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1.ชุดโครงการ :   วิจัยและพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 
2.โครงการ : วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตและเทคนิคการตรวจวิเคราะห์ปุ๋ยชีวภาพ ปุ๋ยหมัก ปุ๋ย  

อินทรีย์เคมีและจุลินทรีย์ย่อยสลายทางการเกษตร 
  กิจกรรม :        วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตปุ๋ยชีวภาพ 
  กิจกรรมย่อย :   การวิจัยและพัฒนาเทคนิคการผลิตสาหร่ายสีเขียวแกมน ้าเงินที่สามารถตรึงไนโตรเจนได้ 
3.ชื่อการทดลอง(ภาษาไทย)     : การศึกษาวิธีการสกัดสารละลายเซลล์แซบ(cell sap)ของสาหร่ายสีเขียว

แกมน ้าเงินและการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีบางประการของสารสกัด 
   ชื่อการทดลอง(ภาษาอังกฤษ)  : Study on extraction method of cyanobacterial cell and its 

components analysis  
4. คณะผู้ด้าเนินงาน 

หัวหน้าการทดลอง : นางประไพ  ทองระอา   ส านักวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 
ผู้ร่วมงาน                   : นางสาวศิริลักษณ์  แก้วสุรลิขิต ส านักวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทาง   

การเกษตร 
 : นายภัสชญภณ  หมื่นแจ้ง ส านักวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 
 : นางสาวกัลยกร  โปร่งจันทึก ส านักวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 

                 
5. บทคัดย่อ 

สาหร่ายสีเขียวแกมน  าเงินสามารถสังเคราะห์สารช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโต และพัฒนาการ
เจริญเติบโตของพืชได้ อาทิเช่น ฮอร์โมน วิตามิน กรดอะมิโน โพลีเปปไทด์ และธาตุอาหาร เป็นต้น เพ่ือให้ได้สาร
สกัดจากเซลล์สาหร่ายสีเขียวแกมน  าเงิน จึงท าการทดสอบวิธีการสกัดสารช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตแก่พืช 
จ านวน 2 วิธี คือวิธีสกัดเย็น และวิธีสกัดร้อน ท าการเปรียบเทียบค่าวิเคราะห์ปริมาณธาตุอาหาร และปริมาณ
กรดอะมิโนในสารสกัดของทั งสองวิธี ผลการทดสอบพบว่า วิธีการสกัดทั งสองวิธี ท าให้ได้ปริมาณธาตุอาหารที่เป็น
ประโยชน์ในสารสกัดเซลล์ในปริมาณใกล้เคียงกัน ส่วนในด้านปริมาณกรดอะมิโนในรูป Total amino และ Free 
amino ที่เป็นองค์ประกอบในสารสกัดเซลล์นั น พบว่าวิธีการสกัดเย็นมีผลท าให้ได้ปริมาณกรดอะมิโนทั งในรูป 
Total amino และ Free amino สูงกว่าวิธีสกัดร้อน  

 
6. ค้าน้า 

สาหร่ายสีเขียวแกมน  าเงิน (Cyanobacteria) ที่สามารถตรึงไนโตรเจนได้ที่ด ารงชีวิตอยู่อยา่งอิสระ
สามารถเป็นประโยชน์ให้แก่พืชได้โดยการตรึงไนโตรเจนจากอากาศและเปลี่ยนเป็นสารประกอบไนโตรเจนให้แก่ดิน
และพืช นอกจากนี สาหร่ายสีเขียวแกมน  าเงินยังมีประโชน์ด้านอ่ืนๆ คือสามารถสังเคราะห์สารช่วยส่งเสริมการ
เจริญเติบโตและพัฒนา การเจริญเติบโตของพืช (bioactive substance) ได ้ เช่น ออกซิน จิบเบอเรลลิน ไซโตไค
นิน วิตามิน โพลีเปปไทด์ และ กรดอะมิโน เป็นต้น (Whitton, 2000; Rodriguez et al., 2006)  ซึ่งสารที่เป็น
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ประโยชน์แก่พืชเหล่านี  บางชนิดสามารถปลดปล่อยออกมานอกเซลล์ในช่วงการเจริญเติบโต และบางชนิดอยู่
ภายในเซลล์ ซึ่งในการจะน าสาร bioactive substance เหล่านี มาใช้ให้เกิดประโยชน์คล้ายคลึงกับสารสกัดจาก
สาหร่ายทะเล(seaweed extract) จ าเป็นต้องหาวิธีการสกัดที่เหมาะสมเพ่ือไม่ให้เกิดการเสื่อมสภาพของสาร 
ดังนั นจึงได้ท าการศึกษาวิธีการสกัดสารละลายเซลล์แซบจากเซลล์สาหร่ายสีเขียวแกมน  าเงินที่คัดเลือกได้ ท าการ
วิเคราะห์องค์ประกอบของธาตุอาหาร ปริมาณกรดอะมิโน ในสารสกัดเพ่ือทราบปริมาณที่เป็นประโยชน์แก่พืช เพ่ือ
น าไปใช้ในการทดสอบการช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตแก่พืชต่อไป  

