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คํานํา 

 
ปจจุบันการเจริญเติบโตอยางรวดเร็วของสาหรายที่ผลิตสารพิษเปนปญหาสําคัญที่สง 

ผลกระทบตอความเจ็บปวยของมนุษย และการตายของสัตวเล้ียงในพืน้ที่หลายแหงทั่วโลก รวมทัง้
ตอระบบนิเวศอยางกวางขวาง โดยสวนใหญเปนสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน (blue-green algae, 
cyanobacteria) สารพิษที่สาหรายสรางขึ้นจะปนเปอนอยูในน้ําทีน่ํามาใชในกจิกรรมตางๆ ทั้งโดย
ทางตรงและทางออม เมื่อสะสมนานวันก็จะกอใหเกดิอันตราย เชน เปนสาเหตุใหประชากรใน 
Plam Island รัฐ Queensland ประเทศออสเตรเลียเปนโรคตับอักเสบระบาดอยางรุนแรง (Bourke 
และคณะ, 1983) และยังทําใหเกิดมะเร็งตบัระยะเริ่มตนของประชากรในประเทศจีน (Delong, 1979; 
Yu, 1989) ซ่ึงสาหรายที่สรางสารพิษเปนมะเร็งตอตับนี้ สวนใหญผลิตโดยสกุล Microcystis  
 
 อาภารัตน และคณะ (2542) ตรวจพบสาหรายที่ผลิตสารพิษในแหลงน้าํของไทยสายพันธุ 
ที่สําคัญ (dominant species) เปนสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิชนิด Microcystis aeruginosa ผลิต
สารพิษตอตับในกลุมของ ไมโครซิสติน (microcystin)ในแหลงน้ําจาก 5 แหลง ไดแก เขื่อนแมกวง 
จังหวดัเชยีงใหม เขื่อนลําตะคอง จังหวัดนครราชสีมา อางเก็บน้ําบางพระ จังหวัดชลบุรี 
เขื่อนแกงกระจาน จังหวัดเพชรบุรี และสระน้ําเลี้ยงเปดหนาเรือนจําคลองเปรม กรุงเทพมหานคร 
โดยตรวจพบความเขมขนของสารพิษที่ผลิตขึ้นภายในเซลลอยูระหวาง 0.3-0.8 มิลลิกรัมตอกรัม
เซลลสาหรายแหง และไดสรุปวาแหลงน้ําในประเทศไทยขณะนี้กําลังอยูในสภาพเสือ่มโทรม และ
อาจกอใหเกิดอันตรายหากประชากรมีการบริโภคน้ําจากแหลงที่มีการปนเปอนของสารพิษเปน
ประจํา 
 

 สําหรับในประเทศไทยปญหาการปนเปอนของสารพิษดังกลาวในแหลงน้ําเปนปญหาใหม
ที่นาสนใจและควรเรงดําเนนิการแกไข ซ่ึงถาเกิดปญหาการเพิ่มปริมาณอยางมากและปลอยสารพิษ
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ลงสูแหลงน้ําที่นําไปผลิตน้าํประปาจะกอใหเกิดปญหาในขั้นตอนการบําบัดสารพิษและกําจดั
สารอินทรีย ที่ถูกปลอยออกนอกเซลลซ่ึงตองผานกรรมวธีิตางๆ ที่ยุงยาก ซับซอนและเสียคาใชจาย
สูง โดยที่ระบบผลิตน้ําประปาในประเทศไทยเองสามารถทําไดเพียงการกรองเซลลหรือเจือจางพษิ
เทานั้น การทําลายพิษไมสามารถขจัดใหหมดไดโดยการกรอง ตกตะกอน เติมคลอรีนหรือแมแต
การตมได (อาภารัตน, 2539) 

 
จากการศึกษาของ  Moore และคณะ (1987)  พบวาสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 

Hapalosiphon fontinalis สามารถสรางสารแฮพาลินโดล (hapalindoles) ซ่ึงเปนอินโดลอัลคาลอยด 
(indole alkaloid) ที่มีคุณสมบตัิในการยับยั้งแบคทีเรีย และนอกจากนี้สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินชนิด
อ่ืน ๆ ก็มีศักยภาพในการนํามาใชเปนแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม ซ่ึงสารออกฤทธิ์
เหลานี้เปนสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) ที่มีความเปนพิษตอเซลล (cytotoxic) มีฤทธิ์ยับยั้ง
เชื้อรา (antifungal) แบคทีเรีย (antibacterial) สาหราย (antialgal) โปรตัวซัว (antiprotozoal) และ
ไวรัส (antiviral) เปนตน (Patterson และคณะ, 1991; Borowitzka, 1995; Kreitlow และคณะ, 1999; 
Schlegel และคณะ, 1999) 

 
ดังนั้นการควบคุมปริมาณสาหราย Microcystis aeruginosa โดยสามารถควบคุมการ

เจริญเติบโตของสาหรายชนดินี้ไมใหเพิ่มจาํนวนมากเกนิไปก็เทากับวาสามารถลดปญหาที่จะ
เกิดขึ้นได การควบคุมโดยการใชสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สกัดไดจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินมา
ยับยั้งการเจรญิเติบโตและการเพิ่มจํานวนของสาหราย Microcystis aeruginosa จึงเปนอีกทางเลือก
หนึ่งที่นาสนใจศึกษาคนควา เนื่องจากยังไมมีผูศึกษามากนัก  
 
 

วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อคัดเลือกสายพันธุสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินที่สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
ยับยั้งสาหรายพิษ Microcystis aeruginosa  
 

2. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบ (crude extract) จากสาหรายสีเขียวแกมน้ํา
เงินในการยับยั้งสาหรายพษิ Microcystis aeruginosa ในระดับหองปฏิบัติการ 
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3. เพื่อศึกษาวธีิการแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใหบริสุทธิ์บางสวน รวมทั้งศึกษา
คุณสมบัติทางเคมีเชิงฟสิกสบางประการของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 

สมมุติฐานการวิจัย 
 
สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน บางสายพันธุ สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ควบคุม

การเจริญเติบโตของสาหรายที่ผลิตสารพิษ Microcystis aeruginosa 
 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 
1. เปนแนวทางในการวิจัยนาํสารสกัดจากสาหรายชนิดอืน่ๆ ที่มีคุณสมบัติในการยับยัง้การ

เจริญเติบโตของสาหรายพิษ Microcystis aeruginosa มาใชในงานวิจยัดานสิ่งแวดลอม และทาง
การแพทย 

 
2. ไดองคความรูที่เปนแนวทางในการควบคุมปริมาณสาหรายพษิ Microcystis aeruginosa 

ดวยสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิ เพื่อนํามาประยุกตใชในการกําจัดเซลล
สาหรายพิษ Microcystis aeruginosa ที่ปนเปอนในแหลงน้ําตามธรรมชาติ 
 

ทุนสนับสนุนงานวิจัย 
 

วิทยานิพนธเลมนี้ไดรับการสนับสนุนทุนวิจัยจาก บณัฑติวิทยาลัยแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
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การตรวจเอกสาร 
 
  
1. ความรูท่ัวไปเก่ียวกับสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 
 
 สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน (blue-green algae) จัดอยูใน Division Cyanophyta  หรือมีช่ือ 
ดิวิชันอกีชื่อหนึ่งคือ Cyanochloronta (Bold และ Wynne, 1978) นอกจากนี้ยังมีช่ือสามัญอีกชื่อหนึ่ง
คือ  Cyanobacteria (Carr และ Whitton, 1973) สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิจัดอยูในกลุม โปรคาริโอต  
(procaryote) ซ่ึงเปนพวกเดยีวกับแบคทีเรีย แตมีคณุสมบัติที่แตกตาง คือสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิ  
มีคลอโรฟลล เอ จึงสามารถสังเคราะหแสงได และมีออกซิเจนเกิดขึ้นจากการสังเคราะหแสง ซ่ึง
คุณสมบัตินี้จะไมพบในแบคทีเรีย สาหรายกลุมนี้ไมมีการสืบพันธุแบบมีเพศ บางชนดิสามารถตรึง
ไนโตรเจนได เปลี่ยนสีของเซลลได พบไดทั่วทุกแหงในโลกทั้งน้ําจืด ทะเล น้ําพุรอน นอกจากนี้  
ยังพบวาสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน อาจขึ้นรวมอยูกับสิ่งมีชีวิตอ่ืนไดทัง้พืชและสัตว 
 

1.1 ลักษณะทั่วไปของสาหรายสีเขียวแกมน้าํเงนิ 
 

1.1.1 รงควัตถุสําหรับสังเคราะหแสง (photosynthetic pigments) ประกอบดวย 
 

1) คลอโรฟลล ไดแก คลอโรฟลล เอ (chlorophyll a) เปนแหลงสําคัญในการดูด 
ซับพลังงานแสงที่ความยาวคลื่น 430 นาโนเมตร (สีแดง) และ 662 นาโนเมตร (สีน้ําเงิน) 
 

2) แคโรทีนอยด (carotenoid) สามารถดูดซับพลังงานแสงในชวงคลื่นที ่
คลอโรฟลล เอ ไมสามารถดูดซับได แลวจะถายทอดพลังงานแสงที่รับไวใหแกคลอโรฟลล เอ 
(Harold, 1980) แคโรทีนอยดประกอบดวย 2 กลุมคือ 
 

  2.1) เบตา-แคโรทีน (β- carotene) 
 
  2.2) แซนโทฟลล (xanthophyll) มีหลายชนิด ไดแก มิโซแซนทิน  

(myxoxanthin), มิโซแซนโทฟลล (myxoxanthophyll), ซีอาแซนทิน (zeaxanthin)  
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             3) ไฟโคบิลิโปรตีน (phybiliprotein) ประกอบดวย 
 
   3.1) ซี-ไฟโคไซยานิน (c-phycocyanin)  
 
   3.2) ซี-อัลโลไฟโคไซยานิน (c-allophycocyanin) 
 
   3.3) ซี-ไฟโคอริีทริน (c-phycoerythrin) 
 
  รงควัตถุสําหรับสังเคราะหแสงเหลานี้ไมพบอยูในพลาสติด (plastid) แตพบอยูใน 
ไทลาคอยด (thylakoid) ไทลาคอยดของสาหรายสีเขียวแกมน้ํางินตางไปจากไทลาคอยดของ
สาหรายอื่นๆ ตรงที่ไมมีเยื่อบาง ๆ หุม เพือ่ใหเกดิเปนคลอโรพลาสต แตจะอยูเดี่ยว ๆ และเปนอิสระ
ในไซโตพลาสซึม คลอโรฟลล เอ จะอยูในไทลาคอยด สวนรงควัตถุอ่ืน ๆ จะเกาะอยูบนผิวของ 
ไทลาคอยดในลักษณะเปนเมด็เล็กๆ เรียกวา ไฟโคบิลิโซม (phycobilisome) (Glazer, 1987) 
 
         1.1.2 สวนประกอบของเซลล 
 

1) ผนังเซลล (cell wall) 
 

 ผนังเซลลของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน แบงออกเปน 2 ช้ัน มีองคประกอบ 
สําคัญคลายกับผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบ (gram negative) ผนังชั้นในประกอบดวย มิวโค
เพบไทด  (mucopeptide) และกรดมวิรามิค (muramic acid) สวนรอบนอกผนังเซลลมักจะเปนเมือก
ใสๆ ที่เรียกวา ชีท (sheath) หุมอยูโดยรอบ มีลักษณะเปนไมโครไฟบริล (microfibril) 3 ช้ัน  
(Kumar, 1990) 
 

ชีทนี้มีความหนาบางตางกัน อาจมีสี ไมมีสี หรือแบงออกเปนชั้นๆ  ชีทอาจใส
ไมมีสีทําใหมองเห็นไมชัดเจน หรืออาจมสีีน้ําตาล น้ําเงิน แดง  และเหลือง ขึ้นอยูกับสภาพแวดลอม
ที่สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินอาศัยอยู  สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินจะสรางรงควัตถุขึ้นมาภายในชีท
ภายใตความเขมแสงสูง และจะไมมีรงควัตถุภายใตความเขมแสงต่ํา (Fogg และคณะ, 1974) 
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  สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินทีไ่ดรับแสงอาทติยโดยตรงเปนเวลานาน ๆ หรือไดรับ
คล่ืนความถี่สูง รงควัตถุที่อยูภายในเซลลจะเคลื่อนยายเขามาอยูภายในชีท และการที่ชีทปรากฏสี
เหลืองน้ําตาล โดยทั่วๆไป แลวเปนผลมาจากหลาย ๆ กรณี และสาเหตหุนึ่งมาจากเชือ้ราเขามาเปน
ปรสิต (Smith, 1950) 
 
  การที่สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินมีชีทหุมอยูภายนอก จึงทาํใหสามารถเจริญอยูใน
สภาพที่แหงแลงได  เพราะชทีสามารถดดูซึมน้ํา และอุมน้ําไดดี (กาญจนภาชน, 2527) 
  

2) ไซโตพลาสซึม (cytoplasm) 
 

ไซโตพลาสซึม อยูถัดจากผนังเซลลเขาไปขางในมีเยื่อบาง ๆ เรียกวา 
พลาสมาเมมเบรน (plasma membrane) หุมไซโตพลาสซึมไว ไซโตพลาสซึมสวนนอกที่อยูใกลผนัง
เซลลมักมีสารสีกระจายอยูจาํนวนมาก เรียกสวนนีว้า โครโมพลาสซึม (chromoplasm)  
สวนไซโตพลาสซึมสวนในมีลักษณะคลายนิวเคลียส เรียกสวนนีว้า เซนโตรพลาสซึม
(centroplasm) เนื่องจากสวนนี้ไมมีผนงัหุม จึงถือวาไมใชนิวเคลียสที่แทจริง ในสวนของโครโม 
พลาสซึมจะมีไซยาโนไฟซนิแกรนูล (cyanophycin granule)  เปนเมด็เล็ก ๆ กระจายอยูทั่วไป เม็ด
เล็กๆ นี้ เปนอาหารสะสมพวกแปงชนิดไซยาโนไฟเซียน (cyanophycean starch) (ลัดดา, 2540) 
 
         สาหรายสีเขียวแกมน้าํเงนิไมมีนวิเคลียสชัดเจนเหมือนสาหรายอื่น แตมีสารที่
ทําหนาที่คลายนิวเคลียสอยูภายในเซนโตรพลาสซึม เพียงแตไมมีเยื่อหุมนิวเคลียส (nuclear 
membrane) สารนี้ คือ ดีเอ็นเอ (deoxyribonucleic acid, DNA) ซ่ึงอาจจะจับตวักันแนนมากมีรูปราง
ตางๆ ก็ได (ยุวดี, 2538) 
  

3) แกสแวคิวโอล (gas- vacuole)  
 
       แกสแวคิวโอล ลักษณะเปนเม็ดขนาดเล็กกระจายอยูในโครโมพลาสซึม  

รูปรางไมแนนอน มีลักษณะเปนถุงมีเยื่อบาง ๆ หุม เยื่อนีป้ระกอบดวยสารจําพวกโปรตีน สามารถ
ใหออกซิเจนซึมผานได เพื่อใชประโยชนในการหายใจ สวนแกสที่อยูภายในถุงเปนแกสไนโตรเจน 
หรือสารประกอบของไนโตรเจนพวกเอมนี (amine) 
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            แกสแวคิวโอล ชวยในการลอยตัวของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน ถูกสราง
ขึ้นมาเมื่อไดรับความเขมแสงต่ําๆ และจะหายไปเมื่อความเขมแสงสูง เมื่อสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิ
ไดรับแสงจะสังเคราะหแสงและผลิตน้ําตาลขึ้นมา เปนผลใหแรงดนัออสโมติกภายในเซลลสูงขึ้น 
ซ่ึงเปนสาเหตทุําให แกสแวคิวโอลหายไป ทําใหแรงลอยตัวลดลงเปนผลทําใหสาหรายสีเขียวแกม
น้ําเงินจมลงจากผิวน้ําลงสูใตน้ํา  (ลัดดา, 2540) 
 

1.1.3 รูปรางของเซลล 
 

        สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินมีรูปรางลักษณะ 2 แบบ คือ 
  

1) รูปรางเปนเซลลที่ไมมีหนวดที่เรียกวา คอคคอยด (coccoid form) ซ่ึงพบทั้ง 
ที่เปนเซลลเดี่ยว (unicellular) กลุมเซลล (colony) และแบบพาลเมลลา (palmella form) 
 
          พวกคอคคอยด จะมีรูปรางไดหลายแบบตั้งแต กลม ทรงกระบอก กระสวย 
ฯลฯ  การแบงเซลลอาจจะแบงทิศทางเดียว หรือ 2-3 ทิศทาง อาจจะอยูเปนเซลลเดียวเดี่ยวๆ เชน 
Chroococcus หรืออาจจะอยูรวมกันเปนกลุมเซลลแบบพาลเมลลา เชน Merismopedia, Eucapsis, 
Anacystis เปนตน สวนพวก Coelosphaerium และ Gomphosphaeria จะมีเซลลเรียงกนัเปนชั้น ๆ 
ในกลุมเซลลรูปกลม 
 
       2) รูปรางเปนเสนสาย (filamentous form) เกิดจากเซลลหลายเซลลมาตอกันจน
เปนรูปรางเปนเสนยาว 
 
            พวกที่เปนเสนสายสวนของเซลลที่เรียงกันเปนแถว เรียกวา ทรัยโคม 
(trichome) ดังนั้นในแตละเสนสายจึงประกอบไปดวยทรัยโคมและชีทรวมกัน เสนสายนี้อาจตรง
และเรียบไมมกีารแตกแขนง เชน Oscillatoria, Lyngbya บางชนิดอาจมปีลายโคงงอ หรือบิดเปน
เกลียว เชน Arthrospira เปนตน 
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1.1.4 เฮเทอโรซิสต (heterocyst)  
 

เฮเทอโรซิสต เปนเซลลพิเศษที่แตกตางจากเซลลปกติ (vegetative cell) ทั่วไป  
เกิดขึ้นในระหวางการเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว (active growth) (Fogg , 1994) มีผนังหนา ภายใน
เซลลใสเปนสีเหลืองจาง ๆ เกิดอยูระหวาง เซลลปกติในเสนสาย เชน Anabaena ซ่ึงเรียกตําแหนง
ของเฮเทอโรซิสต  แบบนี้วา อินเทอรคาลารีเฮเทอโรซิสต (intercalary  heterocyst) และอีกแบบ
หนึ่งเปนเฮเทอโรซิสตที่เกิดตรงปลายขางใดขางหนึ่งของเสนสาย หรือทั้งสองขาง เรียกตําแหนง
ของเฮเทอโรซิสต  แบบนี้วา เทอรมินัลเฮเทอโรซิสต  (terminal  heterocyst) ถาเฮเทอโรซิสตอยูที่
ฐานของสายเซลล ซ่ึงเซลลปรกติมีขนาดไมเทากันทั้งสาย เรียกวา เบซัลเฮเทอโรซิสต (besal 
heterocyst) เชน Gloeotrichia   
 
  เฮเทอโรซิสต เกิดขึ้นโดยเซลลใดเซลลหนึ่งในสายสะสมอาหารไวมาก จนทําให
ขนาดของเซลลใหญขึ้น ทําใหรูปรางของเซลลเปลี่ยนเปนรูปกลม (Fay, 1973)  หลังจากนั้น 
ไซโตพลาสซึมจะไหลผานรูเล็กๆ ที่ผนังเซลลไปยังเซลลขางเคียงทําใหสีของเซลลเดิมซีดลง  
รูเล็ก ๆ นี้จะมแีกรนูล (granule) มาปดรูไว ทําใหเห็นเปนลักษณะเมด็กลม ๆ เรียกวา โพลารนอตช  
(polar notch) หรือ โพลารโนดูล (polar nodule)  ดังนั้นพวกเฮเทอโรซสิต ที่อยูระหวางเซลลปกติ 
ในเสนสายจะมี โพลารโนดูล 2 อันอยูตรงขามกัน สวนในพวก เฮเทอโรซิสต ที่เกิดตรงปลายขางใด 
ขางหนึ่งของเสนสายจะมีโพลารโนดูลเพียงแหงเดยีวทีอ่ยูติดกับเซลลขางเคียง และในชนิดที่มกีาร
แตกแขนงแทเปนรูปตัวV คว่ํา เชน Mastigocladus laminosus (Venkataraman, 1957) ซ่ึงทําให 
เฮเทอโรซิสตสามารถเชื่อมตอกับเซลลปกติไดทั้ง 3 เซลล โดยปกติแลวเฮเทอโรซิสต มักเกิดเดี่ยวๆ    
ซ่ึงอาจมีเฮเทอโรซิสตเพียง 1 เซลล หรือมากกวาในแตละสายก็ได แตในบางชนิดจะเกิดติดกัน 
เปนคู ๆ  
 
