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ผลของอัตราส่วนไนโตรเจนต่อเหล็กที่มีต่อการเจริญและการผลิตไขมัน 
ของสาหร่ายสีเขียว Scenedesmus dimorphus
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บทคัดย่อ
การเลี้ยงสาหร่าย Scenedesmus dimorphus นอกห้องปฏิบัติการ ในอาหารที่ผันแปรอัตราส่วนของ 

ไนโตรเจน (N) ต่อเหล็ก (Fe)  วางแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียล (5x5) โดยมีปริมาณไนโตรเจน (KNO
3 
) และเหล็ก 

(FeSO
4
.7H

2
O) อย่างละ 5 ระดับคือ 0.1, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 เท่า ของอาหารสูตร Chlorella medium (ชุดควบคุม 

เทียบเป็น 1.0 เท่า) พบว่าที่ N:Fe 0.5:0.1 เท่า สาหร่ายมีผลผลิตชีวมวลสูงสุดเท่ากับ 3.40±0.38 กรัมต่อลิตร  ส่วนที่ 
N:Fe 2.0:1.0 เท่า สาหร่ายมีปริมาณไขมันสูงที่สุดคือ 30.48±0.85 เปอร์เซ็นต์  ที่ N:Fe 2.0:2.0 เท่า สาหร่ายมีผลผลิต
ไขมันสูงที่สุดคือ 0.83±0.05 กรัมต่อลิตร และที่ N:Fe 2.0:0.1 เท่า สาหร่ายมีก�ำลังการผลิตไขมันมากที่สุดเท่ากับ 
22.79±1.19 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อวัน ผลการทดลองแสดงว่า N และ Fe มีปฏิสัมพันธ์กันต่อการเจริญจ�ำเพาะ ชีวมวล 
ปริมาณไขมัน และก�ำลังการผลิตไขมัน ของสาหร่าย S. dimorphus ซึ่งผลจากการศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นว่า  
S. dimorphus มีผลผลิตไขมันสูง สามารถใช้เป็นวัตถุดิบทางเลือกในการน�ำมาเป็นแหล่งผลิตน�้ำมันไบโอดีเซลได้

ค�ำส�ำคัญ : ไนโตรเจน เหล็ก ไขมัน แฟคทอเรียล ซีนีเดสมัส ไดมอร์ฟัส

Abstract
The ratio of nitrogen (N) to iron (Fe) on growth and lipid accumulation of Scenedesmus dimorphus 

was studied during outdoor cultivation. The experiment was performed as factorial design (5x5) with 5 
concentrations of nitrogen (KNO

3
) and iron (FeSO

4
.7H

2
O) as followed; 0.1, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 times. The 

concentration of N and Fe in Chlorella medium was used as the control (1.0 times N and Fe). The maximum 
biomass of S. dimorphus was 3.40±0.38 g/L when it was cultivated in N:Fe 0.5:0.1 times. The maximum 
lipid content 30.48±0.85 % was obtains in alga under N:Fe 2.0:1.0 times. The maximum lipid yield (0.83±0.05 
g/L) and lipid productivity (22.79±1.19 g/L/d) were obtained in alga under N:Fe 2.0:2.0 and 2.0:0.1 times, 
respectively. The result showed the interaction of nitrogen and iron on specific growth rate, biomass, lipid 
content and lipid productivity of S. dimorphus. The present study indicated S. dimorphus is high lipid 
productivity, which can be used as an potential source for biodiesel production.
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ค�ำน�ำ
เชื้อเพลิงฟอสซิลเป็นแหล่งพลังงานท่ีใช้แล้วหมดไป ต้องใช้ระยะเวลานานในการสร้างขึ้นมาใหม่ทดแทน  

การใช้เชือ้เพลงิฟอสซลิยังส่งผลให้เกิดปัญหาการเพ่ิมปรมิาณคาร์บอนไดออกไซด์ในบรรยากาศ ซึง่ส่งผลให้ภาวะโลก
ร้อนมีความรุนแรงมากย่ิงข้ึน  จึงเป็นแรงผลักดันให้นักวิจัย พยายามหาแหล่งอื่นมาทดแทนเชื้อเพลิงท่ีก�ำลังหมดไป 
(Liu et al., 2012) โดยเชื้อเพลิงเหลวเป็นเชื้อเพลิงท่ีมีความต้องการสูงเพราะนิยมใช้ในเครื่องจักรของโรงงาน
อตุสาหกรรมและยานพาหนะส่วนใหญ่ โดยเชือ้เพลงิทางเลอืกทีไ่ด้รบัความสนใจมากในปัจจบุนัคอืไบโอดเีซล ซึง่เป็น
เชือ้เพลงิเหลวทีใ่นอดตีผลติได้จากน�ำ้มนัถ่ัวเหลอืง ปาล์ม สบูด่�ำและพืชน�ำ้มนัต่างๆ เป็นต้น โดยต้องผ่านกระบวนการ
ทรานเอสเทอริฟิเคชั่น (Trans-esterification) เพื่อเปลี่ยนเป็นไบโอดีเซล (Nigam et al., 2011) แต่ปัญหาพบว่าพืช
ต่าง ๆ เหล่านั้นจ�ำเป็นต้องใช้ที่ดินที่ค่อนข้างอุดมสมบูรณ์ในการเพาะปลูก จึงมีการบุกรุกพื้นที่ป่าตามมา นอกจากนี้
พืชบางชนดิยงัเป็นวัตถุดบิในการผลติอาหารส�ำหรบัมนุษย์ เมือ่เปล่ียนไปเป็นแหล่งผลิตพลงังาน จงึท�ำให้อาหารมนุษย์
มีราคาสูงมาก–ขึ้น จึงมีการต่อต้านการน�ำพืชเหล่านี้ไปเป็นวัตถุดิบส�ำหรับแหล่งพลังงาน 

