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บทคัดย่อ 

สไปรูลิน่า (Spirulina) ถกูนํามาบริโภคในรูปอาหารเสริมมนษุย์ และใช้เป็นส่วนผสมในอาหาร
สตัว์ อย่างแพร่หลาย โดยเฉพาะในอุตสาหกรรมสตัว์นํา้ การเพาะเลีย้งโดยทัว่ไปนิยมทําในบ่อเปิด
กลางแจ้ง ซึง่เป็นสภาวะท่ีมีการเปล่ียนแปลงของสิ่งแวดล้อมอยู่ตลอดเวลา เช่น การระเหยของนํา้ซึง่ทํา
ให้ความเข้มข้นของสารอาหารในบ่อเลีย้งเพ่ิมขึน้ในระหว่างวนั ซึ่งเป็นปัญหาอย่างหนึ่งท่ีมีผลต่อการ
เจริญเติบโตและส่งผลให้ได้ผลผลิตชีวมวลต่ําและยงัมีผลต่อองค์ประกอบทางชีวเคมีต่าง ๆ ในเซลล์อีก
ด้วย ดงันัน้เพ่ือให้เข้าใจถึงกลไกการปรับตวัของ Spirulina ท่ีต้องอยู่ในสภาวะความเข้มข้นเกลือสงู 
งานวิจัยนีจ้ึงศึกษาผลของสภาวะความเข้มข้นเกลือสูงท่ีมีต่อการเจริญเติบโต ปริมาณคลอโรฟิลล์ 
กิจกรรมการสงัเคราะห์แสงและการหายใจ รวมถึงองค์ประกอบของกรดไขมนัในเมมเบรน โดยได้ทําการ
เพาะเลีย้ง Spirulina สายพนัธุ์ C1 ในอาหารสตูร Zarrouk’s ปกติ (0.017 M NaCl) และ สตูรความ
เข้มข้นเกลือสงู (0.5 M NaCl) โดยวดัการเจริญเติบโต วิเคราะห์อตัราเจริญเติบโตจําเพาะสงูสดุ, (μ) 
อตัราการสงัเคราะห์แสง, และอตัราการหายใจและองค์ประกอบของกรดไขมนัในพลาสมาเมมเบรน 
(Plasma membrane, PM) และไธลาคอยด์เมมเบรน (Thylakoid membrane, TM) ของเซลล์ท่ีอยู่ใน
ระยะ exponential phase (วนัท่ี 4)  และ stationary phase (วนัท่ี 7) ซึง่งานวิจยันีพ้บว่า เซลล์ท่ี
เพาะเลีย้งด้วยอาหารสตูรความเข้มข้นเกลือสงูมีการเจริญเติบโตต่ํากว่า (μ = 0.016 hr-1) เซลล์ท่ี
เพาะเลีย้งด้วยอาหารสตูรปกติ (μ = 0.025 hr-1) อีกทัง้ความเข้มข้นเกลือสงูมีผลให้ปริมาณคลอโรฟิลล์
ลดลงด้วย ในส่วนของกิจกรรมการสงัเคราะห์แสงนัน้ พบว่า ความเข้มข้นเกลือสูงส่งผลในการยบัยัง้
อตัราการสงัเคราะห์แสงประมาณ 55% และ 67% ในเซลล์ท่ีมีอาย ุ4 และ 7 วนัท่ี ตามลําดบั และเม่ือ
ศึกษาผลอย่างฉับพลนัของเกลือความเข้มข้นสูงท่ีมีต่ออตัราการสงัเคราะห์แสงและหายใจนัน้ พบว่า
เซลล์ท่ีอยู่ในสภาวะ 0.5 M NaCl ในระยะเวลาเพียง 30 นาที มีอตัราการสงัเคราะห์แสงลดลงถึง 50% 
เม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์ท่ีอยูใ่นสภาวะปกต ิอย่างไรก็ตาม กลบัพบว่าเซลล์ท่ีอยู่ในสภาวะปกติและท่ีอยู่
ในสภาวะ 0.5 M NaCl มีอตัราการหายใจใกล้เคียงกนัในช่วงระยะ 30 นาทีแรก แตใ่นเวลาตอ่มาอตัรา
การหายใจของเซลล์ท่ีอยู่ในสภาวะ 0.5 M NaCl  จะเพิ่มขึน้อย่างรวดเร็วถึง 4-5 เท่า  สําหรับผลของ
เกลือความเข้มข้นสูงท่ีมีต่อองค์ประกอบของกรดไขมนับนเมมเบรน พบว่า สดัส่วนของกรดไขมนัไม่
อ่ิมตวัในเมมเบรนของเซลล์ท่ีเจริญเติบโตในอาหารท่ีมี 0.5 M NaCl จะสงูกว่าเซลล์ท่ีเจริญในอาหาร
ปกติ และเป็นท่ีน่าสนใจคือเซลล์ท่ีเจริญในอาหารท่ีมีเกลือความเข้มข้นสงูนีจ้ะมีสดัส่วนของกรดไขมนั
อ่ิมตัวต่อกรดไขมันไม่อ่ิมตัวในส่วนของพลาสมาเมมเบรนค่อนข้างสูง ซึ่งพบในเซลล์ท่ีอยู่ในระยะ 
exponential phase ดงันัน้อาจกลา่วได้วา่กรดไขมนัไมอ่ิ่มตวัมีบทบาทในการรักษาเสถียรสภาพของเมม
เบรนให้คงสภาพอยูไ่ด้ภายใต้สภาวะเครียดจากความเคม็เพ่ือให้เซลล์อยูร่อดในสิง่แวดล้อมใหม ่
 
คําสําคญั : สไปรูลนิ่า กรดไขมนั พลาสมาเมมเบรน ไธลาคอยด์เมมเบรน การสงัเคราะห์แสง การหายใจ 
สภาวะเครียดจากเกลือ 
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Abstract 

Spirulina has been extensively used for health food and animal feed, especially for 
aquaculture feed. Typically, large scale cultivation is conducted in the open pond that has to 
encounter the fluctuated environmental conditions.  For outdoor cultivation, the water 
evaporation during day time increases the salt concentration in culture medium.  The salinity 
stress is one of the major obstacles to impede production of biomass and biological 
compositions of Spirulina. Therefore, to understand insight into the acclimation of Spirulina to 
high salinity, the effect of high salt concentration on cell growth, chlorophyll concentration, 
photosynthetic activity, respiration and fatty acids composition of membrane lipids in Spirulina 
platensis strain C1 were investigated. We found that the inhibition of growth and the reduction 
of chlorophyll concentration of Spirulina were detected under high salt medium (0.5 M NaCl). 
Cells grown in 0.5 M NaCl containing medium had lower specific growth rate (μ = 0.016 hr-1) 
than that of normal medium grown cells (μ = 0.025 hr-1). The photosynthetic activity of 0.5 M 
NaCl grown cells was reduced by 55% and 67% of 4 and 7 day-old, respectively. Moreover, 
the rapid reduction of photosynthetic activity (50%) was insisted by exposure the normal 
grown cells to 0.5 M NaCl within 30 min. Nevertheless, the response of respiration was 
delayed until the first 30 min and after that a 4-5 –fold increase in respiration rate was 
detected. The analysis of fatty acid composition of membrane lipids revealed that high salt 
concentration influenced the fatty acid composition of membrane lipids. The proportion of 
unsaturated fatty acids in membranes of high salt grown cells was slightly higher than that of 
normal grown cells. Surprisingly, the ratio of total unsaturated to total saturated fatty acids in 
plasma membrane was significantly enhanced after exposure to 0.5 M NaCl for exponential 
cells. The result indicated that change of fatty acid composition of membrane lipids 
especially; unsaturated fatty acids might be involved the adaptation of S. platensis strain C1 
to cope with the salt stress. 
 

 

Keywords: Spirulina, fatty acid, plasma membrane, thylakoid membrane, photosynthetic 
activity, respiration, salt stress 
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บทนํา  

สไปรูลนิ่า (Spirulina platensis)  เป็นไซยาโนแบคทีเรีย (cyanobacteria) ท่ีมีปริมาณโปรตีนสงู
ถึงร้อยละ 50-70 ของนํา้หนกัแห้ง มีปริมาณลปิิดร้อยละ 2 ถึง 9 ของนํา้หนกัแห้ง และ มีกรดไขมนัจําเป็น
ชนิดไมอ่ิ่มตวั ได้แก่ กรดลิโนลนิิค (linoleic acid, (C18:2 ( 9,12)) และ กรดแกมมา่ลโินลนิิค ( -
linolenic acid, (C18:3 ( 6,9,12), GLA) ประมาณร้อยละ 40 ของกรดไขมนัทัง้หมด หรือ ประมาณ
ร้อยละ 1.0-1.5 ของนํา้หนกัแห้ง ทัง้นีย้งัประกอบด้วย โพลแิซคคาไรด์ (polysaccharide) รวมทัง้ แร่ธาต ุ
และ วิตามนิตา่งๆ โดยเฉพาะวิตามนิบี 12 (B12) จากคณุสมบตัดิงักลา่วข้างต้นประกอบกบัยงัไมมี่
รายงานท่ีบง่ถงึความเป็นพษิของ Spirulina จงึทําให้มีอตุสาหกรรมหลายประเภทท่ีใช้ Spirulina เป็น
วตัถดุบิ เชน่ อาหารเสริมสขุภาพในมนษุย์ อตุสาหกรรมเคร่ืองสําอาง และอตุสาหกรรมอาหาร สําหรับ
ตลาดชีวมวล (biomass) ของสาหร่ายขนาดเลก็มีขนาดประมาณ 5,000 ตนัตอ่ปี คดิเป็นมลูคา่ประมาณ 
1.25×109 $US ตอ่ปี โดย Spirulina มีสดัสว่นการผลติมากท่ีสดุประมาณ 3,000 ตนัตอ่ปี (Pulz & 
Gross, 2004) ซึง่ BioNat.net ได้ประมาณการผลผลติโลกของ Spirulina ในปี 2020 ไว้วา่จะสงูถงึ 
220,000 ตนัตอ่ปี 

