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56303205 : สาขาชีววิทยา 
ค าส าคัญ : คีโตแคโรทีนอยด์ / แคนธาแซนธิน / Chlorosarcinopsis / สภาวะขาดแคลนไนโตรเจน 

  ปีลดา เชิดชูเกียรติศักด์ิ : การจัดจ าแนกและการประเมินศักยภาพของสาหร่ายสีเขียวขนาด
เล็ก Chlorosarcinopsis spp. ท่ีคัดแยกจากดินเพื่อการผลิตคีโตแคโรทีนอยด์. อาจารย์ท่ีปรึกษา
วิทยานิพนธ์ อ.ดร. ธัญนันท์ วรรณธง. 123 หน้า. 

 
คีโตแคโรทีนอยด์เป็นสารสีกลุ่มแคโรทีนอยด์ที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ เนื่องจากได้รับการ

น าไปใช้ประโยชน์ทั้งในด้านโภชนศาสตร์ เภสัชศาสตร์ รวมถึงอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าและสัตว์ปีก 
งานวิจัยนี้จึงมีจุดประสงค์เพื่อแยกเพาะเลี้ยงสาหร่ายขนาดเล็ก ที่มีความสามารถในการผลิตคีโตแคโรที  
นอยด์อย่างโดดเด่นภายในท้องถิ่น ผลจากการคัดแยกสาหร่ายจากตัวอย่างดินที่เก็บจากโป่งยุบ อ าเภอสวน
ผึ้ง จังหวัดราชบุรี สามารถคัดแยกสาหร่ายให้เป็นเชื้อบริสุทธิ์ได้ 5 ไอโซเลท (ให้ชื่อ PY01-PY05) สาหร่าย
ทั้งหมดสามารถเจริญเติบโตได้ทั้งแบบ autotroph mixotroph และ heterotroph โดยภายใต้สภาวะการ
เพาะเลี้ยงแบบ mixotroph (เติมอะซิเตท) โคโลนีของสาหร่ายเปลี่ยนจากสีเขียวไปเป็นสีแดงอย่างเห็นได้ชัด
ภายในระยะเวลาหนึ่งเดือน เมื่อน าตัวอย่างสาหร่ายในระยะที่มีสีแดงไปวิเคราะห์สารสีแคโรทีนอยด์ด้วย
เครื่อง ultrahigh performance liquid chromatography (UPLC) พบว่า สาหร่ายทั้ง 5 ไอโซเลทมี
ความสามารถในการสังเคราะห์และสะสมคีโตแคโรทีนอยด์ อันได้แก่ adonixanthin echinenone  3-OH-
echinenone และมี canthaxanthin เป็นรงควัตถุชนิดเด่น และจากการวิเคราะห์ปริมาณ canthaxanthin 
content ในสาหร่ายแต่ละไอโซเลท พบว่า ไอโซเลทที่ให้ปริมาณของค่าดังกล่าวสูงที่สุดคือ PY02 รองลงมา
ได้แก่ PY05 PY03 PY01 และ PY04 ตามล าดับ 

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาร่วมกับลักษณะทางอณูชีววิทยาของยีน tufA และ 18S rDNA 
บ่งชี้ว่าสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลทเป็นสาหร่ายในสกุล Chlorosarcinopsis และแม้ว่าลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของสาหร่ายทั้ง 5 นั้นจะมีความคล้ายคลึงกันมาก หากแต่ ข้อมูลของ
ลักษณะทางสรีรวิทยา (ชนิดของแหล่งคาร์บอนจากภายนอกที่สาหร่ายสามารถน าไปใช้ ระดับความสามารถ
ในการทนเค็ม และสีของโคโลนีบนอาหารสูตร Bold’s basal medium) และลักษณะทางอณูชีววิทยา 
(RAPD และ 18S rDNA) สามารถจัดจ าแนกสาหร่ายเหล่านี้ออกเป็น 2 กลุ่ม โดยกลุ่มที่ 1 ประกอบไปด้วย
สาหร่ายไอโซเลท PY01 PY02 PY03 และ PY04 ในขณะที่กลุ่มที่ 2 มีไอโซเลท PY05 เพียงชนิดเดียว  

จากคุณสมบัติที่มีปริมาณ canthaxanthin content สูงสุดของสาหร่ายไอโซเลท PY02 สาหร่าย
ดังกล่าวจึงถูกเลือกมาศึกษาต่อถึงผลของสภาวะขาดแคลนไนโตรเจน และปริมาตรอาหารที่แตกต่างกันต่อ
การเจริญเติบโตและการผลิตคีโตแคโรทีนอยด์ ผลจากการศึกษาพบว่า สาหร่าย PY02 มีการสร้างมวล
ชีวภาพเพิ่มขึ้นถึง 16% เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งที่มีไนโตรเจนลดลง 50% นอกจากนี้แล้วปริมาณ 
canthaxanthin content ยังเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญจาก 520 ไปเป็น 1504 และ 1427 µg.g-1DW 
(P<0.05) เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารที่มีไนโตรเจนลดลงเหลือ 50% และ 10% ตามล าดับ และเมื่อเพาะเลี้ยง
สาหร่ายดังกล่าวในอาหารเหลวที่มีปริมาตรแตกต่างกัน ได้แก่ 15 30 และ 60 มิลลิลิตร พบว่า ปริมาตร
อาหารที่น้อยลงส่งผลให้สาหร่ายมีศักยภาพในการผลิตมวลชีวภาพและ canthaxanthin เพิ่มสูงขึ้นอย่างมี
นัยส าคัญ (P<0.05) 
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Ketocarotenoids are commercially important carotenoid pigments that have 

applications in the nutraceutical, pharmaceutical, aquaculture and poultry industries. This 
study aimed to isolate  indigenous ketocarotenoid-producing algae with a distinctive 
capability from  soil samples collected from Pongyup, Suanpueng, Ratchaburi province. 
Five isolates of axenic algal cultures were obtained (assigned PY01-PY05) and they were 
able to grow autotrophically, mixotrophically and heterotrophically. Remarkably, colony 
colour of the algae changed from green to deep red within one month under mixotrophic 
condition (adding acetate). Carotenoid pigment analysis of the red algal cells using 
ultrahigh performance liquid chromatography (UPLC) found that all 5 isolates can 
synthesize and accumulate the ketocarotenoids including adonixanthin, echinenone and 3-
OH-echinenone, with canthaxanthin as a dominant pigment.  Quantification of 
canthaxanthin in the algae disclosed that PY02 had the highest canthaxanthin content 
followed by PY05 PY03 PY01 and PY04, respectively. 

Morphological investigation along with tufA gene and 18S rDNA information 
revealed that all 5 Pongyup algae are members of the genus Chlorosarcinopsis. Although 
their morphological characters under light microscope were very similar, the biochemical 
characters (an ability to utilize the different exogenous carbon sources, salinity tolerance 
capacity and colony colour on the Bold’s basal medium) and molecular features (RAPD 
and 18S rDNA) classify the algae into two groups; the first group is PY01 PY02 PY03 and 
PY04 whereas the second group is only PY05.  

From the highest canthaxanthin content, the alga PY02 was selected to further 
study the effects of nitrogen deprivation and different media volume on its growth and 
canthaxanthin production. Interestingly, an increase of 16% in biomass production of PY02 
was obtained from a 50% nitrogen reduction agar culture. Significant enhancements of 
canthaxanthin content from 520 to 1504 and 1427 µg.g-1DW were detected (P<0.05) under 
50% and 10% nitrogen culture condition, respectively. Notably, in liquid media volumes of 
15, 30 and 60 ml, the lower volume offered a significantly higher biomass and 
canthaxanthin production (P<0.05). 
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 การจัดท าวิทยานิพนธ์นี้ของข้าพเจ้าคงไม่สามารถส าเร็จได้อย่างสมบูรณ์ หากขาดความ
อนุเคราะห์จากบุคคลหลายท่านที่มีส่วนร่วมในส่วนส าคัญของงานวิจัยนี้ 
 ขอขอบพระคุณอาจารย์ ดร.ธัญนันท์ วรรณธง ผู้เป็นอาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์นี้ ที่ได้
กรุณาให้ค าแนะน าและสอนเทคนิคมากมายที่ใช้ในการทดลอง รวมไปถึงการให้ค าปรึกษาแนะน าทั้ง
ในเรื่องการเรียนและการด าเนินชีวิต สั่งสอนให้ข้าพเจ้าสามารถแก้ไขปัญหาที่เกิดขึ้นในระหว่างการ
ทดลองได้ด้วยตนเองอย่างมีเหตุผล และเป็นบุคคลส าคัญที่ท าให้งานวิจัยชิ้นนี้ส าเร็จลุล่วงด้วยดี 
ขอขอบพระคุณ Professor Paul D Fraser ที่ให้ความอนุเคราะห์เครื่องมือและสารเคมี อีกทั้งยังให้
ค าแนะน าในการตรวจวิเคราะห์แคโรทีนอยด์ ขอบพระคุณ Dr. Marilise Nogueira และ Mr. Chris 
Gerrish ที่ให้ความดูแลข้าพเจ้า และสอนเทคนิคมากมายที่เกี่ยวข้องกับการตรวจวิเคราะห์แคโรที
นอยด์ ในระหว่างที่ข้าพเจ้าท าการทดลองอยู่ ณ ประเทศอังกฤษ ขอขอบพระคุณ Professor Saul 
Purton ที่ ให้ความอนุเคราะห์ เครื่องมือและสารเคมีที่ ใช้ในการศึกษาทางด้านอณูชีววิทย า 
ขอขอบพระคุณอาจารย์ ดร.ยศเวท สิริจามร ที่กรุณาให้ค าปรึกษาและแนะน าวิธีการใช้โปรแกรมใน
การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม ขอขอบพระคุณผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.คมศร ลมไธสง และ
คุณจิราภรณ์ พิมพ์ภูมี  ที่ ให้ความอนุเคราะห์ เครื่องมือในการตรวจวิ เคราะห์แคโรทีนอยด์  
ขอขอบพระคุณผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.โชคพิศิษฐ์ เทพสิทธา ที่ให้ความอนุเคราะห์ไพรเมอร์ที่ใช้ใน
เทคนิค RAPD ทั้งยังที่ให้ความกรุณามาเป็นกรรมการในการสอบวิทยานิพนธ์นี้ ขอขอบพระคุณผู้ช่วย
ศาสตราจารย์ ดร.กุลนาถ อบสุวรรณ ที่ให้ความกรุณาเป็นประธานกรรมการในการสอบวิทยานิพนธ์ 
และขอขอบพระคุณผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.กิตติศักดิ์  หยกทองวัฒนา  ที่ให้ความกรุณาเป็น
ผู้ทรงคุณวุฒิในการสอบวิทยานิพนธ์ครั้งนี้  

ขอบพระคุณคุณณรงค์ สามงามนิ่ม ที่กรุณาช่วยจัดหาอุปกรณ์ที่ขาดแคลนในห้องปฏิบัติการ
เป็นอย่างดี ขอขอบคุณนางสาวเขมิสรา รัตนไพบูลย์กิจ ที่คอยเป็นเพ่ือนที่ปรึกษา ให้ค าแนะน าและ
คอยช่วยเหลือซึ่งกันและกันตลอดมา ขอบคุณน้องๆ ห้องปฏิบัติการสาหร่ายทุกคนที่ผ่านมาที่ให้ความ
ช่วยเหลือบางประการและท าให้ห้องปฏิบัติการมีสีสัน และขอขอบคุณนายทันต์ อุทุมพร ที่คอยให้
ค าปรึกษา ให้ความช่วยเหลือและเป็นก าลังใจให้เสมอมา 

สุดท้ายนี้ ขอขอบพระคุณบิดา มารดา และพ่ีชาย ของข้าพเจ้า ที่คอยสนับสนุนข้าพเจ้าในทุก
ด้าน ทั้งการเรียน การด ารงชีวิต และยังคอยให้ความรักและก าลังใจแก่ข้าพเจ้า บุคคลทั้งสามเป็นส่วน
หนึ่งในความส าเร็จทุกก้าวของข้าพเจ้าเสมอมา 
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บทที่  1 
บทน า 

 

ที่มาและความส าคัญ 

 คีโตแคโรทีนอยด์ หมายถึง รงควัตถุกลุ่มแคโรทีนอยด์ที่มีหมู่ฟังก์ชันคีโตน (ketone 
functional group, C=O) อยู่ในโมเลกุล อาทิ แอสตาแซนธิน (astaxanthin) และแคนธาแซนธิน 
(canthaxanthin) สารกลุ่มนี้มีความส าคัญทางเศรษฐกิจเพราะได้รับการน าไปใช้ประโยชน์ใน
หลากหลายด้าน ไม่ว่าจะเป็นโภชนศาสตร์ เภสัชศาสตร์ อุสาหกรรมเครื่องส าอาง และโดยเฉพาะ
อุตสาหกรรมเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าและสัตว์ปีก (Eonseon et al., 2006, Guerin et al., 2003, Lorenz 
and Cysewski, 2000) เนื่องจากคุณสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่มีประสิทธิภาพสูง (Naguib, 
2000) จึงมีผลงานวิจัยจ านวนมากที่สนใจศึกษาและได้กล่าวถึงคุณสมบัติของคีโตแคโรทีนอยด์ในการ
ป้องกันโรคและอาการป่วยที่เกิดขึ้นในมนุษย์จ านวนมาก อาทิ ช่วยลดความเสี่ยงของการเกิด
โรคมะเร็งชนิดต่างๆ (Nishino et al., 2002) และโรคหลอดเลือดหัวใจตีบตัน (Fassett and 
Coombes, 2012) ป้องกับการอักเสบ กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน (Park et al., 2010) และยังสามารถ
ชะลอความแก่ชราได้ (Kidd, 2011) ยิ่งไปกว่านั้น ในอุตสาหกรรมฟาร์มเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าและสัตว์ปีก
เพ่ือการอุปโภค นอกจากสารดังกล่าวจะถูกใช้เป็นสารให้สีจากธรรมชาติ (natural colourant) เพ่ือ
เติมลงในอาหารเลี้ยงสัตว์เพ่ือเร่งให้ผลผลิตจากสัตว์เหล่านั้นมีสีที่ผู้บริโภคพึงพอใจแล้ว ยังพบว่า  
คีโตแคโรทีนอยด์ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตและลดอัตราการตาย และ/หรือ เพ่ิมอัตราการรอดชีวิต
ของสัตว์ที่ได้รับอีกด้วย (Baker and Gunther, 2004, Zhang et al., 2013) ดังเหตุผลที่กล่าวมา
ข้างต้น จึงไม่น่าแปลกใจที่ความต้องการของคีโตแคโรทีนอยด์ในตลาดโลกนั้นค่อนข้างสูง โดยมูลค่า
ทางการตลาดนั้นมีแนวโน้มที่จะเพ่ิมสูงขึ้นตลอดเวลา โดยได้มีการประมาณมูลค่าการตลาดไว้ถึง
ประมาณ 1 พันล้านดอลลาร์สหรัฐในปี 2020 (Healthcare and Pharma, 2015) แต่อย่างไรก็ตาม 
ในธรรมชาติกลับมีสิ่งมีชีวิตเพียงไม่กี่ชนิดเท่านั้นที่มีความสามารถในการสังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์
และมีศักยภาพเพียงพอในการเป็นแหล่งผลิตของสารสีกลุ่มนี้ในระดับอุตสาหกรรม (Yokoyama et 
al., 1994, Rodríguez-Sáiz et al., 2010) 
 สาหร่ายขนาดเล็กจัดเป็นกลุ่มสิ่งมีชีวิตสังเคราะห์แสงที่ให้ผลผลิตของผลิตภัณฑ์ต่อหน่วย
พ้ืนที่สูง (Leite et al., 2013) และมีงานวิจัยจ านวนมากที่กล่าวถึงสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กบางชนิด
ว่า มีความสามารถในการสังเคราะห์และสะสมคีโตแคโรทีนอยด์ไว้ในเซลล์ได้อย่างโดดเด่น ขณะที่
ต้องการเพียงธาตุอาหารไม่กี่ชนิดร่วมกับพลังงานจากแสงอาทิตย์และคาร์บอนไดออกไซด์ในอากาศ  
(Hata et al., 2001, Del Campo et al., 2004) ด้วยเหตุนี้เอง แม้การผลิตคีโตแคโรทีนอยด์ด้วยการ
สังเคราะห์ทางเคมีจะเป็นทางเลือกที่มีต้นทุนการผลิตต่ ากว่า แต่ในขณะนี้ สาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก
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 Haematococcus pluvialis ซึ่งเป็นแหล่งผลิตคีโตแคโรทีนอยด์จากธรรมชาติเพียงแหล่งเดียวที่ใช้
ในระดับอุตสาหกรรมกลับได้รับความนิยมมากกว่า เนื่องจากสาหร่ายชนิดนี้สามารถสะสม 
astaxanthin ภายในเซลล์ได้สูงสุดถึง 4% ของมวลชีวภาพ (w/w) แคโรทีนอยด์ชนิดนี้จาก  
H. pluvialis ได้รับการยืนยันจากงานวิจัยจ านวนมากว่ามีประสิทธิภาพในการเป็นสารต้านอนุมูล
อิสระที่สูงกว่าสารชนิดเดียวกันที่สังเคราะห์ด้วยวิธีทางเคมี หรือ synthetic carotenoid 
(Kobayashi and Sakamoto, 1999) ผลจากงานวิจัยกล่าวเพ่ิมเติมไปในทิศทางเดียวกันว่า การสร้าง
และสะสมคีโตแคโรทีนอยด์รวมถึง astaxanthin เป็นกลไกของสาหร่ายเพ่ือที่จะตอบสนองต่อสภาวะ
เครียดจากสิ่ งแวดล้อม อาทิ ความเข้มแสงสูง ความเค็มสูง และการขาดแคลนสารอาหาร 
(Kobayashi et al., 1992a, Kobayashi et al., 1997b, Fabregas et al., 1998)  

อย่างไรก็ตาม ด้วยข้อจ ากัดหลายประการในการเพาะเลี้ยง H. pluvialis ไม่ว่าจะเป็นอัตรา
การเจริญที่ค่อนข้างต่ า ปัญหาการปนเปื้อนจากเชื้อจุลชีพชนิดอ่ืน ต้องการอุณหภูมิต่ าในการ
เจริญเติบโต และความจ าเป็นที่ต้องกระตุ้นให้เข้าสู่ระยะซีสต์ (cyst cells) เซลล์จึงจะสร้างคีโตแคโรที
นอยด์ที่ต้องการ (Margalith, 1999, Han et al., 2013) สิ่งที่กล่าวมานี้ล้วนเป็นอุปสรรคต่อการ
เพาะเลี้ยงสาหร่ายชนิดนี้ในระดับอุตสาหกรรมโดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศเขตร้อน จึงท าให้ยังคงมี
งานวิจัยจ านวนมากที่มุ่งเสาะหาสาหร่ายขนาดเล็กชนิดอ่ืนที่อาจมีศักยภาพมาทดแทน H. pluvialis 
อย่างต่อเนื่อง (Aburai et al., 2015, Grama et al., 2014) หากสามารถค้นหาสาหร่ายที่ผลิตคีโตแค
โรทีนอยด์ได้ปริมาณสูงจากภายในท้องถิ่นที่สามารถเจริญเติบโตและปรับตัวได้ดีในสภาพแวดล้อม
แบบเขตร้อนของประเทศไทย ผลจากการศึกษาวิจัยสาหร่ายที่ค้นพบและแยกเพาะเลี้ยงได้ย่อม
สามารถน ามาใช้เป็นข้อมูลเบื้องต้นที่จะน าไปสู่การศึกษาเชิงลึกเกี่ยวกับการเพาะเลี้ยงสาหร่าย เพ่ือ
การผลิตคีโตแคโรทีนอยด์ในระดับอุตสาหกรรมภายในท้องถิ่นต่อไปในอนาคต  

งานวิจัยชิ้นนี้มีความมุ่งหมายหลักเพ่ือเสาะหาสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กสายพันธุ์ไทยภายใน
ท้องถิ่นภาคตะวันตก ที่มีความสามารถในการสังเคราะห์และสะสมสารกลุ่มคีโตแคโรทีนอยด์ได้อย่าง
โดดเด่น โดยท าการคัดแยกสาหร่ายจากตัวอย่างดินโป่งยุบ อ าเภอสวนผึ้ง จังหวัดราชบุรี พร้อมทั้งมุ่ง
ที่จะศึกษาชนิดของแคโรทีนอยด์ที่สาหร่ายสะสม จัดจ าแนกและระบุชนิดสาหร่ายเหล่านั้น รวมไปถึง
ศึกษาปัจจัยกระตุ้นที่ส่งเสริมให้มีการสังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์มากขึ้น เพ่ือเป็นข้อมูลในการ
ประเมินศักยภาพการผลิตคีโตแคโรทีนอยด์ของสาหร่ายที่คัดแยกได้ ด้วยความคาดหวังว่าผลจาก
การศึกษานี้จะน าเสนอทางเลือกและข้อมูลใหม่ของสาหร่ายที่เป็นแหล่งผลิตคีโตแคโรทีนอยด์ที่
สามารถเจริญเติบโตได้ภายใต้สภาพภูมิอากาศเขตร้อนของประเทศไทย 
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วัตถุประสงค์ของการศึกษา 

1. เพ่ือคัดแยกสาหร่ายที่มีความสามารถในการสังเคราะห์และสะสมคีโตแคโรทีนอยด์ในท้องถิ่น 
2. เพ่ือจัดจ าแนกสาหร่ายที่มีความความสามารถในการสังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์ที่คัดแยกได้ 
3. เพ่ือศึกษาผลของสภาวะขาดแคลนไนโตรเจนและปริมาตรอาหารเพาะเลี้ยงที่แตกต่างกันต่อการ 
   เจริญเติบโตและการผลิตคีโตแคโรทีนอยด์ในสาหร่ายที่คัดแยกได้ 
 

ประโยชน์ที่ได้รับ 

1. พบสาหร่ายที่มีความสามารถในการสังเคราะห์สารกลุ่มคีโตแคโรทีนอยด์ภายในท้องถิ่นภาค  
   ตะวันตกของประเทศไทย 
2. สามารถจัดจ าแนกและระบุได้ว่าสาหร่ายที่มีความสามารถในการสังเคราะห์สารกลุ่มคีโตแคโรที   
   นอยด์ท่ีคัดแยกได้นั้นเป็นสาหร่ายกลุ่มใด 
3. ทราบผลของสภาวะขาดแคลนไนโตรเจนและปริมาตรอาหารเพาะเลี้ยงที่แตกต่างกันต่อการ 
   เจริญเติบโตและการผลิตคีโตแคโรทีนอยด์ในสาหร่ายที่คัดแยกได้ 
 

ขอบเขตของงานวิจัย 

 ในงานวิจัยนี้จะท าการคัดแยกสาหร่ายจากดินที่เก็บจาก โป่งยุบ อ าเภอสวนผึ้ง จังหวัดราชบุรี 
โดยจะเลือกเฉพาะสาหร่ายไอโซเลทที่สามารถสังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์ได้เท่านั้นมาท าการศึกษา
ต่อ ท าการจัดจ าแนกและระบุชนิดสาหร่ายจนถึงระดับอนุกรมวิธานที่มีข้อมูลที่น่าเชื่อถือเพียงพอ 
รวมถึงศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาบางประการ จากนั้นจึงจัดจ าแนกความแตกต่างระหว่างสาหร่าย
แต่ละไอโซเลท แล้วคัดเลือกสาหร่าย 1 ไอโซเลทที่มีความสามารถในการผลิตคีโตแคโรทีนอยด์ที่มี
มูลค่าสูง เพ่ือน าไปศึกษาต่อถึงผลของสภาวะขาดแคลนไนโตรเจน และปริมาตรอาหารเพาะเลี้ยงที่
แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโตและการผลิตคีโตแคโรทีนอยด์ 
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การใช้อักษรย่อ 

ค าศัพท์        อักษรย่อ 
acetate        Ac 
basic local alignment search tool    BLAST 
blue green 11 medium     BG11 
Bold's basal medium       BBM 
canthaxanthin       CA 
dry weight        DW 
fresh weight       FW 
fructose       Fr 
gram         g 
hight salt medium       HSM 
liter         l 
microgram        µg 
micrometer        µm 
milligram        mg 
millimeter        mm 
milliliter        ml 
national center for biotechnology information   NCBI 
nitrogen       N  
polymerase chain reaction      PCR 
Pong-yup       PY 
pyruvate       Py 
random amplification of polymorphic DNA   RAPD 
second        s 
ribosomal DNA       rDNA 
translation elongation factor     tufA 
ultrahigh performance liquid chromatography  UPLC 
unweighted pair group method with arithmetic mean UPGMA 
xylose        Xy 
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บทที่ 2 
ทบทวนเอกสาร 

 
1. แคโรทีนอยด์ 

แคโรทีนอยด์ (carotenoid) เป็นรงควัตถุอินทรีย์ (organic pigments) โดยพบว่า นอกจาก
แคโรทีนอยด์ชนิดแรกในวิถีการสังเคราะห์ที่เป็นสารไม่มีสีแล้ว แคโรทีนอยด์ชนิดอ่ืนพบว่ามีสีอยู่
ในช่วงตั้งแต่สีเหลืองจนถึงสีแดง รงควัตถุกลุ่มนี้นับได้ว่ามีอนุพันธุ์หลากหลายที่สุดในบรรดารงควัตถุ
ต่างๆที่ปรากฏอยู่ในธรรมชาติ โดยปัจจุบันพบโครงสร้างที่มีรายงานแล้วกว่า 750 รูปแบบ (Takaichi, 
2011) สารกลุ่มนี้พบได้ในสิ่งมีชีวิตทุกชนิดที่สามารถสังเคราะห์แสง รวมไปถึงเชื้อรา  ยีสต์ (Ojima et 
al., 2006) และแบคทีเรียบางชนิด (Misawa et al., 1995)  และยังพบอีกว่าสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดอาจ
สร้างและสะสมแคโรทีนอยด์ที่ต่างชนิดและปริมาณกันออกไป ทั้งนี้เนื่องมาจากแต่ละสิ่งมีชีวิตมีวิถีใน
การสังเคราะห์ (biosynthesis pathway) ที่แตกต่างและหลากหลาย อย่างไรก็ตาม หน้าที่หลักที่
ส าคัญของแคโรทีนอยด์ในสิ่งมีชีวิตสังเคราะห์แสง (photosynthetic organism) เช่น พืช สาหร่าย 
และไซยาโนแบคทีเรีย (cyanobacteria) นั้นไม่แตกต่างกัน โดยแคโรทีนอยด์มีหน้าที่เป็นรงควัตถุ
เสริมที่ช่วยดักเก็บพลังงานจากแสงในช่วงความยาวคลื่นที่รงควัตถุหลัก เช่น คลอโรฟิลล์เอ 
(chlorophyll a) และคลอโรฟิลล์บี (chlorophyll b) ไม่สามารถดูดกลืนได้ รวมไปถึงปกป้อง
ส่วนประกอบต่างๆที่เกี่ยวข้องในกระบวนการสังเคราะห์แสง (photosynthetic apparatus) จาก
ความเสียหายและอันตรายจากแสง (Bartley and Scolnik, 1995) อีกทั้งยังท าหน้าที่เป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระ (antioxidant) ตามธรรมชาติภายในเซลล์อีกด้วย (Krinsky, 1989) 

แคโรทีนอยด์เป็นสารที่มีโครงสร้างเป็นเอกลักษณ์เฉพาะกลุ่ม โดยโมเลกุลของแคโรทีนอยด์
ทุกชนิดจะมีโครงสร้างที่ประกอบไปด้วยคาร์บอน (carbon) 40 อะตอม และภายในโมเลกุลจะมี
พันธะคู่ (double bond) อยู่มาก โดยรูปแบบของการเชื่อมต่อกันระหว่างอะตอมของคาร์บอนด้วย
พันธะคู่ภายในสายโครงสร้างโพลีอีนแบคโบน (polyene backbone) ของแคโรทีนอยด์นี้เอง ที่เป็น
ตัวก าหนดความสามารถของแคโรทีนอยด์ในการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นต่างๆในกระบวนการ
สังเคราะห์แสงของแคโรทีนอยด์แต่ละชนิด (Britton, 1995) อีกทั้งยังเป็นบริเวณที่ส่งเสริมให้เกิด
กิจกรรมการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของแคโรทีนอยด์ (Stahl and Sies, 2003) 

นอกจากนี้แล้วในแคโรทีนอยด์หลายชนิดจะสามารถพบโครงสร้างที่เป็นวงแหวนบริเวณส่วน
ปลายของโมเลกุล ซึ่งบริเวณนี้จะเป็นต าแหน่งที่สามารถเติมหมู่ฟังก์ชัน (functional group) ที่มี
ออกซิเจนได้ ด้วยส่วนประกอบของธาตุต่างๆในโมเลกุลจากการถูกเติมหมู่ฟังก์ชั่นนี้ สามารถจัดกลุ่ม
ของแคโรทีนอยด์ได้เป็นสองกลุ่ม (Goodwin, 2012) ได้แก่ แคโรทีน (carotene) หมายถึงกลุ่ม 
แคโรทีนอยด์ที่มีเพียงคาร์บอนและไฮโดรเจนอยู่ในโมเลกุลเท่านั้น และกลุ่มที่สองคือ แซนโธฟิลล์ 
(xanthophyll) หมายถึงกลุ่มแคโรทีนอยด์ที่มีทั้ง คาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจนอยู่ในโมเลกุล 
โดยตัวอย่างโครงสร้างของโมเลกุลแคโรทีนอยด์ในแต่ละกลุ่มแสดงในรูปที่ 2-1 
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รูปที่ 2-1 โครงสร้างของแคโรทีนอยด์ในกลุ่มแคโรทีนและกลุ่มแซนโธฟิลล์บางชนิด 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Guaratini และคณะ (2009) และ Schaub และคณะ (2012) 
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มนุษย์รู้จักสารกลุ่มแคโรทีนอยด์จากประโยชน์ที่เกิดจากการบริโภค เนื่องด้วยคุณสมบัติของ
แคโรทีนอยด์ที่ละลายในตัวท าละลายอินทรีย์หรือละลายในไขมันได้ดี (lipid soluble) จึงท าให้
ร่างกายสามารถดูดซึมไปใช้ได้ง่าย โดยในสัตว์ (Olson, 1989) นั้นแคโรทีนอยด์จะถูกน าไปเป็นสารตั้ง
ต้นในกระบวนการสังเคราะห์วิตามินเอ (provitamin a) ซึ่งส่งเสริมการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อคิวติ
เคิล (cuticle) เช่น ฟัน เล็บ เส้นผม รวมไปถึงบ ารุงสายตาและการมองเห็น นอกจากนี้ แคโรทีนอยด์
ก็ยังท าหน้าที่เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ หรือที่รู้จักกันในชื่อ antioxidative agent (Krinsky, 1989) 
ซึ่งประโยชน์อย่างหลังนี้เองที่ เพ่ิมระดับความส าคัญของแคโรทีนอยด์ให้เป็นที่รู้จักอย่างกว้างขวาง 
เนื่องจากสภาพแวดล้อมและการด ารงชีวิตของมนุษย์ในปัจจุบันท าให้มีโอกาสที่จะได้รับสิ่งกระตุ้นที่
ก่อให้เกิดอนุมูลอิสระ (free radical) ได้ตลอดเวลา ไม่ว่าจะเป็นการบริโภคอาหารที่ไม่มีประโยชน์
หรือคุณภาพต่ า ความเครียดจากปัญหาต่างๆในชีวิตประจ าวัน มลภาวะในอากาศ หรือรังสีเหนือม่วง 
(ultraviolet ray : UV) ที่เพ่ิมมากขึ้นจากการถูกท าลายของชั้นโอโซนในบรรยากาศที่เป็นผลมาจาก
ภาวะโลกร้อน (global warming) สาเหตุเหล่านี้ส่งผลให้เกิดอนุมูลอิสระเพ่ิมมากขึ้นและรวดเร็วขึ้น 
ท าให้กระบวนการก าจัดอนุมูลอิสระตามธรรมชาติของร่างกายเกิดความไม่สมดุล และเป็นที่มาของ
ปัญหาสุขภาพมากมาย เช่น การเสื่อมสภาพของอวัยวะหรือเกิดริ้วรอยก่อนวัย โรคหัวใจ โอกาสของ
การเกิดโรคมะเร็งที่เพ่ิมมากขึ้น เป็นต้น อย่างไรก็ตามในปัจจุบันก็มีผลงานวิจัยที่ยืนยันว่า ความเสี่ยง
ของปัญหาเหล่านี้สามารถลดลงได้ด้วยการท างานของสารต้านอนุมูลอิสระที่ได้รับเพ่ิมจากภายนอก
ร่างกาย (Johnson, 2002, Chen et al., 2013) 

ธรรมชาติของมนุษย์และสัตว์ชนิดอ่ืนๆ ไม่มีความสามารถในการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ได้
เอง (Barker and Pilbeam, 2015) จ าเป็นต้องได้รับจากการบริโภคอาหารเท่านั้น โดยแคโรทีนอยด์
พบได้ในผักและผลไม้เกือบทุกชนิดในปริมาณท่ีมากน้อยแตกต่างกันไป มักพบแคโรทีนอยด์ปริมาณสูง
ในพืชที่มีสีเหลือง ส้ม หรือแดงสด อันเป็นสีของแคโรทีนอยด์นั่นเอง แคโรทีนอยด์ชนิดที่มีความส าคัญ
และมีผลงานวิจัยอย่างต่อเนื่อง เช่น ไลโคปีน (lycopene) ที่พบมากใน มะเขือเทศ (Agarwal and 
Rao, 2000) ฟักข้าว (Aoki et al., 2002) และมะละกอ (Wilberg and Rodriguez-Amaya, 1995) 
เบตาแคโรทีน (ß-carotene) ที่พบมากในแครอท (Chen et al., 1995) และแอสตาแซนธิน 
(astaxanthin) หรือแคนธาแซนธิน (canthaxanthin) ซึ่งจัดเป็นสารกลุ่มคีโตแคโรทีนอยด์ 
(ketocarotenoid) ซึ่งแคโรทีนอยด์ชนิดหลังนี้เป็นชนิดที่ได้รับความสนใจเป็นอย่างมาก (Guerin et 
al., 2003) แต่ไม่สามารถพบได้ในพืชทางการเกษตรที่มนุษย์บริโภคในชีวิตประจ าวัน มนุษย์สามารถ
ได้รับจากการบริโภคเนื้อสัตว์บางชนิด เช่น ปลาแซลมอน (salmon) ปลาเทรา (trout) ครัสเตเซียน 
(crustaceans) บางชนิด (Tolasa et al., 2005, López et al., 2004) อย่างไรก็ตามสัตว์เหล่านี้ไม่
สามารถสังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์ได้เอง แต่เกิดจากการสะสมเมื่อได้รับจากภายนอกเช่นเดียวกัน 
(Maoka, 2011) 
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2. คีโตแคโรทีนอยด์ 

คีโตแคโรทีนอยด์ (ketocarotenoid) หมายถึง แคโรทีนอยด์ที่มีหมู่ฟังก์ชันคีโตน (ketone 
functional group; C=O) อยู่ในโมเลกุล สารกลุ่มนี้มีลักษณะเด่น คือ เป็นรงควัตถุที่มีสีส้มแดงจนถึง
สีแดงเข้ม (Higuera-Ciapara et al., 2006) คีโตแคโรทีนอยด์ที่มีความส าคัญทางเศรษกิจได้แก่ 
astaxanthin และ canthaxanthin (Baker and Gunther, 2004) จากการศึกษาโครงสร้างของ
โมเลกุลที่หลากหลายของแคโรทีนอยด์ในธรรมชาติท าให้พบว่า สารกลุ่มคีโตแคโรทีนอยด์โดยเฉพาะ
อย่างยิ่ง astaxanthin เมื่อมนุษย์ได้รับเข้าสู่ร่างกายแล้ว สารดังกล่าวจะมีความสามารถในการเป็น
สารต้านอนุมูลอิสระที่มีประสิทธิภาพสูงกว่าสารต้านอนุมูลอิสระชนิดอ่ืนๆ (Naguib, 2000) จาก
โครงสร้างของ astaxanthin ที่แสดงในรูปที่ 2-1 จะเห็นว่า ที่ส่วนปลายของวงแหวนทั้งสองข้าง
โมเลกุลจะมีหมู่ฟังก์ชันคีโตนและหมู่ไฮดรอกซิลอยู่ (Hydroxyl functional group) ซึ่งที่บริเวณของ
หมู่ฟังก์ชั่นทั้งสองนั่นเองที่ช่วยให้โมเลกุลของ astaxanthin สามารถแทรกอยู่ระหว่างเยื่อหุ้มเซลล์ 
(membrane) ซึ่งเป็นฟอสโฟลิปิดสองชั้น (phospholipid bilayer) โดยการสร้างพันธะไฮโดรเจนกับ
ชั้น phospholipid (รูปที่ 2-2) ท าให้สามารถเกิดกิจกรรมการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระได้ทั้งที่บริเวณ
ผิวของชั้นเยื่อหุ้มเซลล์ ภายนอก ภายใน และในระหว่างชั้นเยื่อหุ้มเซลล์ (Goto et al., 2001) 

 

 

รูปที่ 2-2 แผนภาพจ าลองแสดงการแทรกตัวของโมเลกุลแอสตาแซนธินบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ 
ที่มา: Goto และคณะ (2001) 
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เนื่องจากคุณสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่มีประสิทธิภาพสูง คีโตแคโรทีนอยด์จึง
ได้รับการศึกษาเกี่ยวกับประโยชน์ต่อมนุษย์เป็นจ านวนมาก โดยผลการทดลองเปรียบเทียบกิจกรรม
การต้านอนุมูลอิสระ (scavenging capacity) ของ ß-carotene และ astaxanthin ในการลด
ปริมาณอนุมูลอิสระในตับหนูให้ผลสอดคล้องกับค่า scavenging capacity ของแคโรทีนอยด์ชนิด
ต่างๆ กล่าวคือ แคโรทีนอยด์ที่ยับยั้งอนุมูลอิสระในตับหนูได้ดีที่สุด คือ astaxanthin (Palozza and 
Krinsky, 1992) ในขณะเดียวกันก็แสดงค่า scavenging capacity สูงสุดอีกด้วย (Chen et al., 
2013) นอกจากนั้น ยังมีรายงานผลการวิจัยที่แสดงถึงฤทธิ์ทางชีวภาพของคีโตแคโรทีนอยด์ในด้าน
อ่ืนๆ อีก เช่น ช่วยชะลอความแก่ชรา (Kidd, 2011) ลดการอักเสบและกระตุ้นภูมิคุ้มกัน (Salguero 
et al., 2003, Park et al., 2010) ลดการเสื่อมสภาพและปกป้องดวงตา (Johnson, 2002, 
Nakajima et al., 2008) อีกทั้งยังป้องกันการเกิดโรคหลอดเลือดหัวใจตีบตัน (Fassett and 
Coombes, 2011, Fassett and Coombes, 2012) และขณะนี้คุณสมบัติของ astaxanthin ที่ได้รับ
ความสนใจสูงสุด ได้แก่ คุณสมบัติในการลดความเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็ง (Nagendraprabhu and 
Sudhandiran, 2011, Nakao et al., 2010, Chew et al., 1998) ซึ่งเป็นผลสืบเนื่องจากการที่ 
astaxanthin ช่วยยับยั้งและลดความเสียหายของ DNA damage ซึ่งหมายถึงการลดความเสี่ยงของ
เซลล์ในการพัฒนาไปเป็นเซลล์มะเร็ง ในขณะเดียวกันก็สามารถส่งเสริมกระบวนการตายตาม
ธรรมชาติของระบบเซลล์ (cell apoptosis) และการสื่อสารของเซลล์เมื่อเจริญเติบโตมาชิดกัน (gap 
junction communication) ท าให้วัฏจักรของการแบ่งตัวของเซลล์สามารถเป็นไปอย่างปกติ (Chen 
et al., 2013) 

