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บทคัดย่อ 
  

Dunaliella เป็นสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กที่มีความสำคัญสำหรับการผลิตสารรงควัตถุ
เบต้าแคโรทีนซึ่งเป็นสารที่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจ และมีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระที่มี
ประสิทธิภาพสูง โดยสารกลุ่มนี้ถูกนำไปใช้ทั้งในอุตสาหกรรมที่หลากหลายเช่น ด้านโภชนาการ เภสัช
ศาสตร ์เครื่องสำอาง และการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำ เป็นต้น งานวิจัยนี้มุ่งเน้นเพ่ือจัดจำแนกและระบุชนิด
สาหร่ายด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและอณูชีววิทยา  (พ้ืนที่ยีน 18S rDNA และพ้ืนที่ยีน ITS) 
รวมถึงศึกษาปัจจัยการเลี้ยงที่มีผลต่อการเจริญเติบโต ปริมาณรงควัตถุ องค์ประกอบไอโซเมอร์เบต้า
แคโรทีน และกิจกรรมการยับยั้งอนุมูลของสาหร่าย  D. salina NUAC09 ผลการทดลองพบว่า
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสาหร่าย เช่น ขนาด สี ออแกเนลล์ และรูปร่างของเซลล์ มีความ
ใกล้เคียงกับลักษณะทั่วไปของสาหร่ายสกุล Dunaliella เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์
พบว่ามีค่าความคล้ายคลึงมากกว่าร้อยละ 99 ของพ้ืนที่ยีน 18S rDNA และร้อยละ 95 ของพ้ืนที่ยีน 
ITS สอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์การวิวัฒนาการของพ้ืนที่ยีน  ITS ที่แสดงให้เห็นว่า
สาหร่าย D. salina NUAC09 อยู่ในกลุ่มเดียวกับ D. salina (ML = 93 % และ NJ = 85 %) ดังนั้น
จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะทางอณูชีวิทยาจึงจำแนกสาหร่าย  NUAC09 เป็น D. 
salina ในการศึกษาปัจจัยการเลี้ยงที่เหมาะสมในสูตรอาหารดัดแปลง Johnson ได้แก่ ไนโตรเจน 
(0.00, 0.25, 0.50, 1.00, 2.00 กรัมของ KNO3 ต่อลิตร) ฟอสฟอรัส (0.000, 0.043, 0.053, 0.070 
กรัมของ KH2PO4 ต่อลิตร) ความเค็ม (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5  โมลาร์ของ NaCl) และไบคาร์บอเนต 
(0.00, 0.022, 0.043, 0.065, 0.086 กรัมของ NaHCO3 ต่อลิตร) โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่ม
สมบูรณ์ (completely randomized design; CRD) ทำการทดลองเลี้ยงสาหร่ายด้วยถังปฏิกรณ์
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ชีวภาพชนิดท่อแบบให้แสง (photobioreactor) ระยะเวลาเลี้ยง 14 วัน และตรวจวัดการเจริญเติบโต
ผลผลิตชีวมวล และปริมาณรงควัตถุ ทุก ๆ 2 วัน นอกจากนี้ตรวจวัดองค์ประกอบและปริมาณไอโซ
เมอร์ของเบต้าแคโรทีนในสาหร่ายด้วยเทคนิค HPLC ผลของปัจจัยการเลี้ยงพบว่าเมื่อความเข้มข้น
ของไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ความเค็ม และไบคาร์บอเนตเพ่ิมข้ึนส่งผลทำให้จำนวนเซลล์ ค่าคลอโรฟิลล์
เอ และผลผลิตชีวมวลเพ่ิมขึ้นตามไปด้วย ขณะที่แคโรทีนอยด์มีปริมาณเพ่ิมขึ้น (p≤0.05) เมื่อปัจจัย
ธาตุอาหารลดลง อย่างไรก็ตามปัจจัยที่มีความเหมาะสมต่อจำนวนเซลล์  (3.49 - 6.09 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร) การเจริญเติบโตจำเพาะ (0.57 - 0.82 µ ต่อวัน) และปริมาณคลอโรฟิลล์ เอ (6.46 - 18.43 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) พบในสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงในระดับไนโตรเจน 2.00 กรัมของ KNO3 ต่อลิตร 
ฟอสฟอรัส 0.070 กรัมของ KH2PO4 ต่อลิตร ความเค็ม 2.5 โมลาร์ของ NaCl และไบคาร์บอเนต 
0.043 กรัมของ NaHCO3 ต่อลิตร ส่วนองค์ประกอบและปริมาณไอโซเมอร์ของเบต้าแคโรทีนพบไอโซ
เมอร์ที่ เด่นชัดที่ สุ ด  คือ  all–trans และ  9–cis ß–carotene และมีปริมาณ  9–cis (27 - 329 
มิลลิกรัมของน้ำหนักแห้งต่อกรัม) และกิจกรรมการยับยั้งอนุมูลอิสระ (71 - 76%inhibition) สูงสุดใน
ชุดการทดลองที่ขาดธาตุอาหาร ดังนั้นแสดงให้เห็นว่าปัจจัยธาตุอาหารส่งผลต่อการเพ่ิมขึ้นของการ
เจริญเติบโต ปริมาณรงควัตถุ ปริมาณไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีน และฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระของ
สาหร่าย D. salina NUAC09 โดยสามารถนำไปประยุกต์กับการเลี้ยงสาหร่ายสกุล Dunaliella ใน
ระดับเชิงพาณิชย์ แต่อย่างไรก็ตามการพัฒนารูปแบบการเพาะเลี้ยงสาหร่ายยังมีความจำเป็นซึ่งจะ
ช่วยเพิ่มปริมาณผลผลิตซิสเบต้าแคโรทีนให้สูงขึ้นได้ 
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ABSTRACT 
  

Dunaliella is an important green microalga for the production of ß-
carotene pigment, which is the economically important substance and high effective 
radical scavenging capacity. Hence, there are several applications of this pigment in 
various industries such as nutritional supplements, pharmaceutics, cosmetics and 
aquaculture. This study was focused on the identification of Thai Dunaliella salina 
NUAC09 based on morphological and molecular (18S rDNA and ITS region) analyses. 
Subsequently, nutrient factors affecting to growth performance, pigments content 
and ß-carotene isomers and inhibition of scavenging activity of Thai D. salina NUAC09 
have also been determined. The results showed that the morphological features of 
NUAC09 including cell dimension, cell structure, organelles, shape, and life cycle 
were closely related to the description of the genus Dunaliella. When compared 
sequence by BLAST analyses, D. salina NUAC09 shared more than 99% similarity of 
18S rDNA and 95% similarity of ITS sequences with the strains identified as D. salina. 
Correspondingly, the ITS phylogenetic trees showed that a strain NUAC09 was 
grouped in to the D. salina clade (ML = 93% and NJ = 85%). Hence, all 
morphological and molecular results indicated that our strain NUAC09 could be 
classified as D. salina. In this study, nutrient factors within the modified Johnson’s 
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medium such as nitrogen (0.00, 0.25, 0.50, 1.00, 2.00 g KNO3/L), phosphorus (0.000, 
0.043, 0.053, 0.070 g KH2PO4/L), salinity (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 M NaCl), and 
bicarbonate (0.00, 0.022, 0.043, 0.065, 0.086 g NaHCO3/L) were optimized. Each 
experiment has been separately performed with a completely randomized 
experimental design (CRD). The cell in each experiment was cultured in 
photobioreactor system for 14 days and growth performance, biomass and pigment 
content were determined an interval of 2 days. Furthermore, ß-carotene isomers 
composition analysis has been determined by HPLC analysis. The results revealed 
that increasing concentrations of each nutrient factors studied (nitrogen, phosphorus, 
salinity and bicarbonate) promoted the cell density, chlorophyll a content and 
biomass productivity of D. salina NUAC09. In contrast, the total carotenoid content 
was decreased (p≤0.05) in all experiments with the low concentration of each factor. 
Moreover, the results showed that the maximum cell growth (3.49 - 6.09 cell/mL), 
specific growth rate (0.57 - 0.82 µ/day) and chlorophyll a content (6.46 - 18.43 
µg/mL) occurred in the tested strain relating with the nitrogen 2.00 g KNO3/L, 
phosphorus 0.070 g KH2PO4/L, salinity 2.5 M NaCl and bicarbonate 0.043 g NaHCO3/L. 
Interestingly, our results showed that the most obvious ß–carotene isomer was all–
trans  ß–carotene and 9–cis ß–carotene found in our strain. Correspondingly, the 
maximum values of 9-cis ß-carotene isomer content (27 - 329 mg/g DW) and DPPH 
scavenging activity (71 - 76%inhibition) were obtained in the experiment for which 
each nutrient factor has been depleted. The present study suggests that nutrient 
factors affected to increasing growth, pigment contents and ß-carotene isomer of D. 
salina NUAC09 and can be used as a guideline for commercial culture. However, the 
development of cultivation systems for D. salina are still needed to increase cis ß-
carotene yields. 
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ประกาศคุณูปการ 
 

ประกาศคุณูปการ 
  

การจัดทำวิทยานิพนธ์นี้ของข้าพเจ้าคงไม่สามารถสำเร็จได้อย่างสมบูรณ์  หากขาดความ
อนุเคราะห์จากบุคคลหลายท่านที่มีส่วนร่วมในส่วนสำคัญของงานวิจัยนี้ 

ขอขอบพระคุณผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. วิทยา ทาวงศ ์ผู้เป็นอาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์นี้ ที่
ได้กรุณาให้คำแนะนำและสอนเทคนิคมากมายที่ใช้ในการทดลอง รวมไปถึงการให้คำปรึกษาแนะนำทั้งใน
เรื่องการเรียนและการดำเนินชีวิต สั่งสอนให้ข้าพเจ้าสามารถแก้ไขปัญหาที่เกิดขึ้นในระหว่างการทดลอง
ได้ด้วยตนเองอย่างมีเหตุผลและเป็นบุคคลสำคัญที่ทำให้งานวิจัยชิ้นนี้สำเร็จลุล่วงด้วยดี  ขอขอบพระคุณ 
ดร. ปิยวัฒน์ ปองผดุง และ ดร. สุพัฒน์ พลซา ที่ให้ความกรุณาเป็นกรรมการที่ปรึกษาในการสอบ
วิทยานิพนธ์ อีกทั้งยังให้คำแนะนำและสอนเทคนิคมากมายที่ใช้ในการทดลอง ขอขอบพระคุณ ผู้ช่วย
ศาสตราจารย์ ดร. อนุรักษ์ เขียวขจรเขต ที่ให้ความกรุณาเป็นกรรมการผู้ทรงคุณวุฒิภายในมหาวิทยาลัย 
และขอขอบพระคุณ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. สมรักษ์ รอดเจริญ ที่ให้ความกรุณาเป็นประธานกรรมการ
สอบวิทยานิพนธ์ครั้งนี้ 

ขอบพระคุณคุณพรพิมล แสงจันทร์ นักวิทยาศาสตร์สาขาวิชาวิทยาศาสตร์การประมงที่กรุณา
ช่วยจัดหาอุปกรณ์ที่ขาดแคลนในห้องปฏิบัติการเป็นอย่างดี ขอบคุณน้อง ๆ ห้องปฏิบัติการนิเวศวิทยา
และการจัดการทรัพยากรทางน้ำทุกคนที่ผ่ านมาที่ ให้ความช่วยเหลือบางประการและทำให้
ห้องปฏิบัติการมีสีสัน 

สุดท้ายนี้ ขอขอบพระคุณบิดา มารดา ของข้าพเจ้า ที่คอยสนับสนุนข้าพเจ้าในทุกด้าน ทั้งการ
เรียน การดำรงชีวิต และยังคอยให้ความรักและกำลังใจแก่ข้าพเจ้า บุคคลทั้งสามเป็นส่วนหนึ่งใน
ความสำเร็จทุกก้าวของข้าพเจ้าเสมอมา 

  
  

ปฏิพัทธ์  สันป่าเป้า 
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บทที่ 1 

บทนำ 
 
1.1 ที่มาและความสำคัญ 

เบต้าแคโรทีน (ß–carotene) เป็นสารกลุ่มแคโรทีนอยด์ที่พบได้ในผลไม้และผักที่มีรงควัตถุ
เป็นสีส้มและสีเหลือง โดยเบต้าแคโรทีนเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ รวมถึงเป็นสารตั้งต้นของกรดวิตามิน
เอ (Harvey and Ben-Amotz, 2020) และที่ ส ำคัญมนุษย์ และสัตว์ ไม่ สามารถสั งเคราะห์                           
เบต้าแคโรทีนจากร่างกายได้ (Ye et al., 2008) เบต้าแคโรทีนที่พบมีอยู่ด้วยกันสองรูปแบบ              
คือ แบบซิส (cis) มีอะตอมที่เหมือนกันจัดอยู่ด้านเดียวกัน และแบบทรานส์ (trans) มีอะตอมที่
เหมือนกันจัดอยู่ในตำแหน่งตรงข้ามกัน ซึ่งการจัดเรียงตัวของกลุ่มอะตอมที่แตกต่างกันส่งต่อ
คุณสมบัติและการออกฤทธิ์ของเบต้าแคโรทีน (Tafreshi and Shariati, 2009) ในปัจจุบันเบต้าแคโร
ทีนถูกนำมาใช้กันอย่างแพร่หลาย ในอุตสาหกรรมอาหาร เครื่องดื่ม อาหารเสริม เครื่องสำอาง และ
ทางด้านเภสัชกรรม โดยเฉพาะอย่างยิ่งด้านอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำ ซึ่งการเสริมเบต้าแคโร
ทีนในอาหารจะทำให้สัตว์น้ำเศรษฐกิจมีมูลค่าเพ่ิมสูงขึ้น เช่น ปลาแฟนซีคาร์ป (Kaur et al., 2016) 
กุ้งกุลาดำ (Supamattaya et al., 2005) และปลานิล (Hu et al., 2006) เป็นต้น แต่อย่างไรก็ตาม
เบต้าแคโรทีนที่ใช้ในอุตสาหกรรมต่าง ๆที่กล่าวมานั้นได้จากการสังเคราะห์ทางเคมีมากกว่าร้อยละ 90 
ซึ่งจะอยู่ในรูปไอโซเมอร์ทรานส์ทั้งหมด (Marinoa et a., 2020) ขณะที่เบต้าแคโรทีนที่ผลิตจาก
ธรรมชาติ เช่น แครอท ปาล์ม พริกไทย มะม่วง พีท มะเขือเทศ บล็อกโคลี่ ข้าวโพด ฟักทอง และ
สาหร่าย (Khoo et al., 2011) จะอยู่ในรูปไอโซเมอร์ซิสและทรานส์ (cis และ trans) จากหลาย
งานวิจัยพบว่าเบต้าแคโรทีนในรูปซิสมีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่ารูปแบบทรานส์ (Levin et 
al., 1994 ; Relevy et al., 2015 ; Weinrich et al., 2019) และข้อสำคัญคือซิสเบต้าแคโรทีนไม่
สามารถสังเคราะห์จากกระบวนการเคมีได้ (Xu et al., 2018) จากรายงานพบว่าปี 2017 มูลค่าของ                        
เบต้าแคโรทีนสูงถึง 439 ล้านดอลลาร์สหรัฐและในอนาคตปี 2026 ความต้องการเบต้าแคโรทีนจะ
เพ่ิมขึ้นเกือบ 2 เท่า และมีมูลค่าสูงถึง 618 ล้านดอลลาร์สหรัฐ (Ludwig et al., 2021) ขณะที่
ปัจจุบันประเทศไทยและทั่วโลกได้มีความตระหนักเกี่ยวกับนโยบายเรื่องความปลอดภัยของอาหาร 
(food safety) โดยเฉพาะอย่างยิ่งประเทศไทยที่ต้องนำเข้าเบต้าแคโรทีนจากต่างประเทศเพ่ือใช้ใน
อุตสาหกรรมอาหารเสริมและอุตสาหกรรมยา ดังนั้นผลิตภัณฑ์ที่มาจากธรรมชาตินับว่ามีความสำคัญ
อย่างยิ่ง  
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 สาหร่ายขนาดเล็กเป็นแหล่งของทรัพยากรที่ อุดมไปด้วยแคโรทีนอยด์จากธรรมชาติ        
(Zhang et al., 2014) โดยเฉพาะสาหร่ายสายพันธุ์ Dunaliella เป็นสาหร่ายทนความเค็มสูง      
(0.05–5.0 M NaCl) และเป็นแหล่งทรัพยากรขนาดใหญ่ในการผลิตเบต้าแคโรทีน (14 เปอร์เซ็นต์ของ
น้ ำ ห นั ก แ ห้ ง ) (Srinivasan et al., 2018) จ า ก ร า ย ง าน  Interclinical Laboratories (2010)              
ของประเทศออสเตรียพบว่าจากน้ำหนักแห้ง 100 กรัมของชีวมวลสาหร่าย D. salina สามารถ
สกัดเบต้าแคโรทีนได้ถึง 2,100 มิลลิกรัม ในขณะที่ เบต้าแคโรทีนที่ ได้จากแครอทพบเพียง               
8.3 มิลลิกรัมเท่านั้น (ประมาณ 1,000 เท่า) นอกจากนี้โครงสร้างของเบต้าแคโรทีนที่ผลิตจากสาหร่าย 
Dunaliella นั้นมีความหลากหลายของรูปแบบไอโซเมอร์ เช่น 9–cis, 13–cis, 15–cis และ all–
trans เป็นต้น (Orset and Young, 2000) โดยมีอัตราส่วนของซิสเบต้าแคโรทีนมากกว่าร้อยละ 50 
ของไอโซเมอร์ทั้งหมด (Weinrich et al., 2019) จากรายงานที่ผ่านมาพบว่าปัจจัยที่มีผลต่ออัตราส่วน
ระหว่างซิสเเละทรานเบต้าแคโรทีน ได้แก่ ความเข้มแสง ความยาวคลื่นแสง ธาตุอาหาร อุณหภูมิและ
ความเค็ม เป็นต้น (Orset and Young, 2000; Gomez et al., 2003; Hu et al., 2008; Xu et al., 
2018; Xu and Harvey, 2019) ดังนั้นการผลิตสาหร่ายที่มีศักยภาพในการสะสมเบต้าแคโรทีนได้สู ง
จะสามารถลดการนำเข้าเบต้าแคโรทีนจากต่างประเทศได้  

ปัจจุบันการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับปัจจัยที่มีผลต่อองค์ประกอบของเบต้าแคโรทีนในสาหร่าย 
Dunaliella มี น้ อย  เนื่ อ งจากขาดองค์ ความรู้ ใน เชิ งลึ ก ในการเหนี่ ย วนำการสั ง เคราะห์                               
ซิสเบต้าแคโรทีนของสาหร่าย ขณะที่ประเทศไทยนับว่าเป็นประเทศที่มีความได้เปรียบด้านทรัพยากร 
เนื่องจากมีความหลากหลายของระบบนิเวศสูง ทั้งพืชพรรณ และสิ่งมีชีวิต อีกทั้งมีรายงานการพบ
สาหร่าย Dunaliella บริเวณอ่าวไทย (Powtongsook et al., 1995 ; Bhumibhamon et al., 
2003) ดังนั้นจึงเป็นโอกาสดีในการศึกษาเกี่ยวกับสาหร่ายที่มีคุณค่าชนิดดังกล่าว จากการเก็บตัวอย่าง
น้ำทะเลจากนาเกลือบรวิเวณอ่าวไทย พบว่าสามารถคัดแยกเชื้อสาหร่าย Dunaliella จำนวน 5 ไอโซ
เลต ได้แก่  NUAC07, NUAC08, NUAC09, NUAC13 และ NUACB ตามลำดับ  จากนั้นทำการ
ทดสอบเบื้องต้นพบว่าสายพันธุ์ NUAC09 มีศักยภาพในการผลิตแคโรทีนอยด์ที่สูง สำหรับงานวิจัยนี้มี
ความประสงค์ในการศึกษาการจำแนกและระบุชนิดของสาหร่ายด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ
อณูชีววิทยา รวมถึงศึกษาการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญเติบโต การสะสมรงควัตถุ และ
องค์ประกอบไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีน และฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดจากสาหร่าย 
NUAC09 สายพันธุ์ไทยที่คัดแยกมาจากนาเกลือบริเวณอ่าวไทย และผลผลิตจากการวิจัยนี้จะเป็น
แนวทางในการพัฒนาและส่งเสริมการเลี้ยงสาหร่ายเพ่ือการผลิตซิสเบต้าแคโรทีนในเชิงพาณิชย์ต่อไป 
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1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพ่ือจำแนกและระบุชนิดสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 ด้วยลักษณะทางสัณฐาน  
    วิทยาและอณูชีววิทยา 
2. เพ่ือศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมในการเลี้ยงสาหร่าย Dunaliella salina สายพันธุ์ NUAC09     
    ต่อการเจริญเติบโตและรงควัตถุของสาหร่าย                  
3. เพ่ือศึกษาองค์ประกอบไอโซเมอร์ของเบต้าแคโรทีนและอัตราส่วนของซิสต่อทรานส์ใน 
    สาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 
4. เพ่ือศึกษากิจกรรมการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบสาหร่าย Dunaliella salina 
    NUAC09 
 

1.3 ขอบเขตการวิจัย 

การศึกษาครั้งนี้ทำการเพาะเลี้ยงสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 ที่คัดแยกได้จาก
อ่าวไทย และผ่านการตรวจสอบเบื้องต้นพบว่ามีศักยภาพในการผลิตแคโรทีนอยด์ที่สูง โดยทำการ
จำแนกและระบุชนิดของสาหร่ายด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา ได้แก่ รูปร่าง ขนาด สี และออ
แกเนลล์ของเซลล์ จากนั้นศึกษาลักษณะทางอณูชีววิทยาของพื้นที่ยีน 18S rDNA และ ITS และศึกษา
สายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ หลังจากนั้นทำการศึกษาปัจจัยการเลี้ยง ได้แก่ ปริมาณไนโตรเจน 
ฟอสฟอรัส ความเค็ม ไบคาร์บอเนต และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ที่แตกต่างกันเพ่ือหาปริมาณที่
เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต การสะสมแคโรทีนอยด์ และผลผลิตชีวมวลของสาหร่าย รวมถึง
วิเคราะห์องค์ประกอบไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนและกิจกรรมการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัด
สาหร่ายที่ถูกเลี้ยงในแต่ละปัจจัย เพ่ือที่จะสามารถนำไปปรับใช้ในการเลี้ยงเชิงพาณิชย์ต่อไป 
 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

หลังจากสิ้นสุดการทดลองจะทำให้ทราบถึงสายพันธุ์ของสาหร่ายที่นำมาศึกษาและทราบ
สภาวะที่เหมาะสมในการกระตุ้นให้สาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 มีการเจริญเติบโต การ
ผลิตแคโรทีนอยด์ สัดส่วนของซิสเบต้าแคโรทีน และกิจกรรมการยับยั้งอนุมูลอิสระให้สูงขึ้นในระดับ
ห้องปฏิบัติการ (lab scale) นำไปสู่การได้สายพันธุ์สาหร่าย Dunaliella สายพันธุ์พ้ืนเมืองของไทยที่
สามารถเจริญเติบโต ผลิตแคโรทีนอยด์ ผลิตไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีน (ß–carotene profile) และ
กิจกรรมการยับยั้งอนุมูลอิสระที่มีสูงเพ่ือสามารถใช้เป็นแนวทางในการพัฒนาหรือต่อยอดไปสู่ก าร
เลี้ยงสาหร่ายเชิงพาณิชย์ต่อไป 
 



 4 

1.5 ระยะเวลาทำการวิจัยโครงการวิจัยฯ 

ได้รับการสนับสนุนจากสำนักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร (องค์การมหาชน) สำหรับ
ทุนอุดหนุนการวิจัยบัณฑิตศึกษาด้านการเกษตรและอุตสาหกรรมการเกษตร ประจำปี 2563 ระหว่าง
เดือนกันยายน 2563 ถึงเดือนมีนาคม 2564 
 
1.6 สถานที่ใช้สำหรับการวิจัยฯ 

1.6.1 เพาะเลี้ยงสาหร่ายดูนาริเอลล่าในห้องปฏิบัติการนิเวศวิทยาและการจัดการทรัพยากร 
       ทางน้ำ สาขาวิทยาศาสตร์การประมง มหาวิทยาลัยนเรศวร 
1.6.2 ตรวจวัดปริมาณรงควัตถุคลอโรฟิลล์และแคโรทีนอยด์จากสารสกัดสาหร่าย  
        ณ ห้องปฏิบัติการกลาง คณะเกษตรศาสตร์ ทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม     
        มหาวิทยาลัยนเรศวร  
1.6.3 ทดสอบสารต้านอนุมูลอิสระจากสารสกัดสาหร่าย ณ ห้องปฏิบัติทางวิทยาศาสตร์    
        สาขาวิทยาศาสตร์การประมง คณะเกษตรศาสตร์ ทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม  
        มหาวิทยาลัยนเรศวร  

 
1.7 สมมติฐานงานวิจัย 

1.7.1 สามารถจำแนกและระบุชนิดของตัวอย่างสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09           
        ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและอณูชีววิทยา 
1.7.2 ปริมาณธาตุอาหารไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ความเค็ม และไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกัน 
        ส่งผลต่อการเจริญเติบโต การสะสมรงควัตถุ ผลผลิตชีวมวลของสาหร่าย                     
        Dunaliella salina NUAC09 
1.7.3 ปริมาณธาตุอาหารไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ความเค็ม และไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกัน 
        ส่งผลต่อองค์ประกอบและปริมาณไอโซเมอร์ของสาหร่าย D. salina NUAC09 
1.7.4 ปริมาณธาตุอาหารไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ความเค็ม และไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกัน 

                  ส่งผลต่อการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบสาหร่าย D. salina NUAC09  
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1 อนุมูลอิสระ (free radicals)  

      อนุมูลอิสระเป็นอะตอมหรือโมเลกุลที่มีอิเล็กตรอนโดดเดี่ยว (unpaired electron) ซึ่งทำให้ไม่

เสถียร (unstable) และว่องไวในการทำปฏิกิริยา ตัวอย่างอนุมูลอิสระ เช่น superoxide anion, 

hydroxyl radical, singlet oxygen, peroxyl nitrite สามารถจับกับโมเลกุลหลายชนิดที่ เป็น

องค์ประกอบของเซลล์ เช่น โปรตีน ลิพิด และสารพันธุกรรมเพ่ือให้มีความเสถียรอนุมูลอิสระเกิดขึ้น

ตลอดเวลาในสิ่งมีชีวิตที่ใช้ออกซิเจน ผ่านกระบวนการเมทแทบอลิซึม (metabolism) เช่น การ

หายใจปริมาณเซลล์เพ่ือสร้างพลังงาน ซึ่งเกิดในมัยโตคอนเดรีย (mitochondria) นอกจากนี้เกิดจาก

การที่เซลล์เกิดการบาดเจ็บและการอักเสบจากผลการทำงานของเซลล์เม็ดเลือดขาวในระบบภูมิคุ้มกัน

เพ่ือทำลายสิ่งแปลกปลอม เป็นต้น อย่างไรก็ตามการสร้างอนุมูลอิสระหรือการกระตุ้นให้เกิดการสร้าง

อนุมูลอิสระทั้งจากอนุมูลอิสระและสารที่ไม่ใช่อนุมูลอิสระ (non–radicals) ของ ROS และ RNS 

(Halliwell, 2001) ส่งผลให้ เกิดอนุมูล อิสระจำนวนมากซึ่ งไม่สมดุลกับสารต้านอนุมูลอิสระ 

(antioxidants) ที่ถูกสร้างขึ้นในการกำจัดทำให้เกิดภาวะที่เรียกว่า oxidative stress ซึ่งเป็นสาเหตุ

ของโรค ได้แก่ โรคมะเร็ง โรคหัวใจขาดเลือด โรคความจำเสื่อม โรคที่เกิดจากความผิดปกติของระบบ

ประสาท โรคภูมิแพ้ โรคความผิดปกติเก่ียวกับสายตา รวมถึงการแก่ชรา (Dhawan, 2014; Sarms et 

al., 2010) การทำลายอนุมูลอิสระอาศัยสารต้านอนุมูลอิสระพบในผัก ผลไม้ และร่างกายสร้างได้เอง

ตามธรรมชาติ 

      อนุมูลอิสระเป็นโมเลกุลที่ว่องไวในการทำปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลซึ่งเป็นองค์ประกอบหลัก

ของเซลล์ มีทั้งที่อยู่ในรูปของ reactive oxygen species (ROS) และ reactive nitrogen species 

(RNS) อนุมูลอิสระและไม่ใช่อนุมูลอิสระ ซึ่งจะไปกระตุ้นการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันทำให้เกิดอนุมูล

อิสระตลอดเวลาและเกิดเป็นลูกโซ่ในสิ่งมีชีวิตที่หายใจโดยใช้ออกซิเจน พบแหล่งผลิตอนุมูลอิสระจาก

หลายแหล่ง ไม่ว่าจะเป็นเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน (immune system cells) เช่น เซลล์เม็ดเลือดขาว

ระหว่างเกิดการอักเสบ โดยจะผลิตออกมาในรูปของ ROS และ oxy–radicals เป็นส่วนมาก 

      นอกจากนี้ยังผลิตได้จากกระบวนการสร้างพลังงานภายในเซลล์ เช่น ภาวะความเครียด (stress) 

มลภาวะ (pollution) ต่าง ๆทั้งทางอากาศและทางน้ำ สารพิษ ได้แก่ แร่ใยหิน (asbestos) เบนซีน 

(benzene) คาร์บอนมอนออกไซด์  (carbon monoxide) คลอรีน  (chlorine) ฟอมาดี ไฮด์                                      
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(formaldehyde) โอ โซ น  (ozone) ย าสู บ  (tobacco smoke) ลู ที น  ( lutein) ย าฆ่ า แ ม ล ง 

(pesticides) คลอโรฟอร์ม (chloroform) คาร์บอนเตตระคลอไรด์ (carbon tetrachloride) ยาบาง

ช นิ ด  เช่ น  Adriamycin, bleomycin, mitomycin C, nitrofurantoin แ ล ะ  chlorpromazine 

รวมถึงแอลกอฮอล์ สารเติมแต่งอาหาร กาแฟ และอาหารปิ้งย่าง (Dhawan, 2014) 

      2.1.1 อนุมูลอิสระสามารถแบ่งได้เป็น 3 ชนิด คือ 

              1) Oxygen – centered radicals ซึ่งสร้างจากมัยโตคอนเดรีย โดยกระบวนการถ่ายทอด

อิ เล็ ก ต รอน  (electron transport chain) แล ะระบ บ ขอ งห ล อด เลื อ ด ที่ มี ค ว าม ผิ ด ป กติ  

(cardiovascular system) ซึ่งอนุมูลอิสระอยู่ในรูปของ superoxide anion, hydrogen peroxide 

(H2O2), hydroxyl radical และ singlet oxygen เป็นต้น 

              2) Carbon – centered radicals ได้แก่ peroxyl และ alkoxyl radicals 

              3) Nitrogen – center free radicals ได้ แก่  nitric oxide (NO) และผลพ ลอย ได้                     

(by product) ของnitric oxide เช่น nitrate (NO3
–), nitrite (NO2

–), peroxyl nitrite (ONOO–),             

3 nitro tyrosine และ nitrogen dioxide (Mut–Salud et al., 2010) 

      2.3.2 บทบาทสำคัญของสาร ROS และสาร RNS เกี่ยวข้องในกระบวนการอักเสบจากสาเหตุการ

ติดเชื้อ (infection) การสูบบุหรี่ (smoking) หรือได้รับสิ่งกระตุ้นอ่ืน ๆ เช่น สารพิษ (toxins) ยาบาง

ชนิด ทำให้เม็ดเลือดขาวเคลื่อนที่ไปยัง extra vascular tissue ทำให้เกิด cell proliferation และ 

tissue repair regeneration โดยที่อนุมูลอิสระทั้งรูป ROS และ RNS ไปมีผลทำลายโครงสร้างของ

ลิพิด และโปรตีนบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ (plasma membrane) และทำลายโครงสร้างของดีเอ็นเอ เกิด

ก า ร ก ร ะ ตุ้ น  transcription factors ผ่ า น  signal transduction pathways เช่ น  mitogen–

activated protein kinase (MAPK) และ protein kinase C (PKC) ทำให้ เกิดอนุมูลอิสระอย่าง

ต่อเนื่อง และการเกิดความไม่สมดุลกับสารต้านออกซิเดชัน ทำให้เกิดภาวะ oxidative stress นำไปสู่

การทำลายโครงสร้างของสารพันธุกรรมเกิดการตายของเซลล์ (apoptosis) หรือเซลล์ถูกกระตุ้นให้

เพ่ิมจำนวนมากเกิดมะเร็ง ทำให้กระทบต่อคุณภาพชีวิตนำไปสู่การเกิดโรค (Robert et al., 2010; 

Mut – Salud et al., 2010) ภาวะของการเกิดอนุมูลอิสระจำนวนมาก นำไปสู่การเกิดโรค ได้แก่ 

มะเร็ง โรคหลอดเลือดแดงแข็ง มาลาเรีย อาการล้าเรื้อรัง โรคข้ออักเสบรูมาตอยด์ และการเสื่อมของ

ระบบประสาท เช่น โรคอัลไซเมอร์ โรคพากินสัน และโรคทางพันธุกรรม 
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      2.1.3 ความเสื่อมชรากับอนุมูลอิสระ 

              ความชราภาพเกิดจากการเปลี่ยนแปลงในระบบต่าง ๆ ของร่างกายไปตามกาลเวลา        

ซึ่งทำให้สมรรถภาพ การทำงานของร่างกายลดลง ทฤษฎีด้านกลไกที่ก่อให้เกิดความเสื่อมชราคือถ้ามี

อนุมูลอิสระที่ เกิดจากกระบวนการเมตาบอลิซึม หรือเกิดจากการกระตุ้นด้วยปัจจัยภายนอก             

เช่น แสงแดด ความเครียด การนอนหลับที่ไม่เพียงพอความเจ็บป่วยเรื้อรัง จะทำอันตรายต่อเนื้อเยื่อ

ต่าง ๆ ต่อเยื่อบุผิวหรืออาจเข้าไปถึงนิวเคลียสของเซลล์ทำให้เกิดความเสื่อมชราขึ้น (Vaupel, 2010) 

หนึ่งในความเสื่อมชราที่เห็นได้ชัดและได้รับความสนใจเพ่ิมสูงขึ้นเรื่อย ๆ คือ การเสื่อมของผิว (Skin 

aging) เพราะเป็นกระบวนการที่ซับซ้อน อาจเกิดจากปัจจัยภายนอกหรือภายในร่างกายเช่ นปัจจัย

ทางพันธุกรรมทำให้ผิวหนังเปลี่ยนแปลงไปเกิดริ้วรอยแบบละเอียดหรือแบบลึก ผิวหนังแห้งหยาบและ

ไม่มีความยืดหยุ่นได้  โดยกลไกการเกิดริ้วรอยของผิวหนังอาจเกิดจากสิ่ งกระตุ้น เช่น แสง

อัลตราไวโอเลต การสูบบุหรี่ที่สามารถทำลายเนื้อเยื่อคอลลาเจนในผิวหนังทำให้เกิดริ้ว รอยขึ้น 

(Nagata et al. 2010) 

              นอกจากนี้ยังพบว่าสารต้านอนุมูลอิสระจากพืชสีเขียวและเหลืองที่อยู่ในกลุ่มแคโรทีนอยด์ 

จะช่วยทำให้การเกิดริ้วรอยลดลง (Nagata et al., 2010) สารแคโรทีนอยด์เป็นกลุ่มของสารต้าน

อนุมูลอิสระที่สามารถพบได้ในผักและผลไม้ที่มีสีแดง สีส้ม และสีเหลือง เป็นต้น 

              รวมถึงยังสามารถพบได้ในสาหร่าย โดยที่ปริมาณชนิดและประสิทธิภาพในการต้านอนุมูล

อิสระจะแตกต่างกันไปตามสายพันธุ์ของสาหร่าย โดยสาหร่ายสีเขียวจัดว่าให้สารต้านอนุมูลอิสระที่มี

ประสิทธิภาพสูงกว่าเมื่อเทียบกับสาหร่ายสีน้ำตาลและสีแดง ตามลำดับ (Mohamed et al., 2012) 

สารต้านอนุมูลอิสระที่พบในสาหร่ายจะเป็นสารประกอบกลุ่มโพลีฟีนอลและแคโรทีนอยด์ ซึ่งมีการ

นำมาใช้ในการป้องกันการเกิดโรคต่าง ๆ เช่นโรคหลอดเลือดและหัวใจ การลดการอักเสบและในด้าน

การชะลอวัย เช่น ฟิวโคแซนทีน (fucoxanthin) แอสตาแซนธิน (astaxanthin) และ เบต้าแคโรทีน 

(ß–carotene) ซึ่งจัดว่าเป็นสารต้านอนุมูลอิสระจากสาหร่ายที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด 

(Mohamed et al., 2012; Ngo, et al., 2011) 

 

2.2 สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) 

      สารต้านอนุมูลอิสระ คือสารปริมาณน้อยที่สามารถป้องกันหรือชะลอการเกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชันของอนุมูลอิสระได้ (Halliwell, 2009) สารเหล่านี้มีกลไกในการต้านอนุมูลอิสระหลาย

แบบ เช่น ดักจับ (scavenge) อนุมูลอิสระโดยตรง ยับยั้งการสร้างอนุมูลอิสระหรือเข้าจับ (chelate) 
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กับโลหะเพ่ือป้องกันการสร้างอนุมูลอิสระ (Sies, 1992) สารต้านอนุมูลอิสระ เป็นสารประกอบที่ทน

ต่อการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันในเซลล์ (Chattopadhyay et al., 2010) โดยทั่วไปสารต้านอนุมูล

อิสระสามารถพบได้ในธรรมชาติจากสารหลายชนิด เช่น สารประกอบฟรีนอลลิด (phenolic 

compounds) สารประกอบไนโตรเจน (nitrogen compounds) และแคโรทีนอยด์ (carotenoid) 

(Velioglu et al., 1998) บทบาทสำคัญของสารต้านอนุมูลอิสระคือ ป้องกันการเกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชันในร่างกาย ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดโรคต่าง ๆ ของมนุษย์ป้องกันการเกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชันของไขมันที่เป็นสาเหตุหลักของการเสื่อมคุณภาพในอาหาร ปัจจุบันองค์กรที่เกี่ยวข้องใน

อุตสาหกรรมอาหาร และยา ได้พยายามพัฒนาสารต้านอนุมูลอิสระที่มาจากธรรมชาติ เช่น สาหร่าย

ทะเล แบคทีเรีย เชื้อรา และพืชชั้นสูง (Chattopadhyay et al., 2010) อย่างไรก็ตามในภาวะปกติ

ร่างกายของคนเราจะมีการป้องกันการสะสมสารอนุมูลอิสระอยู่แล้วซึ่งแบ่งออกเป็นสองส่วน คือ ส่วน

แรกเกิดจากร่างกายสร้างเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระขึ้นมาควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระให้อยู่ในภาวะที่

สมดุล และส่วนที่สองคือ กลุ่มของสารต้านอนุมูลอิสระที่มาจากวิตามินเอ ซี อี หรือ เบต้าแคโรทีน 

(ß–carotene) รวมทั้งสารประกอบโพลีฟีนอล ซึ่งเป็นพฤษเคมีที่สามารถพบได้ในพืชผักและผลไม้เพ่ือ

เข้าไปช่วยเสริมสร้างระบบการต่อต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันในร่างกายให้มีประสิทธิภาพในการทาลาย

อนุมูลอิสระได้ดียิ่งขึ้น (Shapoval and Gromovaia, 2003) ตัวอย่างสารต้านอนุมูลอิสระที่พบใน

ร่างกาย เช่น เอนไซม์คะตะเลส (catalase) กลูตาไธโอนเพอรอกซิเดส (glutathione peroxidase) 

และซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส (superoxide dismutase) หรือสารประกอบ/โปรตีนบางอย่าง เช่น 

อัลบู มิ น  (albumin) บิ ลิ รู บิ น  (bilirubin) เซอรู โลพลาสมิน  (ceruloplasmin) กลู ต าไธ โอน 

(glutathione) ทรานสเฟอริน (transferrin) ยูบิควินอล (ubiquinol) และยูเรต (urate) เป็นต้น สาร

เหล่านี้มีหน้าที่คอยควบคุมอนุมูลอิสระต่าง ๆ ให้อยู่ในปริมาณพอเหมาะ แต่ถ้าเมื่อใดที่มีอนุมูลอิสระ

เกิดขึ้นในปริมาณมากเกินกว่าที่ระบบป้องกันจะยับยั้งได้หมดจะทำให้เกิดสภาวะที่เรียกว่า สภาวะ

ออกซิเดชัน (oxidative stress) ขึ้นภายใต้สภาวะดังกล่าวอนุมูลอิสระจะทำอันตรายต่ออวัยวะและ

เนื้อเยื่อของร่างกาย ถ้าหากเกิดการสะสมในปริมาณมากอาจนำไปสู่ความผิดปกติหรือพยาธิสภาพ

หลายอย่างตามมา 
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2.3 แคโรทีนอยด์ (carotenoid) 

      แคโรทีนอยด์เป็นสารประเภทอะลิฟาติก (aliphatic) อะลิฟาติก–อะลิไซคลิก (aliphatic 

alicyclic) หรือ แอโรมาติก (aromatic) โครงสร้างทางเคมีประกอบด้วย กลุ่มไอโซปรีนที่มีคาร์บอน     

5 ตัว (5 carbon isoprene groups) โดยทั่วไปจะอยู่ในรูปกลุ่มไอโซปรีน 8 โมเลกุลมาเชื่อมติดกัน          

มีกลุ่มเมธิล (methyl group) 2 กลุ่ม อยู่ติดกับศูนย์กลางของโมเลกุลในตำแหน่งที่ 1 และ 6 และ

กลุ่มเมธิลอ่ืนที่เหลืออยู่ในตำแหน่งที่ 1 และ 5 ของลำดับชุดของคาร์บอน–คาร์บอนพันธะคู่ (C–C 

double bonds) ประกอบอยู่ในระบบโครโมโฟริก (chromephoric) แคโรทีนอยด์สามารถแบ่ง

ออกเป็น 2 กลุ่ม คือ 

       2.3.1 แคโรทีน (carotene) มีสีส้ม เป็นสารจำพวกไฮโดรคาร์บอนที่ไม่มีออกซิเจนมีเพียง

ไฮโดรเจนและคาร์บอนในโมเลกุล (oxygen–free hydrocarbon) มี 3 ชนิด ได้แก่ แอลฟา เบต้าและ

เอปซีลอนแคโรทีน 

       2.3.1 แซนโทฟิลล์ (xanthophyll) หรือออกซีแคโรทีนอยด์ (oxycarotenoid) มีสีเหลืองเป็น

สารจำพวกอนุพันธ์ไฮโดรคาร์บอนที่มีออกซิเจนร่วมอยู่ด้วย (oxygenated derivative) ของแคโรทีน

มี ห ล า ย ช นิ ด  เช่ น  ลู ที น  ( lutein) ฟู โ ค แ ซ น ทิ น  ( fucoxanthin) มิ ก โ ซ แ ซ น โท ฟิ ล ล์  

(myxoxanthophyll) 

 

2.4 เบต้าแคโรทีน (ß–carotene) 

     เบต้าแคโรทีนเป็นสารสีแคโรทีนอยด์ที่ จัดอยู่ ในกลุ่มของแคโรทีน (carotenoid group)               

มีโครงสร้างทางเคมีประกอบไปด้วยเส้นสายคาร์บอนไม่อ่ิมตัว 40 อะตอม (C–40 unsaturated 

hydrocarbon) สูตรโมเลกุลคือ C40H56 น้ำหนักโมเลกุล เท่ากับ 536.9 มีจุดหลอมเหลว (melting 

point) เท่ากับ 184 องศาเซลเซียส มีพันธะคู่ 11 พันธะ เมื่อทำให้บริสุทธิ์จะมีลักษณะเป็นผลึกจะมีสี

แดงหรือม่วง ถ้าละลายอยู่ในน้ำมันจะให้สีเหลืองถึงส้ม ผลึกบริสุทธิ์ของเบต้าแคโรทีนที่พบใน

ธรรมช าติ มี  4 รูป แบ บ  ( isomerases) คื อ  all–trans, 9–cis, 13–cis และ 15–cis (ภ าพ 2) 

โครงสร้างและคุณสมบัติในการดูดกลืนแสงของ all–trans ß–carotene จะละลายได้ยากในน้ำมัน

และสารละลายอินทรีย์ จึงมีแนวโน้มจะตกผลึกได้ง่าย ในขณะที่ 9–cis ß–carotene สามารถละลาย

ได้ดีในตัวทำละลายอินทรีย์ จึงมีแนวโน้มที่จะตกผลึกได้ยาก ซึ่งโดยทั่วไปสามารถเก็บรักษาไว้ได้ในรูป

ของน้ ำมั น  (Ben−Amotz and Avron, 1990) และ อัต ราส่ วน ของ all–trans กับ  9–cis ß–

carotene จะแตกต่างกันไปในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด 
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ภาพ 1 สูตรโครงสร้างทางเคมีของไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีน 
ที่มา: Ye และคณะ (2008) 

 

2.4.1 บทบาทของเบต้าแคโรทีนต่อมนุษย์ 

1) เป็นสารที่ ใช้ ในกระบวนการสังเคราะห์แสง (photosynthesis) และป้องกันแสง

(photoprotection) เบต้าแคโรทีนเป็นรงควัตถุประกอบ (accessory pigment) ในกระบวนการ

สังเคราะห์แสง ทำหน้าที่เป็นตัวถ่ายทอดพลังงานรังสีที่ได้รับแล้วส่งต่อไปยังคลอโรฟิลล์ เอ นอกจากนี้

ยังทำ หน้าที่ป้องกันเซลล์จากการถูกทำลายด้วยรังสีจากแสง ซึ่ งพบครั้งแรกในแบคที เรีย 

Rhodopseudomonas sphaeroids เมื่อเปรียบเทียบสายพันธุ์ดั้งเดิมกับสายพันธุ์ที่เกิดการกลาย

พันธุ์ซึ่งไม่มีแคโรทีนอยด์ พบว่าเมื่อเลี้ยงในสภาวะที่ให้สัมผัสกับอากาศและแสง สายพันธุ์ที่เกิดการ

กลายพันธุ์จะหยุดการเจริญเติบโตเนื่องจากคลอโรฟิลล์ถูกทำลายและตายในที่สุดในขณะที่สายพันธุ์

ดั้งเดิมสามารถเจริญเติบโตต่อไปได้ เป็นการพิสูจน์ว่าคลอโรฟิลล์ไวต่อการถูกทำลายได้ด้วยแสง หาก

ไม่มีแคโรทีนอยด์ช่วยปกป้องเซลล์โดยทำหน้าที่เหมือนม่านกรองแสง (Gross, 1987) 

2) เป็นสารตั้งต้นของวิตามินเอ (provitamin A) ในสัตว์ชั้นสูง โดยสารเบต้าแคโรทีน                    

1 โมเลกุล สามารถเปลี่ยนเป็นวิตามินเอได้ 2 โมเลกุล ซึ่งเกิดจากการทำงานของเอนไซม์ จะเห็นว่า

กระบวนการนี้จะเกิดขึ้นในลำไส้เล็ก ถึงแม้ว่าเบต้าแคโรทีน 1 โมเลกุล สามารถเปลี่ยนเป็นวิตามินเอ

ได้ 2 โมเลกุล แต่ผลจากการทดสอบทางชีวภาพพบว่ามีเพียงครึ่งโมเลกุลเท่านั้นที่สามารถเปลี่ยนเป็น

วิตามิน เอ ได้ ดังนั้นเบต้าแคโรทีน ความเข้มข้น 0.6 ไมโครกรัม จะเท่ากับวิตามิน เอ 0.3 ไมโครกรัม 

หรือวิตามิน เอ 1 IU ขณะที่การบริโภควิตามินเอมากเกินไปจะเป็นพิษต่อร่างกาย อาจมีผลรุนแรงทำ 
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ให้ตับเสื่อมเพราะวิตามินเอจะคั่งอยู่มากในตับ แต่การบริโภคเบต้าแคโรทีนหรือสารตั้งต้นวิตามิน เอ 

(provitamin A) จากอาหารหรืออาหารเสริมไม่มีความเป็นพิษต่อร่างกาย ถ้ารับประทานมากเกินไป

จะส่งผลข้างเคียงคือทำให้ตัวเหลืองเท่านั้นหากเลิกรับประทานสีเหลืองก็จะหายไป (Van Loo-

Bouwman et al., 2014) 

3) เป็นสารแอนติออกซิแดนท์ (antioxidant) คือสามารถลดอนุมูลอิสระในร่างกายและจับ

ออกซิเจนอะตอมเดี่ยวซึ่งมักจะพบมากในสภาพที่มีมลภาวะทางอากาศ จากคุณสมบัตินี้ทำให้มีความ

สนใจที่จะนำเบต้าแคโรทีนมาทำเป็นอาหารเสริมสุขภาพป้องกันร่างกายจากการทำลายของอนุมูล

อิสระซึ่งเป็นสาเหตุของโรคต่าง ๆ ได้ เช่น โรคแก่ก่อนวัย โรคมะเร็ง โรคหลอดเลือดหัวใจโรคต้อ

กระจก และโรคระบบภูมิคุ้มกันทำงานผิดปกติ เป็นต้น  

 

2.4.2 การใช้ประโยชน์จากเบต้าแคโรทีนต่อมนุษย์ 

1) สีธรรมชาติ เบต้าแคโรทีนมีสีเหลืองถึงส้ม และมีการนำไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหารโดยใช้

กับอาหารจำพวกไขมัน เนื่องจากไม่เป็นพิษ สะดวกในการละลายในไขมัน (Bramley et al., 1993) 

เช่น เนยแข็ง เนยเทียม มาการีน น้ำมันปรุงอาหาร น้ำผลไม้ เครื่องดื่ม เจลลี่ ซุปผง ซุปกระป๋อง                

น้ำผลไม้ นมเปรี้ยว และไอศกรีม เนื่องจากเบต้าแคโรทีนละลายน้ำได้ยากจึงมีเทคนิคต่าง ๆ ที่ทำให้

ละลายในน้ำได้และใช้เป็นสารให้สีในผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ เช่น น้ำเชื่อม ขนมปัง ผลิตภัณฑ์จากไข่ และ

ผลิตภัณฑ์จากเนื้อ (Van Loo-Bouwman et al., 2014) นอกจากนี้ยังมีการใช้เบต้าแคโรทีนผสมใน

