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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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คําอธิบายสญัลักษณและคํายอ 
 
A280  = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 
A370  = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 370 นาโนเมตร 
A620  = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร 
EDTA   = สารอีดีทีเอ (Ethylene diamine tetraacetate) 
k   = คาคงที่อัตรา (Rate constant)  
LPS  = ไลโพพอลีแซคคาไรด (Lipopolysaccharide)  
PC  = ไฟโคไซยานนิ (Phycocyanin) 
PCB   = ไฟโคไซยาโนไบลิน (Phycocyanobilin) 
Q10  = อัตราสวนของคาคงที่อัตรา เมื่ออุณหภูมิเปลี่ยนไป 10 องศาเซลเซียส 
RCF   = Relative centrifugal force 
RFT  = การแชเยือกแข็งสลับกับการละลาย (Repeated freezing and thawing) 
TBA   = Thiobarbituric acid 
Tg  = คาอุณหภูมิการเปลี่ยนสถานะคลายแกว (Glass transition Temperature) 
Tin   = อุณหภูมิลมรอนขาเขา 
Tout  = อุณหภูมิลมรอนขาออก 
λmax  = คาการดูดกลืนแสงสูงสุด (Maximum lambda) 
z value   = คาองศาของอุณหภูมิที่เปลี่ยนไปแลวทําใหคาคงที่อัตราเปลี่ยนไป 10 เทา 



บทที่ 1  
บทนํา 

 
1.1 ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจัย 
 ไฟโคไซยานิน (Phycocyanin : PC) เปนสารประกอบประเภทโปรตีนที่มีรงควัตถุ 
(Chromophore) เกาะอยูบนโมเลกุล พบไดทั่วไปในสาหรายในคลาส Cyanophyceae แตโดยทั่วไป
สกัดจากสาหรายสไปรูไลนา (Spirulina sp.) เปนสารที่มีสีฟา เรืองแสงได และละลายไดดีในน้ํา       
มีคุณสมบัติเปนสารเพื่อโภชนะบําบัด  (Nutraceutical) และมีมูลคาสูง ในปจจุบันไฟโคไซยานิน    
ถูกใชเปนสีผสมอาหาร และใชเปนตัวช้ีวัด (Marker)ในการตรวจสอบทางภูมิคุมกันวิทยา 
(Immunology Diagnostic Applications) ในทางการคามีการผลิตไฟโคไซยานินทั้งในรูปของเหลว
และผงแหงในชื่อตางๆ กัน เชน  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) มีทั้งชนิดที่ใชในอาหารซึ่งจะมีคา         
ความบริสุทธิ์ต่ํา และชนิดที่ใชในการตรวจสอบทางภูมิคุมกันวิทยาซึ่งมีความบริสุทธิ์สูงกวาและมี
ราคาสูงกวา  

สําหรับไฟโคไซยานินชนิดที่ใชในอาหาร ความคงตัวและคุณสมบัติการใชงานในอาหาร   
มีความสําคัญอยางยิ่ง ซ่ึงคุณสมบัติดังกลาวนอกจากจะเปนคุณสมบัติเฉพาะตัวของไฟโคไซยานิน
เองแลว ยังขึ้นกับวิธีการสกัด การแปรรูป และสภาวะการเก็บรักษา แตองคความรูในดานนี้ยังตอง
ไดรับการพัฒนาอยางตอเนื่อง โดยเฉพาะในประเทศไทย เนื่องจากประเทศไทยเปนแหลงผลิต
สาหรายสไปรูไลนาที่สําคัญแหงหนึ่งของโลก แตมีผลงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการสกัดและการศึกษา
ความคงตัวของไฟโคไซยานินอยูเพียง 2 เร่ือง ซ่ึงเปนการเก็บในรูปของเหลว ในขณะที่ปจจบุนัมกีาร
ผลิตจากตางประเทศในรูปของผงแหงซึ่งสะดวกตอการใชงานและลดตนทุนในการเก็บรักษา        
จึงจําเปนอยางยิ่งที่นักวิจัยไทยจะตองเรงสรางองคความรูดังกลาวเพื่อใชเปนฐานในการสราง
มูลคาเพิ่มใหแกประเทศตอไป 
 
1.2 วัตถุประสงคการวิจัย 
 1.2.1 เพื่อศึกษาประสิทธิภาพในการสกัดไฟโคไซยานินจากสาหรายสไปรูไลนา โดยใช
คล่ืนอัลตราโซนิก (Sonication) การแชเยือกแข็งสลับกับการละลาย และไลโซไซม 
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1.2.2 เพื่อศึกษาผลของการทําแหงดวยวิธีทําแหงแบบพนฝอยและสารเพิ่มความคงตัวของ
โปรตีนที่มีตอคุณสมบัติของไฟโคไซยานินชนิดใชในอาหาร 

1.2.3 เพื่อศึกษาผลของสภาวะการเก็บรักษาที่มีตอความคงตัวของไฟโคไซยานินชนิดใชใน
อาหารในรูปผงแหง 
 
1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

1.3.1 ไดองคความรูเกี่ยวกับวิธีการสกัดสารประกอบไฟโคไซยานินจากสาหรายสไปรูไลนา
ที่สามารถนําไปพัฒนาขยายขนาดสูการผลิตในระบบอุตสาหกรรมไดจริง 

1.3.2 เพิ่มมูลคาแกสาหรายสไปรูไลนา 
1.3.3 สามารถสรางผลิตภัณฑอาหารชนิดใหมจากการใชสารประกอบไฟโคไซยานินเปน

สวนผสม โดยมีจุดเดนในดานสี คุณคาทางโภชนาการและโภชนะบําบัด 
1.3.4 สรางมูลคาเพิ่มใหแกประเทศ 

 
1.4 คําอธิบายศัพท 

อะโพโปรตีน (Apoprotein) คือสวนของสายพอลีเพปไทดที่ยังไมกอรูปเปนสารประกอบ
เชิงซอนกับโมเลกุลอ่ืนที่ไมใชโปรตีน 

ไบลิน (Bilin) หรือมักเรียกวา Bilichrome คือ สารรงควัตถุชีวภาพ (Biological pigment) มี
โครงสรางโมเลกุลเปนเตตระไพรรอล (Tetrapyrrole structure) 

 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 2  
ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1 สาหรายสไปรูไลนา 

สาหรายสไปรูไลนา (Spirulina sp.)  ถูกคนพบโดยนักวิทยาศาสตรช่ือ Turpin ในป         
ค.ศ . 1827 โดยแยกไดจากตัวอยางน้ําจืด (Ciferri, 1983) เปนสาหรายที่มีขนาดเล็ก (Micro algae) มี
โครงสรางผนังเซลลคลายแบคทีเรีย และถูกจัดใหเปนแบคทีเรียแกรมลบที่มีโครงสรางเซลลแบบ
โปรคาริโอต (Prokaryote) ซ่ึงในสารบบการจําแนกสายพันธุนั้น สาหรายสไปรูไลนาถูกจัดไวดังนี้ 

Division:   Cyanophyta 
     Class:   Cyanophyceae  

                                     Order:   Oscillatoriale 
               Family:   Oscillatoriaceae 
                    Genus:  Spirulina  

 
สาหรายที่อยูในดิวิช่ันไซยาโนไฟตามักถูกเรียกวาไซยาโนแบคทีเรีย (Cyanobacteria) มีสี

น้ําเงินแกมเขียว จึงถูกเรียกวาเปน “สาหรายสีน้ําเงินแกมเขียว” หรือ “สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน” 
(blue-green algae) โดยชนิดที่นิยมนํามาบริโภคและสกัดไฟโคไซยานินไดแก Spirulina platensis 
และ Spirulina maxima  

โครงสรางเซลลของสาหรายสไปรูไลนามีลักษณะเปนโครงสรางหลายเซลลตอกันเปนสาย
ยาว (Multicultural structure) หรือเรียกวา Trichome cells สายของเซลลเหลานี้จะบิดตัวเปนเกลียว 
ภายในเซลลประกอบดวยกลุมของฟองอากาศเล็กๆ จํานวนมาก ซ่ึงชวยใหสาหรายสามารถลอยตัว
แขวนลอยในน้ําได (Ciferri, 1983) สายเซลลของสาหรายมีความกวางอยูในชวง 6 ถึง 12 
ไมโครเมตร แตละเซลลจะมีรูปทรงเปนรูปทรงกระบอก เกลียวของสายเซลลมีขนาดเสนผาน
ศูนยกลางประมาณ 30 ถึง 70 ไมโครเมตร (Tomaselli, 1997) สายเซลลแตละเสนยาวประมาณ 500 
ไมโครเมตร (ภาพที่ 2.1) 
 ผนังเซลลของสาหรายสไปรูไลนาเปนผนัง 4 ช้ัน มีช่ือเรียกเรียงลําดับจากชั้นในสุดเปน ช้ัน 
LI ช้ัน LII ช้ัน LIII และชั้น LIV ตามลําดับ (ภาพที่ 2.2 และรูปที่ 2.1) เยื่อหุมชั้นนอกสุด (layer IV) 
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ประกอบดวยไลโพพอลีแซคคาไรด (Lipopolysaccharides, LPS) ซ่ึงแตละโมเลกุลของ LPS จะ
เชื่อมตอกันดวยแคลเซียมและแมกนีเซียม สวน Layer III เปนชั้นของเสนใยโปรตีน (Ciferri, 1983) 
สําหรับ Layer II เปนชั้นที่แข็งแรงที่สุด ประกอบดวยเปบติโดไกลแคน และช้ันในสุด (Layer I)      
มี β-1,2-glucan เปนองคประกอบหลัก (Van Eykelenburg, 1978) 
 

 
ภาพที่ 2.1 โครงรางสาหราย S. platensis จากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  
                 ที่มา : จาก Ciferri (1983) 
 

 
ภาพที่ 2.2 โครงสรางผนังเซลลของ S. platensis จากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
                  แบบสองผาน  
 ที่มา : จาก Van Eykelenburg, (1977) 
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รูปท่ี 2.1 แบบจําลองโครงสรางผนังเซลลของ S. platensis 
  ที่มา : จาก Van Eykelenburg, (1977) 
 

เซลลสดของสาหราย S. platensis ประกอบดวยน้ําประมาณรอยละ 90 (Jiraporn Pusri, 
1995) และอุดมดวยสารที่ใหคุณคาทางโภชนาการ ดังแสดงในตารางที่ 2.1 ถึง 2.4 รงควัตถุสําคัญ   
ที่พบในสาหรายสไปรูไลนาคือ แคโรตินอยด คลอโรฟลล และไฟโคไซยานิน ซ่ึงพบในปริมาณ    
รอยละ 0.37 1.0 และ 14 ของน้ําหนักแหง ตามลําดับ (Belay, 1997) เฉพาะไฟโคไซยานินคิดเปน 
รอยละ 40 ของโปรตีนทั้งหมด (Zhou และคณะ, 2005) 

 
ตารางที่ 2.1 ไวตามินที่พบในสาหรายสไปรูไลนาผง 

ไวตามนิ มิลลิกรัม/100 กรัม 
โปรไวตามินเอ 2.330.000 IU kg –1 

เบตาขแคโรทีน 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 องคประกอบทางเคมีของสาหราย S. platensis และ S. maxima 
รอยละของน้ําหนักแหง สาหราย 

น้ํา เถา ไขมัน เยื่อใย คารโบไฮเดรต 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 กรดไขมันที่พบในสาหราย S. platensis 

กรดไขมัน รอยละ 
(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 แรธาตุที่พบในสาหรายสไปรูไลนาผง  

แรธาต ุ มิลลิกรัม/รอยกรัม แรธาต ุ มิลลิกรัม/รอยกรัม 
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) 

ไฟโคไบลิโซมเปนสารประกอบโปรตีนที่ทําหนาที่เก็บเกี่ยวพลังงานจากแสงแดดแลว
ถายเทพลังงานดังกลาวผานเยื่อหุมไทลาคอยด (Thylakoid membrane) เขาสูระบบสังเคราะหแสง
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ของเซลล ซ่ึงพบไดในเซลลพืชและสาหรายในกลุมไซยาโนแบคทีเรีย โมเลกุลของไฟโคไบลิโซม
ประกอบดวย ไบลิโปรตีน (Biliprotein) และสายพอลิเพปไทดที่เปนตัวเชื่อมโยง (Linker 
polypeptide) ดังแสดงในรูปที่ 2.2  

ไบลิโปรตีนประกอบดวยสวนที่เปนอะโพโปรตีน (Apoprotein) และสวนของไบลิน 
(Bilin) สวนประกอบทั้งสองเชื่อมตอกันดวยพันธะไธโออีเทอร (Thioether bond) ระหวางวงแหวน
เอของ ไบลินกับกรดอะมิโนซีสเตอีน (Cystein) บนอะโพโปรตีน (รูปที่ 2.3)  

ไบลิโปรตีนของไซยาโนแบคทีเรียจําแนกไดเปน 3 กลุม คือ ไฟโคไซยานิน ไฟโคอิริทริน 
(Phycoerythrin: PE) และ อัลโลไฟโคไซยานิน (Allophycocyanin) สําหรับสาหราย S. platensis พบ
เฉพาะไฟโคไซยานินและอัลโลไฟโคไซยานิน (Padyana, Bhat, Madyastha, Rajashankar และ 
Ramakumar, 2001) 
 

 
รูปท่ี 2.2 แบบจําลองการจัดเรียงตัวของไฟโคไบลิโซม; รูปบนแสดงการเชื่อมตอระหวาง           
              ไฟโคไบลิโซมกับเยื่อหุมไทลาคอยด; รูปลางซายแสดงการจดัเรียงตวัของ 3  
              องคประกอบหลักในไฟโคไบลโิซม และภาพลางขวาแสดงตําแหนงที่อยูของ  
              linker polypeptide ที่มา : จาก MacColl 1998( ) 
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รูปท่ี 2.3 โครงสรางของไฟโคไซยาโนไบลิน (ซาย) และการเชื่อมตอของไบลินกับอะโพโปรตีน  
              (ขวา) ที่มา : จาก Hanzawa และคณะ (2002) และ Fukui และคณะ (2004) 
 

ไบลินเปนสารประกอบเชิงซอนที่ประกอบดวยวงแหวนไพรรอล (Pyrrole Ring) 4 วงตอ
กันเปนเสนตรง เรียกวา “เตตระไพรรอล” (รูปที่ 2.3) สาหรายในกลุมไซยาโนแบคทีเรียสวนใหญ
ประกอบดวยไบลิน 4 ชนิด คือ (1) ไฟโคไซยาโนไบลิน (2) ไฟโคอิริโทรไบลิน (3) ไฟโคยูโรไบลิน 
และ (4) ไฟโควิโอโลไบลิน หรือเรียกวา ไฟโคไบลิวิโอลิน (Phycobiliviolin) ทั้งนี้ ไบลินแตละชนิด
จะมีจํานวนของพันธะคูแบบคอนจุเกต (Conjugated Double Bond) บนโมเลกุลแตกตางกัน (ตาราง
ที่ 2.6) 
 
ตารางที่ 2.6 จาํนวนพันธะคูแบบคอนจุเกตบนโมเลกุลของไบลินแตละชนิด ทีพ่บในสาหรายใน  
                    กลุมไซยาโนแบคทีเรีย 

ไบลิน จํานวนพันธะคูแบบคอนจุเกต (คู) 
ไฟโคไซยาโนไบลิน (Phycocyanobilin: PCB) 8 
ไฟโคอิริโทรไบลิน (Phycoerythrobilin: PEB) 6 

ไฟโควิโอโลไบลิน (Phycoviolobilin 7 
ไฟโคยูโรไบลิน (Phycourobilin) 5 

ที่มา : จาก MacColl (1998) 
 
2.3 การเขียนชื่อไฟโคไซยานิน 

สัญลักษณและการเขียนชื่อไฟโคไซยานินโดยทั่วไปมักใชคํานําหนา (Prefix) คําวา 
Phycocyanin เชน C- หรือ R- เพื่อบอกถึงแหลงที่มาของสารประกอบนั้นที่คนพบเปนครั้งแรก ที่พบ
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มากคือ C-Phycocyanin ซ่ึงเปนไฟโคไซยานินที่พบในไซยาโนแบคทีเรีย  สวน R-Phycocyanin เปน
ไฟโคไซยานินที่พบในสาหรายสีแดงในคลาส Rhodophyceae (Glazer และ Hixson, 1975) 

 
2.4 โมเลกุลของไฟโคไซยานิน 

โดยทั่วไปโมเลกุลของไฟโคไซยานินจะรวมตัวอยูในรูปไตรเมอร (α3β3) เฮกซะเมอร 
(α6β6) และโอลิโกเมอร (Oligomers) แบบอื่นๆ สารประกอบเชิงซอนเหลานี้กอตัวขึ้นจากโมโน-
เมอร (αβ-monomer) ของไฟโคไซยานิน  ซ้ึงประกอบดวย หนวยยอยอัลฟา (α-subunit) และหนวย
ยอยเบตา (β-subunit) โดยที่ หนวยยอยอัลฟา และหนวยยอยเบตาดังกลาวแตละหนวยจะมีไบลิน 
เกาะอยูกับกรดอะมิโนซิสเตอีนบนอะโพโปรตีนของหนวยยอย 1 และ 2 หมู ตามลําดับ (ตารางที่ 
2.7) ที่ตําแหนง α84 ของหนวยยอยอัลฟา และที่ตําแหนง β84 และ β155 ของหนวยยอยเบตา (รูปที่ 
2.4) 

 
ตารางที่ 2.7 จาํนวนไบลินตอโมโนเมอรของไบลิโปรตีน 

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 ตําแหนงการเกิดพนัธะโควาเลนทระหวางไบลินกับอะโพโปรตีนของ C-Phycocyanin  
              ที่มา : จาก MacColl (1998) 
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หนวยยอยอัลฟา และหนวยยอยเบตาของไฟโคไซยานินประกอบดวยกรดอะมิโนเรียง     
ตอกัน  162 และ 172 หนวย ตามลําดับ ทั้ง R-Phycocyanin และ C-Phycocyanin ประกอบดวยกรด    
อะมิโนชนิดเดียวกัน และสามารถจําแนกไดดังนี้ (Kao, Edwards และ Berns, 1975) 

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

กรดอะมิโนไมมีขั้ว 
Aliphatic – Gly, Ala, Val, Ile, Leu, Pro, Met, Cys, Tyr, Phe 

 
หนวยยอยทั้งสองของไฟโคไซยานินในโมโนเมอร ไตรเมอร และเฮกซะเมอร มีโครงสราง

ตติยภูมิเปนรูปทรงกลม (Globular) คลายกันมาก (รูปที่ 2.5 และ 2.6) เมื่อกอรูปเปนไตรเมอรและ 
เฮกซะเมอร จะเกิดชองวางขนาดเสนผานศูนยกลาง 3.5 ถึง 4.5 นาโนเมตร โดยที่ตําแหนง β84 จะหนั
เขาหาแกนกลางของชองวาง  

 

 
รูปท่ี 2.5 โครงสรางการจัดเรียงโมเลกุลของไฟโคไซยานนิโมโนเมอร 
               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) 
 

สายพอลีเพปไทดของหนวยยอยทั้งสองประกอบดวยเกลียวอัลฟา (α-helices) 9 ชุด แตละ
ชุดตอกันดวยตําแหนงโคงงอของโครงสราง (MacColl,  1998) การกอรูปตติยภูมิดังกลาวขางตนนั้น 
หนวยยอย   แตละหนวยจะถูกตรึงดวยแรงแวนเดอวาลล (Van der Waals) และอันตรกิริยาไฟฟา
สถิต (Electrostatic interactions) ซ่ึงพบวาที่แกนกลางของเฮกซะเมอรมีสนามไฟฟาสถิต 
(Electrostatic field) เปนลบ ในขณะที่บริเวณผิวดานนอกจะเปนบวก (Stec, Troxler และ Teeter, 
1999) 

ณ สภาวะสมดุลหนึ่งๆ สารละลายไฟโคไซยานินจะประกอบดวยสวนผสมระหวางโมโน-
เมอร ไตรเมอร และเฮกซะเมอร โดยสามารถเปลี่ยนรูประหวางกันได (Berns และ MacColl, 1989) 
ทั้งนี้ขึ้นกับความเขมขนของไฟโคไซยานิน คาพีเอช คาความเขมขนของไอออน (Ionic strength) 
รวมถึงอุณหภูมิ ซ่ึง Berns และ MacColl (1989) พบวาไฟโคไซยานินจะรวมตัวเปนโครงสราง        
ที่ใหญขึ้นและไมพบไดเมอรเมื่อความเขมขนสูงขึ้น สําหรับที่พีเอช 5.7 ความเขมขน 1-10 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร ไฟโคไซยานินจะรวมตัวเปนเฮกซะเมอร สวนที่พีเอช 8.0 ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ไฟโคไซยานินสวนใหญจะรวมตัวเปนไตรเมอร ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Kao, 
Edwards และ Berns (1975) 
 นอกจากนี้ Berns และ MacColl (1989) ยังพบวา ที่พีเอช 6.8 ไฟโคไซยานินจะรวมตัวเปน      
ไตรเมอร และจะเปลี่ยนเปนเฮกซะเมอร ที่พีเอช 5.0 แตถาความเขมขนสูงถึง 40 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตรจะพบทั้งไตรเมอรและเฮกซะเมอร ซ่ึงสามารถเปลี่ยนรูประหวางกันไดในชวงพีเอช 
ระหวาง 5.0 ถึง 9.0 ทั้งนี้ อุณหภูมิและคาความเขมขนของไอออนจะมีผลตอสัดสวนระหวางรูปทั้ง
สอง และที่พีเอช 5.0 จะพบโมโนเมอรในปริมาณที่นอยมาก  
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Berns และ MacColl (1989) พบวาที่พีเอช 4.7 ความเขมขน 13 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร         
จะกอรูปเปนโมโนเมอร (3S) ในปริมาณนอยมาก แตจะพบไตรเมอร (6S) เฮกซะเมอร (11S) และ   
เฮกซะเมอรที่รวมตัวกันใหญขึ้น (19S) ดังภาพที่ 2.9a ที่พีเอช 3.9 ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ไฟโคไซยานินจะเปลี่ยนรูปเปนโมโนเมอรทั้งหมด (ภาพที่ 2.3b) สวนที่พีเอช 6.0 เมื่อแปร
ความเขมขนของไฟโคไซยานินจะไดผลดังรูปที่ 2.7  

 

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

 
รูปท่ี 2.7 อัตราการรวมตัวของไฟโคไซยานนิจากสาหรายสายพันธุ Lynnbya sp. ที่ความเขมขน 
               ของไฟโคไซยานนิตางๆ กันในสารละลายบัฟเฟอร pH 6.0 ณ อุณหภูมหิอง; 
                          โมโนเมอร;  ไตรเมอร; เฮกซะเมอร และ  เฮกซะเมอรที่รวมตวักัน  
               ที่มา : จาก Berns และ MacColl (1989) 
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2.5 คุณสมบตัิของไฟโคไซยานิน 
ไฟโคไซยานินเปนสารประกอบที่มีสีฟา เรืองแสงได และละลายน้ําได นอกจากนี้ยังมี

คุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ คุณสมบัติเหลานี้อาจแตกตางกันทั้งนี้ขึ้นกับแหลงที่มาของ     
ไฟโคไซยานิน (ตารางที่ 2.8 และ 2.9) วิธีการเพาะเลี้ยง วิธีการสกัดออกจากเซลลของสาหราย และ
กระบวนการหลังการสกัด (Edwards, Hauer, Stack, Eisele และ MacColl [1997] และ Fukui และ
คณะ [2004]) 

โดยทั่วไป ไฟโคไซยานินจะใหคาการดูดกลืนแสงสูงสุด (λmax ) ในชวงความยาวคลื่น 612 
ถึง 620 นาโนเมตร และเมื่อเรืองแสงจะวัดคาการดูดกลืนแสงสูงสุดไดที่ชวงความยาวคลื่น 636 ถึง 
650 นาโนเมตร (Adir และ Lerner [2003] และ MacColl [1998]) ไฟโคไซยานินที่อยูในรูป            
โมโนเมอร ไตรเมอร หรือเฮกซะเมอรจะใหคาการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ชวงความยาวคลื่นที่แตกตาง
กัน   ดังแสดงในตารางที่ 2.10 สวนอัลโลไฟโคไซยานิน และไฟโคอิริทรินนั้นจะมีสีฟาน้ําทะเล และ      
สีชมพู เมื่อวัดคาการดูดกลืนแสงจะใหคาการดูดกลืนแสงสูงสุดในชวงความยาวคลื่น 650 ถึง 655   
นาโนเมตร และ 540 ถึง 570 นาโนเมตรตามลําดับ (Viskari และ Colyer, 2003) 

         
ตารางที่ 2.8 คุณสมบัติการดดูกลืนแสงและการเรืองแสงของไฟโคไซยานินจากสาหรายชนิดตางๆ 

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 จากสาหรายในกลุมไซยาโนแบคทีเรีย 

ชนิดของสาหราย Native C-PC  
(KDa) หนวยยอยเบตา  (KDa) หนวยยอยอัลฟา (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 คาการดูดกลืนแสงสูงสุดของ C-PC เมื่ออยูในรูปตางๆ 

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 

หนวยยอยอัลฟา   620 
หนวยยอยเบตา   608 

ที่มา : จาก Edwards, MacColl, และ Eisele (1996) 
 
2.6 คุณสมบตัิการเปนสารตานอนุมูลอิสระของไฟโคไซยานิน 

ไฟโคไซยานินจากสาหราย S. platensis มีความสามารถในการกําจัดอนุมูลไฮดรอกซิล
(Hydroxyl radicals) และอนุมูลเปอรออกซิล (Peroxyl radical) โดยมีไฟโคไซยาโนไบลินทําหนาที่
ในการตานการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นและกําจัดอนุมูลอิสระ (Bhat และ Madyastha, 2000)         
ไฟโคไซยานินที่สกัดจากสาหราย Aphanizomenon flos-aquae (AFA) ในกลุมไซยาโนแบคทีเรีย     
ก็มีความสามารถกําจัดอนุมูลเปอรออกซิลไดเชนเดียวกัน (Benedetti, Benvenuti, Pagliarani, 
Francogli, Scoglio และ Canestrari, 2004) แต Zhou และคณะ (2005) พบวาไฟโคไซยานินจาก
สาหราย S. platensis จะสรางอนุมูล ไฮดรอกซิลในสภาวะที่มีแสง แตจะกําจัดอนุมูลโฮดรอกซิลใน
สภาวะที่ไมมีแสง  การทําใหไฟโคไซยานินเสียสภาพทางธรรมชาติโดยใชสารเคมี จะทําให
ความสามารถในการสรางอนุมูลดังกลาวหมดไป ในทางตรงกันขามไฟโคไซยานินที่สูญเสียสภาพ
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ทางธรรมชาติจะมีความสามารถในการกําจัดอนุมูลโฮดรอกซิลเพิ่มขึ้น ซ่ึงชี้วาไฟโคไซยาโนไบลิน
ทําหนาที่หลักในการกําจัดอนุมูลโฮดรอกซิล และพบวาสวนของอะโพโปรตีนก็มีคุณสมบัตินี้ดวย
เชนเดียวกัน (Bhat และ Madyastha, 2001) ความสามารถในการกําจัดอนุมูลไฮดรอกซิลดังกลาว    
ยังเพิ่มขึ้นตามความเขมขนของไฟโคไซยานินที่เพิ่มขึ้น (Estrada, Bescos และ Fresno, 2001) 
 
