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บทที่ 3 
 

อุปกรณ์และวิธีการด าเนินการวิจัย 
 
3.1 จุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดลอง 
 
 จลุินทรีย์ท่ีใช้ในงานวิจยันี ้ เป็นจลุินทรีย์กลุม่ Schizochytrium ท่ีแยกได้จากบริเวณ
ป่าชายเลนในประเทศไทยได้แก่ ป่าชายเลนบางขนุเทียน จั งหวดักรุงเทพฯ เกาะช้าง จงัหวดัตราด 
อา่วตกเกาะแตน จงัหวดัพงังา ได้จลุินทรีย์ทัง้หมด 10 สายพนัธุ์ท่ีสามารถผลิตกรดไขมนั DHA ได้ 
และสายพนัธุ์ท่ีน ามาใช้ในงานวิจยันีคื้อ   Schizochytrium  sp.  BCC  25505  จากป่าชายเลน
บางขนุเทียน จงัหวดักรุงเทพฯ  
 
3.2 อุปกรณ์และสารเคมี 
 
 3.2.1 อุปกรณ์ 
  -  Incubator Shaker รุ่น InnovaTM 4900 บริษัท New Brunswick ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 
  - Freeze dryer รุ่น Supermodulyo บริษัท Savant ประเทศสหรัฐอเมริกา 
  - pH meter รุ่น Metler ประเทศองักฤษ 
  - Centrifuge รุ่น RC5C บริษัท Sorvall ประเทศองักฤษ 
  - Microcentrifuge รุ่น D-78532 บริษัท Hettich zentrifugen ประเทศเยอรมนั 
  - High Performance Liquid Chromatography (HPLC) รุ่น 2690 บริษัท 
Waters ประเทศสหรัฐอเมริกา 

  - Gas Chromatography (GC) รุ่น GC-17A บริษัท Shimadzu Corporation
ประเทศญ่ีปุ่ น 
  - UV/Visible spectrophotometer รุ่น Cary บริษัท Varian 
  - Microscopy บริษัท Olympus ประเทศญ่ีปุ่ น 
  - Atomic Absorption Spectrometer รุ่น GBC932 บริษัท Scientific 
equipment PTY Ltd. ประเทศออสเตรเลีย  



 

 35 

  - Low temperature incubator รุ่น 815 บริษัท Precision Scientific ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 
  - Autopipette บริษัท Gilson ประเทศฝร่ังเศส 
  - Hot air oven รุ่น Modell 700 บริษัท Memmert ประเทศเยอรมนั   

- Boiling bath รุ่น BS-01 บริษัท Applied Medic ประเทศสหรัฐอเมริกา 
  - Sonicator รุ่น Crest บริษัท Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 
  - Autoclave รุ่น SS-325 บริษัท Tomy Seiko ประเทศญ่ีปุ่ น 
  - Vortex รุ่น Genie2 บริษัท Scientific Industries ประเทศสหรัฐอเมริกา 
  - ตู้ถ่ายเชือ้แบบ larminar flow รุ่น BH2000 series Class II บริษัท Biological 
Safety cabinets ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 
 3.2.2 สารเคมี 
  - เกลือทะเลสงัเคราะห์ จากบริษัท Sigma-Alrich ประเทศเยอรมนั 
  - เปปโตน จากบริษัท Dickinson & company ประเทศสหรัฐอเมริกา 
  - ผงยีสต์สกดั จากบริษัท Dickinson & company ประเทศสหรัฐอเมริกา 
  - ผงวุ้น จากบริษัท Difco Laboratories ประเทศสหรัฐอเมริกา 
  - กรดซลัฟริูคเข้มข้น 95-97 เปอร์เซ็นต์ จากบริษัท Merck ประเทศเยอรมนั 
  - เฮกเซน จากบริษัท Merck ประเทศเยอรมนั 
  - เมทานอล จากบริษัท Merck ประเทศเยอรมนั 
  - คลอโรฟอร์ม จากบริษัท Merck ประเทศเยอรมนั 
  - Butylated hydroxytoluene (BHT) จากบริษัท Sigma chemical ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 
  - D(+) Glucose anhydrous จากบริษัท Carlo Ersa reagent ประเทศอิตาลี 
  - NaCl จากบริษัท Carlo Ersa reagent ประเทศอิตาลี 
  - MgSO4.7H2O จากบริษัท Carlo Ersa reagent ประเทศอิตาลี 
  - Na2SO4 จากบริษัท Merck ประเทศเยอรมนั 
  - Polyoxyethylene sorbitan monooleate (Tween 80) จากบริษัท Sigma-
Alrich ประเทศเยอรมนั  
  - Vitamins KAO & Michayluk vitamin solution (100x) จากบริษัท Sigma-
Alrich ประเทศเยอรมนั  
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  - Urine Reagent Strips จากบริษัท Teco DIAGNOSTICS ประเทศเนเธอร์แลนด์ 
  - Standard 189-19 FAME Mix จากบริษัท Supelco ประเทศสหรัฐอเมริกา 
  - Penicillin G sodium salt จากบริษัท Bio Basic  ประเทศแคนาดา  
  - Streptomycin Sulfate จากบริษัท Bio Basic  ประเทศแคนาดา 
  - Acid oil, deodorizer distillate and crude lecithin จากบริษัทธนากร
ผลิตภณัฑ์น า้มนัพืช ประเทศไทย 
 
