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This research selected suitable Spirulina fromlO strains of Spirulina platensis

(IFRPD1178, 1181, 1190, 1204, 1208, 1212, 7213, and 1216) and Spirulina mqxima

(IFRPD1183 and1215) from the collection of the Institute of Food Research and

Product Development, Kasetsart University for phycocyanin extraction. Selection

criteria were based on their morphological properties, phycocyanin contents and

extracted yields. The results showed that their growth rates were not different.

However, IFRPDl183 and 1213 were selected for phycocyanin extraction because of

their high phycocyanin contents (17.53 and 17.1406, respectively), good cell

suspension in culturing media and adequate cell wall resistance to mechanical rupture

during harvesting.

Three methods of cell wall breakages for phycocyanin extraction were

conducted; (1) sonication, (2) repeatedly freezing and thawing (RFT), and (3)

enzymolysis with lysozyme. Ultrasonic waves were employed for sonication for 5,

12.5 and 20 sec at70,85 and 100% amplitudes. Freezing at -20oC for 1 - 3 h with 1 to

3 thawing cycles were carried out for RFT. For enzymolysis,9.09 and 18.17 mg

lysozyme per g of algae dry weight at 30,37 and 44oC for | - 4 h were studied. The

results showed that sonication offered higher cell wall ruptures than RFT method.



After cell wall rupture by sonication, Spirulina phycocyanin was extracted at 25 and

3loc.It was found that extraction time significantly affected the extraction effrciency

(EE) of both strains (p<0.05), but extraction temperature did not. The EE value of

IFRPDl183 extracted at 37oC was higher than that at 25oC. From enzymolysis, the

extraction time and extraction temperature significantly affected EE and chlorophyll

contamination of crude phycocyanin (p<0.05). Lysozyme concentration was the only

factor affecting phycocyanin extraction from IFRPD1213, with no effect on

IFRPD1183. The EE of phycocyanin from IFRPD12I3 using lysozyme was only

6.4% higher than that using only sodium phosphate buffer solution (0.1 M pH 7.0).

The extraction phycocyanins at3ToCusing only buffer solution also provided 13 fold

EE higher than using RO water.

Effects of pH and heat on crude PC solution (0.123 pg/ml) from IFRPDl183

were determined in citrate-phosphate buffer with an ionic strength of 0.1 M at pH of

3.0, 4.0 4.5 5.0 and 6.0. Results showed that PC retained its native conformation at a

pH>5.0. Effects of heat under continuous heating from 3OoC to 68oC in240 seconds at

each pH showed that PC exhibited the highest stability at pH 5.0.

Phycocyanin from IFRPD1183 was dried with and without maltodextrin

glycerol and maltitol using spray drying and freeze drying. Results showed that

phycocyanin without stabilizers treated by spray drying and by freeze drying lost its

stability in term of A6201A370 changes at 31.5 and 5.5oA, respectively. Phycocyanin

loss increased with increased maltodextrin and glycerol, but this loss was decreased

with increased maltitol.

Stability of dried phycocyanin with maltodextrin2 glg protein and maltitol

1 g/g protein in term of A6201A370 changes was studied during keeping at 35 and



q

45oC under air and 80o% vacuum. Results showed that storage under airlvacuum

packing had no effect on A6201A370 changes. Changes of ,{6201A370 of stored

phycocyanin followed the first order reaction with the rate constant of -9 x l0-4lh and,

13 x 10-4lh at 35 and 4soc,respectively.

Effects of thermally dried phycocyanin on oil stability index (OSD of virgin

coconut oil in term of induction time at 150oC were determined. Results showed that

dried phycocyanin had no effect on OSI of virgin coconut oil. However, dried

phycocyanin with stabilizers (maltodextrin and maltitol) significantly increased OSI

of virgin coconut oil higher than dried phycocyanin without stabilizer (p<0.05). OH

scavenging activity and iron chelating capacity of phycocyanin were studied. Results

showed that high degree of denaturation of dried phycocyanin offered high OH

scavenging activity, but it provided opposite results for iron radical chelating capacity.
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คําอธิบายสญัลักษณและคํายอ 
 
A280  = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 
A370  = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 370 นาโนเมตร 
A620  = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร 
EDTA   = สารอีดีทีเอ (Ethylene diamine tetraacetate) 
k   = คาคงที่อัตรา (Rate constant)  
LPS  = ไลโพพอลีแซคคาไรด (Lipopolysaccharide)  
PC  = ไฟโคไซยานนิ (Phycocyanin) 
PCB   = ไฟโคไซยาโนไบลิน (Phycocyanobilin) 
Q10  = อัตราสวนของคาคงที่อัตรา เมื่ออุณหภูมิเปลี่ยนไป 10 องศาเซลเซียส 
RCF   = Relative centrifugal force 
RFT  = การแชเยือกแข็งสลับกับการละลาย (Repeated freezing and thawing) 
TBA   = Thiobarbituric acid 
Tg  = คาอุณหภูมิการเปลี่ยนสถานะคลายแกว (Glass transition Temperature) 
Tin   = อุณหภูมิลมรอนขาเขา 
Tout  = อุณหภูมิลมรอนขาออก 
λmax  = คาการดูดกลืนแสงสูงสุด (Maximum lambda) 
z value   = คาองศาของอุณหภูมิที่เปลี่ยนไปแลวทําใหคาคงที่อัตราเปลี่ยนไป 10 เทา 



บทที่ 1  
บทนํา 

 
1.1 ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจัย 
 ไฟโคไซยานิน (Phycocyanin : PC) เปนสารประกอบประเภทโปรตีนที่มีรงควัตถุ 
(Chromophore) เกาะอยูบนโมเลกุล พบไดทั่วไปในสาหรายในคลาส Cyanophyceae แตโดยทั่วไป
สกัดจากสาหรายสไปรูไลนา (Spirulina sp.) เปนสารที่มีสีฟา เรืองแสงได และละลายไดดีในน้ํา       
มีคุณสมบัติเปนสารเพื่อโภชนะบําบัด  (Nutraceutical) และมีมูลคาสูง ในปจจุบันไฟโคไซยานิน    
ถูกใชเปนสีผสมอาหาร และใชเปนตัวช้ีวัด (Marker)ในการตรวจสอบทางภูมิคุมกันวิทยา 
(Immunology Diagnostic Applications) ในทางการคามีการผลิตไฟโคไซยานินทั้งในรูปของเหลว
และผงแหงในชื่อตางๆ กัน เชน  Bioprex's PC ในรูปผง (Bioprex Labs, 2005) Parry's PC (Parry 
Nutraceuticals, 2005) Linablue (Dainippon Ink & Chemicals, 2005) Deltablue™ - Phycocyanin 
(Biodelta, 2005) และ PhycoPro™ (PROZYME, 2005) มีทั้งชนิดที่ใชในอาหารซึ่งจะมีคา         
ความบริสุทธิ์ต่ํา และชนิดที่ใชในการตรวจสอบทางภูมิคุมกันวิทยาซึ่งมีความบริสุทธิ์สูงกวาและมี
ราคาสูงกวา  

สําหรับไฟโคไซยานินชนิดที่ใชในอาหาร ความคงตัวและคุณสมบัติการใชงานในอาหาร   
มีความสําคัญอยางยิ่ง ซ่ึงคุณสมบัติดังกลาวนอกจากจะเปนคุณสมบัติเฉพาะตัวของไฟโคไซยานิน
เองแลว ยังขึ้นกับวิธีการสกัด การแปรรูป และสภาวะการเก็บรักษา แตองคความรูในดานนี้ยังตอง
ไดรับการพัฒนาอยางตอเนื่อง โดยเฉพาะในประเทศไทย เนื่องจากประเทศไทยเปนแหลงผลิต
สาหรายสไปรูไลนาที่สําคัญแหงหนึ่งของโลก แตมีผลงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการสกัดและการศึกษา
ความคงตัวของไฟโคไซยานินอยูเพียง 2 เร่ือง ซ่ึงเปนการเก็บในรูปของเหลว ในขณะที่ปจจบุนัมกีาร
ผลิตจากตางประเทศในรูปของผงแหงซึ่งสะดวกตอการใชงานและลดตนทุนในการเก็บรักษา        
จึงจําเปนอยางยิ่งที่นักวิจัยไทยจะตองเรงสรางองคความรูดังกลาวเพื่อใชเปนฐานในการสราง
มูลคาเพิ่มใหแกประเทศตอไป 
 
1.2 วัตถุประสงคการวิจัย 
 1.2.1 เพื่อศึกษาประสิทธิภาพในการสกัดไฟโคไซยานินจากสาหรายสไปรูไลนา โดยใช
คล่ืนอัลตราโซนิก (Sonication) การแชเยือกแข็งสลับกับการละลาย และไลโซไซม 
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1.2.2 เพื่อศึกษาผลของการทําแหงดวยวิธีทําแหงแบบพนฝอยและสารเพิ่มความคงตัวของ
โปรตีนที่มีตอคุณสมบัติของไฟโคไซยานินชนิดใชในอาหาร 

1.2.3 เพื่อศึกษาผลของสภาวะการเก็บรักษาที่มีตอความคงตัวของไฟโคไซยานินชนิดใชใน
อาหารในรูปผงแหง 
 
1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

1.3.1 ไดองคความรูเกี่ยวกับวิธีการสกัดสารประกอบไฟโคไซยานินจากสาหรายสไปรูไลนา
ที่สามารถนําไปพัฒนาขยายขนาดสูการผลิตในระบบอุตสาหกรรมไดจริง 

1.3.2 เพิ่มมูลคาแกสาหรายสไปรูไลนา 
1.3.3 สามารถสรางผลิตภัณฑอาหารชนิดใหมจากการใชสารประกอบไฟโคไซยานินเปน

สวนผสม โดยมีจุดเดนในดานสี คุณคาทางโภชนาการและโภชนะบําบัด 
1.3.4 สรางมูลคาเพิ่มใหแกประเทศ 

 
1.4 คําอธิบายศัพท 

อะโพโปรตีน (Apoprotein) คือสวนของสายพอลีเพปไทดที่ยังไมกอรูปเปนสารประกอบ
เชิงซอนกับโมเลกุลอ่ืนที่ไมใชโปรตีน 

ไบลิน (Bilin) หรือมักเรียกวา Bilichrome คือ สารรงควัตถุชีวภาพ (Biological pigment) มี
โครงสรางโมเลกุลเปนเตตระไพรรอล (Tetrapyrrole structure) 

 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 2  
ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1 สาหรายสไปรูไลนา 

สาหรายสไปรูไลนา (Spirulina sp.)  ถูกคนพบโดยนักวิทยาศาสตรช่ือ Turpin ในป         
ค.ศ . 1827 โดยแยกไดจากตัวอยางน้ําจืด (Ciferri, 1983) เปนสาหรายที่มีขนาดเล็ก (Micro algae) มี
โครงสรางผนังเซลลคลายแบคทีเรีย และถูกจัดใหเปนแบคทีเรียแกรมลบที่มีโครงสรางเซลลแบบ
โปรคาริโอต (Prokaryote) ซ่ึงในสารบบการจําแนกสายพันธุนั้น สาหรายสไปรูไลนาถูกจัดไวดังนี้ 

Division:   Cyanophyta 
     Class:   Cyanophyceae  

                                     Order:   Oscillatoriale 
               Family:   Oscillatoriaceae 
                    Genus:  Spirulina  

 
สาหรายที่อยูในดิวิช่ันไซยาโนไฟตามักถูกเรียกวาไซยาโนแบคทีเรีย (Cyanobacteria) มีสี

น้ําเงินแกมเขียว จึงถูกเรียกวาเปน “สาหรายสีน้ําเงินแกมเขียว” หรือ “สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน” 
(blue-green algae) โดยชนิดที่นิยมนํามาบริโภคและสกัดไฟโคไซยานินไดแก Spirulina platensis 
และ Spirulina maxima  

โครงสรางเซลลของสาหรายสไปรูไลนามีลักษณะเปนโครงสรางหลายเซลลตอกันเปนสาย
ยาว (Multicultural structure) หรือเรียกวา Trichome cells สายของเซลลเหลานี้จะบิดตัวเปนเกลียว 
ภายในเซลลประกอบดวยกลุมของฟองอากาศเล็กๆ จํานวนมาก ซ่ึงชวยใหสาหรายสามารถลอยตัว
แขวนลอยในน้ําได (Ciferri, 1983) สายเซลลของสาหรายมีความกวางอยูในชวง 6 ถึง 12 
ไมโครเมตร แตละเซลลจะมีรูปทรงเปนรูปทรงกระบอก เกลียวของสายเซลลมีขนาดเสนผาน
ศูนยกลางประมาณ 30 ถึง 70 ไมโครเมตร (Tomaselli, 1997) สายเซลลแตละเสนยาวประมาณ 500 
ไมโครเมตร (ภาพที่ 2.1) 
 ผนังเซลลของสาหรายสไปรูไลนาเปนผนัง 4 ช้ัน มีช่ือเรียกเรียงลําดับจากชั้นในสุดเปน ช้ัน 
LI ช้ัน LII ช้ัน LIII และชั้น LIV ตามลําดับ (ภาพที่ 2.2 และรูปที่ 2.1) เยื่อหุมชั้นนอกสุด (layer IV) 
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ประกอบดวยไลโพพอลีแซคคาไรด (Lipopolysaccharides, LPS) ซ่ึงแตละโมเลกุลของ LPS จะ
เชื่อมตอกันดวยแคลเซียมและแมกนีเซียม สวน Layer III เปนชั้นของเสนใยโปรตีน (Ciferri, 1983) 
สําหรับ Layer II เปนชั้นที่แข็งแรงที่สุด ประกอบดวยเปบติโดไกลแคน และช้ันในสุด (Layer I)      
มี β-1,2-glucan เปนองคประกอบหลัก (Van Eykelenburg, 1978) 
 

 
ภาพที่ 2.1 โครงรางสาหราย S. platensis จากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  
                 ที่มา : จาก Ciferri (1983) 
 

 
ภาพที่ 2.2 โครงสรางผนังเซลลของ S. platensis จากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
                  แบบสองผาน  
 ที่มา : จาก Van Eykelenburg, (1977) 
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รูปท่ี 2.1 แบบจําลองโครงสรางผนังเซลลของ S. platensis 
  ที่มา : จาก Van Eykelenburg, (1977) 
 

เซลลสดของสาหราย S. platensis ประกอบดวยน้ําประมาณรอยละ 90 (Jiraporn Pusri, 
1995) และอุดมดวยสารที่ใหคุณคาทางโภชนาการ ดังแสดงในตารางที่ 2.1 ถึง 2.4 รงควัตถุสําคัญ   
ที่พบในสาหรายสไปรูไลนาคือ แคโรตินอยด คลอโรฟลล และไฟโคไซยานิน ซ่ึงพบในปริมาณ    
รอยละ 0.37 1.0 และ 14 ของน้ําหนักแหง ตามลําดับ (Belay, 1997) เฉพาะไฟโคไซยานินคิดเปน 
รอยละ 40 ของโปรตีนทั้งหมด (Zhou และคณะ, 2005) 

 
ตารางที่ 2.1 ไวตามินที่พบในสาหรายสไปรูไลนาผง 

ไวตามนิ มิลลิกรัม/100 กรัม 
โปรไวตามินเอ 2.330.000 IU kg –1 

เบตาขแคโรทีน 140 

ไวตามินอ ี 100 α-tocopherol equiv. 

ไวตามินบ ี1 (Thiamin) 3.5 

ไวตามินบ ี2 (Riboflavin) 4 

ไวตามินบ ี3 (Niacin) 14 

ไวตามินบ ี6 0.8 

ไวตามินบ ี13 0.32 

กรดโฟลิก 0.01 

ไบโอติน (Biotin) 0.005 

กรดแพนโทเทนิก (Phantothenic acid) 0.1 

ไวตามินเค 2.2 

ที่มา : จาก Belay (1997) 
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ตารางที่ 2.2 องคประกอบทางเคมีของสาหราย S. platensis และ S. maxima 
รอยละของน้ําหนักแหง สาหราย 

น้ํา เถา ไขมัน เยื่อใย คารโบไฮเดรต โปรตีน 
S. platensis 6-10 4-5 9-14 3-8 10-18 56-77 
S. maxima 4-7 6-9 4 1 8-13 60-71 

ที่มา : จาก Ciferri (1983) 
 
ตารางที่ 2.3 กรดไขมันที่พบในสาหราย S. platensis 

กรดไขมัน รอยละ 
(C14) Myristic acid 0.23 
(C16) Palmitic acid 46.07 

(C16:1) ∆9 Palmitoleic acid 1.26 
(C18:1) ∆9 Oleic acid 526 

(C18:2) ∆9,12 Linoleic acid 17.43 
(C18:3) ∆9,12,15 γ-Linolenic acid 8.87 

อ่ืนๆ 20.88 
ที่มา : จาก Othes และ Pire (2001) 
 
ตารางที่ 2.4 แรธาตุที่พบในสาหรายสไปรูไลนาผง  

แรธาต ุ มิลลิกรัม/รอยกรัม แรธาต ุ มิลลิกรัม/รอยกรัม 
แคลเซียม 700 แมงกานีส 5 
โครเมียม 0.28 ฟอสเฟต 800 
ทองแดง 12 โปแทสเซียม 1400 
เหล็ก 100 โซเดียม 900 

แมกนีเซยีม 400 สังกะสี 3 
ที่มา : จาก Belay (1997) 
 
2.2 ไฟโคไบลิโซม (Phycobilisomes :PBS) 

ไฟโคไบลิโซมเปนสารประกอบโปรตีนที่ทําหนาที่เก็บเกี่ยวพลังงานจากแสงแดดแลว
ถายเทพลังงานดังกลาวผานเยื่อหุมไทลาคอยด (Thylakoid membrane) เขาสูระบบสังเคราะหแสง
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ของเซลล ซ่ึงพบไดในเซลลพืชและสาหรายในกลุมไซยาโนแบคทีเรีย โมเลกุลของไฟโคไบลิโซม
ประกอบดวย ไบลิโปรตีน (Biliprotein) และสายพอลิเพปไทดที่เปนตัวเชื่อมโยง (Linker 
polypeptide) ดังแสดงในรูปที่ 2.2  

ไบลิโปรตีนประกอบดวยสวนที่เปนอะโพโปรตีน (Apoprotein) และสวนของไบลิน 
(Bilin) สวนประกอบทั้งสองเชื่อมตอกันดวยพันธะไธโออีเทอร (Thioether bond) ระหวางวงแหวน
เอของ ไบลินกับกรดอะมิโนซีสเตอีน (Cystein) บนอะโพโปรตีน (รูปที่ 2.3)  

ไบลิโปรตีนของไซยาโนแบคทีเรียจําแนกไดเปน 3 กลุม คือ ไฟโคไซยานิน ไฟโคอิริทริน 
(Phycoerythrin: PE) และ อัลโลไฟโคไซยานิน (Allophycocyanin) สําหรับสาหราย S. platensis พบ
เฉพาะไฟโคไซยานินและอัลโลไฟโคไซยานิน (Padyana, Bhat, Madyastha, Rajashankar และ 
Ramakumar, 2001) 
 

 
รูปท่ี 2.2 แบบจําลองการจัดเรียงตัวของไฟโคไบลิโซม; รูปบนแสดงการเชื่อมตอระหวาง           
              ไฟโคไบลิโซมกับเยื่อหุมไทลาคอยด; รูปลางซายแสดงการจดัเรียงตวัของ 3  
              องคประกอบหลักในไฟโคไบลโิซม และภาพลางขวาแสดงตําแหนงที่อยูของ  
              linker polypeptide ที่มา : จาก MacColl 1998( ) 
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รูปท่ี 2.3 โครงสรางของไฟโคไซยาโนไบลิน (ซาย) และการเชื่อมตอของไบลินกับอะโพโปรตีน  
              (ขวา) ที่มา : จาก Hanzawa และคณะ (2002) และ Fukui และคณะ (2004) 
 

ไบลินเปนสารประกอบเชิงซอนที่ประกอบดวยวงแหวนไพรรอล (Pyrrole Ring) 4 วงตอ
กันเปนเสนตรง เรียกวา “เตตระไพรรอล” (รูปที่ 2.3) สาหรายในกลุมไซยาโนแบคทีเรียสวนใหญ
ประกอบดวยไบลิน 4 ชนิด คือ (1) ไฟโคไซยาโนไบลิน (2) ไฟโคอิริโทรไบลิน (3) ไฟโคยูโรไบลิน 
และ (4) ไฟโควิโอโลไบลิน หรือเรียกวา ไฟโคไบลิวิโอลิน (Phycobiliviolin) ทั้งนี้ ไบลินแตละชนิด
จะมีจํานวนของพันธะคูแบบคอนจุเกต (Conjugated Double Bond) บนโมเลกุลแตกตางกัน (ตาราง
ที่ 2.6) 
 
ตารางที่ 2.6 จาํนวนพันธะคูแบบคอนจุเกตบนโมเลกุลของไบลินแตละชนิด ทีพ่บในสาหรายใน  
                    กลุมไซยาโนแบคทีเรีย 

ไบลิน จํานวนพันธะคูแบบคอนจุเกต (คู) 
ไฟโคไซยาโนไบลิน (Phycocyanobilin: PCB) 8 
ไฟโคอิริโทรไบลิน (Phycoerythrobilin: PEB) 6 

ไฟโควิโอโลไบลิน (Phycoviolobilin 7 
ไฟโคยูโรไบลิน (Phycourobilin) 5 

ที่มา : จาก MacColl (1998) 
 
2.3 การเขียนชื่อไฟโคไซยานิน 

สัญลักษณและการเขียนชื่อไฟโคไซยานินโดยทั่วไปมักใชคํานําหนา (Prefix) คําวา 
Phycocyanin เชน C- หรือ R- เพื่อบอกถึงแหลงที่มาของสารประกอบนั้นที่คนพบเปนครั้งแรก ที่พบ
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มากคือ C-Phycocyanin ซ่ึงเปนไฟโคไซยานินที่พบในไซยาโนแบคทีเรีย  สวน R-Phycocyanin เปน
ไฟโคไซยานินที่พบในสาหรายสีแดงในคลาส Rhodophyceae (Glazer และ Hixson, 1975) 

 
2.4 โมเลกุลของไฟโคไซยานิน 

โดยทั่วไปโมเลกุลของไฟโคไซยานินจะรวมตัวอยูในรูปไตรเมอร (α3β3) เฮกซะเมอร 
(α6β6) และโอลิโกเมอร (Oligomers) แบบอื่นๆ สารประกอบเชิงซอนเหลานี้กอตัวขึ้นจากโมโน-
เมอร (αβ-monomer) ของไฟโคไซยานิน  ซ้ึงประกอบดวย หนวยยอยอัลฟา (α-subunit) และหนวย
ยอยเบตา (β-subunit) โดยที่ หนวยยอยอัลฟา และหนวยยอยเบตาดังกลาวแตละหนวยจะมีไบลิน 
เกาะอยูกับกรดอะมิโนซิสเตอีนบนอะโพโปรตีนของหนวยยอย 1 และ 2 หมู ตามลําดับ (ตารางที่ 
2.7) ที่ตําแหนง α84 ของหนวยยอยอัลฟา และที่ตําแหนง β84 และ β155 ของหนวยยอยเบตา (รูปที่ 
2.4) 

 
ตารางที่ 2.7 จาํนวนไบลินตอโมโนเมอรของไบลิโปรตีน 

โปรตีน โมโนเมอร จํานวนไบลิน/โมโนเมอร 
ไฟโคไซยานนิ (C-PC) α 1 

 β 2 
ไฟโคอิริทริน α 2 

 β 3 
อัลโลไฟโคไซยานิน α 1 

 β 1 
ที่มา : จาก MacColl (1998) 
 

 
รูปท่ี 2.4 ตําแหนงการเกิดพนัธะโควาเลนทระหวางไบลินกับอะโพโปรตีนของ C-Phycocyanin  
              ที่มา : จาก MacColl (1998) 
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หนวยยอยอัลฟา และหนวยยอยเบตาของไฟโคไซยานินประกอบดวยกรดอะมิโนเรียง     
ตอกัน  162 และ 172 หนวย ตามลําดับ ทั้ง R-Phycocyanin และ C-Phycocyanin ประกอบดวยกรด    
อะมิโนชนิดเดียวกัน และสามารถจําแนกไดดังนี้ (Kao, Edwards และ Berns, 1975) 

กรดอะมิโนมขีั้ว  
Acidic – Asp, Glu 
Basic – Lys, His, Arg 
Hydroxy – Thr, Ser 

กรดอะมิโนไมมีขั้ว 
Aliphatic – Gly, Ala, Val, Ile, Leu, Pro, Met, Cys, Tyr, Phe 

 
หนวยยอยทั้งสองของไฟโคไซยานินในโมโนเมอร ไตรเมอร และเฮกซะเมอร มีโครงสราง

ตติยภูมิเปนรูปทรงกลม (Globular) คลายกันมาก (รูปที่ 2.5 และ 2.6) เมื่อกอรูปเปนไตรเมอรและ 
เฮกซะเมอร จะเกิดชองวางขนาดเสนผานศูนยกลาง 3.5 ถึง 4.5 นาโนเมตร โดยที่ตําแหนง β84 จะหนั
เขาหาแกนกลางของชองวาง  

 

 
รูปท่ี 2.5 โครงสรางการจัดเรียงโมเลกุลของไฟโคไซยานนิโมโนเมอร 
               ที่มา : จาก Adir, Dobrovetsky และ Lerner (2001) 
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รูปท่ี 2.6 ยูนิตเซลล (unit cell) ของไฟโคไซยานิน 612  

 ที่มา : จาก Adir และ Lerner (2003) 
 

สายพอลีเพปไทดของหนวยยอยทั้งสองประกอบดวยเกลียวอัลฟา (α-helices) 9 ชุด แตละ
ชุดตอกันดวยตําแหนงโคงงอของโครงสราง (MacColl,  1998) การกอรูปตติยภูมิดังกลาวขางตนนั้น 
หนวยยอย   แตละหนวยจะถูกตรึงดวยแรงแวนเดอวาลล (Van der Waals) และอันตรกิริยาไฟฟา
สถิต (Electrostatic interactions) ซ่ึงพบวาที่แกนกลางของเฮกซะเมอรมีสนามไฟฟาสถิต 
(Electrostatic field) เปนลบ ในขณะที่บริเวณผิวดานนอกจะเปนบวก (Stec, Troxler และ Teeter, 
1999) 

ณ สภาวะสมดุลหนึ่งๆ สารละลายไฟโคไซยานินจะประกอบดวยสวนผสมระหวางโมโน-
เมอร ไตรเมอร และเฮกซะเมอร โดยสามารถเปลี่ยนรูประหวางกันได (Berns และ MacColl, 1989) 
ทั้งนี้ขึ้นกับความเขมขนของไฟโคไซยานิน คาพีเอช คาความเขมขนของไอออน (Ionic strength) 
รวมถึงอุณหภูมิ ซ่ึง Berns และ MacColl (1989) พบวาไฟโคไซยานินจะรวมตัวเปนโครงสราง        
ที่ใหญขึ้นและไมพบไดเมอรเมื่อความเขมขนสูงขึ้น สําหรับที่พีเอช 5.7 ความเขมขน 1-10 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร ไฟโคไซยานินจะรวมตัวเปนเฮกซะเมอร สวนที่พีเอช 8.0 ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ไฟโคไซยานินสวนใหญจะรวมตัวเปนไตรเมอร ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Kao, 
Edwards และ Berns (1975) 
 นอกจากนี้ Berns และ MacColl (1989) ยังพบวา ที่พีเอช 6.8 ไฟโคไซยานินจะรวมตัวเปน      
ไตรเมอร และจะเปลี่ยนเปนเฮกซะเมอร ที่พีเอช 5.0 แตถาความเขมขนสูงถึง 40 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตรจะพบทั้งไตรเมอรและเฮกซะเมอร ซ่ึงสามารถเปลี่ยนรูประหวางกันไดในชวงพีเอช 
ระหวาง 5.0 ถึง 9.0 ทั้งนี้ อุณหภูมิและคาความเขมขนของไอออนจะมีผลตอสัดสวนระหวางรูปทั้ง
สอง และที่พีเอช 5.0 จะพบโมโนเมอรในปริมาณที่นอยมาก  
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Berns และ MacColl (1989) พบวาที่พีเอช 4.7 ความเขมขน 13 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร         
จะกอรูปเปนโมโนเมอร (3S) ในปริมาณนอยมาก แตจะพบไตรเมอร (6S) เฮกซะเมอร (11S) และ   
เฮกซะเมอรที่รวมตัวกันใหญขึ้น (19S) ดังภาพที่ 2.9a ที่พีเอช 3.9 ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ไฟโคไซยานินจะเปลี่ยนรูปเปนโมโนเมอรทั้งหมด (ภาพที่ 2.3b) สวนที่พีเอช 6.0 เมื่อแปร
ความเขมขนของไฟโคไซยานินจะไดผลดังรูปที่ 2.7  

 

 
ภาพที่ 2.3 ผลการศึกษา Sedimentation velocity ของไฟโคไซยานินจากสาหราย Lyngbya sp.   
                 ที่มา : จาก Berns และ MacColl (1989) 
 

 
รูปท่ี 2.7 อัตราการรวมตัวของไฟโคไซยานนิจากสาหรายสายพันธุ Lynnbya sp. ที่ความเขมขน 
               ของไฟโคไซยานนิตางๆ กันในสารละลายบัฟเฟอร pH 6.0 ณ อุณหภูมหิอง; 
                          โมโนเมอร;  ไตรเมอร; เฮกซะเมอร และ  เฮกซะเมอรที่รวมตวักัน  
               ที่มา : จาก Berns และ MacColl (1989) 
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2.5 คุณสมบตัิของไฟโคไซยานิน 
ไฟโคไซยานินเปนสารประกอบที่มีสีฟา เรืองแสงได และละลายน้ําได นอกจากนี้ยังมี

คุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ คุณสมบัติเหลานี้อาจแตกตางกันทั้งนี้ขึ้นกับแหลงที่มาของ     
ไฟโคไซยานิน (ตารางที่ 2.8 และ 2.9) วิธีการเพาะเลี้ยง วิธีการสกัดออกจากเซลลของสาหราย และ
กระบวนการหลังการสกัด (Edwards, Hauer, Stack, Eisele และ MacColl [1997] และ Fukui และ
คณะ [2004]) 

โดยทั่วไป ไฟโคไซยานินจะใหคาการดูดกลืนแสงสูงสุด (λmax ) ในชวงความยาวคลื่น 612 
ถึง 620 นาโนเมตร และเมื่อเรืองแสงจะวัดคาการดูดกลืนแสงสูงสุดไดที่ชวงความยาวคลื่น 636 ถึง 
650 นาโนเมตร (Adir และ Lerner [2003] และ MacColl [1998]) ไฟโคไซยานินที่อยูในรูป            
โมโนเมอร ไตรเมอร หรือเฮกซะเมอรจะใหคาการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ชวงความยาวคลื่นที่แตกตาง
กัน   ดังแสดงในตารางที่ 2.10 สวนอัลโลไฟโคไซยานิน และไฟโคอิริทรินนั้นจะมีสีฟาน้ําทะเล และ      
สีชมพู เมื่อวัดคาการดูดกลืนแสงจะใหคาการดูดกลืนแสงสูงสุดในชวงความยาวคลื่น 650 ถึง 655   
นาโนเมตร และ 540 ถึง 570 นาโนเมตรตามลําดับ (Viskari และ Colyer, 2003) 

