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บทคัดย่Ă 
 

ในปั จจุ บั นการใช้ป ระโยชน์ ขĂงพĂลิ เมĂร์ ชี üภ าพรüมถึ งพĂลิ แซคคาไรด์ และ                   

พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตในการทดแทนüัตถุดิบจากปิโตรเลียมได้รับคüามÿนใจĂย่างกü้างขüาง 

เนื่ĂงจากระดับคüามตระĀนักต่Ăÿิ่งแüดล้Ăมเพิ่มÿูงขึ้น Ăย่างไรก็ตามข้Ăจำกัดทางการค้าขĂง          

พĂลิเมĂร์เĀล่านี้ คืĂ ปริมาณการผลิตต่ำ ดังนั้นการýึกþาในครั้งนี้จึงมีüัตถุประÿงค์เพื่Ăýึกþาการผลิต

พĂลิแซคคาไรด์และพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตจากไซยาโนแบคทีเรียภายใต้ÿูตรĂาĀารเพาะเลี้ยงที่

แตกต่างกัน เพื่ĂüิเคราะĀ์ÿมบัติทางกายภาพขĂงฟิล์มที่ขึ้นรูปจากพĂลิเมĂร์เĀล่านี้ ผลการýึกþา

ลักþณะÿัณฐานüิทยาและการüิเคราะĀ์คüามÿัมพันธ์เชิงüงý์üานüิüัฒนาการขĂงลำดับนิüคลีโĂไทด์

ขĂงเครื่ĂงĀมายยีน 16S rDNA พบü่าไซยาโนแบคทีเรียชนิดนี้มีคüามÿัมพันธ์ใกล้ชิดกับ Anabaena 
siamensis โดยที่ไซยาโนแบคทีเรียชนิดนี้ÿามารถเจริญเติบโตในÿูตรĂาĀารเĀลüขĂงโบลด์ (BBM; 
0.45±0.07 กรัมต่Ăลิตร) ได้มากกü่าÿูตรĂาĀารเĀลüบีจี-11 ที่ปราýจากโซเดียมไนเตรท (BG-110; 
0.21±0.05 กรัมต่Ăลิตร) และÿามารถผลิตพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตและพĂลิแซคคาไรด์ได้เท่ากับ 

26.8±3.9 and 48.2±5.8 มิลลิกรัมต่Ăลิตร Āลังจากเพาะเลี้ยงเป็นระยะเüลา 21 üันใน BBM ซึ่ง     

ÿูงกü่า 2 เท่าขĂงการเพาะเลี้ยงใน BG-110 (14.5±3.5 และ 21.0 ± 4.2 มิลลิกรัมต่Ăลิตร, ตามลำดับ) 
ฟิล์มที่ได้จากการขึ้นรูปจากพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตที่ÿกัดได้ (1% โดยมüลต่Ăปริมาตร) โดยเทคนิคการ

Āล่Ăฟิล์มจากÿารละลาย มีÿมบัติการÿ่Ăงผ่านขĂงแÿงยูüีต่ำ และฟิล์มที่ได้จากการขึ้นรูปขĂง          

พĂลิแซคคาไรด์ที่ÿกัดได้ (0.35% โดยมüลต่Ăปริมาตร) โดยการผÿมกับคาร์บĂกซีเมทิลเซลลูโลÿ 

(1.5% โดยมüลต่Ăปริมาตร) มีÿมบัติการÿ่Ăงผ่านขĂงแÿงĂย่างยĂดเยี่ยม ซึ่งการÿ่Ăงผ่านขĂงแÿงเป็น

ÿมบัติĀนึ่งที่มีคüามÿำคัญในการประยุกต์ใช้งานด้านบรรจุภัณฑ์ 

 
คำÿำคัญ : Anabaena sp., ไซยาโนแบคที เรีย , พĂลิแซคคาไรด์ , พĂลิ ไăดรĂกซีบิ üทิ เรต ,           
ฟิล์มชีüภาพ  
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Abstract 

 
In the present day, utilization of biopolymers including polysaccharide (PS) 

and polyhydroxybutyrate (PHB) as the substitutions of petroleum-based materials has 
gained widespread attention, as the level of environmental consciousness increases. 
However, the bottleneck in commercialization of these polymers is the low 
production yield. Therefore, the aims of this study were to investigate the 
productions of PS and PHB of a cyanobacterial isolate cultured in different media, 
and to analyze the physical properties of films casted from these polymers. Results 
from morphological study and phylogenetic analysis based on 16S rDNA sequences 
suggested that this cyanobacterial isolate was closely related to Anabaena 
siamensis. This cyanobacterium grew faster in bold's basal medium (BBM; 0.45±0.07 
g/L) than in BG-11 medium, which lacked sodium nitrate (BG-110; 0.21±0.05 g/L). The 
highest PHB and PS yields were 26.8±3.9 and 48.2±5.8 mg/L, after 21-day cultivation 
in BBM, which were about 2-fold higher than those of BG-110 (14.5±3.5 and 21.0 ± 4.2 
mg/L, respectively). The film obtained from solvent casting using PHB (1% w/v) 
exhibited low transmission of UV. Similarly, the composite film obtained from PSs 
(0.35% w/v) blended with carboxymethyl cellulose (1.5% w/v) also showed excellent 
optical properties, which light transmission is one of an important property for 
packaging applications. 
 

Keywords: Anabaena sp., cyanobacteria, polysaccharide, polyhydroxybutyrate, 
bioplastic 
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กิตติกรรมประกาý 
 

 โครงงานüิทยาýาÿตร์ฉบับนี้ÿำเร็จลุล่üงไปได้ด้üยดี เนื่Ăงด้üยคüามกรุณาขĂงผู้ที่เกี่ยüข้Ăงทุก
ฝ่าย ขĂกราบขĂบพระคุณ Ăาจารย์ ดร.üิชาณี แบนคีรี Ăาจารย์ที่ปรึกþาโครงงานüิทยาýาÿตร์ และ
ผู้ช่üยýาÿตราจารย์ ดร.Ăัญชิþฐา ÿัจจารักþ์ Ăาจารย์ที่ปรึกþาโครงงานüิทยาýาÿตร์ร่üม ที่กรุณาใĀ้
คำแนะนำ คำปรึกþา ใĀ้กำลังใจตลĂดการทำโครงงานüิทยาýาÿตร์ ช่üยตรüจÿĂบแก้ไขโครงงาน
üิทยาýาÿตร์ฉบับนี้ใĀ้มีคüามถูกต้Ăงและÿมบูรณ์ 
 ขĂกราบขĂบพระคุณ Ăาจารย์ ดร.ฉัตรทิพย์ รĂดทัýนา ที่กรุณาเÿียÿละเüลาเป็นกรรมการ
ÿĂบโครงงานüิทยาýาÿตร์ พร้Ăมทั้งใĀ้คำแนะนำ ช่üยตรüจÿĂบแก้ไขใĀ้โครงงานüิทยาýาÿตร์ฉบับนี้
มีคüามถูกต้Ăงและÿมบูรณ์ 
 ขĂขĂบพระคุณโครงการการเรียนการÿĂนเพื่Ăประÿบการณ์ขĂงคณะüิทยาýาÿตร์  
จุāาลงกรณ์มĀาüิทยาลัย และภาคüิชาพฤกþýาÿตร์ คณะüิทยาýาÿตร์ จุāาลงกรณ์มĀาüิทยาลัย  ที่
กรุณาÿนับÿนุนงบüิจัย 
 ขĂขĂบพระคุณĀน่üยปฏิบัติการüิจัยการใช้ประโยชน์จากชีüมüลพืช ภาคüิชาพฤกþýาÿตร์  
คณะüิทยาýาÿตร์ จุāาลงกรณ์มĀาüิทยาลัย ที่กรุณาใĀ้เชื้Ăไซยาโนแบคทีเรีย ÿารเคมี Ăุปกรณ์และ
ÿถานที่ÿำĀรับการýึกþาüิจัยในโครงงานüิทยาýาÿตร์นี ้
 ขĂขĂบพระคุณภาคüิชาพฤกþýาÿตร ์คณะüิทยาýาÿตร์ จุāาลงกรณ์มĀาüิทยาลัยที่กรุณาใĀ้
ใชĂุ้ปกรณ์และÿถานที่ÿำĀรับการýึกþาüิจัยในโครงงานüิทยาýาÿตร์นี ้
 ขĂขĂบพระคุณคณาจารย์ทุกท่านและผู้มีÿ่üนเกี่ยüข้Ăงทุกคนที่กรุณาใĀ้คüามช่üยเĀลืĂและ 
เป็นกำลังใจตลĂดการทำโครงงานüิทยาýาÿตร ์

ขĂขĂบพระคุณÿมาชิกทุกท่านในĀน่üยปฏิบัติการüิจัยการใช้ประโยชน์จากชีüมüลพืช 
ภาคüิชาพฤกþýาÿตร์ คณะüิทยาýาÿตร์ จุāาลงกรณ์มĀาüิทยาลัย ที่กรุณาใĀ้คำแนะนำ คำปรึกþา 
ใĀ้กำลังใจและช่üยเĀลืĂตลĂดการทำโครงงานüิทยาýาÿตร ์

ÿุดท้ายนี้ขĂกราบขĂบพระคุณบิดา มารดา ญาติพี่น้Ăงและเพื่Ăนฝูง ที่คĂยÿนับÿนุนและเป็น
กำลังใจตลĂดมา  
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บทที่ 1 

บทนำ 
 

1.1. คüามเป็นมาและคüามÿำคัญ 
ปัจจุบันระดับคüามตระĀนักต่Ăÿิ่งแüดล้Ăมที่มีเพิ่มÿูงขึ้น พลาÿติกชีüภาพจึงเป็นทางเลืĂก

Āนึ่งในการทดแทนพลาÿติกจากปิโตรเลียม เพื่ĂลดปัญĀาเกี่ยüกับการย่Ăยÿลาย และการปล่Ăยแก๊ÿที่

เป็นพิþĂĂกÿู่ชั้นบรรยากาýในกระบüนการกำจัดพลาÿติก เนื่Ăงจากขยะพลาÿติกตามพื้นดินและ

แĀล่งน้ำเป็นÿาเĀตุĀนึ่งขĂงภาüะโลกร้Ăน รüมถึงเป็นĂันตรายต่Ăÿิ่งมีชีüิตและÿิ่งแüดล้Ăม โดย      

พĂลิเมĂร์จากüัตถุดิบชีüมüลที่ÿามารถย่Ăยÿลายตามธรรมชาติ พบได้ในÿิ่งมีชีüิตĀลากĀลาย เช่น    

ไคตินและไคโตซานจากÿัตü์ เซลลูโลÿ แป้งและเพกตินจากพืช แĂลจิเนตจากÿาĀร่ายÿีน้ำตาล     

พูลลูแลนจากจุลินทรีย์ (Mohamed, El-Sakhawy, and El-Sakhawy, 2020) รüมถึงพĂลิเมĂร์ใน

กลุ่มพĂลิแซคคาไรด์ (Tiwari et al., 2019) และพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตจากไซยาโนแบคทีเรีย 

(Ansari and Fatma, 2016)  
ไซยาโนแบคทีเรียเป็นÿิ่งมีชีüิตขนาดเล็กจัดĂยู่ในกลุ่มโพรคาริโĂต ที่ÿามารถผลิตĂĂกซิเจน

ใĀ้แก่ชั้นบรรยากาýขĂงโลกผ่านกระบüนการÿังเคราะĀ์ด้üยแÿงได้ มักĂยู่ĂาýัยตามแĀล่งน้ำทั่üไป 
เจริญเติบโตĂย่างรüดเร็ü (Nienaber and Steinitz-Kannan, 2018) ต้ĂงการÿารĂาĀารต่ำ และเป็น
ÿิ่งมีชีüิตโพรคาริโĂตประเภทเดียüที่ดำรงชีüิตโดยการใช้แÿงและÿะÿมพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตไü้
ภายในเซลล์ได้  (Balaji, Gopi, and Muthuvelan, 2013) ไซยาโนแบคที เรียที่ ÿามารถÿะÿม           
พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตได้ เช่น Nostoc muscorum, Nostoc punctiforme, Anabaena sp. และ 
Calothrix brevisseima เป็นต้น (Ansari and Fatma, 2016) นĂกจากนี้ไซยาโนแบคทีเรียกำลัง
ได้รับคüามÿนใจĂย่างกü้างขüางในกระบüนการเทคโนโลยีชีüภาพ เนื่Ăงจากเป็นÿิ่งมีชีüิตที่ใช้แÿงใน
การดำรงชีüิต มีคüามĀลากĀลาย ÿร้างโมเลกุลที่มีคüามจำเพาะ และเป็นüัตถุดิบในĀลาย ๆ 
ĂุตÿาĀกรรม เช่น ĂาĀาร ผลิตภัณฑ์ที่มีไฟโคบิลิโปรตีน (phycobiliprotein) เป็นÿ่üนประกĂบ 
ĂาĀารÿัตü์ เครื่ĂงÿำĂาง ปุ๋ยชีüภาพ การบำบัดน้ำเÿีย รüมถึงพลังงานชีüภาพและพลาÿติกชีüภาพ 
(Grewe and Pulz, 2012) 

พĂลิแซคคาไรด์ (polysaccharide) เป็นโมเลกุลประเภทคาร์โบไăเดรตที่ถูกนำมาใช้เป็น

üัตถุดิบในการÿร้างผลิตภัณฑ์ชีüภาพĂย่างแพร่Āลาย ไม่ü่าจะเป็นฟิล์มถนĂมĂาĀาร นüัตกรรมÿิ่งทĂ  

และบรรจุภัณฑ์ประเภทĂาĀาร เนื่Ăงจากไม่ก่Ăเกิดÿารพิþและย่Ăยÿลายได้เĂงตามธรรมชาติ 

(Mohamed, El-Sakhawy, and El-Sakhawy, 2020) โดยพบü่าไซยาโนแบคทีเรียÿามารถÿะÿม   

พĂลิแซคคาไรด์ได้ทั้งภายในเซลล์ และปล่ĂยĂĂกÿู่นĂกเซลล์ ซึ่งมีโครงÿร้างและĀน้าที่ที่ĀลากĀลาย    

จึงทำใĀ้พĂลิแซคคาไรด์จากไซยาโนแบคทีเรียได้รับคüามÿนใจเพื่Ăเป็นทางเลืĂกĀนึ่งในการพัฒนา

เป็นüัตถุดิบตั้งต้นในĂุตÿาĀกรรม (Misha, 2020) นĂกจากนี้ Tiwari และคณะ (2019) รายงานü่า 

Anabaena sp. CCC 745 ÿามารถผลิตพĂลิแซคคาไรด์ภายในและภายนĂกเซลล์เท่ากับ 174.5 และ 
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145.72 ไมโครกรัมต่Ăมิลลิลิตร ตามลำดับ เมื่Ăทำการเพาะเลี้ยงเป็นเüลา 30 üัน ในĂาĀารเĀลü      

บีจ-ี11 (BG-11) ที่เติมแคลเซียมคลĂไรด์คüามเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร ์
พĂลิ ไăดรĂกซีบิ üทิ เรต  (polyhydroxybutyrate) เป็ นพĂลิ เĂÿ เทĂร์ที่ Ăยู่ ในกลุ่ ม              

พĂลิไăดรĂกซีĂัลคาโนเĂท (polyhydroxyalkanoates) และเป็นพĂลิเมĂร์ประเภทเดียüในกลุ่มที่
ÿังเคราะĀ์ได้จากการใช้แÿงในการดำรงชีüิต พบได้ในแบคทีเรียและไซยาโนแบคทีเรียบางชนิด โดย
พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตกำลังได้รับคüามÿนใจในการประยุกต์ใช้งานด้านพลาÿติกชีüภาพ เนื่Ăงจาก
ÿามารถย่Ăยÿลายตามธรรมชาติได้ มีÿมบัติการต้านทานน้ำและÿมบัติทางกายภาพใกล้เคียงกับ      
พĂลิโพรไพลีน (polypropylene) ซึ่งเป็นพĂลิเมĂร์จากปิโตรเลียมที่นิยมนำมาผลิตเป็นผลิตภัณฑ์ 
(Price et al., 2020) จึงทำใĀ้พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตมีýักยภาพในการพัฒนาเป็นพลาÿติกชีüภาพ 
เช่น บรรจุภัณฑ์ĂาĀาร ถุงเพาะชำพืช เÿื้Ăผ้าและĂุปกรณ์ด้านการแพทย์ เป็นต้น (Sirohi et al., 
2020) โดยการผลิตพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตจากไซยาโนแบคทีเรียกำลังได้รับคüามÿนใจ เนื่Ăงจากเป็น
ÿิ่งมีชีüิตที่ดำรงชีüิตโดยการใช้แÿง (autotrophic organism) ซึ่งเป็นทางเลืĂกĀนึ่งในการลดต้นทุน
การผลิต จากเดิมที่ýึกþาในÿิ่งมีชีüิตที่ดำรงชีüิตโดยการใช้ÿารĂินทรีย์เป็นĂาĀาร (heterotrophic 
organisms) แต่Ăย่างไรก็ตามพบü่าข้ĂจำกัดขĂงการผลิตพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต คืĂปริมาณการผลิต
ต่ำ (Price et al., 2020) โดย Ansari และ  Fatma (2016) รายงานü่า Anabaena variabilis 
ÿามารถผลิตพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตได้ร้Ăยละ 1.94 ขĂงน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง เมื่Ăเพาะเลี้ยง 21 üัน ใน
ĂาĀารเĀลüบีจ-ี11 ที่ปราýจากโซเดียมไนเตรท (BG-110)  

ดังนั้นการýึกþานี้จึงมีคüามÿนใจในการÿกัดÿารพĂลิแซคคาไรด์และพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตที่
เตรียมจาก Anabaena sp. ภายใต้ÿูตรĂาĀารที่แตกต่างกัน เพื่Ăมาขึ้นแผ่นฟิล์มและตรüจÿĂบÿมบัติ
ทางกายภาพขĂงฟิล์ม เพื่Ăนำข้Ăมูลที่ได้มาพัฒนาการผลิตฟิล์มทางชีüภาพทดแทนการใช้พลาÿติก
จากปิโตรเลียมในĂนาคต  
  