ด้วยสาเหตุนี้นักวิจัยท่ัวโลกจึงพยายามหาแหล่งวัตถุดิบแหล่งใหม่ซึ่งไม่กระทบต่อมนุษย์ โดยพบว่า 
สาหร่ายขนาดเล็กเป็นทางเลือกที่ดี เน่ืองจากเพาะเลี้ยงได้ง่าย ใช้พ้ืนที่ที่ไม่อุดมสมบูรณ์ก็สามารถเพาะเลี้ยงได้   
สาหร่ายเจริญเติบโตได้เร็ว (Converti et al., 2009; Liu et al., 2012) นอกจากนี้ในระหว่างที่สาหร่ายเจริญเติบโต
สาหร่ายยังดูดซับคาร์บอนไดออกไซด์ เพ่ือใช้ในกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง ซึ่งสามารถช่วยลดปริมาณ
คาร์บอนไดออกไซด์ในบรรยากาศและช่วยแก้ปัญหาภาวะเรือนกระจกได้อีกด้วย (Mandal and Mallick, 2009) และ
ยังพบว่าแม้ปริมาณน�้ำมันที่ผลิตจากสาหร่ายจะมีเปอร์เซ็นต์ประมาณ 20 ถึง 50 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งน้อยกว่าพืชบก แต่เมื่อ
เทียบที่ระยะเวลาและพื้นที่การเพาะเลี้ยงหรือเพาะปลูกที่เท่ากัน สาหร่ายจะให้ชีวมวลที่สูงกว่าจึงให้ผลผลิตไขมันสูง
กว่าพืชบก (Chisti, 2007) 

สาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กชนิด Scenedesmus dimorphus เป็นสาหร่ายที่พบในแหล่งน�้ำจืดโดยทั่วไป มีการ
เจริญเติบโตได้รวดเร็ว เพาะเลี้ยงได้ง่าย เจริญเติบโตได้ในสภาวะแวดล้อมที่หลากหลาย จึงทนต่อการเปลี่ยนแปลง
ของสิ่งแวดล้อมได้สูง โดยพบรายงานว่าสาหร่ายสกุลน้ีมีไขมันประมาณ 21 เปอร์เซ็นต์ (Singh and Gu, 2010)  
โดยปริมาณไขมันในสาหร่ายสามารถผันแปรเพ่ิมขึ้นหรือลดลงได้ตามสภาวะในการเพาะเลี้ยง (Liu et al., 2012)  
ทั้งทางด้านกายภาพ เช่น แสง อุณหภูมิ หรือด้านเคมี เช่น ธาตุอาหารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง โดยไนโตรเจน (N) ซึ่งเป็น
ธาตุอาหารหลัก (Macronutrient) มีหน้าท่ีช่วยในการสร้างรงควัตถุ กรดนิวคลิอิก ช่วยในการท�ำงานเอมไซม ์
นั้น พบว่าสาหร่ายแต่ละชนิดมีความต้องการไนโตรเจนท่ีจะท�ำให้มีปริมาณไขมันในสาหร่ายสูงสุดในปริมาณท่ี 
แตกต่างกัน (Converti et al., 2009; Hsieh and Wu, 2009) นอกจากนี้ยังพบรายงานว่าสาหร่ายสกุล Scenedesmus  
สามารถสะสมปริมาณไขมันภายในเซลล์ได้มากเมื่อเพาะเลี้ยงในสภาวะที่ไม่เหมาะสม เช่นสภาวะการขาดไนโตรเจน 
(Chen et al., 2012) โดยการขาดไนโตรเจนในอาหารจะมผีลต่อปรมิาณไขมนัเนือ่งจากมผีลต่อการท�ำงานของเอนไซม์
ซึ่งท�ำให้เอนไซม์ในกระบวนการสังเคราะห์น�้ำมันท�ำงานได้ดีขึ้น (Shen et al., 2009)

ส่วนเหล็ก (Fe) ซึ่งเป็นธาตุอาหารรอง (Micronutrients) ท�ำหน้าที่เกี่ยวข้องกับการสร้างรงควัตถุ การขนส่ง
อิเล็กตรอนในกระบวนการสังเคราะห์แสงและการหายใจ ถ้าขาดเหล็กจะท�ำให้การสังเคราะห์แสงลดลงและปริมาณ
อาหารสะสมลดลงด้วย (Lin et al., 2012)  โดยสาหร่ายแต่ละชนิดมคีวามต้องการเหล็กท่ีเหมาะสมต่อการเจรญิเติบโต
หรือสร้างไขมันในปริมาณที่แตกต่างกัน (Liu et al., 2008; Wang et al., 2010)

