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บทคัดย่อ 

 
 ปัจจุบันความต้องการใช้น้้ามันเป็นแหล่งพลังงานเพิ่มมากขึ้นตามจ้านวนประชากรมนุษย์สาหร่าย
ขนาดเล็ กมี ศักยภาพในการสะสมไขมันที่ สู งกว่ าพื ชพลั งงานเมื่ อเปรี ยบเที ยบในพื้ นที่ ปลู ก  
1 หน่วยเฮกตาร์เท่ากัน งานวิจัยนี้มีจุดประสงค์เพื่อศึกษาการแพร่กระจายเชิงชนิดของสาหร่ายขนาดเล็ก 
ที่สะสมไขมันโดยสุ่มเก็บตัวอย่างสาหร่ายด้วยถุงแพลงก์ตอนขนาดตา 10 ไมโครเมตร จากกลุ่มแม่น้้าชี 
ในพื้นที่ 3 อ้าเภอ คือ โกสุมพิสัย เมือง และกันทรวิชัย จังหวัดมหาสารคาม รวม 20 จุด ๆ ละ 3 ซ้้า ในช่วง
เดือนมิถุนายน 2561 น้ามาตรวจสอบชนิดของสาหร่ายขนาดเล็กที่สะสมไขมันและคัดเลือกสาหร่าย 
ขนาดเล็ก 5 ชนิด เพื่อตรวจสอบการสะสมไขมันโดยวิธีไนล์เรด สาหร่ายที่เหลือน้ามาตรวจสอบการสะสม
ไขมันโดยเทียบเคียงกับผลงานวิจัยต่าง ๆ พบว่าสาหร่ายขนาดเล็กที่สะสมไขมันทั้งหมด 4 ดิวิชัน โดย 
Chlorophyta พบมากที่สุดร้อยละ 57.14 รองลงมาคือ Cyanophyta พบร้อยละ 20.00 Bacillariophyta  
พบร้อยละ 17.14 และ Euglenophyta พบร้อยละ 5.71 จ้านวนทั้งหมด 35 ชนิด ผลการตรวจสอบการ 
สะสมไขมันโดยวิธีไนล์เรด พบสาหร่ายน้้าจืดขนาดเล็กสะสมไขมันชนิด Botryococcus braunii มีปริมาณ
น้้ามันในเซลล์มากที่สุดเพราะมีการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์เป็นสีเหลืองเกือบเต็มเซลล์ ซึ่งพบจาก 3 จุด  
คือจุดที่ 1 ห้วยคะคาง ใกล้วัดป่าวังน้้าเย็น ต้าบลเกิ้ง อ้าเภอเมือง จุดที่ 12 แหล่งน้้าหนองคู บ้านดอนหน่อง 
ต้าบลขามเรียง อ้าเภอกันทรวิชัย และจุดที่ 20 ห้วยบ้านแพง ต้าบลบ้านแพง อ้าเภอโกสุมพิสัย ส่วนจุดที่ 6 
ห้วยคะคางวัดป่าศุภมิตร ต้าบลตลาด อ้าเภอเมือง พบสาหร่ายขนาดเล็กที่สะสมไขมันจ้านวนมากชนิดที่สุด 
คือ 12 ชนิด ส่วนจุดที่ 2 วังมัจฉา ต้าบลเกิ้ง อ้าเภอเมือง พบเพียง 1 ชนิด งานวิจัยนี้เป็นข้อมูลใหม่เกี่ยวกับ
สาหร่ายน้้ามันซึ่งไม่มีการศึกษามาก่อนเพื่อเป็นประโยชน์ต่อการน้าไปเพาะเลี้ยงเชิงพาณิชย์ต่อไป 
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Abstract 
 

 At present, the demand for oil is a huge source of energy according to the 
human population. Freshwater microalgae have the potential to produce oil better 
than oil plants per equal area of 1 hectare. This research aimed to determine species 
diversity of bio-oil freshwater microalgae from twenty stations of Chi river basin in three 
districts (Kantharawichai, Mueang Maha Sarakham and Kosum Phisai), Maha Sarakham 
province in June 2019. The three random sampling of microalgae used a 10 
micrometer plankton net and then took microalgae to identify species and selected 
five species for bio-oil determination using Nile Red staining technique and the 
remaining microalgae comparable to other research. Each experiment had 3 
replications. The results found 35 bio-oil microalgae species from 4 divisions and the 
value of percentage of bio-oil microalgae showed 57.14, 20.00, 17.14, 5.71 and 0.00 
percenttage of all bio-oil microalgae in Chlorophyta, Cyanophyta, Bacillariophyta, 
Euglenophyta and Chrysophyta, respectively.Botryococcus braunii showed the most 
amount of bio-oil from Nile Red staining because fluorescent in full-cell color and 
this species could find at station 1: Huai Khakang, near the Wang Nam Yen Temple, 
Koeng Subdistrict, Mueang District, station 12: Nong Khu Water Source, Ban Don 
Nhong, Kham Riang Subdistrict, Kantharawichai District, and the station 20: Huai Ban 
Phaeng, Ban Phaeng Subdistrict, Kosum Phisai District. In addition, the maximum and 
minimum numbers of bio-oil microalgae species were 12 and 1 species which found 
at station 6 :Huai Khakang, Wat Pa Suphamit, Talad Subdistrict, Muang District, and 
Wang Matcha, Koeng Subdistrict, Mueang District. These algae has never been 
reported. Therefore, it is useful for the source of oil microalgae culture for 
commercial purposes. 
 