3.3 วิธีการด าเนินงานวิจัย 
 
 3.3.1 การคัดแยกจุลินทรีย์ 
 เก็บตวัอยา่งใบไม้และดอกไม้จากป่าชายเลนบางขนุเทียน จั งหวดักรุงเทพฯ เกาะช้าง 
จงัหวดัตราด อา่วตกเกาะแตน จงัหวดัพงังา มาตดัเป็นแผน่เล็กๆ ขนาด 1x1 เซนตเิมตร น ามาล้าง  
3 ครัง้ ด้วยน า้กลัน่ปลอดเชือ้ท่ีเตมิ Streptomycin และ Penicillin เพ่ือยบัยัง้การเจริญของ
แบคทีเรีย จากนัน้ น ามาวางลงบนอาหารแข็งชนิด GPY  ซึง่ประกอบด้วยน า้ตาลกลโูคสความ
เข้มข้น 10 กรัมตอ่ลิตร  เปปโตน 1 กรัมตอ่ลิตร ผงยีสต์สกดั 1 กรัมตอ่ลิตร เกลือทะเลสงัเคราะห์ 
15 กรัมตอ่ลิตร และผงวุ้น 15 กรัมตอ่ลิตร บม่ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 1-2 วนั และคดัแยกจลุินทรีย์
กลุม่ Schizochytrium ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ หลงัจากนัน้ท าการคดัแยกจลุินทรีย์ให้บริสทุธ์ิ   และ
เก็บรักษาท่ีอณุหภมูิ  22  องศาเซลเซียส บนหลอดท่ีมีอาหาร  GPY  ดงัรูปท่ี 3.1  โดยจลุินทรีย์ท่ี
คดัแยกได้ทัง้หมดจะเก็บรักษาท่ีศนูย์พนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีแหง่ชาติ 
 
 3.3.2 การสกัดและวิเคราะห์กรดไขมันจากจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้จากธรรมชาติ 
 เลีย้งจลุินทรีย์ท่ีคดัแยกได้ด้วยอาหารเหลวชนิด  GPY  ปริมาณ  50  มิลลิลิตร  ใน 
ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีผา่นการนึง่ฆา่เชือ้ด้วยหม้อนึง่ความดนัไอท่ีอณุหภมูิ 121 องศา
เซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้น าไปบม่เขยา่ด้วยเคร่ือง 
Incubator Shaker ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 3 วนั เก็บ
เซลล์โดยการป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที ล้างเซลล์ด้วยน า้
กลัน่ 2 ครัง้ จากนัน้น าเซลล์ท่ีได้ไปท าให้แห้งแบบเยือกแข็ง    (Freeze-dried)   และสกดักรดไขมนั
เพ่ือวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟี  
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รูปท่ี 3.1 

ขัน้ตอนการคดัแยกจลุินทรีย์จากป่าชายเลน 
 

 
 

