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บทคดัย่อ
กําหนดหาฤทธิ Íติ้านอนุมูลอิสระของสาหร่าย Spirulina platensis เพาะเลีÊยงจากสารเพาะเลีÊยงแตกต่างกนั 8

ชนิด ประกอบด้วยสารเพาะเลีÊยงการค้า-1 (C1), สารเพาะเลีÊยงการค้า-2 (C2), สารเพาะเลีÊยงมหาวทิยาลยัเชยีงใหม่
(Chiangmai University – CMU), สารเพาะเลีÊยงมหาวทิยาลยัเชยีงใหม่ปราศจากปุ๋ ยแร่ธาตุ (CMU free fertilizer), สาร
เพาะเลีÊยงสถาบนัวจิยัเทคโนโลยอีาหารกลาง (Central Food Technological Research Institute - CFTRI), สาร
เพาะเลีÊยง CMU กบัร้อยละ 10 นํÊาเสยีปลาหมกั, สารเพาะเลีÊยง CMU free fertilizer กบัร้อยละ 10 นํÊาเสยีปลาหมกั
และสารเพาะเลีÊยง CFTRI กบัร้อยละ 10 นํÊาเสียปลาหมกั ผลการศกึษาแสดงให้เห็นว่าสารเพาะเลีÊยงทีÉมีนํÊาเสีย
สารอนิทรยีท์าํ์ ใหส้าหร่ายมฤีทธิ Íติ้านอนุมลูอสิระสงูกว่าสารเพาะเลีÊยงปราศจากนํÊาเสยีสารอินทรยี์อย่างมนีัยสําคญัทาง
สถติิ (p<0.05) สารเพาะเลีÊยงสามอนัดบัแรกได้แก่ั สารเพาะเลีÊยง CMU กบัร้อยละ 10 นํÊาเสยีปลาหมกั/สารเพาะเลีÊยง
C2/สารเพาะเลีÊยง CFTRI กบัรอ้ยละ 10 นํÊาเสยีปลาหมกั ทีÉความเขม้ขน้ 0.3 มลิลกิรมั (มก.) ต่อมลิลติร ิ(มล.) สามารถ
ฟอกสอีนุมลูอสิระเอบทีเีอสสงูสุดเท่ากบัรอ้ยละ 93/92/84 เช่นเดยีวกบัลดเฟอร์รคิของสารต้านอนุมูลอิสระเท่ากบั 122
(5)/104 (3)/88 (4) ไมโครโมล (ค่าเบีÉยงเบนมาตรฐาน) ดงันั Êนสารอนิทรยีใ์นนํÊาเสยีปลาหมกัเพิÉมพนูชวีมวลของสาหร่าย
และฤทธิ Íติ้านÍ อนุมลูอสิระ

Abstract

Antioxidative activities of Spirulina platensis, cultivated from the eight different culture media, were 

determined. The media included commercial-1 (C1), commercial-2 (C2), Chiangmai University (CMU), CMU

with 10% fermented fish (Plasom) wastewater, CMU free fertilizer (CMU free), CMU free with 10% fermented 

wastewater, Central Food Technological Research Institute (CFTRI), and CFTRI with 10% fermented 

wastewater. The result demonstrated that the media with organic wastewater provided the algae which had 

significant antioxidant activity more than those did not (p<0.05). The first three media included CMU with 10%

wastewater/C2/CFTRI with 10% wastewater at concentration of 0.3 milligram (mg)/milliliter (mL) showed

highest 2,2A-Azinobis(3-ethylbenzthiazoline)-6-sulfonic acid (ABTS) decolorization assay of 93/92/84%, as

1 วทิยาลยัพลงังานและสิÉงแวดลอ้ม มหาวทิยาลยัพะเยา จงัหวดัพะเยา 56000
2 คณะวทิยาศาสตร์การแพทย ์มหาวทิยาลยัพะเยา จงัหวดัพะเยา 56000

รบัตน้ฉบบัวนัทีÉ 2 มนีาคม 2558, รบัลงตพีมิพ์วนัทีÉ 12 พฤศจกิายน 2558
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well as the ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay of 122 (5)/104(3)/88 (4) micromole ( M) (standard

deviation), respectively. Besides, the increased concentration of the algae yielded higher antioxidant activity. 

Thus the organic substance of wastewater enhanced the biomass of the algae, and antioxidant activity.     