Keywords: Nile red staining, Bio-oil microalgae, Chi river basin, Maha Sarakham  
 
บทน้า 
 ปัจจุบันประเทศต่าง ๆ ทั่วโลกก้าลังประสบปัญหาการขาดแคลนน้้ามันเชื้อเพลิงท้าให้น้้ามัน
เชื้อเพลิงที่มีราคาสูง ซึ่งส่งผลกระทบต่อการพัฒนาทางเศรษฐกิจของหลายประเทศ โดยเฉพาะ
ประเทศที่ต้องน้าเข้าน้้ามัน เช่น ประเทศไทย จากปัญหาดังกล่าวได้มีการวิจัยเพื่อหาพลังงานทดแทน
หรือพลังงานในรูปแบบใหม่อย่างมากมายและหนึ่งในพลังงานทางเลือกดังกล่าวคือ ไบโอดีเซล ซึ่ง
เป็นเชื้อเพลิงชีวภาพที่ได้จากชีวมวล (biomass) โดยการน้าเอาน้้ามันจากพืชหรือจากสัตว์ ซึ่งเป็น
สารประกอบอินทรีย์ประเภทไตรกลีเซอไรด์มาผ่านกระบวนการทางเคมีโดยท้าปฏิกิริยากับ
แอลกอฮอล์ และมีด่างเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาจะได้ผลผลิตเป็นเอสเทอร์ และผลิตภัณฑ์ผลพลอยได้เป็น
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กลีเซอรอล การน้าเอาน้้ามันจากพืชหรือจากสัตว์ เช่น น้้ามันปาล์ม สบู่ด้า มาเป็นวัตถุดิบในการผลิต
พลังงานทดแทนก่อให้เกิดการแข่งขันด้านราคาและส่งผลกระทบต่อความมั่นคงทางด้านอาหารและ
ปัจจัยการผลิต เนื่องจากต้องใช้พื้นที่เพาะปลูกเป็นจ้านวนมากและใช้ระยะเวลานานในการ
เจริญเติบโต สาหร่ายขนาดเล็กมีความรวดเร็วในการสะสมพลังงานในเซลล์ สามารถเจริญเติบโต 
ได้รวดเร็วกว่าพืชทั่วไป โดยใช้เวลาเพาะเลี้ยง 7-14 วันก็สามารถน้ามาสกัดน้้ามันเพื่อผลิตไบโอดีเซล
ได้ (ศิวคุปต์ และคณะ, 2556) สาหร่ายขนาดเล็กมีผนังเซลล์ซึ่งประกอบด้วยเซลลูโลสสามารถผลิต
น้้ามันได้ (ยุวดี, 2556) นอกจากนี้สาหร่ายยังเก็บสะสมสารอาหารไว้ในรูปของไตรกลีเซอไรด์ได้อีกด้วย 
ดังนั้นสาหร่ายขนาดเล็กจึงมีศักยภาพในการสะสมไขมันที่สูงกว่าพืชพลังงานทุกชนิดเมื่อเปรียบเทียบ
ในพื้นที่เท่ากัน โดยพืชน้้ามันต่อพื้นที่ปลูก 1 หน่วยเฮกตาร์ (1 เฮกตาร์ เท่ากับ 10,000 ตารางเมตร) 
ทานตะวันได้น้้ามัน 952 ลิตร ปาล์มได้น้้ามัน 5,950 ลิตร มะพร้าวได้น้้ามัน 2,689 ลิตร ส้าหรับ
สาหร่ายได้น้้ามันสูงถึง 100,000 ลิตร (Magdalena et al., 2010) สาหร่ายขนาดเล็กจึงเป็นสิ่งมีชีวิต
ทางเลือกใหม่ของแหล่งผลิตพลังงานสามารถเจริญได้ดีตลอดปีในภูมิอากาศร้อน จึงมีการศึกษาวิจัย
เพื่อน้ามาใช้เป็นพลังงานทดแทนเพื่อแก้ไขปัญหาการลดลงอย่างรวดเร็วของน้้ามันและถ่านหินใน 
ทุกภูมิภาคของโลก ซึ่งสาหร่ายขนาดเล็กเหล่านี้นับว่าเป็นความหวังของมนุษยชาติที่จะใช้เป็น
พลังงานชีวภาพอย่างมีประสิทธิภาพต่อไปในอนาคต (สถาบันวิจัยและพัฒนาพลังงานนครพิงค์
มหาวิทยาลัยเชียงใหม่, 2554) การตรวจสอบปริมาณน้้ามันในสาหร่ายสามารถท้าได้หลายวิธีโดยการ
ย้อมสีไนล์เรดซึ่งจะเรืองแสงสีเหลืองภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ เป็นวิธีที่สะดวก รู้ผลได้
รวดเร็วและเสียค่าใช้จ่ายน้อย (Rattanapoltee and Kaewkannetra, 2013) การส้ารวจหาสาหร่าย
ที่สามารถสะสมไขมันได้จึงมีความส้าคัญในการหาแหล่งผลิตพลังงานทดแทนที่อาจเป็นไปได้ใน
อนาคตและยังลดภาวะโลกร้อนได้ด้วย รวมทั้งไม่เกิดปัญหาในการแย่งส่วนแบ่งทางอาหารจากพืช
น้้ามันได้ 
 ผู้วิจัยจึงมีความสนใจศึกษาความหลากหลายของสาหร่ายน้้ามันขนาดเล็กในลุ่มแม่น้้าชี  
เขตพื้นที่จังหวัดมหาสารคามเนื่องจากยังไม่มีการศึกษาเกี่ยวกับสาหร่ายน้้ามันในแหล่งน้้านี้มาก่อน 
รวมทั้งแม่น้้าชีเป็นแม่น้้าสายหลักของภาคตะวันออกเฉียงเหนือ โดยมีสาขาหลัก 5 ล้าน้้า ซึ่ง
ประกอบด้วย ล้าน้้าพอง ล้าน้้าปาว ล้าน้้าเซิน ล้าน้้าพรม และล้าน้้ายัง แม่น้้าชีถือว่าเป็นแม่น้้าที่มี
ความยาวมากที่สุดในประเทศไทย มีความยาวมากที่สุด 765 กิโลเมตร ไหลผ่านหลายจังหวัดรวมทั้ง
จังหวัดมหาสารคาม ซึ่งมีความส้าคัญทั้งทางด้านการเกษตรและใช้ส้าหรับอุปโภคของประชาชนใน
จังหวัดนี้ งานวิจัยนี้จะได้ข้อมูลเก่ียวกับสาหร่ายน้้ามันขนาดเล็กเพื่อใช้ในการเพาะเลี้ยงเชิงพาณิชย์ใน
การสะสมไขมันต่อไปในอนาคต  
 