         
ตารางที่ 2.8 คุณสมบัติการดดูกลืนแสงและการเรืองแสงของไฟโคไซยานินจากสาหรายชนิดตางๆ 

ไฟโคไซยานิน ชนิด λmax 
(นาโนเมตร) 

Fluorescence emission
λmax (นาโนเมตร) 

C-PC Anacystis nidulans (1) 620(PCB) 648 
 Spirulina (Arthrospira) fusiformis (1) 620 650 
 Thermosynechcoccus vulcanus (2) 612  

R-PC Porphyridium cruentum (1) 617(PCB) 
555 (PEB) 

636 

(1) MacColl (1998) 
(2) Adir and Lerner (2003) 
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ตารางที่ 2.9 น้าํหนักโมเลกุลของ C-Phycocyanin จากสาหรายในกลุมไซยาโนแบคทีเรีย 

ชนิดของสาหราย Native C-PC  
(KDa) หนวยยอยเบตา  (KDa) หนวยยอยอัลฟา (KDa) 

Spirulina sp. (น้ําจืด) 112 24.4 17 
Phormidium sp. (น้ําเค็ม) 131 24.4 19.1 

Lyngbya sp. (น้ําเค็ม) 81 24.4 15.2 
ที่มา : จาก Patel, Mishra, Pawar และ Ghosh (2005) 
 
ตารางที่ 2.10 คาการดูดกลืนแสงสูงสุดของ C-PC เมื่ออยูในรูปตางๆ 

λmax  (นาโนเมตร) รูปแบบการรวมตัว 
S. licidus (SyI) P. luridum A. nidulans 

ไฟโคไบลิโซม  627  
โอลิโกเมอร (α6β6)3 608   

เฮกซาเมอร 609 622 621 
ไตรเมอร 609 618  
โมโนเมอร 607 615 615 

หนวยยอยอัลฟา   620 
หนวยยอยเบตา   608 

ที่มา : จาก Edwards, MacColl, และ Eisele (1996) 
 
2.6 คุณสมบตัิการเปนสารตานอนุมูลอิสระของไฟโคไซยานิน 

ไฟโคไซยานินจากสาหราย S. platensis มีความสามารถในการกําจัดอนุมูลไฮดรอกซิล
(Hydroxyl radicals) และอนุมูลเปอรออกซิล (Peroxyl radical) โดยมีไฟโคไซยาโนไบลินทําหนาที่
ในการตานการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นและกําจัดอนุมูลอิสระ (Bhat และ Madyastha, 2000)         
ไฟโคไซยานินที่สกัดจากสาหราย Aphanizomenon flos-aquae (AFA) ในกลุมไซยาโนแบคทีเรีย     
ก็มีความสามารถกําจัดอนุมูลเปอรออกซิลไดเชนเดียวกัน (Benedetti, Benvenuti, Pagliarani, 
Francogli, Scoglio และ Canestrari, 2004) แต Zhou และคณะ (2005) พบวาไฟโคไซยานินจาก
สาหราย S. platensis จะสรางอนุมูล ไฮดรอกซิลในสภาวะที่มีแสง แตจะกําจัดอนุมูลโฮดรอกซิลใน
สภาวะที่ไมมีแสง  การทําใหไฟโคไซยานินเสียสภาพทางธรรมชาติโดยใชสารเคมี จะทําให
ความสามารถในการสรางอนุมูลดังกลาวหมดไป ในทางตรงกันขามไฟโคไซยานินที่สูญเสียสภาพ
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ทางธรรมชาติจะมีความสามารถในการกําจัดอนุมูลโฮดรอกซิลเพิ่มขึ้น ซ่ึงชี้วาไฟโคไซยาโนไบลิน
ทําหนาที่หลักในการกําจัดอนุมูลโฮดรอกซิล และพบวาสวนของอะโพโปรตีนก็มีคุณสมบัตินี้ดวย
เชนเดียวกัน (Bhat และ Madyastha, 2001) ความสามารถในการกําจัดอนุมูลไฮดรอกซิลดังกลาว    
ยังเพิ่มขึ้นตามความเขมขนของไฟโคไซยานินที่เพิ่มขึ้น (Estrada, Bescos และ Fresno, 2001) 
 
2.7 ไฟโคไซยานินที่ผลิตเปนการคา 

ไฟโคไซยานินที่ผลิตเปนการคามีทั้งชนิดที่ใชในงานวิเคราะหทางเคมีและชีวเคมี ชนิดที่ใช
เปนสารใหสี (Colorant) ในอาหารและเครื่องสําอาง ซ่ึงมีทั้งที่อยูในรูปผงแหงและเปนของเหลว เชน
Deltablue™ -  PC จากบริษัท Biodelta  Pty   (Ltd) ประเทศแอฟริกาใต สกัดจากสาหราย S. platensis 
ไฟโคไซยานิน Deltablue™ ชนิดที่ใชในอาหารและเครื่องสําอางจะมีคาความบริสุทธิ์มากกวา 0.5 
(คํานวณจากอัตราสวนระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 และ 280 นาโนเมตร) มีความ
คงตัวในชวงพีเอชระหวาง 5 ถึง 7.5 (Biodelta, 2005)  

Parry's PC จากบริษัท Parry Nutraceutical เปนผลิตภัณฑที่อยูในรูปผงแหง ผลิต
ออกจําหนาย 2 ชนิด คือชนิดความบริสุทธิ์สูงใชสําหรับการตรวจวัดทางภูมิคุมกันวิทยา และชนิด
ความบริสุทธิ์ต่ํากวาซ่ึงใชสําหรับงานอื่นๆ นอกเหนือจากการตรวจวัดทางภูมิคุมกันวิทยา โดยบรรจุ
ในถุงอลูมิเนียมเคลือบชนิดใชกับอาหารและดัดแปรบรรยากาศดวยกาซไนโตรเจน และตองเก็บ
รักษาในที่ที่ไมมีแสงและมีความชื้นต่ํา  

นอกจากนี้ยังมีไฟโคไซยายินที่มีช่ือทางการคาอื่นๆ เชน Bioprex's PC ในรูปผง จากบริษัท 
Bioprex Labs ผลิตภัณฑ Linablue จากบริษัท Dainippon Ink & Chemicals ประเทศญี่ปุน ผลิตภัณฑ 
PhycoPro™ จากบริษัท Prozyme ซ่ึงใชสําหรับงานวิเคราะห และผลิตภัณฑ Linablue จากบริษัท 
Loyalka Biotech ประเทศอินเดีย  

Bhaskar, Gopalaswamy และ Raghu (2005) กลาววาไฟโคไซยานินที่ใชในอุตสาหกรรมยา
ตองใชชนิดทีม่ีความบริสุทธิ์ 4.0 สวนชนิดที่ใชในอุตสาหกรรมอาหารตองใชชนิดที่มีความบริสุทธิ์ 
2.0  

 
2.8 การสกัดไฟโคไซยานิน 

ในปจจุบันยังไมมีวิธีการมาตรฐานสําหรับการสกัดสารประกอบไฟโคไซยานินจากเซลล
สาหรายสไปรูไลนา แตโดยทั่วไปจะตองทําลายผนังเซลลกอนเพื่อใหสามารถแยกไฟโคไซยานิน 
ออกมาได เนื่องจากไฟโคไบลิโซมจะเกาะอยูกับเยื่อไทลาคอยดซ่ึงกระจายตัวอยูภายในเซลลของ
สาหรายสไปรูไลนา ดังภาพที่ 2.4 สาหรายที่จะนํามาสกัดนั้นใชไดทั้งเซลลสดและเซลลแหง       
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จากการศึกษาของ Sarada, Pillai และ Ravishankar (1999) พบวาเซลลของสาหรายสดจะใหผลผลิต
ไฟโคไซยานินสูงกวาการใชเซลลแหง โดยที่การทําแหงสาหรายสไปรูไลนาดวยวิธีตางๆ กัน เชน 
การทําแหงดวยเครื่องทําแหงแบบพนฝอย และการทําแหงดวยตูอบลมรอนจะสูญเสียไฟโคไซ-
ยานินถึงรอยละ 45 เมื่อเทียบกับการใชเซลลสด 

 

 
ภาพที่ 2.4 โครงสรางภายในของสาหราย S. maxima; S = septum, t= เยื่อไทลาคอยด  
                  ที่มา : จาก Vonshak และ Tomaselli (2000) 
 

การทําลายผนังเซลลของสาหรายสไปรูไลนา สามารถทําไดทั้งโดยใชวิธีการทางกายภาพ 
และการยอยผนังเซลลดวยสารเคมีและเอนไซม หรือใชวิธีการเหลานี้รวมกัน วิธีการทางกายภาพที่
ใชไดแก  

- การใชคล่ืนอัลตราโซนกิ 
- การใชเฟรนชเพรส (french press) 
- Nitrogen cavitation 
- liquid nitrogen freeze–thaw 
- mortar/pestle grinding 
- liquid nitrogen freeze–grind 

 
 การสกัดไฟโคไซยานินจากสาหรายสไปรูไลนา โดยการทําลายเซลลดวยวิธีการแชเยือก-
แข็งสลับกับการละลาย (Repeated freezing and thawing: RFT) การบดดวยโกรงและครกบด 
(Mortar and pestle) และการใชเครื่องปนผสม (Blender) จะไดไฟโคไซยานินประมาณ 19.4+0.4 
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มิลลิกรัมตอรอยกรัมของน้ําหนักสาหรายแหง แตการสกัดดวยน้ํากลั่นจะใชเวลานาน 3 ถึง 4 วันจึง
จะสกัด ไฟโคไซยานินไดปริมาณเทากัน (Sarada, Pillai และ Ravishankar, 1999) 

น้ํากลั่นหรือน้ําบริสุทธิ์สามารถทําลายผนังเซลลของสาหรายสไปรูไลนาไดโดยผลของ
แรงดันออสโมติก (Han, Pyo และ Yang, 2003) หรือ Osmotic shock เชนเดียวกับแคลเซียมคลอไรด 
(Yoshui, Akiko และ Masaki [2003], Rebeller [1982] และ Jiraporn Pusri [1995]) ซ่ึงจะเกิดในกรณี
ที่เซลลอยูในสารละลายเจือจาง โดยเซลลจะดูดซับน้ําจนบวมเตง กระทั่งทนตอแรงดันเตงภายใน
เซลลไมไหว เซลลก็จะแตกในที่สุด ซ่ึงในกรณีนี้ เวลาเปนปจจัยสําคัญที่มีผลตอประสิทธิภาพในการ
ทําลายผนังเซลล 

Bhaskar, Gopalaswamy และ Raghu (2005) สกัดไฟโคไซยานินจากสาหรายสไปรูไลนา
โดยการทําลายผนังเซลลดวยไนโตรเจนเหลว  

Yoshui, Akiko และ Masaki (2003) และ Rebeller (1982) ใชสารละลายแคลเซียมคลอไรด
รวมกับการใชคล่ืนอัลตราโซนิกในการสกัดไฟโคไซยานินจากสาหรายสีน้ําเงินแกมเขียว 

Jiraporn Pusri (1995) สกัดไฟโคไซยานินจากสาหรายสไปรูไลนาโดยการทําลายผนังเซลล
ดวย French Press รวมกับการทํา Osmotic shock ดวยสารละลายแคลเซี่ยมคลอไรด 

สารเคมีที่ใชในการยอยผนังเซลลไดแก Ethylenediaminetetraacetate (EDTA) ซ่ึงจะทําลาย
โปรตีนเพอริพลาสมิก (Periplasmic protein) ในผนังเซลลช้ันนอกของแบคทีเรียแกรมลบ สวนสาร
ลดแรงตึงผิว เชน Nonionic detergent Triton X-100 สามารถละลายไขมันในเยื่อหุมเพอริพลาสมิก 
(Periplasmic membrane) และผนังเซลลช้ันนอกของแบคทีเรียแกรมลบได (Hatti-Kaul และ 
Mattiasson, 2003) 

สารละลายกรด เชน สารละลายกรดฟอสโฟริก และกรดไฮไดรคลอริก ก็สามารถใชทําลาย
ผนังเซลลของสาหรายได (Yoshui, Akiko และ Masaki [2004] และ Sarada, Pillai และ Ravishankar 
[1999])  

Viskari และ Colyer (2003) สกัดไฟโคไบลิโปรตีนจากสาหราย Synechococcus CCMP 833 
โดยใชสารละลาย 3-[(3-cholamidopropyl) dimethyammonio] propanesulfonic acid หรือ Chaps 
โดยมี Asolectin รอยละ 0.3 รวมกับการทําใหเกิดฟองภายในเซลลดวยไนโตรเจน (Nitrogen 
cavitation) ซ่ึงพบวาใหประสิทธิภาพในการสกัดมากกวารอยละ 85 และใชเวลาต่ํากวา 3 ช่ัวโมง 
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2.9 การสกัดไฟโคไซยานินดวยการแชเยือกแข็งสลบักับการละลาย คลื่นอัลตราโซนิก
และไลโซไซม 

การสกัดไฟโคไซยานินโดยวิธีการแชเยือกแข็งสลับกับการละลาย เกิดขึ้นโดยกลไกการเกิด
ผลึกน้ําแข็งและการขยายขนาดของผลึกน้ําแข็งที่เกิดขึ้นระหวางกระบวนการแชเยือกแข็ง ซ่ึงเปน
กลไกสําคัญในการทําลายผนังเซลลช้ันใน ทําใหผนังเซลลเกิดเปนรูร่ัว (Transient pores)  ขึ้นใน
ระหวางการละลายน้ําแข็ง เปนผลใหเกิดการแพรกระจายของเอนไซมและโปรตีนออกสูภายนอก
เซลล ซ่ึงปจจัยสําคัญที่ทําใหเกิดการแพรกระจายดังกลาวคืออัตราการละลายน้ําแข็ง (Rate of 
thawing) และความคงตัวของรูร่ัวภายในเซลล ซ่ึงที่ผิวนอกจะมีอัตราการละลายน้ําแข็งสูงกวาภายใน 
ในขณะที่อุณหภูมิในการละลายน้ําแข็งจะมีผลตอความคงตัวของรูร่ัวภายในเซลล ซ่ึงการละลาย
น้ําแข็ง ที่อุณหภูมิต่ําจะทําใหรูร่ัวภายในเซลลคงตัวอยูไดนานกอนจะปดตัวลง 

กลไกในการสกัดไฟโคไซยานินจากเซลลสาหรายดวยคลื่นอัลตราโซนิก เปนการทําลาย
ผนังเซลลของสาหรายเพื่อปลดปลอยไฟโคไซยานินออกจากเซลลดวยแรงเฉือนซ่ึงเกิดจากคลื่นเสียง
ที่มีความถี่สูงกวา 20 กิโลเฮิรตซ แรงสั่นสะเทือนจากคลื่นเสียงความถี่สูงดังกลาวทําใหเกิด
ฟองอากาศขนาดเล็กขึ้นในสารแขวนลอยและภายในเซลลของสาหราย เรียกปรากฏการณนี้วา 
“Cavitation” จากปรากฏการณดังกลาว ฟองอากาศจะถูกสรางขึ้น และทําใหขยายขนาดจนกระทั่ง
แตกสลาย เปนผลใหเกิดคล่ืนสะทาน (Shock wave) อยางรุนแรงขึ้น ณ จุดตางๆ ทั้งภายในเซลลและ
ภายนอกเซลลของสาหราย สงผลใหเกิดความแตกตางของแรงเฉือนที่รุนแรง ณ จุดตางๆ ซึ่งกระทํา
ตอเซลล เปนผลใหผนังเซลลฉีกขาดในที่สุด 

การทําลายผนังเซลลโดยใชคล่ืนอัลตราโซนิกเพียงอยางเดียวจะใหผลตอการสกัดไฟโคไซ-
ยานินต่ํากวาเมื่อใชรวมกับเม็ดทรายละเอียด ซ่ึงใหอัตราการสกัดสูงถึงรอยละ 76.9 (Viskari และ 
Colyer, 2003) และจากการศึกษาของ Rezwan, Lanéelle, Sander และ Daffé (2007) พบวาการใช
คล่ืนอัลตราโซนิกเพียงอยางเดียวจะใหผลการสกัดต่ําที่สุด (ตารางที่ 2.11) โดยท่ีความถี่ของคลื่น
เปนปจจัยสําคัญตอประสิทธิภาพในการสกัด (Furuki และคณะ, 2003) 

ในขณะที่ไลโซไซมเปนเอนไซมที่มีประสิทธิภาพในการยอยผนังเซลลช้ัน LII ซ่ึงเปนชั้นที่
แข็งแรงที่สุด โดยไลโซไซมจะตัดพันธะ β-1,4-glucosidic ในโมเลกุลของ Peptidoglycan (Hatti-
Kaul และ Mattiasson, 2003) แตสําหรับแบคทีเรียแกรมลบรวมถึงสาหรายสไปรูลินาซึ่งมีโครงสราง
ผนังเซลลแบบเดียวกันนั้น จะตองทําลายผนังเซลลช้ันนอกกอนเพื่อเปดทางใหไลโซไซมเขาถึงชั้น 
Peptidoglycan ได เชน การใชสารลดแรงตึงผิว หรือ สารกําจัดไอออนเพื่อทําลายผนังเซลลช้ันนอก 
หรือการทําลายผนังเซลลดวยวิธีทางกายภาพ ดังเชนในตารางที่ 2.11 ซ่ึงพบวา การใชไลโซไซมยอย
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ผนังเซลลหลังผานการทําลายผนังเซลลดวยวิธีทางกายภาพดวยวิธีอ่ืนๆ แลวนั้น จะสามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการสกัดได  
 
ตารางที่ 2.11 เปรียบเทียบประสิทธิภาพการสกัดโปรตีนจากเซลลของสาหราย Mycobacterium  
         smegmatis ดวยวิธีตางๆ กัน 

วิธีทําใหเซลลแตก ปริมาณโปรตนีท่ีสกัดได 
(mg/ml) ตอกรัมของสาหราย 

Cell disrupter 18.7 
French press 18.9 
Bead beater 7.6 

Bead beater plus lysozyme 25.6 
Sonication 6 

Sonication plus lysozyme 11.6 
Lysozyme 0.2 

ที่มา : จาก Rezwan, Lanéelle, Sander และ Daffé (2007) 
 
2.10 การสูญเสียสภาพทางธรรมชาติและความคงตัวของไฟโคไซยานิน 
 เนื่องจากไฟโคไซยานินมีโครงสรางโมเลกุลเปนโปรตีน ดังนั้นความคงตัวของไฟโคไซ-
ยานินจึงเกี่ยวของกับการสูญเสียสภาพทางธรรมชาติของโปรตีนซึ่งสงผลตอคุณสมบัติของโปรตีน
นั้น ปจจัยที่เกี่ยวของกับความคงตัวของไฟไซยานินไดแก อุณหภูมิ ตัวทําละลาย คาพีเอช แรงกล 
และความเขมขนของไฟโคไซยานินเอง (Houghton, 2000)   

การสูญเสียสภาพทางธรรมชาติของไฟโคไซยานินมีลักษณะเปนสมการอันดับ 1 และมี 
คาคงที่อัตรา (Rate constant) ที่พีเอช 5.0 และอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปน 4.37 × 10-5 ตอวินาที 
และจะเพิ่มขึ้นเปน 5.46 × 10-5 ตอวินาที ที่พีเอช 7.0 อัตราการสูญเสียสภาพทางธรรมชาติจะสูงขึ้น
มากที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส (7.96 × 10-4 ตอวินาที ที่พีเอช 7.0) เมื่อเทียบกับที่พีเอช 5.0 (1.46 × 
10-4 ตอวินาที) ไฟโคไซยานินจะมีความคงตัวตอความรอนสูงสุดที่พีเอช 5.0 (Patel, Pawar, Mishra, 
Sonawane และ Ghosh, 2004) แต Sarada, Pillai และ Ravishankar (1999) พบวาไฟโคไซยานินจะ
คงตัวในชวงพีเอช ระหวาง 5.0 ถึง 7.5 ที่อุณหภูมิ 9+1 องศาเซลเซียส และจะไมคงตัวที่อุณหภูมิสูง
กวา 40 องศาเซลเซียส  
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จากการศึกษาของ Jiraporn Pusri (1995) พบวาสารละลายไฟโคไซยานินในรูปของเหลว จะ
ไมคงตัวในสภาวะที่มีอุณหภูมิสูง และในสภาวะที่มีความเปนกรดสูง หรือเปนดางสูง ที่อุณหภูมิต่ํา
กวา 50 องศาเซลเซียสเปนอุณหภูมิที่เหมาะสม และพีเอชที่เหมาะสมคือชาง 5 ถึง 9 และยังพบวา              
ไฟโคไซยานินจะไมคงตัวที่อุณหภูมิหอง การเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จะใหความคงตัว
มากกวาที่ 4 องศาเซลเซียส ในขณะที่ตัวทําละลายอินทรียและน้ําตาลกลูโคสจะชวยเพิ่มความคงตัว               
ของสารละลายไฟโคไซยานินที่อุณหภูมิหอง  

Boosya Bunnag (1995) พบวาไฟโคไซยานินชนิดใชในอาหารในสารละลายน้ําตาลกลูโคส
เขมขนรอยละ 20 สามารถเก็บไดนานถึง 2 เดือน เมื่อเก็บที่พีเอช 5 ถึง 9 และอุณหภูมิต่ํากวา 55 
องศาเซลเซียส 

เมื่อไดรับความรอนและแสงแดด สารละลายไฟโคไซยานินจะไมคงตัว ที่พีเอช 3.0          
ไฟโคไซยานินจะไมละลาย และจะสูญเสียสภาพทางธรรมชาติที่อุณหภูมิสูงกวา 45 องศาเซลเซียส 
สวนที่พีเอช 5 และ 7 จะเหนี่ยวนําใหสีของไฟโคไซยานินเปลี่ยนแปลง (Jespersen, Stromdahl, 
Olsen และ Skibsted, 2004) จากรายงานของ Couteau, Baudry, Roussakis และ Coiffard (2004) 
พบวาไฟโคไซยานินจากสาหรายสไปรูไลนาจะคงตัวที่พีเอชต่ํากวา 7.0 และจะเกิดการสูญเสียสภาพ
ทางธรรมชาติเมื่อไดรับความรอน ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงดังกลาวมีสมการอัตราเปนอันดับ 1 (First 
order rate reaction) 

 
2.11 สารเพิ่มความคงตัวสําหรับการทําแหงไฟโคไซยานิน 

การทําแหงไฟโคไซยานินสามารถใชน้ําตาลซูโครสเปนสารเพิ่มความคงตัวที่ความเขมขน
ระหวาง 0.1 ถึง 1 โมลตอลิตร สารเพิ่มความคงตัวชนิดอื่น เชน น้ําตาล เกลือ สารโพลิเมอร และตัว     
ทําละลายรวม (Cubicciotti, 1997) ซ่ึงสารเพิ่มความคงตัวเหลานั้นจะสรางพันธะไฮโดรเจนกับ
โปรตีนโดยตรงในระหวางกระบวนการทําแหงโดยการแชเยือกแข็ง โดยเขาไปแทนที่โมเลกุลของ
น้ําเพื่อรักษาสภาพธรรมชาติของโปรตีนระหวางกระบวนการทําแหง (Arakawa, Prestrelski, 
Kenney และ Carpenter, 2001) ทั้งนี้ สารเพิ่มความคงตัวที่อยูในสถานะอสัณฐาน (Amorphous state) 
จะกอพันธะไฮโดรเจนไดดีที่สุด (Costantino, Curley, Wu และ Hsu, 1998) 

น้ําตาลอัลกอฮอล (Sugar alcohol) หรือเรียกวาสารพอลีออล (Polyol) เปนสารอีกกลุมหนึ่ง
ที่นิยมใชเปนสารใหความคงตัวแกโปรตีน เชน กลีเซอรอล และมอลติตอล การเพิ่มความเขมขนของ
สารเหลานี้ระหวางรอยละ10 ถึงรอยละ 40 (น้ําหนักตอปริมาตร) และปรับพีเอชใหอยูระหวาง 1.9 
ถึง 7.0 จะชวยขยายชวงการเริ่มเสียสภาพทางธรรมชาติ (Denaturizing lag phase) ของโปรตีนให
กวางขึ้น (Haque, Singha, Moosavi-Movahedi และ Ahmad, 2005)  
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โดยปกตกิลีเซอรอลจะมีสถานะเปนของเหลวที่อุณหภูมหิอง เนื่องจากมีคา Tg ประมาณ -88 
องศาเซลเซียส การนํามาใชในอาหารและเครื่องดื่ม มักนิยมใชเปนสารใหความหวาน และเปนสาร
ชวยรักษาความชื้น (Humectants) ใชเปนตวัทําละลายสําหรับสารที่ใหกล่ินรสและทีส่ารใหสี ใชเปน
สารเพิ่มความนุม (Softening agent) และสารเพิ่มความขนหนืด (Thickening agent) และยังเปนสาร
เพิ่มปริมาน (Filler) ในอาหารไขมันต่ํา นอกจากนี้ ยังสามารถใชเปนสารใหความคงตัวแกโปรตนี
และเอนไซมทีต่องเก็บรักษาดวยการแชเยือกแข็งหรือการทําแหง  

มอลติตอลซึ่งเปนสารที่ผลิตไดจากการนําน้ําตาลมอลโตส ซ่ึงผานกระบวนการไฮโดร-
จิเนชั่น (Hydrogenation) นิยมใชเปนสารทดแทนสารใหความหวานเนื่องจากมีคาความหวานรอยละ 
90 ของน้ําตาลซูโครส แตรางกายมนุษยไมสามารถดูดซึมไปใชประโยชนได 

ไฟโคไซยานินที่ทําใหอยูในรูปสารละลายเขมขน อาจทําใหคงตัวไดโดยการเติมเกลือและ
น้ําตาล (Rebeller, 1982) 

สําหรับมอลโตเดกซตริน (Maltodextrin) เปนสารโพลิเมอรที่ประกอบดวยโมเลกุลของ
กลูโคสตอกันดวยพันธะ  α -1-4 มีคา สมมูลยเดกซโตรส (Dextrose equivalent) อยูระหวาง 5-20 มี
ทั้งชนิดที่เปนผง และสารละลายเขมขน ผลิตจากแปงขาวโพด แปงมันฝร่ัง แปงขาว และแปงมัน
สําปะหลัง โดยกระบวนการยอยดวยกรดหรือเอนไซม  สําหรับมอลโตเดกซตรินที่มีคาสมมูลย 
เดกซโตรสเทากับ 10 และมีความชื้นรอยละ 5   โดยน้ําหนัก จะมีคา Tg ประมาณ 100   องศาเซลเซียส 
(Avaltroni, Bouquerand และ Normand, 2004)  นิยมใชเปนสารชวยในการทําแหง (Drying aid) 
สําหรับสารละลายที่มีกรดหรือน้ําตาลเปนองคประกอบอยูมาก เพื่อใหไดผลิตภัณฑที่เปนผงแหง  
ไมหนืดเหนียว (Adhikari, Howes, Bhandari และ Troung, 2004) 
 
2.12 การศึกษาคุณสมบัติของไฟโคไซยานิน 

2.12.1 การศึกษาคุณสมบตัิในการเปนสารตานการเกิดอนุมูลอิสระ  
วิธีการศึกษาคุณสมบัติการเปนสารตานอนุมูลอิสระมี 6 วิธีหลัก ไดแก (1) Ferric 

reducing/antioxidant power (FRAP) assay (2) β-Carotene–linoleic acid model system (β-CLAMS) 
(3) Oxygen radical absorption capacity (ORAC) method (4) Thiobarbituric acid reactive substance 
(TBARS) method (5) Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) method และ (6) 
Photochemiluminescence (PCL) method (Tsao และ Deng, 2004)  

สําหรับการศึกษาคุณสมบัติการเปนสารตานอนุมูลอิสระของไฟโคไซยานินนิยม
ใชวิธี TEAC วิธี TBARs [Estrada, Bescos และ Fresno (2001) และ Bhat และ Madyastha (2000)] 
และ Crocin bleaching assay (Bhat และ Madyastha, 2000)  
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การศึกษาความคงตัวของไขมันโดยผลของสารตานอนุมูลอิสระสามารถใชเครื่อง 
Rancimat ในการศึกษาโดยใชคา Induction time บงชี้ความคงตัว ซ่ึงเรียกวา คาดัชนีความคงตัวของ
ไขมัน หรือ Oil stability index เชน การศึกษาความสามารถของสารสกัดจาก buckwheat ในการ
ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของไขมัน (Sun และ Ho, 2005) 

2.12.2 การคํานวณความเขมขนของไฟโคไซยานนิ 
การคํานวณคาความเขมขนของไฟโคไซยานิน มีสูตรคํานวณคอนขางแตกตางกัน 

แตมีพื้นฐานคลายกัน กลาวคือการคํานวณจากคาการดูดกลืนแสงที่คาการดูดกลืนแสงสูงสุดของ    
ไฟโคไซยานินและอัลโลไฟโคไซยานิน ดังนี้  

2.12.2.1 จาก Patel, Mishra, Pawar และ Ghosh (2005) คํานวณดวยสมการ 
        C-PC (mg/ml) = [A620 - 0.474 (A652)]/ 5.34 
2.12.2.2 จาก Fujita และ Hattori (1960) คํานวณดวยสมการ  

C-PC (mg/ml) = 0.198 (A620) - 0.133 (A650) – 0.0019(A565) 
  2.12.2.3 จาก Siegelman และ Kycia (1978) คํานวณดวยสมการ 

C-PC (mg/ml) = [A615 - 0.474 (A652)]/ 5.34  
  2.12.2.4 จาก Boussiba และ Richmond (1979) คํานวณดวยสมการ 

%Pure C-PC = [A620(10)(represent)]/[(7.3)(mg. sample wt)(%dry wt)]  
%Crude C-PC = [A620(10)(represent)]/[(3.39)(mg. sample wt)(%dry 
wt)]  

 เมื่อ 7.3  คือคาสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสง (Extinction coefficient) ของ          
ไฟโคไซยานิน ที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร 

            10  คือปริมาตรทั้งหมดของสารละลายที่เตรียมได 
         Represents คือคาเทียบเทารอยละมีคาเปน 100  

 
2.12.3 การคํานวณคาความบริสุทธ์ิของไฟโคไซยานิน 

การบอกคาความบริสุทธิ์ของไฟโคไซยานินนิยมบอกดวยคาสัดสวนระหวางคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร (A620/A280) เนื่องจากที่คา
ความยาวคลื่นทั้งสองเปนคาการดูดกลืนแสงสูงสุดของสารละลายไฟโคไซยานิน และของโปรตีน
ตามลําดับ (Rito-Palomares, Nuñez และ Amador, 2001) อัตราสวนดังกลาวบงบอกถึงสัดสวน
ระหวางคาการดูดกลืนแสงของ ไฟโคไซยานินซึ่งสัมพันธกับปริมาณของไฟโคไซยานิน และคาการ
ดูดกลืนแสงของโปรตีนซึ่งสัมพันธกับปริมาณโปรตีนทั้งหมด 
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2.12.4 การศึกษาความคงตัวของไฟโคไซยานิน  

ในการศึกษาความคงตัวของไฟโคไซยานิน สามารถใชรูปแบบของการดูดกลืน
แสงในชวงความยาวคลื่นที่เปนผลจากการจัดเรียงโมเลกุลของไฟโคไซยานินสําหรับติดตามการ
เปลี่ยนแปลงของไฟโคไซยานินที่ถูกทําใหเกิดการเสียสภาพทางธรรมชาติ เชน โดยสารยูเรีย (Fukui 
และคณะ, 2004) การติดตามดวยคาการดูดกลืนแสงอาจทําในชวงความยาวคลื่น 400–800 นาโน-
เมตร (Sarada, Pillai และ Ravishankar, 1999)  