2.7 ไฟโคไซยานินที่ผลิตเปนการคา 

ไฟโคไซยานินที่ผลิตเปนการคามีทั้งชนิดที่ใชในงานวิเคราะหทางเคมีและชีวเคมี ชนิดที่ใช
เปนสารใหสี (Colorant) ในอาหารและเครื่องสําอาง ซ่ึงมีทั้งที่อยูในรูปผงแหงและเปนของเหลว เชน
Deltablue™ -  PC จากบริษัท Biodelta  Pty   (Ltd) ประเทศแอฟริกาใต สกัดจากสาหราย S. platensis 
ไฟโคไซยานิน Deltablue™ ชนิดที่ใชในอาหารและเครื่องสําอางจะมีคาความบริสุทธิ์มากกวา 0.5 
(คํานวณจากอัตราสวนระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 และ 280 นาโนเมตร) มีความ
คงตัวในชวงพีเอชระหวาง 5 ถึง 7.5 (Biodelta, 2005)  

Parry's PC จากบริษัท Parry Nutraceutical เปนผลิตภัณฑที่อยูในรูปผงแหง ผลิต
ออกจําหนาย 2 ชนิด คือชนิดความบริสุทธิ์สูงใชสําหรับการตรวจวัดทางภูมิคุมกันวิทยา และชนิด
ความบริสุทธิ์ต่ํากวาซ่ึงใชสําหรับงานอื่นๆ นอกเหนือจากการตรวจวัดทางภูมิคุมกันวิทยา โดยบรรจุ
ในถุงอลูมิเนียมเคลือบชนิดใชกับอาหารและดัดแปรบรรยากาศดวยกาซไนโตรเจน และตองเก็บ
รักษาในที่ที่ไมมีแสงและมีความชื้นต่ํา  

นอกจากนี้ยังมีไฟโคไซยายินที่มีช่ือทางการคาอื่นๆ เชน Bioprex's PC ในรูปผง จากบริษัท 
Bioprex Labs ผลิตภัณฑ Linablue จากบริษัท Dainippon Ink & Chemicals ประเทศญี่ปุน ผลิตภัณฑ 
PhycoPro™ จากบริษัท Prozyme ซ่ึงใชสําหรับงานวิเคราะห และผลิตภัณฑ Linablue จากบริษัท 
Loyalka Biotech ประเทศอินเดีย  

Bhaskar, Gopalaswamy และ Raghu (2005) กลาววาไฟโคไซยานินที่ใชในอุตสาหกรรมยา
ตองใชชนิดทีม่ีความบริสุทธิ์ 4.0 สวนชนิดที่ใชในอุตสาหกรรมอาหารตองใชชนิดที่มีความบริสุทธิ์ 
2.0  

 
2.8 การสกัดไฟโคไซยานิน 

ในปจจุบันยังไมมีวิธีการมาตรฐานสําหรับการสกัดสารประกอบไฟโคไซยานินจากเซลล
สาหรายสไปรูไลนา แตโดยทั่วไปจะตองทําลายผนังเซลลกอนเพื่อใหสามารถแยกไฟโคไซยานิน 
ออกมาได เนื่องจากไฟโคไบลิโซมจะเกาะอยูกับเยื่อไทลาคอยดซ่ึงกระจายตัวอยูภายในเซลลของ
สาหรายสไปรูไลนา ดังภาพที่ 2.4 สาหรายที่จะนํามาสกัดนั้นใชไดทั้งเซลลสดและเซลลแหง       
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จากการศึกษาของ Sarada, Pillai และ Ravishankar (1999) พบวาเซลลของสาหรายสดจะใหผลผลิต
ไฟโคไซยานินสูงกวาการใชเซลลแหง โดยที่การทําแหงสาหรายสไปรูไลนาดวยวิธีตางๆ กัน เชน 
การทําแหงดวยเครื่องทําแหงแบบพนฝอย และการทําแหงดวยตูอบลมรอนจะสูญเสียไฟโคไซ-
ยานินถึงรอยละ 45 เมื่อเทียบกับการใชเซลลสด 

 

 
ภาพที่ 2.4 โครงสรางภายในของสาหราย S. maxima; S = septum, t= เยื่อไทลาคอยด  
                  ที่มา : จาก Vonshak และ Tomaselli (2000) 
 

การทําลายผนังเซลลของสาหรายสไปรูไลนา สามารถทําไดทั้งโดยใชวิธีการทางกายภาพ 
และการยอยผนังเซลลดวยสารเคมีและเอนไซม หรือใชวิธีการเหลานี้รวมกัน วิธีการทางกายภาพที่
ใชไดแก  

- การใชคล่ืนอัลตราโซนกิ 
- การใชเฟรนชเพรส (french press) 
- Nitrogen cavitation 
- liquid nitrogen freeze–thaw 
- mortar/pestle grinding 
- liquid nitrogen freeze–grind 

 
 การสกัดไฟโคไซยานินจากสาหรายสไปรูไลนา โดยการทําลายเซลลดวยวิธีการแชเยือก-
แข็งสลับกับการละลาย (Repeated freezing and thawing: RFT) การบดดวยโกรงและครกบด 
(Mortar and pestle) และการใชเครื่องปนผสม (Blender) จะไดไฟโคไซยานินประมาณ 19.4+0.4 



 17
 

มิลลิกรัมตอรอยกรัมของน้ําหนักสาหรายแหง แตการสกัดดวยน้ํากลั่นจะใชเวลานาน 3 ถึง 4 วันจึง
จะสกัด ไฟโคไซยานินไดปริมาณเทากัน (Sarada, Pillai และ Ravishankar, 1999) 

น้ํากลั่นหรือน้ําบริสุทธิ์สามารถทําลายผนังเซลลของสาหรายสไปรูไลนาไดโดยผลของ
แรงดันออสโมติก (Han, Pyo และ Yang, 2003) หรือ Osmotic shock เชนเดียวกับแคลเซียมคลอไรด 
(Yoshui, Akiko และ Masaki [2003], Rebeller [1982] และ Jiraporn Pusri [1995]) ซ่ึงจะเกิดในกรณี
ที่เซลลอยูในสารละลายเจือจาง โดยเซลลจะดูดซับน้ําจนบวมเตง กระทั่งทนตอแรงดันเตงภายใน
เซลลไมไหว เซลลก็จะแตกในที่สุด ซ่ึงในกรณีนี้ เวลาเปนปจจัยสําคัญที่มีผลตอประสิทธิภาพในการ
ทําลายผนังเซลล 

Bhaskar, Gopalaswamy และ Raghu (2005) สกัดไฟโคไซยานินจากสาหรายสไปรูไลนา
โดยการทําลายผนังเซลลดวยไนโตรเจนเหลว  

Yoshui, Akiko และ Masaki (2003) และ Rebeller (1982) ใชสารละลายแคลเซียมคลอไรด
รวมกับการใชคล่ืนอัลตราโซนิกในการสกัดไฟโคไซยานินจากสาหรายสีน้ําเงินแกมเขียว 

Jiraporn Pusri (1995) สกัดไฟโคไซยานินจากสาหรายสไปรูไลนาโดยการทําลายผนังเซลล
ดวย French Press รวมกับการทํา Osmotic shock ดวยสารละลายแคลเซี่ยมคลอไรด 

สารเคมีที่ใชในการยอยผนังเซลลไดแก Ethylenediaminetetraacetate (EDTA) ซ่ึงจะทําลาย
โปรตีนเพอริพลาสมิก (Periplasmic protein) ในผนังเซลลช้ันนอกของแบคทีเรียแกรมลบ สวนสาร
ลดแรงตึงผิว เชน Nonionic detergent Triton X-100 สามารถละลายไขมันในเยื่อหุมเพอริพลาสมิก 
(Periplasmic membrane) และผนังเซลลช้ันนอกของแบคทีเรียแกรมลบได (Hatti-Kaul และ 
Mattiasson, 2003) 

สารละลายกรด เชน สารละลายกรดฟอสโฟริก และกรดไฮไดรคลอริก ก็สามารถใชทําลาย
ผนังเซลลของสาหรายได (Yoshui, Akiko และ Masaki [2004] และ Sarada, Pillai และ Ravishankar 
[1999])  

Viskari และ Colyer (2003) สกัดไฟโคไบลิโปรตีนจากสาหราย Synechococcus CCMP 833 
โดยใชสารละลาย 3-[(3-cholamidopropyl) dimethyammonio] propanesulfonic acid หรือ Chaps 
โดยมี Asolectin รอยละ 0.3 รวมกับการทําใหเกิดฟองภายในเซลลดวยไนโตรเจน (Nitrogen 
cavitation) ซ่ึงพบวาใหประสิทธิภาพในการสกัดมากกวารอยละ 85 และใชเวลาต่ํากวา 3 ช่ัวโมง 

 
 
 



 18
 

2.9 การสกัดไฟโคไซยานินดวยการแชเยือกแข็งสลบักับการละลาย คลื่นอัลตราโซนิก
และไลโซไซม 

การสกัดไฟโคไซยานินโดยวิธีการแชเยือกแข็งสลับกับการละลาย เกิดขึ้นโดยกลไกการเกิด
ผลึกน้ําแข็งและการขยายขนาดของผลึกน้ําแข็งที่เกิดขึ้นระหวางกระบวนการแชเยือกแข็ง ซ่ึงเปน
กลไกสําคัญในการทําลายผนังเซลลช้ันใน ทําใหผนังเซลลเกิดเปนรูร่ัว (Transient pores)  ขึ้นใน
ระหวางการละลายน้ําแข็ง เปนผลใหเกิดการแพรกระจายของเอนไซมและโปรตีนออกสูภายนอก
เซลล ซ่ึงปจจัยสําคัญที่ทําใหเกิดการแพรกระจายดังกลาวคืออัตราการละลายน้ําแข็ง (Rate of 
thawing) และความคงตัวของรูร่ัวภายในเซลล ซ่ึงที่ผิวนอกจะมีอัตราการละลายน้ําแข็งสูงกวาภายใน 
ในขณะที่อุณหภูมิในการละลายน้ําแข็งจะมีผลตอความคงตัวของรูร่ัวภายในเซลล ซ่ึงการละลาย
น้ําแข็ง ที่อุณหภูมิต่ําจะทําใหรูร่ัวภายในเซลลคงตัวอยูไดนานกอนจะปดตัวลง 

กลไกในการสกัดไฟโคไซยานินจากเซลลสาหรายดวยคลื่นอัลตราโซนิก เปนการทําลาย
ผนังเซลลของสาหรายเพื่อปลดปลอยไฟโคไซยานินออกจากเซลลดวยแรงเฉือนซ่ึงเกิดจากคลื่นเสียง
ที่มีความถี่สูงกวา 20 กิโลเฮิรตซ แรงสั่นสะเทือนจากคลื่นเสียงความถี่สูงดังกลาวทําใหเกิด
ฟองอากาศขนาดเล็กขึ้นในสารแขวนลอยและภายในเซลลของสาหราย เรียกปรากฏการณนี้วา 
“Cavitation” จากปรากฏการณดังกลาว ฟองอากาศจะถูกสรางขึ้น และทําใหขยายขนาดจนกระทั่ง
แตกสลาย เปนผลใหเกิดคล่ืนสะทาน (Shock wave) อยางรุนแรงขึ้น ณ จุดตางๆ ทั้งภายในเซลลและ
ภายนอกเซลลของสาหราย สงผลใหเกิดความแตกตางของแรงเฉือนที่รุนแรง ณ จุดตางๆ ซึ่งกระทํา
ตอเซลล เปนผลใหผนังเซลลฉีกขาดในที่สุด 

การทําลายผนังเซลลโดยใชคล่ืนอัลตราโซนิกเพียงอยางเดียวจะใหผลตอการสกัดไฟโคไซ-
ยานินต่ํากวาเมื่อใชรวมกับเม็ดทรายละเอียด ซ่ึงใหอัตราการสกัดสูงถึงรอยละ 76.9 (Viskari และ 
Colyer, 2003) และจากการศึกษาของ Rezwan, Lanéelle, Sander และ Daffé (2007) พบวาการใช
คล่ืนอัลตราโซนิกเพียงอยางเดียวจะใหผลการสกัดต่ําที่สุด (ตารางที่ 2.11) โดยท่ีความถี่ของคลื่น
เปนปจจัยสําคัญตอประสิทธิภาพในการสกัด (Furuki และคณะ, 2003) 

ในขณะที่ไลโซไซมเปนเอนไซมที่มีประสิทธิภาพในการยอยผนังเซลลช้ัน LII ซ่ึงเปนชั้นที่
แข็งแรงที่สุด โดยไลโซไซมจะตัดพันธะ β-1,4-glucosidic ในโมเลกุลของ Peptidoglycan (Hatti-
Kaul และ Mattiasson, 2003) แตสําหรับแบคทีเรียแกรมลบรวมถึงสาหรายสไปรูลินาซึ่งมีโครงสราง
ผนังเซลลแบบเดียวกันนั้น จะตองทําลายผนังเซลลช้ันนอกกอนเพื่อเปดทางใหไลโซไซมเขาถึงชั้น 
Peptidoglycan ได เชน การใชสารลดแรงตึงผิว หรือ สารกําจัดไอออนเพื่อทําลายผนังเซลลช้ันนอก 
หรือการทําลายผนังเซลลดวยวิธีทางกายภาพ ดังเชนในตารางที่ 2.11 ซ่ึงพบวา การใชไลโซไซมยอย



 19
 

ผนังเซลลหลังผานการทําลายผนังเซลลดวยวิธีทางกายภาพดวยวิธีอ่ืนๆ แลวนั้น จะสามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการสกัดได  
 
ตารางที่ 2.11 เปรียบเทียบประสิทธิภาพการสกัดโปรตีนจากเซลลของสาหราย Mycobacterium  
         smegmatis ดวยวิธีตางๆ กัน 

วิธีทําใหเซลลแตก ปริมาณโปรตนีท่ีสกัดได 
(mg/ml) ตอกรัมของสาหราย 

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 
 เนื่องจากไฟโคไซยานินมีโครงสรางโมเลกุลเปนโปรตีน ดังนั้นความคงตัวของไฟโคไซ-
ยานินจึงเกี่ยวของกับการสูญเสียสภาพทางธรรมชาติของโปรตีนซึ่งสงผลตอคุณสมบัติของโปรตีน
นั้น ปจจัยที่เกี่ยวของกับความคงตัวของไฟไซยานินไดแก อุณหภูมิ ตัวทําละลาย คาพีเอช แรงกล 
และความเขมขนของไฟโคไซยานินเอง (Houghton, 2000)   

การสูญเสียสภาพทางธรรมชาติของไฟโคไซยานินมีลักษณะเปนสมการอันดับ 1 และมี 
คาคงที่อัตรา (Rate constant) ที่พีเอช 5.0 และอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปน 4.37 × 10-5 ตอวินาที 
และจะเพิ่มขึ้นเปน 5.46 × 10-5 ตอวินาที ที่พีเอช 7.0 อัตราการสูญเสียสภาพทางธรรมชาติจะสูงขึ้น
มากที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส (7.96 × 10-4 ตอวินาที ที่พีเอช 7.0) เมื่อเทียบกับที่พีเอช 5.0 (1.46 × 
10-4 ตอวินาที) ไฟโคไซยานินจะมีความคงตัวตอความรอนสูงสุดที่พีเอช 5.0 (Patel, Pawar, Mishra, 
Sonawane และ Ghosh, 2004) แต Sarada, Pillai และ Ravishankar (1999) พบวาไฟโคไซยานินจะ
คงตัวในชวงพีเอช ระหวาง 5.0 ถึง 7.5 ที่อุณหภูมิ 9+1 องศาเซลเซียส และจะไมคงตัวที่อุณหภูมิสูง
กวา 40 องศาเซลเซียส  
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จากการศึกษาของ Jiraporn Pusri (1995) พบวาสารละลายไฟโคไซยานินในรูปของเหลว จะ
ไมคงตัวในสภาวะที่มีอุณหภูมิสูง และในสภาวะที่มีความเปนกรดสูง หรือเปนดางสูง ที่อุณหภูมิต่ํา
กวา 50 องศาเซลเซียสเปนอุณหภูมิที่เหมาะสม และพีเอชที่เหมาะสมคือชาง 5 ถึง 9 และยังพบวา              
ไฟโคไซยานินจะไมคงตัวที่อุณหภูมิหอง การเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จะใหความคงตัว
มากกวาที่ 4 องศาเซลเซียส ในขณะที่ตัวทําละลายอินทรียและน้ําตาลกลูโคสจะชวยเพิ่มความคงตัว               
ของสารละลายไฟโคไซยานินที่อุณหภูมิหอง  

Boosya Bunnag (1995) พบวาไฟโคไซยานินชนิดใชในอาหารในสารละลายน้ําตาลกลูโคส
เขมขนรอยละ 20 สามารถเก็บไดนานถึง 2 เดือน เมื่อเก็บที่พีเอช 5 ถึง 9 และอุณหภูมิต่ํากวา 55 
องศาเซลเซียส 

เมื่อไดรับความรอนและแสงแดด สารละลายไฟโคไซยานินจะไมคงตัว ที่พีเอช 3.0          
ไฟโคไซยานินจะไมละลาย และจะสูญเสียสภาพทางธรรมชาติที่อุณหภูมิสูงกวา 45 องศาเซลเซียส 
สวนที่พีเอช 5 และ 7 จะเหนี่ยวนําใหสีของไฟโคไซยานินเปลี่ยนแปลง (Jespersen, Stromdahl, 
Olsen และ Skibsted, 2004) จากรายงานของ Couteau, Baudry, Roussakis และ Coiffard (2004) 
พบวาไฟโคไซยานินจากสาหรายสไปรูไลนาจะคงตัวที่พีเอชต่ํากวา 7.0 และจะเกิดการสูญเสียสภาพ
ทางธรรมชาติเมื่อไดรับความรอน ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงดังกลาวมีสมการอัตราเปนอันดับ 1 (First 
order rate reaction) 

 
2.11 สารเพิ่มความคงตัวสําหรับการทําแหงไฟโคไซยานิน 

การทําแหงไฟโคไซยานินสามารถใชน้ําตาลซูโครสเปนสารเพิ่มความคงตัวที่ความเขมขน
ระหวาง 0.1 ถึง 1 โมลตอลิตร สารเพิ่มความคงตัวชนิดอื่น เชน น้ําตาล เกลือ สารโพลิเมอร และตัว     
ทําละลายรวม (Cubicciotti, 1997) ซ่ึงสารเพิ่มความคงตัวเหลานั้นจะสรางพันธะไฮโดรเจนกับ
โปรตีนโดยตรงในระหวางกระบวนการทําแหงโดยการแชเยือกแข็ง โดยเขาไปแทนที่โมเลกุลของ
น้ําเพื่อรักษาสภาพธรรมชาติของโปรตีนระหวางกระบวนการทําแหง (Arakawa, Prestrelski, 
Kenney และ Carpenter, 2001) ทั้งนี้ สารเพิ่มความคงตัวที่อยูในสถานะอสัณฐาน (Amorphous state) 
จะกอพันธะไฮโดรเจนไดดีที่สุด (Costantino, Curley, Wu และ Hsu, 1998) 

น้ําตาลอัลกอฮอล (Sugar alcohol) หรือเรียกวาสารพอลีออล (Polyol) เปนสารอีกกลุมหนึ่ง
ที่นิยมใชเปนสารใหความคงตัวแกโปรตีน เชน กลีเซอรอล และมอลติตอล การเพิ่มความเขมขนของ
สารเหลานี้ระหวางรอยละ10 ถึงรอยละ 40 (น้ําหนักตอปริมาตร) และปรับพีเอชใหอยูระหวาง 1.9 
ถึง 7.0 จะชวยขยายชวงการเริ่มเสียสภาพทางธรรมชาติ (Denaturizing lag phase) ของโปรตีนให
กวางขึ้น (Haque, Singha, Moosavi-Movahedi และ Ahmad, 2005)  
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โดยปกตกิลีเซอรอลจะมีสถานะเปนของเหลวที่อุณหภูมหิอง เนื่องจากมีคา Tg ประมาณ -88 
องศาเซลเซียส การนํามาใชในอาหารและเครื่องดื่ม มักนิยมใชเปนสารใหความหวาน และเปนสาร
ชวยรักษาความชื้น (Humectants) ใชเปนตวัทําละลายสําหรับสารที่ใหกล่ินรสและทีส่ารใหสี ใชเปน
สารเพิ่มความนุม (Softening agent) และสารเพิ่มความขนหนืด (Thickening agent) และยังเปนสาร
เพิ่มปริมาน (Filler) ในอาหารไขมันต่ํา นอกจากนี้ ยังสามารถใชเปนสารใหความคงตัวแกโปรตนี
และเอนไซมทีต่องเก็บรักษาดวยการแชเยือกแข็งหรือการทําแหง  

มอลติตอลซึ่งเปนสารที่ผลิตไดจากการนําน้ําตาลมอลโตส ซ่ึงผานกระบวนการไฮโดร-
จิเนชั่น (Hydrogenation) นิยมใชเปนสารทดแทนสารใหความหวานเนื่องจากมีคาความหวานรอยละ 
90 ของน้ําตาลซูโครส แตรางกายมนุษยไมสามารถดูดซึมไปใชประโยชนได 

ไฟโคไซยานินที่ทําใหอยูในรูปสารละลายเขมขน อาจทําใหคงตัวไดโดยการเติมเกลือและ
น้ําตาล (Rebeller, 1982) 

สําหรับมอลโตเดกซตริน (Maltodextrin) เปนสารโพลิเมอรที่ประกอบดวยโมเลกุลของ
กลูโคสตอกันดวยพันธะ  α -1-4 มีคา สมมูลยเดกซโตรส (Dextrose equivalent) อยูระหวาง 5-20 มี
ทั้งชนิดที่เปนผง และสารละลายเขมขน ผลิตจากแปงขาวโพด แปงมันฝร่ัง แปงขาว และแปงมัน
สําปะหลัง โดยกระบวนการยอยดวยกรดหรือเอนไซม  สําหรับมอลโตเดกซตรินที่มีคาสมมูลย 
เดกซโตรสเทากับ 10 และมีความชื้นรอยละ 5   โดยน้ําหนัก จะมีคา Tg ประมาณ 100   องศาเซลเซียส 
(Avaltroni, Bouquerand และ Normand, 2004)  นิยมใชเปนสารชวยในการทําแหง (Drying aid) 
สําหรับสารละลายที่มีกรดหรือน้ําตาลเปนองคประกอบอยูมาก เพื่อใหไดผลิตภัณฑที่เปนผงแหง  
ไมหนืดเหนียว (Adhikari, Howes, Bhandari และ Troung, 2004) 
 
2.12 การศึกษาคุณสมบัติของไฟโคไซยานิน 

2.12.1 การศึกษาคุณสมบตัิในการเปนสารตานการเกิดอนุมูลอิสระ  
วิธีการศึกษาคุณสมบัติการเปนสารตานอนุมูลอิสระมี 6 วิธีหลัก ไดแก (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)  

สําหรับการศึกษาคุณสมบัติการเปนสารตานอนุมูลอิสระของไฟโคไซยานินนิยม
ใชวิธี 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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การศึกษาความคงตัวของไขมันโดยผลของสารตานอนุมูลอิสระสามารถใชเครื่อง 
Rancimat ในการศึกษาโดยใชคา Induction time บงชี้ความคงตัว ซ่ึงเรียกวา คาดัชนีความคงตัวของ
ไขมัน หรือ Oil stability index เชน การศึกษาความสามารถของสารสกัดจาก buckwheat ในการ
ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของไขมัน (Sun และ Ho, 2005) 

2.12.2 การคํานวณความเขมขนของไฟโคไซยานนิ 
การคํานวณคาความเขมขนของไฟโคไซยานิน มีสูตรคํานวณคอนขางแตกตางกัน 

แตมีพื้นฐานคลายกัน กลาวคือการคํานวณจากคาการดูดกลืนแสงที่คาการดูดกลืนแสงสูงสุดของ    
ไฟโคไซยานินและอัลโลไฟโคไซยานิน ดังนี้  

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

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

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

%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  คือคาสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสง (Extinction coefficient) ของ          
ไฟโคไซยานิน ที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร 

            10  คือปริมาตรทั้งหมดของสารละลายที่เตรียมได 
         Represents คือคาเทียบเทารอยละมีคาเปน 100  

 
2.12.3 การคํานวณคาความบริสุทธ์ิของไฟโคไซยานิน 

การบอกคาความบริสุทธิ์ของไฟโคไซยานินนิยมบอกดวยคาสัดสวนระหวางคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร (A620/A280) เนื่องจากที่คา
ความยาวคลื่นทั้งสองเปนคาการดูดกลืนแสงสูงสุดของสารละลายไฟโคไซยานิน และของโปรตีน
ตามลําดับ (Rito-Palomares, Nuñez และ Amador, 2001) อัตราสวนดังกลาวบงบอกถึงสัดสวน
ระหวางคาการดูดกลืนแสงของ ไฟโคไซยานินซึ่งสัมพันธกับปริมาณของไฟโคไซยานิน และคาการ
ดูดกลืนแสงของโปรตีนซึ่งสัมพันธกับปริมาณโปรตีนทั้งหมด 
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2.12.4 การศึกษาความคงตัวของไฟโคไซยานิน  

ในการศึกษาความคงตัวของไฟโคไซยานิน สามารถใชรูปแบบของการดูดกลืน
แสงในชวงความยาวคลื่นที่เปนผลจากการจัดเรียงโมเลกุลของไฟโคไซยานินสําหรับติดตามการ
เปลี่ยนแปลงของไฟโคไซยานินที่ถูกทําใหเกิดการเสียสภาพทางธรรมชาติ เชน โดยสารยูเรีย (Fukui 
และคณะ, 2004) การติดตามดวยคาการดูดกลืนแสงอาจทําในชวงความยาวคลื่น 400–800 นาโน-
เมตร (Sarada, Pillai และ Ravishankar, 1999)  

Schirmer, Bode และ Huber (1987) พบวาการจัดเรียงโมเลกุลของไฟโคไซยานิน
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บทที่ 3 
การคัดเลือกสายพันธุสาหรายสไปรูไลนาสําหรับการสกัดไฟโคไซยานิน 

