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บทคดัยอ่ 

สาหรา่ย Chlorella sp. KLSc61 สามารถผลติกรดไขมนัโอเมกา้-3ได ้งานวจิยัครัง้นีป้ระเมินวิธีการตรวจวดัไขมนั

ดงักลา่วประกอบดว้ย  (1) เทคนิคไนลเ์รดฟลอูอเรสเซนตส์เปกโตรสโคปี (2) เทคนิคการชั่งนํา้หนกั (3) เทคนิคแก๊สโครมา

โตกราฟีแบบแมสสเปคโตรมิเตอร ์(GC-MS) และ (4) เทคนิคแก๊สโครมาโตกราฟีแบบเฟลมไอออไนเซชนัดเีทคเตอร ์(GC -

FID) ผลการทดลองพบวา่ (1) ชนิดและความเขม้ขน้ของตวัทาํละลายมีผลตอ่ความยาวคลืน่ท่ีใชใ้นการตรวจวดั อะซิโตน

และ DMSO เขม้ขน้ 10 เปอรเ์ซน็ต ์ ใหช้่วงความยาวคลืน่กวา้ง รองลงมาคือ DMSO 20 เปอรเ์ซน็ต ์ (2) นํา้หนกัไขมนัท่ีมี

คลอโรฟิลลข์องสาหรา่ยแปดสายพนัธุ ์พบวา่ Chlorella sp.KLSc61 มีคา่ 1,497.70 มิลลกิรมัตอ่ความขุน่เซลล ์750 นาโน

เมตร ซึง่มมีากเป็นอนัดบัท่ีสอง (3) ผลการตรวจสอบดว้ย GC-MS ยงัไมส่ามารถยืนยนัชนิดของกรดไขมนับางชนิดได ้และ 

(4) พบกรดไขมนัแอลฟาไลโนเลอิก (ALA) และกรดไขมนัดเีอชเอ (DHA) เมื่อตรวจสอบดว้ย GC-FID การศกึษานีพ้บวา่กรด

ไขมนัโอเมกา้-3 ของสาหรา่ยสเีขยีวจากแหลง่นํา้จืดเหมาะสมท่ีจะตรวจสอบดว้ยเทคนิค GC-FID 

คาํสาํคัญ กรดไขมนัโอเมกา้-3, แก๊สโครมาโตกราฟี, สยีอ้มไนลเ์รด, Chlorella sp. KLSc61 

 

Abstract 

 Fresh water green alga Chlorella sp. KLSc61 can produce omega-3 fatty acid. This study focuses on detection 

evaluation of omega-3 oil in four methods, including (1) Nile red fluorescence method, (2) conventional gravimetry 

method, (3) gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS), and (4) gas chromatography-flame ionization detector 

(GC-FID). The result showed that (1) solvent type and concentration affected wavelength during fluorescence detection. 

10% acetone and DMSO resulted in the widest wavelength range for detection, followed by 20% DMSO. (2) When 8 

algal oils were detected by gravimetry, the 2nd maximum chlorophyll-containing oil weight of 1,497.70 mg/OD750was 

found from Chlorella sp. KLSc61. (3) Lipid chromatogram was observed when detected using GC-MS, but type of some 

lipids could not be confirmed. (4) Alpha-linoleic acid (ALA) and DHA fatty acids were found, when detected by GC-FID. 

This study revealed that omega-3 oil from fresh water green algae was suitable for detection using GC-FID. 
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คาํนํา 

ปัจจุบนันอกจากสาหร่ายสีเขียวจะถูกใชเ้ป็นทางเลือกท่ีน่าสนใจในฐานะแหล่งนํา้มนัทดแทนแลว้ ยงัพบว่ามี

สาหรา่ยหลายสายพนัธุท่ี์มีการสะสมกรดไขมนัโอเมกา้-3 ท่ีมีคณุคา่ทางโภชนาการ เช่น Chlorella sp., Chlamydomonas 

variabills, Spirulina platensis  เ ป็นต้น (Tao, 2015)  ซึ่งสามารถนําไปใช้ประโยชน์ได้หลากหลาย ไม่ว่าจะเป็น

อตุสาหกรรมอาหารสตัวน์ ํา้โดยการผสมผงสาหรา่ยลงไปในอาหารเพ่ือเพ่ิมคณุคา่ทางโภชนาการ (Byreddy et al., 2019) 

ผลิตภัณฑอ์าหารเสริมสาํหรบัผูท้านอาหารมังสวิรตัิและอาหารทางพืช (Plant-based food) (Caporgno et al., 2018)

