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บทคัดยIอ 

 ในปxจจ ุบ ันผู bบร ิโภคตระหนักและเล็งเห ็นความสำคัญของการปzองกันอันตรายจากรังสี

อัลตราไวโอเลต (UV) เนื่องจากการไดbรับรังสียูวีเปqนเวลานานจะทำใหbร<างกายสรbางสารอนุมูลอิสระ ซึ่งเปqน

สาเหตุหลักที ่ทำใหbคอลลาเจนในชั ้นผิวหนังถูกทำลายและมีโอกาสเสี ่ยงเปqนมะเร็งผิวหนังไดb  ซ่ึง 

Mycosporine like amino acid (MAAs) เปqนสารเมแทบอไลต6ทุติยภูมิที่มีคุณสมบัติคัดกรองรังสียูวีและเปqน

สารตbานอนุมูลอิสระ มีความสามารถในการดูดซับรังสียูวีในช<วงความยาวคลื่น 310-365 nm. MAAs สามารถ

สังเคราะห6ไดbจากสิ ่งมีชีว ิตหลากหลายชนิด โดยชนิดของ MAAs ที ่พบบ<อยที ่ส ุดคือ Shinorine และ 

Porphyra-334 แต< MAAs ที่พบมากที่สุดใน halotolerant microorganism คือ Mycosporine-2-Glycine 

(M2G) ซึ่งพบว<า M2G มีศักยภาพในการเปqนสารตbานอนุมูลอิสระไดbดีกว<า MAAs ชนิดอื่น สำหรับไซยาโน

แบคทีเรียที่ใชbในการศึกษานี้ คือ Halothece sp. PCC7418 ซึ่งเปqนเอ็กซ6ทรีโมไฟล6ที่คัดแยกไดbจากทะเล

เดดซี (Dead sea) สามารถดำรงอยู<ในสภาวะที่มีความเขbมขbนเกลือสูง (Salt stress) ซึ่งเปqนหนึ่งในภาวะ

เครียดที่เหนี่ยวนำใหbเกิดการสรbาง Reactive Oxygen Species (ROS) ขึ้นมา จนเกิดเปqน Oxidative stress 

ไดb นำไปสู<การเพิ่มการสะสม M2G ไดb เนื่องจาก M2G สามารถทำหนbาที่เปqน Osmoprotectant ไดbดีพอกัน

กับการทำหนbาท่ีเปqน Photoprotectant ในงานวิจัยคร้ังน่ีผูbวิจัยสนใจท่ีจะศึกษาผลของค<าพีเอชในอาหารเล้ียง

เชื้อต<อการผลิต M2G ในไซยาโนแบคทีเรียทนเค็ม Halothece sp. PCC7418 ภายใตbสภาวะเครียดจากกรด

และด<าง ผลการทดลองพบว<าสาร M2G ที่สกัดไดbมีปริมาณมากที่สุดเมื่อถูกเหนี่ยวนำภายใตbสภาวะเครียดท่ี 

pH9 แสดงใหbเห็นว<านอกจาก M2G จะมีคุณสมบัติเปqนสารคัดกรองรังสียูวีและเปqนสารตbานอนุมูลอิสระแลbว 

ยังสามารถช<วยรักษาสมดุลภายในเซลล6ของ halotolerant microorganism เพื่อใหbสามารถดำรงอยู<ใน

สิ่งแวดลbอมที่ไม<เหมาะสมไดb ทั้งนี้จากผลการทดลองมีศักยภาพในการใชbเพื่อพัฒนาต<อยอดสำหรับการผลิต

สาร M2G  ซ่ึงอาจเปqนประโยชนฺในการผลิตปริมาณมากรวมท้ังการใชbเปqนองค6ประกอบในเวชสำอางต<อไป 
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Abstract 

 Nowadays, the application of sunscreen has gained much attention to reduce the 

harmful effects of Ultraviolet (UV) irradiation on skin because prolonged exposure to UV 

radiation can cause photoaging of the skin, destroy collagen structure and induce skin cancer 

risk. Mycosporine-like amino acids (MAAs) are a group of secondary metabolite, alternative 

natural UV-absorbing compounds that can absorb UV radiation in the range of 310 to 365 nm. 

The most common found MAAs are shinorine and porphyra-334; however, mycosporine-2-

glycine (M2G) is the most found in halotolerant microorganism. M2G has potential in 

antioxidant activity and its activity is superior than others. In the present study, we investigated 

M2G production in Halothece sp. PCC7418, the extremophilic cyanobacterium isolated from 

Dead sea. This cyanobacterium can grow under salt stress condition and accumulate high 

M2G. Here, the effect of pH on M2G production was examined. It was clearly observed that 

at alkaline pH stress (pH9) induced the highest M2G production. The results revealed that 

M2G has potential to protect cells from extreme environment by absorbance UV and 

antioxidant activity. In addition, using these bacterial compounds in commercial sunscreens 

or pharmaceutical industry should be performed in the future. 
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กิตติกรรมประกาศ 

 

โครงการการเรียนการสอนเพ่ือเสริมประสบการณ6คร้ังน้ีสำเร็จลุล<วงไปไดbดbวยดี ดbวยความกรุณาจาก  

รองศาสตราจารย6 ดร. รุ<งอรุณ วาดิถี สิริศรัทธา อาจารย6ท่ีปรึกษาโครงการ ท่ีไดbใหbคำแนะนำและคำปรึกษา 

ท้ังในดbานการวางแผนการทดลอง, การดำเนินการทดลอง การอภิปรายและสรุปผลการทดลอง รวมถึงการ 

แกbไขขbอบกพร<องต<างๆ อันเปqนประโยชน6ในการดำเนินการวิจัยตลอดท้ังโครงการ ผูbวิจัยจึงขอขอบพระคุณเปqน 

อย<างสูง 

 ขอขอบพระคุณคณาจารย6ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร6 จุฬาลงกรณ6มหาวิทยาลัย ทุกท<าน 

ท่ีไดbถ<ายทอดความรูbในรายวิชาต<างๆ อันเปqนประโยชน6ต<อการทำงานวิจัยในคร้ังน้ี 

 ขอขอบพระคุณเจbาหนbาที่ บุคลากรภาควิชาจุลชีววิทยาทุกท<าน ที่อำนวยความสะดวกในการใชb

เคร่ืองมือต<างๆ และใหbความช<วยเหลือท้ังดbานการศึกษาและการทำวิจัย 

 ขอขอบคุณโครงการการเรียนการสอนเพื ่อเสริมสรbางประสบการณ6 ฝ�ายวิชาการ จุฬาลงกรณ6

มหาวิทยาลัย ท่ีไดbอนุเคราะห6เงินทุนสนับสนุนงานวิจัย 

 ขอขอบคุณพี่ๆในหbองวิจัย 1904/17 ทุกท<านและพี่ๆ หbองวิจัยอื่นๆ ในภาคจุลชีววิทยาโดยเฉพาะ พ่ี

มุก  พี่บุ�ม พี่คริส รวมถึงกวางและโบ�ท เพื่อนร<วมอาจารย6ที่ปรึกษาโครงการในระดับปริญญาศึกษา ที่คอยใหb

ความช<วยเหลือ ใหbคำปรึกษา และคำแนะนำท่ีมีประโยชน6ต<อการวิจัยและการเขียนโครงการเล<มน้ีตลอดมา 

 ขอขอบคุณเพื่อนๆ นิสิตภาควิชาจุลชีววิทยา รุ<น 43 และพี่ๆ ในภาควิชาจุลชีววิทยาทุกคน ที่คอยใหb

ความช<วยเหลือและใหbคำปรึกษาระหว<างการทำวิจัยตลอดท้ังโครงการ 

 สุดทbายน้ี ขอขอบพระคุณ บิดา มารดา และสมาชิกในครอบครัวทุกคนท่ีคอยเปqนกำลังใจตลอดการทำ

วิจัยคร้ังน้ีจนสามารถสำเร็จและผ<านไปไดbดbวยดี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

   

     ง 
 

 

 
สารบัญ 

เร่ือง                   หน4า 

บทคัดย<อ (ภาษาไทย)           ก 

บทคัดย<อ (ภาษาอังกฤษ)           ข 

กิตติกรรมประกาศ           ค 

สารบัญ             ง 

สารบัญภาพ            ฉ 

สารบัญตาราง            ช 

บทท่ี 1 บทนำ            1 

บทท่ี 2 อุปกรณ6และเคมีภัณฑ6          8 

บทท่ี 3  วิธีการดำเนินการทดลอง         10 

3.1 การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือจุลินทรีย6และการเพาะเล้ียง     10 

3.1.1 อาหารและภาวะในการเล้ียง Halothece sp. PCC7418   10 

3.1.2 การเก็บตัวอย<างเซลล6       10 

3.2 การเล้ียงเอ็กซ6ทรีโมไฟล6 Halothece sp. PCC7418 ในสภาวะเครียดจากกรดด<าง  10 

3.2.1 อาหารและภาวะในการเล้ียง Halothece sp. PCC7418 ในภาวะ                

เครียดจากกรดและด<าง       10 

3.2.2 การเก็บตัวอย<างเซลล6       10 

3.3 การวัดค<า pH ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเปล่ียนแปลงไป     11 

3.4 การศึกษาสัณฐานวิทยาและวัดขนาดเซลล6 Halothece sp. PCC7418   11 

3.5 การสกัด Mycosporine-2-glycine       11 

3.5.1 สกัดสารดbวยเมทานอล       11 

3.5.2 การเก็บ Supernatant (Methanolic phase)    11 

3.5.3 สกัด Supernatant ดbวย Chloroform     11 

3.5.4 การเก็บเฟสท่ีละลายน้ำ (Aqueous phase)    12 

3.5.5 การกรอง Supernatant ดbวย Ultrafiltration     12 

3.5.6 DPPH assay        12 

3.5.7 ABTS assay        12

  

 

 

 

 



 

   

     จ 
 

 

 
 

 

สารบัญ (ตIอ) 

เร่ือง                   หน4า 

บทท่ี 4 ผลการทดลอง และอภิปรายผลการทดลอง       15

 4.1 การเจริญเติบโตของ Halothece sp. PCC7418 ภายใตbสภาวะเครียดจากรดและด<าง  15 

4.2 ผลการศึกษาสัณฐานวิทยาของ Halothece sp. PCC7418  

     ดbวยกลbองจุลทรรศน6แบบใชbแสง       16 

4.3 ผลการวัดขนาดเซลล6 Halothece sp. PCC7418 ดbวยโปรแกรม ImageJ  

     และ MicrobeJ         18 

4.4 เปรียบเทียบการเปล่ียนแปลงของค<าพีเอชก<อนและหลังของการบ<ม  

     Halothece sp. PCC7418        20 

4.5 ผลการวัดค<าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 325-800 nm. ของสารสกัด M2G  21 

4.6 ผลการทดสอบความสามารถในการกำจัดอนุมูลอิสระดbวย DPPF assay   23 

4.7 ผลการทดสอบความสามารถในการกำจัดอนุมูลอิสระดbวย DPPF assay   23 

บทท่ี 5 สรุปและอภิปรายผลการทดลอง        24 

เอกสารอbางอิง           25  

ภาคผนวก ก            29 

- สูตรอาหาร BG-11+Turk solution สำหรับเล้ียงเช้ือภายใตbภาวะปกติ   29 

- สูตรอาหาร BG-11+Turk solution สำหรับเล้ียงเช้ือภายใตbภาวะเครียดจากเกลือ   

และความเปqนกรดด<าง        30 

ภาคผนวก ข                                                                                                              31 

1. ผลการวัดสเปกตรัมของสารสกัดในส<วน Methanolic phase    31 

2. ผลการวัดสเปกตรัมของสารสกัดในส<วน Aqueous phase    32 

3. ผลการวัดสเปกตรัมของสารสกัด M2G       33

  

    

      

 

 

 

 

 



 

   

     ฉ 
 

 

 
สารบัญรูปภาพ 

ภาพท่ี                            หน4า 

ภาพท่ี 1.1 โครงสรbางของไซยาโนแบคทีเรีย         2 

ภาพท่ี 1.2 โครงสรbางทางเคมีของสาร Mycosporine-like amino acid (MAAs) ; 

mycosporine-glycine, shinorine, porphyra-334, mycosporine-2-glycine, palythine, 

และ euhalothece-362          3        

ภาพท่ี 1.3 วิถีชีวสังเคราะห6ของ MAAs ใน cyanobacteria – Shikimate pathway และ  

Pentose phosphate pathway         4 

ภาพท่ี 3.1 แผนผังการดำเนินการทดลอง        13 

ภาพท่ี 3.2 แผนภาพการกำหนดสภาวะของอาหารเล้ียงเช้ือในการเล้ียง Halothece sp.  

