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บทที่ 1  
บทน ำ 

 
1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ  

จากภาวะวิกฤตการณ์น  ามันท าให้ประเทศต่างๆ ต้องหาแหล่งพลังงานทดแทน และที่ก าลังได้รับ
ความสนใจมากที่สุดในตอนนี เห็นจะเป็นไบโอดีเซล (biodiesel) ซึ่งไบโอดีเซลเป็นเชื อเพลิงดีเซลที่ผลิตจาก
แหล่งทรัพยากรหมุนเวียน เช่น น  ามันพืช ไขมันสัตว์ หรือน  ามันจากจุลินทรีย์ จุลินทรีย์ที่ผลิตน  ามันหรือลิ
ปิดมีทั งสาหร่าย ยีสต์ และเชื อรา โดยสาหร่ายเป็นหนึ่งในแหล่งทรัพยากรชีวภาพที่น่าสนใจในการน ามาใช้
ในเป็นแหล่งพลังงานทดแทน เนื่องจากเจริญเติบโตเร็วและสามารถเลี ยงในอาหารแบบง่ายๆ ในระดับการ
ผลิตขนาดใหญ่ได้  และสาหร่ายขนาดเล็กยังมีการสะสมลิปิดสูงเมื่อเพาะเลี ยงในสภาวะที่เหมาะสม การใช้
สาหร่ายเป็นพลังงานทดแทนโดยการน าลิปิดที่สะสมในเซลล์สาหร่ายมาผลิตไบโอดีเซลโดยผ่านกระบวนการ 
transesterification หรือการใช้เซลล์สาหร่ายแห้งผสมโดยตรงกับน  ามันดีเซลหรือไบโอดีเซล (Sheehan et 
al., 1998, Scragg et al., 2003)  

สาหร่ายขนาดเล็ก (microalgae) มีลิปิดและ fatty acids เป็นองค์ประกอบของเยื่อเซลล์เมมเบรน 
(membrane) บางชนิดมีน  ามัน (oils) เป็นอาหารสะสมเก็บไว้ที่ถุงที่หุ้มเยื่อหุ้มเซลล์และบางสายพันธ์ุสะสม
น  ามันไว้มากกว่า 50% ของมวลเซลล์ทั งหมด น  ามันจากสาหร่ายมีคุณสมบัติคล้ายน  ามันพืช สามารถน า
น  ามันออกจากเซลล์สาหร่ายโดยการบีบอัดได้ถึง 70% ของลิปิดทั งหมด (Danielo, 2005) สาหร่ายสีเขียว
สายพันธ์ุ Chlorella protothecoides เป็นสาหร่ายที่สามารถเจริญเติบโตทั งแบบสังเคราะห์แสง 
(photoautotrophic cultivation) และไม่มีแสง (heterotrophic cultivation) ภายใต้สภาวะการเลี ยงที่
ต่างกันจะมีการสร้างลิปิดปริมาณต่างกัน โดยการเพาะเลี ยงแบบ heterotrophic มีอัตราการเจริญเร็วและ
ให้ปริมาณลิปิดสูง (Shi et al., 2002 ; Miao et al., 2004 ; Miao and Wu, 2006 ) นอกจากนั นการลด
ปริมาณไนโตรเจนในอาหารเลี ยงสาหร่ายสีเขียวสายพันธ์ุ Chlorella emersonii , C. minutissima จะ
เพิ่มปริมาณการสะสมลิปิดในเซลล์ของสาหร่ายถึง 63% และ 56% ตามล าดับ ซึ่งปริมาณลิปิดที่พบสะสม
ในเซลล์สาหร่ายจะสัมพันธ์โดยตรงกับค่า calorific value ซึ่งค่าดังกล่าวไม่สัมพันธ์กับการเปลี่ยนแปลงของ
ปริมาณโปรตีนและคาร์โบไฮเดรทภายในเซลล์สาหร่าย (Illman et al., 2000) 

สาหร่ายขนาดเล็กโดยเฉพาะสาหร่ายสีเขียวเป็นกลุ่มสาหร่ายที่ มีรายงานการสะสมลิปิดสูงและ
เจริญอยู่ทั่วไปในแหล่งน  าตามธรรมชาติและดินชุ่มน  า การเพาะเลี ยงสาหร่ายเพื่อน าลิปิดจากสาหร่ายไปใช้
เป็นวัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซลสามารถเพาะเลี ยงได้ทั งแบบการสังเคราะห์แสงโดยใช้พลงังานแสงจากดวง
อาทิตย์และคาร์บอนไดออกไซด์ (photoautotrophic culture) และการเลี ยงโดยใช้สารอินทรีย์เป็นแหล่ง
คาร์บอนและแหล่งพลังงาน (heterotrophic culture) ในสภาวะที่ไม่มีแสง มีรายงานว่าการเลี ยงสาหร่าย
แบบ  heterotrophic culture นั นสาหร่ายสามารถเจริญเติบโตได้เร็วและมีการสะสมลิปิดสูงภายในเซลล์ 
การศึกษานี เป็นการคัดเลือกสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กจากตัวอย่างน  าในบริเวณเข่ือนสิรินธร จังหวัด
อุบลราชธานี และเข่ือนอุบลรัตน์ จังหวัดขอนแก่น ศึกษาสภาวะการเพาะเลี ยงที่มีผลต่อการผลิตลิปิดภายใน
เซลล์ ในการศึกษานี คาดว่าจะได้สาหร่ายที่มีการผลิตและสะสมลิปิดสูงในเซลล์ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการใช้
เป็นวัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซล  
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1.2 วัตถุประสงค์กำรวิจัย  
เพื่อคัดเลือกและเพาะเลี ยงสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กที่ผลิตลิปิดสูงจากน  าบริเวณต่างๆ ในเขตพื นที่

เข่ือนสิรินธร จังหวัดอุบลราชธานี ดังนี   
1)  เพื่อคัดแยกและคัดเลือกสาหร่ายสเีขียวขนาดเล็กจากตัวอย่างน  าจืด  
2) เพื่อศึกษาเบื องต้นถึงสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี ยงสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กที่คัดเลือกได้ให้

สะสมลิปิดสูงทั งแบบสังเคราะห์แสงและแบบไม่มีแสงในระดับห้องปฏิบัติการ 
1.3 ผลท่ีคำดว่ำจะได้รับ 

1. ได้บทความตีพิมพ์ในวารสารวิชาการที่ เป็นที่ยอมรับระดับชาติหรือระดับนานาชาติ 
อย่างน้อย 1 เรื่อง  

2. สามารถผลิตบัณฑิตระดับปริญญาตรีอย่างน้อย 1 คน  
3. ข้อมูลที่ได้จากผลงานวิจัยนี จะน าไปสู่การวิจัยเพื่อพัฒนากระบวนการผลิตไบโอดีเซลจากน  ามนั

สาหร่ายขนาดเล็ก  
1.4 ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 

คัดเลือกสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กที่ผลิตและสะสมลิปิดสูงจากตัวอย่างน  า ในเขตพื นที่เข่ือนสิรินธร 
จังหวัดอุบลราชธานี และพื นที่เข่ือนอุบลรัตน์ ลุ่มน  าพอง จังหวัดขอนแก่น จากนั นศึกษาสภาวะแวดล้อมที่มี
ผลการเจริญและการผลิตลิปิดของสาหร่ายขนาดเล็กที่คัดเลือกได้  
1.5 สมมุติฐำนและกรอบแนวควำมคิดของแผนงำนวิจัย 

 สาหร่ายขนาดเล็กที่มีรายงานการวิจัยว่ามีศักยภาพในการใช้เป็นแหล่งน  ามัน bio-oils มีหลาย
ชนิด ทั งสาหร่ายน  าจืดและสาหร่ายทะเล เช่น Emiliana huxleyi, Gephyrocapsa oceanica, 
Spirulina platensis, cyanobacteria, Botryococcus sp., Chlorella sp. และไดอะตอม (diatom) 
(Danielo, 2005)  หนึ่งในกลุ่มสาหร่ายขนาดเล็กที่ได้รับความสนใจในการศึกษาเพื่อใช้เป็นแหล่งพลังงาน
ทดแทนคือสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กสกุล Chlorella sp,  Nannochloropsis sp. เนื่องจากลิปิดที่สกัดได้
จากมีองค์ประกอบที่คล้ายคลึงกับน  ามันพืช ซึ่งสามารถน าไปผลิตไบโอดีเซลได้ การเพาะเลี ยงสาหร่ายขนาด
เล็กเพื่อน าลิปิดในเซลล์ไปใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซลสามารถเพาะเลี ยงได้ทั งแบบการสังเคราะห์
แสงโดยใช้พลังงานแสงและคาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งพลังงานและแหล่งคาร์บอน (photoautotrophic 
culture) และการเพาะเลี ยงโดยใช้สารอินทรีย์เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงานในสภาวะที่ไม่มีแสง 
(heterotrophic culture) โดยสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กหลายสายพันธ์ุที่สามารถเจริญได้ภายใต้สภาวะการ
เพาะเลี ยงทั ง 2 แบบ (Shi et al., 2002 ; Wen et al., 2002 ; Miao and Wu, 2006 ) ดังนั นงานวิจัยนี จึง
มุ่งเน้นคัดเลือกสาหร่ายขนาดเล็กที่สามารถเจริญได้ทั งแบบสังเคราะห์แสงและแบบไม่มีแสง 
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บทที่ 2 
กำรทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 สำหร่ำยสีเขียว (Chlorophytes)    

ลักษณะทั่วไปของสาหร่ายสีเขียว (Chlorophytes) คือ คลอโรพลาสต์ประกอบด้วยคลอโรฟิลล์ a 
และ b สารสีประกอบได้แก่แคโรธีน (carotene) ส่วนแซนโทรฟิล (xanthophyll) ได้แก่ lutein, 
diatoxanthin และ neoxanthin โดยสารสีรวมอยู่ในคลอโรพลาสต์ที่มีรูปร่างไม่แน่นอนและมีมากกว่า 1 
อัน สาหร่ายสีเขียวอาจมีหรือไม่มีผนังเซลล์ ถ้าไม่มีผนังเซลล์ก็จะมีเยื่อหุ้มเซลล์ pellicle, periplast อาหาร
สะสมเป็นแป้ง  (starch) ได้แก่ true starch หรือ paramylon ซึ่งเป็นแป้งที่พบในพืชชั นสูงอยู่ในไซโตพ
ลาส์ซึมหรือคลอโรพลาสต์ จ าแนกหมวดหมู่ของสาหร่ายสีเขียวตามรูปร่างลักษณะของเซลล์ ได้ 3 Class 
ได้แก่ Class Chlorophyceae, Class Prasinophyceae และ Class Euglenophyceae (Harold and 
Michael, 1978) สาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก Chlorella  จัดอยู่ใน Order Chlorococcales, Family 
Oocystaceae และ Genus Chlorella เซลล์อยู่เดี่ยวๆ (unicellular) หรืออยู่รวมกันเป็นกระจุก 
(colony) รูปร่างกลมหรือรี (spherical) ดังรูปที่ 2.1 คลอโรพลาสต์เป็นรูปถ้วยหรือเป็นแผ่นอยู่ริมเซลล์ มี 
chlorophyll a, b อาจมีหรือไม่มีไพรีนอยด์ สืบพันธ์ุแบบไม่อาศัยเพศโดยแบ่งเซลล์ โดยทั่วไปสาหร่ายสี
เขียวต้องการไนโตรเจนในการเจริญเติบโต อาหารสะสมส่วนใหญ่คือแป้ง amylose และ amylopectin 
สะสมอยู่ใน pyrenoid ซึ่งอยู่บนคลอโรพลาสต์ที่เหลือจะสะสมอาหารอยู่ในรูปน  ามันและกลีเซอรอลภายใน
เซลล์ บางสายพันธ์ุมีความทนทานต่อการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิได้สูงและมีความทนทานต่อ
คาร์บอนไดออกไซด์ที่มีความเข้มข้นสูง (Harold and Michael, 1978) 

 
  

    
 (1) Chlorella protothecoides   (2) Chlorella vulgaris var vulgalis  

 

 
 

 
 

รูปท่ี 2.1 ลักษณะโครงสร้างเซลล์ของสาหร่ายสเีขียวขนาดเล็ก Chlorella ptotothecoides, Chlorella 
vulgaris var vulgalis (ที่มา: http://shigen.lab.nig.ac.jp/algae)  
 
 

http://shigen.lab.nig.ac.jp/algae/images/strainsimage/0509L.jpg
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2.2 กำรเพำะเลี้ยงสำหร่ำยขนำดเล็ก    
การผลิตเซลล์สาหร่ายขนาดเล็กสามารถผลิตได้ 2 แบบคือ การเพาะเลี ยงสาหร่ายแบบใช้แสง 

(photoautotrophic cultivation) และการเลี ยงแบบไม่มีแสงโดยใช้อินทรีย์คาร์บอนเป็นแหล่งคาร์บอน
หรือการเลี ยงแบบเฮเทโรโทรฟิค (heterotrophic cultivation) นอกจากนั นยังมีการเพาะเลี ยงแบบผสม 
(mixotrophic cultivation) และการเพาะเลี ยงแบบโฟโตเฮเทโรโทรฟิค (photo-heterotrophic 
cultivation) ดังนี  

2.2.1 กำรเพำะเลี้ยงสำหร่ำยด้วยกำรสังเครำะห์แสง (photoautotrophic cultivation)  
การเจริญของสาหร่ายขนาดเล็กภายใต้การสังเคราะห์แสงนี ต้องการแสง คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 

น  าและเกลืออนินทรีย์ อุณหภูมิควรอยู่ประมาณ 20-30°C อาหารเลี ยงสาหร่ายจะต้องมีสารอนินทรีย์ซึ่ง
ประกอบด้วยไนโตรเจน (N)  ฟอสฟอรัส (P) เหล็กเป็นส่วนประกอบ (Grobbelaar, 2004) เซลล์สาหร่าย
ขนาดเล็กประกอบด้วยคาร์บอนประมาณ 50% ของน  าหนักเซลล์แห้ง (Sanchez Miron et al., 2003) 
โดยคาร์บอนทั งหมดนี เปลี่ยนมาจาก CO2 นอกจากนั นการผลิตเซลล์สาหร่ายเพื่อใช้ในการผลิตไบโอดีเซล
สามารถใช้ CO2 ที่ปล่อยมาจากโรงงานอุตสาหกรรมซึ่งเป็นการลดต้นทุนการผลิต (Sawayama et al., 
1995 ; Yun et al., 1997) เทคนิคที่ใช้ในการเพาะเลี ยงเซลล์สาหร่ายขนาดเล็กในระดับขยายขนาดใหญ่คือ 
การเพาะเลี ยงในระบบบ่อเปิดแบบรางคู่ (raceway pond) และเพาะเลี ยงในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ
แสง (photobioreactor) (Molina Grima et al., 1999) 

1) ระบบบ่อเปิดแบบรำงคู่ (Raceway pond)  
ระบบบ่อเปิดแบบรางคู่เป็นระบบท่อที่มีการไหลเวียนของอาหารเลี ยงเชื อและเซลล์สาหร่าย

ตลอดเวลา โดยปกติท่อซึ่งอาจท าจากคอนกรีตหรือดินอัดแน่นจะมีความลึกประมาณ 0.3 เมตร (รูปที่ 2.2) 
การไหลเวียนท าโดยใช้ใบพัดและมีแผ่นกั นเพื่อให้เกิดการผสมผสานที่ดี การเลี ยงสาหร่ายขนาดเล็กในบ่อ
เปิดแบบรางคู่เริ่มด าเนินงานตั งแต่ ค.ศ. 1950 ดังนั นจึงเป็นวิธีที่มีข้อมูลความพร้อมทั งทางเทคนิคการสร้าง
บ่อและการด าเนินการเพาะเลี ยง ส่วนปัญหาที่พบคือประสิทธิภาพการใช้คาร์บอนไดออกไซด์ของสาหร่าย
และการผสมผสานในบ่อค่อนข้างต่ ารวมทั งการระบายความร้อนออกจากระบบเกิดขึ นจากการระเหยเทา่นั น 
นอกจากนั นยังมีความเสี่ยงสูงต่อการปนเปื้อนจากสาหร่ายและจุลินทรีย์ชนิดอื่นๆ ส่วนข้อดีคือราคาค่า
ก่อสร้างบ่อและค่าการด าเนินการไม่สูง ตัวอย่างการเลี ยงสาหร่ายด้วยระบบนี  เช่น การผลิตเซลล์ของ
สาหร่ายกลุ่มไซยาโนแบคทีเรียในบ่อขนาดใหญ่ประมาณ 440,000 ตารางเมตร ของบริษัท Earthrise 
Nutritionals ซึ่งใช้ในการผลิตเซลล์ของสาหร่ายกลุ่มไซยาโนแบคทีเรีย  

 

 
 รูปท่ี 2.2 การเพาะเลี ยงสาหร่ายในบ่อเปิดแบบรางคู่ (Sheehan et al., 1998) 
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2) ระบบแบบปิดในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพแบบแสง (closed photobioreactor (PBR) 
systems)  

ระบบเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแสงประสบความส าเร็จเป็นอย่างดีในการผลิตเซลล์สาหร่ายขนาด
เล็กให้ได้ปริมาณสูง ตัวอย่างเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแสง เช่น เครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแสงชนิดท่อ 
(Tubular photobioreactor ; tubular PBR) เครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแสงชนิดแผ่นเรียบ (flat plate 
photobioreactor) และแบบคอลัมน์ (column photobioreactor ; column PBR) (รูปที่ 2.3) ระบบนี 
ให้ผลผลิตมวลเซลล์สูงท าให้ต้นทุนการผลิตต่อหน่วยลดลงและใช้ได้กับสาหร่ายหลายสายพันธ์ุ (ตารางที่ 
2.1)  

 
 

  
(a)  

 (b) 

  
(c)  

รูปท่ี 2.3 เครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแสงชนิดต่างๆ; (a): Tubular PBR, (b): Column PBR (air lift 
reactor, (c): Flat Plate PBR  
(ที่มา http://www.oilgae.com/ref/glos/photobioreactor.html, http://bioconceptsllc.com, Schenk et al., 
2008, http://www.oilgae.com/algae/cult/pbr/typ/flp/flp.html, http://www.kit.edu/english/55_604.php) 

 
 

http://www.oilgae.com/ref/glos/photobioreactor.html
http://bioconceptsllc.com/
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ตำรำงท่ี 2.1 ข้อดีและข้อจ ากัดของการเพาะเลี ยงสาหร่ายดว้ยระบบบ่อเปิดแบบรางคู่และระบบปิดใน
เครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพแบบต่างๆ (Ugwu et al., 2008; Brennen and Owende, 2010)  