โดยทั่วไปสาหรา่ยสีเขียวขนาดเล็ก (microalgae) จะมีการสะสมไขมนั 20–50 เปอรเ์ซ็นตข์องนํา้หนกัแหง้ แต่ในบางสาย

พนัธุ์ก็พบการสะสมไดม้ากกว่า 50 เปอรเ์ซ็นตข์องนํา้หนกัแหง้ (Chisti, 2007) โดยพบกลุ่มไขมนัทัง้ไขมนัอ่ิมตวัและไม่

อ่ิมตวัซึง่มีประโยชนต์อ่รา่งกายมนษุย ์ เช่น  Linoleic acid (LA), Alpha-Linolenic Acid (ALA), Eicosapentaenoic acid 

(EPA) และ Docosahexaenoic acid (DHA) เป็นตน้ หนึ่งในปัญหาของกระบวนการผลิตไขมนัจากสาหรา่ยสีเขียวขนาด

เล็กคือการคดัเลือกสาหรา่ยท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตไขมนัท่ีอตุสาหกรรมตอ้งการ กระบวนการคดัเลือกในปัจจุบันมี

ขัน้ตอนท่ียุ่งยากและเน่ืองจาํนวนตวัอย่างมากทาํใหใ้ชเ้วลานานในการคดัเลือกสายพนัธุท่ี์เหมาะสม ซึ่งวิธีการท่ีรูจ้กักนัดี

คือการสกัดไขมันและการชั่ งนํ้าหนัก (Gravimetry) หรือ การวิ เคราะห์ด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโตกราฟี (Gas 

chromatography) ซึ่งวิธีเหลา่นีจ้าํเป็นตอ้งใชป้ริมาณชีวมวลเพียงพอ และใชร้ะยะเวลาในการวิเคราะหค์อ่นขา้งนาน ซึ่ง

ในปัจจุบนัไดม้ีการศึกษาเทคนิคในตรวจวิเคราะหใ์หม่ท่ีมีความรวดเร็ว และใชป้ริมาณชีวมวลนอ้ยลง เช่น เทคนิคฟลอูอ

เรสเซนสส์เปกโตรสโคปี เป็นตน้ 

การศกึษาครัง้นีต้อ้งการเปรยีบเทียบเทคนิคฟลอูอเรสเซนตส์เปกโตรสโคปี เทคนิคการชั่งนํา้หนกัและเทคนิคแก๊ส

โครมาโตกราฟี ในการวิเคราะหก์รดไขมนัโอเมกา้-3 ในสาหร่าย Chlorella sp. KLSc61 โดยเทคนิคการชั่งนํา้หนกัมีการ

เปรยีบเทียบกบัสาหรา่ยสเีขียวสายพนัธุอ่ื์น เพ่ือใชเ้ป็นแนวทางในการคดัเลอืกสาหรา่ยสเีขียวขนาดเลก็เบือ้งตน้ตอ่ไป  

 

อุปกรณแ์ละวิธีการ 

 

สาหร่ายสเีขยีวในการทดลอง 

Chlorella sp. KLSc61 คดัแยกโดย (Laokua et al., 2022), Tetraspora sp. CU2551 คดัแยกโดย เชิดศกัดิ ์มณี

รตันรุง่โรจน ์และคณะ (2554) (Maneeruttanarungroj et al., 2010), Chlorella sp. KLSc59 คดัแยกโดย ธนพร ศิรวฒันา

มงคล และคณะ (2559) (Sirawattanamongkol et al., 2020), สาหรา่ยสเีขียวรหสั A1 G1 P1 CUJR06 คดัแยกโดย ณฐัวิ

กา เหล่าเกือ้ และคณะ (2561) (ยงัไม่เผยแพร่) และสาหร่ายสีเขียวรหสั Shell คดัแยกโดย รชัณีกร กลิ่นสาลี และคณะ 

(2565) (ยงัไมเ่ผยแพร)่ 

 

การเพาะเลีย้งสาหร่ายขนาดเลก็ 

 เตรยีมหวัเชือ้สาหรา่ยดว้ยอาหารเหลวสตูร TAP (Tris-Acetate-Phosphate) (Gorman et al., 1965) โดยการนาํ

โคโลนีเดี่ยวของสาหรา่ยสีเขียวขนาดเล็ก มาลงอาหารเหลวปริมาตร 20 มิลลิลิตร ประมาณ 1–2 โคโลนี บ่มในสภาวะเขม้

