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บทคัดย่อ

Scenedesmus armotus เป็นสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กท่ีมีสำคัญในฐานะผู้ผลิตสารต้านอนุมูลอิสระ 

และไบโอดีเซล งานวิจัยนี้เร่ิมด้นด้วยการทดสอบอาหารเลี้ยงสาหร่ายที่เหมาะสมในระบบ 400 มิลลิลิตร ความ 

เข้มแสง 3,400 ลักซ์ อาหารเลี้ยงสาหร่ายที่ศึกษาได้แก่ BG11, N-8 และ BBM พบว่า BG11 สามารถเล้ียง 

สาหร่ายได้ความเข้มข้นเซลล์มากกว่าอาหารชนิดอ่ืนๆ และอาหารชนิดนี้จะนำไปศึกษาต่อในข้ันตอนต่อไป ผล 

ชองความเข้มแสงพิจารณาในระบบ 400 มิลลิลิตร ความเข้มแสง 2,700 และ 3,400 ลักซ์ พบว่า 2,700 ลักซ์ 

เพียงพอต่อการเล้ียงสาหร่าย หัวพ่นอากาศท่ีแตกต่างกัน 5 แบบได้นำมาศึกษาและเปรียบเทียบกับวิธีการเลี้ยง 

แบบเขย่า (120 รอบต่อนาที 400 มิลลิลิตร) หัวพ่นอากาศท่ีพิจารณาได้แก่ ท่อยางซิลิโคนตรง ท่อยางซิลิโคน 

ดัดวงกลมเจาะรู ซิลิโคน 3 ทางเจาะรู หัวทรายทรงกลม และหัวทรายทรงกระบอก ผลการเจริญเติบโตชอง 

สาหร่ายพิจารณาจากปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ ปริมาณเซลล์มีชีวิตวัดที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร 

และ น้ีาหนักเซลล์แห้ง พบว่าหัวทรายทรงกลมสามารถเลี้ยงสาหร่ายได้ปริมาณมากที่สุดคือ 6X106 เซลล์ต่อ 

มีลลิลิตร และ 3.34 กรัมเซลล์แห้งต่อลิตร นอกจากน้ีได้ศึกษาในระบบขนาดใหญ่ด้วยคือ 4,000 มีลลิลิตร 

พบว่าหัวพ่นอากาศแบบซิลิโคน 3 ทางเจาะรูให้ความเข้มข้นของเซลล์มากท่ีสุด คือปริมาณ 8.7X106 เซลล์ต่อ 

มิลลิลิตร และ 5 กรัมต่อลิตร ความเข้มข้นชองสารด้านอนุมูลอิสระที่สกัดได้ ได้แก่ คลอโรฟิลล์ เอ บี ณตาแค 

โรทีน และ ไลโคปีน วัดค่าโดยใช้เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ และสารสกัดที่ได้สามารถเจือจางสีของสารละลาย 

DPPH ได้ ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งหมด 7,000 มิลลิลิตร ได้น้ีาหนักแห้งของเซลล์สาหร่ายประมาณเท่ากับ 

9.5106 กรัม

คำสำคัญ: Scenedesmus armatus สารต้านอนุมูลอิสระ หัวพ่นอากาศ

Research Title: Isolation for high antioxidant activity content from algae
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ABSTRACT

Scenedesmus armatus is an important green microalgae in term of biodiesel and 

antioxidant producer. This research started with preliminary tested for optimum medium in 

400 ml cultivation system with light intensity of 3,400 lux. The investigated mediums were 

BG11, N-8 and BBM. Among the different medium, cells grown in BG11 medium showed the 

highest cell concentration compared with the others and then was further used in the next 

step. Effect of light intensity has been further investigated at 2,700 and 3,400 lux in 400 ml 

system. The result showed that 2,700 lux was enough for algae cultivation. The aeration 

system with five different air-sparger types (silicone straight tube, invented circular silicone 

tube with ream, invented three-way silicone tube with ream, spherical sand stones air 

nozzle and cylindrical sand stones air nozzle) was then investigated and compared with 

traditional shaker (120 rpm with medium size 400 ml) in this study. The results of each 

condition were demonstrated in terms of cell concentration, viable cell absorbance at 

wavelength of 560 nm and cell dried weight. The cultivation with the spherical sand stones 

air nozzle as sparger revealed the highest amount of algae cells with a maximum of cell 

concentration at 6xl06 cells per milliliter and 3.34 gram of cell dried weight per liter. The 

large scale cultivation of 4,000 ml was also studied in this research. The invented three-way 

silicone tube with ream showed the highest amount of celt concentration of 8.7xl06 cells 

per milliliter and 5 gram per liter. Amount of antioxidant such as chlorophylls a, b, 13- 

carotene and lycopene concentration were measured by spectrophotometer and such 

compounds can reuce the DPPH color. Broth around 7,000 milliliter can achieve the dried 

algae around 9.5106 grams.

Keywords: Scenedesmus ormotus Antioxidant Sparger
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กิตติกรรมประกาศ

งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงสาหร่าย Scenedesmus ormotus ใน 

ระดับห้องปฏิบัติการ เพื่อให้สามารถผลิตสารต้านอนุมูลอิสระให้ได้ปริมาณมากและมีประสิทธิภาพในการต้าน 

อนุมูลอิสระได้มากที่สุด ผู้ทำงานวิจัยขอขอบพระคุณ ภาควิชาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์ 

มหาวิทยาลัย ที่อนุเคราะห์หัวเชื้อสาหร่ายเพื่อใช้ในการศึกษาในครั้งนี้

การวิจัยครั้งนี้ได้รับทุนสนับสบุนการวิจัยจากสถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 

ด้วยงบวิจัยงบประมาณเงินรายได้ ประจำปีงบประมาณ 2557 คณะวิทยาศาสตร์ งานวิจัยนี้ได้ดำเนินงานให้ 

สอดคล้องกับยุทธศาสตร์การพัฒนาประเทศตามแผนพัฒนาเศรษฐกิจและสังคมแห่งชาติ ฉบับที่ 11 (พ.ศ.2555- 

2559) ด้านความเข้มแข็งทางภาคการเกษตร ความมั่นคงชองอาหารและพลังงาน และสอดคล้องกับหัวข้อการวิจัย 

ของ สจล. ในการวิจัยด้านเกษตรและอาหาร งานวิจัยนี้เป็นงานวิจัยพื้นฐานทางสาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 

และเป็นองค์ความรู้ที่มีประโยชน์ซึ่งสามารถต่อยอดในเชิงพาณิชย์ได้

ผศ. ดร. ดวงกมล เรือนงาม
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บทท่ี 1 
บทนำ

1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา
เนื่องจากในปัจจุบันการทำงานมีภาวะการแข่งขันสูงจึงเป็นผลทำให้เกิดความเครียดซึ่งส่งผลให้ 

สมดุลภายในร่างกายเปล่ียนรวมท้ังปฏิกิริยาออกซิเดชันในร่างกายซ่ึงจะให้ผลิตภัณฑ์เป็นสารอนุมูลอิสระ (free 

radical) สารดังกล่าวเป็นสารที่ไม,เสถียรจึงเกิดปฏิกิริยาต่อเนื่องเป็นลูกโซ่และทำลายเซลล์ดีของร่างกาย 

ตัวอย่างสารอนุมูลอิสระทีมีอยู่ในร่างกายได้แก่ hydroxyl radical, superoxide, peroxyl, alkoxyl และ 

oxides ของ nitrogen เป็นต้น หากมีสารอนุมูลอิสระเหล่านี้ในปริมาณมากเกินสารด้านอนุมูลอิสระจะส่งผล 

ให้เกิดโรคในมนุษย์หลายโรค เข่น โรคกลัวความสูง โรคหลอดเลือดสมอง โรคมะเร็ง และโรคหลอดเลือดหัวใจ 

เป็นด้น ตัวอย่างสารต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่ ไธออล กรดแอสคอร์บิก โพลีพีเนอล แอสตาแซนทิน ลูทีน กลูตาไธ 

โอน วิตามินซี แคโรทินอย และ วิตามินอี เป็นด้น ดังนั้นปัจจุบันมนุษย์หันมาบริโภคสารต้านอนุมูลอิสระเป็น 

อาหารเสริมโดยคาดหวังว่าสารต้านอนุมูลอิสระเหล่านี้จะช่วยรักษาสุขภาพและปัองกันการเกิดดังกล่าว 

อย่างไรก็ตามปริมาณท่ีรับประทานไต้น้ันต้องอยู่ในปริมาณท่ีเหมาะสม นอกจากนี้สารต้านอนุมูลอิสระยังมีส่วน 

เสริมในผลิตภัณฑ์ประเภทเคร่ืองสำอางได้อีกด้วย

สาหร่ายขนาดเล็กเป็นสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กท่ีสามารถมองเห็นได้ด้วยกล้องจุลทรรศน์ สาหร่ายหลาย 

สายพันธุที่อุดมไปด้วยสารต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่ Chlorella vulgaris (Kwang และคณะ 2010) 

Haematococcus pluvialis (Ruen-ngam และคณะ 2011 Zou และคณะ 2013) Scenedesmus sp. 

(Macias-Sanchez และคณะ 2010 Guedes และคณะ 2013 Aburai และคณะ 2015) Scenedesmus sp. 

เป็นสาหร่ายสีเชียวเซลล์เดียวท่ีพบมากในประเทศไทย อยู่ในอาณาจักร Plantae ดิวิซัน Chlorophyta คลาส 

Chlorophyceae ออร์เดอร์ Chlorococcales แฟมิลี Scenedesmaceae และอยู่ในจีนัส Scenedesmus 
พบในแหล่งน้ัาน่ืงและน้ําไหล ดำรงชีวิตได้ทั้งแบบล่องลอยเป็นอิสระและแบบยึดเกาะ ส่วนมากมักพบเซลล์อยู่ 

รวมกัน 2-32 'เซลล์ มีลักษณะโค้ง รูปไข่ หรือทรงกระบอก เรียงตัวเป็น 1 หรือ 2 แถว โดยใช้ด้านข้างของ 

เซลล์เช่ือมกัน ผนังเซลล์เรียบหรือเป็นเม็ดเล็กๆ ติดอยู่ด้านช้าง อาจพบหรือไม่พบลักษณะที่เป็นสัน เป็นฟ้น 

หรือหนามเล็กๆ สามารถเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็วและมีคุณสมบัติเรื่องการปกปัองเซลล์จากการสูญเสียนั้า 

ทนต่อสภาวะกดดันจากสิ่งแวดล้อมได้ดี และมีความสามารถในการที่นสภาพของเซลล์สูง สาหร่ายขนิดนี้มี 

คุณประโยซน์มากมาย อันได้แก่ ใช้ผลิตเป็นอาหารเสริมของมนุษย์เป็นอาหารสัตว์ ใช้ทำปุย และ ช่วยในการ 