ในด้านคุณสมบัติการเป็นสารให้สีจากธรรมชาติ (natural colourant) ที่ปลอดภัยต่อการ
บริโภค astaxanthin และ canthaxanthin จึงถูกน าไปใช้เป็นสารให้สีแดงในอุตสาหกรรมการ
เพาะเลี้ยงสัตว์หลายชนิด โดยการเติมสารสีดังกล่าวลงในอาหารที่ให้กับสัตว์ในลักษณะของการเป็น 
feed additive เพ่ือให้สีของผลผลิตจากสัตว์เหล่านั้นมีสีส้มแดงตามความต้องการของผู้บริโภค และ
ท าให้ผลผลิตมีมูลค่าเพ่ิมสูงขึ้นไปด้วย เช่น ปลาแซลมอน ปลาเทราต์ (Amaya and Nickell, 2015) 
และสัตว์ปีกจ าพวกไก่ไข่ (Cho et al., 2013, Rodriguez-Amaya, 2016) โดยมีการรายงายว่า 
canthaxanthin สามารถช่วยส่งเสริมสีให้ไข่แดงของแม่ไก่เนื่องจากสามารถย่อยและดูดซึมไปสะสม
ในไข่แดงได้ (Baker and Gunther, 2004) ในขณะเดียวกันก็ยังพบอีกว่า คีโตแคโรทีนอยด์ที่เติมใน
อาหารสัตว์นั้นช่วยส่งเสริมสุขภาพและผลผลิตจากสัตว์ได้ อีกด้วย เช่น ผลงานวิจัยที่พบว่า 
canthaxanthin และ astaxanthin ช่วยส่งเสริมอัตราการเจริญเติบโตและการรอดชีวิตของ
ปลาแซลมอนและปลาเทราต์ (Li et al., 2014, Torrissen, 1984, Zhang et al., 2013) ส่งเสริม
อัตราการความส าเร็จในการปฏิสนธิของไข่ (Deufel, 1965) ส่งเสริมระบบต้านอนุมูลอิสระในสัตว์น้ า 
(Sheikhzadeh et al., 2012) และยังช่วยป้องกันการเกิดโรคบางชนิดในสัตว์น้ าที่ส าคัญทาง
การเกษตรอีกด้วย (Pettersson and Lignell, 1999)   
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อย่างไรก็ตาม เนื่องจากคีโตแคโรทีนอยด์ไม่สามารถสังเคราะห์ได้ในพืชทางการเกษตร อีกทั้ง
มีสิ่งมีชีวิตเพียงไม่กี่ชนิดเท่านั้นที่สามารถสังเคราะห์สารดังกล่าวได้ อาทิ  Adonis aestivalis 
(Mawson, 1995) ซึ่งเป็นพืชดอก Xanthophyllomyces dendrorhous ซึ่งเป็นยีสต์ (Ducrey 
Sanpietro and Kula, 1998) และสิ่งมีชีวิตกลุ่มที่สามารถสังเคราะห์สารชนิดนี้ได้อย่างโดดเด่น ได้แก่ 
สาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กบางชนิด (Yuan et al., 2011) โดยสาหร่ายชนิดที่ถูกน ามาใช้เป็นแหล่งของ 
astaxanthin ในระดับอุตสาหกรรมแล้วในปัจจุบันได้แก่ Haematococcus pluvialis ซึ่งนับเป็น
สิ่งมีชีวิตชนิดหลักชนิดเดียวในขณะนี้ (Guerin et al., 2003) 

 
3. ประโยชน์ของแคโรทีนอยด์จากสาหร่ายขนาดเล็ก 

สาหร่ายเป็นสิ่งมีชีวิตที่สามารถสังเคราะห์แสงได้คล้ายพืช สิ่งมีชีวิตกลุ่มนี้พบได้ทั่วไปทั้งใน
แหล่งน้ า ดินที่มีความชื้น บริเวณที่แห้งแล้ง หรือ ในสภาวะแวดล้อมที่มีความรุนแรง อาทิ หิมะ หรือ 
น้ าพุร้อน (Wehr et al., 2015) สาหร่ายมีความส าคัญอย่างยิ่งต่อสภาพแวดล้อมของโลกเนื่องจาก
บทบาทของการเป็นผู้ผลิตปฐมภูมิ (primary producer) ในห่วงโซ่อาหาร (Friedmann and 
Ocampo, 1976) ช่วยรักษาสมดุลทางธรรมชาติ โดยสาหร่ายจะดูดซับแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ที่เป็น
สาเหตุของการเกิดสภาวะเรือนกระจกเข้าไป แล้วปลดปล่อยแก๊สออกซิเจนออกมาสู่สิ่งแวดล้อมหลัง
ผ่านกระบวนการสังเคราะห์แสงภายในเซลล์ (Hamilton et al., 1992, Meeren, 1991) และ
เนื่องจากสาหร่ายหลายชนิดเป็นแหล่งของโปรตีนคล้ายเนื้อสัตว์  ทั้งยังมีรายงานการพบสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพที่มีความส าคัญอีกหลายชนิด เช่น โอเมกา 3 (omega 3) ไฟโคไซยานิน ซี (c-
phycocyanin) และรงควัตถุกลุ่มคีโตแคโรทีนอยด์ (McCarty, 2007, Milledge, 2011, Adarme-
Vega et al., 2014) ในปัจจุบันสาหร่ายจึงถูกน ามาบริโภคและใช้เป็นแหล่งของสารชีวเคมีที่มีมูลค่า
จ านวนมาก ซึ่งจะเห็นได้จากอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสาหร่ายเพ่ือการค้าที่มีมูลค่าการในตลาดเพ่ิม
สูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง (Spolaore et al., 2006) 

สาหร่ายขนาดเล็กเป็นสิ่งมีชีวิตที่มีศักยภาพในการผลิตแคโรทีนอยด์ต่อหน่วยพ้ืนที่สูง (Leite 
et al., 2013) บางชนิดมีรายงานว่าสามารถผลิตคีโตแคโรทีนอยด์ในปริมาณมาก โดยใช้เพียงธาตุ
อาหารหลักบางชนิดร่วมกับพลังงานแสงและคาร์บอนไดออกไซด์ (Hata et al., 2001, Del Campo 
et al., 2004) อีกท้ังยังคงสามารถพัฒนาศักยภาพด้วยการศึกษาสภาวะการเพาะเลี้ยงได้อย่างต่อเนื่อง 
(Varela et al., 2015) สาหร่ายจึงเป็นแหล่งผลิตคีโตแคโรทีนอยด์ส าคัญที่มีการน าไปใช้ประโยชน์ทั้ง
ในด้านโภชนาการ (Guerin et al., 2003) เภสัชศาสตร์ และอุตสาหกรรมความงาม (Eonseon et 
al., 2006) โดยถูกเติมลงในผลิตภัณฑ์อาหารเสริมและเป็นสารสีธรรมชาติในเครื่องส าอาง (Spolaore 
et al., 2006) อย่างไรก็ตาม แม้ว่าแคโรทีนอยด์จากสาหร่ายที่ใช้ในผลิตภัณฑ์ส าหรับมนุษย์ในหลายๆ 
ด้านจะเป็นที่รู้จักอย่างแพร่หลาย แต่อุตสาหกรรมที่ใช้ประโยชน์จากแคโรทีนอยด์ของสาหร่ายแหล่ง
ใหญ่ที่สุดกลับเป็นอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว์
น้ า (Hemaiswarya et al., 2011) 
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ในปี 2000 อุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าเป็นส่วนการผลิตสัตว์น้ าสู่ตลาดผู้บริโภคคิด
เป็นสัดส่วนถึง 40% ของสัตว์น้ าทั้งหมด และได้ถูกประเมินว่าจะมีการขยายตัวมากขึ้นจนมากกว่า
สัตว์น้ าที่จับจากธรรมชาติ ในปี 2020 ถึงปี 2025 (Tacon, 2003) ซึ่งในขณะเดียวกันความต้องการ
ผลผลิตของสาหร่ายเพ่ือเติมลงในอาหารสัตว์ อันมีวัตถุประสงค์หลักเพ่ือเร่งสีในสัตว์น้ าก็มากขึ้นไป
ด้วย โดยพบว่า ในทุกๆ ปีทั่วโลกมีความต้องการผลผลิตเซลล์สาหร่ายประมาณ 5 ล้านกิโลกรัมต่อปี 
ด้วยมูลค่าทางการตลาดประมาณ 330 ดอลล่าสหรัฐต่อกิโลกรัม หรือประมาณ 12,000 บาทไทยต่อ
กิโลกรัม (Muller-Feuga et al., 2003) ซึ่งจากการส ารวจในปี 1999 พบว่า ในปริมาณการผลิตมวล
ชีวภาพของสาหร่ายขนาดเล็กเพ่ือใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตสัตว์น้ า 1,000 ตันนั้น 62% ใช้ในการ
เพาะเลี้ยงหอยมอลลัสกา (mollusca) 21% ใช้ในการเพาะเลี้ยงกุ้ง และ 16% ใช้ในการเพาะเลี้ยง
ปลา (Spolaore et al., 2006)  

ดังที่ได้กล่าวไปแล้วว่า Haematococcus pluvialis เป็นสิ่งมีชีวิตชนิดหลักที่เป็นแหล่งผลิต 
astaxanthin เนื่องจากพบว่าสามารถสะสม astaxanthin ได้มากถึง 4% ของมวลชีวภาพ 
(Boussiba, 2000) ซึ่ง astaxanthin และ canthaxanthin ก็เป็นคีโตแคโรทีนอยด์ชนิดที่นิยมใช้เติม
ลงในอาหารเพาะเลี้ยงสัตว์น้ ามากที่สุด แต่ด้วยวงจรชีวิตของสาหร่าย H. pluvialis ประกอบกับอัตรา
การเจริญที่ต่ าและเกิดการปนเปื้อนจากจุลชีพอ่ืนได้ง่าย ท าให้มีการศึกษาวิจัยเพ่ือหาสาหร่ายชนิดอ่ืน
ที่มีศักยภาพมาทดแทนอยู่เสมอ (Han et al., 2013)  โดยสาหร่ายขนาดเล็กชนิดอ่ืนๆ ที่ปัจจุบันมี
การศึกษาและใช้ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าเพ่ือเป็นแหล่งของแคโรทีนอยด์แล้ว ได้แก่ Dunaliella sp. 
Chlorella sp. Chaetoceros sp. และ Spirulina sp. ดังแสดงในรูปที่ 2-3 โดยนอกจากประโยชน์
ในการให้สารสีจากธรรมชาติของแคโรทีนอยด์แล้ว ในสาหร่ายดังกล่าวบางชนิดยังมีสารอาหารที่เป็น
ประโยชน์ เช่น โปรตีน วิตามิน รวมไปถึงกรดไขมันที่มีประโยชน์บางชนิด (Guedes et al., 2010) 

 
รูปที่ 2-3 สัณฐานวิทยาใต้กล้องจุลทรรศน์ของสาหร่ายที่ใช้เป็นแหล่งแคโรทีนอยด์ระดับอุตสาหกรรม 
ที่มา: Hemaiswarya และคณะ (2011) 

(A) Dunaliella sp.  (B) Chaetoceros sp. 
(C) Chlorella sp.   (D) Haematococcus pluvialis  
(E) Spirulina sp. 
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4. แคโรทีนอยด์ในสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก 

สาหร่ายสีเขียว (green algae) เป็นสาหร่ายที่จัดอยู่ในดิวิชัน Chlorophyta ซึ่งสาหร่ายกลุ่ม
นี้มีรงควัตถุชนิดหลัก คือ  คลอโรฟิลล์ บี (chlorophyll b) คลอโรฟิลล์ เอ (chlorophyll a) และ 
แคโรทีนอยด์ (Rowan, 1989) โดยสามารถแบ่งแคโรทีนอยด์ในสาหร่ายสีเขียวตามลักษณะหน้าที่ได้
เป็นสองประเภท ได้แก่ ประเภทที่หนึ่ง คือ แคโรทีนอยด์ปฐมภูมิ (primary carotenoids) เป็นแคโร
ทีนอยด์ที่มีการสังเคราะห์ตลอดเวลาและสะสมอยู่ภายในคลอโรพลาสต์ ท าหน้าที่คล้ายกับแคโรที
นอยด์ทั่วไปในพืชชั้นสูง (Takaichi, 2011) ประเภทที่สอง คือ แคโรทีนอยด์ทุติยภูมิ (secondary 
carotenoids) ที่จะมีการสังเคราะห์ขึ้นเมื่อสาหร่ายอยู่ในสภาวะที่ไม่เหมาะสมหรือได้รับการกระตุ้น
จากความเครียดต่างๆ เท่านั้น แคโรทีนอยด์ประเภทนี้ไม่ได้ท าหน้าที่เกี่ยวข้องในการสังเคราะห์แสง 
แต่ท าหน้าที่ปกป้องอันตรายจากแสงและอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นเป็นหลัก โดยจะถูกสังเคราะห์และเก็บ
อยู่ในถุงไขมัน (lipid vesicle หรือ lipid droplet) ที่กระจายอยู่ทั่วไปในไซโตพลาสซึม (cytoplasm) 
แต่จะไม่พบการเก็บสะสมไว้ในคลอโรพลาสต์ (Grunewald et al., 2001) 

ในกระบวนการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ทางชีวภาพของสาหร่ายสีเขียวที่มีการศึกษาจ านวน
มาก พบว่า จุดเริ่มต้นแรกในการสังเคราะห์คือการรวมโมเลกุลของ geranylgeranyl diphosphate 
(GGPP) สองโมเลกุลเข้าด้วยกันเพ่ือสร้างสารที่มีชื่อว่าไฟโตอีน (phytoene) ซึ่งเป็นแคโรทีนอยด์
โมเลกุลแรกที่มีคาร์บอนในโมเลกุล 40 อะตอม ปฏิกิริยานี้จะเกิดขึ้นโดยกิจกรรมของเอนไซม์ที่มีชื่อว่า 
phytoene synthase (PSY) ดังแสดงในรูปที่ 2 ขั้นตอนการสังเคราะห์ phytoene นี้มีการศึกษา
พบว่าเป็นขั้นตอนส าคัญที่จะก าหนดปริมาณแคโรทีนอยด์ทั้งหมด หรือที่เรียกว่า rate limiting step 
ปฏิกิริยาถัดไปที่ท าให้ได้สารที่มีสีขึ้นเป็นโมเลกุลแรก เกิดขึ้นโดยการท างานของเอนไซม์ phytoene 
desaturase (PDS) ท าให้ได้สารชื่อ lycopene ที่มีสีชมพูเป็นผลิตภัณฑ์ และเอนไซม์ lycopene ß-
cyclase (LCY) จะท างานเป็นล าดับถัดไป โดยการสร้างโครงสร้างวงแหวนขึ้นที่ปลายทั้งสองข้างของ
โมเลกุล lycopene ท าให้ได้สารชื่อ ß-carotene (Cunningham and Gantt, 1998) การสังเคราะห์ 
ß-carotene นี้เอง ที่เป็นสารตั้งต้นหลักของการสังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์ต่อไปในวิถีการสังเคราะห์
แคโรทีนอยด์ทุติยภูมิ (Lotan and Hirschberg, 1995, Martin et al., 2008) ดังแสดงในรูปที่ 2-4  

จากวิถีการสังเคราะห์ที่แสดงในรูปที่ 2-4 จะพบว่า คีโตแคโรทีนอยด์จะสังเคราะห์ขึ้นเมื่อถูก
กระตุ้นเท่านั้น โดยจะมีการเติมหมู่ฟังก์ชั่นที่ต าแหน่งของวงแหวนส่วนปลายทั้งสองข้างของโมเลกุล 
ß-carotene (Huang et al., 2006) โดยจากข้อเท็จจริงที่เกิดจากการศึกษาวิจัยในสาหร่ายหลาย
ชนิด พบว่า เมื่อสาหร่ายได้รับความเครียดจากสิ่งแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมกับการด ารงชีวิต จะเกิดการ
กระตุ้นให้เอนไซม์ท่ีมีชื่อว่า ß-carotene ketolase (BKT) ซึ่งท าหน้าที่เติมหมู่คีโตนให้กับโมเลกุลของ 
ß-carotene ท างาน โดยเอนไซม์ชนิดนี้มักมีกิจกรรมร่วมกับเอนไซม์ ß-carotene hydroxylase 
(CHY) ที่ท าหน้าที่ในการเติมหมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl functional group; -OH) ให้กับโมเลกุลของ 
ß-carotene ท าให้ได้ผลผลิตสุดท้ายของกระบวนการสังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์ในที่สุด นั่นคือ 
astaxanthin (Fan et al., 1995, Lotan and Hirschberg, 1995, Fraser et al., 1998)  
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รูปที่ 2-4 วิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ปฐมภูมิและทุติยภูมิในสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก 
ที่มา: Vidhyavathi และคณะ (2008) 
 (PSY) phytoene synthase (PDS) phytoene desaturase 
 (LCY) lycopene ß-cyclase (CHY) ß-carotene hydroxylase 
 (BKT) ß-carotene ketolase 
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5. สาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กที่สามารถสังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์ 

สาหร่ายสี เขียวขนาดเล็กเป็นสิ่ งมีชีวิตกลุ่มใหญ่ที่สุดที่พบว่ามีความสามารถในการ
สังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์ โดยนอกจากสาหร่ายชนิด Haematococcus pluvialis แล้ว จากการ
รายงานของ Lemoine และ Schoefs ที่รวบรวมขึ้นในปี 2010 และผลงานวิจัยของ Abe และคณะ 
(2007) และ Aburai และคณะ (2013) ยังคงพบว่าสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กอีกหลายชนิดมี
ความสามารถในการสังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์ อันได้แก่ Ankistrodesmus sp. Botryococus 
braunii Chlamydocapsa spp. Chlamydomonas spp. Chlorella zofingiensis 
Chlorococcum sp., Chloromonas nivalis Coelastrella striola Neochloris wimmeri 
Scenedesmus spp. Protosiphon botryoides Scotiellopsis oocystiformis Tetracystis 
intermedium และชนิดที่มีรายงานล่าสุดได้แก่ Dactylococcus sp. (Grama et al., 2014) โดย
ลักษณะเด่นที่พบในสาหร่ายที่สามารถสะสมคีโตแคโรทีนอยด์ได้ในปริมาณมาก นั่นคือ เซลล์ของ
สาหร่ายจะมีระยะท่ีเปลี่ยนจากสีเขียวไปเป็นสีในช่วงส้มจนถึงสีแดงเข้ม โดยคีโตแคโรทีนอยด์ชนิดเด่น
ของสาหร่ายจะแตกต่างกันออกไป (ตารางที่ 2-1) ซึ่งลักษณะของสีโคโลนีที่แตกต่างกันที่ปรากฏอาจ
สามารถบ่งบอกถึงชนิด (Cunningham and Gantt, 2011) และปริมาณของรงควัตถุที่แตกต่างกันได้  

 

ตารางที่ 2-1 คีโตแคโรทีนอยด์ชนิดเด่นในสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กท่ีได้รับการรายงาน 

ชนิดของสาหร่าย คีโตแคโรทีนอยด์ชนิดเด่น เอกสารอ้างอิง 

Chlamydomonas antarctica astaxanthin Bidigare และคณะ (1993) 

Chlorella nivalis astaxanthin Remias และคณะ (2005) 

Chlorella emersonii canthaxanthin Malis และคณะ (1993) 

Chlorella zofingiensis  astaxanthin canthaxanthin Rise และคณะ (1994) 

Chlorococcum sp. astaxanthin canthaxanthin Zhang และ Lee (2001) 

Chlamydomonas nivalis astaxanthin Remias และคณะ (2005) 

Coelastrella striolata  canthaxanthin Abe และคณะ (2007) 

Dactylococcus sp. canthaxanthin Grama และคณะ (2014) 

Haematococcus pluvialis  astaxanthin Boussiba และคณะ (1991) 

Scenedesmus spp. astaxanthin canthaxanthin  Aburai และคณะ (2013) 
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สาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis เป็นกลุ่มสาหร่ายที่มีลักษณะเด่นของสาหร่ายที่มี
ความสามารถในการสะสมแคโรทีนอยด์ในปริมาณสูง โดยพบรายงานการเปลี่ยนแปลงสีของเซลล์จาก
สีเขียวไปเป็นสีส้ม น้ าตาล หรือแดง เมื่อท าการทดสอบทางสรีรวิทยาบางประการ นอกจากนั้น 
งานวิจัยจ านวนหนึ่งยังได้กล่าวถึงการสะสมแคโรทีนอยด์ทุติยภูมิในสาหร่ายสกุลนี้เมื่อเพาะเลี้ยงเป็น
ระยะเวลานาน (Watanabe et al., 2000, Groover and Bold, 1969, Flechtner et al., 2013) 
อย่างไรก็ตาม เมื่อตรวจสอบเอกสารทางวิชาการที่ผ่านมา พบว่าไม่เคยมีรายงานถึงความสามารถใน
การสังเคราะห์และสะสมคีโตแคโรทีนอยด์ได้มาก่อนในสาหร่ายสกุลนี้ อีกทั้งยังไม่เคยมีงานวิจัยที่มี
จุดประสงค์ที่จะตรวจวิเคราะห์ชนิดของแคโรทีนอยด์ใดๆ ในสาหร่ายสกุลนี้เลย พบงานวิจัยชิ้นเดียวที่
มีรายงานเกี่ยวกับแคโรทีนอยด์ในสาหร่ายสกุลนี้ คือการตรวจวัดปริมาณแคโรทีนอยด์รวมและ  
ß-carotene เท่านั้น (Tansakul, 2007) 

  
6. ปัจจัยที่กระตุ้นการสะสมแคโรทีนอยด์ทุติยภูมิในสาหร่าย 

จากผลงานตีพิมพ์ที่รวบรวมเอกสารทางวิชาการของ Varela และคณะ (2015) ได้อธิบายถึง
สัญญาณ (signal) จากสภาวะแวดล้อมในธรรมชาติที่กระตุ้นให้สาหร่ายสะสมแคโรทีนอยด์ทุติยภูมิ 
โดยมีสาหร่ายต้นแบบในการศึกษา คือ สาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก Dunaliella salina ที่สามารถสะสม
แคโรทีนอยด์ทุติยภูมิชนิด ß-carotene ได้มากถึง 14% ของน้ าหนักแห้ง (Ramos et al., 2011) โดย
แคโรทีนอยด์ชนิดดังกล่าวสะสมขึ้นเพ่ือปกป้องคลอโรพลาสต์ของสาหร่ายจากแสงความเข้มสูงที่เป็น
อันตราย ดังแสดงในรูปที่ 2-5 ในสภาวะปกติที่มีระดับน้ าสูง (รูปที่ 2-5 A) จะมีสารอาหารละลายใน
น้ าซึ่งสาหร่ายสามารถน าไปใช้ได้ รวมถึงมีระดับความเค็มและระดับความเข้มแสงต่ า จึงพบว่าใน
สภาวะข้างต้นเซลล์สาหร่ายจะมีสีเขียวหรืออยู่ในระยะเซลล์ปกติ (vegetative cell) แต่เมื่อน้ าใน
แหล่งน้ าเกิดการระเหย (รูปที่ 2-5 B) สาหร่ายดังกล่าวจะมีการสังเคราะห์และสะสมแคโรทีนอยด์ขึ้น
ในเซลล์ในปริมาณมากจนปรากฏเป็นระยะเซลล์สีแดง เพ่ือตอบสนองต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่
เหมาะสม เนื่องจากเมื่อระดับน้ าในแหล่งน้ าลดลงจากการระเหย จะส่งผลให้เกิดการตกผลึกของเกลือ 
(salt crystallization) พร้อมๆ กับการตกตะกอนของสารอาหาร (nutrient precipitation) ท าให้
สาหร่ายเกิดสภาวะเครียดจากความเค็มสูงและขาดแคลนสารอาหารเนื่องจากไม่สามารถน ามาใช้ได้ 
(Oren, 2009) นอกจากนั้นระดับน้ าที่ต่ าประกอบกับผลึกของเกลือที่เกิดขึ้นก็ยังไปเพ่ิมอัตราการ
สะท้อนของแสงสู่สาหร่ายท าให้เกิดความเครียดจากความเข้มแสงที่สูงเพ่ิมขึ้นอีกด้วย  (Kirk, 1988, 
Fujimaki et al., 2003, Oroud, 2001)  

จากการศึกษาที่ผ่านมาใน Haematococcus pluvialis และ Chlorella zofingiensis ก็
พบว่าเกิดปรากฏการณ์ดังที่ได้กล่าวไปข้างต้นเช่นกัน (Davies et al., 1970) โดยเมื่อสาหร่ายอยู่ใน
สภาวะเครียดสาหร่ายจะตอบสนองต่อความเครียดด้วยการลดขนาดของเยื่อหุ้มคลอโรพลาสต์ 
(chloroplast membrane) เพ่ือลดการผลิตแป้ง ในขณะเดียวกันจะเริ่มมีการสร้างและสะสม 
แคโรทีนอยด์ซึ่งอยู่ในรูปของถุงไขมัน (lipid vesicle) ภายในเซลล์มากขึ้นแทน (Dipak and Lele, 
2005)  
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รูปที่ 2-5 สัญญาณจากสภาวะแวดล้อมในธรรมชาติที่กระตุ้นให้สาหร่ายสะสมแคโรทีนอยด์ทุติยภูมิ 
  ที่มา: Varela และคณะ (Varela et al., 2015)  

(A) สภาวะที่มีระดับน้ าปกติ (B) สภาวะที่ระดับน้ าลดต่ าลงเนื่องจากการระเหยของน้ า 
 
 

เนื่องจากคีโตแคโรทีนอยด์จัดเป็นแคโรทีนอยด์ทุติยภูมิในสาหร่าย ซึ่งจะถูกสังเคราะห์และ
สะสมขึ้นเมื่อสาหร่ายถูกกระตุ้นเท่านั้น จากข้อเท็จจริงนี้จึงได้มีนักวิจัยจ านวนมากศึกษาถึงปัจจัยหรือ
ความเครียดที่กระตุ้นการผลิตคีโตแคโรทีนอยด์ เพ่ือเพ่ิมศักยภาพในการผลิตสารชนิดดังกล่าวของ
สาหร่าย โดยปัจจัยที่กระตุ้นหรือสภาวะเครียด (stress condition) สามารถแบ่งได้เป็น 2 ประเภท 
คือ ปัจจัยทางกายภาพ เช่น ความเข้มแสง และอุณหภูมิ และปัจจัยทางเคมี เช่น การคลาดแคลนธาตุ
อาหารบางชนิด หรือจากสภาวะที่มีสารเคมีที่เป็นพิษ เป็นต้น โดยจากผลการศึกษาต่างๆ ที่ผ่านมา
พบว่า การขาดแคลนธาตุอาหารที่จ าเป็นโดยเฉาะอย่างยิ่งไนโตรเจนนั้น เป็นปัจจัยกระตุ้นพ้ืนฐานที่
สามารถกระตุ้นการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ทุติยภูมิได้ ในสาหร่ายเกือบทุกชนิด (Boussiba et al., 
1992, Grünewald et al., 2000) นอกจากปัจจัยที่ได้ยกตัวอย่างมาข้างต้นก็ยังได้มีการศึกษาถึง
ปัจจัยอ่ืนๆ อีกเป็นจ านวนมาก ดังแสดงในตารางที่ 2-2 ซึ่งปัจจัยกระตุ้นเหล่านี้แท้จริงแล้วล้วนเกิด
ขึ้นกับสาหร่ายไดใ้นธรรมชาติ 
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ตารางที่ 2-2 ปัจจัยที่กระตุ้นให้สาหร่ายมีการสะสมคีโตแคโรทีนอยด์ 

ปัจจัยที่ศึกษา ชนิดของสาหร่าย เอกสารอ้างอิง 

ปัจจัยทางกายภาพ 
    แสง (ความเข้มสูง) 
        
    อุณหภูมิ (เพิ่ม/ลด)        
    อุณหภูมิและแสง (สูง) 

 
Haematococcus pluvialis 
Scenedesmus obliquus 
Haematococcus pluvialis 
Haematococcus pluvialis 

 
Kobayashi และคณะ (1992a) 
Qin และคณะ (2008) 
Tjahjono และคณะ (1994) 
Fan และคณะ (1994) 

 
ปัจจัยทางเคมี 
    ขาดแคลนไนโตรเจน 
     
 
    ไนโตรเจนและแมกนีเซียม (ต่ า) 
    เติมอะซิเตท (acetate) 
    เติมน้ าตาลชนิดต่างๆ 
    เติมเกลือ (NaCl) 
    เติมกรดซาลิไซลิก (salicylic acid) 
    เติมกรดแอบไซสิค (abscisic acid) 
    ขาดแคลนไนโตรเจนและเติมน้ าตาล 
     
ปัจจัยทางกายภาพร่วมกับเคมี 
    แสงสูงและไนโตรเจนต่ า 
     
    แสงสูงและเติมเกลือ (NaCl) 
    แสงสูง ไนโตรเจนต่ า เติมเกลอื (NaCl) 
    ไม่ให้แสง และเติมน้ าตาล     

 
 
Chlorella zofingiensis 
Haematococcus pluvialis 
Scenedesmus sp. 
Haematococcus pluvialis 
Haematococcus pluvialis 
Chlorella zofingiensis 
Haematococcus pluvialis 
Haematococcus pluvialis 
Haematococcus pluvialis 
Chlorella zofingiensis 
 
 
Haematococcus pluvialis 
Chlorella zofingiensis 
Scenedesmus sp. 
Dactylococcus sp. 
Chlorella zofingiensis 

 
 
Orosa และคณะ (2001) 
Kakizono และคณะ (1992) 
Pirastru และคณะ(2012) 
Fabregas และคณะ (1998) 
Kobayashi และคณะ (1993) 
Sun และคณะ (2008)  
Kobayashi และคณะ (1997b) 
Gao และคณะ (2012) 
Kobayashi และคณะ (1997a) 
Ip และคณะ (2004) 
 
 
Scibilia และคณะ (2015) 
Bar และคณะ (1995)  
Aburai และคณะ (2015) 
Grama และคณะ (2014) 
Ip และ Chen (2005) 
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จากปัจจัยที่แสดงในตารางที่ 2-2 จะพบว่า ไม่ปรากฏการศึกษาปัจจัยความเครียดจากการ
ขาดแคลนน้ า หรือความแห้งแล้ง (drought stress) โดยตรง เนื่องจากการก าหนดปริมาณน้ าที่
แน่นอนในสิ่งแวดล้อมจ าลองนั้นท าได้ยาก การศึกษาถึงสภาวะเครียดจากความแห้งแล้งจึงมักท าโดย
อ้อม โดยการทดลองที่รายงานโดย Kobayashi และคณะ (1997a) ใน H. pluvialis ซึ่งท าการเติม
กรดแอบไซสิค (abscisic acid) ในอาหารเพาะเลี้ยงสาหร่าย จากผลการทดลองครั้งนั้น ผู้วิจัยได้กล่าว
ว่าการเติมกรดชนิดดังกล่าวลงในอาหารแข็งที่ใช้เพาะเลี้ยง H. pluvialis เป็นสภาวะที่ก่อให้เกิด
ความเครียดจากความแห้งแล้ง และความเครียดนั้นมีผลกระตุ้นให้สาหร่ายสะสม astaxanthin 
เพ่ิมข้ึนอีกด้วย 

 
7. ชีววิทยาและการจัดจ าแนกสาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis 

สาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis ได้รับการรายงานครั้งแรกในปี 1958 โดย Herndon 
(1958) เป็นสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กในดิวิชัน Chlorophyta และด้วยลักษณะเฉพาะกลุ่มของ
สาหร่ายสกุลนี้ คือ การเรียงติดกันของเซลล์ในลักษณะลูกบาศก์ 3 มิติ ท าให้สาหร่ายสกุลนี้ถูกจัดอยู่
ในพวกสาหร่ายซาซินอยด์ (sarcinoid algae) โดยมักพบว่า sarcinoid algae มักมีการเจริญเติบโต
ของเซลล์เป็นแบบโคโลนีซึ่งเป็นผลมาจากการแบ่งเซลล์แล้วไม่หลุดออกจากกัน ลักษณะเฉพาะทาง
สัณฐานวิทยาของสาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis คือ แต่ละเซลล์จะม ี1 คลอโรพลาสต์ซึ่งเป็นแบบ
ที่แผ่ติดไปกับผนังเซลล์ เรียกว่า parietal chloroplast มี 1 ไพรีนอยด์ (pyrenoid) โดยจะพบใน
ระยะที่เซลล์มีการเจริญเติบโตดี (active) และลักษณะเด่นที่แบ่งสาหร่ายสกุลนี้ออกจากสกุลอ่ืนที่มี
ความใกล้ชิดคือ การสร้างซูโอสปอร์ (zoospore) ที่ไม่มีผนังเซลล์ หรือ naked zoospore โดย 
zoospore มีแฟลกเจลลา (flagella) 2 เส้นที่มีความยาวเท่ากัน (Herndon, 1958) โดยสาหร่ายสกุล 
Chlorosarcinopsis มีล าดับอนุกรมวิธานดังต่อไปนี้ (Bold and Wyynne, 1978) 

ดิวิชัน (Division) Chlorophyta 

ชั้น (Class) Chlorophyceae 

   อันดับ (Order) Chlorosarcinales 

    วงศ ์(Family) Chlorosarcinaceae 

     สกุล (Genus) Chlorosarcinopsis 
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ชีววิทยาของสาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis พบว่า เป็นสาหร่ายที่สามารถพบได้เกือบทุก
สภาพแวดล้อมไม่ว่าจะเป็น บนพ้ืนดิน น้ าจืด และพบในน้ าเค็มได้บ้าง  โดยการเจริญเติบโตในระยะ
ปกติเซลล์มักอยู่เป็นกลุ่มตั้งแต่ 4 เซลล์ขึ้นไป อันเนื่องมาจากการแบ่งตัวของเซลล์และไม่หลุดออกจาก
กัน โดยจะถูกห่อหุ้มไว้ด้วยถุงเจลาติน (gelatinous sheath) ส่วนในด้านการสืบพันธุ์พบว่า สาหร่าย
ในสกุลนี้มีการสืบพันธุ์ทั้งแบบอาศัยเพศและไม่อาศัยเพศ การสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศนั้นเกิดโดยการ
สร้าง zoospore และการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศนั้น พบว่า สาหร่ายจะสร้างเซลล์ที่มีรูปร่างลักษณะ
คล้ายกับ zoospore โดยแต่ละเซลล์จะมีขนาดเท่ากัน เรียกเซลล์สืบพันธุ์นี้ว่า ไอโซแกมีต 
(Isogamete) ซึ่ง isogamete แต่ละเซลล์จะสามารถจับคู่และเกิดการรวมกันของไซโตพลาสซึม 
(cytoplasm) โดยการติดตามและบันทึกภาพวาดความเปลี่ยนแปลงของเซลล์ในวัฏจักรชีวิตของ
สาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis (Herndon, 1958) แสดงในรูปที่ 2-6 ซึ่งสาหร่าย 
Chlorosarcinopsis minor เป็นชนิดที่แสดงการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ในกระบวนการสืบพันธุ์แบบ
ไม่อาศัยเพศ และสาหร่าย Chlorosarcinopsis dissociate แสดงการเปลี่ยนแปลงในกระบวนการ
สืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ (รูปที่ 2-6) 

ในด้านการจัดจ าแนกสาหร่ายภายในสกุล Chlorosarcinopsis ด้วยลักษณะทางสัณฐาน
วิทยานั้น พบว่า ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (microscopic features) ของ vegetative cell 
สามารถจ าแนกความแตกต่างได้ไม่ดีนัก เนื่องจากสาหร่ายในสกุลนี้มีรูปแบบการจับกลุ่มเซลล์และ
ขนาดของเซลล์ค่อนข้างหลากหลาย (รูปที่ 2-6) อีกทั้งลักษณะดังกล่าวยังผันแปรตามระยะเวลาที่
เพาะเลี้ยงรวมไปถึงสภาวะในการเพาะเลี้ยง ดังนั้นในการจัดจ าแนกสาหร่ายในสกุลนี้จึงจ าเป็นต้องมี
การศึกษาเซลล์ในระดับที่เล็กลงไปอีก ซึ่งเรียกว่า ultrastructural features (Watanabe et al., 
2006) โดยลักษณะ ultrastructure ที่เป็นเอกลักษณ์ของสาหร่ายสกุลนี้ คือ การมี zoospore แบบ 
Protosiphon type (Starr, 1955) และมี pyrenoid อยู่ใน chloroplast ซึ่งด้วยลักษณะนี้เองท าให้
สาหร่ายสกุล Chlorosarcina แยกออกไปจากสาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis เนื่องจากไม่มี 
pyrenoid อยู่ใน chloroplast (Deason, 1959, Deason and Floyd, 1987) และถึงแม้ว่าเอกสาร
การวินิจฉัยสาหร่ายในสกุล Chlorosarcinopsis จนถึงระดับชนิด (key to species) จะมีอยู่อย่าง
จ ากัด แต่ก็มีผลการศึกษาที่รายงานว่า ลักษณะ ultrastructure ได้แก่ ลักษณะและปริมาณของ 
ไทลาคอยด์ (Thylakoids) ภายใน pyrenoid (Watanabe, 1983) และลักษณะของ zoospore 
ได้แก่ การมีหรือไม่มีผนังเซลล์ ต าแหน่งของ flagella (Melkonian, 1978) และต าแหน่งของ stigma 
เป็นลักษณะที่สามารถใช้จ าแนกความแตกต่างของสาหร่ายแต่ละชนิดในสกุล Chlorosarcinopsis 
ออกจากกันได้ (Watanabe et al., 2006) 
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รูปท่ี 2-6 ภาพวาดลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์สาหร่าย Chlorosarcinopsis spp. 
ท่ีมา: Herndon (1958) 
(1-12) Chlorosarcinopsis minor    (13-30) Chlorosarcinopsis dissociata 
(1, 2) median optical sections of solitary vegetative cells  (3, 4) successive stages of vegetative cell division  
(5) group of cells showing uninucleate condition          (6, 7) packets of cells resulting cell division  
(8) group of cells from inactive culture  (9, 10) stages in bipartition in the zoospore formation 
(11) zoospore      (12) young vegetative cells originated from zoospore 
(13, 14) optical sections of solitary vegetative cells  (15, 16) successive stages in vegetative cell division 
(17) small group of cells from inactive culture   (18) group of cells showing uninucleate condition 
(19) irregularly shaped of cells from actively growing culture (20) median optical section akinete 
(21) germinating akinete showing shedding of outer wall (22) akinete germinating by vegetative division 
(23-25) Successive stages in zoosporogenesis bv bipartitio (26) zoospore 
(27-29) Successive stages in union of isogametes, producing motile zygotes 
(30) quiescent gamete 
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เนื่องจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาใต้กล้องจุลทรรนศ์ของสาหร่ายกลุ่มนี้มีความคล้ายคลึงกัน
มาก จึงมีนักวิจัยท าการศึกษาถึงความแตกต่างของลักษณะทางสรีรวิทยาในสาหร่ายสกุลนี้ โดยน า
สาหร่ายในสกุล Chlorosarcinopsis ที่ Herndon (1958) ได้ท าการบันทึกไว้ทั้งหมด 14 species 
มาทดลองเพาะเลี้ยงในสภาวะแตกต่างกัน จากนั้นติดตามลักษณะของโคโลนีและเซลล์สาหร่ายที่
เจริญเติบโตภายใต้กล้องจุลทรรศน์ รวมไปถึงสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของโคโลนีสาหร่าย เมื่อท าการ
ทดสอบทางสรีรวิทยาที่ Groover และ Bold (1969) บางประการ เช่น ความแตกต่างของสีโคโลนี
เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร Bold’s basal medium (BBM) แหล่งพลังงานคาร์บอนจากภายนอกที่
สาหร่ายสามารถน าไปใช้ การเจริญเติบโตในอาหารที่มีแหล่งไนโตรเจนแตกต่างกัน และการ
เจริญเติบโตบนอาหารที่มีไนโตรเจนเข้มข้นต่างกัน จากผลการทดลองที่กล่าวมาแล้วนั้น พบว่า ในการ
จัดจ าแนกสาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis ของ Groover และ Bold (1969) ค่อนข้างให้น้ าหนัก
กับการเปลี่ยนแปลงสีของโคโลนี โดยได้จัดจ าแนกสาหร่ายในสกุล Chlorosarcinopsis ออกเป็น 4 
กลุ่ม จากสีของโคโลนีที่เปลี่ยนแปลงไปเมื่อสาหร่ายมีการสะสมแคโรทีนอยด์ทุติยภูมิตามค าอธิบาย
ต่อไปนี้  