วิธีด้าเนินการวิจัย 
 1. การเก็บตัวอย่างสาหร่าย 
     สุ่มเก็บตัวอย่างสาหร่ายขนาดเล็กโดยใช้ถุงแพลงก์ตอนขนาดตา 10 ไมโครเมตร ลากใน
แนวเฉียงจากระดับความลึกจากผิวน้้า 50 เซนติเมตร ในลุ่มแม่น้้าชีในเขตพื้นที่ 3 อ้าเภอของจังหวัด
มหาสารคาม ได้แก่ อ้าเภอกันทรวิชัย 10 จุด อ้าเภอเมือง 7 จุด อ้าเภอโกสุม 3 จุด รวมทั้งหมด 20 จุด 
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ดังภาพที่ 1-3 โดยเก็บตัวอย่างจุดละ 3 ครั้ง ในช่วงเดือนมิถุนายน 2561 เวลาในการเก็บตัวอย่าง
ตั้งแต่ 08.00-12.00 น. จากนั้นเทตัวอย่างใส่ขวดพลาสติกใสเพื่อน้าไปตรวจสอบชนิดต่อไป  
 

 
 

ภาพที่ 1  พื้นที่ เก็บตัวอย่างสาหร่ายขนาดเล็กในลุ่มแม่น้้าชี อ้าเภอเมืองมหาสารคาม จังหวัด 
 มหาสารคาม 

 

 
 

ภาพที่ 2  พื้นที่เก็บตัวอย่างสาหร่ายขนาดเล็กในลุ่มแม่น้้าชี อ้าเภอกันทรวิชัย จังหวัดมหาสารคาม 
 