บำบัดนี้าเสีย นอกจากน้ีประโยชน์ที่ได้รับความสนใจในปัจจุบันคือสามารถผลิตสารท่ีนำไปใช้ในอุตสาหกรรม 

เคร่ืองสำอางได้ ได้แก่ สาร Antioxidant ซ่ึงมีคุณสมบัติในการต่อต้านสารอนุมูลอิสระ ด้วยประโยชน์ที,ได้กล่าว 

มาน้ีจึงมีนักวิจัยจำนวนไม,น้อยทำการทดลองเพาะเลี้ยงสาหร่าย Scenedesmus สายพันธุ armatus ในสูตร 

อาหารและสภาวะที่แตกต่างกันเพ่ือเพ่ิมปริมาณของเซลล์ให้ได้ปริมาณมากท่ีสุดและเร็วท่ีสุด
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ใ!]จจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายนั้นมีหลากหลายปัจจัย ได้แก่ รูปการเพาะเลี้ยง 

สารอาหาร pH อากาศ แสง อุณหภูมิ และ 0ว2 ยกตัวอย่าง เซ่น การศึกษาของ Arumugam และคณะ 

(2013) ทำการเปรียบเทืยบประสิทธิภาพของแหล่งไนโตรเจน 6 ชนิด ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ เพ่ือทดสอบ 

การเจริญของชีวมวลสาหร่าย Scenedesmus sp. จากผลการทดลองพบว่าไนเตรทเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีทำ 

ให้ซีวมวลเจริญได้ดีท่ีสุด รองลงมาคือยูเรีย ซี่งเป็นของเสียสามารถประหยัดค่าใช้จ่ายในการเพาะเลี้ยงเชิง 

พาณิซยัได้ หรือในงานวิจัยของ Li Xin และคณะ (2010) ที่ทำการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของแหล่ง 

ไนโตรเจน 3 ซนิด พบว่าการใช้แอมโมเนียมเป็นแหล่งไนโตรเจนจะทำให้ได้ความหนาแน่นของเซลล์สาหร่ายสี 

เขียวในปริมาณสูงท่ีสุด นอกจากปัจจัยทางด้านสารอาหารแล้ว Xin และคณะ (2010) ยังได้ศึกษาอุณหภูมิท่ีใข้ 

ในการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสายพันธุ Scenedesmus sp. LX1 ผลการทดลองพบว่าสาหร่ายสามารถเจริญได้ 

ในช่วงอุณหภูมิต้ังแต่ 10-30 องศาเซลเซียส อุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตขีวมวลและไขมันคือ 20 องศา 

เซลเซียส ส่วนในการทดลองของ Shih-Hsin Ho และคณะ (2014) ได้ทำการศึกษาปัจจัยของแสงที่ส่งผลต่อ 

การผลิตลูทีนของสาหร่าย Scenedesmus obliquus FSP-3 โดยใช้หลอดไฟฟลูออเรสเซนล์ต่างๆ ได้แก่ TS5, 

T8, หลอด helix ท่ีมิค'วามเข้มแสงต้ังแต่ 30-600 pmol photon/m3/s และพบว่าการใช้หลอดไฟ LED สี 

ขาวทำให้สาหร่ายผลิตลูทีนได้ดีกว่าการใช้หลอดไฟ LED สีอื่น ได้แก่ สีแดง สีฟ้า และสีเขียว อีกตัวอย่าง 

การศึกษาของ Hanaa H. และคณะ (2013) ได้ทำการผสม C02 เช้ากับอากาศในปริมาณต่างๆ เพ่ือทดสอบ 

ประสิทธิภาพของน้ัามันไบโอดีเซลท่ีผลิตได้จากสาหร่าย Scenedesmus obliquus โดยพบว่าสาหร่ายมีการ 

สะสมไขมัน 38% เม่ือให้ <ะ02 12% และสะสมไขมัน 28% และเสริมด้วย Fe3+ ปริมาณ 10 มิลลิกรัม/ลิตร ลง 

ในอาหาร

จากข้อมูลช้างต้นสาหร่าย Scenedesmus sp. มีประโยชน์มากมายและสภาวะในการเลี้ยงที่ 

เหมาะสมจะช่วยเพิ่มการเจริญเติบโตและเพิ่มผลผลิตให้ได้ตามที่ต้องการ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงทำการศึกษาการ 

เพาะเล้ียงสาหร่ายต้ังแต่ข้ันสกรีนเพ่ือคัดแยกเช้ือให้บริสุทธ๋ึไปจนถึงข้ันสกัดสารท่ีได้จากสาหร่าย

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย
1.2.1 ศึกษาหาวิธีการคัดเลือกสายพันธุสาหร่ายท่ีให้ผลผลิตในรูปแบบของสารต้านอนุมูลอิสระ

1.2.2 ศึกษาสภาวะในการเลี้ยงสาหร่ายเพ่ือให้ได้ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระมากท่ีสุด

1.2.3 ศึกษาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดท่ีได้จากสาหร่าย

1.3 ขอบเขตของการวิจัย
- สาหร่ายท่ีใซ้ในการทดลองเป็นสาหร่าย Scenedesmus sp. ที่ได้รับความอนุเคราะห์มาจาก 

ภาควิชาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

- เช้ือท่ีได้มาจากแหล่งน้ําธรรมชาติบริเวณบึงพระราม จังหวัดพระนครศรีอยุธยา

- การคัดเลือกสายพันธุทำการเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง BG11

- กระบวนการเลี้ยงสาหร่ายเพื่อขยายสายพันธุสาหร่ายบริสุทธิ้ดำเนินการในระดับห้องปฏิบัติการ 

โดยใช้วิธีการเพาะเลี้ยงแบบตั้งเดิม (เขย่า) ในขวดรูปชมพู,ขนาด 250 มิลลิลิตร และระบบขวดโหล ขนาด

Lib
Textbox



3

5,000 มิลลิลิตร และแบบระบบให้อากาศด้วยหัวพ่นอากาศแบบต่างๆ ที่ประดิษฐ์ขึ้น เพื่อให้ทราบถึงป็จจัยท่ีมี 

ผลต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายพันธุ่ดังกล่าว

-สภาวะที่ใช้ในการการเลี้ยงได้แก่ประเภทอาหารจะทดสอบในอาหาร3 สูตรได้แก่ BG11 N8 

และ BBM แสงท่ีใช้ในการเลี้ยงจะทดสอบใน 2 ความเข้มแสง ได้แก่ 2,700 และ 3,400 ลักช์ ท้ังหมด 

ดำเนินการท่ีอุณหภูมิห้อง (25 องศาเซลเซียส)

- เก็บสาหร่ายแห้งในรูปผงด้วยการนำสาหร่ายสดผ่านการทำแห้งแบบแซ่เยือกแข็งภายใต้ความ 

เย็นและสุญญากาศ (Freeze dryer)

- สกัดสารด้านอนุมูลอิสระ จากสาหร่ายแห้งด้วยเอทานอลด้วยวิธีเขย่าและ soxhlet

- ทดสอบฤทธ้ิการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH

1.3 ประโยฃน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ
ทราบสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงสาหร่าย Scenedesmus sp. เพ่ือให้ได้ปริมาณสารต้าน 

อนุมูลอิสระปริมาณมากและมีประสิทธิภาพ ข้อมูลท่ีได้จากงานวิจัยน้ีสามารถใซ้เปีนข้อมูลพ้ืนฐานในการขยาย 

ขนาดต่อไป
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บทท่ี 2
แนวคิด ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง

การผลิตสาหร่ายหรือการเลี้ยงสาหร่ายมีลักษณะคล้ายคลึงกับการเลี้ยงพืชชั้นสูง ต้องมีการจัด 

สภาวะที่เหมาะสมในการเล้ียงท้ังนี้ฃ้ึนอยู่กับสายพันธุ่ และที่สำคัญต้องมีการระวังการปนเปีอนเช้ือชนิดอ่ืนที่ 

อาจจะเจริญไปพร้อมๆ กับสาหร่าย ซ่ึงจะคอยแย่งอาหารหรืออาจผลิตสารท่ีไปทำลายการเจริญเติบโตชอง 

สาหร่ายไต้ ดังนั้นทุกชั้นตอนต้องดำเนินการภายใต้สภาวะ aseptic technique ปีจจัยที่มีผลต่อการ 

เจริญเติบโตชองสาหร่าย ได้แก่ สารอาหาร pH อุณหภูมิ แสง และ อากาศ เน่ืองจากยังไม่สามารถเล้ียง 

สาหร่ายในระบบใหญ่ได้ในทันทีช่วงเร่ิมต้นจึงต้องดำเนินการเพาะเล้ียงในระดับห้องปฏิบัติการโดยใช้ขวดรูป 

ซมพู่จากน้ันจึงขยายขนาดเพ่ิมข้ึนจนมีขนาดใหญ่ และในบึจจุบันมีนักวิจัยทำการศึกษาสภาวะที่เหมาะสม 

ในการเลี้ยงสาหร่ายโดยใช้ลังปฏิกรณ์หลายรูปแบบได้แก่ ถังแบบคอลัมน์ และแบบอากาศยก (airlift 

contactor) ซึ่งระบบหลังสุดนี้มีการออกแบบเพื่อให้มีการหมุนเวียนของออกซิเจนในระบบที่ดีเพื่อให้ 

สาหร่ายได้รับออกซิเจนรวมทั้งสารอาหารอย่างทั่วถึง (ดวงกมล เรือนงาม 2550 กีรติ อิสระพายัพ 2555) 

การทบทวนหางานวิจัยท่ีเก่ียวช้องในอดีตจึงเป็นส่ิงจำเป็นเพ่ือใช้เป็นแนวทางในการต่อยอดงานวิจัยเพ่ือให้ 

เป็นไปตามวัตถุประสงค์ ดังน้ันในบทน้ีจะกล่าวถึงข้อมูลพื้นฐานในการวิจัยเกี่ยวกับการเพาะเลี้ยงสาหร่าย 

ซ่ึงมีรายละเอียดดังต่อไปนี้

2.1 ความหมายของสาหร่ายสิเขียว (Algae)
สาหร่าย (algae) เป็นกลุ่มของสิ่งมีชีวิตที่พบแพร่กระจายอยู่ทั่วไปตามธรรมชาติ โดยเฉพาะ 

อย่างยิ่งในบิเวณนั้าจืด นั้ากร่อย และนํ้าเค็ม จึงพบไต้ทั้งคู คลอง หนอง บึง ทะเลสาบ แม่นํ้า และ 

มหาสมุทร นอกจากนี้ยังสามารถพบสาหร่ายในสภาพแวดล้อมอื่นๆ อีก เช่น ดิน หิมะ นๆพุร้อน และ 

สาหร่ายที่ใช้ชีวิตอยู่ร่วมกับสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ในลักษณะความสัมพันธ์แบบพึ่งพา เช่น ไลเคน (lichen) (สรวิศ 

2543) สาหร่ายมีการดำรงชีวิตอยู่ไต้หลายรูปแบบ เช่น แพลงก์ตอน (Plankton) ล่องลอยอยู่ในมวลน้ํา 

