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การเติบโตและองค์ประกอบกรดไขมันของไดอะตอมท้องน�้ำ Nitzschia 
BUUC1501 ที่เลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิค

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

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

ไดอะตอม (diatom) เป็นจุลินทรีย์กลุ่มสาหร่าย

เซลล์เดียวที่ด�ำรงชีวิตคล้ายกับพืชโดยสร้างอาหารเอง

จากกระบวนการสังเคราะห ์ด ้วยแสงที่ตรึงก ๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ผ่านกระบวนการ Calvin-Bensen 

cycle เรียกรูปแบบการเติบโตแบบนี้ว่าแบบออโตโทร

ฟิค (autotrophic growth) ไดอะตอมท้องน�ำ้ (benthic 

diatom) สามารถเติบโตในที่มืดได้ด้วย โดยดูดซึมสาร

อนิทรย์ีคาร์บอนเพือ่ใช้เป็นแหล่งพลงังาน เป็นรปูแบบ

การเติบโตแบบเฮเทอโรโทรฟิค (heterotrophic 

growth) และไดอะตอมที่เติบโตภายใต้สภาวะที่มีท้ัง

แสงและสารอนิทรย์ีคาร์บอนเรยีกว่าการเตบิโตแบบมิ

กโซโทรฟิค (mixotrophic growth) ซ่ึงแต่ละรูปแบบ

การเติบโตของไดอะตอมมีแหล่งพลังงานและแหล่ง

คาร์บอนต่างชนดิกนั เซลล์จงึมกีระบวนการเมแทบอลิ

ซึมแตกต่างกัน ส่งผลให้การเติบโตและสารประกอบ

ทางชีวภาพภายในเซลล์มีความแตกต่างกันได้ (Low-

rey et al., 2015) ทั้งนี้ไดอะตอมจะสร้างพลังงานและ

อาหารสะสมในรปูของไขมนั ไดอะตอมจึงถอืเป็นแหล่ง

ของกรดไขมัน โดยเฉพาะในกลุ่มกรดไขมันเชิงซ้อน 

(polyunsaturated fatty acids, PUFAs) เช่น eicosa-

pentaenoic acid หรอื EPA (20:5n3) ทีเ่ป็นสารตัง้ต้น

ในการผลิตฮอร์โมนต่างๆ  เช่น prostaglandins และ

มีฤทธิ์ต้านการอักเสบและภูมิแพ้ตนเอง นอกจากนี้ยัง

มผีลต่อพฒันาการและการเตบิโตของสตัว์น�ำ้ (Wah et 

al., 2015) 

