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Cephaleuros เปนสกุลหนึ่งของสาหรายสีเขียว (Chlorophyta) ท่ีเปนเชื้อสาเหตุของโรคใบจุดสาหราย 
(algal leaf spot) หรือ โรคจุดสนิม (algal red rust) ในพืชหลายชนิด อยางไรก็ตามรายงานและการศึกษาถึงสาหราย
กอโรคชนิดนี้ในประเทศไทยยังมีนอยมาก งานวิจัยนี้จึงมีจุดประสงคท่ีจะเริ่มตนการศึกษาโดยทําการสํารวจ จัดจําแนก
ชนิดและแยกเพาะเลี้ยง รวมไปถึงการศึกษารงควัตถุโดยเฉพาะเบตาแคโรทีน (ß-carotene) ในสาหรายกอโรคสกุลนี้ 
จากการสํารวจและเก็บตัวอยางในพ้ืนท่ีบางสวนของจังหวัดนครปฐมและสมุทรสาคร พบอาการของโรคจุดสาหรายในพืช 
6 ชนิด ไดแก สมโอ มะนาว ฝรั่ง เฟนชายผาสีดา อโศกอินเดีย และชมพูมะเหม่ียว โดยพบรอยโรคบนสวนใบของพืช
เทานั้นและมีลักษณะคลายคลึงกันในทุกตัวอยางพืช กลาวคือ โคโลนีของสาหรายกอโรคมีรูปรางคอนขางกลม ผิวหนาฟู
คลายกํามะหย่ี และมีสีสมแดงคลายสีสนิมเหล็ก ซ่ึงเม่ือศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของสาหรายใตกลองจุลทรรศน อัน
ไดแก ทัลลัส โครงสรางสืบพันธุ และระดับการเขาทําลายบริเวณของชั้นใบพืช พบวา ตัวอยางสาหรายท้ังหมดมีลักษณะ
ตรงกับคําบรรยายของสาหราย Cephaleuros virescens ซ่ึงสอดคลองกับผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ
ตําแหนงยีน 18S rRNA ท่ีระบุวาสาหรายท้ัง 6 ไอโซเลทท่ีสามารถแยกเพาะเลี้ยงใหเปนสายพันธุบริสุทธิ์ไดใน
หองปฏิบัติการนั้นเปนสาหรายสีเขียวในสกุล Cephaleuros  

ตัวอยางสาหรายท้ังหมดไดรับการแยกเพาะเลี้ยงจากใบไมท่ีติดเชื้อภายใตสภาวะ autotroph ดวยอาหารสูตร 
HSM จนไดเปนสายพันธุสาหรายบริสุทธิ์ ปญหาการปนเปอนจากเชื้อราเปนอุปสรรคสําคัญในการแยกเพาะเลี้ยงสาหราย
สกุลนี้ซ่ึงแกไขไดดวยการถายเชื้อซํ้าหลายๆ ครั้ง และเม่ือทดลองเลี้ยงสาหรายในอาหารเหลวสูตร BBM และ Bristol 
ปรากฏวา เสนสายของ Cephaleuros มีการเจริญเติบโตและพัฒนาจากสีเขยีวเปนสีสมอมแดง ผลการวิเคราะหตัวอยาง
สาหรายท่ีเปลี่ยนสีดวยเครื่อง HPLC ระบุวา สาหรายสังเคราะหและสะสมเบตาแคโรทีน เปนสารสีชนิดเดนเพียงชนิด
เดียว  พบปริมาณ ß-carotene content สูงสุด 26.40 µg/gDW จากตัวอยางสาหรายท่ีเลี้ยงในอาหารสูตร BBM ซ่ึง
มากกวาอาหารสูตร HSM ถึง 9 เทา จากการทดลองเพ่ิมเติมทําใหทราบวา การเปลี่ยนสีของเสนสายสาหรายท่ีเกิดขึ้นมี
สาเหตุมาจากการท่ีอาหารสูตร BBM และ Bristol นั้นมีโซเดียมไนเตรท (NaNO3) เปนแหลงของไนโตรเจนซ่ึงตางไปจาก
อาหารสูตร HSM ท่ีมีแหลงของไนโตรเจนเปนแอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl) ซ่ึงเสนสายสาหรายท่ีเลี้ยงในอาหารสูตรนี้จะ
มีสีเขียวเสมอ ประกอบกับเม่ือเปรียบเทียบมวลชีวภาพของสาหรายท่ีไดจากการเลี้ยงในอาหารท่ีตางกัน พบวา HSM 
สงเสริมใหเกิดมวลชีวภาพของสาหราย Cephaleuros ไดมากกวาอาหารสูตร BBM และ Bristol ถึง 6 และ 7 เทา 
ตามลําดับ จากผลการทดลองดังกลาว เปนไปไดวาสาหราย Cephaleuros สามารถใชแอมโมเนียมคลอไรดเปนแหลง
ไนโตรเจนไดดีกวาโซเดียมไนเตรท และเม่ือสาหรายขาดแคลนไนโตรเจนจึงตอบสนองสภาวะเครียดดวยการสรางและ
สะสมเบตาแคโรทีน เม่ือทําการวิเคราะหคาการเปนสารตานอนุมูลอิสระของสารสกัดสาหรายดวยวิธี DPPH assay 
พบวา สาหรายท่ีเลี้ยงในอาหารสูตร BBM มีคาความเปนสารตานอนุมูลอิสระสูงท่ีสุด โดยมีคาท่ีแสดงในรูปของ EC50 อยู
ท่ี 1.40 mg/ml ผลการศึกษาครั้งนี้เปนขอมูลยืนยันถึงการปรากฏของโรคพืชท่ีเกิดจากสาหราย Cephaleuros ใน
ประเทศไทยอยางเปนทางการ อีกท้ังนําเสนอขอมูลทางชีววิทยาหลายประการท่ีสามารถใชในการระบุถึงสาหรายกอโรค
สกุลนี้เบ้ืองตนได รวมถึงขอมูลวิธีการแยกเพาะเลี้ยงสาหรายจากตัวอยางพืชติดเชื้อ และการศึกษาในครั้งนี้นับเปนการ
คนพบแหลงเบตาแคโรทีนแหลงใหมจากธรรมชาติพรอมกับพบวาสารสีชนิดนี้สามารถกระตุนใหสรางเพ่ิมขึ้นดวย
ความเครียดจากการขาดไนโตรเจน 
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Cephaleuros is a genus of green algae (Trentepohliaceae, Chlorophyta) that causes algal leaf 
spots or algal red rust disease in several higher plants. In Thailand, however, there are very few 
reports or studies about this alga. This research aimed to start the investigation of plant pathogenic 
algae by isolation, identification and cultivation including pigment analysis particularly ß-carotene. 
Algal samples were obtained from Nakhon Pathom province and Samut Sakhon province. Symptoms 
of algal spots were found in 6 host plants namely; pomelo, lime, and guava, as well as disk staghorn, 
mast tree and pomerac. The lesions found only on the surface of all infected leaves appeared to 
have similar characteristics, which are usually circular, raised and velvet colonies. These algal 
infections were visible as orange-rusty coloured patches. In addition, microscopic morphologies i.e. 
thallus, reproductive structure and degree of tissue damage, identified all samples as Cephaleuros 
virescens.  Partial analysis of 18S rRNA gene sequences also indicated that all 6 unialgal isolates 
attained under laboratory condition are the green algae genus Cephaleuros.  

Algal isolation of infected leaf samples was initially performed in autotrophic condition using 
HSM medium to obtain unialgal cultures. During the isolation process, the algal cultures had mainly 
been hindered by fungal contamination. This problem was solved by repeated subculturing. 
Subsequently, after transferring all Cephaleuros isolates to BBM and Bristol liquid medium, the 
growing algal filaments were found to develop into a deep orange colour. Algal pigment analysis 
using High Performance Liquid Chromatography (HPLC) revealed that all the orange-coloured algal 
samples synthesized and accumulated only ß-carotene as the main pigment. The BBM culture 
revealed the highest ß-carotene content up to 26.40 µg /gDW, 9-fold higher than HSM cultures. 
Further investigation uncovered that the orange algal filament resulted from sodium nitrate (NaNO3), 
a nitrogen source in BBM and Bristol medium whereas the HSM medium containing ammonium 
chloride (NH4Cl) generally gives a green filament algal culture. A comparison of biomass production 
showed that the highest biomass was achieved from the HSM culture; they were 6 and 7-fold higher 
than those obtained from BBM and Bristol mediums, respectively. It is, therefore, assumed that 
Cephaleuros can utilize NH4Cl as a nitrogen source better than NaNO3. On the other hand, a 
limitation of nitrogen source triggered the alga to accumulate ß-carotene in response to the nitrogen 
starvation stress. Antioxidant activity of algal crude extracts was determined by DPPH assay. The 
results indicated that BBM cultures had the highest antioxidant activities, expressed as EC50 1.40 
mg/ml. This research confirmed the existence of plant diseases caused by parasitic alga Cephaleuros 
in Thailand and offered the biological information for its identification including basic information for 
the isolation and cultivation of this parasitic alga from infected plant samples. This study also 
discovered a new natural ß-carotene source and that nitrogen starvation stress enhances ß–carotene 
production in the algal culture.  
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อาจารย จึงขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสูง ไว ณ โอกาสนี้  

 
ผูวิจัยขอขอบพระคุณ ผศ.ดร. คมศร ลมไธสง นส. จิราภรณ พิมพภูมี และศูนยเครื่องมือ

กลาง คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน ท่ีใหความกรุณาในการใชเครื่อง HPLC ในการตรวจ
วิเคราะหรงควัตถุ และใหความดูแลชวยเหลือจนสวนหนึ่งของงานวิจัยช้ินนี้สําเร็จลุลวงตามเปาหมาย
ไดอยางราบรื่น นอกจากนี้ขอขอบพระคุณ ผศ.ดร. กุลนาถ อบสุวรรณ ท่ีใหความกรุณาเปนประธาน
ในการสอบวิทยานิพนธ ขอขอบพระคุณ ผศ.ดร. จีรพร เพกเกาะ ท่ีใหความกรุณาเดินทางมาเปน
ผูทรงคุณวุฒิในการสอบวิทยานิพนธฉบับนี้ และผูชวยศาสตราจารย ดร.โชคพิศิษฐ เทพสิทธา ผูเปน
กรรมการในการสอบอนุมัติหัวของานวิจัย อีกท้ังยังใหคําแนะนําเกี่ยวกับเทคนิคของการแยกเช้ือ
สาหรายกอโรคออกจากใบพืชเปนอยางดี และขอขอบคุณ คุณณรงค สามงามนิ่ม ท่ีคอยชวยจัดหา
และอํานวยความสะดวกในการใชสารเคมีและอุปกรณตางๆ ในหองปฏิบัติการดวยความเต็มใจ 

 
ขอขอบคุณ นางสาวปลดา เชิดชูเกียรติศักด์ิ ท่ีเปนเพื่อนรวมทํางานวิจัยและท่ีคอยฟนฝา 

อุปสรรค รับฟงและใหกําลังใจในการทํางาน ตลอดจนแลกเปล่ียนความรู คําปรึกษา และมีสวน
ชวยเหลือในการตรวจทานวิทยานิพนธเลมนี้จนกระท่ังสําเร็จลุลวงไดดวยดี  

 
ขอขอบคุณทุนโบราณคดีทัศนาจรของบัณฑิตวิทยาลัย และทุนอุดหนุนการทําวิทยานิพนธ

สําหรับนักศึกษาระดับบัณฑิตศึกษา จากเงินงบประมาณแผนดิน ท่ีใหโอกาสพรอมท้ังทุนการศึกษา 
สําหรับการศึกษาวิจัยจนผลงานวิจัยฉบับนี้สําเร็จลุลวง 

 
อนึ่ง ผูวิจัยหวังวา งานวิจัยฉบับนี้จะมีประโยชนสําหรับผูสนใจอยูไมนอย จึงขอมอบสวนดี

ท้ังหมดนี้ใหแกเหลาคณาจารยท่ีไดประสิทธิประสาทวิชาจนทําใหผลงานวิจัยเปนประโยชนตอผูท่ี
เกี่ยวของ และขอมอบความกตัญูกตเวทิตาคุณ แดบิดา มารดา ท่ีอยูเบ้ืองหลังในความสําเร็จ ท่ีไดให
ความชวยเหลือสนับสนุนในเรื่องของทุนทรัพย และผูมีพระคุณทุกทานท่ีไมอาจกลาวไดท้ังหมด 
สําหรับขอบกพรองตางๆ ท่ีเกิดข้ึนนั้น ผูวิจัยขอนอมรับผิดแตเพียงผูเดียว และยินดีรับฟงคําแนะนํา 
เพื่อท่ีจะเปนประโยชนในการพัฒนางานวิจัยตอไป 
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บทท่ี 1 
บทนํา 

ท่ีมาและความสําคัญ 

ปญหาหนึ่งท่ีสําคัญสําหรับเกษตรกรผูเพาะปลูกพืช นอกจากปญหาจากตนทุนทางการเกษตร
ท่ีเกิดจาก ปุย ยากําจัดวัชพืช และแมลงศัตรูพืช ท่ีมีราคาสูงข้ึนแลว โรคพืชก็ยังเปนอีกหนึ่งปญหา
สําคัญสําหรับเกษตรกร เนื่องจากโรคพืชนั้นสามารถกอใหเกิดความเสียหายตอผลผลิตท้ังทางดาน
ปริมาณและคุณภาพ  ยิ่งไปกวานั้นหากพืชมีการติดเช้ืออยางรุนแรงยอมสงผลกระทบตอตนพืช
โดยตรง อาจทําใหตนพืชออนแอลงและตายได  ดวยเหตุนี้จึงทําใหเกษตรกรผูเพาะปลูกจําเปนตองหา
วิถีทางในการปองกันและกําจัดโรคพืชเพื่อไมใหเกิดความเสียหายกับผลผลิตควบคูไปกับการเพาะปลูก
พืชตามปกติ โดยเช้ือสาเหตุของโรคพืชท่ีพบไดท่ัวไปมักเกิดจากเช้ือราและแบคทีเรีย เชน โรคราสนิม 
ซึ่งมีสาเหตุมาจากเช้ือรา Puccinia sorghi (Stein, 2011, Zitter, 1987) หรือโรคแคงเกอร (canker) 
ท่ีมีเช้ือสาเหตุเปนเช้ือแบคทีเรีย Xanthomonas campestris  (Bashan et al., 1985) โดยโรคพืช
ท่ีกลาวมานี้มีรายงานการแพรระบาดของโรคไปมากกวา 50 ประเทศท่ัวโลก การติดเช้ือท้ังสองโรค
ดังกลาวมักกอใหเกิดความเสียหายรุนแรงแกตนพืช อีกท้ังยังสามารถเกิดโรคไดกับทุกสวนของตนพืช 
ทําใหตนพืชทรุดโทรม ใบรวง ผิวของผลผลิตไมสวยงาม  

สาหรายเปนจุลินทรียท่ีสามารถกอใหเกิดโรคแกพืชไดเชนกัน โรคพืชท่ีเกิดจากสาหรายท่ีพบ
ไดบอยไดแก โรคท่ีเกิดจากสาหรายกอโรคในสกุล (genus)  Cephaleuros  ท่ีเปนเช้ือสาเหตุของ 
โรคใบจุดสาหราย หรือบางครั้งเรียก โรคจุดสาหราย โรคจุดสาหรายสนิม โรคใบจุด (พรพิมล, 2549, 
ขจรศักด์ิ, 2554) ซึ่งโรคท่ีกลาวมานี้ตรงกับช่ือโรคภาษาอังกฤษท่ีเรียกวา Algal leaf spot  (Han et 
al., 2008) หรือ Algal red rust disease (Nelson, 2008) โดยสวนใหญมักพบการติดเช้ือของโรคใบ
จุดสาหรายท่ีบริเวณใบมากกวาบริเวณอื่นๆ ของพืช ซึ่งการติดเช้ือท่ีใบจะสงผลโดยตรงทําใหบดบัง
พื้นท่ีในการสังเคราะหแสงของพืช หรือในกรณีท่ีเกิดการติดเช้ือรุนแรงเปนระยะเวลานาน ตนพืชจะ
แสดงอาการทรุดโทรม เปลือกแตกรอน ตนแคระแกร็น ใบรวง การเจริญเติบโตชะงัก และผลผลิต
ลดลง (Brown, 2013) ท้ังนี้มีรายงานวาสาหรายสกุลนี้สามารถกอโรคไดกับพืชไดหลากหลายเกือบ 
300  ชนิด ในประเทศไทยมีรายงานการพบโรคใบจุดสาหรายในพืชเศรษฐกิจ เชน สมโอ มะนาว ชา 
มะมวง พุทรา ลําไย และล้ินจ่ี (พรพิมล, 2549, ขจรศักด์ิ, 2554, บูรณี, 2550, วิชชา, 2543, นิพนธ, 
2553)  จากการสืบคนท้ังเว็บไซตของสวนราชการทางดานการเกษตรโดยตรง เชน เว็บไซตกรม
สงเสริมการเกษตร พบรายงานอุบัติการณของโรคใบจุดสาหราย (disease incidence) ในประเทศ
ไทยอยางตอเนื่อง อยางไรก็ตามจากการติดตามคนควาขอมูลจากแหลงขอมูลเหลานั้น ผูวิจัยพบวามี
เพียงการรายงานขอมูลเบ้ืองตนของโรคใบจุดสาหราย โดยมีการกลาวถึงพืชเจาบาน (host plant)
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อาการคราวๆของโรค พื้นท่ีท่ีพบการระบาดของโรค และวิธีการแกไขหรือกําจัดโรคแบบท่ัวๆ ไป
เทานั้น แตไมปรากฏรายงานการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับโรคหรือเช้ือกอโรคกลุมนี้อยางเปนทางการใน
ประเทศไทยแตอยางใด ผูวิจัยจึงเล็งเห็นถึงความสําคัญของการศึกษาขอมูลทางชีววิทยาของสาหรายท่ี
เปนเช้ือสาเหตุกอโรคใบจุดสาหราย โดยวางแผนท่ีจะทําการวิเคราะหชนิดของสาหรายกอโรคท่ีพบ
จากการสํารวจพื้นท่ีการเกษตรในจังหวัดนครปฐมและสมุทรสาคร ผานการวิเคราะหลักษณะทาง
สัณฐานวิทยารวมกับขอมูลทางอณูชีววิทยา รวมไปถึงการแยกเพาะเล้ียง และศึกษารงควัตถุท่ีพบใน
สาหรายกอโรค โดยคาดหวังวาผลการศึกษาท่ีไดรับจะสามารถเปนขอมูลทางวิชาการใหกับเกษตรกร
และผูท่ีสนใจเกี่ยวกับดานนี้นําไปใชประโยชนในสวนท่ีเกี่ยวของไดอยางถูกตอง รวมไปถึงเปน
จุดเริ่มตนของการศึกษาวิจัยสาหรายกอโรคพืชในประเทศไทยตอไป 
 

วัตถุประสงคของการศึกษา 

1. เพื่อสํารวจและเก็บตัวอยางเช้ือสาหรายกอโรคใบจุดสาหราย 
2. เพื่อบงช้ีและจําแนกชนิดของสาหรายกอโรคสกุล Cephaleuros  
3. เพื่อแยกเพาะเล้ียงสาหรายสกุล Cephaleuros จากตัวอยางพืชท่ีติดโรคใบจุดสาหราย 
4. เพื่อศึกษารงควัตถุ โดยเฉพาะเบตาแคโรทีนในสาหรายกอโรคสกุล Cephaleuros 

  

ขอบเขตการศึกษา 

 ทําการเก็บตัวอยางใบพืชท่ีพบการติดเช้ือโรคใบจุดสาหรายในจังหวัดนครปฐมและจังหวัด
สมุทรสาคร อยางนอย 5 สกุลของพืช จากนั้นทําการแยกและเพาะเล้ียงสาหรายกอโรคสกุล 
Cephaleuros จากตัวอยางใบพืชติดเช้ือดังกลาวใหไดเปนชนิดเด่ียว (unialgal culture) เพื่อศึกษา
เปรียบเทียบชนิดของอาหารเล้ียงเช้ืออยางนอย 3 ชนิด ท่ีเหมาะสมกับการเจริญและการสรางมวล
ชีวภาพของสาหรายในอาหารเล้ียงเช้ืออยางนอย 3 ชนิด รวมไปถึงศึกษาการศึกษาชนิดและปริมาณ
ของแคโรทีนอยดในสาหรายสกุล Cephaleuros  
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การใชอักษรยอ 

คําศัพท        อักษรยอ 
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl    DPPH 
basic local alignment search tool   BLAST 
bold's basal medium      BBM 
concentration      conc 
dry weight      DW 
gram       g 
half maximal effective concentration   EC50 
hight salt medium     HSM 
high performance liquid chromatography  HPLC 
internal transcribed spacer    ITS 
liter        l 
microgram      µg 
micrometer      µm  
microliter      µL 
milligram      mg 
millimeter       mm 
milliliter       ml  
nanometer      nm 
national center for biotechnology information NCBI 
polymerase chain reaction    PCR 
ribosomal RNA      rRNA 
ribulose-bisphosphate carboxylase gene  rbcL 
thin layer chromatography    TLC 
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บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

1. ปญหาโรคพืชในประเทศไทย 

มนุษยนําพืชผลทางการเกษตรมาใชในการดํารงชีวิตท้ังทางตรงและทางออม เชน นํามาใช
เปนอาหาร เครื่องนุงหม ท่ีพักอาศัย ยารักษาโรค หรือนํามาเปนวัตถุดิบเพื่อใชประโยชนในระดับ
อุตสาหกรรม เชน อุตสาหกรรมการทําเครื่องด่ืมแอลกอฮอล เช้ือเพลิงชีวภาพ (Burton and 
Fincher, 2014)  ในขณะเดียวกันนับจากอดีตจนถึงปจจุบัน พืชผลทางการเกษตรมักประสบปญหา
ผลผลิตตกตํ่าเนื่องจาก แมลงศัตรูพืช วัชพืช และจากเช้ือจุลินทรียกอโรค ไมวาจะเปนเช้ือรา หรือ
แบคทีเรีย (Campbell and Madden, 1990) ท่ีเปนสาเหตุท่ีสําคัญท่ีกอใหโรคตางๆ กับพืช โดยจะ
เรียกลักษณะอาการของพืชท่ีผิดไปจากปกติวา “โรคพืช” 

จากคํานิยามของ Pal และ Gardener (2006) โรคพืช หมายถึง สภาวะท่ีตนพืชมีการทํางาน
ท่ีผิดปกติจนมีผลเสียหายตอพืช โดยท่ัวไป โรคพืชแบงได 2 ประเภทตามสาเหตุหลักของการเกิดโรค 
ไดแก โรคท่ีเกิดจากส่ิงมีชีวิต (Biotic pathogen) และโรคท่ีเกิดจากส่ิงไมมีชีวิต (Abiotic pathogen) 
โดยโรคท่ีเกิดจากส่ิงมีชีวิตนั้นจะถูกเรียกวา โรคติดเช้ือ เกิดจากกลุมจุลินทรียท่ีมีขนาดเล็กเขาสูพืช
และทําลายเนื้อเยื่อพืช เชน เช้ือรา แบคทีเรีย ไวรัส ซึ่งเช้ือกอโรคพืชเหลานี้สามารถแพรกระจาย
ติดตอจากพืชสูพืชไดคลายกับเช้ือกอโรคของคนและสัตว การมีชีวิตของเช้ือสาเหตุของโรคเหลานี้บน
ตนพืชทําใหอาการผิดปกติทางสรีระของตนพืช อาทิ ใบจุด ตนเห่ียว ใบดาง ผลเนา ตนพืชตาย แคระ
แกร็น รากเนา เปนตน  

ส่ิงมีชีวิตท่ีพบวาเปนสาเหตุของโรคพืช ไดแก แมลงศัตรูพืช ไสเดือนฝอย และจุลินทรียชนิด
ตางๆ (Vanderplank, 2012) ซึ่งส่ิงมีชีวิตกลุมหลังนี่เองท่ีนับไดวาเปนสาเหตุสําคัญของโรคพืชท่ีสราง
ความกังวลใหแกเกษตรกรคอนขางมาก เนื่องจากจุลินทรียหลายชนิดสามารถแพรระบาดไดอยาง
รวดเร็ว รุนแรง และสรางความเสียหายไดเปนบริเวณกวาง (Fry, 2012) ตัวอยางจากประวัติศาสตรท่ี
มีการบันทึกไว อาทิ ความอดอยากครั้งใหญในประเทศไอรแลนดในป ค.ศ. 1845 (O'Neill, 2010) ท่ี
เกิดข้ึนเมื่อเช้ือรา Phytophthora infestans กอโรคใบไหมในมันฝรั่ง (Potato blight หรือ late 
blight) นอกจากนี้แลววิกฤติการณการสูญเสียผลผลิตมันฝรั่งจากเช้ือจุลินทรียชนิดเดียวกันยังไดพบ
การบันทึกอีกครั้งในประวัติศาสตรของยุโรปในป ค.ศ. 1846 ในประเทศสกอตแลนดกอใหเกิดความ
เสียหายรุนแรงสงผลตอคนท้ังประเทศเชนเดียวกัน 
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Vidaver และ Lambrecht (2004) ไดกลาวไววา เช้ือจุลินทรียนับไดวาเปนสาเหตุของโรค
พืชท่ีสรางความเสียหายใหแกพืชผลมากท่ีสุด เนื่องจากเช้ือจุลินทรียสามารถแพรระบาดจากจุดหนึ่ง
ไปอีกจุดหนึ่งและจุดอื่นๆ ตอไปไดดี ไมวาจะเปนการติดไปกับซากพืชท่ีเปนโรค เมล็ด ทอนพันธุ ดิน 
ปุยคอก วัสดุปลูกตางๆ หรือแมลงพาหะ รวมไปถึงอับสปอรของจุลินทรียท่ีสามารถแพรกระจายไปกับ
น้ําและปลิวไปกับลมไดดี จึงเปนสาเหตุทําใหเกิดโรคพืชแบบโรคติดเช้ือซ้ําและระบาดข้ึนภายหลังได  
ตัวอยางโรคพืชท่ีเกิดจากจุลินทรียท่ีพบไดบอย ไดแก โรคท่ีเกิดจากเช้ือรา เชน โรคราแปง โรคราเขมา
ดํา โรคใบไหมมันฝรั่ง โรคแอนแทรกโนส (Arauz, 2000) โรคท่ีเกิดจากเช้ือไวรัส เชน โรคใบดางออย 
(García-Arenal et al., 2001) ซึ่งเช้ือจุลินทรียท่ีเปนสาเหตุของโรคพืชเหลานี้กอใหเกิดความเสียหาย
ท่ีรุนแรง จึงทําใหเกษตรกรผูเพาะปลูกจําเปนตองหาวิถีทางในการปองกันและกําจัดเช้ือกอโรคท่ีจะ
เกิดข้ึน เพื่อลดการสูญเสียอันเกิดจากโรคพืชกอนการเก็บเกี่ยวผลผลิต  

จากท่ีกลาวมาขางตนเกี่ยวกับโรคพืช จะเห็นไดวาสามารถแบงผลกระทบท่ีเกิดข้ึนจากโรคพืช
ออกเปน 2 สวน คือผลกระทบท่ีเกิดข้ึนโดยตรงตอพืชและผลกระทบท่ีเกิดข้ึนตอเกษตรกรผูเพาะปลูก 
โดยผลกระทบทางตรงตอพืชดังจะเห็นไดจากการท่ีโครงสรางและหนาท่ีตางๆ ของเนื้อเยื่อพืชเกิดการ
เปล่ียนแปลงอันเกิดจากการติดเช้ือของโรค เชน การท่ีมีรอยโรคพืชเกิดข้ึนบนสวนตางๆ ของพืชเจา
บานแลวบดบังพื้นท่ีในการสังเคราะหแสง การลําเลียงน้ําและอาหารของพืชถูกขัดขวาง หรือการท่ี
สวนตางๆ ของพืชถูกเช้ือจุลินทรียทําลายอยางตอเนื่อง (Homdork and Beck, 2000) ยิ่งไปกวานั้น
หากอาการของโรคมีความรุนแรงมากข้ึนมักสงผลใหพืชแสดงความผิดปกติใหเห็นภายนอกได เชน ลํา
ตนเกิดการแคระแกร็น ใบหงิก ใบมีจุด ขอบใบไหม มีบาดแผลท่ีเกิดจากการติดเช้ือซึ่งอาจเปนจุดท่ีทํา
ใหเกิดการติดเช้ือชนิดอื่นไดงายข้ึน/เพิ่มมากข้ึน และอาจทําใหตนพืชตายในท่ีสุด  

นอกจากท่ีกลาวมาแลว โรคพืช ยังสงผลกระทบทางออมตอเกษตรกรผูเพาะปลูก โดยเมื่อพืช
ไดรับความเสียหายจากโรคพืชท่ีเกิดข้ึน ทําใหเกษตรกรจําเปนตองใชสารกําจัดศัตรูพืชเพื่อลดความ
เสียหายท่ีอาจเกิดข้ึน ซึ่งกอใหเกิดปญหาสารเคมีตกคางเนื่องจากมีการใชสารกําจัดแมลงศัตรูพืชใน
ปริมาณเกินกําหนด เปนเหตุใหเช้ือจุลชีพเกิดการด้ือยา มีการรุกรานของศัตรูพืช หรือเช้ือโรคพืชชนิด
ใหมปรากฏอยูบอยครั้ง (Chakraborty and Newton, 2011) ยิ่งไปกวานั้น เมื่อพิจารณาถึง
ผลกระทบของโรคพืชตอปญหาในดานการคาและการสงออกจะพบวา พืชท่ีมีการติดโรคจะไดรับ
ผลกระทบตอราคาของผลผลิตทางการเกษตรใหตํ่าลงตามระดับของคุณภาพผลผลิตท่ีไมไดตาม
มาตรฐานและสงผลตอเนื่องใหปริมาณการผลิตโดยรวมของสินคาลดลงตามไปดวย ซึ่งจากปญหาท่ี
กลาวมานี้ยอมทําใหเกษตรกรมีรายไดท่ีนอยลง หากผลผลิตทางการเกษตรนั้นเปนสินคาท่ีมีการซื้อ
ขายกันระหวางประเทศ ซึ่งการท่ีคุณภาพและปริมาณการผลิตท่ีลดลงยอมสงผลในทางลบในระดับ
กวาง รวมไปถึงอาจสงผลใหโรคพืชท่ีติดไปกับสินคาสามารถแพรระบาดไปสูสถานท่ีแหลงใหมใน
ตางประเทศได (Fry, 2012) นอกจากนี้ในบางประเทศอาจถือโอกาสใชเปนเครื่องมือกีดกันทางการคา
รูปแบบใหมดวยการกําหนดมาตรฐานคุณภาพ มาตรฐานสุขอนามัย และสุขอนามัยพืช ดังนั้นจะเปน
การดีหากมีการศึกษาถึงเช้ือสาเหตุของโรคโดยตรง เพื่อท่ีจะสามารถนํามาใชแกไขปญหาในดานของ
โรคพืชท่ีเกิดข้ึนเพื่อลดผลกระทบท่ีจะเกิดข้ึนตอเกษตรกรและผลผลิตทางดานการเกษตร 
(McMaugh, 2008)   
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จากรายงานการสํารวจโรคพืชภายในประเทศไทยท่ีผานมา พบขอมูลท่ีนาสนใจวา นอกจาก
จุลินทรียกลุมท่ีเปนท่ีรูจักกันอยางดีท่ีไดกลาวมากอนหนานี้แลว สาหรายนับเปนส่ิงมีชีวิตขนาดเล็กอีก
กลุมท่ีสามารถกอใหเกิดโรคกับพืชได หากแตไดรับการกลาวถึงนอยมาก สาหรายหลายชนิดมีการ
ดํารงชีวิตแบบปรสิต มีชีวิตและเพิ่มจํานวนบนพืชจนกระท่ังกอใหเกิดความเสียหายแกพืชและเนื้อเยื่อ
ของพืช  โดยสามารถพบรายงานของการแพรระบาดของโรคพืชและความเสียหายท่ีเกิดจากสาหราย
ไดในพืชเศรษฐกิจหลายชนิด  โรคพืชท่ีเกิดจากสาหรายและไดรับการกลาวถึงบอยครั้ง ไดแก โรคใบ
จุดสาหราย โรคสาหรายจุดสนิม โรคจุดสนิม ซึ่งช่ือเรียกในภาษาไทยท่ีแตกตางกันนี้ เมื่อสืบคนถึง
สาหรายท่ีเปนเช้ือสาเหตุพบวาเกิดจากสาหรายกอโรคชนิดเดียวกันคือ Cephaleuros spp. 
(Mutiara et al., 2015, Sunpapao et al., 2015a)  

อยางไรก็ตาม จากการคนควาและรวบรวมขอมูลพบวา การศึกษาสาหรายกอโรคชนิดนี้อยาง
เปนทางการในประเทศไทยยังมีนอยมากและขาดการรายงานอยางตอเนื่อง (Mutiara et al., 2015, 
Sunpapao et al., 2015a) โดยเอกสารท่ีพบสวนมากเปนการรายงานลักษณะของโรคจาก
นักวิชาการทองถ่ินตามเว็บไซตท่ีเกี่ยวของกับกรมวิชาการเกษตรซึ่งไมไดรับการตีพิมพอยางเปน
ทางการ อยางไรก็ตาม ความถ่ีของการสํารวจพบโรคใบจุดสาหรายและความเสียหายท่ีเกิดโรคแก
พืชผลทางการเกษตรนั้นนับไดวาอยูระดับท่ีนากังวล อีกท้ังยังสามารถพบกระจายไดในทุกภาคของ
ประเทศไทย (คนึงนิตย และคณะ, 2527, นิพนธ, 2531, พรพิมล และคณะ, 2550, อุดร และคณะ, 
2550) ประกอบกับขอมูลท่ีผูวิ จัยไดประสบดวยตัวเองเมื่อครั้งทําการสํารวจเบ้ืองตนในพื้นท่ี
การเกษตรจังหวัดนครปฐม ผูวิจัยพบอาการของโรคท่ีมีลักษณะมีจุดข้ึนบนใบพืชและกิ่ง สีสมคลายสี
สนิม ลักษณะผิวรอยโรคฟู ซึ่งอาการของโรคตรงกับรายละเอียดของโรคใบจุดสาหรายท่ีไดบรรยายไว
ในเอกสารจากนักวิชาการเกษตรของไทยและวารสารของตางประเทศ และเมื่อสอบถามรายละเอียด
เพิ่มเติมกับเกษตรกรท่ีเปนเจาของพื้นท่ีเกษตรไดรับขอมูลวา เกษตรกรพบอาการของโรคดังกลาวได
บอยครั้ง แตเนื่องจากอาการของโรคท่ีปรากฏไมรุนแรงจึงไมไดใหความสําคัญ ยิ่งไปกวานั้นเกษตรกร
สวนมากไมแนใจถึงสาเหตุของอาการดังกลาวท่ีพบในพืชและไมทราบวาสาหรายสามารถกอโรคกับพืช
ได โดยสวนใหญคาดเดาดวยความเขาใจท่ีผิดวาโรคใบจุดสาหรายนี้มีเช้ือสาเหตุมาจากเช้ือรา เนื่อง
ดวยลักษณะของรอยโรคและช่ือเรียกของโรคท่ีมีความคลายคลึงกับโรคราสนิมท่ีมีเช้ือสาเหตุคือเช้ือรา 
จากการสํารวจยังพบอีกวา เกษตรกรหลายรายท่ีประสบปญหาการติดเช้ือโรคใบจุดสาหรายอยาง
รุนแรง อันไดแก พบรอยโรคกระจายท่ัวพืช ท้ังสวนของใบและกิ่ง ในปจจุบันวิธีการกําจัดโรคใบจุด
สาหรายท่ีมีการรายงานคือการใชยากําจัดรา carbendazim (Ramya et al., 2013) ในขณะท่ีขอมูล
ท่ีมีในประเทศไทย เชน จากเว็บไซตกระทรวงการเกษตรและสหกรณ กลาวถึงการใช copper 
oxychloride ฉีดพนใหท่ัว หรือการพนยากําจัดเช้ือรา contaf ท่ีพบวาสามารถปองกันการเกิดโรคใบ
จุดสาหรายไดประมาณ 59.6- 63.4 เปอรเซ็นต ซึ่งเปนการใชสารเคมีท่ีผิดตอการกําจัดเช้ือกอโรค 
และนําไปสูการใชสารเคมีในปริมาณท่ีมากเกินไปและผิดจุดประสงค  
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2. โรคใบจุดสาหราย 

โรคใบจุดสาหราย คือ โรคพืชท่ีเกิดจากสาหรายในสกุล Cephaleuros ซึ่งมีรายงานการพบ
โรคชนิดนี้ไดในหลายภูมิภาคของโลกรวมถึงประเทศไทยภายใตช่ือเรียกท่ีแตกตางกัน เชน โรคจุดสนิม 
โรคใบจุดสนิม โรคใบจุดสาหราย (ตารางท่ี 2-1) โดยสวนมากในประเทศไทยสามารถพบโรคใบจุด
สาหรายในพืชท่ีปลูกในพื้นท่ีท่ีมีความช้ืนสูงทางภาคตะวันออกและภาคใตของประเทศ เชน ทุเรียน 
ลําไย ปาลมน้ํามัน (บูรณี, 2550, วิชชา, 2543) รวมไปถึงพืชเศรษฐกิจสําคัญชนิดอื่น เชน พุทรา 
มังคุด มะมวง ฝรั่ง ล้ินจ่ี สมโอ และมะนาว (บูรณี, 2011, พรพิมล, 2549) และจากประสบการณตรง
ของผูวิจัยยังพบอีกวา สาหรายชนิดนี้ยังสามารถกอโรคไดกับชมพูมะเหมี่ยว เฟนชายผาสีดา และ
อโศกอินเดียอีกดวย จากท่ีกลาวมาขางตนนี้จะเห็นไดวา พบการแพรระบาดของโรคนี้ไดในพื้นท่ี
เพาะปลูกหลายภาคสวนของประเทศไทย อีกท้ังยังสามารถกอโรคไดกับพืชหลายหลายชนิด 
โดยเฉพาะกลุมพืชท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจของประเทศ และเมื่อเทียบกับการศึกษาสาหรายใน
ดานของการนํามาใชประโยชนแลวนั้นการศึกษาสาหรายกอโรค Cephaleuros ไดรับความสนใจนอย
มาก  

 
รูปท่ี 2-1 อาการของโรคใบจุดสาหรายบนพืชเจาบาน 
ก) ใบแมกโนเลีย (Tmethyl, 2013); ข) ใบอะโวคาโด (Nelson, 2012) 

