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บทคดัย่อ 
สไปรลูน่ิา (Spirulina) จดัเป็นไซยาโนแบคทเีรยีมชนิดหนึ่ง ทีถู่กใชบ้รโิภคในรปูอาหารเสรมิสุขภาพมนุษย ์และใช้

เป็นสว่นผสมเสรมิในอาหารสตัว ์การเพาะเลีย้งโดยทัว่ไปนิยมท าในบ่อเปิดกลางแจง้ ซึง่เป็นสภาวะทีม่กีารเปลีย่นแปลงของ
สิง่แวดล้อมอยู่ตลอดเวลาซึ่งการระเหยของน ้าในบ่อเพาะเลี้ยงในระหว่างวนัท าให้ความเขม้ขน้ของสารอาหารในบ่อเลี้ยง
เพิม่ขึน้โดยท าให้เกดิสภาวะความเขม้ขน้เกลอืสูงกระทบต่อการเจรญิเติบโตและได้ผลผลติชีวมวลต ่าและทัง้ยงัมผีลต่อ
องค์ประกอบทางชีวเคมีต่าง ๆ ในเซลล์อีกด้วย งานวิจัยนี้จึงศึกษาผลของสภาวะความเข้มข้นเกลือสูงที่มี ต่อการ
เจรญิเตบิโต ปรมิาณคลอโรฟิลล ์กจิกรรมการสงัเคราะหแ์สง ปรมิาณลปิิด สดัส่วนของกรดไขมนัในเซลลแ์ละในลปิิดชนิด
ต่าง ๆ  และการแสดงออกของยนีทีถ่อดรหสัเอนไซมท์ีม่หีน้าทีใ่นการเตมิพนัธะคู่ โดยเพาะเลีย้ง Spirulina platensis สาย
พนัธุ ์C1 ในอาหารสตูร Zarrouk’s ปกต ิ(0.017 M NaCl) และสตูรความเขม้ขน้เกลอืสูงที ่0.5 M และ 0.75 M NaCl ซึง่
พบว่า Spirulina ที่เจรญิเติบโตในอาหารความเขม้ขน้เกลอืสูงมอีตัราการเจรญิเติบโตจ าเพาะ (µ) ลดลงเมื่อเทยีบกบัที่
เจรญิเตบิโตในอาหารสตูร Zarrouk’s ปกต ิ(µ = 0.025 hr-1) โดยที ่0.5 M และ 0.75 M NaCl ม ีµ เท่ากบั 0.016 hr-1 และ 
0.11 hr-1 ตามล าดบั ปรมิาณคลอโรฟิลลก์ล็ดลงอย่างเหน็ไดช้ดัเมื่อ Spirulina เจรญิเตบิโตที ่0.75 M ภายใน 24 hr ซึง่ผล
ของการลดลงของปรมิาณคลอโรฟิลลท์ าใหอ้ตัราการสงัเคราะหแ์สงลดลง ความเขม้ขน้เกลอืสงูมผีลต่อการเปลีย่นแปลง
ปรมิาณของ monoglycerol diacylglycerol (MGDG)  และ digalactosyl diacylglycerol (DGDG) ซึง่เป็น glycerolipid หลกั 
ใน Spirulina โดยในระยะ stationary phase ปรมิาณ MGDG จะลดลงเมื่อความเขม้ขน้เกลอืสงูขึน้ซึง่ตรงขา้มกบัปรมิาณ 
DGDG ทีเ่พิม่ขึน้เมื่อเซลลม์อีายุเพิม่ขึน้ ในขณะทีค่วามเข้มขน้เกลอืสงูไม่มผีลต่อปรมิาณ sulfoquinovosyl diacyl glycerol 
(SQDG) และ phosphoglycerol (PG) โดยพจิารณาจากรปูแบบการเปลีย่นแปลงทีไ่ม่แน่นอนหรอืเปลีย่นแปลงน้อยมาก แต่
จะเห็นได้อย่างชดัเจนว่าปริมาณลปิิดในทุกชนิดขึน้อยู่กบัอายุเซลล์มากกว่าความเขม้ข้นของเกลือ แ ละในสภาวะปกต ิ
Spirulina ทีอ่ยู่ในระยะ logarithmic phase จะมสีดัส่วนของกรดไขมนัชนิดไม่อิม่ตวัสงูกว่าทีอ่ยู่ในระยะ stationary phase 
ซึ่งขดัแย้งกบัในสภาวะเกลือสูงซึ่ง  Spirulina มีปรมิาณกรดไขมนัชนิดไม่อิ่มตัวสูงเพิ่มขึ้นเมื่อเซลล์มีอายุเพิม่ขึน้ ทัง้นี้
การศกึษาในระดบัการแสดงออกของยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการเตมิพนัธะคู่ซึง่ไดแ้ก่ ยนี desC , desA และ desD ที่
ถอดรหสั 9, 12 และ 6 desaturases ตามล าดบั พบว่า การเพิม่ขึน้ของกรดไขมนัชนิดไม่อิม่ตวัภายใต้ความเขม้ขน้
เกลอืสงูไม่ไดถู้กควบคุมทีร่ะดบั transcription แต่อาจเป็นผลเน่ืองมาจากกจิกรรมของเอนไซม ์desaturase ทีเ่พิม่ขึน้ 
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ABSTRACT 

A cyanobacterium, Spirulina is used as human health food and animal feed supplement. The Spirulina 
biomass is extensively produced in the large open ponds. During the daytime, the evaporation of water from the 
cultivation causes the increased salt concentration of culture medium. The salinity stress is one of the major 
obstacles to impede biomass production and biological compositions of Spirulina. In this study, effects of high salt 
concentration on cell growth, photosynthesis, chlorophyll concentration, amounts of lipid in each classes and fatty 
acid profiles and expression of desaturase genes were investigated. Spirulina platensis strain C1 was grown in 
Zarrouk’s medium containing different NaCl concentrations (0.017, 0.5 and 0.75M). Salt stress reduced specific 
growth rate of Spirulina to 0.016 hr-1 (0.5M NaCl) and 0.11 hr-1 (0.75M NaCl) compared to that of normal medium 
(0.017M NaCl, 0.025 hr-1). There was a sharp decrease in chlorophyll content in the first 24 hour after exposing 
cells to the high salt concentration (0.75 M NaCl). Consequently, the photosynthetic activities were reduced. In 
the stationary phase, the effect of high salt concentrations on lipid levels was revealed by the proportional 
changes of two abundant glycerolipids, monogalactosyl diacylglycerol (MGDG) and digalactosyl diacylglycerol 
(DGDG). The MGDG level decreased from 61.7 % glycerolipid (0.017M NaCl) to 34.5% and to 33.4 % 
glycerolipid at 0.5 and 0.75M NaCl, respectively. On the other hands, the accumulation of DGDG level arose from 
25.6 % (0.017M NaCl) to 34.5% (0.5M NaCl) and to 33.4 (0.75M NaCl)). The sulfoquinovosyl diacyl glycerol 
(SQDG) and phosphoglycerol (PG) levels were independent of salt concentration, which was justified by the non-
pattern and less change in the level with the salt concentration. Interestingly, lipid levels were much more 
influenced by cell ages than salt concentrations. The effect of high salt concentration on fatty acid profiles was 
revealed by the ratio of total amount of unsaturated fatty acid to the total amount of saturated fatty acid 
(unsat/sat). In control medium, the unsat/sat of logarithmic phase cell was higher than that of stationary phase 
cell which found in all lipid classes. On the contrary, at high salt concentration, the unsat/sat increased with the 
cell ages. In order to gain more insight into the molecular mechanisms responsible for the fatty acid desaturation 
under salt stress, the expression of desC, desA และ desD encoding 9 desaturase, 12 desaturase, 6 
desaturase were determined. All three genes were down-regulated by high salt concentration which indicated that 
the increased unsaturated fatty acids were not regulated at the transcription level. This suggested that the 
desaturase activity might be responsible. 
 
Keywords: Spirulina platensis, glycerolipids, fatty acids, salt stress, desaturase 
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สภาวะกดดนัจากเกลือความเข้มข้นสูงต่อการสงัเคราะหลิ์ปิดใน Spirulina platensis สายพนัธุ ์C1 
 
1 ความส าคญัและท่ีมา 

การเพาะเลีย้งสาหร่ายสไปรูลน่ิา (Spirulina) ในเชงิพาณิชยม์หีลายประเทศทัว่โลกเพื่อน ามาใชเ้ป็นอาหารเสรมิ
สุขภาพมนุษย์และเสรมิในอาหารสตัว์ เนื่องจาก Spirulina มปีรมิาณโปรตีนสูงถึงร้อยละ 50-70 ของน ้าหนักแห้งและมี
ปริมาณลิปิดร้อยละ 2 ถึง 9 ของน ้าหนักแห้ง โดยลปิิดของ Spirulina มกีรดไขมนัจ าเป็นชนิดกรดไขมนัไม่อิ่มตวั คือ  
linoleic acid (C18:2 (9,12)) และ -linolenic acid (C18:3 (6,9,12)) ประมาณรอ้ยละ 1.0-1.5 ของน ้าหนักแหง้  ซึง่
ร่างกายมนุษยใ์ชก้รดไขมนัไม่อิม่ตวันี้เป็นสารตัง้ตน้ในการสงัเคราะหฮ์อรโ์มนพรอสตาแกลนดนิซึง่เกีย่วขอ้งกบัการควบคุม
ความดนัโลหติ การสงัเคราะหค์อเลสเตอรอล การอกัเสบบวม และการเจรญิเตบิโต นอกจากนี้ยงัพบว่ามสีารส าคญัอื่น ๆ 
เช่น ไฟโคไซยานิน (phycocyanin) ซึ่งเป็นรงควตัถุสฟ้ีา ซึง่ใช้ในเครื่องส าอาง และอุตสาหกรรมอาหาร โพลแิซคคาไรด ์
(polysaccharide) และซลัโฟลปิิด (sulfolipid)  ซึง่มฤีทธิใ์นการต้านทานเชือ้ไวรสัทีก่่อใหเ้กดิโรคเรมิทีร่มิฝีปาก รวมทัง้ แร่
ธาตุ และ วติามนิต่างๆ โดยเฉพาะวติามนิบ ี12 (B12) การเพาะเลีย้ง Spirulina นิยมท าในบ่อเปิดขนาดใหญ่กลางแจง้ ซึง่
ท าใหต้้องปรบัตวัต่อสภาวะแวดล้อมตลอดเวลา โดยเฉพาะในประเทศไทยทีม่อีุณหภูมคิ่อนขา้งสูงระหว่างวนัตลอดปี ซึ่ง
ปจัจยัทางสิง่แวดลอ้มเช่น อุณหภูม ิความเขม้แสง และปรมิาณสารอาหาร  มผีลต่อผลผลติชวีมวลและปรมิาณสารเคมมีูลค่า
สูงใน Spirulina  ในการเพาะเลี้ยง Spirulina ในเชงิพาณิชย์นิยมเลี้ยงแบบบ่อเปิดกลางแจ้งซึ่งไม่สามารถควบคุม
สภาพแวดลอ้มได้ เช่น ตอนกลางวนัมกีารระเหยของน ้าออกไปประมาณ 1-2 เซนติเมตรของระดบัความสงูของน ้าในบ่อ
เพาะเลี้ยง จงึท าให้ความเขม้ขน้ของสารอาหารในรูปเกลอืเพิ่มขึ้น (Voshak and Richnomd, 1988) ซึ่งจะส่งผลต่อ
กระบวนการเมตตาโบลซิมึต่าง ๆ ภายในเซลล ์เช่น กระบวนการสงัเคราะหแ์สง และอื่น ๆ เป็นตน้ และในทีส่ดุจะกระทบถงึ
การเจรญิเตบิโตของ Spirulina   อย่างไรกต็ามยงัไม่มรีายงานการศกึษาผลของการเปลีย่นแปลงของสารอาหารในแง่ของ
ความเขม้ขน้เกลอืต่อกระบวนการสงัเคราะหล์ปิิด และกรดไขมนั รวมทัง้การแสดงออกของยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการ
เตมิพนัธะคู่ของกรดไขมนัใน Spirulina ดงันัน้งานวจิยันี้จงึต้องการศกึษาการสงัเคราะหล์ปิิด และกรดไขมนั ภายใต้สภาวะ
ความเข้มข้นเกลือสูง โดยพิจารณาจากการเปลี่ยนแปลงปริมาณลิปิด และองค์ประกอบของกรดไขมัน เมื่อมีการ
เปลี่ยนแปลงความเขม้ขน้เกลอื รวมทัง้ศกึษาการแสดงออกของยนีที่เกี่ยวขอ้งกบักระบวนการเตมิพนัธะคู่ของกรดไขมนั 
เพื่อน าไปใชเ้ป็นแนวทางในการเพิม่ผลผลติสารมลูค่าสงูใน Spirulina 

