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บทคัดย่อ: การทดลองครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาประสทิธิภาพของสารก�ำจดัวชัพืช quizalofop ในการเพ่ิมปริมาณ
น�ำ้มนัภายในเซลล์สาหร่าย เพาะเลีย้งสาหร่าย Chlorella sp. ในอาหารท่ีมีสารก�ำจดัวชัพืชท่ีความเข้มข้นเร่ิมต้น  
1 ไมโครโมลาร์ คดัเลอืกเซลล์ท่ีสามารถเจริญเตบิโตได้และน�ำไปเลีย้งในอาหารท่ีเพ่ิมความเข้มข้นสารก�ำจดัวชัพืชเป็น 
2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 และ 15 ไมโครโมลาร์ (ตามล�ำดบั) หลงัจากชกัน�ำการกลายพนัธุ์และคดัเลอืกจ�ำนวน 7 รอบ 
สามารถคดัเลอืกสาหร่ายท่ีเจริญเตบิโตอยูใ่นสารก�ำจดัวชัพืชท่ีความเข้มข้น 5, 7.5 และ 10 ไมโครโมลาร์ ก�ำหนดช่ือ
ใหมเ่ป็น M5, M7.5 และ M10 (ตามล�ำดบั) วิเคราะห์อตัราการเจริญเตบิโต ผลผลติชีวมวล ประสทิธิภาพการผลติ 
ชีวมวล ปริมาณน�ำ้มนั และประสทิธิภาพการผลติน�ำ้มนัเปรียบเทียบกบัสายพนัธุ์ดัง้เดมิพบวา่ สาหร่ายท่ีผา่นการชกัน�ำ
การกลายพนัธุ์ M10 มีปริมาณน�ำ้มนัและประสทิธิภาพการผลติน�ำ้มนัสงูท่ีสดุเทา่กบั 0.9% และ 0.15 กรัม/ลติร/วนั  
ซึง่สงูกวา่ในสาหร่ายสายพนัธุ์ดัง้เดมิอยา่งมีนยัส�ำคญัถงึ 34.33% และ 36.36% (ตามล�ำดบั) ดงันัน้สรุปได้วา่ การชกัน�ำ
สาหร่ายให้กลายพนัธุ์ด้วยสารก�ำจดัวชัพืชสามารถใช้เป็นวิธีหนึง่ในการปรับปรุงพนัธุ์สาหร่ายเพ่ือเพ่ิมปริมาณน�ำ้มนั
ภายในเซลล์ จงึมีความเหมาะสมในการน�ำไปพฒันาประสทิธิภาพการผลติน�ำ้มนัในสาหร่ายขนาดเลก็เพ่ือผลติเป็น
พลงังานทดแทนในอนาคตตอ่ไป 
ค�ำส�ำคัญ: สารก�ำจดัวชัพืช, สาหร่ายขนาดเลก็, ประสทิธิภาพการผลติน�ำ้มนั

ABSTRACT: The aim of this study was to examine the ability of herbicide quizalofop on increasing 
the intracellular lipid accumulation in microalgae. Chlorella sp. was cultured in liquid media containing 
quizalofop at the start concentration of 1 µM. The survival cells were selected and continue cultured in 
2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 and 15 µM quizalofop-containing media (respectively). After seven rounds of 
mutation-selection, three mutagenized treatments at 5, 7.5 and 10 µM quizalofop were selected and 
named as M5, M7.5 and M10, respectively. The selected microalgae were cultured for determine the 
specific growth rate, biomass yield, biomass productivity, lipid content and lipid productivity compared 
with the wild type. The results showed that mutagenized microalgae M10 yielded the highest lipid content 
0.9% and lipid productivity 0.15 g/L/d which were significantly higher than the wild type up to 34.33 
and 36.36%, respectively. This study highlights the ability to enhance intracellular lipid accumulation 
in microalgae using random mutagenesis by herbicide. This approach can be used to improve lipid 
productivity in microalgae as potential feedstock for biodiesel production in future breeding programs.
Keywords: Herbicide, microalgae, lipid productivity
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บทน�ำ