 
7. วิธีด้าเนินการ 

 

อุปกรณ์ 
1.สาหร่ายสีเขียวแกมน  าเงิน 2 สายพันธุ์ ได้แก่ Anabaena cylindrica DASHN01101 และ

Hapalosiphon sp. DASHN05101   
2. สารเคมีชนิด Analytical grade  

-ส าหรับเตรียมอาหารเหลว BG-11 ได้แก่ Magnesium sulfate anhydrous (MgSO4),  
Sodium carbonate anhydrous ( Na2CO3), Calcium chloride dihydrate (CaCl2.2H2O),  Citric acid 
anhydrous, Ferric ammonium citrate (FeNH4 citrate), Ethylenediamine tetraacetic acid disodium 
salt (Na2 EDTA) , Di-Potassium hydrogen phosphate anhydrous (K2HPO4) , Boric acid (H3BO3)  
,Manganese sulphate monohydrate (MnSO4.H2O), Molybdenum trioxide (MoO3), Zinc sulfate 
heptahydrate (ZnSO4.7H2O), Copper (II) sulfate pentahydrate (CuSO4.5H2O) , Potassium 
chromium sulfate (K2Cr2(SO4)4 .24 H2O), Nickel sulfate hexahydrate(NiSO4. 6H2O), Cobalt (II) 
nitrate hexahydrate (Co(NO3)2 .6H2O), Sodium tungstate dihydrate (Na2WO4. 2H2O), Titanium 
dioxide (TiO2) ,  Ammoniummonovanadate (NH4 VO3)   

3.วัสดุที่ใช้เพาะเลี ยงและเก็บเซลล์สาหร่าย ได้แก่  ถังพลาสติกโพลีคาร์บอเนตขนาด 18.9 ลิตร,  ปั๊มลม,  
ผ้ากรองแพลงตอนขนาด 30 ไมครอน 
    4. หม้อนึ่งฆ่าเชื อ, ตู้เย็น -20 องศาเซลเซียส , ชั นแสง 
 
 

วิธีการ 
1.การเพาะเลี ยงสาหร่ายสีเขียวแกมน ้าเงินและการสกัดสารละลายเซลล์แซบ 
น าสาหร่ายสีเขียวแกมน  าเงินที่สามารถสร้างโปรตีนได้ดี 2 สายพันธุ์ มาเพาะเลี ยงในอาหารเหลว

ปราศจากไนโตรเจนสูตร BG-11 ในถังพลาสติกโพลีคาร์บอเนตขนาด 18.9 ลิตร โดยใส่หัวเชื อตั งต้น(Starter) 
ปริมาตร 10 %  ท าการเพาะเลี ยงสาหร่ายสีเขียวแกมน  าเงินในสภาพควบคุม โดยให้แสงด้วยหลอดฟลูออเรสเซนต์
ที่ความเข้มแสง 4,000 ลักซ์ และอุณหภูมิ 25+1 องศาเซลเซียส นาน 30 วัน ท าการเก็บเซลล์สาหร่ายโดยกรอง
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ผ่านผ้ากรองแพลงตอน ล้างเซลล์ด้วยน  ากลั่น 2 ครั ง พอหมาด จากนั นท าการชั่งหาน  าหนักสดเซลล์สาหร่าย และ
น าไปสกัดหาสารละลายเซลล์แซบ โดยวิธีการสกัดเย็น และวิธีการสกัดร้อน 

