผสมดังนี ้
   คลอโรฟอรม ตอ เมทานอล ตอ น้ํา อัตราสวน 6 ตอ 4 ตอ 1 
   คลอโรฟอรม ตอ เมทานอล ตอ น้ํา อัตราสวน 7 ตอ 3 ตอ 1 
   คลอโรฟอรม ตอ เมทานอล ตอ น้ํา อัตราสวน 10 ตอ 3 ตอ 1 
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   นําแผนซิลิกาเจลที่สารละลายผสมซึมผานขึ้นมาถึงระยะที่กําหนดมาทาํ
ใหแหงและนําไปตรวจสอบหาตําแหนงของสารตางๆ ที่แยกออกมา โดยนําไปสองดวยรังสี
อัลตราไวโอเลต (UV) ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร คาํนวณหาคา Rf  ของแตละสารที่แยก
ออกมา จากนัน้นําไปตรวจสอบหาตําแหนงสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยวิธีออโตไปโอกราฟ 
(autobiograph) (Poon และคณะ, 1987; Al-Lay และคณะ, 1988) กับ สาหราย Microcystis 
aeruginosa TISTR 8305 โดยนําสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 ผสมลงใน 
 อากาโรส (agarose) ที่เตรียมไวโดยนึ่งฆาเชื้อเรียบรอยแลว แทนวุน เทลงบนแผนซิลิกาเจลที่อยูใน
จานเพาะเชื้อจนอาหารทวมทั้งแผน จากนัน้นําไปแชเยน็ที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 
นาทีแลวพนัดวยพาราฟลม นําไปวางไวใตแสงหลอดฟลูออเรสเซนสที่ความเขมแสง 60  
ไมโครไอสไตนตอตารางเมตรตอวินาที ชวงแสงที่ใหความสวางตอมืด 12:12  ช่ัวโมง เปนเวลา 7 
วัน ตรวจหาตาํแหนงของสารออกฤทธิ์ที่เกิดบริเวณยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis 
aeruginosa TISTR 8305 ออกจากสวนอื่นๆ ที่ปะปนไดอยางชัดเจน ทาํใหทราบคา Rf ของสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพเพื่อนําไปใชในการทดลองตอไป 
 
   2) การใชทินแลเยอรโครมาโทกราฟฟ ในการแยกสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa ออกจากสิ่งเจือปนเพื่อ
ทําใหบริสุทธิ์บางสวน (partial purification) 
 
   หยดสารสกัดที่สกัดดวยคลอโรฟอรม ตอ เมทานอล ตอ น้ํา อัตราสวน 
 6 ตอ 4 ตอ 1 จากสาหรายสายพันธุคัดเลือก ที่ทําใหเขมขนลงบนแผนซิลิกาเจลที่มีความหนา 2.0 
มิลลิเมตร กวาง  20 เซนติเมตร ยาว 20 เซนติเมตร วิธีการหยดจะหยดตอกันไปเปนเสนตรงตลอด
ความยาวของแผนซิลิกาเจล โดยตําแหนงที่หยดสารสกดัใหหางจากขอบลาง 1.5 เซนติเมตร นําไป
จุมในภาชนะอิ่มตัวดวยสารละลายที่เหมาะสมที่สุดที่ไดจากการทดลอง เมื่อสารละลายผสมซึมผาน
ขึ้นมาถึงระยะที่กําหนด นําแผนซิลิกาเจลออกจากภาชนะมาผึ่งใหแหง แลวนําไปสองดวยรังสี
อัลตราไวโอเลต (UV) ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ตรวจสอบหาตําแหนงของสารตางๆ ที่แยก
ออกมาได ใชดินสอทําเครื่องหมายแสดงตาํแหนงของสารในแตละแถบ (band) ขูดซลิิกาเจล 
บริเวณตําแหนงสารแตละตําแหนงที่ทําเครื่องหมายไว บดใหละเอียดและนําไปละลายในเมทานอล
ในปริมาณมากพอที่จะละลายสารที่แยกไดออกมา กรองแยกสวนที่เปนซิลิกาเจลออกจาก
สารละลาย นําเอาสวนใสที่กรองไดไประเหย 
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เอาตัวทําละลายเมทานอลออกโดยใชเครื่องระเหยแหงแบบลดความดันจนแหง นํามาชั่งน้ําหนกั 
จากนั้นนํามาละลายในตัวทําละลายเดิมใหไดความเขมขน 1 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนักสารตอ 
ปริมาตรเมทานอล 
 
   นําสารแตละชนิดที่แยกไดไปทดสอบการยับยั้งการเจรญิเติบโตของ
สาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 ดวยวิธีในขอ 2.1.1 ขอยอยที่ 3 
 
  2.2.2 การศึกษาคุณสมบัติบางประการของสารสกัดจากสาหรายสายพนัธุคัดเลือก 
  
   1) การศึกษาคณุสมบัติทางเคมีบางประการของสารสกัดจากสาหราย 
สายพันธุคัดเลือกที่ทําใหบริสุทธิ์บางสวน โดยทินแลเยอรโครมาโทกราฟฟมาศึกษาคณุสมบัติทาง
เคมีบางประการดังนี้ (ภาคผนวก ค.) 
 

1.1) ปฏิกิริยานินไฮดริน (ninhydrin reaction)  
 

      ปฏิกิริยานนิไฮดริน  เปนปฏิกิริยาการทดสอบกรดอะมิโน 
อิสระ และกรดอะมิโนเปปไทดหรือโปรตีน โดยปเปตตสารละลายบัฟเฟอร ที่พีเอช 5.0 ลงใน
หลอดทดลอง ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายตัวอยางที่ตองการทดสอบประมาณ 1 
มิลลิลิตร แลวเติมน้ํายานนิไฮดริน  นําไปตมในน้ําเดือดประมาณ 5 นาท ีสังเกตการเปลี่ยนแปลงสี
ของสารละลาย ถาสารละลายเปลี่ยนเปนสนี้ําเงินถึงมวงใหบันทึกผลการทดลองเปนบวก ซ่ึงแสดง
วาสารละลายตัวอยางประกอบดวยกรดอะมิโนอิสระ หรือกรดอะมิโนในเพปไทดหรือโปรตีน 
 
    1.2) ปฏิกิริยาไบยูเรต (biuret reaction) 
 
                                                             ปฏิกิริยาไบยูเรต เปนปฏิกิริยาการทดสอบสารที่
ประกอบดวยพันธะเปปไทดตั้งแต 2 แหงขึ้นไป ทดสอบโดยปเปตตสารละลายตัวอยางใสในหลอด
ทดลองปริมาตร 2 มิลลิเมตร เติมสารละลายโซเดียมโฮดรอกไซด 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร แลวเติมสารละลายคอปเปอรซัลเฟต 1 เปอรเซ็นต 1 หยด สังเกตการเปลี่ยนแปลงของสี  
ถาสีชมพูเกิดขึน้ใหบนัทึกผลเปนบวก ซ่ึงแสดงวาสารตัวอยางประกอบดวยพันธะเปปไทด  
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                                                       1.3) ปฏิกิริยาการทดสอบโมลิสช (Molisch, s test)  
 

                    การทดสอบโมลิสซ เปนวิธีการทดสอบน้ําตาล โดยใชกรด 
เขมขนดึงน้ําออกจากน้ําตาลเพนโตสและเฮกโซส ในกรณขีองเฮกโซส จะกลายเปนเฟอฟวรัล  
และไฮดรอกซีเมทิลเฟอฟวรัลเฮกโซส ถาเปนอัลโดเฮกโซส จะไดอนุพนัธเฟอฟวรัลประมาณ 1 
เปอรเซ็นต และถาเปนคีโตเฮกโซส จะไดอนุพันธเฟอฟวรัล 20-25 เปอรเซ็นต ซ่ึงการทดสอบ
น้ําตาลทําไดโดยใสสารละลายตัวอยางลงในหลอดทดลองปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมน้ํายาโมลิสช  
ลงไปหลอดละ 2 หยด เขยาใหเขากนั คอยๆ หยดกรดซัลฟวริกเขมขนลงขางๆหลอดทดลอง 
ประมาณ 0.5 มิลลิลิตร สังเกตสีตรงรอยตอระหวางชัน้ของสารละลาย ถาปรากฏเปนสีชมพูถึงมวง
ใหบันทกึผลเปนบวก ซ่ึงแสดงวาสารตัวอยางประกอบดวยน้ําตาล 
 
    1.4) ปฏิกิริยาการทดสอบแอนโทรน (Anthrone test) 
 