แสง 3,500 ลกัซ ์อณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส พีเอชเริม่ตน้ 7.0 เขยา่ท่ีความเรว็ 120 รอบตอ่นาที เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

จากนัน้ทาํการป่ันเหวี่ยงเก็บเซลลท่ี์ 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 6 นาที เทสว่นใสทิง้ ลา้งเซลลด์ว้ยนํา้กลั่นท่ีผ่านการฆา่

เชือ้ จากนัน้เติมนํา้กลั่นท่ีผา่นการฆา่เชือ้ 5 มิลลลิติร เขยา่ใหเ้ป็นเนือ้เดียวกนั เพ่ือนาํไปใชใ้นการทดลองตอนตอ่ไป 
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การวเิคราะหโ์ดยเทคนคิฟลูออเรสเซนตส์เปกโตรสโคปี 

 การวัดการเรืองแสงของไขมนัดว้ยการยอ้มสีไนลเ์รด (Alemán-Nava et al., 2016) ทาํการเตรียมตัวอย่างใน

หลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตรจํานวน 4 หลอด ดังนี ้(1) สารละลายเอททานอล ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  (2) DMSO 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (3) อะซิโตน ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และ (4) DMSO และ เอททานอลชนิดละ 1 มิลลิลิตร ต่อมาเติม

เซลลส์าหรา่ยมีความขุ่นเริ่มตน้ท่ีมี OD750 = 0.2 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ปรบัปริมาตรดว้ยนํา้กลั่นท่ีผ่านการฆ่าเชือ้แลว้ใหม้ี

ปริมาตรรวม 10 มิลลิลิตร จากนัน้แบ่งเป็นสองหลอด หลอดละ 5 มิลลิลิตร เป็นตวัควบคมุเชิงลบ (ไม่เติมไนลเ์รด) และ

ตวัอยา่งท่ีเติมไนลเ์รดเขม้ขน้ 4 ไมโครกรมัตอ่มิลลลิติร ปรมิาตร 10 ไมโครลติร เขยา่และบม่มืดเป็นเวลา 10 นาที วิเคราะห์

โดยใชเ้ครือ่งฟลอูอเรสเซนสส์เปกโตรมิเตอร ์(Fluorescence spectrophotometer)  

 

การวเิคราะหโ์ดยเทคนคิการชั่งนํา้หนกั 

ทําการศึกษาโดยใช้สาหร่ายทั้งหมด 8 สายพันธุ์ ได้แก่ Chlorella sp. KLSc61, Tetraspora sp. CU2551, 

Chlorella sp. KLSc59, A1, G1, P1, CUJR06 และ Shell  หลงัจากทาํการเก็บเซลลท่ี์ 3,000 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 6 

นาที จากนัน้เติมนํา้กลั่นท่ีผ่านการฆ่าเชือ้ 5 มิลลิลิตร เขย่าใหเ้ป็นเนือ้เดียวกัน จากนัน้เจือจางลงในอาหารสูตร TAP 

ปรมิาตร 50 มิลลลิติร โดยคาํนวณใหค้วามขุน่เริม่ตน้ความยาวคลืน่ 750 นาโนเมตร เทา่กบั 0.1 โดยเลีย้งเป็นระยะเวลา 7 

วนั จากนัน้ทาํการเก็บเซลลท่ี์ 3,000 รอบตอ่วินาที เป็นเวลา 6 นาที แลว้นาํมาเตมินํา้กลั่น 15 มิลลลิติร  เพ่ือใชใ้นการแตก

เซลล์ด้วย sonicating probe เ ป็นเวลา 10 นาที (Pulse on 1.0 off 1.0 min) จากนั้นนําของเหลวทั้งหมดมาเติม

คลอโรฟอรม์ตอ่เมทานอลตอ่นํา้ในอตัราสว่น 0.5:0.5:1 เทของผสมลงกรวยแยก เขยา่เป็นเวลา 5 นาที ตัง้ทิง้ไวจ้นสารแยก

ชัน้แลว้ไขชัน้คลอโรฟอรม์ลงในบีกเกอรท่ี์ชั่งนํา้หนกัเริ่มตน้ไวแ้ลว้ นาํไประเหยโดยใชค้วามรอ้นแลว้เป่าดว้ยไนโตรเจน

(Archer et al., 2019) จากนัน้ทาํการชั่งนํา้หนกัสดุทา้ย  

 