  เฮเทอโรซิสต มีหนาที่หลักในการชวยตรึงไนโตรเจน โดยการสรางเอนไซม 
ไนโตรจีเนส (nitrogenase) ซ่ึงเปลี่ยนไนโตรเจนใหเปนแอมโมเนีย และหนาที่สําคญัอีกประการ  
คือ ชวยในการสรางสปอร เนื่องจากพบวา เซลลที่สรางสปอรที่เรียกวา อะคีนีต (akinete) หรือ 
โกนีเดยี (gonidia)  มักจะอยูติดกับเฮเทอโรซิสตและไดรับการถายทอดอาหารมาจากเฮเทอโรซิสต  
(Morris, 1968) 
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      1.1.5 อะคีนีต (akinete) 
 
  อะคีนีตเปนเซลลพิเศษที่มีผนังหนา โดยปกติจะมีขนาดใหญกวาเซลลปกติ และ
สามารถทนอยูในสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมไดนานกวา อะคีนีตอาจมีรูปรางเปนทรงกลม เชน 
Anabaena ทรงแบน เชน Nodularia หรือยาวเรียว เชน Gloeotrichia และ Cylindrospermum ซ่ึงใน 
2 สกุลหลังนี้ อะคีนีตจะเกดิอยูชิดกับเฮเทอโรซิสต Anabaena บางชนิด เมื่อเพาะเลี้ยงในสภาพที่
ขาดไนโตรเจน อะคีนีตจะถกูสรางขึ้นมาอยูตรงกลางระหวางเฮเทอโรซิสต สาหรายสีเขียว 
แกมน้ําเงินที่เจริญในสภาพที่มีไนโตรเจนจะมีการสรางอะคีนีต แตไมมีการสรางเฮเทอโรซิสต  
เชื่อวาการขาดฟอสเฟต จะทาํใหอะคนีีตถูกสรางขึ้นมา แตไมพบในสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 
ทุกชนิด (Rai และคณะ, 1985) นอกจากนีแ้สงยังเปนปจจยัสําคัญเชนเดยีวกันในการสรางอะคีนีต 
โดยปกติอะคนีีตจะถูกสรางมากเมื่อความเขมแสงลดลง 
 
      1.1.6 การแตกแขนง (branching) 
 
  การแตกแขนงที่พบในสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน มี 2 ประเภท ไดแก การแตก
แขนงแท (true branching) และการแตกแขนงเทียม (false branching)  
 
  1) การแตกแขนงแท เปนการแตกแขนงทีพ่บไดทัว่ไปในสาหรายหลายชนิด 
รวมทั้งสาหรายสีเขียวแกมน้าํเงิน การแตกแขนงแท มี 3 แบบ คือ 
 
   1.1) การแตกแขนงขาง (lateral branching) เกิดจากเซลลใดเซลลหนึ่งใน
สาย ทําการแบงตัวในแนวตั้งฉากกับการแบงเซลลปกติ หลังจากนั้นเซลลที่เกิดใหมจะแบงตัวตอไป
อีก ทําใหเกิดเปนแขนงงอกยาวออกไปทางดานใดดานหนึ่ง หรือทั้ง 2 ดาน 
 
   1.2) การแตกแขนงคู (dichotomous branching)  เกิดจากการแบงเซลลยอด 
 (apical cell) ของเสนสาย โดยทําการแบงตามแนวขนานกับแนวแกนไดเซลลใหม 2 เซลล หลังจาก
นั้นทั้ง 2 เซลลจะแบงตัวตอไปอีกไดเปนแขนงใหมอยูตรงปลายเปนคู   
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                                        1.3) การแตกแขนงแบบตัว V คว่ํา (mastigocladaceous หรือ reverse V 
shaped branching) เกิดจากการแบงเซลลตามแนวแกนปกติ ตอจากนั้นเซลลใหมทั้งสองที่เกิดใหม
จะยดืตวัแลวดนัไปทางเดยีวกัน ตอจากนั้นจะชะงกัการเจริญทําใหมีลักษณะเปนรูปตวั V คว่ํา   
 
  2) การแตกแขนงเทียม พบเฉพาะในสาหรายสีเขียวแกมน้าํเงินเทานัน้ เกดิขึ้น
เนื่องจากเซลลในเสนสายแบงตัวตามปกตใิหเซลลใหม 2 เซลล ผนังเซลลสวนที่ชนกันจะโคงมน 
หลังจากนัน้เซลลใหมทั้ง 2 เซลลหรือ เพียงเซลลเดียวจะทําการแบงตัวเกิดเปนแขนงเทียมคู (false 
branch in pair) 
 
      การเกิดแขนงเทียมนี้แขนงที่เกิดใหมอาจดันชีททีหุ่มติดไปดวย หรืออาจแทง
ทะลุชีทออกไปทําใหเกิดมีรอยขาดของชีทเดิม เรียกรอยนี้วา โอเครีย (ocrea)      
                                                     

   1.1.7 การสืบพันธุ 
 
              สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศเพียงอยางเดียว 
 
             1) การแบงเซลล 
 
   เปนการเพิ่มจํานวนเซลลจาก 1 เปน 2 จาก 2 เปน 4 ... ดังนั้น ถาเปนเซลล 
เดี่ยวที่มีชีทหุม เมื่อเซลลทําการแบงเซลลหลายๆ คร้ัง จะทําใหเกิดกลุมเซลล อยูรวมกันภายในชีท
เดียวกัน หลังจากนั้นกลุมเซลลจึงหลุดจากกนัเปนเซลลเดีย่วๆ ในกลุมเซลลเมื่อมีการแบงเซลล  
จะทําใหขนาดของกลุมเซลลใหญขึ้น ตอมาจึงหลุดออกเปนเซลลยอยโดยวิธีการฉีกขาด 
(fragmentation)  
 
   สําหรับพวกเสนสาย การแบงเซลลจะทําใหทรัยโคมยืดยาวออก แตเมือ่มี
การกระทบกระเทือนจะเกิดการขาดทอน แตละทอนสามารถเจริญเปนทรัยโคมใหมตอไป เชน 
Oscillatoria 
 

พวกเสนสายทีม่ีเฮเทอโรซีสต อาจมีการสรางเซลลพิเศษที่เรียกวา อะคนีีต 
หรือโกนีเดยี อะคีนีตอาจเกดิเดี่ยวๆ หรือคู หรืออาจเกิดติดตอกันเปนสาย เชน Nodularia 
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  2) การสรางสปอร 
 
           สปอรที่สรางขึ้นเปนสปอรที่ไมมีหนวด สําหรับเคลื่อนไหว (non-motile 
spore) ซ่ึงมี 2 ชนิด คือ  
   2.1) เอนโดสปอร (endospore) หมายถึง สปอรที่เกิดขึ้นภายในเซลล โดย
การแบงโปรโตพลาสตออกเปน 2 สวน หรือหลายสวน แตละสวนเมื่อหลุดออกจากผนังเซลลจะ
งอกเปนตนใหมตอไป 
 
               2.2) เอกโซสปอร (exospore) หมายถึง สปอรที่เกิดขึ้นโดยการแบงสวน
ของเซลลออกมาเปนสปอรมีจํานวน 1 หรือหลายสปอรเรียงตอกัน พบเฉพาะในสกุล 
Chamaesiphon 
 

1.2 ปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการเพาะเลี้ยงสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 
 

      ปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการเพาะเลี้ยงสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน แบงเปน 2  
ประเภท คือ ปจจัยทางกายภาพ และปจจัยทางเคมี 
 
       1.2.1 ปจจยัทางกายภาพ 
   

1) แสง (light) 
 

 แสงเกี่ยวของกับการสังเคราะหแสง และการเจริญเติบโต ถาไดรับความ 
เขมแสงมากเกนิไป การเจริญเติบโตจะถูกยบัยั้ง จาการศกึษาความสัมพนัธระหวางความเขมแสงที่
สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินไดรับ และการสังเคราะหแสง พบวา การสงัเคราะหแสงจะเพิ่มขึ้น เมื่อ
ไดรับความเขมแสงเพิ่มขึ้น และจากนั้นจะคอยๆลดลง เมื่อความเขมแสงถึงระดับอิ่มตัว Watt 
(1969)  กลาววา การปลดปลอยสารประกอบประเภทคารบอน ซ่ึงเปนผลผลิตที่ไดจากการ
สังเคราะหแสง จะเปลี่ยนแปลงไปตามความเขมแสงดวย โดยที่ความเขมแสงสูง ๆ จะไปยับยั้งการ
ปลดปลอยผลผลิตที่ไดจากการสังเคราะหแสง 
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          แสงมีผลตอการเกิด photoinhibition  และ phoinactivation ในสาหรายสีเขียว
แกมน้ําเงิน โดยปรากฏการณ photoinhibition จะเกดิขึ้นเมื่อมีความเขมแสงประมาณ 2,000  
ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที สวนคณุภาพแสง หรือชวงคลื่นแสงตางๆ ทั้งคลื่นแสง เหนือ
มวง หรือ อัลตราไวโอเลต (ultraviolet) และคลื่นแสงที่ตาสามารถมองเห็นได (visible light) มีผล
ตอการเกิด photoinhibition เชนกัน โดยเฉพาะรังสีอัลตราไวโอเลต มีผลโดยตรงตอกรดนิวคลีอิก 
ซ่ึงทําใหเกดิการกลายพันธุ (mutation)ได สําหรับ  photoinactivation  เกี่ยวของกับกระบวนการ 
ทางชีวเคมี โดยพบวาคลื่นแสงสีฟาสามารถทําลายเอนไซม ribulose biphosphate (RuBP)  
carboxylase ซ่ึงเปนเอนไซมที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหแสงทําใหการสังเคราะหแสงลดลง 
นอกจากนี้ ยังพบวา แสงสีฟายังทําลายไซโตโครมไดอีก (Sokawa and Hase, 1968) 
 

2) อุณหภูมิ (temperature) 
 

    อุณหภูมิมีผลตอการเจริญเติบโต และกิจกรรมตาง ๆ ของสาหรายสีเขียว 
แกมน้ําเงิน โดยอุณหภูมิมีผลตอโครงสรางขององคประกอบภายในเซลลโดยเฉพาะโปรตีนและ
ไขมัน นอกจากนั้น อุณหภูมยิังมีอิทธิพลรวมกับอัตราการเกิดปฏิกิริยาตางๆ  โดยอุณหภูมิไปมีผล
ตอพลังงานกระตุนของปฏิกริิยาเหลานี้ (Richmond, 1986) 
 
        Sato and Murata (1980) กลาววา อุณหภูมิเปนหนี่งในปจจยัทางสิ่งแวดลอมที่
สําคัญที่สุดที่มีผลตอองคประกอบของกรดไขมัน จากการทดลองยาย Anabaena variabilis จาก
อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส ไปเลี้ยงไวที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส พบวา ใน 10 ช่ัวโมงแรกการ
สังเคราะหกรดไขมันของ Anabaena variabilus ลดลง และเมื่อยายจากอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส 
ไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส เชนเดิม พบวา ภายใน 5 ช่ัวโมงหลังจากยาย 
มีการสังเคราะหกรดไขมนัเพิ่มขึ้น 
 
                     อุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเจริญของสาหรายสีเขียวแกมน้าํเงินจะอยูระหวาง 
30-35 องศาเซลเซียส ( สรวิศ, 2543)  
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3) ความเปนกรดเปนเบส (hydrogen ion concentration )  
 
      ในการเพาะเลี้ยงสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินหลายๆ ชนดิ ความเปนกรด 

เปนเบสของอาหารเพาะเลี้ยงระหวาง 7.0 ถึง 10.0 มีความเหมาะสมตอการเจริญเติบโตและการ
สังเคราะหแสง เนื่องจากไบคารบอเนตอิออน (HCO3 - )  ละลายไดมากที่สุดที่ชวงระดับความเปน
กรดเปนเบสนีจ้ึง สามารถใชไบคารบอเนตอิออน  เปนแหลงคารบอนสําหรับการสังเคราะหแสง  
ทําใหสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินสวนใหญเจริญเติบโตไดสูงที่สุดในชวงความเปนกรดเปนเบสนี้ 
(Coleman and Coleman, 1981) 
 
         ความเปนกรดเปนเบสของอาหารที่ใชเพาะเลี้ยงมี ผลตอการละลายของเกลือ 
และสารประกอบตางๆ (Cook, 1965) ซ่ึงการละลายของเกลือและสารประกอบตางๆ อาจเปนพษิ
หรือไปยับยั้งปฏิกิริยาตางๆ ได นอกจากนีถ้าความเปนกรดเปนเบสเพิม่ขึ้น ยังมีผลตอการทาํให 
จุลธาตุบางตัวไมละลายได 
 

4) ความเค็ม และแรงดันออสโมติก (salinity and osmotic effect) 
 

          การสังเคราะหแสงของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินทีอ่าศัยอยูในน้ําจืด จะถูก
ยับยั้ง ถายายไปเลี้ยงในอาหารที่มีความเค็มสูง หรือ มีคาแรงดันออสโมติกสูง (Batterton and van 
Baalen, 1971) ผลของความเขมขนของโซเดียมคลอไรดที่เพิ่มขึ้นมีอิทธิพลตออัตราการสังเคราะห
แสงของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินมากกวาตัวเพิ่มแรงดันออสโมติกตัวอ่ืน ๆ 
 
      1.2.2 ปจจัยทางเคมี 
 
  การเจริญเติบโตของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน ขึ้นอยูกับธาตุอาหารที่ใชเล้ียงซึ่ง
แตกตางกันไปตามชนิดของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน ธาตุอาหารที่จําเปนสําหรับการเจริญเติบโต
ของสาหรายสีเขียวแกมน้าํเงนิ แบงได  2 กลุมใหญ คือ 
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  1) ธาตุอาหารหลัก (macronutrient) ประกอบดวยธาตุตอไปนี ้
 

1.1)  ออกซิเจน (oxygen) 
 

         ธาตุนี้เปนองคประกอบของสารอินทรียเกือบทั้งหมดในเซลล  
สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินสามารถใชโมเลกุลของออกซิเจนไดโดยตรงจากบรรยากาศ หรือที่ละลาย
อยูในน้ํา ในสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินบางชนิดพบวา ออกซิเจนมีผลตอการสังเคราะหแสง และการ
ตรึงไนโตรเจน โดยการยับยั้งจะเริ่มปรากฏขึ้นเมื่อปริมาณออกซิเจนในบรรยากาศลดต่ําลง (Fay, 
1992) 
 

1.2)  คารบอน (carbon) 
 

           จากการวเิคราะหทางเคมีพบวาประมาณ 50 เปอรเซ็นต ของ
องคประกอบของสาหรายสีเขียวแกมน้าํเงนิ คือ คารบอน (Kaplan และคณะ, 1986) สาหรายสีเขียว
แกมน้ําเงินตองการอนินทรียคารบอนในการสังเคราะหแสงเชนเดียวกบัพืช  แตปริมาณคารบอนใน
อากาศบางครั้ง ไมเพียงพอกบัความตองการ เนื่องจากปรมิาณแกสคารบอนไดออกไซด ที่มีอยูใน
อากาศมีคาต่ําเกินไป คือมีเพยีง 0.03 เปอรเซ็นตเทานั้น (Becker, 1994) สําหรับแหลงคารบอนที่ใช
ในการเพาะเลีย้งสาหรายสีเขยีวแกมน้ําเงินนั้นมักใชในรปูของอากาศผสมกับแกส
คารบอนไดออกไซด หรือใหในรูปของคารบอเนต หรือไบคารบอเนต อยูในรูปของเกลือ 
 

1.3) ไนโตรเจน (nitrogen) 
 

          ไนโตรเจนเปนธาตุอาหารที่สําคัญ สําหรับการสรางชีวมวล สัดสวน 
ของไนโตรเจนอยูระหวาง 7- 10 เปอรเซ็นตของน้ําหนกัแหง ดังนั้นในการผลิตสาหราย 1 กรัมเซลล
แหงในอาหาร 1 ลิตร ปริมาณโปแตสเซียมไนเตรท (KNO3) ต่ําสุดที่สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน
ตองการ คือ 500- 600 มิลลิกรัมตอลิตร (Vonshak, 1986)  
 
           สารประกอบไนโตรเจนทั้งที่เปนสารอินทรีย และสารอนินทรีย 
สามารถใชเปนแหลงไนโตรเจนไดในจุลสาหรายหลายชนิด และนอกจากนี้สาหราย 
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สีเขียวแกมน้ําเงิน ยังสามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศมาใชเปนแหลงไนโตรเจน โดยสามารถ
เปลี่ยนจากแกสไนโตรเจนไปเปนแอมโมเนีย ในกระบวนการรีดักชัน (reduction) โดยใชเอ็นไซม
ไนโตรจีเนสเปนตัวชวย 
 
          Canto de Loura และคณะ (1987) พบวา สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน
สามารถนําสารประกอบไนโตรเจนที่เก็บสะสมไวมาใชได  การทดลองนํา Oscillatoria splendida  
ไปเลี้ยงในอาหารที่ไมมีไนโตรเจน พบวารงควัตถุไฟโคไซยานินถูกสลายไปเปนไนโตรเจนที่
สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินสามารถใชได ทาํใหปริมาณไฟโคไซยานินลดลงอยางเหน็ไดชัด และ 
ไฟโคไซยานนิจะมีปริมาณเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว เมื่อเติมไนโตรเจนลงในอาหาร และยังม ี
การสะสมของแปงและไขมันเพิ่มมากขึน้เชนกัน 
 

1.4)  ฟอสฟอรัส (phosphorus) 
 

           ฟอสฟอรัสเปนหนึ่งในธาตุอาหารหลักที่จําเปนตอการเจริญเติบโต
ของสาหรายสีเขียวแกมน้าํเงนิ เพราะมีบทบาทสําคัญตอกระบวนการตาง ๆ ของเซลล โดยเฉพาะ
กระบวนการถายเทพลังงาน และกระบวนการสังเคราะหกรดนวิคลีอิก  (Talling, 1962) 
 
           จากการศกึษาของ Prieto (1997) พบวา เซลลที่ขาดฟอสเฟต เมื่อ
นําไปเลี้ยงในอาหารที่มีฟอสเฟตจะสามารถดูดซึมฟอสเฟตไดในปริมาณที่สูง และเรว็กวาเซลลที่ 
ไมขาดฟอสเฟตทั้งในสภาพที่มีแสง และไมมีแสงภายใตสภาพมีออกซิเจน แตในสภาพที่ขาด
ออกซิเจนแสงจําเปนตอการดูดซึมฟอสเฟต 
 
          สรวิศ (2543) กลาวไววา สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินจะสะสม
ฟอสฟอรัสในเซลลมากกวาความตองการ โดยเก็บสะสมในรูปของพอลิฟอสเฟต ซ่ึงจะถูกนํามาใช
เมื่อเซลลอยูในสภาวะที่ขาดฟอสฟอรัส 
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1.5) ซัลเฟอร (sulfur) 
 

           ซัลเฟอรเปนธาตุอาหารที่จําเปนสําหรับสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 
เพราะซัลเฟอรเปนองคประกอบของกรดอะมิโนที่จําเปน โดยปกติซัลเฟอรที่สาหราย 
สีเขียวแกมน้ําเงินใชจะอยูในรูปของสารอนินทรีย  
 

1.6) แคลเซียม (calcium) 
 

          แคลเซียมอาจใชในรูปของสารประกอบรวมกับแรธาตุตัวอ่ืน ๆ 
 

1.7) โซเดียมและโปแตสเซียม (sodium and potassium ) 
 

          โซเดียมชวยในการเปลีย่นโมเลกุลไนโตรเจนไปเปนแอมโมเนยีใน
การตรึงไนโตรเจนของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน โปแตสเซียมเปนองคประกอบของเอนไซม 
หลายชนิด ภายใตสภาพการขาดโปแตสเซียม การเจริญเติบโตและการสังเคราะหแสงลดลง แตการ
หายใจจะสูงขึ้น 
 

1.8)  แมกนีเซยีม (magnesium) 
 

           แมกนีเซยีม เปนองคประกอบของรงควัตถุที่ใชสังเคราะหแสง  
และมีบทบาทตอกระบวนการเมแทบอลิซึมตางๆ ของเซลล 
  
  2) ธาตุอาหารรอง (micronutrient) 
 
      ธาตุอาหารรองเปนธาตุอาหารที่สาหรายสีเขียวแกมน้าํเงิน ตองการใชใน
ปริมาณนอย มกัมีหนวยเปนมิลลิกรัมตอลิตร ธาตุอาหารรองเปนสวนประกอบของโมเลกุลที่จําเปน 
เชน เอนไซม ซ่ึงเปนปจจยัทีเ่กี่ยวของกับการเจริญเติบโต หรือเปนสวนประกอบของโมเลกุลของ
เอนไซมที่สําคัญบางชนิด หรือจําเปนสําหรับเปนตัวเรงของเอนไซม 
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   2.1)  เหล็ก (iron) 
 
           เหล็กเกีย่วของกับกระบวนการเมแทบอลิซึม เพราะเปน
องคประกอบของไซโตโครมตาง ๆ และนอกจากนีย้ังมีบทบาทสําคัญตอการดูดซึมไนโตรเจน และ
กระบวนการสงัเคราะหแสง เนื่องจากมีผลตอการสังเคราะหรงควัตถุ ที่ใชในการสังเคราะหแสง 
ไดแก ซี-ไฟโคไซยานิน และ คลอโรฟลล เอ (Oquist, 1971) 
 