ปัจจบุนั (2010) Spirulina เกรดอาหารสตัว์ท่ีนําเข้าจากประเทศจีนสามารถจําหน่ายได้ใน
ราคาเพียง 200-400 บาทตอ่กิโลกรัมแห้งผลติ ในขณะท่ี Spirulina ท่ีผลติและจําหนา่ยในประเทศไทยมี
ราคาไมต่ํ่ากวา่ 400 บาทตอ่กิโลกรัมแห้งซึง่เป็นผลมาจากต้นทนุสารเคมีท่ีใช้เป็นอาหารเพาะเลีย้งท่ีมี
ราคาสงูและยงัต้องนําเข้าจากตา่งประเทศ โดยเฉพาะโซเดียมไบคาร์บอเนต (Sodium bicarbonate, 
NaHCO3) ซึง่เป็นใช้เป็นแหลง่คาร์บอนหลกัและต้องใช้ในปริมาณสงู (8-16.8 g L-1) โดยมีราคา
ประมาณ 15 บาทตอ่กิโลกรัมแห้ง การผลติ Spirulina ในเชิงพาณิชย์นิยมเพาะเลีย้งในบอ่เปิดขนาด
ใหญ่กลางแจ้งซึง่เป็นสภาวะท่ีเซลล์ต้องพบกบัการเปล่ียนแปลงของสภาวะแวดล้อมตา่ง ๆ เชน่ อณุหภมูิ
ในบอ่และอณุหภมูิอากาศรวมทัง้ความเข้มแสงในระหวา่งวนัตลอดเวลา โดยเฉพาะในประเทศไทย
ในช่วงเดือนมีนาคมถึงเดือนเมษายนเป็นช่วงท่ีมีอณุหภมูแิละความเข้มแสงคอ่นข้างสงู พบวา่ตอน
กลางวนัจะมีการระเหยของนํา้ในบอ่เพาะเลีย้งจงึเป็นทําให้ความเข้มข้นของสารอาหารในรูปเกลือ
เพิ่มขึน้ (Voshak และ Richnomd, 1988) ประกอบกบัผู้สนใจเพาะเลีย้ง Spirulina ต้องการลดต้นทนุ
การผลติด้วยการใช้นํา้จากแหลง่ธรรมชาตโิดยเฉพาะนํา้กร่อยหรือนํา้ทะเลมาทดแทนการใช้นํา้จืดซึง่ใน
บางพืน้ท่ีมีความขาดแคลนและมีราคาสงู ซึง่ปัจจยัดงักลา่วนีมี้ผลโดยตรงตอ่เซลล์ท่ีจะต้องมีกลไกในการ
ปรับตวัเพ่ือให้สามารถเจริญเตบิโตหรือดํารงชีวิตตอ่ไป ทัง้นีมี้รายงานวา่ความเข้มข้นสงูของเกลือมีผล
ยบัยัง้กิจกรรมการสงัเคราะห์แสงใน Spirulina และสง่เสริมอตัราการหายใจใน Spirulina สายพนัธุ์ M2 
ซึง่เตบิโตได้ดีในอาหารท่ีมี NaHCO3 ท่ีความเข้มข้น 200 mM (Vonshak และคณะ, 1996) และใน 
Spirulina สายพนัธุ์นํา้เคม็มีรายงานวา่ความสามารถในการทนเคม็จะเพิ่มขึน้ตามอตัราการหายใจท่ี
เพิ่มขึน้ (Gabbay-Azaria และคณะ, 1992)  เน่ืองจากลปิิดเป็นองค์ประกอบท่ีสําคญัของเซลล์เมมเบรน 
(cell membrane) ใน cyanobacteria ทัง้ในสว่น พลาสมาเมมเบรน (plasma membrane, PM) และ ไธ
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ลาคอยด์เมมเบรน (thylakoid membrane, TM) ซึง่เป็นแหลง่ดําเนินกิจกรรมกระบวนการสงัเคราะห์แสง
และกิจกรรมตา่งๆ ภายในเซลล์ ดงันัน้งานวิจยันีจ้งึต้องการศกึษาการตอบสนองของ Spirulina 
platensis สายพนัธุ์ C1 (ซึง่มีรายละเอียดทางด้าน genome เกือบสมบรูณ์แล้ว, (2010, BIOTEC, 
unpublished data) ในด้านการเปล่ียนแปลงทางด้านสดัสว่นขององค์ประกอบของกรดไขมนัใน PM 
และ TM ซึง่เป็นการรักษาเสถียรสภาพของ membrane ให้คงสภาพอยูไ่ด้ภายใต้สภาวะความเข้มข้น
เกลือสงูเพ่ือทําให้เซลล์อยูร่อดในสิง่แวดล้อมใหม ่ งานวิจยันีจ้ะสามารถนําไปใช้เป็นแนวทางในการเพ่ิม
ผลผลติชีวมวลและ GLA ซึง่เป็นสารมลูคา่สงูใน Spirulina ได้เม่ือต้องเพาะเลีย้งในบริเวณท่ีมีความเคม็
ของนํา้สงู  
 
วัตถุประสงค์ของโครงการ  
1 เพ่ือศกึษาผลของความเข้มข้นเกลือท่ีสงูตอ่การเจริญเตบิโตและกระบวนการสงัเคราะห์แสงของ 

Spirulina สายพนัธุ์ C1 
2 เพ่ือศกึษาการเปล่ียนแปลงขององค์ประกอบของกรดไขมนัใน plasma membrane และ 

thylakoid membrane ของ Spirulina สายพนัธุ์ C1ในสภาวะความเข้มข้นเกลือสงู 
 
การทบทวนวรรณกรรม  

สไปรูลิน่า (Spirulina platensis)  เป็นไซยาโนแบคทีเรีย (cyanobacteria) ซึง่จดัอยูใ่นแฟมมิล่ี 
Oscillatoriaceae ประกอบด้วยเซลล์หลาย ๆ เซลล์ (multicellular) ท่ีมีลกัษณะเป็นทรงกระบอก 
(cylindrical)  เรียงตอ่กนัเป็นสาย (filament) และบดิเป็นเกลียวคล้ายเกลียวของลวดสปริง เรียกเกลียวนี ้
ว่าไตรโคม (trichome) ดํารงชีพด้วยการสงัเคราะห์แสง (Autotrophic microoraganism) โดยรงควตัถท่ีุ
ใช้ในการสงัเคราะห์แสง (Photosynthesis) คือ คลอโรฟิลล์ เอ (chlorophyll a) แคโรทีนอยด์ 
(carotenoid) และไฟโคบิลิโซม (phycobilisome) ท่ีประกอบด้วยไฟโคไซยานิน (phycocyanin) 
และอลัโลไฟโคไซยานิน (allophycocyanin) ซึ่งรงควตัถุเหล่านีพ้บอยู่บริเวณไธลาคอยด์ เมมเบรน 
(thylakoid membrane, PM) นอกจากนีล้ปิิดสว่นใหญ่เป็นองค์ประกอบของเมมเบรน 

การเปล่ียนแปลงความเข้มข้นเกลือในบอ่เพาะเลีย้ง Spirulina เป็นปัญหาท่ีสําคญัอย่างหนึ่งท่ีมี
ผลต่อการเจริญเติบโตและกระบวนการสงัเคราะห์แสงของเซลล์  ภายใต้สภาวะความเข้มข้นเกลือสูง 
(Vonshak และคณะ, 1996; Vonshak และคณะ, 1988; Lu และ Vonshak, 2002) ทัง้นีทํ้าให้ Spirulina 
มีอตัราการเจริญเตบิโตลดต่ําลง ซึง่สง่ผลทําให้ผลผลติชีวมวลลดลงด้วย นอกจากนีค้วามเข้มข้นเกลือสงู
ทําให้กิจกรรมของการสงัเคราะห์แสงระบบท่ี 2 (Photosystem II) ลดลง ซึง่เป็นผลมาจากการท่ีความ
เข้มข้นเกลือสงูไปยบัยัง้การสง่ถ่ายอิเลคตรอน (electron transfer) ทัง้ท่ีเป็นตวัรับและตวัให้ของระบบ 
Photosystem II แล้วไปทําลาย Phycobilisome และเปล่ียนการกระจายพลงังานท่ีถกูกระตุ้นของ
กิจกรรมของศนูย์กลางปฏิกิริยาท่ี 1 (Photsystem I) ทัง้นีอ้ตัราการเจริญเติบโตท่ีลดลงอนัเน่ืองมาจาก
ความเข้มข้นเกลือท่ีสงูสามารถพบได้เช่นเดียวกนัในไซยาโนแบคทีเรียชนิดอ่ืน เช่น Anacystis (Vonshak 
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และ Richmond, 1981) และ Nostoc (Blumwald และ Tel-Or, 1982) แตจ่ากการศกึษาของ Dhiab 
และคณะ (2007) พบว่าภายใต้อณุหภมูิ 25oC ท่ีความเข้มแสง 20 μmol photons m-2 s-1 อตัราการ
เจริญเตบิโตของ Spirulina สายพนัธุ์ Compere no 1968/3786 ท่ีเพาะเลีย้งด้วยอาหารท่ีมีเกลือโซเดียม
คลอไรด์ (NaCl) ความเข้มข้น 0.5 M และ 0.25 M จะสงูกว่าในอาหารสตูรมาตรฐาน Zarrouk’s ท่ีมี 
NaCl ความเข้มข้น 0.017 M รวมทัง้กิจกรรมของกระบวนการสงัเคราะห์แสงก็สงูขึน้ด้วย 