ปัจจบุนัจ�ำนวนประชากรมีปริมาณเพ่ิมมากขึน้ สง่
ผลตอ่ความต้องการพลงังานท่ีเพ่ิมขึน้ด้วยเชน่กนั ท�ำให้
เกิดปัญหาตามมาคือ ราคาเชือ้เพลิงท่ีสงูขึน้เน่ืองจาก
ปริมาณเชือ้เพลิงปิโตรเลียมท่ีลดลง อีกทัง้การผลิต
ปิโตรเลยีมยงัสง่ผลตอ่ภาวะโลกร้อนจากการปลดปลอ่ย
ก๊าซเรือนกระจก เชน่ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ และมีเทน 
เป็นต้น จึงจ�ำเป็นต้องมีการพฒันาพลงังานในรูปแบบ
ใหมข่ึน้มาทดแทน ประเทศไทยจดัเป็นประเทศท่ีมีความ
หลากหลายทางด้านภูมิศาสตร์ ในแต่ละภูมิภาคของ
ประเทศมีพืน้ท่ีการเกษตรท่ีอดุมสมบรูณ์ แนวความคิด
ทางด้านการผลติพลงังานเชือ้เพลงิชีวภาพ (Biofuel) จงึ
ได้เกิดขึน้ การผลติเชือ้เพลงิชีวภาพสามารถแบง่ได้เป็น 
3 ยคุ ตามประเภทของวตัถดุบิท่ีใช้ในการผลติ คือ ยคุท่ี 
1 การน�ำพืชอาหารทัง้ของมนษุย์และสตัว์ เชน่ ข้าวโพด 
ปาล์มน�ำ้มนั อ้อย ถัว่เหลอืง มะพร้าว งา ทานตะวนั และ
มนัส�ำปะหลงัมาใช้ในการผลติเชือ้เพลงิชีวภาพ แตมี่การ
เล็งเห็นปัญหาในอนาคตหากต้องการเพ่ิมการผลิตเชือ้
เพลงิให้เพียงพอตอ่ความต้องการนัน้ จะสง่ผลให้อาหาร
และเนือ้สตัว์มีราคาแพงขึน้ ดงันัน การผลิตพลงังาน
ชีวภาพจึงเร่ิมเข้าสูย่คุท่ี 2 ท่ีเน้นไปยงัวตัถดุิบท่ีไม่เป็น
อาหารของมนษุย์ และใช้แหลง่ของเซลลโูลสเป็นวตัถดุบิ
ในการผลติ เชน่ หญ้า หรือวสัดเุหลือใช้จากการเกษตร 
อย่างไรก็ตาม การผลิตพลงังานในยุคนีก็้ยังคงส่งผล 
กระทบตอ่มนษุย์และสตัว์ เน่ืองจากการปลกูหญ้า หรือ
แม้กระทัง่ใช้เศษวสัดจุากการเกษตร เกษตรกรยงัจ�ำเป็น
ต้องใช้ท่ีดินท่ีอุดมสมบูรณ์ในการเพาะปลกูพืชเพ่ือใช้
เป็นวตัถดุบิในการผลติ biofuel และเม่ือมีความต้องการ
พลังงานชีวภาพมากขึน้ ท่ีดินการเกษตรย่อมเป็นท่ี
ต้องการมากขึน้ จงึก่อให้เกิดปัญหาการแก่งแยง่ท่ีดนิกบั
พืชท่ีปลกูเป็นอาหาร มมุมองใหม่ในการผลิตวตัถุดิบ
ส�ำหรับเชือ้เพลิงชีวภาพจึงควรผลิตจากพืชอ่ืน ๆ ท่ีไม่
จ�ำเป็นต้องใช้พืน้ดินท่ีอดุมสมบรูณ์ ไม่ต้องการน�ำ้มาก 
และไม่ต้องการการดแูลรักษามากเหมือนการปลกูพืช
เพ่ือการบริโภค ดงันัน้เชือ้เพลงิชีวภาพในยคุท่ี 3 จงึได้
มุ่งวิจยัเก่ียวกบัการน�ำสาหร่ายมาเป็นแหลง่วตัถดุิบใน
การผลติพลงังาน

สาหร่ายเป็นสิง่มีชีวิตท่ีสามารถสร้างอาหารเองได้
ด้วยกระบวนการสังเคราะห์แสง พบได้ในทุกสภาพ
แวดล้อมท่ีมีความชืน้ โดยเฉพาะในน�ำ้ ทัง้น�ำ้จืด น�ำ้กร่อย 
และน�ำ้เคม็ หรือแม้กระทัง่น�ำ้เสีย ภายในเซลล์สาหร่าย
ขนาดเล็กจะมีสดัส่วนของโปรตีนประมาณ (6-52%)  
ไขมนั (7-23%) และคาร์โบไฮเดรต (5-23%) ทัง้นีจ้ะมี
สดัสว่นแตกตา่งกนัขึน้อยูก่บัชนิดของสาหร่าย (Chisti, 
2007) สาหร่ายจดัเป็นผู้ผลิตท่ีส�ำคญัในระบบนิเวศน์ 
สามารถใช้ประโยชน์ได้ทัง้ทางตรงและทางอ้อม เช่น  
น�ำมาผลิตเป็นอาหารมนษุย์และอาหารสตัว์ ใช้ในด้าน
อตุสาหกรรมตา่ง ๆ  เชน่ด้านเภสชักรรม ชว่ยในการบ�ำบดั
น�ำ้เสยี ใช้เป็นปุ๋ ยชีวภาพ และน�ำมาผลติพลงังานชีวภาพ 

สาหร่ายขนาดเล็กถือเป็นแหล่งผลิตเชือ้เพลิง
ชีวภาพท่ีมีศักยภาพในการแทนท่ี เ ชื อ้ เพลิงจาก
ปิโตรเลยีมได้ ซึง่แตกตา่งกบัพืชน�ำ้มนัชนิดอ่ืน เน่ืองจาก
สาหร่ายขนาดเลก็สามารถเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว 
สะสมน�ำ้มนัได้ 20-50% ของน�ำ้หนกัแห้ง และอาจสงูถงึ 
77% ขึน้อยูก่บัสายพนัธุ์ สาหร่ายบางสายพนัธุ์สามารถ
เพ่ิมชีวมวลได้ถงึ 2 เทา่ ภายในเวลาน้อยกวา่ 24 ชัว่โมง 
เช่น Goldier ia  sp., Euglena graci l is  และ 
Chlorococcum sp. (Sankaran et al., 2015) มีชว่งอายุ
การเจริญเติบโตท่ีสัน้ เก็บเก่ียวผลผลิตได้หลายครัง้ใน
หนึง่ปี ท�ำให้เม่ือเปรียบเทียบปริมาณน�ำ้มนัท่ีได้จากพืช
พลงังานอ่ืน ๆ กบัสาหร่ายขนาดเล็กพบว่า น�ำ้มนัท่ีได้
จากพืชพลงังานนัน้จะมีปริมาณท่ีน้อยกว่าน�ำ้มนัท่ีได้
จากสาหร่ายขนาดเล็ก (Chisti, 2007) อย่างไรก็ตาม 
สายพนัธุ์สาหร่ายท่ีสะสมน�ำ้มนัได้ในปริมาณสงูยงัมีอยู่
อย่างจ�ำกดั ท�ำให้ไม่คุ้มคา่ตอ่การลงทนุเม่ือน�ำมาผลิต
เป็นไบโอดีเซล การปรับปรุงพนัธุ์พืชเป็นแนวทางหนึง่ท่ี
ประสบความส�ำเร็จในการเพ่ิมผลผลติและคณุภาพของ
พืชเศรษฐกิจหลายชนิด แตเ่น่ืองจากสาหร่ายขนาดเลก็
เป็นพืชท่ีมีเซลล์เดียวจึงท�ำให้ไม่สามารถปรับปรุงพนัธุ์
ด้วยวิธีดัง้เดมิได้ ดงันัน้ จงึต้องอาศยัการชกัน�ำการกลาย
พนัธุ์มาใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์สาหร่าย