 

2 วตัถปุระสงคง์านวิจยั 
 1 เพื่อศกึษาผลของความเขม้ขน้เกลอืสงูต่อการเจรญิเตบิโตและกระบวนการสงัเคราะหแ์สงของ Spirulina  

 2 เพื่อศกึษาการสงัเคราะหล์ปิิดในสภาวะความเขม้ขน้เกลอืสงูโดยพจิารณาการเปลีย่นแปลงปรมิาณและชนิดของ 
  ลปิิด รวมทัง้องคป์ระกอบของกรดไขมนั 
 3 เพื่อศกึษาการแสดงออกของยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการเตมิพนัธะคู่ของกรดไขมนัในสภาวะการเปลีย่นแปลง

เขม้ขน้เกลอืใหส้งูขึน้ 
 
3 ขอบเขตวิจยั 
 1 ศกึษาผลของความเขม้ขน้เกลอืโซเดยีมคลอไรดท์ีค่วามเขม้ขน้ 0.5 และ 0.75 M เทยีบกบัความเขม้ขน้ควบคุม
ในอาหารสตูร Zarrouk’s medium (0.017 M NaCl) ต่อการเจรญิเตบิโตและการสงัเคราะหแ์สงของ Spirulina สายพนัธุ ์C1 
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 2 ศึกษาผลของความเข้มข้นเกลือต่อการสังเคราะห์ลิปิด โดยวิเคราะห์ปริมาณลิปิด ชนิดของลิ ปิด และ
องคป์ระกอบของกรดไขมนัใน Spirulina สายพนัธุ ์C1 

3 ศกึษาผลของความเขม้ขน้เกลอืต่อการแสดงออกของยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการเตมิพนัธะคู่ของกรดไขมนั
คอื des C des A และ des D ใน Spirulina สายพนัธุ ์C1 
 
4 ทฤษฎี สมมุติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจยั 
 
 การเพาะเลีย้ง Spirulina ในบ่อเปิดกลางแจง้จะมกีารระเหยของน ้าออกไปในระหว่างวนัซึง่อาจถงึปรมิาณทีท่ าให้
ความเขม้ขน้ของสารอาหารเปลี่ยนแปลงไปโดยเฉพาะความเขม้ขน้ของเกลอืในบ่อจะเพิม่ขึ้น (Voshak and Richmond 
1988)  ซึง่สง่ผลกระทบต่อ Spirulina  ทัง้ในแง่การเจรญิเตบิโตและการผลติสารชวีเคม ีดงันัน้เซลลจ์ าเป็นต้องมกีารปรบัตวั
ต่อสภาวะแวดลอ้มใหม่ จากการศกึษาในไซยาโนแบคทเีรยีชนิดอื่น ๆ พบว่าเมื่อเซลลอ์ยู่ในความเขม้ขน้เกลอืสงูอตัราการ
สงัเคราะหแ์สงลดลง ซึง่ในทางตรงขา้มพบว่ามปีรมิาณลปิิดเพิม่ขึน้ (Huflejt et al. 1990; Molitor et al. 1990) นอกจากนี้ยงั
มรีายงานว่ากรดไขมนัไม่อิม่ตวัทีเ่พิม่ขึน้มสีว่นช่วยกระบวนการสงัเคราะหแ์สงของเซลลใ์หท้นต่อสภาวะความเขม้ขน้เกลอืที่
สงูของ cyanobacteria เช่น Synecocystis (Allakhverdiev et al. 2001; 2002; 2008) แต่อย่างไรกต็ามยงัไม่มกีารศกึษาผล
ของความเขม้ขน้เกลอืต่อปรมิาณลปิิด ชนิดของลปิิด และกรดไขมนัใน  Spirulina ดงันัน้โครงการวจิยันี้จะมุ่งเน้นศกึษา
ผลกระทบของความเขม้ขน้เกลอืทีเ่ปลีย่นไปต่อการผลติลปิิดชนิดต่าง ๆ ใน Spirulina และศกึษากลไกการเตมิพนัธะคู่ของ
กรดไขมนัไม่อิ่มในสภาวะความเข้มข้นเกลือสูง รวมทัง้การเจริญเติบโตของ  Spirulina เพื่อจะได้เป็นแนวทางในการ
เพาะเลีย้ง Spirulina และเพิม่ผลผลติกรดไขมนัไม่อิม่ตวัต่อไป 
 
5 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (Information) ท่ีเก่ียวข้อง 
 
สไปรลูน่ิา (Spirulina) 
 Spirulina เป็นไซยาโนแบคทเีรยี (Cayanobacteria) หรอืสาหร่ายสนี ้าเงนิแกมเขยีว อยู่ใน Phylum Cyanophyta; 
ลกัษณะโดยทัว่ไปประกอบดว้ยเซลลเ์ดีย่วทรงกระบอกขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 1-12 ไมโครเมตร (µm) หลายเซลเรยีงต่อ
กนัเป็นสาย (filament) ไม่มกีิง่กา้น  และมกับดิเป็นเกลยีวคลา้ยสปรงิ (trichome)  มกีารแบ่งตวัเป็นแบบ binary fission  ใน
ปจัจุบนัทัว่โลกพบว่าม ีSpirulina ประมาณ 35 Species พบไดท้ัง้ในน ้าจดื น ้าเคม็ และน ้ากร่อยเจรญิเตบิโตไดด้ใีนน ้าทีม่ ี
คุณสมบตัเิป็นด่าง แต่ชนิดทีน่ิยมเพาะเลีย้งในเชงิพาณิชยไ์ดแ้ก่ Spirulina platensis และ Spirulina maxima Spirulina 
ด ารงชีวิตด้วยการสงัเคราะห์แสง (photosynthesis) รงควัตถุหลกัที่ใช้ในการสงัเคราะห์แสง  คือ คลอโรฟิลล์ เอ 
(Chlorophyll a) แคโรทนีอยด์ (carotenoid) และไฟโคบิลลโิปรตีน (phycobilliprotein) ซึ่งประกอบด้วยไฟโคไซยานิน 
(phycocyanin, PC)  และอลัโลไฟโคไซยานิน (allophycocyanin, APC) นอกจากนี้บางสายพนัธุย์งัมถุีงอากาศเลก็ ๆ (gas 
vacuole) อยู่ภายใน ท าใหส้าหร่ายมคีุณสมบตัลิอยตวัได ้
 
การสงัเคราะหล์ปิิดในไซยาโนแบคทเีรยี 
 ไซยาโนแบคทีเรียมีลิปิดเป็นองค์ประกอบที่ส าคญัของเมมเบรน (membrane) ซึ่งได้แก่ พลาสมาเมมเบรน 
(plasma membrane) และไทลาคอยดเ์มมเบรน (thylakoid membrane) ซึง่ลปิิดหลกัทีพ่บโดยสว่นใหญ่คอื glycerolipid ซึง่
ประกอบไปดว้ย monogalactosyl diacylglycerol (MGDG), digalactosyl diacylglycerol (DGDG), sulfoquinovosyl  
diacylglycerol (SQDG) และ phosphatidyl glycerol (PG) และอาจม ีmonoglucosyl  diacylglycerol (GlcDG) อยู่เลก็น้อย 
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(Murata et al 1987) โดยปรมิาณ MGDG ที่พบมปีระมาณครึ่งหนึ่งของ glycerolipid ทัง้หมด ส่วนที่เหลอืจะเป็น 
glycerolipid อีก 3 ชนิดซึ่งจะมีปริมาณแตกต่างกนัไปขึ้นกบัสายพนัธุ์ของไซยาโนแบคทีเรียและสภาวะที่ใช้ในการ
เจรญิเตบิโต และม ีGlcDG ไม่เกนิรอ้ยละ 1 
 สารตัง้ตน้ของการสงัเคราะหล์ปิิดในไซยาโนแบคทเีรยี คอื phosphatidic acid โดยเป็นสารตัง้ตน้ในการสงัเคราะห ์
1,2-diacylglycerol (DG) และ phosphoglycerol (PG) จากนัน้ DG เปลีย่นไปเป็น sulfolipid และ GlcDG ต่อไป โดยแบบ
แผนการสงัเคราะห ์glycerolipid ของไซยาโนแบคทเีรยีแสดงไดด้งัรปูที ่1 
 

P

G3P

P

PA PG

Pg

LPA

Sq

P

Acyl
Acyl

Acyl
Acyl

Acyl
Acyl

Acyl
Acyl

Acyl
Acyl

Acyl
AcylAcyl

Acyl

ACP

Acyl-ACP Acyl-ACP

ACPAcyl

Pi

DG SQDG

UDP-glucose

UDP

X

X-galactoseGal-Gal Gal Glc

(Epimerization)

DGDG MGDG GlcDG  
 
รปูที ่1 วถิกีารสงัเคราะห ์glycerolipid ในไซยาโนแบคทเีรยี (Murata และ Nishida, 1987) 
 G3P, glycerol-3-phosphate LPA, lysophosphatidic acid,  PA, phosphatidic acid 
 DG, 1,2-diacylglycerol,   PG, phosphoglycerol  Sq, sulfoquinovos 

Glc, glucose   Gal, galactose,    MGDG,monogalactosyl- 
diacylglycerol   GlcDG, monoglucosyl diacylglycerol 

 SQDG, sulfoquinovosyl diacylglycerol  DGDG, digalactosyl diacylglycerol 
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การสงัเคราะหล์ปิิด MGDG และ DGDG ในไซยาโนแบคทเีรยี พบว่า GlcDG เป็นสารตัง้ต้น (Feige et al. 

1980) โดยเอนไซม์เกี่ยวข้องกับการสงัเคราะห์ GlcDG คือ uridine diphosphate-glucose:diacylglycerol 
glucosyltransferase ท าหน้าทีย่า้ยหมู่ glucose จาก uridine diphosphate-glucose ไปยงั diacylglycerol โดย GlcDG 
ถูกสงัเคราะหท์ัง้ที ่plasma และ thylakoid  membrane (Omata and Murata 1986) จากนัน้ GlcDG จะถูกเปลีย่นไป
เป็น MGDG ดว้ยกระบวนการ epimerization จาก glucose ไปเป็น galactose (Murata et al. 1990) ในขณะที ่ 
DGDG ถูกสรา้งขึน้โดยการยา้ย galactose ทีถู่กสงัเคราะหข์ึน้ใหม่ไปยงั MGDG (เพิม่ galactose ที ่MGDG) ส่วน 
SQDG ถูกสงัเคราะหผ์่าน DG ในขณะที ่PG  ถูกสงัเคราะหข์ึน้โดยตรงจาก phosphatidic acid  

การศกึษาใน Anabeana variabilis (Lem and Stumpf 1984b) พบว่าเอนไซม์ glycerol-3-phosphate 
acyltransferase และ 1-acylglycerol-3-phosphate acyltransferase เป็นเอนไซม์ที่ใช้ในขัน้ตอนแรกของการ
สงัเคราะห ์glycerolipid และเอนไซมท์ัง้ 2 ชนิดนี้ใช ้acyl-[acyl carrier protein] (acyl-ACP) เป็นสารตัง้ตน้  
 
การสงัเคราะหก์รดไขมนัในไซยาโนแบคทเีรยี 

กระบวนการสงัเคราะหก์รดไขมนัในไซยาโนแบคทเีรยี ม ี2 ขัน้ตอนส าคญัไดแ้ก่ 
1. กระบวนการสงัเคราะหก์รดไขมนัอิม่ตวั 
กระบวนการนี้เป็นการสงัเคราะหก์รดไขมนัอิม่ตวัอยู่ในรูป acyl-acyl carrier protein (acyl-ACP) รวมกบั

ปฏกิริยิา elongation โดยผลติภณัฑ์สุดท้ายคอื palmitoyl-ACP (C16:0-ACP) และ steroyl-ACP (C18:0-ACP) 
กระบวนการสงัเคราะหก์รดไขมนั และ elongation เกดิขึน้ใน cytoplasm ของเซลล ์(Lem and Stumpf 1984a) 

2. กระบวนการสงัเคราะหก์รดไขมนัไม่อิม่ตวั 
กระบวนการนี้เกดิขึน้กบักรดไขมนัที ่esterify อยู่ที ่glycerolipid ซึง่เป็นโครงสรา้งของเซลลเ์มมเบรน  