Schirmer, Bode และ Huber (1987) พบวาการจัดเรียงโมเลกุลของไฟโคไซยานิน
และไฟโคไซยาโนไบลินมีความสัมพันธกัน ซ่ึงความสัมพันธดังกลาวสามารถบงชี้ไดดวยคาสัดสวน
ระหวางคาการดูดกลืนแสงสูงสุดของไฟโคไซยานินในชวงความยาวคลื่นที่ตามองเห็น (Visible) 
และชวงคลื่นแสงสีมวง (Ultraviolet) เชนที่ 620 และ 370 นาโนเมตร ตามลําดับ เมื่อโมเลกุลของ  
ไฟโคไซยานินคลายตัวจะดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 370 นาโนเมตร ไดสูงขึ้น ในขณะเดียวกัน 
ไฟโคไซยานินในรูปปกติ (Native form) โมเลกุลของไฟโคไซยาโนไบลินจะถูกตรึงใหอยูใน
ลักษณะคลี่โมเลกุลเปนแนวตรง (Extended conformational state) ซ่ึงดูดกลืนแสงที่คาความยาวคลื่น 
620 นาโนเมตรไดสูงกวาเมื่ออยูในรูปมวนเปนวง (Cyclic conformational state) หลังจากพันธะที่ยึด
เหนี่ยวโมเลกุลของไฟโคไซยานินถูกทําลาย (Scheer และ Kufer, 1977)  
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บทที่ 3 
การคัดเลือกสายพันธุสาหรายสไปรูไลนาสําหรับการสกัดไฟโคไซยานิน 

 
3.1 บทคัดยอ 

สาหรายในสกุลสไปรูไลนามีอยูดวยกันหลายสายพันธุ ในการนําสาหรายในสกุลนี้มาใช
เปนวัตถุดิบในการสกัดไฟโคไซยานินจึงตองคัดเลือกสายพันธุที่เหมาะสมที่สุด ดังนั้นในการวิจัยนี้
จึงศึกษาคุณสมบัติของสาหรายในสกุลสไปรูไลนา 10 สายพันธุจากสถาบันคนควาและพัฒนา
ผลิตภัณฑอาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ไดแก Spirulina platensis (IFRPD 1178 1181 1190 
1204 1208 1212 1213 และ 1216) และ Spirulina maxima (IFRPD 1183 และ 1215)   เพื่อคัด        
สายพันธุที่เหมาะสมตอการนําไปใชสกัดไฟโคไซยานิน โดยศึกษาลักษณะทั่วไปของเซลลสาหราย 
ปริมาณไฟโคไซยานินทั้งหมด และผลผลิตของไฟโคไซยานินที่สกัดได โดยเลี้ยงสาหรายใน
หองปฏิบัติการดวยอาหารเหลวสูตร Zarrouk เปนเวลา 7 วัน พบวา ความหนาของผนังเซลลมีขนาด
ระหวาง 46.80–164.80 นาโนเมตร ความยาวของไตรโคมอยูระหวาง 192.10–321.19 ไมโครเมตร 
เสนผานศูนยกลางของเกลียวมีขนาดระหวาง 21.00–39.92 ไมโครเมตร ระยะหางชวงเกลียวอยู
ระหวาง 28.94–90.39 ไมโครเมตร และความหนาไตรโคมมีอยูระหวาง 8.49–12.28 ไมโครเมตร 
และพบวาทุกสายพันธุ มีอัตราการเจริญเติบโตไมแตกตางกัน แตสายพันธุ 1183 และ 1213 มีปริมาณ
ไฟโคไซยานินทั้งหมดสูงที่สุด (รอยละ 17.53 และ 17.14 ของน้ําหนักแหงตามลําดับ) มีคุณสมบัติ
ไมแยกตัวจากอาหารที่ใชเล้ียงและทนตอการถูกสกัดดวยวิธีแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศา-
เซลเซียส และการสกัดดวยคล่ืนอัลตราโซนิค ดังนั้นสายพันธุ 1183 และ 1213 จึงเปนสายพันธุ        
ที่เหมาะสม 
 
3.2 บทนํา 

สาหรายสไปรูไลนาเปนสาหรายในสกุล Spiruluna ชนิดที่เพาะเลี้ยงกันอยางแพรหลาย คือ
Spirulina platensis และ Spirulina maxima สาหรายสไปรูไลนามีลักษณะโครงสรางเปนเซลลตอกัน
หลายๆ เซลลประกอบขึ้นเปนสายยาว (Multicultural structure) หรือเรียกวาไตรโคม (Trichome 
cells) เสนสาหรายเหลานี้จะบิดตัวเปนเกลียว ภายในเซลลประกอบดวยกลุมของฟองอากาศเล็กๆ 
จํานวนมาก ซ่ึงชวยใหสาหรายสไปรูไลนาสามารถลอยตัวในน้ําได (Ciferri, 1983) สายสาหราย    
สไปรูไลนามีขนาดความหนาอยูในชวง 6 ถึง 12 ไมโครเมตร แตละเซลลจะมีรูปทรงเปนรูป
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ทรงกระบอก เกลียวของ สาหรายมีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 30 ถึง 70 ไมโครเมตร 
(Tomaselli, 1997) และแตละสาย มีความยาวประมาณ 500 ไมโครเมตร  
 สาหรายสไปรูไลนามีโปรตีนรอยละ 56 ถึงรอยละ 77 ของน้ําหนักแหง (Ciferri, 1983) และ
มีไฟโคไซยานินคิดเปนรอยละ 40 ของโปรตีนทั้งหมดในเซลล (Zhou และคณะ, 2005) ซ่ึงปริมาณ
ดังกลาวขึ้นกับสายพันธุ อายุของสาหราย ปริมาณไนโตรเจนในอาหารที่ใชสําหรับเลี้ยงสาหราย 
(Ruengjitchatchawalya, Chirasuwan, Chaiklahan, Bunnag และ Tanticharoen [2002] และ 
Richmond, Vonshak และ Arad [1980]) และสภาวะในการเลี้ยง เชน อุณหภูมิ คาพีเอช อัตราการเติม
อากาศและกาซคารบอนไดออกไซด เปนตน (Becker และ Venkataraman, 1982) แตการคัดเลือก
พันธุสาหรายสไปรูไลนาเพื่อการสกัดไฟโคไซยานินนั้น นอกจากจะพิจารณาที่ปริมาณไฟโคไซ-
ยานินทั้งหมดในเซลลแลว ยังตองพิจารณาถึงคุณสมบัติในการสกัดออกจากเซลลของสาหรายดวย 
ซ่ึงปริมาณของไฟโคไซยานินที่สกัดไดขึ้นกับวิธีการสกัดและลักษณะโครงสรางของเซลล ทั้งนี้ 
Gudin และ Therpenier (1986) รายงานวารอยละ 20–30 ของตนทุนการผลิตเปนคาใชจายในการเก็บ
เกี่ยวสาหราย และความสามารถในการลอยตัวของเซลลชวยลดตนทุนการเก็บเกี่ยวดังกลาว (Kim 
และคณะ, 2005)  
 ดังนั้น เพื่อศึกษาสายพันธุสาหรายสไปรูไลนาที่เหมาะสมตอการนําไปสกัดไฟโคไซยานิน 
งานวิจัยในสวนนี้จึงทําการคัดเลือกสายพันธุโดยพิจารณาจากลักษณะโครงสรางของเซลล ปริมาณ     
ไฟโคไซยานินทั้งหมด และผลผลิตของการสกัดไฟโคไซยานินจากสาหรายสไปรูไลนา โดยใชพันธุ
สาหรายสไปรูไลนาของสถาบันคนควาและพัฒนาผลิตภัณฑอาหาร (Institute of Food Product 
Research and Development: IFRPD) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร จํานวน 10 สายพันธุ 
 
3.3 วิธีดําเนินการวิจัย 

3.3.1 การเพาะเลี้ยงสาหราย 
ศึกษาสาหรายสไปรูไลนา 10 สายพันธุ จาก Spirulina platensis (IFRPD  1178 

1181 1190 1204 1208 1212 1213 และ 1216) และ Spirulina maxima (IFRPD 1183 และ 1215) ของ
สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตภัณฑอาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร โดยเลี้ยงสาหรายในสูตร
อาหาร Zarrouk ดังรายละเอียดในภาคผนวก ก (Zarrouk, 1966) ที่พีเอช 10.0 จํานวน 2 ชุดๆ ละ 3 ซํ้า 
โดยนํากลาพันธุที่เล้ียงในสูตรอาหาร Zarrouk  นาน  3 วัน ไปเลี้ยงในหลอดเลี้ยงสาหรายขนาด 200 
มิลลิลิตร (คํานวณความเขมขนเริ่มตนของสาหรายดวยคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560      
นาโนเมตร (OD560) ใหไดเทากับ 0.5) ที่อุณหภูมิ 31 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน โดยเติมอากาศที่มี
สวนผสมของกาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 1.0 ในอัตรา 100 ลิตรตอช่ัวโมง และใหแสงสวาง
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ดวยหลอดฟลูออเรสเซนสชนิดแสงขาวนวล (Cool white fluorescent lamps)  3 หลอด (แตละหลอด
มีกําลังและคาความเขมแสงเทากับ 36 วัตต และ 90–93 ลูเมนตอวัตต ตามลําดับ) เปนระยะเวลา 16 
ช่ัวโมงตอวัน วัดอัตราการเจริญเติบโตดวยการหาน้ําหนักแหง เมื่อครบเวลาตามที่กําหนด เก็บเกี่ยว
สาหรายโดยกรองสาหรายดวยผากรองที่มีรูขนาด 35 ไมโครเมตร (Nylon mesh 140-T SWISS 
NYBOLT) ลางดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง แลวบรรจุในถุงพลาสติกกอนเก็บในตูเย็นที่ 4 องศาเซลซียส 

3.3.2 สารเคมี  
  สารไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต และโมโนโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ชนิด
ที่ใชสําหรับงานวิเคราะห (ACS-for analysis grade) ผลิตโดยบริษัท Carlo Erba Reagenti ประเทศ
อิตาลี 

3.3.3 การศึกษาขนาดและรูปทรงของสาหราย 
วัดขนาดของสาหรายโดยวัดความยาวของไตรโคม เสนผานศูนยกลางของเกลียว 

(Helix diameter) ระยะชวงเกลียว (Pitch length) และความหนาของไตรโคมดวยกลองจุลทรรศน 
Nikon microscope รุน Optiphot-2 ที่ประกอบดวยกลองดิจิตอล MEIJI ½” Color CCD Camera รุน 
MTV-62V1P และ PIXERA Studio software (Thai Microscopy Co., Ltd.) จํานวน 100 เซลลตอ
ตัวอยาง (Bennett และ Bogard, 1973) 

ศึกษาความหนาของผนังเซลลดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน 
(Transmission electron microscope) หรือ TEM ตามวิธีของ (Holmgren และ Hostetter, 1971) 

3.3.4 การสกัดไฟโคไซยานินเพื่อหาปริมาณไฟโคไซยานินท้ังหมด   
สกัดไฟโคไซยานินโดยดัดแปลงจากวิธีของ Patel, Mishra, Pawar และ Ghosh 

(2005) โดยชั่งสาหรายสดใหไดน้ําหนักแนนอนในชวง  200-300 มิลลิกรัม ใสในหลอดปนเหวี่ยง
(Centrifugal tube) ขนาด 45 มิลลิลิตร เติมสารละลาย โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร (pH 7.0)          
ความเขมขน 0.1 โมลตอลิตร ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ผสมและนําไปทําลายผนังเซลลดวยคลื่นอัลตรา-
โซนิก  โดยใชเครื่อง Ultrasonic processor รุน GE-100 ซ่ึงใหคล่ืนอัลตราโซนิกที่ความถี่ 20 
กิโลเฮิรตซ โดยใชรวมกับ Stepped microtip ขนาด 1/8 นิ้ว ซ่ึงใหคาขนาดความสูงของคลื่นสูงสุด 
211 ไมโครเมตร นาน 1 นาที ที่ขนาดความสูงของคลื่น (Amplitude) รอยละ 5 (2 วัตต) พรอมกับ
หลอเย็นดวยน้ําแข็งตลอดเวลา จากนั้นนําไปแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส สลับกับการ
ละลายน้ําแข็งที่อุณหภูมิหอง ทํา 3 รอบแลวนําไปเขยาที่อุณหภูมิหองนาน 4 ช่ัวโมง แลวเก็บที่ 4 
องศาเซลเซียส 12 ช่ัวโมง  กอนนําไปปนแยกเซลล ดวยเครื่อง Hettich Zentrifugen รุน Universal 
16R ที่ 15 องศา-เซลเซียส ที่ 13,500 RCF นาน 20 นาที  
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นําของเหลวใสสีฟาที่ไดมาเจือจางดวยสารละลายบัฟเฟอรที่ใชสกัดใหไดคา        
การดูดกลืนแสงต่ํากวา 1.0 นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Biochrom รุน Libra S22 UV/VIS 
spectrophotometer โดยกราดความยาวคลื่นดวยโปรแกรม Acquire Wavescan รุน 1.01  ในชวง  250 
– 750 นาโนเมตร โดยใช Cuvette แบบควอตซ (quartz cell) ขนาดกวาง 1 เซนติเมตร คํานวณ
ปริมาณไฟโคไซยานินและคาความบริสุทธิ์ จากสมการขางลาง (Patel และคณะ, 2005)  

ปริมาณไฟโคไซยานิน (มก./มล.) = [A620 - 0.474 A652]/ 5.34  
              ความบริสุทธิ์ = A620/A280 
3.3.5 ผลผลิตของไฟโคไซยานิน 

  ศึกษาความสามารถในการใหผลผลิตไฟโคไซยานินเมื่อนําสาหรายไปสกัดดวยวิธี
สกัดที่แตกตางกัน 2 วิธีคือ วิธีที่ 1 สกัดดวยการแชเยือกแข็งสลับกับการละลาย  และวิธีที่ 2 สกัดโดย
ใชคล่ืนอัลตราโซนิก 
  3.3.5.1 การสกัดดวยวิธีการแชเยือกแข็งสลบักับการละลาย 

สําหรับวิธีการสกัดดวยการแชเยือกแข็งทําโดยผสมตัวอยางสาหรายสด 
200-300 กรัมในสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7.0) ความเขมขน 0.1 โมลตอลิตร 
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร แลวนําไปแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 3   ช่ัวโมง และละลาย
น้ําแข็งที่อุณหภูมิหอง ทํา 3 รอบ จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร อีก 9 มิลลิลิตร 
นําไปเขยาตอดวยเครื่องเขยาที่อุณหภูมิหองนาน 4 ช่ัวโมง แลวนําไปปนเหวี่ยงดวยเครื่อง Hettich 
Zentrifugen รุน Universal 16R ที่ 15 องศาเซลเซียส ที่ 13,500  RCF นาน 20 นาที จากนั้นนําสวน
ของของเหลวใสสีฟาจากการสกัดครั้งเดียวไปหาปริมาณไฟโคไซยานินดวยวิธีการเดียวกับการหา
ปริมาณไฟโคไซยานินทั้งหมด 
  3.3.5.2 การสกัดโดยใชคล่ืนอลัตราโซนิก 

โดยผสมตัวอยางสาหรายสด 200-300 มิลลิกรัม ในสารละลายโซเดียม-
ฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7.0) ความเขมขน 0.1 โมลตอลิตร ปริมาณ 10 มิลลิลิตร แลวนําไปสลาย
เซลลดวยคลื่นอัลตราโซนิก  เชนเดียวกับที่ใชในขอ 3.3.4 นาน 1 นาที ที่ขนาดความสูงของคลื่น     
รอยละ 5 (2 วัตต) พรอมกับหลอเย็นดวยน้ําแข็งตลอดเวลา แลวนําไปเขยาดวยเครื่องเขยาที่
อุณหภูมิหองนาน 4 ช่ัวโมง กอนนําไปปนแยกเซลลและหาปริมาณไฟโคไซยานินเชนเดียวกับวิธีใน
ขอ 3.3.5.1  

3.3.6 สถิติและแผนการทดลอง 
  วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ คํานวณคาการทดลองในรูปคาเฉลี่ย คา
เบี่ยงเบนมาตรฐานและความแปรปรวน  
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3.4 ผลการทดลองและการอภิปรายผล 
3.4.1 ลักษณะทั่วไปของสาหรายสไปรูไลนา 

เมื่อนําสาหรายที่เล้ียงในสารละลาย Zarrouk ไปตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 1 
ช่ัวโมง พบวาสายพันธุ 1178 และ 1204 (ภาพที่ 3.1ก และ ข)  จะตกตะกอนทั้งหมด ในขณะที่        
สายพันธุ  1190 และ  1212 (ภาพที่ 3.1  ค และ ง) เซลลจะรวมกลุมและลอยตัวที่ผิวของสารละลาย   
จากภาพดังกลาวพบวาไมปรากฏฟองอากาศ (Gas vacuole) ภายในเซลลของสายพันธุ 1178 และ
1204 แตปรากฏฟองอากาศจํานวนมากในเซลลของสายพันธุ 1190 และ 1212 ซ่ึงสงผลใหสาหราย
สามารถลอยตัว สวนสาหรายอีก 6 สายพันธุที่เหลือจะพบฟองอากาศจํานวนไมมาก และพบวาใน
กลุมนี้จะแขวนลอยอยูในสารละลาย Zarrouk โดยไมลอยตัวหรือตกตะกอน 
 

 
ภาพที่  3.1 ไตรโคมของสาหรายสไปรูไลนา (กําลังขยาย 20 เทา) และเซลลของสาหรายสไปรู- 

     ไลนาจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน: IFRPD 1178 (ก), 1204 (ข), 1190 
(ค), 1212 (ง), 1181(จ), 1183 (ฉ), 1208 (ช), 1213 (ซ), 1215 (ฌ), และ 1216 (ญ); ลูกศร
สีดําชี้ฟองอากาศภายในเซลลสาหรายสไปรูไลนา 
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ดังนั้นการเลี้ยงสาหรายสายพันธุที่จม เชน สาหรายไปรูไลนา 1178 ในเชิง
อุตสาหกรรมนั้น หากเลี้ยงสายพันธุเดียวเดี่ยวๆ จะพบปญหาการรวมกลุมแยกตัวจากสารละลายที่ใช
เล้ียง สงผลตออัตราการเจริญเติบโตและการตายของสาหรายเอง 

3.4.2 มิติของเซลลสาหราย 
  จากตารางที่ 3.1 และภาพที่ 3.1 พบวา ในดานความหนาของผนังเซลลของ        
สายพันธุ 1212 มีผนังเซลลหนาที่สุด ในขณะที่สายพันธุ 1216 มีผนังเซลลบางที่สุด ไตรโคมของ
สายพันธุ 1183 มีความยาวมากที่สุด ในขณะที่ไตรโคมของสายพันธุ 1213 มีขนาดสั้นที่สุด ดาน
ขนาดเสนผานศูนยกลางของเกลียว พบวาสายพันธุ 1208 มีขนาดเสนผานศูนยกลางของเกลียวสูงสุด 
ในขณะที่สายพันธุ 1216 มีขนาดเสนผานศูนยกลางของเกลียวส้ันที่สุด ดานระยะหางรองเกลียว 
พบวาสายพันธุ 1181 มีความยาวของระยะหางรองเกลียวสูงสุด ในขณะที่สายพันธุ 1213 มีความยาว
ของระยะหางรองเกลียวส้ันที่สุด ดานความหนาของไตรโคม พบวา สายพันธุ 1215 มีความหนาของ
ไตรโคมสูงสุด ในขณะที่สายพันธุ 1213 มีความหนาต่ําที่สุด ขนาดของมิติตางๆ เหลานี้มีผลตอ
คุณสมบัติในการกรองสาหรายออกจากน้ําที่ใชในการเลี้ยงและการลางสาหรายระหวางเก็บเกี่ยว 
โดยเฉพาะสายพันธุ 1213 ซ่ึงมีขนาดเล็กจะกรองไดยากกวาสายพันธที่มีขนาดใหญ เชน 1183 

3.4.3 อัตราการเจริญเติบโตและผลผลิต 
  จากตารางที่ 3.2 พบวาสายพันธุสไปรูไลนา 1183   มีปริมาณไฟโคไซยานินทั้งหมด
สูงสุด ในขณะที่สายพันธุ 1212 มีปริมาณไฟโคไซยานินทั้งหมดต่ําที่สุด แตอัตราการเจริญเติบโต
และอัตราผลผลิตของสไปรูไลนาทุกสายพันธุไมแตกตางกันทางสถิติ 

3.4.4 ความสามารถในการสกัดไฟโคไซยานิน 
จากตารางที่ 3.3 พบวาสาหรายสไปรูไลนาแตละสายพันธุใหไฟโคไซยานินได

แตกตางกัน โดยที่สายพันธุ 1190 1216 1178 1208 1212 และ 1213 สามารถสกัดไดมากกวารอยละ 
85 ของปริมาณไฟโคไซยานินทั้งหมดที่สกัดไดดวยวิธีการแชเยือกแข็ง แตมีเพียงสายพันธุ 1190 
เทานั้นที่สามารถสกัดไดมากกวารอยละ 85 ของปริมาณไฟโคไซยานินทั้งหมดเมื่อสกัดดวยการใช
คล่ืนอัลตราโซนิก แตอยางไรก็ตามความสามารถในการใหผลผลิตไฟโคไซยานินเมื่อนําไปสกัด
ดังกลาวไมสัมพันธกับความหนาของผนังเซลลในตารางที่ 3.1 
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ตารางที่ 3.1 มิติของเซลลสาหรายสไปรูไลนา 
มิติของไตรโคม (ไมโครเมตร) สาย

พันธุ 

ความหนาของ
ผนงัเซลล 

(นาโนเมตร) 
ความยาว 

ของไตรโคม 
เสนผานศูนยกลาง

ของเกลียว 
ระยะหาง 
รองเกลียว 

ความหนา 
ของไตรโคม 

1178 40.73+3.67b 217.56+20.31e 32.66+1.18d 40.10+2.85g 10.26+ 0.67cd

1181 37.39+4.10cd 279.6+23.74bc 38.40+2.93b 90.40+6.37a 11.00+0.75b

1183 35.36+3.58de 321.19+31.69a 35.94+2.08c 68.22+4.52d 10.16+0.79cd

1190 38.84+2.91bc 284.77+29.09bc 23.83+1.33g 49.14+3.72e 9.98+1.17d

1204 39.22+4.38bc 241.20+28.90d 31.15+2.32e 86.80+6.44b 9.38+0.60e

1208 36.95+2.74cd 292.19+38.35b 39.92+1.94a 36.71+2.24h 10.91+1.11b

1212 63.27+7.20a 275.81+33.04c 38.59+1.60b 35.43+2.05h 10.51+0.88c

1213 64.64+8.24a 193.10+26.15f 26.78+1.32f 28.94+1.18i 8.49+0.59f

1215 33.06+3.70e 243.08+32.31d  36.33+2.88c  81.79+12.17c  12.28+1.46a  
1216 38.11+3.69c 276.80+38.28c  21.00+2.32h  46.54+4.06f  9.42+0.59e  

* ตัวอักษรที่เหมือนกนัในแถวตอนเดยีวกนั ไมมีความแตกตางทางสถิติอยางมีนยัสําคัญ (p< 0.05) 
 

ตารางที่ 3.2 อัตราเจริญเติบโตและผลผลิตของสาหรายสไปรูไลนา 
สาย
พันธุ  

อัตราเจริญเติบโตns

(มิลลิกรัมตอชัว่โมง) 
ผลผลิตสาหรายns  

(กรัมตอลิตร) 
ปริมาณไฟโคไซยานินท้ังหมด* 

(รอยละของน้าํหนักแหง) 
1178 13.67+2.69 2.30+0.45 17.69a

1181 14.44+2.34 2.43+0..39 14.04e

1183 13.79+2.41 2.32+0.41 17.53a

1190 15.01+2.68 2.52+0.45 15.50cde

1204 14.48+1.06 2.43+0.18 16.89abc

1208 13.40+1.83 2.25+0.31 15.91bcd

1212 14.14+1.68 2.37+0.28 14.58de

1213 14.41+3.30 2.42+0.55 17.14ab

1215 14.96+3.31 2.51+0.56 14.86de

1216 13.24+2.66 2.22+0.45 16.67abc

* ตัวอักษรที่เหมือนกนั ไมมีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 
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ตารางที่ 3.3 ไฟโคไซยานินที่สกัดไดเปนรอยละของไฟโคไซยานินทั้งหมด 
IFRPD วิธีสกัด 

1178 1181 1183 1190 1204 1208 1212 1213 1215 1216 
วิธีที่ 1 99.2a 39.5cd 62.8b 102.8a 23.7d 88.1a 87.9a 87.2a 45.5bc  105.1a  
วิธีที่ 2 50.2c 15.0de 10.3e 102.9a 9.7e 16.7de 23.9d 14.2de 15.9de  76.2b  

* p< 0.05 
 

ในขั้นตอนการเก็บเกี่ยวสาหรายสําหรับการผลิตในระดับอุตสาหกรรม มักนํา
สาหรายซึ่งแขวนลอยในสารละลายไปกรองโดยการสูบดวยเครื่องสูบน้ํา ซ่ึงการกระทําดังกลาว      
มักมีผลทําใหเสนสาหรายเกิดความเสียหาย (Vonshak, 1997) ดังนั้นเซลลที่ถูกสกัดไดงายอาจไดรับ
ความเสียหายในระหวางขั้นตอนดังกลาวไดมากกวา ทําใหผลผลิตลดลง 

3.4.5 คุณสมบตัิของไฟโคไซยานิน 
ในกลุมสายพันธุที่สามารถสกัดไฟโคไซยานินไดงาย พบวาไฟโคไซยานินที่     

สกัดได มีคาความบริสุทธิ์มากกวา 1.0 (ตารางที่ 3.4) คาการดูดกลืนแสงสูงสุดของสารละลาย       
ไฟโคไซยานินจากทุกสายพันธุมีคาอยูที่ชวงคลื่นระหวาง 619.8–621.3 นาโนเมตร (ตารางที่ 3.5)
สอดคลองกับรายงานของ MacColl (1998) ซ่ึงพบวาไฟโคไซยานินที่สกัดจากสาหรายในกลุม      
ไซยาโนแบคทีเรีย จะมีคาการดูดกลืนแสงสูงสุด ที่ 621 นาโนเมตร 
 
ตารางที่ 3.4 คาความบริสุทธิ์ของไฟโคไซยานินที่สกัดไดจากสาหรายสไปรูไลนา 10 สายพันธุ  

สายพันธุ วิธีสกัด 
1178 1181 1183 1190 1204 1208 1212 1213 1215 1216 

วิธีที่ 2 + วิธีที่ 1 )1(  1.07 1.13 1.15 1.04 1.24 1.09 0.94 1.08 1.16 1.09 
วิธีที่ 1 1.38 1.01 1.16 1.28 0.91 1.25 1.12 1.26 1.12 1.33 
วิธีที่ 2 1.21 0.80 0.60 1.28 0.88 0.74 0.65 0.71 1.01 1.28 

)1(  วิธีที่ใชสกัดหาปริมาณไฟโคไซยานินทั้งหมด 
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ตารางที่ 3.5 ความยาวคลื่นทีใ่หคาการดดูกลืนแสงสูงสุดของสารละลายไฟโคไซยานนิที่สกัดได 
สายพันธุ คาวิเคราะห 

1178 1181 1183 1190 1204 1208 1212 1213 1215 1216 
คาเฉลี่ยns

(นาโนเมตร) 
620.3 619.8 620.4 621.3 620.4 620.4 620.8 620.7 620.8 620.6 

คาเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน

(S.D.) 