บทนํา
สาหร่ายสไปรูลนิ พลาเทนซิส (Spirulina

platensis) เป็นสาหร่ายนํÊาจืดสีเขียวแกมนํÊาเงินชนิด
เซลลเ์ดยีว, เติบโตในทีÉอุ่น ในเชงิการค้าเป็นผลติภณัฑ์
สําหรับการบริโภค มีคุณสมบัติทั Êงโภชนาการและยา
[1–4]–– มีฤทธิ Íิทางชีววิทยาหลากหลาย เนืÉองเพราะ
ประกอบด้วยสารปริมาณสู ง เ ป็ นต้ นว่ า แร่ ธา ตุ
(mineral), กรดไขมัน (fatty acid), กรดอะม ิโน
(amino acid), ไวตาม ิน (vitamin) นอกจากนีÊ
ประกอบด้วยกรดฟีโนลคิ (phenolic acid), ไวตามนิอี
(tocopherol) และเบต้าแคโรทนี (beta-carotene) สาร
ทั ÊงหมดนีÊมคุีณสมบตัิต้านอนุมูลอิสระ [5] หลายปีทีÉผ่าน
มาพบว่ าส าหร่ าย มี คุณสมบัติ ทาง เภสัชวิทย า
ประกอบด้วยสารออกฤทธิ Íเิช่น ซ-ีไฟโคไซยานิน- (C-

phycocyanin) อันแสดงออกฤทธิ Íิต้านอักเสบ (anti-

inflammation), ปกป้องประสาท (neuroprotection),

ปรับภูมิต้านทาน (immunomodulatory), ต้านมะเร็ง
และต้านการสร้างหลอดเลือดใหม่ (anti-angiogenic) 

นอกจากนีÊยงัทําให้ภาวะพิษต่ออวยัวะจากโลหะหนักดี
ขึÊน [6]     

การศึกษามุ่งหมายกําหนดหาฤทธิ Íิต้านอนุมูล
อสิระของสาหร่ายสไปรลูนิ พลาเทนซสิ เพาะเลีÊยงจาก
ต่ า งส าร เพ าะ เ ลีÊ ย ง แ ละ ต่ า งคว าม เข้ มข้ น เ ชิ ง
เปรยีบเทยีบ

วสัดแุละวิธีการ
เพาะเลีÊยงสาหร่ายสไปรูลนิ พลาเทนซสิด้วย

สารเพาะเลีÊยงแตกต่างกนั 8 ชนิด ประกอบดว้ย
- สารเพาะเลีÊยงการค้า-1 (C1) 

- สารเพาะเลีÊยงการค้า-2 (C2) 

- สารเพาะเลีÊยงมหาวิทยาลัยเชียงใหม่
(Chiangmai University - CMU)

- สารเพาะเลีÊยงมหาวิทยาลัยเชียงใหม่
ปราศจากปุ๋ ยแร่ธาตุไนโตรเจน, ฟอสฟอรสั,

โปแตสเซยีม (CMU free fertilizer – N:P:K 

free)

- สารเพาะเลีÊยงสถาบนัวจิยัเทคโนโลยอีาหาร
กลาง (Central Food Technological

Research Institute - CFTRI)

- สารเพาะเลีÊยง CMU กบัร้อยละ 10 นํÊาเสีย
ปลาหมกั 

- สารเพาะเลีÊยง CMU free fertilizer กบัร้อย
ละ 10 นํÊาเสยีปลาหมกั และ

- สารเพาะเลีÊยง CFTRI กบัร้อยละ 10 นํÊาเสยี
ปลาหมกั

เพาะเลีÊยงในสภาวะมีแสงตลอด 24 ชั Éวโมง
(ชม.) นาน 3 สปัดาห์ กรองชวีมวลของสาหร่ายด้วยผ้า
กรองและอบแห้งทีÉอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส (องศา
ซ)ี นาน 6 ชม. และเกบ็ไวท้ีÉ -4 องศาซี [7]  