 3.3.3 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมจากการเตมิน า้ตาลกลูโคส 
 3.3.3.1 การเตรียมกล้าเชือ้ 
 เลีย้งจลุินทรีย์ Schizochytrium sp. BCC 25505 ด้วยอาหารแข็งชนิด GPY เป็นเวลา 
2 วนั จากนัน้เจาะวุ้นในเพลทขนาด 1.5x1.5 ซม. 2 หลมุ และล้างด้วยน า้เกลือปลอดเชือ้ 15 กรัม
ตอ่ลิตร 10 มิลลิลิตร ทิง้ไว้ 2 ชัว่โมง จากนัน้ ดดู Zoospore suspension ในหลมุมา 1 มิลลิลิตร 
เตมิลงอาหารเหลวชนิด GPY ปริมาณ 50  มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีผา่นการนึง่
ฆา่เชือ้ด้วยหม้อนึง่ความดนัไอท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็น
เวลา 15 นาที จากนัน้น าไปบม่เขยา่ด้วยเคร่ือง Incubator Shaker ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  ท าการวดัคา่การดดูกลืนแสงด้วยเคร่ือง  
Spectrophotometer  ท่ีความยาวคล่ืน  550  นาโนเมตร ให้อยูใ่นชว่ง 0.4 (เจือจางตวัอยา่ง 10 
เทา่) ก่อนเตมิลงในอาหารแตล่ะการทดลอง และยืนยนัความบริสุ ทธ์ิของจลุินทรีย์ภายใต้กล้อง
จลุทรรศน์ จากนัน้เตมิกล้าเชือ้ 5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ทกุการทดลอง     
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 3.3.3.2 ผลของความเข้มข้นน า้ตาลกลูโคส 
 เตรียมจลุินทรีย์เชน่เดียวกบัข้อ 3.3.3.1 น ามาเตมิลงในอาหารท่ีประกอบด้วย ผงยีสต์
สกดั 10 กรัมตอ่ลิตร Trace elements (วิธีการเตรียมดงัภาคผนวก ข) จาก Stock trace elements 
ความเข้มข้น 100 เทา่ ปริมาณ 1 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร MgSO4 1 มิลลิโมลาร์ และน า้ตาลกลโูคส
ความเข้มข้นตัง้แต ่ 30-150 กรัมตอ่ลิตร โดยเตรียมอาหารปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 
250 มิลลิลิตร ส าหรับการเลีย้งด้วยน า้ ตาลกลโูคส 30 และ 60 กรัมตอ่ลิตร และเตรียมอาหาร
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในบฟัเฟอร์ฟลาสก์ (Baffled flask) ขนาด 500 มิลลิลิตร ส าหรับการเลีย้ง
ด้วยน า้ตาลกลโูคส 90, 120 และ 150 กรัมตอ่ลิตร จากนัน้น าไป ผา่นการนึง่ฆา่เชือ้ด้วยหม้อนึง่
ความดนัไอท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที และ
น าไปบม่เขยา่ด้วยเคร่ือง Incubator Shaker ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส  ความเร็ว 200 รอบตอ่
นาที  และเก็บเซลล์ท่ีชว่งเวลาตา่งๆ  จนกระทัง่จลุินทรีย์ใช้น า้ตาลกลโูคสหมด จากนัน้น าไปป่ัน
เหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที ล้างเซลล์ด้วยน า้กลัน่ 2 ครัง้ แล้วน า
เซลล์ท่ีได้ไปท าให้แห้งแบบเยือกแข็ง เพ่ือวิเคราะห์คา่น า้หนกัเซลล์แห้ง และปริมาณ DHA จากนัน้
น าสว่นใส (Supernatant) ท่ีแยกออกมาได้ไปวิเคราะห์ปริมาณน า้ตาลกลโูคส 
  
