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บทคัดย่อ 
 

สาหร่าย 4 ชนิด ที่แยกได้จากบริเวณบ่อเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าและแหล่งน้ าเค็มธรรมชาติที่ตั้งอยู่
ในจังหวัดจันทบุรี คือ Nitzschia sp. สายพันธุ์ BUUC1501 Amphora subtropicsa  BUUC1502 
Chlorella protothecoides BUUC1602 และ Amphora coffereformis น ามาเพาะเลี้ยงภายใต้
สภาวะออโตโทรฟิค มิกโซโทรฟิคและเฮเทอโรโทรฟิค พบว่าสาหร่าย Nitzschia sp. สายพันธุ์ 
BUUC1501, Amphora subtropicsa  BUUC1502, Chlorella protothecoides BUUC1602 
และ Amphora coffereformis เติบโตได้ดีในสภาวะออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิค ส่วนในสภาวะ
เฮเทอโรโทรฟิคพบว่าเซลล์เติบโตได้ต่ า  
 เมื่อเพาะเลี้ยงสาหร่าย Nitzschia sp. สายพันธุ์ BUUC1501, A. subtropicsa  
BUUC1502, C. protothecoides BUUC1602 และ A. coffereformis ในขวด 2 ลิตร พบว่าเซลล์
ที่เพาะเลี้ยงในสภาวะออโตโทรฟิคมีชนิดกรดไขมันไม่อ่ิมตัวมากกว่าเซลล์ที่เลี้ยงในสภาวะมิกโซโทรฟิค 
นอกจากนี้ยังพบว่าสาหร่ายมีกรดไขมัน C16:0 และ C18:1 เป็นชนิดเด่นทั้ง 2 สภาวะการเลี้ยง 
 ในการเพาะเลี้ยงแบบต่อเนื่องพบว่าสาหร่าย Nitzschia sp. สายพันธุ์ BUUC1501, A. 
subtropicsa  BUUC1502, C. protothecoides BUUC1602 และ A. coffereformis ต้องใช้อัตรา
การเจือจางที่ให้ผลผลิตสูงสุด คือ 1.28, 1.12, 0.73 และ 1.27 ต่อวัน ตามล าดับ 
 การขยายขนาดการเพาะเลี้ยงสาหร่ายในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 50 ลิตร ในสภาวะออโต
โทรฟิคภายนอกห้องปฏิบัติการ พบว่าสาหร่าย C. protothecoides ให้ความหนาแน่นเซลล์สูงสุดได้
สูงถึง 1013 x 104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และมีกรดไขมันไม่อ่ิมตัวเชิงเดี่ยวและเชิงซ้อนสูงถึง 23.21 และ 
35.21 เปอร์เซ็นในกรดไขมันทั้งหมด ตามล าดับ 
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ABSTRACT 
 

Four different microalgae species including Nitzschia sp. BUUC1501, Amphora 
subtropicsa BUUC1502, Chlorella protothecoides BUUC1602 and Amphora 
coffereformis were isolated form aquaculture pond and natural seawater in 
Chanthaburi Province. Microalgae were cultured under autotrophic, mixotrophic and 
heterotrophic conditions. The results revealed that growth performance of 
microalgae under autotrophic and mixotrophic conditions were higher than under 
heterotrophic condition.      

Marine microalgae, Nitzschia sp. BUUC1501, Amphora subtropicsa BUUC1502, 
Chlorella protothecoides BUUC1602 and Amphora coffereformis, were cultured in 2L 
Duran bottle. Total unsaturated fatty acids of autotrophic condition were higher than 
mixotrophic condition. Palmitic acid (16:0) and oleic acid (18:1) were dominant in 
both autotrophic and mixotrophic conditions. 
 In continuous culture, the maximum biomass productivity of Nitzschia sp. 
BUUC1501, A. subtropicsa BUUC1502, C. protothecoides BUUC1602 and A. 
coffereformis were observed when cultured with the dilution 1.28, 1.12, 0.73 and 
1.27 per day, respectively. 

Scaling up of C. protothecoides was performed in 50L photobioreactor. Cells 
grow under autotrophic condition. The maximum cells density was 1013x104 
cells/mL.  Amount of monosaturated and polyunsaturated fatty acids were 23.21 and 
35.21%in total fatty acids, respectively.    
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2.8 โครมาโตแกรมแสดงองค์ประกอบกรดไขมันของสาหร่าย Nitzschia BUUC1501 
ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค (A) และมิกโซโทรฟิค (B) 
 

19 

2.9 การเติบโตของสาหร่าย A. coffeaeformis BUUC1601 ในสภาวะการเลี้ยงแบบ
ออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิคในถังเลี้ยงปริมาตร 2 ลิตร 
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2.10 โครมาโตแกรมแสดงองค์ประกอบกรดไขมันของสาหร่าย A. coffeaeformis 
BUUC1601 ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค (A) และมิกโซโทรฟิค (B) 
 

22 

2.11 การเติบโตของสาหร่าย A. subtropicsa BUUC 1502 ในสภาวะการเลี้ยงแบบ
ออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิคในถังเลี้ยงปริมาตร 2 ลิตร 
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2.12 โครมาโตแกรมแสดงองค์ประกอบกรดไขมันของสาหร่าย A. subtropicsa 
BUUC1502 ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค (A) และมิกโซโทรฟิค (B) 
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2.13 การเติบโตของสาหร่าย C. protothecoides BUUC1602  ในสภาวะออโตโทร
ฟิคและมิกโซโทรฟิค ที่เลี้ยงในขวดแก้วขนาด 2 ลิตร 
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2.14 โครมาโตแกรมแสดงองค์ประกอบกรดไขมันของ C. protothecoides 
BUUC1602 ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค (A) และมิกโซโทรฟิค (B) 
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2.15 การเติบโตของ Nitzschia sp. BUUC1501 ในระบบการเลี้ยงแบบต่อเนื่องใน
ขวดขนาด 2 ลิตร 
 

29 

2.16 ความสัมพันธ์ระหว่างอัตราการเจือจางและความหนาแน่นเซลล์สาหร่าย 
Nitzschia sp. BUUC1501  
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2.17 การเติบโตของ A. coffeaeformis BUUC1601 ในระบบการเลี้ยงแบบต่อเนื่อง
ในขวดขนาด 2 ลิตร 
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2.18 ความสัมพันธ์ระหว่างอัตราการเจือจางและความหนาแน่นเซลล์สาหร่าย  
A. coffeaeformis BUUC1601 
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2.19 การเติบโตของไดอะตอม A. subtropica BUUC1502 ในขวดปริมาตร 2 ลิตร
ภายใต้สภาวะการเลี้ยงแบบต่อเนื่องโดยปรับอัตราการเจือจางระหว่าง 0.21-1.12 ต่อ
วัน 
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2.20 การเติบโตของสาหร่าย C. protothecoides ที่เพาะเลี้ยงในระบบแบบต่อเนื่อง 
ปริมาตรขนาด 2 ลิตร 
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2.21 การเติบโตของสาหร่าย C. protothecoides ที่เพาะเลี้ยงในระบบแบบแบตช์ใน
ถังปฏิกรณ์ปริมาตร 50 ลิตร 
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2.22 โครมาโตแกรมแสดงองค์ประกอบกรดไขมันของ C. protothecoides 
BUUC1602 ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค 
 

35 

2.23 การเติบโตของสาหร่าย A. coffeaeformis ที่เพาะเลี้ยงในระบบแบบแบตช์ใน
ถังปฏิกรณ์ปริมาตร 50 ลิตร 
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2.24 โครมาโตแกรมแสดงองค์ประกอบกรดไขมันของ A. coffeaeformis ที่
เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค 

36 

 



1. บทน ำ 
 

1.1 ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำที่ท ำกำรวิจัย 
จุลสาหร่ายหรือสาหร่ายขนาดเล็ก (microalgae) เป็นพืชที่สามารถเติบโตได้อย่างรวดเร็ว

และใช้พ้ืนที่ในการเพาะเลี้ยงน้อยกว่าพืชชนิดอ่ืน ซึ่งท าให้สาหร่ายมีข้อได้เปรียบกว่าพืชชั้นสูงชนิด
อ่ืนๆ โดยเฉพาะในกลุ่มของสาหร่ายน้ าเค็มซึ่งมีความหลากหลายทางชีวภาพสูง และเซลล์ยังอุดมไป
ด้วยสารประกอบทางชีวเคมีหรือสารเมแทบอไลต์ที่มีคุณค่า เช่น โปรตีน คาร์โบไฮเดรต ไขมัน รงค
วัตถุและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ แสดงให้เห็นว่าสาหร่ายมีศักยภาพที่สามารถผลิตสารเมแทบอไลต์ได้
ดี อย่างไรก็ตาม สาหร่ายแต่ละสายพันธุ์มีความสามารถในการสร้างสารดังกล่าวข้างต้นได้แตกต่างกัน
ทั้งในรูปของชนิดและปริมาณของสารเมแทบอไลต์ ถึงแม้ว่าก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์จะเป็นก๊าซเรือน
กระจก (Greenhouse gas) ส่งผลให้เกิดสภาวะโลกร้อน แต่ก๊าซชนิดจะถูกดักจับให้ลดลงได้โดยพืช 
ซึ่งน ามาใช้ในกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง พืชชั้นสูงและรวมถึงสาหร่ายจึงสามารถใช้พลังงานจาก
แสงอาทิตย์ร่วมกับน้ าและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์เพ่ือสร้างมวลชีวภาพ แต่สาหร่ายสามารถเติบโตได้
ในน้ าและแบ่งตัวเป็น 2 เท่า จึงสามารถเติบโตได้อย่างรวดเร็ว และยังใช้พ้ืนที่ในการเพาะเลี้ยงน้อย
กว่าพืชชั้นสูง ด้วยสาเหตุนี้ จึงมีการผลิตมวลชีวภาพของสาหร่ายเพื่อน ามาใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ  

ในปัจจุบันมีความต้องการมวลชีวภาพของสาหร่ายเพ่ิมสูงขึ้น ซึ่งมวลชีวภาพจากสาหร่ายมี
ความเป็นไปได้ที่จะน ามาใช้ในรูปต่างๆ โดยเฉพาะการเป็นแหล่งไขมันและกรดไขมันต่างๆ เพราะมีข้อ
ได้เปรียบกว่าพืชชั้นสูงดังที่กล่าวไว้ในข้างต้น ซึ่งได้มีรายงานว่า มีการคัดเลือกสาหร่ายมากกว่า 100 
สายพันธุ์ เพ่ือน ามาใช้ผลิตไขมัน (Sheehan et al., 1998) รวมทั้งได้มีการกระตุ้นสาหร่ายให้เพ่ิม
ปริมาณการสะสมไขมันด้วยวิธีการต่างๆ ทั้งการเปลี่ยนสภาวะการเพาะเลี้ ยงและความเข้มข้นของ
สารอาหาร เช่น การเลี้ยงภายใต้สภาวะการเติบโตแบบเฮเทอโรโทรฟิค (heterotrophic growth) ใน
ที่มืดและใช้สารอินทรีย์คาร์บอนแนแหล่งพลังงาน หรือการเลี้ยงในสภาวะที่ให้แสงในปริมาณความเข้ม
สูงเพ่ือกระตุ้นการสร้างรงควัตถุ ซึ่งเป็นสารประกอบที่มีไขมันเป็นองค์ประกอบ หรือการแปรผัน
ปริมาณของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ปริมาณความเข้มข้นของไนโตรเจนและเหล็ก เป็นต้น (Xu et 
al., 2006; Widjaja et al., 2009; Yoo et al., 2010) แต่ในความเป็นจริงแล้ว จากลักษณะทางภูมิ
ประเทศของประเทศไทยที่อยู่ในเขตร้อน จึงมีแสงแดดตลอดทั้งปี ซึ่ งเป็นสภาวะที่เหมาะสมต่อการ
เติบโตของสาหร่าย ซึ่งชนิดของสาหร่ายจะมีความแตกต่างกันตามสภาวะภูมิอากาศและภูมิประเทศ 
ซึ่งประเทศไทยความหลากหลายทางชีวภาพของสาหร่ายสูง โดยมีความเป็นไปได้ที่จะน าสาหร่าย
น้ าเค็มเหล่านี้มาใช้ประโยชน์ได้ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ศูนย์วิจัยเทคโนโลยีทางทะเล มหาวิทยาลัยบูรพา 
วิทยาเขตจันทบุรี มีพ้ืนที่อยู่ใกล้กับทะเล จึงมีทั้งแหล่งน้ าเค็มธรรมชาติและยังมีพ้ืนที่ส าหรับใช้ในการ
เพาะเลี้ยงสาหร่ายได้   

ดังนั้นการศึกษานี้ได้น าสาหร่ายที่แยกจากแหล่งน้ าที่มีเค็ม (ความเค็มตั้งแต่ 5-35 PSU) ทั้ง
แหล่งน้ าธรรมชาติและบ่อเพาะเลี้ยงสัตว์ภายในจังหวัดจันทบุรี และจ าแนกชนิดของสาหร่าย จากนั้น
คัดเลือกสายพันธุ์สาหร่ายที่มีไขมันสะสมในเซลล์ปริมาณสูงเพ่ือน าไปกระตุ้นในสภาวะที่เหมาะสม
เพ่ือให้สาหร่ายสะสมไขมันในปริมาณที่สูงกว่าสภาวะปกติ ซึ่งผลจาการทดลองก่อนหน้านี้สามารถ
คัดเลือกได้ Nitzschia sp. สายพันธุ์ BUUC 1501 Amphora subtropicsa  BUUC 1502 
Chlorella protothecoides BUUC1602 และ Amphora coffereformis ซึ่งจะน ามาเลี้ยงใน
สภาวะที่สาหร่ายเติบโตและสะสมไขมันได้ดี โดยองค์ความรู้นี้สามารถใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานส าหรับการ



 

2 
 

ใช้ในการวิจัยเกี่ยวกับการผลิตไบโอดีเซล หรือสารประกอบทางชีวเคมีอ่ืนๆ รวมถึงการเพาะเลี้ยงสัตว์
น้ าและสิ่งแวดล้อมได้ต่อไปในอนาคต  

 
1.2 วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

ศึกษาผลของสภาวะการเพาะเลี้ยงที่มีต่อการเติบโตและการสะสมไขมันของสาหร่ายสายพันธุ์
ที่คัดเลือกได้ คือ Nitzschia sp. สายพันธุ์ BUUC 1501 Amphora subtropicsa  BUUC 1502 
Chlorella protothecoides BUUC1602 และ Amphora coffereformis 

 
1.3 ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 

การด าเนินงานวิจัยในปีงบประมาณ 2560 นั้นได้คัดเลือกสาหร่ายที่ให้ผลผลิตมวลชีวภาพ
และผลผลิตไขมันสูงอย่างน้อย 2 ชนิด ตามล าดับ มาเพาะเลี้ยงในสภาวะการเติบโต 3 รูปแบบ คือ (1) 
โฟโตออโตโทรฟิค (2) มิกโซโทรฟิค และ (3) เฮเทอโรโทรฟิคเพ่ือวิเคราะห์ผลผลิตมวลชีวภาพและ
ไขมัน รวมทั้งองค์ประกอบกรดไขมัน และน าสาหร่ายไปเลี้ยงแบบต่อเนื่องด้วยสภาวะที่เหมาะสม 

 
1.4 ทฤษฎีและแนวทำงควำมคิดที่น ำมำใช้ในกำรวิจัย 

1.4.1 ลักษณะท่ัวไปของสำหร่ำย 
สาหร่ายเป็นสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กสิ่งมีชีวิตเซลล์เดียวกับสิ่งมีชีวิตหลายเซลล์มีความ

ซับซ้อนที่แตกต่างกัน มักพบในที่ชื้นหรือแหล่งน้ า และบนพ้ืนดิน ตลอดจนสภาพแวดล้อมทางน้ า
เช่นเดียวกับพืช ชั้นสูง และที่ส าคัญสาหร่ายต้องใช้องค์ประกอบหลักส าหรับสร้างมวลชีวภาพ คือ 
แสงแดด ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และน้ า โดยใช้กระบวนการการสังเคราะห์ด้วยแสง โดยทั่วไป
สาหร่ายจ าแนกออกเป็น 2 กลุ่ม คือ จุลสาหร่ายหรือสาหร่ายขนาดเล็ก (microalgae) และสาหร่าย
ขนาดใหญ่ (macroalgae) โดยที่สาหร่ายขนาดใหญ่มีหลายเซลล์  

 
 1.4.2 ไขมันในสำหร่ำย 

ไขมัน (lipid) ชนิดของไขมันภายในเซลล์สาหร่ายมีความคล้ายคลึงกับพืชชั้นสูง 
ไขมันที่เป็นองค์ประกอบหลัก ได้แก่ ไตรกลีเซอไรด์ (triglyceride) (รูปที่ 1.1) ไดกลีเซอไรด์ 
(diglyceride) เลซิติน (lecithin) ฟอสโฟติดิลกลีเซอรอล (phosphotidyl glycerol) และฟอสโฟ
ติดิลอิโนซิทอล (phosphotidyl inositol) กรดไขมันที่พบในสาหร่ายส่วนใหญ่ประกอบด้วยกรดไขมัน
ชนิดอิ่มตัว (saturated fatty acid) และไม่อ่ิมตัว (unsaturated fatty acid) ที่มีคาร์บอนจ านวน 14 
16 และ 20 อะตอม เป็นองค์ประกอบ การสะสมกรดไขมันไม่อ่ิมตัวชนิดกรดลิโนเลนิค  (linolenic 
acid, C18:3) ของสาหร่ายมีปริมาณน้อยมาก ในขณะที่พืชชั้นสูงพบกรดลิโนเลนิคเป็นองค์ประกอบ
หลักเพราะกรดไขมันชนิดนี้เกี่ยวข้องกับการท างานของคลอโรพลาสต์ ชนิดและปริมาณของกรดไขมัน
ในสาหร่ายบางชนิดแสดงดังตำรำงที่ 1.1 โดยชนิดของกรดไขมันที่พบในสาหร่ายจะขึ้นกับชนิดของ
สาหร่ายและสภาวะที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง 
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รูปที่ 1.1 โครงสร้างของไตรกลีเซลไรด์ 
ตำรำงท่ี  1.1  ชนิดและปริมาณกรดไขมันของสาหร่าย (ร้อยละของกรดไขมันทั้งหมด) 
 
ชนิดของกรดไขมัน 
(จ ำนวนคำร์บอนอะตอม:
จ ำนวนพันธะคู)่ 

ชนิดของสำหร่ำย 

Navicula 
elliculosa1 

Cylindrothec
a gracilis2 

Nitzschia 
palea3 

Skeletonema 
costatum4 

Thalassiosira 
fluviatili5 

กรดไมรสิติค  
(myristic acid, 14:0) 

2.8 7.0 6.2 6.2 7.9 

กรดปาล์มิติค  
(palmitic acid, 16:0) 

9.1 16.4 22.8 11.1 23.2 

กรดปาล์มิโตเลอิค  
(palmitoleic acid, 16:1) 

30.8 21.3 44.7 21.7 44.8 

กรดเฮกซะเดคาไดอีโนอิค 
(hexadecadienoic acid, 
16:2) 

7.4 4.2 3.6 6.1 2.8 

กรดเฮกซาเดคาไตรอโีนอิค 
(hexadecatrienoic acid, 
16:3) 

18.3 - 1.6 11.4 6.5 

กรดสเตียริค  
(stearic acid, 18:0) 

- 1.0 - - 0.3 

กรดโอเลอิค  
(oleic acid, 18:1) 

6.2 5.3 2.5 1.8 0.4 

กรดลโินเลอิค  
(linoleic acid, 18:2) 

3.9 2.9 - 2.1 0.5 

กรดลโินเลนิค  
(linolenic acid, 18:3) 

2.6 - - - 0.2 

กรดอะราชิโดนิค  
(arachidonic acid, 20:4) 

4.5 6.2 6.3 3.9 0.6 

กรดอีโคซะเพนเตอีโนอิค  
(eicosapentaenoic acid, 
20:5) 

14.5 24.4 12.0 30.2 8.0 

ที่มำ:  1Kates and Volcani (1966);  2de Mort  et  al. (1972);  3Opute  (1974);  4Chuecas and Riley  
(1969);  5Tornabene  et  al. (1974) 
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1.4.3 สภำวะกำรเติบโตของสำหร่ำย 
แหล่งพลังงานและแหล่งคาร์บอนที่สิ่งมีชีวิตน ามาใช้ในการด ารงชีวิตสามารถใช้เป็น

หลักเกณฑ์ในการจัดจ าแนกสิ่งมีชีวิตได้ พวกที่ใช้แสงเป็นแหล่งพลังงานจัดเป็นพวกโฟโตโทรฟ 
(phototroph) ส่วนพวกที่ใช้สารอาหารที่ผ่านกระบวนการย่อยสลายเป็นแหล่งพลังงานจัดเป็นเคโม
โทรฟ (chemotroph) สิ่งมีชีวิตที่ใช้แหล่งคาร์บอนจากสารอินทรีย์จะเป็นพวกเฮเทอโรโทรฟ 
(heterotroph) แต่ถ้าใช้สารอนินทรีย์เป็นแหล่งคาร์บอนจัดเป็นพวกออโตโทรฟ (autotroph) ซึ่ง
สามารถสรุปการจ าแนกสิ่งมีชีวิตตามการใช้แหล่งพลังงานและแหล่งคาร์บอนได้ดังตำรำงท่ี 1.2 