1 
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ภาพที่ 3 พื้นที่เก็บตัวอย่างสาหร่ายขนาดเล็กในลุ่มแม่น้้าชี อ้าเภอโกสุมพิสัย จังหวัดมหาสารคาม 
 จุดที่ 1 ห้วยคะคางวัดป่าวงัน้า้เย็น ต้าบลเกิ้ง อ้าเภอเมือง  
 จุดที่ 2 วังมัจฉา ตา้บลเกิ้ง อ้าเภอเมือง  
 จุดที่ 3 ห้วยคะคางหอพักวิทยาลัยพยาบาล ตา้บลเกิ้ง อ้าเภอเมือง  
 จุดที่ 4 แม่น้้าชีวัดบา้นเก้ิงเหนอื ต้าบลเกิ้ง อ้าเภอเมือง  
 จุดที่ 5 คลองกุดนางใย ตา้บลตลาด อ้าเภอเมือง  
 จุดที่ 6 ห้วยคะคางวัดป่าศุภมิตร ต้าบลตลาด อ้าเภอเมือง  
 จุดที่ 7 แก่งเลิงจาน ต้าบลแก่งเลิงจาน อ้าเภอเมือง  
 จุดที่ 8 ตึกอาร์เอ็น มมส ต้าบลขามเรียง อ้าเภอกันทรวิชัย  
 จุดที่ 9 คลองน้้าหนา้คอนโดอาจารย์ ต้าบลขามเรียง อ้าเภอกันทรวิชัย  
 จุดที่ 10 บ้านท่าสองคอน ต้าบลขามเรียง อ้าเภอกันทรวิชัย  
 จุดที่ 11 บ้านแกะแก้ว ตา้บลขามเรียง อ้าเภอกันทรวิชัย   
 จุดที่ 12 คลองคูบ้านดอนหน่อง ต้าบลขามเรียง อ้าเภอกันทรวิชัย  
 จุดที่ 13 ห้วยหน้าวัดดอนหนาด ต้าบลขามเรียง อ้าเภอกันทรวิชัย  
 จุดที่ 14 วัดเจริญผล ต้าบลทา่ขอนยาง อ้าเภอกันทรวิชัย  
 จุดที่ 15 อ่างเก็บน้้าหนองบัว ต้าบลโคกพระ อ้าเภอกันทรวิชยั  
 จุดที่ 16 บ้านหัวขัว ตา้บลหัวขัว อ้าเภอกันทรวิชัย  
 จุดที่ 17 ห้วยหลังวัดป่าวงัเลิง ต้าบลหัวขัว อ้าเภอกันทรวิชัย  
 จุดที่ 18 บึงกุย ต้าบลหัวขวาง อ้าเภอโกสุมพิสัย  
 จุดที่ 19 แม่น้้าชีวดัโกสุมใต้ ตา้บลแพง อ้าเภอโกสุมพิสัย  
 จุดที่ 20 ห้วยบ้านแพง ต้าบลแพง อ้าเภอโกสุมพิสัย 
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 2. การศึกษาความหลากหลายของสาหร่ายขนาดเล็กที่สะสมไขมัน  
       ตรวจสอบลักษณะสัณฐานของสาหร่ายขนาดเล็ก โดยการเตรียมสไลด์สดและศึกษาด้วย
กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงยี่ห้อ Olympus รุ่น BX53F และบันทึกภาพ เพื่อจัดจ้าแนกชนิดของ
สาหร่ายตามวิธีของยุวดี (2556), ลัดดา (2540), Graham and Wilcox (2009) และ Bold and 
Wynne (1978) จากนั้นน้าสาหร่ายขนาดเล็กแต่ละชนิดมาตรวจสอบการสะสมไขมันโดยเปรียบเทียบกับ
รายงานวิจัยของ Magdalena et al. (2010) Becker (1994) และ Chisti, (2007) 
 3. การตรวจสอบการสะสมไขมันในสาหร่ายขนาดเล็กด้วยเทคนิคการย้อมสีไนล์เรด 
(Nile red staining) โดยดัดแปลงจาก Chen et al. (2009) 
     3.1 คัดแยกสาหร่ายขนาดเล็กด้วยเทคนิคการล้างเซลล์ด้วยไมโครปิเปต (micropipette 
washing) ตามวิธีของลัดดา (2540) แล้วน้าไปเลี้ยงอาหารเหลวสูตร BG-11 เป็นเวลา 45 วัน 
     3.2 คัดเลือกเซลล์สาหร่ายมา 5 ชนิด คือ Botryococcus braunii, Chlorella sp. 
Scenedesmus sp., Monoraphidium sp. และ Chlamydomonas sp. มาตรวจสอบการสะสม
ไขมันในเซลล์ โดยมีขั้นตอนดังนี้ 
           3.2.1 การเตรียมสารละลายไนล์เรด โดยชั่งสารไนล์เรดปริมาณ 1 มิลลิกรัม ผสมลง
ในตัวท้าละลายอะซีโตน (acetone) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
         3.2.2 การเตรียม DMSO (dimethyl sulfoxide) ความเข้มข้น 25 เปอร์เช็นต์ ปิเปต 
DMSO ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ผสมกับน้้ากลั่นปริมาตร 75 มิลลิลิตร ปิเปตดูดสาหร่าย 5 ไมโครลิตร ผสม
กับ DMSO ความเข้มข้น 25 เปอร์เช็นต์ 100 ไมโครลิตร และสีไนล์เรด 10 ไมโครลิตร ใช้ไม้จิ้มฟันผสมให้
เข้ากัน จากนั้นน้าเซลล์สาหร่ายที่ย้อมแล้วไปเตรียมเป็นสไลด์สดเพื่อน้าไปตรวจสอบความสามารถใน
การสะสมน้้ามันด้วยกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ ถ้าสะสมน้้ามันจะเห็นการเรืองแสงสีเหลือง  
ถ้าไม่มีน้้ามันจะเป็นสีแดง แล้วบันทึกภาพ 
 
ผลการวิจัย 
 1. ความหลากหลายของสาหร่ายขนาดเล็กที่สะสมไขมัน  
     ผลการน้าสาหร่ายขนาดเล็กแต่ละชนิดมาตรวจสอบการสะสมไขมันโดยเปรียบเทียบกับ
รายงานวิจัยของ Magdalena et al. (2010) Becker (1994) และ Chisti (2007) พบว่าสาหร่าย
ขนาดเล็กที่สามารถสะสมไขมันได้ทั้งหมด มี 4 ดิวิชัน คือ ดิวิชัน Cyanophyta พบ 7 ชนิด ดิวิชัน 
Chlorophyta พบ 20 ชนิด ดิวิชัน Bacillariophyta พบ 6 ชนิด และดิวิชัน Euglenophyta พบ 2 ชนิด 
ดังแสดงในตารางที่ 1  
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ตารางที่ 1 สาหร่ายขนาดเล็กสะสมไขมันที่พบจากลุ่มแม่น้า้ชีในเขตพื้นที่จังหวัดมหาสารคาม  
ดิวิชัน ชนิด จุดที่ส้ารวจพบ 

Cyanophyta 
 
 
 
 
 

Coelomoron sp. 6, 8, 12, 14 
Microcystis novacekii 8 
Microcystis sp. 1, 6, 14, 16, 17 
Oscillatoria sp. 1, 5, 6, 7, 15, 16, 18, 19 
O. tenuis  13 
Spirulina sp. 13, 15 
Synechococcus sp. 6 

Bacillariophyta 
 
 
 
 
 

Cyclotella sp. 11 
C. meghiniana 20 
Diatoma sp. 4, 18 
Navicula sp. 1, 5, 6, 8, 11, 12, 14 
Nitzschia sp. 8, 15 
N. improvisa 1 