ทดส อ บ โ ค ลีฟ อ ร์ ม แ บ คที เ รี ย (coliform

bacteria) ในตวัอย่างสาหร่ายดว้ยนํÊาซุปลอรลีทรปิโทส
(lauryl tryptose broth) ในหลอดแก้ว 3 หลอด บ่มทีÉ
อุณหภูมิ 37 องศาซี นาน 24 ชม. การทดสอบเบืÊองต้น
ได้ผลบวกต่อเมืÉอมีกาซในหลอดแก้ว ทดสอบต่อโดย
เกลีÉยตัวอย่างบนสารเพาะเลีÊยง eosin methylene 

blue เพืÉอกําหนดหาการปรากฏกลุ ่มแบคทีเรีย
(colony) บ่มกลุ่มแบคทีเรยีในนํÊาซุปลอรลีทริปโทส ทีÉ
อุณหภูมิ 37 องศาซี นาน 24 ชม. เพืÉอกําหนดหาโคลี
ฟอร์มแบคทีเรียอนัมรีูปร่างลกัษณะเฉพาะและย้อมสี
แกรม (Gram stain)

เจอืจางชวีมวลสาหร่าย 5 กรมัในนํÊาปราศจาก
ประจุ 10 มลิลลิติร (มล.) เขย่าและเกบ็ทีÉ -20 องศาซี
นาน 2 ชม. จากนั Êนบ่มทีÉ 80 องศาซี นาน 1 ชม. ทํา
5 ครั Êง

กําหนดหาฤทธิ Íิต้านอนุมูลอิสระของสาหร่าย
ด้วยการฟอกสอีนุมูลอิสระเอบีทีเอส {2,2'-azino-bis

วารสารนเรศวรพะเยา 151ปที่ 8 ฉบับที่ 3, ก.ย. – ธ.ค. 2558
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(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) – ABTS;

Sigma, USA} [8,9] เตรยีมสารละลายเอบีทเีอส ด้วย
การละลายเอบทีเีอส 0.0129 กรมัและโปแตสเซยีมเพอ
ซลัเฟต 0.0033 ในนํÊาปราศจากประจุ 5 มล. เกบ็ใน
ห้องมดื ทีÉอุณหภูมหิ้อง นาน 12 ชม. แล้วละลายด้วย
ฟอสเฟตบฟัเฟอร ์400 มล.

เตรียมกราฟมาตรฐาน 6-hydroxy-2,5,7,8-

tetramethylchroman-2-carboxylic acid {Trolox;

Sigma, USA} ใช้ Trolox 0.0025 กรมัละลายในร้อยละ
80 เอทานอล จนมปีรมิาตร 1 มล. และเจอืจางดว้ยรอ้ย
ละ 80 เอทานอล จนได้ความเข้มข้น 6.25, 12.5, 25,

50, 100 และ 200 ไมโครโมล ( M) ผสมกบัเอบทีเีอส
นาน 8 นาทใีนทีÉมืด วดัด้วยเครืÉองวดัค่าการดูดกลนื
แสง (spectrophotometer) ทีÉ 731 นาโมเมตร (nm)

เพืÉอกําหนดกราฟมาตรฐานความเข้มข้นของ Trolox

แสดงจาํนวนการดดูกลนืแสง
กาํหนดหาฤทธิ Íติ้านอนุมูลอิสระมาตรฐานของ

ไวตามนิซี {ascorbic acid; Sigma, USA}, บเีอชเอ
1—butylated hydroxyanisole {BHA; Sigma, USA}

และไวตามนิอี {Tocopherol; Sigma, USA} ด้วยการ
ละลายสารทั Êงสาม 0.01, 0.1 และ 0.05 กรมัตามลําดบั
ในรอ้ยละ 80 เอทานอล 1 มล. และเจอืจางจนได้ความ
เข้ม 3, 6, 12 และ 24 M ผสมกบัเอบีทเีอสนาน 8

นาทีในทีÉมืด วัดด้วยเครืÉองวัดค่าการดูดกลืนแสง
(spectrophotometer) ทีÉ 731 nm เปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐาน Trolox และคํานวณความสมัพนัธ์กบั์
รอ้ยละของการยบัยั Êงอนุมลูอสิระ 

กําหนดหาฤทธิ Íิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด
สาหร่ายความเข้มข้น 0.05, 0.1, 0.2 และ 0.3

มลิลกิรมั (มก.) ต่อ มล. แต่ละความเข้มข้นใช้ปรมิาณ 
300 ไมโครลติร ( L) ผสมกบัเอบีทเีอส 2,700 L

