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บทที ่3 
 

อปุกรณ์และวธิีการทดลอง 
 
3.1 อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการทดลอง 

 3.1.1 
 3.1.2 
 3.1.3 
 3.1.4 
 3.1.5 
 3.1.6 
 3.1.7 
 3.1.8 
 3.1.9 
 3.1.10 
 3.1.11 
 3.1.12 
 3.1.13 
 3.1.14 
 3.1.15 
 

ขวดแกว้ขนาด 2 ลิตร 
หวัทราย 
ตูป้ลาขนาด 10 × 18 × 12 น้ิว 
หลอดไฟวอมไวท ์18 วตัต ์บริษทั จีอี ไลทต้ิ์ง (ประเทศไทย) จ ากดั 
ป๊ัมลมเล็ก รุ่น Magic 6600 ยีห่อ้ TWIN  
ป๊ัมลมใหญ่  

ถงับรรจุ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์บริสุทธ์ิ 99.99 % บริษทัธนบุรีวฒันา จ ากดั 
ชุดเคร่ืองแกว้ 
สายยางขนาดเล็ก 
สายยางขนาดใหญ่ 
ตะเกียงแอลกอฮอล ์
กระดาษลิตมสั 
ลวดเข่ียเช้ือปลายห่วง 
หลอดทดลอง 
ตะแกรง 

 

3.2 เคร่ืองมือวเิคราะห์ 
3.2.1 เคร่ือง Autoclaveบริษทั Astell Scientific ประเทศองักฤษ 
3.2.2 เคร่ือง Centrifuge ยีห่อ้ Sanyo รุ่น MSE ประเทศองักฤษ 
3.2.3 เคร่ือง UV-Visible Spectrophotometer ยีห่อ้ Shimadzu รุ่น UV1601 ประเทศญ่ีปุ่น 
3.2.4 เคร่ืองชัง่ทศนิยม 3 ต าแหน่งบริษทั Denver Instrument รุ่น TR-403 ประเทศ 

  สหรัฐอเมริกา 
3.2.5 ตูอ้บความร้อนแหง้ ยีห่อ้ Memmert รุ่น 500 
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3.2.6 ตูเ้ข่ียเช้ือ 
3.2.7 เคร่ืองอลัตราโซนิค Cole-Parmer 8891 บริษทั Chemosience (Thailand) Co.,Ltd. 
3.2.8 เตาอบไมโครเวฟ รุ่น NW73V บริษทั ไทยซมัซุงอิเลคโทรนิกส์ จ  ากดั 
3.2.9 เคร่ืองเขยา่ (shaker) บริษทั Gallenkamp Made in UK 
3.2.10 Vortex mixer Model 232 Made in U.S.A 
3.2.11 Water bath Made in Germany 

 
3.3 สารเคมีทีใ่ช้ในการทดลอง 

3.3.1 
3.3.2 
3.3.3 
3.3.4 
3.3.5 
3.3.6 
3.3.7 
3.3.8 
3.3.9 
3.3.10 
3.3.11 
3.3.12 
 