สาหร่ายมคีวามต้องการท้ังไนโตรเจนและเหลก็ในการเจรญิเตบิโต โดยพบว่าได้มกีารศกึษาระดับทีเ่หมาะสม
ของไนโตรเจนหรอืของเหลก็ต่อการเพาะเลีย้งสาหร่ายชนดิ S. dimorphus นีไ้ว้แล้ว (จริรตัน์ และ สนุรีตัน์, 2556; วัฒนา 
และสนุรีตัน์, 2556) แต่ยังไม่มกีารศกึษาถึงปฏิสมัพันธ์ (Interaction) ของธาตุอาหารสองชนิดน้ีต่อสาหร่าย ดงันัน้การ
ศึกษาในครั้งน้ีจึงศึกษาปฏิสัมพันธ์ของไนโตรเจนและเหล็กท่ีมีต่อการเจริญเติบโตและผลผลิตไขมันของสาหร่าย  
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S. dimorphus เพื่อเป็นแนวทางในการเพาะเลี้ยงสาหร่ายชนิดนี้ส�ำหรับเป็นวัตถุดิบผลิตไบโอดีเซลต่อไปในอนาคต

อุปกรณ์และวิธีการ 
1. การเพาะเลี้ยงหัวเชื้อสาหร่าย

เพาะเลีย้งหัวเชือ้สาหร่าย S. dimorphus strain KMITL ท่ีคดัแยกโคโลนเีดีย่วมาจากบ่อเลีย้งปลา ด้วยอาหาร
สตูร Chlorella medium ทีผ่่านการฆ่าเชือ้ ด้วยหม้อนึง่ความดนั ทีอ่ณุหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส ความดนั 15 ปอนด์
ต่อตารางนิว้ เพาะเลีย้งในห้องปฏิบติัการทีค่วบคมุอณุหภูม ิ25±0.5 องศาเซลเซยีส ให้แสงจากหลอดฟลอูอเรสเซนต์ 
24 ชัว่โมง ความเข้มแสง 20 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวนิาท ีเพ่ือใช้สาหร่ายเป็นหวัเชือ้ในการศกึษาขัน้ต่อไป
2. ผลของอัตราส่วนไนโตรเจนต่อเหล็ก ต่อการเจริญเติบโตและการผลิตไขมันของสาหร่าย

เพาะเลีย้งสาหร่ายในอาหารสตูร Chlorella medium ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้ โดยใช้อาหารสูตรปกติน้ีเป็นชดุควบคมุ 
เทียบปริมาณไนโตรเจนและเหล็กในสูตรปกติเป็น 1.0 เท่า และท�ำการผันแปรปริมาณไนโตรเจนและเหล็กในอาหารนี้ 
อย่างละ 5 ระดับ ใช้แผนการทดลองแบบ Factorial (5x5) โดยใช้ความเข้มข้นของไนโตรเจน (KNO

3
) 5 ระดับคือ  

0.1, 0.5, 1.0 (ชุดควบคุม), 1.5 และ 2.0 เท่า หรือเทียบเท่ากับ KNO
3
 ที่ 0.125, 0.625, 1.250 (ชุดควบคุม), 1.875, 

2.50 กรัมต่อลิตร และผันแปรเหล็ก (FeSO
4
.7H

2
O) 5 ระดับคือ 0.1, 0.5, 1.0 (ชุดควบคุม), 1.5 และ 2.0 เท่า  

หรือเทียบเท่ากับ FeSO
4
 ที่ 0.005, 0.025, 0.050 (ชุดควบคุม), 0.075, 0.10 กรัมต่อลิตร โดยท�ำการเพาะเลี้ยงนอก

ห้องปฏิบัติการ ได้รับแสงและอุณหภูมิตามธรรมชาติ โดยระหว่างการเพาะเล้ียงมีความเข้มแสงในช่วงเวลากลางวัน
เฉลี่ย 20.45 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที อุณหภูมิรอบวันเฉลี่ย 29-33 องศาเซลเซียส (วัดในรอบวันทุก
สองชัว่โมง และหาค่าเฉลีย่ต่อวัน) เพาะเลีย้งจนเข้าสูป่ลายระยะการเจรญิเตบิโตเตม็ที ่(ประมาณ 30 วัน, Fig.1C N:Fe 
1.0:1.0 เท่า) วิเคราะห์น�้ำหนักแห้ง (ชีวมวล) ทุก 2 วัน โดยอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง  และวิเคราะห์
ปริมาณไขมันในสาหร่ายที่สิ้นสุดการทดลอง ตามวิธีของ Bligh and Dyer (1959) วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติ
และปฏิสัมพันธ์ของข้อมูลทั้งหมดด้วยวิธี ANOVA: two factor with replication และ ANOVA: single factor โดยใช้
โปรแกรม Microsoft excel 2013  ที่ระดับความเชื่อมั่น  95 เปอร์เซ็นต์

ผลการทดลองและวิจารณ์
1. ผลของอัตราส่วนไนโตรเจนต่อเหล็ก ต่อการเจริญเติบโตของสาหร่าย