การวเิคราะหโ์ดยเทคนคิแก๊สโครมาโตกราฟี 

 นํา้มนัแหง้ท่ีไดจ้าการการชั่งนํา้หนกันาํไปทาํปฏิกิรยิาทรานสเ์อสเทอรฟิิเคชนัดว้ยตวัเรง่ปฏิกิรยิาแบบเบส (Base-

catalyzed transesterification) โดยทาํการเติมสารละลายเฮกเซน 1 มิลลิลิตร เขย่าโดยใชเ้ครื่อง vortex mixture 1 นาที 

เติมโซเดียมเมททอกไซดค์วามเขม้ขน้ 25% v/v ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เขย่าเป็นเวลา 2 นาที จากนัน้ปิเปตส่วนใสใส่

หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลว้นาํไปป่ันเหวี่ยงโดยใชเ้ครื่อง spin-down เป็นเวลา 5 นาที ทาํการปิเปตสว่นใสใส่ 

vial ปริมาตร 200 ไมโครลิตร วิเคราะห์ไขมันโดยใช้เทคนิคแก๊สโครมาโตกราฟีแบบแมสสเปคโตรมิเตอร์(Mass 

Spectrometer, MS) โดยใชค้อลมัน ์HP-5 50 m.×0.25 mm. i.d.×0.25 µm split ratio ท่ี 10:1 อณุหภูมิคอลมัน ์50 °C 3 

นาที จากนัน้เรง่ขึน้ไปท่ี 140 °C 5 นาที และสู ่250 °C 42 นาที โดยอตัราเพ่ิมคือ 20 °C ต่อนาที ในสว่น MS จะสแกนหา

มวลในช่วง 30–500 amu. อณุหภมูิ 230 oC โดยมี solvent delay 4 min สว่น Quadrupole ตัง้อณุหภมูิท่ี 150 oC ในสว่น

ของเฟลมไอออไนเซชันดีเทคเตอร ์(Gas-chromatography flame Ionization Detector, FID) ใช้คอลมัน ์DB-23 30 m. 

×0.25 mm. i.d. × 0.25 µm split ratio ท่ี 10:1 อณุหภมูิคอลมัน ์50 °C 0.5 นาที จากนัน้เรง่ขึน้ไปท่ี 150 °C ดว้ยอตัราเพ่ิม 

25 °C ตอ่นาที จากนัน้เพ่ิมเป็น 174 °C โดยอตัราเพ่ิมคือ 2.3 °C ตอ่นาที และสู ่220 °C เป็นเวลา 3 นาทีโดยอตัราเพ่ิมคือ 

2.0 °C ตอ่นาที อตัราไหลฮีเลีย่มรวม 13.8 มล.ตอ่นาที ความดนั 82.2 kPa ใชอ้ณุหภมูิ FID 50 °C อตัราไหล H2 Air make 

up เป็น 32 200 และ 24 มล.ต่อนาที ตามลาํดบัโดยใชไ้นโตรเจนแก๊ส ระบชุนิดกรดไขมนัโดยใชส้ารมาตรฐาน (Supelco 

37 Component FAME Mix) และวิเคราะหป์รมิาณไขมนัแบบ percent relative amount 

 



การประชมุทางวิชาการของมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์ครัง้ท่ี 61  สาขาพืช 

 72 

ผลและวิจารณผ์ลการทดลอง 

 

ผลการศกึษาการวเิคราะหไ์ขมนัโอเมกา้-3 โดยเทคนคิฟลูออเรสเซนตส์เปกโตรสโคปี 

ทาํการศึกษาผลของตัวทาํละลายท่ีมีผลต่อการยอ้มสีโดยใชไ้นลเ์รด เป็นสารท่ีใช้สาํหรบัการตรวจวัดไขมนั

เบือ้งตน้ ทาํการศึกษาผลของสารเคมี 4 สภาวะ ไดแ้ก่ 1) เอทานอลเขม้ขน้ 20%  2) DMSO เขม้ขน้ 20% 3) อะซิโตน

เขม้ขน้ 20% และ 4) DMSO เขม้ขน้ 10% กบัอะซิโตนเขม้ขน้ 10% ท่ีมีผลต่อการซึมผ่านของผนงัเซลลเ์ขา้ไปจบักบัไขมนั

ภายในเซลลส์าหรา่ย   Chlorella sp. KLSc61 จาก Fig.1 พบวา่ตวัทาํละลายในแตล่ะสภาวะมีผลตอ่คา่การเรอืงแสงของสี

ยอ้มไนลเ์รดจากฟลอูอเรสเซนตส์เปกตรมั 1) ในสภาวะท่ีมีความเขม้ขน้ของเอทานอลเทา่กบั 20% มี λ emission  เทา่กบั 706 

