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บทสรุปสำหรับผู้บริหาร 

(Executive Summary) 

ข้าพเจ้า ดร. ขวัญชญานวิศ มาชะนา ได้รับทุนสนับสนุนโครงการวิจัย จากมหาวิทยาลัยบูรพา  ประเภท

งบประมาณเงินรายได้ (เงินอุดหนุนจากรัฐบาล) ประจำปีงบประมาณ พ.ศ. 2562 มหาวิทยาลัยบูรพา โครงการวิจยั

เรื่อง การใช้เทคนิค FTIR-spectroscopy และ RAMAN spectroscopy ในการวิเคราะห์ปริมาณสารกลุ่มแคโรที

นอยด์ รูปแบบปริมาณกรดไขมัน ที่มีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาและลายพิมพ์ดีเอ็นเอของไดอะตอมเพื่อประโยชน์ในการ

ประยุกต์ใช้ในเชิงพาณิชย์และการอนุรักษ์สายพันธุ์ในจังหวัดชลบุรี (Evaluation of FTIR-spectroscopy และ 

RAMAN spectroscopy for Carotenoids content, Fatty acid profile effect on pharmacological activity 

and DNA fingerprint of diatom to apply for commercial and conservation in Chonburi Province ) 

รหัสโครงการ 59960 สัญญาเลขที่ 1.1/ 2562 ได้รับงบประมาณรวมทั้งสิ้น 908,200 บาท (เก้าแสนแปดพันสอง

ร้อยบาทถ้วน) ระยะเวลาการดำเนินงาน 1 ปี  5 เดือน (ระหว่างวันที่ 1 ตุลาคม 2561 ถึงวันที่ 25 กุมภาพันธ์ 

2562) 
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บทคัดย่อ 

การสำรวจและระบุลายพิมพ์ดีเอ็นเอของไดอะตอมที่สำรวจพบในชายฝั่งทะเล จังหวัดชลบุรี จำนวน 3 

ชนิด พบว่าดีเอ็นเอของไดอะตอมมีเปอร์เซ็นต์ความใกล้เคียงเมื่อเทียบกับฐานข้อมูลจากการใช้โปรแกรม BLAST 

ได้แก่ Chaetoceros tenuissimus (%ident 96.27%), Thalassiosira pseudonana (%ident 99.82%) และ 

Odontella sp. (< 90% ไม่ทำการระบุชนิด) โดยทำการแยกเซลล์เดี่ยวแล้วเลี้ยงในอาหารที่ความเค็ม 3 ระดับ 

ได้แก่ 20 ppt, 30 ppt และ 40 ppt และเก็บรวบรวมไดอะตอมในระยะการเจริญเติบโต lag, exponential, 

retardation และ stationary phase เพื่อศึกษาปริมาณสารสีกลุ่มแคโรทีนอยด์และกรดไขมันในสารสกัดจากได

อะตอมที่สภาวะต่างๆ ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) และแก๊สโครมาโทกราฟี-

แมสสเปกโตรสโคปี (GC-MS) พบว่า ความเค็มส่งผลต่อการสังเคราะห์สารสีกลุ่มแคโรทีนอยด์และกรดไขมันที่

แตกต่างกัน อีกทั้งยังมีผลต่อการสงัเคราะห์สารประกอบกลุม่ฟลีนอลลิกและฟลาโวนอยด์ที่แตกต่างกันอีกด้วย โดย 

ไดอะตอมชนิด C. tenuissimus ในระยะ stationary ที่เลี้ยงในความเค็มที่ 20 ppt มีปริมาณสารสีกลุ่มแคโรที

นอยด์และสารประกอบฟลาโวนอยด์สูงสุด และมีกรดไขมันไม่อิ ่มตัวกลุ่ม EPA เป็นองค์ประกอบไม่พบ DHA 

สอดคล้องกับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที ่สูงที ่สุดที ่ค่า IC50 เท่ากับ 0.015 mg/ml ซึ ่งดีกว่าสารมาตรฐาน Trolox 

(0.020 mg/ml) แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) และในไดอะตอมชนิด T. pseudonana ในระยะ 

stationary ที่เลี้ยงในความเค็มที่ 20 และ 40 ppt มีปริมาณสารสีกลุ่มแคโรทีนอยด์และสารประกอบกลุ่มฟลีนอล

ลิกค่อนข้างสูง ซึ่งให้ฤทธิ์สอดคล้องกับการต้านอนุมูลอิสระ FRAP ที่สูงที่สุด ส่วนในไดอะอตอม Odontella sp. 

ในระยะ stationary และ exponential phase ที่เลี้ยงในความเค็มที่ 30 ppt ซึ่งมีปริมาณสารสีกลุม่แคโรทีนอยด์

สูงและสารประกอบฟีนอลลิกและฟลาโวนอยด์สูง และมีกรดไขมันไม่อ ิ ่มตัวกลุ ่มทั ้ง EPA และ DHA เป็น

ส่วนประกอบ สอดคล้องกับฤทธิ์ต้าอนุมูลอิสระที่สูง ทั้งนี้การวิเคราะห์ปริมาณสารสีแคโรทีนอยด์และกรดไขมัน 

ด้วยเทคนิค Synchrotron FTIR-microspectroscopy ให้ผลสอดคล้องกับการศึกษาก่อนน้ีและสามารถวิเคราะห์

ความแตกต่างระหว่างระยะการเจริญเติบโตและการเลี้ยงความเค็มแต่ละดับความเค็ม และยังพบว่าสารสกัดได

อะตอม THA30exp ODO30exp ODO30ret และ CHE30sta มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์

ไทโรซิเนส อีลาสเทสและคอลลาจิเนส และส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ไลน์ผวิหนังที่แตกต่างกัน โดยมีเพียง

สรสกัด ODO30Exp ที่มีฤทธ์ิยับยั้งการทำงานของเอนไซม์อะเซตทิลคลิรนีเอสเทอเรส ซึ่งจากผลการวิจัยน้ีสามารถ

นำไปศึกษาต่อยอดการพัฒนาสูตรตำรับผลิตภัณฑ์บำรุงผิวจากสารสกัดจากไดอะตอมต่อไปได้ 

คำสำคัญ: ไดอะตอม ชลบุรี ซินโครตรอน FTIR การต้านริ้วรอย ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 
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Abstract 

The results from surveys and identification of DNA fingerprints from 3 diatoms from the East 

coast of Chonburi province showed % identification; Chaetoceros tenuissimus (96.27%), Thalassiosira 

pseudonana 99.82% and Odontella sp. (< 90% not identification). Three diatoms were separate as single 

cells and cultured in different salinities medium such as 20 ppt, 30 ppt and 40 ppt and then diatoms 

were collected at different growth phases i.e. lag, exponential, retardation and stationary phase.  The 

diatoms at different conditions were used to determine carotenoids content, fatty acid profile using High 

performance liquid chromatography (HPLC) and GC-MS. The present study evaluated the effect of 

different salinities on the growth and chemical composition of 3 diatoms at four culture phases, under 

laboratory conditions. The results showed salinities induced the differentiation of metabolite to produce 

carotenoids content, fatty acid and other chemical compounds (total phenolic content and flavonoids 

content) which effected on pharmacological activity. The low salinities (20 ppt) media to culture C. 

tenuissimus extracts at stationary phase (CHE20Sta) showed high carotenoids content and flavonoids 

content, and the extract presented fatty acid of PUFA i.e. eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5, n-3) without 

decosahexaenoic acid (DHA, 2 2 : 6 , n-3 )  content.  Antioxidant activity of the CHE20Sta extract showed 

correlation to the chemical profile with the highest antioxidant effect by ABTS assay at IC50 value is 

0.015 mg/ml, which showed higher activity and a significant difference from standard Trolox (IC50 is 0.020 

mg/ml).  The low to high salinities (20 and 40 ppt) media to culture T. pseudonana extracts at stationary 

phase (THA20Sta) showed high carotenoids content and total phenolic contents. The chemical contents 

of THA20Sta resulting in the highest antioxidant capacity by FRAP assay.  The Odontella sp. showed high 

carotenoids, total phenolic and flavonoids content in medium (30 ppt) salinity medium at stationary 

and exponential phase.  Moreover, high antioxidant activity of both Odontella sp and T. pseudonana 

were involved with chemical content and fatty acid of PUFA i.e. omega-3 (EPA and DHA)  content. To 

evaluation of SR-FTIR-spectroscopy for carotenoids content and fatty acid profile showed correlation 

with chemical profile of diatom in different salinities and growth phase conditions. In addition, diatom 

extracts i.e. THA30exp ODO30exp ODO30ret and CHE30sta showed different effects of each sample 

extract on tyrosinase, elastase and collagenase inhibition activity and cell proliferation of human skin 

cell line (HaCaT cell).  Acetylcholinesterase inhibitor showed only in the ODO30Exp extract. Knowledge 

from this study will be future useful to develop skin products from diatom extracts.   

Keywords: Diatom Marine Chonburi Synchrotron FTIR Anti-aging Antioxidant activity  
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Output/ Outcome 

-  ล ายพ ิ มพ ์ อ ิ นฟ ร า เ ร ด  ( IR finger print) ขอ ง ไดอะตอม โดยก า ร ใช ้ เ ท คน ิ ค  Scynchrotron FTIR 
microspectroscopy ในการวิเคราะห์องค์ประกอบทางชีวโมเลกุลโดยรวม (ได้แก่ ลิพิด , โปรตีน และคารร์โบไฮ
เดรต) ตลอดจนสารด้านเภสัชวิทยา โดยเน้นสารกลุ่ม carotenoids และ กรดไขมันไม่อิ่มตัว (PUFA) เช่น ESP 
และ DHA เป็นต้น ในสาหร่ายขนาดเล็กกลุ่มไดอะตอมพบในทะเลฝั่งตะวันออก ของจังหวัดชลบุรี  
- ฐานข้อมูลทางดีเอ็นเอเพื่อใช้อ้างอิงชนิดสาหร่ายขนาดเล็กในกลุ่มไดอะตอมที่พบในทะเลฝั่งตะวันออก ของ

จังหวัดชลบุรี ของไดอะตอมจำนวน 3 ชนิด ได้แก่ Chaetoceros tenuissimus, Thalassiosira pseudonana 

และ Odontella sp.  

- ตัวอย่างไดอะตอมในสภาวะการเลี้ยงที่มีผลต่อการเพิ่มสารสีและที่มีศักยภาพในการออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา 

ได้แก่ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ elastase, และเอนไซม์ tyrosinase รวมถึงฤทธิ์ยับยั้งเซลล์ไลน์

มะเร็งที่จะนำมาพัฒนาต่อยอดเป็นผลิตถัณฑ์ต้นแบบต่อไป 

ข้อเสนอแนะ 

1) การระบุชนิดของสาหร่านทะเลกลุ่มไดอะตอมในทะเลมีฐานข้อมูลที่จำกัด ดังนั้นการศึกษาสำรวจและเก็บ

รวบรวมข้อมูลของจุลสาหร่ายในประเทศจึงมีความสำคัญเป็นอย่างยิ่งในการพฒันาสภาพแวดล้อมและเชิง

พาณิชย์ในอนานคต 

2) จากผลงานวิจัยน้ีเห็นควรให้มีการทำฐานข้อมูลทั้งลายพิมพ์ดีเอ็นเอ และลายพิมพ์อินฟาเรดในระดับเซลล์

เดี่ยวที่ทำการวิเคราะห์ด้วย (SR-FTIR-finger print) รวมถึงการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีที่สำคัญในจุล

สาหร่าย เพื่อเก็บรวบรวมชนิดจุลสาหร่ายในชายฝั่งทะเลของประเทศไทยต่อไป  

3) จากผลการศึกษาครั้งนี้ควรมีการนำผลการศึกานนี้ไปใช้ประโยชน์ในการพัฒนาสูตรตำรับต่อไป โดย

ทำการศึกษาเพิ่มเติมในการพัฒนาสูตรตำรับและความสามารถในการซึมผ่านผิว เนื่องจากสารสกัดมี

ประสิทธิภาพในการช่วยชะลอารเกิดริ้วรอยได้ในหลอดทดลอง ซึ่งควรทำการศึกษาในผิวมนุษย์ต่อไป 

4) งานวิจัยนี้ ไม่ได้ดำเนินการทดสอบด้วยเทคนิค RAMAN- spectroscopy เนื่องจากต้องใช้ระยะเวลาใน

การขอใช้เครื่องมือดังกล่าว อีกและเทคนิค Synchrotron FTIR microspectroscopy เป็นเทคนิคที่มี

ประสิทธิภาพ มีความแม่นยำสูง และรวดเร็ว และสามารถวิเคราะห์ปริมาณสาร carotenoid และกรด

ไขมันได้ในระดับเซลล์เดี่ยวๆ ได้ มีประสิทธิภาพมากกว่า RAMAN- spectroscopy  
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บทที่ 1  

บทน ำ 

 

1. กำรทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

ประเทศไทยตั้งอยู่ในเขตร้อนแถบอินโด-แปซิฟิกท ำให้มีระบบนิเวศทำงทะเลที่มีควำมหลำกหลำยทำง

ชีวภำพค่อนข้ำงสูง รวมถึงควำมหลำกหลำยของสำหร่ำยขนำดเล็กในกลุ่มไดอะตอมที่ส ำรวจพบว่ำมีศักยภำพใน

กำรศึกษำฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำ (Mekjaruskul et al. 2016) จำกโครงกำรกำรพัฒนำคุณค่ำควำมหลำกหลำยทำง

ชีวภำพของจุลสำหร่ำยในแถบชำยฝั่งทะเลภำคตะวันออกของประเทศไทย (สนองพระรำชด ำริในโครงกำรอนุรักษ์

พันธุกรรมพืชอันเนื่องมำจำกพระรำชด ำริ สมเด็จพระเทพรัตนรำชสุดำฯ สยำมบรมรำชกุมำรี) ประจ ำปี

งบประมำณ 2558 จึงน ำมำสู่กำรศึกษำสำหร่ำยกลุ่มไดอะตอมเพ่ือพัฒนำศักยภำพในทำงเภสัชวิทยำในทะเลฝั่ง

ตะวันออกของจังหวัดชลบุรี 

1. สำหร่ำยขนำดเล็กกลุ่มไดอะตอม 

 ไดอะตอมเป็นสำหร่ำยขนำดเล็กกลุ่มหนึ่งที่ล่องลอยในน้ ำสุดแต่คลื่นลมจะพัดพำไป มีควำมส ำคัญโดยเป็น

ผู้ผลิตขั้นต้นในระบบนิเวศ โดยผลผลิตเบื้องต้นที่เกิดจำกไดอะตอมมำกถึง 20-25 เปอร์เซ็นต์ของปริมำณสุทธิของ

ผลผลิตขั้นต้นของโลก (Werner,1977) และมีจ ำนวนชนิดของไดอะตอมทะเลมำกถึง 1,400-1,800 ชนิด ข้อมูล

ด้ำนควำมหลำกหลำยมีประโยชน์อย่ำงยิ่งต่อกำรศึกษำระบบนิเวศทำงทะเล เนื่องจำกควำมหลำกหลำยของได

อะตอมขึ้นอยู่กับสภำพแวดล้อม ซึ่งไดอะตอมแต่ละชนิดมีสภำวะที่เหมำะสมต่อกำรเจริญเติบโตแตกต่ำงกันได

อะตอมจัดอยู่ใน Division Chromophyta และจัดอยู่ใน Class Bacillariophyceae ซึ่งเป็นแพลงตอนพืช ที่มี

ขนำด 5-500 ไมครอน ไดอะตอมมีกำรแพร่กำรจำยอย่ำงกว้ำงขวำง ทั้งน้ ำจืด น้ ำกร่อยและน้ ำเค็ม โดยไดอะตอมมี

ลักษณะพิเศษคือ ผนังหุ้มเซลล์ประกอบด้วยซิลิกำ ซึ่งปริมำณซิลิกำท่ีอยู่บนผนังเซลล์มีควำมแตกต่ำงกัน จึงท ำให้

เซลล์ของไดอะตอมแต่ละชนิดมีลวดลำยที่แตกต่ำงกัน โครงสร้ำงของไดอะตอม ประกอบด้วยผนังเซลล์ ที่เป็นซิลิ

กกอนออกไซด์  96.5% อลูมิเนียมออกไซด์ 11.5% และเฟอริกออกไซด์ ไดอะตอมมีลักษณะเด่นที่แตกต่ำงจำก

แพลงก์ตอนพืชในกลุ่มอ่ืน ๆ คือ โครงสร้ำงของเซลล์ประกอบด้วยฝำ 2 ฝำครอบกันพอดีเรียกว่ำ ฟรัสตุล 

(frustule) (ดังรูปที่ 1) ผนังของฟรัสตุลเป็นสำรประกอบพวกซิลิกำ (silica, SiO2.nH2O) และเพคติน ขนำดของ

เซลล์ประมำณ 2 ไมโครเมตร-2 มิลลิเมตร ส่วนใหญ่อยู่เป็นเซลล์เดี่ยว ๆ และมีหลำยชนิดอยู่ต่อกันเป็นกลุ่ม 

(colony) หรือเรียงกันเป็นสำยโซ่ (chain) กำรเรียงต่อกันของเซลล์มีหลำยแบบด้วยกัน เช่น ใช้หน้ำฝำแตะกัน 
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หรือใช้หนำมบนหน้ำฝำเกี่ยวกัน เซลล์อำจเชื่อมต่อกันโดยใช้สำยไฟเบอร์ที่ประกอบด้วยไคติน หรือแผ่นโพลีแซคคำ

ไรด์ซึ่งอยู่ที่มุมเซลล์ไดอะตอมสืบพันธุ์แบบไม่อำศัยเพศ โดยกำรแบ่งเซลล์แบบ binary fission คือแบ่งจำก 1 

เซลล์เป็น 2 เซลล์ ซึ่งในกำรแบ่งแต่ละครั้งขนำดของเซลล์จะเล็กลงจนเซลล์มีขนำดวิกฤต ไดอะตอมมีวิธีกำรรักษำ

ขนำดในแต่ละชนิดโดยกำรเพ่ิมขนำดเซลล์ด้วยกำรสร้ำงออกโซสปอร์ (auxospore)และกำรสืบพันธุ์แบบอำศัยเพศ

ในเซนทริคไดอะตอม (centric diatom) เป็นแบบ oogamous โดยเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้มีหนวด 1 เส้น และเพน

เหนตไดอะตอม (pennate diatom) เป็นแบบ isogamous ลักษณะของเซลล์สืบพันธุ์เป็นแบบ amoeboid 

gamete ทั้งเพศผู้และเพศเมีย นอกจำกนี้ในพวกเซนทริคไดอะตอมมีกำรสร้ำงเรสติงสปอร์ (resting spore) ซ่ึง

เกิดข้ึนในขณะที่เซลล์มีขนำดใกล้เคียงกับขนำดวิกฤต หรืออยู่ในสภำวะแวดล้อมที่ไม่เหมำะสม (ลัดดำ, 2542; and 

Syvertsen, 1997) 

 

 

                                           รูปภำพที่ 1 โครงสร้ำงของเซลล์ไดอะตอม (ลัดดำ, 2542) 

 ไดอะตอมพบแพร่กระจำยทั้งในน้ ำจืด น้ ำกร่อย และน้ ำเค็ม โดยมีกำรประมำณว่ำมีไดอะตอมกลุ่มท่ีเป็น

แพลงก์ตอนทะเลมีมำกถึง 1,400-1,800 ชนิด มีควำมส ำคัญในแหล่งน้ ำโดยจัดเป็นผู้ผลิตเบื้องต้นในระบบนิเวศ

เซลล์มีสำรสีหลัก คือ คลอโรฟิลล์ เอ และซี สำรสีประกอบ ได้แก่ เบตำแคโรทีน (β-carotene) และเอบซีลอน- 

แคโรทีน (ε-carotene) ฟูโคแซนธิน (fucoxanthin) ไดอะโตแซนธิน (diatoxanthin) และ ไดอะไดโนแซนธิน 

(diadinoxanthin) สำหร่ำยขนำดเล็กกลุ่มไดอะตอม เช่น Chaetoceros sp., และ Skeletonema sp. มีคุณค่ำ

ทำงโภชนำกำรสูงส ำหรับสัตว์น้ ำเศรษฐกิจของประเทศไทยโดยเฉพำะลูกกุ้ง ทะเล กำรที่สำหร่ำยฯ ถูกน ำไปใช้อย่ำง

หลำกหลำย เนื่องจำกมีองค์ประกอบทำงชีวเคมีที่ส ำคัญ เช่น มีโปรตีนสูง มีกรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัวสูง มีสำรออก

ฤทธิ์ที่ส ำคัญ (bioactive compounds) มีรงควัตถุ และบำงชนิดยังมีไขมัน และ/หรือน้ ำมันในปริมำณสูงและมี

ศักยภำพที่จะน ำไปสู่กำรพัฒนำให้เป็นแหล่งพลังงำนทดแทนต่อไปได้ กำรเพำะเลี้ยงสำหร่ำยฯ ในระดับเชิงพำณิชย์ 

(Large scale/ commercial scale production) โดยอำศัยแสงอำทิตย์และคำร์บอนไดออกไซด์เป็นส่วนส ำคัญ

ต่อกำรพัฒนำอย่ำงยั่งยืน ประเทศไทยมีข้อได้เปรียบเนื่องจำกสภำวะภูมิอำกำศที่อ ำนวยต่อกำรเพำะเลี้ยง รวมถึง
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ต้นทุนแรงงำนที่ยังแข่งขันได้ หำกมีกำรพัฒนำเทคโนโลยีเพ่ิมเติมอย่ำงจริงจังโดยเฉพำะอย่ำงยิ่งระบบกำร

เพำะเลี้ยงที่มีประสิทธิภำพ จะท ำให้ประเทศไทยมีศักยภำพในกำรน ำสำหร่ำยฯ ชนิดต่ำง ๆ ไปใช้ให้เกิดประโยชน์

สูงสุด สอดคล้องกับนโยบำยของรัฐในกำรสนับสนุนให้เกิดกำรพัฒนำทรัพยำกรมนุษย์และกำรพัฒนำเทคโนโลยี

ของประเทศ 

2. กำรศึกษำกำรเพิ่มมูลค่ำเพิ่ม และปัจจัยท่ีมีผลต่อกำรเจริญของสำหร่ำยขนำดเล็กกลุ่มไดอะตอม 

 ปัจจุบันไดอะตอมมีศักยภำพในกำรพัฒนำไปเป็นผลิตภัณฑ์หลำกหลำยชนิดในท้องตลำด ข้อมูลทั่วไปทำง

ตำมรูปแบบกำรตลำดพบแนวโน้มในกำรพัฒนำผลิตภัณฑ์จำกไดอะตอมเป็น 3 ระดับ ดังรูปที่ 1 กำรศึกษำได

อะตอมส่วนมำกจะเป็นกำรส ำรวจแหล่งไดอะตอมในธรรมชำติ อย่ำงไรก็ตำมยังคงมีไดอะตอมอีกเป็นจ ำนวนมำกท่ี

ยังไม่มีกำรศึกษำกำรเพ่ิมมูลค่ำในทำงด้ำนเศรษฐกิจสังคม รวมทั้งกำรพัฒนำศักยภำพของไดอะตอมไปเป็น

เครื่องส ำอำง อำหำร หรือยำนั้นยังมีน้อยมำก (Fu et al., 2015)  

 

 

รูปภำพที่ 2 แนวโน้มในกำรพัฒนำผลิตภัณฑ์จำกไดอะตอม 

  

 สำหร่ำยขนำดเล็กด ำรงชีวิตแบบ Autotropic organism เป็นสิ่งมีชีวิตที่ผลิตออกซิเจนให้แก่สิ่งแวดล้อม 

สำหร่ำยจัดเป็นผู้ผลิต (producer) ที่มีจ ำนวนมำกที่สุด ซึ่งสอดคล้องกับกระบวนกำรสังเครำะห์แสงเกิดขึ้น

มำกกว่ำ 50% โดยสำหร่ำย ท ำให้สำหร่ำยและแพลงก์ตอนที่อำศัยอยู่ในน้ ำนั้นจัดเป็นสิ่งมีชีวิตที่มีจ ำนนมำก และ

ยังเจริญเติบโตได้เป็นจ ำนวนมำกอย่ำงรวดเร็ว จำกกำรศึกษำซำกฟอสซิลพบว่ำเมื่อประมำณ 3.5 พันล้ำนปีหรือ
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อำจจะนำนกว่ำนั้น ไซยำโนแบคทีเรียอำศัยอยู่ในชั้นบรรยำกำศโลกที่เต็มไปด้วยคำร์บอนไดออกไซด์ ในปริมำณท่ี

มำกกว่ำปัจจุบันถึง 10-100 เท่ำ และมีออกซิเจนอยู่ในปริมำณท่ีน้อยมำก โดยอำศัยอยู่ด้วยกระบวนกำรสังเครำะห์

แสง จึงท ำให้เกิดกำรเปลี่ยนแปลงบรรยำกำศของโลกให้มีปริมำณออกซิเจนที่เพ่ิมมำกข้ึนในปัจจุบัน และอำจเป็น

ที่มำของวิวัฒนำกำรของกระบวนกำรหำยใจโดยใช้ออกซิเจน (Aerobic resporation) นอกจำกนี้ยังพบว่ำไซยำโน

แบคทีเรียสำมำรถตรึงไนโตรเจนในชั้นบรรยำกำศ และออกซิเจนที่เพ่ิมข้ึนในชั้นบรรยำกษศมีผลต่อกำรยับยั้งกำร

ท ำงำนของเอนไซม์ nitrogenase โดยสำหร่ำยขนำดเล็กมีบทบำทในกระบวนกำรตรึงไนโตรเจน โดยสำมำรถ

เปลี่ยนอนินทรีย์ไนโตรเจน เช่น แอมโมเนีย (NH4+) และ ไนเตรต (NO3) ไปเป็นอินทรียไนโตรเจน ในรูปของ

กรดอะมิโนได้ ดังนั้นจึงท ำให้สำหร่ำยขนำดเล็กและไซยำโนแบคทีเรียบำงชนิดสำมำรถเจริญเติบโตได้ในสิ่งแวดล้อม

ที่มีปริมำณไนโตรเจนต่ ำๆ (Glaham และ Wilcox, 2000) ปัจจุบันผู้บริโภคให้ควำมสนใจผลิตภัณฑ์ที่มีประโยชน์

ต่อสุขภำพที่ท ำมำจำกธรรมชำติ เนื่องจำกมีรำยงำนถึงอันตรำยน้อยกว่ำกำรใช้ผลิตภัณฑ์สังเครำะห์ทำงเคมี แคโรที

นอยด์ เป็นตัวอย่ำงหนึ่งที่อุตสำหกรรมอำหำรมีควำมต้องกำรใช้แคโรทีนอยด์ในปริมำณสูง เช่นอุตสำหกรรมอำหำร

ที่จ ำเป็นต้องใช้สำรสีจำกแคโรทีนอยด์ หรืออำหำรเสริมเพ่ือสุขภำพ ซึ่งนอกจำกจะให้สีเหลืองท่ีมำจำกธรรมชำติ

แล้ว แคโรทีนอยด์ยังประกอบด้วยเบต้ำแคโรทีน ซึ่งเป็นสำรเริ่มต้นในกำรสังเครำะห์วิตำมินเอของร่ำงกำย 

และเบต้ำแคโรทีนยังมีคุณสมบัติเป็นแอนตี้ออกซิแด๊นซ์ ซึ่งมีฤทธิ์ในกำรต้ำนอนุมูลอิสระอีกด้วย นอกจำกใน

อุตสำหกรรมอำหำรแล้ว แคโรทีนอยด์ยังเป็นสำรที่มีกำรใช้มำกในอุตสำหกรรมยำและเครื่องส ำอำง อย่ำงไรก็ตำม

แคโรทีนอยด์มีรำคำสูงถึงประมำณกิโลกรัมละ 5,000-100,000 บำท เนื่องจำกต้องน ำเข้ำจำกต่ำงประเทศ แม้ว่ำใน

ปัจจุบันจะมีกำรผลิตเบต้ำแคโรทีนโดยวิธีกำรสังเครำะห์ซึ่งมีรำคำที่ถูกกว่ำเบต้ำแคโรทีนที่สกัดได้จำกธรรมชำติแต่

ผู้บริโภคท่ัวไปให้ควำมสนใจและยอมรับแคโรทีนอยด์ที่มำจำกธรรมชำติมำกกว่ำ 

3. กำรศึกษำสำหร่ำยขนำดเล็กกลุ่มไดอะตอมในประเทศไทย 

 กำรศึกษำแพลงก์ตอนพืชทะเลในประเทศไทยได้เริ่มมำเป็นเวลำประมำณหนึ่งศตวรรษแล้ว โดย Schmidt 

(1901) ท ำกำรส ำรวจบริเวณหมู่เกำะช้ำง และเกำะกูด ซึ่ง Ostenfeld (1902) รำยงำนว่ำพบไดอะตอมทะเลสกุล 

Rhizosolenia 16 ชนิด และมีนักวิชำกำรไทยศึกษำควำมหลำกหลำยของแพลงก์ตอนพืชทะเลในอ่ำวไทยและ 

ทะเลอันดำมันเรื่อยมำ โดยผลกำรศึกษำครั้งนั้น ได้ตีพิมพ์ในหนังสือ “Flora of Koh Chang. Contributions to 

the knowledge of the vegetation in the Gulf of Siam” (Schmidt, 1900-1916) ซึ่งในหนังสือเล่มนี้ได้มี

งำนวิจัยย่อยเกี่ยวกับไดอะตอมทะเล 2 เรื่องคือ (1) แพลงก์ตอนไดอะตอมทะเล (Marine Plankton Diatoms) 

(Ostenfeld, 1902) โดยได้ท ำกำรศึกษำในตัวอย่ำงที่ Johs. Schmidt (1901) ท ำกำรศึกษำไดโนแฟลเจลเลต ใน 

อันดับ Peridiniales จ ำนวน 10 ตัวอย่ำงเก็บตัวอย่ำงที่ผิวน้ ำ ด้วยผ้ำไหมช่องตำถ่ี (fine silk-nets) ตัวอย่ำงเก็บ

รักษำในน้ ำยำฟอร์มำลีน 4 เปอร์เซ็นต์ จ ำแนกชนิดตำม Cleve (1900) เรื่อง “The Seasonal Distribution of 
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Atlantic Plankton Organisms” ซึ่งตัวอย่ำง แพลงก์ตอนส่วนใหญ่เป็นชนิดที่พบบริเวณชำยฝั่งเขตร้อน จำก

กำรศึกษำพบไดอะตอมทั้งสิ้น 28 สกุล 77 ชนิด ในจ ำนวนนี้มีชนิดใหม่ 5 ชนิด คือ Rhizosolenia amputate 

Ostenfeld, R. clevei Ostenfeld, Chaetoceros clavigera Osetenfeld, C. siamense Ostenfeld และ 

Schmidtiella pelagica Ostenfeld ซึ่งสกุล Schmidtiella Ostenfeld ตั้งขึ้นเพ่ือเป็นเกียรติ ให้กับ Johs. 

Schmidt ที่เป็นผู้เก็บตัวอย่ำงจำกประเทศไทย ส ำหรับสกุลที่มีชนิดมำก ได้แก่ Chaetoceros (23 ชนิด), 

Rhizosolenia (14 ชนิด)และ Coscinodiscus (6 ชนิด) เป็นต้น  (2) ไดอะตอมทะเล (Marine Diatoms) 

(Östrup, 1904) เก็บตัวอย่ำง 14 สถำนี พบ ไดอะตอม 66 สกุล 274 ชนิด พบชนิดใหม่ 11 ชนิด ได้แก่ 

Glyphodesmis siamensis Östrup, Cyclophora siamensis Östrup, Navicula (Pinnularia) farcimen 

Östrup, Navicula (Caloneis) siamensis Östrup, Navicula (Diploneis) ocellata Östrup, Van 

Heurckia siamensis Östrup, Navicula subglabra Östrup, Scoliopleura siamensis Östrup, 

Mastogloia qvadrinotata Östrup, M. parvula Östrup และ Rhoicosphenia tenuissima Östrup 

ส ำหรับสกุลที่มีจ ำนวนชนิดมำก ได้แก่ Mastogloia (26 ชนิด), Amphora (21 ชนิด), Diploneis (21 ชนิด), 

Navicula (18 ชนิด), Nitzschia (17 ชนิด), Pleurosigma (12 ชนิด), Plagiogramma (12 ชนิด) และ 

Campylodiscus (12 ชนิด) เป็นต้น ต่อมำในปี 2546 ได้มีท ำกำรส ำรวจแพลงก์ตอนทะเลในจังหวัดชุมพรและ

ตรำด โดยในจังหวัดตรำดได้เก็บรวบรวมตัวอย่ำงจำกเกำะกูดด้ำนทิศใต้ ทิศตะวันออก และทิศตะวันตก ซึ่งเป็น

อำณำเขตท่ีอยู่ในควำมดูแลของกองทัพเรือ เก็บตัวอย่ำงในเวลำกลำงวันและกลำงคืน ระหว่ำงวันที่ 4-11 เมษำยน 

2545 จ ำนวน 10 สถำนี ในบริเวณอ่ำวคลองเจ้ำ อ่ำวพร้ำวแหลมเทียน อ่ำวกระทิง อ่ำวกระลัง อ่ำวใหญ่ อ่ำวกล้วย 

อ่ำวจำก อ่ำวไทร และบริเวณปำกคลองเจ้ำ (น้ ำกร่อย) พบแพลงก์ตอนพืชทั้งสิ้น 119 ชนิด 50 สกุล เป็นไดอะตอม 

85 ชนิด 37 สกุลและได้รำยงำนควำมถี่ในกำรพบตำมพ้ืนที่ (เปอร์เซ็นต์) (ลัดดำ และคณะ, 2546)  และเมื่อ

เปรียบเทียบกับกำรรำยงำนของ Schmidt (1901) และ Ostenfeld (1902) ปรำกฏว่ำพบแพลงก์ตอนเพิ่มเติมจำก

ที่ได้รำยงำนไว้แล้ว (addtional record) จ ำนวน 80 ชนดิ ในปี 2547 บัณฑิตำ ได้ศึกษำควำมสัมพันธ์ระหว่ำง

คุณภำพน้ ำและกำรแพร่กระจำยของแพลงก์ตอนพืชบริเวณหมู่เกำะช้ำง จังหวัดตรำดในรอบปี (เม.ย. 2545-มี.ค. 