อาหารสัตว์เพ่ิมสีในสัตว์น้ำ เช่น ปลาแซลมอน ใช้ผสมอาหารไก่เพ่ือเพ่ิมสีในไข่แดง และอาหารวัวเพ่ือ

ปรับปรุงสุขภาพและระบบสืบพันธ์ของวัวควาย (Borowitzka, 1988) และยังใช้เป็นสีเคลือบแคปซูล

ผสมในเครื่องสำอางต่าง ๆ (Bauernfeind, 1981) 

2) ทางด้านเภสัชกรรม มีการใช้เบต้าแคโรทีนรักษาผู้ป่วยที่ เป็นโรค erythropoietin                 

และprotoporphyria เนื่องจากผู้ป่วยที่เป็นโรคดังกล่าวจะมีผิวหนังมีความไวต่อแสงมากเกินไปเมื่อ

ถูกแสงจะทำ ให้เกิดออกซิเจนเดี่ยวไร้คู่ ไปทำลายเซลล์ของผิวหนังทำให้รู้สึกร้อนที่ผิวหนังตามด้วยผิว

แดงคันและบวม (Van Loo-Bouwman et al., 2014) เช่นเดียวกับ Alaluf และคณะ (2002) ได้

ศึกษาผลของการใช้เบต้าแคโรทีนที่สกัดจาก D. salina รักษาคนที่ เป็นโรคผิวหนังพบว่าการ

รับประทานเบต้าแคโรทีน 50 มิลลิกรัมต่อวัน จะทำให้ให้ผิวหนังมีสีเหลือง รวมถึงลดอาการแพ้ของ

ผิวสัมผัสกับแสงแดดได้ 
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2.4.3 คุณสมบัติที่แตกต่างของเบต้าแคโรทีนที่ได้มาจากธรรมชาติและจากการสังเคราะห์ 

        ปัจจุบันเบต้าแคโรทีนถูกแบ่งเป็น 2 ประเภทตามแหล่งที่มา คือ เบต้าแคโรทีนที่มาจาก

ธรรมชาติ พบได้ในพืช ผัก ผลไม้ และสาหร่ายบางชนิด โดยจะมีรูปแบบไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนที่

ประกอบด้วยแบบ cis และแบบ trans ß–carotene รวมกัน ขณะที่มีปริมาณอัตราส่วนที่แตกต่างกัน

ไป ส่วนเบต้าแคโรทีนอีกประเภท คือ เบต้าแคโรทีนที่มาจากการสังเคราะห์ด้วยสารเคมี โดยจะมีไอโซ

เมอร์อยู่ในรูปของ all–trans ß–carotene เท่านั้น ทำให้คุณสมบัติของไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนแบบ 

สังเคราะห์ทางเคมี หรือเบต้าแคโรทีนรูปแบบ all–trans นั้นละลายได้ยากในน้ำมันและเกิดการตก

ผลึกง่าย ทำให้เกิดสารตกค้างที่เป็นอันตรายต่อสิ่งมีชีวิต เมื่อเปรียบเทียบกับคุณสมบัติของเบต้าแคโร

ทีนแบบ cis ß–carotene ที่พบได้ในธรรมชาติสามารถละลายได้ดีในน้ำมัน ดังนั้นจะส่งผลต่อการตก

ผลึกได้ยาก จึงส่งผลทำให้เกิดสารตกค้างน้อยและไม่เป็นอันตราย (Ben–Amotz and Avron, 1990) 

จากงานวิจัยของ Nikookar และคณะ (2004) พบว่ารงควัตถุท่ีพบในสาหร่าย D. salina เป็นรงควัตถุ

ชนิดเดียวกันกับที่พบในรงควัตถุของผักขมและแครอท นอกจากนี้มีหลายงานวิจัยยืนยันว่าการบริโภค

เบต้าแคโรทีนจากธรรมชาตินั้นมีผลต่อการป้องกันการเกิดโรคมะเร็ง โรคหลอดเลือดหัวใจ โรคสะเก็ด

เงิน โรคจอประสาทตาเสื่อม และโรคอ่ืนๆ  ได้  (Harari et al., 2008; Relevy et al., 2015) 

ขณะเดียวกันมีการรายงานว่าการบริโภคเบต้าแคโรทีนจากการสังเคราะห์ทางเคมีเป็นสาเหตุมี

แนวโน้มต่อการเกิดโรคมะเร็งได้  

        Levin และ  Mokady (1994) ศึกษาประสิทธิภาพการต้านอนุมูล อิสระของสาร 9–cis                    

ß–carotene ที่มาจากสาหร่าย Dunaliella เปรียบเทียบกับสารเบต้าแคโรทีนสังเคราะห์ all–trans            

ผลการทดลองพบว่าชุดการทดลอง 9–cis เบต้าแคโรทีนจากสาหร่าย Dunaliella มีประสิทธิภาพใน

การยับยั้งการเพ่ิมข้ึนของสารอนุมูอิสระ hydrogen peroxide ได้ดีกว่า (มากกว่า 1.3 ถึง 2.4 เท่า) 

        Murthy และคณะ (2005) ศึกษาการแสดงออกของการต้านอนุมูลอิสระของแคโรทีนอยด์จาก 

D. salina แบบเซลล์แห้ง ผลการศึกษาพบว่าการเสริมสาหร่าย D. salina ในอาหารให้กับหนูทดลอง

ที่ความเข้มข้น 125 และ 250 ไมโครกรัมต่ออาหารหนึ่งกิโลกรัม ส่งผลทำให้ปริมาณของเอนไซม์ต้าน

อนุมูล อิสระ  catalase (CAT) peroxidase (GPX) และ superoxide dismutase (SOD) ในหนู

ทดลองเพ่ิมขึ้น คิดเป็นร้อยละ 54.0, 58.0 และ 90.0 เมื่อเทียบกับชุดการทดลองที่เสริมสารแคโร

ทีนนอยด์เคมีสังเคราะห์  

        Shaish และคณะ (2006) ศึกษาผลของ 9–cis ß–carotene จากสาหร่าย Dunaliella ต่อ

การเพ่ิมขึ้นของพลาสมา HDL–cholesterol ในกลุ่มผู้ป่วยอาสาสมัคร ผลการศึกษาพบว่าการเสริม
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สาหร่าย Dunaliella แบบแห้งที่มีอัตราส่วนไอโซเมอร์ cis ต่อ trans ß–carotene ในอัตราส่วน 1 

ต่อ 1 นั้นมีผลต่อการเพ่ิมปริมาณของไขมันดีชนิด HDL–cholesterol มากถึงร้อยละ 25 เมื่อ

เปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่ใช้เบต้าแคโรทีนในรูป all-trans  

        Relevy และคณะ (2015) ศึกษาผลของเบ้ตาแคโรทีนต่อการยับยั้งโรคภาวะหลอดเลือดเเข็ง

ตัวในหนูทดลอง ผลการศึกษาพบว่าการเสริม 9–cis ß–carotene ที่สกัดจากสาหร่าย Dunaliella มี

ส่งผลต่อการลดลงของปริมาณปริมาณของคลอเรสเตอรอลประเภท non–HDL อย่างมีนัยสำคัญ 

(มากกว่าร้อยละ 39) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดความชุดควบคุมที่ เป็น all-trans ß–carotene 

นอกจากนี้ปริมาณคลอเรสเตอรอลชนิด non–HDL ที่ลดลงนั้นทำให้การเกิดโรคภาวะหลอดเลือดแข็ง

ที่ลดลงตามไปด้วย 

        นอกจากนี้การศึกษาของ Weinrich และคณะ (2019) พบว่าในแมลงวันสายพันธุ์ Drosophila 

melanogaster หลั งได้ รับสารเบต้ าแคโรทีน ในรูป  9–cis ß–carotene ที่ สกัดจากสาหร่าย 

Dunaliella ในอาหารนั้น ส่งผลต่อการทำงานของกระบวนการเมตาบอลิซึมในการผลิตสาร ATP 

และปริมาณของอัตราการหายใจปริมาณเซลล์ให้เพ่ิมขึ้น รวมถึงกระตุ้นพฤติกรรมการเคลื่อนไหวใน

แมลงวัน เมื่อเปรียบเทียบกับสารเบต้าแคโรทีนสังเคราะห์ (synthetic all–trans ß–carotene) 

 

2.5 แหล่งท่ีมาของสารต้านอนุมูลอิสระ 

     ปัจจุบันสารต้านอนุมูลอิสระโดยเฉพาะอย่างยิ่งที่ ได้มาจากพืชผัก เครื่องเทศ สมุนไพร              

และสาหร่ายนั้นกำลังได้รับความสนใจและศึกษากันอย่างกว้างขวาง เนื่องจากกระแสเรื่องความ

ปลอดภัยของสารสกัดจากธรรมชาติ โดยสารต้านอนุมูลอิสระแบ่งตามแหล่งที่มาได้ 2 ชนิดได้แก่ 

      2.5.1 สารต้านอนุมูล อิสระสังเคราะห์  (synthetic antioxidants) สารประกอบฟีนอลิค

สั ง เค ร า ะ ห์  5  ช นิ ด ได้ แ ก่  propyl gallate, 2 –butylated hydroxyanisole, 3 –butylate 

hydroxyanisole, BHT (butylated hydroxytoluene) และ tertiary butylhydroquinone เป็น

สารต้านอนุมูลอิสระที่นิยมใช้ในอุตสาหกรรมอาหารเพ่ือยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน

อันเป็นสาเหตุให้อาหารมีกลิ่น สี และรสชาติที่เปลี่ยนไป สารสังเคราะห์เหล่านี้มีประสิทธิภาพและ

ความคงตัวสูงกว่าสารสกัดจากธรรมชาติ แต่มีข้อจำกัดของการใช้เนื่องจากปัญหาด้านความปลอดภัย

ในการบริโภค (Pokorny et al., 2001) 

      2.5.2 สารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ (natural antioxidants) สารกลุ่มนี้ได้รับความสนใจ

และมีการค้นคว้าอย่างมากในปัจจุบัน เนื่องจากความเชื่อมั่นว่ามีความปลอดภัยในการบริโภคมากกว่า
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สารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์ สารต้านอนุมูลอิสระเหล่านี้ พบได้ทั้งในจุลชีพ สัตว์ และพืช ซึ่งมีทั้งที่

เป็นวิตามิน เช่น วิตามินซี วิตามินอี เบต้าแคโรทีน และสารที่ไม่ให้คุณค่าทางโภชนาการ (non–

nutrient) ซึ่งมีโครงสร้างเป็นสารประกอบฟีนอลิคโดยเฉพาะกลุ่มโพลีฟีนอล (polyphenols)          

เช่น แซนโธน (xanthone) และฟลาโวนอยด์ (flavonoids) ซึ่งประกอบด้วยหมู่ ไฮดรอกซิลที่เกาะบน

วงเบนซีน (aromatic hydroxyl) ตั้งแต่ 2 หมู่ขึ้นไป หมู่ ฟังก์ชัน (functional group) เหล่านี้มี

บทบาทสำคัญในการดักจับอนุมูลอิสระไม่ให้ไปกระตุ้นหรือก่อให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ โดยการ

ให้อนุมูล H– แก่อนุมูลอิสระเหล่านั้น นอกจากนี้สารประกอบโพลีฟีนอล ที่มีโครงสร้างของ ortho–

dihydroxyl phenol อยู่ในโมเลกุลยังสามารถยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระในปฏิกิริยาที่มีอนุมูลโลหะ

ทรานซิชัน คือ Fe2
+ และ Cu2+ เป็นตัวเหนี่ยวนำได้โดยการเข้าจับกับโลหะดังกล่าวเกิดเป็น

สารประกอบเชิงซ้อน (complex) (Sanchez–Moreno et al., 2000) สารประกอบกลุ่มโพลีฟีนอล 

ซึ่งพบในพืชพรรณธรรมชาตินานาชนิดสามารถต้านอนุมูลอิสระได้ดีทั้งในห้องปฏิบัติการ ( in vitro) 

และในสิ่งมีชีวิต 

 

2.6 สาหร่ายแหล่งของสารต้านอนุมูลอิสระ 

     สาหร่ายเป็นพืชชนิดหนึ่งที่มีประวัติการค้นพบและความเป็นมายาวนานตั้งแต่ยุคสมัยหิน          

โดยสาหร่ายมีความแตกต่างจากพืชที่โตบนพ้ืนแผ่นดินตรงที่ไม่มีราก ไม่มีใบ และระบบลำเลียงอาหาร 

แต่จะใช้ระบบออสโมซิสดูดซึมอาหารเพ่ือใช้ในการเติบโต สาหร่ายมีคุณสมบัติที่มีไขมันปริมาณน้อย     

มีโปรตีน เส้นใยอาหาร กรดไขมันไม่อ่ิมตัว และวิตามิน เกลือแร่อยู่มากเช่น วิตามินบี 1  บี 12 บี 3 บี 

5 บี 6 วิตามินเอ วิตามินซี วิตามินดี ไอโอดีน แคลเซียม ฟอสฟอรัส และโซเดียม รวมถึงสาหร่ายยังมี

สารพฤกษาเคมีตามธรรมชาติ เช่น กลุ่มโพลีแซคคาไรด์ ไกลโคโปรตีน และสารต้านอนุมูลอิสระ

ประสิทธิภาพสูงหลากหลายชนิดเช่น โพลีฟีนอล โทโคฟีรอล และแคโรทีนอยด์ (Gupta and Abu–

Ghannam, 2011) นอกเหนือจากให้สารอาหารหลักแก่ร่างกาย สาหร่ายยังมีการศึกษาค้นคว้ากัน

อย่างกว้างขวางถึงประโยชน์ด้านสุขภาพต่าง ๆ ได้แก่ 

     2.6.1 สารสกัดจากสาหร่ายจำพวกประเภท เทอปีน ฟีนอล และลิโปอิกแอซิดที่มีฤทธิ์ในการต้าน

การเติบโตของแบคทีเรียสามารถต้านการโตของแบคทีเรียได้ทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 

(Gupta and Abu–Ghannam, 2011) 
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     2.6.2 เป็นแหล่งของอัลจิเนต (alginate) ซึ่งเป็นใยอาหารที่พบในสาหร่ายเท่านั้น ไม่พบในพืช

ชั้นสูงอ่ืน ๆ ช่วยยับยั้งการดูดซึมคอเลสเตอรอล ลดความดัน ช่วยในการทำงานของระบบย่อยอาหาร

และลำไส้ จึงมีการนำมาใช้ป้องกันการเกิดเมตาบอลิกซินโดรม (Holdt and Kraan, 2011) 

     2.6.3 ฟูคอนแดน (fucoidans) ซึ่งเป็นกลุ่มของสารโพลีแซคคาไรด์ในผนังเซลล์ของสาหร่าย               

สีน้ำตาล มีรายงานการใช้ในการยับยั้งการแข็งตัวของเลือด ต้านไวรัส กระตุ้น การทำงานของระบบ

ภูมิคุ้มกัน ป้องกันการเกิดมะเร็ง และยังมีการใช้ป้องกันการเกิดอัลไซเมอร์และการชะลอความเสื่อม

ชราของร่างกาย เป็นต้น (Susan and Kraan, 2011) 

     2.6.4 สาหร่ายสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม ใหญ่ ๆ ดังนี้ 

             1) สาหร่ายขนาดเล็ก (microalgae) สามารถพบได้ทั้งที่อยู่บริเวณพ้ืนทะเล ริมฝั่งทะเล

หรืออยู่ในน้ำทะเล เช่นพวกไฟโตแพลงตอน เป็นต้น 

             2) สาหร่ายขนาดใหญ่ (macroalgae) หรืออาจเรียกว่าซีวีด (seaweeds) สามารถพบได้

บริเวณริมฝั่งทะเลซึ่งจะเติบโตแตกต่างกันไปตามปริมาณความลึกของน้ำทะเล (Gupta and Abu–

Ghannam, 2011) สาหร่ายที่ถูกค้นพบแล้วมีทั้งหมด 221 สายพันธุ์ ถูกจัดอยู่ในไฟลัมคลอโรไฟตา      

32 สายพันธุ์ ไฟลัมเฟโอไฟตา 64 สายพันธุ์และไฟลัมโรโดไฟตา 125 สายพันธุ์ (Dhargalkar and 

Verlecar, 2009) นอกจากนี้สาหร่ายกว่า 145 สายพันธุ์ (66%) มีการนำมาใช้เป็นอาหารมาอย่าง

ยาวนาน โดยความนิยมในการบริโภคในประเทศแถบเอเชีย เช่น ในประเทศญี่ปุ่น จีนและเกาหลีมี

มากกว่าแถบยุโรป พบว่าปริมาณการบริโภคสาหร่ายในยุโรปอยู่ที่ประมาณ 70 ตันต่อปี ในขณะที่ใน

ญี่ปุ่นมีการบริโภคอยู่ที่ 97,000 ตันต่อปี (Fleurence, et al., 2012) 

 

     2.6.5 สาหร่ายแบ่งออกเป็นกลุ่มตามโครงสร้างและสีของสารสังเคราะห์แสงได้ 3 กลุ่ม คือ 

            1) สาหร่ายสีแดง จัดอยู่ในไฟลัมโรโดไฟตา (Phylum Rhodophyta) ในสาหร่ายสีแดงจะมี

รงควัตถุกลุ่มไฟโคอีริทริน (Phycoerythrin) และไฟโคไซยานิน (Phycocyanin) อยู่มาก ซึ่งรงควัตถุ

เหล่านี้เองที่ทำให้ให้สาหร่ายมีสีที่ต่างกัน (Gupta and Abu–Ghannam, 2011; Pangestuti, and 

Kim, 2011) 

            2) สาหร่ายสีน้ำตาล จัดอยู่ในไฟลัมเฟโอไฟตา (Phylum Phaeophyta) สาหร่ายสีน้ำตาล

มีรงควัตถุกลุ่มแซนโทฟิลล์จำพวก ฟิวโคแซนทิน (fucoxanthin) ที่สามารถยับยั้งการเกิดออกซิเดชัน

ที่ปริมาณเซลล์ และนอกจากนี้ผลจากการทดลองพบว่าฟิวโคแซนทีนสามารถปกป้องเซลล์ผิวหนังจาก

การทำร้ายด้วยรังสียูวีบี นอกจากนี้ในสาหร่ายสีน้ำตาลยังมีสารสำคัญที่ช่วยรักษาบาดแผลที่ผิวหนังอีก
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หลายชนิด เช่น แอลจิเนต (alginate) เป็นไฮโดรคอลลอยด์ กลุ่มโพลีแซคคาไรด์สามารถยับยั้งการ

เกิดแผลเป็น ช่วยเร่งการผสานกันของแผลที่ผิวหนัง และยังพบฟูคอยแดน (Fucoidan) ซึ่งเป็น

สารประกอบซัลเฟตของโพลีแซคคาไรด์ที่ช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนังในกลไกการ

ซ่อมแซมเซลล์ (Mohamed et al., 2012) 

            3) สาหร่ายสีเขียว จัดอยู่ในไฟลัมคลอโรไฟตา (Phylum Chlorophyta) ในสาหร่ายสีเขียว

จะมีรงควัตถุกลุ่มคลอโรฟิลล์เอและคลอโรฟิลล์บีในสัดส่วนเดียวกับพืชชั้นสูง อีกทั้งยังมีสาร          

เบต้าแคโรทีนและสารแซนโทฟิลล์อีกด้วย (Gupta and Abu–Ghannam, 2011; Pangestuti and 

Kim, 2011) นอกจากนี้สาหร่ายสีเขียวยังพบสารแอสตาแซนธิน (Astaxanthin) เป็นรงควัตถุสีแดง

เข้ม คล้ายสีของทับทิมอีกด้วย (Yuan et al., 2011) พบว่า แอสตา–แซนธินมีความสามารถในการ

ยับยั้งการเกิดออกซิเดชันของออกซิเจนโมเลกุลเดี่ยวหรือค่าแสดงการต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด โดยมี

ประสิทธิภาพสูงกว่าสารเบต้าแคโรทีน สารโคเอนไซม์คิวเทน สารคาทีซิน วิตามินอีและวิตามินซี 

(Nishida, et al., 2007; Shimidzu, et al., 1996) ปัจจุบันมีการศึกษาวิจัยถึงการนำสารแอสตา

แซนธินไปใช้ประโยชน์ด้านสุขภาพและความงามหลากหลายด้านอย่างต่อเนื่อง (Suganuma et al., 

2010; Yamashita, 2002; Yuan et al., 2011) 

 

2.7 การเพาะเลี้ยงสาหร่ายและการนำมาใช้ประโยชน์ 

      ปัจจุบันนี้มนุษย์ต้องประสบกับปัญหาสุขภาพมากข้ึน ไม่ว่าจะเป็นการเสื่อมของอวัยวะก่อนวัยอัน

ควร การเกิดโรคหัวใจ โรคภูมิแพ้ หรือแม้แต่ความเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็ง สิ่งกระตุ้นหลักที่

ก่อให้เกิดปัญหาเหล่านี้มาจากการได้รับสารพิษจากสิ่งแวดล้อม การบริโภคอาหารที่ไม่มี คุณค่าทาง

โภชนาการ รวมทั้งความเครียดจากปัญหาต่าง ๆ ในชีวิตประจำวัน สิ่งกระตุ้นดังกล่าวส่งผลให้เกิด

อนุมูลอิสระเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็วในร่างกาย การสะสมของอนุมูลอิสระที่มากเกินควรส่งผลให้ร่างกาย

เสียสมดุลและเป็นสาเหตุให้เกิดโรคในที่สุด ด้วยเหตุนี้ มนุษย์จึงพยายามเสาะหาสารที่มีฤทธิ์ต้าน

อนุมูลอิสระเพ่ือนำมายับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันภายในร่างกาย เนื่องจากสารกลุ่มนี้มี

อิเล็กตรอนอยู่ภายในโมเลกุลเป็นจำนวนมาก จึงสามารถให้อิเล็กตรอนกับโมเลกุลของอนุมูลอิสระ

และส่งผลให้เกิดความเสถียรขึ้นภายในโมเลกุล รวมถึงหยุดการก่อตัวขึ้นใหม่ของอนุมูลอิสระ (Sies, 

1992) 
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      2.7.1 การใช้ประโยชน์ของสาหร่ายขนาดเล็ก มีอยู่ 7 รูปแบบ ได้แก่ 

    1) การใช้สาหร่ายเป็นดัชนีชี้วัดระบบนิเวศ 

        สาหร่ายเป็นผู้ผลิตของระบบนิเวศในน้ำโดยสาหร่ายจะมีการเจริญเติบโตเนื่องจาก

ปัจจัยหลายประการ เช่น แสง ปริมาณสารประกอบคาร์บอน สารอาหาร เป็นต้น โดยแพลงก์ตอน

สัตว์จะกินสาหร่ายเป็นอาหาร ซึ่งแพลงก์ตอนสัตว์เหล่านี้จะกลายเป็นอาหารของสัตว์น้ำอ่ืน ๆ ต่อไป

และเมื่อสาหร่ายตายลง มวลชีวภาพของสาหร่ายยังเข้าสู่วัฏจักรการย่อยสลายโดยแบคทีเรียและจุล

ชีพอ่ืน ๆ ที่มีในน้ำจึงอาจกล่าวได้ว่าสาหร่ายเป็นผู้ผลิตที่ถ่ายทอดพลังงานต่อไปในห่วงโซ่อาหาร               

(สรวิศ, 2543) 

        นอกจากนี้สาหร่ายยังสามารถใช้เป็นตัวดัชนีบ่งบอกคุณภาพน้ำ ซึ่งถือเป็นการตรวจวัด

คุณภาพน้ำทางชีวภาพ โดยสิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยู่ในแหล่งน้ำสามารถทนต่อปัจจัยสิ่งแวดล้อมในแหล่งน้ำ

ได้แตกต่างกัน บางชนิดสามารถปรับตัวในน้ำที่มีคุณภาพน้ำดี บางชนิดสามารถปรับตัวได้ดีในน้ำที่มี

คุณภาพน้ำเสีย สัตว์น้ำส่วนใหญ่ต้องการออกซิเจนในการหายใจ สัตว์ส่วนมากชอบอาศัยอยู่ในแหล่ง

น้ำที่สะอาด มีออกซิเจนสูง แต่ก็มีหลายชนิดอยู่ในที่ซึ่งมีออกซิเจนน้อยได้และบางชนิดก็ทนอยู่ได้ในที่

เกือบไม่มีออกซิเจนเลย แหล่งน้ำที่เกิดการปนเปื้อนจะมีปริมาณออกซิเจนละลายน้ำลดลง เนื่องจาก

การใช้ออกซิเจนของจุลินทรีย์ ดังนั้นสัตว์ที่ต้องการออกซิเจนมากก็จะตายหรือหนีไป เหลือเฉพาะกลุ่ม

สัตว์ที่อาศัยอยู่ได้ในน้ำที่มีปริมาณออกซิเจนน้อยเราจึงใช้สัตว์เหล่านี้ตรวจคุณภาพน้ำได้ จากงานวิจัย

ของยุวดี และคณะ (2550) ได้ยกตัวอย่างชนิดของสาหร่ายที่สามารถบ่งบอกคุณภาพน้ำได้ ดังนี้ 

           - สาหร่ายที่บอกคุณภาพน้ำดี ได้แก่ ไดโนบริออน (Dinobryon sp.) ยูแอสตรัม 

(Euastrum sp.) พินนูลาเรีย (Pinnularia sp.) คลอสทีเรียม (Closterium sp.) เป็นต้น 

           - สาหร่ายที่บอกคุณภาพน้ำปานกลาง ได้แก่  ฟรากิลลาเรีย (Fragilaria sp.)            

วิคูล่า (Navicula sp.) เทตระอีดอน (Tetraedron sp.) ซิกเนมา (Zygnema sp.) เซอราเตียม 

(Ceratium sp.) เป็นต้น 

           - สาหร่ายที่บอกคุณภาพน้ำเสีย ได้แก่ ฟากัส (Phacus sp.) ออสซิลาทอเรีย 

(Oscillatoria sp.) ยูกลีนา (Euglena sp.) สไปรูลิน่า (Spirulina sp.) เป็นต้น 

        2) การใช้สาหร่ายในทางอุตสาหกรรมยา โดยจากการศึกษาของสถาบันวิจัย

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย พบว่าสาหร่ายสีเขียวแกมน้ำเงิน Scytonema สามารถ

ผลิตสารปฏิชีวนะที่มีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียบางชนิดได้ (Priyadarshani and 

Rath, 2012) 
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        3) การใช้ ส าห ร่ าย ในทางการเกษตรกรรม  โดย ใช้ เพ่ื อผลิ ต เป็ นปุ๋ ยชี วภ าพ 

(biofertilizers) เช่น  สาหร่ายสี เขียวแกมน้ ำเงิน  Nostoc, Anabaena, Scytonema เป็นต้น 

เนื่องจากสาหร่ายสีเขียวแกมน้ำเงินเหล่านี้มีเมือกหนาหุ้มเซลล์ จึงเหมาะที่จะใช้เป็นวัสดุในการ

ปรับปรุงคุณภาพดินและดูดเก็บความชื้นให้แก่พืช นอกจากนี้สาหร่ายสีเขียวแกมน้ำเงินหลายชนิดยังมี

ความสามารถในการตรึงไนโตรเจนจากอากาศเพ่ือใช้ในกระบวนการทางชีวเคมีภายในเซลล์  ทำให้ไม่

จำเป็นต้องให้สารอาหารอนินทรีย์ไนโตรเจนแก่สาหร่ายชนิดนี้ จึงได้มีงานวิจัยมากมายที่มีแนวคิดที่จะ

นำสาหร่ายสีเขียวแกมน้ำเงินนี้มาเป็นปุ๋ยชีวภาพให้นาข้าว เพ่ือลดปริมาณการใช้ปุ๋ยเคมีไนโตรเจนซึ่งมี

ราคาแพง (Spolaore et al., 2006) 

        4) การใช้สาหร่ายเป็นอาหารสัตว์หรือเป็นส่วนผสมในอาหารสัตว์ในประเทศแถบยุโรป 

นิยมใช้สาหร่ายทะเลเป็นอาหารสัตว์ เช่น กระบือ โค แพะ แกะ เนื่องจากสัตว์เหล่านี้มีน้ำย่อยพิเศษ

สามารถย่อยสลายผนังเซลล์ของสาหร่ายซึ่งเป็นพวกเซลลูโลสได้ นอกจากนี้ยังมักใช้สาหร่ายสไปรูลินา

เป็นส่วนผสมในอาหารสัตว์น้ำเพ่ือเร่งสี เนื่องจากสีที่เกิดข้ึนบนตัวปลาโดยทั่วไปจะเป็นสีของรงควัตถุที่

เป็นสารกลุ่มแคโรทีนอยด์ และเนื่องจากสัตว์ไม่สามารถสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ได้เอง จึงจำเป็นต้อง

ได้รับจากอาหารเท่านั้น ดังนั้นความเข้มของสีที่ปรากฏบนผิวปลาจะขึ้นอยู่กับปริมาณแคโรทีนอยด์ที่

ได้จากอาหารนั่นเอง นอกจากนี้ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำบางชนิดมีความจำเป็นต้องใช้สาหร่ายเพ่ือเป็น

อาหารสัตว์น้ำทั้งในทางตรงและทางอ้อม โดยในทางตรงคือการใช้เป็นอาหารของลูกสัตว์น้ำ 

โดยเฉพาะลูกกุ้ง หรือหอยสองฝา และทางอ้อมคือการใช้สาหร่ายเป็นอาหารของแพลงก์ตอนสัตว์ แล้ว

นำแพลงก์ตอนสัตว์ไปเป็นอาหารของสัตว์น้ำวัยอ่อน (Madeira et al., 2017) 

        5) การใช้สาหร่ายเป็นพืชพลังงานเพ่ือการสกัดผลผลิตน้ำมัน (Demirbas and 

Demirbas, 2011) โดยค่าผลผลิตน้ำมันของพืชน้ำมันชนิดต่าง ๆ เปรียบเทียบกับของสาหร่าย ได้แก่ 

สาหร่าย (algae) ละหุ่ง (castor) มะพร้าว (coconut) ปาล์ม (palm) ดอกคำฝอย (safflower)        

ถั่วเหลือง (soy) และดอกทานตะวัน (sunflower) โดยมีค่าผลผลิตน้ำมันเท่ากับ 100,000, 1,413, 

2,689, 5,950, 779, 446 และ 952 ลิตรต่อเฮคแตร์ ตามลำดับ แสดงให้เห็นถึงศักยภาพในการนำมา

สกัดเพ่ือให้ได้ผลผลิตน้ำมันในอนาคต ซึ่งนักวิจัยในประเทศไทยมีความตื่นตัวในการวิจัยเกี่ยวกับการ

เพาะเลี้ยงสาหร่ายขนาดเล็กเพ่ือการสกัดผลผลิตน้ำมันเช่นเดียวกัน โดยจากผลการวิจัยพบว่ามี

สาหร่าย 3 สายพันธุ์ที่มีศักยภาพในการเพาะเลี้ยงเพ่ือผลิตน้ำมันชีวภาพ ได้แก่ Scenedesmus sp., 

Monoraphidium sp. และ Carteria sp. (ยุวดี, 2553) 
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        6) การใช้เพ่ือการดูดซับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (Hsueh et al., 2007) โดยสาหร่าย

ขนาดเล็กสามารถใช้คาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งคาร์บอนเพ่ือการเจริญเติบโต ซึ่ งจากการศึกษา

พบว่าอัตราการเจริญเติบโตของสาหร่ายขนาดเล็กจะเพ่ิมขึ้นร้อยละ 1.0 – 15.0 เมื่อความเข้มข้นของ

คาร์บอนไดออกไซด์เพ่ิมขึ้น (Lam et al., 2012) 

        7) การใช้ในการบำบัดน้ำเสีย โดยจากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าสาหร่ายขนาดเล็ก 

(Oscillatoria sp.) สามารถใช้ในการดูดซับตะกั่วในน้ำเสีย โดยสามารถดูดซับตะกั่วได้ 82.5±6.7 

มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำหนักแห้งของสาหร่าย (pH 5.0) (สุนีรัตน์์, 2552) รวมทั้งยังสามารถลดปริมาณ

สารอินทรีย์ในรูปของซีโอดี (86 %) และสารอาหารในรูปของแอมโมเนียไนโตรเจน (52 %) และ

ฟอสฟอรัสทั้งหมด (52 %) ในน้ำเสียได้อย่างมีประสิทธิภาพ (สุจยา, 2551) นอกจากนี้ สาหร่ายขนาด

เล็กยังมีศักยภาพในการนำมาใช้ประโยชน์อ่ืน ๆ เช่น การทดลองเพาะเลี้ยงสาหร่ายขนาดเล็กเพ่ือสกัด 

ผลผลิตไขมัน โดยพบว่าสาหร่าย Chlorella sp. WUW05 มีอัตราการผลิตไขมันเชิงปริมาตรสูง 

เท่ากับ 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง (สมฤทัย, 2553) เป็นต้น 

 

2.8 ข้อมูลทั่วไปของสาหร่าย  

      สาหร่าย (algae) เป็นกลุ่มของสิ่งมีชีวิตที่พบแพร่กระจายอยู่ทั่วไปตามธรรมชาติ สามารถอยู่ได้

ทั้งในน้ำจืด น้ำทะเล อากาศ หรือแม้กระทั่งอยู่กับสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืน จัดเป็นพืชชั้นตํ่า ไม่มีส่วนที่เป็น

ราก ลำต้น และใบที่แท้จริง (Chapman, 1970) สาหร่ายดำรงชีวิตอยู่ได้หลายรูปแบบ ไม่ว่าจะเป็น

แพลงก์ตอนล่องลอยอยู่ในมวลน้ำ หรือยึดติดกับพ้ืนทะเลหรือวัสดุอ่ืน ๆ เช่น กลุ่มของสาหร่ายหลาย

เซลล์ที่เรียกรวมว่า สาหร่ายทะเล (seaweeds) ประกอบด้วยโครงสร้าง 3 ส่วนที่สำคัญ ได้แก่ ผนัง

เซลล์ นิวเคลียส และไซโตพลาสซึม มีรูปร่างลักษณะหลายแบบด้วยกัน สืบพันธุ์ได้ทั้งแบบไม่อาศัย

เพศและอาศัยเพศ มีความสำคัญต่อระบบนิเวศในฐานะเป็นผู้ผลิตโดยเป็นจุดเริ่มต้นของห่วงโซ่อาหาร 

นอกจากนี้สาหร่ายยังเป็นตัวตรวจวัดคุณภาพน้ำทางชีวภาพ ซึ่งสามารถใช้เป็นตัวดัชนีบ่งบอกคุณภาพ

น้ำได้ สาหร่ายสามารถแบ่งออกได้เป็น 9 ดิวิชัน ได้แก่ Cyanophyta, Chlorophyta, Charophyta, 

Euglenophyta, Phaeophyta, Chrysophyta, Pyrrhophyta, Cryptophyta และ Rhodophyta 

ตามลำดับ โดยปัจจุบันนิยมนำสาหร่ายมาบริโภคท้ังสาหร่ายทะเลและสาหร่ายน้ำจืดเนื่องจากมีคุณค่า

ทางโภชนาการสูง ให้พลังงานน้อย ส่วนใหญ่มีปริมาณแคลอรี่ โปรตีน ไขมัน และคาร์โบไฮเดรตไม่สูง

มากนัก แต่มีแร่ธาตุและวิตามินซึ่งเป็นประโยชน์ต่อร่างกาย นอกจากนี้ยังนำสาหร่ายมาใช้ประโยชน์

ด้านอ่ืน ๆเช่น ใช้ในอุตสาหกรรมผลิตวุ้น แอลจิเนต และคาร์ราจีแนน ใช้เป็นยา บำบัดคุณภาพน้ำทิ้ง



 20 

จากโรงงานอุตสาหกรรม ใช้เป็นอาหารสัตว์หรือเป็นส่วนผสมในอาหารสัตว์ ใช้เป็นปุ๋ยชีวภาพ ใช้ใน

การกําจัดแมลงศัตรูพืช และใช้เพ่ือประโยชน์ทางด้านการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำ 

      2.8.1 การจัดจำแนกสาหร่าย  

   ในปัจจุบันนิยมแบ่งสาหร่ายออกเป็น 9 ดิวิชั่น ได้แก่ 

             1) Division Cyanophyta ได้ แก่  ส าหร่าย สี เขี ยวแกมน้ ำเงิน  (blue–green algae, 

cyanobacteria) เป็นสิ่งมีชีวิตชั้นตํ่าจำพวกโปรคาริโอตที่มีขนาดเล็ก จึงไม่มีนิวเคลียสและผนังเซลล์ 

พบได้ทั่วไปทั้งในน้ำ บนดิน บริเวณชื้นแฉะ จัดเป็นแบคทีเรีย แต่มีลักษณะแตกต่างจากแบคทีเรีย

ตรงที่มีคลอโรฟิลล์เอจึงสามารถสังเคราะห์แสงได้และให้ออกซิเจน โดยจากการศึกษาซากดึกดำบรรพ์

หรือฟอสซิล (fossil) และหลักฐานอ่ืน ๆ อาจกล่าวได้ว่าสาหร่ายสีเขียวแกมน้ำเงินเป็นสิ่งมีชีวิตพวก

แรกที่กำเนิดขึ้นบนโลกและผลิตออกซิเจนให้แก่บรรยากาศ สามารถพบได้ทั่วไปไม่ว่าจะในเขตร้อน                

เขตหนาว ในน้ำหรือบนบก ที่แห้งแล้งหรือแม้กระทั่งยอดเขาสูง 

             2) Division Chlorophyta ได้แก่ สาหร่ายสีเขียว (green algae) มีสีเขียวเหมือนหญ้า 

ส่วนประกอบของรงควัตถุจะเป็นเช่นเดียวกับที่พบในพืชชั้นสูง คือมีคลอโรฟิลล์  เอ คลอโรฟิลล์ บี 

เบต้าแคโรทีน และแซนโทฟิลล์ พบได้ท่ัวไปทั้งในทะเล น้ำจืด และน้ำกร่อย รวมถึงบนพื้นดิน 

             3) Division Charophyta ได้แก่ สาหร่ายไฟ (stonewort, brittle worts) เป็นสาหร่ายสี

เขียวที่มีลักษณะคล้ายพืชชั้นสูง มีส่วนคล้ายลำต้นซึ่งเห็นเป็นข้อและปล้องได้ชัดเจน มีรงควัตถุ คือ

คลอโรฟิลล์เอและบีอยู่ในคลอโรพลาสต์ สาหร่ายไฟยังมีชื่อที่ชาวบ้านเรียกกันทั่วไปว่า มาดไฟหรือ

สายร้อน เนื่องจากเชื่อว่าสาหร่ายไฟจะให้ความร้อนสูงทำให้น้ำบริเวณนั้นร้อน สาหร่ายไฟมีการ

แพร่กระจายกว้างขวางทั้งในน้ำจืดและน้ำกร่อย ขึ้นอยู่ได้ในน้ำที่เป็นพืชทรายหรือโคลน โดยมีรากยึด

เกาะ บางชนิดขึ้นในบริเวณที่เป็นหินปูน สามารถเจริญเติบโตได้รวดเร็วมากจึงอาจปิดกั้นทางเดินของ

น้ำได้ แต่มีประโยชน์คือเพ่ิมออกซิเจนให้แก่แหล่งน้ำและทำให้น้ำใส โดยสาหร่ายไฟสามารถดัก

ตะกอนไว้ได้ นอกจากนี้ยังให้ร่มเงาแก่สัตว์น้ำ และเป็นที่ยึดเกาะของสิ่งมีชีวิ ตเล็ก ๆในน้ำ ซึ่งเป็น

อาหารของปลา 

             4) Division Euglenophyta ได้แก่ สาหร่ายยูกลีนอยด์ (euglenoids) แต่เดิมรวมอยู่ใน 

Division Chlorophyta เนื่องจากมีคลอโรฟิลล์เอและบีเหมือนกัน แต่ภายหลังพบว่ามีบางอย่าง

แตกต่างไปจากสาหร่ายสีเขียวประเภทอ่ืน ๆ เช่น อาหารสะสมจะอยู่ในรูปของแป้งที่ไม่ละลายน้ำ 

สามารถพบยูกลีนอยด์ได้ทั่วไปทั้งในน้ำจืด น้ำกร่อย และน้ำเค็ม หรือตามที่ชื้นแฉะ และจะยิ่งพบมาก
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ในแหล่งน้ำจืดที่มีพวกสารอินทรีย์อุดมสมบูรณ์ บางชนิดขึ้นอยู่บนสาหร่ายหรือซากเน่าเปื่อยของพืช 

บางชนิดอาศัยอยู่ในหนอนตัวกลม ตัวแบน และสัตว์ครึ่งบกครึ่งน้ำ 

             5) Division Phaeophyta ได้แก่ สาหร่ายสีน้ำตาล (brown algae) สาหร่ายสีน้ำตาลมีสี

ตั้งแต่สีเขียวมะกอก (olive green) ถึงสีน้ำตาลเข้ม (dark brown) โดยมี รงควัตถุคือ ฟิวโคแซนทิน 

(Fucoxanthin) อย่างไรก็ตาม กลุ่มสาหร่ายสีน้ำตาลนี้มีลักษณะคล้ายกับสาหร่ายชนิดอ่ืน ๆ 

โดยเฉพาะกลุ่มสาหร่ายสีแดงที่บางชนิดมีสีน้ำตาลเช่นกัน ดังนั้นหากมองเพียงผิวเผินจะพบว่ามีความ

คล้ายคลึงกันมาก โดยสาหร่ายสีน้ำตาลชอบขึ้นในเขตอบอุ่นและเขตหนาวมากกว่าเขตร้อน อาจพบว่า

ขึ้นบนก้อนหินหรือบนสาหร่ายบางชนิด 

             6) Division Chrysophyta ได้แก่ สาหร่ายสีน้ำตาลแกมทอง (golden–brown algae) 

สาหร่ายสีเขียวแกมเหลือง (yellow–green algae) และไดอะตอม (Diatom)สาหร่ายทั้งสามพวกนี้มี

ลักษณะเหมือนกันหลายอย่าง เช่น มีรงควัตถุจำพวกแคโรทีนอยด์มากกว่าคลอโรฟิลล์ แต่มี

ส่วนประกอบของรงควัตถุ ผนังเซลล์ที่แตกต่างกัน 

             7) Division Pyrrhophyta ได้แก่ สาหร่ายไดโนแฟกเจลเลต (dinoflagellates) สามารถ

พบได้ทั้งในน้ำจืด น้ำกร่อย และน้ำเค็ม ในลักษณะเป็นแพลงก์ตอน บางชนิดสามารถเรืองแสงในเวลา

กลางคืน บางชนิดทำให้เกิดปรากฏการณ์น้ำทะเลเปลี่ยนสีในทะเล ซึ่งเป็นอันตรายต่อสัตว์น้ำและ

มนุษย์ที่บริโภคสัตว์น้ำนั้น ๆ โดยสาหร่ายไดโนแฟกเจลเลตที่ เป็นอาหารของหอย ได้แก่ สกุล 

Gonyaulax เมื่อมีการบลูมทำให้เกิดกระแสน้ำแดงและสะสมอยู่ในหอย และเมื่อคนนำหอยมา

รับประทาน จึงทำให้เกิดอาการชาตามลิ้น ริมฝีปาก และส่วนต่าง ๆ ของร่างกาย จนทำให้ร่างกายเป็น

อัมพาต และอาจร้ายแรงถึงขั้นทำให้เสียชีวิตได้ 

             8) Division Cryptophyta ได้แก่ สาหร่ายคริปโตโมแนส (cryptomonas) เป็นดิวิชันเล็ก 

ๆ มีลักษณะแบนจากบนลงล่าง รูปร่างทรงรี ลักษณะไม่สมมาตร พบในน้ำจืดและน้ำเค็ม บางชนิดมี

ความทนทานต่อการเปลี่ยนแปลงความเค็มได้ดี ปกติเป็นเซลล์เดี่ยว หรืออาจสร้างระยะที่มีเมือกหุ้ม 

อยู่เป็นอิสระ แต่มีบางชนิดอยู่ในเนื้อเยื่อของสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง โดยสาหร่ายดิวิชันนี้มีส่วนทำให้

เกิดปรากฏการณ์น้ำทะเลเปลี่ยนสี (red tide) เนื่องจากมีปริมาณสารอาหารที่มากจนเกินไปส่งผลทำ

ให้การบลูมของสาหร่ายเกิดขึ้น 

             9) Division Rhodophyta ได้แก่ สาหร่ายสีแดง (red algae) มีจำนวนมากกว่าสาหร่าย

ชนิดอ่ืน ๆ ส่วนใหญ่เป็นสาหร่ายทะเล เจริญเติบโตอยู่แถบชายฝั่งหรืออยู่ใต้ทะเลลึกท่ีแสงแดดส่องถึง 

มีขนาดตั้งแต่เล็กไปจนถึงใหญ่ ขึ้นอยู่กับลักษณะทางภูมิศาสตร์ โดยพวกท่ีมีขนาดใหญ่มักขึ้นอยู่ในเขต
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อบอุ่นและเขตหนาว ส่วนในเขตร้อนมักมีขนาดเล็ก สาหร่ายสีแดงมักขึ้นติดพ้ืนหรือขึ้ นบนสาหร่าย

ชนิดอื่น พวกท่ีขึ้นในน้ำจืด มักขึ้นในที่น้ำไหลโดยยึดเกาะกับพ้ืน กิ่งไม้ รากไม้ หรือก้อนหิน 

 

2.9 สาหร่าย Dunaliella 

        2.9.1 อนุกรมวิธาน และลักษณะทั่วไป 

              Dunaliella เป็ นสาหร่ายสี เขียวเซลล์ เดี ยวชนิดหนึ่ งที่ มี คุณสมบัติ ในการสะสม               

เบต้าแคโรทีนสูง (Borowitzka et al., 1984) ค้นพบครั้งแรกโดย M.F. Dunal เมื่อปี ค.ศ.1837 

ในขณ ะที่ เซลล์ มี สี แด งและอยู่ ในน้ ำทะ เลที่ มี ค วาม เค็ มสู ง  จึ งตั้ งชื่ อ ส าห ร่ ายชนิ ดนี้ ว่ า 

Haematococcus salinus ต่อมาในปี  ค.ศ. 1905 Teodoresco พบว่าสาหร่ายชนิดนี้มีความ

แตกต่างจาก Haematococcus และ Chlamydomonas อย่างชัดเจนจึงได้ตั้งชื่อใหม่และมีการ

จัดลำดับทางอนุกรมวิธานดังนี้ 

             Division Chlorophyta 

          Class Chlorophyceae 

        Order Volvocales 

       Family Polyblepharidaceae 

       Genus Dunaliella 

             สาหร่าย Dunaliella มีลักษณะทางสัณฐานวิทยา คือ เป็นสาหร่ายสีเขียวเซลล์เดียวมีแฟก
เจลลา (หนวด) จำนวน 2 เส้น ความยาวเท่ากัน (ภาพ 2A)  ตำแหน่งของแฟกเจลลาอยู่บนฐานเซลล์
ด้านที่แหลมกว่า (anterior) ขนาดเซลล์ด้านยาวประมาณ 8.0 – 25.0 ไมโครเมตร ด้านกว้าง
ประมาณ 5.0 – 15.0 ไมโครเมตร รูปร่างมีการเปลี่ยนแปลงได้อาจเป็นรูปไข่ รูปทรงกลม รูป
ทรงกระบอก หรือรูปกระสวย ขึ้นอยู่กับสภาพแวดล้อม เช่น ความเข้มแสงสูง หรือลักษณะเฉพาะแต่
ละสายพันธุ์ สาหร่าย Dunaliella เป็นสาหร่ายที่ไม่มีผนังเซลล์ (lack of cell wall) แต่มีเมือกที่มี
ความเหนียวและยืดหยุ่นเป็นพิเศษเฉพาะตัวหุ้มเซลล์ไว้ (Oliviera et al., 1980; Klut et al., 1983) 
(ภาพ  2B) ถ้ าพิ จารณ าจากรูป ร่างภายนอกสาหร่ าย  Dunaliella จะมี ลั กษณ ะคล้ ายกับ 
Chlamydomonas sp. ต้องใช้ กล้องElectron micrograph ตรวจสอบ โดยจะพบว่าตำแหน่งของ 
Golgi bodies และ Mitochondrial profiles ของสาหร่าย Dunaliella จะแตกต่างจากสาหร่ายสี
เขียว Chlamydomonas sp. (Peterfi and Manton, 1968)  
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ภาพ 2 ลักษณะเซลล์ของสาหร่าย Dunaliella  
โดย (A) แสดงลักษณะภายนอก และ (B) แสดงลักษณะภายในเซลล์ของสาหร่าย Dunaliella  

 ที่มา: Ben–Amotz และ Avron (1990) 

 

             สาหร่าย Dunaliella ภายในมีไพรีนอยด์ขนาดใหญ่ มีคลอโรพลาสต์เป็นรูปถ้วย ในเซลล์
สาหร่ายที่มีชีวิตผิวของคลอโรพลาสต์จะมีลักษณะเป็นรอยย่น โดยเฉพาะอย่างยิ่งในเซลล์ที่มีอายุมาก 
ๆ ในสาหร่าย Dunaliella บางชนิด เช่น D. salina คลอโรพลาสอาจมีการสะสมเบต้าแคโรทีนได้ใน
ปริมาณสูงมาก โดยเก็บเอาไว้ภายในเม็ดน้ำมัน (carotene globule) ในที่ว่างระหว่างไทลาคอยด์ 
(interthylakoid space) จึงทำให้เซลล์ของสาหร่ายมีสีส้ม – แดง (Avron and Ben–Amotz, 1992) 
(ภาพ3) 

 

 
 

ภาพ 3 การสะสมเบต้าแคโรทีนของเซลล์สาหร่าย Dunaliella 
ที่มา: Ramos และคณะ (2011) 
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       2.9.2 กระบวนการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ในสาหร่ายขนาดเล็ก  

              กระบวนการในการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ทางชีวภาพของสาหร่าย พบว่าจุดเริ่มต้นการ

สังเคราะห์แคโรทีนอยด์ คือการรวมโมเลกุลของ geranylgeranyl diphosphate (GGPP) สอง

โมเลกุลเข้าด้วยกันเพ่ือสร้างสารที่มีชื่อว่าไฟโตอีน (phytoene) ซึ่งเป็นแคโรทีนอยด์โมเลกุลแรกที่มี

คาร์บอนในโมเลกุล 40 อะตอม ปฏิกิริยานี้จะเกิดขึ้นโดยกิจกรรมของเอนไซม์ที่มีชื่อว่า phytoene 

synthase (PSY) (ภาพ 4) ขั้นตอนการสังเคราะห์สาร phytoene นี้มีการศึกษาพบว่าเป็นขั้นตอน