 
ตำรำงท่ี  1.2  การจ าแนกสิ่งมีชีวิตตามแหล่งอาหารและพลังงาน (สาโรจน์ และ ประวิทย์, 2538) 
แหล่งคำร์บอน แหล่งพลังงำน 

เคมี แสง 

สารประกอบอินทรีย์ เคโมเฮเทอโรโทรฟ 
-  สัตว์ชั้นสูง 
-  โปรโตซัว 
-  เห็ดรา 
-  แบคทีเรีย 

โฟโตเฮเทอโรโทรฟ 
-  แบคทีเรียบางชนิด 
-  สาหร่าย 

ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ เคโมออโตโทรฟ 
-  แบคทีเรียบางชนิด 

โฟโตออโตโทรฟ 
-  พืชชั้นสูง 
-  สาหร่าย 
-  ไซยาโนแบคทีเรีย 
-  แบคทีเรียบางชนิด 

 
(1) สภาวะการเติบโตแบบโฟโตออโตโทรฟิค (photoautotrophic 

growth) 
เป็นระบบการเพาะเลี้ยงที่ใช้แหล่งพลังงานจากดวงอาทิตย์ การ

เพาะเลี้ยงแบบนี้มีข้อดีคือไม่สิ้นเปลืองค่าใช้จ่ายเรื่องแหล่งพลังงานแสงเพราะใช้แสงจากดวงอาทิตย์ 
แต่การเพาะเลี้ยงในระบบเปิดกลางแจ้งมีข้อเสียคือเกิดการปนเปื้อนจากสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืน (สาหร่าย
ชนิดอื่น โปรโตซัวและแบคทีเรีย) ปัญหาที่เกิดขึ้นสามารถแก้ไขได้ โดยต้องเพาะเลี้ยงสาหร่ายชนิดที่มี
สามารถทนต่อความเครียดจากสิ่งแวดล้อมได้เช่น สาหร่าย Dunaliella salina ทนต่อความเครียด
เนื่องจากความเค็มสูง สาหร่าย Spirulina sp. สามารถเติบโตได้ในสภาวะที่มีความเป็นด่างสูงได้ การ
เติบโตของสาหร่ายในการเพาะเลี้ยงแบบเปิดมักแปรผันตามฤดูกาล ซึ่งแต่ละฤดูจะมีความเข้มแสงและ
อุณหภูมิที่เปลี่ยนแปลงไป จึงเป็นการยากที่จะควบคุมให้สภาวะแวดล้อมเหมาะสมต่อการเติบโตของ
สาหร่าย อย่างไรก็ตามในประเทศไทย จีน เม็กซิโกและสหรัฐอเมริกา ยังมีการผลิตสาหร่าย  
Spirulina sp. เพ่ือการค้าโดยท าการเพาะเลี้ยงในระบบเปิดกลางแจ้ง (Metting, 1996; Li and Qi, 
1997) ส่วนการเพาะเลี้ยงสาหร่ายแบบโฟโตออโตโทรฟิคในระบบปิด (close system) เป็นระบบการ
เพาะเลี้ยงสาหร่ายที่ท าการพัฒนาขึ้นเพ่ือแก้ปัญหาที่เกิดจากการเพาะเลี้ยงในระบบเปิด การ
เพาะ เลี้ ย งสาหร่ าย ในระบบปิ ดท า ได้ โดย เพาะ เลี้ ย ง ในถั งปฏิกรณ์ชี วภาพแบบใช้ แสง 
(photobioreactor) ซึ่งสามารถควบคุมสภาวะแวดล้อมต่างๆ ให้เหมาะสมต่อการเติบโตของสาหร่าย
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ได้ ดังนั้นการเพาะเลี้ยงสาหร่ายในระบบปิดจึงมีการน าไปใช้อย่างกว้างขวาง เช่น เพาะเลี้ยงสาหร่าย 
Chlorella sp., Dunaliella sp. และ Spirulina sp เพ่ือใช้ในระดับอุตสาหกรรม (Borowitzka, 
1999) 
    (2) สภาวะการเติบโตแบบโฟโตเฮเทอโรโทรฟิค (photoheterotrophic 
growth) 

การ เติ บ โตแบบโฟโต เฮ เทอโร โทร ฟิคหรื อมิ ก โซ โทร ฟิค 
(mixotrophic growth)เป็นสภาวะการเติบโตที่สาหร่ายใช้แสงและใช้สารอินทรีย์คาร์บอนเป็นแหล่ง
พลังงาน (Vonshak et al., 2000) การเพาะเลี้ยงสาหร่ายภายใต้สภาวะโฟโตเฮเทอโรโทรฟิคมักใช้
ความเข้มแสงต่ าๆ จึงสามารถหลีกเลี่ยงปัญหาการเติบโตของสาหร่ายถูกยับยั้งเนื่องจากความเข้มแสง
สูงๆ (photoinhibition) จากปัญหาในการเพาะเลี้ยงสาหร่ายบางชนิดภายใต้สภาวะโฟโตออโตโทรฟิค 
ไม่สามารถชักน าให้เซลล์สะสมสารรงควัตถุได้ ดังนั้นการเพาะเลี้ยงสาหร่ายภายใต้สภาวะโฟโตเฮเทอ
โรโทรฟิคเป็นอีกแนวทางหนึ่งที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงสาหร่ายบางชนิดเพ่ือผลิตสารรงควัตถุ จากรายงาน
พบว่าการเพาะลี้ยงสาหร่าย Spirulina platensis ภายใต้สภาวะเฮเทอโรโทรฟิคในที่มืด สาหร่ายใช้
เวลาในระยะพักเซลล์นานมากกว่า 200 ชั่วโมง อัตราการเติบโตจ าเพาะ 0.0083 ต่อชั่วโมง และให้ผล
ผลิตของไฟโคไซยานิน (phycocyanin) 55 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง ในขณะที่การเพาะเลี้ยง
สาหร่าย S. platensis ภายใต้สภาวะโฟโตเฮเทอโรโทรฟิค พบว่าสาหร่ายมีอัตราการเติบโตจ าเพาะ 
0.026 ต่อชั่วโมง และให้ผลผลิตไฟโคไซยานิน 120 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง (Chen et  al., 
1996) นอกจากนี้ยังมีการเพาะเลี้ยงสาหร่ายภายใต้สภาวะโฟโตเฮเทอโรโทรฟิคเพ่ือผลิตชีวมวล เช่น 
สาหร่าย Chlorella  sorokiniana (Lee et  al., 1996) 

(3) สภาวะการเติบโตแบบเฮเทอโรโทรฟิค (heterotrophic growth) 
การเพาะเลี้ยงสาหร่ายภายใต้สภาวะเฮเทอโรโทรฟิคเป็นการ

เพาะเลี้ยงแบบระบบปิดในที่มืด และมีการน าเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบเฮเทอโรโทรฟิคมาใช้ในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพสาหร่ายบางชนิดสามารถเติบโตได้ดีภายใต้สภาวะเฮเทอโรโทรฟิคและมีศักยภาพที่จะ
เติบโตในถังปฏิกรณ์ชีวภาพได้ดี (Apt and Behrens, 1999) และยังสามารถกระตุ้นให้สาหร่ายสะสม
สร้างเมแทบอไลต์บางชนิดได้ดี โดยเฉพาะอย่างยิ่งในรูปของไขมัน ซึ่ง Xu et al. (2006) รายงานว่า 
การเลี้ยงสาหร่าย Chlorella ภายใต้สภาวะเฮเทอโรโทรฟิคสามารถกระตุ้นให้เซลล์สะสมไขมันเพ่ิมขึ้น
จาก 14 เป็น 52 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักแห้งได้ แต่เมื่อเปรียบเทียบราคาของอาหารเพาะเชื้อ พบว่า
อาหารเพาะเชื้อของสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะเฮเทอโรโทรฟิคมีราคาสูงกว่าอาหารเพาะเชื้อที่
ใช้ในการเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะโฟโตออโตโทรฟิค นอกจากนี้ Chen et al. (1996) ได้อธิบายถึง
ปัญหาและแนวทางแก้ไขปัญหาที่เกิดขึ้นในการเพาะเลี้ยงสาหร่ายแบบเฮเทอโรโทรฟิคดังนี้ 
    -  สาหร่ายที่สามารถเติบโตได้ภายใต้สภาวะเฮเทอโรโทรฟิคมีน้อย
ชนิดแนวทางท่ีใช้ในการแก้ไขปัญหาดังกล่าวข้างต้นคือ คัดเลือกสายพันธุ์สาหร่ายที่สามารถเติบโตได้ดี
ภายใต้สภาวะเฮเทอโรโทรฟิค จากการคัดเลือกสายพันธุ์สาหร่าย พบว่ามีสาหร่ายหลายชนิดที่สามารถ
เติบโตได้ดีภายใต้สภาวะเฮเทอโรโทรฟิค เช่น สาหร่าย Cholrella pyrenoidosa สามารถผลิตกรด
แอสคอร์บิค (ascorbic acid) ได้ดีกว่ายีสต์และสาหร่ายชนิดอ่ืนด้วย (Running et al., 1994) ได
อะตอม Nitzschia alba และไดโนแฟลกเจลเลตน้ าเค็ม Crypthecodinium cohnii เป็นแหล่งผลิต
ที่ดีของกรดไขมันไม่อ่ิมตัวชนิดกรดอีพีเอ (eicosapentaenoic acid, EPA) และกรดดีเอชเอ 
(docosahexaenoic acid, DHA) ตามล าดับ (Kyle, 1996) 
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- การเพาะเลี้ยงสาหร่ายในสภาวะเฮเทอโรโทรฟิคจะเกิดปัญหา
การปนเปื้อนจากแบคทีเรีย หากเกิดการปนเปื้อนจากแบคทีเรีย พบว่าแบคทีเรียสามารถเติบโตได้
อย่างรวดเร็ว ในขณะที่สาหร่ายมีการเติบโตได้ช้ากว่าแบคทีเรียมาก การแก้ปัญหาที่เกิดจากการ
ปนเปื้อนของแบคทีเรียสามารถท าได้โดยใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบปลอดเชื้อ (axenic culture) 
การเพาะเลี้ยงแบบเฮเทอโรโทรฟิคในระดับห้องปฏิบัติการไม่ค่อยประสบปัญหาการปนเปื้อน แต่หาก
ขยายขนาดการเพาะเลี้ยงมักเกิดปัญหาการปนเปื้อนได้ง่าย 

- การเติบโตของสาหร่ายถูกยับยั้งเมื่อสารอาหารที่อยู่ในอาหาร
เพาะเชื้อในการเพาะเลี้ยงแบบแบตช์หมดลง ในการเพาะเลี้ยงแบบแบตช์มีรายงานพบว่าการเติบโต
ของสาหร่าย Chlorella protothecoides ถูกยับยั้งด้วยสารอาหารที่มีความเข้มข้นมากเกินไป 
(substrate inhibition) คือเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเชื้อที่มีความเข้มข้นของกลูโคสมากกว่า 40 กรัม
ต่อลิตร (Shozen et al., 2001) ´ดังนั้นจึงมีการเพาะเลี้ยงสาหร่ายแบบครั้งคราว (fed-batch 
culture) และแบบต่อเนื่อง (continuous culture) เพ่ือใช้ในการแก้ปัญหานี้ 

- การเพาะเลี้ยงสาหร่ายภายใต้สภาวะเฮเทอโรโทรฟิคไม่สามารถ
ผลิตสารเมแทบอไลต์พวกรงควัตถุได้ เนื่องจากการสะสมสารรงควัตถุในเซลล์สาหร่ายจ าเป็นต้องใช้
แสงเป็นตัวชักน าให้เกิดการสะสม ดังนั้นหากต้องการเพาะเลี้ยงสาหร่ายเพ่ือผลิตสารรงควัตถุบางชนิด
สามารถท าได้โดยเพาะเลี้ยงสาหร่ายภายใต้สภาวะโฟโตเฮเทอโรโทรฟิค เช่น การเพาะเลี้ยงสาหร่าย 
Spirulina platensis เพ่ือผลิตไฟโคไซยานิน และเพาะเลี้ยงสาหร่าย Chlorococcum sp. เพ่ือผลิต
แอสตาแซนทีน (astaxanthin) (Chen et al., 1996; Ma and Chen, 2001) 
 
1.5 งำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 Wang et al. (2014) ได้ศึกษาผลผลิตชีวมวล ไขมันรวมทั้งหมด องค์ประกอบของกรด
ไขมันของไดอะตอมน้ าเค็มสายพันธุ์ Chaetoceros muelleri ในที่สภาวะที่มีระดับของ
คาร์บอนไดออกไซด์ต่างกัน โดยมีความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้นที่ 0.12 กรัม/ลิตร (1x106 เซลล์) เลี้ยงใน
อาหารเติมอากาศธรรมดาและอากาศที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 0.03% 10% 20% และ 30% พบว่า 
สาหร่ายสามารถเจริญเติบโตได้ดีที่สุด ที่ระดับความเข้มข้นของคาร์บอนไดออกไซด์ 10% โดยให้ชีว
มวลเท่ากับ 1.059 กรัมต่อลิตร อัตราการเติบโตจ าเพาะเท่ากับ 0.868 ต่อวัน และผลผลิตชีวมวล
เท่ากับ 0.272 กรัมต่อลิตรต่อวัน และคลอโรฟิลล์ที่เป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่บ่งบอกถึงประสิทธิภาพการ
เจริญเติบโตและการสังเคราะห์แสง พบว่าในระดับความเข้มข้นของคาร์บอนไดออกไซด์ที่ 10% พบ
ปริมาณคลอโรฟิลล์มากที่สุดเท่ากับ 1.658 ไมโครกรัม/มิลลิกรัม ไขมันรวมวิเคราะห์โดยวิธีค านวณ
น้ าหนักแห้งของเซลล์ พบว่าที่ระดับความเข้มข้นคาร์บอนไดออกไซด์ 10% ให้ไขมันรวมมากที่สุด โดย
มีน้ าหนักแห้งของเซลล์เท่ากับ 43.43% องค์ประกอบของกรดไขมันวิเคราะห์โดยวิธี GC-MS พบว่าที่
ระดับความเข้มข้นของคาร์บอนไดออไซด์ 10% มีกรดไขมันสูงสุดที่ 84.82% และกรดไขมันไม่อ่ิมตัว
อยู่ในระดับต่ ามาก 10.26-16.76% แต่องค์ประกอบหลักของกรดไขมันที่มีลักษณะเด่นคือ C14-C18 
เป็นพื้นฐานของกรดไขมันทั้งหมดมากกว่า 92% โดยสรุปแล้วลักษณะเด่นของกรดไขมันที่มีห่วงโซ่สั้น
และร้อยละของกรดไขมันไม่อ่ิมตัวต่ า มีความส าคัญกับศักยภาพในการผลิตไบโอดีเซลได้ ซึ่งการเลี้ยง
สาหร่ายภายใต้สภาวะที่เติมคาร์บอนไดออกไซด์ที่ความเข้มข้น 10% สาหร่ายมีการเติบโตได้ดีโดยให้
ผลผลิตชีวมวล ไขมันรวม และกรดไขมันได้ผลดีที่สุดซึ่งจะส่งผลถึงศักยภาพในการน าไปผลิตไบโอ
ดีเซลที่มีคุณภาพต่อไป 
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Li et al. (2014) ได้ทดลองเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว Chodatella sp. โดยเลี้ยงในสภาะ
ออโตโทรฟิคที่ใช้แหล่งคาร์บอนเป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ และสภาวะมิกโซโทรฟิคที่เลี้ยงในน้ าทิ้ง
จากฟาร์มเลี้ยงหมู พบว่าสาหร่ายมีองค์ประกอบกรดไขมันที่คล้ายคลึงกัน แต่อัตราการเติบโตจ าเพาะ 
ผลผลิตเซลล์และผลผลิตไขมันของสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงในสภาวะมีกโซโทรฟิคจะสูงกว่าเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในสภาวะออโตโทรฟิค เท่ากับ 1.74, 14 และ 5.6 เท่า ตามล าดับ  

Das et al. (2011) พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว Nannochloropsis sp. ภายใต้
สภาวะออโตโทรฟิค (ใช้คาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งคาร์บอน) และมิกโซโทรฟิค (ใช้กลีเซอรอลเป็น
แหล่งคาร์บอน) และแปรผันความยาวคลื่นแสงที่ให้ระหว่างการเพาะเลี้ยง คือ แสงสีแดง เขียวและน้ า
เงิน พบว่าการใช้แสงสีน้ าเงินส่งผลให้เซลล์ที่เพาะเลี้ยงในสภาวะออโตโทรฟิตและมิกโซโทรฟิคมีอัตรา
การเติบโตจ าเพาะเท่ากับ 0.64 และ 0.66 ต่อวัน ตามล าดับ และเซลล์จะมีองค์ประกอบกรดไขมันที่
แตกต่างกันตามความยาวคลื่นแสงที่เพาะเลี้ยงสาหร่าย ส่วนปริมาณกรดไขมันก็แตกต่างกันด้วยโดย
เซลล์ที่เพาะเลี้ยงด้วยแสงสีเขียวภายใต้สภาวะออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิคมีปริมาณกรดไขมัน
ทั้งหมดเท่ากับ 20.54 และ 15.11%ของน้ าหนักแห้ง ตามล าดับ 
 Abreu et al. (2012) ได้ศึกษาเก่ียวกับการเพาะเลี้ยง Chlorella vulgaris โดยใช้ของเสีย
จากอุตสาหกรรมนมเป็นแหล่งคาร์บอน ภายใต้สภาวะมิกโซโทรฟิกที่แตกต่างกัน ได้แก่ (1) ชุดควบคุม
เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะ โฟโตอออโตโทรฟิก แหล่งคาร์บอนเป็นคาร์บอนไดออกไซด์ (2) เพาะเลี้ยง
ภายใต้สภาวะมิกโซโทรฟิก มีแหล่งคาร์บอนเป็นคาร์บอนไดออกไซด์ และสารละลายผงชีสเวย์ที่ไม่ผ่าน
การไฮโดรไลเซท (10 กรัมต่อลิตนแล็กโทส) (3) เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะมิกโซโทรฟิก มีแหล่งคาร์บอน
เป็นคาร์บอนไดออกไซด์ และสารละลายผงชีสเวย์ที่ผ่านการไฮโดรไลเซท (5 กรัมต่อลิตรกลูโคส + 5 
กรัมต่อลิตรกาแล็กโทส) (4) เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะมิกโซโทรฟิก มีแหล่งคาร์บอนเป็น
คาร์บอนไดออกไซด์ กลูโคส (5 กรัมต่อลิตร) และกาแล็กโทส (5 กรัมต่อลิตร) ซึ่งการศึกษาครั้งนี้จะท า
การวัดอัตราการเติบโตจ าเพาะ ความเข้มข้นมวลชีวภาพ และผลผลิตมวลชีวภาพ โดยเปรียบเทียบกับ
ชุดควบคุมพบว่าการเพาะเลี้ยงในแบบ (3) และ (4) ให้อัตราการเติบโตจ าเพาะ ความเข้มข้นมวล
ชีวภาพ และผลผลิตมวลชีวภาพที่สูงใกล้เคียงกัน และสูงที่สุด ซึ่งอัตราการเติบโตจ าเพาะ เท่ากับ 0.43 
และ 0.47 ต่อวัน ความเข้มข้นมวลชีวภาพ เท่ากับ 3.58 และ 2.24 กรัมต่อลิตรและผลผลิตมวล
ชีวภาพ เท่ากับ 0.75 และ 0 กรัมต่อลิตรต่อวัน 

Rai et al. (2013) ได้เพาะเลี้ยง Chlorella pyrenoidosa ภายใต้สภาวะมิกโซโทรฟิค โดย
ใช้ acetate และ glycerol เป็นแหล่งคาร์บอนอินทรีย์ พบว่าสามารถผลิตมวลชีวภาพและไขมันของ
สาหร่ายได้มากกว่าสภาวะออโตโทรฟิคถึง 6 และ 32 เท่า ตามล าดับ การเลี้ยงสาหร่ายในอาหารที่มี 
acetate และ glycerol สามารถสะสมไขมันได้ 13.5 และ 17.3% ของน้ าหนักแห้ง ซึ่งสูงกว่าเซลล์ที่
ลี้ยงในสภาวะออโตโทรฟิค โดยเซลล์จะมีกรดไขมัน palmitic acid (C-16) และ oleic acid (C-18) 
สูงกว่าเซลล์ที่เลี้ยงในสภาวะออโตโทรฟิค ซึ่งกรดไขมันดังกล่าวถือว่าเป็นกรดไขมันที่เป็นตัวบ่งชี้ถึง
คุณภาพที่จะน าไปใช้ในการผลิตไบอดีเซล  
Chu et al. (2015) ได้ศึกษาเกี่ยวกับการเพาะเลี้ยง Chlorella pyrenoidosa โดยใช้น้ าเสียจาก
โรงงานผลิตแป้งสาลี ซึ่งน้ าเสียที่ใช้จะผ่านกระบวนการย่อยสลายแบบไม่ใช้ออกซิเจน ท าการ
เพาะเลี้ยงกลางแจ้งในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบให้แสง (photobioreactor) 2 รูปแบบ คือแบบแบทซ์ 
(batch culture) และแบบต่อเนื่อง (continuous culture)  พบว่า C. pyrenoidosa สามารถ
ปรับตัวเข้ากับน้ าเสียที่ผ่านการย่อยสลายได้ และยังเป็นจุลลินทรีย์ที่ส าคัญในถังปฏิกรณ์ แต่ในการ
เพาะเลี้ยงกลางแจ้งจะมีการเปลี่ยนแปลงฤดูกาลของสภาพแวดล้อมท าให้ส่งผลต่อการเติบโตของมวล
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ชีวภาพ (biomass) และการผลิตไขมัน ดังนั้นจึงได้ด าเนินการเพาะเลี้ยงกลางแจ้งในระยะยาว พบว่า
ความเข้มข้นของมวลชีภาพ และผลผลิตในการเพาะเลี้ยงแบบต่อเนื่องจะแตกต่างกันตามระยะเวลาใน
การบ าบัดหรือระยะเวลาที่กักเก็บน้ าเสียในระบบ (HRTs) โดยระยะเวลาในการบ าบัดที่ 4 วัน ของฤดู
ร้อนจะให้ผลผลิตไขมัน ผลผลิตมวลชีวภาพ และความเข้มข้นของมวลชีวภาพค่อนข้างสูง  เท่ากับ 
43.37 ± 743  มิลลิกรัมต่อลิตรต่อวัน 342.6 ± 12.8 มิลลิกรัมต่อลิตร และ1.29-1.62 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดับ 