กลุ่มท่ี 1 “Green to yellow-green” ได้แก่  
Chlorosarcinopsis sempervirens  
Chlorosarcinopsis auxotrophica  
Chlorosarcinopsis minuta  
Chlorosarcinopsis deficiens 

กลุ่มท่ี 2 “A portion of the plant mass remaining green; the remainder green on  
yellow-orange to green on orange” ได้แก่  

Chlorosarcinopsis variabilis  
Chlorosarcinopsis pseudominor 

กล่มท่ี 3 “Plant mass a light brownish-orange to a dark brownish-orange” ได้แก่ 
 Chlorosarcinopsis dissociata 
 Chlorosarcinopsis aggregate 
 Chlorosarcinopsis negevensis 
 Chlorosarcinopsis bastropiensis 

กลุ่มท่ี 4 “Plant mass orange to reddish-orange” ได้แก่ 
 Chlorosarcinopsis minor 
 Chlorosarcinopsis eremi 
 Chlorosarcinopsis gelatinosa 
 Chlorosarcinopsis arenicola 
 Chlorosarcinopsis communis 
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จากผลการศึกษาทั้งหมดของ Groover และ Bold ในครั้งนั้น ลักษณะทางสรีรวิทยาที่ถูก
บันทึกไว้ ไม่ว่าจะเป็นความเปลี่ยนแปลงของทั้งสีโคโลนีสาหร่าย การตอบสนองต่อสารชนิดต่างๆ การ
สร้างถุงหุ้มกลุ่มเซลล์ การจัดเรียงตัวกันของเซลล์สาหร่ายเมื่ออยู่ภายใต้สภาวะทดลองต่างๆ ได้รับการ
วิเคราะห์และคัดเลือกลักษณะที่เป็นเอกลักษณ์เพ่ือน าไปสร้างเป็นเอกสารวินิจฉัยชนิด (key to 
species) ของสาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis โดย Groover และ Bold ได้สร้างจากลักษณะที่มี
การบันทึกไว้โดย Herndon (1958) ร่วมกับการค้นพบของพวกเขา ซึ่งจะเห็นได้ว่าลักษณะเด่น
ประการแรกท่ีใช้จ าแนกสาหร่ายแต่ละกลุ่มออกจากกันคือสีของโคโลนีสาหร่ายนั่นเอง 

การศึกษาความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตขนาดเล็ก นอกจากจะศึกษาจากลักษณะทาง
สรีรวิทยาและสัณฐานวิทยาแล้ว ในปัจจุบันยังมีวิธีการศึกษาความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตโดยใช้
เทคนิคทางอณูชีววิทยาซึ่งมีความแม่นย ามากกว่า เนื่องจากลักษณะทางกายภาพของสิ่งมีชีวิตสามารถ
เปลี่ยนแปลงได้โดยมีปัจจัยชักน าจากสิ่งแวดล้อม เช่น อุณหภูมิ หรือ ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อที่
สิ่งมีชีวิตเหล่านั้นอยู่อาศัยหรือถูกเพาะเลี้ยงในขณะนั้น (Pancha et al., 2014, Lind et al., 2016, 
Ito et al., 2013, Li et al., 2013) ในขณะที่ลักษณะทางพันธุกรรมยังคงเดิม ด้วยเหตุนี้จึงมีการน า
เทคนิคทางอณูชีววิทยาเข้ามาประยุกต์ใช้เ พ่ือแก้ไขปัญหาการจัดจ าแนกสาหร่าย โดยที่นิยมเป็นวิธี
ศึกษาที่ต้องใช้ร่วมกับเทคนิคลูกโซ่โพลีเมอร์เลส (polymerase chain reaction; PCR) อาทิ ความ
เหมือนหรือความต่าง (similarity) ของข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ (nucleotide) ที่ต าแหล่งยีนใดๆ เช่น 
restriction fragment length polymorphism (RFLP) random amplified polymorphic DNA 
(RAPD) amplified fragment length polymorphism (AFLP) และ short and long tandem 
repeat repetitive sequences (STRR) เป็นต้น  

ในการบ่งชี้ชนิดของสาหร่าย ลักษณะที่นิยมน ามาศึกษามักเป็นความคล้ายคลึง หรือความ
เหมือน (similarity) ของข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ (nucleotide) ที่ต าแหล่งยีนใดๆ  โดยคุณสมบัติที่ดี
ของยีนต าแหน่งดังกล่าว คือ ควรเป็นบริเวณที่สามารถแสดงความหลายหลายของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด
ได้ (polymorphic gene) นั่นหมายความว่าบริเวณดังกล่าวควรมีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีความแปรผัน
สูง และแสดงลักษณะเฉพาะของสาหร่ายแต่ละ species (Hebert et al., 2003) จากผลการศึกษา
ยีนที่เหมาะสมแก่การน ามาบ่งชี้ชนิดของสาหร่ายในสกุล Chlorosarcinopsis โดย Hall และคณะ 
(2010) พบว่า ยีนที่มีความหลากหลายสูงในสาหร่ายสกุลนี้ ได้แก่ยีน rbcL รองลงมาคือ tufA และ 
18S rDNA ตามล าดับ 

อย่างไรก็ตาม ในด้านการศึกษาสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (phylogenetic relationship) 
ของสิ่งมีชีวิต พบว่า การเลือกต าแหน่งยีนที่จะน ามาศึกษาควรมุ่งเน้นไปที่ต าแหน่งยีนที่มีทั้งบริเวณ
อนุรักษ์ (conserved region) และมีความแปรผัน (variation) ของล าดับนิวคลีโอไทด์ (Soltis and 
Soltis, 1998) ซึ่งการศึกษาในสาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis พบว่า มีรายงานการศึกษาโดยใช้
ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 18S rDNA โดย Watanabe และคณะ (2006) ซึ่งในงานวิจัยชิ้น
ดังกล่าวนั้นได้น าลักษณะทางสัณฐานวิทยา ทั้ง microscopic feature และ ultrastructural 
feature รวมไปถึงลักษณะทางสรีรวิทยาที่มีรายงานไว้โดย Groover และ Bold (1969) มาท าการ
วิเคราะห์ร่วมด้วย ผลการศึกษาพบว่า การจัดจ าแนกตามสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของยีน 18S 
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rDNA ให้ผลสอดคล้องกับการจัดจ าแนกโดยลักษณะทางสัณฐานวิทยา นอกจากนั้น Watanabe และ
คณะ (2006) ยังได้สรุปถึงการทดสอบทางสรีรวิทยาซึ่งแสดงถึงความแตกต่าง ทั้งยังสอดคล้องกับผล
การจัดจ าแนกของยีน 18S rDNA ว่าได้แก่  

1) การเปลี่ยนแปลงสีของโคโลนีสาหร่ายบนอาหารสูตร BBM  
2) ความสามารถในการใช้แหล่งไนโตรเจนชนิด succinamide uric และ uracil  
3) ความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ และ 
4) ผลของวิตามินบี 12 ต่อการเจริญเติบโต  

ซึ่งภายหลังจากการศึกษาของ Watanabe และคณะ (2006) จึงมีการน ายีน 18S rDNA ไปใช้จัด
จ าแนกและศึกษาสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของสาหร่ายในสกุล Chlorosarcinopsis ที่คัดแยกจาก
ดิน จากอุทยานแห่งชาติในประเทศสหรัฐอเมริกา (Flechtner et al., 2013) ซึ่งผลการศึกษาก็พบว่า
ให้ผลสอดคล้องกับการจัดจ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาเช่นกัน 

 นอกจากการศึกษาข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต าแหน่งยีนใดๆ ยังพบว่า ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 
(DNA fingerprint) ก็เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) อีกรูปแบบหนึ่งที่นิยมใช้ในการศึกษา
ความสัมพันธ์และความใกล้ชิดทางพันธุกรรม เช่น RAPD RFLP AFLP และ STRR เป็นต้น โดยแม้ว่า
เครื่องหมายดีเอ็นเอเหล่านี้จะไม่สามารถใช้ในการบ่งชี้ชนิดของสาหร่ายได้ แต่พบว่าเป็นวิธีที่สามารถ
จ าแนกความแตกต่างทางพันธุกรรม (genetic polymorphism) ของสิ่งมีชีวิตที่มีความใกล้ชิดกันทาง
อนุกรมวิธานสูงได้ค่อนข้างดี (Valatka et al., 2000, Oppen et al., 1994) เนื่องจากเทคนิคเหล่านี้
เป็นการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์แบบสุ่ม หรือการตรวจหาต าแหน่งที่มีความแตกต่างแบบสุ่ม
ทั้งจีโนม (genome) ของสิ่งมีชีวิต ดังนั้นการศึกษาจึงเกิดขึ้นมากกว่า 1 ต าแหน่งยีนท าให้มีโอกาสสูง
ที่จะพบบริเวณท่ีบอกความแตกต่างได้ (Lynch and Milligan, 1994, Weising et al., 1994)  
 ในขณะนี้ยังไม่พบงานวิจัยที่น าลายพิมพ์ดีเอ็นเอมาใช้ในการจัดจ าแนก รวมถึงการศึกษา
ความสัมพันธ์และความใกล้ชิดทางพันธุกรรมในสาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis (30 มิถุนายน 
2559) แต่เมื่อสืบค้นในสาหร่ายสกุลที่มีความใกล้ชิด พบว่ามีการน าเทคนิค RAPD ไปใช้ในการศึกษา
ความแตกต่างทางพันธุกรรมในสาหร่ายสกุล Dunaliella ซึ่งงานวิจัยดังกล่าวก็ประสบความส าเร็จใน
การจ าแนกความแตกต่างทางพันธุกรรม (Gomez and Gonzalez, 2001) โดยผู้เขียนได้รายงานว่า
พบความแตกต่างทางสรีรวิทยาบางประการในไอโซเลท Dunaliella ที่ใช้ในอุตสาหกรรมการผลิต ß-
carotene โดยบางไอโซเลทมีการเจริญเติบโตและปริมาณการสะสม ß-carotene ที่น้อยกว่าปกติ 
และเมื่อท าการศึกษาด้วยเทคนิค RAPD ก็พบแถบดีเอ็นเอที่บอกความแตกต่างได้ (polymorphic 
band) นอกจากนั้นด้วยเทคนิคเดียวกันนี้ก็ยังมีการน าไปใช้ศึกษาความความใกล้ชิดทางพันธุกรรม
ร่วมกับการใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต าแหน่ง ITS1 และ ITS2 ของตัวอย่างสาหร่าย Dunaliella ที่
ได้มาจากต่างท้องถิ่น (Gómez and González, 2004) ซึ่งก็พบว่าสามารถจ าแนกความแตกต่างทาง
พันธุกรรมของสาหร่ายที่มาจากต่างประเทศได้ จากการทดลองที่ยกตัวอย่างมาจึงแสดงให้เห็นว่า
เทคนิค RAPD เป็นเทคนิคท่ีสามารถจ าแนกความแตกต่างได้ดีแม้สาหร่ายมีความใกล้ชิดกันมาก 
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บทที่ 3 
วิธีการศึกษา 

 
วัสดุและอุปกรณ์ 

1. อุปกรณ์มาตรฐานในห้องปฏิบัติการ 
Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 และ 2.0 ml 
Centrifuge tube ขนาด 25 และ 50 ml 
Plastic petri dish 90×15 mm (P0006, KIMA) 
ปิเปตอัตโนมัติ ขนาด 10 200 และ 1,000 µl (Sartorius, US) 
ปิเปตทิป (pipette tips) ขนาด 10 200 และ 1000 µl (Extragene) 
กระจกสไลด์และกระจกปิดสไลด์ 
ขวดแก้วฝาเกลียว ขนาด 250 ml (Duran laboratory glass bottle) 
กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ (Nikon SMZ-10) 
กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Olympus CH30) 
เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อความดันสูง (Hiclave HVE-50, Hirayama, Japan) 
เครื่องชั่งน้ าหนัก (PB303-S, Mettler Toledo) 
เครื่องปั่นเหวี่ยง (Biofugepico, Sorvall®, UK) 
ชั้นวางส าหรับเพาะเลี้ยงพร้อมชุดหลอดฟลูออเรสเซนต์ส าหรับให้แสงสว่าง 

2. อุปกรณ์ส าหรับการศึกษาด้านอณูชีววิทยา 
เครื่องเทอร์โมไซเคลอร์ (FlexCycler, Analytikjena, Germany) 
เครื่องอิเล็กโตรโฟรีซิส (MiniRun GE – 100, Hangzhou Bioer Technology, China) 
เครื่องส่องเจลด้วยรังสียูวี (InGenius 3, UK) 

3. อุปกรณ์ส าหรับวิเคราะห์รงควัตถุ 

3.1 อุปกรณ์ส าหรับสกัดรงควัตถุ 
Polypropylene micro pestle (3411D68, Thomas scientific) 
Evaporator and concentrator (GeneVac, รุ่น EZ-2, Suffolk, UK) 

3.2 อุปกรณ์ส าหรับวิเคราะห์รงควัตถุ 
Ultrahigh performance liquid chromatography; UPLC (Acquitytm Waters, UK) 
UPLC Photodiode array (PDA) detector (Acquitytm Waters, UK) 
UPLC BEH C18 column 2.1x100 mm, 1.7 µm (Acquitytm Waters, UK) 
BEH C18 VanGuard precolumn 2.1 x 50 mm, 1.7 µm (Acquitytm Waters, UK) 
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สารเคมี 

1. สารเคมีส าหรับการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อและเพาะเลี้ยงสาหร่าย (ภาคผนวก) 
อาหารสูตร HSM (Sueoka, 1967) 
อาหารสูตร TAP (Gorman, 1965) 
อาหารสูตร BBM (Stein, 1979) 

 อาหารสูตร BG11 (Stanier et al., 1971) 

2. สารเคมีส าหรับท าการทดสอบทางสรีรวิทยา 
 Sodium acetate (679-25KG, Univar) 
 Sodium pyruvate (P2256, Sigma-Aldrich) 
 Fructose (775-500G, Univar) 
 Xylose (07411, Sigma-Aldrich) 
 Sodium chloride (465-500G, Univar) 
 Sodium nitrate (465-500G, Univar) 
 Sodium nitrite (492-500G, Univar) 

3. สารเคมีส าหรับการศึกษาทางอณูชีววิทยา 

3.1 สารเคมีส าหรับสกัดสารพันธุกรรม 
TEN buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8.0; 10 mM EDTA; 150 mM NaCl) 
SDS-EB buffer (2% SDS; 400 mM NaCl; 40 mM EDTA; 100 mM Tris-HCl, pH 8.0) 
Phenol (P1037, Sigma-Aldrich) 
Chloroform: Isoamyl alcohol 24:1 (C0549-1PT, Sigma-Aldrich) 
Ethanol absolute -analytical grade (20821.321, VWR chemicals) 

3.2 สารเคมีที่เกี่ยวข้องในปฏิกิริยาพีซีอาร์ประกอบด้วย 
Taq DNA polymerase (Geneaid, Korea) 
10X PCR buffer (Geneaid, Korea) 

 dNTP set (NP2406, Vivantis) 
PCR primer (Eurofins Genomics, Germany) แสดงในตารางที่ 3-1 และ 3-2 

3.3 สารเคมีส าหรับแยกขนาดชิ้นส่วนดีเอนเอด้วยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส 
 Agarose (PC0701, Vivantis) 

DNA dye (UltrapowerTM Nucleic acid stain, SK) 
Loading dye (ภาคผนวก ก) 
TAE buffer (ภาคผนวก ก) 
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ตารางที่ 3-1 โอลิโกนิวคลีโอไทด์ส าหรับยีน tufA และ 18S rDNA 
โอลิโก 

นิวคลีโไทด ์
ต าแหน่งยีน ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’-->3’) เอกสารอ้างอิง 

tufAF tufA TGAAACAGAAMAWCGTCATTATGC Fama และคณะ (2002) 

tufAR tufA CCTTCNCGAATMGCRAAWCGC Fama และคณะ (2002) 

107F 18S rDNA CGAATGGCTCATTAAAT Suutari และคณะ (2010) 

ChloroR 18S rDNA GAATCAACCTGACAAGGCAAC Moro และคณะ (2009) 

18S-42F 18S rDNA CTCAARGAYTAAGCCATGCA Lopez-Garcia และคณะ (2003) 

18S-1498R 18S rDNA CACCTACGGAAACCTTGTTA Lopez-Garcia และคณะ (2003) 

 

ตารางที่ 3-2 โอลิโกนิวคลีโอไทด์ส าหรับเทคนิค RAPD 

โอลิโกนิวคลีโอไทด์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’-->3’) 
OPD-20 GTTGCGATCC 

OPM-5 GGGAACGTGT 

OPM-4 GGCGGTTGTC 

OPR-3 ACACAGAGGG 

OPR-7 ACTGGCCTGA 

OPR-9 TGAGCACGAG 

OPR-12 ACAGGTGCGT 

OPR-13 GGACGACAAG 

OPZ-4 AGGCTGTGCT 

OPZ-6 GTGCCGTTCA 

OPZ-11 CTCAGTCGCA 

OPZ-13 GACTAAGCCC 
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4. สารเคมีส าหรับสกัดและวิเคราะห์รงควัตถุ 
Sea sand (Nr.41 845, Ferak laborat) 
Water HPLC grade (W5SK-4, Fisher) 
Methanol HPLC grade (A452SK, Fisher) 
Chloroform HPLC grade (C607-4, Fisher) 
Acetonitrile HPLC grade (A998SK-4, Fisher) 
Ethyl acetate HPLC grade (E195SK-4, Fisher) 
Petroleum ether HPLC grade (E139SK-4, Fisher) 
ß-carotene standard type II (C4582-5MG, Sigma-Aldrich) 
Canthaxanthin standard (32993-5MG, Flukar) 
Astaxanthin standard* 
Adonixanthin standard* 
Antheraxanthin standard* 
Zeaxanthin standard* 

Lutein standard* 
Phenicoxanthin standard* 
3-OH-echinenone standard* 
Echinenone standard* 

หมายเหตุ: * ได้รับความอนุเคราะห์จาก Professor Paul D. Fraser แห่ง Royal Holloway 
University, UK วิธีการโดยละเอียดอธิบายไว้ใน Nogueira และ คณะ  (Nogueira et al., 2013) 
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วิธีการทดลอง 

1. การแยกเพาะเลี้ยงสาหร่ายท่ีมีความสามารถในการสะสมแคโรทีนอยด์อย่างโดดเด่น 
 ท าการเก็บตัวอย่างดินจากโป่งยุบ อ าเภอสวนผึ้ง จังหวัดราชบุรี โดยใช้ขวดเก็บตัวอย่าง
โปร่งใสที่ฆ่าเชื้อแล้ว จากนั้นน ากลับมาบ่มร่วมกับน้ ากลั่นปลอดเชื้อ โดยให้แสงอย่างต่อเนื่องที่ความ
เข้มแสง 60 µmol.m-2.s-1 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (˚C) ในห้องปฏิบัติการเป็นระยะเวลา
ประมาณ 1 เดือน เมื่อเริ่มสังเกตพบการเจริญเติบโตของสาหร่ายจึงท าการแยกสาหร่ายให้ได้เชื้อ
บริสุทธิ์ โดยการเจือจางสารละลายสาหร่ายที่เจริญขึ้นในน้ ากลั่นด้วยวิธี 10-fold dilution จากนั้นท า
การสเปรดเพลท (spread plate) บนอาหารที่ใช้ส าหรับคัดเลือกสิ่งมีชีวิตที่สามารถสังเคราะห์แสงได้ 
(อาหารสูตร HSM) บ่มจานเพาะเชื้อดังกล่าวต่อเป็นระยะเวลาประมาณหนึ่งเดือน เมื่อเริ่มมีการ
เจริญเติบโตของสาหร่ายโดยสังเกตจากโคโลนีสีเขียว ท าการแตะเชื้อจากโคโลนีเดี่ยวไปท าการลากเชื้อ
ซ้ า (re-streak) จนกว่าจะได้เชื้อสาหร่ายที่ปราศจากการปนเปื้อนจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน (axenic culture) 
เมื่อได้เชื้อสาหร่ายที่บริสุทธิ์แล้วจึงน าเชื้อสาหร่ายดังกล่าวไปทดสอบเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร HSM 
TAP BBM และ BG11 จากนั้นสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีโคโลนีของสาหร่าย และคัดเลือกไอโซเลทที่มี
การเปลี่ยนแปลงสีโคโลนีจากเขียวไปเป็นสีส้มแดงเพ่ือน าไปท าการศึกษาต่อ  

2. การศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาบางประการของสาหร่ายทีสะสมแคโรทีนอยด์อย่างโดดเด่น 

 2.1 การเตรียมสารละลายสาหร่ายเพื่อใช้ในเทคนิค spot test 
 เนื่องจากสาหร่ายทุกไอโซเลทที่คัดเลือกมาท าการศึกษาต่อมีลักษณะเป็นก้อนไม่ละลายเป็น
เนื้อเดียวกับสารละลาย จึงต้องปรับความเข้มข้นเริ่มต้นของสารละลายสาหร่ายของแต่ละไอโซเลทให้
เท่ากันด้วยการชั่งน้ าหนักเซลล์สด (FW) โดยการขูดเก็บตัวอย่างเซลล์สาหร่ายที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร
แข็งด้วยปิเปตทิปขนาด 1000 µl ประมาณเมล็ดถั่วเขียวลงสู่หลอด microcentrifuge tube ขนาด 
1.5 ml ชั่งน้ าหนักเซลล์สดพร้อมบันทึกและค านวณหาปริมาตรอาหารเหลวที่ต้องเติมเพ่ือให้
สารละลายสาหร่ายมีความเข้มข้น 20 mgFW/ml จากนั้นเติมอาหารเหลวตามปริมาตรที่ค านวณได้
และบดเซลล์สาหร่ายเบาๆ ด้วย micro pestle จนกระทั่งเซลล์สาหร่ายละลายเป็นเนื้อเดียวกับ
อาหารเหลว เพ่ือให้สามารถปิเปตผ่านปลายทิปขนาด 200 µl ได้ สารละลายสาหร่ายนี้จะใช้ในการ
ทดลองการศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาทั้งหมด 

 2.2 การศึกษาอาหาร อุณหภูมิที่เหมาะสม และรูปแบบการเจริญเติบโต 
หยดสารละลายสาหร่ายทุกไอโซเลทปริมาตร 6 µl ลงบนอาหารเพาะเลี้ยงสาหร่ายชนิดแข็ง 

5 สภาวะ ได้แก่ HSM TAP BBM BG11 และอาหารสูตร TAP ที่ไม่ให้แสง (หุ้มด้วยกระดาษ
อลูมิเนียม) แต่ละชุดทดลองมีอย่างน้อย 3 ซ้ า และแบ่งการทดลองออกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่
เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 ˚C และกลุ่มที่เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 35 ˚C ที่ความเข้มแสง 60 µmol.m-2.s-1 
จากนั้นบันทึกผลการเจริญเติบโตด้วยกล้องดิจิตอลเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 7 วัน อย่างไรก็ตามทุกการ
ทดลองหลังจากนี้จะท าการศึกษาท่ีความเข้มแสง 60 µmol.m-2.s-1 และอุณหภูมิ 25 ˚C ทั้งสิ้น 
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2.3 การศึกษาความสามารถในการใช้คาร์บอนชนิดต่างๆ เป็นแหล่งพลังงานจากภายนอก 
หยดสารละลายสาหร่ายทุกไอโซเลทปริมาตร 50 µl ลงบนอาหารแข็งสูตร TAP ที่ลด

ไนโตรเจนลงเหลือ 50% (TAP 50%N) จากอาหาร TAP สูตรปกติ ที่มีการเติมแหล่งคาร์บอนชนิด
ต่างๆ ได้แก่ sodium acetate (ชุดควบคุม) sodium pyruvate  fructose และ xylose โดยแหล่ง
คาร์บอนทุกชนิดจะมปีริมาณคาร์บอนเข้มข้นเท่ากับ 1% glucose (w/v) แต่ละชุดทดลองมีอย่างน้อย 
3 ซ้ า และแบ่งการทดลองออกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่ให้แสงอย่างต่อเนื่องและกลุ่มที่ไม่ให้แสง (หุ้ม
ด้วยกระดาษอลูมิเนียม) เพ่ือศึกษาว่าสาหร่ายสามารถใช้แหล่งคาร์บอนแต่ละชนิดเป็นพลังงานจาก
ภายนอกแทนการสังเคราะห์แสงได้หรือไม่ จากนั้นสังเกตและถ่ายภาพบันทึกผลการเจริญเติบโตด้วย
กล้องดิจิตอลทุก 7 วัน 

2.4 การศึกษาความสามารถในการใช้แหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ 
หยดสารละลายสาหร่ายทุกไอโซเลทปริมาตร 50 µl ลงบนอาหารแข็ง 3 ชนิด ได้แก่  

1) อาหารสูตร TAP 50%N ซึ่งมีชนิดของแหล่งไนโตรเจนเป็นแอมโมเนีย (NH4) หรือชุดควบคุม 2) 
อาหารสูตร TAP 50%N ที่เปลี่ยนชนิดของแหล่งไนโตรเจนไปเป็นไนเตรท (NO3) และ 3) อาหารสูตร 
TAP 50%N ที่เปลี่ยนชนิดของแหล่งไนโตรเจนไปเป็นไนไตรท์ (NO2) โดยท าการปรับความเข้มข้นของ
ไนโตรเจนในชุดทดลองที่ท าการเปลี่ยนชนิดของแหล่งไนโตรเจนให้เท่ากับชุดควบคุม นั่นคือ 50% 
จากสูตรปกติ หรือเท่ากับ 3.74 มิลลิโมลาร์ (mM) แต่ละชุดทดลองมีการทดลองอย่างน้อย 3 ซ้ า 
จากนั้นน าไปเพาะเลี้ยงโดยให้แสงอย่างต่อเนื่องและถ่ายภาพบันทึกผลการเจริญเติบโตด้วยกล้อง
ดิจิตอลทุก 7 วัน  

2.5 การศึกษาความสามารถในการเจริญเติบโตบนอาหารที่เติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ 
หยดสารละลายสาหร่ายทุกไอโซเลทปริมาตร 50 µl ลงบนอาหารแข็งสูตร TAP 50%N ที่มี

การเติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ (sodium chloride) ที่ 4 ระดับความเข้มข้น ได้แก่ 5 10 15 และ 20 
กรัมต่อลิตร (g/l) และมีอาหารสูตร TAP 50%N ไม่เติมเกลือเป็นชุดควบคุม โดยแต่ละชุดทดลองมี
อย่างน้อย 3 ซ้ า จากนั้นน าไปเพาะเลี้ยงโดยให้แสงอย่างต่อเนื่องและถ่ายภาพบันทึกผลการ
เจริญเติบโตด้วยกล้องดิจิตอลทุก 7 วัน 

2.6 การศึกษาการเปลี่ยนแปลงสีของโคโลนีบนอาหารสูตร Bold’s basal medium 
สืบเนื่องจากการทดสอบทางสรีรวิทยาในสาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis โดย Groover 

และ Bold (1969) ค่อนข้างให้ความส าคัญกับลักษณะการเจริญของโคโลนีและการเปลี่ยนแปลงสีของ
โคโลนีบนอาหารสูตร BBM ผู้วิจัยจึงได้ท าการทดลองเพาะเลี้ยงสาหร่ายทุกไอโซเลทด้วยวิธี spot 
test อีกครั้ง เพ่ือติดตามการเปลี่ยนแปลงสีโคโลนีของสาหร่ายที่คัดแยกได้ โดยหยดสารละลาย
สาหร่ายทุกไอโซเลทปริมาตร 50 µl ลงบนอาหารแข็งสูตร BBM จ านวน 3 ซ้ า และน าไปเพาะเลี้ยง
โดยให้แสงอย่างต่อเนื่องและถ่ายภาพบันทึกผลการเจริญเติบโตด้วยกล้องดิจิตอลทุก 7 วัน 
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3. การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณแคโรทีนอยด์ในสาหร่ายโป่งยุบท่ีได้รับคัดเลือก 

3.1 การสร้างกราฟของสารแคโรทีนอยด์มาตรฐาน (calibration curve) 
 การเตรียมท าได้โดยแตะสารมาตรฐานปริมาณเล็กน้อยด้วยปลายปิเปตทิปขนาด 200 µl 
(ขนาดประมาณ 1 ใน 8 ของหัวไม้ขีดไฟ) จุ่มลงในขวดแก้วสีชาที่ได้ท าการเติม chloroform ปริมาตร 
1 ml ไว้แล้วเพ่ือให้สารมาตรฐานสามารถละลายได้อย่างสมบูรณ์ จากนั้นเขย่า (vortex) และปรับ
ปริมาตรให้เป็น 5 ml ด้วย petroleum ether เพ่ือใช้เป็นสารละลายเริ่มต้น (stock solution) ใน
การเจือจางต่อไป วัดความเข้มข้นของ stock solution ข้างต้นด้วยสมการของ Beer- Lambert หรือ 
Beer-Lambert’s law (Calloway, 1997) โดยใช้เครื่อง spectrophotometer จากนั้นแทนค่าลง
ในสมการดังต่อไปนี้  

A =cl 
เมื่อ  

A = ค่าการดูกลืนแสงที่วัดได้ ณ ความยาวคลื่นที่มีค่าการดูกลืนแสงสูงสุดของสารมาตรฐาน 
     ชนิดนั้น (λmax) ใน petroleum ether ดังที่รายงานไว้โดย Davies (1965) 

 
 = extinction coefficient ของสารมาตรฐานใน petroleum ether (Davies, 1965) 

c = ความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่ต้องการทราบ มีหน่วยเป็น µg/ml 
l = ระยะทางท่ีแสงส่องผ่าน หรือ ความหนาของ cuvette ที่ใช้วัดซึ่งเท่ากับ 1 cm  

น า stock solution ของสารมาตรฐานที่ทราบความเข้มข้นแล้ว มาเจือจางครั้งละ ½ เท่า 
จ านวน 6 ครั้งด้วย chloroform และแบ่งสารมาตรฐานแต่ละความเข้มข้นที่เขย่าให้เข้ากันเป็นอย่างดี
แล้วออกเป็น 2 ส่วน ส่วนแรกน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย spectrophotometer เพ่ือวิเคราะห์
หาความเข้มข้นตามสมการข้างต้น และส่วนที่สองน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง UPLC และบันทึกค่าพ้ืนที่
ใต้กราฟท่ีได้ จากนั้นน าค่าความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่ค านวณได้จากสมการ Beer- Lambert มา
สร้างกราฟมาตรฐานร่วมกับค่าพ้ืนที่ใต้กราฟที่ได้จาก UPLC โดยให้แกน x เป็นความเข้มข้นของสาร
ซึ่งมีหน่วยเป็น µg/ml และแกน y เป็นค่าพ้ืนที่ใต้กราฟของสารมาตรฐานเพ่ือให้ได้สมการการถดถอย
เชิงเส้นส าหรับใช้วิเคราะห์หาปริมาณของสารตัวอย่างต่อไป 
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3.2 การเตรียมสารสกัดสาหร่าย 
การสกัดรงควัตถุของสาหร่ายท าได้โดยน าตัวอย่างเซลล์สาหร่ายในระยะที่ต้องการศึกษา ไป

ผ่านการท าแห้งแบบเยือกแข็ง (freeze dry) จากนั้นชั่งเซลล์ปริมาณ 10 mg มาบดให้ละเอียดด้วย
โกร่งขนาดเล็ก ทั้งนี้จะท าการเติม sea sand เพ่ือช่วยในการท าให้เซลล์แตกได้ดียิ่งขึ้น จากนั้นเท
เซลล์สาหร่ายที่บดแล้วลงสู่ microcentrifuge tube ขนาด 2 ml เติมน้ ากลั่น (water HPLC grade) 
400 µl และ methanol 400 µl ผสมตัวอย่างให้เข้ากันอย่างแรงเพื่อให้สารละลายและเซลล์สาหร่าย
รวมเป็นเนื้อเดียวกัน บ่มสารสกัดไว้ในที่มืด ณ อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 60 นาที จากนั้นเติม 
chloroform ปริมาตร 800 µl และผสมสารสกัดอย่างแรงอีกครั้งจึงน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นปิเปตสารละลายส่วนล่างซึ่งจะมีรงควัตถุที่มีขั้วต่ าหรือไม่มีขั้ว 
(nonpolar phase) ละลายอยู่ย้ายลงสู่ microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml หลอดใหม่ น าสาร
สกัดข้างต้นไปก าจัดตัวท าละลายด้วยเครื่อง evaporator and concentrator หรือในกรณีที่ไม่มี
เครื่องมือข้างต้นจะก าจัดตัวท าละลายโดยตั้งทิ้งไว้ในตู้ดูดควันและปลอดแสง เมื่อสารสกัดแห้งสนิท
เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสและปลอดแสง 

3.3 การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณแคโรทีนอยด์ด้วยเครื่อง ultrahigh performance  
liquid chromatography 
ในการตรวจวิเคราะห์แคโรทีนอยด์ด้วยเครื่อง UPLC ด้วยวิธีการที่เขียนอธิบายไว้ในเอกสาร

ของ Nogueira และคณะ (2013) โดยน าสารสกัดสาหร่ายที่แห้งสนิทแล้วจากข้อ 3.2 มาละลายด้วย 
ethyl acetate ปริมาตร 50 µl เขย่าจนสารสกัดละลายเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงด้วย
ความเร็วสูงสุด (13,000 รอบต่อนาท)ี เพ่ือก าจัดตะกอนที่ไม่ต้องการให้ตกลงสู่ก้นหลอด จากนั้นจึงน า
สารสกัดไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง UPLC โดยใช้คอลัมน์ BEH C18 column (2.1 x 100 mm, 1.7 
µm) ร่วมกับตัวป้องกันคอลัมน์ BEH C18 VanGuard pre-column (2.1 x 50 mm, 1.7 µm) และ
ใช้ตัวตรวจจับเป็นแบบ photodiode array (PDA) detector โดยมีเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) 
ได้แก่ สารชนิด A คือ methanol:water (50:50 v/v) สารชนิด B คือ acetonitrile:ethyl acetate 
(75:25 v/v) และรันวิเคราะห์ตัวอย่างตามรายละเอียดที่แสดงในตารางที่ 3-3 จากนั้นวินิจฉัยชนิดของ
แคโรทีนอยด์โดยเปรียบเทียบกับ retention time และ spectrum ของสารมาตรฐานที่ได้จากการ
วิเคราะห์ด้วยวิธีเดียวกัน ดังแสดงในตารางที่ 3-4 และค านวณปริมาณแคโรทีนอยด์ในตัวอย่างโดยการ
เปรียบเทยีบพื้นที่ใต้กราฟกับกราฟของสารมาตรฐานตามวิธีของ Fraser และคณะ (2000) 
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ตารางที่ 3-3 โปรแกรมในการวิเคราะห์สารแคโรทีนอยด์ตัวอย่างด้วยเครื่อง UPLC 

ล าดับที่ % สารละลายชนิด A % สารละลายชนิด B ระยะเวลาที่รัน (นาที) 
1 50 50 0.5* 

2 30 70 4.5 

3 0 100 2.0 

4 30 70 1.0 

5 50 50 2.0 
  หมายเหตุ: *0.5 นาทีเท่ากับ 30 วินาที 

 

 

ตารางที่ 3-4 Retention time และ spectrum ของสารแคโรทีนอยด์มาตรฐาน 

ชนิดแคโรทีนอยด์ Retention time (นาท)ี Spectra 
Astaxanthin 3.152 479.6 

Adonixanthin 3.682 466.2 

Antheraxanthin 4.081 x, 429.8, 455.3 

Zeaxanthin 4.187 x, 454.1, 480.8 

Lutein 4.372 x, 448.0, 476.0 

Phenicoxanthin 4.573 479.6 

Canthaxanthin 5.863 477.2 

3-OH-echinenone 6.177 465 

echinenone 6.967 460.2 

ß-carotene 8.07 x, 454.1, 479.6 
หมายเหตุ: Retention time และ spectrum ของสารแคโรทีนอยด์มาตรฐานเกิดจากการตรวจวิเคราะห์ตามโปรแกรมการวิเคราะห์
ตัวอย่างที่แสดงในตารางที่ 3-3 และ X หมายถึงที่ค่าความยาวคลื่นที่ไม่แน่นอน 
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4. การจัดจ าแนกสาหร่ายที่คัดแยกจากโป่งยุบและมีความสามารถในการผลิตคีโตแคโรทีนอยด์ 

4.1 การจัดจ าแนกสาหร่ายด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
เนื่องจากสาหร่ายทุกไอโซเลทที่แยกได้มีลักษณะเป็นก้อน ในการศึกษาลักษณะของเซลล์

ระยะปกติ (vegetative cell) ท าได้โดยน าตัวอย่างเซลล์สาหร่ายแต่ละไอโซเลทมาเตรียมสไลด์สด 
(wet mount) ตามปกติ แต่จ าเป็นต้องใช้ micro pestle บดเบาๆ (ระวังอย่างมากเพ่ือป้องกันเซลล์
แตก) เพ่ือช่วยให้สาหร่ายหลุดออกจากกันและง่ายต่อการศึกษามากขึ้น ส่วนในการศึกษาลักษณะของ
เซลล์สืบพันธุ์ หรือ ซูโอสปอร์ (zoospore) ท าได้โดยเขี่ยเซลล์สดของสาหร่ายแต่ละไอโซเลทจากจาน
เพาะเชื้อวางลงบนกระจกสไลด์โดยไม่เติมน้ า จากนั้นใช้ micro pestle บดวนตามเข็มนาฬิกาอย่าง
แรงบนกระจกสไลด์ จากนั้นจึงหยดน้ ากลั่นและปิดกระจกสไลด์ก่อนน าไปศึกษาภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบใช้แสงเลนส์ประกอบ และใช้เอกสารทางวิชาการประกอบการจัดจ าแนกชนิดของ
สาหร่าย (Wehr et al., 2015, Herndon, 1958, Groover and Bold, 1969)  

4.2 การจัดจ าแนกสาหร่ายด้วยลักษณะทางสรีรวิทยา 
สืบเนื่องจากการทดสอบทางสรีรวิทยาของสาหร่ายแต่ละไอโซเลทในวิธีการทดลองที่ 2 ผู้วิจัย

ได้น าผลจากการทดสอบเหล่านั้น มาใช้ในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์และความแตกต่างเพ่ือการจัด
จ าแนกสาหร่าย โดยเพ่ือหลีกเลี่ยงความล าเอียงที่เกิดจากตัวผู้วิจัย ในวิธีการทดลองนี้จึงได้วัดความ
แตกต่างให้อยู่ในระบบตัวเลขและข้อมูลเชิงปริมาณ โดยใช้ตัววัด (parameter) 3 ลักษณะใหญ่ และ
ในแต่ละลักษณะใหญ่จะแบ่งเป็นลักษณะย่อย (character) 17 ลักษณะ ดังแสดงในตารางที่ 3-5 ซึ่ง
ตารางดังกล่าวเป็นผลจากการเก็บข้อมูลและแปลผลด้วยตัววัดแต่ละลักษณะ ดังต่อไปนี้ 

1) ความสามารถในการเจริญเติบโตของสาหร่ายบนอาหารชนิดต่างๆ โดยลักษณะนี้จะมี
โอกาสเป็นได้ 2 ทางเท่านั้น คือ พบการเจริญเติบโตของสาหร่ายบนอาหารชนิดนั้นๆ และ ไม่พบการ
เจริญเติบโตหรือสาหร่ายไม่เพ่ิมจ านวนเลยบนอาหารชนิดนั้นๆ โดยจะแทนแต่ละลักษณะด้วยตัวเลข 
ได้แก่ 1 และ 0 ตามล าดับ  