อาการของโรคใบจุดสาหรายในระยะเริ่มแรกจะมองเห็นลักษณะการติดเช้ือเปนจุดขนาดเล็ก
สีเทาออนปนเขียว ซึ่งตอมาจุดท่ีเปนโคโลนีของสาหรายนี้จะขยายขนาดข้ึนและเปล่ียนเปนสีสม หรือ
สมแดงท่ีคลายสีของสนิมเหล็ก ผิวหนาโคโลนีมีลักษณะฟู นุมมือคลายกํามะหยี่ (Nelson, 2008) ท่ีจะ
เห็นไดชัดเจนดังแสดงในรูปท่ี 2-1 โดยเสนสายของสาหรายจะเจริญเติบโตชอนไชผานช้ันผิวนอกสุด
ของใบพืช (cuticle) ลงไปสูช้ัน epidermis ของพืชเจาบาน (Brooks, 2004) การติดเช้ือท่ีบริเวณใบ
พืชจะสงผลโดยตรงทําใหพืชมีพื้นท่ีในการสังเคราะหแสงลดลงและอาจทําใหเซลลของพืชใน 
ช้ัน epidermis ตายในท่ีสุด (Brooks, 2004) และจากการรวบรวมขอมูลพบวาสวนของพืชท่ีมักพบ
อาการของโรคใบจุดสาหรายไดบอยท่ีสุด คือ บริเวณใบ 
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จากการสืบคนรายงานการอุบัติของโรค (Disease incidence) Holcomb (1986) ได
รายงานไววาสามารถพบการแพรระบาดของโรคใบจุดสาหรายไดในพื้นท่ีท่ีมีสภาพอากาศแบบเขตรอน
และรอนช้ืน (Tropical & Subtropical) โดยพบขอสังเกตท่ีนาสนใจ คือ มักมีรายงานการเกิดโรคใบ
จุดสาหรายในพื้นท่ีท่ีมีแสงแดดจัด ดังจะเห็นไดจากจากรายงานของ Nelson (Nelson, 2008) ท่ี
กลาวถึงการพบสาหรายกอโรคสกุล Cephaleuros ในหมูเกาะฮาวาย ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยพบ
การติดเช้ือบนตนแมคโนเลีย (รูปท่ี 2-1ก) อะโวคาโด (รูปท่ี 2-1ข) และฝรั่ง ซึ่งการเขาทําลายของเช้ือ
กอโรคนี้มีความสําคัญตอการสูญเสียผลิตผลของพืชเศรษฐกิจสําคัญในเขตรอนและเขตอบอุนเปน
อยางมาก อาทิเชน อะโวคาโด ปาลมน้ํามัน มะมวง ทุเรียน สมโอ เปนตน (Gokhale, 2012) 
นอกจากนี้ยังพบรายงานการเกิดโรคนี้ในรัฐลุยเซียนา ประเทศสหรัฐอเมริกา (Holcomb, 1986)  
เฟรนชเกียนา ประเทศฝรั่งเศส ทวีปอเมริกาใต (Rindi and López-Bautista, 2008) ทวีปแอฟริกา
ตะวันตก (Deighton, 1936) แคริบเบียน (Phelps, 1986) บราซิล และฟลอริดาอีกดวย (Marlatt 
and Alffieri, 1981) 

 

รูปท่ี 2-2 แผนท่ีโลกแสดงบริเวณท่ีมีการรายงานการเกิดโรคใบจุดสาหราย 

นอกจากจะพบการกระจายของโรคใบจุดสาหรายในแถบทวีปอเมริกาและแอฟริกาแลว ยัง
ปรากฏการแพรระบาดของโรคใบจุดสาหรายในทวีปเอเชียในหลายประเทศเชนกัน ไดแก จีน (Liu et 
al., 2012) ญี่ปุน (Suto and Ohtani, 2009) เกาหลี (Han et al., 2008) อินเดีย (Ponmurugan 
et al., 2010) อินโดนีเซีย (Shivas et al., 1996) ลาว และเวียดนาม (Dell and Thu, 2008) 
สําหรับประเทศไทยมีรายงานการพบโรคใบจุดสาหรายอยูในหลายพื้นท่ีท่ัวประเทศ โดยพื้นท่ีท่ีพบ
รายงาน ไดแก ภาคใต เชน จังหวัด พัทลุง ตรัง สตูล และสงขลา (อนุรักษ และคณะ, 2558) 
นอกจากนี้ยังพบการแพรระบาดของโรคดังกลาวในแปลงปลูกของเกษตรกรจังหวัด ศรีสะเกษ 
นครนายก ปราจีนบุรี ชุมพร เชียงราย เชียงใหม พิจิตร นครปฐม สมุทรสงคราม กาญจนบุรี สุราษฎร
ธานี และสงขลาอีกดวย (อุดร และคณะ, 2550) 
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สาหรายกอโรคชนิดนี้มีพืชเจาบาน หรือ host ท่ีหลากหลาย ผลจากการรวบรวมขอมูลชนิด
พืชเจาบานของสาหรายกอโรคพบวา มีพืชเจาบานของสาหราย Cephaleuros รวมกันมากกวา 128 
สกุล 287 ชนิด (ตารางท่ี 2-1) ท้ังในประเทศไทยและตางประเทศ อาทิเชน รัฐฟลอริดาและรัฐ
ลุยเซียนา ประเทศอเมริกา พบพืชท่ีมีการติดเช้ือสาหราย Cephaleuros ท้ังหมด 157 และ 145 
ชนิดตามลําดับ (Marlatt and Alffieri, 1981, Holcomb, 1986) รัฐเปรนัมบูกู ประเทศบราซิล พบ
พืชเจาบานท้ังหมด 214 ชนิด (Batista and Lima, 1949) กลุมของพืชเจาบานท่ีพบการติดโรค 
ใบจุดสาหรายนั้นพบต้ังแต เฟน ปรง ปาลม รวมไปถึงวัชพืชหลายชนิด แตพบการแพรระบาดของโรค
ในกลุมพืชท่ีมีทอลําเลียงมากท่ีสุด เชน มะมวง อะโวคาโด แมกโนเลีย ฝรั่ง สม (Holcomb, 1986, 
Chapman and Good, 1983) รวมถึงพืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญ เชน ชา อยางไรก็ตามความถ่ีของการ
เกิดอุบัติการณของโรคนั้นแตกตางกันตามชนิดของพืช (Ramya et al., 2013, Hsieh, 1983, 
Joubert and Rijkenberg, 1971) 

 

รูปท่ี 2-3 วงจรการแพรกระจายของสาหราย Cephaleuros ในธรรมชาติ 

จากท่ีกลาวมาขางตนจะเห็นไดวาสาหรายกอโรคใบจุดสาหรายสกุล Cephaleuros นั้นมีการ
แพรระบาดไดในหลายทวีปท่ัวโลก และจากการคนควาพบวาปจจัยท่ีมีผลตอการแพรระบาดของโรค
โดยตรงคือ น้ําและลม ซึ่งเปนปจจัยท่ีเกิดจากสภาวะแวดลอมตามธรรมชาติ ท่ีชวยในการแพรกระจาย
อับสปอรท่ีภายในมี zoospores ไปกับลม หรือน้ําฝนในฤดูฝน (เชนเดียวกับการใชน้ําท่ีมี zoospore 
ปะปนรดไปยังบริเวณอื่นบนใบเดียวกันหรือบนใบอื่น) เนื่องจากวงจรชีวิตของสาหรายกอโรคชนิดนี้มี
การเจริญเติบโตและการสืบพันธุตามชวงฤดูกาล โดยจะเริ่มตนการแพรจะจายของโรคในชวงฤดูฝน 
เมื่ออับสปอรถูกพัดพาปลิวไปตามลม และน้ําฝนไปยังพืชตนอื่น (Suto and Ohtani, 2009, Nelson, 
2008) ตกลงบนพืชท่ีมีบาดแผล ก็จะทําให zoospore ท่ีอยูภายในอับสปอรเขาสูพืชไดงายยิ่งข้ึน 
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หลังจากนั้น สาหรายจะเขาเจริญลงสูช้ันใบพืชและเขาสูระยะ active stage ยังไมสามารถสังเกตเห็น
รอยโรคไดชัดเจน ตอมาจะเขาสูระยะ later stage ซึ่งจะมีการพัฒนาของทัลลัส (thallus) ในชวงฤดู
แลง กอนเขาสูระยะ reproductive ในชวงฤดูฝน โดยสรางโครงสรางของกานชูอับสปอร ท่ีมีอับ
สปอร (sporangium) ภายในอัสปอรบรรจุไปดวยซูโอสปอร (zoospore) ชูข้ึนไปในอากาศ (Brooks 
et al., 2015) สาหรายกอโรคสามารถสืบพันธุได 2 แบบ คือ การสืบพันธุแบบอาศัยเพศ ทําไดโดย
การสราง gametes จากโครงสรางสืบพันธุท่ีสรางบริเวณปลายของเสนใย และการสืบพันธุแบบไม
อาศัยเพศ คือเริ่มจากการพัฒนากานชูอับสปอร (sporangiophore) ท่ีบริเวณทัลลัส และสราง 
zoospores ท่ีมีแฟลกเจลลาวายน้ําได หลังจากนั้นก็จะมีการปลดปลอย zoospores อีกครั้งในชวง
หนาฝน ดังแสดงในรูปท่ี 2-3 จากท่ีกลาวมาขางตนจึงพบวาโรคนี้มักมีการแพรระบาดมากในชวงฤดู
ฝน (Thompson and Wujek, 1997) หรือในแหลงท่ีมีความช้ืนสูงและมีการปลูกพืชอยูหนาแนน 
รวมถึงในบริเวณพื้นท่ีการเกษตรท่ีไมไดรับการดูแลรักษาอยางตอเนื่อง (Han et al., 2008)  

เมื่อรวบรวมขอมูลของโรคใบจุดสาหรายจากหลายแหลงท้ังในประเทศและตางประเทศ ท้ัง
ขอมูลท่ีเปนทางการและไมเปนทางการ พบช่ือโรคและชนิดของพืชเจาบานดังท่ีแสดงไวในตารางท่ี  
2-1 และ 2-2 จากขอมูลจะเห็นไดวาพบพืชท่ีสามารถติดเช้ือโรคใบจุดสาหรายไดมากมายหลายชนิด 
แตในประเทศไทยยังมีรายงานการพบชนิดพืชท่ีเกิดการติดโรคใบจุดสาหรายไมมากนัก ท้ังนี้อาจ
เนื่องมาจากมีการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับโรคใบจุดอยางสาหรายเปนจํานวนนอยเมื่อเปรียบเทียบกับ
การศึกษาในตางประเทศ อีกท้ังรายงานสวนมากจะเปนการกลาวถึงโรคนี้เพียงส้ันๆ ตามเว็บไซตท่ี
เกี่ยวกับขอมูลทางการเกษตรและโรคพืชเทานั้น 
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ตารางท่ี 2-1 วงศและชนิดของพืชเจาบานท่ีพบรายงานการเกิดโรคใบจุดสาหรายในประเทศไทย 

วงศ (Family) ชนิด (Species) ช่ือโรค เอกสารอางอิง 

Anacardiaceae Mangifera indica (มะมวง) ใบจุดสนิม ขจรศักด์ิ (2554) 

Calophyllaceae Calophyllum inophyllum 

(กระทิง) 

จุดสาหราย นิพนธ (2553) 

Fabaceae Acacia auriculiformis  

(อะคาเซีย) 

จุดสาหราย อนุรักษ และคณะ (2558) 

Gentianaceae Fagraea fragrans (กันเกรา) 

Cananga odorata (กระดังงา) 
จุดสาหราย นิพนธ (2553) 

Rhamnaceae Ziziphus jujuba (พุทรา) ใบจุดสาหราย พรพิมล (2549) 

Malvaceae Durio sp. (ทุเรียน) 

Theobroma cacao (โกโก) 

จุดสนิม 

จุดสาหราย 

บูรณี (2550) 

อนุรักษ และคณะ (2558) 

Rutaceae Citrus maxima (สมโอ) 

C. aurantifolia 

C. sinensis (สม) 

จุดสนิม 

จุดสาหราย 

ใบจุดสาหราย 

คนึงนิตย (2527) 

อนุรักษ และคณะ (2558) 

บูรณี (2550) 

Sapindaceae Dimocarpus longan (ลําไย) จุดสาหรายสนิม วิชชา (2543) 

Myrtaceae Psidium guajava (ฝรั่ง) ใบจุดสาหราย 

จุดสาหราย 

ธัญฐิติ (ไมระบุปท่ีเขียน) 

อนุรักษ และคณะ (2558) 
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ตารางท่ี 2-2 วงศและชนิดของพืชเจาบานท่ีพบรายงานการเกิดโรคใบจุดสาหรายในตางประเทศ 

วงศ (Family) ชนิด (Species) ช่ือโรค เอกสารอางอิง 

Acanthaceae Petalidium barlerioides 

Thunburgia grandiflora 

Algal leaf spot 
Marlatt และ Alfieri  
(1981) และ Gokhale 
และคณะ (2012) 

Anacardiaceae Anacardium occidentale 

Mangifera indica 

Metopium toxiferum 

Semecarpus anacardium 

Annonaceae Artabotrys hexapetalous 

Apocynaceae Carissa carandus 

Nerium oleander 

Aracaceae Aglaonema sp. 

Caryota urens 

Philodendron rediatum 

Bignoniaceae Dolichandrone spathacea 

Tabebuia pentaphylla 

Bixaceae Bixa orellana 

Caesalpiniaceae Saraca asoca 

Euphorbiaceae Excoecaria agallocha 

Bishofia javanica 



13 
 

 
 

ตารางท่ี 2-2 วงศและชนิดของพืชเจาบานท่ีพบรายงานการเกิดโรคใบจุดสาหรายในตางประเทศ (ตอ) 

วงศ (Family) ชนิด (Species) ช่ือโรค เอกสารอางอิง 

Fagaceae Quercus glauca 

Q. virginiana 

Algal leaf spot 

Marlatt และ Alfieri  

(1981) และ Gokhale 

และคณะ (2012) 

Gnetaceae Gnetum ula 

Lauraceae Cinnamomum camphora 

Persea americana 

P. americana 

Magnoliaceae Michelia champaca 

Magnolia pumila 

M. grandiflora 

Michelia figo 

Malvaceae Hibiscus tiliaceus 

Palmaceae Butia capitata 

Sabal palmetto 

Passifloraceae Passiflora edulis 

Polypodiaceae 

 

 

 

Cyrtomium falcatum 

Platycerium bifurcatum 

P. hillii 

P. vassei 
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จากการสืบคนโรคพืชท่ีมีเช้ือสาหรายเปนสาเหตุของโรคใบจุดสาหรายในประเทศไทย พบ

อาการของโรคท่ีสามารถสังเกตเห็นไดเดนชัดคือ การท่ีสาหรายกอโรคสรางโคโลนีท่ีมีลักษณะเปนจุด

และมีสีสมคลายสีของสนิมบนพืชเจาบาน (รูปท่ี 2-2) และคาดวาลักษณะดังกลาวนี้เองท่ีสัมพันธกับ

ช่ือโรคในภาษาไทยวา โรคใบจุดสาหราย (พรพิมล, 2549) หรือ โรคจุดสาหรายสนิม (วิชชา, 2543) 

ซึ่งลักษณะอาการมีความคลายคลึงกับช่ือโรคในภาษาอังกฤษท่ีเรียกวา algal leaf spot หรือ algal 

red rust disease (Nelson, 2008) โดยมีการระบุวาเช้ือสาหรายท่ีเปนสาเหตุหลักของโรค คือ 

สาหรายสีเขียวในสกุล Cephaleuros ท่ีมีลําดับอนุกรมวิธานดังนี้ (Juan M. López-Bautista, 

2002) 

ดิวิชัน (Division) Chlorophyta  
ช้ัน (Class) Ulvophyceae  

อันดับ (Order) Trentepohliales  
วงศ (Family) Trentepohliaceae  

สกุล (Genus) Cephaleuros  

การศึกษาเกี่ยวกับโรคใบจุดสาหรายเริ่มตนในประเทศแถบยุโรป (Thompson and Wujek, 
1997, Juan M. López-Bautista, 2002) จากนั้นจึงกระจายมายังประเทศแถบเอเชีย ผลการสํารวจ
ตัวอยางพืชท่ีเกิดโรคใบจุดสาหรายจากหลายทวีป พบวามีสาหราย Cephaleuros 2 ชนิดหลักท่ีกอ
ปญหาโรคพืช ไดแก Cephaleuros virescens และ Cephaleuros parasiticus (Marlatt and 
Alffieri, 1981, Rindi and López-Bautista, 2008, Phelps, 1986, Liu et al., 2012, Shivas et 
al., 1996, Han et al., 2008, Ponmurugan et al., 2010) ท้ังนี้มีรายงานการพบสาหรายกอโรค 
Cephaleuros ท้ังหมด 28 ชนิด ท่ีมีการบันทึกไวในฐานขอมูล Algaebase แตมีเพียง 17 ชนิด
เทานั้นท่ีไดรับการยืนยันดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Guiry and Guiry, 2015) ดังแสดงในตาราง
ท่ี 3 สวนในประเทศไทยเทาท่ีมีเอกสารปรากฏนั้นมีการกลาวถึงสาหรายกอโรค 5 ชนิด ไดแก 
Cephaleuros diffusus, C. expansa, C. karstenii, C. solutus และ C. virescens (อนุรักษ และ
คณะ, 2558) โดยชนิดท่ีมีการกลาวถึงบอยครั้งท่ีสุดคือ C. virescens (บูรณี, 2550, พรพิมล, 2549)  
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ตารางท่ี 2-3 ชนิดของสาหรายกอโรคสกุล Cephaleuros ท่ีมีการบันทึกในฐานขอมูล Algaebase 

ช่ือชนิด เอกสารอางอิง 

Cephaleuros albidus   

Cephaleuros minimus  

Cephaleuros mycoidea   

Cephaleuros laevis  

Cephaleuros parasiticus   

Cephaleuros solutus   

Karsten (1891) 

Cephaleuros aucubae  

Cephaleuros japonicus  

Cephaleuros microcellularis  

Suto และ Ohtani (Suto and 

Ohtani, 2009) 

Cephaleuros biolophus  

Cephaleuros diffusus  

Cephaleuros drouetii  

Cephaleuros expansa  

Cephaleuros expansus  

Cephaleuros parasiticus var. nana  

Cephaleuros pilosa  

Cephaleuros pilosus  

Cephaleuros tumidae-setae  

Cephaleuros villosus (D.L.Dilcher)  

Thompson และ Wujek 

(1997) 

Cephaleuros candelabrum  

Cephaleuros henningsii  

Cephaleuros karstenii   

Cephaleuros lagerheimii  

Cephaleuros pulvinatus   

Schmidle (1897) 

Cephaleuros coffeae  Went (1895) 

Cephaleuros densus Kunze   

Cephaleuros virescens Kunze  

Fries (1823) 

Cephaleuros endophyticus (F.E.Fritsch)   Printz (1964) 

Cephaleuros virescens f. sessilis   Islam (1972) 

* หมายเหตุ ตัวอักษรหนา หมายถึง ชนิดของสาหรายท่ีไดรับการยืนยันดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
ทําการสืบคนเมื่อวันท่ี 31 มีนาคม 2559 
  

http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=d8931e3cfb58661d7
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=K65df64e385b86376
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=Uecc58afa3e269598
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=q51279865e4b5571d
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=X8d99f6951768dfa9
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=fa6efceba01533120
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=k3ab682127b62864c
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=w294a6a3d779e62ea
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=K3f061ab1329e9222
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=V8fd25286fc9b8ac9
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=d3e8b3024a664160d
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=i94f8c1ebcd3fe4f3
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=Bbcce627cbacf8ab2
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=L072b9a71411a2305
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=T23865ada10d1e149
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=q3669e8f5a5d918c9
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ชีววิทยาของสาหรายสกุล Cephaleuros เปนสาหรายในกลุมสาหรายสีเขียว หรือ 
Chlorophyta ท่ีจัดอยูในกลุมสาหรายกึ่งบนบก หรือ subaerial algae ดํารงชีวิตในลักษณะปรสิต
บนสวนตางๆ ของพืช โดยมักพบสาหรายสกุลนี้ปรากฏบอยท่ีสุดบริเวณใบพืช สามารถสังเกตเห็นรอย
โรคไดดวยตาเปลาจากจุดโคโลนีของเสนใยสาหรายท่ีมักมีสีสมจนถึงสีน้ําตาลแดง สีท่ีมองเห็นนั้นเกิด
จากเซลลของสาหรายมีรงควัตถุคือ hematochrome ท่ีเปนสารกลุมแคโรทีนอยดและอนุพันธของ 
แคโรทีนอยด (Brooks et al., 2015) การเจริญของสาหรายกอโรคบนพืชเจาบานนั้นเริ่มเจริญจาก
ศูนยกลางแลวแผออกรอบขางจนทําใหเห็นรอยโรค (lesion) มีลักษณะคอนขางกลม ซึ่งลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของรอยโรคชนิดนี้ อาทิ สี ขนาด ลักษณะขอบ ตําแหนงของรอยโรคบนพืช ลักษณะของ
รอยแผล การเปล่ียนแปลงสีของแผล (discoloration) เกิดจากการท่ีสาหรายเขาไปทําลายช้ันใบพืช
สงผลใหมีการเส่ือมสลายของ protoplast และมีผลทําใหเซลลหรือเนื้อเยื่อของพืชตาย (necrosis) 
ในบริเวณท่ีสาหรายเขาทําลาย โดยการศึกษาสาหรายกอโรคชนิดนี้สามารถตรวจสอบการเขาทําลาย
ของโรคไดดวยดวยกลองจุลทรรศนท้ังชนิดสเตอริโอและแบบเลนสประกอบ ดวยลักษณะท่ีกลาว
มาแลวนี้ Thomson และ Wukek (1997) ไดรายงานไววา ขอมูลดังกลาวสามารถนํามาใชในการ
จําแนกชนิดของสาหรายสกุลนี้ได  

 

รูปท่ี 2-4 โครงสรางของสาหราย Cephaleuros spp. 
ก) ทัลลัสของสาหราย C. minimus ท่ีเจริญบนผิวในของพืชเจาบาน, ข) เสนสายของสาหราย  
C. minimus ภายในช้ัน intercellular, ค-ง) กลุมโครงสรางสืบพันธุของ C. parasiticus ท่ีเจริญกาน
ชูอับสปอรออกมาจากผิวใบพืชดานลาง, จ) zoospore ของสาหราย C. japonicas ท่ีมี flagella 4 
เสน (ลูกศรช้ี) ชวยในการเคล่ือนท่ี 
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การศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน ทําใหสามารถแบง โครงสรางของสาหร ายสกุล 
Cephaleuros ไดเปน 2 สวน คือ 1) สวนท่ีขนานราบติดผิวพืช (prostrate system) และ  
2) สวนท่ีชูออกมาจากพื้นผิวพืช (erect system) สวนท่ีขนานราบติดกับผิวพืชประกอบไปดวยทัลลัส  
ซึ่งมีองคประกอบเปนเสนใยเด่ียวจํานวนมากเรียงตอติดกัน หรือเกิดจากการแตกแขนง (ramulus) 
ของเสนใยจนเจริญกลายเปนทัลลัส (รูปท่ี 2-4ก) ท้ังนี้ Suto และคณะวิจัย (2009) กลาววา ตําแหนง
การเขาเจริญของทัลลัสบนช้ันใบพืช (thallus growth habit) สามารถนํามาใชในการจําแนกชนิด
ของสาหรายกอโรคได โดยผลจากการคนควาพบวา สาหราย C. virescens  C. microcellularis   
C. aucubae จะพบการเจริญของทัลลัสในช้ัน subcuticular ของพืชเจาบาน (รูปท่ี 2-5ก) ในขณะท่ี
สาหราย C. parasiticus นั้นจะพบการเจริญท่ีลึกเขาไปในช้ัน palisade tissue  spongy tissue 
และ vascular bundles (รูปท่ี 2-5ข)  ถือไดวา การเจริญของเสนใยสาหรายชนิดหลังนี้สงผลใหเกิด
ความเสียหายท่ีรุนแรงกับพืชเจาบานไดมากกวา Cephaleuros ชนิดอื่น (Suto et al., 2014, Suto, 
2009)  

 
รูปท่ี 2-5 ตําแหนงการเขาทําลายใบพืชของสาหรายกอโรค C. virescens และ C. parasiticus 
ก) การเขาทําลายของเช้ือสาหรายกอโรค C. virescens (ลูกศรช้ี) 
ข) การเขาทําลายของเช้ือสาหรายกอโรค C. parasiticus (ลูกศรช้ี) ท้ังใบพืชดานบนและดานลาง  
*หมายเหตุ จากรูป cu แทน cuticle; ep แทน epidermal cells; ps แทน palisade cells;  
sp แทน spongy cells (scale bar=5 µm) 
ท่ีมา: Suto และคณะ (2014) 

ตําแหนงของรอยโรคบริเวณผิวใบพืชก็สามารถใชในการจําแนกชนิดของสาหรายกอโรค
เบ้ืองตนไดเชนกัน โดยสามารถแบงไดเปน 2 ตําแหนง คือ 1) ตําแหนงการพบรอยโรคบริเวณผิวใบพืช
ดานบน ซึ่งสาหรายกอโรคท่ีพบลักษณะดังกลาวไดแก C. microcellularis C. virescens  
C. aucubae และ 2.) ตําแหนงการพบรอยโรคบริเวณผิวใบพืชดานบนและดานลาง ไดแก  
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C. parasiticus อยางไรก็ตามในบางกรณีพบวาไมสามารถจําแนกชนิดสาหรายกอโรคดวยตําแหนง
การเกิดรอยโรคบนผิวใบพืชเจาบานได เนื่องจากมีสาหรายกอโรคบางชนิดท่ีมีตําแหนงการเกิดรอย
โรคไมแนนอน นั่นคือสามารถพบตําแหนงการเกิดรอยโรคไดท้ังผิวใบพืชดานบนเพียงอยางเดียว หรือ
พบไดท้ังผิวใบพืชดานบนและดานลาง อาทิเชน C. japonicus และ C. biolophus ดังนั้นการท่ีจะ
จําแนกชนิดของสาหรายกอโรคจึงจําเปนตองใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาอื่นๆ ในการพิจารณารวม
ดวย 

 

รูปท่ี 2-6 โครงสรางท่ีใชในการสืบพันธุของสาหรายกอโรค Cephaleuros 
ก.) ลักษณะของโครงสรางสืบพันธุท่ีสามารถสังเกตไดดวยตาเปลา, ข.) ลักษณะของกานชูอับสปอร
ของสาหราย C. virescens, ค) กานชูอับสปอรของสาหราย C. biolophus, ง.) กานชูอับสปอรของ
สาหราย C. japonicas, จ.) กานชูอับสปอรของสาหราย C. microcellularis 
ท่ีมา: Brook และคณะ (2015) และ Suto และคณะ (2009) 

นอกจากสวนท่ีขนานราบติดผิวพืชท่ีไดกลาวมาแลวขางตน ยังมีลักษณะท่ีตองพิจารณาอีก
ประการคือ สวนท่ีชูออกมาจากพื้นผิวของสาหราย Cephaleuros หมายถึง โครงสรางท่ีชวยในการ
สืบพันธุ  ซึ่ งประกอบไปดวย กานชูอับสปอร ท่ียื่น ชูออกมาจากพื้นผิวพืช ประกอบไปดวย 
อับสปอรจํานวน 3-8 เซลล (รูปท่ี 2-6ก) และลักษณะโครงสรางสืบพันธุนี้สามารถมองเห็นไดดวยตา
เปลาไดงาย เนื่องจากกานชูอับสปอรมีอยูหนาแนนเฉล่ียมากถึง 250 กาน ตอพื้นท่ีทัลลัส 2 มิลลิเมตร  
อีกท้ังมีสีสมคลายกํามะหยี่ท่ีเห็นไดชัด (รูปท่ี 2-6ก) ซึ่งลักษณะดังกลาวสามารถนํามารวมพิจารณาใน



19 
 

 
 

การจําแนกชนิดของสาหรายกอโรค Cephaleuros ไดเชนเดียวกัน เชน ขนาดความกวางและยาวของ
กานชูอับสปอร (sporangiophores) และอับสปอร (sporangia) รวมไปถึงตําแหนงการวางตัวของอับ
สปอร ไดแก 1.) ตําแหนงอับสปอรท่ีบริเวณสวนปลายกานชู (terminal) ซึ่งสาหรายกอโรคท่ีพบ
ลักษณะดังกลาว ไดแก C. virescens, C. parasiticus, C. aucubae และ C. japonicas (รูปท่ี 2-6 
ข,ง) หรือ 2.) ตําแหนงอับสปอรท่ีบริเวณสวนขางกานชู (lateral) เชน สาหราย C. biolophus  
(รูปท่ี 2-6ค) เปนตน  

นอกจากการใชข อมูลทาง สัณฐานวิทยาในการ จําแนกชนิดของสาหร ายก อโรค 
Cephaleuoros แลว ยังปรากฏงานวิจัยท่ีใชเทคนิคทางอณูชีววิทยา (molecular biology) เพื่อระบุ
ชนิดรวมถึงสรางแผนภูมิแสดงความสัมพันธทางสายวิวัฒนาการ (phylogenetic relationships) 
ผานการนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของตําแหนงยีนตางๆ มาใชเพื่อจัดจําแนกและบงช้ีชนิดของ
ส่ิงมีชีวิตกลุมนี้ (Juan M. López-Bautista, 2002) จากการคนควาขอมูลพบวา แรกเริ่มของ
การศึกษาขอมูลทางอณูชีววิทยาของสาหรายในอันดับ Trentipohliales นั้นเปนการศึกษาขอมูลท่ี
ตําแหนงยีน SSU rRNA (Zechman et al., 1990) ในสาหรายสกุล Trentepohlia ตอมาจึงพบการ
นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของตําแหนงยีน rbcL (Rindi et al., 2009) และ 18S rRNA มาใชกับการ
จัดจําแนกสาหราย Cephaleuros และพบวาการใชลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนงดังกลาว สามารถ
บอกความแตกตางของชนิดสาหรายกอโรคสกุลนี้ไดดี นอกเหนือไปจากการบงช้ีชนิดของสาหรายกอ
โรคแลว (Moro et al., 2009, Liu et al., 2012) ยังมีการใชลักษณะทางอณูชีววิทยาเพื่อการศึกษา
ความสัมพันธทางสายวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ดังเชนในงานวิจัยของ López-Bautista 
และคณะ (2006) ท่ีกลาววาสาหรายสกุล Cephaleuros นั้นมีความสัมพันธทางสายวิวัฒนาการท่ีมี
บรรพบุรุษรวมกันกับสาหรายสกุล Trentpohlia ดังแสดงในรูปท่ี 2-7 

 
รูปท่ี 2-7 ความสัมพันธทางสายวิวัฒนาการจากขอมูลทางอณูชีววิทยาของสาหรายในอันดับ 
Trentepohliales จากขอมูลท่ีตําแหนงยีน 18S rDNA 
ท่ีมา: Brook และคณะ (2015) 
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นอกจากการศึกษาและสํารวจสาหรายกอโรคสกุล Cephaleuros แลว ในปจจุบันยังมีการ
เพาะเล้ียงสาหรายสกุล Cephaleuros เพื่อการศึกษาวิจัยไมวาจะเปนการศึกษาการแสดงออกของ
โปรตีน ชนิด และปริมาณของกรดอะมิโนของสาหราย Cephaleuros (Ponmurugan et al., 2010) 
อยางไรก็ตามจากรายงานผลการวิจัยพบวาอุปสรรคสําคัญในการแยกเพาะเล้ียงสาหรายกอโรค 
Cephaleuros จากธรรมชาติ คือ การปนเปอนดวยเช้ือจุลชีพอื่นๆ จากธรรมชาติ เชน รา และ
แบคทีเรียเปนจํานวนมากขณะท่ีทําการเพาะเล้ียง เนื่องจากในธรรมชาตินั้นสามารถพบการเจริญของ
สาหรายสกุล Cephaleuros อยูอาศัยรวมกับส่ิงมีชีวิตอื่นๆ จําพวกราและไลเคนไดบอยครั้ง 
(Thompson and Wujek, 1997) ดังนั้นการท่ีจะแยกสาหรายใหเปนเช้ือบริสุทธิ์นั้นจึงทําไดยาก ไดมี
การทดลองและแนะนําวิธีการแกไขปญหาดวยการเติมยาปฏิชีวนะชนิด benzimidazole และ 
streptomycin ท่ีความเขมขน 10 ppm และ 50 ppm ตามลําดับ ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ โดยจาก
การเพาะเล้ียงพบวาสาหรายสามารถเจริญไดดีและกําจัดการปนเปอนของเช้ือจุลชีพ (Suto and 
Ohtani, 2011)  

รูปท่ี 2-8 การศึกษาและเพาะเล้ียงเช้ือสาหรายกอโรคจากใบชา 
ก) ใบชาท่ีติดเช้ือโรคใบจุดสาหราย; ข) การเพาะเล้ียงสาหราย C. parasiticus บนอาหารแข็ง 
ท่ีมา: Ponmurugan (2010) 

การเพาะเล้ียงสาหราย C. parasiticus ในหองปฏิบัติการทําใหพบวาสาหรายสกุลนี้มีการ
เจริญเติบโตท่ีชาและใหมวลชีวภาพในปริมาณท่ีนอย จึงทําใหมีการศึกษาหาชนิดอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
เหมาะสมโดยการทดสอบชนิดอาหารจํานวน 10 ชนิด พบวา สาหราย C. parasiticus มีการ
เจริญเติบโตไดดีในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร Bristol, Trebouxia และ Tea leaf extract ตามลําดับ  
(รูปท่ี 2-8) และจากการคนควาเพิ่มเติมพบวา การเจริญของสาหรายกอโรค Cephaleuros นั้นข้ึนกับ
หลากหลายปจจัย ไมวาจะเปนปจจัยทางกายภาพ อาทิ อุณหภูมิเพาะเล้ียง สภาวะการใหแสง หรือ
องคประกอบทางเคมี ไดแก ไนโตรเจน คารบอน ฟอสฟอรัส และ Trace element ก็นับไดวามีสวน
ชวยในการเจริญและพัฒนาของสาหรายกอโรค C. parasiticus ในหองปฏิบัติการเชนกัน (Peterson 
and R.H.Burris, 1978) ผูวิจัยจึงเห็นถึงความสําคัญของการแยกเพาะเล้ียงสาหรายกอโรคพืชจึงได
เพิ่มเติมงานสวนนี้ลงในวิทยานิพนธเพื่อนําไปสูการศึกษาดานอื่นๆ ของสาหรายสกุลนี้ตอไป 
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3. แคโรทีนอยด 

แคโรทีนอยด คือ รงควัตถุอินทรีย (organic pigment) ท่ีมีสีต้ังแต สีเหลือง สม ไปจนถึงสี
แดง สามารถพบท่ัวไปในส่ิงมีชีวิตท่ีสามารถสังเคราะหดวยแสงได รวมไปถึง รา ยีสต และแบคทีเรีย
บางชนิด โดยหนาท่ีหลักของแคโรทีนอยดคือ การทํางานรวมกับคลอโรฟลลในการชวยดูดซับพลังงาน
จากแสงอาทิตยเพื่อใหการสังเคราะหแสงมีประสิทธิภาพมากข้ึน (Sun et al., 2015) แคโรทีนอยด
เปนสารท่ีมีโครงสรางเปนเอกลักษณเฉพาะกลุม โดยโมเลกุลของแคโรทีนอยดจะมีโครงสรางท่ี
ประกอบไปดวย คารบอน (carbon) 40 อะตอม และภายในโมเลกุลจะมีพันธะคู (double bond) 
อยูมาก นอกจากนี้แลวจะพบโครงสรางท่ีเปนวงแหวนท่ีสวนปลายของโมเลกุล ซึ่งบริเวณนี้จะเปน
ตําแหนงท่ีสามารถเติมหมูฟงกชัน (functional group) ท่ีมีออกซิเจนไดดวย โดยสามารถจําแนก 
แคโรทีนอยดจากสวนประกอบของธาตุตางๆ ในโมเลกุลไดเปนสองกลุม ไดแก แคโรทีน (carotene) 
หมายถึงกลุมแคโรทีนอยดท่ีมีเพียงคารบอนและไฮโดรเจนเทานั้นอยูในโมเลกุล และกลุมท่ีสองคือแซน
โธฟลล (xanthophyll) หมายถึงกลุมแคโรทีนอยดท่ีมีท้ัง คารบอน ไฮโดรเจน และออกซิเจนอยู
ภายในโมเลกุล โดยรูปแบบของการเช่ือมตอกันระหวางอะตอมของคารบอนดวยพันธะคูภายในสาย
โครงสรางพอลีอีนแบคโบน (polyene backbone) ของแคโรทีนอยดจะเปนตัวกําหนดความสามารถ
ของแคโรทีนอยดในการดูดกลืนแสงในกระบวนการสังเคราะหแสง อีกท้ังสงเสริมใหเกิดกิจกรรมการ
ตานอนุมูลอิสระของแคโรทีนอยด ปจจุบันพบโครงสรางของแคโรทีนอยดท่ีมีรายงานแลวกวา 750 
รูปแบบ (Britton et al., 2004) โดยแคโรทีนอยดท่ีมักพบท่ัวไปในส่ิงมีชีวิต มีอยู 6 ชนิดดวยกัน 
ไดแก แอลฟา-แคโรทีน (alpha-carotene) เบตา-แคโรทีน (ß-carotene) เบตา-คริพโตแซนทิน  
(ß-cryptoxanthin) ไลโคพีน (lycopene) ลูทีน (lutein) และซีแซนทีน (zeaxanthin)  
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รูปท่ี 2-9 โครงสรางทางเคมีของแคโรทีนอยด 
ท่ีมา: Liu และคณะ (2014) 

แคโรทีนอยดเปนสารประกอบทางชีวภาพท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการเปนสารตานอนุมูลอิสระ 
เนื่องดวยคุณสมบัติของแคโรทีนอยดท่ีละลายในตัวทําละลายอินทรียไดดี (lipid soluble) จึงทําให
รางกายสามารถดูดซึมไปใชไดงาย ประโยชนของแคโรทีนอยดท่ีรูจักกันเปนอยางดี ไดแก การเปนสาร
ต้ังตนของวิตามินเอ (provitamin A) ซึ่งมีสวนชวยสงเสริมการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อคิวติเคิล 
(cuticle) เชน ฟน เล็บ เสนผม รวมไปถึงบํารุงสายตาและการมองเห็น (Tang, 2010) นอกจากนี้ 
แคโรทีนอยดยังเปนสารตานอนุมูลอิสระท่ีมีประสิทธิภาพสูง ทําหนาท่ียับยั้งการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชัน (oxidation) ของโมเลกุลอื่น อีกท้ังยังมีความสามารถในการตอตานโรคมะเร็ง (Nishino 
et al., 1999) เพิ่มภูมิคุมกัน (Hughes, 1999) ยับยั้งโรคหัวใจ (Kritchevsky, 1999) และโรค
เกี่ยวกับโลหิตไดอีกดวย (Lorenz and Cysewsk, 2000) ดวยประโยชนท่ีกลาวมานี้เองจึงมักพบวา 
แคโรทีนอยดถูกนํามาใชเปนองคประกอบท่ีสําคัญในระดับอุตสาหกรรม ท้ังในดานโภชนาการ เภสัช
ศาสตร และอุตสาหกรรมความงาม โดยพบวา เบตาแคโรทีนจัดอยูในตระกูลแคโรทีนอยดทุติยภูมิ ท่ีมี
คุณสมบัติในการเปนสารยับยั้งอนุมูลอิสระท่ีมีประสิทธิภาพสูง (Paiva and Russell, 1999) ใน
ธรรมชาติจะสามารถพบเบตาแคโรทีนไดใน แครอท ฟกทอง และสาหรายสีเขียวขนาดเล็ก ดวยเหตุนี้
จึงทําใหมีการศึกษาถึงการกระตุนใหมีการสังเคราะหและสะสมแคโรทีนอยดในสาหรายสีเขียวกัน
อยางแพรหลาย เนื่องจากเพาะเล้ียงงายและสามารถเพิ่มจํานวนไดอยางรวดเร็ว โดยเฉพาะสาหรายสี
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เขียว Dunaliella spp. ท่ีอุดมไปดวยแคโรทีนอยดชนิดเบตาแคโรทีน ซึ่งผลการวิจัยพบวาสามารถ
สะสมเบตาแคโรทีนไดมากถึง 14% ของน้ําหนักแหง และเปนสารตานอนุมูลอิสระท่ีมีประสิทธิภาพสูง
ตามธรรมชาติ (Borowitzka et al., 1984, Aasen et al., 1969) 