นาน 8 นาทใีนทีÉมืด วดัด้วยเครืÉองวดัค่าการดูดกลืน
แสง (spectrophotometer) ทีÉ 731 nm คํานวณการ
ดดูกลนืเพืÉอหาความสมัพนัธข์องการยบัยั Êงอนุมูลอิสระ
เปรยีบเทยีบกบักราฟมาตรฐาน Trolox

การวิเคราะห์ความสามารถในการลดเฟอร์ริค
ของสารต้านอนุมูลอิสระ {ferric reducing antioxidant

power – FRAP assay} [10,11]

- เตรียมสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร์ด้วยการ
ละลาย 2.3 กรมัโซเดยีมอะซเิตทใน 7.6 มล.
กรดอะซติิค, ปรบัปรมิาตรเป็น 100 มล. ด้วย
นํÊาปราศจากประจุ และให้มคีวามเป็นกรดด่าง
เท่ากบั 3.6 เกบ็ทีÉอุณหภูมหิอ้ง

- เตรียมสารละลาย 2,4,6-tripyridyl-s-triazine

(TPTZ) ใช้ TPTZ 0.0310 กรมั ละลายใน 10

มล. ของ 40 มลิลโิมล (mM) และบ่มในอ่างนํÊาทีÉ
อุณหภูมิ 50 องศาซี

- เตรยีมสารละลายเฟอรร์คิไตรคลอไรดเ์ฮก็ซาไฮ
เดรทด้วยการละลายเฟอร์ริคไตรคลอไรด์เฮ็ก
ซาไฮเดรท 0.054 กรมัในนํÊา 10 มล.

- เตรยีมสารละลายลดเฟอรร์คิของสารต้านอนุมูล
อิสระ ด้วยการละลายสารละลายอะซิเตท
บฟัเฟอร์ กบัสารละลาย TPTZ 10 มล. และอะ
ซเิตทบฟัเฟอร์ 10 มล. เกบ็ในทีÉมดื 

วิเคราะห์ข้อมูลเ ป็นร้อยละ , ค่าเฉลีÉย , ค่า
เบีÉยงเบนมาตรฐาน (standard deviation – SD) ใช้
การทดสอบ paired-t test เปรยีบเทยีบข้อมูลภายใน
กลุ่ม ส่วนการวเิคราะห์ความแปรปรวน (analysis of 

variance – ANOVA) ใช้ทดสอบเพืÉอเปรียบเทียบ
ค่าเฉลีÉยของขอ้มลูระหว่างหลายกลุ่ม โดยกาํหนดระดบั
นยัสาํคญัทางสถติทิีÉค่า p<Ř.Řŝ

ผลการศึกษา
ไม่พบโคลฟีอร์มแบคทเีรยีในตวัอย่างสารสกดั

สาหร่ายสไปรลูนิ พลาเทนซสิ
Trolox ความเข้มข้น 6.25, 12.5, 25, 50, 100

และ 200 M ผสมกบัเอบีทีเอสแสดงจํานวนการ
ดูดกลืนแสง (ค่าเบีÉยงเบนมาตรฐาน – standard
deviation; SD) เท่ากบั 0.6961 (0.00), 0.6758

(0.01), 0.6504 (0.01), 0.588 (0.01), 0.4658 (0.01)
และ 0.2048 (0.04) และยบัยั Êงอนุมูลอิสระเอบีทเีอส
เท่ากบัรอ้ยละ (SD) เท่ากบั 10 (1), 14 (1), 16 (1), 25
(0), 39 (3) และ 77 (3) ตามลาํดบั 

ไวตามนิซ/ีบีเอชเอ/ไวตามินอีความเข้มข้น / 3,
6, 12 และ 24 ไมโครโมลผสมกบัเอบีทเีอสแสดงค่า
ดูดกลนืแสง (SD) เท่ากบั 24 (3)/21 (4)/18 (7), 33 
(4)/27 (4)/18 (6), 41 (6)/38 (4)/19 (8) และ 66
(8)/63 (5)/23 (7) ตามลาํดบั
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สารเพาะเลีÊยงกบันํÊาเสยีสารอินทรยี์ให้สาหร่าย
ทีÉมฤีทธิ Íติ้านอนุมลูอิสระสูงกว่าสารเพาะเลีÊยงทีÉไม่มนํีÊา
เสียสารอินทรีย์อย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (p<0.05)
แสดงดงัตาราง 1. และ 2.