 
กระบวนการสงัเคราะหก์รดไขมนัอิม่ตวั 

 การสงัเคราะหก์รดไขมนัอิม่ตวัในไซยาโนแบคทเีรยีนัน้ กรดไขมนัทีถู่กสงัเคราะหจ์ะอยู่ในรูปของ acyl-ACP 
ดงัแสดงในรูปที ่2 ในปฏกิริยิามเีอนไซม์ acetyl-CoA carboxylase ร่วมกบั fatty acid synthetase และต้องการ 
NADPH และ NADH เป็น coenzyme (Lem and Stumpf 1984a)  ปฏกิริยิาการสงัเคราะหก์รดไขมนัเริม่จาก acetyl 
CoA ถูกเปลีย่นไปเป็น malonyl CoA ดงัแสดงในสมการขา้งล่าง 
 
 
  acetyl CoA + CO2 + ATP    acetyl CoA carboxylase   malonyl CoA + ADP + Pi 
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รปูที ่2 แสดงกระบวนการสงัเคราะหก์รดไขมนัอิม่ตวั (Ohirogge and Browse 1995) 

 
Acetyl-COA เป็น basic building block ของ fatty acid chain และ enters the pathway โดยท าหน้าทีเ่ป็นทัง้สาร

ตัง้ต้นของเอนไซม ์acetyl-COA carboxylase (ปฏกิริยิาที ่1) และเป็นสารตัง้ต้นในปฏกิริยิา condensation (ปฏกิริยิาที ่3) 
ปฏกิริยิาที ่2 ถูก catalyzed โดย  malonyl-CoA:ACP transacylase เปลีย่น malonyl จากรูปแบบ malonyl-COA ไปเป็น 
malonyl-ACP เพื่อใช้เป็น  carbon donor ส าหรบัปฏกิริยิา elongation ต่อไป โดย หลงัจากปฏกิริยิา condensation 
ผลติภณัฑ ์3-ketoacyl-ACP จะถูก reduced (ปฏกิริยิา 4), dehydrated (ปฏกิริยิา 5), และ reduced อกีครัง้หนึ่ง (ปฏกิริยิา
6) โดยเอนไซม ์3-ketoacylACP reductase, 3-hydroxyacyl-ACP dehydrase และ enoyl-ACP reductase ตามล าดบั 
  

จากนัน้ acetyl CoA และ malonyl CoA จะท าปฏกิริยิากบั acyl carrier protein (ACP) ไดเ้ป็น acetyl-ACP และ 
malonyl-ACP ซึง่จะรวมตวักนัได ้acetoacetyl-ACP โดยการท างานของเอน็ไซม ์-ketoacyl-ACP synthase ปฏกิริยิา
ขัน้ตอนต่อไปมเีอน็ไซมท์ีเ่กีย่วขอ้งกบัปฏกิริยิาคอื -ketoacyl-ACP reductase  -hydroxyacyl-ACP dehydrase  และ 
enoyl-ACP reductase ได ้butyryl-ACP เป็นผลติภณัฑส์ดุทา้ยของปฏกิริยิา ดงัแสดงในรปูที ่2 จากนัน้ปฏกิริยิากจ็ะเกดิขึน้
ซ ้าเดมิทัง้หมด โดยเตมิคารบ์อนครัง้ละ 2 อะตอม จนกระทัง่ได้ myristic acid (C14:0) และ  palmitic acid  (C16:0) 
หลงัจากนัน้มีการเติมความยาวของสาย Hydrocarbon ไปเป็น stearoyl-ACP โดยอาศยัปฏิกิริยาที่เรียกว่า chain 
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elongation ซึง่เป็นปฏกิริยิาการเตมิคารบ์อน 2 อะตอมเขา้ไปในโมเลกุลทีป่ลายคารบ์อกซลิของกรดไขมนัอิม่ตวั โดยจาก
การศกึษาของ Stapleton และ Jaworski (1984) ใน A. variabilis   พบว่าปฏกิริยิานี้ต้องการ ACP โดยม ี NADPH เป็น 
coenzyme ไม่ใช่ CoA หรอื NADH โดยมเีอน็ไซม ์elongase เป็นตวัเร่งปฎกิริยิา กรดไขมนัทีท่ าปฎกิริยิาจะอยู่ในรูป fatty 
acid carrier protein 
 
 palmitoyl-ACP + malonyl-ACP + 2 NADPH                 stearic acid-ACP (C18:0-ACP) 
 
กระบวนการสงัเคราะหก์รดไขมนัไม่อิม่ตวั 
 ปฏกิริยิาการเติมพนัธะคู่ของกรดไขมนัในไซยาโนแบคทเีรยีเกดิขึน้เมื่อกรดไขมนัอิม่ตวั (C16:0, C18:0) ไป 
esterify กบั glycerol moiety ซึง่ต่างจากวถิกีารสงัเคราะหก์รดไขมนัไม่อิม่ตวัในพชืชัน้สงู โดยในพชืชัน้สงูพนัธะคู่แรก
เกิดขึ้นเมื่อกรดไขมนัอยู่ในรูป acyl-ACP หลังจากนัน้ปฏิกิริยาการเติมพนัธะคู่ล าดับต่อไปจะอยู่ในรูป lipid-bound 
เช่นเดยีวกบัไซยาโนแบคทเีรยี (Browse and Somerville 1991) ดงัแสดงในรูปที ่3 โดยมเีอนไซมท์ีเ่กีย่วขอ้งคอื acyl-lipid 
desaturase พบที่ endoplasmic reticulum chloroplast membrane ในเซลล์พชื และ thylakoid membrane ของ 
cyanobacteria 
 
 เอนไซม์ acyl-lipid desaturase สามารถแบ่งได้เป็นกลุ่มย่อย ๆ ได้ตามตวัให้อเิลคตรอน คอืกลุ่มที่ 1 พบใน 
endoplasmic reticulum ของเซลลพ์ชื ในกลุ่มนี้ม ีcytochrome b5 เป็นตวัให ้electron (Kearns et al. 1991; Smith et al. 
1990) กลุ่มที ่2 พบใน chloroplasts ของเซลลพ์ชืและ cyanobacteria ในกลุ่มนี้ม ีferredoxin เป็นตวัให ้electron (Wada et 
al. 1993; Schmidt and Heinz 1990a; Schmidt and Heinz 1990b) 
 อาศยัการกระบวนการเตมิพนัธะคู่ของกรดไขมนัเป็นพืน้ฐาน ท าใหส้ามารถแบ่งไซยาโนแบคทเีรยี ไดเ้ป็น 4 กลุ่ม 
(Murata et al. 1992; Kenyons 1972; Kenyons et al. 1972) 
 กลุ่มที ่1 กระบวนการเตมิพนัธะคู่เกดิขึน้ทีต่ าแหน่ง 9 ของกรดไขมนัที ่sn-1 หรอื sn-2 ของ glycerol เท่านัน้ 
 กลุ่มที ่2 กระบวนการเตมิพนัธะคู่เกดิขึน้ทีต่ าแหน่ง 9, 12 และ 15 (3) ของกรดไขมนั C18 ทีต่ าแหน่ง sn-1 
และพนัธะคู่ที ่9 และ 12 ของกรดไขมนั C16 ต าแหน่ง sn-2   
 กลุ่มที ่3 กระบวนการเตมิพนัธะคู่เกดิขึน้ทีต่ าแหน่ง 9, 12 และ 6 (6) ของกรดไขมนั C18 ทีต่ าแหน่ง sn-1  
 กลุ่มที ่4 กระบวนการเตมิพนัธะคู่เกดิขึน้ทีต่ าแหน่ง 9, 12, 6 และ 15 (3) ของกรดไขมนั C18 ทีต่ าแหน่ง 
sn-1   
 จากการแบ่งกลุ่มของสาหร่ายดว้ยวธินีี้พบว่า Spirulina ถูกจดัอยู่ในไซยาโนแบคทเีรยีที่สามารถสงัเคราะหก์รด
ไขมนัไม่อิม่ตวั 6 ไดแ้ก่ C18:2 (9, 12) และ C18:3 (6, 9, 12)  โดย Spirulina มยีนีทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการเตมิพนัธะคู่
ใน 3 ชนิดไดแ้ก่ desC ถอดรหสัเป็น 9 acyl-lipid desaturase ท าหน้าทีใ่นการเตมิพนัธะคู่ทีต่ าแหน่ง 9, desA ถอดรหสัเป็น 
12 acyl-lipid desaturase ท าหน้าทีใ่นการเตมิพนัธะคู่ทีต่ าแหน่ง 12 และ desD ถอดรหสัเป็น 6 acyl-lipid desaturase ท า
หน้าทีใ่นการเตมิพนัธะคู่ทีต่ าแหน่ง 6  โดยผลติภณัฑส์ดุทา้ยทีไ่ดจ้ากการเตมิพนัธะคู่ของเอนไซมท์ัง้ 3 ชนิด คอื C18:3 (6, 
9, 12) หรอื GLA ในปจัจุบนัยนีทัง้ 3 ไดม้กีารโคลนจาก Spirulina แลว้ (Deshnium et al. 2000) 
 
การศกึษาผลของความเขม้ขน้เกลอืต่อการเปลีย่นแปลงปรมิาณลปิิดและองคป์ระกอบของกรดไขมนั 

การเปลี่ยนแปลงความเขม้ขน้เกลอืเป็นปจัจยัแวดลอ้มที่ส าคญัอย่างหน่ึงทีม่ผีลต่อการเจรญิเตบิโต กระบวนการ
สงัเคราะห์แสง รวมทัง้การเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบของกรดไขมนั และชนิดของลปิิด เนื่องจากลปิิดเป็นองค์ประกอบที่
ส าคญัของเซลลเ์มมเบรนทัง้ในสว่น plasma membrane และ thylakoid membrane ทีเ่ป็นแหล่งของกระบวนการสงัเคราะห์

elongase 
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แสง ดงันัน้การเปลีย่นแปลงความเขม้ขน้เกลอืในสภาวะแวดลอ้มอย่างฉบัพลนั จะสง่ผลต่อโครงสรา้งของเซลลเ์มมเบรน ท า
ใหเ้ซลลม์กีารตอบสนองอย่างรวดเรว็ดว้ยการเปลีย่นแปลงองคป์ระกอบของกรดไขมนัเพื่อเป็นการรกัษาเสถยีรสภาพของ
เมมเบรน และกจิกรรมต่างๆ ภายในเซลล์ให้คงสภาพอยู่ได้ภายใต้สภาวะกดดนั โดยการเปลี่ยนแปลงที่เกดิขึน้เป็นการ
เปลีย่นแปลงเพื่อใหเ้ซลลอ์ยู่รอดในสิง่แวดลอ้มใหม่  