 
3.1 บทคัดยอ 

สาหรายในสกุลสไปรูไลนามีอยูดวยกันหลายสายพันธุ ในการนําสาหรายในสกุลนี้มาใช
เปนวัตถุดิบในการสกัดไฟโคไซยานินจึงตองคัดเลือกสายพันธุที่เหมาะสมที่สุด ดังนั้นในการวิจัยนี้
จึงศึกษาคุณสมบัติของสาหรายในสกุลสไปรูไลนา 10 สายพันธุจากสถาบันคนควาและพัฒนา
ผลิตภัณฑอาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ไดแก Spirulina platensis (IFRPD 1178 1181 1190 
1204 1208 1212 1213 และ 1216) และ Spirulina maxima (IFRPD 1183 และ 1215)   เพื่อคัด        
สายพันธุที่เหมาะสมตอการนําไปใชสกัดไฟโคไซยานิน โดยศึกษาลักษณะทั่วไปของเซลลสาหราย 
ปริมาณไฟโคไซยานินทั้งหมด และผลผลิตของไฟโคไซยานินที่สกัดได โดยเลี้ยงสาหรายใน
หองปฏิบัติการดวยอาหารเหลวสูตร Zarrouk เปนเวลา 7 วัน พบวา ความหนาของผนังเซลลมีขนาด
ระหวาง 46.80–164.80 นาโนเมตร ความยาวของไตรโคมอยูระหวาง 192.10–321.19 ไมโครเมตร 
เสนผานศูนยกลางของเกลียวมีขนาดระหวาง 21.00–39.92 ไมโครเมตร ระยะหางชวงเกลียวอยู
ระหวาง 28.94–90.39 ไมโครเมตร และความหนาไตรโคมมีอยูระหวาง 8.49–12.28 ไมโครเมตร 
และพบวาทุกสายพันธุ มีอัตราการเจริญเติบโตไมแตกตางกัน แตสายพันธุ 1183 และ 1213 มีปริมาณ
ไฟโคไซยานินทั้งหมดสูงที่สุด (รอยละ 17.53 และ 17.14 ของน้ําหนักแหงตามลําดับ) มีคุณสมบัติ
ไมแยกตัวจากอาหารที่ใชเล้ียงและทนตอการถูกสกัดดวยวิธีแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศา-
เซลเซียส และการสกัดดวยคล่ืนอัลตราโซนิค ดังนั้นสายพันธุ 1183 และ 1213 จึงเปนสายพันธุ        
ที่เหมาะสม 
 
3.2 บทนํา 

สาหรายสไปรูไลนาเปนสาหรายในสกุล Spiruluna ชนิดที่เพาะเลี้ยงกันอยางแพรหลาย คือ
Spirulina platensis และ Spirulina maxima สาหรายสไปรูไลนามีลักษณะโครงสรางเปนเซลลตอกัน
หลายๆ เซลลประกอบขึ้นเปนสายยาว (Multicultural structure) หรือเรียกวาไตรโคม (Trichome 
cells) เสนสาหรายเหลานี้จะบิดตัวเปนเกลียว ภายในเซลลประกอบดวยกลุมของฟองอากาศเล็กๆ 
จํานวนมาก ซ่ึงชวยใหสาหรายสไปรูไลนาสามารถลอยตัวในน้ําได (Ciferri, 1983) สายสาหราย    
สไปรูไลนามีขนาดความหนาอยูในชวง 6 ถึง 12 ไมโครเมตร แตละเซลลจะมีรูปทรงเปนรูป
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ทรงกระบอก เกลียวของ สาหรายมีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 30 ถึง 70 ไมโครเมตร 
(Tomaselli, 1997) และแตละสาย มีความยาวประมาณ 500 ไมโครเมตร  
 สาหรายสไปรูไลนามีโปรตีนรอยละ 56 ถึงรอยละ 77 ของน้ําหนักแหง (Ciferri, 1983) และ
มีไฟโคไซยานินคิดเปนรอยละ 40 ของโปรตีนทั้งหมดในเซลล (Zhou และคณะ, 2005) ซ่ึงปริมาณ
ดังกลาวขึ้นกับสายพันธุ อายุของสาหราย ปริมาณไนโตรเจนในอาหารที่ใชสําหรับเลี้ยงสาหราย 
(Ruengjitchatchawalya, Chirasuwan, Chaiklahan, Bunnag และ Tanticharoen [2002] และ 
Richmond, Vonshak และ Arad [1980]) และสภาวะในการเลี้ยง เชน อุณหภูมิ คาพีเอช อัตราการเติม
อากาศและกาซคารบอนไดออกไซด เปนตน (Becker และ Venkataraman, 1982) แตการคัดเลือก
พันธุสาหรายสไปรูไลนาเพื่อการสกัดไฟโคไซยานินนั้น นอกจากจะพิจารณาที่ปริมาณไฟโคไซ-
ยานินทั้งหมดในเซลลแลว ยังตองพิจารณาถึงคุณสมบัติในการสกัดออกจากเซลลของสาหรายดวย 
ซ่ึงปริมาณของไฟโคไซยานินที่สกัดไดขึ้นกับวิธีการสกัดและลักษณะโครงสรางของเซลล ทั้งนี้ 
Gudin และ Therpenier (1986) รายงานวารอยละ 20–30 ของตนทุนการผลิตเปนคาใชจายในการเก็บ
เกี่ยวสาหราย และความสามารถในการลอยตัวของเซลลชวยลดตนทุนการเก็บเกี่ยวดังกลาว (Kim 
และคณะ, 2005)  
 ดังนั้น เพื่อศึกษาสายพันธุสาหรายสไปรูไลนาที่เหมาะสมตอการนําไปสกัดไฟโคไซยานิน 
งานวิจัยในสวนนี้จึงทําการคัดเลือกสายพันธุโดยพิจารณาจากลักษณะโครงสรางของเซลล ปริมาณ     
ไฟโคไซยานินทั้งหมด และผลผลิตของการสกัดไฟโคไซยานินจากสาหรายสไปรูไลนา โดยใชพันธุ
สาหรายสไปรูไลนาของสถาบันคนควาและพัฒนาผลิตภัณฑอาหาร (Institute of Food Product 
Research and Development: IFRPD) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร จํานวน 10 สายพันธุ 
 
3.3 วิธีดําเนินการวิจัย 

3.3.1 การเพาะเลี้ยงสาหราย 
ศึกษาสาหรายสไปรูไลนา 10 สายพันธุ จาก Spirulina platensis (IFRPD  1178 

1181 1190 1204 1208 1212 1213 และ 1216) และ Spirulina maxima (IFRPD 1183 และ 1215) ของ
สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตภัณฑอาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร โดยเลี้ยงสาหรายในสูตร
อาหาร Zarrouk ดังรายละเอียดในภาคผนวก ก (Zarrouk, 1966) ที่พีเอช 10.0 จํานวน 2 ชุดๆ ละ 3 ซํ้า 
โดยนํากลาพันธุที่เล้ียงในสูตรอาหาร Zarrouk  นาน  3 วัน ไปเลี้ยงในหลอดเลี้ยงสาหรายขนาด 200 
มิลลิลิตร (คํานวณความเขมขนเริ่มตนของสาหรายดวยคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560      
นาโนเมตร (OD560) ใหไดเทากับ 0.5) ที่อุณหภูมิ 31 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน โดยเติมอากาศที่มี
สวนผสมของกาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 1.0 ในอัตรา 100 ลิตรตอช่ัวโมง และใหแสงสวาง
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ดวยหลอดฟลูออเรสเซนสชนิดแสงขาวนวล (Cool white fluorescent lamps)  3 หลอด (แตละหลอด
มีกําลังและคาความเขมแสงเทากับ 36 วัตต และ 90–93 ลูเมนตอวัตต ตามลําดับ) เปนระยะเวลา 16 
ช่ัวโมงตอวัน วัดอัตราการเจริญเติบโตดวยการหาน้ําหนักแหง เมื่อครบเวลาตามที่กําหนด เก็บเกี่ยว
สาหรายโดยกรองสาหรายดวยผากรองที่มีรูขนาด 35 ไมโครเมตร (Nylon mesh 140-T SWISS 
NYBOLT) ลางดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง แลวบรรจุในถุงพลาสติกกอนเก็บในตูเย็นที่ 4 องศาเซลซียส 

3.3.2 สารเคมี  
  สารไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต และโมโนโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ชนิด
ที่ใชสําหรับงานวิเคราะห (ACS-for analysis grade) ผลิตโดยบริษัท Carlo Erba Reagenti ประเทศ
อิตาลี 

3.3.3 การศึกษาขนาดและรูปทรงของสาหราย 
วัดขนาดของสาหรายโดยวัดความยาวของไตรโคม เสนผานศูนยกลางของเกลียว 

(Helix diameter) ระยะชวงเกลียว (Pitch length) และความหนาของไตรโคมดวยกลองจุลทรรศน 
Nikon microscope รุน Optiphot-2 ที่ประกอบดวยกลองดิจิตอล MEIJI ½” Color CCD Camera รุน 
MTV-62V1P และ PIXERA Studio software (Thai Microscopy Co., Ltd.) จํานวน 100 เซลลตอ
ตัวอยาง (Bennett และ Bogard, 1973) 

ศึกษาความหนาของผนังเซลลดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน 
(Transmission electron microscope) หรือ TEM ตามวิธีของ (Holmgren และ Hostetter, 1971) 

3.3.4 การสกัดไฟโคไซยานินเพื่อหาปริมาณไฟโคไซยานินท้ังหมด   
สกัดไฟโคไซยานินโดยดัดแปลงจากวิธีของ Patel, Mishra, Pawar และ Ghosh 

(2005) โดยชั่งสาหรายสดใหไดน้ําหนักแนนอนในชวง  200-300 มิลลิกรัม ใสในหลอดปนเหวี่ยง
(Centrifugal tube) ขนาด 45 มิลลิลิตร เติมสารละลาย โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร (pH 7.0)          
ความเขมขน 0.1 โมลตอลิตร ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ผสมและนําไปทําลายผนังเซลลดวยคลื่นอัลตรา-
โซนิก  โดยใชเครื่อง Ultrasonic processor รุน GE-100 ซ่ึงใหคล่ืนอัลตราโซนิกที่ความถี่ 20 
กิโลเฮิรตซ โดยใชรวมกับ Stepped microtip ขนาด 1/8 นิ้ว ซ่ึงใหคาขนาดความสูงของคลื่นสูงสุด 
211 ไมโครเมตร นาน 1 นาที ที่ขนาดความสูงของคลื่น (Amplitude) รอยละ 5 (2 วัตต) พรอมกับ
หลอเย็นดวยน้ําแข็งตลอดเวลา จากนั้นนําไปแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส สลับกับการ
ละลายน้ําแข็งที่อุณหภูมิหอง ทํา 3 รอบแลวนําไปเขยาที่อุณหภูมิหองนาน 4 ช่ัวโมง แลวเก็บที่ 4 
องศาเซลเซียส 12 ช่ัวโมง  กอนนําไปปนแยกเซลล ดวยเครื่อง Hettich Zentrifugen รุน Universal 
16R ที่ 15 องศา-เซลเซียส ที่ 13,500 RCF นาน 20 นาที  
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นําของเหลวใสสีฟาที่ไดมาเจือจางดวยสารละลายบัฟเฟอรที่ใชสกัดใหไดคา        
การดูดกลืนแสงต่ํากวา 1.0 นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Biochrom รุน Libra S22 UV/VIS 
spectrophotometer โดยกราดความยาวคลื่นดวยโปรแกรม Acquire Wavescan รุน 1.01  ในชวง  250 
– 750 นาโนเมตร โดยใช Cuvette แบบควอตซ (quartz cell) ขนาดกวาง 1 เซนติเมตร คํานวณ
ปริมาณไฟโคไซยานินและคาความบริสุทธิ์ จากสมการขางลาง (Patel และคณะ, 2005)  

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

  ศึกษาความสามารถในการใหผลผลิตไฟโคไซยานินเมื่อนําสาหรายไปสกัดดวยวิธี
สกัดที่แตกตางกัน 2 วิธีคือ วิธีที่ 1 สกัดดวยการแชเยือกแข็งสลับกับการละลาย  และวิธีที่ 2 สกัดโดย
ใชคล่ืนอัลตราโซนิก 
  3.3.5.1 การสกัดดวยวิธีการแชเยือกแข็งสลบักับการละลาย 

สําหรับวิธีการสกัดดวยการแชเยือกแข็งทําโดยผสมตัวอยางสาหรายสด 
200-300 กรัมในสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7.0) ความเขมขน 0.1 โมลตอลิตร 
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร แลวนําไปแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 3   ช่ัวโมง และละลาย
น้ําแข็งที่อุณหภูมิหอง ทํา 3 รอบ จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร อีก 9 มิลลิลิตร 
นําไปเขยาตอดวยเครื่องเขยาที่อุณหภูมิหองนาน 4 ช่ัวโมง แลวนําไปปนเหวี่ยงดวยเครื่อง Hettich 
Zentrifugen รุน Universal 16R ที่ 15 องศาเซลเซียส ที่ 13,500  RCF นาน 20 นาที จากนั้นนําสวน
ของของเหลวใสสีฟาจากการสกัดครั้งเดียวไปหาปริมาณไฟโคไซยานินดวยวิธีการเดียวกับการหา
ปริมาณไฟโคไซยานินทั้งหมด 
  3.3.5.2 การสกัดโดยใชคล่ืนอลัตราโซนิก 

โดยผสมตัวอยางสาหรายสด 200-300 มิลลิกรัม ในสารละลายโซเดียม-
ฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7.0) ความเขมขน 0.1 โมลตอลิตร ปริมาณ 10 มิลลิลิตร แลวนําไปสลาย
เซลลดวยคลื่นอัลตราโซนิก  เชนเดียวกับที่ใชในขอ 3.3.4 นาน 1 นาที ที่ขนาดความสูงของคลื่น     
รอยละ 5 (2 วัตต) พรอมกับหลอเย็นดวยน้ําแข็งตลอดเวลา แลวนําไปเขยาดวยเครื่องเขยาที่
อุณหภูมิหองนาน 4 ช่ัวโมง กอนนําไปปนแยกเซลลและหาปริมาณไฟโคไซยานินเชนเดียวกับวิธีใน
ขอ 3.3.5.1  

3.3.6 สถิติและแผนการทดลอง 
  วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ คํานวณคาการทดลองในรูปคาเฉลี่ย คา
เบี่ยงเบนมาตรฐานและความแปรปรวน  
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3.4 ผลการทดลองและการอภิปรายผล 
3.4.1 ลักษณะทั่วไปของสาหรายสไปรูไลนา 

เมื่อนําสาหรายที่เล้ียงในสารละลาย Zarrouk ไปตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 1 
ช่ัวโมง พบวาสายพันธุ 1178 และ 1204 (ภาพที่ 3.1ก และ ข)  จะตกตะกอนทั้งหมด ในขณะที่        
สายพันธุ  1190 และ  1212 (ภาพที่ 3.1  ค และ ง) เซลลจะรวมกลุมและลอยตัวที่ผิวของสารละลาย   
จากภาพดังกลาวพบวาไมปรากฏฟองอากาศ (Gas vacuole) ภายในเซลลของสายพันธุ 1178 และ
1204 แตปรากฏฟองอากาศจํานวนมากในเซลลของสายพันธุ 1190 และ 1212 ซ่ึงสงผลใหสาหราย
สามารถลอยตัว สวนสาหรายอีก 6 สายพันธุที่เหลือจะพบฟองอากาศจํานวนไมมาก และพบวาใน
กลุมนี้จะแขวนลอยอยูในสารละลาย Zarrouk โดยไมลอยตัวหรือตกตะกอน 
 

 
ภาพที่  3.1 ไตรโคมของสาหรายสไปรูไลนา (กําลังขยาย 20 เทา) และเซลลของสาหรายสไปรู- 

     ไลนาจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน: IFRPD 1178 (ก), 1204 (ข), 1190 
(ค), 1212 (ง), 1181(จ), 1183 (ฉ), 1208 (ช), 1213 (ซ), 1215 (ฌ), และ 1216 (ญ); ลูกศร
สีดําชี้ฟองอากาศภายในเซลลสาหรายสไปรูไลนา 
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ดังนั้นการเลี้ยงสาหรายสายพันธุที่จม เชน สาหรายไปรูไลนา 1178 ในเชิง
อุตสาหกรรมนั้น หากเลี้ยงสายพันธุเดียวเดี่ยวๆ จะพบปญหาการรวมกลุมแยกตัวจากสารละลายที่ใช
เล้ียง สงผลตออัตราการเจริญเติบโตและการตายของสาหรายเอง 

3.4.2 มิติของเซลลสาหราย 
  จากตารางที่ 3.1 และภาพที่ 3.1 พบวา ในดานความหนาของผนังเซลลของ        
สายพันธุ 1212 มีผนังเซลลหนาที่สุด ในขณะที่สายพันธุ 1216 มีผนังเซลลบางที่สุด ไตรโคมของ
สายพันธุ 1183 มีความยาวมากที่สุด ในขณะที่ไตรโคมของสายพันธุ 1213 มีขนาดสั้นที่สุด ดาน
ขนาดเสนผานศูนยกลางของเกลียว พบวาสายพันธุ 1208 มีขนาดเสนผานศูนยกลางของเกลียวสูงสุด 
ในขณะที่สายพันธุ 1216 มีขนาดเสนผานศูนยกลางของเกลียวส้ันที่สุด ดานระยะหางรองเกลียว 
พบวาสายพันธุ 1181 มีความยาวของระยะหางรองเกลียวสูงสุด ในขณะที่สายพันธุ 1213 มีความยาว
ของระยะหางรองเกลียวส้ันที่สุด ดานความหนาของไตรโคม พบวา สายพันธุ 1215 มีความหนาของ
ไตรโคมสูงสุด ในขณะที่สายพันธุ 1213 มีความหนาต่ําที่สุด ขนาดของมิติตางๆ เหลานี้มีผลตอ
คุณสมบัติในการกรองสาหรายออกจากน้ําที่ใชในการเลี้ยงและการลางสาหรายระหวางเก็บเกี่ยว 
โดยเฉพาะสายพันธุ 1213 ซ่ึงมีขนาดเล็กจะกรองไดยากกวาสายพันธที่มีขนาดใหญ เชน 1183 

3.4.3 อัตราการเจริญเติบโตและผลผลิต 
  จากตารางที่ 3.2 พบวาสายพันธุสไปรูไลนา 1183   มีปริมาณไฟโคไซยานินทั้งหมด
สูงสุด ในขณะที่สายพันธุ 1212 มีปริมาณไฟโคไซยานินทั้งหมดต่ําที่สุด แตอัตราการเจริญเติบโต
และอัตราผลผลิตของสไปรูไลนาทุกสายพันธุไมแตกตางกันทางสถิติ 

3.4.4 ความสามารถในการสกัดไฟโคไซยานิน 
จากตารางที่ 3.3 พบวาสาหรายสไปรูไลนาแตละสายพันธุใหไฟโคไซยานินได

แตกตางกัน โดยที่สายพันธุ 1190 1216 1178 1208 1212 และ 1213 สามารถสกัดไดมากกวารอยละ 
85 ของปริมาณไฟโคไซยานินทั้งหมดที่สกัดไดดวยวิธีการแชเยือกแข็ง แตมีเพียงสายพันธุ 1190 
เทานั้นที่สามารถสกัดไดมากกวารอยละ 85 ของปริมาณไฟโคไซยานินทั้งหมดเมื่อสกัดดวยการใช
คล่ืนอัลตราโซนิก แตอยางไรก็ตามความสามารถในการใหผลผลิตไฟโคไซยานินเมื่อนําไปสกัด
ดังกลาวไมสัมพันธกับความหนาของผนังเซลลในตารางที่ 3.1 
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ตารางที่ 3.1 มิติของเซลลสาหรายสไปรูไลนา 
มิติของไตรโคม (ไมโครเมตร) สาย

พันธุ 

ความหนาของ
ผนงัเซลล 

(นาโนเมตร) 
ความยาว 

ของไตรโคม 
เสนผานศูนยกลาง

ของเกลียว 
ระยะหาง 
รองเกลียว 

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 ไมมีความแตกตางทางสถิติอยางมีนยัสําคัญ (p< 0.05) 
 

ตารางที่ 3.2 อัตราเจริญเติบโตและผลผลิตของสาหรายสไปรูไลนา 
สาย
พันธุ  

อัตราเจริญเติบโตns

(มิลลิกรัมตอชัว่โมง) 
ผลผลิตสาหรายns  

(กรัมตอลิตร) 
ปริมาณไฟโคไซยานินท้ังหมด* 

(รอยละของน้าํหนักแหง) 
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 ไมมีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 
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ตารางที่ 3.3 ไฟโคไซยานินที่สกัดไดเปนรอยละของไฟโคไซยานินทั้งหมด 
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 
 

ในขั้นตอนการเก็บเกี่ยวสาหรายสําหรับการผลิตในระดับอุตสาหกรรม มักนํา
สาหรายซึ่งแขวนลอยในสารละลายไปกรองโดยการสูบดวยเครื่องสูบน้ํา ซ่ึงการกระทําดังกลาว      
มักมีผลทําใหเสนสาหรายเกิดความเสียหาย (Vonshak, 1997) ดังนั้นเซลลที่ถูกสกัดไดงายอาจไดรับ
ความเสียหายในระหวางขั้นตอนดังกลาวไดมากกวา ทําใหผลผลิตลดลง 

3.4.5 คุณสมบตัิของไฟโคไซยานิน 
ในกลุมสายพันธุที่สามารถสกัดไฟโคไซยานินไดงาย พบวาไฟโคไซยานินที่     

สกัดได มีคาความบริสุทธิ์มากกวา 1.0 (ตารางที่ 3.4) คาการดูดกลืนแสงสูงสุดของสารละลาย       
ไฟโคไซยานินจากทุกสายพันธุมีคาอยูที่ชวงคลื่นระหวาง 619.8–621.3 นาโนเมตร (ตารางที่ 3.5)
สอดคลองกับรายงานของ MacColl (1998) ซ่ึงพบวาไฟโคไซยานินที่สกัดจากสาหรายในกลุม      
ไซยาโนแบคทีเรีย จะมีคาการดูดกลืนแสงสูงสุด ที่ 621 นาโนเมตร 
 
ตารางที่ 3.4 คาความบริสุทธิ์ของไฟโคไซยานินที่สกัดไดจากสาหรายสไปรูไลนา 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(  วิธีที่ใชสกัดหาปริมาณไฟโคไซยานินทั้งหมด 
 
 
 
 
 



 37

ตารางที่ 3.5 ความยาวคลื่นทีใ่หคาการดดูกลืนแสงสูงสุดของสารละลายไฟโคไซยานนิที่สกัดได 
สายพันธุ คาวิเคราะห 

1178 1181 1183 1190 1204 1208 1212 1213 1215 1216 
คาเฉลี่ยns

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

คาเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน

(S.D.) 

0.26 0.86 0.40 0.55 0.97 0.31 0.87 0.20 0.25 0.17 

ns ไมมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญ  (p< 0.05) 
 
3.5 สรุปผลการวิจัย 
 สาหรายสไปรูไลนาทั้ง 10 สายพันธุสามารถจําแนกไดเปน 3 กลุมตามปริมาณฟองอากาศ
ภายในเซลลซ่ึงมีผลตอคุณสมบัติในการแขวนลอยในสารละลายที่ใชเล้ียงสาหราย ไดแก กลุมที่มี
ฟองอากาศนอย กลุมที่มีฟองอากาศปานกลาง และกลุมที่มีฟองอากาศมาก เมื่อพิจารณาจากปริมาณ   
ไฟโคไซยานินทั้งหมดจะพบวาสายพันธุสไปรูไลนา 1178 1183 1213 และ 1216 เหมาะสมตอการ
นําไปสกัดมากที่สุด แตสายพันธุ 1178 จะรวมกลุมตกตะกอนในสารละลายที่ใชเล้ียง ดังนั้น        
สายพันธุ 1178 จึงอาจไมเหมาะสมตอการนําไปเพาะเลี้ยงเพื่อสกัดไฟโคไซยานิน  
 แตอยางไรก็ตาม ผลจากการสกัดดวยวิธีการแชเยือกแข็งสลับกับการละลาย และวิธีการใช
คล่ืนอัลตราโซนิกชี้ใหเห็นวาสายพันธุ 1213 และ 1183 นั้นสามารถทนตอวิธีการสกัดดวยวิธีทั้งสอง
ไดดีกวาสายพันธุ  1216 ซ่ึงคุณสมบัติดังกลาวเปนผลดีตอการเก็บเกี่ยวในระดับการผลิต                
เชิงอุตสาหกรรม ซ่ึงตองผานขั้นตอนที่ตองไดรับแรงกระทํากอนเขาสูกระบวนการสกัด เชน       
แรงเฉือนจากเครื่องสูบน้ํา ซ่ึงจะชวยลดการสูญเสียไฟโคไซยานินไปในระหวางกระบวนการผลิต
ขั้นตนไดดีกวา แตอยางไรก็ตาม หากสามารถออกแบบกระบวนการผลิตขั้นตนดังกลาวใหมีผล    
ตอการทําลายผนังเซลลนอยที่สุดหรือไมมีผลเลย สายพันธุ 1216 ก็จะเปนตัวเลือกที่เหมาะสมเมื่อ
พิจารณาคุณสมบัติดานความสามารถในการสกัดซึ่งทําไดงายกวา และสามารถออกแบบวิธีการสกัด
ที่มีตนทุนการผลิตต่ํากวา 

ดังนั้นในขั้นการทําลองนี้จึงเลือกสายพันธุ 1183 และ 1213 เพื่อนําศึกษาประสิทธิภาพใน
การสกัดไฟโคไซยานินในสวนตอไป  
 
 



 38

3.6 รายการอางอิง 
Becker, E.W. and Venkataraman, L.V. (1982). Biotechnology and exploitation of algae: the 

Indian approach. Deutsche Gesellschaft fur Technische Zusammenarbeit. Germany. 
Bennett, A. and Bogard, L. (1973). Complementary chromatic adaptation in a filamentous blue-

green alga. J. cell biology. 58: 419 -435. 
Ciferri, O. (1983). Spirulina, the edible microorganism. Microbiol. Rev. 47: 551-578. 
Gudin, C. and Therpenier, C. (1986). Bioconversion of solar energy  into organic chemicals by 

microalgae. Advances in Biotechnological Processes. 6: 73–110. 
Holmgren, P.R. and Hostetter, H.P. (1971). Ultrastructural observation of crosswalls in the blue-

green alga Spirulina major. J. Phycol. 7: 309-311.  
Kim, S.-G., Choi, A., Ahn, C.-Y., Park, C.-S., Park, Y.-H. and Oh, H.-M. (2005). Harvesting of 

Spirulina platensis by cellular flotation and growth stage determination. Letters in 
Applied Microbiology. 40: 190–194. 

MacColl, R. (1998). Cyanobacterial phycobilisomes. J. structural biology. 124: 311–334. 
Patel, A., Mishra, S., Pawar, R. and Ghosh, P.K. (2005). Purification and characterization of       

C-Phycocyanin from cyanobacterial species of marine and freshwater habitat. Protein 
Expression and Purification. 40: 248–255.  

Richmond, A., Vonshak, A. and Arad, S.M. (1980). Environmental Limitations in Outdoor 
Production of Algal Biomass. In G. Shelef and C.J. Soeder (eds). Algae Biomass (pp: 
65-72). Amsterdam: Elsevier /North Holland Biomedical Press.  