3.3.13 
 
3.3.14 
3.3.15 
3.3.16 
3.3.17 
 
3.3.18 
 
3.3.19 

CaCl2 บริษทั J.T.Baker ประเทศฝร่ังเศส 
KNO3 บริษทั J.T.Baker ประเทศฝร่ังเศส 
NaNO3 บริษทั Fluka Chemie ประเทศสวติเซอร์แลนด ์
NaOH   บริษทั Asia Pacific Specialty Chemicals Limited ประเทศออสเตรเลีย 
H3BO3 บริษทั Asia Pacific Specialty Chemicals Limited ประเทศออสเตรเลีย 
EDTA บริษทั J.T.Baker ประเทศฝร่ังเศส 
Na2CO3 บริษทั Carlo Erba Reagent ประเทศอิตาลี 
K2HPO4 บริษทั Asia Pacific Specialty Chemicals Limited ประเทศออสเตรเลีย 
KH2PO4 บริษทั Asia Pacific Specialty Chemicals Limited ประเทศออสเตรเลีย 
Fe EDTA บริษทั J.T.Baker ประเทศฝร่ังเศส 
CaCl2·2H2O บริษทั J.T.Baker ประเทศสหรัฐอเมริกา 
CuSO4·5H2O บริษทั Asia Pacific Specialty Chemicals Limited  
ประเทศออสเตรเลีย  
MnCl2·4H2O บริษทั Asia Pacific Specialty Chemicals Limited  
ประเทศออสเตรเลีย  
ZnSO4·7H2O บริษทั Carlo Erba Reagent ประเทศฝร่ังเศส  
MgSO4·7H2O บริษทั Carlo Erba Reagent ประเทศฝร่ังเศส 
NaMoO4·5H2O บริษทั Carlo Erba Reagent ประเทศฝร่ังเศส 
Na2HPO4·2H2O บริษทั Asia Pacific Specialty Chemicals Limited  
ประเทศออสเตรเลีย 
Co (NO3)2·6H2O บริษทั Asia Pacific Specialty Chemicals Limited  
ประเทศออสเตรเลีย 
Al2 (SO4)3·18H2O บริษทั J.T.Baker ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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3.3.20 
3.3.21 
3.3.22 
3.3.23 
 
3.3.24 
3.3.25 
 
3.3.26 
3.3.27 
3.3.28 
3.3.29 
3.3.30 
3.3.31 
3.3.32 
3.3.33 
3.3.34 
3.3.35 

Folin-Ciocalteu reagent บริษทั Merck ประเทศเยอรมนั 

Sodium Potassium tartrate บริษทั Carlo Erba Reagent ประเทศฝร่ังเศส   
Bovine Serum Albumin (BSA) บริษทั Fluka ประเทศเยอรมนั 
Monosodium phosphate, monohydrate บริษทั Carlo Erba Reagent  
ประเทศฝร่ังเศส 
Disodium phosphate, heptahydrate ยีห่อ้ Panreac 
Citric Acid บริษทั Asia Pacific Specialty Chemicals Limited  
ประเทศออสเตรเลีย 
Ferric Ammonium Citrate บริษทั J.T.Baker ประเทศฝร่ังเศส 
Chloroform บริษทั RCI Labscan Limited ประเทศไทย 
Methanol บริษทั J.T.Baker ประเทศสหรัฐอเมริกา 
NaCl บริษทั J.T.Baker ประเทศสหรัฐอเมริกา 
น ้ากลัน่ 
เอทานอล บริษทั J.T.Baker ประเทศสหรัฐอเมริกา 
กรดไฮโดรคลอริก บริษทั VWR INTERNATIONAL ประเทศสหรัฐอเมริกา 
กรดปาลม์เมติก บริษทั MERCK - Schuchardt ประเทศเยอรมนั 
Isooctane บริษทั Ajex Finechem Pty Ltd. ประเทศออสเตรเลีย 
Cupric acetate บริษทั Ajex Finechem Pty Ltd. ประเทศออสเตรเลีย 

 
3.4 สภาวะในการเพาะเลีย้งสาหร่าย 

เพาะเล้ียงสาหร่ายพนัธ์ุ คลอเรลลา วกูาลิส (Chlorella vulgaris) ในอาหาร BG11 ท่ีสภาวะ
ดงัน้ี ท่ีอุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่าง 7 ใหแ้สงวอลม์ไลท ์

 
3.5 การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 

3.5.1 น าเช้ือสาหร่าย Chlorella sp. และ Chlorella vulgaris มาเล้ียงในอาหารแข็งให้แสง
ตลอดเวลา เป็นเวลา 7 วนั (Stock culture) 

3.5.2 อาหารเล้ียงเช้ือสาหร่าย คือ BG11 ซ่ึงเป็นอาหารสูตรท่ีนิยมใชใ้นการเล้ียงจุลสาหร่าย 
โดยมีองคป์ระกอบดงัแสดงในตารางท่ี 3.1 
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ตารางที ่3.1 สูตรอาหารท่ีใชใ้นการเล้ียงเช้ือ BG11 