PCC7418 ในสภาวะเครียดจากกรดและด<าง      14 

ภาพท่ี 4.1 กราฟแสดงผลการวัดค<าดูดกลืนแสงท่ี OD730 เพ่ือศึกษาการเจริญเติบโตของ  

Halothece sp. PCC7418 ภายใตbสภาวะเครียดจากกรดและด<าง    16 

ภาพท่ี 4.2 สัณฐานวิทยาของเซลล6 Halothece sp. PCC7418 ภายใตbสภาวะกรดด<างต<างๆ  17 

ภาพท่ี 4.3 กราฟแสดงผลการเปรียบเทียบค<า pH ก<อนและหลังการบ<ม Halothece sp. PCC7418  

ภายใตbสภาวะเครียดจากกรดและด<าง       20 

ภาพท่ี 4.4 แสดงผลเปรียบเทียบสเปกตรัมของสารสกัดจาก methanolic phase   

 ภายใตbสภาวะกรดด<างต<างๆ        22 

ภาพท่ี 4.5 แสดงผลเปรียบเทียบสเปกตรัมของสารสกัด M2G จากเซลล6 Halothece sp. PCC7418 

           ภายใตbสภาวะกรดด<างต<างๆ        22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

   

     ช 
 

 

 
สารบัญตาราง 

ตารางท่ี                   หน4า 

ตารางท่ี 1.1 แสดงค<า IC50 ต<อการต<อตbานสาร 2,2-diphenyl-1-picryhydrazyl (DPPH),  

2-2’-azino-bis (3-ethylbenzthaizoline-6-sulphonic acid (ABTS), และ oxygen  

 radical absorption capacity (ORAC) ของ mono-, di-substituted MAAs   

  และ glycosylated MAAs         6 

ตารางท่ี 4.1 แสดงผลการวัดขนาดเซลล6 Halothece sp. PCC7418 ดbวยโปรแกรม ImageJ  

และ MicrobeJ          18 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

บทท่ี 1 

บทนำ 

  

 ไซยาโนแบคทีเรียเปqนสิ่งมีชีวิตจำพวกแบคทีเรียที่สามารถสังเคราะห6ดbวยแสงไดbเหมือนพืชชั้นสูง ที่มี

ความหลากหลายทางชีวภาพสูง และมีวิวัฒนาการอย<างยาวนานจากหลักฐานฟอสซิล ลักษณะเปqนเซลล6โพรคา

ริโอต (Prokaryote) (Sainia และคณะ, 2018) กล<าวคือ ไม<มีเยื่อหุbมนิวเคลียส มีสารพันธุกรรมท่ีมีลักษณะเปqน

วงแหวน (Circular DNA) และมีผนังเซลล6ที ่ เก ิดจากสารประกอบเปปทิโดไกลแคน (Peptidoglycan) 

(Nguyen และ Hoang, 2016) สามารถสังเคราะห6ดbวยแสงภายใตbภาวะที่มีออกซิเจน ซึ่งมีบางสกุลที่สามารถ

ตรึงไนโตรเจนไดb (Zehr, 2011) ดังนั้นไซยาโนแบคทีเรียจึงมีบทบาทที่สำคัญในวัฎจักรไนโตรเจน และวัฎจักร

คาร6บอนบนโลก (Karl และคณะ, 2002) องค6ประกอบภายในเซลล6ของไซยาโนแบคทีเรียคลbายแบคทีเรียทุก

ประการ แต<แตกต<างที่ไซยาโนแบคทีเรียมีรงควัตถุ (Pigment) หลายชนิด ไดbแก< คลอโรฟ«ลล6 เอ, คลอโรฟ«ลล6 

บี, แคโรทีนอยด6, ไฟโคไซยานิน, อัลโลไฟโคไซยานิน และไฟโคอิริทริน (Tomitani และคณะ, 1999)  ซึ่งรงค

วัตถุที่สำคัญที่เกี่ยวขbองกับการสังเคราะห6ดbวยแสงคือ คลอโรฟ«ลล6 เอ (Tanaka และ Tanaka, 2011) อีกท้ัง

รงควัตถุเหล<านี้ก็ทำใหbไซยาโนแบคทีเรียมีลักษณะที่แตกต<างกันไป โดยเฉพาะการรวมกันของ ไฟโคบิลิน และ

คลอโรฟ«ลล6 เอ ทำใหbเกิดเปqนสีเขียวแกมน้ำเงินจึงเปqนลักษณะเฉพาะของไซยาโนแบคทีเรีย (Vincent, 2009) 

แต<อย<างไรก็ตามไซยาโนแบคทีเรียหลายสกุลก็มีลักษณะเปqนสีอื่นๆ เช<น เหลือง น้ำตาล ดำ และแดง เปqนตbน 

โดยในไซยาโนแบคทีเรียไม<มีออร6แกเนลล6ที่ใชbบรรจุรงควัตถุเหล<านี้เหมือนคลอโรพลาสต6หรือพลาสติดในพืช 

หรือจุลสาหร<ายอื่นๆ แต<รงควัตถุทั้งหลายจะถูกสะสมอยู<ที่เยื่อหุbมไทลาคอยด6 (Douglas, 1994) ดังแสดงใน

ภาพที่ 1.1 ทำใหbไซยาโนแบคทีเรียสังเคราะห6ดbวยแสงไดb ซึ่งถือเปqนผูbผลิตที่สำคัญในห<วงโซ<อาหารในระบบ

นิเวศ (Bryant, 2003) ไซยาโนแบคทีเรียมีความคลbายคลึงกับแบคทีเรียแกรมลบ เพราะมีไลโปโพลีแซคคาไรด6 

(Lipopolysaccharide) เปqนส<วนประกอบของเยื่อหุbมชั้นนอก (Outer membrane) (Durai และคณะ, 2015; 

Hoiczyk และ Hansel, 2000)  อ ีกท ั ้งไซยาโนแบคทีเร ียม ีล ักษณะทั ้งแบบที ่ ไม < เป qนเส bนสาย (Non-

filamentous form) และแบบเปqนเสbนสาย (Filamentous form) ซึ่งกลุ<มที่ไม<เปqนเสbนสาย ส<วนใหญ<มีรูปร<าง

เปqนทรงกลม (Coccoid form) พบทั้งที่เปqนเซลล6เดี่ยว และอยู<กันเปqนกลุ<ม ส<วนกลุ<มที่เปqนเสbนสาย โดยเซลล6

จะเรียงต<อกันเปqนเสbนสาย (Chorus และ Bartram, 1999) สำหรับแหล<งที่อยู<ของไซยาโนแบคทีเรีย ไซยาโน

แบคทีเรียสามารถอยู<ไดbเกือบทุกสภาวะบนโลกทั้ง น้ำจืด น้ำทะเล บนบก รวมทั้งภาวะแวดลbอมที่ไม<เหมาะสม

ต<อการดำรงชีวิต (Extreme environment) (Paerl และคณะ, 2000) 
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ภาพที่ 1.1 โครงสร/างของไซยาโนแบคทีเรีย              

(ที่มา: https://en.wikipedia.org/wiki/Cyanobacteria เข้าถึงข้อมูลวันที่ 25 เมษายน 2563) 

 

ไซยาโนแบคทีเรียบางชนิด จัดเปqนเอ็กซ6ทรีโมไฟล6 (Extremophile) ซึ่งมีการปรับตัวเพื่อใหbสามารถ

อาศัยอยู<ในสิ่งแวดลbอมที่ไม<เหมาะสมต<อการดำรงชีวิตหรือก<อใหbเกิดความเครียดต<อเซลล6ไดb โดยการสรbางสาร

เมแทบอไลต6ทุติยภูมิ, เอนไซม6 หรือการปรับตัวเชิงโครงสรbางเพื่อตอบสนองภาวะเครียดดังกล<าว เช<น บริเวณท่ี

มีความเขbมขbนของเกลือสูง จะพบกลุ<มไซยาโนแบคทีเรียที่ชอบความเค็ม (Halophilic cyanobacteria) ซ่ึง

ชอบอาศัยในพื้นที่ที ่มีความเขbมขbนของเกลือสูง ตั ้งแต< 2.5-5.2 โมลาร6 (Ali และคณะ, 2016), บริเวณที่มี

อุณหภูมิสูง ไซยาโนแบคทีเรียที่ชอบความรbอน (Thermophilic cyanobacteria) กลุ<มนี้จะเจริญเติบโตไดbดี

ในช<วงอุณหภูมิที่สูงกว<า 45 องศาเซลเซียส (Castenholz, 1988) เปqนตbน ที่น<าสนใจคือสามารถพบไซยาโน

แบคทีเรียในสภาวะแวดลbอมท่ีปนเป®อนดbวยมลพิษสูง ไม<ว<าจะเปqน โลหะหนัก, สารเคมีท่ีมีความเปqนพิษสูง ซ่ึงมี

โลหะทรานซิชัน (Transition metal) บางชนิดที่เปqนท่ีตbองการของไซยาโนแบคทีเรียโดยมีส<วนเกี่ยวขbองกับ

การสังเคราะห6ดbวยแสงภายใตbภาวะที่มีออกซิเจน และการตรึงไนโตรเจน (Divya และคณะ, 2018) แต<อย<างไร

ก็ตามสารมลพิษเหล<านี้จะทำใหbเซลล6เกิดความเปqนพิษ อีกทั้งยังทำใหbเซลล6เกิดความเครียดตามมา (Baptista 

และ Vasconcelos, 2006) แต<ไม<ใช<แค<สารมลพิษท่ีทำใหbเซลล6เกิดความเครียด ความเค็ม (Salinity) และภาวะ

ถูกออกซิไดซ6เกินสมดุล (Oxidative) ก็สามารถทำใหbเซลล6เกิดความเครียดไดbเช<นกัน โดยถbาความเค็มมีค<าสูง