Ruengjitchatchawalya, M., N. Chirasuwan, R. Chaiklahan, B. Bunnag and Tanticharoen, M. 
(2002). Photosynthetic characterization of a mutant of Spirulina platensais .J. Appli. 
Phycol. 14: 71-76. 

Tomaselli, L. (1997). Morphology, Ultrastructure and Taxonomy of Arthrospira (Spirulina) 
maxima and Arthospira (Spirulina) platensis. In A. Vonshak (ed). Spirulina platensis 
(Arthrospira): Physiology, Cell-biology and Biotechnology (pp. 1 – 16). London: 
Taylor and Francis. 

Vonshak, A. (1997). Spirulina platensis (Arthrospira): Physiology, cell-biology and 
biotechnology. London: Taylor & Francis. 



 39

Zarrouk, C. (1966). Contribution Aletude Dune Cyanophycae: Influnce de Divers Facteurs 
Physiques et Chimiques sur la Croissance et la Photosynthese de Spirulina maxima. 
PhD. Thesis, Paris. 

Zhou, Z.-P., Liu, L.-N., Chen, X.-L. , Wang, J.-X., Chen, M., Zhang, Y.-Z. and Zhou, B.-C. 
(2005). Factors that effect antioxidant activity of C-Phycocyanin from Spirulina platensis. 
J. Food Biochemistry. 29(3): 313-322. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทที่ 4  
การศึกษาวธิีที่เหมาะสมในการสกัดไฟโคไซยานินจากสาหรายสไปรูไลนา 

 

4.1 บทคัดยอ 
งานวิจัยนี้ทําการศึกษาวิธีการสกัดไฟโคไซยานินจากสาหรายสไปรูไลนาจากสาหราย 2   

สายพันธุ คือ Spirulina platensis (IFRPD1213) และ Spirulina maxima (IFRPD1183)   โดยศึกษา
วิธีการสกัดโดยทําลายผนังเซลล 3 วิธี คือ (1) การใชคล่ืนอัลตราโซนิก (2) การแชเยือกแข็งสลับกับ
การละลาย (Repeatedly Freezing and Thawing, RFT) และ (3) การยอยดวยไลโซไซม เพื่อสกัด    
ไฟโคไซยานิน โดยวิธีที่ (1) ทําลายผนังเซลลดวยคลื่นอัลตราโซนิกเปนเวลา 5, 12.5 และ 20 วินาที 
ที่ระดับความสูงของคลื่นรอยละ70, 85 และ 100 สวนวิธีที่ (2) ใชการแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศา-
เซลเซียส นาน 1–3 ช่ัวโมง สลับกับการละลาย 1-3 รอบ และในวิธีที่ (3) ใชความเขมขนของ
เอนไซม 9.09 และ 18.17 มิลลิกรัมตอกรัมของสาหราย (น้ําหนักแหง) โดยสกัดที่อุณหภูมิ 30 37 
และ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1–4 ช่ัวโมง พบวา คล่ืนอัลตราโซนิกจะสามารถทําลายผนังเซลล
สาหรายทั้งสองสายพันธุ ไดดีกวาวิธี RFT หลังจากทําลายผนังเซลลดวยคลื่นอัลตราโซนิกเมื่อนําไป
สกัดตอพบวา ที่อุณหภูมิ 25 และ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลาสกัดมีผลตอประสิทธิภาพการสกัด
ของทั้งสองสายพันธุอยางมีนัยสําคัญ (p< 0.05) แตประสิทธิภาพการสกัดของทั้งสองสายพันธุ        
ที่อุณหภูมิเทากันไมแตกตางกัน  การสกัดสายพันธุ 1183 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จะใหคา EE 
สูงกวาการสกัดที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่เวลาสกัดเทากัน จากการสกัดดวยวิธีที่ (3) พบวา 
ระยะเวลาและอุณหภูมิในการสกัดมีผลตอประสิทธิภาพการสกัด และ A440 ของทั้งสองสายพันธุ
อยางมีนัยสําคัญ (p< 0.05) ปริมาณไลโซไซมมีผลตอประสิทธิภาพการสกัดของสายพันธุ 1213  
อยางมีนัยสําคัญ (p< 0.05) แตไมมีผลตอ 1183 และพบวาตัวอยางที่ใชเอนไซม ใหคา EE สูงกวาเมื่อ
สกัดดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเพียงอยางเดียวเพียงรอยละ 6.4 สําหรับสายพันธุ 1213 และ
การสกัดดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเพียงอยางเดียวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส                    
ใหประสิทธิภาพการสกัดสูงกวาการสกัดดวยน้ําอารโอถึง 13 เทา 
 
4.2 บทนํา  

โครงสรางเซลลของสาหรายสไปรูไลนามีโครงสรางคลายกับเซลลของแบคทีเรียในกลุม
โปรคาริโอทซ่ึงผนังเซลลไมติดสียอม (Gram-negative) อวัยวะทั้งหมดของเซลลรวมถึงเยื่อ          
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ไทลาคอยด  จะกระจายอยูภายในเยื่อหุมไซโตพลาสมิก ซ่ึงเมื่อเยื่อหุมดังกลาวแตกหรือฉีกขาด      
ไฟโคไซยานินซึ่งเปนสวนหนึ่งของเยื่อไทลาคอยดจะถูกปลดปลอยออกสูภายนอกเซลลได เยื่อหุม
ไซโตพลาสมิกของสาหรายสไปรูไลนามีโครงสราง   4  ช้ันตามแนวยาวของไตรโคม  (Van 
Eykelenburg, 1977) เยื่อหุมชั้นนอกสุด (layer IV) ประกอบดวย  Lipopolysaccharides (LPS) ซ่ึงแต
ละโมเลกุลของ LPS จะเชื่อมตอกันดวยแคลเซียมและแมกนีเซียม สวนชั้นถัดไป (Layer III) เปนชั้น
ของเสนใยโปรตีน (Ciferri, 1983) สําหรับ ช้ันที่สอง (Layer II) ซ่ึงเปนชั้นที่แข็งแรงที่สุด 
ประกอบดวย เพปติโดไกลแคน และช้ันในสุด (Layer I) มี β-1,2-glucan เปนองคประกอบหลัก 
(Van Eykelenburg, 1978) 

การทําลายผนังเซลลสามารถทําไดหลายวิธี แตสามารถแบงไดเปน 3 กลุม คือ (1) การใช
แรงกล เชน เครื่องบด คล่ืนอัลตราโซนิก และการใชแรงดันสูง (2) การทําลายทางกายภาพ เชน 
ความรอน หรือการแชเยือกแข็งสลับกับการละลาย 2 ถึง 3 รอบ และ (3) การยอยดวยเอนไซมหรือ
สารเคมี (Hatti-Kaul และ Mattiasson, 2003)   

คล่ืนอัลตราโซนิกจะทําลายผนังเซลลไดโดยแรงกระแทกและแรงเฉือนจากพลังของคลื่น-
เสียงและจากแรงดันของฟองอากาศภายในเซลลที่เกิดจากคลื่นอัลตราโซนิก แตวิธีการแชเยือกแข็ง
สลับกับการละลาย  ผนังเซลลจะเกิดการฉีกขาดโดยคมของผลึกน้ําแข็งที่ขยายตัวระหวาง
กระบวนการแชเยือกแข็งสลับกับการละลาย   

สารเคมีที่มีคุณสมบัติในการทําลายผนังเซลลที่นิยมใช ไดแก อีดีทีเอ (EDTA) โดยการดึง
อนุมูลแคลเซียมและอนุมูลแมกนีเซียมออกจากชั้นของ LPS สารชะลาง (Detergent) เชน Triton X-
100 หรือโซเดียมฟอสเฟตสามารถทําลายชั้น LPS ไดโดยปฏิกิริยาการเปลี่ยนเปนสบู  (Hatti-Kaul 
และ Mattiasson, 2003) แตกรณีของไลโซไซมจะจําเพาะตอการยอยช้ันเพปติโดไกลแคน ซ่ึงจะมี
ประสิทธิภาพสูงขึ้นเมื่อใชรวมกับสารอีดีทีเอ แตสําหรับสาหรายสไปรูไลนา ไลโซไซมจะใหผลไม
ดีนัก (Yi และคณะ, 2005) แตก็สามารถใชแรงกลชวยเสริมประสิทธิภาพได (Rezwan และคณะ, 
2007) 

อยางไรก็ตามวิธีการสกัดไฟโคไซยานินจากรายงานการวิจัยสวนใหญเปนวิธีการสกัด
สําหรับเตรียมตัวอยางเพื่อการวิเคราะห ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาวิธีการสกัด ที่
เหมาะสมตอการผลิตไฟโคไซยานินจากสาหรายสไปรูไลนา เพื่อนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรม 
โดยศึกษาวิธีการสกัด 3 วิธี คือ การใชคล่ืนอัลตราโซนิก RFT และการใชไลโซไซม 
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4.3 วิธีดําเนินการวิจัย 
 4.3.1 สารเคมี และเอนไซม 

สารไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต และโมโนโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตชนดิที่
ใชสําหรับงานวิเคราะห (ACS-for analysis grade) ผลิตโดยบริษัท Carlo Erba Reagenti ประเทศ
อิตาลี 

ไลโซไซมชนิดสกัดจากไขขาวของไขไก ผลิตโดยบริษัท Sigma Chemical 
Company ประเทศสหรัฐอเมริกา (Product number L6876) 
 4.3.2 พันธุสาหรายสไปรไูลนา 

ใชสกุลสาหราย Spirulina platensis (IFRPD1213) และ Spirulina maxima 
(IFRPD1183) โดยเลี้ยงสาหรายดวยสูตรอาหาร Zarrouk (Zarrouk, 1966) ในอางเลี้ยงสาหราย
กลางแจง (Outdoor raceway pound) ขนาด 380 ลิตร คาพีเอช 10.0 เปนเวลา 10 วัน 

ทําการเก็บเกี่ยวสาหรายโดยกรองดวยผากรองไนลอนขนาดรู 35 ไมโครเมตร 
(140-T Swiss Nybolt) ลาง 2 คร้ังดวยน้ําสะอาด แลวรีดใหสะเด็ดน้ํา จากนั้นนําไปบรรจุใน
ถุงพลาสติกชนิดเย็น ถุงละ 40 กรัม รีดใหมีความหนาไมเกิน 5 มิลลิเมตร กอนนําไปแชเยือกแข็ง    
ที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียสเพื่อรอการนําไปใช 

4.3.3 การสกัดไฟโคไซยานินเพื่อหาปริมาณไฟโคไซยานินท้ังหมด   
ช่ังสาหรายสดใหไดน้ําหนักแนนอน 200-300 มิลลิกรัม ใสในหลอดปนเหวี่ยง 

ขนาด 45 มิลลิลิตร เติมสารละลาย โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7.0) ความเขมขน 0.1 โมลตอ
ลิตร ปริมาณ 10 มิลลิลิตร นําไปแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมง และ
ละลายน้ําแข็งที่อุณหภูมิหอง 1 ช่ัวโมง ทํา 3 รอบแลวนําเขาเครื่องเขยาที่หลอเย็นดวยน้ําแข็งนาน 4 
ช่ัวโมง แลวเก็บที่ 4 องศาเซลเซียส 12 ช่ัวโมง เขยาใหเขากันดีแลวดูดตัวอยาง 1 มิลลิลิตรใสใน
หลอดปนเหวี่ยง ขนาด 2.5 มิลลิลิตร กอนนําไปเหวี่ยงแยกตกตะกอนดวยเครื่อง ALC multispeed 
refrigerated centrifuge รุน PK121R นาน 30 นาที ที่ 15,826 RCF อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส  

นําของเหลวใสสีฟาที่ไดมาเจือจางดวยสารละลายบัฟเฟอรที่ใชสกัดใหไดคา     
การดูดกลืนแสงต่ํากวา 1.0 นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Biochrom รุน Libra S22 UV/VIS 
Spectrophotometer วัดคาโดยการกวาดชวงคลื่นดวยโปรแกรม Acquire wavescan รุน 1.01 ระหวาง 
250–750 นาโนเมตร โดยใช Cuvette แบบควอตซ ขนาดกวาง 1 เซนติเมตร คํานวณปริมาณ           
ไฟโคไซยานิน ตาม Patel และคณะ (2005) ดังนี้ 

 
ปริมาณไฟโคไซยานิน (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) = [A620 - 0.474 A652]/ 5.34 
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4.3.4 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการสกัดไฟโคไซยานิน 
4.3.4.1 การทําลายผนงัเซลลดวยคล่ืนอัลตราโซนิก 

เตรียมตัวอยางสาหรายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 
โมลตอลิตร (พีเอช 7.0) ใหไดความเขมขนของสาหรายรอยละ 7 (น้ําหนักตอปริมาตร) ปริมาณ 11
มิลลิลิตรในหลอดปนเหวี่ยงขนาด 45 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไปทําลายผนังเซลลดวยเครื่อง 
Ultrasonic processor รุน GE-100 ซ่ึงใหคล่ืนอัลตราโซนิกที่ความถี่ 20 กิโลเฮิรตซ โดยใชรวมกับ 
Stepped microtip ขนาด 1/8 นิ้ว ซ่ึงใหคาขนาดความสูงของคลื่นสูงสุด 211 ไมโครเมตร ดวย
ระยะเวลาการรับคลื่นอัลตราโซนิก หรือ Sonication time (St) นาน 5, 12.5 และ 20 วินาที ที่ขนาด
ความสูงของคลื่น (Amplitude) รอยละ 70 85 และ 100 ในอางน้ําแข็ง จากนั้นผสมใหเขากัน แลวดูด
ตัวอยาง 1 มิลลิลิตรใสในหลอดปนเหวี่ยงขนาด 2 มิลลิลิตร กอนนําไปปนเหวี่ยงตะกอนดวยเครื่อง 
ALC นาน 30 นาที ที่ 15,826 RCF อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส  ทันที กอนนําสวนใสไปวัดคา       
การดูดกลืนแสงตามวิธีในขอ 4.3.3 

4.3.4.2 การทําลายผนังเซลลดวยวิธี RFT 
เตรียมสาหรายเชนเดียวกับหัวขอ 4.3.4.1 แลวนําไปทําลายผนังเซลลดวย

วิธีการแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส แลวนําไปละลายที่อุณหภูมิหอง จากนั้นนํากลับไป
แชเยือกแข็งซํ้าอีก โดยทํากระบวนการดังกลาว 1-3 รอบ และแตละรอบแชเยือกแข็งนาน 1-3 ช่ัวโมง 
แลวเก็บตัวอยางนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงตามวิธีในขอ 4.3.4.1  

4.3.4.3 การสกัดตอเนื่องภายหลังทําลายผนังเซลลดวยคล่ืนอัลตราโซนิก 
ทําการสกัดตอเนื่องจากขอ 4.3.4.1 โดยนําตัวอยางที่เหลือไปเขาสู

กระบวนการสกัดดวยเครื่องเขยา โดยใชความเร็ว 150 รอบตอนาที ทันที ดังนี้ 
ชุดที่ 1 สําหรับสายพันธุ 1183 โดยสกัดดวยการเขยาที่อุณหภูมิ 25 องศา-

เซลเซียส แลวเก็บตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ไปวิเคราะหประสิทธิภาพการสกัด (Extraction efficiency: 
EE) เมื่อเขยาครบ 2 5 และ 8 ช่ัวโมง ตามลําดับ 

ชุดที่ 2 สําหรับสายพันธุ  1183 และ 1213 โดยสกัดดวยการเขยาที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส แลวเก็บตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ไปวิเคราะหประสิทธิภาพการสกัด เมื่อเขยาครบ 1 2 
3 และ 4 ช่ัวโมง ตามลําดับ 

 ทั้งนี้ ประสิทธิภาพการสกัดคํานวณจากปริมาณไฟโคไซยานินที่สกัดได
คิดเปนรอยละเมื่อเทียบกับปริมาณไฟโคไซยานินทั้งหมดที่หาไดจาก 4.3.3 
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4.3.4.4 การสกัดดวยไลโซไซม  
เตรียมสารละลายไลโซไซม 100 มิลลิกรัม ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร

เขมขน 0.1 โมลตอลิตร (พีเอช 7.0) 10 มิลลิลิตร และเตรียมสาหรายตามวิธีในหัวขอ 4.3.4.1 ใหได
ความเขมขนของเอนไซม 9.09 และ 18.17 มิลลิกรัมตอกรัมของสาหราย (น้ําหนักแหง) จากนั้น
นําไปสกัดบนเครื่องเขยา ดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 44 องศาเซลเซียส 
เก็บตัวอยางเพื่อนําไปวิเคราะหประสิทธิภาพการสกัดตามวิธีในหัวขอ 4.3.4.1 ทุก 1 ช่ัวโมง รวม 3 
ช่ัวโมง 

ทุกการทดลองในหัวขอ 4.3.4 วางแผนการทดลองแบบผลตอบสนองเชิงพื้นผิว 
ชนิด Face-centered cube design (FCD) และทําการสุมแบบสมบูรณ และวิเคราะหผลดวยโปรแกรม 

Design-Expert ® รุน 7.1 (หมายเลขลิขสิทธิ์ 4015-2935) 
 
4.4 ผลการทดลอง และการอภิปรายผล 
 4.4.1 ผลของคล่ืนอัลตราโซนิกและ RFT ตอการทําลายผนงัเซลลของสาหราย 

จากการติดตามการทําลายผนังเซลลโดยพิจารณาจากการปลดปลอยไฟโคไซยานิน 
ออกจากเซลลสูตัวทําละลายในรูปของคาประสิทธิภาพการสกัดในหนวยรอยละ พบวาคลื่นอัลตรา
โซนิก สามารถทําลายผนังเซลลของทั้งสองสายพันธุไดดีกวาวิธี RFT และผนังเซลลสาหราย      
สไปรูไลนา 1183 ถูกทําลายดวยวิธีทั้งสองไดงายกวาสายพันธุ 1213 (ตารางที่ 4.1)  

กลไกการทําลายผนังเซลลดวยคลื่นอัลตราโซนิกจะแตกตางจากวิธี RFT โดยเชลล
สาหรายจะไดรับแรงกระทําโดยตรงจากการสั่นสะเทือนดวยคลื่นอัลตราโซนิกและยังไดรับแรง
กระทําจากแรงดันของฟองอากาศที่เกิดขึ้นภายในเซลลโดยการเหนี่ยวนําของคลื่นอัลตราโซนิกเปน
ผลใหผนังเซลลฉีกขาด ซ่ึงเกิดขึ้นไดในเวลาอันสั้น ในขณะที่วิธี RFT จะเกิดจากการฉีกขาดของ
ผนังเซลลเนืองจากการขยายตัวและทิ่มแทงของผลึกน้ําแข็งที่เกิดขึ้นระหวางการแชเยือกแข็ง ซ่ึง
ขนาดของรูร่ัวและความคงตัวของรูร่ัวระหวางการละลายน้ําแข็งจะมีผลตออัตราการแพรของ ไฟโค-
ไซยานิน ออกสูภายนอกเซลล ซ่ึงจะเห็นวาคล่ืนอัลตราโซนิก นอกจากจะทําลายผนังเซลลแลว 
แรงสั่นสะเทือนของคลื่นยังขับใหไฟโคไซยานินออกสูสารตัวทําละลายไดงาย ตางจากวิธี RFT ซ่ึง
อาศัยเพียงการแพรผานรูร่ัวโดยผลของความแตกตางของความเขมขน จึงอาจเปนผลใหคล่ืนอัลตรา-
โซนิกใหประสิทธิภาพในการสกัดสูงกวาวิธี RFT  

จากผลการศึกษาในบทที่ 3 พบวาความหนาของผนังเซลลสายพันธุ 1213 มากกวา
ความหนาของผนังเซลลสายพันธุ 1183 ประมาณ 1.8 เทา ความหนาของผนังเซลลที่แตกตางกัน
ดังกลาว อาจเปนปจจัยสําคัญที่ทําใหผนังเซลลของสายพันธุ 1213 ทนตอการฉีกขาดไดดีกวา  
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ตารางที่ 4.1 คาประสิทธิภาพการสกัดเมื่อทําลายผนังเซลลดวยวิธีการใชคล่ืนอัลตราโซนิกและ RFT 
คล่ืนอัลตราโซนิก  RFT 

IFRPD St  
(วินาท)ี 

Amp  
(รอยละ) 

EE  
(รอยละ) 

 FTC 
(รอบ) 

Ft  
(ชั่วโมง) 

EE  
(รอยละ) 

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

 
จากการศึกษายังพบวา  ระยะเวลาการทําลายผนังเซลลดวยคล่ืนอัลตราโซนิก (St) 

และขนาดความสูงของคลื่น  (Amp) มีผลตอประสิทธิภาพการสกัดและคา A440 สําหรับทั้งสอง   
สายพันธุอยางมีนัยสําคัญ ที่ p<0.05 (ภาคผนวก ข รูปที่ 4.1 และรูปที่ 4.3) คา A440 จะมีคาสูงเฉพาะ
กับสายพันธุ 1183 สําหรับวิธี RFT พบวา ระยะเวลาในการแชเยือกแข็ง (Ft) และจํานวนรอบในการ
แชเยือกแข็ง (FTC) มีผลตอประสิทธิภาพการสกัดของทั้งสองสายพันธุอยางมีนัยสําคัญ ที่ p<0.05 
(ภาคผนวก ข และรูปที่ 4.2) แตคา A440 สําหรับทั้งสองสายพันธุต่ํากวาที่ไดจากการใชคล่ืน        
อัลตราโซนิก 

การทําลายผนังเซลลดวยคลื่นอัลตราโซนิกเปนเวลานาน จะทําใหคลอโรฟลล       
ถูกผสมและทําใหแขวนลอยอยูในสารละลายไฟโคไซยานินและปรากฏยอดกราฟที่คาความยาว
คล่ืน 440 นาโนเมตร (รูปที่  4.4) เนื่องจากพลังสั่นสะเทือนของคลื่นอัลตราโซนิกซึ่งกระทําโดยตรง
ตอสารละลายทําใหเกิดการผสมกันอยางรุนแรง ผลดังกลาวจะทําใหการกําจัดคลอโรฟลลออกจาก
สารละลายไฟโคไซยานินนั้นทําไดยาก (Furuki และคณะ, 2003) 
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(ก) 

 

(ข) 

Design-Expert® Softw are

EE (%)
Design points above predicted value

26.393

Design points above predicted value
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Design points below  predicted value

3.03376
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รูปท่ี  4.1 ผลตอบสนองเชิงพื้นผิวของคลื่นอัลตราโซนิกตอการทําลายผนังเซลลโดยประเมินจาก
  ประสิทธิภาพการสกัด (ก) สายพันธุ 1183 (ข) สายพนัธุ 1213 
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Design-Expert® Softw are
Transformed Scale
Sqrt(EE (%))
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Design points below  predicted value
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รูปท่ี 4.2 ผลตอบสนองเชิงพื้นผิวของวิธี RFT ตอการทําลายผนังเซลล โดยประเมนิจาก 
               ประสิทธิภาพการสกัด (ก) สายพันธุ 1183 และ (ข) สายพันธุ 1213  
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(ก) 

 

(ข) 

Design-Expert® Softw are
Transformed Scale
Ln(A440)

Design points above predicted value
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รูปท่ี  4. 3 ผลตอบสนองเชิงพื้นผิวของคลื่นอัลตราโซนิกตอการปนเปอนของคลอโรฟลลโดย 
               ประเมินจากคาการดูดกลืนแสงที่ 440 นาโนเมตร (ก) สายพนัธุ 1183 (ข) สายพันธุ 1213 
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รูปท่ี 4.4 คาการดูดกลืนแสงที่แสดงการปนเปอนของคลอโรฟลลในสารละลาย ไฟโคไซยานินที่ได
  จากการทําลายผนังเซลลดวยคลื่นอัลตราโซนิก ที่คาความยาวคลื่น 440 นาโนเมตร 

   
 หลังขั้นตอนการทําลายผนังเซลลดวยคลื่นอัลตราโซนิกเมื่อนําไปสกัดตอพบวา ที่

อุณหภูมิ 25 และ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลาสกัด (Et) มีผลตอประสิทธิภาพการสกัดของสายพันธุ 
1183 และ 1213 (รูปที่ 4.5) และที่อุณหภูมิเทากัน 37 องศาเซลเซียส พบวา คา EE ของการสกัด     
ไฟโคไซยานินจากทั้งสองสายพันธุที่เวลาสกัดตางๆ กัน ไมแตกตางกันทางสถิติ (ภาคผนวก ข) 
แมวาคา EE ของ 1183 จะมีแนวโนมสูงกวา 1213 ที่เวลาสกัด 3-4 ชั่วโมง 

สําหรับสายพันธุ 1183 พบวา การสกัดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จะใหคา EE 
สูงกวาการสกัดที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่เวลาสกัดเทากัน 
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รูปท่ี  4.5 คา EE ของการสกัดไฟโคไซยานนิจากสายพันธุ 1183 และ1213 โดยผลของ 
              ระยะเวลาสกัด 
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4.4.2 ผลจากการสกัดดวยไลโซไซม    
จากการทดลองพบวา คา Et และอุณหภูมิในการสกัดมีผลตอคา EE และ A440 ของ

ทั้งสองสายพันธุอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) แมวาปริมาณไลโซไซม (EC) จะไมมีผลตอคา EE ของ
สายพันธุ 1183 แตมีผลตอคา EE ของสายพันธุ 1213 อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ผลดังกลาวนี้อาจเปน
ผลจากพื้นที่ผิวของไตรโคมที่แตกตางกัน ซ่ึงจากจากผลการทดลองในบทที่ 3 พบวา สายพันธุ 1213 
มีพื้นที่ผิวสูงกวา 1183 เปน 1.5 เทา ที่ความยาวระยะขจัดของไตรโคมเทากัน ดังนั้นโอกาสที่ไลโซ
ไซมจะเขาถึงผนังเซลลของสายพันธุ 1213 จึงมากกวา 1183 

ตัวแปรในรูปที่ 4.6 และ 4.7 มีความสัมพนัธกันตามสมการที่ 1 และ 2 ตามลําดับ 
จากสมการดังกลาว สามารถสรุปเปรียบเทียบประสิทธิภาพการสกดัไดดังในตารางที่ 4.2 ซ่ึงพบวา
ตัวอยางทีใ่ชเอนไซมใหคา EE สูงกวาเมื่อสกัดดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเพียงอยางเดยีวเพียง 
รอยละ 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) 

Design-Expert® Software
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รูปท่ี 4.6 ผลตอบสนองเชิงพื้นผิวของคา EE ของไฟโคไซยานินจากสายพันธุ 1183 โดยผลของ 
               อุณหภูมแิละคา Et 
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Design-Expert® Software

EE
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รูปท่ี 4.7 ผลตอบสนองเชิงพื้นผิวของคา EE ของไฟโคไซยานินจากสายพันธุ 1213 (ก) โดยผลของ 
              อุณหภูมิและความเขมขนของเอนไซมที่ใชสกั  (ข) โดยผลของอุณหภูมิและระยะเวลาสกดั 
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ตารางที่ 4.2 ประสิทธิภาพการสกัดไฟโคไซยานินดวยไลโซไซม 