นาโนเมตร และ λ excitation เท่ากับ 540 นาโนเมตร ใหค้่าสญัญาณ อยู่ท่ี 6.9×103 A.U.  2) สภาวะท่ีมีความเขม้ขน้ของ 

DMSO เท่ากับ  20% มี λ emission  เท่ากับ 700 นาโนเมตร และ λ excitation เท่ากับ 514 นาโนเมตร ใหค้่าสญัญาณ อยู่ท่ี 

5.4×103 A.U.  3) สภาวะท่ีมีความเขม้ขน้ของอะซิโตนเท่ากับ 20% มี λ emission เท่ากับ 710 นาโนเมตร และ λ excitation 

เท่ากบั 526 นาโนเมตร ใหค้่าสญัญาณ อยู่ท่ี 6.9×103 A.U.   4) สภาวะท่ีมีความเขม้ขน้ 10% DMSO และ 10% อะซิโตน 

มี λ emission เท่ากับ  696 นาโนเมตร และ λ excitation เท่ากับ  506 นาโนเมตร ให้ค่าสัญญาณอยู่ท่ี 5.1×103 A.U.  เมื่อ

พิจารณาจาก Fig.1 พบว่า บริเวณท่ีเป็นสีแดงคือช่วงท่ีมีค่าสญัญาณสงูสดุ โดยสภาวะมีช่วงกวา้งท่ีสดุคือ 10% DMSO 

และ 10% อะซิโตน รองลงมาคือ 20% DMSO,  20% อะซิโตน และสดุทา้ย 20% เอทานอล ตามลาํดบั เน่ืองจากค่าการ

ดดูกลืนแสงของเครื่องสเปกโตรฟลอูอเรสเซนต ์มีค่าการดดูกลืนแสงและคา่การเรืองแสงในช่วง λ emission  เท่ากบั 680 นา

โนเมตร และ λ excitation เท่ากับ 490 นาโนเมตร ใกลเ้คียงกับช่วงความยาวคลื่นของ DMSO เข้มข้น 20% และให้ค่า

สญัญาณท่ีสงูกว่า 10% DMSO และ 10% อะซิโตน เมื่อเทียบค่าสญัญาณท่ีจุดเดียวกัน ดงันัน้จึงเลือก DMSO เขม้ขน้ 

20% มาวิเคราะหอิ์ทธิพลของเซลลต์อ่ไป  

 

Fig. 1 effect of cell suspended in organic solvent to fluorescent emission/excitation of Nile red-stained in green 

microalgae Chlorella sp. KLSc61 under different solvents, including a) 20% ethanol, b) 20% DMSO, c) 20% 

acetone d) 10% DMSO and 10% acetone (EM is emission wavelength and EX is excitation wavelength) 
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การศกึษาก่อนหนา้ของสาหรา่ย Nannochloropsis oculate และ Tisochrysis lutea ไดท้าํการวิเคราะห ์ท่ีความ

ยาวคลืน่ λ ex เทา่กบั 570 นาโนเมตร และ λ em  เทา่กบั 670 นาโนเมตร โดยมีความขุน่ของเซลลท่ี์ความยาวคลืน่ 750 นา

โนเมตร เท่ากับ 0.2  (Balduyck et al., 2015) ในรายงาน Chen et al., (2009) ทําการศึกษาในสาหร่าย Chlorella 

vulgaris พบวา่ช่วงท่ีเหมาะสมในการวดัคา่ฟลอูอเรสเซนต ์ความยาวคลืน่ λ ex เทา่กบั 530 นาโนเมตร และ λ em  เทา่กบั 

575 นาโนเมตร อยู่ในช่วงความขุ่นท่ีความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร เท่ากับ 0.01–0.08  ดงันัน้จึงทาํการวดัค่าสญัญาณ

ในช่วง ความขุน่ท่ีความยาวคลืน่ 750 นาโนเมตร เทา่กบั 0.01–0.15  ผลการทดลองดงั Fig.2 เห็นไดว้า่ คา่สญัญาณสงูสดุ

อยู่ท่ีค่าความขุ่น 0.02–0.04 และ 0.10 มีค่าเท่ากับ 2.45×105 A.U.ค่าตํ่าสุดมีค่าความขุ่น 0.15 มีค่าเท่ากับ 2.08×105 

A.U. จากกราฟจะเห็นไดว้า่คา่สญัญาณมีการขึน้ลง ไมเ่สถียร ในการประเมินไขมนัโดยใชส้ยีอ้มนัน้เป็นวิธีการท่ีรวดเรว็ แต่