ไดอะตอมท้องน�้ำ Nitzschia BUUC1501 ที่แยก

ได้จากบ่อพักน�้ำในฟาร์มเลี้ยงกุ้งขาว อ�ำเภอท่าใหม่ 

จังหวัดจันทบุรี เป็นหนึ่งในไดอะตอมที่สามารถเติบโต

ได้ทัง้สภาวะออโตโทรฟิค มกิโซโทรฟิคและเฮเทอโรโทร

ฟิค แต่ไดอะตอมเตบิโตได้ดทีีส่ดุเมือ่เพาะเลีย้งในขวด

รปูชมพู่ขนาด 250 มล. ภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค รอง

ลงมาคือสภาวะมิกโซโทรฟิค (มะลิวัลย์ และคณะ, 

2559) ดงันัน้งานวจัิยคร้ังนีจึ้งได้ทดลองขยายปรมิาตร

การเพาะเลี้ยงไดอะตอม Nitzschia BUUC1501 ภาย

ใต้สภาวะออโตโทรฟิคและมกิโซโทรฟิค เป็น 2 ล. ทีใ่ห้

ความเข้มแสงเท่ากับการทดลองในขวดรูปชมพู่เพื่อ

ตดิตามการเตบิโต ปรมิาณไขมนัและองค์ประกอบกรด

ไขมันของไดอะตอม เพราะการทดลองในขวดรูปชมพู่

นัน้ยงัไม่ทราบข้อมลูปริมาณไขมันและกรดไขมนัในได

อะตอม ท้ังน้ีข้อมูลที่ได้จะน�ำไปเป็นแนวทางในการ

เพาะเล้ียงไดอะตอมดังกล่าวส�ำหรับเป็นแหล่งกรดไข

มันเพื่อน�ำไปใช้ประโยชน์ในด้านอื่นๆ  ต่อไป 

วิธีการศึกษา

การเพาะเลี้ยงไดอะตอม Nitzschia BUUC1501 

ภายใต้สภาวะออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิค

	 เพาะเล้ียงไดอะตอม Nitzschia BUUC1501 ท่ี

แยกได้จากบ่อพักน�้ำในฟาร์มเลี้ยงกุ ้งขาว อ�ำเภอ

ท่าใหม่ จังหวัดจันทบุรี ในขวดแก้วท่ีมีบรรจุอาหาร 2 

ล. เติมหัวเช้ือไดอะตอม 10% ของปริมาตรการเล้ียง 

วางขวดเลีย้งในห้องปฏิบตักิารทีม่อีณุหภมู ิ27±2 องศา

เซลเซยีส เตมิอากาศทีผ่่านไส้กรองรูพรนุ 0.22 ไมครอน 

และให้แสง 4,300 ลักซ์ ตลอดเวลา ทดลองเพาะเลี้ยง

ไดอะตอมให้มีรูปแบบการเติบโตที่แตกต่างกัน 2 

สภาวะ คือ (1) สภาวะการเติบโตแบบออโตโทรฟิค โดย

เพาะเลี้ยงไดอะตอมด้วยอาหารสูตรของกิลลาร์ด หรือ 

F/2 (Guillard, 1973) อาหารดังกล่าวเตรียมจากน�้ำ

ทะเลความเคม็ 30 ppt และผ่านการน่ึงฆ่าเชือ้ และ (2) 

สภาวะการเติบโตแบบมิกโซโทรฟิค ท่ีเพาะเลี้ยงได

อะตอมในอาหารสูตร F/2 ผสมอาหารสูตร Nutrient 

broth (NB medium) ท่ีมีส่วนประกอบของเปปโตน 

ยีสต์สกัดและเน้ือสกัดในปริมาณ 5, 2 และ 1 ก./ล. 

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

(ชมพูนุท และคณะ, 2544) อาหารเตรียมจากน�้ำทะเล

ความเค็ม 30 ppt และผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อเช่นเดียวกับ

สภาวะออโตโทรฟิค แต่ละสภาวะการทดลองท�ำ 3 ซ�้ำ 

ตลอดการทดลอง 9 วัน ได้นับเซลล์ด้วยสไลด์นับเม็ด

เลอืด น�ำค่าทีไ่ด้ไปค�ำนวณอตัราการเตบิโตจ�ำเพาะของ

ไดอะตอม (specific growth rate, m) ในหน่วยต่อวัน 

ดังน้ี μ=(lnC
2
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1
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2
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1
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ตามล�ำดับ และค�ำนวณผลผลิตเซลล์ (biomass pro-

duct iv i ty ,  P
max

)  ในหน ่วยเซลล ์ /ล . /วัน  ดั งนี้ 

P
max

=C
max

×μ โดยที่ C
max

 คือ ความหนาแน่นเซลล์

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

1998) ซึง่วนัสดุท้ายของการทดลองได้เกบ็เซลล์มาป่ัน

เหวี่ยง และท�ำให้แห้งด้วยเครื่อง Freeze dryer (รุ่น 

Beta 1-8 LO plus, Martin Christ) 

การวิเคราะห์ปริมาณไขมันและองค์ประกอบกรด

ไขมันของไดอะตอม Nitzschia BUUC1501 

น�ำเซลล์แห้ง 50 มก. มาสกัดไขมันตามวิธีของ 

Folch et  a l .  (1957) โดยใช ้สารละลายผสม 

Chloroform:Methanol เมื่อได้สารละลายไขมันจะน�ำ

ไประเหยตัวท�ำละลายด้วยเครื่อง Rotary evaporator 

(รุ่น R-210, Buchi) พ่นด้วยก๊าซไนโตรเจนและช่ังน�้ำ

หนักเพื่อหาน�้ำหนักไขมัน จากน้ันละลายไขมันด้วย

สารละลายผสม Chloroform:Methanol ท่ีผสม BHT 

แล้วท�ำการทรานเอสเทอริฟิเคชั่น (tranesterification) 

ด้วยวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ Christie (2003) และน�ำ

สารละลายไประเหยและเป่าแห้งด้วยก๊าซไนโตรเจน 

จากนั้นละลายกรดไขมันด้วย n-hexane ปริมาตร 1 

มล. น�ำสารละลายกรดไขมันไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง

ก๊าซโครมาโทกราฟี (รุ่น 7890A, Agilent) ที่มีอุปกรณ์

ตรวจวัดเป็น Flame Ionization Detector (FID) 