สายพันธุ ความเขมขนของไลโซไซม  
(มิลลิกรัม/กรัมของนําหนักแหง) 

อุณหภูมิท่ีสกัด  
(oC) 

ระยะเวลาสกัด  
(ชั่วโมง) 

EE  
(รอยละ) 

1183 0 44 3 86.0 
 18.17 44 3 91.7 

1213 0 44 2 95.8 
 16.12 44 2 102.2 

  
จากการทดลองเปรียบเทียบการสกัดไฟโคไซยานินดวยน้ํา RO (Reverse osmosis 

water) และสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลตอลิตร พีเอช 7.0 โดยไมเติม
เอนไซม ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยเขยาดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที พบวาที่เวลาสกัด 1 
ช่ัวโมงเทากัน ตัวอยางที่สกัดดวยสารละลายบัฟเฟอรจะมีประสิทธิภาพการสกัดสูงกวาถึง 76.7 เทา 
(ตารางที่ 4.3) ผลดังกลาวบงชี้วาความเขมขนของอนุมูลในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรมีบทบาท
สําคัญในการทําลายผนังเซลลของสาหรายสไปรูไลนา ซ่ึง Viskari และ Colyer (2003) อธิบายวา
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเจือจางจะทําใหเซลลสาหรายเตงและแตกโดยผลของ Osmotic shock  
 
ตารางที่ 4.3 ประสิทธิภาพในการสกัดไฟโคไซยานินจากสายพันธุ 1213 ที่อุณหภูมิ 37  
                  องศาเซลเซียส เมื่อใชน้ําอารโอ สารละลายบัฟเฟอรและไลโซไซมเปนตัวสกัด 

ประสิทธิภาพการสกัด (รอยละ) ระยะเวลาสกัด (ชั่วโมง) 
น้ําอารโอ บัฟเฟอร (1) บัฟเฟอรและไลโซไซม )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 ความเขมขน 0.1 โมลตอลิตร พีเอช 7.0 
)2( ไลโซไซม 18.1 มิลลิกรัมในสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร 1 มลิลิลิตร 
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4.5 สรุปผลการวิจัย 
ในขั้นตอนการทําลายผนังเซลล สรุปไดวา การใชคล่ืนอัลตราโซนิกจะสามารถทําลาย    

ผนังเซลลไดดีกวาการใชวิธี RFT สําหรับทั้งสองสายพันธุ โดยท่ีคล่ืนอัลตราโซนิกและวิธี RFT 
สามารถทําลายผนังเซลลของสายพันธุ 1183 ไดดีกวา 1213 

อุณหภูมิและระยะเวลาสกัดมีผลตอประสิทธิภาพการสกัดไฟโคไซยานินของทั้งสอง      
สายพันธุ เมื่อนําไปสกัดตอดวยการเขยาหลังจากการทําลายผนังเซลลดวยคล่ืนอัลตราโซนิก โดยที่    
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จะสกัดไดดีกวาที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส แตระหวางสองสายพันธุ
จะใหผลการสกัดไมแตกตางกันที่อุณหภูมิเทากัน 

 อุณหภูมิและระยะเวลาสกัดมีผลตอประสิทธิภาพการสกัดไฟโคไซยานินของสองสายพันธุ
เมื่อสกัดโดยใชไลโซไซมรวมกับการเขยาอยางตอเนื่อง ทั้งนี้ ที่อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียสจะให
ประสิทธิภาพการสกัดสูงที่สุด และที่อุณหภูมิดังกลาว สายพันธุ 1213 จะถูกสกัดไดดีกวา สายพันธุ 
1183 

แตอยางไรก็ตาม แมวาปริมาณเอนไซมจะมีผลตอการสกัดของสายพันธุ 1213 แตปริมาณที่
สกัดไดเมื่อเทียบกับไมใชเอนไซมมีความแตกตางกันเพียงรอยละ 6.4 สําหรับสายพันธุ 1213 และผล
จากการเปรียบเทียบการสกัดดวยบัฟเฟอรและน้ําอารโอ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แสดงใหเห็น
วา ความเขมขนของอนุมูลในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรมีบทบาทสําคัญในการทําลายผนังเซลล
ของสาหรายสไปรูไลนา  
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บทที่ 5  
ผลของพีเอชและความรอนที่มีตอความคงตัวของไฟโคไซยานินในสารละลาย 

 
5.1 บทคัดยอ 

การศึกษาผลของพีเอชและความรอนที่มีตอความคงตัวของไฟโคไซยานินทําในสารละลาย
ซิเตรทฟอสเฟตบัฟเฟอร ที่มีไฟโคไซยานินเขมขน  123 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยบัฟเฟอรมีคา
ความเขมขนของประจุ (Ionic strength) 0.1 โมลตอลิตร และปรับพีเอช เปน 3.0 4.0 4.5 5.0 และ 6.0 
พบวาที่พีเอชตางๆ ไฟโคไซยานินจะยังคงสภาพทางธรรมชาติไดที่พีเอชสูงกวาหรือเทากับ 5.0 สวน
ผลการใหความรอนอยางตอเนื่องจาก 30 องศาเซลเซียส ถึง 68 องศาเซลเซียส ในเวลา 240 วินาที 
พบวาสารละลายไฟโคไซยานินที่พีเอช 5.0 มีความคงตัวตอความรอนมากที่สุด  
 
5.2 บทนํา 

ไฟโคไซยานินเปนไบลิโปรตีนหรือโปรตีนที่มีสีฟา พบเปนองคประกอบหนึ่งในไฟโคไบ-
ลิโซมของสาหรายสไปรูไลนา มีหนาที่ในการเก็บเกี่ยวพลังงานจากแสงแดดเพื่อใชในกระบวนการ
สังเคราะหแสง สารที่ใหสีแกไฟโคไซยานินมีช่ือเรียกวาไฟโคไซยาโนไบลินซึ่งเปนหมูพรอสทิติกที่
เกาะอยูบนอะโพโปรตีน อันเปนโครงสรางหลักของไฟโคไซยานิน ไฟโคไซยาโนไบลินมี
โครงสรางโมเลกุลเปนเตตราไพรรอลโซเปด (Open-chain tetrapyrrole) ตอกับอะโพโปรตีนดวย
พันธะไทโออีเทอร  

โครงสรางโมเลกุลของไฟโคไซยานิน จะประกอบดวยหนวยยอยทีม่ีโครงสรางแบบเกลียว
อัลฟา 2 หนวย คือ หนวยยอยอัลฟา และหนวยยอยเบตารวมตัวเปนเฮทเทอโรไดเมอร แตโดยทั่วไป
นิยมเรียกวา อัลฟาบีตาโมโนเมอร ซ่ึงที่คาพีเอชเปนกลางมักรวมตวัเปนไตรเมอร (MacColl, 1998) 
แตในสภาพธรรมชาติไฟโคไซยานินจะรวมตัวเปนเฮกซาเมอร (Berns และ MacColl, 1989) แต
อยางไรก็ตาม การรวมตัวและแยกตวัของโมโนเมอรเปนไดเมอร ไตรเมอร เฮกซาเมอร หรือโมเลกุล
ที่ใหญกวา จะขึ้นกับปจจัยหลักสองปจจยัคือ คาพีเอชและความเขมขนของไฟโคไซยานิน (Kao, 
Edwards และ Berns, 1975) ไฟโคไซยาโนไบลิน จะใหคาการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 2 ชวงความยาว
คล่ืนคือประมาณ 360-370 และ 615-620 นาโนเมตร แตเมื่อไฟโคไซยานินสูญเสียสภาพทาง
ธรรมชาติจะทําใหคาสัดสวนการดูดกลืนแสง ระหวาง 615 ตอ 360 นาโนเมตร (A615/A360) ลดลง
ซ่ึงเปนผลจากการจัดเรียงโมเลกุลของโปรตีนเปลี่ยนแปลงไป และการจัดเรียงโมเลกุลของไฟโคไซ-
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ยาโนไบลินจะเปลี่ยนตามดวย (Berns และ MacColl, 1989) ไฟโคไซยานินจะสญูเสียสภาพทาง
ธรรมชาติที่อุณหภูมิ 65.2 องศาเซลเซียส ในขณะที่โปรตีนชนิดอื่นๆ ที่ปนอยูในสารละลายไฟโค-
ไซยานินจะสญูเสียสภาพทางธรรมชาติที่อุณหภูมิต่ํากวา 65 องศาเซลเซียส (Topchishvili และคณะ, 
2002) ซ่ึงในงานวิจยันี้ตองการศึกษาความคงตัวของไฟโคไซยานินในสารละลาย ที่พีเอช 3.0–6.0 
และอุณหภูมิ 30–68 องศาเซลเซียส  
 
5.3 วิธีดําเนินการวิจัย 

5.3.1 วัตถุดิบและสารเคมี 
ใชสาหรายจากขอ 4.3.2 ในบทที่ 4  
สารไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต โมโนโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต และกรด

ซิตริก ชนิดที่ใชสําหรับงานวเิคราะห (ACS-for analysis grade) ผลิตโดยบริษัท Carlo Erba Reagenti 
ประเทศอิตาลี 

5.3.2 วิธีเตรียมตัวอยางสารละลายไฟโคไซยานิน 
เตรียมตัวอยางสาหรายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลตอ

ลิตร (พีเอช 7.0) ใหไดความเขมขนของสาหรายรอยละ 7 (น้ําหนักตอปริมาตร) แลวนําไปทําให
เซลลแตกดวยวิธีการแชเยือกแข็งสลับกับการละลายน้ําแข็ง 2 รอบ โดยแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ –20 
องศาเซลเซียส รอบละ 3 ช่ัวโมง และละลายน้ําแข็งที่อุณหภูมิหอง 1 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปแชที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 12 ช่ัวโมง แลวนําไปแยกสวนของเซลลดวยเครื่องปนเหวี่ยง Hettich 
Zentrifugen รุน Universal 16R เปนเวลา 30 นาที ที่ 15 องศาเซลเซียส ดวยแรงเหวี่ยง 13,000 RCF  

นําของเหลวใสสีฟาที่ไดมาเจือจางดวยสารละลายบัฟเฟอรที่ใชสกัด ใหไดคาการ
ดูดกลืนแสงต่ํากวา 1.0 นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Biochrom รุน Libra S22 UV/VIS 
spectrophotometer โดยกราดความยาวคลื่นดวยโปรแกรม Acquire Wavescan รุน 1.01  ในชวง  250 
ถึง 750 นาโนเมตร โดยใช Cuvette แบบควอตซ (quartz cell) ขนาดกวาง  1 เซนติเมตร แลวคํานวณ
ปริมาณไฟโคไซยานินในสารสะลายที่สกัดได จากสมการ (Patel และคณะ, 2005) ดังนี้  

 
ปริมาณไฟโคไซยานิน (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) = [A620 - 0.474 A652]/ 5.34 

 
จากนั้นปรับความเขมขนของไฟโคไซยานินใหได 12.42 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เก็บ

ที่ 4 องศาเซลเซียส ระหวางรอนําไปใชในการทดลองตอไป 
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5.3.3 การศึกษาผลของคาพีเอชตอการจัดเรียงโมเลกุลของไฟโคไซยานินในสารละลาย 
เตรียมสารละลายตัวอยางโดยเจือจางสารละลายไฟโคไซยานินจากขอ 5.3.2 

ปริมาณ 20 ไมโครลิตร ดวยสารละลายโซเดียมซิเตรทฟอสเฟตบัฟเฟอร (Sodium citrate-phosphate 
buffer) ความเขมขนของไอออน 0.1 โมลตอลิตร ใหไดสารละลายไฟโคไซยานินเขมขน  123 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่พีเอช 5 ระดับ คือ 3.0 4.0 4.5 5.0 และ 6.0 ปริมาณ 2 มิลลิลิตร แลวนําไป
วัดคาการดูดกลืนแสงที่อุณหภูมิ 28+2 องศาเซลเซียส  ดวยเครื่อง Biochrom รุน Libra S22 UV/VIS 
Spectrophotometer โดยการกวาดคาความยาวคลื่นดวยโปรแกรม Acquire Wavescan รุน 1.01 
ระหวาง 250–750   นาโนเมตร โดยใช Cuvette แบบควอตซ ขนาดกวาง  1 เซนติเมตร วิเคราะหการ
เปลี่ยนแปลงการจัดเรียงโมเลกุลของไฟโคไซยานินโดยใชอัตราสวนระหวางคาการดูดกลืนแสง     
ที่ 620 นาโนเมตร และ 370 นาโนเมตร (Kupka และ Scheer, 2007)  
  นําตัวอยางที่เตรียมได ไปวิเคราะหการคลายตัวของโปรตีนในไฟโคไซยานินดวย
เครื่องสเปกโตรฟลูออโรมิเตอร (Spectrofluorometer) Shimadzu รุน RF-1501 โดยวัดที่ λex = 590 
นาโนเมตร (Kupka และ Scheer, 2007)  
 5.3.4 การศึกษาผลของความรอนและพีเอชตอการจัดเรียงโมเลกุลของไฟโคไซยานิน 

เตรียมสารละลายตัวอยางเชนเดียวกับในขอ 5.3.3 ใน Cuvette แบบควอตซ ขนาด
กวาง  1 เซนติเมตร แลวนําไปอุนในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 32 องศาเซลเซียสใหไดอุณหภูมิของ
ตัวอยางเริ่มตนเทากับ 30 องศาเซลเซียส แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Biochrom Libra 
S22 UV/VIS spectrophotometer ที่มีชุดใหความรอนแก Cuvette ที่อุณหภูมิ 71.5 องศาเซลเซียส 
นาน 240 วินาที โดยบันทึกคาการดูดกลืนแสงที่ 370 และ 620 นาโนเมตร ทุกๆ 10 วินาที และบนัทกึ
คาอุณหภูมิของสารละลายไฟโคไซยานินที่เพิ่มสูงขึ้นทุกๆ 10 วินาทีดวยเครื่องบันทึกอุณหภูมิ Fluke 
54II  

 
5.4 ผลการทดลอง และการอภิปรายผล 
 5.4.1 ผลของพีเอช 
  คาการดูดกลืนแสงของไฟโคไซยานินที่คาพีเอชตางๆ แสดงในรูปที่ 5.1 ซ่ึงพบวา 
ที่พีเอช 5.0 และ 6.0 เสนกราฟจะใกลเคียงกันมาก ที่พีเอชต่ํากวาหรือเทากับ 4.5 สารละลาย          
ไฟโฟไซยานินจะมีลักษณะขุน คาการดูดกลืนแสงที่ 370 นาโนเมตรจะเพิ่มขึ้นเมื่อคาพีเอชลดลงต่ํา
กวา 5.0 ในขณะที่การดูดกลืนแสงที่ 620 นาโนเมตรจะเพิ่มขึ้นเล็กนอยเมื่อลดพีเอชจาก 5.0 เปน 4.0 
แตคาดังกลาวจะลดลงมากที่พีเอช 3.0 และพบวาคาการดูดกลืนแสงสูงสุดจะเปลี่ยนแปลงในทิศทาง
ชวงคลื่นสีแดง (Red shift) จาก 615 นาโนเมตรเปน 622 นาโนเมตรเมื่อพีเอชลดลงจาก 6.0 เปน 3.0  
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รูปท่ี 5.1 คาการดูดกลืนแสงของสารละลายไฟโคไซยานนิที่พีเอช 3.0 – 6.0 อุณหภูมิ 28+2 
               องศาเซลเซียส 
 

 เมื่อนําขอมูลคาการดูดกลืนแสงดังกลาวมาสรางเปนกราฟอนุพันธระดับที่ 1 (ดู
รายละเอียดวิธีการสรางกราฟในภาคผนวก) เพื่อดูอัตราการเปลี่ยนแปลงของคาการดูดกลืนแสงตอ
หนวยของ คาความยาวคลื่น พบวาไฟโคไซยานินที่พีเอช 3.0 ปรากฏยอดกราฟเพียงยอดเดียวในชวง
ความยาวคลื่น 600-700 นาโนเมตร ในขณะที่ ที่พีเอช 4.0-6.0 จะปรากฏยอดกราฟ 2 ยอดในชวง
ความยาวคลื่นเดียวกัน แตเมื่อนําตัวอยางที่พีเอช 4.0 และ 4.5 ไปปนเหวี่ยง แลววัดคาการดูดกลืน
แสง พบวาในชวงความยาวคลื่น 600-700 นาโนเมตรปรากฏยอดกราฟเพียงยอดเดียว (รูปที่ 5.2) 
แมวาคาอัตราสวน A620/A370 หลังการปนเหวี่ยง เมื่อคํานวณจากคาในรูปที่ 5.3 จะสูงขึ้นก็ตาม   
ผลดังกลาวนี้บงชี้วาไฟโคไซยานินที่ยังละลายอยูหลังการปนเหวี่ยงที่พีเอชต่ํากวา 5.0 จะเกิดการ
สูญเสียสภาพทางธรรมชาติคลายกับที่พีเอช 3.0 
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รูปท่ี 5.2 อนุพนัธระดับที่ 1 ของคาการดูดกลืนแสงของสารละลายไฟโคไซยานิน:  
               เปรียบเทียบระหวางกอนและหลงัปนเหวี่ยงที่พเีอช 4.0 และ 4.5 กับ 
              ตัวอยางที่พีเอช 3.0 และ 5.0 ซ่ึงไมผานการปนเหวี่ยง 
 

 
รูปท่ี 5.3 คาการดูดกลืนแสงของสารละลายไฟโคไซยานนิ : เปรียบเทยีบระหวางตัวอยางที่พีเอช  

 3.0 4.0 และ 4.5 หลังการปนเหวีย่ง กับตัวอยางที่พีเอช 5.0 ซ่ึงไมผานการปนเหวีย่ง 
 
  ขอมูลจากตารางที่ 5.1 ยังชี้ใหเห็นวา ที่พีเอช 4.5 และต่ํากวา ไฟโคไซยานินจะเกิด
การสูญเสียสภาพทางธรรมชาติ และการสูญเสียดังกลาวจะสูงขึ้นเมื่อพีเอชต่ําลง  
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ตารางที่ 5.1 การเปลี่ยนแปลงของปริมาณไฟโคไซยานินในสารละลายโดยผลของพีเอช 

พีเอช ปริมาณไฟโคไซยานิน 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) คารอยละของการสูญเสีย )1(

6.0 11.62  
4.5 (หลังปนเหวีย่ง) 10.06 13.43 
4.0 (หลังปนเหวีย่ง) 6.42 44.75 
3.0 (หลังปนเหวีย่ง) 3.16 72.81 

(1) ปริมาณไฟโคไซยานินที่สูญเสียไปคิดเปนรอยละเมื่อเทียบกับปริมาณไฟโคไซยานินที่พีเอช 6.0 
 

Kao, Edwards และ Berns (1975) อธิบายวาในสภาพปกติ โครงสรางของไฟโคไซ-
ยานินจะถูกทําใหเสถียรดวยอันตรกิริยาไฮโดรโฟบิก (Hydrophobic interaction) และอันตรกิริยา
ไฟฟาสถิต เมื่อคาพีเอชเขาใกลคาพีไอ (Isoelectric point: pI) ของไฟโคไซยานิน (4.69) คาประจุ-
สุทธิของระบบจะลดลงจนเขาใกลศูนย ปรากฏการณดังกลาวจะเหนี่ยวนําใหไฟโคไซยานินรวมถึง
โปรตีนอื่นๆ ในสารละลายรวมตัวกันเปนกลุม ซ่ึงอาจเปนผลใหคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
620 นาโนเมตรสูงขึ้นเล็กนอยที่พีเอช 4.0–4.5 ซ่ึงบงชี้วาไฟโคไซยานินที่พีเอชต่ํากวา 5.0 เกิดการ
เปลี่ยนแปลงสภาพทางธรรมชาติไปแลว 

Schirmer, Bode และ Huber (1987) อธิบายปจจัยที่มีผลตอความเสถียรของไฟโค-
ไซยานินวา รอยละ 50 ของโซขางที่มีประจุ (Charged side-chain) บนโมเลกุลของหนวยยอยอัลฟา
และเบตา รวมถึงโพรพิโอนิกที่อยูดานขาง (Propionic side-chain) ของไฟโคไซยาโนไบลินเกี่ยวของ
กับการเกิดอันตรกิริยาประจุบวกและลบ (Salt bridge) ทั้งภายในหนวยยอยเดียวกันและระหวาง
หนวยยอยที่อยูใกลกัน เฉพาะอยางยิ่ง Aspatate-Arginine salt bridge ซ่ึงพบวาเปนการเกิดอันตร-
กิริยาประจุบวกและลบระหวางหนวยยอยที่สําคัญที่มีผลตอความเสถียรของโครงสรางของไฟโค-
ไซยานิน ดังนั้น ที่พีเอชต่ํากวาคาพีเคเอ (pKa) ของกรดแอสพาติก (3.9) และกรด  โพรพิโอนิก (4.9) 
อันตรกิริยาประจุบวกและลบทั้งสองจะถูกทําลายและเหนี่ยวนําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการจัดเรียง
โมเลกุลของไฟโคไซยานินและไฟโคไซยาโนไบลิน เมื่อไฟโคไซยานินเกิดการสูญเสียสภาพทาง
ธรรมชาติโดยผลของพีเอช ซ่ึง Berns และ MacColl (1989) สรุปวาการเปลี่ยนแปลงดังกลาวสัมพันธ
กับการเพิ่มขึ้นของคาการดูดกลืนแสงที่ 370 นาโนเมตร และการลดลงของคาการดูดกลืนแสงที่ 620 
นาโนเมตร ดังนั้นจากรูปที่ 5.1 ซ่ึงคํานวณคาอัตราสวน 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 จึงกลาวไดวาไฟโคไซยานินเกิดการคลายตัวและสูญเสีย
สภาพทางธรรมชาติมากขึ้นเมื่อพีเอชลดลง และสามารถยืนยันคําอธิบายดังกลาวไดดวยรูปที่ 5.4 ซ่ึง
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คาความเขมของการเรืองแสงของไฟโคไซยานินมีคาต่ําลงเมื่อพีเอชต่ําลง และที่พีเอชต่ํากวา 4.5 คา
การดูดกลืนแสงสูงสุดจะเปลี่ยนแปลงไปในทิศทางชวงคล่ืนสีฟา (Blue shift) และมีความสามารถ
ในการเรืองแสงลดต่ําลง บงชี้วาที่ชวงพีเอชดังกลาวโปรตีนในไฟโคไซยานินเกิดการคลายตัวหรือ
สูญเสียสภาพทางธรรมชาติ เปนผลใหการจัดเรียงตัวของไฟโคไซยาโนไบลินเปลี่ยนแปลงไป 
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รูปท่ี 5.4 คาความเขมการเรืองแสงของสารละลายไฟโคไซยานินที่ exλ = 590 นาโนเมตร ที่พีเอช  

 ตางๆ กัน   
 

Schirmer, Bode และ Huber (1987) อธิบายความสัมพันธระหวางการจัดเรียง
โมเลกุลของไฟโคไซยาโนไบลินและไฟโคไซยานิน โดยกลาวถึงการเกิดอันตรกิริยาประจุบวกและ
ลบระหวางโซขางโพรพิโอนิกบนโมเลกุลของไฟโคไซยาโนไบลินกับอารจินีน หรือไลซีน บน
โมเลกุลของหนวยยอย และการเกิดพันธะไฮโดรเจนระหวางกรดแอสพาติกบนโมเลกุลของหนวย
ยอย (Aspartate amino acid residue) กับไนโตรเจนบนโมเลกุลของไฟโคไซยาโนไบลิน ซ่ึงจะทําให
โมเลกุลของไฟโคไซยาโนไบลินถูกตรึงใหอยูในลักษณะคลี่โมเลกุลเปนแนวตรง (Extended 
conformational state) ซ่ึงในสภาพดังกลาว ไฟโคไซยาโนไบลินจะดูดกลืนแสงที่คาความยาวคลื่น 
620 นาโนเมตรไดสูงกวาเมื่ออยูในรูปมวนเปนวง (Cyclic conformational state) (Scheer และ Kufer, 
1977) ดังนั้นเมื่ออันตรกิริยาประจุบวกและลบและ /หรือ พันธะไฮโดรเจนดังกลาวถูกทําลายลง      
จะโดยผลของการเปลี่ยนแปลงคาพีเอช หรือความรอน หรือการคลายตัวของโมเลกุลของหนวยยอย 
ยอมทําใหไฟโคไซยานินดูดกลืนแสงที่ 620 นาโนเมตรไดนอยลง ดังนั้นเมื่อนําความสัมพันธ
ระหวางการเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสงที่ 370 นาโนเมตร เมื่อโปรตีนเสียสภาพทางธรรมชาติ 
และการเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสงที่ 620 นาโนเมตรเมื่อรูปแบบการจัดเรียงโมเลกุลของไฟโค-
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ไซยาโนไบลินเปลี่ยนไปดังกลาวขางตนมาอธิบาย จะพบความสัมพันธของอัตราสวน A620/A370 
กับการสูญเสียสภาพทางธรรมชาติของไฟโคไซยานิน ซ่ึงจากรายงานของ Scheer และ Kufer (1977) 
และ Kupka และ Scheer (2007) พบวาอัตราสวน A620/A370 จะมีคาประมาณ 0.4-0.5 เมื่อไฟโคไซ-
ยานินสูญเสียสภาพทางธรรมชาติโดยสมบูรณ  

แมวาที่พีเอช 3.0 ไฟโคไซยานินจะไมสูญเสียสภาพทางธรรมชาติโดยสมบูรณเมื่อพิจารณา
จากอัตราสวนดังกลาว แตโปรตีนซึ่งมีความเขมขนต่ําเชนที่ใชในการทดลองนี้จะอยูกึ่งกลางระหวาง
สถานะคลายตัวและไมคลายตัวที่พีเอช 3.0 (Jahn และ Radford, 2008) หรือเรียกวาเกิดการคลายตัว
บางสวน (Partial folding state) ซ่ึงเทียบไดกับสถานะ Intermediate ของกระบวนการคลายตัว 3 
ขั้นตอนของโปรตีน แตเมื่อเทียบกับกระบวนการสูญเสียสภาพทางธรรมชาติโดยกรดของโปรตีนจะ
ถือไดวาไฟโคไซยานินที่พีเอช 3.0 อยูในสถานะคลายตัว (Staniforth, Bigotti, Cutruzzola, 
Allocatelli และ Brunori, 1998)  

5.4.2 ผลของความรอนและพีเอช 
จากตารางที่ 5.2 และรูปที่ 5.5 จะพบวา ที่พีเอชต่ํากวา 5.0 คาอัตราสวน 

A620/A370 เปลี่ยนแปลงลดลง (เครื่องหมาย -) โดยผลของพีเอชมากกวารอยละ 45 โดยท่ี ที่พีเอช 
3.0 จะมีคาลดลงถึงรอยละ 77 และภายหลังใหความรอนอยางตอเนื่องจาก 30 ถึง 68 องศาเซลเซียส
นาน 240 วินาที คาอัตราสวน A620/A370 ในชวงพีเอชดังกลาวยังลดลงจากคาเริ่มตนของแตละ
ระดับพีเอชอีกถึงรอยละ 53–56 แตที่พีเอช 6.0 ภายหลังใหความรอนคาอัตราสวน A620/A370 ลดลง
ถึงรอยละ 91 ในขณะที่ที่พีเอช 5.0 คาอัตราสวน A620/A370 ลดลงรอยละ 7 โดยผลของพีเอช และ
ลดลงอีกรอยละ 71 หลังใหความรอน 