   3.1 แคโรทีนอยในสาหรายสีเขียว 

สาหรายสีเขียว (green algae) เปนสาหรายท่ีจัดอยูในดิวิชัน Chlorophyta ซึ่งสาหรายกลุม
นี้มีรงควัตถุชนิดหลัก คือ คลอโรฟลล a และ b (chlorophyll a, b) และแคโรทีนอยด สาหรายสี
เขียวท่ีถูกนํามาใชประโยชนในแงของการผลิตแคโรทีนอยด อาทิเชน สาหราย Dunaliella salina 
เพื่อการผลิตเบตาแคโรทีน (Pick, 2002) สาหราย Chlorella protothecoides เพื่อการผลิตลูทีน 
และสาหราย Haematococcus pluvialis เพื่อการผลิตแอสตาแซนธิน (Grung et al., 1992) 
หนาท่ีสําคัญการของแคโรทีนอยดภายในเซลลสาหรายแบงออกเปน 2 ประการ ไดแก 1.) เปน 
รงควัตถุเสริม (auxiliary pigment) ชวยดูดกลืนแสงในชวงความยาวคล่ืนท่ี 420 nm 470 nm และ 
500 nm ซึ่งเปนชวงแสงท่ีคลอโรฟลลไมสามารถดูดกลืนได (Sakshaug et al., 2009) 2.) ชวย
ปกปองเซลลจากอันตรายท่ีอาจเกิดจากการไดรับแสงหรือรังสีท่ีมากเกิน เชน สาหราย Treatepohlia 
gobii Meyer บริเวณหุบเขา Yajiageng ประเทศจีน ท่ีมีการสะสมแคโรทีนอยดชนิดเบตาแคโรทีน
และแอสตาแซนธินภายในเซลลเปนจํานวนมากจนกระท่ังมองเห็นทัลลัสเปนสีแดงเขม ท้ังนี้เพื่อเปน
การปองกันเซลลจากรังสี UV ท่ีมีความเขมขนสูงบริเวณยอดเขา อีกท้ังยังชวยรักษาเซลลใหทนตอ
สภาวะท่ีอุณหภูมิแหงและเย็นจัดอีกดวย (Liu et al., 2012)  

แคโรทีนอยดท่ีพบในสาหรายสามารถแบงออกไดเปน 2 ประเภท ไดแก แคโรทีนอยดปฐมภูมิ 
(primary carotenoids) และแคโรทีนอยดทุติยภูมิ (secondary carotenoids) โดยในส่ิงมีชีวิตท่ี
สังเคราะหแสงไดจะมีการสังเคราะหแคโรทีนอยดปฐมภูมิอยูตลอดเวลาและสะสมอยูภายใน 
คลอโรพลาสต ในขณะท่ีแคโรทีนอยดทุติยภูมิ อาทิ แคนทาแซนทิน (canthaxanthin) และแอสตา
แซนธิน (astaxanthin) จะมีการสรางข้ึนเมื่อสาหรายอยูภายใตสภาวะท่ีไมเหมาะสมหรือไดรับการ
กระตุนจากสภาวะความเครียดตางๆ เชน อุณหภูมิ ธาตุอาหาร สภาวะแสง เปนตน แคโรทีนอยดชนิด
นี้จะถูกเก็บสะสมไวภายในถุงไขมัน (lipid vesicle) ซึ่งมีหนาท่ีหลักในการปองกันความเสียหายและ
อันตรายท่ีอาจจะเกิดข้ึนตอเซลล ซึ่งรวมไปถึงการทําหนาท่ีเปนสารตานอนุมูลอิสระ (antioxidant) 
ภายในเซลลอีกดวย (Grünewald et al., 2001, Takaichi, 2011) จากรายงานการศึกษาสาหรายกอ
โรคสกุล Cephaleuros กลาววา สาหรายชนิดนี้มีความสามารถในการสรางสารกลุมแคโรทีนอยด
ทุติยภูมิ ไดแก เบตาแคโรทีน และแอสตาแซนธิน (Juan M. López-Bautista, 2002, Thompson 
and Wujek, 1997) ท้ังนี้การศึกษาแคโรทีนอยดในสาหรายกอโรคชนิดนี้ยังมีการศึกษาวิจัยอยูนอย 
ดังนั้นการศึกษาแคโรทีนอยดในสาหรายโรคพืชท่ีแยกไดครั้งนี้จึงเปนโอกาสอันดีท่ีจะศึกษาชนิดของ 
แคโรทีนอยดท่ีสะสมในสาหรายชนิดนี้เพื่อใชเปนขอมูลเบ้ืองตนในการศึกษาในระดับสูงตอไป 
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   3.2 ปจจัยท่ีสงผลตอการสะสมแคโรทีนอยดของสาหราย 

เบตาแคโรทีนและแคโรทีนอยดทุติยภูมิจะมีการสังเคราะหและสะสมเมื่อสาหรายอยูใน
สภาวะท่ีไดรับการกระตุนเทานั้น (Carvalhoa et al., 2012) จากคํากลาวนี้จึงทําใหมีนักวิจัยจํานวน
มากสนใจศึกษาถึงปจจัยหรือส่ิงเราท่ีเหมาะสมกับการกระตุนใหสาหรายสังเคราะหสารดังกลาวใน
ปริมาณท่ีเพิ่มมากข้ึน จากผลการศึกษาพบวาปจจัยท่ีมีผลตอการกระตุนใหสาหรายมีการสังเคราะห
แคโรทีนอยดนั้นสามารถแบงออกเปน 2 ปจจัยหลักดวยกัน คือ ปจจัยทางกายภาพ เชน ความเขม
แสง อุณหภูมิสูง และปจจัยทางเคมี เชน การขาดแคลนธาตุอาหาร ไนโตรเจน ฟอสเฟต เปนตน  

สาหรายสีเขียวท่ีไดรับการศึกษาเรื่องการสะสมแคโรทีนอยดเมื่ออยูภายใตสภาวะเครียด 
ไดแก สาหราย D. salina, H. pluvialis และ Chlorella zofingiensis ท้ังนี้เนื่องจากสาหรายเหลานี้
สามารถผลิตและสะสมแคโรทีนอยดไดอยางโดดเดนตามธรรมชาติ อยางไรก็ตาม ยังคงมีความ
ตองการใหสาหรายท้ัง 3 สปชีส สรางและสะสมแคโรทีนอยดชนิดท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจใหมาก
ข้ึนไปอีก จึงทําใหมีรายงานผลการวิจัยมากมายท่ีกลาวถึงการกระตุนใหสาหรายดวยปจจัยทาง
กายภาพโดยเฉพาะการใชแสงท่ีมีความเขมสูง สืบเนื่องมาจากหนาท่ีหลักอยางหนึ่งของแคโรทีนอยดก็
คือการปกปองเซลลจากการทําลายจากแสงท่ีมากเกินไป (photodamage/photooxidation) จึงทํา
ใหมีการศึกษาทดลองจํานวนมากท่ีทําการเพาะเล้ียงสาหรายภายใตสภาวะความเขมแสงสูง และ/หรือ 
เปนเวลานาน ซึ่งลวนแตใหผลไปในทางเดียวกัน คือสาหรายมีการสรางและสะสมแคโรทีนอยดใน
ปริมาณท่ีมากข้ึนกวาเดิม (Tran et al., 2009) อยางไรก็ตามจากการศึกษาส่ิงกระตุนการสรางและ
สะสมแคโรทีนอยดเปนระยะนานระดับหนึ่งทําใหนักสาหรายไดพบแนวทางวา การกระตุนสาหราย
ดวยความเครียดจากแสงนั้นมีขอจํากัด ตางไปจากการกระตุนดวยปจจัยทางเคมีท่ีสามารถกระตุน
สาหรายใหผลิตแคโรทีนอยดโดยเฉพาะกลุมแคโรทีนอยดทุติยภูมิไดมากกวาปจจัยทางกายภาพดังท่ี
จะกลาวในยอหนาถัดไป 

ปจจัยทางเคมีท่ีไดรับความสนใจนํามาศึกษาผลตอการสรางและสะสมแคโรทีนอยดใน
สาหรายอยางตอเนื่อง ไดแก การลดปริมาณสารอาหารและการเพิ่มความระดับความเค็ม เนื่องจาก
สาหรายเปนส่ิงมีชีวิตท่ีสังเคราะหดวยแสง มักมีชีวิตอยูในส่ิงแวดลอมท่ีเปนสารละลายท่ีมีน้ําเปนตัวทํา
ละลาย จึงมีกลไกในการดูดซับ (assimilation) แรธาตุและสารอาหารตางๆ อาทิ ไนโตรเจน และ
ฟอสฟอรัสจากส่ิงแวดลอมตลอดเวลาเพื่อนําเขามาใชในกระบวนการเผาผลาญอาหารภายในเซลล 
ดังนั้น เมื่อสาหรายถูกกําหนดใหอยูในภาวะขาดแคลนอาหาร หรือมีระดับความเค็มท่ีไมเหมาะสมจะ
ทําใหเกิดความเครียดข้ึนตอเซลลสาหรายโดยตรง ซึ่งสาหรายจะตอบสนองตอความเครียดดวยการลด
ขนาดของ chloroplast membranes เพื่อลดการผลิตแปง ในขณะเดียวกันจะเริ่มมีการสรางและ
สะสมแคโรทีนอยดซึ่งอยูในรูปของไขมันภายในเซลลปริมาณท่ีมากข้ึนแทน (Dipak and Lele, 2005) 
จากรายงานวิจัยพบวาเมื่อเล้ียงสาหราย D. salina ในสภาวะท่ีมีไนโตรเจนอยูอยางจํากัด มีผลทําใหมี
การสะสมแคโรทีนอยดชนิดเบตาแคโรทีนท่ีเพิ่มข้ึน (Enwereuzoh and Onyeagoro, 2014) 
เชนเดียวกันกับการสะสมแคโรทีนอยดชนิดแอสตาแซนธินในสาหราย H. pluvialis เพิ่มข้ึนภายใต
สภาวะเพาะเล้ียงท่ีขาดไนโตรเจน (Hagen et al., 2000) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงการ
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กระตุนในรูปแบบอื่นๆ เชน การเพาะเล้ียงสาหราย D. salina ท่ีความเค็มสูง ซึ่งพบวาสาหรายชนิดนี้
จะมีการสะสมเบตาแคโรทีนเพิ่มข้ึนถึง 14% ของน้ําหนักแหง (Sun et al., 2015) โดยตัวอยางของส่ิง
เราท่ีไดมีการศึกษาวิจัยในสาหรายสีเขียวชนิดตางๆ  

ตารางท่ี 2-4 ปจจัยทางเคมีท่ีมีผลในการกระตุนใหสาหรายมีการสะสมแคโรทีนอยดเพิ่มข้ึน 

ชนิดสาหราย ส่ิงเรา เอกสารอางอิง 

D. salina เกลือ (NaCl) Pick (2002) 

 ไนโตรเจน Lamers และคณะ (2012) 

 ปริมาณฟอสเฟต Phadwal และ Singh (2003) 

H. pluvialis ไนโตรเจน, แมคนีเซียม Harker และคณะ (1996) 

 อะซิเตท (acetate) Kobayashi และคณะ (1993) 

 เกลือ (NaCl) Kobayashi และคณะ (1997) 

C. zofingiensis น้ําตาล Sun และคณะ (2008) 

 เกลือ (NaCl) Del Campo และคณะ (2004) 

การตรวจวัดชนิดและปริมาณของแคโรทีนอยดในสาหรายสามารถใชเทคนิคตางๆ ทางเคมี
วิเคราะหในการศึกษา เชน การวัดปริมาณแคโรทีนอยดดวย visible spectrophotometry 
(Carvalhoa et al., 2012) เทคนิค Thin layer chromatography (TLC) ซึ่งการทํา
chromatography ดวย TLC สามารถทําไดงายและสามารถใชเปนขอมูลเบ้ืองตนในการทําแยก
บริสุทธิ์ของแคโรทีนอยดในสารสกัดตัวอยางได (Inoue et al., 2006) สวนเทคนิค ท่ีไดรับความนิยม
และยอมรับนํามาใชในการศึกษากันอยางแพรหลายเนื่องจากใหผลการวัดชนิดและปริมาณท่ีแมนยํา
และนาเช่ือถือ (Mukherjee et al., 2010) ไดแก การใชเครื่องมือท่ีเรียกวา HPLC หรือ high 
performance liquid chromatography รวมไปถึงการใชเทคนิคแมสสเปกโทรเมตรี (mass 
spectrometry) ดวยเครื่อง mass spectrometer ซึ่งสามารถวิเคราะหชนิดและองคประกอบของ
แคโรทีนอยดในตัวอยางไดอยางแมนยํามากยิ่งข้ึนดวยการวิเคราะหผลการวัดสัดสวนมวลตอประจุ 
(mass-to-charge ratio) ของอนุภาคท่ีมีประจุ 



 
 

 
 

   3.3 อนุมูลอสิระ 

อนุมูลอิสระเปนสารท่ีมีอิเล็กตรอนโดดเด่ียว (unpaired electrons) ในอะตอม หรือ 
โมเลกุล พบไดในส่ิงมีชีวิตและในเซลลโดยเฉพาะในกระบวนการเมแทบอลิซึม (metabolism) ซึ่งจะ
เกิดการเคล่ือนยายอิเล็กตรอนออกจากโมเลกุลของออกซิเจน ปรากฏการณนี้เองท่ีทําใหอิเล็กตรอนใน
โมเลกุลออกซิเจนไมสมดุล และกลายเปนอนุมูลอิสระท่ีวองไวในการเขาทําปฏิกิริยากับโมเลกุลอื่น 
ท้ังนี้เพื่อท่ีจะดึงอิเล็กตรอนจากโมเลกุลอื่นมาแทนท่ีอิเล็กตรอนท่ีขาดหายไปและเกิดความเสถียร 
ในขณะท่ีโมเลกุลท่ีเสียอิเล็กตรอนไปจะกลายเปนอนุมูลอิสระแทน ทําใหปฏิกิริยาดังกลาวมาเกิดข้ึน
อยางตอเนื่องเปนปฏิกิริยาลูกโซในส่ิงมีชีวิตนั้น อนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนนั้นจะนําไปสูปญหาทางดาน
สุขภาพตางๆ มากมาย เชน การติดเช้ือไวรัสหรือเช้ือแบคทีเรีย โรคเกี่ยวกับภูมิคุมกัน (autoimmune 
diseases) เปนตน (Rao and Rao, 2007) ขอกังวลดานสุขภาพจึงนํามาสูกระแสความนิยม
รับประทานอาหารท่ีมีสารตานอนุมูลอิสระกันมากข้ึน ซึ่งหนึ่งในสารท่ีมนุษยนิยมนํามาบริโภคนั่นก็คือ 
แคโรทีนอยด เนื่องดวยคุณสมบัติท่ีละลายไดดีในตัวทําละลายอินทรียหรือละลายในไขมัน (lipid 
soluble) รางกายจึงสามารถดูดซึมนําไปใชไดงาย (รูปท่ี 2-10)  

 
รูปท่ี 2-10 ความสามารถในการดูดซึมของแคโรทีนอยดภายในเซลล 
ท่ีมา: Goto และคณะ (2001) 

แคโรทีนอยดมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (antioxidant activity) ท่ีชวยกําจัดอนุมูลอิสระและมี
ความสามารถสูงในการตอตานอนุมูลอิสระออกซิเจนอะตอมเด่ียว (singlet oxygen) ท่ีเกิดจากรังสี
อัลตราไวโอเลต เนื่องจากแคโรทีนอยดมีโครงสรางเปนสารประกอบฟนอลิคท่ีประกอบไปดวยหมู 
ไฮดรอกซิลท่ีเกาะบนวงเบนซีน (aromatic hydroxyl) ซึ่งหมูฟงกช่ัน (functional group) เหลานี้
เองท่ีมีบทบาทสําคัญตอการดักจับอนุมูลอิสระ (radical scavenging) ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาลูกโซ
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ออกซิเดช่ันได หรือในอีกแงหนึ่งคือยับยั้งการทํางานของออกซิเจนท่ีขาดอิเล็กตรอน (singlet oxygen 
quenching) นั่นเอง กลไกการทํางานของแคโรทีนอยดคือ แคโรทีนอยดจะทําหนาท่ีให H+ แกอนุมูล
อิสระ (รูปท่ี 2-11) ประสิทธิภาพในการตานอนุมูลอิสระ (antioxidant activity) ของแคโรทีนอยดแต
ละชนิดจะมีผลในการยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระของออกซิเจนแตละรูปแบบแตกตางกัน โดยพบวา
เบตาแคโรทีนสามารถยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระรูปแบบไออน peroxynitrite anion (ONOO-) ไดดี
ท่ีสุด และสามารถเปล่ียนออกซิเจนอะตอมเด่ียวท่ีวองไวตอการเกิดปฏิกิริยาใหไปอยูในรูปของ triplet 
oxygen (3O2) ท่ีมีความไวตอการเกิดปฏิกิริยานอยกวา (Hercberg et al., 1998) ในขณะท่ีแคโรที
นอยดชนิดแอสตาแซนธินมีความสามารถในการยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระรูปแบบอนุมูล Hydroxyl 
radical (HO-) และรูปแบบ hypochlorous acid (HOCl) ไดดีท่ีสุด (Rodrigues et al., 2012)  

 

รูปท่ี 2-11 กลไกการถายทอดอิเล็กตรอนแกอนุมูลอิสระ 

ในปจจุบันความสามารถในการเปนสารตานอนุมูลอิสระสามารถทําการวัดไดโดยการ 
วิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระเชิงปริมาณ อันเปนการวิเคราะหเพื่อหาปริมาณของสารตานอนุมูล
อิสระในตัวอยางประเภทตางๆ วิธีท่ีนิยมไดแก การวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธีการทําลาย
อนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH•) วิธีการฟอกสีอนุมูลอิสระเอบีทีเอส (ABTS•+) และการวิเคราะห
ความสามารถในการรีดิวซเฟอรริกของสารตานอนุมูลอิสระ (FRAP assay) ซึ่งวิธีการดังกลาวขางตน
จะมีการสรางอนุมูลอิสระท่ีทราบความเขมขนท่ีแนนอนและวิเคราะหความสามารถในการยับยั้งหรือ
กําจัดอนุมูลอิสระของสารตัวอยางท่ีสนใจ โดยคาท่ีไดจะนํามาคํานวณเทียบกับสารมาตรฐาน Trolox 
(Alía et al., 2003, Ramamoorthy and Bono, 2007) 
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บทท่ี 3 
วิธีการศึกษา 

1. วัสดุและอุปกรณ 
  1.1 อุปกรณมาตรฐานในหองปฏิบัติการ 

Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 และ 2.0 ml 
Centrifuge tube ขนาด 25 และ 50 ml 
Plastic petri dish 90×15 mm (P0006, KIMA) 
ปเปตอัตโนมัติ ขนาด 0.1 µl- 1,000 ml (Sartorius, US) 
คิวเวตตควอตซ (quartz cuvette) ขนาด 10 mm (Starna scientific, England) 
กระจกสไลดและกระจกปดสไลด 
กลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ (Nikon SMZ-10) 
กลองจุลทรรศนแบบใชแสง (Olympus CH30) 
เครื่องนึ่งฆาเช้ือความดันสูง (Hiclave HVE-50, Hirayama, Japan) 
เครื่องช่ังน้ําหนัก (PB303-S,Mettler Toledo) 
เครื่องปนเหวี่ยง (Biofugepico, Sorvall®, UK) 
ช้ันวางสําหรับเพาะเล้ียง 
ชุดหลอดฟลูออเรสเซนตสําหรับใหแสงสวาง 1300 ลักซ 

1.2 อุปกรณสําหรับการเพิ่มปริมาณดีเอนเอ 
เครื่องเทอรโมไซเคลอร (FlexCycler, Analytikjena, Germany) 
เครื่องอิเล็กโตรโฟรีซิส (MiniRun GE – 100, Hangzhou Bioer Technology, China) 
เครื่องสองเจลดวยรังสียูวี (InGenius 3, UK) 

  1.3 อุปกรณสําหรับวิเคราะหรงควัตถุ 
      1.3.1 อุปกรณสําหรับสกัดรงควัตถุ 

Polypropylene micro pestle (3411D68, Thomas scientific) 

      1.3.2 อุปกรณสําหรับวิเคราะหรงควัตถุดวยวิธี TLC ประกอบดวย 
แผนซิลิกาเจลขนาด 0.2 mm. (DC-Fertigfolien ALUGRAM® XtraSILG/UV254) 
Capillary tube (micro-hematocrit tubes, Vitrex, Denmark) 
Thin layer chromatography tank 
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      1.3.3 อุปกรณสําหรับวิเคราะหรงควัตถุดวยเคร่ือง HPLC ประกอบดวย 
Nylon syringe filter 0.45 µm, 13 mm (N01345, Fortune sci) 
 Glass vial amber สีชา 2 ml ขนาด 12×32 mm (V0104100, Fortune sci) 
Cap blue for 9-425 screw vialwith 9 mm PTFE (V0114100, Fortune sci) 
เครื่อง HPLC (SIL-20A HT, Shimadzu, Japan) 
เครื่อง HPLC detector (LC-20A, Shimadzu, Japan) 
คอลัมน HPLC dimension 250×4.6 mm id (ACE®5 C18-AR, Scotland) 

2. สารเคมี 
  2.1 สารเคมีสําหรับการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือและเพาะเลี้ยงสาหราย 

สูตร HSM (ภาคผนวก ก) 
สูตร BBM (ภาคผนวก ก) 
สูตร Bristol (ภาคผนวก ก) 
Ampicillin (59349, Sigma-Aldrich) 

  2.2 สารเคมีสําหรับทดสอบการลดการปนเปอนของเช้ือราในการเพาะเลี้ยงสาหราย 
Clorox® 
Haiter® 
Mercuric Chloride (215465, Sigma-Aldrich) 
Ethanol -analytical grade (20821.321, VWR chemicals) 
50% Hydrogen peroxide (Thai peroxide, Thailand) 
Benzimidazole (194123, Sigma-Aldrich) 

  2.3 สารเคมีสําหรับการเพิ่มปริมาณดีเอนเอดวยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 
      2.3.1 สารเคมีสําหรับสกัดสารพันธุกรรม 

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) 

      2.3.2 สารเคมีท่ีเก่ียวของในปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย  
PCR buffer (Bio-rad, CA, USA) 
KAPA dNTP mix (KAPA Biosystem, USA) 
iTaq DNA polymerase (Bio-Rad, CA, USA)  
โอลิโกนิวคลีโอไทด (Eurofins Genomics, Ebersberg, Germany) 
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ตารางท่ี 3-1 โอลิโกนิวคลีโอไทดท่ีใชในการทดลอง 
ช่ือไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด เอกสารอางอิง 

107F 5’-CGAATGGCTCATTAAAT-3’ Suutati และคณะ (2010) 

ChloroR 5’-GAATCAACCTGACAAGGCAAC-3’ Moro และคณะ (2009) 

TrerbcL_mos_for 5’-GAAGCWATTCTTGAGWGAA- 3’ Hametner และคณะ (2014) 

TrerbcL_mos_rev 5’CATCCATTCTTGAGWAAAGAATAC- 3’ Hametner และคณะ (2014) 

      2.3.3 สารสําหรับแยกขนาดช้ินสวนดีเอนเอดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส 
DNA dye (UltrapowerTM Nucleic acid stain, Singapore) 
Loading dye (RBC bioscience, Taiwan) 
TAE buffer (ภาคผนวก ก) 

  2.4 สารเคมีสําหรับวิเคราะหรงควัตถุ 
       2.4.1 สารเคมีสําหรับสกัดรงควัตถุ 

Seasand (Nr.41 845, Ferak laborat) 
Methanol -analytical grade (20847.307, VWR chemicals) 
Chloroform -analytical grade (22711.324, VWR chemicals) 

       2.4.2 สารเคมีสําหรับวิเคราะหรงควัตถุดวยวิธี TLC  
75% Hexane -analytical grade (AR1090, RCI labscan) 
25% Acetone -analytical grade (20066.321, VWR chemicals) 
ß-carotene standard Type I (C9750-5G, Sigma-Aldrich) 

       2.4.3 สารเคมีสําหรับวิเคราะหรงควัตถุดวยเคร่ือง HPLC  
สารชนิด A: Methanol -HPLC grade (LC1115, RCI labscan) 
สารชนิด B: Acetonitrile -HPLC grade (LC1005, RCI labscan) 
สารชนิด C: Dichloromethane -HPLC grade (LC1040A, RCI labscan) 
ß-carotene standard type II (C4582-5MG, Sigma-Aldrich) 

  2.5 สารเคมีสําหรับทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH 
Methanol -analytical grade (20847.307, VWR chemicals) 
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (D9132-1G, Sigma-Aldrich) 
Trolox (238813-5G, Sigma-Aldrich) 
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3.วิธีทดลอง 
  3.1 การเก็บตัวอยางและการจําแนกชนิดของสาหรายกอโรคใบจุดสาหราย 
      3.1.1 การเก็บตัวอยาง 

 

รูปท่ี 3-1 แผนท่ีแสดงจุดเก็บตัวอยาง 
โดยหมายเลขท่ีแสดง คือบริเวณพื้นท่ีทําการเก็บตัวอยางท้ังหมด 6 จุด 

การเก็บตัวอยางพืชท่ีพบโรคใบจุดสาหรายอาศัยวิธีการสุมเก็บจากท้ังพื้นท่ีเกษตรกรรมและ
บานเรือนท่ีพักอาศัย ท้ังนี้ผูวิจัยไดทําการเก็บตัวอยางใบพืชท่ีเกิดโรคในบริเวณพื้นท่ีท้ังหมด 6 จุด  
(รูปท่ี 3-1) ไดแก  

พื้นท่ีสวนมะนาว อ.บานแพว จ.สมุทรสาคร 1 จุด ไดแกหมายเลข 1 
พื้นท่ีบานพักอาศัย อ.เมือง จ.นครปฐม 3 จุด ไดแกหมายเลข 2-6 
พื้นท่ีสวนสมโอและมะนาว อ.สามพราน จ.นครปฐม 2 จุด ไดแกหมายเลข 4 และ 5 
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ผูวิจัยทําการเก็บตัวอยางพืชท่ีคาดวาติดเช้ือโรคใบจุดสาหรายจากการสังเกตลักษณะรอยโรค
บนพืชดวยตาเปลา ซึ่งลักษณะการเกิดโรคชนิดนี้ผูวิจัยไดทําการสืบคนและรวบรวมมาจากเอกสารท่ีมี
รายงานในตางประเทศ เชน Brown (2013) Brooks (2015) และ Nelson (2008) จากการสังเกต
พบวา ลักษณะบงช้ีการเกิดโรคใบจุดสาหรายบนพืชท่ีพบในรายงานลวนเปนไปในทิศทางเดียวกัน 
กลาวคือ ตําแหนงการเกิดโรคท่ีบริเวณผิวใบพืช โคโลนีท่ีมีลักษณะกลม สีสมแดงคลายสีสนิมเหล็ก 
ผิวหนาโคโลนีฟูคลายกํามะหยี่นูนข้ึนมาจากพื้นผิวของเนื้อเยื่อพืชอยางชัดเจน เมื่อทําการเก็บตัวอยาง
เรียบรอย ตัวอยางช้ินสวนพืชท่ีมีลักษณะการติดเช้ือโรคจุดสาหรายดังท่ีกลาวขางตนจะถูกบรรจุลงถุง
เก็บตัวอยาง และนํามาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอและแบบ
ใชแสงเลนสประกอบ พรอมท้ังแยกเพาะเล้ียงในวันเดียวกัน ณ หองปฏิบัติการภาควิชาชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยศิลปากร จังหวัดนครปฐม 

      3.1.2 การจัดจําแนกชนิดของสาหรายกอโรคดวยขอมูลสัณฐานวิทยา 
การจําแนกสายพันธุเบ้ืองตนของสาหรายกอโรค Cephaleuros ทําไดโดยศึกษาจากลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยาภายนอกท่ีมองเห็น รวมไปถึงลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอและ
กลองจุลทรรศนแบบใชแสงเลนสประกอบ การอางอิงลักษณะตางๆ ของสาหรายอาศัยคูมือการจัด
จําแนกชนิดของสาหราย Cephaleuros ของ Thompson และ Wujek (1997) พิจารณารวมกับ
งานวิจัยของ Suto และคณะ (2011, 2009) ซึ่งลักษณะท่ีสําคัญนํามาพิจารณาในการจําแนกชนิดของ
สาหรายไดแก 

1. ลักษณะและสีของโคโลนี (รูปท่ี 2-1) 
2. ตําแหนงการเกิดรอยโรค (lesion) บนใบพืช ไดแก บริเวณผิวใบพืชดานบน และดานลาง  
3. ลักษณะรูปราง ความกวาง และความยาวของกานชูอับสปอร (รูปท่ี 2-6) 
4. ตําแหนงการเขาทําลายของโรคบนช้ันเนื้อเยื่อพืช (รูปท่ี 2-5) 
5. ลักษณะทัลลัสของสาหรายท่ีแทรกภายในเนื้อเยื่อพืช 
6. ความกวางและความยาวของ filament สาหรายท่ีแยกเพาะเล้ียงได 

      3.1.3 จําแนกชนิดของสาหรายกอโรคดวยขอมูลอณูชีววิทยา  
การยืนยันชนิดของสาหรายกอโรคดวยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนงยีน 18S rRNA 

(18S ribosomal RNA) จากตัวอยางสาหรายท่ีแยกเพาะเล้ียงเปนสายพันธุบริสุทธิ์ ซึ่งอางอิงวิธีการ
วิเคราะหจาก Rindi และคณะ (2009) ประกอบดวยข้ันตอนดังนี้ 

3.1.3.1 การสกัดสารพันธุกรรม 
การสกัดสารพันธุกรรมของสาหรายดําเนินการตามวิธีการของ Sambrook และคณะ (2001) 

ทําไดโดยนําสาหรายท่ีแยกเพาะเล้ียงใหเปนสายพันธุบริสุทธิ์มาประมาณ 50 mg มาบดดวย micro 
pestle ในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml จากนั้นทําการลางเซลลดวย TEN buffer 
ปริมาตร 500 µl แลวนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบ/วินาที นาน 1 นาที ยายสารละลาย
ท้ังหมดท้ิงไป แลวจึงนํามาเติมน้ํากล่ันปลอดเช้ือปริมาตร 150 µl พรอมกับเติม SDS-EB buffer 
ปริมาตร 300 µl และ phenol: chloroform: isoamyl alcohol ปริมาตร 350 µl เขยาอยางแรงให
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เขากัน จากนั้นจึงปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบ/วินาที นาน 5 นาที ยายสารละลายสวนใสช้ันบน
ใสลงในหลอด 1.5 ml หลอดใหมและเติม 95% ethanol ท่ีแชเย็นปริมาตร 2 เทาของสารละลายท่ี
ไดมา ผสมใหเขากันดวยการพลิกหลอดกลับไป-มา และบมท่ีอุณหภูมิ -20˚C อยางนอย 30 นาที 
หลังจากนั้นนําออกมาปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบ/วินาที นาน 10 นาที เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ
จากนั้นเทสารละลายท้ังหมดท้ิงแลวเติม 70% ethanol ปริมาตร 800 µl เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเออีก
ครั้งโดยการปนเหวี่ยงเชนเดิม นาน 10 นาที เทสารละลายท้ังหมดท้ิงและปลอยใหดีเอ็นเอซึ่งจะ
ตกตะกอนท่ีกนหลอดแหงท่ีอุณหภูมิหอง ประมาณ 15-20 นาที จากนั้นละลายตัวอยาง DNA ดวยน้ํา
กล่ันปลอดเช้ือและเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20°C จนกวาจะใชงาน  

3.1.3.2 การเพิ่มปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร 

การเพิ่มปริมาณช้ินสวน DNA ดวยเทคนิค PCR ทําไดโดยใชไพรเมอรดังแสดงในตารางท่ี 3-1 
ซึ่งปริมาตรรวมของปฏิกิริยาเทากับ 50 µL ประกอบไปดวย 1) น้ํากล่ันปลอดเช้ือ 40.5 µL 2) PCR 
buffer 2.5 µL 3) dNTP mix ความเขมขน 10 mM ปริมาตร 1 µL 4) ไพรเมอร Forward ความ
เขมขน 20 µM ปริมาตร 1 µL 5) ไพรเมอร Reward ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 1 µL 6) จีโนมิก
ดีเอ็นเอ (genomic DNA) ของสาหราย 2 µL 7) Taq DNA polymerase 0.25 µL จากนั้นทํา
ปฏิกิริยาดวยเครื่อง Thermal cycler โดยต้ังโปรแกรมอุณหภูมิดังนี้  

 
1. initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94°C นาน 5 นาที  
2. denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94°C นาน 30 วินาที  
3. annealing ท่ีอุณหภูมิ 45°C นาน 30 วินาที  
4. extension ท่ีอุณหภูมิ 72°C นาน 1 นาที 20 วินาที  

โดยทําปฏิกิริยา PCR ท้ังหมด 30 รอบ และ final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 °C นาน 
7 นาที จากนั้นนําผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึนไปทําการตรวจสอบและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด (1st BASE, 
SG) เพื่อนําขอมูลมาทําการจัดเรียงเปรียบเทียบ (BLAST search) กับฐานขอมูล NCBI เพื่อยืนยัน
ชนิดของสาหรายกอโรค (Altschul et al., 1997) 

  3.2. การแยกเพาะเลี้ยงสาหรายสกุล Cephaleuros และอาหารท่ีเหมาะสมในการสรางมวล
ชีวภาพ 

      3.2.1 การแยกเพาะเลี้ยงสาหราย Cephaleuros ใหไดเช้ือบริสุทธิ์ 

นําตัวอยางช้ินสวนพืชท่ีมีการติดเช้ือโรคใบจุดสาหรายมาทําความสะอาดเบ้ืองตนตามวิธีของ 
Suto และ Ohtani (2009) โดยนําตัวอยางช้ินสวนพืชท่ีติดเช้ือไปผานน้ําประปาเปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
ตามดวยการทําความสะอาดบริเวณรอยโรคดวยสําลีชุบแอลกอฮอล 70% และตัดช้ินสวนบริเวณ
ดังกลาวดวยใบมีดท่ีผานการฆาเช้ือ กอนนําช้ินสวนพืชท่ีตัดไดลงเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร High 
salt medium หรือ HSM (Sueoka et al., 1967) ซึ่งเปนสูตรอาหารจําเพาะสําหรับการคัดเลือกเพื่อ
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เพาะเล้ียงส่ิงมีชีวิตจําพวก photoautotroph จากนั้นทําการถายเสนสายสาหราย (algal filament) 
ลงอาหารขวดใหมเมื่อพบการเจริญเติบโต และทําการถายเสนสายซ้ําจนกวาจะไดเช้ือสาหรายบริสุทธิ์
ท้ังนี้อาจมีการเติมสารปฏิชีวนะเพื่อฆาจุลินทรียท่ีปนเปอนตามความเหมาะสม เชน streptomycin
เปนตน (Suto and Ohtani, 2011) โดยทําการเพาะเล้ียงสาหรายภายใตอุณหภูมิ 25 ±2°C ในแสง
อยางตอเนื่องท่ีความเขมแสง 1300 ลักซ 

      3.2.2 การลดการปนเปอนของเช้ือราในการเพาะเลี้ยงสาหรายกอโรค Cephaleuros 

การทดลองใชสารกําจัดเช้ือจุลชีพท่ีมีรายงานถึงความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ
จุลชีพ เพื่อใชในการลดการปนเปอนของจุลชีพระหวางการแยกเพาะเล้ียงสาหรายกอโรคใบจุด
สาหราย โดยนําตัวอยางช้ินสวนพืชท่ีมีการติดเช้ือโรคใบจุดสาหรายมาทําความสะอาดเบ้ืองตนตามวิธี
ของ Suto และ Ohtani (2009) คือนําตัวอยางช้ินสวนพืชท่ีติดเช้ือไปผานน้ําประปาเปนเวลา 1 
ช่ัวโมง ตามดวยการทําความสะอาดบริเวณรอยโรคดวยสําลีชุบแอลกอฮอล 70% จากนั้นทําการตัด
ช้ินสวนบริเวณดังกลาวดวยใบมีดท่ีผานการฆาเช้ือ กอนนําช้ินสวนพืชท่ีตัดไดแชลงในสารกําจัดเช้ือ 
จุลชีพแตละชนิดตามความเขมขน และระยะเวลาท่ีใชในการแชดังแสดงในตารางท่ี 3-2 หลังจากนั้น
เมื่อครบระยะเวลาตามกําหนด ตัวอยางช้ินสวนดังกลาวจะนําไปทําความสะอาดดวยน้ํากล่ันปราศจาก
เช้ืออีกครั้งกอนนําลงเล้ียงในอาหารแข็งสูตร HSM 

ตารางท่ี 3-2 ชนิด ความเขมขน และระยะเวลาของการใชสารกําจัดเช้ือจุลชีพ 

Disinfectant ความเขมขน ระยะเวลาแชช้ินสวนพืช (นาที) 

Clorox® 15% 20% 30% 2, 5 และ 10 

Haiter® 15% 20% 30% 2, 5 และ 10  

Mercuric chloride 0.01% 0.05% 0.1% 2, 5 และ 10  

Ethanol 50% 70% 85% 2, 5 และ 10  

Hydrogen peroxide 3% 5% 10% 2, 5 และ 10  
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      3.2.3 การศึกษาชนิดของอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีมีผลตอการสะสมมวลชีวภาพในสาหราย 
Cephaleuros  

 การทดสอบผลของอาหารตอการสรางมวลชีวภาพของสาหราย Cephaleuros โดยเลือก
ตัวอยางสาหราย Cp.1 ท่ีแยกไดจากขอ 3.2 มาเปนตัวแทนในการศึกษา โดยนําเช้ือสาหรายท่ีมีอายุ
ประมาณ 4-5 เดือน มาช่ังน้ําหนักสดเทากับ 50 mg/ml จากนั้นนํามาทําการบดดวย micro pestle 
ในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml ใหเปนเนื้อเดียวกัน (รูปท่ี 3-2ก) แลวจึงนําไป
ละลายผสมกับอาหารเล้ียงเช้ือสูตร HSM ปริมาตร 50 ml ใหเขากันกอนแบงลงเล้ียงในขวดรูปชมพูท่ี
มีอาหารเล้ียงเช้ือ 3 ชนิด ไดแก HSM BBM และ Bristol ปริมาตร 100 ml โดยใชสารละลาย
สาหรายปริมาตร 1 ml/100 ml ของอาหารแตละชนิด เพื่อใหแตละการทดลองมีน้ําหนักสดเริ่มตน
เทากัน ทําการทดลองเล้ียงในอาหารชนิดละ 4 ซ้ํา ภายใตอุณหภูมิ 25 ±2 °C และใหแสงอยาง
ตอเนื่องท่ีความเขมแสง 1300 ลักซ ทําการเก็บมวลชีวภาพของตัวอยาง ทุก 30 วัน จํานวน 4 ครั้ง 
รวมเปนระยะเวลาเพาะเล้ียงท้ังหมด 120 วัน บันทึกการเจริญเติบโตของสาหรายในอาหารเล้ียงเช้ือ
ท้ัง 3 ชนิดโดยการถายรูปทุกครั้งท่ีเก็บตัวอยาง และนําตัวอยางมวลชีวภาพของสาหรายท่ีไดมาทําให
แหงดวยวิธี freeze dry เพื่อวัดน้ําหนักแหง (dry weight) 

 

รูปท่ี 3-2 การเตรียมเช้ือสาหรายเริ่มตนเพื่อเพาะเล้ียงในอาหารเหลว 
ก) นําสาหรายมาทําการบดดวย micro pestle 
ข) ผสมสาหรายท่ีบดแลวกับอาหารเล้ียงเช้ือสูตร HSM 
ค) เติมสารสะลายสาหรายท่ีไดลงเล้ียงใน flask ท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือ 
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  3.3. การศึกษาชนิดและปริมาณของรงควัตถุท่ีสะสมในสาหราย Cephaleuros 

เนื่องจากอาหารเล้ียงเช้ือมีผลตอการเจริญเติบโตของสาหรายรวมไปถึงการสรางและสะสม
แคโรทีนอยดในการทดลองนี้ ตัวอยางสาหรายท่ีเพาะเล้ียงและเก็บเกี่ยวมวลชีวภาพจากวิธีการในขอ 
3.2.2 และผานการทําใหแหงแบบเยือกแข็งแลวจะถูกนํามาสกัดและวิเคราะหชนิดของแคโรทีนอยด
และความสามารถในการเปนสารตานอนุมูลอิสระดังวิธีการตอไปนี้ 