2546) พบว่ำองค์ประกอบของแพลงก์ตอนพืชในกลุ่มไดอะตอมมีปริมำณมำกที่สุด รองลงมำคือ ไดโนแฟลเจลเลต 

สำหร่ำยสีเขียวแกนน้ ำเงิน และสำหร่ำยสีเขียวตำมล ำดับ คือพบไดอะตอมอย่ำงน้อย 151 ชนิด 64 สกุล โดย 

Bacteriastrum, Chaetoceros และ Rhizosolenia เป็นสกุลที่เด่น ส ำหรับค่ำดัชนีควำมหลำกหลำยในเดือน

มีนำคม 2546 มีค่ำในช่วง 3.42-5.34 สำหร่ำยทะเลขนำดเล็กกลุ่มไดอะตอม จัดเป็นกลุ่มผู้ผลิตขั้นต้นในระดับชั้น

อำหำร (trophic level) ล ำดับล่ำงสุดของโซ่อำหำรที่มีควำมส ำคัญท่ีสุดในทะเล ไดอะตอมมีควำมหลำกหลำยของ

ชนิดและปริมำณสูงโดยเฉพำะอย่ำงยิ่งในสกุล Chaetoceros, Bacteriastrum และ Rhizosolenia ส ำหรับสกุล 
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Rhizosolenia พบทั่วไปในทะเลและมีปริมำณรองลงมำจำก 2 สกุลแรก และบำงครั้งอำจพบเป็นสกุลเด่นเฉพำะ

พ้ืนที่ที่มีผลผลิตสูง สกุลนี้เป็นสมำชิกในกลุ่มเซนทริกไดอะตอมที่เป็นแพลงก์ตอน (planktonic centric diatom) 

ซึ่งมีควำมใกล้ชิดกับสกุล Pseudosolenia และ Proboscia ซึ่งทั้ง 3 สกุลจัดอยู่ใน Division Chromophyta, 

Class Bacillariophyceae, Order Biddulphiales และ Family Rhizosoleniaceae SundstrÖm (1986) ได้

ท ำกำรศึกษำไดอะตอมทะเลสกุล Rhizosolenia Brightwell ที่เก็บตัวอย่ำงจำกพ้ืนที่หลำยแห่งรวมถึงประเทศไทย

ด้วย ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ก ำลังขยำยสูง (LM) และกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (EM) ผลกำรศึกษำพบชนิดใหม่ 5 

ชนิด คือ R. acicularis, R. borealis, R. ostenfeldii, R. fallax และ R. decipiens และชนิดที่มีควำมแตกต่ำง

ภำยในชนิด (infraspecific taxa) 4 ชนิด คือ R. polydactyla f.squamosa, R. castracanei var. neglecta, 

R. antennata f. semispina และ R. sima f. silicea ซ่ึงแต่เดิม Hustedt (1930) ได้รำยงำนไว้ทั้งหมด 27 ชนิด 

เป็นชนิดที่อยู่ในทะเล 24 ชนิด และน้ ำจืด 3 ชนิด นอกจำกนี้ยังได้ศึกษำรำยละเอียดของชนิด Pseudosolenia 

calcar-avis และ Proboscia alata ไว้อีกด้วย  

กำรเจริญเติบโตของสำหร่ำย แบ่งได้ 5 ระยะ (ลัดดำ วงศ์รัตน์, 2543) ดังนี้  

1) ระยะปรับตัว (Lag Phase) ระยะปรับตัวเป็นระยะที่เซลล์สำหร่ำยปรับตัวให้เข้ำกับสิ่งแวดล้อม เช่น 

แสง อุณหภูมิ ธำตุอำหำร ระยะนี้จะไม่เกิดกำรแบ่งเซลล์ของสำหร่ำย ถ้ำเซลล์สำหร่ำยไม่สำมำรถปรับตัวได้เซลล์

จะตำย สำหร่ำยจะผ่ำนระยะนี้ไปได้เร็วหรือช้ำขึ้นอยู่กับควำมแข็งแรงของเซลล์สำหร่ำย และควำมอุดม สมบูรณ์

ของอำหำรที่ใช้เลี้ยง ถ้ำสภำพทั้ง 2 อย่ำงนี้มีควำมเหมำะสมก็จะเข้ำสู่ระยะ exponential phase ได้เร็วยิ่งขึ้น 

2) ระยะเอกซ์โพเนนเชียล (Exponential Phase) ระยะเอกซ์โพเนนเชียลเป็นระยะที่สำหร่ำยเจริญเติบโต 

และขยำยพันธุ์อย่ำงรวดเร็ว ซึ่ง ขึ้นอยู่กับปริมำณสำรอำหำร และ สมบัติทำงฟิสิกส์ เคมี ของสิ่งแวดล้อม เช่น 

อุณหภูมิ ควำมเข้มแสง ช่วงแสง กำรเจริญเติบโตของระยะนี้จะรวดเร็วในระยะแรก และจะค่อย ๆ ช้ำลงตำมล้ำดับ 

3) ระยะเฉื่อย (Retardation Phase หรือ Phase of Declining Relative Growth) ระยะเฉื่อยเป็นช่วง

ที่สำหร่ำยเจริญเติบโตช้ำลงเนื่องจำกขำดแคลนอำหำร เช่น ไนโตรเจน คำร์บอน หรือออกซิเจน เพรำะมีปริมำณ

ของสำหร่ำยหนำแน่นเกินไป pH จะเสียสมดุล เนื่องจำกเกิดแอมโมเนียเพิ่มข้ึนอย่ำงมำก หรือแสงสว่ำงลดลง 

เนื่องจำกกำรบังกันเองของสำหร่ำย (autoshading)  

4) ระยะคงที่ (Stationary Phase) ระยะคงที่เป็นระยะที่สำรอำหำรลดลง และเกิดสำรพิษจำก

กระบวนกำรเมแทบอลิซึม หรือกำรสลำยตัวของสำหร่ำยเพ่ิมข้ึน ท้ำให้กำรเจริญเติบโตของสำหร่ำยหยุดนิ่ง  
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5) ระยะตำย (Death Phase) ระยะตำยเป็นระยะท่ีสำหร่ำยหยุดกำรเจริญเติบโต เนื่องจำกสำรอำหำร

หมดลง สภำพแวดล้อมไม่เหมำะสมต่อกำรเจริญเติบโต และเกิดของเสียจ้ำนวนมำก สำหร่ำยจะตำยเพ่ิมข้ึน อย่ำง

รวดเร็ว 

 

4. ลักษณะทำงพันธุกรรมของสำหร่ำยขนำดเล็ก 

 สำหร่ำยขนำดเล็กหรือจุลสำหร่ำยมีควำมหมำยรวมถึง สำหร่ำยสีเขียวแกมน้ ำเงินซึ่งเป็นโพคำริโอต และ

สำหร่ำยที่เป็นยูคำริโอต ซึ่งมีควำมแตกต่ำงกันของลักษณะทำงพันธุกรรมอย่ำงมำก โดยสำหร่ำยสีเขียวแกมน้ ำเงิน

หรือไซยำโนแบคทีเรียจะมีลักษณะทำงพันธุกรรมคล้ำยกับแบคทีเรียโดยมีสำรพันธุกรรมเป็น DNA ที่ต่อกันเป็นวง

แหวนแขวนลอยอยู่ในไซโตพลำสซึม ไม่มีโปรตีนฮิสโตน (Protein histone) มีจ ำนวน DNA 1 ชุดต่อเซลล์ และไร

โบโซมขนำด 70s (Graham and Wilcox, 2000) ถึงแม้ว่ำรูปแบบกำรสืบพันธุ์แบบอำศัยเพศพบได้ในแบคทีเรีย

บำงชนิด แต่ในไซยำโนแบคทีเรียไม่ม่ พบว่ำไวรัสสำมำรถเข้ำไปอำศัยในไซยำโนแบคทีเรียและมีกำรถ่ำยทอดสำร

พันธุกรรมไปยังไซยำโนแบคทีเรียอีกชนิดหนึ่งได้โดยกำรถ่ำยโอนยีน (Transduction) (วันเพ็ญ, 2549) ส่วน

สำหร่ำยที่เป็นยูคำริโอตสำมำรถพบสำรพันธุกรรมที่ได้จำก 3 บริเวณ คือ นิวเคลียส พบสำรพันธุกรรมในรูปของ

โครมำติน หรือโครโมโซม โดยเป็นส่วนของสำย DNA ที่มีโปรตีนฮิสโตนห่อหุ้มโดยรอบ โครโมโซมของสำหร่ำย

ขนำดเล็กจะมีจ ำนวนตั้งแต่ 5-48 แท่ง หรือมำกกว่ำและพบสำรพันธุกรรมในอีก 2 บริเวณ คือ ไมโตคอนเดรียและ

คลอโรพลำสต์ ซึ่งเป็น DNA ที่ต่อกันเป็นวงแหวนและไม่มีโปรตีนฮิสโตน (Graham and Wilcox, 2000) 

 ในประเทศไทยมีรำยงำนกำรศึกษำกำรแยกชนิดของสำยพันธุ์จุลสำหร่ำยอย่ำงจ ำกัด ทั้งนี้เนื่องจำกต้องใช้

ควำมช ำนำญและประสบกำรณ์ในกำรวิจัย วิธีกำรตรวจลำยพิมพ์ดีเอ็นเอเป็นอีกหนึ่งเทคนิคที่นิยมใช้ในกำรจ ำแนก

สำยพันธุ์ของสำหร่ำยทะเล ตัวอย่ำงเช่นกำรศึกษำกำรแยกชนิดของสำหร่ำยสีเขียว ได้แก่ Chlorella spp. และ 

Scenedesmus spp. โดยใช้ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยวิธี RAPD-PCR ใช้ไพรเมอร์ CRL-7 หรือ 27f หรือ 1492r เพ่ือ

จ ำแนกชนิดของจุลสำหร่ำยดังกล่ำวพบว่ำ เทคนิค RAPD-PCR สำมำรถแยกชนิดของจุลสำหร่ำยได้ทั้งหมด 5 สำย

พันธุ์ (สุภัทรวนิช แสวงดี. 2549) นอกจำกนี้ยังมีรำยงำนควำมสัมพันธ์ระหว่ำงสำรปริมำณ β-carotene และ 

18sDNA ในสำหร่ำยสกุล Dunaliella spp. ซึ่งเป็นสกุลที่ส ำคัญในกำรผลิตสำร β-carotene (Takaichi, 2011; 

Olmos, 2009) ดังนั้นในกำรตรวจลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของจุลสำหร่ำยแต่ละชนิดนอกจำกจะใช้แยกควำมแตกต่ำงใน

แต่ละชนิดแล้วยังสำมำรถใช้ในกำรวิเครำะห์ปริมำณสำร carotene ที่พบในสำหร่ำยแต่ละชนิดได้ ทั้งนี้จุลสำหร่ำย

และพวกไซยำโนแบคทีเรีย จัดเป็นโพรคำริโอตที่มีข้อมูลลักษณะสมบัติ ในระดับโมเลกุลที่จ ำเพำะเจำะจง ดังนั้น

ข้อมูลลำยพิมพ์ดีเอ็นเอในจุลสำหร่ำยไม่เพียงแต่เป็นประโยชน์ต่อกำรประยุกต์ในอุตสำหกรรม แต่ยังมีส่วนเสริม
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ควำมก้ำวหน้ำงำนวิจัยด้ำนพันธุศำสตร์ระดับโมเลกุลขอไซยำโนแบคทีเรียและสำหร่ำยขนำดเล็กในประเทศไทยอีก

ด้วย 

 ปัจจุบันได้มีกำรใช้วิธีทำงอนูชีววิทยำในกำรจัดจ ำแนกสำหร่ำย โดยใช้วิธี RFLP analysis, RAPDs, 

Microsatelliite DNA และ Nucleic acid sequencing วิธีทำงอนูชีววิทยำที่เหมำะสมในกำรจัดจ ำแนกและหำ

ควำมสัมพันธ์ทำงวิวัฒนำกำรของสำหร่ำย คือกำรหำล ำดับเบสของนิวคลีโอไทด์ ในส่วนของ Ribosomal RNA 

gene ในบริเวณ 18S และ Internal transcribed spacer region (ITS) ซึ่งสำมำรถหำข้อมูลในกำรเทียบได้จำก 

GenBank (Graham and Wilcox, 2000)  

5. สำรส ำคัญท่ีมีประโยชน์ในไดอะตอม 

 แคโรทีนอยด์ (carotenoid) เป็นรงควัตถุท่ีมีสีเหลือง ส้ม หรือแดง พบได้ทั่วไปในสิ่งมีชีวิต เช่น พืชชั้นสูง 

สำหร่ำย สัตว์ และจุลินทรีย์ ซึ่งแคโรทีนอยด์ในพืชนั้นสำมำรถพบได้ในส่วนต่ำงๆ เช่น ผล ดอก และรำก ส่วนแคโร

ทีนอยด์เป็นรงควัตถุที่เป็นสำรตั้งต้นของวิตมินเอ (provitamin A) มีคุณสมบัติเป็นสำรต้ำนอนุมูลอิสระ จึงท ำให้

สำรกลุ่มแคโรทีนอยด์นี้ได้รับควำมสนใจที่จะน ำมำใช้ในกำรเพิ่มสีผลิตภัณฑ์ อำหำรในอุตสำหกรรมต่ำงๆ เช่น 

อำหำร เนยเทียม น้ ำส้ม เครื่องดื่มที่ไม่มีแอลกอฮอล์ อำหำรสัตว์ และเครื่องส ำอำง () แคโรทีนอยด์จัดอยู่ในกลุ่ม

สำรประกอบไฮโดรคำร์บอนและอนุพันธ์ของไฮโดรคำรบอนที่มีออกซิเจนเป็นองค์ประกอบ อำจจะอยู่ในรูปอะลิฟำ

ติค (alliphatic) หรืออะโรมำติก (aromatic) โดยหน่วยย่อยสุดของแคโรทีนอยด์จะประกอบด้วย isoprene unit 

เชื่อมต่อกัน 8 หน่วย (Young, 1993,  )  

 แคโรทีนอยด์แบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่ม คือ แคโรทีน (carotene) จะเป็นสำรประกอบไฮโดรคำร์บอน และ

ออกซีแคโรทีนอยด์ (oxycarotenoid) หรือแซนโทฟิลล์ (xanthophyll) จะเป็นกลุ่มสำรที่ประกอบไปด้วย

ไฮโดรคำร์บอนและออกซิเจน โดยในกลุ่มแคโรทีนมีอยู่ 3 ชนิด ได้แก่ แอลฟำ (α) เบต้ำ (β) และเอปซีลอน (ε) 

ชนิดที่พบมำกท่ีสุดและได้รับควำมสนใจมำก คือเบต้ำแคโรทีน (β-carotene) ถูกน ำมำใช้เป็นอำหำรเสริมเพ่ือใช้

ในกำรป้องกันอนุมูลอิสระ ช่วยเพิ่มภูมิคุ้มกันของร่ำงกำย และมีฤทธิ์รักษำโรคต่ำงๆ นอกจำกนี้ยังใช้ใน

อุตสำหกรรมกำรเกษตรโดยผสมในอำหำรสัตว์น้ ำ และสัตว์ปีก เพ่ือให้สัตว์น้ ำมีสีสันที่สวยงำมข้ึน และยังส่งผลต่อ

กำรปรับปรุงระบบสืบพันธุ์ของสัตว์  ในสำหร่ำยขนำดเล็กประกอบไปด้วยแคโรทีนอยด์แต่ละชนิดแตกต่ำงกันไป 

สำรในกลุ่มแซนโทฟิลล์ที่พบว่ำมีฤทธิ์ส ำคัญทำงเภสัชวิทยำ ได้แก่ fucoxanthin astaxanthin, diadinoxanthin, 

diatoxanthin เป็นต้น (Xia et la.,  2013) 

1)   เบต้ำแคโรทีน (β -carotene)  
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เบต้ำแคโรทีนเป็นสำรชนิดหนึ่งในกลุ่มแคโรทีนอยด์ มีสีส้ม แดง มีคุณสมบัติไม่ละลำยทั้งในน้ ำและในแอลกอฮอล์ 

แต่สำมำรถละลำยได้ดีในคลอโรฟอร์ม โดยเบต้ำแคโรมีนจะพบได้ในพืชและสำหร่ำยทุกชนิด (กำญจนภำชน์ ลิ่ว

มโนมนต์, 2527) โครงสร้ำงทำงเคมีของเบต้ำแคโรทีนจะประกอบด้วยโมเลกุลของไฮโดรคำร์บอนที่ต่อกันเป็นสำย

ยำวด้วยโมเลกุลของ isoprene unit ต่อกัน ดังรูปที่  เป็นโมเลกุลที่ไม่อ่ิมตัว มีองค์ประกอบเป็นคำร์บอน 40 

อะตอม และไฮโดรเจน 56 อะตอม สำรเบต้แคโรทีนมีน้ ำหนักโมเลกุลเท่ำกับ 536.7 ลักษณะทำง stereoisomer 

ของเบต้ำแคโรทีนที่ได้จำกธรรมชำติมีอยู่ 2 รูปแบบ คือ all-trans β -carotene และ 9-cis β -carotene

โดยทั่วไป β -carotene ที่อยู่ในรูปผลึกจะมีสีม่วงแดง แต่เมื่ออยู่ในสำรละลำยพวกน้ ำมันจะให้สีที่แตกต่ำงกัน ใน

กำรสังเครำะห์ β -carotene โดยวิธีทำงเคมีจะได้ all-trans β -carotene มำกถึง 90% โดย และ 9-cis β -

carotene ไม่สำมำรถสังเครำะห์ได้และจะพบได้ในธรรมชำติเท่ำนั้น (Goiris et al. 2012)  

 

รูปภำพที่ 3 โครงสร้ำงทำงเคมีของเบต้ำแคโรทีน (Goiris et al. 2012) 

2) Fucoxanthin 

 นอกจำกสำรในกลุ่มโพลีฟีนอลแล้วในสำหร่ำยยังพบสำรฟูโคแซนทิน ซึ่งเป็นสำรในกลุ่มแคโรทีนอยด์ ที่

พบได้มำกในสำหร่ำยสีน้ ำตำล เช่น Undaria (wakame) และ Laminaria (combu) สำหร่ำยทั้งสองชนิดนี้เป็น

สำหร่ำยที่นิยมรับประทำนเป็นอำหำรในประเทศญี่ปุ่น เกำหลี และจีน จึงท ำให้ มีผู้สนใจศึกษำคุณค่ำทำง

โภชนำกำรมำเป็นเวลำนำน สำรฟูโคแซนทิน (Fucoxanthn) โครงสร้ำงของฟูโคแซนทินจะมีหมู่ functional อยู่ที่ 

terminal ring (รูปที่ 5 ) นี้มีผลต่อกำรออกฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำที่น่ำสนใจมำกมำย 

 

รูปภำพที่ 4 โครงสร้ำงทำงเคมีของฟูโคแซนทิน ที่มำ: Gammone et al., 2015 

 มีรำยงำนพบว่ำสำรฟูโคแซนทินที่พบในสำหร่ำยสีน้ ำตำลนั้นสำมำรถดูดซึงเข้ำสู่ร่ำงกำยได้ โดยจะเป็นจำก

ฟูโคแซนทินไปเป็นฟูโคแซนทินอล (fucoxanthinol) ได้ในล ำไส้เล็ก และจำกนั้นจะเปลี่ยนไปเป็น 
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amarouciaxanthin A และถูกดูดซึมไปยังระบบต่ำงๆ ของร่ำงกำยดังรูปที่ 6 (Miyashita et al., 2012) มีผลใน

กำรยับยั้งทำงชีวภำพหลำยประกำร เช่น ยับยั้งกำรเกิดภำวะโรคอ้วน (Maeda et al. , 2005; Hosokawa et al., 

2010) ยับยั้งกำรเกิดภำวะโรคเบำหวำน (Maeda et al., 2009) และยับยั้งมะเร็งได้ (เช่น มะเร็งล ำไส้, มะเร็งปอด 

และมะเร็งเต้ำนม) เป็นต้น นอกจำกผลในกำรยับยั้งเซลล์มะเร็งแล้วยังพบว่ำฟูโคแซนทินยังมีส่วนช่วยเพิ่มจ ำนวน

ของ docosahexaenoic acid (DHA) และ arachidonic acid (AA) ในตับของหนูทดลองได้ ซึ่งกรดไขมันทั้งสอง

ชนิดนี้มีคุณสมบัติที่เป็นประโยชน์ต่อสุขภำพ เช่น ลดระดับไตรกลีเซอร์ไรด์ และโคเลสเตอรอลในเลือด ต้ำนกำร

อักเสบ และมีผลในกำรต้ำนเซลล์มะเร็ง เช่นกัน (Tsukui et al., 2009) และจำกรำยงำนของ Heo และ Jeon 

(2009)พบว่ำฟูโคแซนทินที่สกัดได้จำก Sargassum siliquastrum นั้นมีควำมสำมำรถป้องกันเซลล์จำกกำรถูก

ท ำลำยด้วย UV-B ได้ถึง 81.47% ซึ่งแสดงให้เห็นว่ำฟูโคแซนทินนั้นสำมำรถใช้เพ่ือเป็นสำรป้องกันกำรเกิด 

oxidative stress ที่ถูกกระตุ้นด้วยรังสี UV-B และสำมำรถน ำมำประยุกต์ใช้ในอุตสำหกรรมเครื่องส ำอำงได้ต่อไป

ในอนำคต 

   

รูปภำพที่ 5  กระบวนกำรดูดซึมและเมตำบอลิซึมของฟูโคแซนทินในร่ำงกำย 

ที่มำ: Miyashita et al. (2010) 
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 นอกจำกนี้ยังมีรำยงำนว่ำ สำรฟูโคแซนทินที่พบในสำหร่ำยสีน้ ำตำลนี้มีควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูล

อิสระได้สูงกว่ำวิตำมินอีถึง 13.5 เท่ำ และผลจำกกำรวิเครำะห์ควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูล superoxide ด้วย

กำรใช้ electron spin resonance (ESR) พบว่ำสำรฟูโคแซนทินมีควำมสัมพันธ์กับควำมสำมำรถในกำรออกฤทธิ์

เช่นเดียวกับสำรโพลีฟีนอล (Miyashita et al., 2012) กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนอนุมูล DPPH, peroxy และ ABTS 

ของสำรสกัดเมทำนอลจำกสำหร่ำย 5 ชนิด ผลกำรศึกษำพบว่ำ Sargassum honeri และ Cystoseira 

hakodatensis มีควำมสำมำรถในกำรต้ำนอนุมูลอิสระได้ดีที่สุดโดยมีควำมสัมพันธ์ในเชิงบวกกับปริมำณโพลีฟีนอล 

และฟูโคแซนทินที่พบได้สูงในสำรสกัดของสำหร่ำยทั้งสองชนิดนี้ (Widjaja-Adhi et al., 2011a) Yan et al. 

(1999) ได้รำยงำนว่ำฟูโคแซนทินนั้นมีควำมสำมำรถในกำรยับยั้งอนุมูล DPPH ได้สูง โดยโครงสร้ำงของฟูโคแซน

ทินนั้นมีผลต่อควำมสำมำถในกำรต้ำนอนุมูลอิสระ  ดังนั้นผลที่ได้จำกกำรศึกษำในครั้งนี้จะมีประโยชน์อย่ำงยิ่งใน

กำรจะค้นพบสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพที่ส ำคัญๆ จำกสำหร่ำยสีน้ ำตำลในประเทศไทย และข้อมูลที่ได้จะสำมำรถ

น ำไปเผยแพร่ให้แก่ผู้ที่สนใจ และน ำไปใช้ประโยชน์ในกำรประยุกต์ใช้สำหร่ำยสีน ำตำลในด้ำนต่ำงๆ ได้ ซึ่งจะเป็น

กำรเพ่ิมมูลค่ำให้แก่ทรัพยำกรสำหร่ำยของประเทศไทยซึ่งยังมีผู้ศึกษำอยู่น้อย และยังขำดข้อมูลพ้ืนฐำนที่ส ำคัญอีก

หลำยประกำร 

3) Astaxanthin 

 แอสตำแซนธิน เป็นสำรในกลุ่มแซนโทรฟิลล์ตระกูลแคโรทีนอยด์ที่มีสีชมพูถึงแดง คล้ำยสีทับทิม มีสูตร

เคมีคือ 3, 3’-dihydroxy-β, β-carotene-4,4’-dione ดังแสดงในรูปที่ 7 (Martin, et al., 2003) ซึ่งพบได้ใน

ปลำแซลมอน กุ้งมังกร ปู ไข่ปลำคำเวียร์ รวมไปถึงนกฟลำมิงโกสีชมพู จึงท ำให้สิ่งมีชีวิตเหล่ำนี้มีสีชมพูถึงสีแดงแต่

สิ่งที่สิ่งมีชีวิตเหล่ำนี้ไม่สำมำรถสังเครำะห์สำรแอสตำแซนธินนี้ได้ด้วยตัวเอง จึงต้องได้รับจำกอำหำร (Capelliand 

Cysewski, 2007; Suseela and Toppo, 2006;Lorenz and Cysewski, 2000)  

 

 

รูปภำพที่ 6 โครงสร้ำงทำงเคมีของสำรแอสตำแซนธิน ที่มำ Martin, et al., 2003 
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 โดยในธรรมชำติแอสตำแซนธินสำมำรถผลิตได้จำกพืช สำหร่ำย ยีสต์ และแบคทีเรียบำงชนิดเท่ำนั้น

กำรศึกษำถึงฤทธิ์กำรต้ำนอนุมูลอิสระของแอสตำแซนธิน ด้วยวิธี Singlet oxygen quenching activitiesเทียบ

กับตัวต้ำนอนุมูลอิสระอ่ืน ๆ เช่นกลุ่มแคโรทีนอยด์แอสคอบิคแอซิด โพลีฟีนอล โคเอนไซม์ คิวเทน พบว่ำแอสตำ

แซนธินมีค่ำกำรต้ำนอนุมูลอิสระหรือควำมสำมำรถในกำรยับยั้งกำรเกิดออกซิเดชั่นของออกซิเจนโมเลกุลเดี่ยว

(1O2) ซึ่งเป็นอนุมูลอิสระที่มีควำมไวต่อกำรเกิดปฏิกิริยำสูงที่สุด โดยมีประสิทธิภำพยับยั้งกำรเกิดออกซิเดชั่นสูง

กว่ำ โคเอนไซม์คิวเทน 800 เท่ำ สูงกว่ำสำรคำทีซินจำกชำเขียว 560 เท่ำและมีค่ำสูงกว่ำวิตำมินซีถึง 6,000 เท่ำ 

(Nishida,Yamashita, and Miki, 2007) นอกจำกนี้ยังมีจำกกำรศึกษำเพ่ิมเติมของ Nobuyoshi และคณะ  พบว่ำ

มีประสิทธิภำพสูงกว่ำวิตำมินอี 550 เท่ำและสูงกว่ำเบต้ำแคโรทีน 40 เท่ำ (Shimidzu, Goto, and Miki, 1996) 

เนื่องจำกประสิทธิภำพในกำรต้ำนอนุมูลอิสระนี้เอง ท ำให้นักวิจัยจ ำนวนมำกให้ควำมสนใจน ำแอสตำแซนธินไป

ศึกษำและท ำวิจัยทำงคลินิกในด้ำนกำรชะลอวัยอย่ำงก้ำวขวำง โดยปริมำณที่มีผลกำรศกึ ษำทำงคลินิกนั้นอยู่

ในช่วงระหว่ำง 1 - 40 มิลลิกรัมต่อวัน (Kidd, 2011) ในปี 2002 มีกำรศึกษำผลค่ำดัชนีชี้วัดสุขภำพผิวโดยให้กล่มุ 

ทดลองรับประทำนแอสตำแซนธนิ 2 มิลลิกรัมคู่กับวิตำมินอี 40 มิลลิกรัม ทุกวันเป็นเวลำ 4 สัปดำห์ พบว่ำควำม

ชุ่มชื้นของผิวหนัง เพ่ิมมำกข้ีนริ้วรอยลดลง กำรเกิด สิวลดลงอย่ำงมีนัยส ำคัญ โดยกำรศึกษำนี้ท ำกำรวิจัยทำง

คลินิกด้วยวิธี Double Blind Placebo Control ในอำสำสมัครหญิงที่อำยุประมำณ 40 ปี จ ำนวน 16 คน และให้

รับประทำนแอสตำแซนธิน เทียบกับกลุ่มควบคุมที่ให้รับประทำนยำหลอก (Yamashita, 2002) ต่อมำในปี 2006, 

Yamashita ได้ท ำกำรวิจัยทำงคลินิกโดยศึกษำแบบ Single Blind Randomized Control ในอำสำสมัครหญิงที่

อำยุประมำณ 47 ปี จ ำนวน 49 คน ศึกษำผลต่อสุขภำพผิวโดยให้รับประทำนแอสตำแซนธิน 2 มิลลิกรัม 2 ครั้งต่อ

วันเป็นเวลำ 6 สัปดำห์ เทียบกับกลุ่มควบคุม ผลกำรศึกษำพบว่ำตั้งแต่สัปดำห์ที่ 3 จนถึงสัปดำห์ที่ 6 ของกำร

ทดลอง อำสำสมคั รร้สู กึ ว่ำสขุ ภำพผวิ ดขี นึ้ คอื ควำมแห้งและหยำบกระด้ำงของผิวลดลง ผิวมีควำมชุ่มชื้น

เพ่ิมข้ึน ควำมยืดหยุ่นมำกขึ้น ริ้วรอยลดลง (Yamashita, 2006) ในปี 2010 มีกำรศึกษำฤทธิ์ของแอสตำแซนธินใน

กำรปกป้องรังสียูวีเอ โดยใช้กำรเพำะเลี้ยงไฟโบรบลำซท์ของเซลล์ผิวหนังมนุษย์ พบว่ำแอสตำแซนธินจะช่วยยับยั้ง

ผลของรังสียูวีเอที่มีผลให้เกิดกำรเสื่อมของเซลล์ผิวได้ (Suganuma, et al., 2010) ล่ำสุดในปี 2012 กลุ่มนักวิจัย

ชำวญี่ปุ่นได้ท ำกำรศึกษำทำงคลินิกเก่ียวกับประโยชน์ของแอสตำแซนธินด้ำนผิวพรรณ โดยท ำกำรศึกษำ 2 

งำนวิจัย คือ กำรศึกษำที่มีอำสำสมัครเป็นผู้หญิงสุขภำพดีจ ำนวน 30 คน โดยให้รับประทำนแอสตำแซนธินเสริม 6 

มิลลิกรัมต่อวัน และให้ทำแอสตำแซนธิน 2 มิลลิลิตรต่อวันต่อเนื่องกันเป็นเวลำ 8 สัปดำห์ พบว่ำ ริ้วรอยบริเวณ

หำงตำ ขนำดของจุดด่ำงด ำที่บริเวณแก้ม ควำมยืดหยุ่นของผิว ควำมเรียบเนียน ควำมชุ่มชื้นของผิว เซลล์ผิวหนัง

คอนีโอไซท์ (Corneocyte) ในชั้นผิวหนังก ำพร้ำ เปลี่ยนแปลงไปในทำงท่ีดีขึ้น จึงอำจกล่ำวได้ว่ำแอสตำแซนธิน

สำมำรถช่วยให้สภำพผิวดีขึ้นในทุกระดับชั้นผิว เช่น ผิวหนังก ำพร้ำ ผิวหนังชั้นนอก ผิวหนังชั้นใน โดยกำร



13 

 

รับประทำนและทำแอสตำแซนธิน อีกงำนวิจัยหนึ่งท ำกำรศึกษำแบบ Randomized double blind placebo 

control ในอำสำสมัครเป็นผู้ชำยสุขภำพดีจ ำนวน 36 คน โดยให้รับประทำนแอสตำแซนธินเสริม 6 มิลลิกรัมต่อวัน 

ต่อเนื่องกันเป็นเวลำ 6 สัปดำห์พบว่ำ ริ้วรอยบริเวณหำงตำ ควำมยืดหย่นุของิผวควำมช่มุชื้นของผิวดีขึ้นกำร

สูญเสียน้ ำจำกผิวลดลง จึงอำจสรุปได้ว่ำกำรรับประทำนแอสตำแซนธนิ เสริมอำจให้ผลดีกับสุขภำพผิวทั้งในผู้หญิง

และผู้ชำย (Tominaga, et al., 2012) 

 

 

4) กรดไขมัน (Fatty acid)  

 เป็นกรดอินทรีย์ที่ประกอบด้วย คำร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน โดยมักจะมีจ ำนวนคำร์บอนเป็นเลขคู่

ตั้งแต ่2 อะตอมข้ึนไป มีสูตรทั่วไป คือ R – COOH สูตรโครงสร้ำงของกรดไขมันประกอบด้วย 2 ส่วน คือ ส่วนที่

เรียกว่ำคำร์บอกซิล (COOH) ซึ่งมีธำตุคำร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจนรวมตัวกันอยู่ อีกส่วนหนึ่งเรียกว่ำ ห่วงโซ่

คำร์บอน (R) โดยมีธำตุคำร์บอนยึดเหนี่ยวกันเป็นห่วงโซ่ โดยปกติธำตุคำร์บอนจะมีอยู่ 4 แขน แขนที่เหลือจำกกำร

จับธำตุคำร์บอนด้วยกันจะไปจับกับธำตุไฮโดรเจน กรดไขมันมีอยู่หลำยชนิด ทุกชนิดจะมีหน่วยคำร์บอกซิลอยู่หนึ่ง

หน่วยเหมือนกัน ส่วนที่แตกต่ำงกันคือลักษณะทำงเคมีในส่วนของโซ่คำร์บอน ท ำให้กรดไขมันมีข้อแตกต่ำงกันไป  

กรดไขมันแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มย่อย คือ  

 1. กรดไขมันอ่ิมตัว (Saturated fatty acid) หมำยถึง กรดไขมันที่คำร์บอนใน โมเลกุลมีไฮโดรเจนจับ

เกำะอยู่เต็มที่แล้วไม่สำมำรถรับไฮโดรเจนหรือธำตุอ่ืนใดเข้ำไปในโมเลกุลได้อีก โดยที่ห่วงโซ่คำร์บอน(R) เท่ำกับ 

CnH2n+1 และ n เป็นตัวเลขที่แสดงถึงจ ำนวนคำร์บอนอะตอม กรดไขมันชนิดนี้พบมำกในไขมันสัตว์ น้ ำมัน

มะพร้ำว และน้ ำมันปำล์ม 8  

 2. กรดไขมันไม่อ่ิมตัว (Unsaturated fatty acid) หมำยถึง กรดไขมันที่มีคำร์บอนในโมเลกุลมีไฮโดรเจน

น้อยกว่ำชนิดอิ่มตัว โดยที่มีคำร์บอนในโมเลกุล 2 อะตอมจับกันเองด้วยพันธะคู่กำรมีพันธะคู่ 1 แห่ง จะท ำให้มี

ไฮโดรเจนน้อยลงกว่ำชนิดอิ่มตัว 2 อะตอม มีสำยคำร์บอนยำว 18-22 อะตอม และมีพันธะคู่ตั้งแต่ 1-6 คู่ ซึ่งจุด