       การทดสอบแอนโทรนเปนวิธีการทดสอบน้ําตาล โดยใช 
กรดกํามะถันดึงน้ําออกจากน้ําตาล กลายเปนเฟอฟวรัล หรือ อนุพันธของเฟอฟวรัล ซ่ึงจะรวมกับ 
แอนทรานอล (ในน้ํายาแอนโทรน) ไดสารละลายสีเขียวจนถึงน้ําเงิน ซ่ึงการทดสอบน้าํตาลทําได
โดยใสสารละลายตัวอยางลงในหลอดทดลองปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติมน้ํายาแอนโทรน 
ปริมาตร 3 มิลลิลิตร นําไปตมในน้ําเดือดประมาณ 10 นาที สังเกตการณเปลี่ยนแปลงของสี ถา
เปลี่ยนเปนสีน้าํเงินอมเขียวใหบันทึกผลเปนบวก 
 
    1.5) การทดสอบความไมอ่ิมตัวของไขมนั (unsaturation test) 
 
          โครงสรางของไขมันแบงออกเปน 2 ชนิด คือ ชนิดอิม่ตัว  
ไมมีพันธะคูอยูในโครงสราง และชนิดไมอ่ิมตัว มีพันธะคูสามารถทําปฎิกิริยากับสารพวกฮาโลเจน 
โดยจะฟอกสฮีาโลเจน จึงใชคุณสมบัติในขอนี้ทดสอบวาไขมันที่นํามาทดสอบมีพันธะคูอยูใน
โครงสรางหรือไม ทดสอบโดยปเปตตคลอโรฟอรมลงในหลอดทดลอง 1 มิลลิเมตร เติมสารละลาย
ตัวอยาง 2 หยด ลงในหลอดทดลองดังกลาว จากนั้นคอยๆ หยดสารละลายโบรมีนลงไปทีละหยด 
ผสมใหเขากันโดยเคาะหลอดทดลองดังกลาวดวยฝามือ ถาสารละลายตัวอยางมีพนัธะคูอยูใน
โครงสราง จะฟอกสีโบรมีนได ใหบันทึกผลเปนบวก 
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    1.6) การทดสอบการยับยั้งโดยเอนไซมโปรตีเอส (protease 
inhibition) 
          ใสสารละลายตัวอยางลงในหลอดทดลองปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ใสเอนไซมโปรติเอสปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ทั้ง 2 หลอด จากนัน้นําไปยอยใน mineral oil 
bath ที่อุณหภมูิ 100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 ช่ัวโมง สวนที่เหลืออีกหนึ่งหลอดจะทิง้ไวที่
อุณหภูมิหอง จากนั้นนําสารที่ไดทั้ง 2 หลอด หยดบนแผนทดสอบนําไปวางบนผวิหนาของ algal 
lawn ของ Microcystis aeruginosa  TISTR 8305 อุณหภูม ิ29 ± 1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน 
ตรวจวดัผลโดยสังเกตโซนใสที่เกิดขึ้น สารตัวอยางซึ่งถูกยอยที่อุณหภมูิ 100 องศาเซลเซียสตอง 
เกิดโซนใส เนือ่งจากเอนไซมถูกยอยดวยความรอนทําใหสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไมถูกทําลาย 
สวนหลอดที่ใสเอนไซมวางไวที่อุณหภมูิ 29 ± 1 องศาเซลเซียส ถาไมเกิดโซนใสใหรายงานผล 
เปนบวก สวนตัวควบคุมจะใชสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ผลการทดสอบตองเกิดโซนใส 
 

2) การศึกษาคณุสมบัติทางเคมีเชิงฟสิกส บางประการของสารสกัดจาก 
สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน Anabaena sp. TISTR 8077 
 

2.1) การศึกษาความคงตัวของสารสกัดในสภาพความเปนกรด 
เปนเบสตางๆ  
 
          นําสารสกัดหยาบมาปรบัความเปนกรดเปนเบสใหเทากับ 1 
 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 และ 13 ดวยกรดไฮโดรคลอริก 2 นอรมัล หรือ โซเดียมไฮดรอกไซด  
2 นอรมัล ตามลําดบั นําไปเกบ็ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง ปรับคาความเปนกรดเปนเบสใหเทากับ 7 กอนนําไปตรวจหาประสิทธิภาพของ 
สารสกัดโดยวธีิ paper disc plate และวิเคราะหผลในลักษณะเปอรเซ็นตการยับยั้งสัมพทัธ  
(relative inhibition) กับชุดควบคุม คือ ปริมาณสารออกฤทธิ์จากสารสกัดที่ความเปนกรดเปนเบส 
เทากับ 7 อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดังนี ้
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2.2) การศึกษาความคงตัวของสารสกัดที่ระดับอุณหภูมิตางๆ  
 
       นําสารสกัดมาปรับคาความเปนกรดเปนเบสใหเทากบั 7 

 ปเปตตสารสกัดใสหลอดแกวขนาดเล็กปริมาตร 100 ไมโครลิตร นําไประเหยแหงในโถระเหย 
แหงสุญญากาศ ช่ังหาน้ําหนกัสารสกัด นําไปตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 25 50 70 100 และ 120 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง โดยเก็บตวัอยางสารสกัดทุกๆ 15 นาที นํามาทดสอบประสิทธิภาพ 
โดยวิธี paper disc plateและวิเคราะหผลในลกัษณะเปอรเซ็นตการยับยั้งสัมพัทธ 
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ผลการศึกษาและวิจารณ 
 
 

1. การคัดเลือกสายพันธุสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโต
ของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 
 
 1.1 การคัดเลือกสาหรายสีเขยีวแกมน้ําเงินที่ยับยั้งการเจรญิเติบโตของสาหราย Microcystis 
aeruginosa เบื้องตน 
 

       นําตัวอยางสายพันธุสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินจํานวน 29 สายพันธุที่เก็บรวบรวมไวใน 
         ศูนยจุลินทรีย (ศจล.) สถาบันวิจัยวทิยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) มาคัดเลือกหา 
         สายพันธุที่สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเพื่อยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis 
         aeruginosa TISTR 8305  โดยใช ultra-low-gelling-temperature agarose  1.6 เปอรเซ็นต ทํา algal  
         lawn ของ Microcystis aeruginosa  พบวา เกดิโซนยบัยั้ง 16  สายพันธุ ดังตารางที่ 3 คิดเปนรอยละ  

51.72 ของสายพันธุสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินทีใ่ชในการคัดเลือกสาหรายทัง้ 16 สายพันธุ ไดแก    
สายพันธุ   Anabaena sp.   TISTR  8077, Anabaena  spiroides  TISTR  8075, Anabaena variabilis 
TISTR 8404, Fischerella  muscicola TISTR  8215, Fischerella sp. TISTR  8239, Hapalosiphon  
delicatulus   TISTR  8224, Hapalosiphon fontinalis  TISTR  8225,  Hapalosiphon sp. TISTR 
8229, Hapalosiphon sp. TISTR  8231, Hapalosiphon  sp. TISTR  8232,  Hapalosiphon sp. TISTR  
8233, Nostoc microscopicum TISTR  8172,  Nostoc microscopicum  TISTR  8172 (3),  Nostoc  
muscorum  TISTR  8164, Nostoc punctiforme  TISTR  8165 และ  Nostoc sp. TISTR  8179 
 
      จากผลการศึกษาเบื้องตนจึงคัดเลือกสาหรายสายพนัธุ Anabaena sp.  TISTR  8077,  
Hapalosiphon   fontinalis  TISTR  8225,  Anabaena variabilis  TISTR  8404 ซ่ึงสามารถผลิตสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจรญิเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305
ไดดีที่สุดโดยมีโซนยับยั้งเปนบริเวณกวางเรียงตามลําดับจากมากไปนอย 22.38, 21.49 และ 20.89 
มิลลิเมตร มาใชในการทดสอบการสกัดสารในขั้นตอไป 
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ตารางที่ 3 สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินที่ผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยบัยั้งการเจริญเติบโตของ 
   สาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305   