การก่อกลายพนัธุ์สามารถเกิดขึน้ได้โดยการใช้รังส ี
เชน่ รังส ีUV, X-ray, gamma หรือสารเคมี colchicines, 
ethyl methane sulfonate (EMS) และสารท่ีมีโครงสร้าง
คล้ายกบั nucleic acid (Lim and Schenk, 2017)
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นอกจากนี ้สารก�ำจดัวชัพืชสามารถจดัเป็นสารเคมีท่ีใช้
ก่อการกลายพนัธุ์ในพืชได้เชน่เดียวกนั สารก�ำจดัวชัพืชท่ี
มีกลไกการท�ำลายพืชโดยยบัยัง้การสงัเคราะห์ไขมนั (Lipid 
synthesis inhibitors) เชน่ quizalofop สารกลุม่นีจ้ะไป
ยบัยัง้การท�ำงานของ Acetyl-coenzyme A carboxylase 
(ACCase) ซึง่นเอนไซม์เร่ิมต้นของกระบวนการสงัเคราะห์
กรดไขมนัในพืช ท�ำให้พืชไมส่ามารถสงัเคราะห์กรดไขมนั
ได้ สง่ผลให้พืชเจริญเตบิโตผิดปกต ิเย่ือหุ้มเซลล์ไมส่ามารถ
ท�ำงานได้ตามปกตแิละสง่ผลให้พืชตายในท่ีสดุ (ทศพล, 
2554)

จากกลไกการท�ำงานของสารก�ำจดัวชัพืชดงักลา่ว 
จงึน�ำมาสูส่มมตฐิานท่ีวา่ สาหร่ายท่ีสามารถเจริญเตบิโต
ในอาหารท่ีมีสารก�ำจดัวชัพืชท่ีมีฤทธ์ิในการยบัยัง้การสร้าง
ไขมนั อาจจะมีกลไกในเซลล์ท่ีเปลี่ยนแปลงไปท�ำให้ยงั
สามารถสร้างไขมนัได้ และน่าท่ีจะสงัเคราะห์ไขมนัได้
มากกวา่เซลล์ดัง้เดมิ ดงันัน้งานวิจยัในครัง้นีมี้จดุประสงค์
ท่ีจะชกัน�ำการกลายพนัธุ์ในสาหร่ายขนาดเลก็ด้วยสาร
ก�ำจดัวชัพืช quizalofop จากนัน้ศกึษาปริมาณน�ำ้มนัท่ี
สะสมภายในเซลล์สาหร่ายโดยเปรียบเทียบกบัสายพนัธุ์
ดัง้เดมิ 

วธีิการศกึษา

สายพนัธ์ุและการเพาะเลีย้งสาหร่าย
เพาะเลีย้งสาหร่ายขนาดเลก็ Chlorella sp. ด้วย

อาหารเหลวสตูร Tris-Acetate-Phosphate (TAP) ปริมาตร 
50 มิลลลิติร ในขวดรูปชมพูข่นาด 125 มิลลลิติร ในสภาพ
ปิดท่ีให้แสงด้วยหลอด Fluorescent ชนิด cool white 
ความเข้มแสงประมาณ 3,000 ลกัซ์ อณุหภมิู 25 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั เพ่ือใช้เป็นหวัเชือ้ในการทดลอง

การคัดเลือกสาหร่ายในอาหารที่มีสารก�ำจดัวัชพชื
น�ำสาหร่ายท่ีผา่นการเพาะเลีย้งประมาณ 4 วนั ซึง่

จะเจริญอยู่ ในระยะการเจริญเติบโตแบบทวีคูณ 
(exponential phase) ปริมาตร 50 มิลลลิติร มาเพาะ
เลีย้งในขวดรูปชมพู ่เตมิสารก�ำจดัวชัพืช quizalofop ให้
มีความเข้มข้นสดุท้ายเทา่กบั 1 ไมโครโมลาร์ น�ำไปเลีย้ง
ท่ีความเข้มแสงประมาณ 3,000 ลกัซ์ และให้อณุหภมิู
ประมาณ 25 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะเขยา่ตลอด
เวลาท่ีความเร็วประมาณ 100 รอบ/นาที บนัทึกการ

เปลี่ยนแปลงสีของสาหร่ายในอาหารเหลวในแต่ละวนั 
และตรวจสอบเซลล์สาหร่ายท่ีสามารถเจริญเติบโตได้ 
ทกุ ๆ 24 ชัว่โมงเป็นเวลานาน 10 วนั โดยน�ำสาหร่ายท่ี
เพาะเลีย้งปริมาตร 100 ไมโครลติร มาเกลีย่ลงบนอาหาร
แขง็ จากนัน้น�ำเซลล์ท่ีสามารถเจริญเตบิโตได้ไปเลีย้งใน
อาหารท่ีมีสารก�ำจดัวชัพืชเพ่ิมขึน้เป็น 2.5, 5, 7.5, 10, 
12.5 และ 15 ไมโครโมลาร์ (ตามล�ำดบั) คดัเลอืกเซลล์
สาหร่ายท่ีสามารถเจริญเติบโตในอาหารท่ีมีสารก�ำจดั
วชัพืช และน�ำไปเพ่ิมปริมาณด้วยเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพ

การเพาะเลีย้งสาหร่ายด้วยเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพ 
(Bioreactor) และวัดการเจริญเตบิโต