เรียกว่าเป็นแพลงก์ตอนพืช (phytoplankton) และดำรงชีวิตแบบยึดติดกับพื้นทะเลหรือวัสดุอื่นๆ เช่น 

กลุ่มสาหร่ายหลายเซลล์ที่เรียกว่าสาหร่ายทะเล (seaweeds) สาหร่ายเป็นสิ่งมีชีวิตที่สามารถสร้างอาหาร 

เองไต้ด้วยตนเองด้วยกระบวนการลังเคราะห์แสงเช่นเดียวกับพืชทั่วไปสังเกตไต้จากมีลักษณะสีต่างซึ่งมี 

องค์ประกอบของสารสีท่ีใช้ในการสังเคราะห์แสง

สาหร่ายมีขนาดเล็กต้ังแต่มองด้วยตาเปล่าไม่เห็นจนกระท่ังถึงขนาดใหญ่มีความยาวหลายเมตร การจัด 

รูปร่างของสาหร่ายมีตั้งแต่ลักษณะง่ายๆ ไปจนถึงซับซ้อน เช่น สาหร่ายเซลล์เดียว หลายเซลล์ กลุ่มเซลล์ 

หรือโคโลนี อาจเป็นเส้นสายที่แตกแขนงและไม,แตกแขนง ซึ่งมีทั้งสามารถเคลื่อนที่ไต้ และเคลื่อนที่ไม่ไต้ 

เป็นทัลลัสที่คล้ายราก และคล้ายใบพืชชั้นสูงแต่ไม่มีระบบท่อลำเลียงเหมือนพืช จากการวิวัฒนาการชอง 

สิ่งมีชีวิตแสดงให้เห็นว่าสาหร่ายมีความกํ้ากึ่งระหว่างแบคทีเรียกับพืช คือ มีโครงสร้างของเซลล์ และการ
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ดำรงชีวิตสูงกว่าแบคทีเรียแต่ตํ่ากว่าพืชโดยเฉพาะสาหร่ายสีเขียวซึ่งมีวิวัฒนาการร่วมกับพืช (Mauseth, 

1991, ยุวดี 2548)

2.2 สาหร่ายสิเขียว (Chlorophyta)
สาหร่ายสีเชียว (Chlorophyta) มีลักษณะเป็นสิเชียวเน่ืองจากภายในคลอโรพลาสต์มีสารสี 

พวกคลอโรพิเลล์เอและบีเป็นจำนวนมาก ทำให้บดบังสารสีอ่ืนๆ สีเชียวจึงเด่นซัดมากกว่าสารสีอ่ืน ซ่ึงสารสี 

เหล่าน้ีมีบทบาทในการสังเคราะห์แสงของสาหร่าย นอกจากน้ียังพบสารแคโรทีนอยด์และแซนโทพิเลล์อีก 

หลายชนิดซ่ึงสารเหล่าน้ีมีถุทธ๋ึในการต้านอนุมูลอิสระด้วย นอกจากน้ียังพบว่าในคลอโรพลาสต์มีการสะสม 

แบีงในรูปของไพรีนอยด์อยู่ด้วย โดยท่ัวไปจะพบสารสีเชียวได้ท้ังแหล1งน้ําจืดและน้ีาเค็มโดยเฉพาะอย่างย่ิง 

บริเวณนํ้ากร่อยเป็นแหล่งท ี' ม ีสาหร่ายหลากหลายสายพันธุ แต่ส่วนโดยรวมแล้วจะพบสาหร่ายส เีชียวใน 

แหล่งน้ีาจืดซ่ึงมากถึงร้อยละ 90 ส่วนอีกร้อยละ 10 พบในทะเล สามารถเจริญได้ท้ังน้ําต้ืนและน้ีาลึกท่ี 

แสงแดดส่องถึง มีความหลากหลายมากท่ีสุดท้ังรูปร่าง แหล่งท่ีพบ และวัฏจักรชีวิต มีท้ังสาหร่ายสีเชียวท่ี 

เป็นเซลล์เด่ียวหรือรวมกันเป็นกลุ่มเคลื่อนท่ีได้และเคลื่อนท่ีไม,ได้ อาจจะเป็นเส้นสายหรือเป็นเซลล์ท่ีเป็น 

แผ่น ท่อ สายแตกแขนงหรือไม่แตกแขนง เป็นต้น (Curtis และคณะ 1994, ยุวดี 2530)

2.3 Scenedesmus armatus

เมื่อจัดจำแนกสาหร่าย Scenedesmus armatus ตามหลักอนุกรมวิธานของ Desikachary 

(1959) พบว่า Scenedesmus armatus จัดอยู่ใน

Kingdom Plantae 

Division Chlorophyta

Class Chlorophyceae

Order Chlorococcales

Family Scenedesmaceae

Genus Scenedesmus
Species Scenedesmus armatus

Scenedesmus armatus เป็นสาหร่ายสีเชียวท่ีอยู่กันหลายเซลล์ ประกอบด้วย 4 เซลล์หรือ 

มากกว่าน้ัน เป็นท่ีรู้จักกันในอีกซ่ือว่า Desmodesmus armatus เซลล์แต่ละเซลล์จะเรียงต่อกันเป็นเซลล์ 

ต่อเซลล์ตามความยาว และโคโลนีน้ันไม,สามารถเคลื่อนที่ได้ (Non-motile) เป็นสายพันธุที่ทนทานต่อ 

สภาวะแวดล้อมต่างได้ดี และง่ายต่อการนำมาเพาะเลี้ยง เป็นสายพันธุ้ที่ดีเยี่ยมเหมาะแก่การเริ่มงานวิจัย 

และผู้ท่ีสนใจการเจริญเติบโตของสาหร่าย ในปจจุบันได้นำมาประยุกต์ใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซล 

(Hanaa, 2012) สาหร่ายสีเชียว Scenedesmus มีคุณค่าทางโภชนาการสูง ใช้ผลิตอาหารสัตว์ ใช้ผลิตเป็น 

อาหารเสริมของมนุษย์ ใช้ทำปุย ช่วยในการบำบัดน้ําเสีย Scenedesmus sp. ปกติจะเป็นตัวปงซี้สภาวะ 

แวดล้อมที่มีการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพและทางเคมี เป็นที่นิยมใช้ในการตรวจสอบสารอาหารและ 

สารพืษท่ีเกิดจากมนุษย์ในการใช้แหล่งน้ํา Scenedesmus sp. เป็นสาหร่ายท่ีได้รับความนิยมในปจจุบันใน
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ฐานนะท่ีเป็นแหล่งของรงควัตถุ อันได้แก่ คลอโรพืลล์ แคโรทีนอยด์ และลูทีน เพ่ือเพ่ิมปริมาณของรงควัตถุ 

ดังกล่าวจึงต้องทำการเพาะเล้ียงภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสม

รูปที่ 2.1 ภาพถ่ายผ่านกล้องจุลทรรศน์ Scenedesmus ormotus (ท่ีมา :

http://www.sbs. utexas.eduuteximagesalgae2551%20Scenedesmus%20armatus%202.jpg)

2.4 การเลี้ยงสาหร่าย

การผลิตสาหร่ายหรือการเลี้ยงสาหร่ายมีลักษณะคล้ายกับการเลี้ยงพืชขั้นสูง ต้องมีการจัด 

สภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงทั้งนี้ขึ้นอยู่กับสายพันธุ่ ป้จจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบ'โต1ของสาหร่าย ได้แก่ 

pH อุณหภูมิ แสง สารอาหาร และอากาศ ช่วงเริ่มต้นในการเลี้ยงสาหร่ายจะดำเนินการในระดับ 

ห้องปฏิบัติการโดยใช้ขวดรูปชมพู่จากนั้นจึงขยายขนาดเพิ่มขึ้นจนมีขนาดใหญ่ และในปีจจุบันมีนักวิจัย 

ทำการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงสาหร่ายโดยใช้ถังปฏิกรณ์หลายรูปแบบได้แก่ ถังแบบคอลัมน์ 

และแบบอากาศยก (airlift contactor) ซึ่งระบบหลังสุดนี้มีการออกแบบเพื่อ'ให้มีการหมุนเวียนของ 

ออกซิเจนในระบบที่ดีเพื่อให้สาหร่ายได้รับออกซิเจนรวมทั้งสารอาหารอย่างทั่วถึง (ดวงกมล เร ือนงาม 

2550 กีรติ อิสระพายัพ 2555) โดยปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตได้แสดงไวิในตารางท่ี 2.1 

2.4.1 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตของสาหร่าย

2.4.1.1 ปัจจัยทางกายภาพ ได้แก่ แสงสว่าง ควรใช้หลอดฟลูออเรสเซนตไนการให้แสงแก่ 

สาหร่ายเพราะมีอุณหภูมิในการให้แสงน้อยกว่าหลอดไฟประเภทอื่นๆ นอกจากยังมีปัจจัยอื่นๆ ได้แก่ 

อุณหภูมิ ความเป็นกรดเป็นด่าง ความเค็ม ปริมาณออกซิเจนที่ละลาย และ ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ 

เป็นต้น

2.4.1.2 ปัจจัยทางเคมี ได้แก่ อาหารท่ีใช้เล้ียงสาหร่าย ซึ่งขึ้นอยู่กับสารอาหารที่เลี้ยงจะ 

แตกต่างกันไปตามชนิดของสาหร่ายแต่ละซนิด ธาตุอาหารท่ีใช้เล้ียงสาหร่าย ได้แก่ ธาตุอาหารหลักและธาตุ 

อาหารรอง ซึ่งธาตุอาหารหลักเป็นสารเคมีที่สาหร่ายต้องการเป็นปริมาณมาก เพ่ือใช้ในการเจริญเติบโต 

อย่างเช่น คาร์บอน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ซัลเฟอร์ แคลเซียม โซเดียม โพแทสเซียม คลอรีน และ 

แมกนีเซียม เป็นต้น ส่วนธาตุอาหารรองเป็นธาตุอาหารที่สาหร่ายต้องการในปริมาณที่น้อย หรือสามารถ 

แบ่งได้ 2 ประเภท คือ สารอนินทรีย์และสารอินทรีย์ สารอนินทรีย์จะได้แก่ เหล็ก โบรอน แมงกานีส 

ทองแดง สังกะสี โมลิบดีนัม ซิลิกา เป็นต้น และสารอินทรีย์ได้แก่ คาร์โบไฮเดรต เกลือ อินทรีย์หรือ 

สารประกอบอินทรีย์ และกลุ่มอาหารเสริม หากสาหร่ายขาดธาตุอาหารจะเกิดลักษณะที,สังเกตได้ อันได้แก่

http://www.sbs
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ปริมาณสารสืท่ีใช้สำหรับสังเคราะห์แสงลดลง ทำ'ให้เซลล์มีสิท่ี'จางลง เซลล์จะมีการสะสมอาหารเพิ่มมากขึ้น 