เมื่อเซลลอ์ยู่ในสภาวะทีม่คีวามเขม้ขน้เกลอืสงู เซลลจ์ะปรบัขนาด cell volume ใหล้ดลงรวมทัง้มกีารผลติ 
compatible sulutes เช่นการสงัเคราะห ์ glucosylglycerol ใน Synechocysits sp. PCC 6803 (Hagemann et al 1987; 
Erdmann et al. 1992; Hagemann and Erdmann 1997) การสงัเคราะห ์glycinebetaine ใน Synechococcus sp. PCC 
7418 (Mackay et al. 1984; Reed et al. 1986; Hagemann and Erdmann, 1997) นอกจากนี้ยงัมรีายงานทีแ่สดงว่าลปิิด
อาจมสีว่นในการปกป้องเซลลจ์ากความเขม้ขน้เกลอืสงู (Huflejt et al. 1990; Khamutov et al. 1990; Ritter and Yopp 
1993) ถงึแมว้่ากลไกการเพิม่ขึน้ของปรมิาณลปิิดเมื่อเซลลอ์ยู่ในความเขม้ขน้เกลอืสงูจะยงัไม่ชดัเจน แต่มงีานวจิยัทีพ่บว่า
เมื่อสิง่มชีวีติทีส่ามารถสงัเคราะหแ์สงไดต้อ้งอยู่ในสภาวะความเขม้ขน้เกลอืสงู จะเกดิปฏกิริยิากระบวนการเตมิพนัธะคูข่อง
กรดไขมนัในเมมเบรนของสิง่มชีวีตินัน้ ๆ    รายงานวจิยัทีศ่กึษาผลของความเขม้ขม้เกลอืต่อการเปลีย่นแปลงลปิิด และ
องคป์ระกอบของกรดไขมนัในไซยาโนแบคทเีรยี Synechococcus sp. PCC 6311 (Huflejt et al. 1990; Khomutov et al. 
1990; Molitor et al. 1990) พบว่าการที ่Synechococcus sp. PCC 6311เจรญิในสภาวะความเขม้ขน้ของ NaCl สงู เป็นผล
มาจากการเปลีย่นแปลงองคป์ระกอบของกรดไขมนัและลปิิด โดยเมื่อยา้ยเซลลจ์ากอาหารทีม่คีวามเขม้ขน้ NaCl 15 mM 
ไปในอาหารทีม่คีวามเขม้ขน้ NaCl 500 mM องคป์ระกอบของกรดไขมนั C16:1(9) ลดลงอย่างรวดเรว็ ในขณะทีม่กีาร
เพิม่ขึน้ของกรดไขมนั C18:1(9) และ C18:1(11) Huflejt et al. 1990) นอกจากนี้ความเขม้ขน้เกลอืมผีลต่อสดัสว่นของลปิิด
ชนิดต่าง ๆ โดยพบว่าเมื่อยา้ยเซลลไ์ปสูค่วามเขม้ขน้เกลอืทีส่งูขึน้ สดัสว่นของ MGDG ลดลงในขณะทีส่ดัสว่นของ DGDG 
และ PG เพิม่ขึน้ และการเปลีย่นแปลงนี้พบทัง้ใน plasma membrane และ thylakoid membrane Ritter และ Yopp (1993) 
ท าการศกึษาผลของเกลอืต่อองคป์ระกอบของลปิิดใน halophilic cyanobacterium Aphanothece halophytica พบว่าการที่
เซลลส์ามารถเจรญิไดใ้นสภาวะความเขม้ขน้เกลอืสงู อาจเป็นผลเน่ืองมาจากการเปลีย่นแปลงองคป์ระกอบของลปิิด โดย
สดัสว่นของ MGDG และ DGDG ใน plasma membrane ลดลงเมื่อความเขม้ขน้เกลอืสงูขึน้ ในขณะที ่PG มสีดัสว่นเพิม่ขึน้ 
ในขณะเดยีวกนัไม่พบการเปลีย่นแปลงองคป์ระกอบของ glycerolipid ใน thylakoid membrane เมื่อความเขม้ขน้เกลอืใน
อาหารเพิม่ขึน้ แสดงในเหน็ว่าการเพิม่สดัสว่นของ anionic lipid คอื PG และ การลดลงของ MGDG อาจมสีว่นส าคญัต่อ
การปรบัตวัของเซลลต่์อสภาวะความเขม้ขน้เกลอืสงู  นอกจากนี้การศกึษาใน Dunaliella tertiolecta ATCC 30929 ซึง่เป็น 
Marine Microalgae พบว่าปรมิาณของลปิิดเพิม่ขึน้จาก 60% ไปเป็น 67% เมื่อความเขม้ขน้ของ NaCl เพิม่ขึน้จาก 0.5 M 
เป็น 1.0 M (Takagi et al. 2006) 
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6. วิธีการด าเนินการวิจยั 
สายพนัธุ ์Spirulina 

Spirulina platensis สายพนัธุ ์C1 (หรอื Arthrospira sp. PCC 9438) ซึง่เป็นสายพนัธุด์ ัง้เดมิ (wild type, WT) 
(รูปที ่3) สามารถเจรญิเป็นโคโลนีเดีย่ว ๆ (single colony) และเกบ็รกัษาไวบ้นอาหารแขง็ (slant agar) สตูรมาตรฐาน 
Zarrouk’s ภายใตส้ภาวะความเขม้แสง 20 mol m-2 s-1 ทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส (ºC) 

 

 

 

 

 

รปูที ่3 Spirulina สายพนัธุ ์C1 (ก าลงัขยาย 200X) 

 
การเตรยีมหวัเชือ้ตัง้ตน้และสภาวะการเพาะเลีย้ง 

น า Spirulina จาก slant agar จ านวน 1 loop มาเลีย้งใน Elrenmeyer flask ขนาด 100 มลิลลิติร (mL) ทีม่อีาหาร
เหลว Zarrouk’s ปรมิาตร 25 mL มาเลีย้งในตู้บ่มซึง่ควบคุมอุณหภูมทิี่ 35 ºC ความเขม้แสง 50 mol m-2 s-1 อย่าง
ต่อเนื่อง โดยเขย่าทีค่วามเรว็ 130 รอบต่อนาท ี(rpm) หลงัจากนัน้ 1 สปัดาห ์จงึท าการเพิม่ปรมิาณ Spirulina โดยการเตมิ
อาหารเหลวใหม้ปีรมิาตรสุดทา้ยเป็น 100 mL ใน Elrenmeyer flask ขนาด 250 mL เพาะเลีย้งทีส่ภาวะเดมิ เป็นเวลา 4-7 
days แลว้ท าการเปลีย่นถ่ายอาหาร 2 รอบเพื่อใหเ้ซลลป์รบัตวัก่อนน าไปใช ้

สภาวะการเพาะเลีย้ง 
เพาะเลีย้ง Spirulina ในอาหาร Zarrouk’s ปรมิาตร 700 mL ใน Elrenmeyer flask ขนาด 1000 mL วางในอ่างน ้า

ควบคุมอุณหภูมทิี่ 35 ºC ความเขม้แสง 100 mol m-2 s-1 อย่างต่อเนื่อง โดยการกวนผสมดว้ยแท่งแม่เหลก็ (magnetic 
bar) ทีค่วามเรว็ประมาณ 130 rpm เพื่อใหเ้ซลลส์มัผสักบัอาหารและไดร้บัแสงอย่างทัว่ถงึ เมื่อเซลลเ์ขา้สู่ระยะ logarithmic 
phase (3-4 days) แลว้ท าการเปลีย่นถ่ายอาหาร 2 รอบเพื่อใหเ้ซลลป์รบัตวัก่อนน าไปใชใ้นการทดลองต่อไป 
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การวเิคราะห ์
 การวดัการเจรญิเตบิโต 

- โดยการวดัค่าความขุน่ทีค่วามยาวคลื่น 560 นาโนเมตร (nm)  
- โดยการหาค่าความเขม้ขน้คลอโรฟิลล ์(chlorophyll-a concentration, Bennet and Bogorad, 1973) 
ปิเปตตวัอย่าง Spirulina ปรมิาตร 5 mL มากรองผ่านกระดาษกรอง (Whatman, GF/C) จากนัน้เตมิดว้ยเมทานอล 

ปรมิาตร 5 mL และท าการบ่มทีอุ่ณหภูม ิ70oC เป็นเวลา 2 min ทิง้ไวใ้หเ้ยน็ และน าไปป ัน่เหวีย่งที ่3500 rpm เป็นเวลา 5 
min น าสว่นใสมาอ่านค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 665 nm  

Chlorophyll a concentration (mg L-1)   =   Absorbancy at 665 nm x 13.9* 
* absorption coefficient ของ Spirulina 

 
ค านวณหาอตัราการเจรญิเตบิโตจ าเพาะ () และ doubling time ดงันี้ 

 (day-1) = [(ln(N2)-ln(N1)]/[t2-t1] 
โดยที ่N1, N2 = ค่า reading absorbance (OD560) หรอื chlorophyll-a concentration mg L-1 ทีเ่วลา t2 และ t1 

ตามล าดบั 
Doubling time (day) = 0.693/ 

การเจรญิเตบิโตสมัพทัธ ์(Relative growth) ทีเ่วลา t = Nt / N0 
 
การวดัค่ากจิกรรรมการสงัเคราะหแ์สง (Photosynthetic activity) และกจิกรรมการหายใจ (Respiration activity) 
 น า Spirulina มาหาความเขม้ขน้ Chlorophyll-a โดยกรองเซลลผ์่านกระดาษกรอง (Whatman, GF/C) และท าการ
ปรบัความเขม้ขน้ Chlorophyll-a ใหม้คี่าเท่ากบั 2.5-3 mg Chl L-1 ดว้ย fresh Zarrouk’s medium จากนัน้น าตวัอย่าง 
Spirulina ทีป่รบัความเขม้ขน้แลว้ปรมิาตร 4 mL เตมิในภาชนะแกว้ผนังสองชัน้ทีส่ามารถควบคุมอุณหภูมไิดโ้ดยน ้าหล่อ 
(double jacket thermo-regulated glass vessel) โดยควบคุมไวท้ี่ 35 ºC และการวดั Photosynthetic activity จะใช้
หลกัการการผลติ oxygen (O2- evolving photosynthetic activity) โดยจะวดัปรมิาณ oxygen ทีล่ะลายน ้า (dissolved 
oxygen) ดว้ย Clak-type O2-electrode (YSI 5331A) และใหแ้สงทีค่วามเขม้ 160 mol m-2 s-1 ดว้ย slide projector lamp 
น าสญัญาณทีอ่่านไดจ้ากเครื่องบนัทกึมาค านวณและวเิคราะหผ์ลใหอ้ยู่ในรูป mol O2 evolved mg Chl-1 hr-1 (รูปที ่3 และ 
4) 
 และการวดั Respiration activity โดยใชห้ลกัการการใช ้oxygen (O2- consuming respiration activity) โดยท า
เช่นเดยีวกบัการวดั Photosynthetic activity แต่จะท าการวดัในทีม่ดืโดยจะใชผ้า้สดี าคลุม vessel และวเิคราะหผ์ลใหอ้ยู่ใน
รปู mol O2 uptake mg Chl-1 hr-1  
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รปูที ่4 ชุดเครื่องมอืทีใ่ชใ้นการวดักจิกรรมการสงัเคราะหแ์สงและการหายใจของ Spirulina 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูที ่5 ลกัษณะของ O2 electrode ทีจุ่่มอยู่ใน double jacket thermo-regulated vessel 
 
 
 
 

Light source 
Recorder 

O2 electrode  

Temperature control nuit 

Potentiostat 

N2 tank 

Air pump 

Double jacket vessel  

O2 electrode 

Double jacket thermo-regulated vessel 
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6.7 การท าใหเ้ซลลแ์หง้ - ท าใหแ้หง้โดยวธิ ีlyophilization 
 
6.8 การวเิคราะหป์รมิาณและชนิดลปิิด/กรดไขมนั 

6.8.1 การสกดัลปิิดรวมโดยดดัแปลงวธิขีอง Bligh & Dyer (1959) 
6.8.2 การแยกชัน้ลปิิด (Lipid class) ชนิดลปิิดโดยวธิขีอง Sato และ Murata (1988) 

 น าตวัอย่างลปิิดทีส่กดัแลว้มา spot ลงบนแผ่น TLC (Silica gel 60 Aluminum sheets 20×20 cm, Merck)  และ
ใชเ้ฟสเคลื่อนที ่(mobile phase) ทีป่ระกอบดว้ย hexane, diethyl ether, acetic acid ในอตัราส่วน 70: 30: 1 (v/v) 
ตามล าดบั ซึง่เฟสเคลื่อนทีท่ีเ่หมาะสมส าหรบัแยกลปิิดกลุ่มไม่มขี ัว้  และการอ่านผลลปิิดตวัอย่างทีเ่คลื่อนทีไ่ดบ้นแผ่น TLC 
ดว้ย การพ่น 0.01 % primuline สงัเกตแถบลปิิดทีเ่รอืงแสงภายใต้ UV หรอืการใชไ้อของเกลด็ไอโอดนีทีท่ าใหแ้ถบลปิิด
ปรากฏสนี ้าตาล เปรยีบเทยีบค่า retention factor (Rf) ของแถบลปิิดทีไ่ด้จากตวัอย่างกบัลปิิดมาตรฐาน ในที่นี้ใช้ลปิิด
มาตรฐาน ซึง่ประกอบไปดว้ย Monoolein, 1,3-Diolein & 1,2-Dioleoyl-rac-glycerol และ Glyceryl trioleate (Mono-, Di-, 
& Triglyceride Mix, Supelco), SQDG และ PG  
 6.8.2 การเตรยีมเมทธลิเอสเทอรข์องกรดไขมนั 
 น าเซลล ์ Spirulina (whole cell), MGDG, DGDG, SQDG และ PG ทีแ่ยกไดม้าเตรยีมเมทธลิเอสเทอรข์องกรด
ไขมนั (Fatty acid methylester, FAME) โดยดดัแปลงจากวธิขีอง Lapage และ Roy (1984) 
 6.8.3  การวเิคราะหอ์งคป์ระกอบของ FAME 
 โดยใชก้๊าซโครมาโตกราฟฟี (Gas chromatographic; GC-17A SHIMADZU) ดว้ยคอลมัน์ BPX70 (70% of 
cyanopropyl, SGE forte, Analytical Science) ขนาด 60m x 0.25 mm I.D. ดว้ยอุณหภูม ิcolumn ที ่205 oC อุณหภูม ิ
injector ที ่250 oC และ อุณหภูม ิdetector ที ่260 oC โดย peak area ทีไ่ดจ้ะน ามาวเิคราะหเ์ทยีบกบั authentic standard 
fatty acid methyl ester mixtures 
 