ระบบกำรเพำะเลี้ยง ข้อดี ข้อจ ำกัด 
ระบบบ่อเปิดแบบรางคู่  
(raceway pond)  

ต้นทุนต่ า ง่ายต่อการท าความสะอาด  
ใช้พื นที่ที่ไม่สามารถปลูกพืชได้ 
ใช้พลังงานต่ า บ ารุงรักษาง่าย 
เหมาะต่อการเพาะเลี ยงเพื่อผลิตเซลล์  

ให้ผลผลิตมวลเซลล์ต่ า ต้องการพื นที่สูง  
สาหร่ายบางสายพันธ์ุเท่านั นที่เจริญได้ 
การผสมผสาน การใช้แสงและ CO2 ต่ า 
ปนเปื้อนจากจุลินทรีย์อ่ืนง่าย  

Tubular PBR  พื นที่รับแสงสูง ราคาต้นทุนต่ า  
เหมาะต่อการเพาะเลี ยงกลางแจ้ง  
ให้ผลผลิตมวลเซลล์สูง   

สาหร่ายเจริญเกาะติดผนังท่อ  
ต้องการพื นที่มากในการติดตั งเครื่อง 
มีความแตกต่างของระดับ pH, DO และ 
CO2 ตามความยาวของท่อ   

Flat plate PBR ให้ผลผลิตมวลเซลล์สูง  
การสะสมออกซิเจนต่ า   
พื นที่รับแสงสูงและแสงผ่านได้ดี  
เหมาะต่อการเพาะเลี ยงกลางแจ้ง  

ต้องการอุปกรณ์จ านวนมากเพื่อขยาย
ขนาดเพาะเลี ยงให้ใหญ่ขึ น 
ยากต่อการควบคุมอุณหภูมิ  
มีการเจริญเกาะติดผนังเครื่อง  

Column PBR  ขนาดกะทัดรัด การถ่ายเทมวลสูง 
ใช้พลังงานต่ า 
การผสมผสานดีเกิดแรงเฉือนต่ า  
ขยายขนาดเพาะเลี ยงได้ดี  

ราคาสูงเมื่อเปรียบเทียบกับแบบบ่อเปิด 
เม่ือขยายขนาดเพาะเลี ยงพื นที่รับแสง
ลดลง  
การสร้างค่อนข้างยุ่งยาก 

 
ความแตกต่างของการเลี ยงสาหร่ายขนาดเล็กในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพความเสี่ยงต่อการปนเปื้อน

ต่ ามากนั่นหมายถึงมีเพียงสาหร่ายสายพันธ์ุที่เลี ยงเท่านั นเจริญอยู่ในระบบเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแสง
ประสบความส าเร็จเป็นอย่างดีในการผลิตเซลล์สาหร่ายขนาดเล็กให้ได้ปริมาณสูง ส่วนการเลือกใช้ระบบใด
ในการเพาะเลี ยงสาหร่ายนั นต้องค านึงถึงชนิดของสาหร่ายด้วย (ตารางที่ 2.2)  

 
ตำรำงท่ี 2.2 การคัดเลือกสายพันธ์ุสาหร่ายและระบบเพาะเลี ยง (Pulz and Gross, 2004) 

สายพันธ์ุสาหร่าย/กลุ่ม  วิธีการเพาะเลี ยง  
Spirulina, Arthrospira platensis/Cyanophyta  Open ponds, natural lakes 
Chlorella vulgaris/Chlorophyta  Open ponds, basins, glass-tube, PBR 
Dunaliella salina/Chlorophyta  Open ponds, PBR 
Haematococcus pluvialis/Chlorophyta  Open ponds, PBR 
Porphyridium cruentum/Rhodophyta  Tubular PBR 
Muriellopsis sp. / Chlorophyta  Open ponds, PBR 

 

2.2.2 กำรผลิตเซลล์สำหรำ่ยโดยกำรเลีย้งแบบเฮเทโรโทรฟิค  

 สาหร่ายขนาดเล็กบางสายพันธ์ุสามารถเจริญได้ทั งภายใต้การสังเคราะห์แสงและภายใต้สภาวะที่ไม่
มีแสงโดยการใช้อินทรีย์คาร์บอนเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงานที่เรียกว่าการเจริญแบบเฮเทโรโทร
ฟิค เช่น สาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก Chlorella protothecoides ใช้น  าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนเมื่อ
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เจริญภายใต้สภาวะไม่มีแสงให้ผลผลิตน  ามันสูงกว่าการเจริญภายใต้สภาวะการสังเคราะห์แสงถึง 4 เท่า ดัง
ตารางที่ 2.3 ข้อดีอีกประการหนึ่งของการเพาะเลี ยงสาหร่ายภายใต้ heterotrophic cultivation คือน  ามัน
สาหร่ายที่สกัดได้ไม่มีส่วนประก 
อบของคลอโรฟิลล์ การเพาะเลี ยงใช้เวลาสั นกว่าการเพาะเลี ยงด้วยวิธี photoautotrophic cultivation 
และสามารถเพิ่มปริมาณเซลล์ให้มากขึ นด้วยการเพาะเลี ยงด้วยการหมักแบบกะป้อน (fed-batch 
fermentation) เป็นต้น ส่วนสิ่งที่น่าจะเป็นอุปสรรคในการเพาะเลี ยงสาหร่ายภายใต้สภาวะแบบไมม่แีสงคือ
ราคาและแหล่งของอินทรีย์คาร์บอน แต่ปัจจุบันจะเห็นว่ามีแหล่งอินทรีย์คาร์บอนราคาถูกหลายชนิดที่
สามารถน ามาใช้ในการเพาะเลี ยงสาหร่ายได้ เช่น วัสดุชีวภาพประเภทแป้งราคาถูกชนิดต่างๆ น  าทิ งจ าก
โรงงานอุตสาหกรรมเกษตรต่างๆ  ที่มีส่วนประกอบของน  าตาล และวัสดุทางการเกษตร เช่น กากมัน
ส าปะหลัง เป็นต้น 
 
ตำรำงท่ี 2.3 ปริมาณองค์ประกอบของเซลล์สาหร่าย Chlorella protothecoides เมื่อเพาะเลี ยงภายใต้
สภาวะ photoautotrophic cultivation และ heterotrophic cultivation (Xu et al., 2006)  
Component (%) photoautotrophic  

cultivation  
heterotrophic  
cultivation  

Protein 52.64 10.28 
Lipid 14.57 55.20 
Carbohydrate 10.62 15.43 
Ash 6.36 5.93 
Moisture 5.39 1.96 
Others  10.42 11.20 

2.2.3 กำรเพำะเลี้ยงแบบผสมหรือมิกโซโทรฟิค  

การเพาะเลี ยงแบบนี ใช้สารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ (CO2) เป็นแหล่งคาร์บอน ส่วนแหล่งพลังงาน
ได้จากแสงและสารอินทรีย์ การเพาะเลี ยงแบบนี สาหร่ายเจริญได้ทั งแบบใช้แสงและไม่ใช้แสงเป็นแหล่ง
พลังงาน เมื่อใช้สารอินทรีย์เป็นแหล่งคาร์บอนผ่านกระบวนการหายใจจะได้ CO2 และสาหร่ายตรึง CO2 
กลับไปใช้เพื่อสังเคราะห์แสงได้ โดยทั่วไปอัตราการเจริญของสาหร่ายที่เพาะเลี ยงแบบนี จะสูงกว่าแบบ
สังเคราะห์แสงแต่ต่ ากว่าแบบเฮเทโรโทรฟิค เมื่อเพาะเลี ยง Spirulina sp. แบบมิกโซโทรฟิค อัตราการ
เจริญสูงกว่าแบบสังเคราะห์แสงและแบบเฮเทโรโทรฟิค  

2.2.4 กำรเพำะเลี้ยงแบบโฟโตเฮเทโรโทรฟิค  

การเพาะเลี ยงแบบนี เกิดเมื่อสาหร่ายใช้แสงเป็นแหล่งพลังงานและใช้สารอินทรยีเ์ปน็แหลง่คารบ์อน 
ความแตกต่างของการเพาะเลี ยงแบบโฟโตเฮเทโรโทรฟิคและแบบมิกโซโทรฟิค คือ แบบแรกต้องการแสง
ส่วนแบบที่สองมีแสงหรือไม่ก็ได้ การเพาะเลี ยงสาหร่ายแบบนี มีการใช้น้อยเนื่องจากปัญหาการปนเปือ้นและ
เครื่องมือราคาสูง  
  จากข้อมูลที่กล่าวมาจะเห็นว่าสาหร่ายขนาดเล็กบางสายพันธ์ุที่เจริญได้ในสภาวะเฮเทโรโทรฟิคจะ
เจริญได้ดีและให้ปริมาณเซลล์และลิปิดสูงเมื่อเพาะเลี ยงแบบเฮเทโรโทรฟิค แต่เกิดการปนเปื้อนงา่ยและการ
ใช้สารอินทรีย์คาร์บอนท าให้ต้นทุนสูงจึงต้องใช้แหล่งคาร์บอนราคาถูก เช่น ของเหลือทิ งจากอุตสาหกรรม
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เกษตร เป็นต้น ปัจจุบันการเพาะเลี ยงสาหร่ายแบบสังเคราะห์แสงมีมากที่สุดโดยมุ่งใช้ CO2 จากโรงงาน
อุตสาหกรรม (flue gas) เพื่อผลิตเชื อเพลิงชีวภาพและลดการปล่อยก๊าซเรือนกระจก ส่วนข้อมูลวิจัยการ
เพาะเลี ยงแบบมิกโซโทรฟิคและโฟโตเฮเทโรโทรฟิคมีน้อยอาจมาจากต้นทุนสูง ตารางที่ 2.4 เปรียบเทียบ
ระบบการเพาะเลี ยงสาหร่าย  
 
ตำรำงท่ี 2.4 เปรียบเทียบความแตกต่างของการเพาะเลี ยงสาหร่ายภายใต้สภาวะต่าง ๆ (Chen et al., 
2011)  

สภำวะกำรเพำะเล้ียง  แหล่ง
พลังงำน  

แหล่ง
คำร์บอน 

ปริมำณ
เซลล์ 

ระบบเพำะเล้ียง รำคำ อุปสรรคกำร
ขยำยขนำดผลิต  

Photoautotrophic 
cultivation    

แสง  สารอนินทรีย์ 
(CO2)  

ต่ า  บ่อเปิด  
ปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบ
แสง  

ต่ า  ปริมาณมวลเซลล์
ต่ า ต้นทุนสูง 
ควบคุมการ
ระเหยน  ายาก  

Heterotrophic 
cultivation   

สารอินทรีย์  สารอินทรีย์  สูง  ถังหมักทั่วไป  ปาน
กลาง  

การปนเปื้อน  
สารอาหารราคา
สูง  

Mixotrophic  
cultivation   

แสงและ
สารอินทรีย์  

สารอนินทรีย์
และอินทรีย์  

ปานกลาง ปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบ
แสง 

สูง การปนเปื้อน  
เคร่ืองมือและ
สารอาหารราคา
สูง  

Photoheterotrop
hic cultivation  

แสง  สารอินทรีย์ ปานกลาง ปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบ
แสง 

สูง การปนเปื้อน  
เคร่ืองมือและ
สารอาหารราคา
สูง 
 

2.3 กำรเพำะเลี้ยงสำหร่ำยตำมภูมิภำคต่ำงๆ ท่ัวโลก  
 Piccola (2009) รายงานสถานการณ์การพัฒนาการผลิตน  ามันจากสาหร่ายขนาดเล็กเพื่อใช้ผลิต
เชื อเพลิงชีวภาพของสหภาพยุโรป (EU) โดย UK Carbon Trust ลงทุน 26 ล้านปอนด์เพื่อผลิตสาหร่าย 
โดยวางแผนตั งโรงงานเพาะเลี ยงสาหร่ายในแอฟริกาเหนือ และในปี ค.ศ. 2009 ให้ทุนวิจัย 8 ล้านปอนด์แก่
โครงการ Algae Biofuel Challenge (ABC) ซึ่งโครงการ ABC ด าเนินงาน 2 ระยะ คือ ระยะที่ 1 มี
เป้าหมายพัฒนาการวิจัยและศึกษาพื นฐาน ส่วนระยะที่ 2 มีเป้าหมายเพื่อผลิตน  ามันสาหร่ายในระดับใหญ่ 
รัฐบาลประเทศสกอตแลนด์ให้เงินสนับสนุน 6 ล้านยูโรแก่โครงการ BioMara เพื่อวิจัยและพัฒนาการ
เพาะเลี ยงสาหร่ายทะเล (seaweed) ให้เจริญเร็วและมีปริมาณมวลเซลล์สูง บริษัท Aurantia ของประเทศ
สเปนและบริษัท Green Fuel Tech of Massachusetts ของประเทศสหรัฐอเมริการ่วมมือกันผลิตน  ามัน
สาหร่ายในปี 2007 ด้วยทุนจ านวน 92 ล้านดอลลาร์ และมีเป้าหมายตั งโรงงานในพื นที่  100 เฮกตาร์เพื่อ
ผลิตเซลล์สาหร่าย 25,000 ตัน/ปี โดยใช้ CO2 จากโรงงานผลิตปูนซีเมนต์ที่ตั งอยู่ใกล้เคียงกันที่เมือง Jerez 
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ในประเทศสเปน ข้อมูลการพัฒนาการผลิตเชื อเพลิงชีวภาพจากสาหร่ายส่วนใหญ่จะอยู่ที่สหรัฐอเมริกา (รูป
ที่ 2.4) ส าหรับข้อมูลการผลิตสาหร่ายในภูมิภาคต่างๆ ของโลกแสดงดังตารางที่  2.5 (Singh and Gu, 
2010)   
  
 

  
(a) (b)  

รูปท่ี 2.4 ร้อยละของบริษัททีผ่ลิตเชื อเพลงิชีวภาพจากสาหร่ายของภูมิภาคต่างๆ ของโลก (a) และ
เทคโนโลยีที่ใช้ในการผลิตเชื อเพลิงชีวภาพจากสาหร่าย (b) (ดัดแปลงจาก Singh and Gu, 2010)  

 
ตำรำงท่ี 2.5 บริษัทผูเ้พาะเลี ยงและผลิตเซลล์สาหร่ายตามภูมิภาคต่างๆ ทั่วโลก (Singh and Gu, 2010)  
บริษัท  ภูมิภำค   รำยละเอียด   

กำรเพำะเลี้ยงด้วยระบบบ่อเปิด  
 LiveFuels, Menlo 
Park California  

USA ผลิต green crude oil จากสาหร่ายเพื่อเป็นพลังงานส ารองส าหรับ
โรงกลั่น มีเป้าหมายผลิต bio-crude-oil ภายในปี 2010  

PetroSun, 
Scottsdale, Arizona  

USA เป้าหมายผลิตน  ามันสาหร่าย 4.4 ล้านแกลลอน/ปี และเซลล์
สาหร่าย 110 ล้านปอนด์/ปี พัฒนาการผลิตน  ามันเครื่องบินจาก
สาหร่าย (algae-to-jet)  

กำรเพำะเลี้ยงในระบบปิด (closed systems)  
Solazyme, Inc., San 
Francisco  

USA ผลิตน  ามันจากสาหร่ายขนาดเล็กแบบเฮเทโรโทรฟิค เป็นต้นแบบ
ผลิตไบโอดีเซลจากสาหร่ายช่ือ “Solodiesel”  

Inventure Chemical 
Technology, Seattle 

USA บริษัทท างานภายใต้ลิขสิทธ์ิการผลิตน  ามันเครื่องบินจากสาหร่าย 
(algae-to-jet fuel)  

Solix Biofuels, Fort 
Collins, Colorado 

USA ผลิตเชื อเพลิงชีวภาพจากสาหร่ายขนาดเลก็ เป้าหมายตั งโรงงานใกล้ 
New Belgian Brewery โดยใช้ CO2 จากการผลิตเบียรม์า
เพาะเลี ยง  

Aurora Biofuels USA ใช้สาหร่ายที่ปรับปรุงสายพันธ์ุเพื่อผลิตไบโอดีเซลภายใต้ลิขสิทธ์ิที่
พัฒนาโดย University of California, Berklay  
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2.4 ปัจจัยท่ีมีผลต่อกำรผลิตและสะสมลิปิดของสำหร่ำยขนำดเล็ก  
2.4.1 อำหำรเลี้ยงเชื้อ (culture medium/nutrients)  

 การเพาะเลี ยงไดอะตอมต้องการ Silicate เพื่อใช้ในการสร้างผนังชั นนอกของเซลล์ นอกจากนั น
สารอาหารที่จ าเป็นในการเพาะเลี ยงสาหร่ายมีทั ง trace metals และวิตามิน เช่น ไทอะมีน (thiamin, B1), 
cyanocobalamin (B12) และไบโอติน (biotin) ตัวอย่างของอาหารเลี ยงสาหร่าย เช่น Walne medium 
และ Guillard’s F/2 medium นอกจากนั นในการเพาะเลี ยงในระดับใหญ่อาจใส่เฉพาะธาตุอาหารที่จ าเป็น
และเติมปุ๋ยหมักที่ใช้ในการเกษตรหรือปุ๋ยเคมีก็ได้ นอกจากนั นยังพบว่าเมื่ออาหารเลี ยงเชื อมีปริมาณ
ไนโตรเจนต่ าจะท าให้เซลล์สามารถผลิตลิปิดได้สูงขึ น ส่วนการเพาะเลี ยงแบบเฮเทโรโทรฟิคนั นสิ่งส าคัญคือ 
อัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N ratio) ในอาหารเลี ยงเชื อ โดยค่า C/N ratio สูงจะท าให้เซลล์
สะสมลิปิดได้สูง (Illman et al, 2000) 
 2.4.2 แสง (light) 
 แสงมีความจ าเป็นต่อการเพาะเลี ยงสาหร่ายภายใต้การสังเคราะห์แสง โดยท าหน้าที่เปลี่ยน CO2 
ไปเป็นสารอินทรีย์ (organic matter) โดยปริมาณความเข้มของแสง คุณภาพของสเปคตรัมและระยะเวลา
ในการรับแสงมีผลต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายโดยเฉพาะความเข้มของแสงมีผลต่อการเจริญของ
สาหร่ายมากที่สุด ซึ่งปริมาณความต้องการแสงขึ นอยู่กับปริมาตรของบ่อเลี ยงหรือขนาดของเครื่องปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบแสงและความหนาแน่นของสาหร่าย โดยแหล่งของแสงอาจมาจากสงแดดหรือแสงหลอดฟลูออ
เรสเซนท์ การใช้แสงจากแหล่งอื่นนอกเหนือจากแสงแดดควรให้แสงอย่างน้อย 18 ช่ัวโมง/วัน (Molina 
Grima et al, 1999; Sawayama et al, 1995; Chisti, 2007) 
 2.4.3 ค่ำควำมเป็นกรด ด่ำงของอำหำรเลี้ยงเชื้อ (pH) 
 ระดับ pH ที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี ยงสาหร่ายอยู่ที่ 7-9 การให้คาร์บอนไดออกไซด์ในระหว่าง
การเพาะเลี ยงอาจท าให้ pH ขึ นถึง 9  
 2.4.4 กำรกวน (agitation) 
 การกวนท าให้เกิดการผสมผสานอย่างทั่วถึงระหว่างเซลล์สาหร่ายและอาหารเลี ยงเชื อ ซึ่งมีความ
จ าเป็นต่อการเพาะเลี ยงสาหร่ายเพื่อป้องกันการตกตะกอนและเพื่อให้เซลล์สาหร่ายได้รับแสงในปริมาณ
เท่าๆกันทุกส่วน และเพื่อป้องกันการสะสมความร้อนในระบบโดยเฉพาะการเพาะเลี ยงกลางแจ้ง 
นอกจากนั นเป็นการลดสะสมออกซิเจนในระบบการเพาะเลี ยง (Pulz, 2001)  
 2.4.5 อุณหภูมิ (temperature) 
 อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี ยงสาหร่ายอยู่ระหว่าง 20-24 องศาเซลเซียส อย่างไรก็ดี
อุณหภูมิที่เหมาะสมอาจเปลี่ยนแปลงได้ขึ นกับส่วนประกอบของอาหารเลี ยงเชื อ ชนิดและสายพันธ์ุของ
สาหร่ายส่วนใหญ่สาหร่ายสามารถเจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 16-17 ๐C (Kessler, 1985; Chelf, 1990) 
 2.4.6 ควำมเค็ม (salinity) 