 3.3.4 ผลของ NaCl, Na2SO4 และ MgSO4 
 เตรียมจลุินทรีย์เชน่เดียวกบัข้อ 3.3.3.1 น ามาเตมิลงในอาหารท่ีประกอบด้วย ผงยีสต์
สกดั 10 กรัมตอ่ลิตร Trace elements 1 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร น า้ตาลกลโูคสความเข้มข้น 60 
กรัมตอ่ลิตร และเตมิ NaCl 2 ระดบัคือ 0 และ 12 มิลลิโมลาร์  Na2SO4 2 ระดบัคือ 0 และ 6 มิลลิ
โมลาร์ และ MgSO4 2 ระดบัคือ 1 และ 10 มิลลิโมลาร์ ตามล าดบั เทียบกบัการเลีย้งด้วยอาหารท่ี
เตมิเกลือทะเลสงัเคราะห์ 15 กรัมตอ่ลิตร โดยเตรียมอาหารปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 
250 มิลลิลิตร และน าไป ผา่นการนึง่ฆา่เชือ้ด้วยหม้อนึง่ความดนัไอท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที โดยออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรียล 
(Factorial) 2 ระดบั 3 ปัจจยั (23) ดงัตารางท่ี 3.1 จากนัน้น าไปบม่เขยา่ด้วยเคร่ือง Incubator 
Shaker ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที และเก็บเซลล์ท่ีชว่งเวลาตา่งๆ 
จนกระทัง่จลุินทรีย์ใช้น า้ตาลกลโูคสหมด ท่ีระยะเวลาการเลีย้ง 49 ชัว่โมง จากนัน้น าไปโดยการป่ัน
เหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที ล้างเซลล์ด้วยน า้กลัน่ 2 ครัง้ แล้วน า
เซลล์ท่ีได้ไปท าให้แห้งแบบเยือกแข็ง เพ่ือวิเคราะห์คา่น า้หนักเซลล์แห้ง และปริมาณ DHA จากนัน้
น าสว่นใสท่ีแยกออกมาได้ไปวิเคราะห์ปริมาณน า้ตาลกลโูคส 
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ตารางท่ี 3.1 
การออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรียล 3 ปัจจยัๆ ละ 2 ระดบัคือ NaCl   0 และ 12 มิลลิโมลาร์ 

(mM), Na2SO4 0 และ 6 mM และ MgSO4 1 และ 10 mM เปรียบเทียบกบั 
การใช้เกลือทะเลสงัเคราะห์ 15 กรัมตอ่ลิตร 

 
Flask(s) NaCl (mM) Na2SO4 (mM) MgSO4 (mM) 

1 0 6  1 
2 0 0 10  
3 12  6  1  
4 12  0 10  
5 12  6  10  
6 0 0 1  
7 0 6  10  
8 12  0 1  

9 (Control) Artificial Sea Salts 15 g/L 
 
 3.3.5 ผลของธาตุ (Elements) ที่เป็นองค์ประกอบหลักในเกลือทะเล 
 เตรียมจลุินทรีย์เชน่เดียวกบัข้อ 3.3.3.1 น ามาเตมิลงในอาหารท่ีประกอบด้วย ผงยีสต์
สกดั 10 กรัมตอ่ลิตร Trace elements 1 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร น า้ตาลกลโูคสความเข้มข้น 60 
กรัมตอ่ลิตร และ MgSO4 ปริมาณ 0 และ 10 มิลลิโมลาร์ ตามล าดบั โดยเตรียมอาหารปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร และน าไป ผา่นการนึง่ฆา่เชือ้ด้วยหม้อนึง่ความดนัไอท่ี
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้น าไปบม่
เขยา่ด้วยเคร่ือง Incubator Shaker ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที และ
เก็บเซลล์ท่ีชว่งเวลาตา่งๆ จนกระทัง่จลุินทรีย์ใช้น า้ตาลกลโูคสหมด จากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงท่ี
ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที ล้างเซลล์ด้วยน า้กลัน่ 2 ครัง้ แล้วน าเซลล์ท่ี
ได้ไปท าให้แห้งแบบเยือกแข็ง เพ่ือวิเคราะห์ค่าน า้หนกัเซลล์แห้ง และปริมาณ DHA จากนัน้น าสว่น
ใสท่ีแยกออกมาได้ไปวิเคราะห์ปริมาณน า้ตาลกลโูคส และปริมาณ Na+, Mg2+, Cl- และ SO4

2- 
ตามล าดบั  
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 3.3.6 ผลของปริมาณ MgSO4 และความเข้มข้นน า้ตาลกลูโคสท่ีเหมาะสม 
 เตรียมจลุินทรีย์เชน่เดียวกบัข้อ 3.3.3.1 น ามาเตมิลงในอาหารท่ีประกอบด้วย ผงยีสต์
สกดั 10 กรัมตอ่ลิตร Trace elements 1 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร น า้ตาลกลโูคสความเข้มข้น 120-
180 กรัมตอ่ลิตร และ MgSO4 ปริมาณ 10-40 มิลลิโมลาร์ ดงัตารางท่ี 3.2 โดยเตรียมอาหาร
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  ในบฟัเฟอร์ฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร และน าไปผา่นการนึง่ฆา่เชือ้ด้วย
หม้อนึง่ความดนัไอท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 
นาที จากนัน้น าไปบม่เขยา่ด้วยเคร่ือง Incubator Shaker ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส ความเร็ว 
200 รอบตอ่นาที และ เก็บเซลล์ท่ีชว่งเวลาตา่งๆ จนกระทัง่จลุินทรีย์ใช้น า้ตาลกลโูคสหมด จากนัน้
น าไปโดยการป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที ล้างเซลล์ด้วยน า้
กลัน่ 2 ครัง้ แล้วน าเซล ล์ท่ีได้ไปท าให้แห้งแบบเยือกแข็ง เพ่ือวิเคราะห์คา่น า้หนกัเซลล์แห้ง และ
ปริมาณ DHA จากนัน้น าสว่นใสท่ีแยกออกมาได้ไปวิเคราะห์ปริมาณน า้ตาลกลโูคส 