          เหล็กเปนธาตุที่มักจะตกตะกอนในสารละลาย ฉะนัน้ จึงตองใสสาร 
ที่ปองกันการตกตะกอน เรียกวา คีเลเตอร หรือ chelating agent เหล็กทีใ่ชอาจอยูในรปูของ
สารประกอบ เชน FeSO4•7H2O แตสารประกอบเหล็กนีจ้ะดูดน้ําทําใหอาหารเสื่อมคุณภาพ ฉะนั้น
จึงนิยมใชสารประกอบพวกเหล็กอีดีทีเอ (FeEDTA) แทนเพราะเสถียรกวา (ลัดดา, 2539 ) 
 
   2.2  แมงกานสี ทองแดง และ สังกะสี (manganese, copper and zinc) 
 
          ธาตุเหลานี้เปนองคประกอบสําคัญในระบบการถายทอดอิเล็กตรอน 
 ในกระบวนการสังเคราะหแสง รวมทั้งเปนองคประกอบที่จําเปนของเอนไซมอีกหลายชนิด 
  
   2.3 โมลิบดินัม  (molybdenum ) 
 
         โมลิบดินัม เปนธาตุอาหารที่เปนปจจยัจํากดัของสาหรายสีเขียวแกม
น้ําเงินที่ตรึงไนโตรเจน เนื่องจากโมลิบดินมั เปนองคประกอบของเอนไซมไนเตรทรดีักเตส  
(nitrate reductase) และ ไนโตรจีเนส (nitrogenase) (สรวศิ, 2543) 
 
2. สารเคมีท่ีพบในสาหรายสเีขียวแกมน้ําเงนิชนดิตาง ๆ
 

2.1 ไขมัน ( lipid) และกรดไขมัน (fatty acid) 
 
     ไขมันของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน Synechocystis PCC 6803 ประกอบดวย  

glycerolipid 4 ชนิด คือ monogalactosyl diglycerides (MGDG), digalactosyl diglycerides 
(DGDG), sulfoquinovosyl diglycerides (SQDG) และ phosphatidyl glycerol (PG) เปนสวนใหญ  
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และมีการคนพบกรดไขมันจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิที่เปนเสนสาย เชน Anabaena variabilis, 
Anabaena cylindrica, Oscillatoria chalybea, Nostoc calcicola และ Tolypothrix sp. (Wada และ 
Murata, 1990) 

 
     มีการศึกษาถึง sulfolipids ในสวนของ glycolipids ของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน  

Lyngbya, Phormidium, Oscillatoria เพื่อใชเปนสารตอตานมะเร็งและโรคเอดส 
 
     นอกจากนีย้ังพบวา สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน Spirulina maxima ประกอบดวย 

ไขมัน 10 เปอรเซ็นต เมื่อนํากรดไขมันไปวิเคราะหดวย แผน TLC พบวาประกอบดวย digalactosyl 
diglycerides 23.4 เปอรเซ็นต phosphatidyl glycerol 25.9 เปอรเซ็นต monogalactosyl diglycerides 
4.6 เปอรเซ็นต sulfolipid 5  เปอรเซ็นต และกรดไขมนัที่เปนกลาง (neutral lipids) 7.6 เปอรเซ็นต  

 
     นอกจากนีย้ังพบวา กรดไขมันที่สําคัญของสาหราย คือ polyunsaturated fatty acid  

โดยเฉพาะ γ-linoleic acid และ β-linoleic acid ซ่ึงพบในสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินในกลุม 
Oscillatoriaceae (Canto de Loura และคณะ, 1987) 
 
 2.2 สารปฏิชีวนะ (antibiotic) 

        สารปฏิชีวนะ หมายถึง สารประกอบทีผ่ลิตหรือสรางขึ้นโดยจุลินทรียชนิดใดชนดิหนึ่ง 
อาจเปน แบคทีเรีย เชื้อรา หรือแอคติโนมัยซีท สารที่ผลิตขึ้นไดนี้สามารถไปยับยั้งหรือชะลอการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียกลุมใดกลุมหนึง่ หรือไปมีฤทธิ์ทําลายจุลินทรียกลุมนั้น ๆ ไดโดยใชใน
ปริมาณนอย ดงันั้นสารปฏิชีวนะเปนสารทีจ่ัดอยูในกลุมสารตานจุลินทรียที่แยกไดจากจุลินทรีย
นั่นเอง  (มาลนิ, 2532) ปจจุบันจะรวมถึงสารกึ่งสังเคราะห (ยากึ่งสังเคราะห หมายถึง สารที่ใชวิธีการ
สังเคราะหทางเคมีรวมกับวิธีผลิตตามธรรมชาติ) ที่ใชยาปฏิชีวนะเปนตนแบบดวย (ดวงพร, 2530)  

       สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทีม่ีคุณสมบัติตอตาน 
จุลินทรียไดทัง้ แบคทีเรีย เชือ้รา ไวรัส และยบัยั้งสาหรายดวยกนัเอง รวมถึงเปนสารยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซม (enzyme inhibitor) 
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      ไดมีการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิ โดยมีการพบกรด
อะคริลิก (acrylic acid) คร้ังแรกใน Phaeocystis pouchetii (Sieburth, 1960) ซ่ึงเปนสารที่สามารถ
ยับยั้งการเจรญิเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวก และแกรมลบ  
 
      Fish และคณะ (1994) รายงานวา เมื่อแยกสารสกัดที่ไดจาก Phormidium sp. ดวย C18 
Sep-Park และสารที่อยูในสวนที่ชะดวยเมทานอลระหวาง 50-80 เปอรเซ็นต พบวามีคณุสมบัติใน
การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus aureus NCIMB 3251 และนอกจากนี้
ยังมีคุณสมบัตใินการยับยั้งเซลลมะเร็งดวย 
 
      Park และคณะ (1992) รายงานวา พบสารชนิดใหมทีแ่ยกไดจากสารสกัดจาก 
Fischerella muscicola (Thuret) Gomont (UTEX 1829) คือ fischerindole L ซ่ึงเปน 
octahydroindeno [2,1-b] indoleisonitrile ตัวแรกที่สามารถแยกไดจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 
และมีคุณสมบตัิในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราและยีสต Aspergillus oryzae, Penicillium 
notatum, Saccharomyces cerevisiae และ Trichophyton mentagrophytes 
 
      Walter และ Frankmolle (1992 ) ไดรายงานวา สาร laxaphycin A และB เปนสาร 
cyclic peptide ที่ผลิตจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน Anabaena laxa FK-1-2 สามารถออกฤทธิ์
ตอตานเชื้อราได 
 
      Bloor และ England (1989) ไดรายงานการผลิตสารปฏิชีวนะจากสาหราย 
สีเขียวแกมน้ําเงิน Nostoc muscorum  โดยเลี้ยงสาหรายในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุ
อาหารเหลว 100 มิลลิลิตร เขยาที่ความเรว็ 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ใหแสงที่มี
ความเขม 50 ไมโครไอสไตนตอตารางเมตรตอวินาท ีและพนดวยคารบอนไดออกไซด 5 
เปอรเซ็นต ในอากาศ นําสารสกัดจากสาหรายในระยะหลงัอัตราการเจริญเติบโตคงที่ (post-
exponential) มาทดสอบกับเชื้อจุลินทรีย พบวา สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียสาย
พันธุ Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa  นอกจากนั้น ยงัสามารถยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อรา Cladosporium herbarum และ Hormocornis resinae รวมไปถึงเชื้อยีสต สายพันธุ 
Candida albicans และ C. pseudotropicalis  โดยสารปฏิชีวนะที่พบนั้น มีน้ําหนกัโมเลกุลระหวาง  
2,000- 3,000 ดาลตัน  
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      Kashiwagi และคณะ (1980) พบวา Lyngbya majuscula ซ่ึงเปนสาหราย 
สีเขียวแกมน้ําเงินที่อาศัยอยูในน้ําเค็ม แพรกระจายอยูทั้งในน้ําตืน้ และน้ําลึกนั้น มีคณุสมบัติทาง
ชีวภาพทีน่าสนใจ คือ สารที่ผลิตจากสาหรายชนิดนี้ทําใหเกิดการแพทางผิวหนังแกผูคนที่ลงเลนน้ํา 
สารสําคัญที่ทําใหเกิดการอักเสบและผื่นตามผิวหนังนี้มีช่ือวา lyngbyatoxins, aplysiatoxins และ 
oscillatoxins  
 
      Gross และคณะ (1991) รายงานวา สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน Fischerella muscicola 
(thur.) Gom. UTEX 1829 สามารถสังเคราะหสารโดยใหช่ือวา fischerellin ซ่ึงสารนี้สามารถยับยัง้
สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินชนิดอื่นๆ เชน Anabaena variabilis P9 (ATCC 29413), Anabaena sp. 
ATCC 27893 (PCC 7120), Synechococcus sp. PCC 6911, Synechocystis sp. CB-3 รวมทั้งสามารถ
ยับยั้งการเจรญิเติบโตในสาหรายสีเขียวบางตัว ไดแก Ankistrodesmus falcatus, Nannochloris sp. 
SAG 55-81 และ Scenedesmus obliquus โดยวเิคราะหไดวาสารออกฤทธิ์ตัวหลักเปนสารไลโปฟลิค 
(lipophilic) มีคุณสมบัติทนกรด ทนความรอน แตจะสลายตัวในโซเดยีม 
ไฮดรอกไซด 1 โมลาร ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ในเวลา 1 ช่ัวโมง คุณสมบัติอ่ืนๆ ของ 
fischerellin คือ สามารถละลายในตวัทําละลายอินทรียหลายๆชนิด รวมไปถึง เมทานอล 
(methanol), เอทานอล (ethanol), อะซิโตนิไตรล (acetonitrile),อะซิโตน (acetone), ไดเอทิลอีเทอร 
(diethylether) และเติรทบิวทลิเมททิลอีเทอร (tert-butylmethylether)  แตละลายในน้ําไดนอย เซลล
ที่ทําใหแหงในสภาพแข็งทีส่กัดดวยตวัทําละลายเมทานอล (methanol) รวมทั้งสารสกัดที่บริสุทธิ์
แลวสามารถเก็บรักษาไวไดหลายเดือนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยไมเสื่อมประสิทธิภาพ 
 
       สารปฏิชีวนะ tubercidin ซ่ึงมีคุณสมบัติเปนพิษตอเซลลนั้น เดิมพบใน Streptomyces 
tubercidicus ยังพบใน Tolypothrix byssoidea ดวย สารนีม้ีประสิทธิภาพในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเซลล ( Barchi และคณะ, 1983) สวนสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน Aphanizomenon 
flos-aquae ผลิตสาร aphantoxin ซ่ึงเปนสาเหตุการแพรของสารพิษในน้ํา  
 (Sasner และคณะ, 1981) 
 
 2.3 สารควบคุมการเจริญเตบิโตของพืช (plant growth regulators, PGR) 
 
       สารควบคุมการเจริญเตบิโตของพืช (PGR) เปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพควบคมุ หรือ 
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มีผลตอการเจริญเติบโตและพัฒนาการของพืช สารควบคุมการเจริญเตบิโตของพืชที่ผลิตใน
ธรรมชาติ พบในราและสาหรายทะเล สําหรับในสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน โดยเฉพาะสาหรายที่
เปนเสนสาย และตรึงไนโตรเจน ไดนํามาทดสอบกับธัญญพืช ไดแก พริกไทย ผักกาด  
และ มะเขือเทศ พบวามีผลตอการเจริญของพืช (Cresswell และคณะ, 1989) 
 
 2.4 เอนไซม (enzyme) 
 
       สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิ Spirulina platensis สามารถผลิตเอนไซม phosphoglycerate 
kinase (PGK) ที่ใชในการตรวจหา ATP  นอกจากนัน้ยังพบวา สาหรายสีเขียวแกมน้าํเงินบางชนิด 
เชน Anabaena, Mastigocladus และ Microcoleus ผลิตเอนไซม restriction endonuclease ทําหนาที่
ทําลายสารพันธุกรรมที่แปลกปลอมเขาไปในเซลล (Richmond, 1986) 
 
 2.5 สารฆาสาหราย (algicide) 
 
      Bachi และคณะ (1993) ศกึษาเกีย่วกับผลของสารสกัดจาก Oscillatoria laete-virens ตอ
การเจริญเติบโต การสังเคราะหแสง และความเปนพษิของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน Microcystis 
aeruginosa พบวา สารสกัดดังกลาวมีผลทําใหปริมาณคลอโรฟลล และโปรตีนของ Microcystis 
aeruginosa ลดลงอยางรวดเร็วภายหลังจากไดรับสารสกัด ซ่ึงมีผลทําใหปริมาณเซลล และความเปน
พิษของสารพิษลดลง เชนกนั สําหรับความเขมขนต่ําสุดของสารสกัดที่มีผลในการยบัยั้ง 
Microcystis aeruginosa อยูระหวาง 16-20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
        Boris และคณะ (1991) รายงานวาสาร cyanobacterin LU-1 ที่ผลิตโดยสาหราย 
สีเขียวแกมน้ําเงิน Nostoc linckia CALU 892 สามารถยับยั้งการเจริญเตบิโตของสาหรายสีเขียว 
แกมน้ําเงิน เชน Synechococcus sp. R-2 PCC 7942, Anabaena variabilis ATCC 27829, Anabaena 
sp. PCC 7120, Microcystis aeruginosa และ  Nostoc punctiforme str. Gromov 1964/1 และยับยั้ง
การเจริญเติบโตของสาหราย (eukaryotic algae) บางชนิด เชน Ankistrodesmus acicularis str. 
Basleva ปริมาณที่นอยที่สุดที่สารจะออกฤทธิ์ยับยั้ง (minimum effective dose) การเจริญเติบโตของ
สาหรายดังกลาว คือ ไมเกนิ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร อยางไรก็ตามสารปฏิชีวนะ cyanobacterin 
LU-1 นั้น ไมมีผลในการยับยั้งแบคทีเรีย และรา  รวมทั้งไมมีพิษตอหนดูวย 
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        Thongaram และคณะ (1999) พบวาสามารถใชแบคทีเรีย Alcaligenes sp. จํากัดการ
เจริญเติบโตของ Microcystis aeruginosa อยางไดผล โดย Alcaligenes ความเขมขน 108  
เซลลตอมิลลิลิตร สามารถทําลาย Microcystis aeruginosa ความหนาแนน 105 เซลลตอมิลลิลิตร 
หมดภายใน 3 วัน  
 
3. สาหรายท่ีผลิตสารพิษ Microcystis aeruginosa
 

3.1 ลักษณะทัว่ไปของ Microcystis 
 

Microcystis เปนสกุล (genus) หนึ่งของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน จัดเปนสิ่งมีชีวิตช้ันต่ํา
จําพวกโปรคาริโอต (prokaryotic) มีลักษณะเปนเซลลเดี่ยว รูปรางกลมหรือรี ขนาด 3-8 ไมครอน 
 อยูรวมกนัเปนกลุมเซลลโดยการฝงตัวอยูภายในเมือกหุม (amorphous mucilage) ทําใหอาจเห็น
รูปรางของกลุมเซลลกลม เบี้ยว หรือแหวงเวา การสืบพันธุเกิดขึ้นในลักษณะแบงตวัแบบ binary 
fission ใน 3 ระนาบ ที่ไมสมมาตรกันคลายคลึงกับการแบงตัวของแบคทีเรียในสกุล 
Staphylococcus 
 
 เนื่องจาก Microcystis ไมมีการสรางเซลลพิเศษ เชน อะคนีตี  หรือ เฮเทอโรซิสต  ดังนัน้ 
การจําแนกเชิงอนุกรมวิธานจึงตองใชขนาด รูปราง และการจัดเรียงตัวของเซลลในกลุมเซลล ใน
การจัดแบงสายพันธุ ซ่ึงมักจะยึดถือระบบที่เสนอโดย Komarek และ Anagnostidis (1986) จาก
ระบบทั้งสองนี้สามารถแบง Microcystis ออกเปน 4 สายพันธุ คือ Microcystis aeruginos , 
Microcystis  viridis, Microcystis  wesenbergii และ Microcystis  flos-aquae ซ่ึงทั้ง 4 สายพันธุ 
สามารถสรางสารพิษได โดยท่ี Microcystis aeruginosa เปนสายพันธุแรกที่ไดมีการคดัแยก 
เพาะเลี้ยงใหเปนสายพันธุบริสุทธิ์ และใชเปนตัวอยางศึกษาในหองปฏิบัติการ 
 (Bishop และคณะ, 1959) 
 

Microcystis  มีการดํารงชีวิตอยางอิสระบนผิวน้ําโดยใช แกสแวควิโอล ภายในเซลลเปน 
ตัวชวยพยุงใหสามารถลอยตัวบนผิวน้ําได มีการนําคารบอนไดออกไซตในบรรยากาศมาใชเปน
แหลงคารบอนโดยผานกระบวนการสังเคราะหแสง ซ่ึงเกิดขึ้นที่ผิวทั้งสองดานของบริเวณเยื่อหุม
เซลลช้ันในที่มีการโคงเวาเปนพิเศษเรยีกวา ไทลาคอยด  รงควัตถุหลักที่ใชในการสังเคราะหแสง
ไดแก คลอโรฟลล เอ, แคโรทีนอยด  และไฟโคบิลิน  แบงเปน ไฟโคไซยานิน และ อัลโลไฟโค 
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ไซยานิน  ซ่ึง คลอโรฟลล เอ  เปนรงควัตถุชนิดเดียวกนักับ ที่ใชในการสังเคราะหแสงของพืชช้ันสูง 
และสาหรายทัว่ไป ทําใหผลิตผลจากกระบวนการสังเคราะหแสงของ Microcystis มีการปลดปลอย
แกสออกซิเจนในรูปของโมเลกุลอิสระเกิดขึ้น (Holt และคณะ, 1994) 
 

3.1.1 Microcystis aeruginosa  
 
        เปนสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินเซลลเดี่ยวที่ผลิตสารพิษตอตับในกลุม “ ไมโครซิสติน ”  

(microcystins) สามารถจัดจําแนกตามลําดบัอนุกรมวธิานของ Desikachary (1959) ไดดังนี ้
 
Division Cyanophyta 

Class Chroococcaceae 
Order Chroococcales 

Family Chroococcaceae 
Genus Microcystis 

Species aeruginosa 
 
 
 
          ลักษณะเฉพาะของ Microcystis aeruginosa คือ เซลลจะอยูรวมกนัเปนกลุมเซลล 

 มีรูปรางไมแนนอน (amorphous colony) คลายตาขาย กลม ยาว รูปวงรี ฯลฯ เซลลในกลุมเซลล
เรียงตัวจับกันเปนกลุมแนน เมื่อสองดูดวยกลองจุลทรรศนกําลังขยายสงู ขนาดเสนผาศูนยกลางของ
เซลลประมาณ 3 - 7 ไมครอน วงจรชวีิตของ Microcystis aeruginosa เร่ิมจากกลุมเซลลที่มีขนาด
เล็กจํานวน 1 กลุมเซลล ตอมากลุมเซลลจะมีการแบงเซลลและขยายขนาดของเซลลภายในกลุม
เซลล หรือมีปริมาตรเพิ่มขึ้น จากนั้นจะเกิดชองวางภายในกลุมเซลล และขอบนอกของกลุมเซลล 
จะมีลักษณะคลายตาขาย เมือ่เซลลในกลุมเซลลแบงเซลลมากขึ้นโครงสรางของกลุมเซลลจะมี
ขนาดใหญ และหลุดเปนกลุมเซลลเล็ก ๆ มีการแบงเซลลเจริญเปนกลุมเซลลใหมตอไป และ
โดยทั่วไปจะมแีกสแวคิวโอลภายในเซลล 
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        3.2 สารพิษสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิ 
 
                        สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินมดีวยกันหลายกลุมที่ผลิตสารพิษ เชน  
Microcystis aeruginosa ผลิตสารพิษไมโครซิสติน (microcystin)    มีโครงสรางสารพิษเปนวงแหวน
เปปไทด Nodularia ผลิตสารพิษโนดูลาริน (nodularin) มีโครงสรางสารพิษเปนกลุมพันธะเปปไทด 
Aphanizomenon flos-aquae ผลิตสารพิษ อะฟานทอกซิน (aphantoxin), Anabaena flos-aquae  
ผลิตสารพิษ อะนาทอกซิน (anatoxin), Cylindrospermosis ผลิตสารพิษไซลินโดรสเพอมอบซิน 
(cylindrospermopsin) มีโครงสรางสารพิษอยูในกลุมอัลคาลอยด Calothrix crustacean, 
Oscillatoria nigroviridis, Nostoc muscorum  ผลิตสารพิษอะพลายเซียทอกซิน (aplysiatoxin)  
มีโครงสรางสารพิษอยูในกลุมอัลคิลฟนอล (ตารางที่ 1) 
                                 
          ตารางที่ 1 สารพิษจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินและคุณลักษณะทั่วไป  
 

