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บทคัดย่อ 
สาหร่ายขนาดเล็กเป็นสิ่งมีชีวิตท่ีนิยมนํามาใช้เป็นแหล่งศึกษาการสังเคราะห์และผลิตสารแคโรทีนอยด์ทุติยภูมิ เนื่องจาก 

แคโรทีนอยด์กลุ่มนี้มีกิจกรรมต้านอนุมูลอิสระท่ีมีประสิทธิภาพสูงมากจึงได้รับความสนใจมากกว่ากลุ่มอ่ืน ๆ งานวิจัยนี้ได้ทําการวินิจฉัย
ชนิดของสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กไอโซเลท PY215 ท่ีแยกได้จากดินโป่งยุบ จ.ราชบุรี ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและอณูชีววิทยาโดย
ใช้ลําดับนิวคลิโอไทด์บางส่วนของยีน tufA ผลการวินิจฉัยพบว่า สาหร่ายชนิดนี้คือ Scenedesmus bijugus การศึกษาผลของอุณหภูมิ 
ต่อการสร้างมวลชีวภาพและการสะสมแคโรทีนอยด์ในสาหร่ายชนิดนี้พบว่า S. bijugus PY215 (PY215) จัดอยู่ในกลุ่มสาหร่ายชอบ
อุณหภูมิปานกลาง เนื่องจากสามารถเจริญได้ดีท่ี 25 และ 35 องศาเซลเซียสเม่ือเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะมิกโซทรอฟ (ให้แสง + อะซิเตต 
อาหารเหลว TAP) โดยเก็บเกี่ยวผลผลิตมวลชีวภาพได้เท่ากับ 0.84 และ 0.82 กรัมน้ําหนักแห้งต่อลิตรตามลําดับ เม่ือเพาะเลี้ยงสาหร่าย
ชนิดนี้ในอาหาร TAP ท่ีลดปริมาณธาตุไนโตรเจนเหลือเพียง 10% พบว่าสภาวะดังกล่าวกระตุ้นให้สาหร่ายมีการสะสมชนิดและปริมาณ
แคโรทีนอยด์เพ่ิมมากข้ึน จากการตรวจสอบชนิดของแคโรทีนอยด์ด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีแบบผิวบางพบว่า สาหร่าย PY215 สะสม
แคโรทีนอยด์ชนิดเบต้าแคโรทีน เอคินิโนน แคนธาแซนธิน และแอสตาแซนธิน โดยสามารถผลิตแคโรทีนอยด์รวมได้สูงถึง 
448.74±18.70 ไมโครกรัมต่อกรัมน้ําหนักแห้ง (สูงกว่า 1.19 เท่า เม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม) ในขณะท่ีส่งผลให้มวลชีวภาพของสาหร่าย
ลดลงถึงเกือบ 4 เท่า เม่ือทดลองใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบสองข้ันตอน (25 องศาเซลเซียส ในอาหาร TAP ปกติแล้วย้ายไปอาหาร
สูตรลดไนโตรเจน) พบว่า สาหร่าย PY215 สามารถเก็บเกี่ยวเซลล์สาหร่ายได้มากข้ึนท้ังในอาหารท่ีลดไนโตรเจนเหลือร้อยละ 50 และที่
ไม่มีไนโตรเจน เม่ือเทียบกับชุดควบคุม (เพาะเลี้ยงต่อเนื่องในอาหาร TAP) จึงอาจนําเทคนิคนี้มาใช้เพ่ิมศักยภาพของการผลิต 
แคโรทีนอยด์รวมของสาหร่าย PY215 ได้ 
 

ABSTRACT 
Microalgae are considered the principal source for secondary carotenoids in both pigment biosynthesis and 

production. These carotenoids possess potent antioxidant activity hence they are more favorable to others. In this 
study, the green microalga PY215, from Pong Yoob soil (Ratchaburi), was isolated and identified. Algal identification 
by morphological characteristics and molecular trait, using a partial sequence of tufA gene, indicated that PY215 
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alga is Scenedesmus bijugus.  The temperature effect on biomass production and carotenoid accumulation were 
also investigated. This alga is classified as a mesophilic alga due to its well propagation under mixotrophic condition 
( light/ acetate in liquid TAP)  at 25°C and 35°C with the obtained dry cell of 0. 84, 0. 82 gDW. l- 1, respectively.  After 
cultivation of S. bijugus PY215 (PY215) in nitrogen-reduced TAP (to 10%), the alga accumulated a greater number 
of carotenoid derivatives and content. The accumulation of secondary carotenoids such as ß-carotene, echinenone, 
canthaxanthin and astaxanthin was revealed by thin layer chromatography with a total carotenoid production of 
448. 74±18. 70 μg. gDW-1 ( 1. 19- fold in comparison to a control) .  In adequate, biomass reduction was prominently 
obtained (less than 4-fold). Thereafter, two-step cultivation was employed in order to maximize the total carotenoid 
production in PY215. Higher biomasses were mixotrophically achieved from the two-step cultivations (25°C in TAP 
then nitrogen reduction TAP)  in both 50%  and 0%  nitrogen conditions compared to the control ( continuously 
cultivated in TAP) subsequently potentially enhancing the total carotenoid production in PY215. 
 

คําสําคัญ: ผลของอุณหภูมิ  แคโรทีนอยด์  แคโรทีนอยด์ทุติยภูมิ  Scenedesmus bijugus  การเพาะเลี้ยงแบบสองข้ันตอน 
Keywords: Temperature effect, Carotenoid, Secondary carotenoid, Scenedesmus bijugus, Two-step cultivation 
 

บทนํา 
 แคโรทีนอยด์เป็นสารท่ีมีสีส้ม เหลือง และแดง แบ่งเป็น 
2 ชนิ ดหลั กคื อ  แค โร ทีน  ( carotene)  และแซนโท ฟิลล์  
(xanthophyll) สารกลุ่มนี้ มีความสําคัญอย่างย่ิงแก่พืชและ
สิ่งมีชีวิตท่ีสังเคราะห์แสงได้ (photosynthetic organism) โดย
ทําหน้าท่ีสําคัญเป็น accessory light-harvesting pigments ท่ี
ช่วยเก็บเก่ียวพลังงานจากแสงเพ่ือใช้ในกระบวนการสังเคราะห์
ด้วยแสงของพืช (photosynthesis) และยังมีหน้าท่ีปกป้องพืช
จากการถูกทําลายด้วยแสง (photodamage) (Alcaíno et al., 
2016) นอกจากความสําคัญต่อพืชแล้ว แคโรทีนอยด์ยังเป็นสาร
ให้สีจากธรรมชาติ (natural colourant) แก่สัตว์น้ําและสัตว์ปีก
หลายชนิดในระดับอุตสาหกรรม เช่น ปลาแซลมอน กุ้ง ปู ไก่ 
รวมถึงช่วยให้เกิดสีแดงท่ีจําเป็นต่อการผสมพันธ์ุของนกฟลามิงโก
ในธรรมชาติ (Henríquez et al., 2016) ย่ิงไปกว่านั้น ยังมีการ
นําแคโรทีนอยด์บางชนิดมาใช้ประโยชน์ในทางเภสัชศาสตร์และ
โภชนศาสตร์ เนื่องจากความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูล
อิสระ (antioxidant) ท่ีมีประสิทธิภาพสูงของสารกลุ่มนี้ในการลด
ความเสี่ยงของการเกิดมะเร็งชนิดต่าง ๆ และส่งเสริมระบบ
ภูมิคุ้มกันอีกด้วย (Das et al., 2007) อย่างไรก็ตาม สัตว์และ
มนุษย์นั้นไม่มีความสามารถในการสังเคราะห์สารกลุ่มนี้ ได้ 
(Barker and Pilbeam, 2015) จึงทําให้จําเป็นต้องได้รับจาก
อาหารท่ีบริโภคเข้าไปเพียงเท่านั้น ด้วยเหตุนี้แคโรทีนอยด์จึงเป็น