สาหร่าย S. dimorphus ทีเ่พาะเล้ียงโดยได้รบัอตัราส่วนของ N:Fe แตกต่างกัน พบว่าการเพาะเล้ียงในความ
เข้มข้นของไนโตรเจนทีแ่ตกต่างกัน 5 ระดบั โดยลดลงจากสูตรปกติ 0.1 และ 0.5 เท่า และเพ่ิมจากสูตรปกติ 1.5 และ 2.0 
เท่า  พบว่าค่าอตัราการเจรญิเตบิโตจ�ำเพาะ (Specific growth rate, µ) มค่ีาสงูท่ีสดุเท่ากบั 0.09±0.00 ต่อวัน ในสาหร่าย
ทีไ่ด้รบั N:Fe 1.0:0.1 เท่า โดยมคีวามแตกต่างอย่างมนียัส�ำคญัทางสถิตกิบัชดุการทดลองทีม่คีวามเข้มข้นของ N:Fe 
0.1:0.1, 0.1:0.5, 0.1:1.5, 1.5:0.1, 1.5:0.5, 1.5:1.5, 1.5:2.0, 2.0:0.5, 2.0:1.0, 2.0:2.0 เท่า (p<0.05) (Table 1)   

ในทุกชุดการทดลอง สาหร่ายมีการเจริญเติบโต (ชีวมวล) เพิ่มขึ้นเมื่อระยะเวลาการเพาะเลี้ยงเพิ่มขึ้น และ 
มีการผันแปรของชีวมวลค่อนข้างสูง ในชุดท่ีได้รับไนโตรเจน 0.1 เท่า และผันแปรเหล็กระดับต่าง ๆ ทุกระดับ  
(Figure 1A) โดยที่สิ้นสุดการทดลองพบว่าสาหร่ายที่ได้รับ N:Fe 0.5:0.1 เท่า มีชีวมวลสูงสุดเท่ากับ 3.40±0.38 กรัม
ต่อลิตร (Figure. 1B, Table 1)  แต่พบว่าน�้ำหนักสูงสุดของชุดการทดลองนี้จะพบที่วันที่ 28 ของการเพาะเลี้ยง โดยมี
น�้ำหนัก 3.82±0.32 กรัมต่อลิตร ซึ่งแสดงว่าสาหร่ายในชุดการทดลองนี้เข้าสู่ระยะการเจริญเติบโตเต็มที่ ที่ 28 วันของ
การเพาะเลี้ยง และที่ 30 วัน คือสาหร่ายเข้าสู่ระยะการตาย น�้ำหนักของสาหร่ายจึงลดลง โดยการควบคุมปริมาณ
ไนโตรเจนให้คงที่ที่ 0.5 เท่า และผันแปรเหล็ก พบว่าเมื่อเหล็กมีความเข้มข้นเพิ่มมากขึ้น สาหร่ายมีแนวโน้มที่จะมีการ

เจริญเติบโตลดลง ซึ่งเป็นไปได้ว่าปริมาณเหล็กนั้นอาจมากเกินไป ไม่สมดุลกับปริมาณไนโตรเจน
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Table 1 Biomass and lipid production of S. dimorphus cultured in Chlorella medium under different  
              N:Fe ratios.

N 
(Times)

Fe 
(Times) µ (/day)

Biomass 
(g/L) 

Lipid content 
(%) 

Lipid yield 
(g/L)

Lipid productivity
(mg/L/d)