กว่าปกติ เซ่น การสะสมแป้งและนํ้ามัน เซลล์มีการสังเคราะห์กรดนิวคลีอิกและโปรตีนลดลง เน่ืองจากเซลล์ 

มีการสะสมแป้งและไขมันเพิ่มขึ้น

2.4.2 งานวิจัยท่ีเก่ียวช้องกับการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเลี้ยงสาหร่าย

J.F. Sanchez และคณะ ศึกษาสภาวะการเพาะเลี้ยงที่มีอิทธิพลต่อผลผลิตและปริมาณลู 

ทีน ของ Scenedesmus aimeriensis ซึ่งได้นำเสนอข้อมูลคุณลักษณะของสาหร่ายที่อุดมไปด้วยลูที 

นเป็นคร้ังแรก ซ่ึง Scenedesmus aimeriensis เป็นสายพันธุ!หม่ที่แยกได้จากเรือนกระจกของเกษตรกร 

วัตถุประสงค์หลัก คือ การกำหนดสภาวะที่เหมาสมสำหรับการเพาะเลี้ยงสาหร่ายขนาดเล็กนี้ และปัจจัยที่ 

อาจเพิ่มปริมาณลูทีนได้ อัตราการเจริญเติบโตสูงสุดดำเนินครั้งแรกในการเพาะเลี้ยงแบบ batch ดังน้ัน 

อิทธิพลของสภาวะการเพาะเลี้ยง เซ่น อุณหภูมิ, pH 1 culture medium , รังสีภายนอก และ ความเค็ม มี 

การดำเนินการอย่างต่อเน่ืองภายใตข้อจำกัดที่ว่าอัตราการเจือจางเป็นครึ่งหนี่งของอัตราการเจริญเติบโต 

สูงสุดของสาหร่าย ความสัมพันธ์ระหว่างรังสีและอุณหภูมิถูกศึกษาโดยวิธีวิเคราะห์การตอบสนองต่อพื้นผิว 

และสภาวะที่เหมาะสมของรังสีและอุณหภูมิ จากการศึกษาแสดงให้เห็นว่าอาหารที่เสนอโดย Mann JE 

และ Myers J ซ่ือเร่ือง On pigments, growth and photosynthesis of Phaeodactylum 

tricornutum ในวารสาร J Phycol 4 ปี 1968 หน้า 349-55 เพียงพอสำหรับการเจริญเติบโตของสาย 

พันธุน้ีและการเพิ่มความเข้มข้นของสารอาหารช่วงเริ่มต้นไม,ได้เพิ่มประสิทธิภาพของการเพาะเลี้ยง pH ท่ี 

เหมาะสมพบว่าเป็น 8.0 พิจารณาจากอุณหภูมิท่ีสายพันธ์น้ีเติบโตได้ดีในช่วง 30-40°C

Zbigniew Tukaj และคณะได้ศึกษาการเปลี่ยนแปลงรูปแบบของเม็ดสีและศึกษาวงจร 

เซลล์จากกิจกรรมการสังเคราะห์ด้วยแสงของสาหร่ายสีเขียว Scenedesmus armatus โดยในงานวิจัยน้ี 

ศึกษา cell cycle และรูปแบบของรงควัตถุ ได้แก่ คลอโรพีลล์ และแคโรทีนอยค์ฃองสาหร่าย จากช่วงท่ีให้ 

แสงในการเพาะเลี้ยงสาหร่าย Scenedesmus armatus ซึ่งการเพาะเลี้ยงสาหร่ายในการทดลองนี้ ได้คัด 

แยกจาก phytoplankton ที่พบทางตอนใต้ของทะเลบาลติก และเพาะเลี้ยงในอาหาร Basal Bold 

medium (BBM) โดยใช้วิธีการเพาะเล้ียงแบบ Batch

Lu Chen และคณะได้ศึกษาสภาวะและวิธีการต่างๆ ที่เหมาะสมในการเก็บเกี่ยวตะกอน 

เซลล์สาหร่าย Scenedesmus sp. ที่เพาะเลี้ยงในระบบบ่อเปิด พบว่าสามารถเก็บเกี่ยวตะกอนเซลล์ได้ถึง 

97.4% หลังจากที่ปรับ pH เป็น 11.5 แล้วท้ิงไว้ 10 นาที โดยไม่ต้องเพิ่มสารรวมตะกอน สารรวมตะกอน 

ซนิด FeCl3 และไคโตซาน (Chitosan) แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของตะกอนท่ีดีในปริมาณ 0.15 และ

0.08 กรัม/ลิตร ตามลำดับ โดยไม่ต้องปรับค่า pH ในการเพาะเลี้ยง เมื่อมีการปรับ pH เป็น 6 และเติม 

สารส้ม 0.1 กรัม/ลิตร พบว่าประสิทธิภาพของการเก็บเกี่ยวตะกอนเพิ่มขึ้นจาก 49.74% เป็น 90.63% 

และสังเกตได้ว่าหลังจากที่เพ่ิม Al2(S04)3 ปริมาณ 0.1 กรัม/ลิตร ตามด้วยการปรับ pH ประสิทธิภาพของ 

การเก็บเกี่ยวตะกอนจะเพิ่มขึ้นจาก 68.18% เป็น 92.84% ซ่ึงในการศึกษาครั้งน้ีทำให้ทราบถึงวิธีการเก็บ 

เก่ียวเซลล์สาหร่าย Scenedesmus sp. ที่เหมาะสมท่ีสุด

นอกจากน้ียังมียังมีงานวิจัยอ่ืนๆ อีกดังแสดงในตารางท่ี 2.2
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2.5 การสกัดสาร
การสกัดสารสำคัญทางชีวภาพจากวัตถุดิบทางธรรมชาติและสาหร่ายมีหลายวิธี ได้แก่ วิธีด้ังเดิม 

ด้วยวิธีการสกัดด้วยชุด soxhlet การแซ่หรือเขย่าด้วยสารอินทรีย์ การสกัดด้วยคล่ืนเสียงช่วยในการสกัด 

การสกัดด้วยน้ําท่ีสภาวะก่ึงวิกฤต ิ การสกัดด้วยคาร์บอนไดออกไซด์วิกฤติยวดย่ิง เป็นต้น นอกจากน้ียังมียังมี 

งานวิจัยอื่นๆ อีกดังแสดงในตารางท่ี 2.2 วิธีการสกัดท่ีให้ได้ปริมาณสารท่ีต้องการในปริมาณมากทีสุดถือว่า 

เป็นวิธีท่ีเหมาะสมซึ่งข้ึนอยู่กับลักษณะทางกายภาพและองค์ประกอบทางเคมีของสารท่ีต้องการสกัดน้ัน

2.6 สารสำคัญในสาหร่าย
ในปัจจุบันผลิตภัณฑ์ประเภทอาหารเสริมท่ีเกิดจากสาหร่ายมีมากมาย เน่ืองจากสาหร่ายหลาย 

ชนิดสามารถนำพลังงานแสงอาทิตย์ซ่ึงผ่านกระบวนการสังเคราะห์แสงเพ่ือผลิตสารชีวภาพมากระต้นให้ 

ผลิตสารบางอย่างท่ีมีมูลค่าทางการค้า เซ่น โปรตีน คาร์โบไฮเดรต ไขมัน รงควัตถุ (pigments) หรือ 

สารเคมีอื่นๆ นอกจากน้ีได้ผลผลิตมวลชีวภาพของจุลสาหร่ายต่อหน่วยพ้ืนท่ีสูงกว่าการปลูกพืชท่ัวไป (สรวิศ 

เผ่าทองศุฃ 2543) ตัวอย่างเซ่น สาหร่ายคลอเรลลา (Chlorella) สไปรูลินา (Spirulina) ดูนาลิเอลลา 

(.Dunalliella) และ ฮีมาโตคอกคัส (Haematococcus piuviaiis) ในข้ัน cyst cell ดังแสดงในรูปท่ี 2.2 

ในส'ไปสูลิ,นา พบกรดไขมัน สารสีแคโรทินอยด์ และไฟโคบิลิโปรตีนจำพวกไฟโคไซยานิน ในดูนาลิเอลลา 

พบสารเบตาแคโรทิน กลีเซอรอล โปรตีน ในฮีมาโตคอกคัสจะพบสารแอสตาแขนทินซ่ึงมีประสิทธิภาพใน 

การเป็นสารต้านอนุมูลอิสระมากกว่าวิตามินอีหลายร้อยเท่า เป็นต้น (Plaza และคณะ 2010, Ruen-ngam 

และคณะ 2011, Ruen-ngam และคณะ 2012) นอกจากน้ีนักวิจัยในปัจจุบันพยายามหาสายพันบสาหร่าย 

ที่สามารถผลิตสารต้านอนุมูลอิสระ ตัวอย่างงานวิจัยท่ีได้สำรวจโดยใช้ชอบเขตเก่ียวกับสาหร่ายท่ีสามารถ 

สร้างสารต้านอนุมูลอิสระแสดงดังตารางที่2.2

ChloreU Spirulina Dunalliella Haematococcus
รูปท่ี 2.2 สาหร่ายท่ีมีการนำมาทำผลิตภัณฑ์อาหารเสริม
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2.7 กลไกการต้านอนุมูลอิสระ

วิธีการทดสอบประสิทธิภาพในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่นิยมใซ้คือ ความสามารถในการ 

จัดสารอนุมูลอิสระที่เกิดจาก 1,l-diphenyl-2-picrylhydrazyL radicals (DPPH) DPPH คืออนุภาคอิสระ 

ที่เสถียรและสามารถรับอิเลคดรอนได้อีก เพ่ือเปลี่ยนเป็นโมเลกุลท่ีไม,เป็นอนุมูลอิสระ ดังสมการเมื่ออนุมูล 

อิสระได้รับอะตอมไฮโดเจนจากโมเลกุลอื่นจะทำให้สารดังกล่าวไม่เป็นอนุมูลอิสระ

DPPH* + AH —» DPPH-H + A»
ดังนั้นความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระที่ศึกษานี้เป็นการศึกษาประสิทธิภาพของสารต้าน 

อนุมูลอิสระในการรวมตัวกับ DPPH ที่อยูในรูปอนุมูลอิสระที่เสถียรที่อยู่ในสารละลาย โดยในการทดสอบนี้ 

จะให้ DPPH (มีสีม่วงเข้ม) ทำปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระในระยะเวลาที่กำหนดอาจประมาณ 30 นาที 

ค่าการดูดกลืนแสงที่วัดใด้ท่ีความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร จะแปรผันกับความเข้มข้นของ DPPH ดังน้ัน 

การลดลงของความเข้มข้นของ DPPH (สีอ่อนลง) บ่งบอกถึงความสามารถในการกำจัดอนุมูลอิสระของสาร 

ต้านอนุมูลอิสระ (Brand-Williams และคณะ 1995, Kuda และคณะ 2006)
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บทท่ี 3
วิธการดำเนินการวิจัย