 
         สายพันธุสาหราย     โซนยับยั้ง (มิลลิเมตร) ± SD 
Anabaena sp.  TISTR  8077 
Anabaena spiroides  TISTR  8075 
Anabaena tarulosa  TISTR  8014 
Anabaena variabilis  TISTR  8404 
Calothrix sp  TISTR  8110 
Cylindrospermum sp.  TISTR  8216 
Fischerella muscicola TISTR  8215 
Fischerella sp  TISTR  8220 
Fischerella sp. TISTR  8221 
Fischerella sp. TISTR  8239 
Hapalosiphon  delicatulus  TISTR  8224 
Hapalosiphon fontinalis  TISTR  8225 
Hapalosiphon intricatus  TISTR  8227 
Hapalosiphon sp. TISTR  8229 
Hapalosiphon sp. TISTR  8231 
Hapalosiphon sp. TISTR  8232 
Hapalosiphon sp. TISTR  8233 
Nostoc microscopicum TISTR  8172 
Nostoc microscopicum TISTR  8172(3) 
Nostoc muscorum  TISTR  8164 
Nostoc paludosum    TISTR  8165 (1) 
Nostoc paludosum    TISTR  8165 (2) 
Nostoc paludosum    TISTR  8165 (3) 
Nostoc paludosum    TISTR  8165 (4) 
Nostoc punctiforme  TISTR  8165 
Nostoc sp. TISTR  8179 
Nostoc spongiaeforme  TISTR  8169 
Stigonema sp. TISTR  8254 
Stigonema sp. TISTR  8255  
 

                     22.38 ± 0.32 
                     14.82 ± 0.25 
                                - 
                     20.89 ± 0.20 
                                - 
                                - 
                     11.92 ± 0.15 
                                - 
                                - 
                     13.28 ± 0.18 
                     17.11 ± 0.14 
                     21.49 ± 0.29 
                               - 
                     17.25 ± 0.20 
                     15.20 ± 0.25 
                     10.57 ± 0.13 
                     15.78 ± 0.22 
                       9.45 ± 0.15 
                     15.84 ± 0.21 
                     17.21 ± 0.16 
                                - 
                            - 
                                - 
                                - 
                     14.52 ± 0.21 
                     16.88 ± 0.25 
                                - 
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2. ประสิทธิภาพของสารสกดัหยาบจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินท่ีออกฤทธ์ิยับยั้งการเจริญเติบโต 
ของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305  
 

2.1 สารสกัดหยาบจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินที่มีผลตอยับยั้งการเจรญิเติบโตของ 
สาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305   

 
   ทดลองนําสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 3 สายพันธุ คือ 

 Anabaena sp. TISTR 8077,  Hapalosiphon fontinalis  TISTR 8225 และ Anabaena variabilis   
TISTR 8404 ที่สกัดสารในวันที่ 7 , 14 , 21 ของการเพาะเลี้ยง มาทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโต
ของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 พบวาจากการนําแผนทดสอบที่หยดสารสกัด
จากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิ ทั้ง 3 สายพนัธุ วางบนผิวหนาของ algal lawn ของ Microcystis 
aeruginosa  TISTR 8305  ที่เตรียมไวแลวไดผลการทดลองดังตารางที่ 4 
 

      สาหรายสายพันธุ Anabaena sp. TISTR 8077 สกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ 7 วนั เกิด
โซนยับยั้ง 16.84 มิลลิเมตร ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตได (คิดเทียบเปนความเขมขน
ของ gentamicin) คือ 0.04 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ 0.26 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัแหงของสาหราย ที่
14 วัน เกิดโซนยับยั้ง 19.60 มิลลิเมตร ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตได 0.07 มิลลิกรัมตอ
ลิตร หรือ 0.35 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหงของสาหราย และ 21 วนั  เกดิโซนยับยั้ง  13.25 
มิลลิเมตร ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตได 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ 0.18  มิลลิกรัมตอ
กรัมน้ําหนกัแหงของสาหราย 

 
       จากผลการทดลองจะเหน็ไดวา สาหรายสายพันธุ Anabaena sp. TISTR 8077 ที่สกัด

สารในวันที่ 14 ของการเพาะเลี้ยงสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดดีที่สุด เนื่องมาจาก
ชวงเวลาดงักลาว สาหรายมกีารเจริญเติบโตสูงสุด พรอมที่จะผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพปลอย
ออกมาจากเซลล จึงทําใหสารที่สกัดไดมปีระสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย 
Microcystis aeruginosa TISTR 8305ไดดทีี่สุด แตในวันที่ 7 ของการเพาะเลี้ยงสารสกัดที่ไดมี
ประสิทธิภาพนอยกวาเนื่องมาจากวา อยูในชวงระยะกําลังเจริญเติบโต (exponential phase) 
ความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยังไมเต็มที่ และในวนัที่ 21 ของการเพาะเลี้ยง 
อยูในชวงปลายการเจริญเติบโตจึงทําใหประสิทธิภาพของสารสกัดลดลง ซ่ึงผลการทดลองดังกลาว
จะสอดคลองกับการศึกษาความสามารถในการเจริญและการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพโดย
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สาหรายสายพนัธุ Calothrix sp.TISTR 8906 พบวาสาหรายสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
ไดสูงสุดในวนัที่ 16 ของการเพาะเลี้ยง ซ่ึงเปนชวงที่สาหรายมีการเจริญเติบโตสูงสุดเชนกัน 
 (พัชรี, 2540) 
 

     สาหรายสายพันธุ Hapalosiphon fontinalis  TISTR  8225 สกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
ที่ 7 วัน เกิดโซนยับยั้ง 14.87 มิลลิเมตร ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตได คือ 0.04 มิลลิกรัม
ตอลิตร หรือ 0.25  มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัแหงของสาหราย ที่ 14 วนั เกิดโซนยับยั้ง 15.55 
มิลลิเมตรปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตได  คือ 0.06 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ 0.30 มิลลิกรัม
ตอกรัมน้ําหนกัแหงของสาหราย ที่ 21 วนั เกิดโซนยับยั้ง 16.10 มิลลิเมตรปริมาณสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพที่ผลิตได คือ  0.07 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ 0.32 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัแหงของสาหราย 

 
    จากผลการทดลองสาหรายสายพันธุ Hapalosiphon fontinalis  TISTR  8225 ที่สกัดสาร 

ในวนัที่ 21 ของการเพาะเลีย้งสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดดีทีสุ่ด ซ่ึงเปนชวงที่สาหราย
เร่ิมเขาสูภาวะการเจริญเติบโตคงที่ ดังนั้นจงึพบวาสารสกดัที่ 21 วันของการเพาะเลีย้งสามารถออก
ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 ไดดีที่สุด ซ่ึงสารสกัด
ในชวงระยะเวลา 7 วัน และ 14 วันของการเพาะเลี้ยง ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตไดมีผล
ในการยับยั้งนอยกวา ที่ ระยะเวลา 21 วัน  
 

   สาหรายสายพันธุ Anabaena variabilis  TISTR  8404 สกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ 7 
วัน เกิดโซนยบัยั้ง  14.24 มิลลิเมตร ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทีผ่ลิตได  คือ 0.03 มิลลิกรัมตอ
ลิตร หรือ 0.25 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหงของสาหราย  สารสกัดที่ 14 วันเกิดโซนยบัยั้ง  14.80 
มิลลิเมตร ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตได คือ  0.06 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ 0.26 มิลลิกรัม
ตอกรัมน้ําหนกัแหงของสาหราย สารสกัดที่ 21 วันเกิดโซนยับยั้ง  15.20 มิลลิเมตร ปริมาณสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตได คือ 0.07 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ 0.27 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหงของ
สาหราย 

 
  จากผลการทดลองสาหรายสายพันธุ Anabaena variabilis  TISTR  8404 จะเห็นไดวา 

สาหรายมีการผลิตสารออกฤทธิ์ไดมากที่สุดในในชวงวันที่ 21 ของการเพาะเลี้ยง สวนในวนัที่ 7 
และ 14 ของการเพาะเลี้ยง ประสิทธิภาพของสารสกัดมีฤทธิ์ในการยับยัง้เจริญเติบโตของสาหราย 
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 Microcystis aeruginosa TISTR 8305ไดนอยกวาสารที่สกัดในวันที่ 21 ซ่ึง สาหรายอยูในชวง 
ปลายการเจรญิเติบโต  
 