หลอมเหลวของไขมันแต่ละชนิดขึ้นอยู่กับจ ำนวนพันธะคู่ ต ำแหน่งของพันธะคู่ และจ ำนวนของคำร์บอนอะตอม 

 กรดไขมันไม่อ่ิมตัวแบ่งตำมจ ำนวนพันธะคู่มี 2 ชนิด คือ  
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 1. Monounsaturated Fatty Acid คือกรดไขมันที่มีจ ำนวนพันธะคู่เพียงคู่เดียวเช่น palmitoleic acid 

(16: 1n-7) , oleic acid (18: 1n-9) เป็นต้น กรดไขมันเหล่ำนี้สำมำรถสังเครำะห์ขึ้นมำได้โดยกรดไขมันไม่อ่ิมตัว  

 2. Polyunsaturated Fatty Acid (PUFA) คือกรดไขมันที่มีจ ำนวนพันธะคู่ตั้งแต่ 2 คู่ขึ้นไป เช่น linoleic 

acid (18:2n-6) และ γ-linolenic acid (18:3n-6)  

 ส่วนกรดไขมันที่มีจ ำนวนคำร์บอนตั้งแต่ 20 อะตอมขึ้นไป และจ ำนวนพันธะคู่ตั้งแต่ 3 คู่ข้ึนไปจะเรียกว่ำ 

กรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูง (highlyunsaturated fatty acid ; HUFA) โดยทั่วไปจะใช้เรียกกรดไขมันในกลุ่มโอเมก้ำ-3 

ซึ่งประกอบด้วย eicosapentaenoic acid (EPA ; 20:5n-3) และ docoxahexaenoic acid (DHA ; 22:6n-3) 

แสดงโครงสร้ำงทำงเคมีดังรูป 8 

 

รูปภำพที่ 7 โครงสร้ำงทำงเคมีของกรดไขมันต่ำงๆ 

 แหล่งของกรดไขมันไม่อ่ิมตัวกลุ่มโอเมก้ำ-3 เช่น eicosapentaenoic acid และdocosahexaenoic 

acid ที่ใช้เป็นแหล่งผลิตหลักในทำงกำรค้ำคือน้ ำมันปลำทะเล เช่น anchovy, tuna, herring, cod, sardine, 

salmon และ menhaden (Ward, 1989) แตเ่นื่องจำกปริมำณของกรดไขมันในน้ ำมันปลำมีอยู่จ ำกัดประมำณ 7-

14 เปอร์เซ็นต์ ท ำให้ในกำรผลิตต้องใช้ปลำจ ำนวนมำก ฤดูกำล ลักษณะของภูมิอำกำศและภูมิประเทศท่ีจับปลำ 

รวมทั้งพันธุ์ปลำ และชนิดของอำหำรประเภทจุลินทรีย์ในทะเลต่ำงก็มีผลต่อปริมำณของกรดไขมัน รวมทั้งใน

ปัจจุบันมีมลภำวะเป็นพิษเกิดขึ้นในทะเลกำรปนเปื้อนโดยสำรฆ่ำแมลงและโลหะหนัก จึงส่งผลกระทบต่อทั้ง

คุณภำพและปริมำณของกรดไขมันที่ได้รวมไปถึงปัญหำที่เกิดขึ้นระหว่ำงข้ันตอนกำรสกัดและกำรท ำให้บริสุทธิ์ ซึ่ง
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ต้องมีกำรก ำจัดคอเลสเตอรอลและสิ่งเจือปนที่เป็นพิษ ปัญหำด้ำนกลิ่นคำวปลำ รสชำติ และควำมคงตัว

กระบวนกำรผลิตกรดไขมันจำกน้ ำมันปลำทะเลมีค่ำใช้จ่ำยสูง กำรผลิตขนำดใหญ่ท ำได้ยำก (Yokochi et al., 

1998) นอกจำกนี้องค์ประกอบของกรดไขมันในสำหร่ำยขนำดเล็กยังมีควำมหลำกหลำยสูง และปริมำณของกรด

ไขมันแต่ละชนิดมีกำรผันแปรตำมสำยพันธุ์ของสำหร่ำยด้วย ดังเห็นได้จำกกำรศึกษำไดอะตอมชนิด Chaetoceros 

muelleri สำยพันธุ์ต่ำง ๆ ก็มีรำยงำนว่ำมีควำมแตกต่ำงระหว่ำงปริมำณไขมัน EPA และ DHA (Johansen et al, 

1990 อ้ำงตำม ชัชฏำภรณ์ สรรคอนุรักษ์ 2545) แหล่งกรดไขมันทดแทนกรดไขมันจำกปลำทะเลจึงเป็นเรื่องที่มี

ควำมจ ำเป็นที่ต้องศึกษำวิจัยเพ่ือให้ได้กรดไขมันที่มีคุณภำพและเพ่ือลดต้นทุนกำรผลิตอำหำรส ำหรับสัตว์น้ ำ กรด

ไขมันจำกสำหร่ำยน้ ำเค็มเซลล์เดียวเป็นแหล่งของกรดไขมันไม่อ่ิมตัวหลำยพันธะที่มีศักยภำพในกำรผลิตสูง 

โดยเฉพำะ thraustochytrids ซึ่งมีวิวัฒนำกำรใกล้เคียงกับไดอะตอม โดยพบท่ัวไปในแหล่งน้ ำเค็มโดยเฉพำะ

บริเวณป่ำชำยเลน (Porter, 1990) พบกระจำยทั่วไปในหลำยประเทศและภำคพ้ืนทวีป ทั้งในแถบแอนตำร์กติก 

(Bahnweg and Sparrow, 1974) ทะเลเหนือ (Raghukumar and Gaertner, 1980) อินเดีย (Raghukumar, 

1988) ญี่ปุ่น (Naganuma et al., 1998) ออสเตรเลีย (Lewis et al., 1998) ฮ่องกง (Fan et al., 2002) ฟูจิ 

(Huang et al., 2003) รวมทั้งในประเทศไทย (Wassana et al., 2007) มีรำยงำนกำรค้นพบทรอสโทไคตริดส์ซึ่ง

สำมำรถผลิตกรด ไขมันดีเอชเอได้สูงถึง 30-40 เปอร์เซ็นต์ของปริมำณไขมันทั้งหมด (Bowles, Bremer, Duchars 

& Eaton, 1999)  

 

6) ฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำของสำหร่ำยขนำดเล็กกลุ่มไดอะตอมในประเทศไทยและเทคนิคที่ใช้ในกำรวิเครำะห์

องค์ประกอบในจุลสำหร่ำย 

 เนื่องจำกสำหร่ำยขนำดเล็กในกลุ่มไดอะตอมมีขนำดเล็กและต้องใช้ควำมเชี่ยวชำญในกำรเพำะเลี้ยงเพ่ือให้

ได้ผลิตปริมำณมำกๆ ให้เพียงพอต่อกำรศึกษำดังนั้นจึงท ำให้งำนวิจัยเกี่ยวกับฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำของสำหร่ำยกลุ่ม

ไดอะตอมนี้ยังมีปริมำณน้อยอยู่ จำกกำรผลกำรศึกษำฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำของสำรสกัดเมทำนอลของสำหร่ำยขนำด

เล็กที่พบในจังหวัดชลบุรี ได้แก่ Spirulina sp., Amphora sp., Cheatoceros sp. พบว่ำ Amphora sp. ซ่ึง

จัดเป็นไดอะตอมมีฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระสูงกว่ำสำรสกัดจำก Spirulina sp. และ Chaetoceros sp. มีค่ำ IC50 

เป็น 285.22 ± 3.59, 452.33 ± 18.44 and 406.86 ± 201.39 µg/ml ตำมล ำดับ (Catheeya et al., 2016)  

 ไดอะตอมมีองค์ประกอบทำงชีวเคมีโครงสร้ำงระดับเซลล์และวงจรชีวิตที่แตกต่ำงกัน คุณสมบัติทั่วไปของ

ไดอะตอมที่ใช้ในกำรจ ำแนกกลุ่มของสำหร่ำย เช่น เม็ดสีที่ใช้ในกำรสังเครำะห์แสง, สำรที่สะสมภำยในเซลล์, ผนัง

เซลล์, มีกำรจัดจ ำแนกชนิดของจุลสำหร่ำยท ำได้โดยกำรเปรียบเทียบล ำดับของ DNA ซึ่งน ำไปสู่กำรปรับปรุงกำร
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จ ำแนกกลุ่มของสำหร่ำยขนำดเล็กกลุ่มไดอะตอมชนิดใหม่ กำรศึกษำด้ำนโมเลกุลระดับจีนช่วยในกำรยืนยัน

กระบวนกำรสังเครำะห์ด้วยแสงของสำหร่ำยขนำดเล็กได้ (สรวิศ เผ่ำทองศุข. 2543) ซึ่งน ำไปสู่กำรจัดจ ำแนกควำม

หลำกหลำยของไดอะตอม  สำหร่ำยที่อยู่สภำพแวดล้อมที่คล้ำยกันจะมีสำรพันธุกรรมที่คล้ำยกันกับพวกสิ่งมีชีวิตที่

ไม่สำมำรถสังเครำะห์ด้วยแสงดังนั้นจึงจ ำเป็นอย่ำงยิ่งในกำรพัฒนำเครื่องมือและเทคนิคใหม่ๆ เพ่ือใช้ในกำรศึกษำ

กำรเปลี่ยนแปลง หรือพันธุวิศวกรรมของกลุ่มจุลสำหร่ำย (สุภัทรวนิช แสวงดี. 2549; Han et al., 2009) ทั้งนี้ใน

ปัจจุบันมีกำรใช้กล้องจุลทรรศน์ในกำรระบุชนิดของจุลสำหร่ำย หรืออำจใช้วิธีกำรวัดชนิดของสำรอำหำรและกำร

เปลี่ยนแปลงทำงกำยภำพของจุลสำหร่ำยเหล่ำนี้ ซึ่งยังมีข้อจ ำกัดในกำรวัดและวิเครำะห์เซลล์จุลสำหร่ำยทั้งหมด 

เทคนิคอ่ืนๆ ในกำรวัดและจ ำแนกควำมแตกต่ำงของจุลสำหร่ำย (Galhano et al., 2011; )  สำรกลุ่มลิพิดท่ีเป็น

องค์ประกอบของสำหร่ำยมีควำมส ำคัญต่อคุณสมบัติทำงชีวเคมีส ำหรับกำรผลิตเชื้อเพลิงชีวภำพจำกชีวมวลของ

สำหร่ำย  ควำมแม่นย ำของวิธีกำรหำปริมำณลิพิดซึ่งเป็นองค์ประกอบที่ส ำคัญในสำหร่ำยจ ำเป็นต้องเลือกชนิดของ

สำหร่ำยที่เหมำะสมและสภำวะกำรเจริญเติบโต กำรเพำะเลี้ยงสำหร่ำย มีผลต่อปริมำณของลิพิดและส่วนประกอบ

ต่ำงๆ ในกำรเพำะเลี้ยงสำหร่ำย เช่น ควำมเข้มข้นของสำรอำหำรที่อยู่ในอำหำรเพำะเลี้ยงสำหร่ำยจ ำนวนมำก 

(วิทวัส แจ้งเอ่ียม. 2553)  มีงำนวิจัยเชื้อเพลิงชีวภำพจำกสำหร่ำยทะเลเป็นจ ำนวนมำกที่ต้องกำรเทคนิคกำร

วิเครำะห์ปริมำณลิพิดที่ให้ผลอย่ำงมีประสิทธิภำพ ซึ่งโดยทั่วไปกำรวิเครำะห์หำลิพิดและกรดไขมันต้องคิดเป็น

ควำมสัมพันธ์ของจ ำนวนชีวมวลขนำดใหญ่ทั้งหมด (>1 กรัม ของน้ ำหนักแห้ง) ซึ่งปกติกำรวิเครำะห์ผลเหล่ำนี้ต้อง

ใช้ระยะเวลำนำนและกำรวิเครำะห์ไม่มีประสิทธิภำพเพรำะต้องใช้ตัวอย่ำงสำหร่ำยจ ำนวนมำก  กำรพัฒนำเทคนิค

กำรวิเครำะห์ซึ่งสำมำรถวัดและหำปริมำณได้โดยใช้ตัวอย่ำงปริมำณน้อยและประหยัดเวลำ จำกโครงกำรวิจัยกำร

ส ำรวจทำงชีวภำพ พบว่ำสิ่งที่จ ำเป็นที่สุดที่ใช้แยกควำมแตกต่ำงนี้จำกกันและกำรแยกสำหร่ำยสำยพันธุ์ที่มีน้ ำมัน

ปริมำณสูงได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ 

 ซึ่งวิธีกำรที่ใช้ในกำรคัดกรองส่วนประกอบพวกลิปิดเบื้องต้นโดยใช้สำรสีฟลูออเรสเซนต์ ได้แก่ Nile red, 

TLC, HPLC และ MS เป็นต้น วิธี Nile red เป็นกำรคัดกรองสำรเบื้องต้นในสำหร่ำยที่เพำะเลี้ยงไว้ อย่ำงไรก็ตำม

วิธีกำรวัดด้วย ฟลูออเรสเซนต์มีผลต่อกำรรับสีที่ย้อมเข้ำสู่เซลล์และ เป็นวิธีที่ใช้ศึกษำควำมแตกต่ำงกันระหว่ำงชนิด

และระหว่ำงสภำวะที่เจริญเติบโตเพรำะควำมแตกต่ำงระหว่ำงส่วนประกอบของผนังเซลล์, และข้อจ ำกัดของวิธีกำร

ทดสอบนี้  นอกจำกนี้ ในสำหร่ำยสีเขียว ยังพบว่ำมีระดับของ chlorophyll ที่สูงซึ่งจะรบกวนกำรเรืองแสงของ

สัญญำณฟลูออเรสเซนต์ท ำให้สัญญำณของ background สูงกว่ำปกติ  

 เทคนิคอ่ืนที่สำมำรถใช้แยกวิเครำะห์สำรกลุ่มลิพิดโดยทั่วไปมีกำรวิเครำะห์โดยใช้เครื่อง HPLC, TLC และ 

MS อย่ำงไรก็ตำมวิธีเหล่ำนี้ขึ้นอยู่กับกำรขั้นตอนกำรเตรียมตัวอย่ำงและกำรแยกสำรส่วนลิพิดออกมำก่อนท ำกำร

วิเครำะห์สำรอื่นๆที่พบในธรรมชำติปัจจุบันมีกำรวิจัยจ ำนวนมำกในกำรน ำจุลสำหร่ำยมำเป็นแหล่งผลิตภัณฑ์จำก
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ธรรมชำติเพ่ือศึกษำคุณค่ำจำกสำรชีวโมเลกุลขนำดใหญ่ (macromolecules) (Dean et al., 2010; Kim และ 

Wijesekara, 2010 ) ซึ่งรวมถึงแคโรทีนอยด์ (carotenoids), กรดไขมันอ่ิมตัวเชิงซ้อนที่มีสำยโซ่ยำว (long-chain 

polyunsaturated fatty acids) และไฟโคคอลลอยด์ (phycocolloids)  ซึ่งจำกกระบวนกำรสังเครำะห์แสง 

(photoautotrophs) ของจุลสำหร่ำยเหล่ำนี้เป็นผลให้มีกำรสร้ำงสำรที่มีฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำที่น่ำสนใจเป็นอย่ำง

มำก (Sivathanua & Palaniswamy, 2012; Guedes etal., 2011) 

 

 

7) กำรประยุกต์ใช้เทคนิค FTIR spectroscopy ในกำรวิเครำะห์องค์ประกอบทำงเคมีของไดอะตอม 

 ปัจจุบันมีกำรใช้เทคนิค vibrational microspectroscopy ในกำรวิเครำะห์สำรชีวโมเลกุลภำยในเซลล์

สิ่งมีชีวิต เนื่องจำกเป็นเทคนิคทีมีศักยภำพในกำรวัดระดับของชีวโมเลกุลและไวต่อกำรเปลี่ยนแปลงของโครงสร้ำง, 

องค์ประกอบและปริมำณขององค์ประกอบต่ำงๆ ภำยในเซลล์ที่มีขนำดเล็กๆได้ เช่น เซลล์ไลน์มะเร็งชนิดต่ำงๆ ( 

cancer cell lines) เซลล์ต้นก ำเนิด (stem cells) และเซลล์แบคทีเรีย (bacterial cell) ที่มีขนำดระหว่ำงหรือ

มำกกว่ำ 5-10 µm (Dean et al., 2010) เทคนิคกำรวิเครำะห์สเปกตรัมรังสีอินฟรำเรด (Infrared 

spectroscopy) เป็นเทคนิคที่นิยมใช้อย่ำงแพร่หลำยในกำรวิเครำะห์ชนิดของสำรจำกหลักกำรกำรดูดกลืนแสง

อินฟรำเรดที่แตกต่ำงกันของสำรแต่ละชนิด สำรต่ำงชนิดกันจะมีรูปแบบกำรดูดกลืนแสงที่แตกต่ำงกัน กำรศึกษำ

รูปแบบกำรดูดกลืนแสงอินฟรำเรดนี้จึงเปรียบเสมือนกำรเปรียบเทียบลักษณะลำยนิ้วมือของคน โดยเครื่อง FTIR 

spectrometer มักใช้ในกำรวิเครำะห์กำรสั่นของโมเลกุลที่หมู่ฟังก์ชันต่ำงๆ เช่น O–H, N–H, C=O, =C–H, –

CH2, –CH3, C–O–C and >P=O ที่พบในตัวอย่ำงทำงชีววิทยำ อีกท้ังเทคนิคนี้ยังสำมำรถแยกควำมแตกต่ำงของ

สำรชีวโมเลกุลทั้งขนำดใหญ่และโมเลกุลเชิงซ้อน เช่น กรดนิวคลีอิก,โปรตีน, ลิพิด, โพลีแซคคำไรด์ และเซลล์

เนื้อเยื่ออื่นๆ (Holman et al., 2000) โดยมีกำรศึกษำถึงส่วนประกอบของต่ำงๆสิ่งมีชีวิต ได้แก่ แบคทีเรีย 

สำหร่ำยทะเล,พืช, ฟังไจ และยีสต์ เป็นต้น (Horton et al, 2011) จำกกำรรำยงำนวิจัยก่อนหน้ำนี้พบว่ำเทคนิค 

FTIR spectroscopy เป็นเทคนิคท่ีมีประสิทธิภำพในกำรวิเครำะห์ควำมแตกต่ำงและจ ำแนกสิ่งมีชีวิตขนำดเล็กได้ 

และยังสำมำรถบอกชนิดของสำรชีวโมเลกุลขนำดใหญ่ที่พบในสิ่งมีชีวิตขนำดเล็กนั้นได้  ทั้งนี้มีรำยงำนกำรใช้

เทคนิค FTIR spectroscopy ในกำรวิเครำะห์ควำมแตกต่ำงของกลุ่มสำรเคมีที่พบในจุลสำหร่ำยและพบว่ำเทคนิค

นี้สำมำรถแยกควำมแตกต่ำงของสำรชีวโมเลกุลที่ประกอบในจุลสำหร่ำยได้ (Andrew et al., 2010; Duygu et 

al., 2012) โดยอินฟรำเรดสเปกตรัม ที่ได้จำกกำรวิเครำะห์อยู่ในช่วงกำรสั่นของหมู่ฟังก์ชันของสำรประกอบทำง

เคมี ได้แก่ โมเลกุลของน้ ำ (O-H), ลิพิด (–CH2), เซลลูโลส (–C=O), โปรตีน (amide), กรดนิวคลีอิค (>P=O), 
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และแป้ง (–C–O) จึงสำมำรถท ำกำรวิเครำะห์และแยกควำมแตกต่ำงของสำรชีวโมเลกุลที่พบในจุลสำหร่ำยได้ 

(Singh  et al., 2012)  เทคนิค FTIR microspectroscopy เป็นกำรน ำเอำเครื่อง FTIR spectrometer มำต่อ

เข้ำกับกล้อง microscope จึงเป็นอีกทำงเลือกหนึ่งในกำรศึกษำองค์ประกอบระดับ sub-cellular, เซลล์และ

เนื้อเยื่อ โดยที่ไม่ต้องท ำลำยตัวอย่ำง ยิ่งไปกว่ำนั้นสเปกตรัมท่ีได้จำกกำรวิเครำะห์สำมำรถแสดงให้เห็นกำร

เปลี่ยนแปลงระดับชีวโมเลกุลต่ำงๆ ได้แก่ โปรตีน ลิพิดและไขมัน คำร์โบไฮเดรต กรดนิวคลีอิคและสำรคัดหลั่งที่

เป็นองค์ประกอบภำยในเซลล์ได้ (Giordano et al., 2001; Dean et al., 2010) เทคนิค FTIR 

microspectroscopy จึงสำมำรถน ำมำประยุกต์ใช้เพ่ือเลือกวิเครำะห์เซลล์สำหร่ำยได้อย่ำงจ ำเพำะเจำะจง โดย

กำรน ำแสงย่ำนพลังงำนอินฟรำเรดมำใช้กับเทคนิค FTIR Spectroscopy ร่วมกับกำรใช้กล้องจุลทรรศน์ หรือที่

เรียกว่ำ Synchrotron Fourier transform infrared microspectroscopy (SR-FTIR microspectroscopy) 

เป็นกำรช่วยเพิ่มประสิทธิภำพของเทคนิค FTIR Spectroscopy ให้มีควำมสำมำรถน ำไปใช้ตรวจวิเครำะห์สำร

ตัวอย่ำงที่มีขนำดเล็ก หรือสำรตัวอย่ำงที่มีควำมเข้มข้นต่ ำมำก ๆได้ ซึ่งแสงซินโครตรอนเป็นแสงที่มีขนำดล ำแสงที่

เล็กและคม สำมำรถใช้ติดตำมกำรเปลี่ยนแปลงและแยกควำมแตกต่ำงในระดับเซลล์ได้ เป็นผลให้กำรวัดกำร

ดูดกลืนมีควำมแม่นย ำกว่ำกำรใช้แสงจำกแหล่งก ำเนิดโดยทั่วไป เพ่ือใช้ในกำรวิเครำะห์ควำมแตกต่ำงและ

องค์ประกอบทำงเคมีและชีวโมเลกุลในเซลล์ของจุลสำหร่ำยที่พบในประเทศไทย โดยเฉพำะสำรกลุ่มลิพิด ซึ่งสำร

กลุ่มนี้พบได้มำกในจุลสำหร่ำยและน ำมำใช้อย่ำงกว้ำงขวำงในทำงกำรแพทย์และอุตสำหกรรม  (Duygu et al., 

2012) แตกต่ำงจำกกำรเทคนิคกำรวิเครำะห์ทำงชีวเคมีทั่วไป ได้แก่ เทคนิค High-performance liquid 

chromatography (HPLC) และเทคนิค Gas chromatography–Flame ionization detector (GC-FID) และ

เทคนิคที่อำศัยปฏิกิริยำทำงเคมีอ่ืนๆ เป็นต้น ที่มีข้ันตอนกำรเตรียมตัวอย่ำงยุ่งยำก ใช้สำรเคมีรำคำสูง และไม่

สำมำรถท ำเป็นฐำนข้อมูลลำยนิ้วมือของสำรชีวโมเลกุลในเซลล์สิ่งมีชีวิตได้ นอกจำกนี้ Jungandreas et al.., 

2012 รำยงำนกำรศึกษำไดอะตอม 2ชนิด ได้แก่ Cyclotella meneghiniana and Skeletonema costatum 

ด้วยเทคนิค FTIR-spectroscopy ในกำรวัดสำรประกอบที่อยู่ในเซลล์ที่มีกำรเจริญเติบโตในสภำวะที่ขำด silicon 

พบว่ำเซลล์ไดอะตอมทั้งสองชนิดมีกำรเปลี่ยนแปลงของอัตรำส่วนของ C:N อย่ำงเห็นได้ชัด และจำก FTIR 

spectrum ที่บริเวณ 1750 cm-1 ซึ่งสอดคล้องกับปริมำณลิพิดในเซลล์ไดอะตอมที่มีกำรเปลี่ยนแปลงไป โดยใน

สภำวะที่ขำด Si พบว่ำ C. meneghiniana มีลิพิดสัดส่วนเพิ่มมำกข้ึนในขณะที่ S. costatam ไม่มีกำร

เปลี่ยนแปลงของลิพิดในเซลล์ซึ่งเห็นได้จำกสเปกตรัมของ FTIR ที่แสดงของไดอะตอมทั้งสองชนิดซึ่งผลสอดคล้อง

กับกำรวิเครำะห์กำรเปลี่ยนแปลงของลิพิดในเซลล์ด้วยวิธี Su et al. (2012). นอกจำกเทคนิค FTIR 

spectroscopy ยังมีกำรใช้ทั้งเทคนิค FTIR-microspectroscopy และ RAMAN microspectroscopy ในกำร

วิเครำะห์องค์ประกอบของสำร chlorophyll, astaxanthin และ β-carotene ใน Haematococcus pluvialis 
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โดยพบว่ำสำร astaxanthin ในสำหร่ำยสำยพันธุ์ที่มีปริมำณ astaxanthin สูงมีสัดส่วนของ IR absorption ที่

ควำมยำวคลื่น 1740 cm-1 ต่อ 1156 cm-1 สูงซึ่งทั้งสองเทคนิคมีประสิทธิภำพในกำรวัดปริมำณของสำรดังกล่ำว

ได้ดังรูป  

 

 

 

 

 

(A)                                                 (B) 
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รูปภำพที่ 8 IR spectra ของสำร่ำย H. pluvialis สำรเบต้ำแคโรทีน และแอสตำแซนทีน ที่ทดสอบด้วยเทคนิค 

FTIR spectroscopy (A) และ RAMAN-microspectroscopy (B) ที่มำ: Liu and Huang, 2016 

 จำกงำนวิจัยกำรประยุกต์ใช้เทคนิค Synchrotron FTIR microspectroscopy ในกำรหำรสำร

ชีวโมเลกุลรวมของ ลิพิด โปรตีน และคำร์โบไฮเดรต และองค์ประกอบทำงเคมีของสำรกลุ่มแคโรทีนอยด์ใน

สำหร่ำยขนำดเล็กมีจ ำนวนมำกข้ึน (Kaczor A and Baranska M. 2011) งำนวืจัยนี้จึงเล็งเห็นกำรน ำเทคนิค

ดังกล่ำวมำใช้ประโยชน์ในกำรวิเครำะห์องค์ประกอบของสำรกลุ่ม carotenoids และ กรดไขมันอิสระ (PUFA) 

เช่น ESP และ DHA เป็นต้น ในสำหร่ำยขนำดเล็กกลุ่มไดอะตอมที่พบในชำยฝั่งทะเลภำคตะวันออกของจังหวัด

ชลบุรี เพ่ือเป็นประโยชน์ในกำรวิจัยรวมถึงศึกษำควำมแตกต่ำงของสำรพันธุกรรมในไดอะตอมแต่ละชนิดทั้งนี้เพ่ือ

น ำไปใช้ในกำรพัฒนำเภสัชภัณฑ์ต่อไปในอนำคต 

2. ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำที่ท ำกำรวิจัย          

แนวโน้มงำนวิจัยและกำรใช้ผลิตภัฑณ์จำกธรรมชำติเพ่ิมสูงขึ้นในช่วงสี่ทศวรรษท่ีผ่ำนมำมีกำรค้นพบสำรที่

มีฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำที่น่ำสนใจเป็นจ ำนวนมำกที่ถูกแยกจำกสิ่งมีชีวิตในทะเล เนื่องจำกสิ่งมีชีวิตในทะเลจัดเป็น

ทรัพยำกรทำงธรรมชำติที่มีศักยภำพสูงในกำรสังเครำะห์สำรทุติยภูมิ (secondary metabolites) ที่มีฤทธิ์ส ำคัญ

ทำงชีวภำพมำกมำย ซึ่งน ำไปสู่กำรค้นพบและพัฒนำสำรต่ำงๆที่น่ำสนใจทั้งทำงด้ำนทั้งด้ำนโภชนำกำร เภสัชกรรม

และกำรแพทย์ อุตสำหกรรมอำหำรและเครื่องดื่ม และอุตสำหกรรมผลิต พลำสติก รวมทั้งด้ำนพลังงำนทดแทน 

สำหร่ำยขนำดเล็ก (microalgae) กลุ่มไดอะตอม (diatom) ในระบบนิเวศทำงทะเลนั้นจัดเป็นผู้ผลิตเบื้องต้นที่

ส ำคัญของห่วงโซ่อำหำรและยังจัดเป็นกลุ่มสิ่งมีชีวิตที่มีควำมหลำกหลำยสูงทั้งในระดับควำมหลำกชนิดและควำม

หลำกหลำยทำงด้ำนนิเวศวิทยำ เช่น กำรที่มีถิ่นที่อยู่อำศัยย่อย (micro-habitats) ที่หลำกหลำยในระบบนิเวศ

ชำยฝั่ง นอกจำกนี้ยังเป็นกลุ่มสิ่งมีชีวิตในทะเลจัดเป็นกลุ่มสิ่งมีชีวิตที่ยังมีควำมรู้ควำมเข้ำใจน้อย เนื่องจำกสัณฐำน

วิทยำที่มีขนำดเล็กมองด้วยตำเปล่ำไม่เห็น จำกกำรส ำรวจสำหร่ำยขนำดเล็กหรือจุลสำหร่ำย (microalgae) ที่เก็บ

รวบรวมในชำยฝั่งทะเลภำคตะวันออกของจังหวัดชลบุรี (สนองพระรำชด ำริในโครงกำรอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอัน

เนื่องมำจำกพระรำชด ำริ สมเด็จพระเทพรัตนรำชสุดำฯ สยำมบรมรำชกุมำรี) ของปี 2558 นั้นพบว่ำในแถบชำยฝั่ง

ตะวันออกของจังหวัดชลบุรีมีควำมหลำกหลำยของจุลสำหร่ำยเป็นจ ำนวนมำกรวมถึงไดอะตอม ได้แก่ 

Chaetoceros sp. Amphora sp., Nitzchia sp. และ Lithodesmium sp. เป็นต้น และสำรสกัดเมทำนอลจำก

สำหร่ำยขนำดเล็กชนิด Amphora sp.  แต่ทั้งนี้กำรแยกเซลล์เดี่ยวและเพำะเลี้ยงสำหร่ำยให้เจริญเติบโตใน

ห้องปฏิบัติกำรท ำได้ยำกและมีควำมส ำคัญอย่ำงมำกต่อกำรศึกษำในอนำคต โดยเฉพำะกำรศึกษำศักยภำพของ

สำหร่ำยขนำดเล็กในกลุ่มไดอะตอมที่มีรำยงำนองค์ประกอบทำงเคมีของสำรออกฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำที่มีประโยชน์
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กับมนุษย ์ ได้แก่ สำรในกลุ่มแคโรทีนอยด์ เช่น เบต้ำแคโรทีน (β-carotene)  แอสตำแซนทิน (astaxanthin) ฟู

โคแซนทิน (fucoxanthin) และกรดไขมันที่มีประโยชน์ เช่น กรดไขมันไม่อ่ิมตัวกลุ่มโอเมก้ำ-3 (n-3-PUFAs) ได้แก ่

eicosapentaenoic acid และ docosahexaenoic acid ทั้งนี้เพ่ือน ำมำใช้ประโยชน์จ ำเป็นต้องมีกำรเก็บ

รวบรวมสำยพันธุ์ กำรศึกษำด้ำนชีววิทยำและชีวเคมี กำรคัดเลือกสำยพันธุ์ รวมทั้งกำรศึกษำเก่ียวปัจจัย

สภำพแวดล้อมหรือสำรอำหำรของสำหร่ำยที่ช่วยให้สำหร่ำยเติบโตดี และสำมำรถสะสม/สร้ำงสำรประกอบที่มี

ประโยชน์กับมนุษย์ รวมถึงกำรศึกษำฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำอ่ืนๆ ที่สำมำรถต่อยอดในทำงเภสัชภัณฑ์ได้ เช่น ฤทธิ์

ต้ำนอนุมูลอิสระ (anti-oxidant activity) ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (anti-tyrosinase activity) ฤทธิ์ยับยั้ง

เอนไซม์อีลำสเทส (anti-elastase activity) และฤทธิ์ยับยั้งเซลล์ไลน์มะเร็ง (anti-cancer activity) เป็นต้น 

ประกอบกับสภำพภูมิศำสตร์ของจังหวัดชลบุรีที่มีแถบชำยฝั่งทะเลที่ทอดยำวในฝั่งตะวันออกของประเทศไทยและ

เป็นพื้นที่ท่ีได้รับผลกระทบจำกกำรเปลี่ยนแปลงสภำพอำกำศอย่ำงเห็นได้ชัดจำกปรำกฏกำรณ์ขี้ปลำวำฬ (Red 

tide) ที่เกิดข้ึนประกอบกับกำรศึกษำควำมหลำกหลำยของจุลสำหร่ำยของคณะวิจัยก่อนนี้จึงเห็นว่ำควรมีกำรเร่ง

กำรศึกษำและเก็บรวบรวมสำยพันธุ์ของสำหร่ำยขนำดเล็กในกลุ่มไดอะตอม อีกท้ังมีรำยงำนวิจัยในกำรใช้เทคนิค 

FTIR-spectroscopy,  RAMAN spectroscopy และ Synchrotron FTIR microspectroscopy ซึ่งเป็นเทคนิคที่

มีประสิทธิภำพ และใช้จ ำนวนตัวอย่ำงสำหร่ำยกลุ่มไดอะตอมในกำรวิเครำะห์องค์ประกอบทำงเคมีปริมำณน้อย ใน

กำรวิเครำะห์กำรแยกชนิดของสำหร่ำยขนำดเล็กได้สอดคล้องกับข้อมูลทำงพันธุกรรมโดยกำรวิเครำะห์ดังกล่ำว 

ดังนั้นในกำรศึกษำครั้งนี้จึงเน้นกำรเก็บรวบรวมสำยพันธุ์สำหร่ำยขนำดเล็กกลุ่มไดอะตอมและหำสภำวะกำร

เพำะเลี้ยงในสภำพแวดล้อมที่เหมำะสมในห้องปฏิบัติกำร เพ่ือเก็บรวบรวมข้อมูลทำงพันธุกรรม และกำรศึกษำ

เกี่ยวปัจจัยสภำพแวดล้อมหรือสำรอำหำรของสำหร่ำยที่ช่วยให้สำหร่ำยเติบโตดี และสำมำรถสะสม/สร้ำง

สำรประกอบที่มีประโยชน์ในสำหร่ำยขนำดเล็ดกลุ่มไดอะตอม ทั้งนี้เพ่ือน ำไปสู่กำรเก็บรวบรวมข้อมูลองค์ประกอบ

ทำงเคมีที่มีฤทธิ์ที่น่ำสนใจทำงเภสัชวิทยำ รวมทั้งกำรศึกษำสภำวะกำรเลี้ยงในห้องปฏิบัติกำรของไดอะตอม เช่น 