Euglenophyta Euglena acus 16 
Euglena sp. 5, 6, 7, 17 

Chlorophyta 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ankistrodesmus sp. 20 
Botryococcus sp. 1, 12 
B. braunii 20 
Chlamydomonas sp. 6 
Chlorella sp. 3, 5, 6, 10, 11 
Closterium cornu 12 
C. acutum  9 
Closterium sp. 4, 16, 17 
C. parvulum 20 
Haematococcus sp. 6 
Kirchneriella lunaris 11 
Kirchneriella sp. 9, 12 
Monoraphidium sp.  6 
Micrasterias truncata 9 
M. foliacea  15 
Pediastrum simplex 8 
Pediastrum sp. 2, 4, 6, 17, 19 
Scenedesmus sp. 3, 5, 6, 9, 12, 14, 17, 19 
Spirogyra sp. 7, 10 
Volvox sp. 13, 20 
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 2. การตรวจสอบการสะสมไขมันในสาหร่ายขนาดเล็กด้วยเทคนิคการย้อมสีไนล์เรด  
โดยดัดแปลงจาก Chen et al. (2009) 
     ผลการตรวจสอบการสะสมไขมันในสาหร่ายขนาดเล็กด้วยเทคนิคการย้อมสีไนล์เรด 
พบว่าเซลล์ของสาหร่ายขนาดเล็กชนิด B. braunii มีการเรืองแสงสีเหลืองมากที่สุดเกือบเต็มเซลล์  
ดังแสดงในภาพที่ 4 5 และ 6 คือ ชนิด Chlamydomonas sp. และ Chlorella sp. ตามล้าดับ 
และภาพที่ 8 คือ Scenedesmus sp. เซลล์มีสีแดงอมส้ม ส่วนภาพที่ 7 ชนิด Monoraphidium sp.  
มีการเรืองแสงสีเหลืองสลับกับสีแดง สังเกตเห็นได้ชัดเจนจากภาพ ซึ่งในสาหร่ายทุกชนิดก่อนย้อมสี
ไนล์เรดสามารถมองเห็นคลอโรฟิลล์ในเซลล์ได้อย่างชัดเจน หลังการย้อมสีไนล์เรดจะปรากฏการเรืองแสง
สีเหลืองซึ่งเป็นบริเวณที่มีการสะสมน้้ามัน ส่วนบริเวณสีแดงประกอบด้วยคลอโรฟิลล์และสารอื่น ๆ 
ที่เซลล์สร้างขึ้น 

 

      
 

ภาพที่ 4 การตรวจสอบน้้ามันในสาหร่ายขนาดเล็ก B. braunii โดยเทคนิคการย้อมสีไนล์เรด  
(ก) หลังการย้อมสีไนล์เรด (ข) ก่อนย้อมสีไนล์เรด 

 

      
 

ภาพที่ 5  การตรวจสอบน้้ามันในสาหร่ายขนาดเล็ก Chlamydomonas sp. โดยเทคนิคการย้อม 
 สีไนล์เรด (ก) หลังการย้อมสีไนล์เรด (ข) ก่อนย้อมสีไนล์เรด 

 

(ก) (ข) 

(ก) (ข) 
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ภาพที่ 6 การตรวจสอบน้้ามันในสาหร่ายขนาดเล็ก Chlorella sp. โดยเทคนิคการย้อมสีไนล์เรด  
 (ก) หลังการย้อมสีไนล์เรด (ข) ก่อนย้อมสีไนล์เรด 

      
 

ภาพที่ 7 การตรวจสอบน้้ามันในสาหร่ายขนาดเล็ก Monoraphidium sp. โดยเทคนิคการย้อม 
 สีไนล์เรด (ก) หลังการย้อมสีไนล์เรด (ข) ก่อนย้อมสีไนล์เรด 

 

      
 

ภาพที่ 8  การตรวจสอบน้้ามันในสาหร่ายขนาดเล็ก Scenedesmus sp. โดยเทคนิคการย้อมสีไนล์เรด   
 (ก) หลังการย้อมสีไนล์เรด (ข) ก่อนย้อมสีไนล์เรด 

 
อภิปรายผลการวิจัย 
 สาหร่ายน้้าจืดขนาดเล็กที่สะสมไขมันจากลุ่มแม่น้้าชีในเขตพื้นที่จังหวัดมหาสารคาม 
ทั้งหมด 20 จุด ในเขตพื้นที่ 3 อ้าเภอ คือ อ้าเภอกันทรวิชัย อ้าเภอเมือง และอ้าเภอโกสุมพิสัย ใน
เดือนมิถุนายน 2561 พบทั้งหมด 4 ดิวิชัน ได้แก่ Bacillariophyta Chlorophyta Cyanophyta และ 
Euglenophyta การตรวจสอบน้้ามันในเซลล์สาหร่ายขนาดเล็กด้วยวิธีการย้อมสีไนล์เรดเป็นวิธีการที่
สามารถตรวจสอบน้้ามันในสาหร่ายขนาดเล็กได้สะดวกและรวดเร็ว ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรส
เซนต์ ในการทดลองนี้ศึกษาการสะสมไขมันในสาหร่ายบางชนิดเท่านั้น เนื่องจากต้องใช้ความช้านาญ

(ก) (ข) 

(ก) (ข) 