การเพาะเลี ยงสาหร่ายทะเลต้องการเกลือในการเจริญเติบโต ดังนั นในอาหารเลี ยงเชื อตอ้งมกีารเตมิ
เกลือลงไปด้วย โดยปกติจะใช้น  าทะเลในการเพาะเลี ยงโดยเจือจางด้วยน  าประปาให้มีค่าความเค็มหรือ
ปริมาณเกลืออยู่ที่ 20-24 g/L (Chang and Yang, 2003; Chisti, 2007) 
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2.5 น้ ำมันสำหร่ำยขนำดเล็ก (microalgal oil)  
สาหร่ายขนาดเล็กมีลิปิดและกรดไขมันเป็นองค์ประกอบของเยื่อเซลล์เมมเบรน  บางชนิดมีน  ามัน 

(bio-oil) เป็นอาหารสะสมเก็บไว้ที่ ถุงที่หุ้มเยื่อหุ้มเซลล์  สาหร่ายไดอะตอม (diatom) และ 
cyanobacteria มีการสะสมลิปิดสูงมากกว่า 30% โดยน  าหนักเซลล์แห้ง และบางสายพันธ์ุสะสมน  ามันไว้
มากกว่า 50% โดยน  าหนักเซลล์แห้ง (Danielo, 2005) โดยสาหร่ายแต่ละชนิดจะมีการสะสมลิปิดต่างกัน 
เช่น  Scenedesmus dimorphus, Chlorella vulgalis, Spirogyra sp., Euglena gracilis และ 
Spirulina maxima  มีสะสมลิปิด  16-40%, 14-22%, 11-21%, 14-20% และ 6-7% โดยน  าหนักเซลล์
แห้งตามล าดับ ดังตารางที่ 2.6 (Becker, 1994)  Miao และคณะ (2004) รายงานว่าน  ามันที่สกัดได้จาก
สาหร่ายขนาดเล็ก Chlorella protothecoides, Microcystis aeruginosa มีค่า saturated fraction 
ของ alkane ที่เหมือนกันกับน  ามันดีเซลนอกจากนั นยังมีปริมาณออกซิเจนต่ าและมีค่าความร้อนสูงที่ 29 
MJ/kg  ความหนาแน่นที่ 1.16 kg/l   

สาหร่ายขนาดเลก็ที่มรีายงานการวิจัยว่ามีศักยภาพในการใช้เป็นแหล่งน  ามันมหีลายชนิด ทั ง
สาหร่ายน  าจืดและสาหร่ายทะเล เช่น Emiliana huxleyi, Gephyrocapsa oceanica, Spirulina 
platensis สาหร่ายสีเขียวในสกลุ Chlorella สาหร่ายกลุม่ไดอะตอม แต่ไดอะตอมมีความทนทานต่อการ
แปรผันของอุณหภูมิต่ ากว่าสาหร่ายสเีขียวสกลุ Chlorella (Danielo, 2005) สาหร่ายขนาดเลก็สะสมลปิิด
และกรดไขมันที่เซลล์เมมเบรนโดยเป็นแหลง่พลังงานสะสม ตารางที่ 2.7 แสดงปริมาณลิปิดที่พบในสาหร่าย
ชนิดต่างๆ   

 
ตำรำงท่ี  2.6 แสดงองค์ประกอบทางเคมีของสาหร่ายสายพนัธ์ุต่างๆ ในรูปน  าหนกัแห้ง (%)  

สำยพันธุ์ของสำหร่ำย โปรตีน คำร์โบไฮเดรต ไขมัน กรดนิวคลิอิค 

Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14 3-6 
Scenedesmus quadricauda 47 - 1.9 - 
Scenedesmus dimorphus 8-18 21-52 16-40 - 
Chlamydomonas rheinhardii 48 17 21 - 
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22 4-5 
Chlorella pyrenoidosa 57 26 2 - 
Spirogyra sp. 6-20 33-64 11-21 - 
Euglena gracilis 39-61 14-18 14-20 - 
Prymnesium parvum 28-45 25-33 22-38 1-2 
Tetraselmis maculata 52 15 3 - 
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14 - 
Spirulina platensis 46-63 8-14 4--9 2-5 
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7 3-4.5 
Synechoccus sp. 63 15 11 5 
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7 - 
     

  ที่มา : Becker, (1994) 
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ตำรำงท่ี 2.7 ปริมาณน  ามันของสาหร่ายขนาดเล็กบางชนิด (Chisti, 2007) 

สำหร่ำยขนำดเล็ก ปริมำณลิปิด (% โดยน้ ำหนักเซลล์แห้ง) 

Botryococcus braunii 25-75 
Chlorella sp. 28-32 
Dunaliella primolecta 23 
Isochrysis sp. 25-33 
Nannochloris sp. 20-35 
Nannochloropsis sp. 31-68 
Neochloris oleoabundans 35-54 
Nitzschia sp. 45-47 
Phaeodactylum tricornutum 20-30 
Schizochytrium sp. 50-77 
Tetraselmis sueica  15-23 

 
การสะสมลิปิดในสาหร่ายเกิดขึ นในช่วงที่สภาวะแวดล้อมในการเลี ยงมีความเครียด เช่น ภายใต้

สภาวะที่ขาดแคลนไนโตรเจน โดยมีเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องคือ acetyl-CoA carboxylase (ACCase) ซึ่งเป็น
เอนไซม์ที่มีไบโอตินเป็นส่วนประกอบ (biotin-containing enzyme) ท าหน้าที่ในการคาตาไลท์ในระยะ
เริ่มต้นของการสร้างกรดไขมัน (Ratledge, 2004) ไขมันหรือน  ามันสาหร่ายขนาดเล็กมีคุณสมบัติเป็นไตรกลี
เซอไรด์เช่นเดียวกันกับน  ามันพืช โดยมีจ านวนคาร์บอนอยู่ระหว่าง 12-22 อะตอมต่อโมเลกุล ดังตารางที่ 
2.8 (Chelf, 1990; Ratledge, 1991) แต่แตกต่างจากน  ามันพืชตรงที่มีส่วนประกอบของกรดไขมันไม่อิ่มตัว
อย่างยิ่งยวด (polyunsaturated fatty acids : PUFAs)  ซึ่งประกอบด้วยพันธะคู่ 4 คู่หรือมากกว่า 
(Belarbi et al., 2000) ตัวอย่างเช่น eicosapentaenoic acid (EPA, C20:5n-3) ซึ่งมีพันธะคู่ 5 พันธะ 
และ docosahexaenoic acid (DHA, C22:6n-3) ซึ่งมีพันธะคู่ 6 พันธะ กรดไขมันและเมทิลเอสเทอร์ของ
กรดไขมัน (fatty acid methyl esters : FAME) ที่มีพันธะคู่ 4 คู่หรือมากกว่ามีความเป็นไปได้สูงในการ
ออกซิเดช่ันในระหว่างการเก็บรักษาและเป็นสาเหตุหนึ่งในการลดการยอมรับในการใช้ไบ โอดีเซลจาก
สาหร่าย น  ามันพืชบางชนิดก็มีปัญหาเช่นเดียวกันนี  ตัวอย่างเช่น น  ามันจากเมล็ดแรพมีส่วนประกอบของ
กรดไขมันลิโนเลอิค (linoleic acid : C18:2n-6) ซึ่งมีพันธะคู่ 2 พันธะและกรดลิโนเลนิค (linolenic acid : 
C18:3n-3) ซึ่งมีพันธะคู่ 3 พันธะ อย่างไรก็ตามกรดไขมันทั งสองชนิดนี มีความเสถียรต่อการออกซิเดช่ัน
มากกว่า DHA และ EPA (Belarbi et al., 2000; Ratledge, 2004)  
 
ตำรำงท่ี 2.8 ชนิดของกรดไขมันที่พบในสาหร่ายขนาดเลก็บางสายพันธ์ุเมื่อเลี ยงในอาหารเลี ยงเชื อทีม่ี
ปริมณไนโตรเจนเพียงพอและขาดไนโตรเจน (Chelf, 1990) 

สำยพันธุ์สำหร่ำย อำหำรที่มีไนโตรเจนเพียงพอ อำหำรที่มีกำรจ ำกัดปริมำณไนโตรเจน 
Ankistrodesmus sp. 16:0, 16:4, 18:1, 18:3 16:0, 18:1, 18:3 
Botryococcus braunii 16:0, 18:1, 18:2, 18:3 16:0, 18:1, 18:3, 20:5 
Dunaliella salina 14:0/14:1, 16:0, 16:3, 16:4, 

18:2, 18:3 
16:0, 16:3, 18:1, 18:2, 18:3 

Isochrysis sp. 14:0/14:1, 16:0, 16:1, 18:1, 
18:3, 18:4, 22:6 

14:0/14:1, 18:1, 18:2, 18:3, 18:4, 22:6  
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2.6 กำรผลิตเช้ือเพลิงชีวภำพจำกน้ ำมันสำหร่ำยขนำดเล็ก  
ไบโอดีเซล (biodiesel) เป็นเชื อเพลิงชีวภาพแหล่งพลังงานทดแทน (renewable energy) หรือ

เชื อเพลิงทางเลือก (alternative energy) ที่มีคุณสมบัติในการเผาไหม้เหมือนกับดีเซลและไม่มีการปล่อย
คาร์บอนไดออกไซด์ออกสู่บรรยากาศจึงเป็นเชื อเพลิงที่ดีในการช่วยบรรเทาภาวะโลกร้อน (Lang et al., 
2001; Antolin et al., 2002)  อย่างไรก็ดีราคาน  ามันไบโอดีเซลในปัจจุบันยังคงสูงอันเนื่องมาจากราคาของ
วัตถุดิบที่ใช้ในการผลิต รัฐบาลของประเทศต่างๆ จึงมีนโยบายส่งเสริมการปลูกพืชน  ามันเพื่อลดต้นทุนของ
วัตถุดิบของการผลิตไบโอดีเซล แต่การปลูกพืชน  ามันนั นต้องการพื นที่ในการเพาะปลูกสูง ด้วยเหตุนี นักวิจัย
ของหลายๆ ประเทศจึงได้พุ่งความสนใจไปที่การใช้น  ามันจากสาหร่ายขนาดเล็กมากขึ นทั งนี เพราะข้อ
ได้เปรียบของการเพาะเลี ยงสาหร่ายขนาดเล็กคือ ต้องการพื นที่ในการเพาะเลี ยงน้อย เจริญเร็วและไม่ขึ นกบั
ฤดูกาล นอกจากนั นยังสามารถเพาะเลี ยงในอาหารแบบง่ายๆ ในระดับการผลิตขนาดใหญ่ได้ (Woft et al., 
1985; Sawayama et al., 1999) การใช้สาหร่ายขนาดเล็กเป็นพลังงานทดแทนท าได้โดยการน าไขมันหรือ
น  ามันในเซลล์มาผลิตเป็นเชื อเพลิ ง ไบโอดีเซลโดยผ่านกระบวนการทรานส์ เอส เทอริฟิ เค ช่ัน 
(transesterification) หรือการใช้เซลล์สาหร่ายขนาดเล็กผสมโดยตรงกับน  ามันดีเซลหรือไบโอดีเซล 
(Sheehan et al., 1998; Illman et al., 2000; Scragg et al., 2003)   

ไบโอดีเซล หมายถึง เชื อเพลิงเหลวที่ผลิตจากไขมันสัตว์ น  ามันจากเมล็ดพืช น ามาผ่าน
กระบวนการทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน (รูปที่ 2.5) โดยท าปฏิกิริยากับแอลกอฮอล์ เช่น เมทานอลหรือเอทา
นอลและมีตัวเร่งปฏิกิริยา เช่น โซเดียมไฮดรอกไซด์ กรดซัลฟุริคภายใต้ภาวะอุณหภูมิสูงเพื่อเปลี่ยนไขมัน
หรือน  ามันให้เป็นไบโอดีเซลชนิดเมทิลเอสเทอร์ของกรดไขมัน (fatty acid methyl ester: FAME) หรือ
เอทิลเอสเทอร์ของกรดไขมัน (fatty acid ethyl ester: FAEE) ขึ นอยู่กับประเภทของแอลกอฮอล์ที่ใช้และมี
กลีเซอรอลดิบ (crude glycerol) เป็นผลพลอยได้ นอกจากนั นยังมีการใช้เอนไซม์ไลเปสเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา
ในการผลิตไบโอดีเซล  

 

    Catalyst  
                + 3 ROH 

             
    

   Oil or fat          Alcohol            Glycerol             Biodiesel 
 (Triglyceride)                                       (Methyl/ethyl esters)  

 

รูปท่ี 2.5 กระบวนการทรานส์เอสเทอรฟิิเคชัน (Fukuda et al., 2001) 
 

ปัจจุบันการผลิตเชื อเพลิงไบโอดีเซลในทางอุตสากรรมนั นผลิตมาจากน  ามันจากพืชและไขมันสัตว์
เป็นส่วนใหญ่ ส่วนการผลิตเมทิลเอสเทอร์จากน  ามันสาหร่ายขนาดเล็กที่ผ่านมานั นน าไปใช้ประโยชน์ในทาง
อุตสาหกรรมยาและเครื่องส าอาง (Belarbi et al., 2000) จากข้อมูลการวิจัยถ้าต้องการผลิตไบโอดีเซลจาก
น  ามันสาหร่ายขนาดเล็กให้ได้ปริมาณร้อยละ 50 ของน  ามันดีเซลที่ใช้ในระบบขนส่งของสหรัฐอเมริกา
ต้องการพื นที่ในการเลี ยงสาหร่ายเพียงร้อยละ 1 ถึง 3 ของพื นที่ทั งหมดที่ใช้ในการปลูกพืชน  ามัน ดังตารางที่ 
2.9 (Chisti, 2007) และตารางที่ 2.10  
 
 

R’’’COOR 
R’’COOR 
R’COOR 

CH2OCOR’’’ 
CH2OCOR’’ 
CH2OCOR’  

CH2OH 
CH2OH     + 
CH2 OH 

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%9C%E0%B8%B2%E0%B9%84%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B9%89&action=edit
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ตำรำงท่ี  2.9 เปรียบเทียบแหล่งที่มาของไบโอดีเซลในสหรัฐอเมริกา (Chisti, 2007)  
แหล่งของน้ ำมัน ผลผลิตน้ ำมัน        

(ลิตร/ เฮกตำร์) 
พ้ืนที่ที่ต้องกำร 
(ล้ำนเฮกตำร์)1 

ร้อยละของพ้ืนที่กำร
เพำะปลูกในสหรัฐอเมรกิำ1 

สบู่ด า 1892 140 77 
มะพร้าว 2689 99 54 
ปาล์มน  ามัน 5950 45 24 
สาหร่ายขนาดเล็ก2 136,900 2 1.1 
สาหร่ายขนาดเล็ก3 58,700 4.5 2.5 

1 เพื่อใช้ในระบบขนส่งครึ่งหน่ึงส าหรับเชื อเพลิงที่ใช้ต้องการทั งหมดในสหรัฐอเมริกา  
2 น  ามันสาหร่ายร้อยละ 70 ของน  าหนักเซลล์ (จากการทดลองในการผลิตในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแสง) 
3 น  ามันสาหร่ายร้อยละ 30 ของน  าหนักเซลล์ (จากการทดลองในการผลิตในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแสง) 
 
ตำรำงท่ี 2.10 เปรียบเทียบการผลิตไบโอดเีซลโดยประมาณของพืชต่างๆ และสาหร่ายขนาดเล็ก (Smith 
et al., 2009)  

 
วัตถุดิบส ำหรับผลิตไบโอดีเซล 

พ้ืนที่ที่ต้องกำรเพ่ือผลิต
น้ ำมันให้เพียงพอต่อควำม
ต้องกำรทั้งหมดของโลก  

(106 hectare) 

% พ้ืนที่ที่ต้องกำร
เทียบกับพ้ืนที่

ทั้งหมดของโลก 

% พ้ืนที่ใช้
เพำะปลูกได้ของ

พ้ืนที่ทั้งหมด 

น  ามันเมล็ดทานตะวัน  5,100 34 258 
เมล็ดแร็พ (rape seed) 4,100 27 207 
สบู่ด า 2,600 17 130 
น  ามันปาล์ม  820 5.5 41 
สาหร่ายขนาดเล็ก  
 (10 g/m2/day, 30% TAG*)  

410 2.7 21a 

สาหร่ายขนาดเล็ก  
 (50 g/m2/day, 50% TAG) 
 

49 0.3 2.5a 

*TAG= triacylglycerol หรือไตรกลีเซอไรด์หรือน  ามันที่ใช้ผลิตไบโอดีเซล, a = พื นที่ในการสร้างบ่อหรือถังเพาะเลี ยง
สาหร่าย  
 