Juntila et al. (2015) ได้ศึกษาเกี่ยวกับการผลิตมวลชีวภาพและไขมันของสายพันธุ์ที่คัด
แยกจากท้องถิ่น คือ Chlorella sorokiniana ภายใต้สภาวะมิกโซโทรฟิก โดยการเพาะเลี้ยงจะมีการ
เติมอาหารที่แตกต่างกัน ได้แก่ (1) อาหารที่มีการเติมกลูโคสในความเข้มกรัมต่อลิตร (3) อาหารที่มี
การจ ากัดไนโตรเจน 50% และเติมกลูโคส 1.0 กรัมต่อลิตร และใช้เทคนิคการย้อมไนล์เรด (Nile red) 
ในการตรวจสอบปริมาณไขมันภายในเซลล์ พบว่าผลผลิตมวลชีวภาพ ปริมาณไขมัน และอัตราการ
เจริญเติบโตเท่ากับ 687.5 มิลลิกรัมต่อลิตร , 146.37 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 1.602 ต่อวัน ตามล าดับ 
ซึ่งผลผลิตมวลชีวภาพ ปริมาณไขมัน และอัตราการเจริญเติบโตจะเพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นกลูโคสที่
เพ่ิมขึ้น ส าหรับอาหารที่มีการจ ากัดไนโตรเจน และเติมกลูโคสนั้นท าให้ผลผลิตมวลชีวภาพ ปริมาณ
ไขมัน และอัตราการเจริญเติบโตจะลดลง ดังนั้นการศึกษาครั้ งนี้จึ งสามารถ น า Chlorella 
sorokiniana ที่แยกจากท้องถิ่นมาเพาะเลี้ยงในสภาวะมิกโซโทรฟิกที่ใช้อาหารที่ดีที่สุดส าหรับการ
เพาะเลี้ยงเพ่ือน าไปใช้ประโยชน์ในการผลิตไบโอดีเซลต่อไป 

Lin and Wu (2015) ได้เพาะเลี้ยง Chlorella sp. Y8-1 ภายใต้สภาวะมิกโซโทรฟิค โดยใช้
อาหารที่มีแหล่งคาร์บอนเป็น fructose, glucose, glycerol, sucrose และ xylose พบว่าสาหร่าย
เติบโตได้ดีและมีไขมันสะสมสูงถึง 35.5% ของน้ าหนักแห้ง ซึ่งสูงกว่าสภาวะอโตโทรฟิคและเฮเทอโร
โทรฟิค และยังพบว่ากรดไขมันชนิดเด่นที่พบในสาหร่าย Chlorella sp. Y8-1 คือ palmitic acid 
(C16:0), oleic acid (C18:1), linoleic acid (C18:2) และ linolenic acids (C18:3) ซึ่งแสดงให้เห็น
ว่าสามารถใช้สาหร่ายชนิดนี้ในการผลิตไบโอดีเซลได้ ทั้งนี้สามารถเพาะเลี้ยงขยายปริมาณได้โดยการ
เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะมิกโซโทรฟิค 

Smith et al. (2015) ได้ศึกษาการเติบโตแบบมิกโซโทรฟิคของสาหร่าย Micractinium 
inermum ที่สาหร่ายเติบโตด้วยกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงร่วมกับจากกระบวนการเมแทบอลิซึม
ของสารอินทรีย์คาร์บอน จึงถือเป็นการสร้างมวลชีวภาพจากการเติบโตแบบออโตโทรฟิคร่วมกับแบบ
มิกโซโทรฟิค โดยในการศึกษานี้ได้ใช้ acetate เป็นแหล่งคาร์บอนในการเติบโตแบบมิกโซโทรฟิค 
พบว่าสาหร่าย M. inermum มีอัตราการเติบโตจ าเพาะสูงกว่าผลรวมของอัตราการเติบโตจ าเพาะของ
เซลล์ที่เพาะเลี้ยงแบบออโตโทรฟิคและเฮเทอโรโทรฟิค ถึง 1.74 เท่า  

Shishlyannikov et al. (2016) พบว่าไดอะตอม Synedra acus จะเติบโตได้ดีเมื่อ
เพาะเลี้ยงในสภาวะมิกโซโทรฟิคที่มี glycerol 80 mM และพบว่ากรดไขมัน palmitic และ stearic 
จะเพ่ิมสูงขึ้นเมื่อเซลล์เติบโตเข้าสู่ระยะคงท่ี 
  
1.6 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
 1.6.1 ได้สาหร่ายส าหรับผลิตมวลชีวภาพ จ านวน 2 ชนิด และได้สาหร่ายส าหรับผลิตไขมัน 
จ านวน 2 ชนิด โดยทราบสภาวะการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมส าหรับการเติบโตและการสะสมไขมันของ
สาหร่ายดังกล่าว 
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1.6.2 ข้อมูลที่ได้จากงานวิจัยสามารถน าไปเผยแพร่ในงานประชุมวิชาการหรือวารสาร และ
หน่วยงานที่เกี่ยวข้องสามารถน าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ต่อไปได้ 
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2. เนื้อเร่ือง 
 
2.1 วิธีกำรทดลอง 

กำรทดลองที่ 1: กำรเพำะเลี้ยงสำหร่ำยแบบแบตช์ (Batch culture) ในสภำวะออโตโทร
ฟิค มิกโซโทรฟิคและเฮเทอโรโทรฟิค 

ทดลองเพาะเลี้ยงสาหร่าย Nitzschia sp. สายพันธุ์ BUUC 1501 Amphora subtropicsa  
BUUC 1502 Chlorella protothecoides BUUC1602 และ Amphora coffereformis ในขวดรูป
ชมพู่ขนาด 250 มล. ที่บรรจุอาหารปริมาตร 90 มล. เติมหัวเชื้อไดอะตอมปริมาตร 10 มล. ทั้งนี้
สภาวะการเจริญเติบโตของสาหร่ายที่ใช้ในการทดลองมี 3 สภาวะ แต่ละสภาวะทดลอง 3 ซ้ า ดังนี้  

(1) สภาวะการเจริญเติบโตแบบออโตโทรฟิคโดยเพาะเลี้ยงสาหร่ายด้วยอาหารสูตรของกิล
ลาร์ด หรือ F/2 (Guillard, 1973) อาหารดังกล่าวเตรียมจากน้ าทะเลความเค็ม 30 ppt และผ่านการ
นึ่งฆ่าเชื้อ วางขวดเลี้ยงในห้องปฏิบัติการที่มีอุณหภูมิ 27 ± 2 องศาเซลเซียส และให้แสงตลอดเวลา
ด้วยความเข้มแสงประมาณ 4,300 ลักซ์    

(2) สภาวะการเจริญเติบโตแบบมิกโซโทรฟิคจะเพาะเลี้ยงสาหร่ายในอาหารสูตร F/2 ผสม
อาหารสูตร Nutrient broth (NB medium) ที่มีส่วนประกอบของเปปโตน ยีสต์สกัดและเนื้อสกัดใน
ปริมาณ 5, 2 และ 1 ก./ล. ตามล าดับ (Bridson, 1995) และเติมกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนในรูป
สารอินทรีย์ 10 ก./ล. (ชมพูนุท และคณะ, 2544) วางขวดเพาะเลี้ยงสาหร่ายในห้องปฏิบัติการที่มี
อุณหภูมิและให้แสงตลอดเวลาเช่นเดียวกับสภาวะแบบออโตโทรฟิค  

 (3) สภาวะการเจริญเติบโตแบบเฮเทอโรโทรฟิค เป็นการเพาะเลี้ยงสาหร่ายในอาหารสูตร
เดียวกับสภาวะมิกโซโทรฟิค แต่วางขวดเลี้ยงสาหร่ายในที่มืดและอุณหภูม ิ27±2 องศาเซลเซียส   

ในระหว่างการทดลองเพาะเลี้ยงได้ติดตามการเจริญเติบโตด้วยวิธีการนับเซลล์บนสไลด์นับ
เม็ดเลือด (haemacytometer) จากนั้นค านวณหาความหนาแน่นเซลล์ (เซลล์/มล.) และน าค่าที่ได้มา
ค านวณหาอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของไดอะตอม () รายงานในหน่วยต่อวัน ด้วยสมการ  

 โดยที่ N1 คือ ความหนาแน่นเซลล์ (เซลล์/มล.) ณ เวลา t1 (วัน) และ N2 คือ ความ

หนาแน่นเซลล์ (เซลล์/มล.) ณ เวลา t2 (วัน) และค านวณหาผลผลิตมวลชีวภาพของไดอะตอม (เซลล์/
ล./วัน) ตามสมการ  N1 คือ ความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น (เซลล์/มล.) ณ วันแรกของการ
ทดลอง หรือ t1 (วัน) และ N2 คือ ความหนาแน่นเซลล์ (เซลล์/ล.) ณ วันที่ความหนาแน่นเซลล์สูงสุด 
หรือ t2 (วัน)  

 
กำรทดลองท่ี 2 : กำรขยำยปริมำตรกำรเพำะเลี้ยงสำหร่ำยแบบแบตช์ในสภำวะออโตโทร

ฟิคและมิกโซโทรฟิค 
  ทดลองเพาะเลี้ยงสาหร่าย Nitzschia sp. สายพันธุ์ BUUC1501, Amphora 
subtropicsa  BUUC1502, Chlorella protothecoides BUUC1602 และ Amphora 
coffereformis ภายใต้สภาวะออโตโทรฟิคและสภาวะแบบมิกโซโทรฟิค โดยท าการเลี้ยงสภาวะละ 3 
ซ้ า สาเหตุที่เลือกใช้สภาวะดังกล่าวเนื่องจากเซลล์สามารถเติบโตได้ด ในขณะที่สภาวะเฮเทอโรโทรฟิค
เซลล์เติบโตได้น้อย ทดลองเลี้ยงสาหร่ายในขวดปริมาตร 2 ลิตร ใช้หัวเชื้อ 10 เปอร์เซ็นของปริ
มาตรการเลี้ยง เติมลงในอาหารเหลวสูตรกิลลาร์ด F/2 ในสภาวะการเลี้ยงแบบออโตโทรฟิคและใช้
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อาหารสูตรกิลลาร์ด F/2 ร่วมกับอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร NB ร่วมกับกลูโคส 10 กรัมต่อลิตร ให้อากาศที่
ผ่านการกรองด้วยไส้กรองขนาด 0.2 ไมครอน และให้แสงความเข้ม 4,300 ลักซ์ ตลอดเวลา ท าการ
ติดตามการเติบโตด้วยการนับจ านวนใต้กล้องจุลทรรศน์  

ในวันสุดท้ายของการทดลองได้น าเซลล์แห้ง 50 มก. มาสกัดไขมันตามวิธีของ Folch 
et al. (1957) โดยใช้สารละลายผสม Chloroform:Methanol เมื่อได้สารละลายไขมันจะน าไป
ระเหยตัวท าละลายด้วยเครื่อง Rotary evaporator (รุ่น R-210, Buchi) พ่นด้วยก๊าซไนโตรเจนและ
ชั่งน้ าหนักเพ่ือหาน้ าหนักไขมัน จากนั้นละลายไขมันด้วยสารละลายผสม Chloroform:Methanol  ที่
ผสม BHT แล้วท าการทรานเอสเทอริฟิเคชั่น (tranesterification) ด้วยวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ 
Christie (2003) และน าสารละลายไประเหยและเป่าแห้งด้วยก๊าซไนโตรเจน จากนั้นละลายกรดไขมัน
ด้วย n-hexane ปริมาตร 1 มล. น าสารละลายกรดไขมันไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องก๊าซโครมาโทกราฟี 
(รุ่น 7890A, Agilent) ที่มีอุปกรณ์ตรวจวัดเป็น Flame Ionization Detector (FID) คอลัมน์รุ่น 
19091N-133, HP-INNOWAX (Agilent) ฉีดตัวอย่าง 1 ไมโครลิตร แบบ split (5:1) อัตราการไหล
ของก๊าชฮีเลียม 1.1 มล./นาที อุณหภูมิจุดฉีดสาร 240 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิ detector 260 
องศาเซลเซียส โดยเริ่มต้นที่  35 องศาเซลเซียส คงอุณหภูมิไว้นาน 0.5 นาที จากนั้นเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 
170 องศาเซลเซียส ด้วยอัตรา 3 องศาเซลเซียส/นาที และคงอุณหภูมิไว้ 3 นาที แล้วเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 
240 องศาเซลเซียส  ด้วยอัตรา 2 องศาเซลเซียส/นาที คงไว้ 3 นาที รวมเวลาวิเคราะห์ 86.5 นาที 
จ าแนกชนิดกรดไขมันโดยเปรียบเทียบกับ Retention Time ของกรดไขมันมาตรฐาน 37 
Component FAME Mix (Supelco) 
  

กำรทดลองที่ 3: กำรขยำยขนำดกำรเพำะเลี้ยงสำหร่ำยแบบต่อเนื่อง (Continuous 
culture)  

ท าการเลี้ยงสาหร่าย Nitzschia sp. สายพันธุ์ BUUC1501, Amphora 
subtropicsa  BUUC1502, Chlorella protothecoides BUUC1602 และ Amphora 
coffereformis ในระบบการเลี้ยงแบบต่อเนื่อง ในถังปฏิกรณ์ขนาด 2 ลิตร (ภำพที่ 2.1) เลี้ยงด้วย
อาหารสูตรกิลลาร์ด F/2 ที่เตรียมจากน้ าความเค็ม 30 พีเอสยู ให้อากาศร่วมกับการปั่นกวนและแสง
ความเข้ม 8,000 ลักซ์ ท าการเลี้ยงสาหร่ายแบบแบทช์จนสาหร่ายมีการเติบโตเพ่ิมจ านวนขึ้น จึงท า
การเริ่มระบบการเลี้ยงแบบต่อเนื่องโดยมีการเติมอาหารเพาะเชื้อให้กับสาหร่ายตลอดเวลา ใน
ขณะเดียวกันก็มีการน าผลผลิตของสาหร่ายออกจากระบบตลอดเวลาเช่นกัน อาหารเพาะเชื้อจะถูก
เติมด้วยปั๊มน้ ารีดสายและผลผลิตจะไหลออกด้วยแรงดันอากาศจากในขวด เมื่อสาหร่ายมีการเติบโต
เข้าสู่ระยะคงที่เป็นเวลา 5-6 วัน จะท าการปรับอัตราการเจือจางขึ้น ติดตามการเติบโตของสาหร่าย
ด้วยการนับจ านวนใต้กล้องจุลทรรศน์ด้วยสไลด์นับเม็ดเลือดทุกวัน  
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(A) 

 
(B) 

ภำพที่ 2.1 การเลี้ยงสาหร่าย Nitzschia sp. BUUC1501 (A) และ A. coffeaeformis BUUC1601 
(B)  แบบต่อเนื่อง ในขวดขนาด 2 ลิตร 
 

กำรทดลองที่ 4: กำรขยำยขนำดกำรเพำะเลี้ยงสำหร่ำยแบบแบตช์ในถังปฏิกรณ์ชีวภำพ 
50 ลิตร  

ท าการศึกษาการเติบโตของสาหร่าย 2 ชนิด คือ สาหร่ายสีเขียว Chlorella 
protothecoides BUUC1602 และไดอะตอม A. coffeaeformis BUUC1601 ในระบบการเลี้ยง
แบบแบทช์ ในสภาวะออโตโทรฟิคที่ใช้อาหารสูตรกิลลาร์ด F/2 ที่เตรียมจากน้ าทะเลความเค็ม 30 พี
เอสยู ปริมาตร 50 ลิตร โดยเติมลงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบโปร่งแสงที่ท ามาจากท่อ acrylic จากนั้น
เติมเชื้อสาหร่ายประมาณ 5-10% ต่อปริมาตรอาหาร มีการให้อากาศผ่านการกรองไส้กรองขนาดรู
พรุน 0.2 ไมครอนและแสงตลอดเวลา (ภำพที่ 2.2) สภาวะที่ใช้ในการเลี้ยงคือให้แสง 8000 ลักซ์ 
ตลอดเวลา และมีอุณหถูมิระหว่างเพาะเลี้ยงอยู่ในช่วง 30-35 องศาเซลเซียส  
 

  
 
ภำพที่ 2.2 การเลี้ยงสาหร่ายในถังปฏิกรณ์ปริมาตร 50 ลิตร  
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2.2 ผลกำรทดลอง 
2.2.1 กำรเติบโตของสำหร่ำยกำรเพำะเลี้ยงสำหร่ำยแบบแบตช์ในสภำวะออโตโทรฟิค มิก

โซโทรฟิคและเฮเทอโรโทรฟิค 
สำหร่ำย Nitzschia sp. สำยพันธุ์ BUUC 1501  
จากการเพาะเลี้ยงไดอะตอมภายใต้สภาวะการเจริญเติบโตออโตโทรฟิค มิกโซโทรฟิคและ

เฮเทอโรโทรฟิค นาน 8 วัน ภำพที่ 2.3 พบว่า ไดอะตอม Nitzschia sp. BUU1501 สามารถเติบโตได้
ทั้ง 3 สภาวะ และเซลล์ที่เพาะเลี้ยงทั้ง 3 สภาวะ พบว่าเซลล์สามารถเจริญเติบโตได้ทันทีโดยที่ไม่
พบว่าเซลล์อยู่ในระยะพัก (lag growth phase) และให้เซลล์สูงสุดได้เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 5 
วัน โดยให้เซลล์สูงสุด 185.46x104 เซลล์/มล. ในขณะที่ภายใต้สภาวะมิกโซโทรฟิคและเฮเทอโรโทร
ฟิคใช้เวลาเพียง 4 และ 3 วัน ตามดับ เซลล์เติบโตได้เร็วและให้เซลล์สูงสุด 147.47 และ 37.78x104 
เซลล์/มล. ตามล าดับ เห็นได้ว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในสภาวะมิกโซโทรฟิคและเฮเทอโรโทรฟิคมีเซลล์
สูงสุดต่ ากว่าสภาวะออโตโทรฟิค เซลล์ไดอะตอมที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะเฮเทอโรโทรฟิคมีการ
เจริญเติบโตต่ ากว่าสภาวะมิกโซโทรฟิค  

ตำรำงที่ 2.1 พบว่าไดอะตอม Nitzschia sp. BUU1501 ที่เพาะเลี้ยงไดอะตอมภายใต้
สภาวะออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิคส่งเสริมเซลล์ให้เจริญเติบโตได้ดีใกล้เคียงกันและให้เซลล์สูงสุดได้
สูงกว่าสภาวะเฮเทอโรโทรฟิคอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P ≤ 0.05) และเช่นเดียวกัน อัตราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะของไดอะตอมที่เพาะเลี้ยงด้วยสภาวะมิกโซโทรฟิคมีค่า 0.65  ต่อวัน ซึ่งใกล้เคียง
กับเซลล์ที่เพาะเลี้ยงด้วยสภาวะออโตโทรฟิคที่มีค่า 0.55  ต่อวัน  ซึ่งสูงกว่าเซลล์ที่เลี้ยงด้วยสภาวะ
เฮเทอโรโทรฟิคอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P ≤ 0.05) ผลการทดลองยังชี้ให้เห็นว่าไดอะตอมที่เลี้ยง
ด้วยสภาวะมิกโทรฟิคและออโตโทรฟิคให้ผลผลิตมวลชีวภาพมีค่าสูงกว่าการเลี้ยงภายใต้สภาวะเฮเทอ
โรโทรฟิคอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P ≤ 0.05) โดยมีค่าสูงกว่า 3.02 และ 3.00 เท่า ตามล าดับ แสดง
ให้เห็นว่าไดอะตอมที่เจริญเติบโตแบบมิกโซโทรฟิคให้ผลผลิตได้ใกล้เคียงกับสภาวะออโตโทรฟิค  
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ภำพที่ 2.3 การเติบโตของ Nitzschia sp. BUU1501 ภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค มิกโซโทรฟิคและ
เฮเทอโรโทรฟิค  
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ตำรำงท่ี 2.1 อัตราการเติบโตจ าเพาะ ความหนาแน่นเซลล์สูงสุดและผลผลิตมวลชีวภาพของได
อะตอม Nitzschia sp. BUU1501 ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะที่แตกต่างกัน โดยที่ตัวอักษรที่แตกต่าง
กันของข้อมูลในแนวตั้งแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P ≤ 0.05) 