 6.8.4 การสกดั RNA จากตวัอย่างเซลลข์อง Spirulina 

- บดเซลลส์าหร่ายดว้ยโกร่งทีแ่ช่เยน็ 
- น าเซลลส์าหร่ายทีบ่ดแลว้ใส่ในหลอดทีม่ ีTrizol reagent (บรษิทั Invitrogen) อยู่ 1 mL และเตมิ chloroform 

ปรมิาตร 0.2 mL  เขย่าดว้ยมอืเป็นเวลา 15 sec จากนัน้ตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้งประมาณ 3 min น าไป centrifuge ดว้ย
ความเรว็ 12000 xg  เป็นเวลา 15 min ทีอุ่ณหภูม ิ4oC 

- น าส่วนใสชัน้บนประมาณ 0.6 mL ไปสู่หลอดใหม่ เตมิ isopropyl alcohol ปรมิาตร 0.5 mL  ตัง้ทิง้ไว้ที่
อุณหภูมหิอ้งประมาณ 10 min น าไป centrifuge ดว้ยความเรว็ 12000 xg  เป็นเวลา 15 min ทีอุ่ณหภูม ิ4oC 

- ลา้งตะกอน RNA ทีไ่ดด้ว้ย 1 mL ของ 70% ethanol 2 ครัง้ และ 1 mL ของ absolute ethanol 1 ครัง้ โดยแต่ละ
ครัง้น าไป centrifuge ดว้ยความเรว็ 12000 xg  เป็นเวลา 5 min ทีอุ่ณหภูม ิ4oC ทิง้ตะกอนใหแ้หง้ทีอุ่ณหภูม ิ37oC 

- ท าการก าจดั genomic DNA ที่อาจปนเป้ือน โดยการละลายตะกอน RNA ทีไ่ดด้้วย diethylpyrocarbonate 
(DEPC) treated water ปรมิาตร 178 µL เตมิ 10X DNase I reaction buffer (บรษิทั New England Biolabs) ปรมิาตร 20 
µL และ 2 units ของ DNase I (RNase free)  บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37oC เป็นเวลา 30 min 

- เตมิ phenol:chloroform: isoamyl อตัราสว่น 25:24:1 ปรมิาตร 200 µL เขย่าดว้ย vortex ประมาณ 1 min น าไป 
centrifuge ดว้ยความเรว็ 12000 xg  เป็นเวลา 10 min ทีอุ่ณหภูม ิ4oC  ยา้ยสว่นใสชัน้บนสูห่ลอดใหม่ แลว้ท าซ ้าอกี 2 ครัง้ 
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- ตกตะกอนRNA ทีไ่ดโ้ดยการน าส่วนใสชัน้บนจากขอ้ 6 ซึง่ม ีRNA มาเตมิ 3M sodium acetate  และ absolute 
ethanol ปรมิาตร 0.1 และ 2.5 เท่าของปรมิาตรส่วนใสตามล าดบั บ่มทีอุ่ณหภูม ิ-30oC เป็นเวลา 1 hr น าไป centrifuge 
ดว้ยความเรว็ 12000 xg  เป็นเวลา 15 min 

- ลา้งตะกอน RNA ทีไ่ดด้ว้ย 1 mL ของ 70% ethanol 2 ครัง้ และ 1 mL ของ absolute ethanol 1 ครัง้ โดยแต่ละ
ครัง้น าไป centrifuge ดว้ยความเรว็ 12000 xg  เป็นเวลา 5 min ทีอุ่ณหภูม ิ4oC ทิง้ตะกอนใหแ้หง้ทีอุ่ณหภูม ิ37oC 

- ละลายตะกอน RNA ทีไ่ดด้ว้ย DEPC treated water เกบ็ตวัอย่าง RNA ไวท้ีอุ่ณหภูม ิ-80oC 
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        รปูที ่6 แผนผงัการทดลอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เตรยีมหวัเชือ้ Spirulina สายพนัธุ ์C1 ในอาหารสตูรมาตรฐานของ Zarrouk (0.017 M 
NaCl) เพาะเลีย้งในสภาวะทีเ่หมาะสม (35 ºC, 100 µmol photon.m-2 s-1, ใหแ้สงอย่าง
ต่อเนื่อง) จนเซลลอ์ยู่ในระยะ logarithmic phase g phase ( 4 days) 

- สกดัลปิิดและแยกชนิดลปิิด 
และ fatty acid profile 

และน าไปเพาะเลีย้งต่อในสภาวะความเขม้ขน้เกลอืสงูที ่0.5 M NaCl และ 0.75 M 
NaCl  

1. อาหารสตูรมาตรฐาน Zarrouk’s (0.017 M NaCl) 
2. อาหารสตูรเขม้ขน้เกลอืสงู (0.5 M NaCl) ในสภาวะทีเ่หมาะสม 
3. อาหารสตูรเขม้ขน้เกลอืสงู (0.75 M NaCl) ในสภาวะทีเ่หมาะสม 

เกบ็เกีย่วเซลล ์day 4 (logarithmic phase) และ day 7 (stationary phase) 

วเิคราะหก์ารเจรญิเตบิโตทุกวนั 
โดย วดัค่า OD560 และ -
Chlorophyll-a concentration 

วดัอตัราการสงัเคราะหแ์สง 
และอตัราการหายใจ  

สกดั total RNA และ วเิคราะห ์
gene expression (RT-PCR) และ 
fatty acid profile 



14 

 

7. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 
7.1 ผลของความเข้มข้นเกลือสูงต่อการเจริญเติบโตของ S. platensis, C1 

 
โดยทัว่ไปสภาวะความเคม็สูงมผีลต่อพชืทัง้ทางกายภาพและชวีภาพ ในขณะที่มี cyanobacteria หลายชนิดที่

สามารถทนต่อสภาวะดงักล่าวได้เป็นอย่างด ีอย่างไรกด็เีป็นทีท่ราบกนัว่า Spirulina สามารถทนต่อความเคม็ได้ในระดบั
หนึ่ง การศกึษานี้จงึเปรยีบเทียบการเจริญเติบโตของ Spirulina ที่เจรญิเติบโตด้วยอาหารสูตร Zarrouk’s medium 
(Zarrouk, 1966) ทีม่คีวามเขม้ขน้ของ NaCl ต่างกนัคอื 0.017 M NaCl (1 g L-1, control), 0.5 M (19.6 g L-1) และ 0.75 M 
NaCl (29.4 g L-1) ซึง่ยงัเป็นสภาวะทีเ่ซลลย์งัเจรญิเตบิโตได้ (1 M NaCl เซลลต์าย, KMUTT unpublished data) บนัทกึ
การเจรญิเตบิโต ดว้ยการวดัค่าความขุน่ของเซลลท์ี ่OD560 และความเขม้ขน้ Chlorophyll a และน าค่าทีไ่ดม้าค านวณค่าการ
เจรญิเตบิโตจ าเพาะสงูสดุ (specific growth rate, µ) และ เวลาของการเพิม่จ านวนเซลลเ์ป็น 2 เท่า (doubling time) 
 

 
รูปที ่7 การเจรญิเตบิโตสมัพทัธ ์(ค านวณจาก OD560) ของ Spirulina platensis, C1 ทีเ่พาะเลีย้งในอาหารสตูร Zarrouk 
ปกต ิ(0.017 M NaCl) และอาหารทีม่คีวามเขม้ขน้เกลอื 0.5 M และ 0.75 M NaCl 
 

การเปลีย่นแปลงของค่า OD560 (รปูที ่7) พบว่าภายในระยะเวลา 24 hr (หรอื 1 day) เซลลท์ีเ่พาะเลีย้งดว้ยอาหาร
ปกตมิกีารเจรญิเตบิโตทีด่กีว่าเซลลท์ีเ่พาะเลีย้งในอาหารทีม่คีวามเขม้ขน้ 0.5 M และ 0.75 M NaCl โดยเซลลป์กตมิอีตัรา
การเจรญิเตบิโตจ าเพาะ (Specific growth rate, ) ที ่0.025 hr-1 หรอืเทยีบเท่า doubling time ที ่27.7 hr ในขณะทีเ่ซลลท์ี่
เจรญิเตบิโตในสภาพทีม่คีวามเขม้ขน้เกลอืสงูกว่าปกตคิอื 0.5 M NaCl  มกีารเจรญิเตบิโตลดลงโดยมคี่า  ที ่0.016 hr-1 
หรอืเทยีบเท่า doubling time ที่ 43.3 hr และเมื่อเพิม่ความเขม้ขน้เกลอืใหส้งูถึง 0.75 M NaCl  พบว่าเซลลม์กีาร
เจรญิเตบิโตชา้มากคอื ม ี ที ่0.011 hr-1 หรอืเทยีบเท่า doubling time ที ่43.3 hr (ตารางที ่1) อย่างไรกต็ามยงัพบว่า
รปูแบบของการเจรญิเตบิโตของเซลลท์ัง้ 3 สภาวะจะมคีวามคลา้ยคลงึกนั โดยทีไ่ม่พบว่าเซลลต์้องการระยะปรบัตวั (Lag 
phase) และเซลลส์ามารถเจรญิเตบิโตไดเ้รื่อย ๆ จนถงึวนัสดุทา้ยของการทดลอง (168 hr)  
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ตารางที ่1 อตัราการเจรญิเตบิโตจ าเพาะ (Specific growth rate (, hr-1)) และ doubling time ของ Spirulina platensis C1 
ทีเ่จรญิเตบิโตที่ NaCl ความเขม้ขน้ต่าง ๆ เมื่อเพาะเลีย้งทีอุ่ณหภูม ิ35C ทีค่วามเขม้แสง 100 µ mol photon m-2 s-1 
อย่างต่อเนื่อง 24 hr 
 

Treatments Specific growth rate (, hr-1) Doubling time (hr) 

0.017 M NaCl (control) 0.025 27.72 
0.5 M NaCl 0.016 43.30 
0.75 M NaCl 0.011 63.00 

 
การเปลีย่นแปลงสภาวะการเจรญิเตบิโตของ Spirulina จากทีม่คีวามเขม้ขน้เกลอืต ่าหรอืปกต ิ(0.017 M NaCl) 

ไปสูท่ีค่วามเขม้ขน้เกลอืสงู (0.75 M NaCl) พบการเปลีย่นแปลงของปรมิาณคลอโรฟิลล ์(เอ) โดยจากรูปที ่8  แสดงเหน็ว่า
ทีส่ภาวะเกลอืความเขม้ขน้สงูเซลลจ์ะมปีรมิาณคลอโรฟิลลต์ ่ากว่าในสภาวะปกตปิระมาณ 2 เท่า ซึง่ผลของเกลอืต่อปรมิาณ 
คลอโรฟิลล ์นัน้อาจเป็นผลมาจากการยบัยัง้การสงัเคราะหโ์ปรตนี (Protein synthesis) โดยทัว่ไป (Hsiao 1983) ตลอดทัง้
อาจไปกระตุ้นการสรา้ง Specific stress protein (Hageman et al.1990) นอกจากนี้ จากการศกึษาผลของ NaCl ในพชื
ชัน้สงู โดย Stobart et al. (1985) พบว่า NaCl มผีลในการเพิม่อตัรา Protein และ Chlorophyll degradation โดยทีก่ระตุ้น 
Protease activity และยบัยัง้ Chlorophyll synthesis (การลดลงของ aminolevulinic acid (ALA) synthesis (Santos  
2004) ทัง้นี้เน่ืองจากคลอโรฟิลล ์ ท าหน้าทีเ่ป็น Light harvesting antenna ในกระบวนการ Photosynthesis ทัง้นี้การลดลง
ของปรมิาณคลอโรฟิลล ์ น่าจะมผีลต่อกจิกรรมการสงัเคราะหแ์สง (Photosynthetic activity) ดว้ย  
 