เม่ือเซลล์อยูใ่นสภาวะท่ีมีความเข้มข้นเกลือสงู เซลล์จะปรับขนาด cell volume ให้ลดลงรวมทัง้
มีการผลติ compatible solutes เช่น การสงัเคราะห์ glucosylglycerol ใน Synechocysits sp. PCC 
6803 (Hagemann และคณะ, 1987; Erdmann และคณะ, 1992; Hagemann และ Erdmann, 1997) 
การสงัเคราะห์ glycinebetaine ใน Synechococcus sp. PCC 7418 (Mackay และคณะ, 1984; Reed 
และคณะ, 1986; Hagemann และ Erdmann, 1997) นอกจากนีย้งัมีรายงานท่ีแสดงวา่ลปิิดอาจมีสว่น
ในการปกป้องเซลล์จากความเข้มข้นเกลือสงู (Huflejt และคณะ, 1990: Khomutov และคณะ, 1990; 
Ritter และ Yopp, 1993) อยา่งไรก็ตามแม้วา่กลไกการเพิม่ขึน้ของปริมาณลปิิดเม่ือเซลล์อยูใ่นความ
เข้มข้นเกลือสงูจะยงัไมช่ดัเจน แตก็่มีงานวิจยัท่ีพบวา่เม่ือสิง่มีชีวิตท่ีสามารถสงัเคราะห์แสงได้ต้องอยูใ่น
สภาวะความเข้มข้นเกลือสงู จะเกิดปฏิกิริยากระบวนการเตมิพนัธะคูข่องกรดไขมนั (desaturation) ใน 
membrane ของสิง่มีชีวิตนัน้ ๆ    รายงานวิจยัท่ีศกึษาผลของความเข้มข้นเกลือตอ่การเปลี่ยนแปลงลปิิด 
และองค์ประกอบของกรดไขมนัในไซยาโนแบคทีเรีย Synechococcus sp. PCC 6311 (Huflejt และ
คณะ, 1990; Khomutov และคณะ, 1990; Molitor และคณะ, 1990) พบวา่การท่ีเซลล์เจริญเตบิโตได้ใน
สภาวะความเข้มข้นของ NaCl สงู เป็นผลมาจากการเปล่ียนแปลงองค์ประกอบของกรดไขมนั และ ลปิิด 
โดยเม่ือย้ายเซลล์จากอาหารท่ีมีความเข้มข้น NaCl ท่ี 0.15 M ไปในอาหารท่ีมีความเข้มข้น NaCl ท่ี 0.5 

M พบการลดลงอยา่งรวดเร็วของกรดไขมนั C16:1(9) ในขณะท่ีมีการเพิม่ขึน้ของ กรดไขมนั 

C18:1(9) และ C18:1(11) (Huflejt และคณะ, 1990) นอกจากนีค้วามเข้มข้นเกลือยงัมีผลตอ่
สดัสว่นของลปิิดชนิดตา่ง ๆ โดยพบวา่เม่ือย้ายเซลล์ไปสูค่วามเข้มข้นเกลือท่ีสงูขึน้ สดัสว่นของลปิิดกลุม่ 
monogalactosyldiacylglycerol (MGDG) ลดลงในขณะท่ีสดัสว่นของลปิิดกลุม่ digalactosyl-
diacylglycerol (DGDG) และ phosphoglycerolipid (PG) เพิ่มขึน้ และการเปล่ียนแปลงนีพ้บทัง้ใน PM 
และ TM 

Ritter และ Yopp (1993) ทําการศกึษาผลของเกลือตอ่องค์ประกอบของลปิิดใน halophilic 
cyanobacterium ชนิด Aphanothece halophytica พบวา่การท่ีเซลล์สามารถเจริญได้ในสภาวะความ
เข้มข้นเกลือสงู อาจเป็นผลเน่ืองมาจากการเปล่ียนแปลงองค์ประกอบของลปิิด โดยสดัสว่นของ MGDG 
และ DGDG ใน PM ลดลงเม่ือความเข้มข้นเกลือสงูขึน้ ในขณะท่ี PG มีสดัสว่นเพิ่มขึน้ ในขณะเดียวกนั
ไมพ่บการเปล่ียนแปลงองค์ประกอบของ glycerolipid ใน TM เม่ือความเข้มข้นเกลือในอาหารเพิ่มขึน้ 
แสดงให้เห็นวา่การเพิ่มสดัสว่นของ anionic lipid คือ PG และ การลดลงของ MGDG อาจมีสว่นสําคญั
ตอ่การปรับตวัของเซลล์ตอ่สภาวะความเข้มข้นเกลือสงู  นอกจากนีก้ารศกึษาใน Dunaliella Tertiolecta 
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ATCC 30929 ซึง่เป็น marine microalgae พบวา่ปริมาณของลปิิดเพิ่มขึน้จาก 60% ไปเป็น 67% เม่ือ
ความเข้มข้นของ NaCl เพิ่มขึน้จาก 0.5 M เป็น 1.0 M (Takagi และ คณะ, 2006) 

จากข้อมลูในห้องปฏิบตักิารเทคโนโลยีชีวภาพสาหร่าย มจธ. (2009, unpublished data) พบวา่ 
Spirulina สายพนัธุ์ C1 มีการปรับตวัเพ่ือให้ในการเจริญเตบิโตในอาหารท่ีมีความเข้มข้นเกลือสงูท่ี 0.5M 

และ 0.75M ด้วยการเพิ่มขึน้ของสดัสว่น  -linolenic acid (GLA) ตอ่สดัสว่นของกรดไขมนัทัง้หมด และ 
เม่ือเซลล์มีอายเุพิ่มขึน้สดัสว่นของ GLA ก็ยงัคงมากกวา่เซลล์ท่ีเจริญในอาหารปกต ิ
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การออกแบบการวิจัย 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
รูปท่ี 1 แผนภาพแสดงขัน้ตอนการทดลอง 

  

ทําการเพาะเลีย้ง Spirulina สายพนัธุ์ C1 ด้วย 
1. อาหารสตูรมาตรฐาน (0.017 M NaCl) 
2. อาหารสตูรเข้มข้นเกลือสงู (0.5 M NaCl) ในสภาวะท่ีเหมาะสม 

เตรียมหวัเชือ้ Spirulina สายพนัธุ์ C1 ในอาหารสตูรมาตรฐานของ 
Zarrouk (0.017 M NaCl) เพาะเลีย้งในสภาวะท่ีเหมาะสม (35 ºC, 100 
μmol photon.m-2 s-1, ให้แสงอยา่งตอ่เน่ือง) จนเซลล์อยูใ่นระยะ 

logarithmic phase g phase ( 4 วนั) 

วิเคราะห์การเจริญเตบิโตทกุวนั 
- OD 560 
- Chlorophyll-a concentration 

วดัอตัราการสงัเคราะห์แสง
และอตัราการหายใจ (เซลล์ใน
ระยะ logarithmic phase และ 
stationary phase) 

แยกชนิดของ membrane (เซลล์ใน
ระยะ logarithmic phase และ 
stationary phase และนําไปวิเคราะห์ 
fatty acid  
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ขอบเขตการวิจัย  
1 เปรียบเทียบการเจริญเตบิโตและอตัราการสงัเคราะห์แสงและอตัราการหายใจของ Spirulina สาย

พนัธุ์ C1 ท่ีเพาะเลีย้งด้วยอาหารสตูรมาตรฐาน Zarrouk’s (Zarrouk, 1966) ท่ีมี NaCl ความเข้มข้น 
0.017M ( 1 g L-1) และท่ีความเข้มข้น NaCl สงูคือ 0.5 M (29.4 g L-1) ซึง่เทียบเทา่ความเคม็ของนํา้
ทะเลคือ 30 ppt  