(ก) (ข) 
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อย่างสูงในการคัดเลือกเซลล์สาหร่ายให้ได้เซลล์เพียงชนิดเดียวแล้วจึงน้าไปเพาะเลี้ยงในสารอาหาร 
BG-11 ท้าการเลี้ยงไปเร่ือย ๆ จนอาหารที่เลี้ยงลดลงเกือบหมดใช้เวลา 45 วัน จากนั้นน้าไปย้อมด้วย
สีไนล์เรดที่เตรียมไว้ 
 ในการศึกษานี้ได้ท้าการแยกสาหร่ายด้วยไมโครปิเปต แล้วน้าไปเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว
สูตร BG-11 เพื่อท้าการตรวจสอบการสะสมไขมันด้วยเทคนิคการย้อมสีไนล์เรด และเมื่อพบไขมันใน
เซลล์จะเรืองแสงสีเหลืองเมื่อส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ (Rattanapoltee et al., 
2013; Gusbeth et al., 2016) ในงานวิจัยนี้เห็นสีเหลืองชัดเจนมากที่สุดในสาหร่ายชนิด B. braunii  
ที่เก็บได้จาก 3 จุด คือจุดที่ 1 ห้วยคะคางใกล้วัดป่าวังน้้าเย็น ต้าบลเกิ้ง อ้าเภอเมือง จุดที่ 12 คูคลอง
บ้านดอนหน่อง ต้าบลขามเรียง อ้าเภอกันทรวิชัย และจุดที่ 20 ห้วยบ้านแพง ต้าบลบ้านแพง อ้าเภอ
โกสุมพิสัย จังหวัดมหาสารคาม ซึ่งสาหร่ายชนิดนี้มีรายงานว่าพบน้้ามันในเซลล์มากประมาณ 29-75 
เปอร์เซ็นต์ของน้้าหนักแห้ง มีน้้ามันมากอันดับสองรองจากสาหร่ายชนิด Schizochytrum sp.  
มีน้้ามันมากที่สุดคือ 50-77 เปอร์เซ็นต์ของน้้าหนักแห้ง (Abishek et al., 2014) (Metzger and 
Largeau, 2005) และสอดคล้องกับงานวิจัยของ สุนีรัตน์ และคณะ (2555) ได้ท้าการคัดเลือก
สาหร่ายเพื่อสะสมไขมันไบโอดีเซลพบว่า B. braunii มีไขมันมากที่สุด 13.2±0.2 เปอร์เซ็นต์ และกรด
ไขมันที่มีปริมาณมากที่สุดคือ กรดปาล์มิติก Prasertsin and Peerapornpisal (2018) ท้าการคัด
แยกและตรวจสอบความสามารถในการสะสมไขมันในสาหร่ายขนาดเล็กจากแหล่งน้้าจืดในภาคเหนือ
ของประเทศไทย พบว่า B. braunii มีปริมาณน้้ามันมากที่สุด 39.25±0.32 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนัก
แห้ง Boni et al. (2018) ศึกษาน้้ามันจาก B. braunii เพื่อศักยภาพในการผลิตไบโอดีเซล ด้วยวิธีการ
สกัดแบบซอกซ์เล็ต (soxhlet) นอกจากนี้ Dilia and Leila (2018) พบว่า B. braunii มีปริมาณของ 
กรดโอเลอิกอยู่ระหว่าง 15.65-35.85 เปอร์เซ็นต์ กรดไลโนเลอิก 3.05-23.15 เปอร์เซ็นต์ กรดปาล์มิติก  
4.03-22.13 เปอร์เซ็นต์ และกรดสเตียริก 0.48-15.41 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็นตัวแปรในการเลือกน้้ามันจาก
สาหร่ายชนิดนี้ในการผลิตไบโอดีเซล เนื่องจากอัตราส่วนของกรดไขมันอิ่มตัวและไม่อิ่มตัวไม่แตกต่าง
กันมาก นอกจากนี้มีการใช้ประโยชน์จากน้้ามันสาหร่ายในการผลิตเชื้อเพลิงเคร่ืองบิน ซึ่งผลิตโดยโรง
กลั่นน้้ามันเชื้อเพลิงสาหร่ายแห่งแรกในญี่ปุ่น โดยจะน้าไปใช้กับเครื่องบินเจ็ทในปริมาณ 33,000 
แกลลอนต่อปี ซึ่งแสดงถึงแนวโน้มความส้าเร็จในการผลิตไบโอดีเซลจากน้้ามันสาหร่ายในอนาคต 
 งานวิจัยนี้คัดเลือกสาหร่ายขนาดเล็กมา  5 ชนิด เพื่อตรวจสอบการสะสมไขมันได้แก่ 
Scenedesmus sp., Chlamydomonas sp., Chlorella sp., B. braunii และ Mononraphidrium sp .
ส่วนสาหร่ายที่ ไม่ ได้ทดสอบย้อมสี ไนล์ เรดสามารถตัดสินว่ าสะสมไขมันได้ค่อนข้างสู งจาก 
บทความวิจัยหนังสือและรายงานการวิจัยต่าง ๆ อาทิเช่น Monoraphidium sp., Ankistrodesmus sp., 
Coelomoron sp.,  Oscillatoria sp., O. tenuis, Microcystis sp., M. novacekii, Spirulina sp., 
Synechococcus sp., Closterium sp., C.  parvulum, C. actum, C. cornu, Kirchneriella sp.,  
K. lunaris, Botryococcus sp., B. braunii, M. foliacea, M. truncata, Pediastrum sp., P. simplex, 
Volvox sp., Haematococcus sp., Spirogyra sp.,  Navicula sp., Cyclotella sp., C. meghiniana, 