1.2. üัตถุประÿงค์ 

เพื่ĂýึกþาการผลิตพĂลิแซคคาไรด์และพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตจาก Anabaena sp. ภายใต้

ÿูตรĂาĀารที่แตกต่างกัน และüิเคราะĀ์ÿมบัตทิางกายภาพขĂงฟิล์มที่ขึ้นรูปจากพĂลิเมĂร์เĀล่าน้ี 
 

1.3. ประโยชน์ที่คาดü่าจะได้รับ 
ข้ĂมูลชนิดขĂงไซยาโนแบคทีเรีย ที่มีคüามÿามารถในการÿร้างÿารพĂลิแซคคาไรด์และ     

พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต รüมถึงฟิล์มจากพĂลิแซคคาไรด์และพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตที่ÿกัดได้ เพื่Ăนำไป

ประยุกต์ใช้งานด้านบรรจุภัณฑ์ทดแทนการใช้พลาÿติกจากปิโตรเลียมในĂนาคตได้ 
 



 

บทที่ 2 

การตรüจÿĂบเĂกÿารขĂงงานüิจัยที่เกี่ยüขĂ้ง 
 
2.1.  ไซยาโนแบคทีเรีย (cyanobacteria) 

ไซยาโนแบคทีเรีย (cyanobacteria) ĀรืĂÿาĀร่ายÿีเขียüแกมน้ำเงิน (blue green algae) 

เป็นÿิ่งมีชีüิตขนาดเล็กจัดĂยู่ในกลุ่มโพรคาริโĂต เนื่Ăงจากไม่มีนิüเคลียÿ และโครงÿร้างภายในเซลล์ไม่

มีโครงÿร้างที่ถูกล้ĂมรĂบด้üยเยื่ĂĀุ้มฟĂÿโฟลิพิด (phospholipid membranes) ĀรืĂĂĂร์แกเนลล์ 

(organelles) แต่มีโครงÿร้างเรียบง่ายซึ่งล้ĂมรĂบด้üยชั้นขĂงโปรตีน  (Nienaber and Steinitz-
Kannan, 2018) และ เม็ ดแกรนู ลที่ กั ก เก็ บÿารประกĂบ ใĀ้ แก่ เซลล์  เช่ น  ไซยาโน ไฟซิ น 

(cyanophycin) พĂลิฟĂÿเฟต (polyphosphate) ไกลโคเจน (glycogen) และพĂลิไăดรĂกซี-     
บิüทิเรต (polyhydroxybutyrate) (Bertocchi et al., 1990) ไซยาโนแบคทีเรียเป็นÿิ่งมีชีüิตที่มี    

ผนังเซลล์คล้ายคลึงกับแบคทีเรียแกรมลบ กล่าüคืĂมีชั้นขĂงเพปทิโดไกลแคน (peptidoglycan 
layer) และเยื่ĂĀุ้มชั้นนĂก (outer membrane) ล้ĂมรĂบเยื่ĂĀุ้มเซลล์ (cytoplasmic membrane) 

นĂกจากนี้ĂาจจะมีĀรืĂไม่มีเมืĂกĀุ้ม (sheath) ปกคลุมเซลล์ก็ได้ (Bhatnagar and Bhatnagar, 
2019) แต่ไซยาโนแบคทีเรียÿามารถดำรงชีüิตจากการÿังเคราะĀ์ด้üยแÿงและใĀ้ĂĂกซิเจนด้üยการ

ตรึงคาร์บĂนไดĂĂกไซด ์โดยมีรงคüัตถุที่ทำĀน้าที่เกี่ยüกับการÿังเคราะĀ์ด้üยแÿง ได้แก่ คลĂโรฟิลด์เĂ 

(chlorophyll a) เป็นÿารÿีเขียü และไฟโคบิลิโปรตีน (phycobiliprotein) ซึ่งประกĂบด้üยไฟโคไซ

ยานิน (phycocyanin) เป็นÿารÿีเขียüแกมน้ำเงิน แĂลโลไฟโคไซยานิน (allophycocyanin) เป็น

ÿารÿีน้ำเงิน และไฟโคĂีรีทริน (phycoerythrin) เป็นÿารÿีแดง (Nienaber and Steinitz-Kannan, 
2018)  

2.1.1. การระบุชนิดขĂงไซยาโนแบคทีเรีย  
  การระบุชนิดขĂงไซยาโนแบคทีเรีย จำเป็นต้ĂงทำใĀ้ไซยาโนแบคทีเรียบริÿุทธิ์ 
ปราýจากเชื้ĂĂื่นปนเปื้Ăน และตรüจÿĂบลักþณะทางÿัณฐานüิทยา ร่üมกับการüิเคราะĀ์ข้Ăมูลทาง
พันธุกรรมĀรืĂข้Ăมูลทางชีüเคมี ไม่ÿามารถตรüจÿĂบลักþณะทางÿัณฐานüิทยาเพื่ĂระบุชนิดขĂง     
ไซยาโนแบคทีเรียเพียงĂย่างเดียüได้ เนื่ĂงจากลักþณะทางÿัณฐานüิทยาขĂงไซยาโนแบคทีเรีย 
ÿามารถปรับเปลี่ยนได้ตามปัจจัยการเพาะเลี้ยงที่แตกต่างกัน (Rippka, 1988) ซึ่งÿ่üนใĀญ่นิยมýึกþา
ลำดับนิüคลีโĂไทด์เครื่ĂงĀมายยีน 16S rDNA เนื่Ăงจากเป็นบริเüณยีนĂนุรักþ์ (conserved gene) ที่
ข้Ăมูลทางพันธุกรรมจะไม่ÿามารถเปลี่ยนแปลงตามคüามĀลากĀลายทางÿรีรüิทยา (Callieri, 
Cronberg, and Stockner, 2012)  

2.1.2. ประโยชน์ขĂงไซยาโนแบคทีเรีย  
ปัจจุบันไซยาโนแบคที เรีย เป็นÿิ่ งมีชีüิตที่ ได้รับคüามÿนใจในกระบüนการ

เทคโนโลยีชีüภาพ เนื่Ăงจากเป็นÿิ่งมีชีüิตที่ดำรงชีüิตโดยการใช้แÿง (autotrophic organisms) ซึ่ง
Ăาจมีต้นทุนการผลิตต่ำกü่าการÿร้างผลิตภัณฑ์จากÿิ่งมีชีüิตที่ดำรงชีüิตโดยการใช้ÿารĂินทรีย์เป็น
ĂาĀาร (heterotrophic organisms) Ăีกทั้งยังÿามารถÿร้างโมเลกุลที่เฉพาะเจาะจง ĀรืĂเป็นüัตถุดิบ
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ในกระบüนการĂุตÿาĀกรรมได้ ซึ่งการใช้ประโยชน์จากไซยาโนแบคทีเรียปัจจุบัน ได้แก่ Ă าĀาร 
ผลิตภัณฑ์ที่มีไฟโคบิลิโปรตีน (phycobiliprotein) เป็นÿ่üนประกĂบ ĂาĀารÿัตü์ เครื่ĂงÿำĂาง ปุ๋ย
ชีüภาพ และการบำบัดน้ำเÿีย นĂกจากนี้เทคโนโลยีชีüภาพขĂงไซยาโนแบคทีเรียที่กำลังได้รับ
แรงผลักดันคืĂด้านขĂงพลังงานชีüภาพ (bioenergy) พลาÿติกชีüภาพ (bioplastic) รüมถึงÿารĂĂก
ฤทธิ์ทางชีüภาพ (bioactive metabolites) (Grewe and Pulz, 2012) 
 
2.2. ĂนุกรมüิธานและลักþณะÿัณฐานüิทยาขĂงÿกุล Anabaena  

Domain Bacteria 
 Kingdom Bacteria 
  Division Cyanophyta 
   Class Cyanophyceae 
    Order Nostocales 
     Family Nostocaceae 
      Genus Anabaena  
Anabaena sp. เป็นไซยาโนแบคทีเรียประเภทเÿ้นÿาย มีลักþณะเซลล์รูปร่างกลมจนถึง

ทรงกระบĂกเรียงยาüต่Ăกันเพียงระนาบเดียü (uniseriate) ไม่มีการแตกแขนง (unbranched) มีการ

ÿร้างเซลล์พิเýþที่แตกต่างจากเซลล์ปกติ ได้แก่ heterocyte และ akinete (Rippka et al., 1979) 
โดยทั่üไปÿืบพันธุ์ด้üยการĀักเป็นท่Ăนแต่เมื่ĂĂยู่ในÿภาüะแüดล้Ăมที่ไม่เĀมาะÿมจะÿร้าง akinete 
ĀรืĂเรียกĂีกĂย่างü่าเป็นระยะพักขĂงเซลล์ ซึ่งเป็นเซลล์ที่มีขนาดใĀญ่กü่าเซลล์ทั่üไปและมีการÿร้าง

ผนังเซลล์ใĀ้Āนาขึ้นจากการเก็บÿะÿมÿารĂาĀารไü้ภายในและรักþาใĀ้เซลล์คงĂยู่ได้ เพื่ĂทำĀน้าที่ใน

การÿืบพันธุ์  โดยการแบ่งเซลล์ใĀ้ เÿ้นÿายใĀม่ เมื่ĂĂยู่ ในÿภาพแüดล้Ăมที่ เĀมาะÿมĂีกครั้ง 

heterocyte ซึ่งเป็นเซลล์พิเýþที่พบภายในเÿ้นÿายมีลักþณะเซลล์ใĀญ่กü่าเซลล์ทั่üไปและมีผนังĀนา 

ซึ่งถูกÿร้างขึ้นเมื่ĂĂยู่ในÿภาüะแüดล้Ăมที่ขาดไนโตรเจน โดยภายใน heterocyte จะมีเĂนไซม์       

ไนโตรจีเนÿทำĀน้าที่ในการตรึงแก๊ÿไนโตรเจน (N2) เพื่Ăเปลี่ยนเป็นÿารประกĂบไนโตรเจนที่                  

ไซยาโนแบคทีเรียÿามารถนำไปใช้ได้ (Nienaber and Steinitz-Kannan, 2018) โดยบริเüณขั้üขĂง 

heterocyte จะปรากฏเม็ดแกรนูลทั้งÿĂงขั้üĀรืĂเพียงด้านเดียüในกรณีที่ heterocyte Ăยู่ปลายÿุด

ขĂงเÿ้นÿาย เม็ดแกรนูลนี้จะเก็บÿะÿมโปรตีนĀรืĂที่เรียกü่าไซยาโนไฟซิน (cyanophycin) ซึ่งเป็น  

พĂลิเมĂร์ขĂงกรดĂะมิโน ได้แก ่กรดแĂÿพาร์ติกและĂาร์จินีน (Haselkorn, 1978) 
 

2.3.  พĂลิแซคคาไรด ์(polysaccharide) 
พĂลิแซคคาไรด์ (polysaccharide: PS) เป็นโมเลกุลประเภทคาร์โบไăเดรตที่มีโครงÿร้าง

ĀลากĀลาย ถูกÿร้างขึ้นจากการเชื่Ăมต่ĂกันขĂงน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยü (monosaccharide) ผ่านพันธะ

ไกลโคซิดิก (glycosidic bond) โดยมีรูปร่างโมเลกุล (conformation) การจัดเรียงĀมู่ĂะตĂม 

(configuration) โครงÿร้างที่เป็นกิ่งก้าน (branching) ĀรืĂการทำปฏิÿัมพันธ์กับÿารประกĂบที่ไม่ใช่
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คารโ์บไăเดรตแตกต่างกัน ทำใĀ้กลายเป็นโมเลกุลขนาดใĀญ่ ที่มีโครงÿร้างและĀน้าที่ตามบทบาทการ

ทำงานที่แตกต่างกันในแต่ละชนิดขĂงÿารประกĂบ โดยทั่üไปพĂลิแซคคาไรด์จะทำĀน้าที่กักเก็บ

คาร์บĂนเพื่Ăเป็นแĀล่งพลังงานใĀ้แก่เซลล์ รüมถึงประโยชน์ด้านĂื่น ๆ เช่น รักþาคüามÿมบูรณ์ขĂง

โครงÿร้าง ทนต่Ăคüามเครียด และป้Ăงกันÿารพิþ เป็นต้น (Bhatnagar and Bhatnagar, 2019) 
2.3.1. การÿังเคราะĀพ์Ăลิแซคคาไรดข์Ăงไซยาโนแบคทีเรีย 
 การÿังเคราะĀ์พĂลิแซคคาไรด์ เกิดขึ้นภายในเซลล์  จาก การเชื่ĂมกันขĂง         

น้ ำต าล โม เล กุ ล เดี่ ย ü  (monosaccharide) ที่ ได้ จ าก ก ระบ üน ก าร ÿั ง เค ร าะĀ์ ด้ ü ย แ ÿ ง                     

ซึ่ งเกิดขึ้นบริเüณคาร์บĂกซิ โซม (carboxysome) โดยมี เĂนไซม์ ไรบู โลÿ  1,5 บิÿฟĂÿเฟต -                                            
คาร์บĂกซิเลÿĂĂกซีจี เนÿ (ribulose-1 ,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase: RuBisCo)                                               
ทำĀน้าที่ตรึงคาร์บĂนไดĂĂกไซด์ และเปลี่ยนเป็นÿารประกĂบคาร์โบไăเดรตในüัฏจักรเคลüิน 

(Calvin cycle) (Nienaber and Steinitz-Kannan, 2018) โดยพบü่าไซยาโนแบคทีเรียÿามารถ

ÿะÿมพĂลิแซคคาไรด์ไü้ในเซลล์และÿ่งÿารดังกล่าüĂĂกนĂกเซลล์ได้ (Bhatnagar and Bhatnagar, 
2019) 

2.3.2. การÿะÿมพĂลิแซคคาไรด์ขĂงไซยาโนแบคทีเรีย 
  2.3.2.1. พĂลิแซคคาไรดภ์ายในเซลล์ (intracellular polysaccharide: IPS) 

พĂลิแซคคาไรด์ภายในเซลล์ ĀมายถึงพĂลิแซคคาไรด์ที่ÿะÿมภายในเซลล์ 

(storage polysaccharides) รüมถึงĂงค์ประกĂบขĂงผนังเซลล์ (cell wall polysaccharides) โดย

พĂลิแซคคาไรด์ที่ÿะÿมภายในเซลล์ ได้แก่ ไกลโคเจน (glycogen) และแป้ง (cyanobacterial 
starch) ÿำĀรับพĂลิแซคคาไรด์ที่ เป็นĂงค์ประกĂบขĂงผนังเซลล์ คืĂ ลิโพพĂลิแซคคาไรด์  

(lipopolysacchride) ซึ่งมีประมาณ 70-75% ขĂงบริเüณเยื่ĂĀุ้มเซลล์ชั้นนĂก (outer membrane) 

(Bhatnagar and Bhatnagar, 2019)  
  2.3.2.2. พĂลิแซคคาไรดภ์ายนĂกเซลล์ (extracellular polysaccharide: EPS) 
   พĂลิแซคคาไรด์ภายนĂกเซลล์ ĀมายถึงพĂลิแซคคาไรด์ที่ถูกÿ่งและÿะÿม

ภายนĂกเซลล์ ซึ่งมีโครงÿร้างĀลากĀลายและĀน้าที่แตกต่างในแต่ละชนิดขĂงไซยาโนแบคทีเรีย 

(Bhatnagar and Bhatnagar, 2019) โดยÿามารถพบพĂลิแซคคาไรด์ภายนĂกเซลล์ ได้ เมื่ Ă           

ไซยาโนแบคทีเรียĂยู่ในÿภาüะแüดล้Ăมที่ไม่เĀมาะÿม เช่น การขาดÿารĂาĀาร ÿภาüะÿิ่งแüดล้Ăมที่มี

คüามเค็มÿูงĀรืĂคüามเข้มแÿงÿูง โดยคาดü่าการผลิตพĂลิแซคคาไรด์ĂĂกมานĂกเซลล์นั้นเป็น

กระบüนการป้ĂงกันตัüเĂงจากÿิ่งแüดล้Ăมและต้านทานต่Ăÿภาüะเครียดที่เกิดขึ้น (Phélippé et al., 
2019) และพบĂงค์ประกĂบพĂลิแซคคาไรด์ภายนĂกเซลล์Āลายชนิด เช่น โปรตีน กรดยูโรนิค      

กรดไพรูüิค เมทิล ĂะซีทิลและĀมู่ซัลเฟต  ซึ่งรüมตัüเป็นÿารประกĂบเชิงซ้Ăน  รüมถึงน้ำตาล      

โมเลกุลเดี่ยü เช่น กลูโคÿ แมนโนÿ ไซโลÿและไรโบÿ (Parikh and Madamwar, 2006) นĂกจากนี้

พบü่าพĂลิแซคคาไรด์ภายนĂกเซลล์ มีคüามÿามารถในการต้านการĂĂกซิไดÿ์ได้จากการทดÿĂบผ่าน

กระบüนการการต้านทานĂนุมูลĂิÿระ (Hydroxyl radical scavenging activity, HRSA) (Wang, 
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Wu, and Liu, 2014) Ăย่างไรก็ตามข้Ăมูลดังกล่าüเป็นเพียงผลการýึกþาจากไซยาโนแบคทีเรียบาง

ชนิดเท่านั้น   
 
2.4.  พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต (polyhydroxybutyrate) 

พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต เป็นĀนึ่งในพĂลิเĂÿเทĂร์ที่จัดĂยู่ในกลุ่มพĂลิไăดรĂกซีĂัลคาโนเĂท 

ชนิดคüามยาüÿายÿั้น (polyhydroxyalkanoates: PHAs) (Singh et al., 2017) ดังแÿดงในรูปที่ 

2.1 และเป็นพĂลิเมĂร์ประเภทเดียüในกลุ่มที่ÿามารถถูกÿร้างขึ้นจากÿิ่ งมีชีüิตที่ดำรงชีüิต            

แบบÿร้างĂาĀารได้เĂงโดยการใช้แÿง (photoautotrops) ซึ่งโดยทั่üไปÿามารถพบการÿะÿม                     

พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตได้ในแบคทีเรียรüมถึงไซยาโนแบคทีเรีย (Price et al., 2020) 
 