2.6 กำรยอมรับไบโอดีเซลจำกน้ ำมันสำหร่ำยขนำดเล็ก  
 เพื่อการยอมรับไบโอดีเซลจากน  ามันสาหร่ายของผู้บริโภค ไบโอดีเซลจากน  ามันสาหร่ายจะต้องมี
มาตรฐานเดียวกับไบโอดีเซลที่ผลิตจากแหล่งอื่นๆ ในสหรัฐอเมริกาได้ก าหนดมาตรฐานไบโอดีเซลตาม The 
ASTM Biodiesel Standard D6751 ส่วนในสหภาพยุโรปมาตรฐานน  ามันไบโอดีเซลแบ่งออกเป็น 2 
มาตรฐานตามลักษณะการใช้น  ามันคือ Standard EN 14214 เป็นมาตรฐานไบโอดีเซลเพื่อการใช้กับยาน
ยนต์และ Standard EN 14213 เป็นมาตรฐานไบโอดีเซลที่ใช้เพื่อเป็นเชื อเพลิงให้ความร้อน (Knothe, 
2006)  น  ามันสาหร่ายขนาดเล็กมีส่วนประกอบของกรดไขมันไม่อิ่มตัวอย่างยิ่งยวด (polyunsaturated 
fatty acids)  ซึ่งมีพันธะคู่ 4 คู่หรือมากกว่า (Belarbi et al., 2000) เช่น eicosapentaenoic acid (EPA, 
C20:5n-3) มีพันธะคู่ 5 พันธะ และ docosahexaenoic acid (DHA, C22:6n-3) มีพันธะคู่ 6 พันธะ กรด
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ไขมันและเมทิลเอสเทอร์ของกรดไขมันที่มีพันธะคู่ 4 คู่หรือมากกว่าอาจเกิดการออกซิเดช่ันในระหว่างเก็บ
รักษาและเป็นสาเหตุหนึ่งที่จะลดการยอมรับไบโอดีเซลจากสาหร่ายขนาดเล็ก น  ามันพืชบางชนิดก็มีปัญหา
เช่นเดียวกันเช่น น  ามันเมล็ดเรพ (rape seed หรือ canola) มีส่วนประกอบของกรดไขมันลิโนเลอิค 
(linoleic acid : C18:2n-6) ซึ่งมีพันธะคู่ 2 พันธะและกรดลิโนเลนิค (linolenic acid : C18:3n-3) ซึ่งมี
พันธะคู่ 3 พันธะ อย่างไรก็ตามกรดไขมันทั งสองชนิดนี มีความเสถียรต่อการออกซิเดช่ันมากกว่ากรดไขมัน
ชนิด DHA และ EPA  สหภาพยุโรปได้ก าหนดค่าไอโอดีน (iodine value) ซึ่งเป็นค่าแสดงปริมาณกรดไขมัน
ไม่อิ่มตัวในน  ามัน ซึ่งต้องไม่เกิน 120 และ 130 กรัมไอโอดีนต่อ 100 กรัมไบโอดีเซลส าหรับมาตรฐานไบโอ
ดีเซลของ Standard EN 14214 และ EN 14213 ตามล าดับ เมื่อพิจารณาองค์ประกอบของน  ามันสาหร่าย
ขนาดเล็กที่มีพันธะคู่มากกว่า 4 พันธะนั นอาจมีปัญหาในการผลิตไบโอดีเซลให้ได้ตามมาตรฐานไบโอดีเซล
ของยุโรป แต่เหตุผลนี ไม่ใช่ข้อจ ากัดในใช้น  ามันสาหร่ายขนาดเล็กเนื่องจากสามารถลดจ านวนพันธะคู่ลงได้
ด้วยการท าปฏิกิริยาไฮโดรเจเนช่ันบางส่วน (partial catalytic hydrogenation) ซึ่งเป็นเทคนิคเดียวกับ
การใช้ผลิตเนยเทียมจากน  ามันพืช (Dijkstra, 2006) ส าหรับมาตรฐานไบโอดีเซลชนิดเมทิลเอสเทอร์ของ
กรดไขมันในประเทศไทยก าหนดโดยกรมธุรกิจพลังงาน กระทรวงพลังงาน พ.ศ. 2550 เช่น มีปริมาณเมทิล
เอสเทอร์ไม่ต่ ากว่าร้อยละ 96.5, ค่าซีเทน (cetane number) ไม่ต่ ากว่า 51 เสถียรภาพต่อการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดช่ัน ที่ 100°C (oxidation stability at 100°C) ไม่ต่ ากว่า 6 ช่ัวโมง, ค่าความเป็นกรด (acid 
value) ไม่สูงกว่า 0.50 mgKOH/g, ค่าไอโอดีน (Iodine value) ไม่สูงกว่า 120 กรัมไอโอดีน/100 กรัม 
เป็นต้น (กระทรวงพลังงาน, 2550) 
 
2.7 กำรลดต้นทุนในกำรผลิตน้ ำมันสำหร่ำยขนำดเล็ก  
 การลดต้นทุนการผลิตน  ามันสาหร่ายขนาดเล็กสามารถท าได้หลายวิธี เช่น การน าเทคนิคทางชีววิธี
มาใช้ในกระบวนการแยกและสกัดน  ามันโดยจะมีกากเซลล์ซึ่งประกอบด้วยไขมัน โปรตีน คาร์โบไฮเดรทและ
สารอาหารอื่นๆ เป็นผลพลอยได้ (Sanchez Miron et al., 2003) ซึ่งสามารถน าไปใช้เป็นส่วนประกอบ
ส าหรับอาหารสัตว์และบางส่วนน าไปใช้เป็นวัตถุดิบเพื่อการผลิตแก๊สชีวภาพแบบไร้อากาศ  (Mata-Alvarez 
et al., 2000; Raven and Gregersen, 2007) นอกจากนั นวิธีการลดต้นทุนการผลิตไบโอดีเซลจากน  ามัน
สาหร่ายที่ส าคัญคือ การปรับปรุงสายพันธ์ุสาหร่ายขนาดเล็กด้วยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมเพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการสังเคราะห์แสง ความทนทานต่ออุณหภูมิสูงซึ่งจะช่วยลดต้นทุนส าหรับระบบหล่อเย็น 
นอกจากนั นยังรวมถึงการคัดเลือกและปรับปรุงสายพันธ์ุสาหร่ายขนาดเล็กที่สามารถเจริญได้ดีและให้น  ามัน
หรือลิปิดสูงเมื่อใช้แหล่งอินทรีย์คาร์บอนราคาถูกในกรณีที่เพาะเลี ยงภายใต้สภาวะไร้แสงหรือแบบเฮเทโร
โทรฟิค และการหาแหล่งอินทรีย์คาร์บอนราคาถูก อื่นๆ เช่น การใช้วัส ดุเหลือใช้ทางการเกษตร 
(agricultural residues) และของเสียจากอุตสาหกรรมเกษตร (agro-industrial waste) เป็นต้น รวมทั ง
การพัฒนาและออกแบบเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแสงเพื่อให้มีประสิทธิภาพสูงสุดในการเพาะเลี ยง
สาหร่ายแบบสังเคราะห์แสง (Roessler et al., 1994; Dunahay et al., 1996; Carvalho et al., 2006; 
Courchesne et al., 2009) 
 
2.8 งำนวิจัยท่ีเก่ียวข้อง  

Miao and Wu (2006) ศึกษาการผลิตไบโอดีเซลจากสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก Chlorella 
protothecoides ที่เพาะเลี ยงด้วยการหมักแบบเฮเทโรโทรฟิคโดยมีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนในสภาวะไม่
มีแสงพบว่าเซ,ล์สาหร่ายให้ปริมาณลิปิดสูงถึง 55% โดยน  าหนักเซลล์แห้ง เมื่อน าน  ามันสาหร่ายที่สกัดโดย
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ใช้เฮกเซนไปผลิตไบโอดีเซลในรูปเอสเทอร์ของกรดไขมัน (fatty acid methyl esters: FAMEs) โดยวิธีท
รานส์เอสเทอริฟิเคช่ันพบว่ากรดซัลฟุริคเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาที่เหมาะสม ในการเปลี่ยนน  ามันสาหร่ายไป
เป็นไบโอดีเซลโดยสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไบโอดีเซลคืออัตราส่วนโมลเมทานอลต่อน  ามันสาหร่ายที่ 
56:1 ปริมาณตัวเร่งปฏิกิริยา 100% ของน  าหนักน  ามันสาหร่าย อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยาที่ 4 ช่ัวโมง  

Xu และคณะ (2006)  เพาะเลี ยงสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก Chlorella protothecoides ภายใต้
สภาวะเฮเทโรโทรฟิคในอาหารที่มีแป้งข้าวโพดที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์อะไมเลส (corn powder 
hydrolysate) เป็นแหล่งคาร์บอนแทนกลูโคสเมื่อเลี ยงด้วยการหมักแบบกะป้อนพบว่าให้ปริมาณเซลล์สูง 
15.5 g/L เวลา 184 ช่ัวโมง และมีการสะสมลิปิดสูงถึง 55.2% โดยองค์ประกอบส่วนใหญ่ของน  ามันคือ 
กรดโอเลอิค (oleic acid) กรดลิโนเลอิค (linoleic acid) และไบโอดีเซลที่ผลิตได้จากน  ามันสาหร่าย 
Chlorella protothecoides โดยวิธีทรานส์เอสเทอริฟิเคช่ัน คือ fatty acid methyl esters (FAMEs) ซึ่ง
ได้ปริมาณของ FAMEs สูงกว่า 80% และประกอบด้วย oleic acid methyl esters สูงถึง 60.84% 
นอกจากนั นยังมี octadecadienoic acid methyl ester, octadecanoic acid methyl ester ซึ่งเป็น 
methyl ester ที่มีคาร์บอน 18 อะตอม และมีคุณสมบัติใกล้เคียงกับน  ามันดีเซลและไบโอดีเซลตาม
มาตรฐานของ ASTM biodiesel standard  

Li และคณะ (2007) รายงานการผลิตไบโอดีเซลจากสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก Chlorella 
protothecoides เมื่อเพาะเลี ยงแบบเฮเทโรโทรฟิคด้วยการหมักแบบกะป้อนโดยใช้กลูโคสเป็นแหล่ง
คาร์บอนพบว่าเซลล์ให้ปริมาณลิปิด 46.1%, 48.7%, และ 44.3% โดยน  าหนักเซลล์แห้งเมื่อเพาะเลี ยงในถัง
หมักขนาด 5, 750 และ 11,000 ลิตรตามล าดับ และเมื่อน าลิปิดมาผลิตไบโอดีเซลโดยวิธีทรานส์เอสเทอริฟิ
เคช่ันโดยใช้เอนไซม์ไลเปสเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาพบว่าให้ปริมาณไบโอดีเซลสูงถึง 98.15% ของปริมาณลิปิด
หรือน  ามันที่ใช้ในการผลิต  

Widjaja และคณะ (2009) รายงานการศึกษาการเพิ่มผลผลิตลิปิในสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก 
Chlorella vulgaris ภายใต้สภาวะการสังเคราะห์แสงพบว่าเมื่อเพาะเลี ยงในอาหารที่มีการจ ากัดปริมาณ
ไนโตรเจน พบการสะสมของลิปิดส่วนใหญ่เป็นชนิดไตรกลีเซอไรด์สูงกว่ากรดไขมันอิสระ และพบการสะสม
ลิปิดสูงสุดเมื่อการเจริญเริ่มลดลงเป็นผลมาจากปริมาณไนโตรเจนที่ลดลงหรือไนโตรเจนเริ่มขาดแคลน   

Umdu และคณะ (2009) ศึกษาการผลิตไบโอดีเซลจากสาหร่าย Nannochloropsis oculata 
ผ่านปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคช่ัน พบว่าเมื่อใช้ CaO/Al2O3 เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาผลผลิตไบโอดีเซลเพิ่ม
จาก 23% เป็น 97.5% เมื่อใช้อัตราส่วนโมลของเมทานอลต่อลิปิดที่ 30 

Xiong และคณะ (2008) ศึกษาการผลิตเซลล์สาหร่าย Chlorella protothecoides เพื่อใช้เป็น
วัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซลโดยการเพาะเลี ยงเซลล์ด้วยการหมักแบบกะป้อนในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ
ขนาด 5 ลิตร พบว่าได้ปริมาณเซลล์ 16.8 g/L ระยะเวลาการหมัก 184 ช่ัวโมง เมื่อเพาะเลี ยงด้วยการหมัก
แบบกะป้อนแบบเดิม และปริมาณเซลล์ 51.2 g/L ระยะเวลาการหมัก 167 ช่ัวโมง เมื่อเพาะเลี ยงด้วยการ
หมักแบบกะป้อนแบบปรับปรุง ปริมาณลิปิดเท่ากับ 57.8, 55.2 และ 50.3% โดยน  าหนักเซลล์แห้งเมื่อ
เพาะเลี ยงแบบกะ แบบกะป้อนแบบเดิม และแบบกะป้อนปรับปรุง ตามล าดับ และเมื่อผลิตไบโอดีเซลจาก
น  ามันสาหร่ายด้วยวิธีทรานส์เอสเทอริฟิเคช่ันโดยใช้เอนไซม์ไลเปสที่ถูกตรึงเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาพบว่าอัตรา
การเปลี่ยนน  ามันไปเป็นไบโอดีเซลสูงถึง 98% และไบโอดีเซลที่ผลิตได้มีสมบัติใกล้เคียงกับมาตรฐานไบโอ
ดีเซลของสหรัฐอเมริกา  

การเพาะเลี ยงสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก Chlorella sp. KKU-S2 ด้วยการหมักแบบกะ (batch 
heterotrophic fermentation) ในอาหาร BG-11 ที่มีกลูโคสความเข้มข้น 50 g/L เป็นแหล่งคาร์บอน 
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เซลล์ให้ปริมาณลิปิดสูง  47% โดยน  าหนักแห้ง และเมื่อวิเคราะห์องค์ประกอบของลิปิดที่ผลิตได้เมื่อใช้
กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนพบว่าประกอบด้วยกรดไขมันคือ กรดสเตียริก (C18:0) กรดโอเลอิก (C18:1) และ
กรดปาล์มิติก (C16:0) เป็นองค์ประกอบหลักเช่นเดียวกับที่พบในน  ามันพืชซึ่งสามารถใช้เป็นแหล่งวัตถุดิบที่
มีศักยภาพเพื่อการผลิตไบโอดีเซล (Leesing et al., 2009) นอกจากนั นสาหร่าย Chlorella sp. KKU-S2 
ยังสามารถใช้กลีเซอรอล ไซโลส กากน  าตาล เป็นแหล่งคาร์บอนได้ (Leesing et al., 2011, Leesing and 
Nontaso, 2010)  

Leesing et al. (2010) เพาะเลี ยงสาหร่าย Chlorella sp. KKU-S2 ในอาหารเลี ยงเชื อที่มีแหล่ง
คาร์บอนเป็นน  าตาลที่ได้จากการย่อยฟางข้าว (rice straw hydrolysate) น  าตาลที่ได้จากการย่อยชานอ้อย 
(sugarcane bagasse hydrolysate) และน  าตาลที่ได้จากการย่อยหญ้าแฝก (vetiver grass 
hydrolysate) พบว่าสาหร่ายเจริญได้ในอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนทั ง 3 แหล่ง   

สาหร่ายขนาดเล็กมีการผลิตและสะสมลิปิดภายในเซลล์โดยองค์ประกอบหลักของลิปิดที่ พบเป็น
ไตรกลีเซอไรด์ซึ่งอยู่ในรูปหยดน  ามันเล็กๆ ภายในเซลล์ (microdroplet oils) ปริมาณลิปิดที่สะสมภายใน
เซลล์และคุณสมบัติของลิปิดขึ นกับชนิดสายพันธ์ุของสาหร่ายและสภาวะในการเพาะเลี ยง น  ามันหรือลิปิด
จากสาหร่ายมีคุณสมบัติคล้ายน  ามันพืชโดยสามารถน าน  ามันออกจากเซลล์สาหร่ายโดยการบีบอัดได้ถึง 
70% ของลิปิดทั งหมด สาหร่ายแต่ละชนิดจะมีการสะสมลิปิดต่างกัน เช่น  Scenedesmus dimorphus, 
Chlorella vulgalis, Spirogyra sp., Euglena gracilis และ Spirulina maxima  สะสมลิปิด  16-40%, 
14-22%, 11-21%, 14-20% และ 6-7% ตามล าดับ  (Becker, 1994)  การเพาะเลี ยงด้วยการหมักแบบเฮ
เทโรโทรฟิคนั นส่วนใหญ่มักพบการสะสมลิปิดของจุลินทรีย์เมื่อเลี ยงเซลล์ในอาหารที่มีปริมาณแหล่ง
คาร์บอนมากเกินพอ เช่น น  าตาล กลีเซอรอล โพลีแซคคาไรด์ และจ ากัดปริมาณสารอาหารอื่นๆ โดยทั่วไป 
คือไนโตรเจน หรือกล่าวได้ว่าค่าอัตราส่วนปริมาณคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N ratio) มีผลต่อการสะสมลิ
ปิดในเซลล์สาหร่าย  โดยค่า C/N ratio ต่ ามีผลท าให้ลิปิดที่ผลิตโดยสาหร่ายมีส่วนประกอบของกรดไขมัน
ชนิดไม่อิ่มตัว (unsaturated fatty acid) อยู่ในปริมาณสูง  (Papanikolaou et al, 2001) เมื่ออัตราส่วน
ของ C/N ratio ต่ าเซลล์จะมีการเจริญมากกว่าการผลิตลิปิด แต่ในช่วงของการผลิตลิปิดเซลล์ต้องการ
คาร์บอนสูงเพื่อน าไปเปลี่ยนเป็นลิปิดจึงต้องการอัตราส่วนของ C/N ratio สูง (Turcotte and 
Kosaric,1989)  