2) มวลชีวภาพสาหร่ายที่ได้จากการเพาะเลี้ยงบนอาหารชนิดต่างๆ ซึ่งลักษณะนี้จะมีโอกาส
เป็นได้ตั้งแต่ 1 จนถึง 5 โดยตัวเลขที่ได้เกิดจากการเก็บเซลล์ของสาหร่ายที่ท าการทดสอบทาง
สรีรวิทยาแต่ละชุดทดลอง (ซึ่งมีอย่างน้อย 3 ซ้ า) จากนั้นน าน้ าหนักเซลล์แห้งที่ชั่งได้มาท าการจัดกลุ่ม
ทางสถิติโดยใช้ post hoc Duncan’s test (one-way ANOVA) ด้วยโปรแกรม SPSS โดย
เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างสาหร่ายแต่ละไอโซเลท จากนั้นแทนแต่ละลักษณะย่อยด้วยตัวเลข
ตามผลการจัดกลุ่มทางสถิติ (ตารางที่ 3-5) 

3) สีโคโลนีสาหร่ายที่ได้จากการเพาะเลี้ยงบนอาหารชนิดต่างๆ ซึ่งลักษณะนี้จะมีโอกาส
เป็นได้ตั้งแต่ 1 จนถึง 5 โดยตัวเลขที่ได้เกิดจากการวัดสีของโคโลนีสาหร่ายด้วยโปรแกรม Adobe 
Photoshop CS3 ใช้ค าสั่งหาค่า RGB เพ่ือวัดค่า R (ตัวแทนของสีแดง) ท าการวัดซ้ า 3 โคโลนีๆ ละ 5 
จุด จากนั้นน าค่า R ที่ได้ในสาหร่ายแต่ละไอโซเลทมาจัดกลุ่มทางสถิติโดยใช้ post hoc Duncan’s 
test (one-way ANOVA) ด้วยโปรแกรม SPSS โดยเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างสาหร่ายแต่ละ
ไอโซเลท จากนั้นแทนแต่ละลักษณะย่อยด้วยตัวเลขตามผลการจัดกลุ่มทางสถิติ (ตารางที่ 3-5) 
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เพ่ือสามารถน าลักษณะทางสรีรวิทยามาจัดกลุ่มความสัมพันธ์ระหว่างสาหร่ายแต่ละไอโซเลท 
ผลการวิเคราะห์ในแต่ละลักษณะย่อยรวมทั้งหมด 37 ลักษณะ ที่ได้เปลี่ยนให้อยู่ในระบบตัวเลขแล้ว 
(ตารางที่ 3-5) จะถูกน ามาจัดเรียงเปรียบเทียบ (alignment) ด้วยโปรแกรม Bioedit V.7.0.9 (Hall, 
1999) จากนั้นค านวณค่าดัชนีความคล้ายคลึง (similarity index) ด้วยวิธี simple matching ของ 
Sneath และ Sokal (1973) และสร้างแผนภูมิแสดงความสัมพันธ์ด้วยค าสั่ง unweighted pair 
group method with arithmetic mean (UPGMA) cluster analysis ด้วยโปรแกรม PAUP 4.0 
b10 (Swofford, 2003) 

 

ตารางที่ 3-5 ข้อมูลลักษณะทางสรีรวิทยาวิเคราะห์ในระบบตัวเลขของสาหร่ายโป่งยุบ 

TAXA 
Ctrl 

(NH4) 

1Carbon source 1Nitrogen 
source NaCl concentration 1BBM14 

1BBM28 light dark 
Ac Py Fr Xy Ac Py Fr Xy NO3 NO2 5g/l 10g/l 15g/l 20g/l 

2ความสามารถในการเจรญิเติบโตของสาหรา่ยบนอาหารชนิดต่างๆ 
PY01 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 NA 

PY02 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 NA 

PY03 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 NA 

PY04 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 NA 

PY05 1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 NA 
3มวลชีวภาพของสาหรา่ยที่ได้จากการเพาะเลี้ยงบนอาหารชนิดต่างๆ 

PY01 1 2 2 2 3 NA NA NA NA 1 NA 1 2 2 1 NA NA 

PY02 1 2 3 2 4 NA NA NA NA 1 NA 1 2 3 1 NA NA 

PY03 1 1 1 1 2 NA NA NA NA 1 NA 1 1 1 1 NA NA 

PY04 1 1 3 1 2 NA NA NA NA 1 NA 1 2 1 1 NA NA 

PY05 1 1 3 3 1 NA NA NA NA 1 NA 1 2 2 2 NA NA 
4สีของโคโลนีสาหร่ายสาหร่ายที่ได้จากการเพาะเลี้ยงบนอาหารชนิดต่างๆ 

PY01 1 1 1 2 1 NA NA NA NA 1 NA 1 1 1 NA 1 2 

PY02 1 1 1 2 1 NA NA NA NA 1 NA 1 1 1 NA 1 2 

PY03 1 1 3 2 1 NA NA NA NA 1 NA 1 1 1 NA 1 2 

PY04 1 1 2 2 1 NA NA NA NA 1 NA 1 1 1 NA 1 3 

PY05 2 2 1 1 1 NA NA NA NA 1 NA 2 2 1 NA 1 1 

หมายเหต:ุ  
1Ac=acetate Py=pyruvate Fr=fructose Xy=xylose NO3=nitrate NO2=nitrite BBM =Bold’s Basal medium 
2ตัวเลขแสดงความสามารถในการเจริญบนอาหารของสาหร่ายแต่ละไอโซเลท 0=ไม่มีการเจริญ 1=มีการเจริญ 
3ตัวเลขแสดงกลุ่มน้ าหนักแห้งของสาหรา่ยที่จัดด้วยวธิีทางสถิติโดยใช้ post hoc Duncan’s test (ANOVA) n=3 P<0.05 ด้วย SPSS 
4ตัวเลขแสดงกลุ่มสีโคโลนีของสาหร่ายทีว่ัดจากรูปภาพด้วยโปรแกรม Adobe Photoshop CS3 จากการอา่นค่า R จาก RBG โดยจัด
กลุ่มโดย post hoc Duncan’s test (ANOVA) n=15 P<0.05 ด้วย SPSS  
NA = ไม่มีข้อมูลเนื่องจากไม่มีการเจริญของสาหร่ายบนอาหารดังกล่าว หรือขอ้มูลที่มีไม่สามารถน ามาวิเคราะห์ได ้
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4.3 การจัดจ าแนกสาหร่ายด้วยลักษณะทางอณูชีววิทยา 

 4.3.1 การสกัดสารพันธุกรรม 
สกัดสารพันธุกรรมด้วยวิธี phenol:chloroform extraction ตามวิธีการของ Sambrook 

และคณะ (2001) โดยใช้ปิเปตทิปขนาด 1000 µl ขูดตัวอย่างเซลล์สาหร่ายจากจานเพาะเชื้อขนาด
ประมาณเมล็ดถั่วเขียวลงสู่หลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml จากนั้นท าการล้างเซลล์
ด้วย TEN buffer ปริมาตร 500 µl แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
1 นาที ปิเปตสารละลายทั้งหมดทิ้งไป แล้วจึงน ามาเติมน้ ากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 150 µl พร้อมกับ
เติม SDS-EB buffer ปริมาตร 300 µl และ phenol:chloroform:isoamyl-alcohol ปริมาตร 350 
µl เขย่าอย่างแรงเพ่ือให้เซลล์แตก โดยในขั้นตอนนี้อาจใช้ micro pestle ร่วมด้วย  จากนั้นจึงน าไป
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที จะพบว่าสารละลายแยกชั้น  น าสารละลาย
ส่วนใสชั้นบนซึ่งมีสารพันธุกรรมละลายอยู่ถ่ายลงสู่ microcentrifuge tube หลอดใหม่และเติม 95% 
ethanol ที่แช่เย็นปริมาตร 2 เท่าของสารละลายข้างต้น ผสมให้เข้ากันด้วยการพลิกหลอดกลับไป-มา
และบ่มที่อุณหภูมิ -20˚C อย่างน้อย 30 นาที หลังจากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อ
นาที นาน 10 นาที เพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอ (DNA) จากนั้นเทสารละลายทั้งหมดทิ้งแล้วเติม 70% 
ethanol ปริมาตร 800 µl เพ่ือล้างตะกอน DNA อีกครั้งและปั่นเหวี่ยงเช่นเดิม เป็นเวลา 10 นาที 
แล้วจึงเทสารละลายทั้งหมดออกและทิ้งให้ ethanol ระเหยไปจนหมดประมาณ 15-20 นาที เมื่อ
ตะกอน DNA แห้งแล้วละลายด้วยน ากลั่นปลอดเชื้อและเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20°C  

 4.3.2 ปฏิกิริยาพีซีอาร์ (polymerase chain reaction; PCR) 

  4.3.2.1 ปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับเทคนิค RAPD 
การท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ในเทคนิค RAPD จะเริ่มต้นโดยการปรับความเข้มข้นของ genomic 

DNA (gDNA) ของสาหร่ายทุกไอโซเลทให้เท่ากับ 40 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร (ng/µl) ก่อน จากนั้นจึง
น า gDNA ที่เจือจางแล้วไปเตรียมส่วนผสมในปฏิกิริยาพีซีอาร์ ซึ่งมีปริมาตรรวม 25 µl อันประกอบไป
ด้วย gDNA (40 ng/µl) ปริมาตร 0.5 µl random primer (10 µM) ปริมาตร 1.7 µl dNTPs (10 
mM) ปริมาตร 0.5 µl Taq DNA polymerase ปริมาตร 0.125 µl PCR buffer (10X) ปริมาตร 2.5 
µl และน้ ากลั่นปลอดเชื้อ 19.7 µl โดยสาหร่ายทุกไอโซเลทจะได้รับการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ด้วย 
ไพรเมอร์ทั้งหมด 12 ชนิด (ตารางที่ 3-2) ท าซ้ าทั้งหมด 3 รอบ และแต่ละรอบเป็นอิสระต่อกัน โดย
โปรแกรมท่ีใช้ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ในเทคนิค RAPD ด้วยเครื่อง thermocycler มีดังต่อไปนี้ 

1) initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94°C นาน 6 นาท ี
2) denaturation ที่อุณหภูมิ 94°C นาน 1 นาท ี
3) annealing ที่อุณหภูมิ 45°C นาน 2 นาท ี
4) extension ที่อุณหภูมิ 72°C นาน 2 นาท ี

 5) terminal extension ที่อุณหภูมิ 72°C นาน 6 นาท ี
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ท าซ้ าขั้นตอนที่ 2 ถึง 4 ทั้งหมด 35 รอบ แล้วจึงเริ่มปฏิกิริยาในขั้นตอนที่ 5 จากนั้นน า
ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (PCR product) ที่ได้ไปท าการแยกขนาดชิ้นส่วน DNA ด้วยเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 
(gel electrophoresis) 1.5% agarose gel (1.5% agarose ใน 1XTAE buffer) ร่วมกับ 1XTAE 
buffer จากนั้นน าไปส่องและเก็บภาพภายใต้ เครื่องส่องเจลด้วยรังสียูวี  หรือเครื่อง 
gel documentation และบันทึกภาพเพ่ือน าไปท าการแปลผลลายพิมพ์ดีเอนเอที่เกิดขึ้นต่อไป 

4.3.2.2 ปฏิกิริยาพีซีอาร์เพื่อเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอของต าแหน่งยีน 
การท าปฏิกิริยาพีซีอาร์เพ่ือเพ่ิมปริมาณ DNA ที่ต าแหน่งยีน tufA และ 18S rDNA นั้น จะท า

การเตรียมส่วนผสมในปฏิกิริยาพีซีอาร์ ซึ่งมีปริมาตรรวม 50 µl อันประกอบไปด้วย gDNA (40 
ng/µl) ปริมาตร 1 µl primer forward และ reward (20 µM) ชนิดละ 1 µl dNTPs (10 mM) 
ปริมาตร 1 µl Taq DNA polymerase ปริมาตร 0.25 µl PCR buffer (10X) ปริมาตร 5 µl และน้ า
กลั่นปลอดเชื้อ 40.75 µl โดยใช้ไพรเมอร์ดังแสดงในตารางที่ 3-1 และโปรแกรมที่ใช้ในปฏิกิริยา 
พีซีอาร์ด้วยเครื่อง thermocycler มีดังต่อไปนี้ 

1) initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94°C นาน 3 นาท ี
2) denaturation ที่อุณหภูมิ 94°C นาน 30 วินาท ี
3) annealing ที่อุณหภูมิ 55°C (tufA) 45°C (18S rDNA) นาน 30 วินาท ี
4) extension ที่อุณหภูมิ 72°C นาน 1 นาท ี30 วินาที 

 5) terminal extension ที่อุณหภูมิ 72°C นาน 6 นาท ี

โดยท าซ้ าขั้นตอนที่ 2 ถึง 4 ทั้งหมด 30 รอบ แล้วจึงเริ่มปฏิกิริยาในขั้นตอนที่ 5 จากนั้นน า
ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นไปท าการตรวจสอบและส่งไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ (1st BASE, SG) เพ่ือน า
ข้อมูลมาท าการจัดเรียงเปรียบเทียบ (BLAST search) กับฐานข้อมูล NCBI GenBank เพ่ือบ่งชี้ชนิด
สาหร่าย และน าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ไปใช้ในการจ าแนกและการศึกษาสายสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการ (phylogenetic analysis) ต่อไป 

4.3.3 การศึกษาความสัมพันธ์และความใกล้ชิดทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค Random 
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 
น าผลภาพถ่ายลายพิมพ์ดีเอ็นเอของสาหร่ายแต่ละไอโซเลทที่ได้จากการทดลองที่ 4.3.2.1 มา

ท าการแปลผลให้อยู่ในระบบตัวเลข โดยต าแหน่งที่ไม่พบแถบ (band) DNA แทนด้วย 0 และต าแหน่ง
ที่พบแถบแทนด้วย 1 ดังตัวอย่างที่แสดงในรูปที่ 3-1 เมื่อได้ข้อมูลของสาหร่ายแต่ละไอโซเลทที่อยู่ใน
ระบบตัวเลขแล้ว น าไปจัดเรียงเปรียบเทียบด้วยโปรแกรม Bioedit V.7.0.9 (Hall, 1999) จากนั้น
ค านวณค่าดัชนีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมตามวิธีของ Nei และ Li (1979) และสร้างแผนภูมิ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของสาหร่ายด้วยค าสั่ง UPGMA cluster analysis โดยใช้โปรแกรม 
PAUP 4.0 b10 (Swofford, 2003) 
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รูปที่ 3-1 แผนภาพแสดงวิธีการแปลผล RAPD DNA fingerprint ให้อยู่ในระบบตัวเลข 
 

 

4.3.4 การจ าแนกและการศึกษาสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (phylogenetic analysis) 
จากล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน tufA และ 18S rDNA 
ในการจัดจ าแนกและศึกษาสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการจากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 

tufA และ 18S rDNA นั้น ล าดับนิวคลีโอไทด์ของทั้ง 2 ยีนจากสาหร่ายนอกกลุ่ม สาหร่ายสกุล 
Chlorosarcinopsis ที่ได้รับการตรวจวิเคราะห์และตีพิมพ์งานวิจัยก่อนหน้า และสาหร่ายในสกุล
ใกล้ชิดที่มีอยู่ในฐานข้อมูล NCBI ได้ถูกน ามาจัดเรียงร่วมกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของสาหร่ายที่คัดแยก
ได้ โดยใช้โปรแกรม Bioedit v. 7.0.9 (Hall, 1999) ด้วยค าสั่งอัตโนมัติ CLUSTALW multiple 
alignment ท าการปรับแต่งและแก้ไขหลังการจัดเรียงโดยการตัดล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ไม่มีความ
ชัดเจนบริเวณส่วนหัวและส่วนท้ายของล าดับ จากนั้นจึงน าชุดล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tufA และ 
18S rDNA มาค านวณร้อยละความคล้ายคลึง (% similarity) และสร้างแผนภูมิต้นไม้แสดง
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (cladogram) ด้วยโปรแกรม PAUP version 4.0 b10 (Swofford, 
2003) โดยใช้วิธีการวิเคราะห์แบบ Maximum parsimony และใช้ค าสั่ง Heuristic search ในการ
ค้นหา Most parsimonious tree ด้วยจ านวนซ้ าเท่ากับ 1,000 ครั้ง และใช้ค าสั่งค านวณค่า 
bootstrap support ด้วยจ านวนซ้ าเท่ากับ 1,000 ครั้ง   
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5. การศึกษาความเข้มข้นของไนโตรเจนในอาหารเพาะเลี้ยงต่อการเจริญเติบโตและการผลิต 
คีโตแคโรทีนอยด์ในสาหร่าย Chlorosarcinopsis PY02 

5.1 การศึกษาความเข้มข้นของไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการกระตุ้นการสังเคราะห์ 
คีโตแคโรทีนอยด์ในสาหร่าย 
เตรียมสารละลายสาหร่ายไอโซเลท PY02 ตามวิธีการทดลองที่ 2.1 จากนั้นท าการหยด

สารละลายสาหร่ายดังกล่าวปริมาตร 10 µl ลงบนอาหารสูตร TAP ที่มีการเพ่ิมและลดความเข้มข้น
ของไนโตรเจน ซึ่งได้แก่ อาหารสูตร TAP ที่มีความเข้มข้นของไนโตรเจนเพ่ิมข้น 2 เท่า (2XN) และ 3 
เท่า (3XN) และอาหารสูตร TAP ที่ลดความเข้มข้นของไนโตรเจนลงเหลือ 50% (50%N) และเหลือ 
10% (10%N) โดยมีอาหารสูตร TAP ปกติเป็นชุดควบคุม ซึ่งแต่ละชุดทดลองมี 3 ซ้ า จากนั้นน าไป
เพาะเลี้ยงโดยให้แสงอย่างต่อเนื่องและถ่ายภาพบันทึกผลการเจริญเติบโตด้วยกล้องดิจิตอลทุกๆ 7 วัน 
เพ่ือติดตามการเจริญเติบโตและการเปลี่ยนแปลงสีของโคโลนี   

5.2 การศึกษาปริมาณไนโตรเจนที่ลดลงต่อการเจริญเติบโตและการผลิตแคนธาแซนธนิ
ในสาหร่าย 
จากผลการทดลองที่ 5.1 ผู้วิจัยจึงได้เลือกเฉพาะความเข้มข้นของไนโตรเจนที่ลดลงมา

ท าการศึกษาต่อ โดยเตรียมสารละลายสาหร่ายไอโซเลท PY02 ตามวิธีการทดลองที่ 2.1 จากนั้นหยด
สารละลายสาหร่ายข้างต้นปริมาตร 50 µl บนอาหารแข็ง 3 สภาวะ ได้แก่ อาหารสูตร TAP ปกติเป็น
ชุดควบคุม อาหารสูตร TAP 50%N และอาหารสูตร TAP 10%N โดยแต่ละชุดทดลองจะมีอย่างน้อย 
3 ซ้ า จากนั้นน าไปเพาะเลี้ยงโดยให้แสงอย่างต่อเนื่อง และเก็บเซลล์สาหร่ายทุก 7 วัน จ านวน 4 ครั้ง 
(28 วัน) เซลล์สาหร่ายที่เก็บทั้งหมดจะถูกน าไปผ่านการท าแห้งแบบเยือกแข็ง จากนั้นน ามาชั่งน้ าหนัก
เซลล์แห้ง (DW) เพ่ือน าไปค านวณอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ์ (relative growth rate; RGR) ซึ่งมี
หน่วยเป็นมิลลิกรัมต่อมิลลิกรัมต่อวัน (mg.mg-1.d-1) ดังสมการต่อไปนี้ (Hoffmann and Poorter, 
2002) จากนั้นน าตัวอย่างเซลล์ข้างต้นไปวิเคราะห์ชนิดและปริมาณแคโรทีนอยด์ด้วยเครื่อง UPLC 
ตามวิธีการทดลองที่ 3  

 

    
           

        
 

    

เมื่อ 
   W1 = น้ าหนักเซลล์สาหร่ายแห้งเริ่มต้น (mg) 
   W2 = น้ าหนักเซลล์สาหร่ายวันสุดท้าย (mg) 
   t1 = วันเริ่มต้นของการทดลองเพาะเลี้ยงสาหร่าย ในที่นี้เท่ากับ 0 (d) 
   t2 = วันเริ่มสุดท้ายของการทดลองเพาะเลี้ยงสาหร่าย (d) 
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6. การศึกษาปริมาตรที่แตกต่างกันของอาหารเพาะเลี้ยงชนิดเหลวต่อการเจริญเติบโตและการ
ผลิตแคนธาแซนธนิในสาหรา่ยสีเขียวขนาดเล็ก Chlorosarcinopsis PY02 
 จากผลการทดลองที่ 5 อาหารสูตร TAP 50%N จึงได้รับเลือกมาท าการศึกษาต่อ โดยท าการ
เตรียมสารละลายสาหร่ายไอโซเลท PY02 ตามวิธีการทดลองที่ 2.1 จากนั้นหยดสารละลายสาหร่าย
ข้างต้นปริมาตร 50 µl ลงเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร TAP ที่มีปริมาตรอาหารแตกต่างกัน 3 ระดับ 
ได้แก่ 15 30 และ 60 ml ในขวดแก้วฝาเกลียวขนาด 250 ml (Duran laboratory glass bottle) 
โดยแต่ละชุดทดลองจะมีอย่างน้อย 3 ซ้ า จากนั้นน าไปเพาะเลี้ยงโดยให้แสงอย่างต่อเนื่องและท าการ
เขย่าวันละ 1 ครั้ง เก็บเซลล์ทุกๆ 7 วัน จ านวน 4 ครั้ง (28 วัน) เซลล์สาหร่ายที่เก็บทั้งหมดจะถูก
น าไปผ่านการท าแห้งแบบเยือกแข็ง จากนั้นน ามาชั่งน้ าหนักเซลล์แห้ง (DW) เพ่ือน าไปค านวณหาค่า 
RGR (mg.mg-1.d-1) ดังที่ได้แสดงไปแล้วในการทดลองที่ 5.2 (Hoffmann and Poorter, 2002) 
จากนั้นน าตัวอย่างเซลล์ข้างต้นไปวิเคราะห์ชนิดและปริมาณแคโรทีนอยด์ด้วยเครื่อง UPLC ตาม
วิธีการทดลองที่ 3 

7. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 ในการทดลองที่มีการเก็บข้อมูลเชิงปริมาณและมีชุดทดลองละอย่างน้อย 3 ซ้ าขึ้นไป ข้อมูล
ดังกล่าวจะถูกน าไปค านวณค่าเฉลี่ยพร้อมกับแสดงค่าความคลาดเคลื่อน (mean ± SD) นอกจากนี้
ข้อมูลดิบทั้งหมดจะถูกน าไปวิเคราะห์ผลกระทบของปัจจัยต่อตัวแปรดังกล่าวด้วยโปรแกรม SPSS 
โดยวิธี one way analysis of variant (ANOVA) จากนั้นท าการจัดกลุ่มด้วยสถิติ post hoc 
Duncan’s test และแสดงการจัดกลุ่มเป็นตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวพิมพ์เล็ก 
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บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิจารณ์ผล 

 

1. การแยกเพาะเลี้ยงสาหร่ายท่ีมีความสามารถในการสังเคราะห์และสะสมคีโตแคโรทนีอยด์ 

จากการเก็บตัวอย่างดินจาก โป่งยุบ อ.สวนผึ้ง จ.ราชบุรี เพ่ือน ามาท าการคัดแยกหาสาหร่าย
ที่มีความสามารถในการสังเคราะห์และสะสมแคโรทีนอยด์อย่างโดดเด่น ด้วยคุณลักษณะการเปลี่ยนสี
ของโคโลนีสาหร่ายจากสีเขียวไปเป็นสีส้มจนถึงแดง พบว่า ตัวอย่างดินที่น ามาบ่ม (incubate) ในน้ า
กลั่นภายใต้สภาวะห้องปฏิบัติการและให้แสงอย่างต่อเนื่องที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  เริ่มพบการ
เจริญเติบโตของสาหร่ายเมื่อบ่มเป็นระยะเวลาประมาณ 1 เดือน โดยจะสังเกตพบว่าดินและน้ ากลั่นที่
ใช้บ่มเริ่มเปลี่ยนเป็นสีเขียวอ่อน เมื่อสังเกตพบการเจริญของสาหร่ายแล้วจึงน าสาหร่ายไปคัดแยกให้
เป็นเชื้อบริสุทธิ์ (axenic culture) ด้วยวิธี spread plate บนอาหารแข็งสูตร high-salt medium 
(HSM) และท าการลากเชื้อซ้ าหลายครั้ง จากนั้นจึงน าสาหร่ายที่ปลอดเชื้อจุลชีพอ่ืนแล้วไปท าการ
เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง 4 ชนิด ได้แก่ HSM TAP BBM  และ BG11 

ผลการเพาะเลี้ยงสาหร่ายบนอาหารข้างต้นท าให้พบสาหร่ายที่มีการเปลี่ยนสีโคโลนีจากสี
เขียวไปเป็นสีส้มจนถึงแดงเข้มอย่างชัดเจนจ านวน 5 ไอโซเลท (ซึ่งตรวจพบในภายหลังว่าสามารถ
สังเคราะห์และสะสมคีโตแคโรทีนอยด์ได้) บนอาหารเพาะเลี้ยงสาหร่ายสูตร TAP เป็นระยะเวลา
ประมาณ 1 เดือน (รูปที่ 4-1) ผู้วิจัยจึงตั้งชื่อสาหร่ายดังกล่าวว่า สาหร่ายโป่งยุบ (Pong-Yup; PY) 
โดยให้ชื่อแต่ละไอโซเลทเป็น PY01 PY02 PY03 PY04 และ PY05 สาหร่ายทั้ง 5 ล้วนมี
ความสามารถในการเจริญเติบโตในสภาวะห้องปฏิบัติการ อีกทั้งยังสามารถเพ่ิมมวลชีวภาพจากโคโลนี
เดี่ยวได้ ซึ่งท าให้สะดวกต่อการแยกเพาะเลี้ยงจนได้เชื้อสาหร่ายที่บริสุทธิ์เพ่ือน ามาศึกษาต่อถึง
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสาหร่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์และการศึกษาอื่นๆต่อไป 
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รูปที่ 4-1 การเปลี่ยนสีโคโลนีจากสีเขียวไปเป็นสีแดงของสาหร่ายโป่งยุบ 
เพาะเลี้ยงสาหร่ายบนอาหารแข็งสูตร TAP เมื่อ re-streak สาหร่ายสามารถสร้างโคโลนีเดี่ยวได้ 

(A-B) PY01    (C-D) PY02    (E-F) PY03 
 (G-H) PY04   (E) PY05  
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2. ลักษณะทางสรีรวิทยาของสาหร่ายโป่งยุบ 

2.1 อาหาร อุณหภูมิที่เหมาะสม และรูปแบบการเจริญเติบโต  
ผลการศึกษารูปแบบการเจริญรวมไปถึงชนิดของอาหารที่เหมาะสมเบื้องต้น ด้วยวิธีการหยด

สาหร่ายบนอาหารทดลอง (spot test) ของสาหร่ายทั้ง 5 ไอโซเลท ที่ระดับอุณหภูมิ 25°C และ 35°C 
(รูปที่ 4-2) พบว่าสาหร่ายทุกไอโซเลทสามารถเจริญเติบโตบนอาหารสูตร HSM ซึ่งเป็นสูตรอาหาร
ส าหรับแยกเพาะเลี้ยงสิ่งมีชีวิต autotroph ที่มีแร่ธาตุที่จ าเป็นต่อสิ่งมีชีวิตอย่างจ ากัด (minimal 
media) และอาหารสูตร TAP ได้ดีที่สุด โดยเฉพาะอย่างยิ่งที่อุณหภูมิ 35°C จะสังเกตได้ว่าใน
ระยะเวลาที่เท่ากัน (7 วัน) โคโลนีมีขนาดใหญ่กว่าที่อุณหภูมิ 25°C อย่างเห็นได้ชัด ส่วนบนอาหาร
สูตร BBM และ BG11 นั้น แม้มีการเจริญเติบโตได้ไม่ดีเท่ากับอาหารสูตร HSM และ TAP แต่สาหร่าย
ยังคงสามารถเจริญเติบโตได้ และยังพบว่า โคโลนีของสาหร่ายบนอาหารดังกล่าวที่อุณหภูมิ 35°C มีสี
เขียวเข้มกว่าที่อุณหภูมิ 25°C เช่นเดียวกัน (รูปที่ 4-2) จากผลการทดลองเบื้องต้นนี้แสดงให้เห็นว่าที่
อุณหภูมิ 35°C อาจเป็นสภาวะที่เหมาะสมแก่การเจริญของสาหร่ายทั้ง 5 ไอโซเลท หรือกล่าวได้ว่า
สาหร่ายเหล่านี้เป็นสาหร่ายทนร้อน (thermotolerant algae) อย่างไรก็ตาม เนื่องจากตู้เพาะเลี้ยง
สาหร่าย (growth chamber) เกิดการช ารุดในเวลาต่อมา ผู้วิจัยจึงไม่สามารถตั้งค่าระบบการทดลอง
ที่อุณหภูมิ 35°C ได้ ประกอบกับระบบที่ระดับอุณหภูมิ 25°C ภายในห้องปฏิบัติการสามารถควรคุม
เสถียรภาพได้เป็นอย่างดี จึงได้เลือกท าการทดลองต่อไปที่อุณหภูมิ 25°C ตลอดทั้งหมด 

ในการศึกษาครั้งนี้มีการน าอาหารสูตร TAP ซึ่งเป็นอาหารที่มีส่วนผสมของอะซิเตท 
(acetate) มาใช้เพ่ือทดสอบว่าสาหร่ายที่แยกได้ทั้ง 5 ไอโซเลทสามารถใช้ acetate เป็นแหล่ง
พลังงานคาร์บอนจากภายนอกได้หรือไม่ โดยท าการเพาะเลี้ยงสาหร่ายทั้งในสภาวะที่มีแสงและไม่มี
แสง พบว่าสาหร่ายทุกไอโซเลทสามารถเจริญเติบโตได้ทั้งสองสภาวะ แต่จะเจริญได้ดีกว่าอย่างเห็นได้
ชัดในสภาวะที่มีแสง (รูปที่  4-2) ผลดังกล่าวชี้ ให้ เห็นว่า สาหร่ายโป่งยุบทั้ ง 5 ไอโซเลท มี
ความสามารถเจริญเติบโตทั้งแบบ ออโตทรอฟ (autotroph) มิกโซทรอฟ (mixotroph) และ 
เฮเทโรทรอฟ (heterotroph)  

เมื่อเพาะเลี้ยงสาหร่ายเป็นระยะเวลาประมาณ 1 เดือน พบว่า โคโลนีของสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 
5 ไอโซเลท ในชุดทดลองบนอาหารสูตร HSM จะเริ่มซีดและตายโดยไม่มีการเปลี่ยนไปเป็นสีแดง 
ในขณะที่โคโลนีของสาหร่ายในชุดทดลองบนอาหารสูตร TAP มีการเปลี่ยนจากสีเขียวไปเป็นสีแดง ซึ่ง
บ่งบอกถึงการสะสมแคโรทีนอยด์ทุติยภูมิ (secondary carotenoid) ขึ้นในเซลล์เป็นจ านวนมากจน
สามารถสังเกตเห็นได้ด้วยตาเปล่า ผลดังกล่าวอาจเป็นผลมาจาก acetate ที่มีอยู่ในอาหารสูตร TAP 
ที่กระตุ้นให้สาหร่ายสังเคราะห์และสะสม secondary carotenoid เช่นเดียวกับที่มีรายงานใน
สาหร่ายชนิด Haematococcus pluvialis (Kobayashi et al., 1993, Jeon et al., 2006) ที่พบว่า 
acetate ช่วยกระตุ้นการสะสมแอสตาแซนธิน (astaxanthin) ในสาหร่ายดังกล่าว ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจาก acetate เป็นสารตั้งต้น (precursor) ที่ดีส าหรับกระบวนการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ 
ดังที่ได้มีรายงานในงานวิจัยของ Kobayashi และคณะ (1991) 
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ความสามารถในการเจริญแบบ mixotroph และ heterotroph ของสาหร่าย ในปัจจุบันยัง
กลายมาเป็นข้อได้เปรียบทางเศรษฐกิจมากกว่าการเจริญแบบ autotroph เพียงอย่างเดียว  (Perez-
Garcia et al., 2010) เนื่องจากท าให้สามารถน าสาหร่ายไปศึกษาได้ง่ายยิ่งขึ้น ยิ่งไปกว่านั้นรูปแบบ
การเจริญที่หลากหลายดังกล่าวยังเอ้ือต่อการเพาะเลี้ยงสาหร่ายในสภาวะแวดล้อมที่มีแสงน้อย หรือไม่
จ าเป็นต้องมีแสง เช่น การเพาะเลี้ยงในถังเลี้ยงขนาดใหญ่ (fermenter) ซึ่งนับว่ามีเทคโนโลยีการผลิต
ที่ก้าวหน้าไปมากกว่าถังเร่งปฏิกิริยาชีวภาพแบบใช้แสง (photobioreactor) เป็นอย่างมาก ที่ผ่านมา
จึงมีนักวิจัยจ านวนมากพยายามค้นหาสาหร่ายที่มีรูปแบบการเจริญที่ไม่ต้องอาศัยแสงแต่เพียงอย่าง
เดียวเพ่ือลดปัญหาเรื่องแสงไม่ เพียงพอ เช่น การศึกษาการกระตุ้นใน สาหร่าย Chlorella 
zofingiensis สะสม astaxanthin ภายใต้สภาวะ heterotroph ด้วยการเติมน้ าตาลกลูโคส (Sun et 
al., 2008) และทั้งภายใต้สภาวะ mixotroph และ heterotroph ในสาหร่าย Haematococuss 
pluvialis (Kobayashi et al., 1992b)  

เนื่องด้วยสาหร่ายโป่งยุบทั้งหมดแสดงลักษณะที่บ่งชี้ถึงการสะสมแคโรทีนอยด์อย่างโดดเด่น 
โดยการเปลี่ยนสีโคโลนีไปเป็นสีแดงเข้ม เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยอาหารสูตร TAP อีกทั้งยังเจริญเติบโตได้
ใกล้เคียงกับอาหารสูตร HSM (ซึ่งโคโลนีสาหร่ายจะไม่เปลี่ยนสี) ผู้วิจัยจึงเลือกอาหารสูตร TAP เพ่ือใช้
ศึกษาคุณสมบัติทางสรีรวิทยาของสาหร่ายต่อไปในทุกการทดลองหลังจากนี้  

 

 
รูปที่ 4-2 ชนิดอาหาร อุณหภูมิที่เหมาะสมและรูปแบบการเจริญของสาหร่ายโป่งยุบ  
รูปถ่าย ณ วันที่ 7 ของการเพาะเลี้ยงด้วยเทคนิค spot test  
(25˚C) เพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส   (35˚C) เพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  
(HSM) เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร HSM     (TAP) เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร TAP  
(TAP/dark) เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร TAP ไม่ให้แสง   (BBM) เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร BBM  
(BG-11) เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร BG11  
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2.2 ความสามารถในการใช้คาร์บอนชนิดต่างๆ เป็นแหล่งพลังงานจากภายนอก 
 จากผลการทดลองที่ 2.1 แสดงให้เห็นว่าสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลท สามารถเจริญเติบโต
แบบ heterotroph ได้ (เจริญได้บนอาหารชนิด TAP/dark) โดยมี acetate เป็นแหล่งพลังงาน
คาร์บอนจากภายนอกแทนการสังเคราะห์ด้วยแสง อย่างไรก็ตาม ความสามารถในการใช้แหล่ง
คาร์บอนจากภายนอกของสาหร่ายแต่ละชนิดนั้นค่อนข้างจ าเพาะกับชนิดของสาหร่าย (Neilson and 
Lewin, 1974, Francisco et al., 2014) ในการทดลองนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความสามารถใน
การใช้คาร์บอนชนิดต่างๆ โดยท าการเพาะเลี้ยงสาหร่ายบนอาหารสูตร TAP ที่ลดไนโตรเจนลงเหลือ 
50% จากอาหารสูตร TAP ปกติ และมีส่วนประกอบของแหล่งพลังงานคาร์บอนแตกต่างกัน ได้แก่ ชุด
ควบคุม (acetate) ไพรูเวท (pyruvate) ฟลุคโตส (fructose) และไซโลส (xylose) ภายใต้สภาวะที่มี
แสงและไม่มีแสง โดยการลดไนโตรเจนลงนั้น เพื่อต้องการกระตุ้นให้สาหร่ายสะสมรงควัตถุได้มากและ
เร็วขึ้น ซึ่งจะท าให้สามารถศึกษาอิทธิพลของแหล่งคาร์บอนแต่ละชนิดต่อการเปลี่ยนแปลงสีของ
โคโลนีสาหร่ายไปพร้อมกับความสามารถในการน าไปใช้ได้อย่างชัดเจน 
 ณ วันที่ 14 ของการทดลอง พบว่า ภายใต้สภาวะที่มีแสงสาหร่ายโป่งยุบทุกไอโซเลทสามารถ
เจริญเติบโตบนอาหารที่มี acetate และ pyruvate ได้ดีไม่แตกต่างกัน ดังแสดงในรูปที่ 4-3 ทั้งยังพบ
การเปลี่ยนสีของโคโลนีจากสีเขียวไปเป็นสีแดงเช่นเดียวกันอีกด้วย แต่ในสภาวะที่ไม่มีแสงกลับพบว่า
สาหร่ายไม่สามารถเจริญเพ่ิมจ านวนได้บนอาหารที่มี pyruvate ได้เลย ซึ่งหมายความว่าสาหร่ายโป่ง
ยุบทั้งหมดไม่สามารถใช้ pyruvate เป็นแหล่งพลังงานคาร์บอนจากภายนอกทดแทนการสังเคราะห์
ด้วยแสงได ้
 ในชุดทดลองบนอาหารที่มี fructose ภายใต้สภาวะที่มีแสง มีเพียงสาหร่ายไอโซเลท PY05 
เท่านั้นที่สามารถเจริญเติบโตได้ดีไปพร้อมกับการเปลี่ยนสีของโคโลนีเป็นสีแดง ในขณะที่ในไอโซเลท 
PY01 กับ PY02 และ PY03 กับ PY04 เจริญได้เพียงเล็กน้อยและซีดตายเมื่อเวลาผ่านไป (รูปที่ 4-3) 
และเม่ือพิจารณาถึงชุดทดลองบนอาหารที่มี fructose ภายใต้สภาวะที่ไม่มีแสง ก็พบผลการทดลองที่
คล้ายคลึงกันว่าสาหร่ายไอโซเลท PY05 สามารถเจริญเติบโตได้ดีเกือบใกล้เคียงกับสภาวะที่มีแสง 
ในขณะที่ในไอโซเลท PY03 กับ PY04 สามารถเจริญเพ่ิมจ านวนได้เพียงเล็กน้อย และไม่พบการเจริญ
ได้เลยในไอโซเลท PY01 กับ PY02 จากผลการทดลองข้างต้นชี้ให้เห็นว่าน้ าตาล fructose เป็นแหล่ง
พลังงานคาร์บอนภายนอกที่สาหร่ายไอโซเลท PY05 น าไปใช้ได้อย่างมีประสิทธิภาพ แม้กระทั่งใน
สภาวะไม่มีแสง PY05 ก็แสดงให้เห็นว่า สามารถน าน้ าตาล fructose ไปใช้เป็นแหล่งพลังงาน
คาร์บอนทดแทนการสังเคราะห์ด้วยแสงได้เป็นอย่างดี 
  ส่วนในชุดทดลองบนอาหารที่มี xylose พบว่า ภายใต้สภาวะที่มีแสงสาหร่ายไอโซเลท PY01 
PY02 PY03 และ PY04 สามารถเจริญเติบโตได้ไม่ดีเมื่อเปรียบเทียบกับอาหารสูตร TAP ปกติจะ
สังเกตพบความแตกต่างอย่างชัดเจน และไม่พบการเจริญเลยในไอโซเลท PY05 นอกจากนั้นภายใต้
สภาวะที่ไม่มีแสงก็พบว่าสาหร่ายทั้งหมดไม่สามารถเจริญเพ่ิมจ านวนได้เลย ซึ่งหมายความว่าสาหร่าย
โป่งยุบทุกไอโซเลทไม่สามารถใช้น้ าตาล xylose เป็นแหล่งพลังงานคาร์บอนจากภายนอกได้   
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จากผลทั้งหมดในการทดลองนี้บ่งบอกว่าสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลท มีลักษณะทาง
สรีรวิทยาในด้านความสามารถการใช้แหล่งคาร์บอนคล้ายคลึงกับสาหร่ายขนาดเล็กโดยทั่วไป 
(Droop, 1974) ซึ่งพบว่า acetate เป็นแหล่งคาร์บอนชนิดที่สาหร่ายสามารถน าไปใช้ได้ดีที่สุด 
นอกจากนี้อีกข้อสังเกตที่พบคือ สาหร่ายไอโซเลท PY05 มีลักษณะทางสรีรวิทยาที่แตกต่างจาก 
ไอโซเลทอ่ืนอย่างเห็นได้ชัดเจนบนอาหารที่มี fructose เป็นแหล่งคาร์บอน ลักษณะดังกล่าวเป็น
ลักษณะที่น่าสนใจเป็นอย่างมากต่อการน าไปศึกษาต่อถึงการเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะ heterotroph 
ในอนาคต เนื่องจากพบว่า เมื่อมี fructose เป็นแหล่งพลังงาน PY05 สามารถเจริญเติบโตได้เป็น
อย่างดีแม้ในสภาวะที่ไม่มีแสง ทั้งยังพบการเปลี่ยนสีของโคโลนีไปเป็นสีเขียวอมน้ าตาลที่บ่งบอกถึง
การสะสมแคโรทีนอยด์อีกด้วย 