 
รูปที่ 2.1. โครงÿร้างโมเลกุลขĂงพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต (Price et al., 2020) 

 
2.4.1. การÿังเคราะĀพ์ĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตทางชีüภาพ 

กระบüนการÿังเคราะĀ์พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต ดังแÿดงในรูปที่ 2.2 เริ่มต้นจาก
การเปลี่ยนคาร์บĂนไดĂĂกไซด์ด้üยüัฏจักรเคลüิน (Calvin cycle) และเข้าÿู่ขั้นตĂนไกลโคไลซิÿ 
(glycolysis) ใĀ้ได้ไพรูเüต (pyruvate) เพื่Ăถูกเปลี่ยนเป็นแĂซีทิลโคเĂนไซม์เĂ (Acetyl-CoA) ซึ่งเป็น
ÿารตั้งต้นในการÿังเคราะĀ์พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต โดยขั้นตĂนการÿังเคราะĀ์ประกĂบด้üย 3 ขั้นตĂน 
และ 3 เĂนไซม์ ขั้นตĂนแรกเĂนไซม์ PhaA (PHA specific ß-ketothiolase) ทำĀน้าที่เชื่ĂมแĂซีทิล-
โคเĂนไซม์เĂ 2 โมเลกุล ทำใĀ้ได้แĂซีโตแĂซีทิลโคเĂนไซม์เĂ (Acetoacetyl-CoA) ขั้นตĂนที่ 2 
เĂนไซม์ PhaB (Acetoacetyl-CoA reductase) ทำĀน้าที่รีดิüซ์แĂซีโตแĂซีทิลโคเĂนไซม์เĂ ทำใĀ้
ได้ไăดรĂกซีบิüทิริลโคเĂนไซม์เĂ (hydroxybutyryl-CoA) ขั้นตĂนÿุดท้ายเĂนไซม์ PhaEC (PHB 
synthase) ทำĀน้าที่ÿร้างพันธะเĂÿเทĂร์ระĀü่างĀน่üยย่ĂยขĂงไăดรĂกซีบิüทิริลโคเĂนไซม์เĂ เพื่ĂใĀ้
กลายเป็นพĂลิเมĂร์ขĂงพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต Ăย่างไรก็ตามนĂกจากเĂนไซม์ทั้ง 3 ชนิดน้ี โปรตีน
ชนิดĂื่นที่มีคüามเกี่ยüข้ĂงกับการผลิตพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตในไซยาโนแบคทีเรียยังไม่เป็นที่เข้าใจแน่
ชัด (Price et al., 2020) 
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รูปที่ 2.2. กระบüนการÿังเคราะĀพ์ĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต (Price et al., 2020; Singh et al., 2017)  
 

2.4.2. การÿะÿมพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตในไซยาโนแบคทีเรีย 
ไซยาโนแบคทีเรียÿามารถÿร้างและÿะÿมพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตไü้ในเม็ดแกรนูล

ภายในเซลล์ ซึ่งการÿะÿมÿารประกĂบดังกล่าüเป็นการกักเก็บพลังงานและแĀล่งคาร์บĂนใĀ้แก่เซลล์ 
(Markl, Grünbichler, and Lackner, 2018) โดยพบü่าไซยาโนแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงในĂาĀารที่มี
การจำกัดธาตุไนโตรเจนและฟĂÿฟĂรัÿ ทำใĀ้มีการÿะÿมขĂงÿารพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตเพิ่มมากขึ้น 
ซึ่งคาดü่า NADPH Ăาจเป็นĂงค์ประกĂบที่ช่üยทำใĀ้เกิดการÿะÿมพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต เนื่Ăงจาก
เซลล์เมื่ĂĂยู่ในÿภาüะการขาดไนโตรเจนจะไม่ÿามารถÿังเคราะĀ์กรดĂะมิโนได้ จึงทำใĀ้มีการใช้ 
NADPH ลดลง และมี NADPH ปริมาณมากภายในเซลล์ จึงĂาจกระตุ้นการÿร้างพĂลิไăดรĂกซี -      
บิüทิเรตได้ (Lee et al., 2001) ซึ่งบทบาทĂื่น ๆ นĂกจากการเป็นÿารประกĂบกักเก็บภายในเซลล์
ยังคงมีข้Ăมูลไม่ชัดเจน มีการคาดü่าเป็นการÿ่งเÿริมการกักเก็บĂิเล็กตรĂน ช่üยÿร้าง NADP+ และ
Ăาจช่ üยการต้ านทานภาüะเครียดขĂงเซลล์  (Troschl et al., 2018) Ăย่ างไรก็ตามไม่ ใช่                 
ไซยาโนแบคทีเรียทุกชนิดที่ÿามารถผลิตและÿะÿมÿารพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตได้ โดยชนิดที่พบü่า       
ÿามารถÿะÿมพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเนตได้ เช่น Athrospira maxima Oscillatoria jasorvensis, 
Synechocystis PCC6803 Nostoc muscorum Nostoc punctiforme Anabaena sp. แ ล ะ 
Calothrix brevisseima (Ansari and Fatma, 2016; Price et al., 2020) 

2.4.3. ÿมบัตขิĂงพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต 
พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต เป็นพĂลิเมĂร์ที่ไม่ละลายน้ำ และÿามารถละลายได้ใน

ÿารละลายคลĂโรฟĂร์ม มีÿมบัติใกล้เคียงกับพĂลิโพรไพลีน (polypropylene: PP) ซึ่งเป็นพลาÿติก
จากปิโตรเลียมที่ใช้งานทางด้านĂุตÿาĀกรรมĂย่างแพร่Āลาย โดยพĂลิเมĂร์ทั้งÿĂงมีโครงÿร้างโมเลกุล 
ขนาดขĂงมĂนĂเมĂร์ที่มีĀมู่แทนที่เป็นĀมู่เมททิล และÿมบัติทางกายภาพบางประการที่คล้ายคลึงกัน 
(ตารางที่  2.1) เช่น ค่าĂุณĀภูมิĀลĂมเĀลü (melting temperature, Tm) ค่าคüามเป็นผลึก 
(crystallinity) และค่าคüามคงทนต่Ăแรงดึง (tensile strength) แต่ข้Ăแตกต่างระĀü่างพĂลิเมĂร์ทั้ง
ÿĂงคืĂ การย่Ăยÿลายตามธรรมชาติ เนื่ĂงจากĀน่üยย่ĂยขĂงพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตเชื่Ăมกันด้üย
พันธะเĂÿเทĂร์ แต่พĂลิโพรไพลีนรüมถึงพลาÿติกจากปิโตรเลียมĂื่น ๆ เชื่Ăมกันด้üยพันธะคาร์บĂน
กับคาร์บĂน ซึ่งจุลินทรีย์จากธรรมชาติไม่ÿามารถย่Ăยพันธะดังกล่าüได้ ด้üยเĀตุนี้จึงทำใĀ้             
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พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตเป็นพลาÿติกที่ÿามารถถูกย่Ăยÿลายตามธรรมชาติได้ แต่พลาÿติกจาก
ปิโตรเลียมไม่ÿามารถถูกย่Ăยÿลายในธรรมชาติได้ นĂกจากนี้พบü่าพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตมีคüาม
เปราะÿู ง เนื่ Ă งจากมี ค่ าการยื ดตั ü  ณ  จุ ดขาด  (extension to break) ต่ ำ  Ăย่ างไรก็ ตาม              
พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต ก็ยังได้รับคüามÿนใจÿูงในการเป็นตัüแทนขĂงพĂลิโพรไพลีน เพื่Ăนำมา
ประยุกต์ใช้ด้านต่าง ๆ เช่น ด้านการแพทย์ การเกþตร และĂุตÿาĀกรรม (Price et al., 2020) 
 
ตารางที่ 2.1. เปรียบเทียบคุณÿมบัติทางกายภาพระĀü่างพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตและพĂลิโพรไพลีน  

(Price et al., 2020) 
 

คุณÿมบัต ิ PHB PP 
ĂุณĀภูมิĀลĂมเĀลü (Ăงýาเซลเซียÿ) 177 176 
ĂุณĀภูมิÿภาพแก้ü (Ăงýาเซลเซียÿ) 2 -10 
ĂุณĀภูมิเริ่มต้นการย่Ăยÿลาย (Ăงýาเซลเซียÿ) 220 357 
ค่าคüามเป็นผลึก (%) 60 50-70 
คüามทนต่Ăแรงดึง (MPa) 43 38 
การยืดตัü ณ จุดขาด (%) 5 400 

 
2.5. พลาÿติกชีüภาพ (bioplastic)  

พลาÿติกชีüภาพ Āมายถึง พลาÿติกที่ทำมาจากüัÿดุทางชีüภาพ ĀรืĂพลาÿติกที่ÿามารถย่Ăย

ÿลายได้ทางชีüภาพ กล่าüคืĂเป็นพลาÿติกที่ถูกÿร้างขึ้นจากพĂลิเมĂร์ชีüภาพที่ÿังเคราะĀ์มาจาก

üัตถุดิบธรรมชาติที่ เป็นทรัพยากรĀมุนเüียน เช่น แป้ง (starch) เซลลูโลÿ (cellulose) โปรตีน 

(proteins) ลิกนิน (lignin) ไคโตซาน (chitosan) พĂลิแลคติคแĂซิด (polylactic acid: PLA) และ

พĂลิไăดรĂกซีĂัลคาโนเĂท (polyhydroxyalkanoates: PHAs) เป็นต้น ĀรืĂเป็นพลาÿติกที่ÿร้างจาก

พĂลิเมĂร์ที่ไม่ได้ÿังเคราะĀ์มาจากüัตถุดิบธรรมชาติแต่เป็นพĂลิเมĂร์ปิโตรเลียมจากเชื้ĂเพลิงฟĂÿซิล

ที่ ÿามารถย่Ăยÿลายทางชีüภาพได้  เช่น  พĂลิคาโปรแลคโตน  (polycaprolactone: PCL)               

พĂลิบิüทิลีนซัคซิเนต (polybutylene succinate: PBS) และพĂลิบิüทิลีน Ăดิเพท เทĂเลพทาเลท 

(polybutylene adipate-co-terephthalate: PBAT) เป็นต้น (Reddy et al., 2013)  
2.5.1. ฟิล์มพĂลิแซคคาไรด์ (polysaccharide film) 
 ฟิ ล์ ม พ Ă ลิ แ ซ ค ค า ไรด์  มี ÿ ม บั ติ ใน ก ารป้ Ă งกั น ก ารแ พ ร่ ผ่ าน ข Ă งแ ก๊ ÿ

คาร์บĂนไดĂĂกไซด์และĂĂกซิเจนได้ดี เมื่Ăไม่มีการเติมพลาÿติไซเซĂร์ แต่ป้ĂงกันไĂน้ำได้ค่Ăนข้างต่ำ 

ซึ่งเป็นข้ĂจำกัดÿำĀรับการประยุกต์ใช้งานด้านบรรจุภัณฑ์ĂาĀาร ดังนั้นคüรปรับปรุงการต้านทานน้ำ

และพัฒนาÿมบัติการป้Ăงกันการแพร่ผ่านแก๊ÿใĀ้ดีคüบคู่กัน (Mohamed, El-Sakhawy, and       
El-Sakhawy, 2020) 
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2.5.2. ฟิล์มพĂลิไăดรĂกซบีิüทิเรต (polyhydroxybutyrate film) 
 ฟิล์มพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต เป็นฟิล์มที่ÿามารถย่Ăยÿลายได้Ăย่างรüดเร็üและมี

ÿมบัติทางกายภาพใกล้เคียงกับพĂลิโพรไพลีน แต่มีคüามแข็งและคüามเปราะÿูงกü่า (Siracusa et 
al., 2008) กระบüนการแปรรูปทางคüามร้Ăนทำได้ยาก เนื่ĂงจากĂุณĀภูมิการย่Ăยÿลายค่Ăนข้างต่ำ

และใกล้กับจุดĀลĂมเĀลü คüามÿามารถในการปรับเปลี่ยนรูปต่ำ ÿ่üนใĀญ่จึงทำการปรับปรุงÿมบัติ

ขĂงฟิล์มด้üยการเติมพลาÿติไซเซĂร์ เช่น กลีเซĂรĂลไตรบิüทิเรต (Glycerol tributyrate: GTB) 

(Quispe et al., 2021) พĂลิเĂทิลีนไกลคĂล (polyethylene glycol: PEG) และĂะซีทิลไทรบิüทิล-
ซิ เทรต  (acetyl tributyl citrate: ATBC) ĀรืĂใÿ่พĂลิ เมĂร์ชนิดĂื่น เช่น  พĂลิแลคติคแĂซิด 

(polylactic acid: PLA) เป็นต้น (Arrieta et al., 2014)   
 

2.6. การตรüจÿĂบÿมบัติขĂงฟิล์ม 
 การตรüจÿĂบÿมบัติและลักþณะทางกายภาพขĂงฟิล์ม เพื่ĂýึกþาÿมบัติขĂงฟิล์มในแต่ละ

ด้านใĀ้มีคüามเĀมาะÿมÿำĀรับประยุกต์ใช้งานด้านบรรจุภัณฑ์ ทั้งการใช้งาน และคüามเĀมาะÿมกับ

ผลิตภัณฑ์ โดยÿมบัติขĂงฟิล์มที่คüรตรüจÿĂบ เช่น  
 2.6.1. ÿมบัติเชิงกล (mechanical property)  

ทดÿĂบÿมบัติเชิงกลตามมาตรฐานขĂง American society for testing and 
materials (ASTM) โด ย ก าร üิ เค ร าะ Ā์ ค่ า ก า รยื ด ตั ü  ณ  จุ ด ข าด  (elongation of break: 
𝜀𝐵 %)  มĂดูลัÿขĂงÿภาพยืดĀยุ่น  (elastic modulus: E) และคüามคงทนต่Ăแรงดึง (tensile 
strength: TS) (Arrieta et al., 2014)   

2.6.2. คüามÿามารถในการละลาย (total soluble matter: TSM) 
ทดÿĂบการละลายขĂงฟิล์มโดยการชั่งน้ำĀนักก่ĂนและĀลังการแช่ชิ้นตัüĂย่าง

ในน้ำและÿารละลายโซเดียมเĂไซด์คüามเข้มข้นร้Ăยละ 0.02 โดยน้ำĀนักต่Ăปริมาตร เป็นเüลา 24 
ชั่üโมง จากนั้นคำนüณตามÿมการ (1) (Arrieta et al., 2014) 

 
TSM =  

𝑚0−𝑚𝑓

𝑚0
 × 100     (1) 

 
ĀมายเĀตุ 𝑚0 = น้ำĀนักเริ่มต้น (กรัม) 

𝑚𝑓 = น้ำĀนักĀลังการทดลĂง (กรัม) 
2.6.3. ÿีและคüามโปร่งใÿขĂงฟิล์ม (film transparency and color) 

ýึกþาÿีขĂงฟิล์มด้üยการüัดค่า Hunter color  ได้แก่ ค่าคüามÿü่าง-มืด (L) ค่าÿี

แดง-ÿีเขียü (a) และค่าÿีน้ำเงิน-ÿีเĀลืĂง (b) เปรียบเทียบกับค่ามาตรฐานขĂงแผ่นÿีขาü (L=97.75  
a=-0.49 และ b=1.96) จากนั้นนำมาคำนüณค่าคüามแตกต่างขĂงÿี (∆E) ดังÿมการ (2) ร่üมกับ
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การýึกþาคüามโปร่งใÿขĂงฟิล์ม จากการคำนüณตามÿมการ (3) (Arrieta et al., 2014; Wang and 
Rhim, 2015) 

 
   ∆E = √ (∆L)2 + (∆a)2 +  (∆b)2       (2) 
 

โดย ∆L, ∆a และ∆b คืĂ ค่าคüามต่างแต่ละÿีขĂงแผ่นÿีมาตรฐานกับชิ้นตัüĂย่าง 
 
     คüามโปร่งใÿ = 𝐴600

𝑒
    (3) 

 
โดย A600 คืĂ การüัดการดูดกลืนแÿงที่ 600 นาโนเมตร 

e     คืĂ คüามĀนาขĂงฟิล์ม (มิลลิเมตร) 
 

2.6.4. การย่Ăยÿลายทางชีüภาพ (biodegradability) 
ตรüจÿĂบการย่Ăยÿลายตามธรรมชาติ โดยชั่งน้ำĀนักเริ่มต้นขĂงตัüĂย่างและนำ

ตัüĂย่างไปฝังดินในพื้นที่เปิดตามธรรมชาติเป็นเüลา 60 üัน นำตัüĂย่างที่ฝังดินมาทำคüามÿะĂาด 

และĂบแĀ้งที่ĂุณĀภูมิ 60 Ăงýาเซลเซียÿ ชั่งน้ำĀนักชิ้นงานและนำมาคำนüณร้Ăยละการย่Ăยÿลาย

ตามÿมการ (4) (Ansari and Fatma, 2016)  
 

ร้Ăยละการย่Ăยÿลาย (%) =  𝑊𝑡−𝑊0
𝑊0

 × 100   (4) 

 
โดย  𝑊0 คืĂ น้ำĀนักเริ่มต้น (กรัม) 

   𝑊𝑡 คืĂ น้ำĀนักüันที่ทำการเก็บข้Ăมูล (กรัม) 
 

2.7. เĂกÿารและงานüิจัยที่เกี่ยüข้Ăง 
การýึกþาการผลิตพĂลิแซคคาไรด์ขĂง Tiwari และคณะ (2019) พบü่า Anabaena sp. 