ท่ีต้องการของตลาดเพื่อใช้ประโยชน์ในด้านต่าง ๆ ดังท่ีกล่าวมา
ข้างต้น (Pulz and Gross, 2004) 
 วิ ถี ก า ร สั ง เ ค ร า ะ ห์ แ ค โ ร ที น อ ย ด์  ( carotenoid 
biosynthesis pathway) สามารถพบได้ในสิ่งมีชีวิตท่ีสังเคราะห์
ด้วยแสง รวมไปถึงจุลินทรีย์กลุ่มแบคทีเรียและฟังไจบางชนิด เช่น 
ราและยีสต์ (Goodwin, 1972) โดยมีรายงานว่า สิ่งมีชี วิตท่ี
สามารถสร้างและสะสมสารกลุ่มนี้ได้มาก คือ สาหร่ายขนาดเล็ก 
หรือ  microalgae หลายสกุล เช่น Chlorella, Scenedesmus, 
Chlamydomonas, Dunaliella, Muriellopsis และ Haema-
tococcus (Pulz and Gross, 2004) และเนื่องจากสาหร่ายสี
เขียวขนาดเล็กเหล่านี้สามารถเจริญเติบโตได้รวดเร็วอีกท้ังไม่มี
รายงานการสร้างสารท่ีเป็นพิษต่อมนุษย์ สิ่งมีชีวิตกลุ่มนี้จึงได้รับ
ความสนใจนํามาใช้ในการเป็นแหล่งผลิตสารกลุ่มแคโรทีนอยด์ใน
ระดับอุตสาหกรรม  (Chacón-Lee and González-Mariño, 
2010; Pulz and Gross, 2004) อย่างไรก็ตาม การเพาะเลี้ยง
สาหร่ายขนาดเล็กเพ่ือผลิตแคโรทีนอยด์ในระดับอุตสาหกรรมนั้น
ยังมีข้อจํากัดท่ีสําคัญหลายประการ เช่น สาหร่าย H. pluvialis ท่ี
มีผลการวิจัยระบุว่าสามารถสะสมคีโตแคโรทีนอยด์มูลค่าสูงได้
มากก ว่ าสาหร่ ายช นิด อ่ืนนั้ น  ( Leu and Boussiba, 2014; 
Olaizola and Huntley, 2003) เจ ริญเติบโตได้ ดี ท่ี อุณหภู มิ   
25-28 องศาเซลเซียส (Fan et al., 1994) ซ่ึงค่อนข้างตํ่า จึงไม่
เหมาะกับการเพาะเลี้ยงในสภาพอากาศของประเทศเขตร้อนเช่น
ประเทศไทยที่มีปริมาณแสงและอุณหภูมิเฉลี่ยค่อนข้างสูง อีกท้ังมี
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รายงานว่า การพาะเลี้ยงมักเกิดการปนเปื้อนจากเชื้อจุลินทรีย์อ่ืน
ได้ง่าย (Leu and Boussiba, 2014) เหตุเหล่านี้ล้วนเป็นอุปสรรค
ท่ีส่งผลต่อการเพิ่มต้นทุนของการเพาะเลี้ยงสาหร่ายชนิดนี้ใน
ระดับอุตสาหกรรมท้ังสิ้น ประเทศไทยซ่ึงอยู่ในภูมิภาคเขตร้อนชื้น 
มีแสงแดดตลอดปี และมีแหล่งน้ําท่ีสมบูรณ์ ปัจจัยท่ีกล่าวมา
เหล่านี้ส่งผลให้ประเทศไทยเป็นตําแหน่งท่ีเหมาะสมกับการ
เพาะเลี้ยงสาหร่ายเป็นอย่างมาก อีกท้ังยังมีความหลายหลายทาง
ชีวภาพสูงและมีการคาดการณ์ว่ายังคงมีสิ่งมีชีวิตท่ีน่าสนใจอีก
หลายชนิดท่ียังไม่ถูกค้นพบรวมถึงสาหร่ายขนาดเล็ก (Baimai, 
2010) คณะผู้วิจัยจึงได้ทําการแยกเพาะเลี้ยงเพ่ือนํามาศึกษา
สาหร่ายจากจุดเก็บตัวอย่างในท้องถ่ินท่ีชื่อว่า โป่งยุบ ซ่ึงมี
ลักษณะทางธรณีท่ีค่อนข้างแห้งแล้งและถูกกัดกร่อนด้วยแรงนํ้า
และลมเป็นเวลานาน จนเกิดการยุบตัวลงกลายเป็นโตรกผาลึก
และเสาดินตะกอนจํานวนมาก ดินท่ีพบในบริเวณดังกล่าวมี
ลักษณะเป็นดินเหนียวปนทรายไม่เหมาะแก่การใช้เป็นพ้ืนท่ี
เกษตร (กรมทรัพยากรธรณี, 2554) หากสามารถแยกเพาะเลี้ยง
สาหร่ายท่ีผลิตคีโตแคโรทีนอยด์ได้ปริมาณสูงจากบริเวณพ้ืนท่ี
ดังกล่าว น่าจะนํามาซ่ึงสาหร่ายสายพันธ์ุท่ีสามารถทนต่ออุณหภูมิ
ท่ีสูงกว่าสาหร่ายท่ีแยกได้จากดินท่ัวไป ผลการทดลองเพ่ือหา
สภาวะเลี้ยงท่ีเหมาะสมและระดับการสะสมแคโรทีนอยด์ของ
สาหร่ายท่ีเกิดจากการศึกษาวิจัยนี้ย่อมสามารถใช้เป็นข้อมูล
เบื้องต้นท่ีจะนําไปสู่การศึกษาเชิงลึกเกี่ยวกับศักยภาพการ
เพาะเลี้ยงสาหร่ายเพื่อการผลิตคีโตแคโรทีนอยด์ภายใต้สภาพ
ภูมิอากาศของประเทศไทยในระดับอุตสาหกรรมต่อไปในอนาคต  
 สาหร่าย Scenedesmus PY215 เป็นสาหร่ายสีเขียว
ขนาดเล็กท่ีแยกได้จากดินตัวอย่างท่ีเก็บจากโป่งยุบ อําเภอสวนผึ้ง 
จังหวัดราชบุรี ท่ีคณะผู้วิจัยทดสอบเบื้องต้นแล้วพบว่า สาหร่าย 
ไอโซเลทนี้มีความสามารถในการผลิตและสะสมสารจําพวก 
แคโรทีนอยด์หลายชนิด ได้แก่ ลูทีน (lutein) อโดนิแซนธิน 
(adonixanthin) แคนธาแซนธิน (canthaxanthin) และแอสตา-
แซนธิน (astaxanthin) จึงเป็นท่ีมาของจุดมุ่งหมายหลักของการ
วิจัยท่ีจะศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการเจริญเติบโตของสาหร่าย 
สีเขียวขนาดเล็ก Scenedesmus PY215 เพ่ือทราบอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมต่อการเพิ่มมวลชีวภาพและปริมาณการสะสม 
แคโรทีนอยด์รวม จากนั้นทดสอบเทคนิคการเพาะเลี้ยงสาหร่าย
แบบ 2 ข้ันตอนเพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตแคโรทีนอยด์ ท้ังนี้
ด้วยมุ่งหวังว่า หากสาหร่ายสายพันธ์ุนี้สามารถเจริญเติบโตได้ดี

ภายใต้อุณหภูมิสูงตามสภาพแวดล้อมของประเทศไทย ใน
ขณะเดียวกันท่ีสามารถผลิตแคโรทีนอยด์ได้ปริมาณมาก ย่อมจะ
เป็นประโยชน์ต่อการเพาะเลี้ยงและการวิจัยเชิงลึกในสาหร่ายเพ่ือ
เป็นแหล่งผลิตแคโรทีนอยด์จากธรรมชาติต่อไป 
 