Diatom sp., Nitzchia sp., N. improvisa, Euglena sp. และ E. acus (Abishek et al., 2014; 
Metzger and Largeau, 2005; Becker, 1994; Patel et al., 2017; Dehaghani and Pirouzfar, 
2018) และได้มีงานวิจัยอื่น ๆ  ที่สนับสนุนการสะสมน้้ามันของสาหร่ายขนาดเล็ก อาทิเช่น อรพรรณ และรัฐ
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ภูมิ (2556) ท้าการวิเคราะห์ปริมาณน้้ามันชีวภาพที่สกัดด้วยเอกเซนที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
พบว่า Spirogyra sp. มีปริมาณน้้ามันมากที่สุด 14.05±3.00 เปอร์เซ็นต์ (น้้าหนักน้้ามันต่อน้้าหนัก
สาหร่ายแห้ง) รองลงมาคือ Microcystis sp. 13.35±3.00 เปอร์เซ็นต์ และน้อยที่สุดใน Cladophora sp. 
5.84±0.10 เปอร์เซ็นต์ และผลการวิเคราะห์ดังกล่าวนี้สามารถน้ามาพัฒนาในการผลิตพลังงาน
ทดแทนในรูปแบบของน้้ามันไบโอดีเซลได้ ภาณินี และคณะ (2559) ศึกษาเปรียบเทียบการเจริญและ
การสะสมไขมันในเซลล์เปียกของสาหร่ายขนาดเล็กพบว่า Chlorella sp. ให้ค่าสูงสุดเท่ากับ 32.814 
เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนัก และเมื่อวิเคราะห์ชนิดและปริมาณไขมันพบว่ามีความเหมาะสมในการสะสม
ไขมันไบโอดีเซล Abdo et al. (2014) ตรวจสอบองค์ประกอบของกรดไขมันและปริมาณน้้ามัน
ทั้งหมดของสาหร่ายขนาดเล็กจ้านวน 19 สายพันธุ์ ซึ่งท้าการเก็บตัวอย่างจากแม่น้้าไนล์ของยีอิปต์ 
จากนั้นน้ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร BG-11 ก่อนท้าการเก็บเกี่ยวผลผลิตและตรวจสอบปริมาณ
น้้ามันพบว่า M. aeruginosa มีปริมาณน้้ามันสูงทีสุ่ดคือ 30 เปอร์เซ็นต์ Nascimento et al. (2014) 
วิเคราะห์ไบโอดีเซลจากน้้ามันในสาหร่ายขนาดเล็กเปรียบเทียบกับน้้ามันจากพืช พบว่าน้้ามันจาก
สาหร่าย 6 สายพันธุ์ มีผลผลิตของน้้ามันที่สูงกว่า 40 มิลลิลิตร และ B. braunii มีปริมาณน้้ามัน 
45.0±3.6 เปอร์เซ็นต์ ต่อน้้าหนักแห้ง Abdo et al. (2014) ท้าการแยกสาหร่ายสะสมไขมันเพื่อเป็น
กุญแจส้าคัญในการสะสมไขมันไบโอดีเซล โดยตรวจสอบการสะสมไขมันด้วยเทคนิคการย้อมสีไนล์
เรด และศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ ที่ค่า excitation 450-490 นาโนเมตร และค่า 
emission 515 นาโนเมตร โดยนิวทรัลลิพิดหรือไตรกลีเซอไรด์จะปรากฏจุดสีเหลือง และพบว่า M. 
aeruginosa ปรากฏสีเหลืองชัดเจนและมีปริมาณไขมันสูงถึง 30±0.3 เปอร์เซ็นต์ Patel et al. 
(2017) ศึกษาผลจากการสังเคราะห์ด้วยแสงของไซยาโนแบคทีเรียทั้งหมด 7 สายพันธุ์ เพื่อใช้ส้าหรับ
เป็นแหล่งผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ โดยวัดการเจริญเติบโต ชีวมวล คาร์โบโฮเดรตและ ไขมัน พบว่า 
Oscillatoria sp. มีปริมาณไขมัน 8.9 เปอร์เซ็นต์ Prasertsin and Peerapornpisal (2018) ท้า
การคัดแยกและตรวจสอบความสามารถในการสะสมไขมันในสาหร่ายขนาดเล็กจากแหล่งน้้าจืดใน
ภาคเหนือของประเทศไทย พบว่า B. braunii มีปริมาณน้้ามันมากที่สุด 39.25±0.32 เปอร์เซ็นต์ โดย
น้้าหนักแห้ง และสาหร่ายขนาดเล็กอื่น ๆ ที่พบน้้ามันได้แก่ K. lunaris, P. duplex, C.pusillum, M. 
foliacea และ C. raciborskii มีปริมาณน้้ามัน 24.30±0.34 14.50±0.20 10.73±0.25 10.45±0.07 และ 
8.24±0.09 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ 
 Unpaprom et al. (2015) รายงานการวิจัยการการพัฒนาและศึกษาวิธีการน้าน้้ามันจาก
สาหร่ายขนาดเล็กมาใช้ในการผลิตพลังงานชีวภาพ โดยได้ท้าการเพาะเลี้ยง S. acuminatus ในน้้าทิ้ง
จากโรงเลี้ยงสุกร เพื่อการบ้าบัดของเสียคู่กับการผลิตไบโอดีเซล พบว่ามีความเป็นไปได้ที่จะผลิตไบโอ
ดีเซลจากชีวมวลของสาหร่ายเปียกโดยไม่ต้องผ่านขั้นตอนการอบแห้ง  Dehaghani and Pirouzfar 