สำคัญที่จะกำหนดปริมาณแคโรทีนอยด์ทั้งหมดหรือที่เรียกว่ากระบวนการ rate limiting step 

ปฏิกิริยาถัดไปที่ทำให้ได้สารที่มีสีขึ้นเป็นโมเลกุลแรก เกิดขึ้นโดยการทำงานของเอนไซม์ phytoene 

desaturase (PDS) ทำให้ได้สารชื่อ lycopene ที่มีสีชมพูเป็นผลิตภัณฑ์ และเอนไซม์ lycopene 

cyclase (LCY) จะทำงานเป็นลำดับถัดไป โดยการสร้างโครงสร้างวงแหวนขึ้นที่ปลายทั้งสองข้างของ

โม เลกุ ล  lycopene ท ำให้ ได้ ส ารชื่ อ  ß–carotene (Cunningham and Gantt, 1998 ) การ

สังเคราะห์ ß–carotene นี้เองที่เป็นสารตั้งต้นหลักของการสังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์ต่อไปในวิถี

การสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ทุติยภูมิ (Lotan and Hirschberg, 1995; Martin et al., 2008) 

              จากวิถีการสังเคราะห์จะพบว่าคีโตแคโรทีนอยด์จะสังเคราะห์ขึ้นเมื่อถูกกระตุ้นเท่านั้น                

โดยจะมีการเติมหมู่ฟังก์ชั่นที่ตำแหน่งของวงแหวนส่วนปลายทั้งสองข้างของโมเลกุล ß–carotene 

(Huang et al., 2012) (ภาพ 4) โดยจากข้อเท็จจริงที่เกิดจากการศึกษาวิจัยในสาหร่ายหลายชนิด 

พบว่า เมื่อสาหร่ายได้รับความเครียดจากสิ่งแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมกับการดำรงชีวิต เช่น การขาด

สารอาหาร อุณหภูมิสูง และความเข้มแสงสูง เป็นต้น จะเกิดการกระตุ้นให้เอนไซม์ที่มีชื่อว่า             

ß–carotene ketolase (BKT) ซึ่งทำหน้าที่เติมหมู่คีโตนให้กับโมเลกุลของ ß–carotene ทำงาน      

โดยเอนไซม์ชนิดนี้มักมีกิจกรรมร่วมกับเอนไซม์ ß–carotene hydroxylase (CHY) ที่ทำหน้าที่ในการ

เติมหมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl functional group; –OH) ให้กับโมเลกุลของ ß–carotene ทำให้

ได้ผลผลิตสุดท้ายของกระบวนการสังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์ในที่สุดนั่นคือสารแอสตาแซนธิน 

(astaxanthin) (Fan et al., 1995, Lotan and Hirschberg, 1995, Fraser et al., 1998) 
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ภาพ 4 วิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ปฐมภูมิและทุติยภูมิในสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก 
                  โดย (PSY) phytoene synthase (PDS) phytoene desaturase (LCY) lycopene  

                  ß–cyclase (CHY) ß–carotene hydroxylase (BKT) ß–carotene ketolase 

ที่มา: Vidhyavathi และคณะ (2008) 

 
2.9.3 หน้าที่ของเบต้าแคโรทีนในสาหร่าย Dunaliella 

        1) เป็นแหล่งเก็บสะสมคาร์บอน การสังเคราะห์แสงเป็นการใช้พลังงานรังสีจากแสงเพ่ือเปลี่ยน
คาร์บอนไดออกไซด์และไฮโดรเจนเป็นสารประกอบคาร์โบไฮเดรตและน้ำตาล ขบวนการนี้เกิดขึ้นได้
เนื่องจากในเซลล์พืชหรือสาหร่ายมีรงควัตถุชนิดต่าง ๆ ที่ทำหน้าที่ดูดพลังงานแสงไว้แล้วเปลี่ยนเป็น
พลังงานเคมี ธรรมชาติจึงกำหนดให้เบต้าแคโรทีนเป็นสารที่ทำหน้าที่เป็นสารประกอบที่สะสมผลผลิต
ที่ได้จากกระบวนการสังเคราะห์แสงและขบวนการเผาผลาญอาหารเอาไว้ ซึ่งเท่ากับว่าเบต้าแคโรทีน
เป็นแหล่งสะสมคาร์บอนที่สำคัญ (Borowitzka and Borowitzka, 1988) เมื่อสารตั้งต้นของกลไก
การเผาผลาญพลังงานอย่างน้อย 1 ชนิดหายไป ทำให้การเผาผลาญพลังงานถูกยับยั้งเซลล์จะถูกจำกัด
อัตราการเจริญ ส่งผลให้เบต้าแคโรทีนซึ่งเป็นแหล่งสะสมคาร์บอนที่เหลือใช้จากการสังเคราะห์แสงถูก
นำออกมาใช้ (Ben–Amotz and Shaish,1992) 
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           2) ป้องกันออกซิเจนโมเลกุลเดี่ยว (singlet oxygen quencher) เบต้าแคโรทีนทำหน้าที่
ป้องกันคลอโรฟิลล์จากการกระตุ้นของออกซิเจนโมเลกุลเดี่ยวและป้องกันความเสียหายของ
คลอโรฟิลล์จากการถูกกระตุ้นอื่นใดท่ีอาจเกิดขึ้น (Avron and Ben–Amotz, 1992) 
           3) ป้องกันเซลล์จากการถูกทำลายด้วยรังสีที่มีความเข้มแสงสูง เบต้าแคโรทีนช่วยปกป้อง

เซลล์จากการทำลายของรังสีที่มีความเข้มแสงสูงภายใต้สภาวะการเจริญที่จำกัดโดยทำหน้าที่เป็นตัว

กรองแสงคอยดูดรังสีที่มากเกินพอ โดยพบว่าเบต้าแคโรทีนสามารถป้องกันแสงที่มีความเข้มแสงสูง 

ซ่ึงมีการแผ่รังสีของแสงในช่วงแสงสีน้ำเงิน (ความยาวคลื่นเท่ากับ 440 นาโนเมตร) และมีการป้องกัน

แสงที่มีความเข้มตํ่า ซึ่งมีการแผ่รังสีของแสงในช่วงแสงสีแดง(ความยาวคลื่นแสงเท่ากับ 675 นาโน

เมตร) D. bardawil สายพันธุ์ที่ไม่สามารถสะสมเบต้าแคโรทีนและไม่มีเบต้าแคโรทีนสะสมอยู่ภายใน

เซลล์พบว่าไม่สามารถป้องกันเซลล์จากการทำลายของแสงและตายเมื่อสัมผัสกับแสงที่ความเข้มสูง                

ในขณะที่สายพันธุ์ที่มีความสามารถในการสะสมเบต้าแคโรทีน สูงจะมีชีวิตรอดอยู่และมีการ

เจริญ เติบ โต  (Ben–Amotz and Avron, 1983) ดั งนั้ นหน้ าที่ ของเบต้ าแคโรทีน ในสาหร่าย 

Dunaliella จึงได้แก่การป้องกันแสงซึ่งอาศัยคุณสมบัติการดูดกลืนแสงตามธรรมชาติของเม็ดน้ำมันที่

อยู่โดยรอบคลอโรพลาสต์ที่มีรูปทรงคล้ายถ้วย ซึ่งโครงสร้างดังกล่าวสามารถป้องกันอันตรายจากแสง

ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

 

2.10 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญและการสะสมเบต้าแคโรทีนของสาหร่าย Dunaliella  

        จากอดีตจนถึงปัจจุบันพบว่าการศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบโต การสังเคราะห์แคโร

ทีนนอยด์ และการสังเคราะห์เบต้าแคโรทีนในสาหร่าย Dunaliella ยังคงได้รับการสนใจจากนักวิจัย

เสมอมา (ตาราง 1) เนื่องจากการเพาะเลี้ยงสาหร่ายเพ่ือเหนี่ยวนำการสังเคราะห์สารสียังมีสภาวะ

หลายอย่างที่ไม่สามารถคาดการณ์ได้ หรือยังไม่ได้รับการค้นพบ โดยเฉพาะอย่างยิ่งคือปัจจัยทาง

กายภาพ และปริมาณสารอาหารที่สาหร่ายได้รับ เป็นต้น ซึ่งจะเป็นจุดสำคัญในการพัฒนาการเลี้ยง

สาหร่าย Dunaliella ในปริมาณเชิงพาณิชย์  

 ในสภาวะปกติสาหร่ายจะมีการผลิตรงควัตถุกลุ่มแคโรทีนอยด์ในปริมาณต่ำ (ภาพ 5A) ซึ่งใน

กระบวนการผลิตสารสีจำเป็นต้องกระตุ้นให้สาหร่ายเกิดความเครียดเพ่ือทำให้สาหร่ายผลิตรงควัตถุ

มากขึ้นกว่าปกติ เนื่องจากสาหร่ายที่ถูกเพาะเลี้ยงและเจริญเติบโตภายใต้สภาพแวดล้อมที่เป็น

ปฏิปักษ์  (extreme condition) จะมีการเหนี่ ยวนำการสังเคราะห์สารทุติยภูมิ  (secondary 

metabolite) เพ่ิมมากขึ้นเพ่ือใช้ในการปกป้องเซลล์ (ภาพ 5B) โดยมีปัจจัยที่ก่อให้เกิดความเครียด

ของสาหร่าย ได้แก่ 
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ภาพ 5 การเปลี่ยนแปลงสภาวะแวดล้อมที่กระตุ้นให้สาหร่ายสะสมแคโรทีนอยด์ 
               โดย (A) สภาวะที่มีระดับน้ำปกติ (B) สภาวะที่ระดับน้ำลดต่ำ  

ที่มา: Varela และคณะ (2015) 

 

ตาราง 1 สภาวะการเลี้ยงต่อปริมาณเบต้าแคโรทีนของสาหร่าย Dunaliella  

Strains Condition factors Chlorophyll  Carotenoid 
ß–

carotene  
Reference 

D. 

salina 

1.0 – 3.0 M NaCl  

25 ºC รว่มกับ 

40 PPFD 

– 
12.9 

 mg/l 
– 

Gomez  

el at. (2003) 

D. 

salina 
0.5 – 4.0 M NaCl 

1.3  

g/mL 
– 

25.8  

g/mL 

Nikookar  

et al. (2004) 

D. 

salina 

26 ºC รว่มกับ 

 110 PPFD 

1.80  

mg/L 

24.58  

mg/L 
– 

Gomez and Gonzalez 

(2005) 

D. 

salina 
1.0 M NaCl and light 

4.88  

mg/L 
– 

34.62  

mg/L 
Mofeed (2015) 

D. 

salina 

Inorganic carbon  

(150 mM) 

4.12  

µg/mL 

7.10  

µg/mL 

180  

µg/mg 

Srinivasan  

et al. (2015) 

D. 

salina 
light, temperature, and 

nutrition 

80  

mg/L 
– 

117.99 

mg/L 
Wu et al. (2015) 

      



 28 

Strains Condition factors Chlorophyll  Carotenoid 
ß–

carotene  
Reference 

D. 

salina 

phosphorus under nitrate 

limitation 

19  

mg/L 
– 

17.4  

mg/L 

Wongsnansilp  

et al. (2016) 

D. 

salina 

nitrogen and sulfur 

deprivation 
– – 

15  

mg/g 

Khademi  

et al. (2018) 

D. 

salina 

Macronutrient stressed (N, P, 

S) 

1.02  

µg/mL 

8.25  

µg/mL 

192.8 

µg/mg 

Srinivasan  

et al. (2018) 

D. 

salina 
2.5 M NaCl and KNO3 

27.9  

µg/mL 

177.1  

µg/mL 

177.1 

µg/mL 

Sathasivam  

et al. (2018) 

D. 

salina 
Blue–Red LED wavelength, – – 

33.94  

µM  
Han et al. (2019) 

D. 

salina 

2.5 M NaCl 

ร่วมกับ 200 PFD 

11.05  

µg/ml 

4.72  

µg/ml 
3.06 µg/ml 

Wongsnansilp  

et al. (2019) 

 

           2.10.1. คาร์บอน (carbon) เป็นธาตุอาหารที่มีความจำเป็นสาหร่ายขนาดเล็กอย่างมาก 

เนื่องจากสาหร่ายต้องการนำคาร์บอนไปใช้ในกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง (photoautotrophs) 

รวมถึงใช้สารอินทรีย์คาร์บอน (organic carbon) เพ่ือการดำรงชีวิตของเซลล์ โดยคาร์บอนจะถูก

สาหร่ายนำเข้าสู่เซลล์โดยเอนไซม์ carbonic anhydrase (CA) และนำเข้าสู่กระบวนสังเคราะห์แสง

เพ่ือสร้างคาร์โบไฮเดรต ประเภทน้ำตาลกลูโคส และนำน้ำตาลกลูโคสไปใช้ในการสร้างพลังงานวัฏจักร 

Calvin cycle ต่อไป (ภาพ 6) โดยธรรมชาติแหล่งของคาร์บอนไดออกไซด์ในน้ำจืดจะมีเพียงพอแก่

ความต้องการของสาหร่าย แต่ในน้ำทะเลหรือน้ำที่มีความเค็มสูงจะมีปริมาณของคาร์บอนไดออกไซด์

ที่ละลายอยู่ในน้ำจะต่ำมาก จากการศึกษาอัตราการสังเคราะห์แสงพบว่า ความแตกต่างของค่าพีเอช 

ความเข้มข้นของสารอนินทรีย์คาร์บอนจะตรงข้ามกัน สาหร่าย D. salina สามารถใช้แหล่งคาร์บอน

จากทั้งก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) และไบคาร์บอเนต (HCO3) การเพ่ิมสารอินทรีย์คาร์บอนโดย

การเพ่ิมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ผสมในอากาศ หรือเพ่ิมโซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต (NaHCO3)      

จะกระตุ้นการเจริญเติบโตของ D. salina และการเพิ่มคาร์บอนไดออกไซด์จะทำให้พีเอชของน้ำลดลง 

และมีคาร์บอนไดออกไซด์ละลายในน้ำได้มากข้ึน (Borowitzka and Borowitzka, 1988) 
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ภาพ 6 กลไกของเซลล์ในการนำคาร์บอนไปใช้ของสาหร่ายขนาดเล็ก 
ที่มา: Machingura และคณะ (2018) 

 

           Jeon และคณะ (2013) ประเทศเกาหลีใต้ทำการศึกษาผลของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ที่

แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโตของสาหร่าย Dunaliella ผลการทดลองพบว่า ปริมาณของผลผลิตชีว

มวล และปริมาณไขมันรวมมีค่าสูงสุด เท่ากับ 521 และ 40 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อวัน ภายใต้ปริมาณ

ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ นอกจากนี้ปริมาณของกรดไขมัน (fatty 

acid) โดยเฉพาะกรดไขมันชนิด oleic acid และ elaidic acid มีปริมาณเพ่ิมขึ้นถึง 2 เท่า เมื่อเทียบ

กับชุดทดลองท่ีไม่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (0 เปอร์เซ็นต์) 

           Kim และคณะ (2017) ศึกษาผลของปริมาณโซเดียมไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกัน (0 – 30 

กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) ต่อการเจริญเติบโตและรงควัตถุของสาหร่าย Dunaliella 

salina ประเทศเกาหลีใต้    การทดลองแรกพบว่าปริมาณไบคาร์บอเนต 5 .0 กรัมต่อลิตรในสูตร

อาหาร Johnson ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายสูงสุด (มากกว่า 2.84 เท่า) เมื่อเปรียบเทียบ

กับชุดควบคุม (0 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) ขณะที่การทดลองที่สองพบว่าการให้ก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ (2 %) ในอาหาร หลังจากสิ้นสุดการทดลอง 18 วัน สาหร่าย D. salina มีการ

เจริญเติบเติบโต และปริมาณแคโรทีนอยด์ใกล้เคียงกันเมื่อเปรียบเทียบกับไบคาร์บอเนต (5.0 กรัม

ของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) นอกจากนี้เมื่อวัดอัตราการนำคาร์บอนไปใช้ (carbon utilization) 

ในการเจริญเติบโตของสาหร่าย พบว่า D. salina สามารถนำไบคาร์บอตเนตไปใช้ได้ถึงร้อยละ 91.4 

ขณะที่ก๊าซ CO2  ถูกนำไปใช้ได้เพียงร้อยละ 3.59 เท่านั้น 

           Srinivasan และคณะ (2014) ศึกษาผลของอนินทรีย์คาร์บอนต่อการผลิตเบต้าแคโรทีนและ   

กรดไขมันในสาหร่าย Dunaliella sp. ผลการศึกษาพบว่าปริมาณไบคาร์บอเนต 8.4 – 12.6 กรัมต่อ
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ลิตร มีผลทำให้ปริมาณของเบต้าแคโรทีนเพ่ิมขึ้น เท่ากับ 180.06 และ 8.34 ไมโครกรัมต่อมิลลิกรัมใน

สาหร่าย D. salina และ D. bardawil เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (0.0 กรัมของโซเดียมไบ

คาร์บอเนตต่อลิตร) 

           Srinivasan และคณะ (2018) ศึกษาผลของการเสริมไบคาร์บอเนตร่วมกับการขาดธาตุ

อาหารหลักต่อการเจริญเติบโตและองค์ประกอบทางชีวเคมีของสาหร่าย Dunaliella salina V–101 

ผลการศึกษาพบว่าการเสริมไบคาร์บอเนต 8.4 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร ภายใต้การขาด

สารอาหารหลัก ได้แก่ ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และซัลเฟอร์ ส่งผลต่อการเพ่ิมขึ้ นของชีวมวล แคโรที

นอยด์ เบต้าแคโรทีน และลูทีน ซึ่งปริมาณการสะสมเบต้าเเคโรทีนสูงสุดเท่ากับ 192.8 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิกรัม เมื่อเปรียบเทียบกับการขาดธาตุอาหารเพียงอย่างเดียว นอกจากนี้ไบคาร์บอเนตยังมีผลต่อ

การลดลงของปฏิกิริยา oxidative stress และ lipid peroxidation ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดอนุมูล

อิสระ โดยการไปเพิ่มการสังเคราะห์เอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่ SOD, CAT และ APX ตามลำดับ 

 

           2.10.2 ไนโตรเจน (nitrogen) ธาตุไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบสำคัญของกรดอมิโน โปรตีน

โคเอนไซม์ กรดนิวคลีอิก และคลอโรฟิลล์ ธาตุไนโตรเจนจึงเป็นส่วนประกอบที่สำคัญส่วนหนึ่งของ

น้ำหนักแห้งของเซลล์สาหร่าย รูปแบบของธาตุอาหารไนโตรเจนที่สาหร่ายทั่ว  ๆ ไป นำมาใช้เป็น

สารประกอบอนินทรีย์ ได้แก่รูปไนเตรท (NO3
–) ไนไตรท์ (NO2

–) และแอมโมเนียมไอออน (NH4
+) 

(Lachmann et al., 2019) โดยเริ่มจากเอนไซม์ nitrate reductase และ nitrite reductase ทำ

การเปลี่ยนรูปไนโตรเจนให้เป็นแอมโมเนียก่อน จากนั้นเอนไซม์ glutamine synthase จะออกซิไดซ์

แอมโมเนียไปเป็นสารตั้งต้นกลูตามีน และมีเอนไซม์ glutamate synthase เปลี่ยนสารดังกล่าวไป

เป็นกลูตาเมต 2 โมเลกุล จากนั้นสาหร่ายจะนำไนโตรเจนไปสร้างกรดแอมิโนและโปรตีนต่อไป            

(ภาพ7) นอกจากนี้การใช้ไนเตรทในรูปแอมโมเนียมไอออนที่ความเข้มข้นมากกว่า 1 มิลลิโมลาร์ จะ

ทำให้ค่าพีเอชในอาหารเลี้ยงสาหร่ายมีค่าลดลงอย่างรวดเร็วและส่งผลให้สาหร่ายถูกยับยั้งการ

เจริญเติบโต (Kaplan et al., 1980) แสดงให้เห็นว่าเมื่อมีการขาดแคลนธาตุไนโตรเจน สาหร่ายจะ

พยายามปรับตัวโดยการลดการใช้ไนโตรเจนในเซลล์ลงทำให้ปริมาณไนโตรเจนในเซลล์ลดลง ส่งผลให้

รงควัตถุที่ใช้ในการสังเคราะห์แสงลดลงทำให้อัตราการสังเคราะห์แสงลดลงด้วย (Richmond, 1986) 

สำหรับอาหารพบว่าไนเตรทจัดเป็นรูปแบบของไนโตรเจนที่ดีที่สุดสำหรับการเพาะเลี้ยงสาหร่าย 

Dunaliella (Ben–Amotz and Avron, 1983) เมื่อมีการจำกัดปริมาณไนเตรทที่ใช้ในการเจริญของ

สาหร่าย D. salina จะทำให้มีการสะสมเบต้าแคโรทีนมากขึ้น เนื่องจากมีการลดลงของปริมาณ
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คลอโรฟิลล์อย่างรวดเร็วผลกระทบจากภาวะขาดแคลนไนโตรเจน กล่าวคือ การเจริญเติบโตภายใต้

ภาวะไนโตรเจนที่จำกัดและความเข้มแสงสูงจะส่งผลให้เซลล์ของสาหร่ายมีปริมาณคลอโรฟิลล์     

ปริมาณเบต้าแคโรทีน และองค์กอบทางชีวเคมี (โปรตีน คาร์โบไฮเดรต และไขมัน) ภายในเซลล์

เพ่ิมข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงในอาหารปกติ (Avron and Ben−Amotz, 1992) 

 

 

ภาพ 7 กลไกของเซลล์ในการนำธาตุไนโตรเจนไปใช้ของสาหร่ายขนาดเล็ก 
ที่มา: Beardall และ Giordano (2009) 

 

           สรวิศ (2536) รายงานผลการศึกษาความเข้มข้นของโพแทสเซียมไนเตรทที่เหมาะสมต่อการ

สังเคราะห์เบต้าแคโรทีนในสาหร่าย D. salina พบว่าในระยะปรับตัว (log phase) อัตราส่วนระหว่าง

แคโรทีนอยด์และคลอโรฟิลล์จะสูงที่สุด (7.7 ต่อ 1.0) โดยมีปริมาณของแคโรทีนอยด์สูงสุด 137        

พิโคกรัมต่อเซลล์ เมื่อใช้ความเข้มข้นของโพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) 10 เปอร์เซ็นต์ ในอาหารสูตร 

J/1 ส่วนในระยะหยุดนิ่ง (stationary phase) จะมีอัตราส่วนระหว่างแคโรทีนอยด์และคลอโรฟิลล์

เพ่ิมขึ้น (8.8 ต่อ 1.0) ภายใต้ความเข้มข้นของโพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) 20 เปอร์เซ็นต์ในอาหาร

สูตร J/1   

           Lv และคณะ (2016) ศึกษาการวิเคราะห์ทางสรีรวิทยา และการตอบสนองปริมาณอณู

ชีววิทยาของสาหร่าย Dunaliella salina ภายใต้การขาดธาตุอาหารหลัก ผลพบว่าการขาดธาตุ                 

ไนโตรเจน (–N) เพียงอย่างเดียว ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายลดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุม 

(อาหารปกติ) ขณะที่การสะสมแคโรทีนอยด์รวมและเบต้าแคโรทีนมีค่าสูงที่สุด และมีอัตราส่วน                
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2.4 ต่อ1.0 เท่าของแคโรทีนอยด์ต่อคลอโรฟิลล์ เมื่อเทียบกับชุดการทดลองที่ขาดธาตุฟอสฟอรัส 

(phosphorus) ขาดธาตุซัลเฟอร์ (sulfur) และอาหารสูตร Johnson (อาหารปกต)ิ 

           Wu และคณะ (2016) ทำการศึกษาผลของแสง อุณหภูมิ และธาตุอาหารหลักต่อการ

เจริญเติบโตและการสะสมรงควัตถุของสาหร่าย Dunaliella salina จำนวน 3 สายพันธุ์ โดยคัดแยก

จากดินเค็มในประเทศไทย ผลพบว่าสาหร่ายสายพันธุ์ D. salina KUXI และชุดการทดลองที่ขาด               

ไนเตรท (KNO3) แต่ทดแทนโดยการเติมปุ๋ยยูเรีย 0.12 กรัมต่อลิตร ร่วมกับไบคาร์บอเนต 1.5 กรัมต่อ

ลิตร ส่งผลต่อการสะสมเบต้าแคโรทีนสูงสุด มีค่าเท่ากับ 61.20 มิลลิกรัมต่อลิตร 

           Mai และคณะ (2017) ศึกษาการสะสมของปริมาณไขมันในสาหร่ายสกุล Dunaliella โดย

ใช้สูตรอาหารดัดแปลง (0.1 กรัมของปุ๋ย N P K ต่อลิตร) ผลการศึกษาพบว่าสาหร่าย D. salina และ         

D. bardawil มีการเปลี่ยนแปลงสีของเซลล์จากสีเขียวเป็นสีเหลือง–ส้ม ที่ระยะการเจริญเติบโตหยุด

นิ่ง (stationary phase) ระยะเลี้ยงเวลาเพียง 9 วัน แสดงให้เห็นว่าเมื่อสารอาหารถูกจำกัดส่งผลต่อ

การลดลงของจำนวนเซลล์ ควบคู่ไปกับการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์และปริมาณไขมันจะเพ่ิมสูงขึ้น 

           Sathasivam และคณ ะ  (2018) ศึ กษาปริมาณ ที่ เหมาะสมของโซ เดี ยมคลอไรด์                   

และโพแทสเซียมไนเตรทต่อการผลิตเบต้าแคโรทีนของสาหร่าย Dunaliella salina KU11 ที่คัดแยก

จากดินเค็ม ประเทศไทย โดยเลี้ยงในระบบถังปฏิกรณ์แบบใช้แสง (photobioreactor) ผลการ

ทดลองพบว่าปริมาณโพแทสเซียมไนเตรท 0.5 กรัมต่อลิตร ส่งผลต่อปริมาณแคโรทีนอยด์และ                  

เบต้าแคโรทีนสูงสุด เท่ากับ 177 และ 116 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่มี

ปริมาณไนเตรท 1.0 กรัมต่อลิตร 

 

           2.10.3. ฟอสฟอรัส (phosphorus) เป็นแร่ธาตุที่จำเป็นต่อการเจริญเติบโตของสาหร่าย 

เนื่องจากทำหน้าที่เป็นตัวขนส่งอิเล็กตรอนและสังเคราะห์กรดนิวคลีอิก ซึ่งสาหร่ายจะนำในรูป

ฟอสฟอรัสที่อยู่ในรูปของสารอนินทรีย (inorganic phosphorus) เท่านั้น (Solovchenko et al., 

2015) โดยเอนไซม์ phosphatase และนำเข้าสู้เซลล์โดยผ่านพลาสมาเมมเบรน จากนั้นฟอสฟอรัส

จะถูกนำไปใช้ในการสร้างสารพันธุกรรม พลังงาน และโปรตีน  เป็นต้น (ภาพ8) โดยรูปแบบของ

ฟอสฟอรัสที่สาหร่ายต้องการจะอยู่ในรูปของสารอินทรีย์ฟอสเฟต (organic phosphate) เช่น 

H2PO4 หรือ HPO4
2– เมื่อมีการขาดแคลนฟอสเฟตจะทำให้ โปรตีน คลอโรฟิลล์ เอ RNA และ DNA มี

แนวโน้มลดลงทำให้ ATP ในเซลล์ลดลงและคาร์โบไฮเดรตเพ่ิมขึ้น (Richmond, 1986 and Becker, 

1994) ปริมาณของฟอสฟอรัสที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตของ D. salina คือฟอสฟอรัสในรูปของ
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โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ส่วน สรวิศ (2536) รายงานว่าเมื่อใช้โพแทสเซียม             

ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 50 เปอร์เซ็นต์ของอาหารสูตร Johnson จะทำให้สาหร่ายมีอัตราส่วนแคโรที

นอยด์ต่อคลอโรฟิลล์เท่ากับ 7.66 ในระยะ log phase และในระยะ stationary phase จะทำให้

สาหร่ายมีอัตราส่วนของแคโรทีนอยด์ต่อคลอโรฟิลล์เท่ากับ 6.84 ความเข้มข้นของฟอสเฟตที่

เหมาะสมในอาหารขึ้นอยู่กับความสามารถในการทนทานของสาหร่ายแต่ละชนิด (Becker, 1994) 

ความเข้มข้นของฟอสเฟตที่เหมาะสมต่อการเจริญของสาหร่าย D. salina คือ 0.020 ถึง 0.025 กรัม

ต่อลิตร และถ้าใช้โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตมากกว่า 5.0 กรัมต่อลิตร จะมีผลยับยั้งการ

เจริญ เติบโตของสาหร่าย ขณะที่ ยั งไม่มี รายงานผลที่ มีต่อแคโรทีนอยด์  (Borowitzka and 

Borowitzka, 1988)  

 

ภาพ 8 กลไกของเซลล์ในการนำธาตุฟอสฟอรัสไปใช้ของสาหร่ายขนาดเล็ก 
ที่มา: Solovchenko และคณะ (2015) 

 

           Lv และคณะ (2016) ศึกษาผลการขาดธาตุอาหารหลักของสาหร่าย Dunaliella salina 

ประเทศจีน ผลพบว่าการขาดธาตุฟอสฟอรัส (phosphorus) ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของสาหร่าย

ลดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุม (อาหารปกติ) ขณะที่ระยะเวลาการเลี้ยง 14 วัน การขาดปริมาณ

ฟอสฟอรัสส่งผลต่อการผลิตเบต้าแคโรทีนสูงสุด เท่ากับ 8.1 พิโคกรัมต่อเซลล์ เมื่อเทียบกับชุดการ
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ทดลองที่ขาดธาตุไนโตรเจน (nitrogen) ขาดธาตุซัลเฟอร์ (sulfur) และชุดควบควบคุม (อาหารปกติ) 

นอกจากนี้ขาดฟอสฟอรัสยังส่งผลต่อการลดลงของกิจกรรมสารต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์ เช่น

เอนไซม์ SOD และ CAT activity เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (อาหารปกติ) 

           Wongsnansilp และคณะ (2016) ศึกษาผลของปริมาณฟอสฟอรัสที่แตกต่างต่อการ

เจริญเติบโตและการผลิตรงวัตถุของสาหร่าย Dunaliella salina ที่คัดแยกจากดินเค็ม ภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ ประเทศไทย ผลพบว่าเมื่อระดับฟอสฟอรัส (NaH2PO4) ในอาหารเพ่ิมขึ้นส่งผล

ให้จำนวนเซลล์ ผลผลิตชีวมวล การเจริณเติบโตเฉลี่ยจำเพาะ ปริมาณคลอโรฟิลล์ และเบต้าแคโรทีน

เพ่ิมขึ้นตามไปด้วย (p≤0.05) โดยปริมาณฟอสฟอรัสที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและการผลิต       

รงวัตถุของสาหร่าย D. salina KUXI เท่ากับ 0.008 กรัมของโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตต่อลิตร

นอกจากนี้เมื่อความเข้มข้นฟอสฟอรัสต่ำกว่า 0.001 หรือสูงกว่า 0.008 กรัมของโซเดียมไดไฮโดรเจน

ฟอสเฟตต่อลิตร มีผลต่อการยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหร่ายตามมา 

 

           2.10.4. ความเป็นกรดเป็นด่าง (pH) ในอาหารเลี้ยงจะมีผลต่อการเจริญเติบโตและอัตราเม

ตาบอลิซึมของสาหร่าย การควบคุมค่า pH ที่เพ่ิมสูงขึ้นจากกระบวนการสังเคราะห์แสง วิธีหนึ่งคือการ

ใช้ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ คาร์บอนไดออกไซด์จะทำปฏิกิริยากับน้ำทำให้สามารถเพ่ิมไฮโดรเจน

ไอออน (H+) ในน้ำได้ ทำให้ pH ของน้ำลดลง Dunaliella salina สามารถอยู่ในน้ำที่มีค่า pH ตั้งแต่ 

5.5 ถึง 10.0 ถ้าหากค่า pH สูงหรือตํ่ากว่าในช่วงนี้จะทำให้เกิดการตายของเซลล์หรือเซลล์เข้าสู่ระยะ

ซีสต์ (cyst cell stage) เพ่ือป้องกันการลำลายเซลล์จากสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม (Borowitzka 

and Borowitzka, 1988) พีเอชที่เหมาะสมต่อการเจริญจะอยู่ในช่วง 7.0 ถึง 8.0 และค่า pH ที่

เหมาะสมต่อการสังเคราะห์เบต้าแคโรทีนเท่ากับ 7.0 (Celekli, 2006) 

           Celekli และ Donmez (2006) ศึกษาผลของความเป็นกรด–ด่าง ความเข้มแสง ความเค็ม 

และความเข้มข้นของไนโตรเจนต่อการเจริญเติบโตและการสะสมเบต้าแคโรทีน ของสาหร่าย 

Dunaliella sp. ผลพบว่าสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต และการสะสมเบต้าแคโรทีนสูงสุด 

คือปริมาณ pH เท่ากับ 7.0 ร่วมกับความเค็มที่ 20 เปอร์เซ็นต์โซเดียมคลอไรด์ ความเข้มแสงที่ 48 

kerg/cm2/s และปริมาณไนเตรท 0.5 กรัมของโพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร โดยมีความหนาแน่นของ

เซลล์เท่ากับ 4.2 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และปริมาณเบต้าแคโรทีน เท่ากับ 1.10 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร 
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           Dhaka และ Singh (2018) ศึกษาผลของความเป็นกรด–ด่าง (pH) ต่อการเจริญเติบโตและ

การสะสมการชีวโมเลกุลของสาหร่าย Dunaliella salina โดยชุดการทดลองคือปริมาณ pH              

ที่แตกต่างกัน ได้แก่ 6.0, 7.0, 8.0, 8.5 (ชุดควบคุม), 9.0 และ 10.0 ผลพบว่าปริมาณ pH ที่ 8.0      

ทำให้สาหร่ายมีการเจริญเติบโตสูงที่สุด ขณะที่ปริมาณคลอโรฟิลล์มีค่าลดลงเมื่อ pH เพ่ิมข้ึน นอกจาก

ปริมาณ pH ที่เพ่ิมสูงขึ้นส่งผลต่อปริมาณแคโรทีนอยด์จะเพ่ิมขึ้นตามไปด้วย และพบว่าปริมาณ pH 

ตั้งแต่ 8.5 ขึ้นไปลักษณะเซลล์สาหร่ายมีการเปลี่ยนแปลงจากสีเขียวเป็นสีส้ม 

           2.10.5. อุณหภูมิ (temperature) อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตของ D. salina    

อยู่ในช่วง 20 − 40 องศาเซลเซียส โดยอุณหภูมิและแสงจะแปรผันตามกัน สาหร่าย D. salina 

สามารถทนและมีชีวิตอยู่ได้ในช่วงอุณหภูมิกว้างมากตั้งแต่ –35 องศาเซลเซียส ถึง 40 องศาเซลเซียส 

(Borowitzka and Borowitzka, 1988) ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของสาหร่ายด้วยเช่นกัน นอกจากนี้มี

รายงานวิจัยพบว่าเมื่ออุณหภูมิอยู่ในช่วง 10–15 องศาเซลเซียส มีผลต่อการเหนี่ยวนำการสังเคราะห์ 

9–cis ß–carotene ในสาหร่าย Dunaliella bardawil (Ben–Amotz 1996) 

           Gomez และ  Gonzalez (2005) ศึกษาผลของอุณหภูมิ และความเข้มแสงต่อการ

เจริญเติบโตและการสังเคราะห์สารกลุ่มแคโรทีนอยด์ของสาหร่าย Dunaliella salina โดยเพาะเลี้ยง

ภายใต้ปริมาณห้องปฏิบัติการ ผลการศึกษาพบว่าปัจจัยของอุณหภูมิมีผลกระทบมากกว่าปัจจัยความ

เข้มแสงต่อการสังเคราะห์สารกลุ่มแคโรทีนอยด์ โดยสาหร่าย D. salina จะสะสมแอลฟาแคโรทีนมา

กกว่า 3.5 เท่า ภายใต้อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ขณะที่ภายใต้อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส สาหร่าย

จะสะสมเบต้าแคโรทีนได้สูงสุด รวมถึงอัตราส่วนระหว่าง 9–cis ต่อ all–trans เบต้าแคโรทีนที่

มากกว่า 1.0 เท่า 

           Ak (2008) ศึกษาผลของความเข้มแสง ความเค็ม และอุณหภูมิต่อการเจริญเติบโตของ

สาหร่าย Dunaliella viridis ผลการศึกษาพบว่าที่ความเค็ม 2 โมลาร์โซเดียมคลอไรด์ ร่วมกับ

อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส และความเข้มแสง 50 ไมโครโมลโฟตรอนต่อตารางเมตรต่อวินาที ส่งผล

ทำให้สาหร่ายมีการเจริญเติบโต คลอโรฟิลล์เอ และแคโรทีนอยด์สูงสุด โดยมีค่าเท่ากับ 8.56x106 

เซลล์ต่อมิลลิตร 2.84±0.50 พิโคกรัมต่อเซลล์ และ 1.11±0.05 พิโคกรัมต่อเซลล์ 

           Wu และคณะ (2016) ศึกษาผลของปัจจัยความเข้มแสง อุณหภูมิ และธาตุอาหารต่อการ

เจริญเติบโตและการสะสมรงควัตถุของสาหร่าย Dunaliella salina จำนวน 3 สายพันธุ์ โดยคัดแยก

จากดินเค็มในประเทศไทย ผลพบว่าระดับอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส และความเข้มแสง 135                    

ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาทีมีความเหมาะสมต่อการเจริฯเติบโตของสาหร่าย และมีปริมาณ
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เบต้าแคโรทีนสูงสุด เท่ากับ 118.0 มิลลิกรัมต่อลิตร นอกจากนี้จากผลการวิธี เคราะห์แบบ 

Orthogonal แสดงให้เห็นว่าผลของปัจจัยอุณหภูมิมีผลต่อการสะสมเบต้าแคโรทีนมากกว่าปัจจัยของ

ความเข้มแสง และธาตุอาหาร 

 

           2.10.6 แสง (light) แสงมีความจำเป็นต่อสาหร่ายอย่างมาก เนื่องจากสาหร่ายต้องใช้

พลังงานแสงในการสร้างอาหาร และพลังงาน โดยมีกระบวนการสังเคราะห์แสงที่สำคัญในการเปลี่ยน

พลังงานแสงมาเป็นพลังงานเคมี ถ้าหากสาหร่ายได้รับแสงที่ไม่เพียงพอกระบวนการต่าง ๆภายใน

เซลล์จะทำงานช้าลง และสาหร่ายจะหยุดการเจริญเติบโต (ภาพ9) กิจกรรมการสังเคราะห์แสงของ 

D. salina ส่วนใหญ่เกิดจากแสงสีน้ำเงิน (ความยาวคลื่นแสงเท่ากับ 440 นาโนเมตร) มากกว่าแสงสี

แดง (ความยาวคลื่นแสงเท่ากับ 675 นาโนเมตร) (Loeblich, 1982; Ben–Amotz and Avron, 

1983) แสงเป็นสิ่งจำเป็นในการสังเคราะห์แสงของ D. salina โดยเฉพาะในการเลี้ยงในบ่อกลางแจ้ง                 

ซึ่งไม่สามารถควบคุมแสงได้ส่วนใหญ่จะขึ้นกับแสงอาทิตย์ ในเขตอบอุ่นความเข้มแสงในฤดูร้อน 

ท้องฟ้าแจ่มใสมาก ความเข้มแสงจะเป็นสองเท่าของวันที่ท้องฟ้าปกคลุมด้วยเมฆ แต่ในฤดูหนาวแม้จะ

มีอากาศแจ่มใสและแดดจัดความเข้มของแสงก็มีเพียง 1/4 ของความเข้มแสงในฤดูร้อน ความเข้มของ

แสง ขณะที่ Garcia–Gonzalez และคณะ (2005) กล่าวว่าวิธีการที่ เหมาะสมสำหรับการผลิต                

9–cis ß–carotene ให้มีปริมาณเพ่ิมข้ึนควรเพาะเลี้ยงสาหร่าย Dunaliella ในสภาวะที่ความเข้มแสง

ต่ำและระบบการเลี้ยงแบบปิด (closed tubular photobioreactors) 

           นอกจากจะเปลี่ยนไปตามฤดูกาลและช่วงเวลาของวันแล้วยังขึ้นอยู่กับความลึกของน้ำสาร

แขวนลอยในน้ำ (total suspended solid) ซึ่งการเลี้ยงสาหร่าย D. salina ในบ่อกลางแจ้งซึ่งมี

ปริมาณมากและมีความหนาแน่นของเซลล์สูงกว่าในธรรมชาติปกติมาก ดังนั้นจึงมีการใช้ใบพัดในบ่อ

กลางแจ้งเพ่ือให้น้ำในบ่อหมุนเวียน ทำให้ D. salina ที่อยู่ชั้นล่างของบ่อได้รับแสงเพียงพอป้องกัน

การตกตะกอนของเซลล์รวมทั้งยังเป็นการหมุนเวียนธาตุอาหารให้แก่เซลล์อีกด้วย ในสาหร่าย          

D. salina แคโรทีนอยด์ทั้งหมดเพ่ิมขึ้นเมื่อความเข้มแสงเพ่ิมขึ้น โดยเพ่ิมขึ้นมากกว่าหรือเท่ากับ          

4.5 – 10.0 เท่ า (Borowitzka and Borowitzka, 1988) ส่วนปริมาณของคลอโรฟิลล์ เอ และ

คลอโรฟิลล์บี จะมีค่าลดลงเมื่อความเข้มแสงมากจนถึงจุดอ่ิมตัว โดย Smith และคณะ (1990) ได้

ศึกษาการตอบสนองต่อการสังเคราะห์แสงของสาหร่าย D. salina (เซลล์เขียว) ที่ได้รับแสงที่มีความ

เข้มสูง พบว่าในกลุ่มที่ได้รับแสงที่มีความเข้มแสงเท่ากับ 500 มิลลิโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที จะมี

ปริมาณคลอโรฟิลล์ เอ ต่อคลอโรฟิลล์ บี เท่ากับ 210 แต่ถ้าชุดทดลองที่ได้รับแสงที่มีความเข้มแสง
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เท่ากับ 1,700 มิลลิโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที จะมีปริมาณคลอโรฟิลล์ เอ ต่อคลอโรฟิลล์ บี เท่ากับ 

105 ต่อมา Gomez–Pinchetti และคณะ (1992) ได้ทำการศึกษาการสังเคราะห์แสงของ D. salina 

ที่มีเบต้าแคโรทีนสูง (เซลล์ส้ม) กับเซลล์ที่มีเบต้าแคโรทีนต่ำ (เซลล์สีเขียว) พบว่าสาหร่ายเซลล์ส้มมี

อัตราการปล่อยออกซิเจนที่ได้มาจากการสังเคราะห์แสงมากกว่าในสาหร่ายเซลล์เขียว และเซลล์เขียว

จะถูกยับยั้งการสังเคราะห์แสงเมื่อได้รับแสงที่มีความเข้มของแสงมากกว่า 500 ไมโครกรัมต่อตาราง

เมตรต่อวินาที ส่วนเซลล์ส้มสามารถต้านทานแสงที่มีความเข้มแสงสูงและไม่ถูกยับยั้งการปล่อย

ออกซิเจนแม้จะอยู่ภายใต้สภาวะที่มีความเข้มของแสงสูงมากกว่า 2,000 ไมโครโมลโฟรตรอนต่อ

ตารางเมตรต่อวินาที ก็ตาม จึงทำให้เซลล์ส้มมีอัตราการปล่อยออกซิเจนได้มากกว่าเซลล์เขียวอย่างมี

นัยสำคัญ ดังนั้นอัตราการปล่อยออกซิเจนจึงขึ้นอยู่กับความเข้มของแสง ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ 

Borowitzka และคณะ (1984) ที่ได้ทำการศึกษาถึงความสัมพันธ์ระหว่างกิจกรรมการสังเคราะห์แสง

กับความเข้มของแสงของสาหร่าย D. salina พบว่าเมื่อเซลล์เขียวได้รับแสงที่มีความเข้มสูง (1,300 

ไมโครโมลโฟรตรอนต่อตารางเมตรต่อวินาที) จะถูกยับยั้งการสังเคราะห์แสง ขณะที่เซลล์ส้มจะถึงจุด

อ่ิมตัวต่อการสังเคราะห์แสงที่ความเข้มแสงเท่ากับ 2,300 ไมโครโมลโฟรตรอนต่อตารางเมตรต่อวินาที 

เซลล์ส้มจึงมีอัตราการสังเคราะห์แสงได้สูงที่สุด นอกจากนี้ความเข้มแสงที่สาหร่ายได้รับยังมีผลต่อ

อัตราส่วนของ all–trans และ 9–cis เบต้าแคโรทีนในสาหร่ายด้วย ซึ่งสาหร่าย Dunaliella จะมีไอ

โซเมอร์เบต้าแคโรทีนในรูปแบบของ all–trans อยู่ประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ และ 9–cis ประมาณ 40 

เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็นผลมาจากปริมาณแสงที่สาหร่ายได้รับในช่วงการแบ่งเซลล์ (Becker, 1994) 

           นอกจากนี้ยังพบว่าการเพาะเลี้ยงสาหร่ายในบ่อกลางแจ้งต้องเลี้ยงในพ้ืนที่และความ

หนาแน่นของเซลล์สาหร่ายที่เหมาะสม รวมถึงต้องทำการควบคุมปัจจัยหรือสภาวะต่าง ๆ เช่น 

โครงสร้างบ่อเลี้ยงสาหร่าย การหมุนเวียนกระแสน้ำและอาหารเลี้ยงสาหร่าย และปัจจัยสิ่งแวดล้อม 

เมื่อความหนาแน่นของเซลล์ตํ่ากว่าจุดที่เหมาะสมกับการเจริญจะทำให้ปริมาณแสงที่ถูกดูดกลืนโดย

เซลล์จะมีมากกว่า ซึ่งสภาวะความเข้มแสงสูงนี้เหมาะสมต่อการผลิตแคโรทีนอยด์และทำให้อัตราการ

ผลิตเบต้าแคโรทีนสูง การมีแสงแดดจัดและการขาดอาหารสำคัญต่อการผลิตเบต้าแคโรทีนในบ่อ ถ้า

ระบบการเพาะเลี้ยงมีความเข้มข้นของไนโตรเจนสูงจะทำให้การเพาะสาหร่ายมีความหนาแน่นมาก 

ทำให้เกิดการบดบังแสงกันเอง (Grobbelaar, 1995) 
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ภาพ 9 กระบวนการสังเคราะห์แสงในสาหร่ายขนาดเล็ก 
ที่มา: Barra และคณะ (2014) 

 

           2.10.7. ความเค็ม (salinity) ความเค็มเป็นปัจจัยที่มีความสำคัญอย่างยิ่งเมื่อเปรียบเทียบกับ

ปัจจัยสิ่งแวดล้อมอ่ืน ๆต่อสาหร่ายทนเค็มสกุล Dunaliella ซึ่งสามารถเจริญอยู่ได้ในช่วงความเค็ม

ตั้งแต่ 0.5 - 5.0 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ (Ahmed et al., 2017) โดยการเปลี่ยนแปลงความเค็ม

ส่งผลโดยตรงต่อการเจริญเติบโต ปริมาณรงควัตถุ และองค์ประกอบทางชีวเคมีของสาหร่าย 

(Charioui et al., 2017) ในสาหร่ายสกุล Dunaliella มีการปรับตัวเพ่ือให้ทนต่อความเครียดจาก

เกลือ โดยการเพ่ิมประสิทธิภาพระบบการขนส่งอิออนของพลาสมาเมมเบรน (plasma membrane) 

เนื่องจากความเค็มส่งผลให้ปริมาณ Na+ และ Cl- ภายในเซลล์เพ่ิมขึ้น พลาสมาเมมเบรนจะทำการสั่ง

การให้โปรตีนชนิด carrire protein ระบายอิออนออกจากเซลล์แบบแอนติพอร์ท (antiport) หรือ ใน

ทิศทางตรงกันข้าม เพ่ือให้ เซลล์อยู่ ในภาวะสมดุล  (Chen and Jiang, 2009) (ภาพ 10A) 

ขณะเดียวกันจะมีการสะสมสารออสโมโพรเทคแทนต์ เช่น สารกลีเซอรอล ซึ่งสารออสโมโพรเทค

แทนต์จะมีส่วนช่วยในการปรับความดันออสโมติกทำให้ภายในและภายนอกเซลล์เกิดสภาวะสมดุล 

(osmotic regulation) (Ahmed et al., 2017) (ภาพ 10B) ในการเลี้ยงเพ่ือการเจริญเติบโตความ

เค็มที่เหมาะสมสำหรับ D. salina คือ 120–180 ppt นอกจากนี้ได้มีการศึกษาผลของความเข้มข้น

ของเกลือต่อการผลิตเบต้าแคโรทีนของสาหร่าย D. salina พบว่าการผลิตแคโรทีนอยด์ต่อหน่วย

ปริมาตรจะได้แคโรทีนอยด์มากที่สุดที่ความเค็ม 24 ร้อยละโซเดียมคลอไรด์ (w/v) หรือประมาณ 4 
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โมลาร์โซเดียมคลอไรด์ โดยมีเบต้าแคโรทีนเพ่ิมขึ้นจาก 10 – 260 มิลลิกรัมต่อกรัมเซลล์โปรตีนเป็น 

400 มิลลิกรัมต่อกรัมเซลล์โปรตีน (Borowitzka et al., 1984)  ขณะที่ Richmond (1986) รายงาน

ว่าที่ความเค็มสูงสาหร่ายที่เจริญอยู่จะถูกยับยั้งการเจริญทำให้การแบ่งเซลล์หยุดชะงักลง daughter 

cell จะถูกปล่อยออกมาจาก mother cell ช้าลงเพราะเกิดการชะงักการสังเคราะห์ DNA หรือลด

อัตราการสังเคราะห์สารพันธุกรรม (DNA) ของเซลล์ที่อยู่ในความเค็ม 200 มิลลิโมลาร์โซเดียมคลอ

ไรด์ โดยพบว่าการแบ่งนิวเคลียสและไซโตพลาสซึมจะเกิดขึ้นเพียง 1–2 ครั้งหรือไม่มีเลย ขณะที่เซลล์

ที่เลี้ยงที่ความเค็ม 1 มิลลิโมลาร์โซเดียมคลอไรด์ จะแบ่งได้ 8 เซลล์ ภายในเวลา 8 ชั่วโมง สำหรับ D. 

salina เซลล์สาหร่ายสามารถเพ่ิมจำนวนเป็น 2 เท่าได้ ในเวลาเพียง 5 ชั่วโมงเท่านั้น เมื่อความเค็ม