7.2 ผลของความเข้มข้นเกลือสูงต่อปริมาณคลอโรฟิลลใ์น S. platensis, C1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่8 ปรมิาณ คลอโรฟิลล์-เอ ของ Spirulina platensis, C1 ทีเ่พาะเลีย้งในอาหารสตูร Zarrouk ปกต ิ (0.017 M NaCl) 
และอาหารทีม่คีวามเขม้ขน้เกลอื 0.5 M และ 0.75 M NaCl  
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รูปที ่9 แสดงสขีอง Spirulina culture ทีเ่พาะเลีย้งดว้ยอาหารที่มเีกลอืความเขม้ขน้ปกติ (0.17 M NaCl) และความเขม้ขน้
เกลอืสงู (0.5 M และ 0.75 M NaCl) 
 
 
7.3 ผลของความเข้มข้นเกลือสูงต่อการสงัเคราะหแ์สงและการหายใจของ S. platensis, C1  

ความเขม้ขน้เกลอื NaCl ในอาหารเพาะเลีย้งทีส่งูกว่าปกติท าใหเ้ซลลม์ปีรมิาณคลอโรฟิลล-์เอต ่าและอาจท าให้
กจิกรรมการสงัเคราะหแ์สงที่ต ่า ซึง่ในทีสุ่ดท าใหก้ารเจรญิเตบิโตลดลงลง ดงันัน้จงึท าการวดัอตัราการสงัเคราะหแ์สง โดย
พจิารณาจาก ค่า O2 evolution จากการวดัปรมิาณ O2 ทีล่ะลายน ้าในขณะทีใ่หแ้สงสว่าง ผลการทดลองดงัตารางที ่2 ซึง่
พบว่า เซลลท์ีเ่จรญิในอาหารทีม่คีวามเขม้ขน้เกลอืปกต ิ(0.017 M NaCl) ทีอ่ยู่ในระยะ logarithmic phase (day 4) และ 
stationary phase (day 7) มอีตัราการสงัเคราะหแ์สงใกลเ้คยีงกนัคอืประมาณ 499±55 และ 458±52 µmolO2 mgChl_a-1 
hr-1 ตามล าดบั ในขณะทีอ่ตัราการสงัเคราะหแ์สงของเซลลท์ีเ่จรญิในอาหารทีม่เีกลอื NaCl ความเขม้ขน้ 0.5 M ทีม่อีายุ 4 
และ 7 days มคี่าเพยีง 277 ± 24 และ 307 ± 15 µmolO2 mgChl_a-1 hr-1 ตามล าดบัหรอืลดลงเหลอืเพยีงรอ้ยละ 55 และ 
67 ตามล าดบั ซึ่งผลความเขม้ขน้เกลอืทีส่งูต่อการสงัเคราะหแ์สงพบใน Spirulina และไซยาโนแบคทเีรยีสายพนัธุอ์ื่นๆ 
เช่นกนั โดยอตัราการสงัเคราะหท์ีล่ดลงอาจเป็นผลจากความเขม้ขน้เกลอืทีส่งูขึน้ยบัยัง้การกระบวนการถ่ายทอดอเิลคตรอน 
(electron transfer) ใน Photosystem II  
 เมื่อพจิารณาอตัราการหายใจ (Respiration activity) จากเซลลท์ีม่อีายุอยู่ในช่วง logarithmic phase (day 4) และ 
stationary phase (day 7) ซึง่วดัจาก O2 consumption โดยการวดัปรมิาณ O2 ทีล่ะลายน ้าในขณะทีไ่ม่ใหแ้สงสว่าง ผลการ
ทดลองดงัตารางที ่2 พบว่าเซลลท์ีอ่ยู่ในช่วง logarithmic phase (day 4) ทีเ่จรญิเตบิโตในสภาวะเกลอืทีค่วามเขม้ขน้สงูกว่า
ปกติ มอีตัราการใช้ O2 สูงกว่าเซลล์ทีเ่จรญิเตบิโตในสภาวะปกติและพบว่าอตัราการหายใจจะลดลงเมื่อเซลล์เขา้สู่ช่วง  
stationary phase (day 7) ซึง่ผลดงักล่าวสอดคลอ้งกบั Molitor et al. (1986) ทีพ่บว่า อตัราการหายใจของ Anacystis 
nidulans เพิม่ขึน้เมื่อเซลลอ์ยู่ในอาหารทีม่ ีNaCl สงู ซึง่เนื่องมาจากการเพิม่ขึน้ของ cytochrome oxidase activity ทีอ่ยู่บน 
PM โดยที ่Na+ และ Cl- จะไปกระตุน้การเพิม่ขึน้ของ respiration electron transport ทีเ่กีย่วขอ้งกบั respiratory system  
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ตารางที ่2 อตัราการสงัเคราะหแ์สงและอตัราการหายใจของ Spirulina platensis สายพนัธุ ์C1 ทีเ่พาะเลีย้งในอาหารสตูร 
Zarrouk’s ปกต ิ(0.017 M NaCl) และอาหารทีม่เีกลอืความเขม้ขน้สงู (0.5 M NaCl) 
 

Time (day) Photosynthesis activity 
(µmolO2 mgChl-a-1 hr-1) 

Respiration activity 
(µmolO2 uptake mgChl-a-1 hr-1) 

 0.017M NaCl 0.5 M NaCl 0.017M NaCl 0.5 M NaCl 
4 499 ± 55 277 ± 24 9 ± 5 53 ± 2 
7 458 ± 52 307 ± 15 5 ± 4 25 ± 13 

 
 
7.4 ผลของความเข้มข้นเกลือสูงต่อปริมาณและชนิดของลิปิด และองคป์ระกอบของกรดไขมนัใน S. platensis, 
C1  
 เนื่องจากความเขม้ขน้เกลอืมผีลต่อกจิกรรมทีอ่ยู่บน membrane ซึ่งมกีรดไขมนัและลปิิดเป็นองคป์ระกอบหลกั 
ดงันัน้เพื่อใหท้ราบถงึผลทีม่ต่ีอลปิิดนัน้จงึ น า Spirulina ทีเ่ลีย้งในอาหารทีม่คีวามเขม้ขน้เกลอืที ่0.017 M, 0.5 M และ 0.75 
M NaCl มาวเิคราะหห์าปรมิาณลปิิดรวม (Bligh and Dyer, 1951) ชนิดของลปิิดดว้ยวธิดีดัแปลงของ Sato และ Murata 
(1988) แลว้วเิคราะหอ์งคป์ระกอบของกรดไขมนัดว้ยการเตรยีมเมทธลิเอสเทอรข์องกรดไขมนั (transmethylation) โดยวธิี
ดดัแปลงจากวธิขีอง Lapage และ Ray (1984) และท าการวเิคราะหด์ว้ย Gas Chromatography 
 
ตารางที ่3 สดัส่วนของกรดไขมนัและปรมิาณกรดไขมนัทัง้หมดของ  Spirulina (whole cell) ทีเ่จรญิเตบิโตทีค่วามเขม้ขน้
เกลอืต่าง ๆ ทีอ่ยู่ในระยะ exponential phase (day 4) และ stationary phase (day 7) 
 

NaCl 
(M) 

Day Fatty Acids (% total fatty acids, TFAs) % TFA 
(DW) 

Ratio of 
unsat/sat C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 

0.017 

0 46.1±1.5 5.9±2.3 1.1±0.4 7.4±1.4 24.2±1.9 15.1±2.0 2.1±1.1 1.11 

4 47.5±2.0 5.5±0.5 0.9±0.3 6.5±0.4 20.3±0.5 19.4±1.3 1.0±0.4 0.96 

7 47.2±1.7 5.1±0.2 0.8±0.3 8.0±0.3 24.9±1.2 14.0±1.9 2.3±1.3 1.08 

0.50 
4 43.6±0.8 5.7±0.3 1.2±0.3 7.8±1.2 21.3±0.2 20.6±3.0 2.0±0.8 1.24 

7 45.0±0.9 6.2±0.4 1.4±0.1 8.0±1.6 20.1±1.4 19.2±1.2 1.1±0.3 1.15 

0.75 
4 46.3±0.8 5.4±1.3 2.4±1.3 13.0±1.4 17.4±0.4 15.5±0.2 1.9±0.5 0.99 

7 44.0±1.2 5.9±0.6 2.2±0.6 12.2±2.0 18.9±1.0 16.6±2.1 1.4±0.6 1.16 
Ratio of unsat/sat = total amount of unsaturated fatty acid/total amount of saturated fatty acid 
 
 ในสภาวะปกติเมื่อเซลล์ Spirulina มอีายุเพิม่ขึน้จะมกีารสะสมกรดไขมนัทัง้หมด (Total fatty acids, TFAs) 
เพิม่ขึน้ กล่าวคอืเซลลท์ี ่day 4 (logarithmic phase) มปีรมิาณ TFA 1.0±0.4 (% DW) และเมื่อปล่อยใหเ้ซลลเ์จรญิเตบิโต
ไปจนถึง day 7 (stationary phase) พบว่าเซลลม์ปีรมิาณ TFA เพิม่ขึน้เป็น 2.3±1.3 (% DW) ซึ่งตรงขา้มกบัการ
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เปลีย่นแปลงของ TFAs ของ Spirulina ทีเ่จรญิเตบิโตในอาหารทีม่คีวามเขม้ขน้เกลอืสงู (0.5 M และ 0.75 M NaCl) โดยจะ
ลดลงเมื่อเซลลม์อีายุเพิม่ขึน้ 
 กรดไขมนัหลกัของ Spirulina ประกอบไปด้วย palmitic acid (C16:0), palmitoleic (C16:1), oleic acid 
(C18:1∆9), linoleic acid (C18:2∆9,12), และ -linolenic acid (C18:3∆9,12,6, GLA) ซึง่ในสภาวะปกติชนิดทีม่มีาก
ทีส่ดุคอื C16:0 ซึง่มปีระมาณ 46-48% of TFA เมื่อเซลลม์กีารเจรญิเตบิโตขึน้ปรมิาณ C16:0 มกีารเปลีย่นแปลงน้อยมาก 
ในขณะทีป่รมิาณ GLA (% TFA) จะลดลงเมื่อเซลลม์อีายุเพิม่ขึน้ และทีส่ภาวะเกลอืความเขม้ขน้ที ่0.5 M NaCl ปรมิาณ 
C16:0 มกีารเปลี่ยนแปลงน้อยมาก (เช่นเดียวกบัในสภาวะปกติ) นอกจากนี้ยงัพบว่าปรมิาณ GLA ของเซลล์ระยะ 
logarithmic phase กม็กีารเปลีย่นแปลงน้อยมากเช่นกนั แต่เมื่อเซลลเ์ขา้สู่ระยะ stationary phase กลบัพบการเพิม่ขึน้ใน
ขณะทีใ่นสภาวะปกตปิรมิาณ GLA จะลดลงเรื่อย ๆ และเมื่อเพิม่ความเขม้ขน้เกลอืสงูขึน้ เป็น 0.75 M NaCl  พบว่าปรมิาณ 
GLA กลบัมคี่าต ่ากว่าที ่0.5 M NaCl  อย่างไรกต็ามเป็นทีน่่าสงัเกตว่า เมื่อเพิม่ความเขม้ขน้เกลอืไปในระดบัหนึ่ง Spirulina 
จะพยายามปรบัตวัใหอ้ยู่รอดโดยการเพิม่ปรมิาณกรดไขมนัชนิดไม่อิม่ตวัโดยเฉพาะ GLA แต่ในสภาพความเขม้ขน้เกลอืสงู
มากขึน้ไป Spirulina กไ็ม่สามารถทนต่อสภาวะนี้ไดจ้งึเหน็ว่า GLA มปีรมิาณลดต ่าลงอกีครัง้ 
 
 
7.5 ผลของความเข้มข้นเกลือสูงต่อชนิดของลิปิด (lipid class) และกรดไขมนัใน lipid class ต่าง ๆ ใน 
S. platensis, C1 
 