ผลของควำมเค็ม และ ปริมำณไนโตรเจน ต่อกำรเจริญเติบโตและกำรสร้ำงสำรดังกล่ำว เพ่ือเป็นแนวทำงในกำร

พัฒนำศักยภำพทำงเภสัชวิทยำของไดอะตอมที่พบในจังหวัดชลบุรีและเผยแพร่ข้อมูลทรัพยำกรทำงทะเลของ

สำหร่ำยขนำดเล็กกลุ่มไดอะตอม น ำไปสู่กำรอนุรักษ์และหวงแหนทรัพยำกรธรรมชำติทำงทะเลในประเทศพร้อม

กับก่อให้เกิดกำรใช้ประโยชน์ที่ยั่งยืนต่อไปในอนำคตต่อไป 

 

3. วตัถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย          
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1. เพ่ือเก็บรักษำพันธุกรรมของสำหร่ำยขนำดเล็กในกลุ่มไดอะตอมที่พบในทะเลฝั่งตะวันออก ของจังหวัด
ชลบุร ี

2. ประยุกต์กำรใช้เทคนิค Synchrotron FTIR microspectroscopy ในกำรวิเครำะห์องค์ประกอบทำงชีว

โมเลกุลโดยรวม (ได้แก่ ลิพิด, โปรตีน และคำรร์โบไฮเดรต) ตลอดจนสำรด้ำนเภสัชวิทยำ โดยเน้นสำรกลุ่ม 

carotenoids และ กรดไขมันอิสระ (PUFA) เช่น ESP และ DHA เป็นต้น ในสำหร่ำยขนำดเล็กกลุ่มไดอะตอม 

3.   เพ่ือคัดเลือกสำหร่ำยขนำดเล็กในกลุ่มไดอะตอมที่มีฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำ ได้แก่ ฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ ฤทธิ์

ยับยั้งเอนไซม์ elastase, และเอนไซม์ tyrosinase รวมถึงฤทธิ์ควำมเป็นพิษของเซลล์ไลน์ 

 

 

 

 

4. ขอบเขตของโครงกำรวิจัย          

- ท ำกำรสกัดและวิเครำะห์หำสำรชีวโมเลกุลโดยรวม (ได้แก่ ลิพิด, โปรตีน และคำรร์โบไฮเดรต) และสำรที่มีฤทธิ์

สออดคล้องกับฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำ โดยเน้นสำรกลุ่ม carotenoids และ กรดไขมันอิสระ (PUFA) เช่น ESP และ 

DHA เป็นต้นด้วยเทคนิค synchrotron FTIR microspectroscopy  ที่คณะเภสัชศำสตร์ มหำวิทยำลัยบูรพำ 

และสถำบันวิจัยแสงซินโครตรอน จังหวัดนครรำชสีมำ  

   - สกัดดีเอ็นเอของจุลสำหร่ำยและวิเครำะห์ดีเอ็นด้วยกำรหำล ำดับเบสของดีเอ็นเอในจุลสำหร่ำยแต่ละชนิดที่

คณะเภสัชศำสตร์ มหำวิทยำลัยบูรพำ  

    - ทดสอบฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำ ได้แก่ ฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ elastase, และเอนไซม์ 

tyrosinase รวมถึงฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ โดยคณะผู้ร่วมวิจัย 

5. ทฤษฎี สมมุติฐำน และกรอบแนวคิดของโครงกำรวิจัย          
กำรศึกษำหำสภำวะที่เหมำะสมต่อกำรเจริญเติบโตของสำหร่ำยขนำดเล็กกลุ่มไดอะตอม เพ่ือให้มีกำรสร้ำงชีวมวล

ของสำหร่ำยในปริมำณที่สูง เพ่ือจะได้มีกำรใช้ประโยชน์จำกสำหร่ำยขนำดเล็กกลุ่มไดอะตอมสูงที่สุด ในกำรวิจัย

ครั้งนี้จะน ำไปสู่ควำมรู้เชิงบูรณำกำรต่อกำรพัฒนำคุณค่ำควำมหลำกหลำยของสำหร่ำยขนำดเล็กกลุ่มไดอะตอม 

เพ่ือสร้ำงฐำนข้อมูลของสภำวะที่เหมำะสมต่อกำรเจริญเติบโตของสำหร่ำยขนำดเล็กกลุ่มไดอะตอม  ฐำนข้อมูลของ

ชนิดและปริมำณกรดไขมันที่มีกำรสร้ำงและสะสมเซลล์ของสำหร่ำยขนำดเล็กกลุ่มไดอะตอม ซึ่งโดยเฉพำะกรด
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ไขมันกลุ่ม PUFA (Polyunsaturated fatty acid)  อีกท้ังยังได้ฐำนข้อมูลในส่วนของข้อมูลของ ชนิด และ ปริมำณ 

ของแคโรทีนอยด์ ที่มีกำรสะสมอยู่ในสำหร่ำยขนำดเล็กกลุ่มไดอะตอม เพ่ือก่อให้เกิดประโยชน์ในกำรศึกษำควำม

หลำกหลำยทำงชีวภำพของสำหร่ำยขนำดเล็กกลุ่มไดอะตอม ที่พบในบริเวณจังหวัดชลบุรี 

6. ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ  
 - ได้ลำยพิมพ์อินฟรำเรด (IR finger print) ของไดอะตอมโดยกำรใช้เทคนิค Scynchrotron FTIR 
microspectroscopy ในกำรวิเครำะห์องค์ประกอบทำงชีวโมเลกุลโดยรวม (ได้แก่ ลิพิด, โปรตีน และคำรร์โบไฮ
เดรต) ตลอดจนสำรด้ำนเภสัชวิทยำ โดยเน้นสำรกลุ่ม carotenoids และ กรดไขมันอิสระ (PUFA) เช่น ESP และ 
DHA เป็นต้น ในสำหร่ำยขนำดเล็กกลุ่มไดอะตอมพบในทะเลฝั่งตะวันออก ของจังหวัดชลบุรี  
- ได้ฐำนข้อมูลทำงดีเอ็นเอเพ่ือใช้อ้ำงอิงชนิดสำหร่ำยขนำดเล็กในกลุ่มไดอะตอมที่พบในทะเลฝั่งตะวันออก ของ
จังหวัดชลบุรี ได้ตัวอย่ำงไดอะตอมที่มีศักยภำพในกำรออกฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำ ได้แก่ ฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ ฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซม์ elastase, และเอนไซม์ tyrosinase รวมถึงฤทธิ์ยับยั้งเซลล์ไลน์มะเร็งที่จะน ำมำพัฒนำต่อยอดเป็น
ผลิตถัณฑ์ต้นแบบต่อไป  
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บทที่ 2  

วิธีกำรด ำเนินงำนวิจัยและผลกำรวิจัย 

 

สำรเคมี 

 อำหำรส ำหรับเพำะเลี้ยงเซลล์ใช้ Dulbecco’s modi-fied Eagle’s medium (DMEM), high glucose, 

fetal bovine serum, 0.25% trypsin-EDTA, penicillin-streptomycin solution จำก Gibco BRL Life 

Technologies (Grand Island, NY, USA) และ MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

Diphenyltetrazolium Bromide) จำก Invitrogen, 2, 2-diphenyl-1-picryhydrazyl (DPPH),  2,2’-Azino-

bis(3ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS), FeCl2 สำร 2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ), 

gallic acid, EGCG, kojic acid และ trolox จำก Sigma Aldrich. BaF2 window (Crystran Ltd, UK) 

สำรมำตรฐำน Astaxanthin (3,30-dihydroxy-β-carotene-4,40-dione, CAS: 472- 61-7), สำร

มำตรฐำน PUFA marine NO. 1, Fucoxanthin, Canthaxanthin, Zeaxanthin จำก Sigma Aldrich 

Acetylcholinesterase from electric eel  (Type V-S lyophyllized powder) 480 U/mg solid, 530 

U/mg protein, acetylthiocholine iodide (ATCI), bovine serum albumin (BSA), 5,5’-dithio-bis(2- 

nitrobenzoicacid) (DTNB), sodium chloride and Tris (hydroxymethyl) methylamine were obtained 

from Sigma (USA). methyl ester form (FAME 37, Cat. No. 47885-U, Supelco), สำรมำตรฐำน methyl 

ester form (PUFA from Marine source No.1, Cat. No. 47033, Supelco) และสำรมำตรฐำนอ่ืนๆจำก 

Suppleco, sigma-aldrich. สำรเคมีที่ใช้ในกำรวิเครำะห์ HPLC (HPLC grade) จำก Lab Scan.  

 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

1. กำรเก็บรวบรวมเซลล์ไดอะตอม 

จำกบริเวณท่ีท ำกำรส ำรวจและเก็บตัวอย่ำงในพ้ืนที่ริมชำยฝั่งของทะเลในจังหวัดชลบุรี ท ำกำรแยก
ชนิดและท ำกำรเพำะเลี้ยงสำหร่ำยขนำดเล็กกลุ่มไดอะตอม ในพ้ืนที่ริมชำยฝั่งทะเลของจังหวัดชลบุรี บันทึกรูปร่ำง
และลักษณะของจุลสำหร่ำยด้วยกล้องจุลทรรศน์เพ่ือใช้ในกำรระบุชนิดสำหร่ำย จำกนั้นท ำกำรแยกและเลี้ยงเพ่ือ
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เพ่ิมปริมำณสำหร่ำย ติดตำมกำรเติบโตของไดอะตอมด้วยกำรนับจ ำนวนด้วยสไลด์ภำยใต้กลอ้งจุลทรรศน์ และ
ค ำนวณอัตรำกำรเตบิโตจ ำเพำะของไดอะตอมโดย ดร. อมรรัตน์ กนกรุ่งและทีมวิจัย โดยกำรทดลองนี้ได้ท ำกำร
เก็บรวบรวมเซลล์ไดอะตอมแต่ละชนิดที่เลี้ยงในสภำวะควำมเค็มต่ำงๆ ได้แก่ 20 ppt (part per thousand), 30 
ppt และ 40 ppt เป็นต้น ในขณะที่เซลล์ไดอะตอมเจริญเติบโตในช่วงระยะปรับตัว (lag phase) ระยะเอกซ์
โพเนนเชียล (Exponential Phase) ระยะเฉื่อย (Retardation Phase)  และระยะคงที่ (stationary phase)  

เซลล์ไดอะตอมแต่ละชนิดที่สภำวะต่ำงๆ จะถูกน ำมำปั่นเหวี่ยงด้วยน้ ำกลั่นเพื่อล้ำงอำหำรเลี้ยงเซลล์
ไดอะตอมออกจ ำนวน 3 รอบ จำกนั้นน ำไดอะตอมแต่ละชนิดไปสกัดดีเอ็นเอเพ่ือระบุชนิดด้วยลำยพิมพ์นิ้วมือดีเอ็น
เอ และสกัดด้วยตัวท ำละลำยที่เหมำะสมเพ่ือวิเครำะห์หำองค์ประกอบสำรกลุ่มแคโรทีนอยด์ กรดไขมัน สำรกลุ่มฟี
นอลลิกและฟลำโวนอยด์ รวมถึงฤทธิ์ทำงชีวภำพต่ำงๆ ต่อไป 
 
2. กำรสกัดดีเอ็นเอและกำรเพิ่มจ ำนวนดีเอ็นเอของไดอะตอมด้วยเทคนิค PCR 
 ชั่งตัวอย่ำงไดอะตอม 40 มิลลิกรัมลงในหลอดทดลองขนำด 1.5 มิลลิลิตรที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื้อมำแล้ว ผสมกับ 

resuspension buffer (R2) ปริมำตร 250 ไมโครลิตร ตำมมำด้วย 20% SDS และ 20mg/ml RNase อย่ำงละ 

15 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ำกันดีด้วยเครื่อง vortex และเอำมำบ่มที่ 55 องศำเซลเซียส นำน 15 นำที จำกนั้นน ำมำ 

centrifuge ที่ 12000 rpm ที่อุณภูมิ 25 องศำเซลเซียส นำน 5 นำที ปิเปตเอำเฉพำะส่วนที่เป็นของเหลวมำใส่

หลอดทดลองขนำด 1.5 มิลลิลิตรและเติม precipitation buffer (N2) ปริมำตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ำกันดี

ด้วยเครื่อง vortex แล้วบ่มในที่เย็นนำน 5 นำที จึงน ำมำ centrifuge ที่ 10000 rpm ที่อุณภูมิ 25 องศำเซลเซียส 

นำน 30 วินำที ให้ปิเปตเอำส่วนที่เป็นของเหลวมำ 250 ไมโครลิตรผสมกับ binding buffer (B4) ปริมำตร 375 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ำกันดีแล้วปิเปตสำรทั้งหมดมำใส่ใน spin cartridge tube และ centrifuge ที่ 12000 rpm 

25 องศำเซลเซียส นำน 5 นำที ทิ้งส่วนที่เป็นของเหลวด้ำนล่ำง จำกนั้นเติม wash buffer (W4) ปริมำตร 500 

ไมโครลิตร centrifuge ที่ 10000 rpm rpm ที่อุณภูมิ 25 องศำเซลเซียส นำน 30 วินำที ตำมมำด้วย wash 

buffer (W5) ปริมำตร 500 ไมโครลิตร แล้วน ำมำ centrifuge ด้วยควำมเร็วรอบเช่นเดียวกันกับ W4 ทิ้งส่วนที่เป็น

ของเหลวและท ำซ้ ำในขั้นตอนนี้อีกครั้ง โดยขั้นตอนที่น ำมำ  centrifuge นั้น ให้เพ่ิมควำมเร็วรอบเป็น 12000 

rpm และนำน 2 นำที เมื่อทิ้งของเหลวแล้วในน ำ spin cartridge tube มำใส่หลอดทดลองอันใหม่ เติม elution 

buffer (E1) ปริมำตร 100 ไมโครลิตร บ่มที่ 25  องศำเซลเซียส นำน 1 นำที แล้วน ำไป centrifuge ที่ 12000 

rpm ที่อุณภูมิ 25 องศำเซลเซียส นำน 1 นำที เก็บส่วนที่เป็นของเหลวนี้ไว้ให้ระบุเป็น elution ครั้งนี้ 1 ท ำซ้ ำอีก

ครั้งโดยจะท ำกำรเติม E1 ลงไปใน spin cartridge tube ปริมำตร 50 ไมโครลิตร ส่วนที่เป็นของเหลวในครั้งนี้ให้

ระบุเป็น elution ครั้งที่ 2 และท ำกำรตรวจคุณภำพขอดีเอ็นเอด้วยวิธี gel  electrophoresis (0.8%  agarose  

gel) ใช้กระแสไฟฟ้ำ 35 โวลต์นำน 40 นำที  
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กำรเพ่ิมจ ำนวนดีเอ็นเอของสำหร่ำยด้วยเทคนิค PCR โดยกำรน ำตัวอย่ำง C. tenuissimus และ T. 

pseudonana มำท ำตำมข้ันตอนของชุดสกัดส ำเร็จรูป และตรวจสอบปริมำณดีเอ็นเอด้วยวิธี gel  

electrophoresis โดยกระแสไฟฟ้ำตรงควำมต่ำงศักย์ 35 โวลต์ เป็นเวลำ 40 นำที จำกนั้นน ำสำรสกัดดีเอ็นเอมำ

เพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR และไพรเมอร์คู่เหมำะสม ได้แก่ D3B-R/D1R-F และ rL66F/rL587R ท ำ

ปฏิกิริยำในปริมำตร 50 µl ประกอบด้วย ONE PCR Ultra 25 µl, ultra-pure water 13 µl, genomic DNA 10 

µl, 10 µM Forward primer (D3B-R และ rL66F) และ 10 µM reverse primer (D1R-F และ rL587R) อย่ำง

ละ 1 µl ในสภำวะที่เหมำะสม คือ 1. Pre - Denaturation 5 นำที 94 ºC 2. Denaturation 30 วินำที 94 ºC 3. 

Annealing 30 วินำที 50 ºC ส ำหรับคู่ไพรเมอร์ D3B-R/D1R-F และไพรเมอร์ rL66F/rL587R 4. Extension 1 

นำที 30 วินำที 72 ºC 5. Final extension 5 นำที 72 ºC จ ำนวน 35 รอบ น ำผลของปฏิกิริยำ PCR มำ

ตรวจสอบขนำดโดยเทคนิค gel electrophoresis ผ่ำนกระแสไฟฟ้ำตรงควำมต่ำงศักย์ 35 โวลต์ นำน 50 นำที  

 

3. กำรสกัดสำหร่ำยขนำดเล็กกลุ่มไดอะตอม 

 3.1 กำรหำประสิทธิภำพของตัวท ำละลำยที่ใช้ในกำรสกัดไดอะตอม 

น ำไดอะตอมแต่ละชนิดที่ระยะ stationary phase และเพำะเลี้ยงในอำหำรเลี้ยงเซลล์ควำมเค็ม 
30 ppt มำล้ำงด้วยน้ ำกลั่นโดยกำรปั่นเหวี่ยงให้ตกตะกอนจ ำนวน 3 รอบ จำกนั้นน ำเซลลืไดอะตอมที่ได้มำสกัด
ด้วยตัวท ำละลำยต่ำงๆ ดังนี้ 1) เมทำนอลต่ออะซีโตน (50 % v/v) 2) เมทำนอลต่อเอธทิลอะซีเตท (50% v/v) 
และ 3) เมทำนอล 100% ท ำกำรสกัดไดอะตอมซ้ ำอย่ำงน้อย 3 รอบ หรือจนกว่ำสำรสกัดจะใส จำกนั้นน ำส่วนของ
สำรสกัดรวมกันแล้วน ำไประเหยแห้งด้วยเครื่อง evaporator จนได้สำรสกัดหยำบของตัวท ำละลำยต่ำงๆ  

ท ำกำรทดสอบประสิทธิภำพกำรต้ำนอนุมูลอิสระ (Antioxidant activity) ของสำรสกัดไดอะตอมที่
ควำมเข้มข้นต่ำงๆ (1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.06125 mg/ ml) ด้วยวิธี ABTS assay และบันทึกผลกำรทดลอง 

 
3.2 กำรเตรียมสำรสกัดเมทำนอลของไดอะตอม 

น ำไดอะตอมที่เพำะเลี้ยงในแต่ละสภำวะควำมเค็มต่ำง ได้แก่ 20 ppt, 30 ppt และ 40 ppt ทั้ง 4 
ระยะกำรเจริญเติบโต ได้แก่ lag phase, exponential phase, retardation phase และ stationary phase มำ
ล้ำงด้วยน้ ำกลั่นเพ่ือล้ำงผลึกเกลือออกให้หมด จำกนั้นน ำไดอะตอมแต่ละสภำวะมำสกัดหยำบด้วยเมทำนอล
อัตรำส่วน (1:25) น ำสำรสกัดไป sonicate นำน 1 ชั่วโมง จำกนั้นปั่นเหวี่ยงที่ควำมเร็วรอบ 10,000 g นำน 5 นำที 
เพ่ือแยกสำรสกัดเมธำนอลออกจำกสำหร่ำยท ำกำรสกัดด้วย sonicator ซ้ ำ 3 รอบ หรือจนกว่ำสำรสกัดจะใส น ำ



27 

 

ส่วนของสำรสกัดเมธำนอลที่ได้รวมกันแล้วน ำมำระเหยแห้งด้วยเครื่อง evaporator จนได้สำรสกัดหยำบเมธำนอล
ของสำหร่ำยแต่ละชนิด บันทึกน้ ำหนักสำรสกัดหยำบของไดอะตอมและค ำนวณร้อยละผลผลิตตำมสูตรที่ 1  

%yield = (น้ ำหนักสำรสกัด/น้ ำหนักเปียกของตัวอย่ำง) x 100 --------- (1) 
สำรสกัดหยำบไดอะตอมจะถูกเก็บไว้ในตู้เย็นจนกว่ำจะน ำออกมำวิเครำะห์ปริมำณสำรส ำคัญกลุ่ม

แคโรทีนอยด์และทดสอบทดสอบฤทธิ์อ่ืนๆ ต่อไป 
 

แผนภาพการสกดัสาหร่าย 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปภำพที ่9 แผนผังกำรสกัดไดอะตอมด้วยเมทธำนอล 

 

4. กำรวิเครำะห์สำรกลุ่มแคโรทีนอยด์ด้วยเทคนิค High performance liquid chromatography (HPLC)   

กำรเตรียมสำรละลำยมำตรฐำน Astaxanthin, Fucoxanthin, Canthaxanthin และ Zeaxanthin  ชั่ง

น้ ำหนักสำรมำตรฐำน 2 มิลลิกรัม ละลำยด้วยตัวท ำละลำย Dichloromethane หรือ Methanol ปริมำตร 2 

มิลลิลิตร ได้ควำมเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (Stock solution) เตรียมสำรละลำยมำตรฐำนเพื่อฉีด HPLC 

Microalgae + Methanol 
(1:10) 

Sonicator เป็นเวลำ 1 ชั่วโมง 

ปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 g  นำน 5 นำที 

Methanol parts จุลสำหร่ำยที่เหลือ 

สกัดซ้ ำ 3 ครั้งหรือจนกว่ำ

สำรสกัดจะใส 

น ำไประเหยแห้งด้วย evaporator 

Methanol extract 
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ด้วยตัวท ำละลำยเดียวกันที่ควำมเข้มข้น 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 และ 1.56 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จำกนั้นน ำ

สำรสกัดหยำบจำกไดอะตอมละลำยสำรสกัดด้วยตัวท ำละลำย methanol 1 ml และเตรียมเตรียมสำรสกัดหยำบ

ไดอะตอมควำมเข้มข้น 1 mg/ ml กรองสำรละลำยที่ท ำกำรวิเครำะห์ด้วย syring microfilter ขนำด 0.45 

ไมโครเมตร น ำไปวิเครำะห์ด้วยเครื่อง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) โดยเครื่อง

ตรวจวัดชนิด photodiode array detector ที่ควำมยำวคลื่น 480 นำโนเมตร ภำยใต้สภำวะ : คอลัมน์ C18 

Hypersil BDS (ขนำด 4.6 X 300 มิลลิเมตร, I.D., 5 ไมโครเมตร) สภำวะที่เหมำะส ำหรับกำรแยกสำร โดยเฟส

เคลื่อนที่ประกอบด้วย Methanol: Acetonitrite :Dichloromethane: น้ ำ (82:7.5:6.5:4.0) ที่อัตรำกำรไหล 1.0 

มิลลิลิตรต่อนำที ปริมำตรที่ฉีด 20 ไมโครลิตร วิเครำะห์หำปริมำณสำรกลุ่มแคโรทีนอยด์ในสำรสกัดหยำบได

อะตอมเปรียบเทียบกับสำรละลำยมำตรฐำน Astaxanthin, Fucoxanthin, Canthaxanthin และ Zeaxanthin 

จำกกรำฟสำรละลำยมำตรฐำนดังแสดงในรูปที่  

 

    

รูปภำพที่ 10 กรำฟสำรละลำยมำตรฐำนแคโรทีนอยด์ของ fucaxanthin, astaxanthin, zeaxanthin และ 

canthaxanthin  
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5. กำรวิเครำะห์ปริมำณกรดไขมันของไดอะตอมด้วยเทคนิค Gas Chromatography – Mass 

Spectroscopy (GC-MS) 

กำรเตรียมตัวอย่ำงและสำรมำตรฐำนส ำหรับกำรวิเครำะห์ โดยใช้สำรมำตรฐำนกรดไขมัน 37 ชนิดใน

รูปแบบ methyl ester form (FAME 37, Cat. No. 47885-U, Supelco), สำรมำตรฐำนกรดไขมันไม่อ่ิมตัวจำก 

Marine Source ในรูปแบบ  methyl ester form (PUFA from Marine source No.1 , Cat. No. 47033 , 

Supelco) ตัวอย่ำงกรดไขมันในรูปแบบ methyl ester form จำกไดอะตอมแต่ละชนิดที่สภำวะกำรเจริญต่ำง ๆ 

จ ำนวน 15 ตัวอย่ำง รำยละเอียดตัวอย่ำงแสดงในตำรำงที่  S1 ในเอกสำรสนับสนุน (Supplementary 

Information)  จำกนั้นเตรียมสำรละลำยส ำหรับวิเครำะห์ ละลำยตัวอย่ำงด้วยเฮกเซน (n-Hexanes; Gas 

Chromatography MS SupraSolv® Grade, 1.00795 EMD Millipore, Merck)  ปริมำณ 1 มิลลิลิตร ก่อน

น ำไปฉีดเข้ำวิเครำะห์ด้วยเครื่อง GC-MS  แต่ละตัวอย่ำง ท ำกำรวิเครำะห์ 3 ซ้ ำ โดยในแต่ละตัวอย่ำงจะ

ประกอบด้วย Internal standard (Pentadecanoic acid methyl ester) ควำมเข้มข้นเท่ำกันทุกหลอด เพ่ือใช้

เป็น Internal check ในส่วนของ peak shifting 

ท ำกำรฉีดตัวอย่ำงทั้งหมด 3 ซ้ ำ วิเครำะห์ด้วยเทคนิค GC-MS ด้วยเครื่อง GC รุ่น TRACE 1300 ที่ต่อเข้ำ 

กับชุด อุปกรณ์ ฉีดสำรอัตโนมัติ รุ่ น  TriPlus RSH Autosampler และต่อกับ เครื่องตรวจวัดชนิด  Triple 

Quadrupole Mass Spectrometer รุ่น  TSQ 8000 Evo (Thermo Scientific) ภำยใต้สภำวะในกำรตรวจ

วิเครำะห์ ปริมำณสำรละลำยตัวอย่ำงที่ฉีดเข้ำเครื่อง GC  1 µL ด้วย Split ratio 1:20 โดยมีอุณหภูมิของ Injector 

เท่ำกับ 250 °C (2) คอลัมน์ที่ ใช้แยกสำร คือ TR5-MS (5% phenyl methyl polysiloxane; 30 m × 0.25 

mm ID, 0.25 µm film thickness, Thermo Fisher Scientific) โดยมีโปรแกรมในกำรตั้ งค่ำอุณหภูมิของ 

column oven ดัง ตำรำงที่ 1 และ Carrier gas คือ Helium ด้วยอัตรำกำรไหล 1 mL/min และสภำวะของ

แมสสเปกโทรเมตรี Mass Ionization เป็น Electron Impact 70 eV โดยใช้อุณหภูมิของ Transfer Line เท่ำกับ 

250 °C และอุณหภูมิของ Ion Source เท่ำกับ 220 °C  เก็บข้อมูล Mass Spectrum ในโหมด Full Scan MS 

โดยมีช่วงมวลในกำรวิเครำะห์ 40-500 amu ที่ Scan time (Dwell Time) 0.2 วินำที  

ตำรำงท่ี 1 โปรแกรมกำรตั้งค่ำอุณหภูมิของ Column oven ที่ใช้ในกำรแยกองค์ประกอบในตัวอย่ำง 

Step Rate (C/ min) Target Temp. (C) Hold Time (min 
Initial  70 2 
1 10 150 0 
2 4 280 0 
3 10 300 2 
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ในกำรกำรวิเครำะห์กรดไขมันในตัวอย่ำงแบ่งเป็น 2 ขั้นตอน ได้แก่ 1) กำรระบุชนิดของกรดไขมัน โดย

เปรียบเทียบ Retention time ของพีคท่ีแยกได้จำกตัวอย่ำงกับสำรมำตรฐำน กรดไขมัน 37-FAME  และ PUFA 

No. 1 ร่วมกับกำรเปรียบเทียบ Mass Spectra ของพีคนั้นๆ กับ Mass Spectra ของสำรมำตรฐำน โดยใช้

ฐำนข้อมูล NIST (The NIST Mass Spectral Search Program version 2.3, May 4 2017) เพ่ือยืนยันชนิดกรด

ไขมันด้วย 2) กำรค ำนวณสัดส่วนหรือปริมำณเชิงสัมพัทธ์ของกรดไขมันที่พบในตัวอย่ำง (% Relative 

Abundance) ซึ่ง ค ำนวณจำกสมกำรด้ำนล่ำงนี้  

%Relative abundance ของกรดไขมันที่สนใจ = 
𝐹𝐴𝑀𝐸 𝐴𝑟𝑒𝑎

∑FAME Area 
 × 100 

 เมื่อ   FAME Area คือ พื้นที่ใต้พีคหรือ Total ion intensity ของ fatty acid methyl ester นั้นๆ   

FAME Area คือ ผลรวมของพ้ืนที่ใต้พีคหรือผลรวมของ Total ion intensity ของ fatty acid methyl 

ester ที่ตรวจพบในตัวอย่ำงนั้นๆ 

6. กำรวิเครำะห์ปริมำรสำรประกอบฟลีนอลิก  

กำรหำปริมำณสำรประกอบฟลีนอลลิกรวม (total phenolic content) ด้วยวิธี  Folin-Ciocalteu 
(ดัดแปลงจำก Vonsak et al. (2013)   น ำตัวอย่ำง 20 ไมโครลิตร ผสมกับ Folin-Ciocalteu reagent ปริมำตร 
50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ำกันและทิ้งไว้ 1 นำที จำกนั้นเติม 7.5% (w/v) Na2CO3 ปริมำตร 80 ไมโครลิตร ผสมให้
เข้ำกันทิ้ง ไว้ให้เกิดปฏิกิริยำที่อุณหภูมิห้องนำน 30 นำที วัดค่ำกำรดูดกลืนแสงโดยใช้ Microplate reader ที่ 
ควำมยำวคลื่น 765 นำโนเมตร ท ำกำรทดลอง 3 ซ้ ำ เปรียบเทียบกับกรำฟมำตรฐำนควำมเข้มข้นของ Gallic acid 
(ดังรูปที่ 4) น ำค่ำกำรดูดกลืนแสงที่วัดได้ในแต่ละควำมเข้มข้นของสำรสกัดไดอะตอมไปเปรียบเทียบกับกรำฟ
มำตรฐำน gallic acid ที่ได้โดยแสดงปริมำณ ฟิโนลิกเป็น gallic acid equivalent (mg GAE/g dry weight สำร
ตัวอย่ำง)  
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รูปที่ 11 กรำฟมำตรฐำนเปรียบเทียบของสำร Gallic acid ที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆที่ควำมยำวคลื่น 750 nm 

 

7. กำรวิเครำะห์หำปริมำณสำรประกอบฟลำโวนอยด์  

กำรหำปริมำณสำรประกอบฟลำโวนอยด์รวม (total flavonoid content) ด้วย aluminum chloride 
colorimetric method มำจำกกำรศึกษำของ Chang et al. (2002) เตรียมสำรสกัดหยำบจำกไดอะตอมที่ควำม
เข้มข้น 1000 µg/ml ปริมำตร 100 µl ผสมกับ 100 µl ของ  aluminum chloride (AlCl3) solution ทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 30 นำที จำกนั้นน ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ 405 nm ด้วยเครื่อง spectrophotometer 
จำกนั้นน ำค่ำกำรดูดกลืนแสงที่วัดได้ในแต่ละควำมเข้มข้นของสำรสกัดไปเปรียบเทียบกับกรำฟมำตรฐำน 

quercetin solution (1‐1000 µg/ml) ที่ได้ โดยแสดงปริมำณ quercetin เป็น  quercetin equivalent (QE) 
ต่อกรัมของตัวอย่ำง  
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รูปที่ 12 กรำฟมำตรฐำนเปรียบเทียบของสำร Quercetin ที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆที่ควำมยำวคลื่น 405 nm 

 

8. กำรวิเครำะห์ ด้วยเทคนิค Synchrotron FTIR microspectroscopy 

 กำรวิเครำะห์ไดอะตอมด้วยเทคนิค Synchrotron FTIR microspectroscopy จ ำนวน 2 ชนิด ได้แก่ C. 

tenuissimus, Thalassiosira sp  ที่ควำมเค็ม 3 ระดับ และระยะกำรเจริญเติบโต 4 ระยะ เพ่ือกำรวิเครำะห์

องค์ประกอบของลิพิด โปรตีน คำร์โบไฮเดรต เป็นต้น โดยน ำตัวอย่ำงไดอะตอมหยดลงบน BaF2 window แล้ว

น ำไปวิเครำะห์ด้วย Synchrotron FTIR microspectroscopy ดัดแปลงจำก Duygu et al., (2012) และ Xia et 

al., 2015 โดยใช้กล้องจุลทรรศน์อินฟรำเรด (Hyperion 2000, Bruker Optik GmbH, Ettlingen ) และเครื่อง

อินฟรำเรดสเปกโตรมิเตอร์ (Vertex 70, Bruker Optik GmbH, Ettlingen) ควบคุมโดย โปรแกรม Opus 7.2, 

Bruker Optik GmbH, Ettlingen ณ สถำนีทดลอง BL 4.1 Infrared spectroscopy and Imaging สถำบันวิจัย

แสงซินโครตรอน (องค์กำรมหำชน) จังหวัดนครรำชสีมำ โดยสเปกตรัม IR ของสำรมำตรฐำน astaxanthin และ 

PUFA marine ในสำหร่ำยสำยพันธุ์ที่มีปริมำณ astaxanthin สูงมีสัดส่วนของ IR absorption ที่ควำมยำวคลื่น 

3000-2800 cm-1 และ 1740 cm-1 สูง ด้วยเทคนิค Synchrotron FTIR microspectroscopy สำมำรถบอก

ควำมแตกต่ำงของไดอะตอมได้ในแต่ละระยะ ตำมปริมำณสำรกลุ่มแคโรทีนอยด์และกรดไขมันได ้ โดยทดลองที่ 

300 mW , 4 cm-1, 300 scans แล้วน ำมำวิเครำะห์ โดยใช้โปรแกรม OPUS 7.5 และท ำกำรวิเครำะห์สเปกตรัม 

และ integral area เพ่ือวิเครำะห์ควำมแตกต่ำงของแต่ละกลุ่มโดยใช้สเปกตรัม IR ของไดอะตอมในแต่ละสภำวะ

ด้วยกำรวิเครำะห์ PCA analysis ด้วยโปรแกรม unscrambler x (10.1) 
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9. กำรทดสอบฤทธิ์ทำงชีวภำพของสำรสกัดเมทำนอลจำกไดอะตอม  

9.1 . ฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระ (Antioxidant activity) กำรวิเครำะหฤทธิ์ตำนอนุมูลอิสระเชิงปริมำณเป็น

กำรวิเครำะหเพ่ือหำปริมำณของสำรตำนอนุมูลอิสระในสำรละลำยตัวอยำง วิธีที่นิยม ไดแก กำรวิเครำะหฤทธิ์ต

ำนอนุมูลอิสระดวยวิธีกำรท ำลำยอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH•) วิธีกำรฟอกสี อนุมูลอิสระเอบีทีเอส (ABTS•+) 