สภำวะกำร
เพำะเลี้ยง 

อัตรำกำรเติบโต
จ ำเพำะ (ต่อวัน) 

ควำมหนำแน่นเซลล์สูงสุด 
(x104 cells/mL) 

ผลผลิตมวลชีวภำพ 
(x107 cells/L/day) 

Autotrohic 0.55 ± 0.04ab 185.46 ± 8.57a 37.09 ± 1.71a 
Mixotrophic 0.65 ± 0.10a 147.47 ± 10.88b 36.87 ± 2.72a 
Hetotrophic 0.43 ± 0.14b 37.78 ± 7.53c 12.29 ± 2.51b 

 
สำหร่ำย A. coffeaeformis BUU1602 
จากภำพที่ 2.4 แสดงให้เห็นว่าการเลี้ยงไดอะตอมในสภาวะออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิคมี

การเติบโตได้ดีและมีการเติบโตที่ใกล้เคียงกัน โดยในสภาวะออโตโทรฟิคมีความหนาแน่นเซลล์สูงสุด
เท่ากับ 323.69 x 104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ส่วนเซลล์ที่เลี้ยงในสภาวะมิกโซโทรฟิคมีความหนาแน่นเซลล์
สูงสุด 329.46 x104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ซึ่งสูงกว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในสภาวะเฮเทอโรโทรฟิคถึง 6.7 เท่า 
เช่นเดียวกับอัตราการเติบโตจ าเพาะและค่าผลผลิตมวลชีวภาพที่พบว่าการเพาะเลี้ยงไดอะตอมภายใต้
สภาวะออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิค มีค่าสูงกว่าการเพาะเลี้ยงในสภาวะเฮเทอโรโทรฟิคอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p≤0.05) (ตำรำงท่ี 2.2)   
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ภำพที่ 2.4 การเติบโตของ A. coffeaeformis BUU1602  ในสภาวะการเลี้ยงที่แตกต่างกันโดย
เพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร และวางในห้องปฏิบัติการนาน 9 วัน 
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ตำรำงที่ 2.2 การเปรียบเทียบอัตราการเติบโตจ าเพาะ ความหนาแน่นสูงสุดและผลผลิตมวลชีวภาพ
ของไดอะตอม A. coffeaeformis BUU1602  โดยตัวอักษรที่แตกต่างกันกันของข้อมูลในแนวตั้ง
แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05) 
สภำวะท่ีเลี้ยง
ไดอะตอม 

อัตรำกำรเติบโตจ ำเพำะ 
(ต่อวัน) 

ควำมหนำแน่นเซลล์สูงสุด 
(x104เซลล์/มิลลิลิตร) 

ผลผลิตมวลชีวภำพ 
(x107เซลล์/ลิตร/วัน) 

ออโตโทรฟิค 0.54±0.05A 323.69±11.01A 90.83±10.11A 

มิกโซโทรฟิค 0.56±0.03A 329.46±8.44A 92.22±3.25A 

เฮเทอโรโทรฟิค 0.36±0.18B 48.05±8.12B 24.07±4.9B 

 
สำหร่ำย Chlorella protothecoides BUUC1602  
จากภาพที่ 2.5 และตารางที่ 2.3 แสดงให้เห็นว่าสาหร่ายสีเขียว C. protothecoides 

BUUC1602 ที่เลี้ยงด้วยสภาวะออโตโทรฟิค มิกโซโทรฟิคและเฮเทอโรโทรฟิคมีความหนาแน่นเซลล์
สูงสุดเท่ากับ 893.33×104, 1,200.55×104 และ 105.0×104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ แสดงให้
เห็นว่าการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว C. protothecoides BUUC1602 ที่เลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทร
ฟิคและมิกโซโทรฟิคช่วยส่งเสริมเซลล์เติบโตได้ดีใกล้เคียงกัน (p≥0.05) ซึ่งทั้ง 2 สภาวะ ให้ความ
หนาแน่นเซลล์สูงสุดได้สูงกว่าการเลี้ยงภายใต้สภาวะเฮเทอโรโทรฟิคอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p≤0.05)  
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ภำพที่ 2.5 การเติบโตของ C. prothecoides BUUC1602  ในสภาวะแบบออโตโทรฟิค มิกโซโทรฟิค
และเฮเทอโรโทรฟิค โดยเลี้ยงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร 
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ตำรำงท่ี 2.3 การเปรียบเทียบอัตราการเติบโตจ าเพาะ ความหนาแน่นเซลล์สูงสุดและผลผลิตมวล
ชีวภาพของ C. prothecoides BUUC1602  โดยตัวอักษรที่แตกต่างกันของข้อมูลตามแนวตั้ง แสดง
ว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05) 
สภำวะกำร
เพำะเลี้ยง  

อัตรำกำรเติบโต
จ ำเพำะ (ต่อวัน) 

ควำมหนำแน่นเซลล์สูงสุด 
(×104 เซลล์/มิลลิลิตร) 

ผลผลิตมวลชีวภำพ 
(×107 เซลล์/ลิตร/วัน) 

Autotrophic 1.22a(±0.017) 893.33a(±34.27) 371.94a(±14.68) 
Mixotrophic 1.89a(±0.115) 1,200.55a(±20.29) 436.39a(±79.87) 
Heterotrophic 0.81b(±0.096) 105.0b(±25.61) 22.22b(±32.38) 

 
สำหร่ำย Amphora subtropicsa  BUUC1502 
ไดอะตอม Amphora สามารถเติบโตได้ดีที่สุดในสภาวะมิกโซโทรฟิค มีความหนาแน่นเซลล์

สูงสุดเท่ากับ 2678.8x104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร (ภำพที่ 2.6) ซึ่งมีค่าสูงกว่าเซลล์ที่เลี้ยงในสภาวะออโต
โทรฟิคและสภาวะเฮเทอโรโทรฟิคอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p≤0.05)  และเมื่อเปรียบเทียบอัตราการ
เติบโตจ าเพาะพบว่าสภาวะการเลี้ยงแบบมิกโซโทรฟิคมีอัตราการเติบโตจ าเพาะที่มากที่สุดคือ 
0.81±0.03 ต่อวัน และมีค่าสูงกว่าการเพาะเลี้ยงสภาวะออโตโทรฟิคและสภาวะเฮเทอโรโทรฟิคอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ (p≤0.05) และสภาวะการเติบโตแบบมิกโซโทรฟิคให้ผลผลิตมวลชีวภาพสูงถึง 
332.4x107 เซลล์ต่อลิตรต่อวัน มีค่ามากกว่าสภาวะออโตโทรฟิคและสภาวะเฮเทอโรโทรฟิค โดย
ผลผลิตมวลชีวภาพของไดอะตอมที่เติบโตแบบมิกโซโทรฟิคมีค่าสูงกว่าแบบออโตโทรฟิคและเฮเทอโร
โทรฟิคถึง 14.76 และ 44.19 เท่า  ตามล าดับ (ตำรำงท่ี 2.4)  
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ภำพที่ 2.6 การเติบโตของไดอะตอม A. subtropicsa  BUUC1502 ที่เลี้ยงในสภาวะออโตโทรฟิค 
มิกโซโทรฟิคและเฮเทอโรโทรฟิค 
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ตำรำงท่ี 2.4 ความหนาแน่นเซลล์สูงสุด อัตราการเติบโตจ าเพาะและผลผลิตมวลชีวภาพของ          
ไดอะตอม Amphora sp. สายพันธุ์ BUUC 1502 ที่เติบโตในสภาวะแบบออโตโทรฟิค มิกโซโทรฟิค 
และเฮเทอโรโทรฟิค โดยตัวอักษรที่แตกต่างกันของข้อมูลตามแนวตั้งของตาราง แสดงถึงความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
สภำวะกำรเลี้ยง ควำมหนำแน่น เซลล์สูงสุด 

(x104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 
อัตรำกำรเติบโต
จ ำเพำะ (ต่อวัน) 

ผลผลิตมวลชีวภำพ            
(x107 เซลล์ต่อลิตรต่อวัน) 

Autotrophic 133.6±2.64 b  0.47±0.07 b  22.52±0.57 b               

Mixotrophic 2678.8±14.52 a 0.81±0.03 a 332.4±1.64 a 

Heterotrophic 12.6±0.85 c 0.45±0.09 b 7.4±0.17 b 

 
2.2.2 กำรเติบโต ปริมำณไขมันและองค์ประกอบกรดไขมันของสำหร่ำยทีก่ำรเพำะเลี้ยง 

ในสภำวะออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิค 
สำหร่ำย Nitzschia sp. สำยพันธุ์ BUUC 1501  
ไดอะตอม Nitzschia sp. BUU1501 ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิ

คด้วยปริมาตร 2 ลิตร พบว่าสามารถเติบโตเข้าสู่ระยะทวีคูณ (log phase) ได้โดยที่ไม่มีระยะพักเซลล์ 
(lag phase) (ภำพที่ 2.7) และเซลล์ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิคมีอัตราการเติบโตสูงกว่า
สภาวะมิกโซโทรฟิค (P≤0.05) รวมถึงผลผลิตมวลชีวภาพไดอะตอมที่เพาะเลี้ยงแบบสภาวะออโตโทร
ฟิคมีค่าสูงกว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในสภาวะมิกโซโทรฟิค (P≤0.05) ประมาณ 2.2 เท่า (ตำรำงท่ี 2.5) 
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ภำพที่ 2.7 ความหนาแน่นเซลล์ของไดอะตอม Nitzschia sp. BUU1501 ภายใต้สภาวะการ
เพาะเลี้ยงที่แตกต่างกัน  
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ตำรำงท่ี 2.5 อัตราการเติบโตจ าเพาะ ความหนาแน่นเซลล์สูงสุดและผลผลิตมวลชีวภาพของสาหร่าย 
Nitzschia sp. BUU1501 ที่เติบโตในสภาวะแบบออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิค ในขวดแล้วปริมาตร 
2 ลิตร 
 

สภำวะกำร
เพำะเลี้ยง 

อัตรำกำรเติบโต
จ ำเพำะ (ต่อวัน) 

ควำมหนำแน่นเซลล์สูงสุด 
(x104 cells/mL) 

ผลผลิตมวลชีวภำพ
(x107 cells/L/day) 

Autotrophic  0.57 ± 0.07a 792.50 ± 10.60a 451.73 ± 29.15a 
Mixotrophic  0.47 ± 0.04a 435.12 ± 22.32b 204.51 ± 11.18b 

หมำยเหตุ : ตัวอักษรที่แตกต่างกันของข้อมูลในแนวตั้งแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (P≤0.05) 
 
 เมื่อวิเคราะห์ปริมาณไขมันในไดอะตอมสุดท้ายของการเลี้ยง พบว่าไดอะตอม Nitzschia 
BUUC1501 ที่เพาะเลี้ยงแบบมิกโซโทรฟิคมีไขมัน 26.73±1.02% ของน้ าหนักแห้ง ซึ่งสูงกว่าอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับเซลล์ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิคที่มีปริมาณ 18.83±0.58 
เปอร์เซ็นของน้ าหนักแห้ง (P≤0.05)  

จากตำรำงที่ 2.6 แสดงให้เห็นว่าไดอะตอมที่เพาะเลี้ยงในสภาวะออโตโทรฟิคและมิกโซโทร
ฟิคมีปริมาณกรดไขมันอ่ิมตัว (saturated fatty acids, SFAs) 72.56 และ 71.41% ของกรดไขมัน
ทั้งหมด ซึ่งสูงกว่ากรดไขมันไม่อ่ิมตัว (unsaturated fatty acid) และไดอะตอม Nitzschai 
BUUC1501 มี palmitic acid (16:0) สูงกว่ากรดไขมันอ่ิมตัวชนิดอ่ืน  การเพาะเลี้ยงในสภาวะมิกโซ
โทรฟิคมีชนิดและปริมาณรวมของกรดไขมันเชิงเดี่ยว (monounsaturated fatty acids, MUFAs) สูง
กว่าสภาวะออโตโทรฟิค (P≤0.05) และพบว่า EPA (20:5n3) จะมีเฉพาะในเซลล์ที่เพาะเลี้ยงภายใต้
สภาวะออโตโทรฟิคเท่านั้น ซึ่ง EPA เท่านั้น (ภำพที่ 2.8) 
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ตำรำงที่ 2.6 องค์ประกอบกรดไขมัน (เปอร์เซ็นของกรดไขมันในกรดไขมันทั้งหมด) ใน Nitzschia 
BUUC1501 ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะที่แตกต่างกัน  โดยอักษรที่แตกต่างกันของข้อมูลในแนวนอน
แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P≤0.05)  

Fatty acid Autotrophic growth Mixotrophic growth 
Saturated fatty acid  

  13:0 (Tridecylic acid) 6.55±0.36a  20.88±0.75b 
14:0 (Myristic acid) 7.90±0.52b 3.67±0.05a  
15:0 (Pentadecanoic acid) 7.78±0.66b 5.05±0.17a 
16:0 (Palmitic acid) 33.00±2.38b 26.78±0.43a 
18:0 (Stearic acid) 17.33±0.98a 15.03±0.22a 
Monounsaturated fatty acid 

  16:1 (Palmitoleic acid) 20.97±1.50b 13.36±0.11a 
18:1n9c (Oleic acid) 2.09±3.61a 7.79±0.12a 
18:1n9t (Elaidic acid) ND 7.45±0.28 
Polyunsaturated fatty acid 

  20:5n3 (Eicosapentaenoic 
acid) 4.38±3.82 ND 
SFAs 72.56±4.90a 71.41±0.32a 
MUFAs 23.06±2.11a 28.59±0.17b 
PUFAs 4.38±3.82 ND 

หมำยเหตุ: ND คือ ไม่สามารถตรวจวัดได้ 
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A 
 

 
B 
ภำพที่ 2.8 โครมาโตแกรมแสดงองค์ประกอบกรดไขมันของสาหร่าย Nitzschia BUUC1501 ที่
เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค (A) และมิกโซโทรฟิค B) 

 
สำหร่ำย Amphora coffeaeformis BUUC1601 ภำยใต้สภำวะออโตโทรฟิคและมิกโซ

โทรฟิค  
สาหร่าย A. coffeaeformis BUUC1601 ในสภาวะการเลี้ยงแบบออโตโทรฟิคและมิกโซโทร

ฟิคในถังเลี้ยงปริมาตร 2 ลิตร มีการเติบโตและผลผลิตมวลชีวภาพที่ใกล้เคียงกัน (ภำพที่ 2.9 และ 
ตำรำงท่ี 2.7) 
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ภำพที่ 2.9 การเติบโตของสาหร่าย A. coffeaeformis BUUC1601 ในสภาวะการเลี้ยงแบบ 
ออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิคในถังเลี้ยงปริมาตร 2 ลิตร 
 
ตำรำงที่ 2.7 การเปรียบเทียบอัตราการเติบโตจ าเพาะ ความหนาแน่นเซลล์สูงสุดและผลผลิตมวล
ชีวภาพของ A. coffeaeformis BUUC1601 ที่เพาะเลี้ยงขยายปริมาตรเป็น 2 ลิตร ตัวอักษรที่
แตกต่างกันของข้อมูลตามแนวตั้ง แสดงว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05) 
สภำวะ 
กำรเพำะเลี้ยง  

อัตรำกำรเติบโต
จ ำเพำะ (ต่อวัน) 

ควำมหนำแน่นเซลล์สูงสุด 
(×104 เซลล์/มิลลิลิตร) 

ผลผลิตมวลชีวภำพ 
(×107 เซลล์/ลิตร/วัน) 

Autotrophic 0.34±0.01a 605.56±15.89a 84.38±3.85a 
Mixotrophic 0.34±0.01a 543.75±40.91a 79.92±9.56a 
หมำยเหตุ : ตัวอักษรที่แตกต่างกันของข้อมูลในแนวตั้งแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (P≤0.05)  
 
 สาหร่าย A. coffeaeformis BUUC1601 ที่เลี้ยงในสภาวะออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิค มี
ไขมัน 23.72±1.52 และ 22.13±1.78 เปอร์เซ็นในน้ าหนักแห้ง และมีองค์ประกอบกรดไขมันดังแสดง
ในภำพที่ 2.10 และตำรำงท่ี 2.8 ที่พบว่ากรดไขมันที่พบในเซลล์ทั้งที่เลี้ยงในสภาวะออโตโทรฟิคและ
มิกโซโทรฟิค คือ Caproic acid, Caprylic acid, Capric acid, Lauric acid, Tridecylic acid, 
Myristic acid, Pentadecylic acid, Palmitic acid, Stearic acid, Palmitoleic acid และ Oleic 
acid ส่วนกรดไขมันไม่อ่ิมตัวบางชนิด คือ Heptadecenoic acid, Linoleic acid, Eicosatrienoic 
acid และ Eicosapentaenoic acid จะพบเฉพาะในเซลล์ที่เติบโตในสภาวะออโทโทรฟิคเท่านั้น ทั้งนี้
สัดส่วนของกรดไขมันอ่ิมตัวต่อกรดไขมันไม่อ่ิมตัวในเซลล์ที่เลี้ยงด้วยสภาวะมิกโซโทรฟิคมีค่าสูงกว่า
สภาวะออโตโทรฟิค 
 



 

22 
 

ตำรำงที่ 2.8 องค์ประกอบกรดไขมัน (เปอร์เซ็นของกรดไขมันในกรดไขมันทั้งหมด) ใน  A. 
coffeaeformis BUUC1601 ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะที่แตกต่างกัน  โดยอักษรที่แตกต่างกันของ
ข้อมูลในแนวนอนแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P≤0.05) 
Fatty acid Autotrophic growth Mixotrophic growth 
Satturated fatty acid 

  6:0 (Caproic acid) 1.35±0.15a 3.56±0.04b 

8:0 (Caprylic acid) 3.40±1.67a 15.05±0.16b 

10:0 (Capric acid) 4.10±0.23a 10.47±1.14b 

12:0 (Lauric acid) 2.32±0.18a 6.23±0.07b 

13:0 (Tridecylic acid) 21.47±4.69a 25.80±2.28a 

14:0 (Myristic acid) 7.97±0.77b 1.96±0.55a 

15:0 (Pentadecylic acid) 1.28±0.13a 2.78±0.20b 

16:0 (Palmitic acid) 19.52±0.99a 17.31±4.68a 

18:0 (Stearic acid) 2.80±0.24a 9.87±2.67b 
Monounsaturated fatty acid 

  16:1 (Palmitoleic acid) 26.95±4.48b 3.84±1.53a 

17:1 (Heptadecenoic acid) 1.51±0.21 ND 
18:1n9c (Oleic acid) 1.10±0.17a 3.14±0.83b 
Polyunsatured fatty acid 

  18:2n6c (Linoleic acid) 0.96±0.14 ND 
20:3n3 (Eicosatrienoic acid) 1.28±0.19 ND 
20:5n3 (Eicosapentaenoic 
acid) 5.12±0.78 ND 
SFAs 61.42 83.15 
MUFAs 29.57 6.98 
PUFAs 7.37 ND 



 

23 
 

 
A 
 

 
B 
ภำพที่ 2.10 โครมาโตแกรมแสดงองค์ประกอบกรดไขมันของสาหร่าย A. coffeaeformis 
BUUC1601 ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค (A) และมิกโซโทรฟิค (B) 
 

สำหร่ำย A. subtropicsa  BUUC1502 
เมื่อท าการเพาะเลี้ยงสาหร่าย A. subtropicsa  BUUC1502  ในสภาวะออโตโทรฟิค เป็น

ระยะเวลา 15 วัน พบว่าสาหร่ายที่เลี้ยงแบบออโตโทรฟิคมีความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นเท่ากับ 
37.2x104  เซลล์ต่อมิลลิลิตร ให้ความหนาแน่นสูงสุดเท่ากับ 231.8x104  เซลล์ต่อมิลลิลิตร ในวันที่ 8 
ของการทดลอง ส่วนสาหร่าย Amphora sp. สายพันธุ์ BUUC 1502 ทีเ่ติบโตในสภาวะการเลี้ยงแบบ
มิกโซโทรฟิคมีความหนาแน่นเซลล์สูงสุด 1,590.4x104  เซลล์ต่อมิลลิลิตร ผลการทดลองแสดงในภำพ
ที่ 2.11  
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ภำพที่ 2.11 การเตบิโตของสาหร่าย A. subtropicsa BUUC 1502 ในสภาวะการเลี้ยงแบบออโตโทร
ฟิคและมิกโซโทรฟิคในถังเลี้ยงปริมาตร 2 ลิตร 