3.1 หัวเช้ือ
3.1.1 หัวเช้ือ Scenedesmus armatus ได้รับความอนุเคราะห์จากคณะวิศวกรรมศาสตร์ 

สาขาวิศวกรรมเคมี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

3.1.2 เช้ือจากแหล1งน้ําธรรมชาติ บริเวณบึงพระราม จังหวัดพระนครศรีอยุธยา แสดงภาพ 

แหล่งน้ําในภาคผนวก ก

3.2 อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใช้
ตู้ถ่ายเขือ (Laminar flow) (Super Clean, 120BS, Thailand)

หม้อน่ึงฆ่าเช้ือด้วยไอน้ํา (Autoclave) (TOMY, ES-315, Japan)

ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) (WTB binder, ED53, Germany)

เคร่ืองช่ัง 4 ตำแหน่ง (AND, GF-800, Japan)

เคร่ืองเขย่า (Shaker)

เคร่ืองผสมสาร (Vortex) (VORTEX-Genie2, G560E, USA)

เคร่ืองบึนเหวียง (Centrifuge) (HERMLE, Z326K, Germany)

เครืองวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) (Thermo SCIENTIFIC, GENESYS 10S 

UV-VIS, USA)

เคร่ืองวัดความเข้มแสง (Lux meter) (Takemura, DM-28, Japan)

เครื่องปิมอัดอากาศ กำลังไฟ 58W แรงลม 70 ลิตร/นาที แรงดันลม 0.028 Mpa (Yamano, 

AP-40, China)

เคร่ืองบึมอัดอากาศ กำลังไฟ 47W แรงลม 70/40 ลิตร/นาที แรงดันลม 0.038/0.044 Mpa 

(Atman, HP-8000)

กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Light microscope) (Olympus, CH30, Japan)

สไลด์นับเซลล์ ชนิดฮีมาไซโตมิเตอร์ (Haemacytometer)

เดซิกเคเตอร์ (Desiccator)

คิวเวต (Cuvette) ขนาด 1 มิลลิลิตร 

เคร่ืองแก้วชนิดต่างๆ (Glasswares)

กระบอกตวง (Graduated cylinder)

ตะเกียงแอลกอฮอล์ (Alcohol burner)

ไมโครบิแปต (Micropipette)

ขวดแก้วพร้อมฝาบิเด ขนาด 0.8-1.2 ลิตร
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สายยางขนาดเล็ก เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.4 เซนติเมตร

หัวทรายทรงกระบอก เส้นผ่านศูนย์กลาง 1.2 เซนติเมตร ยาว 2.5 เซนติเมตร

หัวทรายทรงกลม เส้นรอบวง 10 เซนติเมตร

ตัวต่อสายยางแบบ 3 ทาง และ 4 ทาง

ตัวต่อปรับปริมาณอากาศ

ท่อ PVC ขนาดต่างๆ และข้อต่อท่อ PVC 

เคร่ืองทำแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (ฟรีซดราย, freeze dry)

เครืองวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) (Thermo SCIENTIFIC, GENESYS 10S 

UV-VIS, USA)

เคร่ืองทำแห้งภายใต้ความเย็นและสุญญากาศ (Freeze dryer) (Heto, Lyolab 3000,

Denmark)

เคร่ืองป่นเหว่ียงตกตะกอน (Centrifuge) (HERMLE, Z36F4K, Germany) พร้อมขวดป่นเหว่ียง 

ขนาด 250 มิลลิลิตร

ตู้เย็นแช่แข็ง (Freezer) อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส (SANYO, Japan)

เคร่ืองช่ัง 4 ตำแหน่ง (AND, GF-800, Japan)

เคร่ือง microplate reader (MF A062780, Labsystems, model)

สารเคมีท่ีใซ้
สำหรับเตรียมอาหาร BG11 (Blue-Green medium) (ภาคผนวก ข)
NaN03 K2FIPO4 MgS0 4 *7Fi20  CaCl2'2Fl20 Citric acid Ferric ammonium citrate 

EDTA disodium magnesium salt Na2C03 Trace element Agar (สำหรับเตรียมอาหารแข็ง) นากล่ัน 

สำหรับเตรียมอาหาร N-8 medium (ภาคผนวก ข)
Disodium hydrogen phosphate (Na2FHP0 4 ‘2FH20 ) Monopotassium phosphate 

(KFI2P04) Potassium nitrate (KN03) Ferric Ethylenediaminetetraacetic Acid (FeEDTA) 

Magnesium sulfate (MgS04-18FI20) Calcium chloride (CaCl2) Trace element น้ํากล่ัน 

สำหรับเตรียมอาหาร BBM (Bold’s Basal Medium) (ภาคผนวก ข)
NaN03 CaCl2*2H20 MgS04'7FI20 K2PIPO4 KFi2P04 NaCl Trace element นำกล่ัน
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3.3 แผนผังการทดลอง
การทดลองท้ังหมดแสดงดังแผนผังในรูปท่ี 3.1 และตัวแปรทั้งหมดแสดงดังตารางท่ี 3.1

ระบบการเล้ียงสาหร่าย

รูปที่ 3.1 แผนผังการทดลอง

ตารางท่ี 3.1 ตัวแปรท่ีทำการทดลองท้ังหมด
ตัวแปร ขนาดระบบ ปริมาตรอาหาร อัตราเร็วลม ความเข้มแสง สูตรอาหาร ประเภทหัวพ่นอากาศ

(ml) (ml) (ทาบ  min) (lux)
ลักษณะการเล้ียง 250 150 - 3,400 BG11 -
แบบเขย ่า (ต ั้งเต ิม) (เขย่า 120 rpm)

แบบระบบให ้อาทาค
ประเภทสูตรอาหาร 800 400 150 3,400 BG11, N-8, สายยางปกติ

BBM
ความเข้มแสง 800 400 80 2,700 และ BG11 สายยางปกติ

3,400
ประภทหัวพ่นอากาศ 800 400 80 3,400 BG11 1. สายยางปกติ 2.
ในระบบเล็ก แบบวงกลมเจาะรู 3.

สามทางเจาะรู 4. หัว

ทรายทรงกลม 5.หัว

ทรายทรงกระบอก

ประภทหัวพ่นอากาศ 5,000 4,000 1,500 3,400 BG11 1. สายยางปกติ 2.
ในระบบขยายขนาด แบบวงกลมเจาะรู 3.

สามทางเจาะรู 4. หัว

ทรายทรงกลม 5.หัว

ทรายทรงกระบอก



39

3.4 การติดต้ังระบบการเล้ียงในห้องปฏิบัติการ
ในการเลี้ยงสาหร่ายดำเนินการเลี้ยงในระบบ 2 ระบบคือ ระบบแบบเขย่า และระบบแบบให้ 

อากาศด้วยหัวพ่นต่างๆ ระบบทั้ง 2 มีการคลุมด้วยผ้าดำเพื่อปึองกันแสงรบกวนจากภายนอก ระบบให้ 

อากาศมีการหัวพ่นอากาศออกเป็นหลายหัว แต่ต้องมีการทดลองเบ้ืองด้นเพ่ือให้แน่ใจว่าอากาศสามารถไหล 

ออกได้ทุกหัวพ่นอากาศ รูปแสดงการติดต้ังระบบการเล้ียงสาหร่ายแสดงในภาคผนวก ค

3.5 วิธีการทดลองและการวิเคราะห์ผล
3.5.1 การถ่ายเช้ือบริสุทธ้ิฃองสาหร่าย Scenedesmus armatus

นำพ่ลาสก์บรรจุเชื้อ Scenedesmus armatus มาทำการดัดเลือกให้ได้เช้ือบริสุทธ้ิ โดย 

เริ่มจากการเพาะเลี้ยงสาหร่ายบนจานอาหารแข็ง BG11 ใช้เทคนิค Cross streak ดังรูปท่ี 3.2 บ่มที่ 

อุณหภูมิห้องและให้ความเข้มแสง 1,700-1,800 ลักซ์ เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 1-2 สัปดาห์ หลังจากน้ันจึงนำ 

โคโลนีเด่ียว 1 โคโลนีจากอาหารแข็งมาเพาะเลี้ยงในหลอดทดลองที่บรรจุอาหารเอียง (BG11) ดังรูปท่ี 3.3 

เพ่ือเก็บไว้เป็นหัวเช้ือในการทดลอง รูปช้ืนตอนการถ่ายเช้ือบริสุทธ้ีแสดงในภาคผนวก ง

รูปที่ 3.3 เทคนิคการ Simple streak บนหลอดอาหารเอียง BG1 นพื่อเก็บรักษาหัวเชื้อบริสุทธิ้
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3.5.2 การขยายจำนวนเซลล์สาหร่าย

หลังจากได้เช้ือท่ีบริสุทธ๋ึในข้ันตอนท่ี 3.5.1 แล้ว ขั้นตอนต่อไปเป็นการเพิ่มจำนวนเซลล์ 

สาหร่ายโดยทำการเล้ียงในระบบท่ีใหญ่ช้ืนคือ เล้ียงใน flask ขนาด 250 มิลลิลิตรโดยใช้อาหารเล้ียงเช้ือ 

ปริมาตร 150 มิลลิลิตร หลังจากนั้นทำการตรวจสอบปริมาณเช้ือสาหร่ายที่เจริญเติบโตชื้น ดังแสดงวิธีการ 

การเก็บผลและวัดผลการทดลองในภาคผนวก จ

3.5.3 การหาสูตรอาหารที่เหมาะสม

การเพาะเลี้ยงสาหร่าย Scenedesmus armatus ด้วยระบบให้อากาศด้วยป๊มอัด 

อากาศ โดยใช้หัวพ่นอากาศแบบสายยางปกติ เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของอาหารทั้ง 3 สูตร ได้แก่ 

BG11, N-8 medium และ BBM (สูตรอาหารแสดงในภาคผนวก ข) ในระบบขนาด 400 มิลลิลิตร ท่ี 

อุณหภูมิห้อง (25๐0  ภายใต้แสงสว่างท่ีความเข้มแสง 3,400 ลักซ์ แสดงดังรูปท่ี 3.4 ทำการตรวจผลเป็น 

เวลาประมาณ 30 วัน เพื่อคัดเลือกสูตรอาหารท่ีดีท่ีสุดสำหรับการทดลองในข้ันต่อไป โดยการเก็บผลและ 

การวัดผลแสดงดังรูปในภาคผนวก จ 

การเตรียมอาหาร
1) การเตรียมอาหารสูตร BG-11

ในการเพาะเลี้ยงสาหร่าย Scenedesmus armatus ใช้อาหารเลี้ยงสาหร่ายสูตร 

BG-11 โดยเติมธาตุอาหารตามสูตรอาหารดังกล่าวลงในนํ้ากลั่น (ถ้าเป็นอาหารแข็งต้องเติม Agar ลงไป 

ด้วย) ปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร ปรับค่า pH แล้วนำไปฆ่าเช้ือโดยใช้เคร่ือง Autoclave ท่ีความ 

ดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที

2) การเตรียมอาหารสูตร N-8 medium

ในการเพาะเล้ียงสาหร่าย Scenedesmus armatus ใช้อาหารเล้ียงสาหร่าย 

สูตร N-8 medium โดยเติมธาตุอาหารตามสูตรอาหารดังกล่าวลงในนํ้ากลั่น ปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 

มิลลิลิตร ปรับค่า pH แล้วนำไปฆ่าเช้ือโดยใช้เคร่ือง Autoclave ท่ีความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที

3) การเตรียมอาหารสูตร BBM

ในการเพาะเลี้ยงสาหร่าย Scenedesmus armatus ใช้อาหารเลี้ยงสาหร่าย 

สูตร BBM โดยเติมธาตุอาหารตามสูตรอาหารดังกล่าวลงในนั้ากลั่น ปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร 

ปรับค่า pH แล้วนำไปฆ่าเช้ือโดยใช้เคร่ือง Autoclave ท่ีความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที
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รูปที่ 3.4 การเพาะเลี้ยงสาหร่ายด้วยปิมอัดอากาศโดยใช้หัวพ่นอากาศแบบสายยางปกติ ในอาหาร 3 สูตร 

ได้แก่ BG11 N-8 และ BBM

3.5.4 การเล้ียงในสภาวะเขย่า (ด้ังเดิม)

การเพาะเล้ียงสาหร่าย Scenedesmus armatus ในอาหารสูตรท่ีคัดเลือกได้จากหัวข้อ

1. โดยใช้เคร่ืองเขย่าแบบดั้งเดิม (Shaker) ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้แสงสว่างท่ี 

ความเข้มแสง 3,400 ลักซ์ แสดงดังรูป 3.5 และทำการตรวจผลเป็นเวลาประมาณ 30 วัน

รูปที่ 3.5 การเพาะเล้ียงสาหร่ายด้วยเคร่ืองเขย่าในอาหารเหลว BG11 เพ่ือเพ่ิมปริมาณเซลล์สำหรับใช้เป็น 

หัวเช้ือในการทดลอง

3.5.5 การเล้ียงด้วยหัวพ่นอากาศ

การเพาะเล้ียงสาหร่ายด้วยระบบให้อากาศด้วย'ปิมอากาศ โดยใช้หัวพ่นอากาศแบบต่างๆ 

ที่ประดิษฐ์ชื้น ได้แก่ สายยางปกติ แบบวงกลมเจาะรู (จำนวน 4 รู แต่ละรูห่างกัน 1 เซนติเมตร สายยาง 

ยาว 11 ซม.) แบบสามทางเจาะรู (สายยางยาวด้านละ 2.5 ซม. สายยางแนวนอนเจาะรูด้านละ 1 รู แนวด้ัง 

เจาะ 2 รู ด้านตรงข้ามกัน ปิดปลายสายยางทั้ง 3 ด้านด้วยการลนไพ่) แบบหัวทรายทรงกระบอก (ขนาด
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เส้นผ่านศูนย์กลาง 2.5 ซม. ยาว 2.5 ซม.) และแบบหัวทรายทรงกลม (ขนาดเส้นรอบวง 10 ซม.) แสดงรูป 

หัวพ่นอากาศแบบต่างๆ ในรูปท่ี 3.6 ในอาหารสูตรท่ีคัดเลือกได้จากหัวข้อ 3.5.3 ในระบบขนาด 400 และ

4,000 มิลลิลิตร ภายใต้แสงสว่างอย่างต่อเนื่อง ที่ความเข้มแสง 3,400 ลักซ์ ทำการตรวจผลเป็นเวลา 

ประมาณ 30 วัน

3.5.6 การเล้ียงด้วยความเข้มแสงต่างๆ

การเพาะเลี้ยงสาหร่ายด้วยระบบให้อากาศด้วยป๊มอากาศ โดยใช้หัวพ่นอากาศแบบ 

สายยางปกติ ในอาหารสูตร BG11 ในระบบขนาด 400 มิลลิลิตร ภายใต้แสงสว่างอย่างต่อเน่ือง ท่ีความเข้ม 

แสง 2,700 และ 3,400 ลักซ์ ทำการตรวจผลเป็นเวลาประมาณ 30 วัน

3.5.7 การเล้ียงเซลลไนระบบขยาย

การเลี้ยงในระบบขยายขนาดต้องมีการถ่ายเชื้อจากระบบการเลี้ยงแบบเขย่าใน 

ห้องปฏิบัติการ (ขนาด 250 มิลลิลิตร) ไปสู่ระบบขนาดใหญ่โดยต้องมีความเข้มข้นของเซลล์ในระบบใหม่อยู่ 

ในช่วง 105-106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร การถ่ายเชื้อต้องทำแบบปลอดเชื้อ (aseptic technique) ระบบขยาย 

ขนาดสำหรับงานวิจัยน้ีได้ใช้ระบบท่ีประดิษฐ์ขึ้นโดยใช้ขวดพลาสติกขนาด 5,000 มิลลิลิตร โดยมีอาหาร 

ปริมาณ 4,000 มิลลิลิตร แสดงดังรูปท่ี 3.6

รูปที่ 3.6 สายยางให้อากาศแบบต่างๆ ได้แก่ สายยางปกติ แบบหัวทรายทรงกระบอก แบบหัวทรายทรง 

กลม แบบวงกลมเจาะรู แบบ 3 ทางเจาะรู
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รูปที่ 3.7 การเพาะเล้ียงสาหร่ายในขวดพลาสติกขนาดใหญ่ ระบบขนาด 5,000 มิลลิลิตร

3.5.8 การวัดการเจริญของเซลล์สาหร่าย Scenedesmus ormatus
ตรวจวัดการเจริญเติบโตและนับจำนวนเซลล์สาหร่าย Scenedesmus ormatus มี 

หลายวิธี ได้แก่ ใซ้สไลด์ Haemacytometer วัดค่า OD และหาน้ําหนักเซลล์แห้ง จากน้ันนำค่าท่ีได้ไปสร้าง 

กราฟการเจริญเติบโตของสาหร่าย จากนั้นคำนวณประสิทธิภาพการเจริญเติบโตของสาหร่าย 

Scenedesmus ormatus รายละเอียดของแต่ละวิธีแสดงได้ดังต่อไปน้ี 

3.5.8.1 วิธีการหาน้ัาหนักเซลล์แห้ง

เก็บตัวอย่างเซลล์สาหร่ายปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดเซนตริฟิวส์ นำไป 

ป่นเหว่ียงท่ีความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที รินส่วนใสท้ิง ทำเช่นเดียวกันแต่เติมนี้ากลั่น 5

มีลลิลิตรแทนทำ1ซ้ํา 2 คร้ัง เพื่อเป็นการล้างเซลล์ นำไปอบแห้งในตู้อบลมร้อน ท่ีอุณหภูมิ 70°c เป็นเวลา 

24 ฃ่ัวโมง แล้วใส่ในโถดูดความช้ืนเป็นเวลา 1 ซ่ัวโมง การซ่ังน้ัาหนักทุกคร้ังช่ังด้วยเคร่ืองช่ัง 4 ตำแหน่ง 

รายงานผลเป็นนํ้าหนักแห้งต่อปริมาตร (กรัม/ลิตร) จากผลท่ีได้นำไปหาค่าอัตราการเจริญเติบโตจำเพาะที่ 

สภาวะการเลี้ยงต่างๆ โดยใช้สูตร

ln x2 — ln x2
Pmax ~  7 ,~  r l

เม่ือ X  คือ น้ําหนักเซลล์แห้ง ณ เวลาการเล้ียงท่ี 1 และ 2 (g/L)

และค่าอัตราการเพ่ิมของเซลล์ (Biomass productivity, P) ดังสูตร

P (มิลลิกรัมน้ําหนักแห้ง/ลิตร. วัน) =
น้ําหนักเซลล์แห้ง^ — น้ําหนักเซลล์แห้ง1

t x — t
เม่ือ tx คือ เวลาสุดท้าย และ t i คือเวลาเร่ิมต้น

3.5.8.2 วิธีการนับจำนวนเซลล์โดยใช้สไลด์ Haemacytometer

หยดตัวอย่างสาหร่ายที่ต้องการนับจำนวนลงไป 1 หยด ในช่องใส่ตัวอย่าง 

(load port) ของสไลด์ Haemacytometer ที่มีกระจกปิดสไลด์ปีดอยู่ ตัวอย่างสาหร่ายจะกระจายไปทั่ว
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ตารางส่ีเหลี่ยม ในรูปท่ี 3.7 วางสไลด์ Haemacytometer บนแท่นกล้องจุลทรรศน์ ปรับกล้องและเริ่มดู 

จากกำลังขยายจากต่ําไปสูง นับเซลล์สาหร่ายบนช่องสี่เหลี่ยมตรงกลาง (25 ช่องใหญ่ ภายในมีตารางขนาด 

เล็ก 16 ช่อง) วิธีนี้เหมาะสำหรับสาหร่ายท่ีเป็นพวกเซลล์เดียวท่ีมีขนาดเล็ก และไม่สามารถนับพวกที่อยู่เป็น 

โคโลนีได้ในการนับเซลล์ถ้าจำนวนเซลล์หนาแน่นมาก อาจสุ่มนับ 5 ช่อง แต่ผลท่ีได้ต้องคูณ 5 หรือ สุ่มนับ 

10 ช่อง ผลท่ีได้ต้องคูณ 2.5 ถ้าเซลล์สาหร่ายทับเส้นให้เลือกนับแบบใดแบบหน่ีงต่อไปน้ี

- ทับเส้นแนวบน และเส้นแนวขวาให้นับ (ซ้าย-ล่าง ไม่นับ) หรือ

- ทับเส้นแนวล่าง และเส้นแนวซ้ายให้นับ (ขวา-บน ไม,นับ) Small square ร 1/400 mm2 1/25 ก

Sam ple  in tro d u c t io n  
p o in t Cover glass

, Counting 
chambers

■ Cover slip 
Mounting support

รูปที่ 3.8 พ้ืนท่ีตารางสำหรับการนับเซลล์สาหร่าย 

(ท่ีมา : http://dtc.pima.edu/blc/181/Lessons/L4/4step4/4Step4page7a.htm) 

การคำนวณปริมาณสาหร่ายจากสูตร
c  X  D X  1000

Counting square 1mm

เม่ือ

ปริมาณเซล์สาหร่าย/มิลลืลิตร 

C = จำนวนสาหร่ายท่ีนับได้
A X  d X  F

A = พ้ืนท่ีของ grids เท่ากับ 0.04 มิลลิเมตร2 

d = ความลิกฃองพ้ืนท่ีท่ีนับ เท่ากับ 0.1 มิลลิเมตร 

F = จำนวนช่องหรือตารางท่ีนับ 

ว = ค่าการเจือจาง

3.5.8.3 วิธีการวัดความหนาแน่นโดยอาศัยแสง (Optical Density; OD)