1.1 วิธีการสกัดเย็น ด าเนินการตามวิธีการสกัดสาหร่ายสีเขียวของ Shaaban (2001) โดยน า
เซลล์สาหร่ายที่ผ่านการกรองและชั่งน  าหนักเรียบร้อยแล้ว ละลายในน  ากลั่นนึ่งฆ่าเชื อปริมาตรเป็น 10 เท่าของ
น  าหนักเซลล์สาหร่ายสด กวนเซลล์ให้เข้ากัน น าไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง จากนั นท า
การละลายน  าแข็ง และน าสารแขวนลอยเชื อที่ได้ไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เก็บสารสกัด
เซลล์ส่วนใส(clear cell sap) เพ่ือใช้ส าหรับวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโน 17 ชนิด ปริมาณธาตุอาหารที่เป็น
ประโยชน์ ได้แก่ ไนโตรเจนที่เป็นประโยชน์ โพแทสเซียมที่ละลายน  าได้ แคลเซียม แมกนีเซียม โซเดียม เหล็ก 
แมงกานีส ทองแดง และสังกะสี สมบัติทางกายภาพ ได้แก่ สี และค่าความเป็นกรด-ด่าง 

1.2 วิธีการสกัดร้อน ด าเนินการตามวิธีการสกัดสาหร่ายทะเลของ Thirumaran et al. (2009) 
โดยน าเซลล์สาหร่ายที่ผ่านการกรองและชั่งน  าหนักเรียบร้อยแล้วละลายในน  ากลั่นนึ่งฆ่าเชื อปริมาตรเป็น 10 เทา่
ของน  าหนักเซลล์สาหร่ายสด กวนเซลล์ให้เข้ากัน น าไปนึ่งฆ่าเชื อนาน 1 ชั่วโมง ปลอ่ยให้สารแขวนลอยเชื อเย็น 
น าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เพ่ือเก็บสารสกัดเซลล์ส่วนใสเพื่อใช้ส าหรับวิเคราะห์ปริมาณ
กรดอะมิโน 17 ชนิด ปริมาณธาตุอาหารที่เป็นประโยชน์ ได้แก่ ไนโตรเจนที่เป็นประโยชน์ โพแทสเซียมที่ละลายน  า
ได้ แคลเซียม แมกนีเซียม โซเดียม เหล็ก แมงกานีส ทองแดง และสังกะสี สมบัติทางกายภาพ ได้แก่ สี และค่า
ความเป็นกรด-ด่าง 

2. การคัดเลือกวิธีการสกัดที่ท้าใหไ้ด้องค์ประกอบของธาตุอาหารและปริมาณกรดอะมิโนสูง 
ท าการเปรียบเทียบปริมาณธาตุอาหาร ปริมาณกรดอะมิโน และความเป็นกรด-ด่าง ในสารสกัดเซลล์ที่

สกัดโดยวิธีการสกัดเย็น และวิธีการสกัดร้อน คัดเลือกวิธีการสกัดที่ท าให้ได้องค์ประกอบของปริมาณธาตุอาหาร
และปริมาณกรดอะมิโนสูง ส าหรับน าไปใช้ทดสอบกับพืช 

 
ระยะเวลา           ตุลาคม 2554 - กันยายน 2555 
สถานที่ด้าเนินการ ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิจัยจุลินทรีย์ดิน กลุ่มวิจัยปฐพีวิทยา ส านักวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิต 

ทางการเกษตร 
 
8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 

 

1.ลักษณะทางกายภาพ ปริมาณธาตุอาหาร และปริมาณกรดอะมิโนในสารสกัดจากเซลล์สาหร่ายสีเขียว
แกมน  าเงินเมื่อสกัดโดยวิธีสกัดเย็น และวิธีสกัดร้อน 

ลักษณะสีของสารสกัดเซลล์สาหร่ายเมื่อสกัดโดยวิธีสกัดเย็นและวิธีสกัดร้อน พบว่ามีความแตกต่างกัน
คือเมื่อสกัดวิธีเย็นสีของสารสกัดจะป็นสีม่วงแดง และเมื่อสกัดวิธีร้อนสีของสารสกัดจะเป็นสีน  าตาล ที่เป็นเช่นนี 
เป็นผลมาจากการสกัดวิธีเย็นไม่มีผลในการท าลายรงควัตถุในเซลล์สาหร่าย แต่เมื่อสกัดวิธีร้อน อุณหภูมิสูงมีผลต่อ
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การสลายตัวของรงควัตถุในเซลล์สาหร่าย จึงท าให้สีของสารสกัดท่ีได้แตกต่างกัน ส่วนความเป็นกรด-ด่าง ของสาร
สกัดเซลล์นั นพบว่าวิธีสกัดเย็นและวิธีสกัดร้อน มีค่าเป็นกลางใกล้เคียงกัน (ตารางที่ 1) 