เกินที่ไซยาโนแบคทีเรียจะรับไดb จะเกิดภาวะเครียดจากเกลือ (Salt stress) (Hossain และ Dietz, 2016) อีก

ทั ้งยังเกิดความเครียดที ่เกิดจากภาวะไม<สมดุลของอนุมูลอิสระและสารตbานอนุมูลอิสระภายในเซลล6 

(Oxidative stress) (Latifi และคณะ, 2009) ซึ ่งความเครียดเหล<านี ้จะส<งผลใหbเซลล6เกิดอะพอพโทซิส 

(Apoptosis) ที ่เปqนรูปแบบหนึ่งของการตายของเซลล6แบบที่มีการโปรแกรมไวbแลbว (Programmed cell 

death) (Rastogi และ Madamwar, 2015) แต<อย<างไรก็ตามไซยาโนแบคทีเรียหลากหลายชนิดก็สามารถอยู<

รอดภายใตbภาวะเหล<านี้ไดb โดยมีกลไกและกระบวนการที่ทำใหbไซยาโนแบคทีเรียเกิดการปรับตัวภายใตbภาวะ

เหล<านี้ไดb ซึ่งกลไกและกระบวนการเหล<านี้จะช<วยกำจัดสารพิษภายในเซลล6 กำจัดสิ่งแปลกปลอมออกจาก

เซลล6 หรือลดระดับความเปqนพิษภายในเซลล6ใหbเซลล6สามารถอยู<รอดในภาวะเครียดนั้นไดb (Latifi และคณะ, 

2009) 
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Mycosporine like amino acid (MAAs) ถูกคbนพบครั้งแรกในสิ่งมีชีวิตจำพวกฟxงไจ เกี่ยวขbองกับ

กระบวนการ light-stimulation sporulation จากนั ้นได bม ีการนำมาศ ึกษาเพ ิ ่มเต ิมพบว <า MAAs มี

ความสามารถในการปzองกันโฟตอน (photon) ที่มาในไซโตพลาสมิดของไซยาโนแบคทีเรีย (Kageyama และ 

Waditee-Sirisattha, 2019) ทำใหb MAAs เปqนที่รู bจักในนามของ “สารคัดกรองรังสียูวี” MAAs เปqนสารเม

แทบอไลต6ทุติยภูมิที ่ม ีไนโตรเจนเปqนส<วนประกอบ ลักษณะโครงสรbางเปqนวง cyclohexanone หรือ 

cyclohexenimine แกนของวง chromophore ประกอบดbวยกรดอะมิโนหรืออิมิโนแอลกอฮอล6 (Kageyama 

และ Waditee-Sirisattha, 2019) ดังแสดงในภาพท่ี 1.2 มีความสามารถในการละลายน้ำเนื่องดbวยคุณสมบัติ 

zwitterionic ของกรดอะมิโนที่เปqนองค6ประกอบ มีมวลโมเลกุลต่ำและมีคุณสมบัติคัดกรองรังสียูวีและเปqนสาร

ตbานอนุมูลอิสระ (Cheewinthamrongrod และคณะ, 2016) มีความสามารถในการดูดซับรังสียูวีในช<วงความ

ยาวคลื่น 310-365 nm. มีประสิทธิภาพในการดูดกลืนรังสี UV-A ไดbดีท่ีสุด (Carreto และคณะ, 2011) MAAs 

สามารถสังเคราะห6ไดbจากสิ่งมีชีวิตหลากหลายชนิด เช<น ไซยาโนแบคทีเรีย, ยูคาริโอตในกลุ<มสาหร<ายสีแดง, 

ปะการังและไลเคน เปqนตbน (Wada และคณะ, 2015) ในปxจจุบันสามารถจัดจำแนก MAAs ไดbมากกว<า 30 

ชนิด โดยชนิดที่พบบ<อยที่สุดคือ Shinorine และ Porphyra-334 แต< MAAs ที่พบมากที่สุดใน halotolerant 

microorganism คือ Mycosporine-2-Glycine (M2G) (Waditee-Sirisattha และคณะ , 2014) ซ ึ ่งพบว<า 

M2G มีศักยภาพในการเปqนสารตbานอนุมูลอิสระไดbดีกว<า MAAs ชนิดอื่น (Cheewinthamrongrod และคณะ, 

2016; Ngoennet และคณะ, 2018) เนื่องจากศักยภาพในการดูดกลืนรังสียูวีไดbทำใหb MAAs ไดbรับความนิยม

ในการศึกษาเพ่ือนำมาสกัดใชbในอุตสาหกรรมยาและครีมกันแดด 

 

 
ภาพที่ 1.2 โครงสร/างทางเคมีของสาร Mycosporine-like amino acid (MAAs) – mycosporine-glycine,    

   shinorine, porphyra-334, mycosporine-2-glycine, palythine, และ euhalothece-362    

(ที่มา: Kageyama และ Waditee-Sirisattha, 2019) 
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วิถีชีวสังเคราะห6ของ MAAs ใน cyanobacteria เกิดขึ้นไดbผ<าน 2 กระบวนการ ไดbแก< Shikimate 

pathway และ กระบวนการ Pentose phosphate pathway (Orfanoudaki และคณะ, 2019) ดังแสดงใน

ภาพท่ี 1.3 ในการสังเคราะห6 MAAs จะประกอบดbวย 4 กลุ<มยีน ดังเช<นใน Nostoc punctiform ประกอบดbวย

ยีน NpR5600 ถึง NpF5597 และใน Aphanothece halophytica ประกอบดbวยยีน Ap3858 ถึง Ap3855  

จากการศึกษาก<อนหนbาพบว<า A. halophytica สามารถผลิต M2G ไดbมากที่สุด ซึ่งสองยีนแรกคือ Ap3855 

และ Ap3856 จะแปลรหัสใหbเอนไซม6 DHQ synthase (DHQS) และ O-methyltransferase (O-MT) โปรตีน

เหล<านี้จะสังเคราะห6 4-deoxygadusol (4-DG) ซึ่งเปqนสารตั้งตbนในการสังเคราะห6 MAAs โดยสังเคราะห6 4-

DG ได bจาก 3-dehydroquinate (DHQ) ซ ึ ่ ง เป qนสารม ัธย ันตร 6ในว ิถ ี  Shikimate หร ือส ังเคราะห 6จาก 

sedoheptulose-7 phosphate (SHP) ซ่ึงเปqนสารมัธยันตร6ในวิถี Pentose phosphate สำหรับยีน Ap3857 

จะแปลรหัสใหbเอนไซม6 adenosine triphosphate (ATP) grasp enzyme ซ่ึงจะไปจับกับพันธะไอไมน6ของ 4-

DG ดbวย glycine เพื่อสังเคราะห6 Mycosporine-glycine (MG) ซึ่งเปqน mono-substituted MAAs และยีน 

Ap3858 จะแปลรหัสใหbเอนไซม6 non-ribosomal peptide synthase (NRPS)-like protein หรือ D-Ala-D-

Ala ligase จะทำหนbาที ่ต <อกรดอะมิโนเพื ่อส ังเคราะห6ให bได b di-substituted MAAs (Kageyama และ 

Waditee-Sirisattha, 2019) 

\ 
 

ภาพที่ 1.3 วิถีชีวสังเคราะห_ของ MAAs ใน cyanobacteria – Shikimate pathway และ Pentose phosphate  

   pathway  (ที่มา: Spence และคณะ, 2012) 
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การสังเคราะห6 MAAs จะเพิ่มขึ้นเมื่อไดbรับรังสียูวีหรือมีความเครียดอื่นๆ เช<น ความเครียดจากเกลือ, 

อุณหภูมิหรือการขาดสารอาหาร ตัวอย<างเช<น ความเครียดจากเกลือเพิ่มการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวขbองกับ

การสังเคราะห6 M2G และเพิ่มการสังเคราะห6 M2G ใน A. halophytica นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยศึกษาพบว<า

การเหน่ียวนำใหbเกิดความเครียดดbวยรังสี UV-B ควบคู<ไปกับความเครียดจากเกลือ จะเพ่ิมการสังเคราะห6 M2G 

ไดbมากกว<าการเหน่ียวนำดbวยรังสี UV-B เพียงอย<างเดียว (Wditee-Siristtha และคณะ, 2014) 

นอกจากศักยภาพในการเปqนสารดูกลืนรังสียูวีและสารตbานอนุมูลอิสระแลbว MAAs ยังมีคุณสมบัติเปqน

สารปzองกันโครงสรbาง DNA, ตbานอาการอักเสบ, ยับยั ้งเอนไซม6 collagenase, ยับยั ้งการพัฒนาของ 

Advanced Glycation End-products (AGEs), รักษาสมดุลภายในเซลล6หรือ osmotic equilibrium และ 

เก่ียวขbองกับการมีปฏิสัมพันธ6ระหว<างเซลล6  

สารปBองกันการทำลายโครงสรNาง DNA 

โครงสรbางของสารพันธุกรรมสามารถถูกทำลายไดbโดยตรงดbวยรังสี UV-B และถูกทำลายโดยอbอมดbวย

รังสี UV-A ผ<านการเกิด H2O2 ซึ่งเปqนอนุมูลอิสระหรือ reactive oxygen species (ROS) มีรายงานว<า MAAs 

มีศักยภาพในการปzองกันทำลายโครงสรbาง DNA จากการถูกเหนี่ยวนำดbวย H2O2 (Kageyama และ Waditee-

Sirisattha, 2019) 

สารตNานอนุมูลอิสระ 

ในกระบวนการทางชีวภาพ ปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Oxidation) มีความสำคัญต<อกระบวนการสรbาง

พลังงาน ซึ่งเกี่ยวขbองกับการผลิต ROS โดย ROS จะทำหนbาที่เปqนตัวส<งสัญญาณใหbกับเซลล6และกระตุbนการ

ทำงานของเซลล6ในดbานต<างๆ เช<น การแบ<งเซลล6, การอักเสบ, การทำงานของระบบภูมิคุ bมกันและการ

ตอบสนองต<อสภาวะเครียด การไดbรับรังสียูวีจะก<อใหbเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันเกิด ROS ขึ้นและไปกระตุbนการ

แสดงออกของยีนใน signaling pathway อาจก<อใหbเกิดผลกระทบกับลักษณะทางกายภาพ  

เพื่อปzองกันการเกิดปฏิกิริยา photo-oxidation และกำจัด ROS ตbองอาศัยสารที่มีคุณสมบัติตbาน

อนุมูลอิสระ (Antioxidant) ดังเช<น MAAs ท่ีมีคุณสมบัติเปqนสารตbานอนุมูลอิสระจำพวก ROS, hydrogen 

radical, singlet oxygen และ superoxide anion จากการวิเคราะห6ดbวย DPPH assay เพื่อตรวจสอบดูค<า 

IC50 พบว<า M2G มีคุณสมบัติในการดูดกลืน oxygen radical หรือตbานอนุมูลอิสระไดbดีที่สุด รองลงมาคือ 

MG, Shinorine และ Porphyra-334 ตามลำดับ ดังแสดงในตารางท่ี 1.1 สำหรับการนำสารตbานอนุมูลอิสระท่ี