CCC 745 ÿามารถผลิตคาร์โบไăเดรตในปริมาณเฉลี่ยร้Ăยละ 30 ขĂงน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง โดยÿามารถ

ผลิตพĂลิแซคคาไรด์ภายในเซลล์และพĂลิแซคคาไรด์ภายนĂกเซลล์เท่ากับ 174.5 และ 145.72 
ไมโครกรัมต่Ăมิลลิลิตร ตามลำดับ เมื่Ăทำการเพาะเลี้ยงเป็นเüลา 30 üัน ในĂาĀารเĀลüบีจี-11       

(BG-11) ที่เติมแคลเซียมคลĂไรด์คüามเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ภายใต้ÿภาüะการเพาะเลี้ยงที่ĂุณĀภูมิ 

28 Ăงýาเซลเซียÿ และช่üงเüลาการใĀ้แÿง 12 ชั่üโมงต่Ăüัน ซึ่งพบü่าพĂลิแซคคาไรด์ที่ได้เป็น     

เăเทĂโรพĂลิแซคคาไรด์ประกĂบด้üยกลูโคÿ ไซโลÿ แรมโนÿ และกรดกลูคูโรนิก  
การýึกþาการผลิตพĂลิ ไăดรĂกซีบิ üทิ เรตขĂง Ansari และ Fatma (2016) พบü่า 

Anabaena variabilis และ Anabaena sp. NCCU-9 ÿามารถผลิตพĂลิไăดรĂกซีบิüทิ เรตได้     



11 
 

ร้Ăยละ 1.94 และ 1.87 ขĂงน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง ตามลำดับ เมื่Ăเพาะเลี้ยง 21 üัน ในĂาĀารเĀลü       
บีจี-11 ที่ปราýจากโซเดียมไนเตรท (BG-110) ภายใต้ÿภาüะการเพาะเลี้ยงที่ĂุณĀภูมิ  28±1        
Ăงýาเซลเซียÿ และช่üงเüลาการใĀ้แÿง 14 ชั่üโมงต่Ăüัน   

การýึกþาการขึ้นรูปและตรüจÿĂบÿมบัติขĂงฟิล์มจากพĂลิแซคคาไรด์ ขĂง Rodriguez  
Torres และ López (2017) ที่ÿกัดจาก Nostoc muscorum โดยใช้คüามเข้มข้น 1% โดยมüลต่Ă
ปริมาตร และกลีเซลรĂลคüามเข้มข้น 0.3% โดยมüลต่Ăปริมาตร พบü่าฟิล์มมีลักþณะขĂงโมเลกุล  
พĂลิเมĂร์จัดเรียงตัüกันĂย่างไม่เป็นระเบียบ (amorphous) ĂุณĀภูมิเปลี่ยนÿถานะคล้ายแก้üที่ -25 
Ăงýาเซลเซียÿ และÿมบัติเชิงกลใกล้เคียงกับฟิล์มจากพĂลิแซคคาไรด์จากÿิ่งมีชีüิตชนิดĂื่น  

การýึกþาการขึ้นรูปและตรüจÿĂบÿมบัติขĂงฟิล์มจากพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตขĂง Ansari 
และ Fatma (2016) ที่ÿกัดจาก Nostoc muscorum โดยใช้คüามเข้มข้น 15% โดยมüลต่Ăปริมาตร 
ละลายในÿารละลายคลĂโรฟĂร์มและขึ้นรูปด้üยเทคนิคการĀล่Ăฟิล์มจากÿารละลาย พบü่าฟิล์มมี
ลักþณะโปร่งใÿ ÿมบัติการทนต่Ăคüามร้Ăนและÿมบัติเชิงกลใกล้เคียงกับพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต
มาตรฐาน และÿามารถย่Ăยÿลายได้เร็üกü่าเมื่Ăเปรียบเทียบกับพลาÿติกจากปิโตรเคม ี  

 
 



 

บทที่ 3 

üัÿดุ Ăปุกรณ์ และüิธีการดำเนินการýึกþา 
 
3.1. ÿารเคม ี

- โซเดียมไนเตรท (Sodium nitrate) (Kemaus, Australia) 
- โพแทÿเซียม ไดไăโดรเจนฟĂÿเฟต (Potassium di-hydrogen phosphate: KH2PO4) 

(Kemaus, Australia) 
- โซเดียมคลĂไรด์ (Sodium chloride) (Ajax Finechem, Australia) 
- แคลเซียมคลĂไรด ์(Calcium chloride) (Kemaus, Australia) 
- ไดโพแทÿเซียมฟĂÿเฟต (Di-potassium hydrogen orthophosphate: K2HPO4) (Ajax 

Finechem, Australia) 
- แมกนีเซียมซัลเฟต (Magnesium sulphate) (Ajax Finechem, Australia) 
- ซิงค์ซัลเฟต (Zinc sulphate 7-hydrate) (Kemaus, Australia) 
- แมงกานีÿ (II) คลĂไรด ์(Manganese (II) chloride) (Kemaus, Australia) 
- โมลิบดีนัมĂĂกไซด ์(Molybdenum trioxide) (Kemaus, Australia) 
- คĂปเปĂร ์(II) ซัลเฟต (Copper (II) sulphate 5-hydrate) (Kemaus, Australia) 
- กรดบĂริก (Boric acid) (Kemaus, Australia) 
- Ăี.ดี.ที.เĂ. ได-โซเดียมซĂลท์ (EDTA di-sodium salt) (Kemaus, Australia) 
- โพแทÿเซียมไăดรĂกไซ (Potassium hydroxide) (Kemaus, Australia) 
- ไĂรĂน (II) ซัลเฟต (Iron (II) sulphate 7-hydrate) (Kemaus, Australia) 
- กรดซิตริก (Citric acid) (Ajax Finechem, Australia) 
- โคบĂลท์ (III) ไนเตรต (Cobalt (III) nitrate 6-hydrate) (Kemaus, Australia) 
- โซเดียมคาร์บĂเนต (Sodium carbonate) (Merck/ Germany) 
- เฟĂร์ริกแĂมโมเนียมซิเทรต  (Ferric ammonium citrate) (Himedia Laboratories Pvt. 

Ltd, India) 
- โซเดียมโมลิบเดต (Sodium molybdate: Na3MoO4·2H2O) (Ajax Finechem, Australia)   
- กรดซัลฟิüริก (Sulphuric acid) (Ajax Finechem, Australia) 
- เĂทานĂล 95% (Ăงค์การÿุรากรมÿรรพÿามิต, ประเทýไทย) 
- คาร์บĂกซีเมทิลเซลลูโลÿ (Carboxymethyl cellulose: CMC) (Sigma-Aldrich, USA) 
- พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต (Poly [(R)-3-hydroxybutyric acid]) (Sigma-Aldrich, Germany) 
- Ăะซิโตน (Acetone) (Merck/ Germany) 
- ไดคลĂโรมีเทน (Dichloromethane) (Merck/ Germany) 
- กลีเซĂรĂล (Glycerol) (Ajax Finechem, Australia) 
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- คลĂโรฟĂร์ม (Chloroform) (RCI Labscan, Thailand) 
- เมทานĂล (Methanol) (RCI Labscan, Thailand) 
- ไดเĂททิลĂีเทĂร์ (Diethyl ether) (QReC, New Zealand) 

 
3.2. üัÿดุ Ăุปกรณ ์     

 
-   กล้Ăงจุลทรรýน์ใช้แÿงแบบเชิงประกĂบ (Nikon eclipse E100, Nikon Corporation, 

Japan) 
-   เครื่Ăงเพิ่มปริมาณดีเĂ็นเĂ (PCR machine) (PTC-100TM programmable Thermal 

Controller, Bio-Rad Laboratories, USA) 
- เครื่ĂงรันเจลเทคนิคĂิเล็กโทรโฟรีซิÿ (electrophoresis system) (Genius, SKbio, Japan) 
- เครื่Ăงเขย่า (shaker) (SPL15, Labcon, The Republic of South Africa)  
- เครื่Ăงชั่ง 2 ตำแĀน่ง (BL610, Sartorius, Germany) 
- เครื่Ăงชั่ง 3 ตำแĀน่ง (TC-205, Denver Instrument, Company, USA) 
- เครื่Ăงüัดค่าคüามเป็นกรดด่าง (pH meter) (Mettler Toledo, 1120) 
- เครืĂงปั่นเĀü่ียง (Rotofix32, Hettich, Germany) 
- ตู้Ăบ (hot air oven) (Memmert, Germany) 
- Āม้Ăนึ่งคüามดันไĂน้ำ (Ta Chang Medical Instrument Factory, Taiwan) 
- ตู้ถ่ายเชื้Ăแบบ laminar flow (PP-50, ISSOC, Thailand) 
- เครื่Ăงฟู เรียร์ทรานÿ์ฟĂร์มĂินฟราเรดÿเปกโทรÿโกปี  (fourier transform infrared 

spectroscopy, FTIR) (Nicolet 6700, Thermo Scientific) 
- เครื่Ăงกüนÿารแบบใช้แม่เĀลก็ (magnetic stieeer) (Plas Al, Ta Chang Medical 

Instrument, Factory/Taiwan) 
- เครื่Ăงปั่นเĀü่ียงขนาดเล็ก (16M, Labnet International, Inc.,USA) 
- เครื่Ăงปั๊มลมĂĂกซิเจน (mega 8000, TWIN) 
- เครื่Ăงกüนÿารละลายพร้ĂมเตาใĀ้คüามร้Ăน (Hot plate and Magnetic Stirrer) (C-MAG 

HS10, IKA/ Germany) 
 

3.3. üิธีการดำเนินการýึกþา 
 

3.3.1.  ไซยาโนแบคทีเรียที่ใช้ในงานüิจัย  
Anabaena sp. ได้รับคüามĂนุเคราะĀ์จากคลังเช้ืĂขĂงĀน่üยปฏิบัติการüิจัย การใช้

ประโยชน์จากชีüมüลพืช ภาคüิชาพฤกþýาÿตร์ คณะüิทยาýาÿตร์ จุāาลงกรณ์มĀาüิทยาลัย 
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3.3.2.  ýึกþาลักþณะทางÿัณฐานüิทยาขĂง Anabaena sp.  
ตรüจÿĂบลักþณะทางÿัณฐานüิทยาขĂง Anabaena sp. ภายใต้กล้Ăงจุลทรรýน์ใช้

แÿงแบบเชิงประกĂบเปรียบเทียบกับข้ĂมูลĂ้างĂิงขĂง Prescott (1954) 
 

3.3.3.  การระบุชนิด Anabaena sp. ด้üยข้ĂมูลทางพันธุกรรมและüิเคราะĀ์คüามÿัมพันธ์

เชิงüงý์üานüิüัฒนาการ 
3.3.3.1. การÿกัดดีเĂ็นเĂ (DNA extraction) 

นำเซลล์ Anabaena sp. ที่เพาะเลี้ยงในขüดรูปชมพู่มาทำการÿกัดดีเĂ็นเĂ 

ในĀลĂดไมโครเซ็นติฟิüÿ์ ขั้นตĂนแรกเติมÿารละลายบัฟเฟĂร์ดีเĂ็นเĂ 750 ไมโครลิตรเพื่Ăทำการแตก

เซลล์ และย่ĂยĂาร์เĂ็นเĂด้üยĂาร์เĂ็นเĂÿ 10 ไมโครลิตร ที่ĂุณĀภูมิ 60 Ăงýาเซลเซียÿนาน 1 ชั่üโมง 

จากนั้นเติมÿารละลายฟีนĂล 500 ไมโครลิตรแล้üทำการปั่นเĀüี่ยงÿาร นำÿ่üนขĂงเĀลüมาเติมด้üย

ÿารละลายคลĂโรฟĂร์มĂัตราÿ่üน 1 ต่Ă 1 แล้üทำการปั่นเĀüี่ยงÿาร เก็บÿ่üนขĂงเĀลüมาเติมด้üย

ÿารละลายไĂโซโพรพานĂล 600 ไมโครลิตร และทำการปั่นเĀüี่ยงÿารĂีกครั้ง นำÿ่üนตะกĂนที่ได้เติม

ด้üย 70% เĂทานĂล 600 ไมโครลิตร ปั่นเĀüี่ยงÿารเป็นครั้งÿุดท้ายและทิ้งไü้ใĀ้แĀ้ง จะได้ดีเĂ็นเĂที่มี

คüามบริÿุทธิ์ จากนั้นตรüจÿĂบขนาดขĂงดีเĂ็นเĂด้üยเทคนิคเจลĂิเล็กโทรโฟรีซิÿ โดยผÿมดีเĂ็นเĂกับ 

loading dye และทำการรันเจลในเจลĂะกาโรÿ คüามเข้มข้น 0.8% โดยมüลต่Ăปริมาตร ใน TBE 
buffer ร่üมกับ ViSafe Red เพื่ĂใĀ้ทราบตำแĀน่งขĂงดีเĂ็นเĂภายĀลังการรันเจล โดยมี 1 kb เป็น

ขนาดดีเĂ็นเĂมาตรฐาน (DNA Ladder) (Sambrook, Fritsch, and Maniatis, 1989)  
3.3.3.2 การเพ่ิมปริมาณÿารพันธุกรรมเครื่ĂงĀมายยีน 16S ribosomal RNA 

นำดีเĂ็นเĂที่บริÿุทธิ์มาเพิ่มปริมาณÿารพันธุกรรมขĂงยีน 16S ribosomal 
RNA (16S rDNA) โดยผÿมเป็น Master Mix ด้üยÿารละลายบัฟเฟĂร์ (buffer) นิüคลีโĂไทด์ 4 ชนิด 
(deoxynucleotide triphosphates: dNTPs) น้ ำกลั่ นบริÿุท ธิ์  (deionized water) เĂนไซม์ที่         

ท ำ ใĀ้ เกิ ด ก า ร ต่ Ă ÿ า ย ข Ă งนิ ü ค ลี โĂ ไท ด์  (FX Neo)  แ ล ะ ไพ ร์ เม Ă ร์  (primer)  ได้ แ ก่                         
forward primer: 27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) และ reverse primer: 1492R                                    

(5’-TACGGYTACCTTGTTACGAC-3’) ด้üยปฏิกิริยาลูกโซ่พĂลิ เมĂร์  (polymerase chain 
reaction; PCR) เริ ่มจากขั ้นตĂนแรก initial denaturation ที ่ĂุณĀภูมิ 98 Ăงýาเซลเซียÿ 

นาน 2 นาที และ เข้าÿู ่ü งรĂบ เพิ ่มปริม าณจำนüน  35 รĂบ ขั ้นตĂน  denaturation ที ่

ĂุณĀภูมิ 98 Ăงýาเซลเซียÿ นาน 20 üินาที ขั้นตĂน annealing ที่ĂุณĀภูมิ 53 Ăงýาเซลเซียÿ 

นาน 40 üินาที ขั้นตĂน extension ที่ĂุณĀภูมิ 68 Ăงýาเซลเซียÿ นาน 1 นาที 30 üินาที และ

ขั้นตĂน final extension ที่ĂุณĀภูมิ 68 Ăงýาเซลเซียÿ นาน 5 นาที จากนั้นตรüจÿĂบขนาด

ผลผลิตขĂงการทำ PCR (amplicon ) ที่ได้ด้üยเทคนิคเจลĂิเล็กโทรโฟรีซิÿ เช่นเดียüกับการ

ตรüจÿĂบขนาดดีเĂ็น เĂ  และÿ่งüิเคราะĀ์ลำดับนิüคลีโĂ ไทด์ด้üยĀลักการขĂงแซงเกĂ 

(Sanger sequencing method) (ดัดแปลงจาก Makra et al, 2019) 
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3.3.3.3. การüิเคราะĀ์คüามÿัมพันธ์เชิงüงý์üานüิüัฒนาการ 
นำลำดับนิüคลีโĂไทด์ขĂงแต่ละไพรเมĂร์ มา เปรียบ เทียบคüาม

คล้ายขĂงดีเĂ็นเĂ เพื่ĂใĀ้ได้ลำดับนิüคลีโĂไทด์ขĂง 16S rDNA จากนั้นนำ มา BLASTn 
กับ ฐ านข้Ăมูล นิüคลีโĂ ไท ด์  (non-redundant nucleotide database)  ใน  GenBank 
เพื่Ăเปรียบเทียบคüามใกล้เคียงกับ ไซยาโนแบคทีเรียชนิดĂื่นๆ และนำผลข้Ăมูลที่ได้จาก 

GenBank มาüิเคราะĀ์คüามÿัมพันธ์เชิงüงý์üานüิüัฒนาการ โดยการเปรียบเทียบคüามคล้ายขĂง   

ดี เĂ็ น เĂ  (multiple alignment) ด้ ü ย โป รแ ก รม  MAFFT on XSEDE (7.471) (Katoh and 
Standley, 2013) และทำการเปลี่ยนรูปแบบไฟล์ เพื่Ăÿร้างแผนภูมิคüามÿัมพันธ์เชิงüงý์üาน

üิüัฒนาการ ด้üยโปรแกรม NCLconverter (2.1) (Lewis and Holder, 2008) และĀา model 
ÿำĀรับการüิเคราะĀ์คüามÿัมพันธ์เชิงüงý์üานüิüัฒนาการ ด้üยโปรแกรม JModelTest2 on XSEDE 
(2.1.6) (Posada, 2008) จากนั้นÿร้างแผนภูมิคüามÿัมพันธ์เชิงüงý์üานüิüัฒนาการเครื่ĂงĀมายยีน 

16S rDNA ด้ üยüิธี  Maximum likelihood โดยใช้ โปรแกรม RAxML-HPC BlackBox (8.2.12) 

(Stamatakis, 2014) และüิธี Bayesian inference ด้üยโปรแกรม MrBayes on XSEDE (3.2.7a) 

(Ronquist and Huelsenbeck, 2013) บน CIPRES (Miller, Pfeiffer, and Schwartz, 2010) 
 

3.3.4.  การýึกþาผลขĂงĂาĀารเพาะเลี้ยงต่Ăการเจริญเติบโต 
เพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียภายใต้ÿภาüะที่ดัดแปลงมาจาก Ansari และ Fatma 

(2016) Sharma และ Mallick (2005) และ Tiwari และคณะ (2019) โดยแบ่งการเพาะเลี้ยงเป็น 2 
ขั้นตĂน ได้แก่ การเพาะเลี้ยงเพื่Ăเพิ่มจำนüนเซลล์ และการเพาะเลี้ยงเพื่Ăเก็บเก่ียüเซลล์ 

3.3.4.1. การเพาะเลี้ยงเพ่ืĂเพ่ิมจำนüนเซลล์ 
เพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียในĂาĀารเĀลüขĂงโบลด์ (Bold’s basal 

medium: BBM)  (Kantz and Bold, 1969) แ ล ะ บี จี -11 ( BG-11)  (Rippka et al., 1979) 