(2018) ศึกษาสาหร่ายขนาดเล็กระหว่าง Chlorella   sp. และ S. platensis พบว่า Chlorella sp. มีความ
เหมาะสมในการผลิตไบโอดีเซลมากกว่าเนื่องจากเจริญเติบโตเร็ว ผลผลิตชีวมวลสูง มีปริมาณและ
ชนิดของกรดไขมันที่เหมาะสม (C14:0, C16:0 และ C18:0) ซึ่งเป็นสารประกอบของกรดไขมันทั่วไป
ในไบโอดีเซล  

 เมื่อวิเคราะห์ผลการตรวจสอบจากตัวอย่างทั้งหมด 4 ดิวิชัน พบว่าสาหร่ายขนาดเล็ก 
ที่สะสมไขมันได้ทั้งหมด 35 ชนิด โดยดิวิชัน Chlorophyta พบมากที่สุด 57.14 เปอร์เซ็นต์ รองลงมา
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คือ Cyanophyta 20.00 เปอร์เซ็นต์ Bacillariophyta 17.14 เปอร์เซ็นต์ Euglenophyta 5.71 เปอร์เซ็นต์ 
โดยพบว่าดิวิชัน Cyanophyta พบสาหร่ายขนาดเล็กที่สามารถสะสมไขมันได้ค่อนข้างสูง 7 ชนิด ได้แก่ 
Coelomoron sp., Oscillatoria sp., O. tenuis, Microcystis sp., M. novacekii, Spirulina sp. และ 
Synechococcus sp. ดิวิชัน Chlorophyta พบสาหร่ายขนาดเล็กที่สามารถสะสมไขมันได้ 20 ชนิด ได้แก่ 
Monoraphidium sp., Ankistrodesmus sp., Closterium sp., C. parvulum, C. actum, C. cornu, 
Kirchneriella sp., K. lunaris, Botryococcus sp., B. braunii, M. foliacea, M. truncata, Pediastrum 
sp., P. simplex, Scenedesmus sp., Chlorella sp., Volvox sp., Chlamydomonas sp., Haematococcus 
sp. และ Spirogyra sp. ดิวิชัน Bacillariophyta 6 ชนิด ได้แก่ Navicula sp., Cyclotella sp.,  
C. meghiniana, Diatom sp., Nitzchia sp., N. improvisa และ Euglenophyta 2 ชนิด ได้แก่ 
Euglena sp. และ E. acus ซึ่งจากงานวิจัยนี้พบจ้านวนชนิดสาหร่ายน้้ามันมากกว่าหนองเบี้ยและ
หนองควายตก อ้าเภอไชยปราการ จังหวัดเชียงใหม่ ที่ส้ารวจพบสาหร่ายทั้งหมดเพียง  10 และ 11 ชนิด 
ตามล้าดับ (สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย, 2554) รวมทั้งมากกว่าจ้านวน
ชนิดของสาหร่ายทั้งหมดที่พบที่อ่างเก็บน้้าห้วยถ้้าแข้ อ้าเภอตระการพืชผล จังหวัดอุบลราชธานี ที่พบ
สาหร่ายทั้งหมดเพียง 20 เท่านั้น (ปริญญา, 2559) 

 
สรุปผลการวิจัย 
 ผลการตรวจสอบสาหร่ายน้้ามันขนาดเล็กในลุ่มแม่น้้าชีในพื้นที่จังหวัดมหาสารคาม  พบว่า
สาหร่ายน้้าจืดขนาดเล็กที่สะสมไขมันได้ทั้งหมด 35 ชนิด โดยดิวิชัน Chlorophyta พบมากที่สุด 
รองลงมาคือ Cyanophyta Bacillariophyta และ Euglenophyta ตามล้าดับ เมื่อตรวจสอบโดย
การย้อมสีไนล์เรดพบ B. braunii เซลล์มีสีเหลืองมากที่สุดสังเกตเห็นได้ชัดเจน สาหร่ายชนิดนี้พบได้
ที่จุดที่ 1 ห้วยคะคางใกล้วัดป่าวังน้้าเย็น ต้าบลเกิ้ง อ้าเภอเมือง จุดที่ 12 แหล่งน้้าหนองคู บ้านดอนหน่อง 
ต้าบลขามเรียง อ้าเภอกันทรวิชัย และจุดที่ 20 ห้วยบ้านแพง ต้าบลบ้านแพง อ้าเภอโกสุมพิสัย 
จังหวัดมหาสารคาม สาหร่ายน้้าจืดขนาดเล็กที่สะสมไขมันพบว่ามีการแพร่กระจายเชิงชนิดจ้านวน
มากที่สุด ณ จุดที่ 6 คือ  ห้วยคะคางวัดป่าศุภมิตร ต้าบลตลาด อ้าเภอเมือง จังหวัดมหาสารคาม  
มีจ้านวน 12 ชนิด  ส่วนจุดที่ 2 วังมัจฉา ต้าบลเกิ้ง อ้าเภอเมือง จังหวัดมหาสารคาม พบว่ามีการ
แพร่กระจายเชิงชนิดจ้านวนน้อยที่สุด โดยพบเพียง 1 ชนิด ข้อมูลจากงานวิจัยนี้ถือว่าเป็นรายงาน
ครั้งแรกในการศึกษาเกี่ยวกับแหล่งที่พบสาหร่ายน้้าจืดขนาดเล็กสะสมไขมันในลุ่มน้้าชี  จังหวัด
มหาสารคาม เพื่อใช้เป็นแหล่งเก็บตัวอย่างสาหร่ายขนาดเล็กในการเพาะเลี้ยงเชิงพาณิชย์ต่อไป 
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