ไดbจากธรรมชาติไปใชbเปqนส<วนผสมในครีมกันแดดไดbรับความนิยมเพิ่มขึ ้นแทนการใชbสารเคมีสังเคราะห6

เนื่องจากปลอดภัยและเปqนมิตรต<อสิ่งแวดลbอม สารตbานอนุมูลอิสระอื่นๆ เช<น Scytonemins ที่สกัดไดbจาก 

Nostoc commune, Astaxanthin เปqนสารสีกลุ<ม carotenoid ที่มีความสามารถตbานอนุมูลอิสระไดbดีที่สุด 

และ Palythine เปqน MAAs อีกชนิดหนึ่งที่สามารถปzองกันผิวหนังของมนุษย6จากการถูกทำลายจากรังสียูวีใน 

HaCaT karatinocytes แตกต<างจาก M2G ท่ีจะปzองกันเซลล6ไฟโบรบลาสต6ในผิวหนัง 
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ตารางที ่ 1.1 แสดงคgา IC50 ตgอการตgอต/านสาร 2,2-diphenyl-1-picryhydrazyl (DPPH), 2-2’-azino-

bis(3-ethylbenzthaizoline-6-sulphonic acid (ABTS), แ ล ะ  oxygen radical absorption capacity (ORAC) 

ของ mono-, di-substituted MAAs และ glycosylated MAAs 
(ที่มา: Kageyama และ Waditee-Sirisattha, 2019) 

สารสารตNานการอักเสบ 

การอักเสบเปqนการกระบวนการปzองกันการถูกทำลายทางกายภาพของเซลล6ท่ีตอบสนองต<อ oxidative 

stress, irradiation, infection และ endotoxin ซ่ึง oxidative stress สามารถเหน่ียวนำใหbเกิดการอักเสบ

ไดbโดยตรงผ<านวิถี canonical pathway ท้ังน้ี M2G จะยับย้ังการผลิตสารตัวกลางในกระบวนการอักเสบโดย

กดการแสดงออกของวิถี NF-κB M2G จะยับย้ังการแสดงออกของ iNOS และ COX-2 ในกระบวนการกระตุbน

การทำงานของ macrophage เพ่ือปzองกันการอักเสบ (Kageyama และ Waditee-Sirisattha, 2019) 

 

 สารตNานกระบวนการไกลเคช่ันของโปรตีน 

 กระบวนการไกลเคช่ันของโปรตีน (Protein glycation) ก<อใหbเกิดการพัฒนาของ Advanced 

Glycation End-products (AGEs) ซ่ึงเก่ียวขbองกับความชราภาพ ซ่ึงกระบวนการไกลเคช่ัน คือ การเกิดการ

เช่ือมขbามสายโมเลกุล (cross-linking) ของเอนไซม6 Hem Egg White Lysozyme (HEWL) เกิดเปqน
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สารประกอบตัวใหม<ท่ีแข็งกว<าเดิม มีความยืดหยุ<นนbอย และมีแนวโนbมจะแตกเปราะไดbง<าย เปqนผลใหbโครงสรbาง

คอลลาเจนถูกทำลาย กลายเปqนผิวท่ีไม<สามารถยืดหยุ<นไดbเหมือนเดิม และเกิดรอยเห่ียวย<น จากการศึกษา

พบว<า M2G มีคุณสมบัติในการยับย้ังการพัฒนาของ AGEs ไดb (Kageyama และ Waditee-Sirisattha, 2019) 
 

สารยับย้ังเอนไซม̀ collagenase 

เอนไซม6 collagenase ในสัตว6เลี้ยงลูกดbวยน้ำนมจัดอยู<ในกลุ<ม Matrix metalloproteinase (MMP) 

มีความสำคัญต<อการคงรูปและรักษาสมดุลของเซลล6ผิวหนัง ซ่ึงเอนไซม6 collagenase จะทำลายโครงสรbางของ 

extracellular matrix protein (ECM) จะทำใหbเซลล6คอลลาเจนที่มีอยู<เกิดการเปราะหัก ขัดขวางการสรbาง

คอลลาเจนใหม<และทำใหbผิวหนังเหี่ยวย<น เกิดริ้วรอยไดb ในทางกลับกันเอนไซม6 collagenase ของแบคทีเรีย

สามารถทำลายโครงสรbางภายนอกเซลล6โดยการทำลาย collagen helix พบในเชื ้อจุลินทรีย6ก<อโรค เช<น 

Clostridium ทั ้งนี ้พบว<า Shinorine, Porphyra-334, Palythine และ M2G สามารถยับยั ้งกิจกรรมของ

เอนไซม6 collagenase ของ Clostridium histolyticum ไดb  M2G จึงมีฤทธิ์คีเลชันโลหะ (Metal chelating 

activity) สามารถนำ iron (II) chloride และ calcium ions ไปใชbไดb ดังน้ัน MAAs จึงมีคุณสมบัติในการกำจัด

โลหะ (Iron chelator) ซ ึ ่ ง  collagenase ก ็จ ัด เป qน metalloprotease ท ี ่ ม ี โลหะเป qนองค 6ประกอบ 

(Tharasantisuk และคณะ, 2019 ) 

เอนไซม6จำพวก protease อีกชนิดหนึ ่งที ่เกี ่ยวขbองกับการทำลายโครงสรbาง ECM คือ เอนไซม6 

elastase จัดอยู<ในกลุ<ม chymotrypsin-type serine protease สามารถทำลายโครงสรbางโปรตีนอีลาสตินซ่ึง

จะส<งผลใหbผิวหนังขาดความยืดหยุ<นและเกิดเปqนร้ิวรอยไดb (Kageyama และ Waditee-Sirisattha, 2019) 

 

  

วัตถุประสงค8 

 

เพื ่อศึกษาผลของค<าพีเอชต<อการชีวสังเคราะห6สาร Mycosporine-2-glycine จาก เอ็กซ6ทรีโมไฟล6 

Halothece sp. PCC7418 ภายใตbสภาวะเครียดจาดกรดและด<าง  
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บทท่ี 2 

อุปกรณ8และเคมีภัณฑ8 

2.1 อุปกรณ8ท่ีใช4ในการทดลอง 

1. เคร่ืองแกbว บริษัท Pyrex (USA) 

2. เคร่ืองช่ัง (Balance) รุ<น PG2002-S บริษัท Metler Toledo (Thailand) 

3. เคร่ืองอบฆ<าเช้ือไอน้ำ (Autoclave) รุ<น ES-215 บริษัท Meditop (Thailand) 

4. ตูbอบฆ<าเช้ือ (Hot air oven) บริษัท Contherm Scientific Limited (New Zealand) 

5. หลอดไฟฟลูออเรสเซนต6 (Fluorescent lamp) บริษัท Lamton (Thailand) 

6. เคร่ืองบ<มเช้ือแบบเขย<า (Rotary shaker) บริษัท Hercuvan Lab-system (USA) 

7. เคร่ืองปx¸นแยกสารชนิดควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) รุ<น KUBOTA 6500 บริษัท     

KUBOTA (Japan) 

8. เคร่ืองปx¸นเหว่ียงใหbตกตะกอนแบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated microcentrifuge) รุ<น 

Centrifuge 5418R บริษัท Eppendorf (Germany) 

9. เคร่ืองปx¸นผสม (Vortex mixer) รุ<น Vortex-Genie 2 บริษัท Scientific industries (USA) 

10. เคร่ืองวัดค<าการดูดกลืนแสงของสาร (Spectrophotometer) รุ<น genesys 20 และ Biomate 35 

     บริษัท Thermo scientific (Thailand) 

11. ตูbปลอดเช้ือ (Lamina flow) รุ<น Microtech บริษัท Labmicro (Thailand) 

12. ตูbแช<เย็น 4 องศาเซลเซียส (Refrigerator) บริษัท MITSUBISHI (Japan) 

13. ตูbแช<แข็ง -80 องศาเซลเซียส (Deep freezer) บริษัท Thermoelectron Corparation (USA) 

14. ตูbแช<แข็ง -40 องศาเซลเซียส (Deep freezer) บริษัท Haier (China) 

15. ตูbแช<แข็ง -20 องศาเซลเซียส (Deep freezer) บริษัท SANYO (Japan) 

16. เคร่ืองกำเนิดคล่ืนความถ่ีสูง (Sonicator) รุ<น Sonics Vibra cellTM  

     บริษัท Sonics & Materials (USA) 

17. ป«เปตอัตโนมัติ (Autonomic pipette) รุ<น Proline Plus บริษัท Sarorious BioHit (Germany) 

18. หลอดเซนติฟ«วจ6ขนาดเล็ก (Microcentrifuge tube) 

19. หลอดเซนติฟ«วจ6ขนาดใหญ< (Centrifuge tube) 

20. กลbองจุลทรรศน6 (Microscope) บริษัท Olympus (Japan) 

21. คิวเวทท6 (Cuvette) รุ<น Spectronic 401 บริษัท Milton Roy (USA) 

22. เคร่ืองตรวจวัดสารดbวยการดูดกลืนแสง (UV-Vis Spectrophotometer) รุ<น UV-240 บริษัท 

Shimadzu (Japan)           

23. หลอดเซนติฟ«วจ6ขนาดเล็กชนิดมีแผ<นกรอง (Amicon Ultr-4 Ultracel-3k Centrifuge filter) 

24. เคร่ืองวัดความเปqนกรดด<าง (pH meter) บริษัท Entech Cybermatics (USA) 
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25. เคร่ืองส่ันสะเทือนคล่ืนอัตราโซนิค (Ultrasonic homogenizer sonicator) รุ<น VCX130 บริษัท 

Sonic & Materials Inc. (USA) 

 

2.2 เคมีภัณฑ8 

1. เอทานอล (Ethanol) บริษัท Ensure (Germany) 

2. โซเดียมไนเตรท (NaNO3) บริษัท Emsure (Germany) 

3. ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Emsure (Germany) 

4. แมกนีเซียมซัลเฟต เฮปตะไฮเดรต (MgSO4•7H2O) บริษัท Emsure (Germany) 

5. แคลเซียมคลอไรด6 ไดไฮเดรต (CaCl2•2H2O) บริษัท Emsure (Germany) 

6. โซเดียมคาร6บอเนต (Na2CO3) บริษัท Emsure (Germany) 

7. ไดโซเดียม เอทิลีนไดอามีนเตตราอาเซติก ไดไฮเดรต (Na2EDTA•2H2O) บริษัท Amresco (USA) 

8. กรดซิตริก (Citric acid) บริษัท Emsure (Germany) 

9. แอมโมเนียม ไอรอน (III) ซิเทรต (Ammonium iron (III) citrate) บริษัท Ajax Finechem (New 

Zealand) 

10. กรดบอริก (H3BO3) บริษัท Emsure (Germany) 

11. แมงกานีส (II) คลอไรด6 เตตระไฮเดรต (MnCl2•4H2O) บริษัท Univar (New Zealand) 

12. ซิงค6ซัลเฟต เฮปตะไฮเดรต (ZnSO4•7H2O) บริษัท Univar (New Zealand) 

13. แอมโมเนียมโมลิบเดต เตตระไฮเดรต ((Na4)6Mo7O24•4H2O) บริษัท Emsure (Germany) 