สาหรายสีน้ําเงนิแกมเขยีว       สารพิษ        โครงสราง      อวัยวะเปาหมายของการไดรับพิษ   
   (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 โครงสรางสารพิษอะนาทอกซิน 
 
 

                                      
        
                                      ภาพที่ 2 โครงสรางสารพิษไซลินโดรสเพอมอบซิน 
 

                        
                                          
                                       ภาพที่ 3 โครงสรางสารพิษโนดลูาริน 
 



    26

      3.3 สารพิษไมโครซิสติน (microcystins) 
  
            อาภารัตน (2539) กลาววา สารพิษจากสาหราย คือ สารทุติยภูมิ ที่เกิดขึ้นใน 
กระบวนการสรางและสลายของเซลล (secondary metabolite) เปนสารที่ไมเกี่ยวของหรือจําเปน
สําหรับการเจริญเติบโตของสาหราย บางครั้งอาจชวยในการอยูรอดในธรรมชาติ ในปจจุบันยังไม
ทราบถึงเหตุผลที่แทจริงในการผลิตสารพิษของสาหราย แตคาดวาสารพิษที่สรางขึ้นทําหนาที่เปน
เสมือนสารปองกันตัว (allelopathic agent) จากศัตรูหรือคูแขงในธรรมชาติ  

 
สารพิษชนิดนีถู้กคนพบเปนครั้งแรกจาก Microcystis aeruginosa สายพันธุ 

 NRC-1 (Bishop และคณะ, 1959) 
 
 ไมโครซิสตินเปนสารพิษทีผ่ลิตโดยสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน ซ่ึงชนดิหลัก คือ  

Microcystis aeruginosa โดยมีชนิดอืน่ที่สามารถผลิตสารพิษไมโครซิสตินได เชน Anabaena, 
Oscillatoria และ Nostoc โดยที่ปริมาณสารพิษในเซลลสาหรายขึ้นอยูกับปจจยัทางสิ่งแวดลอม 
เชน ธาตุอาหาร แสง และ อุณหภูมิ (Vander Westhuizen และ Eloff, 1985; Watanabe และ Oishi, 
1985; Sivonen, 1990) 

 
แกสคารบอนไดออกไซด เปนปจจยัสําคัญตอการเจริญของสาหรายและการสราง 

สารพิษของ Microcystis  พบวาแกสคารบอนไดออกไซด ทําหนาที่ปรับสภาพความเปนกรด-ดาง
ของอาหารเพาะเลี้ยงโดยเปลีย่นรูปไปมาระหวาง CO2, H2CO3, HCO- และ CO3

2- ซ่ึงอยูในรูปใด
ขึ้นอยูกับคา ความเปนกรด-ดาง ของอาหารที่ใชในการเพาะเลี้ยง 

 
Codd และ Poon (1988) ศึกษาผลของปริมาณแกสคารบอนไดออกไซดตอการ 

สรางสารพิษของสาหราย Microcystis sp. โดยเพาะเลี้ยงสาหรายในอาหาร BG-11 พนดวยอากาศ 
และเพาะเลี้ยงแบบเติมแกสคารบอนไดออกไซดลงในอาหารดวย เปรียบเทียบการสรางสารพิษของ
สาหราย พบวา สาหรายที่เพาะเลี้ยงแบบพนดวยอากาศ สรางสารพิษนอยกวาสาหรายที่เพาะเลี้ยง
แบบพนแกสคารบอนไดออกไซด ประมาณ 10 เทา 
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ไมโครซิสตินเปนสารพิษที่มคีวามเสถียรอยางมากและจะไมทําปฏิกิริยา  
hydrolysis หรือ oxidation ที่ระดับความเปนกรดดางใกลเคียงสภาพธรรมชาติ ไมโครซิสตินยังคงมี
ความเปนพษิหลังจากการตม และในที่มืดไมโครซิสตินอาจคงอยูเปนเดือนหรือเปนป (Harada และ
คณะ, 1996)   
 

3.3.1 โครงสรางทางเคมีและลักษณะจําเพาะของไมโครซิสติน 
 

         ไมโครซิสตินมีสูตรโครงสรางเปนวงแหวนเปปไทด (cyclic peptide) โดย 
มี กรดอะมิโนเปนองคประกอบ 7 ชนิด ไดแก D-alanine อยูในตําแหนงที่ 1; มี  L-amino acids สอง
ตัว อยูในตําแหนงที่ 2 และ 4; γ -linked D-glutamic acid อยูในตําแหนงที่ 6;  β-linked D-erythro-β-
methylaspartic acid (MeAsp) อยูในตําแหนงที่ 3; (2S,3S,8S,9S)-3-amino-9-methoxy-2,6,8-
trimethyl-10-phenyldeca-4,6-dienoic acid (Adda) อยูในตําแหนงที่ 5 และ N-
methyldehydroalanine (Mdha) อยูในตําแหนงที่ 7 ดังแสดงไวในภาพที่ 4 สารพิษไมโครซิสตินมี
โครงสรางมากกวา 50 รูปแบบ โดยแตละรูปแบบจะมีความแตกตางอยูที่ L-amino acids สองตัว ใน
ตําแหนงที่ 2 และ 4 และ methylation/demethylation ในรปูของ MeAsp และ Mdha (Dawson, 
1998) 

           

 

 
 
 

ที่มา: Michael (2004)    
ภาพที่ 4 โครงสรางหลักของสารพิษไมโครซิสติน  
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ไมโครซิสตินเปนสารพิษที่มคีวามจําเพาะโดยเปนตัวยับยัง้โปรตีน 
ฟอสฟาเทส PP-1 และ PP-2A (Protein phosphatase PP-1 and PP-2A)ในรางกายของสิ่งมีชีวิต 
 (IC50 ≈ 0.1 นาโนโมล) (Cohen และ Cohen, 1989; Yoshizawa และคณะ, 1990; Honkanen และ
คณะ, 1990; MacKintosh และคณะ , 1990; Nishiwaki-Matsushima และคณะ, 1991) ซ่ึงมี
ความสําคัญตอ การควบคุมเมแทบอลิซึมของคารโบไฮเดรต การแบงเซลล และการยดื-หดตัวของ
กลามเนื้อ นอกจากนี้ยังพบวาสารพิษไมโครซิสติน ยังกอใหเกิดอาการระคายเคืองที่ผิวหนังและตา 
มีอาการเปนไข เวียนศีรษะ ออนเพลีย และเปนพษิตอระบบทางเดินอาหาร (Carmichael, 1992)  
หากไดรับสารพิษไมโครซิสตินในปริมาณมากก็จะทําใหความเปนพษิเพิ่มขึ้น จึงมีอาการ คล่ืนไส 
อาเจียน เวยีนหัว ปวดทอง ทองรวง เปนตะคริว ปวดตามรางกายและออนเพลีย (Sargunar และ 
Sargunar, 1990)  
 
  3.3.2 สมบัติทางกายภาพของสารพิษไมโครซิสติน 
 
           สารไมโครซิสติน เปนของแข็งอสัณฐานที่ปราศจากสี และมักแสดงคา 
specific rotation เปนลบเมื่อเปนสารละลายอยูในตัวทาํละลายที่เปนน้ํา หรือ เมทานอล สเปกตรัม
ในชวงยวูีของสารกลุมนี้จะมีคาดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 238 นาโนเมตร เปนผลมาจาก conjugated 
diene ในโมเลกุล ของ Adda ซ่ึงคาการดูดกลืนแสงนี้สามารถนํามาใชประโยชนเพื่อการตรวจจับ
สารกลุมนี้ดวยเครื่อง HPLC (Kondo และคณะ, 1992) 
 
  3.3.3 ความคงตัวของสารพิษไมโครซิสติน 
 

          สารพิษในกลุมไมโครซิสติน เปนสารประกอบวงแหวนชนิด heptapeptide 
ที่เสถียรตอปฏิกิริยาเคมีสูง โดยสารพิษนีจ้ะมีคาครึ่งชีวิตประมาณ 3 สัปดาห ภายใตสภาวะที่คา
ความเปนกรด-ดาง เทากับ 1 และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส การทําลายสารพิษอยางสมบูรณนี้
จําเปนตองใชการยอยดวยกรดที่มีฤทธิ์กัดกรอนสูงมาก เชน 6 นอรมอล hydrochloric acid หรือ 
trifluoroacetic acid และสารกลุมนี้ยังทนตอการยอยสลายของเอนไซมที่ใชในหองปฏิบัติการทั่วไป 
อยางเชน trypsin ผลการศึกษาถึงการสลายตัวของสารนีม้ีผลอยางมีนัยสําคัญ เมื่อตั้งสารละลายของ
สารนี้ในน้ํากลัน่บริสุทธิ์นาน 26 วัน และน้าํที่มีสวนผสมของรงควัตถุภายในเซลลของสาหรายสี
เขียวแกมน้าํเงนิ เชน คลอโรฟลล เอ, เบตา-แคโรทีน  และ ไฟโคไซยานนิ (phycocyanin) ภายใต
แสงอาทิตยเปนเวลานาน 15 วัน พบวาปรมิาณของไมโครซิสตินจะลดลง แสดงวารงควัตถุเหลานี ้
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มีสวนสําคัญในการเรงปฏิกริิยาการสลายตัวของไมโครซิสติน แตการทดลองทํานองเดียวกันนี้โดย 
ใชแสงฟลูออเรสเซน (fluorescence) กับสารไมโครซิสติน-แอลอาร (microcystin-LR) พบวาแสง 
ไมมีผลตอการสลายตัวแตประการใด (Tsuji และคณะ, 1994) 
 

         สารพิษในกลุมไมโครซิสตินโดยทั่วไปจะมีคาความเปนพิษ LD50 i.p. ใน 
หนูอยูระหวาง 45-> 1,000 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม สารพิษไมโครซิสตินที่พบมากในประเทศไทยมี 
3 รูปแบบ ไดแก ไมโครซิสติน-แอลอาร, ไมโครซิสติน-วายอาร และไมโครซิสติน-อารอาร โดยมี
คาความเปนพษิ LD50 i.p. ในหนู 60, 70 และ 300-600 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ (WHO, 
2004) 
 
  3.3.4 การกําจดัสารพิษไมโครซิสตินโดยกระบวนการบาํบัดน้ํา 

 
  สารพิษไมโครซิสตินมีบทบาทที่เดนชัดวาเปนรูปแบบหนึ่งที่จดัอยูในมิติ 

ของเสียและมลพิษ ซ่ึงเมื่อปนเปอนเขาสูระบบนิเวศแหลงน้ําก็จะทําใหเกิดผลกระทบตอระบบ
ส่ิงแวดลอมและระบบผลิตน้ําประปา หากนําน้ําที่มีสารพิษชนิดนี้ปนเปอนมาใชในกระบวนการ
ผลิตน้ําประปา จะสงผลกระทบตอคุณภาพชีวิตของผูที่อุปโภคและบรโิภคน้ําประปาได ดังนัน้ จึง
จําเปนตองมีการบําบัดน้ําเพือ่ลดสารพิษไมโครซิสติน  
 
          กระบวนการบําบัดน้ํา เพื่อใชในการบริโภคที่มีอยูนัน้ สามารถแบงออกเปน
ประเภทใหญ ได 3 ประเภทดวยกัน คือ กระบวนการจับตัวเปนกอนของแข็ง และการกรอง
(filtration)  กระบวนการใชสารที่เปน oxidant และกระบวนการดูดซับโดยผงถานกัมมนัต 
(activated carbon) จากการศึกษาพบวาสารพิษไมโครซิสติน  สามารถถูกทําลายอยางรวดเรว็ดวย 
สารละลายคลอรีน (aqueous chlorine) และ แคลเซียมไฮโปคลอไรต (calcium hypochlorite) 
โดยสารทั้งสองมีประสิทธิภาพในการกําจดัอยูที่ 95 เปอรเซ็นต ในขณะที่ โซเดียมไฮโปคลอไรต 
(sodium hypochlorite) มีประสิทธิภาพในการกําจัดสารพิษทั้งสองชนดิต่ํากวา แคลเซียมไฮโป 
คลอไรตมาก  (ประมาณ 40 เปอรเซ็นต) (Nicholson และคณะ, 1994) 
 
        ผงถานกัมมันตสามารถดูดซับสารอินทรียที่ละลายน้าํรวมทั้งสารพิษจาก
สาหรายหลายชนิดออกจากน้ําอยางไดผล (Hoffmann, 1976; Keijola และคณะ, 1988; Falconer 
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และคณะ, 1989; Himberg และคณะ, 1989) อยางไรกด็ีการทํางานของผงถานกัมมันตนั้นขึ้นอยูกับ
ปจจัยหลายประการ เชน ชนดิของผงถาน และวิธีการเตมิผงถานลงในน้ําที่ตองการบาํบัด 
 

     ถานกัมมันต มีความสามารถในการดูดซับสารพิษที่ปนเปอนในน้ําไดโดย  
อาภารัตน และคณะ (2547) พบวา ถานกัมมันตชนิดผง (powder activated carbon, PAC) มี
ประสิทธิภาพในการดดูซับไมโครซิสติน-แอลอารไดดีกวาถานกัมมันตชนิดเม็ด (granular activated 
carbon, GAC) โดยสามารถลดสารพิษไมโครซิสติน-แอลอาร  ลงไดรอยละ 100 เมื่อเทียบกับชดุ
ควบคุม (ไมเตมิถานกัมมันต) อันเนื่องมาจากปริมาตรของรูพรุนและพืน้ที่ผิวสัมผัส ซ่ึงจะมีผลตอ
เปอรเซ็นตของสารพิษที่ลดลง 
 

     Keijola และคณะ (1988) พบวา ผงถานกัมมันต 20 มลิลิกรัมตอลิตร  
สามารถลดสารพิษที่มีผลตอตับไดถึงรอยละ 90  โดยทําการบําบัดรวมกบักระบวนการ 
 pre-ozonation   
 
       ผลการศึกษาการกําจดัสารพิษดวยโอโซน (ozone) พบวาสามารถกําจัดสารพิษ
จากสาหรายไมโครซิสติน,โนดูลาริน และ อะนาทอกซิน-เอ  ที่มีความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอลิตร 
ไดอยางสมบูรณ (Keijola และคณะ, 1988) และประสิทธิภาพในการกําจัดนี้จะขึ้นอยูกับปริมาณ 
ของโอโซน ที่ใช (Himberg  และคณะ, 1989) ถึงแมวากระบวนการ ozonolysis ของไมโครซิสติน-
แอลอาร  และโนดูลารินจะใหสารสุดทายที่ไมเปนอันตราย แตการศกึษาสารระหวางกลาง 
(intermediate) ที่เกิดขึ้นในระหวางการสลายตัวนั้นยงัคงจําเปนที่ตองศกึษาตอเพื่อหาสารที่อาจ
พบวา เปนพิษตอมนุษยและสัตวเล้ียงได (Namikoshi และคณะ, 1989) 

 
      การบําบัดน้ําที่มีเซลลสาหรายสีน้ําเงินแกมเขยีวและสารพิษไมโครซิสติน 

ปนเปอนอยูนัน้จําเปนตองเลือกเทคโนโลยีที่เหมาะสม ทั้งนี้เพื่อประสิทธิภาพของการบําบัด โดยท่ี
ระบบการผลิตน้ําประปาในประเทศไทยสามารถทําไดเพยีงการกรองเซลลหรือเจือจางสารพิษ
เทานั้น การทําลายพิษไมสามารถขจัดใหหมดไดโดยการกรอง ตกตะกอน เติมคลอรีนหรือแมแต
การตมได (อาภารัตน, 2539) 

 
      Lahti และคณะ (1996) กลาววา สารพิษไมโครซิสตินที่ลดลง 

ในกระบวนการกรองอันเนื่องมาจากการดดูซับและการยอยสลายทางชีวภาพ (biodegradation) 
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      สารพิษไมโครซิสตินจะถูกปลดปลอยจากเซลลเมื่อเซลลสาหรายแตกหรือ 
ถูกทําลายโดยกระบวนการตกตะกอน (coagulation) และกระบวนการกรอง (filtration)  
 

      ในระบบบาํบัดน้ําไมควรทํา pre-chlorination หรือ pre-ozonation  
ภายหลังขั้นตอนการลดสารพิษที่ละลายอยูในน้ํา โดยทีส่ารพิษไมโครซิสตินจะถูกออกซิไดซอยาง
รวดเร็วโดยตวัออกซิไดซรวมทั้งโอโซน และ คลอรีน ซ่ึงตองควบคุมเวลาและความเปนกรดดาง 
เพื่อที่จะใหเกดิประสิทธิภาพมากที่สุด โดยท่ีการตมไมสามารถทําลายสารพิษไมโครซิสตินได ซ่ึง
การตมน้ําที่มีเซลลปนเปอนอยูจะนําไปสูการปลดปลอยสารพิษใหเปนอิสระ (MRACC, 2002) 
 

              3.3.5  ความเปนพษิของไมโครซิสติน 
 
                        สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินทีพ่บมากตามแหลงน้ํามีหลายชนิด แตชนิดที่ 

กอใหเกิดพษิมากที่สุด คือ Microcystis aeruginosa และ Anabeana flos-aquae  ซ่ึงสามารถผลิตสาร 
พิษและปลอยออกมาจากเซลลได คือ ไมโครซิสติน และ อะนาทอกซิน ตามลําดับ ไมโครซิสติน 
เปนสารพิษทีม่ีโครงสรางเปนกรดอะมิโน 7 ตัวที่มีบางสวนตอกนัเปนวงแหวน มีทั้งหมดมากกวา 
70 รูปแบบ (varient) เชน ไมโครซิสติน-แอลอาร, ไมโครซิสติน-วายอาร และไมโครซิสติน-อาร
อาร  โดยชนิดหลังมีความเปนพิษนอยที่สุด สําหรับชนิดแรกเปนชนิดที่ศึกษากนัมากที่สุด  
 
                                       Tsuji และคณะ (1997) พบวาพษิที่เห็นเดนชัดของไมโครซิสติน คือพิษ 
ตอตับ ไมโครซิสตินในปริมาณมากทําใหเซลลตับตายและทําลายเสนเลือดที่หลอเล้ียงภายในตับ 
ศึกษาความเปนพิษตอตับ เมื่อใหไมโครซิสติน-แอลอาร ทางปาก แกหนูถีบจักรที่มีอายุมาก 
 (32 สัปดาห) กับหนูรุน (5 สัปดาห) โดยใหในปริมาณสูงถึง 500 ไมโครกรัมตอกิโลกรัมน้ําหนกัตวั
ซ่ึงหนูชนิดนี้จะมีน้ําหนักประมาณ 20-30 กรัม    ดังนั้นปริมาณที่ใหคอื 10-15ไมโครกรัม ประมาณ 
60 % ของหนแูกเทานัน้ ที่พบพยาธิสภาพที่ตับ หลังใหสารพิษนี้ 2 ช่ัวโมง แตในขณะทีห่นูรุนไม
พบการเปลี่ยนแปลง จากการทดลองนี้จึงสรุปไดวา พิษตอตับของไมโครซิสติน อยูกบัอายุของหนู
ถีบจักร นอกจากนี้พบวายังขึน้อยูกับความสามารถในการดูดซึมที่ลําไสเล็กอีกดวย 
                  
                                         กลไกความเปนพษิตอตับของไมโครซิสติน เกิดขึ้นดังนี ้เมื่อถูกดูดซึมเขา
สูกระแสเลือดจะอาศัยถุงน้ําดี ( bile salt) เปนตัวพาเขาเซลลตับ (hepatocyte) สารพิษนี้ทําใหเซลล
ตับเหี่ยวเล็กลง สงผลใหเซลลตับที่ปกติอยูติดกัน แยกออกจากกัน และยังทําให 
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เซลลบุหลอดเลือดฝอยที่เขาสูตับ (sinusoidal capillaries)ที่อยูบริเวณตดิกันแยกตามไปดวย  เลือด 
ที่ถูกขนสงมาตามหลอดเลือดฝอย จึงซึมออกมาที่เนื้อเยือ่ตับและเกดิการสะสม ทําใหนอกจากเกิด
การทําลายของเนื้อเยื่อบริเวณนี ้แลวยังทําใหเกิดภาวะชอ็คได การที่เซลลตับเหี่ยวเล็กลงผิดรูปราง
ไป  เนื่องจากเมื่อไมโครซิสตินเขาสูเซลลจะไปมีผลตอสวนไซโตสคีลีทอน (cytoskeleton) ที่อยู
ภายในเซลล เมื่อสารพิษจับที่ intermediate filament และ microfilament ซ่ึงเปน protein polymer ใน
ไซโตสคีลีทอน ทําใหมกีารเปลี่ยนแปลงรปูรางของ intermediate filament และ microfilament 
ตามลําดับ เมื่อเซลลแรกหดตวัจะทําใหแยกออกจากเซลลขางเดียวและเซลลบุหลอดเลือดฝอย 
(Eriksson และคณะ, 1992) 
 