2 นําเซลล์จากข้อ 1 มาวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดไขมนัจากเซลล์ (whole cell) และแยกชนิด 
membrane และนํา plasma membrane และ thylakoid membrane ท่ีแยกได้ไปวิเคราะห์กรดไขมนั 
เพ่ือศกึษาผลของเกลือความเคม็สงูตอ่องค์ประกอบของกรดไขมนัในสว่นของ membrane lipid  

 
ระเบียบวธีิวจิัย 
 
สายพันธ์ุ Spirulina 

Spirulina platensis สายพนัธุ์ C1 (หรือ Arthrospira sp. PCC 9438) ซึง่เป็นสายพนัธุ์ดัง้เดมิ 
(wild type, WT) (รูปท่ี 2) สามารถเจริญเป็นโคโลนีเด่ียว ๆ (single colony) และเก็บรักษาไว้บนอาหาร
แข็ง (slant agar) สตูรมาตรฐาน Zarrouk’s ภายใต้สภาวะความเข้มแสง 20 μmol photon m-2 s-1 ท่ี
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซยีส (ºC) 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2 แสดงลกัษณะของ Spirulina platensis สายพนัธุ์ C1 
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การเตรียมหวัเชือ้ตัง้ต้นและสภาวะการเพาะเลีย้ง 

นํา Spirulina จาก slant agar จํานวน 1 loop มาเลีย้งใน Elrenmeyer flask ขนาด 100 
มิลลลิติร (mL) ท่ีมีอาหารเหลว Zarrouk’s ปริมาตร 25 mL มาเลีย้งในตู้บม่เพาะซึง่ควบคมุอณุหภมูิท่ี 
35 ºC ความเข้มแสง 50 μmol photon m-2 s-1 อยา่งตอ่เน่ือง โดยเขยา่ท่ีความเร็ว 130 รอบตอ่นาที 
(rpm) หลงัจากนัน้ 1 สปัดาห์ จงึทําการเพิ่มปริมาณ Spirulina โดยการเตมิอาหารเหลวให้มีปริมาตร
สดุท้ายเป็น 100 mL ใน Elrenmeyer flask ขนาด 250 mL เพาะเลีย้งท่ีสภาวะเดมิ เป็นเวลา 4 วนัแล้ว
ทําการเปล่ียนถ่ายอาหาร 2 รอบเพ่ือให้เซลล์ปรับตวัก่อนนําไปใช้ 

การเพิ่มปริมาณหวัเชือ้ตัง้ต้น 
เพาะเลีย้ง Spirulina ในอาหาร Zarrouk’s ปริมาตร 1500 mL ใน Elrenmeyer flask ขนาด 

2000 mL วางในอา่งนํา้ควบคมุอณุหภมูิท่ี 35 ºC ความเข้มแสง 100 μmol photon m-2 s-1 อยา่ง
ตอ่เน่ือง โดยการกวนผสมด้วยแท่งแมเ่หลก็ (magnetic bar) ท่ีความเร็วประมาณ 130 rpm เพ่ือให้เซลล์
สมัผสักบัอาหารและได้รับแสงอยา่งทัว่ถงึ เม่ือเซลล์เข้าสูร่ะยะ logarithmic phase (3-4 days) แล้วทํา
การเปล่ียนถ่ายอาหาร 2 รอบเพ่ือให้เซลล์ปรับตวัก่อนนําไปใช้ในการทดลองตอ่ไป 

 
การวิเคราะห์ 
 การวัดการเจริญเตบิโต 
 วดัการเจริญเตบิโตโดยการวดัคา่ความขุน่ท่ีความยาวคล่ืน 560 นาโนเมตร (nm) และการ
วิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์-เอ (Chlorophyll-a) 

การหาค่า chlorophyll-a concentration (Bennet and Bogorad, 1973) 
ปิเปตตวัอยา่ง Spirulina ปริมาตร 5 mL มากรองผา่นกระดาษกรอง (Whatman, GF/C) จากนัน้

เตมิด้วย เมทธานอล ปริมาตร 5 mL. และทําการบม่ท่ีอณุหภมูิ 70oC เป็นเวลา 2 min ทิง้ไว้ให้เย็น และ
นําไปป่ันเหว่ียงท่ี 3500 rpm เป็นเวลา 5 min นําสว่นใสมาอา่นคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 665 
nm  

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

 
คํานวณหาอตัราการเจริญเตบิโตจําเพาะ (μ) และ doubling time ดงันี ้

μ (day-1) = [(ln(N2)-ln(N1)]/[t2-t1] 
โดยท่ี N1, N2 = คา่ reading absorbance (OD560) หรือ chlorophyll-a concentration mg L-1 ท่ีเวลา 
t2 และ t1 ตามลําดบั 

Doubling time (day) = 0.693/μ 
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 การวัดค่ากิจกรรรมการสังเคราะห์แสง (Photosynthetic activity) และกจิกรรมการ
หายใจ (Respiration activity) 
 นํา Spirulina มาหาความเข้มข้น Chlorophyll-a โดยกรองเซลล์ผา่นกระดาษกรอง (Whatman, 
GF/C) และทําการปรับความเข้มข้น Chlorophyll-a ให้มีคา่เท่ากบั 2.5-3 mg Chl L-1 ด้วย fresh 
Zarrouk’s medium จากนัน้นํา ตวัอยา่ง Spirulina ท่ีปรับความเข้มข้นแล้วปริมาตร 4 mL เตมิในภาชนะ
แก้วผนงัสองชัน้ท่ีสามารถควบคมุอณุหภมูิได้โดยนํา้หลอ่ (double jacket thermo-regulated glass 
vessel) โดยควบคมุไว้ท่ี 35 ºC และการวดั Photosynthetic activity จะใช้หลกัการการผลติ oxygen 
(O2- evolving photosynthetic activity) โดยจะวดัปริมาณ oxygen ท่ีละลายนํา้ (dissolved oxygen) 
ด้วย Clak-type O2-electrode (YSI 5331A) และให้แสงท่ีความเข้ม 160 μ mol photon m-2 s-1 ด้วย 
slide projector lamp นําสญัญาณท่ีอา่นได้จากเคร่ืองบนัทกึมาคํานวณและวิเคราะห์ผลให้อยูใ่นรูป 
μmol O2 evolved mg Chl-1 hr-1 (รูปท่ี 3 และ 4) 
 และการวดั Respiration activity ใช้หลกัการการใช้ oxygen (O2- consuming respiration 
activity) โดยทําเช่นเดียวกบัการวดั Photosynthetic activity แตจ่ะทําการวดัในท่ีมืดโดยจะใช้ผ้าสีดํา
คลมุ vessel และวิเคราะห์ผลให้อยูใ่นรูป μmol O2 uptake mg Chl-1 hr-1  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3 ชดุเคร่ืองมือท่ีใช้ในการวดักิจกรรมการสงัเคราะห์แสงและการหายใจของ Spirulina 
 
 
 
 
 

Light source 
Recorder 

O2 electrode  

Temperature control nuit 

Potentiostat 

N2 tank 

Air pump 

Double jacket vessel  
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รูปท่ี 4 ลกัษณะของ O2 electrode ท่ีจุ่มอยูใ่น double jacket thermo-regulated vessel 
 
การแยกชนิดของเมมเบรน 
 นําเซลล์ pellet ท่ีได้จากการกรองหรือการป่ันเหว่ียงตกตะกอนมาทําให้แตกและนําไปแยกชนิด 
ซึง่จะได้ PM และ TM โดยใช้วิธีท่ีดดัแปลงจากวธีิของ Murata และ Omata (1988) โดย PM ซึง่มีสีส้มอม
เหลืองจะอยูใ่นชัน้ 30% sucrose  TM อยูใ่นชัน้รอยตอ่ระหวา่งความเข้มข้นของ sucrose 39%  และ 
50%  แล้วเจือจางด้วย 10 mM HEPES buffer pH 7.0 ซึง่มี 10 mM NaCl  นําไปป่ันเหว่ียงเพ่ือ
ตกตะกอน membrane ท่ี 300,000 x g นาน 1 hr ท่ีอณุหภมูิ 4oC เก็บ membraneไว้ท่ี -20oC เพ่ือนําไป
วิเคราะห์ตอ่ไป 
 
การเตรียมเมทธิลเอสเทอร์ของกรดไขมัน 
 นําเซลล์ Spirulina (whole cell), PM และ TM ท่ีแยกได้มาเตรียมเมทธิลเอสเทอร์ของกรดไขมนั 
(Fatty acid methylester, FAME) โดยดดัแปลงจากวิธีของ Lapage และ Roy (1984) 
 
การวิเคราะห์องค์ประกอบของ FAME 
 โดยใช้ก๊าซโครมาโตกราฟฟี (Gas chromatographic; GC-17A SHIMADZU) ด้วยคอลมัน์ 
BPX70 (70 % of cyanopropyl, SGE forte, Analytical Science) ขนาด 60m x 0.25 mm I.D. ด้วย
อณุหภมูิ column ท่ี 205 oC อณุหภมูิ injector ท่ี 250 oC และ อณุหภมูิ detector ท่ี 260 oC โดย peak 
area ท่ีได้จะนํามาวิเคราะห์เทียบกบั authentic standard fatty acid methyl ester mixtures 
 
 
  

O2 electrode 

Double jacket thermo-regulated vessel 
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ผลการทดลองและวิจารณ์ 
ผลของความเข้มข้นเกลือสูงต่อการเจริญเตบิโตของ Spirulina 