 
ตารางท่ี 3.2 

การออกแบบสภาวะการเลีย้ง Schizochytrium sp. BCC 25505 ด้วยอาหารท่ีมี 
ความเข้มข้นน า้ตาลกลโูคส และปริมาณ MgSO4 ตา่งกนั 

 
Salt Glucose Concentration (g/L) 

 120 150 180 

 10 mM 

MgSO4 
20 mM 

30 mM 
 40 mM 

 
 3.3.7 การศึกษาความเป็นไปได้ในการใช้ประโยชน์จากผลพลอยได้กระบวน 
การผลิตน า้มันพืช 
 3.3.7.1 ผลของการใช้ผลพลอยได้ต่อการเจริญและการผลิต DHA 
 เตรียมจลุินทรีย์เชน่เดียวกบัข้อ 3.3.3.1 น ามาเตมิลงในอาหารท่ีประกอบด้วย ผงยีสต์
สกดั 10 กรัมตอ่ลิตร Trace elements 1 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร MgSO4 10 มิลลิโมลาร์ Tween 
80 ปริมาณ 0.2 กรัมตอ่ลิตร และผลพลอยได้จากกระบวนการผลิตน า้มนัพืชทัง้ 3 ชนิดได้แก่ acid 
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oil, distillate และ lecithin ความเข้มข้น 10-50 กรัมตอ่ลิตร โดยเตรียมอาหารปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร และน าไป ผา่นการนึง่ฆา่เชือ้ด้วยหม้อนึง่ความดนัไอท่ี
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้น าไปบม่
เขยา่ด้วยเคร่ือง Incubator Shaker ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที และ
เก็บเซลล์ท่ีชว่งเวลาตา่งๆ จากนัน้น าไปโดยการป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 10 นาที ล้างเซลล์ด้วยเฮกเซน 2 ครัง้ แล้วน าเซลล์ท่ีได้ไปท าให้แห้งแบบเยือกแข็ง เพ่ือ
วิเคราะห์คา่น า้หนกัเซลล์แห้ง ปริมาณ DHA และ lipid class โดย Thin Layer Chromatography 
(TLC)  
 