0.1 0.1
0.5
1.0
1.5
2.0

0.04±0.01ab

0.04±0.01ab

0.05±0.00abc

0.03±0.00a

0.05±0.00abc

1.48±0.41a

1.24±0.12a

1.91±0.08a

2.43±0.42ab

1.73±0.11a

18.00±0.08cde

16.38±0.04bc 
12.75±0.05a

12.27±0.11a

12.56±0.01a

0.21±0.01a

0.20±0.00a

0.25±0.00ab

0.27±0.00ab

0.23±0.00a

8.00±1.26abcd

6.19±0.76ab

6.45±0.19abc

3.90±0.14a

6.40±0.15abc

0.5 0.1
0.5
1.0
1.5
2.0

0.07±0.00abc

0.06±0.00abc

0.06±0.00abc

0.07±0.00abc

0.05±0.00abc

3.40±0.38b

2.30±0.23ab

2.14±0.08 ab

2.00±0.36 ab

1.91±0.25 a

14.90±0.13b

17.62±0.14cde

17.03±0.40cd

17.29±0.66cde

17.46±0.60cde

0.50±0.00abcd

0.38±0.01ab

0.36±0.00ab

0.33±0.02ab

0.34±0.01ab

10.32±0.19abcde

10.23±0.52 abcde

10.39±0.21 abcde

12.22±0.36 abcdef

9.57±0.59 abcde

1.0 0.1
0.5
1.0
1.5
2.0

0.09±0.00c

0.07±0.01abc

0.07±0.00 abc

0.05±0.00 abc

0.06±0.00 abc

2.26±0.38ab

2.49±0.39 ab

2.73±0.47 ab

2.48±0.43 ab

2.98±0.19 ab

21.89±0.15hi

22.85±0.57i 
21.92±0.54hi

21.88±0.15hi

21.04±0.15ghi

0.48±0.05ab

0.60±0.04ab

0.66±0.04ab

0.60±0.03ab

0.66±0.00ab

20.59±1.10fg

17.00±1.28efg

15.88±1.11defg

12.00±0.71abcdef

12.23±0.43abcdef

1.5 0.1
0.5
1.0
1.5
2.0

0.04±0.01ab

0.05±0.01ab

0.07±0.00abc

0.04±0.00ab

0.04±0.00ab

2.05±0.30ab

2.39±0.23ab

2.16±0.23ab

1.91±0.13a

2.57±0.22ab

19.14±0.29efg

20.30±0.09fgh 
18.62±0.04def

17.98±0.06cde

18.59±0.15def

0.40±0.02ab

0.49±0.02abcd

0.40±0.01ab

0.33±0.00ab

0.46±0.01abc

6.91±1.25abc

9.27±1.16abcde

12.20±0.58abcdef

7.29±0.61abc

6.92±0.60abcd

2.0 0.1
0.5
1.0
1.5
2.0

0.08±0.00bc

0.05±0.00ab

0.05±0.00ab

0.05±0.00abc

0.04±0.00ab

1.80±0.31a

2.76±0.70ab

2.61±0.08ab

3.37±0.42b

3.05±0.29b

29.21±0.54jk

28.19±0.49j 
30.48±0.85k

27.74±0.38j

27.43±0.40j

0.56±0.04bcde

0.78±0.12de

0.78±0.02de

0.75±0.03cde

0.83±0.05e

22.79±1.19g

12.77±1.36abcdef

14.88±0.92bcdefg

15.16±1.61cdefg

12.22±0.49abcdef

Values are mean ± S.D. within the same column, significant differences are indicated by different superscripts (p< 0.05).
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Figure 1. Biomass of S. dimorphus cultured in Chlorella medium under various N:Fe ratio  
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Figure 1 Biomass of S. dimorphus cultured in Chlorella medium under various N:Fe ratio.
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จากการทดลองน้ีพบว่า การผนัแปรอตัราส่วนของไนโตรเจนต่อเหลก็ส่งผลให้สาหร่ายชนดินีม้ชีวีมวลสงูกว่า 
เมื่อเทียบกับการเลี้ยงสาหร่ายชนิดนี้ภายใต้ความเข้มแสง ระยะเวลารับแสง อุณหภูมิ ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง และ
สตูรอาหารทีเ่หมอืนกันกบัการทดลองน้ี โดยผนัแปรไนโตรเจนหรอืเหลก็ในสตูรอาหารเพียงอย่างเดยีว โดยหากผนัแปร
ไนโตรเจนเพียงอย่างเดียวสาหร่ายจะมีชีวมวลสูงที่สุดเพียง 1.6 ± 0.06 กรัมต่อลิตร  ที่ระดับไนโตรเจน 2.0 เท่า  
(จิรรัตน์ และ สุนีรัตน์, 2556)  และหากมีการผันแปรเหล็กอย่างเดียว พบว่ามีชีวมวลสูงที่สุด 1.4 ± 0.05 กรัมต่อลิตร 
ที่ระดับเหล็ก 2.0 เท่า (วัฒนา และ สุนีรัตน์, 2556)

จากการศกึษาครัง้น้ีพบว่าอตัราส่วนของ N:Fe ทีต่่างกัน มผีลท�ำให้สาหร่ายเจรญิเตบิโตได้ต่างกัน โดยทีร่ะดบั
ไนโตรเจน 0.5 เท่า และเหลก็ 0.1 เท่า ของสตูรอาหารปกติ ส่งผลให้สาหร่ายมชีวีมวลสงูสดุ ซึง่แสดงว่าระดบัน้ีคือระดับ
ที่เหมาะสมต่อสาหร่ายชนิดนี้ โดยปกติแล้วเหล็กเป็นธาตุอาหารที่มีความส�ำคัญมากต่อสาหร่ายขนาดเล็ก ท�ำหน้าที่
เป็นส่วนประกอบพ้ืนฐานของเอนไซม์ต่างๆ เข้าร่วมปฏกิิรยิาการสงัเคราะห์ด้วยแสงในระบบแสง 2 การขาดเหลก็ท�ำให้
ประสิทธิภาพการถ่ายทอดอิเล็กตรอน การตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ต�่ำ ดังนั้นอัตราการสังเคราะห์แสงของสาหร่ายจึง
มค่ีาต�ำ่ สาหร่ายจงึมกีารเจรญิเติบโตลดลง (Terry and Abadia, 1986) เหลก็มอีทิธิพลต่อการใช้ไนโตรเจนของสาหร่าย
และเป็นหนึง่ในองค์ประกอบทีใ่ช้ในกระบวนการสงัเคราะห์คลอโรฟิลล์ของเซลล์สาหร่าย ภาวะการขาดหรอืมปีรมิาณ
ธาตุเหล็กมากเกินไปของในเซลล์สาหร่ายมีผลท�ำให้ประสิทธิภาพการสังเคราะห์ด้วยแสงของสาหร่ายลดลง  
(Lin et al., 2012)  แม้พบว่าที่ระดับเหล็ก 0.1 เท่า คือระดับที่ต�่ำสุด แต่สาหร่ายกลับมีการเจริญเติบโตดีที่สุด แสดง
ว่าไนโตรเจนมีอิทธิพลร่วมกับเหล็กต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายอย่างชัดเจน