วิธีการศึกษา 
การเก็บรักษาสายพันธ์ุสาหร่าย PY215 และการจัดจําแนก 
 สาหร่าย PY215 เป็นสาหร่ายท่ีคัดแยกจากดินโป่งยุบ 
ต.ท่าเคย อําเภอสวนผึ้ง จังหวัดราชบุรี ได้รับการดูแลและเก็บ
รักษาไว้ท่ีภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัย
ศิลปากร โดยทําการเก็บรักษาบนอาหารแข็งสูตร TAP หรือ tris 
acetate phosphate (Harris, 2013) ท่ีระดับอุณหภูมิ  25±1 
องศาเซลเซียส ให้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต์ท่ีมีความเข้มแสง
ประมาณ 55-60 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาทีตลอดเวลา 
ในการศึกษาวิจัยจะนําสาหร่ายมาถ่ายเชื้อลงอาหารเหลวสูตร
เดียวกันเพ่ือใช้เป็นเชื้อต้ังต้น (starter culture) โดยสภาวะของ
การเพาะเลี้ยงตลอดการทดลองนี้ดําเนินการโดยให้แสงจากหลอด
ฟลูออเรสเซนต์ท่ีมีความเข้มแสงประมาณ 55-60 ไมโครโมลต่อ
ตารางเมตรต่อวินาทีตลอดเวลา อาหารแข็งใช้วุ้น 1.5 % ส่วนใน
อาหารเหลวจะทําการเพาะเลี้ยงแบบเขย่าด้วยความเร็ว 150 
รอบต่อนาที ตามระดับอุณหภูมิท่ีระบุตามการทดลองแต่ละหัวข้อ 
 การจัดจําแนกสาหร่าย PY215 ทําได้โดยการศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและอณูชีววิทยา ด้วยการใช้กล้อง
จุลทรรศน์แบบใช้แสงร่วมกับเอกสารประกอบการจัดจําแนกชนิด
ของสาหร่ายสี เ ขียว  (Groover and Bold, 1969; Herndon, 
1958; Prescott, 1962; Wehr et al. , 2015)  และก า ร ส กั ด 
ดีเอ็นเพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกริยาลูกโซ่โดยใช้ไพรเมอร์ท่ี
จําเพาะต่อยีน tufA (FuÍkova et al., 2010) จากนั้นนําผล
ลํ า ดับนิ วคลี โอ ไท ด์บางส่ วนของ ยีน ดั งกล่ าวมาจั ด เ รี ย ง
เปรียบเทียบ (BLAST) กับลําดับนิวคลิโอไทด์ในฐานข้อมูล NCBI 
ตามที่บรรยายไว้ในงานวิจัยของ Dyo และคณะ (2013) 
การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อมวลชีวภาพและการสะสม 
แคโรทีนอยด์ของสาหร่าย PY215 
 ศึกษาผลเบื้องต้นของอุณหภูมิต่อการสร้างมวลชีวภาพ
ของสาหร่ายด้วยเทคนิค Spot test ท่ีปรับปรุงจาก Cherdchu-
keattisak และคณะ (2018) โดยหยด สาหร่ายปริมาตร 10 
ไมโครลิตรต่อหยดลงบนอาหารแข็งสูตร TAP แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 
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25 30 35 38 และ 40 องศาเซลเซียส โดยให้แสงตลอดเวลาที่
ระดับความเข้มแสงในช่วง 55-60 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อ
วินาที บันทึกผลการเจริญเติบโตของสาหร่ายทุกวันโดยถ่ายรูป
ด้วยกล้องดิจิตอล จากนั้นนําระดับอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการ
เจริญของสาหร่าย PY215 ท่ีได้จากการทดลองนี้ไปทําการศึกษา
ผลของอุณภูมิต่อมวลชีวภาพและการสะสมแคโรทีนอยด์  
โดยเพาะเลี้ยงสาหร่ายในอาหารเหลวสูตร TAP ท่ีระดับอุณหภูมิท่ี
เหมาะสม เขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที ติดตามการ
เจริญเติบโตโดยวัดค่า optical density ท่ี 750 นาโนเมตร 
(OD750) ด้วยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ นําข้อมูลท่ีได้สร้าง 
growth curve ส่วนการศึกษามวลชีวภาพ (กรัมน้ําหนักแห้งต่อ
ลิตร) ท่ีสาหร่ายสร้างข้ึนทําได้โดยนําไปปั่นเหว่ียงท่ี 3500 รอบต่อ
วินาที เพ่ือเก็บเซลล์แล้วนําไปอบท่ี 55 องศาเซลเซียส จนกระทั่ง
สาหร่ายมีน้ําหนักคงท่ี 
การศึกษาการเพาะเลี้ยงแบบสองขั้นตอนต่อมวลชีวภาพและ
การสะสมแคโรทีนอยด์ของสาหร่าย PY215 
 เพาะเลี้ยงสาหร่าย PY215 ในอาหารเหลวสูตร TAP 
ปริมาตร 400 มิลลิลิตร (ในขวดรูปชมพู่ขนาด 1 ลิตร จํานวน 5 
ขวด) โดยใช้ระดับอุณหภูมิท่ีทําให้สาหร่ายมีการเจริญเติบโตดี
ท่ีสุดจากการทดลองก่อนหน้าจนสาหร่ายเข้าสู่ระยะปลายของ 
exponential phase นําเซลล์สาหร่ายท้ังหมดมารวมกันก่อน
นําไปแยกทดสอบการเลี้ยงในข้ันตอนท่ี 2 (ขวดรูปชมพู่ขนาด 
250 มิลลิลิตร ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 100 มิลลิลิตร) โดยนํา
เซลล์สาหร่ายท่ีเก็บได้จากการเลี้ยงข้ันตอนตอนแรกปริมาตร 100 
มิลลิลิตร มาปั่นเหวี่ยงท่ี 3500 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 10 นาที 
และล้างเซลล์ท่ีเก็บได้ 3 ครั้ง ด้วยอาหารใหม่ท่ีจะย้ายสาหร่ายไป
ลงเลี้ยง ได้แก่ อาหารเหลวสูตร TAP ท่ีมีไนโตรเจนเหลือเพียง 
50% (TAP 50%N) และอาหารเหลวสูตร TAP ท่ีไม่มีไนโตรเจน 
(TAP -N) แต่ละชุดการทดลองมีจํานวน 3 ซํ้า (อุณหภูมิ ปริมาณ
แสงและความเร็วการเขย่าเช่นเดียวกับการเลี้ยงข้ันตอนแรก) ทํา
การเพาะเลี้ยงในข้ันตอนท่ี 2 จนกว่าสาหร่ายชุดใดชุดหนึ่งของ
การทดลองเปลี่ยนสีไปเป็นสีส้มชัดเจน จากนั้นทําการเก็บเซลล์
เพ่ือวัดปริมาณมวลชีวภาพและแคโรทีนอยด์ท่ีสาหร่ายสะสม โดย
มีชุดควบคุม คือ สาหร่ายปริมาตร 100 มิลลิลิตรจากการเล้ียง
ข้ันตอนแรกท่ีไม่ผ่านการเก็บและล้างเซลล์ 
 
 

การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณแคโรทีนอยด์ในสาหร่าย 
การสกัดรงควัตถุทําได้โดยนําตัวอย่างแห้งของสาหร่าย 

20 มิลลิกรัม บดให้ละเอียดร่วมกับทราย (sea sand) ด้วยโกร่ง 
ทําการสกัดรงควัตถุในหลอด microcentrifuge tube ขนาด  
2 มิลลิลิตร ด้วยการเติมน้ํากลั่น 400 ไมโครลิตร และ methanol 
400 ไมโครลิตร  ผสมตัวอย่างให้ เ ข้ากัน  บ่มไ ว้ในท่ี มืด  ณ 
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 60 นาที เติม chloroform ปริมาตร 800 
ไมโครลิตร และผสมสารสกัดอีกครั้ง จากนั้นนําไปปั่นเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ดูดสารละลายส่วนล่าง
ไปกําจัดตัวทําละลายโดยตั้งท้ิงไว้ในตู้ดูดควันทึบแสง เก็บรักษา
ตัวอย่างไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสและปลอดแสงจนกว่าจะ
ทําการวิเคราะห์ 