 
เม่ือไดอ้าหารเล้ียงเช้ือตามสูตรขา้งตน้แลว้ตอ้งท าการปรับค่าความเป็นกรดด่าง เร่ิมตน้ให้

ได้ค่าตามท่ีไดอ้อกแบบการทดลองไวแ้ลว้ตามหัวขอ้ท่ี 3.4 ดว้ยสารละลาย NaOH จากนั้นใส่
สารละลายบฟัเฟอร์ฟอสเฟตลงไปเพื่อควบคุมค่าความเป็นกรดด่าง ลงในอาหารเหลว ให้ไดค้่า
ความเป็นกรดด่าง ประมาณ 7 ซ่ึงสามารถเตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ฟอสเฟตไดจ้าก Monosodium 
phosphate,monohydrate (NaH2PO4 H2O) 0.2918 กรัม และ Disodium phosphate, heptahydrate 
(Na2HPO47H2O) 0.7733 กรัม ใส่ลงในขวดวดัปริมาตรแลว้เติมน ้ากลัน่จนครบ 100 มิลลิกรัม 

 
 
 

สตอ๊ค 
สารละลายสตอ๊ค 
(กรัมต่อลิตร) 

ปริมาตร 
(มิลลิลิตรต่อลิตร) 

สารละลาย (Trace solution) 
 (กรัมต่อลิตร) 

NaNO3 150 10 H3BO3 2.86 

K2HPO4 40 1 MnCl2·4H2O 1.81 

MgSO4·7H2O 75 1 ZnSO4·7H2O 0.222 

CaCl2·2H2O 36 1 Na MoO4·5H2O 0.390 

Citric Acid 
combined with 

Ferric Ammonium 
Citrate 

 
6 
 

1 CuSO4·5H2O 0.079 

EDTA 1 1 Co(NO3)2·6H2O 0.0494 

Na2CO3 20 1 - - 

Trace Metal 
solution 

See right 1 - - 
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ตารางที ่3.2 การเตรียมบฟัเฟอร์ 
 

ค่าความเป็นกรดด่าง % NaH2PO4 H2O % Na2HPO47H2O 

6.7 0.4098 0.5442 

6.8 0.3708 0.6199 

6.9 0.3311 0.697 

7 0.2918 0.7733 

7.1 0.2539 0.847 

7.14 0.2393 0.8753 

7.2 0.2128 0.9163 

7.3 0.1853 0.98 

7.4 0.1558 1.0374 
 

อาหารเล้ียงเช้ือ และอุปกรณ์ท่ีใช้ในการเพาะเช้ือ ตอ้งตม้ฆ่าเช้ือในน ้ าร้อนท่ีอุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  

การเตรียมเช้ือสาหร่ายก่อนท าการทดลอง โดยท าการถ่ายเช้ือเซลล์สาหร่ายจาก Stock 
culture ลงในขวดรูปชมพูท่ี่มีอาหารเหลวปริมาณ 100 มิลลิลิตร ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องและไดรั้บแสง
เป็นเวลานาน 7 วนั จึงสามารถน าเช้ือไปใชใ้นการทดลองได ้โดยอตัราส่วนระหว่างเช้ือกบัอาหาร
เหลว คือ 1 หลอดทดลองต่ออาหารเหลว 100 มิลลิลิตร 

 
3.6 วธีิการเลีย้งสาหร่าย 

3.6.1 น าเช้ือสาหร่ายท่ีเตรียมไวต้ามหวัขอ้ท่ี 3.5 ถ่ายลงในขวดโหลใสท่ีมีอาหารเหลวอยู ่3 
ลิตร แลว้ไปวางในตูป้ลาท่ีมีน ้าหล่อเยน็อยู ่ใหแ้สงจากหลอดไฟวอร์มไลท ์18 วตัต ์

3.6.2 ท าการป้อนเฉพาะอากาศเขา้สู่ตูป้ลาท่ีมีสารละลายสาหร่ายอยูจ่  านวน 3 ลิตร ท าการ
เพาะเล้ียงทั้งส้ิน 7 - 14 วนั 