เพ่ิมขึ้นอัตราการเจริญของสาหร่ายลดลงและสาหร่ายมีการเพ่ิมจำนวนเซลล์เป็น 2 เท่า ภายใน 3 วัน 

(Ben–Amotz and Avron, 1981) 

 

 

ภาพ 10 กลไกของเซลล์ในการปรับระดับความเค็มให้เหมาะสมในสาหร่ายขนาดเล็ก 
โดย ระบบการขนส่งอิออนของพลาสมาเมมเบรน (A) และการสะสมสารออสโมโพรเทคแทนต์ 

ที่มา: Chen และ Jiang (2009) 

 

           Boontaveeyuwat (1999) ศึกษาผลของปัจจัยต่อการเจริญของสาหร่าย D. salina เมื่อทำ

การเลี้ยงในห้องปฏิบัติการและในถาดเขย่ากลางแจ้ง และศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการสังเคราะห์เบต้าแค

โรทีนในถาดเขย่ากลางแจ้ง พบว่าเมื่อเลี้ยงสาหร่ายในห้องปฏิบัติการ ปริมาณความเค็มร้อยละ                   

9 โซเดียมคลอไรด์ ที่ความเข้มแสง 8 กิโลลักซ์ เป็นเวลา 16 ชั่วโมง ค่าพีเอช เท่ากับ 6.3 – 6.8 และ

อุณหภูมิ 20 – 24 องศาเซลเซียส เป็นสภาวะที่เซลล์มีอัตราการเจริญเติบโตจำเพาะสูงที่สุด โดยมี

อัตราการเจริญเติบโตจำเพาะเท่ากับ 0.65±0.34 ต่อวัน และการลดปริมาณไนเตรทจะทำให้เซลล์มี
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อัตราการเจริญลดลง และเมื่อเลี้ยงสาหร่ายในถาดเขย่ากลางแจ้ง สภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของ

สาหร่ายคือ ความเค็ม 9 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคอลไรด์ ความเข้มแสง 50.5 กิโลลักซ์ ค่าความเป็นกรด

ด่าง 6.3–6.8 และอุณหภูมิ 32–35 องศาเซลเซียส ในเวลากลางวัน และ 28–30 องศาเซลเซียส        

ในเวลากลางคืน โดยมีอัตราการเจริญเติบโตจำเพาะเท่ากับ 0.72 µต่อวัน ส่วนการสังเคราะห์                 

เบต้าแคโรทีนของสาหร่ายในถาดเขย่ากลางแจ้ง พบว่าเมื่อใช้ความเค็ม 18 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคอล

ไรด์ จะทำให้เซลล์มีการสะสมเบต้าแคโรทีนสูงที่สุด โดยมีปริมาณเบต้าแคโรทีนเท่ากับ 37.9 พิกโค

กรัมต่อเซลล์ 

           Nikookar และคณะ  (2004) ศึกษาอิทธิพลของความเค็มต่อการการเจริญ เติบ โต                  

การสังเคราะห์รงควัตถุ และกิจกรรมของเอนไซม์ ascorbate peroxidase (APX) ของสาหร่าย 

Dunaliella salina ผลการศึกษาพบว่าความเค็ม 2.0 โมลาร์โซเดียมคลอไรด์เหมาะสมต่อการ

เจริญเติบโตของสาหร่าย ขณะที่การเพ่ิมความเค็มจาก 0.5 – 4.0 โมลาร์โซเดียมคลอไรด์ ส่งผลต่อ

การเพ่ิมขึ้นของคลอโรฟิลล์ เอ มีค่าเท่ากับ 0.3 ถึง 0.9 พิโคกรัมต่อเซลล์ แต่ปริมาณเบต้าแคโรทีนล

งจาก 3.6 ถึง 2.4 พิกโคกรัมต่อเซลล์ โดยเมื่อเซลล์อยู่ในระยะ Stationary phase การเพ่ิมความเค็ม

มีผลต่อการเพ่ิมขึ้นของรงควัตถุ นอกจากนี้ปริมาณเบต้าแคโรทีนสูงสุด เท่ากับ 10.1 พิโคกรัมต่อเซลล์ 

ที่ความเค็ม 4.0 โมลาร์โซเดียมคลอไรด์ และมีอัตราส่วนระหว่างเบต้าแคโรทีนต่อคลอโรฟิลล์ เท่ากับ 

7.4 เท่า เมื่อความเค็ม เท่ากับ 2 โมลาร์โซเดียมคลอไรด์ สุดท้ายจากผลการวิเคราะห์  TLC 

chromatogram แสดงให้เห็นว่ารงควัตถุของสาหร่าย D. salina เหมือนกันกับรงควัตถุของใบผักขม

และแครอท 

           Fazeli และคณะ (2006) ผลของระดับความเค็มต่อการผลิตเบต้าแคโรทีนของสาหร่าย         

D. tertiolecta DCCBC26 ที่คัดแยกจากน้ำเค็ม ผลพบว่าปริมาณแคโรทีนอยด์รวมสูงสุด เท่ากับ               

11.7 มิลลิกรัมต่อลิตรภายใจ้ความเค็ม 0.5 โมลาร์โซเดียมคลอไรด์ โดยสาหร่ายเจริญเติบโตอยู่ใน

ระยะหยุดนิ่ง (stationary phase) ขณะที่เปอร์เซ็นต์ของ all–trans และ 9–cis เบต้าแคโรทีนใน

ระยะ exponential phase มีค่าสูงถึง 92 และ 32  เปอร์เซ็นต์ ภายใต้ความเค็ม 3.0 และ 0.5 โม

ลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ อย่างไรก็ตามมีเพียง 23 เปอร์เซ็นต์เท่านั้นของ 9–cis เบต้าแคโรทีนที่อยู่ใน

ระยะหยุดนิ่งของสาหร่าย D. tertiolecta DCCBC26 

           Vo และ Tran (2014) ศึกษาผลของความเค็มและแสงต่อการเจริญเติบโตของสาหร่าย 

Dunaliella ผลการทดลองพบว่าสาหร่ายมีการเจริญเติบโตสูงสุดที่ความเค็ม 1.5 และ 2.0 โมลาร์

โซเดียมคลอไรด์ ร่วมกับความเข้มแสง 50 ไมโครโมลโฟตรอนต่อตารางเมตรต่อวินาที   



 41 

           Mofeed (2015) ผลของความเค็มและความเข้มแสงต่อการผลิตเบต้าแคโรทีน และปริมาณ

กลีเซอรอลในเซลล์ของสาหร่าย Dunaliella salina ผลการทดลองพบว่าสาหร่ายมีการเจริญเติบโต

สูงสุด เท่ากับ 8.97x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ที่ความเค็ม 2.0 โมลาร์โซเดียมคลอไรด์ ภายใต้ความเข้ม

แสง 200 ไมโครโมลโฟตรอนต่อตารางเมตรต่อวินาที ขณะที่ความเค็ม 1.0 โมลาร์โซเดียมคลอไรด์ 

พบว่าสาหร่ายมีปริมาณคลอโรฟิลล์สูงสุด เท่ากับ 4.9 มิลลิกรัมต่อลิตร สำหรับปริมาณเบต้าแคโรทีนมี

ปริมาณสูงสุด เท่ากับ 34.62 มิลลิกรัมต่อลิตร 

           Charioui และคณะ (2017) ศึกษาผลของความเค็มต่อผลผลิตชีวมวลและแคโรทีนอยด์ของ

สาหร่าย Dunaliella ที่คัดแยกได้จากน้ำเค็ม ผลการศึกษาพบว่าสามารถคัดแยกสาหร่ายได้ 3 สาย

พันธุ์ ซึ่ง D. salina DUN5 มีการผลิตแคโรทีนอยด์สูงสุด เท่ากับ 3.3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ภายใต้

ความเค็ม 2.5 โมลาร์โซเดียมคลอไรด์ ขณะที่ D. salina DUN4 มีความหนาแน่นของเซลล์สูงสุด 

เท่ากับ 3.2x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ซึ่งแสดงให้เห็นว่าสายหร่าย Dunaliella แต่ละสายพันธุ์มีการ

ตอบสนองของลักษณะทางสรีรวิทยาต่อสภาวะความเค็มที่แตกต่างกัน 

           Ahmed และคณะ (2017) ศึกษาการผลิตพลังงานชีวมวลของสาหร่าย Dunaliella salina 

SA134 ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะความเค็มที่แตกต่างกัน (0.5 ถึง  2.5 โมลาร์โซเดียมคลอไรด์ )               

ผลการศึกษาพบว่าสาหร่ายมีการเจริญเติบโตสูงสุด มีความหนาแน่นของเซลล์ 6.6×107 ถึง 

7.17×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ภายใต้ความเค็ม 1.5 ถึง 2.0 โมลาร์โซเดียมคลอไรด์ ขณะที่การสะสมแค

โรทีนอยด์และผลผลิตชีวมวลสูงสุด เท่ากับ 5.16 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 1.2 กรัมต่อลิตร ที่ความเค็ม 

2.0 โมลาร์โซเดียมคลอไรด์ 

           Hermawan และคณะ (2018) ศึกษาการเพ่ิมขึ้นของปริมาณเบต้าแคโรทีน ของสาหร่าย 

Dunaliella salina โดยเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Walne ที่มีความเค็มแตกต่างกัน (20, 30, 40 และ 

50 ppt) ผลการศึกษาพบว่าที่สภาวะความเค็ม 30 ppt สาหร่ายมีการสะสมปริมาณเบต้าแคโรทีนสูง

สุด เท่ากับ 2.31 มิลลิกรัมต่อลิตร และจำนวนเซลล์ เท่ากับ 30.0 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ใน

ระยะเวลา 10 วัน  

 

2.11 งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการศึกษารูปแบบไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีน 

           Ben−Amotz และคณะ (1988) ศึกษาสเตอริโอไอโซเมอร์ของเบต้าแคโรทีนในสาหร่าย 

Dunaliella โดยใช้เทคนิค HPLC พบว่าปริมาณ all-trans และ 9-cis ß-carotene เท่ากับ 9.5 และ 

2.0 เปอร์เซ็นต์ ภายใต้ความเข้มแสง 100 ไมโครโมลโฟรตรอนต่อตารางเมตรต่อวินาที ขณะที่การ
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เลี้ยงแบบกลางแจ้ง (outdoor) โดยใช้แสงธรรมชาติพบว่าปริมาณ all-trans และ 9-cis ß-carotene 

เพ่ิมข้ึน เท่ากับ 50.0 และ 38.0 เปอร์เซ็นต ์

           Jimenez และ  Pick (1993) ศึกษาความแตกต่างขององค์ประกอบไอโซเมอร์ของ                 

เบต้าแคโรทีนและรงควัตถุในสาหร่าย Dunaliella โดยสายพันธุ์สาหร่ายที่นำมาศึกษา ได้แก่             

D. bardawil และ D. salina ผลการศึกษาพบว่าสาหร่าย D. salina ที่เซลล์อยู่ในระยะหยุดนิ่ง 

(stationary phase) มีการสะสมปริมาณเบต้าแคโรทีนเพ่ิมมากกว่า 10 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับระยะ

ปรับตัว (log phase)ขณะที่องค์ประกอบของไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนที่พบในไทลาคอยด์ (thylakoid) 

อยู่ในรูปแบบ all–trans ß–carotene ทั้งหมด ซึ่งแตกต่างกันกับใน lipid globule ที่พบไอโซเมอร์ 

เช่น all–trans และ 9-cis ß–carotene ในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 นอกจากนี้เมื่อสาหร่ายอยู่ในสภาวะ

ความเข้มแสงสูงจะมีปริมาณเบต้าแคโรทีนเพ่ิมสูงขึ้น 20−30 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกันกับใน                         

ไทลาคอยด์ 

           Jian-Guo และคณะ (1996) ศึกษาผลของไนเตรทและฟอสเฟตต่อการสะสมไอโซเมอร์            

เบต้าแคโรทีนในสาหร่าย D. salina ประเทศจีน พบว่ามีปริมาณไอโซเมอร์ เบต้ าแคโรทีน                 

total–cis (9–cis, 15–cis) ต่อ all–trans สูงสุด เท่ากับ 60 ต่อ 39 เปอร์เซ็นต์ และ 63 ต่อ 36 

เปอร์เซ็นต์ ภายใต้ปริมาณไนเตรท 0.1 กรัมต่อลิตร และ ฟอสเฟต 0.0 กรัมต่อลิตร นอกจากนี้เมื่อนำ

ปัจจัยทั้งสองมาเลี้ยงสาหร่ายร่วมกันพบว่าปริมาณ total cis เพ่ิมข้ึนถึง 83 เปอร์เซ็นต ์

           Orset และ  Young (2000) ทำการศึกษาความเข้มแสงต่อการปริมาณ ไอโซเมอร์                     

9–cis ß–carotene ในสาหร่าย D. salina CCAP 19/30 พบว่าสาหร่ายมีอัตราส่วนของ 9–cis ต่อ 

all–trans ß–carotene เท่ากับ 2.0 ต่อ 1.0 ภายใต้ความเข้มแสง 20 ไมโครโมลโฟตรอนต่อตาราง

เมตรต่อวินาที ขณะที่เมื่อเพ่ิมระดับความเข้มแสง 200 ไมโครโมลโฟตรอนต่อตารางเมตรต่อวินาที           

ทำให้อัตราส่วนของ 9–cis ต่อ all–trans ลดลง เท่ากับ 0.45 ต่อ 1.0 เท่า 

           Gomez และคณะ (2003) ทำศึกษาผลของความเค็มต่อการสะสมแคโรทีนอยด์ของสาหร่าย 

D. salina ประเทศชิลี โดยใช้สูตรของอาหารที่แตกต่างกัน ผลการศึกษาพบว่าจำนวนเซลล์                     

(1.1x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) ปริมาณแคโรทีนอยด์ (12.9±0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร) และอัตราส่วน

ระหว่าง 9–cis ต่อ all–trans ß–carotene (4.3 ต่อ 1.0) มีค่าสูงสุดภายใต้ความเค็ม 2.0 โมลาร์

โซเดียมคลอไรด์ในอาหารสังเคราะห์สูตร ART 

           Gonzalez และคณะ (2005) ทำตรวจวัดปริมาณ 9–cis ß–carotene ของสาหร่าย           

D. salina ที่เพาะเลี้ยงในระบบปิดแบบกลางแจ้ง (closed tubular photobioreactor) พบว่าเมื่อ
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ปริมาณแสงอาทิตย์เพ่ิมสูงขึ้นปริมาณไอโซเมอร์ 9-cis ก็จะเพ่ิมสูงขึ้นตามไปด้วย ขณะที่ all-trans             

จะมีค่าลดลง โดยสาหร่ายมีปริมาณเบต้าแคโรทีนรูป 9-cis สูงสุด (มากกว่า 60 เปอร์เซ็นต์) ภายใต้

ความเข้มแสง 322 ไมโครโมลโฟตรอนต่อตารางเมตรต่อวินาที หรือที่ระยะเวลา 18 ชั่วโมง  

           Hu และคณะ (2008) ทำการตรวจวัดปริมาณไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนและประสิทธิภาพการ
ยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดสาหร่าย D. salina ที่เพาะเลี้ยงในประเทศไต้หวัน พบว่าองค์ประกอบ
ของไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนที่พบในสารสกัดสาหร่าย ได้แก่ 13-cis, all-trans และ 9-cis เท่ากับ 
4.9, 138.2 และ 124.6 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำหนักแห้ง โดยประสิทธิภาพการยับยั้งอนุมูลอิสระ (DPPH) 
ของสารสกัดสาหร่ายที่ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร เท่ากับ 70 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสูงกว่าเมื่อ
เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน all-trans ß–carotene 
           Xu และคณะ (2018) ศึกษาศักยภาพการผลิตสารเบต้าแคโรทีนสาหร่าย D. salina จำนวน 
5 สายพันธุ์ ภายใต้ความเข้มแสงที่แตกต่างกัน (200 – 1,500 ไมโครโมลโฟตรอนต่อตารางเมตรต่อ
วินาที) ผลพบว่าตรวจพบองค์ประกอบไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนที่เด่นชัด 2 ชนิด ได้แก่ all-trans             
และ 9-cis ซึ่งเมื่อระดับความเข้มแสงสูงจะส่งผลให้ปริมาณไอโซเมอร์เพ่ิมข้ึนตามไปด้วยในสาหร่าย D. 
salina ทั้ง 5 สายพันธ์ โดยปริมาณ all-trans และ 9-cis มีค่าสูงสุด เท่ากับ 1.3 – 3.5 และ 0.2 – 
2.3 mg/L/day ภายใต้ความเข้มแสง 1,000 ไมโครโมลโฟตรอนต่อตารางเมตรต่อวินาทีนอกจากนี้
การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ด้วยวิธี Principle component analysis (PCA) แสดงให้เห็นว่าปริมาณ
ไอโซเมอร์มีความสัมพันธ์แปรผันตรงกับปริมาณแคโรทีนอยด์ ขณะที่แปรผกผันกับการเจริญเติบโต 
(SGR) ของสาหร่าย มีค่าความน่าเชื่อถือ เท่ากับ 65 เปอร์เซ็นต์ 
           Xu และ Harvey (2019) ศึกษาผลของแสงสีแดงต่อการสังเคราะห์ไอโซเมอร์ 9–cis              
เบต้าแคโรทีนในสาหร่าย Dunaliella salina ประเทศสหรัฐฯ ผลพบว่าการให้แสงสีแดงที่ความเข้ม
แสง 500 ไมโครโมลโฟตรอนต่อตารางเมตรต่อวินาที ส่งผลต่อการสังเคราะห์ 9–cis เบต้าแคโรทีนสูง
สุด เท่ากับ 12.0 พิโคกรัมต่อเซลล์ เมื่อเปรียบเทียบกับแสงสีขาวและแสงสีน้ำเงิน นอกจากนี้ภายใต้สี
แดงพบว่าอัตราส่วนระหว่าง 9–cis ต่อ all–trans เบต้าแคโรทีน เท่ากับ 60 ต่อ 40 เปอร์เซ็นต์หรือมี
สัดส่วนมากกว่า 2.5 ต่อ 1 เท่า ภายในระยะเวลา 48 ชั่วโมง  

จากงานวิจัยที่กล่าวมานั้นแสดงให้เห็นว่าการผลิตไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนนั้นมีปัจจัยหลักมา
จากสภาวะการเลี้ยง เช่น ความเข้มแสงสูง ความเค็มสูง รวมถึงสภาวะการขาดสารอาหาร เป็นต้น 
ส่งผลทำให้สาหร่ายอยู่ในสภาวะเครียดและมีการเจริญเติบโตที่ลดลง จากนั้นสาหร่ายจึงมีวิธีก าร
ปรับตัวโดยการสังเคราะห์ปริมาณไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนเพ่ิมข้ึน โดยเฉพาะไอโซเมอร์ซิสเพ่ือนำมาใช้
ในการปกป้องอันตรายต่อเซลล์ให้สาหร่ายเจริญเติบโตต่อไปได้ 
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บทที่ 3 

วิธีการดำเนินงานวิจัย 

 

3.1 กรอบแนวคิดของการศึกษา (conceptual framework of the study) 

 การศึกษาสภาวะการเลี้ยงต่อการผลิตเบต้าแคโรทีนและสัดส่วนไอโซเมอร์ของสาหร่าย 
Dunaliella salina NUAC09 สายพันธุ์ ไทย มีทั้ ง 5 ขั้นตอน ซึ่ งมีรายละเอียดการดำเนินงาน
ดังต่อไปนี้  

ขั้นตอนที่ 1 การจำแนกและระบุชนิดสาหร่าย D. salina NUAC09 โดยเกณฑ์การจำแนก
ชนิดสาหร่ายนั้นจะใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และลักษณะทางพันธุกรรมที่ได้จากพ้ืนที่ของยีน ITS 
และ 18S rDNA จากนั้นทำการเปรียบเทียบกับข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูลพันธุกรรม 
(GenBank) และสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) 

ขั้นตอนที่ 2 เริ่มจากการเตรียมหัวเชื้อสาหร่าย D. salina NUAC09 จากนั้นเตรียมอาหาร
เลี้ยงสาหร่ายสูตร Johnson โดยหัวเชื้อสาหร่ายมีความเข้มข้นเริ่มต้นเท่ากับ 106 ภายใต้ความเค็ม 
1.0 โมลาร์โซเดียมคลอไรด์ จากนั้นเตรียมสถานที่ทดลอง วางแผนระบบการเลี้ยงในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพชนิดท่อแบบให้แสง (photobioreactor system) พร้อมทั้งกำหนดสภาวะที่ใช้เลี้ยงและ
พารามิเตอร์ที่ตรวจวัดตั้งแต่เริ่มการทดลองถึงสิ้นสุดการทดลอง ได้แก่ ความถี่ของการเก็บผลทดลอง
ความเข้มแสง ระยะเวลาได้รับแสง ระบบให้อากาศร่วมกับคาร์บอนไดออกไซด์ อุณหภูมิ และค่าความ
เป็นกรดด่าง  

ขั้นตอนที่ 3 ทำการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของปัจจัยภายนอก ได้แก่ ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส 
ความเค็ม และไบคาร์บอเนตต่อการเจริญเติบโต การสะสมรงควัตถุ และผลผลิตชีวมวลของสาหร่าย   
D. salina NUAC09  

ขั้นตอนที่ 4 ทำการศึกษาองค์ประกอบและปริมาณไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสารสกัด
สาหร่าย D. salina NUAC09 ของแต่ละปัจจัย โดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟรีของเหลวสมรรถนะสูง 
(HPLC) 

ขั้นตอนที่  5 ทำการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดหยาบต่อการยับยั้ งอนุมูลอิสระ (DPPH 
scavenging activity) และปริมาณสารสกัดที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ร้อยละ 50 (IC50) ของแต่
ละปัจจัย  

ขั้นตอนที่ 6 นำข้อมูลทั้งหมดมาวิเคราะห์และสรุปผลการทดลอง (ภาพ11) 
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ภาพ 11 กรอบแนวคิดของการศึกษา  
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3.2 พื้นที่ดำเนินการทดลอง 

พ้ืนที่ทำการทดลองเลี้ยงสาหร่าย Dunaliella จะดำเนินการที่ห้องปฏิบัติการนิเวศวิทยาทางน้ำ

และการจัดการทรัพยากร สาขาวิชาวิทยาศาสตร์การประมง คณะเกษตรศาสตร์ ทรัพยากรธรรมชาติ

และสิ่งแวดล้อม มหาวิทยาลัยนเรศวร จังหวัดพิษณุโลก 

 

3.3 อุปกรณ์และสารเคมี  

 3.3.1 หลอดไฟฟูออเรสเซ็นต์ (fluorescent tube) ขนาด 36 วัตต์ (Philips) 

 3.3.2 หลอดทดลองฝาเกลียวก้นแหลม (centrifuge tube) ขนาด 2 มิลลิลิตร 

 3.3.3 เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (UV–VIS spectrophotometer) (V–5100, China) 

 3.3.4 หลอดเลี้ยงสาหร่าย ขนาด 200 มิลลิลิตร 

 3.3.5 หม้อนึ่งแรงดัน (autoclave) ขนาด 50 ลิตร (SX700, Tomy, Japan) 

 3.3.6 ปั๊มลม (air pump) ขนาด 25 วัตต์ (ACO 208, Hailea, China) 

 3.3.7 ตู้กระจก ขนาด 36 x 16 x 18 นิ้ว  

 3.3.8 ไมโครปิเปต (micropipette) ขนาด 1.0, 5.0, 10.0 มิลลิลิตร 

 3.3.9 เครื่องปั่นเหวี่ยงหนีศูนย์กลาง (centrifuge) (Velocity14R, Dynamica, Australia) 

 3.3.10 เครื่องอิเล็กโทรไลฟ์ แบบแนวนอน (Electrophoresis)  

    (JY–SPBT, JUNYI, China) 

 3.3.11 เครื่องวิเคราะห์เจล (Gel documentation) (P91DW, Mitsubishi, Japan) 

 3.3.12 โถดูดความชื้นแก้ว (desiccator) (DURAN, Germany) 

 3.3.13 ตู้อบลมร้อน (hot air oven) (SWEV069IW3A, Memmert, Germany) 

 3.3.14 เครื่องกรองสุญญากาศ (vacuum Filter) (Rocker 300, Rocker, Taiwan) 

 3.3.15 กระดาษกรองชนิด Gf/c microfiber filters ขนาด 47 มิลลิเมตร  

    (Whatman, England) 

 3.3.16 กล้องจุลทรรศน์พร้อมอุปกรณ์ถ่ายภาพ (compound microscope)  

                      (YS Binocular, Nikon, Japan) 

 3.3.17 ขวดแก้วฝาเกลียว (duran bottle) ขนาด 1,000 มิลลิลิตร (DURAN, Germany) 

 3.3.18 สไลด์นับเม็ดเลือด (hemocytometer) (BOE14V, Boeco, Germany) 

 3.3.19 คิวเวท์ชนิดควอทซ์ (quartz cuvette) (Q11010, T-BOTA, China) 
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 3.3.20 เครื่องโครมาโทกราฟรีเหลวสมรรถนะสูง (high performance liquid  

                      chromatography)  

 3.3.21 คอลัมน์ (column) (YMC 30, Agilent, Europe GmbH) 

 3.3.22 แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) พร้อมหัวจ่าย (diffuser) 

 3.3.23 เครื่องทำแห้งแบบเยือกแข็ง (freeze dryer) ขนาด 50 ลิตร  

    (Model FD–5, Gold–Sim, USA) 

 3.3.24 เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (thermal cycle) (T100, Bio–Rad, USA) 

 3.3.25 สารเมทานอล (methanol) (Sigma–Aldrich, Merck KGaA, Germany) 

 3.3.26 สารเอทานอล (ethanol) (Sigma–Aldrich, Merck KGaA, Germany) 

 3.3.27 สารแอซีโทน (acetone) (Sigma–Aldrich, Merck KGaA, Germany) 

 3.3.28 สารแอซิโตไนไตรท์ (acetonitrile) (Sigma–Aldrich, Merck KGaA, Germany)

 3.3.29 สารมาตรฐานเบต้าแคโรทีน (standard ß–carotene, Sigma–Aldrich)  

   (Merck KGaA, Germany) 

 3.3.30 สารฟอร์มาลีน (formalin) ความเข้มข้น 5 เปอรเ์ซ็นต์ 

 3.3.31 สาร 2,2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl (DPPH)  

   (Sigma Aldrich, Merck KGa, Germany) 

 3.3.32 สารมาตรฐาน L-ascorbic acid (Sigma Aldrich, Merck KGaA, Germany) 

  

3.4 การเตรียมเครื่องมือและอุปกรณ์ 

      ทำความสะอาดเครื่องแก้ว และอุปกรณ์ต่าง ๆ โดยการนำมาล้างน้ำให้สะอาดแล้วนำไปล้างด้วย

น้ำกลั่นอีกครั้ง จากนั้นนำเครื่องแก้ว และอุปกรณ์ท่ีทำความสะอาดแล้วมาฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดัน

ไอน้ำ (autoclave) ที่ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา          

15 นาที และนำมาอบด้วยตู้อบท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 

3.5 การเก็บตัวอย่าง การคัดแยก และรักษาสายพันธุ์สาหร่าย  

     จากการเก็บตัวอย่างน้ำทะเลจากนาเกลือบริเวณอ่าวไทยจำนวน 3 จังหวัด ได้แก่ สมุทรสาคร 
สมุทรสงคราม และเพชรบุรี ตามวิธีการของ Pongpadung และคณะ (2020) จากนั้นทำการคัดแยก
เชื้อสาหร่ายโดยใช้วิธีล้างเซลล์ด้วยไมโครปิ เปต (micropipette washing method) นำเซลล์
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สาหร่ายที่ได้ใส่ในหลอดแก้วที่มีอาหารเหลวสูตร D medium (Pick et al., 1986) ระดับความเค็ม 
1.0 โมลาร์จากโซเดียมคลอไรด์ (ตารางภาคผนวก ข) วางหลอดแก้วในที่มีแสงจากหลอดฟูออเรส
เซ็นต์ความเข้มแสง 200 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที ภายใต้อุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซียส 
ประมาณ 7–14 วัน เมื่อได้เชื้อสาหร่ายเพียงชนิดเดียวแล้ว ขั้นตอนต่อไปคือทำให้เชื้อสาหร่ายเป็น
แบบชนิดเดียว (unialgal culture) โดยใช้วิธีเขี่ยตัวอย่างสาหร่ายลงบนอาหารแข็งแล้วนำไปบ่ม
ภายใต้ความเข้มแสง 200 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที อุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10–30 วัน จากนั้นเลือกโคโลนีที่ไม่มีการปนเปื้อนของแบคทีเรียและราเพ่ือใช้สำหรับทดสอบศักยภาพ
การเจริญเติบโตและการสะสมรงควัตถุ 
     โดยสามารถคัดแยกเชื้อสาหร่าย Dunaliella sp. NUAC ได้จำนวน 5 ไอโซเลท ได้แก่ NUAC07 
กับ NUAC08 ซึ่งคัดแยกจากจังหวัดสมุทรสงคราม ส่วน NUAC09 กับ NUAC13 ซึ่งคัดแยกจาก
จังหวัดเพชรบุรี และ NUACB ซึ่งคัดแยกจากจังหวัดสมุทรสาคร ตามลำดับ ซึ่งพิจารณาจากลักษณะ
สัณฐานวิทยาทั่วไปของสาหร่ายสกุล Dunaliella ตามวิธีการของ Borowitzka และ Siva (2007) 
จากนั้นทดสอบการเจริญเติบโตและการผลิตรงควัตถุของเชื้อที่ไอโซเลทได้ด้วยอาหารเหลวสูตร 
Johnson (Abubakar et al., 2012) (ตารางภาคผนวก ข) ที่ความเค็ม 1.0 โมลาร์จากโซเดียมคลอ
ไรด์ ปริมาตร 250 มิลลิลิตร โดยทำตรวจสอบการเจริญเติบโต และการสะสมรงควัตถุ ทุก ๆ 2 วัน 
เป็นระยะเวลา 14 วัน เมื่อสิ้นสุดการทดลองพบว่าสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 มีจำนวน
เซลล์ ปริมาณคลอโรฟิลล์ เอ และปริมาณแคโรทีนอยด์สูงที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ์อ่ืน (ไม่ได้
แสดงข้อมูล) ดังนั้น NUAC09 จึงถูกคัดเลือกเพ่ือนำมาใช้เป็นเชื้อตั้งต้น (initial culture) ที่มีศักยภาพ
ในการเจริญเติบโตและการผลิตแคโรทีนอยด์สูงสำหรับการศึกษาอ่ืนต่อไป 

 
3.6 การจำแนกและระบุชนิดสาหร่าย 

     3.6.1 การเตรียมหัวเชื้อสาหร่าย Dunaliella (Strain and materials) 

      นำหัวเชื้อสาหร่าย (unialgal culture) สายพันธุ์ Dunaliella salina NUAC09 จากคลัง

เก็บสายพันธุ์สาหร่าย คณะเกษตรศาสตร์ฯ มหาวิทยาลัยนเรศวร (Naresuan university algal 

collection; NUAC) ที่ เลี้ยงด้วยอาหารแข็งสูตร D. medium (Pick et al., 1986) ที่ความเค็ม           

1.0 โมลาร์โซเดียมคลอไรด์ โดยการใช้เข็มเขี่ยเชื้อ (loop) แตะลงบนโคโลนีสาหร่าย และนำมาแกว่ง

ในขวดรูปชมพู่ ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเหลวสูตร Johnson ความเค็มอาหาร 1 โมลาร์

ของโซเดียมคลอไรด์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และค่า pH เท่ากับ 7.1±2.0 นำมาวางบนชั้นที่ความเข้ม

แสง 50 ไมโครโมลโฟตรอนต่อตารางเมตรต่อวินาที ช่วงเวลาได้รับแสงแบบต่อเนื่อง 24 ชั่วโมง 
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(continuous photoperiod) อุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซียส ทำการเลี้ยงเป็นระยะเวลา 14 วัน 

(Sathasivam et al., 2018) จากนั้นนำสาหร่ายไปทำการศึกษาในขั้นตอนต่าง ๆ ต่อไป 

 

     3.6.2 การจำแนกโดยวิธีตามสัณฐานวิทยา (Morphological) 

     การจัดจำแนกสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 ทำได้โดยการศึกษาลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงร่วมกับอุปกรณ์ถ่ายภาพ ตามวิธีการของ 

Borowitzka และ Siva (2007) และทำการตรึงเซลล์สาหร่ายด้วยฟอร์มาลีน 2 เปอร์เซ็นต์ (Xu et 

al., 2018) จากนั้นทำการวัดขนาดความกว้างและความยาวของเซลล์สาหร่ายด้วยโปรแกรม Image J 

software (National institutes of Health, USA) 

     3.6.3 การจำแนกสาหร่าย Dunaliella ตามวิธีทางอณูชีววิทยา โดยใช้พื้นที่ยีน 18S rDNA  

             และ Internal transcribed spacer (ITS) 

             1) การเตรียมสารพันธุกรรมต้นแบบ (DNA template)    

          การสกัดดี เอ็นเอตามวิธีการ Phenol–chloroform extraction (Preetha et al., 

2012) โดยเริ่มจากนำตัวอย่างสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 ในอาหารลี้ยงแบบเหลว 

(liquid medium) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง (microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 

มิลลิลิตร จากนั้นทำการล้างเซลล์ด้วย TE buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วนำไปปั่นเหวี่ยงด้วย

ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ปิเปตสารละลายทั้งหมดทิ้งไป แล้วจึงนำมาเติมน้ำ

กลั่น ปริมาตร 150 ไมโครลิตร พร้อมกับเติม SDS−EB buffer ปริมาตร 300 ไมโครลิตร และ 

phenol, chloroform, isoamyl−alcohol ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง 

vortex mixer จากนั้นจึงนำไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที จน

สารละลายแยกชั้น จากนั้นนำสารละลายส่วนใสชั้นบนซึ่งมีสารพันธุกรรมละลายอยู่ถ่ายลงสู่หลอด

ทดลอง (microcentrifuge tube) หลอดใหม่ และเติมเอทานอลความเข้มข้น 95 เปอร์เซ็นต์  

ปริมาตร 2 เท่าของสารละลายข้างต้น และบ่มที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส อย่างน้อย 30 นาที 

หลังจากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอ 

(DNA) จากนั้นเทสารละลายทั้งหมดทิ้งแล้วเติมเอทานอล ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 800 

ไมโครลิตร เพ่ือล้างตะกอน DNA อีกครั้งและปั่นเหวี่ยงเช่นเดิม เป็นเวลา 10 นาที แล้วจึงเท

สารละลายทั้งหมดออกและทิ้งให้เอทานอลระเหยไปจนหมดประมาณ 15–20 นาที เมื่อตะกอนดีเอ็น

เอแห้งแล้วทำการเติมน้ำกลั่นและเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
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             2) การเพิ่มปริมาณดีเอนเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (Polymerase chain reaction)    

                 นำดีเอ็นเอที่สกัดได้จากข้อ 1 เป็นต้นแบบสำหรับการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของพ้ืนที่ยีน 

18S rDNA (18S ribosomal RNA) และพ้ืนที่ยีน ITS (Internal transcribed spacer) ด้วยเทคนิค

พีซีอาร์ตามวิธีการของ Preetha และคณะ (2012) โดยพ้ืนที่ของยีน 18S rDNA ใช้ไพรเมอร์ยีน MA1 

(5 ’ -CGGGATCCGTAGTCATATGCTTGTCTC-3’), MA2  (5 ’ -GGAATTCCTTCTGCAGGTTCACC-

3’) และพ้ืนที่ ของ ITS ใช้ไพรเมอร์ยีน ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’), ITS5 (5’-

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAG-3’) (White et al., 1990) ซึ่งในแต่ละปฏิกิริยามีปริมาตรรวม 20 

ไมโครลิตร ซึ่งประกอบไปด้วย  

 

    1) น้ำกลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อ ปริมาตร 6.2 ไมโครลิตร 

    2) 2x Quick Taq HS DyeMix ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

    3) ไพรเมอร์#1 Forward ความเข้มข้น 10 พิโคโมลต่อมิลลิลิตร  

       ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร  

    4) ไพรเมอร์#2 Reverses I ความเข้มข้น 10 พิโคโมลต่อมิลลิลิตร  

       ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร  

    5) ดีเอ็นเอต้นแบบของสาหร่าย 3 ไมโครลิตร 

 

 จากนั้นทำปฏิกิริยาด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (thermal cycle) โดยตั้งโปรแกรมอุณหภูมิ

และจำนวนรอบดังนี้ (ภาพ 12) 

 

   1) initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 2 นาท ี

   2) denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 

   3) annealing ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 

   4.) extension ที่อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  
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   Volume 20 µL Lid 105 ºC 

1 2 3 4 5 6 7 

94 ºC 94 ºC   G 

O 

T 

O 

  

   68 ºC 68 ºC  

  42 ºC   4ºC 

    Step 2   

2.00 0.30 0.30 1.00 30× 5.00 ∞ 

ภาพ 12 ปฏิกิริยาการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 
 

 ทำปฏิกิริยาพีซีอาร์ทั้งหมด 30 รอบ และ final extension ที่อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส 

ระยะเวลา 5 นาที และเก็บรักษาตัวอย่างที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นำผลิตภัณฑ์ที่ได้ไปตรวจสอบ

ผลการสังเคราะห์ rRNA ของพ้ืนที่ยีน 18S rDNA และพ้ืนที่ ITS บนเจลอะกาโกสตามวิธีอิเล็กโตร               

โฟรีซิสซึ่งมีข้ันตอนดังต่อไป (Preetha et al., 2012) 

 

             3.6.4 วิธีการและข้ันตอนในการตรวจสอบดีเอ็นเอต้นแบบด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส 

             เตรียมผงวุ้น (agarose gel) ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ใน 1×TAE buffer (40.0 

mM Trisbase, 20.0 mM acetate, 2.0 mM EDTA, pH 8.0) ปริมาตร 40 มิลลิลิตร จากนั้นนำไป

ให้ความร้อนด้วยตู้ไมโครเวฟ สังเกตจนเจลละลายเป็นเนื้อเดียวกัน ประมาณ 1–2 นาที นำออกมาตั้ง

ที่อุณภูมิห้องเพ่ือลดอุณหภูมิ จากนั้นเติมสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) จำนวน 

1 มิลลิลิตร โดยเทเจลลงบนถาด (gel casting stand) แล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง นานประมาณ 20 

– 30 นาที หรือจนกว่าเจลจะแข็งตัว ในการทำอิเล็กโตรโฟรีซิสจะใช้ค่าความต่างศักย์ไฟฟ้าที่ 100 

โวลต์ เป็นระยะเวลา 30 นาที  โดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA marker ขนาด 100 – 

1,500 bp ladder) ความเข้มข้น 10 ไมโครลิตร จากนั้นนำเจลใส่ในกล่องพลาสติก แล้วนำไปถ่ายรูป

โดยผ่านแสง UV (UV transilluminator) ภายใต้กล้องถ่ายรูป จากนั้นส่งผลิตภัณฑ์ไปทำการอ่าน

ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของสายดีเอ็นเอ (DNA sequencing) ณ บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี

ใต้ต่อไป 
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             3.6.5 วิธีการสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) 

              นำผลลำดับนิวคลีโอไทด์ของสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 (accession 

no. MF359998) ที่ ได้มาจัดเรียงเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลิโอไทด์กับฐานข้อมูลพันธุกรรม 

(GenBank) และวิเคราะห์สายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) จากข้อมูลทางอณู

ชีววิทยาทำได้โดยนำลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดของสาหร่าย D. salina NUAC09 และสายพันธุ์ที่

ใกล้เคียงจาก GenBank มาจัดเรียงตามวิธีการ CLUSTAL–W (Thompson et al., 1995) โดยใช้

โปรแกรม BioEdit 7.0 (DNA sequence analysis software package) นำลำดับที่ ได้จัดเรียง

เรียบร้อยแล้วมาสร้างแผนภูมิต้นไม้แสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ โดยใช้วิธีการวิเคราะห์แบบ 

Maximum Likelihood (ML) และ Neighbor joining (NJ) ด้ วยจำนวนซ้ ำ ในการวิ เค ราะห์  

(bootstrap) เท่ ากั บ  1,000 โด ย ใช้ โป รแก รม  MEGA5 (molecular evolutionary genetics 

analysis version 5.0) (Tamura et al., 2011) โดยใช้สาหร่าย Chlamydomonas เป็นสาหร่ายที่

อยู่นอกกลุ่ม (outgroup) 

 

3.7 สภาวะที่ใช้เลี้ยงสาหร่าย (cultivation conditions) 

     ในแต่ละการทดลองจะติดตั้งระบบเลี้ยงสาหร่าย   โดยใช้หลอดแก้วขนาด 200 มิลลิลิตร              

(ภาพ13) และมีปริมาตรในการเลี้ยงรวม 190 มิลลิลิตร ที่ประกอบด้วยอาหารเลี้ยงสาหร่ายสูตร 

Johnson (ประกอบด้วย 1.0 M NaCl; MgCl2 1.5 g; MgSO4 0.5 g; KCI 0.2 g; CaCI2 0.2 g; KNO3 

1.0 g; NaHCO3 0.043 g; KH2PO4 0.035 g; Na2EDTA 1.89 g; FeC13 2.44 g; ZnCl2 4.1 mg; 

H3BO3 61.0 mg; CoCl2 5.1 mg; CuCl2 4.1 mg;  MnCI2 4.1 mg และ (NH4) 6Mo7O24 38.0 

mg) (Abubakar et al., 2012) (ตารางภาคผนวก ข) และหัวเชื้อสาหร่าย Dunaliella salina 

NUAC09 จำนวน 10 เปอร์เซ็นต์ของปริมาตรที่ใช้เลี้ยง ซึ่งจะมีปริมาตรเซลล์เริ่มต้นเท่ากับ 106 เซลล์

ต่อมิลลิลิตร นำไปเลี้ยงภายใต้สภาวะความเข้มแสงแบบต่อเนื่อง 200 ไมโครโมลโฟตอนต่อตาราง

เมตรต่อวินาที อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส (Ahmed et al., 2017) และให้อากาศท่ีมีส่วนผสมของ

คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ (อากาศ 95 เปอร์เซ็นต์ ต่อก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์) 

ด้วยอัตราการให้ (feed velocity) 50 มิลลิลิตรต่อนาที เลี้ยงสาหร่ายเป็นระยะเวลา 14 วัน 
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ภาพ 13 การเลี้ยงสาหร่ายด้วยระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบใช้แสง 
โดย Side View (A) และ Top–view (B) 

 

3.8 การศึกษาสภาวะการเลี้ยงต่อการเจริญเติบโต และปริมาณรงควัตถุ  

      การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของปัจจัยภายนอกที่มีผลต่อการเจริญเติบโต และปริมาณรงควัตถุ 
ของสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 โดยจะเป็นการศึกษาครั้งละปัจจัย ซึ่งแต่ละการทดลอง
วางแผนทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design; CRD) โดยมีรายละเอียด
ดังต่อไปนี้ 
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การทดลองท่ี 1 การศึกษาผลของปริมาณไนโตรเจนที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโต  

                   ปริมาณรงควัตถุของสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 

        เลี้ ยงสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 ในอาหารเลี้ ยงสาหร่ายสูตรของ 

Johnson ที่มีปริมาณความเข้มข้นของไนโตรเจน  (KNO3) ที่แตกต่างกัน 5 ทรีตเมนต์ๆ ละ 3 ซ้ำ 

ได้แก่ 0.00, 0.25, 0.50, 1.00 (ชุดควบคุม) และ 2.00 กรัมต่อลิตร (ตาราง 2) นำไปเลี้ยงภายใต้

สภาวะความเข้มแสงแบบต่อเนื่อง 200 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที อุณหภูมิ 25±2 

องศาเซลเซียสและให้อากาศที่มีส่วนผสมของคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ด้วยอัตราการให้ 

(feed velocity) 50 มิลลิลิตรต่อนาที เลี้ยงสาหร่ายเป็นระยะเวลา 14 วัน  

 

ตาราง 2 การศึกษาไนโตรเจนที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโตและปริมาณรงควัตถุของสาหร่าย  

 

การทดลองท่ี 2 การศึกษาผลของปริมาณฟอสฟอรัสที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโต และปริมาณ 

                   รงควัตถุของสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 

      เลี้ ยงสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 ในอาหารเลี้ ยงสาหร่ายสูตรของ 

Johnson ที่มีปริมาณความเข้มข้นของฟอสฟอรัส (KH2PO4) ที่แตกต่างกัน 4 ทรีตเมนต์ ๆ ละ 3 ซ้ำ 

ได้แก่ 0.0, 0.035 (ชุดควบคุม), 0.053 และ 0.070 กรัมต่อลิตร (ตาราง 3) นำไปเลี้ยงภายใต้สภาวะ

ความเข้มแสงแบบต่อเนื่อง 200 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที อุณหภูมิ 25±2 องศา

เซลเซียสและให้อากาศที่มีส่วนผสมของคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ด้วยอัตราการให้ (feed 

velocity) 50 มิลลิลิตรต่อนาที เลี้ยงสาหร่ายเป็นระยะเวลา 14 วัน 

 

 

 

ชุดการทดลอง ปริมาณไนโตรเจนในสูตรอาหารอาหาร จำนวนซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่1 0.00 กรัม/ลิตร 3 ซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่2 0.25 กรัม/ลิตร 3 ซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่3 0.50 กรัม/ลิตร  3 ซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่4 (ชุดควบคุม) 1.00 กรัม/ลิตร 3 ซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่5 2.00 กรัม/ลิตร 3 ซ้ำ 
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ตาราง 3 การศึกษาฟอสฟอรัสที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโตและปริมาณรงควัตถุของสาหร่าย 

 
การทดลองท่ี 3 การศึกษาผลของความเค็มที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโต และปริมาณรงควัตถุ  
                   ของสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 
        เลี้ ยงสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 ในอาหารเลี้ ยงสาหร่ายสูตรของ 

Johnson ที่มีปริมาณความเค็ม (NaCl) ที่แตกต่างกัน 7 ทรีตเมนต์ ๆ ละ 5 ซ้ำ ได้แก่ 0.5, 1.0 (ชุด

ควบคุม), 1.5, 2.0, และ 2.5 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ (ตาราง 4) นำไปเลี้ยงภายใต้สภาวะความ

เข้มแสงแบบต่อเนื่อง 200 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส

และให้อากาศที่มีส่วนผสมของคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ด้วยอัตราการให้ (feed velocity) 

50 มิลลิลิตรต่อนาที เลี้ยงสาหร่ายเป็นระยะเวลา 14 วัน 

 

ตาราง 4 การศึกษาความเค็มที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโตและปริมาณรงควัตถุของสาหร่าย  

 

 

 

 

 

ชุดการทดลอง ปริมาณฟอสฟอรัสในสูตรอาหารอาหาร จำนวนซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่1 0.00 กรัม/ลิตร 3 ซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่2 (ชุดควบคุม) 0.035 กรัม/ลิตร 3 ซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่3 0.053 กรัม/ลิตร 3 ซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่4 0.070 กรัม/ลิตร 3 ซ้ำ 

ชุดการทดลอง ปริมาณความเค็มในสูตรอาหารอาหาร จำนวนซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่1 0.5 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ 3 ซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่2 (ชุดควบคุม) 1.0 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ 3 ซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่3 1.5 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ 3 ซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่4 2.0 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ 3 ซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที่ 5 2.5 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ 3 ซ้ำ 
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การทดลองท่ี 4.1 การศึกษาผลของปริมาณไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโต และ 

                     ปริมาณของสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 

          เลี้ยงสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 ในอาหารเลี้ยงสาหร่ายสูตรของ 

Johnson ที่มีความเข้มข้นของไบคาร์บอเนต (NaHCO3) ที่แตกต่างกัน 5 ทรีตเมนต์ ๆ ละ 3 ซ้ำ ได้แก่ 

0.00, 0.022, 0.043 (ชุดควบคุม), 0.065 และ 0.086 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร                

(ตาราง 5) นำไปเลี้ยงภายใต้สภาวะความเข้มแสงแบบต่อเนื่อง 200 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตร

ต่อวินาที อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียสและให้อากาศด้วยอัตราการให้  (feed velocity) 50 

มิลลิลิตรต่อนาที เลี้ยงสาหร่ายเป็นระยะเวลา 14 วัน  

  

ตาราง 5 การศึกษาไบคาร์บอเนตต่อการเจริญเติบโต และปริมาณรงควัตถุของสาหร่าย 

 

การทดลองท่ี 4.2 การศึกษาผลของการจำกัดปริมาณโซเดียมไบคาร์บอเนตร่วมกับก๊าซ 

                     คาร์บอนไดออกไซด์ ต่อการเจริญเติบโต และปริมาณรงควัตถุของสาหร่าย 

                     Dunaliella salina NUAC09 

  จากการทดสอบเบื้องต้นพบว่าการใช้ไบคาร์บอเนต ความเข้มข้น 0.000 – 0.086 

กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายที่ค่อนข้างต่ำ ประกอบกับ

งานวิจัยที่ผ่านมากล่าวว่าการเสริมก๊าซคาร์บอนดออกไซด์จะส่งผลให้สาหร่ายมีการเจริญเติบโต

เพ่ิมขึ้นอย่างเห็นได้ชัด (Jeon et al., 2016; Kim, 2017) ดังนั้นจึงมีการศึกษาผลของไบคาร์บอเนต

ร่วมกับก๊าซคาร์บอนดออกไซด์ ซึ่งมีรายละเอียดดังต่อไปนี้ 

         เลี้ยงสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 ในอาหารเลี้ยงสาหร่ายสูตรของ 

Johnson ที่มีความเข้มข้นของไบคาร์บอเนต (NaHCO3) ที่แตกต่างกัน 6 ทรีตเมนต์ ๆ ละ 3 ซ้ำ ได้แก่ 

0.00, 0.022, 0.032, 0.043 (ชุดควบคุม), 0.065 และ 0.086 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร

ชุดการทดลอง ปริมาณไบคาร์บอเนตในสูตรอาหารอาหาร จำนวนซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่1 0.000 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร 3 ซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่2 0.022 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร 3 ซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่3 (ชุดควบคุม) 0.043 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร 3 ซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่4 0.065 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร 3 ซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่5 0.086 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร 3 ซ้ำ 
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ร่วมกับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ (ตาราง 6) นำไปเลี้ยงภายใต้สภาวะความเข้มแสง

แบบต่อเนื่อง 200 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียสและให้

อากาศที่มีส่วนผสมของคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ด้วยอัตราการให้ (feed velocity) 50 