    จากที่กลาวมาทั้งหมดจะพบวา สาหรายทั้ง 3 สายพันธุ มีชวงระยะเวลาในการ
เจริญเติบโตไมสัมพันธกับการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเหมือนกนัทั้ง 3 สายพนัธุ โดยที่สาย
พันธุ  Hapalosiphon fontinalis  TISTR  8225, สายพันธุ Anabaena variabilis  TISTR  8404 มีชวง
ระยะเวลาการเจริญเติบโตและการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเปนไปในแนวทางเดยีวกัน ซ่ึงจะ
สอดคลองกับผลการทดลองเพาะเลี้ยง Nostoc sp. ATCC 53789 เพื่อผลิตสารออกฤทธิ์ cryptophytin 
พบวา การผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไมสัมพันธกับการเจริญเติบโต (Schwartz และคณะ, 1990)
คือ ตรวจพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดมากที่สุดในชวงปลายการเจรญิเติบโตของสาหราย ในวนัที่ 
21 ของการเพาะเลี้ยง แตสําหรับสายพันธุ Anabaena sp. TISTR 8077 พบวาผลิตสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพไดมากที่สุดในชวงทีส่าหรายมีการเจริญเติบโตสูงสุด คือในวนัที ่14 ของการเพาะเลี้ยง ซ่ึงมี
ความแตกตางกับสาหรายทั้ง 2 สายพันธุดังกลาว 

 
 โดยที่สารสกัดหยาบจากสาหรายสายพนัธุ Anabaena sp. TISTR 8077 ที่สกัดที่อายุการ  

เพาะเลี้ยง 14 วันสามารถออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจริญเตบิโตของของสาหราย 
Microcystis aeruginosa TISTR 8305 ไดดทีี่สุด ดังนั้นจงึไดคัดเลือกสาหรายสายพนัธุ Anabaena sp. 
TISTR 8077 มาทําการศึกษาตอเกี่ยวกับการเจริญเติบโตและการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของ
สายพันธุนี้ตอไป 

 
 
 



43 

 
ตารางที่ 4 ผลของสารสกัดออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินทีย่ับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 
 

 
หมายเหตุ * คา SD = สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน, ** ความเขมขนเทียบเทา gentamicin (gentamicin equivalent)

สารสกัดจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน        วันที่เพาะเลี้ยง      โซนยับยั้ง  ± คา SD*                                 ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ**      
                                                                                                                                                 (มิลลิกรัมตอลิตร)                        (มิลลิกรัมตอกรัมน้าํหนักแหง)       
   Anabaena sp. TISTR 8077                                 7                        16.84 ± 0.07                             0.04                                                        0.26 
                                                                            14                        19.60 ± 0.07                              0.07                                                        0.35 
                                                                            21                        13.25 ± 0.07                              0.05                                                        0.18 

 Anabaena variabilis TISTR 8404                        7                        14.24 ± 0.31                             0.03                                                        0.25     
                                                                             14                        14.80 ± 0.31                            0.06                                                        0.26 
                                                                             21                        15.20 ± 0.31                            0.07                                                        0.27 

Hapalosiphon fontinalis TISTR 8225                   7                       14.87 ± 0.22                             0.03                                                        0.25 
                                                                             14                       15.55 ± 0.22                             0.06                                                        0.30 
                                                                             21                       16.10 ± 0.22                             0.07                                                        0.32 
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             2.2  การศึกษาชวงเวลาที่เหมาะสมของการเจริญเติบโตและการผลิตสารออกฤทธิ์ทาง 
ชีวภาพของสาหรายสายพนัธุ Anabaena sp. TISTR 8077 
 
                    เล้ียงสาหรายในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหาร BGA + N ปริมาตร  
100 มิลลิลิตร ตั้งบนเครื่องเขยา ดวยความเร็ว 100 รอบตอนาที เก็บเกี่ยวสาหรายปริมาณเทากนัทุก
วัน เวลาเดยีวกันตรวจวดัการเจริญเติบโตและการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากสาหราย 
สีเขียวแกมน้ําเงิน Anabaena sp. TISTR 8077 โดยพบวา การเจริญเติบโตของ  Anabaena sp. TISTR 
8077 เปนไปอยางชาๆ  และจากการศึกษาการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของ Anabaena sp. 
TISTR 8077 โดยนําเซลลที่เก็บเกีย่วไดในแตละวนัมาสกัดสารและทดสอบประสิทธิภาพการยับยัง้
การเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305  โดยวิธี paper disc plateและ
สามารถตรวจพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของ Anabaena sp. TISTR 8077  ที่เจริญเติบโตในสูตร
อาหาร BGA+N ไดตั้งแตวันแรกที่เร่ิมปลูกเชื้อลงในอาหาร 
 
       ในชวงเวลาระหวางที่  Anabaena sp. TISTR 8077 มีการเจริญเติบโตเพิ่มจํานวนเซลล 
(exponential phase) การผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของ Anabaena sp. TISTR 8077 ก็เพิ่มขึ้นดวย
อยางชาๆ จนเมื่อเขาสูปลายการเจริญเติบโตประมาณวันที่  14 ของการเพาะเลี้ยง สามารถผลิตสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดสูงสุด โดยชวงนี้  Anabaena sp. TISTR 8077 มีการเจริญเตบิโตคิดเปน
น้ําหนกัแหงได 0.20 กรัมตอลิตร และปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตได (คิดเทียบเปนความ
เขมขนของ gentamicin) คือ 0.07 มิลลิกรัมตอลิตรของอาหารเหลวทีใ่ชเพาะเลี้ยง หรือ 0.35 
มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหงของสาหราย (ภาพที่ 7) และหลังจากวันที ่14 ปริมาณสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพที่ Anabaena sp. TISTR 8077 จะลดลงอยางรวดเร็ว ซ่ึงเปนชวงเวลาที่สาหรายสีเขียวแกมน้ํา
เงินเจริญเขาสูระยะการเจริญเติบโตคงที่ (stationary phase) 
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      ภาพที่ 7 ชวงเวลาการเจรญิและการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสาหราย  
                    Anabaena sp.TISTR 8077  
                   (เพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ในอาหาร BGA+N  
                   ฆาเชื้อดวยความดันอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ดวย 
                    ความเร็ว 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 29 ± 1 องศาเซลเซียส ภายใตความเขมแสง 
                   60 ไมโครไอสไตนตอตารางเมตรตอวินาที )
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3. การศึกษาเบื้องตนในการแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตจาก Anabaena sp. TISTR 8077
ท่ีมีคุณสมบัติในการยับยัง้การเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305โดย
ใชวิธีทินแลเยอรโครมาโทกราฟฟ (thin layer chromatography, TLC)  
 
 3.1 การศึกษาระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมในการแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพออกจาก
ส่ิงเจือปนโดยวิธีทินแลเยอรโครมาโทกราฟฟ 
 

     จากการแยกสารสกัดอกจากสิ่งเจือปนโดยใชทินเเลเยอรโครมาโทกราฟฟ (preparative 
silicagel TLC) ในระบบตวัทาํละลายที่เหมาะสม คือ ของ คลอโรฟอรม  ตอ  เมทานอล  ตอ น้ํา
อัตราสวน 7 ตอ 3 ตอ 1 โดยจะใชระบบตัวทําละลาย สามารถตรวจพบแถบเรืองแสงภายใตรังสี 
อุลตราไวโอเลตจํานวน 2 แถบ คือ Rf =  0.53,   R f =  0.62 
 
      จากการตรวจหาตําแหนงของสารโดยวธีิออโตไบโอกราฟ โดยใชสารละลายผสมของ
คลอโรฟอรม  ตอ  เมทานอล  ตอ น้ําอัตราสวน 7 ตอ 3 ตอ 1 ซ่ึงเปนระบบตัวทําละลายที่เหมาะสม
ในการแยกสิ่งเจือปนและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ พบตําแหนงของสารที่มีผลการยับยัง้การ
เจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 83052  ตําแหนง ที่คา Rf =  0.53,   

 R f =  0.62 โดยที่คา R f =  0.62 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis 
aeruginosa TISTR 8305 ดีกวาที่คา Rf =  0.53  

 
 3.2 การใชทินแลเยอรโครมาโทกราฟฟ ในการแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีฤทธิ์ยบัยั้ง
การเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa ที่ผลิตโดย Anabaena sp. TISTR 8077 ออกจาก
ส่ิงเจือปนเพื่อทําใหบริสุทธิ์บางสวน  
   