สาหร่ายสี เขียว Chlorella protothecoides เป็นสาหร่ายที่สามารถเจริญทั งแบบ 
photoautotrophic cultivation และ heterotrophic cultivation ภายใต้สภาวะการเลี ยงที่ต่างกันจะมี
การสร้างลิปิดปริมาณต่างกัน โดยการเจริญแบบเฮเทโรโทรฟิคมีอัตราการเจริญเร็วและให้ปริมาณลิปิดสูง  
(Shi et al., 2002 ; Wen et al., 2002 ; Miao et al., 2004 ; Miao and Wu, 2006, Xu et al, 2006 ) 
สาหร่ายขนาดเล็กสามารถเจริญเร็วและผลิตลิปิดหรือกรดไขมันไม่อิ่มตัวชนิด Eicosapentaenoic acid 
(EPA : polyunsaturated fatty acid) ได้สูงในสภาวะ heterotrophic fermentation ด้วยการหมักแบบ
กะป้อน (fed-batch fermentation) (Wen and Chen, 2003)  สาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก Chlorella 
protothecoides เมื่อเจริญภายใต้สภาวะ heterotrophic cultivation ในอาหารที่มีน  าตาลจากการย่อย
แป้งข้าวโพด (corn powder hydrolysate) เป็นแหล่งคาร์บอนเมื่อเลี ยงด้วยการหมักแบบกะป้อนพบว่าให้
ปริมาณเซลล์สูง 15.5 g/L เวลา 184 ช่ัวโมง และมีการสะสมลิปิดสูงถึง 55.2% โดยองค์ประกอบส่วนใหญ่
ของน  ามันคือ oleic acid, linoleic acid, cetane acid และไบโอดีเซลที่ผลิตได้จากน  ามันสาหร่าย 
Chlorella protothecoides โดยวิธี  transesterification คือ fatty acid methyl esters (FAMEs) ซึ่ง
ได้ปริมาณของ FAMEs สูงกว่า 80% และประกอบด้วย oleic acid methyl esters สูงถึง 60.84% 
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นอกจากนั นยังมี octadecadienoic acid methyl ester, octadecanoic acid methyl ester ซึ่งเป็น 
methyl ester ที่มีคาร์บอน 18 อะตอม และมีคุณสมบัติใกล้เคียงกับน  ามันดีเซลและไบโอดีเซลตาม
มาตรฐานของ ASTM biodiesel standard (Xu et al, 2006)   

การผลิตไบโอดีเซลจากสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก  Chlorella protothecoides เมื่อเพาะเลี ยงแบบ
เฮเทโรโทรฟิคด้วยการหมักแบบกะป้อนเมื่อใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนพบว่าเซลล์ให้ปริมาณลิปิด 46.1%, 
48.7%, และ 44.3% โดยน  าหนักแห้งเมื่อเลี ยงในถังหมักขนาด 5.0,  750 และ 11,000 ลิตรตามล าดับ 
และเมื่อน าลิปิดที่ผลิตได้มาผลิตไบโอดีเซลโดยวิธีทรานส์เอสเทอริฟิเคช่ันโดยใช้เอนไซม์ไลเปสเป็นตัวเร่ง
ปฏิกิริยาพบว่าให้ปริมาณไบโอดีเซลสูงถึง 98.15% ของปริมาณลิปิดหรือน  ามันที่ใช้ในการผลิต (Li et al., 
2007) การผลิตไบโอดีเซลจากน  ามันสาหร่ายขนาดเล็กด้วยวิธีทรานส์เอสเทอริฟิเคช่ันพบว่าเมื่อใช้ตัวเร่ง
ปฏิกิริยาที่เป็นกรดคือ กรดซัลฟุริค (H2SO4) จะเหมาะสมส าหรับการผลิตไบโอดีเซลจากน  ามันสาหร่ายโดย
พบว่าเมื่อใช้อัตราส่วนโมลของเมทานอลต่อน  ามัน 56 :1 ที่อุณหภูมิ 30°C ระยะเวลาเกิดปฏิกิริยา 
(retention time) 4 ช่ัวโมงจะสามารถลดค่า specific gravity ของไบโอดีเซลที่ผลิตได้ลงจาก 0.912 เป็น 
0.8637  kg/L ซึ่งเป็นค่าตามมาตรฐาน ASTM biodiesel standard (Miao and Wu, 2006)  

การผลิตเซลล์สาหร่าย Chlorella protothecoides เพื่อใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซลโดย
เพาะเลี ยงในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร พบว่าได้เซลล์ 16.8 g/L ในเวลา 184 ช่ัวโมง เมื่อ
เพาะเลี ยงด้วยการหมักแบบกะป้อนแบบเดิม และปริมาณเซลล์ 51.2 g/L ในเวลา 167 ช่ัวโมง เมื่อ
เพาะเลี ยงด้วยการหมักแบบกะป้อนแบบปรับปรุง ปริมาณลิปิดเท่ากับ 55.2% และ 50.3% โดยน  าหนัก
เซลล์แห้งเมื่อเพาะเลี ยงแบบกะป้อนแบบเดิมและแบบกะป้อนปรับปรุงตามล าดับ และเมื่อผลิตไบโอดีเซล
จากน  ามันสาหร่ายด้วยวิธีทรานส์เอสเทอริฟิเคช่ันโดยใช้เอนไซม์ไลเปสที่ ถูกตรึงเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาพบว่า
อัตราการเปลี่ยนน  ามันไปเป็นไบโอดีเซลสูงถึง 98%  (Xiong et al., 2008)  

การเพาะเลี ยงสาหร่ายขนาดเล็ก Chlorella sp. KKU-S2 แบบเฮเทโรโทรฟิคด้วยการหมักแบบกะ 
(batch fermentation) ในอาหาร BG-11 ที่มีกลูโคส 50 g/L เป็นแหล่งคาร์บอนและไนเตรท 0.5 g/L 
(C/N ratio 280) บ่มที่อุณหภูมิห้อง 8 วัน เซลล์ให้ปริมาณลิปิด 47% โดยน  าหนักเซลล์แห้งและให้ปริมาณ
มวลเซลล์ 6.26 g/L องค์ประกอบของน  ามันที่ผลิตได้เป็นไตรกลีเซอไรด์ที่ประกอบด้วยกรดไขมันชนิดกรด
ปาล์มิติก (C16:0) กรดโอเลอิค (C18:1) กรดสเตียริค (C18:0) กรดลิโนเลอิค (C18:2) เช่นเดียวกับที่พบใน
น  ามันพืช (Leesing and Nontaso, 2010)  

การศึกษาการผลิตและสกัดลิปิดจากเซลล์สาหร่าย Chlorella vulgaris พบว่าเมื่อน าอบเซลล์ที่ 
60C มาสกัดลิปิดด้วยตัวท าละลายพบว่าได้ปริมาณลิปิดสูงและไตรกลีเซอไรด์ไม่เปลี่ยนเป็นสารประกอบ
อื่นๆ (Widjaja et al., 2009) การใช้คลื่นเสียงอัลตราโซนิคร่วมกับตัวท าละลายพบว่าสามารถสกัดลิปิดออก
เซลล์สาหร่าย Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris ได้ในปริมาณสูง (Converti et al., 
2009) การศึกษาเปรียบเทียบวิธีการที่มีประสิทธิภาพในการสกัดลิปิดจากสาหร่ายขนาดเล็ก Chlorella 
vulgaris, Botryococcus sp., Scenedesmus sp. พบว่าการใช้คลื่นไมโครเวฟด้วยเครื่อง microwave 
ในการท าให้เซลล์แตกก่อนการสกัดลิปิดเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการสกัดลิปิดออกจากเซลลส์าหรา่ย  
(Lee et al., 2009)   

Leesing et al. (2011) ศึกษาการผลิตลิปิดจากสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก Chlorella sp. KKU-S2 
ด้วยการเพาะเลี ยงแบบเฮเทโรโทรฟิคเมื่อใช้กลูโคส 50g/L เป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารเลี ยงเชื อ BG-11 
พบว่าให้ผลผลิตลิปิด (volumetric lipid productivity) 0.374g/L/d อัตราการผลิตลิปิดจ าเพาะ 
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(specific rate of lipid production) เท่ากับ 0.112g/L/d และเมื่อใช้กากน  าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนให้
อัตราการผลิตลิปิดเท่ากับ 0.237g/L/d  

Leesing and Kookkhunthod (2011) ศึกษาการผลิตลิปิดจากสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก 
Chlorella sp. KKU-S2 ด้วยการหมักแบบกะในอาหารเลี ยงเชื อที่มีกากน  าตาล (molasses) เป็นแหล่ง
คาร์บอน พบว่า 

Leesing et al. (2012) ศึกษาการเพาะเลี ยงสาหร่ายขนาดเล็ก Chlorella sp. KKU-S2 เมื่อใช้
น  าตาลที่ได้จากการย่อยวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร (agricultural residue hydrolysates) คือ ชานอ้อย 
(sugarcane bagasses hydrolysate) ฟางข้าว (rice straw hydrolysates) และใบหญ้าแฝก (vetiver 
grass hydrolysates) ด้วยการเพาะเลี ยงแบบเฮเทโรโทรฟิคพบว่า เมื่อเพาะเลี ยงใน vetiver grass 
hydrolysate สาหร่ายเจริญเร็วและให้ปริมาณมวลเซลล์ (biomass) และลิปิดสูง   

Leesing et al. (2012) ศึกษาการเพาะเลี ยงจุลินทรีย์แบบผสม (mixed culture) เมื่อใช้
กากน  าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนพบว่าการเพาะเลี ยงสาหร่าย Chlorella sp. KKU-S2 และยีสต์ 
Torulaspora maleeae Y30 อัตราการเจริญสูงกว่าการเพาะเลี ยงเชื อเดี่ยว (monoculture) โดยให้
ปริมาณมวลเซลล์ 7.33g/L และลิปิด 0.808g/L อัตราการผลิตลิปิดเท่ากับ 0.115g/L/d  
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บทที่ 3 
วิธีกำรทดลอง 

 
3.1 วัสดุอุปกรณ์และสำรเคมี   
 3.1.1 วัสดุอปุกรณ์  
 ฟลาสก์ขนาด  250, 500 มิลลิลิตร  
 หลอดทดลองขนาด 16x150 และ 20x150 มิลลลิิตร  
 ตู้เพาะเลี ยงสาหร่ายแบบให้แสงพร้อมหลอดไฟฟลูออเรสเซนต์ 
 ลูปเข่ียเชื อ และตะเกียงบุนเสน  
 ปิเปตขนาด  5, 10 มิลลิลิตร  
 ไมโครปเิปตขนาด 200-1000 µL 
 เครื่องสเปคโตรโฟโตรมิเตอร์ (Spectrophotometer)   
 เครื่องบ่มแบบ (Shaker)  
 เครื่องเขย่าผสมสารละลาย (Vortex mixer)  
 เครื่องช่ัง (Balance)  
 ตู้อบแห้ง (Hot air oven)  
 เครื่องปั่นเหว่ียง (Centrifuge)  
 กล้องจลุทรรศน์พร้อมอปุกรณ์ถ่ายรูป  
 เครื่องนึง่ความดันไอ (Autoclave)  

3.1.2 อำหำรเลี้ยงเชื้อ  
 อาหารเหลว Bristol medium และ อาหารแข็ง Bristol agar (ภาคผนวก)  
 3.1.3 สำรเคมี  
 สารเคมีส าหรบัวิเคราะห์ปริมาณน  าตาลรีดิวส์โดยวิธี DNS (ภาคผนวก)  
 สารเคมีส าหรบัวิเคราะห์ปริมาณลิปิดโดยวิธี Know and Rhee (ภาคผนวก)  
3.2 กำรคดัแยกและคัดเลือกสำหร่ำยสเีขียวขนำดเล็ก  

เก็บตัวอย่างน  าจากบริเวณต่างๆ ในเข่ือนสิรินธร จังหวัดอุบลราชธานี ในเดือนมกราคม 2554 จ านวน 
7 ตัวอย่าง น าตัวอย่างน  ามาคัดแยกสาหร่ายสีเขียวโดยเพาะเลี ยงเพิ่มจ านวน (Enrichment technique) 
ในอาหาร Bristol’s medium (mg/L): NaNO3 250, K2HPO4 75, KH2PO4 175, CaCl2 25, NaCl 25, 
MgSO4.7H2O 75, FeCl2 0.3, MnSO4.2H2O 0.3, ZnSO4 7H2O 0.2, H3BO3 0.2, CuSO4.5H2O 0.06, 
pH 7.0) โดยกรองตัวอย่างน  าผ่านแผ่นกรอง MF น าตะกอนเซลล์สาหร่ายที่ได้จากการกรองใส่ลงในอาหาร 
Bristol’s medium ปริมาตร 200mL ในฟลาสก์ 500mL บ่มที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้แสงจากหลอดฟลูออ
เรสเซนต์ โดยพ่นให้อากาศด้วยเครื่องพ่นอากาศขนาดเล็ก บ่มเป็นเวลา 14 วัน (รูปที่ 3.2) จากนั นน า
สาหร่ายที่เจริญในอาหารมากรองผ่านกระดาษกรองและแยกให้ได้โคโลนีเดี่ยว (single colony) ด้วย
เทคนิคการขีดลาก (cross streak technique) บนจานอาหาร Bristol’s medium บ่มภายใต้แสงไฟจาก
หลอดฟลูออเรสเซนต์ ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 วัน (รูปที่ 3.3) จากนั นคัดเลือกโคโลนีเดียวเพื่อแยกให้
บริสุทธ์ิและเก็บรักษาบนผิวหน้าอาหารแข็ง (Bristol’s medium agar slant) เพื่อใช้ในการศึกษาต่อไป 
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รูปท่ี 3.1 การเกบ็ตัวอย่างน  าในพื นทีโ่ครงการ อพ. สธ. เข่ือนสิรินธร จงัหวัดอบุลราชธานี    

 

 
Bristol’s medium 200mL ในฟลาสก์ 500mL ก่อนการเพาะเลี ยงสาหร่าย 

 
รูปท่ี 3.2 การเพาะเลี ยงเพิ่มจ านวนสาหร่ายในอาหาร Bristol’s medium ที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้แสงจาก
หลอดฟลูออเรสเซนต์ โดยพ่นใหอ้ากาศด้วยเครื่องพ่นอากาศขนาดเล็ก บ่มเป็นเวลา 14 วัน 
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3.3 กำรคัดเลือกสำหร่ำยที่เจริญเร็วและผลิตลิปิดได้สูง  
 การศึกษาโดยเพาะเลี ยงสาหร่ายที่ คัดเลือกได้จากข้อ 3.2 ภายใต้การสังเคราะห์แสง 
(Photoautotrophic cultivation) และแบบไม่มีแสง (heterotrophic cultivation) ที่มีกลูโคสเป็นแหล่ง
คาร์บอน คัดเลือกสาหร่ายที่มีการเจริญและผลิตลิปิดสูงเพื่อศึกษาต่อไป  

3.3.1 การศึกษาโดยเพาะเลี ยงสาหร่ายสายพันธ์ุบริสุทธ์ิที่คัดเลือกได้ภายใต้การสังเคราะห์แสง 
(Photoautotrophic cultivation) (รูปที่ 3.3) ในอาหารเลี ยงเชื อ Bristol medium ในฟลาสก์ขนาด 
500mL ปริมาตรอาหาร 250mL บ่มภายใต้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนท์ โดยพ่นให้อากาศด้วยเครื่องพ่น
อากาศขนาดเล็ก ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7-14 วัน จากนั นเก็บตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์ผลการทดลอง  

3.3.2 การเพาะเลี ยงแบบไม่มีแสง (Heterotrophic cultivation) ในอาหารเลี ยงเชื อ Bristol 
medium ในฟลาสก์ขนาด 500mL ปริมาตรอาหาร 200mL โดยมีกลูโคส 20g/L เป็นแหล่งคาร์บอน บ่ม
แบบเขย่าด้วย magnetic stirrer plate ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7-14 วัน (รูปที่ 3.4) จากนั นเก็บตัวอย่าง
เพื่อวิเคราะห์ผลการทดลอง  

การวิเคราะห์ผลการทดลอง  
(1) วัดการเจริญของสาหร่ายโดยการวัดค่าความขุ่น (optical density) ที่ความยาวคลื่น 680 nm 

และวัดน  าหนักแห้ง (cell dry weight, CDW)  
(2) ปริมาณลิปิดโดยวิธีของ Know and Rhee (1986) เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรด

ปาล์มิติก  
(3) ปริมาณน  าตาลรีดิวสโ์ดยวิธี DNS (1959) เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของกลูโคส  
 

 
รูปท่ี 3.3 การเพาะเลี ยงสาหร่ายที่คัดเลือกได้ด้วยการเพาะเลี ยงแบบสังเคราะห์แสง (photoautotrophic 
cultivation) ในอาหารเลี ยงเชื อ Bristol medium ให้อากาศผ่านเครื่องให้อากาศขนาดเล็ก ที่อุณหภูมิห้อง 
ภายใต้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนท์  
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รูปท่ี 3.4 การเพาะเลี ยงสาหร่ายที่ คัดเลือกได้ด้วยการเพาะเลี ยงแบบไม่มีแสง (heterotrophic 
cultivation) ในอาหารเลี ยงเชื อ Bristol medium ที่มีกลูโคส 20g/L เป็นแหล่งคาร์บอน บ่มแบบกวนผสม
ด้วยแท่งแม่เหล็กด้วยเครื่อง magnetic stirrer plate ที่อุณหภูมิห้อง  
 
 3.4 กำรศึกษำสภำวะที่มีผลต่อกำรเจริญและผลิตลิปิดของสำหร่ำยที่คัดเลือกได้  

3.4.1 การเพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลทที่คัดเลือกได้ด้วยการสังเคราะห์แสง (photoautotrophic 
cultivation) โดยศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนคือ NaNO3 และยูเรีย ต่อการเจริญและการผลิตลิปิดของ
สาหร่ายที่คัดเลือกได้ บ่มภายใต้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนท์ ที่อุณหภูมิห้อง โดยพ่นให้อากาศผ่านเครื่อง
พ่นอากาศขนาดเล็ก เป็นเวลา 12 วัน 

3.4.2 การเพาะเลี ยงภายใต้สภาวะไม่มีแสง (heterotrophic cultivation) โดยใช้กลูโคสเป็นแหล่ง
คาร์บอน และแปรผันปริมาณกลูโคสที่ค่าต่างๆ คือ 20, 30, 40, 50g/L บ่มแบบกวนผสมบนเครื่อง 
magnetic stirrer plate ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน    

      การตรวจวิเคราะห์โดย วัดการเจริญของสาหร่ายด้วยการวัดน  าหนักแห้ง (cell dry weight), 
ปริมาณลิปิดโดยวิธีของ Know and Rhee ปริมาณความเข้มข้นของน  าตาลรีดิวส์โดยวิธี DNS  
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บทที่ 4  
ผลกำรวิจัยและวิจำรณ์ผล 