การศึกษาชนิดของแคโรทีนอยด์ด้วยเทคนิค thin layer 
chromatography (TLC)  ทํ าตาม วิ ธี ของ  Grung และคณะ 
(1992) เพ่ือคํานวณหาค่า Rf  (retention factor) โดยเทียบกับ 
ß-carotene, canthaxanthin มาตรฐาน  และสารสกัดจาก
สาหร่าย H. pluvialis ย่ีห้อ NUTRAKAL® มี mobile phase 
คื อ  acetone:hexane (25:75 v/v)  และมี  silica gel plate  
ทําหน้าท่ีเป็น stationary phase ส่วนการศึกษาปริมาณของ 
แคโรทีนอยด์รวม (total carotenoid) ทําได้โดยเติม petroleum 
ether 1 มิลลิลิตร ลงในสารสกัดสาหร่ายท่ีแห้งสนิทแล้ว ผสมให้
เข้ากันแล้วปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 6,500 รอบต่อนาที นาน 2 นาที 
เ พ่ือกําจัดฝุ่นละอองและส่วนท่ีไม่ละลายให้ตกตะกอน นํา
สารละลายส่วนใสมาเติม petroleum ether ให้ได้สารละลายท่ีมี
ปริมาตรรวม 2 มิลลิลิตร นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คลื่น 470, 644 และ 662 นาโนเมตร โดยใช้ petroleum ether 
เป็น  blank จากนั้นนําค่า ท่ีไ ด้มาคํานวณหาปริมาณ  total 
carotenoid ตามสมการของ  Lichtentaler และ  Wellburn 
(1987) 

เม่ือ C คือ ปริมาณแคโรทีนอยด์รวม (Total caro-
tenoid) ในหน่วยไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (μg.ml-1) ของสาหร่าย 
และ A470, A644 และ A662 คือ ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คลื่น 470, 644 และ 662 นาโนเมตร ตามลําดับ 
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การวิเคราะห์ชนิดของแคโรทีนอยด์ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC)  

เซลล์สาหร่าย 215 แห้งท้ังสภาวะสีเขียวและสีแดงซ่ึง
ได้รับความอนุเคราะห์การตรวจวัดชนิดของแคโรทีนอยด์ด้วย
เคร่ือง HPLC จาก Prof. Paul D. Fraser, School of Biological 
Sciences, Royal Halloway University แห่งสหราชอาณาจักร 
ตามวิ ธีการท่ีอธิบายไว้ในงานวิจัยของ Nogueira และคณะ 
(2013) 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 การวิเคราะห์ความแตกต่างและจัดกลุ่มของข้อมูลท่ีได้
จากการวิจัยนี้ (จํานวนไม่น้อยกว่า 3 ซํ้าในแต่ละการทดลอง) ใช้
วิธีการวิเคราะห์ทางสถิติด้วย one-way ANOVA และ post hoc 
test ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% (P<0.05) 
 

ผลการศึกษาและการวิจารณ์ 
ลักษณะทางสัณฐานและการจัดจําแนกสาหร่าย PY215  

จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบใช้แสง พบว่า สาหร่าย PY215 เป็นสาหร่ายท่ีมี
สองลักษณะ (dimorphic algae) คือ ภายใต้สภาวะเลี้ยงเดียวกัน 
สามารถพบลักษณะเซลล์ท้ังท่ีเป็นเซลล์เด่ียวและโคโลนี (รูปท่ี 1A 
และ 1B) โดยเซลล์เด่ียวมีลักษณะท้ังแบบค่อนข้างกลมและรี 
ขนาดของเซลล์เฉลี่ย 5.36 x 4.40 ไมโครเมตร ภายในเซลล์พบ 
แวคิวโอลขนาดใหญ่อยู่กลางเซลล์ พบไพรีนอยด์มีลักษณะกลมใส
เพียง 1 ไพรีนอยด์อยู่กลางค่อนไปทางปลายด้านหนึ่งของเซลล์ 
ไม่พบแฟลกเจลลา (รูปท่ี 1A) ส่วนโคโลนีนั้นประกอบด้วยเซลล์
จํานวน 4 เซลล์เรียงต่อกันด้านข้างตามความยาวของเซลล์ ใน
ส่วนของลักษณะทางสรีรวิทยาของสาหร่าย PY215 ท่ีน่าสนใจ
ประการหนึ่งคือ เม่ือเพาะเลี้ยงสาหร่ายในอาหารสูตร TAP เป็น
ระยะเวลาประมาณ 30 วัน สาหร่ายจะเปลี่ยนสีจากสีเขียวไปเป็น
สีเหลืองส้ม และเปลี่ยนสีเร็วข้ึน (20 วัน) เม่ือเลี้ยงในอาหาร TAP 
ท่ีมีปริมาณไนโตรเจนลดเหลือเพียงร้อยละ 10 (TAP10%N)  
(รูปท่ี 1B) ผู้วิจัยคาดว่า การเปลี่ยนสีนั้นเกิดจากการสะสมรงค
วัตถุกลุ่มแคโรทีนอยด์ภายในเซลล์สาหร่าย ซ่ึงภายหลังผู้วิจัยได้ใช้
เทคนิค TLC ตรวจสอบเปรียบเทียบสารสกัดจากสาหร่ายกลุ่มนี้
ระหว่างตัวอย่างแห้งสีเขียวและสีแดงเทียบกับแคโรทีนอยด์
มาตรฐาน ผลการทดลองสามารถยืนยันได้ว่า สาหร่าย PY215 ท่ี

ระยะเซลล์สีแดงมีการสร้างและสะสมรงควัตถุกลุ่มแคโรทีนอยด์
บางชนิดท่ีต่างไปจากระยะท่ีเซลล์มีสีเขียว  

หลังจากศึกษาและรวบรวมข้อมูลลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของสาหร่าย PY215 ตามเอกสาร
ของ Prescott (1962) และทําการศึกษาทางด้านอณูชีววิทยา
ด้วยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน tufA 
ความยาว 896 คู่ เบส ของสาหร่าย PY215 กับข้อมูลลําดับ 
นิวคลีโอไทด์ของยีนดังกล่าวท่ีมีอยู่ในฐานข้อมูล GenBank พบว่า 
ลําดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน tufA ของ สาหร่าย PY215 
(GenBank Accession number: MG902954) มีความเหมือน
สู ง สุ ด กั บ ส า ห ร่ า ย  Scenedesmus bijugus ( Accession 
number: KT778005.1 ) ท่ีร้อยละ 99%  
ผลของอุณหภูมิต่อมวลชีวภาพและการสะสมแคโรทีนอยด์ของ
สาหร่าย PY215 

จากการทดลองเบื้องต้นเพ่ือทดสอบความสามารถใน
การเจริญท่ีอุณหภูมิสูงของสาหร่าย Scenedesmus สายพันธ์ุ 
PY215 (ต่อไปจะเรียกว่าสาหร่าย PY215) โดยเทคนิค spot test 
บนอาหารแข็งสูตร TAP ด้วยสภาวะมิกโซทรอฟที่อุณหภูมิต่างกัน 
5 ระดับ เม่ือสังเกตด้วยตาเปล่าพบว่า สาหร่าย PY215 เจริญได้ดี
ไม่แตกต่างกันท่ีอุณหภูมิ 25 30 35 และ 38 องศาเซลเซียส และ
สามารถเจริญได้แต่ไม่ดีอย่างเห็นได้ชัดท่ีอุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส (รูปท่ี 1C) เม่ือนํามาเพาะเลี้ยงเพื่อเปรียบเทียบการ
เจริญในอาหารเหลวท่ีอุณหภูมิ 25 35 และ 38 องศาเซลเซียส 
พบว่า มวลชีวภาพของสาหร่ายท่ีเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 25 และ 35 
องศาเซลเซียสมีค่าไม่แตกต่างกัน (0.84 และ 0.82 กรัมน้ําหนัก
แห้งต่อลิตร) และมีค่ามากกว่ามวลชีวภาพจากสาหร่ายท่ีเลี้ยงท่ี 
38 องศาเซลเซียส (0.49 กรัมน้ําหนักแห้งต่อลิตร) อย่างมี
นัยสําคัญ (p<0.05) ดังแสดงในกราฟแท่ง (รูปท่ี 1D) 