0.26 0.86 0.40 0.55 0.97 0.31 0.87 0.20 0.25 0.17 

ns ไมมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญ  (p< 0.05) 
 
3.5 สรุปผลการวิจัย 
 สาหรายสไปรูไลนาทั้ง 10 สายพันธุสามารถจําแนกไดเปน 3 กลุมตามปริมาณฟองอากาศ
ภายในเซลลซ่ึงมีผลตอคุณสมบัติในการแขวนลอยในสารละลายที่ใชเล้ียงสาหราย ไดแก กลุมที่มี
ฟองอากาศนอย กลุมที่มีฟองอากาศปานกลาง และกลุมที่มีฟองอากาศมาก เมื่อพิจารณาจากปริมาณ   
ไฟโคไซยานินทั้งหมดจะพบวาสายพันธุสไปรูไลนา 1178 1183 1213 และ 1216 เหมาะสมตอการ
นําไปสกัดมากที่สุด แตสายพันธุ 1178 จะรวมกลุมตกตะกอนในสารละลายที่ใชเล้ียง ดังนั้น        
สายพันธุ 1178 จึงอาจไมเหมาะสมตอการนําไปเพาะเลี้ยงเพื่อสกัดไฟโคไซยานิน  
 แตอยางไรก็ตาม ผลจากการสกัดดวยวิธีการแชเยือกแข็งสลับกับการละลาย และวิธีการใช
คล่ืนอัลตราโซนิกชี้ใหเห็นวาสายพันธุ 1213 และ 1183 นั้นสามารถทนตอวิธีการสกัดดวยวิธีทั้งสอง
ไดดีกวาสายพันธุ  1216 ซ่ึงคุณสมบัติดังกลาวเปนผลดีตอการเก็บเกี่ยวในระดับการผลิต                
เชิงอุตสาหกรรม ซ่ึงตองผานขั้นตอนที่ตองไดรับแรงกระทํากอนเขาสูกระบวนการสกัด เชน       
แรงเฉือนจากเครื่องสูบน้ํา ซ่ึงจะชวยลดการสูญเสียไฟโคไซยานินไปในระหวางกระบวนการผลิต
ขั้นตนไดดีกวา แตอยางไรก็ตาม หากสามารถออกแบบกระบวนการผลิตขั้นตนดังกลาวใหมีผล    
ตอการทําลายผนังเซลลนอยที่สุดหรือไมมีผลเลย สายพันธุ 1216 ก็จะเปนตัวเลือกที่เหมาะสมเมื่อ
พิจารณาคุณสมบัติดานความสามารถในการสกัดซึ่งทําไดงายกวา และสามารถออกแบบวิธีการสกัด
ที่มีตนทุนการผลิตต่ํากวา 

ดังนั้นในขั้นการทําลองนี้จึงเลือกสายพันธุ 1183 และ 1213 เพื่อนําศึกษาประสิทธิภาพใน
การสกัดไฟโคไซยานินในสวนตอไป  
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บทที่ 4  
การศึกษาวธิีที่เหมาะสมในการสกัดไฟโคไซยานินจากสาหรายสไปรูไลนา 

 

4.1 บทคัดยอ 
งานวิจัยนี้ทําการศึกษาวิธีการสกัดไฟโคไซยานินจากสาหรายสไปรูไลนาจากสาหราย 2   

สายพันธุ คือ Spirulina platensis (IFRPD1213) และ Spirulina maxima (IFRPD1183)   โดยศึกษา
วิธีการสกัดโดยทําลายผนังเซลล 3 วิธี คือ (1) การใชคล่ืนอัลตราโซนิก (2) การแชเยือกแข็งสลับกับ
การละลาย (Repeatedly Freezing and Thawing, RFT) และ (3) การยอยดวยไลโซไซม เพื่อสกัด    
ไฟโคไซยานิน โดยวิธีที่ (1) ทําลายผนังเซลลดวยคลื่นอัลตราโซนิกเปนเวลา 5, 12.5 และ 20 วินาที 
ที่ระดับความสูงของคลื่นรอยละ70, 85 และ 100 สวนวิธีที่ (2) ใชการแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศา-
เซลเซียส นาน 1–3 ช่ัวโมง สลับกับการละลาย 1-3 รอบ และในวิธีที่ (3) ใชความเขมขนของ
เอนไซม 9.09 และ 18.17 มิลลิกรัมตอกรัมของสาหราย (น้ําหนักแหง) โดยสกัดที่อุณหภูมิ 30 37 
และ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1–4 ช่ัวโมง พบวา คล่ืนอัลตราโซนิกจะสามารถทําลายผนังเซลล
สาหรายทั้งสองสายพันธุ ไดดีกวาวิธี RFT หลังจากทําลายผนังเซลลดวยคลื่นอัลตราโซนิกเมื่อนําไป
สกัดตอพบวา ที่อุณหภูมิ 25 และ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลาสกัดมีผลตอประสิทธิภาพการสกัด
ของทั้งสองสายพันธุอยางมีนัยสําคัญ (p< 0.05) แตประสิทธิภาพการสกัดของทั้งสองสายพันธุ        
ที่อุณหภูมิเทากันไมแตกตางกัน  การสกัดสายพันธุ 1183 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จะใหคา EE 
สูงกวาการสกัดที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่เวลาสกัดเทากัน จากการสกัดดวยวิธีที่ (3) พบวา 
ระยะเวลาและอุณหภูมิในการสกัดมีผลตอประสิทธิภาพการสกัด และ A440 ของทั้งสองสายพันธุ
อยางมีนัยสําคัญ (p< 0.05) ปริมาณไลโซไซมมีผลตอประสิทธิภาพการสกัดของสายพันธุ 1213  
อยางมีนัยสําคัญ (p< 0.05) แตไมมีผลตอ 1183 และพบวาตัวอยางที่ใชเอนไซม ใหคา EE สูงกวาเมื่อ
สกัดดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเพียงอยางเดียวเพียงรอยละ 6.4 สําหรับสายพันธุ 1213 และ
การสกัดดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเพียงอยางเดียวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส                    
ใหประสิทธิภาพการสกัดสูงกวาการสกัดดวยน้ําอารโอถึง 13 เทา 
 
4.2 บทนํา  

โครงสรางเซลลของสาหรายสไปรูไลนามีโครงสรางคลายกับเซลลของแบคทีเรียในกลุม
โปรคาริโอทซ่ึงผนังเซลลไมติดสียอม (Gram-negative) อวัยวะทั้งหมดของเซลลรวมถึงเยื่อ          
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ไทลาคอยด  จะกระจายอยูภายในเยื่อหุมไซโตพลาสมิก ซ่ึงเมื่อเยื่อหุมดังกลาวแตกหรือฉีกขาด      
ไฟโคไซยานินซึ่งเปนสวนหนึ่งของเยื่อไทลาคอยดจะถูกปลดปลอยออกสูภายนอกเซลลได เยื่อหุม
ไซโตพลาสมิกของสาหรายสไปรูไลนามีโครงสราง   4  ช้ันตามแนวยาวของไตรโคม  (Van 
Eykelenburg, 1977) เยื่อหุมชั้นนอกสุด (layer IV) ประกอบดวย  Lipopolysaccharides (LPS) ซ่ึงแต
ละโมเลกุลของ LPS จะเชื่อมตอกันดวยแคลเซียมและแมกนีเซียม สวนชั้นถัดไป (Layer III) เปนชั้น
ของเสนใยโปรตีน (Ciferri, 1983) สําหรับ ช้ันที่สอง (Layer II) ซ่ึงเปนชั้นที่แข็งแรงที่สุด 
ประกอบดวย เพปติโดไกลแคน และช้ันในสุด (Layer I) มี β-1,2-glucan เปนองคประกอบหลัก 
(Van Eykelenburg, 1978) 

การทําลายผนังเซลลสามารถทําไดหลายวิธี แตสามารถแบงไดเปน 3 กลุม คือ (1) การใช
แรงกล เชน เครื่องบด คล่ืนอัลตราโซนิก และการใชแรงดันสูง (2) การทําลายทางกายภาพ เชน 
ความรอน หรือการแชเยือกแข็งสลับกับการละลาย 2 ถึง 3 รอบ และ (3) การยอยดวยเอนไซมหรือ
สารเคมี (Hatti-Kaul และ Mattiasson, 2003)   

คล่ืนอัลตราโซนิกจะทําลายผนังเซลลไดโดยแรงกระแทกและแรงเฉือนจากพลังของคลื่น-
เสียงและจากแรงดันของฟองอากาศภายในเซลลที่เกิดจากคลื่นอัลตราโซนิก แตวิธีการแชเยือกแข็ง
สลับกับการละลาย  ผนังเซลลจะเกิดการฉีกขาดโดยคมของผลึกน้ําแข็งที่ขยายตัวระหวาง
กระบวนการแชเยือกแข็งสลับกับการละลาย   

สารเคมีที่มีคุณสมบัติในการทําลายผนังเซลลที่นิยมใช ไดแก อีดีทีเอ (EDTA) โดยการดึง
อนุมูลแคลเซียมและอนุมูลแมกนีเซียมออกจากชั้นของ LPS สารชะลาง (Detergent) เชน Triton X-
100 หรือโซเดียมฟอสเฟตสามารถทําลายชั้น LPS ไดโดยปฏิกิริยาการเปลี่ยนเปนสบู  (Hatti-Kaul 
และ Mattiasson, 2003) แตกรณีของไลโซไซมจะจําเพาะตอการยอยช้ันเพปติโดไกลแคน ซ่ึงจะมี
ประสิทธิภาพสูงขึ้นเมื่อใชรวมกับสารอีดีทีเอ แตสําหรับสาหรายสไปรูไลนา ไลโซไซมจะใหผลไม
ดีนัก (Yi และคณะ, 2005) แตก็สามารถใชแรงกลชวยเสริมประสิทธิภาพได (Rezwan และคณะ, 
2007) 

อยางไรก็ตามวิธีการสกัดไฟโคไซยานินจากรายงานการวิจัยสวนใหญเปนวิธีการสกัด
สําหรับเตรียมตัวอยางเพื่อการวิเคราะห ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาวิธีการสกัด ที่
เหมาะสมตอการผลิตไฟโคไซยานินจากสาหรายสไปรูไลนา เพื่อนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรม 
โดยศึกษาวิธีการสกัด 3 วิธี คือ การใชคล่ืนอัลตราโซนิก RFT และการใชไลโซไซม 
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4.3 วิธีดําเนินการวิจัย 
 4.3.1 สารเคมี และเอนไซม 

สารไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต และโมโนโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตชนดิที่
ใชสําหรับงานวิเคราะห (ACS-for analysis grade) ผลิตโดยบริษัท Carlo Erba Reagenti ประเทศ
อิตาลี 

ไลโซไซมชนิดสกัดจากไขขาวของไขไก ผลิตโดยบริษัท Sigma Chemical 
Company ประเทศสหรัฐอเมริกา (Product number L6876) 
 4.3.2 พันธุสาหรายสไปรไูลนา 

ใชสกุลสาหราย Spirulina platensis (IFRPD1213) และ Spirulina maxima 
(IFRPD1183) โดยเลี้ยงสาหรายดวยสูตรอาหาร Zarrouk (Zarrouk, 1966) ในอางเลี้ยงสาหราย
กลางแจง (Outdoor raceway pound) ขนาด 380 ลิตร คาพีเอช 10.0 เปนเวลา 10 วัน 

ทําการเก็บเกี่ยวสาหรายโดยกรองดวยผากรองไนลอนขนาดรู 35 ไมโครเมตร 
(140-T Swiss Nybolt) ลาง 2 คร้ังดวยน้ําสะอาด แลวรีดใหสะเด็ดน้ํา จากนั้นนําไปบรรจุใน
ถุงพลาสติกชนิดเย็น ถุงละ 40 กรัม รีดใหมีความหนาไมเกิน 5 มิลลิเมตร กอนนําไปแชเยือกแข็ง    
ที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียสเพื่อรอการนําไปใช 

4.3.3 การสกัดไฟโคไซยานินเพื่อหาปริมาณไฟโคไซยานินท้ังหมด   
ช่ังสาหรายสดใหไดน้ําหนักแนนอน 200-300 มิลลิกรัม ใสในหลอดปนเหวี่ยง 

ขนาด 45 มิลลิลิตร เติมสารละลาย โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7.0) ความเขมขน 0.1 โมลตอ
ลิตร ปริมาณ 10 มิลลิลิตร นําไปแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมง และ
ละลายน้ําแข็งที่อุณหภูมิหอง 1 ช่ัวโมง ทํา 3 รอบแลวนําเขาเครื่องเขยาที่หลอเย็นดวยน้ําแข็งนาน 4 
ช่ัวโมง แลวเก็บที่ 4 องศาเซลเซียส 12 ช่ัวโมง เขยาใหเขากันดีแลวดูดตัวอยาง 1 มิลลิลิตรใสใน
หลอดปนเหวี่ยง ขนาด 2.5 มิลลิลิตร กอนนําไปเหวี่ยงแยกตกตะกอนดวยเครื่อง ALC multispeed 
refrigerated centrifuge รุน PK121R นาน 30 นาที ที่ 15,826 RCF อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส  

นําของเหลวใสสีฟาที่ไดมาเจือจางดวยสารละลายบัฟเฟอรที่ใชสกัดใหไดคา     
การดูดกลืนแสงต่ํากวา 1.0 นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Biochrom รุน Libra S22 UV/VIS 
Spectrophotometer วัดคาโดยการกวาดชวงคลื่นดวยโปรแกรม Acquire wavescan รุน 1.01 ระหวาง 
250–750 นาโนเมตร โดยใช Cuvette แบบควอตซ ขนาดกวาง 1 เซนติเมตร คํานวณปริมาณ           
ไฟโคไซยานิน ตาม Patel และคณะ (2005) ดังนี้ 

 
ปริมาณไฟโคไซยานิน (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) = [A620 - 0.474 A652]/ 5.34 
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4.3.4 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการสกัดไฟโคไซยานิน 
4.3.4.1 การทําลายผนงัเซลลดวยคล่ืนอัลตราโซนิก 

เตรียมตัวอยางสาหรายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 
โมลตอลิตร (พีเอช 7.0) ใหไดความเขมขนของสาหรายรอยละ 7 (น้ําหนักตอปริมาตร) ปริมาณ 11
มิลลิลิตรในหลอดปนเหวี่ยงขนาด 45 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไปทําลายผนังเซลลดวยเครื่อง 
Ultrasonic processor รุน GE-100 ซ่ึงใหคล่ืนอัลตราโซนิกที่ความถี่ 20 กิโลเฮิรตซ โดยใชรวมกับ 
Stepped microtip ขนาด 1/8 นิ้ว ซ่ึงใหคาขนาดความสูงของคลื่นสูงสุด 211 ไมโครเมตร ดวย
ระยะเวลาการรับคลื่นอัลตราโซนิก หรือ Sonication time (St) นาน 5, 12.5 และ 20 วินาที ที่ขนาด
ความสูงของคลื่น (Amplitude) รอยละ 70 85 และ 100 ในอางน้ําแข็ง จากนั้นผสมใหเขากัน แลวดูด
ตัวอยาง 1 มิลลิลิตรใสในหลอดปนเหวี่ยงขนาด 2 มิลลิลิตร กอนนําไปปนเหวี่ยงตะกอนดวยเครื่อง 
ALC นาน 30 นาที ที่ 15,826 RCF อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส  ทันที กอนนําสวนใสไปวัดคา       
การดูดกลืนแสงตามวิธีในขอ 4.3.3 

4.3.4.2 การทําลายผนังเซลลดวยวิธี RFT 
เตรียมสาหรายเชนเดียวกับหัวขอ 4.3.4.1 แลวนําไปทําลายผนังเซลลดวย

วิธีการแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส แลวนําไปละลายที่อุณหภูมิหอง จากนั้นนํากลับไป
แชเยือกแข็งซํ้าอีก โดยทํากระบวนการดังกลาว 1-3 รอบ และแตละรอบแชเยือกแข็งนาน 1-3 ช่ัวโมง 
แลวเก็บตัวอยางนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงตามวิธีในขอ 4.3.4.1  

4.3.4.3 การสกัดตอเนื่องภายหลังทําลายผนังเซลลดวยคล่ืนอัลตราโซนิก 
ทําการสกัดตอเนื่องจากขอ 4.3.4.1 โดยนําตัวอยางที่เหลือไปเขาสู

กระบวนการสกัดดวยเครื่องเขยา โดยใชความเร็ว 150 รอบตอนาที ทันที ดังนี้ 
ชุดที่ 1 สําหรับสายพันธุ 1183 โดยสกัดดวยการเขยาที่อุณหภูมิ 25 องศา-

เซลเซียส แลวเก็บตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ไปวิเคราะหประสิทธิภาพการสกัด (Extraction efficiency: 
EE) เมื่อเขยาครบ 2 5 และ 8 ช่ัวโมง ตามลําดับ 

ชุดที่ 2 สําหรับสายพันธุ  1183 และ 1213 โดยสกัดดวยการเขยาที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส แลวเก็บตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ไปวิเคราะหประสิทธิภาพการสกัด เมื่อเขยาครบ 1 2 
3 และ 4 ช่ัวโมง ตามลําดับ 

 ทั้งนี้ ประสิทธิภาพการสกัดคํานวณจากปริมาณไฟโคไซยานินที่สกัดได
คิดเปนรอยละเมื่อเทียบกับปริมาณไฟโคไซยานินทั้งหมดที่หาไดจาก 4.3.3 
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4.3.4.4 การสกัดดวยไลโซไซม  
เตรียมสารละลายไลโซไซม 100 มิลลิกรัม ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร

เขมขน 0.1 โมลตอลิตร (พีเอช 7.0) 10 มิลลิลิตร และเตรียมสาหรายตามวิธีในหัวขอ 4.3.4.1 ใหได
ความเขมขนของเอนไซม 9.09 และ 18.17 มิลลิกรัมตอกรัมของสาหราย (น้ําหนักแหง) จากนั้น
นําไปสกัดบนเครื่องเขยา ดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 44 องศาเซลเซียส 
เก็บตัวอยางเพื่อนําไปวิเคราะหประสิทธิภาพการสกัดตามวิธีในหัวขอ 4.3.4.1 ทุก 1 ช่ัวโมง รวม 3 
ช่ัวโมง 

ทุกการทดลองในหัวขอ 4.3.4 วางแผนการทดลองแบบผลตอบสนองเชิงพื้นผิว 
ชนิด Face-centered cube design (FCD) และทําการสุมแบบสมบูรณ และวิเคราะหผลดวยโปรแกรม 

Design-Expert ® รุน 7.1 (หมายเลขลิขสิทธิ์ 4015-2935) 
 
4.4 ผลการทดลอง และการอภิปรายผล 
 4.4.1 ผลของคล่ืนอัลตราโซนิกและ RFT ตอการทําลายผนงัเซลลของสาหราย 

จากการติดตามการทําลายผนังเซลลโดยพิจารณาจากการปลดปลอยไฟโคไซยานิน 
ออกจากเซลลสูตัวทําละลายในรูปของคาประสิทธิภาพการสกัดในหนวยรอยละ พบวาคลื่นอัลตรา
โซนิก สามารถทําลายผนังเซลลของทั้งสองสายพันธุไดดีกวาวิธี RFT และผนังเซลลสาหราย      
สไปรูไลนา 1183 ถูกทําลายดวยวิธีทั้งสองไดงายกวาสายพันธุ 1213 (ตารางที่ 4.1)  

กลไกการทําลายผนังเซลลดวยคลื่นอัลตราโซนิกจะแตกตางจากวิธี RFT โดยเชลล
สาหรายจะไดรับแรงกระทําโดยตรงจากการสั่นสะเทือนดวยคลื่นอัลตราโซนิกและยังไดรับแรง
กระทําจากแรงดันของฟองอากาศที่เกิดขึ้นภายในเซลลโดยการเหนี่ยวนําของคลื่นอัลตราโซนิกเปน
ผลใหผนังเซลลฉีกขาด ซ่ึงเกิดขึ้นไดในเวลาอันสั้น ในขณะที่วิธี RFT จะเกิดจากการฉีกขาดของ
ผนังเซลลเนืองจากการขยายตัวและทิ่มแทงของผลึกน้ําแข็งที่เกิดขึ้นระหวางการแชเยือกแข็ง ซ่ึง
ขนาดของรูร่ัวและความคงตัวของรูร่ัวระหวางการละลายน้ําแข็งจะมีผลตออัตราการแพรของ ไฟโค-
ไซยานิน ออกสูภายนอกเซลล ซ่ึงจะเห็นวาคล่ืนอัลตราโซนิก นอกจากจะทําลายผนังเซลลแลว 
แรงสั่นสะเทือนของคลื่นยังขับใหไฟโคไซยานินออกสูสารตัวทําละลายไดงาย ตางจากวิธี RFT ซ่ึง
อาศัยเพียงการแพรผานรูร่ัวโดยผลของความแตกตางของความเขมขน จึงอาจเปนผลใหคล่ืนอัลตรา-
โซนิกใหประสิทธิภาพในการสกัดสูงกวาวิธี RFT  

จากผลการศึกษาในบทที่ 3 พบวาความหนาของผนังเซลลสายพันธุ 1213 มากกวา
ความหนาของผนังเซลลสายพันธุ 1183 ประมาณ 1.8 เทา ความหนาของผนังเซลลที่แตกตางกัน
ดังกลาว อาจเปนปจจัยสําคัญที่ทําใหผนังเซลลของสายพันธุ 1213 ทนตอการฉีกขาดไดดีกวา  
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ตารางที่ 4.1 คาประสิทธิภาพการสกัดเมื่อทําลายผนังเซลลดวยวิธีการใชคล่ืนอัลตราโซนิกและ RFT 
คล่ืนอัลตราโซนิก  RFT 

IFRPD St  
(วินาท)ี 

Amp  
(รอยละ) 

EE  
(รอยละ) 

 FTC 
(รอบ) 

Ft  
(ชั่วโมง) 

EE  
(รอยละ) 

1183 20 91 22.1  3 3 15.6 
1213 20 100 14.2  3 3 3.17 

 
จากการศึกษายังพบวา  ระยะเวลาการทําลายผนังเซลลดวยคล่ืนอัลตราโซนิก (St) 

และขนาดความสูงของคลื่น  (Amp) มีผลตอประสิทธิภาพการสกัดและคา A440 สําหรับทั้งสอง   
สายพันธุอยางมีนัยสําคัญ ที่ p<0.05 (ภาคผนวก ข รูปที่ 4.1 และรูปที่ 4.3) คา A440 จะมีคาสูงเฉพาะ
กับสายพันธุ 1183 สําหรับวิธี RFT พบวา ระยะเวลาในการแชเยือกแข็ง (Ft) และจํานวนรอบในการ
แชเยือกแข็ง (FTC) มีผลตอประสิทธิภาพการสกัดของทั้งสองสายพันธุอยางมีนัยสําคัญ ที่ p<0.05 
(ภาคผนวก ข และรูปที่ 4.2) แตคา A440 สําหรับทั้งสองสายพันธุต่ํากวาที่ไดจากการใชคล่ืน        
อัลตราโซนิก 

การทําลายผนังเซลลดวยคลื่นอัลตราโซนิกเปนเวลานาน จะทําใหคลอโรฟลล       
ถูกผสมและทําใหแขวนลอยอยูในสารละลายไฟโคไซยานินและปรากฏยอดกราฟที่คาความยาว
คล่ืน 440 นาโนเมตร (รูปที่  4.4) เนื่องจากพลังสั่นสะเทือนของคลื่นอัลตราโซนิกซึ่งกระทําโดยตรง
ตอสารละลายทําใหเกิดการผสมกันอยางรุนแรง ผลดังกลาวจะทําใหการกําจัดคลอโรฟลลออกจาก
สารละลายไฟโคไซยานินนั้นทําไดยาก (Furuki และคณะ, 2003) 
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รูปท่ี  4.1 ผลตอบสนองเชิงพื้นผิวของคลื่นอัลตราโซนิกตอการทําลายผนังเซลลโดยประเมินจาก
  ประสิทธิภาพการสกัด (ก) สายพันธุ 1183 (ข) สายพนัธุ 1213 
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รูปท่ี 4.2 ผลตอบสนองเชิงพื้นผิวของวิธี RFT ตอการทําลายผนังเซลล โดยประเมนิจาก 
               ประสิทธิภาพการสกัด (ก) สายพันธุ 1183 และ (ข) สายพันธุ 1213  
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รูปท่ี  4. 3 ผลตอบสนองเชิงพื้นผิวของคลื่นอัลตราโซนิกตอการปนเปอนของคลอโรฟลลโดย 
               ประเมินจากคาการดูดกลืนแสงที่ 440 นาโนเมตร (ก) สายพนัธุ 1183 (ข) สายพันธุ 1213 
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รูปท่ี 4.4 คาการดูดกลืนแสงที่แสดงการปนเปอนของคลอโรฟลลในสารละลาย ไฟโคไซยานินที่ได
  จากการทําลายผนังเซลลดวยคลื่นอัลตราโซนิก ที่คาความยาวคลื่น 440 นาโนเมตร 

   
 หลังขั้นตอนการทําลายผนังเซลลดวยคลื่นอัลตราโซนิกเมื่อนําไปสกัดตอพบวา ที่

อุณหภูมิ 25 และ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลาสกัด (Et) มีผลตอประสิทธิภาพการสกัดของสายพันธุ 
1183 และ 1213 (รูปที่ 4.5) และที่อุณหภูมิเทากัน 37 องศาเซลเซียส พบวา คา EE ของการสกัด     
ไฟโคไซยานินจากทั้งสองสายพันธุที่เวลาสกัดตางๆ กัน ไมแตกตางกันทางสถิติ (ภาคผนวก ข) 
แมวาคา EE ของ 1183 จะมีแนวโนมสูงกวา 1213 ที่เวลาสกัด 3-4 ชั่วโมง 

สําหรับสายพันธุ 1183 พบวา การสกัดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จะใหคา EE 
สูงกวาการสกัดที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่เวลาสกัดเทากัน 
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รูปท่ี  4.5 คา EE ของการสกัดไฟโคไซยานนิจากสายพันธุ 1183 และ1213 โดยผลของ 
              ระยะเวลาสกัด 
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4.4.2 ผลจากการสกัดดวยไลโซไซม    
จากการทดลองพบวา คา Et และอุณหภูมิในการสกัดมีผลตอคา EE และ A440 ของ

ทั้งสองสายพันธุอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) แมวาปริมาณไลโซไซม (EC) จะไมมีผลตอคา EE ของ
สายพันธุ 1183 แตมีผลตอคา EE ของสายพันธุ 1213 อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ผลดังกลาวนี้อาจเปน
ผลจากพื้นที่ผิวของไตรโคมที่แตกตางกัน ซ่ึงจากจากผลการทดลองในบทที่ 3 พบวา สายพันธุ 1213 
มีพื้นที่ผิวสูงกวา 1183 เปน 1.5 เทา ที่ความยาวระยะขจัดของไตรโคมเทากัน ดังนั้นโอกาสที่ไลโซ
ไซมจะเขาถึงผนังเซลลของสายพันธุ 1213 จึงมากกวา 1183 

ตัวแปรในรูปที่ 4.6 และ 4.7 มีความสัมพนัธกันตามสมการที่ 1 และ 2 ตามลําดับ 
จากสมการดังกลาว สามารถสรุปเปรียบเทียบประสิทธิภาพการสกดัไดดังในตารางที่ 4.2 ซ่ึงพบวา
ตัวอยางทีใ่ชเอนไซมใหคา EE สูงกวาเมื่อสกัดดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเพียงอยางเดยีวเพียง 
รอยละ 5.7 และ 6.4 สําหรับสายพันธุ 1183 และ 1213 ตามลําดับ 
 
           EE (%) = -260.8 - (2.0 x EC) + (9.9 x T) + (76.0 x Et) + (0.04 x EC x T) 
                               - (0.58 x T x Et) + (0.04 x EC2) - (0.08 x T2) - (9.4 x t2)                           ...(1) 
 
          EE (%) = -298.8 + (0.4 x EC) + (7.8 x T) + (129.5 x Et) 
                             - (1.9 x T x Et) - (11.3 x t2)                                                                         …(2) 
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รูปท่ี 4.6 ผลตอบสนองเชิงพื้นผิวของคา EE ของไฟโคไซยานินจากสายพันธุ 1183 โดยผลของ 
               อุณหภูมแิละคา Et 
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รูปท่ี 4.7 ผลตอบสนองเชิงพื้นผิวของคา EE ของไฟโคไซยานินจากสายพันธุ 1213 (ก) โดยผลของ 
              อุณหภูมิและความเขมขนของเอนไซมที่ใชสกั  (ข) โดยผลของอุณหภูมิและระยะเวลาสกดั 
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ตารางที่ 4.2 ประสิทธิภาพการสกัดไฟโคไซยานินดวยไลโซไซม 

สายพันธุ ความเขมขนของไลโซไซม  
(มิลลิกรัม/กรัมของนําหนักแหง) 

อุณหภูมิท่ีสกัด  
(oC) 

ระยะเวลาสกัด  
(ชั่วโมง) 

EE  
(รอยละ) 

1183 0 44 3 86.0 
 18.17 44 3 91.7 

1213 0 44 2 95.8 
 16.12 44 2 102.2 

  
จากการทดลองเปรียบเทียบการสกัดไฟโคไซยานินดวยน้ํา RO (Reverse osmosis 

water) และสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลตอลิตร พีเอช 7.0 โดยไมเติม
เอนไซม ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยเขยาดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที พบวาที่เวลาสกัด 1 
ช่ัวโมงเทากัน ตัวอยางที่สกัดดวยสารละลายบัฟเฟอรจะมีประสิทธิภาพการสกัดสูงกวาถึง 76.7 เทา 
(ตารางที่ 4.3) ผลดังกลาวบงชี้วาความเขมขนของอนุมูลในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรมีบทบาท
สําคัญในการทําลายผนังเซลลของสาหรายสไปรูไลนา ซ่ึง Viskari และ Colyer (2003) อธิบายวา
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเจือจางจะทําใหเซลลสาหรายเตงและแตกโดยผลของ Osmotic shock  
 
ตารางที่ 4.3 ประสิทธิภาพในการสกัดไฟโคไซยานินจากสายพันธุ 1213 ที่อุณหภูมิ 37  
                  องศาเซลเซียส เมื่อใชน้ําอารโอ สารละลายบัฟเฟอรและไลโซไซมเปนตัวสกัด 

ประสิทธิภาพการสกัด (รอยละ) ระยะเวลาสกัด (ชั่วโมง) 
น้ําอารโอ บัฟเฟอร (1) บัฟเฟอรและไลโซไซม )2(  

1 0.6 46.0 53.65 
2 2.4 67.0 78.45 
3 4.4 69.5 81.51 
4 5.5 71.9 82.44 

(1)สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลตอลิตร พีเอช 7.0 
)2( ไลโซไซม 18.1 มิลลิกรัมในสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร 1 มลิลิลิตร 
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4.5 สรุปผลการวิจัย 
ในขั้นตอนการทําลายผนังเซลล สรุปไดวา การใชคล่ืนอัลตราโซนิกจะสามารถทําลาย    

ผนังเซลลไดดีกวาการใชวิธี RFT สําหรับทั้งสองสายพันธุ โดยท่ีคล่ืนอัลตราโซนิกและวิธี RFT 
สามารถทําลายผนังเซลลของสายพันธุ 1183 ไดดีกวา 1213 

อุณหภูมิและระยะเวลาสกัดมีผลตอประสิทธิภาพการสกัดไฟโคไซยานินของทั้งสอง      
สายพันธุ เมื่อนําไปสกัดตอดวยการเขยาหลังจากการทําลายผนังเซลลดวยคล่ืนอัลตราโซนิก โดยที่    
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จะสกัดไดดีกวาที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส แตระหวางสองสายพันธุ
จะใหผลการสกัดไมแตกตางกันที่อุณหภูมิเทากัน 

 อุณหภูมิและระยะเวลาสกัดมีผลตอประสิทธิภาพการสกัดไฟโคไซยานินของสองสายพันธุ
เมื่อสกัดโดยใชไลโซไซมรวมกับการเขยาอยางตอเนื่อง ทั้งนี้ ที่อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียสจะให
ประสิทธิภาพการสกัดสูงที่สุด และที่อุณหภูมิดังกลาว สายพันธุ 1213 จะถูกสกัดไดดีกวา สายพันธุ 
1183 

แตอยางไรก็ตาม แมวาปริมาณเอนไซมจะมีผลตอการสกัดของสายพันธุ 1213 แตปริมาณที่
สกัดไดเมื่อเทียบกับไมใชเอนไซมมีความแตกตางกันเพียงรอยละ 6.4 สําหรับสายพันธุ 1213 และผล
จากการเปรียบเทียบการสกัดดวยบัฟเฟอรและน้ําอารโอ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แสดงใหเห็น
วา ความเขมขนของอนุมูลในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรมีบทบาทสําคัญในการทําลายผนังเซลล
ของสาหรายสไปรูไลนา  
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บทที่ 5  
ผลของพีเอชและความรอนที่มีตอความคงตัวของไฟโคไซยานินในสารละลาย 

 
5.1 บทคัดยอ 

การศึกษาผลของพีเอชและความรอนที่มีตอความคงตัวของไฟโคไซยานินทําในสารละลาย
ซิเตรทฟอสเฟตบัฟเฟอร ที่มีไฟโคไซยานินเขมขน  123 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยบัฟเฟอรมีคา
ความเขมขนของประจุ (Ionic strength) 0.1 โมลตอลิตร และปรับพีเอช เปน 3.0 4.0 4.5 5.0 และ 6.0 
พบวาที่พีเอชตางๆ ไฟโคไซยานินจะยังคงสภาพทางธรรมชาติไดที่พีเอชสูงกวาหรือเทากับ 5.0 สวน
ผลการใหความรอนอยางตอเนื่องจาก 30 องศาเซลเซียส ถึง 68 องศาเซลเซียส ในเวลา 240 วินาที 
พบวาสารละลายไฟโคไซยานินที่พีเอช 5.0 มีความคงตัวตอความรอนมากที่สุด  
 
5.2 บทนํา 

ไฟโคไซยานินเปนไบลิโปรตีนหรือโปรตีนที่มีสีฟา พบเปนองคประกอบหนึ่งในไฟโคไบ-
ลิโซมของสาหรายสไปรูไลนา มีหนาที่ในการเก็บเกี่ยวพลังงานจากแสงแดดเพื่อใชในกระบวนการ
สังเคราะหแสง สารที่ใหสีแกไฟโคไซยานินมีช่ือเรียกวาไฟโคไซยาโนไบลินซึ่งเปนหมูพรอสทิติกที่
เกาะอยูบนอะโพโปรตีน อันเปนโครงสรางหลักของไฟโคไซยานิน ไฟโคไซยาโนไบลินมี
โครงสรางโมเลกุลเปนเตตราไพรรอลโซเปด (Open-chain tetrapyrrole) ตอกับอะโพโปรตีนดวย
พันธะไทโออีเทอร  

