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ภาคผนวก ก. 
สารเคมีและอาหารเลีย้งเช้ือ 

 

ก 1. Rhodamine B-olive oil agar (ต่อน า้ ปริมาตร 1,000 มิลลลิติร) 
1. Nutrient broth     28 g. 
2. NaCl     4 g. 
3. Rhodamine B solution (1 ml/ml)  10 g. 
4. Olive oil     32.25 g. 
5. Arabic gum     10 g. 
6. Agar     15 g. 

วธีิการเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
- ชัง่ Nutrient broth  และ NaCl เติมน ้ำปริมำตร 1000 มิลลิลิตร จำกนั้น ปรับ pH ดว้ย 0.1 N 

NaOH น่ึงฆ่ำเช้ือท่ีควำมดนั 15 ปอนดต่์อตำรำงน้ิว อุณหภูมิ 121 OC เป็นเวลำ 15 นำที 
- กรอง Rhodamine B solution (1 mg/ml) เติมลงไปในอำหำรท่ีฆ่ำเช้ือแลว้ปริมำตร 10 มล. 
- เติม Olive oil 31.25 มล. และเติม Arabic gum 10 กรัม ผสมใหเ้ขำ้กนัโดยใชแ้ท่งแม่เหลก็ และ 

hot plate stirrer กวนท้ิงไวใ้หฟ้องหำยไป 
- เทอำหำรเล้ียงเช้ือลงในจำนอำหำรท่ีอบฆ่ำเช้ือแลว้ 
หมายเหตุ Enrichment medium broth เตรียมเช่นเดียวกนักบั Rhodamine B-olive oil agar เพียงแต่
ไม่มีกำรเติม ผงวุน้ (agar) ลงไปในอำหำร  
 

ก 2. อาหารส าหรับวเิคราะห์ Lipolytic activity  
1. Nutrient broth    0.325% (w/v) 
2. CaCl2         0.1% (w/v) 
3. Olive oil         2.5% (w/v) 
4. Gum Arabic            1% (w/v) 

ปรับ pH ใหเ้ท่ำกบั 6.5 
 

ก 2.  Modified freezing medium (ต่อน า้ ปริมาตร 1,000 มิลลลิติร) 
1.  K2HPO4     0.7 g. 
2. KH2PO4     0.3 g. 
3. Sodium citrate . 2H2O   0.05 g. 
4. MgSO4 . 7H2O    0.01 g. 
5. Glycerol     50 ml. 



ภาคผนวก ข. 
ข้อมูลดิบ และวธีิการทดลอง 

 

ข.1 การสกดัน า้มัน และการวเิคราะห์น า้มันโดยใช้วธีิซอกเลต็ (Soxhlet extraction) 
หลกักำร กำรวเิครำะห์หำน ้ำมนัดว้ยวิธีกำรสกดัแบบซอกเลต็ เป็นกำรสกดัโดยใชต้วัท ำลำย

อินทรียเ์ช่นอะซิโตน อีเทอร์ หรือเฮกเซนเป็นตน้ ซ่ึงเป็นวธีิท่ีนิยมใชใ้นกำรสกดัน ้ำมนัจำกวตัถุดิบต่ำง ๆ 
โดยใชเ้คร่ืองมือ Soxhlet extraction apparatus โดยตวัท ำละลำยจะหมุนเวียนผำ่นสำรท่ีเรำตอ้งกำรสกดัหลำย 
ๆ คร้ัง จนกระทัง่สำรท่ีเรำตอ้งกำรสกดัออกมำมีควำมเขม้ขน้มำกพอ 

 

วสัดุอุปกรณ์และสารเคมี 
1. เคร่ืองสกดัน ้ำมนั (Soxhlet extraction apparatus) 
2. หลอดกระดำษใส่สำรตวัอยำ่ง 
3. เตำอบ และโถดูดควำมช้ืน 
4. เฮกเซน 

 

วธีิการ 
1. น ำสำหร่ำยแหง้มำบด แลว้น ำไปชัง่น ้ ำหนกัโดยเคร่ืองชัง่ละเอียด 
2. จำกนั้นน ำสำหร่ำยมำห่อดว้ยกระดำษกรอง แลว้น ำไปใส่ใน Thimble 
3. น ำหลอด Thimble ใส่ลงในเคร่ืองสกดัน ้ำมนั (Soxhlet) แลว้ต่อเขำ้กบัขวดกน้กลม               

(เติมเฮกเซนลงไปในขวดกน้กลมประมำณ ¾ ส่วนของขวด 
4. ต่อ Condenser เขำ้กบัเคร่ือง Soxhlet ใหค้วำมร้อนในอตัรำเร็วของควำมควบแน่น 2-3 หยดต่อ

วินำที ท ำกำรสกดั 6-8 ชัว่โมง หรือดูจนกระทัง่น ้ ำมนัถูกชะจำก Thimble ลงในขวดกน้กลม
หมดแลว้ ซ่ึงสังเกตจำกสำรละลำยท่ีไหลออกจำก Thimble ไมมีสี 

5. แยกขวดกน้กลม จำกนั้นน ำไปกลัน่ท่ีอุณหภูมิ 70 องศำเซลเซียส เพื่อแยกเฮกเซนออกมำ 
6.  หลกัจำกกลัน่เสร็จ ท้ิงขวดกน้กลมไวใ้หเ้ยน็ในโถดูดควำมช้ืน 

 

 
 

รูป ข.1 น ้ ำมนัจำกสำหร่ำย (microalgae oil) ท่ีสกดัไดด้ว้ยวิธี Soxhlet extraction 



ข.2 ลกัษณะโคโลนีที่เจริญบนอาหาร Rhodamin B olive oil agar ภายใต้แสง UV 
โคโลนีของแบคทีเรียท่ีคำดวำ่จะสร้ำงเอนไซมไ์ลเปสโดยกำรขีดลำกบนอำหำร Rhodamin B olive oil 

agar ท่ีคดัแยกได ้เพื่อใหท้ ำใหเ้กิดโคโลนีเด่ียว (single colony) ภำยใตแ้สงอลัตรำไวโอเลตควำมยำวคล่ืน 
340 นำโนเมตร (UV 340 nm.) 
 