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

ฉีดตัวอย่าง 1 ไมโครลิตร แบบ split (5:1) อัตราการ

ไหลของก๊าชฮีเลียม 1.1 มล./นาที อุณหภูมิจุดฉีดสาร 

240 องศาเซลเซยีส และอณุหภมู ิdetector 260 องศา

เซลเซียส โดยเริ่มต้นที่ 35 องศาเซลเซียส คงอุณหภูมิ

ไว้นาน 0.5 นาที จากนั้นเพิ่มอุณหภูมิเป็น 170 องศา

เซลเซียส ด้วยอัตรา 3 องศาเซลเซียส/นาที และคง

อุณหภูมิไว้ 3 นาที แล้วเพิ่มอุณหภูมิเป็น 240 องศา

เซลเซยีส ด้วยอตัรา 2 องศาเซลเซียส/นาท ีคงไว้ 3 นาที 

รวมเวลาวิเคราะห์ 86.5 นาที จ�ำแนกชนิดกรดไขมัน

โดยเปรียบเทียบกับ Retention Time ของกรดไขมัน

มาตรฐาน 37 Component FAME Mix (Supelco)

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

วิเคราะห์ความแปรปรวนและเปรียบเทียบความ

แตกต่างของข้อมูลการเติบโตจ�ำเพาะ ความหนาแน่

เซลล์สงูสดุ ผลผลติมวลชวีภาพและปรมิาณกรดไขมนั

ของไดอะตอม ด้วยวิธี T-Test ท่ีระดับความเช่ือมั่น 

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

sion 15

ผลการศึกษาและวิจารณ์

การเติบโตของไดอะตอมท้องน�้ำ Nitzschia 

BUUC1501 ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะออโตโทร

ฟิคและมิกโซโทรฟิค

	 ไดอะตอม Nitzschia sp. BUU1501 ที่เพาะเลี้ยง

ภายใต้สภาวะออโตโทรฟิคและมิกโซโทรฟิคสามารถ

เติบโตเข้าสู่ระยะทวีคูณ (log phase) ได้โดยท่ีไม่มี

ระยะพักเซลล์ (lag phase) (Figure 1) และเซลล์ท่ี

เพาะเลีย้งภายใต้สภาวะออโตโทรฟิคมอีตัราการเติบโต

สูงกว่าสภาวะมิกโซโทรฟิค (P≤0.05) รวมถึงผลผลิต

มวลชีวภาพไดอะตอมที่เพาะเลี้ยงแบบสภาวะออโต

โทรฟิคมค่ีาสูงกว่าเซลล์ท่ีเพาะเล้ียงในสภาวะมกิโซโทร

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

จากหลายงานวิจัยท่ีพบว่าไดอะตอม Synedra acus 

และสาหร่ายสีเขียว Chlorella เติบโตได้ดีเมื่อเพาะ

เล้ียงภายใต้สภาวะมิกโซโทรฟิค (Shishlyannikov et 

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

แบบมิกโซโทรฟิคในงานวิจัยน้ีใช้แหล่งคาร์บอนเป็น
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การวิเคราะห์องค์ประกอบกรดไขมันของได

อะตอม Nitzschia BUUC1501 

	 วเิคราะห์ปรมิาณไขมนัในไดอะตอมในวนัที ่9 ของ
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ระยะทวีคูณ (log phase) ระยะคงที่ (stationary 

phase) และระยะตาย (death phase) จะมีปริมาณ

ไขมันเพิ่มสูงขึ้นตามล�ำดับ เพราะปริมาณสารอาหาร

ลดลง เซลล์จึงสะสมพลังงานและอาหารไว้ในรูปของ
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โตโทรฟิคที่มีปริมาณ 18.83±0.58% ของน�้ำหนักแห้ง 

(P≤0.05) (ไม่ได้แสดงข้อมูล) ซึ่งการเพาะเลี้ยงได

อะตอมภายใต้สภาวะมกิโซโทรฟิค เซลล์ได้รบัคาร์บอน

ทั้งสารอินทรีย์ (กลูโคส) และสารอนินทรีย์ (ก๊าซ
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Table 1 	 Specific growth, maximum cell density and biomass productivity of Nitzschia sp. BUU1501 under 

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

Growth condition Specific growth rate

(day-1)

Maximum cell density

(x104 cells/mL)

Biomass productivity
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เพยีงอย่างเดียว จงึส่งผลให้เซลล์ท่ีเติบโตในสภาวะมกิ

โซโทรฟิคน�ำคาร์บอนไปสร้างมวลชวีภาพและสะสมใน

รูปไขมันได้รวดเร็ว (Bhatnagar et al., 2010) 