และกำรวิเครำะหควำมสำมำรถในกำรรีดิวซเฟอรริกของสำรตำนอนุมูล อิสระ (FRAP assay) ซึ่งวิธีกำรดังกลำวจะ

มีกำรสรำงอนุมูลอิสระที่ทรำบควำมเขมขนที่แนนอน และวิเครำะหควำมสำมำรถในกำรยับยั้งหรือก ำจัด อนุมูล

อิสระของสำรตัวอยำงที่สนใจ โดยวัดปริมำณ อนุมูลอิสระที่ลดลงหรือที่เหลือจำกคำกำรดูดกลืนแสง ดังนี้ 

    9.1.1 กำรทดสอบด้วยวิธีกำร DPPH Radical Scavenging Assay  

กำรวัดควำมสำมำรถของ free radical scavenger ของสำรสกัดตัวอย่ำงไดอะตอม โดยใช้ stable 
radical DPPH ท ำปฏิกิริยำกับกับสำรละลำยตัวอย่ำง  หำกสำรตัวอย่ำงมีคุณสมบัติสำมำรถรับ hydrogen atom 
(H•)  จะท ำให้ DPPH• กลำยเป็น non-radical เกิดเป็นสำรไม่มีสีที่ absorbance 520 nm  โดยท ำกำรทดสอบ 
ปรับตำมวิธีของ Zhang et al. (2007) กำรศึกษำฤทธิ์ต่อต้ำนอนุมูลอิสระ โดยใช้ 1 mM 2, 2-diphenyl-1-
picryhydrazyl (DPPH) ในสำรละลำยเมธำนอลเป็นสำรทดสอบและใช้สำรมำตรฐำนเป็นอนุพันธ์ของวิตำมินซี 
(Trolox) เป็นสำรมำตรฐำน เตรียมสำรสกัดไดอะตอมที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆกัน และสำรละลำยอนุพันธ์ของวิตำมินซี 
หรือ trolox (10-1000 µg/ml) ผสม 20 µl ของสำรละลำยมำตรฐำน trolox หรือสำรสกัดหยำบจำกงวงตำลตัวผู้
กับ 180 µL ของ 1.0 mM DPPH ใน methanol solution ลงใน 96-well plate ทิ้งไว้ที่อุณภูมิห้องเป็นเวลำ 30 
นำที จำกนั้นน ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 520 nm และน ำค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ได้ไปค ำนวณหำ % 
radical scavenging activity ตำมสมกำร 

 
           % radical scavenging activity =  A control – (Asample – Asample blank) 

                                  Acontrol 
โดยที่ A control คือ  ค่ำกำรดูดกลืนแสงของ Methanolic DPPH radical ผสมกับตัวท ำละลำยที่ใช 
       A sample และ A sample blank คือ ค่ำกำรดูดกลืนแสงของสำรสกัดไดอะตอมที่เติมสำรละลำย DPPH 
และ ค่ำกำรดูดกลืนแสงของสำรสกัดไดอะตอมที่ไม่เติม DPPH ตำมล ำดับ  

จำกนั้นเปรียบเทียบ % radical scarvening activity ของสำรละลำยตัวอย่ำงกับกรำฟสำรละลำย
มำตรฐำน Trolox เพ่ือหำควำมเข้มข้นที่ยับยั้งกำรเกิดปฏิกิริยำออกซิเดชั่นได้ 50% (IC50) จำกสมกำรเส้นตรงของ
สำรละลำยมำตรฐำน Trolox ดังรูปที่  

 

× 100 
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รูปภำพที่ 13 กรำฟมำตรฐำนเปรียบเทียบของสำร Trolox ที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆที่ควำมยำวคลื่น 520 nm 

 

9.1.2 กำรทดสอบด้วยวิธีกำร ABTS free radical-scavenging activity  

กำรท ดสอบ กำรวิ ธี ก ำรฟอกสี อนุ มู ล อิ ส ระ เอบี ที เอ ส  (ABTS•+) โดย  ABTS (2 ,2 / -Azino-bis-

(3ethylbenzothia zoline-6-sulfonic acid diammonium salt)  จะถูกเปลี่ยนเป็นอนุมลูอิสระที่มีประจุบวก

ด้วยกำร เติมโปแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต เมื่อท ำปฏิกิริยำกับสำรต้ำนอนุมูลอิสระจะเปลี่ยนจำกสีเขียวเป็นไม่มีสี ปรับ

ตำมวิธีทดสอบของ Rahim et al. (2008) เตรียมสำรละลำย ABTS ผสม 7 mM ABTS กับ 2.45 mM K2S2O8 

(Dipotassium peroxodisulphate) ให้เข้ำกันแล้วเจือจำงด้วยสำรละลำยเมทำนอล ในอัตรำส่วน ABTS :

สำรละลำยเมทำนอล เท่ำกับ 1 ต่อ 4 วัดค่ำกำรดูดกลืนแสงให้อยู่ในช่วง 0.7-0.9 ที่ควำมยำว คลื่น 734 nm และ

เตรียมสำรสกัดตัวอย่ำงให้ได้ควำมเข้มข้น 1 mg/ml ด้วยตัวท ำละลำย ผสมสำรละลำย ABTS ที่เจือจำงแล้วกับ

สำรสกัดตัวอย่ำงผสมให้เข้ำกัน โดยให้ปริมำตรสุดท้ำยเท่ำกับ 200 µl วัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 734 

nm ท ำกำรทดลอง 3 ซ้ ำ และน ำค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ได้ไปค ำนวณหำ % radical scavenging activity เทียบกับ

กรำฟสำรละลำยมำตรฐำน Trolox เพ่ือหำควำมเข้มข้นที่ยับยั้งกำรเกิดปฏิกิริยำออกซิเดชั่นได้ 50% (IC50) ตำม

สมกำร 

% radical scavenging activity  = A control – (Asamples Asample blank) 
            Acontrol 

Acontrol และ Asample เท่ำกับค่ำกำรดดูกลืนแสงของสำรละลำย ABTS และสำรสกด 
โดยที่ A control คือ  ค่ำกำรดูดกลืนแสงของ ABTS•+ ผสมกับตัวท ำละลำยที่ใช 
       A sample และ A sample blank คือ ค่ำกำรดูดกลืนแสงของสำรสกัดไดอะตอมที่เติมสำรละลำย ABTS
และ ค่ำกำรดูดกลืนแสงของสำรสกัดไดอะตอมที่ไม่เติม ABTS ตำมล ำดับ 

× 100 
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 จำกนั้นเปรียบเทียบ % radical scarvening activity ของสำรละลำยตัวอย่ำงกับกรำฟ
สำรละลำยมำตรฐำน Trolox เพ่ือหำควำมเข้มข้นที่ยับยั้งกำรเกิดปฏิกิริยำออกซิเดชั่นได้ 50% (IC50) จำกสมกำร
เส้นตรงของสำรละลำยมำตรฐำน Trolox ดังรูปที่ 14 
 

 

รูปภำพที่ 14 กรำฟมำตรฐำนเปรียบเทียบของสำร Trolox ที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆที่ควำมยำวคลื่น 734 nm 

 

 9.1.3 กำรวิเครำะหควำมสำมำรถในกำรรีดิวซเฟอรริกของสำรตำนอนุมูลอิสระ (ferric ion 

reducing antioxidant power (FRAP) assay) 

กำรตรวจหำประสิทธิภำพในกำรต้ำนอนุมูลอิสระ จำกสำรละลำยตัวอย่ำง โดยดูประสิทธิภำพของตัวอย่ำง

ใ น ก ำ ร  Reduce ferric tripyridyltriazine (Fe3 + -TPTZ) complex ( สี เ ห ลื อ ง )  ไ ป เ ป็ น  Ferrous 

tripyridyltriazine (Fe2+-TPTZ) (สีน้ ำเงิน) กำรเปลี่ยนแปลงของสีที่เกิดขึ้นจะท ำกำรวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ 600 

นำโนเมตร ตำมวิธีดัดแปลงมำจำก Al-Mansoub et al. (2014) เตรียม FRAP solution โดยผสมสำรละลำย 3 

ชนิดในอัตรำส่วน 1:1:10 ตำมล ำดับ ดังนี้ 20 mM FeCl2 สำร 2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ) ละลำยใน 

40 mM HCl และ 300 mM acetate buffer pH 3.6 น ำสำรสกัดไดอะตอมที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆ และเตรียมสำร

สกัดตัวอย่ำงให้ได้ควำม เข้มข้น 1 mg/ml น ำตัวอย่ำงสำรสกัด 20 ไมโครลิตร ผสมกับสำรละลำย FRAP (Ferric 

reducing antioxidant power) reagent ปริมำตร 180 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ำกัน ทิ้งไว้ให้เกิดปฏิกิริยำในที่มืด

นำน 15 นำทีที่อุณหภูมิห้อง วัดค่ำกำรดูดกลืน แสงโดยใช้ microplate reader ที่ควำมยำวคลื่น 600 นำโนเมตร

ท ำกำรทดลอง 3 ซ้ ำโดยเปรียบเทียบกับ กรำฟมำตรฐำนควำมเข้มข้นของ Trolox  (ดังรูปที่ 15) และรำยงำนผล

เป็นปริมำณ Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC)  
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รูปภำพที่ 15 กรำฟมำตรฐำนเปรียบเทียบของสำร Trolox ที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆที่ควำมยำวคลื่น 600 nm 

 

9.2 ฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม์ Acetylcholinesterase (AChE) 

  กำรทดสอบสำรสกัดจำกไดอะตอมที่มีฤทธิ์ยับยั้ง AChE ตำมวิธีกำรของ Ellman และคณะ (1961) และ

ดัดแปลงตำมวิธีของ Bruhlmann และคณะ (2004) กำรทดสอบฤทธิ์ยับยั้งกำรท ำงำนของเอนไซม์อะซิทิลโคลีน

เอสเทอเรส (Ellman, Courtney, Andres, & Featherstone, 1961) โดยใช้อะซิทิลไทโอโคลีน ไอโอไดด์ 

(acetylthiocholine iodide, ATCI) เป็นสำรตั้งต้น ท ำได้โดยผสมสำรละลำยตัวอย่ำงที่ต้องกำรทดสอบ (ควำม

เข้มข้นเริ่มต้น 1 mg/ml) ปริมำตร 20 ไมโครลิตร กับสำรละลำยบัฟเฟอร์ (Tris-HCl buffer, pH 8.0) ควำม

เขม้ขน้ 50 mM ปริมำตร 100 ไมโครลิตร และ 3.0 mM 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) จำกนั้น

เติมสำรละลำยเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส ควำมเข้มข้น 0.28 ยูนิตต่อมิลลิลิตร(U/ml) ปริมำตร 20 

ไมโครลิตร เขย่ำให้เข้ำกัน บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 15 นำที น ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงก่อนใส่ซับสเตรท ที่ 

405 nm จำกนั้นเติมสำรละลำย 15 mM ATCI ปริมำตร 20 ไมโครลิตร เขย่ำให้เข้ำกันบ่มที่อุณหภูมิห้อง แล้ว

น ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 405 นำโนเมตร ด้วย เครื่อง microplate reader ท ำกำรทดลอง

ทั้งหมด 3 ซ้ ำ และค ำนวณหำค่ำร้อยละของกำรยับยั้งเอนไซม์ AchE (% inhibition AChE) ตำมสมกำร 

% inhibition AChE = [(Enz-Enz blank) – (Test–Testblank)] / (Enz-Enz blank) ×100 

เมื่อ      Enz คือ ค่ำกำรดูดกลืนแสงของเอนไซม์ AchE ที่ไม่มีสำรทดสอบ  

          EnzBlank คือ ค่ำกำรดูดกลืนแสงของเอนไซม์ AchE กับบัพเฟอร์ที่ไม่มีสำรทดสอบ 
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          Test     คือ ค่ำกำรดูกลืนแสงของสำรตัวอย่ำงที่ท ำปฏิกิริยำกับเอนไซม์และสำรตั้งต้น 

         TestBlank คือ ค่ำกำรดูดกลืนแสงของตัวท ำละลำยสำรตัวอย่ำงกับเอนไซม์และสำรตั้งต้น 

 

9.3 ฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนส  (Tyrosinase inhibitor) 

กำรทดสอบกำรยับยัง้กำรท ำงำนของเอนไซม์ไทโรซิเนส โดยใช้สำรไทโรซิน (L-tyrosine) เป็นสำรตั้งต้น 
(substrate) ดัดแปลงตำมวิธีของ   โดยเติมสำรละลำยเอนไซม์ไทโรซิเนสเข้มข้น 500 U/ml ลงไป 20 µl ผสมกับ
สำรทดสอบ 20 µl และ [20 mM] phosphate buffer pH 6.8 ปริมำตร 140 µl บ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC นำน 10 
นำที จำกนั้น ท ำกำรเติมซับสเตรท [0.85 mM] L-DOPA ปริมำตร 20 µl บ่มต่ออีก 20 นำที แล้วน ำไปวัดค่ำกำร
ดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 492 nm เปรียบเทียบกับ kojic acid ที่ใช้เป็นตัวควบคุมผลบวก ค ำนวณ 
%inhibition และค่ำ IC50  จำกสมกำร  

%inhibition = [(A0-A1)/A0) x 100] 
โดยที่ A0 คือ ค่ำกำรดูดกลืนแสงของตัวควบคุม และ A1 คือค่ำกำรดูดกลืนแสงของสำรทดสอบ 

9.4. ฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนส  Collagenase 

กำรทดลองนี้ดัดแปลงมำจำกงำนวิจัยของ Widowati W และคณะ ท ำได้โดยเตรียมสำรทดสอบและ 

EGCG ปริมำตร 60 ไมโครลิตร สำรละลำยเอนไซม์คอลลำจีเนสที่มีควำมเข้มข้นเริ่มต้นเท่ำกับ 1 ยูนิตต่อมิลลิตร 

ปริมำตร 10 ไมโครลิตรและเติม 50 mM Tricine buffer pH 7.5 ปริมำตร 120 ไมโครลิตรน ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 

องศำเซลเซียสนำน 20 นำที จำกนั้นเติมซับสเตรทที่มีควำมเข้มข้น 1 mM FALGPA ลงไป 20 ไมโครลิตร บ่มต่อ

อีก 10 นำที น ำสำรตัวอย่ำงไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 405 นำโนเมตร ค ำนวณ %inhibition และ

หำค่ำ IC50 จำกสมกำร 

%inhibition = [(A0-A1)/A0) x 100] 
โดยที่ A0 คือ ค่ำกำรดูดกลืนแสงของตัวควบคุม และ A1 คือค่ำกำรดูดกลืนแสงของสำรทดสอบ 

 

9.5. ฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนส  Elastase  

กำรทดลองนี้ดัดแปลงมำจำกงำนวิจัยของ Sahasrabudhe A และ Deodhar M. โดยเตรยีมสำรสำร

ทดสอบและเคอซิติน ปริมำตร 30 ไมโครลิตร สำรละลำยเอนไซม์อีลำสเตสที่มีควำมเข้มข้นเริ่มต้นเท่ำกับ 0.3 ยูนิ

ตต่อมิลลิตร ปริมำตร 30 ไมโครลิตรและเติม 2mM Tris-HCl pH 8.0 ปริมำตร 110 ไมโครลิตรน ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 
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37 องศำเซลเซียสนำน 20 นำที จำกนั้นเติมซับสเตรท SuchAla3-pNa ที่มีควำมเข้มข้น 1มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรลง

ไป 30 ไมโครลิตร บ่มต่ออีก 20 นำที น ำสำรตัวอย่ำงไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 405 นำโนเมตร 

ค ำนวณ %inhibition และหำค่ำ IC50 จำกสมกำร 

%inhibition = [(A0-A1)/A0) x 100] 
โดยที่ A0 คือ ค่ำกำรดูดกลืนแสงของตัวควบคุม และ A1 คือค่ำกำรดูดกลืนแสงของสำรทดสอบ 

 

9.6. ผลกำรทดสอบควำมเป็นพิษต่อเซลล์ (Cell cytotoxicity) 

 กำรทดสอบควำมเป็นพิษต่อเซลล์เพำะเลี้ยงด้วยวิธี MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide) เพ่ือวิเครำะห์หำปริมำณกำรเจริญเติบโตและกำรอยู่รอดของเซลล์ โดยเซลล์ที่

มีชีวิตจะยังคงมีกระบวนกำรแมแทบอลิซึมอยู่ และสำมำรถเปลี่ยนสำรสีเหลือง (tetrazolium salt (MTT) ไปเป็น

สำรสีม่วง (formazan product) โดยสำมำรถวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 570 nm โดยท ำกำร

เพำะเลี้ยงเซลล์ human keratinocyte (HaCaT) ในอำหำรเพำะเลี้ยง Dulbecco’s modified Eagles culture 

medium (DMEM) ในตู้อบ CO2 incubator ที่มี 5% CO2 อุณหภูมิ 37°C เลี้ยงเซลล์ HaCaT ที่ควำมหนำแน่น

จ ำนวน 10,000 เซลล์ในจำนเลี้ยงชนิด 96-well เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง จำกนั้นเติมสำรสกัดไดอะตอมแต่ละชนิดที่

ควำมเข้มข้นที่แตกต่ำงกัน (< 0.1% MeOH) เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง หลังจำกนั้นตรวจสอบควำมมีชีวิตของเซลล์ 

(cell viability) ด้วยวิธี MTT assay  โดยดูดอำหำรเลี้ยงเซลล์ออกจำกจำนเพำะเลี้ยง แล้วเปลี่ยนเป็นอำหำรเลี้ยง

เซลลท์ีีมีสำร MTT (0.5 mg/mL) ละลำยอยู่และน ำไปบ่มใน CO2 incubator  เป็นเวลำ 30 นำที แล้วเปลี่ยนถ่ำย

อำหำรเลี้ยงเซลลอ์อกจำกจำนเพำะเลี้ยง แล้วเติม DMSO ปริมำณ 200 µL ต่อหลุม เพ่ือละลำยผลึก formazan 

เขย่ำจำนเลี้ยงเป็นเวลำ 5 นำที จำกนั้นน ำสำรละลำยไปวัดคำ่ดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง microplate reader ที่ควำม

ยำวคลื่น 570 nm ค ำนวณหำค่ำร้อยละกำรรอดชีวิตของเซลล์เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม เปรียบเทียบกับกลุ่ม

ควบคุมท่ีได้รับเฉพำะ โดยกลุ่มควบคุมมีค่ำ cell viability เท่ำกับ 100%  ดังสมกำร 

% Cell viability = (A1/A0) x 100] 
โดยที่ A0 คือ ค่ำกำรดูดกลืนแสงของกลุ่มควบคุมที่ 570 nm และ A1 คือค่ำกำรดูดกลืนแสงของสำรทดสอบที่ 

570 nm  
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10. ขั้นตอนและสถิติกำรในกำรวิเครำะห์ข้อมูล  
วิเครำะห์ควำมแปรปรวนข้อมูลทำงสถิติ (Analysis of  Variance, ANOVA) ด้วยโปรแกรม SPSS for 

windows version 10.0 และท ำกำรเปรียบเทียบควำมแตกต่ำงระหว่ำงกลุ่มกำรทดลอง ด้วย Tukey's honestly 
significant difference (HSD) post hoc test  
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ผลกำรทดลอง 

1. ลักษณะของไดอะตอมที่ใช้ในกำรศึกษำ 

กำรแยกและเพำะเลี้ยงสำหร่ำยไดอะตอมด้วยเทคนิค Single cell isolation โดย ดร. อมรรัตน์ กนกรุ่ง

และคณะ สถำบันวิทยำศำสตร์ทำงทะเล มหำวิทยำลัยบูรพำ สำมำรถท ำกำรแยกและเพำะเลี้ยงเซลล์เดี่ยวของ

สำหร่ำยไดอะตอมจ ำนวน 3 ชนิด ได้แก่ Chaetoceros tenuissimus Meunier, Odontella sp. (Odontella 

sinensis (Greville) Grunow*) และ Thalassiosira pseudonana Hasle & Heimdal (ดังแสดงในรูปที่ 16) 

จำกน้ ำทะเล ในจังหวัดชลบุรี เพ่ือท ำกำรศึกษำสภำวะของควำมเค็มของไดอะตอมต่อปริมำณสำรแคโรทีนอยด์และ

กรดไขมัน รวมถึงฤทธิ์ทำงชีวภำพอ่ืนๆ  

   

Chaetoceros tenuissimus Odontella sp. 
(Odontella sinensis (Greville) Grunow*) 

Thalassiosira pseudonana 

Class Coscinodiscophyceae 
Subclass Chaetocerotophycidae  
Order Chaetocerotales  
Family Chaetocerotaceae 

Class Coscinodiscophyceae 
Subclass Biddulphiophycidae  
Order Triceratiales  
Family Triceratiaceae 

Class Coscinodiscophyceae 
Subclass Thalassiosirophycidae  
Order Thalassiosirales  
Family Thalassiosiraceae 

ที่มำรูปภำพจำก: ดร. อมรรัตน์ กนกรุ่งและคณะ 

รูปภำพที่ 16 ลักษณะของไดอะตอมภำยใต้กล้องจุลทรรศ์ที่ใช้ในกำรศึกษำครั้งนี้ 

 

กำรระบลุำยพิมพ์นิ้วมือดีเอ็นเอของไดอะตอม 

 เมื่อน ำตัวอย่ำง Chaetoceros tenuissimus และ Thalassiosira pseudonana มำท ำตำมขั้นตอนของ
ชุดสกัดส ำเร็จรูป และตรวจสอบปริมำณดีเอ็นเอด้วยวิธี gel  electrophoresis โดยกระแสไฟฟ้ำตรงควำมต่ำงศักย์ 
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35 โวลต์ เป็นเวลำ 40 นำที จำกนั้นน ำสำรสกัดดีเอ็นเอมำเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR และไพรเมอร์คู่
เหมำะสม ได้แก่ D3B-R/D1R-F และ rL66F/rL587R ท ำปฏิกิริยำในปริมำตร 50 µl ประกอบด้วย ONE PCR 
Ultra 25 µl, ultra-pure water 13 µl, genomic DNA 10 µl, 10 µM Forward primer (D3B-R และ rL66F) 
และ 10 µM reverse primer (D1R-F และ rL587R) อย่ ำงละ 1 µl ในสภำวะที่ เหมำะสม  คือ 1 . Pre - 
Denaturation 5 นำที 94 ºC 2. Denaturation 30 วินำที 94 ºC 3. Annealing 30 วินำที 50 ºC ส ำหรับคู่ไพร
เมอร์ D3B-R/D1R-F และไพรเมอร์ rL66F/rL587R 4. Extension 1 นำที 30 วินำที 72 ºC 5. Final extension 
5 นำที 72 ºC จ ำนวน 35 รอบ น ำผลของปฏิกิริยำ PCR มำตรวจสอบขนำดโดยเทคนิค gel electrophoresis 
ผ่ำนกระแสไฟฟ้ำตรงควำมต่ำงศักย์ 35 โวลต์ นำน 50 นำท ี 
 

 
รูปภำพที่ 17 แถบดีเอ็นเอที่ได้จำกกำรสกัด C. tenuissimus lane 1-2 และ T. pseudonana lane 3-4  

 
รูปภำพที่ 18 แถบดีเอ็นเอที่ได้จำกกำรเพ่ิมปริมำณด้วยเทคนิค PCR ของ C. tenuissimus และ T. pseudonana  

Lane 1 คือ C. tenuissimus ไพรเมอร์ D3B-R/D1R-F ขนำดประมำณ 1000 bp  
  Lane 2 คือ C. tenuissimus ไพรเมอร์ rL66F/rL587R ขนำดประมำณ 7000 bp  
  Lane 3 คือ T. pseudonana ไพรเมอร์ D3B-R/D1R-F ขนำดประมำณ 1000 bp 

Lane 4 คือ T. pseudonana ไพรเมอร์ rL66F/rL587R ขนำดประมำณ 700 bp  
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ตำรำงที่ 2แสดงผลกำร blast ของล ำดับเบสดีเอ็นเอจำก GenBank(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
Name Length 

(bp.) 
Max 
score 

Total 
score 

Query 
cover 

E 
value 

Ident Database 
accession 

 C. tenuissimus 510 831 831 100๔ 0.0 96.27% MK642557.1 
T. pseudonana 561 1004 1004 100% 0.0 99.82% HF565117.1 

 

ส ำหรับกำรสกัดดีเอ็นเอของ C. tenuissimus และ T. pseudonana มำท ำกำรเพ่ิมจ ำนวนด้วยเทคนิค 

PCR แล้วพบว่ำ ดีเอ็นเอของตัวอย่ำงทั้งสองมีขนำดประมำณ 500 bp. จำกนั้น PCR product ไปตรวจหำล ำดับ

เบสดี-เอ็นเอและน ำมำเปรียบเทียบกับฐำนข้อมูลใน Genbank (NCBI) เพ่ือยืนยันควำมเหมือนหรือควำมแตกต่ำง

ของล ำดับเบสดีเอ็นเอ พบว่ำ สำรสกัดดีเอ็นเอของ C. tenuissimus และ T. pseudonana นี้มี %ident หรือ

เปอร์เซ็นต์ควำมใกล้เคียงเมื่อเทียบกับฐำนข้อมูลจำกกำรใช้โปรแกรม BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool) อยู่ที่ 96.27% และ 99.82% ตำมล ำดับ 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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รูปภำพที่ 19 ล ำดับดีเอ็นเอของ C. tenuissimus เปรียบเทียบกับฐำนข้อมูล KY306597.1 

รูปภำพที่ 20 ล ำดับดีเอ็นเอของ T. pseudonana เปรียบเทียบกับฐำนข้อมูล HF56511 
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 ทั้งนี้ไดอะตอมชนิด Odontella sp. ยังไม่สำมำรถระบุชนิดที่แน่ชัดได้ เนื่องจำกปริมำณดีเอ็นเอที่สกัดได้

มีจ ำนวนน้อยกว่ำไดอะตอมชนิดอื่นๆ และ%ident เมื่อเทียบกับฐำนข้อมูลมีค่ำต่ ำกว่ำ 90%  

 

2. ประสิทธิภำพของตัวท ำละลำยในกำรสกัดไดอะตอม 

กำรศึกษำประสิทธิภำพของตัวท ำละลำยที่ใช้ในกำรสกัดสำหร่ำยไดอะตอม ระยะ stationary phase ที่มี

ฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS assay จำกตัวอย่ำงไดอะตอมทั้ง 3 ชนิดที่ควำมเค็ม 30 ppt ในตัวท ำละลำย

ต่ำงๆกัน ได้แก่ เมทำนอลต่ออะซีโตน 50% (v/v) เมทำนอลต่อเอธทิลอะซีเตท 50% (v/v)  และ 100% เมทำ

นอล  พบว่ำประสิทธิภำพของสำรสกัดไดอะตอมทั้งสำมชนิดมีฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระดีที่สุดเมื่อสกัดด้วยตัวท ำละลำย

เมทำนอล > เมทำนอลต่อเอธทิลอะซีเตท 50% (v/v) และ เมทำนอลต่ออะซีโตน 50% (v/v) ดังแสดงดังรูป 

 

 

 รูปภำพที่ 21 กรำฟแสดงฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระของสำรสกัดในตัวท ำละลำยต่ำงๆ ด้วยวิธี ABTS 

 

ดังนั้นกำรศึกษำครั้งนี้จึงท ำกำรวิเครำะห์ปริมำณสำรแคโรทีนอยด์ สำรประกอบฟีนอลิก สำรประกอบฟลำ

โวนอยด์ และกรดไขมัน ที่มีผลต่อฤทธิ์ทำงชีวภำพของสำรสกัดเมทำนอลจำกไดอะตอมทั้ง 3 ชนิดที่เลี้ยงในควำม

เค็ม 20 ppt, 30 ppt และ 40 ppt ในแต่ละระยะกำรเจริญเติบโตต่ำงๆ ได้แก่ lag phase, exponential phase, 

retardation phase และ stationary phase เป็นต้น 
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ปริมำณของสำรสกัดเมทำนอลของไดอะตอม จำกกำรสกัดเมทำนอลของสำหร่ำยไดอะตอมแต่ละชนิด

จ ำนวน 0.2 กรัม น้ ำหนักเปียก แสดงผลปริมำณสำรสกัด (% Yield of MeOH Extract) ของไดอะตอมแต่ละชนิด

ดังรูปที่ 22 

 

รูปภำพที่ 22  ปริมำณสำรสกัดเมทธำนอล (% yield of MeOH extract) ของไดอะตอม C. tenuissimus, 

Odontella sp และ Thallasiosira sp. แต่ละระยะกำรเติบโต ได้แก่ lag (Lag), exponential (Exp), 

retardation (Ret) และ stationary (Sta) phase ที่เลี้ยงในสภำวะควำมเค็ม 20 ppt, 30 ppt และ 40 ppt  

 

 จำกปริมำณสำรสกัดเมทำนอลของไดอะตอมแต่ละชนิดพบว่ำปริมำณสำรสกัดต่อน้ ำหนักเปียกของได

อะตอมชนิด T. pseudonana ในสภำวะต่ำงๆ มีปริมำณสำรสกัดสูงกว่ำไดอะตอมชนิด C. tenuissimus และ 

Odontella sp. ตำมล ำดับ โดยสำรสกัดเมทำนอลจำก T. pseudonana เพำะเลี้ยงด้วยอำหำรที่ควำมเค็ม 30 

ppt (RET) 20 ppt (EXP) และ 40 ppt (RET) มีปริมำณสำรสกัดเมทำนอลสูงที่สุดที่ 23.8% 22.2% และ 21.9% 

ตำมล ำดับ สำรสกัดเมทำนอลจำก Odontella sp. มีปริมำณสำรสกัดเมทำนอลต่ ำที่สุดที่  40 ppt (LAG) ที่ 0.8%  
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3. ปริมำณสำรประกอบฟีนอลิกรวมและสำรประกอบฟลำโวนอยด์รวมในสำรสกัดไดอะตอม 

 ปริมำณสำรประกอบฟีนอลิกรวมจำกสำรสกัดเมทำนอลของไดอะตอมทั้ง 36 ตัวอย่ำง พบว่ำใน

สำรสกัดจำกไดอะตอม ODO30Sta (18.9±0.7 g GAE/ 100 g extract)  มีปริมำณฟีนอลิกรวมสูงสุด รองลงมำ

คือ THA40Sta (18.2±0.5 g GAE/100 g extract) THA30Sta (16.6±0.7 g GAE/ 100 g extract) THA30Ret 

(12.4±0.9 g GAE/ 100 g extract)  ODO30Exp (11.5±1.0  g GAE/ 100 g extract) แ ล ะ  CHE 30 Exp 

(11.7±0.6 g GAE/ 100 g extract) ตำมล ำดับ เมื่อพิจำรณำในสำรสกัดจำกไดอะตอม C. tenuissimus พบว่ำมี

ปริมำณฟีนอลิกรวมสูงสุดที่เพำะเลี้ยงในควำมเค็ม 30 ppt ที่ระยะ exponential phase หรือ CHE 30 Exp 

(11.7±0.6 g GAE/ 100 g extract) รองลงมำคื อ  CHE ที่ เลี้ ย งในควำม เค็ม  40 ppt ที่ ระยะ stationary 

(CHE40Sta) และ retardation phase (CHE40Ret) มีปริมำณเท่ำกับ 7.7±0.6 และ 7.6±0.3 g GAE/ 100 g 

extract) ตำมล ำดับ ดังแสดงในกรำฟ รูปที่ 23 .ในขณะที่ปริมำณสำรประกอบฟลำโวนอยด์รวมพบสูงสุดจำกสำร

สกัด C. tenuissimus ที่เพำะเลี้ยงในควำมเค็ม 20 ppt ที่ระยะ exponential phase (CHE20Exp), stationary 

phase (CHE20Sta) และ retardation phase (CHE20Ret) มีปริมำณฟลำโวนอยด์รวมเท่ำกับ  26.9±0.5, 

26.7±0.2 และ 26.7±0.7 g QE/ 100 g extract ตำมล ำดับ ซึ่งพบว่ำไม่แตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ 

(p>0.05) ดังแสดงในรูปที่ 23  

 
รูปภำพที่ 23 ปริมำณฟีนอลลิกรวมและฟลำโวนอยด์รวมของสำรสกัดเมทำนอลของไดอะตอม Chaetoceros 

sp. ที่สภำวะควำมเค็มและระยะกำรเจริญเติบโตต่ำงๆ  
หมำยเหต ุ ข้อมูลแสดงในตำรำงเป็นค่ำเฉลีย่ ± ส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำน 

อักษรภำษำอังกฤษแต่ละแถวแสดงค่ำเฉลี่ยไม่แตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญ (p<0.05) ด้วยกำรวิเครำะห์ One 

way ANOVA ด้วยวิธี tukey-HSD 
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ในสำรสกัดจำกไดอะตอม Odontella sp. มีปริมำณฟีนอลิกรวมสูงสุดที่เพำะเลี้ยงในควำมเค็ม 30 ppt ที่

ระยะ stationary phase หรือ ODO30Sta (18.9±0.7 g GAE/ 100 g extract) รองลงมำคือ ODO30Exp มี

ปริมำณฟีนอลลิกรวมเท่ำกับ 11.5±1.0  g GAE/ 100 g extract ซึ่งพบว่ำปริมำณฟีนอลิกรวมแตกต่ำงกันอย่ำงมี

นัยส ำคัญทำงสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในกรำฟ รูปที่ 23  .ในขณะที่ปริมำณสำรประกอบฟลำโวนอยด์รวมพบสูงสุด

จำกสำรสกัด Odontella sp. ที่เพำะเลี้ยงในควำมเค็ม 40 ppt ที่ระยะ stationary phase (ODO40Sta) มี

ปริมำณฟลำโวนอยด์รวมเท่ำกับ  20.2±0.8 g QE/ 100 g extract รองลงมำคือสำรสกัด ODO30Ret และ 

ODO30Sta (18.8±1.0 และ 17.5±0.6 g QE/ 100 g extract) ตำมล ำดับ ดังแสดงในรูปที่ xx  

 

 
รูปภำพที่ 24 ปริมำณฟีนอลลิกรวมและฟลำโวนอยด์รวมของสำรสกัดเมทำนอลของไดอะตอม Odontella sp. 