(ภาคผนüก ก) โดยกำĀนดเซลล์เริ่มต้นเท่ากับ 1 × 107 เซลล์ต่Ăมิลลิลิตร คüามเข้มข้น 3% โดย

ปริมาตร ขĂงĂาĀารเพาะเลี้ยงปริมาตรÿุทธิ 100 มิลลิลิตร ในขüดรูปชมพู่ 250 มิลลิลิตร ภายใต้

ÿภาüะการเลี้ยงที่ĂุณĀภูมิĀ้Ăง (25±2 Ăงýาเซลเซียÿ) การเขย่าที่คüามเร็ü 120 รĂบต่Ăนาที และใĀ้

คüามเข้มแÿงÿม่ำเÿมĂต่Ăเนื่Ăง 16 ชั่üโมงต่Ăüัน เป็นระยะเüลา 10 üัน จากนั้นนำเซลล์มาเพาะเลี้ยง

ในĂาĀารเพาะเลี้ยงที่มีปริมาตรมากขึ้นเพื่Ăเก็บเกี่ยüเซลล์ 
3.3.4.2. การเพาะเลี้ยงเพ่ืĂเก็บเกี่ยüเซลล์ 

นำไซยาโนแบคทีเรียจากข้Ă 3.3.4.1. มาเพาะเลี้ยงในขüดโĀลปริมาตร 10 
ลิตร โดยนำไซยาโนแบคทีเรียจากขüดรูปชมพู่ที่มีĂาĀารเĀลü BBM ลงเพาะเลี้ยงในขüดโĀลที่มี

ĂาĀารเĀลü BBM และนำไซยาโนแบคทีเรียจากขüดรูปชมพู่ที่มีĂาĀารเĀลü BG-11 ลงเพาะเลี้ยงใน

ขüดโĀลที่มีĂาĀารเĀลü BG-11 ที่ปราýจากโซเดียมไนเตรท (BG-110) (Rippka et al., 1979) 

(ภาคผนüก ก) โดยใช้คüามเข้มข้นขĂงเซลล์ 10% โดยปริมาตร ในขüดโĀลที่มีĂาĀารเพาะเลี้ยง

ปริมาตรÿุทธิ 5 ลิตร ภายใต้ÿภาüะการเลี้ยงที่ĂุณĀภูมิĀ้Ăง (25±2 Ăงýาเซลเซียÿ) คüามเข้มแÿง
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ÿม่ำเÿมĂต่Ăเนื่Ăง 16 ชั่üโมงต่Ăüัน และใĀ้ĂĂกซิเจนตลĂดเüลา โดยüัดการเจริญเติบโตด้üยการเก็บ

น้ำĀนักเซลล์แĀ้งทุก ๆ 3 üัน และเก็บเกี่ยüเซลล์เมื่Ăเพาะเลี้ยงเป็นระยะเüลา 21 üัน โดยการปั่น

เĀüี่ยงที่คüามเร็ü 8,000 รĂบต่Ăนาที นำเซลล์มาĂบที่ 60 Ăงýาเซลเซียÿจนมีน้ำĀนักคงที่และบันทึก

น้ำĀนักเซลล์แĀ้ง โดยทำการทดลĂงĂย่างน้Ăย 3 ซำ้   
 

3.3.5.  การýึกþาผลขĂงĂาĀารเพาะเลี้ยงต่ĂการผลิตพĂลิแซคคาไรด์และพĂลิไăดรĂกซี -     
บิüทิเรต 

3.3.5.1. การÿกัดÿารพĂลิแซคคาไรดภ์ายนĂกเซลล์ 
นำÿ่üนĂาĀารเĀลü BBM และ BG-110 ที่ได้จากการเก็บเกี่ยüเซลล์ 21 üัน 

จากข้Ă 3.3.4.2 มาไü้ในตู้Ăบที่ĂุณĀภูมิ 60 Ăงýาเซลเซียÿ เพื่ĂระเĀยน้ำĂĂก และตกตะกĂน         

พĂลิแซคคาไรด์ภายนĂกเซลล์ด้üยเĂทานĂลĂัตราÿ่üน 1 ต่Ă 2 โดยปริมาตร ที่ĂุณĀภูมิ  4          
Ăงýาเซลเซียÿ นาน 16 ชั่üโมง เก็บเกี่ยüตะกĂนขĂงพĂลิแซคคาไรด์ภายนĂกเซลล์ (extracellular 
polysaccharide: EPS) จากการกรĂงผ่านกระดาþกรĂงและนำมาĂบที่ 60 Ăงýาเซลเซียÿจนมี

น้ำĀนักคงที่และบันทึกน้ำĀนักขĂงพĂลิแซคคาไรด์ภายนĂกเซลล์ (Tiwari et al., 2019) โดยทำการ

ทดลĂงĂย่างน้Ăย 3 ซ้ำ 
3.3.5.2.  การÿกัดพĂลิแซคคาไรด์ภายในเซลล์ 

นำเซลล์แĀ้งที่เพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BBM และ BG-110 เป็นเüลา 21  
üัน จากข้Ă 3.3.4.2 มาแตกเซลล์ในน้ำกลั่นĂัตราÿ่üน 1 ต่Ă 20 โดยน้ำĀนักต่Ăปริมาตร จากนั้นทำ

การปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 5,000 รĂบต่Ăนาที และกรĂงเพื่Ăคัดแยกนำÿ่üนขĂงเĀลüมาตกตะกĂนด้üย

เĂทานĂลในĂัตราÿ่üน 1 ต่Ă 2 โดยปริมาตร ที่ĂุณĀภูมิ 4 Ăงýาเซลเซียÿ นาน 16 ชั่üโมง เก็บเกี่ยü

ตะกĂนขĂงพĂลิแซคคาไรด์ภายในเซลล์ (intracellular polysaccharide: IPS) จากการกรĂงผ่าน

กระดาþกรĂง นำตะกĂนมาĂบที่  60 Ăงýาเซลเซียÿจนมีน้ำĀนักคงที่และบันทึกน้ำĀนักขĂง            

พĂลิแซคคาไรดภ์ายในเซลล์ (Tiwari et al., 2019)  โดยทำการทดลĂงĂย่างน้Ăย 3 ซ้ำ   
 

3.3.5.3. การÿกัดÿารพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตจาก Anabaena sp. 
นำเซลล์แĀ้งที่เพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BBM และ BG-110 เป็นเüลา 21  

üัน จากข้Ă 3.3.4.2 มาÿกัดÿารพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต (PHB) ตามüิธีที่ดัดแปลงมาจาก Ansari และ 
Fatma (2016) Johnsson และ Steuer (2018) และ Sharma และ Mallick (2005) โดยทำการ

ทดลĂงทั้งĀมด 2 üิธี (รูปที่ 3.1) ได้แก ่
üิธีที่ 1 แตกเซลล์ในÿารละลายไดคลĂโรมีเทน และเก็บรักþาที่ĂุณĀภูมิ 4 

Ăงýาเซลเซียÿเป็นระยะเüลา 16 ชั่üโมง จากนั้นนำÿ่üนขĂงเĀลüที่ได้จากการกรĂงมาเติมÿารละลาย

ไดเĂททิลĂีเทĂร์เพื่ĂตกตะกĂนพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต เก็บเกี่ยüตะกĂนโดยการกรĂงผ่านกระดาþ

กรĂง ล้างตะกĂนที่ได้ด้üยĂะซิโตนĂย่างน้Ăย 3 ครั้ง นำไปĂบที่ 60 Ăงýาเซลเซียÿจนมีน้ำĀนักคงที่

และบันทึกน้ำĀนักขĂงÿารที่ÿกัดได้โดยทำการทดลĂงĂย่างน้Ăย 3 ซ้ำ 



17 
 

üิธีที่ 2 แตกเซลล์ในÿารละลายเมทานĂลบริÿุทธิ์ และเก็บรักþาที่ĂุณĀภูมิ 

4 Ăงýาเซลเซียÿเป็นระยะเüลา 16 ชั่üโมง จากนั้นทำการปั่นเĀüี่ยงและแบ่งเป็น 2 ÿ่üน คืĂ ÿ่üนขĂง

ตะกĂน นำกลับมาแตกเซลล์Ăีกครั้งในÿารละลายไดคลĂโรมีเทน คัดแยกนำÿ่üนขĂงเĀลüที่ได้จาก

การกรĂงมาเติมÿารละลายไดเĂททิลĂีเทĂร์เพื่ĂตกตะกĂนพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต และÿ่üนขĂงเĀลü 

นำมาเติมÿารละลายไดคลĂโรมีเทนและÿารละลายไดเĂททิลĂีเทĂร์เพื่ĂตกตะกĂนพĂลิไăดรĂกซี-   
บิüทิเรต เก็บเกี่ยüตะกĂนโดยการกรĂงผ่านกระดาþกรĂง ล้างตะกĂนที่ได้ด้üยĂะซิโตนĂย่างน้Ăย 3 

ครั้ง นำไปĂบที่ 60 Ăงýาเซลเซียÿจนมีน้ำĀนักคงที่และบันทึกน้ำĀนักขĂงÿารที่ÿกัดได้โดยทำการ

ทดลĂงĂย่างน้Ăย 3 ซ้ำ 
 

 
รูปที่ 3.1. üิธีการÿกัดพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต 

 
3.3.6.  การüิเคราะĀ์โครงÿร้างขĂงพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต 

นำพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตที่ÿกัดได้และพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตทางการค้ามา

üิเคราะĀ์โครงÿร้างเบื้Ăงต้นด้üยเทคนิคฟูเรียร์ทรานÿ์ฟĂร์มĂินฟราเรดÿเปกโตรÿโคปี (Fourier 
transform Infrared: FTIR) (Ansari and Fatma, 2016) 

 
3.3.7.  การขึ้นรูปและตรüจÿĂบÿมบัติขĂงฟิล์ม 

3.3.7.1.  การขึ้นรูปฟิล์ม 
ขึ้นรูปฟิล์มด้üยเทคนิคการĀล่Ăฟิล์มจากÿารละลาย (solvent casting 

technique) ตามüิธทีี่ดัดแปลงมาจาก Bhati และ Mallick (2015) 
3.3.7.1.1. การขึ้นรูปฟิล์มพĂลิแซคคาไรด ์

นำพĂลิแซคคาไรด์ที่ÿกัดได้มาละลายในน้ำกลั่นที่ĂุณĀภูมิ 60 
Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 3 ชั่üโมง และนำมาปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรĂบ 8,000 รĂบต่Ăนาที นำÿ่üน
ขĂงÿารละลายพĂลิแซคคาไรด์ คüามเข้มข้น 0.35% โดยมüลต่Ăปริมาตร มาผÿมกับÿารละลาย     
คาร์บĂกซีเมทิลเซลลูโลÿ (carboxymethyl cellulose: CMC) คüามเข้มข้น 1.5% โดยมüลต่Ă
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ปริมาตร ที่ได้จากการละลายในน้ำกลั่นด้üยüิธีเดียüกัน โดยมีกลีเซĂรĂล คüามเข้มข้น 0.1%         
โดยปริมาตร เป็นพลาÿติไซเซĂร์ (plasticizers) จากนั้นทำการผÿมÿ่üนประกĂบทั้ง 3 ใĀ้เข้ากันและ
เทลงเพลตแม่พิมพ์ 10 × 10 ตารางเซนติเมตร บ่มที่ 60 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นระยะเüลา 1 üัน นำฟิล์ม
ĂĂกจากแม่พิมพ์และเก็บรักþาที่ĂุณĀภูมิĀ้Ăงในÿภาüะคüามชื้นต่ำที่ร้Ăยละ 30 จนกü่าทำการ
ทดÿĂบÿมบัตขิĂงฟิล์ม (ดัดแปลงจาก Rodriguez, Torres, and López, 2017) 

3.3.7.1.2. การขึ้นรูปฟิล์มพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต 
ทำการขึ้นรูปฟิล์มพĂลิไăดรĂกซีบิüทิ เรต คüามเข้มข้น 1%      

โดยมüลต่Ăปริมาตร จากการนำพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตที่ÿกัดได้ มาละลายในคลĂโรฟĂร์ม ที่ĂุณĀภูมิ 

60 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 4 ชั่üโมง และนำขĂงเĀลüที่ได้จากการกรĂง มาผÿมกับÿารละลาย          

พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตทางการค้า ที่ผ่านการละลายในคลĂโรฟĂร์มและการกรĂงด้üยüิธีเดียüกัน โดย

มีĂัตราÿ่üนพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตที่ÿกัดได้ 1 ÿ่üนต่ĂพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต 7 ÿ่üน และมี           

กลีเซĂรĂลคüามเข้มข้น 0.1% โดยปริมาตร เป็นพลาÿติไซเซĂร์ จากนั้นทำการผÿมÿ่üนประกĂบทั้ง 

3 ใĀ้เข้ากันบนเครื่Ăงกüนÿารละลายพร้ĂมเตาใĀ้คüามร้Ăนที่ĂุณĀภูมิ 60 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 1 
ชั่üโมง และเทลงในเพลตแม่พิมพ์ที่เป็นแก้üเÿ้นผ่านýูนย์กลาง 14 เซนติเมตร บ่มที่ĂุณĀภูมิĀ้Ăงจนมี

การขึ้นรูปฟิล์ม ลĂกฟิล์มĂĂกจากแม่พิมพ์และเก็บรักþาที่ĂุณĀภูมิĀ้Ăงในÿภาüะคüามชื้นต่ำที่ร้Ăยละ 

30 จนกü่าทำการทดÿĂบÿมบัติขĂงฟิล์ม (ดัดแปลงจาก Bhati and Mallick, 2015) 
 

3.3.7.2.  ตรüจÿĂบÿมบัตทิางกายภาพฟิล์ม 
นำฟิล์มพĂลิแซคคาไรด์ และฟิล์มพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต มาตรüจÿĂบ    

ÿมบัติการÿ่Ăงผ่านขĂงแÿงเบื้Ăงต้น โดยÿังเกตคüามชัดขĂงตัüĂักþร (ก) ที่Ăยู่ด้านĀลังขĂงฟิล์ม 

ดัดแปลงจาก Anbukarasu, Sauvageau, และ Elias (2015) 
 

3.3.8.  การüิเคราะĀ์ทางÿถิติ  
üิเคราะĀ์ข้ĂมูลทางÿถิติจากผลการทดลĂงที่ได้ด้üยโปรแกรม SPSS Statistics    

เüĂร์ชัน 22 (IBM, USA) โดยการใช้ Student t-test เปรียบเทียบการเจริญเติบโตขĂงน้ำĀนักเซลล์

แĀ้ง ปริมาณพĂลิแซคคาไรด์ และพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตที่ÿกัดได้จากการเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลüที่

แตกต่างกัน 2 ÿูตรĂาĀาร ที่ระดับคüามเช่ืĂมั่นที่ p≤0.05  



 
 

บทที่ 4 

ผลการทดลĂง 
 

4.1.  ลักþณะทางÿณัฐานüิทยาขĂง Anabaena sp. 
ลักþณะทางÿัณฐานüิทยาขĂง Anabaena sp. เมื่Ăทำการýึกþาภายใต้กล้Ăงจุลทรรýน์ใช้

แÿงแบบเชิงประกĂบ พบü่าเซลล์มีรูปทรงคล้ายทรงกระบĂกเรียงต่Ăกันจนเกิดรูปร่างแบบเÿ้นÿาย

เพียงĀนึ่งเÿ้น (uniseriate filament) ซึ่งมีลักþณะตรงไม่ม้üนงĂ ไม่มีการแตกแขนง เซลล์ทุกเซลล์

ภายในเÿ้นÿายมีขนาดÿม่ำเÿมĂและมีÿีเขียüแกมน้ำเงินที่ชัดเจน ไม่พบเมืĂกĀุ้ม (sheath) ครĂบคลุม

ตลĂดทั้งเÿ้นÿาย โดยเซลล์มีขนาดด้านกü้างและด้านยาüประมาณ 4.13±0.25 และ 3.49±0.25 
ไมโครเมตร ตามลำดับ ซึ่งพบลักþณะเช่นนี้ในĂาĀารเĀลü BBM (รูปที่ 4.1ก) แต่เมื่Ăýึกþาลักþณะ

ทางÿัณฐานüิทยาในĂาĀารเĀลü BG-110 ที่ปราýจากโซเดียมไนเตรท พบü่าเซลล์มีÿีซีดจางและมี

ขนาดไม่ÿม่ำเÿมĂเกิด heterocyte รูปร่างคล้ายไข่ที่ตำแĀน่งปลายขĂงเÿ้นÿาย มีขนาดด้านกü้าง

และด้านยาüประมาณ 4.43±0.45 และ 5.12±0.50 ไมโครเมตร ตามลำดับ (รูปที่ 4.1ข) 
  

 
 
 

 
 
 
 
 
   
รูปที่ 4.1. ลักþณะทางÿัณฐานüิทยาขĂง Anabaena sp. (ก) vegetative cell ในĂาĀารเĀลü BBM 
(ข) heterocyte (ลูกýรชี้) ในĂาĀารเĀลü BG-110  
 
4.2. การระบุชนิด Anabaena sp. ด้üยข้ĂมูลทางพันธุกรรมและüิเคราะĀ์คüามÿัมพันธ์เชิงüงý์üาน

üิüัฒนาการ 
จากการÿกัดดีเĂ็นเĂและตรüจÿĂบขนาดดีเĂ็นเĂด้üยเทคนิคเจลĂิเล็กโทรโฟรีซิÿ พบü่า       

ดีเĂ็นเĂที่ได้มีขนาดคüามยาüขĂงลำดับนิüคลีโĂไทด์มากกü่า 10,000 คู่เบÿ (รูปที่ 4.2ก) จากนั้นนำ   

ดีเĂ็นเĂที่ÿกัดได้มาเพิ่มจำนüนเครื่ĂงĀมายยีน 16S rDNA ด้üยปฏิกิริยาลูกโซ่พĂลิเมĂเรÿ แล้üทำการ