 

 

รูปที่ 4-1 การเจริญเติบโตบนอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนต่างชนิดกันของสาหร่ายโป่งยุบ 
รูปถ่าย ณ วันที่ 14 ของการทดลอง 

(Light) เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีแสง  (Dark) เพาะเลี้ยงในสภาวะที่ไม่มีแสง  
(Acetate) อาหารที่มีอะซิเตท  (Pyruvate) อาหารที่มีไพรูเวท 
(Fructose) อาหารที่มีฟรุคโตส  (Xylose) อาหารที่มีไซโลส  
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2.3 ความสามารถในการใช้แหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ 
 ผลการศึกษาชนิดของแหล่งไนโตรเจนที่สาหร่ายสามารถน าไปใช้ได้ ได้แก่ แอมโมเนีย (NH4) 
หรือชุดควบคุม (เนื่องจากเป็นชนิดแหล่งไนโตรเจนในอาหารสูตร TAP ปกติ) ไนเตรท (NO3) และ 
ไนไตรท์ (NO2) โดยเปลี่ยนชนิดของแหล่งไนโตรเจนในอาหารสูตร TAP และปรับความเข้มข้นของ
ไนโตรเจนให้เท่ากับ 50% ของอาหารปกติ จากนั้นบันทึกผล ณ วันที่ 14 ของการทดลอง โดยผลการ
ทดลองแสดงในรูปที่ 4-4 จะสังเกตพบว่า สาหร่ายทุกไอโซเลทซีดตายและไม่พบการเจริญใดๆ เลยบน
อาหารที่มีไนไตรท ์ในขณะที่บนอาหารที่มีแอมโมเนียและไนเตรทสามารถเจริญได้ดีและมีขนาดโคโลนี
ใกล้เคียงกัน ซึ่งหมายความว่า สาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลทไม่สามารถใช้แหล่งไนโตรเจนชนิด 
ไนไตรท์ได้ แต่สามารถใช้แหล่งไนโตรเจนชนิดแอมโมเนียและไนเตรทได้ดีทั้งสองชนิดไม่แตกต่างกัน
เมื่อสังเกตด้วยตาเปล่า 
 จากผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลท มีชนิดของแหล่งไนโตรเจน
ที่สามารถน าไปใช้ได้เหมือนกัน ซึ่งผลดังกล่าวก็ยังคล้ายคลึงกับสาหร่ายโดยทั่วไปที่พบว่า ไนโตรเจน
ในรูปของแอมโมเนียและไนเตรทเป็นชนิดที่สาหร่ายสามารถน าไปใช้ได้ดีที่สุด (Li et al., 2008, Xu 
et al., 2001) ส่วนไนไตรท์นั้น เหตุที่สาหร่ายซีดตายทั้งหมดอาจเนื่องมาจากความเป็นพิษของสาร
ดังกล่าวที่พบว่ามีผลในทางลบต่อการเจริญของสิ่งมีชีวิตหลายชนิด (Oke, 1966, Lewis Jr and 
Morris, 1986) ซึ่งไนไตรทพ์บได้ปกติเนื่องจากเป็นผลผลิตสุดท้ายในปฏิกิริยาแอมโมเนียมออกซิเดชัน 
(ammonium oxidation) อันเป็นสารทีมีความเป็นพิษสูง (Cua and Stein, 2011) สาหร่ายที่
สามารถน าไนไตรท์ไปใช้ประโยชน์ได้จึงมีจ านวนไม่กี่ชนิดเท่านั้น (Admiraal, 1977, Yang et al., 
2004) จากผลข้างต้นอาจเป็นไปได้ว่า ณ ความเข้มข้นนี้ ไนไตรท์ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ของ
สาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลท 

2.4 ความสามารถในการเจริญเติบโตบนอาหารที่มีการเติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 
 การทดลองเพาะเลี้ยงสาหร่ายบนอาหารสูตร TAP ที่ลดไนโตรเจนลงเหลือ 50% และเติม
เกลือโซเดียมคลอไรด์ที่ระดับความเค็มต่างๆ ได้แก่ 5 10 15 และ 20 กรัมต่อลิตร (g/L) จากนั้น
บันทึกผล ณ วันที่ 14 ของการทดลอง พบว่า สาหร่ายทั้ง 5 ไอโซเลทมีการเจริญเติบโตลดลงเมื่อความ
เข้มข้นของเกลือเพ่ิมสูงขึ้น ดังจะเห็นได้จากรูปที่ 4-4 ที่ระดับความเค็ม 5 g/L สาหร่ายมีขนาดโคโลนี
ที่ใหญ่และหนาแน่นที่สุด จากนั้นขนาดและความหนาแน่นของโคโลนีสาหร่ายที่เจริญเติบโตจะลดลง
เรื่อยๆ เมื่อความเข้มข้นเกลือเพ่ิมสูงขึ้น และในอาหารที่เติมเกลือระดับ 20 g/L จะพบว่าสาหร่าย 
ไอโซเลท PY01-PY04 ไม่สามารถเจริญเพ่ิมจ านวนได้เลย แต่ในไอโซเลท PY05 ยังคงพบการเพ่ิม
จ านวนเล็กน้อย 

จากระดับความเค็มที่สาหร่ายทั้งหมดทนได้นั้น ท าให้สามารถจัดสาหร่ายทั้ง 5 อยู่ในกลุ่ม
สาหร่ายไม่ชอบเค็ม (non-halophilic algae) เนื่องจากสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลทสามารถ
เจริญเติบโตได้ดีที่ระดับความเค็มน้อยกว่า 15 g/L หรือ น้อยกว่า 1.5% w/v ซึ่งใกล้เคียงกับระดับ
ความเค็มที่สิ่งมีชีวิตกลุ่ม non-halophiles และสิ่งมีชีวิตน้ าจืดสามารถเจริญเติบโตได้ดีตามปกติ คือ
ประมาณ 1% w/v (Antón, 2011) ในขณะที่หากเป็นสาหร่ายทนเค็มหรือ Halotolerant algae จะ
สามารถเจริญเติบโตได้ดีทั้งท่ีระดับความเค็มปกติ (1% w/v) และทนได้จนถึง 6% w/v (Borowitzka 
and Siva, 2007)  
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นอกจากในด้านการเจริญเติบโตแล้วยังพบว่าการเติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ในอาหาร
เพาะเลี้ยงกระตุ้นให้สาหร่ายมีการเปลี่ยนสีของโคโลนีได้เร็วขึ้น โดยเริ่มสังเกตพบการเปลี่ยนแปลงสี
ตั้งแต่วันที่ 3 ของการเพาะเลี้ยง และสังเกตพบว่า ณ วันเดียวกันของการเพาะเลี้ยงสีโคโลนีของ
สาหร่ายโป่งยุบในชุดที่มีการเติมเกลือจะมีสีน้ าตาลแดงมากกว่าชุดควบคุม (ชุดทดลอง NH4 ใน
คอลัมน์ nitrogen source) การเปลี่ยนแปลงสีโคโลนีของสาหร่ายแสดงให้เห็นว่าการเติมเกลือเป็น
ปัจจัยที่มีผลกระตุ้นให้มีการสะสมคีโตแคโรทีนอยด์มากขึ้นในสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลท ซึ่งข้อ
สันนิษฐานดังกล่าวได้รับการยืนยันแล้วว่า การเติมเกลือในอาหารเพาะเลี้ยงกระตุ้นให้มีปริมาณการ
สะสม canthaxanthin เพ่ิมมากขึ้นจากสภาวะที่ไม่มีการเติมเกลือในไอโซเลท PY02 โดยเป็น
การศึกษาของ นิภาวรรณ พืชสิงห์ นักศึกษาระดับปริญญาตรี ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยศิลปากร (unpublished) นอกจากนั้น จากการทบทวนเอกสารในสาหร่ายที่มี
ความสามารถในการสะสม secondary carotenoid เช่น Haematococcus pluvialis (Gao et 
al., 2015) หรือ Chlorella zofingiensis (Pelah et al., 2004) ก็พบว่าความเค็มมีผลกระตุ้นให้
สาหร่ายสะสมแคโรทีนอยด์มากขึ้นเช่นเดียวกัน  

2.5 การเปลี่ยนแปลงสีของโคโลนีบนอาหารสูตร Bold’s basal medium 
 สืบเนื่องจากผลการทดลองเบื้องต้นถึงอาหารที่เหมาะสมแก่การเจริญเติบโตของสาหร่ายโป่ง
ยุบทั้ง 5 ไอโซเลท (ผลการทดลองที่ 2.1) แม้พบว่าสาหร่ายทั้งหมดเจริญเติบโตบนอาหารสูตร BBM 
ได้ไม่ดีเท่ากับอาหารสูตร TAP แต่ก็พบการเปลี่ยนแปลงสีโคโลนีจากสีเขียวไปเป็นสีแดงเมื่อเวลาผ่าน
ไปเช่นเดียวกัน ประกอบกับงานวิจัยของ Groover และ Bold (1969) ที่ได้รายงานถึงผลทดสอบทาง
สรีรวิทยาของสาหร่ายกลุ่มที่มีลักษณะการเปลี่ยนสีของโคโลนีตั้งแต่ สีน้ าตาล เหลือง ส้ม ไปจนถึงสี
แดง ว่าอาหารสูตร BBM ส่งผลให้สาหร่ายแต่ละชนิดมีสีโคโลนีที่แตกต่างกันออกไป ดังนั้นในการ
ทดลองนี้ผู้วิจัยจึงเพาะเลี้ยงสาหร่ายทั้ง 5 บนอาหารสูตรดังกล่าวเพ่ือติดตามสีโคโลนีที่เปลี่ยนไปของ
สาหร่าย 
 ผลการเปรียบเทียบสีโคโลนีของสาหร่าย ณ วันที่ 14 และ 28 ของการทดลอง (รูปที่ 4-4) 
พบว่า อาหารสูตร BBM ส่งผลให้สาหร่ายโป่งยุบแต่ละไอโซเลทมีสีของโคโลนีแตกต่างกันออกไป โดย
โคโลนีของไอโซเลท PY01 PY02 และ PY03 มีการเปลี่ยนแปลงจากสีเขียวไปเป็นสีน้ าตาลแดง ไอโซ
เลท PY04 เปลี่ยนไปเป็นสีส้ม และไอโซเลท PY05 เปลี่ยนไปเป็นสีเขียวอมน้ าตาล ซึ่งความแตกต่างที่
เกิดข้ึนเป็นหลักฐานที่สนับสนุนนว่าสาหร่ายทั้ง 5 อาจไม่ใช่สาหร่ายชนิดเดียวกัน เนื่องจากสีโคโลนีที่
แตกต่างกันอาจบ่งบอกถึงชนิด และ/หรือ ปริมาณของแคโรทีนอยด์ที่สาหร่ายสามารถสังเคราะห์ได้
แตกต่างกัน (Ha et al., 2007, Davies et al., 1970) อย่างไรก็ตาม ปัจจัยที่อยู่ในอาหารสูตร BBM 
อันส่งผลให้สาหร่ายมีสีของโคโลนีที่ต่างกันยังคงต้องการผลการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือยืนยันต่อไป  
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รูปที่ 4-2 ผลของแหล่งไนโตรเจน การเติมเกลือ และอาหารสูตร BBM ต่อการเจริญเติบโตของ
สาหร่ายโป่งยุบ 
รูปถ่าย ณ วันที่ 14 ของการทดลอง  

(Nitrogen source) ความสามารถในการใช้แหล่งในโตรเจนที่แตกต่างกัน  
(NaCl) การเจริญเติบโตบนอาหารที่เติมเกลือที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ  
(BBM) การเปลี่ยนแปลงสีของโคโลนีสาหร่ายเมื่อผ่านไป 28 วัน บนอาหารสูตร BBM 
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3. ชนิดของแคโรทีนอยด์ท่ีตรวจพบในสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลท 
 ในการทดลองนี้ผู้วิจัยได้เลือกตัวอย่างสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร TAP เป็นเวลา 35 
วันมาศึกษา เนื่องจากเมื่อสังเกตด้วยตาเปล่าสาหร่ายทั้งหมดได้มีการเปลี่ยนแปลงสีโคโลนีไปเป็นสี
แดงเข้มอย่างสมบูรณ์แล้ว โดยตัวอย่างเซลล์สาหร่ายทั้ง 5 ไอโซเลทที่เก็บมานั้น เป็นตัวอย่างที่
เพาะเลี้ยงในจานเพาะเชื้อเดียวกันและเก็บเซลล์พร้อมกันทุกตัวอย่าง จากนั้นน าไปท าการสกัดสารสี
แล้วจึงน าไปวิเคราะห์ชนิดของแคโรทีนอยด์ด้วยเครื่องโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะแรงสูง 
(Ultrahigh performance liquid chromatography; UPLC) 
 จากผลการวิเคราะห์แคโรทีนอยด์ในสารสกัดสาหร่าย (carotenoid profile) พบว่า สาหร่าย
ทุกไอโซเลทมีความสามารถในการสังเคราะห์และสะสมคีโตแคโรทีนอยด์ (ketocarotenoid) หลาย
ชนิดภายในเซลล์ (ตารางที่ 4-1) อันได้แก่ อโดนิแซนธิน (adonixanthin) เอคินิโนน (echinenone) 
3-ไฮดรอกซีเอคินิโนน (3-OH-echinenone) และพบแคนธาแซนธิน (canthaxanthin) เป็นคีโตแคโร
ทีนอยด์ชนิดเด่นในสาหร่ายทุกตัวอย่าง (80% โดยประมาณ) ผลการตรวจสอบองค์ประกอบของ
ชนิดคีโตแคโรทีนอยด์ที่นอกเหนือจากแคนธาแซนธินแล้ว พบว่ามีความแตกต่างกันไปในแต่ไอโซเลท 
ดังแสดงในรูปที่ 4-5 ซึ่งเป็นโครมาโตแกรม (chromatogram) ที่ได้จากการวิเคราะห์สารสกัดสาหร่าย
ด้วยเครื่อง UPLC จะเห็นได้ว่า โครมาโตแกรมของสาหร่ายทุกไอโซเลทมีพีคที่ 3 (peak 3) ซึ่งเป็นพีค
ของ canthaxanthin สูงที่สุด ในขณะที่สามารถตรวจพบคีโตแคโรทีนอยด์ชนิดอ่ืนๆ ได้เพียงเล็กน้อย 
ซึ่งแสดงให้เห็นชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบสัดส่วนความสูงของแต่ละพีคในโครมาโตแกรม (รูปที่ 4-5) 
 นอกจาก canthaxanthin แล้ว ยังตรวจพบลูทีน (lutein) เป็นแคโรทีนอยด์อีกหนึ่งชนิดที่
สาหร่ายทั้ง 5 สะสมภายในเซลล์ ซึ่ง lutein นั้นจัดอยู่ในกลุ่มแคโรทีนอยด์ปฐมภูมิ (Takaichi, 2011) 
จึงพบว่ามีการสังเคราะห์ในสาหร่ายทุกไอโซเลท อย่างไรก็ตามการวิเคราะห์ด้วย UPLC ในการทดลอง
นี้กลับตรวจไม่พบเบตาแคโรทีน (ß-carotene) ซึ่งเป็นชนิดที่มีรายงานว่าเป็นแคโรทีนอยด์ปฐมภูมิที่
จะพบได้ทั่วไปในกลุ่มสาหร่ายสีเขียว (Takaichi, 2011) ผลดังกล่าวอาจเนื่องมาจาก ß-carotene 
ส่วนใหญ่ถูกใช้ไปเป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์แล้ว (Cunningham and Gantt, 
2005, Martin et al., 2008) ท าให้มีปริมาณคงเหลือภายในเซลล์น้อยมากจนไม่สามารถตรวจสอบได้
ด้วยระบบที่ใช้ในการทดลองนี้ ซึ่งเมื่อสังเกตในรูปที่ 4-6 ที่แสดงวิถีการสังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์
โดยมีแอสตาแซนธิน (astaxanthin) เป็นผลผลิตสุดท้าย (end product) ก็จะเห็นได้ว่า ß-carotene 
เป็นสารตั้งต้นของกระบวนการสังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์ทั้งหมด 

ตารางที่ 4-1 แคโรทีนอยด์ท่ีพบในสาหร่ายโป่งยุบ 

สาหร่าย 
แคโรทีนอยด์ที่ตรวจพบ 

Lutein Adonixanthin Canthaxanthin 3-OH-echinenone Echinenone 
PY01 + + + + + 
PY02 + + + + - 
PY03 + + + + - 
PY04 + + + + - 
PY05 + - + + + 

หมายเหตุ: 1) ตัวอย่างเซลล์สาหร่ายทั้งหมดที่น ามาวิเคราะห์เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร TAP เป็นเวลา 35 วัน  
            2) + = ตรวจพบแคโรทีนอยด์ชนิดดังกล่าว, - = ตรวจไม่พบแคโรทีนอยด์ชนิดดังกล่าว 
            3) วิเคราะห์ด้วยเครื่อง UPLC ณ Royal Holloway University of London, UK 
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รูปที่ 4-5 โครมาโตแกรมและสเปคตรัมของแคโรทีนอยด์จากสารสกัดของสาหร่ายโป่งยุบ 
จากการวิเคราะห์สารสกัดสาหร่ายในระยะเซลล์สีแดงที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร TAP อายุ 35 วัน 
         (chromatogram) โครมาโตรแกรมของสาหร่ายแต่ละไอโซเลท  
         (spectrum) สเปคตรัมของแคโรทีนอยด์แต่ละชนิดที่เกิดข้ึนในโครมาโตแกรม  
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แม้ว่าสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลทจะมีรูปแบบการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ที่คล้ายคลึงกัน
แต่ก็ยังพบความแตกต่างจากการตรวจพบและไม่พบคีโตแคโรทีนอยด์บางชนิด ในกรณีของสาหร่าย
บางไอโซเลทที่ตรวจไม่พบ echinenone ซ่ึงได้แก่ไอโซเลท PY02 PY03 และ PY04 ผู้วิจัยมีความเห็น
ว่าเป็นความแตกต่างที่ไม่มีนัยส าคัญ เนื่องจากในสาหร่ายทั้ง 3 ไอโซเลทนี้ยังคงตรวจพบ 3-OH-
echinenone ซึ่งเป็นคีโตแคโรทีนอยด์ชนิดที่มี echinenone เป็นสารตั้งต้น (รูปที่ 4-6) จึงมีโอกาสที่ 
echinenone จะถูกใช้ไปในการสังเคราะห์ 3-OH-echinenone แต่ในกรณีของการตรวจไม่พบ 
adonixanthin ในสาหร่ายโซเลท PY05 ผู้วิจัยมีความเห็นว่าเป็นความแตกต่างที่มีนัยส าคัญ เนื่องจาก
หากพิจารณาทางด้านความสามารถในการเติมหมู่คีโตน (ketone group) ของเอ็นไซม์เบตาแคโรทีนคี
โตเลส (ß-carotene ketolase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เป็นตัวก าหนดความสามารถในการสังเคราะห์คีโต
แคโรทีนอยด์ในสิ่งมีชีวิต (Cunningham and Gantt, 2005) จะพบการรายงานว่า ความสามารถใน
การเติมหมู่คีโตนให้กับสารตั้งต้นใดๆ ของเอ็นไซม์ดังกล่าวในวิถีการสังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์จะมี
ความแตกต่างกันออกไปในสาหร่ายแต่ละชนิด (Zhong et al., 2011, Huang et al., 2012) ซึ่งเมื่อ
น ามาพิจารณาในงานวิจัยนี้อาจกล่าวได้ว่า การท างานของเอนไซม์ ß-carotene ketolase ใน
สาหร่ายไอโซเลท PY05 มีความแตกต่างจากไอโซเลทอ่ืนๆ โดยไม่สามารถเติมหมู่คีโตนให้กับ 
zeaxanthin ได ้

 

 

รูปที่ 4-6 วิถีการสังเคราะห์แอสตาแซนธินโดยมีเบตาแคโรทีนเป็นสารตั้งต้น 
ที่มา: ดัดแปลงจากงานวิจัยของ Mann และคณะ (2000) และ Huang และคณะ (2006)  
ตัวหนาและขีดเส้นใต้แทนคโีตแคโรทีนอยด์ที่พบในงานวิจัยนี้ และลูกศรทึบและประหมายถึงวิถีการสังเคราะห์ที่พบ
ปกติและวิถีที่ไม่แน่นอน ตามล าดับ 
      (BHY) ß-carotene hydroxylase แทนการท างานของเอนไซม์ดังกล่าวด้วยตัวหนังสือสีเหลือง      
      (BKT) ß-carotene ketolase แทนการท างานของเอนไซม์ดังกล่าวด้วยตัวหนังสือสีแดง  
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          จากแผนภาพในรูปที่ 4-6 จะเห็นว่า ในการทดลองนี้ตรวจไม่พบ astaxanthin ในตัวอย่าง
เซลล์ของสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลท แต่ยังคงพบหลักฐานที่แสดงให้เห็นว่าสาหร่ายทั้ง 5 อาจ
สามารถสังเคราะห์และสะสม astaxanthin ได้ เนื่องจากสามารถยืนยันได้ว่าสาหร่ายทั้งหมดมีการ
ท างานของเอนไซม์ทั้งสองชนิดที่ส าคัญในวิถีการสังเคราะห์  astaxanthin ได้แก่ ß-carotene 
ketolase ซึ่งท าหน้าที่ในการเติมหมู่คีโตนให้กับ ß-carotene (Huang et al., 2006) และ 
เบตาแคโรทีนไฮดรอกซีเลส (ß-carotene hydroxylase) ซึ่งท าหน้าที่ในการเติมหมู่ไฮดรอกซิล 
(hydroxyl group) ให้กับ ß-carotene (Tan et al., 2007) จากการตรวจพบ 3-OH-echinenone 
และ adonixanthin ดังนั้นจึงอาจเป็นไปได้ว่า astaxanthin ที่สาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 สะสมภายใน
เซลล์มีปริมาณที่ต่ ามาก หรือ อาจอยู่ในรูปอ่ืนๆ เช่นอยู่ในรูปของเอสเตอร์ (ester-type) ท าให้ไม่
สามารถตรวจจับได้ด้วยระบบที่ใช้ในการทดลองนี้ (Aburai et al., 2015, Aburai et al., 2013) ซึ่ง
ภายหลังเมื่อผู้วิจัยได้ส่งตัวอย่างสาหร่ายไปตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีที่ต่างออกไป โดยการน าสารสกัด
สาหร่ายไปผ่านกระบวนการ saponification ก่อน แล้วจึงท าการตรวจวิเคราะห์โดยความอนุเคราะห์
ของ Asst. Prof. Katsuya Abe (Department of chemistry and life science, Kogakuin 
university, Japan) ก็สามารถตรวจพบ astaxanthin ในสาหร่ายโป่งยุบและพบว่าสารดังกล่าวอยู่ใน
รูปของเอสเตอร์ (ester-type) ดังแสดงในรูปที่ 4-7 เมื่อสังเกตที่โครมาโตแกรมจะพบว่า สารสกัดที่
ผ่านกระบวนการ saponification แล้วนั้นจะมีพีคที่ 2 (trans-astaxanthin) สูงกว่าผลการตรวจ
วิเคราะห์สารสกัดที่ไม่ได้ผ่านกระบวนการ saponification (ซึ่งจะพบว่าพีคดังกล่าวค่อนข้างต่ ามาก) 
นอกจากนั้นเมื่อค านวณอัตราการเกิดปฏิกิริยาเอสเตอร์ (esterification rate) ของ astaxanthin ก็
พบว่ามีค่าสูงถึง 97%  
 ในด้านของการวิเคราะห์ปริมาณคีโตแคโรทีนอยด์ชนิดเด่นในสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลท 
ผู้วิจัยได้ท าการวิเคราะห์หาปริมาณแคนธาแซนธินที่สะสมภายในเซลล์ (canthaxanthin content) 
โดยการเปรียบเทียบพ้ืนที่ใต้กราฟกับกราฟมาตรฐาน canthaxanthin พบว่า สาหร่ายไอโอโซเลท 
PY02 มีปริมาณ canthaxanthin content สูงที่สุด และรองลงมาได้แก่ PY05 PY03 PY01 และ 
PY04 โดยมีปริมาณเท่ากับ 440 310 142 44 และ 28 ไมโครกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง (µg.g-1DW) ดัง
แสดงไว้ในรูปที่ 4-8 แต่เนื่องจากในการทดลองนี้มีการวิเคราะห์ผลเพียงหนึ่งซ้ าเท่านั้น ปริมาณ 
canthaxanthin content ที่ค านวณได้จึงอาจไม่สามารถเป็นตัวแทนของปริมาณ canthaxanthin ที่
สาหร่ายชนิดนั้นๆ มีความสามารถในการสะสมได้ อย่างไรก็ตามเซลล์สาหร่ายที่น ามาวิเคราะห์เป็น
ตัวอย่างที่เพาะเลี้ยงบนจานเพาะเชื้อเดียวกันและเก็บเซลล์ ณ วันเดียวกัน ผู้วิจัยจึงเห็นว่าสามารถ
เปรียบเทียบความมากน้อยของค่าดังกล่าวระหว่างสาหร่ายแต่ละไอโซเลทได้  
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รูปที่ 4-7 ชนิดและปริมาณของแคโรทีนอยด์ในสาหร่ายไอโซเลท PY02  
หมายเหตุ: ตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC โดยความอนุเคราะห์ของ Prof. Dr. Katsuya Abe ดังวิธี
ที่แสดงไว้ใน Aburai และคณะ (2015)  



54 
 

 
 

 

 

รูปที่ 4-8 ปริมาณแคนธาแซนธินในสาหร่ายโป่งยุบ 
จากการวิเคราะห์สารสกัดสาหร่ายในระยะเซลล์สีแดงที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร TAP อายุ 35 

 

 

 ถึงแม้ในปัจจุบัน astaxanthin จะเป็นคีโตแคโรทีนอยด์ที่มีประสิทธิภาพสูงในการเป็นสาร
ต้านอนุมูลอิสระที่มีมูลค่าต่อกิโลกรัมสูงสุด และมีผลงานวิจัยที่ยืนยันถึงประโยชน์ต่อผู้บริโภคเป็น
จ านวนมาก แต่อย่างไรก็ตาม canthaxanthin ก็เป็นคีโตแคโรทีนอยด์ชนิดที่ได้รับการกล่าวถึง
ประโยชน์ไม่น้อยเช่นกัน ไม่ว่าจะเป็นประโยชน์ในด้านสุขภาพของมนุษย์ (Palozza et al., 1998) 
หรือ ที่ถูกน าไปใช้ประโยชน์อย่างแพร่หลาย นั่นคือ การใช้เป็นสารให้สีจากธรรมชาติ (natural 
colourant) และพร้อมกันนี้ยังช่วยส่งเสริมผลผลิตจากการเติมสารให้สีดังกล่าวระหว่างการเพาะเลี้ยง
ในอุตสาหกรรมการผลิตสัตว์หลายชนิดอีกด้วย (Amaya and Nickell, 2015, Baker and Gunther, 
2004, Baker et al., 2002) ดังนั้น สาหร่ายโป่งยุบที่สามารถคัดแยกได้ทั้ง 5 ไอโซเลท จึงนับว่าเป็น
สาหร่ายที่น่าสนใจอย่างมากแก่การศึกษาต่อถึงปัจจัยในการกระตุ้นให้สาหร่ายมีศักยภาพในการผลิต 
canthaxanthin เพ่ิมมากขึ้น หรือแม้กระทั่งการกระตุ้นให้สาหร่ายสังเคราะห์ astaxanthin เพ่ือเพ่ิม
มูลค่าต่อไป 
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4. การจัดจ าแนกสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลท 

4.1 การจัดจ าแนกสาหร่ายด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 ลักษณะเด่นที่สามารถมองเห็นด้วยตาเปล่าของสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลทนั้น นอกจาก
จะพบว่ามีการเปลี่ยนสีโคโลนีจากสีเขียวไปเป็นสีแดงเม่ือเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร TAP เมื่อเพาะเลี้ยง
เป็นระยะเวลาประมาณ 1 เดือนแล้ว ยังพบว่า เมื่อเพาะเชื้อสาหร่ายลงบนอาหารแข็งด้วยเทคนิค 
streaking โคโลนีที่เกิดจากเขี่ยเชื้อจะมีขนาดค่อนข้างใหญ่ (2-5 มิลลิเมตร) มองเห็นได้ด้วยตาเปล่า 
ขอบและผิวของโคโลนีมีลักษณะขรุขระอย่างเด่นชัด  ดังรูปที่ 4-9 (แสดงลักษณะข้างต้นโดยรูปถ่าย
ของสาหร่ายไอโซเลท PY02 เป็นตัวแทน) ทั้งนี้เนื่องจากโคโลนีสาหร่ายมีการเจริญเติบโตเพ่ิมขนาดทั้ง
ในแนวราบและแนวดิ่ง (นูนขึ้นมาจากผิวหน้าอาหารแข็ง) ดังจะเห็นได้จากบริเวณที่มีลูกศรชี้ในรูปที่ 
4-9C และสามารถสังเกตการเจริญเติบโตที่เพ่ิมขึ้นของสาหร่ายได้จากการนูนสูงขึ้นของโคโลนี 
นอกจากนี้ในรูปที่ 4-9E ซึ่งเป็นภาพถ่ายจากด้านก้นของจานอาหาร (bottom plate) ณ บริเวณที่มี
ลูกศรชี้จะเห็นว่าเกิดรอยแตกของวุ้นอาหารที่ขอบของโคโลนี อันเนื่องมากจากโคโลนีสาหร่ายมีการ
เจริญฝังแน่นเข้าไปในเนื้อของวุ้นอาหาร 

 

  
รูปที่ 4-9 ลักษณะโคโลนีของสาหร่าย PY02 บนอาหารแข็งจากกล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ 

(A-D) โคโลนีสาหร่ายถ่ายจากด้านหน้าของจานเพาะเชื้อ  
(E-F) โคโลนีสาหร่ายจากด้านก้นของจานเพาะเชื้อ   
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เมื่อศึกษาสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลทภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (รูปที่ 4-10) พบว่า ลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาของเซลล์สาหร่ายแต่ละไอโซเลทที่สังเกตเห็นได้มีความคล้ายคลึงกันมาก โดย
ลักษณะที่พบคือ ในสภาวะปกติ เซลล์ของสาหร่ายที่เป็น vegetative cells มีลักษณะกลมขนาด
ประมาณ 4-10 ไมโครเมตร แต่ละเซลล์จะม ี1 คลอโรพลาสต์ ซึ่งเป็นคลอโรพลาสต์ที่แผ่ติดไปกับผนัง
เซลล์ เรียกว่าแบบ parietal chloroplast มี 1 ไพรีนอยด์ (pyrenoid) อย่างไรก็ตามภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์มักพบเห็นเซลล์สาหร่ายอยู่ติดกัน 2-8 เซลล์ ภายในโครงสร้างลูกบาศก์สามมิติ (3 
dimensional cubic-packets) ซึ่งเป็นลักษณะเด่นเฉพาะของสาหร่ายในกลุ่ม sarcinoid algae 
นอกจากนี้เมื่อบดสาหร่ายด้วยด้วยสากขนาดเล็ก (micro pestle) จะพบว่าสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5  
ไอโซเลทมีการสร้างซูโอสปอร์ (zoospore) ที่มีแฟลกเจลลา 2 เส้น (flagella) ดังแสดงไว้ในรูปที่ 4-
11A พร้อมกันนี้ก็พบว่าเมื่อเซลล์สาหร่ายถูกบดจนแตกจะพบถุงไขมันหรือ lipid droplet ที่มีสารสี
ส้มแดงอยู่ภายในไหลออกมาจากเซลล์เป็นจ านวนมาก (รูปที่ 4-11B) ซึ่งลักษณะนี้พบเช่นเดียวกันใน
สาหร่ายที่มีความสามารถในการสะสมแคโรทีนอยด์ทุติยภูมิ เช่น ในสาหร่าย Haematococcus 
pluvialis ที่พบว่า สังเคราะห์ astaxanthin และสะสมไว้ใน lipid droplet ซึ่งเมื่อมีจ านวนมากขึ้นก็
ท าให้มองเห็นเซลล์ของสาหร่ายดังกล่าวเป็นสีแดง (Wayama et al., 2013)  

จากข้อมูลทางสัณฐานวิทยาที่กล่าวมาทั้งหมดข้างต้นท าให้สามารถระบุได้ว่า สาหร่ายโป่งยุบ
ทั้ง 5 ไอโซเลทเป็นสาหร่ายในสกุล (genus) Chlorosarcinopsis (Herndon, 1958, Groover and 
Bold, 1969) แต่อย่างไรก็ตามข้อมูลทางสัณฐานวิทยาที่กล่าวมาแล้วนั้นไม่เพียงพอต่อการระบุ
สาหร่ายจนถึงระดับชนิด (specie) ได้ สอดคล้องกับที่กล่าวไว้ในรายงานของ Watanabe และคณะ 
(2006) ซึ่งในรายงานดังกล่าวได้แนะน าถึงการระบุชนิดของสาหร่ายกลุ่มนี้ไว้ว่า การศึกษาข้อมูลใน
ระดับ subcellular ultrastructure ของเซลล์เพ่ิมเติม เช่น จ านวนของไทลาคอยด์ (thylakoid) การ
มีหรือไม่มีผนังเซลล์ของ zoospore รวมไปถึงต าแหน่งของ flagella และ stigma บน zoospore 
ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (transmission electron microscope) จะช่วยให้
สามารถระบุชนิดของสาหร่ายในกลุ่มนี้ได้ ในงานวิจัยครั้งนี้ ได้มีการทดลองเพ่ือที่จะศึกษาลักษณะของ 
zoospore ของสาหร่ายที่แยกได้ด้วยกล้องจุทรรศน์อิเลคตรอน หากแต่ไม่ประสบความส าเร็จ
เนื่องมาจากขาดความเชี่ยวชาญในการเตรียมตัวอย่าง จึงท าให้การระบุชนิดสาหร่ายด้วยลักษณะ
สัณฐานของเซลล์สามารถท าได้เพียงใช้ข้อมูลจากกล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอและแบบเลนส์
ประกอบเท่านั้น 
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รูปที่ 4-10 สัณฐานวิทยาของเซลล์สาหร่ายโป่งยุบภายใต้กลองจุลทรรศน์เลนส์ประกอบ 

(A-D) สาหร่ายไอโซเลท PY01   (E-H) สาหร่ายไอโซเลท PY02 
(I-L) สาหร่ายไอโซเลท PY03   (M-P) สาหร่ายไอโซเลท PY04  
(Q-T) สาหร่ายไอโซเลท PY05 
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รูปที่ 4-11 ลักษณะของซูโอสปอร์และถุงไขมันใต้กล้องจุลทรรศน์ในสาหร่ายโป่งยุบ 

(A) ซูโอสปอร์ (ปลายลูกศร) ตัวอย่างเตรียมจากสาหร่ายที่มีอายุประมาณ 2 สัปดาห์  
(B) ถุงไขมัน (lipid droplet) ตัวอย่างเตรียมจากสาหร่ายที่มีอายุประมาณ 2 สัปดาห์ 

 

4.2 การจัดจ าแนกสาหร่ายด้วยลักษณะทางสรีรวิทยา 
คุณลักษณะทางสรีรวิทยาของจุลินทรีย์ เช่น ความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนหรือ

ไนโตรเจนเป็นคุณลักษณะเบื้องต้นที่ถูกน ามาใช้ในการจัดจ าแนกชนิดของจุลินทรีย์อย่างแพร่หลาย 
รวมถึงการจัดจ าแนกสาหร่ายในสกุล Chlorosarcinopsis (Watanabe et al., 2006, Groover and 
Bold, 1969) ประกอบกับลักษณะที่สามารถมองเห็นภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของสาหร่ายโป่งยุบมี
ความคล้ายคลึงกันมาก การทดสอบทางสรีรวิทยาจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งเพ่ือใช้ระบุความแตกต่าง
ระหว่างชนิดของสาหร่ายในสกุลเดียวกัน ในการนี้เอง ผู้วิจัยจึงได้รวบรวมผลจากการทดลองที่ 2 มา
ปรับเปลี่ยนให้ข้อมูลอยู่ในระบบตัวเลขเพ่ือให้สามารถน าข้อมูลเหล่าไปนั้นไปวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม
ทางสถิติและคอมพิวเตอร์ที่เหมาะสม ไม่ว่าจะเป็นความสามารถในการเจริญเติบโต (ตารางที่ 3-5)  
การจัดกลุ่มทางสถิติของน้ าหนักแห้งจากเซลล์สาหร่ายที่เก็บ ณ วันที่ 14 ของการทดลอง การวัด
ความแตกต่างของสีโคโลนีของสาหร่ายสาหร่ายที่แตกต่างกันบนอาหารแต่ละชนิด จากระบบสี RGB 
ด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ Adobe Photoshop CS3 จากนั้นน าค่า R ที่โปรแกรมอ่านได้ไปวิเคราะห์
เพ่ือจัดกลุ่มทางสถิติ เมื่อพิจารณาข้อมูลในตารางที่ 3-5 ร่วมกัน จากลักษณะทางสรีรวิทยาทั้งหมด 
37 ลักษณะ พบว่ามีเพียง 16 ลักษณะต่อไปนี้ที่สามารถแสดงความแตกต่างระหว่างสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 
5 ไอโซเลทได ้

1) ความสามารถในการเจริญเติบโตบนอาหารที่มี fructose  
2) ความสามารถในการเจริญเติบโตบนอาหารที่มี xylose  
3) ความสามารถในการเจริญเติบโตบนอาหารที่เติมเกลือเข้มข้น 20 g/L  
4) มวลชีวภาพบนอาหารที่มี acetate  
5) มวลชีวภาพบนอาหารที่มี pyruvate  
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6) มวลชีวภาพบนอาหารที่มี fructose  
7) มวลชีวภาพบนอาหารที่มี xylose  
8) มวลชีวภาพบนอาหารที่เติมเกลือเข้มข้น 10 g/L  
9) มวลชีวภาพบนอาหารที่เติมเกลือเข้มข้น 15 g/L  
10) มวลชีวภาพบนอาหารที่เติมเกลือเข้มข้น 20 g/L  
11) สีของโคโลนีบนอาหารที่มี acetate  
12) สีของโคโลนีบนอาหารที่มี pyruvate  
13) สีของโคโลนีบนอาหารที่มี fructose  
14) สีของโคโลนีบนอาหารที่เติมเกลือเข้มข้น 5 g/L  
15) สีของโคโลนีบนอาหารที่เติมเกลือเข้มข้น 10 g/L  
16) สีของโคโลนีบนอาหารสูตร BBM 28 วัน 