เปรียบเทียบการเจริญเตบิโตของ Spirulina ท่ีเจริญเตบิโตด้วยอาหารสตูร Zarrouk’s medium 
(Zarrouk, 1966) ท่ีมี NaCl ความเข้มข้น 0.017 M และ 0.5 M NaCl โดยยงัเป็นสภาวะท่ีเซลล์
เจริญเตบิโตได้ บนัทกึการเจริญเตบิโตทกุวนัเป็นเวลา 7 วนั ด้วยการวดัคา่ความขุน่ของเซลล์ท่ี OD560 
และความเข้มข้นคลอโรฟิลล์- เอ (Chlorophyll-a) และนําคา่ท่ีได้มาคํานวณคา่การเจริญเตบิโตจําเพาะ
สงูสดุ (specific growth rate, μ) และคา่ของเวลาท่ีใช้ในการเพิ่มจํานวนเซลล์เป็น 2 เท่า (doubling 
time, dt) 
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รูปท่ี 5 เปรียบเทียบการเจริญเตบิโตของ Spirulina platensis สายพนัธุ์ C1 ท่ีเพาะเลีย้งในอาหาร 
Zarrouk’s ปกต ิ (0.017 M NaCl) และอาหารท่ีมีเกลือความเข้มข้นสงู (0.5 M NaCl) ท่ีแสดงด้วยคา่
ความขุน่ท่ี OD560  
 

จากการเปล่ียนแปลงของคา่ OD560 (รูปท่ี 5) พบวา่ ภายในระยะเวลา 24 hr (หรือ 1 day) เซลล์
ท่ีเพาะเลีย้งด้วยอาหาร Zarrouk’s ปกตมีิการเจริญเตบิโตท่ีดีกวา่เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารท่ีมีความ
เข้มข้น 0.5 M NaCl โดยท่ีเซลล์ปกตมีิอตัราการเจริญเตบิโตจําเพาะ (Specific growth rate, μ) ท่ี 
0.025 hr-1 หรือเทียบเท่า doubling time ท่ี 27.7 hr ในขณะท่ีเซลล์ท่ีเจริญเตบิโตในสภาพท่ีมีเกลือสงู
กวา่ปกตจิะมี μ ท่ี 0.016 hr-1 หรือเทียบเทา่ doubling time ท่ี 43.3 hr (ตารางท่ี 1) อยา่งไรก็ตาม ยงั
พบวา่รูปแบบของการเจริญเตบิโตของเซลล์ทัง้ 2 สภาวะมีความคล้ายคลงึกนัคือเซลล์ไมมี่ระยะการ
ปรับตวั (Lag phase) และเซลล์สามารถเจริญเตบิโตได้เร่ือย ๆ จนถึง 168 hr ก่อนท่ีจะเก็บเก่ียวเซลล์ 
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ตารางที่ 1 อตัราการเจริญเตบิโตจําเพาะ (Specific growth rate (μ, hr-1)) และ doubling time (dt, hr) 
ของ Spirulina platensis สายพนัธุ์ C1 ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารสตูร Zarrouk’s ปกต ิ (0.017 M NaCl) 

และอาหารท่ีมีเกลือความเข้มข้นสงู (0.5 M NaCl) เม่ือเพาะเลีย้งท่ีอณุหภมูิ 35C ท่ีความเข้มแสง 100 
μmol photon m-2 s-1 อยา่งตอ่เน่ือง 24 hr ท่ีคํานวณจากคา่ความขุน่ท่ี OD560  
 

Treatments Specific growth rate (μ, hr-1) Doubling time (dt, hr) 
0.017 M NaCl (control) 0.025 27.72 
0.5 M NaCl 0.016 43.30 

 

เม่ือพิจารณาผลของเกลือความเข้มข้นสงูตอ่การเจริญเตบิโตของเซลล์ด้วยความเข้มข้น 
Chlorophyll-a พบวา่เซลล์ท่ีเจริญเตบิโตในอาหาร Zarrouk’s ปกตแิละในสภาวะท่ีมีเกลือสงูมีระยะการ
ปรับตวัประมาณ 24 และ 48 hr ตามลําดบั ซึง่เห็นได้วา่ท่ีสภาวะเกลือความเข้มข้นสงูนัน้เซลล์จะมีความ
เข้มข้น Chlorophyll-a ต่ํากวา่ในสภาวะปกตปิระมาณ 2 เท่า (รูปท่ี 6) ตวัอยา่งเช่น ท่ี 96 hr ในสภาวะ
อาหาร Zarrouk’s ปกต ิ culture มีความเข้มข้น Chlorophyll-a ท่ี 7 mg L-1 ขณะท่ีในสภาวะความ
เข้มข้นเกลือสงู culture มีความเข้มข้น Chlorophyll-a ท่ี 3 mg L-1 (รูปท่ี 7) ซึง่ผลของเกลือตอ่ความ
เข้มข้น Chlorophyll-a นัน้อาจเป็นผลมาจากการยบัยัง้ Protein synthesis โดยทัว่ไป (Hsiao, 1973) 
ตลอดทัง้ไปกระตุ้นการสร้าง Specific stress protein (Hagemann และคณะ, 1990) นอกจากนี ้จาก
การศกึษาผลของ NaCl ในพืชชัน้สงู โดย Stobart และคณะ (1985) พบวา่ NaCl มีผลในการเพิม่อตัรา 
Protein และ Chlorophyll degradation โดยท่ีกระตุ้น Protease activity และยบัยัง้ Chlorophyll 
synthesis (โดยเฉพาะการลดลงของ aminolevulinic acid synthesis (ALA), Santos (2004) เน่ืองจาก 
Chlorophyll-a  ทําหน้าท่ีเป็น Light harvesting antenna ในกระบวนการ Photosynthesis ดงันัน้การ
ลดลงของปริมาณความเข้มข้น Chlorophyll-a จงึมีผลตอ่ Photosynthetic activity ด้วย  
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รูปท่ี 6 ความเข้มข้น Chlorophyll-a ของ Spirulina platensis สายพนัธุ์ C1 ท่ีเพาะเลีย้งในอาหาร 
Zarrouk’s ปกต ิ(0.017 M NaCl) และอาหารท่ีมีเกลือความเข้มข้นสงู (0.5 M NaCl) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 7 ลกัษณะของ Spirulina platensis สายพนัธุ์ C1 ท่ีเพาะเลีย้งในอาหาร Zarrouk’s ปกต ิ(0.017 M 
NaCl) และอาหารท่ีมีเกลือความเข้มข้นสงู (0.5 M NaCl) ท่ีอายเุซลล์ 4 วนั 
 
 
ผลของความเข้มข้นเกลือสูงต่อการสังเคราะห์แสงและการหายใจของ Spirulina 

การเจริญเตบิโตท่ีต่ําลงอนัเน่ืองมาจากความเข้มข้นของ NaCl ท่ีสงูขึน้กวา่ปกต ิ สว่นหนึง่อาจ
เน่ืองมาจากกระบวนการสงัเคราะห์แสงท่ีต่ําลง จงึทําการศกึษาอตัราการสงัเคราะห์แสงและการหายใจ

0.5 M NaCl 0.017 M NaCl 
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ของเซลล์ท่ีเจริญในอาหารท่ีมีความเข้มข้นเกลือปกตแิละอาหารท่ีมี 0.5 M NaCl โดยการวดัปริมาณ 
oxygen ท่ีละลายนํา้  

เม่ือวิเคราะห์การสงัเคราะห์แสงโดยพจิารณาจากคา่ O2 evolution ของเซลล์ท่ีเจริญในอาหารท่ี
มี NaCl ความเข้มข้น 0.017 M เป็นเวลา 4 และ 7 day ดงัตารางท่ี 2 พบวา่เซลล์มีอตัราการสงัเคราะห์
แสงใกล้เคียงกนัคือประมาณ 499±55 และ 458±52 μmolO2 mgChl-a-1 hr-1 ตามลําดบั และเม่ือ
เปรียบเทียบกบัอตัราการสงัเคราะห์ของเซลล์ท่ีเจริญในอาหารท่ีมีเกลือ NaCl ความเข้มข้น 0.5 M เป็น
เวลา 4 และ 7 day พบวา่เซลล์ท่ีเจริญท่ีความเข้มข้นเกลือสงูมีกิจกรรมการสงัเคราะห์แสงลดลง เหลือ
เพียงประมาณร้อยละ 55 และ 67 ตามลําดบั เม่ือเปรียบเทียบกบัของเซลล์ท่ีเจริญในอาหารท่ีมี NaCl 
ความเข้มข้น 0.017 M  ผลความเข้มข้นเกลือท่ีสงูตอ่การสงัเคราะห์แสงพบใน Spirulina และไซยาโน
แบคทีเรียสายพนัธุ์อ่ืนๆ เช่นกนั โดยอตัราการสงัเคราะห์ท่ีลดลงอาจเป็นผลจากความเข้มข้นเกลือท่ี
สงูขึน้ยบัยัง้การกระบวนการถ่ายทอดอิเลคตรอน (electron transfer) ใน Photosystem II  
 เม่ือพิจารณาอตัราการหายใจ (Respiration activity) จากเซลล์ท่ีมีอายอุยูใ่นช่วง logarithmic 
phase (day 4) และ stationary phase (day 7) ซึง่วดัจากอตัราการใช้ O2 โดยการวดัปริมาณ O2 ท่ี
ละลายนํา้ในขณะท่ีไมใ่ห้แสงสวา่ง ดงัตารางท่ี 2 เม่ือพิจารณากิจกรรมของเซลล์ท่ีอยูใ่นช่วง 
Logarithmic phase (day 4) พบวา่เซลล์ท่ีเจริญเตบิโตในสภาวะเกลือท่ีความเข้มข้นสงูกวา่ปกต ิมีอตัรา
การใช้ O2 สงูกวา่เซลล์ท่ีเจริญเตบิโตในสภาวะปกตแิละพบวา่อตัราการหายใจจะลดลงเม่ือเซลล์เข้าสู่
ช่วง Stationary phase (day 7) อยา่งไรก็ตาม Molitor และคณะ (1990) พบวา่ ในอตัราการหายใจของ 
Anacystis nidulans จะเพิ่มขึน้เม่ือเซลล์อยูใ่นอาหารท่ีมี NaCl สงู ซึง่เน่ืองมาจากการเพิม่ขึน้ของ 
cytochrome oxidase activity ท่ีอยูบ่น PM โดยท่ี Na+ และ Cl- จะไปกระตุ้นการเพิม่ขึน้ของ 
respiration electron transport ท่ีเก่ียวข้องกบั respiratory system  
 