โครงสรางโมเลกุลของไฟโคไซยานิน จะประกอบดวยหนวยยอยทีม่ีโครงสรางแบบเกลียว
อัลฟา 2 หนวย คือ หนวยยอยอัลฟา และหนวยยอยเบตารวมตัวเปนเฮทเทอโรไดเมอร แตโดยทั่วไป
นิยมเรียกวา อัลฟาบีตาโมโนเมอร ซ่ึงที่คาพีเอชเปนกลางมักรวมตวัเปนไตรเมอร (MacColl, 1998) 
แตในสภาพธรรมชาติไฟโคไซยานินจะรวมตัวเปนเฮกซาเมอร (Berns และ MacColl, 1989) แต
อยางไรก็ตาม การรวมตัวและแยกตวัของโมโนเมอรเปนไดเมอร ไตรเมอร เฮกซาเมอร หรือโมเลกุล
ที่ใหญกวา จะขึ้นกับปจจัยหลักสองปจจยัคือ คาพีเอชและความเขมขนของไฟโคไซยานิน (Kao, 
Edwards และ Berns, 1975) ไฟโคไซยาโนไบลิน จะใหคาการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 2 ชวงความยาว
คล่ืนคือประมาณ 360-370 และ 615-620 นาโนเมตร แตเมื่อไฟโคไซยานินสูญเสียสภาพทาง
ธรรมชาติจะทําใหคาสัดสวนการดูดกลืนแสง ระหวาง 615 ตอ 360 นาโนเมตร (A615/A360) ลดลง
ซ่ึงเปนผลจากการจัดเรียงโมเลกุลของโปรตีนเปลี่ยนแปลงไป และการจัดเรียงโมเลกุลของไฟโคไซ-
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ยาโนไบลินจะเปลี่ยนตามดวย (Berns และ MacColl, 1989) ไฟโคไซยานินจะสญูเสียสภาพทาง
ธรรมชาติที่อุณหภูมิ 65.2 องศาเซลเซียส ในขณะที่โปรตีนชนิดอื่นๆ ที่ปนอยูในสารละลายไฟโค-
ไซยานินจะสญูเสียสภาพทางธรรมชาติที่อุณหภูมิต่ํากวา 65 องศาเซลเซียส (Topchishvili และคณะ, 
2002) ซ่ึงในงานวิจยันี้ตองการศึกษาความคงตัวของไฟโคไซยานินในสารละลาย ที่พีเอช 3.0–6.0 
และอุณหภูมิ 30–68 องศาเซลเซียส  
 
5.3 วิธีดําเนินการวิจัย 

5.3.1 วัตถุดิบและสารเคมี 
ใชสาหรายจากขอ 4.3.2 ในบทที่ 4  
สารไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต โมโนโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต และกรด

ซิตริก ชนิดที่ใชสําหรับงานวเิคราะห (ACS-for analysis grade) ผลิตโดยบริษัท Carlo Erba Reagenti 
ประเทศอิตาลี 

5.3.2 วิธีเตรียมตัวอยางสารละลายไฟโคไซยานิน 
เตรียมตัวอยางสาหรายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลตอ

ลิตร (พีเอช 7.0) ใหไดความเขมขนของสาหรายรอยละ 7 (น้ําหนักตอปริมาตร) แลวนําไปทําให
เซลลแตกดวยวิธีการแชเยือกแข็งสลับกับการละลายน้ําแข็ง 2 รอบ โดยแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ –20 
องศาเซลเซียส รอบละ 3 ช่ัวโมง และละลายน้ําแข็งที่อุณหภูมิหอง 1 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปแชที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 12 ช่ัวโมง แลวนําไปแยกสวนของเซลลดวยเครื่องปนเหวี่ยง Hettich 
Zentrifugen รุน Universal 16R เปนเวลา 30 นาที ที่ 15 องศาเซลเซียส ดวยแรงเหวี่ยง 13,000 RCF  

นําของเหลวใสสีฟาที่ไดมาเจือจางดวยสารละลายบัฟเฟอรที่ใชสกัด ใหไดคาการ
ดูดกลืนแสงต่ํากวา 1.0 นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Biochrom รุน Libra S22 UV/VIS 
spectrophotometer โดยกราดความยาวคลื่นดวยโปรแกรม Acquire Wavescan รุน 1.01  ในชวง  250 
ถึง 750 นาโนเมตร โดยใช Cuvette แบบควอตซ (quartz cell) ขนาดกวาง  1 เซนติเมตร แลวคํานวณ
ปริมาณไฟโคไซยานินในสารสะลายที่สกัดได จากสมการ (Patel และคณะ, 2005) ดังนี้  

 
ปริมาณไฟโคไซยานิน (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) = [A620 - 0.474 A652]/ 5.34 

 
จากนั้นปรับความเขมขนของไฟโคไซยานินใหได 12.42 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เก็บ

ที่ 4 องศาเซลเซียส ระหวางรอนําไปใชในการทดลองตอไป 
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5.3.3 การศึกษาผลของคาพีเอชตอการจัดเรียงโมเลกุลของไฟโคไซยานินในสารละลาย 
เตรียมสารละลายตัวอยางโดยเจือจางสารละลายไฟโคไซยานินจากขอ 5.3.2 

ปริมาณ 20 ไมโครลิตร ดวยสารละลายโซเดียมซิเตรทฟอสเฟตบัฟเฟอร (Sodium citrate-phosphate 
buffer) ความเขมขนของไอออน 0.1 โมลตอลิตร ใหไดสารละลายไฟโคไซยานินเขมขน  123 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่พีเอช 5 ระดับ คือ 3.0 4.0 4.5 5.0 และ 6.0 ปริมาณ 2 มิลลิลิตร แลวนําไป
วัดคาการดูดกลืนแสงที่อุณหภูมิ 28+2 องศาเซลเซียส  ดวยเครื่อง Biochrom รุน Libra S22 UV/VIS 
Spectrophotometer โดยการกวาดคาความยาวคลื่นดวยโปรแกรม Acquire Wavescan รุน 1.01 
ระหวาง 250–750   นาโนเมตร โดยใช Cuvette แบบควอตซ ขนาดกวาง  1 เซนติเมตร วิเคราะหการ
เปลี่ยนแปลงการจัดเรียงโมเลกุลของไฟโคไซยานินโดยใชอัตราสวนระหวางคาการดูดกลืนแสง     
ที่ 620 นาโนเมตร และ 370 นาโนเมตร (Kupka และ Scheer, 2007)  
  นําตัวอยางที่เตรียมได ไปวิเคราะหการคลายตัวของโปรตีนในไฟโคไซยานินดวย
เครื่องสเปกโตรฟลูออโรมิเตอร (Spectrofluorometer) Shimadzu รุน RF-1501 โดยวัดที่ λex = 590 
นาโนเมตร (Kupka และ Scheer, 2007)  
 5.3.4 การศึกษาผลของความรอนและพีเอชตอการจัดเรียงโมเลกุลของไฟโคไซยานิน 

เตรียมสารละลายตัวอยางเชนเดียวกับในขอ 5.3.3 ใน Cuvette แบบควอตซ ขนาด
กวาง  1 เซนติเมตร แลวนําไปอุนในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 32 องศาเซลเซียสใหไดอุณหภูมิของ
ตัวอยางเริ่มตนเทากับ 30 องศาเซลเซียส แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Biochrom Libra 
S22 UV/VIS spectrophotometer ที่มีชุดใหความรอนแก Cuvette ที่อุณหภูมิ 71.5 องศาเซลเซียส 
นาน 240 วินาที โดยบันทึกคาการดูดกลืนแสงที่ 370 และ 620 นาโนเมตร ทุกๆ 10 วินาที และบนัทกึ
คาอุณหภูมิของสารละลายไฟโคไซยานินที่เพิ่มสูงขึ้นทุกๆ 10 วินาทีดวยเครื่องบันทึกอุณหภูมิ Fluke 
54II  

 
5.4 ผลการทดลอง และการอภิปรายผล 
 5.4.1 ผลของพีเอช 
  คาการดูดกลืนแสงของไฟโคไซยานินที่คาพีเอชตางๆ แสดงในรูปที่ 5.1 ซ่ึงพบวา 
ที่พีเอช 5.0 และ 6.0 เสนกราฟจะใกลเคียงกันมาก ที่พีเอชต่ํากวาหรือเทากับ 4.5 สารละลาย          
ไฟโฟไซยานินจะมีลักษณะขุน คาการดูดกลืนแสงที่ 370 นาโนเมตรจะเพิ่มขึ้นเมื่อคาพีเอชลดลงต่ํา
กวา 5.0 ในขณะที่การดูดกลืนแสงที่ 620 นาโนเมตรจะเพิ่มขึ้นเล็กนอยเมื่อลดพีเอชจาก 5.0 เปน 4.0 
แตคาดังกลาวจะลดลงมากที่พีเอช 3.0 และพบวาคาการดูดกลืนแสงสูงสุดจะเปลี่ยนแปลงในทิศทาง
ชวงคลื่นสีแดง (Red shift) จาก 615 นาโนเมตรเปน 622 นาโนเมตรเมื่อพีเอชลดลงจาก 6.0 เปน 3.0  
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รูปท่ี 5.1 คาการดูดกลืนแสงของสารละลายไฟโคไซยานนิที่พีเอช 3.0 – 6.0 อุณหภูมิ 28+2 
               องศาเซลเซียส 
 

 เมื่อนําขอมูลคาการดูดกลืนแสงดังกลาวมาสรางเปนกราฟอนุพันธระดับที่ 1 (ดู
รายละเอียดวิธีการสรางกราฟในภาคผนวก) เพื่อดูอัตราการเปลี่ยนแปลงของคาการดูดกลืนแสงตอ
หนวยของ คาความยาวคลื่น พบวาไฟโคไซยานินที่พีเอช 3.0 ปรากฏยอดกราฟเพียงยอดเดียวในชวง
ความยาวคลื่น 600-700 นาโนเมตร ในขณะที่ ที่พีเอช 4.0-6.0 จะปรากฏยอดกราฟ 2 ยอดในชวง
ความยาวคลื่นเดียวกัน แตเมื่อนําตัวอยางที่พีเอช 4.0 และ 4.5 ไปปนเหวี่ยง แลววัดคาการดูดกลืน
แสง พบวาในชวงความยาวคลื่น 600-700 นาโนเมตรปรากฏยอดกราฟเพียงยอดเดียว (รูปที่ 5.2) 
แมวาคาอัตราสวน A620/A370 หลังการปนเหวี่ยง เมื่อคํานวณจากคาในรูปที่ 5.3 จะสูงขึ้นก็ตาม   
ผลดังกลาวนี้บงชี้วาไฟโคไซยานินที่ยังละลายอยูหลังการปนเหวี่ยงที่พีเอชต่ํากวา 5.0 จะเกิดการ
สูญเสียสภาพทางธรรมชาติคลายกับที่พีเอช 3.0 
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รูปท่ี 5.2 อนุพนัธระดับที่ 1 ของคาการดูดกลืนแสงของสารละลายไฟโคไซยานิน:  
               เปรียบเทียบระหวางกอนและหลงัปนเหวี่ยงที่พเีอช 4.0 และ 4.5 กับ 
              ตัวอยางที่พีเอช 3.0 และ 5.0 ซ่ึงไมผานการปนเหวี่ยง 
 

 
รูปท่ี 5.3 คาการดูดกลืนแสงของสารละลายไฟโคไซยานนิ : เปรียบเทยีบระหวางตัวอยางที่พีเอช  

 3.0 4.0 และ 4.5 หลังการปนเหวีย่ง กับตัวอยางที่พีเอช 5.0 ซ่ึงไมผานการปนเหวีย่ง 
 
  ขอมูลจากตารางที่ 5.1 ยังชี้ใหเห็นวา ที่พีเอช 4.5 และต่ํากวา ไฟโคไซยานินจะเกิด
การสูญเสียสภาพทางธรรมชาติ และการสูญเสียดังกลาวจะสูงขึ้นเมื่อพีเอชต่ําลง  
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ตารางที่ 5.1 การเปลี่ยนแปลงของปริมาณไฟโคไซยานินในสารละลายโดยผลของพีเอช 

พีเอช ปริมาณไฟโคไซยานิน 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) คารอยละของการสูญเสีย )1(

6.0 11.62  
4.5 (หลังปนเหวีย่ง) 10.06 13.43 
4.0 (หลังปนเหวีย่ง) 6.42 44.75 
3.0 (หลังปนเหวีย่ง) 3.16 72.81 

(1) ปริมาณไฟโคไซยานินที่สูญเสียไปคิดเปนรอยละเมื่อเทียบกับปริมาณไฟโคไซยานินที่พีเอช 6.0 
 

Kao, Edwards และ Berns (1975) อธิบายวาในสภาพปกติ โครงสรางของไฟโคไซ-
ยานินจะถูกทําใหเสถียรดวยอันตรกิริยาไฮโดรโฟบิก (Hydrophobic interaction) และอันตรกิริยา
ไฟฟาสถิต เมื่อคาพีเอชเขาใกลคาพีไอ (Isoelectric point: pI) ของไฟโคไซยานิน (4.69) คาประจุ-
สุทธิของระบบจะลดลงจนเขาใกลศูนย ปรากฏการณดังกลาวจะเหนี่ยวนําใหไฟโคไซยานินรวมถึง
โปรตีนอื่นๆ ในสารละลายรวมตัวกันเปนกลุม ซ่ึงอาจเปนผลใหคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
620 นาโนเมตรสูงขึ้นเล็กนอยที่พีเอช 4.0–4.5 ซ่ึงบงชี้วาไฟโคไซยานินที่พีเอชต่ํากวา 5.0 เกิดการ
เปลี่ยนแปลงสภาพทางธรรมชาติไปแลว 

Schirmer, Bode และ Huber (1987) อธิบายปจจัยที่มีผลตอความเสถียรของไฟโค-
ไซยานินวา รอยละ 50 ของโซขางที่มีประจุ (Charged side-chain) บนโมเลกุลของหนวยยอยอัลฟา
และเบตา รวมถึงโพรพิโอนิกที่อยูดานขาง (Propionic side-chain) ของไฟโคไซยาโนไบลินเกี่ยวของ
กับการเกิดอันตรกิริยาประจุบวกและลบ (Salt bridge) ทั้งภายในหนวยยอยเดียวกันและระหวาง
หนวยยอยที่อยูใกลกัน เฉพาะอยางยิ่ง Aspatate-Arginine salt bridge ซ่ึงพบวาเปนการเกิดอันตร-
กิริยาประจุบวกและลบระหวางหนวยยอยที่สําคัญที่มีผลตอความเสถียรของโครงสรางของไฟโค-
ไซยานิน ดังนั้น ที่พีเอชต่ํากวาคาพีเคเอ (pKa) ของกรดแอสพาติก (3.9) และกรด  โพรพิโอนิก (4.9) 
อันตรกิริยาประจุบวกและลบทั้งสองจะถูกทําลายและเหนี่ยวนําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการจัดเรียง
โมเลกุลของไฟโคไซยานินและไฟโคไซยาโนไบลิน เมื่อไฟโคไซยานินเกิดการสูญเสียสภาพทาง
ธรรมชาติโดยผลของพีเอช ซ่ึง Berns และ MacColl (1989) สรุปวาการเปลี่ยนแปลงดังกลาวสัมพันธ
กับการเพิ่มขึ้นของคาการดูดกลืนแสงที่ 370 นาโนเมตร และการลดลงของคาการดูดกลืนแสงที่ 620 
นาโนเมตร ดังนั้นจากรูปที่ 5.1 ซ่ึงคํานวณคาอัตราสวน A620/A370 ที่พีเอช 3.0 4.0 4.5 5.0 และ 6.0 
ได 1.0 1.9 2.8 5.8 และ 6.0 ตามลําดับ จึงกลาวไดวาไฟโคไซยานินเกิดการคลายตัวและสูญเสีย
สภาพทางธรรมชาติมากขึ้นเมื่อพีเอชลดลง และสามารถยืนยันคําอธิบายดังกลาวไดดวยรูปที่ 5.4 ซ่ึง
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คาความเขมของการเรืองแสงของไฟโคไซยานินมีคาต่ําลงเมื่อพีเอชต่ําลง และที่พีเอชต่ํากวา 4.5 คา
การดูดกลืนแสงสูงสุดจะเปลี่ยนแปลงไปในทิศทางชวงคล่ืนสีฟา (Blue shift) และมีความสามารถ
ในการเรืองแสงลดต่ําลง บงชี้วาที่ชวงพีเอชดังกลาวโปรตีนในไฟโคไซยานินเกิดการคลายตัวหรือ
สูญเสียสภาพทางธรรมชาติ เปนผลใหการจัดเรียงตัวของไฟโคไซยาโนไบลินเปลี่ยนแปลงไป 
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รูปท่ี 5.4 คาความเขมการเรืองแสงของสารละลายไฟโคไซยานินที่ exλ = 590 นาโนเมตร ที่พีเอช  

 ตางๆ กัน   
 

Schirmer, Bode และ Huber (1987) อธิบายความสัมพันธระหวางการจัดเรียง
โมเลกุลของไฟโคไซยาโนไบลินและไฟโคไซยานิน โดยกลาวถึงการเกิดอันตรกิริยาประจุบวกและ
ลบระหวางโซขางโพรพิโอนิกบนโมเลกุลของไฟโคไซยาโนไบลินกับอารจินีน หรือไลซีน บน
โมเลกุลของหนวยยอย และการเกิดพันธะไฮโดรเจนระหวางกรดแอสพาติกบนโมเลกุลของหนวย
ยอย (Aspartate amino acid residue) กับไนโตรเจนบนโมเลกุลของไฟโคไซยาโนไบลิน ซ่ึงจะทําให
โมเลกุลของไฟโคไซยาโนไบลินถูกตรึงใหอยูในลักษณะคลี่โมเลกุลเปนแนวตรง (Extended 
conformational state) ซ่ึงในสภาพดังกลาว ไฟโคไซยาโนไบลินจะดูดกลืนแสงที่คาความยาวคลื่น 
620 นาโนเมตรไดสูงกวาเมื่ออยูในรูปมวนเปนวง (Cyclic conformational state) (Scheer และ Kufer, 
1977) ดังนั้นเมื่ออันตรกิริยาประจุบวกและลบและ /หรือ พันธะไฮโดรเจนดังกลาวถูกทําลายลง      
จะโดยผลของการเปลี่ยนแปลงคาพีเอช หรือความรอน หรือการคลายตัวของโมเลกุลของหนวยยอย 
ยอมทําใหไฟโคไซยานินดูดกลืนแสงที่ 620 นาโนเมตรไดนอยลง ดังนั้นเมื่อนําความสัมพันธ
ระหวางการเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสงที่ 370 นาโนเมตร เมื่อโปรตีนเสียสภาพทางธรรมชาติ 
และการเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสงที่ 620 นาโนเมตรเมื่อรูปแบบการจัดเรียงโมเลกุลของไฟโค-
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ไซยาโนไบลินเปลี่ยนไปดังกลาวขางตนมาอธิบาย จะพบความสัมพันธของอัตราสวน A620/A370 
กับการสูญเสียสภาพทางธรรมชาติของไฟโคไซยานิน ซ่ึงจากรายงานของ Scheer และ Kufer (1977) 
และ Kupka และ Scheer (2007) พบวาอัตราสวน A620/A370 จะมีคาประมาณ 0.4-0.5 เมื่อไฟโคไซ-
ยานินสูญเสียสภาพทางธรรมชาติโดยสมบูรณ  

แมวาที่พีเอช 3.0 ไฟโคไซยานินจะไมสูญเสียสภาพทางธรรมชาติโดยสมบูรณเมื่อพิจารณา
จากอัตราสวนดังกลาว แตโปรตีนซึ่งมีความเขมขนต่ําเชนที่ใชในการทดลองนี้จะอยูกึ่งกลางระหวาง
สถานะคลายตัวและไมคลายตัวที่พีเอช 3.0 (Jahn และ Radford, 2008) หรือเรียกวาเกิดการคลายตัว
บางสวน (Partial folding state) ซ่ึงเทียบไดกับสถานะ Intermediate ของกระบวนการคลายตัว 3 
ขั้นตอนของโปรตีน แตเมื่อเทียบกับกระบวนการสูญเสียสภาพทางธรรมชาติโดยกรดของโปรตีนจะ
ถือไดวาไฟโคไซยานินที่พีเอช 3.0 อยูในสถานะคลายตัว (Staniforth, Bigotti, Cutruzzola, 
Allocatelli และ Brunori, 1998)  

5.4.2 ผลของความรอนและพีเอช 
จากตารางที่ 5.2 และรูปที่ 5.5 จะพบวา ที่พีเอชต่ํากวา 5.0 คาอัตราสวน 

A620/A370 เปลี่ยนแปลงลดลง (เครื่องหมาย -) โดยผลของพีเอชมากกวารอยละ 45 โดยท่ี ที่พีเอช 
3.0 จะมีคาลดลงถึงรอยละ 77 และภายหลังใหความรอนอยางตอเนื่องจาก 30 ถึง 68 องศาเซลเซียส
นาน 240 วินาที คาอัตราสวน A620/A370 ในชวงพีเอชดังกลาวยังลดลงจากคาเริ่มตนของแตละ
ระดับพีเอชอีกถึงรอยละ 53–56 แตที่พีเอช 6.0 ภายหลังใหความรอนคาอัตราสวน A620/A370 ลดลง
ถึงรอยละ 91 ในขณะที่ที่พีเอช 5.0 คาอัตราสวน A620/A370 ลดลงรอยละ 7 โดยผลของพีเอช และ
ลดลงอีกรอยละ 71 หลังใหความรอน 

เมื่อพิจารณาจากคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตรซึ่งสัมพันธกับ
การจัดเรียงโมเลกุลของไฟโคไซยานิน จากตารางที่ 5.3 จะพบวาที่พีเอช 4.5 คาการดูดกลืนแสงมีคา
สูงขึ้นโดยผลของพีเอช และมีคาสูงขึ้นอีกหลังใหความรอน แตที่พีเอช 4.0 คาการดูดกลืนแสงของ
ไฟโคไซยานินมีคาสูงขึ้นโดยผลของพีเอชแตมีคาลดลงหลังใหความรอน ที่พีเอช 3.0 คาการดูดกลืน
แสงของไฟโคไซยานินมีคาลดต่ําลงมากทั้งโดยผลของพีเอชและความรอน สวนที่พีเอช 6.0           
คาการดูดกลืนแสงของไฟโคไซยานินจะลดลงโดยผลของความรอนมากถึงรอยละ 44 ในขณะที่     
ที่พีเอช 5.0 คาการดูดกลืนแสงของไฟโคไซยานินมีคาลดลงเพียงเล็กนอยโดยผลของพีเอชและ       
ความรอน ดังนั้นจากการเปลี่ยนแปลงของคาการดูดกลืนแสงที่ 620 และคาอัตราสวน A620/A370 
บงชี้วาไฟโคไซยานินจะทนตอความรอนไดดีที่สุดที่พีเอช 5.0 
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ตารางที่ 5.2 การเปลี่ยนแปลงคาอัตราสวน A620/A370 กอนและหลังใหความรอนที่ระดับ 
                    พีเอชแตกตางกนั   

เร่ิมตน (t= 0 วินาที)  เวลา t = 240 วินาที 
คาพีเอช 

A620/A370 การเปล่ียนแปลง(1)

(รอยละ)  A620/A370 การเปล่ียนแปลง(2)

(รอยละ) 
3.0 1.23 -76.96(3)  0.57 -53.59 
4.0 1.94 -63.75  0.88 -54.40 
4.5 2.87 -46.39  1.26 -56.11 
5.0 4.97 -7.02  1.42 -71.44 
6.0 5.35 0.00  0.49 -90.75 

(1) การเปลี่ยนแปลงของคา A620/A370 ที่พีเอชใดๆ เมื่อเทียบกับที่พีเอช 6.0 
(2) การเปลี่ยนแปลงของคา A620/A370 ที่เวลา t=240 วินาที เมื่อเทียบกบัคาเริ่มตนที่พเีอชใดๆ 
(3) เครื่องหมายลบ (-) แสดงการเปลี่ยนแปลงลดลง 
 

 
รูปท่ี 5.5 การเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสงของไฟโคไซยานินที่ความยาวคลื่น 620 และ 370 
              นาโนเมตร และการเปลี่ยนแปลงคา A620/A370 ระหวางการใหความรอน 
              ที่อุณหภูมิเพิ่มอยางตอเนื่องจาก 30–68 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 5.3 การเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลนืแสงของไฟโคไซยานินทีค่วามยาวคลื่น 620        
      นาโนเมตร กอนและหลังใหความรอนที่ระดับพีเอชแตกตางกัน 

เร่ิมตน (t= 0 วินาที)  เวลา t = 240 วินาที คาพีเอช 
A620 การเปล่ียนแปลง(1) (รอยละ)  A620 การเปล่ียนแปลง(2) (รอยละ) 

3.0 0.664 -25.29(3)  0.407 -38.72 
4.0 0.993 11.73  0.862 -13.19 
4.5 0.920 3.60  0.944 2.59 
5.0 0.879 -1.07  0.859 -2.28 
6.0 0.888 0.00  0.500 -43.73 

(1) การเปลี่ยนแปลงของคา A620 ที่พีเอชใดๆ เมื่อเทียบกับที่พีเอช 6.0 
(2) การเปลี่ยนแปลงของคา A620 ที่เวลา t=240 วินาที เมือ่เทียบกับคาเริ่มตนที่พีเอชใดๆ 
(3) เครื่องหมายลบ (-) แสดงการเปลี่ยนแปลงลดลง 

 
การเพิ่มขึ้นและการลดลงของคาการดูดกลืนแสงที่ 370 และ 620 นาโนเมตร 

ตามลําดับนั้นบงชี้วาไฟโคไซยานินที่ไดรับความรอนจะเกิดการคลายตัว ซ่ึงความรอนมีผลในการ
ทําลายพันธะไฮโดรเจนบนโครงสรางทุติยภูมิของโปรตีน (Alpha helix secondary structure) และ
พันธะไฮโดรเจนระหวางไฟโคไซยาโนไบลิน กับกรดอะมิโนแอสพาติกบนหนวยยอยของไฟโค-
ไซยานิน ดังอธิบายในหัวขอ 3.1 ซ่ึงเหนี่ยวนําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการจัดเรียงโมเลกุลของไฟโค-
ไซยานินและไฟโคไซยาโนไบลิน และสงผลตอสีของไฟโคไซยานินซึ่งสัมพันธกับคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร 

ที่พีเอชใกลคาพีไอของไฟโคไซยานิน แรงผลักทางไฟฟาระหวางโมเลกุลจะมีคาต่ํา 
ดังนั้นไฟโคไซยานินจะรวมตัวเปนกลุม (Berns และ MacColl, 1989) ซ่ึงการรวมตัวดังกลาวมีผลให 
ไฟโคไซยานินทนความรอนไดมากขึ้น Kao, Edwards และ Berns (1975) รายงานวาที่ชวงพีเอช
ดังกลาว ไฟโคไซยานินที่เจือจางมากๆ (0.1–0.15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) จะรวมตัวเปนไตรเมอร 
และเฮกซาเมอร แตที่ความเขมขนในชวงดังกลาว ที่พีเอช 3.9 จะพบเฮกซาเมอร และโมโนเมอร  
รอยละ 67 และ 33 ตามลําดับ ไฟโคไซยานินที่อยูในรูปโมโนเมอรจะไมเสถียรเมื่อไดรับความรอน
และทนความรอนไดต่ํากวาเมื่อรวมตัวกันอยูในรูปที่มีขนาดโมเลกุลสูงกวา (MacColl และคณะ 
[1996], Edwards และคณะ [1997] และ Mishra, Shrivastav และ Mishra [2008]) 
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5.5 สรุปผลการวิจัย 
เมื่อปรับสภาพพีเอชของสารละลายชวง 3-6 ไฟโคไซยานินยังคงสามารถรักษาสภาพทาง

ธรรมชาติไดดีที่พีเอชสูงกวาหรือเทากับ 5.0 ที่พีเอชต่ํากวา 5 โปรตีนจะเสียสภาพธรรมชาติมากขึ้น
ตามคาพีเอชท่ีต่ําลง สวนผลจากการใหความรอนอยางตอเนื่องจาก 30 องศาเซลเซียส ถึง 68 องศา-
เซลเซียส ในเวลา 240 วินาที นั้น บงชี้วาไฟโคไซยานินที่พีเอช 5.0 มีความคงตัวตอความรอนไดดี
ที่สุด  
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บทที่ 6  
ผลของมอลโตเดกซตริน กลีเซอรอลและมอลติตอล  

ตอความคงตัวของไฟโคไซยานินที่ผานการทําแหงแบบพนฝอย 
 

6.1 บทคัดยอ 
 งานวิจัยนี้เปนการศึกษาผลของมอลโตเดกซตริน  กลีเซอรอลและมอลติตอล ที่มีตอความ  
คงตัวของไฟโคไซยานินที่ผานการทําแหงโดยใชความรอนแบบพนฝอยดวยอุณหภูมิอากาศรอน   
ขาเขาเทากับ 150+1 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิอากาศรอนขาออกเทากับ 92+1 องศาเซลเซียส     
ผลการทดลองพบวาไฟโคไซยานินที่ไมมีสารใหความคงตัวเมื่อผานการทําแหงแบบพนฝอย และ
แบบ    แชเยือกแข็งระเหิดแหงจะสูญเสียความคงตัวเมื่อพิจารณาจากคารอยละการเปลี่ยนแปลงของ 
A620/A370 ไปรอยละ 31.5 และ 5.5 ตามลําดับ การเติมกลีเซอรอลมากกวา 0.3 กรัมตอกรัมโปรตีน 
จะลดความคงตัวของไฟโคไซยานินในระหวางกระบวนการทําแหง ความคงตัวของไฟโคไซยานิน
ที่ผานการทําแหงแบบพนฝอยและแบบแช เยือกแข็งระเหิดแหงจะลดลง  เมื่อเพิ่มปริมาณ              
มอลโตเดกซตริน แตไฟโคไซยานินที่ทําแหงแบบพนฝอยจะมีความคงตัวมากขึ้นเมื่อเพิ่มปริมาณ
มอลติตอล และสามารถใชมอลติตอลไดถึง 1.71 กรัมตอกรัมโปรตีนเมื่อใชรวมกับมอลโตเดกซ-
ตริน 2 กรัมตอกรัมโปรตีน  
 
6.2  บทนํา  

ไฟโคไซยานินเปนโปรตีนซึ่งพบในไฟโคบิลิโซมของสาหรายกลุมไซยาโนแบคทีเรีย        
มีหนาที่ในการเก็บเกี่ยวพลังงานจากแสงแดดเพื่อใชในกระบวนการสังเคราะหแสง  สารที่ใหสีแก    
ไฟโคไซยานินมีช่ือเรียกวาไฟโคไซยาโนไบลิน ซ่ึงเกาะอยูบนอะโพโปรตีนโครงสรางหลักของ    
ไฟโคไซยานิน    

การจัดเรียงโมเลกุลของไฟโคไซยาโนบิบินบนโมเลกุลโปรตีนของไฟโคไซยานินเกี่ยวของ
กับการเกิดสะพานเกลือหรือพันธะเกลือระหวางโซขางโพรพิโอนิกบนโมเลกุลของไฟโคไซยา-
โนไบลินกับอารจินีนหรือไลซีนบนโมเลกุลโปรตีนของไฟโคไซยานิน และพันธะไฮโดรเจน
ระหวางกรดแอสพาติกบนโมเลกุลโปรตีนของไฟโคไซยานินกับไนโตรเจนบนโมเลกุลของไฟโค-
ไซยาโนไบลิน ซ่ึงทําใหโมเลกุลของไฟโคไซยาโนไบลินถูกตรึงใหอยูในลักษณะคลี่โมเลกุลเปน
แนวตรง (Schirmer, Bode และ Huber, 1987) ในสภาพดังกลาว ไฟโคไซยาโนไบลินจะดูดกลืน
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แสงในชวงคลื่นแสงที่ตามองเห็น (Visible) ไดสูงกวาโมเลกุลที่อยูในรูปมวนเปนวง (Scheer และ 
Kufer, 1977)  