                                         นอกจากนี้ไมโครซิสติน ยังมีคุณสมบัติเปนตวัยับยั้งเอนไซมในกลุม  
โปรตีนฟอสฟาเทส (protein phosphatases) ซ่ึงเอนไซมชนิดนี้ทํางานรวมกับเอนไซมโปรตีนไคเนส
(protein  kinase)ในการควบคุมปริมาณหมูฟอสเฟตที่ถูกเติมในโมเลกุลโปรตีน โดยโปรตีนไคเนส  
ทําหนาที่เติมหมูฟอสเฟต (phosphorylation) แตโปรตีนฟอสฟาเทส ทําหนาที่ตัดหมูฟอสเฟตออก 
(dephosphorylation)  การเกดิปฏิกิริยาทั้งสองแบบนี้มีบทบาทตอโครงสราง และการทําหนาที่ของ 
intermediate filament และ microfilament โดยไมโครซิสติน จะทําลายสมดุลระหวาง 
phosphorylation และ dephosphorylation   ดังนั้นจากการที่สารพิษชนิดนี้สามารถยับยัง้เอนไซม
ดังกลาวขางตนได ถาผูไดรับสารพิษในปริมาณเล็กนอยที่ไมทําใหถึงตายหรือเกดิพิษฉับพลัน (non 
lethal dose) เปนประจํา ก็จะสงเสริมใหเกดิมะเร็งได เพราะเอนไซมทัง้สองชนิดนี้มบีทบาทเกี่ยว 
ของกับโปรตีนที่ควบคุมการแบงตัวของเซลล (Yoshizawa และคณะ, 1990) 
 
                                         Nishiwaki และคณะ (1992) ใชไมโครซิสติน-แอลอาร ในปริมาณที่ไมทํา
ใหพษิเฉียบพลัน รวมกับสารกอมะเร็งไดเมทิลไนโตรซามีน (dimethylnitrosamine) พบวาที่เนื้อตบั
เกิดจดุที่ใหผลบวกกับเอนไซมกลูทาไทโอน เอส- ทรานเฟอเรส (glutathione s-tranferase) เพิ่มขึน้
เมื่อให ไมโครซิสตินเพิ่มขึ้น โดยจุดทีใ่หผลบวกกับเอนไซมดังกลาว เปนตัวบงบอกการเกิดมะเรง็
ตับชนิดหนึ่ง แตถาใชสารพิษเพียงอยางเดยีวใหแกสัตวทดลอง โดยไมไดใหรวมกบัสารกอมะเร็ง 
พบวาไมมกีารเพิ่มขึ้นของจุดที่ใหผลบวก ดงันั้นจึงอาจกลาวไดวา ไมโครซิสติน-แอลอาร  
ไมเปนสารกอมะเร็งตับ แตเปนสารสงเสริมการเกิดมะเรง็ก็จะทําใหมีโอกาสเกิดมะเรง็ตับเพิ่มขึ้น 
สําหรับกลไกของไมโครซิสติน-แอลอาร มีกลไกคลายกบั okadaic acid ที่สามารถยับยั้ง การทํางาน
ของเอนไซมโปรตีนฟอสฟาเทส ชนิด 1 และ 2A ซ่ึงเปนเอนไซมที่ควบคุมการแบงตวัและขยาย
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ขนาดของเซลลใหอยูในจํานวนที่เหมาะสม ถาเอนไซมนีถู้กปดกั้นไมใหทํางาน ทําใหกลไกการ
ทํางานของเซลลในรางกายแปรปรวน มีโอกาสเกิดมะเรง็ได  

 
             3.3.6 การขับออกของสารพิษไมโครซิสตินออกจากรางกาย 
 

1) การขับออกของสารพิษออกจากรางกายทั่วไป 
 

                                             กระบวนการกาํจัดสารพิษของรางกายที่สมบูรณประกอบดวย ปฏิกิริยา
ขั้นตอนที่ 1 (Phase I reactions) และปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 2 (Phase II reactions)โดยปฏิกิริยา 
ขั้นตอนที่ 1 เปนการเปลี่ยนโครงสรางของสารที่ตองการกําจัดใหอยูในรูปที่ไวตอการเกิดปฏิกิริยา 
(reactive intermediates) เพื่อสงผลใหเกิดปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 2 ซ่ึงเปนการเติมหมูที่ละลายน้ําเขาไป
เพื่อการขับออกทางปสสาวะเกิดขึ้นไดโดยงาย ปฏิกิริยาขัน้ตอนที่ 1 เปนการเปลี่ยนโครงสรางของ
สารที่ตองการกําจัดใหอยูในรูปที่ไวตอการเกิดปฏิกิริยา  เพื่อใหการเกิดปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 2 ซ่ึงเปน
การเติมหมูที่ละลายน้ําเขาไปเพื่อการขับออกทางปสสาวะไดงาย   
 
                                            เมื่อรางกายไดรับสารประเภทหนึ่งปริมาณมากๆ สงผลใหเอนไซมที่ใช
ในการกําจัดสารชนิดนี้ถูกเหนี่ยวนําหรือกระตุนใหทํางานในอัตราที่เพิม่ขึ้น สารเหนีย่วนาํหรือ
กระตุนใหเอนไซมทํางานมากขึ้นนี้แบงออกเปน 2 ประเภทคือ สารเหนี่ยวนําหรือกระตุนเอนไซม
กลุมเดียวหรือชนิดเดยีว (mono-functional inducers) และสารเหนี่ยวนําหรือกระตุนเอนไซมหลาย
กลุมหรือหลายชนิด (multi-functional inducers) การเหนีย่วนาํหรือกระตุนเอนไซมเพยีงกลุมเดยีว
หรือชนิดเดยีว จะทําใหเกดิความไมสมดุลในกระบวนการกําจัดสารพิษปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 1 จะทํา
ใหเกิดสาร เมแทบอไลตที่วองไวตอการเกดิปฏิกิริยา เปนจํานวนมาก ทําใหปริมาณเอนไซมใน
ปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 2  มีไมเพียงพอตอการกําจัดสารเมแทบอไลตดังกลาว ( Liska , 1998 )  สงผลให
เกิดการสะสมของสารเมแทบอไลตที่วองไวตอการเกิดปฏิกิริยา (reactive metabolites) ที่เปนพิษตอ 
DNA, RNA และโปรตีน ซ่ึงเปนสาเหตุของความเปนพษิตอเซลล ตลอดจนภาวะการกอกลายพนัธุ
และโรคมะเร็งในที่สุด (Nebert  และคณะ, 1991) 
 
                                         โดยทั่วไปการเหนี่ยวนํา/กระตุนเอนไซมในปฏิกริิยาขั้นตอนที่ 2 (Phase II  
reactions) โดยเฉพาะเอนไซม glutathione S-transferase และ glucuronyl transferase ที่ถูกกระตุน
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โดย สารกระตุนเอนไซมหลายกลุมหรือหลายชนิด (multi-functional inducers) เปนกลไกสําคัญใน
การกําจัดสารพิษที่สมบูรณ  

 
2) การขับออกของสารพิษไมโครซิสตินออกจากรางกาย 
 

                                      เมื่อฉีดปริมาณสารพิษ (sublethal dose) ไมโครซิสติน (35ไมโครกรัมตอ 
กิโลกรัม) เขาทางเสนเลือดของหนู ผลที่แสดงออกมาคือ หนูมีพฤติกรรมปกติ และน้าํหนักของตับ
ไมเพิ่มขึ้น ซ่ึงที่ตับจะมีการรบัสารพิษอยางรวดเร็วโดยมกีารสะสมสูงสุด 521±14 พโิคโมลตอกรัม 
(71 ±7 %ของปริมาณสารพษิที่ไดรับ) ภายใน 30 นาที อัตราการขับออกผานทางอุจจาระ คือ 0.9 
และ 0.5 เปอรเซ็นต ตอช่ัวโมง ในเวลา 6 และ 12 ช่ัวโมง และประมาณ 1 เปอรเซ็นตตอวันที่ยังคง
หลงเหลืออยู ภายใน 12 ช่ัวโมงแรกจะมกีารขับออกทางปสสาวะ 74 เปอรเซ็นต (Robinson, 1991) 
ที่ไซโตซอลของตับ สารพิษไมโครซิสตินจะถูกเปลี่ยนแปลง โดยที่เซลลตับของหนูจะแสดงเวลา
และปริมาณสารที่ใชในการทําลายในการรวมตัวของกลทูาไทโอน  (glutathione ,GSH) กับ  
ไมโครซิสติน-วายเอ็ม (microcystin-YM) (Runnegar และคณะ, 1987)  ในการทดลองกับหนหูลายๆ
ตัว ที่ใหสารพิษ 4 มิลลิกรัมตอน้ําหนกัหน ู1 กิโลกรัมของ GSH  2 ช่ัวโมง กอนที่จะใหไมโครซิส
ติน-แอลอาร (Hermansky และคณะ, 1991) ผลที่ไดพบวาไมโครซิสตินอาจเกดิการรวมตัวกับ GSH 
ซ่ึง GSH มีบทบาทสําคัญในการรวมกลุมตอกระบวนการเมแทบอลิซึม (metabolism) นําไปสูการ
ลดความเปนพษิซึ่งจะเพิม่การกําจัดออกของสารพิษ  
 
               ไมโครซิสตินจะประกอบดวยสารประกอบ electrophilic α, β 
unsaturated carbonyl ใน methydehydro alanine  กลุมของ thiol เชน GSH และ cysteine สามารถ
เติม nucleophilically  ที่  α, β- unsaturated carbonyl (Kondo และคณะ, 1992) อยางไรก็ตาม thiol 
ที่รวมกลุม (conjugated) กับไมโครซิสติน ตรวจไมพบในตับของสัตว คา LD 50 ของ GSH และ 
cysteine-conjugated microcystin-LR มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญกวางกวาสารพิษเดิม  แต
ระดับความเปนพิษของ conjugated ยังคงอยู ผลที่ไดพบวา สารพิษไมโครซิสติน-แอลอาร ที่ยังคง
อยูหลังจากเกดิการอิ่มตัวของ α,β unsaturated carbonyl ใน methyldehydroalanine   (Meriluoto 
และคณะ, 1991) ถาGSH เกดิการconjugation  จะเปนสาเหตุหลักที่ทําใหความเปนพษิลดลง 
 การ conjugated จะยังคงอยู ในตับอยางนอยที่สุดเปนเวลา 6 วัน หลังจากไดรับพษิความเปนพิษ 
จะเพิ่มขึน้ และจะสงผลใหตบัถูกทําลายในเวลาตอมา (Robinson และคณะ, 1991) 
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อุปกรณและวิธีการศึกษา 
 
 

1. อุปกรณและสารเคมี 
 
1.1 วัสดุและอปุกรณที่ใชในการทดลอง 
 

1.1.1  จานเพาะเชื้อพลาสติก (petri dish) ขนาดเสนผาศูนยกลาง 90 มิลลิลิตร 
 (Bibby Sterilin LTD).  

1.1.2  ตาขายกรองแพลงกตอน (plankton net) ขนาด 108 ไมครอน 
1.1.3  แผนทดสอบ (BBL blank paper discs) (Becton Dickinson) ขนาด 

เสนผาศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร 
1.1.4  กระดาษกรองเบอร 3 (Whatman filter paper No.3) 
1.1.5  เครื่องแกว เชน ขวดรปูชมพู กระบอกตวง กรวยกรอง บิกเกอร แทงแกวคน 

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

                           1.1.10 เครื่องหมุนเหวีย่ง (centrifuge, Sorvall รุน SS -3) 
               1.1.11 เครื่องปนละเอียดใหเซลลเปนเนื้อเดยีวกนั (homogenizer, Polytron PT 205) 
              1.1.12 เครื่องระเหยแหงแบบลดความดัน (rotarry evaporator, Buchi รุน 461) 
              1.1.13 ตูอบเครื่องแกว  (hot air oven, Memmert รุน/600)  
                          1.1.14 หมอนึ่งฆาเชื้อ (autoclave, Tomy Seiko รุน   SS-245) 
                          1.1.15 กลองจุลทรรศน (microscope Olympus รุน   CH 30) 
              1.1.16 ตูเขี่ยเชื้อ               
                          1.1.17 แผน TLC (silica gel 60F254  pre-coat for preparative, Merck) 
                          1.1.18 แผน TLC อลูมิเนียม (TLC aluminum sheets silica gel 60F254, Merck) 
             1.1.19 เครื่องวัดความเขมแสง (lightmeter, Lutron Digital รุน LX 101) 
                          1.1.20  เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH-meter, HANNA รุน HI 98128) 
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             1.1.21 เครื่องทําใหเซลลแหงโดยการระเหิด (lyophilizer, Edwards Britain รุน 501 
หรือ Edwards รุน super modulyo) 
                         1.1.22 สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 30 สายพันธุ (ตารางที ่2) จากศนูยจลิุนทรีย (ศจล.) 
สถาบันวิจัยวทิยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) 
  

1.2 สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

1.2.1 สารเคมีสําหรับเลี้ยงสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน เปน laboratory grade ของ  
Fluka, Sigma และ Merck  และ Agarose type IX  ultra-low gelling temperature (Sigma) 

 
1.2.2 สารเคมีสําหรับทดสอบคุณสมบัติทางเคมีของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เชน 

 น้ํายาแอนโทรน น้ํายาโมลสิต น้ํายานินไฮดริน น้ํายาไบยูเรต เอนไซมโปรตีเอส  เอนไซมอไมเลส 
เอนไซมไลเปส เปน laboratory grade ของ  Sigma และ Merck 
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ตารางที่ 2 สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 30 สายพันธุ ที่ใชในการทดลอง 
 
          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 ขั้นตอนการคัดเลือกสายพันธุสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง 
การเจริญเติบโตของสาหราย 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 เปอรเซ็นต (Watanabe และคณะ, 1998) 
                                       

          เพาะเลี้ยงสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305ในอาหารเหลว MA  
(Ichimura, 1978)( ภาคผนวก ก) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มลิลิลิตร เปน
เวลา 14 วัน เตมิสารแขวนลอยของ Microcystis aeruginosa TISTR 8305 ที่ มีคาความหนาแนนของ
เซลล เปน 0.5 ที่ความยาวคลื่น 900 นาโนเมตรลงไปใหไดคาความเขมขนสุดทายของ Microcystis 
aeruginosa TISTR 8305 เปน 20 เปอรเซ็นตของปริมาตรสารแขวนลอยของสาหราย ตอปริมาตร
อาหาร ผสมใหเขากันกับอาหารวุน MA กึ่งแข็ง เตรียมโดยใช อากาโรส (ultra-low-gelling-
temperature agarose ) ความเขมขน1.6 เปอรเซ็นต แทนวุน (agar) ที่นึง่ฆาเชื้อเรียบรอยแลว เทลง
บนจานเพาะเลี้ยงเชื้อ จากนัน้นําไปแชเยน็ที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที เพื่อให
อาหารแข็งตัว แลวพันดวยพาราฟลม นําไปวางไวใตแสงฟลูออเรสเซนสที่ความเขมแสง  
60 ไมโครไอสไตนตอตารางเมตรตอวินาที ชวงแสงที่ใหความสวางตอมืด 12:12  ช่ัวโมง  
เปนเวลา 7 วัน 
 
          2) เตรียมทํา algal lawn ของ สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 29 สายพันธุ  
 

            เพาะเลีย้งสาหรายสีเขยีวแกมน้ําเงิน (ตารางที่2) ในอาหารสูตร BGA  
(Antarikanonda, 1980) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 100 มิลลิลิตรในขวดรปูชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 
เปนเวลา 14 วนั เติมสารแขวนลอยของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 29 สายพันธุ ยกเวน Microcystis 
aeruginosa TISTR 8305  ที่บดเซลลใหละเอียดผสมเปนเนื้อเดียวกนัดวยที่บดเนื้อเยื่อ (tissue 
grinder) มีคาความหนาแนนของเซลล เปน 0.5 ที่ความยาวคลื่น 900 นาโนเมตร เปน 20 เปอรเซ็นต
ของปริมาตรสารแขวนลอยของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิตอปริมาตรอาหาร ผสมใหเขากันกับ
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อาหารวุน (agar) เตรียมโดยใช วุน ความเขมขน  1.5 เปอรเซ็นต ที่นึ่งฆาเชื้อเรียบรอยแลว เทลงบน
จานเพาะเลี้ยงเชื้อ พันดวยพาราฟลม แลวนาํไปบมที่อุณหภูมิ 29± 1 องศาเซลเซียส ภายใตแสง 
ฟลูออเรสเซนส ความเขมแสง 60 ไมโครไอสไตนตอตารางเมตรตอวนิาที  เปนเวลา 7 วัน  
 
             3) เตรียมทดสอบประสิทธิภาพของสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 29 สายพันธุ
ตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305   
 
   นํา algal lawn ของ สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 29 สายพันธุ มาเจาะดวย  
cork borrer  ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร นํามาวางบน algal lawn ของ Microcystis 
aeruginosa TISTR 8305  โดยวาง 4 ตําแหนง หางจากขอบจานเพาะเลี้ยงเชื้อดานละ 14 มิลลิเมตร 
 บมที่อุณหภูม ิ29± 1 องศาเซลเซียส ภายใตแสงฟลูออเรสเซนส ความเขมแสง 60 ไมโครไอสไตนตอ
ตารางเมตรตอวินาที เปนเวลา 10 วันวัดขนาดโซนใส (clear zone) ที่เกิดขึ้นบน algal lawn ของ 
Microcystis aeruginosa TISTR 8305 โดยใชเวอรเนียคาลิเปอร และบันทึกผล  
 
             4) คัดเลือกสายพันธุสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินทีส่ามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305  โดยสังเกตจากขนาดของโซนใสที่
เกิดขึ้นในบริเวณกวาง เพื่อนํามาใชในการทดลองขั้นตอไป 
 
  2.1.2 การเพาะเลี้ยงและเก็บเกี่ยวเซลลสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินสายพนัธุคัดเลือก 
 

นําสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิแตละสายพนัธุที่ผานการคัดเลือกแลวจากขอ  
2.1.1 มากระตุนการเจริญเตบิโต โดยเล้ียงในอาหารเหลว BGA+N ที่ฆาเชื้อดวยความดัน อุณหภมูิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู ขนาด 250 มิลลิลิตร 
ตั้งบนเครื่องเขยา ดวยความเร็ว 100 รอบตอนาที บมที่อุณหภูมิ 29± 1 องศาเซลเซียส ภายใตแสง
ฟลูออเรสเซนส ความเขมแสง 60 ไมโครไอสไตนตอตารางเมตรตอวนิาที   
 
         จากนั้นทาํการเก็บเกีย่วเซลล ที่ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 7 วัน 14 วัน และ 21 วัน 
โดยกรองดวยตาขายกรองแพลงกตอน (plankton net) ขนาด 108 ไมครอน ลางเซลลดวยน้ํากลั่นที่
ฆาเชื้อแลว 2-3 คร้ัง นําเซลลที่เก็บเกี่ยวไดไปทําใหแหงแบบการระเหิดที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส ดวยเครื่องระเหิดแหง จากนั้นนําเซลลที่เก็บเกี่ยวไดมาชั่งดวยเครื่องชั่งและ 
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จดบันทึกผลของน้ําหนกัแหงกอนนําไปสกัด 
 
                          2.1.3 การสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพออกจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินสายพนัธุ
คัดเลือก 
 

      ทําการสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพออกจากสาหรายสีเขียวแกมน้าํเงินสาย 
พันธุที่คัดเลือกเพื่อทดสอบกับ Microcystis aeruginosa TISTR 8305โดยนําเซลลแหงของสาหราย 
สีเขียวแกมน้ําเงินสายพันธุที่เก็บเกีย่วไดมาบดใหเซลลแตกดวยที่บดเนื้อเยื่อ เติมคลอโรฟอรม :  
เมทานอล : น้ํา อัตราสวน 6 : 4 : 1 ลงไปในตัวอยางเซลล นําไปปนใหละเอียดผสมใหเขากันดวย
เครื่องโฮโมจีไนเซอร เพื่อใหไดสารผสมเนื้อเดียวกรองสารสกัดดวยกระดาษกรองเบอร 3 นําสวนที่
ไดจากการกรอง (filtrate) มาระเหยแหงภายใตสภาวะลดความดันดวยเครื่องระเหยแหงแบบลด
ความดัน ความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จนไดสารสกัดหยาบ (crude 
extract) แหง นําสารดังกลาวมาชั่งน้ําหนกั เพื่อเก็บไวใชในการทดลองตอไป (ภาพที่ 5) 
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      สายพันธุทีม่ีศักยภาพสูงในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ 
             สาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 

ทดสอบกับ Microcystis aeruginosa TISTR 8305 

สารสกัดหยาบ (crude extract) จากสาหรายสีเขียวแกมน้าํเงิน 

 ระเหยแหงแบบลดความดัน ที่ความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

            กรองดวยกระดาษกรองเบอร 3  

   สกัดดวย คลอโรฟอรม : เมทานอล : น้ํา ( อัตราสวน 6 :4 : 1) 

    ระเหิดแหง 

            เก็บเกีย่ว (กรองหรือหมุนเหวีย่ง) 