ที่สภำวะควำมเค็มและระยะกำรเจริญเติบโตต่ำงๆ  
หมำยเหต ุ ข้อมูลแสดงในตำรำงเป็นค่ำเฉลีย่ ± ส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำน 

อักษรภำษำอังกฤษแต่ละแถวแสดงค่ำเฉลี่ยไม่แตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญ (p<0.05) ด้วยกำรวิเครำะห์ One 

way ANOVA ด้วยวิธี tukey-HSD 

 

สำรสกัดจำกไดอะตอม Thallasiosira sp. มีปริมำณฟีนอลิกรวมสูงสุดที่เพำะเลี้ยงในควำมเค็ม 40 ppt 

ที่ระยะ stationary (THA40Sta) มีค่ำเท่ำกับ 18.2±0.5 g GAE/ 100 g extract รองลงมำคือสำรสกัด 

THA30Sta, THA30Ret, THA20Lag และ THA30Exp (16.6±0.7, 12.4±0.9, 10.2±0.4 และ 10.0±0.4 g GAE/ 

100 g extract) ดังแสดงในรูปที2่4  .ในขณะที่ปริมำณสำรประกอบฟลำโวนอยด์รวมพบสูงสุดสูงสุดที่เพำะเลี้ยงใน

ควำมเค็ม 30 ppt ที่ระยะ stationary (THA30Sta) มีค่ำเท่ำกับ 26.5±1.0 g QE/ 100 g extract รองลงมำคือ

สำรสกัด THA30Exp, THA30Ret และ THA40Exp (25.5±0.7, 25.1±0.9 และ 25.0±0.9 g QE/ 100 g 
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extract) ตำมล ำดับ ซึ่งพบว่ำปริมำณฟลำโวนอยด์รวมไม่มีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ (p>0.05) ดัง

แสดงในรูปที่ 24  

 

 
 

รูปภำพที่ 25  ปริมำณฟีนอลลิกรวมและฟลำโวนอยด์รวมของสำรสกัดเมทำนอลของไดอะตอม T. 

pseudonana ที่สภำวะควำมเค็มต่ำงๆ  
หมำยเหต ุ ข้อมูลแสดงในตำรำงเป็นค่ำเฉลีย่ ± ส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำน 

อักษรภำษำอังกฤษแต่ละแถวแสดงค่ำเฉลี่ยไม่แตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญ (p<0.05) ด้วยกำรวิเครำะห์ One 

way ANOVA ด้วยวิธี tukey-HSD 

 

3. ปริมำณสำรกลุ่มแคโรทีนอยด์และกรดไขมันในสำรสกัดจำกไดอะตอม 

   3.1 กำรศึกษำชนิดและปริมำณของสำรกลุ่มแคโรทีนอยด์ในไดอะตอมดวยเครื่อง โครมำโตกรำฟชนิด

ของเหลวควำมดันสูง 

 จำกกำรศึกษำชนิดและปริมำณของแคโรทีนอยด์ด้วยระบบของเครื่องโครมำโตกรำฟชนิดของเหลวควำม

ดันสูง หรือ High pressure liquid chromatography (HPLC) เปรียบเทียบกับสำรมำตรฐำนกลุ่มแคโรทีนอยด์

จ ำนวน 4 ชนิด ได้แก่ สำรมำตรฐำน Fucoxanthin (Rt 3.7 min), Astaxanthin (Rt 4.6 min),  Zeaxanthin (Rt 

5.7 min),   และ Canthaxanthin (Rt 9.2 min) ดังรูปที่  
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รูปภำพที ่25 โครมำโทแกรมของสำรมำตรฐำนที่ retention time ต่ำงๆ และโครมำโตแกรมจำกกำรวิเครำะห์ 

HPLC ของสำรสกัดไดอะตอม Odontella sp. (ODO30Exp, ODO30Ret และ ODO30Sta) และ 

Thalassiosira sp. (THA30Lag, THA30Exp, THA30Sta และ THA30Ret)  
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จำกผลกำรทดลองพบว่ำปริมำณสำรกลุ่มแคโรทีนอยด์ในสำรสกัดไดอะตอมรวมมีปริมำณสูงสุดใน T. 

pseudonana ระยะ stationary phase ที่เลี้ยงในควำมเค็ม 20 ppt มีปริมำณสำรกลุ่มแคโรทีนอยด์รวมมำกสุด

เท่ำกับ  ประกอบด้วย fucoxanthin (201.50 µg/ g wet weight), astaxanthin (372.00 µg/ g wet weight), 

canthaxanthin (123.10 µg/ g wet weight) และ zeaxanthin (0.50 µg/ g wet weight) รองลงมำคือ 

Odontella sp. ที่ระยะ  stationary phase เลี้ยงในควำมเค็ม 30 ppt ประกอบด้วยสำรสีกลุ่มแคโรทีนอยด์ 

ได้แก่ fucoxanthin (63.50 µg/ g wet weight), astaxanthin (382.50 µg/ g wet weight), canthaxanthin 

(237.25 µg/ g wet weight) และ zeaxanthin (5.30 µg/ g wet weight) โดยสำรสกัดจำกไดอะตอม 

Cheatoceros sp. พบว่ำมีปริมำณสำรสีกลุ่มแคโรทีนอยด์ค่อนข้ำงต่ ำ  โดยในสำรสกัดดอะตอม ที่ระยะ  

stationary phase เลี้ยงในควำมเค็ม 20 ppt ประกอบด้วยสำรสีกลุ่มแคโรทีนอยด์ fucoxanthin (77.50 µg/ g 

wet weight), astaxanthin (18.50 µg/ g wet weight), canthaxanthin (17.50 µg/ g wet weight) และ 

zeaxanthin (0.75 µg/ g wet weight) 

เมื่อท ำกำรวิเครำะห์ปริมำณสำรกลุ่มแคโรทีนอยด์ในสำรสกัดไดอะตอมแต่ละชนิด พบว่ำสำรสีชนิด 

Fucoxanthin มีปริมำณสูงสุดในไดอะตอมชนิด T. pseudonana ที่สภำวะควำมเค็ม 40 ppt ระยะ stationary 

phase (THA40Sta, 434.00 µg/ g wet weight) พบรองลงมำคือ THA30Sta (384.85 µg/ g wet weight), 

THA20Sta (372.00 µg/ g wet weight) ตำมล ำดับ ในสำรสกัดไดอะตอม Odontella sp. พบว่ำมีสำรสี 

fucoxanthin อยู่มีปริมำณสูงสุดใน ODO40STA (73.50 µg/ g wet weight) รองลงมำคือ ODO30Ret (63.50 

µg/ g wet weight), ODO30Exp (37.50 µg/ g wet weight) และ ODO30Sta (28.50 µg/ g wet weight) 

ตำมล ำดับ ในขณะที่ไดอะตอมชนิด Chaetoceros sp. มีปริมำณสำรสี fucoxathin สูงสุดในสภำวะควำมเค็ม 20 

ppt ระยะ stationary phase (CHE20Sta, 77.50 µg/ g wet weight) รองลงมำ คือ CHE40Sta (49.50 µg/ g 

wet weight) และ CHE20Exp (40.50 µg/ g wet weight) ดังแสดงในรูปที่ 25  

 สำรสี Astaxanthin มีปริมำณสูงสุดในสำรสกัดไดอะตอมชนิด Odontella sp. สภำวะควำมเค็ม 30 ppt 

ระยะ retardation phase (ODO30Ret, 76.5 µg/ g wet weight) รองลงมำคือ ODO30Sta (59.3 µg/ g wet 

weight), THA20Exp (45.6 µg/ g wet weight) และ THA20Sta (40.3 µg/ g wet weight) ส่วนในไดอะตอม

ชนิด Chaetoceros sp. พบ astaxanthin สูงสุดในสำรสกัด CHE40Sta (38.45 µg/ g wet weight) CHE40Exp 

(25.80 µg/ g wet weight) และ CHE30Sta (25.75 µg/ g wet weight) ตำมล ำดับ  

 สำรสี Zeaxanthin มีปริมำณมำกสุดในสำรสกัดไดอะตอม THA20Sta (6.50 µg/ g wet weight), 

THA40Lag (6.50 µg/ g wet weight) ODO30Ret (5.30 µg/ g wet weight) และ CHE20Lag (4.00 µg/ g 
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wet weight) ตำมล ำดับ ดังรูปที่ โดยในสำรสกัดไดอะตอม CHE30Lag, CHE30Exp, ODO20Exp, ODO20Sta, 

ODO30Sta, ODO40Lag, ODO40Exp, THA30Lag THA30Sta, THA30Ret, THA40Exp, THA40Sta ไม่พบ

สำรสี zeaxanthin ในสำรสกัดไดอะตอม 

 สำรสี Canthaxanthin มีปริมำณสูงสุดในสำรสกัดไดอะตอม ODO30Ret (237.25 µg/ g wet weight) 

รองลงมำ คือ THA40Sta (155.00 µg/ g wet weight),  THA20Sta (123.10 µg/ g wet weight), ODO30Sta 

(83.50 µg/ g wet weight), ODO20REet (80.85 µg/ g wet weight) THA30Sta (80.00 µg/ g wet weight) 

, THA30Lag (75.00 µg/ g wet weight), THA20Ret (52.50 µg/ g wet weight) ตำมล ำดับ โดยในไดอะตอม 

Chaetoceros sp. มีสำรสี cathaxanthin อยู่ค่อนข้ำงต่ ำ ระหว่ำง 22.00 -1.00 µg/ g wet weight ดังแสดงใน

รูปที่ 27 
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รูปภำพที่ 27 แสดงสัดส่วนของปริมำณสำรสีกลุ่มแคโรทีนอยด์ (µg/ g น้ ำหนักเปียก) ที่พบในสำรสกัดไดอะตอม
ทั้ง  3 ชนิดที่เลี้ยงในระดับควำมเค็ม 20 ppt, 30 ppt และ 40 ppt และเก็บรวมรวมที่ระยะกำรเจริญเติบโตต่ำงๆ
ของไดอะตอม 
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  3.2 กำรศึกษำชนิดและปริมำณของกรดไขมันในไดอะตอมดวยเครื่อง แก๊สโครมำโตกรำฟ (GC-MS)  

ผลกำรวิเครำะห์ชนิดของกรดไขมันที่ตรวจพบในตัวอย่ำงและปริมำณเชิงสัมพัทธ์ (% Relative 

abundance) แสดงได้ดังตำรำงที่ 3 ถึง 5  ทั้งนี้ ณ เวลำในกำรแยก (Retention time) 26.58 นำที นั้นกรดไขมัน 

3 ชนิดถูกแยกด้วยคอลัมน์พร้อมกัน คือ Oleic acid , α-Linolenic acid และ Linolelaidic acid (ดังแสดงได้ใน

ตำรำง S2 และรูปที่ S1 และ S2) เนื่องจำก จำกกรดไขมันทั้ง 3 ชนิดมีจุดเดือดเท่ำกันและโครงสร้ำงคล้ำยกัน ท ำ

ให้ไม่สำมำรถแยกออกได้ด้วยคอลัมน์ชนิด TR5MS (5% phenyl methyl polysiloxane) ซึ่งอำศัยหลักกำรแยก

สำรด้วยจุดเดือดของสำรเป็นหลักส ำคัญ 

 

รูปภำพที่ 28 เปรียบเทียบ Total Ion Chromatogram ระหว่ำง 37-FAME mix standard และ PUFA No. 1 

(Marine source) โดยระบุ retention time เหนือพีค  

 

ในสำรสกัดไดอะตอม Chaetoceros sp. ที่สภำวะต่ำงๆ ได้แก่ CHE20Ret, CHE30Lag, CHE30Exp, 

CHE30Ret, CHE30Sta และ CHE40Ret พบว่ำมีกรดไขมันชนิด Myristic acid สูงสูด รองลงมำคือ Palmitic 

acid และ Margaric acid ตำมล ำดับ โดยพบกรดไขมันไม่อ่ิมตัวกลุ่มโอเมก้ำ-3 ได้แก่ EPA ในสำรสกัด CHE30Lag 

(1.07±0.28 %), CHE30Ret (0.80±0.16%) และ CHE40Ret (0.34±0.07%) ตำมล ำดับ โดยในสำรสกัดได

อะตอมทั้ง 6 ตัวอย่ำงนี้ไม่พบกรดไขมันไม่อ่ิมตัว DHA ดังแสดงในตำรำงที่ 3 
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ตำรำงที่ 3 แสดงปริมำณเชิงสัมพัทธ์ (%Relative abundance) ของกรดไขมันที่พบในตวัอย่ำง Chaetoceros sp.1 

 

 

สำรสกัดไดอะตอม Odontella sp. ที่สภำวะต่ำงๆ ได้แก่ ODO20Ret, ODO30Exp, ODO30Ret, 

ODO30Sta, ODO40Ret และ ODO40Sta พบว่ำมีกรดไขมันชนิด Palmitic acid  สูงสูด รองลงมำคือ 

Palmitoleic acid, Margaric acid และ Mryristic acid ตำมล ำดับ โดยพบกรดไขมันไม่อ่ิมตัวเชิงซ้อนกลุ่มโอ

เมก้ำ-3 ได้แก่ eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5, n-3) ในสำรสกัด ODO30Ret สูงสุด (12.32±0.17%) 

รองลงมำคือ ODO40Sta (6.74±0.33%) ODO40Ret (6.59±0.19%) ODO20Ret (6.06±0.17%) และ 

ODO30Sta (6.00±0.33%) ตำมล ำดับ และพบกรดไขมันไม่อ่ิมตัวเชิงซ้อนกลุ่มโอเมก้ำ-3 decosahexaenoic 

acid (DHA, 22:6, n-3) สูงสุดในสำรสกัดไดอะตอม ODO20Ret (0.73±0.04%) รองลงมำคือสำรสกัดจำก 

ODO30Ret (0.52±0.03%), ODO40Ret (0.46±0.34%), ODO40Sta (0.38±0.02%) และ ODO30Sta 

(0.35±0.08%) ตำมล ำดับ ดังแสดงในตำรำงที่ 4 
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ตำรำงที่ 4 แสดงปริมำณเชิงสัมพัทธ์ (%Relative abundance) ของกรดไขมันที่พบในตวัอย่ำง Odontella sp.1 

 
 

สำรสกัดไดอะตอม Thallasiosira sp. ที่สภำวะต่ำงๆ ได้แก่ THA20Ret, THA30Ret, THA40Exp และ 

THA40Sta พบว่ำมีกรดไขมันชนิด Palmitoleic acid สูงสุดในสำรสกัด THA30Ret (90.89±0.43%) และในสำร

สกัดพบว่ำมี Palmitic acid และ Margaric acid ค่อนข้ำงสูงตำมล ำดับ โดยพบกรดไขมันไม่อ่ิมตัวเชิงซ้อนกลุ่มโอ

เมก้ำ-3 ได้แก่ eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5, n-3) ในสำรสกัด THA40Sta (18.15±0.13%) THA20Ret 
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(15.58±0.25%), THA40Exp (4.65±0.70%) และ THA30Ret (0.28±0.03%) ตำมล ำดับ ไม่พบกรดไขมันไม่

อ่ิมตัวเชิงซ้อน DHA ในสำรสกัดไดอะตอม THA30Ret และ THA40Exp ดังแสดงในตำรำงที่ 5 

ตำรำงที่ 5 แสดงปริมำณเชิงสัมพัทธ์ (%Relative abundance) ของกรดไขมันที่พบในตวัอย่ำง Thalassiosira sp.1 
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รูปภำพที่ 29 แสดงตัวอย่ำง Total Ion Chromatogram ของตัวอย่ำง THA40-EXP เปรียบเทียบกับสำรมำตรฐำน  37-FAME 

และ PUFA No.1  (หมำยเหตุ ณ เวลำ 20.45 นำที ของตัวอย่ำง คือ Internal Standard) 
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4. กำรประยุกต์ใช้เทคนิค Synchrotron FTIR microspectroscopy ในกำรวิเครำะห์สำรสีแคโรทีนอยด์ 

กรดไขมัน และสำรชีวโมเลกุลต่ำงๆ ในไดอะตอมที่สภำวะต่ำงๆ 

 เทคนิค synchrotron FTIR microspectroscopy เป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภำพในกำรวิเครำะห์สำรชีว

โมเลกุลในเซลล์สำหร่ำยทะเลขนำดเล็ก โดยเฉพำะสำรกลุ่มแคโรทีนอยด์และกรดไขมัน จำกกำรทดลองได้ผลแสดง

ดังรูปที่ 1 จำกกล้องจุลทรรศน์อินฟรำเรดสำมำรถจ ำแนกลักษณะของไดอะตอมทั้งสองชนิดได้ดังรูป โดยเซลล์ของ

ไดอะตอมชนิด Thalassiosira sp. มีลักษณะกลมคล้ำยเหรียญบำท เซลล์มีขนำดใหญ่ มีเส้นผ่ำนศูนย์กลำง

ประมำณ 10-20 µm และเซลล์ Chaetoceros sp. มีลักษณะต่อกันเป็นสี่เหลี่ยมผืนผ้ำขนำดมำกกว่ำ 20 µm ท ำ

ให้สำมำรถวิเครำะห์เซลล์เดี่ยวๆ ได้ด้วยเทคนิค synchrotron FTIR microspectroscopy ดังแสดงในรูป 

 

    

  

 

รูปภำพที่ 30 ไดอะตอมภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ต่อกับ Synchrotron FTIR microscopy ที่ท ำกำรแยกและ

จ ำแนกชนิดได้จำกน้ ำทะเลในเขตจังหวัดชลบุรี ได้แก่ ก) Chaetoceros tenuissimus  ข) Thalassiosira 

pseudonana 

 

ก 

ข 
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 โดยที่ ช่ วงคลื่ นที่  3013 cm-1, 2929 cm-1 และ 2852 cm-1g เป็นช่วงคลื่ นที่ มี กำรสั่ นของ C-H 

asymmetric stretching of-CH3 และ CH2 ของกรดไขมัน และช่วงคลื่นที่ 1743 cm-1  ของ C=O stretching 

of lipid ester 1456 cm-1 เป็ยช่วงของ C-H deformation of >CH2 ของกรดไขมัน ซึ่งตรงกับช่วงคลื่นของสำร

มำรตรฐำน astaxanthin และกรดไขมันไม่อ่ิมตัว (PUFA marine) ดังแสดงในรูปที่ 31   

 

รูปภำพที่ 31 แสดง IR spectrum จำกสำรมำรตรฐำน carotenoids (สำร astaxanthin) และสำรมำตรฐำนกรด

ไขมัน PUFA marine ที่วิเครำะห์ด้วยเทคนิค SR-FTIR microspectroscopy.   

 

เมื่อท ำกำรวิเครำะห์ควำมแตกต่ำงของไดอะตอมแต่ละชนิดที่เพำะเลี้ยงที่ควำมเค็ม 30 ppt ในแต่ละระยะ

กำรเจริญ เติบโตของไดอะตอม ได้แก่ lag, exponential, retardation และ stationary phase ด้วย PCA 

analysis ของอินฟรำเรดสเปกตรัม 2nd derivative พบว่ำไดอะตอมชนิด Chaetoceros tenuissimus  ในแต่ละ

ระยะกำรเจริญเติบโตมีควำมแตกต่ำงกันดังแสดงในรูปภำพที่ 31 โดยพีคจำก IR spectrum จะแสดงถึงกำรสั่น

ของหมู่ฟังก์ชันที่สอดคล้องกับสำรชีวโมเลกุลต่ำงๆ แตกต่ำงกันที่ PC1 (54%) โดย C. tenuissimus ที่ระยะ 

stationary phase แยกออกจำกระยะอ่ืนๆ ที่ loading plot ของ PC1 สูงสุดที่สเปกตรัม 1018 cm-1, 1089 cm-

1 และ 1627 cm-1 ซึ่งเป็นช่วงของคำร์โบไฮเดรต ซิลิกำและ amide I of β-plated sheet structure ของโปรตีน

ที่ ใช้แยกควำมแตกต่ำงจำกไดอะตอมระยะอ่ืนๆ ตำมล ำดับ และที่  PC 2 ใช้แยกควำมแตกต่ำงของ C. 

tenuissimus ที่ระยะ stationary phase ออกจำก lag phase ได้ 28% มี loading plot ของ PC 2 ที่ใช้แยก

ควำมแตกต่ำงของไดอะตอมที่ช่วงควำมยำวคลื่น 1629 cm-1 และ 1008 cm-1 ซึ่งตรงกับ amide I of β-plated 

sheet structure ของโปรตีนและ fingerprint region ดังแสดงในรูปที่ 32  
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รูปภำพที่ 32 Principle component analysis (PCA) ของ C. tenuissimus ที่ระยะ lag phase (LAG) 

exponential phase (EXP) retardation phase (RET) และ stationary phase (STA) และ loading plot  

 

กำรวิเครำะห์ปริมำณของกรดไขมัน (3000-2800 cm-1) สำรสีแคโรทีนอยด์ (1740 cm-1) โปรตีน 

(amide I 1655 cm-1) คำร์โบไฮเดรต (1400-900 cm-1) และ ในตัวอย่ำงไดอะตอมที่เลี้ยงในอำหำรที่ควำมเค็ม 

30 ppt ในระยะกำรเจริญเติบโตระยะต่ำงๆ ของไดอะตอม Chaetoceros tenuissimus แสดงผลกำรวิเครำะห์ 

integral area ที่ช่วงควำมยำวคลื่นต่ำงๆ ดังรูปที่ 33   
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รูปภำพที่ 33 1st และ 2nd spectrum ของไดอะตอม Chaetoceros tenuissimus และ Integral area 

สเปคตรัมด้วยเทคนิค SR-FTIR microspectroscopy ที่เพำะเลี้ยงในควำมเค็ม 30 ppt ระยะกำรเจริญเติบโต

ต่ำงๆ  
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จำกผลกำรวิเครำะห์ SR-FTIR microspectroscopy และหำพ้ืนที่ใต้กรำฟในช่วงควำมยำวคลื่นต่ำงๆ 

integral area ด้วยโปรแกรม OPUS 7.5 และ unscrambler x 10.1 จำกผลกำรวิเครำะห์พบว่ำเซลล์ไดอะตอม 

C. tenuissimus ในระยะstationary phase (CHE30Sta) มีปริมำณของกรดไขมันและสำรกลุ่มแคโรทีนอยด์ที่

ช่วงควำมยำวคลื่น 3010 cm-1- 2850 cm-1 และ 1740 cm-1 สูงสุดรองลงมำได้แก่ CHE30Ret CHE30Exp และ 

CHE30Lag ตำมล ำดับ ปริมำณโปรตีน amide I (1630 cm-1) และ II (1554 cm-1) พบมำกสุดในไดอะตอม 

CHE30Sta และ CHE30Ret รองลงมำคือ CHE30Lag และ CHE30Exp ตำมล ำดับ ปริมำณคำร์โบไฮเดรต ที่ช่วง

ควำมยำวคลื่น 1500-1200 cm-1 (Deformation of CH2/C-C-H/H-C-O) และ 1200-950 cm-1 พบมำกที่สุดใน 

CHE30Ret และ CHE30Exp ไม่แตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ (p<0.05) รองลงมำใน CHE30Lag และ 

CHE30Sta ตำมล ำดับ ดังแสดงในรูปภำพที่ 32 

 ในขณะที่ Thallasiosira sp. ที่เลี้ยงในควำมเค็ม 30 แตะละระยะกำรเจริญเติบโต เมื่อวิเครำะห์แยก

ควำมแตกต่ำงของอินฟรำรเรดสเปกตรัมด้วย PCA analysis พบว่ำไดอะตอมในระยะ Lag phase แยกออกจำก 

ไดอะอตมในระยะต่ำงๆ ที่ PC1 (74%) ที่ช่วงควำมยำวคลื่น 1000, 1654, 1583 cm-1 ซ่ึงตรงกับ carbohydrate 

polysaccharide หรือ SiO บริเวณ fingerprint region และ amide I of α-plated sheet structure ของ

โปรตีนใน Lag phase ที่มีต่ ำกว่ำไดอะตอมที่ระยะอ่ืนๆ และท่ี PC-2 แยกไดอะตอม Thalassiosira ที่ระยะ 

retardation phase ออกจำกระยะอ่ืนที่ช่วงควำมยำวคลื่นของกรดไขมันหรือช่วงของสำรแคโรทีนอยด์ที่ 2963, 

2933 และ 1735 cm-1 และช่วงของ α-plated sheet structure ของโปรตีนที่ 1648 cm1- และช่วงของ

คำร์โบไฮเดรตที่ 1266, 1089 cm-1 ที่สูงกว่ำไดอะตอมในระยะอ่ืนๆ ดังรูปที่ 34 
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รูปภำพที่  34 Principle component analysis (PCA) ของ Thalassiosira sp. ที่ระยะ lag phase (LAG) 

exponential phase (EXP) retardation phase (RET) และ stationary phase (STA) และ loading plot 

เมื่อท ำกำรวิเครำะห์พื้นที่ใต้กรำฟของช่วงต่ำงๆ (interactive area) จำกอินฟรำเรดสเปกตรัมของกรด

ไขมันและสำรกลุ่มแคโรที่นอยด์ ที่ช่วงควำมยำวคลื่น 3010, 2930, 2870 ส ำหรับ C-H asymmetric stretching 

of-CH3 และ CH2 ของกรดไขมัน และช่วงคลื่นที่ 1743 cm-1  ของ C=O stretching of lipid ester พบว่ำ 

THA30Ret มีปริมำณกรดไขมันและสำรกลุ่มแคโรทีนอยด์ที่สูงที่สุด รองลงมำได้แก่ THA30Sta, THA30Lag และ 

THA30Exp ตำมล ำดับ และช่วงควำมยำวคลื่นของ amide I β- plated sheet structure ของโปรตีนที่ 1652 

cm1-, amide II (1546 cm-1) และปริมำณชของคำร์โบไฮเดรตที่ช่วงควำมยำวคลื่น 1241, 1087 cm-1  พบมำก

ที่สุดในไดอะอตอม Thalassiosira sp. 30 ppt ที่ระยะ stationary phase รองลงมำคือ THA30Ret, 

THA30Exp และ THA30Lag ตำมล ำดับ นอกจำกนี้ยังพบช่วงควำมยำวคลื่นที่ 890-810 เป็นช่วงกำรสั่นของหมู่

ฟังก์ชัน CH ในวงแหวนอะโรมำติกในไดอะอตอม THA30Ret ที่สูงอีกด้วยดังแสดงในรูปที่ แสดง IR spectrum 

และ 2nd derivative ของไดอะตอม Thalassiosira sp. ดังรูปที่ 35  
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รูปภำพที่  35 1st และ 2nd ของไดอะตอม Thalassiosira sp. ที่ระยะกำรเจิญเติบโตต่ำงๆ  และ Integral area 

สเปคตรัมด้วยเทคนิค SR-FTIR microspectroscopy 
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 ผลกำรวิเครำะห์พ้ืนที่ใต้กรำฟจำก IR spectrum ในเซลล์ไดอะตอมที่เลี้ยงในแต่ละสภำวะควำมเค็มที่

แตกต่ำงกันแสดงผลกำรทดลองดังรูปที่ xx ของไดอะตอมชนิด Chaetoceros sp. ในระยะ stationary phase ที่

ควำมเค็ม 20 ppt, 30 ppt และ 40 ppt พบว่ำเซลล์ไดอะอตอมที่ควำมเค็ม 30 ppt มีปริมำณกรดไขมันและสำร

กลุ่มแคโรทีนอยด์สูงสุด รองลงมำคือ 40 ppt และ 20 ppt ตำมล ำดับ โดยปริมำณโปรตีน amide I พบมำกที่สุด

ใน ไดอะตอมที่ เลี้ยงในควำมเค็ม 20 ppt, 30 ppt และ 40 ppt ตำมล ำดับ และปริมำณ amide II และ

คำร์โบไฮเดรต (โพลีแซคคำไรด์ และซิลิกำ) มีกำรสังเคำระห์มำกที่สุดในไดอะตอมที่เลี้ยงในอำหำรที่ควำมเค็ม 30 

ppt และ 40 ppt ตำมล ำดับ 

  

   

รูปภำพที่ 36 1st Integral area ของไดอะตอม Chaetoceros sp. สเปคตรัมด้วยเทคนิค SR-FTIR 

microspectroscopy 

 

ผลกำรวิเครำะห์พ้ืนที่ใต้กรำฟจำก IR spectrum ในเซลล์ไดอะตอมที่เลี้ยงในแต่ละสภำวะควำมเค็มที่

แตกต่ำงกันแสดงผลกำรทดลองดังรูปที่ xx ของไดอะตอมชนิด Thallassiosira sp. พบว่ำที่ควำมเค็ม 40 ppt ได

อะตอมมีกำรสังเครำะห์กรดไขมันและสำรสีกลุ่มแคโรทีนอยด์มำกกว่ำที่เลี้ยงในควำมเค็ม 20 ppt และ 30 ppt 

ตำมล ำดับ  และในไดอะตอมที่เลี้ยงในควำมเค็ม 20 ppt จะมีกำรสังเครำะห์สำรพวกคำร์โบไฮเดรต ได้แก่ 

polysacchalide และ SiO มำกกว่ำในควำมเค็ม 40 ppt และ 30 ppt ทั้งนีป้ริมำณโปรตีน amide I และ amide 

II ในไดอะตอมที่เลี้ยงในทุกควำมเค็มไม่มีกำรเปลี่ยนแปลงอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ (p <0.05) ดังรูปที่ 37 
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รูปภำพที่ 37 1st Integral area ของไดอะตอม Thalassiosira sp. สเปคตรัมด้วยเทคนิค SR-FTIR 

microspectroscopy 

 

5. ฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ 

 จำกผลกำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสรของสำรสกัดไดอะตอมทั้ง 3 ชนิดในแต่ละสภำวะกำรเพำะเลี้ยง

พบว่ำในสำรสกัดเมทธำนอลของไดอะตอม Chaetoceros sp. ระยะ stationary phase เลี้ยงในสภำวะควำมเค็ม 

20 ppt (CHE20Sta) มีควำมสำมำรถในกำรก ำจัดอนุมูลอิสระ DPPH สูงสุด โดยมีควำมเข้มข้นที่สำมำรถก ำจัด

อนุมูลอิสระได้ที่ 50 % (IC50) สูงสุดเท่ำกับ 0.48±0.02 mg/ml รองลงมำคือ CHE20Lag (0.51±0.10 mg/ml), 

CHE40Exp (0.65±0.02 mg/ml), CHE20Exp (0.72±0.01 mg/ml) และ CHE40Sta (0.74±0.09 mg/ml) 

ตำมล ำดับ นอกจำกนี้สำรสกัด CHE30Sta ยังมีควำมสำมำรถก ำจัดอนุมูลอิสระ ABTS•+ ดีที่สุดและสำมำรถก ำจัด

อนุมูลอิสระ ABTS•+ มำกกว่ำสำรมำตรฐำน Trolox (0.02±0.00 mg/ml) อย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ (p<0.05) ที่ 

IC50 เท่ ำกับ  0 .015±0.00 mg/ml รองลงมำคือสำรสกัด CHE30Exp (0.137±0.02 mg/ml) CHE40Sta 

(0.167±0.09 mg/ml) และ CHE30Ret (0.299±0.01 mg/ml) ตำมล ำดับ โดบสำรสกัด CHE ในทุกควำมเค็มที่

ระยะ Lag phase ไม่สำมำรถก ำจัดอนุมูลอิสระ ABTS•+ ได้ โดยมีค่ำ IC50 > 1.00 mg/ml  

 นอกจำกนี้ควำมสำมำรถในกำรให้อิเล็กตรอนเมื่อทดสอบด้วย FRAP assay ของสำรสกัดเมทธำนอลจำก

ไดอะตอม Chaetoceros sp. พบว่ำสำรสกัด CHE30Sta มีควำมสำมำรถในกำรให้อิเล็กตรอนเทียบเท่ำกับ

สำรละลำยมำตรฐำน Trolox แสดงในค่ำ mg Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC)/ g extract 
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สูงที่สุดเท่ำกับ 195.2±0.01 mg/ml รองลงมำคือสำรสกัด CHE30Ret (145.1±0.01 mg/ml), CHE20Ret 

(144.5 ±0.05 mg/ml), CHE20Exp (139.1±0.01 mg/ml) และ CHE20Sta (137.5±0.02 mg/ml) ตำมล ำดับ 

ดังแสดงในรูปที่ 38 

 

 

รูปภำพที่ 38 ฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระของสำรสกัดจำก Chaetoceros sp. ในสภำวะต่ำงๆ ด้วยวิธี DPPH, ABTS 

และ FRAP assay 
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กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสในสำรสกัดเมทธำนอลของไดอะตอม Odontella sp. ระยะ stationary 

phase เลี้ยงในสภำวะควำมเค็ม 30 ppt (ODO30Sta) มีควำมสำมำรถในกำรก ำจัดอนุมูลอิสระ DPPH สูงสุด โดย

มีควำมเข้มข้นที่สำมำรถก ำจัดอนุมูลอิสระได้ที่ 50 % (IC50) สูงสุดเท่ำกับ 0.098±0.04 mg/ml รองลงมำคือ 

ODO30Exp (0.231±0.02 mg/ml), ODO30Ret (0.536±0.06 mg/ml), ODO40Exp (0.671±0.02 mg/ml) 

และ ODO20Sta (0.797±0.05 mg/ml) ตำมล ำดับ นอกจำกนี้สำรสกัด ODO30Sta ยังมีควำมสำมำรถก ำจัด

อนุมูลอิสระ ABTS•+ ดีที่สุดที่ IC50 เท่ำกับ 0.057±0.04 mg/ml รองลงมำคือสำรสกัด ODO30Exp (0.065±0.02 

mg/ml) ODO20Sta (0.111±0.01 mg/ml) และ ODO40Sta (0.117±0.02 mg/ml) ตำมล ำดับ โดบสำรสกัด 

ODO ในที่ควำมเค็ม 20 ppt และ 40 ppt ที่ระยะ Lag phase ไม่สำมำรถก ำจัดอนุมูลอิสระ ABTS•+ ได้ โดยมีค่ำ 

IC50 > 1.00 mg/ml  

 นอกจำกนี้ควำมสำมำรถในกำรให้อิเล็กตรอนเมื่อทดสอบด้วย FRAP assay ของสำรสกัดเมทธำนอลจำก

ไดอะตอม Odontella sp. พบว่ำสำรสกัด ODO30Exp มีควำมสำมำรถในกำรให้อิเล็กตรอนเทียบเท่ำกับ

สำรละลำยมำตรฐำน Trolox สูงที่สุดเท่ำกับ 142.5±4.8 mg/ml รองลงมำคือสำรสกัด ODO20Sta (136.0±2.0 

mg/ml), ODO30Sta (133.1±0.6 mg/ml) และ ODO40Sta (110.4 ±0.02 mg/ml) ตำมล ำดับ ดังแสดงในรูปที่ 

39 
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รูปภำพที่ 39 ฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระของสำรสกัดจำก Odontella sp. ในสภำวะต่ำงๆ ด้วยวิธี DPPH, ABTS และ 

FRAP assay 
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 กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสในสำรสกัดเมทธำนอลของไดอะตอม Thallasiosira sp. ระยะ 

stationary phase เลี้ยงในสภำวะควำมเค็ม 20 ppt (THA20Exp) มีควำมสำมำรถในกำรก ำจัดอนุมูลอิสระ 

DPPH สูงสุด โดยมีควำมเข้มข้นที่สำมำรถก ำจัดอนุมูลอิสระได้ที่ 50 % (IC50) สูงสุดเท่ำกับ 0.091±0.01 mg/ml 