3.6.3 เม่ือครบ 7 - 14 วนั จึงน าสารละลายสาหร่ายไปกรองดว้ยผา้กรอง 
3.6.4 จากนั้นน าสาหร่ายท่ีไดไ้ปอบแห้งในเคร่ืองอบความร้อน จนน ้ าหนกัของสาหร่ายไม่

เปล่ียนแปลง 
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3.7 วธีิการวเิคราะห์ความช้ืนของจุลสาหร่าย 
3.7.1 น าครูซิเบิ้ลพร้อมฝาไปอบท่ีอุณหภูมิ 107 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ทิ้งให้

เยน็ในโถดูดความช้ืนเป็นเวลาคร่ึงชัว่โมง แลว้ชัง่น ้าหนกั 
3.7.2 ชัง่จุลสาหร่ายน ้ าหนกั 0.5 กรัม ใส่ลงในครูซิเบิ้ล น าไปอบท่ีอุณหภูมิ 107 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ทิ้งใหเ้ยน็ในโถดูดความช่ืนเป็นเวลาคร่ึงชัว่โมงแลว้น าไปชัง่ 
 

 การค านวณเปอร์เซ็นตค์วามช้ืน 
 

 
 
 

 = เปอร์เซ็นตค์วามช้ืน (โดยน ้าหนกัแหง้) 
M1 = น ้าหนกัจุลสาหร่ายก่อนอบ 
M2 = น ้าหนกัจุลสาหร่ายหลงัอบ 
 

3.8 วธีิการสกดัไขมันจากจุลสาหร่าย 
การสกดัไขมนัจากจุลสาหร่ายนั้นก่อนอ่ืนตอ้งท าให้ผนังเซลล์ของจุลสาหร่ายแตกก่อน 

เพราะผนงัเซลล์ของจุลสาหร่ายมีความเข็งแรงมาก จึงตอ้งท าการแตกผนงัเซลล์ก่อน และการแตก
ผนังเซลล์ และกรรมวิธีท่ีใช้คือ ไมโครเวฟ อลัตราโซนิค และออสโมติกช็อค ท่ีเง่ือนไขต่างๆ 
ส่วนตวัท าละลายท่ีใช้คือ คลอโรฟอร์มและเมทานอล ในอตัราส่วน 2:1 โดยคลอโรฟอร์มจะท า
หนา้ท่ีในการท าละลายไขมนัจากจุลสาหร่าย และเมทานอลท าหนา้ท่ีเป็นตวัท าละลายคลอโรฟิลล ์
        3.8.1 การสกดัไขมันจากจุลสาหร่ายด้วยเคร่ืองอลัตราโซนิค 

การสกดัไขมนัจากจุลสาหร่ายดว้ยเคร่ืองอลัตราโซนิค โดยใชเ้ซลลจุ์ลสาหร่ายแห้ง 0.5 
กรัมผสมน ้ากลัน่ 30 เพื่อท าการแตกเซลล์โดยท าการปรับเคร่ืองอลัตราโซนิคให้มีอุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส ไล่ก๊าซ 1 นาที แลว้ท าการแตกเซลลด์ว้ยเคร่ืองเป็นเวลา 10 20 และ30 นาที เม่ือท าการแตก
ตวัเซลล์ของจุลสาหร่ายแลว้ก็น าจุลสาหร่ายท่ีท าการแตกเซลล์แลว้มาเติมตวัท าละลายลงไป ตวัท า
ละลายท่ีใชคื้อ คลอโรฟอร์ม และเมทานอล ในอตัราส่วน 2:1 น าไปเขา้เคร่ืองเขยา่เพื่อให้สารละลาย
ผสมเขา้กนั ท าให้ความสามารถของการชะไขมนัออกจากเซลล์จุลสาหร่ายดีข้ึนเป็นเวลา 20 นาที 
หลงัจากนั้นน ามาเทใส่กรวยแยก ไขสารละลายออกจากกรวยแยก น าไปป่ันแยกต่อ 10 นาทีเพื่อให้
สารละลายและสาหร่ายแยกตวัออกจากกนัอย่างชัดเจน แยกชั้นคลอโรฟอร์มท่ีมีน ้ ามนัผสมอยู่
ออกมาท าการระเหยคลอโรฟอร์มออกโดยการน าเขา้เตาอบ อบท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
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หลงัจากการอบแห้งเสร็จ น าไปเขา้โถดูดความช้ืนเป็นเวลาคร่ึงชัว่โมง หลงัจากนั้นน าไปชัง่จะได้
น ้าหนกัของไขมนั 
        3.8.2 การสกดัไขมันจากจุลสาหร่ายด้วยวธีิออสโมติกช็อค 