ตอ้งมีการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในสาหรา่ยแตล่ะสายพนัธุ ์โดยปัญหาของการใชเ้ทคนิคอาจจะเป็นท่ีการซมึผ่านของสี

ยอ้มเขา้สูเ่ซลล ์ซึ่งความหนาและองคป์ระกอบของผนงัเซลลท่ี์แตกตา่งกนัของสาหรา่ย (Alemán et al., 2016) ดงันัน้การ

ใชส้ียอ้มในการวิเคราะหไ์ขมนัโอเมกา้-3 เบือ้งตน้ของสาหรา่ย Chlorella sp. KLSc61 ดว้ยเทคนิคฟลอูอเรสเซนตส์เปกโต

รสโคปี อาจจะจาํเป็นตอ้งใชค้วามยาวคลื่นท่ีตรงกบัฟลอูอเรสเซนตส์เปกตรมัสเปกตรมัจึงจะสามารถวดัค่าท่ีถกูตอ้งได ้

อยา่งไรก็ตามวิธีการตรวจวดันีย้งัไมม่ีความจาํเพาะตอ่ไขมนัโอเมกา้-3 

 

 
Fig. 2 effect of cell concentration on fluorescent intensity of green microalgae Chlorella sp. KLSc61. 

Fluorescence determination excitation and emission wavelengths were 680 nm and 490 nm, respectively 

 

 ผลการศกึษาการวเิคราะหไ์ขมนัโอเมกา้-3 โดยการชั่งนํา้หนกั (Gravimetry) 

ผลการศกึษาการวิเคราะหป์รมิาณไขมนัโดยการชั่งนํา้หนกัดงั Fig.3 สาหรา่ยท่ีมีนํา้หนกัสงูสดุสามอนัดบัแรก คือ 

Tetraspora sp. CU2551 คิดเป็น 2,017.70 มิลลกิรมัตอ่ความขุน่เซลล ์Chlorella sp. KLSc61 คิดเป็น 1,497.70 มิลลกิรมั

ต่อความขุ่นเซลล ์และ สาหรา่ย Shell คิดเป็น 1424.10 มิลลิกรมัต่อความขุ่นเซลล ์ในการทดลองเป็นการชั่งนํา้หนกัไขมนั

รวมซึง่ยงัคงมีคลอโรฟิลลป์นเป้ือนอยู ่การศกึษาก่อนหนา้นีม้ีรายงานปรมิาณคลอโรฟิลลต์อ่นํา้หนกัแหง้ในสาหรา่ยสเีขียว

และไซยาโนแบคทีเรียอยูใ่นช่วง 0.17–4.36 เปอรเ์ซนต ์(Piorreck et al., 1984) โดยมีปริมาณไขมนัรวมตอ่นํา้หนกัแหง้อยู่

ท่ี 20 – 50 เปอรเ์ซนต ์มีรายงานสาหรา่ย 43 สายพนัธุใ์นสกุล Chlorella sp. และ Scenedesmus sp. มีปริมาณไขมนัตอ่
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นํา้หนกัแหง้ 20 – 51 % โดยสาหรา่ยท่ีใหป้ริมาณสงูสดุคือ Chlorella pyrenoidosa เท่ากบั 51 % (Liu et al., 2011) หาก

คิดจากการคาํนวณพบวา่มีปริมาณไขมนัของ Chlorella sp. KLSc61 อยูใ่นช่วง 29.95–74.86 % นํา้หนกัแหง้ เมื่อทาํการ

หกัเปอรเ์ซ็นตส์งูสดุคลอโรฟิลลจ์ะมีปรมิาณไขมนัเทา่กบั 25.59–70.53 % 

 
Fig. 3 Lipid content of 8 green microalgae determined by conventional gravimetry (n = 1) 

 

ผลการศกึษาการวเิคราะหไ์ขมนัโอเมกา้-3 โดยเทคนคิแก๊สโครมาโตกราฟี 

ในปัจจุบนัยงัไม่มีการศึกษาวิถีการสงัเคราะหก์รดไขมนัในสาหร่าย ตน้แบบของสาหร่ายอา้งอิงมาจากวิถีของ 

Arabidopsis thalina (Hallmann et al., 2019) โดยเสน้ทางการสงัเคราะหไ์ขมันจะเริ่มจากปริมาณ malonyl-CoA จาก 