 
 ตำรำงที่ 2.9 พบว่าสาหร่าย A. subtropicsa BUUC 1502 สามารถเติบโตได้ดีที่สุดใน
สภาวะมิกโซโทรฟิค ซึ่งสูงกว่าสภาวะออโตโทรฟิคอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P≤0.05) โดยมีค่า
มากกว่า ถึง 12 เท่า และอัตราการเติบโตจ าเพาะของเซลล์ที่เลี้ยงในสภาวะมิกโซโทรฟิค เท่ากับ 
0.74±0.04 ต่อวัน และสูงกว่าสภาวะออโตโทรฟิคย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P≤0.05) เช่นเดียวกับ
ผลผลิตมวลชีวภาพที่ได้จากสภาวะการเลี้ยงแบบมิกโซโทรฟิค ที่ให้ผลผลิตมวลชี วภาพสูงถึง 
196.03x107 เซลล์ต่อลิตรต่อวัน ซึ่งมีค่ามากกว่าสภาวะออโตโทฟิค (P≤0.05) ถึง 8.06 เท่า  
 
ตำรำงท่ี 2.9 ความหนาแน่นเซลล์สูงสุด อัตราการเติบโตจ าเพาะ  ผลผลิตมวลชีวภาพและเปอร์เซ็นต์
น้ าหนักแห้งของสาหร่าย A. subtropicsa BUUC 1502 ที่เติบโตในสภาวะแบบออโตโทรฟิคและ มิก
โซโทรฟิค ในขวดแล้วปริมาตร 2 ลิตร 
สภำวะกำร
เพำะเลี้ยง 

ควำมหนำแน่นเซลล์สูงสุด 
(x104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 

อัตรำกำรเติบโต
จ ำเพำะ (ต่อวัน) 

ผลผลิตมวลชีวภำพ           
(x107 เซลล์ต่อลิตรต่อวัน) 

Autotrophic 231.8 ±2.57a 0.28±0.02a 
24.33±0.19a 

Mixotrophic 1590.4±3.28b 0.74±0.04b 196.03±0.08b 

หมำยเหตุ : ตัวอักษรที่แตกต่างกันของข้อมูลในแนวตั้งแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (P≤0.05) 

 
สาหร่าย A. subtropicsa ที่เลี้ยงในสภาวะมิกโซโทรฟิคมีไขมัน 18.97±3.38 เปอร์เซ็นต์ใน

น้ าหนักแห้งสาหร่าย ซึ่งสูงกว่าเซลล์ที่เลี้ยงในสภาวะออโตโทรฟิค (12.35±0.69 เปอร์เซ็นต์ในน้ าหนัก
แห้งสาหร่าย) กรดไขมันของสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงในทั้ง 2 สภาวะมีชนิดกรดไขมันชนิดเด่นที่คล้ายคลึง
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กัน (ตำรำงท่ี 2.10 และ ภำพที่ 2.12) แต่ Myristoleic acid พบเฉพาะเซลล์ที่เลี้ยงด้วยสภาวะออโต
โทรฟิค และไม่พบกรดไขมันไม่อ่ิมเชิงซ้อน แตพ่บกรดไขมันอิ่มตัวสูงกว่ากรดไขมันไม่อ่ิมตัว  
 
ตำรำงที่ 2.10 องค์ประกอบกรดไขมัน (เปอร์เซ็นของกรดไขมันในกรดไขมันทั้งหมด) ของไดอะตอม 
A. subtropicsa BUUC1502 ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะที่แตกต่างกัน  โดยอักษรที่แตกต่างกันของ
ข้อมูลในแนวนอนแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P≤0.05) 

Fatty acid 
Autotrophic 

growth Mixotrophic growth 
Saturated fatty acid  

  6:0 (Caproic acid) 6.56±2.37b 3.34±0.10a 
8:0 (Caprylic acid) 7.53±2.61a 7.22±0.08a 
10:0 (Capric acid) 4.70±1.63a 5.22±0.02a 
12:0 (Lauric acid) 2.17±0.76a 2.50±0.04a 
13:0 (Tridecylic acid) 56.38±19.58a 58.67±3.40a 
14:0 (Myristic acid) 0.82±0.28a 0.82±0.10a 
15:0 (Pentadecylic acid) 1.36±0.52a 2.41±0.69a 
16:0 (Palmitic acid) 9.84±3.47a 9.72±0.19a 
18:0 (Stearic acid) 5.60±2.01a 4.60±0.11a 
Monounsaturated fatty acid 

  14:1 (Myristoleic acid) 1.27±0.57 ND 
16:1 (Palmitoleic acid) 1.49±0.53a 2.05±0.25a 
18:1n9c (Oleic acid) 2.29±0.82a 3.46±0.45a 
SFAs 94.95 94.49 
MUFAs 5.05 5.51 
PUFAs ND ND 
หมำยเหตุ: ND คือ ไม่สามารถตรวจวัดได้ 
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A 

 

 
B 
ภำพที่ 2.12 โครมาโตแกรมแสดงองค์ประกอบกรดไขมันของสาหร่าย A. subtropicsa BUUC1502 
ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค (A) และมิกโซโทรฟิค (B) 
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สำหร่ำย Chlorella protothecoides BUUC1602 
จากการทดลองเลี้ยงสาหร่าย C. protothecoides BUUC1602 ภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค

และมิกโซโทรฟิค พบว่าการเพาะเลี้ยงในสภาวะออโตโทรฟิคมีการเติบโตได้ดีกว่าสภาวะมิกโซโทรฟิค 
(ภาพที่ 2.13) เมื่อเปรียบเทียบการเติบโตของสาหร่าย C. protothecoides ในสภาวะออโตโทรฟิค
และมิกโซโทรฟิคที่น ามาเพาะเลี้ยงภายในขวด 2 ลิตร เป็นเวลา 9 วัน ดังตำรำงที่ 2.11 พบว่าเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในสภาวะออโตโทรฟิคมีความหนาแน่นเซลล์สูงสุดและผลผลิตมวลชีวภาพได้สูงกว่าเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในสภาวะมิกโซโทรฟิค (p≤0.05) ถึง 1.9 และ 6.9 เท่า ตามล าดับ 
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ภำพที่ 2.13 การเติบโตของสาหร่าย C. protothecoides BUUC1602  ในสภาวะออโตโทรฟิคและ
มิกโซโทรฟิค ที่เลี้ยงในขวดแก้วขนาด 2 ลิตร 
 
ตำรำงท่ี 2.11 การเปรียบเทียบอัตราการเติบโตจ าเพาะ ความหนาแน่นเซลล์สูงสุดและผลผลิตมวล
ชีวภาพของ C. protothecoides BUUC1602 ที่เพาะเลี้ยงขยายปริมาตรเป็น 2 ลิตร ตัวอักษรที่
แตกต่างกันของข้อมูลตามแนวตั้ง แสดงว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05) 
สภำวะกำรเพำะเลี้ยง  อัตรำกำรเติบโต

จ ำเพำะ (ต่อวัน) 
ควำมหนำแน่นเซลล์สูงสุด 
(×104 เซลล์/มิลลิลิตร) 

ผลผลิตมวลชีวภำพ 
(×107 เซลล์/ลิตร/

วัน) 
Autotrophic 0.56±0.075a 1,342.5±31.81a 781.80±23.86a 
Mixotrophic 0.16±0.065b 705.42±20.0b 112.86±22.22b 
หมำยเหตุ : ตัวอักษรที่แตกต่างกันของข้อมูลในแนวตั้งแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (P≤0.05) 
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 การเพาะเลี้ยงสาหร่าย C. protothecoides ภายใต้สภาวะออโตโทรฟิคส่งเสริมให้เซลล์
สะสมไขมันได้ดีกว่าสภาวะมิกโซโทรฟิค โดยมีปริมาณไขมันเท่ากับ 9.51±0.11 และ 4.53±1.21 เปอร์
เซ็นในน้ าหนักแห้ง ตามล าดับ ตำรำงที่ 2.12 แสดงให้เห็นว่าเซลล์ที่เลี้ยงในสภาวะมิกโซโทรฟิคมีการ
สะสมกรดไขมันไม่อ่ิมตัวได้ดีกว่าเซลล์ที่เลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค แต่มีกรดไขมันไม่อ่ิมตัวหลาย
ชนิดที่พบเฉพาะในสภาวะออโตโรทฟิคเท่านั้น คือ 20:2, 20:4n6 และ 22:2 
 
ตำรำงที่ 2.12 องค์ประกอบกรดไขมัน (เปอร์เซ็นของกรดไขมันในกรดไขมันทั้งหมด) ของไดอะตอม 
C. protothecoides ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะที่แตกต่างกัน  โดยอักษรที่แตกต่างกันของข้อมูลใน
แนวนอนแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P≤0.05) 
Fatty acid Autotrophic growth Mixotrophic growth 
Saturated fatty acid   
12:0 0.40± 0.02a 1.19±0.38b 

13:0 55.68±0.32b 19.16±14.87a 

14:0 0.72±0.03a 2.92±0.56b 

15:0 0.59±0.12a 4.81±0.91b 

16:0 14.14±0.10b 5.37±1.06a 

17:0 1.52±0.10a 2.54±0.49b 

18:0 3.83±0.03a 7.24±1.39b 

23:0 0.53±0.10 ND 
Monounsaturated fatty acid   
14:1 0.62±0.05a 4.81±0.93b 

16:1 ND 2.13±0.40 

17:1 2.17±0.01a 7.24±1.43b 

18:1n9c 2.92±0.04a 7.57±1.42b 

18:1n9t 0.71±0.16a 5.60±1.12b 
Polyunsaturated fatty acid 

  18:2n6c 10.35±0.05a 24.65±4.79b 

18:3n3 3.36±0.04a 4.76±0.74a 

20:2 1.01±0.10 ND 
20:4n6 0.70±0.09 ND 
22:2 0.76±0.05 ND 
SFAs 77.41 43.23 
MUFAs 6.42 25.23 
PUFAs 16.17 4.76 
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A 

  
B 
ภำพที่ 2.14 โครมาโตแกรมแสดงองค์ประกอบกรดไขมันของ C. protothecoides BUUC1602 ที่
เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค (A) และมิกโซโทรฟิค (B) 

 
2.2.3 ผลกำรเพำะเลี้ยงสำหร่ำยแบบต่อเนื่อง  
สำหร่ำย Nitzschia sp. BUUC1501 

การเติบโตของสาหร่าย Nitzschia sp. BUUC1501 (ภำพที่ 2.15) ที่เพาะเลี้ยง
แบบต่อเนื่องเป็นระยะเวลา 41 วัน โดยได้เลี้ยงแบบแบทช์ก่อนเป็นเวลา 4 วัน ซึ่งสาหร่ายมีความ
หนาแน่นเซลล์ 201.39 x10 4 เซลล์ต่อมิลลิลิตร จากนั้นในวันที่ 5-14 ของการเลี้ยง ได้ปรับเป็นการ
เพาะเลี้ยงแบบต่อเนื่องโดยมีการเติมอาหารเข้าสู่ขวดเพาะเลี้ยงสาหร่ายด้วยอัตราการเจือจางเฉลี่ย 
0.22 ± 0.02 ต่อวัน พบว่ามีความหนาแน่นเซลล์เฉลี่ยเท่ากับ 183.92 x10 4 เซลล์ต่อมิลลิลิตร  
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เมื่อเพ่ิมอัตราการเจือจางขึ้นเป็น 0.40 ± 0.02 ต่อวัน ในระหว่างวันที่ 15-24 ของ
การเลี้ยง พบว่าสาหร่ายมีความหนาแน่นเฉลี่ยเท่ากับ 141.75 x10 4 เซลล์ต่อมิลลิลิตร หลังจากนั้นใน
วันที่ 25-41 ของการเลี้ยง การเพ่ิมอัตราการเจือจางขึ้นอีกเป็น 0.58 ± 0.08 ต่อวัน สาหร่ายมีความ
หนาแน่น 150.00 x10 4 เซลล์ต่อมิลลิลิตร  

ณ อัตราการเจือจางขึ้นเป็น 1.28±0.27 ต่อวัน มีความหนาแน่นเซลล์เท่ากับ 37.73  
x10 4 เซลล์ต่อมิลลิลิตร โดยเมื่อเพ่ิมอัตราการเจือจางแสดงให้เห็นว่าความหนาแน่นเซลล์มีแนวโน้ม
ลดลงดังแสดงในภาพที่ 2.16 เมื่อค านวณผลผลิตเซลล์ที่อัตราการเจือจาง 0.22, 0.40, 0.58 และ 
1.28 ต่อวัน มีผลผลิตเท่ากับ 40.74, 57.14, 87.15 และ 48.35 x107 เซลล์ต่อลิตรต่อวัน ตามล าดับ 
โดยที่อัตราการเจือจาง 0.58 ต่อวัน สามารถให้ผลผลิตมวลชีวภาพสาหร่ายได้สูงที่สุด แสดงให้เห็นว่า
อัตราการเจือจาง 0.58 ต่อวัน เหมาะสมส าหรับการเพาะเลี้ยงสาหร่าย Nitzschia sp. BUUC1501 
แบบต่อเนื่อง การเติบโตของสาหร่าย Nitzschia sp. BUUC1501 (ภำพที่ 2.16) 
 

 
ภำพที่ 2.15 การเติบโตของ Nitzschia sp. BUUC1501 ในระบบการเลี้ยงแบบต่อเนื่องในขวดขนาด 
2 ลิตร 
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ภำพที่ 2.16 ความสัมพันธ์ระหว่างอัตราการเจือจางและความหนาแน่นเซลล์สาหร่าย Nitzschia sp. 
BUUC1501  
 

สำหร่ำย Amphora coffeaeformis BUUC1601  
เมื่อเลี้ยงสาหร่ายด้วยระบบการเลี้ยงแบบต่อเนื่องในถังปฏิกรณ์ขนาด 2 ลิตร โดย

เลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค ที่มีการให้อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรกิลลาร์ด F/2 ตลอดเวลาด้วยเครื่องปั๊ม
แบบรีดสาย โดยท าการเลี้ยงเป็นระยะเวลา 50 วัน  

เริ่มต้นด้วยระบบการเลี้ยงแบบแบทช์ตั้งแต่วันที่ 0-2 ของการเลี้ยง เมื่อสาหร่ายมี
การเติบโตสูงที่สุดหรือเข้าสู่ระยะเติบโตแบบทวีคูณแล้วจึงท าการเลี้ยงแบบต่อเนื่อง (ภำพที่ 2.17) 
โดยวันที่ 3-10 ของการเลี้ยง จะปรับอัตราการเจือจางเท่ากับ 0.17 ต่อวัน พบว่าสาหร่ายมีความ
หนาแน่นเซลล์เพ่ิมขึ้น โดยมีความหนาแน่นเซลล์เฉลี่ย 186.21 x 104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ผลผลิตเซลล์ 
31.19 x 107 เซลล์ต่อลิตรต่อวัน และในวันที่ 11-22 ของการเลี้ยงได้เพ่ิมอัตราการเจือจางเป็น 0.44 
ต่อวัน พบว่าสาหร่ายมีความหนาแน่นเซลล์ลดลง โดยมีความหนาแน่นเซลล์เฉลี่ย 117.44 x 104 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร ผลผลิตเซลล์ 51.33 x 107 เซลล์ต่อลิตรต่อวัน ในวันที่ 23-29 ของการเลี้ยงได้ปรับอัตรา
การเจือจางเป็น 0.62 ต่อวัน พบว่าสาหร่ายมีความหนาแน่นเซลล์ลดลงมาก โดยมีความหนาแน่นเซลล์
เฉลี่ย 54.57 x 104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ผลผลิตเซลล์ 33.90 x 107  เซลล์ต่อลิตรต่อวัน และเมื่อเพ่ิม
อัตราการเจือจางให้สูงขึ้นเป็น 0.83 ต่อวัน ในวันที่ 30-35 ของการเลี้ยง พบว่าความหนาแน่นเซลล์
ใกล้เคียงกัน โดยมีความหนาแน่นเซลล์เฉลี่ย 49.17 x 104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ผลผลิตเซลล์ 40.69 x 
107 เซลล์ต่อลิตรต่อวัน  

หลังจากนั้นในวันที่ 36-50 ได้เพ่ิมอัตราการเจือจางเป็น 1.27 ต่อวัน พบว่าความ
หนาแน่นเซลล์ยังคงใกล้เคียงกัน โดยมีความหนาแน่นเซลล์เฉลี่ย 57.39 x 104 เซลล์ต่อมิลิลิตร ได้
ผลผลิตเซลล์ 73.00 x 107 เซลล์ต่อลิตรต่อวัน ดังในภำพที่ 2.18 และเมื่อหาความสัมพันธ์ระหว่าง
ความหนาแน่นเซลล์และอัตราการเจือจางพบว่าเมื่อเพ่ิมอัตราการเจือจางขึ้นความหนาแน่นเซลล์มี
แนวโน้มลดลง ดังภำพที่ 2.18 

 

ภำพที่ 2.17 การเติบโตของ A. coffeaeformis BUUC1601 ในระบบการเลี้ยงแบบต่อเนื่องในขวด 
ขนาด 2 ลิตร 
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ภำพที่ 2.18 ความสัมพันธ์ระหว่างอัตราการเจือจางและความหนาแน่นเซลล์สาหร่าย  
A. coffeaeformis BUUC1601 
 

สำหร่ำย A. subtropica BUUC1502 
ก่อนเริ่มการเลี้ยงแบบต่อเนื่องสาหร่ายมีความหนาแน่นเซลล์เฉลี่ย 82.95 x104 

เซลล์ต่อมิลลิลิตร เมื่อเริ่มเลี้ยงด้วยอัตราการเจือจาง 0.21 ต่อวัน ได้ความหนาแน่นเซลล์เฉลี่ย 95.23 
x104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร หลังจากนั้นท าการปรับอัตราการเจือจางขึ้นเป็น 0.38, 0.51, 0.63, 0.89, 
0.98 และ 1.12 ต่อวัน พบว่าแนวโน้มความหนาแน่นเซลล์ไดอะตอมแสดงได้ดังภำพที่ 1.19 ซึ่งการ
เพ่ิมอัตราการเจือจางส่งผลให้ความหนาแน่นเซลล์เฉลี่ยมีค่าใกล้เคียงกัน (P≥0.05) ในขณะที่ปริมาณ
ผลผลิตเซลล์ที่ได้กลับพบว่าหากเพาะเลี้ยงไดอะตอมด้วยอัตราการเจือจางต่ า (0.21 ต่อวัน) พบว่า
ผลผลิตเซลล์ต่ าที่สุด (P≤0.05)  

เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยอัตราการเจือจางที่ 0.38-0.98 ต่อวัน พบว่าผลผลิตเซลล์มี
ค่าใกล้เคียงกัน (P≥0.05) และเม่ือเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยอัตราการเจือจาง 1.12 ต่อวัน มีปริมาณผลผลิต
เซลล์เท่ากับ 105.20x107 เซลล์ต่อลิตรต่อวัน ซึ่งสูงกว่าการเพาะเลี้ยงไดอะตอมด้วยอัตราการเจือจาง
อ่ืนๆ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P≤0.05)  อย่างไรก็ตาม  จากการทดลองครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าอัตรา
การเจือจางที่เหมาะสมกับการเลี้ยงไดอะตอม A. subtropica BUUC1502 แบบต่อเนื่อง คือ 1.12 
ต่อวัน รวมถึงสามารถเลี้ยงได้เป็นระยะเวลานาน ซึ่งจากการศึกษาครั้งนี้สามารถเลี้ยงไดอะตอม A. 
subtropica BUUC1502 ต่อเนื่องได้นานถึง 90 วัน 
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ภำพที่ 2.19 การเติบโตของไดอะตอม A. subtropica BUUC1502 ในขวดปริมาตร 2 ลิตรภายใต้
สภาวะการเลี้ยงแบบต่อเนื่องโดยปรับอัตราการเจือจางระหว่าง 0.21-1.12 ต่อวัน 
 

สำหร่ำย C. protothecoides  
เมื่อการเลี้ยงสาหร่ายแบบต่อเนื่องขวดแก้วปริมาตรขนาด 2 ลิตร โดยมีการให้

อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรกิลลาร์ด F/2 ตลอดเวลาด้วยเครื่องปั้มแบบรีดสาย ท าการเลี้ยงเป็นระยะเวลา 39 
วัน เริ่มด้วยระบบการเลี้ยงแบบแบทช์ตั้งแต่วันที่ 0-2 ของการเลี้ยง เมื่อสาหร่ายมีการเติบโตสูงสุดหรือ
เข้าสู่ระยะการเติบโตแบบทวีคูณ จึงเริ่มท าการเลี้ยงแบบต่อเนื่องในวันที่ 3 ของการ โดยในวันที่ 3-16 
ของการเลี้ยง ท าการเลี้ยงด้วยอัตราการเจือจางเฉลี่ย 0.20 ± 0.06 ต่อวัน มีความหนาแน่นเซลล์
เพ่ิมข้ึน เท่ากับ 399.54 × 104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ผลผลิตเซลล์เท่ากับ 198.34 × 107 เซลล์ต่อลิตรต่อ
วัน  