การสกดัไขมนัจากจุลสาหร่ายดว้ยวิธีออสโมติกช็อคโดยใช้เซลล์จุลสาหร่ายแห้ง 0.5 
กรัมผสมโซเดียมคลอไรด์ความเขม้ขน้ 10 15 และ 20 เปอร์เซ็นต ์ปริมาณ 30 มิลลิลิตร ลงในขวด
รูปชมพู่ หลงัจากนั้นห่อปิดขวดรูปชมพู่ดว้ยฟอล์ยให้มิดชิดเพื่อป้องกนัแสงจากภายนอก หลงัจาก
นั้นวางทิ้งไวเ้พื่อใหเ้ซลลส์าหร่ายแตกตวัเป็นเวลา 2 วนั เม่ือท าการแตกตวัเซลล์ของจุลสาหร่ายแลว้
ก็น าจุลสาหร่ายท่ีท าการแตกเซลล์แลว้มาเติมตวัท าละลายลงไป ตวัท าละลายท่ีใชคื้อ คลอโรฟอร์ม 
และเมทานอล ในอัตราส่วน 2:1 น าไปเข้าเคร่ืองเขย่าเพื่อให้สารละลายผสมเข้ากันเพื่อให้
ความสามารถของการชะไขมนัออกจากเซลลจุ์ลสาหร่ายดีข้ึนเป็นเวลา 20 นาที หลงัจากนั้นน ามาเท
ใส่กรวยแยก ไขสารละลายออกจากกรวยแยก น าไปป่ันแยกต่อ 10 นาทีเพื่อให้สารละลายและ
สาหร่ายแยกตวัออกจากกนัอยา่งชดัเจน แยกชั้นคลอโรฟอร์มท่ีมีน ้ ามนัผสมอยูอ่อกมาท าการระเหย
คลอโรฟอร์มออกโดยการน าเขา้เตาอบ อบท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส หลงัจากการอบแห้งเสร็จ 
น าไปเขา้โถดูดความช้ืนเป็นเวลาคร่ึงชัว่โมง หลงัจากนั้นน าไปชัง่จะไดน้ ้าหนกัของไขมนั 

       3.8.3 การสกดัไขมันจากจุลสาหร่ายด้วยวธีิไมโครเวฟ 
การสกดัไขมนัจากจุลสาหร่ายดว้ยวธีิไมโครเวฟ โดยใชเ้ซลล์จุลสาหร่ายแห้ง 0.5 กรัม

ผสมน ้ า 30 มิลลิลิตร น าเขา้เคร่ืองไมโครเวฟท่ีพลงังาน 100 วตัต ์เป็นเวลา 10 20 และ 30 นาที เม่ือ
ท าการแตกตวัเซลลข์องจุลสาหร่ายแลว้ก็น าจุลสาหร่ายท่ีท าการแตกเซลลแ์ลว้มาเติมตวัท าละลายลง
ไป ตวัท าละลายท่ีใชคื้อ คลอโรฟอร์ม และเมทานอล ในอตัราส่วน 2:1 น าไปเขา้เคร่ืองเขยา่เพื่อให้
สารละลายผสมเขา้กนัเพื่อใหค้วามสามารถของการชะไขมนัออกจากเซลล์จุลสาหร่ายดีข้ึนเป็นเวลา 
20 นาที หลงัจากนั้นน ้ามาเทใส่กรวยแยก ไขสารละลายออกจากกรวยแยก น าไปป่ันแยกต่อ 10 นาที
เพื่อให้สารละลายและสาหร่ายแยกตวัออกจากกนัอยา่งชดัเจน แยกชั้นคลอโรฟอร์มท่ีมีน ้ ามนัผสม
อยู่ออกมาท าการระเหยคลอโรฟอร์มออกโดยการน าเขา้เตาอบ อบท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
หลงัจากการอบแห้งเสร็จ น าไปเขา้โถดูดความช้ืนเป็นเวลาคร่ึงชัว่โมง หลงัจากนั้นน าไปชัง่จะได้
น ้าหนกัของไขมนั 