ตารางท่ี 2 อตัราการสงัเคราะห์แสงและอตัราการหายใจของ Spirulina platensis สายพนัธุ์ C1 ท่ี
เพาะเลีย้งในอาหารสตูร Zarrouk’s ปกต ิ (0.017 M NaCl) และอาหารท่ีมีเกลือความเข้มข้นสงู (0.5 M 
NaCl) 
 

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

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

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

เน่ืองจากการท่ีเซลล์เจริญเตบิโตในสภาวะใด ๆ เป็นระยะเวลาหนึง่ อาจทําให้เซลล์สามารถ
ปรับตวัให้อยูใ่นสภาวะนัน้ ๆ ได้ ดงันัน้การศกึษาตอ่มาจงึมุง่เน้นไปถึงการตอบสนองของเซลล์ Spirulina 
เม่ือมีการเพิ่มความเข้มข้นเกลืออยา่งเฉียบพลนั โดยการทดลองนีกํ้าหนดความหนาแนน่ของเซลล์ให้
คอ่นข้างคงท่ี โดยมีคา่ความขุน่ของเซลล์ท่ี OD560 ประมาณ 0.75 ± 0.05 (เซลล์อยูใ่นช่วง logarithmic 
phase) จากนัน้ทําการศกึษาโดยเพิ่มความเข้มข้นของ NaCl อยา่งฉบัพลนั จาก 0.017 M ไปเป็น 0.5 M 
แล้วจงึเก็บตวัอยา่งท่ีระยะเวลาตา่ง ๆ เพ่ือวิเคราะห์หาอตัราการสงัเคราะห์แสง และการหายใจของเซลล์ 

จากการศกึษา พบวา่เม่ือความเข้มข้นของ NaCl เพิ่มขึน้อยา่งฉบัพลนัจาก 0.017 M ไปเป็น 0.5 
M สง่ผลให้กิจกรรมการสงัเคราะห์แสงของ Spirulina ลดลงอยา่งรวดเร็ว โดยเร่ิมต้นเซลล์มีอตัราการ
สงัเคราะห์แสงประมาณ 482 μmol O2 mgChl-a-1 hr-1 และเม่ือเวลาผา่นไป 30 min กิจกรรมการ
สงัเคราะห์แสงลดลงไปประมาณ 50% เม่ือเปรียบเทียบกบั Spirulina ท่ียงัคงเจริญในอาหารปกต ิ และ
การเปล่ียนแปลงนีมี้แนวโน้มคอ่นข้างคงท่ี ดงัแสดงในรูปท่ี 8A  แสดงให้เห็นวา่ความเข้มข้นเกลือท่ีสงูมี
ผลให้อตัราการสงัเคราะห์แสงของ Spirulina สายพนัธุ์ C1 ลดลง เชน่เดียวกนักบัท่ีพบในสายพนัธุ์อ่ืน ๆ 
เช่น Spirulina สายพนัธุ์ M2 (Vonshak และคณะ, 1996) และ Spirulina สายพนัธุ์ Moyse (Sudhir และ
คณะ, 2005) จากรายงานวิจยัท่ีผา่นมาการลดลงของกิจกรรมการสงัเคราะห์แสงของ Spirulina อาจ
เก่ียวข้องกบักิจกรรมของกระบวนการสงัเคราะห์แสงในระบบ PSII ลดลง (Lu และคณะ, 1999; Lu  & 
Vonshak, 2002) ความเข้มข้นของ NaCl ท่ีสงูขึน้สง่ผลยบัยัง้การกระตุ้นการสง่ถ่ายพลงังานจากไฟโคไซ
ยานินไปยงั PSII  (Zhang และคณะ, 2010) และมีผลยบัยัง้กิจกรรมของกระบวนการสงัเคราะห์แสงท่ี
ตําแหนง่ reaction centers ในระบบ PSII ของ Spirulina (Lu และคณะ, 1999; Lu & Vonshak, 2002) 
ซึง่การเปล่ียนแปลงดงักลา่วอาจเน่ืองมาจากโปรตีน D1 อยูท่ี่ใน reaction centers มีปริมาณลดลง 
(Sudhir และคณะ, 2005) จากการศกึษาในไซยาโนแบคทีเรีย Synechocystis พบวา่เม่ือเซลล์อยูใ่น
สภาวะเครียดอนัเน่ืองมาจากเกลือร่วมกบัแสง สง่ผลให้มีการยบัยัง้การสร้างโปรตีนใหมโ่ดยเฉพาะอยา่ง
ยิ่งโปรตีน D1 ของ PSII (Allakhverdiev และคณะ, 2002)  

ในทางตรงกนัข้ามความเข้มข้นเกลือท่ีเพิ่มขึน้สง่ผลให้อตัราการหายใจของเซลล์เพิม่ขึน้ จากรูป
ท่ี 8B พบวา่ ภายใน 30 นาทีหลงัจากเพิ่มความเข้มข้นเกลืออตัราการหายใจของเซลล์จะยงัไม่
เปล่ียนแปลงเม่ือเทียบกบัเซลล์ท่ีเจริญในอาหารปกต ิ แตห่ลงัจากนัน้อตัราการหายใจของเซลล์มีการ
เปล่ียนแปลงเพิ่มขึน้อยา่งมีนยัสําคญั โดยอตัราการหายใจของเซลล์เพิ่มขึน้ประมาณ 4-5 เทา่ เม่ือเทียบ
กบัเซลล์ท่ีเจริญในอาหารปกต ิการลดลงของอตัราการสงัเคราะห์แสง การเพิ่มอตัราการหายใจของไซยา
โนแบคทีเรีย อาจเก่ียวข้องกบัความต้องการพลงังานเพิ่มเตมิสําหรับสง่ผา่น Na ions ระหวา่ง Na+/H+ 
antiporters ซึง่มีอยูภ่ายในเซลล์ (Inaba และคณะ, 2001) หรือผา่น Na pump โดยตรงเช่นเดียวกบัท่ี
พบใน Escherichia coli (Steuber และคณะ, 2000) 

 
 



15 
 

(A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 8 การเปล่ียนแปลงอตัราการสงัเคราะห์แสง (A) และการหายใจ (B) ของ Spirulina เม่ือความ
เข้มข้นของ NaCl เพิ่มขึน้จาก 0.017 M ไปเป็น 0.5 M โดยอตัราการสงัเคราะห์แสงท่ีเทียบเท่า 100% คือ 
482±38 μmol O2 mg Chl-a-1 hr-1 และอตัราการหายใจท่ีเทียบเท่า 100% คือ 18±9 μmol O2 
uptake.mg Chl-a-1 hr-1 