       เมื่อนําสารที่ผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวน (โดยใชทินแลเยอรโครมาโทกราฟฟ และ
ระบบตัวทําละลาย คลอโรฟอรม  ตอ  เมทานอล  ตอ น้ําอัตราสวน 7 ตอ 3 ตอ 1)ในแตละแถบ ที่
ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอแผนทดสอบ มาทดสอบประสิทธิภาพของการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
สาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305โดยวิธี paper disc plate พบวาปริมาณสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพเมือ่เปรียบเทียบกบั standard gentamicin พบวาที่คา R f =  0.62 เกิดโซนยับยั้ง15.20 
มิลลิเมตรมีปริมาณสาร 5.18 ไมโครกรัมตอแผน(ดังภาพที ่8) สวนที่คา Rf =  0.53 เกิดโซนยับยั้ง 
13.25 มิลลิเมตร มีปริมาณสาร 3.42ไมโครกรัมตอแผน(ดงัภาพที่ 9) ทั้งนี้เนื่องจากที่คา R f =  0.62  
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องคประกอบหลักของสารเปนโครงสรางหลักของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ สวนที่คา Rf =  0.53 เปน
อนุพันธของโครงสรางหลักของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ จึงพบการออกฤทธิ์ทางชีวภาพนอยกวา  
 

                             
 
                 แผนทดสอบ (บน-ลาง) ที่หยดสารสกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 ที่คา R f =  0.62 
                 แผนทดสอบ (ซาย-ขวา) ที่หยด gentamicin  
                                                                                                                         
 ภาพที่ 8 ผลของสารสกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนตอการ 

ยับยั้งการเจรญิเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 ที่คา R f =  0.62 
 

                    
 
   แผนทดสอบ (บน-ลาง) ที่หยดสารสกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 ที่คา R f =  0.53 

                 แผนทดสอบ (ซาย-ขวา) ที่หยด gentamicin  
 
ภาพที่ 9 ผลของสารสกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนตอการ 
             ยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 ที่คา R f =  0.53 
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จากผลการทดลองเห็นไดวา สารออกฤทธิ์สวนใหญคอนขางไปทางไมมีขั้ว ดังนัน้การใช 
คลอโรฟอรม  ตอ  เมทานอล  ตอ น้ํา ในขั้นตอนการสกัดสารออกฤทธิ์ออกมาจากสาหรายสีเขียว
แกมน้ําเงิน จะทําใหการสกดัสารออกฤทธิ์จาก Anabaena sp. TISTR 8077 มีประสิทธิภาพ 
มากยิ่งขึ้น  
 
4. การศึกษาคุณสมบัติบางประการของสารสกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 
 
 4.1 การศึกษาคุณสมบัติทางเคมีบางประการของสารสกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 

 
4.1.1 การทดสอบปฏิกิริยาทางเคมีของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพภายหลงัการแยก 

ออกจากสิ่งเจอืปน ดวยวิธีทนิแลเยอรโครมาโทกราฟฟ 
 
                       จากการนําสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพซึ่งผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนโดยวิธี 
ทินแลเยอรโครมาโตกราฟฟ มาทดสอบปฎิกิริยาทางเคม ีไดแก ปฎิกิริยานินไฮดรนิ, ปฎิกิริยาไบ
ยูเรต, การทดสอบโมลิสช, การทดสอบแอนโทรน, การทดสอบความไมอ่ิมตัวของไขมัน,การ
ทดสอบการยบัยั้งดวยเอนไซมโปรตีเอส ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 5 พบวาสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพที่ผลิตโดย Anabaena sp. TISTR 8077 ใหผลการทดสอบเปนลบกับ ปฎิกิริยานินไฮดรนิซึ่ง
ไมพบกรดอะมิโนอิสระและกรดอะมิโนเปปไทดหรือโปรตีน ดังนั้นเพื่อเปนการยืนยันวาสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพไมมีสวนประกอบของโปรตีน จึงทําการทดสอบปฏิกิริยาไบยเูรต ผลการทดสอบ
ใหผลเปนลบเชนกัน สวนการทดสอบโมลิสช และ การทดสอบแอนโทรน เปนการทดสอบน้ําตาล
ทั่วๆไป ใหผลเปนลบ ในการทดสอบความไมอ่ิมตัวของไขมัน เพื่อหากรดไขมันชนิดอิ่มตัว และ
ชนิดไมอ่ิมตวัที่มีพันธะคูกใ็หผลเปนลบเชนกัน 
 
          สวนการทดสอบการยบัยั้งเอนไซมโปรตีเอส เพื่อเปนการยืนยันผลการ
ทดลองปฏิกิริยานินไฮดริน ผลการทดลองใหผลเปนลบ โดยสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไมถูกทําลาย
โดยเอนไซมโปรตีเอส แสดงวาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก Anabaena sp. TISTR 8077 
ไมมีโครงสรางที่เปนเปปไทดส้ันๆ จึงไมถูกยอยโดยเอนไซมโปรตีเอส 
 
          จากการทดสอบทางเคมีของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใหผลเปนลบทั้งหมด 
อาจ เนื่องจากสวนใหญแลว สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินจะผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจําพวก 



 60

cyclic peptide ที่มีโมเลกุลขนาดใหญ การทดสอบทางเคมีตางๆ ดังกลาวขางตนไมสามารถตัด
พันธะได จึงไมทําใหเกิดปฎกิิริยาบวก 
 
ตารางที่ 5 ผลการทดสอบปฏิกิริยาทางเคมขีองสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพผลิตโดย Anabaena sp. 

  TISTR 8077 
 
       วิธีการทดสอบ                                                              ผลการทดสอบ                 
ปฎิกิริยานินไฮดริน                                                                ผลลบ 
ปฎิกิริยาไบยูเรต                                                                     ผลลบ 
การทดสอบโมลิสช                                                                ผลลบ 
การทดสอบแอนโทรน                                                           ผลลบ 
การทดสอบความไมอ่ิมตวัของไขมัน                                     ผลลบ 
การทดสอบการยับยั้งดวยเอนไซมโปรตีเอส                          ผลลบ 
                                                                  
 
4.1.2 การศึกษาคุณสมบัติทางเคมีเชิงฟสิกส (physicochemical) บางประการของสารสกัดจาก 
Anabaena sp. TISTR 8077 
 
                  1)  ความคงตัวของสารสกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 ที่ระดับความเปนกรด-เบส
ตางๆ  
  
                       เมื่อนําสารสกัดหยาบมาละลายในเมทานอลแลวนําไปวัดคาความเปนกรด-เบสจาก
พบวาความเปนกรด-เบสของสารสกัดมีคาประมาณ 7 และเมื่อปรับคาความเปนกรด-เบส ของสาร
สกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 ใหเทากับ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 และ 13 ดวยกรด 
ไฮโดรคลอริก 2 นอรมัล หรือโซเดียมไฮดรอกไซด 2 นอรมัล นําไปเกบ็ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
และ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อนําไปทดสอบประสิทธิภาพการยับยัง้กับสาหราย
สาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 โดยวิธี paper disc plate (ภาพที่ 10) 
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                                  อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ในชวงคาความเปนกรด-เบส  5 และในชวง 8 ถึง 9  
มีเปอรเซ็นตการยับยั้งสัมพทัธคงเหลือ 85 เปอรเซ็นต และที่ความเปนกรด-เบส 6 ถึง 7 เปอรเซ็นต
การยับยั้งสัมพทัธเทากับ 100 เปอรเซ็นต เมือ่เพิ่มความเปนกรดตั้งแตคาความเปนกรด-เบส 5 และ
เพิ่มความเปนเบสตั้งแต คาความเปนกรด-เบส 9 ความสามารถในการยบัยั้งสัมพัทธจะลดลงทั้งคู 
โดยที่คาความเปนกรด-เบส 13 ความคงตัวของสารสกัดลดลงและมีเปอรเซ็นตการยับยั้งสัมพัทธ
คงเหลือเพียงแค 15 เปอรเซ็นต 

 
        อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวาในชวงคาความเปนกรด-เบส 5 และในชวง 

8 ถึง 9 เปอรเซ็นตการยับยั้งสัมพัทธคงเหลือ 80 เปอรเซ็นต และที่คาความเปนกรด-เบส 6 ถึง 7 
เปอรเซ็นตการยับยั้งสัมพัทธคงเหลือ 90 เปอรเซ็นต เมื่อเพิ่มความเปนกรดตั้งแตคาความเปนกรด-
เบส 5 และเพิม่ความเปนเบสตั้งแต คาความเปนกรด-เบส 9 ความสามารถในการยับยั้งสัมพัทธจะ
ลดลงทั้งคู โดยที่ความเปนเบสมากๆ คือที่คาความเปนกรด-เบส 13  เปอรเซ็นตการยบัยั้งสัมพัทธ
เทากับ 0 จะเหน็ไดวาสารที่ผลิตไดไมคงตัวอยางมากในสภาพความเปนกรด-เบสสูงๆ  และพบวาที่
คาความเปนกรด-เบส 6 และ 7 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สารสกัดจะมีความคงตัวโดยมี
ความสามารถในการยับยั้งสัมพัทธ 100 เปอรเซ็นต 