เพาะเลี้ยงสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินใน BGA+ N

 ภาพที่ 5 ขั้นตอนการคัดเลือกหาสายพนัธุสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินทีม่ีศักยภาพสูงในการผลิต 
                สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีคณุสมบัติในการยับยั้งการเจรญิเติบโตของสาหราย 
                Microcystis aeruginosa TISTR 8305 
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2.1.4 การทดสอบประสิทธิภาพของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพออกจากสาหราย 
สีเขียวแกมน้ําเงินเพื่อทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa  
TISTR 8305 
 

1) ขั้นเตรียมแผนทดสอบ 
 
     ทดสอบประสิทธิภาพของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพออกจากสาหราย 

สีเขียวแกมน้ําเงิน ทดสอบโดยวิธี paper disc plate (Chmel และคณะ, 1980) 
 
        นําสารสกัดหยาบมาละลายในเมทานอล หยดลงบนแผนทดสอบ  
BBL disc ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.6 เซนติเมตรใหไดความเขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอแผน  
ตั้งทิ้งไวใหตวัทําละลายระเหย 
 
   2)  ขั้นเตรียม algal lawn ของ Microcystis aeruginosa TISTR 8305 เพือ่
นํามาทดสอบ (รายละเอยีด ดงัขอ 2.1.1 ขอยอยที่ 1) 
   

3) ขั้นตอนการทดสอบประสิทธิภาพของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก 
สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน บน algal lawn ของ Microcystis aeruginosa  TISTR 8305 
 
        ทดสอบโดยการหาปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทีส่าหราย 
สีเขียวแกมน้ําเงินผลิตได โดยเปรียบเทยีบปริมาณสารออกฤทธิ์กับสารมาตรฐาน gentamicin  
(ภาคผนวก ข) 
 
         นําแผนทดสอบที่หยดสารสกัดจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน วางบน
ผิวหนาของ algal lawn ของ Microcystis aeruginosa  TISTR 8305  ที่เตรียมไวแลว โดยวางแผน
ทดสอบในแนวเสนตรงเดยีวกันในทิศทางตรงกันขาม สําหรับในแนวตั้งฉากกับแผนทดสอบที่ 
หยดสารสกัด นําแผนทดสอบที่หยด gentamicin มาตรฐานที่ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอแผน  
มาวางในลกัษณะเดียวกนั ดงัภาพที่ 6  แตละจานเพาะเชือ้จะวางแผนทดสอบ 4 แผนในตําแหนงที่
สมดุล นําไปบมที่อุณหภูมิ 29 ± 1 องศาเซลเซียส ภายใตแสงไฟ ที่ความเขมแสง 60 ไมโครไอสไตน
ตอตารางเมตรตอวินาที เปนเวลา 7 วัน นําคาที่วัดไดไปเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน gentamicin 
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ดังนั้นความเขมขนของสารออกฤทธิ์ที่สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน ผลิตขึ้นจึงคํานวณโดยเปรียบเทียบ
เปนคาความเขมขนเทียบเทากับ gentamicin (gentamicin equivalent) 
 
                                                                         แผนทดสอบที่หยดสารสกัดหยาบสาหราย 
                                                                         ความเขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอแผน  
                                                                       แผนทดสอบที่หยด  gentamicin ความเขมขน 
                                                                         5 ไมโครกรัมตอแผน  

 

 
ภาพที่ 6 รูปแบบการทดสอบประสิทธิภาพของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากสารสกัดหยาบ  

สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินสายพันธุคัดเลือก โดยวิธี paper disc plate บน algal 
lawn ของ Microcystis aeruginosa  TISTR 8305 

   
 2.2 ขั้นตอนการศึกษาคุณสมบัติทางเคมีเชิงฟสิกส (physicochemical) บางประการของ 
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตโดยสาหรายสายพันธุคัดเลือก 
 
  2.2.1 การศึกษาเบื้องตนในการแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตจากสาหราย
สายพันธุคัดเลอืก ที่มีคุณสมบัติในการยับยัง้การเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa 
TISTR 8305โดยใชวิธีทินแลเยอรโครมาโทกราฟฟ (thin layer chromatography, TLC)  
 
   1) การศึกษาระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมในการแยกสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพออกจากสิ่งเจือปนโดยวิธีทินแลเยอรโครมาโทกราฟฟ 
 
   นําสารสกัดจากสาหรายสายพันธุคัดเลือก มาทําใหเขมขนขึ้นดวย 
เครื่องระเหยแหงแบบลดความดัน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที 
หยดสารสกัดที่เขมขนลงบนแผนซิลิกาเจล (silica gel 60F254 )  ที่มีความหนา 0.25 มลิลิเมตร 
 กวาง 2 เซนตเิมตร และยาว 7 เซนติเมตร นําไปจุมในภาชนะที่อ่ิมตวัดวยสารละลายผสมซึ่งมี 
อัตราสวนผสมดังนี ้
   คลอโรฟอรม ตอ เมทานอล ตอ น้ํา อัตราสวน 6 ตอ 4 ตอ 1 
   คลอโรฟอรม ตอ เมทานอล ตอ น้ํา อัตราสวน 7 ตอ 3 ตอ 1 
   คลอโรฟอรม ตอ เมทานอล ตอ น้ํา อัตราสวน 10 ตอ 3 ตอ 1 
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   นําแผนซิลิกาเจลที่สารละลายผสมซึมผานขึ้นมาถึงระยะที่กําหนดมาทาํ
ใหแหงและนําไปตรวจสอบหาตําแหนงของสารตางๆ ที่แยกออกมา โดยนําไปสองดวยรังสี
อัลตราไวโอเลต (UV) ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร คาํนวณหาคา Rf  ของแตละสารที่แยก
ออกมา จากนัน้นําไปตรวจสอบหาตําแหนงสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยวิธีออโตไปโอกราฟ 
(autobiograph) (Poon และคณะ, 1987; Al-Lay และคณะ, 1988) กับ สาหราย Microcystis 
aeruginosa TISTR 8305 โดยนําสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 ผสมลงใน 
 อากาโรส (agarose) ที่เตรียมไวโดยนึ่งฆาเชื้อเรียบรอยแลว แทนวุน เทลงบนแผนซิลิกาเจลที่อยูใน
จานเพาะเชื้อจนอาหารทวมทั้งแผน จากนัน้นําไปแชเยน็ที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 
นาทีแลวพนัดวยพาราฟลม นําไปวางไวใตแสงหลอดฟลูออเรสเซนสที่ความเขมแสง 60  
ไมโครไอสไตนตอตารางเมตรตอวินาที ชวงแสงที่ใหความสวางตอมืด 12:12  ช่ัวโมง เปนเวลา 7 
วัน ตรวจหาตาํแหนงของสารออกฤทธิ์ที่เกิดบริเวณยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis 
aeruginosa TISTR 8305 ออกจากสวนอื่นๆ ที่ปะปนไดอยางชัดเจน ทาํใหทราบคา Rf ของสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพเพื่อนําไปใชในการทดลองตอไป 
 
   2) การใชทินแลเยอรโครมาโทกราฟฟ ในการแยกสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa ออกจากสิ่งเจือปนเพื่อ
ทําใหบริสุทธิ์บางสวน (partial purification) 
 
   หยดสารสกัดที่สกัดดวยคลอโรฟอรม ตอ เมทานอล ตอ น้ํา อัตราสวน 
 6 ตอ 4 ตอ 1 จากสาหรายสายพันธุคัดเลือก ที่ทําใหเขมขนลงบนแผนซิลิกาเจลที่มีความหนา 2.0 
มิลลิเมตร กวาง  20 เซนติเมตร ยาว 20 เซนติเมตร วิธีการหยดจะหยดตอกันไปเปนเสนตรงตลอด
ความยาวของแผนซิลิกาเจล โดยตําแหนงที่หยดสารสกดัใหหางจากขอบลาง 1.5 เซนติเมตร นําไป
จุมในภาชนะอิ่มตัวดวยสารละลายที่เหมาะสมที่สุดที่ไดจากการทดลอง เมื่อสารละลายผสมซึมผาน
ขึ้นมาถึงระยะที่กําหนด นําแผนซิลิกาเจลออกจากภาชนะมาผึ่งใหแหง แลวนําไปสองดวยรังสี
อัลตราไวโอเลต (UV) ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ตรวจสอบหาตําแหนงของสารตางๆ ที่แยก
ออกมาได ใชดินสอทําเครื่องหมายแสดงตาํแหนงของสารในแตละแถบ (band) ขูดซลิิกาเจล 
บริเวณตําแหนงสารแตละตําแหนงที่ทําเครื่องหมายไว บดใหละเอียดและนําไปละลายในเมทานอล
ในปริมาณมากพอที่จะละลายสารที่แยกไดออกมา กรองแยกสวนที่เปนซิลิกาเจลออกจาก
สารละลาย นําเอาสวนใสที่กรองไดไประเหย 
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เอาตัวทําละลายเมทานอลออกโดยใชเครื่องระเหยแหงแบบลดความดันจนแหง นํามาชั่งน้ําหนกั 
จากนั้นนํามาละลายในตัวทําละลายเดิมใหไดความเขมขน 1 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนักสารตอ 
ปริมาตรเมทานอล 
 
   นําสารแตละชนิดที่แยกไดไปทดสอบการยับยั้งการเจรญิเติบโตของ
สาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 ดวยวิธีในขอ 2.1.1 ขอยอยที่ 3 
 
  2.2.2 การศึกษาคุณสมบัติบางประการของสารสกัดจากสาหรายสายพนัธุคัดเลือก 
  
   1) การศึกษาคณุสมบัติทางเคมีบางประการของสารสกัดจากสาหราย 
สายพันธุคัดเลือกที่ทําใหบริสุทธิ์บางสวน โดยทินแลเยอรโครมาโทกราฟฟมาศึกษาคณุสมบัติทาง
เคมีบางประการดังนี้ (ภาคผนวก ค.) 
 

1.1) ปฏิกิริยานินไฮดริน (ninhydrin reaction)  
 

      ปฏิกิริยานนิไฮดริน  เปนปฏิกิริยาการทดสอบกรดอะมิโน 
อิสระ และกรดอะมิโนเปปไทดหรือโปรตีน โดยปเปตตสารละลายบัฟเฟอร ที่พีเอช 5.0 ลงใน
หลอดทดลอง ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายตัวอยางที่ตองการทดสอบประมาณ 1 
มิลลิลิตร แลวเติมน้ํายานนิไฮดริน  นําไปตมในน้ําเดือดประมาณ 5 นาท ีสังเกตการเปลี่ยนแปลงสี
ของสารละลาย ถาสารละลายเปลี่ยนเปนสนี้ําเงินถึงมวงใหบันทึกผลการทดลองเปนบวก ซ่ึงแสดง
วาสารละลายตัวอยางประกอบดวยกรดอะมิโนอิสระ หรือกรดอะมิโนในเพปไทดหรือโปรตีน 
 
    1.2) ปฏิกิริยาไบยูเรต (biuret reaction) 
 
                                                             ปฏิกิริยาไบยูเรต เปนปฏิกิริยาการทดสอบสารที่
ประกอบดวยพันธะเปปไทดตั้งแต 2 แหงขึ้นไป ทดสอบโดยปเปตตสารละลายตัวอยางใสในหลอด
ทดลองปริมาตร 2 มิลลิเมตร เติมสารละลายโซเดียมโฮดรอกไซด 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร แลวเติมสารละลายคอปเปอรซัลเฟต 1 เปอรเซ็นต 1 หยด สังเกตการเปลี่ยนแปลงของสี  
ถาสีชมพูเกิดขึน้ใหบนัทึกผลเปนบวก ซ่ึงแสดงวาสารตัวอยางประกอบดวยพันธะเปปไทด  
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                                                       1.3) ปฏิกิริยาการทดสอบโมลิสช (Molisch, s test)  
 

                    การทดสอบโมลิสซ เปนวิธีการทดสอบน้ําตาล โดยใชกรด 
เขมขนดึงน้ําออกจากน้ําตาลเพนโตสและเฮกโซส ในกรณขีองเฮกโซส จะกลายเปนเฟอฟวรัล  
และไฮดรอกซีเมทิลเฟอฟวรัลเฮกโซส ถาเปนอัลโดเฮกโซส จะไดอนุพนัธเฟอฟวรัลประมาณ 1 
เปอรเซ็นต และถาเปนคีโตเฮกโซส จะไดอนุพันธเฟอฟวรัล 20-25 เปอรเซ็นต ซ่ึงการทดสอบ
น้ําตาลทําไดโดยใสสารละลายตัวอยางลงในหลอดทดลองปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมน้ํายาโมลิสช  
ลงไปหลอดละ 2 หยด เขยาใหเขากนั คอยๆ หยดกรดซัลฟวริกเขมขนลงขางๆหลอดทดลอง 
ประมาณ 0.5 มิลลิลิตร สังเกตสีตรงรอยตอระหวางชัน้ของสารละลาย ถาปรากฏเปนสีชมพูถึงมวง
ใหบันทกึผลเปนบวก ซ่ึงแสดงวาสารตัวอยางประกอบดวยน้ําตาล 
 
    1.4) ปฏิกิริยาการทดสอบแอนโทรน (Anthrone test) 
 

       การทดสอบแอนโทรนเปนวิธีการทดสอบน้ําตาล โดยใช 
กรดกํามะถันดึงน้ําออกจากน้ําตาล กลายเปนเฟอฟวรัล หรือ อนุพันธของเฟอฟวรัล ซ่ึงจะรวมกับ 
แอนทรานอล (ในน้ํายาแอนโทรน) ไดสารละลายสีเขียวจนถึงน้ําเงิน ซ่ึงการทดสอบน้าํตาลทําได
โดยใสสารละลายตัวอยางลงในหลอดทดลองปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติมน้ํายาแอนโทรน 
ปริมาตร 3 มิลลิลิตร นําไปตมในน้ําเดือดประมาณ 10 นาที สังเกตการณเปลี่ยนแปลงของสี ถา
เปลี่ยนเปนสีน้าํเงินอมเขียวใหบันทึกผลเปนบวก 
 
    1.5) การทดสอบความไมอ่ิมตัวของไขมนั (unsaturation test) 
 
          โครงสรางของไขมันแบงออกเปน 2 ชนิด คือ ชนิดอิม่ตัว  
ไมมีพันธะคูอยูในโครงสราง และชนิดไมอ่ิมตัว มีพันธะคูสามารถทําปฎิกิริยากับสารพวกฮาโลเจน 
โดยจะฟอกสฮีาโลเจน จึงใชคุณสมบัติในขอนี้ทดสอบวาไขมันที่นํามาทดสอบมีพันธะคูอยูใน
โครงสรางหรือไม ทดสอบโดยปเปตตคลอโรฟอรมลงในหลอดทดลอง 1 มิลลิเมตร เติมสารละลาย
ตัวอยาง 2 หยด ลงในหลอดทดลองดังกลาว จากนั้นคอยๆ หยดสารละลายโบรมีนลงไปทีละหยด 
ผสมใหเขากันโดยเคาะหลอดทดลองดังกลาวดวยฝามือ ถาสารละลายตัวอยางมีพนัธะคูอยูใน
โครงสราง จะฟอกสีโบรมีนได ใหบันทึกผลเปนบวก 
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    1.6) การทดสอบการยับยั้งโดยเอนไซมโปรตีเอส (protease 
inhibition) 
          ใสสารละลายตัวอยางลงในหลอดทดลองปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ใสเอนไซมโปรติเอสปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ทั้ง 2 หลอด จากนัน้นําไปยอยใน mineral oil 
bath ที่อุณหภมูิ 100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 ช่ัวโมง สวนที่เหลืออีกหนึ่งหลอดจะทิง้ไวที่
อุณหภูมิหอง จากนั้นนําสารที่ไดทั้ง 2 หลอด หยดบนแผนทดสอบนําไปวางบนผวิหนาของ algal 
lawn ของ Microcystis aeruginosa  TISTR 8305 อุณหภูม ิ29 ± 1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน 
ตรวจวดัผลโดยสังเกตโซนใสที่เกิดขึ้น สารตัวอยางซึ่งถูกยอยที่อุณหภมูิ 100 องศาเซลเซียสตอง 
เกิดโซนใส เนือ่งจากเอนไซมถูกยอยดวยความรอนทําใหสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไมถูกทําลาย 
สวนหลอดที่ใสเอนไซมวางไวที่อุณหภมูิ 29 ± 1 องศาเซลเซียส ถาไมเกิดโซนใสใหรายงานผล 
เปนบวก สวนตัวควบคุมจะใชสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ผลการทดสอบตองเกิดโซนใส 
 

2) การศึกษาคณุสมบัติทางเคมีเชิงฟสิกส บางประการของสารสกัดจาก 
สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน Anabaena sp. TISTR 8077 
 

2.1) การศึกษาความคงตัวของสารสกัดในสภาพความเปนกรด 
เปนเบสตางๆ  
 
          นําสารสกัดหยาบมาปรบัความเปนกรดเปนเบสใหเทากับ 1 
 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 และ 13 ดวยกรดไฮโดรคลอริก 2 นอรมัล หรือ โซเดียมไฮดรอกไซด  
2 นอรมัล ตามลําดบั นําไปเกบ็ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง ปรับคาความเปนกรดเปนเบสใหเทากับ 7 กอนนําไปตรวจหาประสิทธิภาพของ 
สารสกัดโดยวธีิ paper disc plate และวิเคราะหผลในลักษณะเปอรเซ็นตการยับยั้งสัมพทัธ  
(relative inhibition) กับชุดควบคุม คือ ปริมาณสารออกฤทธิ์จากสารสกัดที่ความเปนกรดเปนเบส 
เทากับ 7 อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดังนี ้
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2.2) การศึกษาความคงตัวของสารสกัดที่ระดับอุณหภูมิตางๆ  
 
       นําสารสกัดมาปรับคาความเปนกรดเปนเบสใหเทากบั 7 

 ปเปตตสารสกัดใสหลอดแกวขนาดเล็กปริมาตร 100 ไมโครลิตร นําไประเหยแหงในโถระเหย 
แหงสุญญากาศ ช่ังหาน้ําหนกัสารสกัด นําไปตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 25 50 70 100 และ 120 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง โดยเก็บตวัอยางสารสกัดทุกๆ 15 นาที นํามาทดสอบประสิทธิภาพ 
โดยวิธี paper disc plateและวิเคราะหผลในลกัษณะเปอรเซ็นตการยับยั้งสัมพัทธ 
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ผลการศึกษาและวิจารณ 
 
 

1. การคัดเลือกสายพันธุสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโต
ของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 
 
 1.1 การคัดเลือกสาหรายสีเขยีวแกมน้ําเงินที่ยับยั้งการเจรญิเติบโตของสาหราย Microcystis 
aeruginosa เบื้องตน 
 

       นําตัวอยางสายพันธุสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินจํานวน 29 สายพันธุที่เก็บรวบรวมไวใน 
         ศูนยจุลินทรีย (ศจล.) สถาบันวิจัยวทิยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) มาคัดเลือกหา 
         สายพันธุที่สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเพื่อยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis 
         aeruginosa TISTR 8305  โดยใช ultra-low-gelling-temperature agarose  1.6 เปอรเซ็นต ทํา algal  
         lawn ของ Microcystis aeruginosa  พบวา เกดิโซนยบัยั้ง 16  สายพันธุ ดังตารางที่ 3 คิดเปนรอยละ  

51.72 ของสายพันธุสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินทีใ่ชในการคัดเลือกสาหรายทัง้ 16 สายพันธุ ไดแก    
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 
 
      จากผลการศึกษาเบื้องตนจึงคัดเลือกสาหรายสายพนัธุ Anabaena sp.  TISTR  8077,  
Hapalosiphon   fontinalis  TISTR  8225,  Anabaena variabilis  TISTR  8404 ซ่ึงสามารถผลิตสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจรญิเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305
ไดดีที่สุดโดยมีโซนยับยั้งเปนบริเวณกวางเรียงตามลําดับจากมากไปนอย 22.38, 21.49 และ 20.89 
มิลลิเมตร มาใชในการทดสอบการสกัดสารในขั้นตอไป 
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ตารางที่ 3 สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินที่ผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยบัยั้งการเจริญเติบโตของ 
   สาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305   

 
         สายพันธุสาหราย     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. ประสิทธิภาพของสารสกดัหยาบจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินท่ีออกฤทธ์ิยับยั้งการเจริญเติบโต 
ของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305  
 

2.1 สารสกัดหยาบจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินที่มีผลตอยับยั้งการเจรญิเติบโตของ 
สาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305   

 
   ทดลองนําสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 3 สายพันธุ คือ 

 Anabaena sp. TISTR 8077,  Hapalosiphon fontinalis  TISTR 8225 และ Anabaena variabilis   
TISTR 8404 ที่สกัดสารในวันที่ 7 , 14 , 21 ของการเพาะเลี้ยง มาทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโต
ของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 พบวาจากการนําแผนทดสอบที่หยดสารสกัด
จากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิ ทั้ง 3 สายพนัธุ วางบนผิวหนาของ algal lawn ของ Microcystis 
aeruginosa  TISTR 8305  ที่เตรียมไวแลวไดผลการทดลองดังตารางที่ 4 
 