เมื่อพิจารณาจากคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตรซึ่งสัมพันธกับ
การจัดเรียงโมเลกุลของไฟโคไซยานิน จากตารางที่ 5.3 จะพบวาที่พีเอช 4.5 คาการดูดกลืนแสงมีคา
สูงขึ้นโดยผลของพีเอช และมีคาสูงขึ้นอีกหลังใหความรอน แตที่พีเอช 4.0 คาการดูดกลืนแสงของ
ไฟโคไซยานินมีคาสูงขึ้นโดยผลของพีเอชแตมีคาลดลงหลังใหความรอน ที่พีเอช 3.0 คาการดูดกลืน
แสงของไฟโคไซยานินมีคาลดต่ําลงมากทั้งโดยผลของพีเอชและความรอน สวนที่พีเอช 6.0           
คาการดูดกลืนแสงของไฟโคไซยานินจะลดลงโดยผลของความรอนมากถึงรอยละ 44 ในขณะที่     
ที่พีเอช 5.0 คาการดูดกลืนแสงของไฟโคไซยานินมีคาลดลงเพียงเล็กนอยโดยผลของพีเอชและ       
ความรอน ดังนั้นจากการเปลี่ยนแปลงของคาการดูดกลืนแสงที่ 620 และคาอัตราสวน A620/A370 
บงชี้วาไฟโคไซยานินจะทนตอความรอนไดดีที่สุดที่พีเอช 5.0 
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ตารางที่ 5.2 การเปลี่ยนแปลงคาอัตราสวน A620/A370 กอนและหลังใหความรอนที่ระดับ 
                    พีเอชแตกตางกนั   

เร่ิมตน (t= 0 วินาที)  เวลา t = 240 วินาที 
คาพีเอช 

A620/A370 การเปล่ียนแปลง(1)

(รอยละ)  A620/A370 การเปล่ียนแปลง(2)

(รอยละ) 
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) การเปลี่ยนแปลงของคา A620/A370 ที่พีเอชใดๆ เมื่อเทียบกับที่พีเอช 6.0 
(2) การเปลี่ยนแปลงของคา A620/A370 ที่เวลา t=240 วินาที เมื่อเทียบกบัคาเริ่มตนที่พเีอชใดๆ 
(3) เครื่องหมายลบ (-) แสดงการเปลี่ยนแปลงลดลง 
 

 
รูปท่ี 5.5 การเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสงของไฟโคไซยานินที่ความยาวคลื่น 620 และ 370 
              นาโนเมตร และการเปลี่ยนแปลงคา A620/A370 ระหวางการใหความรอน 
              ที่อุณหภูมิเพิ่มอยางตอเนื่องจาก 30–68 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 5.3 การเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลนืแสงของไฟโคไซยานินทีค่วามยาวคลื่น 620        
      นาโนเมตร กอนและหลังใหความรอนที่ระดับพีเอชแตกตางกัน 

เร่ิมตน (t= 0 วินาที)  เวลา t = 240 วินาที คาพีเอช 
A620 การเปล่ียนแปลง(1) (รอยละ)  A620 การเปล่ียนแปลง(2) (รอยละ) 

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) การเปลี่ยนแปลงของคา A620 ที่พีเอชใดๆ เมื่อเทียบกับที่พีเอช 6.0 
(2) การเปลี่ยนแปลงของคา A620 ที่เวลา t=240 วินาที เมือ่เทียบกับคาเริ่มตนที่พีเอชใดๆ 
(3) เครื่องหมายลบ (-) แสดงการเปลี่ยนแปลงลดลง 

 
การเพิ่มขึ้นและการลดลงของคาการดูดกลืนแสงที่ 370 และ 620 นาโนเมตร 

ตามลําดับนั้นบงชี้วาไฟโคไซยานินที่ไดรับความรอนจะเกิดการคลายตัว ซ่ึงความรอนมีผลในการ
ทําลายพันธะไฮโดรเจนบนโครงสรางทุติยภูมิของโปรตีน (Alpha helix secondary structure) และ
พันธะไฮโดรเจนระหวางไฟโคไซยาโนไบลิน กับกรดอะมิโนแอสพาติกบนหนวยยอยของไฟโค-
ไซยานิน ดังอธิบายในหัวขอ 3.1 ซ่ึงเหนี่ยวนําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการจัดเรียงโมเลกุลของไฟโค-
ไซยานินและไฟโคไซยาโนไบลิน และสงผลตอสีของไฟโคไซยานินซึ่งสัมพันธกับคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร 

ที่พีเอชใกลคาพีไอของไฟโคไซยานิน แรงผลักทางไฟฟาระหวางโมเลกุลจะมีคาต่ํา 
ดังนั้นไฟโคไซยานินจะรวมตัวเปนกลุม (Berns และ MacColl, 1989) ซ่ึงการรวมตัวดังกลาวมีผลให 
ไฟโคไซยานินทนความรอนไดมากขึ้น Kao, Edwards และ Berns (1975) รายงานวาที่ชวงพีเอช
ดังกลาว ไฟโคไซยานินที่เจือจางมากๆ (0.1–0.15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) จะรวมตัวเปนไตรเมอร 
และเฮกซาเมอร แตที่ความเขมขนในชวงดังกลาว ที่พีเอช 3.9 จะพบเฮกซาเมอร และโมโนเมอร  
รอยละ 67 และ 33 ตามลําดับ ไฟโคไซยานินที่อยูในรูปโมโนเมอรจะไมเสถียรเมื่อไดรับความรอน
และทนความรอนไดต่ํากวาเมื่อรวมตัวกันอยูในรูปที่มีขนาดโมเลกุลสูงกวา (MacColl และคณะ 
[1996], Edwards และคณะ [1997] และ Mishra, Shrivastav และ Mishra [2008]) 
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5.5 สรุปผลการวิจัย 
เมื่อปรับสภาพพีเอชของสารละลายชวง 3-6 ไฟโคไซยานินยังคงสามารถรักษาสภาพทาง

ธรรมชาติไดดีที่พีเอชสูงกวาหรือเทากับ 5.0 ที่พีเอชต่ํากวา 5 โปรตีนจะเสียสภาพธรรมชาติมากขึ้น
ตามคาพีเอชท่ีต่ําลง สวนผลจากการใหความรอนอยางตอเนื่องจาก 30 องศาเซลเซียส ถึง 68 องศา-
เซลเซียส ในเวลา 240 วินาที นั้น บงชี้วาไฟโคไซยานินที่พีเอช 5.0 มีความคงตัวตอความรอนไดดี
ที่สุด  
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บทที่ 6  
ผลของมอลโตเดกซตริน กลีเซอรอลและมอลติตอล  

ตอความคงตัวของไฟโคไซยานินที่ผานการทําแหงแบบพนฝอย 
 

6.1 บทคัดยอ 
 งานวิจัยนี้เปนการศึกษาผลของมอลโตเดกซตริน  กลีเซอรอลและมอลติตอล ที่มีตอความ  
คงตัวของไฟโคไซยานินที่ผานการทําแหงโดยใชความรอนแบบพนฝอยดวยอุณหภูมิอากาศรอน   
ขาเขาเทากับ 150+1 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิอากาศรอนขาออกเทากับ 92+1 องศาเซลเซียส     
ผลการทดลองพบวาไฟโคไซยานินที่ไมมีสารใหความคงตัวเมื่อผานการทําแหงแบบพนฝอย และ
แบบ    แชเยือกแข็งระเหิดแหงจะสูญเสียความคงตัวเมื่อพิจารณาจากคารอยละการเปลี่ยนแปลงของ 
A620/A370 ไปรอยละ 31.5 และ 5.5 ตามลําดับ การเติมกลีเซอรอลมากกวา 0.3 กรัมตอกรัมโปรตีน 
จะลดความคงตัวของไฟโคไซยานินในระหวางกระบวนการทําแหง ความคงตัวของไฟโคไซยานิน
ที่ผานการทําแหงแบบพนฝอยและแบบแช เยือกแข็งระเหิดแหงจะลดลง  เมื่อเพิ่มปริมาณ              
มอลโตเดกซตริน แตไฟโคไซยานินที่ทําแหงแบบพนฝอยจะมีความคงตัวมากขึ้นเมื่อเพิ่มปริมาณ
มอลติตอล และสามารถใชมอลติตอลไดถึง 1.71 กรัมตอกรัมโปรตีนเมื่อใชรวมกับมอลโตเดกซ-
ตริน 2 กรัมตอกรัมโปรตีน  
 
6.2  บทนํา  

ไฟโคไซยานินเปนโปรตีนซึ่งพบในไฟโคบิลิโซมของสาหรายกลุมไซยาโนแบคทีเรีย        
มีหนาที่ในการเก็บเกี่ยวพลังงานจากแสงแดดเพื่อใชในกระบวนการสังเคราะหแสง  สารที่ใหสีแก    
ไฟโคไซยานินมีช่ือเรียกวาไฟโคไซยาโนไบลิน ซ่ึงเกาะอยูบนอะโพโปรตีนโครงสรางหลักของ    
ไฟโคไซยานิน    

การจัดเรียงโมเลกุลของไฟโคไซยาโนบิบินบนโมเลกุลโปรตีนของไฟโคไซยานินเกี่ยวของ
กับการเกิดสะพานเกลือหรือพันธะเกลือระหวางโซขางโพรพิโอนิกบนโมเลกุลของไฟโคไซยา-
โนไบลินกับอารจินีนหรือไลซีนบนโมเลกุลโปรตีนของไฟโคไซยานิน และพันธะไฮโดรเจน
ระหวางกรดแอสพาติกบนโมเลกุลโปรตีนของไฟโคไซยานินกับไนโตรเจนบนโมเลกุลของไฟโค-
ไซยาโนไบลิน ซ่ึงทําใหโมเลกุลของไฟโคไซยาโนไบลินถูกตรึงใหอยูในลักษณะคลี่โมเลกุลเปน
แนวตรง (Schirmer, Bode และ Huber, 1987) ในสภาพดังกลาว ไฟโคไซยาโนไบลินจะดูดกลืน
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แสงในชวงคลื่นแสงที่ตามองเห็น (Visible) ไดสูงกวาโมเลกุลที่อยูในรูปมวนเปนวง (Scheer และ 
Kufer, 1977)  

พันธะไฮโดรเจนและพันธะเกลือจะถูกทําลายไดดวยความรอน ซ่ึงสงผลใหเกิดการคลายตัว
ของโครงสรางโปรตีนและการจัดเรียงโมเลกุลของไฟโคไซยาโนไบลิน การคลายตัวของโปรตีนทํา
ใหไฟโคไซยานินสูญเสียสภาพทางธรรมชาติ ซ่ึง Topchishvili และคณะ (2002) พบวา ไฟโคไซ-
ยานินจะสูญเสียสภาพทางธรรมชาติที่อุณหภูมิ 65.2 องศาเซลเซียส ในขณะที่โปรตีนชนิดอื่นๆ ที่ปน
อยูในสารละลายไฟโคไซยานินจะสูญเสียสภาพทางธรรมชาติที่อุณหภูมิต่ํากวา 65 องศาเซลเซียส 

การใชสารใหความคงตัวจะชวยลดและปองการการสูญเสียสภาพทางธรรมชาติของโปรตีน
ระหวางการทําแหงและการเก็บรักษาได ซ่ึงไฟโคไซยานินที่ทําใหอยูในรูปเขมขน อาจทําใหคงตัว
ไดโดยการเติมเกลือและน้ําตาล (Rebeller, 1982)  สวนกรณีการผลิตไฟโคไซยานินชนิดผง สามารถ
ใชน้ําตาลซูโครส  น้ําตาลแอลกอฮอล (Polyols) เด็กซแตรน (Drextran) เกลือ สารพอลิเมอร และ  
ตัวทําละลายรวม (Co-solvents) เปนสารใหความคงตัวได (Cubicciotti [1997] และ Haque, Singha, 
Moosavi-Movahedi  และ Ahmad [2005]) สารเหลานี้จะเขาไปแทนที่โมเลกุลของน้ําระหวางที่น้ํา 
ถูกกําจัดออกไป โดยการกอพันธะไฮโดรเจนกับโครงสรางของโปรตีนสวนที่มีขั้วและหอหุม
โมเลกุลของโปรตีน สารใหความคงตัวที่อยูในรูปอสัณฐาน (Amorphous state) จะกอพันธะ
ไฮโดรเจนไดดีที่สุด (Arakawa, Prestrelski, Kenney และ Carpenter [2001] และ Costantino, Curley, 
Wu และ Hsu [1998]) 

มอลโตเดกซตรินเปนสารประกอบคารโบไฮเดรตที่นิยมใชเปนสารชวยในการทําแหง 
(Drying aid) สําหรับสารละลายที่มีกรดหรือน้ําตาลเปนองคประกอบอยูมาก  เพื่อใหไดผลิตภัณฑที่
เปนผงแหงไมหนืดเหนียว  (Adhikari, Howes, Bhandari และ Troung, 2004) สวนกลีเซอรอล      
ซอรบิทอล และมอลติตอล เปนสารในกลุมน้ําตาลแอลกอฮอล ที่นํามาใชเปนสารใหความคงตัวแก
โปรตีนและเอนไซมที่ตองเก็บรักษาดวยการแชเยือกแข็งหรือการทําแหง ซ่ึงในงานวิจัยนี้                
มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาปริมาณมอลโตเดกซตริน  กลีเซอรอลและมอลติตอล ที่เหมาะสมตอการ     
ทําแหงไฟโคไซยานินแบบพนฝอย  

 
6.3 วิธีดําเนินการวิจัย 

6.3.1 วัตถุดิบและสารเคมี 
ใชสาหรายจากขอ 4.3.2 ในบทที่ 4  
มอลโตเดกซตรินเปนชนิดผงใชสําหรับอาหารซึ่งมีคาสมมูลยเดกซโตรสเทากับ 10 

ผลิตโดยบริษัท Tate & Lyle ประเทศอังกฤษ  
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กลีเซอรอลเปนชนิดที่ใชสําหรับงานวิเคราะห (ACS-for analysis grade) ผลิตโดย
บริษัท Carlo Erba Reagenti ประเทศอิตาลี  

มอลติตอลไซรับ (Maltitol syrup) ความเขมขนรอยละ 65 ไดจากบริษัทสยาม   
ซอรบิทอลจํากัด ประเทศไทย 

6.3.2 วิธีเตรียมตัวอยางสารละลายไฟโคไซยานิน 
  ผสมสาหรายสดกับโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ให
ไดปริมาณของแข็งทั้งหมดประมาณรอยละ 7 จากนั้นทําใหเซลลสาหรายแตกโดยการแชเยือกแข็งที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง แลวนํามาทําใหละลายที่อุณหภูมิหอง โดยทําซ้ํา 2 รอบ 
แลวนําไปเขยาที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที นาน 4 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จากนั้นเก็บ
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 12 ช่ัวโมง แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 RCF ที่อุณหภูมิ 15 องศา-
เซลเซียส ทําซ้ําจนกวาจะไดสารละลายไฟโคไซยานินที่มีคาความบริสุทธิ์เทากับ 1.0 โดยคํานวณ
จากคาสัดสวนระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร 
(Rito-Palomares, Nuñez และ Amador, 2001) และมีคา A620/A370 ซ่ึงบงบอกระดับความคงตัว
เร่ิมตนของไฟโคไซยานินในสารละลาย (Berns และ MacColl, 1989) มากกวาหรือเทากับ 5.0 
จากนั้นปรับคา พีเอชเปน 6.0 ซ่ึงไดความเขมขนของไฟโคไซยานินประมาณ 11 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร  

   6.3.3 การเตรียมตัวอยางเพื่อศึกษาผลของมอลโตเดกซตริน กลีเซอรอลและมอลติตอล 
คํานวณคาปริมาณโปรตีนในสารละลายไฟโคไซยานินจาก 6.3.2 ดวยวิธีการวัดคา

การดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร ในหนวยมิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากสมการที่ 1 ดังนี้  
 

ความเขมขนของโปรตีน = (1.55 x A280) – (0.76 x A260)                              …(1) 
 

จากนั้นเตรียมตัวอยางตามแผนการทดลองที่ไดจากการวางแผนแบบ Rotatable 
central composite design ตังตารางที่ 6.1 และ 6.2 โดยใชสารละลายไฟโคไซยานิน การทดลองละ 
120 มิลลิลิตร ดังนี้ 

6.3.3.1 การศึกษาผลของกลีเซอรอลและมอลติตอล  
ละลายมอลโตเดกซตรินในสารละลายไฟโคไซยานินจากขอ 6.3.2 ดวย

อัตราสวน มอลโตเดกซตริน 2 กรัมตอโปรตีน 1 กรัม จากนัน้ผสมกลีเซอรอลและมอลติตอลใน
สารละลายไฟโคไซยานินผสมมอลโตเดกซตรินที่เตรียมไว เพื่อใหไดอัตราสวนระหวางกลีเซอรอล 
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และมอลติตอลตอปริมาณโปรตีนตามปริมาณที่กําหนดในตารางที่ 6.1 คนใหละลายเขากันดี ทิ้งไว 
30 นาที กอนนําไปทําแหง 
  6.3.3.2 การศึกษาผลของมอลโตเดกซตรินและมอลติตอล 

ละลายมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลในสารละลายไฟโคไซยานินจาก
ขอ 6.3.2 ดวยอัตราสวนตามตารางที่ 6.2 ที่อุณหภูมิหอง ทิ้งไว 30 นาที กอนนําไปทําแหง 

สําหรับตัวอยางควบคุม ใชสารละลายไฟโคไซยานินจากขอ 6.3.2 ไปทํา
แหงโดยไมตองเติมสารใหความคงตัว 

 
 ตารางที่ 6.1 แผนการทดลองเพื่อศึกษาผลของกลีเซอรอลและมอลติตอล 

ปริมาณสารใหความคงตัว (กรัมตอกรัมโปรตีน) 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 แผนการทดลองเพื่อศึกษาผลของมอลโตเดกซตรินและมอลติตอล 
ปริมาณสารใหความคงตัว (กรัมตอกรัมโปรตีน) การทดลอง 

มอลโตเดกซตริน 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 การทําแหง 

6.3.4.1 การทําแหงแบบพนฝอย 
นําตัวอยางที่เตรียมในขอ 6.3..3 มาทําแหงดวยเครื่องทําแหงแบบพนแหง 

GEA   Niro A/S รุน S80 ขนาด 4  ลิตร สําหรับหองปฏิบัติการ ใชหัวพน (Atomizer) แบบขับเคลื่อน
ดวยแรงดันลม (Air turbine wheel drive rotary) ซ่ึงทํางานที่ความดันของหัวพน 1.3-2.0 บาร         
ตั้งอุณหภูมิลมรอนขาเขาที่ 150 องศาเซลเซียส และควบคุมอัตราการไหลของตัวอยางที่อัตรา 10-15 
มิลลิลิตรตอนาทีเพื่อใหไดอุณหภูมิขาออกเทากับ 92+0.5 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางบรรจุในถุง
สุญญากาศ แลวเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

6.3.4.2 การทําแหงแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหง 
นําตัวอยางที่เตรียมในขอ 6.3.3 ไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส 4 

ช่ัวโมง แลวนําไปทําแหงดวยเครื่องทําแหงแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหง (GEA Lyophil GmbH รุน 

LYOVAC® GT2-S) นาน 24 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางบรรจุในถุงสุญญากาศ แลวเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 
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6.3.5 การวิเคราะหการเปล่ียนแปลงของตวัอยางหลังการทําแหง 
 กอนนําตัวอยางไปทําแหง นําตัวอยางจากทุกการทดลองไปวัดคาการดูดกลืนแสง

ดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร Biochrom รุน  Libra S22 UV/VIS โดยวิธีกราดคาความยาวคลื่น ที่
ชวงความยาวคลื่น 250–750 นาโนเมตร โดยทําการเจือจางตัวอยางในสารละลายโซเดียมฟอสเฟต
บัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลตอลิตร พีเอช 7.0  
  สําหรับตัวอยางที่ผานการทําแหง ใหช่ังตัวอยางปริมาณเทากันละลายในสารละลาย
โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลตอลิตร พีเอช 7.0 ทําใหละลายแลวทิ้งไว 30 นาที 
กอนนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง 
  วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของไฟโคไซยานินโดยใชคาอัตราสวน A620/A370 และ
เปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงของคาอัตราสวนดังกลาวเปนคารอยละการเปลี่ยนแปลงของ 
A620/A370 ตามสมการที่ 2 
 

รอยละการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 (% loss of A620/A370) 
= 100[(A620/A370)กอนทําแหง  - (A620/A370)หลังทําแหง] / (A620/A370)กอนทําแหง                 --- (2) 

 
6.4 ผลการทดลองและการอภิปรายผล 

6.4.1 ผลของกลีเซอรอลและมอลติตอลตอความคงตัวของไฟโคไซยานนิทําแหงแบบ 
พนฝอย 

ที่อัตราสวนมอลโตเดกซตริน 2 กรัมตอกรัมโปรตีน พบวารอยละการเปลี่ยนแปลง
ของ A620/A370 ของไฟโคไซยานินหลังการทําแหงโดยใชความรอนแบบพนฝอยเมื่อเทียบกับกอน
การทําแหงจะสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเพิ่มปริมาณกลีเซอรอล แตปริมาณมอลติตอล
ใหผลตอคารอยละการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 ไมแตกตางกันทางสถิติ ผลดังกลาวบงชี้วา
ความคงตังของไฟโคไซยานินจะลดลงตามปริมาณกลีเซอรอลที่เพิ่มขึ้น แตมอลติตอลในปริมาณที่
ใชในการทดลองไมมีผลตอความคงตัวของไฟโคไซยานิน แตอยางไรก็ตามคารอยละการ
เปลี่ยนแปลงของ A620/A370 ของไฟโคไซยานินหลังการทําแหงโดยใชความรอนแบบพนฝอย
ดังกลาว มีความสัมพันธกับปริมาณกลีเซอรอลและมอลติตอลดังสมการที่ 3 และรูปที่ 6.1 

 
รอยละการเปลี่ยนแปลงของ 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 ผลของมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลตอความคงตัวของไฟโคไซยานนิทําแหงแบบ
พนฝอย 

จากการทดลองพบวารอยละการเปลี่ยนแปลงคา A620/A370 ของไฟโคไซยานิน 
ภายหลังการทําแหงแบบพนฝอยเมื่อเทียบกับกอนการทําแหงจะสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อ
เพิ่มปริมาณมอลโตเดกซตริน แตปริมาณมอลติตอลใหผลตอคารอยละการเปลี่ยนแปลงของ 
A620/A370 ไมแตกตางกันทางสถิติ บงชี้วาความคงตังของไฟโคไซยานินจะลดลงตามปริมาณ  
มอลโตเดกซตรินที่เพิ่มขึ้น แตมอลติตอลในปริมาณที่ใชในการทดลองไมมีผลตอความคงตัวของ 
ไฟโคไซยานิน คารอยละการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 ของไฟโคไซยานินหลังการทําแหงแบบ
พนฝอยดังกลาว มีความสัมพันธกับปริมาณมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลแบบเสนตรงดังสมการ
ที่ 4 และรูปที่ 6.2 
 

รอยละของการเปลี่ยนแปลง A620/A370  
= 19.63 + [0.86 x (มอลโตเดกซตริน)]-[2.09 x (มอลติตอล)]                                       --- (4) 
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รูปท่ี 6.1 ผลตอบสนองเชิงพื้นผิวของความสัมพันธระหวางคารอยละการเปลี่ยนแปลง 
              ของ A620/A370 ปริมาณกลีเซอรอล และปริมาณมอลติตอล ของไฟโคไซยานินที่ทําแหง
  แบบพนฝอย 
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รูปท่ี 6.2 ผลตอบสนองเชิงพื้นผิวของความสัมพันธระหวางคารอยละการเปลี่ยนแปลง 
              ของ A620/A370 ปริมาณมอลโตเดกซตริน และปริมาณมอลติตอล ของไฟโคไซยานิน   
              หลังทําแหงแบบพนฝอย  
  
  การเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 ของตัวอยางที่ใชมอลโตเดกซตรินรวมกับ     
มอลติตอล (รูปที่ 6.1) ต่ํากวาตัวอยางควบคุมซึ่งไมเติมสารใหความคงตัว (ตารางที่ 6.3) แตตัวอยางที่
เติมกลีเซอรอล 0.3 กรัมตอกรัมโปรตีนจะใหคารอยละการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 ใกลเคียง
กับตัวอยางควบคุม และจะใหคาสูงกวาตัวอยางควบคุมเมื่อปริมาณกลีเซอรอลสูงขึ้น (รูปที่ 6.1)  จาก
งานของ  Hill, Shalaev และ Zografi (2005) พบวาการเพิ่มความเขมขนของกลีเซอรอลจะมีผลให
อุณหภูมิการเสียสภาพธรรมชาติ  (Td) ของผงโปรตีนแหงลดต่ําลง และความคงตัวของผงโปรตีน   
จะลดลงตามคาอุณหภูมิการเปลี่ยนจากสถานะคลายแกว  (Tg) ที่ลดลงของสาร ที่เปนสวนผสมใน
สูตร (Bell และ Hageman, 1996) สอดคลองกับคุณสมบัติของกลีเซอรอลซึ่งมีคาอุณหภูมิการเปลี่ยน
จากสถานะคลายแกวประมาณ -92 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 6.3 คารอยละการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 ของตัวอยาง 
วิธีการทําแหง รอยละการเปล่ียนแปลงคา A620/A370 * 

แบบพนฝอย(ควบคุม) 31.54+2.58a

   มอลโตเดกซตริน (2 กรัม ตอกรัมโปรตีน) 18.98+0.11b

   Maltitol (0.5 กรัม ตอกรัมโปรตีน) 15.89+0.10bc

แบบแชเยือกแข็งระเหิดแหง (ควบคุม) 5.50+1.68d

   มอลโตเดกซตริน (2 กรัม ตอกรัมโปรตีน) 15.41+0.28c

   Maltitol (0.5 กรัม ตอกรัมโปรตีน) 3.56+0.10d

* ตัวอักษรที่ตางกันหมายถึงมีหมายความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ที่ p<0.05  
 