มิลลิลิตรต่อนาที เลี้ยงสาหร่ายเป็นระยะเวลา 14 วัน 

   

ตาราง 6 การศึกษาไบคาร์บอเนตร่วมกับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ต่อการเจริญเติบโต  
ปริมาณรงควัตถุของสาหร่าย  

 

3.9 การเก็บข้อมูล  

        ทำการเลี้ยงสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 ในแต่ละชุดการทดลอง เป็นระยะเวลา 14 

วัน เก็บผลการทดลองทุก ๆ 2 วัน โดยพารามิเตอร์ที่ตรวจวัด ได้แก่ นับจำนวนเซลล์ ปริมาณ

คลอโรฟิลล์ และปริมาณแคโรทีนอยด์ หลังจากสิ้นสุดการทดลองเป็นระยะเวลา 14 วัน ทำการเก็บ

เกี่ยวเซลล์สาหร่ายทั้งหมด เพ่ือนำไปวิเคราะห์พารามิเตอร์ ได้แก่ น้ำหนักเซลล์แห้ง อัตราการ

เจริญเติบโตจำเพาะ ฤทธิ์สารต้านอนุมูลอิสระ และองค์ประกอบของไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนซึ่งมี

รายละเอียดดังต่อไปนี้ 

 

        3.9.1 การนับจำนวนเซลล์โดยใช้สไลด์นับเม็ดเลือด (hemocytometer) 

                  การนับเซลล์ทำได้โดยใช้สไลด์นับเซลล์เม็ดเลือด  (hemocytometer) ผ่านกล้อง

จุลทรรศน์แบบใช้แสง (NIKON, YS2, Japan) คำนวณตามสูตรและหาค่าเฉลี่ยจำนวนเซลล์ตามวิธีการ

ของ Borovkov และคณะ (2019) ดังสมการ 

 

 

ชุดการทดลอง ปริมาณไบคาร์บอเนตในสูตรอาหารอาหาร จำนวนซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่1 0.022 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร 3 ซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่2 0.032 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร 3 ซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่3 (ชุดควบคุม) 0.043 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร 3 ซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่4 0.065 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร 3 ซ้ำ 

ทรีตเมนต์ที ่5 0.084 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร 3 ซ้ำ 
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 การวัดจำนวนเซลล์ โดยใช้สไลด์นับเม็ดเลือด ตามวิธีการของ Borovkov และคณะ (2019)   

เซลล์ต่อมิลลิลิตร (cell/mL) = (C x D x 1000) / (A x d x F) 

    เมื่อ C คือ จำนวนสาหร่ายที่นับได้  

              A คือ พ้ืนที่ของกริด เท่ากับ 0.04 mL2  

                                                d คือ ความลึกของพื้นที่ท่ีนับ เท่ากับ 0.1 mL  

                                                F คือ จำนวนช่องหรือตารางที่นับ  

                                                D คือ ค่าการเจือจาง 

 

        3.9.2 การวิเคราะห์หาปริมาณคลอโรฟิลล์ และปริมาณแคโรทีนอยด์ท้ังหมด  

         นำสาหร่ายปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร มาตกตะกอนโดยการนำมาใส่ในหลอด micro 

centrifuged ขนาด 2 มิลลิลิตร นำไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 10 นาที และใช้ไมโครปิเปตดูดส่วนที่เป็นอาหารออกจนเหลือเพียงส่วนที่เป็นตะกอนของ

สาหร่าย จากนั้นเติมแอซิโทน 100 เปอร์เซ็นต์ (Torres et al., 2014) ปริมาณ 1.5 มิลลิลิตร ทิ้งไว้

เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบกำหนดจึงนำมาปั่นเหวี่ยงอีกครั้งที่ 12 ,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

10 นาที จากนั้นใช้ปิเปตแก้วดูดในส่วนของแอซิโทน นำไปวัดคลอโรฟิลล์ เอ (Fazeli et al., 2006) 

และปริมาณแคโรทีนอยด์ทั้งหมด (Borowitzka and Siva 2007) ด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสง 

(spectrophotometer) ที่ความยาวคลื่นแสง 452, 647 และ 664 นาโนเมตร ตามลำดับ จากนั้นนำ

ค่าท่ีได้คำนวนตามสมการดังต่อไปนี้ 

 

        1) ปริมาณคลอโรฟิลล์ เอ (Chlorophyll a) ตามวิธีของ Fazeli และคณะ (2006) 

Chl = 11.93 x Abs664 – 1.93 x Abs647 x (Ve/Vt) 

   เมื่อ Chl    คือ ปริมาณคลอโรฟิลล์ เอ (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

         Abs664 คือ ค่าการดูดกลืนแสง 664 นาโนเมตร 

        Abs647 คือ ค่าการดูดกลืนแสง 647 นาโนเมตร 

         Ve      คือ ปริมาตรสารละลายทั้งหมด (มิลลิลิตร) 

       Vt       คือ ปริมาตรตัวอย่างสาหร่าย (มิลลิลิตร) 
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                2) ปริมาณแคโรทีนอยด์รวม (Total carotenoid) ตามวิธีของ Borowitzka และ  

                    Siva (2007) 

C = Abs452 x 3.86 x (Ve/Vt) 

   เมื่อ  C       คือ ปริมาณแคโรทีนอยด์รวม (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

Abs452 คือ ค่าการดูดกลืนแสง 452 นาโนเมตร 

Ve      คือ ปริมาตรสารละลายทั้งหมด (มิลลิลิตร) 

Vt       คือ ปริมาตรตัวอย่างสาหร่าย (มิลลิลิตร)  

 

        3.9.3 การเก็บเกี่ยวสาหร่ายเมื่อสิ้นสุดการทดลอง 

                  หลังจากสิ้นสุดการทดลองระยะเวลา 14 วัน ทำการตรวจสอบน้ำหนักแห้งของสาหร่าย 

โดยใช้วิธีการในข้อ 1) หลังจากนั้นนำสาหร่ายส่วนที่เหลือไปทำการปั่นเหวี่ยง ที่ความเร็วรอบ 12,000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที และใช้ไมโครปิเปตดูดส่วนที่เป็นอาหารออกจนเหลือเพียงส่วนที่เป็น

เซลล์ของสาหร่าย นำเซลล์สาหร่ายไปทำแห้งภายใต้ความเย็นและสุญญากาศ ด้วยเครื่องทำแห้งแบบ

เยือกแข็ง (freeze dryer) (Model FD–5, Gold–Sim, USA) เพ่ือกำจัดน้ำออกในปริมาณเซลล์แล้ว

เก็บสาหร่ายแห้งไว้ที่ตู้เย็นแช่แข็งอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เพ่ือเก็บไว้ใช้วิเคราะห์ฤทธิ์สารต้าน

อนุมูลอิสระ ปริมาณและองค์ประกอบของไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนต่อไป 

 

                  1) การตรวจสอบน้ำหนักเซลล์แห้ง (biomass content) 

                      เก็บตัวอย่างเซลล์สาหร่ายปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอด microcentrifuge 

นำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที  ด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงแบบต่อเนื่อง (continuous 

centrifuge) เป็นเวลา 10 นาที ทำการล้างเซลล์ด้วยน้ำเกลือ 2-3 ครั้ง เพ่ือกำจัดเกลือออก จากนั้น

นำไปอบแห้งในตู้อบลมร้อน ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ทำการชั่งน้ำหนักด้วย

เครื่องชั่ง 4 ตำแหน่ง รายงานผลเป็นน้ำหนักแห้งต่อปริมาตร (กรัมต่อลิตร ; g/L) จากผลที่ได้นำไป

คำนวณประสิทธิภาพในการเจริญเติบโตซึ่งแสดงด้วยค่าอัตราการเจริญเติบโตจำเพาะ ( specific 

growth rate; SGR) และ ระยะเวลาที่เซลล์เพ่ิมจำนวนเป็นสองเท่า (doubling time; td) ที่สภาวะ

การเลี้ยงต่าง ๆ โดยใช้สูตรตามวิธีการของ Srinivasan และคณะ (2018) ดังต่อไปนี้  
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 น้ำหนักแห้งชีวมวล (dry biomass weight; g/L)  

DW = SW/Vt 

  เมื่อ DW คือ น้ำหนักแห้งของตัวอย่างสาหร่าย (กรัมต่อลิตร) 

       SW  คือ น้ำหนักของตัวอย่างแห้ง (กรัม)  

       Vt    คือ ปริมาตรตัวอย่างสาหร่าย (ลิตร)  

 

 อัตราการเจริญเติบโตจำเพาะ (specific growth rate; µ/day)  

µ = ln (N2 / N1) / (t2 − t1) 

   เมื่อ N2 หรือ N1 คือ ความหนาแน่นของเซลล์ที่วันเก็บผลการศึกษาแตกต่างกัน  

         T2 หรือ T1  คือ ระยะเวลาเก็บผลการศึกษาท่ีแตกต่างกัน 

 

 ระยะเวลาที่เซลล์เพ่ิมจำนวนเป็นสองเท่า (doubling time; td )  

Doubling time = 0.693/µ  

 

3.10 การวิเคราะห์องค์ประกอบและปริมาณไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีน  

       การตรวจสอบองค์ประกอบของเบต้าแคโรทีน (ß–carotene profile) ด้วยเครื่องโครมาโท

กราฟรีของเหลวสมรรถนะสูง (high performance liquid chromatography; HPLC) โดยจะแบ่ง

ออกเป็นการเตรียมกราฟมาตรฐานเบต้าแคโรทีน การวัดแบบตรวจเช็คองค์ประกอบไอโซเมอร์ และ

วัดเชิงปริมาณของเบต้าแคโรทีนในสารสกัดตัวอย่างสาหร่ายซึ่งมีรายละเอียดดังต่อไปนี้ 

 

       3.10.1 การเตรียมกราฟมาตรฐานเบต้าแคโรทีน 

                 ชั่ง 10 มิลลิกรัมของสารมาตรฐานทรานส์เบต้าแคโรทีน (Sigma–Aldrich, USA) นำมา

ทำละลายด้วย MTBE – MeOH (20 : 80) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ซึ่งจะได้สารละลายมาตรฐานเบต้า

แคโรทีน ความเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นเตรียมสารละลายมาตรฐานที่ความ

เข้มข้น 13.6 , 25.0 , 48.2 และ 100.8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ppm) ตามลำดับ (ภาพ  14                

และ ตาราง 7) นำสารละลายมาตรฐานซิสและทรานส์เบต้าแคโรทีนที่ เตรียมไว้มาทำการฉีด                 

สารสกัด ปริมาตร 10 ไมโครลิตร  (HPLC; Agilent 1200 series quaternary pump) โดยใช้                          

UV – vis photodiode array detector ชนิดคอลัมน์ที่ ใช้  Acclaim C18 (5 .0 µm, 4.6 × 150 
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มิลลิเมตร) ใช้เฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) คือ MTBE – MeOH ในอัตราส่วน 20 ต่อ 80 ที่อัตรา

การไหลของเฟสเคลื่อนที่ 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที และระยะเวลาที่ฉีด 25 นาที ระบบที่ใช้ตรวจวัดสาร

เบต้าแคโรทีนจะใช้ช่วงคลื่นแสง 450 นาโนเมตร นำค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้สร้างกราฟมาตรฐาน 

โดยแทนพ้ืนที่ใต้พีคด้วยแกน Y (peak area) และแทนค่าความเข้มข้นของของไอโซเมอร์สาร

มาตรฐานเบต้าแคโรทีนด้วยแกน X มีหน่วยเป็น mg/g DW หรือ ppm จากนั้นทำการคำนวณเพ่ือ

สร้างสมการถดถอยเชิงเส้น (linear regression) โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เชิงเส้น (R2) เท่ากับ 

0.999 และสมการที่ได้คือ y = 3338.6x – 9467.7 ซึ่งแสดงให้เห็นถึงความเหมาะสมในการวิเคราะห์

องค์ประกอบและปริมาณของไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนด้วยสารมาตรฐาน all–trans ß–carotene 

(ภาพ 15) 

 

  

 

ภาพ 14 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน all–trans ß–carotene 
                      โดยความเข้มข้นของสารมาตรฐานเบต้าแคโรทีน ได้แก่ 13.6 (หมายเลข 1),              

                      25.0 (หมายเลข 2), 48.2 (หมายเลข 3) และ 100.8 ppm (หมายเลข 4)  

                      ตามลำดับ 

 



 62 

 

ภาพ 15 ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นและค่าพ้ืนที่ใต้กราฟของสารมาตรฐาน 
         all–trans ß–carotene ในช่วงความเข้มข้น 14 ถึง 100 ppm 

 

ตาราง 7 กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน all–trans ß–carotene  

  Sample Name Retention time Peak Area Height Concentration Units 
A 20.67 35852.0 746.0 13.6 ppm 
B 20.72 73832.0 1521.0 25.0 ppm 
C 20.87 151430.0 2998.0 48.2 ppm 
D 20.60 326998.0 6746.0 100.8 ppm 

  

       3.10.2 การวิเคราะห์เชิงคุณภาพ (qualitative analysis) 

                 ดัดแปลงตามวิธีการของ Xu และคณะ (2018) ทำการเตรียมสารสกัดหยาบของ

สาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 (ชั่ งปริมาณสาหร่ายแห้ง 10 กรัม นำไปสกัดด้วยสาร 

MTBE−MeOH อัตราส่วน 20 ต่อ 80 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร กรองผ่านกระดาษกรอง (filter 

membrane) ขนาดช่องผ่านสารละลาย 0.2 มิลลิเมตร เมื่อทำการกรองตัวอย่างเรียบร้อยจึงฉีด

ตัวอย่างในปริมาตร 10 ไมโครลิตร เข้าเครื่องโครมาโทกราฟรีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) โดยใช้

สภาวะตามข้อ 3.10.1 การระบุชนิดขององค์ประกอบเบต้าแคโรทีนในสารสกัดหยาบสาหร่ายจะถูก

เปรียบเทียบกับของสารมาตรฐาน ß–carotene ที่มีค่าเวลาการคงอยู่  retention time (RT) 

y = 3338.6x - 9467.7
R² = 0.9989
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ใกล้เคียงกันหรือเท่ากันซึ่งแสดงว่าเป็นสารเดียวกัน รวมถึงอ้างอิงตามผลการศึกษาอื่น ๆ ที่พบว่าไอโซ

เมอร์แบบทรานส์จะถูกตรวจสอบพบก่อนไอโซเมอร์ซิสเสมอ (ภาพ 16) 

 

ภาพ 16 ลักษณะโครมาโทรแกรมขององค์ประกอบไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนในสาหร่าย  
           Dunaliella salina ด้วยเทคนิค HPLC/DAD  

                      ที่มา: Bononi และคณะ (2002) 

 

       3.10.3 การวิเคราะห์เชิงปริมาณ (quantitative analysis)  

                ทำการฉีดสารสกัดเบต้าแคโรทีนของสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 ตาม

สภาวะข้อ 3.10.1 จากนั้นนำพีคที่ปรากฏหรือค่า retention time (RT) มาวัดขนาดพ้ืนที่ของแต่ละ

พีค (peak heigh; h) จากนั้นนำค่าพ้ืนที่พีคที่ได้มาคำนวณหาปริมาณไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนที่พบ

โดยใช้สมการของกราฟมาตรฐานเบต้าแคโรทีน (Sigma–Aldrich, Inc.) (ภาพ 16) 

 

3.11 การตรวจสอบฤทธิ์สารต้านอนุมูลอิสระ โดยวิธี DPPH activity 

      ดัดแปลงตามวิธีของ Nguyen และคณะ (2016) เป็นการศึกษาความสามารถในการกำจัดอนุมูล

อิสระ โดยการทดสอบด้วยวิธีทางเคมีโดยใช้สารที่มีคุณสมบัติเป็นอนุมูลอิสระ  คือ อนุมูลอิสระดีพีพี

เอช (DPPH, diphenyl – picrylhydrazyl radical) ซึ่งเป็นสารสังเคราะห์ที่อยู่ในรูปอนุมูลอิสระที่คง

ตัวมีสีม่วง โดยใช้อัตราส่วน 1 ต่อ 1 ของสาร DPPH ต่อสารหยาบสกัดสาหร่าย ผสมให้เข้ากันทิ้งไว้ใน

ที่มืด 30 นาที เมื่อสาร DPPH ได้รับโมเลกุลของไฮโดรเจน (hydrogen atom) จากสารสกัดหยาบ

สาหร่ายที่ใช้ในการทดสอบ จะทำให้สีของปฏิกิริยาจากสีม่วงเปลี่ยนเป็นสีเหลือง และนำไปวัดค่า
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ดูดกลืนแสงด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ที่ความยาวคลื่นแสง 517                    

นาโนเมตร (nm) นำค่าที่ได้มาคำนวณร้อยละการยับยั้ง (inhibition of DPPH) ตามสมการดังนี้  

 

ร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระ (%) = [(A control – A sample )/A control] x 100 (Nguyen et al., 2016)   

เมื่อ A control คือ ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม (ตัวทำละลายร่วมกับสาร DPPH) 

A sample คือ ค่าการดูดกลืนแสงของชุดทดสอบ (สารสกัดร่วมกับสาร DPPH) 

 

      การเตรียมกราฟทดสอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิสระ (DPPH scavenging activity) ของสารละลาย

มาตรฐาน L–ascorbic acid ที่ความเข้มข้น ช่วง 2.0 ถึง 8.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร วัดค่าการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร พบว่าความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสาร

มาตรฐาน (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) กับค่าร้อยละของฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารมาตรฐาน มี

ลักษณะเป็นเส้นตรงตลอดช่วงความเข้มข้นที่ทดสอบ โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เชิงเส้น (R2) 

เท่ากับ 0.9181 ซึ่งสมการที่ได้ คือ y = 19.799x + 18.822 เมื่อค่า x คือ ความเข้มข้นของสาร

มาตรฐาน L–ascorbic acid มีหน่วยเป็น ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หรือ ppm และ y คือ ร้อยละของ

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารมาตรฐาน (% Inhibition of DPPH) (ภาพ 17)  

 

 

ภาพ 17 กราฟมาตรฐานของฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารมาตรฐาน L–ascorbic acid 
 

y = 19.799x + 18.822
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3.12 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

นำข้อมูลค่าเฉลี่ยของจำนวนเซลล์ ปริมาณคลอโรฟิลล์ ปริมาณแคโรทีนอยด์รวม น้ำหนักแห้ง
ของชีวมวล การเจริญเติบโตเฉลี่ยจำเพาะ ค่าการเจริญเติบโตสองเท่า ปริมาณเบต้าแคโรทีน และร้อย
ละการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดสาหร่าย ในแต่ละทรีตเมนท์ มาวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่าง  
ทรีตเมนท์ โดยวิเคราะห์ความแปรปรวน (analysis of variance; ANOVA) เมื่อพบความแตกต่างจะ
ทำการวิเคราะห์เปรียบเทียบความแตกต่างด้วยวิธี Duncan’s multiple range test ที่ปริมาณความ
เชื่อมั่นร้อยละ 95 ด้วยโปรแกรม R version 3.5.1 (R development core team, 2009) 
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บทที่ 4 

ผลการศึกษา 
 

จากการศึกษาสภาวะการเลี้ยงต่อการผลิตเบต้าแคโรทีนและสัดส่วนไอโซเมอร์ของสาหร่าย 

Dunaliella salina NUAC09 สายพันธุ์ไทย โดยการศึกษานี้ผู้วิจัยได้แบ่งผลการทดลองเป็น 4 หัวข้อ 

ได้แก่ (4.1) การจัดจำแนกสาหร่ายด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและอณูชีววิทยา  (4.2) ผลของ

ปริมาณไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ความเค็ม และไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโตและการ

สะสมรงควัตถุ (4.3) การศึกษาองค์ประกอบและปริมาณไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีน และ (4.4) 

การศึกษาการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดสาหร่าย D. salina NUAC09 ซึ่งผลการทดลองแต่ละ

หัวข้อมีรายละเอียดดังต่อไปนี้ 

 

4.1 การจัดจำแนกสาหร่ายด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา  

     จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 ภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์แบบใช้แสง โดยเมื่อเลี้ยงสาหร่ายในอาหารปกติที่มีความเค็ม 1.0 โมลาร์ของโซเดียมคลอ

ไรด์ พบว่าสภาวะปกติเซลล์ (vegetative cells) จะมีลักษณะเป็นเซลล์เดี่ยว สีของเซลล์เป็นสีเขียว

อ่อน ไม่มีผนังเซลล์หรือเยื่อหุ้มเซลล์ รูปร่างเซลล์มีลักษณะค่อนข้างกลมหรือรี (คล้ายรูปไข่) ขนาดช่วง

ความยาวปกติของเซลล์ (length size) เท่ากับ 14.5 – 16.1 ไมโครเมตร ขนาดช่วงความกว้าง 

(width size) เท่ากับ 8.7 – 10.2 ไมโครเมตร และมีแฟกเจลลาขนาดเท่ากัน (flagella) จำนวน 2 

เส้น ขนาดความยาวแฟกเจลลาเฉลี่ย 24.28±3.48 ไมโครเมตร (ตาราง 8) ภายในเซลล์พบคลอโรพ

ลาสต์รูปถ้วย (chloroplast cup–shaped) ขนาดใหญ่อยู่บริเวณตรงกลางเซลล์ และพบไพรีนอยด์ 

(pyrenoid) มีลักษณะกลมใสเพียง 1 ไพรีนอยด์อยู่ค่อนไปทางปลายด้านหนึ่งของเซลล์ นอกจากนี้ยัง

สังเกตพบแวกคิวโอลอยู่บริเวณข้างเซลล์อย่างชัดเจน (ภาพ18 A–B)  

     เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Johnson ที่ระดับความเค็ม 0.5 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ ร่วมกับ

การจำกัดไนโตรเจน (0.05 กรัมของโพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร) เป็นระยะเวลา 16 วัน แสดงให้เห็น

ว่าในช่วงวันที่  0 – 8 สาหร่ายมีลักษณะเช่นเดียวกับที่กล่าวมาข้างต้น (ภาพ18 A–B) แต่เมื่อ

ระยะเวลาผ่านพบว่าในวันที่ 8 – 12 ของการเลี้ยง เซลล์สาหร่ายเริ่มเกิดการเปลี่ยนแปลงรูปร่างคือ 

เซลล์ส่วนใหญ่ เปลี่ยนเป็นแบบวงรี (ความกว้างและความยาวเฉลี่ย เท่ากับ 7.6 และ 12.2 

ไมโครเมตร) สีของเซลล์เปลี่ยนเป็นสีเขียวอมเหลืองบริเวณผนังเซลล์ใกล้กับคลอโรพลาสต์จะมีสีส้ม
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ปรากฏ รวมถึงสังเกตเห็นคลอโรพลาสต์ขนาดใหญ่อย่างชัดเจน (ภาพ18 C และ D) หลังจากวันที่ 14 

เป็นต้นไป พบว่าเซลล์สาหร่ายจำนวนมากมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างเป็นทรงกลมเรียกว่าเข้าสู่ระยะ

ซีสต์ (cyst cells) มีขนาดช่วงความกว้างเพ่ิมขึ้น เท่ากับ 12.0 – 20.3 ไมโครเมตร สังเกตไม่พบคลอ

โพลาสต์และแฟกเจลลา รวมถึงมีการเปลี่ยนสีของเซลล์ไปเป็นสีส้มถึงแดง (ภาพ 18 E–F)  

 

ภาพ 18 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้การจำกัดปริมาณไนโตรเจน 
โดย ภาพ A (ลูกศรแสดง: นิวเคลียส) และภาพ B (ลูกศร: แฟกเจลลา แวกคิวโอล) ช่วงวันที่ 
0 – 8 ของการเลี้ยงเซลล์จะอยู่ในระยะปรับตัวและมีสีเขียว ขณะที่ภาพ C และภาพ D 
(ลูกศรแสดง: ไพรีนอยด์) ช่วงวันที่ 8 – 12 เซลล์เกิดการเปลี่ยนเป็นสีเหลืองถึงส้มแสดงถึง
การสะสมเบต้าแคโรทีนภายใต้การจำกัดสารอาหาร และภาพ E และ F (ลูกศรแสดง: คลอ
โรพลาสต์ และพลาสมาเมมเบรน) หลังจากวันที่ 14 เซลล์เข้าสู่หยุดนิ่งหรือระยะซีสต์ รูปร่าง
ทรงกลมและสีของเซลล์เปลี่ยนเป็นสีส้มถึงแดง 
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ตาราง 8 ลักษณะสัณฐานวิทยาของสาหร่าย D. salina NUAC09 ภายใต้การจำกัดสารอาหาร 

Details 
Cell cycle 

lag phase log phase Stationary phase 

Cell color Green light Yellow–green Orange to red 

Cell shape 
Ovoid, spherical, 

Cylindrical 
Some cell, spherical, 

Cylindrical 
Most cell, ovoid 

Length (µm) 14.5 – 16.1 10.9 – 13.7 – 
Width (µm) 8.7 – 10.0 6.2 – 8.8 12.0 – 20.3 

Flagella Two, symmetry, 24.2 µm Two, symmetry, 17.9 µm 
Not clearly visible or 

diffuse 
Cell wall Lack of cell wall Lack of cell wall Lack of cell wall 
Stigma small small Not clearly visible 

Pyrenoid Not clearly visible, small Clearly, one, Large Clearly, one, Large 
Chloroplast Not clearly visible One, Large, cup–shaped One, Large, cup–shaped 

Day of 
cultivation 

0 – 8 day 8 – 12 day ≥14 day 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±S.D., n=3) วัดขนาดและความยาวด้วยโปรแกรม image J 

 

4.2 การจัดจำแนกสาหร่ายด้วยลักษณะทางอณูชีววิทยา 

     4.2.1 การจำแนกและการศึกษาสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (phylogenetic analysis) 

จากลำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน 18S rDNA และ internal transcribed spacer (ITS) 

   จากการเพ่ิมจำนวนชิ้นส่วนดีเอนเอบางส่วนของตำแหน่งยีน  18S rDNA และ internal 

transcribed spacer (ITS) ของสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 ด้วยไพรเมอร์ MA1F และ 

MA2R ทำให้ได้ผลิตภัณฑ์ (PCR product) ขนาดประมาณ 1,159 และ 703 pb และเมื่อนำผลลำดับ

นิวคลีโอไทด์ที่ได้มาจัดเรียงเปรียบเทียบ (BLAST search) กับฐานข้อมูลพันธุกรรม (GenBank) 

พบว่าสาหร่าย NUAC09 จัดอยู่ในสาหร่ายสกุล Dunaliella ซึ่งผลการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์

ของยีน 18S rDNA มีค่าร้อยละความเหมือน (% similarity) อยู่ระหว่าง 98.0 – 98.8 เปอร์เซ็นต์ 

โดยถือว่าเป็นค่าที่ค่อนข้างสูง โดยจัดอยู่ในกลุ่มสาหร่าย D. salina CCAP 19/12, CCAP 19/25, 

UTEX LB 2538 , CCAP 19/18, CCAP 19/30, MBTD–CMFRI–S089 และ CS265 ตามลำดับ 

(ตาราง 9) ขณะที่ผลลำดับนิวคลีโอไทด์ของพ้ืนที่ยีน ITS พบว่า NUAC09 จัดอยู่ในกลุ่มสาหร่าย D. 

salina และมีค่าร้อยละความเหมือน อยู่ระหว่าง 93.3 – 95.2 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ CCAP 19/18, 

CCAP 19/30, CCAP 19/18, CCAP 19/12, CCAP 19/30 และ CCAP 19/25 ตามลำดับ (ตาราง 
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9) ดังนั้นจากผลการศึกษาพ้ืนที่ยีนทั้งสองแสดงให้เห็นว่ามีความสอดคล้องไปในทิศทางเดียวกันว่า

สาหร่าย NUAC09 ถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับสาหร่ายสายพันธุ์ Dunaliella salina  

จากนั้นได้นำข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์เฉพาะพ้ืนที่ยีน internal transcribed spacer (ITS) 

ของสาหร่าย NUAC09 มาศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (phylogenetic analysis) โดยใช้วิธี

วิ เคราะห์แบบ Maximum likelihood (ML) และ Neighbor joining (NJ) ผลการศึกษาพบว่า

สาหร่าย NUAC09 ถูกจัดว่ามีความใกล้ชิดกันสูงสุดและอยู่ในกลุ่ม (clade) เดียวกันกับสาหร่าย D. 

salina CCAP 19/30, D. salina CCAP 19/18, D. salina CCAP 19/25 และ  D. salina 9802 

อย่างชัดเจนและมีค่าบูทสแตรปสูงสุด (high bootstrap value) เท่ากับ 93 (ML) และ 85 (NJ) 

เปอร์เซ็นต์ (ภาพ19) ในขณะที่สาหร่าย D. teriolecta, D. parva และ D. viridis ถูกจัดอยู่ในกลุ่มที่ 

2, 3 และ 4 ตามลำดับ แสดงให้เห็นว่าการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของพ้ืนที่ยีน ITS นั้นมีความ

เหมาะสมในการจำแนกความแตกต่างของสาหร่ายสกุล Dunaliella ระดับชนิด (species) รวมถึง

สอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์โดยฐานข้อมูลพันธุกรรม (BLAST search) ดังนั้นจึง

สรุปได้ว่าสาหร่าย Dunaliella NUAC09 อ้างอิงข้อมูลทางสัณฐานวิทยาร่วมกับอณูชีววิทยาภายใต้

ชื่อ D. salina NUAC09 

 

ตาราง 9 การเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ของพ้ืนทีย่ีน 18S rDNA และ ITS กับฐานข้อมูล 
 พันธุกรรม 

No. Accession Scientific Name Strain Gene 
Identify  
(%) 

Nucleotide 
 (bp) 

location 

1 KJ756842.1 D. salina CCAP 19/12 18S  98.8 1,700 UK 
2 MG022673.1 D. salina CCAP 19/25 18S  98.7 2,160 UK 
3 DQ009777.1 D. salina UTEX LB 18S  98.0 2,088 USA 
4 EF473745.1 D. salina CCAP 19/18 18S  98.0 2,151 Italy 
5 DQ447648.1 D. salina CCAP 19/30 18S  98.0 2,185 France 
6 JF708173.2 D. salina MBTD–CMFRI–S089 18S  98.0 1,575 India 
7 JN807321.2 D. salina CS265 18S  98.0 1,575 India 
8 EF473746.1 D. salina CCAP 19/18 18S 95.2 1,241 Italy 
9 JN797804.1 D. salina - ITS1 95.2 667 India 
10 EU932917.1 D. salina CCAP 19/30 ITS1 95.0 673 France 
11 KJ094622.1 D. salina CCAP 19/18 ITS1 94.8 648 England 
12 KJ756826.1 D. salina CCAP 19/12 ITS1 94.7 656 UK 
13 KJ094632.1 D. salina CCAP 19/30 ITS1 94.3 654 England 
14 KJ094629.1 D. salina CCAP 19/25 ITS1 93.3 705 England 

หมายเหตุ % identify คือ ร้อยละความเหมือนของสาหร่าย (similarity), ขนาดความยาวของดีเอ็นเอ (base pair, bp) 
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ภาพ 19 แผนภูมิวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ของสาหร่าย NUAC09               
โดยใช้ลำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของพ้ืนที่ยีน ITS วิเคราะห์ด้วยวิธี Maximum likelihood 
และ (ML) ร่วมกับวิธี Neighbor–joining (NJ) โดยมี Chlamydomonas เป็นสาหร่ายที่อยู่
นอกกลุ่ม (outgroup) 

 

4.3 ผลของไนโตรเจนที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโตและรงควัตถุของสาหร่าย 

    ทำการเพาะเลี้ยง Dunaliella salina NUAC09 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร Johnson ที่มี

การเปลี่ยนแปลงปริมาณของไนโตรเจนหรือโพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) ในอาหาร ได้แก่ 0.00 (T1), 

0.25 (T2), 0.50 (T3), 1.00 (ชุดควบคุม T4) และ 2.00 (T5) กรัมของโพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร 

ตามลำดับ จากนั้นทำการติดตามการเจริญเติบโตของสาหร่าย เป็นระยะเวลา 14 วัน พบว่าชุดการ

ทดลอง T1, T2, T3, T4 และ T5 (ภาพ 20) มีลักษณะการเจริญเข้าสู่ระยะปรับตัว (lag phase) ช่วง

วันที่ 0 ถึง 2 จากนั้นจะเพ่ิมจำนวนขึ้นอย่างต่อเนื่อง (log phase) ตั้งแต่วันที่ 2 ถึง 8 ของการทดลอง 

หลังจากนั้นเซลล์จะเข้าสู่ระยะหยุดนิ่ง (stationary phase) และจำนวนเซลล์จะเริ่มลดลงหลังจาก

วันที่ 12 จนสิ้นสุดการทดลอง ขณะที่สาหร่ายในชุดการทดลอง T1 (0.0 กรัมของโพแทสเซียมไนเตรท
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ต่อลิตร) เข้าสู่ระยะหยุดนิ่งตั้งแต่วันที่ 4 จากภาพ 20 แสดงให้เห็นว่าในวันที่ 10 ของการทดลอง 

สาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 ชุดการทดลอง T5 (2.00 กรัมของโพแทสเซียมไนเตรทต่อ

ลิตร) มีจำนวนเซลล์สูงสุด เท่ากับ 4.38±0.63 × 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ขณะที่จำนวนเซลล์ต่ำสุด คือ 

ชุดการทดลอง T1 (0.00 กรัมของโพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร) เท่ากับ 1.94±0.08 × 106 เซลล์ต่อ

มิลลิลิตร ในวันที่ 8 ของการทดลอง (p≤0.05) นอกจากนี้เมื่อระยะเวลาการเลี้ยงเพ่ิมขึ้น เซลล์

สาหร่ายมีการเปลี่ยนสี จากสีเขียวเป็นสีส้มอย่างเด่นชัดภายใต้การขาดไนโตรเจน  (0.0 กรัมของ

โพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร) (ภาพ 21) 

เมื่อสิ้นสุดการทดลองที่ 14 วัน ปริมาณคลอโรฟิลล์เอมีค่าสูงสุดในชุดการทดลอง T5 มี

ปริมาณเท่ากับ 12.81±0.45 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 3.63±0.11 พิโคกรัมต่อเซลล์ เมื่อ

เปรียบเทียบกับชุดความคุม T4 (p≤0.05) ขณะที่ชุดการทดลอง T1 มีปริมาณคลอโรฟิลล์เอต่ำสุด 

เท่ากับ 0.71±0.01 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 0.45±0.07 พิโคกรัมต่อเซลล์  (ภาพ 22 และตาราง

10) สำหรับปริมาณแคโรทีนอยด์รวม มีค่าสูงสุดในชุดการทดลอง T2 ปริมาณเท่ากับ 53.14±2.24 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 20.62±1.38 พิโคกรัมต่อเซลล์ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดความคุม T4 

(p≤0.05) ขณะที่ชุดการทดลอง T1 มีปริมาณแคโรทีนอยด์รวมต่ำสุด เท่ากับ 25.94±0.54 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร และ 16.39±2.45 พิโคกรัมต่อเซลล์ (ภาพ 23 และตาราง 10) อัตราส่วนระหว่างแคโร

ทีนอยด์กับคลอโรฟิลล์เอ พบว่ามีค่าสูงสุด คือ ชุดการทดลอง T1 มีค่าเท่ากับ 36.60±1.31 เท่า และมี

ค่าต่ำสุดในชุดการทดลอง T5 มีค่าเท่ากับ 2.52±0.12 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับชุดความคุม T4 

(p≤0.05) การเจริญเติบโตของสาหร่ายโดยวัดจากน้ำหนักแห้ง (biomass dry weight) พบว่ามี

ค่าสูงสุด คือ ชุดควบคุม T4 มีค่าเท่ากับ 6.89±1.42 กรัมต่อลิตร และมีค่าต่ำสุดในชุดการทดลอง T1 

มีค่าเท่ากับ 3.47±1.90 กรัมต่อลิตร (p≤0.05)  อัตราการเจริญเติบโตเฉลี่ยจำเพาะ (SGR) มีค่าสูงสุด

ในชุดควบคุม T4 มีค่าเท่ากับ 0.81±0.03 µต่อวัน และมีค่าต่ำสุดในชุดการทดลอง T1 มีค่าเท่ากับ 

0.44±0.03 µต่อวัน (p≤0.05)   ระยะเวลาที่เซลล์เพ่ิมจำนวนเป็นสองเท่า (doubling time, td) มี

ค่าสูงสุดในชุดการทดลอง T1 มีค่าเท่ากับ 1.56±0.10 µต่อวัน เมื่อเปรียบเทียบกับชุดความคุม T4 ที่

มีค่าต่ำสุด (p≤0.05) (ตาราง 10)  
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ภาพ 20 จำนวนเซลล์ของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณไนโตรเจนที่แตกต่างกัน  
   เป็นระยะเวลา 14 วัน 

 

 

ภาพ 21 ลักษณะการเปลี่ยนแปลงสีของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณไนโตรเจน 
 ทีแ่ตกต่างกัน  เป็นระยะเวลา 14 วัน โดย ภาพ (A) วันที่ 2; ภาพ (B) วันที่ 6;   
 ภาพ (C) วันที่ 10 และภาพ (D) วันที่ 14 ตามลำดับ 
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ภาพ 22 ปริมาณคลอโรฟิลล์ เอ ของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณไนโตรเจน      

 ที่แตกต่างกัน เป็นระยะเวลา 14 วัน 

 

ภาพ 23 ปริมาณแคโรทีนอยด์ของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณไนโตรเจน 
 ที่แตกต่างกัน เป็นระยะเวลา 14 วัน 
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ตาราง 10 การเจริญเติบโตและปริมาณรงควัตถุของสาหร่าย D. salina NUAC09 ภายใต้ปริมาณ
ไนโตรเจนที่แตกต่างกัน 

Parameter 

Concentrations of nitrogen (g KNO3/L) 

T1 
(0.0 g/L) 

T2 
(0.2 g/L) 

T3 
(0.5 g/L) 

T4 
(1.0 g/L) 

T5 
(2.0 g/L) 

p-value 

Cell density (x106cell/mL) 1.94±0.08b 4.16±0.01a 4.26±0.34a 4.31±0.44a 4.38±0.63a 0.00 
Chlorophyll a (µg/mL) 1.39±0.28d 3.98±0.12c 8.23±0.22b 13.25±1.21a 13.79±1.21a 0.00 
Chlorophyll a (pg/cell) 0.72±0.13c 0.90±0.18c 1.94±0.10b 3.08±0.59a 3.27±0.71a 0.00 
Total carotenoid (µg/mL) 25.94±0.54d 53.14±2.24a 51.67±1.52a 37.97±3.56b 32.32±1.76c 0.02 
Total carotenoid (pg/cell) 13.38±0.25a 12.09±3.29ab 12.16±0.87ab 8.83±1.75bc 7.75±2.13c 0.00 
Carotenoid/Chlorophyll 19.08±3.74a 13.38±0.96b 6.28±0.22c 2.87±0.10d 2.36±0.28d 0.00 
Biomass dry weight (g/L) 3.47±1.90 3.60±1.75 4.47±2.14 6.89±1.42 5.21±1.19 0.17 
Specific growth rate (µ/day) 0.44±0.03c 0.61±0.09b 0.60±0.09b 0.76±0.03a 0.82±0.00a 0.00 
Doubling time (td) 1.56±0.10a 1.00±0.07b 1.12±0.11bc 0.86±0.03c 0.93±0.12c 0.00 

หมายเหต ุค่าเฉลี่ย±ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (mean±S.D., n=3) ตัวอักษรแตกต่างกันในแนวนอน (a>b>c>d) แสดงความแตกตา่ง

อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) 

 

4.4 ผลของฟอสฟอรัสที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโตและรงควัตถุของสาหร่าย 

   ทำการเพาะเลี้ยง Dunaliella salina NUAC09 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร Johnson ที่มีการ

เปลี่ยนแปลงปริมาณของฟอสฟอรัสหรือโมโนโพแทสเซียมฟอสเฟต (KH2PO4) ในอาหาร ได้แก่ 0.00 

(T1), 0.035 (T2; ชุดควบคุม), 0.053 (T3) และ 0.070 (T4) กรัมของโมโนโพแทสเซียมฟอสเฟตต่อ

ลิตร ตามลำดับ จากนั้นทำการติดตามการเจริญเติบโตของสาหร่าย เป็นระยะเวลา 14 วัน พบว่า

สาหร่าย D. salina NUAC09 ในชุดการทดลอง T1, T2 (ควบคุม), T3 และ T4 (ภาพ 24) มีลักษณะ

การเจริญเข้าสู่ระยะปรับตัว (lag phase) ช่วงวันที่ 0 ถึง 4 จากนั้นจะเพ่ิมจำนวนขึ้นอย่างต่อเนื่อง 

(log phase) ตั้ งแต่วันที่  4 ถึง 10 ของการทดลอง หลังจากนั้น เซลล์จะเข้าสู่ ระยะหยุดนิ่ ง 

(stationary phase) และจำนวนเซลล์จะเริ่มลดลงหลังจากวันที่ 10 ในชุดการทดลอง T2 และ T3 

จนสิ้นสุดการทดลอง ขณะที่ชุดการทดลอง T4 มีการเจริญอย่างต่อเนื่องจนถึงวันที่ 14 นอกจากนี้ชุด

การทดลอง T1 พบว่าเข้าสู่ระยะหยุดนิ่ง (stationary phase) ตั้งแต่วันที่ 6 เมื่อเปรียบเทียบกับชุด

ควบคุม T2 (p≤0.05)  นอกจากนี้เมื่อระยะเวลาการเลี้ยงเพ่ิมขึ้น เซลล์สาหร่ายมีการเปลี่ยนแปลงสี 

จากสีเขียวเป็นสีส้มอย่างเด่นชัดภายใต้ปริมาณฟอสฟอรัสที่เพ่ิมข้ึน (ภาพ 25) 
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จากภาพ 24 แสดงให้เห็นว่าในวันที่ 14 ของการทดลอง สาหร่าย D. salina NUAC09       

ชุดการทดลอง T4 (0.07 กรัมของโมโนโพแทสเซียมฟอสเฟตต่อลิตร) มีจำนวนเซลล์สูงสุด เท่ากับ 

4.42±0.28 x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับชุดความคุม T2 (p≤0.05) ขณะที่จำนวน

เซลล์ต่ำสุด คือ ชุดการทดลอง T1 (0.00 กรัมของโมโนโพแทสเซียมฟอสเฟตต่อลิตร ) เท่ากับ 

0.66±0.03×106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ในวันที่ 8 ของการทดลอง  

เมื่อสิ้นสุดการทดลองที่ 14 วัน ปริมาณคลอโรฟิลล์เอมีค่าสูงสุดในชุดการทดลอง T4 มี

ปริมาณเท่ากับ 6.46±0.35 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 1.47±0.09 พิโคกรัมต่อเซลล์  เมื่อ

เปรียบเทียบกับชุดความคุม T2 (p≤0.05) ขณะที่ชุดการทดลอง T1 มีปริมาณคลอโรฟิลล์เอต่ำสุด 

เท่ากับ 1.11±0.03 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 1.69±0.05 พิโคกรัมต่อเซลล์  (ภาพ 26 และตาราง 

11) สำหรับปริมาณแคโรทีนอยด์รวม มีค่าสูงสุดในชุดการทดลอง T4 ปริมาณเท่ากับ 40.86±8.40 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 9.20±1.33 พิโคกรัมต่อเซลล์ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดความคุม T2 

(p≤0.05) ขณะที่ชุดการทดลอง T1 มีปริมาณแคโรทีนอยด์รวมต่ำสุด เท่ากับ 10.55±0.73ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร และ 16.06±0.75 พิโคกรัมต่อเซลล์ (ภาพ 27 และตาราง 11) อัตราส่วนระหว่างแคโร

ทีนอยด์กับคลอโรฟิลล์เอ พบว่ามีค่าสูงสุด คือ ชุดการทดลอง T1 เท่ากับ 9.52±0.63 เท่า และมีค่า

ต่ำสุดในชุดการทดลอง T2 เท่ากับ 5.13±2.95 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับชุดความคุม T2 (p≤0.05) 

การเจริญเติบโตของสาหร่ายโดยวัดจากน้ำหนักแห้ง (biomass dry weight) พบว่ามีค่าสูงสุด คือ ชุด

ควบคุม T4 มีค่าเท่ากับ 21.3±0.00 กรัมต่อลิตร และมีค่าต่ำสุดในชุดการทดลอง T1 มีค่าเท่ากับ 

6.05±0.00 กรมัต่อลิตร (p≤0.05)  อัตราการเจริญเติบโตเฉลี่ยจำเพาะ (SGR) มีค่าสูงสุดในชุดควบคุม 

T2 มีค่าเท่ากับ 0.66±0.10 µต่อวัน และมีค่าต่ำสุดในชุดการทดลอง T1 มีค่าเท่ากับ 0.38±0.02        

µต่อวัน (p≤0.05)  ระยะเวลาที่เซลล์เพ่ิมจำนวนเป็นสองเท่า (doubling time, td) มีค่าสูงสุดในชุด

การทดลอง T1 มีค่าเท่ากับ 1.84±0.12 µต่อวัน เมื่อเปรียบเทียบกับชุดความคุม T2 ที่มีค่าต่ำสุด 

เท่ากับ 1.07±0.18 µต่อวัน (p≤0.05) (ตาราง 11)  
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ภาพ 24 จำนวนเซลล์ของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณฟอสฟอรัส 
 ที่แตกต่างกัน เป็นระยะเวลา 14 วัน 

 

 

ภาพ 25 ลักษณะการเปลี่ยนแปลงสีของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณฟอสฟอรัส 
ที่แตกต่างกัน เป็นระยะเวลา 14 วัน โดยภาพ (A) วันที่ 2; ภาพ (B) วันที่ 6; ภาพ 
(C) วันที่ 10 และภาพ (D) วันที่ 14 ตามลำดับ 
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ภาพ 26 ปริมาณคลอโรฟิลล์ เอ ของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณฟอสฟอรัส 
 ที่แตกต่างกัน เป็นระยะเวลา 14 วัน 

 

 

ภาพ 27 ปริมาณแคโรทีนอยด์ของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณฟอสฟอรัส 
 ที่แตกต่างกัน เป็นระยะเวลา 14 วัน 
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ตาราง 11 การเจริญเติบโตและปริมาณรงควัตถุของสาหร่าย D. salina NUAC09 ภายใต้ปริมาณ
ฟอสฟอรัสที่แตกต่างกัน  

Parameter 
Concentration of phosphorus (g KH2PO4/L) 

T1  
(0.00 g/L) 

T2  
(0.035 g/L) 

T3  
(0.053 g/L) 

T4  
(0.070 g/L) 

p-value 

Cell number (x106 unit/mL) 0.66±0.03c 2.90±0.23b 3.32±0.06b 4.42±0.28a 0.00 
Chlorophyll a (µg/mL) 1.11±0.03c 4.26±0.31b 4.51±0.00b 6.46±0.35a 0.00 
Chlorophyll a (pg/cell) 1.69±0.05 1.49±0.27 1.36±0.03 1.47±0.09 0.11 
Total carotenoid (µg/mL) 10.55±0.73c 21.87±0.75b 28.08±2.41b 40.86±8.40a 0.00 
Total carotenoid (pg/cell) 16.06±0.75c 7.61±0.72b 8.46±0.56b 9.20±1.33a 0.00 
Carotenoid/Chlorophyll 9.52±0.63c 5.13±2.95b 6.23±2.18ab 6.32±7.05a 0.00 
Biomass dry weight (g/L) 0.61±0.00d 2.00±0.00c 2.06±0.00b 2.13±0.00a 0.00 
Specific growth rate (µ/day) 0.38±0.02b 0.66±0.10a 0.62±0.07a 0.57±0.03a 0.00 
Doubling time (td) 1.84±0.12a 1.07±0.18b 1.12±0.13b 1.22±0.07b 0.00 
หมายเหต ุค่าเฉลี่ย±ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (mean±S.D., n=3) ตัวอักษรแตกต่างกันในแนวนอน (a>b>c>d) แสดงความแตกตา่ง

อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) 

 

4.5 ผลของความเค็มที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโตและรงควัตถุของสาหร่าย  

   ทำการเพาะเลี้ยง Dunaliella salina NUAC09 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร Johnson ที่มีการ

เปลี่ยนแปลงปริมาณของความเค็ม หรือโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ในอาหาร ได้แก่ 0.5 (T1), 1.0 (T2; 

ชุดควบคุม), 1.5 (T3), 2.0 (T4)  และ 2.5 (T5) โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ ตามลำดับ จากนั้นทำการ

ติดตามการเจริญเติบโตของสาหร่าย เป็นระยะเวลา 14 วัน พบว่าสาหร่าย D. salina NUAC09 ใน

ชุดการทดลอง T1, T2, T3, T4 และ T5 (ภาพ 28) มีลักษณะการเจริญเข้าสู่ระยะปรับตัว (lag 

phase) ช่วงวันที่ 0 ถึง 4 จากนั้นจะเพ่ิมจำนวนขึ้นอย่างต่อเนื่อง (log phase) ตั้งแต่วันที่ 4 ถึง 12 

ของการทดลอง หลังจากนั้นเซลล์จะเข้าสู่ระยะหยุดนิ่ง (stationary phase) และจำนวนเซลล์จะเริ่ม

ลดลงหลังจากวันที่ 12 จนสิ้นสุดการทดลอง นอกจากนี้เมื่อระยะเวลาการเลี้ยงเพ่ิมขึ้น เซลล์สาหร่าย

มีการเปลี่ยนแปลงสี จากสีเขียวเป็นสีส้มอย่างเด่นชัดภายใต้ระดับความเค็ม (0.5 โมลาร์ของโซเดียม

คลอไรด์) (ภาพ 29) 
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จากภาพ 28 แสดงให้เห็นว่าในวันที่ 14 ของการทดลอง สาหร่าย D. salina NUAC09       

ชุดการทดลอง T5 ที่เลี้ยงในปริมาณความเค็ม 2.5 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ มีจำนวนเซลล์สูงสุด 

เท่ากับ 6.09±0.04x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับชุดความคุม T2 (p≤0.05) ขณะที่

จำนวนเซลล์ต่ำสุด คือ ชุดการทดลอง T1 ที่ปริมาณความเค็ม 0.5 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ เท่ากับ 

3.03±0.29x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เมื่อสิ้นสุดการทดลองที่ 14 วัน ปริมาณคลอโรฟิลล์เอมีค่าสูงสุดใน

ชุดการทดลอง T5 มีปริมาณเท่ากับ 18.43±1.45 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 6.14±0.97 พิโคกรัม