      สาหรายสายพันธุ Anabaena sp. TISTR 8077 สกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ 7 วนั เกิด
โซนยับยั้ง 16.84 มิลลิเมตร ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตได (คิดเทียบเปนความเขมขน
ของ gentamicin) คือ 0.04 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ 0.26 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัแหงของสาหราย ที่
14 วัน เกิดโซนยับยั้ง 19.60 มิลลิเมตร ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตได 0.07 มิลลิกรัมตอ
ลิตร หรือ 0.35 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหงของสาหราย และ 21 วนั  เกดิโซนยับยั้ง  13.25 
มิลลิเมตร ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตได 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ 0.18  มิลลิกรัมตอ
กรัมน้ําหนกัแหงของสาหราย 

 
       จากผลการทดลองจะเหน็ไดวา สาหรายสายพันธุ Anabaena sp. TISTR 8077 ที่สกัด

สารในวันที่ 14 ของการเพาะเลี้ยงสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดดีที่สุด เนื่องมาจาก
ชวงเวลาดงักลาว สาหรายมกีารเจริญเติบโตสูงสุด พรอมที่จะผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพปลอย
ออกมาจากเซลล จึงทําใหสารที่สกัดไดมปีระสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย 
Microcystis aeruginosa TISTR 8305ไดดทีี่สุด แตในวันที่ 7 ของการเพาะเลี้ยงสารสกัดที่ไดมี
ประสิทธิภาพนอยกวาเนื่องมาจากวา อยูในชวงระยะกําลังเจริญเติบโต (exponential phase) 
ความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยังไมเต็มที่ และในวนัที่ 21 ของการเพาะเลี้ยง 
อยูในชวงปลายการเจริญเติบโตจึงทําใหประสิทธิภาพของสารสกัดลดลง ซ่ึงผลการทดลองดังกลาว
จะสอดคลองกับการศึกษาความสามารถในการเจริญและการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพโดย
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สาหรายสายพนัธุ Calothrix sp.TISTR 8906 พบวาสาหรายสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
ไดสูงสุดในวนัที่ 16 ของการเพาะเลี้ยง ซ่ึงเปนชวงที่สาหรายมีการเจริญเติบโตสูงสุดเชนกัน 
 (พัชรี, 2540) 
 

     สาหรายสายพันธุ Hapalosiphon fontinalis  TISTR  8225 สกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
ที่ 7 วัน เกิดโซนยับยั้ง 14.87 มิลลิเมตร ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตได คือ 0.04 มิลลิกรัม
ตอลิตร หรือ 0.25  มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัแหงของสาหราย ที่ 14 วนั เกิดโซนยับยั้ง 15.55 
มิลลิเมตรปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตได  คือ 0.06 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ 0.30 มิลลิกรัม
ตอกรัมน้ําหนกัแหงของสาหราย ที่ 21 วนั เกิดโซนยับยั้ง 16.10 มิลลิเมตรปริมาณสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพที่ผลิตได คือ  0.07 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ 0.32 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัแหงของสาหราย 

 
    จากผลการทดลองสาหรายสายพันธุ Hapalosiphon fontinalis  TISTR  8225 ที่สกัดสาร 

ในวนัที่ 21 ของการเพาะเลีย้งสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดดีทีสุ่ด ซ่ึงเปนชวงที่สาหราย
เร่ิมเขาสูภาวะการเจริญเติบโตคงที่ ดังนั้นจงึพบวาสารสกดัที่ 21 วันของการเพาะเลีย้งสามารถออก
ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 ไดดีที่สุด ซ่ึงสารสกัด
ในชวงระยะเวลา 7 วัน และ 14 วันของการเพาะเลี้ยง ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตไดมีผล
ในการยับยั้งนอยกวา ที่ ระยะเวลา 21 วัน  
 

   สาหรายสายพันธุ Anabaena variabilis  TISTR  8404 สกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ 7 
วัน เกิดโซนยบัยั้ง  14.24 มิลลิเมตร ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทีผ่ลิตได  คือ 0.03 มิลลิกรัมตอ
ลิตร หรือ 0.25 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหงของสาหราย  สารสกัดที่ 14 วันเกิดโซนยบัยั้ง  14.80 
มิลลิเมตร ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตได คือ  0.06 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ 0.26 มิลลิกรัม
ตอกรัมน้ําหนกัแหงของสาหราย สารสกัดที่ 21 วันเกิดโซนยับยั้ง  15.20 มิลลิเมตร ปริมาณสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตได คือ 0.07 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ 0.27 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหงของ
สาหราย 

 
  จากผลการทดลองสาหรายสายพันธุ Anabaena variabilis  TISTR  8404 จะเห็นไดวา 

สาหรายมีการผลิตสารออกฤทธิ์ไดมากที่สุดในในชวงวันที่ 21 ของการเพาะเลี้ยง สวนในวนัที่ 7 
และ 14 ของการเพาะเลี้ยง ประสิทธิภาพของสารสกัดมีฤทธิ์ในการยับยัง้เจริญเติบโตของสาหราย 
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 Microcystis aeruginosa TISTR 8305ไดนอยกวาสารที่สกัดในวันที่ 21 ซ่ึง สาหรายอยูในชวง 
ปลายการเจรญิเติบโต  
 
    จากที่กลาวมาทั้งหมดจะพบวา สาหรายทั้ง 3 สายพันธุ มีชวงระยะเวลาในการ
เจริญเติบโตไมสัมพันธกับการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเหมือนกนัทั้ง 3 สายพนัธุ โดยที่สาย
พันธุ  Hapalosiphon fontinalis  TISTR  8225, สายพันธุ Anabaena variabilis  TISTR  8404 มีชวง
ระยะเวลาการเจริญเติบโตและการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเปนไปในแนวทางเดยีวกัน ซ่ึงจะ
สอดคลองกับผลการทดลองเพาะเลี้ยง Nostoc sp. ATCC 53789 เพื่อผลิตสารออกฤทธิ์ cryptophytin 
พบวา การผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไมสัมพันธกับการเจริญเติบโต (Schwartz และคณะ, 1990)
คือ ตรวจพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดมากที่สุดในชวงปลายการเจรญิเติบโตของสาหราย ในวนัที่ 
21 ของการเพาะเลี้ยง แตสําหรับสายพันธุ Anabaena sp. TISTR 8077 พบวาผลิตสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพไดมากที่สุดในชวงทีส่าหรายมีการเจริญเติบโตสูงสุด คือในวนัที ่14 ของการเพาะเลี้ยง ซ่ึงมี
ความแตกตางกับสาหรายทั้ง 2 สายพันธุดังกลาว 

 
 โดยที่สารสกัดหยาบจากสาหรายสายพนัธุ Anabaena sp. TISTR 8077 ที่สกัดที่อายุการ  

เพาะเลี้ยง 14 วันสามารถออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจริญเตบิโตของของสาหราย 
Microcystis aeruginosa TISTR 8305 ไดดทีี่สุด ดังนั้นจงึไดคัดเลือกสาหรายสายพนัธุ Anabaena sp. 
TISTR 8077 มาทําการศึกษาตอเกี่ยวกับการเจริญเติบโตและการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของ
สายพันธุนี้ตอไป 
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ตารางที่ 4 ผลของสารสกัดออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินทีย่ับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 
 

 
หมายเหตุ * คา SD = สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน, ** ความเขมขนเทียบเทา gentamicin (gentamicin equivalent)

สารสกัดจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน        วันที่เพาะเลี้ยง      โซนยับยั้ง  ± คา SD*                                 ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ**      
                                                                                                                                                 (มิลลิกรัมตอลิตร)                        (มิลลิกรัมตอกรัมน้าํหนักแหง)       
   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  การศึกษาชวงเวลาที่เหมาะสมของการเจริญเติบโตและการผลิตสารออกฤทธิ์ทาง 
ชีวภาพของสาหรายสายพนัธุ Anabaena sp. TISTR 8077 
 
                    เล้ียงสาหรายในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหาร BGA + N ปริมาตร  
100 มิลลิลิตร ตั้งบนเครื่องเขยา ดวยความเร็ว 100 รอบตอนาที เก็บเกี่ยวสาหรายปริมาณเทากนัทุก
วัน เวลาเดยีวกันตรวจวดัการเจริญเติบโตและการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากสาหราย 
สีเขียวแกมน้ําเงิน Anabaena sp. TISTR 8077 โดยพบวา การเจริญเติบโตของ  Anabaena sp. TISTR 
8077 เปนไปอยางชาๆ  และจากการศึกษาการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของ Anabaena sp. 
TISTR 8077 โดยนําเซลลที่เก็บเกีย่วไดในแตละวนัมาสกัดสารและทดสอบประสิทธิภาพการยับยัง้
การเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305  โดยวิธี paper disc plateและ
สามารถตรวจพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของ Anabaena sp. TISTR 8077  ที่เจริญเติบโตในสูตร
อาหาร BGA+N ไดตั้งแตวันแรกที่เร่ิมปลูกเชื้อลงในอาหาร 
 
       ในชวงเวลาระหวางที่  Anabaena sp. TISTR 8077 มีการเจริญเติบโตเพิ่มจํานวนเซลล 
(exponential phase) การผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของ Anabaena sp. TISTR 8077 ก็เพิ่มขึ้นดวย
อยางชาๆ จนเมื่อเขาสูปลายการเจริญเติบโตประมาณวันที่  14 ของการเพาะเลี้ยง สามารถผลิตสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดสูงสุด โดยชวงนี้  Anabaena sp. TISTR 8077 มีการเจริญเตบิโตคิดเปน
น้ําหนกัแหงได 0.20 กรัมตอลิตร และปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตได (คิดเทียบเปนความ
เขมขนของ gentamicin) คือ 0.07 มิลลิกรัมตอลิตรของอาหารเหลวทีใ่ชเพาะเลี้ยง หรือ 0.35 
มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหงของสาหราย (ภาพที่ 7) และหลังจากวันที ่14 ปริมาณสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพที่ Anabaena sp. TISTR 8077 จะลดลงอยางรวดเร็ว ซ่ึงเปนชวงเวลาที่สาหรายสีเขียวแกมน้ํา
เงินเจริญเขาสูระยะการเจริญเติบโตคงที่ (stationary phase) 
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      ภาพที่ 7 ชวงเวลาการเจรญิและการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสาหราย  
                    Anabaena sp.TISTR 8077  
                   (เพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ในอาหาร BGA+N  
                   ฆาเชื้อดวยความดันอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ดวย 
                    ความเร็ว 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 29 ± 1 องศาเซลเซียส ภายใตความเขมแสง 
                   60 ไมโครไอสไตนตอตารางเมตรตอวินาที )
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3. การศึกษาเบื้องตนในการแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตจาก Anabaena sp. TISTR 8077
ท่ีมีคุณสมบัติในการยับยัง้การเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305โดย
ใชวิธีทินแลเยอรโครมาโทกราฟฟ (thin layer chromatography, TLC)  
 
 3.1 การศึกษาระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมในการแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพออกจาก
ส่ิงเจือปนโดยวิธีทินแลเยอรโครมาโทกราฟฟ 
 

     จากการแยกสารสกัดอกจากสิ่งเจือปนโดยใชทินเเลเยอรโครมาโทกราฟฟ (preparative 
silicagel TLC) ในระบบตวัทาํละลายที่เหมาะสม คือ ของ คลอโรฟอรม  ตอ  เมทานอล  ตอ น้ํา
อัตราสวน 7 ตอ 3 ตอ 1 โดยจะใชระบบตัวทําละลาย สามารถตรวจพบแถบเรืองแสงภายใตรังสี 
อุลตราไวโอเลตจํานวน 2 แถบ คือ Rf =  0.53,   R f =  0.62 
 
      จากการตรวจหาตําแหนงของสารโดยวธีิออโตไบโอกราฟ โดยใชสารละลายผสมของ
คลอโรฟอรม  ตอ  เมทานอล  ตอ น้ําอัตราสวน 7 ตอ 3 ตอ 1 ซ่ึงเปนระบบตัวทําละลายที่เหมาะสม
ในการแยกสิ่งเจือปนและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ พบตําแหนงของสารที่มีผลการยับยัง้การ
เจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 83052  ตําแหนง ที่คา Rf =  0.53,   

 R f =  0.62 โดยที่คา R f =  0.62 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis 
aeruginosa TISTR 8305 ดีกวาที่คา Rf =  0.53  

 
 3.2 การใชทินแลเยอรโครมาโทกราฟฟ ในการแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีฤทธิ์ยบัยั้ง
การเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa ที่ผลิตโดย Anabaena sp. TISTR 8077 ออกจาก
ส่ิงเจือปนเพื่อทําใหบริสุทธิ์บางสวน  
   
       เมื่อนําสารที่ผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวน (โดยใชทินแลเยอรโครมาโทกราฟฟ และ
ระบบตัวทําละลาย คลอโรฟอรม  ตอ  เมทานอล  ตอ น้ําอัตราสวน 7 ตอ 3 ตอ 1)ในแตละแถบ ที่
ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอแผนทดสอบ มาทดสอบประสิทธิภาพของการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
สาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305โดยวิธี paper disc plate พบวาปริมาณสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพเมือ่เปรียบเทียบกบั standard gentamicin พบวาที่คา R f =  0.62 เกิดโซนยับยั้ง15.20 
มิลลิเมตรมีปริมาณสาร 5.18 ไมโครกรัมตอแผน(ดังภาพที ่8) สวนที่คา Rf =  0.53 เกิดโซนยับยั้ง 
13.25 มิลลิเมตร มีปริมาณสาร 3.42ไมโครกรัมตอแผน(ดงัภาพที่ 9) ทั้งนี้เนื่องจากที่คา R f =  0.62  
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องคประกอบหลักของสารเปนโครงสรางหลักของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ สวนที่คา Rf =  0.53 เปน
อนุพันธของโครงสรางหลักของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ จึงพบการออกฤทธิ์ทางชีวภาพนอยกวา  
 

                             
 
                 แผนทดสอบ (บน-ลาง) ที่หยดสารสกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 ที่คา R f =  0.62 
                 แผนทดสอบ (ซาย-ขวา) ที่หยด gentamicin  
                                                                                                                         
 ภาพที่ 8 ผลของสารสกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนตอการ 

ยับยั้งการเจรญิเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 ที่คา R f =  0.62 
 

                    
 
   แผนทดสอบ (บน-ลาง) ที่หยดสารสกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 ที่คา R f =  0.53 

                 แผนทดสอบ (ซาย-ขวา) ที่หยด gentamicin  
 
ภาพที่ 9 ผลของสารสกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนตอการ 
             ยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 ที่คา R f =  0.53 
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จากผลการทดลองเห็นไดวา สารออกฤทธิ์สวนใหญคอนขางไปทางไมมีขั้ว ดังนัน้การใช 
คลอโรฟอรม  ตอ  เมทานอล  ตอ น้ํา ในขั้นตอนการสกัดสารออกฤทธิ์ออกมาจากสาหรายสีเขียว
แกมน้ําเงิน จะทําใหการสกดัสารออกฤทธิ์จาก Anabaena sp. TISTR 8077 มีประสิทธิภาพ 
มากยิ่งขึ้น  
 
4. การศึกษาคุณสมบัติบางประการของสารสกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 
 
 4.1 การศึกษาคุณสมบัติทางเคมีบางประการของสารสกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 

 
4.1.1 การทดสอบปฏิกิริยาทางเคมีของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพภายหลงัการแยก 

ออกจากสิ่งเจอืปน ดวยวิธีทนิแลเยอรโครมาโทกราฟฟ 
 
                       จากการนําสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพซึ่งผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนโดยวิธี 
ทินแลเยอรโครมาโตกราฟฟ มาทดสอบปฎิกิริยาทางเคม ีไดแก ปฎิกิริยานินไฮดรนิ, ปฎิกิริยาไบ
ยูเรต, การทดสอบโมลิสช, การทดสอบแอนโทรน, การทดสอบความไมอ่ิมตัวของไขมัน,การ
ทดสอบการยบัยั้งดวยเอนไซมโปรตีเอส ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 5 พบวาสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพที่ผลิตโดย Anabaena sp. TISTR 8077 ใหผลการทดสอบเปนลบกับ ปฎิกิริยานินไฮดรนิซึ่ง
ไมพบกรดอะมิโนอิสระและกรดอะมิโนเปปไทดหรือโปรตีน ดังนั้นเพื่อเปนการยืนยันวาสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพไมมีสวนประกอบของโปรตีน จึงทําการทดสอบปฏิกิริยาไบยเูรต ผลการทดสอบ
ใหผลเปนลบเชนกัน สวนการทดสอบโมลิสช และ การทดสอบแอนโทรน เปนการทดสอบน้ําตาล
ทั่วๆไป ใหผลเปนลบ ในการทดสอบความไมอ่ิมตัวของไขมัน เพื่อหากรดไขมันชนิดอิ่มตัว และ
ชนิดไมอ่ิมตวัที่มีพันธะคูกใ็หผลเปนลบเชนกัน 
 
          สวนการทดสอบการยบัยั้งเอนไซมโปรตีเอส เพื่อเปนการยืนยันผลการ
ทดลองปฏิกิริยานินไฮดริน ผลการทดลองใหผลเปนลบ โดยสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไมถูกทําลาย
โดยเอนไซมโปรตีเอส แสดงวาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก Anabaena sp. TISTR 8077 
ไมมีโครงสรางที่เปนเปปไทดส้ันๆ จึงไมถูกยอยโดยเอนไซมโปรตีเอส 
 
          จากการทดสอบทางเคมีของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใหผลเปนลบทั้งหมด 
อาจ เนื่องจากสวนใหญแลว สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินจะผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจําพวก 
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cyclic peptide ที่มีโมเลกุลขนาดใหญ การทดสอบทางเคมีตางๆ ดังกลาวขางตนไมสามารถตัด
พันธะได จึงไมทําใหเกิดปฎกิิริยาบวก 
 
ตารางที่ 5 ผลการทดสอบปฏิกิริยาทางเคมขีองสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพผลิตโดย Anabaena sp. 

  TISTR 8077 
 
       วิธีการทดสอบ                                                              ผลการทดสอบ                 
ปฎิกิริยานินไฮดริน                                                                ผลลบ 
ปฎิกิริยาไบยูเรต                                                                     ผลลบ 
การทดสอบโมลิสช                                                                ผลลบ 
การทดสอบแอนโทรน                                                           ผลลบ 
การทดสอบความไมอ่ิมตวัของไขมัน                                     ผลลบ 
การทดสอบการยับยั้งดวยเอนไซมโปรตีเอส                          ผลลบ 
                                                                  
 
4.1.2 การศึกษาคุณสมบัติทางเคมีเชิงฟสิกส (physicochemical) บางประการของสารสกัดจาก 
Anabaena sp. TISTR 8077 
 
                  1)  ความคงตัวของสารสกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 ที่ระดับความเปนกรด-เบส
ตางๆ  
  
                       เมื่อนําสารสกัดหยาบมาละลายในเมทานอลแลวนําไปวัดคาความเปนกรด-เบสจาก
พบวาความเปนกรด-เบสของสารสกัดมีคาประมาณ 7 และเมื่อปรับคาความเปนกรด-เบส ของสาร
สกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 ใหเทากับ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 และ 13 ดวยกรด 
ไฮโดรคลอริก 2 นอรมัล หรือโซเดียมไฮดรอกไซด 2 นอรมัล นําไปเกบ็ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
และ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อนําไปทดสอบประสิทธิภาพการยับยัง้กับสาหราย
สาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 โดยวิธี paper disc plate (ภาพที่ 10) 
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                                  อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ในชวงคาความเปนกรด-เบส  5 และในชวง 8 ถึง 9  
มีเปอรเซ็นตการยับยั้งสัมพทัธคงเหลือ 85 เปอรเซ็นต และที่ความเปนกรด-เบส 6 ถึง 7 เปอรเซ็นต
การยับยั้งสัมพทัธเทากับ 100 เปอรเซ็นต เมือ่เพิ่มความเปนกรดตั้งแตคาความเปนกรด-เบส 5 และ
เพิ่มความเปนเบสตั้งแต คาความเปนกรด-เบส 9 ความสามารถในการยบัยั้งสัมพัทธจะลดลงทั้งคู 
โดยที่คาความเปนกรด-เบส 13 ความคงตัวของสารสกัดลดลงและมีเปอรเซ็นตการยับยั้งสัมพัทธ
คงเหลือเพียงแค 15 เปอรเซ็นต 

 
        อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวาในชวงคาความเปนกรด-เบส 5 และในชวง 

8 ถึง 9 เปอรเซ็นตการยับยั้งสัมพัทธคงเหลือ 80 เปอรเซ็นต และที่คาความเปนกรด-เบส 6 ถึง 7 
เปอรเซ็นตการยับยั้งสัมพัทธคงเหลือ 90 เปอรเซ็นต เมื่อเพิ่มความเปนกรดตั้งแตคาความเปนกรด-
เบส 5 และเพิม่ความเปนเบสตั้งแต คาความเปนกรด-เบส 9 ความสามารถในการยับยั้งสัมพัทธจะ
ลดลงทั้งคู โดยที่ความเปนเบสมากๆ คือที่คาความเปนกรด-เบส 13  เปอรเซ็นตการยบัยั้งสัมพัทธ
เทากับ 0 จะเหน็ไดวาสารที่ผลิตไดไมคงตัวอยางมากในสภาพความเปนกรด-เบสสูงๆ  และพบวาที่
คาความเปนกรด-เบส 6 และ 7 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สารสกัดจะมีความคงตัวโดยมี
ความสามารถในการยับยั้งสัมพัทธ 100 เปอรเซ็นต 