พันธะไฮโดรเจนและพันธะเกลือจะถูกทําลายไดดวยความรอน ซ่ึงสงผลใหเกิดการคลายตัว
ของโครงสรางโปรตีนและการจัดเรียงโมเลกุลของไฟโคไซยาโนไบลิน การคลายตัวของโปรตีนทํา
ใหไฟโคไซยานินสูญเสียสภาพทางธรรมชาติ ซ่ึง Topchishvili และคณะ (2002) พบวา ไฟโคไซ-
ยานินจะสูญเสียสภาพทางธรรมชาติที่อุณหภูมิ 65.2 องศาเซลเซียส ในขณะที่โปรตีนชนิดอื่นๆ ที่ปน
อยูในสารละลายไฟโคไซยานินจะสูญเสียสภาพทางธรรมชาติที่อุณหภูมิต่ํากวา 65 องศาเซลเซียส 

การใชสารใหความคงตัวจะชวยลดและปองการการสูญเสียสภาพทางธรรมชาติของโปรตีน
ระหวางการทําแหงและการเก็บรักษาได ซ่ึงไฟโคไซยานินที่ทําใหอยูในรูปเขมขน อาจทําใหคงตัว
ไดโดยการเติมเกลือและน้ําตาล (Rebeller, 1982)  สวนกรณีการผลิตไฟโคไซยานินชนิดผง สามารถ
ใชน้ําตาลซูโครส  น้ําตาลแอลกอฮอล (Polyols) เด็กซแตรน (Drextran) เกลือ สารพอลิเมอร และ  
ตัวทําละลายรวม (Co-solvents) เปนสารใหความคงตัวได (Cubicciotti [1997] และ Haque, Singha, 
Moosavi-Movahedi  และ Ahmad [2005]) สารเหลานี้จะเขาไปแทนที่โมเลกุลของน้ําระหวางที่น้ํา 
ถูกกําจัดออกไป โดยการกอพันธะไฮโดรเจนกับโครงสรางของโปรตีนสวนที่มีขั้วและหอหุม
โมเลกุลของโปรตีน สารใหความคงตัวที่อยูในรูปอสัณฐาน (Amorphous state) จะกอพันธะ
ไฮโดรเจนไดดีที่สุด (Arakawa, Prestrelski, Kenney และ Carpenter [2001] และ Costantino, Curley, 
Wu และ Hsu [1998]) 

มอลโตเดกซตรินเปนสารประกอบคารโบไฮเดรตที่นิยมใชเปนสารชวยในการทําแหง 
(Drying aid) สําหรับสารละลายที่มีกรดหรือน้ําตาลเปนองคประกอบอยูมาก  เพื่อใหไดผลิตภัณฑที่
เปนผงแหงไมหนืดเหนียว  (Adhikari, Howes, Bhandari และ Troung, 2004) สวนกลีเซอรอล      
ซอรบิทอล และมอลติตอล เปนสารในกลุมน้ําตาลแอลกอฮอล ที่นํามาใชเปนสารใหความคงตัวแก
โปรตีนและเอนไซมที่ตองเก็บรักษาดวยการแชเยือกแข็งหรือการทําแหง ซ่ึงในงานวิจัยนี้                
มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาปริมาณมอลโตเดกซตริน  กลีเซอรอลและมอลติตอล ที่เหมาะสมตอการ     
ทําแหงไฟโคไซยานินแบบพนฝอย  

 
6.3 วิธีดําเนินการวิจัย 

6.3.1 วัตถุดิบและสารเคมี 
ใชสาหรายจากขอ 4.3.2 ในบทที่ 4  
มอลโตเดกซตรินเปนชนิดผงใชสําหรับอาหารซึ่งมีคาสมมูลยเดกซโตรสเทากับ 10 

ผลิตโดยบริษัท Tate & Lyle ประเทศอังกฤษ  
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กลีเซอรอลเปนชนิดที่ใชสําหรับงานวิเคราะห (ACS-for analysis grade) ผลิตโดย
บริษัท Carlo Erba Reagenti ประเทศอิตาลี  

มอลติตอลไซรับ (Maltitol syrup) ความเขมขนรอยละ 65 ไดจากบริษัทสยาม   
ซอรบิทอลจํากัด ประเทศไทย 

6.3.2 วิธีเตรียมตัวอยางสารละลายไฟโคไซยานิน 
  ผสมสาหรายสดกับโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ให
ไดปริมาณของแข็งทั้งหมดประมาณรอยละ 7 จากนั้นทําใหเซลลสาหรายแตกโดยการแชเยือกแข็งที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง แลวนํามาทําใหละลายที่อุณหภูมิหอง โดยทําซ้ํา 2 รอบ 
แลวนําไปเขยาที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที นาน 4 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จากนั้นเก็บ
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 12 ช่ัวโมง แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 RCF ที่อุณหภูมิ 15 องศา-
เซลเซียส ทําซ้ําจนกวาจะไดสารละลายไฟโคไซยานินที่มีคาความบริสุทธิ์เทากับ 1.0 โดยคํานวณ
จากคาสัดสวนระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร 
(Rito-Palomares, Nuñez และ Amador, 2001) และมีคา A620/A370 ซ่ึงบงบอกระดับความคงตัว
เร่ิมตนของไฟโคไซยานินในสารละลาย (Berns และ MacColl, 1989) มากกวาหรือเทากับ 5.0 
จากนั้นปรับคา พีเอชเปน 6.0 ซ่ึงไดความเขมขนของไฟโคไซยานินประมาณ 11 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร  

   6.3.3 การเตรียมตัวอยางเพื่อศึกษาผลของมอลโตเดกซตริน กลีเซอรอลและมอลติตอล 
คํานวณคาปริมาณโปรตีนในสารละลายไฟโคไซยานินจาก 6.3.2 ดวยวิธีการวัดคา

การดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร ในหนวยมิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากสมการที่ 1 ดังนี้  
 

ความเขมขนของโปรตีน = (1.55 x A280) – (0.76 x A260)                              …(1) 
 

จากนั้นเตรียมตัวอยางตามแผนการทดลองที่ไดจากการวางแผนแบบ Rotatable 
central composite design ตังตารางที่ 6.1 และ 6.2 โดยใชสารละลายไฟโคไซยานิน การทดลองละ 
120 มิลลิลิตร ดังนี้ 

6.3.3.1 การศึกษาผลของกลีเซอรอลและมอลติตอล  
ละลายมอลโตเดกซตรินในสารละลายไฟโคไซยานินจากขอ 6.3.2 ดวย

อัตราสวน มอลโตเดกซตริน 2 กรัมตอโปรตีน 1 กรัม จากนัน้ผสมกลีเซอรอลและมอลติตอลใน
สารละลายไฟโคไซยานินผสมมอลโตเดกซตรินที่เตรียมไว เพื่อใหไดอัตราสวนระหวางกลีเซอรอล 
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และมอลติตอลตอปริมาณโปรตีนตามปริมาณที่กําหนดในตารางที่ 6.1 คนใหละลายเขากันดี ทิ้งไว 
30 นาที กอนนําไปทําแหง 
  6.3.3.2 การศึกษาผลของมอลโตเดกซตรินและมอลติตอล 

ละลายมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลในสารละลายไฟโคไซยานินจาก
ขอ 6.3.2 ดวยอัตราสวนตามตารางที่ 6.2 ที่อุณหภูมิหอง ทิ้งไว 30 นาที กอนนําไปทําแหง 

สําหรับตัวอยางควบคุม ใชสารละลายไฟโคไซยานินจากขอ 6.3.2 ไปทํา
แหงโดยไมตองเติมสารใหความคงตัว 

 
 ตารางที่ 6.1 แผนการทดลองเพื่อศึกษาผลของกลีเซอรอลและมอลติตอล 

ปริมาณสารใหความคงตัว (กรัมตอกรัมโปรตีน) การทดลอง 
กลีเซอรอล มอลติตอล 

1 0.3 0.3 
2 0.9 0.3 
3 0.3 0.9 
4 0.9 0.9 
5 0.18 0.6 
6 1.02 0.6 
7 0.6 0.18 
8 0.6 1.02 
9 0.6 0.6 
10 0.6 0.6 
11 0.6 0.6 
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ตารางที่ 6.2 แผนการทดลองเพื่อศึกษาผลของมอลโตเดกซตรินและมอลติตอล 
ปริมาณสารใหความคงตัว (กรัมตอกรัมโปรตีน) การทดลอง 

มอลโตเดกซตริน มอลติตอล 
1 2 0.5 
2 6 0.5 
3 2 1.5 
4 6 1.5 
5 1.17 1 
6 6.83 1 
7 4 0.29 
8 4 1.71 
9 4 1 
10 4 1 
11 4 1 
 
6.3.4 การทําแหง 

6.3.4.1 การทําแหงแบบพนฝอย 
นําตัวอยางที่เตรียมในขอ 6.3..3 มาทําแหงดวยเครื่องทําแหงแบบพนแหง 

GEA   Niro A/S รุน S80 ขนาด 4  ลิตร สําหรับหองปฏิบัติการ ใชหัวพน (Atomizer) แบบขับเคลื่อน
ดวยแรงดันลม (Air turbine wheel drive rotary) ซ่ึงทํางานที่ความดันของหัวพน 1.3-2.0 บาร         
ตั้งอุณหภูมิลมรอนขาเขาที่ 150 องศาเซลเซียส และควบคุมอัตราการไหลของตัวอยางที่อัตรา 10-15 
มิลลิลิตรตอนาทีเพื่อใหไดอุณหภูมิขาออกเทากับ 92+0.5 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางบรรจุในถุง
สุญญากาศ แลวเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

6.3.4.2 การทําแหงแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหง 
นําตัวอยางที่เตรียมในขอ 6.3.3 ไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส 4 

ช่ัวโมง แลวนําไปทําแหงดวยเครื่องทําแหงแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหง (GEA Lyophil GmbH รุน 

LYOVAC® GT2-S) นาน 24 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางบรรจุในถุงสุญญากาศ แลวเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 
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6.3.5 การวิเคราะหการเปล่ียนแปลงของตวัอยางหลังการทําแหง 
 กอนนําตัวอยางไปทําแหง นําตัวอยางจากทุกการทดลองไปวัดคาการดูดกลืนแสง

ดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร Biochrom รุน  Libra S22 UV/VIS โดยวิธีกราดคาความยาวคลื่น ที่
ชวงความยาวคลื่น 250–750 นาโนเมตร โดยทําการเจือจางตัวอยางในสารละลายโซเดียมฟอสเฟต
บัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลตอลิตร พีเอช 7.0  
  สําหรับตัวอยางที่ผานการทําแหง ใหช่ังตัวอยางปริมาณเทากันละลายในสารละลาย
โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลตอลิตร พีเอช 7.0 ทําใหละลายแลวทิ้งไว 30 นาที 
กอนนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง 
  วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของไฟโคไซยานินโดยใชคาอัตราสวน A620/A370 และ
เปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงของคาอัตราสวนดังกลาวเปนคารอยละการเปลี่ยนแปลงของ 
A620/A370 ตามสมการที่ 2 
 

รอยละการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 (% loss of A620/A370) 
= 100[(A620/A370)กอนทําแหง  - (A620/A370)หลังทําแหง] / (A620/A370)กอนทําแหง                 --- (2) 

 
6.4 ผลการทดลองและการอภิปรายผล 

6.4.1 ผลของกลีเซอรอลและมอลติตอลตอความคงตัวของไฟโคไซยานนิทําแหงแบบ 
พนฝอย 

ที่อัตราสวนมอลโตเดกซตริน 2 กรัมตอกรัมโปรตีน พบวารอยละการเปลี่ยนแปลง
ของ A620/A370 ของไฟโคไซยานินหลังการทําแหงโดยใชความรอนแบบพนฝอยเมื่อเทียบกับกอน
การทําแหงจะสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเพิ่มปริมาณกลีเซอรอล แตปริมาณมอลติตอล
ใหผลตอคารอยละการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 ไมแตกตางกันทางสถิติ ผลดังกลาวบงชี้วา
ความคงตังของไฟโคไซยานินจะลดลงตามปริมาณกลีเซอรอลที่เพิ่มขึ้น แตมอลติตอลในปริมาณที่
ใชในการทดลองไมมีผลตอความคงตัวของไฟโคไซยานิน แตอยางไรก็ตามคารอยละการ
เปลี่ยนแปลงของ A620/A370 ของไฟโคไซยานินหลังการทําแหงโดยใชความรอนแบบพนฝอย
ดังกลาว มีความสัมพันธกับปริมาณกลีเซอรอลและมอลติตอลดังสมการที่ 3 และรูปที่ 6.1 

 
รอยละการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 
= 16.08+[38.34 x (กลีเซอรอล)]+[12.72 x (มอลติตอล)]-[20.80 x (กลีเซอรอล)2] 
    - [11.17 x (มอลติตอล)2]                                                                                           --- (3) 
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6.4.2 ผลของมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลตอความคงตัวของไฟโคไซยานนิทําแหงแบบ
พนฝอย 

จากการทดลองพบวารอยละการเปลี่ยนแปลงคา A620/A370 ของไฟโคไซยานิน 
ภายหลังการทําแหงแบบพนฝอยเมื่อเทียบกับกอนการทําแหงจะสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อ
เพิ่มปริมาณมอลโตเดกซตริน แตปริมาณมอลติตอลใหผลตอคารอยละการเปลี่ยนแปลงของ 
A620/A370 ไมแตกตางกันทางสถิติ บงชี้วาความคงตังของไฟโคไซยานินจะลดลงตามปริมาณ  
มอลโตเดกซตรินที่เพิ่มขึ้น แตมอลติตอลในปริมาณที่ใชในการทดลองไมมีผลตอความคงตัวของ 
ไฟโคไซยานิน คารอยละการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 ของไฟโคไซยานินหลังการทําแหงแบบ
พนฝอยดังกลาว มีความสัมพันธกับปริมาณมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลแบบเสนตรงดังสมการ
ที่ 4 และรูปที่ 6.2 
 

รอยละของการเปลี่ยนแปลง A620/A370  
= 19.63 + [0.86 x (มอลโตเดกซตริน)]-[2.09 x (มอลติตอล)]                                       --- (4) 
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รูปท่ี 6.1 ผลตอบสนองเชิงพื้นผิวของความสัมพันธระหวางคารอยละการเปลี่ยนแปลง 
              ของ A620/A370 ปริมาณกลีเซอรอล และปริมาณมอลติตอล ของไฟโคไซยานินที่ทําแหง
  แบบพนฝอย 
 
 



 74

Design-Expert® Software

loss of A620/A370 (%)
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รูปท่ี 6.2 ผลตอบสนองเชิงพื้นผิวของความสัมพันธระหวางคารอยละการเปลี่ยนแปลง 
              ของ A620/A370 ปริมาณมอลโตเดกซตริน และปริมาณมอลติตอล ของไฟโคไซยานิน   
              หลังทําแหงแบบพนฝอย  
  
  การเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 ของตัวอยางที่ใชมอลโตเดกซตรินรวมกับ     
มอลติตอล (รูปที่ 6.1) ต่ํากวาตัวอยางควบคุมซึ่งไมเติมสารใหความคงตัว (ตารางที่ 6.3) แตตัวอยางที่
เติมกลีเซอรอล 0.3 กรัมตอกรัมโปรตีนจะใหคารอยละการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 ใกลเคียง
กับตัวอยางควบคุม และจะใหคาสูงกวาตัวอยางควบคุมเมื่อปริมาณกลีเซอรอลสูงขึ้น (รูปที่ 6.1)  จาก
งานของ  Hill, Shalaev และ Zografi (2005) พบวาการเพิ่มความเขมขนของกลีเซอรอลจะมีผลให
อุณหภูมิการเสียสภาพธรรมชาติ  (Td) ของผงโปรตีนแหงลดต่ําลง และความคงตัวของผงโปรตีน   
จะลดลงตามคาอุณหภูมิการเปลี่ยนจากสถานะคลายแกว  (Tg) ที่ลดลงของสาร ที่เปนสวนผสมใน
สูตร (Bell และ Hageman, 1996) สอดคลองกับคุณสมบัติของกลีเซอรอลซึ่งมีคาอุณหภูมิการเปลี่ยน
จากสถานะคลายแกวประมาณ -92 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 6.3 คารอยละการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 ของตัวอยาง 
วิธีการทําแหง รอยละการเปล่ียนแปลงคา A620/A370 * 

แบบพนฝอย(ควบคุม) 31.54+2.58a

   มอลโตเดกซตริน (2 กรัม ตอกรัมโปรตีน) 18.98+0.11b

   Maltitol (0.5 กรัม ตอกรัมโปรตีน) 15.89+0.10bc

แบบแชเยือกแข็งระเหิดแหง (ควบคุม) 5.50+1.68d

   มอลโตเดกซตริน (2 กรัม ตอกรัมโปรตีน) 15.41+0.28c

   Maltitol (0.5 กรัม ตอกรัมโปรตีน) 3.56+0.10d

* ตัวอักษรที่ตางกันหมายถึงมีหมายความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ที่ p<0.05  
 

แมวาจากสมการที่ 3 ปริมาณมอลโตเดกซตรินควรจะมีคาต่ํา แตจากการทดลอง
พบวาเมื่อใชมอลโตเดกซตริน 1.17 กรัมตอกรัมโปรตีนจะไดผลิตภัณฑที่มีสมบัติการไหล (Flow 
ability) ต่ํา เปนผลใหผงไฟโคไซยานินตกคางในระบบทอ และเก็บตัวอยางจากโถเก็บตัวยางไดยาก 
ดังนั้น ปริมาณมอลโตเด็กซตรินที่เหมาะสมจึงไมควรเกิน 2 กรัมตอกรัมโปรตีนและควรมีอัตรา
ใกลเคียงกับ 2 กรัมตอกรัมโปรตีน และแมวาเมื่อใชมอลติตอลรวมกับมอลโตเดกซตริน มอลติตอล
จะทําใหการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 ลดลงเมื่อเพิ่มปริมาณมอลติตอล สอดคลองกับรายงาน
ของ Cobos และ Estrada (2003) ซ่ึงพบวาเอนไซมไซลาเนส (Xylanase) จะมีความคงตัวตอ       
ความรอนสูงขึ้นเมื่อใชน้ําตาลแอลกอฮอลที่มีหมูไฮดรอกซี่มากขึ้นและใชปริมาณมากขึ้น เนื่องจาก      
มอลติตอลมีหมูไฮดรอกซี่ถึง 9 หมูตอโมเลกุล 

6.4.3 ผลของมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลตอไฟโคไซยานินทําแหงแบบแชเยือกแข็ง
ระเหิดแหง 

จากการทดลองพบวารอยละการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 ของไฟโคไซยานิน
หลังการทําแหงแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหงเมื่อเทียบกับกอนการทําแหงมีคาสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญ 
(p<0.05) เมื่อเพิ่มปริมาณมอลโตเดกซตริน บงชี้วาความคงตังของไฟโคไซยานินจะลดลงตาม
ปริมาณมอลโตเดกซตรินที่เพิ่มขึ้น  ในขณะที่คารอยละการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 มีแนวโนม
ลดลงอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเพิ่มปริมาณมอลติตอล บงชี้วาความคงตังของไฟโคไซยานิน จะ
เพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มมอลติตอล  นอกจากนี้ยังพบวาคารอยละการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 ของ      
ไฟโคไซยานินหลังการทําแหงแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหงดังกลาวสูงกวาตัวอยางควบคุมอยางมี
นัยสําคัญ (ตารางที่ 6.3) ช่ึงบงชี้วาความคงตังของไฟโคไซยานินที่ผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง
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ระเหิดแหงจะลดลงเมื่อเพิ่มมอลติตอล คารอยละการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 มีความสัมพันธ
กับปริมาณมอลโตเดกซตรินและมอลติตอล ดังสมการที่ 5 และรูปที่ 6.3 

 
รอยละของการเปลี่ยนแปลง A620/A370  
= 5.87+(2.83 x [มอลโตเดกซตริน])-(4.42 x [มอลติตอล]) 
+(0.68 x [มอลโตเดกซตริน]2)                                                                                      --- (5) 

 
Design-Expert® Software

loss of A620/A370 (%)

 

Design points above predicted value

52.3455
Design points below predicted value

2.67357
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รูปท่ี 6.3 ผลตอบสนองเชิงพื้นผิวของความสัมพันธระหวางคารอยละการเปลี่ยนแปลงของ   
              A620/A370 ปริมาณมอลโตเดกซตริน และปริมาณมอลติตอลของไฟโคไซยานินที่ทําแหง 
              แบบแชเยือกแข็งระเหดิแหง 
 
6.5 สรุปผลการทดลอง 
 ไฟโคไซยานินที่ไม เติมสารใหความคงตัว  หลังการทําแหงแบบพนฝอย  และแบบ             
แชเยือกแข็งระเหิดแหง คารอยละการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 จะมีคาเปน 31.5 และ 5.5 
ตามลําดับ เมื่อใชกลีเซอรอลรวมกับมอลโตเดกซตริน กลีเซอรอลไมชวยใหความคงแกไฟโคไซ-
ยานินในระหวางกระบวนการทําแหงแบบพนฝอยเมื่อใชมากกวา   0.3  กรัมตอกรัมโปรตีน             
การทําแหงไฟโคไซยานินแบบพนฝอยและแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหงควรใชมอลโตเดกซตริน 
1.5-2 กรัมตอกรัมโปรตีน เนื่องจากวาที่ระดับดังกลาวนอกจากจะใหผลตอความคงตัวที่ดีแลวยังให
สมบัติ   การไหลที่ดีแกไฟโคไซยานินผงอีกดวย  
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ไฟโคไซยานินจะมีความคงตัวมากขึ้นเมื่อเพิ่มปริมาณมอลติตอล และสามารถใชมอลติตอล
ไดถึง 1.71 กรัมตอกรัมโปรตีนเมื่อใชรวมกับ มอลโตเดกซตริน 2 กรัมตอกรัมโปรตีน 
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บทที่ 7 
ผลของสภาวะการเก็บรักษาที่มีตอความคงตวัของ 

ไฟโคไซยานินผง และความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระ 
 
7.1 บทคัดยอ 
 งานวิจัยนี้จึงทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของไฟโคไซยานินผงที่ไดจากการทําแหงโดยใช
ความรอนแบบพนฝอย ซ่ึงมีมอลโตเดกซตริน และมอลติตอลเปนสารใหความคงตัวในอัตรา 2 กรัม 
และ 1 กรัมตอกรัมโปรตีนตามลําดับ เมื่อเก็บไฟโคไซยานินผงในสภาวะมีอากาศ และในสภาวะเปน
สุญญากาศรอยละ 80 ที่อุณหภูมิ 35 และ 45 องศาเซลเซียส พบวาบรรยากาศในการเก็บรักษาไมมีผล
ตอการเปลี่ยนแปลงคา A620/A370 ของไฟโคไซยานิน  แตการเปลี่ยนแปลงของคาดังกลาว  ที่
อุณหภูมิทั้งสองจะลดลงตามระยะเวลาการเก็บและเปนปฏิกิริยาการเปลี่ยนแปลงอันดับที่ 1 ซ่ึงมีคา
อัตราคงที่เทากับ -9 x 10-4 และ -13  x 10-4 ที่อุณหภูมิ 35 และ 45 องศาเซลเซียส ตามลําดับ เมื่อศึกษา
ผลของไฟโคไซยานินตอดัชนีความคงตัวของน้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ พบวาการสูญเสียสภาพทาง
ธรรมชาติของไฟโคไซยานินผงโดยผลของการทําแหงและความรอนไมมีผลตอดัชนีความคงตัวของ
น้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ ไฟโคไซยานินผงที่ไมมีสารใหความคงตัวจะมีประสิทธิภาพในการเพิ่ม 
ความคงตัวของน้ํามันมะพราวไดต่ํากวาไฟโคไซยานินผงที่มีมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลเปน
สารใหความคงตัวอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) จากการศึกษาความสามารถในการจับอนุมูลไฮดรอก-
ซิลและอนุมูลของเหล็ก พบวา ไฟโคไซยานินที่มีการสูญเสียสภาพธรรมชาติมากกวาจะจับอนุมูล        
ไฮดรอกซิลไดมากกวา ตรงขามกับความสามารถในการจับอนุมูลของเหล็กซึ่งจะลดนอยลง 
 
7.2 บทนํา 
 ไฟโคไซยานินมีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ รวมถึงอนุมูลของโลหะ และสามารถ
ปองกันการอักเสบได ไฟโคไซยาโนไบลินซึ่งมีโครงสรางเปนอะโรเมติก มีบทบาทในการกําจัด
อนุมูลอิสระ (Bhat และ Madyastha, 2000) แตอยางไรก็ตาม Zhou และคณะ (2005) พบวาไฟโคไซ-
ยานินสามารถสรางอนุมูลไฮดรอกซิลในสภาวะที่มีแสงสวาง และพบวาไฟโคไซยานินสามารถ
กําจัดอนุมูลไฮดรอกซิลไดมากขึ้นเมื่อไฟโคไซยานินสูญเสียสภาพทางธรรมชาติ เขาสรุปวาเปน
บทบาทของอะโพโปรตีนซึ่งเปนโครงสรางหลักของไฟโคไซยานิน เมื่อไฟโคไซยานินถูกรีดิวซ
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โดยอนุมูลไฮดรอกซิลและอนุมูลเปอรออกซิลจะทําใหคาการดูดกลืนแสงที่ λmax ลดลงเมื่อใหเวลา
ในการทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนานขึ้น (Bhat และ Madyastha, 2000)  

จากการศึกษาของ Bermejo, Pinero และ Villar (2008) พบวา ไฟโคไซยานิน                      
มีความสามารถในการจับอนุมูลของเหล็ก ซ่ึงในระบบที่ไมมีสาร EDTA อนุมูล Fe2+ จะทําปฏิกิริยา
กับสารดีออกซีไรโบส ไดผลผลิตเปนอนุมูลไฮดรอกซี ซ่ึงสามารถติดตามการจับอนุมูลของเหล็กได
โดยติดตามการสลายตัวของดีออกซีไรโบสดวยวิธี TBA (Mihara และ Uchiyama, 1978) โดยที่
ความสามารถดังกลาวเปนบทบาทของไฟโคไซยาโนไบลิน  

งานวิจัยนี้จึงทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของไฟโคไซยานินผงเมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 35 และ 
45 องศาเซลเซียส และความสามารถในการจับอนุมูลอิสระและอนุมูลของเหล็ก รวมทั้งคาดัชนี
ความคงตัวของน้ํามัน 

 
7.3 วิธีดําเนินการวิจัย 

7 .3.1 วัตถุดิบและสารเคมี  
ใชสาหรายจากขอ 4.3.2 ในบทที่ 4  
มอลโตเดกซตรินชนิดผงสําหรับอาหารซึ่งมีคาสมมูลยเดกซโตรสเทากับ 10 ผลิต

โดยบริษัท Tate & Lyle ประเทศอังกฤษ และมอลติตอลไซรับ ความเขมขนรอยละ 65 จากบริษัท
สยามซอรบิทอลจํากัด 

เฟอริกคลอไรด (FeCl3) อีดีทีเอ )  Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt: 
EDTA) ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2 30% solution) และกรดแอสคอบิก (L[+]Ascorbic acid) 
ของบริษัทคาโลเออบา (Carlo Erba) 

7.3.2 วิธีเตรียมตัวอยางสารละลายไฟโคไซยานิน 
  ใชวิธีเดียวกับหัวขอ 6.3.2 ในบทที่ 6 

7.3.3 วิธีการเตรียมตัวอยางเพื่อการทําแหง 
เตรียมตัวอยางเหมือนกับหัวขอ 6.3.3.2 ในบทที่ 6 ดวยอัตราสวน มอลโตเดกซ-

ตริน 2 กรัม และมอลติตอล 1 กรัมตอกรัมโปรตีน  
7.3.4 การทําแหง 
 ใชวิธีเดยีวกับหัวขอ 6.3.4.1 และ 6.3.4.2 ในบทที่ 6 
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7.3.5 การศึกษาผลของสภาวะการเก็บรักษา 
ศึกษาผลของสภาวะการเกบ็รักษาที่มีตอความคงตัวของไฟโคไซยานนิผง ที่ทําแหง

แบบพนฝอย จากขอ 7.3.4 โดยศึกษาผลของอุณหภูมิที่ 35 และ 45 องศาเซลเซียส เมื่อบรรจุในถุง
สุญญากาศเคลือบอลูมิเนียมฟอลย ในสภาวะมีอากาศและสภาวะเปนสุญญากาศรอยละ 80  

7.3.6 วิธีวิเคราะหการเปล่ียนแปลงของไฟโคไซยานนิระหวางการเก็บรักษา 
  กอนนําตัวอยางไปทําแหง นําตัวอยางจากทุกสิ่งทดลองไปวัดคาการดูดกลืนแสง
ดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร Biochrom รุน Libra S22 UV/VIS โดยกราดวัดคาความยาวคลื่น
ชวง 250–750 นาโนเมตร โดยเจือจางในสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมล
ตอลิตร (พีเอช 7.0) ใหไดความเขมขนของไฟโคไซยานิน 80 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
  สําหรับตัวอยางที่ผานการทําแหง ใหช่ังตัวอยางปริมาณเทากันละลายในสารละลาย
โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลตอลิตร (พีเอช 7.0) ใหไดความเขมขนของไฟโคไซ-
ยานิน 80 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําใหละลายแลวทั้งไว 30 นาที กอนนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง 

วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของไฟโคไซยานินโดยใชคา  A620/A370 และหาสมการ
อัตรา (Rate equation) คา k คา Q10  คาความไว (Sensitivity) คา z และคาครึ่งอายุของการ
เปลี่ยนแปลงคา A620/A370 ตามวิธีในภาคผนวก จ (Earle, 2003)  

7.3.7 การศึกษาผลของไฟโคไซยานินตอความคงตัวของน้ํามัน  
ใชไฟโคไซยานินผงที่มีและไมมีสารใหความคงตัวที่ทําแหงแบบพนฝอย และ                 

ไฟโคไซยานินผงที่ไมมีสารใหความคงตัวที่ทําแหงแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหง เก็บที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปรียบเทียบกับไฟโคไซยานินผงที่มีสารใหความคงตัวและเก็บที่อุณหภูมิ 45 องศา-
เซลเซียส ในสภาวะที่มีอากาศและเปนสุญญากาศรอยละ 80 ศึกษาโดยวิเคราะหดัชนีความคงตัวของ
น้ํามัน (Oil stability index: OSI) ดวยเครื่อง Metrohm 743 Rancimat® ซ่ึงควบคุมการทํางานโดยใช
เครื่องคอมพิวเตอร ดวยโปรแกรม Rancimat 743 ตามวิธีของคูมือเครื่อง โดยเตรียมตัวอยางในรูป
สารแขวนลอยของไฟโคไซยานินผงรอยละ 1 2 และ 3 ในน้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ (Virgin coconut 
oil) ดวยอัตราสวนน้ําหนักตอน้ําหนัก ใหไดปริมาณสุทธิ 3 กรัม (+0.2 กรัม) ผสมใหเขากันแลว
นําไปวิเคราะหทันที โดยหาคาดัชนีความคงตัวของน้ํามันที่อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส ดวย
อัตราเร็วของอากาศ 2.5 มิลลิลิตรตอวินาที และใชน้ําปราศจากอนุมูลสําหรับรองรับไอสารระเหย
ของแตละตัวอยางปริมาณ 60 มิลลิลิตร (คาความสามารถในการนําไฟฟาต่ํากวา 5 ไมโครซีเมนสตอ
เซนติเมตร) 
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 7.3.8 การเกิดอันตรกิริยาระหวางไฟโคไซยานินกับอนุมูลไฮดรอกซี (Interaction of 
Phycocyanin with Hydroxyl Radicals) 