ต่อเซลล์  เมื่อเปรียบเทียบกับชุดความคุม T2 (p≤0.05) ขณะที่ชุดการทดลอง T3 มีปริมาณ

คลอโรฟิลล์เอต่ำสุด เท่ากับ 7.34±0.17 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 1.56±0.03 พิโคกรัมต่อเซลล์  

(ภาพ 30 และ ตาราง12) สำหรับปริมาณแคโรทีนอยด์รวม มีค่าสูงสุดในชุดการทดลอง T1 ปริมาณ

เท่ากับ 42.67±4.94ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 7.01±0.86 พิโคกรัมต่อเซลล์ เมื่อเปรียบเทียบกับชุด

ความคุม T2 (p≤0.05) ขณะที่ชุดการทดลอง T5 มีปริมาณแคโรทีนอยด์รวมต่ำสุด เท่ ากับ 

21.60±1.37 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 7.19±1.02 พิโคกรัมต่อเซลล์ (p≥0.05) (ภาพ 31 และ 

ตาราง 12) อัตราส่วนระหว่างแคโรทีนอยด์กับคลอโรฟิลล์เอ พบว่ามีค่าสูงสุด คือ ชุดการทดลอง T1 

มีค่าเท่ากับ 4.86±0.20 เท่า และมีค่าต่ำสุดในชุดการทดลอง T5 มีค่าเท่ากับ 1.17±0.02 เท่า เมื่อ

เปรียบเทียบกับชุดความคุม T2 (p≤0.05) การเจริญเติบโตของสาหร่ายโดยวัดจากน้ำหนักแห้ง 

(biomass dry weight) พบว่ามีค่าสูงสุด คือ ชุดการทดลอง T5 มีค่าเท่ากับ 1.56±0.92 กรัมต่อลิตร 

และมีค่าต่ำสุดในชุดการทดลอง T1 มีค่าเท่ากับ 5.75±1.06 กรัมต่อลิตร (p≤0.05)  อัตราการ

เจริญเติบโตเฉลี่ยจำเพาะ (SGR) มีค่าสูงสุดในชุดควบคุม T1 มีค่าเท่ากับ 0.63±0.00 µต่อวัน และมี

ค่าต่ำสุดในชุดการทดลอง T3 มีค่าเท่ากับ 0.52±0.05 µต่อวัน (p≤0.05)  ระยะเวลาที่เซลล์เพ่ิม

จำนวนเป็นสองเท่า (doubling time, td) มีค่าสูงสุดในชุดการทดลอง T3 มีค่าเท่ากับ 1.33±0.13 

และมีค่าต่ำสุดในชุดการทดลอง T1 มีค่าเท่ากับ 1.10±0.00 เมื่อนำวิเคราะห์พบว่าไม่มีความแตกต่าง

ทางสถิติ (p≥0.05)  (ตาราง 12)  
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ภาพ 28 จำนวนเซลล์ของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณความเค็ม 
 ที่แตกต่างกัน เป็นระยะเวลา 14 วัน 

 

 

 

ภาพ 29 ลักษณะการเปลี่ยนแปลงสีของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณความเค็ม 
 ทีแ่ตกต่างกัน เป็นระยะเวลา 14 วัน โดยภาพ (A) วันที่ 2; ภาพ (B) วันที่ 6;  
 ภาพ (C) วันที่ 10 และภาพ (D) วันที่ 14 ตามลำดับ 
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ภาพ 30 ปริมาณคลอโรฟิลล์ เอ ของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณความเค็ม 
 ที่แตกต่างกัน เป็นระยะเวลา 14 วัน 

 

 
 

ภาพ 31 ปริมาณแคโรทีนอยด์ของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณความเค็ม 
ที่แตกต่างกัน เป็นระยะเวลา 14 วัน 
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ตาราง 12 การเจริญเติบโตและปริมาณรงควัตถุของสาหร่าย D. salina NUAC09 ภายใต้ปริมาณ
ความเค็มที่แตกต่างกัน  

Parameter 
Concentrations of salinity (M NaCl) 

T1 
(0.5 M) 

T2 
(1.0 M) 

T3 
(1.5 M) 

T4 
(2.0 M) 

T5 
(2.5 M) 

p-value 

Cell number (x106 unit/mL) 3.03±0.29d 3.83±0.05c 4.69±0.06b 5.24±0.11b 6.09±0.04a 0.00 
Chlorophyll a (µg/mL) 8.77±0.96c 8.86±0.36c 7.34±0.17c 12.81±1.52b 18.43±1.45a 0.00 
Chlorophyll a (pg/cell) 2.93±0.55a 2.31±0.12b 1.56±0.03c 2.47±0.40ab 3.03±0.26a 0.00 
Total carotenoid (µg/mL) 42.67±4.94a 34.70±0.93b 30.43±2.33b 22.10±0.21c 21.60±1.37c 0.00 
Total carotenoid (pg/cell) 14.22±2.56d 9.08±0.48cd 6.49±0.44c 4.26±0.50b 3.55±0.25a 0.00 
Carotenoid/Chlorophyll 4.86±0.20a 3.92±0.26b 4.15±0.33b 1.72±0.19c 1.17±0.02d 0.00 
Biomass dry weight (g/L) 0.58±0.11d 0.81±0.12c 1.13±0.21b 1.15±0.14b 1.56±0.09a 0.00 
Specific growth rate (µ/day) 0.63±0.00a 0.56±0.05ab 0.52±0.05b 0.56±0.04ab 0.62±0.04a 0.04 
Doubling time (td) 1.10±0.00 1.25±0.12 1.33±0.13 1.23±0.09 1.11±0.07 0.05 

หมายเหต ุค่าเฉลี่ย±ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (mean±S.D., n=3) ตัวอักษรแตกต่างกันในแนวนอน (a>b>c>d) แสดงความแตกตา่ง

อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) 

 

4.6 ผลของไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโตและรงควัตถุของสาหร่าย 

       4.6.1 ผลของไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโตและรงควัตถุของสาหร่าย  

      ทำการเพาะเลี้ยง Dunaliella salina NUAC09 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร Johnson ที่มี

การเปลี่ยนแปลงปริมาณไบคาร์บอเนต (NaHCO3) ในอาหาร ได้แก่ 0.00 (T1), 0.022 (T2), 0.043 

(T3; ชุดควบคุม), 0.065 (T4) และ 0.086 (T5) กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร ตามลำดับ 

จากนั้นทำการติดตามการเจริญเติบโตของสาหร่าย เป็นระยะเวลา 14 วัน พบว่าสาหร่าย D. salina 

NUAC09 ในชุดการทดลอง T1, T2, T3, T4 และ T5 (ภาพ 32) มีลักษณะการเจริญเข้าสู่ระยะ

ปรับตัว (lag phase) ช่วงวันที่ 0 ถึง 2 จากนั้นจะเพ่ิมจำนวนขึ้นอย่างต่อเนื่อง (log phase) ตั้งแต่

วันที่ 2 ถึง 14 ของการทดลอง นอกจากนี้เมื่อระยะเวลาการเลี้ยงเพ่ิมขึ้น เซลล์สาหร่ายมีการ

เปลี่ยนแปลงสีเพียงเล็กน้อย จากสีเขียวอ่อนเป็นสีเขียวเข้มภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนตที่เพ่ิมขึ้น  

(ภาพ 33) 

จากภาพ 32 แสดงให้เห็นว่าในวันที่ 14 ของการทดลอง สาหร่าย D. salina NUAC09       

ชุดควบคุม T3 (0.043 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) มีจำนวนเซลล์สูงสุด เท่ากับ 

1.42±0.33x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ขณะที่จำนวนเซลล์ต่ำสุด คือ ชุดการทดลอง T1 (0.00 กรัมของ

โซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) เท่ากับ 0.97±0.27x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และไม่มีความแตกต่างทาง

สถิติ (p≥0.05)  
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เมื่อสิ้นสุดการทดลองที่ 14 วัน ปริมาณคลอโรฟิลล์ เอ มีค่าสูงสุดในชุดควบคุม T3 เท่ากับ 

1.75±0.23 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 1.32±0.03 พิโคกรัมต่อเซลล์ ขณะที่ชุดการทดลอง           

T1 มีปริมาณคลอโรฟิลล์เอต่ำสุด เท่ากับ 1.32±0.21 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 1.25±0.06 พิโค

กรัมต่อเซลล์ เมื่อนำมาวิเคราะห์ค่าทางสถิติพบว่าไม่มีความแตกต่างกัน (p≥0.05)  (ภาพ 34 และ 

ตาราง 13) สำหรับปริมาณแคโรทีนอยด์รวม มีค่าสูงสุดในชุดควบคุม T3 ปริมาณเท่ากับ 5.36±0.46 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 4.18±0.28 พิโคกรัมต่อเซลล์ ขณะที่ชุดการทดลอง T1 มีปริมาณ         

แคโรทีนอยด์รวมต่ำสุด เท่ากับ 4.33±0.38 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 4.11±0.46พิโคกรัมต่อเซลล์ 

เมื่อนำมาวิเคราะห์ค่าทางสถิติพบว่าไม่มีความแตกต่างกัน (p≥0.05)  (ภาพ 35 และ ตาราง 13) 

อัตราส่วนระหว่างแคโรทีนอยด์กับคลอโรฟิลล์เอ พบว่ามีค่าสูงสุด คือ ชุดการทดลอง T5 มีค่าเท่ากับ 

3.43±0.01 เท่า และมีค่าต่ำสุดในชุดการทดลอง T4 มีค่าเท่ากับ 3.29±0.60 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับ

ชุดความคุม T2 (p≥0.05) การเจริญเติบโตของสาหร่ายโดยวัดจากน้ำหนักแห้ง (biomass dry 

weight) พบว่ามีค่าสูงสุด คือ ชุดการทดลอง T1 มีค่าเท่ากับ 3.58±0.18 กรัมต่อลิตร และมีค่าต่ำสุด

ในชุดการทดลอง T2 มีค่าเท่ากับ 3.08±0.00กรัมต่อลิตร (p≥0.05) อัตราการเจริญเติบโตเฉลี่ย

จำเพาะ (SGR) มีค่าสูงสุดในชุดควบคุม T4 มีค่าเท่ากับ 0.35±0.05 µต่อวัน และมีค่าต่ำสุดในชุดการ

ทดลอง T1 และ T2 มีค่าเท่ากับ 0.25±0.04 และ 0.25±0.06 µต่อวัน (p≥0.05) ระยะเวลาที่เซลล์

เพ่ิมจำนวนเป็นสองเท่า (doubling time, td) มีค่าสูงสุดในชุดการทดลอง T2 เท่ากับ 2.88±0.67 

และมีค่าต่ำสุดในชุดการทดลอง T4 เท่ากับ 2.02±0.25 และไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (p≥0.05)  

 

ภาพ 32 จำนวนเซลล์ของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนต 
 ที่แตกต่างกัน เป็นระยะเวลา 14 วัน 
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ภาพ 33 ลักษณะการเปลี่ยนแปลงสีของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนต 
 ที่แตกต่างกัน เป็นระยะเวลา 14 วัน โดยภาพ (A) วันที่ 2; ภาพ (B) วันที่ 6;  
 ภาพ (C) วันที่ 10 และภาพ (D) วันที่ 14 ตามลำดับ 

 

 
ภาพ 34 ปริมาณคลอโรฟิลล์ เอ ของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนต      

 ที่แตกต่างกัน เป็นระยะเวลา 14 วัน 
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ภาพ 35 ปริมาณแคโรทีนอยด์ของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนต 
 ที่แตกต่างกัน เป็นระยะเวลา 14 วัน 

 

ตาราง 13 การเจริญเติบโตและปริมาณรงควัตถุของสาหร่าย D. salina NUAC09 ภายใต้ปริมาณไบ
คาร์บอเนตที่แตกต่างกัน  

Parameters 
Concentrations of bicarbonate (g NaHCO3/L) 

T1  
(0.00 g/L) 

T2  
(0.02 g/L) 

T3  
(0.04 g/L) 

T4  
(0.07 g/L) 

T5  
(0.09 g/L) 

p-value 

Cell number (x106 unit/mL) 0.97±0.27 1.25±0.16 1.42±0.33 1.39±0.35 1.14±0.03 0.26 
Chlorophyll a (µg/mL) 1.38±0.24 1.50±0.30 1.75±0.23 1.68±0.49 1.32±0.21 0.40 
Chlorophyll a (pg/cell) 1.32±0.04 1.25±0.12 1.32±0.03 1.24±0.02 1.25±0.06 0.39 
Total carotenoid (µg/mL) 4.33±0.38 5.21±0.93 5.36±0.46 5.34±0.80 4.74±0.69 0.34 
Total carotenoid (pg/cell) 4.11±0.46 3.88±0.01 4.18±0.28 3.64±0.04 4.43±0.32 0.06 
Carotenoid/Chlorophyll  3.34±0.02 3.42±0.01 3.31±0.01 3.29±0.60 3.43±0.01 0.94 
Biomass dry weight (g/L) 0.37±0.03 0.22±0.07 0.30±0.06 0.32±0.02 0.32±0.03 0.06 
Specific growth rate (µ/day) 0.25±0.04 0.25±0.06 0.29±0.05 0.35±0.05 0.33±0.09 0.20 
Doubling time (td) 2.76±0.41 2.88±0.67 2.40±0.38 2.02±0.25 2.18±0.65 0.24 

หมายเหต ุค่าเฉลี่ย±ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (mean±S.D., n=3) ตัวอักษรแตกต่างกันในแนวนอน (a>b>c>d) แสดงความแตกตา่ง

อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
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     4.6.2 ผลของไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกันร่วมกับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ต่อการเจริญเติบโต 

             และรงควัตถุของสาหร่าย  

       ทำการเพาะเลี้ยง Dunaliella salina NUAC09 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร Johnson ที่มี

การเปลี่ยนแปลงปริมาณไบคาร์บอเนต (NaHCO3) ในอาหาร ได้แก่ 0.022 (T1), 0.032 (T2), 0.043      

(T3 ชุดควบคุม), 0.065 (T4) และ 0.086 (T5) กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร ตามลำดับ 

จากนั้นทำการติดตามการเจริญเติบโตของสาหร่าย เป็นระยะเวลา 14 วัน พบว่าสาหร่าย D. salina 

NUAC09 ในชุดการทดลอง T1, T2, T3, T4 และ T5 (ภาพ 36) มีลักษณะการเจริญเข้าสู่ระยะ

ปรับตัว (lag phase) ช่วงวันที่ 0 ถึง 2 จากนั้นจะเพ่ิมจำนวนขึ้นอย่างต่อเนื่อง (log phase) ตั้งแต่

วันที่ 4 ถึง 14 ของการทดลอง จากภาพ 36 แสดงให้เห็นว่าในวันที่ 14 ของการทดลอง สาหร่าย D. 

salina NUAC09 ชุดควบคุม T3 ที่เลี้ยงในปริมาณไบคาร์บอเนต 0.043 กรัมต่อลิตร มีจำนวนเซลล์

สูงสุด เท่ากับ 3.49±0.01x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ขณะที่จำนวนเซลล์ต่ำสุด คือ ชุดการทดลอง T1 ที่

ปริมาณไบคาร์บอเนต 0.022 กรัมต่อลิตร มีจำนวนเซลล์เท่ากับ 1.59±0.01x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 

และมีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) นอกจากนี้เมื่อระยะเวลาการเลี้ยงเพ่ิมขึ้น 

เซลล์สาหร่ายมีการเปลี่ยนแปลงสี จากสีเขียวเป็นสีส้มอย่างเด่นชัดภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนตที่

เพ่ิมข้ึนร่วมกับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (ภาพ 37)  

เมื่อสิ้นสุดการทดลองที่ 14 วัน ปริมาณคลอโรฟิลล์เอมีค่าสูงสุดในชุดควบคุม T3 (0.043 

กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) เท่ากับ 12.11±0.68 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 3.47±0.21                   

พิโคกรัมต่อเซลล์ ขณะที่ชุดการทดลอง T1 (0.022 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) มีปริมาณ

คลอโรฟิลล์เอต่ำสุด เท่ากับ 9.37±0.35 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 5.90±0.22 พิโคกรัมต่อเซลล์ 

และมีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) (ภาพ 38 และ ตาราง 14) สำหรับปริมาณ

แคโรทีนอยด์รวม มีค่าสูงสุดในชุดควบคุม T3 (0.043 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) มี

ปริมาณเท่ากับ 65.03±6.21 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 18.64±1.82 พิโคกรัมต่อเซลล์ ขณะที่ชุด

การทดลอง T1 (0.022 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) มีปริมาณแคโรทีนอยด์รวมต่ำสุด 

เท่ากับ 50.30±15.69 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 31.65±9.85 พิโคกรัมต่อเซลล์ เมื่อนำมาวิเคราะห์

ค่าทางสถิติพบว่าไม่มีความแตกต่างกัน (p≥0.05)  (ภาพ 39 และ ตาราง 14) อัตราส่วนระหว่างแค

โรทีนอยด์กับคลอโรฟิลล์เอ พบว่ามีค่าสูงสุด คือ ชุดการทดลอง T4 (0.07 กรัมของโซเดียมไบ

คาร์บอเนตต่อลิตร) มีค่าเท่ากับ 5.57±0.21 เท่า และมีค่าต่ำสุดในชุดการทดลอง T5 (0.09 กรัมของ

โซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) มีค่าเท่ากับ 5.07±0.36 เท่า (p≥0.05) อัตราการเจริญเติบโตเฉลี่ย
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จำเพาะ (SGR) มีค่าสูงสุดในชุดควบคุม T4 (0.043 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) มีค่าเท่ากับ                  

0.73±0.01 µต่อวัน และมีค่าต่ำสุดในชุดการทดลอง T5 (0.09 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) 

มีค่าเท่ากับ 0.64±0.05 µต่อวัน (p≤0.05) ส่วนค่าระยะเวลาที่ เซลล์เพ่ิมจำนวนเป็นสองเท่า 

(doubling time, td) มีค่าสูงสุดในชุดการทดลอง T5 (0.09 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) 

เท่ากับ 1.09±0.08 และมีค่าต่ำสุดในชุดควบคุม T4 (0.043 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) 

เท่ากับ 0.95±0.01 และมีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05)  (ตาราง 14) 

 

 

 

ภาพ 36 จำนวนเซลล์ของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกัน  
 ร่วมกับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ เป็นระยะเวลา 14 วัน 
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ภาพ 37 ลักษณะการเปลี่ยนแปลงสีของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนต 
 ที่แตกต่างกันร่วมกับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ เป็นระยะเวลา 14 วัน โดยภาพ (A) วันที่ 2;  
 ภาพ (B) วันที่ 6; ภาพ (C) วันที่ 10 และภาพ (D) วันที่ 14 ตามลำดับ 

 

 

ภาพ 38 ปริมาณคลอโรฟิลล์ เอ ของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนต 
 ที่แตกต่างกันร่วมกับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ เป็นระยะเวลา 14 วัน 
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ภาพ 39 ปริมาณแคโรทีนอยด์ของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนต 

 ที่แตกต่างกันร่วมกับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ เป็นระยะเวลา 14 วัน 
 

ตาราง 14 การเจริญเติบโตและปริมาณรงควัตถุของสาหร่าย D. salina NUAC09 ภายใต้ 
   ปริมาณไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกันร่วมกับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 

Parameter 
Concentration of bicarbonate with carbon dioxide gas 

T1  
(0.02 g/L) 

T2  
(0.03 g/L) 

T3  
(0.04 g/L) 

T4  
(0.07 g/L) 

T5  
(0.09 g/L) 

p-
value 

Cell density (x106cell/mL) 1.59±0.01e 3.09±0.01b 3.49±0.01a 3.07±0.01c 2.51±0.01d 0.00 
Chlorophyll a (µg/mL) 9.37±0.35c 9.62±1.03c 12.11±0.68a 11.51±1.12ab 10.15±0.63bc 0.00 
Chlorophyll a (pg/cell) 5.90±0.22a 3.11±0.34d 3.47±0.21cd 3.75±0.37bc 4.04±0.25b 0.00 
Total carotenoid (µg/mL) 50.30±15.69 52.23±10.07 65.03±6.21 63.97±4.65 51.49±6.17 0.21 
Total carotenoid (pg/cell) 31.65±9.85a 16.90±3.29b 18.64±1.82b 20.83±1.53b 20.51±2.49b 0.00 
Carotenoid/Chlorophyll 5.34±1.45 5.40±0.66 5.36±0.27 5.57±0.21 5.07±0.36 0.94 
Biomass dry weight (g/L) 0.55±0.05b 0.69±0.09b 1.14±0.12a 1.18±0.23a 1.38±0.31a 0.00 
Specific growth rate(µ/day) 0.67±0.01b 0.68±0.01ab 0.73±0.01a 0.72±0.01a 0.64±0.05b 0.00 

Doubling time (td) 1.03±0.02ab 1.01±0.01bc 0.95±0.01c 0.96±0.01c 1.09±0.08a 0.00 

หมายเหต ุค่าเฉลี่ย±ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (mean±S.D., n=3) ตัวอักษรแตกต่างกันในแนวนอน (a>b>c>d) แสดงความแตกตา่ง

อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
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4.8 การศึกษาองค์ประกอบและปริมาณไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย  

     ในการศึกษาองค์ประกอบและปริมาณของไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสารสกัดสาหร่าย 

Dunaliella salina NUAC09 ที่เลี้ยงในอาหารสูตร Johnson ภายใต้ปัจจัยที่แตกต่างกัน ได้แก่ 

ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ความเค็ม และไบคาร์บอเนต จากนั้นจึงนำสารสกัดมาวิเคราะห์ด้วยวิธี            

โครมาโทกราฟรีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) ซึ่งมีรายละเอียดดังต่อไปนี้ 

     4.8.1 ผลของปริมาณไนโตรเจนที่ต่างกันต่อองค์ประกอบปริมาณไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีน 

   การศึกษาองค์ประกอบไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย Dunaliella salina 

NUAC09 ภายใต้ไนโตรเจนที่แตกต่างกัน (0.0 – 2.0 กรัมของโพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร) พบว่า

ลักษณะโครมาโทรแกรมของสารสกัดเบต้าแคโรทีนจากสาหร่ายที่เลี้ยงภายใต้ปริมาณไนโตรเจนที่

ต่างกัน ผลปรากฏที่บ่งชี้ ได้ถึง 3 พีค (peak) ได้แก่พีค all–trans ß–carotene, พีค 9–cis ß–

carotene และพีค rest–cis ß–carotene ที่เวลาการคงอยู่ (retention time; RT) เท่ากับ 20.8, 

21.4 และ 22.1 นาที ตามลำดับ โดยพีค all–trans ß–carotene ของสาหร่ายมีเวลาการคงอยู่ (RT) 

ตรงกับพีคของสารมาตรฐาน ß–carotene (ภาพ 40)  

   ปริมาณไอโซเมอร์ all–trans, 9–cis และ rest–cis จากสารสกัดเบต้าแคโรทีนของ

ตัวอย่างสาหร่ายที่ศึกษา พบว่าระดับของไนโตรเจน (KNO3) ในอาหารที่แตกต่างกัน ได้แก่ 0.0 (T1), 

0.2 (T2), 0.5 (T3), 1.0 (T4) และ 2.0 (T5) กรัมของโพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร มีผลต่อสัดส่วนของ

ไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) โดยชุดการทดลองที่มีปริมาณไอโซเมอร์

ต่อเซลล์สูงสุด คือ ชุดการทดลอง T1 มีปริมาณ  all–trans, 9–cis และ rest–cis ß–carotene 

เท่ากับ 519.0±84.4, 328.7±53.9 และ 78.6±21.2 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำหนักแห้ง (p≤0.05) คิดเป็น

ร้อยละ 56.1, 35.5 และ 8.4 ตามลำดับ และมีอัตราส่วน 9–cis ต่อ all–trans เท่ากับ 0.63 ต่อ 1 

เท่า ขณะที่ชุดการทดลอง T5 มีปริมาณไอโซเมอร์ต่อเซลล์ต่ำสุด มีปริมาณ all–trans, 9–cis และ 

rest–cis ß–carotene เท่ากับ 125.8±32.2, 92.8±33.2 และ 14.9±3.4 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำหนัก

แห้ง คิดเป็นร้อยละ 54.3, 39.6 และ 6.5 ตามลำดับ และมีอัตราส่วน 9–cis ต่อ all–trans เท่ากับ 

0.72 , 1 (ภาพ 41 และตาราง 15) นอกจากนี้ในเชิงผลตอบแทนการผลิต (productivity) พบว่าเมื่อ

ระดับของไนโตรเจนเพ่ิมขึ้นส่งผลให้ปริมาตรของไอโซเมอร์รวมมีค่าลดลง (p≤0.05) โดยมีค่าสูงสุดใน

ชุดควบคุม T1 มีปริมาณ all–trans, 9–cis และ rest–cis ß–carotene เท่ากับ 25.95, 16.43, 3.93 

มิลลิกรัมต่อลิตร ขณะที่ชุดการทดลอง T5 มีปริมาณ all–trans, 9–cis และ rest–cis ß–carotene 

เท่ากับ 6.29, 4.64, 0.75 มิลลิกรัมต่อลิตร (ตาราง 16) 
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ภาพ 40 โครมาโทรแกรมไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณไนโตรเจน 
ที่แตกต่างกัน โดยหมายเลขแสดงไอโซเมอร์ ได้แก่ all–trans (1), 9–cis (2) และ rest–cis 
ß–carotene (3) ส่วนปริมาณไนโตรเจน ได้แก่ 0.00 (A), 0.25 (B), 0.50 (C), 1.00 (D) และ 
2.00 (E) กรัมของโพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร 

 

 

ภาพ 41 สัดส่วนไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณไนโตรเจน 
 ที่แตกต่างกัน  
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ตาราง 15 ไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่ายภายใต้ปริมาณไนโตรเจนที่แตกต่างกัน  

Treatment 
Concentration of 

nitrogen 
(g/L) 

Concentration of isomers ß–carotene (mg/g DW) 

all–trans 9–cis rest–cis 
9–cis/all–trans 

ratio 

T1 0.00 g/L 519.0±84.4a 328.7±53.9a 78.6±21.2a 0.63±0.00d 

T2 0.25 g/L 253.8±16.3b 205.3±16.6b 39.7±1.2b 0.83±0.00a 

T3 0.50 g/L 201.6±28.3b 155.3±37.1b 22.4±7.5c 0.80±0.04b 

T4  1.00 g/L 125.8±12.9c 96.9±1.3c 12.6±1.5c 0.78±0.08b 

T5 2.00 g/L 125.8±32.2c 92.8±33.2c 14.9±3.4c 0.72±0.10c 

 p-value 0.00 0.00 0.00 0.00 
หมายเหต ุค่าเฉลี่ย±ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (mean±S.D., n=3) ตัวอักษรแตกต่างกันในแนวตั้ง (a>b>c>d) แสดงความแตกต่างอย่าง

มีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05), rest-cis คือ 13-cis, 15-cis, 9’9-cis 

 

ตาราง 16 ปริมาณผลผลิตไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่ายภายใต้ปริมาณไนโตรเจนที่แตกต่างกัน  

Treatment 
Concentration of nitrogen 

(g/L) 
Concentration of isomers ß–carotene (mg/L) 
all–trans 9–cis rest–cis 

T1 0.00 g/L 25.95±5.17a 16.43±3.30a 3.93±1.30a 
T2 0.25 g/L 12.40±1.22b 10.27±1.01b 1.99±0.07b 
T3 0.50 g/L 10.08±1.72b 7.77±2.27b 1.12±0.46c 
T4  1.00 g/L 6.29±0.79c 4.84±0.08c 0.63±0.08c 
T5 2.00 g/L 6.29±1.97c 4.64±2.03c 0.75±0.21c 
 p-value 0.00 0.00 0.00 

หมายเหต ุค่าเฉลี่ย±ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (mean±S.D., n=3) ที่แสดงในแนวตั้งที่มีตัวอักษรแตกต่างกัน (a>b>c>d) แสดงความ

แตกต่างอยา่งมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05), rest-cis คือ 13-cis, 15-cis, 9’9-cis 

 

4.8.2 ผลของปริมาณฟอสฟอรัสที่ต่างกันต่อองค์ประกอบปริมาณไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของ 

        สาหร่าย  

         การศึกษาองค์ประกอบไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 

ภายใต้ปริมาณฟอสฟอรัสที่แตกต่างกัน (0.00 – 0.07 กรัมของโมโนโพแทสเซียมฟอสเฟตต่อลิตร) 

พบว่าลักษณะโครมาโทรแกรมของสารสกัดเบต้าแคโรทีนจากสาหร่ายที่เลี้ยงภายใต้ฟอสฟอรัสที่

ต่างกัน ผลปรากฏที่บ่งชี้ ได้ถึง 3 พีค (peak) ได้แก่พีค all–trans ß–carotene, พีค 9–cis ß–

carotene และพีค rest–cis ß–carotene ที่เวลาการคงอยู่ (retention time; RT) เท่ากับ 20.8, 
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21.5 และ 22.1 นาที ตามลำดับ โดยพีค all–trans ß–carotene ของสาหร่ายมีเวลาการคงอยู่ (RT) 

ตรงกับพีคของสารมาตรฐาน ß–carotene (ภาพ42)  

ปริมาณไอโซเมอร์ all–trans, 9–cis และ rest–cis จากสารสกัดเบต้าแคโรทีนของตัวอย่าง

สาหร่ายที่ศึกษา พบว่าระดับของฟอสฟอรัสในอาหารที่แตกต่างกัน ได้แก่ 0.00 (T1), 0.035 (T2), 

0.053 (T3) และ 0.070 (T4) กรัมของโมโนโพแทสเซียมฟอสเฟตต่อลิตร มีผลต่อสัดส่วนของไอโซ

เมอร์เบต้าแคโรทีนอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) โดยชุดการทดลองที่มีปริมาณไอโซเมอร์ต่อ

เซลล์สูงสุด คือ ชุดการทดลอง T1 (0.00 กรัมของโมโนโพแทสเซียมฟอสเฟตต่อลิตร) มีปริมาณ all–

trans, 9–cis และ rest–cis ß–carotene เท่ากับ 178.0±0.5, 99.5±7.0 และ 24.7±1.2 มิลลิกรัม

ต่อกรัมน้ำหนักแห้ง คิดเป็นร้อยละ 58.9, 32.9 และ 8.2 ตามลำดับ และมีอัตราส่วน 9–cis ต่อ all–

trans เท่ากับ 0.56 ต่อ 1 เท่า ขณะที่ชุดการทดลอง T4 มีปริมาณไอโซเมอร์ต่อเซลล์ต่ำสุด all–

trans, 9–cis และ rest–cis ß–carotene เท่ากับ 61.3±5.9, 39.8±1.6 และ 10.7±2.3 มิลลิกรัมต่อ

กรัมน้ำหนักแห้ง คิดเป็นร้อยละ 54.8, 35.7 และ 9.5 ตามลำดับ และมีอัตราส่วน 9–cis ต่อ all–

trans เท่ากับ 0.65 ต่อ 1 เท่า (ภาพ 43 และตาราง 17) นอกจากนี้ในเชิงผลตอบแทนการผลิต 

(productivity) พบว่าเมื่อระดับของฟอสฟอรัสเพ่ิมขึ้นส่งผลให้ปริมาตรของไอโซเมอร์รวมมีค่าลดลง 

(p≤0.05) โดยมีค่าสูงสุดในชุดควบคุม T1 มีปริมาณ all–trans, 9–cis และ rest–cis ß–carotene 

เท่ากับ 8.90, 4.98 และ 1.23 มิลลิกรัมต่อลิตร ขณะที่ชุดการทดลอง T4 มีปริมาณ all–trans, 9–cis 

และ rest–cis ß–carotene เท่ากับ 3.13, 2.37 และ 0.55 มิลลิกรัมต่อลิตร (ตาราง 18) 
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ภาพ 42 โครมาโทรแกรมไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณฟอสฟอรัส 
ที่แตกต่างกัน โดยหมายเลขแสดงไอโซเมอร์ ได้แก่ all–trans (1), 9–cis (2) และ rest–cis 
ß–carotene (3) ส่วนปริมาณฟอสฟอรัส ได้แก่ 0.00 (A), 0.035 (B), 0.053 (C) และ 0.07 
(D) กรัมของโมโนโพแทสเซียมฟอสเฟตต่อลิตร  

 

 

ภาพ 43 สัดส่วนไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณฟอสฟอรัส 
 ที่แตกต่างกัน 
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ตาราง 17 ไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่ายภายใต้ปริมาณฟอสฟอรัสที่แตกต่างกัน  

Treatment 
Concentration of 

phosphorus 
(g/L) 

Concentration of isomers ß–carotene (mg/g DW) 

all–trans 9–cis rest–cis 
9–cis/all–trans 

ratio 

T1 0.00 g/L 178.0±0.5a 99.5±7.0a 24.7±1.2a 0.56±0.05d 

T2  0.035 g/L 111.3±4.9b 93.7±2.4a 18.3±3.3b 0.65±0.04c 

T3 0.053 g/L 62.7±1.2c 47.4±2.7b 11.0±0.9c 0.76±0.07b 

T4 0.070 g/L 61.3±5.9c 39.8±1.6c 10.7±2.3c 0.87±0.04a 

 p-value 0.00 0.00 0.00 0.00 
หมายเหต ุค่าเฉลี่ย±ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (mean±S.D. , n=3) ที่แสดงในแนวตั้งที่มีตัวอักษรแตกต่างกัน (a>b>c>d) แสดงความ

แตกต่างอยา่งมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05), rest-cis คือ 13-cis, 15-cis, 9’9-cis 

 

ตาราง 18 ปริมาณผลผลิตไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่ายภายใต้ปริมาณฟอสฟอรัสที่แตกต่าง
กัน  

Treatment 
Concentration of phosphorus 

(g/L) 
Concentration of isomers ß–carotene (mg/L) 

all–trans 9–cis rest–cis 
T1 0.00 g/L 8.90±0.02a 4.98±0.43a 1.23±0.07a 
T2  0.035 g/L 5.57±0.30b 4.68±0.15a 0.92±0.20b 
T3 0.053 g/L 3.13±0.07c 2.37±0.17b 0.55±0.05c 
T4 0.070 g/L 3.07±0.35c 1.99±0.10c 0.54±0.10c 
 p-value 0.00 0.00 0.00 

หมายเหต ุค่าเฉลี่ย±ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (mean±S.D. , n=3) ที่แสดงในแนวตั้งที่มีตัวอักษรแตกต่างกัน (a>b>c>d) แสดงความ

แตกต่างอยา่งมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05), rest-cis คือ 13-cis, 15-cis, 9’9-cis 

 

4.8.3 ผลของปริมาณความเค็มที่ต่างกันต่อองค์ประกอบปริมาณไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของ 

        สาหร่าย 

        การศึกษาองค์ประกอบไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 

ภายใต้ระดับความเค็มที่แตกต่างกัน (0.5 – 2.0 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์) จากผลการวิเคราะห์

องค์ประกอบไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย D. salina NUAC09 พบว่าลักษณะโครมาโทรแก

รมของสารสกัดเบต้าแคโรทีนจากสาหร่ายที่เลี้ยงภายใต้ความเค็มที่ต่างกัน ผลปรากฏที่บ่งชี้ได้ถึง 3 

พีค  (peak) ได้ แก่ พี ค  all–trans ß–carotene, พี ค  9–cis ß–carotene และพีค  rest–cis ß–

carotene ที่ เวลาการคงอยู่  (retention time; RT) เท่ ากับ 20.77, 21.43 และ 22.08  นาที  
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ตามลำดับ โดยพีค all–trans ß–carotene ของสาหร่ายมีเวลาการคงอยู่ (RT) ตรงกับพีคของสาร

มาตรฐาน ß–carotene (ภาพ 44)  

ปริมาณไอโซเมอร์ all–trans, 9–cis และ rest–cis จากสารสกัดเบต้าแคโรทีนของตัวอย่าง

สาหร่ายที่ศึกษา พบว่าระดับของความเค็มในอาหาร ได้แก่ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 โมลาร์

โซเดียมคลอไรด์ มีผลต่อสัดส่วนของไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) โดย

ชุดการทดลองที่มีปริมาณไอโซเมอร์ต่อเซลล์สูงสุด คือ ชุดการทดลอง T1 (0.5 โมลาร์ของโซเดียมคลอ

ไรด์) มีปริมาณ all–trans, 9–cis และ rest–cis ß–carotene เท่ากับ 238.2±69.9, 156.5±39.8 

และ 16.1±4.4 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำหนักแห้ง คิดเป็นร้อยละ 57.8, 38.3 และ 3.9 ตามลำดับ และมี

อัตราส่วน 9–cis ต่อ all–trans เท่ากับ 0.66 ต่อ 1 เท่า ขณะที่ชุดการทดลอง T5 (2.5 M NaCl)              

มีปริมาณไอโซเมอร์ต่อเซลล์ต่ำสุด มีปริมาณ all–trans, 9–cis และ rest–cis ß–carotene เท่ากับ 

41.1±8.8, 18.0±3.6 และ 3.3±0.5 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำหนักแห้ง คิดเป็นร้อยละ 62.6, 32.5 และ 

4.9 ตามลำดับ และมีอัตราส่วน 9–cis ต่อ all–trans เท่ากับ 0.52 ต่อ 1 เท่า (ภาพ45 และตาราง 

19) นอกจากนี้ในเชิงผลตอบแทนการผลิต (productivity) พบว่าเมื่อระดับของความเค็มในอาหาร

เพ่ิมขึ้นส่งผลให้ปริมาตรของไอโซเมอร์รวมมีค่าลดลง (p≤0.05) โดยมีค่าสูงสุดในชุดควบคุม T1 มี

ปริมาณ all–trans, 9–cis และ rest–cis ß–carotene เท่ากับ 11.91, 7.82 และ 0.81 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร ขณะที่ชุดการทดลอง T5 มีปริมาณ all–trans, 9–cis และ rest–cis ß–carotene เท่ากับ 

2.06, 0.90 และ 0.71 มิลลิกรัมต่อลิตร (ตาราง 20) 
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ภาพ 44 โครมาโทรแกรมไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ความเค็ม 
ที่แตกต่างกัน โดยหมายเลขแสดงไอโซเมอร์ ได้แก่ all–trans (1), 9–cis (2) และ  
rest–cis ß–carotene (3) ส่วนระดับความเค็ม ได้แก่ 0.5 (A), 1.0 (B), 1.5 (C),  
2.0 (D) และ 2.5 (E) โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ 
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ภาพ 45 สัดส่วนไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ความเค็ม 

 ที่แตกต่างกัน 
 

ตาราง 19 ไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่ายภายใต้ระดับความเค็มที่แตกต่างกัน  

Treatment 
Concentration of 

salinity 
(M NaCl) 

Concentration of isomer ß–carotene (mg/g DW) 

all–trans 9–cis rest–cis 
9–cis/all–trans 

ratio 
T1 0.5 M NaCl 238.2±69.9a 156.5±39.8a 16.1±4.4a 0.66±0.03a 
T2 1.0 M NaCl 54.7±19.3b 38.8±16.6b 3.7±1.1b 0.69±0.07a 
T3 1.5 M NaCl 45.1±0.6b 26.1±0.6b 3.3±0.0b 0.57±0.01b 
T4 2.0 M NaCl 64.4±15.3b 33.5±8.7b 5.1±1.3b 0.44±0.01d 

T5 2.5 M NaCl 41.1±8.8b 18.0±3.6b 3.3±0.5b 0.52±0.01c 
 p-value 0.00 0.00 0.00 0.00 

หมายเหต ุค่าเฉลี่ย±ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (mean±S.D. , n=3) ที่แสดงในแนวตั้งที่มีตัวอักษรแตกต่างกัน (a>b>c>d) แสดงความ

แตกต่างอยา่งมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05), rest-cis คือ 13-cis, 15-cis, 9’9-cis 
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ตาราง 20 ปริมาณผลผลิตไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่ายระดับความเค็มที่แตกต่างกัน  

Treatment 
Concentration of salinity 

(M NaCl) 
Concentration of isomer ß–carotene (mg/L) 
all–trans 9–cis rest–cis 

T1 0.5 M NaCl 11.91±4.28a 7.82±2.43a 0.81±0.27a 
T2 1.0 M NaCl 2.74±1.18b 1.94±1.01b 0.19±0.07b 
T3 1.5 M NaCl 2.25±0.01b 1.31±0.03b 0.17±0.00b 
T4 2.0 M NaCl 3.22±0.54b 1.68±0.22b 0.25±0.03b 
T5 2.5 M NaCl 2.06±0.94b 0.90±0.53b 0.17±0.08b 
 p-value 0.00 0.00 0.00 

หมายเหต ุค่าเฉลี่ย±ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (mean±S.D. , n=3) ที่แสดงในแนวตั้งที่มีตัวอักษรแตกต่างกัน (a>b>c>d) แสดงความ

แตกต่างอยา่งมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05), rest-cis คือ 13-cis, 15-cis, 9’9-cis 

 

4.8.4 ผลของไบคาร์บอเนตที่ต่างกันต่อองค์ประกอบปริมาณไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย 

        การศึกษาองค์ประกอบไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 

ภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกัน  (0.000 – 0.086 g NaHCO3/L) จากผลการวิเคราะห์

องค์ประกอบไอโซอเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย D. salina NUAC09 พบว่าลักษณะโครมาโทรแก

รมของสารสกัดเบต้าแคโรทีนจากสาหร่ายที่เลี้ยงภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนตที่ต่างกัน ผลปรากฏที่

บ่ งชี้ ได้ถึ ง 3 พีค (peak) ได้แก่ พีค all–trans ß–carotene, พีค 9–cis ß–carotene และพีค                   

rest–cis ß–carotene ที่เวลาการคงอยู่ (retention time; RT) เท่ากับ 20.22, 20.91 และ 22.02 

นาที ตามลำดับ โดยพีค all–trans ß–carotene ของสาหร่ายมีเวลาการคงอยู่ (RT) ตรงกับพีคของ

สารมาตรฐาน ß–carotene (ภาพ 46)  

ปริมาณไอโซเมอร์ all–trans, 9–cis และ rest–cis จากสารสกัดเบต้าแคโรทีนของตัวอย่าง

สาหร่ายที่ศึกษา พบว่าปริมาณไบคาร์บอเนตในอาหารที่แตกต่างกัน ได้แก่ 0.00 (T1), 0.021 (T2), 

0.043 (T3), 0.053 (T4) และ 0.086 (T5) กรัมต่อลิตรโซเดียมไบคาร์บอเนต ไม่มีผลต่อสัดส่วนของไอ

โซเมอร์เบต้าแคโรทีน (p≥0.05) โดยชุดการทดลองที่มีปริมาณไอโซเมอร์สูงสุด คือ ชุดการทดลอง T5 

(0.086 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร ) มีปริมาณ all–trans, 9–cis และ rest–cis ß–

carotene เท่ากับ 140.6±0.5, 46.0±1.6 และ 19.7±2.3 มิลลิกรัมต่อกรัม คิดเป็นร้อยละ 66.8 , 

23.3 และ 10.0 ตามลำดับ และมีอัตราส่วน 9–cis ต่อ all–trans เท่ากับ 0.35 ต่อ 1 เท่า ขณะที่ชุด

การทดลอง T1 (0.00 g/L NaHCO3) มีปริมาณไอโซเมอร์ต่ำสุด มีปริมาณ all–trans, 9–cis และ 

rest–cis ß–carotene เท่ากับ 124.1±5.8, 43.2±1.3 และ 18.9±6.4 มิลลิกรัมต่อกรัม คิดเป็นร้อย
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ละ 67.7, 22.8 และ 9.5 ตามลำดับ และมีอัตราส่วน 9–cis ต่อ all–trans เท่ากับ 0.34 ต่อ 1 เท่า 

(ภาพ 47 และตาราง 21)นอกจากนี้ในเชิงผลตอบแทนการผลิต (productivity) พบว่าเมื่อระดับ

ของไบคาร์บอเนตในอาหารเพ่ิมขึ้นส่งผลให้ปริมาตรของไอโซเมอร์รวมมีค่าเพ่ิมขึ้นตามไปด้วย 

(p≥0.05) โดยมีค่าสูงสุดในชุดควบคุม T5 มีปริมาณ all–trans, 9–cis และ rest–cis ß–carotene 

เท่ากับ 7.03, 2.37 และ 0.98 มิลลิกรัมต่อลิตร ขณะที่ชุดการทดลอง T1 มีปริมาณ all–trans, 9–cis 

และ rest–cis ß–carotene เท่ากับ 6.02, 2.23 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อลิตร (ตาราง 22) 

 

 

ภาพ 46 โครมาโทรแกรมไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณไบ
คาร์บอเนตที่แตกต่างกัน 
โดยหมายเลขแสดงไอโซเมอร์ ได้แก่ all–trans (1), 9–cis (2) และ rest–cis ß–carotene (3)    
ส่วนปริมาณไบคาร์บอเนต ได้แก่ 0.00 (A), 0.02 (B), 0.04 (C), 0.07 (D) และ 0.09 (E) กรัมของ
โซเดียมไบคาร์บอเนต ต่อลิตร 
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ภาพ 47 สัดส่วนไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนตที่
แตกต่างกัน 
 

ตาราง 21 ไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่ายภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกัน  

Treatment 
Concentration of 
bicarbonate (g/L) 

Concentration of isomer ß–carotene (mg/g DW) 

all–trans   9–cis  rest–cis   
9–cis/all–trans 

ratio 

T1 0.000 g/L 124.1±5.8 43.2±1.3 18.9±6.4 0.35±0.01d 

T2 0.022 g/L 114.9±3.9 43.0±7.6 21.5±2.7 0.42±0.05a 

T3  0.043 g/L 120.4±1.5 44.6±0.3 20.1±2.6 0.37±0.00c 

T4 0.065 g/L 135.1±2.5 50.6±8.2 21.5±3.5 0.38±0.01b 

T5 0.086 g/L 140.6±0.5 46.0±1.6 19.7±2.3 0.34±0.00e 

 p-value 0.03 0.25 0.82 0.00 
หมายเหต ุค่าเฉลี่ย±ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (mean±S.D. , n=3) ที่แสดงในแนวตั้งที่มีตัวอักษรแตกต่างกัน (a>b>c>d) แสดงความ

แตกต่างอยา่งมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05), rest-cis คือ 13-cis, 15-cis, 9’9-cis 
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ตาราง 22 ปริมาณผลผลิตไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่ายภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนตที่
แตกต่างกัน  

Treatment 
Concentration of bicarbonate 

(g/L) 

Concentration of isomer ß–carotene 
(mg/L) 

all–trans   9–cis  rest–cis   
T1 0.000 g/L 6.21±0.35 2.16±0.07 0.94±0.36 
T2 0.022 g/L 5.91±0.00 2.48±0.00 0.97±0.00 
T3  0.043 g/L 6.02±0.00 2.23±0.00 1.00±0.00 
T4 0.065 g/L 6.75±1.49 2.53±0.50 1.08±0.18 
T5 0.086 g/L 7.03±0.00 2.37±0.00 0.98±0.00 
 p-value 0.03 0.25 0.82 

หมายเหต ุค่าเฉลี่ย±ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (mean±S.D. , n=3) ที่แสดงในแนวตั้งที่มีตัวอักษรแตกต่างกัน (a>b>c>d) แสดงความ

แตกต่างอยา่งมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05), rest-cis คือ 13-cis, 15-cis, 9’9-cis 

 

4.8.5 ผลของไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกันร่วมกับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ต่อองค์ประกอบปริมาณ 

       ไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย 

        การศึกษาองค์ประกอบไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 

ภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกันร่วมกับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ จากผลการวิเคราะห์

องค์ประกอบไอโซอเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย D. salina NUAC09 พบว่าลักษณะโครมาโทรแก

รมของสารสกัดเบต้าแคโรทีนจากสาหร่ายที่เลี้ยงภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนตที่ต่างกัน ผลปรากฏที่

บ่งชี้ได้ถึง 3 พีค (peak) ได้แก่พีค all–trans ß–carotene, พีค 9–cis ß–carotene และพีค rest–

cis ß–carotene ที่เวลาการคงอยู่ (retention time; RT) เท่ากับ 20.30, 20.94 และ 21.88 นาที 

ตามลำดับ โดยพีค all–trans ß–carotene ของสาหร่ายมีเวลาการคงอยู่ (RT) ตรงกับพีคของสาร

มาตรฐาน ß–carotene (ภาพ 48)  

ปริมาณไอโซเมอร์ all–trans, 9–cis และ rest–cis จากสารสกัดเบต้าแคโรทีนของตัวอย่าง

สาหร่ายที่ศึกษา พบว่าปริมาณไบคาร์บอเนตในอาหารที่แตกต่างกัน ได้แก่ 0.022 (T1), 0.032 (T2), 

0.043 (T3), 0.065 (T4) และ 0.086 (T5) กรัมต่อลิตรร่วมกับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ มีผลต่อ

สัดส่วนของไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) โดยชุดการทดลองที่มีปริมาณ

ไอโซเมอร์สูงสุด คือ ชุดการทดลอง T4 (0.07 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) มีปริมาณ all–

trans, 9–cis และ rest–cis ß–carotene เท่ ากั บ  32.49±0.04, 26.50±0.18 และ 6.78±0.15 

มิลลิกรัมต่อกรัม คิดเป็นร้อยละ 53.0, 36.2 และ 10.8 ตามลำดับ และมีอัตราส่วน 9–cis ต่อ all–
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trans เท่ากับ  0.68 ต่อ 1 เท่า ขณะที่ชุดการทดลอง T2 (0.03 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อ

ลิตร) มีปริมาณไอโซเมอร์ต่ำสุด มีปริมาณ all–trans, 9–cis และ rest–cis ß–carotene เท่ากับ 

15.17±0.01, 10.55±0.01 และ 3.15±0.39 มิลลิกรัมต่อกรัม คิดเป็นร้อยละ 56.5, 33.9 และ 9.6 

ตามลำดับ และมีอัตราส่วน 9–cis ต่อ all–trans เท่ากับ 0.60 ต่อ 1 เท่า (ภาพ 49 และตาราง 23) 

นอกจากนี้ในเชิงผลตอบแทนการผลิต (productivity) พบว่าเมื่อระดับของไบคาร์บอเนตร่วมกับก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ในอาหารเพ่ิมขึ้นส่งผลให้ปริมาตรของไอโซเมอร์รวมมีค่าเพ่ิมขึ้นตามไปด้วย 

(p≤0.05) โดยมีค่าสูงสุดในชุดควบคุม T4 มีปริมาณ all–trans, 9–cis และ rest–cis ß–carotene 