นำตัวอย่างสาหร่ายท่ีต้องการหาความหนาแน่นใสในคิวเวต แล้วนำไปวัดค่า OD 

ด้วยเคร่ือง Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 560 นาโนเมตร บันทึกค่า OD ท่ีวัดได้

http://dtc.pima.edu/blc/181/Lessons/L4/4step4/4Step4page7a.htm
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3.5.9 การเก็บสาหร่ายแห้ง

นำอาหารที่มีสาหร่ายแขวนลอยอยู่ไปเซนตริฟิวส์เพื่อกำจัดนํ้าออกให้เก็บเฉพาะส่วนที่ 

เซลล์สาหร่ายที่ตกอยู่บริเวณก้นหลอดเซนตริฟิวส์ ซึ่งขั้นตอนวิธีการเตรียมตัวอย่างสาหร่ายแสดงดัง 

ภาคผนวก ฉ จากนั้นนำเข้าเครื่องทำแห้งภายใต้ความเย็นและสุญญากาศ (Freeze dryer) ซ่ึงข้ันตอน 

วิธีการทำแห้งแสดงดังภาคผนวก ซ เพื่อกำจัดนั้าออกในระดับเซลล์แล้วเก็บสาหร่ายแห้งไวัที่อุณหภูมิ 

ประมาณ 4°c เพ่ือรอการสกัดสารต้านอนุมูลอิสระและทำการวิเคราะห์ฤทธี้สารสกัดด้วยวิธี soxhlet และ 

การเขย่าต่อไป

3.5.10 การหาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ

ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระอันได้แก่ ณตาแคโรทีน และลิโคปีน หาได้จากการใข้การ 

ดูดกลืนแสง ของสารสกัด นำสาหร่ายแห้งท่ีได้จากหัวข้อ 3.5.5 มาสกัดด้วยเอทานอลด้วยวิธีการเขย่าด้วย 

ความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ข้ัวโมง ด้วยอัตราส่วนสาหร่ายต่อเอทานอลเป็น 1:134 

(§/ทท1) และด้วยวิธีการสกัดด้วยชุด soxhlet โดยใช้ ethanol ปริมาตร 150 มิลลิลิตร จากน้ันนำสารสกัดท่ี 

ได้มาวัดการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่นต่างๆ ที่พิจารณาและคำนวณ 

ปริมาณแต่ละองค์ประกอบดังสมการ (Nagata และ Yamashita, 1992);

ปริมาณคลอโรฟิลส์เอ มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร) = 0.999A663 - 0.0 9 89A645

ปริมาณคลอโรฟิลล์บี (มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร) = -0.328A663 + 1.77A545

ปริมาณณตาแคโรทีน (มิลลิกรัม/100มิลลิลิตร) = 0.216A663-  1.22A645- 0.034A505 +

0.452A4S3

ปริมาณลิโคปีน (นิลลิกรัม/100 นิลลิลิตร) = (-0.0458A663)+ 0.204A645 + 0.372A505 -

0.0806A453

3.5.11 การตรวจสอบฤทธี้สารต้านอนุมูลอิสระ

การทดสอบฤทธิ้สารต้านอนุมูลอิสระจะใช้วิธี DPPFH assay หรือความสามารถในการ 

จับอนุมูลอิสระของอนุภาคของสาร DPPFI (2,2-diphenyl-l-picrylhydrazyl) โดยจะไปเจือจางสีของสาร 

DPPFI ที่เตรียมให้มีความเข้มข้น 0.35 มิลลิโมลาร์ ในเอทานอล 95% ในท่ีมีด นำสารละลาย DPPH 100 

ไมโครลิตร ผสมกับสารละลายตัวอย่าง 100 ไมโครลิตร (เข้มข้น 0.35 ทาM) เก็บไวิในท่ีมืด 30 นาที วัดการ 

ดูดกลืนสีท่ีความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง microplate reader (MF A062780, Labsystems, 

model) จากน้ันคำนวณฤทธ้ิของสารต้านอนุมูลอิสระดังสมการ

/ I  — Ae\
ประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระ ( % )  =  ( — -------1 X 100

V Aq /
เม่ือ A0 คือค่าการดูดสีฃองสารละลาย DPPFI ท่ีไม่มีตัวอย่าง Ae คือค่าการดูดกลืนแสงเมือสารละลาย 

DPPFI ถูกเจือจางสีด้วยตัวอย่างสารสกัด



ผลการวจย

4.1 ผลการคัดแยกเช้ือ จาก 2 แหล่ง
การเล้ียงเช้ือท่ีมาจากแหล่งน้ําธรรมชาติ ได้ทำการต่อเชื้อและสกรีนเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบ 

อาหารแข็ง เนื่องจากตัวอย่างจากแหล่งนํ้าธรรมชาติมีสาหร่ายหลายพันธุ ได้แก่ ไดอะตอม แต่มีสาหร่าย 

พันธ์ Scenedesmus orm otus\iiมาก แสดงดังรูปถ่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์ดังรูปท่ี 4.1 และรูปเพิ่มเติม 

ใน ภาคผนวก ง ดังน้ันในส่วนการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเลี้ยงจึงใช้สาหร่ายจากภาควิชาวิศวกรรมเคมี 

คณะวิศวกรรมศาสตร์ จุหาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ซึ่งเป็นเชื้อที่ค่อนช้างบริสุทธและมีปริมาณสาหร่าย 

Scenedesmus armatus มากกว่า

รูปท่ี 4.1 สาหร่ายท่ีส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์

4.2 ผลของสารอาหาร
การทดสองเร่ิมต้นด้วยการทำเช้ือให้บริสุทธ้ีแล้วเก็บเลี้ยงไว้ในอาหารเลี้ยงเช้ือแบบเอียงจากน้ัน 

จึงถ่ายเชื้อลงอาหารเหลวท่ีมีขนาดใหญ่ต่อไป ในการศึกษาเรื่องปีจจัยของอาหารที่มีผลต่อการเพาะเลี้ยง 

สาหร่าย Scenedesmus armatus ดำเนินการในระบบให้อากาศด้วยหัวพ่นอากาศแบบสายยางปกติเป็น 

เวลา 27 วัน จำนวนครั้งที่เก็บตัวอย่างรวมทั้งสิ้น 14 คร้ัง สูตรอาหารทั้ง 3 สูตรที,นำมาพิจารณา ได้แก่ 

BG11 N-8 และ BBM ได้ผลการทดลองอันได้แก่ วัดนั้าหนักเซลล์แห้ง การเจริญด้วยการนับจำนวนเซลล์ 

และวัดค่าการดูดกลืนแสง แสดงดังตารางท่ี 4.1 ในภาคผนวก ซ ไดักราฟการเจริญเติบโตระหว่างระยะเวลา 

การเจริญ (แกน X) และการเจริญเติบโตของเซลล์ (แกน Y) ดัง รูปที่ 4.2 -  4.4 จากรูปที่ 4.2 เป็นกราฟ 

การรายงานผลในรูปน้ําหนักแห้งซ่ึงเป็นวิธีท่ีใช้รายงานผลการเจริญเติบโตท่ีใช้โดยท่ัวไปในการเล้ียงส่ิงมีชีวิต 

ขนาดเล็ก จากรูปพบว่าในอาหาร BG11 น้ันน้ัาหนักมีการตกลงอย่างเห็นได้ซัดในการวัดผลคร้ังท่ี 3 (วันท่ี 

5) คร้ังท่ี 12-13 (วันท่ี 23-25) ส่วนในอาหาร N-8 นั้นนํ้าหนักมีการเพ่ิมขึ้นสูงมากในการวัดผลคร้ังท่ี 6 

(วันท่ี 11) และลดต่ําลงอย่างเห็นได้ซัดในการวัดผลคร้ังท่ี 13-14 (วันท่ี 25-27) ในขณะท่ีน้ําหนักเซลล์แห้ง 

ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร BBM มีค่ามากที่สุด จากรูปไม่เห็นความแตกต่างของอาหารแต่ละประเภทอย่างเห็น
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ได้ซัด ผลการนับจำนวนเซลลิในรูปท่ี 4.2 จากรูปพบว่าจำนวนเซลล์ท่ีนับได้ในคร้ังท่ี 1-6 (ช่วงวันท่ี 1-11) มี 

ค่าไม่แตกต่างกัน แต่การนับเซลล์ในคร้ังท่ี 7 (วันท่ี 13) เป็นต้นไปนั้นจำนวนเซลล์ในอาหาร N-8 มีการ 

เจริญสูงกว่า BG11 และ BBM ในช่วงการเก็บตัวอย่างครั้งท่ี 8-10 (ช่วงวันท่ี 15-19) อาหาร BG11 มี 

จำนวนเซลล์น้อยกว่าใน BBM แต่หลังจากน้ันจำนวนเซลล์ในอาหาร BG11 ก็เพ่ิมจำนวนข้ึนมากจนเกือบ 

เทียบเท่ากับอาหาร N-8 แต่เมื่อนำมาหาค่าเฉลี่ยจากการเก็บตัวอย่างทั้ง 14 คร้ัง (27 วัน) พบว่าจำนวน 

เซลลิในอาหาร N-8 มีค่ามากที่สุด อย่างไรก็ตามไม่มีความแตกต่างอย่างชัดเจนในผลของอาหารเล้ียงเซลล์ 

ส่วนการวัดการเจริญของสาหร่ายด้วยวิธีการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 560 นาโนเมตร แสดง 

ในรูปท่ี 4.4 พบว่าการวัดค่าการดูดกลืนแสงในครั้งที่ 1-8 (ช่วงวันท่ี 1-15) ของการเพาะเลี้ยงเซลล์ใน 

อาหารท้ัง 3 สูตรน้ันไม่มีความแตกต่างกันอย่างชัดเจน แต่การวัดค่าการดูดกลืนแสงในคร้ัง 12 (วันท่ี 23) 

เป็นต้นไปเซลล์ที่เพาะเล้ียงใน BBM มีค่าการดูดกลืนแสงตํ่ากว่าอาหาร BG11 และ N-8 อย่างเห็นได้ชัด 

ส่วนค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ที่เพาะเล้ียงในอาหาร BG11 และ N-8 น้ันยังไม่มีความแตกต่างกันตั้งแต่ 

การวัดผลคร้ังท่ี 1-11 (ช่วงวันท่ี 1-21)โดยเซลล์ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร BG11 มีกราฟการเจริญสูงว่าอาหาร 

N-8 ในการวัดผลคร้ังท่ี 12 (วันท่ี 23) เป็นต้นไป โดยรวมแล้วพบว่าค่าการดูดกลืนแสงท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร 

N8 มีค่ามากท่ีสุด

จากการพิจารพาผลการทดลองโดยพิจารณาจากตัวแปร 3 ค่า พบว่าอาหารทั้ง 3 สูตร ไม1มี 

ความแตกต่างของผลการทดลองอย่างเห็นได้ชัด แต่เน่ืองจากเซลล์สาหร่าย Scenedesmus armatus ท่ี 