น�ำสาหร่ายสายพนัธุ์ดัง้เดมิ และสาหร่ายท่ีผา่นการ
คัดเลือกในอาหารท่ีมีสารก�ำจัดวัชพืชท่ีความเข้มข้น 
ตา่ง ๆ มาเพาะเลีย้งใน Bioreactor ขนาด 700 มิลลลิติร 
ในสภาวะให้แสง 16 ชัว่โมง และมืด 8 ชัว่โมง อณุหภมิู
ประมาณ 25 องศาเซลเซียส จ�ำนวน 3 ซ�ำ้ วดัการเจริญ
เตบิโตของสาหร่ายด้วยการหาน�ำ้หนกัแห้งโดยสุม่ตวัอยา่ง
สาหร่ายขนาดเลก็จาก Bioreactor ปริมาตร 5 มิลลลิติร 
น�ำมากรองผา่นกระดาษกรองท่ีทราบน�ำ้หนกั จากนัน้น�ำ
ไปอบแห้งท่ีอณุหภมิู 80 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง 
น�ำมาชัง่น�ำ้หนกัอีกครัง้และค�ำนวณหาน�ำ้หนกัแห้งของ
สาหร่ายทกุวนัเป็นเวลานาน 7 วนั การค�ำนวณน�ำ้หนกั
แห้ง และอตัราการเจริญเตบิโตจ�ำเพาะดงัสมการ 1 และ 2

น�ำ้หนกัแห้ง (กรัม/ลติร) = น�ำ้หนกักระดาษกรองและ
เซลล์ (กรัม) - น�ำ้หนกักระดาษกรอง (กรัม)	 สมการท่ี 1 

คา่อตัราการเจริญเตบิโตจ�ำเพาะ = (lnX2-lnX1) / t 
	 สมการท่ี 2 
เม่ือ X1 และ X2 คือ น�ำ้หนกัแห้งในวนัแรกและวนั

สดุท้ายของการเพาะเลีย้ง ตามล�ำดบั 
t คือ จ�ำนวนวนัของการเพาะเลีย้ง

การสกัดน�ำ้มันด้วยเคร่ืองอัลตราโซนิค
เก็บเก่ียวสาหร่ายด้วยเคร่ืองป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 

6,500 รอบ/นาที นาน 5 นาที ล้างตวัอยา่งสาหร่ายด้วย
น�ำ้กลัน่ 3 รอบ แล้วน�ำไปท�ำให้แห้งด้วยเคร่ือง freeze 
dryer สกดัน�ำ้มนัตามวิธีท่ีรายงานโดย ผกามาศ และ
คณะ (2560) โดยน�ำตวัอย่างสาหร่ายท่ีท�ำให้แห้งด้วย 
freeze dryer ปริมาณ 20 มิลลกิรัม ใสใ่นหลอดทดลอง
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ขนาด 15 มิลลลิติร เตมิสาร Folch solvent (คลอโรฟอร์ม: 
เมทานอล; 2:1) ปริมาตร 3 มิลลลิติร น�ำไปเขยา่ด้วยเคร่ือง 
vortex ให้สารผสมกนั จากนัน้น�ำเข้าเคร่ืองอลัตราโซนิค 
ท่ีความถ่ี 20 kHz ระดบัพลงังาน 40 วตัต์ ระยะเวลา  
10 นาที จ�ำนวนหลอดละ 4 รอบ จากนัน้เตมิ 0.9% โซเดียม
คลอไรด์ปริมาตร 1.2 มิลลลิติร ผสมสารด้วยเคร่ือง vortex 
น�ำไปป่ันเหว่ียงเพ่ือแยกเศษเซลล์ออกจากสว่นใสท่ีความเร็ว 
5,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้ท�ำการดดู
ของเหลวชัน้ลา่งสดุเพ่ือน�ำไปวิเคราะห์ปริมาณน�ำ้มนั

การวเิคราะห์น�ำ้มัน
วิเคราะห์ปริมาณน�ำ้มนัตามวิธีท่ีรายงานโดย Tanadul 

et al. (2014) โดยน�ำตวัอยา่งน�ำ้มนัท่ีได้จากการสกดัน�ำ้มนั
ด้วยเคร่ืองอลัตราโซนิคปริมาตร 30 ไมโครลติร หยดลง
บน PCR plate ตวัอย่างละสามหลมุ และหยด lipid 
standards ความเข้มข้น 2 มิลลกิรัม/มิลลลิติร ปริมาตร 
0, 2.5, 5, 10, 20, 40, 60 และ 80 ไมโครลติร ตามล�ำดบั 
ความเข้มข้นละ 3 หลมุเชน่กนั จากนัน้ท�ำการระเหยสาร 
folch solvent ออกจากตวัอยา่งด้วย heating block ท่ี 
90 องศาเซลเซียส จนกวา่ตวัอยา่งจะแห้ง จากนัน้เตมิกรด
ซลัฟิวริกเข้มข้นปริมาตร 100 ไมโครลติรด้วย multiple 
pipette ผสมสารให้เข้ากนัจ�ำนวน 10 ครัง้ จากนัน้น�ำไป
ใสใ่น heating block ท่ี 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
20 นาที ตัง้ทิง้ไว้ให้เยน็ท่ีอณุหภมิูห้อง วดัคา่การดดูกลนื
แสงด้วยเคร่ือง Spectrophotometer-plate reader ท่ี
ความยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร  หลงัจากนัน้เตมิกรดวา
นิลลนิ-ฟอสโฟริก ปริมาตร 50 ไมโครลติร ผสมให้เข้ากนั
จ�ำนวน 5 ครัง้ ตัง้ทิง้ไว้เป็นเวลา 10 นาที แล้ววดัคา่การ
ดดูกลนืแสงท่ีความยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร อีกครัง้หนึง่ 
ค�ำนวณหาปริมาตรน�ำ้มนัโดยการหกัลบของคา่การดดู
กลืนแสงก่อนเติมกับค่าการดูดกลืนแสงหลังเติม 
กรดวานิลลนิ-ฟอสโฟริกจะได้เป็นคา่การดดูกลนืแสงสทุธิ 
แทนค่าลงในสมการเส้นตรง lipid standard หน่วย
มิลลกิรัม/มิลลลิติร

การวเิคราะห์ผลการทดลอง
วิเคราะห์ข้อมลูปริมาณน�ำ้มนัจากการเพาะเลีย้ง

สาหร่ายใน bioreactor จ�ำนวน 3 ซ�ำ้ ด้วยโปรแกรม R 
วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely 
Randomized Design: CRD) วเิคราะห์ความแปรปรวน