ตรüจÿĂบขนาดดีเĂ็นเĂด้üยเทคนิคเจลĂิเล็กโทรโฟรีซิÿ พบü่าผลผลิตจากการเพิ่มจำนüนขĂงยีน  

16S rDNA (amplicons) มีขนาดคüามยาüขĂงลำดับนิüคลีโĂไทด์ประมาณ 1,500 คู่เบÿ (รูปที่ 4.2ข)

10 µm 

ก ข 10 µm 
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จึงนำผลผลิตจากการเพิ่มจำนüนเครื่ĂงĀมายยีน 16S rDNA ÿ่งüิเคราะĀ์ลำดับนิüคลีโĂไทด์ 

(ภาคผนüก ข) และทำการเปรียบเทียบคüามคล้ายขĂงดีเĂ็นเĂ (alignment) ในแต่ละÿายขĂง      

ไพรเมĂร์ พบü่ามคีüามยาüลำดับนิüคลีโĂไทด ์1,401 คู่เบÿ ดังน้ี  
 
5’-GGCCGTACGCTTCTTACCATGCAGTCGAACGGAATCCTTAGGGATTTAGTGGCGGACGGGTGAG 
TAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGTTCGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGATGTGCCGAGAG
GTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGTGTAAGGGACTACCAAGGCG
ACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACTGGAGA
GGCAGCAGCTGGGGTAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCT
CTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTTAGGGAATAATTCAATGAAGGTACCTAAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTG
GTTTGTCAAGTCTGCTGTCAAAGAATGAGGCTTAACCTCATCAAGGCAGTGGAAACTGAGAGACTAGAGTGCG
TTCGGGGCAGAAGGAATTCCTGGTGTACCGGTGAAATGCGTAGAGATCAAGAAGAACACCGGTGGCGAAAGC
GTTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAAGGGAGCGAATGGGATTATATACCCCAGCAGTC
CTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTTGTCTGTATCGACCCGGACAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTAT
CCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTA
TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCGCGAATCTTGATGAAAGTCGAG
AGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGC
TACGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCAAATCCCGGAAACCGTGGCTCAGTTCAGATCGCAGGCT
GCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCATACCCCAACCGTAAGGAGGGGGA
TGCCTAAGGTATAGACCTGTACCTGC-3’ 
 

 
รูปที่ 4.2. การตรüจÿĂบขนาดคüามยาüดีเĂ็นเĂขĂง Anabaena sp. ด้üยเทคนิคเจลĂิเล็กโทร-      

โฟรีซิÿ (ก) ขนาดคüามยาüดีเĂ็นเĂจากการÿกัดเซลล์ Anabaena sp. (ข) ขนาดคüามยาü         

ดีเĂ็นเĂจากการเพ่ิมจำนüนเครื่ĂงĀมายยีน 16S rDNA ขĂง Anabaena sp.  
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เมื่ĂนำลำดับนิüคลโีĂไทด์ขĂงเครื่ĂงĀมายยีน 16S rDNA ที่ผ่านการเปรียบเทียบคüามเĀมืĂน

ขĂงดีเĂ็นเĂ มา BLASTn กับฐานข้ĂมูลนิüคลีโĂไทด์ (non-redundant nucleotide database) ใน 

GenBank พบüา่มีคüามใกล้เคียงกับชนิดĂื่น ๆ ในÿกุล Anabaena โดยมี Query coverage เท่ากับ 

97-98 เปĂร์เซ็นต์ และค่า Percent Identity ประมาณ 94 เปĂร์เซ็นต์ โดยทั้งĀมดมีค่า E value 
เท่ากับ 0.0 (ตารางที่ 4.1) Ăย่างไรก็ตามยังไม่ÿามารถบĂกชนิดขĂง Anabaena sp. ได้ จึงนำลำดับ

นิüคลีโĂไทด์ขĂงไซยาโนแบคทีเรียÿกุลต่าง ๆ ที่มีคüามใกล้เคียงกับ Anabaena sp. จากการทำ 

BLASTn มาüิเคราะĀ์คüามÿัมพันธ์เชิงüงý์üานüิüัฒนาการ ด้üยüิธี Maximum likelihood โดยมี 

model คืĂ GTR+I+G พบü่า Anabaena sp. ในการýึกþาครั้งนี้  มีคüามใกล้ชิดเชิงüงý์üาน

üิüัฒนาการกับ Cronbergia siamensis (NR_153750.1) ซึ่งมีชื่Ăดั้งเดิมü่า Anabaena siamensis 
มากที่ÿุด โดยมีค่า bootstrap เท่ากับ 100% และ 1.00 จากการüิเคราะĀ์ด้üยüิธี Bayesian 
inference (รูปที่ 4.3)  

ตารางที่  4.1. ผลการ BLASTn ลำดับนิüคลีโĂไทด์ขĂง Anabaena sp. เปรียบเทียบกับลำดับ           

นิüคลีโĂไทด์ที่รายงานในฐานข้ĂมูลขĂง GenBank 
  

ชนิดขĂง Anabaena spp. Query 
coverage 

E value Percent 
Identity 

Anabaena sp. (KT290355.1) 97% 0.0 94.39% 
Anabaena oscillarioides (AJ630428.1) 98% 0.0 94.20% 
Anabaena catenula (MK953012.1) 98% 0.0 94.07% 
Anabaena cylindrica (AP018166.1) 98% 0.0 94.10% 
Anabaena sp. (EU022718.1) 98% 0.0 94.06% 
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รูปที่ 4.3. แผนภูมิüงý์üานüิüัฒนาการขĂง Anabaena spp. ที่ÿร้างจากลำดับดีเĂ็นเĂเครื่ĂงĀมาย
ยีน 16S rDNA ด้üยüิธี Maximum likelihood (GTR+I+G) โดยมีตัüเลขที่ขั้üซึ่งบ่งบĂกคüามน่าจะ
เป็นขĂงค่า bootstrap จากüิธี maximum likelihood และüิธี Bayesian inference ตามลำดับ 
* คืĂ Anabaena sp. ที่ใช้ในการýึกþาครั้งน้ี 
 
4.3.  ผลขĂงĂาĀารเพาะเลี้ยงต่Ăการเจริญเติบโต  

จากการเพาะเลี้ยง Anabaena sp. คüามเข้มข้น 10% โดยปริมาตรในĂาĀารเĀลü BBM 
และ BG-110 ปริมาตร 5 ลิตร เป็นระยะเüลา 21 üัน พบü่าค่าเฉลี่ยน้ำĀนักเซลล์แĀ้งจากการ

เพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BBM เท่ากับ 0.45±0.07 กรัมต่Ăลิตร ซึ่งมากกü่าค่าเฉลี่ยน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง

จากการเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BG-110 เท่ากับ 0.21±0.05 กรัมต่Ăลิตร Ăย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติที่

ระดับคüามเชื่Ăมั่น 95 เปĂร์เซ็นต์ (รูปที่ 4.4) นĂกจากนี้พบü่าÿีที่แÿดงĂĂกมาระĀü่างการเพาะเลี้ยง

ไซยาโนแบคทีเรียชนิดนี้ในĂาĀารเĀลü BBM และ BG-110 มีคüามแตกต่างกัน กล่าüคืĂจากการ

เพาะเลี้ยง Anabaena sp. üันแรกที่มีÿีเขียüแกมน้ำเงินĂ่ĂนในĂาĀารเĀลüทั้ง 2 ชนิด เมื่Ăครบ

ระยะเüลา 21 üัน การเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BBM ใĀ้ÿีเขียüแกมน้ำเงินเข้ม (รูปที่ 4.5ก) และการ

เพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BG-110 ใĀ้ÿีเขียüแกมเĀลืĂง (รูปที่ 4.5ข) 
 
 
    



23 
 

 
รูปที่ 4.4. การเจริญเติบโตขĂง Anabaena sp. เมื่Ăเพาะเลี้ยงในĂาĀารที่ต่างกัน เป็นระยะเüลา 21 
üัน  
*ค่าเฉลี่ยมีคüามแตกต่างกันĂย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติที่ระดับคüามเชื่Ăมั่น 95% (p ‹ 0.05) จากการ

üิเคราะĀ ์Student t-test (n=3)  

 
รูปที่ 4.5. ÿีขĂง Anabaena sp. ในĂาĀารเĀลüที่ต่างกัน ณ üันที่ 21 ขĂงการเพาะเลี้ยง (ก) การ

เพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BBM (ข) การเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BG-110 

4.4.  ผลขĂงĂาĀารเพาะเลี้ยงต่ĂการผลิตพĂลิแซคคาไรด์และพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต  
จากการนำĂาĀารเĀลü BBM และ BG-110 ที่ปราýจากเซลล์ขĂง Anabaena sp. ซึ่งได้จาก

การเพาะเลี้ยงเป็นเüลา 21 üัน มาÿกัดพĂลิแซคคาไรด์ภายนĂกเซลล์ พบü่าไม่ปรากฏตะกĂนขĂง    

พĂลิแซคคาไรด์ในĂาĀารเĀลüทั้ง 2 ชนิด โดยĂาĀารเĀลü BBM เมื่Ăเติมด้üยเĂทานĂล ÿ่งผลใĀ้

ÿารละลายมีลักþณะเป็นขĂงเĀลüไม่มีคüามĀนืด แตกต่างจากĂาĀารเĀลü BG-110 เมื่Ăเติมด้üย     

เĂทานĂลÿ่งผลใĀ้ÿารละลายมีลักþณะĀนืดคล้ายเจลเพียงเล็กน้Ăย (รูปที่ 4.6)  
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รูปที่ 4.6. ลักþณะขĂงÿารละลายจากการÿกัดพĂลิแซคคาไรด์ภายนĂกเซลล์ (ก) ĂาĀารเพาะเลี้ยง 

BBM (ข) ĂาĀารเพาะเลี้ยง BG-110  
 

จากการนำเซลล์แĀ้งจากการเก็บเกี่ยüเซลล์ในĂาĀารเĀลü BBM และ BG-110 ซึ่งได้จากการ

เพาะเลี้ยงเป็นเüลา 21 üัน มาÿกัดพĂลิแซคคาไรด์ภายในเซลล์ พบü่าปรากฏตะกĂนขĂง             

พĂลิแซคคาไรด์ภายในเซลล์ ซึ่งมีลักþณะเป็นขĂงแข็งÿีน้ำตาล (รูป 4.7ก) โดยเมื่Ăเปรียบเทียบกับ

การเพาะเลี้ยงปริมาตร 1 ลิตร พบü่าพĂลิแซคคาไรด์ภายในเซลล์จากเซลล์แĀ้งที่ เพาะเลี้ยงในĂาĀาร

เĀลü BBM มีค่าเฉลี่ยน้ำĀนักเท่ากับ 48.17±5.8 มิลลิกรัมต่Ăลิตร ซึ่งมากกü่าพĂลิแซคคาไรด์ภายใน

เซลล์ขĂงเซลล์แĀ้งที่เพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BG-110 ที่มีค่าเฉลี่ยน้ำĀนักเท่ากับ 21.0±4.2 มิลลิกรัม

ต่Ăลิตร Ăย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติที่ระดับคüามเชื่Ăมั่น 95 เปĂร์เซ็นต์ Ăย่างไรก็ตามเมื่Ăเปรียบเทียบ     

พĂลิแซคคาไรด์ภายในเซลล์จากเซลล์แĀ้ง จากĀน่üยกรัมต่Ăกรัมเซลล์แĀ้ง พบü่าพĂลิแซคคาไรด์

ภายในเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลüทั้ง 2 ชนิด มีปริมาณไม่แตกต่างกันĂย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติ 

ดังแÿดงในตาราง 4.2 

 จากการนำเซลล์แĀ้งขĂงการเก็บเกี่ยüเซลล์ในĂาĀารเĀลü BBM และ BG-110 ซึ่งได้จากการ

เพาะเลี้ยงเป็นเüลา 21 üัน มาÿกัดพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต พบü่าการแตกเซลล์ในÿารละลาย           

ไดคลĂโรมีเทน และการนำÿ่üนขĂงแข็งที่ได้จากการแตกเซลล์ด้üยÿารละลายเมทานĂลบริÿุทธิ์       

มาตกตะกĂนพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต ไม่ปรากฏตะกĂนขĂงพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต ซึ่งแตกต่างจากการ

นำÿ่üนขĂงเĀลüที่ได้จากการแตกเซลล์ด้üยÿารละลายเมทานĂลบริÿุทธิ์ มาตกตะกĂนพĂลิไăดรĂกซี-   
บิüทิเรต พบü่าüิธีนี้ÿามารถใĀ้ตะกĂนขĂงพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตได้ โดยมีลักþณะเป็นขĂงแข็งÿี

น้ำตาล (รูปที่ 4.7ข) และเมื่Ăทำการเก็บข้Ăมูลค่าเฉลี่ยน้ำĀนักขĂงพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต จากการ

เปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงปริมาตร 1 ลิตร พบü่าพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตจากเซลล์แĀ้งที่เพาะเลี้ยง

ในĂาĀารเĀลü BBM มีค่าเฉลี่ยน้ำĀนักเท่ากับ 26.8±3.9 มิลลิกรัมต่Ăลิตร ซึ่งมากกü่าพĂลิไăดรĂกซี-
บิüทิเรตจากเซลล์แĀ้งที่ เพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BG-110 ที่มีค่าเฉลี่ยน้ำĀนักเท่ากับ 14.5±3.5 

มิลลิกรัมต่Ăลิตร Ăย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติที่ระดับคüามเชื่Ăมั่น 95 เปĂร์เซ็นต์ Ăย่างไรก็ตามเมื่Ă

เปรียบเทียบพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตจากĀน่üยกรัมต่Ăกรัมเซลล์แĀ้ง พบü่าพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตจาก
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เซลล์แĀ้งที่เพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลüทั้ง 2 ชนิด ไม่แตกต่างกันĂย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติ ดังแÿดงใน

ตาราง 4.2 
 

 
รูปที่ 4.7. ÿารÿกัดจาก Anabaena sp. (ก) พĂลิแซคคาไรด์ภายในเซลล์ (ข) พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต 
 
ตารางที่ 4.2. ค่าเฉลี่ยน้ำĀนักขĂงÿารÿกัดจาก Anabaena sp. เมื่Ăเพาะเลี้ยงในĂาĀารที่ต่างกัน  
 

ĂาĀาร
เพาะเลี้ยง 

ค่าเฉลี่ยน้ำĀนกัขĂงÿารÿกัดจาก Anabaena sp. 
พĂลิแซคคา
ไรด์ภายนĂก
เซลล ์(EPS)  
(มิลลกิรัมต่Ă
ลิตร) 

พĂลิแซคคาไรด์ภายในเซลล์ 
(IPS) 

พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต 
(PHB) 

(มิลลกิรัมต่Ă
กรัมเซลล์แĀ้ง) 

(มิลลกิรัมต่Ă
ลิตร) 

(มิลลกิรัมต่Ă
กรัมเซลล์
แĀ้ง) 

(มิลลกิรัม
ต่Ăลิตร) 

BBM ND 113.33±25.17 48.17±5.8* 56.67±11.55 26.8±3.9* 

BG-110 ND 100.00±20.00 21.0±4.2 70.00±0.00 14.5±3.5 
ND คืĂ มีปริมาณน้Ăยมากจนไม่ÿามารถตรüจÿĂบได ้
*ค่าเฉลี่ยมีคüามแตกต่างกันĂย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติที่ระดับคüามเชื่Ăมั่น 95% (p ‹ 0.05) จากการ

üิเคราะĀ ์Student t-test (n=3) 
 

4.5.  การüิเคราะĀ์โครงÿร้างขĂงพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต 
จากการตรüจÿĂบโครงÿร้างเบื้Ăงต้นขĂงÿารพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตที่ÿกัดได้จากเซลล์แĀ้ง

ขĂง Anabaena sp. ด้üยเทคนิคฟูเรียร์ทรานÿ์ฟĂร์มĂินฟราเรดÿเปกโตรÿโคปี (Fourier transform 
infrared spectroscopy: FTIR) พบü่ามีค่าการดูดกลืนแÿงคüามยาüคลื่น 1735 cm-1 แÿดงการมีĀมู่

คาร์บĂนิล (C=O) และค่าการดูดกลืนแÿงที่ 1239 cm-1 บ่งบĂกถึงการจับกันระĀü่างคาร์บĂนและ

ĂĂกซิเจนด้üยพันธะเดี่ยü (C-O-C) ค่าดูดกลืนแÿงที่ 1146-917 cm-1 แÿดงถึงพันธะเดี่ยüขĂง C-O 
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และ C-C ค่าการดูดกลืนแÿงคüามยาüคลื่นที่ 1374, 1451, 2924-2856, และ 3297 cm-1 แÿดงĀมู่

แĂลเคน (-CH3, -CH2, -CH) และĀมู่ไăดรĂกซิล (O-H) ตามลำดับ (รูปที่ 4.8ข) ซึ่งÿĂดคล้Ăงกับค่า

การดูดกลืนแÿงคüามยาüคลื่นที่แÿดงĀมู่ฟังก์ชันขĂงโครงÿร้างเบื้Ăงต้นขĂงÿารพĂลิไăดรĂกซี -       
บิüทิเรตทางการค้าจากการตรüจÿĂบด้üยüิธีเดียüกัน (รูปที่ 4.8ก)  
 

 
รูปที่ 4.8. โครงÿร้างเบื้Ăงต้นขĂงพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต ด้üยเทคนิคฟูเรียร์ทรานÿ์ฟĂร์มĂินฟราเรด  

ÿเปกโตรÿโคปี (Fourier transform infrared spectroscopy, FTIR) (ก) พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต

ทางการค้า (ข) พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตÿกัดจาก Anabaena sp. 
 