ข้อมูลทางสรีรวิทยาที่ถูกเปลี่ยนให้อยู่ในระบบตัวเลขในตารางที่ 3-5 (หน้า 34) ได้ถูกน ามา
ค านวณเพ่ือสร้างตารางค่าดัชนีความเหมือน (similarity matrix) เพ่ือแสดงระดับความเหมือนของ
สาหร่ายแต่ละไอโซเลทโดยการเปรียบเทียบทีละคู่ ซึ่งผลดังกล่าวแสดงไว้ในตารางที่ 4-2 ที่ระบุว่า 
สาหร่ายทั้ง 5 ไอโซเลทมีค่าดัชนีความคล้ายคลึงที่ค านวณจากลักษณะทางสรีรวิทยาอยู่ระหว่าง 
56.8% ถึง 86.5% โดยคู่ที่มีความคล้ายคลึงต่ าสุดได้แก่ไอโซเลท PY04 กับ PY05 และคู่ที่มีความ
คล้ายคลึงสูงสุดได้แก่ไอโซเลท PY01 กับ PY02 และ PY03 กับ PY04 และเมื่อน าลักษณะทาง
สรีรวิทยาทั้ง 37 ลักษณะมาสร้างเดนโดรแกรมความสัมพันธ์ด้วยวิธี UPGMA cluster analysis 
พบว่าสามารถแบ่งกลุ่มสาหร่ายออกเป็น 2 กลุ่ม ณ ระดับค่าความคล้ายคลึงร้อยละ 70 (รูปที่ 4-12) 
โดยกลุ่มที่ 1 ประกอบด้วยสาหร่ายไอโซเลท PY01 PY02 PY03 และ PY04 ในขณะที่ไอโซเลท PY05 
ถูกจัดอยู่ในกลุ่มท่ี 2 ซึ่งแยกออกจากไอโซเลทอ่ืนๆ 

จากการทบทวนเอกสารในปี 1969 ที่ Groover และ Bold ได้รวบรวมผลการทดสอบทาง
สรีรวิทยาภายในงานวิจัยตนและของ Herndon (1958) เพ่ือสร้างเอกสารส าหรับการวินิจฉัยสาหร่าย
ในระดับชนิด (key to species) ของสกุล Chlorosarcinopsis พบว่า สีของโคโลนีสาหร่ายถูกจัดให้
เป็นลักษณะส าคัญในการวินิจฉัยชนิดของสาหร่ายสกุลนี้ (รายละเอียดแสดงในบททบทวนเอกสาร 
หัวข้อชีววิทยาและการจัดจ าแนกสาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis) แต่ผู้วิจัยมีความเห็นว่าหากน า
เอกสารดังกล่าวมาใช้กับผลการทดลองในงานวิจัยครั้งนี้ โดยการตัดสินจากสีที่มองเห็น เช่น น้ าตาล
แกมเหลือง หรือเขียวอมน้ าตาล ตามที่ในเอกสารก าหนดไว้ว่าเป็นสีเฉพาะของ Chlorosarcinopsis 
แต่ละชนิดนั้นเป็นไปได้ยากและอาจก่อให้ความคลาดเคลื่อนจากตัวผู้วิจัยได้ค่อนข้างสูง ดังนั้นผู้วิจัยจึง
ใช้สีของโคโลนีที่แตกต่างกันมาใช้จ าแนกเพียงความแตกต่างระหว่างไอโซเลทเท่านั้น ไม่สามารถระบุ
ถึงระดับชนิดได้ตามเอกสารที่กล่าวไปข้างต้น แต่อย่างไรก็ตาม จากการทดลองครั้งนี้ก็ท าให้ได้รับ
ข้อมูลที่ยืนยันว่า ชนิดของอาหารที่แสดงให้เห็นความแตกต่างของสาหร่าย Chlorosarcinopsis ใน
ระดับชนิดได้ดีและสอดคล้องกับการจัดจ าแนกทางอนุกรมวิธานตามการผลทดลองของ Watanabe 
และคณะ (2006) คือ อาหารสูตร BBM และการเจริญเติบโตบนอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนต่างชนิดกัน
เป็นคุณลักษณะที่สามารถจ าแนกความแตกต่างได้สอดคล้องกับการศึกษาสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 
(phylogenetic analysis) ด้วยข้อมูลทางอณูชีววิทยา 
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ตารางที่ 4-2  ดัชนีความคล้ายคลึงจากลักษณะทางสรีรวิทยา 37 ลักษณะของสาหร่ายโป่งยุบ  
จากวิธี simple matching ของ Sneath และ Sokal (1973) 

TAXA PY01 PY02 PY03 PY04 PY05 

PY01 1.000     

PY02 0.865 1.000    

PY03 0.729 0.757 1.000   

PY04 0.729 0.757 0.865 1.000  

PY05 0.595 0.595 0.568 0.649 1.000 

  

 

 

รูปที่ 4-12 แผนภูมิแสดงความสัมพันธ์จากลักษณะทางสรีรวิทยาของสาหร่ายโป่งยุบ 
ด้วยวิธี UPGMA cluster analysis โดยใช้โปรแกรม PAUP 4.0 
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เนื่องจากในการทดลองนี้ไม่สามารถที่จะน าสาหร่ายสายพันธุ์อ้างอิง (reference strain) อัน
หมายถึงสาหร่ายในสกุล Chlorosarcinopsis ชนิดที่ทราบสายพันธุ์แน่ชัดมาใช้ในการทดสอบร่วม
เนื่องจาก สาหร่าย Chlorosarcinopsis ที่ทราบชนิดและมีการเก็บรักษาไว้ใน culture collection 
มีราคาค่อนข้างสูง รวมถึงไม่มีการน าสาหร่ายนอกกลุ่ม (out group) มาทดลองเพ่ือเปรียบเทียบไป
พร้อมกัน จึงท าให้ผลการวิเคราะห์ลักษณะทางสรีรวิทยาสามารถอธิบายได้เพียงแนวโน้มของการจัด
จ าแนกและความใกล้ชิดของสาหร่ายแต่ละไอโซเลทเท่านั้น แต่อย่างไรก็ตามผลการวิเคราะห์ที่ได้รับก็
ท าให้ทราบว่ามีความเป็นไปได้สูงที่สาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลทนั้นไม่ใช่สาหร่ายชนิด (species) 
เดียวกัน  และจากข้อสรุปนี้เองที่แสดงให้เห็นถึงความหลากหลายของลักษณะทางสรีรวิทยาของ
สาหร่ายสกุลเดียวกัน ซึ่งลักษณะนี้ย่อมเกี่ยวเนื่องไปถึงความแตกต่างและความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของ (Gomez and Gonzalez, 2001) ของสาหร่ายกลุ่มนี้ด้วย 

 4.3 การจัดจ าแนกสาหร่ายด้วยลักษณะทางอณูชีววิทยา 

  4.3.1 ความสัมพันธ์และความใกล้ชิดทางพันธุกรรมโดยเทคนิค RAPD 
สืบเนื่องจากผลการทดสอบทางสรีรวิทยาบางประการที่ได้แสดงความแตกต่างอย่างเด่นชัด

ระหว่างสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลท ผู้วิจัยจึงสนใจที่จะศึกษาความสัมพันธ์และความใกล้ชิดของ
สาหร่ายดังกล่าวในระดับพันธุกรรมด้วยเครื่องหมาย RAPD โดยท าการทดลองเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วย
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ (polymerase chain reaction; PCR) ด้วยไพรเมอร์แบบสุ่มจ านวน 12 ชนิด ได้แก่ 
OPD-20 OPM-04 OPM-05 OPR-03 OPR-07 OPR-09 OPR-12 OPR-13 OPZ-04 OPZ-06 
OPZ-11 และ OPZ-13 ในสาหร่ายทั้ง 5 ร่วมกับ Chlamydomonas reinhardtii ซึ่งใช้เป็นสาหร่าย
นอกกลุ่ม (out group) ผลการทดลองพบว่า ไพรเมอร์ทั้ง 12 ชนิดสามารถเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอของ
สาหร่ายทั้ง 6 ตัวอย่างได้ อีกทั้งเมื่อผลการทดลองสามารถท าซ้ า (reproducible) ทั้ง 3 ครั้งและ
ให้ผลคงเดิม ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกใช้แถบดีเอ็นเอที่เกิดจากไพรเมอร์ทั้งหมดมาท าการวิเคราะห์
ความสัมพันธ์และความใกล้ชิดทางพันธุกรรม ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบรูปแบบของลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA 
fingerprint) ที่เกิดขึ้น (รูปที่ 4-13) พบว่า ไพรเมอร์ทุกชนิดก่อให้เกิดแถบดีเอ็นเอที่แสดงความ
หลากหลายทางพันธุกรรม (polymorphic band) แถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นจากไพรเมอร์ทั้งหมดจาก
สาหร่าย Chlorosarcinopsis ทั้ง 5 ไอโซเลทและสาหร่ายสายพันธุ์นอกกลุ่มมีจ านวนทั้งหมด 150 
แถบ เป็นแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความหลากหลายระหว่างสาหร่าย 5 ไอโซเลท 75 แถบ ซึ่งมีขนาดตั้งแต่ 
200 ถึง 2,500 คู่นิวคลีโอไทด์ (bp) คิดเป็นค่าเฉลี่ย 6.25 แถบต่อไพรเมอร์ 1 ชนิด โดยไพร์เมอร์ที่
สามารถสังเกตพบความแตกต่างอย่างชัดเจนได้แก่ไพรเมอร์ชนิด OPM-05 OPR-03 OPR-07 OPR-
09 OPZ-06 และ OPZ-13  
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รูปที่ 4-13 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ RAPD ของสาหร่ายโป่งยุบจากไพรเมอร์ 12 ชนิด 
โดย เลน 01-05 = PY01-PY05 และ CR = Chlamydomonas reinhardtii ท าหน้าที่เป็น out group 
1.5% agarose gel ใน 1X TAE buffer M = 100 bp DNA ladder 

(A) OPD-20   (B) OPM-04  
(C) OPM-05    (D) OPR-03  
(E) OPR-07    (F) OPR-09  
(G) OPR-12    (H) OPR-13  
(I) OPZ-04    (J) OPZ-06  
(K) OPZ-11    (L) OPZ-13  
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การปรากฏของลายพิมพ์ดีเอนเอในแต่ละตัวอย่างสามารถน ามาเปรียบเทียบความเหมือน/
ความแตกต่างและค านวณค่าสัมประสิทธิ์ความคล้ายคลึง (similarity coefficient) ของ Dice (Nei 
and Li, 1979) แล้วจึงแสดงในรูปแบบของตารางแสดงดัชนีความใกล้ชิดทางพันธุกรรม (similarity 
matrix) ของสาหร่าย 6 ตัวอย่าง ซึ่งจะแสดงการเปรียบเทียบความใกล้ชิดทีละคู่ (ตารางที่ 4-3) 
พบว่า ดัชนีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมมีค่าอยู่ในช่วง 0.430-1.000 สาหร่ายคู่ที่มีค่าดัชนีความใกล้ชิด
สูงที่สุดได้แก่ PY01 กับ PY02 และ PY03 กับ PY04 โดยมีค่า 1.000 ซึ่งหมายความว่า สาหร่ายทั้ง
สองคู่มีลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นเหมือนกัน 100% ส่วนตัวอย่างสาหร่ายคู่ที่มีดัชนีความใกล้ชิดน้อย
ที่สุด (เมื่อไม่รวมสาหร่ายนอกกลุ่ม) ได้แก่ไอโซเลท PY03 กับ PY05 และ PY04 กับ PY05 โดยมีค่า
เป็น 0.536 หรือหมายถึงสาหร่ายแต่ละคู่นั้นมีความใกล้ชิดกันเพียง 53.6% และเมื่อน าลายพิมพ์ 
ดีเอนเอท่ีเกิดข้ึนจัดกลุ่มความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมโดยวิธี UPGMA cluster analysis ด้วยโปรแกรม 
PAUP version 4.0 และแสดงผลในรูปแผนภูมิความสัมพันธ์ (dendrogram) ณ ค่าดัชนีความใกล้ชิด 
70% สามารถแบ่งสาหร่ายออกเป็น 3 กลุ่ม (รูปที่ 4-14) ได้แก่ กลุ่มที่ 1 สาหร่ายนอกกลุ่ม  
C. reinhardtii กลุ่มที่ 2 สาหร่ายไอโซเลท PY01 PY02 PY03 และ PY04 และกลุ่มที่ 3 สาหร่าย 
ไอโซเลท PY05 ซึ่งจะเห็นได้ชัดว่าที่ระดับความใกล้ชิดดังกล่าว PY05 เป็นสาหร่ายที่แยกออกมาจาก
ไอโซเลทอ่ืนๆ อย่างชัดเจน 
 

 

ตารางที่ 4-3 ดัชนีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมของสาหร่ายโป่งยุบ 
          จากวิธีของ Dice (Nei and Li, 1979)  

TAXA PY01 PY02 PY03 PY04 PY05 CR 
PY01 1.000      

PY02 1.000 1.000     

PY03 0.880 0.880 1.000    

PY04 0.880 0.880 1.000 1.000   

PY05 0.545 0.545 0.536 0.536 1.000  

CR 0.461 0.461 0.430 0.430 0.497 1.000 
หมายเหตุ CR = Chlamydomonas reinhardtii ท าหน้าที่เป็น out group 
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รูปที่ 4-14 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมจากข้อมูล RAPD ของสาหร่ายโป่งยุบ  
ด้วยวิธี UPGMA cluster analysis โดยใช้โปรแกรม PAUP 4.0 

 
จากผลการทดลองในช่วงแรก (4.1) จะเห็นได้ว่าแม้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสาหร่ายทั้ง 

5 ไอโซเลทจะมีความคล้ายคลึงกันมาก แต่การเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์แบบสุ่มโดยเทคนิค 
RAPD สามารถแสดงให้เห็นแถบดีเอ็นเอที่บอกความแตกต่างทางพันธุกรรมได้ (genetic 
polymorphism) เนื่องจากข้อได้เปรียบของเทคนิค RAPD นั้น นอกจากจะเป็นเทคนิคที่ท าได้ง่าย
แล้ว ยังเป็นการศึกษาความแตกต่างแบบสุ่มทั้งจีโนม (genome) ของสิ่งมีชีวิต ดังนั้นการศึกษาจึง
เกิดขึ้นมากกว่า 1 ต าแหน่งยีนท าให้มีโอกาสสูงที่จะพบบริเวณที่บอกความแตกต่างได้ (Lynch and 
Milligan, 1994, Weising et al., 1994) ยิ่งไปกว่านั้นผลการจัดกลุ่มความสัมพันธ์ที่ได้ยังสอดคล้อง
กับการจัดกลุ่มความสัมพันธ์ด้วยลักษณะทางสรีรวิทยาอีกด้วย (รูปที่ 4-12) โดยจะเห็นได้จาก PY01-
PY04 จะจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันในขณะที่ PY05 ถูกแยกออกจากสาหร่ายไอโซเลทอ่ืนๆเช่นกัน ซึ่ง
ความสัมพันธ์ระหว่างลักษณะทางสรีรวิทยาและผลการวิเคราะห์โดย RAPD นี้ พบเช่นเดียวกันใน
งานวิจัยของ Gomez และ Gonzalez (2001) ในสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กชนิด Dunaliella salina 
ผลข้างต้นแสดงให้เห็นว่าเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดนี้สามารถน ามาใช้ในการจ าแนกความแตกต่างของ
สาหร่ายที่มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดทางอนุกรมวิธานในงานวิจัยนี้ได้ ซึ่งผลที่ปรากฏนั้นเป็นไปตามที่ 
Valatka และคณะ (2000) Oppen และคณะ (1994) และผลงานวิจัยอ่ืนๆ ที่ได้กล่าวเน้นไว้ว่า
เทคนิค RAPD เป็นเทคนิคที่เหมาะแก่การน าไปใช้ในการศึกษาเปรียบเทียบระหว่างสาหร่ายที่มี
ความสัมพันธ์ใกล้ชิดสูงทางอนุกรมวิธาน  
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เมื่ออ้างอิงจากการศึกษาผลความสัมพันธ์และความใกล้ชิดทางพันธุกรรมโดยเทคนิค RAPD 
ข้างต้น สามารถสรุปได้ว่า สาหร่ายที่คัดแยกได้ 5 ไอโซเลทอาจจ าแนกออกเป็นสาหร่ายที่แตกต่างกัน 
3 ชนิดได้แก่ PY01/PY02 PY03/PY04 และ PY05 ทั้งนี้เนื่องจากสาหร่ายไอโซเลทคู่ PY01 กับ PY02 
และคู่ PY03 กับ PY04 มีลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 100% แต่อย่างไรก็ตามการทดลองนี้ยังคงมี
ข้อจ ากัดในการบ่งชี้ชนิดสาหร่ายอย่างจ าเพาะเจาะจง เนื่องจากหากต้องการบ่งชี้สาหร่ายจนถึงระดับ
ดังกล่าวจ าเป็นต้องน าดีเอ็นเอของสาหร่ายที่เป็น reference strain ในสกุล Chlorosarcinopsis มา
ท าการศึกษาร่วมด้วย ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้ท าการศึกษาเพ่ิมเติมด้วยเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดอ่ืนมาใช้ใน
การศึกษาสาหร่ายที่แยกได้ทั้ง 5 ไอโซเลทต่อไป 

4.3.2 การจ าแนกและการศึกษาสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (phylogenetic  
analysis) จากล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน tufA 

 ดังที่ได้กล่าวมาข้างต้นในผลการทดลองที่ 4.1 ถึงลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ยากต่อการจัด
จ าแนกและวินิจฉัยสาหร่ายในสกุล Chlorosarcinopsis ประกอบกับคู่มือที่ใช้วินิจฉัยสาหร่ายชนิดนี้ 
มีอย่างจ ากัด ผู้วิจัยจึงได้น าวิธีการจัดจ าแนกสาหร่ายด้วยข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนมาใช้ใน
การศึกษาสาหร่ายที่แยกได้เพ่ือยืนยันการวินิจฉัยจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา และเพ่ือศึกษาชนิ ด
และ/หรือชนิดที่มีความใกล้ชิดกันในสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ เนื่องจากข้อมูลดังกล่าวสามารถ
น าไปจัดเรียงเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน NCBI GenBank ซึ่งมีชุดข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
สาหร่ายที่ทราบชนิดแน่ชัดเป็นจ านวนมาก เปรียบเสมือนการใช้ชุดข้อมูลเหล่านั้นเป็นข้อมูลของ 
reference strains 
 จากการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ที่ต าแหน่งยีน tufA ในสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 
ไอโซเลท ด้วยไพรเมอร์ tufAF และ tufAR (Hall et al., 2010) พบว่า ไพรเมอร์ดังกล่าวสามารถใช้
เพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอของสาหร่ายทั้งหมดได้ โดยผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (PCR product) ที่เกิดขึ้นมีขนาด
ประมาณ 1000 bp (รูปที่ 4-15) เมื่อส่งผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ทั้งหมดไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
(sequencing) ร่วมกับทั้งไพรเมอร์ฟอร์เวิร์ด (forward primer) และไพรเมอร์รีเวิร์ส (reverse 
primer) ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ภายหลังการรวมข้อมูลจากทั้งสองทิศทางมีความยาวในช่วง 796 - 
913 bp (ตารางที่ 4-4) และเมื่อน าผลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาจัดเรียงเปรียบเทียบ (BLAST 
search) กับฐานข้อมูลใน NCBI GenBank ณ วันที่ 10 มกราคม 2559 ได้ผลการวิเคราะห์ที่สนับสนุน
ผลที่เกิดจากการศึกษาด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา กล่าวคือ ข้อมูลดังกล่าวบ่งชี้ว่าทั้งหมดเป็น
สาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis เช่นเดียวกัน อย่างไรก็ตามจะพบว่าชนิดสาหร่ายที่มีความเหมือน
สูงสุดกับสาหร่ายโป่งยุบในฐานข้อมูลมีมากกว่าหนึ่งชนิดและมีร้อยละความเหมือน (% identity) สูง
เท่ากัน จึงท าให้ไม่สามารถระบุสาหร่ายจนถึงระดับชนิด (species) ได้ ซึ่งผู้วิจัยคาดว่าผลดังกล่าวเกิด
จากการที่ไม่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ยีน tufA ของสาหร่ายชนิดที่ตรงกับสาหร่ายไอโซเลท PY01-PY05 
อยู่ในฐานข้อมูล เนื่องจากเมื่อตรวจสอบกลับไปในฐานข้อมูล พบข้อมูลยีน tufA ของสาหร่ายสกุล 
Chlorosarcinopsis เพียง 3 ชนิดดังที่แสดงในตารางที่ 4-4 เท่านั้น 
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รูปที่ 4-15 ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของยีน tufA จากสาหร่ายโป่งยุบ 
       1.5% agarose gel ใน 1X TAE buffer M = 1 kb DNA ladder 

 
 
 

ตารางที่ 4-4 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tufA กับฐานข้อมูล NCBI GenBank 

ตัวอย่างสาหร่าย ความยาว 
สาหร่ายที่ความเหมือนสูงสุด  

(98% similarity) 
PY01 913 

Chlorosarcinopsis eremi strain BCP-SEV2VF1 (HQ246370.1) 
Chlorosarcinopsis eremi strain UTEX1186 (HQ246369.1) 
Chlorosarcinopsis sp. AKF-2011 strain ZA1-10 (HQ246367.1) 

PY02 796 

PY03 912 

PY04 900 

PY05 901 
หมายเหต:ุ ผลการเปรียบเทียบ ณ วันที ่10 มกราคม 2559 
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ในการศึกษาสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tufA ล าดับนิวคลี 
โอไทด์ของสาหร่ายนอกกลุ่ม สาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis และสาหร่ายในสกุลใกล้ชิดที่มีอยู่ใน
ฐานข้อมูล NCBI (ตารางที่ 4-8) ได้ถูกน ามาจัดเรียงร่วมกับสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลท โดยใช้
โปรแกรม Bioedit v. 7.0.9 (Hall, 1999) เมื่อตัดล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ไม่มีความชัดเจนบริเวณส่วนหัว
และส่วนท้ายแล้ว ได้ชุดล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tufA ที่ได้มีความยาว 802 bp (802 characters) 
ล าดับที่ได้จัดเรียงแล้วจะถูกน ามาสร้างแผนภูมิต้นไม้แสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (cladogram) 
ด้วยโปรแกรม PAUP version 4.0 โดยค่า bootstrap support จะแสดงบนกิ่ง (branch) ของ
แผนภูมิ ปรากฏผลดังแสดงในรูปที่ 4-15  

เนื่องจากในฐานข้อมูลไม่พบข้อมูล tufA ของสาหร่ายสกุลใกล้ชิด (Neochlorosarcina และ 
Desmotetra) ผู้ วิ จัยจึ งได้ เลือกสาหร่ ายสกุล  Dunaliella ซึ่ งมีความใกล้ชิดกับสกุล 
Chlorosarcinopsis ในระดับหนึ่งมาใช้วิเคราะห์ร่วมในครั้งนี้ด้วย โดยแผนภูมิแสดงสายสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการของยีน tufA แสดงในรูปที่ 4-16 แผนภูมิที่ได้มีค่า CI (consistency index) เท่ากับ 
0.9667 และค่า RI (retention index) เท่ากับ 0.9259 ซึ่งถือว่าแผนภูมิที่ได้มีคุณภาพที่ดี (ทั้งสองค่า
นี้บอกถึงคุณภาพที่ดีของแผนภูมิเมื่อมีค่าเข้าใกล้ 1) จากแผนภูมิที่เกิดขึ้น สาหร่ายทั้งหมดถูกแบ่ง
ออกเป็น 3 กลุ่ม (clade) ซึ่งสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลทจัดอยู่ใน clade 1 ทั้งหมด โดยที่ไอโซเลท 
PY01 - PY04 มีความใกล้ชิดกันสูงสุดด้วยค่า bootstrap support เท่ากับ 100 ซึ่งหมายความว่า 
การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน tufA ด้วยโปรแกรมมีความเชื่อมั่นว่า สาหร่าย 
ไอโซเลท PY01-PY04 จะถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกัน 100%  

ในแง่ของการจัดจ าแนกนั้นอาจกล่าวได้ว่าล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน tufA ยังไม่
เหมาะสมนักที่จะน ามาให้จัดจ าแนกสาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis เนื่องจากเมื่อน าล าดับนิวคลี 
โอไทด์ของยีน tufA ของสาหร่าย 5 ไอโซเลทที่ได้ท าการจัดเรียงแล้วมาค านวณร้อยละความความ
คล้ายคลึง (percentage of nucleotide sequence similarity) โดยเปรียบเทียบทีละคู่ (ตารางที่ 
4-5) พบว่า ยีนต าแหน่งดังกล่าวมีความคล้ายคลึงกันสูงมากถึง 97.9 – 100% ซึ่งไม่สอดคล้องกับผล
การทดลองของ Hall และคณะ (2010) ที่ได้กล่าวว่ายีน tufA เป็นต าแหน่งที่สามารถบอกความ
แตกต่างในกลุ่มสาหร่ายสีเขียว (Chlorophyta) ได้ดี และยิ่งไปกว่านั้นยังพบว่า แผนภูมิที่สร้างจาก
ล าดับนิวคลีโอไทด์ยีน tufA  ไม่สามารถจ าแนกไอโซเลท PY01- PY04 ออกจากกันได้ ซึ่งเป็นผลที่ไม่
สอดคล้องกับเดนโดแกรมที่ได้จากการทดสอบทางสรีรวิทยาและ RAPD (รูปที่ 4-12 และรูปที่ 4-14) 
แต่อย่างไรก็ตามจากแผนภูมิท าให้สามารถสันนิษฐานได้ว่า สาหร่ายที่คัดแยกได้มีแนวโน้มสูงที่จะไม่ใช่
สาหร่ายชนิดเดียวกันกับ Chlorosarcinopsis ชนิดที่มีในฐานข้อมูล เนื่องจากข้อมูลที่มีน้อยใน
ฐานข้อมูล NCBI ประกอบกับจะเห็นว่าสาหร่ายจากฐานข้อมูลทั้งหมดจะถูกจัดอยู่คนละ clade กับ
สาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลท  
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ตารางที่ 4-5 ร้อยละความคล้ายคลึงของสาหร่ายโป่งยุบจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tufA  
ค านวณโดยโปรแกรม Bioedit V.7.0.9 (Hall, 1999) 

TAXA PY01 PY02 PY03 PY04 PY05 

PY01 100     

PY02 99.7 100    

PY03 100 99.7 100   

PY04 99.8 99.6 99.8 100  

PY05 99.1 98.8 97.9 97.9 100  

 

 

 
 

 

รูปที่ 4-16 แผนภูมิสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของสาหร่ายโป่งยุบจากล าดับนิวคลีโอไทด์ยีน tufA 
หมายเหตุ: ตัวเลขบนกิ่งของแผนภูมิแสดงค่า bootstrap support 
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4.3.3 การจ าแนกและการศกึษาสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (phylogenetic  
analysis) จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 18S rDNA 

 จากการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ที่ต าแหน่งยีน 18S rDNA ในสาหร่ายโป่งยุบ
ทั้ง 5 ไอโซเลท โดยสาหร่ายไอโซเลท PY01 - PY04 ท าการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ 107F 
(Suutari et al., 2010) และ ChloroR (Moro et al., 2009) และได้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ขนาด
ประมาณ 1,200 bp (รูปที่ 4-17) ส่วนในสาหร่ายไอโซเลท PY05 จะเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ 
18S-42F และ 18S-1498R (López-García et al., 2003) โดยได้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ขนาดประมาณ 
1,800 bp (รูปที่ 4-17) ล าดับนิวคลีโอไทด์ภายหลังการรวมดีเอ็นเอที่ได้จากไพรเมอร์ทั้งสองทิศทางมี
ความยาวในช่วง 1,120 – 1,679 bp ซึ่งแสดงรายละเอียดในตารางที่ 4-6 เมื่อน าผลล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ที่ได้มาจัดเรียงเปรียบเทียบ (BLAST search) กับฐานข้อมูลใน NCBI GenBank ณ วันที่ 10 
มกราคม 2559 ผลที่ได้สอดคล้องกับทั้งผลจากการศึกษาด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ของยีน tufA คือ ข้อมูลดังกล่าวบ่งชี้ว่าทั้งหมดเป็นสาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis 
เช่นเดียวกัน อย่างไรก็ตามจะพบว่า ชนิดสาหร่ายที่มีความเหมือนสูงสุดในฐานข้อมูลมีมากกว่าหนึ่ง
ชนิดและมีร้อยละความเหมือน (% identity) เท่ากัน จึงเท่ากับว่าไม่สามารถระบุสาหร่ายจนถึงระดับ
ชนิด (species) ได้ 
  
 

  

รูปที่ 4-17 ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของยีน 18S rDNA จากสาหร่ายโป่งยุบ 
      1.5% agarose gel ใน 1X TAE buffer M = 1 kb DNA ladder  
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ตารางที่ 4-6 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 18S rDNA กับฐานข้อมูล NCBI GenBank 

ตัวอย่างสาหร่าย ความยาว 
สาหร่ายที่ความเหมือนสูงสุด  

(98% similarity) 
PY01 1171 

Chlorosarcinopsis sp. WJT43VFNP28 (JX446414.1) 
Chlorosarcinopsis eremi (AB218706.1) 
Chlorosarcinopsis arenicola (AB218701.1) 
 

PY02 1182 

PY03 1120 

PY04 1173 

PY05 1679 
หมายเหต:ุ ผลการวิเคราะห์เปรยีบเทียบ ณ วันที ่10 มกราคม 2559 

  
 
 

เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 18S rDNA ของสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลทมา
ค านวณหา % similarliry โดยเปรียบเทียบทีละคู่ (ตารางที่ 4-7) พบว่ามีค่าดังกล่าวอยู่ในช่วง 94.9 – 
97.7 % ซึ่งถือว่าเป็นค่าที่ค่อนข้างต่ า เนื่องจากโดยทั่วไปแล้วในการเปรียบเทียบข้อมูลล าดับนิวคลีโอ
ไทด์นั้น จะยอมรับว่าสิ่งมีชีวิตที่ท าการศึกษาเป็นชนิดเดียวกันก็ต่อเมื่อมีค่าดังกล่าวตั้งแต่ 97 % ขึ้นไป 
(Portillo et al., 2009) นั่นก็หมายความว่าจากการทดลองในสาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis จาก
โป่งยุบนี้ ยีน 18S rDNA เป็นต าแหน่งที่สามารถจ าแนกความแตกต่างระหว่างแต่ละไอโซเลทได้ดี โดย
เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ไปจัดเรียงเปรียบเทียบบนล าดับนิวคลีโอไทด์ยีน 18S rDNA ของ 
Chlamydomonas reinhardtii (accession number: AB511834.1) ซึ่งเป็นสิ่งมีชีวิตต้นแบบของ
สาหร่าย (model organism) พบว่า บริเวณที่มีความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์บนยีน 18S 
rDNA มากที่สุดอยู่ตั้งแต่ประมาณล าดับที่ 1,000 ถึง 1,200 ของยีน (Nakada et al., 2010) ดังนั้น
ผู้วิจัยจึงมีความเห็นว่า มีความเป็นไปได้สูงที่ในฐานข้อมูลจะไม่มีข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ยีน 18S 
rDNA ของสาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis ที่เป็นชนิดเดียวกับสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลท 
ปรากฏอยู่ในขณะนี้ (วันที่ 31 กรกฎาคม 2559) 
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ตารางที่ 4-7 ร้อยละความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 18S rDNA ของสาหร่ายโป่งยุบ 
ค านวณโดยโปรแกรม Bioedit V.7.0.9 (Hall, 1999) 

TAXA PY01 PY02 PY03 PY04 PY05 
PY01 100     

PY02 97.1 100    

PY03 96.5 95.2 100   

PY04 96.8 96.1 96.0 100  

PY05 97.7 96.0 94.9 95.3 100  

 
ในการศึกษาสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการจากล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน 18S rDNA 

นิวคลีโอไทด์ของสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 และสาหร่ายชนิดอ่ืนๆ ที่ได้น ามาวิเคราะห์ร่วมด้วยแสดงใน
ตารางที่ 4-8 หลังจากการจัดเรียง ปรับแต่งและแก้ไขด้วยโปรแกรม Bioedit v. 7.0.9 (Hall, 1999) 
โดยการตัดล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ไม่มีความชัดเจนบริเวณส่วนหัวและส่วนท้ายของล าดับแล้ว ท าให้ได้
ชุดล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน 18S rDNA ที่มีความยาว 1,165 bp (1,165 characters) ซึ่ง
เมื่อน าไปสร้างแผนภูมิแสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการโดยใช้วิธีเช่นเดียวกันกับที่ได้กล่าวไปแล้วใน
การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tufA แผนภูมิที่ได้มีค่า CI เท่ากับ 0.8364 และมีค่า RI เท่ากับ 
0.8333 ซึ่งจัดอยู่ในระดับที่ด ี
  จากแผนภูมิ (รูปที่ 4-18) จะเห็นว่าสาหร่ายทั้งหมดถูกแบ่งออกเป็น 5 clade ด้วยข้อมูล
ล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของของยีน 18S rDNA ใน clade 1 ประกอบด้วยสาหร่ายโป่งยุบไอโซเลท 
PY01-PY04 โดยที่พบว่าสาหร่าย PY01 กับ PY02 และ PY03 กับ PY04 มีความใกล้ชิดกันสูงที่สุด 
ในขณะที่ไอโซเลท PY05 ถูกจัดอยู่ใน clade 2 ร่วมกับสาหร่าย 3 ชนิดที่มีความเหมือนสูงสุดใน
ฐานข้อมูลจาก ตารางที่ 4-6 ซึ่งหากพิจารณาสาหร่ายเพียง 5 ไอโซเลท จะพบว่า ผลที่ได้ดังกล่าวมี
ความสอดคล้องกับแผนภูมิที่ได้จากการทดสอบทางสรีรวิทยาและ RAPD (รูปที่ 4-12 และ 4-14)  

ข้อได้เปรียบของการศึกษาโดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 18S rDNA ที่ชัดเจนคือ ยีน
ต าแหน่งนี้เป็นต าแหน่งที่มีนักวิจัยนิยมศึกษาเป็นจ านวนมาก ส่งผลให้มีข้อมูลยีนนี้เป็นจ านวนมากใน
ฐานข้อมูลที่จะสามารถน ามาใช้วิเคราะห์ร่วม ดังนั้นจึงท าให้มีข้อมูลทั้งทางสัณฐานวิทยาและอณู
ชีววิทยาของสาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis มากพอ และท าให้สามารถพิจารณาถึงลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาร่วมกับการจัดกลุ่มในแต่ละ clade ได้ ซึ่งจากการพิจารณาก็พบว่า ในแต่ละ clade มี
ลักษณะที่สอดคล้องกันซึ่งแสดงไว้ในเอกสารวิชาการที่ศึกษาสาหร่ายกลุ่มนี้  (Herndon, 1958, 
Groover and Bold, 1969, Watanabe et al., 2006) แผนภูมิจากยีน 18S rDNA จึงมีความ
น่าเชื่อถือที่จะสรุปว่า สาหร่ายไอโซเลท PY01 – PY04 ไม่ใช่สาหร่ายชนิดเดียวกับสาหร่าย PY05 ซึ่ง
มีความใกล้ชิดกับสาหร่ายใน clade 2 มากกว่าสาหร่ายจากโป่งยุบไอโซเลทอ่ืน (รูปที่ 4-18) 
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นอกจากสาหร่ายในสกุล Chlorosarcinopsis แล้ว จะเห็นว่าสาหร่ายในสกุลใกล้ชิดได้ถูก
น ามาวิเคราะห์ร่วมด้วยในการทดลองนี้ ทั้งนี้เนื่องจากการที่สาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis มี
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ยากต่อการวินิจฉัย และมักพบว่าเกิดความสับสนระหว่างสาหร่ายสกุล
ใกล้เคียง ได้แก่ สาหร่ายสกุล Neochlorosarcina และ Desmotetra เนื่องจากเดิมสาหร่ายบาง 
สปีชีส์ในทั้งสองสกุลดังกล่าวเคยถูกจัดอยู่ในสกุล Chlorosarcinopsis แล้วจึงแยกออกมาภายหลัง 
(Flechtner et al., 2013) ยิ่งไปกว่านี้ จากแผนภูมิล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน 18S rDNA 
(รูปที่ 4-18) เป็นผลการทดลองที่สนับสนุนทางอ้อมว่า การวินิจฉัยด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
สาหร่ายโป่งยุบทั้ ง 5 ไอโซเลทที่คัดแยกมาได้เป็นไปอย่างถูกต้องและเป็นสาหร่ายในสกุล 
Chlorosarcinopsis จริง เนื่องจากหนึ่งในลักษณะส าคัญที่ใช้จ าแนกสกุล Neochlorosarcina และ 
Desmotetra ออกจาก Chlorosarcinopsis นั้น จ าเป็นต้องศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องผ่าน (TEM) ซึ่งในงานวิจัยนี้ไม่ได้ท าการศึกษาด้วยเหตุผลที่กล่าวไว้ก่อนหน้านี้ 
 
 

 

รูปที่ 4-18 แผนภูมิสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของสาหร่ายโป่งยุบจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
18S rDNA  
หมายเหตุ: ตัวเลขบนกิ่งของแผนภูมิแสดงค่า bootstrap support  
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ตารางที่ 4-8 สาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กที่ใช้ร่วมในการสร้างแผนภูมิแสดงสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 
จากฐานข้อมูล NCBI GenBank 

Algal strains Genes 
Accession 
number 

Reference 

Chlamydomonas reinhardtii * tufA FJ458268.1 Smith and Lee (2009) 

Chlamydomonas reinhardtii * 18S rDNA AB511835.1 Nakada et al. (2010) 

Chlorosarcinopsis sp. AKF-2011 strain ZA1-10 tufA HQ246367.1 Hall et al. (2010) 

Chlorosarcinopsis eremi strain UTEX 1186 tufA HQ246369.1 Hall et al. (2010) 

Chlorosarcinopsis eremi strain BCP-SEV2VF1 tufA HQ246370.1 Hall et al. (2010) 

Dunaliella tertiolecta tufA JQ039091.1 Unpublished 

Chlorosarcinopsis arenicola 18S rDNA AB218701.1 Watanabe et al. (2006) 

Chlorosarcinopsis eremi 18S rDNA AB218706.1 Watanabe et al. (2006) 

Chlorosarcinopsis sp. WJT43VFNP28 18S rDNA JX446414.1 Flechtner (2013) 

Chlorosarcinopsis minor  18S rDNA AB049415.1 Watanabe et al. (2001) 

Chlorosarcinopsis bastropiensis 18S rDNA JF343794.1 Unpublished 

Chlorosarcinopsis dissaciata 18S rDNA AB218702.1 Watanabe et al. (2006) 

Chlorosarcinopsis aggregata 18S rDNA AB218695.1 Watanabe et al. (2006) 

Neochlorosarcina minuta 18S rDNA AB218698.1 Watanabe et al. (2006) 

Neochlorosarcina deficiens 18S rDNA AB218697.1 Watanabe et al. (2006) 

Neochlorosarcina auxotrophica 18S rDNA AB218696.1 Watanabe et al. (2006) 

Desmotetra deticata 18S rDNA AB218710.1 Watanabe et al. (2006) 

Desmotetra communis 18S rDNA AB218705.1 Watanabe et al. (2006) 

หมายเหตุ * ชนิดสาหร่ายที่ใช้เป็นสาหรา่ยนอกกลุ่ม (out group) ในการสร้างแผนภูมิแสดงสายสัมพันธ์ทางววิัฒนาการ 
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4.4 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเทคนิคที่น ามาใช้ในการจ าแนกความแตกต่าง และ
จัดจ าแนกชนิดของสาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis 
ลักษณะสัณฐานวิทยาที่เด่นชัดของสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลท ที่เรียกว่า sarcinoid ซึ่ง

หมายถึงการเรียงติดกันของเซลล์แบบ 3 มิติในลักษณะลูกบาศก์นั้น ช่วยท าให้การวินิจฉัยในระดับ
สกุลเป็นไปได้ง่ายขึ้น แต่เมื่อต้องการระบุชนิดในระดับสปีชีส์แล้ว กลับพบว่าข้อมูลลักษณะของเซลล์ที่
ได้จากกล้องแบบเลนส์ประกอบนั้นไม่เพียงพอ งานวิจัยนี้จึงได้ท าการรวบรวมข้อมูลด้านอ่ืนๆ เพ่ือ
น ามาเป็นข้อมูลเสริมในการจัดกลุ่มและระบุชนิดของสาหร่ายที่แยกได้จากท้องถิ่นในครั้งนี้  