ทางสถิตโิดยใช้วิธี Analysis of Variance (ANOVA) และ
ความแตกตา่งของคา่เฉลี่ยโดยวิธี Fisher’s LSD test 
(Fisher’s Least significant Difference test)

ผลการศกึษาและวจิารณ์

การชักน�ำการกลายพนัธ์ุแก่สาหร่าย Chlorella sp.
การชกัน�ำการกลายพนัธุ์แก่สาหร่ายขนาดเลก็โดย

การเตมิสารก�ำจดัวชัพืช quizalofop ท่ีระดบัความเข้มข้น 
1 ไมโครโมลาร์ เลีย้งในสภาวะเขยา่ สงัเกตการเจริญเตบิโต
เป็นระยะเวลา 10 วนั และเพ่ิมความเข้มข้นของสารก�ำจดั
วชัพืชเป็นล�ำดบั ผลการทดลองแสดงใน Figure 1 พบวา่ 
สาหร่ายท่ีเลีย้งในอาหารท่ีมีสารก�ำจัดวัชพืชเข้มข้น  
1 ไมโครโมลาร์ ในวนัท่ี 1 ถึงวนัท่ี 4 มีการเจริญเตบิโตท่ี
ปกติ ซึ่งสงัเกตได้จากเซลล์สาหร่ายท่ียงัมีสเีขียวพบวา่ 
เซลล์เร่ิมมีการตายบ้างเลก็น้อยในวนัท่ี 5 และวนัท่ี 6 ท�ำให้
เซลล์สาหร่ายมีสเีขียวท่ีอ่อนลง อยา่งไรก็ตาม เซลล์ได้
กลบัมามีสเีขียวเป็นปกตใินวนัท่ี 7 จนถงึวนัท่ี 10 ของการ
เพาะเลีย้ง เม่ือน�ำเซลล์สาหร่ายท่ีผา่นการคดัเลอืกในสาร
ก�ำจดัวชัพืช 1 ไมโครโมลาร์ มาเลีย้งในอาหารท่ีเพ่ิมความ
เข้มข้นของสารก�ำจดัวชัพืชเป็น 2.5 ไมโครโมลาร์ พบวา่ 
เซลล์สาหร่ายมีสอีอ่นลง ในวนัท่ี 2 จนถึงวนัท่ี 3 และเร่ิม
กลบัมามีสเีขียวปกตใินวนัท่ี 4 จนถึงวนัสิน้ สดุของการ
เพาะเลีย้ง เม่ือเพ่ิมความเข้มข้นของสารก�ำจดัวชัพืชเป็น 
5 ไมโครโมลาร์ พบวา่ เซลล์สาหร่ายเร่ิมมีสเีขียวท่ีออ่นลง
ในวนัท่ี 2 และออ่นลงเพ่ิมขึน้ และในวนัท่ี 4 เซลล์ได้เปลีย่น
จากสเีขียวออ่นเป็นสเีขียวน�ำ้ตาล แสดงวา่เซลล์มีการตาย
เพ่ิมมากขึน้ และเซลล์เปลีย่นเป็นสเีหลอืงออ่นในวนัท่ี 6 
ของการเพาะเลีย้ง อยา่งไรก็ตาม ในวนัท่ี 7 สงัเกตได้วา่
เซลล์สาหร่ายเร่ิมกลบัมามีสเีขียวออ่น ๆ อีกครัง้ จากนัน้
เซลล์สาหร่ายได้มีสเีขียวเข้มเพ่ิมขึน้เป็นระยะ ๆ จนถงึวนั
สิน้สดุการเพาะเลีย้ง เม่ือเพ่ิมความเข้มข้นของสารก�ำจดั
วชัพืชเป็น 7.5 ไมโครโมลาร์ พบวา่ เซลล์สาหร่ายมีสอีอ่น
ลงตัง้แตว่นัท่ี 1 ของการเพาะเลีย้ง และเปลีย่นเป็นสเีขียว
น�ำ้ตาลในวนัท่ี 3 ของการเพาะเลีย้ง และเปลีย่นเป็นสี
เหลอืงซีดในวนัท่ี 4 อยา่งไรก็ตาม ในวนัท่ี 5 ของการเพาะ
เลีย้ง เซลล์เร่ิมกลบัมามีสเีขียวออ่น และพฒันามาเป็นสี
เขียวปกตจินถงึวนัสิน้สดุการเพาะเลีย้ง เม่ือเพ่ิมความเข้ม
ข้นของสารก�ำจดัวชัพืชเป็น 10 ไมโครโมลาร์ พบวา่ ในวนั
ท่ี 2 เซลล์สาหร่ายเร่ิมเปลีย่นเป็นสเีขียวน�ำ้ตาล และเซลล์
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ได้ตายเพ่ิมขึน้เร่ือย ๆ  จนกระทัง่เปลีย่นเป็นสเีหลอืงซีดใน
วนัท่ี 7 อยา่งไรก็ตาม ในวนัท่ี 8 ของการเพาะเลีย้ง เซลล์
สาหร่ายกลบัมามีสเีขียวออ่นอีกครัง้หนึง่ และพฒันามา
เป็นสเีขียวเข้มจนสิน้สดุการเพาะเลีย้ง เม่ือเพ่ิมความเข้ม
ข้นของสารก�ำจดัวชัพืชเป็น 12.5 ไมโครโมลาร์ พบว่า 
เซลล์สาหร่ายมีสอีอ่นเพ่ิมขึน้เป็นระยะ ๆ และกลายเป็น
สขีาวจนสิน้สดุการเพาะเลีย้ง และไมส่ามารถกลบัมาเป็น
สีเขียวได้อีกเลย อย่างไรก็ตาม การเลีย้งสาหร่ายใน
อาหารท่ีมีสารก�ำจดัวชัพืชท่ีความเข้มข้น 15 ไมโครโมลาร์ 
ให้ผลเชน่เดียวกบัการเลีย้งในอาหารท่ีมีสารก�ำจดัวชัพืช
เข้มข้น 12.5 ไมโครโมลาร์ แตส่งัเกตเหน็ได้อยา่งชดัเจน
วา่ สาหร่ายมีอตัราการตายท่ีเร็วกวา่การเลีย้งในอาหาร
ท่ีมีสารก�ำจดัวชัพืชเข้มข้น 12.5 ไมโครโมลาร์