      3.3.1 การเตรียมสารสกัดจากสาหราย 

นําตัวอยางแหงของสาหราย Cephaleuros Cp.1 น้ําหนัก 10 mg มาทําการบดดวย micro 
pestle ในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml จนเปนเนื้อเดียวกัน ท้ังนี้จะทําการเติม sea 
sand (Nr.41 845, Ferak laborat) เพื่อชวยในการทําใหเซลลแตกไดดียิ่งข้ึน จากนั้นเติมน้ํากล่ัน 
400 µl และ methanol 400 µl ลงในหลอด ผสมตัวอยางใหเขากันอยางแรงเพื่อใหสารละลายและ
เซลลสาหรายรวมเปนเนื้อเดียวกัน บมสารสกัดไวท่ีมืด/อุณหภูมิหองเปนเวลา 60 นาที จากนั้นเติม 
chloroform ปริมาตร 800 µl ลงในหลอดและผสมสารสกัดอยางแรงอีกครั้ง แลวจึงนําไปปนเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 8000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที จากนั้นนําสารละลายสวนลางของหลอดท่ีมีสี ยายใส
หลอด microcentrifuge tube หลอดใหม และนําไปกําจัดตัวทําละลายดวยการทําใหระเหย โดยต้ัง
สารสกัดท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองและหลีกเล่ียงไมใหสารสกัดท่ีไดโดนแสง 

      3.3.2 การศึกษาชนิดของแคโรทีนอยดดวยวิธี Thin layer Chromatography  

ละลายสารสกัดจากขอ 3.2 ดวย petroleum ether ตามวิธีของ Grung และคณะ (1992) 
และจุดสารสกัดลงบนแผน silica gel ใหแตละจุดมีระยะหาง 0.5 ซม. สูงจากขอบลาง 2 ซม. และอยู
หางจากขอบขาง 1.5 ซม. จากนั้นนําแผน silica gel แชลงในแทงคท่ีมี hexane และ acetone ใน
สัดสวน 3:1 ท่ีทําหนาท่ีเปนสารละลายเคล่ือนท่ี (mobile phase) ต้ังท้ิงไวเปนเวลาประมาณ 10 
นาที และสังเกตจากการเคล่ือนท่ีของสาร นําแผน silica gel ออกจากแทงคเมื่อสารละลายเคล่ือนท่ี
มาถึงจุดท่ีตองการ พรอมท้ังบันทึกระยะทางท่ีสารละลายเคล่ือนท่ีมาถึงโดยหลีกเล่ียงแสง ทําการ
เปรียบเทียบสารสกัดสาหรายกับสารมาตรฐาน ß-carotene สารสกัดหยาบจากผักโขม เพื่อ
เปรียบเทียบชนิดของแคโรทีนอยดและทําการคํานวณหาคา Rf หรืออัตราสวนของระยะทางท่ีสาร
เคล่ือนท่ีตอระยะทางท่ีตัวทําละลายเคล่ือนท่ี ซึ่งสามารถคํานวณไดดังสมการ 

Rf     =      ระยะทางจากจุดต้ังตนถึงจุดกึ่งกลางของแถบสารท่ีแยกได 
                    ระยะทางท่ีตัวทําละลายเคล่ือนท่ี 
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ตัวอยางการหาคา Rf ของสารแตละตัว แสดงดังรูปท่ี 3-3 

 
รูปท่ี 3-3 การคํานวณคา Rf ของสารท่ีแยกได 

      3.3.3 การตรวจวิเคราะหชนิดและปริมาณของแคโรทีนอยดดวยเคร่ือง HPLC  

    3.3.3.1 การเตรียมสารมาตรฐาน ß-carotene เพื่อสรางกราฟมาตรฐาน 

การเตรียมทําไดโดยแตะ ß-carotene standard type II ปริมาณเล็กนอยจากขวดดวย
ปลายปเปตทิปขนาด 200 µl ละลายสารดังกลาวดวย chloroform ปริมาตร 1 ml เพื่อใหสาร
มาตรฐานละลายไดงายข้ึน และปรับปริมาตรใหเปน 5 ml ดวย petroleum ether สารละลาย
ขางตนจะถูกนํามาใชเปน stock solutions จากนั้นนําไปวัดดวย spectrophotometer ท่ีคาดูดกลืน
แสงท่ี 454 nm เพื่อคํานวณหาความเขมขนของสารมาตรฐาน (C ซึ่งมีหนวยเปน µg/ml) โดยมีสูตร
ของ Beer- Lambert Law (Calloway, 1997) ในการคํานวณดังนี้ 

A = εCL 

เมื่อ   
A =  คาดูดกลืนแสงท่ีวัดได 
ε = คาคงท่ีของการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐาน ß-carotene คือ 0.25 µg/ml  
C = ความเขมขนของสารมาตรฐานท่ีตองการทราบ มีหนวยเปน µg/ml 
L = ความหนาของ cuvette ท่ีใชวัดเทากับ 1 เซนติเมตร 

จากนั้นนําสารละลายมาตรฐาน ß-carotene stock solution ท่ีทราบความเขมขนแลวมา
เจือจางครั้งละ ½ เทา จํานวน 6 ครั้งดวย chloroform และนําสารท่ีเจือจางแลวแตละระดับไปวัดคา
การดูดกลืนแสงดวย spectrophotometer เพื่อหาความเขมขนของสารมาตรฐานดวยการคํานวณ
ตามสมการขางตนกอนนําไปตรวจวิเคราะหพื้นท่ีใตกราฟดวยเครื่อง HPLC หลังจากนั้น จะนําคา
ความเขมขนของ ß-carotene stock solution มาสรางกราฟมาตรฐานโดยใหแกน x เปน ความ
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เขมขนของสาร (µg/ml) และแกน y เปน คาพื้นท่ีใตกราฟของ ß-carotene stock solution 
จากนั้นทําการคํานวณเพื่อสมการถดถอยเชิงเสน (linear regression) เพื่อจะนําสมการท่ีไดไปใชใน
การคํานวณหาคา ß-carotene content ของตัวอยางสาหรายตอไป 

    3.3.3.2.) การเตรียมสารสกัดสาหรายเพื่อการตรวจวิเคราะห 

นําสารสกัดสาหรายท่ีสกัดตามวิธีในขอ 3.2 มาละลายดวย petroleum ether ปริมาตร 
1 mL และกรองสารละลายดวย syringe filter ขนาด 0.45 µm ลงในขวด vial สีชาขนาด 2 ml 
กอนนําไปตรวจวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC 

    3.3.3.3.) ระบบการตรวจวิเคราะห 

ระบบการตรวจวิเคราะหชนิดและปริมาณของแคโรทีนอยดในสารสกัดของ Cephaleuros 
Cp.1 ดวยเครื่อง HPLC โดยใช mobile phase แบบ linear gradient time program ซึ่งมี
รายละเอียดดังตอไปนี้  

ตารางท่ี 3-3  โปรแกรมในการวิเคราะหแคโรทีนอยดดวยเครื่อง HPLC 

นาทีท่ี % methanol (A) % acetonitrile (B) % dichloromethane (C) 

0 0 100 0 

5 20 60 20 

10 20 60 20 

15 40 0 60 

20 40 0 60 

25 0 100 0 

30 0 100 0 

Injection volume : 10 µL 
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   3.4 การศึกษาผลของแหลงไนโตรเจน เกลือคลอไรด และ Trace element ตอการสะสม 
รงควัตถุ 

การทดลองนี้ไดเลือกตัวอยางสาหราย Cephaleuros Cp.1 มาเปนตัวแทนในการศึกษา โดย
เพาะเล้ียงสาหรายในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร HSM และ BBM เปนระยะเวลาท้ังหมด 60 วัน จากนั้น
สังเกตสีของเสนสายสาหรายท่ีเปล่ียนไป และบันทึกระยะเวลาท่ีสาหรายเปล่ียนสี เพื่อระบุปจจัยของ
สารอาหารท่ีกระตุนใหสาหรายมีการสะสมแคโคทีนอยดโดยมีแผนการทดลองดังรูปท่ี 3-4 

 

รูปท่ี 3-4 แผนการทดลองผลของแหลงไนโตรเจน เกลือคลอไรด (NaCl) และ trace element ตอ
การสะสมรงควัตถุของ Cephaleuros Cp.1 
หมายเหตุ * หมายถึง ชุดควบคุม (control)  

เมื่อครบ 60 วันของการเพาะเล้ียง ทําการถายรูปมวลชีวภาพของสาหรายเพื่อบันทึก
เปล่ียนแปลงของสี  
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  3.5 วิธีการวิเคราะหคาความเปนสารตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH assay 

ทําการเพาะเล้ียงสาหราย Cephaleuros ตัวอยาง Cp.1 ในอาหาร 3 ชนิด ไดแก HSM 
BBM และ Bristol เปนระยะเวลา 60 วัน จากนั้นจะทําการเก็บมวลชีวภาพและนําไปทําใหแหงแบบ
เยือกแข็งกอนนําไปสกัดเพื่อหาคาความเปนสารตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH assay  

ช่ังน้ําหนักสาหรายท่ีผานการทําใหแหงดวยวิธี freeze dry น้ําหนัก 15 mg และสกัด
ตัวอยางดวยวิธีการในขอ 3.2 เมื่อไดสารสกัดท่ีแหงแลวนํามาละลายดวย methanol ปริมาตร 1 ml 
จากนั้นทําการเติมสารสกัดปริมาตร 25 50 75 100 และ 125 µl ลงในหลอด microcentrifuge 
tube ขนาด 2 ml ท่ีภายในมีสารละลาย DPPH ปริมาณ 0.5 ml ทําการวัดคาดูดกลืนแสงท่ี 515 nm 
ทันที โดยบันทึกผลเปนคา At0 หลังจากนั้นท้ิงสารละลายไวในท่ีมืดเปนเวลา 30 นาที แลวจึงนํา
ออกมาวัดคาดูดกลืนแสงท่ี 515 nm อีกครั้งและบันทึกเปนคา At30 ท้ังนี้ทําการทดสอบตัวอยางซ้ํา 3 
ครั้ง เพื่อนําคาท่ีไดมาหาคาเฉล่ีย และนําไปคํานวณหาเปอรเซ็นตในการยับยั้งการเกิดออกซิเดชัน (%
inhibition) ตามสมการของ Cepoi และคณะ (2009) 

 

% inhibition = 
�A
t0
−A

t30
�

A
t0

× 100 

 
โดยท่ี  A0 คือ absorbance ของสารสกัดท่ี 0 นาทีของปฏิกิริยา 

         A30 คือ absorbance ของสารสกัดท่ี 30 นาทีของปฏิกิริยา 

ผลการทดลองนี้รายงานในรูปแบบของคา 50% effective concentration (EC50) ซึ่ง
หมายถึง ปริมาณสารตานออกซิเดชัน (ในสารตัวอยาง) ท่ีทําใหความเขมขนของ DPPH เหลืออยู 
50% 
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บทท่ี 4 
ผลและวิจารณผลการทดลอง 

1. การเก็บตัวอยางและการจําแนกชนิดของสาหรายกอโรคใบจุดสาหราย  
   1.1 การเก็บตัวอยางพืชท่ีพบอาการของโรคใบจุดสาหราย 

จากการสํารวจและเก็บตัวอยางใบพืชท่ีพบอาการของโรคใบจุดสาหรายในบริเวณพื้นท่ี
จังหวัดนครปฐมและจังหวัดสมุทรสาครท้ังหมด 6 จุดเก็บตัวอยาง พบพืชติดเช้ือโรคใบจุดสาหราย
ท้ังหมด 6 ชนิด ดังแสดงในตารางท่ี 4-1 เมื่อสํารวจบริเวณพื้นท่ีเกษตรกรรมและทําการพูดคุย
สอบถามกับเกษตรกร พบวา มีเกษตรกรสวนสมโอเพียงสวนเดียวท่ีรูจักโรคใบจุดสาหราย ในขณะท่ี
เกษตรอื่นๆ ไมเคยไดยิน หรือไมรูจักโรคใบจุดสาหรายแตอยางใด ถึงแมผูวิจัยจะทําการอธิบาย
ลักษณะของรอยโรคตามท่ีไดมีรายงานไว อันไดแก ลักษณะของรอยโรคท่ีกลมฟู มีสีสมคลายสีสนิม 
มักพบการติดเช้ือบริเวณใบพืชเปนสวนมาก (Mutiara et al., 2015, Han et al., 2011, Brown, 
2013) เกษตรกรสวนมากไมเคยรูจักและไมเคยประสบปญหากับโรคพืชท่ีมีช่ือวาใบจุดสาหรายนี้มา
กอน แตเมื่อทําการสํารวจบริเวณตางๆ ของพื้นท่ีสวนท้ัง 3 สวน ไดแก สวนสมโอ 1 แหง และสวน
มะนาว 2 แหง พบวามีการปรากฏของโรคใบจุดสาหรายบนใบพืชท่ีปลูกในทุกสวนท่ีทําการเก็บ
ตัวอยาง และสังเกตพบวาระดับความรุนแรงของการติดเช้ือแตกตางกันไปตามระดับการดูแลเอาใจใส
ของเจาของสวน กลาวคือ พบการติดเช้ือของพืชนอยเมื่อเกษตรกรเจาของสวนดูแลเอาใจใสพืชท่ีปลูก
เปนอยางดี จากขอมูลท่ีกลาวมาขางตนอาจกลาวไดวา โรคใบจุดสาหรายเปนโรคท่ีชาวสวนไมคุนเคย
นัก โดยจากการลงพื้นท่ีสํารวจสวนผลไม 3 แหง พบวา มีเกษตรกรเพียงสวนเดียวท่ีรูจักโรคใบจุด
สาหราย คือ จุดเก็บตัวอยางท่ี 4 สวนสมโอ อ.สามพราน จ.นครปฐม โดยสวนดังกลาวเปนสวนท่ีพบ
การแพรระบาดของโรคใบจุดสาหรายมากท่ีสุดจากสวนท้ังหมดท่ีทําการสํารวจดังแสดงในรูปท่ี 4-1 
นอกจากสวนผลไมแลว ผูวิจัยยังสํารวจพบการติดโรคใบจุดสาหรายในพืชจากแหลงพื้นท่ีบานพัก
อาศัยอีก 2 จุดเก็บตัวอยาง ซึ่งจากการสอบถามเจาของบาน ปรากฏวาพบการเกิดโรคใบจุดสาหราย
มาต้ังแตซื้อมาจากรานขายตนไมท้ังส้ิน 
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รูปท่ี 4-1 การติดเช้ือใบจุดสาหรายอยางรุนแรงของใบสมโอ 
ภาพจากการสํารวจและเก็บตัวอยางของพื้นท่ีเกษตรประเภทสวนผลไมจุดเก็บตัวอยางท่ี 4 สวนสมโอ 
อําเภอสามพราน จังหวัดนครปฐม 

จากการสํารวจและเก็บตัวอยางพืชท่ีมีการติดโรคใบจุดสาหรายในแตละจุดเก็บตัวอยางท่ีเปน
สวนผลไม พบวา ในพื้นท่ีสวนผลไมท่ีเกษตรกรมีระดับการดูแลรักษาคอนขางดี อาทิ มีการใชยากําจัด
แมลงและศัตรูพืชฉีดพนพืชผลทางการเกษตร และ/หรือมีการตัดแตงกิ่งพืชผลเปนประจํา มักไมพบ
การติดเช้ือโรคใบจุดสาหรายบนพืชผลการเกษตรหรือพบโรคในปริมาณท่ีนอยมาก  ในทางตรงกันขาม
พื้นท่ีสวนผลไมท่ีมีระดับการดูแลรักษาคอนขางตํ่า ปลอยใหพืชผลเจริญเติบโตตามธรรมชาติ ไมมีการ
ใชยากําจัดแมลงและศัตรูพืชหรือมีการใชในปริมาณนอย มักพบวามีการแพรระบาดของโรคใบจุด
สาหรายในอัตราท่ีสูงกวาอยางเห็นไดชัด ท้ังนี้ผูวิจัยไดสังเกตพบ ลักษณะการติดเช้ือของโรคใบจุด
สาหรายในตัวอยางพืชจากบริเวณพื้นท่ีจุดเก็บตัวอยางท่ี 4 สวนสมโอ อ.สามพราน จ.นครปฐม 
รวมกับเช้ือจุลชีพอื่นๆ อาทิ รา ไลเคน และแบคทีเรีย เปนจํานวนมาก (รูปท่ี 4-1) ขอสังเกตอีก
ประการท่ีไดรับจากการสํารวจโรคใบจุดสาหรายในสวนผลไมพื้นท่ีจังหวัดนครปฐม คือ สวนผลไมท่ี
พบตัวอยางโรคใบจุดสาหรายมักเปนสวนท่ีมีการปลูกพืชแบบยกรอง ซึ่งเปนการปลูกพืชดวยการขุด
คันดินลอมรอบแปลงเกษตร และขุดรองเปนรางแหเพื่อยกแปลงดานในใหสูงเพื่อปลูกพืชบนสันรอง
ดังกลาว โดยรองท่ีขุดจะใชสําหรับกักเก็บน้ําเพื่อใชเปนแหลงน้ําแกพืช จากการซักถามพบวา สวนมาก
เกษตรกรจะใชน้ําท่ีขังอยูในทองรองนํามารดน้ําตนไมดวยการใชแรงคนหรือเรือรดน้ํา ซึ่งเทากับเปน
การใชน้ําหมุนเวียนภายในสวนอีกดวย 
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ตารางท่ี 4-1 จุดเก็บตัวอยางและพืชท่ีพบโรคใบจุดสาหราย 

จุดเก็บ
ตัวอยาง 

พื้นที่เก็บตัวอยาง พืชที่พบโรคใบจุดสาหราย ขอมูลเพิ่มเติม 

1 
สวนมะนาว  
อ.บานแพว  

จ. สมุทรสาคร 

มะนาว 
(Citrus aurantifolia) 

สวนมะนาวมีการ เก็บผลผลิตขายเปน
ประจํา สวนไดรับการดูแลรักษาเปนอยางดี 
และมีการฉีดยากําจัดศัตรูพืช 
 

2 
บานพักอาศัย 1 

ต.บางแขม อ.เมือง 
จ.นครปฐม 

ชมพูมะเหมี่ยว 
(Syzygium malaccense) 

ท่ีอ ยูอาศัย เจ าของบานไดซื้อตนชมพู
มะเหมี่ยวจากรานขายตนไม โดยพบอาการ
ของโรคต้ังแตซื้อและเริ่มปลูก แตอาการ
ของโรคหายไปเมื่อใบท่ีติดโรครวงหลน 
 

3 
บานพักอาศัย 2 
ต. โพรงมะเด่ือ  

อ.เมือง จ.นครปฐม 

เฟนชายผาสีดา 
(Platycerium sp.) 

ท่ีอยูอาศัย เจาของบานซื้อเฟนชายผาสีดา
จากรานขายตนไม โดยพบอาการของโรค
ต้ังแตซื้อและเริ่มปลูก แตอาการของโรค
หายไปเมื่อใบท่ีติดโรครวงหลน 
 

4 
สวนสมโอ  

อ.สามพราน  
จ.นครปฐม 

สมโอ 
(Citrus maxima) 

สวนสมโอพ้ืนท่ีประมาณ 2 ไร มีการเก็บ
เกี่ยวผลผลิตเพ่ือขายภายในประเทศ พบ
การระบาดของโรคท่ัวพ้ืนท่ี และไมมีการ
ฉีดยากําจัดศัตรูพืช 
 

5 

สวนมะนาว  
อ. สามพราน  
จ.นครปฐม 

 

ฝรั่ง 
(Psidium guajava) 

พบตนฝรั่งท่ีติดโรคใบจุดสาหรายข้ึนตาม
รองสวนฝรั่ง มีการระบาดของโรค ไมมีการ
ฉีดยากําจัดศัตรูพืช 
 

6 
บานพักอาศัย 1 

ต. บางแขม อ.เมือง 
จ.นครปฐม 

อโศกอินเดีย 
(Polyalthia longifolia) 

ท่ีอยูอาศัย เจาของบานซื้อตนอโศกจาก
รานขายตนไม โดยพบอาการของโรคต้ังแต
ซื้อและเริ่มปลูก แตอาการของโรคหายไป
เมื่อใบท่ีติดโรครวงหลน 
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รูปท่ี 4-2 ลักษณะสภาพแวดลอมของพื้นท่ีจุดเก็บตัวอยางพืชท่ีพบอาการของโรคใบจุดสาหราย 
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รูปท่ี 4-3 ลักษณะการปลูกพืชแบบยกรอง 

จุดเก็บตัวอยางท่ี 5 สวนมะนาว อําเภอสามพราน จังหวัดนครปฐม 

นอกจากพื้นท่ีเกษตรกรรมแลว ผูวิจัยสํารวจพบตัวอยางโรคใบจุดสาหรายจากตนชมพู
มะเหมี่ยว เฟนชายผาสีดา และอโศก ในบริเวณพื้นท่ีบานพักอาศัย ซึ่งพืชท่ีกลาวมาท้ัง 3 ชนิดนี้
เจาของท่ีพักทุกแหงไดใหขอมูลวา พืชแสดงอาการของโรคใบจุดสาหรายต้ังแตเจาของบานไดซื้อมา
จากรานขายตนไม อยางไรก็ตามเมื่อผูวิจัยไดติดตามอาการของตนไมท่ีมีการติดโรคเมื่อนํามาปลูกใน
พื้นท่ีพักอาศัยในระยะส้ันก็พบวา อาการของโรคบนใบพืชท่ีมีการติดเช้ือก็ไมไดหายไป เพียงแตไมมี
การติดโรคเพิ่มข้ึนเทานั้น และเมื่อเวลาผานไป ใบพืชท่ีติดเช้ือใบจุดสาหรายแกและหลุดรวงลงพื้นไป 
ก็ไมพบวาตนไมท้ัง 3 ชนิดมีการติดโรคใบจุดสาหรายเพิ่มเติมอีก และนอกจากพืชท่ีกลาวมาแลว 
ผูวิจัยยังพบโรคใบจุดสาหรายบนตนแกวหิมาลัยหรือแกวแคระ (Murraya paniculata (L.) Jack.) 
บนตัวอยางพืชท่ีพบวางขายในตลาดตนไม อําเภอบางบัวทอง จังหวัดนนทบุรี (รูปท่ี 4-4) ท่ีพบวามี
ลักษณะรอยโรคท่ีคลายคลึงกับรอยโรคใบจุดสาหราย หากแตไมไดนํามาศึกษาตอ คาดวาหากทําการ
สํารวจในตลาดขายตนไมเพิ่มเติม นาจะสามารถพบพืชท่ีติดเช้ือโรคใบจุดสาหรายในรานคาตนไมใน
ตลาดตนไมอีกไมนอย เนื่องจากลักษณะการจัดรานคาท่ีมีตนไมหนาแนน และความช้ืนสูงจากการดูแล
รดน้ําสม่ําเสมอเปนปจจัยท่ีเอื้อตอการกระจายของโรคใบจุดสาหรายเปนอยางดี (Agrawal, 2012) 
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รูปท่ี 4-4 โรคใบจุดสาหรายบนตนแกวหิมาลัย ตลาดตนไม อ.บางบัวทอง จ.นนทบุรี 

 

หลังจากการสํารวจและเก็บตัวอยางขางตน ผูวิจัยไดทําการแยกตัวอยางสาหรายท่ีพบท้ังหมด 
6 ตัวอยาง ออกตามชนิดของพืชท่ีพบอาการของโรค (ตารางท่ี 4-2) เพื่อท่ีจะนํามาใชในการศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาตอไปในการทดลองท่ี 4.1.2 

ตารางท่ี 4-2 จุดเก็บตัวอยาง พืชท่ีพบโรคใบจุดสาหราย และรายช่ือตัวอยางสาหราย 
 

จุดเก็บตัวอยาง พืชท่ีพบโรคใบจุดสาหราย ช่ือตัวอยางสาหราย 
1 มะนาว Cp.1 
2 ชมพูมะเหมี่ยว Cp.2 
3 เฟนชายผาสีดา Cp.3 
4 สมโอ Cp.4 
5 ฝรั่ง Cp.5 
6 อโศก Cp.6 

จากการสํารวจและเก็บตัวอยางในครั้งนี้ ผูวิจัยคาดวา การท่ีชาวสวนไมรูจักและไมคุนเคยตอ
โรคใบจุดสาหราย อาจมีสาเหตุจากการท่ีโรคนี้ไมไดสงผลกระทบท่ีรายแรงตอพืช และไมมีบันทึกการ
ระบาดในวงกวางมากอน (Brown, 2013, Han et al., 2011, Nelson, 2008) ประกอบกับสวนท่ีทํา
การเก็บตัวอยางเปนธุรกิจขนาดเล็ก จึงทําใหชาวสวนไมไดใสใจหรือกังวลกับการท่ีผลผลิตในสวนติด
เช้ือโรคนี้แตอยางใด เมื่อพิจารณารวมกับเหตุผลท่ีหนวยงานของภาครัฐท่ีเกี่ยวของ เชน สํานักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร ไมไดมีการสํารวจอยางจริงจังและไมมีขอมูลของโรคนี้ท่ี
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ชัดเจน จึงทําใหไมปรากฏการเผยแพรขอมูลเกี่ยวกับโรคใบจุดสาหรายจากหนวยงานท่ีเกี่ยวของ
ดังกลาว นอกจากนี้จากการพูดคุยกับเกษตรกรก็พบวา เกษตรกรมักมีความเขาใจสับสนกันระหวาง
โรคใบจุดสาหรายกับโรคแคงเกอร (canker) ท่ีมักพบการแพรระบาดกับพืชจําพวกมะนาวเชนกัน  
(Leksomboon et al., 2001) ท้ังนี้เนื่องจากโรคใบจุดสาหรายและโรคแคงเกอรมีลักษณะรอยโรคท่ี
เมื่อมองผิวเผินมีความคลายคลึงกัน อาทิ สีและขนาดของรอยโรคท่ีมีสีเหลือง ตอมาจะเปล่ียนเปนสี
น้ําตาลเขม รวมไปถึงลักษณะของการเกิดโรคท่ีพบบนพืช คือมักพบรอยโรคท่ีบริเวณใบเปนสวนมาก 
หากแตเมื่อสังเกตใกลๆ และสัมผัสก็จะพบวารอยโรคท่ีเกิดจากโรคแคงเกอรนั้นเริ่มแรกจะมีลักษณะ
แผลฟูนูน ตอมาแผลจะแตกแหงเปนสะเก็ด (Gottwald et al., 2002) ซึ่งแตกตางจากรอยโรคใบจุด
สาหรายท่ีจะมีลักษณะท่ีฟู นุมมือ คลายกํามะหยี่ (Brown, 2013) 

เมื่อสืบคนจากงานวิจัยท่ีมีการสํารวจโรคใบจุดสาหรายท้ังในและตางประเทศ ผลจากการ
คนควาพบวา มีการแพรระบาดของเช้ือสาหรายกอโรคบนพืชหลากหลายชนิด รวมถึงพืชเศรษฐกิจ
สกุล Citrus ไดแก สม สมโอ และมะนาว (Juan M. López-Bautista, 2002, Winston, 1938) ซึ่ง
พบรายงานการระบาดของโรคบริเวณหลายพื้นท่ีในตางประเทศ อาทิเชน เกาะ Tutuila ประเทศ 
American Samoa (Brooks, 2004) เมือง Maharashtra ประเทศอินเดียตอนใต (Gokhale, 2012) 
รัฐ Florida ประเทศสหรัฐอเมริกา (Marlatt and Alffieri, 1981) เกาะ Hawaii ประเทศ
สหรัฐอเมริกา (Nelson, 2008)  อยางไรก็ตามยังมีรายงานการเกิดโรคในพืชสกุลอื่นอีกดวย ไดแก 
สกุล Syzygium สกุล Polyalthia สกุล Psidium เปนตน (Muthukumar et al., 2014) 

ในขณะท่ีประเทศไทยมีรายงานการศึกษาท่ีเปนทางการถึงสาหรายกอโรคใบจุดสาหรายอยู
นอยมาก แตไมนานมานี้เองไดมีการตีพิมพถึงผลการสํารวจความหลายหลายของเช้ือสาหรายกอโรค
จากบริเวณภาคใตของประเทศไทย ไดแก จังหวัดพัทลุง ตรัง สตูล และสงขลา รายงานขางตนกลาวถึง
การพบพืชท่ีติดเช้ือโรคใบจุดสาหรายท้ังหมด 14 วงศ 14 สกุล 16 ชนิด ในทุกจังหวัดท่ีทําการสํารวจ 
(อนุรักษ และคณะ, 2558) ซึ่งชนิดพืชท่ีพบการติดเช้ือจากรายงานนี้สอดคลองกับสกุลของพืชท่ีผูวิจัย
สํารวจและเก็บตัวอยางโรคใบจุดสาหรายมา 4 สกุล จากท้ังหมด 5 สกุลดวยกันไดแก สกุล Citrus 
สกุล Syzygium สกุล Polyalthia และสกุล Psidium ยกเวนสกุล Platycerium ท่ียังไมพบรายงาน
การติดเช้ือโรคใบจุดสาหรายในประเทศไทย ซึ่งเปนไปไดวายังไมมีการสํารวจโรคชนิดนี้อยางจริงจัง 
เนื่องจากพืชในสกุล Platycerium หรือเฟนชายผาสีดาไมใชพืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญของประเทศ จึงอาจ
ทําใหมีผูท่ีสนใจศึกษาโรคในพืชชนิดนี้ไมมากนัก 

เมื่อพิจารณาถึงการแพรกระจายของเช้ือสาหรายกอโรคใบจุดสาหรายจะเห็นไดวา จากจุด
เก็บตัวอยางท่ีเปนสวนผลไมท่ีมีการใชน้ําจากทองรองนํามารดน้ําตนไมดวยการใชแรงคนหรือเรือรดน้ํา  
จึงเทากับเปนการใชน้ําหมุนเวียนภายในสวน ดังนั้นจึงเปนไปไดท่ีเมื่อพืชมีอาการของโรคใบจุด
สาหรายจะมีการพัดพาของอับสปอร หรือมีการชะอับสปอรท่ีอยูบนพืชตกลงสูรองน้ําภายในสวน และ
เมื่อมีการนําน้ําจากทองรองนั้นกลับมาใชรดน้ําตนไมอีกครั้งจึงเทากับเปนการเพิ่มโอกาสในการแพร
ระบาดของโรค เนื่องจากตนพืชปกติมีโอกาสไดรับอับสปอรของสาหรายกอโรคและติดโรคเพิ่มข้ึนจาก
น้ําในทองรองนั่นเอง ผูวิจัยคาดวา การแพรกระจายของโรคใบจุดสาหรายผานสปอรลักษณะคลายกัน
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นี้เกิดกับตนไมในตลาดตนไม เนื่องจากลักษณะการจัดวางตนไมในรานขายตนไมซึ่งมักมีการวางตนไม
อยางแออัดเพราะพื้นท่ีในการวางขายท่ีจํากัด จึงเทากับเปนการเพิ่มโอกาสใหโรคใบจุดสาหรายมีการ
แพรกระจายระหวางตนไมชนิดตางๆ ท่ีนํามาวางจําหนายไดงายดวยอับสปอรผานการรดน้ําตนไม 
จากการสืบคนขอมูลพบวา พืชท่ีมีการติดเช้ือของโรคใบจุดสาหรายอยางหนักนั้นมีจํานวนของโคโลนี
ของ Cephaleuros โดยเฉล่ีย 9 โคโลนีตอตารางเซนติเมตร และสามารถผลิตสปอรไดมากถึง 7,200 
สปอรตอตารางเซนติเมตร (Thompson and Wujek, 1997) ยิ่งไปกวานั้นจากการสํารวจพื้นท่ีสวน
ผลไมของผูวิจัยสวนใหญพบวา เจาของสวนมักจะมีการปลูกพืชคอนขางหนาแนน อีกท้ังระยะหาง
ระหวางตนพืชคอนขางถ่ี จึงสงผลใหแสงแดดสามารถสองกระจายถึงโคนตนไดนอย รวมไปถึงระดับ
ความช้ืนในอากาศท่ีสูงเนื่องจากมีรองน้ําลอมรอบแปลงปลูก (รูปท่ี 4-3) และเมื่อประกอบกับการท่ี
ประเทศไทยต้ังอยูในบริเวณท่ีมีลักษณะอากาศแบบรอนช้ืน ซึ่งเปนลักษณะอากาศท่ีเอื้อตอการ
เจริญเติบโตของสาหรายกลุมนี้ สอดคลองกับขอมูลท่ีไดมีการรายงานไวกลาวถึงปจจัยท่ีสงผลให
สาหรายกอโรคใบจุดสาหรายมีการแพรระบาดได ดี ไดแก  ความช้ืนและปริมาณแสงท่ีสูง 
(Muthukumar et al., 2014, Brooks, 2004, Agrawal, 2012, Nelson, 2008) ดังนั้นเมื่อพิจารณา
ตอไปถึงการปองกันและกําจัดเช้ือโรคใบจุดสาหรายในพืช นอกจากวิธีการใชสารเคมีแลว วิธีการลด
การแพรระบาดอีกวิธีนั่นคือ การตัดแตงกิ่งเพื่อเพิ่มพื้นท่ีไหลเวียนของอากาศและแสงแดด การปลูก
พืชโดยเวนระยะหาง อีกท้ังยังตองมีการจัดการเกี่ยวกับระบบไหลเวียนน้ําภายในแปลงปลูกท่ี
เหมาะสมอีกดวย (Brooks, 2004)  

จากขอสังเกตท่ีไดรับจากงานวิจัยนี้ เปนไปไดวาปจจัยท่ีอาจสงผลตอการแพรระบาดของโรค
ใบจุดสาหรายในสวนผลไมคือ วิธีการในการดูแลรักษาพืชผลทางการเกษตร และระดับความหนาแนน
ของตนไมตอพื้นท่ี อยางไรก็ตามขอมูลท่ีกลาวมาขางตนเปนเพียงขอสังเกตเบ้ืองตนเทานั้น หาก
ตองการขอมูลเชิงลึกท่ีชัดเจน ผูวิจัยมีความคิดเห็นวา ควรมีการสํารวจการแพรกระจายของโรคใบจุด
สาหรายในพื้นท่ีเกษตรกรรมใหมากข้ึนท้ังในแงของความกวางของพื้นท่ีและลักษณะของการใช
ประโยชนท่ีหลากหลายมากกวานี้ โดยเฉพาะกับกลุมพืชในทองถ่ินท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจ เชน 
ฝรั่ง สมโอ หรือชมพู รวมไปถึงพื้นท่ีท่ีมีการคาขายตนไมอีกดวย นอกจากนี้หากเปนไปไดควร
ทําการศึกษาชีววิทยาการกอโรคของสาหรายกลุมนี้เพิ่มเติม เพื่อเปนแนวทางในดานการปองกันและ
กําจัดโรคพืชชนิดนี้ในประเทศไทยตอไป  
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   1.2  การจัดจําแนกชนิดสาหรายกอโรคดวยการใชลักษณะสัณฐานวิทยา 

ผลจากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสาหรายกอโรคจากพืชตัวอยางท้ังหมด 6 
ชนิด ทําไดโดยศึกษาจากลักษณะภายนอกของรอยโรคใบจุดสาหรายท่ีสามารถมองเห็นดวยตาเปลา 
ไดแก ลักษณะตางๆ ของโคโลนี และตําแหนงการเกิดรอยโรคบนใบพืช รวมไปถึงลักษณะท่ีสังเกตพบ
ภายใตกลองจุลทรรศน ไดแก รูปรางอับสปอร ตําแหนงการเขาทําลายของโรคบนช้ันเนื้อเยื่อพืช โดย
ใชกลองจุลทรรศนท้ังแบบสเตอริโอและแบบเลนสประกอบเพื่อสังเกตและศึกษาลักษณะตางๆ พบวา 
ตัวอยางสาหรายท้ังหมดมีรูปรางลักษณะท้ังภายนอกและภายใตกลองจุลทรรศนท่ีคลายคลึงกัน ท้ัง
กอนและหลังการเพาะเล้ียง โดยสาหรายแตละตัวอยางมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยละเอียด
ดังตอไปนี้ 

 1.2.1 โรคใบจุดสาหรายบนใบมะนาว 

ตัวอยางใบมะนาวท่ีเกิดโรคใบจุดสาหราย พบวา มีตําแหนงการเกิดรอยโรคท่ีบริเวณผิวใบพืช
ดานบน สามารถมองเห็นรอยโรคไดดวยตาเปลา ขนาดโคโลนีประมาณ 3 มม. โคโลนีของเช้ือกอโรคมี
สีสมคลายสีสนิม สังเกตเห็นขอบของโคโลนีชัดเจน โคโลนีของโรคมีลักษณะฟูคลายกํามะหยี่ เม่ือ
ศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนจะพบโครงสรางสําหรับสืบพันธุ (รูปท่ี 4-5ข) ท่ีบริเวณปลายกานชูอับ
สปอร (sporangium) พบอับสปอร 3-4 อับสปอร (รูปท่ี 4-5ค) เมื่อทําการตัดใบพืชตามขวาง (cross 
section) จะพบวาเสนสายของสาหรายชอนไชเขาถึงบริเวณใบพืชช้ัน subcuticular นอกจากนี้ยัง
พบวา filamentous cells ของสาหรายท่ีมีลักษณะเปนส่ีเหล่ียมผืนผา (cylindrical) ซึ่งมีการเรียงตัว
กันแบบ pseudoparenchyma ท่ีมี ลักษณะคลายพัดและยังพบเม็ดสีแดงอมสมท่ีเรียกวา 
heamatochrome ภายในเซลลดังแสดงในรูปท่ี 4-5ง (ลูกศรช้ี) เมื่อทําการแยกและเพาะเล้ียง
สาหรายในอาหารเหลวสูตร HSM พบวาเซลลสาหรายมีความยาวประมาณ 62.7 µm กวางประมาณ 
7.8 µm โดยเซลลสาหรายมีการจัดเรียงตัวเปนเสนสาย (filament) และมีการแตกแขนงยอยแตก
ออกจากแขนงหลักในแนวรัศมี 



50 
 

 
 

 

รูปท่ี 4-5 ตัวอยางสาหราย Cp.1 จากโรคใบจุดสาหรายท่ีพบบนใบมะนาว 
ก) ใบมะนาวตัวอยาง Cp.1 ท่ีพบอาการของโรคใบจุดสาหราย (scale bar 0.5 cm.) 
ข) โครงสรางสืบพันธุเมื่อศึกษาภายใตกลองสเตอริโอ (scale bar 200 µm) 
ค) กานชูอับสปอรท่ีบริเวณปลายมีอับสปอร  (scale bar 10 µm) 
ง) ภาพตัดขวาง pseudoparenchyma และเม็ดสี heamatochrome ภายในเซลล (ลูกศรช้ี)  
(scale bar 20 µm) 
จ) สาหรายตัวอยาง Cp.1 จากการแยกและเพาะเล้ียง (scale bar 20 µm)
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1.2.2 โรคใบจุดสาหรายบนใบชมพูมะเหม่ียว 

ตัวอยางใบชมพูมะเหมี่ยวท่ีเกิดโรค พบวา มีตําแหนงการเกิดโรคท่ีบริเวณผิวใบพืชดานบน 
สามารถสังเกตเห็นรอยโรคไดชัดเจน โคโลนีเด่ียวมีสีคลํ้าคลายสนิมเหล็กขนาดโคโลนีประมาณ 5 มม. 
สามารถสังเกตเห็นขอบโคโลนีไดชัดเจน เมื่อศึกษาภายใตกลองสเตอริโอพบโครงสรางสืบพันธุ (รูปท่ี 
4-6ข) ท่ีบริเวณสวนปลายของกานชูอับสปอรพบอับสปอร 3-5 อับสปอร เมื่อทําการตัดใบพืชตาม
ขวางพบวา เสนใยของสาหรายชอนไชเขาถึงบริเวณใบพืชช้ัน subcuticular (รูปท่ี 4-6ค) นอกจากนี้
พบ filamentous cells ท่ีเรียงตัวกันเปน pseudoparenchyma ท่ีมีลักษณะเปนสีเหล่ียมผืนผา (รูป
ท่ี 4-6ง) เมื่อนําตัวอยางสาหรายมาแยกและเพาะเล้ียง พบวาเซลลสาหรายในอาหารเหลว HSM มี
ความยาวประมาณ 60.2 µm กวางประมาณ 8.4 µm เซลลสาหรายมีการจัดเรียงตัวเปนเสนสาย 
และมีการแตกแขนงยอยแตกออกจากแขนงหลัก โดยพบการเจริญเติบโตของเสนสายในแนวรัศมี 