Acetyl-CoA โดยใชเ้อนไซม ์ACCase เป็นตวัเรง่ปฏิกิรยิา หลงัจากนัน้ malonyl-CoA จะเขา้สูก่ระบวนการสงัเคราะหไ์ขมนั 

(Fatty acid synthesis, FAS) ซึ่งจะไดไ้ขมนั C16:0 และ C18:0 ถกูเก็บไวใ้นคลอโรพลาสตก์่อนท่ีจะเขา้สูก่ระบวนการตอ่

สายโซ่คารบ์อนและการเพ่ิมพนัธะคู่ จากการศึกษาพบว่าสาหรา่ยขนาดเล็กมีเสน้ทางการสงัเคราะหก์รดไขมนัโอเมกา้-3 

ทาง ∆6-pathway โดยเปลี่ยนกรดไขมนัโอเมกา้-6ไปเป็นโอเมกา้-3โดยใชเ้อนไซม ์∆15 desaturase ∆17 desaturase 

และคาดว่าน่าจะมีเอนไซม ์∆19 desaturase อีกหนึ่งเอนไซม ์จาก Table 1 แสดงผลการวิเคราะหโ์ดยเทคนิคแก๊สโครมา

โตกราฟีแบบแมสสเปคโตรมิเตอร ์(GC-MS) พบว่าเจอกรดไขมนัทัง้หมด 4 ชนิด พบกรดไขมนัปาลมิติก (C16:0) เป็นสว่น

ใหญ่ รองลงมาคือ (C18:1) และพบกรดไขมนัไลโนเลอิกซึง่คาดวา่จะสามารถเปลี่ยนไปเป็นกรดไขมนัโอเมกา้-3 ได ้แต่ไม่

พบกรดไขมันสเตียริก (C18:0) ซึ่งเป็นกรดไขมนัท่ีควรจะเจอเน่ืองจากเสน้ทางการสงัเคราะหจ์ึงคาดว่าน่าจะเกิดจาก

คอลมันท่ี์ใชใ้นการตรวจวดัคือ HP-5 เหมาะสาํหรบัการสารประกอบฟีนอลิกและกรดไขมนัแตอ่าจจะไมเ่หมาะสาํหรบัการ

ตรวจวดักรดไขมนัท่ีถกูเอสเทอรฟิิเคชนัแลว้ ดงันัน้จึงไดน้าํตวัอยา่งไปวิเคราะหโ์ดยเทคนิคแก๊สโครมาโตกราฟีแบบเฟลมไอ

ออไนเซชัน (GC-FID) ซึ่งมีสารมาตรฐานในการเทียบเวลา (retention time) ไดผ้ลการทดลองดงั Table 2 ตรวจพบกรด

ไขมนัปาลมิติกและกรดไขมนัสเตียริก นอกจากนีย้งัตรวจพบกรดไขมนัแอลฟา-ไลโนเลอิก (ALA) และกรดไขมนัดีเอชเอ 

(DHA) ซึ่งเป็นกลุ่มของโอเมกา้-3 มีสดัส่วนเท่ากับ 40.63 และ 3.11 เปอรเ์ซ็นต ์(percent relative amount) ตามลาํดบั 
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เห็นไดว้่าในการศกึษาการวิเคราะหก์รดไขมนัโอเมกา้โดยใชเ้ทคนิคแก๊สโครมาโตกราฟีแบบแบบเฟลมไอออไนเซชนัใหผ้ล

การทดลองท่ีละเอียดมากกวา่เน่ืองจากคอลมันท่ี์มีความเป็นขัว้และมกัใชใ้นการวิเคราะหไ์ขมนัในการศกึษาท่ีผ่านมา อีก

ทัง้ยงัมีสารมาตรฐาน ท่ีครอบคลมุการตรวจวดักรดไขมนัโอเมกา้-3 (ALA, EPA และ DHA) ซึง่เป็นการตรวจวดัท่ีใหผ้ลเป็น

ท่ีนา่เช่ือถือมากกวา่เทคนิคแก๊สโครมาโตกราฟีแบบแมสสเปคโตรมิเตอร ์ 

Table 1 Relative proportion of fatty acids detected in Chlorella sp. KLSc61 over 7 days by GC-MS (n = 1)  
No. Common name Systematic name Abbreviation Aera % Aera 

1 Palmitic acid Hexadecanoic acid C16:0 1,000,722 55.38 

2 Palmitoleic acid 9-hexadecatrienoic acid C16:1 137,084 7.59 

3 Oleic acid 9-Octadecenoic C18:1 377,595 20.90 

4 Linoleic acid cis-9,12-Octadecadienoic C18:2 291,493 16.13 

sum of corrected area 1,806,894 100 

 

Table 2 Relative proportion of fatty acids detected in Chlorella sp. KLSc61 over 7 days by GC-FID (n = 3). 