 
4.1 กำรคดัแยกและคัดเลือกสำหร่ำยสเีขียวขนำดเล็ก  

เก็บตัวอย่างน  าจาก จ านวน 7 ตัวอย่าง น าตัวอย่างน  าจ านวน 7 ตัวอย่างที่เก็บบริเวณต่างๆ ใน
เข่ือนสิรินธร จังหวัดอุบลราชธานี ในเดือนมกราคม 2554 มาคัดแยกสาหร่ายสีเขียวโดยเพาะเลี ยงเพิ่ม
จ านวน (Enrichment technique) ในอาหาร Bristol’s medium (mg/L): NaNO3 250, K2HPO4 75, 
KH2PO4 175, CaCl2 25, NaCl 25, MgSO4.7H2O 75, FeCl2 0.3, MnSO4.2H2O 0.3, ZnSO4 7H2O 
0.2, H3BO3 0.2, CuSO4.5H2O 0.06, pH 7.0) โดยกรองตัวอย่างน  าผ่านแผ่นกรอง GF/C น าตะกอนเซลล์
สาหร่ายที่ได้จากการกรองใส่ลงในอาหาร Bristol’s medium ปริมาตร 200mL ในฟลาสก์ 500mL บ่มที่
อุณหภูมิห้อง ภายใต้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต์ โดยพ่นให้อากาศด้วยเครื่องพ่นอากาศขนาดเล็ก เป็น
เวลา 14 วัน (รูปที่ 4.1) จากนั นน าสาหร่ายที่เจริญในอาหารมากรองผ่านกระดาษกรองชนิด GF/C ด้วย
เครื่องกรองแบคทีเรีย (Millipore vacuum filtration) (รูปที่ 4.2) และแยกให้ได้โคโลนีเดี่ยว (single 
colony) ด้วยเทคนิคการขีดลาก (cross streak technique) บนจานอาหาร Bristol’s medium บ่ม
ภายใต้แสงไฟจากหลอดฟลูออเรสเซนต์ ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 14 วัน (รูปที่ 4.3) 

 

  

 
 
 
 
 
 

(a) การเพาะเลี ยงภายใต้แสงจาก
หลอดฟลูออเรสเซนต์  

 

 

(b) สาหร่ายเจรญิภายหลงัการ
เพาะเลี ยงเป็นเวลา 14 วัน 

รูปท่ี 4.1 การเพาะเลี ยงเพิ่มจ านวนสาหร่ายในอาหาร Bristol’s medium ที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้แสง
จากหลอดฟลูออเรสเซนต์ โดยพ่นให้อากาศด้วยเครื่องพ่นอากาศขนาดเล็ก บ่มเป็นเวลา 14 วัน  
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รูปท่ี 4.2 เซลลส์าหร่ายที่ผ่านการกรองบนกระดาษกรอง ชนิด GF/C  

 

 
 

 
 

รูปท่ี 4.3 การแยกสาหร่ายด้วยวิธี cross streak technique บนจานอาหารเลี ยงเชื อ Bristol’s medium  
 
 การศึกษาในขั นต่อมาเป็นการแยกสาหร่ายให้บริสุทธ์ิ (Pure culture) ด้วยเทคนิค cross streak 
บนผิวหน้าอาหารในจานเลี ยงเชื อ Bristol’s medium และเพาะเลี ยงในอาหารเหลว Bristol medium (รูป
ที่ 4.4) บ่มภายใต้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนท์ ที่อุณหภูมิห้อง จากการทดลองเบื องต้นสามารถแยก
สาหร่ายบริสุทธ์ิได้จ านวน 6 ไอโซเลท จากนั นเก็บรักษาสายพันธ์ุสาหร่ายบนผิวหน้าอาหารแข็งชนิดเอียง 
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(agar slant) แต่เมื่อมีการถ่ายเชื อหลายๆ ครั งพบว่าสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กจ านวนเพียง  3 ไอโซเลทที่
สามารถเจริญได้เร็ว คือ ไอโซเลท MSU1, MSU2, MSU3 ดังนั นการศึกษาในขั นต่อไปจึงเลือกศึกษาใน
สาหร่ายจ านวน 3 ไอโซเลทดังกล่าว  
 
 

 

 
 
รูปท่ี 4.4 การแยกสาหร่ายให้บริสุทธ์ิด้วยเทคนิค cross streak บนจานอาหารเลี ยงเชื อและในอาหารเหลว
ในฟลาสก์ขนาด 250mL ปริมาตรอาหาร 100mL  
 
 ผลการแยกสาหร่ายขนาดเล็กจากตัวอย่างน  าจืดที่เก็บจากเข่ือนสิรินธร พบว่าได้สาหร่ายจ านวน 6 
ไอโซเลท และเมื่อศึกษาโครงสร้างรูปร่างของเซลล์สาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก (Microalgae) ที่คัดแยกได้
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบแสง (Light Microscope) ด้วยเทคนิค wet mount พบว่าสาหร่ายที่คัดแยก
ส่วนใหญ่ได้มีรูปร่างของเซลล์กลม ผลการศึกษาดังรูปที่ 4.5  



 

 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์ ทุนอุดหนุนวิจัยทั่วไป มหาวิทยาลัยขอนแก่น ประจ าปีงบประมาณ 2554 27 

 

 

  
MSU1 

  
MSU2 

รูปที่ 4.5 รูปร่างของเซลล์สาหร่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบแสง (Light Microscope) ที่ก าลังขยาย 
1000เท่า (1000X); M= Microalgae, S=Sirindhorn Dam, U=Ubol Ratchathani  
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MSU3 

  
MSU4 

รูปที่ 4.5 รูปร่างของเซลล์สาหร่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบแสง (Light Microscope) ที่ก าลังขยาย 
1000เท่า (1000X); M= Microalgae, S=Sirindhorn Dam, U=Ubol Ratchathani (ต่อ) 
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MSU5 

  
MSU6 

รูปที่ 4.5 รูปร่างของเซลล์สาหร่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบแสง (Light Microscope) ที่ก าลังขยาย 
1000เท่า (1000X); M= Microalgae, S=Sirindhorn Dam, U=Ubol Ratchathani (ต่อ) 
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4.3 กำรคัดเลือกสำหร่ำยที่เจริญเร็วและผลิตลิปิดได้สูง  
 การศึกษาโดยเพาะเลี ยงสาหร่ายที่คัดเลือกได้จากข้อ 4.2 คือไอโซเลท MSU1, MSU2, MSU3, 
ภายใต้การสังเคราะห์แสง (Photoautotrophic cultivation) และแบบไม่มีแสง (heterotrophic 
cultivation) ที่มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน คัดเลือกสาหร่ายที่มีการเจริญและผลิตลิปิดสูงเพื่อศึกษาต่อไป  

4.3.1 การศึกษาโดยเพาะเลี ยงสาหร่ายสายพันธ์ุบริสุทธ์ิที่คัดเลือกได้ภายใต้การสังเคราะห์แสง 
(Photoautotrophic cultivation) คือไอโซเลท MSU1, MSU2, MSU3 ในอาหารเลี ยงเชื อ Bristol 
medium ในฟลาสก์ขนาด 500mL ปริมาตรอาหาร 250mL และมีโซเดียมไนเตรท (NaNO3) 3g/L เป็น
แหล่งไนโตรเจน บ่มภายใต้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนท์ โดยให้คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) จากอากาศ
ผสมเป็นแหล่งคาร์บอนด้วยการพ่นให้อากาศด้วยเครื่องพ่นอากาศขนาดเล็ก ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 14 
วัน จากนั นเก็บตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์ผลการทดลอง ผลการทดลองดังรูปที่ 4.6-4.8  

จากการทดลองพบว่าการเพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MSU1, MSU2, MSU3 ด้วยการเพาะเลี ยง
แบบสังเคราะห์ สาหร่ายทั ง 3 ไอโซเลทมีการเจริญสูงสุดในระหว่างวันที่ 10-12 ของการเพาะเลี ยงและเริ่ม
ลดลงในวันที่ 14 ของการเพาะเลี ยง โดยสาหร่าย MSU1 ให้ปริมาณเซลล์สูงสุด 1.667 g/L ในวันที่ 10 ของ
การเพาะเลี ยง และปริมาณลิปิดสูงสุด 42.44 mg/L ในวันที่ 12 ของการเพาะเลี ยง สาหร่าย MUS2 ให้
ปริมาณเซลล์สูงสุด 1.2 g/L ในวันที่ 10 ของการเพาะเลี ยงและปริมาณลิปิดเท่ากับ 55mg/L ในวันที่ 8 ของ
การเพาะเลี ยง ส่วนสาหร่าย MSU3 ให้ปริมาณเซลล์สูงสุด 1.133 g/L ในวันที่ 12 ของการเพาะเลี ยง และ
ให้ปริมาณลิปิดสูงสุด 36 mg/L ในวันที่ 10 ของการเพาะเลี ยง  

 

 
รูปที่ 4.6 แสดงปริมาณมวลเซลล์ (biomass) และลิปิด ของการเพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MSU1 ใน
อาหารเลี ยงเชื อ Bristol medium ภายใต้การเพาะเลี ยงแบบสังเคราะห์แสง (photoautotrophic 
cultivation) ภายใต้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนท์ โดยพ่นให้อากาศด้วยเครื่องพ่นอากาศขนาดเล็ก ที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 14 วัน 
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รูปที่ 4.7 แสดงปริมาณมวลเซลล์ (biomass) และลิปิด ของการเพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MSU2 ใน
อาหารเลี ยงเชื อ Bristol medium ภายใต้การเพาะเลี ยงแบบสังเคราะห์แสง (photoautotrophic 
cultivation) ภายใต้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนท์ โดยพ่นให้อากาศด้วยเครื่องพ่นอากาศขนาดเล็ก ที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 14 วัน 
 

 
รูปที่ 4.8 แสดงปริมาณมวลเซลล์ (biomass) และลิปิด ของการเพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MSU3 ใน
อาหารเลี ยงเชื อ Bristol medium ภายใต้การเพาะเลี ยงแบบสังเคราะห์แสง (photoautotrophic 
cultivation) ภายใต้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนท์ โดยพ่นให้อากาศด้วยเครื่องพ่นอากาศขนาดเล็ก ที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 14 วัน 
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จากผลการศึกษาพบว่าเมื่อเพาะเลี ยงสาหร่ายทั ง 3 ไอโซเลทคือ MSU1, MSU2, MSU3 ด้วยการ
เพาะเลี ยงแบบสังเคราะห์แสง สาหร่ายไอโซเลท MSU1 ให้มวลเซลล์สูงสุดที่ 1.667 g/L แต่ให้ลิปิด 23.942 
mg/L ส่วนสาหร่ายไอโซเลท MSU2 ให้ปริมาณมวลเซลล์ 1.2g/L และลิปิด 37.003mg/L และสาหร่ายไอ
โซเลท MSU3 ให้ปริมาณมวลเซลล์ 1.133g/L และลิปิด 36.354mg/L เมื่อเปรียบเทียบอัตราการผลิตลิปิด
พบว่าสาหร่ายไอโซเลท MSU1 ให้อัตราการผลิตลิปิดสูงสุดที่ 3.700 mg/L/d ในขณะที่สาหร่ายไอโซเลท 
MSU1, MSU2 ให้อัตราการผลิตลิปิดเท่ากับ 2.394 และ 3.635 mg/L/d ตามล าดับ ผลการศึกษาดังรูปที่ 
4.9 และตารางที่ 4.1  
 

 

 
รูปท่ี 4.9 เปรียบเทียบปริมาณมวลเซลล์ (biomass) และลิปิดของการเพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MSU1, 
MSU2 และ MSU3 ในอาหารเลี ยงเชื อ Bristol medium ภายใต้การเพาะเลี ยงแบบสังเคราะห์แสง 
(photoautotrophic cultivation) ภายใต้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนท์ โดยพ่นให้อากาศด้วยเครื่องพ่น
อากาศขนาดเล็ก ที่อุณหภูมิห้อง ในวันที่ 10 วันของการเพาะเลี ยง 
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ตำรำงท่ี 4.1 เปรียบเทียบปริมาณมวลเซลล์ (biomass, g/L) ปริมาณลิปิด (mg/L) และอัตราการผลิตลิปิด 
(lipid production rate, mg/L/d) ของการเพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MSU1, MSU2, MSU3 ในอาหาร 
Bristol medium ภายใต้สภาวะการสังเคราะห์แสง ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 วัน  
 
สาหร่ายขนาดเลก็  Biomass 

(g/L)  
Lipid  

(mg/L)  
Lipid production rate  

(mg/L/d) 

MSU1 1.667 23.942 2.394 
MSU2 1.200 37.003 3.700 
MSU3 1.133 36.354 3.635 

 
4.3.2 การเพาะเลี ยงแบบไม่มีแสง (Heterotrophic cultivation) การศึกษาโดยเพาะเลี ยงสาหร่าย 

ไอโซเลท MSU1, MSU2, MSU3 ในอาหารเลี ยงเชื อ Bristol medium ในฟลาสก์ขนาด 500mL ปริมาตร
อาหาร 200mL โดยมีกลูโคส 20g/L เป็นแหล่งคาร์บอน และมีโซเดียมไนเตรท (NaNO3) 3g/L เป็นแหล่ง
ไนโตรเจน บ่มแบบเขย่าด้วย magnetic stirrer plate ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน จากนั นเก็บตัวอย่าง
เพื่อวิเคราะห์ผลการทดลอง ผลการศึกษาดังรูปที่ 4.10-4.12   
 

 
รูปท่ี 4.10 แสดงปริมาณมวลเซลล์ (biomass) น  าตาลรีดิวส์ (reducing sugar) และลิปิด (lipid) ของการ
เพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MSU1 ในอาหารเลี ยงเชื อ Bristol medium ที่มีกลูโคส 20g/L เป็นแหล่ง
คาร์บอน ภายใต้การเพาะเลี ยงแบบไม่มีแสง (heterotrophic cultivation) ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน 
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รูปท่ี 4.11 แสดงปริมาณมวลเซลล์ (biomass) น  าตาลรีดิวส์ (reducing sugar) และลิปิด (lipid) ของการ
เพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MSU2 ในอาหารเลี ยงเชื อ Bristol medium ที่มีกลูโคส 20g/L เป็นแหล่ง
คาร์บอน ภายใต้การเพาะเลี ยงแบบไม่มีแสง (heterotrophic cultivation) ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน 

 

 
รูปท่ี 4.12 แสดงปริมาณมวลเซลล์ (biomass) น  าตาลรีดิวส์ (reducing sugar) และลิปิด (lipid) ของการ
เพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MSU3 ในอาหารเลี ยงเชื อ Bristol medium ที่มีกลูโคส 20g/L เป็นแหล่ง
คาร์บอน ภายใต้การเพาะเลี ยงแบบไม่มีแสง (heterotrophic cultivation) ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน 
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จากผลการศึกษาพบว่าเมื่อเพาะเลี ยงสาหร่ายทั ง 3 ไอโซเลทคือ MSU1, MSU2, MSU3 ด้วยการ
เพาะเลี ยงแบบเฮเทโรโทรฟิค สาหร่ายไอโซเลท MSU1 ให้มวลเซลล์สูงสุดที่ 2.333g/L  และลิปิด 
94.90mg/L ส่วนสาหร่ายไอโซเลท MSU2 ให้ปริมาณมวลเซลล์ 2.73g/L และลิปิด 398.86mg/L และ
สาหร่ายไอโซเลท MSU3 ให้ปริมาณมวลเซลล์ 5.28g/L และลิปิด 67.0mg/L เมื่อเปรียบเทียบอัตราการ
ผลิตลิปิดพบว่าสาหร่ายไอโซเลท MSU2 ให้อัตราการผลิตลิปิดสูงสุดที่ 66.48 mg/L/d ในขณะที่สาหร่ายไอ
โซเลท MSU1, MSU3 ให้อัตราการผลิตลิปิดเท่ากับ 15.82 และ 11.17 mg/L/d ตามล าดับ ผลการศึกษา
ดังรูปที่ 4.13 และตารางที่ 4.2 
 

 

 
รูปท่ี 4.13 เปรียบเทียบปริมาณมวลเซลล์ (biomass) และลิปิดของการเพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MSU1, 
MSU2 และ MSU3 ในอาหารเลี ยงเชื อ Bristol medium ภายใต้การเพาะเลี ยงแบบไม่มีแสง 
(heterotrophic cultivation) ภายใต้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนท์ โดยพ่นให้อากาศด้วยเครื่องพ่นอากาศ
ขนาดเล็ก ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน 
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ตำรำงท่ี 4.2 เปรียบเทียบน  าตาลรีดวิส์ที่ใช้เพื่อการเจริญ (consumed sugar, g/L) ปริมาณมวลเซลล์ 
(biomass, g/L) ปริมาณลิปิด (mg/L) อัตราการผลิตลิปิด (lipid production rate, mg/L/d) และ Yield 
(Yx/s) ของการเพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MSU1, MSU2, MSU3 ในอาหาร Bristol medium ที่มีกลูโคส 
20g/L เป็นแหล่งคาร์บอนภายใต้สภาวะเฮเทโรโทรฟิค ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 6 วัน  

สาหร่าย 
 

Consumed Sugar 
(g/L)  

Biomass 
(g/L)  

Lipid 
(mg/L) 

Lipid production rate 
(mg/L/d) 

Yx/s 
 

MSU1 4.71 2.333 94.90 15.82 0.495 
MSU2 3.73 2.73 398.86 66.48 0.733 
MSU3 5.00 5.280 67.00 11.17 1.056 

 
 เมื่อเปรียบเทียบผลการศึกษาด้วยการเพาะเลี ยงสาหร่ายทั ง 3 ไอโซเลท คือ MSU1, MSU2, 
MSU3 ด้วยการเพาะเลี ยงแบบสังเคราะห์แสงและแบบเฮเทโรโทรฟิค พบว่าการเพาะเลี ยงแบบเฮเทโรโทร
ฟิคสาหร่ายทั ง 3 ไอโซเลทเจริญเร็วและให้ทั งปริมาณเซลล์และลิปิดสูงกว่าการเพาะเลี ยงแบบสัง เคราะห์
แสง ซึ่งสอดคล้องกับรายงานการวิจัยของ Xu และคณะ (2006) ที่รายงานว่าเมื่อเพาะเลี ยงสาหร่ายสีเขียว
ขนาดเล็ก Chlorella protothecoides ภายใต้การสังเคราะห์แสงและภายใต้สภาวะไม่มีแสงโดยมีน  าตาล
กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนให้ปริมาณลิปิด 14.57% และ 55.6% โดยน  าหนักแห้ง ตามล าดับ นอกจากนั น
การเพาะเลี ยงสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก Chlorella sp. KKU-S2 พบว่าการเพาะเลี ยงแบบเฮเทโรโทรฟิคให้
ทั งผลผลิตมวลเซลล์และลิปิดสูงกว่าแบบสังเคราะห์แสง (Leesing et al., 2011) โดยจากผลการศึกษา
ดังกล่าวจึงคัดเลือกสาหร่ายไอโซเลท MSU2 ซึ่งให้อัตราการผลิตสูงสุดเพื่อศึกษาในขั นต่อไป  
 