จากการศึกษาครั้งน้ีพบว่าการเจริญเติบโตของสาหร่ายต�่ำท่ีสุด เมื่อสาหร่ายได้รับไนโตรเจนต�่ำสุดคือ 0.1  
เท่า (Figure 1A) ทั้งนี้เนื่องจากไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบหลักของ ดีเอ็นเอ อาร์เอ็นเอ เอนไซม์และกรดอะมิโน ซึ่ง
เป็นส่วนประกอบในคลอโรพลาสต์ท่ีท�ำหน้าทีส่ร้างคลอโรฟิลล์ เอ ของสาหร่าย (Neill et al., 2003) การขาดไนโตรเจน
จะมผีลท�ำให้การสร้างกรดอะมโินมปีรมิาณลดลง โดยกรดอะมโินบางชนิดมผีลต่อกระบวนการสงัเคราะห์คลอโรฟิลล์
โดยตรงต่อสาหร่าย เช่นกรดอะมิโนไกลซีนซึ่งท�ำหน้าที่ส�ำคัญต่อกระบวนการสังเคราะห์คลอโรฟิลล์โดยรวมตัวกับ 
Succinyl-Coenzyme A เกิดการสังเคราะห์ delta-Aminolevulinic acid จนได้สารคลอโรฟิลล์ เอ การขาดไนโตรเจน
อาจท�ำให้ปริมาณไกลซีนลดลง โดยอาจจะส่งผลต่อความสามารถในการสังเคราะห์คลอโรฟิลล์ เอ ของเซลล์สาหร่าย 
ท�ำให้เซลล์สาหร่ายมีปริมาณคลอโรฟิลล์ เอ ลดลง   การสังเคราะห์ด้วยแสงลดลง สาหร่ายจึงมีการเจริญเติบโตลดลง 
(Lewin, 1962) การขาดไนโตรเจนจึงท�ำให้ชีวมวล มีปริมาณลดลง

การเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของสาหร่ายเมื่อเพ่ิมหรือลดปริมาณไนโตรเจนหรือเหล็ก ในการศึกษา 
ครัง้นีกั้บอดตี ไม่สามารถท�ำการเปรยีบเทยีบได้โดยตรง เน่ืองจากการศึกษาในเรือ่งธาตุอาหารกับการเจรญิเติบโตหรอื
การผลิตไขมันของสาหร่ายในอดีตส่วนใหญ่จะท�ำเพียงการผันแปรความเข้มข้นธาตุอาหารเพียงประเภทเดียว เช่น  
การศกึษาผลของไนโตรเจนต่อการเจรญิเตบิโตของสาหร่ายน้ัน มรีายงานว่าข้ึนอยู่กับชนิดของสาหร่าย บางชนิดเจรญิ
เติบโตได้ดีแม้ในไนโตรเจนมีความเข้มข้นต�่ำ แต่บางชนิดจะโตได้ดีเมื่อไนโตรเจนมีความเข้มข้นสูง เช่นการศึกษาของ 
Converti et al. (2009) ที่ทดลองเลี้ยงสาหร่าย Chlorella vulgaris โดยให้ NaNO

3
 ที่ 1.500 - 0.375 กรัมต่อลิตร  

พบว่าสาหร่ายนี้มีการเจริญเติบโตไม่แตกต่างกัน แต่เมื่อทดลองกับสาหร่าย Nannochloropsis oculata โดยผันแปร 
NaNO

3
 ที่ 0.075-0.300 กรัมต่อลิตร พบว่าสาหร่ายมีอัตราการเจริญเติบโตดีที่สุดที่ไนโตรเจนเข้มข้นสูงสุด  ส่วนการ

เพาะเลี้ยงสาหร่าย Microcystis aeruginosa  ที่ระดับความเข้มข้นของเหล็กต่างกัน  4 ระดับที่  3.07-24.6 ไมโครโมล
ต่อลิตร  พบว่าสาหร่ายมีการเจริญเติบโตดีที่สุดที่ระดับเหล็กต�่ำสุด (Wang et al., 2010) 
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2. ผลของอัตราส่วนไนโตรเจนต่อเหล็ก ต่อการผลิตไขมันของสาหร่าย
สาหร่ายที่ได้รับ N:Fe 2.0:1.0 เท่า ให้ปริมาณไขมัน (Lipid content) สูงสุด 30.48±0.85 เปอร์เซ็นต์ โดยมี

ความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติกับทุกชุดการทดลองยกเว้นที่ N:Fe 2.0:0.1 เท่า เท่านั้น ซึ่งพบว่าในสาหร่าย
ชนิดน้ีหากท�ำการผันแปรไนโตรเจนเพียงอย่างเดียว (โดยปัจจัยในการเพาะเล้ียงอื่นๆ เหมือนกับการทดลองน้ีทุก
ประการ) จะท�ำให้ได้ไขมันสูงสุดเท่ากับ 25.72±0.66 เปอร์เซ็นต์ เท่านั้น ที่ระดับไนโตรเจน 2.0 เท่า (จิรรัตน์ และ สุนี
รัตน์, 2556 ) หรือหากผันแปรเหล็กอย่างเดียวจะได้ไขมันสูงสุดเท่ากับ 26.13 ± 1.19  เปอร์เซ็นต์ เท่านั้น ที่ระดับเหล็ก 
2.0 เท่า (วัฒนา และ สุนีรัตน์, 2556) แสดงให้เห็นว่าหากอัตราส่วน N:Fe เหมาะสม ย่อมให้ไขมันสูงกว่าการผันแปร
ธาตุอาหาร N หรือ Fe เพียงอย่างเดียว