4.6.  การขึ้นรูปและการตรüจÿĂบÿมบัติขĂงฟิล์ม 

การขึ้นรูปฟิล์มพĂลิแซคคาไรด์ พบü่าไม่ÿามารถขึ้นรูปเป็นฟิล์มจากการใช้พĂลิแซคคาไรด์

ภายในเซลล์Ăย่างเดียüได้ จึงขึ้นรูปฟิล์มโดยการผÿมพĂลิแซคคาไรด์ภายในเซลล์ คüามเข้มข้น 0.35 
% โดยมüลต่Ăปริมาตร คาร์บĂกซีเมทิลเซลลูโลÿ คüามเข้มข้น 1.5% โดยมüลต่Ăปริมาตร และ      

กลีเซĂรĂลคüามเข้มข้น 0.1% โดยปริมาตร เมื่ĂตรüจÿĂบÿมบัติทางกายภาพ พบü่าÿามารถขึ้นรูป

เป็นแผ่นฟิล์มได้ โดยเป็นแผ่นฟิล์มÿีเĀลืĂง ลักþณะค่Ăนข้างเปราะ และมีคüามโปร่งใÿ เนื่ĂงจากเĀ็น

ตัüĂักþรด้านĀลังแผ่นฟิล์มĂย่างชัดเจน แÿดงดังรูปที่ 4.9ก 
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การขึ้นรูปฟิล์มพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต คüามเข้มข้น 1% โดยมüลต่Ăปริมาตร พบü่าไม่

ÿามารถขึ้นรูปเป็นฟิล์มจากการใช้พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตที่ÿกัดจาก Anabaena sp. Ăย่างเดียüได้   

จึงขึ้นรูปฟิล์มโดยการผÿมระĀü่างพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตที่ÿกัดได้และพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตทาง

การค้า Ăัตราÿ่üน 1 ต่Ă 7 โดยมีกลีเซĂรĂลคüามเข้มข้น 0.1% โดยปริมาตร เป็นพลาÿติไซเซĂร์ เมื่Ă

ตรüจÿĂบÿมบัติทางกายภาพ พบü่าÿามารถขึ้นรูปเป็นฟิล์มได้ โดยเป็นแผ่นฟิล์มÿีเขียüแกมเĀลืĂง 

ลักþณะค่Ăนข้างเปราะ และมีคüามทึบแÿง เนื่Ăงจากไม่เĀ็นตัüĂักþรด้านĀลังแผ่นฟิล์ม แÿดงดังรูปที่ 

4.9ข  
 

 
รูปที่ 4.9 ฟิล์มที่มีÿารÿกัดจาก Anabaena sp. เป็นĂงค์ประกĂบ (ก) ฟิล์มพĂลิแซคคาไรด์จากการ

ผÿมพĂลิแซคคาไรด์ภายในเซลล์ คüามเข้มข้น 0.35 % โดยมüลต่Ăปริมาตร คาร์บĂกซีเมทิล-
เซลลูโลÿ คüามเข้มข้น 1.5% โดยมüลต่Ăปริมาตร และกลีเซĂรĂลคüามเข้มข้น 0.1% โดยปริมาตร 

(ข) ฟิล์มพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตคüามเข้มข้น 1% โดยมüลต่Ăปริมาตร จากการผÿมพĂลิไăดรĂกซี-  
บิüทิเรตที่ÿกัดได้และพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตทางการค้า Ăัตราÿ่üน 1 ต่Ă 7 และกลีเซĂรĂลคüาม

เข้มข้น 0.1% โดยปริมาตร 
 

 
 



 
 

บทที่ 5 

Ăภิปรายผลการýึกþา 
 
5.1. การระบุชนิดขĂง Anabaena sp. 

จากผลการýึกþาลักþณะทางÿัณฐานüิทยาขĂง Anabaena sp. พบü่าภายในเÿ้นÿายมี 
heterocyte เซลล์มีขนาดและรูปร่างคล้ายทรงกระบĂกเรียงต่Ăกันเป็นเÿ้นÿายไม่มีการแตกแขนง  

ซึ่งตรงตามลักþณะขĂงÿกุล Anabaena ที่ระบุโดย Prescott (1954) นĂกจากนี้พบü่าเซลล์ขĂง 

Anabaena sp. ในĂาĀารเĀลü BBM และ BG-110  มีขนาดและÿีที่แตกต่างกัน (รูปที่ 4.1) ซึ่ง

ÿĂดคล้ĂงกับผลการýึกþาขĂง Velázquez-Suárez Luque และ Herrero (2020) ที่รายงานü่า 

ลักþณะทางÿัณฐานüิทยา เช่น รูปร่างและขนาดขĂงเซลล์ และจำนüนเซลล์ภายในเÿ้นÿาย ÿามารถ

แปรผันตามปัจจัยการเพาะเลี้ยงได้ เช่น üัฏจักรการเจริญเติบโต ปริมาณคาร์บĂนและไนโตรเจน เป็น

ต้น 
 จากผลการüิเคราะĀ์คüามÿัมพันธ์เชิงüงý์üานüิüัฒนาการด้üยข้ĂมูลทางพันธุกรรมขĂงลำดับ

นิüคลี โĂไทด์ เครื่ĂงĀมายยีน 16S rDNA พบü่ามีคüามใกล้ เคียงกับ  Cronbergia siamensis         
มากที่ ÿุ ด  ซึ่ งจ ากการýึ กþ าขĂง Johansen และคณ ะ  (2014) รายงานü่ า  C. siamensis        
Komárek, Zapomelová et Hindák (2010) เป็นชื่Ăพ้Ăงโăโมไทปิก (homotypic synonyms) 
ขĂง Cylindrospermum siamensis (Antarikanonda) Johansen comb. nov (2014) ซึ่ งมีชื่Ă

ดั้งเดิมคืĂ A. siamensis Antarikanonda (1985) และพบü่ามีลักþณะทางÿัณฐานüิทยาใกล้เคียงกับ 

Anabaena sp. ในการýึกþาครั้งนี้ โดยเซลล์มีรูปร่างทรงกระบĂกและทรงกลม มีขนาดด้านกü้าง    
4-4.5 ไมโครเมตร ด้านยาü 3-5 ไมโครเมตร พบ heterocyte รูปร่างทรงกลมและทรงยาüรีที่ปลาย

เÿ้นÿาย มีขนาดด้านกü้าง 3.5 ไมโครเมตร ด้านยาü 4 ไมโครเมตร  
 
5.2. ผลขĂงĂาĀารเพาะเลี้ยงต่ĂการเจริญเติบโตขĂง Anabaena sp. 

จากผลการเพาะเลี้ยง Anabaena sp. ในĂาĀารเĀลü BBM เป็นระยะเüลา 21 üัน พบü่ามี

ปริมาณเซลล์แĀ้งเท่ากับ 0.45±0.07 กรัมต่Ăลิตร ซึ่งมากกü่าการýึกþาขĂง Cordeiro และคณะ 

(2017) ที่ได้ปริมาณเซลล์แĀ้งจาก Microcystis aeruginosa เท่ากับ 0.2 กรัมต่Ăลิตร เมื่Ăเพาะเลี้ยง

ในĂาĀารเĀลü BBM เป็นเüลา 13 üัน ภายใต้ÿภาüะการเพาะเลี้ยงที่ĂุณĀภูมิ 20 Ăงýาเซลเซียÿ และ

ใĀ้แÿงตลĂด 24 ชั่üโมง แต่มีปริมาณเซลล์น้Ăยกü่าการýึกþาขĂง Yadav และคณะ (2021) ที่ได้

ปริมาณเซลล์แĀ้งจาก Oscillatoria sp. FW01 เท่ากับ 1.72 กรัมต่Ăลิตร เมื่Ăเพาะเลี้ยงในĂาĀาร

เĀลü BBM เป็นเüลา 26 üัน ภายใต้ÿภาüะการเพาะเลี้ยงที่ĂุณĀภูมิ 25 Ăงýาเซลเซียÿ และช่üงเüลา

การใĀ้แÿง 12 ชั่üโมงต่Ăüัน และการýึกþาขĂง Khatoon และคณะ (2018) ที่ได้ปริมาณเซลล์แĀ้ง

จาก Pseudanabaena mucicola เท่ากับ 0.577 กรัมต่Ăลิตร เมื่Ăเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BBM 

ภายใต้ÿภาüะการเพาะเลี้ ยงที่ ĂุณĀภูมิ  25 Ăงýาเซลเซียÿ และใĀ้แÿง 24 ชั่ üโมงต่Ăüัน
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จากผลการเพาะเลี้ยง Anabaena sp. ในĂาĀารเĀลü BG-110  เป็นระยะเüลา 21 üัน 

พบü่ามีปริมาณเซลล์แĀ้งเท่ากับ 0.21±0.05 กรัมต่Ăลิตร ซึ่งมากกü่าการýึกþาขĂง Ansari และ 
Fatma (2016) ที่ได้ปริมาณเซลล์แĀ้งจาก Nostoc muscorum NCCU-442 เท่ากับ 0.005 กรัมต่Ă

ลิตร เมื่Ăเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BG-110 เป็นเüลา 21 üัน ภายใต้ÿภาüะการเพาะเลี้ยงที่ĂุณĀภูมิ 

28±1 Ăงýาเซลเซียÿ และช่üงเüลาการใĀ้แÿง 14 ชั่üโมงต่Ăüัน แต่มีปริมาณเซลล์น้Ăยกü่าการýึกþา

ขĂง เทพปัญญา เจริญรัตน์ และÿุเปญญา จิตตพันธ์ (2555) ที่ได้ปริมาณเซลล์แĀ้งจาก Nostoc sp. 
TUBT01 1.12 กรัมต่Ăลิตร เมื่Ăเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BG-110 เป็นเüลา 44 üัน ภายใต้ÿภาüะการ

เพาะเลี้ยงที่ĂุณĀภูมิ 25 Ăงýาเซลเซียÿ และช่üงเüลาการใĀ้แÿง 12 ชั่üโมงต่Ăüัน และการýึกþาขĂง 

Rosales Loaiza และคณะ (2016) ที่ได้ปริมาณเซลล์แĀ้งจาก Anabaena sp. 1.89 กรัมต่Ăลิตร 

เมื่Ăเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BG-110 เป็นเüลา 30 üัน ภายใต้ÿภาüะการเพาะเลี้ยงที่ĂุณĀภูมิ 29 
Ăงýาเซลเซียÿ และช่üงเüลาการใĀ้แÿง 12 ชั่üโมงต่Ăüัน 

จากที่กล่าüไปข้างต้นถึงแม้จะเป็นการเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลüที่เĀมืĂนกัน แต่น้ำĀนักเซลล์

แĀ้งยังคงแตกต่างกัน ซึ่งĂาจเกี่ยüข้ĂงกับĀลายปัจจัย เช่น ชนิดขĂงไซยาโนแบคทีเรีย ĂุณĀภูมิ 

จำนüนüันการเพาะเลี้ยง และช่üงเüลาการใĀ้แÿง เป็นต้น  
นĂกจากนี้พบü่าน้ำĀนักเซลล์แĀ้งขĂงการเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BBM และ BG-110 

แตกต่างกัน โดยการเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BBM ทำใĀ้ Anabaena sp. ÿามารถเจริญเติบโตได้ปริมาณ

เซลล์มากกü่าการเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BG-110 ซึ่งการเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BG-110 ได้

ปริมาณเซลล์น้Ăยกü่าĂาจเกี่ยüข้ĂงกับการจำกัดขĂงธาตุĂาĀารไนโตรเจน เนื่Ăงจากการจำกัดธาตุ

ĂาĀารไนโตรเจน ทำใĀ้เกิดปรากฏการณ์ที่เรียกü่า nitrogen chlorosis เป็นปรากฎการณ์ที่ÿารÿี   

ไฟโคไซยานินและคลĂโรฟิลด์ถูกทำลาย ซึ่งÿ่งผลต่ĂการทำงานขĂงระบบแÿง I และ II ใĀ้มีการ

ทำงานลดลง (Troschl, Meixner, and Drosg, 2017) Ăย่างไรก็ตามเนื่ĂงจากกรดĂะมิโนที่ถูก

ปลดปล่ĂยจากÿารÿีเĀล่านี้ ทำใĀ้มีการÿังเคราะĀ์üัตถุดิบขึ้นใĀม่ จึงทำใĀ้เซลล์ยังคงเจริญเติบโตได้

แต่ต่ำกü่า จึงทำใĀ้มีปริมาณเซลล์น้Ăยกü่า และÿ่งผลทำใĀ้ÿีขĂงเซลล์เปลี่ยนจากÿีเขียüแกมน้ำเงิน

กลายเป็นÿีเขียüแกมเĀลืĂง (Wu, Wu, and Shen, 2001) 
 
5.4. ผลขĂงĂาĀารเพาะเลี้ยงต่ĂการผลิตพĂลิแซคคาไรดแ์ละพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตขĂง Anabaena 
sp.  

จากผลการÿกัดพĂลิแซคคาไรด์ภายนĂกเซลล์ขĂงทั้งĂาĀารเĀลü BBM และ BG-110 พบü่า
ไม่ปรากฏพĂลิแซคคาไรด์ภายนĂกเซลล์ ซึ่งแตกต่างจากการýึกþาขĂง Tiwari และคณะ (2019) ที่ได้
ปริมาณผลผลิตจาก Anabaena sp. CCC 745 เท่ากับ 145.72 มิลลิกรัมต่Ăลิตร เมื่Ăทำการ
เพาะเลี้ยงเป็นเüลา 30 üัน ในĂาĀารเĀลü BG-11 ที่ เติมแคลเซียมคลĂไรด์คüามเข้มข้น 10           
มิลลิโมลาร์ ภายใต้ÿภาüะการเพาะเลี้ยงที่ĂุณĀภูมิ 28 Ăงýาเซลเซียÿ และช่üงเüลาการใĀ้             
แÿง 12 ชั่üโมงต่Ăüัน และการýึกþาขĂง Parikh และ Madamwar (2006) ที่ ได้ผลผลิตจาก 
Oscillatoria sp. Nostoc sp. และ N. carneum เมื่Ăทำการเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BG-11 เป็น
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เüลา 30 üัน ภายใต้ÿภาüะการเพาะเลี้ยงที่ĂุณĀภูมิ 27 Ăงýาเซลเซียÿ และช่üงเüลาการใĀ้แÿง 12 
ชั่üโมงต่Ăüัน และการýึกþาขĂง Singh และ Das (2011) ที่ได้ปริมาณผลผลิตจาก A. oryzae เท่ากับ 
10±0.028 มิลลิกรัมต่Ăลิตร เมื่Ăเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BG-110 เป็นเüลา 44 üัน ภายใต้ÿภาüะ
การเพาะเลี้ยงที่ĂุณĀภูมิ 25 Ăงýาเซลเซียÿ และช่üงเüลาการใĀ้แÿง 16 ชั่üโมงต่Ăüัน ทั้งนีก้ารÿ่งและ
ÿะÿมพĂลิแซคคาไรด์ĂĂกนĂกเซลล์ คาดü่าเป็นกระบüนการป้ĂงกันตัüเĂงจากÿิ่งแüดล้Ăมและ
ต้านทานต่Ăÿภาüะเครียดที่เกิดขึ้นĂาจขึ้นĂยู่กับĀลายปัจจัย เช่น ชนิดขĂงไซยาโนแบคทีเรีย คüาม
เค็มÿูง คüามเข้มแÿงÿูง (Phélippé et al., 2019) และการเจริญเติบโตขĂงเซลล์ (Parikh and 
Madamwar, 2006) เป็นต้น  
 จากผลการÿกัดพĂลิแซคคาไรด์ภายในเซลล์จากเซลล์แĀ้งเมื่Ăเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BBM 
และ BG-110 พบü่าปริมาณผลผลิตที่ได้ไม่มีคüามแตกต่างกัน เนื่Ăงจากเซลล์ยังคงÿามารถผลิตและ
ÿะÿมพĂลิแซคคาไรด์ภายในเซลล์ได้ทั้งในÿภาüะที่มีธาตุĂาĀารและÿภาüะที่มีการจำกัดธาตุĂาĀาร 
โดยพĂลิแซคคาไรด์ภายในเซลล์ ซึ่งĂาจจะเป็นไกลโคเจนจะเป็นÿารประกĂบกักเก็บพลังงานและ
คาร์บĂนใĀ้แก่เซลล์เพื่Ăการดำรงชีüิต (Troschl, Meixner, and Drosg, 2017) Ăย่างไรก็ตามเมื่Ă
เปรียบเทียบในด้านขĂงการเจริญเติบโตขĂงเซลล์ในĂาĀารเĀลüทั้ง 2 ชนิด พบü่าการเพาะเลี้ยงเซลล์
ในĂาĀารเĀลü BBM ใĀ้ปริมาณผลผลิตที่มากกü่าการเพาะเลี้ยงเซลล์ในĂาĀารเĀลü BG-110  โดยมี
ปริมาณผลผลิตเท่ากับ 48.2±5.8 และ 21.0±4.2 มิลลิกรัมต่Ăลิตร ซึ่งน้Ăยกü่าการýึกþาขĂง Tiwari 
และคณะ (2019) ที่ได้ปริมาณผลผลิตจาก Anabaena sp. CCC 745 เท่ากับ 174.5 มิลลิกรัมต่Ă
ลิตร เมื่Ăทำการเพาะเลี้ยงเป็นเüลา 30 üัน ในĂาĀารเĀลü BG-11 ที่เติมแคลเซียมคลĂไรด์คüาม
เข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ภายใต้ÿภาüะการเพาะเลี้ยงที่ĂุณĀภูมิ 28 Ăงýาเซลเซียÿ และช่üงเüลาการใĀ้
แÿง 12 ชั่üโมงต่Ăüัน และการýึกþาขĂง Singh และ Das (2011) ที่ ได้ปริมาณผลผลิตจาก            
A. oryzae เท่ากับ 76±0.028 มิลลิกรัมต่Ăลิตร เมื่Ăเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BG-110 เป็นเüลา 44 
üัน ภายใต้ÿภาüะการเพาะเลี้ยงที่ĂุณĀภูมิ 25 Ăงýาเซลเซียÿ และช่üงเüลาการใĀ้แÿง 16 ชั่üโมงต่Ă
üัน จากที่กล่าüไปข้างต้นปริมาณพĂลิแซคคาไรด์ภายในเซลล์Ăาจขึ้นĂยู่กับĀลายปัจจัย เช่น ชนิดขĂง
ไซยาโนแบคทีเรีย ธาตุĂาĀาร และจำนüนüันในการเพาะเลี้ยง เป็นต้น  
 จากผลการÿกัดพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตจากเซลล์แĀ้งเมื่Ăเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BBM และ