14. คอปเปอร6 (II) ซัลเฟต เพตะไฮเดรต (CuSO4•5H2O) บริษัท Emsure (Germany) 

15. โคบอลต6 (III) ไนเตรด เฮกซะไฮเดรต (Co(NO3)2•6H2O) บริษัท Univar (Germany) 

16. โซเดียมคลอไรด6 (NaCl) บริษัท Merck Ag Dramstadt (Germany) 

17. โปแทสเซียมคลอไรด6 (KCl) บริษัท Merck Ag Dramstadt (Germany) 

18. คลอโรฟอร6ม (Chloroform) บริษัท RCL labscan (Thailand) 

19. เมทานอล (Methanol) บริษัท Ensure (Germany) 
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บทท่ี 3 

วิธีการดำเนินการทดลอง 

 

3.1 การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือจุลินทรีย8และการเพาะเล้ียง 

3.1.1) อาหารและสภาวะในการเล้ียง Halothece sp. PCC7418 

เล ี ้ ยง Halothece sp. PCC7418 ในอาหาร Blue Green medium (BG11) + Turk Solution 

(Waditee-Sirisattha และคณะ, 2014) ที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด6 ความเขbมขbน 0.5 โมลาร6 ดังแสดงใน

ภาคผนวก ก ภายใตbความเขbมแสง 950-1,000 lux จากหลอดฟลูออเรสเซ็นต6 เปqนการใหbแสงตลอดเวลา 

บนเครื่องเขย<า  ท่ี 25ºc จากนั้นติดตามการเจริญของเซลล6 Halothece sp. PCC7418  โดยวิธีสเปคโตร

โฟโต-เมทรี ที่ความยาวคลื่น 730 นาโนเมตร (OD730) เลี้ยงเซลล6จนกระทั่งไดbค<าดูดกลืนแสงในช<วง 0.8-

1.0 จึงทำการเก็บตัวอย<างเซลล6ต<อไป 

3.1.2) การเก็บตัวอยIางเซลล8 

เก็บเซลล6โดยการปx¸นเหวี่ยงดbวยเครื่องเซนทริฟ«วจ6 ที่ความเร็ว 8,000 รอบต<อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เปqนเวลา 20 นาที แลbวเก็บตะกอนเซลล6ไวbสำหรับจะถูกเลี้ยงในอาหารที่สรbางภาวะเครียดใหbกับ

เซลล6ต<อไป 

 

3.2 การเล้ียงจุลินทรีย8ในสภาวะเครียดจากกรดและดIาง 

3.2.1) อาหารและสภาวะในการเล้ียง Halothece sp. PCC7418 ในสภาวะเครียดจากกรดและดIาง 

เลี้ยง Halothece sp. PCC7418 ในอาหาร Blue Green medium (BG11) + Turk Solution ที่มี

เกลือโซเดียมคลอไรด6 ความเขbมขbน 2 โมลาร6 โดยสรbางสภาวะเครียดจากกรดและด<างโดยการปรับ pH 

ของอาหารเลี้ยงเชื้อเปqน 3, 5, 7 และ 9 ดbวยกรดไฮโดรคลอริกความเขbมขbน 0.1M และสารละลายโซเดียม

คลอไรด6ความเขbมขbน 0.1M ซ่ึงมีสภาวะท่ีเล้ียงใน BG11 + Turk solution ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด6 ความ

เขbมขbน 0.5 โมลาร6 มีค<า pH 6.8 เปqนชุดควบคุม ดังแสดงในภาพที่ 3.2 เลี้ยงภายใตbความเขbมแสง 950-

1,000 lux จากหลอดฟลูออเรสเซ็นต6เปqนการใหbแสงตลอดเวลา บนเครื่องเขย<า ที่อุณหภูมิหbอง จากน้ัน

ติดตามการเจริญของเซลล6 Halothece sp. PCC7418  โดยวิธีสเปคโตรโฟโตเมทรี ที่ความยาวคลื่น 730 

นาโนเมตร (OD730) เล้ียงเซลล6เปqนระยะเวลา 2 วัน จึงทำการเก็บตัวอย<างเซลล6เพ่ือนำไปวิเคราะห6ต<อไป  

3.2.2)  การเก็บตัวอยIางเซลล8 

เก็บเซลล6โดยการปx¸นเหว่ียงดbวยเคร่ืองเซนทริฟ«วจ6 ท่ีความเร็ว 8,000 รอบต<อนาที ท่ีอุณหภูมิ 25 องศา

เซลเซียส เปqนเวลา 10 นาที แลbวเก็บตะกอนเซลล6ไวbสำหรับการสกัด M2G ต<อไปท่ี -40 องศาเซลเซียส 
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3.3 การวัดคIา pH ของอาหารเล้ียงเช้ือหลังการเพาะเล้ียง 

หลังจากการเล้ียงเซลล6 Halothece sp. PCC7418 ในอาหาร BG11 + Turk Solution ท่ีมีเกลือ 

โซเดียมคลอไรด6ความเขbมขbน 2 โมลาร6 ภายใตbสภาวะเครียดจากกรดและด<างเปqนระยะเวลาครบ 2 วัน จึงนำ 

อาหารเลี้ยงเชื้อมาวัดค<าพีเอชหลังการบ<มดbวยเครื่องพีเอชมิเตอร6 เพื่อนำขbอมูลค<าพีเอชหลังการบ<มที่ไดbไป

เปรียบเทียบกับค<าพีเอชก<อนการบ<ม 

 

3.4 การศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล8และวัดขนาดเซลล8 Halothece sp. PCC7418 

นำตัวอย<างเซลล6 Halothece sp. PCC7418 ที่ไดbจากการเลี้ยงในสภาวะเครียดจากกรดและด<างและ

สภาวะควบคุมมาสภาวะละ 1 มิลลิลิตร นำไปส<องใตbกลbองจุลทรรศน6แบบใชbแสง จากนั้นนำภาพที่ไดbไปวัด

ขนาดเซลล6ดbวยโปรแกรม ImageJ และ MicrobeJ (สืบคbนจาก https://imagej.nih.gov/ij/download.html 

และ https://www.microbej.com/download-2/) 

 

3.5 การสกัด Mycosporine-2-glycine ทำการสกัดแยกสารเป�าหมาย คือ M2G ตามที ่ระบุไว4โดย 

Ngoennet และคณะ (Ngoennet และคณะ, 2018) ซ่ึงมีรายละเอียดโดยสังเขปดังต<อไปน้ี 

3.5.1) สกัดสารด4วยเมทานอล 

ทำการ Resuspend ตะกอนเซลล6ดbวยเมทานอล โดยปริมาตรเมทานอลที่ใชb คำนวณไดbจากสูตร          

ปริมาตรเมทานอล (mL) = น้ำหนักเซลล6เปuยก (g) x 8  จากนั้นทำใหbเซลล6แตกดbวยโกร<งบดหรือใชb เครื่อง

ส่ันสะเทือนคล่ืนอัตราโซนิค (Ultrasonic homogenizer sonicator) รุ<น VCX130 

 

3.5.2) การเก็บ Supernatant (Methanolic phase) 

เก็บ Supernatant โดยการปx¸นเหวี ่ยงดbวยเครื ่องเซนทริฟ«วจ6 ที ่ความเร็ว 8,000 รอบต<อนาที ท่ี

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปqนเวลา 10 นาที ศึกษาสีของ Supernatant และ นำไปวิเคราะห6ผล

Spectrometric analysis ท่ีความยาวคล่ืน 325-800 นาโนเมตร ต<อไป 

 

3.5.3) สกัด Supernatant ด4วย Chloroform 

นำ Supernatant ไประเหยตัวทำละลายออกและทำใหbแหbงดbวยเครื่องกล่ันระเหยสารดbวยการปx¸น

เหวี่ยง (Centrivap concentrator) ที่อุณหภูมิ 25 องศาสเซลเซียส จากนั้นนำไปละลายดbวยน้ำ 1 mL 

นำไป Vortex และเต ิม Chloroform ลงไป 2-3 หยด ในข ั ้นตอนน้ีรงคว ัตถุจะเคล ื ่อนไปอย ู < ใน 

Chloroform phase 

 

 

 

 



 

   

     12 
 

 

 
3.5.4) การเก็บเฟสท่ีละลายในน้ำ (Aqueous phase) 

เก็บ Supernatant โดยการปx¸นเหวี ่ยงดbวยเครื ่องเซนทริฟ«วจ6 ที ่ความเร็ว 8,000 รอบต<อนาที ท่ี

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปqนเวลา 10 นาที เก็บ Supernatant นำไปวิเคราะห6ผลSpectrometric 

analysis ท่ีความยาวคล่ืน 325-800 นาโนเมตร 

 

3.5.5) การกรอง Supernatant ด4วย Ultrafiltration  

ถ<ายเฟสที่ละลายในน้ำ (Aqueous phase) ไปยังหลอดEppendorf ที่มีแผ<นกรอง Amicon Ultra-4 

Ultracel-3K Centrifugal Filter จากนั้นนำไปปx¸นเหวี่ยงดbวยเครื่องเซนทริฟ«วจ6 ที่ความเร็ว 8,000 รอบ

ต<อนาที ที่อุณหภูมิ 25 เปqนเวลาประมาณ 1-2 ชั่วโมง ในขั้นตอนนี้จะเปqนการกำจัดสารที่มีมวลโมเลกุลสูง

ออกไป  และเก็บ Supernatant นำไปวิเคราะห6ผล Spectrometric analysis ท่ีความยาวคล่ืน 325-800 

นาโนเมตร 

3.6 DPPH assay 

นำสารสกัด M2G มาทดสอบความสามารถในการตbานอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH (1,1 diphenyl 2, 

picrylhydrazyl) ตามวิธีของ Cheewinthamrongrod และคณะ (Cheewinthamrongrod และคณะ, 

2016) โดยใชbหลักการของ DPPH• ในรูปอนุมูลอิสระ ทำไดbโดยการเติมสารละลาย DPPH ความเขbมขbน 0.1 

mM ท่ีเตรียมโดยการละลายดbวยเอทานอลและน้ำในอัตราส<วน 1:1 ปริมาตร 200 µL ลงในสารสกัด M2G 

ปริมาตร 50 µL ท่ีสกัดไดbจากในแต<ละสภาวะ ซ่ึงเปรียบเทียบกับกรดแอสคอร6บิกชนิด L บ<มไวbท่ี 25 องศา

เซลเซียส เปqนเวลา 30 นาที จากนั้นนำไปวัดค<าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 571 นาโนเมตร การ

ลดลงของอนุมูลอิสระดังกล<าวจะสามารถสังเกตไดbจากการจางลงของสีม<วงในสารละลาย  

3.7 ABTS assay 

นำสารสกัด M2G มาทดสอบความสามารถในการตbานอนุมูลอิสระโดยวิธี ABTS [2,2’ azinobis-(3-

ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid)] ตามวิธีของ Ngoennet และคณะ (Ngoennet และคณะ, 

2018) โดยเตรียม ABTS ความเขbมขbน 7 mM ไปผสมกับ potassium persulfate ความเขbมขbน 2.45 

mM ละลายดbวยน้ำ บ<มไวbที่ 25 องศาเซลเซียส เปqนเวลา 12-16 ชั่วโมง ในที่มืด ก็จะเกิด ABTS•+ เปqน