 3.3.7.2 ผลของการใช้ผลพลอยได้ร่วมกับน า้ตาลกลูโคสต่อการเจริญและ
การผลิต DHA 
 เตรียมจลุินทรีย์เชน่เดียวกบัข้อ 3.3.3.1 น ามาเตมิลงในอาหารท่ีประกอบด้วย ผงยีสต์
สกดั 10 กรัมตอ่ลิตร Trace elements 1 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร MgSO4 10 มิลลิโมลาร์ Tween 
80 ความเข้มข้น 0.2 กรัมตอ่ลิตร acid oil, distillate และ crude lecithin ความเข้มข้น 30 กรัมตอ่
ลิตร และเตมิน า้ตาลกลโูคสความเข้มข้นตา่งๆ คือ 15, 30 และ 45 กรัมตอ่ลิตร และชดุทดลอง
ควบคมุมี 2 ชดุคือ ชดุ ควบคมุแรกเป็นการทดลองท่ีมีการเตมิน า้ตาลกลโูคสความเข้มข้นตา่งๆ คือ 
15, 30 และ 45 กรัมตอ่ลิตร ไมมี่การเตมิผลพลอยได้ลงในอาหาร สว่นชดุทดลองควบคมุตอ่มาคือ 
ชดุทดลองท่ีมีการเตมิ acid oil, distillate และ crude lecithin ความเข้มข้น 30 กรัมตอ่ลิตร ไมมี่
การเตมิน า้ตาลกลโูคสลงในอาหาร โดยเตรียมอาหารปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 
มิลลิลิตร และน าไปผา่นการนึง่ฆา่เชือ้ด้วยหม้อนึง่ความดนัไอท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความ
ดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้น าไปบม่เขยา่ด้วยเคร่ือง Incubator Shaker 
ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที และ เก็บเซลล์ท่ีชว่งเวลาตา่งๆ จากนัน้
น าไปโดยการป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที  ล้างเซลล์ด้วย      
เฮกเซน 2 ครัง้ แล้วน าเซลล์ท่ีได้ไปท าให้แห้งแบบเยือกแข็ง เพ่ือวิเคราะห์คา่น า้หนกัเซลล์แห้ง และ
ปริมาณ DHA จากนัน้น าสว่นใสท่ีแยกออกมาได้ไปวิเคราะห์ปริมาณน า้ตาลกลโูคส สว่นผลพลอย
ได้ไมไ่ด้มีการน าไปวิเคราะห์ปริมาณท่ีเหลืออยูใ่นสว่นใส เน่ืองจากปัญหาทางด้านอปุกรณ์ และผล
พลอยได้ท่ีน ามาใช้ในการทดลองเป็น crude by-product ไมใ่ช ่ pure product ดงันัน้การตดิตาม
การลดลงของผลพลอยได้จงึเป็นไปได้ยาก  
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3.4 การวิเคราะห์ 
 
 3.4.1 การวัดน า้หนักเซลล์แห้ง 
 น าตวัอยา่งท่ีเก็บในแตล่ะชว่งเวลาไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบตอ่นาที 
เป็นเวลา 10 นาที ล้างเซลล์ด้วยน า้กลัน่ 2 ครัง้ (Fan, Chen, Jones & Vrijmod, 2000, pp. 186-
187) เพ่ือล้างอาหารออกจากเซลล์จนหมด ส าหรับการทดลองท่ีมีการใช้น า้มนัเป็นแหลง่คาร์บอน
เพียงอยา่งเดียวหรือการเตมิน า้มนัร่วมกบัการเตมิกลโูคส จะล้างเซลล์ด้วยเฮกเซน 2 ครัง้ แล้วจงึ
น าไปท าแห้งแบบเยือกแข็งโดยใช้เคร่ือง Freeze Dryer เป็นเวลา 2 วนั เพ่ือ วิเคราะห์หาน า้หนกั
เซลล์แห้ง 
 
 3.4.2 การวิเคราะห์หาปริมาณน า้ตาลกลูโคส 
 สว่นใสท่ีแยกได้หลงัจากการป่ันเหว่ียง น ามาเจือจางด้วยน า้ท่ีผา่นการก าจดัไอออน 
(Deionized Water) เพ่ือให้มีความเข้มข้นท่ีเหมาะสมคือ 0-20 กรัมตอ่ลิตร จากนัน้น ามาวิเคราะห์
หาปริมาณน า้ตาลกลโูคสด้วยเคร่ือง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) โดย
ใช้คอลมัน์ Waters Sugar-Pak I ขนาด 6.5 x 300 มิลลิเมตร เฟสเคล่ือนท่ี (Mobile phase) คือ 
Deionized Water อตัราการไหล 0.5 มิลลิลิตรตอ่นาที อณุหภมูิคอลมัน์ 90 องศาเซลเซียส และใช้ 
Detector wavelength RI 16x โดยกรองตวัอยา่งก่อนการฉีดเข้าเคร่ือง HPLC ด้วย Filter 
membrane ขนาด 0.2 ไมครอน (µm) ปริมาณ 1 มิลลิลิตร (การทดลองท่ีมีการใช้น า้มนัเป็นแหลง่
คาร์บอนเพียงอยา่งเดียว หรือการเตมิน า้มนัร่วมกบัการเตมิกลโูคส ตวัอยา่งจะถกู De-fatted โดย
การสกดัด้วยคลอโรฟอร์มด้วยอตัราสว่น 1:1 ก่อนการกรอง) 
 