ศึกษาการเกิดอันตรกิริยาระหวางไฟโคไซยานินกับอนุมูลไฮดรอกซีโดยดัดแปลง
วิธีการของ Estrada, Bescos และ Fresno (2001) และ Bhat และ Madyastha (2000) โดยเตรียม
สวนผสมใหไดความเขมขนสุดทายของเฟอริกคลอไรด อีดีทีเอ ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และกรด
แอสคอบิก เปน 0.1 0.1 1.0 และ 0.1 มิลลิโมลาร ตามลําดับ และไฟโคไซยานิน 0.2 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร ที่คาพีเอช 7.4 ใหไดปริมาตร
รวม 3 มิลลิลิตร โดยการผสมเฟอริกคลอไรดและอีดีทีเอใหเขากันแลวเติมไฟโคไซยานิน ผสมให
เขากันจากนั้นเติมสารผสมระหวางไฮโดรเจนเปอรออกไซดและกรดแอสคอบิก ผสมใหเขากันแลว
นําไปบมในอางควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 45 นาที จากนั้นนําไปวัดคา
สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของไฟโคไซยานินทันทีดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร Biocrhom รุน 
Libra S22 UV/VIS ที่ชวงความยาวคลื่น 250–750 นาโนเมตร โดยใชสารผสมที่ไมมีไฟโคไซยานิน
เปนสารละลายอางอิง และเตรียมสารละลายไฟโคไซยานินที่ความเขมขนเดียวกันในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 20 มิลลิโมลตอลิตร ที่พีเอช 7.4 สําหรับวัดคาเริ่มตนของแตละ
ตัวอยาง 

7.3.9 การศึกษาความสามารถในการกําจัดอนุมูลของเหล็ก (Iron-chelating assay)  
ทําการทดลองโดยดัดแปลงวิธีของ Bermejo, Pinero และ Villar (2008) โดยวัด

สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของไฟโคไซยานินที่ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อไมมีและ
มีเฟอริกคลอไรด ที่ระดับความเขมขน 94 259 398 และ 517 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยนํา
สวนผสมที่เตรียมไดไปบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยเขยาอยางตอเนื่องนาน 15 นาที กอน
นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร Biocrhom รุน Libra S22 UV/VIS ที่
ชวงความยาวคลื่น 250–750 นาโนเมตร  
 
7.4 ผลการทดลอง และการอภิปรายผล 

7.4.1 ผลของสภาวะการเก็บรักษา 
  จากการทดลองพบวาอัตราสวน A620/A370 ของไฟโคไซยานินผงมีคาลดลงตาม
ระยะเวลาการเก็บ (รูปที่ 7.1) มีสมการอัตราของการเปลี่ยนแปลงเปนสมการอันดับที่ 1 คาคงที่อัตรา
ของทั้งสองสภาวะที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสมีคาเทากับ -9 x 10-4 ตอช่ัวโมง และที่อุณหภูมิ 45 
องศาเซลเซียสมีคาเทากับ -13 x 10-4 ตอช่ัวโมง (รูปที่ 7.2) คา Q10  เทากับ 1.44 ความไวของการ
เปลี่ยนแปลงเมื่อไดรับความรอนมีคารอยละ 3.7 ตอองศาเซลเซียส คา z เทากับ 62.6 องศาเซลเซียส 
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และคํานวณคาครึ่งอายุของการเปลี่ยนแปลงคา A620/A370 ที่อุณหภูมิ 35 และ 45 องศาเซลเซียส ได
เทากับ 770 และ 533 ช่ัวโมง ตามลําดับ  
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รูปท่ี 7.1 การเปลี่ยนแปลงคาอัตราสวน A620/A370 ของไฟโคไซยานนิผงเมื่อเก็บในสภาวะม ี
              อากาศและเปนสุญญากาศรอยละ 80 ที่อุณหภูมิ 35 และ 45 องศาเซลเซียส 
 

 
รูปท่ี 7.2 สมการอัตราของการเปลี่ยนแปลงคาอัตราสวน A620/A370 ของไฟโคไซยานินผงเมื่อเก็บ 
     ในสภาวะมีอากาศและเปนสุญญากาศรอยละ 80 ที่อุณหภูมิ 35 และ 45 องศาเซลเซียส 
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7.4.2 ผลของไฟโคไซยานินตอดัชนีความคงตัวของน้ํามนั 
จากการทดลองพบวาดัชนีความคงตัวของน้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ที่อุณหภูมิ 150 

องศาเซลเซียส มีคาเทากับ 2.59 ช่ัวโมง (+0.07) และตองใชไฟโคไซยานินผงมากกวารอยละ 2 จึงจะ
ทําใหดัชนีความคงตัวของน้ํามันมะพราวบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในขณะที่ไฟโค-
ไซยานินผงซึ่งมีสารใหความคงตัวผสมอยูดวย  จะทําใหดัชนีความคงตัวของน้ํามันมะพราวบริสุทธิ์
เพิ่มขึ้นมากกวา 2 เทา เมื่อใชเพียงรอยละ 1 และคาดังกลาวจะเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มปริมาณไฟโคไซยานิน
ซ่ึงมีสารใหความคงตัวผสมอยูดวย  แตการเปลี่ยนแปลงของไฟโคไซยานินจากการทําแหง เมื่อดูจาก
คา A620/A370 (ดังอธิบายในบทที่ 5) ตัวอยางจากการศึกษาในขอ 7.3.1 ซ่ึงเก็บที่อุณหภูมิ 45 องศา-
เซลเซียส ไมมีผลตอดัชนีความคงตัวของน้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ (ตารางที่ 7.1) 

ในขณะที่ตัวอยางไฟโคไซยานินผง (ไมมีสารใหความคงตัว) ที่ไดจากการทําแหง
แบบพนฝอย  (A620/A370=3.37) และที่ไดจากการทําแหงแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหง (A620/A370 
= 4.56) จะใหคาดัชนีความคงตัวของน้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ไมแตกตางกัน บงชี้วาการเปลี่ยนแปลง
ของไฟโคไซยานินจากการทําแหง ซ่ึงมีคา  A620/A370 ต่ําลงนั้นไมมีผลตอคาดัชนีความคงตัวของ
น้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ 
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ตารางที่ 7.1 ผลของไฟโคไซยานินตอคาดัชนีความคงตัวของน้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ที่อุณหภูมิ   
                   150 องศาเซลเซียส  

ตัวอยาง Induction time (ชั่วโมง) * 
น้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ 2.59+0.07 e

น้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ ผสมกับไฟโคไซยานินผงจากการทําแหงแบบพนฝอย (1) 
    รอยละ 1 ของน้ํามัน(2) 2.73+0.15 e

    รอยละ 2 ของน้ํามัน  3.03+0.11 de

    รอยละ 3 ของน้ํามัน 3.73+0.16 d

น้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ ผสมกับไฟโคไซยานินผงจากการทําแหงแบบพนฝอย(3) 
    รอยละ 1 ของน้ํามัน 5.64+0.14c

    รอยละ 2 ของน้ํามัน 10.19+0.45b

    รอยละ 3 ของน้ํามัน 13.06+0.98a

น้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ ผสมกับไฟโคไซยานินผงจากการทําแหงแบบพนฝอย(4)  
รอยละ 1 ของน้ํามัน เก็บที่อุณหภูมิ 45oC ในสภาวะมีอากาศ นาน 
     384 ช่ัวโมง 5.63+0.01 c

     908 ช่ัวโมง 5.59+0.21 c

น้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ ผสมกับไฟโคไซยานินผงจากการทําแหงแบบพนฝอย(4)

รอยละ 1 ของน้ํามัน เก็บที่อุณหภูมิ 45oC ในสภาวะเปนสญุญากาศรอยละ 80 นาน 
     384 ช่ัวโมง 5.84+0.17 c

     908 ช่ัวโมง 6.16+0.04 c

น้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ ผสมกับไฟโคไซยานินผง 
จากการทําแหงแบบแชเยือกแข็งระเหดิแหง(1) รอยละ 3 ของน้ํามัน   3.45+0.04 de

(1) ไมมีสารใหความคงตัว และเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
(2) น้ําหนกัตอน้ําหนกั  
(3) มีสารใหความคงตัว และเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

(4) มีสารใหความคงตัว 

* ตัวอักษรที่ตางกันหมายถึงมีหมายความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ที่  p<0.05  
 

การวิเคราะหดชันีความคงตัวของไขมันโดยใชเครื่อง Rancimat เปนการศึกษาความคงตัว
ของไขมันโดยพิจารณาจากระยะเวลาทีใ่ชไป จนทําใหเครื่องสามารถตรวจวดัสารซึ่งผลผลิตจากการ
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เกิดออกซิเดชัน่ของไขมันได เรียกวา Induction time เปนวิธีทดสอบการเกิดออกซิเดชั่นของไขมนั
แบบเรงในสภาวะที่มีอุณหภมูิสูงโดยทั่วไปจะกระทําที่อุณหภูมิ 70–160 องศาเซลเซียส ขึ้นกับความ
คงตัวของน้ํามนัชนิดนัน้ๆ จากการทดลองนี้ใชอุณหภูม ิ150 องศาเซลเซียส เนื่องจาก Induction time 
ของน้ํามันมะพราวมีคาสูงมาก ซ่ึง ณ อุณหภูมิดังกลาวจะทําใหไฟโคไซยานินเกิดการเสียสภาพทาง
ธรรมชาติ ดังนั้น ผลของไฟโคไซยานินที่มีตอความคงตัวของน้ํามันมะพราว จึงเปนผลของไฟโค-
ไซยานินที่เสยีสภาพทางธรรมชาติแลว ซ่ึง Zhou และคณะ (2005) พบวาไฟโคไซยานินที่เสียสภาพ
ทางธรรมชาติจะมีความสามารถในการกําจัดอนุมูลโฮดรอกซิลไดมากขึ้น                    

7.4.3 ความสามารถในการจับอนุมูลไฮดรอกซิลของไฟโคไซยานนิ 
เมื่อไฟโคไซยานินจับกับอนุมูลไฮดรอกซิลจะทําใหคา A620 เปลี่ยนแปลงใน

ทิศทางต่ําลง จากการทดลองพบวาในตัวอยางที่ไมมีสารใหความคงตัว คา A620  จะมีอัตราการ
เปลี่ยนแปลงตามคุณสมบัติของตัวอยาง (ดูจากคา A620/A370 ในตารางที่ 7.2) กอนการทดลอง  
โดยที่ คา A620  จะมีอัตราการเปลี่ยนแปลงลดลงมากขึ้นในตัวอยางที่มีคา A620/A370 เร่ิมตนต่ําลง 
(มีความคงตัวต่ําลง) 

เมื่อเปรียบเทียบตัวอยางไฟโคไซยานินที่ผานการทําแหงแบบพนฝอยระหวาง
ตัวอยางที่มีและไมมีสารใหความคงตัว พบวาตัวอยางที่มีสารใหความคงตัวจะใหอัตราการลดลงของ
คา A620 ต่ํากวาถึง 2.5 เทา กลาวคือ มีความสามารถในการจับอนุมูลไฮดรอกซิลไดต่ํากวา ในขณะที่ 
ตัวอยางที่มีสารใหความคงตัวที่ไดจากการศึกษาในขอ 7.3.1 ซ่ึงเก็บที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส    
จะใหอัตราการลดลงของคา A620 มากขึ้นเมื่อเก็บนานขึ้น บงชี้วา ความสามารถในการจับอนุมูล    
ไฮดรอกซิลของไฟโคไซยานินจะเพิ่มขึ้นตามคาอัตราสวน A620/A370 ที่ลดลงของตัวอยาง ซ่ึงคา
อัตราสวน A620/A370 ที่ลดลง  มีสัมพันธกับการสูญเสียสภาพธรรมชาติของไฟโคไซยานิน          
ดังคาํอธิบายในบทที่ 5 สอดคลองกับงานวิจัยของ Zhou และคณะ (2005)  
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ตารางที่ 7.2 การเปลี่ยนแปลงของไฟโคไซยานินเมื่อทําปฏิกิริยากับอนมุูลไฮดรอกซิล 

ตัวอยางไฟโคไซยานิน A620/A370 )4(  

อัตราปลี่ยน
แปลงลดลง 

ของคา A620*  
(รอยละ) 

สารละลายไฟโคไซยานินสด 5.37 26.20c 
ไฟโคไซยานนิผงจากการทาํแหงแบบแชเยือกแข็งระเหดิแหง )1(   4.56 35.44b 
ไฟโคไซยานนิผงจากการทาํแหงแบบพนฝอย )1(   3.37 45.57a 
ไฟโคไซยานนิผงจากการทาํแหงแบบพนฝอย )2(   3.78 17.72d 
ไฟโคไซยานนิผงจากการทาํแหงแบบพนฝอย(3) 
     เก็บที ่45oC และมีอากาศ นาน 384 ช่ัวโมง 

2.68 33.59b 

ไฟโคไซยานนิผงจากการทาํแหงแบบพนฝอย(3) 
     เก็บที ่45oC และมีอากาศ นาน 908 ช่ัวโมง 

2.19 36.37b 

)1(  ไมมีสารใหความคงตัว และเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
)2(  มีสารใหความคงตัว ที่เวลา t=0 กอนนําไปทดสอบการเก็บที่อุณหภมูิ 45 องศาเซลเซียส 

(3) มีสารใหความคงตัว 
)4(  คา A620/A370 ของไฟโคไซยานินทีน่ํามาทดสอบ 

* ตัวอักษรที่ตางกันหมายถึงมีหมายความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ที่  p<0.05  
 

7.4.4 ความสามารถของไฟโคไซยานนิในการจับอนุมูลของเหล็ก 
สวนประกอบที่เปนอะโรเมติก และหมูคารบอกชิลของไฟโคไซยาโนไบลิน และ

กรดอะมิโนบนโปรตีนโครงสรางหลักของไฟโคไซยานิน มีบทบาทหลักในการจับกับอนุมูลของ
เหล็ก (Bermejo, Pinero และ Villar, 2008) เมื่อไฟโคไซยานินจับกับอนุมูลของเหล็กจะทําใหคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 370 นาโนเมตรเปลี่ยนแปลงไป แตไมมีผลตอคาการดูดกลืนแสงที่ 620 นาโนเมตร 
(รูปที่ 7.3) เปนผลใหคา A620/A370 ของทุกตัวอยางลดลงเมื่อเพิ่มความเขมขนของอนุมูลของเหล็ก 
จาก 94 ถึง 517 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  เมื่อใชไฟโคไซยานิน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 7.4)
กลาวคือ ไฟโคไซยานินจะมีความคงตัวต่ําลงเมื่อจับกับอนุมูลของเหล็กมากขึ้น แตการเปลี่ยนแปลง
ดังกลาวมีแนวโนมลดลงเมื่อความเขมขนของเฟอริกคลอไรดสูงกวา 398 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
จากผลการทดลองในบทที่ 5 รูปที่ 5.4 ซ่ึงพบวา คา Emission intensity ของไฟโคไซยานินจะลด
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ต่ําลงเมื่อคา A620/A370 ลดลง สอดคลองกับผลของ Bermejo และคณะ (2008) ซ่ึงพบวา               
คา Emission intensity ของไฟโคไซยานินจะลดต่ําลงเมื่อเพิ่มความเขมขนของเฟอริกคลอไรด 

จากรูปที่ 7.4 ซ่ึงใชตัวอยางที่แตกตางกัน 5 ตัวอยาง กลาวคือ ไฟโคไซยานินสด 
(Fresh sample) ไฟโคไซยานินผงที่ทําแหงแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหง ไฟโคไซยานินผงจากการทํา
แหงแบบพนฝอยโดยไมเติมสารใหความคงตัว ไฟโคไซยานินผงจากการทําแหงแบบพนฝอยที่เติม
สารใหความคงตัวที่เวลา t=0 กอนนําไปทดสอบการเก็บที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และ            
ไฟโคไซยานินผงจากการทําแหงแบบพนฝอยที่เติมสารใหความคงตัวที่เวลา t=908 ช่ัวโมงของการ
เก็บที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ซ่ึงมีคา A620/A370 ดังในตารางที่ 7.2 ใหแนวโนมในการจบัอนมุลู
ของเหล็กไมแตกตางกัน แตดวยอัตราที่แตกตางกัน กลาวคือ ตัวอยางที่มีคา A620/A370 เร่ิมตน    
สูงกวา เมื่อทําปฏิกิริยากับอนุมูลของเหล็ก จะใหคาการเปลี่ยนแปลงของไฟโคไซยานินเมื่อดูจากคา 
A620/A370 สูงกวา  
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รูปท่ี 7.3 คาการดูดกลืนแสงของสารละลายไฟโคไซยานนิเมื่อทําปฏิกิริยากับอนุมูลของเหล็กที่ม ี
               ความเขมขนแตกตางกัน 
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รูปท่ี 7.4 ความสามารถของไฟโคไซยานนิในการจับอนุมูลของเหล็ก  
   
7.5 สรุปผลการวิจัย 
 การเก็บในสภาวะมีอากาศและเปนสุญญากาศรอยละ 80 ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงคา 
A620/A370 ของไฟโคไซยานินผงซึ่งมีมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลเปนสารใหความคงตัว 
(อัตราสวนมอลโตเดกซตริน 2 กรัม มอลติตอล 1 กรัมตอกรัมโปรตีน) การเปลี่ยนแปลงคา 
A620/A370 ของไฟโคไซยานินที่อุณหภูมิทั้งสองจะลดลงตามระยะเวลาการเก็บ  และเปนปฏิกิริยา
การเปลี่ยนแปลงอันดับที่ 1 ซ่ึงมีคาอัตราคงที่เทากับ -9 x 10-4 และ -13  x 10-4 ที่อุณหภูมิ 35 และ 45
องศาเซลเซียส ตามลําดับ 

การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นกับไฟโคไซยานินผงโดยผลของการทําแหงและความรอนไมมีผล
ตอดัชนีความคงตัวของน้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ ไฟโคไซยานินผงที่ไมมีสารใหความคงตัว                
มีประสิทธิภาพในการเพิ่มความคงตัวของน้ํามันไดต่ํากวาไฟโคไซยานินผงที่มีมอลโตเดกซตริน
และมอลติตอลเปนสารใหความคงตัว 
 ไฟโคไซยานินจะจับอนุมูลไฮดรอกซิลไดมากขึ้นตามระดับการเกิดการสูญเสียสภาพทาง
ธรรมชาติที่สูงขึ้นทั้งในกลุมที่มีและไมมีสารใหความคงตัว แตไฟโคไซยานินที่มีสารใหความคงตัว 
จะจับอนุมูลไฮดรอกซิลไดต่ํากวา  

เมื่อเทียบน้ําหนักตอน้ําหนัก ไฟโคไซยานินสามารถจับอนุมูลของเหล็กไดมากกวา 2 เทา
ของน้ําหนักไฟโคไซยานิน แตไฟโคไซยานินที่เกิดการสูญเสียสภาพทางธรรมชาติมากกวาจะ
สามารถจับอนุมูลของเหล็กไดนอยกวาไฟโคไซยานินที่เกิดการสูญเสียสภาพทางธรรมชาติต่ํากวา 
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บทที่ 8 
บทสรุปและขอเสนอแนะ 

 
8.1 การสกัดไฟโคไซยานิน 

ในขั้นคัดเลือกสายพันธุจากสาหรายสไปรูไลนา 10 สายพันธุจากสถาบันคนควาและพัฒนา
ผลิตภัณฑอาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร คัดสายพันธุที่เหมาะสมโดยพิจารณาจากปริมาณ       
ไฟโคไซยานิน และสรีรวิทยาของสาหรายได 2 สายพันธุ คือ Spirulina platensis (IFRPD1213) และ 
Spirulina maxima (IFRPD1183) 
 ในการสกัดไฟโคไซยานินพบวาคลื่นอัลตราโซนิกทําลายผนังเซลลของสาหรายไดดีกวาวิธี 
RFT โดยที่ระยะเวลาที่ไดรับคลื่นอัลตราโซนิก ขนาดความสูงของคลื่น ระยะเวลาในการแชเยือก
แข็ง และจํานวนรอบในการแชเยือกแข็ง มีผลตอประสิทธิภาพในการทําลายผนังเซลลของสาหราย  

หลังจากการทําลายผนังเซลลดวยคลื่นอัลตราโซนิก เมื่อนําไปสกัดตอดวยการเขยา พบวา
อุณหภูมิและระยะเวลาสกัดมีผลตอประสิทธิภาพการสกัดไฟโคไซยานินของทั้งสองสายพันธุ โดยที่ 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จะสกัดไดดีกวาที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส แตระหวางสองสายพันธุ
จะใหผลการสกัดไมแตกตางกันที่อุณหภูมิเทากัน 

การใชไลโซไซมรวมกับการเขยาอยางตอเนื่อง โดยใชไลโซไซม 9.09 และ 18.17 มิลลิกรัม
ตอกรัมของสาหราย พบวาไลโซไซมไมมีผลตอประสิทธิภาพในการสกัดของสายพันธุ  1183 แตมี
ผลตอประสิทธิภาพในการสกัดของสายพันธุ 1213 แตอยางไรก็ตาม แมวาปริมาณเอนไซมจะมีผล
ตอการสกัดของสายพันธุ  1213  แตปริมาณที่สกัดไดเมื่อเทียบกับไมใชเอนไซมมีความแตกตางกัน
เพียงรอยละ 6.4 สําหรับสายพันธุ 1213 แตปจจัยที่มีผลตอประสิทธิภาพในการสกัดที่เดนชัดคือ
อุณหภูมิ ระยะเวลา และความเขมขนของอนุมูลในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ใชในการสกัด  
โดยที่ ที่อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิที่ใหประสิทธิภาพในการสกัดสูงที่สุด โดยใชเวลา
สกัดเพียง 2 ช่ัวโมง  

ดังนั้นจึงสรุปไดวา สภาวะการสกัดที่เหมาะสม คือการสกัดที่อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส  
ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร โดยมีการกวนหรือเขยาอยางตอเนื่อง ซ่ึงจะใชเวลาในการสกัด
ประมาณ 2-3 ช่ัวโมง เพื่อใหไดประสิทธิภาพการสกัดประมาณรอยละ 90 
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8.2  การทําแหงไฟโคไซยานิน 
 จากการศึกษาผลของพีเอชและความรอนตอความคงตัวของไฟโคไซยานินในสารละลาย 
พบวา ไฟโคไซยานินในสารละลายจะทนตอความรอนไดดีที่สุดที่พีเอช 5.0 แตที่พีเอชต่ํากวาหรือสูง
กวาความคงตัวจะต่ําลง ดังนั้นเพื่อดูผลของสารใหความคงตัวตอความคงตัวของไฟโคไซยานินเมื่อ
ผานกระบวนการทําแหงแบบพนฝอยที่อุณหภูมิขาเขา 150 องศาเซลเซียสและอุณหภูมิขาออก 92 
องศาเซลเซียส จึงเตรียมสารละลายไฟโคไซยานินที่พีเอช 6.0 ซ่ึงไดขอสรุปวา ไฟโคไซยานินที่    
ไมเติมสารใหความคงตัว หลังการทําแหงแบบพนฝอยและแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหง คารอยละ
การเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 จะมีคาเปน 31.5 และ 5.5 ตามลําดับ  

เมื่อใชกลีเซอรอลรวมกับมอลโตเดกซตริน กลีเซอรอลจะไมชวยใหความคงตัวแก                
ไฟโคไซยานินในระหวางกระบวนการทําแหงแบบพนฝอยเมื่อใชมากกวา 0.3 กรัมตอกรัมโปรตีน 
การทําแหงไฟโคไซยานินแบบพนฝอยและแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหงควรใชมอลโตเดกซตริน  
1.5-2 กรัมตอกรัมโปรตีน เนื่องจากวาที่ระดับดังกลาวนอกจากจะใหผลตอความคงตัวที่ดีแลวยังให
สมบัติการไหลที่ดีแกไฟโคไซยานินผงอีกดวย  

ไฟโคไซยานินจะมีความคงตัวมากขึ้นเมื่อเพิ่มปริมาณมอลติตอล และสามารถใชมอลติตอล
ไดถึง 1.71 กรัมตอกรัมโปรตีนเมื่อใชรวมกับมอลโตเดกซตริน 2 กรัมตอกรัมโปรตีน แตหากใช
ปริมาณสูงเกินไปจะทําใหคา Tg ของไฟโคไซยานินผงต่ํากวาอุณหภูมิหอง ซ่ึงจะมีผลตอความคงตัว
ในระหวางการเก็บรักษา  

แตอยางไรก็ตาม แมวาการใชชนิดและปริมาณของสารใหความคงตัวที่เหมาะสมนั้นจะชวย
ลดการสูญเสียสภาพทางธรรมชาติของไฟโคไซยานินได แตการสูญเสียก็ยังสูงถึงรอยละ 25 ซ่ึงลด
ไดประมาณรอยละ 5 เมื่อเทียบกับไมไดเติมสารใหความคงตัว แตสูงกวาถึงรอยละ 20 เมื่อเทียบกับ
ตัวอยางที่ทําแหงแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหง ดังนั้นในการศึกษาในโอกาสตอไปจึงควรศึกษาการ
ทําแหงที่อุณหภูมิต่ํากวา 150 องศาเซลเซียส ที่พีเอช 5.0 โดยใชมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลเปน
สารใหความคงตัว เพื่อหาสภาวะที่ทําใหเกิดการเสียสภาพทางธรรมชาตินอยที่สุด 
 
8.3 ผลของสภาวะการเก็บรักษาที่มีตอความคงตัวของสารประกอบไฟโคไซยานินผง 

 จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของไฟโคไซยานินในสภาพมีอากาศ และเปนสุญญากาศรอย
ละ 80 ที่อุณหภูมิ 35 และ 45 องศาเซลเซียส ไดขอสรุปวาสภาวะบรรยากาศไมมีผลตอความคงตัว
ของไฟโคไซยานินผงซึ่งมีมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลเปนสารใหความคงตัวในอัตรา 2 กรัม 
และ 1 กรัมตอกรัมโปรตีน การเปลี่ยนแปลงของไฟโคไซยานินผงที่อุณหภูมิทั้งสองมีปฏิกิริยาการ
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เปลี่ยนแปลงอันดับที่ 1 ซ่ึงมีคาคงที่อัตราที่ 35 และ 45 องศาเซลเซียสเทากับ -9 x 10-4 และ -13  x 10-4 
ตอช่ัวโมง ตามลําดับ  

จากการศึกษาผลของไฟโคไซยานินตอดัชนีความคงตัวของน้ํามัน โดยพิจารณาจากคา 
Induction time ที่อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส ไดขอสรุปวา การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นกับ              
ไฟโคไซยานินผงโดยผลของการทําแหงและความรอนไมมีผลตอดัชนีความคงตัวของน้ํามัน
มะพราวบริสุทธิ์ ไฟโคไซยานินผงที่ไมมีสารใหความคงตัวมีประสิทธิภาพในการเพิ่มความคงตัว
ของน้ํามันไดต่ํากวาไฟโคไซยานินผงที่มีมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลเปนสารใหความคงตัว 
 ในขณะที่จากการศึกษาความสามารถในการกําจัดอนุมูลไฮดรอกซิลและไอออนของเหล็ก
ไดขอสรุปวา ไฟโคไซยานินจะจับอนุมูลไฮดรอกซิลไดมากขึ้นตามระดับการเกิดการสูญเสียสภาพ
ทางธรรมชาติที่ สูงขึ้นทั้งในกลุมที่มีและไมมีสารใหความคงตัว  แตไฟโคไซยานินที่มีสาร         
ใหความคงตัว จะจับอนุมูลไฮดรอกซิลไดต่ํากวา  

เมื่อเทียบน้ําหนักตอน้ําหนัก ไฟโคไซยานินจะสามารถจับอนุมูลของเหล็กไดมากกวา 2 เทา
ของน้ําหนักไฟโคไซยานิน แตไฟโคไซยานินที่เกิดการสูญเสียสภาพทางธรรมชาติมากกวา           
จะสามารถจับอนุมูลของเหล็กไดนอยกวาไฟโคไซยานินที่เกิดการสูญเสียสภาพทางธรรมชาติต่ํากวา 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ก  
 

สูตรอาหาร Zarrouk 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

องคประกอบของสูตรอาหาร Zarrouk ประกอบดวยสารประกอบชนิดตางๆ ดังในตารางที่ 
ก.1 ถึง ก.3 ดังนี้ 

 
ตารางที่ ก.1 องคประกอบหลักของสูตรอาหาร Zarrouk มาตรฐาน 

สารประกอบ ความเขมขน (กรัมตอลิตร) 
NaHCO3 16.80 
K2HPO4 0.50 
NaNO3 2.50 
K2SO4 1.00 
NaCl 1.00 

MgSO4.7H2O 0.20 
CaCl2.2H2O 0.04 
FeSO4.7H2O 0.01 

EDTA 0.08 
สารละลาย A5 1 ml 
สารละลาย B6 1 ml 

 
ตารางที่ ก.2 องคประกอบของสารละลาย A5  

สารประกอบ ความเขมขน (กรัมตอลิตร) 
H3BO3 2.86 

MnCl2.4H2O 1.81 
ZnSO4.4H2O 0.222 
CuSO4 .5H2O 0.079 

Na2MoO4 0.0177 



 96

ตารางที่ ก.3 องคประกอบของสารละลาย B6  
สารประกอบ ความเขมขน (กรัมตอลิตร) 

NH4VO3 22.96 
KCr(SO4)2.12H2O 192.00 

NiSO4.6H2O 44.80 
Na2WO4.2H2O 17.94 
Co(NO3)2.6H20 43.98 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 
 

ผลวิเคราะหความแปรปรวน 
ของการศึกษาวิธีที่เหมาะสมในการสกัดไฟโคไซยานินจากสาหรายสไปรูไลนา 
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ตารางที่ ข.8 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจยัการทดลอง 
Source SS df MS F Value Prob > F  

Block 5.6E-05 2 2.8E-05    
Model 3.0E-03 5 6.0E-04 19.98 < 0.0001 significant 
    A-FTC 1.4E-03 1 1.4E-03 48.06 < 0.0001  
    B-Ft 4.9E-04 1 4.9E-04 16.44 0.0003  
    AB 2.5E-04 1 2.5E-04 8.48 0.0066  
    A^2 7.9E-04 1 7.9E-04 26.57 < 0.0001  
    B^2 1.9E-04 1 1.9E-04 6.24 0.0180  
Residual 9.3E-04 31 3.0E-05    
Lack of Fit 7.8E-04 19 4.1E-05 3.33 0.0187 significant 
Pure Error 1.5E-04 12 1.2E-05    
Cor Total 4.0E-03 38     

 
Std. Dev. 0.01  R-Squared 0.76 C.V. % 24.33  Pred R-Squared 0.59 
Mean 0.02  Adj R-Squared 0.72 PRESS 0.00  Adeq Precision 14.73 