BG-110 พบü่าปริมาณผลผลิตเท่ากับ 5.67% และ 7% โดยมüล ตามลำดับ ไม่มีคüามแตกต่างกัน ซึ่ง

ใกล้ เคี ยงกับการýึกþาขĂง Ansari และ  Fatma (2016) ที่ ได้ปริมาณผลผลิตจาก Nostoc 
muscorum NCCU-442 เท่ากับ 6.44% โดยมüล เมื่Ăเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BG-110 เป็นเüลา 

21 üัน ภายใต้ÿภาüะการเพาะเลี้ยงที่ĂุณĀภูมิ 28±1 Ăงýาเซลเซียÿ และช่üงเüลาการใĀ้แÿง 14 

ชั่üโมงต่Ăüัน และมีปริมาณผลผลิตน้Ăยกü่าการýึกþาขĂง Sharma และ Mallick (2005) ที่ได้จาก 

N. muscorum เท่ากับ 8.6% โดยมüล เมื่Ăเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BG-110 เป็นเüลา 21 üัน 

ภายใต้ÿภาüะการเพาะเลี้ยงที่ĂุณĀภูมิ 25±1 Ăงýาเซลเซียÿ และช่üงเüลาการใĀ้แÿง 14 ชั่üโมงต่Ă

üัน  และมี ป ริม าณ ผลผลิ ตมากกü่าการýึ กþ าขĂง Wu Wu และ  Shen (2001) ที่ ได้ จาก 

Synechocystis sp. 4.1% โดยมüล เมื่Ăเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BG-110 เป็นเüลา 7 üัน ภายใต้

ÿภาüะการเพาะเลี้ยงที่ĂุณĀภูมิ 30 Ăงýาเซลเซียÿ และใĀ้แÿงตลĂด 24 ชั่üโมง จากที่กล่าüไปข้างต้น
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คüามแตกต่างขĂงการÿะÿมพĂลิไăดรĂกซีบิüทิ เรตĂาจเกิดได้Āลายปัจจัย เช่น ชนิดขĂงไซยาโน -
แบคทีเรีย ช่üงเüลาการใĀ้แÿง และĂุณĀภูมิการเพาะเลี้ยง (Ansari and Fatma, 2016) เป็นต้น  

 Ăย่างไรก็ตามเมื่Ăเปรียบเทียบในด้านขĂงการเจริญเติบโตขĂงเซลล์ในĂาĀารเĀลüทั้ง 2 ชนิด 

พบü่าการเพาะเลี้ยงเซลล์ในĂาĀารเĀลü BBM ใĀ้ปริมาณผลผลิตที่มากกü่าการเพาะเลี้ยงเซลล์ใน

ĂาĀารเĀลü BG-110 แต่ทั้งนี้ยังไม่มีการรายงานการÿกัดพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตจากการเพาะเลี้ยงใน

ĂาĀารเĀลü BBM ซึ่ง Panda และคณะ (2006) Sharma และ Mallick (2005)  และ Wu Wu และ 
Shen (2001) ได้รายงานü่าการเพาะเลี้ยงในĂาĀารที่มีการจำกัดธาตุĂาĀารไนโตรเจน ÿามารถÿะÿม

พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตได้มากกü่าการเลี้ยงในĂาĀารที่มีธาตุĂาĀารÿมบูรณ์ จึงเป็นที่น่าÿนใจใน

การýึกþาการÿกัดพĂลิแซคคาไรด์ในĂาĀารเĀลü BBM ที่มีการจำกัดธาตุĂาĀารไนโตรเจน  

5.5. การüิเคราะĀ์โครงÿร้างขĂงพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตที่ÿกัดจาก Anabaena sp. 
จากผลการüิเคราะĀ์โครงÿร้างเบื้Ăงต้นขĂงพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต ด้üยเทคนิคฟูเรียร์ทรานÿ์-

ฟĂร์มĂินฟราเรดÿปกโตรÿโคปี พบü่ามีĀมู่คาร์บĂนิล (C=O) และการจับกันระĀü่างคาร์บĂนและ

ĂĂกซิเจนด้üยพันธะเดี่ยü (C-O-C) ซึ่งบ่งบĂกได้ü่าเป็นĀมู่เĂÿเทĂร์ รüมถึงĀมู่แĂลเคน ได้แก่ เมทิล   

(-CH3) เมทิลลีน (-CH2) และการจับกันขĂงคาร์บĂนและไăโดเจน (-CH) ซึ่งĀมู่ฟังก์ชันเĀล่านี้เป็น

Ăงค์ประกĂบในโครงÿร้างโมเลกุลขĂงพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต (Price et al., 2020) ซึ่งÿĂดคล้Ăงกับ

การüิเคราะĀ์โครงÿร้างเบื้Ăงต้นด้üยüิธีเดียüกันขĂงพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตทางการค้า และการýึกþา

ขĂง Ansari และ Fatma (2016) Gopi Balaji และ Muthvelan (2014) และ Troschl และคณะ 

(2018) ที่ÿกัดได้จาก Nostoc muscorum NCCU-442 Anabaena sp. และ Synechocystis sp. 
CCALA192 ตามลำดับ  

5.6. การขึ้นรูปและการตรüจÿĂบÿมบัติขĂงฟิล์ม 
  ผลการขึ้นรูปและการตรüจÿĂบฟิล์มพĂลิแซคคาไรด์ โดยการผÿมพĂลิแซคคาไรด์ภายใน

เซลล์ คüามเข้มข้น 0.35 % โดยมüลต่Ăปริมาตร คาร์บĂกซีเมทิลเซลลูโลÿ คüามเข้มข้น 1.5%      
โดยมüลต่Ăปริมาตร และกลีเซĂรĂล คüามเข้มข้น 0.1% โดยปริมาตร พบü่าฟิล์มมีลักþณะโปร่งใÿ 

ซึ่งÿĂดคล้ĂงกับการýึกþาขĂง Johnsson และ Steuer (2018) ที่ขึ้นรูปโดยผÿมพĂลิแซคคาไรด์จาก

ÿาĀร่ายÿีเขียü Neochloris oleoabundans 1.25% โดยมüลต่Ăปริมาตร กับคาร์บĂกซีเมทิล -
เซลลูโลÿ 0.625% โดยมüลต่Ăปริมาตร ที่ใĀ้ฟิล์มลักþณะโปร่งใÿเช่นเดียüกัน แต่มีการขึ้นรูปแตกต่าง

จากการýึกþาขĂง Rodriguez Torres และ López (2017) ที่ÿามารถขึ้นรูปเป็นฟิล์มจากการใช้   

พĂลิแซคคาไรด์ที่ÿกัดจาก Nostoc muscorum คüามเข้มข้น 1% โดยมüลต่Ăปริมาตร และ         

กลีเซลรĂลคüามเข้มข้น 0.3% โดยมüลต่Ăปริมาตร ซึ่งใĀ้ฟิล์มที่มีÿมบัติเชิงกลใกล้เคียงกับฟิล์ม     

พĂลิแซคคาไรด์จากจุลินทรีย์  
 ผลการขึ้นรูปฟิล์มพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต คüามเข้มข้น 1% โดยมüลต่Ăปริมาตร จากการผÿม

พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตที่ÿกัดได้ และพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตทางการค้า Ăัตราÿ่üน 1 ต่Ă 7 และ      
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กลีเซĂรĂล คüามเข้มข้น 0.1% โดยปริมาตร พบü่าฟิล์มมีลักþณะทึบแÿง ซึ่งแตกต่างจากการýึกþา

ขĂง Ansari และ Fatma (2016) ที่ÿามารถขึ้นรูปฟิล์มจากพĂลิไăดรĂกซีบิüทิ เรตที่ÿกัดจาก          
N. muscorum โดยใช้คüามเข้มข้น 15% โดยมüลต่Ăปริมาตร ที่ใĀ้ฟิล์มมีลักþณะโปร่งใÿ โดยมี

ÿมบัติการทนต่Ăคüามร้Ăนและÿมบัติเชิงกลใกล้เคียงกับพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตมาตรฐาน และ

ÿามารถย่Ăยÿลายได้เร็üกü่าเมื่Ăเปรียบเทียบกับพลาÿติกจากปิโตรเคมี  และการýึกþาขĂง Bhati 
และ Mallick (2015) ที่ÿามารถขึ้นรูปเป็นฟิล์มจากพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตที่ÿกัดจาก N. muscorum 
Agardh คüามเข้มข้น 1% โดยมüลต่Ăปริมาตร ซึ่งฟิล์มมีลักþณะเปราะ โดยมีการยืดตัü ณ จุดขาด 

เท่ากับ 4.9%  
 Ăย่างไรก็ตาม เนื่Ăงจากการýึกþาครั้งนี้มีพĂลิแซคคาไรด์และพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตที่ÿกัดได้

ปริมาณจำกัด จึงไม่ได้ทำการýึกþาการขึ้นรูปฟิล์มและตรüจÿĂบÿมบัติในด้านĂื่น ๆ เพิ่มเติมจากการ

ใช้ÿารที่ÿกัดได้เพียงĂย่างเดียü ทั้งนี้การขึ้นรูปและÿมบัติขĂงฟิล์มĂาจเกี่ยüข้ĂงกับĀลายปัจจัย เช่น 

คüามเข้มข้นขĂงÿาร ชนิดและคüามเข้มข้นขĂงพลาÿติไซเซĂร์ (Quispe et al., 2021) เป็นต้น  
 
 



 
 

บทที่ 6 
ÿรุปผลการýึกþา 

 
 จากการýึกþาลักþณะทางÿัณฐานüิทยาและการüิเคราะĀ์คüามÿัมพันธ์เชิงüงý์üาน

üิüัฒนาการด้üยลำดับนิüคลีโĂไทด์ขĂงเครื่ĂงĀมายยีน 16S rDNA พบü่า Anabaena sp. ใน
การýึกþาครั้งนี้มีคüามใกล้เคียงกับ Anabaena siamensis มากที่ÿุด ซึ่งÿามารถเจริญเติบโตใน

ĂาĀารเĀลüขĂงโบลด์ (BBM) ได้มากกü่าการการเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลüบีจี -11 ที่ปราýจาก    

โซเดียมไนเตรท (BG-110 ) โดยมีน้ำĀนักเซลล์แĀ้งเท่ากับ 0.45±0.07 และ 0.21±0.05 กรัมต่Ăลิตร 

ตามลำดับ จากการเพาะเลี้ยงเป็นระยะเüลา 21 üัน ภายใต้ÿภาüะการใĀ้แÿง 16 ต่Ă 8 ชั่üโมง 

ĂุณĀภูมิ 25±2 Ăงýาเซลเซียÿ โดยมีการใĀ้ĂĂกซิเจนตลĂดเüลา และไซยาโนแบคทีเรียชนิดนี้

ÿามารถผลิตพĂลิแซคคาไรด์ภายในเซลล์และพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตได้เท่ากับ 26.8±3.9 และ 
48.2±5.8 มิลลิกรัมต่Ăลิตร ตามลำดับ เมื่Ăเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü BBM ซึ่งมากกü่าการเพาะเลี้ยง

ในĂาĀารเĀลü BG-110 ที่ผลิตพĂลิแซคคาไรด์ภายในเซลล์และพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตได้เท่ากับ 

14.5±3.5 และ 21.0 ± 4.2 มิลลิกรัมต่Ăลิตร ตามลำดับ Ăย่างไรก็ตามในÿภาüะเดียüกันไซยาโน-
แบคทีเรียชนิดนี้ไม่ÿามารถÿ่งพĂลิแซคคาไรด์ĂĂกนĂกเซลล์ได้ และเมื่Ăทำการขึ้นรูปฟิล์มโดยมี       

กลีเซĂรĂล คüามเข้มข้น 0.1% โดยปริมาตร เป็นพลาÿติไซเซĂร์ พบü่าฟิล์มพĂลิแซคคาไรด์ จากการ

ผÿมพĂลิแซคคาไรด์ภายในเซลล์ที่ÿกัดได้  คüามเข้มข้น 0.35% โดยมüลต่Ăปริมาตร และ             

คาร์บĂกซีเมทิลเซลลูโลÿ (CMC) คüามเข้มข้น 1.5% โดยมüลต่Ăปริมาตร มีÿมบัติการÿ่Ăงผ่านขĂง

แÿงĂย่างดีเยี่ยม และฟิล์มพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต คüามเข้มข้น 1% โดยมüลต่Ăปริมาตร จากการผÿม           

พĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตที่ÿกัดได้และพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตทางการค้า Ăัตราÿ่üน 1 ต่Ă 7 พบü่าแÿง

ÿามารถÿ่Ăงผ่านได้ตำ่     
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ปัญĀาและขĂ้เÿนĂแนะ 
ปัญĀาจากการýึกþาครั้งนี้ พบü่ามีÿารพĂลิแซคคาไรด์ และพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรตที่ÿกัด

จาก Anabaena sp. ไม่เพียงพĂÿำĀรับการขึ้นรูปฟิล์ม และพĂลิเมĂร์ที่ÿกัดได้ยังไม่ÿามารถขึ้นรูป

เป็นฟิล์มได้เมื่ĂปราýจากพĂลิเมĂร์ÿังเคราะĀ์ทางการค้า ดังนั้นแนüทางการผลิตฟิล์มและตรüจÿĂบ

ÿมบัติขĂงฟิล์มจากไซยาโนแบคทีเรียชนิดนี้ในĂนาคต คüรýึกþาปัจจัยและÿภาüะการเพาะเลี้ยงที่

ÿ่งเÿริมการเจริญเติบโตขĂงเซลล์ใĀ้รüดเร็üและมีปริมาณมากขึ้น รüมถึงกระตุ้นการÿะÿม            

พĂลิแซคคาไรด์และพĂลิไăดรĂกซีบิüทิเรต คüรýึกþาüิธีการÿกัดที่ÿ่งผลต่ĂปริมาณขĂงพĂลิเมĂร์

เĀล่านี้ใĀ้เพิ่มมากขึ้น และคüรทำใĀ้ÿารบริÿุทธิ์ก่Ăนการÿ่งตรüจÿĂบเพื่ĂüิเคราะĀ์โครงÿร้างโมเลกุล

ด้üยเทคนิคต่าง ๆ เพิ่มเติม เช่น เทคนิคโปรตĂนนิüเคลียร์แมกเนทิกเรโซแนนซ์ (Nuclear Magnetic 
Resonance: H-NMR) เป็นต้น คüรýึกþาเพิ่มเติมเกี่ยüกับการขึ้นรูปฟิล์ม เช่น ระยะเüลาที่ใช้ในการ

ผÿมÿาร คüามเข้มข้นขĂงÿาร และการปรับปรุงÿูตรการขึ้นรูป ไม่ü่าจะเป็นคüามเข้มข้นขĂง         

พĂลิเมĂร์และพลาÿติไซเซĂร์ ĀรืĂÿัดÿ่üนการผÿมกับพĂลิเมĂร์ชนิดĂื่น ๆ เป็นต้น รüมถึงýึกþา

ÿมบัติด้านต่าง ๆ ขĂงฟิล์มเพิ่มเติม ได้แก่ ÿมบัติเชิงกล การทนต่Ăคüามร้Ăน การย่Ăยÿลาย         

การละลาย การแพร่ผ่านขĂงไĂน้ำ และการแพร่ผ่านขĂงแก๊ÿ เป็นต้น เพื่ĂใĀ้ได้ฟิล์มที่มีÿมบัติที่

เĀมาะÿมÿำĀรับการประยุกต์ใช้งานด้านบรรจุภัณฑ์ที่ÿามารถนำไปใช้งานในท้ĂงตลาดĀรืĂ

ชีüิตประจำüันได้จริง 
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ภาคผนüก ก 
การเตรียมĂาĀารเลี้ยงÿาĀร่าย 

ตารางที่ 1ผ  ÿูตรĂาĀารเĀลüเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรีย 

ÿารประกĂบ ปริมาณ (กรัม/ลิตร) 
BG-11 BG-110 BBM 

NaNO3 1.5 - 0.25 
K2HPO4 0.04 0.04 0.075 
KH2PO4 - - 0.175 
MgSO4·7H2O 0.075 0.075 0.075 
CaCl2·2H2O 0.036 0.036 0.025 
Na2CO3 0.02 0.02 - 
NaCl - - 0.025 
citric acid   0.006 0.006 - 
Ferric ammonium citrate 0.006 0.006 - 
EDTA (disodium salt) 0.001 0.001 0.05 
KOH - - 0.031 
H3BO3 - - 0.0114 
Solution (กรัม/ลิตร) 

• FeSO4·7H2O 
• Conc. H2SO4 

- - 1.0 ml·l-1 
4.98 

1.0 ml·l-1 
Trace-metal mix A5 (กรัม/ลิตร) 

• H3BO3 
• MnCl2·4H2O 
• ZnSO4·7H2O 
• Na3MoO4·2H2O 
• MoO3 
• CuSO2·5H2O 
• Co(NO3)2·6H2O 
 

1.0 ml·l-1 
2.86 
1.81 
0.222 
0.039 

- 
0.079 
0.049 

 

1.0 ml·l-1 
2.86 
1.81 
0.222 
0.039 

- 
0.079 
0.049 

 

1.0 ml·l-1 
- 

1.44 
8.82 

- 
0.71 
1.57 
0.94 

 

 

 



42 
 

ภาคผนวก ข 
การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ forward primer และ reverse primer ของ

เครื่องหมายยีน 16S rDNA 
 

 
รูปที่  1ผ   chromatogram จาก forward primer: 21F ของเครื่องหมายยีน  16S rDNA ของ 

Anabaena sp. 
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รูปที่ 1ผ (ต่Ă)  
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รูปที่ 1ผ (ต่Ă)  
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รูปที่  2ผ  chromatogram จาก reverse primer: 1492R ของเครื่องหมายยีน 16S rDNA ของ 

Anabaena sp.   
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รูปที่ 2ผ (ต่Ă) 
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รูปที่ 2ผ (ต่Ă) 
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