แมวาจากสมการที่ 3 ปริมาณมอลโตเดกซตรินควรจะมีคาต่ํา แตจากการทดลอง
พบวาเมื่อใชมอลโตเดกซตริน 1.17 กรัมตอกรัมโปรตีนจะไดผลิตภัณฑที่มีสมบัติการไหล (Flow 
ability) ต่ํา เปนผลใหผงไฟโคไซยานินตกคางในระบบทอ และเก็บตัวอยางจากโถเก็บตัวยางไดยาก 
ดังนั้น ปริมาณมอลโตเด็กซตรินที่เหมาะสมจึงไมควรเกิน 2 กรัมตอกรัมโปรตีนและควรมีอัตรา
ใกลเคียงกับ 2 กรัมตอกรัมโปรตีน และแมวาเมื่อใชมอลติตอลรวมกับมอลโตเดกซตริน มอลติตอล
จะทําใหการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 ลดลงเมื่อเพิ่มปริมาณมอลติตอล สอดคลองกับรายงาน
ของ Cobos และ Estrada (2003) ซ่ึงพบวาเอนไซมไซลาเนส (Xylanase) จะมีความคงตัวตอ       
ความรอนสูงขึ้นเมื่อใชน้ําตาลแอลกอฮอลที่มีหมูไฮดรอกซี่มากขึ้นและใชปริมาณมากขึ้น เนื่องจาก      
มอลติตอลมีหมูไฮดรอกซี่ถึง 9 หมูตอโมเลกุล 

6.4.3 ผลของมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลตอไฟโคไซยานินทําแหงแบบแชเยือกแข็ง
ระเหิดแหง 

จากการทดลองพบวารอยละการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 ของไฟโคไซยานิน
หลังการทําแหงแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหงเมื่อเทียบกับกอนการทําแหงมีคาสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญ 
(p<0.05) เมื่อเพิ่มปริมาณมอลโตเดกซตริน บงชี้วาความคงตังของไฟโคไซยานินจะลดลงตาม
ปริมาณมอลโตเดกซตรินที่เพิ่มขึ้น  ในขณะที่คารอยละการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 มีแนวโนม
ลดลงอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเพิ่มปริมาณมอลติตอล บงชี้วาความคงตังของไฟโคไซยานิน จะ
เพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มมอลติตอล  นอกจากนี้ยังพบวาคารอยละการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 ของ      
ไฟโคไซยานินหลังการทําแหงแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหงดังกลาวสูงกวาตัวอยางควบคุมอยางมี
นัยสําคัญ (ตารางที่ 6.3) ช่ึงบงชี้วาความคงตังของไฟโคไซยานินที่ผานการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง
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ระเหิดแหงจะลดลงเมื่อเพิ่มมอลติตอล คารอยละการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 มีความสัมพันธ
กับปริมาณมอลโตเดกซตรินและมอลติตอล ดังสมการที่ 5 และรูปที่ 6.3 

 
รอยละของการเปลี่ยนแปลง A620/A370  
= 5.87+(2.83 x [มอลโตเดกซตริน])-(4.42 x [มอลติตอล]) 
+(0.68 x [มอลโตเดกซตริน]2)                                                                                      --- (5) 

 
Design-Expert® Software

loss of A620/A370 (%)

 

Design points above predicted value

52.3455
Design points below predicted value

2.67357

X1 = B: Maltitol
X2 = A: Maltodextrin

  0.50

  0.75

  1.00

  1.25

  1.50

2.00  

3.00  

4.00  

5.00  

6.00  

4  

15.5  

27  

38.5  

50  

  l
os

s 
of

 A
62

0/
A3

70
 (%

)  

  B: Maltitol    A: Maltodextrin  

รูปท่ี 6.3 ผลตอบสนองเชิงพื้นผิวของความสัมพันธระหวางคารอยละการเปลี่ยนแปลงของ   
              A620/A370 ปริมาณมอลโตเดกซตริน และปริมาณมอลติตอลของไฟโคไซยานินที่ทําแหง 
              แบบแชเยือกแข็งระเหดิแหง 
 
6.5 สรุปผลการทดลอง 
 ไฟโคไซยานินที่ไม เติมสารใหความคงตัว  หลังการทําแหงแบบพนฝอย  และแบบ             
แชเยือกแข็งระเหิดแหง คารอยละการเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 จะมีคาเปน 31.5 และ 5.5 
ตามลําดับ เมื่อใชกลีเซอรอลรวมกับมอลโตเดกซตริน กลีเซอรอลไมชวยใหความคงแกไฟโคไซ-
ยานินในระหวางกระบวนการทําแหงแบบพนฝอยเมื่อใชมากกวา   0.3  กรัมตอกรัมโปรตีน             
การทําแหงไฟโคไซยานินแบบพนฝอยและแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหงควรใชมอลโตเดกซตริน 
1.5-2 กรัมตอกรัมโปรตีน เนื่องจากวาที่ระดับดังกลาวนอกจากจะใหผลตอความคงตัวที่ดีแลวยังให
สมบัติ   การไหลที่ดีแกไฟโคไซยานินผงอีกดวย  
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ไฟโคไซยานินจะมีความคงตัวมากขึ้นเมื่อเพิ่มปริมาณมอลติตอล และสามารถใชมอลติตอล
ไดถึง 1.71 กรัมตอกรัมโปรตีนเมื่อใชรวมกับ มอลโตเดกซตริน 2 กรัมตอกรัมโปรตีน 
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บทที่ 7 
ผลของสภาวะการเก็บรักษาที่มีตอความคงตวัของ 

ไฟโคไซยานินผง และความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระ 
 
7.1 บทคัดยอ 
 งานวิจัยนี้จึงทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของไฟโคไซยานินผงที่ไดจากการทําแหงโดยใช
ความรอนแบบพนฝอย ซ่ึงมีมอลโตเดกซตริน และมอลติตอลเปนสารใหความคงตัวในอัตรา 2 กรัม 
และ 1 กรัมตอกรัมโปรตีนตามลําดับ เมื่อเก็บไฟโคไซยานินผงในสภาวะมีอากาศ และในสภาวะเปน
สุญญากาศรอยละ 80 ที่อุณหภูมิ 35 และ 45 องศาเซลเซียส พบวาบรรยากาศในการเก็บรักษาไมมีผล
ตอการเปลี่ยนแปลงคา A620/A370 ของไฟโคไซยานิน  แตการเปลี่ยนแปลงของคาดังกลาว  ที่
อุณหภูมิทั้งสองจะลดลงตามระยะเวลาการเก็บและเปนปฏิกิริยาการเปลี่ยนแปลงอันดับที่ 1 ซ่ึงมีคา
อัตราคงที่เทากับ -9 x 10-4 และ -13  x 10-4 ที่อุณหภูมิ 35 และ 45 องศาเซลเซียส ตามลําดับ เมื่อศึกษา
ผลของไฟโคไซยานินตอดัชนีความคงตัวของน้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ พบวาการสูญเสียสภาพทาง
ธรรมชาติของไฟโคไซยานินผงโดยผลของการทําแหงและความรอนไมมีผลตอดัชนีความคงตัวของ
น้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ ไฟโคไซยานินผงที่ไมมีสารใหความคงตัวจะมีประสิทธิภาพในการเพิ่ม 
ความคงตัวของน้ํามันมะพราวไดต่ํากวาไฟโคไซยานินผงที่มีมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลเปน
สารใหความคงตัวอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) จากการศึกษาความสามารถในการจับอนุมูลไฮดรอก-
ซิลและอนุมูลของเหล็ก พบวา ไฟโคไซยานินที่มีการสูญเสียสภาพธรรมชาติมากกวาจะจับอนุมูล        
ไฮดรอกซิลไดมากกวา ตรงขามกับความสามารถในการจับอนุมูลของเหล็กซึ่งจะลดนอยลง 
 
7.2 บทนํา 
 ไฟโคไซยานินมีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ รวมถึงอนุมูลของโลหะ และสามารถ
ปองกันการอักเสบได ไฟโคไซยาโนไบลินซึ่งมีโครงสรางเปนอะโรเมติก มีบทบาทในการกําจัด
อนุมูลอิสระ (Bhat และ Madyastha, 2000) แตอยางไรก็ตาม Zhou และคณะ (2005) พบวาไฟโคไซ-
ยานินสามารถสรางอนุมูลไฮดรอกซิลในสภาวะที่มีแสงสวาง และพบวาไฟโคไซยานินสามารถ
กําจัดอนุมูลไฮดรอกซิลไดมากขึ้นเมื่อไฟโคไซยานินสูญเสียสภาพทางธรรมชาติ เขาสรุปวาเปน
บทบาทของอะโพโปรตีนซึ่งเปนโครงสรางหลักของไฟโคไซยานิน เมื่อไฟโคไซยานินถูกรีดิวซ
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โดยอนุมูลไฮดรอกซิลและอนุมูลเปอรออกซิลจะทําใหคาการดูดกลืนแสงที่ λmax ลดลงเมื่อใหเวลา
ในการทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนานขึ้น (Bhat และ Madyastha, 2000)  

จากการศึกษาของ Bermejo, Pinero และ Villar (2008) พบวา ไฟโคไซยานิน                      
มีความสามารถในการจับอนุมูลของเหล็ก ซ่ึงในระบบที่ไมมีสาร EDTA อนุมูล Fe2+ จะทําปฏิกิริยา
กับสารดีออกซีไรโบส ไดผลผลิตเปนอนุมูลไฮดรอกซี ซ่ึงสามารถติดตามการจับอนุมูลของเหล็กได
โดยติดตามการสลายตัวของดีออกซีไรโบสดวยวิธี TBA (Mihara และ Uchiyama, 1978) โดยที่
ความสามารถดังกลาวเปนบทบาทของไฟโคไซยาโนไบลิน  

งานวิจัยนี้จึงทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของไฟโคไซยานินผงเมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 35 และ 
45 องศาเซลเซียส และความสามารถในการจับอนุมูลอิสระและอนุมูลของเหล็ก รวมทั้งคาดัชนี
ความคงตัวของน้ํามัน 

 
7.3 วิธีดําเนินการวิจัย 

7 .3.1 วัตถุดิบและสารเคมี  
ใชสาหรายจากขอ 4.3.2 ในบทที่ 4  
มอลโตเดกซตรินชนิดผงสําหรับอาหารซึ่งมีคาสมมูลยเดกซโตรสเทากับ 10 ผลิต

โดยบริษัท Tate & Lyle ประเทศอังกฤษ และมอลติตอลไซรับ ความเขมขนรอยละ 65 จากบริษัท
สยามซอรบิทอลจํากัด 

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

7.3.2 วิธีเตรียมตัวอยางสารละลายไฟโคไซยานิน 
  ใชวิธีเดียวกับหัวขอ 6.3.2 ในบทที่ 6 

7.3.3 วิธีการเตรียมตัวอยางเพื่อการทําแหง 
เตรียมตัวอยางเหมือนกับหัวขอ 6.3.3.2 ในบทที่ 6 ดวยอัตราสวน มอลโตเดกซ-

ตริน 2 กรัม และมอลติตอล 1 กรัมตอกรัมโปรตีน  
7.3.4 การทําแหง 
 ใชวิธีเดยีวกับหัวขอ 6.3.4.1 และ 6.3.4.2 ในบทที่ 6 
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7.3.5 การศึกษาผลของสภาวะการเก็บรักษา 
ศึกษาผลของสภาวะการเกบ็รักษาที่มีตอความคงตัวของไฟโคไซยานนิผง ที่ทําแหง

แบบพนฝอย จากขอ 7.3.4 โดยศึกษาผลของอุณหภูมิที่ 35 และ 45 องศาเซลเซียส เมื่อบรรจุในถุง
สุญญากาศเคลือบอลูมิเนียมฟอลย ในสภาวะมีอากาศและสภาวะเปนสุญญากาศรอยละ 80  

7.3.6 วิธีวิเคราะหการเปล่ียนแปลงของไฟโคไซยานนิระหวางการเก็บรักษา 
  กอนนําตัวอยางไปทําแหง นําตัวอยางจากทุกสิ่งทดลองไปวัดคาการดูดกลืนแสง
ดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร Biochrom รุน Libra S22 UV/VIS โดยกราดวัดคาความยาวคลื่น
ชวง 250–750 นาโนเมตร โดยเจือจางในสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมล
ตอลิตร (พีเอช 7.0) ใหไดความเขมขนของไฟโคไซยานิน 80 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
  สําหรับตัวอยางที่ผานการทําแหง ใหช่ังตัวอยางปริมาณเทากันละลายในสารละลาย
โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลตอลิตร (พีเอช 7.0) ใหไดความเขมขนของไฟโคไซ-
ยานิน 80 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําใหละลายแลวทั้งไว 30 นาที กอนนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง 

วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของไฟโคไซยานินโดยใชคา  A620/A370 และหาสมการ
อัตรา (Rate equation) คา k คา Q10  คาความไว (Sensitivity) คา z และคาครึ่งอายุของการ
เปลี่ยนแปลงคา A620/A370 ตามวิธีในภาคผนวก จ (Earle, 2003)  

7.3.7 การศึกษาผลของไฟโคไซยานินตอความคงตัวของน้ํามัน  
ใชไฟโคไซยานินผงที่มีและไมมีสารใหความคงตัวที่ทําแหงแบบพนฝอย และ                 

ไฟโคไซยานินผงที่ไมมีสารใหความคงตัวที่ทําแหงแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหง เก็บที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปรียบเทียบกับไฟโคไซยานินผงที่มีสารใหความคงตัวและเก็บที่อุณหภูมิ 45 องศา-
เซลเซียส ในสภาวะที่มีอากาศและเปนสุญญากาศรอยละ 80 ศึกษาโดยวิเคราะหดัชนีความคงตัวของ
น้ํามัน (Oil stability index: OSI) ดวยเครื่อง Metrohm 743 Rancimat® ซ่ึงควบคุมการทํางานโดยใช
เครื่องคอมพิวเตอร ดวยโปรแกรม Rancimat 743 ตามวิธีของคูมือเครื่อง โดยเตรียมตัวอยางในรูป
สารแขวนลอยของไฟโคไซยานินผงรอยละ 1 2 และ 3 ในน้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ (Virgin coconut 
oil) ดวยอัตราสวนน้ําหนักตอน้ําหนัก ใหไดปริมาณสุทธิ 3 กรัม (+0.2 กรัม) ผสมใหเขากันแลว
นําไปวิเคราะหทันที โดยหาคาดัชนีความคงตัวของน้ํามันที่อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส ดวย
อัตราเร็วของอากาศ 2.5 มิลลิลิตรตอวินาที และใชน้ําปราศจากอนุมูลสําหรับรองรับไอสารระเหย
ของแตละตัวอยางปริมาณ 60 มิลลิลิตร (คาความสามารถในการนําไฟฟาต่ํากวา 5 ไมโครซีเมนสตอ
เซนติเมตร) 
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 7.3.8 การเกิดอันตรกิริยาระหวางไฟโคไซยานินกับอนุมูลไฮดรอกซี (Interaction of 
Phycocyanin with Hydroxyl Radicals) 

ศึกษาการเกิดอันตรกิริยาระหวางไฟโคไซยานินกับอนุมูลไฮดรอกซีโดยดัดแปลง
วิธีการของ Estrada, Bescos และ Fresno (2001) และ Bhat และ Madyastha (2000) โดยเตรียม
สวนผสมใหไดความเขมขนสุดทายของเฟอริกคลอไรด อีดีทีเอ ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และกรด
แอสคอบิก เปน 0.1 0.1 1.0 และ 0.1 มิลลิโมลาร ตามลําดับ และไฟโคไซยานิน 0.2 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร ที่คาพีเอช 7.4 ใหไดปริมาตร
รวม 3 มิลลิลิตร โดยการผสมเฟอริกคลอไรดและอีดีทีเอใหเขากันแลวเติมไฟโคไซยานิน ผสมให
เขากันจากนั้นเติมสารผสมระหวางไฮโดรเจนเปอรออกไซดและกรดแอสคอบิก ผสมใหเขากันแลว
นําไปบมในอางควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 45 นาที จากนั้นนําไปวัดคา
สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของไฟโคไซยานินทันทีดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร Biocrhom รุน 
Libra S22 UV/VIS ที่ชวงความยาวคลื่น 250–750 นาโนเมตร โดยใชสารผสมที่ไมมีไฟโคไซยานิน
เปนสารละลายอางอิง และเตรียมสารละลายไฟโคไซยานินที่ความเขมขนเดียวกันในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 20 มิลลิโมลตอลิตร ที่พีเอช 7.4 สําหรับวัดคาเริ่มตนของแตละ
ตัวอยาง 

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

สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของไฟโคไซยานินที่ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อไมมีและ
มีเฟอริกคลอไรด ที่ระดับความเขมขน 94 259 398 และ 517 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยนํา
สวนผสมที่เตรียมไดไปบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยเขยาอยางตอเนื่องนาน 15 นาที กอน
นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร Biocrhom รุน Libra S22 UV/VIS ที่
ชวงความยาวคลื่น 250–750 นาโนเมตร  
 
7.4 ผลการทดลอง และการอภิปรายผล 

7.4.1 ผลของสภาวะการเก็บรักษา 
  จากการทดลองพบวาอัตราสวน A620/A370 ของไฟโคไซยานินผงมีคาลดลงตาม
ระยะเวลาการเก็บ (รูปที่ 7.1) มีสมการอัตราของการเปลี่ยนแปลงเปนสมการอันดับที่ 1 คาคงที่อัตรา
ของทั้งสองสภาวะที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสมีคาเทากับ -9 x 10-4 ตอช่ัวโมง และที่อุณหภูมิ 45 
องศาเซลเซียสมีคาเทากับ -13 x 10-4 ตอช่ัวโมง (รูปที่ 7.2) คา Q10  เทากับ 1.44 ความไวของการ
เปลี่ยนแปลงเมื่อไดรับความรอนมีคารอยละ 3.7 ตอองศาเซลเซียส คา z เทากับ 62.6 องศาเซลเซียส 
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และคํานวณคาครึ่งอายุของการเปลี่ยนแปลงคา A620/A370 ที่อุณหภูมิ 35 และ 45 องศาเซลเซียส ได
เทากับ 770 และ 533 ช่ัวโมง ตามลําดับ  
 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

0 500 1,000 1,500 2,000 2,500
เวลา (ชัว่โมง)

A
62

0/
A

37
0

35oC,air
35oC,80%vac45oC,air
45oC,80%vac

 
รูปท่ี 7.1 การเปลี่ยนแปลงคาอัตราสวน A620/A370 ของไฟโคไซยานนิผงเมื่อเก็บในสภาวะม ี
              อากาศและเปนสุญญากาศรอยละ 80 ที่อุณหภูมิ 35 และ 45 องศาเซลเซียส 
 

 
รูปท่ี 7.2 สมการอัตราของการเปลี่ยนแปลงคาอัตราสวน A620/A370 ของไฟโคไซยานินผงเมื่อเก็บ 
     ในสภาวะมีอากาศและเปนสุญญากาศรอยละ 80 ที่อุณหภูมิ 35 และ 45 องศาเซลเซียส 
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7.4.2 ผลของไฟโคไซยานินตอดัชนีความคงตัวของน้ํามนั 
จากการทดลองพบวาดัชนีความคงตัวของน้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ที่อุณหภูมิ 150 

องศาเซลเซียส มีคาเทากับ 2.59 ช่ัวโมง (+0.07) และตองใชไฟโคไซยานินผงมากกวารอยละ 2 จึงจะ
ทําใหดัชนีความคงตัวของน้ํามันมะพราวบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในขณะที่ไฟโค-
ไซยานินผงซึ่งมีสารใหความคงตัวผสมอยูดวย  จะทําใหดัชนีความคงตัวของน้ํามันมะพราวบริสุทธิ์
เพิ่มขึ้นมากกวา 2 เทา เมื่อใชเพียงรอยละ 1 และคาดังกลาวจะเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มปริมาณไฟโคไซยานิน
ซ่ึงมีสารใหความคงตัวผสมอยูดวย  แตการเปลี่ยนแปลงของไฟโคไซยานินจากการทําแหง เมื่อดูจาก
คา A620/A370 (ดังอธิบายในบทที่ 5) ตัวอยางจากการศึกษาในขอ 7.3.1 ซ่ึงเก็บที่อุณหภูมิ 45 องศา-
เซลเซียส ไมมีผลตอดัชนีความคงตัวของน้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ (ตารางที่ 7.1) 

ในขณะที่ตัวอยางไฟโคไซยานินผง (ไมมีสารใหความคงตัว) ที่ไดจากการทําแหง
แบบพนฝอย  (A620/A370=3.37) และที่ไดจากการทําแหงแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหง (A620/A370 
= 4.56) จะใหคาดัชนีความคงตัวของน้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ไมแตกตางกัน บงชี้วาการเปลี่ยนแปลง
ของไฟโคไซยานินจากการทําแหง ซ่ึงมีคา  A620/A370 ต่ําลงนั้นไมมีผลตอคาดัชนีความคงตัวของ
น้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ 
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ตารางที่ 7.1 ผลของไฟโคไซยานินตอคาดัชนีความคงตัวของน้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ที่อุณหภูมิ   
                   150 องศาเซลเซียส  

ตัวอยาง Induction time (ชั่วโมง) * 
น้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ 2.59+0.07 e

น้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ ผสมกับไฟโคไซยานินผงจากการทําแหงแบบพนฝอย (1) 
    รอยละ 1 ของน้ํามัน(2) 2.73+0.15 e

    รอยละ 2 ของน้ํามัน  3.03+0.11 de

    รอยละ 3 ของน้ํามัน 3.73+0.16 d

น้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ ผสมกับไฟโคไซยานินผงจากการทําแหงแบบพนฝอย(3) 
    รอยละ 1 ของน้ํามัน 5.64+0.14c

    รอยละ 2 ของน้ํามัน 10.19+0.45b

    รอยละ 3 ของน้ํามัน 13.06+0.98a

น้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ ผสมกับไฟโคไซยานินผงจากการทําแหงแบบพนฝอย(4)  
รอยละ 1 ของน้ํามัน เก็บที่อุณหภูมิ 45oC ในสภาวะมีอากาศ นาน 
     384 ช่ัวโมง 5.63+0.01 c

     908 ช่ัวโมง 5.59+0.21 c

น้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ ผสมกับไฟโคไซยานินผงจากการทําแหงแบบพนฝอย(4)

รอยละ 1 ของน้ํามัน เก็บที่อุณหภูมิ 45oC ในสภาวะเปนสญุญากาศรอยละ 80 นาน 
     384 ช่ัวโมง 5.84+0.17 c

     908 ช่ัวโมง 6.16+0.04 c

น้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ ผสมกับไฟโคไซยานินผง 
จากการทําแหงแบบแชเยือกแข็งระเหดิแหง(1) รอยละ 3 ของน้ํามัน   3.45+0.04 de

(1) ไมมีสารใหความคงตัว และเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
(2) น้ําหนกัตอน้ําหนกั  
(3) มีสารใหความคงตัว และเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

(4) มีสารใหความคงตัว 

* ตัวอักษรที่ตางกันหมายถึงมีหมายความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ที่  p<0.05  
 

การวิเคราะหดชันีความคงตัวของไขมันโดยใชเครื่อง Rancimat เปนการศึกษาความคงตัว
ของไขมันโดยพิจารณาจากระยะเวลาทีใ่ชไป จนทําใหเครื่องสามารถตรวจวดัสารซึ่งผลผลิตจากการ
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เกิดออกซิเดชัน่ของไขมันได เรียกวา Induction time เปนวิธีทดสอบการเกิดออกซิเดชั่นของไขมนั
แบบเรงในสภาวะที่มีอุณหภมูิสูงโดยทั่วไปจะกระทําที่อุณหภูมิ 70–160 องศาเซลเซียส ขึ้นกับความ
คงตัวของน้ํามนัชนิดนัน้ๆ จากการทดลองนี้ใชอุณหภูม ิ150 องศาเซลเซียส เนื่องจาก Induction time 
ของน้ํามันมะพราวมีคาสูงมาก ซ่ึง ณ อุณหภูมิดังกลาวจะทําใหไฟโคไซยานินเกิดการเสียสภาพทาง
ธรรมชาติ ดังนั้น ผลของไฟโคไซยานินที่มีตอความคงตัวของน้ํามันมะพราว จึงเปนผลของไฟโค-
ไซยานินที่เสยีสภาพทางธรรมชาติแลว ซ่ึง Zhou และคณะ (2005) พบวาไฟโคไซยานินที่เสียสภาพ
ทางธรรมชาติจะมีความสามารถในการกําจัดอนุมูลโฮดรอกซิลไดมากขึ้น                    

7.4.3 ความสามารถในการจับอนุมูลไฮดรอกซิลของไฟโคไซยานนิ 
เมื่อไฟโคไซยานินจับกับอนุมูลไฮดรอกซิลจะทําใหคา A620 เปลี่ยนแปลงใน

ทิศทางต่ําลง จากการทดลองพบวาในตัวอยางที่ไมมีสารใหความคงตัว คา A620  จะมีอัตราการ
เปลี่ยนแปลงตามคุณสมบัติของตัวอยาง (ดูจากคา A620/A370 ในตารางที่ 7.2) กอนการทดลอง  
โดยที่ คา A620  จะมีอัตราการเปลี่ยนแปลงลดลงมากขึ้นในตัวอยางที่มีคา A620/A370 เร่ิมตนต่ําลง 
(มีความคงตัวต่ําลง) 

เมื่อเปรียบเทียบตัวอยางไฟโคไซยานินที่ผานการทําแหงแบบพนฝอยระหวาง
ตัวอยางที่มีและไมมีสารใหความคงตัว พบวาตัวอยางที่มีสารใหความคงตัวจะใหอัตราการลดลงของ
คา A620 ต่ํากวาถึง 2.5 เทา กลาวคือ มีความสามารถในการจับอนุมูลไฮดรอกซิลไดต่ํากวา ในขณะที่ 
ตัวอยางที่มีสารใหความคงตัวที่ไดจากการศึกษาในขอ 7.3.1 ซ่ึงเก็บที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส    
จะใหอัตราการลดลงของคา A620 มากขึ้นเมื่อเก็บนานขึ้น บงชี้วา ความสามารถในการจับอนุมูล    
ไฮดรอกซิลของไฟโคไซยานินจะเพิ่มขึ้นตามคาอัตราสวน A620/A370 ที่ลดลงของตัวอยาง ซ่ึงคา
อัตราสวน A620/A370 ที่ลดลง  มีสัมพันธกับการสูญเสียสภาพธรรมชาติของไฟโคไซยานิน          
ดังคาํอธิบายในบทที่ 5 สอดคลองกับงานวิจัยของ Zhou และคณะ (2005)  
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ตารางที่ 7.2 การเปลี่ยนแปลงของไฟโคไซยานินเมื่อทําปฏิกิริยากับอนมุูลไฮดรอกซิล 

ตัวอยางไฟโคไซยานิน A620/A370 )4(  

อัตราปลี่ยน
แปลงลดลง 

ของคา A620*  
(รอยละ) 

สารละลายไฟโคไซยานินสด 5.37 26.20c 
ไฟโคไซยานนิผงจากการทาํแหงแบบแชเยือกแข็งระเหดิแหง )1(   4.56 35.44b 
ไฟโคไซยานนิผงจากการทาํแหงแบบพนฝอย )1(   3.37 45.57a 
ไฟโคไซยานนิผงจากการทาํแหงแบบพนฝอย )2(   3.78 17.72d 
ไฟโคไซยานนิผงจากการทาํแหงแบบพนฝอย(3) 
     เก็บที ่45oC และมีอากาศ นาน 384 ช่ัวโมง 