เมื่อน าแผนภูมิความสัมพันธ์ของสาหร่ายโดยพิจารณาเพียงสาหร่ายโป่งยุบ 5 ไอโซเลทที่เกิด
จากข้อมูลแต่ละชนิดมาวิเคราะห์เปรียบเทียบกัน ได้แก่ ข้อมูลจากการทดสอบทางสรีรวิทยา (รูปที่ 4-
19) ข้อมูลจากลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค RAPD ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน tufA 
และยีน 18S rDNA พบว่า สาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลทเป็นสาหร่ายในสกุล Chlorosarcinopsis 
ชนิดที่แตกต่างจากสาหร่าย Chlorosarcinopsis ที่มีอยู่แล้วในฐานข้อมูล และทั้ง 5 ไอโซเลทนี้
สามารถจัดเป็นกลุ่มย่อยได้ 2 กลุ่มได้แก่ กลุ่มที่ 1 PY01 PY02 PY03 และ PY04 และกลุ่มที่ 2 คือ 
PY05 เพียงไอโซเลทเดียว แต่ผลการเปรียบเทียบแผนภูมิแสดงให้เห็นว่า จากการผลทดลองทงหมด 4 
การทดลอง มีเพียงแผนภูมิจากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tufA เท่านั้นที่ให้ผลไม่สอดคล้องกับ
แผนภูมิจากข้อมูลอ่ืนๆ ประกอบกับผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ทีละคู่ของ tufA แล้ว 
(ตารางที่ 4-5) ผู้วิจัยจึงมีความเห็นว่ายีน tufA ยังไม่เหมาะสมต่อการน ามาจัดจ าแนกสาหร่ายในสกุล 
Chlorosarcinopsis ในระดับสปีชีส์ 

ส่วนผลการศึกษาด้วยลักษณะทางสรีรวิทยา ลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากเทคนิค RAPD และล าดับ
ข้อมูลนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน 18S rDNA นั้น ให้ผลสอดคล้องไปในทิศทางเดียวกันทั้งหมด ซึ่ง
หมายความว่า การจ าแนกสาหร่ายโป่งยุบด้วยข้อมูลทั้ง 3 ลักษณะข้างต้นประสบความส าเร็จตาม
จุดมุ่งหมายเป็นอย่างดี (จ าแนกความแตกต่างของสาหร่าย 5 ไอโซเลทได้สอดคล้องกับลักษณะทาง
สรีรวิทยา ซึ่งเป็นลักษณะที่เห็นได้ด้วยตาและชัดเจนที่สุด) อย่างไรก็ตามผู้วิจัยมีความเห็นว่า วิธีที่มี
ประสิทธิภาพในการจ าแนกความแตกต่างมากที่สุดคือการทดสอบทางสรีรวิทยา เนื่องจากท าได้ง่าย
กว่าและมีต้นทุนที่ถูกกว่าเทคนิค RAPD และเทคนิคที่ต้องวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequencing) 
โดยลักษณะสรีรวิทยาที่บอกความแตกต่างได้ชัดเจนที่สุดคือ ความสามารถในการเจริญเติบโตและสี
ของโคโลนีบนอาหารที่มีการเติมน้ าตาล Fructose และการเปลี่ยนสีบนอาหารสูตร BBM  

ส าหรับการจัดจ าแนกและระบุชนิดสาหร่ายในเชิงลึกรวมไปถึงการศึกษาความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการของสาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis นั้น การใช้ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของ
ยีน 18S rDNA นับได้ว่าเป็นข้อมูลที่มีความเหมาะสมมากที่สุด เนื่องจากข้อมูลบริเวณดังกล่าวมีความ
หลากหลาย (ตารางที่ 4-8) อีกทั้งยังเป็นต าแหน่งยีนที่มีข้อมูลของสาหร่ายชนิดอ่ืนที่มีความใกล้ชิด
จ านวนมาก ท าให้สามารถเปรียบเทียบกับลักษณะอ่ืนได้อย่างครอบคลุม นอกจากนั้น ผลการทดลอง
ในแผนภูมิความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการที่เกิดข้ึนในครั้งนี้ ก็ยังยืนยันความสอดคล้องกับการจัดจ าแนก
ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาอีกด้วย 
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รูปที่ 4-19 การจัดกลุ่มสาหร่ายโป่งยุบด้วยข้องมูลลักษณะต่างๆ 
แผนภูมิทั้งหมดข้างต้นสร้างจากการวิเคราะห์ด้วยข้อมูลแต่ละลักษณะ โดยมุ่งเน้นเพียงสาหร่ายโป่งยุบ 
5 ไอโซเลทเท่านั้น สัญลักษณ์ ∆ แทนสาหร่ายสกุล Chlorosarcinopsis ชนิดอื่นจากฐานข้อมูล NCBI 
GenBank 
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5. ปริมาณไนโตรเจนในอาหารเพาะเลี้ยงต่อการเจริญเติบโต และการผลิตคีโตแคโรทนีอยด์ใน
สาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก Chlorosarcinopsis PY02 
 สืบเนื่องจากผลการทดลองที่บ่งชี้ว่าสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลทเป็นสาหร่ายในสกุล 
Chlorosarcinopsis และถึงแม้ว่าจะมีลักษณะทางสรีรวิทยาบางประการที่แตกต่างกันอย่างชัดเจน 
แต่จากแผนภูมิสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการก็ยังพบว่าสาหร่ายทั้ง 5 มีความใกล้ชิดกันค่อนข้างสูง 
ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้เลือกสาหร่ายไอโซเลท PY02 เพียงไอโซเลทเดียวมาท าการศึกษาต่อ จากคุณสมบัติ
ของการให้ปริมาณ canthaxanthin content สูงสุด (รูปที่ 4-8 ในผลการทดลองที่ 3) 

5.1 ความเข้มข้นของไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการกระตุ้นการสังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์ 
เพ่ือคัดเลือกระดับความเข้มข้นของไนโตรเจนที่เหมาะสมแก่การกระตุ้นให้สาหร่าย PY02 

ผลิตคีโตแคโรทีนอยด์ในปริมาณที่มากขึ้น ผู้วิจัยได้ท าการทดลองเบื้องต้นด้วยวิธี spot test โดย
เพาะเลี้ยง PY02 บนอาหารสูตร TAP ที่ลดและเพ่ิมความเข้มข้นของไนโตรเจนจากอาหารสูตรปกติ  
จากนั้นติดตามการเปลี่ยนแปลงสีของโคโลนีและการเจริญเติบโตโดยการบันทึกภาพด้วยกล้องดิจิตอล 
ผลการทดลองพบว่า เมื่อความเข้มข้นของไนโตรเจนในอาหารยิ่งสูงขึ้นก็ยิ่งส่งผลในทางลบต่อการ
เจริญเติบโตของ PY02 ดังจะเห็นได้ว่า ณ วันที่ 28 ของการทดลอง โคโลนีสาหร่ายบนอาหารที่เพ่ิม
ความเข้มข้นของไนโตรเจนขึ้น 2 เท่า (2XN) และ 3 เท่า (3XN) มีลักษณะบางส่วนซีดขาวและตาย 
(รูปที่ 4-20) อีกท้ังไม่พบการสะสมคีโตแคโรทีนอยด์ภายในเซลล์สาหร่ายในระหว่างการทดลอง  

ในทางตรงกันข้าม เมื่อลดความเข้มข้นของไนโตรเจนในอาหารลงกลับให้ผลส่งเสริมทั้งการ
เจริญเติบโตและการสะสมคีโตแคโรทีนอยด์ของ PY02 (รูปที่ 4-20) ดังจะเห็นได้ว่า ณ วันที่ 7 ของ
การทดลอง โคโลนีสาหร่ายบนอาหารที่ลดความเข้มข้นของไนโตรเจนลงเหลือ 50% (50%N) มีสีเขียว
เข้มและมีความหนาแน่นของสาหร่ายมากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (control) ส่วนโคโลนี
สาหร่ายบนอาหารที่ลดความเข้มข้นของไนโตรเจนลงเหลือ 10% (10%N) ก็พบว่ามีการเปลี่ยนแปลง
ไปเป็นสีเหลืองส้มตั้งแต่วันที่ 7 ของการทดลอง และมีสีส้มเข้มขึ้นเรื่อยๆ ตามระยะเวลาของการ
เพาะเลี้ยง 

แม้ว่าไนโตรเจนจะเป็นธาตุอาหารหลัก (macronutrient) ที่มีความส าคัญต่อการเจริญเติบโต
ของสิ่งมีชีวิตทุกชนิดรวมไปถึงสาหร่าย (Painter, 1970, Flynn, 1990) เนื่องจากเป็นส่วนประกอบ
ของกรดอะมิโน (amino acid) ซึ่งส าคัญต่อการสังเคราะห์โปรตีนที่ท าหน้าที่ต่างๆ ภายในเซลล์ เช่น 
ส่วนประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์ (membrane protein) โครงร่างค้ าจุนเซลล์ (cytoskeleton) และ
เอนไซม์ (enzyme) ชนิดต่างๆ (Ortiz-Lopez et al., 2000, Brosnan and Brosnan, 2013, 
Leuchtenberger et al., 2005) อย่างไรก็ตามปริมาณไนโตรเจนในสิ่งแวดล้อมที่มากเกินปกติก็
สามารถก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์สาหร่ายได้ ดังเช่นผลงานวิจัยจ านวนมากที่รายงานว่า 
ไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนีย (ซึ่งเป็นชนิดเดียวกับในอาหารสูตร TAP) ที่เข้มข้นสูงนั้นเป็นพิษต่อ
สาหร่าย ส่งผลให้การเจริญเติบโตลดลงและตายเมื่อความเข้มข้นเพ่ิมขึ้น (Källqvist and Svenson, 
2003, Collos and Harrison, 2014) ซึ่งก็สอดคล้องกับผลที่พบใน PY02 ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกเฉพาะ
ความเข้มข้นไนโตรเจนที่ลดลงที่สาหร่ายยังคงสามารถเจริญเติบโตได้ ไปท าการศึกษาต่อถึงผลของ
ความเข้มข้นไนโตรเจนในอาหารต่ออัตราการเจริญเติบโตและปริมาณ canthaxanthin ที่สาหร่าย
ดังกล่าวสะสม 
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รูปที่ 4-20 ผลของปริมาณไนโตรเจนต่อการเปลี่ยนแปลงสีของ Chlorosarcinopsis PY02 
10%N = อาหารสูตร TAP ที่ลดไนโตรเจนลงเหลือ 50% 
50%N = อาหารสูตร TAP ที่ลดไนโตรเจนลงเหลือ 50% 
Control = อาหารสูตร TAP ปกต ิ
2XN = อาหารสูตร TAP ที่เพ่ิมไนโตรเจนขึ้น 2 เท่าจากปกติ  
3XN = อาหารสูตร TAP ที่เพ่ิมไนโตรเจนขึ้น 3 เท่าจากปกติ 

5.2 ปริมาณไนโตรเจนที่ลดลงต่อการเจริญเติบโตและการผลิตมวลชีวภาพ 
 สืบเนื่องจากผลการทดลองที่ 5.1 สาหร่าย PY02 จึงถูกน ามาท าการทดลองเพาะเลี้ยงบน
อาหารแข็งสูตร TAP ที่มีการลดไนโตรเจนลงซ้ าอีกครั้ง ได้แก่ 50%N และ 10%N โดยมีอาหารสูตร 
TAP ปกติเป็นชุดควบคุม เพ่ือวัดอัตราการเจริญเติบโตและการผลิตมวลชีวภาพ (Biomass) ของ
สาหร่ายโดยการชั่งน้ าหนักเซลล์แห้ง (cell dry weight) และจากการเก็บผลทุกๆ 7 วัน จ านวน 4 
ครั้ง (28 วัน) พบว่า การลดปริมาณไนโตรเจนในอาหารส่งผลให้การเจริญเติบโตของ PY02 เข้าสู่ระยะ
หยุดนิ่ง (stationary phase) ช้าลงเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (รูปที่ 4-21) โดยจะเห็นได้จากผล
การทดสองทางสถิติของน้ าหนักแห้งที่วัดได้ในแต่ละชุดทดลอง ที่พบว่า ในชุดควบคุม PY02 เริ่มเข้าสู่ 
stationary phase ในวันที่ 14 ของการทดลอง (น้ าหนักแห้งตั้งแต่ วันที่ 14 ถึง 28 ของการทดลอง
ไม่แตกต่างกันทางสถิติ) ในขณะที่ชุดทดลองที่มีปริมาณไนโตรเจนในอาหารต่ าที่สุด (10%N) เริ่มเข้าสู่ 
stationary phase ในวันที่ 21 ของการทดลอง ส่วนใน 50%N นั้นพบว่าสาหร่ายยังไม่เข้าสู่ 
stationary phase อย่างไรก็ตามเนื่องจากผล spot test (รูปที่ 4-20) พบว่า 10%N ให้ผลกระตุ้น
การสะสมคีโตแคโรทีนอยด์เด่นชัดที่สุด ผู้วิจัยจึงเลือกสิ้นสุดการเก็บผลการทดลองตามการเข้าสู่ระยะ 
stationary phase ของสภาวะดังกล่าวนั่นคือ 28 วัน  
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รูปที่ 4-21 การเจริญเติบโตของสาหร่าย Chlorosarcinopsis PY02 
หมายเหตุ: อักษรภาษาอังกฤษที่ก ากับบนแท่งกราฟแสดงการจัดกลุ่มทางสถิติโดย post hoc Duncan’s test 
(one-way ANOVA) n=3 P<0.05 

Control = อาหารสูตร TAP ปกติ            
50%N = อาหารทีล่ดไนโตรเจนลงเหลือ 50%  
10%N = อาหารทีล่ดไนโตรเจนลงเหลือ 10%  

 
 เมื่อเปรียบเทียบการผลิตมวลชีวภาพของสาหร่าย PY02 ที่เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 28 วัน
บนอาหารที่มีการลดไนโตรเจนลงแต่ละระดับ (ตารางที่ 4-9) พบว่าที่ 50%N ให้มวลชีวภาพและมี
อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ์ (relative growth rate; RGR) สูงที่สุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P<0.05) โดยมีค่าเท่ากับ 15.8±0.6 มิลลิกรัมน้ าหนักแห้ง (mg DW) และ 0.370±0.005 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิกรัมต่อวัน (mg.mg-1.d-1) ตามล าดับ ในขณะที่ 10%N ให้มวลชีวภาพและ RGR ต่ าสุด โดยมี
ค่าเท่ากับ 11.9±1.6 mg DW และ 0.353±0.004 mg.mg-1.d-1 ตามล าดับ อย่างไรก็ตามการ
เปรียบเทียบทางสถิติระหว่าง 10%N กับชุดควบคุมที่ให้มวลชีวภาพและมี RGR เท่ากับ 13.6±0.4 
mg DW และ 0.357±0.001 mg.mg-1.d-1 พบว่าไม่มีความแตกต่างกัน  
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ดังที่ได้กล่าวไปแล้วในการทดลองก่อนหน้านี้ว่าไนโตรเจนเป็นธาตุอาหารที่จ าเป็นต่อการ
เจริญเติบโตและการสร้างมวลชีวภาพของสาหร่าย ดังนั้นเมื่อเพาะเลี้ยงสาหร่าย PY02 ในสภาวะที่มี
ไนโตรเจนเหลืออยู่เพียง 10% หรือสภาวะเครียดจากการขาดแคลนไนโตรเจน จึงไม่น่าแปลกใจนักที่
พบว่า สาหร่ายมีมวลชีวภาพลดลงจากชุดควบคุม เนื่องจากไนโตรเจนในอาหารไม่เพียงพอที่จะใช้ใน
กระบวนการเมตาบอลิซึมต่างๆ ภายในเซลล์ ผลดังกล่าวนี้พบเช่นเดียวกันในสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก
หลายชนิด เช่น Haematococcus pluvialis (Borowitzka et al., 1991) Parietochloris incisa 
(Solovchenko et al., 2008) และ Chlorella spp. (Shen et al., 2016, Zhu et al., 2015) แต่
ผลที่น่าสนใจและนับว่าเป็นข้อดีที่พบในสาหร่าย PY02 คือ เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งในสภาวะที่
ลดไนโตรเจนลงเหลือ 50% กลับพบว่าสาหร่ายมีมวลชีวภาพที่เพ่ิมมากขึ้นจากชุดควบคุมถึง 16% ดัง
แสดงไว้ในตารางที่ 4-9 (เมื่อให้การเจริญเติบโตของชุดควบคุมเป็น 100%) ซึ่งกล่าวได้ว่าที่ 50%N 
หรือเท่ากับไนโตรเจนที่ระดับความเข้มข้น 3.74 มิลลิโมลาร์ (mM) อาจเป็นระดับความเข้มข้นที่
เหมาะสมแก่การเจริญเติบโตของ PY02 นั่นเอง และเช่นเดียวกับผลงานวิจัยในสาหร่ายหลายชนิดที่
พบว่า ระดับความเข้มข้นของไนโตรเจนที่เหมาะสมแตกต่างกันออกไปขึ้นกับชนิดของสาหร่าย 
(Fabregas et al., 1989, Xin et al., 2010) จากผลข้างต้นผู้วิจัยจึงมีความเห็นว่า ความเข้มข้นของ
ไนโตรเจนในอาหารเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมเป็นปัจจัยส าคัญที่ควรมีการศึกษาเพ่ือเพ่ิมศักยภาพในการ
ผลิตมวลชีวภาพของสาหร่าย 

 

ตารางที่ 4-9 ผลของไนโตรเจนต่อการผลิตมวลชีวภาพและอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ์ของ 
Chlorosarcinopsis PY02 

ความเข้มข้นไนโตรเจน มวลชีวภาพ 
(mgDW) 

อัตราการเจริญเติบโต
สัมพัทธ์ (mg.mg-1.d-1) 

ร้อยละของการเจริญเติบโต 
(%) 

TAP Control 13.6±0.4a 0.357±0.001a 100 

TAP 50%N 15.8±0.6b 0.370±0.005b 116 

TAP 10%N 11.9±1.6a 0.353±0.004a 88 

หมายเหตุ: 1) เก็บตัวอย่าง ณ วันที่ 28 ของการเพาะเลี้ยง  
              2) อักษรตัวยกภาษาอังกฤษแสดงการจัดกลุ่มทางสถิติโดย post hoc Duncan’s test (one-way ANOVA) n=3 P<0.05 

  



80 
 

 
 

5.3 ผลของไนโตรเจนที่ลดลงต่อการสังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์และแคนธาแซนธิน 
ภายในเซลล์ 

 เมื่อน าตัวอย่างเซลล์ของสาหร่าย PY02 ที่ได้ท าการวัดการเจริญเติบโตในผลการทดลองที่ 
5.2 มาสกัดสารสีและวิเคราะห์ชนิดของแคโรทีนอยด์ที่มีการสะสมในเซลล์สาหร่ายด้วยเครื่อง UPLC 
ผลจากโครมาโตรแกรมชี้ว่า 10%N นั้นกระตุ้นให้ PY02 มีการสังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์เร็วขึ้นเมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ดังแสดงในรูปที่ 4-22 จะเห็นได้ว่าโครมาโตแกรมของตัวอย่างสาหร่ายที่
เพาะเลี้ยงบน 10%N สามารถตรวจพบพีคของ canthaxanthin และ 3-OH-echinenone ตั้งแต่
วันที่ 7 ของการทดลอง ในขณะที่ในวันเดียวกันนี้โครมาโตแกรมของชุดควบคุมและ 50%N นั้นพบ
เพียงพีคของ lutein แต่ไม่พบพีคของคีโตแคโรทีนอยด์เลย และ ณ วันสุดท้ายของการทดลองก็ยัง
ตรวจพบการสะสมคีโตแคโรทีนอยด์ภายในเซลล์ของ PY02 ที่ทุกระดับความเข้มข้นไนโตรเจน ผลการ
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง UPLC ข้างต้นนี้ สอดคล้องกับผลการติดตามการเปลี่ยนแปลงสีโคโลนีสาหร่ายใน
ผลการทดลองที่ 5.1 (รูปที่ 4-20) ที่พบว่า สาหร่ายที่เพาะเลี้ยงบน 10%N เริ่มสังเกตเห็นเป็นสีเหลือง
ส้มตั้งแต่วันที่ 7 ของการทดลอง ในขณะที่วันเดียวกันนี้ไม่พบการเปลี่ยนแปลงสีในชุดควบคุมและ 
50%N และเช่นเดียวกันในวันที่ 28 ของการทดลองที่พบว่า สาหร่ายที่ลดไนโตรเจนลงทุกระดับรวม
ไปถึงชุดควบคุมเปลี่ยนไปเป็นสีส้มจนถึงแดงเข้ม ซึ่งความสอดคล้องที่เกิดขึ้นนี้อาจสามารถสรุปได้ว่า 
การเริ่มเปลี่ยนสีโคโลนีของสาหร่าย PY02 (ในกรณีของช่วงสีตั้งแต่สีส้มจนถึงแดง) สามารถบ่งบอกถึง
การเริ่มสะสมคีโตแคโรทีนอยด์ภายในเซลล์ของสาหร่ายดังกล่าวได้ 
 อีกข้อสังเกตที่พบจากโครมาโตแกรมของสารสกัดสาหร่าย PY02 นั่นคือ ปริมาณไนโตรเจน
ในอาหารเพาะเลี้ยงนั้นแปรผันตรงกับสัดส่วนความสูงของพีค lutein ในโครมาโตแกรมเมื่อ
เปรียบเทียบกับความสูงของพีค canthaxanthin ดังจะเห็นได้จากโครมาโตแกรมของตัวอย่างที่มีอายุ 
28 วัน (รูปที่ 4-22) จะพบว่าพีคของ lutein ในชุดควบคุมมีความสูงมากกว่าพีคของ canthaxanthin 
ส่วนใน 50%N นั้นพบว่าต่ ากว่าพีคของ canthaxanthin เล็กน้อย และที่ 10%N สูงเพียง 1 ใน 6 
ของพีค canthaxanthin ข้อสังเกตนี้มีความสอดคล้องกับผลการศึกษาในสาหร่าย Haematococcus 
pluvialis ที่พบว่าเมื่อสาหร่ายถูกกระตุ้นด้วยสภาวะเครียดจะส่งผลให้มีสัดส่วนการผลิตแคโรทีนอยด์
ปฐมภูมิแต่ละชนิดลดลง โดยเฉพาะอย่างยิ่งแคโรทีนอยด์ชนิด lutein (Vidhyavathi et al., 2008) 
ในขณะเดียวกันสาหร่ายดังกล่าวก็จะสะสมแคโรทีนอยด์ทุติยภูมิ (secondary carotenoid) ขึ้น
ภายในเซลล์อย่างรวดเร็ว เพ่ือปกป้องเซลล์และสามารถฟ้ืนคืนสู่สภาพปกติภายหลังจากเผชิญกับ
สภาวะความเครียด (Hagen et al., 1994)  
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รูปที่ 4-22 ผลของไนโตรเจนต่อ carotenoid profile ของสาหร่าย Chlorosarcinopsis PY02  
อายุ 7 และ 28 วัน 

(peak 1) adonixanthin    (peak 2) lutein  
(peak 3) canthaxanthin    (peak 4) 3-OH-echinenone  
(7 day-old culture) แสดงโครมาโตแกรมของสารสกัดสาหร่ายที่มีอายุ 7 วัน   
(28 day-old culture) แสดงโครมาโตแกรมของสารสกัดสาหร่ายที่มีอายุ 28 วัน 

 เมื่อพิจารณาถึงผลการวิเคราะห์ปริมาณแคนธาแซนธินที่สะสมภายในเซลล์ (canthaxanthin 
content) ของสาหร่าย PY02 ณ วันสุดท้ายของการทดลอง (28 วัน) พบว่า ปริมาณไนโตรเจนที่
ลดลงนั้นกระตุ้นการสะสม canthaxanthin ของ PY02 ให้เพ่ิมมากขึ้น ดังแสดงในตารางที่ 4-10 จะ
เห็นได้ว่า ในชุดทดลองที่ลดไนโตรเจนลงมีปริมาณ canthaxanthin content สูงกว่าชุดควบคุมอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยพบว่า แม้ที่ 10%N จะกระตุ้นให้สาหร่ายเริ่มมีการสะสม 
canthaxanthin ตั้งแต่วันที่ 7 ของการทดลอง (รูปที่ 4-22) แต่ในวันที่ 28 นั้นกลับพบว่า 50%N (ซึ่ง
สังเกตไม่พบความแตกต่างสีโคโลนีเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ) มีปริมาณ canthaxanthin 
content สูงที่สุดคือ 1,504.2±108.9 µg.g-1DW รองลงมาได้แก่ 10%N ซึ่งมีปริมาณเท่ากับ 
1,426.7±255.9 µg.g-1DW และเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่มี canthaxanthin content เท่ากับ 
520.9±178.2 µg.g-1DW ก็พบว่ามากกว่าถึงประมาณ 3 เท่า (ตารางที่ 4-10) 
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งานวิจัยนี้ เป็นการรายงานครั้ งแรกที่พบว่าสาหร่ายในสกุล Chlorosarcinopsis มี
ความสามารถในการสังเคราะห์และสะสมคีโตแคโรทีนอยด์ได้ ดังนั้นจึงไม่มีข้อมูลจากงานวิจัยอ่ืนเพ่ือ
น ามาเปรียบปริมาณ canthaxanthin content ที่พบในสาหร่ายสกุลนี้ได้ อย่างไรก็ตามเมื่อ
เปรียบเทียบ canthaxanthin content ที่มีค่าสูงสุดในการทดลองนี้ (1,504.2±108.9 µg.g-1DW) 
กับสาหร่ายในสกุลอ่ืนที่มีรายงาน ก็พบว่า canthaxanthin content ของสาหร่าย PY02 จัดว่ามี
ปริมาณที่ค่อนข้างสูง โดยเมื่อเปรียบเทียบกับสาหร่ายชนิดอ่ืนที่มีรายงานว่าผลิต canthaxanthin ได้
ดีก็พบว่ามีค่าใกล้เคียงกัน เช่น ในสาหร่าย Scenedecmus spp. ที่พบว่ามีปริมาณ canthaxanthin 
content สูงสุดในแต่ละไอโซเลทเท่ากับ 410 1,010 และ 1,660 µg.g-1DW (Aburai et al., 2013) 
หรือในสาหร่าย Dactyllococcus (ประมาณ 1,700 µg.g-1DW) ที่พบว่า PY02 มีปริมาณ 
canthaxanthin content ต่ ากว่าเล็กน้อย ในขณะที่ Dactyllococcus ถูกกระตุ้นจากทั้งการลด
ไนโตรเจน การเติมเกลือ และการให้แสงที่มีความเข้มสูง (Grama et al., 2014) นอกจากนี้ยังพบว่า 
PY02 มีปริมาณ canthaxanthin content ต่ ากว่าผลการรายงานในสาหร่ายบางชนิดอยู่มากเช่นกัน 
เช่น ในสาหร่าย Chlorella zofingiensis (ประมาณ 8,500 µg.g-1DW) ที่ท าการทดลองโดย Pelah 
และคณะ (2004) หรือในสาหร่าย Coelastrella striolata ที่สะสม canthaxanthin ได้มากถึง 
4.7% ของมวลชีวภาพ (Abe et al., 2007) แต่อย่างไรก็ตาม ผู้วิจัยเชื่อว่าในอนาคตเป็นไปได้ที่จะ
กระตุ้นให้ PY02 เพ่ิมการสะสม canthaxanthin หรือแม้กระทั่งสะสม astaxanthin ได้ โดยเพ่ิมเติม
ปัจจัยความเครียดอื่นๆ ซึ่งยังต้องการการศึกษาต่อไป 

จากผลการวิเคราะห์การผลิตมวลชีวภาพร่วมกับปริมาณ canthaxanthin content ในวัน
สุดท้ายของการทดลองของสาหร่าย PY02 แสดงให้เห็นว่าปริมาณไนโตรเจนในอาหารที่ 50%N เป็น
สภาวะที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงเพ่ือเก็บเกี่ยวผลผลิตแคนธาแซนธินใน PY02 มากที่สุดในการ
ทดลองนี้ ดังจะเห็นได้จากตารางที่ 4-10 ที่พบว่าสาหร่าย PY02 มีศักยภาพการผลิตแคนธาแซนธิน 
(canthaxanthin production) สูงที่สุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยมีค่าเท่ากับ 
23.7±1.3 ไมโครกรัม (µg) ซึ่งมากกว่าชุดความคุมที่มีค่าเท่ากับ 7.1±2.5 µg ถึง 3 เท่า และมากกว่า 
10%N ที่มีค่าเท่ากับ 16.5±2.0 µg ประมาณ 1.5 เท่า ทั้งนี้เนื่องจากสภาวะที่ลดไนโตรเจนลงเหลือ 
50% นั้น ส่งเสริมทั้งการผลิตมวลชีวภาพและปริมาณ canthaxanthin content ของสาหร่าย PY02 
ดังนั้นผลที่สรุปได้จากการเปรียบเทียบปริมาณ canthaxanthin production ในแต่ละสภาวะนี้แสดง
ให้เห็นว่า หากต้องการเพ่ิมปริมาณผลผลิตที่ต้องการเก็บเกี่ยวจากเซลล์ของสาหร่ายควรมีการศึกษา
ทั้งสภาวะที่จะส่งเสริมทั้งมวลชีวภาพและกระตุ้นผลผลิตที่ต้องการ 

  



83 
 

 
 

ตารางที่ 4-10 ผลของไนโตรเจนต่อปริมาณและศักยภาพในการผลิตแคนธาแซนธินของ 
Chlorosarcinopsis PY02  

ความเข้มข้นไนโตรเจน Canthaxanthin content 
(µg.g-1DW) 

Canthaxanthin production 
(µg) 

Control 520.9±178.2a 7.1±2.5a 

50%N 1504.2±108.9b 23.7±1.3c 

10%N 1426.7±255.9b 16.5±2.0b 

หมายเหตุ: 1) เก็บตัวอย่าง ณ วันที่ 28 ของการเพาะเลี้ยง 
            2) อักษรตัวยกภาษาอังกฤษแสดงการจัดกลุ่มทางสถิติโดย post hoc Duncan’s test (one-way ANOVA) n=3 P<0.05 

   
 

กลไกที่เกิดขึ้นเมื่อสภาวะเครียดจากการขาดแคลนไนโตรเจนกระตุ้นให้สาหร่ายสะสม 
คีโตแคโรทีนอยด์หรือแคโรทีนอยด์ทุติยภูมิชนิดอ่ืนๆ โดยตรง ในปัจจุบันยังไม่พบงานวิจัยที่ศึกษาและ
อธิบายกลไกดังกล่าวโดยตรง แต่อย่างไรก็ตาม เอกสารงานวิจัยจ านวนมากที่ศึกษาสาหร่ายชนิดที่มี
ความสามารถในการสังเคราะห์และสะสมคีโตแคโรทีนอยด์ก็กล่าวตรงกันว่า เมื่อสาหร่ายได้รับสภาวะ
เครียดไม่ว่าจะเป็นการขาดแคลนอาหาร สารเคมีบางชนิด ความเข้มแสงสูง หรืออุณหภูมิที่ไม่
เหมาะสม สาหร่ายจะสร้างสารอนุมูลอิสระ (reactive oxygen species) ขึ้นภายในเซลล์ (Lemoine 
and Schoefs, 2010) และผลิตคีโตแคโรทีนอยด์ข้ึนอย่างรวดเร็วเพ่ือรักษาสมดุลและป้องกันอันตราย
ที่อาจเกิดกับเซลล์ (Dong et al., 2007, Li et al., 2009, Schoefs et al., 2001, Wang et al., 
2003) ซึ่งผลการรายงานทั้งหมดข้างต้นอาจเป็นกลไกที่เกิดขึ้นเช่นเดียวกันในสาหร่าย PY02 เมื่อ
เพาะเลี้ยงในสภาวะเครียดจากการขาดแคลนไนโตรเจน  

นอกจากนี้ อีกปัจจัยที่ผู้วิจัยคาดว่ามีผลกระตุ้นให้ PY02 สังเคราะห์ canthaxanthin มาก
ขึ้นเช่นกัน คือ อัตราส่วนของปริมาณคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N ratio) ในอาหารเพาะเลี้ยงที่เพ่ิม
มากขึ้น เช่นเดียวกับในการทดลองนี้ที่ไนโตรเจนในอาหารสูตร TAP ถูกลดลงจึงท าให้ค่า C/N ratio 
เพ่ิมข้ึน และเนื่องจากมีผลงานวิจัยจ านวนมากที่พบว่าเมื่อค่า C/N ratio เพ่ิมมากข้ึนจะมีผลกระตุ้นให้
สาหร่ายสะสมคีโตแคโรทีนอยด์เพ่ิมมากขึ้นไปด้วย ไม่ว่าสาหร่ายจะขาดแคลนธาตุอาหารชนิ ด
ไนโตรเจนหรือไม่ก็ตาม เช่น ผลการทดลองในสาหร่าย Chlorella zofingiensis ที่เติมน้ าตาลชนิด
ต่างๆ กระตุ้นการผลิต astaxanthin เนื่องจากมีค่า C/N ratio เพ่ิมมากขึ้น (Sun et al., 2008) และ
ในสาหร่าย Haematococcus pluvialis ที่พบว่ามีการสะสม astaxanthin แปรผันตามค่า C/N 
ratio (Kakizono et al., 1992, Kang et al., 2007) 
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จากปัจจัยการขาดแคลนไนโตรเจนและ C/N ratio ที่งานวิจัยจ านวนมากกล่าวถึง จึงท าให้
ผู้วิจัยมีข้อสันนิษฐานว่า ผลการทดลองที่เกิดขึ้นใน 50%N (ตารางที่ 4-10) อาจไม่ได้เป็นสภาวะ
เครียดส าหรับสาหร่าย PY02 (เนื่องจากพบว่าสาหร่ายเจริญเติบโตได้ดีกว่าชุดควบคุม ) แต่อาจ
เนื่องมาจาก ระดับความเข้มข้นของไนโตรเจนดังกล่าวเหมาะสมต่อการเจริญเติบของสาหร่าย PY02 
จึงท าให้สาหร่ายดังกล่าวเจริญเติบโตขึ้นอย่างรวดเร็วในช่วงแรก ซึ่งในระยะเวลาต่อมาสารอาหารที่มี
อยู่รวมถึงไนโตรเจนก็ถูกใช้และหมดไปอย่างรวดเร็วเช่นกัน เมื่อไนโตรเจนลดลงสาหร่ายจึงเกิด
ความเครียดประกอบกับมีค่า C/N ratio ที่เพ่ิมมากขึ้น สาหร่าย PY02 จึงถูกกระตุ้นให้สังเคราะห์ 
canthaxanthin ขึ้นอย่างรวดเร็วในท้ายที่สุด  

6. ปริมาตรของอาหารเพาะเลี้ยงต่อการเจริญเติบโตและการผลิตแคนธาแซนธนิในสาหร่ายสีเขียว
ขนาดเล็ก Chlorosarcinopsis PY02 

สืบเนื่องจากที่งานวิจัยครั้งนี้ผู้วิจัยได้ท าการคัดแยกสาหร่ายจากดินในบริเวณที่มีสภาพภูมิ
ประเทศที่ค่อนข้างแห้งแล้ง ทั้งนี้อาศัยการสังเกตจากสีของโคโลนีที่ตามองเห็น โดยคัดเลือกโคโลนีที่
เปลี่ยนจากสีเขียวไปเป็นสีส้มจนถึงแดง จากวิธีการดังกล่าวท าให้สามารถคัดแยกสาหร่ายได้ 5  
ไอโซเลท ซึ่งทั้งหมดสามารถสังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์ได้ จึงอาจเป็นไปได้ว่า เหตุที่พบสาหร่ายที่มี
ความสามารถดังกล่าวถึง 5 ไอโซเลทในบริเวณท่ีมีลักษณะภูมิประเทศแห้งแล้งที่เดียวกันนี้ อาจเพราะ
สาหร่ายเหล่านั้นถูกคัดเลือกโดยธรรมชาติจากความสามารถในการป้องกันตนเองจากสภาวะเครียด
ออกซิเดชัน (oxidative stress) ที่เกิดจากความแห้งแล้งได้ดี เนื่องจากมีงานวิจัยจ านวนมากพบว่า 
สภาวะความแห้งแล้งหรือการขาดน้ า (drought) จะกระตุ้นให้เกิด oxidative stress ในสิ่งมีชีวิตที่
สังเคราะห์แสงได้หลายชนิด (Moran et al., 1994, Munne-Bosch and Penuelas, 2004, 
Sharma and Dubey, 2005) และเป็นไปได้ว่าการที่สาหร่ายเหล่านี้อยู่รอดได้เนื่องจากมี
ความสามารถในการสังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์ เพ่ือตอบสนองต่อความเครียดที่ก่อให้เกิดอนุมูล
อิสระภายในเซลล์ได้นั่นเอง (Lemoine and Schoefs, 2010) 

ดังนั้น เพ่ือศึกษาผลของปริมาณน้ าในสิ่ งแวดล้อมต่อการเจริญเติบโตและการผลิต 
คีโตแคโรทีนอยด์ของสาหร่าย PY02 รวมถึงเพ่ือเป็นแนวทางเบื้องต้นในการศึกษาต่อในอนาคตถึง
สภาวะเครียดจากการขาดแคลนน้ าหรือ drought stress ในการทดลองนี้ผู้วิจัยจึงท าการเพาะเลี้ยง
สาหร่าย PY02 ในอาหารเหลวสูตร TAP 50%N ที่มีปริมาตรอาหารแตกต่างกัน ได้แก่ 60 30 และ 
15 มิลลิลิตร (ml) ซึ่งเป็นการจ าลองสภาวะที่มีปริมาณน้ าในสิ่งแวดล้อมไม่เท่ากัน ผลจากการติดตาม
การเปลี่ยนแปลงสีเซลล์ของสาหร่าย PY02 นั้น พบว่า ปริมาตรอาหารที่ลดลงส่งผลให้เซลล์สาหร่าย
เริ่มเปลี่ยนเป็นสีแดงเร็วขึ้น ดังแสดงในรูปที่ 4-23 จะพบว่าในชุดทดลองที่มีปริมาตรอาหารน้อยที่สุด
คือ 15 ml จะสังเกตพบว่าเซลล์สาหร่ายเปลี่ยนเป็นสีส้มตั้งแต่วันที่ 21 ของการทดลอง ซึ่งเร็วที่สุด
เมื่อเทียบกับปริมาตรอ่ืนๆ ในขณะที่รองลงมาคือ 30 ml และ 60 ml ตามล าดับ  
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ในด้านของการเจริญเติบโต (ตารางที่ 4-11) ณ วันสุดท้ายของการทดลอง (28 วัน) พบว่า
การเพาะเลี้ยงในอาหารที่ 60 ml ให้มวลชีวภาพและมีอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ์ (relative 
growth rate; RGR) สูงที่สุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) มีค่าเท่ากับ 61.60±1.81 mg และ 
0.412±0.002 mg.mg.d-1 ตามล าดับ ในขณะที่รองลงมาได้แก่ที่ 30 ml และ 15 ซึ่งมีมวลชีวภาพ
เท่ากับ 38.00±1.14 และ 23.60±0.60 mg และมี RGR เท่ากับ 0.395±0.002 และ 0.378±0.002 
mg.mg.d-1 ตามล าดับ ในทางตรงกันข้าม เมื่อวิเคราะห์ค่าความหนาแน่นของมวลชีวภาพต่อปริมาตร
อาหาร (dry weight per ml; DPM) กลับพบว่าที่ 15 ml มีค่าดังกล่าวสูงที่สุดอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (P<0.05) และรองลงมาได้แก่ 30 ml และ 60 ml ตามล าดับ นั่นหมายความว่าในสภาวะที่มี
ปริมาณอาหารเหลวน้อยสาหร่าย PY02 สามารถเจริญเติบโตได้หนาแน่นกว่าสภาวะที่มีปริมาณ
อาหารมากกว่า  