4.4 กำรศึกษำสภำวะที่มีผลต่อกำรเจริญและผลิตลิปิดของสำหร่ำยที่คัดเลือกได้  

การศึกษาโดยเพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MSU2 ที่พบว่ามีอัตราการผลิตลิปิดสูงกว่าไอโซเลท 
WSU1, WSU3 มาเพาะเลี ยงในอาหารเลี ยงเชื อ Bristol medium เพื่อศึกษาเบื องต้นถึงแหล่งไนโตรเจน
และแหล่งคาร์บอนที่มีผลต่อการเจริญและการผลิตลิปิดของสาหร่ายไอโซเลท MSU2  

4.4.1 การศึกษาผลของชนิดของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตลิปิดของสาหร่ายด้วยเพาะเลี ยงด้วย
การสังเคราะห์แสง โดยเพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MSU2 ในอาหาร Bristol medium ที่มีแหล่ง
ไนโตรเจนที่ต่างกัน 2 ชนิดคือ NaNO3 และยูเรีย (urea) ในฟลาสก์ขนาด 500mL ปริมาตรอาหาร 250mL 
ปริมาณแหล่งไนโตรเจนที่ 3.0 g/L บ่มภายใต้แสงที่อุณหภูมิห้องโดยให้คาร์บอนไดออกไซด์ด้วยการพ่น
อากาศผสมผ่านเครื่องพ่นอากาศ เป็นเวลา 12 วัน จากการศึกษาพบว่าการเจริญของสาหร่ายในอาหารที่มี
แหล่งไนโตรเจนต่างกันเป็นไปในทิศทางเดียวกันโดยการผลิตและสะสมลิปิดของเซลล์จะเกิดขึ นพร้อมกับ
การเจริญและเพิ่มขึ นอย่างรวดเร็วในวันที่ 4 และสูงสุดในวันที่ 10 ของการเพาะเลี ยง สาหร่ายไอโซเลท 
MSU2 สามารถใช้ทั ง NaNO3 และยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจนเพื่อการเจริญได้ ผลการศึกษาดังรูปที่ 4.14-
4.16  
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รูปท่ี 4.14 แสดงปริมาณมวลเซลล์ (biomass) และลิปิด ของการเพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MSU2 ใน
อาหารเลี ยงเชื อ Bristol medium เมื่อมี NaNO3 3.0 g/L เป็นแหล่งไนโตรเจนภายใต้การเพาะเลี ยงแบบ
สังเคราะห์แสง (photoautotrophic cultivation) ภายใต้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนท์ โดยพ่นให้อากาศ
ด้วยเครื่องพ่นอากาศขนาดเล็ก ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 12 วัน 

 

 
รูปท่ี 4.15 แสดงปริมาณมวลเซลล์ (biomass) และลิปิด ของการเพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MSU2 ใน
อาหารเลี ยงเชื อ Bristol medium เมื่อมียูเรีย (urea) 3.0 g/L เป็นแหล่งไนโตรเจนภายใต้การเพาะเลี ยง
แบบสังเคราะห์แสง (photoautotrophic cultivation) ภายใต้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนท์ โดยพ่นให้
อากาศด้วยเครื่องพ่นอากาศขนาดเล็ก ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 12 วัน 
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จากการศึกษาพบว่าเมื่อใช้ NaNO3 เป็นแหล่งไนโตรเจนได้ปริมาณเซลล์สูงสุด 1.23 g/L และลิปิด 
42.2mg/L ในวันที่ 10 ของการเพาะเลี ยง และเมื่อใช้ยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจนได้ปริมาณเซลล์สูงสุด 1.15 
g/L และลิปิด 37.41mg/L ในวันที่ 10 ของการเพาะเลี ยง โดยพบว่าการเพาะเลี ยงสาหร่ายด้วยไนโตรเจน
ทั ง 2 แหล่งมีความแตกต่างกันมากนัก ดังนั นจึงเลือกใช้ NaNO3 เป็นแหล่งไนโตรเจนในการเพาะเลี ยง
สาหร่ายในขั นต่อไป  

 

 
รูปท่ี 4.16 เปรียบเทียบปริมาณมวลเซลล์ (biomass) และลิปิด ของการเพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MSU2 
ในอาหารเลี ยงเชื อ Bristol medium เมื่อมียูเรีย (urea) และ NaNO3 3.0 g/L เป็นแหล่งไนโตรเจนภายใต้
การเพาะเลี ยงแบบสังเคราะห์แสง (photoautotrophic cultivation) ภายใต้แสงจากหลอดฟลูออเรส
เซนท์ โดยพ่นให้อากาศด้วยเครื่องพ่นอากาศขนาดเล็ก ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 วัน 
 

4.4.2 การศึกษาผลของปริมาณกลูโคสต่อการผลิตลิปิดของสาหร่ายด้วยการเพาะเลี ยงแบบเฮเทโร
โทรฟิค โดยเพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MSU2 ในอาหาร Bristol medium ที่มี NaNO3 3.0g/L เป็นแหล่ง
ไนโตรเจน ในฟลาสก์ขนาด 500mL ปริมาตรอาหาร 250mL แปรผันปริมาณกลูโคสที่ค่าต่างๆ บ่มด้วยการ
กวนบน stirrer plate ที่อุณหภูมิห้อง ในที่ไม่มีแสงเป็นเวลา 7 วัน  

จากการศึกษาพบว่าสาหร่ายสามารถเจริญได้ในกลูโคสที่ความเข้มข้นต่างๆ ได้ สาหร่ายขนาดเล็ก
ไอโซเลท MSU2 มีการเจริญอย่างรวดเร็วตามปริมาณการลดลงของกลูโคสโดยสาหร่ายขนาดเลก็เจรญิสงูสดุ
หรือเข้าสู่ช่วงปลายของการเจริญระยะ exponential phase หรือช่วงต้นของระยะ stationary phase ใน
วันที่ 5 ของการเพาะเลี ยง ผลการศึกษาวิจัยดังรูปที่ 4.17-4.19 
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รูปท่ี 4.17 แสดงปริมาณมวลเซลล์ (biomass) และลิปิด ของการเพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MSU2 ใน
อาหารเลี ยงเชื อ Bristol medium เมื่อมี NaNO3 3.0 g/L เป็นแหล่งไนโตรเจนและกลูโคส 20g/L เป็น
แหล่งคาร์บอนภายใต้การเพาะเลี ยงแบบเฮเทโรโทรฟิค (heterotrophic cultivation) ที่อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 7 วัน 
 

 
รูปท่ี 4.18 แสดงปริมาณมวลเซลล์ (biomass) และลิปิด ของการเพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MSU2 ใน
อาหารเลี ยงเชื อ Bristol medium เมื่อมี NaNO3 3.0 g/L เป็นแหล่งไนโตรเจนและกลูโคส 30g/L เป็น
แหล่งคาร์บอนภายใต้การเพาะเลี ยงแบบเฮเทโรโทรฟิค (heterotrophic cultivation) ที่อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 7 วัน 
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รูปท่ี 4.19 แสดงปริมาณมวลเซลล์ (biomass) และลิปิด ของการเพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MSU2 ใน
อาหารเลี ยงเชื อ Bristol medium เมื่อมี NaNO3 3.0 g/L เป็นแหล่งไนโตรเจนและกลูโคส 40g/L เป็น
แหล่งคาร์บอนภายใต้การเพาะเลี ยงแบบเฮเทโรโทรฟิค (heterotrophic cultivation) ที่อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 7 วัน 
 

 
รูปท่ี 4.20 แสดงปริมาณมวลเซลล์ (biomass) และลิปิด ของการเพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MSU2 ใน
อาหารเลี ยงเชื อ Bristol medium เมื่อมี NaNO3 3.0 g/L เป็นแหล่งไนโตรเจนและกลูโคส 50g/L เป็น
แหล่งคาร์บอนภายใต้การเพาะเลี ยงแบบเฮเทโรโทรฟิค (heterotrophic cultivation) ที่อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 7 วัน 
 

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

0

5

10

15

20

25

30

0 1 2 3 4 5 6 7

L
ip

id
 (m

g
/L

) 

B
io

m
a

s
s

, r
e

d
u

c
in

g
 s

u
g

a
r (

g
/L

)

Cultivation time (day)

Biomass Reducing sugar Lipid 

0

100

200

300

400

500

600

700

800

0

5

10

15

20

25

30

35

0 1 2 3 4 5 6 7

L
ip

id
 (

m
g

/L
)

B
io

m
a

s
s

, r
e

d
u

c
in

g
 s

u
g

a
r 

(g
/L

)

Cultivation time (day) 

Biomass Reducing sugar Lipid 



 

 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์ ทุนอุดหนุนวิจัยทั่วไป มหาวิทยาลัยขอนแก่น ประจ าปีงบประมาณ 2554 41 

 

จากผลการศึกษาพบว่าเมื่อเพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MSU2 ด้วยการเพาะเลี ยงแบบเฮเทโรโทร
ฟิค ให้มวลเซลล์สูงสุดที่ 5.72 g/L  และปริมาณลิปิด 797.72mg/L เมื่อเจริญในอาหารที่มีกลูโคส 40 g/L 
เป็ฯแหล่งคาร์บอน และเมื่อเพาะเลี ยงในอาหารที่มีกลูโคส 20, 30, 50 g/L ให้ปริมาณมวลเซลล์ 2.73, 
4.52, 5.56 g/L ตามล าดับ และปริมาณลิปิด 398.86, 598.29, 698.01 เมื่อเปรียบเทียบอัตราการผลิตลิ
ปิดพบว่าอัตราการผลิตลิปิดสูงสุดที่ 132.954mg/L/d ในอาหารที่มีกลูโคส 40g/L แต่เมื่อเปรียบเทียบค่า
การเจริญ (Yx/s) พบว่าเมื่อเพาะเลี ยงในอาหารที่มีกลูโคส 30g/L ให้ค่า Yx/s สูงสุดที่ 0.587 ผลการศึกษา
ดังตารางที่ 4.3 
 
ตำรำงท่ี 4.3 เปรียบเทียบปริมาณเซลล์ (Biomass) ลิปิด (lipid) น  าตาลรีดิวส์ที่ใช้ (consumed sugar) 
อัตราการผลิตลิปิด (lipid production rate) และค่า Yx/s ของการเพาะเลี ยงสาหร่ายไอโซเลท MUS2 ใน
อาหาร Bristol medium ที่มีกลูโคสค่าต่างๆ เป็นแหล่งคาร์บอน  

Glucose 
(g/L) 

Biomass 
(g/L) 

Lipid 
(mg/L) 

Consumed sugar 
(g/L) 

Lipid production rate 
(mg/L/d) 

Yx/s 
 

20 2.73 398.86 6.700 66.477 0.408 
30 4.52 598.29 7.700 99.716  0.587 
40 5.72 797.72 16.520 132.954 0.346 
50 5.56 698.01 23.440 116.335  0.237 

 
ผลการศึกษาวิจัยนี สอดคล้องกับการศึกษาของ  Miao et al. (2004) ที่รายงานว่าในการเพาะเลี ยง

สาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก  Chlorella protothecoides ภายใต้สภาวะเฮเทโรโทรฟิคเมื่อเพิ่มปริมาณของ
แหล่งอินทรีย์คาร์บอนและลดแหล่งอนินทรีย์ไนโตรเจนหรือที่ค่า C/N ratio สูง พบว่าสาหร่าย Chlorella 
protothecoides ให้ปริมาณลิปิดสูงขึ นและสูงมากกว่าการเพาะเลี ยงภายใต้การสังเคราะห์แสงถึง 4 เท่า  

จากผลการศึกษาจะเห็นว่าสาหร่ายขนาดเล็กไอโซเลท MSU2 สามารถเจริญได้ทุกค่าของปริมาณ
กลูโคส โดยปริมาณกลูโคสสูงจะเหมาะส าหรับการผลิตลิปิดมากกว่าการเจริญหรือการเพิ่มปริมาณเซลล์ 
จากผลการศึกษาของ Turcotte and Kosaric (2004), Hassan et al. (1996) และ Papanikolaou et 
al. (2004) ซึ่งสรุปว่าค่า C/N ratio ต่ าหรือในอาหารเลี ยงเชื อมีปริมาณกลูโคสต่ าและปริมาณไนโตรเจนสูง
นั นเหมาะต่อการเจริญหรือเพิ่มจ านวนเซลล์ แต่ในช่วงของการผลิตลิปิดนั นเซลล์ต้องการคาร์บอนสูงเพื่อ
น าไปเปลี่ยนเป็นลิปิดจึงต้องการกลูโคสสูง  นอกจากนั นการกดกระบวนการสังเคราะห์โปรตีนหรือการกด
การเจริญของจุลินทรีย์โดยเพาะเลี ยงเซลล์ในอาหารเลี ยงเชื อที่มีการจ ากัดปริมาณไนโตรเจนหรือที่ค่า C/N 
ratio สูงนั นเซลล์จะลดการใช้ NADPH ในการสังเคราะห์โปรตีนหรือการเจริญและเมื่อเซลล์มีการสะสม 
NADPH มากขึ นจะส่งเสริมให้เซลล์มีการสังเคราะห์ลิปิดสูงขึ น ซึ่งการสังเคราะห์กรดไขมันที่มีคาร์บอน 18 
อะตอมจ านวน 1 โมลต้องการ NADPH จ านวน 16 โมล โดยจุลินทรีย์ที่สามารถสังเคราะห์ลิปิดต้องมีสมบัติ
ดังนี  คือ มีความสามารถในการผลิต acetyl-CoA ได้อย่างต่อเนื่องภายในเซลล์ซึ่งจะเป็นสารตั งต้นส าหรับ
การสังเคราะห์กรดไขมัน และมีความสามารถในการผลิต NADPH มากเพียงพอเพื่อใช้ในการสังเคราะห์กรด
ไขมัน (Yamane et al., 1997; Johnson and Schroeder, 1996;  Ratledge, 2004)  ผลการศึกษาใน
สาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กไอโซเลท MSU2 เมื่อเจริญในอาหารเลี ยงเชื อที่มีกลูโคสสูงสุดที่ 40 g/L พบว่าเซลล์
มีอัตราการเจริญและผลิตลิปิดต่ าลงอาจเนื่องมาจากปริมาณไนโตรเจนในอาหารเลี ยงเชื อต่ าไม่เพียงพอต่อ
การส่งเสริมการเจริญอีกทั งยังมีผลของการยับยั งการเจริญเมื่อเซลล์เจริญในอาหารที่มีปริมาณกลูโคสที่สูง
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เกินไป ซึ่งสอดคล้องกับรายงานการศึกษาการเจริญของยีสต์ Rhodosporidium toruloides Y4 โดยพบว่า
การเจริญลดลงเมื่อเพาะเลี ยงในอาหารที่มีปริมาณกลูโคสสูงกว่า 120 g/L (Li et al., 2007) และสาหร่ายสี
เขียวขนาดเล็ก Chlorella sp. KKU-S2 เจริญและผลิตลิปิดลดลงเมื่อเจริญในอาหารเลี ยงเชื อที่มีกลูโคสสูง
กว่า 90g/L (Leesing and Nontaso, 2010)  

เมื่อศึกษาโครงสร้างของเซลล์สาหร่ายไอโซเลท MSU2 ที่เพาะเลี ยงแบบสังเคราห์แสงและแบบเฮเท
โรโทรฟิคภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 1000x พบว่าเซลล์สาหร่ายประกอบด้วยเม็ดน  ามัน (oil 
droplet) ภายในเซลล์ที่แตกต่างกัน ดังรูปที่ 4.21  
 

  A 

 B 
 
รูปที่ 4.21 แสดงรูปร่างของเซลล์สาหร่ายขนาดเล็กไอโซเลท MSU2 ที่เพาะเลี ยงในอาหาร Bristol, A: 
ภายใต้การสังเคราะห์แสง (photoautotrophic cell), B: ภายใต้สภาวะเฮเทโรโทรฟิค (heterotrophic 
cell) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 1000x 
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บทที่ 5 
สรุปผลกำรวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
 จากการศึกษาการแยกสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กจากตัวอย่างน  าจืดที่เก็บจากพื นที่เข่ือนสิรินธร 
จังหวัดอุบลราชธานี ในเดือนมกราคม 2554 จ านวน 7 ตัวอย่าง ด้วยเทคนิคการเพาะเลี ยงเพิ่มจ านวน 
(enrichment) ในอาหาร Bristol medium และเทคนิคการขีดลากบนผิวหน้าอาหารแข็งสามารถแยก
สาหร่ายบริสุทธ์ิได้จ านวน 6 ไอโซเลท โดยก าหนดช่ือเป็น MSU1, MSU2, MSU3, MSU4, MSU5, MSU6 
ตามล าดับ โดยสาหร่ายที่เจริญเร็วเมื่อมีการถ่ายเชื อหลายๆ ครั ง ไอโซเลท MSU1, MSU2, MSU3 และการ
คัดเลือกสาหร่ายเบื องต้นพบว่าไอโซเลท MSU1, MSU2, MSU3 สามารถเพาะเลี ยงได้ทั งในสภาวะ
สังเคราะห์แสง (photoautotrophic cultivation) และภายใต้สภาวะไม่มีแสงหรือเฮเทโรโทรฟิค 
(heterotrophic cultivation) เมื่อน าสาหร่ายทั ง 3 ไอโซเลทมาคัดเลือกสาหร่ายที่สามารถเจริญและสะสม
ลิปิดได้สูงด้วยการเพาะเลี ยงภายใต้การสังเคราะห์แสงและสภาวะไม่มีแสงหรือเฮเทโรโทรฟิค พบว่าสาหรา่ย
ไอโซเลท MUS2 ให้ปริมาณลิปิดสูงสุดภายใต้การเพาะเลี ยงทั ง 2 แบบ  
 เมื่อเพาะเลี ยงสาหร่ายทั ง 3 ไอโซเลทคือ MSU1, MSU2, MSU3 ด้วยการเพาะเลี ยงแบบ
สังเคราะห์แสง สาหร่ายไอโซเลท MSU1 ให้มวลเซลล์สูงสุดที่ 1.667 g/L แต่ให้ลิปิด 23.942 mg/L ส่วน
สาหร่ายไอโซเลท MSU2 ให้ปริมาณมวลเซลล์ 1.2g/L และลิปิด 37.003mg/L และสาหร่ายไอโซเลท 
MSU3 ให้ปริมาณมวลเซลล์ 1.133g/L และลิปิด 36.354mg/L เมื่อเปรียบเทียบอัตราการผลิตลิปิดพบว่า
สาหร่ายไอโซเลท MSU2 ให้อัตราการผลิตลิปิดสูงสุดที่ 3.700 mg/L/d ในขณะที่สาหร่ายไอโซเลท MSU1, 
MSU3 ให้อัตราการผลิตลิปิดเท่ากับ 2.394 และ 3.635 mg/L/d ตามล าดับ และเมื่อเพาะเลี ยงแบบเฮเทโร
โทรฟิค สาหร่ายไอโซเลท MSU1 ให้มวลเซลล์สูงสุดที่ 2.333g/L และลิปิด 94.90mg/L ส่วนสาหร่ายไอโซ
เลท MSU2 ให้ปริมาณมวลเซลล์ 2.73g/L และลิปิด 398.86mg/L และสาหร่ายไอโซเลท MSU3 ให้
ปริมาณมวลเซลล์ 5.28g/L และลิปิด 67.0mg/L เมื่อเปรียบเทียบอัตราการผลิตลิปิดพบว่าสาหร่ายไอโซ
เลท MSU2 ให้อัตราการผลิตลิปิดสูงสุดที่ 66.48 mg/L/d ในขณะที่สาหร่ายไอโซเลท MSU1, MSU3 ให้
อัตราการผลิตลิปิดเท่ากับ 15.82 และ 11.17 mg/L/d ตามล าดับ 
 เมื่อศึกษาชนิดของแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญและการผลิตลิปิดของสาหร่ายไอโซเลท MSU2 
ภายใต้การเพาะเลี ยงแบบสังเคราะห์แสงพบว่าเมื่อใช้ NaNO3 เป็นแหล่งไนโตรเจนได้ปริมาณเซลล์สูงสุด 
1.23 g/L และลิปิด 42.2mg/L ในวันที่ 10 ของการเพาะเลี ยง และเมื่อใช้ยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจนได้
ปริมาณเซลล์สูงสุด 1.15 g/L และลิปิด 37.41mg/L ในวันที่ 10 ของการเพาะเลี ยง  