ผลท่ีเกิดจากการทดลองเพาะเลี้ยงสาหร่าย PY215 ท้ัง
ในอาหารเหลวและแข็งชี้ ให้เห็นถึงอิทธิพลของอุณหภูมิต่อ
กิจกรรมทางสรีรวิทยาของสิ่งมีชีวิต เนื่องจากอุณหภูมิเกี่ยวข้อง
โดยตรงกับอัตราการเกิดปฏิกิริยาทางชีวเคมีภายในเซลล์ การนํา
ธาตุอาหารและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์เข้าสู่เซลล์ (Ahlgren, 
1987) ซ่ึงปัจจัยท่ีกล่าวมาล้วนส่งผลต่อเนื่องไปถึงอัตราการ
เจริญเติบโตของสาหร่ายทุกชนิด (Gibson and Foy, 1989) 
โดยท่ัวไปอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงสาหร่ายอยู่ในช่วง 
15 ถึง 30 องศาเซลเซียส หากเพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิสูงกว่านี้อาจ
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เกิดอันตราย และ/หรือ ส่งผลให้เซลล์สาหร่ายตาย (Singh and 
Singh, 2015) โดยส่วนหนึ่งของผลการทดลองน้ีแสดงให้เห็นถึง
ความสามารถของสาหร่าย PY215 ในการเจริญได้ในช่วงอุณหภูมิ
กว้าง คือ 25 - 40 องศาเซลเซียส อีกท้ังเจริญได้ดีท่ี 25 และ 35 
องศาเซลเซียส ซ่ึงสูงกว่าอุณหภูมิท่ีสาหร่ายท่ัวไปเจริญ และ
สามารถมีชีวิตอยู่ได้ท่ีอุณหภูมิ 38 และ 40 องศาเซลเซียส ดังนั้น
จึงสามารถจัดสาหร่ายชนิดนี้ให้อยู่ในกลุ่ม Mesophilic algae ได้
ตามช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโต (Willey, 2008) 

เม่ือพิจารณากราฟรูปแบบการเจริญเติบโต (รูปท่ี 1E) 
พบว่า สาหร่าย PY215 ท่ีเพาะเลี้ยงในอุณหภูมิ 25 และ 35 องศา
เซลเซียสมีรูปแบบการเจริญท่ีคล้ายคลึงกัน มีการเจริญท่ีเร็วและ
ผลิตชีวมวลสูงกว่าสาหร่ายท่ีเลี้ยงในอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส 
กล่าวได้ว่า ช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของสาหร่าย 
PY215 อยู่ท่ี 25 และ 35 องศาเซลเซียส มีความสามารถในการ
ผลิตชีวมวล 0.14 กรัมต่อลิตรต่อวัน (รูปท่ี 1D และ 1E) ซ่ึงพบว่า
สูงกว่าสาหร่ายท่ีอยู่ในสกุลเดียวกันภายใต้สภาวะมิกโซทรอฟดังท่ี
พบในรายงานของ  Xin (2011)  ซ่ึ ง ทํ าการทดลองพบ ว่า 
Scenedesmus sp. LX1 สามารถเจริญได้ดีในช่วงอุณหภูมิ 10 
ถึง 30 องศาเซลเซียส และสร้างมวลชีวภาพสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 20 
องศาเซลเซียส (0.10 กรัมต่อลิตรต่อวัน) เม่ือเปรียบเทียบกับ
สาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก Haematococcus pluvialis ซ่ึงเป็น
สาหร่ายท่ี ถูกนํามาใช้ ในการผลิตแอสตาแซนทินในระดับ
อุตสาหกรรม พบว่า สาหร่าย H. pluvialis มีอัตราการเจริญท่ีตํ่า
และมีอุณภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญอยู่ในช่วง 20-28 องศา
เซลเ ซียส  (Fan et al. , 1994; Giannelli et al. , 2015)  หาก
เปรียบเทียบกับ Chlorella vulgaris ซ่ึงเป็นสาหร่ายขนาดเล็กท่ี
เจริญเติบโตเร็วมากด้วยความสามารถในการผลิตชีวมวลเท่ากับ 
0.254 กรัมต่อลิตรต่อวัน (เม่ือเพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส) จึงถูกนําไปใช้อย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมการผลิต
กรดไขมัน (Liang et al. , 2009) เ ม่ือเปรียบเทียบกันพบว่า
สาหร่าย PY215 มีการเจริญท่ีตํ่ากว่า C. vulgaris เกอืบ 2 เท่า 
ผลของสภาวะขาดไนโตรเจนต่อมวลชีวภาพและการสะสม 
แคโรทีนอยด์ของสาหร่าย PY215 

จากผลการทดลองเบื้องต้นด้วยเทคนิค spot test 
แสดงให้เห็นว่า อุณหภูมิส่งเสริมการเจริญเติบโตของสาหร่าย 
PY215 แต่ไม่กระตุ้นการสะสมแคโรทีนอยด์เนื่องจากไม่พบการ
เปลี่ยนสีของโคโลนีสาหร่าย (รูปท่ี 1C) ผู้วิจัยจึงทําการทดลอง

เพ่ิมปัจจัยกระตุ้นโดยการลดปริมาณไนโตรเจนในอาหารเลี้ยง
สาหร่าย ซ่ึงทําให้เกิดปรากฏการณ์การเปลี่ยนสีของโคโลนีจากสี
เขียวไปเป็นสีเหลืองส้มของสาหร่าย PY215 (รูปท่ี 2A) สามารถ
มองเห็นได้ชัดเจนด้วยตาเปล่าเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
(แถวบนสุด รูปท่ี 2A) เม่ือสังเกตเพิ่มเติมถึงผลของระดับอุณหภูมิ
ต่อการสะสมแคโรทีนอยด์ในสาหร่ายชนิดนี้เม่ือเลี้ยงบนอาหารท่ี
ลดไนโตรเจนแล้ว กลับไม่สามารถระบุความแตกต่างของสีส้มได้
เม่ือสังเกตด้วยตาเปล่า ความแตกต่างของรงควัตถุท่ีสาหร่ายผลิต
และสะสมในแต่ละอุณหภูมิตรวจพบได้เม่ือเก็บเกี่ยวเซลล์แล้ว
นํามาวิเคราะห์ชนิดของรงควัตถุด้วยการสกัดสารสีแล้วแยกชนิด
ด้วยเทคนิค TLC ผลดังแสดงใน รูปท่ี 2B 

เม่ือทําการเปรียบเทียบสารสกัดจากสาหร่าย PY215 
ในสภาพท่ีมีไนโตรเจนปกติกับสภาวะท่ีปริมาณไนโตรเจนลดลง
เหลือเพียงร้อยละ 10 (เลี้ยงท่ีระดับอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส) 
กับสารมาตรฐานแคโรทีนอยด์ท่ีเป็นชนิดอ้างอิง ได้แก่ เบต้า 
แคโรทีน แคนธาแซนธินบริสุทธ์ิ และสารสกัดจากสาหร่าย H. 
pluvialis ย่ีห้อ NUTRAKAL® ซ่ึงมีแอสตาแซนธินเป็นรงควัตถุ
ชนิดเด่น พบว่า การลดไนโตรเจนลงเหลือเพียงร้อยละ 10 กระตุ้น
ให้สาหร่าย PY215 ผลิตสารกลุ่มแคโรทีนอยด์เพ่ิมข้ึนจากปกติท่ีมี
เพียง 2 ชนิด คือ เบต้าแคโรทีนและลูทีน (กลุ่มควบคุม ตัวอย่าง 
T รูปท่ี 2B) สังเกตได้จากแถบสีของแคโรทีนอยด์ท่ีมีสีค่อนไปทาง
สีแดงหลายแถบ (ตัวอย่าง T10 2B) ซ่ึงมีค่า Rf ท่ีใกล้เคียงกับสาร
มาตรฐานแคนธาแซนทินและสารสีหลักท่ีพบในสารสกัดจาก
สาหร่าย H. pluvialis (ตัวอย่าง H รูปท่ี 2B) ผลการทดลองน้ีบ่ง
บ อ ก ไ ด้ เ บื้ อ ง ต้ น ว่ า ส า ห ร่ า ย  PY215 ส ะ ส ม ส า ร 
แคโรทีนอยด์กลุ่มท่ีมีหมู่คีโตในโมเลกุลภายใต้สภาวะการลด (ขาด
แคลน) ไนโตรเจนในอาหารเพาะเลี้ยง นอกจากนี้ ผู้วิจัยยังพบว่า 
ขนาดของแถบสีของลูทีนนั้นเล็กลงแสดงถึงปริมาณการสร้างและ
สะสมลู ทีน ท่ีลดลง  อีก ท้ั งแคโร ทีนอยด์ชนิด เ ด่น  (major 
pigment) เปลี่ยนจากลูทีนเป็นแคนธาแซนธิน 