 
ผลของความเข้มข้นเกลือสูงต่อองค์ประกอบของกรดไขมันใน Spirulina 

Spirulina ประกอบด้วยกรดไขมนั 2 ชนิดคือ กรดไขมนัชนิดอ่ิมตวั (saturated fatty acid) ซึง่
ได้แก่ C16:0 และ C18:0 และกรดไขมนัชนิดไมอ่ิ่มตวั (unsaturated fatty acid) ซึง่ได้แก่ C16:1, C18:1 
C18:2 และ C18:3 โดยเม่ือพิจารณาปริมาณของกรดไขมนัแต่ละชนิดจากเซลล์ (whole cell) ท่ี
เจริญเติบโตในอาหาร Zarrouk’s ปกติแล้ว พบว่าเซลล์ท่ีอยู่ในระยะ logarithmic phase (day 4) มี
ปริมาณกรดไขมนัชนิดอ่ิมตวั คือ C16:0 ประมาณ 45.9% total fatty acid (TFA) และ C18:0 ประมาณ 
0.8% TFA และมีปริมาณกรดไขมนัชนิดไม่อ่ิมตวั คือ C16:1, C18:1, C18:2 และ C18:3 ในปริมาณ
เฉล่ียท่ี 4.4, 6.8, 22.5 และ19.5%TFA ตามลําดบั ทัง้นีเ้ม่ือเซลล์มีการเจริญเตบิโตเข้าสูร่ะยะ stationary 
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phase (day 7)  ปริมาณของ C16:0, 16:1, C18:0 และ C18:1 คอ่นข้างคงท่ี ในขณะท่ีปริมาณของ 
C18:3 ลดลงเหลือ 15.4% TFA ซึง่สอดคล้องกบัการเพิ่มขึน้ของ C18:2 โดยมีคา่ 26.3% TFA และเม่ือ
พิจารณาผลของเกลือความเข้มข้นสงูต่อองค์ประกอบของกรดไขมนัพบว่า ปริมาณ C18:2 และ C18:3 
ของเซลล์ท่ีอยู่ในระยะ logarithmic phase และ stationary phase คอ่นข้างคงท่ีหรือมีการเปล่ียนแปลง
เล็กน้อย กล่าวคือ ในระยะ logarithmic phase เซลล์มีปริมาณ C18:2 และ C18:3 ท่ี 22.5% และ 
17.8% TFA ตามลําดบั และในระยะ stationary phase เซลล์มีปริมาณของ C18:2 และ C18:3 ท่ี 
22.8% และ 18.2% TFA ตามลําดบั ทัง้นีก้ารท่ีสดัสว่น (ปริมาณ) ของกรดไขมนัของเซลล์ท่ีเจริญเติบโต
ในสภาวะความเข้มข้นเกลือสูงมีค่าเปล่ียนแปลงค่อนข้างต่ําอาจเน่ืองมาจากเซลล์มีการปรับตัวให้ 
membrane มีคณุลกัษณะท่ีเหมาะสมหรือใกล้เคียงกบัสภาวะปกติเพ่ือให้กระบวนการสงัเคราะห์แสง
และกระบวนการหายใจดําเนินตอ่ไปและเม่ือพิจารณาการปรับตวัทางด้านชนิดของกรดไขมนัโดยทัว่ไป
จะเห็นได้ว่า ในสภาวะความเข้มข้นเกลือสูงเซลล์จะมีอัตราส่วนของกรดไขมันไม่อ่ิมตวัต่อกรดไขมัน
อ่ิมตวั (unsat/sat) จะสงูกวา่ในสภาพปกติทัง้นีเ้น่ืองมาจากการสร้างไขมนัชนิดไม่อ่ิมตวัเพิ่มขึน้จะทําให้
เซลล์สามารถอยูร่อดได้ 

 
ตารางท่ี 3 องค์ประกอบของกรดไขมนัในเซลล์ Spirulina platensis สายพนัธุ์ C1 (whole cell) ท่ี

เพาะเลีย้งในอาหารสตูร Zarrouk’s ปกต ิ(0.017 M NaCl) และอาหารท่ีมีเกลือความเข้มข้นสงู (0.5 M 

NaCl) 

Day 
NaCl 

concentration 
(M) 

Fatty acid composition (% total fatty acid, TFA) 
Ratio of 

unsat/sat 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 

0 0.017 47.4±0.84 4.1±0.14 0.9±0.12 6.3±0.36 26.2±1.11 15.0±1.58 1.07±0.04 

4 
0.017 45.9±0.88 4.4±0.51 0.8±0.09 6.8±0.18 22.5±0.82 19.5±0.94 1.14±0.04 

0.5 44.5±1.19 4.8±0.70 1.3±0.29 9.1±2.54 22.5±1.03 17.8±4.25 1.20±0.09 

7 
0.017 46.3±0.97 4.2±0.29 0.9±0.06 7.0±0.12 26.3±1.05 15.4±1.66 1.12±0.04 

0.5 43.8±0.73 5.5±0.94 1.4±0.36 8.3±1.48 22.8±2.19 18.2±3.36 1.21±0.05 

 
ผลของความเข้มข้นเกลือสูงต่อองค์ประกอบของกรดไขมันของลิปิดเมมเบรน ใน Spirulina 

เน่ืองจากลิปิดท่ีพบในไซยาโนแบคทีเรีย ซึ่งรวมทัง้ Spirulina ส่วนใหญ่อยู่ท่ี membrane 
(Murata and Nishida,1987) การเปล่ียนแปลงองค์ประกอบของกรดไขมนัอาจส่งผลต่อหน้าท่ีของ 
membrane ทัง้ TM และ PM ด้วย ดงันัน้ในการทดลองนีจ้ึงได้ศกึษาองค์ประกอบของกรดไขมนัของ TM 
และ PM ใน Spirulina ท่ีเจริญในอาหารท่ี NaCl มีความเข้มข้น 0.017 M และ 0.5 M  ดงัแสดงในตาราง
ท่ี 4 โดยเซลล์ท่ีเจริญในอาหารปกติ รูปแบบสดัส่วนการกระจายตวัของกรดไขมนัแต่ละชนิดบน TM 
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เปรียบเทียบกับใน whole cell (ตารางท่ี 3) จะมีความคล้ายคลึงกัน ในขณะท่ีรูปแบบสดัส่วนการ
กระจายตวัของกรดไขมนัแตล่ะชนิดบน PM มีความแตกต่างจาก whole cell และ TM คือมีปริมาณ 
C16:0 และ 18:0 สงูในขณะท่ีมีปริมาณ C16:1, 18:2 และ 18:3 ต่ํากวา่ปริมาณท่ีพบใน whole cell และ 
TM และเห็นได้ชดัเจนว่า ปริมาณ C18:3 ใน PM จะต่ํา เม่ือพิจารณาอตัราสว่นของกรดไขมนัไม่อ่ิมตวั
ต่อกรดไขมนัอ่ิมตวัท่ีพบใน membrane พบว่า อตัราส่วนของกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัต่อกรดไขมนัอ่ิมตวั 
(unsat/sat) ท่ีพบใน TM สงูกว่าใน PM ประมาณ 1.5-2 เท่า นอกจากนีอ้งค์ประกอบของกรดไขมนัใน 
TM และ PM มีการเปล่ียนแปลงเม่ืออายเุซลล์เพิ่มขึน้ โดยท่ีใน TM พบว่าเม่ือเลีย้งเซลล์เป็นระยะเวลา 7 
วนั สดัสว่นของกรดไขมนักลุม่ C18 มีการเปล่ียนแปลง โดยสดัสว่นของ C18:3 ลดลงจาก 19.7 ไปเป็น 
15.9 %TFA ในขณะท่ีมีการสะสม C18:2 เพิ่มขึน้จาก 22.8 ไปเป็น 27.3 %TFA เม่ือเปรียบเทียบเซลล์ท่ี
เลีย้งเป็นระยะเวลา 4 วนั เม่ือพิจารณาองค์ประกอบของกรดไขมนัใน PM พบว่าสดัสว่นของ C18:3 
ลดลงเช่นกนัเม่ือเลีย้งเซลล์นาน 7 วนั รวมทัง้มีการสะสมกรดไขมนั C16:0 เพิ่มขึน้เม่ือเซลล์มีอายเุพิ่มขึน้ 

เม่ือพิจารณาผลของเกลือท่ีมีต่อปริมาณของกรดไขมนัท่ีอยู่บน membrane แต่ละชนิด พบว่า
เซลล์จะมีการสะสมปริมาณ C18:0 และ C18:1 สงูขึน้ทัง้บน TM และ PM ดงัแสดงในตารางท่ี 4 
โดยเฉพาะปริมาณการสะสมของ C18:0 ใน PM จะเพิ่มสงูขึน้ตามอายขุองเซลล์ จากการศกึษานีย้งัพบ
อีกด้วยว่า ปริมาณ C18:3 ทัง้บน TM และ PM ของเซลล์เจริญท่ีความเข้มข้นเกลือสงูมีสดัสว่นท่ีสงูกว่า
ของเซลล์ท่ีเจริญในอาหารปกติ โดยเซลล์เจริญท่ีความเข้มข้นเกลือสงูเป็นเวลา 7 วนัยงัคงมีสดัสว่นของ 
C18:3 บน TM และ PM ในสดัสว่นท่ีสงูกวา่ของเซลล์ท่ีเจริญในอาหารปกต ินอกจากนีอ้ตัราสว่นของกรด
ไขมนัชนิดไม่อ่ิมตวัตอ่กรดไขมนัอ่ิมตวั (unsat/sat) ใน PM ของเซลล์ท่ีเจริญเติบโตในอาหารท่ีมี NaCl 
ความเข้มข้น 0.5 M สงูกวา่ใน PM ของเซลล์ท่ีเจริญในอาหารปกต ิ 