 3.4.3 การสกัดและการวิเคราะห์กรดไขมัน 
 ชัง่น า้หนกัเซลล์แห้งปริมาณ 10-20 มิลลิกรัม ใสห่ลอดสกดั จากนัน้เตมิ  Internal 
standard (Nonadecanoic acid; C19:0) (วิธีการเตรียมดงัภาคผนวก ค) ปริมาณ 100 ไมโครลิตร 
(µL) หรือ 1 มิลลิกรัม ตอ่ตวัอยา่ง และเตมิกรดซลัฟริูค 4 เปอร์เซ็นต์ ในเมทานอล ปริมาณ 2 
มิลลิลิตร  ผสมให้เข้ากนัแล้วบม่ใน Water bath อณุหภมูิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ทิง้
ไว้ให้เย็น หลงัจากนัน้เตมิ เฮกเซน 1 มิลลิลิตร และน า้กลัน่ 1 มิลลิลิตร ตามล าดบั จากนัน้เขยา่ ให้
เข้ากนั ทิง้ไว้ให้เกิดการแยกชัน้ แล้วจงึดดูสว่นใสในชัน้เฮกเซนออก (สว่นบน) และเตมิ Na2SO4 
ปริมาณเล็กน้อยเพ่ือดดูความชืน้ออกจากตวัอยา่ง จากนัน้จงึดดูสว่นใสใสใ่นหลอดส าหรับ
วิเคราะห์ด้วยเคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟี ซึง่ประกอบด้วยคอลมัน์ OmegawaxTM 250 Fused Silica 
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Capillary และ AOC-20i Auto Injector สว่น Detector จะใช้ Flame Ionization Detector (FID) 
โดยอณุหภมูิ Injector คือ 250 องศาเซลเซียส และ Detector คือ 260 องศาเซลเซียส และใช้
ฮีเลียมเป็น Carrier gas ท่ีความเร็ว 30 เซนตเิมตรตอ่วินาที สว่นอณุหภมูิคอลมัน์คือ 200 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้จะเพิ่มขึน้เป็น 230 องศาเซลเซียส และคงอณุหภมูินีไ้ว้ 12 
นาที และ เปรียบเทียบเวลาของแตล่ะพีคกบัสารละลายมาตรฐาน Fatty Acid Methyl Ester 
Standards (No.189-19) และ pure DHA-FAME (Sigma, USA)  
 
 3.4.4 การวิเคราะห์ปริมาณ Na+, Mg2+ 
 สว่นใสท่ีแยกได้หลงัจากการป่ันเหว่ียง น ามาเจือจางด้วยกรดไนตริก 1 เปอร์เซ็นต์ 
เพ่ือให้มีความเข้มข้นท่ีเหมาะสม โดยความเข้มข้นท่ีเหมาะสมส าหรับวิเคราะห์ Na+ คือ 10-300 
ppm และความเข้มข้นท่ีเหมาะสมส าหรับวิเคราะห์ Mg2+ คือ 0-20 ppm และวิเคราะห์ปริมาณ
แคทไอออนโดยเคร่ือง Atomic Absorption Spectroscopy (AAS) รุ่น GBC 732 plus ตอ่กบัแก๊ส
อะเซทิลีน โดยการวิเคราะห์ Na+  ใช้ความยาวคล่ืน 330.2  นาโนเมตร และการวิเคราะห์ Mg2+ ใช้
ความยาวคล่ืน 202.6 นาโนเมตร 
 

3.4.5 การวิเคราะห์ปริมาณ Cl-, SO4
2- 

 สว่นใสท่ีแยกได้หลงัจากการป่ันเหว่ียง น ามาเจือจางด้วยน า้ท่ีผา่นการก าจดัไอออน 
(Deionized Water) เพ่ือให้มีความเข้มข้นท่ีเหมาะสมคือ 18.75-300 ppm และวิเคราะห์ปริมาณ 

Cl-, SO4
2- ด้วยเคร่ือง HPLC ซึง่ประกอบด้วยคอลมัน์ IC-PAK Anion HR ขนาด 4.6 x 7.5 

มิลลิเมตร เฟสเคล่ือนท่ีประกอบด้วย Borate gluconate 20 มิลลิลิตรตอ่ลิตร, n-butanol 20 
มิลลิลิตรตอ่ลิตร และ acetonitrile 120 มิลลิลิตรตอ่ลิตร ตามล าดบั ปรับปริมาตรโดยใช้ 
Deionized Water โดยอณุหภมูิคอลมัน์ 25 องศาเซลเซียส และใช้  432 conductivity detector 
และอตัราการไหล 1 มิลลิลิตรตอ่นาที  
 

 

 

 

 