ในสภาวะการเลี้ยงแบบมิกโซทรอฟิกท่ีมีปริมาณ
ไนโตรเจนเพียงพอ (อาหารท่ีมีปริมาณไนโตรเจนระดับปกติ) 
สาหร่าย PY215 สร้างลูทีนเป็นแคโรทีนอยด์ชนิดเด่น ซ่ึงลักษณะ
ดังกล่าวเป็นลักษณะท่ัวไปท่ีพบในสาหร่ายสีเขียวหลายชนิดเช่น 
Chlorella regularis สายพั น ธ์ุ  S- 50 ( Sansawa and Endo, 
2004) , Muriellopsis sp.  ( Del Campo et al. , 2000)  และ 
Scenedesmus sp.  สายพั น ธ์ุ  CCALA 1074 ( Přibyl et al. , 
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2016) เม่ือทําการตรวจสอบแคโรทีนอยด์ในสาหร่าย PY215 โดย
ใ ช้ เ ท ค นิ ค  High Performance Liquid Chromatography 
(HPLC) เปรียบเทียบกับเทคนิค TLC พบว่ามีผลสอดคล้องกัน 
( รูปท่ี 2C) ซ่ึงสามารถระบุชนิดของแคโรทีนอยด์กลุ่มคี โต 
แคโรทีนอยด์ได้เพ่ิมเติมจากแคนธาแซนธิน อีก 4 ชนิด ได้แก่ 
แอสตาแซนธิน อะโดนิแซนธิน เอคิเนโนน และ ไฮดรอกซีเอคิ- 
เนโนน รวมเป็น 5 ชนิด โดยท่ีแคโรทีนอยด์สองชนิดแรกเป็น 
แคโรทีนอยด์ทุติยภูมิในกลุ่มคีโตแคโรทีนอยด์ท่ีมีความสําคัญทาง
เศรษฐกิจ เป็นท่ีต้องการในตลาดและมีราคาสูง (Boussiba, 
2000; Guedes et al., 2011, Enzing et al., 2014) การตรวจ
พบสารแคโรทีนอย์มากข้ึนท้ังชนิดและปริมาณในสารสกัดจาก
สาหร่าย PY215 ท่ีเลี้ยงบนอาหารที่ลดปริมาณธาตุไนโตรเจนมี
เซลล์สีส้ม หรือกล่าวได้ว่าเป็นลักษณะของการสร้างและสะสม 
แคโรทีนอยด์โดยเฉพาะแคโรทีนอยด์ทุติยภูมิ (secondary 
carotenoid) ภายใต้สภาวะเครียด ซ่ึงเป็นลักษณะท่ีสามารถพบ
ได้ในสาหร่ายสีเขียวหลายชนิด เช่น Chlorella zofingiensis 
(Mulders et al., 2015), Scenedesmus sp. (Pancha et al., 
2014) , และ  Muriellopsis sp.  ( Del Campo et al. , 2000) 
หลายงานวิจัยทําการทดลองและสรุปผลในทิศทางเดียวกันว่า 
การสร้างสารแคโรทีนอยด์ทุติยภูมิของสาหร่ายสีเขียวเป็นกลไก
การตอบสนองต่อความเครียดเพ่ือป้องกันเซลล์จากอนุมูลอิสระ
อันเนื่องมาจากสภาวะแวดล้อมไม่เหมาะสม และหลักการนี้เองท่ี
ผู้ประกอบการเลี้ยงสาหร่ายนําไปประยุกต์ใช้ในการกระตุ้นให้
สาหร่าย H. pluvialis สร้างแอสตาแซนธินเพ่ิมข้ึนในระดับ
อุตสาหกรรมด้วยการลดสารประกอบไนโตรเจนในอาหาร
เพาะเลี้ยง (Kakizono et al., 1992; Li et al., 2011) 

เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบปริมาณมวลชีวภาพของ
สาหร่าย PY215 จากการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวพบว่า ใน
อาหาร TAP 10%N สาหร่ายมีปริมาณมวลชีวภาพเท่ากับ 0.58 ± 
0.05 กรัมต่อลิตรซ่ึงน้อยกว่าชุดควบคุมเกือบ 4 เท่า (2.00 กรัม
ต่อลิตร) ส่วนปริมาณแคโรทีนอยด์รวมท่ีตรวจพบในชุดควบคุมมี
ค่าเท่ากับ 377.43±12.00 ไมโครกรัมต่อกรัมน้ําหนักแห้ง ในขณะ
ท่ีสาหร่าย PY215 ท่ีเลี้ยงในอาหารสูตร TAP 10%N ตรวจพบ
ปริมาณแคโรทีนอยด์รวมเท่ากับ 448.74 ± 18.70 ไมโครกรัมต่อ
กรัมน้ําหนักแห้ง หรือเพ่ิมข้ึน 1.2 เท่าจากชุดควบคุม (ตารางท่ี 1) 
ผลการทดลองน้ี (มวลชีวภาพ ปริมาณแคโรทีนอยด์รวม และ
ศักยภาพในการผลิตแคโรทีนอยด์ของสาหร่าย S. bijugus PY215 
) สอดคล้องกับงานวิจัยของ Zhekisheva และคณะ (2011) ท่ีทํา
การเลี้ยง สาหร่าย H. pluvialis ในอาหารท่ีขาดไนโตรเจน ซ่ึง
พบว่ามวลชีวภาพของสาหร่ายลดลงเกือบ 3 เท่า ท้ังนี้เนื่องจาก
ไนโตรเจนเป็นธาตุอาหารท่ีมีความสําคัญในกระบวนการเมตาบอ
ลิซึมในเซลล์ของส่ิงมีชีวิต เม่ือขาดธาตุไนโตรเจนจึงส่งผลให้เซลล์
สาหร่ายมีการเจริญเติบโตท่ีลดลงและส่งผลโดยตรงต่อศักยภาพ
ในการผลิตแคโร ทีนอยด์  ( total carotenoid production) 
ดังน้ันเพ่ือลดต้นทุนในการผลิตและเพ่ิมศักยภาพการผลิตแอสตา-
แซนธิน จึงมีการเพาะเลี้ยงสาหร่ายหลากหลายวิธี ท้ังการเลี้ยงใน
ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบใช้แสง (photobioreactor) การเลือก 
ภูมิประเทศ ภูมิอากาศท่ีเหมาะสมและเอื้อต่อการเจริญเติบโตแก่
สาหร่าย การเพาะเลี้ยงแบบสองข้ันตอน (Aflalo et al., 2007; 
Li et al., 2011) รวมไปถึงการค้นหาสายพันธ์ุสาหร่ายท่ีสามารถ
ผลิตแคโรทีนอยด์มูลค่าสูงแต่เลี้ยงง่ายและมีอัตราการเจริญท่ี
รวดเร็ว (Orosa et al., 2000) 
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รูปที่ 1 ผลของอุณหภูมิต่อ S. bijugus PY215 ท่ีเลี้ยงภายใต้สภาวะมิกโซทรอฟ A: สัณฐานวิทยาของ S. bijugus PY215; A1; เซลล์

เด่ียวสีเขียว A2; โคโลนีสีเขียว (TAP, 20 วัน), B; เซลล์สีส้มแดง (TAP10%, 20 วัน) scale bar = 5 μm. C; การเจริญภายใต้
อุณหภูมิต่างๆของ S. bijugus PY215 บนอาหารแข็ง TAP เลี้ยงโดยเทคนิค spot test (สาหร่ายอายุ 11 วัน) D; มวลชีวภาพ
ของ S. bijugus  PY215 (TAP, 10 วัน) จากการวิเคราะห์ทางสถิติด้วย One-Way ANOVA (P<0.05) โดยค่า a, b และ c 
แสดงการจัดกลุ่มด้วยสถิติของ Duncan, E; กราฟการเจริญเติบโตของ S. bijugus PY215 ท่ีเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 25,  35 และ 38 
องศาเซลเซียส (เส้นทึบแสดง OD750 และเส้นประแสดงมวลชีวภาพ)  
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รูปท่ี 2 ผลของอุณหภูมิและสภาวะขาดแคลนไนโตรเจนต่อสาหร่าย S. bijugus PY215. A; การเปล่ียนสีของโคโลนีของสาหร่าย  

S. bijugus PY215 บนอาหาร TAP 10% N (ชุดควบคุม; อาหาร TAP ท่ี อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส) B; Carotenoid 
profile ของสาหร่าย S. bijugus PY215 โดย thin layer chromatography (TLC); H= สารสกัดจาก H. pluvialis (แหล่ง 
astaxanthin) C=Canthaxanthin และ B= ß-Carotene standard C; HPLC Chromatogram ของสารสกัดจากสาหร่าย 
PY215 (TAP 10%N, อายุ 21 วัน) แคโรทีนอยด์ท่ีสําคัญได้แก่ 1; Astaxanthin, 2; Adonixanthin, 3; Lutein,  
4; Canthaxanthin, 5; 3-OH-echinenone, 6; Echinenone. 