การท่ีสดัสว่นของกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัใน membrane ของเซลล์ท่ีเจริญเติบโตในอาหารท่ีมี NaCl 
ความเข้มข้น 0.5 M สงูกว่าเซลล์ท่ีเจริญในอาหารปกติ  แสดงให้เห็นถึงบทบาทของกรดไขมนัไม่อ่ิมตวั
ต่อความทนของเซลล์ท่ีความเข้มข้นเกลือท่ีสงู จากการศกึษาใน Synechocystis PCC6803 แสดงให้
เห็นว่ากรดไขมนัไม่อ่ิมตวัมีส่วนช่วยในปกป้องกระบวนการสงัเคราะห์แสง โดยเฉพาะในระบบท่ี 2  ใน
สภาวะท่ีมีเกลือสงู (Allakverdiev และคณะ, 1999) นอกจากนีก้ารเปล่ียน fluidity ของ membrane อาจ
ช่วยกระตุ้นการทํางานของ Na+/H+ antiporter (Allakverdiev และคณะ, 1999; Allakverdiev and 
Murata, 2008) ด้วยเหตนีุก้ารท่ีมีกรดไขมนัชนิดไม่อ่ิมตวัสงูใน membrane ของ Spirulina ท่ีเจริญใน
สภาวะความเข้มข้นเกลือสงู อาจมีส่วนช่วยให้ระบบการส่งถ่าย Na+/H+ทํางานได้ดี  จึงทําให้เซลล์
พยายามรักษา fluidity ของ membrane ด้วยการสร้างกรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตวั ให้สูงขึน้และจาก
การศกึษาใน Spirulina platnesis I22 สายพนัธุ์กลาย (mutant) ท่ีสร้าง polyunsaturated fatty acid 
(c18:3) ได้ไม่ถึง 60% ของท่ีมีอยู่ในสายพนัธุ์ดัง้เดิม (สายพันธุ์ C1) มี  oxygen-evolving 
photosynthetic activity ต่ํากว่าในสายพนัธุ์ C1 (wild type) ถึง 58% (Ruengjitchatchawalya และ
คณะ, 2002) polyunsaturated fatty acid มีบทบาทต่อการสงัเคราะห์แสง นอกจากนีใ้น 
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Synechocystis sp. PCC 6803 สายพนัธุ์กลาย (mutant) ท่ีไม่สามารถสร้าง polyunsaturated fatty 
acid  ได้ พบว่า ในสภาวะมืดเซลล์ท่ีอยู่ในท่ีมี 0.5 M NaCl จะมีการสญูเสีย oxygen-evolving 
photosystem II activity ได้อย่างรวดเร็วเม่ือเทียบกบัเซลล์ของสายพนัธุ์ wild type (Allakverdiev และ
คณะ, 1999)  
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ตารางที่ 4 องค์ประกอบของกรดไขมนัใน plasma และ thylakoid membranes ของ Spirulina platensis สายพนัธุ์ C1 ที่เพาะเลีย้งใน 
อาหารสตูร Zarrouk’s ปกต ิ(0.017 M NaCl) และอาหารที่มีเกลือความเข้มข้นสงู (0.5 M NaCl) 
 

Cell fraction Day 
NaCl 

concentration 
(M) 

Fatty acid composition (% total fatty acid, TFA) 
Ratio of 

unsat/sat 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 

Thylakoid 
membrane 

0 0.017 46.0±0.95 4.6±0.57 1.6±0.87 7.3±1.53 22.3±2.75 18.1±1.86 1.10±0.01 

4 
0.017 44.7±1.43 4.5±0.25 0.8±0.16 7.5±0.59 22.8±1.65 19.7±1.74 1.20±0.06 

0.5 44.3±1.09 4.8±0.74 2.3±1.38 9.9±1.62 20.5±2.68 18.1±2.85 1.14±0.05 

7 
0.017 44.5±0.40 4.3±0.10 0.6±0.06 7.5±0.16 27.3±1.87 15.9±1.58 1.22±0.02 

0.5 43.9±0.68 4.9±0.08 3.9±1.12 10.0±0.71 20.2±0.41 17.0±1.39 1.09±0.08 

Plasma 
membrane 

0 0.017 52.2±1.79 1.8±3.4 8.0±3.47 5.4±0.94 16.7±2.32 14.3±2.57 0.66±0.05 

4 
0.017 59.3±1.25 1.3±2.2 3.2±0.09 6.6±0.10 15.6±0.81 13.2±0.51 0.60±0.03 

0.5 49.4±1.58 1.6±3.7 4.2±2.09 9.1±1.13 18.2±4.26 15.4±1.88 0.87±0.12 

7 
0.017 64.5±0.61 0.6±3.4 2.8±0.69 5.2±0.18 15.3±0.41 8.9±0.89 0.49±0 

0.5 49.5±6.70 6.7±3.6 14.9±6.59 7.3±0.27 13.3±0.84 11.6±0.97 0.55±0.01 
หมายเหต ุ– unsat = unsaturated fatty acid และ sat = saturated fatty acid 
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สรุปผลงานวจิัย 
 

งานวิจยันีเ้ป็นการศกึษาการตอบสนองของ Spirulina platensis ตอ่สภาวะการเพาะเลีย้งท่ีมีความ
เข้มข้นเกลือสงู โดยพิจารณาถึงการเจริญเตบิโต ปริมาณคลอโรฟิลล์ อตัราการสงัเคราะห์แสงและอตัราการ
หายใจ และท่ีสําคญัคือ สดัสว่นขององค์ประกอบของกรดไขมนัใน PM และ TM โดยเฉพาะ membrane 
ดงักลา่วมีบทบาทท่ีสําคญัในการักษาสภาพของเซลล์และเป็นบริเวณท่ีเกิดกิจกรรมการสงัเคราะห์แสงและ
การหายใจ ในการศกึษานีไ้ด้เลือกใช้ Spirulina platensis สายพนัธุ์ C1 ซึง่เป็นสายพนัธุ์ท่ีมีรายละเอียด
ทางด้าน genome เกือบสมบรูณ์แล้ว (2010, BIOTEC, unpublished data) โดยผลวิจยัท่ีได้ทางสรีรวิทยา 
(Physiology) นีส้ามารถนําไปประมวลกบัการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้องได้ตอ่ไป  

งานวิจยันีไ้ด้ดําเนินการตามวตัถปุระสงค์ท่ีตัง้ไว้ซึง่ทําให้ทราบได้วา่ Spirulina C1 ซึง่เป็นสายพนัธุ์
นํา้จืดสามารถดํารงชีวิตอยูไ่ด้ในอาหารเพาะเลีย้งท่ีมีความเข้มข้นของเกลือ NaCl ท่ีสงูกวา่ความเข้มข้น
มาตรฐานถึง 30 เท่านัน้ แม้วา่อตัราการเจริญเตบิโตจะต่ํากวา่ท่ีสภาวะปกตปิระมาณ 1.5 เทา่ 
(เปรียบเทียบจากอตัราการเจริญเตบิโตจําเพาะ) ซึง่งานวิจยันีย้งัพบวา่การท่ีเซลล์มีการเจริญเตบิโตช้าเป็น
ผลมาจากสภาวะความเข้มข้นเกลือสงูไปยบัยัง้กิจกรรมการสงัเคราะห์แสงและสง่เสริมการหายใจและเซลล์ 
โดยเฉพาะอยา่งยิง่การท่ีสดัสว่นของกรดไขมนัชนิดไมอ่ิ่มตวัในสว่นของ PM ท่ีเพิ่มสงูขึน้ในสภาวะความ
เข้มข้นเกลือสงูนัน้เป็นผลมาจากการท่ีเซลล์พยายามรักษาสภาพของเมมเบรน (membrane fluidity) โดย
ผา่นกระบวนการเตมิพนัธะคู ่ (desaturation) เพ่ือให้เซลล์สามารถดํารงชีวิตอยูไ่ด้ ซึง่ผลท่ีได้นีอ้าจใช้เป็น
แนวทางในการเพิ่มปริมาณ GLA ในกรณีท่ีต้องเพาะเลีย้งในบริเวณแหลง่นํา้กร่อยหรือนํา้เคม็ 

ผลงานท่ีได้บางสว่นได้นําไปเผยแพร่ในรูปแบบ Poster เร่ือง Alteration of Membrane Fatty Acid 
Composition in Salt Adapted-Cyanobacterium; Spirulina platensis strain C1 
ในงาน The 22nd Annual Meeting of the Thai Society for Biotechnology “TSB2010: Biotechnology 
for Healthy Living” October 20-22, 2010, Prince of Songkla University, Trang Campus, Trang 
Province, Thailand. 
 
ปัญหาและอุปสรรค 
 
 งานเกิดการลา่ช้าเน่ืองจาก เคร่ืองมือในการวดั ออกซเิจนละลายนํา้รุ่น Chlorolab 2 
(Hansatech) มีการชํารุดเสียหายต้องสง่ซอ่มท่ีประเทศองักฤษผา่นบริษัทตวัแทนในประเทศไทย ซึง่ใน
ขัน้ตอนทัง้หมดนีใ้ช้เวลามากกวา่ 5 เดือน ดงันัน้จงึต้องเปล่ียนเคร่ืองมือการวิเคราะห์โดยมีการประยกุต์อ่ืน 
ๆ ร่วมด้วยและต้องมีการสัง่ซือ้ Oxygen electrode (YSI 5331A) จากประเทศสหรัฐอเมริกาผา่นบริษัท
ตวัแทนในประเทศไทย ซึง่ต้องใช้เวลาประมาณ 2 เดือน 
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