รองลงมำคือ THA30Sta (0.114±0.01 mg/ml), THA20Lag (0.121±0.06 mg/ml), THA40Exp (0.314±0.02 

mg/ml) และ THA30Exp (0.357±0.05 mg/ml) ตำมล ำดับ นอกจำกนี้สำรสกัด THA40Sta ยังมีควำมสำมำรถ

ก ำจัดอนุมูลอิสระ ABTS•+ ดีที่สุดที่ IC50 เท่ำกับ 0.056±0.07 mg/ml รองลงมำคือสำรสกัด THA30Sta 

(0.104±0.01 mg/ml) THA30Rea (0.147±0.01 mg/ml) และ THA20Exp (0.211±0.02 mg/ml) ตำมล ำดับ  

 นอกจำกนี้ควำมสำมำรถในกำรให้อิเล็กตรอนเมื่อทดสอบด้วย FRAP assay ของสำรสกัดเมทธำนอลจำก

ไดอะตอม Thallasiosira sp. พบว่ำสำรสกัด THA20Sta มีควำมสำมำรถในกำรให้อิเล็กตรอนเทียบเท่ำกับ

สำรละลำยมำตรฐำน Trolox สูงที่สุดเท่ำกับ 281.80±5.7 mg/ml รองลงมำคือสำรสกัด THA20Exp 

(278.30±3.5 mg/ml) THA30Exp (239.0±8.8 mg/ml), THA30Sta (193.50±9.2 mg/ml) ตำมล ำดับ ดัง

แสดงในรูปที่ 40 
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รูปภำพที่ 40 ฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระของสำรสกัดจำก Thallassiosira sp. ในสภำวะต่ำงๆ ด้วยวิธี DPPH, ABTS 

และ FRAP assay 

 

5. ฤทธิ์ยับย้ังกำรท ำงำนของเอนไซม์ 

 กำรทดสอบฤทธิ์ยับยั้งกำรท ำงำนของเอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับกำรลดเลือนริ้วรอย (Anti-elastase และ 

Anti-collagenase) กำรยับยั้งกำรสังเครำะห์เม็ดสีเมลำนิน (Anti-tyrosinase) และฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้อง
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กับควำมจ ำ (Anti-acetylcholinesterase) ในสำรสกัดเมทธำนอลจำกไดอะตอมทั้ง 4 ชนิด ได้แก่ CHE 30 sta, 

ODO 30 ret, ODO 30 exp และ THA 30 exp ให้ผลกำรทดสอบฤทธิ์ดังแสดงในตำรำงที่ xx  

เอนไซมไ์ทโรซิเนสเป็นเอนไซม์ที่ส ำคัญในกระบวนกำรสังเครำะห์เมลำนิน ซึ่งเป็นสำรที่ท ำให้เกิดสีบน

ผิวหนังของเรำเอนไซม์ เป็นกำรวิเครำะห์สำรท ำให้มีผิวขำวหรือสำรที่ยับยั้งเอนไซม์ไทโรสิเนสให้ ท ำงำนน้อยลง

เพ่ือรักษำภำวะ กำรเกิดฝ้ำ กระ และรอยด ำ จำกผลกำรทดสอบฤทธิ์ยับยั้งกำรท ำงำนของเอนไซม์ไทโรซิเนสในสำร

สกัดเมทธำนอลของไดอะตอม พบว่ำสำรสกัดเมทธำนอลจำกไดอะตอม CHE30Sta มีควำมเข้มข้นที่ยับยั้งกำร

ท ำงำนเอนไซม์ไทโรซิเนส 50% (IC50) ต่ ำสุดเท่ำกับ 79.30±1.14 µg/ml ซึ่งพบว่ำมีประสิทธิภำพในกำรยับยั้งกำร

ท ำงำนของเอนไซม์ไทโรซิเนสดีกว่ำสำรมำตรฐำนโคจิก (Kojic acid, IC50 88.92±0.71 µg/ml) รองลงมำคือ สำร

สกัด ODO 30 ret, ODO 30 exp และ THA 30 exp ตำมล ำดับโดยมีค่ำ IC50 ดังแสดงในตำรำงที่ 6  

เอนไซม ์elastase และ collagenase เป็นเอนไซมส์ ำคัญทีท่ ำให้เกิดริ้วรอย และท ำลำยควำมยืดหยุ่นของ

ผิวหนัง โดยเอนไซม์ ทั้ง 2 ชนิดนี้จะไปท ำลำยคอลลำเจนและอีลำสติน ที่เป็นส่วนประกอบส ำคัญของเนื้อเยื่อ

เกี่ยวพันของผิว หำกเอนไซม์ทั้งสองชนิดนี้ถูกท ำลำยจะส่งผลให้เกิดควำมหย่อนคล้อยและเกิดริ้วรอยที่บริเวณ

ผิวหนังขึ้นได ้ดังนั้นจำกกำรศึกษำฤทธิ์กำรยับยั้งกำรท ำงำนของเอนไซม์ elastase และ collagenase ของสำร

สกัดเมทธำนอลของไดอะตอม พบว่ำสำรสกัดจำกไดอะตอม  THA30exp (13.43±1.27 µg/ml), ODO30exp 

15.68±0.45 µg/ml, ODO30ret 22.02±0.44 µg/ml และ CHE30sta 22.23±1.74 µg/ml มีประสิทธิภำพใน

กำรยับยั้งกำรท ำงำนของเอนไซม์ elastase ที่ 50% หรือ IC50 ดีกว่ำสำรมำตรฐำน Quercetin (40.44±0.86 

µg/ml) ตำมล ำดับ โดยสำรสกัดไดอะตอมทุกชนิดมีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติจำกสำรมำตรฐำน 

(p<0.05) ดังแสดงในตำรำงที่ 6  นอกจำกนี้ยังพบว่ำที่ควำมเข้มข้น 250 µg/ml ของสำรสกัดจำกไดอะตอม  

THA30exp ODO30exp และ CHE30sta สำมำรถยับยั้งกำรท ำงำนของเอนไซม์ collagenase ได้มำกกว่ำสำร

มำตรฐำน EGCG มีแตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ (p < 0.05) และสำรสกัดจำกไดอะตอม ODO30exp มี

ควำมสำมำรถในกำรยับยั้งเอนไซม์ collagenase ต่ ำกว่ำสำรมำตรฐำน EGCG โดย ในสำรสกัด THA30exp 

CHE30sta, ODO30exp และ ODO30exp ที่ควำมเข้มข้น 250 µg/ml มีควำมสำมำรถในกำรยับยั้งกำรท ำงำน

ของเอนไซม์ collagenase เท่ำกับ 96.00±0.48 % 94.85±0.66% และ 92.95±0.48 % และ 69.30±1.19% 

ตำมล ำดับ ดังแสดงในตำรำงที่ 6 
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ตำรำงที่ 6 ผลของสำรสกัดไดอะตอมต่อกำรยับยั้งกำรท ำงำนของเอนไซม์ต่ำงๆ 

สำรทดสอบ Anti Elastase 
IC50 (µg/ml) 

Anti Tyrosinase 
IC50 (µg/ml) 

Anti Collagenase 
%inhibition at 

250 µg/ml 

Acetylcholinesterase 
Inhibitor  

at 1 mg/ml  
CHE 30 sta 22.23±1.74 79.30±1.14 94.85±0.66 NA 
ODO 30 ret 22.02±0.44 96.07±1.31 92.95±0.48 NA 
ODO 30 exp 15.68±0.45 346.61±13.49 69.30±1.19 24.99±0.90 
THA 30 exp 13.43±1.27 465.64±5.72 96.00±0.48 NA 
Quercetin 40.44±0.86 - - 72.30±1.78 
Kojic acid - 88.92±0.71 - - 
EGCG - - 89.48±0.96 - 

*mean ± S.D.  ** NA = No activity 

กำรทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ Acetylcholinesterase (AChE) ด้วยกำรวัดสีที่พัฒนำขึ้นจำกวิธีของเอ

ลแมน พบว่ำสำรสกัดจำก ODO30Exp ที่ควำมเข้มข้น 1 mg/ml มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ Acetylcholinesterase 

(AChE) เท่ำกับ 24.99±0.90 % และสำรสกัด CHE30Sta, ODO30Ret, THA30Exp ไม่มีฤทธิ์ยับยั้งกำรท ำงำน

ของเอนไซม์ AChE ดังตำรำงที่ 2 เมื่อเปรียบเทียบกับสำรมำตรฐำน Quercetin ที่ 1 mg/ml :ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งกำร

ท ำงำนของเอนไซม์ AChE เท่ำกับ 72.30±1.78% ดังแสดงในตำรำงที่ 6 

 

6. ฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ผิวหนังมนุษย์ human keratinocytes (HaCAT)  

 กำรศึกษำควำมเป็นพิษต่อเซลล์ human keratinocytes, (HaCaT) ด้วยวิธี MTT พบว่ำที่ควำมเข้มข้น 

10 µg/ml ของสำรสกัดไดอะตอม ODO30Exp และ THA30Exp ไม่มีควำมเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ผิวหนังมนุษย์ โดย

มีอัตรำกำรรอดชีวิตของเซลล์เท่ำกับ 107.3 7.20% และ 105.18±3.93% ตำมล ำดับ ในขณะที่สำรสกัดไดอะตอม 

CHE30Sta และ ODO30Ret ที่ควำมเข้มข้น 10 µg/ml มีอัตรำกำรรอดชีวิตของเซลล์เท่ำกับ 98.87±8.84% และ 

86.07±7.98% ตำมล ำดับ ทั้งนี้พบว่ำที่ควำมเข้มข้นสุดท้ำยที่ 250 µg/ml สำรสกัดจำกไดอะตอมมีอัตรำกำรรอด

ชีวิตของเซลล์ต่ ำกว่ำควำมเข้มข้นที่ 10 µg/ml ในทุกสำรสกัด ดังแสดงในตำรำงที่ 7 
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ตำรำงท่ี 7 ผลของสำรสกัดเมทธำนอลจำกไดอะตอมต่ออัตรำกำรรอดชีวิตของเซลล์ human keratinocytes, 

(HaCaT) ด้วยวิธี MTT assay 

สำรทดสอบ % Cell viability 
 10 µg/ml 100 µg/ml 250 µg/ml 

CHE 30 sta 86.07±7.98 26.85±0.72 14.68±0.67 
ODO 30 ret 98.87±7.84 70.20±0.72 20.14±1.59 
ODO 30 exp 107.3±7.2 97.4±3.8 93.0±4.9 
THA 30 exp 105.18±3.93 82.77±2.86 57.77±0.66 

      *mean ± S.D.  
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บทที่ 3 

อภิปรำยและวิจำรณ์ผลกำรทดลอง 

 

จำกรำยงำนวิจัยก่อนนี้พบว่ำสำหร่ำยกลุ่มไดอะตอมแต่ละชนิดสำมำรถทนต่อระดับของควำมทนเค็มที่

แตกต่ำงกัน โดยผลของควำมเค็มเกลือนอกจำกจะส่งผลตอกำรสะสมของมวลชีวภำพแล้ว ควำมเค็มยังสงผลใหสำ

หรำยกลุ่มไดอะตอมยังมีกระบวนกำรท ำงำนของเอนไซมบำงชนิดที่จะท ำใหสำหรำยเปลี่ยนจำกกำรสะสมแปงไป

สะสม สำรอำหำรในรูปของไขมัน และ/หรือ รงควัตถุแทน (Ramos et al., 2011) ดังนั้นกำรวิจัยนี้จึงเล็งเห็น

ควำมส ำคัญในกำรศึกษำผลของควำมเค็มที่ส่งผลต่อกำรสร้ำงสำรส ำคัญต่ำงๆ ได้แก่ สำรกลุ่มโพลีฟีนอล 

(สำรประกอบฟลีนอลิกและสำรประกอบฟลำโวนอยด์) สำรสีกลุ่มแคโรทีนอยด์ และกรดไขมัน ซึ่งจะส่งผลต่อกำร

เปลี่ยนแปลงสำรชีวโมเลกุลในระดับเซลล์ ท ำกำรทดสอบด้วยเทคนิค synchrotron FTIR-spectromicroscopy 

(SR-FTIR spectromicroscopy) รวมถึงคณะผู้ท ำวิจัยได้ท ำกำรศึกษำฤทธิ์ทำงชีวภำพของสำรสกัดจำกไดอะตอมที่

สภำวะควำมเค็มต่ำงๆ เพ่ือเป็นฐำนข้อมูลในกำรพัฒนำผลิตภัณฑ์ในอนำคต ดังนี้ 

1. ลำยพิมพ์นิ้วมือดีเอ็นเอของไดอะตอม 

กำรส ำรวจชนิดของไดอะตอมในชำยฝั่งทะเลภำคตะวันออกของจังหวัดชลบุรี เมื่อท ำกำรวิเครำะห์ลำย

พิมพ์นิ้วมือดีเอ็นเอของไดอะตอมทั้ง 3 ชนิด เพ่ือตรวจหำล ำดับเบสดี-เอ็นเอและน ำมำเปรียบเทียบกับฐำนข้อมูลใน 

Genbank (NCBI) เพ่ือยืนยันควำมเหมือนหรือควำมแตกต่ำงของล ำดับเบสดีเอ็นเอ พบว่ำ สำรสกัดดีเอ็นเอของ 

Chaetoceros tenuissimus Meunier (Family Chaetocerotaceae) แ ล ะ  Thalassiosira pseudonana 

Hasle & Heimdal (Family Thalassiosiraceae) นี้มี  %ident หรือเปอร์เซ็นต์ควำมใกล้เคียงเมื่อเทียบกับ

ฐำนข้อมูลจำกกำรใช้โปรแกรม BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) อยู่ที่ 96.27% และ 99.82% 

ตำมล ำดับ ทั้งนี้ไดอะตอมชนิด Odontella sp. ยังไม่ได้ท ำกำรเปรียบเทียบกับฐำนข้อมูลเนื่องจำกมีปริมำณดีเอ็น

เอที่น้อยและอำจท ำให้ได้ผลกำรวิเครำะห์ที่คำดเคลื่อน อีกทั้งเปอร์เซ็นต์ควำมใกล้เคียงเมื่อเทียบกับฐำนข้อมูลจำก

กำรใช้โปรแกรม BLASTต่ ำกว่ำ 90% จึงไม่รำยงำนกำรระบุชนิดของไดอะตอมดังกล่ำวในกำรทดลองนี้ อย่ำงไรก็

ตำมจำกำลักษณะสัณฐำนวิทยำด้วยกล้องจุลทรรศน์ของไดอะตอมชนิด Odontella sp.1 จำกรำยงำนตำมควำม

หลำกหลำยของเซนทริคไดอะตอม บริเวณเกำะสีชังและเกำะแสมสำร (อัจฉรำภรณ์ เปี่ยมสมบูณ์ 2559) พบว่ำได

อะตอมมีลักษณะเซลล์ด้ำนข้ำงเป็น รูปสี่เหลี่ยมผืนผ้ำยำว เรียงต่อกัน ด้ำนฝำนูนเล็กน้อย ปลำยสองข้ำงของหน้ำ

ฝำยกข้ึนเป็นเส้น เรียว ส่วนยื่น (processes) สองเส้นอยู่ ใกล้ส่วนปลำยที่ยกข้ึนทั้งสองข้ำง อำจเป็นไดอะตอมชนิด 
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Odontella sinensis (Greville) Grunow (Familly Triceratiaceae) ซึ่งไดอะตอมทั้ง 3 ชนิดพบว่ำมีรำยงำนใน

บริเวณหมู่เกำะสีชังและแสมสำร ดังนั้นจึงน ำไดอะตอมทั้ง 3 ชนิดนี้ ท ำกำรศึกษำกำรเลี้ยงภำยใต้สภำวะควำมเค็ม

ที่ 20 ppt 30 ppt และ 40 ppt เพ่ือวิเครำะห์ปริมำณสำรสีกลุ่มแคโรทีนอยด์ กรดไขมัน สำรประกอบฟลำโว

นอยด์รวม และสำรประกอบฟลีนอลิกรวมในไดอะตอมที่ระยะกำรเจริญเติบโตต่ำงๆ ได้แก่ lag, exponential, 

retardation และ stationary phase เป็นต้น 

2. ประสิทธิภำพกำรสกัดสำรต้ำนอนุมูลอิสระในไดอะตอม ด้วยตัวท ำละลำยที่ต่ำงกัน 

จำกผลกำรศึกษำพบว่ำสำรสกัดเมทธำนอลมีประสิทธิภำพในกำรสกัดไดอะตอม ทั้ง 3 ชนิดที่ควำมเค็ม 30 

ppt ระยะ stationary phase มีฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ (ABTS assay) มำกกว่ำสำรสกัดไดอะตอมจำกเมทำนอลต่อ

เอธทิลอะซีเตท 50% (v/v) และสำรสกัดไดอะตอมจำกเมทำนอลต่ออะซีโตน 50% (v/v) ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับ

กำรศึกษำก่อนหน้ำนี้ของ Hemalatha  et al. (2013) และ Uma et al., 2011 โดยปริมำณสำรสกัดไดอะตอมที่

สกัดด้วยเมทธำนอลจะพบปริมำณของสำรประกอบกลุ่มฟีนอลลิกและฟลำโวนอยด์ที่มำกกว่ำสำรสกัดไดอะตอมที่

สกัดด้วย เมทำนอลต่อเอธทิลอะซีเตท 50% (v/v) และสำรสกัดไดอะตอมจำกเมทำนอลต่ออะซีโตน 50% (v/v) 

ตำมล ำดับ สำรประกอบกลุ่มฟีนอลลิกและฟลำโวนอยด์ เป็นโพลีฟีนอลที่มีคุณสมบัติสำรต้ำนอนุมูลอิสระ 

(Chankaew  et al., 2018) ดังนั้นกำรศึกษำนี้จึงเลือกใช้สำรสกัดเมทธำนอลจำกไดอะตอมในแต่ละสภำวะ

ท ำกำรศึกษำต่อไป โดยพบว่ำในไดอะตอมแต่ละชนิดมีปริมำณสำรสกัดต่อน้ ำหนักเปียกของไดอะตอมที่แตกต่ำงกัน 

โดยไดอะตอมชนิด Thalassiosira sp. ในสภำวะต่ำงๆ มีปริมำณสำรสกัดสูงกว่ำไดอะตอมชนิด Chaetoceros 

sp. และ Odontella sp. ตำมล ำดับ สำรสกัดเมทธำนอลจำก Thalassiosira s. เพำะเลี้ยงด้วยอำหำรที่ควำมเค็ม 

30 ppt (RET) 20 ppt (EXP) และ 40 ppt (RET) มีปริมำณสำรสกัดเมทำนอลสูงที่สุดตำมล ำดับ สำรสกัดเมทำ

นอลจำก Odontella sp. มีปริมำณสำรสกัดเมทำนอลต่ ำที่สุดที่ 40 ppt (LAG) ทั้งนี้อำจเกิดจำกขนำดของเซลล์

ไดอะตอม Thallasiosira ที่มีขนำดใหญ่กว่ำไดอะตอมอ่ืนๆ  

3. ปริมำณสำรประกอบฟีนอลิกรวมและสำรประกอบฟลำโวนอยด์รวมในสำรสกัดไดอะตอม 

ปริมำณสำรประกอบฟีนอลิกรวมจำกสำรสกัดเมทำนอลของไดอะตอมทั้ง 36 ตัวอย่ำง พบว่ำในสำรสกัด

จำกไดอะตอม ODO30Sta มีปริมำณฟีนอลิกรวมสูงสุด  รองลงมำคือ THA40Sta THA30Sta THA30Ret 

ODO30Exp และ CHE 30 Exp ตำมล ำดับ ในขณะที่ปริมำณสำรประกอบฟลำโวนอยด์รวมพบสูงสุดจำกสำรสกัด

พบสูงสุดจำกสำรสกัด Chaetoceros sp. ที่ เพำะเลี้ยงในควำมเค็ม 20 ppt ที่ระยะ exponential phase 

(CHE20Exp), stationary phase (CHE20Sta) และ retardation phase (CHE20Ret) THA30Sta THA30Exp, 

THA30Ret THA40Exp ODO40Sta ODO30Ret และ ODO30Sta ตำมล ำดับ ทั้งนี้ ปริมำณฟีนอลิกที่ได้จำกกำร
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สกัดนั้นจะขึ้นอยู่กับ ตัวแปรหลำยอย่ำง เช่น อุณหภูมิ เวลำ อัตรำส่วนของ ตัวท ำละลำยต่อปริมำณของไดอะตอม

ที่สกัด (Pinelo et al., 2005) และชนิดของตัวท ำละลำย ซึ่งลักษณะทำงเคมี และโครงสร้ำงของตัวท ำละลำยแต่

ละชนิดจะเป็น ตัวแปรที่ส ำคัญเพรำะเป็นตัวก ำหนดปริมำณและชนิด ของสำรประกอบฟีนอลิกที่สกัดได้ (อิสระ

วัฒน์ และ เฉลิม, 2556) รวมทั้งคุณสมบัติกำรมีขั้วและไม่มีขั้วของตัวท ำละลำยมีผลต่อกำรสกัดสำรประกอบฟี

นอลิกได้แตกต่ำงกัน (วรศิรำ และคณะ, 2553)  

3. ปริมำณสำรกลุ่มแคโรทีนอยด์และกรดไขมันในสำรสกัดจำกไดอะตอม 

   3.1 ชนิดและปริมำณสำรกลุ่มแคโรทีนอยด์ในสำรสกัดจำกไดอะอตอม 

สำรสีในกลุ่มแคโรทีนอยด์ จัดเป็นสำรต้ำนอนุมูลอิสระที่พบในธรรมชำติ ซึ่งสำมำรถพบได้ทั่วไปในพืชผักที่

มีสีเหลืองส้ม ส้มแดง และแดง เช่น แครอท ฟักทอง มะเขือเทศ รวมไปถึง สำหร่ำย มีรำยงำนกำรศึกษำและพบ 

อนุพันธ์ของแคโรทีนอยด์ในธรรมชำติแล้วมำกกว่ำ 750 ชนิด (Sakagami et al., 2010) แคโรทีนอยด์จะเป็นรงค

วัตถุส ำคัญใน กำรสังเครำะห์แสง ช่วยดูดซับรับพลังงำน ในขณะเดียว กันก็ป้องกันอันตรำยที่จะเกิดจำกพลังงำน

ส่วนเกินจำก แสง อีกท้ังดักจับอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นในระหว่ำงกำร สังเครำะห์แสง Miller et al., 1996  ในมนุษย์ 

แคโรทีนอยด์เป็นสำรต้ำน อนุมูลอิสระ ต้ำนกำรอักเสบ ตลอดจนช่วยส่งเสริม ระบบภูมิคุ้มกัน (Rao and Rao 

2007) จำกผลกำรทดลองพบว่ำปริมำณสำรกลุ่มแคโรทีนอยด์ในสำรสกัดไดอะตอมรวมมีปริมำณสูงสุดใน 

Thallasiosira sp. ระยะ stationary phase ที่เลี้ยงในควำมเค็ม 20 ppt มีปริมำณสำรกลุ่มแคโรทีนอยด์รวม

สูงสุด รองลงมำคือ Odontella sp. ที่ระยะ  stationary phase เลี้ยงในควำมเค็ม 30 ppt โดยสำรสกัดจำกได

อะตอม Cheatoceros sp. พบว่ำมีปริมำณสำรสีกลุ่มแคโรทีนอยด์รวมต่ ำกว่ำไดอะตอมทั้งสองชนิดข้ำงต้น ซึ่ง 

Chaetoceros sp. ในระยะ stationary phase ที่เพำะเลี้ยงในอำหำรที่ระดับควำมเค็ม 20 ppt และ 40 ppt พบ

ปริมำณของสำรสีกลุ่มแคโรทีนอยด์มำกท่ีสุด โดยกำรศึกษำค้นคว้ำเพ่ิมเติมพบว่ำมีงำนวิจัย หลำยชิ้นระบุถึงผลของ

กำรเติมแหล่งคำร์บอนภำยนอก ลงไปในอำหำรเลี้ยงเชื้อว่ำสำมำรถกระตุ้นให้สำหร่ำย สร้ำงและสะสมสำรกลุ่มแค

โรทีนอยด์ได้ รวมไปถึงกำร สังเครำะห์คีโตแคโรทีนอยด์ที่เกิดขึ้นเนื่องจำกเอนไซม์ ที่มีส่วนช่วยในกำรเปลี่ยนสำร

เบต้ำแคโรทีนไปเป็น แอสตำแซนธินถูกกระตุ้นระดับกำรท ำงำนให้มำกขึ้น โดยเอนไซม์เหล่ำนี้จะมีต ำแหน่งของกำร

ท ำปฏิกิริยำ ทำงชีวเคมีอยู่ที่เม็ดสี (plastid) ซึ่งเป็นแหล่งเก็บสะสม สำรเบต้ำแคโรทีน ผลกำรทดลองครั้งนี้

สอดคล้องกับรำยงำน กำรวิจัยก่อนหน้ำซึ่งเกือบทั้งหมดมีวัตถุประสงค์ท่ีจะ กระตุ้นไดอะตอมให้ผลิตและสะสมสำร

กลุ่มแคโรทีนอยด์ท่ีมีมูลค่ำสูง 
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ทั้งนี้ผลของสำรกลุ่มแคโรทีนอยด์ที่พบในไดอะตอม Chaetoceros sp. ให้ผลต่ำงจำกปริมำณสำรฟลำโว

นอยด์ที่สูงสุดในสำรสกัดของไดอะตอมชนิดนี้ จึงสำมำรถสรุปได้ว่ำสำรกลุ่มฟลำโวนอยด์ที่พบในไดอะตอม 

Chaetoceros sp. อำจเป็นสำรกลุ่มอ่ืน  

  

3.2 ชนิดและปริมำณกรดไขมันในสำรสกัดจำกไดอะตอม 

ในสำรสกัดไดอะตอม Chaetoceros sp. ที่สภำวะต่ำงๆ พบว่ำมีกรดไขมันชนิด Mryristic acid สูงสูด 

รองลงมำคือ Palmitic acid และ Margaric acid ตำมล ำดับ โดยพบกรดไขมันไม่อ่ิมตัวกลุ่มโอเมก้ำ-3 ได้แก่ 

eicosapentaenoic acid (EPA) ใน ส ำรส กั ด  CHE30Lag (1.07±0.28 %), CHE30Ret (0.80±0.16%) แ ล ะ 

CHE40Ret (0.34±0.07%) ตำมล ำดับ โดยในสำรสกัดไดอะตอมทั้ง 6 ตัวอย่ำงนี้ไม่พบกรดไขมันไม่อ่ิมตัว DHA ดัง

แสดงในตำรำงที่ xxx ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับกำรศึกษำของ Thompson, (1992) และ Seto et al., (1984) ซึ่งอำจ

เป็นไปได้ว่ำ linolenic acid มีกำรสังเครำะห์ไปเป็น EPA มำกจึงท ำให้มีปริมำณ EPA ค่อนข้ำงมำก ส่วนสำรสกัด

ไดอะตอม Odontella sp. ที่ สภำวะต่ำงๆ พบว่ำมีกรดไขมันชนิด Palmitic acid  สู งสูด รองลงมำคือ 

Palmitoleic acid, Margaric acid และ Mryristic acid ตำมล ำดับ โดยพบกรดไขมันไม่อ่ิมตัวเชิงซ้อนกลุ่มโอ

เมก้ำ-3 ได้แก่ eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5, n-3) ในสำรสกัด ODO30Ret สูงสุด (12.32±0.17%) 

ร อ ง ล ง ม ำ คื อ  ODO40Sta (6.74±0.33%) ODO40Ret (6.59±0.19%) แ ล ะ  ODO30Sta (6.00±0.33%) 

ตำมล ำดับ และพบกรดไขมันไม่อ่ิมตัวเชิงซ้อนกลุ่มโอเมก้ำ-3 decosahexaenoic acid (DHA, 22:6, n-3) สูงสุด

ในสำรสกัดไดอะตอม ODO20Ret (0.73±0.04%) รองลงมำคือสำรสกัดจำก ODO30Ret (0.52±0.03%), 

ODO40Ret (0.46±0.34%) ตำมล ำดับ ดังแสดงในตำรำงที่ xxx ส่วนสำรสกัดไดอะตอม Thallasiosira sp. ที่

สภำวะต่ำงๆ พบว่ำมีกรดไขมันชนิด Palmitoleic acid สูงสุดในสำรสกัดและในสำรสกัดพบว่ำมี Palmitic acid 

และ Margaric acid ค่อนข้ ำงสู งตำมล ำดับ  โดยพบกรดไขมัน ไม่ อ่ิมตั ว เชิ งซ้ อนกลุ่ ม โอ เมก้ำ -3 ได้แก่ 

eicosapentaenoic acid (EPA, 2 0 : 5 , n-3 )  ใ น ส ำ ร ส กั ด  THA40Sta (18.15±0.13%) THA20Ret 

(15.58±0.25%) ตำมล ำดับ ไม่พบกรดไขมันไม่ อ่ิมตัวเชิงซ้อน  DHA ในสำรสกัดไดอะตอม THA30Ret และ 

THA40Exp ดังแสดงในตำรำงที่ xx   

ทั้งนี้ปัจจัยในกำรเพำะเลี้ยงไดอะตอมแต่ละชนิด มีผลต่อกำรผลิตองค์ประกอบทำงเคมีชนิดต่ำงๆ ในเซลล์ 

จะเห็นได้จำกไดอะตอมที่เลี้ยงในสภำวะควำมเค็มต่ำงๆกันมีผลต่อกำรสร้ำงกรดไขมันไม่อ่ิมตัวเพ่ิมขึ้นซึ่งอำจเกิด

จำกกำรเปลี่ยนแปลงของของเหลวในชั้นฟอสโฟลิพิในเซลล์เมมเบรนจำกสภำวะเครียดในอำหำรเลี้ยง โดยขึ้นกับ

ระดับของกรดไขมันไม่อ่ิมตัว ด้วยกำรเพ่ิมระดับของของเหลวที่สัมพันธ์กับกำรเพิ่มจ ำนวพันธะคู่ในโมเลกุลของกรด
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ไขมัน โดยเมื่อไดอะตอมถูกเลี้ยงในสภำวะเครียดที่เพ่ิมมำกขึ้น จะเห็นว่ำกรดไขมันอ่ิมตัวจะเพ่ิมมำกขึ้น ในขณะที่

กรดไขมันไม่อ่ิมตัวจะลดลง (Renaud et al., 2002) ทั้งนี้กำรหำสภำวะควำมเค็มที่ 30 ppt และ 40 ppt พบว่ำมี

ผลต่อกำรเพ่ิมจ ำนวนกรดไขมันไม่อ่ิมตัวมำกขึ้น ในขณะที่ระดับควำมเค็ม 40 ppt มีผลต่อกำรเพ่ิทขึ้นของกรด

ไขมันไม่อ่ิมตัว EPA ในไดอะตอม Odontella sp และ Thalassiosira sp. นอกจำกควำมเค็ม ยังพบว่ำควำมเข้ม

แสง อุณหภูมิ สภำวะขำดแคลนไนโตรเจนและซิลิเกต ยังส่งผลต่อกำรผลิตกรดไขมันชนิดต่ำงๆ อีกด้วย (Shifrin 

and Chrisholm (1981); Reitan et al., 1994) 

 

4. กำรประยุกต์ใช้เทคนิค SR-FTIR spectromicroscope ในกำรวิเครำะห์ปริมำณสำรสีแคโรทีนอยด์และกรด

ไขมันในไดอะตอมที่เลี้ยงในควำมเค็มต่ำงๆ  

งำนวิจัยนี้ ไม่ได้ด ำเนินกำรทดสอบด้วยเทคนิค RAMAN- spectroscopy เนื่องจำกต้องใช้ระยะเวลำในกำรขอ

ใช้เครื่องมือดังกล่ำว อีกและเทคนิค Synchrotron FTIR microspectroscopy เป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภำพ มี

ควำมแม่นย ำสูง และรวดเร็ว และสำมำรถวิเครำะห์ปริมำณสำร carotenoid และกรดไขมันได้ในระดับเซลล์เดี่ยวๆ 

ได้  มี ป ระสิทธิภ ำพมำกกว่ำ  RAMAN- spectroscopy  (Thumanu et al., 2009) จำกกำรวิ เครำะห์  IR 

spectrum ของสำรมำตรฐำน astaxanthin และกรดไขมันไม่อ่ิมตัว (PUFA marine) พบว่ำที่ช่วงคลื่นที่ 3013 

cm-1, 2929 cm-1 และ 2852 cm-1 เป็นช่วงคลื่นที่มีกำรสั่นของ C-H asymmetric stretching of-CH3 และ CH2 

ของกรดไขมัน และช่วงคลื่นที่ 1743 cm-1  ของ C=O stretching of lipid ester ซึ่งตรงช่วงควำมยำวคลื่นของ

สำรเบต้ำแคโรทีนในกำรศึกษำของ Liu and Huang, 2016 ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกใช้ช่วงควำมยำวคลื่นนี้ในกำร

วิเครำะห์เชิงปริมำณของสำรสีกลุ่มแคโรทีนอยด์และกรดไขมันในไดอะตอมที่เลี้ยงในระดับควำมเค็มต่ำงๆ 

นอกจำกนี้จำกจำกำรวิเครำะห์ IR spectrum ของไดอะตอมแต่ละระยะแสดงช่วงควำมยำมคลื่นของ Amide I of 

α-helical structure ของโปรตีน ตรงกับช่วง 1655 cm-1 หรือ Amide I of β-plated sheet structure ของ

โปรตีนตรงช่วงควำมยำวคลื่น 1637 cm-1 และท่ีช่วง 1550-1520 cm-1  Amide II band ของโปรตีน ในช่วงควำม

ยำวคลื่นของคำร์โบไฮเดรตที่ 1427 cm-1 และ 1355 cm-1 เป็นช่วงคลื่นที่มีกำรสั่นของหมู่ฟังก์ชัน O-CH และC-

C-H ในโครงสร้ำงคำร์โบไฮเดรต หรือกำรสั่นของหมู่ฟังก์ชั่น OH ที่อยู่ในหมู่ C-OH ช่วงควำมยำวคลื่นที่ 1259 -

1153 cm-1 เป็นช่วงคลื่นที่มีกำรสั่นของหมู่ฟังก์ชัน C-H stretching หรือ  CO ของคำร์โบไฮเดรต ช่วงควำมยำว

คลื่นที่มำกท่ีสุดที่ 1107 ถึง 1080 cm-1 และ 1062 ถึง 970 cm-1 เป็นช่วงที่มีกำรสั่นของหมู่ฟังก์ชัน C-O ใน C-O-

C ของคำร์โบไฮเดรตและซิลิกำ (SiO) และที่ช่วง 890-810 เป็นช่วงกำรสั่นของหมู่ฟังก์ชัน CH ในวงแหวนอะโร