 
3.9 การหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการสกดัไขมันจากจุลสาหร่าย 
 จากการสกดัไขมนัจากจุลสาหร่ายดว้ยทั้งสามวิธีขา้งตน้ แลว้น าไขมนัจากการสกดัของทั้ง
สามวิธีมาเปรียบเทียบ เม่ือไดว้ิธีท่ีจะสกดัไขมนัจากจุลสาหร่ายท่ีเหมาะสมท่ีสุด จะใช้วิธีนั้นมาหา
สภาวะท่ีจะสามารถสกดัไขมนัจากจุลสาหร่ายไดป้ริมาณมากท่ีสุด 
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3.10 การวเิคราะห์ความช้ืนของไขมันทีไ่ด้จากการสกดั 
 หลงัจากการสกดัไขมนัจากจุลสาหร่ายแลว้ไขมนัจากการสกดัท่ีผา่นการอบท่ีอุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียส จนแหง้แลว้ท าการวเิคราะห์หาความช้ืน โดย 

3.10.1 น าไขมนัจากการสกดัท่ีอยูใ่นหลอดทดลองอบจนแหง้ท่ีเก็บในโถดูดความช้ืนชัง่เพื่อ
หาน ้าหนกัของผลได ้

3.10.2 น าหลอดทดลองท่ีมีไขมนัจากการสกดัท่ีทราบน ้ าหนักแน่นอนอบในเตาอบท่ี
อุณหภูมิ 107 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ทิ้งให้เยน็ในโถดูดความช้ืนเป็นเวลาคร่ึงชัว่โมง ชัง่
เพื่อหาน ้าหนกัท่ีเหลือ 

 
การค านวณเปอร์เซ็นตค์วามช้ืน 
 

 
 

 = เปอร์เซ็นตค์วามช้ืน 
M1 = น ้าหนกัไขมนัจากการสกดัก่อนอบ 
M2 = น ้าหนกัไขมนัจากการสกดัหลงัอบ 
 

3.11 การวเิคราะห์หากรดไขมัน 
 เม่ือท าการวิเคราะห์ผลจากการสกดัไขมนัจากจุลสาหร่ายดว้ยวิธีต่างๆ แลว้ น าไขมนัท่ีได้
จากการสกดัมาวเิคราะห์กรดไขมนั เพื่อยืนยนัวา่ผลท่ีไดจ้ากการสกดัมีองคป์ระกอบของกรดไขมนั
จริง 

       3.11.1 การเตรียมสารเคมี 
  3.11.1.1 เตรียม 5 เปอร์เซ็นต์ cupric acetate (น ้ าหนกัต่อปริมาตร) โดยชัง่ cupric 

acetate (copper reagent) 25 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ประมาณ 450 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด
ด่างเท่ากบั 6.1 ดว้ย pyridine ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 500 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ กรองก่อนเก็บไว ้

  3.11.1.2 สารละลายกรดไขมนัอิสระมาตรฐาน (Stock standard) 2.5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร โดยชั่งกรดปาล์มเมติก 0.25 กรัม ละลายใน isooctane และปรับปริมาตรให้เป็น 100 
มิลลิลิตร 

  3.11.1.3 สารละลายกรดไขมนัอิสระท่ีมีความเขม้ขน้ต่างๆ กนั (working standard) 
จากสารละลายกรดกรดปาลม์เมติก 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร น ามาเจือจางดว้ย isooctane 
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ตารางที่ 3.3 ปริมาณของกรดปาล์มเมติกท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ เพื่อใชใ้นการเตรียมกราฟมาตรฐาน       
(standard curve) 

 