อนุมูลอิสระที่มีประจุบวก จากนั้นทำการเจือจางดbวยเอทานอล และนำไปวัดค<าการดูดกลืนแสงที่ 413  

นาโนเมตรใหbมีค<าประมาณ 0.7 จึงนำสารละลาย ABTS•+ ปริมาตร 18 µL ไปผสมกับสารสกัด M2G ใน

แต<ละสภาวะ โดยใชb Trolox เปqน positive control บ<มไวbที่ 25 องศาเซลเซียส เปqนเวลา 15 นาที แลbว

จึงนำไปวัดค<าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 413 นาโนเมตร วิเคราะห6ค<าเปอร6เซ็นต6การยับย้ัง  
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ภาพท่ี 3.1 แผนผังการดำเนินการทดลอง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เตรียมอาหาร BG-11 + 

Turk solution 0.5M 

NaCl 
 

ติดตามการเจริญของ 

เช้ือด้วยวิธี 

Spectrophotometry 

ป่ันเก็บเซลล์เพ่ือนำไปทำ

การทดลองต่อภายใต้

สภาวะเครียด 

เตรียมอาหาร BG-11 + 

Turk solution 2M 

NaCl (salt stress) 
 

เล้ียงเซลล6เปqนระยะเวลา 

2 วัน โดยปรับพีเอชของ

อาหารเล้ียงเช้ือใหbอยู<ใน

สภาวะกรดและด<าง 5 

สภาวะ ประกอบดbวย 

- สภาวะควบคุม 

- สภาวะ pH3 

- สภาวะ pH5 

- สภาวะ pH7 

- สภาวะ pH9 

ป่ันเก็บเซลล์เพ่ือนำไปทำ

การสกัด M2G 

วัดค่าพีเอชท่ีเปล่ียนแปลง

เปรียบเทียบก่อนและหลัง

การบ่ม 

ศึกษาสัณฐานวิทยาของ

เซลล์, วัดขนาดเซลล์และ

หาน้ำหนักเปียก 

สกัดตะกอนเซลล์ด้วย 

methanol 

สกัด supernatant ด้วย 

chloroform 

กรอง supernatant ด้วย 

Ultrafiltration  

เก็บสารสกัด M2G      

ไปวิเคราะห์ผล 

Spectrometric 

analysis ท่ีความยาว

คล่ืน 325-800 nm 

 

การเล้ียงไซยาโน          
แบคทีเรีย ในสภาวะปกติ

การเลี้ยงไซยาโน
แบคทีเรีย ภายใต/สภาวะ

เครียด
การสกัด M2G

 ตรวจสอบ 

แอกติวิต้ี

DPPH assay 

      ABTS assay 
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ภาพท่ี 3.2 แผนภาพการกำหนดสภาวะของอาหารเลี้ยงเชื้อในการเลี้ยง Halothece sp. PCC7418 ใน

สภาวะเครียดจากกรดและดIาง 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง และอภิปรายผลการทดลอง 

 

4.1 การเจริญเติบโตของ Halothece sp. PCC7418 ภายใตbสภาวะเครียดจากกรดและด<าง 

จากการเล้ียงเอ็กซ6ทรีโมไฟล6 Halothece sp. PCC7418 ในอาหาร Blue Green medium (BG11) 

+ Turk Solution ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด6ความเขbมขbน 0.5 โมลาร6 pH 6.8 ภายใตbความเขbมแสง 950-1,000 

lux จากหลอดฟลูออเรสเซ็นต6ตลอดเวลาบนเคร่ืองเขย<า ท่ีอุณหภูมิหbอง และติดตามการเจริญของเซลล6 โดยวิธี

สเปคโตรโฟโตเมทรี ท่ีความยาวคล่ืน 730 นาโนเมตร (OD730) เล้ียงเซลล6จนกระท่ังไดbค<าดูดกลืนแสงในช<วง 

0.8-1.0 จึงทำการเก็บเซลล6ไปเล้ียงต<อภายใตbสภาวะเครียดในอาหาร Blue Green medium (BG11) + Turk 

solution ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด6ความเขbมขbน 2 โมลาร6 และสรbางสภาวะเครียดร<วมจากกรดและด<างโดยการ

ปรับ pH ของอาหารเล้ียงเช้ือเปqน 5 สภาวะ ไดbแก<  pH3, pH5, pH7,  pH9 และมีสภาวะท่ีเล้ียงใน BG11 + 

Turk solution ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด6ความเขbมขbน 0.5 โมลาร6 pH 6.8 เปqนชุดควบคุม เล้ียงเซลล6เปqน

ระยะเวลา 2 วัน จากน้ันติดตามการเจริญของเซลล6ดbวยวิธีสเปคโตรโฟโตเมทรี ท่ีความยาวคล่ืน 730 นาโน

เมตร (OD730) ไดbผลดังแสดงในภาพท่ี 4.1 พบว<าภายใตbสภาวะความเครียดท่ี pH7 มีความหนาแน<นของเซลล6

สูงท่ีสุดเม่ือเทียบกับชุดควบคุม     มีค<า OD730 เท<ากับ 1.282 และภายใตbสภาวะความเครียดท่ี pH3 มีความ

หนาแน<นของเซลล6ต่ำท่ีสุด มีค<า OD730 เท<ากับ 0.529 ท้ังน้ีการวัดการเจริญเติบโตของเซลล6ดbวยการวัดจากส

เปกโตรโฟโตมิทรีอย<างเดียวอาจมีขbอจำกัด หากเปqนไปไดbควรตbองใชbวิธีวิเคราะห6อ่ืนร<วมดbวย เช<น การหา

น้ำหนักเซลล6เปuยกหรือการวัดค<าปริมาณคลอโรฟ«ลล6 เอ เปqนตbน เน่ืองจากการวัดความหนาแน<นของเซลล6ดbวย

วิธีสเปคโตรโฟโตเมทรีเพียงวิธีเดียวอาจมีความคลาดเคล่ือนท่ีเปqนผลมาจากข้ันตอนการทำ dilution ก<อน

นำมาวัดค<า OD730 ท่ีตbองใชbความแม<นยำของเคร่ืองมือ อาทิเช<น ป«เปตเพ่ือใหbไดbปริมาตรท่ีถูกตbอง และอาจเปqน

ความคลาดเคล่ือนของเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร6หรือความผิดพลาดจากผูbทดลองเอง นอกจากน้ีคาดว<าอาจ

เปqนผลมาจาก suspension ท่ีดูดมาวัดมีกbอนตะกอนเซลล6หรือตะกอนของอาหารเล้ียงเช้ือทำใหbเคร่ืองอ<านค<า

ไดbผิดพลาดไดb   
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ภาพที่ 4.1 กราฟแสดงผลการวัดคgาดูดกลืนแสงที่ OD730 เพื่อศึกษาการเจริญเติบโตของ Halothece sp. PCC7418 

ภายใต/สภาวะเครียดจากกรดและดgาง 

 

4.2 ผลการศึกษาสัณฐานวิทยาของ Halothece sp. PCC7418 ภายใตbสภาวะเครียดจากกรดและด<างดbวย

กลbองจุลทรรศน6แบบใชbแสง 

 หลังจากกการนำไซยาโนแบคทีเรีย Halothece sp. PCC7418 มาเล้ียงภายใตbสภาวะเครียดจาก

เกลือร<วมกับสภาวะเครียดจากกรดและด<าง เปqนเวลา 2 วัน จึงเก็บตัวอย<างเซลล6สภาวะละ 1 มิลลิลิตร ไปส<อง

ใตbกลbองจุลทรรศน6แบบใชbแสง ท่ีกำลังขยาย 1000 เท<า เปรียบเทียบกับสัณฐานวิทยาท่ีเล้ียงในสภาวะควบคุม 

พบว<า เซลล6ท่ีไดbรับความเครียดส<วนใหญ<มีขนาดไม<แตกต<างจากเซลล6ท่ีเล้ียงในสภาวะควบคุมมากนัก แต<จะ

เห็นไดbว<าเซลล6ท่ีเล้ียงภายใตbสภาวะเครียดจากเกลือร<วมกับสภาวะเครียดจาดกรดและด<างจะมีการสะสมรงค

วัตถุ (Pigment) เพ่ิมข้ึน ดังแสดงในภาพท่ี 4.2 คาดว<าน<าจะเปqนการสะสมสารคลอโรฟ«ลล6และไฟโคไซยานิน 

ซ่ึงสอดคลbองกับงานวิจัยของ Rym (Rym และ B.D., 2012) ท่ีทำการเล้ียง Arthrospira platensis 

(Spirulina) ภายใตbเกลือโซเดียมคลอไรด6ความเขbมขbน 70 ไมโครกรัมต<อมิลลิลิตร พบว<า มีการสะสมของแคโร

ทีนอยด6และไฟโคไซยานินเพ่ิมข้ึนอย<างมีนัยสำคัญ ซ่ึงสรุปไดbว<าการท่ีมีความเขbมขbนของเกลือโซเดียมคลอไรด6

เพ่ิมข้ึนกว<าปกติ สามารถเหน่ียวนำใหbเซลล6มีการสะสมสารกลุ<มไฟโคบิลินมากข้ึน ทำใหbเกิดการดูดซับแสงท่ีไฟ

โคบิลิโซมแลbวส<งต<อใหbคลอโรฟ«ลล6 เอ ซ่ึงเปqนศูนย6กลางปฏิกิริยาทำใหbทีกิจกรรมของ photosystem II เพ่ิม

มากข้ึน (Rym, 2012) โดยเฉพาะภายใตbสภาวะ pH3 และ pH9 มีการสะสมรงควัตถุมากอย<างเห็นไดbชัดและท่ี

สภาวะpH9 มีขนาดของเซลล6ท่ียาวข้ึนดbวยเม่ือเทียบกับชุดควบคุม ท้ังน้ีผลท่ีไดbเปqนเพียงการวัดปริมาณการ
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สะสมรงควัตถุดbวยตาเปล<า และเปqนการสุ<มเลือกมาเพียงบริเวณใดบริเวณหน่ึงของภาพซ่ึงอาจทำใหbไม<ไดbเห็น

เซลล6ท้ังหมด หากตbองการขbอมูลท่ีชัดเจนและแม<นยำจำเปqนตbองนำไปวิเคราะห6ต<อและวัดผล spectrometric 

analysis  

นอกจากการเพ่ิมประสิทธิภาพการสังเคราะห6ดbวยแสงโดยการเพ่ิมการสะสมรงควัตถุเหล<าน้ีแลbว ไซยา

โนแบคทีเรียยังมีกลไกปรับตัวอ่ืนๆหลากหลายรูปแบบเม่ืออยู<ภายใตสภาวะเครียด กลไกปรับตัวเหล<าน้ีจะ

ทำงานร<วมกัน เพ่ือทดแทนการทำงานบางส<วนท่ีสูญเสียไป หรือเพ่ือรักษาสภาพเซลล6ใหbทนต<อสภาวะเครียด

และสามารถเจริญเติบโตต<อไปไดbแมbดำรงอยู<ในสภาวะท่ีไม<เหมาะสม (Demetriou และคณะ, 2007) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.2 สัณฐานวิทยาของเซลล_ Halothece sp. PCC7418 ภายใต/สภาวะการเลี้ยงที่ความเป�นกรดดgางตgางๆ     