การเรืองแสงภายใต้แสง UV 
ที่ความยาวคลืน่ 340 นาโนเมตร 

ไอโซเลท การเรืองแสงภายใต้แสง UV 
ที่ความยาวคลืน่ 340 นาโนเมตร 

ไอโซเลท 
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LH 26 

 
 

 

รูป ข.2-1 รูป ข.2-2 

รูป ข.2-3 รูป ข.2-4 

รูป ข.2-5 รูป ข.2-6 

รูป ข.2-7 รูป ข.2-8 



ข.3 การท าปฏกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันในชุดถังปฏกิรณ์ชีวภาพแบบ Batch – Recycle 
reactor 

ประกอบไปดว้ย Packed-Bed Tower บรรจุเซลลจุ์ลิทรียผ์ลิตเอนไซมไ์ลเปสท่ีถูกตรึงเซลล์ 
ปริมำตรท ำกำร ท่ี 0.038ลิตร และสำรละลำยตั้งตน้ถูกกวนผสมในขวดทดลองท่ีประกอบกบัชุด magnetic 
stirrer จะถูกดูดเขำ้ตวัถงัปฏิกรณ์ชีวภำพจำกบนสู่ล่ำง (downward feeding) ดว้ยเคร่ืองperistaltic pump ท่ีมี
ชุดควบคุมอุณหภูมิหุ้มอยู่ด้ำนนอก ในกำรเตรียมปฏิกิริยำจะท ำกำรเตรียมซับสเตรตในขวดทดลองท่ี
ประกอบกบั magnetic stirrer 
 

 
 

รูป ข.3 ชุดถงัปฏิกรณ์ชีวภำพแบบ Batch – Recycle reactor 
ส ำหรับท ำปฏิกริยำทรำนส์เอสเทอริฟิเคชนัส ำหรับน ้ำมนัสกดัจำกสำหร่ำย 

            หมำยเลข 1 peristaltic pump 
หมำยเลข 2 ชุดกวนผสมซบัสเตรต (magnetic stirrer) 
หมำยเลข 3 Packed Tower 
หมำยเลข 4 Water bath with temperature control 
หมำยเลข 5 Water heating socket 
หมำยเลข 6 หน่วยเติมเมทิลแอลกอฮอลเ์ป็นล ำดบัขั้น 

 

1 

2 

4 

5 

3 

6 



ข.4 การวิเคราะห์เมทลิเอสเทอร์ที่ได้จากการทดลอง ด้วยวธีิ แก๊สโครมาโตกราฟี 
- เก็บตวัอยำ่งปริมำตร 10 มิลลิลิตร จำกนั้นน ำไปป่ันเหวี่ยง (Centrifuge) ท่ีควำมเร็วรอบ 12,000 

rpm เพื่อเอำส่วนใส ซ่ึงจะท ำกำรเจือจำงดว้ย นอร์มอล เฮปเทน (ปริมำณสำรตวัอย่ำงท่ีจะใช้ฉีดใน 1
ไมโครลิตรของสำรละลำยท่ี 2% ในเฮกเซน) เมทิลเอสเทอร์ซ่ึงเป็นส่วนประกอบ  

- จำกนั้นน ำสำรผสมวิเครำะห์ดว้ยเคร่ือง GC (Gas chromatography) Shimadzu No.2014 ซ่ึง
ประกอบดว้ยcapillary columnAgilent J&W DB-5 GC Columns 30m×0.32mm×0.25µm และใช ้ไฮโดรเจน 
เป็นแก๊สตวัพำ (carrier gas) อตัรำกำรไหล1.2 มล/นำที  

- ตั้งอุณหภูมิของ column เร่ิมท่ี 150 องศำเซลเซียส จำกนั้นเพิ่มอุณหภูมิไปท่ี 250 องศำเซลเซียส 
โดยเพิ่มข้ึน 15 องศำเซลเซียส ทุก ๆ 1 นำที จำกนั้นรักษำระดบัอุณหภูมิไวน้ำน 12 นำที โดย injector และ 
detector ตั้งอุณหภูมิไวท่ี้ 250 และ 280 องศำเซลเซียส ตำมล ำดบัโดยใชก้รดเมทิลเฮปตะเดคำโนอิก เป็น 
internal standard น ำผลกำรทดลองท่ีได ้มำค ำนวณค่ำสัดส่วนระหว่ำงพีคของตวัอยำ่ง (sample peak) ต่อพีค
internal standard เพื่อน ำมำค ำนวณหำร้อยละของกำรเกิดไบโอดีเซล(% conversion) โดย 

%conversion =  
100

)(3


 moleoil

moleFAMEyeild  

 

 
รูป ข.4 เคร่ืองแก๊สโครมำโตกรำฟฟี (Gas chromatography) ส ำหรับวิเครำะห์เมทิลเอสเทอร์  

ยีห่อ้ Shimazu รุ่น GC-2014 
 

 
 
 



ภาคผนวก ค. 
การเผยแพร่งานวจิัยในต่างประเทศ 

Poster Presentation ของบบทความวิจัยในการน าเสนอทีป่ระชุมวชิาการระดับนานาชาติ  