จากการทดลองจะเหน็ได้วา่ สาหร่ายท่ีเลีย้งอยูใ่น
อาหารเหลวจะมีสเีขียวเป็นปกต ิเน่ืองจากเซลล์สาหร่าย
สามารถเจริญเตบิโต และเพ่ิมจ�ำนวนเซลล์ในอาหารเหลว
ได้ แตเ่ม่ือเตมิสารก�ำจดัวชัพืชลงในอาหารในความเข้ม
ข้นท่ีต�่ำ (1-2.5 ไมโครโมลาร์) จะเห็นได้ว่าอาหารได้
เปลีย่นสเีป็นสเีขียวออ่น เน่ืองมาจากมีสาหร่ายบางเซลล์
ไมส่ามารถเจริญเตบิโตได้ สว่นสาหร่ายท่ีเจริญเตบิโตได้
ก็จะมีการแบ่งเซลล์ตลอดเวลา และเม่ือเวลาผ่านไป
สาหร่ายท่ีเจริญเติบโตนีไ้ด้แบง่เซลล์เพ่ิมขึน้เป็นจ�ำนวน
มาก ในขณะเดียวกนัสารก�ำจดัวชัพืชเร่ิมหมดฤทธ์ิ จงึ
ท�ำให้เหน็อาหารกลบัมาเป็นสเีขียวดงัปกต ิ เม่ือเตมิสาร
ก�ำจดัวชัพืชท่ีมีความเข้มข้นเพ่ิมมากขึน้ (5-10 ไมโครโมลาร์) 
ท�ำให้สาหร่ายตายอย่างรวดเร็ว อาหารจึงกลายเป็นสี
เขียวน�ำ้ตาล และเปลี่ยนเป็นสีเหลืองซีดในเวลาต่อมา 
หากแตส่ารก�ำจดัวชัพืชนัน้ ๆ ไมส่ามารถท�ำให้สาหร่าย
ทกุเซลล์ตายได้หมด ก็จะยงัคงท�ำให้สาหร่ายแบง่เซลล์
ได้ และท�ำให้อาหารกลบัมาเป็นสเีขียวได้อยา่งปกต ิหาก
ในอาหารมีการเติมสารก�ำจัดวชัพืชท่ีความเข้มข้นสูง 
(12.5-15 ไมโครโมลาร์) จะมีผลท�ำให้สาหร่ายตายอยา่ง
รวดเร็ว สงัเกตได้จากสอีาหารท่ีเปลีย่นเป็นสเีขียวน�ำ้ตาล 
น�ำ้ตาลอ่อน เหลืองซีด และเปลี่ยนเป็นสีขาวในท่ีสดุ 
แสดงให้เห็นว่าสาหร่ายทุกเซลล์ได้ตายหมด อย่างไร
ก็ตาม ในการทดลองครัง้นีไ้ด้คดัเลอืกสาหร่ายท่ีสามารถ
เจริญเตบิโตในอาหารท่ีมีสารก�ำจดัวชัพืชท่ีความเข้มข้น 
5, 7.5 และ 10 ไมโครโมลาร์ ซึง่แสดงให้เหน็วา่ท่ีความ
เข้มข้นนีมี้สาหร่ายบางเซลล์ท่ีไมส่ามารถสร้างกรดไขมนั
ไปใช้ในการเจริญเติบโตได้จงึท�ำให้ตายในท่ีสดุ และยงั

คงมีบางเซลล์ท่ีสามารถสร้างกรดไขมนัได้จงึเจริญเตบิโต
แบง่เซลล์ได้ตามปกต ิการทดลองครัง้นีใ้ห้ผลท่ีคล้ายคลงึ
กบัการทดลองท่ีเผยแพร่โดย American Museum of 
Natural History (2013) ท่ีชกัน�ำการกลายพนัธุ์ให้แก่
สาหร่าย Nannochloropsis salina โดยการเลีย้งใน
อาหารท่ีมีสารก�ำจดัวชัพืช sethoxydim ท่ีความเข้มข้น
เร่ิมต้น 0.2 ไมโครโมลาร์ ถงึ 400 มิลลโิมลาร์ และพบวา่ 
N. salina ท่ีเลีย้งในอาหารท่ีไมมี่สารก�ำจดัวชัพืชจะมีสี
เขียวเข้ม แตเ่ม่ือใสส่ารก�ำจดัวชัพืชลงไปในอาหารท�ำให้
เซลล์สาหร่ายเร่ิมตายและท�ำให้เห็นอาหารกลายเป็นสี
เหลอืงพบวา่ ท่ีความเข้มข้นของสารก�ำจดัวชัพืช 1 และ 
2 มิลลโิมลาร์ ยงัคงมีเซลล์สาหร่ายท่ีเจริญเตบิโตได้ และ
เม่ือเพ่ิมความเข้มข้นของสารก�ำจดัวชัพืชมากขึน้จะท�ำให้
อาหารกลายเป็นสขีาวหรือสส้ีมซึง่ไมมี่เซลล์สาหร่ายใดท่ี
สามารถเจริญเติบโตได้ จากการทดลองจะเห็นได้ว่า 
sethoxydim และ quizalofop เป็นสารก�ำจดัวชัพืชท่ีอยู่
ในกลุม่เดียวกนั แตส่ายพนัธุ์สาหร่ายท่ีใช้นัน้แตกตา่งกนั 
อาจจะเป็นไปได้ว่า N. salina มีความทนทานต่อสาร
ก�ำจดัวชัพืชได้ดีกวา่ Chlorella sp.