A) สภาวะควบคุม B) pH3 C) pH5 D) pH7 และ E) pH9 

 

 

A 

B 

D E 

C 



 

   

     18 
 

 

 
4.3 ผลการวัดขนาดเซลล6 Halothece sp. PCC7418 ดbวยโปรแกรม ImageJ และ MicrobeJ 

จากการนำตัวอย<างเซลล6ทั้ง 5 สภาวะไปส<องใตbกลbองจุลทรรศน6แบบใชbแสงแลbวจึงนำภาพที่ไดbไปวัด

ขนาดเซลล6ดbวยโปรแกรม ImageJ และ MicrobeJ โดยมีการวัดค<าเฉลี่ยของพื้นที่, ความยาว, เสbนรอบรูปและ

ความกวbางของเซลล6ที่เลี้ยงในแต<ละสภาวะ แสดงผลดังตารางท่ี 4.1 พบว<าภายใตbสภาวะ pH9 เซลล6มีค<าเฉล่ีย

ของความยาว พ ื ้นท ี ่และเส bนรอบร ูปมากที ่ส ุด ม ีค <าเป qน 4.77±0.89 µm, 194.56±16.39 µm และ 

16.21±1.23 µm ตามลำดับ ทั้งนี้ผลที่วัดไดbเปqนเพียงการสุ<มเลือกมาเพียงบริเวณใดบริเวณหนึ่งของภาพซ่ึง

อาจทำใหbไม<ไดbเห็นเซลล6ทั้งหมด หากตbองการขbอมูลที่แม<นยำจำเปqนตbองนำไปทดลองซ้ำและเฉลี่ยค<าที่วัดไดbใน

แต<ละสภาวะ 

 
ตารางที่ 4.1 แสดงผลการวัดขนาดเซลล_ Halothece sp. PCC7418 ด/วยโปรแกรม ImageJ และ MicrobeJ 

Stress 

condition 
n 

Average shaped (µm) 

Length Width Area Perimeter Picture 

Control 10 5.33±0.75 1.55±0.06 174.04±21.19 12.28±1.26 

 

pH3 10 4.62±0.97 1.16±0.19 189.98±25.09 17.44±3.06 

 

pH5 10 4.43±0.91 1.37±0.16 192.33±36.79 14.51±2.72 
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Stress 

condition 
n 

Average shaped (µm) 

Length Width Area Perimeter Picture 

pH7 10 4.28±0.70 1.42±0.16 185.43±27.24 13.01±1.89 

 

pH9 10 4.77±0.89 1.14±0.18 194.56±16.39 16.21±1.23 
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4.4 เปรียบเทียบการเปล่ียนแปลงของค<าพีเอชก<อนและหลังของการบ<ม Halothece sp. PCC7418 ภายใตb

สภาวะเครียดจากกรดและด<าง 

หลังจากการเล้ียงเซลล6 Halothece sp. PCC7418 ในอาหาร BG11 + Turk Solution ท่ีมีเกลือ 

โซเดียมคลอไรด6ความเขbมขbน 2 โมลาร6 ภายใตbสภาวะเครียดจากกรดและด<างเปqนระยะเวลาครบ 2 วัน จึง

นำมาวัดค<าพีเอชหลังการบ<มดbวยเคร่ืองพีเอชมิเตอร6 เพ่ือนำขbอมูลค<าพีเอชหลังการบ<มท่ีไดbไปเปรียบเทียบกับค<า

พีเอชก<อนการบ<ม แสดงผลดังภาพที่ 4.7 พบว<า ค<าพีเอชหลังการบ<มในแต<ละสภาวะจะมีการปรับใหbอยู<ในช<วง  

8.15 – 8.45 ซึ่งแสดงใหbเห็นว<าไซยาโนแบคทีเรียมีการปรับตัวโดยการผลิตสารทุติยภูมิท่ีสามารถช<วยรักษา

สมดุลของเซลล6ในสภาวะเครียดจากกระและด<างเพิ่มขึ้น เนื่องจาก M2G เปqนสารเมแทบอไลต6ทุติยภูมิที่มี

ไนโตรเจนเปqนส<วนประกอบ ลักษณะโครงสรbางเปqนวง cyclohexanone หรือ cyclohexenimine แกนของวง 

chromophore ประกอบดbวยกรดอะมิโนหรืออิมิโนแอลกอฮอล6 (Kageyama และ Waditee-Sirisattha, 

2019) มีความสามารถในการละลายน้ำเนื่องดbวยคุณสมบัติ zwitterionic ของกรดอะมิโนที่เปqนองค6ประกอบ 

(Cheewinthamrongrod และคณะ, 2016)  ในสภาวะที่เปqนกรดจะเกิด protonation ของอิเล็กตรอนคู<โดด

เดี ่ยวในอะตอมไนโตรเจนเพื ่อปzองกันการเกิด resonance delocalization ของโมเลกุล ซึ ่งการเกิด 

delocalization จะก <อให b เก ิดอน ุม ูลอ ิสระ แต <ในสภาวะที ่ เป qนด <างไม <ม ีผลต <อการเก ิด resonance 

delocalization ของโมเลก ุล  (Zhang และคณะ, 2005) ด ั งน ั ้ นจ ึ งสามารถสร ุปได b ว < า  โครงสร b าง 

aminocyclohexene ของสาร M2G มีความสามารถในการตbานอนุมูลอิสระภายใตb oxidative stress (Wada 

และคณะ, 2013)  
 

 
 

ภาพที่ 4.3 กราฟแสดงผลการเปรียบเทียบคgา pH กgอนและหลังการบgม Halothece sp. PCC7418 ภายใต/สภาวะเครียด

จากกรดและดgาง 
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4.5 ผลการวัดสเปกตรัมท่ีความยาวคล่ืน 325-800 nm. ของสารสกัด M2G ท่ีสกัดไดbจาก Halothece sp. 

PCC7418 ภายใตbสภาวะเครียดจากกรดและด<าง 

 ขั ้นตอนของการสกัด M2G จาก Halothece sp. PCC7418 เริ ่มตbนดbวยการ resuspend ตะกอน

เซลล6ที่ปx¸นเก็บไวbดbวยเมทานอล จากนั้นทำใหbเซลล6แตกดbวยโกร<งบดหรือใชb Sonicator และเก็บ Supernatant 

โดยการปx¸นเหวี่ยงดbวยเครื่องเซนทริฟ«วจ6 ที่ความเร็ว 8,000 รอบต<อนาที ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปqน

เวลา  10 นา ที  จะได b  supernatant ส ี เหล ื อง ใส  จากน ั ้ นนำ  methanolic phase ไปว ิ เคราะห 6ผล

Spectrometric analysis ท่ีความยาวคล่ืน 325-800 nm ต<อไปดังแสดงผลในภาพท่ี 4.4 พบว<ามีช<วงของยอด

คล่ืนท่ีหลากหลายแสดงใหbเห็นว<าไซยาโนแบคทีเรียมีการสรbางรงควัตถุต<างๆมาตอบสนองต<อสภาวะเครียด ซ่ึงมี

แนวโนbมแบบเดียวกันในทุกสภาวะ ดังแสดงในภาพท่ี 4.24  

ตัวอย<างรงควัตถุที่พบและช<วงการดูดกลืนแสง ไดbแก< Chlorophyll a มีค<าการดูดกลืนแสงอยู<ในช<วง 430-

662 nm, Chlorophyll b มีค<าการดูดกลืนแสงอยู<ในช<วง 453-642 nm, Carotenoid มีค<าการดูดกลืนแสง

อยู<ในช<วง 442-472 nm, Phycoerythrin มีค<าการดูดกลืนแสงอยู<ในช<วง 525-570 nm และPhycocyanin มี

ค<าการดูดกลืนแสงอยู<ที่ 605 nm นอกจากนี้ยังมีสารทุติยภูมิที่ไซยาโนแบคทีเรียสังเคราะห6ไดbนั่นคือ MAAs ซ่ึง

มีค<าการดูดกลืนแสงอยู<ในช<วง 310-365 nm 

หลังจากนั้นสกัด supernatant ดbวย Chloroform โดยนำ methanolic phase ไประเหยตัวทำละลาย

ออกและทำใหbแหbงดbวยเครื่อง Rotary Evaporator ที่อุณหภูมิ 25 องศาสเซลเซียส และนำไปละลายดbวยน้ำ 1 

mL จากนั้นนำไป Vortex และเติม Chloroform ลงไป 2-3 หยด ในขั้นตอนนี้รงควัตถุจะเคลื่อนไปอยู<ใน 

chloroform phase ซึ่งเปqนส<วนที่มี M2G ที่เราตbองการอยู< ทำการเก็บ Supernatant โดยการปx¸นเหวี่ยงดbวย

เครื่องเซนทริฟ«วจ6 ที่ความเร็ว 8,000 รอบต<อนาที ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปqนเวลา 10 นาที เก็บ 

supernatant ไปวิเคราะห6ผล Spectrometric analysis ที่ความยาวคลื่น 325-800 nm พบว<า สารสกัดจาก 

aqueous phase มีค<าดูดกลืนแสงลดลงในแต<ละช<วงความยาวคลื่นเมื่อเทียบกับผลของ methanolic phase 

ซึ่งแสดงใหbเห็นว<ามีปริมาณรงควัตถุลดลงจาก methanolic phase ทั้งนี้มีแนวโนbมแบบเดียวกันในทุกสภาวะ

ความเครียด 

ข้ันตอนสุดทbายของการสกัด M2G ทำไดbโดยการถ<าย supernatant (aqueous phase) ไปยังหลอด

Eppendorf ท่ีมีแผ<นกรอง Amicon Ultra-4 Ultracel-3K Centrifugal Filter จากน้ันนำไปปx¸นเหว่ียงดbวย

เคร่ืองเซนทริฟ«วจ6 ท่ีความเร็ว 8,000 รอบต<อนาที ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปqนเวลาประมาณ 1-2 ช่ัวโมง 

ในข้ันตอนน้ีจะเปqนการกำจัดสารท่ีมีมวลโมเลกุลสูงออกไป และเก็บ supernatant นำไปวิเคราะห6ผล 

Spectrometric analysis ท่ีความยาวคล่ืน 325-800 nm แสดงผลสรุปรวมดังภาพท่ี 4.5 พบว<าสารสกัดท่ีไดb

มีค<าดูดกลืนแสงอยู<ในช<วงความยาวคล่ืน 310-365 nm ซ่ึงเปqนค<าดูดกลืนแสงของ MAAs และมีค<าดูดกลืนแสง

สูงสุดอยู<ท่ีความยาวคล่ืน 330 nm ซ่ึงเปqนค<าดูดกลืนแสงของ M2G น่ันเอง จึงสามารถสรุปไดbว<าสารสกัดท่ีไดb

จากเซลล6 Halothece sp. PCC7418 คือ M2G ซ่ึงมีปริมาณมากท่ีสุดเม่ือถูกเหน่ียวนำภายใตbสภาวะเครียดท่ี 

pH9 ดังแสดงในภาพท่ี 4.5 ส<วนรายละเอียดของสเปกตรัมแต<ละค<า pH แสดงไวbในภาคผนวก ข 
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ภาพที่ 4.4  แสดงผลเปรียบเทียบสเปกตรัมจาก methanolic phase ของเซลล_ Halothece sp. PCC7418 ในแตgละ