เมื่อน าเซลล์สาหร่ายข้างต้นไปสกัดสารสีและวิเคราะห์ปริมาณคีโตแคโรทีนอยด์ด้วยเครื่อง 
UPLC พบว่า ที่ 15 ml กระตุ้นให้สาหร่าย PY02 มีปริมาณ canthaxanthin content และ 
canthaxanthin production สูงที่สุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยมีค่าเท่ากับ 
898.2±101 µg.g-1DW และ 1.421±0.228 µg.ml-1 ตามล าดับ ในขณะที่รองลงมาได้แก่ 30 ml และ 
60 ml ซึ่งมี canthaxanthin content เท่ากับ 576.8±96 และ 335.3±64 µg.g-1DW และมี 
canthaxanthin production เท่ากับ 0.735±0.174 และ 0.348±0.065 µg.ml-1 ตามล าดับ (ตาราง
ที่ 4-11) นอกจากนั้น ในการวิเคราะห์ชนิดของแคโรทีนอยด์ที่พบในเซลล์สาหร่ายของการทดลองนี้ 
สามารถตรวจพบ ß-carotene ในตัวอย่างเซลล์ของ PY02 ที่ 7 และ 14 วัน แต่หลังจากวันที่ 14 
เป็นต้นไปก็ตรวจไม่พบสารดังกล่าวในขณะที่ canthaxanthin ถูกสะสมเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ ซึ่งผลดังกล่าว
อาจเกิดจากกระบวนการในการสังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์ตามธรรมชาติ ที่ต้องการ ß-carotene 
เป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์ (Cunningham and Gantt, 2005, Cunningham and Gantt, 
2007)  
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รูปที่ 4-23 ผลของปริมาตรอาหารต่อการเปลี่ยนสีของสาหร่าย Chlorosarcinopsis PY02 

หมายเหตุ: การทดลองนี้เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร TAP ที่ลดไนโตรเจนลงเหลือ 50% 
(15 ml) อาหารที่มีปริมาตร 15 ml  (30ml) อาหารที่มีปริมาตร 30 ml 
(60 ml) อาหารมีปริมาตร 60 ml 

 

 
ตารางที่ 4-11 ผลของปริมาตรอาหารต่อการเจริญเติบโตและการผลิตแคนธาแซนธินของสาหร่าย 
Chlorosarcinopsis PY02 
ปริมาตรอาหาร 

(ml) 
มวลชีวภาพ 

(mg) 
RGR 

(mg.mg.d-1) 
DPM 

(mg.ml-1) 
CA content 
(µg.g-1DW) 

CA production 
(µg.ml-1) 

15 23.60±0.60c 0.378±0.002c 1.580±0.05a 898.2±101a 1.421±0.228a 

30 38.00±1.14b 0.395±0.002b 1.260±0.04b 576.8±96b 0.735±0.174b 

60 61.60±1.81a 0.412±0.002a 1.040±0.02c 335.3±64c 0.348±0.065c 

หมายเหตุ: 1) RGR = relative growth rate, DPM = dry weight per ml, CA = canthaxanthin 
            2) อักษรตัวยกภาษาอังกฤษแสดงการจัดกลุ่มทางสถิติโดย post hoc Duncan’s test (one-way ANOVA) n=3 P<0.05  
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จากผลการทดลอง ผู้วิจัยสันนิษฐานว่า สาเหตุที่ท าให้ปริมาตรอาหารที่น้อยกว่ากระตุ้นให้
สาหร่าย PY02 มีการผลิตมวลชีวภาพ (dry weight per ml) สูงกว่า อาจเนื่องมาจากระดับความลึก
ของอาหารที่เกิดข้ึนจากปริมาตรอาหารที่แตกต่างกันซึ่งส่งผลให้มีระดับความเข้มแสงที่แตกต่างกันไป
ด้วย โดยเมื่อมีระดับความลึกของอาหารต่ าแสงก็จะสามารถส่องผ่านไปถึงเซลล์สาหร่าย PY02 (ซึ่ง
เจริญอยู่บริเวณก้นภาชนะเลี้ยงตลอดเวลา) ได้มากกว่า (Kirk, 1988) ท าให้ในชุดทดลองที่มีปริมาตร
อาหารต่ ากว่านั้นสาหร่ายได้รับแสงมากกว่าและเจริญเติบโตได้ดีกว่า ในขณะเดียวกันเมื่อสาหร่าย
เจริญเติบโตได้ดีกว่าก็ส่งผลให้สารอาหารที่มีอยู่รวมถึงไนโตรเจนก็ถูกใช้ไปอย่างรวดเร็วเช่นกัน และ
เมื่อไนโตรเจนลดต่ าลงสาหร่ายจึงเกิดความเครียดจากการขาดแคลนไนโตรเจนอีกทั้งยังส่งผลให้มีค่า 
C/N ratio เพ่ิมมากข้ึน ซ่ึงจากผลการทดลองที่ 5 พบว่าปัจจัยทั้งสองกระตุ้นการสังเคราะห์คีโตแคโรที
นอยด์ในสาหร่าย PY02 ดังนั้นสาหร่าย PY02 ในชุดทดลองที่มีปริมาตรอาหารน้อยกว่านั้นจึงถูก
กระตุ้นให้สังเคราะห์ canthaxanthin เร็วกว่าและปริมาณมากกว่า สาเหตุนี้เองเมื่อพิจารณาถึง 
canthaxanthin production ในอาหารทั้ง 3 ระดับแล้วจึงท าให้ตรวจพบการผลิตสูงสุดในชุดทดลอง
ที่ใช้อาหารเพียง 15 ml เช่นกัน 
 เมื่อเปรียบเทียบศักยภาพในการผลิตแคนธาแซนธิน (canthaxanthin production) ของ
สาหร่าย PY02 กับสาหร่ายชนิดอื่นและแบคทีเรียบางชนิดที่มีรายงานว่าสามารถผลิต canthxanthin 
ได้ในปริมาณมาก (ตารางที่ 4-12) พบว่า สาหร่าย PY02 มี canthxanthin production อยู่ในระดับ
ค่อนข้างดี เนื่องจากค่าดังกล่าวแตกต่างจากสาหร่ายชนิดอ่ืนที่ยกมาเป็นตัวอย่างไม่มากนัก และ
ลักษณะเด่นอย่างหนึ่งของ PY02 ที่พบเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวคือสาหร่ายจะมีการเจริญเป็น
ก้อนและตกตะกอนอยู่ที่ก้นภาชนะ คล้ายกับระยะที่มีการตกตะกอนตามธรรมชาติของยีสต์บางชนิด 
(flocculation) ซึ่งลักษณะนี้ถือเป็นข้อดีที่อาจสามารถช่วยลดต้นทุนในการเก็บเกี่ยวผลผลิตในระดับ
อุตสาหกรรมได้มากกว่า 30% (Horiuchi et al., 2003, Zittelli et al., 2006) ดังจะเห็นได้จากการ
ทีเ่ริ่มมีงานวิจัยที่หันมาสนใจศึกษาการกระตุ้นให้สาหร่ายเกิด flocculation ก่อนท าการเก็บเกี่ยวเพ่ือ
ลดต้นทุนการผลิต (Ndikubwimana et al., 2014) จากทั้งหมดที่ได้กล่าวมานี้ ผู้วิจัยจึงมีความเห็นว่า
สาหร่าย PY02 เป็นสาหร่ายที่มีศักยภาพและน่าสนใจเป็นอย่างมาก ที่จะน าไปศึกษาต่อเพ่ือพัฒนาให้
สามารถเป็นสายพันธุ์ที่ใช้เป็นแหล่งในการผลิต canthaxanthin ระดับอุตสาหกรรมภายในประเทศ
ไทยต่อไป  

ตารางที่ 4-12 ข้อมูลเปรียบเทียบศักยภาพในการผลิตแคนธาแซนธิน 

ชนิดของสิ่งมีชีวิต CA1 production (µg.L-
1) เอกสารอ้างอิง 

Chlorosarcinopsis PY022 (เพาะเลี้ยงใน 15 ml) 1,421 ผลจากงานวิจยันี้ 

Chlorella emersoni 600 Malis และคณะ (1993) 

Chlorella zofingeinsis 2,269 Pelah และคณะ (2004) 

Dactyllococcus sp. 1,600 Grama และคณะ (2014) 

Dietzia notronolimenaea (แบคทีเรีย) 4,000 Khodaiyan และคณะ (2007) 
หมายเหตุ: 1) CA = canthaxanthin  

2) เพาะเลี้ยงในอาหาร 15 ml
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 

 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือต้องการคัดแยกสาหร่ายที่มีความสามารถในการสังเคราะห์และ
สะสมคีโตแคโรทีนอยด์ภายในท้องถิ่น รวมถึงจัดจ าแนกและศึกษาปัจจัยที่กระตุ้นให้สาหร่ายมี
ความสามารถในการผลิตมวลชีวภาพและคีโตแคโรทีนอยด์มากขึ้น ผลจากการคัดแยกสาหร่ายจาก
ตัวอย่างดินที่เก็บจากโป่งยุบ อ าเภอสวนผึ้ง จังหวัดราชบุรี สามารถคัดแยกสาหร่ายที่มีความสามารถ
ในการสังเคราะห์และสะสมคีโตแคโรทีนอยด์ได้ทั้งหมด 5 ไอโซเลท โดยพบว่า canthaxanthin เป็น 
คีโตแคโรทีนอยด์ชนิดเด่นในสาหร่ายทั้งหมด การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาร่วมกับลักษณะทาง
อณูชีววิทยาของยีน tufA และ 18S rDNA บ่งชี้ว่าสาหร่ายโป่งยุบทั้ง 5 ไอโซเลทเป็นสาหร่ายในสกุล 
Chlorosarcinopsis โดยไม่สามารถจ าแนกชนิดในระดับสปีชีส์ได้ และแม้ว่าลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของสาหร่ายทั้ง 5 ไอโซเลทนั้นจะมีความคล้ายคลึงกันสูง แต่ข้อมูลของ
ลักษณะทางสรีรวิทยาและทางอณูชีววิทยา (ยกเว้นล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tufA) นั้นสามารถ
จ าแนกสาหร่ายไอโซเลท PY05 ออกมาจากกลุ่มได้ เห็นได้ว่าลักษณะทางสรีรวิทยาบางประการเป็น
ข้อมูลที่สามารถน ามาใช้ร่วมกับข้อมูลทางอณูชีววิทยาแล้วช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการจัดจ าแนก
สาหร่ายกลุ่มนี้ได้ดีข้ึน 

เมื่อศึกษาผลของสภาวะขาดแคลนไนโตรเจนและปริมาตรอาหารที่แตกต่างกันต่อการ
เจริญเติบโตและการผลิตคีโตแคโรทีนอยด์ในสาหร่ายไอโซเลท PY02 ที่คัดเลือกมาท าการศึกษาต่อ 
พบว่า การลดประมาณไนโตรเจนในอาหารเพาะเลี้ยงลงเหลือ 50% ให้ผลกระตุ้นทั้งการเจริญเติบโต
และปริมาณแคนธาแซนธินที่สาหร่ายสะสมภายในเซลล์ อีกทั้งปริมาตรอาหารที่น้อยลงก็ยังส่งผลให้
สาหร่ายมีศักยภาพในการผลิตมวลชีวภาพและ canthaxanthin เพ่ิมขึ้นด้วย เมื่อประกอบกับชนิด
ของคีโตแคโรทีนอยด์ที่มีมูลค่าสูงที่สาหร่ายชนิดนี้ผลิตได้ จึงท าให้สาหร่ายดังกล่าวน่าสนใจอย่างยิ่งที่
จะน าไปท าการศึกษาต่อถึงศักยภาพในการผลิตในระดับที่ใหญ่ขึ้นต่อไปในอนาคต 
  ผลจากการวิจัยชิ้นนี้ยังได้แสดงให้เห็นถึงความหลากหลายของทรัพยากรชีวภาพที่มีอย่าง
อุดมสมบูรณ์ในประเทศไทย ซึ่งหมายรวมไปถึงความหลากหลายทางพันธุกรรม (genetic diversity) 
ของสาหร่ายด้วย จากการทบทวนเอกสารที่เคยมีการศึกษาสาหร่ายในสกุล Chlorosarcinopsis ที่
ผ่านมา พบว่า งานวิจัยนี้เป็นการรายงานครั้งแรกถึงความสามารถในการสังเคราะห์คีโตแคโรทีนอยด์
ของสาหร่ายจากสกุล Chlorosarcinopsis ดังนั้น นอกจากการค้นพบนี้จะเป็นข้อมูลใหม่ที่มี
ประโยชน์ต่อวงการวิจัยสาหร่ายแล้ว ยังอาจเป็นไปได้ว่าสาหร่ายที่คัดแยกได้ในงานวิจัยนี้เป็นสาหร่าย
ชนิดใหม่ที่ยังไม่เคยมีบันทึกมาก่อน อย่างไรก็ตามเพ่ือพิสูจน์ข้อสันนิษฐานข้างต้น ผู้วิจัยมีความเห็นว่า
ในอนาคตควรมีการน าสาหร่ายในสกุล Chlorosarcinopsis ชนิดที่เคยมีการบันทึกไว้แล้วมา
ท าการศึกษาเปรียบเทียบร่วมกับสาหร่ายที่คัดแยกได้ใหม่ในงานวิจัยนี้ โดยใช้ข้อมูลจากการศึกษาด้วย
เทคนิค RAPD และล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 18S rDNA ร่วมกับการศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยา ซึ่ง
เป็นเทคนิคที่ท าได้ง่ายด้วยอุปกรณ์และสารเคมีพ้ืนฐานที่มีในห้องปฏิบัติการ ทั้งยังบอกถึงความ
แตกต่างได้ดี โดยเฉพาะอย่างยิ่งลักษณะความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ และการ
เปลี่ยนแปลงสีของโคโลนีบนอาหารเพาะเลี้ยงสูตร BBM 
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การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงสาหร่าย 

1. การเตรียมอาหารสูตร HSM  

1.1 salts solution (Beijerinck's solution) 
NH4Cl 100.0 g 
MgSO4 .7H2O 4.0 g 
CaCl2 .2H2O 2.0 g 

ปรับปริมาตรด้วยน้ากลั่นให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร 

1.2 phosphate solution 
K2HPO4 288.0 g 
KH2PO4 144.0 g 

ปรับปริมาตรด้วยน้ากลั่นให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร 

1.3 Hutner's trace elements 
EDTA disodium salt 50 g/ 250 ml 
ZnSO4.7H2O 22 g/ 100 ml 
H3BO3 11.4 g/ 200 ml 
MnCl2.4H2O 5.06 g/ 50 ml 
CoCl2.6H2O 1.61 g/ 50 ml 
CuSO4.5H2O 1.57 g/ 50 ml 
(NH4)6Mo7O24.4H2O 1.10 g/ 50 ml 
FeSO4.7H2O 4.99 g/ 50 ml 

เมื่อเตรียมสารแล้วท าการผสมสารดังนี้ 
salts solution #1 5 ml 
phosphate solution #2 5 ml 
trace elements solution #3 1.0 ml 
ปรับปริมาตรด้วยน้ากลั่นให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร 

2. การเตรียมอาหารสูตร TAP 

2.1 TAP salt 
NH4Cl 15.0 g 
MgSO4.7H2O 4.0 g 
CaCl2 2H2O 2.0 g 

ปรับปริมาตรด้วยน้ากลั่นให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร 
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2.2 phosphate solution 
K2HPO4  28.8 g 
KH2PO4  14.4 g 

ปรับปริมาตรด้วยน้ากลั่นให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร 

2.3 Hutner's trace elements  
EDTA disodium salt 50 g/ 250 ml 
ZnSO4.7H2O 22 g/ 100 ml 
H3BO3 11.4 g/ 200 ml 
MnCl2.4H2O 5.06 g/ 50 ml 
CoCl2.6H2O 1.61 g/ 50 ml 
CuSO4.5H2O 1.57 g/ 50 ml 
(NH4)6Mo7O24.4H2O 1.10 g/ 50 ml 
FeSO4.7H2O 4.99 g/ 50 ml 

เมื่อเตรียมสารแล้วท าการผสมสารดังนี้ 
 Tris 2.42 g 

solution #1 (salts) 25 ml   
solution #2 (phosphate) 0.375 ml 
solution #3 (trace elements) 1.0 ml 
glacial acetic acid 1.0 ml 
ปรับปริมาตรด้วยน้ากลั่นให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร 

3. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร BBM 

 ท าการเตรียม stock solution ก่อนดังนี้ 
 1. NaNO3 10.0 g/400 ml  

2. MgSO4.7H2O 3.0 g/400 ml  
3. NaCl 1.0 g/400 ml 
4. K2HPO4 3.0 g/400 ml  
5. KH2PO4 7.0 g/400 ml 
6. CaCl2.2H2O 1.0 g/400 ml 
7. Trace elements solution (autoclave to dissolve) 
 ZnSO4.7H2O 8.82 g  

MnCl2.4H2O 1.44 g  
MoO3 0.71 g  
CuSO4.5H2O 1.57 g  
Co(NO3)2.6H2O 0.49 g  



111 
 

 
 

ปรับปริมาตรด้วยน้ากลั่นให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร 
8. H3BO3 11.42 g/1 L 
9. EDTA 50.0 g + KOH 31.0 g/1 L  
10. FeSO4.7H2O 4.98 g + H2SO4 (conc) 1 ml/1 L 

เมื่อเตรียมสารแล้วท าการผสมสารดังนี้ 
 สารละลายข้อ 1-6 อย่างละ 10 ml 
 สารละลายข้อ 7-10 อย่างละ 1 ml 

ปรับปริมาตรด้วยน้ากลั่นให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร 

4. การเตรียมอาหารสูตร BG11 

 4.1 เตรียม BG11 Trace metal 
H3BO3 2.86 g 
MnCl2·4H2O 1.81 g 
ZnSO4·7H2O 0.222 g 
NaMoO4·2H2 O0.39 g 
CuSO4·5H2O 0.079 g 
Co(NO3)2·6H2 O 49.4 mg 

ปรับปริมาตรด้วยน้ากลั่นให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร 

4.2 เตรียมอาหารสูตร BG11 โดยเติมสารเคมีดังต่อไปนี้ 
NaNO3 1.5 g 
K2HPO4 0.04 g 
MgSO4·7H2O 0.075 g 
CaCl2·2H2O 0.036 g 
Citric acid 0.006 g 
Ferric ammonium citrate 0.006 g 
EDTA (disodium salt) 0.001 g 
NaCO3 0.02 g 
BG11 Trace metal 1.0 ml 

ปรับปริมาตรด้วยน้ากลั่นให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร 
 ควรปรับค่า pH ให้อยู่ทีป่ระมาณ 7.1 
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การเตรียมสารละลายที่ใช้ในเทคนิคอณูชีววิทยา 

1. การเตรียม TEN buffer (100 ml) 
1M Tris HCL   1 ml 
0.5M EDTA   8 ml 
5M NaCl   3 ml 
ปรับปริมาตรด้วยน้ากลั่นให้ได้ปริมาตรรวม 100 มิลลิลิตร 

2. SDS-EB buffer (100 ml) 
1M Tris HCL   10 ml 
0.5M EDTA   8 ml 
5M NaCl   8 ml 

 10% SDS   20 ml 
ปรับปริมาตรด้วยน้ากลั่นให้ได้ปริมาตรรวม 100 มิลลิลิตร 

3. Phenol:Chloroform:Isoamyl-alcohol 25:24:1 (100 ml) 
Phenol    50 ml 
Chloroform   48 ml 
Isoamyl-alcohol  2 ml 

 
4. 50X TAE buffer (1 L) 

Tris Base   242 g  
Glacial Acetic Acid  57.1 ml  
500 mM EDTA, pH 8.0    100 ml 
ปรับปริมาตรด้วยน้ากลั่นให้ได้ปริมาตรรวม 1 ลิตร 

5. 6X DNA loading dye (100 ml) 
 Glycerol   30 ml 

bromophenol blue  0.25 g 
xylene cyanol FF  0.25 g 

 ปรับปริมาตรด้วยน้ากลั่นปลอดเชื้อให้ได้ปริมาตรรวม 100 ml 

  



113 
 

 
 

กราฟมาตรฐานที่ใช้ในการวิเคราะห์ปริมานแคโรทีนอยด์ 

1. กราฟมาตรฐานของ canthaxanthin 

 

 
2. กราฟมาตรฐานของ ß-carotene 

 
  

y = 57552x - 185630 
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รูปลายพิมพ์ดีเอ็นเอทั้งหมดจากเทคนิค RAPD 

โดยเรียงล าดับในแต่ละหลุมของเจลดังนี้ ladder PY01 PY02 PY03 PY04 PY05 และ out-group  

1. ไพรเมอร์ OPD-20 

 

2. ไพรเมอร์ OPM-04 

 

3. ไพรเมอร์ OPM-05 

 

4. ไพรเมอร์ OPR-03 
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5. ไพรเมอร์ OPR-07 

 

6. ไพรเมอร์ OPR-09 

 

7. ไพรเมอร์ OPR-12 

 

8. ไพรเมอร์ OPR-13 
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9. ไพรเมอร์ OPZ-04 

 

10. ไพรเมอร์ OPZ-06 

 

11. ไพรเมอร์ OPZ-11 

 

12. ไพรเมอร์ OPZ-13 
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ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tufA 

>PY01 
CATGATTACAGGTGCAGCACAAATGGACGGTGCAATTTTAGTAGTATCAGGTGCTGATGGTCCAA
TGCCTCAAACAAAAGAGCACATTCTATTAGCTAAGCAAGTAGGTGTACCAAACATTGTAGTATTTT
TAAACAAAGAAGACCAAGTAGACGACAAAGAATTATTAGAATTAGTAGAATTAGAAGTTCGTGAA
ACTTTAGATAAATATGAATTCCCTGGAGATGAAATTCCAATCGTTCCAGGTTCAGCATTATTAGCT
TTAGAAGCTTTAGTTGAAAACCCTAAAACTCAACGTGGCGAAAACCCATGGGTAGACAAAATCCA
TGAATTAATGGATAAAGTAGATAGCTACATTCCAACTCCTCAACGTGAAACAGACAAACCATTCTT
ATTAGCTGTTGAAGACGTATTATCTATTACTGGTCGTGGTACAGTAGCAACAGGACGTGTTGAAC
GTGGTACTTTAAAAGTAGGTGAAAACGTTGAAGTTGTAGGTTTAAAAGAAACTAAAACTTCAGTT
GTTACTGGTTTAGAAATGTTCAAGAAAACATTAGATGAAACTATGGCTGGTGACAACGTTGGTGT
TTTATTACGTGGTGTTCAAAAGAAAGAAATTGAACGTGGTATGGTATTAGCTAAACCAGGATCAAT
TACACCTCACACTAAATTTGAAGCACAAGTTTATATCTTAACTAAAGAAGAAGGCGGTCGTCACT
CTGCTTTCTTAGTTGGTTACCAACCACAATTCTATGTACGTACAACAGACGTAACTGGAAAAGTT
ACTTCATTCACTCACATTCAAATGCGTAACCCTTCTTCAGTTGCTGAAGAAAACTCAAACAAAAT
GGCTATGCCAGGTGACCGTATCAGTATGGTAGTTGAATTAATCAACCCAATTGCCATCGAAAAG 

>PY02 
TAGTATCAGGTGCTGATGGTCCAATGCCTCAAACAAAAGAGCACATTCTATTAGCTAAGCAAGTA
GGTGTACCAAACATTGTAGTATTTTTAAACAAAGAAGACCAAGTAGACGACAAAGAATTATTAGAA
TTAGTAGAATTAGAAGTTCGTGAAACTTTAGATAAATATGAATTCCCTGGAGATGAAATTCCAATC
GTTCCAGGTTCAGCATTATTAGCNTTAGAAGCTTTAGTTGAAAACCCTAAAACTCAACGTGGCGA
AAACCCATGGGTAGACAAAATCCATGAATTAATGGATAAAGTAGATAGCTACATTCCAACTCCTCA
ACGTGAAACAGACAAACCATTCTTATTAGCTGTTGAAGACGTATTATCTATTACTGGTCGTGGTAC
AGTAGCAACAGGACGTGTTGAACGTGGTACTTTAAAAGTAGGTGAAAACGTTGAAGTTGTAGGT
TTAAAAGAAACTAAAACTTCAGTTGTTACTGGTTTAGAAATGTTCAAGAAAACATTAGATGAAACT
ATGGCTGGTGACAACGTTGGTGTTTTATTACGTGGTGTTTCAAAAGAAAGAATTTGAACGTGGTA
TGGTATTAGCTAAACCAGGATCAATTACACCTCACACTAAATTTGAAGCACAAGTTTTATATCTAA
CTAAAGAAGAAGGCGGTCGTCACTNTGCTTTCTTAGTTGGTTACCAACCACAATTATATGTACGT
ACANCAGACGTAACTGGAAAAGTTACTTCATTCACTCACATTCAAATGCGTAACCNTTNNTCAGT
TGCTGAAGAAA 
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>PY03 
CAGGNCACGCTGACTACGTAAAAAACATGATTACAGGTGCAGCACAAATGGACGGTGCAATTTTA
GTAGTATCAGGTGCTGATGGTCCAATGCCTCAAACAAAAGAGCACATTCTATTAGCTAAGCAAGT
AGGTGTACCAAACATTGTAGTATTTTTAAACAAAGAAGACCAAGTAGACGACAAAGAATTATTAG
AATTAGTAGAATTAGAAGTTCGTGAAACTTTAGATAAATATGAATTCCCTGGAGATGAAATTCCAA
TCGTTCCAGGTTCAGCATTATTAGCTTTAGAAGCTTTAGTTGAAAACCCTAAAACTCAACGTGGC
GAAAACCCATGGGTAGACAAAATCCATGAATTAATGGATAAAGTAGATAGCTACATTCCAACTCCT
CAACGTGAAACAGACAAACCATTCTTATTAGCTGTTGAAGACGTATTATCTATTACTGGTCGTGGT
ACAGTAGCAACAGGACGTGTTGAACGTGGTACTTTAAAAGTAGGTGAAAACGTTGAAGTTGTAG
GTTTAAAAGAAACTAAAACTTCAGTTGTTACTGGTTTAGAAATGTTCAAGAAAACATTAGATGAA
ACTATGGCTGGTGACAACGTTGGTGTTTTATTACGTGGTGTTCAAAAGAAAGAAATTGAACGTGG
TATGGTATTAGCTAAACCAGGATCAATTACACCTCACACTAAATTTGAAGCACAAGTTTATATCTT
AACTAAAGAAGAAGGCGGTCGTCACTCTGCTTTCTTAGTTGGTTACCAACCACAATTCTATGTAC
GTACAACAGACGTAACTGGAAAAGTTACTTCATTCACTCACATTCAAATGCGTAACCCTTCTTCA
GTTGCTGAAGAAAACTCAAACAAATGGCTATGCCAGGTGACCGTATCAGTAT 

>PY04 
AAACATGATTACAGGTGCAGCACAAATGGACGGTGCAATTTTAGTAGTATCAGGTGCTGATGGTC
CAATGCCTCAAACAAAAGAGCACATTCTATTAGCTAAGCAAGTAGGTGTACCAAACATTGTAGTAT
TTTTAAACAAAGAAGACCAAGTAGACGACAAAGAATTATTAGAATTAGTAGAATTAGAAGTTCGT
GAAACTTTAGATAAATATGAATTCCCTGGAGATGAAATTCCAATCGTTCCAGGTTCAGCATTATTA
GCTTTAGAAGCTTTAGTTGAAAACCCTAAAACTCAACGTGGCGAAAACCCATGGGTAGACAAAAT
CCATGAATTAATGGATAAAGTAGATAGCTACATTCCAACTCCTCAACGTGAAACAGACAAACCATT
CTTATTAGCTGTTGAAGACGTATTATCTATTACTGGTCGTGGTACAGTAGCAACAGGACGTGTTGA
ACGTGGTACTTTAAAAGTAGGTGAAAACGTTGAAGTTGTAGGTTTAAAAGAAACTAAAACTTCAG
TTGTTACTGGTTTAGAAATGTTCAAGAAAACATTAGATGAAACTATGGCTGGTGACAACGTTGGT
GTTTTATTACGTGGTGTTCAAAAGAAAGAAATTGAACGTGGTATGGTATTAGCTAAACCAGGATC
AATTACACCTCACACTAAATTTGAAGCACAAGTTTATATCTTAACTAAAGAAGAAGGCGGTCGTC
ACTCTGCTTTCTTAGTTGGTTACCAACCACAATTCTATGTACGTACAACAGACGTAACTGGGAAA
GTTACTTCATTCACTCACATTCAAATGCGTAACCCTTCTTCAGTTGCTGAAGAAAACTCAAACAA
AATGGCTATGCCAGGTGACCGTATCAGTATGGTAGTTGAATTAATCAACCC 
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>PY05 
ACAGGTGCAGCACAAATGGACGGTGCAATTTTAGTAGTATCAGGTGCTGATGGTCCAATGCCTCA
AACAAAAGAGCACATTCTATTAGCTAAGCAAGTAGGTGTACCAAACATTGTAGTATTTTTAAACAA
AGAAGACCAAGTAGACGACAAAGAATTATTAGAATTAGTAGAATTAGAAGTTCGTGAAACTTTAG
ATAAATATGAATTCCCTGGAGACGAAATTCCAATCGTTCCAGGTTCAGCATTATTAGCTTTAGAAG
CTTTAGTTGAAAACCCTAAAACTCAACGTGGTGAAAACCCATGGGTAGACAAAATCCATGAATTA
ATGGATAAAGTAGATAGCTACATTCCAACTCCTCAACGTGAAACAGACAAACCATTCTTATTAGCT
GTTGAAGACGTATTATCTATTACTGGTCGTGGTACAGTAGCAACAGGACGTGTTGAACGTGGTAC
TTTAAAAGTAGGTGAAAACGTTGAAGTTGTAGGTTTAAAAGATACTAAAACTTCAGTTGTTACTG
GTTTAGAAATGTTCAAGAAAACATTAGATGAAACTATGGCTGGTGACAACGTTGGTGTTTTATTAC
GTGGTGTTCAAAAGAAAGAAATTGAACGTGGTATGGTATTAGCTAAACCAGGCTCAATTACACCT
CACACTAAATTTGAAGCACAAGTTTATATTTTAACTAAAGAAGAAGGTGGTCGTCACTCTGCTTT
CTTAGTTGGTTACCAACCACAATTCTATGTACGTACAACAGACGTAACTGGAAAGTAACTTCATTC
ACTCACATTCAAATGCGTAACCCTTCTTCAGTTGCTGAAGAAAATCAAACAAATGGCTATGCCAG
GTGACCGTATCAGTATGGTAGTTGATTAATCANCCNATTGCATTGAAAAGG 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 18S rDNA 
>PY02 
GGGAATTGATGGTCTCTTTACTCGGATACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACGTGCGTAAATCC
CGACTTCTGGAAGGGACGTATTTATTAGATAAAAGGCCAGCCGGGCTTGCCCGACTCTTGGCGA
ATCATGATAACTTCACGAATCGCACGGCCTCGCGCCGGCGATGTTTCATTCAAATTTCTGCCCT
ATCAACTTTCGATGGTAGGATAGAGGCCTACCATGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTT
CGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAA
TTACCCAATCCCGACACGGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCCTTTGGTCTGGTA
ATTGGAATGAGTACAATCTAAATCCCTTAACGAGTATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTT
GGATTTCGGGTGGGTGTCGCCGGTCTGCCTCTGGTATGTACTGGCGCTGCTCACCTTTCTGCCG
GGGACGGGCTCCTGGGCTTAACTGTCTGGGACTCGGAGTCGGCGTTGTTACTTTGAGTAAATTA
GAGTGTTCAAAGCAAGCCTTCGCTCTGAATACATTAGCATGGAATAACACGATAGGACTCTGGC
CTATCTTGTTGGTCTGTAGGACCGGAGTAATGATTAAGAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTT
CATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGACGAACTTCTGCGAAAGCATTTGCCAAGG
ATGTTTTCATTGATCAAGAACGAAAGTTGGGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCGTAGTCTC
AACCATAAACGATGCCGACTAGGGATTGGCAGGTGTTTCATTGATGACCCTGCCAGCACCTTAT
GAGAAATCAAAGTTTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTTAAAGGAATT
GACGGAAGGCACCACCAGGCGTTGAGCTGCGGCTTAATTTGACTCACACGGGAAACTTACCAGT
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CCAGAACACGGAGATGACGGATGAGAGCTCTTTTCTTGATTCTGTGGAGGTGTGCATGCGGTCT
AGTGTGGGTTGCTTGGCCAGGTTGATTCAAA 

>PY01 
TATTTGATGGTCTCTTTACTCGGATACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACGTGCGTAAATCCCGA
CTTCTGGAAGGGACGTATTTATTAGATAAAAGGCCAGCCGGGCTTGCCCGACTCTTGGCGAATC
ATGATAACTTCACGAATCGCACGGCCTCGCGCCGGCGATGTTTCATTCAAATTTCTGCCCTATC
AACTTTCGATGGTAGGATAGAGGCCTACCATGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGA
TTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTA
CCCAATCCCGACACGGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCCTTTGGTCTGGTAATT
GGAATGAGTACAATCTAAATCCCTTAACGAGTATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGA
TTTCGGGTGGGTGTCGCCGGTCTGCCTCTGGTATGTACTGGCGCTGCTCACCTTTCTGCCGGGG
ACGGGCTCCTGGGCTTAACTGTCTGGGACTCGGAGTCGGCGTTGTTACTTTGAGTAAATTAGAG
TGTTCAAAGCAAGCCTTCGCTCTGAATACATTAGCATGGAATAACACGATAGGACTCTGGCCTA
TCTTGTTGGTCTGTAGGACCGGAGTAATGATTAAGAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCAT
TGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGACGAACTTCTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATG
TTTTCATTGATCAAGAACGAAAGTTGGGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCGTAGTCTCAAC
CATAAACGATGCCGACTAGGGATTGGCAGTGTTTCATTGATGACCCTGCCAGCACCTTATGAGA
ATCAAAGTTTTGGGTTCCGGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTTAAAGGAATTGACGG
AAGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGCTAATTTGACTCACAACGGAAACTTACAGTTCAGAAC
ACGGGAGAATTGAAGATTGAAGCTCTTCCTGATCCGTGGGTGGGTGCATGGCCGTCCTGTGCGT
TGCCTGTCAGGTGATTCAA 

>PY03 
GGAGGTCGGTCGAAACTAGTCTGCCCGCTGCGATAGTAGTTCTGGAGCGAATGATTCGCGTAAA
TCCCGACTTCTGGAAGGGACGTATTTATTAGATAAAAGGCCAGCCGGGCTTGCCCGACTCTTGG
CGAATCATGATAACTTCACGAATCGCACGGCCTCGCGCCGGCGATGTTTCATTCAAATTTCTGC
CCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGAGGCCTACCATGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGG
GTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGC
AAATTACCCAATCCCGACACGGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCCTTTGGTCTG
GTAATTGGAATGAGTACAATCTAAATCCCTTAACGAGTATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTA
GTTGGATTTCGGGTGGGTGTCGCCGGTCTGCCTCTGGTATGTACTGGCGCTGCTCACCTTTCTG
CCGGGGACGGGCTCCTGGGCTTAACTGTCTGGGACTCGGAGTCGGCGTTGTTACTTTGAGTAAA
TTAGAGTGTTCAAAGCAAGCCTTCGCTCTGAATACATTAGCATGGAATAACACGATAGGACTCT
GGCCTATCTTGTTGGTCTGTAGGACCGGAGTAATGATTAAGAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTA
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TTTCATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGACGAACTTCTGCGAAAGCATTTGCCA
AGGATGTTTTCATTGATCAAGAACGAAAGTTGTGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCGTAGT
CTCAACCATAACGATGCCGACTAGGGATTGGCAGGTGTTTCATTGATGACCCTGCCAGCACCTT
ATGAGAATCAAAGTTTTTGGTTTCCGGGGGAGTATGGTCGCAAGCTGAAACTTAAGAATTGACG
AAGCACACCAGCGTGAGCCTGCGCTTATTTGACTCACACGGTAAACTTACAGTCAGACACGGGG
AGATTGACGATTGGAAGCTTCTTTTCTTGAATC 

>PY04 
GGAGTCATTTACGCACGGTTGCGATAGTAGCCCTGGAGCTAATGATGTGCGTAAATCCCGACTT
CTGGAAGGGACGTATTTATTAGATAAAAGGCCAGCCGGGCTTGCCCGACTCTTGGCGAATCATG
ATAACTTCACGAATCGCACGGCCTCGCGCCGGCGATGTTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAAC
TTTCGATGGTAGGATAGAGGCCTACCATGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATTC
CGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCC
AATCCCGACACGGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCCTTTGGTCTGGTAATTGGA
ATGAGTACAATCTAAATCCCTTAACGAGTATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTC
GGGTGGGTGTCGCCGGTCTGCCTCTGGTATGTACTGGCGCTGCTCACCTTTCTGCCGGGGACG
GGCTCCTGGGCTTAACTGTCTGGGACTCGGAGTCGGCGTTGTTACTTTGAGTAAATTAGAGTGT
TCAAAGCAAGCCTTCGCTCTGAATACATTAGCATGGAATAACACGATAGGACTCTGGCCTATCT
TGTTGGTCTGTAGGACCGGAGTAATGATTAAGAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCATTGT
CAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGACGAACTTCTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTT
TCATTGATCAAGAACGAAAGTTGGGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCGTAGTCTCAACCAT
AAACGATGCCGACTAGGGATTGGCAGGTGTTTCATTGATGACCCTGCCAGCACCTTATGAGAAA
TCAAAGTTTTTGGGTTCCGGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGA
AGGGCACACAGGCGTGGAGCTGGCGGCTAATTTGACTCACACGGAAACTACAAGTCAGACCGG
GGAGATGACGATGAGAGCTCTTTCTGATTCTGTGGGTGGTGGTGCATGCGTCTAGTGGGTGGCT
GCTGCTCGCGCAGGTTGATCACA 

>PY05 
GAGTCGTAGTGTCTCAAGATTATGCCATGCATAACAAGGTTTCCGTAGGTGTCTCAAAGATGGA
ACTCTTTACTCCGATGACCGTATTAGTGCTAGAGCTAATACGTGCGTAAATCCCGACTTCTGGA
AGGGACGTATTTATTAGATAAAAGGCCAGCCGGGCTTGCCCGACTCTTGGTGAATCATGATAAC
TTCACGAATCGCATGGCCTCGAGCCGGCGATGTTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCG
ATGGTAGGATAGAGGCCTACCATGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATTCCGGA
GAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATC
CCGACACGGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCCTTTGGTCTGGTAATTGGAATGA
GTACAATCTAAATCCCTTAACGAGTATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTA
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ATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCGGGT
GGGTGTCGCCGGTCTGCCTCTGGTATGTACTGGCGCTGCTCACCTTTCTGCCGGGGACGGGCTC
CTGGGCTTAACTGTCTGGGACTCGGAGTCGGCGTTGTTACTTTGAGTAAATTAGAGTGTTCAAA
GCAAGCCTTCGCTCTGAATACATTAGCATGGAATAACACGATAGGACTCTGGCCTATCTTGTTG
GTCTGTAGGACCGGAGTAATGATTAAGAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCATTGTCAGAG
GTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGACGAACTTCTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATT
GATCAAGAACGAAAGTTGGGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCGTAGTCTCAACCATAAACG
ATGCCGACTAGGGATTGGGCTGTGTTTTATTGATGACCCTGCCAGCACCTTATGAGAAATCAAA
GTTTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGC
ACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTTACCAGGTCCAGAC
ACGGGGAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTC
TTAGTTGGTGGGTTGCCTTGTCAGGTTGATTCCGGTAACGAACGAGACCTCCGCCTGCTAAATA
GTCACGCGCACCTCCGGGTGCACGCCTGACTTCTTAGAGGGACTACCGGCGATTAGTCGGTTGG
AAGTGGGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACT
GATGCATTCAACGAGCCTATCCTTGGCCGAGAGGTCCGGGTAATCTTTGAAACTGCATCGTGAT
GGGGATAGATTATTGCAATTATTAGTCTTCAACGAGGAATGCCTAGTAAGCGCATGTCATCAGC
ATGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGTCTCAAGGATTA
ACCCATGCATAACAAGGTTTCCGTAGGTGTCTCAAGGATTAAGCCATGCATAACAAGGTTACCG
TAGGACTCAGATGACCC 
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