 

รูปท่ี 4-6 ตัวอยาง Cp. 2 โรคใบจุดสาหรายบนใบชมพูมะเหมี่ยว 
ก) ใบชมพูมะเหมี่ยวตัวอยาง Cp.2 ท่ีพบอาการของโรคใบจุดสาหราย (scale bar 0.5 cm) 
ข) โครงสรางสืบพันธุเมื่อศึกษาภายใตกลองสเตอริโอ (scale bar200 µm) 
ค) ภาพตัดขวางใบพืชท่ีกําลังขยาย 4 เทา (scale bar 200 µm) 
ง) Pseudoparenchyma ท่ีมีลักษณะการเรียงตัวคลายพัด (scale bar 20 µm)  
จ) สาหรายตัวอยาง Cp.2 ท่ีไดจากการแยกและเพาะเล้ียง (scale bar 20 µm) 

 



52 
 

 
 

1.2.3 โรคใบจุดสาหรายบนใบเฟนชายผาสีดา 

ตัวอยางใบเฟนชายผาสีดาท่ีเกิดโรคใบจุดสาหราย พบวา มีตําแหนงการเกิดรอยโรคท่ีบริเวณ
ผิวใบพืชดานบนโคโลนี โรคของเช้ือกอโรคมีสีเขียว ไมสามารถระบุลักษณะของโคโลนีได พบโรคเจริญ
ปกคลุมท่ัวใบ เมื่อนําใบพืชมาศึกษาภายใตกลองสเตอริโอพบโครงสรางสืบพันธุ (รูปท่ี 4-7ข) และท่ี
สวนปลายของกานชูอับสปอร พบอับสปอร 3-4 อับสปอร พบวาภายในกานชูอับสปอรและอับสปอรมี
เม็ดสี heamatochrome อยูภายใน (รูปท่ี 4-7ข ลูกศรช้ี) เมื่อทําการตัดใบพืชตามยาว จะพบ 
filamentous cells ท่ีมีเซลลเปนส่ีเหล่ียมผืนผาเรียงตัวกันเปน pseudoparenchyma เมื่อนํามา
แยกและเพาะเล้ียงสาหรายในอาหารเหลว HSM พบวามีความยาวประมาณ 66.7 µm กวางประมาณ 
8.2 µm เซลลสาหรายมีการจัดเรียงตัวเปนเสนสายและมีการแตกแขนงยอยแตกออกจากแขนงหลัก 
(รูปท่ี 4-7จ) 

 

รูปท่ี 4-7 ตัวอยาง Cp.3 โรคใบจุดสาหรายท่ีพบบนเฟนชายผาสีดา 
ก) ใบเฟนชายผาสีดาตัวอยาง Cp.3 ท่ีพบอาการของโรคใบจุดสาหราย (scale bar 1 cm)  
ข) โครงสรางสืบพันธุเมื่อศึกษาภายใตกลองสเตอริโอ (scale bar 200 µm)  
ค) ภาพตัดขวางใบพืชแสดงใหเห็นกานชูอับสปอร (scale bar 50 µm) และเม็ดสี 
heamatochrome ภายในเซลล (ลูกศรช้ี) 
ง) Pseudoparenchyma มีลักษณะการเรียงตัวคลายพัด (scale bar 20 µm) 
จ) สาหรายตัวอยาง Cp.3 จากการแยกและเพาะเล้ียง (scale bar 20 µm) 
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1.2.4 โรคใบจุดสาหรายบนใบสมโอ 

จากตัวอยางใบสมโอท่ีเกิดโรค พบตําแหนงการเกิดรอยโรคท่ีบริเวณผิวใบพืชดานบน โคโลนี
ของเช้ือกอโรคมีสีแดงคลายสีสนิมเหล็ก (รูปท่ี 4-8ก) โคโลนีมีขนาดประมาณ 6-8 มม. เมื่อศึกษา
ภายใตกลองสเตอริโอพบโครงสรางสืบพันธุชูข้ึนมาบนอากาศ (รูปท่ี 4-8ข) นอกจากนี้เมื่อทําการตัดใบ
พืชตามยาวจะพบ filamentous cells ท่ีเรียงตัวกันเปน pseudoparenchyma เซลลสาหรายท่ีมี
ลักษณะเปนส่ีเหล่ียมผืนผา นอกจากนี้ยังพบเม็ดสีแดงของ hematochrome ภายในเซลลอีกดวย (รูป
ท่ี 4-8ง ลูกศรช้ี) เมื่อนํามาแยกและเพาะเล้ียงในอาหารสูตร HSM จะพบเซลลสาหรายมีความยาว
ประมาณ 65.2 µm กวางประมาณ 7.4 µm เซลลสาหรายมีการจัดเรียงตัวเปนเสนสาย และมีการ
แตกแขนงยอยแตกออกจากแขนงหลัก (รูปท่ี 4-8จ) 

 

รูปท่ี 4-8 ตัวอยาง Cp.4 โรคใบจุดสาหรายท่ีพบบนใบสมโอ 
ก) ตัวอยางใบสมโอ ตัวอยาง Cp.4 ท่ีพบอาการของโรคใบจุดสาหราย (scale bar 0.5 cm) 
ข) โครงสรางสืบพันธุเมื่อศึกษาภายใตกลองสเตอริโอ (scale bar 200 µm)  
ค) ภาพตัดขวางใบพืช (scale bar 200 µm) 
ง) ภาพตัดตามยาวของ pseudoparenchyma (scale bar 20 µm) และเม็ดสี heamatochrome 
ภายในเซลล (ลูกศรช้ี) 
จ) สาหรายตัวอยาง Cp.4 จากการแยกและเพาะเล้ียง (scale bar 20 µm) 
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1.2.5 โรคใบจุดสาหรายบนใบฝร่ัง 

จากตัวอยางใบฝรั่งท่ีเก็บมา พบตําแหนงการเกิดรอยโรคท่ีบริเวณผิวใบพืชดานบน โคโลนี
ของโรคมีสีแดงคลายสีสนิมเหล็ก ไมมีขอบเขตชัดเจน (รูปท่ี 4-9ก) เมื่อสองภายใตกลองสเตอริโอพบ
โครงสรางสืบพันธุชูข้ึนมาบนอากาศเปนบางสวนของโคโลนี (รูปท่ี 4-9ข) เมื่อทําการตัดใบพืชตาม
ขวางพบวาเสนสายของสาหรายชอนไชเขาสูใบพืชในช้ัน subcuticular (รูปท่ี 4-9ค) เมื่อนําสาหราย
มาแยกและเพาะเล้ียงพบวาเซลลสาหรายมีความยาวประมาณ 57.3 µm กวางประมาณ 7.4 µm 
เซลลสาหรายมีการจัดเรียงตัวเปนเสนสาย และมีการแตกแขนงยอยแตกออกจากแขนงหลัก (รูปท่ี 4-
9ง) 

 

รูปท่ี 4-9 ตัวอยาง Cp.5 โรคใบจุดสาหรายท่ีพบบนใบฝรั่ง 
ก) ใบฝรั่งตัวอยาง Cp.5 ท่ีพบอาการของโรคใบจุดสาหราย (scale bar 1 cm) 
ข) โครงสรางสืบพันธุเมื่อศึกษาภายใตกลองสเตอริโอ (scale bar 200 µm) 
ค) ภาพตัดขวางใบพืช (scale bar 200 µm) 
ง) สาหรายตัวอยาง Cp.5 ท่ีไดจากการแยกและเพาะเล้ียง (scale bar 20 µm) 
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1.2.6 โรคใบจุดสาหรายบนใบอโศกอนิเดีย 

จากตัวอยางใบอโศกท่ีเกิดโรคพบตําแหนงการเกิดรอยโรคท่ีบริเวณผิวใบพืชดานบน โคโลนี
ของโรคมีสีแดงคลายสีสนิมเหล็ก บริเวณขอบโคโลนีมีสีเขียว ขอบเรียบ กลางโคโลนีมีสีเขียว (รูปท่ี 4-
10ก) เมื่อศึกษาภายใตกลองสเตอริโอพบโครงสรางสืบพันธุชูข้ึนมาบนอากาศ (รูปท่ี 4-10ข) เมื่อทํา
การตัดใบพืชตามขวาง เห็นวาสาหรายเขาชอนไชเขาสูใบพืชท่ีบริเวณช้ัน subcuticular และมีกานชู
อับสปอรชูข้ึนมาเหนือพื้นผิวใบ นอกจากนี้เมื่อทําการตัดใบพืชตามยาวพบ thallus ของสาหราย
แทรกอยู ใน ช้ันใบพื ช  มี ลักษณะ เปน ส่ี เห ล่ียม ผืนผ า  อี ก ท้ั งพบว ามี เม็ ด สีแดง ท่ี เ รี ยกว า 
heamatochrome ภายในเซลล (รูปท่ี 4-10ง ลูกศรช้ี) เมื่อนําสาหรายมาแยกและเพาะเล้ียงได
สาหรายท่ีมีลักษณะเปนเสนสาย มีการเจริญเติบโตในแนวรัศมี เซลลสาหรายมีความยาวประมาณ 
63.1 µm กวางประมาณ 7.2 µm 

 

รูปท่ี 4-10 ตัวอยาง Cp.6 โรคใบจุดสาหรายบนเฟนชายผาสีดา 
ก) ใบอโศกอินเดียตัวอยาง Cp.6 ท่ีพบอาการของโรคใบจุดสาหราย (scale bar 0.5 cm) 
ข) โครงสรางสืบพันธุเมื่อศึกษาภายใตกลองสเตอริโอท่ีกําลังขยาย 4 เทา (scale bar 200 µm)  
ค) ภาพตัดใบตามขวางของใบพืชท่ีกําลังขยาย 4 เทา (scale bar 200 µm)  
ง) ภาพตัดใบตามยาว thallus ของสาหรายท่ีกําลังขยาย 40 เทา (scale bar 20 µm) และเม็ดสี 
heamatochrome ภายในเซลล (ลูกศรช้ี) 
จ) สาหรายตัวอยาง Cp.6 จากการแยกและเพาะเล้ียงท่ีกําลังขยาย 40 เทา (scale bar 20 µm) 
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จากการสังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตัวอยางโรคใบจุดสาหรายดวยตาเปลาและแวน
ขยาย เมื่อรวบรวมและนํามาเปรียบเทียบกันพบวาทุกตัวอยางมีตําแหนงการเกิดโรคใบจุดสาหรายท่ี
ผิวใบพืชดานบน ซึ่งเปนบริเวณท่ีใบไดรับแสงแดด อีกท้ังยังมีสีโคโลนีของโรคท่ีใกลเคียงกัน คือ สีสม 
หรือ สมคลายสีสนิมเหล็ก โดยสวนมากมีรูปรางลักษณะเปนโคโลนีเด่ียว ยกเวนตัวอยาง Cp.3 ซึ่งเปน
ตัวอยางจากเฟนชายผาสีดา ท่ีพบวามีลักษณะโคโลนีท่ีไมแนนอน กลาวคือพบสาหรายกอโรคไดเกือบ
ท่ัวบริเวณผิวใบ นอกจากนี้เมื่อทําการวิเคราะหตัวอยางภายใตกลองจุลทรรศนพบวา ทุกตัวอยางมี
รูปแบบการเจริญ รูปรางของ filament cell อับสปอร กานชูอับสปอรท่ีใกลเคียงกัน ดังแสดงและ
รวบรวมในตารางท่ี 4-3 ท้ังนี้เมื่อผูวิจัยไดทําการเปรียบเทียบกับเอกสารงานวิจัยท่ีเกี่ยวของท้ังในและ
ตางประเทศ พบวาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสาหรายท่ีพบจากการเก็บตัวอยางครั้งนี้ลวนตรงกับ
ลักษณะของสาหรายกอโรคชนิด Cephaleuros virescens Kunze ex E.M. Fries (Suto and 
Ohtani, 2011, Suto and Ohtani, 2009, Thompson and Wujek, 1997) 
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รูปท่ี 1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อสาหรายกอโรคใบจุดสาหราย 
รูปท่ี 1a-6a; ลักษณะรอยโรค (โคโลนี) ของสาหรายท้ัง 6 ตัวอยาง (Scale bar = 1cm.) บนใบพืชท่ี พบโรคใบจุด
สาหราย ไดแก ใบมะนาว (1a) ใบชมพูมะเหม่ียว (2a) ใบเฟนชายผาสีดา (3a) ใบสมโอ (4a) ใบฝรั่ง (5a) และใบ
อโศกอินเดีย (6a) รูปท่ี1b-6b; ลักษณะรอยโรคและอับสปอรของสาหรายกอ โรค (Scale bar = 200 µm.) รูปท่ี 
1c-6c; ตําาแหนงของรอยโรคบนใบพืชและลักษณะอับสปอร (Scale bar = 200 µm.) รูปท่ี 1d-6d; ลักษณะ 
ทัลลัสของสาหรายแบบ Pseusopharenchymatous ramuli (Scale bar = 50 µm.) รูปท่ี 1e-6e; ลักษณะของ
เสนสายของตัวอยางสาหรายกอโรคเมื่อเลี้ยงในหองปฏิบัติการ (Scale bar = 20 µm.) 



 
 

 
 

 
 ตารางท่ี 4-3 เปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตัวอยางสาหรายกอโรคท้ัง 6 ตัวอยาง 

* ขอมูลท่ีไดวัดจากตัวอยางแบบสุมท้ังหมด 30 ครั้ง 

ลักษณะตัวอยาง Cp.1 Cp.2 Cp.3 Cp.4 Cp.5 Cp.6 

พืชเจาบาน 
มะนาว 

(Citrus aurantifolia) 
ชมพูมะเหมี่ยว 

(Syzygium alaccense) 
เฟนชายผาสีดา 

(Platycerium holtumii) 
สมโอ 

(Citrus maxima) 
ฝรั่ง 

(Psidium guajava) 
อโศกอินเดีย 

(Polyalthia longifolia) 

สีโคโลนี สีสมสนิมอมเขียว สีคล้ํานํ้าตาลแดง สีสมคลายสนิมเหล็ก สีสมแดงคลายสนิมเหล็ก สีสมคลายสนิมเหล็ก 
สีสมคลายสนิมเหล็กขอบ

โคโลนีสีเขียว 

ลักษณะโคโลนี 
โคโลนีเด่ียว รูปรางกลม 

กระจายท่ัวใบ 
โคโลนีเด่ียว รูปรางกลม 

กระจายท่ัวใบ 
ไมมีรูปรางท่ีแนนอน 

โคโลนีเด่ียว  รูปรางกลม
กระจายท่ัวใบ 

โคโลนีเด่ียว รูปรางกลม 
กระจายท่ัวใบ 

โคโลนีเด่ียว รูปรางกลม 
กระจายท่ัวใบ 

ขนาดเสนผาศุนยกลางโคโลนี 
(mm.) 

3 - 4 3 - 5 - 6 - 8 7 - 12 3 - 8 

ตําแหนงการเขาทําลาย 
บริเวณชั้นใบพืช 

ตําแหนง cuticular - subcuticular บริเวณใบพืชดานบน 

ขอบโคโลนี 
ขอบโคโลนีเรียบ 

เห็นขอบไดชัดเจน 
ขอบโคโลนีเรียบ 

เห็นขอบไมชัดเจน 
ไมสามารถระบุได 

ขอบโคโลนีหยัก 
เห็นขอบชัดเจน 

ขอบโคโลนีหยัก 
เห็นขอบไมชัดเจน 

ขอบโคโลนีเรียบ 
เห็นขอบชัดเจน 

ขนาดเซลลสาหราย* 
(กวาง × ยาว, µm) 

6.59 ±0.35 
× 67.01 ±8.25 

7.86 ±0.82 
× 69.02 ±5.88 

8.82 ±1.22 
× 68.24 ±4.25 

7.11 ±1.43 
× 68.91 ±5.19 

7.49 ±0.65 
× 68.50 ±12.51 

7.86 ±0.57 
× 64.54 ±5.71 

สีอับสปอร อับสปอรสีขาวปนสีสม อับสปอรสีขาวปนสีสม อับสปอรสีขาวปนเหลือง อับสปอรสีสมสนิม อับสปอรสีสมสนิม อับสปอรสีขาวปนสม 
ขนาดอับสปอร* 

(กวาง × ยาว, µm) 
25.86 ±1.77  
× 15.6 ±1.04 

25.02 ±1.83  
× 14.00 ±1.21 

24.61 ±1.68  
× 15.55 ±1.32 

24.64 ±1.90  
× 16.17 ±1.58 

24.53 ±1.43 
× 16.39 ±2.80 

25.46 ±3.74 
× 15.11 ±2.03 

ขนาดกานชูอับสปอร* 
(กวาง × ยาว, µm) 

17.96 ±1.63 
× 310.63 ±30.43 

18.50 ±0.93 
× 313.98 ±55.97 

16.604 ±1.62 
× 257.74 ±29.31 

19.54 ±2.56 
× 327.70 ±48.42 

17.30 ± 2.22 
× 302.68 ±26.83 

17.91 ± 1.02 
× 282.16 ±40.45 
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จากขอมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตัวอยางสาหรายกอโรคใบจุดสาหรายท่ีไดกลาวมา
ขางตน เมื่อนําไปวิเคราะหเปรียบเทียบกับเอกสารงานวิจัยท่ีมีการกลาวถึงขอมูลของสาหรายในกลุมนี้
จะพบวา สาหรายกอโรคสกุล Cephaleuros มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายนอกท่ีคอนขางใกลเคียง
กันกับสาหรายสกุล Trentepohlia อาทิ ลักษณะของโคโลนีท่ีฟูคลายกํามะหยี่ (Thompson and 
Wujek, 1997) มีสีของโคโลนีท่ีคอนขางเดนชัด คือมีสีสมไปจนถึงแดง (Liu et al., 2012) หากแตเมื่อ
พิจารณาถึงแหลงท่ีอาศัยท่ีพบ จะเห็นไดวาท้ัง 2 สกุล มีความแตกตางกัน โดยสาหรายในสกุล 
Trentepohlia มักจะพบการเจริญบริเวณพื้นผิวของส่ิงกอสรางท่ีมีความช้ืนและบริเวณท่ีมีแสงแดด
สองถึง เชน ผนังปูนเกา โบราณสถาน หรือเปลือกไม (Rindi et al., 2008, Thompson and 
Wujek, 1997, Juan M. López-Bautista, 2002) ในขณะท่ีสาหรายสกุล Cephaleuros มักมีการ
เจริญแบบปรสิต (parasite) บนสวนตางๆ ของพืช อาทิ ใบ ลําตน และผล เปนตน (Sunpapao et 
al., 2015a, Thompson and Wujek, 1997) นอกจากนี้เมื่อทําการศึกษาลักษณะอื่นๆ ของสาหราย
ท้ัง 2 สกุล ภายใตกลองจุลทรรศน จะเห็นไดวามีลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีสามารถแยกสาหรายท้ัง 
2 ออกจากกันได อาทิ โครงสรางท่ีใชในการสืบพันธุ โดยพบวาสาหรายในสกุล Trentepohlia ไมมี
การสรางโครงสรางสืบพันธุ อันไดแก sporangiophores (Rindi et al., 2008) ซึ่งแตกตางจาก
สาหรายในสกุล Cephaleuros (Thompson and Wujek, 1997, Suto and Ohtani, 2011) และ
จากขอมูลท่ีกลาวมาขางตน สอดคลองกับผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตัวอยางสาหราย
กอโรคใบจุดสาหรายท่ีไดทําการสํารวจและเก็บตัวอยางในงานวิจัยนี้ ท่ีพบวาตัวอยางสาหรายกอโรคท่ี
มีการเจริญแบบปรสิตบนสวนตางๆของพืช โดยพบท่ีบริเวณใบพืชเปนหลัก ลักษณะโคโลนีท่ีเห็น
ภายนอกมีสีสมคลายสีสนิมเหล็ก และเมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนก็พบวามีโครงสรางสืบพันธุชู
ข้ึนบนอากาศ ซึ่งจากขอมูลสามารถบงช้ีวาตัวอยางสาหรายกอโรคท่ีไดจัดเปนสาหรายในสกุล 
Cephaleuros 

เมื่อทําการสืบคนขอมูลเพิ่มเติมเกี่ยวกับสาหรายในสกุล Cephaleuros พบวา โรคใบจุด
สาหรายสวนมากมักเกิดจากเช้ือสาหรายกอโรค 2 ชนิดดวยกัน ไดแก Cephaleuros virescens และ 
Cephaleuros parasiticus (Suto et al., 2014) ท้ังนี้เมื่อคนควาขอมูลถึงการบงช้ีชนิดของเช้ือ
สาหรายกอโรคท้ัง 2 ชนิด อนุรักษ และคณะ (2558)  กลาววา สามารถจัดจําแนกสาหรายท้ัง 2 ชนิด
นี้ออกจากกันไดดวยความแตกตางของลักษณะทางสัณฐานวิทยา อันไดแก ตําแหนงการเกิดรอยโรค
บนใบพืช ตําแหนงการเจริญ (growth habit) ของทัลลัสภายในพืชเจาบาน เชน ช้ันคิวคิเคิล  
ช้ันอิพิเดอมิส (subepidermal) หรือเจริญเขาไปในเซลล (intramatical) และจากขอมูลท่ีกลาวมา
ขางตนนี้บงช้ีไดวาตัวอยางสาหรายกอโรคท่ีผูวิจัยไดนํามาศึกษามีลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีตรงกับ
กับสาหรายชนิด C. virescens ซึ่งสอดคลองกับขอมูลท่ีมีการกลาวไววา สาหรายกอโรคชนิด C. 
virescens เปนชนิดท่ีมีการแพรระบาดและเปนสาเหตุของโรคมากท่ีสุด โดยเฉพาะในพื้นท่ีเขตรอน 
(Rindi et al., 2008, Rindi and López-Bautista, 2008) อีกท้ังเมื่อสืบคนขอมูลเพิ่มเติมเกี่ยวกับ
การแพรระบาดของโรคใบจุดสาหรายในประเทศไทย ก็พบรายงานวา มีการแพรระบาดของเช้ือ
สาหรายกอโรคสกุล Cephaleuros บริเวณพื้นท่ีภาคใตของประเทศไทย ในจังหวัดพัทลุง ตรัง สตูล 
และสงขลา โดยพบความหลากหลายของเช้ือสาหรายกอโรคท้ังหมด 5 ชนิดดวยกัน ไดแก 
C. diffusus, C. expansa, C. karstenii, C. solutus และ C. virescens โดยพบสาหราย  
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C. virescens ในทุกพื้นท่ีของการศึกษาวิจัย และพบวามีพืชเจาบานหลากหลายท่ีสุดคือ 14 วงศ 14 
สกุล 16 ชนิด (อนุรักษ และคณะ, 2015) เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบกับตัวอยางสาหรายกอโรคท่ีผูวิจัย
กําลังศึกษา พบวามีความเปนไปไดท่ีตัวอยางสาหรายกอโรคท้ัง 6 ตัวอยาง เปนสาหรายกอโรคชนิด 
C. virescens ซึ่งเปนชนิดท่ีมีการแพรระบาดมากท่ีสุด (Suto and Ohtani, 2013, Holcomb, 
1986, Han et al., 2011, Mutiara et al., 2015, Brown, 2013) อยางไรก็ตามลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาท่ีสังเกตเห็นไดดวยตาเปลาและลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนของสาหรายกอโรคสกุล 
Cephaleuros มีความคลายคลึงและใกลเคียงกันมาก อีกท้ังลักษณะทางสัณฐานวิทยาบางประการก็
สามารถใชจัดจําแนกสาหรายกลุมนี้ไดเพียงบางชนิดเทานั้น อาทิ ลักษณะของรอยโรคแบบเรียบหรือ
แบบนูน (อนุรักษ และคณะ, 2558) ซึ่งการท่ีจะจัดจําแนกชนิดของสาหรายกอโรคดวยวิธีทางสัณฐาน
วิทยาดังกลาวจําเปนท่ีจะตองใชความเช่ียวชาญในการจําแนกเปนอยางมาก ดังนั้นในงานวิจัยนี้ ผูวิจัย
เลือกท่ีจะใชเทคนิคทางอณูชีววิทยาในการจัดจําแนกสาหรายกอโรคเพิ่มเติม เนื่องจากเทคนิคดังกลาว
ใชความเช่ียวชาญท่ีนอยกวา อีกท้ังมีความสะดวกและรวดเร็วมากกวา  

   1.3 การจัดจําแนกชนิดสาหรายกอโรคดวยการใชลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน 18S 
rRNA จากตัวอยางท่ีเพาะเลี้ยงได 

เพื่อเพิ่มเติมขอมูลสําหรับการจัดจําแนกสาหรายกอโรคใบจุดสาหราย ผูวิจัยไดทําการทดลอง
เพื่อยืนยันชนิดของสาหรายกอโรคท่ีแยกเพาะเล้ียงไดดวยขอมูลทางอณูชีววิทยา โดยเลือกใชลําดับ 
นิวคลีโอไทดบางสวนของยีนท่ีตําแหนง 18S rRNA จากการใชไพรเมอร 107F และ ChloroR เพิ่ม
จํานวน DNA ดวยเทคนิค PCR จากนั้นสงตัวอยางไปทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด เพื่อนําขอมูล
มาทําการจัดเรียงเปรียบเทียบ (BLAST search) กับฐานขอมูล NCBI GenBank เพื่อระบุชนิดของ
สาหรายกอโรค 

ผลจากการเพิ่มจํานวน DNA ท่ีตําแหนงยีน 18S rRNA พบวา เกิดผลิตภัณฑท่ีมีขนาด
ประมาณ 1500 bp ดังแสดงในรูปท่ี 4-11 ผลการวิเคราะหเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนง
ยีน 18S rRNA กับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล NCBI GenNank ณ วันท่ี 29 กรกฎาคม 2559
พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดจากตัวอยางท้ังหมดบงช้ีวา สาหรายกอโรคใบจุดสนิมท่ีแยกไดมาท้ัง 6  
ไอโซเลท จัดอยูในสกุล Cephaleuros โดยมีคาความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด (percentage of 
similarity) อยูท่ีระหวาง 95-99% โดยชนิดสาหรายท่ีมีความเหมือนสูงสุดจากฐานขอมูลคือสาหราย 
สกุล Cephaleuros 
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ตารางท่ี 4-4 ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน 18S rRNA กับฐานขอมูล NCBI 
GenBank 

isolate ชนิดสาหรายท่ีมีความเหมือนสูงสุด 
จากฐานขอมูล 

18S rRNA %Similarity Accession numbers 

Cp.1 Cephaleuros virescens  
strain SAG 119.80 

98% 
DQ399594.1 

Cp.2  Cephaleuros virescens  
strain SAG 25.83 

97% 
DQ399595.1 

 
Cp.3 Cephaleuros virescens  

strain SAG 119.80 
99% 

DQ399594.1 

Cp.4 Cephaleuros virescens  
strain SAG 25.83 

99% 
DQ399595.1 

Cp.5 Cephaleuros virescens  
strain SAG 25.83 

95% 
DQ399595.1 

Cp.6 Cephaleuros parasiticus  
strain UTEX 2412 

Cephaleuros virescens  
strain SAG 42.85 

98% 
 

98% 

DQ399583.1 
 

DQ399585.1 

หมายเหตุ * ผลการวิเคราะหเปรียบเทียบ ณ วันท่ี 29 กรกฎาคม 2559 
 

 

รูปท่ี 4-11 ผลิตภัณฑ PCR ท่ีตําแหนงยีน 18S rRNA ของตัวอยาง Cp. 1 ถึง Cp.6 
ผลิตภัณฑ PCR ท่ีตําแหนงยีน 18S rRNA จากการใชไพรเมอร 107F และ ChloroR มีขนาด 1500 
bp โดย lane 1 และ 8 = 1 kb DNA ladder, lane 2-7 ตัวอยาง Cp.1 ถึง 6 ตามลําดับ 
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ผลการวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของตําแหนงยีน 18S rRNA ดวยเทคนิค BLAST ได
บงช้ีวาตัวอยางเช้ือสาหรายกอโรคท้ังหมด 6 ตัวอยางท่ีแยกเพาะเล้ียงได เปนเช้ือสาหรายสกุล  
Cephaleuros โดยผลท่ีไดรับนี้สอดคลองกับการจําแนกชนิดดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีได
ดําเนินการไปกอนหนานี้  

เมื่อผูวิจัยนําลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน 18S rRNA ของสาหรายท้ัง 6 ไอโซเลท มา
คํานวณหาเปอรเซ็นความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด (%similarlity) โดยการเปรียบเทียบทีละคู
หลังจากการจัดเรียง ปรับแตงและแกไขดวยโปรแกรม BioEdit vers. 7.2.5 (Hall, 1999) โดยการตัด
ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไมมีความชัดเจนบริเวณสวนหัวและสวนทายของลําดับ พบวา ตัวอยางสาหราย
สวนมากมีคาดังกลาวอยูในชวงต้ังแต 97- 99% โดยตัวอยางท่ีมีความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดสูง
ถึง 99% ไดแก Cp.1 Cp.2 Cp.3 Cp.4 และ Cp.6 ซึ่งถือวามีคาอยูในชวงท่ีคอนขางสูง เนื่องจาก
โดยท่ัวไปแลวในการเปรียบเทียบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดนั้น จะยอมรับวาส่ิงมีชีวิตท่ีทําการศึกษา
เปนชนิดเดียวกันก็ตอเมื่อมีคาดังกลาวต้ังแต 97% ข้ึนไป (Portillo et al., 2009) นั่นก็หมายความวา
ลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนท่ีตําแหนงยีน 18S rRNA นั้น เปนขอมูลท่ีไมสามารถจําแนกความแตกตาง
ระหวางสาหรายระหวาง Cp.1 Cp.2 Cp.3 Cp.4 และ Cp.6 ไดในระดับชนิด (species) ยกเวน
สาหราย Cp.5  ท่ีมีคาความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดตํ่ากวา 97% คืออยูในชวง 92-94% 
อยางไรก็ตามเมื่อผูวิจัยทําการวิเคราะหและเปรียบเทียบขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนงยีน
ดังกลาวเพื่อท่ีจะจัดจําแนกสาหรายท้ัง 6 ตัวอยางตอไปในระดับชนิดกับขอมูลสาหรายชนิด 
C. virescens (accession: DQ399585.1) และ C. parasiticus (accession: DQ399583.1) ซึ่งเปน
ผลจากงานวิจัยของ Lopez-Bautista และคณะท่ีตีพิมพในป 2006 ท่ีมีอยูในฐานขอมูล NCBI (ตาราง
ท่ี 4-4) โดยผูวิจัยไดเลือกท่ีจะเปรียบเทียบกับผลจากงานวิจัยนี้ เนื่องจากคณะวิจัยดังกลาวได
ทําการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของสาหรายกอโรครวมกับการวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด
ของสาหรายกอโรคใบจุดสาหรายท่ีพบไดบอยท้ัง 2 ชนิด (Lopez-Bautista et al., 2006) จากผล
การเปรียบเทียบจะเห็นไดวา ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดยืนยันการจัดจําแนกสาหรายกอโรคในระดับ
สกุลไดวา ตัวอยางสาหรายกอโรคท้ัง 6 ตัวอยาง เปนสาหรายในสกุล Cephaleuros โดยขอมูลลําดับ
นิวคลีโอไทดของสาหราย 3 ตัวอยางท่ีไดรับจากการศึกษาครั้งนี้ ไดแก ตัวอยาง Cp.1 Cp.3 และ 
Cp.4 มีคาเปอรเซ็นตความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดในสาหราย C. virescens มากกวา  
C. parasiticus ตัวอยาง Cp.2 และ Cp.5 มีเปอรเซ็นตความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดเทากับ
สาหราย C. virescens และ C. parasiticus ยกเวนตัวอยาง cp. 6 ท่ีพบวา มีเปอรเซ็นตความเหมือน
ของลําดับนิวคลีโอไทดกับสาหราย C. parasiticus มากกวาสาหราย C. virescens อยู 1% แสดงให
เห็นวา การท่ีจะจัดจําแนกสาหรายกอโรคชนิด C. virescens และ C. parasiticus ออกจากกันดวย
ลําดับนิวคลีโทดท่ีตําแหนงยีน 18S rRNA นั้นเปนไปไดยาก เนื่องจากระดับความเหมือนท่ีไดจากการ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 18S rRNA ระหวางสาหราย C. virescens และ C. parasiticus 
มีคาสูงถึง 99% 
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ตารางท่ี 4-5 ผลวิเคราะหและเปรียบเทียบขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยางสาหราย  
กับสาหรายชนิด C. virescens และ C. parasiticus ท่ีตําแหนงยีน 18S rRNA จากฐานขอมูล NCBI  
(สืบคน ณ วันท่ี 16 มิถุนายน 2559) และนํามาคํานวณดวยโปรแกรม BioEdit vers. 7.2.5  

Taxa Cp.1 Cp.2 Cp.3 Cp.4 Cp.5 Cp.6 
C. 

virescens 
C. 

parasiticus 

Cp.1 100%        

Cp.2 98% 100%       

Cp.3 99% 98% 100%      

Cp.4 99% 97% 99% 100%     

Cp.5 94% 92% 94% 94% 100%    

Cp.6  98% 99% 98% 98% 93% 100%   

C. virescens 99% 98% 99% 99% 93% 98% 100%  

C. parasiticus 98% 98% 98% 98% 93% 99% 99% 100% 

 

ดวยเหตุนี้ ผูวิ จัยจึงมีความคิดเห็นวาการท่ีจะจัดจําแนกชนิดของเช้ือสาหรายกอโรค 
Cephaleusos ดวยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน 18S rRNA สามารถยืนยันไดเพียงระดับ
สกุลเทานั้น ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Rindi และคณะ (2009) ท่ีมีกลาววา ขอมูลลําดับนิวคลีโอ
ไทดท่ีตําแหนงยีน 18S rRNA สามารถจําแนกสาหรายในวงศ Trentepohliaceae อันไดแก สาหราย
สกุล Trentepohlia, Printzina และ Cephaleuros ท้ัง 3 สกุลออกจากกันไดดี แตในงานวิจัยกลับ
ไดผลตางไป เนื่องจากขอมูลดังกลาวยังไมสามารถบงช้ีถึงระดับชนิดของเช้ือสาหรายกอโรคได และ
จากการสืบคนในฐานขอมูล NCBI (สืบคน ณ วันท่ี 16 มิถุนายน 2559) พบวา มีชุดขอมูลลําดับนิวคลี
โอไทดของสาหรายสกุล Cephaleuros ท่ีบริเวณตําแหนงยีน 18S rRNA จํานวน 25 ชุดลําดับนิวคลี
โอไทด และมีเพียง 10 ชุดลําดับนิวคลีโอไทดเทานั้นท่ีมีรายงานการตีพิมพ โดยแบงเปนขอมูลของ
สาหราย C. virescens 6 ชุดลําดับนิวคลีโอไทด C. parasiticus 3 ชุดลําดับนิวคลีโอไทด และ  
C. diffuses 1 ชุดลําดับนิวคลีโอไทด ซึ่งกลาวไดวา ขอมูล 10 ชุดนี้เปนจํานวนท่ีนอยมาก ดังนั้นผูวิจัย
จึงมีความเห็นวา การท่ีจะยืนยันชนิดของสาหรายในสกุลนี้โดยใชเทคนิคทางอณูชีววิทยาท่ีตําแหนงยีน 
18S rRNA จึงอาจจะยังไมนาเช่ือถือมากนัก หากเปรียบเทียบกับวิธีการจําแนกดวยเทคนิคทาง
สัณฐานวิทยา ท้ังนี้อาจเปนไปไดวาลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนงยีนดังกลาวมีความอนุรักษสูง 
(conserved sequence) หรือบริเวณของตําแหนงยีนท่ีนํามาศึกษาอาจยังไมใชตําแหนงท่ีเหมาะสม
ในการจําแนกระดับถึงระดับชนิด อยางไรก็ตามผลการศึกษาพบวาสอดคลองกับงานวิจัยของ López-
Bautista และคณะ (2006) ท่ีกลาวไววา ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนงยีน 18S rRNA สามารถจัด
จําแนกสาหรายในอันดับ (order) Trentepohliales ไดดี ท้ังนี้จากการสืบคนเพิ่มเติมมีการรายงานไว
วา นอกจากการใชลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนงยีน 18S rRNA แลว ยังสามารถใชลําดับนิวคลีโอไทด
ท่ีตําแหนงยีน rbcL ในการบอกความแตกตางในระดับสกุลและชนิดของสาหรายในอันดับ 
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Trentepohliales ไดอีกดวย (Rindi et al., 2009) แตเมื่อสืบคนตอไปกลับพบวาขอมูลลําดับนิวคลี
โอไทดบริเวณตําแหนงยีน rbcL ในฐานขอมูล NCBI ยังมีเพียง 8 ชุดลําดับนิวคลีโอไทด โดยมีสาหราย 
Cephaleuros เพียง 1 ชนิด เทานั้นท่ีมีการตีพิมพ (สืบคน ณ วันท่ี 17 มิถุนายน 2559) นับไดวาเปน
ขอมูลท่ีคอนขางนอยเชนกัน ซึ่งทําใหการจัดจําแนกระดับชนิดโดยใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ
สองยีนนี้ยังไมนาเช่ือถือ (Sunpapao et al., 2015a) ผูวิจัยจึงมีความเห็นวาการใชลําดับนิวคลีโอไทด
ท่ีตําแหนงยีนอื่นๆ อาทิเชน ตําแหนง photosystem II reaction center (psb) gene (Fucikova 
et al., 2014) และตําแหนงยีน ITS ซึ่งมีการกลาววา ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณนั้นมีความแตกตาง
ระหวางสปชีสสูง (Rindi et al., 2009) อาจจะสามารถนํามาใชเปนอีกหนึ่งทางเลือกในการบงช้ีชนิด
ของเช้ือสาหรายกอโรคท่ีแมนยําและนาเช่ือถือในอนาคตได  

จากการสืบคนขอมูลท่ีเกี่ยวกับการจัดจําแนกของสาหรายกอโรคสกุล Cephaleuros พบวา 
รายงานสวนใหญจะจัดจําแนกชนิด (species) โดยใชขอมูลทางสัณฐานวิทยาของสาหราย เนื่องจากมี
ปริมาณขอมูลมากจึงเปนท่ียอมรับมากกวา ในขณะท่ีขอมูลทางอณูชีววิทยาท่ีมีอยูอยางจํากัดในขณะนี้ 
เชนในกรณีของสาหรายสกุล Cephaleuros นั้นมีขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของสาหรายเพียง 3 ชนิด 
เทานั้น ไดแก C. virescens C. parasiticus และ C. diffusus หากแตมีรายงานการพบสาหรายกอ
โรค Cephaleuros ท้ังหมดนั้นมีมากถึง 28 ชนิด ตามท่ีมีการบันทึกไวในฐานขอมูล Algaebase 
(ตารางท่ี 2-3) อีกท้ังยังพบวาลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนงยีน 18S rRNA ของสาหรายแตละชนิดใน
สกุล Cephaleuros มีเปอรเซ็นความเหมือนสูงมาก จึงยิ่งทําใหการจัดจําแนกโดยใชขอมูลทางอณู
ชีววิทยายังไมชัดเจนพอ ในขณะท่ีการจัดจําแนกชนิดโดยใชขอมูลลักษณะสัณฐานวิทยามีงานวิจัยและ
ขอมูลการศึกษากอนหนานี้เปนจํานวนมาก (Sunpapao et al., 2015b, Suto et al., 2014, Suto 
and Ohtani, 2011, Suto and Ohtani, 2009, CHAPMAN, 1978) ดังนั้นผูวิจัยจึงเห็นวาในการจัด
จําแนกสาหรายสกุลนี้ในระดับชนิดควรท่ีจะใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปนหลักในการบงช้ีชนิดของ
สาหรายกอโรค แตอยางไรก็ตามการท่ีจะจัดจําแนกชนิดของสาหรายกอโรคดวยลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาจําเปนท่ีจะตองใชความเช่ียวชาญในการจําแนก ดังนั้นจึงควรท่ีจะมีการศึกษาวิจัยในดาน 
อณูชีววิทยาของสาหรายกลุมนี้ เพื่อเพิ่มขอมูลดานลําดับนิวคลีโอไทดของสาหรายกอโรคกลุมนี้เพื่อ
การศึกษาเปรียบเทียบเพิ่มเติมในอนาคตตอไป  