ในวันที่ 17-25 ของการเลี้ยงได้เพ่ิมอัตราการเจือจางเป็น 0.33 ± 0.04 ต่อวัน พบว่า
สาหร่ายมีความหนาแน่นเซลล์ลดลง โดยมีความหนาแน่นเซลล์เฉลี่ย 851.42 × 104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
ผลผลิตเซลล์ 285.19 × 107 เซลล์ต่อลิตรต่อวัน ในวันที่ 26-35 ของการเลี้ยง ได้ปรับอัตราการเจือ
จางเป็น 0.48 ± 0.05 ต่อวัน พบว่าสาหร่ายมีความหนาแน่นเซลล์ลดลง โดยมีความหนาแน่นเซลล์
เฉลี่ย 498.08 × 104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ผลผลิตเซลล์ 238.00 × 107เซลล์ต่อลิตรต่อวัน และเมื่อเพ่ิม
อัตราการเจือจางให้สูงขึ้นเป็น 0.73 ± 0.06 ต่อวัน ในวันที่ 36-39 ของการเลี้ยง พบว่าความหนาแน่น
เซลล์เฉลี่ย 252.78 ± 9.27 × 104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ผลผลิตเซลล์ 183.81 × 107 เซลล์ต่อลิตรต่อวัน 
ดังภำพที่ 2.20 
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ภำพที่ 2.20 การเติบโตของสาหร่าย C. protothecoides ที่เพาะเลี้ยงในระบบแบบต่อเนื่อง ปริมาตร
ขนาด 2 ลิตร 
 

2.2.4 ผลกำรเพำะเลี้ยงสำหร่ำยแบบแบตช์ในถังปฏิกรณ์ชีวภำพ 50 ลิตร ภำยใต้สภำวะ
ออโตโทรฟิค  
 สำหร่ำย C. protothecoides 
 เมื่อท าการขยายปริมาตรการเลี้ยงสาหร่าย C. protothecoides ในสภาวะออโตโทรฟิค ถัง
ปฏิกรณ์ปริมาตรขนาด 50 ลิตร นอกห้องปฏิบัติการที่ไม่มีการควบคุมอุณหภูมิ โดยท าการเพาะเลี้ยง
เป็นระยะเวลา 11 วัน ภำพที่ 2.21 พบว่าสาหร่าย C. protothecoides มีความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น
เฉลี่ยเท่ากับ 58.61 × 104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร มีการเพ่ิมจ านวนขึ้นจนมีความหนาแน่นเซลล์เฉลี่ยสูงสุด
ในวันที่ 8 ของการเพาะเลี้ยง เท่ากับ 1013.33 × 104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และค านวณอัตราการเติบโต
จ าเพาะในวันที่ 0 ถึง 1 ของการเพาะเลี้ยง เท่ากับ 0.60 ต่อวัน  
 

 
ภำพที่ 2.21 การเติบโตของสาหร่าย C. protothecoides ที่เพาะเลี้ยงในระบบแบบแบตช์ในถัง
ปฏิกรณ์ปริมาตร 50 ลิตร 
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 C. protothecoides มีปริมาณไขมัน 9.39 เปอรเ์ซ็นของน้ าหนักแห้ง และภำพที่ 2.22 
แสดงให้เห็นองค์ประกอบกรดไขมันของสาหร่าย C. protothecoides ที่พบว่าเซลล์ที่เลี้ยงในถัง 50 
ลิตร ภายใต้สภาวะออโตโทรฟิคให้กรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูงกว่ากรดไขมันอ่ิมตัว โดยพบว่ามีกรดไขมันไม่
อ่ิมตัวชนิด 18:1n9 และ 18:2n6 เป็นชนิดเด่นที่สะสมในปริมาณสูง (ตำรำงท่ี 2.13) 

 
ตำรำงที่ 2.13 องค์ประกอบกรดไขมัน (เปอร์เซ็นของกรดไขมันในกรดไขมันทั้งหมด) ของ C. 
protothecoides ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิคในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 50 ลิตร   

Fatty acid %in total fatty acids 
Saturated fatty acid  
10:0 0.46±0.03 

12:0 0.76± 0.02 

13:0 9.08±7.28 

14:0 0.55±0.05 

15:0 0.63±0.10 

16:0 22.12±1.80 

17:0 1.40±0.06 

18:0 5.31±0.59 

20:0 1.68±0.16 
Monounsaturated fatty acid 

 16:1 1.57±0.10 

17:1 0.91±0.38 

18:1n9c 18.35±1.85 

18:1n9t 2.36±0.20 
Polyunsaturated fatty acid 

 18:2n6c 31.34±3.08 

18:3n3 3.88±0.35 
SFAs 41.98 
MUFAs 23.21 
PUFAs 35.21 
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ภำพที่ 2.22 โครมาโตแกรมแสดงองค์ประกอบกรดไขมันของ C. protothecoides BUUC1602 ที่
เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค 
 
 สำหร่ำย A. coffeaeformis 
 จากการขยายปริมตรการเลี้ยง A. coffeaeformis ในถังปฏิกรณ์ขนาด 50 ลิตร พบว่า
ภายใน 3 วัน จะมีเซลล์สูงสุด 87.88x104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร โดยมีอัตราการเติบโตจ าเพาะเท่ากับ 
1.59 ต่อวัน  (ภำพที่ 2.23) และไดอะตอมมีไขมันสะสมถึง 16.70 เปอร์เซ็น เมื่อวิเคราะห์
องค์ประกอบกรดไขมันพบว่าไดอะตอมมีกรดไขมันไม่อ่ิมตัวเชิงซ้อนหลายชนิด คือ 18:2n6c, 
18:2n6t, 18:3n3, 20:2, 20:5n3 และ 22:2 อย่างไรก็ตาม ไดอะตอมชนิดนี้มีปริมาณกรดไขมันอ่ิมตัว
สูงกว่ากรดไขมันไม่อ่ิมตัว (ภำพที่ 2.24 และตำรำงที่ 2.14) 



 

37 
 

0

20

40

60

80

100

120

140

0 1 2 3 4 5 6 7

Ce
ll 

de
ns

ity
 (x

10
e4

 c
el

ls/
m

L)

Time(days)
 

ภำพที่ 2.23 การเติบโตของสาหร่าย A. coffeaeformis ที่เพาะเลี้ยงในระบบแบบแบตช์ในถัง
ปฏิกรณ์ปริมาตร 50 ลิตร 

 

 
 

ภำพที่ 2.24 โครมาโตแกรมแสดงองค์ประกอบกรดไขมันของ A. coffeaeformis ที่เพาะเลี้ยงภายใต้
สภาวะออโตโทรฟิค 
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ตำรำงที่ 2.14 องค์ประกอบกรดไขมัน (เปอร์เซ็นของกรดไขมันในกรดไขมันทั้งหมด) ของไดอะตอม 
A. coffeaeformis ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิคในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 50 ลิตร   

Fatty acid %in total fatty acids 
Saturated fatty acid  
10:0 0.89±0.49 
12:0 0.97± 0.14 
13:0 19.62±0.89 
14:0 7.94±0.10 
15:0 2.08±0.26 
16:0 23.47±0.08 
17:0 1.00±0.06 
18:0 2.94±0.11 
20:0 0.72±0.36 
24:0 0.62±0.09 
Monounsaturated fatty acid  
14:1 0.71±0.05 
16:1 25.63±0.19 
17:1 2.30±0.21 
18:1n9c 1.61±0.08 
18:1n9t 0.39±0.03 
24:1 0.21±0.01 
Polyunsaturated fatty acid 

 18:2n6c 1.31±0.03 
18:2n6t 0.59±0.04 
18:3n3 0.36±0.15 
20:2 0.50±0.14 
20:5n3 2.88±0.03 
22:2 3.81±0.16 
SFAs 60.27 
MUFAs 30.84 
PUFAs 9.45 
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3. อภิปรำยผล 
 

3.1 กำรเพำะเลี้ยงสำหร่ำยแบบแบตช์ (Batch culture) ในสภำวะออโตโทรฟิค มิกโซโทรฟิคและ
เฮเทอโรโทรฟิค 

จากการทดลองเลี้ยงสาหร่าย Nitzschia sp. BUUC1501, Amphora subtropicsa 
BUUC1502, Chlorella protothecoides BUUC1602 และ Amphora coffereformis ภายใต้
สภาวะออโตโทรฟิค มิกโซโทรฟิคและเฮเทอโรโทรฟิค พบว่าสาหร่าย Nitzschia sp. สายพันธุ์ 
BUUC1501,  C. protothecoides BUUC1602 และ A. coffereformis มีการเติบโตได้ดีเมื่อเลี้ยงใน
สภาวะออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิค ทั้งนี้เนื่องจากโดยปกติแล้วสาหร่ายจะมีการเติบโตโดยสร้าง
อาหารเองจากกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงและตรึงสารประกอบอนินทรีย์คาร์บอนผ่าน
กระบวนการ Calvin-Bensen cycle ซึ่งเป็นสภาวะการเติบโตแบบออโตโทรฟิค (autotrophic 
growth) นอกจากนี้ยังมีเซลล์เติบโตแบบภายใต้สภาวะที่มีแสงและมีแหล่งคาร์บอนที่เป็นสารอินทรีย์
ร่วมด้วย ซึ่งเป็นการเจริญเติบโตภายใต้สภาวะออโตโทรฟิคและเฮเทอโรโทรฟิค หรือเรียกว่ามิกโซโทร
ฟิค (mixotrophic growth) (Chen and Zhang, 1997) จึงพบว่าสาหร่ายดังกล่าวเติบโตได้ดี โดยใน
งานวิจัยนี้มีการเติมกลูโคสเพ่ือเป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานให้แก่สาหร่าย อาจกล่าวได้ว่าการที่
สาหร่ายเติบโตได้ดีในสภาวะมิกโซโทรฟิคเพราะมีการสร้างอาหารเองจากกระบวนการสังเคราะห์ด้วย
แสงและยังสามารถดูดซึมกลูโคสในอาหารเลี้ยงสาหร่ายไปใช้ในการเติบโตร่วมด้วย สาหร่าย C. 
protothecoides BUUC1602 เติบโตได้ดีมากเมื่อเลี้ยงในสภาวะมิกโทรฟิค ทั้งนี้เพราะในสภาวะมิก
โซโทรฟิคจะให้สารประกอบอินทรีย์ไนโตรเจนที่จากอาหารสูตร NB โดยมี (1) โปรตีน (protien) ที่มา
จาก Peptone และสารสกัดจากยีสต์ ซึ่งมีหน้าที่เร่งปฏิกิริยาชีวเคมีที่มีบทบาทเกี่ยวข้องกับ
กระบวนการเมแทบอลิซึม (2) กรดอะมิโน (amino acid) ที่ได้จาก Peptone และสารสกัดจากยีสต์ 
ซึ่งมีบทบาทในการกระตุ้นการแบ่งเซลล์แบบทวีคูณ และเร่งการขยายของขนาดเซลล์ (3) 
สารประกอบไนโตรเจนอ่ืนๆ เช่น ATP (adenosine triphosphate) ที่ได้จากการสังเคราะห์แสง ซึ่ง
เป็นแหล่งพลังงานให้กับสาหร่าย  (Liang et al., 2009) 

Nitzschia sp. BUUC1501, A. subtropicsa  BUUC1502, C. protothecoides 
BUUC1602 และ A. coffereformis สามารถเติบโตแบบเฮเทอโรโทรฟิค (heterotrophic growth) 
โดยการดูดซึม (assimilation) สารประกอบอินทรีย์คาร์บอนในที่มืด โดยเซลล์น าสารประกอบอินทรีย์
คาร์บอนไปใช้เป็นแหล่งพลังงานและแหล่งคาร์บอนได้ ทั้งนี้พบลักษณะการเจริญเติบโตแบบนี้ใน
สาหร่ายเพียงไม่ก่ีชนิดเท่านั้น และไดอะตอมท้องน้ าและสาหร่ายสีเขียว Chlorella เป็นหนึ่งในชนิดที่
สามารถเติบโตได้ในสภาวะเฮเทอโรโทรฟิค (Lowrey et al., 2015) แต่สาหร่ายทุกชนิดที่ใช้ในการ
วิจัยนี้มีการเติบโตได้ต่ าเมื่อเพาะเลี้ยงไดอะตอมในสภาวะแบบเฮเทอโรฟิค สาเหตุอาจเป็นเพราะเซลล์
สามารถเติบโตได้จากการดูดซึมสารอาหารไปใช้เท่านั้น ไม่สามารถสร้างอาหารได้เองจากกระบวนการ 
สังเคราะห์ด้วยแสง   อุปสรรคท่ีส าคัญคือราคาของแหล่งของอินทรีย์คาร์บอนสูง แต่ปัจจุบันจะเห็นว่า
มีแหล่งอินทรีย์คาร์บอนราคาถูกหลายชนิดที่สามารถน ามาใช้ในการเพาะเลี้ยงสาหร่ายได้ เช่น วัสดุ
ชีวภาพ ประเภทแป้งราคาถูกชนิดต่างๆ น้ าทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมเกษตรต่างๆ ที่มีส่วนประกอบ
ของน้ าตาลและวัสดุทางการเกษตร เช่น กากมันส าปะหลัง เป็นต้น (Lassing, 2010)   
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3.2 กำรขยำยปริมำตรกำรเพำะเลี้ยงสำหร่ำยแบบแบตช์ในสภำวะออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิค 
เนื่องจากสาหร่ายทุกชนิดที่ใช้ในการทดลองเติบโตได้ดีในสภาวะออโตโทรฟิคและมิกโซโทร

ฟิค แต่ไม่สามารถเติบโตได้ดีในสภาวะเฮเทอโรโทรฟิค ดังนั้นจึงขยายขนาดการเพาะเลี้ยงเป็น 2 ลิตร 
โดยทดลองเลี้ยงในสภาวะออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิค พบว่าไดอะตอม Nitzschia sp. BUU1501 
ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิคมีอัตราการเติบโตสูงกว่าสภาวะมิกโซโทรฟิค รวมถึงผลผลิต
มวลชีวภาพไดอะตอมที่เพาะเลี้ยงแบบสภาวะออโตโทรฟิคมีค่าสูงกว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในสภาวะมิกโซ
โทรฟิค ส่วนไดอะตอม A. subtropicsa BUUC1502 และ A. coffereformis ที่เลี้ยงในสภาวะออโต
โทรฟิคและมิกโซโทรฟิคกลับเติบโตได้ใกล้เคียงกัน แต่ C. protothecoides BUUC1602 กลับเติบโต
ได้ดีมากเมื่อเลี้ยงในสภาวะมิกโซโทรฟิคเช่นเดียวกับหลายงานวิจัยที่พบว่าไดอะตอม Synedra acus 
และสาหร่ายสีเขียว Chlorella เติบโตได้ดีเมื่อเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะมิกโซโทรฟิค (Shishlyannikov 
et al., 2014; Li et al., 2014) ทั้งนี้เพราะการเพาะเลี้ยงแบบมิกโซโทรฟิคในงานวิจัยนี้ใช้แหล่ง
คาร์บอนเป็นกลูโคส 10 ก./ล. คิดเป็น 4 ก.คาร์บอน/ล. ซึ่งกลูโคสเป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เซลล์ใช้
เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงานที่สามารถน าไปใช้ได้โดยตรง จึงส่งเสริมให้เซลล์เติบโตได้ดีกว่า
การใช้แหล่งคาร์บอนชนิดอ่ืนๆ แต่หากมีความเข้มข้นที่สูงเกินไปอาจมีผลยับยั้งการเติบโตของได
อะตอมได้ (Morales-Sánchez et al., 2013) ดังนั้นควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมถึงชนิดและความเข้มข้น
ของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมในอนาคต 

สาหร่ายที่เพาะเลี้ยงในสภาวะออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิคมีการสะสมไขมันที่แตกต่างกัน 
โดยไดอะตอมสามารถสะสมไขมันได้สูงกว่า C. protothecoides BUUC1602 ซึ่ง Nitzschia sp. 
BUU1501 ที่เลี้ยงในสภาวะมิกโซโทรฟิคสะสมไขมันได้สูงที่สุด 26.73 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักแห้ง ซึ่ง
การเพาะเลี้ยงไดอะตอมภายใต้สภาวะมิกโซโทรฟิค เซลล์ได้รับคาร์บอนทั้งสารอินทรีย์ (กลูโคส) และ
สารอนินทรีย์ (ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์) ในขณะที่สภาวะออโตโทรฟิคเซลล์มีแหล่งคาร์บอนจากก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์เพียงอย่างเดียว จึงส่งผลให้เซลล์ที่เติบโตในสภาวะมิกโซโทรฟิคน าคาร์บอนไป
สร้างมวลชีวภาพและสะสมในรูปไขมันได้รวดเร็ว (Bhatnagar et al., 2010) 

สาหร่ายทุกชนิดที่ใช้ในการทดลองมีปริมาณกรดไขมันอ่ิมตัว (saturated fatty acids, SFAs) 
สูงกว่ากรดไขมันไม่อ่ิมตัว (unsaturated fatty acid) เช่นเดียวกับไดอะตอม Chaetoceros gracilis 
ที่มีกรดไขมันอ่ิมตัวสูงกว่ากรดไขมันไม่อ่ิมตัวตลอดระยะการเติบโตจนถึงระยะตาย (Pratiwi et al., 
2009)  

ไดอะตอม Nitzschia BUUC1501 มี palmitic acid (16:0) สูงกว่ากรดไขมันอ่ิมตัวชนิดอ่ืน 
ทั้งนี้เป็นลักษณะเฉพาะของสาหร่ายในกลุ่ม Bacillariophyceae หรือไดอะตอมที่มักพบกรดไขมัน
ชนิดนี้สะสมในเซลล์สูงที่สุด เพ่ือท าหน้าที่เก่ียวกับการสะสมพลังงานของไดอะตอม โดยกรดไขมันชนิด
นี้จะมีปริมาณสูงขึ้นเมื่อเซลล์อยู่ในระยะที่มีปริมาณสารอาหารลดลง (Mansour et al., 2003)  การ
เพาะเลี้ยงในสภาวะมิกโซโทรฟิคมีชนิดและปริมาณรวมของกรดไขมันเชิงเดี่ยว (monounsaturated 
fatty acids, MUFAs) สูงกว่าสภาวะออโตโทรฟิค โดยเฉพาะอย่างยิ่ง oleic acid (18:1n9c) ที่มี
ความส าคัญในการเริ่มสร้างกรดไขมันมันไม่อ่ิมตัวเชิงซ้อน หรื อ PUFAs ด้วยกระบวนการ 
desaturation และ elongation และมักพบว่าหากปริมาณ oleic acid ลดลงก็จะพบ PUFAs เพ่ิม
สูงขึ้น (Pratiwi et al., 2009) แต่ในงานวิจัยนี้พบว่า EPA (20:5n3) จะมีเฉพาะในเซลล์ Nitzschia 
BUUC1501 และ A. coffereformis ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิคเท่านั้น ทั้งนี้อาจ
เนื่องจากไดอะตอมเติบโตได้ดีในสภาวะนี้  ดังนั้นไดอะตอมจะผลิตออกซิเจนได้สูงกว่าเซลล์ที่เลี้ยงใน
สภาวะมิกโซโทรฟิค ซึ่งออกซิเจนมีความจ าเป็นในกระบวนการ desaturation และ elongation เพ่ือ
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สร้างกรดไขมันในกลุ่ม ω-3 ซึ่งรวมถึง EPA ด้วย (Wen and Chen, 2003) อย่างไรก็ตาม ผลการ
ทดลองพบว่ากรดไขมันไม่อ่ิมบางชนิดจะพบเฉพาะในเซลล์สาหร่ายทุกชนิดที่เพาะเลี้ยงในสภาวะออโต
โทรฟิคเท่านั้น และสาหร่ายที่ใช้ในการทดลองครั้งนี้พบว่ามีกรดไขมัน palmitic acid (16:0)  และ 
oleic acid (18:1) ซึ่งเป็นชนิดที่เป็นตัวบ่งชี้คุณสมบัติในการใช้เป็นแหล่งผลิตไบโอดีเซลได้ (Rai et 
al., 2013; Juntila et al., 2015)) 

ผลการทดลองชี้ให้เห็นว่าจึงเห็นได้ว่าแต่ละสภาวะการเติบโตที่กล่าวในข้างต้นมีแหล่งพลังงาน
และแหล่งคาร์บอนต่างชนิดกัน ส่งผลให้มีกระบวนการเมแทบอลิซึมที่แตกต่างกันด้วย (Lowrey et 
al., 2015) หลายงานวิจัยจึงพบว่าการสร้างสารประกอบทางชีวเคมีของเซลล์สาหร่ายขนาดเล็กจะมี
ปริมาณและชนิดต่างกันข้ึนอยู่กับสภาวะการเจริญเติบโตหรือสภาวะที่ใช้เพาะเลี้ยง 
 