มำติก ที่เป็นองค์ประกอบในไดอะอตอมแสดงควำมแตกต่ำงของไดอะตอมแต่ละชนิดที่เพำะเลี้ยงที่ควำมเค็ม 30 
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ppt ในแต่ละระยะกำรเจริญเติบโตของไดอะตอม ได้แก่ lag, exponential, retardation และ stationary 

phase ด้วย PCA analysis ของอินฟรำเรดสเปกตรัม 2nd derivative สำมำรถสรุปได้ดังนี้ 

1. ไดอะตอมชนิด Chaetoceros tenuissimus  ในแต่ละระยะกำรเจริญเติบโตมีควำมแตกต่ำงกัน โดยพีค
จำก IR spectrum จะแสดงถึงกำรสั่นของหมู่ฟังก์ชันที่สอดคล้องกับสำรชีวโมเลกุลต่ำงๆ แตกต่ำงกันที่ช่วงควำม
ยำวคลื่น 1018 cm-1, 1089 cm-1 และ 1627 cm-1 ซึ่งสอดคล้องกับช่วงของคำร์โบไฮเดรต ซิลิกำและ amide I 

of β-plated sheet structu re ของโปรตีนที่ใช้แยกควำมแตกต่ำงจำกไดอะตอมระยะอ่ืนๆ นอกจำกนี้ C. 
tenuissimus ที่ระยะ stationary phase แตกต่ำงจำก lag phase ช่วงควำมยำวคลื่น 1629 cm-1 และ 1008 

cm-1 ซึ่ งตรงกับ  amide I of β-plated sheet structure ของโป รตีนและ fingerprint region ซึ่ ง ให้ ผล
สอดคล้องกับกำรศึกษำก่อนนี้ ( ซึ่งพบว่ำในไดอะตอม Chaetoceros sp. มีปริมำณของโปรตีนที่สูงและที่ระยะ 

stationary phase เป็นระยะที่มีปริมำณโปรตีน amide I of β-plated sheet structure สูงกว่ำระยะอ่ืนๆ โดย
ในระยะ lag phase เป็นระยะที่ไดอะตอมมีกำรสังเครำะห์โปรตีนดังกล่ำวต่ ำจึงสำมำรถแยกควำมแตกต่ำงระหว่ำง 
stationary phase และ lag phase ได ้

นอกจำกนี้จำกผลกำรวิเครำะห์ SR-FTIR microspectroscopy และหำพ้ืนที่ใต้กรำฟในช่วงควำมยำว

คลื่นต่ ำงๆ integral area ด้ วยโปรแกรม OPUS 7.5 และ unscrambler 10x พบว่ำเซลล์ ไดอะตอม C. 

tenuissimus ที่เลี้ยงในอำหำรควำมเค็ม 30 ppt ในระยะ stationary phase มีปริมำณของกรดไขมันและสำร

กลุ่มแคโรทีนอยด์ (ที่ควำมยำวคลื่น 3010, 2929, 2850 และ 1740 cm-1) สูงสุดรองลงมำได้แก่ retardation, 

exponential และ lag phase ตำมล ำดับ ปริมำณโปรตีน amide I (1630 cm-1) และ II (1554 cm-1) พบมำกสุด

ระยะ stationary phase และ retardation phase ตำมล ำดับ ส่วนปริมำณคำร์โบไฮเดรต ที่ช่วงควำมยำวคลื่น 

1500-1200 cm-1 (Deformation of CH2/C-C-H/H-C-O) และ 1200-950 cm-1 พบมำกที่ สุ ด ในระยะ 

retardation และ exponential phase ไม่แตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ (p<0.05)  

 2. ไดอะตอม Thallasiosira sp. ที่เลี้ยงในควำมเค็ม 30 ppt แต่ละระยะกำรเจริญเติบโต เมื่อวิเครำะห์

แยกควำมแตกต่ำงของอินฟรำเรดสเปกตรัมด้วย PCA analysis พบว่ำไดอะตอมในระยะ Lag phase แยกออก

จำก ไดอะตอมในระยะต่ำงๆ ที่  PC1 (74%) ที่ช่วงควำมยำวคลื่น 1000, 1654, 1583 cm-1 ซึ่ งตรงกับ 

carbohydrate polysaccharide หรือ SiO บริ เวณ  fingerprint region และ amide I of α-plated sheet 

structure ของโปรตีน และที่ PC-2 แยกไดอะตอม Thalassiosira ที่ระยะ retardation phase ออกจำกระยะ

อ่ืนที่ช่วงควำมยำวคลื่นของกรดไขมันหรือช่วงของสำรแคโรทีนอยด์ที่ 2963, 2933 และ 1735 cm-1 และช่วงของ 

α-plated sheet structure ของโปรตีนที่ 1648 cm1- และช่วงของคำร์โบไฮเดรต polysaccharide และซิลิกำ
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ที่ช่วงควำมยำวคลื่น 1266, 1089 cm-1 ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับงำนวิจัยของ Kamalanathan et al., (2019) 

รำยงำนผลของกำรเปลี่ยนแปลงสภำวะของ 

เมื่อท ำกำรวิเครำะห์พ้ืนที่ใต้กรำฟของช่วงต่ำงๆ (interactive area) จำกอินฟรำเรดสเปกตรัมของกรด

ไขมันและสำรกลุ่มแคโรที่นอยด์ ที่ช่วงควำมยำวคลื่น 3010, 2930, 2870 ส ำหรับ C-H asymmetric stretching 

of-CH3 และ CH2 ของกรดไขมัน และช่วงคลื่นที่  1743 cm-1  ของ C=O stretching of lipid ester พบว่ำ 

THA30Ret มีปริมำณกรดไขมันและสำรกลุ่มแคโรทีนอยด์ที่สูงที่สุด รองลงมำได้แก่ THA30Sta, THA30Lag และ 

THA30Exp ตำมล ำดับ และช่วงควำมยำวคลื่นของ amide I β- plated sheet structure ของโปรตีนที่ 1652 

cm1-, amide II (1546 cm-1) และปริมำณชของคำร์โบไฮเดรตที่ช่วงควำมยำวคลื่น 1241, 1087 cm-1  พบมำก

ที่ สุ ด ใน ไดอะอตอม  Thalassiosira sp. 30  ppt ที่ ระยะ  stationary phase รองล งม ำคื อ  THA30Ret, 

THA30Exp และ THA30Lag ตำมล ำดับ นอกจำกนี้ยังพบช่วงควำมยำวคลื่นที่ 890-810 เป็นช่วงกำรสั่นของหมู่

ฟังก์ชัน CH ในวงแหวนอะโรมำติกในไดอะอตอม THA30Ret ที่สูงอีกด้วยดังแสดงในรูปที่ แสดง IR spectrum 

และ 2nd derivative ของน ้ำผึ้ง ดังรูปที่ 13  สอดคล้องกับกำรศึกษำก่อนนี้ของ Meksiarun และคณะ 2015  

อย่ำงไรก็ตำมงำนวิจัยนี้ ไม่ได้ด ำเนินกำรทดสอบด้วยเทคนิค RAMAN- spectroscopy เนื่องจำกต้องใช้

ระยะเวลำในกำรขอใช้เครื่องมือดังกล่ำว และเทคนิค Synchrotron FTIR microspectroscopy เป็นเทคนิคที่มี

ประสิทธิภำพ มีควำมแม่นย ำสูง และรวดเร็ว และสำมำรถวิเครำะห์ปริมำณสำร carotenoid และกรดไขมันได้ใน

ระดับเซลล์เดี่ยวๆ ได้ 

 

5. ฤทธิ์ทำงชีวภำพของสำรสกัดไดอะตอมที่เลี้ยงในควำมเค็มระดับต่ำงๆ  

 จำกกำรเพำะเลี้ยงไดอะตอมในสภำวะควำมเค็มที่แตกต่ำงกัน น ำไปสู่กำรสังเครำะห์ สำรสีแคโรทีนอยด์

และกรดไขมันที่แตกต่ำงกัน ซึ่งสำรดังกล่ำส่งผลต่อกำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพ ได้แก่ สำรต้ำนอนุมูลอิสระ ต้ำนกำร

อักเสบ ตลอดจนช่วยส่งเสริมระบบภูมิคุ้มกัน ต้ำนกำรเกิดริ้วรอย รวมถึงช่วยป้องกันควำมเสื่อมของระบบประสำท 

() จึงน ำมำสู่กำรศึกษำฤทธิ์ต่ำงๆทำงชีวภำพ ของสำรสกัดจำกไดอะตอม ได้แก่  

 จำกผลกำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ ในสำรสกัดของไดอะตอมทั้งสำมชนิดพบว่ำ สำรสกัดเมทธำนอล

ของไดอะตอม Chaetoceros sp. ระยะ stationary phase เลี้ยงในสภำวะควำมเค็ม 20 ppt (CHE20Sta) มี

ควำมสำมำรถในกำรก ำจัดอนุมูลอิสระ DPPH สูงสุด โดยมีควำมเข้มข้นที่สำมำรถก ำจัดอนุมูลอิสระได้ที่ 50 % 

(IC50) สูงสุดเท่ำกับ 0.48±0.02 mg/ml และสำรสกัด CHE30Sta ยังมีควำมสำมำรถก ำจัดอนุมูลอิสระ ABTS•+ ดี
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ที่สุดและสำมำรถก ำจัดอนุมูลอิสระ ABTS•+ มำกกว่ำสำรมำตรฐำน Trolox (0.02±0.00 mg/ml) อย่ำงมีนัยส ำคัญ

ทำงสถิติ (p<0.05) ที่ IC50 เท่ำกับ 0.015±0.00 mg/ml โดยสำรสกัด CHE ในทุกควำมเค็มที่ระยะ Lag phase ไม่

สำมำรถก ำจัดอนุมูลอิสระ ABTS•+ ได้ โดยมีค่ำ IC50 > 1.00 mg/ml ซึ่งสอดคล้องกับปริมำณสำรประกอบฟลำโว

นอยด์รวมพบสูงสุดจำกสำรสกัดพบสูงสุดจำกสำรสกัด Chaetoceros sp. ที่เพำะเลี้ยงในควำมเค็ม 20 ppt 

อย่ำงไรก็ตำมจำกกำรทดลองนี้พบว่ำในสำรสกัดจำกไดอะตอม Chaetoceros มีสำรสีกลุ่มแคโรทีนอยด์เป็น

ส่วนประกอบน้อยกว่ำ Odontella และ Thalassiosira ดังนั้นฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระอำจเกิดจำกสำรประกอบฟลำ

โวนอยด์ชนิดอ่ืนที่พบในสำรสกัด Chaetoceros  ซึ่งมีคุณสมบัติในกำรเป็นตัวก ำจัดอนุมูลอิสระ DPPH ซึ่งเป็น

อนุมูลไนโตรเจนที่คงตัว สีม่วง ในขณะที่อนุมูลอิสระ ABTS+ เป็นกำรวัดควำมสำมำรถของสำรทดสอบในกำรก ำจัด

อนุมูลอิสระโดยวิธีให้ไฮโดนเจนอะตอม เป็นกำรก ำจัดอนุมูลอิสระชนิดเปอร์ออกซี () ซึ่งเป็นกำรศึกษำในตัวท ำ

ละลำยอินทรีย์ ดังนั้นจึงควรมีกำรศึกษำฤทธิ์ในกำรต้ำนอนุมูลอิสระในตัวกลำงน้ ำซึ่งจ ำลองสภำวะในร่ำ งกำยของ

มนุษย์ด้วย เช่น กำรวัดกำรเกิดปฏิกิริยำ reduction ของ Fe3+-TPTZ ไปเป็น Fe2+-TPTZ ด้วยวิธี FRAP () ซึ่ง

ผลกำรศึกษำพบว่ำสำรสกัดไดอะตอม Thalassiosira และ Odontella sp ซึ่งประกอบด้วยสำรฟีนอลลิกสูงสุด

ตำมล ำดับ แสดงว่ำมีสำรที่มีโครงสร้ำงหลักประกอบด้วย Aromatic ring แทนที่ด้วย hydroxy group ซึ่งกลไก

ของสำรจ ำพวกฟีนอลในกำรต้ำนอนุมูลอิสระคือจะเคลื่อนย้ำยอิเล็กตรอนไปทั่วโครงสร้ำง (delocalization) และ

ท ำให้โครงสร้ำงนั้นเสถียรไม่เกิดเป็นอนุมูลอิสระได้ (Pietta, 2000) จึงท ำให้สำรสกัดจำก Thalassiosira และ 

Odontella sp. มีฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระด้วยวิธีทดสอบ FRAP assay นอกจำกนี้ ในกำรวิเครำะห์  SR-FTIR 

microspectroscopy ยั งพบ โครงสร้ ำงของ aromatic ring ใน ไดอะตอม  Thalassiosira สู งสุ ด ในระยะ 

retardation phase ซึ่งสอดคล้องกับฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระดังกล่ำว 

ฤทธิ์ยับย้ังกำรท ำงำนของเอนไซม์และควำมเป็นพิษต่อเซลล์ 

จำกผลกำรทดสอบประสิทธิภำพในกำรยับยั้งกำรท ำงำนของเอนไซม์ไทโรซิเนส เอนไซม์ elastase และ 

collagenase พบว่ำสำรสกัดจำกไดอะตอม ได้แก่ THA30exp ODO30exp, ODO30ret และ CHE30sta มีฤทธิ์

ในกำรยับยั้งกำรท ำงำนของเอนไซม์ tyrosinase, elastase และ collagenase โดย สำรสกัดจำกไดอะตอม 

Chaetoceros sp. ที่ระยะ stationary phase เลี้ยงในอำหำรที่ควำมเค็ม 30 ppt มีฤทธิ์ยับยั้งกำรท ำงำนของ

เอนไซม์ไทโรซิเนสดีกว่ำสำรมำตรฐำนโคจิก (Kojic acid, IC50 88.92±0.71 µg/ml) สำรสกัดจำกไดอะตอม 

Thalassiosira sp. เลี้ยงในอำหำรควำมเค็ม 30 ppt ที่ระยะ exponential phase มีฤทธิ์ยับยั้งกำรท ำงำนของ

เอนไซม์ elastase ดีที่สุด นอกจำกนี้สำรสกัดจำกไดอะตอมที่ใช้ในกำรทดสอบทุกชนิดสำมำรถยับยั้งกำรท ำงำน

ของเอนไซม์ collagenase ได้ดีกว่ำสำรมำตรฐำน EGCG  โดยฤทธิ์ยับยั้งกำรท ำงำนของเอนไซม์สอดคล้องกับ
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สำรฟลำโวนอยด์และปริมำณสำรสีกลุ่มแคโรทีนอยด์ ที่พบในสำรสกัดไดอะตอมชนิดต่ำงๆ ได้แก่ fucoxanthin, 

astaxanthin, canthaxanthin และ zeaxanthin โดยสำรสกัดไดอะตอมทุกชนิดมีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมี

นัยส ำคัญทำงสถิติจำกสำรมำตรฐำน (p<0.05)  

เอนไซม ์elastase และ collagenase เป็นเอนไซม์ส ำคัญทีท่ ำให้เกิดริ้วรอย และท ำลำยควำมยืดหยุ่นของ

ผิวหนัง โดยเอนไซม์ ทั้ง 2 ชนิดนี้จะไปท ำลำยคอลลำเจนและอีลำสติน ที่เป็นส่วนประกอบส ำคัญของเนื้อเยื่อ

เกี่ยวพันของผิว หำกเอนไซม์ทั้งสองชนิดนี้ถูกท ำลำยจะส่งผลให้เกิดควำมหย่อนคล้อยและเกิดริ้วรอยที่บริเวณ

ผิวหนังขึ้นได้ ดังนั้นจำกกำรศึกษำฤทธิ์กำรยับยั้งกำรท ำงำนของเอนไซม์ elastase และ collagenase ของสำร

สกัดเมทธำนอลของไดอะตอม พบว่ำสำรสกัดจำกไดอะตอม  THA30exp (13.43±1.27 µg/ml), ODO30exp 

15.68±0.45 µg/ml, ODO30ret 22.02±0.44 µg/ml และ CHE30sta 22.23±1.74 µg/ml มีประสิทธิภำพใน

กำรยับยั้งกำรท ำงำนของเอนไซม์ elastase ที่ 50% หรือ IC50 ดีกว่ำสำรมำตรฐำน Quercetin (40.44±0.86 

µg/ml) ตำมล ำดับ โดยสำรสกัดไดอะตอมทุกชนิดมีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติจำกสำรมำตรฐำน 

(p<0.05) ซึ่งผลกำรศึกำสอดคล้องกับรำยงำนของ Liu et al. 2014 และ Peng et al. 2011 โดยรำยงำนว่ำได

อ ะ ต อ ม  Chaetoceros sp. แ ล ะ  Odontella aurita มี ฤ ท ธิ์  antioxidant (via Nrf2  signalling), 

antiinflammatory, แ ล ะ  anti-melanogenic (whitening) เนื่ อ งจ ำก ส ำ รสี ก ลุ่ ม แ ค โรที น อ ย ด์  ได้ แ ก่ 

fucoxanthin, astaxanthin และกรดไขมันไม่อ่ิมตัวเชิงซ้อน (PUFA) ที่อยู่ในไดอะตอมดังกล่ำว นอกจำกนี้ทำง

ผู้วิจัยยังได้ท ำกำรศึกษำฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนังปกติ human keratinocytes, (HaCaT) ด้วยวิธี MTT 

พบว่ำที่ควำมเข้มข้น 10 µg/ml ของสำรสกัดไดอะตอม ODO30Exp และ THA30Exp ไม่มีควำมเป็นพิษต่อเซลล์

ไลน์ผิวหนังมนุษย์ โดยมีอัตรำกำรรอดชีวิตของเซลล์มำกกว่ำเซลล์กลุ่มควบคุม ในขณะที่สำรสกัดไดอะตอม 

CHE30Sta และ ODO30Ret ที่ควำมเข้มข้น 10 µg/ml มีอัตรำกำรรอดชีวิตของเซลล์ต่ ำกว่ำกลุ่มควบคุมเล็กน้อย 

และพบว่ำที่ควำมเข้มข้นมำกขึ้นที่ 250 µg/ml สำรสกัดจำกไดอะตอมมีอัตรำกำรรอดชีวิตของเซลล์ต่ ำกว่ำควำม

เข้มข้นที่ 10 µg/ml ในทุกสำรสกัด ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับงำนวิจัยก่อนนี้ของ  Jung et al., 2018 จำกกำรศึกษำ

ฤทธิ์ของสำรสกัดจำกไดอะตอม Chaetoceros gracilis, Nanochloris oculata, Scenedemus obliquus ที่

ควำมเข้มข้น 0.01, 0.1, 1.0 และ 10 µg/ml เป็นเวลำ 6 วัน พบว่ำมีสำรสกัดจำกไดอะตอมมีฤทธิ์กระตุ้นกำร

เจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนัง HaCaT และเซลล์ฟอลิเคิล (HFDPC, hair follicle dermal papilla cell line) 

อย่ำงไรก็ตำมควรมีกำรทดสอบควำมเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนังในช่วงควำมเข้มข้น ต่ ำกว่ำ 10 และ ช่วง 10- 100 

µg/ml เพ่ือยืนยันผลกำรทดสอบอีกครั้ง นอกจำกนี้ยังมีฤทธิ์ยับยั้งกำรท ำงำนของเอนไซม์ Acetylcholinesterase 

inhibitor (AchE) :ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับโรคที่เกิดจำกควำมเสื่อมของระบบประสำท โดยเอนไซม์ AChE 

จะท ำหน้ำที่ hydrolyze สำรสื่อประสำท Acetylcholine (Ach) ท ำให้ปริมำณสำรสื่อประสำทลดลง เป็นสำเหตุ
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ของควำมจ ำเสื่อม ดังนั้นกำรยับยั้ง AChE จึงมีบทบำทส ำคัญในกำรชะลอกำรเกิดโรคอัลไซเมอร์ได้ (Lomlim 

2011) โดยจำกกำรทดสอบพบว่ำมีเพียงสำรสกัดจำกไดอะตอม Odontella sp ที่ควำมเข้มข้น 1 mg/ml ที่มีฤทธิ์

ยับยั้งกำรท ำงำนของเอนไซม์ AchE โดยสำรสกัดจำกไดอะตอมอ่ืนที่ใช้ในกำรทดสอบไม่พบว่ำมีฤทธิ์ดังกล่ำว  
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บทที่ 4 

บทสรุปและข้อเสนอแนะ 

จำกผลกำรศึกษำนี้สรุปได้ว่ำควำมเค็มและระยะกำรเจริญเติบโตของไดอะตอมแต่ละช่วงมีผลต่อกำรสร้ำง

สำรสีกลุ่มแคโรทีนอยด์ สำรประกอบฟลีนอลิก ฟลำโวนอยด์ กรดไขมัน และสำรชีวโมเลกุลต่ำงๆ ในไดอะตอม 

และมีควำมจ ำเพำะต่อชนิดของไดอะตอม โดยจำกกำรศึกษำครั้งนี้พบว่ำกำรสร้ำงสำรสีและสำรประกอบฟลีนอลิก 

ฟลำโวนอยด์ ในไดอะตอมยังมีผลต่อฤทธิ์ทำงชีวภำพต่ำงๆ ได้แก่ ฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ยับยั้งกำรท ำงนของ

เอนไซม์ tyrosinase, elastase, acetylcholinesterase (AChE) และ collagenase เป็นต้น ในกำรวิเครำะห์

ปริมำณสำรสีแคโรทีนอยด์ในไดอะตอมแต่ละชนิดยังพบว่ำ Thallasiosira pseudonana, Chaetoceros 

tenuissimus และ Odontella sp. สำมำรถสร้ำงสำรสีในสภำวะควำมเค็มต่ำงๆกัน โดยไดอะตอมชนิด C. 

tenuissimus ในระยะ stationary ที่ เลี้ ยงในควำมเค็มที่  20 ppt มีปริมำณสำรสีกลุ่มแคโรทีนอยด์และ

สำรประกอบฟลำโวนอยด์สูงสุด และมีกรดไขมันไม่อ่ิมตัวกลุ่ม EPA เป็นองค์ประกอบไม่พบ DHA สอดคล้องกับ

ฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระที่สูงที่สุดที่ค่ำ IC50 เท่ำกับ 0.015 mg/ml ซึ่งดีกว่ำสำรมำตรฐำน Trolox (0.020 mg/ml) 

แตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ (p<0.05) และในไดอะตอมชนิด T. pseudonana ในระยะ stationary ที่

เลี้ยงในควำมเค็มที่ 20 และ 40 ppt มีปริมำณสำรสีกลุ่มแคโรทีนอยด์และสำรประกอบกลุ่มฟลีนอลลิกค่อนข้ำงสูง 

ซึ่งให้ฤทธิ์สอดคล้องกับกำรต้ำนอนุมูลอิสระ FRAP ที่สูงที่สุด ส่วนในไดอะอตอม Odontella sp. ในระยะ 

stationary และ exponential phase ที่เลี้ยงในควำมเค็มที่ 30 ppt ซึ่งมีปริมำณสำรสีกลุ่มแคโรทีนอยด์สูงและ

สำรประกอบฟีนอลลิกและฟลำโวนอยด์สูง และมีกรดไขมันไม่อ่ิมตัวกลุ่มทั้ง EPA และ DHA เป็นส่วนประกอบ 

สอดคล้องกับฤทธิ์ต้ำอนุมูลอิสระที่สูง   

โดยจำกกำรศึกษำครั้งนี้พบว่ำเทคนิค Synchrotron FTIR microspectroscopy สำมำรถใช้ในกำร

วิเครำะห์ปริมำณของสำรสีแคโรทีนอยด์รวมและกรดไขมันในไดอะตอมที่เลี้ยงในสภำวะเครียดต่ำงๆได้ อย่ำง

รวดเร็ว และมีประสิทธิภำพในกำรวิเครำะห์ในระดับเซลล์ โดยสำรสีแคโรทีนอยด์รวมและกรดไขมันในช่วงควำม

ยำวคลื่น 3000-2800 cm-1 และ 1740 cm-1 เป็นช่วงที่น ำมำใช้ในกำรวิเครำะห์จำกกำรวิเครำะห์เทียบกับสำร

มำตรฐำนกลุ่มแคโรทีนอยด์และกรดไขมัน  นอกจำกสำรดังกล่ำวเทคนิค SR- FTIR microspectroscopy ยังใช้

วิเครำะห์ปริมำณโปรตีน คำร์โบไฮเดรต กำรสร้ำงสำรโพลีแซคคำไรด์ และซิลิกำในไดอะตอมได้อีกด้วย  

จำกกำรทดสอบฤทธิ์ทำงชีวภำพของสำรสกัดไดอะตอม THA30exp ODO30exp ODO30ret และ 

CHE30sta พบว่ำสำรสกัดทุกตัวมีประสิทธิภำพในกำรยับยั้งกำรท ำงำนของเอนไซม์ไทโรซิเนส อีลำสเทสและ

คอลลำจิเนส ซึ่งช่วยในกำรลดเลือนริ้วรอย และช่วยปกป้องผิวจำกกำรถูกท ำลำย และเกิดควำมหย่อนคล้อยของผิว
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ได้ ซึ่งผลต่อกำรเจริญเติบโตของเซลล์ไลน์ผิวหนังพบว่ำที่ควำมเข้มข้นต่ ำๆ (< 10 µg/ml) มีกำรศึกษำก่อนหน้ำนี้

ในกำรกระตุ้นกำรเจริญของเซลล์ผิวหนังได้ในระดับที่แตกต่ำงกัน และในกำรทดสอบผลของสำรสกัดไดอะตอมใน

กำรยับยั้งกำรท ำงำนของเอนไซม์ AChE พบว่ำมีเพียงสำรสกัดจำก Odontella sp เท่ำนั้นที่มีฤทธิ์ดังกล่ำวทั้งนี้

ต้องใช้ในควำมเข้มข้นที่ค่อนข้ำงสูง อย่ำงไรก็ตำมควรมีกำรศึกษำเพ่ิมเติมเก่ียวกับฤทธิ์ดังกล่ำวเพ่ือน ำไปสู่กำร

พัฒนำสำรสกัดจำกไดอะตอมสู่กำรพัฒนำเป็นผลิตภัณฑ์เครื่องส ำอำง เพื่อช่วยในกำรลดเลือนริ้วรอย และป้องกัน

กำรเกิดริ้วรอยใหม่ได้ ทั้งนี้กำรน ำเทคนิค SR-FTIR microspectroscopy มำช่วยในกำรติดตำมปริมำณสำรสีแคโร

ทีนอยด์และกำรเปลี่ยนแปลงเชิงโมเลกุลในไดอะตอม สำรสกัดและในเซลล์ผิวหนังควรมีกำรศึกษำต่อไป นอกจำกนี้

ควรมีกำรศึกษำประสิทธิภำพ หรือกลไกกำรเพ่ิมศักยภำพกำรสังเครำะห์สำร 2nd metabolite ในสำหร่ำยทะเล

หรือไดอะตอมจำกชำยฝั่งทำงภำคตะวันออก เพ่ือกระตุ้นให้มีกำรสร้ำงสำรที่มีคุณประโยชน์เชิงพำนิชย์ สิ่งที่ควร

ท ำกำรศึกษำเพ่ิมเติม ได้แก่ กำรควบคุมคุณภำพของสำรสกัด และหำวิธีกำรสกัดไดอะตอมในช่วงที่เหมำะสม และ

กำรท ำ method validation ของเทคนิค SR-FTIR microspectroscopy เพ่ือให้เกิดกำรน ำไปใช้ในกำรศึกษำ

ระดับเซลล์ไดอะตอมต่อไป  

ผลผลิต  (Output) 

- อยู่ระหว่ำกำรเตรียมงำนวิจัยเพ่ือตีพิมพ์เผยแพร่ในระดับประเทศ และนำนำชำติ 
- จำกข้อมูลข้ำงต้นมีกำรศึกษำต่อยอดในกำรเตรียมพัฒนำสูตรต ำรับจำกสำรสกัดไดอะตอมต่อไป 
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รำยงำนสรุปกำรเงิน 

เลขที่โครงกำรระบบบริหำรงำนวิจัย(NRMS)  สัญญำเลขที่ 1.1/ 2562 

โครงกำรวิจัยประเภทงบประมำณเงินรำยได้จำกเงินอุดหนุนรัฐบำล (งบประมำณแผ่นดิน)  

ประจ ำปีงบประมำณ พ.ศ. 2562 มหำวิทยำลัยบูรพำ 

 

ชื่อโครงกำร กำรใช้เทคนิค FTIR-spectroscopy และ RAMAN spectroscopy ในกำรวิเครำะห์ปริมำณสำรกลุ่ม

แคโรทีนอยด์ รูปแบบปริมำณกรดไขมัน ที่มีฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำและลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของไดอะตอมเพ่ือประโยชน์

ในกำรประยุกต์ใช้ในเชิงพำณิชย์และกำรอนุรักษ์สำยพันธุ์ในจังหวัดชลบุรี 

ชื่อหัวหน้ำโครงกำรวิจัยผู้รับทุน ดร. ขวัญชญำนวิศ  มำชะนำ 

รำยงำนในช่วงตั้งแต่วันที่  1 ตุลำคม 2561 ถึงวันที ่ 25 กุมภำพันธ์ 2563 

ระยะเวลำด ำเนินกำร 1 ปี 5 เดือน  

รำยรับ 

งวดที่  1 (50%)  ......454,100...........  บำท  เมื่อวัน เดือน ปี........มกรำคม 2562............. 

งวดที่  2 (40%)  .......363,300.........  บำท  เมื่อวัน เดือน  ปี......พฤษภำคม 2562........... 

งวดที่  3 (10%)  ........90,800...........  บำท  เมื่อวัน เดือน ปี........กุมภำพันธ์ 2563........... 

   รวม     ......................908,200..........บำท 
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รำยจ่ำย 

รำยกำร งบประมำณ

ที่ตั้งไว้ 

งบประมำณที่

ใช้จริง 

จ ำนวนเงิน

คงเหลือ/เกิน 

1. ค่ำตอบแทน 90,800 90,800 0 

2. ค่ำจ้ำง - - 0 

3. ค่ำวัสดุ 

1. ส ำหรับกำรสกัด (ethanol, hexane, acetronitril, nylon 
membrane, beaker, flask, test tube, vial, pipette, tip, 
syringe,) 35,000 

2. สำรมำตรฐำน carotenoids, astaxanthin, fucoxanthin 
และสำรมำตรฐำน fatty acid (HPLC grade) อุปกรณ์และค่ำ
วิเครำะห์ GC-MS อ่ืนๆ 190,000  

3. วัสดุอุปกรณ์ส ำหรับวิเครำะห์ควำมแตกต่ำงของเซลล์จุล

สำหร่ำยชนิดต่ำงๆ ด้วยเทคนิค FTIR-microspectroscpy (น้ ำ

กลั่น, NaCl, สไลด์ BaF2 เป็นต้น) 100,000 

4. ส ำหรับสกัดและวิเครำะห์ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอ  เช่นชุดสกัดดี

เอ็นเอ agarose gel buffer primers 50,000 

7. สำรเคมีและอุปกรณ์ส ำหรับวิเครำะห์ฤทธิ์ Anti-oxidant, 

Antityrosinase, Antielastase, Anticancer activity 

120,000 

8. เซลล์ไลน์มะเร็งและเซลล์ไลน์ปกติเพ่ือวิเครำะห์ฤทธิ์ 

anticancer activity 80,000 

9. สำรเคมีและอุปกรณ์ส ำหรับทดสอบกำรตั้งต ำรับผลิตภัณฑ์ 

20,800 

9. ค่ำจ้ำงรับเหมำท ำอุปกรณ์ 40,000 

649,800 649,800 0 
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รำยกำร งบประมำณ

ที่ตั้งไว้ 

งบประมำณที่

ใช้จริง 

จ ำนวนเงิน

คงเหลือ/เกิน 

10. วัสดุส ำนักงำน (กระดำษหมึกพิมพ์และเครื่องเขียน) 

10,000 

11. วัสดุเชื้อเพลิงและหล่อลื่น (ค่ำโทรศัพท์ และไปรษณีย์ ใน

กิจกรรมงำนวิจัย) 2,000 

12. วัสดุคอมพิวเตอร์ เช่น CD-ROM, memory card, card 

reader 2,000 

4. ค่ำใช้สอย 

1. ค่ำใช้จ่ำยในกำรเดินทำงไปต่ำงจังหวัด (ชลบุรี -นครรรำช

สีมำ) 

        - ค่ำเบี้ยเลี้ยง (จ ำนวน 2 คนๆ ละ 240 บำท x 10 วัน) 

4,800 

        - ค่ำที่ พัก (จ ำนวน 2 คนๆ ละ 500 บำท x 30 วัน) 

30,000 

        - ค่ำพำหนะชลบุรี-นครรำชสีมำ (280 กม x 4 บำท x 2 

เที่ยว x 4 ครั้ง) 8,960 

2. ค่ำซ่อมแซมครุภัณฑ์ 10,000 

3. ค่ำจ้ำงเหมำเตรียมสำรสกัดจุลสำหร่ำย 10,000 

4. ค่ำถ่ำยเอกสำรและสืบค้นข้อมูล 7,000 

5. ค่ำจัดท ำรูปเล่ม 6,040 

76,800 76,800 0 

5. ค่ำครุภัณฑ์ - -  

6. ค่ำใช้จ่ำยอ่ืน ๆ   0 
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รำยกำร งบประมำณ

ที่ตั้งไว้ 

งบประมำณที่

ใช้จริง 

จ ำนวนเงิน

คงเหลือ/เกิน 

ค่ำธรรมเนียมอุดหนุนสถำบัน ปี 2562 90800 90800 

รวม 908,200 908,200 0 
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ภำคผนวก 

 

แสดง Total Ion Chromatogram (TIC) ของสำรมำตรฐำน 37-FAME mix ตำมล ำดับกำรแยกด้วยเครื่อง GC-

MS โดยชนิดของกรดไขมันเป็นดังตำรำงที่ S2 ตำมล ำดับที่แสดงบนพีค โดยรูป (A) แสดง TIC ของทั้งกำร

วิเครำะห์; (B) (C) และ (D) แสดงภำพขยำยของ TIC(A) ในแต่ละช่วงเวลำดังค่ำ retention time ที่ระบุ 
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แสดง Total Ion Chromatogram (TIC) ของสำรมำตรฐำน PUFA No.1 (Marine Source) ตำมล ำดับกำรแยก

ด้วยเครื่อง GC-MS โดยชนิดของกรดไขมัน เป็นดังตำรำงที่ S2 ตำมล ำดับที่แสดงบนพีค โดยรูป (A) แสดง TIC 

ของทั้งกำรวิเครำะห์; (B) (C) และ (D) แสดงภำพขยำยของ TIC(A) ในแต่ละช่วงเวลำดังค่ำ retention time ที่

ระบุ 
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