2 การแยกเพาะเลี้ยงสาหรายสกุล Cephaleuros และอาหารท่ีเหมาะสมในการสรางมวลชีวภาพ 

   2.1 การแยกเพาะเลี้ยงสาหราย Cephaleuros ใหบริสุทธิ ์

การเจริญของสาหราย Cephaleuros สามารถตรวจพบไดหลังจากท่ีทําการใสช้ินสวนรอย
โรคลงในอาหารเปนเวลาประมาณ 4-5 สัปดาห โดยจะสังเกตไดจากเสนสายสีเขียวออนของสาหราย 
Cephaleuros ท่ีเจริญออกมาจากช้ินสวนรอยโรคและยืดยาวออกในแนวรัศมี (radial growth) อยาง
ชาๆ ดังแสดงในรูปท่ี 4-12ก จนเกิดเปนลักษณะกอนกลมสีเขียวในเวลาตอมา ซึ่งกอนของเสนสาย
สาหรายดังกลาวจะคอยๆ เพิ่มจํานวนและหนาแนนข้ึนตามลําดับ และหากมีเสนสายบางสวนหลุด
ออกมาจากกลุมกอนสาหรายหลัก ก็พบวาสามารถเจริญตอเปนกลุมเสนสายใหมไดเชนกัน โดยเริ่ม
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จากการแตกแขนงในแนวรัศมีลักษณะเดียวกับท่ีเสนสายเจริญออกมาจากช้ินสวนพืชท่ีติดเช้ือ ท้ังนี้ใน
ระหวางการเพาะเล้ียงผูวิจัยพบวาอุปสรรคท่ีสําคัญของการแยกเช้ือใหบริสุทธิ์ คือ การปนเปอนของ
สาหรายจากเช้ือรา โดยเสนสายของเช้ือราจะสังเกตเห็นไดงายจากลักษณะของกลุมเสนสายสีดําท่ี
แทรกอยูกับเสนสายของสาหรายท่ีมีสีเขียวออน (รูปท่ี 4-12ข) ซึ่งหากไมทําการยายเสนสายของ
สาหรายลงอาหารขวดใหม (subculture) เช้ือราจะเจริญเติบโตอยางรวดเร็วปกคลุมเสนสายของ
สาหราย จากนั้นสาหรายเริ่มมีการเปล่ียนสีจากสีเขียวสดเปนสีเขียวซีดและตายในท่ีสุด อาจ
เนื่องมาจากเช้ือรามีการอัตราการเจริญท่ีรวดเร็วกวาสาหรายมาก  

 
รูปท่ี 4-12 การเจริญของเสนสายสาหราย Cephaleuros ในอาหารเหลวสูตร HSM 
ก) เสนสายของสาหราย Cephaleuros Cp.1 ท่ีเจริญออกมานอกช้ินสวนรอยโรคของใบพืชท่ีติดเช้ือ
เล้ียงในอาหารเหลวสูตร HSM อายุ 60 วัน ซึ่งพบการปนเปอนของเช้ือรา (ลูกศรช้ี) โดยสังเกตไดจาก
กลุมของเสนสายสีดํา; ข) สาหรายเกาะกันแนนเปนแพลอยอยูบริเวณผิวหนาอาหารเมื่อมีการเจริญ
มากข้ึน  
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สาหรายกอโรคท่ีแยกเพาะเล้ียงไดเมื่อเจริญในอาหารเหลวสูตร BBM จนถึงอายุประมาณ 
36 สัปดาห หรือ 9 เดือน โดยไมมีการเติมอาหารหรือถายเช้ือ สาหรายจะเริ่มทยอยตายอยางชาๆ 
อยางไรก็ตามหากมีการยายสาหรายลงเล้ียงในอาหารใหมอยางตอเนื่องและสม่ําเสมอก็จะพบวา 
สาหรายสามารถมีชีวิตอยูไดตอไปเรื่อยๆ และมีการเจริญเพิ่มมวลชีวภาพมากข้ึน ลักษณะเดนอีก
ประการท่ีผูวิจัยไดสังเกตพบเมื่อทําการเล้ียงสาหราย Cephaleuros ในขวดรูปชมพูโดยไมมีการเขยา
เปนระยะเวลาประมาณ 12 สัปดาห ในอาหารสูตร HSM คือ สามารถสังเกตเห็นไดชัดเจนวาสาหราย
มีการเจริญและเกาะกันแนนเปนแพ มองคลายแผนมอสท่ีพบไดตามธรรมชาติ สีเขียวสดใสคลายหญา
ลอยอยูบริเวณผิวหนาอาหาร (รูปท่ี 4-13)  

 

รูปท่ี 4-13 ลักษณะการเจริญของสาหราย Cephaleuros ในอาหารเหลวสูตร HSM 
ก) การเจริญของสาหรายท่ีลอยอยูบริเวณผิวหนาอาหารเมื่อเล้ียงในอาหารเหลวสูตร HSM 
ข) กลุมเสนสายของสาหรายท่ีนําข้ึนมาจากอาหารจะมีลักษณะท่ีเกาะกันแนนเปนแพหนา  

   2.2 การลดการปนเปอนของเช้ือราในการเพาะเลี้ยงสาหรายกอโรค Cephaleuros 

ระหวางข้ันตอนการแยกเพาะเล้ียงสาหรายกอโรคใหไดเช้ือบริสุทธิ์ พบวามีการปนเปอน
จากเช้ือราท่ีมีลักษณะเปนเสนสายสีดําเกาะอยูรวมกับเสนสายของสาหรายบอยครั้ง อีกท้ังพบวา เสน
สายของเช้ือรานั้นเพิ่มปริมาณและกระจายในอาหารเหลวสูตร HSM ท่ีใชเล้ียงสาหรายไดอยางรวดเร็ว
จนเกิดเปนกลุมเสนสายเช้ือราขนาดใหญ และสงผลในทางลบตอการเจริญของสาหราย ผูวิจัยจึง
จําเปนตองหาวิธีการท่ีจะลดการปนเปอนของเช้ือราดังกลาว โดยเริ่มตนจากการทําความสะอาด
ช้ินสวนพืชติดเช้ือท่ีจะนํามาแยกเพาะเล้ียงสาหรายดวยลารละลายคลอรอกซ (Clorox®) ซึ่งผูวิจัย
พบวา สารละลายคลอรอกซท่ีแชช้ินสวนใบพืชระดับความเขมขน 15% และ 20% ยังสามารถพบการ
เจริญของเช้ือราภายหลัง มีเพียงท่ีระดับความเขมขน 30% เทานั้นท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ
รา (รูปท่ี 4-14) หากแตวาทุกความเขมขนของสารละลายคลอรอกซนั้นไมปรากฏการเจริญของเช้ือ
สาหรายออกจากช้ินสวนพืชติดเช้ือใบจุดสาหรายเลย จึงสรุปไดวา สารละลายคลอรอกซ ไมเหมาะ
สําหรับนํามาใชในการลดการปนเปอนของเช้ือรา  
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รูปท่ี 4-14 การเพาะเล้ียงสาหรายบนอาหารแข็งหลังจากแชช้ินสวนใบพืชดวยสารละลายคลอรอกซ  

นอกจากนี้ผูวิจัยยังไดทดลองใชสารกําจัดเช้ือจุลชีพอื่นๆ ท่ีมีรายงานถึงความสามารถในการ
ยับยั้งการเจริญของจุลชีพระหวางการแยกเพาะเล้ียงสาหรายกอโรคใบจุดสาหราย อันไดแก Haiter®, 
mercuric chloride, ethanol และ hydrogen peroxide โดยหลังจากการทดลองแชตัวอยาง
ช้ินสวนรอยโรคในสารละลายตามสภาวะท่ีดังกลาวแลวดังแสดงในตารางท่ี 3-2 ช้ินสวนใบพืชท่ีติดโรค
ขางตนจะถูกนํามาทําความสะอาดดวยน้ํากล่ันปราศจากเช้ือ กอนนําลงเล้ียงในอาหารเหลวสูตร HSM 
จากผลการทดลองท้ังหมดใหผลเชนเดียวกันกับการแชตัวอยางใบพืชดวยสารละลายคลอรอกซ คือ 
สารละลาย disinfectant ตางๆ ไมสามารถท่ีจะลดการปนเปอนของเช้ือราและแบคทีเรียได ใน
ขณะเดียวกันกลับสงผลทําใหสาหรายตายอีกดวย เนื่องจากไมพบการเจริญของเสนสายสาหราย
ภายหลังไดเลย 

จากปญหาท่ีกลาวมาขางตน ผูวิจัยจึงทําการสอบถาม Dr. Yasuo Suto แหงมหาวิทยาลัย 
Shimane ประเทศญี่ปุน ซึ่งเปนผูเช่ียวชาญการศึกษาและแยกเช้ือสาหรายกอโรค Cephaleuros ใน
ประเทศญี่ปุน เพื่อขอคําแนะนําในการแยกและเพาะเล้ียงเช้ือสาหรายชนิดนี้ และไดรับคําแนะนําใหใช
สารท่ีมีช่ือวา benzimidazole (metyl-1(butylcarbamoyl)-2-benzimidazole carbamate) ใน
การกําจัดเช้ือราท่ีมีการปนเปอนกับสาหราย Cephaleuros โดยผสมสารดังกลาวท่ีความเขมขน 10 
ppm รวมกับ streptomycin ท่ีความเขมขน 50 ppm (เพื่อกําจัดเช้ือแบคทีเรีย) ลงในอาหารชนิด
แข็ง สูตร BBM ในการเพาะเล้ียงสาหราย ผลปรากฏวา สวนผสมดังกลาวไมสามารถท่ีจะกําจัดเช้ือรา
ได อีกท้ังกลับพบการปนเปอนอยางรุนแรงของเช้ือราท่ีมีโคโลนีสีขาวเจริญอยูบนกลุมทัลลัสของ
สาหราย Cephaleuros ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเหลว สูตร HSM (รูปท่ี 4-15) จากเหตุการณดังกลาว
จึงทําใหผูวิจัยเลือกท่ีจะไมใชสารกําจัดจุลชีพใดผสมลงในอาหาร หากแตใชวิธีแยกสาหรายลงเล้ียงใน
อาหารขวดใหม (subculture) อยางตอเนื่องแทน โดยจะทําการ subculture ทันทีเมื่อพบการ
ปนเปอนของเช้ือราในขวดเพาะเล้ียงท่ีมีสาหรายเจริญ และทําซ้ําอีกหลายๆ ครั้ง ซึ่งผูวิจัยพบวา
สามารถลดการปนเปอนของเช้ือจุลชีพไดดี ถึงแมวากระบวนการแยกเช้ือจะใชเวลานานและใช
แรงงานมากกวา อยางไรก็ตาม ถึงแมวาการใชวิธีแยกสาหรายลงเล้ียงในอาหารขวดใหมจะสามารถลด
การปนเปอนของเช้ือจุลชีพจนไมสามารถมองเห็นการปนเปอนของเช้ือราไดดวยตาเปลา แตเมื่อ
เพาะเล้ียงสาหรายไปไดชวงระยะเวลาหนึ่ง (ประมาณ 2- 3 เดือน) บางครั้งพบเช้ือราท่ีมีเสนสายเจริญ
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ปะปนกับเสนสายของสาหรายในอาหารเหลว และบอยครั้งท่ีพบวาเช้ือเจริญอยางเบาบาง (สังเกตได
ยาก) อยูบริเวณรอบๆ ภาชนะดานในเหนือผิวหนาอาหารเหลว และเจริญตอเนื่องจนถึงบริเวณคอขวด
รูปชมพู  

 
รูปท่ี 4-15 การปนเปอนของเช้ือราอยางรุนแรงเมื่อเพาะเล้ียงสาหราย Cephaleuros รวมกับยา 
benzimidazole  

เนื่องจากสาหรายกอโรค Cephaleuros เปนสาหรายในกลุม subaerial มีลักษณะเปนเสน
สาย (filamentous alga) ดังนั้นการท่ีจะแยกสาหรายใหไดเช้ือบริสุทธิ์จึงไมสามารถใชวิธี re-streak 
ไดเพื่อใหเกิดโคโลนีเด่ียวไดเหมือนกับสาหรายเซลลเด่ียว (single cell alga) ผูวิจัยจึงใชวิธีการ 
subculture เช้ือสาหรายโดยการใชเข็มเข่ียแยกสาหรายออกจากเสนสายของเช้ือราและถายลงเล้ียง
ในอาหารขวดใหมเมื่อพบวามีการปนเปอน ซึ่งการปนเปอนนี้เองท่ีกลาวไดวาเปนอุปสรรคสําคัญใน
การแยกเช้ือสาหรายกอโรคนี้ใหเปนเช้ือบริสุทธิ์ ดังนั้นการใชเข็มเข่ียแยกสาหรายลงเล้ียงในอาหาร
ใหมหลายๆครั้ง จึงเปนวิธีท่ีลดการปนเปอนของเช้ือราท่ีมีสีดําไดดีท่ีสุด ในขณะท่ีเช้ือราสีขาวท่ีเกิดข้ึน
หลังจากการเติมยา benzimidazole ผูวิจัยจึงไมไดนําสาหรายสวนท่ีติดเช้ือราสีขาวนั้นมาแยก
เพาะเล้ียงตอ ดังนั้นกลาวไดวา การแยกเพาะเล้ียงสาหรายครั้งนี้ สามารถแยกใหไดเช้ือสาหราย
บริสุทธิ์เพียงชนิดเดียวได (unialgal culture) หากแตยังมีการปนเปอนของจุลินทรียชนิดอื่น (เช้ือรา) 
ซึ่งการปนเปอนเช้ือราระหวางการแยกเพาะเล้ียงสาหรายกอโรคกลุม Cephaleuros นี้เปนปญหาท่ีมี
รายงานบอยครั้งในกลุมผูวิจัยท่ีทํางานคลายคลึงกัน (Ponmurugan et al., 2010, Suto and 
Ohtani, 2011) 
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   2.3 การศึกษาชนิดของอาหารท่ีเหมาะสมตอการสรางมวลชีวภาพของสาหราย Cephaleuros 

เนื่องจากสาหรายกอโรค Cephaleuros ท่ีแยกไดมีการเจริญเติบโตท่ีคอนขางชา ดังนั้น
การศึกษาชนิดของอาหารท่ีเหมาะสมเพื่อการสรางมวลชีวภาพของสาหราย Cephaleuros จึงเปน
หัวขออยูในความสนใจของผูวิจัย ในการทดลองนี้ ผูวิจัยไดเลือกตัวอยางสาหราย Cephaleuros 
Cp.1 มาเปนตัวแทนในการศึกษาโดยเพาะเล้ียงสาหรายในอาหาร 3 สูตร ไดแก HSM BBM และ 
Bristol ปริมาตร 100 ml ทําการเก็บตัวอยาง 4 ครั้ง ทุก 30 วัน เปนระยะเวลาท้ังหมด 120 วันผล
การทดลองพบวา สาหราย Cephaleuros Cp.1 สามารถเจริญเติบโตและเพิ่มมวลชีวภาพไดใน
อาหารท้ัง 3 สูตรตามระยะเวลาของการเพาะเล้ียงท่ีเพิ่มข้ึน โดยมีขอสังเกตวา สาหรายสามารถเจริญ
ไดดีและสรางมวลชีวภาพเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่องในอาหารสูตร HSM ในขณะท่ีสรางมวลชีวภาพไดนอย
กวาในอาหารสูตร BBM และ Bristol 

 
รูปท่ี 4-16 ผลของชนิดอาหารตอการสรางมวลชีวภาพของสาหราย Cephaleuros Cp.1  
* หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อทําการเปรียบเทียบในระยะเวลา
เพาะเล้ียงเดียวกัน
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เมื่อสังเกตการเจริญของ Cephaleuros Cp.1 โดยละเอียดในแตละชนิดอาหารตามชวงเวลา
ท่ีเก็บตัวอยางแตละครั้ง 4 ครั้ง ทุก 30 วัน จะพบวา สาหรายมีการสรางมวลชีวภาพในทุกชนิดอาหาร
เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในระยะ 30 วันแรกของการเพาะเล้ียงนั้น มวลของสาหรายเพิ่มข้ึน
จากน้ําหนักเริ่มตน 0.024 mg (แหง) ไปเปน 5.8 5.4 และ 2.4 mg ในอาหารสูตร HSM BBM และ 
Bristol ตามลําดับ โดยมวลชีวภาพท่ีไดจากการเล้ียงในอาหาร HSM และ BBM นั้นไมแตกตางกันทาง
สถิติ สวนมวลชีวภาพท่ีวัดไดจากอาหารสูตร Bristol นั้นนอยกวาอาหารชนิดอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญ 
(p<0.05) ในการเก็บตัวอยางครั้งตอมาพบวา อาหารสูตร HSM ทําใหมีการเพิ่มข้ึนของมวลชีวภาพท่ี
สูงกวาอาหารอีก 2 สูตรอยางเห็นไดชัด และมีการเพิ่มข้ึนของน้ําหนักมวลชีวภาพสูงสุดถึง 9 เทา ใน
เดือนท่ี 2 หลังจากนั้นเมื่อเขาสูเดือนท่ี 3 พบวา สาหรายมีการเพิ่มข้ึนของมวลชีวภาพลดลงอยูท่ี
ประมาณ 1.5 เทา โดยสาหรายท้ังหมดมีมวลชีวภาพสูงสุดในเดือนท่ี 4 ของการเพาะเล้ียง (120 วัน) 
ถึงแมผูวิจัยจะสามารถสังเกตเห็นและบันทึกการเพิ่มข้ึนของมวลชีวภาพสาหราย Cephaleuros Cp.1 
ในอาหารสูตร BBM และ Bristol ไดในทุกครั้งของการเก็บตัวอยาง และพบมวลชีวภาพเพิ่มสูงสุดใน
การเก็บตัวอยางครั้งท่ี 4 เชนกัน แตยังคงพบวามวลชีวภาพของสาหรายท่ีวัดไดจากอาหารสูตร BBM 
และ Bristol ในวันสุดทายท่ีบันทึกผลนั้น ยังคงมีคานอยกวามวลชีวภาพท่ีไดจากอาหารสูตร HSM ถึง 
6 และ 7 เทา ตามลําดับ 

จากผลการทดลองในตารางท่ี 4-5 จะเห็นไดชัดเจนวา ชนิดของอาหารมีผลตอการสรางมวล
ชีวภาพของสาหราย Cephaleuros Cp.1 เปนอยางมาก โดยมวลชีวภาพของสาหรายท่ีไดจากอาหาร
ท้ัง 3 ชนิด ในการเก็บตัวอยางแตละครั้งแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยเมื่อ
พิจารณาท่ีการเก็บตัวอยางครั้งท่ี 4 เมื่อเพาะเล้ียงสาหรายเปนระยะเวลา 120 วัน พบวา อาหารสูตร 
HSM ทําใหเกิดมวลชีวภาพและน้ําหนักของมวลชีวภาพสูงสุดเทากับ 154.55 ±15.55 mg ในขณะท่ี
คาน้ําหนักแหงท่ีช่ังไดจากอาหารสูตร BBM และ Bristol นั้นไมแตกตางกันทางสถิติ โดยมีคาเทากับ 
26 ±1.22 และ 22.2 ±5.06 mg ตามลําดับ ซึ่งมากกวาอาหารอีก 2 สูตร ถึงประมาณ 6 และ 7 เทา 
จากการทดลองขางตนจึงกลาวไดวา HSM จึงเปนสูตรอาหารท่ีเหมาะแกการเพาะเล้ียงเพื่อการสราง
มวลชีวภาพของสาหราย Cephaleuros Cp.1 มากท่ีสุด อยางไรก็ตามจากผลการศึกษาจะเห็นไดวา 
สาหรายยังคงมีแนวโนมท่ีจะเจริญและเพิ่มมวลชีวภาพหากทําการเพาะเล้ียงตอ ดังนั้นหากเปนไปได
จึงควรท่ีจะทําการเพาะเล้ียงตอไปจนถึงระยะเวลาท่ีสาหรายหยุดการเจริญเติบโต 
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ตารางท่ี 4-6 ผลของชนิดอาหารตอมวลชีวภาพของ Cephaleuros Cp.1 ในการเก็บตัวอยางทุก 30 
วัน 

ระยะเวลาเพาะเลี้ยง (วัน) /อาหาร มวลชีวภาพ (mg) 

30 วัน  
HSM 5.8 ±1.6b 
BBM 5.4 ±1.94b 

Bristol 2.4 ±0.55a 
60 วัน  

HSM 53 ±4c 
BBM 14 ±2.55b 

Bristol 9 ±1.58a 
90 วัน  

HSM 81.4 ±16.63b 
BBM 21.4 ±1.52a 

Bristol 17.6 ±3.04a 

120 วัน  
HSM 154.55 ± 15.55b 
BBM 26 ±1.22a 

Bristol 22.2 ± 5.06a 
หมายเหตุ: อักษรภาษาอังกฤษตัวยกท่ีกํากับท่ีแตกตางกันในการเก็บตัวอยางแตละครั้งหมายถึงมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

เมื่อทําการวิเคราะหถึงความแตกตางของธาตุอาหารท่ีมีอยูในสูตรอาหารท้ัง 3 ชนิด พบวา
อาหารสูตร HSM มีแหลงของไนโตรเจนเปนแอมโมเนีย (-NH4

+) ซึ่งแตกตางจากอาหารสูตร BBM 
และ Bristol ท่ีมีไนเตรต (-NO3) เปนแหลงของไนโตรเจน จากการคนควาขอมูลเพิ่มเติมพบรายงานท่ี
กลาววา ไนโตรเจนเปนธาตุอาหารท่ีสําคัญสําหรับการเจริญเติบโตของสาหรายสีเขียว (Arumugam 
et al., 2013) ซึ่งโดยปกติสาหรายจะนําไนโตรเจนเขาสูเซลลเพื่อใชในกระบวนการสังเคราะหดวยแสง 
(Round, 1973) นอกจากนี้ไนโตรเจนยังเปนสวนประกอบท่ีสําคัญของสารประกอบหลายชนิดภายใน
เซลล เชน โปรตีน คลอโรฟลล กรดนิวคลิอิก (Andersen, 2005) อีกท้ังปริมาณของไนโตรเจนท่ี
สาหรายไดรับยังมีผลตอการสรางและสะสมพลังงานของสาหรายเพื่อเปล่ียนไปเปนพลังงานชีวภาพ 
เชน น้ํามัน (Lin and Lin, 2011) โดยท่ัวไปการเพาะเล้ียงสาหรายมักจะใชแหลงของไนโตรเจนเปน 
แอมโมเนียม ไนเตรต และยูเรีย โดยอัตราการดูดซึมสารประกอบไนโตรเจนเพื่อนําไปใชประโยชนของ
สาหรายท่ัวไปจะเปนดังนี้ แอมโมเนีย>ยูเรีย >ไนเตรต >ไนไตรท (Zhu et al., 2013) ท้ังนี้ปริมาณ
ไนโตรเจนท่ีสาหรายไดรับจะมีผลตอมวลชีวภาพของเซลลสาหราย ดังท่ีกลาวไวในงานวิจัยของ 
Enwereuzoh และ Onyeagoro (2014) และ Giordano (2001) วา เมื่อเล้ียงสาหรายขนาดเล็กสี
เขียว Dunaliella salina ในอาหารท่ีมีแอมโมเนียเปนแหลงของไนโตรเจน สาหรายมีการ
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เจริญเติบโตไดเร็วและใหมวลชีวภาพมากกวาเมื่อเล้ียงในอาหารท่ีมีแหลงไนโตรเจนชนิดอื่นเปน
องคประกอบถึง 50% ขอมูลท่ีกลาวมาขางตนสอดคลองกับผลการทดลองในครั้งนี้ท่ีพบวา อาหารสูตร 
HSM ทําใหสาหราย Cephaleuros Cp.1 สรางมวลชีวภาพและเจริญเติบโตไดดีกวาอาหารสูตร BBM 
และ Bristol เนื่องจากอาหารสูตร HSM มีแหลงของไนโตรเจนเปนแอมโมเนียซึ่งเปนสารประกอบ
ไนโตรเจนท่ีสาหรายสามารถนําไปใชในกระบวนการทางชีววิทยาไดงายและรวดเร็วกวา โดยสวนหนึ่ง
จะนําไปใชในกระบวนการสรางสารอินทรีย อาทิเชน กรดอะมิโน สวนหนึ่งจะถูกเปล่ียนเปนไนไตรท
และไนเตรทเพื่อนําไปใชในกระบวนการอื่นๆ ตอไป (นุชนาถ, 2557) ในขณะท่ีสาหรายท่ีเล้ียงอาหาร
สูตร BBM และ Bristol มีแหลงของไนโตรเจนเปนไนเตรทจึงทําใหการนําไปใชเปนแหลงพลังงานได
ยากและซับซอนกวา  

เมื่อพิจารณาสูตรอาหารเพิ่มเติมยังพบอีกวา อาหารท้ัง 3 ชนิด คือ HSM BBM และ 
Bristol ยังมีความแตกตางกันในสวนของการ มี/ ไมมี เกลือคลอไรด (NaCl) อีกดวย โดยอาหารชนิด 
HSM ไมมีสวนประกอบของเกลือคลอไรด ในขณะท่ีอาหารสูตร BBM และ Bristol มีสวนประกอบ
ของเกลือคลอไรดเทากับ 25 mg/L ท้ังนี้ การท่ีสาหรายอยูในสภาวะท่ีมีความเค็มเกินความตองการ
ของสาหรายจะมีผลตอระบบ metabolism ทําใหสาหรายมีการสรางมวลชีวภาพท่ีลดลง อาทิ 
สาหราย Arthrospira platensis ท่ีมีมวลชีวภาพลดลงอยางมีนัยสําคัญเมื่อเพิ่มความเค็มเกลือ 
(Almahrouqi et al., 2015) ขณะท่ีสาหราย Chlorella sorokiniana และสาหราย Chaetoceros 
mulleri ระดับความเค็มนั้นยับยั้งการเจริญเติบโต (Moronta et al., 2006, Araujo et al., 2011) 
โดยท่ัวไปสาหรายน้ําจืดจะสามารถเจริญไดดีในความเค็มเกลือท่ีความเขมขน 20-24 g/L (Lavens 
and Sorgeloos, 1996) ท้ังนี้ระดับของความทนเค็มนั้นข้ึนอยูกับชนิดของสาหราย นอกจากผลของ
ความเค็มเกลือตอการสะสมของมวลชีวภาพแลว ยังพบรายงานวา ความเค็มยังสงผลใหสาหรายมี
กระบวนการทํางานของเอนไซมบางชนิดท่ีจะทําใหสาหรายเปล่ียนจากการสะสมแปงไปสะสม
สารอาหารในรูปของไขมัน และ/หรือ รงควัตถุแทน (Ramos et al., 2011) ปรากฏการณนี้สามารถ
พบไดในสาหราย D. salina ท่ีพบวาจะมีการสะสมแคโรทีนอยดเพิ่มสูงข้ึนถึง 175 µg/mg เมื่อเล้ียง
สาหรายในสภาวะท่ีมีเกลือคลอไรดเพิ่มข้ึน 20% (Borowitzka et al., 1990)  สาหรายสีเขียว 
Botryococcus braunii ในอาหารสูตร BBM ท่ีมีการเพิ่มเกลือคลอไรด 0.1% และเกลือคารบอเนต 
0.1% พบวาสาหรายมีการสะสมแคโรทีนอยดเพิ่มข้ึน 0.22% ซึ่งมากกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ 
(Ambati et al., 2010) รวมไปถึงสาหราย Chlorella sp. ท่ีมีการสะสมไขมันเพิ่มข้ึน 21.24% เมื่อ
อยูในสภาวะความเค็ม (Rai et al., 2015) 

trace element ในแตละสูตรอาหารก็เปนอีกปจจัยท่ีผูวิจัยนํามาพิจารณา เมื่อ
เปรียบเทียบสูตรอาหารในรายละเอียด พบวา อาหารสูตร BBM ใช trace element ท่ีช่ือวา trace 
metals solution (Bischoff and Bold, 1963) สวนในสูตร HSM นั้น trace element ท่ีใสลงไปมี
ช่ือวา Hutner's trace elements (Sueoka et al., 1967) ในขณะท่ีสูตร Bristol นั้นไมมีการเติม 
trace element ท้ังนี้ trace element ท้ัง 2 สูตรนั้นมีความแตกตางกันในสวนของแรธาตุเพียง
เล็กนอย เชน สวนประกอบโลหะ (Fe Zn Cu Co) และกรดบางชนิด (H3BO3 และ EDTA) เนื่องจาก
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อาหารสูตร BBM เปนสูตรอาหารท่ีมีการปรับเปล่ียนสารเคมีมาจากอาหารสูตร Bristol (Bold, 1949) 
นั่นเอง 

นอกจากนี้ ผูวิ จัยสังเกตพบการเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาท่ีนาสนใจของสาหราย 
Cephaleuros กลาวคือ เมื่อทําการเล้ียงสาหรายในอาหารสูตร BBM และ Bristol เปนระยะเวลา
นานประมาณ 2 เดือน สังเกตเห็นไดวาสาหรายเริ่มมีการเปล่ียนสีจากสีเขียวเปนสีเหลือง จากนั้นจะ
คอยๆ เปล่ียนเปนสีสมเห็นไดชัดเจนในเดือนท่ี 3 (รูปท่ี 4-17) 

 
รูปท่ี 4-17 การเปล่ียนแปลงสีและการเจริญของ Cephaleuros Cp.1 ในอาหาร 3 ชนิด 

จากผลการทดลองในรูปท่ี 4-17 จะเห็นไดวา สาหราย Cephalueros Cp.1 มีการเปล่ียนสี

ของทัลลัสในอาหารชนิด BBM และ Bristol ท่ีชัดเจนมาก การเปล่ียนแปลงนี้คาดวามีสาเหตุมาจาก

องคประกอบของสารอาหารท่ีตางกันตามท่ีไดกลาวมาแลวขางตน อันไดแก ชนิดของแหลงไนโตรเจน  

(-NH4 และ -NaNo3) ปริมาณเกลือคลอไรด และ trace element ท้ังนี้เมื่อเทียบกับสาหรายท่ีเล้ียงใน

อาหารสูตร HSM ซึ่งไมพบวามีการเปล่ียนสีของเสนสายเลย ผลการทดลองท่ีเกิดข้ึนนี้สอดคลองกับผล

จากการคนควาขอมูลเพิ่มเติมวา ชนิดของแหลงไนโตรเจนมีความสําคัญตออัตราการสังเคราะหดวย

แสง เนื่องจากธาตุดังกลาวเปนองคประกอบภายในคลอโรฟลล ดังนั้นเมื่อส่ิงมีชีวิตท่ีสังเคราะหดวย

แสงตองเผชิญกับสภาวะท่ีมีการขาดไนโตรเจน หรือมีการจํากัดปริมาณไนโตรเจนจะสงผลใหส่ิงมีชีวิต

ดังกลาวไมสามารถสังเคราะหคลอโรฟลลตามไปดวย ซึ่งยอมสงผลโดยตรงตอปริมาณรงควัตถุของ

เซลลกลาวคือ ทําใหสาหรายมีสีท่ีเปล่ียนไปโดยมีสีเขียวนอยลง จึงทําใหมองเห็นสีโทนเหลืองสมของ

แคโรทีนอยดแทน (Hammond and Glatz, 1988) และสภาวะนี้เองท่ีทําใหประสิทธิภาพการ

สังเคราะหดวยแสงลดนอยลงไปดวย (Arumugam et al., 2013) จากหลักการดังกลาว เปนไปไดวา

สาเหตุของการท่ีสาหรายเปนเปล่ียนจากสีเขียวเปนสีสมเมื่อเล้ียงในอาหารสูตร BBM และ Bristol 

เกิดจากการท่ีอาหารท้ัง 2 สูตร มีแหลงไนโตรเจนเปนไนเตรทซึ่งยากตอการท่ีสาหราย Cephaleuros 
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จะนําเขามาใชในการสังเคราะหแสง อีกท้ังสภาวะดังกลาวกอใหเกิดความเครียดท่ีกระตุนใหเซลลมี

การสะสมรงควัตถุจําพวกแคโรทีนอยด ซึ่งสังเกตไดจากการท่ีทัลลัสของสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร 

BBM มีสีเปนสีสมอยางชัดเจน (รูปท่ี 4-18ข) โดยเมื่อนําตัวอยางสาหรายท่ีเปล่ียนสีมาศึกษาใตกลอง

จุลทรรศนจะพบเม็ดสีท่ีมีสีสมอมแดงท่ีเรียกวา heamatochrome จํานวนมากภายในเซลลของ

สาหราย (รูปท่ี 4-18ง) ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร HSM พบวาเซลลสาหราย

มีสีเขียว (รูปท่ี 4-18ก) ปรากฏเม็ดสีดังกลาวเลยอยูนอยมาก (รูปท่ี 4-18ค) 

 

รูปท่ี 4-18 สีของทัลลัสและเสนสายของ Cephaleuros Cp.1 เมื่อเล้ียงในอาหาร HSM และ BBM 
ก-ข) ทัลลัสสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร HSM และ BBM ตามลําดับ  
ค-ง) เสนสายของสาหรายภายใตกลองจุลทรรศน ท่ีเล้ียงในอาหารสูตร HSM และ BBM ตามลําดับ 
(scale bar 20 µm) 

จากผลการทดลองเพื่อระบุทดสอบผลของอาหาร 3 สูตรตอการสรางมวลชีวภาพ ผูวิจัยมี
ความเห็นวา หากตองการท่ีจะเพาะเล้ียงสาหราย Cephaleuros เพื่อการสรางมวลชีวภาพ ควรท่ีจะ
เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร HSM เนื่องจากเปนสูตรอาหารท่ีทําใหสาหรายมีการสรางมวล
ชีวภาพสูงสุดอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับอาหารเล้ียงเช้ืออีก 2 สูตร อยางไรก็ตามผูวิจัยไดทํา
การเพาะเล้ียงท่ีระยะเวลามากสุดเพียง 120 วันเทานั้น ซึ่งจากผลการทดลองจะเห็นไดวามวลชีวภาพ
ท่ีไดยังคงเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่อง โดยจากการสังเกตพบวา สาหรายยังสามารถเจริญตอไปไดมากกวา 10 
เดือน หากมีการเติมอาหารเล้ียงเช้ือเปนระยะอยางตอเนื่อง อยางไรก็ตามเนื่องมาจากระยะเวลาของ
การศึกษาวิจัยท่ีมีอยูอยางจํากัด จึงไมสามารถทําการเพาะเล้ียงและเก็บมวลชีวภาพของสาหรายตอไป
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ได ดังนั้นหากมีเวลาศึกษาเพิ่มเติม ควรท่ีจะทําการเล้ียงและเก็บมวลชีวภาพตอไปจนกระท่ังสาหราย
ใหมวลชีวภาพท่ีคงท่ี  

นอกจากนี้ยังมีขอสังเกตอีกประการท่ีนาสนใจคือ พบงานวิจัยหลายแหงท่ีไดมีการรายงาน
ไววา สาหรายในสกุล Cephaleuros มีความสามารถในการสรางสารในกลุมแคโรทีนอยดชนิด  
ß-carotene อยางโดดเดน (Thompson and Wujek, 1997, Brooks, 2004) หากแตรายงาน
ดังกลาวไมไดกลาวถึงการเปล่ียนสีทัลลัสของสาหรายแตอยางใด จากการทดลองนี้ทําใหไดรับขอมูล
เพิ่มเติมวา หากตองการท่ีจะกระตุนใหสาหราย Cephaleuros สรางแคโรทีนอยดมากข้ึน ควรท่ีจะ
เล้ียงในอาหารสูตร BBM หรือ Bristol ในขณะท่ีอาหารสูตร HSM เหมาะท่ีจะใชในการเพาะเล้ียงเพื่อ
การสรางมวลชีวภาพ แตอยางไรก็ตาม ถึงแมวาสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร BBM และ Bristol จะ
ทําใหสาหรายมีการสรางแคโรทีนอยดในปริมาณท่ีมากข้ึน แตกลับพบวาสูตรอาหารดังกลาวทําให
สาหรายสรางมวลชีวภาพไดนอยมาก อาจเปนผลมาจากการท่ีสาหรายมีความเครียดจากสารประกอบ
ภายในสูตรอาหาร อันไดแก ชนิดของแหลงไนโตรเจน ความเค็มเกลือ เปนตน จึงทําใหใชพลังงานเพื่อ
การสะสมสารกลุมแคโรทีนอยดแทนการเพิ่มมวลชีวภาพ (Darley et al., 1981) ดังนั้นหากเปนไปได
ผูวิจัยมีความเห็นวา ควรท่ีจะทําการศึกษาปจจัยหลักท่ีทําใหสาหรายมีการสะสมแคโรทีนอยด โดยท่ี
ไมสงผลในดานลบกับการสรางมวลชีวภาพของสาหราย หรือ อาจจะใชเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบ 2 
ข้ันตอน (two-steps cultivation) กลาวคือ ระยะแรกเล้ียงสาหรายใน HSM เพื่อใหสาหรายสราง
มวลชีวภาพใหเพียงพอกอน แลวจึงยายสาหรายไปเพาะเล้ียงเพื่อกระตุนการสรางแคโรทีนอยดใน
อาหารชนิดท่ีมีการลดโนโตรเจน เชน BBM หรือ Bristol ภายหลัง เชน งานวิจัยของ Vidhyavathi 
และคณะ (2008) ท่ีทําการเพาะเล้ียงสาหราย Haematococcus pluvialis และพบวาสาหราย
สามารถใหปริมาณของแคโรทีนอยดมากกวาการเล้ียงในสภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญ เปนตน 
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3 การศึกษาชนิดและปริมาณของรงควัตถุท่ีสะสมในสาหราย Cephaleuros  

   3.1.การศึกษาชนิดของรงควัตถุในสาหราย Cephaleuros ดวยเทคนิค Thin-Layer 
Chromatography 

 สืบเนื่องจากการสังเกตพบการเปล่ียนแปลงสีของเสนสายสาหราย Cephaleuros ท่ีเล้ียงใน
อาหาร 3 ชนิด ในการทดลองในหัวขอ 2.3 ผูวิจัยจึงไดทําการวิเคราะหชนิดรงควัตถุท่ีไดจากสาหราย 
Cephaleuros สายพันธุ Cp.1 อายุประมาณ 120 วัน ท่ีเล้ียงในอาหาร HSM ซึ่งมีเสนสายสีเขียว
เปรียบเทียบกับสาหรายชนิดเดียวกันท่ีเล้ียงในอาหารสูตร BBM แตพบวาเสนสายมีสีสม โดยการสกัด
สารสีจากสาหรายท่ีทําใหแหงแลวดวยเมทานอล ตามวิธีการของ Grung และคณะ (1992) และนําไป
วิเคราะหดวยเทคนิค Thin layer chromatography (TLC) โดยมีสารมาตรฐาน ß-carotene และ
สารสกัดจากใบผักโขม (spinach) มาใชรวมเปรียบเทียบ 

 
รูปท่ี 4-19 รงควัตถุท่ีพบในสาหราย Cephaleuros Cp.1 โดยวิธีโครมาโทกราฟแบบ TLC 
โดยเลนท่ี 1 : สารมาตรฐาน ß-carotene เลนท่ี 2-3: สารสกัดสาหราย Cephaleuros ตัวอยาง 
Cp.1 ท่ีเล้ียงในอาหาร BBM และ HSM ตามลําดับ และเลนท่ี 4: สารสกัดจากใบผักโขม  