 
ข.3 การทําลายผนงัเซลลดวยคล่ืนอัลตราโซนิก สําหรับสายพันธุ 1213 
 
ตารางที่ ข.9 ปจจัยและระดับของปจจัยทีใ่ชในการทดลอง 

Factor Name Low Actual High Actual Mean Std. Dev. 
St (sec) 5 20 12.5 5.30 

Amp (%) 70 100 85 10.61 
 
ตารางที่ ข.10 ผลตอบสนองจากการทดลอง 

Response Name Obs Min Max Mean Std. Dev. Ratio Trans Model 
EE (%) 36 3.81 15.51 8.84 2.98 4.07 None 2FI 
A440 36 0.01 0.04 0.02 0.01 4.81 Sqrt RQuad 

 
 



 

ข.1 การทําลายผนงัเซลลดวยคล่ืนอัลตราโซนิกสําหรับสายพันธุ 1183 
 
ตารางที่ ข.1 ปจจัยและระดับของปจจัยทีใ่ชในการทดลอง 

Factor Name Low Actual High Actual Mean Std. Dev. 
St (sec) 5 20 12.5 5.10 

Amp (%) 70 100 85 10.19 
 
ตารางที่ ข.2 ผลตอบสนองจากการทดลอง 

Response Name Obs Min Max Mean Std.Dev. Ratio Trans Model 
EE (%) 39 3.03 26.39 15.37 4.79 8.70 None RQuad 
A440 39 0.04 0.38 0.15 0.08 10.76 Log10 RQuad 

 
ข.1.1 ประสิทธิภาพการสกัด 

 
ตารางที่ ข.3 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจยัการทดลอง 

Source SS df MS F Value Prob > F  
Block 81.46 2 40.73    
Model 611.37 3 203.79 37.49 < 0.0001 significant 
    A-St  504.11 1 504.11 92.74 < 0.0001  
    B-Amp  59.49 1 59.49 10.94 0.0023  
    B^2 47.77 1 47.77 8.79 0.0056  
Residual 179.38 33 5.44    
Lack of Fit 106.79 21 5.09 0.84 0.6493 not significant 
Pure Error 72.60 12 6.05    
Cor Total 872.21 38     

 
Std. Dev. 2.33  R-Squared 0.77 C.V. % 15.17  Pred R-Squared 0.69 
Mean 15.37  Adj R-Squared 0.75 PRESS 244.94  Adeq Precision 19.57 
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ข.1.2 คา A440 
 

ตารางที่ ข.4 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจยัการทดลอง 
Source SS df MS F Value Prob > F  

Block 3.53 2 1.77    
Model 5.27 3 1.76 33.07 < 0.0001 significant 
    A-St (sec) 4.47 1 4.47 84.19 < 0.0001  
    B-Amp (%) 0.25 1 0.25 4.66 0.0382  
    B^2 0.55 1 0.55 10.37 0.0029  
Residual 1.75 33 0.05    
Lack of Fit 1.20 21 0.06 1.24 0.3564 not significant 
Pure Error 0.55 12 0.05    
Cor Total 10.55 38     

 
Std. Dev. 0.23  R-Squared 0.75 C.V. % 11.28  Pred R-Squared 0.65 
Mean -2.04  Adj R-Squared 0.73 PRESS 2.45  Adeq Precision 23.11 

 
ข.2 การทําลายผนงัเซลลดวยวิธี RFT สําหรับสายพันธุ 1183 
 
ตารางที่ ข.5 ปจจัยและระดับของปจจัยทีใ่ชในการทดลอง 

Factor Name Low Actual High Actual Mean Std. Dev. 
FTC (cycle) 1 3 2 0.68 

Ft (h) 1 3 2 0.68 
 
ตารางที่ ข.6 ผลตอบสนองจากการทดลอง 

Response Name Obs Min Max Mean Std.Dev. Ratio Trans Model 
EE (%) 39 0.21 16.64 4.60 4.25 77.64 Sqrt Quad 
A440 39 0.01 0.05 0.02 0.01 5.07 None Quad 
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ข.2.1 ประสิทธิภาพการสกัด 
 
ตารางที่ ข.7 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจยัการทดลอง 

Source SS df MS F Value Prob > F  
Block 1.15 2 0.58    
Model 32.76 5 6.55 106.17 < 0.0001 significant 
    A-FTC 12.00 1 12.00 194.43 < 0.0001  
    B-Ft 14.10 1 14.10 228.52 < 0.0001  
    AB 3.01 1 3.01 48.85 < 0.0001  
    A^2 0.98 1 0.98 15.90 0.0004  
    B^2 3.56 1 3.56 57.63 < 0.0001  
Residual 1.91 31 0.06    
Lack of Fit 1.39 19 0.07 1.69 0.1764 not significant 
Pure Error 0.52 12 0.04    
Cor Total 35.83 38     

 
Std. Dev. 0.25  R-Squared 0.94 C.V. % 12.94  Pred R-Squared 0.91 
Mean 1.92  Adj R-Squared 0.94 PRESS 3.18  Adeq Precision 34.22 

 
ข.2.2 คา A440 
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ข.3.1 ประสิทธิภาพการสกัด 
 
ตารางที่ ข.11 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจัยการทดลอง 

Source SS df MS F Value Prob > F  
Block 1.76 2 0.88    
Model 294.38 3 98.13 195.15 < 0.0001 significant 
    A-St (sec) 273.26 1 273.26 543.46 < 0.0001  
    B-Amp (%) 18.43 1 18.43 36.66 < 0.0001  
    AB 2.69 1 2.69 5.34 0.0279  
Residual 15.08 30 0.50    
Lack of Fit 14.06 21 0.67 5.85 0.0048 significant 
Pure Error 1.03 9 0.11    
Cor Total 311.23 35     

 
Std. Dev. 0.71  R-Squared 0.95 C.V. % 8.02  Pred R-Squared 0.92 
Mean 8.84  Adj R-Squared 0.95 PRESS 23.98  Adeq Precision 35.76 

 
ข.3.2 คา A440 

 
ตารางที่ ข.12 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจัยการทดลอง 

Source SS df MS F Value Prob > F  
Block 0.0003 2 0.00013    
Model 0.0241 3 0.00804 130.05 < 0.0001 significant 
    A-St (sec) 0.0224 1 0.02236 361.46 < 0.0001  
    B-Amp (%) 0.0016 1 0.00157 25.35 < 0.0001  
    B^2 0.0002 1 0.00021 3.36 0.0768  
Residual 0.0019 30 0.00006    
Lack of Fit 0.0014 21 0.00007 1.52 0.2632 not significant 
Pure Error 0.0004 9 0.00005    
Cor Total 0.0263 35     
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Std. Dev. 0.01  R-Squared 0.93 C.V. % 5.61  Pred R-Squared 0.90 
Mean 0.14  Adj R-Squared 0.92 PRESS 0.00  Adeq Precision 29.82 

 
ข.4 การทําลายผนงัเซลลดวยวิธี RFT สําหรับสายพันธุ 1213 
 
ตารางที่ ข.13 ปจจัยและระดบัของปจจัยทีใ่ชในการทดลอง 

Factor Name Low Actual High Actual Mean Std. Dev. 
FTc (cycle) 1 3 2 0.71 

Ft (h) 1 3 2 0.71 
 
ตารางที่ ข.14 ผลตอบสนองจากการทดลอง 

Response Name Obs Min Max Mean Std. Dev. Ratio Trans Model 
EE (%) 36 0.71 4.38 1.85 0.87 6.17 None Quad 
A440 36 0.00 0.04 0.01 0.01 N/A None RLinear 

 
ข.4.1 ประสิทธิภาพการสกัด 

 
ตารางที่ ข.15 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจัยการทดลอง 

Source SS df MS F Value Prob > F  
Block 0.80 2 0.40    
Model 13.31 5 2.66 5.91 0.0008 significant 
    A-FTc 4.13 1 4.13 9.17 0.0052  
    B-Ft 3.38 1 3.38 7.50 0.0106  
    AB 1.95 1 1.95 4.32 0.0469  
    A^2 1.99 1 1.99 4.43 0.0445  
    B^2 3.08 1 3.08 6.85 0.0142  
Residual 12.61 28 0.45    
Lack of Fit 12.56 19 0.66 122.73 < 0.0001 significant 
Pure Error 0.05 9 0.01    
Cor Total 26.72 35     
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Std.  Dev. 0.67  R-Squared 0.51 C.V. % 36.37  Pred R-Squared 0.16 
Mean 1.85  Adj R-Squared 0.43 PRESS 21.71  Adeq Precision 8.26 

 
 ข.4.2 คา A440 
 
ตารางที่ ข.16 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจัยการทดลอง 

Source SS df MS F Value Prob > F  
Block 0.0004 2 0.00021    
Model 0.0002 1 0.00023 4.76 0.0366 significant 
    A-FTc 0.0002 1 0.00023 4.76 0.0366  
Residual 0.0016 32 0.00005    
Lack of Fit 0.0014 23 0.00006 4.96 0.0086 significant 
Pure Error 0.0001 9 0.00001    
Cor Total 0.0022 35     

 
Std. Dev. 0.007  R-Squared 0.13 C.V. % 54.16  Pred R-Squared -0.09 
Mean 0.013  Adj R-Squared 0.10 PRESS 0.002  Adeq Precision 6.65 

 
ข.5 การสกัดหลังการทําลายผนงัเซลลดวยคล่ืนอัลตราโซนิก 
 ข.5.1 การวิเคราะหความแปรปรวนและความแตกตางของคา EE ของสายพันธุ  1183 และ 
1213 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 
ตารางที่ ข.17 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจัยการทดลอง 

  Source DF SS MS F P 
Time 4 26555.1 6638.78 76.69 0.0000 
Var 1 168.0 168.03 1.94 0.1788 

time*var 4 408.5 102.12 1.18 0.3498 
Error 20 1731.3 86.57   
Total 29 28863.0    

Grand Mean 61.633 CV 15.10 
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ตารางที่ ข.18 ผลการเปรียบเทียบชุดการทดลองโดยปจจยั Time ดวยวธีิ Tukey HSD 
Time Mean Homogeneous Groups 

4 88.17 A 
3 84.83 A 
2 77.83 A 
1 48.00 B 
0 9.33 C 

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 5.3717 Critical Q Value 4.232  
Critical Value for Comparison 16.075 Error term used: Error, 20 DF 
 
ตารางที่ ข.19 ผลการเปรียบเทียบชุดการทดลองโดยปจจยัสายพันธุดวยวิธี Tukey HSD 

สายพันธุ Mean Homogeneous Groups 
1183 64.00 A 
1213 59.27 A 

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 3.3974 Critical Q Value 2.951  
Critical Value for Comparison 7.0903 Error term used: Error, 20 DF 
 
ตารางที่ ข.20 ผลการเปรียบเทียบชุดการทดลองโดยปจจยั Time และสายพันธุดวยวิธี Tukey HSD 

Time สายพันธุ Mean Homogeneous Groups 
4 1183 94.67 A 
3 1183 90.33 A 
4 1213 81.67 A 
2 1183 81.00 A 
3 1213 79.33 A 
2 1213 74.67 AB 
1 1213 51.67 BC 
1 1183 44.33 C 
0 1183 9.67 D 
0 1213 9.00 D 

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 7.5968 Critical Q Value 5.007  
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Critical Value for Comparison 26.897 Error term used: Error, 20 DF 
 
 ข.5.2 การวิเคราะหความแปรปรวนและความแตกตางของคา EE ของสายพันธุ 1183 ท่ี
อุณหภูมิ 25 และ 37 องศาเซลเซียส 
 
ตารางที่ ข.21 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจัยการทดลอง 

Source DF SS MS F P 
Temp 1 392.0 392.04 8.66 0.0095 
Time 3 17372.8 5790.93 127.98 0.0000 
Temp*time  3 634.1 211.38 4.67 0.0158 
Error 16 724.0 45.25   
Total 23 19123.0    

Grand Mean 52.29 CV 12.86 
 
ตารางที่ ข.22 ผลการเปรียบเทียบชุดการทดลองโดยปจจยั Temp ดวยวธีิ Tukey HSD 

Temp Mean Homogeneous Groups 
37 56.33 A 
25 48.25 B 

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 2.7462 Critical Q Value 2.999  
Critical Value for Comparison 5.8246 Error term used: Error, 16 DF 
 
ตารางที่ ข.23 ผลการเปรียบเทียบชุดการทดลองโดยปจจยั Time ดวยวธีิ Tukey HSD 

Time Mean Homogeneous Groups 
3 81.33 A 
2 72.00 A 
1 43.33 B 
0 12.50 C 

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 3.8837 Critical Q Value 4.047  
Critical Value for Comparison 11.113 Error term used: Error, 16 DF 
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ตารางที่ ข.24 ผลการเปรียบเทียบชุดการทดลองโดยปจจยั Temp และ Time ดวยวิธี Tukey HSD 
Temp Time Mean Homogeneous Groups 

37 3 90.33 A 
37 2 81.00 AB 
25 8 72.33 AB 
25 5 63.00 BC 
37 1 44.33 CD 
25 2 42.33 D 
25 0 15.33 E 
37 0 9.67 E 

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 5.4924 Critical Q Value 4.903  
Critical Value for Comparison 19.042 Error term used: Error, 16 DF 
 
ข.6 การสกัดรวมกับการทําลายผนังเซลลดวยไลโซไซมสําหรับสายพันธุ 1183  
 
ตารางที่ ข.25 ปจจัยและระดบัของปจจัยทีใ่ชในการทดลอง 

Factor Name Low Actual High Actual Mean Std. Dev. 
EC (mg/g dw) 0 18.17 9.09 6.59 
T (oC) 30 44 37 5.08 
Et (h) 1 3 2 0.73 

 
ตารางที่ ข.26 ผลตอบสนองจากการทดลอง 

Response Name Obs Min Max Mean Std.Dev. Ratio Trans Model 
EE (%) 57 8.88 90.95 58.66 21.29 10.24 None RQuad 

a440 57 0.02 0.05 0.04 0.01 2.32 None RLinear 
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 ข.6.1 ประสิทธิภาพการสกัด 
 
ตารางที่ ข.27 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจัยการทดลอง 

Source SS df MS F Value Prob > F  
Block 50.11 2 25.06    
Model 24459.92 8 3057.49 162.05 < 0.0001 significant 
    A-EC (mg/g dw) 30.54 1 30.54 1.62 0.2097  
    B-T (oC) 13504.71 1 13504.71 715.78 < 0.0001  
    C-Et (h) 8924.24 1 8924.24 473.01 < 0.0001  
    AB 123.02 1 123.02 6.52 0.0140  
    BC 391.86 1 391.86 20.77 < 0.0001  
    A^2 106.00 1 106.00 5.62 0.0220  
    B^2 132.74 1 132.74 7.04 0.0109  
    C^2 717.31 1 717.31 38.02 < 0.0001  
Residual 867.88 46 18.87    
Lack of Fit 575.75 34 16.93 0.70 0.8029 not significant 
Pure Error 292.13 12 24.34    
Cor Total 25377.92 56     

 
Std. Dev. 4.34  R-Squared 0.97 C.V. % 7.41  Pred R-Squared 0.95 
Mean 58.66  Adj R-Squared 0.96 PRESS 1289.39  Adeq Precision 43.86 
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ข.6.2 คาA440 
 
ตารางที่ ข.28 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจัยการทดลอง 

Source SS df MS F Value Prob > F  
Block 2.93E-05 2 1.47E-05    
Model 6.11E-04 2 3.05E-04 10.77 0.0001 significant 
    B-T (oC) 4.54E-04 1 4.54E-04 16.02 0.0002  
    C-Et (h) 1.57E-04 1 1.57E-04 5.53 0.0226  
Residual 1.47E-03 52 2.84E-05    
Lack of Fit 7.72E-04 40 1.93E-05 0.33 0.9959 not significant 
Pure Error 7.03E-04 12 5.85E-05    
Cor Total 2.11E-03 56     

 
Std. Dev. 0.0053  R-Squared 0.29 C.V. % 14.8196  Pred R-Squared 0.18 
Mean 0.0359  Adj R-Squared 0.27 PRESS 0.0017  Adeq Precision 8.90 

 
ข.7 การสกัดรวมกับการทําลายผนังเซลลดวยไลโซไซมสําหรับสายพันธุ 1213 
 
ตารางที่ ข.29 ปจจัยและระดบัของปจจัยทีใ่ชในการทดลอง 

Factor Name Low Actual High Actual Mean Std. Dev. 
EC (mg/g dw) 0 18.17 9.085 6.77 

T (oC) 30 44 37 5.22 
Et (h) 1 3 2 0.75 

 
ตารางที่ ข.30 ผลตอบสนองจากการทดลอง 

Response Name Obs Min Max Mean Std. Dev. Ratio Trans Model 
EE (%) 54 0.94 100.51 64.41 27.78 106.90 None RQuad 

a440 54 0.01 0.05 0.03 0.01 5.79 None 2FI 
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ข.7.1 ประสิทธิภาพการสกัด 
 
ตารางที่ ข.31 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจัยการทดลอง 

Source SS df MS Value Prob > F  
Block 261.72 2 130.86    
Model 38361.71 5 7672.34 154.56 < 0.0001 significant 
    A-EC (mg/g dw) 425.86 1 425.86 8.58 0.0053  
    B-T (oC) 24687.49 1 24687.49 497.34 < 0.0001  
    C-Et (h) 7506.00 1 7506.00 151.21 < 0.0001  
    BC 4051.09 1 4051.09 81.61 < 0.0001  
    C^2 1691.28 1 1691.28 34.07 < 0.0001  
Residual 2283.40 46 49.64    
Lack of Fit 1399.48 37 37.82 0.39 0.9803 not significant 
Pure Error 883.92 9 98.21    
Cor Total 40906.83 53     

 
Std. Dev. 7.05  R-Squared 0.94 C.V. % 10.94  Pred R-Squared 0.93 
Mean 64.41  Adj R-Squared 0.94 PRESS 2999.73  Adeq Precision 39.30 
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 ข.7.2 คา A440 
 
ตารางที่ ข.32 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจัยการทดลอง 

Source SS df MS F Value Prob > F  
Block 3.80E-05 2 1.90E-05    
Model 3.30E-03 6 5.50E-04 25.02 < 0.0001 significant 
    A-EC (mg/g dw) 4.64E-05 1 4.64E-05 2.11 0.1534  
    B-T (oC) 1.78E-03 1 1.78E-03 80.85 < 0.0001  
    C-Et (h) 9.70E-04 1 9.70E-04 44.08 < 0.0001  
    AB 1.87E-04 1 1.87E-04 8.49 0.0056  
    AC 2.46E-04 1 2.46E-04 11.18 0.0017  
    BC 7.47E-05 1 7.47E-05 3.40 0.0719  
Residual 9.90E-04 45 2.20E-05    
Lack of Fit 8.36E-04 36 2.32E-05 1.36 0.3260 not significant 
Pure Error 1.54E-04 9 1.71E-05    
Cor Total 4.33E-03 53     

 
Std. Dev. 0.0047  R-Squared 0.77 C.V. % 16.4936  Pred R-Squared 0.64 
Mean 0.0284  Adj R-Squared 0.74 PRESS 0.0015  Adeq Precision 21.19 

 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค 
 

วิธีการสรางกราฟอนุพันธอันดับหนึ่ง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

กราฟอนุภัณฑอันดับหนึ่งเปนกราฟแสดงการเปลี่ยนแปลงของตัวแปรตามเมื่อตัวแปรตน
เปลี่ยนแปลงไปหนึ่งหนวยในชวงใดๆ ของตัวแปรตน จากขอมูลความสัมพันธระหวางคาการ
ดูดกลืนแสงที่ชวงความยาวคลื่นตั้งแต 250 นาโนเมตรถึง 700 นาโนเมตร ที่ไดจากทดลองสามารถ
นํามาสรางกราฟอนุพันธอันดับหนึ่งไดดังนี้ 
 จากขอมูลในคอลัมน A และ B ในรูปที่ ค.1 หาคาความแตกตางของคาความยาวคลื่น
ระหวางลําดับที่ติดกันลงในคอลัมน D ดวยสูตรตัวอยางในคอลัมน C แลวหาคาความแตกตางของคา
การดูดกลืนแสงระหวางลําดับที่ติดกันลงในคอลัมน F ดวยสูตรตัวอยางในคอลัมน E  

หาคาอัตราการเปลี่ยนแปลงตอคาความยาวคลื่นลงในคอลัมน H ดวยสูตรตัวอยางใน
คอลัมน G แลวหาคาเฉลี่ยของความยาวคลื่นที่จะนําไปใชในการสรางกราฟอนุภัณฑของชวง     
ความยาวคลื่นที่อยูติดกัน ลงในคอลัมน J ดวยสูตรตัวอยางในคอลัมน I จากนั้นนําคาเฉลี่ยของ   
ความยาวคลื่นและอัตราการเปลี่ยนแปลงตอคาความยาวคลื่นจากคอลัมน J และ H ไปสรางกราฟ จะ
ไดกราฟดังรูปที่ ค.2 และ ค.3 

 

 
รูปท่ี ค.1 ตัวอยางการคํานวณดวยโปรแกรมกระดาษคํานวณ 
 
 
 
 



 114

-0.030

-0.025

-0.020

-0.015

-0.010

-0.005

0.000

0.005

0.010

0.015

250 350 450 550 650 750

ความยาวคล่ืน (นาโนเมตร)

คาก
ารดู

ดก
ลืน

แส
ง

 
รูปท่ี ค.2 ตัวอยางกราฟอนพุนัธอันดับ 1 ของสารละลายไฟโคไซยานนิที่พีเอช 3.0 
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รูปท่ี ค.3 ตัวอยางกราฟอนพุนัธอันดับ 1 ของสารละลายไฟโคไซยานนิที่พีเอช 6.0 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ง 
 

ผลวิเคราะหความแปรปรวนของงานวิจัยบทที่ 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ง.1 ผลของมอลโตเดกซตริน กลีเซอรอลและมอลติตอลตอคาอัตราสวน A620/A370 หลังการทําแหง
แบบพนฝอย 
 
ตารางที่ ง.1 ปจจัยและระดับของปจจัยทีใ่ชในการทดลอง 

Factor Name Low Actual High Actual Mean Std. Dev. 
glyerol 0.3 0.9 0.6 0.26 
maltitol 0.3 0.9 0.6 0.26 

 
ตารางที่ ง.2 ผลตอบสนองจากการทดลอง 

Response Name Obs Min Max Mean Std. Dev. Ratio Trans Model 
Loss of A620/A370 (%) 33 24.05 39.93 33.11 4.42 1.66 None RQuad 

 
ตารางที่ ง.3 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจยัการทดลอง 

Source SS df MS F Value Prob > F  
Block 99.18 2 49.59    
Model 450.90 4 112.73 39.78 < 0.0001 significant 
    A-glyerol 386.69 1 386.69 136.45 < 0.0001  
    B-maltitol 1.01 1 1.01 0.36 0.5551  
    A^2 59.36 1 59.36 20.95 0.0001  
    B^2 17.13 1 17.13 6.04 0.0209  
Residual 73.68 26 2.83    
Lack of Fit 39.63 20 1.98 0.35 0.9648 not significant 
Pure Error 34.05 6 5.67    
Cor Total 623.77 32     

 
Std. Dev. 1.68  R-Squared 0.86 C.V. % 5.08  Pred R-Squared 0.78 
Mean 33.11  Adj R-Squared 0.84 PRESS 112.80  Adeq Precision 19.97 
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ง.2 ผลของมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลตอคาอัตราสวน A620/A370 หลังการทําแหงแบบ      
พนฝอย 
 
ตารางที่ ง.4 ปจจัยและระดับของปจจัยทีใ่ชในการทดลอง 

Factor Name Low Actual High Actual Mean Std. Dev. 
Maltodextrin 2 6 4 1.71 

Maltitol 0.5 1.5 1 0.43 
 
ตารางที่ ง.5 ผลตอบสนองจากการทดลอง 

Response Name Obs Min Max Mean Std. Dev. Ratio Trans Model 
Loss of A620/A370 (%) 33 13.85 24.04 19.44 3.09 1.74 None Linear 

 
ตารางที่ ง.6 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจยัการทดลอง 

Source SS df MS F Value Prob > F  
Block 60.36 2 30.18    
Model 132.71 2 66.35 16.52 < 0.0001 significant 
    A-Maltodextrin 116.94 1 116.94 29.11 < 0.0001  
    B-Maltitol 15.77 1 15.77 3.92 0.0575  
Residual 112.49 28 4.02    
Lack of Fit 96.54 22 4.39 1.65 0.2771 not significant 
Pure Error 15.95 6 2.66    
Cor Total 305.56 32     

 
Std. Dev. 2.00  R-Squared 0.54 C.V. % 10.31  Pred R-Squared 0.37 
Mean 19.44  Adj R-Squared 0.51 PRESS 153.63  Adeq Precision 12.22 
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ง.3 ผลของมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลตอคาอัตราสวน A620/A370 หลังการทําแหง 
แบบแชเยือกแข็งระเหิดแหง 
 
ตารางที่ ง.7 ปจจัยและระดับของปจจัยทีใ่ชในการทดลอง 

Factor Name Low Actual High Actual Mean Std. Dev. 
Maltodextrin 2 6 4 1.71 

Maltitol 0.5 1.5 1 0.43 
 
ตารางที่ ง.8 ผลตอบสนองจากการทดลอง 

Response Name Obs Min Max Mean Std. Dev. Ratio Trans Model 
loss of  
A620/A370 (%) 33 2.67 52.35 25.60 14.91 19.58 None RQuad 

 
ตารางที่ ง.9 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจยัการทดลอง 

Source SS df MS F Value Prob > F  
Block 49.07 2 24.53    
Model 6792.07 3 2264.02 225.16 < 0.0001 significant 
    A-Maltodextrin 6538.88 1 6538.88 650.29 < 0.0001  
    B-Maltitol 116.94 1 116.94 11.63 0.0021  
    A^2 136.25 1 136.25 13.55 0.0010  
Residual 271.49 27 10.06    
Lack of Fit 238.44 21 11.35 2.06 0.1881 not significant 
Pure Error 33.06 6 5.51    
Cor Total 7112.63 32     

 
Std. Dev. 3.17  R-Squared 0.96 C.V. % 12.39  Pred R-Squared 0.94 
Mean 25.60  Adj R-Squared 0.96 PRESS 407.61  Adeq Precision 36.49 
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ง.4 ผลของมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลตอคาอัตราสวน A620/A370 หลังการทําแหงแบบพน
ฝอยและแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหง 
 
ตารางที่ ง.10 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจัยการทดลอง 

Source DF SS MS F P 
method 1 879.76 879.761 549.37 0.0000 
stabilizer 2 270.01 135.004 84.30 0.0000 
method*stabilize  2 384.82 192.409 120.15 0.0000 
Error 12 19.22 1.601   
Total 17 1553.80    

Grand Mean 15.146    CV 8.36 
 
ตารางที่ ง.11 ผลการเปรียบเทียบชุดการทดลองโดยปจจยั Method ดวยวิธี Tukey HSD 

Method Mean Homogeneous Groups 
SD 22.14 A 
FD 8.15 B 

Alpha 0.05, Standard Error for Comparison 0.5965, Critical Q Value 3.083 
Critical Value for Comparison 1.3005, Error term used: Error, 12 DF 
 
ตารางที่ ง.12 ผลการเปรียบเทียบชุดการทดลองโดยปจจยั Stabilizer ดวยวิธี Tukey HSD 

Stabilizer Mean Homogeneous Groups 
Control 18.52 A 

Maltodextrin 17.20 A 
Maltitol 9.72 B 

Alpha 0.05, Standard Error for Comparison 0.7306, Critical Q Value 3.783 
Critical Value for Comparison 1.9545, Error term used: Error, 12 DF 
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ตารางที่ ง.13 ผลการเปรียบเทียบชุดการทดลองโดยปจจยั Method และ Stabilizer ดวยวิธี Tukey  
        HSD 

Method Stabilizer Mean Homogeneous Groups 
SD Control 31.54 A 
SD Maltodextrin 18.98 B 
SD Maltitol 15.89 BC 
FD Maltodextrin 15.41 C 
FD Control 5.50 D 
FD Maltitol 3.56 D 

Alpha 0.05, Standard Error for Comparison 1.0332, Critical Q Value 4.751 
Critical Value for Comparison 3.4710, Error term used: Error, 12 DF 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก จ 
 

วิธีคํานวณสมการอัตราของการเปลี่ยนแปลงคา A620/A370 
ของไฟโคไซยานินเมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 35 และ 45 องศาเซลเซียส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

จ.1 การหาสมการอัตราของการเปลี่ยนแปลงคา A620/A370 
จากการทดสอบสมการพบวาการเปลี่ยนแปลงดังกลาวมีรูปแบบการการเปลี่ยนแปลงเปน

ปฏิกิริยาอันดับ 1 ซ่ึงเขียนเปนสมการเสนตรงไดดังนี้ 
kt = ln(R/R0) 
เมื่อ  R  คือคาอัตราสวน A620/A370 ที่เวลาใดๆ  

R0  คือคาอัตราสวน A620/A370 เร่ิมตน 
 t  คือเวลา หนวยเปนชั่วโมง 
 k คือคาคงที่อัตรา (Rate constant)   

 

 

จากขอมูลการเปลี่ยนแปลงคา A620/A370 เมื่อนํามาคํานวณดวยสมการขางตนแลวนําคา 
ln(R/R0) ที่เวลาใดๆ ไปสรางกราฟรวมกับคา t จะไดกราฟดังนี้ 
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จ.2 คํานวณคา Q10 
จากสมการเสนตรงบนกราฟจะบอกคาคงที่อัตรา ซ่ึงสามารถนํามาคํานวณคาอัตราสวนของ

คาคงที่อัตราเมื่ออุณหภูมิเปลี่ยนไป 10 องศาเซลเซียส หรือ Q10 ไดดังนี้ 
Q10   = kT+10/kT  

  = -13 x 10-4 / -9 x 10-4 

  = 1.44 หนวยตอช่ัวโมง 
 

จ.3 การคํานวณหาคาความไว (Sensitivity) 
จากคา Q10  ดังกลาวสามารถคํานวณหาคาความไวของการเปลี่ยนแปลงเมื่ออุณหภูมิ

เปลี่ยนไป 1 องศาเซลเซียส ไดดังนี้ 
 Sensitivity = Q1 – 1 
 ln(Q1)  = {ln(Q10)}/10 
เมื่อ Q1 คาอัตราสวนของคาคงที่อัตราเมื่ออุณหภูมิตางกนั 1 องศาเซลเซียส ดังนั้น 
 ln(Q1) = {ln(1.44)}/10 
   = 0.037 
 Q1 = exp(0.037) 
  = 1.037 

Sensitivity  = Q1 – 1 
  = 0.037 หรือ รอยละ 3.7 ตอองศาเซลเซียส 
 

จ.4 การคํานวณคา z 
 การคํานวณคาองศาของอุณหภูมิที่เปลี่ยนไปแลวทําใหคาคงที่อัตราเปลี่ยนไป 10 เทา หรือ 
คา z ซ่ึงนิยามจากสมการ (kT+z)/(kT) = 10 เมื่อทราบคา Q1 หรือ Q10 สามารถคํานวณไดดังนี้ 
  z  = 2.303/ln(Q1) 

  = 2.303/ln(1.037) 
  = 62.6oC 
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5. การคํานวณครึ่งอายขุองการเปล่ียนแปลงคา A620/A370  
จากขอ 1 เมื่อ C = 0.5Co= (0.5)(3.78)  

ln(0.5Co/Co)  = kt 
t0.5, 35 = ln(0.5)/k  
 = 770 ช่ัวโมง หรือ ประมาณ 32 วัน 
t0.5, 45 = 533 ช่ัวโมง หรือ ประมาณ 22 วัน 
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