เท่ากับ 1.62, 1.33 และ 0.34 มิลลิกรัมต่อลิตร ขณะที่ชุดการทดลอง T2 มีปริมาณ all–trans, 9–cis 

และ rest–cis ß–carotene เท่ากับ 0.76, 0.53 และ 0.16 มิลลิกรัมต่อลิตร (ตาราง 24) 

 

 

ภาพ 48 โครมาโทรแกรมไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณไบ
คาร์บอเนตที่แตกต่างกันร่วมกับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 
โดยหมายเลขแสดงไอโซเมอร์ ได้แก่ all–trans (1), 9–cis (2) และ rest–cis ß–carotene 
(3) ส่วนปริมาณไบคาร์บอเนต ได้แก่ 0.02 (A), 0.03 (B), 0.04 (C), 0.07 (D) และ 0.09 (E) 
กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร 
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ภาพ 49 สัดส่วนไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้ปริมาณไบ
คาร์บอเนตที่แตกต่างกันร่วมกับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 

 

ตาราง 23 ไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่ายภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกันร่วมกับก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์  

Treatment 
Concentration of 
bicarbonate (g/L) 

Concentration of isomer ß–carotene (mg/g DW) 

all–trans   9–cis  rest–cis  
9–cis/all–
trans ratio 

T1 0.02 g/L 17.20±0.10d 11.76±0.01d 3.52±0.45cd 0.68±0.01d 

T2 0.03 g/L 15.17±0.01e 10.55±0.01e 3.15±0.39d 0.70±0.00c 

T3  0.04 g/L 18.66±0.08c 13.30±0.13c 4.17±0.50bc 0.71±0.01b 
T4 0.07 g/L 32.49±0.04a 26.50±0.18a 6.78±0.15a 0.82±0.01a 

T5 0.09 g/L 26.08±0.07b 15.65±0.00b 4.45±0.06b 0.60±0.00e 

 p-value 0.00 0.00 0.00 0.00 
หมายเหต ุค่าเฉลี่ย±ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (mean±S.D. , n=3) ที่แสดงในแนวตั้งที่มีตัวอักษรแตกต่างกัน (a>b>c>d) แสดงความ

แตกต่างอยา่งมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05), rest-cis คือ 13-cis, 15-cis, 9’9-cis 

 

 



 105 

ตาราง 24 ปริมาณผลผลิตไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่ายภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนตที่
แตกต่างกันร่วมกับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 

Treatment 
Concentration of  

bicarbonate (g/L) with CO2 

Concentration of isomer ß–carotene (mg/L) 

all–trans 9–cis rest–cis 
T1 0.02 g/L 0.86±0.01d 0.59±0.01d 0.18±0.01cd 

T2 0.03 g/L 0.76±0.00e 0.53±0.00e 0.16±0.00d 

T3  0.04 g/L 0.93±0.01c 0.66±0.01c 0.21±0.01bc 

T4 0.07 g/L 1.62±0.00a 1.33±0.00a 0.34±0.00a 

T5 0.09 g/L 1.30±0.00b 0.78±0.00b 0.22±0.00b 

 p-value 0.00 0.00 0.00 
หมายเหตุ ค่าเฉลีย่±สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean±S.D. , n=3) ที่แสดงในแนวตั้งทีม่ีตัวอกัษรแตกต่างกนั (a>b>c>d) แสดงความแตกต่างอย่าง

มีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05), rest-cis คือ 13-cis, 15-cis, 9’9-cis 

 

4.9 ฤทธิ์การยับย้ังอนุมูลอิสระ (DPPH activity) ของสารสกัดสาหร่าย 

     การทดสอบการยับยั้งอนุมูลอิสระ (DPPH activity) ของสารสกัดสาหร่าย Dunaliella salina 

NUAC09 ที่เลี้ยงในอาหารสูตร Johnson ภายใต้ปัจจัยที่แตกต่างกัน ได้แก่ ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส 

ความเค็ม และไบคาร์บอเนต ซึ่งมีรายละเอียดดังต่อไปนี้ 

     4.9.1 ผลของการยับยั้งอนุมูลอิสระ (DPPH activity) จากสารสกัดสาหร่าย  

            Dunaliella salina NUAC09 ภายใต้ปริมาณไนโตรเจนที่แตกต่างกัน  

    จากการศึกษาความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบสาหร่าย 

Dunaliella salina NUAC09 ภายใต้ปริมาณไนโตรเจนที่แตกต่างกัน ได้แก่ 0.0 (T1), 0.2 (T2), 0.5 

(T3), 1.0 (T4) และ 2.0 (T5) กรัมของโพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร โดยวิธี DPPH activity พบว่าการ

ลดปริมาณของไนโตรเจนในอาหารส่งผลทำให้ความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัด

เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) (ภาพ 50) เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของสารสกัดหยาบ 10, 

100 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีผลให้ร้อยละความสามารถในการยับยั้งเพ่ิมสูงขึ้น 1.0 – 

1.1 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม โดยชุดการทดลองที่มีค่าร้อยละของความสามารถในการ

ยับยั้งอนุมูลอิสระสูงสุดที่ความเข้มข้นของสารสกัด 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร คือ ชุดการทดลอง T1 

(0.00 กรัมของโพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร) เท่ากับ 77.3 เปอร์เซ็นต์ ขณะที่ชุดควบคุม T4 (1.00 

กรัมของโพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร) มีค่าร้อยละของความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระต่ำสุด 

เท่ากับ 67.6 เปอร์เซ็นต์ (p≤0.05) (ภาพ 50 และตาราง 25)  
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 นอกจากนี้ เมื่อนำค่าร้อยละของความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัด                  

มาคำนวณปริมาตรของสารสกัดท่ีสามารถกำจัดอนุมูลอิสระได้ร้อยละ 50 (IC50) พบว่ามีสารสกัดในแต่

ละชุดการทดลองมีค่าแตกต่างกัน (p<0.05) (ตาราง 25) โดยความเข้มข้นสารสกัดหยาบจากชุดการ

ทดลอง T2 (0.25 กรัมของโพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร) ที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ดีที่สุด IC50 

เท่ากับ 6.61±0.20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ ขณะที่สารสกัดหยาบจากชุดควบคุม T4 (1.00 

กรัมของโพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร) สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ต่ำที่สุด IC50 เท่ากับ 7.60±0.00 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ตาราง 25) 

 

 

 

ภาพ 50 การยับยั้งอนุมูลอิสระ (DPPH activity) ของสารสกัดสาหร่าย NUAC09  
 ภายใต้ปริมาณไนโตรเจนที่แตกต่างกัน 
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ตาราง 25 กิจกรรมการยับยั้งอนุมูลอิสระ (DPPH activity) ของสารสกัดสาหร่ายภายใต้ปริมาณ
ไนโตรเจนที่แตกต่างกัน 

Concentration of nitrogen 
Inhibition DPPH of crude extract (%) 

IC50 (µg/mL) 
10 µg/mL 100 µg/mL 1,000 µg/mL 

0.00 g/L 77.3±1.2a 75.6±0.9 75.5±0.2 6.65±0.18c 
0.25 g/L 73.5±6.0ab 75.5±1.1 75.0±0.0 6.61±0.20c 
0.50 g/L 71.0±3.9abc 75.0±0.4 75.0±0.4 7.03±0.01b 
1.00 g/L 65.8±2.7c 75.0±1.0 72.3±3.7 7.60±0.00a 
2.00 g/L 67.6±2.6bc 74.1±2.3 71.5±5.7 7.39±0.01a 
p-value 0.01 0.63 0.42 0.00 

หมายเหตุ ค่าเฉลีย่±สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean±S.D. , n=3) ที่แสดงในแนวตั้งทีม่ีตัวอกัษรแตกต่างกนั (a>b>c>d) แสดงความแตกต่างอย่าง

มีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05), rest-cis คอื 13-cis, 15-cis, 9’9-cis 

 

     4.9.2 ผลของการยับยั้งอนุมูลอิสระ (DPPH activity) จากสารสกัดสาหร่าย  

            Dunaliella salina NUAC09 ภายใต้ปริมาณฟอสฟอรัสที่แตกต่างกัน  

    จากการศึกษาความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบสาหร่าย 

Dunaliella salina NUAC09  ภายใต้ปริมาณฟอสฟอรัสที่แตกต่างกัน ได้แก่ 0.00  (T1), 0.035 

(T2), 0.053 (T3) และ 0.070 (T4) กรัมของโมโนโพแทสเซียมฟอสเฟตต่อลิตร โดยวิธี DPPH 

activity พบว่าการลดปริมาณของฟอสฟอรัสในอาหารส่งผลทำให้ความสามารถในการยับยั้งอนุมูล

อิสระของสารสกัดเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของสารสกัดหยาบ 

10, 100 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีผลให้ร้อยละความสามารถในการยับยั้งเพ่ิมสูงขึ้น 1.0 

– 1.5 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม โดยชุดการทดลองที่มีค่าร้อยละของความสามารถในการ

ยับยั้งอนุมูลอิสระสูงสุดที่ความเข้มข้นของสารสกัด 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร คือ ชุดการทดลอง  T1 

(0.00 g/L KH2PO4) เท่ากับ 72.4 เปอร์เซ็นต์  ขณะที่ชุดการทดลอง T2 (0.035 กรัมของโมโน

โพแทสเซียมฟอสเฟตต่อลิตร) มีค่าร้อยละของความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระต่ำสุด เท่ากับ 

50.4 เปอร์เซ็นต์ (p≤0.05) (ภาพ 51 และตาราง26)  

 นอกจากนี้เมื่อนำค่าร้อยละของความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัด มา

คำนวณปริมาตรของสารสกัดที่สามารถกำจัดอนุมูลอิสระได้ร้อยละ 50 (IC50) พบว่ามีสารสกัดในแต่

ละชุดการทดลองมีค่าแตกต่างกัน (p≤0.05) (ตาราง 26) โดยความเข้มข้นสารสกัดหยาบจากชุดการ

ทดลอง T1 (0.00 กรัมของโมโนโพแทสเซียมฟอสเฟตต่อลิตร) ที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ดีที่สุด 

IC50 เท่ากับ 6.89±0.01 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ขณะที่สารสกัดหยาบจากชุดชุดควบคุม T2 (0.035 
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กรัมของโมโนโพแทสเซียมฟอสเฟตต่อลิตร) สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ต่ำที่สุด  IC50 เท่ากับ 

9.85±0.07 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ตาราง 26) 

 

ภาพ 51 การยับยั้งอนุมูลอิสระ (DPPH activity) ของสารสกัดสาหร่าย NUAC09  
 ภายใต้ปริมาณฟอสฟอรัสที่แตกต่างกัน 

 

ตาราง 26 กิจกรรมการยับยั้งอนุมูลอิสระ (DPPH activity) ของสารสกัดสาหร่ายภายใต้ปริมาณ
ฟอสฟอรัสที่แตกต่างกัน 

Concentration of phosphorus 
Inhibition DPPH of crude extract (%) 

IC50 (µg/mL) 
10 µg/mL 100 µg/mL 1,000 µg/mL 

0.000 g/L 72.4±6.9a 76.8±0.6a 75.5±0.2 6.89±0.01d 
0.035 g/L 50.4±1.9b 72.8±1.0c 74.5±0.8 9.85±0.07a 
0.053 g/L 59.0±2.7b 74.0±0.8b 74.5±0.6 8.43±0.05b 
0.070 g/L 63.6±2.1c 74.9±0.9bc 75.1±0.8 7.82±0.05c 
P-value 0.00 0.00 0.21 0.00 

หมายเหต ุค่าเฉลี่ย±ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (mean±S.D. , n=3) ที่แสดงในแนวตั้งที่มีตัวอักษรแตกต่างกัน (a>b>c>d) แสดงความ

แตกต่างอยา่งมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05), rest-cis คือ 13-cis, 15-cis, 9’9-cis 
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     4.9.3 ผลของการยับยั้งอนุมูลอิสระ (DPPH activity) จากสารสกัดสาหร่าย  

            Dunaliella salina NUAC09 ภายใต้ความเค็มที่แตกต่างกัน  

    จากการศึกษาความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบสาหร่าย 

Dunaliella salina NUAC09 ภายใต้ความเค็มที่แตกต่างกัน ได้แก่ 0.5 (T1), 1.0 (T2), 1.5 (T3), 

2.0 (T4) และ 2.5 (T5) โมลาร์โซเดียมคลอไรด์ โดยวิธี DPPH activity พบว่าการลดระดับความเค็ม

ในอาหารส่งผลทำให้ความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทาง

สถิติ (p≤0.05) (ภาพ 52) เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของสารสกัดหยาบ 10, 100 และ 1,000 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร มีผลให้ร้อยละความสามารถในการยับยั้งเพ่ิมสูงขึ้น 1.0 – 1.1 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับ

ชุดควบคุม โดยชุดการทดลองที่มีค่าร้อยละของความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระสูงสุดที่ความ

เข้มข้นของสารสกัด 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร คือ ชุดการทดลอง  T1 (0.5 โมลาร์โซเดียมคลอไรด์) 

เท่ากับ 74.6 เปอร์เซ็นต์ ขณะที่ชุดการทดลอง T4 (2.0 โมลาร์โซเดียมคลอไรด์) มีค่าร้อยละของ

ความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระต่ำสุด เท่ากับ 66.5 เปอร์เซ็นต์ (p≤0.05)      (ภาพ 52 และ

ตาราง 27)  

 นอกจากนี้เมื่อนำค่าร้อยละของความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัด มา

คำนวณปริมาตรของสารสกัดที่สามารถกำจัดอนุมูลอิสระได้ร้อยละ 50 (IC50) พบว่ามีสารสกัดในแต่

ละชุดการทดลองมีค่าแตกต่างกัน (p≤0.05) (ตาราง 27) โดยความเข้มข้นสารสกัดหยาบจากชุดการ

ทดลอง T1 (0.5 โมลาร์โซเดียมคลอไรด์ ) ที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ดีที่สุด  IC50 เท่ากับ 

6.74±0.03 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร ขณะที่สารสกัดหยาบจากชุดการทดลอง T4 (2.0 โมลาร์โซเดียม

คลอไรด์ ) สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ต่ำที่สุด  IC50 เท่ากับ 7.50±0.01 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร     

(ตาราง 27) 
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ภาพ 52 การยับยั้งอนุมูลอิสระ (DPPH activity) ของสารสกัดสาหร่าย NUAC09  

 ภายใต้ความเค็มที่แตกต่างกัน 
 

ตาราง 27 กิจกรรมการยับยั้งอนุมูลอิสระ (DPPH activity) ของสารสกัดสาหร่ายภายใต้ความเค็มที่
แตกต่างกัน 

Concentration of salinity 
Inhibition DPPH of crude extract (%) 

IC50 (µg/mL) 
10 µg/mL 100 µg/mL 1,000 µg/mL 

0.5 M NaCl 74.6±0.8a 75.5±0.2a 76.0±0.2a 6.74±0.03b 
1.0 M NaCl 73.6±3.5a 75.5±0.2a 75.8±0.0ab 7.02±0.23b 
1.5 M NaCl 73.3±0.8a 74.7±0.6ab 75.3±0.4bc 7.33±0.50a 
2.0 M NaCl 66.5±1.1b 74.0±0.3bc 74.9±0.6c 7.50±0.01a 
2.5 M NaCl 66.9±0.5b 73.5±1.0c 74.9±0.2c 7.12±0.35b 

p-value 0.00 0.00 0.00 0.00 
หมายเหต ุค่าเฉลี่ย±ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (mean±S.D. , n=3) ที่แสดงในแนวตั้งที่มีตัวอักษรแตกต่างกัน (a>b>c>d) แสดงความ

แตกต่างอยา่งมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05), rest-cis คือ 13-cis, 15-cis, 9’9-cis 
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     4.9.4 ผลของการยับยั้งอนุมูลอิสระ (DPPH activity) จากสารสกัดสาหร่า  

             Dunaliella salina NUAC09 ภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกัน 

    จากการศึกษาความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบสาหร่าย 

Dunaliella salina NUAC09 ภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกัน ได้แก่ 0.00 (T1), 0.022 

(T2), 0.043 (T3), 0.065 (T4) และ 0.086 (T4) กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร โดยวิธี DPPH 

activity พบว่าการลดปริมาณไบคาร์บอเนตในอาหารส่งผลทำให้ความสามารถในการยับยั้งอนุมูล

อิสระของสารสกัดเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) (ภาพ 53) เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ

สารสกัดหยาบ 10, 100 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีผลให้ร้อยละความสามารถในการยับยั้ง

เพ่ิมสูงขึ้น 1.2 – 1.3 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม โดยชุดการทดลองที่มีค่าร้อยละของ

ความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระสูงสุดที่ความเข้มข้นของสารสกัด 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

คือ ชุดการทดลอง T5 (0.065 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) เท่ากับ 63.3 เปอร์เซ็นต์ ขณะที่

ชุดการทดลอง T1 (0.00 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) มีค่าร้อยละของความสามารถการ

ยับยั้งอนุมูลอิสระต่ำสุด เท่ากับ 57.6 เปอร์เซ็นต ์(p≤0.05) (ภาพ 53 และตาราง 28)  

 นอกจากนี้เมื่อนำค่าร้อยละของความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัด มา

คำนวณปริมาตรของสารสกัดที่สามารถกำจัดอนุมูลอิสระได้ร้อยละ 50 (IC50) พบว่ามีสารสกัดในแต่

ละชุดการทดลองมีค่าแตกต่างกัน (p≤0.05) (ตาราง 28) โดยความเข้มข้นสารสกัดหยาบจากชุดการ

ทดลอง T5 (0.086 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) ที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ดีที่สุด IC50 

เท่ากับ 7.86±0.05 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร ขณะที่สารสกัดหยาบจากชุดการทดลอง T1 (0.00 กรัมของ

โซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ต่ำที่สุดIC50 เท่ากับ 8.63±0.06 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิตร (ตาราง 28) 
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ภาพ 53 การยับยั้งอนุมูลอิสระ (DPPH activity) ของสารสกัดสาหร่าย NUAC09  
 ภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกัน 

 

ตาราง 28 กิจกรรมการยับยั้งอนุมูลอิสระ (DPPH activity) ของสารสกัดสาหร่ายภายใต้ปริมาณไบ
คาร์บอเนตที่แตกต่างกัน 

Concentration of bicarbonate 
Inhibition DPPH of crude extract (%) 

IC50 (µg/mL) 
10 µg/mL 100 µg/mL 1,000 µg/mL 

0.000 g/L 57.6±1.0c 72.8±0.2ab 74.9±0.4 8.63±0.06a 
0.022 g/L 59.9±1.6b 72.8±0.2ab 75.0±1.0 8.32±0.03b 
0.043 g/L 58.1±0.5bc 72.1±1.1b 74.1±1.0 8.57±0.04a 
0.065 g/L 63.3±1.1a 73.2±0.2a 74.1±0.2 7.87±0.02c 
0.086 g/L 63.2±1.0a 73.8±0.4a 74.0±1.0 7.86±0.05c 
p-value 0.00 0.03 0.40 0.00 

หมายเหต ุค่าเฉลี่ย±ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (mean±S.D. , n=3) ที่แสดงในแนวตั้งที่มีตัวอักษรแตกต่างกัน (a>b>c>d) แสดงความ

แตกต่างอยา่งมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05), rest-cis คือ 13-cis, 15-cis, 9’9-cis 
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4.9.5 ผลของการยับย้ังอนุมูลอิสระ (DPPH activity) จากสารสกัดสาหร่าย  

       Dunaliella salina NUAC09 ภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกันร่วมกับก๊าซ 

       คาร์บอนไดออกไซด์ 

        จากการศึกษาความสามารถในการยับยั้ งอนุมู ล อิสระของสารสกัดหยาบสาหร่าย                   

Dunaliella salina NUAC09  ภ าย ใต้ ป ริ ม าณ ไบ ค า ร์ บ อ เน ต ที่ แ ต ก ต่ า งกั น ร่ ว ม กั บ ก๊ า ซ

คาร์บอนไดออกไซด์ ได้แก่ 0.022 (T1), 0.032 (T2), 0.043 (T3), 0.065 (T4) และ 0.086 (T5) กรัม

ของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร โดยวิธี DPPH activity พบว่าการลดปริมาณไบคาร์บอเนตร่วมกับ

การเสริมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ในอาหารส่งผลทำให้ความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระของสาร

สกัดเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) (ภาพ 54) เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของสารสกัดหยาบ 

10, 100 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีผลให้ร้อยละความสามารถในการยับยั้งเพ่ิมสูงขึ้น 1.06 

– 1.12 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม โดยชุดการทดลองที่มีค่าร้อยละของความสามารถในการ

ยับยั้งอนุมูลอิสระสูงสุดที่ความเข้มข้นของสารสกัด 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร คือ ชุดการทดลอง T1 

(0.022 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) เท่ากับ 75.0 เปอร์เซ็นต์ ขณะที่ชุดการทดลอง T5 

(0.086 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) มีค่าร้อยละของความสามารถการยับยั้งอนุมูลอิสระ

ต่ำสุด เท่ากับ 70.0 เปอร์เซ็นต์ (p≤0.05) (ภาพ 54 และตาราง 29)  

 นอกจากนี้เมื่อนำค่าร้อยละของความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัด มา

คำนวณปริมาตรของสารสกัดที่สามารถกำจัดอนุมูลอิสระได้ร้อยละ 50 (inhibitory concentration 

50%; IC50) พบว่ามีสารสกัดในแต่ละชุดการทดลองมีค่าแตกต่างกัน (p≤0.05) (ตาราง 29) โดยสาร

สกัดหยาบจากชุดการทดลอง T1 (0.065 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) ร่วมกับการเสริมก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ดีที่สุด IC50 เท่ากับ 7.89±0.00 ไมโครกรัมต่อมิ

ลลิตร ขณะที่สารสกัดหยาบจากชุดการทดลอง T5 ที่มีปริมาณไบคาร์บอเนต (0.000 กรัมของ

โซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) ร่วมกับการเสริมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้

ต่ำที่สุด IC50 เท่ากับ 8.69±0.00 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร (ตาราง 29)  
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ภาพ 54 การยับยั้งอนุมูลอิสระ (DPPH activity) ของสารสกัดสาหร่าย NUAC09  
 ภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกันร่วมกับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 

 

ตาราง 29 กิจกรรมการยับยั้งอนุมูลอิสระ (DPPH activity) ของสารสกัดสาหร่ายภายใต้ปริมาณไบ
คาร์บอเนตที่แตกต่างกันร่วมกับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 
Concentration of bicarbonate 

with CO2 
Inhibition DPPH of crude extract (%) IC50 

(µg/mL) 10 µg/mL 100 µg/mL 1,000 µg/mL 
0.022 g/L 70.9±0.6a 75.1±0.2a 75.0±1.8 8.69±0.00a 
0.035 g/L 68.5±0.4b 74.2±0.4a 73.2±1.9 8.35±0.00b 
0.043 g/L 66.5±0.7c 72.9±0.6b 73.3±1.0 8.61±0.00c 
0.065 g/L 65.1±0.6d 72.8±0.8b 72.7±1.0 7.89±0.00d 
0.086 g/L 64.2±0.8d 70.3±1.0c 70.9±1.2 7.91±0.00e 
p-value 0.00 0.00 0.06 0.00 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±S.D. , n=3) ที่แสดงในแนวตั้งที่มีตัวอักษรแตกต่างกัน (a>b>c>d) แสดงความ
แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05), rest-cis คือ 13-cis, 15-cis, 9’9-cis 
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บทที่ 5 

บทสรุป 
 

5.1 อภิปรายผล 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาการจัดจำแนกและระบุชนิดสาหร่ายสายพันธุ์ไทยที่มี

ศักยภาพในการผลิตแคโรทีนอยด์ด้วยเทคนิคทางสัณฐานวิทยาและอณูชีววิทยา หลังจากนั้นทำการ

การศึกษาผลของสภาวะการเลี้ยงทั้ ง 4 ปัจจัย ได้แก่ ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ความเค็ม และ                         

ไบคาร์บอเนตที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต , การสะสมรงควัตถุ และชีวมวลของสาหร่าย รวมถึง

ศึกษาองค์ประกอบและปริมาณไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนที่มีมูลค่าสูงจากสารสกัดสาหร่าย พร้อมทั้ง

ประเมินความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09                  

สายพันธุ์ไทย ซึ่งมีรายละเอียดดังต่อไปนี้ 

5.1.1 การจัดจำแนกสาหร่ายด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและอณูชีววิทยา  

จากการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 พบว่ามี

ลักษณะทั่วไปคล้ายคลึงกับสาหร่าย D. salina เช่น มีลักษณะเป็นเซลล์เดียว รูปร่างเซลล์เป็นแบบ

สมมาตร ทรงกลม ทรงรีหรือคล้ายไข่ เซลล์ปกติมีสีเขียว คลอโรพลาสต์เป็นรูปถ้วย มีแฟกเจลลาที่มี

ความยาวเท่ากัน จำนวน 2 เส้น มองเห็นไพรีนอยด์ขนาดใหญ่อยู่ตรงกลางเซลล์ (Borowitzka and 

Borowitzka, 1988) ขณะเดียวกัน Dunaliella เป็นสาหร่ายที่มีความหลากหลายทางชีวภาพสูง 

รูปร่างและขนาดของเซลล์มีความแตกต่างกันตามสายพันธุ์ ตามสภาวะการเลี้ยง และนิเวศวิทยา โดย

ขนาดเซลล์ของสาหร่าย NUAC09 มีค่าเท่ากับ 8.7 – 16.1 ไมโครเมตรและมีขนาดเพ่ิมขึ้น 1.2 – 1.3 

เท่าเมื่อเพราะเลี้ยงในความเค็ม 0.75 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ สอดคล้องกับงานวิจัยที่ผ่านมา

พบว่าในสภาวะอาหารปกติ D. salina จะมีขนาดเซลล์ยาว 2.8 – 40.0 ไมโครเมตรและกว้าง 1.5 – 

20.0 ไมโครเมตร (Tafreshi and Shariati 2009, Preetha et al. 2012, Borovkov et al., 2019) 

เช่นเดียวกับ Borowitzka และ Siva (2007) ประเทศออสเตรียที่พบว่าสาหร่าย D. salina จำนวน 

12 สายพันธุ์ มีขนาดของความกว้างและความยาวเซลล์ผันแปรตามระดับความเค็มในอาหารที่เพ่ิมขึ้น 

ขณะที่จากการสังเกตและเปรียบเทียบกับการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า NUAC09 ขาดลักษณะสำคัญของ

สาหร่าย D. salina คือสติกมา (stigma) มีลักษณะเป็นเม็ดขนาดเล็กสีแดงจะปรากฏบริเวณผนังของ

เซลล์ จำนวน 1 – 2 สติกมา (Nezhad and Mansouri, 2015) อย่างไรก็ตามการใช้ขนาดของเซลล์

เป็นเกณฑ์ในการจัดจำแนกชนิดสาหร่าย Dunaliella อาจมีไม่มีความถูกต้องและแม่นยำ เนื่องจาก
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สาหร่ายมีขนาดเซลล์ที่แตกต่างกันไปตามสภาพแวดล้อมที่เจริญเติบโต นอกจากนี้มีการรายงาน

เกี่ยวกับการแพร่กระจายของสาหร่าย Dunaliella ในหลายพ้ืนที่ของประเทศไทย เช่น Sathaivam 

แ ล ะ  Juntawong (2013) ที่ ส ำ ร ว จ พ บ ส าห ร่ า ย  D. salina บ ริ เวณ พ้ื น ที่ ดิ น เค็ ม ใน ภ าค

ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ส่วน Wongsnansilp และคณะ (2016) สำรวจพบสาหร่าย D. 

salina KU XI ในพ้ืนที่ดินเค็มจังหวัดบุรีรัมย์ของประเทศไทย ขณะที่  Powtongsook และคณะ 

(1995) ทำการคัดแยกและศึกษาลักษณะสาหร่าย D. salina ในประเทศไทย พบว่ามีสาหร่าย D. 

salina แพร่กระจายบริเวณชายฝั่งอ่าวไทย ได้แก่ จังหวัดชลบุรี จังหวัดจันทบุรี และจังหวัด

สมุทรสงคราม รวมถึงทำการทดสอบว่ามีศักยภาพในการผลิตแคโรทีนอยด์สูง ดังนั้นจากข้อมูลทาง

สัณฐานวิทยาที่กล่าวมาทั้งหมดข้างต้นทำให้สามารถระบุได้ว่าสาหร่าย Dunaliella salina NUAC09 

เป็นสาหร่ายในสกุล (genus) Dunaliella แต่อย่างไรก็ตามข้อมูลทางสัณฐานวิทยาที่กล่าวมาแล้วนั้น

ไม่เพียงพอต่อการระบุสาหร่ายจนถึงระดับชนิด (specie) ได้ เนื่องจากมีข้อจำกัด เช่น ลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาที่คล้ายคลึงกัน การจัดจำแนกต้องอาศัยความรู้ความชำนาญ ในการพิจารณาโครงสร้าง

และลักษณะต่าง ๆ ของสาหร่ายเพ่ือการจำแนกชนิดของสาหร่ายที่ถูกต้อง การใช้ข้อมูลทางสัณฐาน

วิทยามาประกอบกับข้อมูลทางพันธุกรรมในการช่วยระบุชนิดของสาหร่ายให้ถูกต้องมากขึ้น 

ในปัจจุบันมีวิธีการศึกษาความหลากหลายของสิ่งมีชีวิโดยใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยาซึ่งมี

ความแม่นยำมากกว่าลักษณะทางสัณฐานวิทยา เนื่องจากลักษณะทางกายภาพของสิ่งมีชีวิตสามารถ

เปลี่ยนแปลงได้โดยมีปัจจัยชักนำจากสิ่งแวดล้อม ขณะที่ลักษณะทางพันธุกรรมยังคงเดิม (Bornet et 

al., 2004) โดยวิธีที่นิยมศึกษาคือความคล้ายคลึงหรือความเหมือน (similarity) ของข้อมูลลำดับนิ

วคลีโอไทด์ (nucleotide) ที่บริเวณตำแหน่งยีนที่มีความผันแปรสูงและแสดงลักษณะเฉพาะของ

สาหร่ายแต่ละชนิด โดยพ้ืนทีย่ีนที่เหมาะสมนำมาจำแนกชนิดสาหร่ายสกุล Dunaliella ได้แก่พ้ืนที่ยีน 

18S rDNA, ITS และ rbcL เป็นต้น (Preetha et al., 2012) โดยการทดลองนี้ทำการจำแนกสาหร่าย 

Dunaliella salina NUAC09 โดยศึกษาพ้ืนที่ยีน 18S rDNA และ ITS พบว่ามีความคล้ายคลึงกับ

สาหร่าย D. salina ซึ่งมีค่าร้อยละความเหมือนมากกว่า 95.2 เปอร์เซ็นต์พ้ืนที่ยีน ITS และ 98.8 

เปอร์เซ็นต์ของพ้ืนที่ยีน 18S rDNA (blast based on NCBI) ถือว่าเป็นค่าที่ค่อนข้างต่ำ เนื่องจากใน

การเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ของสาหร่ายนั้นจะยอมรับว่าเป็นสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันเมื่อมีค่า

ความหมือนมากกว่าร้อยละ 97.0 (Suutari et al., 2010) ซึ่งอาจะเป็นไปได้ว่าสายพันธุ์ที่นำมา

เปรียบเทียบอาจมีวิวัฒนาการที่แยกจากกัน (ตาราง 9) สำหรับการศึกษาสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 

(phylogenetic tree) ของสาหร่ายนิยมใช้ยีนในโอเปอรอน rRNA operon (RRN) เช่น พ้ืนที่ของยีน 
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18S rDNA เนื่องจากมีข้อดีคือเป็นยีนที่ถูกนำมาใช้อย่างแพร่หลายมีอยู่ในแบคทีเรียกลุ่มยูคาริโอตทุก

ชนิด มีความผันแปรทางวิวัฒนาการต่ำ มีความเป็นบริเวณอนุรักษ์สูง และมีขนาดที่เหมาะสม (1.5 

kb) เพียงพอที่จะใช้เป็นข้อมูลเพ่ือนำมาจำแนกสาหร่ายในระดับสกุล แต่อย่างไรก็ตาม พ้ืนที่ยีน 18S 

rDNA ไม่มี รูปแบบความแตกต่าง (polymorphism) จึงไม่ เพียงพอจะนำมาจำแนกสาหร่าย 

Dunaliella ระดับชนิด โดยยีนที่มีลักษณะจีโนไทร์ที่มีความจำเพาะสูงและมีความเสถียรมากกว่าคือ

พ้ืนที่ยีน Internal transcribed spacer (ITS) เนื่องจากเป็นบริเวณที่มีความผันแปรต่ำภายในกลุ่ม

สายพันธุ์ และมีความผันแปรสูงระหว่างกลุ่มสายพันธุ์ พบได้ในสาหร่ายทุกสายพันธุ์ (Hejazi et al., 

2010) รวมถึงมีขนาดที่สั้นเมื่อเทียบกับพ้ืนทีย่ีน 18S rDNA ทำให้การวิเคราะห์  sequencing นั้นง่าย

และมีความเที่ยงตรง ดังนั้น ITS จึงถูกนำมาศึกษาสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) 

ของสาหร่าย NUAC09 ซึ่งผลชี้ให้เห็นว่าตัวอย่างสาหร่ายเป็นสาหร่ายในสกุล Dunaliella salina 

และมีค่าความเหมือนกับสายพันธุ์ต้นแบบที่สูงถึงร้อยละ 80 และมีความสอดคล้องกับหลายงานวิจัยที่

ใช้ พ้ื นที่ ยี น  ITS ในการจำแนกชนิ ดของสาหร่ าย  D. salina (Borowitzka and Siva, 2007; 

Assuncao et al., 2012; Nezhad and Mansouri, 2016) ส่วน Henley และคณะ (2018) ที่ศึกษา

ความหลากหลายของสาหร่าย Dunaliella โดยใช้พ้ืนที่ยีน ITS1 5.8S และ ITS2 พบว่าสาหร่าย 

Dunaliella sp. GSL2/1, GSL6/1, GSL6/2, 6/3 และ GSL6/4 จัดอยู่ในกลุ่มสาหร่าย D. salina 

นอกจากนี้ Preetha และคณะ (2012) ทำการศึกษาสาหร่าย Dunaliella จำนวน 10 สายพันธุ์ที่คัด

แยกจากบริเวณชายฝั่งทะเลประเทศอินเดีย โดยใช้พ้ืนที่ยีน ITS, 18S rDNA และ rbcL พบว่า

สาหร่าย 5 ไอโซเลตถูกจัดเป็น D. salina ขณะที่อีก 3 สายพันธุ์ถูกจัดอยู่เป็น D. viridis ดังนั้นแสดง

ให้เห็นว่าพ้ืนที่ยีน ITS สามารถระบุชนิดของสาหร่ายสายพันธุ์ Dunaliella salina NUAC09 ใน

ระดับ subclade ได้อย่างชัดเจน รวมถึงมีความสอดคล้องกับการจัดจำแนกด้วยลักษณะทางสัณฐาน

วิทยา แต่อย่างไรก็ตามควรมีการตรวจสอบเพ่ิมเติม เนื่องจากการแพร่กระจาย Dunaliella พบได้

เพียงบางพ้ืนที่เท่านั้นทำให้ยังคงมีข้อจำกัดในเรื่องของความซับซ้อนทางลำดับนิวคลีโอไทด์ เช่น สาย

พันธุ์ซ่อนเร้น (cryptic species) เป็นต้น 

 

 

5.1.2 ไนโตรเจนที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโตและรงควัตถุของสาหร่าย  

           ไนโตรเจนเป็นธาตุอาหารที่สำคัญสำหรับการเจริญเติบโตของสาหร่ายทุกชนิด 

(Arumugam et al., 2013) โดยปกติสาหร่ายจะนำไนโตรเจนเข้าสู่เซลล์เพ่ือใช้ในกระบวนการ
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สังเคราะห์ด้วยแสง รวมถึงการสะสมเบต้าแคโรทีน (Andersen, 2005; Wu et al., 2015) จาก

การศึกษาปริมาณไนโตรเจนที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโตและรงควัตถุของสาหร่าย สาหร่าย        

D. salina NUAC09 พบว่าเมื่อเลี้ยงด้วยอาหารเหลวสูตร Johnson ภายใต้ปริมาณไนโตรเจน 0.0 ถึง 

2.0 กรัมของโพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าปริมาณไนโตรเจนที่

แตกต่างกัน ส่งผลต่อจำนวนเซลล์ และปริมาณรงควัตถุ โดยไนโตรเจนที่เพ่ิมข้ึนจะส่งผลทำให้สาหร่าย 

D. salina NUAC09 มีจำนวนเซลล์ ปริมาณคลอโรฟิลล์ และผลผลิตชีวมวลเพ่ิมสูงขึ้น สอดคล้องกับ 

Sathasivam และคณะ (2018) ที่รายงานว่าการเลี้ยง D. salina KU11 ในปริมาณไนโตรเจนที่

แตกต่างกัน (0.2 – 1.0 กรัมของโพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร) แสดงให้เห็นว่าปริมาณไนโตรเจน 1.0 

กรัมของโพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร ช่วยให้สาหร่าย D. salina KU11 มีการเจริญเติบโตสูงสุด 

เท่ากับ 1.45×106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ขณะที่การลดปริมาณไนโตรเจนให้เหลือเพียง 0.5 g KNO3/L จะ

ช่วยเพิ่มปริมาณแคโรทีนอยด์มากท่ีสุดเท่ากับ 177.1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วน Kharati−Koupaei 

และ Moradshasi (2016) รายงานว่าสาหร่าย D. viridis MSV–1 จากประเทศอิร่าน ซึ่งเลี้ยงแบบมิค

โซโทรฟิกที่ปริมาณความเข้มข้นไนโตรเจน 0.5 – 0.8 กรัมของโซเดียมไนเตรทต่อลิตร มีจำนวนเซลล์

สูงที่สุด เท่ากับ 1.30×106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร จากงานวิจัยที่กล่าวมาแสดงให้เห็นว่าความเหมาะสม

ของปริมาณไนโตรเจนต่อการเจริญเติบโตแตกต่างกันขึ้นอยู่กับสายพันธุ์สาหร่าย จากผลการศึกษา

แสดงให้เห็นว่าการขาดไนโตรเจนส่งผลต่อการเจริญเติบโตที่ลดลงของสาหร่าย ในทางกลับกันปริมาณ

ไนโตรเจนที่เพ่ิมขึ้นส่งผลให้สาหร่ายมีระยะเจริญเติบโตเพ่ิมสูงขึ้นตามไปด้วย (มากกว่า 14 วัน) แต่

อย่างไรตามก็ควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมเกี่ยวกับผลของปริมาณไนโตรเจนสูงต่อการเจริญเติบโตของ

สาหร่าย ดังนั้นเมื่อพิจารณาจากผลการศึกษาครั้งนี้มีแนวโน้มว่าปริมาณไนโตรเจนที่ 2.0 กรัมของ

โพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร มีความเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของสาหร่าย D. salina NUAC09 

สูงสุด ซึ่งสามารถนำไปประยุกต์กับการเลี้ยงสาหร่ายสกุล Dunaliella ขณะที่ควรมีการศึกษาปัจจัย

ไนโตรเจนควบคู่กับปัจจัยอื่นๆ เพ่ือให้การเจริญเติบโตของสาหร่ายเพิ่มมากข้ึน 

ในการศึกษาครั้งนี้สาหร่าย D. salina NUAC09 มีค่าแคโรทีนอยด์สูงสุด (53.14±2.24 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ที่ปริมาณไนโตรเจน 0.25 กรัมของโพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร โดยเมื่อเข้าสู่

วันที่ 6 ของการเลี้ยงสาหร่ายเริ่มมีการเปลี่ยนสีของเซลล์เป็นสีเหลืองหรือสีส้มอ่อน สาหร่ายจะมีการ

เจริญเติบโตเพ่ิมขึ้น ควบคู่ไปกับการลดลงของปริมาณคลอโรฟิลล์ ซึ่งบ่งชี้ถึงการเริ่มสะสมรงควัตถุ

กลุ่มแคโรทีนอยด์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งเบต้าแคโรทีน (Ben–Amotz et al. 1989) เช่นเดียวกับ

การศึกษาของ Sathasivam และคณะ (2018) พบว่าการจำกัดไนโตรเจน 0.25 กรัมของโพแทสเซียม
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ไนเตรทต่อลิตร ทำให้สาหร่าย D. salina KU11 มีปริมาณแคโรทีนอยด์สูงสุด เท่ากับ 160.5±0.03 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ Gomez และคณะ (2003) พบว่าสาหร่าย D. bardawil ที่ได้รับโซเดียม

ไนเตรท 0.05 กรัมของโพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร จะมีปริมาณแคโรทีนอยด์สูงสุดเท่ากับ 23.3 

มิลลิกรัมต่อลิตรนอกจากนี้สาหร่ายสีเขียว Haematococcus pluvialis ที่ถูกจำกัดโพแทสเซียมไนเต

รท 0.25 กรัมของโพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร พบว่ามีปริมาณแคโรทีนอยด์เท่ากับ 6.0 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร (Orosa et al., 2005) สำหรับอัตราส่วนระหว่างแคโรทีนอยด์ต่อคลอโรฟิลล์ สัดส่วนมีแนวโน้ม

เพ่ิมสูงขึ้น เมื่อปริมาณไนโตรเจนลดลง เนื่องจากเมื่อสาหร่ายอยู่ในสภาวะอาหารปกติเซลล์จะมีอัตรา

การเจริญเติบโตที่สูงและมีการสังเคราะห์รงควัตถุแคโรทีนอยด์ที่ต่ำ แต่เมื่ออยู่ภายใต้สภาวะขาดหรือ

จำกัดไนโตรเจนเซลล์จะถูกกระตุ้นให้สังเคราะห์รงควัตถุแคโรทีนอยด์มากขึ้นเพ่ือใช้ปกป้องเซลล์จาก

การขาดไนโตรเจนส่งผลทำให้อัตราส่วนระหว่างแคโรทีนอยด์กับคลอโรฟิลล์เพ่ิมสูงขึ้นตามไปด้วย  

(Telfer et al., 2008) แต่อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมเกี่ยวกับผลของไนโตรเจนร่วมกับ

ปัจจัยอื่นเพ่ือเหนี่ยวนำการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ให้เพ่ิมมากข้ึน 

 

5.1.3 ฟอสฟอรัสที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโตและรงควัตถุของสาหร่าย 

        ฟอสฟอรัสเป็นหนึ่งในธาตุอาหารที่สำคัญโดยตรงต่อการเจริญเติบโต กระบวนการ

สังเคราะห์แสง และการสะสมรงควัตถุของสาหร่าย (Masojidek et al., 2013) จากการศึกษาปริมาณ

ฟอสฟอรัสที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโตและรงควัตถุของสาหร่าย สาหร่าย D. salina NUAC09 

พบว่าเมื่อเลี้ยงด้วยอาหารเหลวสูตร Johnson ภายใต้ปริมาณฟอสฟอรัส 0.0 ถึง 0.086 กรัมของโม

โนโพแทสเซียมฟอสเฟตต่อลิตร จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าปริมาณฟอสฟอรัสที่แตกต่างกัน 

ส่งผลต่อจำนวนเซลล์ และปริมาณรงควัตถุ โดยฟอสฟอรัสที่เพ่ิมขึ้นจะส่งผลทำให้สาหร่าย D. salina 

NUAC09 มีจำนวนเซลล์ ปริมาณรงควัตถุ ผลผลิตชีวมวล และอัตราการเจริญเติบโตเพ่ิมสูงขึ้น 

สอดคล้องกับงานวิจัยของ Wongsnansilp และคณะ (2016) ที่ศึกษาการจำกัดฟอสฟอรัส ต่อการ

เจริญเติบโตและปริมาณคลอโรฟิลล์ของสาหร่าย D. salina KU XI พบว่าความเข้มข้นฟอสฟอรัส 

(NaH2PO4) ที่เพ่ิมขึ้นตั้งแต่ 9.8 ถึง 39.4 กรัมของโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตต่อลิตร ทำให้การ

เจริญเติบโตของสาหร่ายมีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้น โดยมีค่าสูงสุด เท่ากับ 2.4 x106 เซลล์ต่อมิลลิตร ขณะที่

ความเข้มข้นฟอสฟอรัสต่ำกว่า 9.8 กรัมของโมโนโพแทสเซียมฟอสเฟตต่อลิตร ส่งผลทำให้เกิดการ

ยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหร่าย เช่นเดียวกับรายงานของ Rhee (1980) และ Hill (2014) กล่าวว่า 

หากสาหร่ายได้รับปริมาณฟอสฟอรัสที่ไม่เหมาะสม (สูงหรือต่ำจนเกินไป) จะส่งผลต่อการเจริญเติบโต
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ของสาหร่าย ซึ่งเมื่อความเข้มข้นของฟอสฟอรัสในอาหารลดลงจะส่งผลให้กระบวนการต่างๆ ถูกยับยั้ง 

เช่น การบวนการเมตาบอลิซึม  การขนส่งอิเล็กตรอนของปฏิกิริยาโฟโตฟอสโฟรีเลชัน การสังเคราะห์

สารพลังงานสูง ATP วัฏจักรเคนวิน และวัฏจักรรีเจนเนอเรชั่นของ NADP+ กับ NADPH เป็นต้น ซึ่ง

การลดลงของกระบวนการที่กล่าวมานั้นเป็นสาเหตุสำคัญต่อการเจริญเติบโต การแบ่งเซลล์ของ

สาหร่ายและการผลิตรงควัตถุท้ังสิ้น (Jacob and Lawlor, 1993; Lippemeier, 2003) ในการศึกษา

ครั้งนี้สาหร่าย D. salina NUAC09 มีค่าแคโรทีนอยด์สูงสุด (40.86±8.40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ที่

ปริมาณฟอสฟอรัส 0.07 กรัมของโมโนโพแทสเซียมฟอสเฟตต่อลิตร โดยเมื่อเข้าสู่วันที่ 14 ของการ

เลี้ยง พบว่าในชุดการทดลองที่มีปริมาณฟอสฟอรัส 0.00 กรัมของโมโนโพแทสเซียมฟอสเฟตต่อลิตร 

สาหร่ายเริ่มมีการเปลี่ยนสีของเซลล์เป็นสีเหลืองอ่อน – สีส้ม ซึ่งสาหร่ายจะมีการเจริญเติบโตเพ่ิมขึ้น

ควบคู่ไปกับการลดลงของปริมาณคลอโรฟิลล์ ซึ่งบ่งชี้ถึงการเริ่มสะสมรงควัตถุกลุ่มแคโรทีนอยด์ 

โดยเฉพาะอย่างยิ่งเบต้าแคโรทีน (Ben–Amotz et al., 1989) โดยในชุดการทดลองที่ขาดฟอสฟอรัส 

(0.0 กรัมของโมโนโพแทสเซียมฟอสเฟตต่อลิตร) สาหร่ายมีการเปลี่ยนสีเซลล์จากสีเขียวเป็นสีเหลือง

อ่อน ตั้งแต่วันที่ 6 ควบคู่ไปกับการชะลอกระบวนการแบ่งเซลล์ (ปริมาณความหนาแน่นของเซลล์ที่

ต่ำ) (Lippemeier, 2003) แสดงให้เห็นว่าเมื่อมีการขาดแคลนฟอสเฟตจะทำให้การเจริญเติบโต และ

ปริมาณคลอโรฟิลล์ลดลง (Richmond, 1986 and Becker, 1994) โดยตามทฤษฎีแล้วคลอโรฟิลล์

จะลดลงเมื่อมีความเข้มข้นของธาตุอาหารต่ำ ซึ่งการผันแปรของปริมาณคลอโรฟิลล์สามารถบ่งชี้ถึง

สภาวะการเจริญเติบโตของสาหร่ายได้ (Papageorgiou, 2007) นอกจากนี้อัตราส่วนระหว่างแคโรที

นอยด์ต่อคลอโรฟิลล์ สัดส่วนมีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้น เมื่อความเข้มข้นของฟอสฟอรัสลดต่ำลง สอดคล้อง

กับรายงานของสรวิศ (2536) กล่าวว่าสาหร่าย D. salina ในระยะ log phase มีอัตราส่วนแคโรที

นอยด์ต่อคลอโรฟิลล์ เท่ากับ 7.66 ต่อ 1 เท่า ที่ความเข้มข้นฟอสเฟต 0.018 กรัมของโมโน

โพแทสเซียมฟอสเฟตต่อลิตร ขณะที่ในระยะ stationary phase สาหร่ายมีอัตราส่วนของแคโรที

นอยด์ต่อคลอโรฟิลล์เท่ากับ 6.84 ต่อ 1 เท่าเนื่องจากเมื่อสาหร่ายอยู่ในสภาวะปกติเซลล์จะมีอัตรา

การเจริญและปริมาณแคโรทีนอยด์ที่ต่ำ แต่เมื่ออยู่ภายใต้สภาวะเครียด เซลล์สาหร่ายจะเริ่ม

สังเคราะห์รงควัตถุกลุ่มแคโรทีนอยด์เพ่ือใช้ปกป้องเซลล์ทำให้อัตราส่วนระหว่างแคโรทีนอยด์ต่อ

คลอโรฟิลล์เพ่ิมสูงขึ้นตามไปด้วย (Telfer et al., 2008) เนื่องจากโดยทั่วไปปริมาณฟอสฟอรัสที่

เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายขนาดเล็กอยู่ในช่วง 0.0002 - 0.080 กรัมของโมโน

โพแทสเซียมฟอสเฟตต่อลิตร (Lippemeier et al., 2003) ขณะที่ในสาหร่ายสกุล Dunaliella พบว่า

ความหนาแน่นของเซลล์ลดลงเมื่อฟอสฟอรัสต่ำกว่า 0.002 กรัมของโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตต่อ
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ลิตร และเพ่ิมขึ้นเมื่อปริมาณฟอสฟอรัสสูงกว่า 0.009 กรัมของโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตต่อลิตร 

(Wongsnansilp et al., 2016) ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษานี้ นอกจากนี้ในการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสี

เขียวสกุลอ่ืนๆ พบว่าปริมาณฟอสฟอรัสที่สูงเกินไปส่งผลต่อการยับยั้งการเจริญติบโต (Roha et al., 

2008) ดังนั้นเมื่อพิจารณาจากผลการศึกษาครั้งนี้มีแนวโน้มว่าปริมาณฟอสฟอรัสที่ 0.070 กรัมของโม

โนโพแทสเซียมฟอสเฟตต่อลิตร มีความเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและการสะสมรงควัตถุของ

สาหร่าย D. salina NUAC09 สูงสุด ซึ่งสามารถนำไปประยุกต์กับการเลี้ยงสาหร่ายสกุล Dunaliella 

ขณะที่ควรมีการศึกษาปัจจัยฟอสฟอรัสควบคู่กับปัจจัยอ่ืนๆ เพ่ือให้การเจริญเติบโตและปริมาณรง

วัตถุของสาหร่ายเพิ่มมากข้ึน 

 

5.1.4 ความเค็มที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโตและรงควัตถุของสาหร่าย  

                   ความเค็มเป็นปัจจัยที่มีความสำคัญอย่างยิ่งเมื่อเปรียบเทียบกับปัจจัยสิ่งแวดล้อมอ่ืนๆ    

ต่อสาหร่ายทนเค็มสกุล Dunaliella เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงความเค็มส่งผลโดยตรงต่อการ

เจริญเติบโต, ปริมาณรงควัตถุ และองค์ประกอบทางชีวเคมีของสาหร่าย (Charioui et al., 2017) ใน

สาหร่ายสกุล Dunaliella มีการปรับตัวเพ่ือให้ทนต่อความเครียดจากเกลือ (the key enzyme 

genes) โดยการเพ่ิมประสิทธิภาพระบบการขนส่งอิออน และการสะสมสารออสโมโพรเทคแทนต์ 

(Chen and Jiang, 2009) ซึ่งสารออสโมโพรเทคแทนต์จะมีส่วนช่วยในการปรับความดันออสโมติก 

(osmotic regulation) (Ahmed et a., 2017) ขณะที่ปริมาณ Na+ และ Cl- ภายในเซลล์เพ่ิมขึ้น 

ตามด้วยการไหลออกของอิออน Na+ เกิดขึ้นแบบแอนติพอร์ท (antiport) ระหว่าง Na+ และ K+ 

เพ่ือให้เซลล์อยู่ในภาวะสมดุล (Chen and Jiang, 2009) จากการศึกษาปริมาณความเค็มที่แตกต่าง

กันต่อการเจริญเติบโตและรงควัตถุของสาหร่าย สาหร่าย D. salina NUAC09 พบว่าเมื่อเลี้ยงด้วย

อาหารเหลวสูตร Johnson ภายใต้ปริมาณความเค็ม 0.5 – 2.5 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ (28.22 – 

141.1 กรัมของโซเดียมคลอไรด์ต่อลิตร) จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าปริมาณความเค็มที่

แตกต่างกัน ส่งผลต่อจำนวนเซลล์ ปริมาณรงควัตถุ และอัตราการเจริญเติบโต โดยปริมาณความเค็มที่

เพ่ิมขึ้นจะส่งผลทำให้สาหร่าย D. salina NUAC09 มีจำนวนเซลล์ ปริมาณคลอโรฟิลล์ ผลผลิตชีว

มวล และอัตราการเจริญเติบโตเพ่ิมสูงขึ้น สอดคล้องกับงานวิจัยของ Mofeed (2015) ศึกษาผลของ

ความเค็มและความเข้มแสงต่อปริมาณเบต้าแคโรทีนของสาหร่าย D. salina ผลพบว่าสาหร่ายมีการ

เจริญเติบโตสูงสุด เท่ากับ 8.97 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ที่ปริมาณความเค็ม 2.0 โมลาร์ของโซเดียม

คลอไรด์ ภายใต้ความเข้มแสง 200 ไมโครโมลโฟรตรอนต่อตารางเมตรต่อวินาที เช่นเดียวกับงานวิจัย
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ของ Ahmed และคณะ (2017) ที่ศึกษาปริมาณชีวมวลของสาหร่าย D. salina SA134 ที่เพาะเลี้ยง

ภายใต้สภาวะความเค็มที่แตกต่างกัน (0.5 ถึง 2.5 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์) พบว่าสาหร่ายมีการ

เจริญเติบโตสูงสุด มีความหนาแน่นของเซลล์ 6.57×107 ถึง 7.17×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ภายใต้ความ

เค็ม 1.5 ถึง 2.0 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ ขณะที่แตกต่างกับผลการศึกษาของ Sathasitvam และ

คณะ (2018) ได้ทำการทดลองผลของปริมาณความเค็มที่แตกต่างกัน (1.0 ถึง 3.0 โมลาร์ของโซเดียม

คลอไรด์) ต่อการสะสมแคโรทีนอยด์ของสาหร่าย D. salina KU11 พบว่าที่ปริมาณความเค็ม 1.0                   

โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ สาหร่ายจะมีการเจริญเติบโตสูงสุด เท่ากับ 1.85±0.21x106 เซลล์ต่อ

มิลลิลิตร จากงานวิจัยที่กล่าวมาแสดงให้เห็นว่าความเหมาะสมของปริมาณความเค็มต่อการ

เจริญเติบโตแตกต่างกันขึ้นอยู่กับสายพันธุ์สาหร่าย ขณะที่ปริมาณคลอโรฟิลล์จะผันแปรตามการ

เจริญเติบโตของสาหร่าย โดยสาหร่ายมีปริมาณคลอโรฟิลล์สูงสุดที่ปริมาณความเค็มที่ 2.5 โมลาร์ของ

โซเดียมคลอไรด์ เท่ากับ 18.43±1.45 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สอดคล้องกับ Gibor และคณะ (1956) 

ที่กล่าวว่าเมื่อคลอโรฟิลล์ลดลงจะส่งผลทำให้ปริมาณแคโรทีนอยด์เพ่ิมขึ้น เนื่องจากคลอโรฟิลล์เป็น

องค์ประกอบหลักที่สาหร่ายใช้สังเคราะห์แสงเพ่ือนำกลับมาใช้เป็นพลังงานให้ตัวเอง เมื่อคลอโรฟิลล์

ถูกทำลายไปจะทำให้สาหร่ายอยู่ในสภาวะเครียดจึงส่งผลทำให้แคโรทีนอยด์ซึ่งมีลักษณะเป็นพันธะคู่

เข้ามาทำหน้าที่แทนเพ่ือป้องกันไม่ให้เซลล์ของสาหร่ายถูกทำลายไปแสดงให้เห็นว่าคลอโรฟิลล์เอมี

ความสัมพันธ์ต่อการเจริญเติบโตและการสะสมแคโรทีนอยด์รวมของสาหร่าย  จากผลการทดลองนี้

และงานวิจัยที่กล่าวมาข้างต้น แสดงให้เห็นว่าสาหร่ายสกุล Dunaliella มีรูปแบบการเจริญเติบโตที่

แตกต่างกัน  เนื่ องจากเป็นสาหร่ายที่ สามารถเจริญ เติ บ โตในช่วงความเค็มที่ หลากหลาย                             

(0.5 – 5 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์) และไม่มีความจำเพาะเจาะจงที่แน่ชัด รวมถึงความแตกต่างของ

ลักษณะทางนิเวศวิทยาและถิ่นที่อยู่อาศัย ดังนั้นเมื่อพิจารณาจากผลการศึกษาครั้งนี้มีแนวโน้มว่า

ปริมาณความเค็ม 2.5 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ มีความเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ D. salina 

NUAC09 แต่อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยความเค็มร่วมกับปัจจัยอ่ืนเพ่ือ

ปรับปรุงการเจริญเติบโต และการสะสมรงควัตถุของสาหร่ายให้สูงขึ้น 

ในการศึกษาครั้งนี้สาหร่าย D. salina NUAC09 มีค่าแคโรทีนอยด์สูงสุด (42.67±4.94 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ที่ปริมาณความเค็ม 0.5 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ โดยเมื่อเข้าสู่วันที่ 14 

ของการเลี้ยง พบว่าในชุดการทดลองที่มีปริมาณความเค็ม 0.5 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ สาหร่าย

เริ่มมีการเปลี่ยนสีของเซลล์จากสีเขียวเป็นสีส้ม โดยสาหร่ายจะมีการเจริญเติบโตลดลง ควบคู่ไปกับ

การลดลงของปริมาณคลอโรฟิลล์ ซึ่งบ่งชี้ถึงการเริ่มสะสมรงควัตถุกลุ่มแคโรทีนอยด์ โดยเฉพาะอย่าง
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ยิ่งเบต้าแคโรทีน (Ben–Amotz et al., 1989) ทั้ งนี้สาเหตุ เนื่องจากสาหร่าย  Dunaliella เป็น

สาหร่ายที่ดำรงชีวิตในพ้ืนที่ที่มีความเค็มสูง ทำให้ต้องมีการปรับตัวต่อสภาวะความเค็มเปลี่ยนแปลง 

โดยสร้างรงควัตถุกลุ่มแคโรทีนอยด์ขึ้นมาช่วยในการปกป้องเซลล์ (Oren, 2014) นอกจากนี้อัตราส่วน

ระหว่างแคโรทีนอยด์ต่อคลอโรฟิลล์ สัดส่วนมีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้น เมื่อปริมาณความเค็มลดต่ำลง 

สอดคล้องกับผลการศึกษาของ Gomez และคณะ (2003) ศึกษาผลของความเค็มต่อปริมาณของแค

โรทีนอยด์ในสาหร่าย D. salina พบว่าอัตราส่วนของแคโรทีนอยด์ต่อคลอโรฟิลล์ มีค่าเพ่ิมขึ้นเมื่อ

ปริมาณความเค็มมีแนวโน้มลดลง โดยมีค่าแคโรทีนอยด์ต่อคลอโรฟิลล์สูงสุดเท่ากับ 9 ต่อ 1 ดังนั้นเมื่อ

พิจารณาจากผลการศึกษาครั้งนี้มีแนวโน้มว่าปริมาณความเค็ม 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีความ

เหมาะสมต่อการสะสมแคโรทีนอยด์ของ D. salina NUAC09 

 

5.1.5 ไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโตและรงควัตถุของสาหร่าย 

        ไบคาร์บอเนต (bicarbonate) เป็นรูปแบบหนึ่งของธาตุคาร์บอนที่มีความสำคัญต่อ

การเจริญเติบโต กระตุ้นการผลิตรงควัตถุ รวมถึงช่วยปรับปรุงการเจริญเติบโตของสาหร่ายภายใต้

สภาวะความเครียดจากการขาดสารอาหาร (Srinivasan et al., 2018) จากการศึกษาปริมาณ         

ไบคาร์บอเนตที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบ โตและรงควัตถุของสาหร่าย สาหร่าย D. salina 

NUAC09 พบว่าเมื่อเลี้ยงด้วยอาหารเหลวสูตร Johnson ภายใต้ปริมาณไบคาร์บอเนต ปริมาณ 0.0 

ถึง 0.086 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าปริมาณไบ

คาร์บอเนตที่แตกต่างกัน ส่งผลต่อจำนวนเซลล์ ปริมาณรงควัตถุ และอัตราการเจริญเติบโต โดย

ปริมาณไบคาร์บอเนตที่เพ่ิมข้ึนจะส่งผลทำให้สาหร่าย D. salina NUAC09 มีการเจริญเติบโตและรงค

วัตถุอยู่ในปริมาณที่ใกล้เคียงกัน ซึ่งแตกต่างกับการศึกษาของ Kim และคณะ (2017) ที่ศึกษาผลของ            

ไบคาร์บอเนต 0.0 – 30.0 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร ต่อการเจริญเติบโตของสาหร่าย          

D. salina ประเทศเกาหลีใต้ พบว่าสาหร่ายมีอัตราการเจริญเติบโตสูงสุด เท่ากับ 0.34 – 0.70 ต่อวัน 

(2.06 เท่า) ที่ความเข้มข้นไบคาร์บอเนต 5.0 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร โดยปกติเมื่อ

สาหร่ายขนาดเล็กได้รับความเข้มข้นโซเดียมไอออนในปริมาณไม่เหมาะสมจะส่งผลต่อการยับยั้งการ

สังเคราะห์ เอนไซม์ที่สำคัญบางชนิดซึ่งมีผลต่อการเจริญเติบโต (Sudhir and Murthy, 2004) 

เช่นเดียวกับ Srinivasan และคณะ (2015) ที่พบว่าการเสริมไบคาร์บอเนต 8.4 – 12.6 กรัมของ

โซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร ทำให้สาหร่าย D. salina มีการเจริญเติบโต ผลผลิตชีวมวล แคโรที

นอยด์ และเบต้าแคโรทีนมีปริมาณสูงสุด ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าความ
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เข้มข้นของไบคาร์บอเนตในการทดลองนี้มีปริมาณที่ค่อนข้างต่ำกว่า (0.00 – 0.087 กรัมของ

โซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร) ซึ่งไม่สัมพันธ์กับปริมาณไบคาร์บอเนตที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต

ของ Dunaliella จึงเป็นสาเหตุที่ทำให้การเจริญเติบโตของสาหร่าย D. salina NUAC09 มีแนวโน้ม

ลดลงตามไปด้วย ขณะเดียวกัน Kim และคณะ (2017) กับ Srinivasan และคณะ (2015) กล่าวว่า

หากในอาหารมีปริมาณไบคาร์บอเนตสูงหรือต่ำจนเกินไปจะส่งผลต่อการยับยั้งการแบ่งเซลล์ของ

สาหร่ายตามมา ดังนั้นเมื่อพิจารณาจากผลการศึกษาครั้งนี้มีแนวโน้มว่าปริมาณไบคาร์บอเนต 0.043 

กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร มีความเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ D. salina NUAC09 

แต่อย่างไรก็ตามมีรายงานว่าสาหร่าย Dunaliella ที่ได้รับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ในอาหารมี

แนวโน้มส่งผลต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายเพ่ิมขึ้นมากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับไบคาร์บอเนต 

(Srinivasan et al., 2015; Jeon et al., 2016) รวมถึงควรมีการศึกษาปัจจัยไบคาร์บอเนตควบคู่กับ

การเสริมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์เพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพการเจริญเติบโตให้สูงขึ้น 

จากสมมุ ติ ฐ าน การศึ กษ าที่ ผ่ านม า พบ ว่ าส าห ร่ าย  Dunaliella สามารถ ใช้ ก๊ าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ในการเจริญเติบโตได้ (Jeon et al., 2016; Kim, 2017) จึงมีการศึกษาผลของ     

ไบคาร์บอเนตร่วมกับคาร์บอนไดออกไซด์ต่อการเจริญเติบโตและปริมาณรงควัตถุของสาหร่าย              

D. salina NUAC09 ซึ่งจากผลการศึกษาชี้ให้เห็นชัดเจนว่าการเสริมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ส่งผลต่อ

การเพ่ิ มขึ้ นของจำนวน เซลล์  ปริมาณ รงควัตถุ  และอัตราการเจริญ เติบ โตของสาหร่ าย                                    

เมื่อเปรียบเทียบกับไบคาร์บอเนตเพียงอย่างเดียวในการศึกษาก่อนหน้านี้ เนื่องจากสาหร่ายขนาดเล็ก

บางชนิดสามารถใช้แหล่งคาร์บอนในรูปของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ และคาร์บอนอนินทรีย์ 

(โซเดียมไบคาร์บอเนต) เพ่ือการเจริญเติบโตได้ เช่นเดียวกับ Kumar และคณะ (2010) กับ Jeon 

และคณะ (2013) กล่าวว่าก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ความเข้มข้น 5 – 10 เปอร์เซ็นต์ในอาหารมีผลต่อ

การเจริญเติบโตของสาหร่าย Dunaliella มากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับไบคาร์บอเนตเพียงอย่างเดียว 

ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองนี้ ส่วน Mercado และคณะ (1999) กล่าวว่ากระบวนการในเซลล์

สาหร่ายจะทำการเปลี่ยนรูปก๊าซ (CO2) ไปเป็นสารอนินทรีย์คาร์บอนก่อนเพ่ือใช้ในกระบวนการ

สังเคราะห์แสง ขณะเดียวกันการเจริญเติบโตของสาหร่ายจะถูกยับยั้งเมื่อความเข้มข้นของก๊าซ CO2 

มากกว่า 12 เปอร์เซ็นต์และทำให้ค่าพีเอชในอาหารลดลงส่งผลต่อการยับยั้งการเจริญเติบโตของ

สาหร่ายตามมา (Kim et al., 2012) นอกจากนี้การเสริมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 15 เปอร์เซ็นต์ใน

สาหร่ายสีเขียว Scenedesmus มีผลต่อการเจริญเติบโต (0.17 µต่อวัน) คลอโรฟิลล์ เอ (25.07 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) แคโรทีนอยด์ (6.15 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ผลชีวมวล (0.85 กรัมต่อลิตร) 
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โปรตีน (32.9 เปอร์เซ็นต์) คาร์โบไฮเดรต (26.2 เปอร์เซ็นต์) และไขมัน (25.8 เปอร์เซ็นต์) สูงสุด 

(Patil and Kaliwal, 2017) รวมถึงมีการรายงานว่าปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ในช่วง 0.1 – 20 

เป อ ร์ เซ็ น ต์ ช่ ว ยส่ ง เส ริ ม ก าร เจ ริญ เติ บ โตของสาห ร่ าย  เช่ น  Chlorella, Scenedesmus, 

Botryococcus, Spirulina และ Nannochloropsis เป็นต้น (Singh and Singh, 2014) ดังนั้น

แสดงให้ เห็นว่าไบคาร์บอเนต 0.043 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร  ร่วมกับก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ มีความเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ D. salina NUAC09 แต่

อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยคาร์บอนร่วมกับปัจจัยอ่ืนเพ่ือปรับปรุงการ

เจริญเติบโตสาหร่ายให้สูงขึ้น 

ขณะที่ปริมาณแคโรทีนอยด์มีค่าสูงสุด (5.36±0.46 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ที่ปริมาณ

โซเดียมไบคาร์บอเนต 0.043 g/L ขณะที่ปริมาณแคโรทีนอยด์เพ่ิมขึ้น 12 เท่า (65.03±6.21 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) เมื่อมีการเสริมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ เช่นเดียวกับ Srinivasan และคณะ 

(2018) ที่พบว่าในสาหร่าย D. salina V–101 เมื่อขาดธาตุไนโตรเจนในอาหาร สาหร่ายจะมีปริมาณ

แคโรทีนอยด์ลดลง (7.23 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ขณะที่การเสริมไบคาร์บอเนต 8.4 กรัมของ

โซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร ร่วมกับการขาดธาตุไนโตรเจน จะมีปริมาณแคโรทีนอยด์เพ่ิมขึ้น                 

1.14 เท่า (8.25 ± 0.01 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) เนื่องจากภายใต้การจำกัดหรือขาดสารอาหารจะ

นำไปสู่การสูญเสียโปรตีนบางอย่างในปฏิกิริยาสังเคราะห์แสง (PSII) ซึ่งไบคาร์บอเนตที่เป็นธาตุอาหาร

รองจะไปช่วยปรับปรุงกระบวนการสังเคราะห์แสงและฟ้ืนฟูการทำงานของเซลล์ในสภาวะที่สาหร่าย

ขาดอาหารได้ (Lv et al., 2016) สอดคล้องการกับศึกษาในสาหร่ายชนิดอ่ืน ๆ Fawzy และคณะ 

(2016), Guiheneuf และ Stengel (2013), Mondal และคณะ (2017), Pancha และคณะ (2014), 

Pancha และคณะ (2015) และ Peng และคณะ (2017) ที่พบว่าการเสริมไบคาร์บอเนตในอาหารมี

ผลต่อการปรับปรุงและฟ้ืนฟูปริมาณโปรตีน คาร์โบไฮเดรต ไขมัน และกรดไขมัน รวมถึงลดการเกิด

สารอนุมูลอิสระ เมื่อเปรียบเทียบกับการขาดสารอาหารเพียงอย่างเดียว นอกจากนี้ Srinivasan และ

คณะ (2018) กล่าวว่าไบคาร์บอเนตมีผลต่อการเจริญของสาหร่ายทะเลมากกว่าสาหร่ายน้ำจืด 

โดยเฉพาะอย่างยิ่งภายใต้การขาดสารอาหารหลัก (ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และซัลเฟอร์) ขณะที่

อัตราส่วนระหว่างแคโรทีนอยด์ต่อคลอโรฟิลล์มีค่าสูงสุด เท่ากับ 3.43±0.01 เท่า ที่ปริมาณของ          

ไบคาร์บอเนต 0.086 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร สอดคล้องกับผลการศึกษา Srinivasan 

และคณะ (2015) ที่ศึกษาผลของไบคาร์บอเนตต่อปริมาณเบต้าแคโรทีนของสาหร่าย Dunaliella sp. 

ผลพบว่าอัตราส่วนของแคโรทีนอยด์ต่อคลอโรฟิลล์เท่ากับ 1.7 เท่า ที่ปริมาณไบคาร์บอเนต 12.6 กรัม
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ของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร นอกจากนี้สาหร่ายสีเขียว Botryococcus ที่มีผลผลิตชีวมวลและ

แคโรทีนอยด์เพ่ิมขึ้นมากกว่าสองเท่าเมื่อได้รับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ความเข้มข้น 2.0 เปอร์เซ็นต์

ในอาหารปกติ (Ranga et al., 2007) จากงานวิจัยที่กล่าวมาแสดงให้เห็นว่าความเหมาะสมของ

ปริมาณไบคาร์บอเนตต่อการเจริญเติบโตแตกต่างกันขึ้นอยู่กับสายพันธุ์สาหร่าย ดังนั้นเมื่อพิจารณา

จากผลการศึกษาครั้งนี้มีแนวโน้มว่าปริมาณไบคาร์บอเนต 0.043 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อ

ลิตร ร่วมกับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์มีความเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ D. 

salina NUAC09 ขณะที่ควรศึกษาเพ่ิมเติมปริมาณไบคาร์บอเนตร่วมกับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์

ควบคู่กับปัจจัยอ่ืนเพ่ือเพ่ิมการเจริญเติบโตและการผลิตรงควัตถุให้สูงขึ้น ซึ่งผลที่ได้สามารถใช้เป็น

แนวทางในการการเลี้ยงสาหร่ายเชิงพาณิชย์ต่อไป 

 

5.1.6 องค์ประกอบและปริมาณไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย 

        สเตอริโอไอโซเมอร์ของเบต้าแคโรทีน คือ รูปแบบของสารเบต้าแคโรทีนที่มีโครงสร้าง

และคุณสมบัติแตกต่างกัน ซึ่งสาหร่ายจะผลิตเบต้าแคโรทีนผ่านกระบวนการสังเคราะห์สารกลุ่ม               

แคโรทีนอยด์ (carotenogenesis) ภายในเซลล์ โดยสเตอริโอไอโซเมอร์ของเบต้าแคโรทีนมีรูปแบบที่

หลากหลาย เช่น all–trans, 9–cis, 13–cis และ 15–cis ß–carotenoid เป็นต้น โดยองค์ประกอบ

และปริมาณไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนจะพบปริมาณสูงหรือต่ำขึ้นอยู่กับสภาวะที่สาหร่ายเจริญเติบโต

เป็นหลัก เช่น ความเข้มแสงสูง ระดับความเค็ม และการขาดธาตุอาหาร (Harvey and Ben–Amotz, 

2020) ในการตรวจวัดองค์ประกอบและปริมาณไอโซเมอร์ของสาหร่าย NUAC09 ภายใต้สภาวะการ

เลี้ยงที่แตกต่างกัน ได้แก่ ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ความเค็ม และไบคาร์บอเนต ผลการวิเคราะห์แสดง

ให้เห็นว่ามีพีคปรากฏขึ้นจำนวน 3 พีค (peak) ได้แก่ พีค all–trans ß–carotene, พีค 9–cis ß–

carotene และพีค rest cis ß–carotene (9’–cis, 13–cis, 15–cis) ซึ่งมีลักษณะของพีคสารที่พบ

สอดคล้องกับหลายงานวิจัยที่ผ่านมา (Weinrich et al., 2019, Xu et al., 2018; Lin et al., 2010; 

Fazeli et al., 2009 ; Hu et al., 2008; Bononi et al., 2002 ; Jian−Guo et al., 1996 และ           

Ben–Amotz et al., 1987) การศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าเมื่อสาหร่าย D. salina NUAC09 ถูกลด

ปริมาณของไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ความเค็ม และไบคาร์บอเนตในอาหารจะทำให้มีการสะสมปริมาณ

ไอโซเมอร์ และอัตราส่วนของซิสต่อทรานส์เบต้าแคโรทีนเพ่ิมขึ้น สอดคล้องกับรายงานของ Davidi 

และ Pick (2017) ที่กล่าวว่าปฏิกิริยาไอโซเมอไรเชชัน (isomerization) ของเบต้าแคโรทีนจะเกิดขึ้น

ในช่วงที่มีการเปลี่ยนแปลงสารอาหาร เช่นเดียวกับรายงานของ Jian−Guo และคณะ (1996) จาก
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ประเทศจีน ตรวจพบองค์ประกอบไอโซเมอร์หลัก 3 แบบในสาหร่าย D. salina ได้แก่ all–trans, 9–

cis, 15–cis และ total–cis ß–carotenoid โดยยั งพบอีกว่าการลดปริมาณ ธาตุอาหารหลัก 

โดยเฉพาะไนโตรเจนและฟอสฟอรัสส่งผลให้ปริมาณไอโซเมอร์ทั้งหมดของสาหร่ายเพ่ิมขึ้น ซึ่งมี

อัตราส่วน total–cis ต่อ all–trans ß–carotenoid เท่ากับ 1.7 และ 1.8 เท่าภายใต้การขาด

ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส ซึ่งการจำกัดสารอาหารส่งผลให้สาหร่ายมีปริมาณไอโซเมอร์สูงกว่าเมื่อ

เปรียบเทียบกับสาหร่าย D. salina ประเทศใต้หวันที่เลี้ยงในสภาวะปกติที่พบว่าปริมาณไอโซเมอร์ 

all–trans ß–carotene และ 9–cis ß–carotene มีค่าเท่ากับ 138.25 และ 124.65 มิลลิกรัมของ

น้ำหนักแห้งต่อกรัม คิดเป็น 47.5 และ 42.7 เปอร์เซ็นต์ (Hu et al., 2008) ซึ่งเมื่อเทียบกับผล

การศึกษานี้พบว่าการจำกัดปัจจัยไนโตรเจนและความเค็มทำให้ปริมาณ 9-cis สูงกว่าการศึกษาอ่ืน 

นอกจากนี้ยังสอดคล้องกับงานวิจัยของ Gomez และคณะ (2003) ที่ศึกษาผลของความเค็มต่อ

ปริมาณไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนในสาหร่าย D. salina และ D. bardawil ผลพบว่าเมื่อระดับความ

เค็มเพ่ิมข้ึน (1.0 – 3.0 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์) ส่งผลให้อัตราส่วนของ 9–cis ต่อ all–trans เพ่ิม

สูงถึง 4.3 ต่อ 1 เท่า แสดงให้เห็นว่าในสภาวะปกติไอโซเมอร์เบ้ตาแคโรทีนจะอยู่ทั้งในรูปแบบ cis 

และแบบ trans มีปริมาณที่แตกต่างกันในสาหร่ายแต่ละสายพันธุ์ โดยมี เอนไซม์ phytoene 

synthase (PSY) เป็นเอนไซม์ที่มีหน้าที่สำคัญในการควบคุมกลไกและกำหนดรูปแบบการสังเคราะห์

ไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีนในสาหร่าย (Xu and Harvey, 2019) ซึ่งกระบวนการจะเกิดขึ้นก็ต่อเมื่อ

สาหร่ายเจริญอยู่ในสภาวะที่เป็นปฏิปักษ์ (extreme conditions) เช่น การขาดสารอาหาร ความเข้ม

แสงสูง และปัจจัยอ่ืนๆ จะส่งผลให้สาหร่ายเกิดสภาวะเครียดและตอบสนองเพ่ือสร้างสารเบต้าแคโร

ทีนที่มีคุณสมบัติเพื่อปกป้องเซลล์ส่งผลให้เกิดการแสดงออกของยีนเพ่ิมสูงขึ้น ซึ่งยีน PSY จะสั่งการให้

เซลล์เปลี่ยนมาสังเคราะห์ไอโซเมอร์ในรูปแบบ 9–cis, 13–cis, 15–cis และ rest–cis เพ่ิมมากขึ้นทำ

ให้สัดส่วนของ all–trans ß–carotene มีปริมาณที่ลดลง (Davidi et., 2015; Shaish et al., 2006; 

Xu and Harvey, 2019) จากที่กล่าวมาแสดงให้เห็นว่าปัจจัยการเลี้ยงได้แก่ไนโตรเจน (0.0 กรัมของ

โพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร) ฟอสฟอรัส (0.0 กรัมของโมโนโพแทสเซียมฟอสเฟตต่อลิตร) ความเค็ม 

(0.5 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์) และไบคาร์บอเนตในอาหาร (0.0 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อ

ลิตร) ในอาหารมีผลต่อการสังเคราะห์ไอโซเมอร์ cis และ trans เบต้าแคโรทีนของสาหร่าย               

D. salina NUAC09 สูงสุด อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาปัจจัยไนโตรเจนควบคู่กับปัจจัยอ่ืนๆ เพ่ือ

เหนี่ยวนำการสังเคราะห์ cis−isomer เบต้าแคโรทีนให้เพ่ิมมากขึ้น ซึ่งผลที่ได้สามารถนำไปประยุกต์
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กับการเลี้ยงสาหร่ายสกุล Dunaliella ในระบบที่ใหญ่ขึ้นเพ่ือผลิตเบต้าแคโรทีนในระดับเชิงพาณิชย์

ต่อไป 

5.1.7 ฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระ (DPPH activity) ของสารสกัดสาหร่าย 

        สารสกัดสาหร่าย Dunaliella มีฤทธิ์ชีวภาพที่เป็นประโยชน์ต่อสุขภาพ โดยมีรายงาน

ว่าสารสกัดหยาบของสาหร่ายมีฤทธิ์ต้านการเกิดโรคต่างๆ ได้ (Ludwig et al., 2021) จากการศึกษา

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (DPPH scavenging activity) ของสารสกัดสาหร่าย D. salina NUAC09                 

ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะที่แตกต่างกัน ได้แก่ ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ความเค็ม ไบคาร์บอเนต และ            

ไบคาร์บอเนตร่วมกับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ พบว่าเมื่อความเข้มข้นของธาตุอาหารแต่ละปัจจัยลดลง 

ส่งผลทำให้ร้อยละของฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมีค่าเพ่ิมขึ้น เนื่องจากภายในเซลล์สาหร่ายมีกลไกการ

ป้องกันตัวจากอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นภายใต้การจำกัดธาตุอาหาร (Fan et al., 2014) โดยการสะสม

สารรงควัตถุและเพ่ิมประสิทธิภาพของเอนไซม์ของสารต้านอนุมูลอิสระ (Lv et al., 2016) สอดคล้อง

กับงานวิจัยของ Singh และคณะ (2016) ประเทศอินเดียที่ศึกษาสารต้านอนุมูลอิสระจากสาหร่าย 

Dunaliella พบว่าเมื่อเลี้ยงสาหร่ายที่ระดับความเค็ม 3.0 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ ร่วมกับการขาด

ธาตุไนโตรเจน (0.0 กรัมของโพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร) มีประสิทธิภาพในการยับยั้งอนุมูลอิสระ

เพ่ิมขึ้น 42 – 60 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะการเลี้ยงปกติ ขณะที่การศึกษาของ 

Widowati และคณะ (2016) ประเทศอินโดนีเซีย พบว่าสารสกัดหยาบที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร ของสาหร่าย D. salina สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ได้ค่าร้อยละ เท่ากับ 58.5 

เช่นเดียวกับการศึกษาของ Nguyen และคณะ (2016) ประเทศสหรัฐฯ พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงสาหร่าย 

Dunaliella จำนวน 12 สายพันธุ์ ภายใต้สภาวะเครียดจากแสงจะส่งผลทำให้สารสกัดจากสาหร่ายมี

ประสิทธิภาพในการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH radical อยู่ระหว่าง 20 – 60 เปอร์เซ็นต์จากผลการ

ทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าสารสกัดจากสาหร่าย D. salina NUAC09 มีสารซึ่งเป็นตัวให้ไฮโดรเจน แก่ 

DPPH radical (Srinivasan et al., 2018) เมื่อทำการเปรียบเทียบกับประสิทธิภาพในการต้านอนุมูล

อิสระ DPPH ของสารมาตรฐาน L–ascorbic acid (positive control) พบว่าประสิทธิภาพของสาร

สกัดจากสาหร่าย D. salina NUAC09 สูงกว่าอย่างเห็นได้ชัด ทั้งนี้เนื่องจากสารสกัดของสาหร่าย 

Dunaliella มีองค์ประกอบของสารต้านอนุมูลอิสระ โดยเฉพาะสารประกอบกลุ่มแคโรทีนอยด์  (ß-

carotene, lutein, zeaxanthin) รวมถึงสารกลุ่มอ่ืน เช่น สารฟิโนลิก (Gentis acid, Catechin และ 

Epicatechin) ที่พบเฉพาะกลุ่มสาหร่ายสีเขียว และจัดว่าเป็นสารประกอบที่กล่าวมามีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชันสูง (Lopez et al., 2015) จึงทำให้สารสกัดจากสาหร่าย D. salina 
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NUAC09 มีประสิทธิภาพในการขจัดอนุมูลอิสระ DPPH ที่สูงกว่าสารมาตรฐาน นอกจากนี้พบว่าใน

สาหร่ายสกุลอ่ืนๆ เช่น Chlorella, Spirulina, Nostoc  และ Haematococcus สามารถยับยั้ง

อนุมูลอิสระ (DPPH) ได้ร้อยละ 12 – 65 ที่ความเข้มข้นสารสกัด 10 – 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

(Assuncao et al., 2017; Gabr et al., 2020; Mtaki et al., 2020) ดังนั้นสรุปได้ว่าสาหร่ายที่เลี้ยง

ภายใต้ระดับไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ความเค็ม และไบคาร์บอเนตที่เหมาะสมส่งผลให้ฤทธิ์การยับยั้ง

อนุมูลอิสระมีค่าเพ่ิมขึ้น แต่อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระว่าเป็นผลมาจาก

สารสำคัญชนิดใด รวมถึงการศึกษาสารสำคัญที่เป็นองค์ประกอบของสารสกัด ซึ่งผลที่ได้สามารถใช้

เป็นแนวทางในการนำสารสกัดสาหร่ายไปประยุกต์ใช้ในระดับเชิงพาณิชย์ต่อไป 

 

5.2 สรุปผลการทดลอง  

5.2.1. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาร่วมกับลักษณะทางอณูชีววิทยาของ พ้ืนที่ยีน                   

18S rDNA และ ITS บ่งชี้ว่าสาหร่าย D. salina NUAC09 เป็นสาหร่าย Dunaliella salina โดย

ผลสรุปจากการวิเคราะห์ลำดับเบสสอดคล้องไปในทิศทางเดียวกันทั้ง 2 พ้ืนที่ยีนที่ศึกษา แต่อย่างไรก็

ตามควรมีการศึกษาในยีนหลายต่ำแหน่งหรือหลายเทคนิคเพ่ือให้ข้อมูลความหลากหลายมากขึ้น  

5.2.2 เมื่อศึกษาการเจริญเติบโต และการสะสมรงควัตถุของสาหร่าย D. salina NUAC09 

สายพันธุ์ไทยที่เพาะเลี้ยงในปริมาณของไนโตรเจน (0.00 – 2.00 กรัมของโพแทสเซียมไนเตรทต่อ

ลิตร) ฟอสฟอรัส (0.000 – 0.070 กรัมของโมโนโพแทสเซียมฟอสเฟตต่อลิตร) ความเค็ม (0.5 – 2.5 

โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์) และไบคาร์บอเนต (0.000 – 0.086 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อ

ลิตร) ที่แตกต่างกัน พบว่าเมื่อความเข้มข้นของไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ความเค็ม และไบคาร์บอเนต

เพ่ิมข้ึนส่งผลทำให้จำนวนเซลล์ ค่าคลอโรฟิลล์เอ และผลผลิตชีวมวลเพ่ิมข้ึนตามไปด้วย ขณะที่แคโรที

นอยด์มีปริมาณลดลง ซึ่งปริมาณไนโตรเจน 2.00 กรัมของโพแทสเซียมไนเตรทต่อลิตร ฟอสฟอรัส 

0.070 กรัมของโมโนโพแทสเซียมฟอสเฟตต่อลิตร ความเค็ม 2.5 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ และไบ

คาร์บอเนตร่วมกับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 0.043 กรัมของโซเดียมไบคาร์บอเนตต่อลิตร มีความ

เหมาะสมที่สุดต่อการเจริญเติบโตของสาหร่าย  

5.2.3 องค์ประกอบและปริมาณไอโซเมอร์ของเบต้าแคโรทีนในสาหร่าย พบไอโซเมอร์ 2 

ชนิดที่เด่นชัดที่สุด คือ all–trans ß–carotene และ 9–cis ß–carotene ซึ่งการขาดไนโตรเจน 

ความเค็ม, ฟอสฟอรัส และไบคาร์บอเนตส่งผลต่อการผลิตไอโซเมอร์ 9–cis ได้สูงสุด เท่ากับ 328.7, 
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156.5, 99.5 และ 43.2 มิลลิกรัมของน้ำหนักแห้งต่อกรัม และ 16.43, 7.82, 4.98, 2.16 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร  

5.2.4 การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (DPPH scavenging activity) ของสารสกัดสาหร่าย

พบว่าการขาดปริมาณไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ความเค็ม และไบคาร์บอเนตสามารถยับยั้งกิจกรรมอนุมู

อิสระDPPH และมีคา่ IC50 สูงที่สุด  

5.2.5 การศึกษาครั้งนี้ชี้ให้เห็นว่าปริมาณไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ความเค็ม และไบคาร์บอเนต

มีผลต่อการเจริญเติบโต ปริมาณรงควัตถุ ปริมาณไอโซเมอร์เบต้าแคโรทีน และฤทธิ์การยับยั้งอนุมูล

อิสระของสาหร่าย D. salina NUAC09 ซึ่ งสามารถนำไปประยุกต์กับการเลี้ยงสาหร่ายสกุล 

Dunaliella ในระดับเชิงพาณิชย์ได้ แต่อย่างไรก็ตามการพัฒนารูปแบบการเพาะเลี้ยงสาหร่าย เช่น 

การเพาะเลี้ยงรูปแบบสองขั้นตอนยังมีความจำเป็น ซึ่งจะช่วยเร่งการเจริญเติบโตของสาหร่ายและ

เหนี่ยวนำให้สาหร่ายเพ่ิมปริมาณผลผลิตเบต้าแคโรทีนให้สูงขึ้นได้ 

 

5.3 ข้อเสนอแนะ 

5.3.1 ในการจำแนกสาหร่ายด้วยลักษณะทางอณูชีวิวทยาของสาหร่ายควรมีการศึกษาพ้ืนที่

ยีนที่หลากหลายเพ่ือให้การจำแนกและระบุชนิดของสายพันธุ์สาหรายมีความถูกต้องและแม่นยำมาก

ขึ้น  

5.3.2 ควรมีการศึกษาอิทธิพลของปั จจัยร่วม (interaction factors) ที่ มี ผลต่อการ
เจริญเติบโตควบคู่ไปกับการผลิตรงควัตถุของสาหร่าย Dunaliella ให้มากขึ้น 

5.3.3 การศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบโตและการสะสมรงควัตถุของสาหร่ายครั้งต่อไป
ควรมีการศึกษาในปริมาณเชิงพาณิชย์ โดยใช้ระบบการเลี้ยงขนาดใหญ่เพ่ือเพ่ิมกำลังการผลิตเบต้าแค
โรทีนและปริมาณไอโซเมอร์ของสาหร่าย D. salina สายพันธุ์ NUAC09 

5.3.4 ควรมีการศึกษาการกลไกการออกฤทธิ์ยับยั้งสารอนุมูลอิสระของสาหร่ายว่าเป็นผลมา
จากสารสำคัญชนิดใด และศึกษาสารสำคัญที่เป็นองค์ประกอบของสารสกัดสาหร่าย D. salina สาย
พันธุ์ NUAC09 

5.3.5 สำหรับงานวิจัยนี้เป็นการศึกษาองค์ความรู้ด้านปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบโต การ
สะสมรงควัตถุ และประสิทธิภาพของสารสกัดเบต้าแคโรทีนของสาหร่ายดูนาลิเอลล่า ซึ่งผลที่ได้
สามารถนำไปประยุกต์ใช้ในด้านต่าง ๆ อาทิ ด้านเภสัชกรรม ด้านอุตสาหกรรม และด้านเกษตรกรรม 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำของประเทศไทยได้ ซึ่งจะสามารถช่วยลดต้นทุนการนำเข้า
สารเบต้าแคโรทีนจากต่างประเทศ ลดการใช้สารเคมีที่ เป็นอันตราย สามารถสร้างอาชีพให้กับ
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เกษตรกร ตลอดจนการนำไปพัฒนานวัตกรรมสารสกัดจากสาหร่ายสายพันธุ์ ไทยได้อย่างมี
ประสิทธิภาพและยั่งยืนต่อไป 
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ผลการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของสาหร่าย 
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การเตรียมสารเคมีและอาหารเพาะเลี้ยงสาหร่าย 

1. การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงสาหร่ายสูตร Johnson medium (Abubakar et al., 2012) 

    สำหรับปริมาตร 1 ลิตร  (1 L) 

สาร ปริมาตร  
NaCl ตามความต้องการ 
MgCl2–6H2O 1.5 กรัม 
MgSO4.7H2O 0.5 กรัม 
KCI 0.2 กรัม 
CaCI2 0.2 กรัม 
KNO3 1.0 กรัม 
NaHCO3 0.043 กรัม 
KH2PO4 0.035 กรัม 
Fe–solution 10 มิลลิลิตร 
Na2EDTA 1.89 กรัม 
FeC13.6H2O 2.44 กรัม 
Trace–element solution 10 มิลลิลิตร 
ZnCl2 4.1 มิลลิกรัม 
H3BO3 61.0 มิลลิกรัม 
CoCl2.6H20 5.1 มิลลิกรัม 
CuC12.2H2O 4.1 มิลลิกรัม 
MnCI2.4H2O 4.1 มิลลิกรัม 
(NH4)6Mo7O24·4H2O 38.0 มิลลิกรัม 

 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดแล้วปรับพีเอช (pH) ให้ได้ เท่ากับ 7.5 ด้วยกรดไฮโดรคลอริค (HCl) 

จากนั้นปรับปริมาตรน้ำให้ครบ 1 ลิตร แล้วนำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอ (autoclave) มรา

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งให้เย็นที่

อุณหภูมิห้องจึงจะสามารถนำไปใช้ได้ 
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2. การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงสาหร่ายสูตร D medium (Pick et al., 1986) 

   2.1 ส่วนประกอบ (recipe) 

 ปริมาตร 1 ลิตร  

   น้ำกลั่น (ddH2O)    ปริมาตร 550 มิลลิลิตร   

   NaCl ความเข้มข้น 5 M NaCl   ปริมาตร 300 มิลลิลิตร   

   Concentrated Mix    ปริมาตร 100 มิลลิลิตร   

   D7 Micronutrient    ปริมาตร 1 มิลลิลิตร   

    สำหรับอาหารแข็งให้เติม agar ก่อนนำไปนึ่งฆ่าเชื้อปริมาณ 15 กรัมต่อลิตร จากนั้นนำไปนึ่งฆ่า

เชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอ (autoclave) มราอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งให้เย็นที่ อุณหภูมิห้อง หลังจากนั้นเติม โซเดียมไบคาร์บอเนต 

(NaHCO3) ความเข้มข้น 0.5 M ปริมาตร 50 มิลลิลิตร   

2.2 การเตรียม Concentrated Mix 

   ปริมาตร 1 ลิตร 

น้ำกลั่น (ddH2O)      ปริมาตร 550 มิลลิลิตร   

Tris–HCl ความเข้มข้น 2 M pH 7.5   ปริมาตร 200 มิลลิลิตร   

KNO3 ความเข้มข้น 1 M      ปริมาตร 50 มิลลิลิตร   

MgSO4 ความเข้มข้น 1 M     ปริมาตร 50 มิลลิลิตร   

CaCl2 ความเข้มข้น 60 mM    ปริมาตร 50 มิลลิลิตร   

KH2PO4 ความเข้มข้น 20 mM    ปริมาตร 50 มิลลิลิตร   

ละลาย FeCl3 ความเข้มข้น 0.4 mM  

ใน EDTA–NaOH pH 7.5 ความเข้มข้น 4.0 mM                ปริมาตร 50 มิลลิลิตร   
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2.2 การเตรียม D7 Micronutrient 

 ปริมาตร 1 ลิตร 

  H3BO3    ความเข้มข้น 150 mM (ใช้ความร้อนทำละลาย) 

  MnCl2    ความเข้มข้น 10 mM 

  ZnCl2    ความเข้มข้น 0.8 mM 

  CuCl2    ความเข้มข้น 0.3 mM 

  Na2MoO4   ความเข้มข้น 2 mM 

  NaVO3    ความเข้มข้น 2 mM (ใช้ความร้อนทำละลาย) 

  CoCl2    ความเข้มข้น 0.2 mM 
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การวิเคราะห์ฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระ 
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การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant content) ของสาหร่าย 

การสกัดสารสกัดหยาบจากสาหร่าย 

1. ชั่ งสาหร่ายแห้ ง จำนวน 5 มิลลิกรัม ลงในหลอด Eppendorf tube จากนั้น เติม

สารละลายเมทานอล 95 % ปริมาณ 1 มิลลิลิตร นำไปต้มที่อ่างน้ำร้อน (water Bath) อุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้วนำไปปั่นเหวี่ยง 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จะได้

ความเข้มข้นสารสกัดเท่ากับ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

2. ปิเปตส่วนใสของสารสกัดหยาบ ปริมาณ 0.2 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยเมทานอลให้ครบ 

1 มิลลิลิตร จะได้ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นทำการเจือ

จางให้ได้ความเข้มข้น ได้แก่ 1,000, 100, 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สำหรับนำไปทดสอบการต้าน

อนุมูลอิสระ  

การเตรียมสารมาตรฐาน ascorbic acid สำหรับเป็น positive control  

1. ชั่งสารมาตรฐาน L – ascorbic acid (M.W. 176.12 g/mol) หนักประมาณ 0.1 กรัม 

ละลายใน absolute methanol ปรับปริมาตรให้ ได้  100 มิลลิลิตร จะได้ความเข้มข้น  1,000 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

2. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน L–ascorbic acid ที่ระดับความเข้มข้น 5, 25, 50, 100, 

200, 250, 500 และ 1 ,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร โดยปรับปริมาตรด้วยเมทานอล ให้ครบ 1 

มิลลิลิตร (ตาราง 1) 

 

ตาราง 1 ความเข้มข้นของสารมาตร L–ascorbic acid ที่ความเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ความเข้มข้น L–ascorbic acid  
(ไมโครกรัมต่อมิลลิตร) 

สารละลาย L–ascorbic acid  
(ไมโครลิตร) 

Absolute methanol 
 (ไมโครลิตร) 

5 0.005 ml หรือ 5 µl 0.995 ml หรือ 995 µl  
25 0.025 ml หรือ 25 µl 0.975 ml หรือ 975 µl 
50 0.05 ml หรือ 50 µl 0.95 ml หรือ 950 µl 
100 0.1 ml หรือ 100 µl 0.9 ml หรือ 900 µl 
200 0.2 ml หรือ 200 µl 0.8 ml หรือ 800 µl 
250 0.25 ml หรือ 250 µl 0.75 ml หรือ 750 µl 
500 0.5 ml หรือ 500 µl 0.5 ml หรือ 500 µl 
1000 1 ml หรือ 1,000 µl 0 ml หรือ 0 µl 
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การเตรียมสารละลาย DPPH 

ตามวิธีของ Li และคณะ (2014) เตรียม DPPH ให้มีความเข้มข้น 0.002 เปอร์เซ็นต์ จำนวน 

100 มิลลิลิตร โดยชั่งน้ำหนัก DPPH 2 มิลลิกรัม ละลายและปรับปริมาตรให้ครบ 100 มิลลิลิตร ด้วย 

absolute methanol แล้วเก็บไว้ในขวดสีชา (ควรเตรียมทันทีก่อนที่จะใช้ ) เก็บที่ 4 องศาเซลเซียส 

ได้ประมาณ 3 วัน 

วิธี DPPH free radical scavenging activity  

หลักการทดสอบฤทธิ์ต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยให้สารสกัดตัวอย่างสาหร่ายทำปฏิกิริยากับ

สาร DPPH (1,1–diphenyl–2–picrylhydrazyl) เป็นสารอนุมูลอิสระที่ มีสีม่วง ซึ่งเมื่อสารอนุมูล

อิสระ (DPPH) ทำปฏิกิริยาและได้รับอิเล็กตรอนหรืออนุมูลอิสระไฮโดรเจนจะเกิดเป็นสารที่มีสีใสหรือ

สีเหลืองอ่อน 

โดยทำการทดสอบตามวิธีการดัดแปลงของ Li และคณะ (2014) คือดูดสารสกัดมา 1.8 

มิลลิลิตร เติมสารละลาย DPPH 0.002 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร (อัตราส่วนของสารสกัด

สาหร่ายต่อสาร DPPH เท่ากับ 9 ต่อ 1) นำไปเขย่าด้วยเครื่อง vortex เป็นเวลา 1 นาที และตั้งทิ้งไว้

ในที่ปราศจากแสง เป็นระยะเวลา 25 นาที จากนั้นนำไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517     

นาโนเมตร โดยมีกรดแอสคอร์บิค (ascorbic acid) เป็น positive control และใช้เมทานอลเป็น

แบงก์ ใน microplate reader 96–well plate หลุมละ 200 ไมโครลิตร จากนั้นนำค่าการดูดกลืน

แสงที่ได้คิดหาเปอร์เซ็นต์การจับอนุมูลอิสระ DPPH (ตามวิธี kunaran และ karunaku 2006)  

 

Inhibition of DPPH free radical scavenging activity = [Ao – A1] / Ao x 100 
                     โดยที่ Ao คือ ค่าการดูดกลืนแสงของแบงก์ (เมทานอล+DPPH) 

A1 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่าง (สารสกัดตัวอย่าง + DPPH) 
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ภาพ ผนวก ง การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งสารอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากสาหร่ายสีเขียว   

                  Dunaliella salina NUAC09 
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อภิธานศัพท์ 
 

คำศัพท์ อักษรย่อ 
basic local alignment search tool BLAST 
national center for biotechnology information NCBI 
dry weight DW 
gram g 
liter L 
microgram µg 
milligram Mg 
millimeter mm 
milliliter mL 
nitrogen N 
phosphorus P 
polymerase chain reaction PCR 
pyruvate py 
second S 
ribosomal DNA rDNA 
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