Spirulina มี glyceroloipid ที่ส าคญั 4 ชนิด (lipid class) คือ Monogalactosyl Diacylglycerol (MGDG), 
Digalactosyl Diacylglycerol (DGDG), Sulphoquinovosyl Diacylglycerol (SQDG) และ Phosphoglycerol (PG) โดยผล
ของเกลอืความเขม้ขน้สงูแสดงดงัตารางที ่4 ซึง่เหน็ไดว้่า Spirulina ทีเ่จรญิในสภาวะปกต ิมปีรมิาณ MGDG 37--61% และ 
DGDG 26-36% (of total glycerolipids) ในขณะทีม่ปีรมิาณ SQDG 2-8% และ PG 4-20% (of total glycerolipids) และใน
สภาวะดงักล่าวเซลลร์ะยะ logarithmic phase (day 4) มปีรมิาณ MGDG มากกว่าเซลลร์ะยะ stationary phase (day 7) 
ในขณะทีไ่ม่พบความแตกต่างของปรมิาณ DGDG อย่างไรกต็าม จะเหน็ไดว้่าปรมิาณ SQDG และ PG จะเพิม่มากขึน้เมื่อ
เซลลม์อีายุเพิม่ขึน้ และในสภาวะเกลอืความเขม้ขน้สงู ปรมิาณ MGDG มแีนวโน้มลดลงเรื่อย ๆ ตามอายุเซลลท์ีเ่พิม่ขึน้ 
ในขณะที ่ DGDG จะเพิม่ขึน้ที่ 0.5 M NaCl และจะลดลงเมื่อเพิม่ความเขม้ขน้เกลอืขึน้ไปอกี (0.75 M NaCl) ในขณะที่
ปรมิาณ SQDG และ PG ไม่ขึน้กบัความเขม้ขน้เกลอื ดงันัน้อาจกล่าวไดว้่าการเปลีย่นแปลงของปรมิาณ lipid ชนิดต่าง ๆ 
ของ Spirulina ไม่ขึน้กบัความเขม้ขน้เกลอืแต่จะขึน้กบัอายุเซลล์  
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ตารางที ่4 ปรมิาณลปิิดแต่ละชนิดของ S. platensis, C1ทีเ่จรญิเตบิโตในอาหารทีค่วามเขม้ขน้เกลอืต่างกนั 
 

NaCl 
concentration 

(M) 

Day % of Total Glycerolipids 
MGDG DGDG SQDG PG 

0.017 
0 61.7±0.3 25.6±0.6 3.6±0.3 9.1±0.3 
4 57.4±0.2 36.1±0.3 2.2±0.3 4.3±0.3 
7 37.1±0.2 35.4±0.2 7.8±0.2 19.6±0.2 

0.50 
4 43.4±0.3 45.1±0.6 2.9±0.1 8.6±0.4 
7 34.9±0.3 45.7±0.3 2.6±0.1 16.8±0.4 

0.75 
4 51.1±0.4 38.4±0.3 4.0±0.1 6.4±0.4 
7 33.4±1.2 41.5±1.4 7.0±0.5 18.2±1.2 

 
Monogalactosyl Diacylglycerol (MGDG), Digalactosyl Diacylglycerol (DGDG), Sulphoquinovosyl Diacylglycerol 
(SQDG) และ Phosphoglycerol (PG) 
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ตารางที ่5 Fatty acid profile ในแต่ละ lipid class ของ S. platensis, C1ทีเ่จรญิเตบิโตในอาหารสตูรปกต ิ(Zarrouk’s + 0.017 M NaCl) 
 

Lipid 
class  

Day 
Fatty Acids  (% total fatty acids) Ratio of 

unsat/sat  C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 

MGDG 0 49.9 + 3.4 7.3 + 0.4 0.3 + 0.0 4.5 + 0.4 18.0 + 1.7 20.0 + 1.0 0.99 
  4 48.1 + 1.7 7.8 + 0.9 0.6 + 0.1 3.1 + 0.2 11.1 + 0.1 29.4 + 1.0 1.05 
  7  51.8 + 9.7 5.1 + 0.8 0.5 + 0.0 3.9 + 0.7 24.7 + 5.3 14.1 + 3.0 0.91 
DGDG 0 69.2 + 3.2 5.3 + 1.7 1.0 + 0.7 1.4 + 1.1 11.6 + 1.7 11.5 + 2.2 0.42 
  4  53.6 + 5.0 5.6 + 2.4 7.1 + 3.6 7.5 + 4.2 14.6 + 3.6 11.7 + 5.2 0.65 
  7  68.1 + 1.3 4.2 + 1.0 0.0 + 0.0 0.0 + 0.0 11.9 + 1.6 15.8 + 1.4 0.47 
SQDG 0 83.0 + 2.1 0.0 + 0.0 3.9 + 2.6 6.6 + 2.2 6.5 + 2.7 0.0 + 0.0 0.15 
 4  66.1 + 1.3 3.5 + 2.6 1.8 + 1.2 12.9 + 1.9 15.6 + 0.5 0.0 + 0.0 0.47 
 7  70.6 + 0.6 1.6 + 0.3 4.6 + 0.2 11.4 + 1.9 11.8 + 2.2 0.0 + 0.0 0.33 

PG 
  
  

0 74.9 + 1.5 1.1 + 0.9 1.3 + 0.0 9.2 + 1.3 13.5 + 2.0 0.0 + 0.0 0.31 

4  58.6 + 3.2 2.5 + 1.3 2.9 + 0.8 12.0 + 2.0 22.5 + 2.7 1.5 + 0.7 0.63 

7  61.7 + 1.9 3.9 + 1.4 4.1 + 0.4 12.9 + 1.9 16.2 + 1.0 1.1 + 0.2 0.52 

Ratio of unsat/sat = total amount of unsaturated fatty acid/total amount of saturated fatty acid 
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 แต่ละ lipid class ประกอบด้วยกรดไขมนัชนิดอิ่มตวั (saturated fatty acids) และกรดไขมนัชนิดไม่อิม่ตัว 
(unsaturated fatty acids) ซึง่เป็นเมมเบรนลปิิด (membrane bond lipid) ในการทดลองนี้พจิารณาการเปลีย่นแปลงของ
ปรมิาณกรดไขมนัดว้ย ratio ของ total unsaturated fatty acids ต่อ total saturated fatty acids (unsat/sat) ซึง่พบว่าที่
สภาวะปกต ิ(0.17 M NaCl) ในทุก lipid class  (ตารางที ่5) เซลลร์ะยะ logarithmic phase (day 4) มปีรมิาณ unsaturated 
fatty acids มากกว่า เซลลร์ะยะ stationary phase (day 7) และทีส่ภาวะความเขม้ขน้เกลอืสงูทัง้ที ่0.5 M NaCl (ตารางที ่
6) และ 0.75 M NaCl (ตารางที ่7) unsat/sat จะเพิม่ขึน้เมื่ออายุเซลลท์ีเ่พิม่ขึน้หรอืปรมิาณ unsaturated fatty acids ลดลง 

ในสภาวะปกต ิ(ตารางที ่5) อตัราสว่นหรอืปรมิาณ C16 และ C18 ใน MGDG มคี่าใกลเ้คยีงกนั โดยที ่C16:0 เป็น
กรดไขมนัหลกัของทุก lipid class  และปรมิาณ C16:0 ใน DGDG, SQDG และ PG อยู่ในช่วง 60 - 80% (TFAs) 
เช่นเดยีวกบัทีว่เิคราะหจ์ากเซลลโ์ดยตรง (whole cell) ใน MGDG พบว่าเมื่ออายุเซลลเ์พิม่ขึน้ปรมิาณ C18:2 จะเพิม่ขึน้ใน
ขณะทีป่รมิาณ C18:3 จะลดลง และใน DGDG กลบัพบในทางตรงกนัขา้มคอื C18:2 จะลดลงแต่ C18:3 กลบัเพิม่ขึน้ 
อย่างไรกต็ามใน SQDG และ PG ซึง่ไม่ม ีC18:3 หรอืมน้ีอยมากกพ็บการลดลงของ C18:2  

ผลการทดลองดงัตารางที ่ 6 แสดงใหเ้หน็ว่า ทีค่วามเขม้ขน้เกลอื 0.5 M NaCl  Spirulina มปีรมิาณ C18:2 ใน 
SQDG และ PG จะเพิม่ขึน้ตามอายุเซลลแ์ต่ใน DGDG ปรมิาณ C18:2 จะค่อนขา้งคงทีต่ลอดการทดลอง ในขณะที่ C18:3 
ใน DGDG จะลดลงเมื่อเปรยีบเทยีบในสภาวะปกตแิละจะมปีรมิาณเพิม่ขึน้ตามอายุเซลล์ เมื่อเพิม่ความเขม้ขน้เกลอืใหส้งู
เพิม่ขึน้ (0.75 M NaCl ) ผลการทดลองดงัตารางที ่7 แสดงใหเ้หน็ว่า ปรมิาณ C16:0 และ C18:1 ใน SQDG และ PG จะ
ลดลงเมื่ออายุเซลลเ์พิม่ขึน้ ยกเวน้ใน PG เมื่อเซลลอ์ยู่ในระยะ stationary phase ม ีC18:1 ปรมิาณลดลงเลก็น้อยคอืจาก 
19.9% (day 4) เป็น 13.4% TFA (d7) ในขณะที ่C18:2 มกีารเพิม่ขึน้อย่างชดัเจนใน SQDG คอืจาก 9.4% (day 4) เป็น 
17.4% TFA (d7) และ PG คอืจาก 13.3% (day 4) เป็น 20.5% TFA (d7) เมื่อเซลลม์อีายุเพิม่ขึน้ ในขณะที ่C18:3 ทีม่ใีน 
MGDG และ DGDG มกีารเปลีย่นแปลงน้อยมาก 

การเพิม่ขึน้ของกรดไขมนัชนิดไม่อิม่ตวั (PUFA)ในลปิิดชนิดต่าง ๆ น้ีน่าจะเป็นกลไกการป้องกนัตวัจากเกลอื ซึง่
ผลการทดลองนี้สอดคลอ้งกบั Singh และ คณะ (2002) และ Allakhverdiev และคณะ (2011) ซึง่รายงานว่าความเคม็จะไป
ท าลายเซลลแ์ละเซลลจ์ะมกีลไกการเตมิพนัธะคู่ของกรดไขมนัโดยเอนไซม ์desaturase ซึง่ desaturases มหีน้าทีส่ าคญัใน
การต่อต้านสภาวะเครยีด (Wada and Murata 1990) ซึง่ MGDG และ PG มคีวามจ าเป็นต่อการรกัษาสภาพ ของ PSII 
electron transport activity (Siegenthaler et al.1989; Rawyler and Siegenthaler 1989) และเซลลท์ีโ่ดนท าลายดว้ยเกลอื
ความเขม้ขน้สงู จะพบกจิกรรมของ desaturase ทีอ่ยู่บน MGDG และ PG ทีเ่พิม่ขึน้เพื่อสรา้ง unsaturated fatty acids 

นอกจากนี้ยงัพบว่า MGDG และ DGDG มอีงคป์ระกอบของ PUFA สงูกว่าใน SQDG และ PG การเพิม่ปรมิาณ
หรอืสดัสว่นของ unsaturated fatty acids บน membrane อาจเป็นการกระตุน้ การท างานของ Na+/H+ antiport system ซึง่
เป็นการเพิม่ fluidity ของเมมเบรนโดยจะส่งผลในการป้องกนั PS II activities (Kates et al. 1984; Kamada et al. 1995) 
รวมถึงการสงัเคราะห์ Na+/H+ antiporter(s) and/or H+ ATPase(s) ซึ่งการเพิม่ปรมิาณ/ความหนาแน่น/จ านวนของ 
antiporter อาจท าใหป้รมิาณ Na+ ions ใน cytosol ลดลง ซึง่จะเป็นการป้องกนั PSII และ PSI ซึง่เป็นการช่วย recovery 
ของ PSI และ PSII activity (Allakhverdiev et al. 2001) นอกจากนี้ Sakurai และคณะ (2003) สรุปว่า การลดลงของ PG 
จะท าใหป้รมิาณ Chlorophyll ลดลงไปดว้ย ซึง่พบใน mutant และท าใหเ้ซลลด์งักล่าวเกดิ photo-bleaching ไดแ้ละจะส่งผล
ใหส้ญูเสยี photosynthetic pigments และเซลลจ์ะตายในทีส่ดุ 
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ตารางที ่6 Fatty acid profile ในแต่ละ lipid class S. platensis, C1 ทีเ่จรญิเตบิโตในอาหารสตูรความเขม้ขน้เกลอืสงู (Zarrouk’s + 0.5 M NaCl) 
 