ส่วนผลผลิตไขมัน (lipid yield) ในการศึกษาครั้งนี้พบมากที่สุดเท่ากับ 0.83±0.05 กรัมต่อลิตร ในสาหร่ายที่
ได้รับ N:Fe 2.0:2.0 เท่า โดยแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติกับทุกชุดการทดลอง ยกเว้นชุดที่ได้รับ N 2.0  เท่า   
ส่วนก�ำลังการผลิตไขมัน (lipid productivity) พบมากท่ีสุด 22.79±1.19 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อวัน ในสาหร่ายท่ีได้รับ 
N:Fe 2.0:0.1 เท่า 

จากผลการทดลองพบว่าควรเลือกเพาะเลี้ยงสาหร่ายที่ระดับ N:Fe 2.0:2.0 เท่า เพราะท�ำให้ได้ผลผลิตไขมัน
ต่อการเพาะเลี้ยงต่อหนึ่งลิตรมากที่สุด หรืออาจใช้ N ที่ 2.0 เท่า ส่วน Fe ใช้ได้ทุกระดับตั้งแต่ 0.1-2.0 เท่า เนื่องจาก
ผลผลติไขมนัไม่มคีวามแตกต่างกันทางสถิต ิ และจากการศกึษาถึงปฏิสมัพันธ์ N ต่อ Fe พบว่าธาตอุาหารท้ังสองชนดิ
มีอิทธิพลร่วมกันต่อ การเจริญเติบโตจ�ำเพาะ (p = 0.048), ชีวมวล (p = 0.035), ปริมาณไขมัน (p = 0.000) และก�ำลัง
การผลิตไขมัน (p = 0.000) ของสาหร่าย S. dimorphus  

ซึ่งการศึกษาครั้งน้ีไนโตรเจนสูงให้ไขมันท่ีสูง ซึ่งให้ผลการศึกษาต่างจากรายงานการศึกษาก่อนหน้าน้ี ท่ี
ผันแปรไนโตรเจนเพียงอย่างเดียว โดยได้มีรายงานการศึกษาไว้ว่าการลดปริมาณไนโตรเจนในการเพาะเลี้ยงสาหร่าย 
จะท�ำให้สาหร่ายเพิ่มปริมาณไขมัน เช่นการศึกษาของ Hsieh and Wu (2009) ท�ำการเลี้ยงสาหร่ายน�้ำเค็มขนาดเล็ก 
Chlorella sp. โดยผันแปรไนโตรเจน (ยูเรีย) ที่ 0.025 – 0.200 กรัมต่อลิตร พบว่าสาหร่ายที่ได้รับไนโตรเจนต�่ำสุดจะ
ให้ปริมาณไขมันสูงสุดคือ 0.661 กรัมต่อกรัมสาหร่ายแห้ง เนื่องจากเซลล์สาหร่ายมีการแบ่งตัวที่ช้าลง ซึ่งเกิดจากสาร
อาหารท่ีไม่เพียงพอท�ำให้เซลล์เลือกท่ีจะสะสมอาหารในรูปของไขมัน เพราะเอนไซม์ที่ใช้เพ่ือการสังเคราะห์ไขมัน
สามารถทนต่อการขาดไนโตรเจนได้ดีกว่าเอนไซม์ที่ใช้เพื่อการสังเคราะห์คาร์โบไฮเดรต นอกจากนี้การขาดไนโตรเจน
ยังช่วยกระตุ้นการท�ำงานของเอนไซม์ให้ดีมากขึ้น เอนไซม์ที่ท�ำหน้าที่ในกลไกการสังเคราะห์ไขมันคือ Diacylglycerol 
transferase ซึง่เป็นเอนไซม์ทีท่�ำหน้าทีเ่ปลีย่น Diacylglyceral เป็น Triacylglyceriade (TAG) ดงัน้ันโมเลกุลคาร์บอน 
ที่ได้จากการตรึงคาร์บอนไดออกไซต์หรือสารอินทรีย์จึงถูกชักน�ำให้เปล่ียนไปเป็นไขมันมากกว่าคาร์โบไฮเดรต ท�ำให้
สามารถพบปริมาณไขมันสูงในภาวะที่มีไนโตรเจนจ�ำกัด (Xin et al., 2010b) ซึ่งแตกต่างจากการศึกษาครั้งนี้ที่พบว่า
ปริมาณน�้ำมันมีค่าสูงสุด พบในสาหร่ายที่เลี้ยงในอาหารมีไนโตรเจนสูงสุด 2.0 เท่า ซึ่งแสดงให้เห็นว่าอัตราส่วนของ
เหล็กเข้ามาส่งผลร่วมกับไนโตรเจนในการผลิตไขมันของสาหร่าย