 
        จากผลการทดลองจะเหน็ไดวา สารสกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 

สามารถคงตัวอยูไดในชวงความเปนกรด-เบส ที่แคบ 2 ชวง คือ 6-7 และชวง 8-9 โดยที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ความสามารถในการยับยั้งสัมพัทธ 100 เปอรเซ็นต และ 85 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
ในขณะที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสความสามารถในการยับยั้งสัมพทัธลดลงทั้ง 2 ชวง คือเหลือ 90 
เปอรเซ็นต และ 80 เปอรเซ็นต ตามลําดับและการที่สารสกัดมีความคงตวัในชวงความเปนกรด-เบส 
ที่แคบและไมสม่ําเสมอ ทั้งนี้เนื่องมาจาก สารสกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 ที่สกัดไดอาจมี
สารออกฤทธิ์อยูหลายตวั (ผลจากการแยกสารใหบริสุทธิ์บางสวนดวยวิธีการทํา TLCแลวนํามาสอง
ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต พบแถบเรืองแสง 2 แถบแสดงใหเห็นวามสีารออกฤทธิ์ทางชีวภาพอยาง
นอย 2 ตัว)  และการแสดงออกของการยับยั้งกับสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 เปน
ผลรวมของสารออกฤทธิ์ทั้งหมดที่มี  

 
                   ดังนั้นการที่สารออกฤทธิ์ตัวใดตัวหนึ่ง มีความคงตัวในชวงความเปนกรด-เบส 

6-9 สวนอีกตวัไมมีความเสถียรหรือเสถียรลดลงที่ความเปนกรด-เบส 8-9 ทําใหผลรวมของสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพแสดงใหเหน็ดังกลาว และคาความเปนกรด-เบส ตั้งแต 9 ขึ้นไป ผลของสาร 
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ออกฤทธิ์ทั้ง 2 ตัวสลายตัวหรือถูกทําลาย ทําใหเปอรเซ็นตการยับยั้งสัมพัทธลดลง จนกระทั่ง
เปอรเซ็นตการยับยั้งสัมพัทธลดลง เทากับ 0 เปอรเซ็นต ที่คาความเปนกรด-เบส 13 ที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส  นอกจากนี้ยังแสดงใหเห็นวาสารสกัดมีความคงตัวตอความเปนกรด-เบส ที่อุณหภูมิ
ต่ําไดดกีวาที่อุณหภูมิสูงอีกดวย 
      
    

 
      
ภาพที่ 10 ความคงตัวของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตโดย Anabaena sp. TISTR 8077 ที่ระดับ 

  ความเปนกรด-เบส ตางๆ
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                           2) ความคงตัวของสารสกัดที่ระดับอณุหภูมิตางๆ  
 
     จากการศึกษาความคงตัวของสารสกัดหยาบจาก Anabaena sp. TISTR 8077 ที่
อุณหภูมิ 50 70 100 120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นปรับสภาพใหเปนกลาง ผลการ
ทดลองแสดงในภาพที่ 11 พบวาสารสกัดมคีวามคงตัวที่อุณหภูมิ  50 องศาเซลเซียส สารสกัดมี
ความคงตัวเปนเวลานานกวา 120 นาที โดยมีเปอรเซ็นตการยับยั้งสัมพทัธเทากับ 95 เปอรเซ็นต และ
ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส สารสกัดมีความคงตัวเปนเวลานาน 90 นาที โดยมีเปอรเซ็นตการยับยั้ง
สัมพัทธเทากับ 95 เปอรเซ็นต จากนั้นความคงตัวของสารสกัดจะคอยๆ ลดลงเพียงเล็กนอย โดย
ความคงตัวจะลดลงเหลือ 85 เปอรเซ็นต ในเวลา 120 นาที สวนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส มี
ความคงตัวเปนเวลานานประมาณ 30 นาท ีจากนั้นความคงตัวจะลดลงเรื่อยๆจนเวลาผานไป 120 
นาที ความคงตัวลดลงเหลือ 50 เปอรเซ็นต สําหรับที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส สามารถคงตัวอยู
ไดที่อุณหภูมนิี้ 20 นาที และความคงตวัลดลงเหลือเพียง 30 เปอรเซ็นต เมื่อเวลาผานไป 120 นาที 
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ภาพที่ 11 ความคงตัวของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตโดย Anabaena sp. TISTR 8077 ที่ระดับ 
อุณหภูมิตางๆ 
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                จากภาพที่ 11 แสดงใหเห็นวา ความคงตัวของสารสกัดที่อุณหภูมิ 100 และ 120 
องศาเซลเซียส  เสนกราฟมีความคงตัวในรปูแบบที่คลายคลึงกัน โดยในชวงแรกประมาณ 30 นาที 
ความคงตัวของสารสกัดจะลดลงอยางรวดเร็ว ที่เปนเชนนี้ นาจะยืนยันไดวา สารสกดัจาก 
Anabaena sp. TISTR 8077 ที่ผลิตขึ้นมีสารออกฤทธิ์อยูหลายตัว และการแสดงออกของสารออก
ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเตบิโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 เปนผลรวม
ของสารออกฤทธิ์ทั้งหมดที่ม ีดังนั้นการที่ชวงแรกของสารสกัดมีเปอรเซน็ตการยับยั้งสัมพัทธลดลง
อยางรวดเรว็ เพราะสารออกฤทธิ์ตัวแรก หรือกลุมแรก ไมสามารถคงตัวอยูไดนานที่ อุณหภูมิ 100 
และ 120 องศาเซลเซียส โดยผลรวมของสารออกฤทธิ์จะคอยๆสลายตัวไปจนหมด เมือ่เวลาผานไป
นานประมาณ 70 นาที ทําใหการแสดงออกของสารออกฤทธิ์ในการยับยัง้ลดลงอยางรวดเรว็ 
 
                 ที่อุณหภูมิ 50 และ 70 องศาเซลเซียส สารสกัดมีความคงตวัเปนเวลานานกวา 80 
นาที ที่เปนเชนนี้ เพราะยังมกีารแสดงออกของฤทธิ์ยับยั้งของสารออกฤทธิ์ตัวอ่ืนที่สามารถคงตัวอยู
ไดนานหลายนาที โดยสังเกตไดจากเปอรเซ็นตการยับยั้งสัมพัทธอยูที่ระดับถึง 95 เปอรเซ็นต  
ซ่ึงจากทดลองของ Kiviranta และ Abdel-Hameed (1994) ไดศึกษาความคงตัวของสารสกัดจาก 
Oscillatoria agardhii 27 พบวาสารสกัดมคีวามคงตัวอยูที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ไดเปน
เวลานานกวา 15 นาที และทีอุ่ณหภูมิ 60 และ 80 องศาเซลเซียส ความคงตัวก็จะลดลง แสดงใหเห็น
วาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากสาหรายเริ่มไมมีความคงตวัที่อุณหภูมิสูงเกินกวา 80 องศาเซลเซียส 
เปนเหตุผลสนบัสนุนในผลการทดลองครั้งนี้  
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สรุปผลการศึกษาและขอเสนอแนะ 
 

                                               
1 สรุปผลการศึกษา
 
 การนําตัวอยางสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 29 สายพันธุ   จากศูนยจุลินทรีย (ศจล.) 
สถาบันวิจัยวทิยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) คัดเลือกเฉพาะสายพนัธุสาหราย 
สีเขียวแกมน้ําเงิน ที่สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีผลตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
สาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 พบวามีจํานวนทั้งส้ิน 16 สายพันธุ ไดแก 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  
 
 สาหราย 16 สายพันธุ  ที่สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีผลตอการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 พบวามี 3 สายพันธุซ่ึงสามารถผลิต
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยับยั้งการเจริญเตบิโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 
ไดดีที่สุดเรยีงตามลําดับ  คือ Anabaena sp.  TISTR  8077,  Hapalosiphon   fontinalis  TISTR  8225,  
Anabaena variabilis  TISTR  8404 
 
 จากการศึกษาผลของสารสกัดออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 3 สาย
พันธุ คือ Anabaena sp. TISTR 8077,  Hapalosiphon fontinalis  TISTR 8225,  Anabaena variabilis  
TISTR 8404 ที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 
โดยวิธี paper disc plate พบวา สาหรายสายพันธุ Anabaena sp. TISTR 8077 สามารถผลิตสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพไดดีที่สุด คอื 0.07 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ 0.35 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหงของ
สาหราย 
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  การศึกษาชวงเวลาที่เหมาะสมของการเจริญเติบโตและการผลิตสารออกฤทธิ์ทาง 
ชีวภาพของสาหรายสายพนัธุ Anabaena sp. TISTR 8077 โดยเล้ียงในอาหารที่เหมาะสมตอการ
เจริญเติบโตและการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ พบวาการเจริญของสาหรายเริ่มเขาสู stationary 
 phase ในวันที่ 14 และพบการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดปริมาณมากที่สุด โดยเมื่อเทียบ
ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพกับ gentamicin มีปริมาณ 0.07 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ 0.35 
มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหงของสาหราย 
 
   การศึกษาความคงตัวของสารสกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 ที่ระดับอุณหภูมิตางๆ 
พบวาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตโดย Anabaena sp. TISTR 8077 มีความคงตัวที่อุณหภูมิ 25 
และ 50 องศาเซลเซียส สารสกัดมีความคงตัวเปนเวลานานกวา 120 นาที ที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส สารสกัดมีความคงตัวเปนเวลานาน 90 นาที ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส มีความคงตัว
เปนเวลานานประมาณ 30 นาที และมีความคงตัวที่ระดบัความเปนกรด-เบส 6 ถึง 7 ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 

 
    เมื่อนําสารสกัดจาก Anabaena sp. TISTR 8077 มาแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพออกจาก 
          ส่ิงเจือปนโดยวิธีทินแลเยอรโครมาโตกราฟฟ เพื่อทําใหบริสุทธิ์บางสวน ระบบตัวทําละลายที่ 
          เหมาะสมตอการแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ คือ คลอโรฟอรม  ตอ  เมทานอล  ตอ น้ํา อัตราสวน   
         7 ตอ 3 ตอ 1 และตําแหนงสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพดังกลาวอยูที่ Rf =  0.53 และ  R f =  0.62  เมื่อนํา 
         สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่แยกออกจากสิ่งเจือปน แลวไปทดสอบปฏิกิริยาทางเคมี ใหผลลบกับ  
        ปฎิกิริยานินไฮดรนิ, ปฎิกิริยาไบยูเรต, การทดสอบโมลิสช, การทดสอบแอนโทรน, การทดสอบ 
        ความไมอ่ิมตัวของไขมนั สวนการทดสอบการยับยั้งดวยเอนไซมโปรตีเอส ใหผลลบเชนกัน 
 
         2 ขอเสนอแนะ  
 
    2.1 การศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาเบื้องตน ยังไมทราบถึง ปริมาณ ชนิด และสูตร 
          โครงสรางของสารออกฤทธิ์ที่แทจริง จึงควรจะมีการศึกษาตอในดานการแยกสารออกฤทธิ์ทาง 
          ชีวภาพใหอยูในสภาพที่บริสุทธิ์มากขึ้น เพื่อนําไปศึกษารายละเอียดเกี่ยวกับโครงสรางทางเคมี 
          ของสารและเอนไซมทีเ่กี่ยวของกับการสรางสารตอไป การทดสอบความเปนพิษของสารออกฤทธิ์ 
          ทางชีวภาพที่ผลิตได และ การปรับปรุงวิธีการในการผลิตและปรับปรุงสายพันธุสาหรายทีผ่ลิตสาร 
          ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
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    2.2 เนื่องจากในการทดลองนี้เปนการทดลองในระดับหองปฏิบัติการ สภาวะตางๆ ที่ใช 
         ในการทดลองจึงแตกตางไปจากสภาพธรรมชาติจริง ดังนั้นจึงควรมีการนําสารสกัดจาก Anabaena   
         sp.TISTR 8077 ไปทดสอบกับสาหราย Microcystis aeruginosa TISTR 8305 ที่มีอยูในแหลงน้ํา 
         รวมทั้งพฒันารูปแบบของสารสกัดที่เหมาะสมในการนําไปใชดวย เพื่อจะไดทราบวาสารสกัดจาก       
         Anabaena sp.  TISTR 8077 สามารถใชไดผลจริงในสภาพธรรมชาติ  
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อาหารเลี้ยงเชื้อ 
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อาหารเลี้ยงเชือ้ 
 

1. สูตรอาหาร BGA  Medium (Antarikanonda, 1980) สําหรับเลี้ยงสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน มี
สวนประกอบดังนี ้
 
  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  
 
 ละลายสวนประกอบขางตน ผสมกับน้ํากลั่น นําไปฆาเชือ้ดวยหมอนึ่งความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
 หมายเหตุ สูตรอาหาร BGA + N เตรียมโดยการเติมโซเดยีมไนเตรต 1.5 กรัมตอลิตร 
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2. สูตรอาหาร MA (Ichimura, 1978) สําหรับเลี้ยงสาหราย 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 
วิธีการที่ใชในการวิเคราะหปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
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วิธีการท่ีใชในการวิเคราะหปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 

1. กราฟมาตรฐานของ gentamicin (standard curve of gentamicin) 
 

1.1 เตรียม gentamicin มาตรฐาน ที่ความเขมขน 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 15 20 30  
และ 50 ไมโครกรัมตอ 15 ไมโครลิตร 
 

1.2 แผนทดสอบเปเปอรดิสค ขนาดเสนผาศูนยกลาง 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 เปอรเซ็นต 
 

1.4 ทดสอบประสิทธิภาพของ gentamicin มาตรฐานที่ความเขมขนตางๆกนั ใน 
การยับยั้งการเจริญเติบโตของ Microcystis aeruginosa TISTR 8305 ตามวิธี paper disc plate 
 

 1.4.1 เติมสารแขวนลอยของ Microcystis aeruginosa TISTR 8305 ที่ 
มีคาความหนาแนนของเซลล (optical density) ที่ความยาวคลื่น 900 นาโนเมตร เทากับ 0.5 ใหไดคา
ความเขมขนสดุทายของ Microcystis aeruginosa TISTR 8305 เปน 20 เปอรเซ็นตของปริมาตรสาร
แขวนลอยของสาหราย Microcystis aeruginosa ตอปริมาตรอาหาร ผสมใหเขากนักับอาหาร MA 
กึ่งแข็ง เตรียมโดยใช อากาโรส (agarose) ความเขมขน1.6 เปอรเซ็นต แทนวุน (agar) ที่นึ่งฆาเชื้อ
เรียบรอยแลว เทลงบนจานเพาะเลี้ยงเชื้อ จากนั้นนาํไปแชเย็นที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
40 นาที เพื่อใหอาหารแข็งตวั แลวพันดวยพาราฟลม นําไปวางไวใตแสงหลอดฟลูออเรสเซนสที่
ความเขมแสง 60 ไมโครไอสไตนตอตารางเมตรตอวินาที ชวงแสงที่ใหความสวางตอมืด 12:12  
ช่ัวโมง เปนเวลา 7 วัน  
 

1.4.2 วิธีการหากราฟมาตรฐานของ gentamicin โดยเตรยีม algal lawn  
ของ Microcystis aeruginosa TISTR 8305จากนั้นใชไมโครปเปตตหยด gentamicin มาตรฐานที่
ความเขมขนตางๆ  ปริมาตร 15 มิลลิลิตรที่ไดเตรียมไวแลว  (ขอ 1.1) ลงบนแผนทดสอบใชปากคีบ
คีบแผนทดสอบ ที่ไดเตรียมไวแลวอยางละ 2 แผน วางบนผิว algal lawn ของ Microcystis 
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aeruginosa TISTR 8305โดยวางในลักษณะแนวเสนตรงเดียวกันแตทิศทางตรงขามกัน สําหรับใน
แนวตั้งฉากกบัแผนทดสอบที่หยด gentamicin ที่ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอแผน มาวางใน
ลักษณะเดยีวกนั ดังนั้นในแตละจานเพาะเชือ้จะมีแผนทดสอบ 4 แผน ในตําแหนงที่สมดุล และ
ทุกๆจานเพาะเชื้อจะมีแผนทดสอบที่หยด gentamicin ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอแผน ควบคูไป
กับแผนทดสอบที่หยด gentamicin ที่ความเขมขนตางๆ  แลวนําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 29± 1 องศา
เซลเซียส ภายใตแสงฟลูออเรสเซนส ความเขมแสง 60 ไมโครไอสไตนตอตารางเมตรตอวินาที  
เปนเวลา 7 วัน วัดเสนผาศูนยกลางที่มีการยับยั้งการเจรญิเติบโต (inhibition zone) ของ Microcystis 
aeruginosa TISTR 8305 โดยวัดผานเสนผาศูนยกลางของแผนทดสอบ  
 
   1.4.3 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ เพื่อนําไปเขียนกราฟมาตรฐานของ 
gentamicin จากขอ 1.4.2 หาคาเฉลี่ยของความกวางบริเวณยับยั้งที่เกดิจากการใช gentamicin 
มาตรฐาน ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอแผน จากการทดลองทั้งหมด ดคูวามแตกตางของคาเฉลี่ย
ทั้งหมดกับคาเฉลี่ยที่ไดในแตละจานเพาะเชื้อ ถาคาเฉลี่ยทั้งหมดมีคานอยกวาใหนําคาที่แตกตางกัน
ไปหักออกจากคาเฉลี่ยของบริเวณยับยั้ง ในทางตรงกันขามถาคาเฉลี่ยทั้งหมดมีคามากกวาใหนําคา 
ที่แตกตางนั้นไปบวกเพิ่ม จากนั้นนาํคาความกวางของบริเวณการยับยัง้ซ่ึงเกิดจาก gentamicin 
มาตรฐานที่ความเขมขนตางๆ ที่ปรับคาแลวไปเขยีนกราฟ semi-logarithmic paper และใชวิธีเขยีน
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 
นําคาจากตารางผนวกที่ 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 
แทนคา y ตามคาในตารางผนวกที่ 1 จะไดคา x คาใหม ซ่ึงเมื่อนําไปเขียนกราฟที่มีแกน y เปน log 
scale จะไดเปนเสนกราฟ ดงัแสดงในภาพผนวกที่ 1 
 
ตารางผนวกที ่ข1 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติสําหรับเขียนกราฟมาตรฐานของ gentamicin ตาม  

               method of  least squares 
 

ลําดับขอมูล           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 
น้ํายาเคมีที่ใชในการทดสอบ 
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น้ํายาเคมีท่ีใชในการทดสอบ 
 

1. สารละลายนินไฮดรนิ  
 
  นินไฮดรนิ  0.2 กรัม 
  เอทิลแอลกอฮอล         100.0 มิลลิลิตร 
 
 ละลายนินไฮดรินในเอทิลแอลกอฮอล 100 มิลลิลิตร ใสขวดเก็บไวในตูเย็น สารละลายนิน
ไฮดรินใชสําหรับการตรวจหากรดอะมิโน 
 
2. น้ํายาโมลิสซ 
 
 สารละลายแอลฟาแอลฟาแนพทอล 5  เปอรเซ็นต ในเอทิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต (ตอง
เตรียมในวันทดลอง) 
 
3. สารละลายบัฟเฟอร พีเอช 5.0  
 
  กรดแอซีติกเขมขน 5.6 มิลลิลิตร 
  น้ํากลั่น           900.0 มิลลิลิตร 
 
 (ปรับพีเอช โดยการเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดทลีะหยด เติมน้าํกลั่นใหปริมาตร
ครบ 1 ลิตร) 
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ภาคผนวก ง 
รูปรางเซลลสาหราย 3 สายพันธุที่คัดเลือก และวิธกีารทําทินแลเยอรโครมาโทกราฟฟ 

 (thin layer chromatography, TLC) 
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1. รูปรางเซลลสาหรายทั้ง 3 สายพันธุที่คัดเลือก 
 
 

                               
 
                         ภาพผนวกที ่ง1   รูปรางเซลลสาหรายสายพันธุ  Anabaena sp. TISTR 8077  
 
 

                                                    
 

     ภาพผนวกที่ ง2   รูปรางเซลลสาหรายสายพันธุ Anabaena variabilis TISTR 8404 
 

     
   

ี่ ง3

                                              
    
          ภาพผนวกท

 
   รูปรางเซลลสาหรายสายพันธุ Hapalosiphon fontinalis TISTR 8225 
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2. วิธีการทําทนิแลเยอรโครมาโทกราฟฟ (thin layer chromatography, TLC)        

    

                       

  ภาพผนวกที่ ง4

 

                     
 

  การแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตโดยใช TLC 

 

  

                     ภาพผนวกที่ ง5

 

                                               
 

  แผนTLC ที่ผานการสองรังสี UV ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 
 