อัตราการเจริญเติบโต ผลผลิตชีวมวลและ
ประสิทธิภาพการผลิตชีวมวลของสาหร่ายที่ ผ่าน
การชักน�ำการกลายพันธ์ุ

อัตราการเจริญเติบโตของสาหร่าย บ่งบอกถึง
ประสิทธิภาพการเจริญเติบโต และปริมาณเซลล์ของ
สาหร่ายท่ีเพ่ิมขึน้ในแตล่ะวนั จาก Table 1 แสดงให้เหน็
ว่า อตัราการเจริญเติบโตของสาหร่ายท่ีผ่านการชกัน�ำ
การกลายพนัธุ์และสายพนัธุ์ดัง้เดิมไม่มีความแตกต่าง
กนัทางสถิต ิซึง่มีคา่อยูร่ะหวา่ง 0.18-0.20 % สอดคล้อง
กับ Wang et al. (2016) ท่ีชักน�ำการกลายพันธุ์แก่
สาหร่าย Nannochloropsis oceanica ด้วย EMS พบ
วา่ อตัราการเจริญเตบิโตของสายพนัธุ์กลาย LAMB001, 
LAMB002, LAMB003 ไมมี่ความแตกตา่งจากสายพนัธุ์
ดัง้เดมิ

เม่ือพิจารณาผลผลติชีวมวล และประสทิธิภาพการ
ผลติชีวมวลดงั Table 1 พบวา่ สาหร่ายท่ีผา่นการชกัน�ำ
การกลายพนัธุ์และสาหร่ายสายพนัธุ์ดัง้เดิมมีผลผลิต 
ชีวมวล 0.64-0.69 กรัม/ลติร และมีประสทิธิภาพการผลติ
ชีวมวลเทา่กบั 0.1 กรัม/ลติร/วนั ซึง่ไมแ่ตกตา่งกนัทางสถิต ิ
ให้ผลสอดคล้องกบัการทดลองของ Zhu et al. (2014) 
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ท่ีได้ชกัน�ำการกลายพนัธุ์ในสาหร่าย Nannochloropsis 
oceanica โดยใช้สารก�ำจดัวชัพืช quizalofopp-ethyl และ
พบวา่ สายพนัธุ์กลาย 4-38, KA2 และ 75B1 มีผลผลติ
ชีวมวลไมแ่ตกตา่งทางสถิตกิบัสายพนัธุ์ดัง้เดมิ Vigeolas 

et al. (2012) ศกึษาสาหร่าย Chlorella sorokiniana โดย
การชกัน�ำการกลายพนัธุ์ด้วยรังสอีลัตราไวโอเลต พบวา่
ประสทิธิภาพการผลติชีวมวลในสายพนัธุ์กลาย C4, C5, 
C6 และ C7 ไมมี่ความแตกตา่งกบัสายพนัธุ์ดัง้เดมิ

ปริมาณน�ำ้มัน และประสทิธิภาพการผลติน�ำ้มันของ
สาหร่ายที่ผ่านการชักน�ำการกลายพนัธ์ุ

วิเคราะห์การสะสมน�ำ้มันในสาหร่ายท่ีผ่านการ
ชกัน�ำการกลายพนัธุ์จ�ำนวน 3 สายพนัธุ์ เปรียบเทียบกบั
สายพนัธุ์ดัง้เดมิ โดยน�ำตวัอยา่งสาหร่ายแห้งปริมาตร 20 
มิลลกิรัม มาสกดัน�ำ้มนัโดยใช้เคร่ืองอลัตราโซนิค และ
วิเคราะห์ปริมาณน�ำ้มนัจากการวดัค่าการดดูกลืนแสง
เทียบกบัน�ำ้มนัมาตรฐาน จาก Table 1 พบวา่ สาหร่ายท่ี
ผา่นการชกัน�ำการกลายพนัธุ์ M7.5 และ M10 สามารถ
สะสมปริมาณน�ำ้มนัได้สงูกว่าสาหร่ายสายพนัธุ์ดัง้เดิม
อยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิตท่ีิระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดย
ให้ปริมาณน�ำ้มนั 0.85 และ 0.9% (ตามล�ำดบั) ซึง่สงูกวา่
ในสายพนัธุ์ดัง้เดมิท่ีมีปริมาณน�ำ้มนัอยู ่0.67% ถงึ 26.87 
และ 34.33% (ตามล�ำดบั) อยา่งไรก็ตาม สาหร่ายสาย
พนัธุ์กลาย M5 มีปริมาณน�ำ้มนั 0.62% ซึง่ไมแ่ตกตา่งทาง
สถิตกิบัสาหร่ายสายพนัธุ์ดัง้เดมิท่ีมีปริมาณน�ำ้มนั 0.67% 

Patel et al. (2016) ศกึษาการกลายพนัธุ์ในสาหร่าย 
Synechocystis PCC 6803 ด้วยวิธี EMS พบวา่ สายพนัธุ์
กลาย D7 มีปริมาณน�ำ้มนัสงูสดุเม่ือเทียบกบัสายพนัธุ์
ดัง้เดิมถึง 32.8% ชีใ้ห้เห็นว่าสาหร่ายท่ีผ่านการชกัน�ำ
การกลายพนัธุ์สง่ผลให้มีปริมาณน�ำ้มนัภายในเซลล์เพ่ิม
มากขึน้ Zhang et al. (2016) ศกึษาการชกัน�ำการกลาย
พนัธุ์ในสาหร่าย Desmodesmus sp. S81 และ G41 โดย
วิธี EMS พบวา่ สายพนัธุ์กลาย S5 และ G3 มีปริมาณ
น�ำ้มนัสงูสดุ 48.41% และ 46.01% (ตามล�ำดบั) ซึง่สงูกวา่
ในสายพนัธุ์ดัง้เดมิ Desmodesmus sp. S81 และ G41 
(ตามล�ำดบั) Doan และ Obbard (2012) ท�ำการชกัน�ำ
การกลายพนัธุด้์วย EMS ในสาหร่าย Nannochloropsis sp 
พบวา่ สายพนัธุ์กลาย MT-15 มีปริมาณน�ำ้มนัสงูสดุใน
ระยะ exponential phase (10 วนั) และ stationary phase 
(18 วนั) เทา่กบั 16.2 และ 50.8% ซึง่สงูกวา่ในสาหร่าย
พนัธุ์ดัง้เดมิ 7.6 และ 34% (ตามล�ำดบั)