สภาวะความเครียด 

 
ภาพที่ 4.5 แสดงผลเปรียบเทียบสเปกตรัมของสารสกัด M2G จากเซลล_ Halothece sp. PCC7418 ในแตgละสภาวะ

ความเครียด 
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4.6 ผลการทดสอบความสามารถในการกำจัดอนุมูลอิสระดbวยวิธี DPPH assay (ไม<ไดbทำการทดลอง) 

การนำสารสกัด M2G มาทดสอบความสามารถในการตbานอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH โดยการนำไปวัด

ค<าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 571 นาโนเมตร โดยใชbกรดแอสคอร6บิก ซึ่งมีคุณสมบัติในการกำจัด

อนุมูลอิสระไดbดีที่สุดเปqนตัวเปรียบเทียบ คาดว<าที่สภาวะ pH9 จะมีค<าการดูดกลืนแสงนbอยที่สุดซึ่งแสดง

ถึงความสามารถในการกำจัดอนุมูลอิสระไดbดีท่ีสุด 

 

4.7 ผลการทดสอบความสามารถในการกำจัดอนุมูลอิสระดbวยวิธี ABTS assay (ไม<ไดbทำการทดลอง) 

การนำสารสกัด M2G มาทดสอบความสามารถในการตbานอนุมูลอิสระโดยวิธี ABTS โดยการนำไปวัด

ค<าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 413 นาโนเมตร คาดว<าจากการวิเคราะห6เปอร6เซ็นต6การยับยั้งพบว<าท่ี

สภาวะ pH9 จะมีค<า IC50 ต่ำที่สุดเมื่อใชb Trolox เปqน positive control ซึ่งแสดงถึงความสามารถของ

สารสกัด M2G ในการกำจัดอนุมูลอิสระไดbดีท่ีสุด 
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บทท่ี 5 

สรุปผลการทดลอง 

 

 จากผลการศึกษาการเจริญของ Halothece sp. PCC7418 ภายใตbสภาวะเครียดจากความเปqนกรด

และด<างดbวยการวัดค<าการดูดกลืนแสงท่ี OD730 พบว<า ในสภาวะท่ีภายใตb pH7 มีความหนาแน<นของเซลล6มาก

ท่ีสุด เน่ืองจากมีค<า pH ท่ีใกลbเคียงกับสภาวะควบคุมท่ีใชbเล้ียงเซลล6ปกติ 

 จากผลการศึกษาสัณฐานวิทยาของ Halothece sp. PCC7418 ดbวยกลbองจุลทรรศน6 พบว<า เซลล6ท่ี

ไดbรับความเครียดส<วนใหญ<มีขนาดไม<แตกต<างจากเซลล6ท่ีเลี้ยงในสภาวะควบคุมมากนัก แต<จะเห็นไดbว<าเซลล6จะ

มีการสะสมรงควัตถุเพิ่มขึ้นซึ่งเปqนหนึ่งในผลของการปรับตัวของเซลล6เพื่อใหbอยู<รอดและสามารถเจริญต<อไปไดb

ภายใตbสภาวะเครียดนั้น จากนั้นทำการวัดขนาดของเซลล6ดbวยโปรแกรม ImageJ และ MicrobeJ พบว<า 

ภายใตb pH9 เซลล6จะมีค<าเฉลี่ยของพื้นที่มากที่สุด ส<งผลใหbปริมาณน้ำหนักเปuยกมากขึ้นดbวย แสดงใหbเห็นว<า

ภายใตbสภาวะเครียดจากกรดและด<างเหนี่ยวนำใหbเซลล6เพิ่มปริมาณชีวมวลเพื่อตอบสนองต<อกลไกการปรับตัว

และปzองกันตัวเองในสภาวะแวดลbอมท่ีไม<เหมาะสม  

จากผลการวัดค<าพีเอชหลังการบ<ม พบว<า ในแต<ละสภาวะจะมีการปรับค<าพีเอชใหbอยู<ในช<วง  8.15 – 

8.45 ซึ่งแสดงใหbเห็นว<าไซยาโนแบคทีเรียมีการปรับตัวโดยการผลิตสารทุติยภูมิที่มีความสามารถในการรักษา

สมดุลของเซลล6เพิ่มขึ้น เพื่อปรับค<าพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อหรือสภาวะแวดลbอมใหbมีค<าใกลbเคียงกับสภาวะ

ควบคุมก<อนท่ีจะไดbรับความเครียดไดb 

ผลการวัดค<าดูดกลืนแสงที่สกัดไดbจาก Halothece sp. PCC7418 ที่เลี้ยงภายใตbสภาวะเครียดจาก

เกลือร<วมกับสภาวะเครียดจาดกรดและด<าง พบว<า สารที่สกัดไดbมีค<าการดูดแสงอยู<ในช<วง 310-365 nm ซ่ึง

เปqนค<าการดูกลืนแสงของสารเมแทบอไลต6ทุติยภูมิ นั่นคือ Mycosporine-like amino acid (MAAs) และมีค<า

ดูดกลืนแสงสูงสุดอยู<ท่ีความยาวคล่ืน 330 nm ซ่ึงเปqนค<าดูดกลืนแสงของ M2G น่ันเอง  

ผลการทดสอบความสามารถในการกำจัดอนุมูลอิสระดbวยวิธี DPPH assay 

ผลการนำสารสกัด M2G มาทดสอบความสามารถในการตbานอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH และ วิธี 

DBTS ประเมินว<าท่ีสภาวะ pH9 มีความสามารถในการกำจัดอนุมูลอิสระไดbดีท่ีสุด 

ดังนั้นจึงสามารถสรุปไดbว<าสารสกัดที่ไดbจากเซลล6 Halothece sp. PCC7418 ที่เลี้ยงภายใตbสภาวะ

เครียดจากเกลือร<วมกับสภาวะเครียดจาดกรดและด<างคือ M2G ซึ่งมีปริมาณมากที่สุดเมื่อถูกเหนี่ยวนำภายใตb

สภาวะเครียดที่ pH9 เนื่องจากไซยาโนแบคทีเรียชนิดนี้เปqน alkalinophile จึงสามารถเจริญเติบโตไดbดีใน

สภาวะท่ีเปqนด<าง ถbาอยู<ในสภาวะท่ีเปqนกรดอาจทำใหbสูญเสียพลังงานมากในการรักษาสภาพเซลล6 และแสดงใหb

เห็นว<านอกจาก M2G จะมีคุณสมบัติเปqนสารคัดกรองรังสียูวีและเปqนสารตbานอนุมูอิสระแลbว ยังสามารถช<วย

รักษาสมดุลภายในเซลล6ของ halotolerant microorganism เพื่อใหbสามารถดำรงอยู<ในสิ ่งแวดลbอมท่ีไม<

เหมาะสมไดb ซึ่งผลการทดลองครั้งนี้ เปqนเพียงขbอมูลพื้นฐานที่จะช<วยแสดงใหbเห็นถึงกลไกการปรับตัวของไซยา

โนแบคทีเรียภายใตbสภาวะเครียดจากกรดและด<าง ทั้งน้ีการศึกษากลไกการปรับตัวอื่นๆและบทบาทของการ

ผลิต M2G ในสภาวะต<างๆ ควรไดbรับการทดลองและการศึกษาเพ่ิมเติมต<อไปในอนาคต 
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ภาคผนวก ก. 

สูตรอาหารเล้ียงเช้ือและวิธีการเตรียมอาหาร 

 

สูตรอาหาร BG11 ท่ีมีการเติมสารละลาย Turk solution  สำหรับเล้ียง Halothece sp. PCC7418 

ภายใต4ภาวะปกติ (0.5M NaCl) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

สารละลาย BG11 

NaNO3        1.500 กรัม 

K2HPO4        0.040 กรัม 

MgSO4.7H2O       0.075 กรัม 

CaCl2.2H2O       0.036 กรัม 

Na2CO3        0.020 กรัม 

EDTA.2Na       0.001 กรัม 

Citric acid       0.006 กรัม 

Ferric ammonium citrate     0.006 กรัม 

สารละลายแร<ธาตุ 

 H3BO3        2.830 กรัม 

 MnCl2.4H2O       1.810 กรัม 

 ZnSO4.7H2O       0.220 กรัม 

 Na2MoO4.2H2O       0.390 กรัม 

 CuSO4.5H2O       0.079 กรัม 

 Co(NO3)2.6H2O       0.049 กรัม 

 

 

 

สารละลาย Turk 

 NaCl        28.17 กรัม 

 KCl        0.67 กรัม 

 MgSO4.7H2O       6.92 กรัม 

 MgCl2.6H2O       5.50 กรัม 

 CaCl2.2H2O       1.47 กรัม 
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สูตรอาหาร BG11 ท่ีมีการเติมสารละลาย Turk solution  สำหรับเล้ียง Halothece sp. PCC7418 

ภายใต4ภาวะปกติ (2M NaCl) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

สารละลาย BG11 

NaNO3        0.750 กรัม 

K2HPO4        0.002 กรัม 

MgSO4.7H2O       0.0375 กรัม 

CaCl2.2H2O       0.018 กรัม 

Na2CO3        0.010 กรัม 

EDTA.2Na       0.0005 กรัม 

Citric acid       0.003 กรัม 

Ferric ammonium citrate     0.003 กรัม 

สารละลายแร<ธาตุ 

 H3BO3        1.415 กรัม 

 MnCl2.4H2O       0.905 กรัม 

 ZnSO4.7H2O       0.110 กรัม 

 Na2MoO4.2H2O       0.195 กรัม 

 CuSO4.5H2O       0.0395 กรัม 

 Co(NO3)2.6H2O       0.0245 กรัม 

สารละลาย Turk 

 NaCl        58.44 กรัม 

 KCl        0.335 กรัม 

 MgSO4.7H2O       3.46 กรัม 

 MgCl2.6H2O       2.75 กรัม 

 CaCl2.2H2O       0.735 กรัม 
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ภาคผนวก ข 

1. ผลการวัดสเปกตรัมของสารสกัดในส<วน Methanolic phase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1 สเปกตรัมของสารสกัดในสgวน methanolic phase ของเซลล_ Halothece sp. PCC7418 ภายใต/สภาวะกรด

ดgางตgางๆ A) สภาวะควบคุม B) pH3 C) pH5 D) pH7 และ E) pH9 
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2. ผลการวัดสเปกตรัมของสารสกัดในส<วน Aqueous phase 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 2  สเปกตรัมของสารสกัดในสgวน aqueous phase ของเซลล_ Halothece sp. PCC7418 ภายใต/สภาวะกรด

ดgางตgางๆ A) สภาวะควบคุม B) pH3 C) pH5 D) pH7 และ E) pH9 
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3. ผลการวัดสเปกตรัมของสารสกัด M2G 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3 สเปกตรัมของสารสกัด M2Gจากเซลล_ Halothece sp. PCC7418 ภายใต/สภาวะกรดดgางตgางๆ A) สภาวะ

ควบคุม B) pH3 C) pH5 D) pH7 และ E) pH9 
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