ในการศึกษาครั้งนี้ปริมาณเหล็กปานกลางหรือที่ 1.0 เท่า ให้ผลผลิตไขมันสูง ส่วนรายงานการศึกษาของ Liu 
et al. (2008) ซึ่งท�ำการทดลองเลี้ยง Chlorella vulgaris โดยได้รับความเข้มข้นของเหล็กแตกต่างกัน 0- 1.2x10-5 โมล
ต่อลติร พบว่าสาหร่ายนีท้ีเ่พาะเลีย้งโดยไดร้ับเหลก็ 1.2 x 10-5 โมลตอ่ลติร หรือไดร้ับเหลก็สงูทีสุ่ด มีไขมันสูงกว่าระดบั
อืน่ถึง 56.6 เปอร์เซน็ต์ ในสภาวะท่ัวไปแล้วความเข้มข้นเหลก็ท่ีสงูมกัมผีลให้เกิดการกระตุ้นการสะสมน�ำ้มนัของสาหร่าย 
แต่ในกรณทีีร่ะดบัความเข้มข้นเหลก็ทีม่ากเกนิไป มกัจะสง่ผลท�ำให้เกดิการยบัยัง้กระบวนการเมตาบอลซึึมของไขมนั 
ในสภาวะท่ีสาหร่ายขาดเหล็ก จะส่งผลท�ำให้สาหร่ายไม่สามารถดึงไนโตรเจนจากอาหารไปใช้ได้ท�ำให้เซลล์เกิด
ความเครยีด เซลล์สาหร่ายจะปรบัตวัโดยเปลีย่นรปูอาหารทีเ่ก็บจากคาร์โบไฮเดรตเป็นน�ำ้มนั (Shen et al., 2009) การ
ศึกษาของ Lin et al. (2012) พบว่าสาหร่าย Scenedesmus rubescen ที่เลี้ยงในอาหารที่มีระดับความเข้มข้นเหล็ก 
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(Fe2+) ต�่ำ (0.05-1 มิลลิกรัมต่อลิตร) มีปริมาณน�้ำมันสูงมากกว่าเลี้ยงที่ระดับความเข้มข้นเหล็กสูง (5-20 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร)  ซึ่งจะเห็นได้ว่าความเข้มข้นของเหล็กที่เหมาะสมต่อการผลิตไขมันจะขึ้นอยู่กับชนิดของสาหร่ายด้วยเช่นกัน

ปรมิาณน�ำ้มนัทีพ่บในสาหร่ายขนาดเลก็เป็นหน่ึงในดัชนีชีว้ดัท่ีส�ำคัญมาก เน่ืองจากเป็นดัชนีท่ีสามารถใช้ใน
การประเมินศักยภาพของสาหร่ายขนาดเล็กในฐานะแหล่งผลิตไบโอดีเซลได้ (Shen et al., 2009) เมื่อเปรียบเทียบ
ปรมิาณน�ำ้มนัจากการศกึษานีกั้บการทดลองอืน่ๆ ซึง่ปรากฏใน Table 2 พบว่า S. dimorphus จากการศกึษาน้ี นบัว่า
เป็นหนึง่ในตวัเลอืกทีส่ามารถน�ำไปใช้เป็นแหล่งผลติน�ำ้มนัไบโอดเีซลได้ในอนาคต และรายงานผลการทดลองในครัง้นี้ 
ยังแสดงให้ทราบว่าไนโตรเจนมปีฏสิมัพันธ์ร่วมกับเหลก็ต่อการเจรญิเตบิโตและการผลติไขมนัของ S. dimorphus ดงั
นัน้จงึควรมกีารเพาะเลีย้งสาหร่ายชนดิน้ีในอตัราส่วนของ N:Fe ทีเ่หมาะสมจะช่วยเพ่ิมผลผลติไขมนัของสาหร่ายได้

Table 2 Comparison of lipid content of Scenedemus dimorphus with other Scenedemus strains reported  
             in the literature.

Strain Lipid content (%) Reference

S. dimorphus KMITL 30.48±0.85 This study

S. dimorphus KMITL
25.72±0.66

Jirarat and Suneerat (2013)

S. dimorphus KMITL 26.13 ± 1.19 Wattana and Suneerat (2013)

S. dimorphus  KMITL 25 Ruangsomboon et al. (2012)

Scenedemus sp. LX1 53 Xin et al. (2010b)

Scenedemus sp. LX1 31-33 Xin et al. (2010a)

Scenedemus sp. LX1 35 Xin et al. (2011)

S. dimorphus  EPS-5 8 Ho et al. (2012)

S. dimorphus CNW-N 22 Ho et al. (2012)

S. dimorphus  SJTE-3 15-24 Tang et al. (2011)

S. rubescens 21-27 Lin and Lin (2011)

สรุป
ไนโตรเจนและเหลก็มปีฏิสมัพันธ์ร่วมกันต่อ อตัราการเจรญิเตบิโตจ�ำเพาะ, ชวีมวล, ปรมิาณไขมนั และก�ำลงั

การผลติไขมนั ของสาหร่าย S. dimorphus โดยระดับ N:Fe ท่ีท�ำให้สาหร่ายมชีวีมวลและผลผลติไขมนัสูงสุดคือ 0.5:0.1 
และ 2.0:2.0 เท่า ตามล�ำดับ 
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