ความเขม้ขน้ของกรดปาลม์เมติก 
(มิลลิกรัม/3 มิลลิลิตรของสารละลาย) 

ปริมาตรของ Stock standard 
(มิลลิลิตร) 

ปริมาตรของ Isooctane 
(มิลลิลิตร) 

0.25 0.10 2.90 
0.50 0.20 2.80 

1.00 0.40 2.60 

2.00 0.80 2.20 

3.00 1.20 1.80 

4.00 1.60 1.40 

5.00 2.00 1.00 

 
 

3.11.1.4 เอทานอล 80 เปอร์เซ็นต์ (โดยปริมาตร) ตวง absolute ethanol 800 
มิลลิลิตร เติมน ้ากลัน่จนมีปริมาตรครบ 1000 มิลลิลิตร 

3.11.1.5 การเตรียม 0.5 M KOH ในเอทานอล 80 เปอร์เซ็นต์ (โดยปริมาตร) ชัง่
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 28.055 กรัม ละลายในเอทานอล 80 เปอร์เซ็นต์ (โดยปริมาตร) แลว้ท า
ปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร ดว้ยเอทานอล 80 เปอร์เซ็นต ์

3.11.1.6 การเตรียม 1 M HCl ตวงกรดไฮโดรคลอริก 30 เปอร์เซ็นต์ (โดยปริมาตร) 
121.67 มิลลิลิตร ละลายในน ้ากลัน่ปรับปริมาตรจนครบ 1,000 มิลลิลิตร 

        3.11.2 การเตรียมกราฟมาตรฐานส าหรับกรดไขมันอสิระ 
                      ปิเปตสารละลายกรดปาล์มเมติก ความเขม้ขน้ต่างๆกนั คือ 0.25 0.50 1.00 2.00 3.00 
4.00 และ 5.00 มิลลิกรัมต่อ 3 มิลลิลิตร (ตามตารางท่ี 3.3) อยา่งละ 3 มิลลิลิตร ลงในจุกหลอดเกลียว 
เติมสารละลาย copper reagent 1.0 มิลลิลิตร ลงในแต่ละหลอด ปิดจุกและเขยา่ดว้ย vortex mixer 
ประมาณ 1 นาที แลว้ตั้งทิ้งไวส้ักครู่จนสารละลายในแต่ละหลอดแยกชั้นกนั ดูดสารละลายส่วนบน
ไปวดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 704 นาโนเมตร เขียนกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่า
การดูดกลืนแสงและความเขม้ขน้ของสารละลายกรดปาลม์เมติก 
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        3.11.3 การหาปริมาณกรดกรดไขมันจากสาหร่าย 
       น าไขมนัท่ีไดจ้ากการสกดัมาเติม 0.5 M KOH ในเอทานอล 80 เปอร์เซ็นต ์ ปริมาตร 

4.0 มิลลิลิตร ปิดจุกให้แน่น ท าปฏิกิริยาท่ี 100 องศาเซลเซียส ใน water bath เป็นเวลา 30 นาที เม่ือ
ครบก าหนดเวลา ท าให้เยน็ลง เติม 1 M HCl 5.0 มิลลิลิตร และ Isooctane 5.0 มิลลิลิตร เขยา่ดว้ย 
vortex mixer ประมาณ 1 นาที เพื่อสกดัให้กรดไขมนัอิสระมาอยู่ในชั้นของ Isooctane ทิ้งไวจ้น
สารละลายแยกชั้นกนั ใชปิ้เปตดูดน ้ าส่วนล่างทิ้ง แลว้เติมน ้ ากลัน่ 10 มิลลิลิตร เขย่าดว้ย vortex 
mixer ประมาณ 1 นาที ตั้งทิ้งไวส้ักครู่จนสารละลายแยกชั้น ดูดสารละลายส่วนบน 3.0 มิลลิลิตร  
มาท าปฏิกิริยากบั copper reagent ปริมาณกรดปาล์มเมติกหาไดโ้ดยการเปรียบเทียบค่าการดูดกลืน
แสงท่ีอ่านไดจ้ากกราฟมาตรฐาน 

 
 