ผลการศึกษาชนิดรงควัตถุท่ีพบในสาหราย Cephaleuros ตัวอยาง Cp.1 ดวยวิธี 
โครมาโทกราฟแบบ TLC (รูปท่ี 4-19) โดยเปรียบเทียบคา Rf  กับสารมาตรฐาน ß-carotene และ
รูปแบบของรงควัตถุจากสารสกัดใบผักโขม (Quach et al., 2004) จากการทดลองพบวา สารสกัด
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จากสาหราย Cephaleuros Cp.1 ท่ีเล้ียงจากท้ังสองสูตรอาหารมีองคประกอบของรงควัตถุตางกัน
อยางชัดเจน โดยสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร HSM ประกอบดวยรงควัตถุชนิดยอยท้ังหมด 5 ชนิด 
ไดแก lutein, chlorophyll a, chlorophyll b, pheophytin และ ß-carotene คลายกับสารสกัด
ของผักโขม ในขณะท่ีสารสกัดสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร BBM พบรงควัตถุเพียงชนิดเดียวคือ  
ß-carotene 

จากผลการทดลองขางตนผูวิจัยจึงสันนิษฐานวา ชนิดของสูตรอาหารมีผลตอการสะสมของ
รงควัตถุโดยเฉพาะ ß-carotene ดังจะเห็นไดจากการท่ีไมพบรงควัตถุชนิดอื่นในสาหรายท่ีเล้ียงใน
อาหารสูตร BBM (รูปท่ี 4-19, เลนท่ี 2) ซึ่งแตกตางจากรงควัตถุท่ีพบในสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร 
HSM (รูปท่ี 4-19, เลนท่ี 3) ท้ังนี้เนื่องจากการวิเคราะหชนิดดวยการใชเทคนิค TLC เปนการศึกษาถึง
ชนิดของรงควัตถุท่ีพบเบ้ืองตนเทานั้นและยังไมละเอียดมากพอ ดังนั้นเพื่อใหผลการทดลองมีความ
ชัดเจนและนาเช่ือถือผูวิจัยจึงทําการทดลองซ้ําและตรวจวัดปริมาณของ ß-carotene ดวยเครื่อง 
โครมาโตกราฟชนิดของเหลวความดันสูง (high performance liquid chromatography) โดยมี
รายละเอียดดังแสดงในหัวขอถัดไป (การทดลองท่ี 3.1.2) 

   3.2 การศึกษาชนิดและปริมาณของรงควัตถุในสาหราย Cephaleuros ดวยเคร่ือง 
โครมาโตกราฟชนิดของเหลวความดันสูง  

เนื่องจากผลท่ีไดจากการศึกษาชนิดของรงควัตถุเบ้ืองตนดวยวิธี TLC ตามการทดลองท่ี 3.1 
ทําใหทราบชนิดของรงควัตถุท่ีพบในสารสกัดหยาบของสาหราย Cephaleuros ตัวอยาง Cp.1 เพียง
คราวๆ เทานั้น เทคนิคดังกลาวไมสามารถระบุถึงปริมาณของ ß-carotene ท่ีสะสมอยูภายในเซลลได 
ผูวิจัยจึงนําสารสกัดจากสาหราย Cephaleuros ตัวอยาง Cp.1 ท่ีเล้ียงในอาหาร 3 สูตรไดแก HSM 
BBM และ Bristol จากการทดลองในขอ 2.3 ไปวิเคราะหชนิดและปริมาณของรงควัตถุท่ีสะสมใน
สาหรายดวยเครื่อง HPLC เพิ่มเติม โดยเปรียบเทียบคา retention time และพื้นท่ีใตกราฟระหวาง
สารสกัดจากสาหรายกับสารตัวอยางสารมาตรฐาน ß-carotene 

ผลการวิเคราะหสารสกัดสาหราย Cephaleuros ท่ีเล้ียงในอาหารตางชนิดเปรียบเทียบกับ
สารมาตรฐาน ß-carotene ท่ีคาการดูดกลืนแสง 450 nm ซึ่งเปนความยาวคล่ืนท่ี ß-carotene 
ดูดกลืนไดสูงสุด พบวา สาหรายท่ีเล้ียงในอาหารท้ัง 3 สูตร ใหรูปแบบโครมาโตแกรมท่ีมีลักษณะ 
คลายคลึงกัน คือ ทุกตัวอยางตรวจพบ ß-carotene เปนรงควัตถุหลัก สังเกตไดจากจากโครมาโต 
แกรมท่ีปรากฏในชวงนาทีท่ี 10 -11 ซึ่งตรงกับคา retention time ของสารมาตรฐาน ß-carotene 
และเมื่อเปรียบเทียบลักษณะสเปคตรัมของโครมาโตแกรมดังกลาวกับสารมาตรฐานก็พบวามีลักษณะ
เชนเดียวกับสเปคตรัมของ ß-carotene อยางไรก็ตาม จากการพิจารณาโครมาโตแกรมดวยการขยาย
ภาพ (zoom) ทําใหพบพีคขนาดเล็กอื่นๆ ในตัวอยางสารสกัดสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร HSM ซึ่ง
คาดวาเปนพีคของคลอโรฟลลรงควัตถุชนิดอื่นท่ีไมสามารถระบุได สอดคลองกับผลการทดลองท่ีพบใน
การวิเคราะหดวยเทคนิค TLC (รูปท่ี 4-19) แตเนื่องจากในสารสกัดดังกลาวมีปริมาณ ß-carotene ท่ี
สูงอยางโดดเดน จึงทําใหโปรแกรมการวิเคราะหทําการปรับระดับความสูงของพีคตามอัตราสวนของ
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ปริมาณสารท่ีพบมากท่ีสุด (auto scale) สงผลใหไมสามารถมองเห็นพีคขนาดเล็กในรูปท่ี 4-20ข1 ซึ่ง
การระบุชนิดของรงควัตถุเหลานี้จําเปนอยางยิ่งท่ีตองทําการเทียบกับสารมาตรฐานดวยระบบ/วิธีการ
วิเคราะหและเครื่องมือช้ินเดียวกัน 
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รูปท่ี 4-20 โครมาโตแกรมและสเปกตรัมของสารสกัดจากสาหราย Cephaleuros Cp.1 ในอาหาร 3 
ชนิด 
ก1-2) โครมาโตแกรมและสเปกตรัมของสารมาตรฐาน ß-carotene; ข1-2) โครมาโตแกรมและ
สเปกตรัมของสารสกัดจากสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร HSM; ค1-2) โครมาโตแกรมและสเปกตรัม
ของสารสกัดจากสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร BBM; ง1-2) โครมาโตแกรมและสเปกตรัมของสารสกัด
จากสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร Bristol เมื่อเล้ียงสาหรายเปนระยะเวลา 120 วัน  
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เมื่อวิเคราะหปริมาณการสะสม ß-carotene จากพื้นท่ีใตกราฟของ Cephaleuros Cp.1 
พบวา สาหรายมีการสะสม ß-carotene เพิ่มข้ึนในแตละครั้งของการเก็บตัวอยางอยางมีนัยสําคัญ 
(p<0.05) ผลการวิเคราะหปริมาณของ ß-carotene ท่ีสะสมภายในเซลล (ß-carotene content) ท่ี
ระยะเวลา 30 วันแรกของการเพาะเล้ียง ดังขอมูลท่ีแสดงในกราฟแทงในรูปท่ี 4-21 สาหราย 
Cephaleuros ตัวอยาง Cp.1 ท่ีไดจากการเล้ียงสาหรายในอาหารสูตร BBM และ Bristol มีปริมาณ 
ß-carotene สะสมภายในเซลล ไมแตกตางกันทางสถิติ ในขณะท่ีคา ß-carotene content ท่ีวัดได
จากตัวอยางท่ีเล้ียงในอาหารสูตร HSM นั้นมีปริมาณสูงกวาอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ขอมูลดังกลาว
แตกตางจากการเก็บตัวอยางครั้งท่ี 2 (60 วัน) ท่ีพบวา สาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร BBM และ 
Bristol กลับมีการเพิ่มข้ึนของปริมาณ ß-carotene content มากกวาสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร 
HSM ถึง 10 เทา คือ 26.40 และ 22.91 mg/gDW ซึ่งคาดังกลาวแตกตางจากการเก็บตัวอยางครั้ง
แรกอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) และคงปรากฏผลในทํานองเดียวกันนี้ในการเก็บตัวอยางอีก 2 ครั้ง
ตอมา (90 และ 120 วัน) โดยปริมาณ ß-carotene content สูงสุดพบในตัวอยางสาหรายท่ีเล้ียงใน
อาหารสูตร BBM ในการเก็บตัวอยางครั้งท่ี 2 ท่ีระยะเวลาเพาะเล้ียง 60 วัน สวนในการเก็บตัวอยาง
ครั้งท่ี 3 ท่ีระยะเวลาเพาะเล้ียง 90 วัน พบวา ตัวอยางสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร HSM และ BBM 
มีปริมาณคา ß-carotene content ลดลงเล็กนอย หากแตไมแตกตางจากตัวอยางท่ีระยะเวลาการ
เพาะเล้ียง 60 วัน ในขณะท่ีสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร Bristol ยังตรวจพบวามีการเพิ่มข้ึนของ
ปริมาณ ß-carotene content อยางตอเนื่องและสูงสุดท่ีระยะเวลาเพาะเล้ียง 90 วัน ผลการตรวจ
วิเคราะหปริมาณของ ß-carotene content ของสารสกัดสาหรายแสดงในรูปท่ี 4-21 

 
รูปท่ี 4-21 ß-carotene content ของ Cephaleuros Cp.1 ในอาหาร 3 ชนิด 

*หมายเหตุ: อักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกตางกันแสดงผลการวิเคราะหทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบขอมูลใน
การเก็บตัวอยางแตละครั้ง (p<0.05, n=3, S.D.≤ 8%) 
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 เมื่อพิจารณาถึงความสามารถในการผลิต ß-carotene (ß-carotene production) ซึ่ง
หมายถึง ปริมาณ ß-carotene ท้ังหมดเมื่อคํานวณจากมวลชีวภาพของสาหราย Cephaleuros 
ตัวอยาง Cp.1 ท่ีเล้ียงในอาหารท้ัง 3 ชนิด ปริมาตร 100 ml พบวา อาหารแตละชนิดสงผลตอ
ความสามารถในการผลิต ß-carotene ของสาหรายท้ังในเรื่องของปริมาณ ß-carotene และ
ระยะเวลาท่ีใชในการผลิต โดยอาหารสูตร BBM สงผลใหสาหรายมีความสามารถในการผลิต  
ß-carotene ในปริมาณสูงสุด เทากับ 404.87 ±23.28 µg ท่ีระยะเวลาเพาะเล้ียง 60 วัน รองลงมา
คือสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร BBM มีคา 388.65 ±44.16 µg ท่ีระยะเวลาเพาะเล้ียง 90 วัน และ
สาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร HSM มีคา 344.01±9.05 µg ท่ีระยะเวลาเพาะเล้ียง 120 วัน (รูปท่ี 4-
22) 

 
รูปท่ี 4-22 ß-carotene production ของ Cephaleuros Cp.1 ในอาหาร 3 ชนิด 
หมายเหตุ: อักษรภาษาอังกฤษตัวยกท่ีแตกตางกันหมายถึงมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) เมื่อทําการเปรียบเทียบในระยะเวลาเพาะเล้ียงเดียวกัน 

จากผลการทดลองผูวิจัยสังเกตพบวา ถึงแมสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร HSM จะมีปริมาณ
มวลชีวภาพมากกวาอาหารชนิดอื่นอยางมีนัยสําคัญ แตกลับตรวจพบวามี ß-carotene content 
สูงสุดเพียง 2.890 mg/gDW ซึ่งนอยกวาคาท่ีตรวจวัดไดจากสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร BBM และ 
Bristol ท่ีพบการสะสมของรงควัตถุนี้ภายในเซลลมากถึง 26.405 mg/gDW และ 23.795 mg/gDW 
ซึ่งคิดเปน 9 เทาและ 8 เทา ตามลําดับ เมื่อพิจารณามวลชีวภาพและ ß-carotene content รวมกัน
ในรูปของคาความสามารถในการผลิต ß-carotene หรือคา ß-carotene production จะเห็นไดวา
สาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร BBM Bristol และ HSM มีคา ß-carotene production ท่ีไมแตกตาง
กันทางสถิติ ตามระยะเวลาเพาะเล้ียงท่ีตางกัน โดยมีคาเทากับ 404.87, 388.65 และ 344.01 µg ท่ี
ระยะเวลาเพาะเล้ียง 60 90 และ 120 วัน ตามลําดับ ซึ่งกลาวไดวา ปริมาณของ ß-carotene ท่ีไดใน
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อาหารท้ัง 3 ชนิด มีปริมาณท่ีไมแตกตางกันทางสถิติ หากแตเมื่อพิจารณาถึงระยะเวลาท่ีใชในการ
เพาะเล้ียง จะเห็นไดวาสาหรายท่ีเล้ียงอาหารสูตร BBM ใชระยะเวลาเพาะเล้ียงเพียง 60 วัน รองลงมา
คือ Bristol ท่ีใชระยะเวลาเพาะเล้ียง 90 วัน ในขณะท่ีสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร HSM ท่ีตองใช
ระยะเวลาในการเพาะเล้ียงนานถึง 120 วัน (4 เดือน) เพื่อท่ีจะไดปริมาณของ ß-carotene 
production ท่ีไมแตกตางกับอาหารท้ัง 2 สูตร อยางไรก็ตามผูวิจัยมีความคิดเห็นวา หากมีเวลาใน
การศึกษาเพิ่มเติม ก็ควรท่ีจะทําการศึกษาและเก็บตัวอยางตอไปถึง 180-210 วัน (6-7เดือน) เพื่อ
ตองการท่ีจะทราบถึงความสามารถในการผลิต ß-carotene ของสาหรายในระยะยาว เนื่องจากการ
สังเกตและการเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติการพบวาสาหราย Cephaleuros สามารถมีชีวิตและเจริญอยู
ไดนานถึง 7-8 เดือน หากมีการเติมอาหารเล้ียงเช้ือลงเพิ่ม 

จากผลการทดลองท้ังหมดท่ีกลาวมาในหัวขอ 3.1 ผูวิจัยมีความเห็นวาหากตองการท่ีจะใช
ประโยชนจากสาหราย Cephaleuros ในแงของการผลิต ß-carotene ควรท่ีจะเล้ียงสาหรายใน
อาหารสูตร HSM กอนเนื่องจากอาหารสูตรนี้ชวยเพิ่มมวลชีวภาพสาหรายไดดี และเมื่อไดมวลชีวภาพ
ไดมากพอจึงยายสาหรายลงเล้ียงในอาหารสูตร BBM หรือ Bristol เพื่อกระตุนใหสาหรายมีการสราง
และสะสม ß-carotene ดวยวิธีการนี้นาจะทําใหไดปริมาณของ ß-carotene สูงสุด แตอยางไรก็ตาม
เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการผลิต ß-carotene ของสาหราย Cephaleuros ท่ีไดจาก
ผลการวิจัยครั้งนี้กับสาหรายชนิดท่ีถูกนํามาใชในระดับอุตสาหกรรมเพื่อการผลิต ß-carotene ไดแก
สาหรายน้ําเค็ม D. salina ซึ่งเปนสาหรายท่ีมีการเพาะเล้ียงเพื่อในระดับอุตสาหกรรมขนาดใหญ 
เนื่องจากสาหรายชนิดนี้สามารถสะสม ß-carotene ไดมากถึง 14% ของน้ําหนักแหง (Borowitzka 
et al., 1984, Aasen et al., 1969) และเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณ ß-carotene content ท่ีได
สูงสุดจากสาหราย Cephaleuros ในงานวิจัยครั้งนี้จากสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร BBM ท่ี
ระยะเวลาเพาะเล้ียง 60 วัน พบวามีปริมาณ ß-carotene สะสมอยูเทากับ 2.63% ของน้ําหนักแหง 
ซึ่งยังนอยกวาสาหราย D. salina ถึง 5 เทา อีกท้ังยังพบวาสาหราย D. salina ยังใชระยะเวลาในการ
เพาะเล้ียงท่ีนอยกวาอีกดวย 

ถึงแมผลการทดลองครั้งนี้จะพบวา สาหราย Cephaleuros มีความสามารถในการผลิต 
ß-carotene ไดนอยกวาสาหราย D. salina ถึง 5 เทา ผูวิจัยเห็นวาหากมีการศึกษาตอไปเพื่อพัฒนา
และปรับปรุงระบบการเล้ียง รวมไปถึงปจจัยท่ีกระตุนใหสาหราย Cephaleuros เจริญเติบโตไดดีข้ึน
และสะสม ß-carotene ในปริมาณท่ีมากข้ึน ก็อาจเปนไปไดท่ีสาหราย Cephaleuros จะสามารถ
สะสมรงควัตถุไดปริมาณมากข้ึน และเปนทางเลือกใหมของการนํามาใชประโยชน เนื่องจากขอดีของ
สาหรายชนิดนี้ท่ีโดดเดนคือ เจริญเติบโตไดดีในอาหารท่ีมีสวนประกอบไมซับซอน ราคาไมแพง อีกท้ัง
การเพาะเล้ียงและเก็บเกี่ยวสาหรายทําไดงาย รวมไปถึงการกระตุนใหมีการสะสม ß-carotene ได
โดยใชการเปล่ียนชนิดของอาหารเทานั้น ซึ่งขอดีท่ีกลาวมาลวนแตสงผลใหลดตนทุนการผลิตไปไดมาก 
ในขณะท่ีสาหราย D. salina นั้นเปนสาหรายท่ีจะจําเปนตองมีการกระตุนใหมีการสรางและสะสม  
ß-carotene ในสภาวะท่ีเค็มจัด (3-31% NaCl) สวนมากจึงตองเพาะเล้ียงในบริเวณท่ีติดทะเล อีกท้ัง
ยังเปนสาหรายขนาดเล็ก ซึ่งทําใหการเก็บเกี่ยวผลผลิตจําเปนตองใชตนทุนสูง (Pick, 2002) จึงเปน
ขอจํากัดท่ีสําคัญ ผูวิจัยเล็งเห็นวาหากในอนาคตตองการท่ีจะศึกษาตอถึงวิธีการเพาะเล้ียงท่ีจะกระตุน
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ใหสาหราย Cephaleuros มีความสามารถในการผลิต ß-carotene ในปริมาณท่ีเพิ่มข้ึนกวาเดิม ก็
ควรท่ีจะศึกษาถึงสาเหตุของส่ิงเราท่ีชัดเจนท่ีมีผลในการกระตุนใหสาหรายมีการสรางและสะสม ß-
carotene ในปริมาณท่ีมากข้ึน ในการนี้ผูวิจัยจึงไดออกแบบและทําการทดลองถึงผลของแหลง
ไนโตรเจน เกลือคลอไรด และ trace element ตอการเปล่ียนและสะสมสารสีของสาหราย 
Cephaleuros ในการทดลองถัดไป  

4. ผลของแหลงไนโตรเจน เกลือคลอไรด และ trace element ตอการสะสมรงควัตถุของ
สาหราย Cephaleuros Cp.1 

จากการวิเคราะหสูตรอาหาร HSM BBM และ Bristol พบวา มีขอแตกตางกัน 3 ประการ 
คือ ชนิดของแหลงไนโตรเจน ปริมาณเกลือคลอไรด และองคประกอบของ trace element ดังนั้น 
ผูวิจัยจึงไดทดลองเพาะเล้ียงสาหราย Cephaleuros Cp.1 ในอาหารท่ีมีการดัดแปลงโดยมี
จุดประสงคเพื่อท่ีจะระบุผลของปจจัยท้ัง 3 ชนิดท่ีมีตอการสะสม ß-carotene โดยใหอาหารสูตร 
BBM เปนตัวแทนของอาหารสูตร Bristol เนื่องจากอาหารท้ัง 2 สูตรนี้มีแหลงไนโตรเจน เกลือ 
คลอไรด และ trace element ท่ีเหมือนกัน  

   4.1 ผลของแหลงไนโตรเจนตอการสะสมรงควัตถุ 

 เนื่องจากแหลงของไนโตรเจนของอาหารสูตร HSM คือ แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl) 
ในขณะท่ี BBM (และ Bristol) นั้นมีแหลงไนโตรเจนท่ีตางไปเปนโซเดียมไนเตรท (NaNO3) ดังนั้น
เพื่อท่ีจะทดสอบผลของแหลงไนโตรเจนตอการสะสมรงควัตถุ ผูวิจัยจึงทําการสลับแหลงของ
ไนโตรเจนในสูตรอาหารของ HSM และ BBM ผลการทดลองเปนเวลา 60 วันปรากฏดังรูปท่ี 4-23  

ผลทดลองพบวา อาหารสูตร HSM ท่ีมีการเปล่ียนแหลงของไนโตรเจนจาก NH4Cl เปน 
NaNO3  ทําใหเสนสายของสาหราย Cephaleuros Cp.1 เปล่ียนสีจากสีเขียว (รูปท่ี 4-23ก) ไปเปนสี
เหลือง(รูปท่ี 4-23ข) ขณะเดียวกันสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร BBM ท่ีมีการเปล่ียนแหลงของ
ไนโตรเจนจาก NaNO3 เปน NH4Cl พบวาเสนสายของสาหรายมีการเปล่ียนสีจากสีเหลือง (รูปท่ี 4-23
ค) ไปเปนสีเขียว (รูปท่ี 4-23ง) จากผลการทดลองขางตนแสดงใหเห็นวา ชนิดแหลงไนโตรเจนใน
อาหารเพาะเล้ียงมีผลตอการสะสม ß-carotene ในสาหราย Cephaleuros Cp.1 อยางชัดเจน 
กลาวคือ สารประกอบ NaNO3 นั้นกระตุนใหเกิดการสะสม ß-carotene มากข้ึนภายในเสนสายของ
สาหราย ผลดังกลาวยืนยันไดดวยสีท่ีเกิดข้ึนจากการเปล่ียนแหลงไนโตรเจนจาก NaNO3 เปน NH4Cl
ในอาหารสูตร BBM ท่ีพบวา จากสาหรายท่ีเริ่มตนเพาะเล้ียงจากเดิมมีเสนสายสีเหลือง (รูปท่ี 4-23ง) 
กลับมีเสนสายท่ีเปล่ียนเปนสีเขียวและยังสามารถเจริญเติบโตมากข้ึน (รูปท่ี 4-23ค)  
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รูปท่ี 4-23 ผลของชนิดแหลงไนโตรเจนตอการเปล่ียนสีของสาหราย Cephaleuros Cp.1 ท่ี
ระยะเวลาเพาะเล้ียง 60 วัน  
ก) อาหารสูตร HSM ปกติซึ่งเปนกลุมควบคุม (control) 
ข) อาหารสูตร HSM ท่ีมีการเปล่ียนแปลงแหลงไนโตรเจนเปน NaNO3 
ค) อาหารสูตร BBM ท่ีมีการเปล่ียนแปลงแหลงไนโตรเจนเปน NH4Cl 
ง) อาหารสูตร BBM ปกติซึ่งเปนกลุมควบคุม (control) 

จากการคนควาพบวา สาหรายมีความสามารถในการผลิตสารสีกลุมแคโรทีนอยดมักถูก
นํามาใชเปนแหลงผลิตรงควัตถุ (Guedes et al., 2011) เชน สาหราย D. salina ท่ีนํามาใชในการ
ผลิตสารสีกลุม ß-carotene (Dipak and Lele, 2005) Muriellopsis sp. ท่ีนํามาใชในการผลิตสารสี
กลุม lutein (Del Campo et al., 2000) หรือสาหรายท่ีสรางสารสีกลุม แอสตาแซนธิน 
(astaxanthin) ท่ีมีฤทธิ์ในการเปนสารตานอนุมูลอิสระท่ีมีประสิทธิภาพและมีมูลคาสูง นั่นคือสาหราย 
H. pluvialis (Guerin et al., 2003) ในกระบวนการผลิตจําเปนท่ีจะตองทําการกระตุนใหสาหราย
เกิดความเครียดเพื่อทําใหสาหรายผลิตรงควัตถุมากข้ึนกวาปกติ มีการวิจัยมากมายในสาหราย
เหลานั้นเพื่อศึกษาถึงปจจัยแวดลอมหลากหลายประการในการเพาะเล้ียงท่ีสามารถกระตุนการสะสม
สารสี โดยปจจัยท่ีไดรับการศึกษาและกลาวถึงมากไดแก ความเค็ม (Borowitzka et al., 1990) 
อุณหภูมิ (Garbayo et al., 2008) แสง (Haghjou and Shariati, 2007) รวมไปถึงชนิดและปริมาณ
ของแหลงไนโตรเจน 
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ชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจนมีผลตอการสะสมแคโรทีนอยดในสาหรายโดยตรง เห็น
ไดจากรายงานของ Li และคณะ (1998) พบวา การใหไนเตรทเปนแหลงของไนโตรเจน (KNO3) 
รวมกับการลดปริมาณของไนโตรเจน หรือการใหสภาวะท่ีมีแหลงของไนโตรเจนอยางจํากัดในสาหราย
D. salina สงผลตอการสะสมรงควัตถุของสาหรายใหมีการสรางและสะสม ß-carotene ไดมากกวา
สภาวะปกติ (Dipak and Lele, 2005) ท้ังนี้เนื่องจากสาหรายจะมีความสามารถในการดูดซับ 
(assimilation) สารประกอบไนโตรเจนแตละชนิดเพื่อนําเขามาใชในกระบวนการเผาผลาญอาหาร 
(metabolism) ท่ีแตกตางกัน โดยท่ัวไปพบวาสาหรายจะสามารถใชไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียได
ดีกวายูเรีย ไนเตรท ไนไตรท ตามลําดับ (Zhu et al., 2013) ดังนั้นในงานวิจัยสวนนี้ผูวิจัยคาดวา การ
ท่ีสาหรายอยูในอาหารท่ีมีแหลงของไนโตรเจนเปนชนิดไนเตรต ทําใหสาหรายดูดซึมและนําไนโตรเจน
ไปใชไดยากกวาแหลงไนโตรเจนชนิดแอมโมเนีย ทําใหเกิดสภาวะความเครียด สาหรายจึงตอบสนอง
ดวยการการสะสมรงควัตถุในปริมาณท่ีมากข้ึน ดังเชนงานวิจัยท่ีพบวาการใชไนเตรทและยูเรียเปน
แหลงของไนโตรเจนสามารถใหปริมาณของ ß-carotene ท่ีสะสมภายในเซลลของสาหราย D. salina 
ในปริมาณท่ีมากกวาการใชแอมโมเนียเปนแหลงไนโตรเจน (Herrero et al., 1991) อีกท้ังการลด
ปริมาณของไนเตรต (NaNO3) หรือการท่ีมีแหลงไนโตรเจนอยูอยางจํากัด มีผลทําใหสาหราย  
D. salina มีการสะสมรงวัตถุท่ีเพิ่มข้ึนโดยเฉพาะ ß-carotene (Muthukannan et al., 2010) 
เชนเดียวกันกับสาหราย H. pluvialis ท่ีมีความสามารถในการผลิต astaxanthin (astaxanthin 
production) เพิ่มมากข้ึนเมื่อมีปริมาณของไนเตรทท่ีลดลง (Wang et al., 2013) นอกจากสาหราย
ชนิดนี้แลวยังพบวามีสาหรายสีเขียวชนิดอื่นท่ีชนิดของแหลงไนโตรเจนมีผลตอการสะสมรงควัตถุ อาทิ 
สาหราย Muriellopsis sp. ท่ีสามารถสรางสารสีกลุม lutein ในปริมาณท่ีสูงข้ึนเมื่อเพาะเล้ียงใน
อาหารท่ีมีไนเตรท (NaNO3) รวมกับการลดความเขมขนของไนโตรเจน (Del Campo et al., 2000)  

อยางไรก็ตาม ผูวิจัยมีความเห็นวา เนื่องจากสาหรายแตละชนิดจะเกิดความเครียดเมื่อไดรับ
การกระตุนดวยส่ิงเราท่ีแตกตางกัน (Guedes et al., 2011) รวมไปถึงชนิดและปริมาณของแหลง
ไนโตรเจน ซึ่งผลท่ีเกิดตามมาของการเกิดความเครียดก็คือการท่ีสาหรายจะมีผลผลิตของมวลชีวภาพ
ท่ีลดลง ดังนั้นหากตองการท่ีจะศึกษาถึงวิธีการท่ีจะกระตุนใหสาหรายมีการสะสมรงควัตถุในปริมาณท่ี
เพิ่มข้ึน ก็ควรจะศึกษาถึงผลกระทบท่ีมีตอการผลิตมวลชีวภาพไปพรอมกันดวย เพื่อใหไดผลผลิตของ 
ß-carotene สูงสุด ซึ่งเปนไปไดวาชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจนอื่นๆ อาจจะสงผลตอมวล
ชีวภาพและการสะสมสารสีของของสาหราย Cephaleuros Cp.1 ในระดับท่ีแตกตางไป 
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   4.2 ผลของเกลือคลอไรดตอการสะสมรงควัตถุ  

นอกจากชนิดของแหลงไนโตรเจนแลว ปริมาณเกลือคลอไรดในอาหารท้ัง 2 สูตร มีความ
แตกตางกัน โดยอาหารสูตร BBM (และ Bristol) มีการเติมเกลือคลอไรด (NaCl) ปริมาณ 25 mg/L 
ในขณะท่ีอาหารสูตร HSM ท่ีไมมีการเติมเกลือคลอไรด ซึ่งความแตกตางท่ีพบเมื่อเล้ียงเล้ียงสาหราย 
Cephaleuros Cp.1 ดวยอาหารท้ัง 3 สูตร คือ เสนสายของสาหรายมีการเปล่ียนสีจากสีเขียวเปนสี
สมเมื่อเล้ียงในอาหารชนิดท่ีมีเกลือ ดังนั้นเพื่อท่ีจะทดสอบผลท่ีแนชัดของการมีเกลือคลอไรดในอาหาร
ตอการสะสมรงควัตถุในสาหราย โดยการเติมเกลือคลอไรดในสูตรอาหารของ HSM และงดการเติม
เกลือลงในอาหารสูตร BBM  

 
รูปท่ี 4-24 ผลของการเติมเกลือคลอไรดตอการเปล่ียนสีของสาหราย Cephaleuros ท่ีระยะเวลา
เพาะเล้ียง 60 วัน 
ก) อาหารสูตร HSM ปกติซึ่งไมมีการเติมเกลือคลอไรดเปนกลุมควบคุม (control) 
ข) อาหารสูตร HSM ท่ีมีเติมเกลือคลอไรด 
ค) อาหารสูตร BBM ท่ีมีไมมีการเติมเกลือคลอไรด 
ง) อาหารสูตร BBM ปกติซึ่งมีเกลือคลอไรดเปนกลุมควบคุม (control) 

จากการทดลองพบวา อาหารสูตร HSM ปกติท่ีไมมีการเติมเกลือคลอไรดนั้นใหเสนสายของ
สาหรายมีสีเขียว (รูปท่ี 4-24ก) และเมื่อทําการทดลองเติมเกลือคลอไรดลงในอาหาร (ความเขมขน
เทากับท่ีเติมในอาหาร BBM) เปนระยะเวลา 60 วัน พบวา สีของเสนสายสาหรายไมมีการ
เปล่ียนแปลงไปจากเดิม ดังจะเห็นไดจากการท่ีมีเสนสายบางสวนมีการเปล่ียนสีจากสีเขียวเปนสี 
เหลืองอมเขียว (รูปท่ี 4-24ข) หากแตไมชัดเจนเทากับสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร BBM ปกติ 
เชนเดียวกันกับการทดลองในอาหารสูตร BBM ท่ีสูตรปกติมีการเติมเกลือคลอไรดใหเสนสายของ
สาหรายมีสีสม (รูปท่ี 4-24ง) และเม่ือทดลองโดยการงดเติมเกลือคลอไรดลงในอาหาร ก็พบวาสีของ
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เสนสายสาหรายยังคงเปนสีสมเชนเดิม (รูปท่ี 4-24ค) จากผลการทดลองขางตนแสดงใหเห็นวา การ
เติมเกลือคลอไรดในอาหารสูตร HSM นั้นไมมีผลทําใหเสนสายสาหราย Cephaleuros นั้นมีการ
เปล่ียนสี และการมี/ไมมีเกลือในอาหาร BBM ไมมีผลตอการเปล่ียนสีของสาหรายแตอยางใด จากการ
ทดลองขางตนเมื่อสืบคนจากงานวิจัยท่ีเกี่ยวของพบวา การมีเกลือคลอไรด (NaCl) ในอาหาร
เพาะเล้ียง มีผลสงเสริมการสะสมสารในกลุมแคโรทีนอยดในปริมาณท่ีมากข้ึน อาทิ สาหราย  
C. zofingiensis ท่ีเมื่อมีการเติมเกลือคลอไรด 2% ลงในอาหารเพาะเล้ียงพบวา สามารถตรวจพบ
ปริมาณแคโรทีนอยดรวม (total carotenoids) สูงกวาสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตรปกติ 8 เทา 
(Pelah et al., 2004) สาหราย D. salina ท่ีมีการเพาะเล้ียงในสภาวะท่ีมีความเค็มสูง มีผลทําให
สาหรายชนิดนี้มีความสามารถในการสังเคราะหแคโรทีนอยดเพิ่มข้ึน 10% ของน้ําหนักแหง (Sun et 
al., 2015, Borowitzka et al., 1984) สาหราย Muriellopsis sp. ท่ีพบวามีการสะสม lutein ไดใน
ปริมาณท่ีมากข้ึนเมื่อมีเกลือคลอไรดเพิ่มมากข้ึนเชนกัน โดยชวงความเขมขนของเกลือท่ีกระตุนการ
สะสม lutein ไดดี คือ 2- 100 mM (Del Campo et al., 2000) และผลการทดลองดังกลาวก็มี
รายงานเชนเดียวกันในสาหราย Botryococcus braunii (Ambati et al., 2010) ผลจากงานวิจัยท่ี
กลาวมาเหลานี้ขัดแยงกับงานวิจัยนี้ท่ีพบวา การท่ีมีเกลือคลอไรดเปนสวนประกอบในอาหารไมมีผล
ตอการเปล่ียนแปลงของสีเสนสายสาหราย Cephaleuros ซึ่งเกิดจากการสะสมรงควัตถุในกลุม 
แคโรทีนอยดท่ีเพิ่มข้ึน อยางไรก็ตามผูวิจัยมีความเห็นวา ความเขมขนเกลือท่ีนํามาใชในการทดลอง
ครั้งนี้มีความเขมขนของเกลือคลอไรดเพียงความเขมขนเดียวคือ ความเขมขนของเกลือ 25 mg/L ท่ีมี
ในอาหารสูตร BBM ท้ังนี้ถึงแมจะไมปรากฏการเปล่ียนสีของเสนสายสาหราย แตผูวิจัยคาดวาหากมี
การทดลองใชความเขมขนเกลือท่ีมากข้ึน ก็มีความเปนไปไดท่ีสาหรายจะมีการสะสมแคโรทีนอยด
เพิ่มข้ึน และแสดงการเปล่ียนแปลงสีของเสนสายอยางชัดเจน  
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   4.3 ผลของ trace element ตอการสะสมรงควัตถุ 

จากการวิเคราะหสูตรอาหารท้ัง 3 สูตร ยังทําใหพบวามีอีกหนึ่งปจจัยท่ีแตกตางกันนั่นคือ 
ชนิดของธาตุอาหารเสริม หรือ trace element ท่ีใชในสูตรอาหารแตละชนิด โดยอาหารสูตร HSM 
ใช trace element ชนิด Hutner’s trace element ในขณะท่ี BBM และ Bristol นั้นใช trace 
element ชนิด trace metal solution และเพื่อท่ีจะพิสูจนวาชนิดของ trace element มีผลตอ
การเปล่ียนสีของเสนสายสาหราย Cephaleuros Cp.1 หรือไม ผูวิจัยจึงทําการทดลองสลับชนิดของ 
trace element และใหอาหารสูตร BBM เปนตัวแทนของอาหารสูตร Bristol  

 จากการทดลองพบวา สีของเสนสายสาหรายในอาหารสูตร HSM ท่ีสลับชนิดของ trace 
element (รูปท่ี 4-25ก) ใหสีของเสนสายสาหรายไมตางกับสาหรายในอาหารสูตร HSM ปกติ (รูปท่ี 
4-25ข) เชนเดียวกันกับการทดลองในอาหารสูตร BBM ท่ีไมพบการเปล่ียนแปลงสีของเสนสาย
สาหราย (รูปท่ี 4-25ค) จากผลการทดลองท่ีกลาวมานี้ จึงทําใหสามารถสรุปไดวาชนิดของแรธาตุ
อาหารนั้นไมมีผลตอการสะสมรงควัตถุในสาหราย Cephaleuros  

 
รูปท่ี 4-25 ผลของ trace element ตอการเปล่ียนสีของสาหราย Cephaleuros ท่ีระยะเวลา
เพาะเล้ียง 60 วัน 
ก) อาหารสูตร HSM ปกติท่ีใชธาตุอาหารเสริมชนิด Hutner’s trace element 
ข) อาหารสูตร HSM ท่ีใชธาตุอาหารเสริมชนิด Trace metal solution 
ค) อาหารสูตร BBM ท่ีใชธาตุอาหารเสริมชนิด Hutner’s trace element 
ง) อาหารสูตร BBM ปกติท่ีใชธาตุอาหารเสริมชนิด Trace metal solution 
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 เมื่อสืบคนจากงานวิจัย Lobban และ Wynne (1981) ไดกลาวไววา trace element นั้น
เปนแหลงของแรธาตุอาหารรอง (secondary macronutrients) ซึ่งไดแก Fe Cu Zn Mn Si Co Mo 
และ Br โดยใหคํานิยามไววาเปนแรธาตุท่ีส่ิงมีชีวิตตองการในปริมาณนอย แตก็มีความสําคัญตอการ
เจริญเติบโต ซึ่งแรธาตุบางชนิดใน trace element ยังเปนสารท่ีชวยสงเสริมการทํางานของแรธาตุ
อาหารหลักอีกดวย (primary macronutrients) เมื่อผูวิจัยไดทําการวิเคราะหสูตรของ trace 
element ท้ัง 2 สูตร พบวา สวนประกอบของ trace element ท้ัง 2 ชนิดมีสวนประกอบของแรธาตุ
อาหารท่ีคลายคลึงกัน หากแต Hutner’s trace element มีปริมาณของแรธาตุท่ีมากกวา Trace 
metal solution ดังแสดงตามตารางท่ี 4-6 อันไดแก สวนประกอบโลหะ (Fe และ Zn) และกรด 
(H3BO3 และ EDTA) เมื่อสืบคนจากงานวิจัยพบวา trace elements ท่ีประกอบไปดวยโคบอลต 
(Co2+) เหล็ก (Fe3+) โมลิบดีนัม (Mo2+) และแมงกานีส (Mn2+) ซึ่งมีความสําคัญในแงของการสงเสริม
การเจริญเติบโตของสาหราย (Likens, 2010) 

ตารางท่ี 4-7 สวนประกอบและปริมาณของแรธาตุใน trace element 2 ชนิด 

อยางไรก็ตามจากการสืบคนงานวิจัยพบวา Chen และคณะ (2011) ไดกลาวไววาสาหราย  
D. tertiolecta จะเกิดความเครียดและมีการสะสมไขมัน (neutral lipid content) ในปริมาณท่ีมาก
ข้ึนในอาหารท่ีขาดไนโตรเจน (NaNO3) รองลงมาก็คือ อาหารท่ีขาดธาตุเหล็ก (FeCl3·6H2O) และ 
โคบอลต (CoCl2·6H2O) ซึ่งเปนสวนประกอบของแรธาตุในกลุมธาตุอาหารเสริม ท้ังนี้ขัดแยงกับการ
ทดลองในครั้งนี้ท่ีพบวา trace element ท้ัง 2 ชนิดนั้นไมสงผลตอการเปล่ียนสีของเสนสายสาหราย 
ผูวิจัยจึงมีความคิดเห็นวาควรท่ีจะศึกษาผลของแรธาตุแตละชนิดโดยตรงดวยการแยกชนิดของแรธาตุ
ในการทดลองเพื่อท่ีจะไดทราบอยางแนชัดวาแรธาตุชนิดใดใน trace element นั้นมีผลหรือไมมีผล
ตอสาหราย Cephaleuros เนื่องจากสาหรายแตละชนิดมีความสามารถในการเจริญไดในสภาวะ
แวดลอมท่ีแตกตางกัน 

ชนิดธาตุอาหาร 
ความเขมขน (g/L) 

Hutner’s trace 
element 

trace metals 
solution 

ZnSO4.7H2O 22 8.82 
MnCl2.4H2O 5.06 1.44 
CoCl2.6H2O 1.61 0.49 
CuSO4.5H2O 1.57 1.57 

MoO3 - 0.71 
EDTA disodium salt 50 - 
(NH4)6Mo7O24.4H2O 1.10 - 

FeSO4.7H2O 4.99 0.0498 
H3BO3 11.4 - 
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จากการทดลองท้ังหมดสามารถสรุปไดวา การใหไนเตรท (NaNO3) เปนแหลงของไนโตรเจน
ในอาหารท่ีระดับความเขมขน 0.5 g/L จะสงผลใหตัวอยางสาหราย Cephaleuros Cp.1 นั้นมีการ
เปล่ียนสีของเสนสายจากสีเขียวเปนสีเหลืองจากการสะสมของรงควัตถุชนิด ß-carotene ท่ีเพิ่มข้ึนดัง
จะเห็นไดจากการทดลองท่ี 4.3.1 อยางไรก็ตามเนื่องจากสาหราย Cephaleuros ยังไมเคยมีรายงาน
ถึงการกระตุนใหมีการสรางและสะสมรงควัตถุมากอน ผูวิจัยจึงมีความคิดเห็นวาการศึกษาในครั้งนี้ยัง
เปนจุดเริ่มตนของการคนพบแหลง ß-carotene แหลงใหมจากธรรมชาติ รวมไปถึงปจจัยท่ีสามารถ
กระตุนใหมีการสะสมรงควัตถุ ß-carotene ในปริมาณท่ีสูงข้ึน เพื่อท่ีในอนาคตจะสามารถนําสาหราย
ชนิดนี้มาใชประโยชนตอไป ผูวิจัยจึงเห็นวาควรท่ีจะทําการศึกษาถึงความสามารถของ ß-carotene 
ในการนํามาใชเปนสารตานอนุมูลอิสระเพิ่มเติมดังการทดลองตอไป 

5. การศึกษาคาความเปนสารตานอนุมูลอิสระของรงควัตถุดวยวิธี DPPH assay 

การประเมินฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดสาหราย Cephaleuros sp. Cp.1 ท่ีเพาะเล้ียง
ในอาหาร 3 ชนิด ไดแก HSM BBM และ Bristol และทําการวิเคราะหความสามารถในการตาน
ปฏิกิริยาออกซิเดช่ัน ดวยวิธี DPPH assay และ FRAP assay 

การทดสอบคาความเปนสารตานอนุมูลอิสระ ดวยวิธี DPPH assay (2,2-diphenyl-1-
picrylhdrazyl) ทําไดโดยศึกษา spectrophotometric behavior ของ DPPH radical ซึ่งเปนสารสี
มวงเทียบกับสารมาตรฐาน Trolox ท่ีคาดูดกลืนแสง 515 nm การทดลองนี้จะรายงานผลเปนคา 
50% effective concentration (EC50) ซึ่งหมายถึง ปริมาณสารตานออกซิเดชัน (ในสารตัวอยาง) ท่ี
ทําใหความเขมขนของ DPPH เหลืออยู 50% โดยการวัดคาดูดกลืนแสง 2 ครั้ง ท่ีสารละลายความ
เขมขนตางๆกัน จากนั้นนํามาหาคาเฉล่ียและนําไปคํานวณหาเปอรเซ็นตในการยับยั้งการเกิด
ออกซิเดชัน (%inhibition) ผลการวิเคราะหไดดังแสดงในตารางท่ี 4-7  

ตารางท่ี 4-8 คาดูดกลืนแสงของสารมาตรฐาน Trolox 

Conc. 