2.68 33.59b 

ไฟโคไซยานนิผงจากการทาํแหงแบบพนฝอย(3) 
     เก็บที ่45oC และมีอากาศ นาน 908 ช่ัวโมง 

2.19 36.37b 

)1(  ไมมีสารใหความคงตัว และเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
)2(  มีสารใหความคงตัว ที่เวลา t=0 กอนนําไปทดสอบการเก็บที่อุณหภมูิ 45 องศาเซลเซียส 

(3) มีสารใหความคงตัว 
)4(  คา A620/A370 ของไฟโคไซยานินทีน่ํามาทดสอบ 

* ตัวอักษรที่ตางกันหมายถึงมีหมายความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ที่  p<0.05  
 

7.4.4 ความสามารถของไฟโคไซยานนิในการจับอนุมูลของเหล็ก 
สวนประกอบที่เปนอะโรเมติก และหมูคารบอกชิลของไฟโคไซยาโนไบลิน และ

กรดอะมิโนบนโปรตีนโครงสรางหลักของไฟโคไซยานิน มีบทบาทหลักในการจับกับอนุมูลของ
เหล็ก (Bermejo, Pinero และ Villar, 2008) เมื่อไฟโคไซยานินจับกับอนุมูลของเหล็กจะทําใหคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 370 นาโนเมตรเปลี่ยนแปลงไป แตไมมีผลตอคาการดูดกลืนแสงที่ 620 นาโนเมตร 
(รูปที่ 7.3) เปนผลใหคา A620/A370 ของทุกตัวอยางลดลงเมื่อเพิ่มความเขมขนของอนุมูลของเหล็ก 
จาก 94 ถึง 517 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  เมื่อใชไฟโคไซยานิน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 7.4)
กลาวคือ ไฟโคไซยานินจะมีความคงตัวต่ําลงเมื่อจับกับอนุมูลของเหล็กมากขึ้น แตการเปลี่ยนแปลง
ดังกลาวมีแนวโนมลดลงเมื่อความเขมขนของเฟอริกคลอไรดสูงกวา 398 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
จากผลการทดลองในบทที่ 5 รูปที่ 5.4 ซ่ึงพบวา คา Emission intensity ของไฟโคไซยานินจะลด
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ต่ําลงเมื่อคา A620/A370 ลดลง สอดคลองกับผลของ Bermejo และคณะ (2008) ซ่ึงพบวา               
คา Emission intensity ของไฟโคไซยานินจะลดต่ําลงเมื่อเพิ่มความเขมขนของเฟอริกคลอไรด 

จากรูปที่ 7.4 ซ่ึงใชตัวอยางที่แตกตางกัน 5 ตัวอยาง กลาวคือ ไฟโคไซยานินสด 
(Fresh sample) ไฟโคไซยานินผงที่ทําแหงแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหง ไฟโคไซยานินผงจากการทํา
แหงแบบพนฝอยโดยไมเติมสารใหความคงตัว ไฟโคไซยานินผงจากการทําแหงแบบพนฝอยที่เติม
สารใหความคงตัวที่เวลา t=0 กอนนําไปทดสอบการเก็บที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และ            
ไฟโคไซยานินผงจากการทําแหงแบบพนฝอยที่เติมสารใหความคงตัวที่เวลา t=908 ช่ัวโมงของการ
เก็บที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ซ่ึงมีคา A620/A370 ดังในตารางที่ 7.2 ใหแนวโนมในการจบัอนมุลู
ของเหล็กไมแตกตางกัน แตดวยอัตราที่แตกตางกัน กลาวคือ ตัวอยางที่มีคา A620/A370 เร่ิมตน    
สูงกวา เมื่อทําปฏิกิริยากับอนุมูลของเหล็ก จะใหคาการเปลี่ยนแปลงของไฟโคไซยานินเมื่อดูจากคา 
A620/A370 สูงกวา  
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รูปท่ี 7.3 คาการดูดกลืนแสงของสารละลายไฟโคไซยานนิเมื่อทําปฏิกิริยากับอนุมูลของเหล็กที่ม ี
               ความเขมขนแตกตางกัน 
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รูปท่ี 7.4 ความสามารถของไฟโคไซยานนิในการจับอนุมูลของเหล็ก  
   
7.5 สรุปผลการวิจัย 
 การเก็บในสภาวะมีอากาศและเปนสุญญากาศรอยละ 80 ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงคา 
A620/A370 ของไฟโคไซยานินผงซึ่งมีมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลเปนสารใหความคงตัว 
(อัตราสวนมอลโตเดกซตริน 2 กรัม มอลติตอล 1 กรัมตอกรัมโปรตีน) การเปลี่ยนแปลงคา 
A620/A370 ของไฟโคไซยานินที่อุณหภูมิทั้งสองจะลดลงตามระยะเวลาการเก็บ  และเปนปฏิกิริยา
การเปลี่ยนแปลงอันดับที่ 1 ซ่ึงมีคาอัตราคงที่เทากับ -9 x 10-4 และ -13  x 10-4 ที่อุณหภูมิ 35 และ 45
องศาเซลเซียส ตามลําดับ 

การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นกับไฟโคไซยานินผงโดยผลของการทําแหงและความรอนไมมีผล
ตอดัชนีความคงตัวของน้ํามันมะพราวบริสุทธิ์ ไฟโคไซยานินผงที่ไมมีสารใหความคงตัว                
มีประสิทธิภาพในการเพิ่มความคงตัวของน้ํามันไดต่ํากวาไฟโคไซยานินผงที่มีมอลโตเดกซตริน
และมอลติตอลเปนสารใหความคงตัว 
 ไฟโคไซยานินจะจับอนุมูลไฮดรอกซิลไดมากขึ้นตามระดับการเกิดการสูญเสียสภาพทาง
ธรรมชาติที่สูงขึ้นทั้งในกลุมที่มีและไมมีสารใหความคงตัว แตไฟโคไซยานินที่มีสารใหความคงตัว 
จะจับอนุมูลไฮดรอกซิลไดต่ํากวา  

เมื่อเทียบน้ําหนักตอน้ําหนัก ไฟโคไซยานินสามารถจับอนุมูลของเหล็กไดมากกวา 2 เทา
ของน้ําหนักไฟโคไซยานิน แตไฟโคไซยานินที่เกิดการสูญเสียสภาพทางธรรมชาติมากกวาจะ
สามารถจับอนุมูลของเหล็กไดนอยกวาไฟโคไซยานินที่เกิดการสูญเสียสภาพทางธรรมชาติต่ํากวา 
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บทที่ 8 
บทสรุปและขอเสนอแนะ 

 
8.1 การสกัดไฟโคไซยานิน 

ในขั้นคัดเลือกสายพันธุจากสาหรายสไปรูไลนา 10 สายพันธุจากสถาบันคนควาและพัฒนา
ผลิตภัณฑอาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร คัดสายพันธุที่เหมาะสมโดยพิจารณาจากปริมาณ       
ไฟโคไซยานิน และสรีรวิทยาของสาหรายได 2 สายพันธุ คือ Spirulina platensis (IFRPD1213) และ 
Spirulina maxima (IFRPD1183) 
 ในการสกัดไฟโคไซยานินพบวาคลื่นอัลตราโซนิกทําลายผนังเซลลของสาหรายไดดีกวาวิธี 
RFT โดยที่ระยะเวลาที่ไดรับคลื่นอัลตราโซนิก ขนาดความสูงของคลื่น ระยะเวลาในการแชเยือก
แข็ง และจํานวนรอบในการแชเยือกแข็ง มีผลตอประสิทธิภาพในการทําลายผนังเซลลของสาหราย  

หลังจากการทําลายผนังเซลลดวยคลื่นอัลตราโซนิก เมื่อนําไปสกัดตอดวยการเขยา พบวา
อุณหภูมิและระยะเวลาสกัดมีผลตอประสิทธิภาพการสกัดไฟโคไซยานินของทั้งสองสายพันธุ โดยที่ 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จะสกัดไดดีกวาที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส แตระหวางสองสายพันธุ
จะใหผลการสกัดไมแตกตางกันที่อุณหภูมิเทากัน 

การใชไลโซไซมรวมกับการเขยาอยางตอเนื่อง โดยใชไลโซไซม 9.09 และ 18.17 มิลลิกรัม
ตอกรัมของสาหราย พบวาไลโซไซมไมมีผลตอประสิทธิภาพในการสกัดของสายพันธุ  1183 แตมี
ผลตอประสิทธิภาพในการสกัดของสายพันธุ 1213 แตอยางไรก็ตาม แมวาปริมาณเอนไซมจะมีผล
ตอการสกัดของสายพันธุ  1213  แตปริมาณที่สกัดไดเมื่อเทียบกับไมใชเอนไซมมีความแตกตางกัน
เพียงรอยละ 6.4 สําหรับสายพันธุ 1213 แตปจจัยที่มีผลตอประสิทธิภาพในการสกัดที่เดนชัดคือ
อุณหภูมิ ระยะเวลา และความเขมขนของอนุมูลในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ใชในการสกัด  
โดยที่ ที่อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิที่ใหประสิทธิภาพในการสกัดสูงที่สุด โดยใชเวลา
สกัดเพียง 2 ช่ัวโมง  

ดังนั้นจึงสรุปไดวา สภาวะการสกัดที่เหมาะสม คือการสกัดที่อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส  
ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร โดยมีการกวนหรือเขยาอยางตอเนื่อง ซ่ึงจะใชเวลาในการสกัด
ประมาณ 2-3 ช่ัวโมง เพื่อใหไดประสิทธิภาพการสกัดประมาณรอยละ 90 
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8.2  การทําแหงไฟโคไซยานิน 
 จากการศึกษาผลของพีเอชและความรอนตอความคงตัวของไฟโคไซยานินในสารละลาย 
พบวา ไฟโคไซยานินในสารละลายจะทนตอความรอนไดดีที่สุดที่พีเอช 5.0 แตที่พีเอชต่ํากวาหรือสูง
กวาความคงตัวจะต่ําลง ดังนั้นเพื่อดูผลของสารใหความคงตัวตอความคงตัวของไฟโคไซยานินเมื่อ
ผานกระบวนการทําแหงแบบพนฝอยที่อุณหภูมิขาเขา 150 องศาเซลเซียสและอุณหภูมิขาออก 92 
องศาเซลเซียส จึงเตรียมสารละลายไฟโคไซยานินที่พีเอช 6.0 ซ่ึงไดขอสรุปวา ไฟโคไซยานินที่    
ไมเติมสารใหความคงตัว หลังการทําแหงแบบพนฝอยและแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหง คารอยละ
การเปลี่ยนแปลงของ A620/A370 จะมีคาเปน 31.5 และ 5.5 ตามลําดับ  

เมื่อใชกลีเซอรอลรวมกับมอลโตเดกซตริน กลีเซอรอลจะไมชวยใหความคงตัวแก                
ไฟโคไซยานินในระหวางกระบวนการทําแหงแบบพนฝอยเมื่อใชมากกวา 0.3 กรัมตอกรัมโปรตีน 
การทําแหงไฟโคไซยานินแบบพนฝอยและแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหงควรใชมอลโตเดกซตริน  
1.5-2 กรัมตอกรัมโปรตีน เนื่องจากวาที่ระดับดังกลาวนอกจากจะใหผลตอความคงตัวที่ดีแลวยังให
สมบัติการไหลที่ดีแกไฟโคไซยานินผงอีกดวย  

ไฟโคไซยานินจะมีความคงตัวมากขึ้นเมื่อเพิ่มปริมาณมอลติตอล และสามารถใชมอลติตอล
ไดถึง 1.71 กรัมตอกรัมโปรตีนเมื่อใชรวมกับมอลโตเดกซตริน 2 กรัมตอกรัมโปรตีน แตหากใช
ปริมาณสูงเกินไปจะทําใหคา Tg ของไฟโคไซยานินผงต่ํากวาอุณหภูมิหอง ซ่ึงจะมีผลตอความคงตัว
ในระหวางการเก็บรักษา  

แตอยางไรก็ตาม แมวาการใชชนิดและปริมาณของสารใหความคงตัวที่เหมาะสมนั้นจะชวย
ลดการสูญเสียสภาพทางธรรมชาติของไฟโคไซยานินได แตการสูญเสียก็ยังสูงถึงรอยละ 25 ซ่ึงลด
ไดประมาณรอยละ 5 เมื่อเทียบกับไมไดเติมสารใหความคงตัว แตสูงกวาถึงรอยละ 20 เมื่อเทียบกับ
ตัวอยางที่ทําแหงแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหง ดังนั้นในการศึกษาในโอกาสตอไปจึงควรศึกษาการ
ทําแหงที่อุณหภูมิต่ํากวา 150 องศาเซลเซียส ที่พีเอช 5.0 โดยใชมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลเปน
สารใหความคงตัว เพื่อหาสภาวะที่ทําใหเกิดการเสียสภาพทางธรรมชาตินอยที่สุด 
 
8.3 ผลของสภาวะการเก็บรักษาที่มีตอความคงตัวของสารประกอบไฟโคไซยานินผง 

 จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของไฟโคไซยานินในสภาพมีอากาศ และเปนสุญญากาศรอย
ละ 80 ที่อุณหภูมิ 35 และ 45 องศาเซลเซียส ไดขอสรุปวาสภาวะบรรยากาศไมมีผลตอความคงตัว
ของไฟโคไซยานินผงซึ่งมีมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลเปนสารใหความคงตัวในอัตรา 2 กรัม 
และ 1 กรัมตอกรัมโปรตีน การเปลี่ยนแปลงของไฟโคไซยานินผงที่อุณหภูมิทั้งสองมีปฏิกิริยาการ
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เปลี่ยนแปลงอันดับที่ 1 ซ่ึงมีคาคงที่อัตราที่ 35 และ 45 องศาเซลเซียสเทากับ -9 x 10-4 และ -13  x 10-4 
ตอช่ัวโมง ตามลําดับ  

จากการศึกษาผลของไฟโคไซยานินตอดัชนีความคงตัวของน้ํามัน โดยพิจารณาจากคา 
Induction time ที่อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส ไดขอสรุปวา การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นกับ              
ไฟโคไซยานินผงโดยผลของการทําแหงและความรอนไมมีผลตอดัชนีความคงตัวของน้ํามัน
มะพราวบริสุทธิ์ ไฟโคไซยานินผงที่ไมมีสารใหความคงตัวมีประสิทธิภาพในการเพิ่มความคงตัว
ของน้ํามันไดต่ํากวาไฟโคไซยานินผงที่มีมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลเปนสารใหความคงตัว 
 ในขณะที่จากการศึกษาความสามารถในการกําจัดอนุมูลไฮดรอกซิลและไอออนของเหล็ก
ไดขอสรุปวา ไฟโคไซยานินจะจับอนุมูลไฮดรอกซิลไดมากขึ้นตามระดับการเกิดการสูญเสียสภาพ
ทางธรรมชาติที่ สูงขึ้นทั้งในกลุมที่มีและไมมีสารใหความคงตัว  แตไฟโคไซยานินที่มีสาร         
ใหความคงตัว จะจับอนุมูลไฮดรอกซิลไดต่ํากวา  

เมื่อเทียบน้ําหนักตอน้ําหนัก ไฟโคไซยานินจะสามารถจับอนุมูลของเหล็กไดมากกวา 2 เทา
ของน้ําหนักไฟโคไซยานิน แตไฟโคไซยานินที่เกิดการสูญเสียสภาพทางธรรมชาติมากกวา           
จะสามารถจับอนุมูลของเหล็กไดนอยกวาไฟโคไซยานินที่เกิดการสูญเสียสภาพทางธรรมชาติต่ํากวา 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ก  
 

สูตรอาหาร Zarrouk 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

องคประกอบของสูตรอาหาร Zarrouk ประกอบดวยสารประกอบชนิดตางๆ ดังในตารางที่ 
ก.1 ถึง ก.3 ดังนี้ 

 
ตารางที่ ก.1 องคประกอบหลักของสูตรอาหาร Zarrouk มาตรฐาน 

สารประกอบ ความเขมขน (กรัมตอลิตร) 
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 องคประกอบของสารละลาย A5  

สารประกอบ ความเขมขน (กรัมตอลิตร) 
H3BO3 2.86 

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

Na2MoO4 0.0177 
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ตารางที่ ก.3 องคประกอบของสารละลาย B6  
สารประกอบ ความเขมขน (กรัมตอลิตร) 

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 
 

ผลวิเคราะหความแปรปรวน 
ของการศึกษาวิธีที่เหมาะสมในการสกัดไฟโคไซยานินจากสาหรายสไปรูไลนา 
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ตารางที่ ข.8 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจยัการทดลอง 
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 การทําลายผนงัเซลลดวยคล่ืนอัลตราโซนิก สําหรับสายพันธุ 1213 
 
ตารางที่ ข.9 ปจจัยและระดับของปจจัยทีใ่ชในการทดลอง 

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 การทําลายผนงัเซลลดวยคล่ืนอัลตราโซนิกสําหรับสายพันธุ 1183 
 
ตารางที่ ข.1 ปจจัยและระดับของปจจัยทีใ่ชในการทดลอง 

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 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจยัการทดลอง 

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 คา A440 
 

ตารางที่ ข.4 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจยัการทดลอง 
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 การทําลายผนงัเซลลดวยวิธี RFT สําหรับสายพันธุ 1183 
 
ตารางที่ ข.5 ปจจัยและระดับของปจจัยทีใ่ชในการทดลอง 

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 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจยัการทดลอง 

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 คา A440 
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ข.3.1 ประสิทธิภาพการสกัด 
 
ตารางที่ ข.11 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจัยการทดลอง 

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 คา A440 

 
ตารางที่ ข.12 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจัยการทดลอง 

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 การทําลายผนงัเซลลดวยวิธี RFT สําหรับสายพันธุ 1213 
 
ตารางที่ ข.13 ปจจัยและระดบัของปจจัยทีใ่ชในการทดลอง 

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 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจัยการทดลอง 

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 คา A440 
 
ตารางที่ ข.16 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจัยการทดลอง 

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 การสกัดหลังการทําลายผนงัเซลลดวยคล่ืนอัลตราโซนิก 
 ข.5.1 การวิเคราะหความแปรปรวนและความแตกตางของคา EE ของสายพันธุ  1183 และ 
1213 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 
ตารางที่ ข.17 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจัยการทดลอง 

  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 ผลการเปรียบเทียบชุดการทดลองโดยปจจยั Time ดวยวธีิ 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 ผลการเปรียบเทียบชุดการทดลองโดยปจจยัสายพันธุดวยวิธี 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 ผลการเปรียบเทียบชุดการทดลองโดยปจจยั Time และสายพันธุดวยวิธี 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 การวิเคราะหความแปรปรวนและความแตกตางของคา EE ของสายพันธุ 1183 ท่ี
อุณหภูมิ 25 และ 37 องศาเซลเซียส 
 
ตารางที่ ข.21 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจัยการทดลอง 

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 ผลการเปรียบเทียบชุดการทดลองโดยปจจยั Temp ดวยวธีิ 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 ผลการเปรียบเทียบชุดการทดลองโดยปจจยั Time ดวยวธีิ 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 ผลการเปรียบเทียบชุดการทดลองโดยปจจยั Temp และ Time ดวยวิธี 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 การสกัดรวมกับการทําลายผนังเซลลดวยไลโซไซมสําหรับสายพันธุ 1183  
 
ตารางที่ ข.25 ปจจัยและระดบัของปจจัยทีใ่ชในการทดลอง 

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 
 
 
 
 
 



 108

 ข.6.1 ประสิทธิภาพการสกัด 
 
ตารางที่ ข.27 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจัยการทดลอง 

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 คาA440 
 
ตารางที่ ข.28 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจัยการทดลอง 

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 การสกัดรวมกับการทําลายผนังเซลลดวยไลโซไซมสําหรับสายพันธุ 1213 
 
ตารางที่ ข.29 ปจจัยและระดบัของปจจัยทีใ่ชในการทดลอง 

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 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจัยการทดลอง 

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 คา A440 
 
ตารางที่ ข.32 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจัยการทดลอง 

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 
 

วิธีการสรางกราฟอนุพันธอันดับหนึ่ง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

กราฟอนุภัณฑอันดับหนึ่งเปนกราฟแสดงการเปลี่ยนแปลงของตัวแปรตามเมื่อตัวแปรตน
เปลี่ยนแปลงไปหนึ่งหนวยในชวงใดๆ ของตัวแปรตน จากขอมูลความสัมพันธระหวางคาการ
ดูดกลืนแสงที่ชวงความยาวคลื่นตั้งแต 250 นาโนเมตรถึง 700 นาโนเมตร ที่ไดจากทดลองสามารถ
นํามาสรางกราฟอนุพันธอันดับหนึ่งไดดังนี้ 
 จากขอมูลในคอลัมน A และ B ในรูปที่ ค.1 หาคาความแตกตางของคาความยาวคลื่น
ระหวางลําดับที่ติดกันลงในคอลัมน D ดวยสูตรตัวอยางในคอลัมน C แลวหาคาความแตกตางของคา
การดูดกลืนแสงระหวางลําดับที่ติดกันลงในคอลัมน F ดวยสูตรตัวอยางในคอลัมน E  

หาคาอัตราการเปลี่ยนแปลงตอคาความยาวคลื่นลงในคอลัมน H ดวยสูตรตัวอยางใน
คอลัมน G แลวหาคาเฉลี่ยของความยาวคลื่นที่จะนําไปใชในการสรางกราฟอนุภัณฑของชวง     
ความยาวคลื่นที่อยูติดกัน ลงในคอลัมน J ดวยสูตรตัวอยางในคอลัมน I จากนั้นนําคาเฉลี่ยของ   
ความยาวคลื่นและอัตราการเปลี่ยนแปลงตอคาความยาวคลื่นจากคอลัมน J และ H ไปสรางกราฟ จะ
ไดกราฟดังรูปที่ ค.2 และ ค.3 

 

 
รูปท่ี ค.1 ตัวอยางการคํานวณดวยโปรแกรมกระดาษคํานวณ 
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รูปท่ี ค.2 ตัวอยางกราฟอนพุนัธอันดับ 1 ของสารละลายไฟโคไซยานนิที่พีเอช 3.0 
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รูปท่ี ค.3 ตัวอยางกราฟอนพุนัธอันดับ 1 ของสารละลายไฟโคไซยานนิที่พีเอช 6.0 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ง 
 

ผลวิเคราะหความแปรปรวนของงานวิจัยบทที่ 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ง.1 ผลของมอลโตเดกซตริน กลีเซอรอลและมอลติตอลตอคาอัตราสวน A620/A370 หลังการทําแหง
แบบพนฝอย 
 
ตารางที่ ง.1 ปจจัยและระดับของปจจัยทีใ่ชในการทดลอง 

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 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจยัการทดลอง 

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 

 



 117

ง.2 ผลของมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลตอคาอัตราสวน A620/A370 หลังการทําแหงแบบ      
พนฝอย 
 
ตารางที่ ง.4 ปจจัยและระดับของปจจัยทีใ่ชในการทดลอง 

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 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจยัการทดลอง 

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 ผลของมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลตอคาอัตราสวน A620/A370 หลังการทําแหง 
แบบแชเยือกแข็งระเหิดแหง 
 
ตารางที่ ง.7 ปจจัยและระดับของปจจัยทีใ่ชในการทดลอง 

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 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจยัการทดลอง 

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 ผลของมอลโตเดกซตรินและมอลติตอลตอคาอัตราสวน A620/A370 หลังการทําแหงแบบพน
ฝอยและแบบแชเยือกแข็งระเหิดแหง 
 
ตารางที่ ง.10 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของผลตอบสนองจากปจจัยการทดลอง 

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 ผลการเปรียบเทียบชุดการทดลองโดยปจจยั Method ดวยวิธี 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 ผลการเปรียบเทียบชุดการทดลองโดยปจจยั Stabilizer ดวยวิธี 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 ผลการเปรียบเทียบชุดการทดลองโดยปจจยั Method และ Stabilizer ดวยวิธี 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 
 

วิธีคํานวณสมการอัตราของการเปลี่ยนแปลงคา A620/A370 
ของไฟโคไซยานินเมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 35 และ 45 องศาเซลเซียส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

จ.1 การหาสมการอัตราของการเปลี่ยนแปลงคา A620/A370 
จากการทดสอบสมการพบวาการเปลี่ยนแปลงดังกลาวมีรูปแบบการการเปลี่ยนแปลงเปน

ปฏิกิริยาอันดับ 1 ซ่ึงเขียนเปนสมการเสนตรงไดดังนี้ 
kt = ln(R/R0) 
เมื่อ  R  คือคาอัตราสวน A620/A370 ที่เวลาใดๆ  

R0  คือคาอัตราสวน A620/A370 เร่ิมตน 
 t  คือเวลา หนวยเปนชั่วโมง 
 k คือคาคงที่อัตรา (Rate constant)   

 

 

จากขอมูลการเปลี่ยนแปลงคา A620/A370 เมื่อนํามาคํานวณดวยสมการขางตนแลวนําคา 
ln(R/R0) ที่เวลาใดๆ ไปสรางกราฟรวมกับคา t จะไดกราฟดังนี้ 
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จ.2 คํานวณคา Q10 
จากสมการเสนตรงบนกราฟจะบอกคาคงที่อัตรา ซ่ึงสามารถนํามาคํานวณคาอัตราสวนของ

คาคงที่อัตราเมื่ออุณหภูมิเปลี่ยนไป 10 องศาเซลเซียส หรือ Q10 ไดดังนี้ 
Q10   = kT+10/kT  

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

  = 1.44 หนวยตอช่ัวโมง 
 

จ.3 การคํานวณหาคาความไว (Sensitivity) 
จากคา Q10  ดังกลาวสามารถคํานวณหาคาความไวของการเปลี่ยนแปลงเมื่ออุณหภูมิ

เปลี่ยนไป 1 องศาเซลเซียส ไดดังนี้ 
 Sensitivity = Q1 – 1 
 ln(Q1)  = {ln(Q10)}/10 
เมื่อ Q1 คาอัตราสวนของคาคงที่อัตราเมื่ออุณหภูมิตางกนั 1 องศาเซลเซียส ดังนั้น 
 ln(Q1) = {ln(1.44)}/10 
   = 0.037 
 Q1 = exp(0.037) 
  = 1.037 

Sensitivity  = Q1 – 1 
  = 0.037 หรือ รอยละ 3.7 ตอองศาเซลเซียส 
 

จ.4 การคํานวณคา z 
 การคํานวณคาองศาของอุณหภูมิที่เปลี่ยนไปแลวทําใหคาคงที่อัตราเปลี่ยนไป 10 เทา หรือ 
คา z ซ่ึงนิยามจากสมการ (kT+z)/(kT) = 10 เมื่อทราบคา Q1 หรือ Q10 สามารถคํานวณไดดังนี้ 
  z  = 2.303/ln(Q1) 

  = 2.303/ln(1.037) 
  = 62.6oC 
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5. การคํานวณครึ่งอายขุองการเปล่ียนแปลงคา A620/A370  
จากขอ 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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