 
ตารางท่ี 1 มวลชีวภาพ ปริมาณแคโรทีนอยด์รวมและศักยภาพในการผลิตแคโรทีนอยด์ของสาหร่าย S. bijugus PY215 S. bijugus 

PY215 
อาหาร มวลชีวภาพ (gDW.l-1) ปริมาณแคโรทีนอยด์รวม (μg.gDW-1) ศักยภาพในการผลิตแคโรทีนอยด์รวม (μg.l-1) 
TAP 2.00±0.28 377.43±12.00 756.25±121.69 

TAP 10%N 0.58*±0.05 448.74*±18.70 260.7*±33.17 
หมายเหตุ *แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P< 0.05) จากการวิเคราะห์ด้วย t-test 

ศักยภาพในการผลิตแคโรทีนอยด์รวม (μg.l-1) คํานวณได้จากมวลชีวภาพคูณกับปริมาณแคโรทีนอยด์รวมที่ได้จากการผลคูณของมวลชีวภาพ (gDW.l-1) กับ 
แคโรทีนอยด์รวม (μg.gDW-1) 
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ผลของการเพาะเลี้ยงแบบสองขั้นตอนต่อมวลชีวภาพและการ
สะสมแคโรทีนอยด์ของสาหร่าย PY215 

จากการทดลองก่อนหน้าท่ีทําให้ทราบถึงสภาวะการ
เ ลี้ ย ง ท่ี เ หมาะสม ต่อการ เ พ่ิ มมวลชี วภาพของสาห ร่ าย 
Scenedesmus PY215 และสภาวะท่ีสามารถกระตุ้นให้สาหร่าย
สร้างและสะสมแคโรทีนอยด์มากข้ึน แต่อุปสรรคสําคัญอย่างหนึ่ง
ท่ีพบคือ มวลชีวภาพของสาหร่าย PY215 ลดลงอย่างมากเม่ือ
สาหร่ายเจริญในอาหารท่ีมีปริมาณธาตุไนโตรเจนน้อย ถึงแม้
ปริมาณแคโรทีนอยด์ต่อหน่วยน้ําหนักแห้งสาหร่ายจะเพิ่มข้ึนก็
ตาม หากเม่ือพิจารณาศักยภาพในการผลิตแคโรทีนอยด์รวมแล้ว 
การลดไนโตรเจนในอาหารต้ังแต่เร่ิมเลี้ยงสาหร่ายทําให้ศักยภาพ
การผลิตแคโรทีนอยด์ตํ่ากว่าการเลี้ยงด้วยอาหารปกติเนื่องจาก
การเก็บเกี่ยวมวลชีวภาพของสาหร่ายได้น้อยนั่นเอง ด้วยเหตุนี้
ผู้วิจัยจึงนําเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบสองข้ันตอนมาประยุกต์ใน
การเพาะเลี้ยงสาหร่ายชนิดนี้ โดยขั้นแรกทําการเล้ียงสาหร่ายใน
สภาวะที่สาหร่ายเจริญได้ดีท่ีสุด (25 องศาเซลเซียส) เพ่ือเพ่ิมมวล
ชีวภาพก่อนเป็นเวลา 6 วัน จากนั้นจึงกระตุ้นให้สาหร่ายสร้าง
และสะสมแคโรทีนอยด์โดยย้ายสาหร่ายลงสู่อาหารสูตร TAP ท่ี
ลดปริมาณไนโตรเจนลง 50% (TAP 50%N) อาหารท่ีขาด
ไนโตรเจน (TAP-N) และมีสาหร่ายท่ีทําการเลี้ยงต่อเนื่องใน
สภาวะเดิม (TAP continue) เป็นชุดควบคุม 

เ ทค นิคกา ร เพาะ เ ลี้ ย ง แบบสอง ข้ั นตอน ทํ า ใ ห้  
Scenedesmus PY215 มีรูปแบบการเจริญดังแสดงในรูปท่ี 3A 
จากผลการทดลองท่ีเกิดข้ึน เม่ือชั่งน้ําหนักและวิเคราะห์มวล
ชีวภาพของสาหร่าย PY215 ท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร TAP 
continue (ชุดควบคุม) เปรียบเทียบกับสาหร่ายท่ีย้ายไปเลี้ยงใน
อาหาร TAP 50%N และ TAP-N พบว่า การขาดแคลนธาตุ
ไนโตรเจนส่งผลให้มวลชีวภาพและปริมาณแคโรทีนอยด์รวมของ
สาหร่าย PY215 เปลี่ยนไปอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
ดังแสดงในตารางท่ี 2 โดยผู้วิจัยเก็บเกี่ยวมวลชีวภาพได้สูงสุดจาก
การเลี้ยงสาหร่ายในอาหาร TAP 50%N, TAP–N และชุดควบคุม
ตามลําดับ สาหร่ายมีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ชนิดเด่นเพียง
สองชนิด คือ เบต้าแคโรทีนและลูทีนในชุดควบคุม ในขณะที่ตรวจ
พบการสะสมแคนธาแซนธินเพ่ิมเติมในตัวอย่างสาหร่ายท่ีเลี้ยงใน
อาหาร TAP 50%N และอาหาร TAP-N ปริมาณแคนธาแซนธิน
ในตัวอย่างท่ีเลี้ยงในอาหาร TAP-N มีมากกว่าสาหร่ายท่ีเลี้ยงใน
อาหาร TAP 50%N สังเกตได้จากความเข้มของแถบแคนธาแซน-

ธินบนแผ่น TLC (รูปท่ี 3B) อีกท้ังตรวจพบการลดลงของปริมาณ
เบต้าแคโรทีนซ่ึงเป็นสารต้ังต้นในการสร้างแคโรทีนอยด์ชนิดอ่ืน
รวมถึงแคนธาแซนธิน (Ye et al., 2008) ในสาหร่าย PY215 ท่ี
เลี้ยงในอาหาร TAP-N ซ่ึงผลการทดลองสนับสนุนความเป็นไปได้
ว่า แคนธาแซนธินท่ีเพ่ิมข้ึนนี้มาจากการเปลี่ยนแปลงปริมาณของ
สารเบต้าแคโรทีนในวิถีการสังเคราะห์ผ่านการเติมหมู่คีโตท่ีวง
แหวนเบต้าท่ีปลายท้ังสองข้างเ ม่ือสาหร่ายถูกกระตุ้นด้วย
ความเครียดจากการขาดไนโตรเจน (Paniagua-Michel et al., 
2012) 