ส่วนการยบัยั Êงอนุมลูอิสระเอบีทเีอสและการลด
เฟอร์ริคของสาหร่ายเพาะเลีÊยงด้วยสารเพาะเลีÊยง
แตกต่างกนั 8 ชนิด ทีÉความเข้มข้นต่างๆ แสดงดัง
ตาราง 1. และ 2. พบว่าสาหร่ายเพาะเลีÊยงด้วยสาร
เพาะเลีÊยงสามอันดบัแรก CMU กบันํÊาเสียปลาหมกั/
สารเพาะเลีÊยงการคา้ C2/สารเพาะเลีÊยง CFTRI กบันํÊา
เสียปลาหมกั ความเข้มข้น 0.3 มก. ต่อมล. ยบัยั Êง
อ นุมู ลอิ ส ร ะ เ อบีที เ อ ส เท่ า กับ ร้ อ ยละ 93/92/84
ตามลําดับ ขณะทีÉลดเฟอร์ริคหน่วยเป็น M (SD) 
เท่ากบั 122 (5)/104 (3)/88 4) M ตามลาํดบั
ตาราง 1. การยบัยั Êงอนุมลูอสิระเอบีทเีอสของสาหร่าย

ต่างสารเพาะเลีÊยงและต่างความเขม้ขน้

สารเพาะเลีÊยง ยบัยั Êงเอบีทีเอสั รอ้ยละ
ต่างความเข้มข้น (มก. ต่อ มล.)
0.05 0.1 0.2 0.3

C1 12 24 32 48
C2 38 55 76 92*
CMU 14 15 16 24
CMU และปลาหมกั 48 74 88 93*
CMU free 15 17 21 34
CMU free และปลาหมกั 21 30 43 56
CFTRI 16 17 25 36
CFTRI และปลาหมกั 30 42 65 84*

* นัยสาํคญัทางสถติิ p<0.05

ตาราง 2. การลดเฟอร์รคิซลัเฟตของสาหร่ายต่างสาร
เพาะเลีÊยงและต่างความเขม้ขน้

สารเพาะเลีÊยง ลดเฟอรร์์ิ์ค M (SD)

ต่างความเข้มข้น (มก. ต่อ มล.)
0.1 0.2 0.3

C1 3 (1) 5 (1) 30 (3)
C2 10 (1) 19 (2) 104 (3)*
CMU 2 (1) 4 (1) 20 (1)
CMU และปลาหมกั 16 (4) 25 (5) 122 (5)*
CMU free 3 (1) 4 (1) 25 (1)
CMU free และปลาหมกั 7 (1) 13 (2) 70 (2)
CFTRI 3 (1) 6 (1) 31 (1)

CFTRI และปลาหมกั 8 (2) 18 (40) 88 (4)*

* นัยสาํคญัทางสถติิ p<0.05

วิจารณ์
การเพาะเลีÊยงสาหร่ายสไปรูลนิ พลาเทนซิส

ด้วยนํÊาเสียปลาหมกัให้ชีวมวลอันมีฤทธิ Íิต้านอนุมูล
อสิระมากขึÊน ยกเวน้ใชร้่วมกบัสารเพาะเลีÊยงปราศจาก้
ปุ๋ ยแร่ธาตุ แสดงว่าปจัจยัของสําคญัของการเพาะเลีÊยง
คือสาร เพาะ เลีÊ ย งต้อง อุดมด้ว ยปุ๋ ยแร่ ธา ตุหรือ
สารอินทรยี์ อนัสอดคล้องกบัหลายศกึษาของประเทศ
ไทย ใชนํ้Êาเสยีจากโรงงานผลติก๋วยเตีÌยวทาํจากขา้วเจา้
[12] นํÊาเสียจากคอกเลีÊยงหมู [7,13] อนึÉง การศึกษา
ระยะต่อไปเชงิลกึควรเป็นการกําหนดหาความเข้มข้น
สารต่างๆเชิงคุณภาพเกีÉยวกบัฤทธิ Íิต้านอนุมูลอิสระ
ของสาหร่ายสไปรลูนิา

โดยสรุป สารเพาะเลีÊยงทีÉมีปุ๋ ยแร่ธาตุหรือ
สารอนิทรยีเ์พิÉมพนูชวีมวลของสาหร่ายและฤทธิ Íอินุมูล
อสิระ  
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