จาก Table 2 แสดงให้เห็นว่า ไดอะตอมท่ีเพาะ

เลีย้งในสภาวะออโตโทรฟิคและมกิโซโทรฟิคมปีรมิาณ

กรดไขมนัอิม่ตวั (saturated fatty acids, SFAs) 72.56 

และ 71.41% ของกรดไขมันทั้งหมด ซึ่งสูงกว่ากรดไข

มันไม่อิ่มตัว (unsaturated fatty acid) เช่นเดียวกับได

อะตอม Chaetoceros gracilis ที่มีกรดไขมันอิ่มตัวสูง

กว่ากรดไขมันไม่อิ่มตัวตลอดระยะการเติบโตจนถึง

ระยะตาย (Pratiwi et al., 2009) และผลการทดลอง

พบว่าไดอะตอม Nitzschia BUUC1501 มี palmitic 

acid (16:0) สูงกว่ากรดไขมันอิ่มตัวชนิดอื่น ทั้งนี้เป็น

ลักษณะเฉพาะของสาหร่ายในกลุ่ม Bacillariophy-

ceae หรอืไดอะตอมทีม่กัพบกรดไขมนัชนดินีส้ะสมใน

เซลล์สูงที่สุด เพื่อท�ำหน้าที่เกี่ยวกับการสะสมพลังงาน

ของไดอะตอม โดยกรดไขมันชนิดนี้จะมีปริมาณสูงขึ้น

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

Fatty acid Autotrophic growth Mixotrophic growth P-value

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

PUFAs 4.38±3.82 ND ND

Remark: ND was not detected.

สรุป

การเพาะเลี้ยงไดอะตอม Nitzschia BUUC1501 

ในขวดปริมาตร 2 ล. พบว่าเซลล์ให้ผลผลติมวลชวีภาพ

สงูสดุเม่ือเพาะเลีย้งภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค โดยให้

ผลผลิตมวลชีวภาพสูงกว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงภายใต้

สภาวะมิกโซโทรฟิค 2.2 เท่า แต่เซลล์ที่เพาะเลี้ยงภาย

ใต้สภาวะมิกโซโทรฟิคมีไขมันและกรดไขมันไม่อิ่มตัว

เชิงเดี่ยวสะสมสูงกว่าสภาวะออโตโทรฟิค ส่วนกรดไข

มนัชนดิ eicosapentaenoic acid พบเฉพาะในเซลล์ที่

เพาะเลี้ยงในสภาวะออโตโทรฟิคเท่านั้น 

ค�ำขอบคุณ

งานวิจัยได ้รับทุนสนับสนุนการวิจัยจากงบ

ประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบ

ประมาณแผ่นดิน) ประจ�ำปีงบประมาณ พ.ศ. 2560 

มหาวิทยาลัยบูรพา ผ่านส�ำนักงานคณะกรรมการการ

วิจัยแห่งชาติ เลขที่สัญญา 124/2560

(Mansour et al., 2003) การเพาะเลีย้งในสภาวะมิกโซ

โทรฟิคมีชนิดและปริมาณรวมของกรดไขมันเชิงเดี่ยว 

(monounsaturated fatty acids, MUFAs) สูงกว่า

สภาวะออโตโทรฟิค (P≤0.05) โดยเฉพาะอย่างยิง่ oleic 

acid (18:1n9c) ที่มีความส�ำคัญในการเริ่มสร้างกรด

ไขมันมันไม ่อิ่มตัวเชิงซ ้อน หรือ PUFAs ด ้วย

กระบวนการ desaturation และ elongation และมัก

พบว่าหากปริมาณ oleic acid ลดลงก็จะพบ PUFAs 

เพิ่มสูงขึ้น (Pratiwi et al., 2009) แต่ในงานวิจัยนี้พบ

ว่า EPA (20:5n3) จะมเีฉพาะในเซลล์ทีเ่พาะเลีย้งภาย

ใต้สภาวะออโตโทรฟิคเท่าน้ัน ท้ังน้ีอาจเน่ืองจากได

อะตอมเติบโตได้ดใีนสภาวะนี ้ดงันัน้ไดอะตอมจะผลติ

ออกซเิจนได้สงูกว่าเซลล์ทีเ่ลีย้งในสภาวะมกิโซโทรฟิค 

ซึ่งออกซิเจนมีความจ�ำเป็นในกระบวนการ desatura-

tion และ elongation เพื่อสร้างกรดไขมันในกลุ่ม ω-3 

ซึ่งรวมถึง EPA ด้วย (Wen and Chen, 2003)
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