ในด้านผลการวิเคราะห์ปริมาณธาตุอาหาร และปริมาณกรดอะมิโนของสารสกัดเซลล์สาหร่ายสีเขียวแกม
น  าเงิน 2 สายพันธุ์ (Hapalosiphon sp.DASH N05101 และ Anabaena cylindrica DASH N01101) พบว่า 
วิธีการสกัดเย็นและวิธีการสกัดร้อนท าให้ได้ปริมาณธาตุอาหารที่เป็นประโยชน์ในสารสกัดเซลล์ปริมาณใกล้เคียงกัน 
ส่วนในด้านปริมาณกรดอะมิโนในรูป Total amino และ free amino ที่เป็นองค์ประกอบในสารสกัดเซลล์นั น 
พบว่าวิธีการสกัดเย็นมีผลท าให้ได้ปริมาณกรดอะมิโนทั งในรูป Total amino และ Free amino มากกว่าวิธีสกัด
ร้อน ซึ่งให้ผลไปในทางเดียวกันในสาหร่ายสีเขียวแกมน  าเงินทั งสองสายพันธุ์ (ตารางท่ี 1 และ 2) และจากข้อมูล
ปริมาณกรดอะมิโนที่สกัดได้จากเซลล์สาหร่ายสีเขียวแกมน  าเงินทั งสองสายพันธุ์นั นพบว่า มีองค์ประกอบคล้ายคลึง
กับสารสกัดเซลล์ของสาหร่ายสีเขียว Chlorella vulgaris  ส่วนปริมาณธาตุอาหารในสารสกัดเซลล์สาหร่ายสีเขียว
แกมน  าเงินพบว่ามีปริมาณน้อยกว่าสาหร่ายสีเขียว (Shaaban et al., 2001) และน้อยกว่าสาหร่ายทะเล 
Sargassum wightii  (Sivasankari et al., 2006; Zodape et al., 2009) ซึ่งอาจเป็นผลมาจากความแตกต่าง
ของชนิดสาหร่าย และแหล่งของอาหารที่ใช้เพาะเลี ยงสาหร่าย 

ส าหรับการคัดเลือกสายพันธุ์เพ่ือเลี ยงขยายในภาชนะเพาะเลี ยงที่ใหญ่ขึ นเพ่ือเก็บผลผลิตเซลล์อาจต้องมี
การคัดเลือกจากทั ง 2 สายพันธุ์ว่าสายพันธุ์ใดมีการปรับตัวให้เข้ากับสภาพแวดล้อมได้ดี จึงคัดเลือกน าไปผลิตเพ่ือ
ใช้ทดสอบกับพืช 

 
ตารางที่ 1  สมบัติทางกายภาพ เคมี และปริมาณกรดอะมิโน ในสารสกัดเซลล์สาหร่ายสีเขียวแกมน  าเงิน 

สายพันธุ์ Hapalosiphon sp.DASH N05101 และ Anabaena cylindrica sp.DASH N01101 
 

สมบัติทางกายภาพ เคมี และ

ปริมาณกรดอะมิโน 

Hapalosiphon sp. 

DASH N05101 

Anabaena cylindrica sp. 

DASH N01101 

สกัดวิธีเย็น สกัดวิธีร้อน สกัดวิธีเย็น สกัดวิธีร้อน 
1.สี ม่วงแดงปนน  าเงิน น  าตาล ม่วงแดงปนน  าเงิน น  าตาล 

2. pH 7.0 7.1 7.0 7.1 
3. ปริมาณธาตุอาหาร (มก./ล) 1/     

 3.1 N 2.17 2.00 2.25 2.40 
 3.2 K  7.93 10.18 24.00 24.72 

   3.3 Ca  3.11 3.25 2.62 1.31 
   3.4 Mg  5.65 5.66 14.87 15.34 
   3.5 Na  3.97 3.67 2.62 1.31 
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   3.6 Fe  ND ND ND ND 
   3.7 Mn  0.23 0.076 0.50 0.25 
   3.8 Cu  0.01 0.013 0.38 0.19 
   3.9 Zn  0.06 0.028 0.13 0.066 
4. ปริมาณรวมกรดอะมิโน 17 ชนิด 