Figure 1 The growth of microalgae cultured in media containing quizalofop at the concentration of 1, 2.5, 
5, 7.5, 10, 12.5, and 15 µM for 10 days
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เม่ือพิจารณาประสิทธิภาพการผลิตน�ำ้มนั พบว่า 
สาหร่ายท่ีผา่นการชกัน�ำการกลายพนัธุ์ M7.5 และ M10 
มีประสทิธิภาพการผลติน�ำ้มนั 0.14 และ 0.15 กรัม/ลติร/
วนั (ตามล�ำดบั) ซึง่สงูกวา่สาหร่ายสายพนัธุ์ดัง้เดิมท่ีมี
ประสทิธิภาพการผลติน�ำ้มนั 0.11 กรัม/ลติร/วนั อยา่งมี
นยัส�ำคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% จากการ
ทดลองเหน็ได้วา่ สาหร่าย M10 มีประสทิธิภาพการผลติ
น�ำ้มันสูงสุดและสูงกว่าสาหร่ายสายพันธุ์ดัง้เดิมถึง 
36.36% สอดคล้องกบัการทดลองของ Mehtani et al. 
(2017) ท่ีชกัน�ำการกลายพนัธุ์ในสาหร่าย Chlorella 
minutissima ด้วยวิธี EMS และพบวา่ สายพนัธุ์กลาย 
CM7 มีประสทิธิภาพในการผลติน�ำ้มนัสงูสดุ 0.1 กรัม/
ลติร/วนั ซึง่สงูกวา่ในสายพนัธุ์ดัง้เดมิท่ีมีประสทิธิภาพใน
การผลติน�ำ้มนั 0.04 กรัม/ลติร/วนั Zhang et al. (2016) 

ศึ ก ษ า ก า ร ชั ก น� ำ ก า ร ก ล า ย พั น ธุ์ ใ น ส า ห ร่ า ย 
Desmodesmus sp. S81 และ G41 โดยวิธี EMS พบวา่ 
สายพนัธุ์กลาย S5 และ G3 มีประสทิธิภาพการผลติน�ำ้มนั
สงูสดุ 0.019 และ 0.0017 กรัม/ลติร/วนั (ตามล�ำดบั) ซึง่
สงูกว่าในสาหร่ายสายพนัธุ์ดัง้เดิม Lee et al. (2014) 
ศกึษาการชกัน�ำการกลายพนัธุ์ด้วยวิธี EMS กบัสาหร่าย 
Chlamydmonas reinhardti พบวา่ สายพนัธุ์กลาย #128 
มีประสทิธิภาพการผลติน�ำ้มนัสงูสดุ 1.28 กรัม/ลติร/วนั 
ซึง่สงูกวา่สายพนัธุ์ดัง้เดมิ 1.01 กรัม/ลติร/วนั ถงึ 25% Ma 
et al. (2013) ศึกษาการชกัน�ำการกลายพนัธุ์ด้วยวิธี 
heavy-ion irradiation mutagenesis กับสาหร่าย 
Nannochloropsis oceanica IMET1 พบวา่สายพนัธุ์
กลาย HP-1 มีประสทิธิภาพการผลติน�ำ้มนัเพ่ิมขึน้ 28% 
จาก 0.21 กรัม/ลติร/วนั เป็น 0.27 กรัม/ลติร/วนั

Table 1 Specific growth rate, Biomass, Biomass productivity, Lipid content and Lipid productivity of wild 
type and mutagenized cells

Algal 
strain

Specific growth 
rate (%)

Biomass
(g/L)

Biomass 
productivity

(g/L/d)

Lipid content
(%)

Lipid productivity
(g/L/d)

WT 0.18 ± 0.02a 0.68 ± 0.06a 0.10 ± 0.01a 0.67 ± 0.03b 0.11 ± 0.00a
M5 0.20 ± 0.03a 0.64 ± 0.03a 0.10 ± 0.01a 0.62 ± 0.04b 0.10 ± 0.01a

M7.5 0.20 ± 0.01a 0.67 ± 0.07a 0.10 ± 0.00a 0.85 ± 0.67a 0.14 ± 0.01b
M10 0.20 ± 0.01a 0.69 ± 0.04a 0.10 ± 0.01a 0.90 ± 0.09a 0.15 ± 0.01b
F test ns ns ns ** **

Data in the column followed by different letter are significantly different based on Fisher’s LSD test
**Significant difference at (P < 0.01)

สรุป 

สาหร่ายสายพนัธุ์ M7.5 และ M10 ท่ีผา่นการชกัน�ำ
การกลายพนัธุ์ด้วยการเลีย้งในอาหารท่ีมีสารก�ำจดัวชัพืช 
7.5 และ 10 ไมโครโมลาร์ มีปริมาณน� ำ้มันและ
ประสิทธิภาพการผลิตน�ำ้มนัสงูกว่าสาหร่ายสายพนัธุ์
ดัง้เดมิถงึ 34.33% และ 36.36% (ตามล�ำดบั) จากงาน
วิจยันีชี้ใ้ห้เหน็วา่ การปรับปรุงพนัธุ์สาหร่ายด้วยการชกัน�ำ
การกลายพันธุ์ โดยใช้สารก�ำจัดวัชพืชสามารถท�ำให้
สาหร่ายผลติน�ำ้มนัภายในเซลล์เพ่ิมขึน้ได้ สามารถน�ำไป
ประยุกต์ใช้เป็นแนวทางในการปรับปรุงพนัธุ์สาหร่าย
ขนาดเลก็เพ่ือเพ่ิมความสามารถในการสะสมน�ำ้มนัของ
สาหร่าย เพ่ือน�ำมาใช้เป็นวตัถดุิบในการผลิตเชือ้เพลิง
ชีวภาพในอนาคตได้
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