เม่ือพิจารณาปริมาณแคโรทีนอยด์รวมในการเลี้ยงแบบ 
2 ข้ันตอน พบว่า สาหร่ายท่ีย้ายไปเลี้ยงในอาหารที่ลดปริมาณ
ธาตุไนโตรเจนนั้นมีปริมาณแคโรทีนอยด์รวมสูงข้ึนจากชุดควบคุม 
โดยสาหร่ายท่ีเลี้ยงในอาหาร TAP 50%N และ TAP-N มีค่าไม่
แตกต่างกันแต่มีค่าสูงกว่าชุดควบคุม 1.47 และ 1.83 เท่า
ตามลําดับ นอกจากนี้เม่ือเปรียบเทียบกับปริมาณแคโรทีนอยด์
รวมในเซลล์สาหร่ายวันแรกของการย้าย พบว่า มีค่าสูงข้ึนถึง 5 
เท่า ข้อมูลนี้มีแนวโน้มเป็นไปในทางเดียวกันกับค่าศักยภาพใน
การผลิตแคโรทีนอยด์รวมซ่ึงมีค่าสูงถึง 2287.94 และ 2692.06 
ไมโครกรัมต่อลิตร เนื่องจากค่าศักยภาพในการผลิตแคโรทีนอยด์
รวมนั้นคํานวณได้จากค่ามวลชีวภาพคูณกับค่าปริมาณแคโร- 
ทีนอยด์รวม ซ่ึงเม่ือมวลชีวภาพและปริมาณแคโรทีนอยด์รวมมีค่า
สูงข้ึนย่อมส่งผลให้ศักยภาพในการผลิตแคโรทีนอยด์รวมสูงข้ึน
ตามไปด้วย เม่ือเปรียบเทียบค่าศักยภาพในการผลิตแคโรทีนอยด์
รวมของสาหร่าย PY215 ร่วมกับสาหร่ายสีเขียวชนิดอ่ืนตามการ
รายงานของ Orosa และคณะ (2000) ท่ีได้ศึกษาการผลิตมวล
ชีวภาพและปริมาณแคโรทีนอยด์รวมของสาหร่าย 5 ชนิด ได้แก่ 
ส าห ร่ า ย  Neochloris wimmeri, Protosiphon botryoides, 
Scotiellopsis oocystiformis, S. vacuolatus และ Chlorella 
zofingiensis โดยการให้แสงความเข้มแสงสูง (350 ไมโครโมลต่อ
ตารางเมตรต่อวินาที) เพ่ือกระตุ้นให้สาหร่ายเหล่านี้เพ่ิมการผลิต
แคโรทีนอยด์และเลี้ยงเป็นเวลา 24 วัน ผลการทดลองพบว่า 
ศักยภาพในการผลิตแคโรทีนอยด์รวมของสาหร่าย PY215 ท่ีเลี้ยง
ในอาหาร TAP-N ของการเพาะเลี้ยงแบบสองข้ันตอนนี้มีค่า
ม า ก ก ว่ า ส า ห ร่ า ย  P.  botryoides, S.  oocystiformis, S. 
vacuolatus แต่น้อยกว่าสาหร่าย C. zofingiensis และ N. 
wimmeri ถึงแม้ว่าภาพรวมของการผลิตแคโรทีนอยด์รวม (total 
carotenoid productivity) ของสาหร่าย PY215 จะมีค่าน้อย



งานวิจัย วารสารวิทยาศาสตร์ มข. ปีที่ 47 เลม่ที่ 2 253 
 
กว่าสาหร่าย C. zofingiensis และ N. wimmeri อยู่เกือบ 2 เท่า 
แต่วิธีการกระตุ้นโดยแสงน้ันย่อมเพ่ิมต้นทุนการผลิต ซ่ึงแตกต่าง
จากการลดปริมาณธาตุไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงสาหร่ายท่ีจะช่วย
ลดต้นทุนในการผลิตได้ดังท่ีมีรายงานในผลการวิจัยของ Li และ

คณะ (2011) ว่า การลดธาตุไนโตรเจนในอาหารเล้ียงสาหร่าย  
H. pluvialis ในระดับอุตสาหกรรมจะทําให้สามารถลดต้นทุน
ของการผลิตลงไปได้ประมาณ 7500 ดอลลาร์สหรัฐหรือคิดเป็น 
1.5 % จากต้นทุนท้ังหมด 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3 การเพาะเลี้ยงแบบสองข้ันตอนของสาหร่าย S. bijugus PY215 A; กราฟการเจริญเติบโตของ S. bijugus; ข้ันตอนแรก 
เลี้ยงสาหร่ายในสภาวะมิกโซทรอฟ (TAP) ท่ี 25 องศาเซลเซียส 6 วันแล้วย้ายไปสู่อาหารใหม่ (TAP 50%N, TAP -N) ซ่ึง
ล้างเซลล์ด้วยอาหารใหม่ 3 คร้ังก่อนการย้าย B; Carotenoid profiles ของ S. bijugus PY215 (วันท่ี 23  ของการ
ทดลอง) B= สารมาตรฐาน ß-carotene, H= สารสกัดจาก Haematococcus pluvialis (แหล่ง astaxanthin), C= สาร
มาตรฐาน canthaxanthin, TC= TAP เพาะเลี้ยงต่อเนื่องในอาหารเดิม (control), T50=  TAP ท่ีมีไนโตรเจน 50%, T-N=  
TAP ท่ีไม่มีไนโตรเจน 

 
ตารางท่ี 2 มวลชีวภาพ ปริมาณแคโรทีนอยด์รวมและศักยภาพในการผลิตแคโรทีนอยด์ของสาหร่าย S. bijugus PY215 ของการ

เพาะเลี้ยงแบบสองข้ันตอน (วันท่ี 17 หลังการย้าย วันท่ี 23 ของการทดลอง) 
อาหารใน

ขั้นตอนที่ 2 
มวลชีวภาพ 
(gDW.l-1) 

ปริมาณแคโรทีนอยด์รวม 
(μg.gDW-1) 

ศักยภาพในการผลิต 
แคโรทีนอยด์รวม (μg.l-1) 

ผลิตภาพในการผลติแคโรทีนอยด์รวม 
23 วัน (μg.l-1.day-1) 

TAP )6 Day(  1.32c±0.131 379.24c±8.33 522.88c±22.21 - 
TAP continue 2.25b±0.10 502.67bc±55.46 1129.68b±123.00 49.12b±5.35 

TAP 50%N 3.08a±0.06 741.06ab±141.39 2287.94a±457.51 99.48a±19.98 
TAP-N 2.92a±0.06 921.60a±117.39 2692.06a±375.91 117.05a±16.34 

หมายเหตุ ผลจากการวิเคราะห์ทางสถิตด้วย One-way ANOVA (P<0.05) ค่า a, b และ c แสดงการจัดกลุ่มด้วยสถิติของ Duncan  
ศักยภาพในการผลิตแคโรทีนอยด์รวม (μg.l-1) คํานวณได้จากมวลชีวภาพคูณกับปริมาณแคโรทีนอยด์รวม 
ผลิตภาพในการผลิตแคโรทีนอยด์รวม (μg.l-1.day-1) คํานวณได้จากมวลชีวภาพคูณกับปริมาณแคโรทีนอยด์รวมและหารด้วยจํานวนวัน 

 

สรุป 
จากการศึกษาน้ีทําให้ทราบถึงศักยภาพในการสร้างและ

สะสมแคโรทีนอยด์ชนิดท่ีมีมูลค่าสูงของสาหร่ายสายพันธ์ุบริสุทธ์ิ
ท่ีแยกได้จากดินท่ีเก็บมาจากแหล่งท้องถ่ินภูมิภาคตะวันตกของ

ประเทศไทย เพ่ือเป็นแนวทางการใช้ประโยชน์จากทรัพยากร
สิ่งมีชีวิตเม่ือผ่านการเพาะเลี้ยงด้วยภูมิอากาศแบบร้อนชื้นของ
ประเทศไทย เนื่องจากลักษณะความสามารถในการเจริญท่ี
อุณหภูมิสูง อัตราการเจริญท่ีรวดเร็ว และความสามารถในการ
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ผลิตแคโรทีนอยด์ชนิดท่ีมีมูลค่าสูงได้อย่างโดดเด่นนี้ ทําให้
สาหร่าย S. bijugus PY215 มีความน่าสนใจอย่างย่ิงท่ีจะนําไป
ศึกษาต่อถึงกลไกทางชีวเคมีในการกระตุ้นการสร้างและสะสม 
รงควัตถุควบคู่กับการสร้างมวลชีวภาพเพ่ือเพ่ิมศักยภาพการผลิต
แคโรทีนอยด์บางอนุพันธ์ในระดับท่ีใหญ่ ข้ึน รวมไปถึงแนว
ทางการขยายขนาดการเพาะเล้ียงสาหร่ายเพ่ือการผลิตสารกลุ่ม
แคโรทีนอยด์ในระดับอุตสาหกรรมของประเทศไทยได้ 
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