 
        จากผลการทดลองจะเหน็ไดวา สารสกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 

สามารถคงตัวอยูไดในชวงความเปนกรด-เบส ที่แคบ 2 ชวง คือ 6-7 และชวง 8-9 โดยที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ความสามารถในการยับยั้งสัมพัทธ 100 เปอรเซ็นต และ 85 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
ในขณะที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสความสามารถในการยับยั้งสัมพทัธลดลงทั้ง 2 ชวง คือเหลือ 90 
เปอรเซ็นต และ 80 เปอรเซ็นต ตามลําดับและการที่สารสกัดมีความคงตวัในชวงความเปนกรด-เบส 
ที่แคบและไมสม่ําเสมอ ทั้งนี้เนื่องมาจาก สารสกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 ที่สกัดไดอาจมี
สารออกฤทธิ์อยูหลายตวั (ผลจากการแยกสารใหบริสุทธิ์บางสวนดวยวิธีการทํา TLCแลวนํามาสอง
ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต พบแถบเรืองแสง 2 แถบแสดงใหเห็นวามสีารออกฤทธิ์ทางชีวภาพอยาง
นอย 2 ตัว)  และการแสดงออกของการยับยั้งกับสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 เปน
ผลรวมของสารออกฤทธิ์ทั้งหมดที่มี  

 
                   ดังนั้นการที่สารออกฤทธิ์ตัวใดตัวหนึ่ง มีความคงตัวในชวงความเปนกรด-เบส 

6-9 สวนอีกตวัไมมีความเสถียรหรือเสถียรลดลงที่ความเปนกรด-เบส 8-9 ทําใหผลรวมของสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพแสดงใหเหน็ดังกลาว และคาความเปนกรด-เบส ตั้งแต 9 ขึ้นไป ผลของสาร 
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ออกฤทธิ์ทั้ง 2 ตัวสลายตัวหรือถูกทําลาย ทําใหเปอรเซ็นตการยับยั้งสัมพัทธลดลง จนกระทั่ง
เปอรเซ็นตการยับยั้งสัมพัทธลดลง เทากับ 0 เปอรเซ็นต ที่คาความเปนกรด-เบส 13 ที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส  นอกจากนี้ยังแสดงใหเห็นวาสารสกัดมีความคงตัวตอความเปนกรด-เบส ที่อุณหภูมิ
ต่ําไดดกีวาที่อุณหภูมิสูงอีกดวย 
      
    

 
      
ภาพที่ 10 ความคงตัวของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตโดย Anabaena sp. TISTR 8077 ที่ระดับ 

  ความเปนกรด-เบส ตางๆ
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                           2) ความคงตัวของสารสกัดที่ระดับอณุหภูมิตางๆ  
 
     จากการศึกษาความคงตัวของสารสกัดหยาบจาก Anabaena sp. TISTR 8077 ที่
อุณหภูมิ 50 70 100 120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นปรับสภาพใหเปนกลาง ผลการ
ทดลองแสดงในภาพที่ 11 พบวาสารสกัดมคีวามคงตัวที่อุณหภูมิ  50 องศาเซลเซียส สารสกัดมี
ความคงตัวเปนเวลานานกวา 120 นาที โดยมีเปอรเซ็นตการยับยั้งสัมพทัธเทากับ 95 เปอรเซ็นต และ
ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส สารสกัดมีความคงตัวเปนเวลานาน 90 นาที โดยมีเปอรเซ็นตการยับยั้ง
สัมพัทธเทากับ 95 เปอรเซ็นต จากนั้นความคงตัวของสารสกัดจะคอยๆ ลดลงเพียงเล็กนอย โดย
ความคงตัวจะลดลงเหลือ 85 เปอรเซ็นต ในเวลา 120 นาที สวนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส มี
ความคงตัวเปนเวลานานประมาณ 30 นาท ีจากนั้นความคงตัวจะลดลงเรื่อยๆจนเวลาผานไป 120 
นาที ความคงตัวลดลงเหลือ 50 เปอรเซ็นต สําหรับที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส สามารถคงตัวอยู
ไดที่อุณหภูมนิี้ 20 นาที และความคงตวัลดลงเหลือเพียง 30 เปอรเซ็นต เมื่อเวลาผานไป 120 นาที 
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ภาพที่ 11 ความคงตัวของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตโดย Anabaena sp. TISTR 8077 ที่ระดับ 
อุณหภูมิตางๆ 
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                จากภาพที่ 11 แสดงใหเห็นวา ความคงตัวของสารสกัดที่อุณหภูมิ 100 และ 120 
องศาเซลเซียส  เสนกราฟมีความคงตัวในรปูแบบที่คลายคลึงกัน โดยในชวงแรกประมาณ 30 นาที 
ความคงตัวของสารสกัดจะลดลงอยางรวดเร็ว ที่เปนเชนนี้ นาจะยืนยันไดวา สารสกดัจาก 
Anabaena sp. TISTR 8077 ที่ผลิตขึ้นมีสารออกฤทธิ์อยูหลายตัว และการแสดงออกของสารออก
ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเตบิโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 เปนผลรวม
ของสารออกฤทธิ์ทั้งหมดที่ม ีดังนั้นการที่ชวงแรกของสารสกัดมีเปอรเซน็ตการยับยั้งสัมพัทธลดลง
อยางรวดเรว็ เพราะสารออกฤทธิ์ตัวแรก หรือกลุมแรก ไมสามารถคงตัวอยูไดนานที่ อุณหภูมิ 100 
และ 120 องศาเซลเซียส โดยผลรวมของสารออกฤทธิ์จะคอยๆสลายตัวไปจนหมด เมือ่เวลาผานไป
นานประมาณ 70 นาที ทําใหการแสดงออกของสารออกฤทธิ์ในการยับยัง้ลดลงอยางรวดเรว็ 
 
                 ที่อุณหภูมิ 50 และ 70 องศาเซลเซียส สารสกัดมีความคงตวัเปนเวลานานกวา 80 
นาที ที่เปนเชนนี้ เพราะยังมกีารแสดงออกของฤทธิ์ยับยั้งของสารออกฤทธิ์ตัวอ่ืนที่สามารถคงตัวอยู
ไดนานหลายนาที โดยสังเกตไดจากเปอรเซ็นตการยับยั้งสัมพัทธอยูที่ระดับถึง 95 เปอรเซ็นต  
ซ่ึงจากทดลองของ Kiviranta และ Abdel-Hameed (1994) ไดศึกษาความคงตัวของสารสกัดจาก 
Oscillatoria agardhii 27 พบวาสารสกัดมคีวามคงตัวอยูที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ไดเปน
เวลานานกวา 15 นาที และทีอุ่ณหภูมิ 60 และ 80 องศาเซลเซียส ความคงตัวก็จะลดลง แสดงใหเห็น
วาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากสาหรายเริ่มไมมีความคงตวัที่อุณหภูมิสูงเกินกวา 80 องศาเซลเซียส 
เปนเหตุผลสนบัสนุนในผลการทดลองครั้งนี้  
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สรุปผลการศึกษาและขอเสนอแนะ 
 

                                               
1 สรุปผลการศึกษา
 
 การนําตัวอยางสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 29 สายพันธุ   จากศูนยจุลินทรีย (ศจล.) 
สถาบันวิจัยวทิยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) คัดเลือกเฉพาะสายพนัธุสาหราย 
สีเขียวแกมน้ําเงิน ที่สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีผลตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
สาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 พบวามีจํานวนทั้งส้ิน 16 สายพันธุ ไดแก Anabaena  
spiroides  TISTR  8075,   Anabaena sp.  TISTR  8077,  Anabaena variabilis  TISTR  8404,   
Fischerella sp. TISTR  8239,  Fischerella muscicola TISTR  8215,  Hapalosiphon  delicatulus   
TISTR  8224,  Hapalosiphon sp. TISTR  8229,  Hapalosiphon sp. TISTR  8231, Hapalosiphon  
sp. TISTR  8232,  Hapalosiphon sp. TISTR  8233,  Hapalosiphon fontinalis  TISTR 8225, Nostoc 
punctiforme  TISTR  8165,  Nostoc microscopicum TISTR  8172,  Nostoc  microscopicum  
TISTR  8172(3),  Nostoc muscorum  TISTR  8164 และ  Nostoc sp. TISTR  8179  
 