Lipid 
class  

Day 
Fatty Acids  (% total fatty acids) Ratio of 

unsat/sat C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 
MGDG 0 49.9 + 3.4 7.3 + 0.4 0.3 + 0.0 4.5 + 0.4 18.0 + 1.7 20.0 + 1.0 0.99 
 4 44.9 + 1.6 7.9 + 0.8 0.6 + 0.3 6.1 + 0.6 8.1 + 0.6 32.5 + 2.6 1.2 
 7 47.9 + 1.5 8.5 + 0.7 0.7 + 0.2 5.1 + 0.2 8.8 + 0.1 29.0 + 1.5 1.06 
DGDG 0 69.2 + 3.2 5.3 + 1.7 1.0 + 0.7 1.4 + 1.1 11.6 + 1.7 11.5 + 2.2 0.42 
 4 55.8 + 5.2 9.7 + 1.7 2.5 + 1.8 3.6 + 1.6 10.7 + 1.9 17.6 + 1.0 0.71 
 7 54.0 + 0.5 10.3 + 0.3 0.8 + 0.2 1.9 + 0.2 9.9 + 0.5 23.2 + 0.3 0.83 
SQDG 0 83.0 + 2.1 0.0 + 0.0 3.9 + 2.6 6.6 + 2.2 6.5 + 2.7 0.0 + 0.0 0.15 

4 66.4 + 1.2 4.9 + 3.3 1.7 + 1.6 14.4 + 1.7 12.7 + 2.6 0.0 + 0.0 0.47 
7 63.1 + 3.6 3.7 + 1.5 3.3 + 1.5 10.7 + 1.6 16.1 + 2.5 3.1 + 1.9 0.51 

PG 0 74.9 + 1.5 1.1 + 0.9 1.3 + 0.0 9.2 + 1.3 13.5 + 2.0 0.0 + 0.0 0.31 
 4 62.7 + 4.8 3.4 + 0.8 3.1 + 1.1 13.0 + 2.2 17.3 + 3.5 0.5 + 0.4 0.52 
 7 60.2 + 1.0 2.4 + 0.6 2.7 + 1.0 12.6 + 0.7 21.5 + 1.5 0.6 + 0.0 0.59 
Ratio of unsat/sat = total amount of unsaturated fatty acid/total amount of saturated fatty acid 
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ตารางที ่7 Fatty acid profile ในแต่ละ lipid class S. platensis, C1 ทีเ่จรญิเตบิโตในอาหารสตูรความเขม้ขน้เกลอืสงู (Zarrouk’s + 0.75 M NaCl) 
 

Lipid 
class 

Day 
Fatty Acids  (% total fatty acids) Ratio of 

unsat/sat C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 
MGDG 0 49.9 + 3.4 7.3 + 0.4 0.3 + 0.0 4.5 + 0.4 18.0 + 1.7 20.0 + 1.0 0.99 

 4 48.6 + 4.3 8.7 + 1.8 1.2 + 0.6 6.6 + 1.2 6.8 + 1.8 28.1 + 1.8 1.01 
 7 43.5 + 1.9 8.5 + 0.7 0.7 + 0.2 6.0 + 0.8 6.0 + 1.5 29.0 + 1.5 1.12 

DGDG 0 69.2 + 3.2 5.3 + 1.7 1.0 + 0.7 1.4 + 1.1 11.6 + 1.7 11.5 + 2.2 0.42 
 4 56.3 + 2.5 9.0 + 0.9 2.3 + 1.8 3.3 + 1.2 9.8 + 1.6 19.3 + 1.5 0.71 
 7 57.2 + 2.5 9.2 + 0.3 0.7 + 0.5 2.3 + 0.5 9.0 + 1.5 21.6 + 1.3 0.73 

SQDG 0 83.0 + 2.1 0.0 + 0.0 3.9 + 2.6 1.4 + 1.1 6.5 + 2.7 0.0 + 0.0 0.15 
 4 74.0 + 5.5 0.0 + 0.0 4.1 + 0.4 8.1 + 0.6 9.4 + 1.5 4.4 + 3.8 0.28 
 7 62.8 + 1.8 1.5 + 0.8 4.2 + 1.0 14.1 + 1.7 17.4 + 0.4 0.0 + 0.0 0.49 

PG 0 74.9 + 1.5 1.1 + 0.9 1.3 + 0.0 9.2 + 1.3 13.5 + 2.0 0.0 + 0.0 0.31 
 4 62.4 + 2.4 2.5 + 0.8 2.0 + 0.4 19.9 + 3.8 13.3 + 0.2 0.0 + 0.0 0.55 
 7 56.4 + 1.2 3.5 + 1.1 5.5 + 2.9 13.4 + 2.0 20.5 + 1.1 0.6 + 0.3 0.61 

Ratio of unsat/sat = total amount of unsaturated fatty acid/total amount of saturated fatty acid 
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7.6 ผลของความเข้มข้นเกลือต่อการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการเติมพนัธะคู่ของกรดไขมนั
ของ S. platnesis, C1 
   

จากการศกึษาที่ผ่านมาพบว่ากรดไขมนัไม่อิม่ตวัมีบทบาทต่อความทนของเซลล์ต่อสภาวะที่ความเข้มขน้ของ 
NaCl สงู   ดงันัน้ในงานการทดลองนี้จงึไดศ้กึษาการแสดงออกของยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการเตมิพนัธะคู่ของกรดไขมนั 
ซึง่ไดแ้ก่ยนี desC, desA และ desD ซึ่งเป็นยนีทีถู่กถอดรหสัไปเป็น 9 desaturase,  12 desaturase  และ  6 
desaturase ซึง่ท าหน้าทีใ่นการเตมิพนัธะคู่ใหก้บั C18:0 ไปเป็น C18:1 (9), C18:2 (9,12) และ C18:3 (6,9,12) ตามล าดบั  
เมื่อเซลลถ์ูกยา้ยจากทีค่วามเขม้ขน้ 0.017 M NaCl ไปที ่0.5 M NaCl  เป็นระยะเวลา 0, 20, 60  และ 120 min  ดว้ย
เทคนิค RT-PCR   โดยตวัอย่างเซลลส์าหร่ายทีร่ะยะเวลาต่าง ๆ ถูกน ามาสกดั total RNA ดว้ย  Trizol reagent ®  และท า
การก าจดั genomic DNA ที่อาจปนเป้ือนอยู่ในตวัอย่างด้วยเอนไซม ์DNaseI แล้วน ามาวเิคราะหก์ารแสดงออกของยนี 
desC, desA และ desD ดว้ย RT-PCR โดยใช ้AccessQuick™ RT-PCR System (Promega, USA)  และท าการวเิคราะห์
ปรมิาณความเขม้ band ของผลติภณัฑ ์RT-PCT ของแต่ละยนีทีไ่ดด้ว้ย Image Quant TL program (GE Healthcare 
Biosciences) แลว้ท าการ  normalization ดว้ยความเขม้ band ของ 16S rRNA  

จากการวเิคราะหก์ารแสดงออกของยนีส าหรบัเอนไซม ์desaturase ทัง้ 3 ยนีใน Spirulina ดว้ยเทคนิค RT-PCR 
ดงัแสดงในรปูที ่10 พบว่าการแสดงออกของยนี desC มกีารแสดงออกเพิม่ขึน้ภายใน 20 min หลงัจากความเขม้ขน้เกลอืใน
อาหารมคี่าเพิม่ขึน้  เมื่อเปรยีบเทยีบกบัทีเ่วลา 0 min และเพิม่ขึน้อย่างต่อเนื่องจนไปถงึเวลา 60 min แต่หลงัจากนัน้พบว่า
การแสดงออกของยนี desC ลดต ่าลง ในขณะทีก่ารแสดงออกของยนี desA ลดลงภายใน 20 min แลว้คงทีต่ลอดระยะเวลา
ทีท่ าการศกึษา ส่วนการแสดงออกของยนี desD นัน้ ลดลงอย่างต่อเนื่องภายในระยะเวลา 120 min ซึง่การทดลองนี้แสดง
ใหเ้หน็ว่าความเขม้ขน้เกลอืทีเ่พิม่ขึน้มผีลในการยบัยัง้การ transcription ของยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการเตมิพนัธะคู่  แต่
อย่างไรกต็ามจากการศกึษาองคป์ระกอบของกรดไขมนัภายในเซลลเ์มื่ออาหารมคีวามเขม้เกลอืเพิม่ขึน้พบว่าเซลล์มสีดัส่วน
ของกรดไขมนัไม่อิม่ตวัสูงขึน้  จงึเป็นการแสดงให้เหน็ว่าการเพิม่ขึน้ของกรดไขมนัชนิดไม่อิม่ตวัภายในเซลล์ Spirulina  
ภายใต้ความเข้มข้นเกลือสูงไม่ได้ถูกควบคุมที่ระดับ transcription แต่อาจเป็นผลเนื่องมาจากกิจกรรมของเอนไซม ์
desaturase ที่เพิ่มขึน้ โดยเฉพาะอย่างยิง่กจิกรรรมของเอนไซม์ desaturase ที่อยู่ในแต่ละชนิดของ membrane ซึ่ง
จ าเป็นตอ้งศกึษาต่อไปในอนาคต  
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รปูที ่10 ผลการแสดงออกของยนีส าหรบัเอนไซม ์desaturase  ใน Spirulina เมื่ออยู่ในสภาวะความเขม้ขน้เกลือสงู (ก) ผล
การวเิคราะหก์ารแสดงออกของยนี desC  desA และ desD ใน Spirulina  เมื่อยา้ยเซลลจ์ากอาหารทีม่ ีNaCl ความเขม้ขน้ 
0.017 M ไปสู่ 0.5 M ทีร่ะยะเวลา 0, 20, 60 และ 120 min ดว้ยเทคนิค RT-PCR โดยใชค้วามเขม้ band ของ 16s RNA 
เป็นตวัชีว้ดัปรมิาณ mRNA ทีใ่ชใ้นแต่ละตวัอย่าง (ข) ผลการวเิคราะหห์าปรมิาณความสมัพทัธข์อง mRNA ของแต่ละยนี
เมื่อเวลาผ่านไปเทยีบกบัทีเ่วลา 0 min (การแสดงออกของยนี desC , desA, desD ถูกแทนดว้ย  ,  และ  
ตามล าดบั) 
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8 สรปุผลงานวิจยั 

Spirulina platensis C1 เป็นสายพนัธุท์ีม่รีายละเอยีดทางดา้น genome เกอืบสมบูรณ์แลว้ (Cheevadhanarak et 
al. 2012) ซึง่งานวจิยันี้พบว่า S. plantensis C1 สามารถเจรญิเตบิโตไดใ้นอาหารเพาะเลีย้งทีม่คีวามเขม้ขน้ของเกลอื NaCl 
ทีส่งู (0.75 M NaCl) กว่าความเขม้ขน้มาตรฐาน (0.017 M NaCl) ถงึ 44 เท่า แมว้่าอตัราการเจรญิเตบิโตจะต ่ากว่าทีส่ภาวะ
ปกตถิงึ 2.3 เท่า (เปรยีบเทยีบจากอตัราการเจรญิเตบิโตจ าเพาะ) ภายใน 24 hr เมื่อยา้ยเซลลจ์ากสภาวะปกตไิปทีค่วาม
เขม้ขน้เกลอืสงูพบว่า เซลลม์สีเีขยีวเหลอืงโดยมปีรมิาณคลอโรฟิลล-์เอ ลดลง และยงัไปยบัยัง้กจิกรรมการสงัเคราะหแ์สงแต่
สง่เสรมิการหายใจ เมื่อพจิารณาถงึสดัส่วนของกรดไขมนัของเซลลพ์บว่าปรมิาณ C18:2 และ C18:3 ลดลงอย่างเหน็ไดช้ดั
ทัง้ในระยะ logarithmic และ stationary phases นอกจากนี้ความเขม้ขน้เกลอืสงูยงัมผีลท าให้ปรมิาณ MGDG และ PG 
ลดลง ในขณะทีป่รมิาณ DGDG เพิม่ขึน้เลก็น้อย อย่างไรกต็าม จะเหน็ได้อย่างชดัเจนว่าปรมิาณ glycerolipids ทุกชนิด
ขึน้อยู่กบัอายุเซลลม์ากกว่าความเขม้ขน้ของเกลอื และเมื่อพจิารณาการแสดงออกของยนี des C, des A และ des D พบว่า
การเพิ่มขึน้ของกรดไขมนัชนิดไม่อิ่มตัวของ S. platensis C1 ภายใต้ความเข้มข้นเกลือสูงไม่ได้ถูกควบคุมที่ระดบั 
transcription 
 

9 ปัญหาและอปุสรรค – เครื่องมอืวดัปรมิาณออกซเิจนละลายน ้าเพื่อใชว้ดักจิกรรมการสงัเคราะหแ์สงและการหายใจช ารุด
เสยีจงึตอ้งใชเ้วลานานในการซ่อมแซมเนื่องจากประกอบดว้ยอุปกรณ์หลายชนิด 
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