3.3 กำรขยำยขนำดกำรเพำะเลี้ยงสำหร่ำยแบบต่อเนื่อง  
 การเติบโตของ A. subtropica BUUC1502, C. protothecoides, Nitzschia BUUC1501 
และ A. coffereformis ในระบบการเพาะเลี้ยงแบบต่อเนื่อง พบว่าการปรับเพ่ิมอัตราการเจือจาง
ส่งผลให้ความหนาแน่นเซลล์เฉลี่ยมีค่าลดลง ในขณะที่ปริมาณผลผลิตเซลล์ที่ได้กลับเพ่ิมสูงขึ้น และ
การเลี้ยงแบบต่อเนื่องจะมีการเติมอาหารเลี้ยงเชื้อให้กับสาหร่ายอย่างต่อเนื่องท าให้สาหร่ายเติบโตได้
ตลอดเวลาและให้ผลผลิตสูงกว่าการเลี้ยงแบบแบทช์ (James and Al-Khars, 1990) นอกจากให้
ผลผลิตที่สูงแล้วการเลี้ยงแบบต่อเนื่องยังสามารถสร้างเป็นระบบอัตโนมัติท าให้ลดแรงงานลงได้ และ
ยังให้สาหร่ายคงที่ทั้งเชิงคุณภาพและปริมาณเนื่องจากควบคุมการเติบโตได้ (Marchetti et al., 
2012) 
 ทั้งนี้อัตราการเจือจางที่เหมาะสมกับการเลี้ยงไดอะตอม A. subtropica BUUC1502 
แบบต่อเนื่อง คือ 1.12 ต่อวัน โดยอัตราการเจือจางที่ได้นี้สูงกว่าการเลี้ยงไดอะตอม Chaetoceros 
calcitrans แบบต่อเนื่อง ซึ่งอัตราการเจือจางที่เหมาะสมกับการเลี้ยงไดอะตอม C. calcitrans 
เท่ากับ 0.80 ต่อวัน (มะลิวัลย์ และ สรวิศ, 2549) ทั้งนี้เทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบต่อเนื่องเป็นการ
เพาะเลี้ยงที่ท าให้สาหร่ายเติบโตอยู่ในระยะทวีคูณตลอดเวลา ปริมาณธาตุอาหารในระบบคงที่ มีการ
แปรปรวนระหว่างการเลี้ยงน้อยกว่าการเพาะเลี้ยงแบบแบทช์ ใช้เวลาในการดูแลรักษาน้อย (Wynn-
Edwards  et al., 2014) รวมถึงสามารถเลี้ยงได้เป็นระยะเวลานาน ซึ่งจากการศึกษาครั้งนี้สามารถ
เลี้ยงไดอะตอม A. subtropica BUUC1502 ต่อเนื่องได้นานถึง 90 วัน 
 สาหร่าย C. protothecoides ที่เลี้ยงแบบต่อเนื่องเป็นระยะเวลา 39 วัน ด้วยอัตราการ
เจือจางตั้งแต่ 0.20 - 0.73 ต่อวัน เมื่ออัตราการเจือจางเพ่ิมขึ้นความหนาแน่นเซลล์จะลดลง ซึ่งเมื่อ
เพ่ิมอัตราการเจือจางที่สูงเกินไปจะท าให้เกิดปรากฏการณ์ชะล้างเซลล์ออกจากระบบ (Washout) 
(Shozen et. al., 2001) แต่การทดลองในครั้งนี้เพ่ิมอัตราการเจือจางสูงสุด 0.73 ต่อวัน ก็ยังไม่พบ
สภาวะการชะล้างเซลล์ออกจากระบบ และยังให้ความหนาแน่นเซลล์เฉลี่ยเท่ากับ 248.96 × 104  
เซลล์ต่อมิลลิลิตร และผลผลิตเซลล์เท่ากับ 181.04 × 107 เซลล์ต่อลิตรต่อวัน ซึ่งแสดงว่าสามารถปรับ
อัตราการเจือจางให้สูงกว่านี้ สอดคล้องกับการศึกษาของ Wen et al. (2014) ที่ศึกษาการเลี้ยง
สาหร่าย C. pyrenoidosa XQ-20044 แบบต่อเนื่องด้วยอัตราการไหลตั้งแต่ 0.48-1.44 ต่อวัน พบว่า
ที่อัตราการเจือจางสูงสุด 1.44 ต่อวัน สามารถให้ผลผลิตสาหร่ายสูงขึ้นเช่นกัน  
 เมื่อเลี้ยงสาหร่าย A. coffeaeformis ด้วยระบบการเพาะเลี้ยงแบบต่อเนื่องเป็นระยะเวลา 
50 วัน โดยมีการปรับอัตราการเจือจางตั้งแต่ 0.17-1.70 ต่อวัน พบว่าอัตราการเจือจางสูงถึง 1.27 ต่อ
วัน ความหนาแน่นเซลล์สูงสุด 57.39 x 104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และมีผลผลิตเซลล์สูงสุด 73.00 x 107 
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เซลล์ต่อลิตรต่อวัน แสดงว่ายังสามารถปรับอัตราการเจือจางให้สูงกว่านี้ได้เนื่องจากที่อัตราการเจือจาง 
1.27 ต่อวัน ซึ่งสูงสุดในการทดลองนี้สาหร่ายยังสามารถผลิตเซลล์ได้สูง ส่วนสาหร่าย Nitzschia 
BUUC1501 มีอัตราการเจือจางที่เหมาะสมในการผลิตเซลล์ คือ 1.28 ต่อวัน จากผลการทดลอง
สอดคล้องกับการเพาะเลี้ยงไดอะตอมสายพันธุ์ Nizschia sp. แบบต่อเนื่องด้วยน้ าทะเลลึกพบว่าเมื่อ
เพ่ิมอัตราการไหลให้เพ่ิมข้ึน ผลผลิตของไดอะตอมก็สูงขึ้นเช่นกัน (Fukami et al., 1997)  
 
3.4 กำรขยำยขนำดกำรเพำะเลี้ยงสำหร่ำยแบบแบตช์ในถังปฏิกรณ์ชีวภำพ 50 ลิตร  
 เมื่อเลี้ยง A. coffeaeformis ในสภาวะออโตโทรฟิค ปริมาตร 50 ลิตร โดยไม่มีการปั่น
กวนพบว่าได้ความหนาแน่นเซลล์ต่ ากว่าการเพาะเลี้ยงในขวด 1 และ 2 ลิตร (ตำรำงที่ 5.1) อาจ
เนื่องจากการให้อากาศเพียงอย่างเดียวนั้นไม่เพียงพอที่จะท าให้เกิดการกวนผสมภายในถังอย่างทั่วถึง 
และพบไดอะตอมเติบโตอยู่บนผิวของถังเลี้ยง (wall growth) จึงท าให้แสงไม่สามารถส่องผ่านลงสู่น้ า
เลี้ยงได้อย่างทั่วถึง ทั้งนี้ลักษณะการเติบโตของไดอะตอมท้องน้ าจะมีทั้งที่กระจายในมวลน้ าและที่
เกาะติดบนพ้ืนผิวรอบถังเลี้ยง สิ่งนี้เป็นข้อพิจารณาที่จะต้องออกแบบระบบการเลี้ยงให้แตกต่างจาก
สาหร่ายทั่วไปเพื่อให้สามารถท าให้เซลล์ไดอะตอมแขวนลอยอยู่ในมวลน้ าได้  
 ส่วนสาหร่าย C. protothecoides กลับพบว่าการขยายปริมาตรการเลี้ยงเป็น 50 ลิตร 
เซลล์เติบโตได้ดีใกล้เคียงกับการเลี้ยงปริมาตร 2 ลิตร แสดงให้เห็นว่า C. protothecoides มี
ศักยภาพในการเลี้ยงกลางแจ้งด้วยปริมาตรสูงๆ ได้ และยังให้กรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูงอีกด้วย ทั้งนี้
โดยทั่วไปจะพบว่าสาหร่าย Chlorella ชนิดที่เป็นน้ าจืดจะเติบโตได้และเลี้ยงเพ่ือประโยชน์ทางการค้า
ได้ แต่สาหร่าย  C. protothecoides ที่ได้จากการทดลองนี้เป้นสาหร่ายน้ าเค็ม ซึ่งน่าสนใจมากเพราะ
สามารถเลี้ยงได้โดยใช้น้ าทะเลเตรียมอาหารเลี้ยงสาหร่าย ดังนั้นในบริเวณที่มีพ้ืนที่อยู่ติดกับทะเลจึง
น่าจะเหมาะสมในการเพาะเลี้ยงขยายปริมาตรสาหร่ายเพ่ือผลิตมวลชีวภาพและไขมันได้ 
 
ตำรำงที่ 5.1 การเติบโตของ A. coffeaeformis และ C. protothecoides ที่เพาะเลี้ยงภายใต้
สภาวะออโตโทรฟิคด้วยปริมาตรการเพาะเลี้ยงที่แตกต่างกัน 
ชนิดสำหร่ำย ปริมำตรเพำะเลี้ยง 

(ลิตร) 
อัตรำกำรเติบโตจ ำเพำะ 

(ต่อวัน) 
ควำมหนำแน่นเซลลส์ูงสุด 
(x104 เซลล์ต่อมิลลลิิตร) 

A. coffeaeformis 1 0.54 323 
 2 0.34 605 
 50 1.59 87 
C. protothecoides 1 1.22 893 
 2 0.56 1342 
 50 0.60 1013 
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4. สรุปและข้อเสนอแนะ 

4.1 สรุปผลกำรทดลอง 
 4.1.1 สาหร่าย Nitzschia sp. สายพันธุ์ BUUC1501, Amphora subtropicsa  
BUUC1502, Chlorella protothecoides BUUC1602 และ Amphora coffereformis เติบโตได้ดี
ในสภาวะออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิค ส่วนในสภาวะเฮเทอโรโทรฟิคพบว่าเซลล์เติบโตได้ต่ า  
 4.1.2 สาหร่าย Nitzschia sp. สายพันธุ์ BUUC1501, Aใ subtropicsa  BUUC1502, C. 
protothecoides BUUC1602 และ A. coffereformis ที่เพาะเลี้ยงในสภาวะออโตโทรฟิคมีชนิดกรด
ไขมันไม่อ่ิมตัวมากกว่าเซลล์ที่เลี้ยงในสภาวะมิกโซโทรฟิค แต่ทั้ง 2 สภาวะการเลี้ยง พบว่ามีกรดไขมัน 
C16:0 และ C18:1  เป็นชนิดเด่น 
 4.1.3 เมื่อเลี้ยงสาหร่าย Nitzschia sp. สายพันธุ์ BUUC1501, A. subtropicsa  
BUUC1502, C. protothecoides BUUC1602 และ A. coffereformis แบบต่อเนื่อง พบว่ามีอัตรา
การเจือจางที่ให้ผลผลิตสูงสุด คือ 1.28, 1.12, 0.73 และ 1.27 ต่อวัน ตามล าดับ 

4.1.4 สาหร่าย C. protothecoides ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 50 ลิตร โดยเพาะเลี้ยงใน
สภาวะออโตโทรฟิคภายนอกห้องปฏิบัติการ ให้ความหนาแน่นเซลล์สูงสุดได้สูงถึง 1013 x 104 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร  

 
4.2 ข้อเสนอแนะ 
 เนื่องจากสาหร่ายมุกชนิดเติบโตได้ดีในสภาวะมิกโซโทรฟิค จึงควรมีศึกษาชนิดและความ
เข้มข้นของสารอินทรีย์คาร์บอนท่ีน ามาใช้ผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ ทั้งนี้เพ่ือเพ่ิมศักยภาพการเติบโตของ
สาหร่ายให้สูงขึ้น 
 
4.3 แนวทำงกำรวิจัยในอนำตค 
 ผลิตสาหร่าย Nitzschia sp. สายพันธุ์ BUUC1501, Amphora subtropicsa  BUUC1502, 
Chlorella protothecoides BUUC1602 และ Amphora coffereformis และน าไปใช้ประโยชน์ใน
ด้านต่างๆ เช่น ผสมในอาหารสัตว์น้ า เป็นต้น 
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5. ผลผลิต (Output) 
 
5.1 ผลงำนตีพิมพ์ในวำรสำรวิชำกำรทั้งในระดับชำติและนำนำชำติ 
 (1) มะลิวัลย์ คุตะโค, ปวีณา ตปนียวรวงศ์, ณิษา สิรนนท์ธนา, จันทร์จรัส วัฒนะโชติ,  
รชนิมุข หิรัญสัจจาเลิศ, ชลี ไพบูลย์กิจกุล และ สรวิศ เผ่าทองศุข. 2561. การเติบโตและองค์ประกอบ
กรดไขมันของไดอะตอมท้องน้ า Nitzschia BUUC1501 ที่เลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิคและมิกโซ
โทรฟิค. แก่นเกษตร, 46(1): 968-973. 
 (2) ปวีณา ตปนียวรวงศ์, ปรารถนา ปานทอง, ปาริชาติ ชุมทอง, มะลิวัลย์ คุตะโค, รชนิมุข 
หิรัญสัจจาเลิศ, ชลี ไพบูลย์กิจกุล และ สรวิศ เผ่าทองศุข. 2561. การเพาะเลี้ยงแบบกะและ
แบบต่อเนื่องของไดอะตอมท้องน ้า Amphora subtropica BUUC1502 ที่แยกจากบ่อเลี้ยงกุ้งขาว. 
ในเล่มเต็ม การประชุมวิชาการระดับชาติ “วลัยลักษณ์วิจัย” ครั้งที่ 10 วันที่ 27-28 มีนาคม 2561. 1-
7. 
  
5.2 กำรจดสิทธิบัตร 
 ไม่มี 
 
5.3 ผลงำนเชิงพำณิชย์ (มีกำรน ำเสนอไปผลิต/ขำย/ก่อให้เกิดรำยได้ หรือมีกำรน ำไป
ประยุกต์ใช้โดยภำคธุรกิจ หรือบุคคลทั่วไป) 
 ไม่มี 
 
5.4 ผลงำนเชิงสำธำรณะ (เน้นประโยชน์ต่อสังคม ชุมชน ท้องถิ่น) 
 ไม่มี 
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รำยงำนสรุปกำรเงิน 
เลขที่โครงกำรระบบบริหำรงำนวิจัย รหัสโครงกำร 2560A10803014 เลขที่สัญญำ 124/2560 

โครงกำรวิจัยประเภทงบประมำณเงินรำยได้จำกเงินอุดหนุนรัฐบำล (งบประมำณแผ่นดิน) 
ประจ ำปีงบประมำณ พ.ศ. 2560 มหำวิทยำลัยบูรพำ 

ชื่อโครงกำร ผลผลิตมวลชีวภำพและไขมันจำกสำหร่ำยน้ ำเค็มที่เลี้ยงภำยใต้สภำวะกำรเติบโต
แตกต่ำงกัน 

 
ชื่อหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน ผศ.ดร.มะลิวัลย์ คุตะโค 
รายงานในช่วงตั้งแต่วันที่ 1 เดือนตุลาคม 2559 – 30 เดือนกันยายน 2560 
ระยะเวลาด าเนินการ 1 ปี ตั้งแต่วันที่ 1 เดือนตุลาคม 2559 – 30 เดือนกันยายน 2560 

 
รำยรับ 

จ านวนเงินที่ได้รับ 
งวดที่ 1 (50%)   170,500 บาท  เมื่อ  23 พฤศจิกายน 2559 
งวดที่ 2 (40%)   136,400 บาท  เมื่อ  23 สิงหาคม 2560 
งวดที่ 3 (10%)     34,100 บาท  เมื่อ  - 
             รวม   341,000 บำท 
 

รำยจ่ำย 
รำยกำร 

 
งบประมำณที่ตั้งไว้ งบประมำณที่ใช้จริง จ ำนวนเงินคงเหลือ/เกิน 

1. ค่าตอบแทน 34,000 34,000 0 
2. ค่าจ้าง 90,000 90,000 0 
3. ค่าวัสดุ 150,900 150,900 0 
4. ค่าใช้สอย 32,000 32,000 0 
5. ค่าครุภัณฑ์ 0 0 0 
6. ค่าใช้จ่ายอื่น ๆ 
ค่าด าเนินโครงการ 10% 

34,100 34,100 0 

รวม 341,000 341,000 0 
 
 
 
 

......................................................... 
ลงนามหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน 

                                                                                       วันที่ 30 สิงหาคม 2561 
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การเติบโตและองค์ประกอบกรดไขมันของไดอะตอมท้องน�้ำ Nitzschia 
BUUC1501 ที่เลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิค

Growth and fatty acid compositions of a benthic diatom Nitzschia 
BUUC1501 cultured under autotrophic and mixotrophic conditions 

มะลิวัลย์ คุตะโค1*, ปวีณา ตปนียวรวงศ์2,3, ณิษา สิรนนท์ธนา4, จันทร์จรัส วัฒนะโชติ4, 

รชนิมุข หิรัญสัจจาเลิศ1, ชลี ไพบูลย์กิจกุล1 และ สรวิศ เผ่าทองศุข2,3

Maliwan Kutako1*, Paveena Tapaneeyaworawong2,3, Nisa Siranonthana4, 

Janjarus Watanachote4, Rachanimuk Hiransuchalert1, Chalee Paibulkichakul1 

and Sorawit Powtongsook2,3

บทคดัย่อ: จากการเพาะเลีย้งไดอะตอมท้องน�ำ้ Nitzschia sp. สายพนัธุ ์BUUC1501 ภายใต้สภาวะออโตโทรฟิคด้วยอาหาร
สูตรกิลลาร์ด F/2 (Guillard, 1973) และสภาวะมิกโซโทรฟิคที่ใช้อาหาร F/2 ผสมอาหาร Nutrient broth และกลูโคส 10 
ก./ล. ปริมาตรเลี้ยง 2 ล. ให้แสง 4,300 ลักซ์ ตลอดเวลา ผลการทดลองพบว่าเซลล์ที่เติบโตภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค
สามารถให้ผลผลิตมวลชวีภาพ 451.73 ± 29.15x107 เซลล/์ล./วนั ซึ่งสงูกว่าสภาวะมกิโซโทรฟิคโทรฟิค (P≤0.05) แต่เซลล์
ที่เพาะเลี้ยงในสภาวะมิกโซโทรฟิคมีปริมาณไขมัน 26.73 ± 1.02% ของน�้ำหนักแห้ง ซึ่งสูงกว่าเซลล์ในสภาวะออโตโทรฟิค 
(P≤0.05) และกรดไขมันไม่อิ่มตัวเชิงเดี่ยวพบในเซลล์ที่เติบโตในสภาวะมิกโซโทรฟิค 28.59% ของกรดไขมันทั้งหมด และ
สงูกว่าเซลล์ทีเ่ตบิโตในสภาวะออโตโทรฟิค (P≤0.05) ในขณะที ่กรดไขมนัเชงิซ้อนชนดิ eicosapentaenoic acid พบเฉพาะ
ในเซลล์ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค โดยมีปริมาณ 4.38% ของกรดไขมันทั้งหมด
ค�ำส�ำคัญ: ไดอะตอมท้องน�้ำ Nitzschia sp., สภาวะออโตโทรฟิค, สภาวะมิกโซโทรฟิค, การเติบโต, กรดไขมัน 

ABSTRACT: Cultivation of a benthic diatom Nitzschia BUUC1501 was performed under autotrophic and mixotrophic 
conditions. Autotrophic condition was performed using Guillard’s F/2 medium (Guillard, 1973). Mixotrophic 
culture medium was standard F/2 medium supplemented with nutrient broth and 10 g/L glucose. Both autotrophic 
and mixotrophic cultures were conducted in 2L bottle and incubated under continuous 4300 Lux illumination. With 
autotrophic condition, the maximum biomass productivity was 451.73 ± 29.15x107cells/L/day. This productivity 
was significantly higher than mixotrophic condition (P≤0.05). Under mixotrophic condition, the lipid content was 
26.73±1.02% of dry weight which was significantly higher than autotrophic cultivation. Total monounsaturated fatty 
acids of mixotrophic cultivation (28.59% in total fatty acids) was significantly higher than autotrophic cultivation 
(P≤0.05). Moreover, eicosapentaenoic acid of 4.38% in total fatty acids was found only in autotrophic cultivation.
Keywords: Nitzschia sp., autotrophic condition, mixotrophic condition, growth, fatty acids 
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บทน�ำ

ไดอะตอม (diatom) เป็นจุลินทรีย์กลุ่มสาหร่าย

เซลล์เดียวที่ด�ำรงชีวิตคล้ายกับพืชโดยสร้างอาหารเอง

จากกระบวนการสังเคราะห ์ด ้วยแสงที่ตรึงก ๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ผ่านกระบวนการ Calvin-Bensen 

cycle เรียกรูปแบบการเติบโตแบบนี้ว่าแบบออโตโทร

ฟิค (autotrophic growth) ไดอะตอมท้องน�ำ้ (benthic 

diatom) สามารถเติบโตในที่มืดได้ด้วย โดยดูดซึมสาร

อนิทรย์ีคาร์บอนเพือ่ใช้เป็นแหล่งพลงังาน เป็นรปูแบบ

การเติบโตแบบเฮเทอโรโทรฟิค (heterotrophic 

growth) และไดอะตอมที่เติบโตภายใต้สภาวะที่มีท้ัง

แสงและสารอนิทรย์ีคาร์บอนเรยีกว่าการเตบิโตแบบมิ

กโซโทรฟิค (mixotrophic growth) ซ่ึงแต่ละรูปแบบ

การเติบโตของไดอะตอมมีแหล่งพลังงานและแหล่ง

คาร์บอนต่างชนดิกนั เซลล์จงึมกีระบวนการเมแทบอลิ

ซึมแตกต่างกัน ส่งผลให้การเติบโตและสารประกอบ

ทางชีวภาพภายในเซลล์มีความแตกต่างกันได้ (Low-

rey et al., 2015) ทั้งนี้ไดอะตอมจะสร้างพลังงานและ

อาหารสะสมในรปูของไขมนั ไดอะตอมจึงถอืเป็นแหล่ง

ของกรดไขมัน โดยเฉพาะในกลุ่มกรดไขมันเชิงซ้อน 

(polyunsaturated fatty acids, PUFAs) เช่น eicosa-

pentaenoic acid หรอื EPA (20:5n3) ทีเ่ป็นสารตัง้ต้น

ในการผลิตฮอร์โมนต่างๆ  เช่น prostaglandins และ

มีฤทธิ์ต้านการอักเสบและภูมิแพ้ตนเอง นอกจากนี้ยัง

มผีลต่อพฒันาการและการเตบิโตของสตัว์น�ำ้ (Wah et 

al., 2015) 