 สาหราย 16 สายพันธุ  ที่สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีผลตอการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 พบวามี 3 สายพันธุซ่ึงสามารถผลิต
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยับยั้งการเจริญเตบิโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 
ไดดีที่สุดเรยีงตามลําดับ  คือ Anabaena sp.  TISTR  8077,  Hapalosiphon   fontinalis  TISTR  8225,  
Anabaena variabilis  TISTR  8404 
 
 จากการศึกษาผลของสารสกัดออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 3 สาย
พันธุ คือ Anabaena sp. TISTR 8077,  Hapalosiphon fontinalis  TISTR 8225,  Anabaena variabilis  
TISTR 8404 ที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 
โดยวิธี paper disc plate พบวา สาหรายสายพันธุ Anabaena sp. TISTR 8077 สามารถผลิตสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพไดดีที่สุด คอื 0.07 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ 0.35 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหงของ
สาหราย 
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  การศึกษาชวงเวลาที่เหมาะสมของการเจริญเติบโตและการผลิตสารออกฤทธิ์ทาง 
ชีวภาพของสาหรายสายพนัธุ Anabaena sp. TISTR 8077 โดยเล้ียงในอาหารที่เหมาะสมตอการ
เจริญเติบโตและการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ พบวาการเจริญของสาหรายเริ่มเขาสู stationary 
 phase ในวันที่ 14 และพบการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดปริมาณมากที่สุด โดยเมื่อเทียบ
ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพกับ gentamicin มีปริมาณ 0.07 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ 0.35 
มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหงของสาหราย 
 
   การศึกษาความคงตัวของสารสกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 ที่ระดับอุณหภูมิตางๆ 
พบวาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตโดย Anabaena sp. TISTR 8077 มีความคงตัวที่อุณหภูมิ 25 
และ 50 องศาเซลเซียส สารสกัดมีความคงตัวเปนเวลานานกวา 120 นาที ที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส สารสกัดมีความคงตัวเปนเวลานาน 90 นาที ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส มีความคงตัว
เปนเวลานานประมาณ 30 นาที และมีความคงตัวที่ระดบัความเปนกรด-เบส 6 ถึง 7 ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 

 
    เมื่อนําสารสกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 มาแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพออกจาก 
          ส่ิงเจือปนโดยวิธีทินแลเยอรโครมาโตกราฟฟ เพื่อทําใหบริสุทธิ์บางสวน ระบบตัวทําละลายที่ 
          เหมาะสมตอการแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ คือ คลอโรฟอรม  ตอ  เมทานอล  ตอ น้ํา อัตราสวน   
         7 ตอ 3 ตอ 1 และตําแหนงสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพดังกลาวอยูที่ Rf =  0.53 และ  R f =  0.62  เมื่อนํา 
         สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่แยกออกจากสิ่งเจือปน แลวไปทดสอบปฏิกิริยาทางเคมี ใหผลลบกับ  
        ปฎิกิริยานินไฮดรนิ, ปฎิกิริยาไบยูเรต, การทดสอบโมลิสช, การทดสอบแอนโทรน, การทดสอบ 
        ความไมอ่ิมตัวของไขมนั สวนการทดสอบการยับยั้งดวยเอนไซมโปรตีเอส ใหผลลบเชนกัน 
 
         2 ขอเสนอแนะ  
 
    2.1 การศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาเบื้องตน ยังไมทราบถึง ปริมาณ ชนิด และสูตร 
          โครงสรางของสารออกฤทธิ์ที่แทจริง จึงควรจะมีการศึกษาตอในดานการแยกสารออกฤทธิ์ทาง 
          ชีวภาพใหอยูในสภาพที่บริสุทธิ์มากขึ้น เพื่อนําไปศึกษารายละเอียดเกี่ยวกับโครงสรางทางเคมี 
          ของสารและเอนไซมทีเ่กี่ยวของกับการสรางสารตอไป การทดสอบความเปนพิษของสารออกฤทธิ์ 
          ทางชีวภาพที่ผลิตได และ การปรับปรุงวิธีการในการผลิตและปรับปรุงสายพันธุสาหรายทีผ่ลิตสาร 
          ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
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    2.2 เนื่องจากในการทดลองนี้เปนการทดลองในระดับหองปฏิบัติการ สภาวะตางๆ ที่ใช 
         ในการทดลองจึงแตกตางไปจากสภาพธรรมชาติจริง ดังนั้นจึงควรมีการนําสารสกัดจาก Anabaena   
         sp.TISTR 8077 ไปทดสอบกับสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 ที่มีอยูในแหลงน้ํา 
         รวมทั้งพฒันารูปแบบของสารสกัดที่เหมาะสมในการนําไปใชดวย เพื่อจะไดทราบวาสารสกัดจาก       
         Anabaena sp.  TISTR 8077 สามารถใชไดผลจริงในสภาพธรรมชาติ  
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 
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อาหารเลี้ยงเชือ้ 
 

1. สูตรอาหาร BGA  Medium (Antarikanonda, 1980) สําหรับเลี้ยงสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน มี
สวนประกอบดังนี ้
 
  NaCl   0.070  กรัม 
  MgSO4• 7H2O  0.380  กรัม 
  CaCl2   0.080  กรัม 
  K2HPO   0.600  กรัม 
  Fe2(SO4)3• 6H2O  0.010  กรัม 
  Titriplex III  0.027  กรัม 
  H3BO3   0.003  กรัม 
  MnSO4• 4H2O  0.002  กรัม 
  Na2MoO4• 2H2O  0.008  กรัม 
  ZnSO4 • 7H2O  0.0003  กรัม 
  CuSO4• 5H2O  0.00008  กรัม 

  CoCl2   0.00002  กรัม 
  Deionized water         1000  มิลลิลิตร 
    pH  7.5  
 
 ละลายสวนประกอบขางตน ผสมกับน้ํากลั่น นําไปฆาเชือ้ดวยหมอนึ่งความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
 หมายเหตุ สูตรอาหาร BGA + N เตรียมโดยการเติมโซเดยีมไนเตรต 1.5 กรัมตอลิตร 
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2. สูตรอาหาร MA (Ichimura, 1978) สําหรับเลี้ยงสาหราย Microcystis aeruginosa 
 
  KNO3   0.10  กรัม 
  NaNO3   0.05  กรัม 
  Ca(NO3)2• 4H2O  0.05  กรัม 
  MgCl2• 6H2O  0.05  กรัม 
  β- glycerophosphate 0.10  กรัม 
  Bicine   0.5  กรัม 
  Na2EDTA  0.005  กรัม 
  H3BO3   0.02  กรัม 
  MnCl2• 4H2O  0.005  กรัม 
  Na2MoO4 • 2H2O 0.0008  กรัม 
  ZnCl2   0.0005  กรัม 
  Na2SO4                0.04  กรัม 
  CoCl2• 6H2O  0.005  กรัม 
  FeCl3• 6H2O  0.0005  กรัม 
    pH 8.6 
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ภาคผนวก  ข 
วิธีการที่ใชในการวิเคราะหปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
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วิธีการท่ีใชในการวิเคราะหปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 

1. กราฟมาตรฐานของ gentamicin (standard curve of gentamicin) 
 

1.1 เตรียม gentamicin มาตรฐาน ที่ความเขมขน 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 15 20 30  
และ 50 ไมโครกรัมตอ 15 ไมโครลิตร 
 

1.2 แผนทดสอบเปเปอรดิสค ขนาดเสนผาศูนยกลาง 6 มิลลิลิตร (BBL blank 
paper disc ของ Becton Dickinson) 

 
1.3 เตรียมทํา algal lawn ของ Microcystis aeruginosa TISTR 8305  โดยใช 

 Ultra-low-gelling-temperature agarose 1.6 เปอรเซ็นต 
 

1.4 ทดสอบประสิทธิภาพของ gentamicin มาตรฐานที่ความเขมขนตางๆกนั ใน 
การยับยั้งการเจริญเติบโตของ Microcystis aeruginosa TISTR 8305 ตามวิธี paper disc plate 
 