ในรูป Free amino (มก./ล) 2/ 
258.93 104.90 267.93 168.25 

5. ปริมาณรวมกรดอะมิโน 17 ชนิด 

ในรูป Total amino (มก./ล) 2/ 
1,002.10 931.10 5,677.40 2,243.05 

ND = ตรวจไม่พบ 
1/ วิเคราะห์โดยกลุ่มวิจัยปฐพีวิทยา 
2/ วิเคราะห์โดยห้องปฏิบัติการกลาง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
 

 
 
 
 
 
 

ตารางที่ 2 ปริมาณกรดอะมิโน 17 ชนิด ในรูป Free amino และ Total amino ในสารสกัดเซลล์สาหร่ายสีเขียว
แกมน  าเงินสายพันธุ์ Hapalosiphon sp.DASH N05101 และ Anabaena cylindrica sp.DASH 
N01101 

 
กรดอะมโิน 2/ 

(มก./ล) 

Hapalosiphon sp. 
DASH N05101 

Anabaena cylindrica sp. 
DASH N01101 

สกัดวิธีเย็น สกัดวิธีร้อน สกัดวิธีเย็น สกัดวิธีร้อน 
 Free  

amino 
Total 
amino 

Free 
amino 

Total 
amino 

Free 
amino 

Total 
amino 

Free 
amino 

Total 
amino 

1. Aspartic acid 7.28 96.60 2.28 75.50 11.45 473.00 10.78 208.70 
2. Serine 13.65 52.60 2.40 47.00 9.78 338.40 4.65 136.35 
3.Glutamic 47.13 173.00 32.65 149.70 48.43 732.30 54.18 357.10 
4. Glycine 6.13 50.80 1.33 46.50 5.88 345.90 9.33 132.85 

  5. Histidine 10.83 10.40 0.45 11.80 6.88 94.70 Nd 34.30 
  6. Arginine 20.80 81.80 6.23 102.80 29.83 557.80 11.43 158.45 
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  7. Threonine 11.45 71.50 2.28 51.90 12.65 366.70 3.18 150.95 
  8. Alanine 23.15 85.60 4.38 80.30 31.33 466.80 9.13 168.10 
  9. Proline 6.55 41.10 8.45 38.30 7.75 264.40 4.15 111.85 
  10. Cystine ND 0.40 ND 0.60 1.20 29.30 3.08 5.80 
  11.Tyrosine 16.23 37.10 4.45 41.60 17.15 291.40 8.00 109.20 
  12. Valine 13.55 52.10 3.05 25.90 13.90 308.50 6.50 111.60 
  13. Methionine 10.48 10.60 5.28 24.90 9.00 26.20 4.33 24.55 
  14. Lysine 13.85 51.70 9.83 42.90 28.55 326.20 19.05 149.05 
  15. Isoleucine 19.03 70.30 11.58 69.50 18.50 328.80 2.15 118.00 
  16. Leucine 23.75 77.90 7.60 79.80 6.58 500.60 13.00 174.15 
  17. Phenylalanine 15.10 38.60 2.70 42.10 9.10 226.40 5.35 92.05 
ปริมาณรวม 258.93 11,002.10 104.90 931.10 267.93 5,677.40 168.25 2,243.05 

 ND = ตรวจไม่พบ 
2/ วิเคราะห์โดยห้องปฏิบัติการกลาง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 

 

 

 

 

 
 

9.สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 

วิธีการสกัดสารละลายเซลล์แซบจากเซลล์สาหร่ายสีเขียวแกมน  าเงินทีเ่หมาะสมที่ท าให้ได้ปริมาณธาตุ
อาหาร และปริมาณกรดอะมิโนสูงคือวิธีการสกัดเย็น ซึ่งสามารถคัดลือกและน าวิธีการสกัดดังกล่าวไปใช้สกัดเซลล์
สาหร่ายเพื่อน าไปใช้ทดสอบการส่งเสริมการเจริญเติบโตแก่พืชต่อไป 

 
10.การน้าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

สามารถน าสารสกัดเซลล์สาหร่ายสีเขียวแกมน  าเงินที่ได้ไปใช้ทดสอบการส่งเสริมการเจริญเติบโตแก่
พืชผัก อาทิเช่น การใช้แช่เมล็ด และฉีดพ่นทางใบ หรือใช้ร่วมกับปุ๋ยเคมีในรูปปุ๋ยน  าเพ่ือเพ่ิมการเคลื่อนย้ายธาตุ
อาหารแก่พืช เป็นต้น 
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