เมื่อศึกษาผลของความเข้มข้นที่ค่าต่างๆ กลูโคสต่อการเจริญและการผลิตลิปิดของสาหร่ายไอโซ
เลท MSU2 ด้วยการเพาะเลี ยงแบบเฮเทโรโทรฟิค ให้มวลเซลล์สูงสุดที่ 5.72 g/L  และปริมาณลิปิด 
797.72mg/L เมื่อเจริญในอาหารที่มีกลูโคส 40 g/L เป็นแหล่งคาร์บอน และเมื่อเพาะเลี ยงในอาหารที่มี
กลูโคส 20, 30, 50 g/L ให้ปริมาณมวลเซลล์ 2.73, 4.52, 5.56 g/L ตามล าดับ และปริมาณลิปิด 398.86, 
598.29, 698.01 เมื่อเปรียบเทียบอัตราการผลิตลิปิดพบว่าอัตราการผลิตลิปิดสูงสุดที่ 132.954mg/L/d ใน
อาหารที่มีกลูโคส 40g/L แต่เมื่อเปรียบเทียบค่าการเจริญ (Yx/s) พบว่าเมื่อเพาะเลี ยงในอาหารที่มีกลูโคส 
30g/L ให้ค่า Yx/s สูงสุดที่ 0.587  
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ข้อเสนอแนะ  
 จากการศึกษาจะเห็นว่าปริมาณเซลล์และลิปิดที่ผลิตโดยสาหร่ายไอโซเลท MSU2 ที่คัดเลือกได้ยัง
ไม่สูงมากนักอาจเนื่องมาจากปัจจัยหลายๆ อย่าง เช่น การผลิตลิปิดจากสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กด้วยการ
สังเคราะห์แสงในการศึกษาครั งนี นั นให้อากาศธรรมดาโดยไม่มีการให้คาร์บอนไดออกไซด์เพิ่มเติมดังนั น
การศึกษาขั นต่อไปควรศึกษาการเพิ่มหรือการเติมปริมาณการให้คาร์บอนไดออกไซด์เนื่องจากภายใต้การ
เพาะเลี ยงแบบสังเคราะห์แสงการเพิ่มแหล่งคาร์บอนเป็นปัจจัยหลักที่ท าให้ปริมาณลิปิดจากสาหร่ายสูงขึ น 
โดยคาร์บอนไดออกไซด์ที่ใช้สามารถน ามาจาก Flue gas จากโรงงานอุตสาหกรรมหรือการเลี ยงเชื อแบบ
บูรณาการระหว่างสาหร่ายและยีสต์โดยน า CO2 จากการเพาะเลี ยงยีสต์ไขมันสูงเช่ือมต่อเข้ากับการ
เพาะเลี ยงสาหร่ายซึ่งเป็นการใช้ประโยชน์ CO2 ทดแทนการปล่อยสู่บรรยากาศได้อีกทางหนึ่ง (Paungbut 
and Leesing, 2012)  ส่วนการเพาะเลี ยงสาหร่ายภายใต้สภาวะเฮเทโรโทรฟิคนั นควรศึกษาถึงชนิดของ
แหล่งอินทรีย์คาร์บอนราคาถูกทดแทนกลูโคสเพื่อลดต้นทุนการผลิต เช่น ผลผลิตและวัสดุเศษเหลือจาก
โรงงานอุตสาหกรรมเกษตร (agro-industry waste) เช่น กากน  าตาล น  ากากส่า (distillery slop) น  าทิ ง
จากโรงงานผลิตน  าตาลหรือโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร  หรือการใช้วัสดุเหลือทิ งทางการเกษตร 
(agricultural residues) เช่น ฟางข้าว หญ้าแห้ง ชานอ้อย และกลีเซอรอลดิบซึ่งเป็นผลพลอยหรือของเสีย
เหลือทิ งที่ได้จากการผลิตไบโอดีเซล เพื่อศึกษาศักยภาพของวัตถุดิบเหล่านี ที่มีอยู่ปริมาณสูงในการใช้ผลิตลิ
ปิดหรือน  ามันจากสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กเพื่อใช้เป็นวัตถุดิบต้นทุนต่ าส าหรับผลิตไบโอดีเซลเพื่อเป็น
แนวทางในการแข่งขันกับวัตถุดิบกลุ่มน  ามันพืชที่ใช้อยู่ในปัจจุบัน   

นอกจากนั นควรศึกษาการถึงสภาวะต่างๆ และกระบวนการเพาะเลี ยงที่เหมาะสม เช่น การ
เพาะเลี ยงแบบกะป้อนหรือแบบกึ่งกะ (fed-batch cultivation) ที่มีรายงานว่าเป็นกระบวนการเพาะเลี ยง
ที่ให้ปริมาณเซลล์และลิปิดสูงขึ น (Wen et al, 2002; Shi et al, 2002; Xu et al, 2006) นอกจากนี อาจ
ศึกษาถึงการเพาะเลี ยงแบบผสม (mixed culture) ระหว่างสาหร่ายที่คัดเลือกได้และยีสต์ไขมันสูงในสภาวะ
เฮเทโรโทรฟิคซึ่งมีรายงานว่าให้ปริมาณมวลเซลล์และลิปิดสูงกว่าการเพาะเลี ยงแบบเชื อเดียว (Leesing et 
al, 2012, Papone et al, 2012) รวมทั งการวิเคราะห์ชนิดของกรดไขมันที่พบในลิปิดที่ผลิตได้และศึกษา
การผลิตไบโอดีเซลจากน  ามันสาหร่ายที่ผลิตได้ เป็นต้น   
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ภำคผนวก  
 

1. อำหำรเลี้ยงเชื้อ (mg/L)  
NaNO3    250 
K2HPO4   75 
KH2PO4   175 
CaCl2    25 
NaCl    25 
MgSO4.7H2O   75 
FeCl2    0.3 
MnSO4.2H2O   0.3 
ZnSO4 7H2O   0.2 
H3BO3    0.2 
CuSO4.5H2O   0.06 
ปรับ pH 7.0 ก่อนน าไปท าให้ปลอดเชื อ  
เติมวุ้น (agar) 15 g/L ส าหรับอาหาร Bristol agar  

2. กำรวัดกำรเจรญิโดยวิธีกำรหำน้ ำหนกัแห้ง (dry weight method) 
อบกระดาษกรองหรืออลูมิเนียมฟอยล์ที่พับเป็นรูปกระทง อบที่ 90 °C นาน 4 ชม. น าไปท าให้เย็นในโถ

อบแห้ง แล้วน ามาช่ังน  าหนักที่แน่นอนโดยใช้เครื่องช่ังละเอียด ปิเปตสารแขวนลอยเชื อ (suspension) ของ
เชื อลงในหลอด centrifuge ปริมาตร 5 mL น าไปปั่นเหว่ียงที่ 5000 rpm 5 นาที จากนั นล้างเซลล์ด้วยน  า
กลั่น 2 ครั ง  ถ่ายสารแขวนลอยเชื อลงในกระทงจากนั นน าไปอบที่ 90 องศาเซลเซียส นาน 2 ชม. ท าให้เย็น
ในโถอบแห้งแล้วน าไปช่ังหาน  าหนักโดยใช้เครื่องช่ังละเอียด น  าหนักที่เพิ่มขึ นคือ น  าหนักของเซลล์จุลินทรีย์
ต่ออาหาร 5 mL 
3. กำรวัดปริมำณน้ ำตำลรดีิวส์ตำมวิธีของ DNS (Miller, 1959)  

สำรเคมี  
1. 2 N NaoH   
2. DNS solution : เตรียมโดยละลาย 3,5-Dinitrosalicylic acid (DNS) 2.5 g ใน 50 mL ของ 

2 N NaOH โดยค่อยๆ เติมและคนจนละลาย จากนั นเตมิ Sodium potassium tatrate 
(Rochelle salt) 7.5 g คนจนละลายเติมน  าให้ได้ปริมาตรสดุท้าย 250 mL เกบ็ไว้ในขวดสีชา
ที่อุณหภูมิหอ้ง  

วิธีกำรทดลอง 
1. ดูดตัวอย่างที่ต้องการหาปรมิาณน  าตาลมา 0.1-1.0 mL ใสล่งในหลอดแก้ว ใช้น  ากลั่นเป็น 

blank เติม DNS solution  1 mL  ผสมใหเ้ข้ากัน จากนั นต้มในน  าเดือดเป็นเวลา 10 นาที และปิดปาก
หลอดในระหว่างตม้ ท าให้เย็นทันทีโดยการแช่ในอ่างน  าเย็น 

2. เติมน  า 10 mL ผสมให้เข้ากัน น าไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 nm และน าค่า
ไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของน  าตาลกลูโคส อ่านค่าความเข้มข้นของกลูโคสจากกราฟมาตรฐาน ซึ่ง
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ได้จากการทดลองวิธีเดียวกันโดยใช้สารละลายกลูโคสเข้มข้น 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 
µg/mL  

 
รูปท่ี ก-1 กราฟมาตรฐาน (Standard curve) ของน  าตาลกลโูคส (D-glucose) ส าหรับการวิเคราะห์
ปริมาณน  าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี DNS 
 
4. กำรวิเครำะห์กรดไขมันโดยวิธีวัดสี Colorimetric method: Know and Rhee  

สำรเคมี  
1. สารละลาย Copper reagent  

 ช่ัง cupric acetate 25 g ละลายในน  ากลั่นปริมาตร  450 mL ปรับ pH 6.1 ด้วย pyridine ปรับ
ปริมาตรเป็น  500 mL ด้วยน  ากลั่น กรองก่อนเก็บไว้ใช้ (สารละลายคงตัวได้ 2 ปี ในที่ไม่มีแสง) 

2. สารละลาย 1.5 M KOH ใน ethanol 80%  
 ช่ัง KOH 84.165 g ละลายใน ethanol 80% (absolute ethanol 99.1%, 80 mL+ 20 mL น  า
กลั่น) ปรับปริมาตรให้ครบ 1000 mL  

3. สารละลาย 2.5 M HCl 
กำรเตรียม Cell suspension ของจุลินทรีย์   

  โดยช่ังเซลล์น  าหนักเปียกมา  1 g ละลายในน  ากลั่นปลอดเชื อปรบัปริมาตรเป็น 10 mL จะได้สาร
แขวนลอยเซลล์ 0.1 g/mL    

กำรสกัดลิปิดจำกเซลล์จลุินทรีย์  
1. การสกัดลิปิดท าโดยการไฮโดรไลซ์ไตรกลีเซอไรด์และสกัดลิปิดออกจากเซลล์โดยการซาพอนนิฟิ

เคช่ันด้วย 1.5 M KOH ในเอทานอล 80% ท าโดยน า cell suspension มา 1 mL ใส่ในหลอดจุกเกลียว 
ขนาด 20 mL เติม 1.5 M KOH ในเอทานอล 80% จ านวน 4 mL ปิดจุกให้แน่น ต้มให้เดือด 2 ช่ัวโมง  

2. เมื่อครบเวลาท าให้เย็นลง เติม 2.5 M HCl จ านวน 6 mL และ isooctane 5 mL เขย่าอย่าง
แรง 200-300 ครั ง/นาที เพื่อสกัดไขมันอิสระออกมาอยู่ในชั นของ  isooctane เพื่อน าไปหาปริมาณกรด
ไขมันทั งหมดโดยวิธี colorimetric method  
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กำรวิเครำะห์ปริมำณกรดไขมันท้ังหมดด้วยวิธี  Colorimetric method  
สารละลายกรดไขมันมาตรฐาน (stock solution) : 10 mg/mL โดยช่ังกรดไขมันปาลมิติค 1.0 g 

ละลายใน isooctane ปรับปริมาตรเป็น 100 mL  
1. ท าเตรียมสารละลายกรดไขมันมาตรฐานที่ความเข้มข้นต่างๆ  จากสารละลายกรดปาล

มิติค 10.0 mg/mL น ามาเจือจางด้วย isooctane ที่ความเข้มข้นต่างๆ ดังตาราง  
ควำมเข้มข้นของสำรละลำยกรด
ปำลมิติค (mg/3 mL solution) 

ปริมำตร stock standard  
(mL) 

ปริมำตรของ  isooctane 
(mL) 

0.5 0.15 2.85 
1.0 0.30 2.70 
1.5 0.45 2.55 
2.0 0.60 2.40  

 
2. ปิเปตแต่ละระดับความเข้มข้นมา 3 mL เติม copper reagent 1.0 mL ปิดจุกเขย่าแรงๆ  1-2 

นาที ทิ งไว้สักครู่ จนสารละลายแยกชั น ดูดสารละลายส่วนบนไปวัดค่าการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 
715 nm ท ากราฟมาตรฐาน (standard curve)   

3. การหาปรมิาณกรดไขมันในเซลล์จลุินทรีย์  
 ท าโดยปิเปตสารละลายสกัดไขมันจากจุลินทรีย์ในข้อ 3. (การสกัดลิปิดจากเซลล์จุลินทรีย์)  มา  3 
mL ท าปฏิกิริยากับ copper reagent 1.0 mL ปิดจุกเขย่าแรงๆ  1-2 นาที ทิ งไว้สักครู่ จนสารละลายแยก
ชั น ดูดสารละลายส่วนบนไปวัดค่าการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 715 nm เปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐาน (standard curve)  
 

 

 
รูปที่ ก-2 กราฟมาตรฐาน (Standard curve) ของกรดปาลมิติก (palmitic acid) ส าหรับการวิดคราะห์
ปริมาณลิปิดด้วยวิธีวัดสี (Colorimetric method) ตามวิธีของ Know and Rhee (1986)  
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5. ขั้นตอนกำรคัดเลือกและเพำะเลี้ยงสำหร่ำย 
 

  

  
รูปท่ี ก-3 การเก็บตัวอย่างน  าในพื นที่โครงการ อพ. สธ. เข่ือนสิรินธร จงัหวัดอบุลราชธานี    

 
 

 
Bristol’s medium 200mL ในฟลำสก์ 500mL ก่อนกำรเพำะเลี้ยงสำหร่ำย 
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กำรเพำะเลี้ยงเพิ่มจ ำนวนสำหร่ำยในอำหำร Bristol’s medium ที่พ่น ให้อำกำศ ภำยใต้แสงจำกหลอดฟลูออเรสเซนต์ 

รูปท่ี ก-4 การเพาะเลี ยงเพิม่จ านวนสาหร่ายในอาหาร Bristol’s medium ที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้แสงจาก
หลอดฟลูออเรสเซนต์ โดยพ่นใหอ้ากาศด้วยเครื่องพ่นอากาศขนาดเล็ก บ่มเป็นเวลา 14 วัน 
 
 

 

รูปท่ี ก-5 การเจริญเพิ่มจ านวนสาหร่ายในอาหาร Bristol’s medium ที่อุณหภูมิหอ้ง ภายใต้แสงจากหลอด
ฟลูออเรสเซนต์ โดยพ่นให้อากาศด้วยเครื่องพ่นอากาศขนาดเล็ก ภายหลังการบม่เป็นเวลา 14 วัน  
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รูปท่ี ก-6 เซลล์สาหร่ายจากตัวอย่างการเพิ่มจ านวนโดยการกรองบนกระดาษกรอง MF  

 
 

 
 

 
รูปท่ี ก-7 การแยกสาหร่ายด้วยวิธี cross streak technique บนจานอาหารเลี ยงเชื อ Bristol’s medium 
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 (ก) 

  
 
รูปท่ี ก-8 สาหร่ายบริสุทธ์ิที่แยกด้วยเทคนิค cross streak บนจานอาหารเลี ยงเชื อ (ก) และการเก็บรักษา
สาหร่ายบริสุทธ์ิบนผิวหน้าอาหารเอียง (agar slant) (ข)  
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วันที่ 4 ของการเพาะเลี ยง 

 
วันที่ 12 ของการเพาะเลี ยง  

รูปท่ี ก-9 การเพาะเลี ยงสาหร่ายที่คัดเลือกได้ด้วยการเพาะเลี ยงแบบสังเคราะห์แสง (Photoautotrophic 
cultivation) ในอาหารเลี ยงเชื อ Bristol medium ภายใต้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนท์ที่อุณหภูมิห้องโดย
ให้คาร์บอนไดออกไซด์ด้วยการพ่นอากาศผสมผ่านเครื่องพ่นอากาศขนาดเล็ก  
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วันที่ 1 ของการเพาะเลี ยงสาหร่าย 

 
วันที่ 7 ของการเพาะเลี ยงสาหร่าย 

รูปท่ี ก-10 การเพาะเลี ยงสาหร่ายที่ คัดเลือกได้ด้วยการเพาะเลี ยงแบบไม่มีแสง (heterotrophic 
cultivation) ในอาหารเลี ยงเชื อ Bristol medium ที่มีกลูโคส 20g/L เป็นแหล่งคาร์บอน บ่มแบบกวนผสม
ด้วยแท่งแม่เหล็กด้วยเครื่อง magnetic stirrer plate ที่อุณหภูมิห้อง  
 
 