 1.4.1 เติมสารแขวนลอยของ Microcystis aeruginosa TISTR 8305 ที่ 
มีคาความหนาแนนของเซลล (optical density) ที่ความยาวคลื่น 900 นาโนเมตร เทากับ 0.5 ใหไดคา
ความเขมขนสดุทายของ Microcystis aeruginosa TISTR 8305 เปน 20 เปอรเซ็นตของปริมาตรสาร
แขวนลอยของสาหราย Microcystis aeruginosa ตอปริมาตรอาหาร ผสมใหเขากนักับอาหาร MA 
กึ่งแข็ง เตรียมโดยใช อากาโรส (agarose) ความเขมขน1.6 เปอรเซ็นต แทนวุน (agar) ที่นึ่งฆาเชื้อ
เรียบรอยแลว เทลงบนจานเพาะเลี้ยงเชื้อ จากนั้นนาํไปแชเย็นที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
40 นาที เพื่อใหอาหารแข็งตวั แลวพันดวยพาราฟลม นําไปวางไวใตแสงหลอดฟลูออเรสเซนสที่
ความเขมแสง 60 ไมโครไอสไตนตอตารางเมตรตอวินาที ชวงแสงที่ใหความสวางตอมืด 12:12  
ช่ัวโมง เปนเวลา 7 วัน  
 

1.4.2 วิธีการหากราฟมาตรฐานของ gentamicin โดยเตรยีม algal lawn  
ของ Microcystis aeruginosa TISTR 8305จากนั้นใชไมโครปเปตตหยด gentamicin มาตรฐานที่
ความเขมขนตางๆ  ปริมาตร 15 มิลลิลิตรที่ไดเตรียมไวแลว  (ขอ 1.1) ลงบนแผนทดสอบใชปากคีบ
คีบแผนทดสอบ ที่ไดเตรียมไวแลวอยางละ 2 แผน วางบนผิว algal lawn ของ Microcystis 
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aeruginosa TISTR 8305โดยวางในลักษณะแนวเสนตรงเดียวกันแตทิศทางตรงขามกัน สําหรับใน
แนวตั้งฉากกบัแผนทดสอบที่หยด gentamicin ที่ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอแผน มาวางใน
ลักษณะเดยีวกนั ดังนั้นในแตละจานเพาะเชือ้จะมีแผนทดสอบ 4 แผน ในตําแหนงที่สมดุล และ
ทุกๆจานเพาะเชื้อจะมีแผนทดสอบที่หยด gentamicin ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอแผน ควบคูไป
กับแผนทดสอบที่หยด gentamicin ที่ความเขมขนตางๆ  แลวนําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 29± 1 องศา
เซลเซียส ภายใตแสงฟลูออเรสเซนส ความเขมแสง 60 ไมโครไอสไตนตอตารางเมตรตอวินาที  
เปนเวลา 7 วัน วัดเสนผาศูนยกลางที่มีการยับยั้งการเจรญิเติบโต (inhibition zone) ของ Microcystis 
aeruginosa TISTR 8305 โดยวัดผานเสนผาศูนยกลางของแผนทดสอบ  
 
   1.4.3 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ เพื่อนําไปเขียนกราฟมาตรฐานของ 
gentamicin จากขอ 1.4.2 หาคาเฉลี่ยของความกวางบริเวณยับยั้งที่เกดิจากการใช gentamicin 
มาตรฐาน ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอแผน จากการทดลองทั้งหมด ดคูวามแตกตางของคาเฉลี่ย
ทั้งหมดกับคาเฉลี่ยที่ไดในแตละจานเพาะเชื้อ ถาคาเฉลี่ยทั้งหมดมีคานอยกวาใหนําคาที่แตกตางกัน
ไปหักออกจากคาเฉลี่ยของบริเวณยับยั้ง ในทางตรงกันขามถาคาเฉลี่ยทั้งหมดมีคามากกวาใหนําคา 
ที่แตกตางนั้นไปบวกเพิ่ม จากนั้นนาํคาความกวางของบริเวณการยับยัง้ซ่ึงเกิดจาก gentamicin 
มาตรฐานที่ความเขมขนตางๆ ที่ปรับคาแลวไปเขยีนกราฟ semi-logarithmic paper และใชวิธีเขยีน
กราฟตาม method of least squares ( Crowe and Crown, 1969) ตามสูตรดังนี้  
  
 จาก y = abx

          logy = loga + Xlogb 
              n                                                    n 
                          ∑logyi = n(loga) + (logb)∑logyi                            (1) 
                          i=1                                                  i=1 
                         n                                n                    n 
                        ∑xilogyi =     (loga)∑xi  +  (logb)∑ xi

2   (2) 
                         i=1                            i=1                 i=1 
นําคาจากตารางผนวกที่ 1 แทนในสมการ (1) และ (2) 
                 12.2127    =          14loga  +   315.43logb   (3)  
               323.9519    =          315.43loga  + 8375.2127logb  (4) 
จากสมการ(3) และ (4) จะได 
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    loga        =        0.0049 
      logb      =        0.0385 
จากความสัมพนัธ   logy      =        loga  +  Xlogb 
                               logy        =         0.0049+0.0385X 
                                X           =        logy-0.0049   
                                                             0.0385 
แทนคา y ตามคาในตารางผนวกที่ 1 จะไดคา x คาใหม ซ่ึงเมื่อนําไปเขียนกราฟที่มีแกน y เปน log 
scale จะไดเปนเสนกราฟ ดงัแสดงในภาพผนวกที่ 1 
 
ตารางผนวกที ่ข1 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติสําหรับเขียนกราฟมาตรฐานของ gentamicin ตาม  

               method of  least squares 
 

ลําดับขอมูล           yi              logyi                    xi                           xi
2                             xilogyi

        1                 1            0.0000            7.92                 62.7294                    0.0000 
        2                 2            0.3010          11.44               130.8736                    3.4434                  
        3                 3            0.4771          12.43               154.5049                    5.9304 
        4                4             0.6020          14.34               205.6356                    8.6327 
        5                5             0.6989          15.38               236.5444                  10.7491 
        6                6             0.7782          20.30               412.0900                  15.7975 
        7                7             0.8451          21.56               464.8336                  18.2204 
        8                8             0.9031          22.59               510.3081                  20.4010 
        9                9             0.9542          24.71               610.5841                  23.5783 
       10              10            1.0000          25.89               670.2921                  25.8900 
       11              15            1.1761          29.11               847.3921                  34.2363 
       12              20            1.0310          32.40             1049.7600                  33.4044 
       13              30            1.4771          34.98             1223.6004                  51.6690 
       14              50            1.6989          42.38             1796.0644                  71.9994 

                  
      รวม                          12.2127         315.43            8375.2127                323.9519 
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ภาคผนวก ค 
น้ํายาเคมีที่ใชในการทดสอบ 
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น้ํายาเคมีท่ีใชในการทดสอบ 
 

1. สารละลายนินไฮดรนิ  
 
  นินไฮดรนิ  0.2 กรัม 
  เอทิลแอลกอฮอล         100.0 มิลลิลิตร 
 
 ละลายนินไฮดรินในเอทิลแอลกอฮอล 100 มิลลิลิตร ใสขวดเก็บไวในตูเย็น สารละลายนิน
ไฮดรินใชสําหรับการตรวจหากรดอะมิโน 
 
2. น้ํายาโมลิสซ 
 
 สารละลายแอลฟาแอลฟาแนพทอล 5  เปอรเซ็นต ในเอทิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต (ตอง
เตรียมในวันทดลอง) 
 
3. สารละลายบัฟเฟอร พีเอช 5.0  
 
  กรดแอซีติกเขมขน 5.6 มิลลิลิตร 
  น้ํากลั่น           900.0 มิลลิลิตร 
 
 (ปรับพีเอช โดยการเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดทลีะหยด เติมน้าํกลั่นใหปริมาตร
ครบ 1 ลิตร) 
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ภาคผนวก ง 
รูปรางเซลลสาหราย 3 สายพันธุที่คัดเลือก และวิธกีารทําทินแลเยอรโครมาโทกราฟฟ 

 (thin layer chromatography, TLC) 
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1. รูปรางเซลลสาหรายทั้ง 3 สายพันธุที่คัดเลือก 
 
 

                               
 
                         ภาพผนวกที ่ง1   รูปรางเซลลสาหรายสายพันธุ  Anabaena sp. TISTR 8077  
 
 

                                                    
 

     ภาพผนวกที่ ง2   รูปรางเซลลสาหรายสายพันธุ Anabaena variabilis TISTR 8404 
 

     
   

ี่ ง3

                                              
    
          ภาพผนวกท

 
   รูปรางเซลลสาหรายสายพันธุ Hapalosiphon fontinalis TISTR 8225 
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2. วิธีการทําทนิแลเยอรโครมาโทกราฟฟ (thin layer chromatography, TLC)        

    

                       

  ภาพผนวกที่ ง4

 

                     
 

  การแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตโดยใช TLC 

 

  

                     ภาพผนวกที่ ง5

 

                                               
 

  แผนTLC ที่ผานการสองรังสี UV ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 
 