ไดอะตอมท้องน�้ำ Nitzschia BUUC1501 ที่แยก

ได้จากบ่อพักน�้ำในฟาร์มเลี้ยงกุ้งขาว อ�ำเภอท่าใหม่ 

จังหวัดจันทบุรี เป็นหนึ่งในไดอะตอมที่สามารถเติบโต

ได้ทัง้สภาวะออโตโทรฟิค มกิโซโทรฟิคและเฮเทอโรโทร

ฟิค แต่ไดอะตอมเตบิโตได้ดทีีส่ดุเมือ่เพาะเลีย้งในขวด

รปูชมพู่ขนาด 250 มล. ภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค รอง

ลงมาคือสภาวะมิกโซโทรฟิค (มะลิวัลย์ และคณะ, 

2559) ดงันัน้งานวจัิยคร้ังนีจึ้งได้ทดลองขยายปรมิาตร

การเพาะเลี้ยงไดอะตอม Nitzschia BUUC1501 ภาย

ใต้สภาวะออโตโทรฟิคและมกิโซโทรฟิค เป็น 2 ล. ทีใ่ห้

ความเข้มแสงเท่ากับการทดลองในขวดรูปชมพู่เพื่อ

ตดิตามการเตบิโต ปรมิาณไขมนัและองค์ประกอบกรด

ไขมันของไดอะตอม เพราะการทดลองในขวดรูปชมพู่

นัน้ยงัไม่ทราบข้อมลูปริมาณไขมันและกรดไขมนัในได

อะตอม ท้ังน้ีข้อมูลที่ได้จะน�ำไปเป็นแนวทางในการ

เพาะเล้ียงไดอะตอมดังกล่าวส�ำหรับเป็นแหล่งกรดไข

มันเพื่อน�ำไปใช้ประโยชน์ในด้านอื่นๆ  ต่อไป 

วิธีการศึกษา

การเพาะเลี้ยงไดอะตอม Nitzschia BUUC1501 

ภายใต้สภาวะออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิค

	 เพาะเล้ียงไดอะตอม Nitzschia BUUC1501 ท่ี

แยกได้จากบ่อพักน�้ำในฟาร์มเลี้ยงกุ ้งขาว อ�ำเภอ

ท่าใหม่ จังหวัดจันทบุรี ในขวดแก้วท่ีมีบรรจุอาหาร 2 

ล. เติมหัวเช้ือไดอะตอม 10% ของปริมาตรการเล้ียง 

วางขวดเลีย้งในห้องปฏิบตักิารทีม่อีณุหภมู ิ27±2 องศา

เซลเซยีส เตมิอากาศทีผ่่านไส้กรองรูพรนุ 0.22 ไมครอน 

และให้แสง 4,300 ลักซ์ ตลอดเวลา ทดลองเพาะเลี้ยง

ไดอะตอมให้มีรูปแบบการเติบโตที่แตกต่างกัน 2 

สภาวะ คือ (1) สภาวะการเติบโตแบบออโตโทรฟิค โดย

เพาะเลี้ยงไดอะตอมด้วยอาหารสูตรของกิลลาร์ด หรือ 

F/2 (Guillard, 1973) อาหารดังกล่าวเตรียมจากน�้ำ

ทะเลความเคม็ 30 ppt และผ่านการน่ึงฆ่าเชือ้ และ (2) 

สภาวะการเติบโตแบบมิกโซโทรฟิค ท่ีเพาะเลี้ยงได

อะตอมในอาหารสูตร F/2 ผสมอาหารสูตร Nutrient 

broth (NB medium) ท่ีมีส่วนประกอบของเปปโตน 

ยีสต์สกัดและเน้ือสกัดในปริมาณ 5, 2 และ 1 ก./ล. 

ตามล�ำดับ (Bridson, 1995) และกลูโคส 10 ก./ล. 

(ชมพูนุท และคณะ, 2544) อาหารเตรียมจากน�้ำทะเล

ความเค็ม 30 ppt และผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อเช่นเดียวกับ

สภาวะออโตโทรฟิค แต่ละสภาวะการทดลองท�ำ 3 ซ�้ำ 

ตลอดการทดลอง 9 วัน ได้นับเซลล์ด้วยสไลด์นับเม็ด

เลอืด น�ำค่าทีไ่ด้ไปค�ำนวณอตัราการเตบิโตจ�ำเพาะของ

ไดอะตอม (specific growth rate, m) ในหน่วยต่อวัน 

ดังน้ี μ=(lnC
2
-lnC

1
)/(t

2
- t

1
) โดยท่ี C

2
 และ C

1
 คือ 

จ�ำนวนเซลล์ (x104 เซลล์/มล.) ณ เวลา t
2
 และ t

1
 (วัน) 
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ตามล�ำดับ และค�ำนวณผลผลิตเซลล์ (biomass pro-

duct iv i ty ,  P
max

)  ในหน ่วยเซลล ์ /ล . /วัน  ดั งนี้ 

P
max

=C
max

×μ โดยที่ C
max

 คือ ความหนาแน่นเซลล์

สูงสุด (x104 เซลล์/มล.) (Contreras Gomez et al., 

1998) ซึง่วนัสดุท้ายของการทดลองได้เกบ็เซลล์มาป่ัน

เหวี่ยง และท�ำให้แห้งด้วยเครื่อง Freeze dryer (รุ่น 

Beta 1-8 LO plus, Martin Christ) 

การวิเคราะห์ปริมาณไขมันและองค์ประกอบกรด

ไขมันของไดอะตอม Nitzschia BUUC1501 

น�ำเซลล์แห้ง 50 มก. มาสกัดไขมันตามวิธีของ 

Folch et  a l .  (1957) โดยใช ้สารละลายผสม 

Chloroform:Methanol เมื่อได้สารละลายไขมันจะน�ำ

ไประเหยตัวท�ำละลายด้วยเครื่อง Rotary evaporator 

(รุ่น R-210, Buchi) พ่นด้วยก๊าซไนโตรเจนและช่ังน�้ำ

หนักเพื่อหาน�้ำหนักไขมัน จากน้ันละลายไขมันด้วย

สารละลายผสม Chloroform:Methanol ท่ีผสม BHT 

แล้วท�ำการทรานเอสเทอริฟิเคชั่น (tranesterification) 

ด้วยวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ Christie (2003) และน�ำ

สารละลายไประเหยและเป่าแห้งด้วยก๊าซไนโตรเจน 

จากนั้นละลายกรดไขมันด้วย n-hexane ปริมาตร 1 

มล. น�ำสารละลายกรดไขมันไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง

ก๊าซโครมาโทกราฟี (รุ่น 7890A, Agilent) ที่มีอุปกรณ์

ตรวจวัดเป็น Flame Ionization Detector (FID) 

คอลัมน์รุ่น 19091N-133, HP-INNOWAX (Agilent) 

ฉีดตัวอย่าง 1 ไมโครลิตร แบบ split (5:1) อัตราการ

ไหลของก๊าชฮีเลียม 1.1 มล./นาที อุณหภูมิจุดฉีดสาร 

240 องศาเซลเซยีส และอณุหภมู ิdetector 260 องศา

เซลเซียส โดยเริ่มต้นที่ 35 องศาเซลเซียส คงอุณหภูมิ

ไว้นาน 0.5 นาที จากนั้นเพิ่มอุณหภูมิเป็น 170 องศา

เซลเซียส ด้วยอัตรา 3 องศาเซลเซียส/นาที และคง

อุณหภูมิไว้ 3 นาที แล้วเพิ่มอุณหภูมิเป็น 240 องศา

เซลเซยีส ด้วยอตัรา 2 องศาเซลเซียส/นาท ีคงไว้ 3 นาที 

รวมเวลาวิเคราะห์ 86.5 นาที จ�ำแนกชนิดกรดไขมัน

โดยเปรียบเทียบกับ Retention Time ของกรดไขมัน

มาตรฐาน 37 Component FAME Mix (Supelco)

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

วิเคราะห์ความแปรปรวนและเปรียบเทียบความ

แตกต่างของข้อมูลการเติบโตจ�ำเพาะ ความหนาแน่

เซลล์สงูสดุ ผลผลติมวลชวีภาพและปรมิาณกรดไขมนั

ของไดอะตอม ด้วยวิธี T-Test ท่ีระดับความเช่ือมั่น 

95% (P≤0.05) โดยใช้โปรแกรมส�ำเร็จรูป SPSS ver-

sion 15

ผลการศึกษาและวิจารณ์

การเติบโตของไดอะตอมท้องน�้ำ Nitzschia 

BUUC1501 ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทร

ฟิคและมิกโซโทรฟิค

	 ไดอะตอม Nitzschia sp. BUU1501 ที่เพาะเลี้ยง

ภายใต้สภาวะออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิคสามารถ

เติบโตเข้าสู่ระยะทวีคูณ (log phase) ได้โดยท่ีไม่มี

ระยะพักเซลล์ (lag phase) (Figure 1) และเซลล์ท่ี

เพาะเลีย้งภายใต้สภาวะออโตโทรฟิคมอีตัราการเติบโต

สูงกว่าสภาวะมิกโซโทรฟิค (P≤0.05) รวมถึงผลผลิต

มวลชีวภาพไดอะตอมที่เพาะเลี้ยงแบบสภาวะออโต

โทรฟิคมค่ีาสูงกว่าเซลล์ท่ีเพาะเล้ียงในสภาวะมกิโซโทร

ฟิค (P≤0.05) (Table 1) ประมาณ 2.2 เท่า ซึง่แตกต่าง

จากหลายงานวิจัยท่ีพบว่าไดอะตอม Synedra acus 

และสาหร่ายสีเขียว Chlorella เติบโตได้ดีเมื่อเพาะ

เล้ียงภายใต้สภาวะมิกโซโทรฟิค (Shishlyannikov et 

al., 2014; Li et al., 2014) ทั้งนี้เพราะการเพาะเลี้ยง

แบบมิกโซโทรฟิคในงานวิจัยน้ีใช้แหล่งคาร์บอนเป็น

กลโูคส 10 ก./ล. คดิเป็น 4 ก.คาร์บอน/ล. ซึง่กลโูคสเป็น
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Table 1 Specific growth, maximum cell density and biomass productivity of Nitzschia sp. BUU1501 under 
autotrophic and mixotrophic conditions.  Values are mean ± standard deviation of three replicate cultures. 
Different letters in column represent significant differences at P≤0.05. 

Growth condition Specific growth rate 
(day-1) 

Maximum cell density 
(x104 cells/mL) 

Biomass productivity 
(x107 cells/L/day) 

Autotrophic growth 0.57 ± 0.07a 792.50 ± 10.60a 451.73 ± 29.15a 
Mixotrophic growth 0.47 ± 0.04a 435.12 ± 22.32b 204.51 ± 11.18b 
P-value 0.2290 0.0086 0.0081 

 
การวิเคราะห์องค์ประกอบกรดไขมันของไดอะตอม Nitzschia BUUC1501  
 วิเคราะห์ปริมาณไขมัน ในไดอะตอมในวันที่ 9 ของการเลี้ยง  ซึ่งสาหร่ายที่ เติบโตในระยะพัก (lag phase) ระยะ
ทวีคูณ (log phase) ระยะคงที่ (stationary phase) และระยะตาย (death phase) จะมีปริมาณไขมันเพิ่มสูงขึ้นตามล้าดับ 
เพราะปริมาณสารอาหารลดลง  เซลล์จึงสะสมพลังงานและอาหารไว้ในรูปของไขมัน (Pratiwi et al., 2009) ไดอะตอม 
Nitzschia BUUC1501 ที่เพาะเล้ียงแบบมิกโซโทรฟิคมีไขมัน 26.73±1.02% ของน้้าหนักแห้ง  ซึ่งสูงกว่าอย่างมีนัยส้าคัญ
เมื่อเทียบกับ เซลล์ที่เพาะเล้ียง ภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค ที่มีปริมาณ 18.83±0.58% ของน้้าหนักแห้ง (P≤0.05) (ไม่ได้
แสดงข้อมูล ) ซึ่งการเพาะเล้ียง ไดอะตอม ภายใต้สภาวะมิกโซโทรฟิค  เซลล์ได้รับคาร์บอนท้ังสารอินทรีย์  (กลูโคส) และ
สารอนินทรีย์ (ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ) ในขณะท่ีสภาวะออโตโทรฟิคเซลล์มีแหล่งคาร์บอนจากก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์
เพียงอย่างเดียว จึงส่งผลให้เซลล์ที่ เติบโตในสภาวะมิกโซโทรฟิคน้าคาร์บ อนไปสร้างมวลชีวภาพและ สะสมในรูปไขมัน ได้
รวดเร็ว (Bhatnagar et al., 2010)  
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Table 1 	 Specific growth, maximum cell density and biomass productivity of Nitzschia sp. BUU1501 under 

autotrophic and mixotrophic conditions. Values are mean ± standard deviation of three replicate 
cultures. Different letters in column represent significant differences at P≤0.05.
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Biomass productivity

(x107 cells/L/day)
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P-value 0.2290 0.0086 0.0081
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การวิเคราะห์องค์ประกอบกรดไขมันของได

อะตอม Nitzschia BUUC1501 

	 วเิคราะห์ปรมิาณไขมนัในไดอะตอมในวนัที ่9 ของ

การเลี้ยง ซึ่งสาหร่ายที่เติบโตในระยะพัก (lag phase) 

ระยะทวีคูณ (log phase) ระยะคงที่ (stationary 

phase) และระยะตาย (death phase) จะมีปริมาณ

ไขมันเพิ่มสูงขึ้นตามล�ำดับ เพราะปริมาณสารอาหาร

ลดลง เซลล์จึงสะสมพลังงานและอาหารไว้ในรูปของ

ไขมัน (Pratiwi et al., 2009) ไดอะตอม Nitzschia 

BUUC1501 ที่เพาะเลี้ยงแบบมิกโซโทรฟิคมีไขมัน 

26.73±1.02% ของน�้ำหนักแห้ง ซึ่งสูงกว่าอย่างมีนัย

ส�ำคญัเมือ่เทยีบกบัเซลล์ทีเ่พาะเลีย้งภายใต้สภาวะออ

โตโทรฟิคที่มีปริมาณ 18.83±0.58% ของน�้ำหนักแห้ง 

(P≤0.05) (ไม่ได้แสดงข้อมูล) ซึ่งการเพาะเลี้ยงได

อะตอมภายใต้สภาวะมกิโซโทรฟิค เซลล์ได้รบัคาร์บอน

ทั้งสารอินทรีย์ (กลูโคส) และสารอนินทรีย์ (ก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์) ในขณะที่สภาวะออโตโทรฟิค

เซลล์มีแหล่งคาร์บอนจากก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์
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Table 1 	 Specific growth, maximum cell density and biomass productivity of Nitzschia sp. BUU1501 under 

autotrophic and mixotrophic conditions. Values are mean ± standard deviation of three replicate 
cultures. Different letters in column represent significant differences at P≤0.05.

Growth condition Specific growth rate

(day-1)

Maximum cell density

(x104 cells/mL)

Biomass productivity

(x107 cells/L/day)
Autotrophic growth 0.57 ± 0.07a 792.50 ± 10.60a 451.73 ± 29.15a

Mixotrophic growth 0.47 ± 0.04a 435.12 ± 22.32b 204.51 ± 11.18b

P-value 0.2290 0.0086 0.0081

เพยีงอย่างเดียว จงึส่งผลให้เซลล์ท่ีเติบโตในสภาวะมกิ

โซโทรฟิคน�ำคาร์บอนไปสร้างมวลชวีภาพและสะสมใน

รูปไขมันได้รวดเร็ว (Bhatnagar et al., 2010) 

จาก Table 2 แสดงให้เห็นว่า ไดอะตอมท่ีเพาะ

เลีย้งในสภาวะออโตโทรฟิคและมกิโซโทรฟิคมปีรมิาณ

กรดไขมนัอิม่ตวั (saturated fatty acids, SFAs) 72.56 

และ 71.41% ของกรดไขมันทั้งหมด ซึ่งสูงกว่ากรดไข

มันไม่อิ่มตัว (unsaturated fatty acid) เช่นเดียวกับได

อะตอม Chaetoceros gracilis ที่มีกรดไขมันอิ่มตัวสูง

กว่ากรดไขมันไม่อิ่มตัวตลอดระยะการเติบโตจนถึง

ระยะตาย (Pratiwi et al., 2009) และผลการทดลอง

พบว่าไดอะตอม Nitzschia BUUC1501 มี palmitic 

acid (16:0) สูงกว่ากรดไขมันอิ่มตัวชนิดอื่น ทั้งนี้เป็น

ลักษณะเฉพาะของสาหร่ายในกลุ่ม Bacillariophy-

ceae หรอืไดอะตอมทีม่กัพบกรดไขมนัชนดินีส้ะสมใน

เซลล์สูงที่สุด เพื่อท�ำหน้าที่เกี่ยวกับการสะสมพลังงาน

ของไดอะตอม โดยกรดไขมันชนิดนี้จะมีปริมาณสูงขึ้น

เมื่อเซลล์อยู ่ในระยะที่มีปริมาณสารอาหารลดลง 
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Table 2 	Percentage of fatty acid in total fatty acids of Nitzschia BUUC1501 cultured under different conditions. 
Values with different letters in the same row indicate significant differences (P≤0.05). 

Fatty acid Autotrophic growth Mixotrophic growth P-value

Saturated fatty acid 
13:0 (Tridecylic acid) 6.55±0.36b 20.88±0.75a 0.0000
14:0 (Myristic acid) 7.90±0.52a 3.67±0.05b 0.0001
15:0 (Pentadecanoic acid) 7.78±0.66a 5.05±0.17b 0.0023
16:0 (Palmitic acid) 33.00±2.38a 26.78±0.43b 0.0111
18:0 (Stearic acid) 17.33±0.98a 15.03±0.22a 0.1690
Monounsaturated fatty acid
16:1 (Palmitoleic acid) 20.97±1.50a 13.36±0.11b 0.0009
18:1n9c (Oleic acid) 2.09±3.61a 7.79±0.12a 0.0525
18:1n9t (Elaidic acid) ND 7.45±0.28 ND
Polyunsaturated fatty acid
20:5n3 (Eicosapentaenoic acid) 4.38±3.82 ND ND
SFAs 72.56±4.90a 71.41±0.32a 0.0034
MUFAs 23.06±2.11b 28.59±0.17a 0.0890

PUFAs 4.38±3.82 ND ND

Remark: ND was not detected.

สรุป

การเพาะเลี้ยงไดอะตอม Nitzschia BUUC1501 

ในขวดปริมาตร 2 ล. พบว่าเซลล์ให้ผลผลติมวลชวีภาพ

สงูสดุเม่ือเพาะเลีย้งภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค โดยให้

ผลผลิตมวลชีวภาพสูงกว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงภายใต้

สภาวะมิกโซโทรฟิค 2.2 เท่า แต่เซลล์ที่เพาะเลี้ยงภาย

ใต้สภาวะมิกโซโทรฟิคมีไขมันและกรดไขมันไม่อิ่มตัว

เชิงเดี่ยวสะสมสูงกว่าสภาวะออโตโทรฟิค ส่วนกรดไข

มนัชนดิ eicosapentaenoic acid พบเฉพาะในเซลล์ที่

เพาะเลี้ยงในสภาวะออโตโทรฟิคเท่านั้น 

ค�ำขอบคุณ

งานวิจัยได ้รับทุนสนับสนุนการวิจัยจากงบ

ประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบ

ประมาณแผ่นดิน) ประจ�ำปีงบประมาณ พ.ศ. 2560 

มหาวิทยาลัยบูรพา ผ่านส�ำนักงานคณะกรรมการการ

วิจัยแห่งชาติ เลขที่สัญญา 124/2560

(Mansour et al., 2003) การเพาะเลีย้งในสภาวะมิกโซ

โทรฟิคมีชนิดและปริมาณรวมของกรดไขมันเชิงเดี่ยว 

(monounsaturated fatty acids, MUFAs) สูงกว่า

สภาวะออโตโทรฟิค (P≤0.05) โดยเฉพาะอย่างยิง่ oleic 

acid (18:1n9c) ที่มีความส�ำคัญในการเริ่มสร้างกรด

ไขมันมันไม ่อิ่มตัวเชิงซ ้อน หรือ PUFAs ด ้วย

กระบวนการ desaturation และ elongation และมัก

พบว่าหากปริมาณ oleic acid ลดลงก็จะพบ PUFAs 

เพิ่มสูงขึ้น (Pratiwi et al., 2009) แต่ในงานวิจัยนี้พบ

ว่า EPA (20:5n3) จะมเีฉพาะในเซลล์ทีเ่พาะเลีย้งภาย

ใต้สภาวะออโตโทรฟิคเท่าน้ัน ท้ังน้ีอาจเน่ืองจากได

อะตอมเติบโตได้ดใีนสภาวะนี ้ดงันัน้ไดอะตอมจะผลติ

ออกซเิจนได้สงูกว่าเซลล์ทีเ่ลีย้งในสภาวะมกิโซโทรฟิค 

ซึ่งออกซิเจนมีความจ�ำเป็นในกระบวนการ desatura-

tion และ elongation เพื่อสร้างกรดไขมันในกลุ่ม ω-3 

ซึ่งรวมถึง EPA ด้วย (Wen and Chen, 2003)
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