Trolox (mg/ml) 

Absorbance 

%inhibition 0 นาที 30 นาที 

ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 

0.00063 0.262 0.261 0.239 0.242 8.030 ±1.05 

0.00125 0.251 0.250 0.198 0.195 21.56 ±0.63 

0.00313 0.242 0.230 0.107 0.102 56.14 ±0.52 

0.00625 0.276 0.278 0.013 0.012 95.48 ±0.23 
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เมื่อนําขอมูลจากตารางท่ี 4-7 มาจัดทํากราฟเสนตรงระหวางเปอรเซ็นตในการยับยั้งการเกิด
ออกซิเดชันกับความเขมขนของ Trolox เพื่อหาคา EC50 พบวา คา %inhibition มีคาท่ีสูงข้ึนเมื่อ
สารละลาย Trolox มีความเขมขนมากข้ึน โดยพบวาสารมาตรฐาน Trolox มีคา EC50 เทากับ
0.00303 mg/ml ซึ่งหมายความวา สารมาตรฐาน Trolox ความเขมขน 0.00303 mg/ml สามารถ
ออกฤทธิ์ตานปฏิกิริยาออกซิเดชันของ DPPH ใหมีคาลดลง 50% ดังแสดงในรูปท่ี 4-26  

 

รูปท่ี 4-26 เปอรเซ็นตในการยับยั้งการเกิดออกซิเดชันของ Trolox เมื่อทดสอบดวย DPPH assay 

เมื่อทําการวิเคราะหเปรียบเทียบคาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจาก
สาหราย Cephaleuros น้ําหนักแหง 15 mg ท่ีเล้ียงในอาหารสูตร HSM BBM และ Bristol เปนเวลา 
60 วัน โดยนําสารสกัดหยาบมาเจือจางและนํามาวัดหา %inhibition จากการคํานวณพบวา 
%inhibition ของสารสกัดสาหรายท้ัง 3 แปรผันตรงกับความเขมขนของสารสกัดจากสาหราย และ
เมื่อนําสมการเสนตรงของกราฟดังกลาวมาคํานวณหาคา EC50 พบวาสารสกัดจากสาหรายท่ีเล้ียงใน
อาหารสูตรอาหาร HSM มีคา EC50 เทากับ 2.39 ±0.07 mg/ml ในขณะท่ีสารสกัดสาหรายท่ีเล้ียงใน
อาหารสูตรอาหาร BBM และ Bristol มีคา EC50 เปน 1.44 ±0.02 mg/ml และ 1.46 ±0.15 mg/ml 
ตามลําดับ  

จากขอมูลจะเห็นไดวาสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร BBM และ Bristol นั้นมีคา EC50 ท่ี
ใกลเคียงกัน แตเมื่อเปรียบเทียบกับคา EC50 ของสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร HSM ท่ีมีคาเทากับ 
2.39 mg/ml จะเห็นไดวาสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร BBM และ Bristol มีความสามารถในการเปน
สารตานอนุมูลอิสระมากกวาสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร HSM ถึง 1.5 เทา อีกท้ังพบวาคา EC50 ท่ี
ไดสอดคลองกับผลปริมาณของแคโรทีนอยดท่ีสะสมภายในเซลลจากการทดลองท่ี 3.2 ท่ีพบวา
สาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร BBM และ Bristol นั้นมีปริมาณของ ß-carotene content มากกวา
สาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร HSM ถึง 9 เทา 

 

y = 15388x + 2.0264 
R² = 0.9876 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

0 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.007

%
 in

hi
bi

tio
n 

ปริมาณของ Trolox (mg/ml) 

EC50 



92 
 

 
 

ตารางท่ี 4-9 คา EC50 ของสารสกัดสาหรายเมื่อเล้ียงในอาหารท้ัง 3 ชนิด 

Algal extract EC
50

 (mg) 

HSM 2.12 ± 0.14 
a

 

BBM 1.47 ± 0.05 
b

 

Bristol 1.45 ± 0.05 
b

 

      n= 3 

เมื่อสืบคนงานวิจัยท่ีเกี่ยวของกับการศึกษาความสามารถออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ พบวา 
นิยมทําการศึกษาในสาหรายทะเลสีน้ํ าตาลเปนสวนมาก ท้ังนี้ เนื่องจากสาหรายสีน้ําตาลมี
สารประกอบจําพวก xanthophyll ซึ่งเปนสารกลุมแคโรทีนอยดกลุมหนึ่งท่ีออกฤทธิ์ในการเปนสาร
ตานอนุมูลอิสระไดดี (Lee et al., 2013) เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ในการเปนสารตานอนุมูลอิสระของ
สาหรายสีน้ําตาลกับสาหรายสีเขียว Cephaleuros Cp.1 ท่ีไดจากการทดลองในครั้งนี้พบวา สาหราย 
Cephaleuros มีฤทธิ์ในการเปนสารตานอนุมูลอิสระมากกวาสาหรายสีน้ําตาลหลายชนิด เชน 
สาหราย Sargassum polycystum ท่ีมีคา EC50 อยูท่ี 3.62 mg/ml รวมไปถึงสาหรายทะเลในกลุม 
Chlorophyta อีกหลายชนิด (Zubia et al., 2007) แตพบวาสาหราย Cephaleuros ท่ีเล้ียงใน
อาหารท้ัง 3 ชนิด มีฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระนอยกวาสาหรายทะเล Turbinaria conoides, 
Lobophora variegate และ Avrainvillea longicaulis ท่ีมีคา EC50 อยูท่ี 0.29 0.32 และ 1.44 
ตามลําดับ (Mishra et al., 2012, Zubia et al., 2007) ดังแสดงในรูปท่ี 4-28 แตอยางไรก็ตามผูวิจัย
มีความเห็นวาวิธีการสกัด ระยะเวลาสกัด รวมไปถึงเทคนิคตางๆ ก็เปนอีกหนึ่งปจจัยท่ีสงผลตอชนิด
และความเขมขนของสารสกัดท่ีไดจากสาหรายเชนกัน (Henriques et al., 2007) ดังท่ี Kokabi และ
คณะ (2013) ไดรายงานไววาการใชสารสกัดท่ีแตกตางกันสงผลถึงระดับความสามารถในการออกฤทธิ์
ของสารตานอนุมูลอิสระนั้นๆ ดวย ท้ังนี้ในงานวิจัยนี้ใชวิธีการสกัดสาหราย Cephaleuros Cp. 1 
ดวยเมทานอล ในขณะงานวิจัยอื่นใชวิธีการสกัดท่ีหลายหลาย อาทิ น้ํา hexane (Hajimahmoodi et 
al., 2010) dichloromethanol:methanol (Zubia et al., 2007) methanol:chloroform 
(Zhang et al., 2007) ดังนั้นผูวิจัยจึงมีความเห็นวา อาจทําการเปรียบเทียบผลของความสามารถใน
การออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระไดเพียงคราวๆ เทานั้น หากตองการท่ีจะเปรียบเทียบผลดังกลาวอยาง
แมนยําจึงควรท่ีจะทําการสกัดสาหรายดวยวิธีการเดียวกันและทําการทดสอบพรอมกัน 
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รูปท่ี 4-27 คาความเปนสารตานอนุมูลอิสระในสารสกัดสาหรายดวยวิธี DPPH assay  
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93 



94 
 

 
 

 จากการทดลองขางตนจึงอาจสรุปไดวา สาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร BBM และ Bristol นั้น
มีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระดวยการใหไฮโดรเจนอะตอมมากกวาสาหรายท่ีเล้ียงในอาหาร
สูตร HSM จากการทดสอบดวย DPPH assay โดยมี ß-carotene เปนรงควัตถุหลักในปฏิกิริยา 
ถึงแมการวิเคราะหความสามารถในการตานอนุมูลอิสระดวยสาร DPPH จะเปนวิธีท่ีงาย สะดวก 
รวดเร็ว และนิยมใชเปนวิธีเบ้ืองตนในการทดสอบฤทธิ์ต านอนุมูลของสารตานออกซิเดชันจาก
ธรรมชาติ แตวิธีนี้มีขอจํากัดคือ เนื่องจากสาร DPPH เปนสารท่ีคอนขางเสถียรไมไวตอปฏิกิริยา
เหมือนอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนจริงภายในรางกาย จึงทําใหเกิดปฏิกิริยาไดชา สงผลใหคาการวิเคราะห
ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระท่ีวัดไดบางครั้งนอยกวาความเปนจริง ดวยเหตุนี้ผูวิจัยจึงมีความเห็นวาหาก
เปนไปไดควรทําการวิเคราะหความสามารถในการออกฤทธิ์ตานปฏิกิริยาออกซิเดชันเพิ่มเติมดวยวิธี
อื่นๆ นอกเหนือจากวิธี DPPH assay (Kokabi et al., 2013, Antolovich et al., 2002) โดยวิธีการ
ทดสอบอื่นๆ ท่ีนิยมนํามาใชในการศึกษาคาความเปนสารตานอนุมูลอิสระกับสารสกัดจากสาหราย 
เชน วิธี ABTS assay (Shanab et al., 2011) Total antioxidant activity (Hemalatha et al., 
2013) ซึ่งแตละวิธีท่ีกลาวขางตนมีกลไกการทํางาน และความจําเพาะท่ีแตกตางกัน อาทิ วิธี ABTS 
assay ท่ีเปนวิธีการวิเคราะหความสามารถในการตานออกซิเดชันทางออม โดยใชสาร 2,2’-Azino-
bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) มาทําใหเปนอนุมูลอิสระ ABTS+ ดวยการ
ออกซิไดซดวยโพแทสเซียมเปอรซัลเฟตแลวจึงนํามาทดสอบความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระ ซึ่ง
ขอดีของวิธีนี้ คือ ทําไดงาย อนุมูล ABTS+ จะทําปฏิกิริยาอยางรวดเร็วกับสารตานออกซิเดชันอนุมูล 
ABTS+ ละลายไดท้ังในน้ําและสารทําละลายอินทรีย จึงทําใหศึกษาไดท้ังในสารท่ีละลายในน้ําหรือ
ละลายในไขมัน สวนขอเสียของวิธีนี้ คือ หากปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนระหวางสารตานออกซิเดชันกับ ABTS+ 
เกิดไดไมสมบูรณภายในชวงเวลาท่ีวัด (ภายใน 6 นาที) จะทําใหประเมินคา TAEC ไดตํ่ากวาท่ีเปนจริง 
(Arts et al., 2004) ดังนั้นการเลือกใชวิธีการทดสอบใหเหมาะสมกับคุณลักษณะของตัวอยางท่ีจะ
นํามาวิเคราะหคาความเปนสารตานอนุมูลอิสระ เชน สารสกัดจากพืช สารสังเคราะห ยา ผลิตภัณฑ
ธรรมชาติ ท้ังนี้เพื่อใหผลการทดสอบมีความวองไว ถูกตองเท่ียงตรง และแมนยํา ในกรณีของ 
Cephaleuros Cp.1 หากเปนไปไดควรทําการศึกษาเพิ่มเติมดวยวิธีการทดสอบอื่นๆ ท่ีหลากหลาย
เพื่อใหทราบกลไกในการออกฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระท่ีแทจริง ดังท่ีกลาวมาขางตน 
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บทท่ี 5 
สรุปผลการศึกษา 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคท่ีจะทําการแยกเพาะเล้ียงสาหรายสกุล Cephaleuros จากตัวอยาง
พืชท่ีติดเช้ือโรคใบจุดสาหราย และศึกษาชนิดของอาหารท่ีเหมาะสมเพื่อการสรางมวลชีวภาพของ
สาหรายกอโรค รวมไปถึงชนิดของอาหารท่ีกระตุนใหสาหรายมีการสะสมแคโรทีนอยด จากการเก็บ
ตัวอยางในพื้นท่ีบางสวนของจังหวัดนครปฐมและสมุทรสาคร สามารถตรวจพบพืชท่ีมีการติดเช้ือของ
โรคใบจุดสาหรายไดท้ังหมด 6 ชนิด เมื่อศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยารวมกับขอมูลทางอณูชีววิทยา
สามารถยืนยันไดวาสาหรายท่ีสํารวจพบและแยกเพาะเล้ียงไดท้ัง 6 ไอโซเลทเปนสาหรายกอโรค 
Cephaleuros virescens โดยชนิดของอาหารท่ีเหมาะสมตอการสรางมวลชีวภาพของสาหราย 
Cephaleuros คือ อาหารสูตร HSM เนื่องจากตรวจพบมวลชีวภาพมากกวาอาหารสูตร BBM และ 
Bristol ถึง 7 เทา ในขณะท่ีอาหาร 2 ชนิดหลังสามารถกระตุนใหสาหราย Cephaleuros ทุก 
ไอโซเลท ผลิตและสะสม ß-carotene มากกวา อีกท้ังยังพบวา สารสกัดจากสาหรายท่ีเล้ียงในอาหาร
สูตร BBM แสดงความสามารถในการเปนสารตานอนุมูลอิสระมากกวาสาหรายท่ีเล้ียงในอาหารสูตร 
HSM ถึง 1.5 เทา 

เนื่องจากการศึกษาและงานวิจัยท่ีตีพิมพเกี่ยวกับสาหรายกอโรคสกุล Cephaleuros ใน
ประเทศไทยนั้นยังมีอยูนอยมากเมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยในตางประเทศ ขอมูลและผลจากงานวิจัย
นี้จึงถือวาเปนจุดเริ่มตนจุดหนึ่งของการศึกษาสาหรายกอโรคในประเทศไทยในบริเวณพื้นท่ีภาคกลาง 
ผูวิจัยหวังวางานวิจัยนี้จะสามารถนําไปสูการเพิ่มความตระหนักถึงปญหารวมและการแกปญหาท่ี
เกิดข้ึนจากโรคใบจุดสาหรายบนผลผลิตทางการเกษตรไดอยางถูกตอง ซึ่งในอนาคตหากจะมี
การศึกษาเพิ่มเติมในหัวขอท่ีเกี่ยวของ ผูวิจัยคิดวา ควรเพิ่มขนาดของพื้นท่ีในการสํารวจ และคงจะ
เปนการดีหากใหความสําคัญในการศึกษาวิจัยอยางเปนระบบกับพืชเศรษฐกิจ โดยเฉพาะชนิดท่ีเคยมี
รายงานการติดเช้ือจากพื้นท่ีอื่นๆ มากอน ท้ังนี้เพื่อนําไปสูองคความรูท่ีถูกตองรวมไปถึงการศึกษา
ความหลากหลายของเช้ือสาหรายกอโรคชนิดอื่นๆ ท่ีอาจปรากฏในพื้นท่ีเขตรอนช้ืนแถบศูนยสูตร  

นอกจากนี้ ผูวิ จัยมีความคิดเห็นเพิ่มเติมวา การจําแนกชนิดของสาหรายกอโรคสกุล 
Cephaleuros ดวยวิธีทางสัณฐานวิทยานั้นใหขอมูลท่ีแมนยําและนาเช่ือถือมากกวาการใชขอมูลทาง
อณูชีววิทยาท่ีตําแหนงยีน 18S rRNA เนื่องจากพบวา ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของสาหรายในสกุล 
Cephaleuros ท่ีมีอยูปจจุบันยังมีอยูอยางจํากัด อีกท้ังยังใหเปอรเซ็นตความเหมือนของลําดับ 
นิวคลีโอไทดสูงถึง 99% อยางไรก็ตาม จะเปนการดีหากในอนาคตสามารถคนหาตําแหนงของยีนท่ี
เหมาะสมในการจัดจําแนกชนิดของสาหรายกอโรคเพื่อเปนฐานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดเพิ่มเติมของ
สาหรายกลุมนี้ เนื่องจากการศึกษาทางอณูชีววิทยานั้นจําเปนตองใชประสบการณและความเช่ียวชาญ
เกี่ยวกับสาหรายท่ีนอยกวาการจัดจําแนกโดยการใชขอมูลทางสัณฐานวิทยา อีกท้ังยังสะดวกและใช
เวลาท่ีนอยกวาอีกดวย นอกจากนี้ผูวิจัยยังเห็นอีกวา ศักยภาพในการผลิต ß-carotene ของสาหราย
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กอโรคชนิดนี้เปนประเด็นท่ีนาสนใจเปนอยางมาก อาจกลาวไดวางานวิจัยช้ินนี้เปนงานช้ินแรกท่ีมี
การศึกษาและตีพิมพอยางเปนทางการถึงแคโรทีนอยดท่ีสาหรายชนิดนี้สรางและสะสม เนื่องจากท่ี
ผานมายังไมพบรายงานวิจัยหรือการตีพิมพท่ีกลาวถึงการศึกษาปจจัยท่ีกระตุนการสะสม ß-carotene 
ในสาหรายกอโรคสกุล Cephaleuros เลย อาจเปนเพราะการแยกเพาะเล้ียงสาหรายชนิดนี้ยังมีอยู
นอยมากท้ังในและตางประเทศ ดังนั้นในอนาคตหากสามารถคนควาพัฒนาใหสาหรายกอโรคชนิดนี้มี
ศักยภาพในการผลิต ß-carotene และความสามารถในการออกฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระสูงมากข้ึน 
สาหรายกลุมนี้อาจจะเปนทางเลือกหนึ่งในการนําไปใชประโยชนในทางเทคโนโลยีชีวภาพเพื่อเพิ่ม
มูลคาในระดับท่ีสูงข้ึนตอไป  
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ภาคผนวก ก  
การเตรียมสารเคมี 

1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือสูตร HSM 
ทําการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือตามวิธีของ Sueoka และคณะ (1967) 

1.1. salts solution (Beijerinck's solution) 
NH4Cl   100.0 g 
MgSO4 . 7H2O  4.0 g 
CaCl2 . 2H2O  2.0 g 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหไดปริมาตรรวม 1 ลิตร 

1.2. phosphate solution 
K2HPO4   288.0 g 
KH2PO4   144.0 g 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหไดปริมาตรรวม 1 ลิตร 

1.3. Hutner's trace elements  

สารเคมี    น้ําหนัก   ปริมาตรน้ํา 
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 

เมื่อเตรียมสารแลวทําการผสมสารดังนี้ 
5 ml salts solution #1  
5 ml phosphate solution #2 
1.0 ml trace elements solution #3  

ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหไดปริมาตรรวม 1 ลิตร 
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2. การเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือสูตร BBM 
ทําการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือตามวิธีของ Bischoff และ Bold (1963) 

สารเคมี  stock solution (g/L H2O) ปริมาตรน้ํา (ตอ 1 ลิตร) 
NaNO3   25.00    10 ml 
CaCl2.2H2O  2.50    10 ml 
MgSO4.7H2O  7.50    10 ml 
K2HPO4   7.50    10 ml 
KH2PO4   17.50    10 ml 
NaCl   2.50    10 ml 
EDTA solution      1 ml 
iron solution      1 ml 
H3BO3   11.42 g    1 ml 
Trace metals solution     1 ml 

2.2 EDTA solution  

EDTA  50.00 g 
KOH  31.00 g 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหไดปริมาตรรวม 1 ลิตร 

2.3 Iron Solution 

FeSO4.7H2O 0.498 g 
H2SO4 (96%) 0.1 ml 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหไดปริมาตรรวม 100 มิลลิลิตร 

2.4 Trace metals solution  

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 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหไดปริมาตรรวม 1 ลิตร 
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3. การเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือสูตร Bristol 
ตามวิธีของ Bold (1949) 

สารเคมี  stock solution (g/400 ml H2O)   ปริมาตรน้ํา (ตอ 1 ลิตร) 
NaNO3   10     10 mL/L 
CaCl2·2H2O  1     10 mL/L 
MgSO4·7H2O  3     10 mL/L 
K2HPO4   3     10 mL/L 
KH2PO4   7     10 mL/L 
NaCl   1     10 mL/L 
 
4. การเตรียม TAE buffer 

Tris Base   24 g 
Glacial acetic acid  57.1 ml 
500 mM EDTA, pH 8.0  100 ml 
(EDTA 18.612 g/100 ml H2O) 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหไดปริมาตรรวม 1 ลิตร 
 
5. การเตรียมสารละลาย DPPH  
 5.1 การเตรียมสารละลาย DPPH สําหรับเปน stock solution 
 DPPH  0.01 g 

ปรับปริมาตรดวย methanol ใหไดปริมาตรรวม 200 ml เก็บท่ี 4°c 

   5.2 การเตรียมสารสําหรับทดลอง ความเขมขน 0.0025 g/L 
 ทําการปเปตสารจาก stock solution ปริมาตร 50 ml  
จากนั้นปรับปริมาตรดวย 80% methanol ใหไดปริมาตรรวม 500 ml 
* ทําการเตรียมใหมทุกครั้ง
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ภาคผนวก ข 

ตารางท่ี 1 ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีบริเวณยีน 18S rRNA ของสาหรายตัวอยาง 

Sample Nucleotide 
Cp.1 ATAATCAGTTAAAGTTATTTGAAGGGTTTTCTTATTCGGATAACCGTAGGAAAACTAGAG 

CTAATACGTGCGTAAATCCCGACTTCGGAAGGGACGTATTTATTAGATAAGAGGCCGACC 
GGGCTTGTCCCGACCTTCGGTGAATCATGATAACTTCACGAATCGCATGGTCCAGAACCG 
GCGATGTTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGACGGTAGGGTAGTGGCCTACCG 
TGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGG 
CTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAAATCCCAATTCGGGGAGGT 
AGTGACAAGAAATAACGATGCTCCGGCCTCTGGTCGGGTAATCGGAATGAGAACAATTTA 
AATCCCTTATCGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCA 
GCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGCTGCGGTTAAAAAGCTCGTAGTCGGATTTCGGGTG 
GCGCCTACCGGTCCGCCTTTGGTGAGTACTGGTAGGTACCACCTTTCTGCCGAGGACGGG 
GTTCTGGGCTTAGTTGTCTGGGCCCCGGAGTCGGCGATGTCACTTTGAGTAAATTAGGGT 
GTTCAAAGCAGGCTTATGCTCTGTATACACTAGCATGGGATGACACGATAGGACTTCGGT 
TTATCTTGTCGGTCTGTAAATCGGAGTAATGATGAAGAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTA 
TTTCGTAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTACGGAAGACGAACTTCTGCGAAAGCATTT 
GCCAAGGATGTTTTCATTGATCAAGAACGAAAGTCGGGGGCTCGAAGACGATTAGATACC 
GTCGTAGTCTCGACCATAAACGATGCCGACTAGGGATCGGAGGTGGTTTTTTTATGACCT 
CTCCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTTTCTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGC 
TGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTG 
ACTCACCACGGGGAAACTTACCAGGTCCAGACATGGGTAGGATTGACAGATTGAAAGCTC 
TTTCTTGATTCATTGGGTGGGTGGTGCTAGGCCGTTCTTAATTGGGGGTTGCCTTGGCCG 

Cp.2 CTAGAGCTAATACGTGCGTAAATCCCGACTTAGGAAGGGACGTATTTATTAGATAAGAGG 
CCGACCGGGGCTCCGGCCCCGACCTTCGGTGAATCATGATAACTCAACGAATCGCATGGT 
CCTGAACCGGCGATGTTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGACGGTAGGGTAGT 
GGCCTACCGTGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCT 
GAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAAATCCCAACT 
CGGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACGATGCTCCGGCCTCTGGTCGGGTAATCGGAATGAG 
AACAATTTAAATCCCTTATCGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCG 
GTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGCTGCGGTTAAAAAGCTCGTAGTCGGA 
TTTCGGGTGGCGCCTACCGGTCCGCCTTTGGTGAGTACTGGTAGGTACCTCCTTTCTGCC 
GAGGACGTGGTTCTGGGCTTGATTGTCTGGGCCCCGGAGTCGGCGATGTCACTTTGAGTA 
AATTAGGGTGTTCAAAGCAGGCTTATGCTCTGTATACACTAGCATGGGATGACACGATAG 
GACTTCGGTTTATCTTGTCGGTCTGTAGGTCGGAGTAATGATGAAGAGGGACAGTCGGGG 
GCATTCGTATTTCGTAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTACGGAAGACGAACTTCTGCG 
AAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTGATCAAGAACGAAAGTCGGGGGCTCGAAAAACG 
ATTAGATACCGTCGTAGTCTCGACCATAAACGAATGCCCAACTAAGGGATCGGAAGGTGG 
TTTTTTTTATGAACCTCTCCCGGCACCTTTACGAAAAAATTTCTGGGTTCCGGGGGGAGT 
ATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCT 
GCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTTACCAGGTCCAGACATGGGTAGGATTGAC 
AGATTGATAG 

Cp.3 ATACCGTAGGAAACTAGAGCTAATACGTGCGTAAATCCCGACTTCGGAAGGGACGTATTT 
ATTAGATAAGAGGCCGACCGGGCTTGTCCCGACCTTCGGTGAATCATGATAACTTCACGA 
ATCGCATGGTCCAGAACCGGCGATGTTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGACG 
GTAGGGTAGTGGCCTACCGTGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATTCCGGA 
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GAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCA 
AATCCCAATTCGGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACGATGCTCCGGCCTCTGGTCGGGTAA 
TCGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTATCGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC 
AGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGCTGCGGTTAAAAAGCT 
CGTAGTCGGATTTCGGGTGGCGCCTACCGGTCCGCCTTTGGTGAGTACTGGTAGGTACCA 
CCTTTCTGCCGAGGACGGGGTTCTGGGCTTAGTTGTCTGGGCCCCGGAGTCGGCGATGTC 
ACTTTGAGTAAATTAGGGTGTTCAAAGCAGGCTTATGCTCTGTATACACTAGCATGGGAT 
GACACGATAGGACTTCGGTTTATCTTGTCGGTCTGTAAATCGGAGTAATGATGAAGAGGG 
ACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCGTAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTACGGAAGACG 
AACTTCTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTGATCAAGAACGAAAGTCGGGGGC 
TCGAAGACGATTAGATACCGTCGTAGTCTCGACCATAAACGATGCCGACTAGGGATCGGA 
GGTGGTTTTTTTATGACCTCTCCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTTTCTGGGTTCCGGG 
GGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTG 
GAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTTACCAGGTCCAGACATGGGTAGG 
ATTGACAGAT 

Cp.4 TTCTCGGATACCGTAGGAAACTAGAGCTAATACGTGCGTAAATCCCGACTTCGGAAGGGA 
CGTATTTATTAGATAAGAGGCCGACCGGGCTTGTCCCGACCTTCGGTGAATCATGATAAC 
TTCACGAATCGCATGGTCCAGAACCGGCGATGTTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACT 
TTCGACGGTAGGGTAGTGGCCTACCGTGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGA 
TTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAA 
TTACCCAAATCCCAATTCGGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACGATGCTCCGGCCTCTGGT 
CGGGTAATCGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTATCGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTC 
TGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGCTGCGGTTA 
AAAAGCTCGTAGTCGGATTTCGGGTGGCGCCTACCGGTCCGCCTTTGGTGAGTACTGGTA 
GGTACCACCTTTCTGCCGAGGACGGGGTTCTGGGCTTAGTTGTCTGGGCCCCGGAGTCGG 
CGATGTCACTTTGAGTAAATTAGGGTGTTCAAAGCAGGCTTATGCTCTGTATACACTAGC 
ATGGGATGACACGATAGGACTTCGGTTTATCTTGTCGGTCTGTAAATCGGAGTAATGATG 
AAGAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCGTAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTACG 
GAAGACGAACTTCTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTGATCAAGAACGAAAGT 
CGGGGGCTCGAAAGACGATTAGATACCGTCGTAGTCTCGACCATAAACGAAGGCCGACTA 
GGGATCGGAAGTGGGTTTTTTTTATGACCTCCTCCGGCACCTTTACGAAGAAATCAAAAA 
GTTTCTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAG 
GGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTTACCAGG 
TCCAGACATGGGTAGGATTGACAGATTGATAGCTTCTTTCTTGATTCTATGG 

Cp.5 TTTCGGAAGGGGCCCCCATTAATAATCAGTTAAAGTTTATTGGAAGGGGTTTTCTTACTT 
GGGATTACCGTAGCCAAACTAGAGCTAATACGTGCGTAAATCCCGACTTCGGAAGGGACG 
TATTTATTAGATAAGAGGCCGACCGGGCTTGTCCCGACCTTCGGTGAATCATGATAACTT 
CACGAATCGCATGGTCCAGAACCGGCGATGTTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTT 
CGACGGTAGGGTAGTGGCCTACCGTGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATT 
CCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATT 
ACCCAAATCCCAATTCGGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACGATGCTCCGGCCTCTGGTCG 
GGTAATCGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTATCGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTG 
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGCTGCGGTTAAA 
AAGCTCGTAGTCGGATTTCGGGTGGCGCCTACCGGTCCGCCTTTGGTGAGTACTGGTAGG 
TACCACCTTTCTGCCGAGGACGGGGTTCTGGGCTTAGTTGTCTGGGCCCCGGAGTCGGCG 
ATGTCACTTTGAGTAAATTAGGGTGTTCAAAGCAGGCTTATGCTCTGTATACACTAGCAT 
GGGATGACACGATAGGACTTCGGTTTATCTTGTCGGTCTGTAAATCGGAGTAATGATGAA 
GAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCGTAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTACGGA 



116 
 

 
 

AGACGAACTTCTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTGATCAAGAACGAAAGTCG 
GGGGCTTCGAAGACGATTAGATACCGTCCGAAGTTCCGACCATAAACCGATCCCGACTAG 
GGGATCGGAAGGTGGTTTTTTTTATGACCTCCTCCGGGCCCTTTACGAAAAAATCAAAGT 
TTTCTGGGGTTTCCGGGGGGGAAGTATGGGTCCCCAAGGGCTCGAAACCTTTAAAGGGAA 
TTTGACGGGAAAGGGGCACCACCCAGGGGGTGGGAGCCCTGGCGGCTTTAATTTTGGACT 
TCAACCCCGGGGGAAAATTGACAGATTGATAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTG 

Cp.6 TTCGAAAGGGCCCAAAAAAATCAGTTAAGTTTATTGAAGGGGTTTCTTACTCGGATAACC 
GTAGGGAAACTAGAGCTAATACGTGCGTAAATCCCGACTTAGGAAGGGACGTATTTATTA 
GATAAGAGGCCGACCGGGGCTCCGGCCCCGACCTTCGGTGAATCATGATAACTCAACGAA 
TCGCATGGTCCTGAACCGGCGATGTTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGACGG 
TAGGGTAGTGGCCTACCGTGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATTCCGGAG 
AGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAA 
ATCCCAACTCGGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACGATGCTCCGGCCTCTGGTCGGGTAAT 
CGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTATCGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCA 
GCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGCTGCGGTTAAAAAGCTC 
GTAGTCGGATTTCGGGTGGCGCCTACCGGTCCGCCTTTGGTGAGTACTGGTAGGTACCTC 
CTTTCTGCCGAGGACGTGGTTCTGGGCTTGATTGTCTGGGCCCCGGAGTCGGCGATGTCA 
CTTTGAGTAAATTAGGGTGTTCAAAGCAGGCTTATGCTCTGTATACACTAGCATGGGATG 
ACACGATAGGACTTCGGTTTATCTTGTCGGTCTGTAGGTCGGAGTAATGATGAAGAGGGA 
CAGTCGGGGGCATTCGTATTTCGTAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTACGGAAGACGA 
ACTTCTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTGATCAAGAACGAAAGTCGGGGGCT 
CGAAGACGATTAGATACCGTCGTAGTCTCGACCATAAACGATGCCGACTAGGGATCGGAG 
GTGGTTTTTTTATGACCTCTCCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTTTCTGGGTTCCGGGG 
GGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGG 
AGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTTACCAGGTCCAGACATGGGTAGGA 
TTGACAGATTGATAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGGGGGTGCATGGCCCGTTCTTAG 
TTGGNGGGTTGCTGGTTGCAGGGTTGATTCAAA 
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ตารางท่ี 2 ปริมาณของมวลชีวภาพ ß-carotene content และ ß-carotene production เมื่อเล้ียง
สาหรายในอาหาร 3 ชนิด 

ชนิดอาหาร/
ระยะเวลา

เพาะเล้ียง(วัน) 
มวลชีวภาพ 

ß-carotene content  
(mg/gDW -1) 

ß-carotene production 

(µg) 

HSM    
    30 5.8 ±1.6a  0.463 ±15.0a 2.78 ±0.46 
    60 53 ±4b 2.890 ±143.39c 153.18 ±6.67 
    90 81.4 ±16.63c 0.981 ±64.44ab 74.61 ±11.9 
    120 154.55 ± 15.55d 1.786 ±158.68bc 264.44 ±12.50 
BBM    
    30 5.4 ±1.94a 0.371 ±14.96a 2.35 ±0.12 
    60 14 ±2.55b 26.405 ±973.61c 404.87 ±23.28 
    90 21.4 ±1.52c 12.571 ±408.55b 263.99 ±14.5 
    120 26 ±1.22d 13.579 ±356.99b 344.01 ±9.05 
Bristol    
     30 2.4 ±0.55a 0.375 ±7.92a 0.87 ±0.13 
    60 9 ±1.58b 22.914 ±1258.55c 183.31 ±13.22 
    90 17.6 ±3.04c 23.795 ±1347.21c 388.65 ±44.16 
    120 22.2 ± 5.06d 14.663 ±566.51b 371.47 ±32.05 

หมายเหตุ: อักษรภาษาอังกฤษตัวยกท่ีกํากับท่ีแตกตางกันแสดงผลการวิเคราะหทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบขอมูลในแตละชนิดอาหาร (P<0.05, n=3, S.D.≤ 8%) 

 

 
รูปท่ี 2 %inhibition ของสารสกัดสาหรายท่ีเล้ียงในอาหาร 3 ชนิด 
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ประวัติผูวิจัย 

ช่ือ-สกุล   เขมิสรา  รัตนไพบูลยกิจ 
วัน เดือน ปเกิด  27 มิถุนายน พ.ศ. 2534 
ท่ีอยู   172/18 หมูท่ี 4 ต.ธรรมศาลา  

                     อ.เมือง จ.นครปฐม 73000 
อีเมล   kemissara@hotmail.com 
เบอรโทรศัพท  087-5635828   

ประวัติการศึกษา 

2546-2552 โรงเรียนราชินีบูรณะ จ.นครปฐม 

2552- 2556     วิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร   
  มหาวิทยาลัยศิลปากร วิทยาเขตพระราชวังสนามจันทร จ. นครปฐม 

2556- 2259     วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร   
  มหาวิทยาลัยศิลปากร วิทยาเขตพระราชวังสนามจันทร  จ. นครปฐม 
ทุน /รางวัล 

2556  - ทุนชวยเหลืองานวิจัยสําหรับนักศึกษาบัณฑิตท่ีผานการสอบโครงราง 
          งานวิจัยภายใน 1 ปการศึกษา 

2558  - รางวัลนักศึกษาท่ีทําช่ือเสียงใหแกคณะวิทยาศาสตร 
- รางวัลชนะเลิศอันดับท่ี 3 การประกวดภาพสาหรายและแพลงกตอน ในงาน  

          ประชุมวิชาการสาหรายและแพลงกตอนแหงชาติ ครั้งท่ี 7 โรงแรมนารายณ
 กรุงเทพฯ 

- ทุนการศึกษา “โบราณคดีทัศนาจร” 
การตีพิมพผลงาน 

เขมิสรา รัตนไพบูลยกิจ และ ธัญนันท วรรณธง. 2558. การแยกเพาะเล้ียงและการศึกษา 
รงควัตถุของสาหรายกอโรคพืชสกุล Cephaleuros. วารสารวิจัยและพัฒนา มจธ. ปท่ี 38 ฉบับท่ี 4 
ตุลาคม – ธันวาคม. หนา 367-382. 

งานประชุมวิชาการ 

นําเสนอผลงานแบบบรรยาย หัวขอเรื่อง “การแยกเพาะเล้ียงสาหรายกอโรคสกุล 
Cephaleuros เพื่อการผลิตเบตาแคโรทีน” งานประชุมวิชาการสาหรายและแพลงกตอนแหงชาติ 
ครั้งท่ี 7 วันท่ี 25- 27 มีนาคม 2558 โรงแรมนารายณ กรุงเทพมหานคร 
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