The result was express as mean ± standard deviation 
Peak Common name Systematic name Abbreviation Area %Aera 

1 Caproic acid Hexanoic acid C6:0 5,385.33 2.11±0.50 

2 Caprylic acid Octanoic acid C8:0 5,318.67 2.15±0.74 

3 Capric acid Decanoic acid C10:0 4,072.67 1.62±0.48 

4 Undecylic acid Undecanoic acid C11:0 4,534.33 1.43±0.78 
5 Lauric acid Dodecanoic acid C12:0 2,565.67 1.00±0.25 

6 Myristic acid Tetradecanoic acid C14:0 1,399.00 0.40±0.39 

7 Pentadecylic acid Pentadecanoic acid C15:0 6,681.67 2.08±1.59 

8 Palmitic acid Hexadecanoic acid C16:0 42,097.33 16.10±2.75 

9 Palmitoleic acid 9-hexadecenoic acid C16:1 4,406.67 1.73±0.46 

10 Margaric acid Heptadecanoic acid C17:0 14,894.67 4.43±3.67 

11 Heptadecenoic acid cis-10-Heptadecenoic acid C17:1 5,812.00 2.16±0.30 

12 Stearic acid Octadecanoic acid C18:0 4,955.33 1.83±0.55 

13 Oleic acid cis-9-octadecenoic acid C18:1-cis 5,561.33 2.09±0.65 

14 Linoleic acid cis-9,12-octadecadienoic acid C18:2-cis 32,353.00 11.91±0.99 

15 α-Linolenic acid 9,12,15-octadecatrienoic acid C18:3 n3 108,294.67 40.63±6.09 

16 Erucic acid 13-docosenoic acid C22:1 10,430.00 3.14±2.97 

17 Docosadienoic acid 13,16-docosadienoic acid C22:2 2,874.67 1.07±0.53 

18 Docosahexaenoic acid (DHA) 4,7,10,13,16,19-docosahexaenoic acid C22:6 n3 10,524.67 3.11±3.16 

19 Nervonic acid Z)-tetracos-15-enoic acid C24:1 2,409.67 1.01±0.45 

Total 274,571.33 100.00 

 

สรุป 

จากการประเมินวิธีการวดักรดไขมนัโอเมกา้-3 ในสาหรา่ยสีเขียว Chlorella sp. KLSc61 จากทัง้สี่วิธีพบว่าการ

ตรวจวดัโดยใชเ้ทคนิคแก๊สโครมาโตกราฟีแบบเฟลมไอออไนเซชนัสามารถตรวจวดักรดไขมนัโอเมกา้-3 ไดแ้ก่ กรดไขมนั

แอลฟา-ไลโนเลอิก (ALA) และกรดไขมันดีเอชเอ (DHA) ซึ่งเป็นกลุ่มของโอเมก้า-3 เน่ืองจากชนิดของคอลัมน์มี

ความจาํเพาะตอ่ตวัอยา่ง และมีสารมาตรฐานมาเป็นตวัเปรยีบเทียบ สาํหรบัการตรวจวดัโดยการยอ้มดว้ยไนลเ์รดและการ

ชั่งนํา้หนกัเป็นการศกึษาปรมิาณไขมนัเบือ้งตน้สาํหรบัแยกเพ่ือสาหรา่ยสายพนัธุท่ี์มีปรมิาณไขมนัสงูเทา่นัน้ แตไ่มส่ามารถ
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วิเคราะหไ์ดว้่าไขมนันัน้ประกอบไดด้ว้ยกรดไขมนัชนิดใดบา้ง ซึ่งสดุทา้ยตอ้งนาํมาวิเคราะหโ์ดยใชเ้ทคนิคแก๊สโครมาโตก

ราฟีในการระบกุรดไขมนัโอเมกา้- 3ตอ่ไป 

 

กิตติกรรมประกาศ 
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และ ผศ.ดร. สกุฤต ศิริขวัญพงศ ์ท่ีคอยใหค้าํปรึกษา ความรูแ้ละใหค้วามช่วยเหลือตลอดมา ขอขอบคุณ เจ้าหนา้ท่ี
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วิเคราะหฟ์ลอูอเรสเซนตส์เปกโตรเมทรแีละแก๊สโครมาโตกราฟีแบบแมสสเปคโตรมิเตอร ์
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