เจริญในอาหาร BG11 น้ันมีลักษณะตัวใหญ่กว่าท่ีเล้ียงในอาหาร N-8 และ BBM ดังรูปท่ี 4.5 ดังน้ันจึงใช้ 

BG11 ในการศึกษาในข้ันตอนต่อไป

4.3 การเล้ียงสาหร่ายในระบบขนาด 800 มิลลิลิตร
การเพาะเลี้ยงสาหร่าย Scenedesmus armatus ในระบบขนาดเล็ก (800 มิลลิลิตร) ได้ 

ดำเนินการในอาหารสูตร BG11 โดยใช้หัวพ่นอากาศแบบต่างๆ ที่ประดิษฐ์ขึ้น ได้แก่ สายยางปกติ แบบ 

วงกลมเจาะรู แบบสามทางเจาะรู แบบหัวทรายทรงกระบอก และแบบหัวทรายทรงกลม ได้ผลการทดลอง 

ดังตารางท่ี 2 (ภาคผนวก ซ) นำค่าท่ีได้มาสร้างเป็นกราฟการเจริญเติบโตได้ดังรูปท่ี 4.6-4.8 ในรูปท่ี 4.6 ซ่ึง 

เป็นผลการวัดผลการเจริญด้วยการหานั้าหนักเซลล์แห้ง โดยท่ี แกน X คือระยะเวลาการเจริญ และแกน Y 

คือค่านั้าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) พบว่าจำนวนเซลล์ที่นับได้ในช่วงแรก คือ คร้ังท่ี 1-2 (วันท่ี 1-4) 

ให้ผลไม่แตกต่างกันจะเร่ิมแตกต่างกันที่คร้ังท่ี 3 (วันท่ี 7) และครั้งที่ 4-6 (วันท่ี 10-16) หัวพ่นอากาศแบบ 

หัวทรายทรงกลมและหัวทรายทรงกระบอกให้ผลการเจริญสูงใกล้เคียงกัน แต่การนับเซลล์ในคร้ังท่ี 7-12 

(วันท่ี 19-34) นั้นหัวพ่นอากาศแบบหัวทรายทรงกลมมีการเจริญสูงกว่าหัวพ่นอากาศแบบอื่นอย่างเห็นได้ 

ชัด และในการทดลองครั้งที่ 13 (วันท่ี 37) เป็นต้นไป หัวพ่นอากาศแบบหัวทรายทรงกลมและหัวทราย 

ทรงกระบอกให้ผลการเจริญสูงใกล้เคียงกัน ดังนั้นเมื่อพิจารณาจากแนวโน้มของกราฟจะเห็นว่าสาหร่าย 

สามารถเจริญเติบโตในหัวพ่นอากาศแบบหัวทรายทรงกลมและทรงกระบอกได้ดีกว่าหัวพ่นแบบอื่นๆ 

อย่างไรก็ตามการเจริญเติบโตของสาหร่ายในระบบหัวทรายทรงกลมและหัวทรายทรงกระบอกไม,แตกต่าง
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กัน ซ่ึงยืนยันได้จากอัตราการเจริญเติบโตจำเพาะได้ผลดังตารางท่ี 4.1 พบว่าได้ค่าเท่ากัน ในขณะท่ีหัวพ่น 

อากาศแบบวงกลมเจาะรู สามทางเจาะรู สายยางปกติ และระบบการเขย่าแบบดั้งเด ิมมีอัตราการ 

เจริญเติบโตจำเพาะน้อยลงตามลำดับ นอกจากนี้อัตราการเพิ่มของเซลล์ในระบบพ่นอากาศโดยหัวทราย 

ทรงกลมและทรงกระบอกยังมีประมาณมากที่สุดเป็นสองอันดับแรกเมื่อเทียบกับระบบให้อากาศแบบอื่นๆ 

และระบบการเล้ียงแบบเขย่าสาหร่ายเจริญเติบโตได้น้อยท่ีสุดเน่ืองมาจากว่าการเพาะเล้ียงแบบเขย่าน้ันไม่มี 

การให้อากาศลงไปในฟลาสก์ท่ีใช้ในการเพาะเล้ียงโดยตรง สาหร่ายเจริญเติบโตไดิโดยใช้,เพียงแค่อากาศจาก 

ภายนอกที่ซึมผ่านสำลีลงไปในพ่ลาสก์เท่านั้นและการเขย่าถึงแม้จะช่วยให้สาหร่ายสามารถใช้อากาศได้ดี 

ย่ิงข้ึน แต่การเขย่าทำให้เกิดการวนของนํ้าในลักษณะวอร์เท็กซ์ (Vortex) ทำให้สาหร่ายได้รับอากาศน้อย 

กว่าการพ่นอากาศลงไปในขวดเพาะเลี้ยงโดยตรงซ่ึงโดยมากใช้วิธีน้ีเป็นวิธีอ้างอิงในการออกแบบระบบการ 

เลี้ยงเซลล์แบบต้องการอากาศ รูปท่ี 4.6 เป็นการแสดงการวัดผลด้วยการนับจำนวนเซลล์ พบว่าจำนวน 

เซลล์ท่ีนับได้ในช่วงแรก คือ คร้ังท่ี 1-2 (วันท่ี 1-4) ให้ผลไม1แตกต่างกันมากนัก ส่วนการนับเซลล์ในคร้ังท่ี 3- 

6 (วันท่ี 7-16) น้ันหัวพ่นอากาศแบบหัวทรายทรงกลมและหัวทรายทรงกระบอกให้ผลการเจริญสูงใกล้เคียง 

กัน แต่การนับเซลล์ในคร้ังท่ี 7 (วันท่ี 19) เป็นต้นไปหัวพ่นอากาศแบบหัวทรายทรงกลมมีการเจริญสูงกว่า 

หัวพ่นอากาศแบบอื่นอย่างเห็นได้ซัด โดยรวมแล้วพบว่าหัวพ่นอากาศแบบหัวทรายทรงกลมม ีการเจริญ 

สูงสุดเมื่อเทียบกับหัวพ่นอากาศแบบอื่นๆ ส่วนในรูปท่ี 11 ซึ่งเป็นการวัดผลการเจริญโดยการวัดค่าการ 

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 560 นาโนเมตร แสดงกราฟการเจริญระหว่างระยะเวลาการเจริญ (แกน X) 

และจำนวนเซลล์ (แกน Y) พบว่าจำนวนเซลล์ที่นับได้ในช่วงแรก คือ คร้ังที, 1-2 (วันท่ี 1-4) ให้ผลไม่ 

แตกต่างกันมากนัก ส่วนการนับเซลล์ในคร้ังท่ี 3-5 (วันท่ี 7-13) นั้นหัวพ่นอากาศแบบหัวทรายทรงกลมและ 

หัวทรายทรงกระบอกให้ผลการเจริญสูงใกล้เคียงกัน แต่การนับเซลล์ในคร้ังท่ี 6 (วันท่ี 16) เป็นต้นไป พบว่า 

หัวพ่นอากาศแบบหัวทรายทรงกลมมีการเจริญสูงกว่าหัวพ่นอากาศแบบอื่นอย่างเห็นได้ซัดเช่นเดียวกับใน 

รูปท่ี 4.6

ด ังนั้นจากผลการทดลองข้างต้นจะเห็นว่าหัวพ่นอากาศที่ด ีท ี่สุดในทารเพาะเลี้ยงสาหร่าย 
Scenedesmus armatus ในระบบขนาด 800 มิลลิตร ดือหัวพ่นอากาศแบบหัวทรายทรงกลม ซึ่งสาเหสุที ่
หัวพ่นอากาศแบบน้ีทำให้ปีการเจริญสูงสุดนั้นน่าจะเป็นเพราะหัวทรายนั้นมีรูพรุนเล็กๆ จำนวนมาก ทำให้ 
พ่องอากาศท่ีออกมาปีขนาดเล็กและปีปริมาณมาก ซึ่งจะให้ทำอากาศกระจายอย่างทั่วเต็มขวดทดลอง และ 
สาหร่ายได้รับอากาศอย่างทั่วถึงกว่าหัวพ่นของอากาศลักษณะอื่นที่พ่องอากาศปีขนาดใหญ่และกระจาย 
อากาศได้ไม่ทั่วถึง อย่างไรถึตามหัวทรายปีข้อเสียดือเกิดการบ่นเปีอนได้'ง่ายเพราะการฆ่าเชื้อก่อนที่จะ 
นำไบ่ใช้ทำได้ยาก

4.4 ผลของความเข้มแสง
สาหร่ายเป็นสิ่งมีชีวิตชนิดโฟโตออโตโทรปซึ่งสามารถสังเคราะห์พลังงานโดยใช้แสง รวมถึง 

สามารถเปลี่ยนสารอาหารมาเป็นพลังงานเคมีได้ และปริมาณแสงที่ใช้อาจส่งผลต่อการเจริญมากหรือน้อย 

ช้าหรือเร็วได้ จึงได้ทำการทดลองเปรียบเทียบการเพาะเลี้ยงสาหร่าย Scenedesmus armatus ท่ีปริมาณ
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ความเข้มแสง 2,700 และ 3,400 ลักซ์ โดยเพาะเล้ียงสาหร่ายในขวดโหล ปริมาตรอาหาร 400 มิลลิลิตร 

ด้วยระบบให้อากาศด้วย'ปิมอากาศโดยใช้หัวพ่นอากาศแบบสายยางปกติ ปริมาณอากาศ 80 มิลลิลิตร/นาที 

ทำการทดลอง 4 ซ้ํา และเก็บตัวอย่างทุก 3 วัน เป็นเวลา 43 วัน รวมท้ังส้ิน 15 คร้ัง วัดการเจริญด้วยการ 

นับจำนวนเซลล์ วัดค่าการดูดกลืนแสง และหาน้ําหนักเซลล์แห้ง ได้ผลการทดลองดังตารางที่ 2 (ภาคผนวก 

ซ) ซึ่งแสดงปริมาณแสงที่มีผลต่อการเจริญ1ของสาหร่าย Scenedesmus armatus โดยการเพาะเล้ียงด้วย 

ปีมอัดอากาศโดยใช้หัวพ่นอากาศแบบสายยางปกติไปสร้างกราฟการเจริญดังรูปท่ี 4.6 -  4.8 และรูปที่ 4.9 

-  4.11 (แสดงเฉพาะผลของความเข้มแสง)โดยระยะเวลาการเจริญเป็นแกน X และจำนวนเซลล์เป็นแกน Y 

พบว่าจำนวนเซลล์ท่ีนับได้ในครั้งท่ี 3 (วันท่ี 7) ของการเพาะเลี้ยงด้วยความเข้มแสง 2,700 ลักซ มีค่า 

มากกว่าการเพาะเล้ียงด้วยความเข้มแสง 3,400 ลักซ์อย่างซัดเจน แต่นอกจากนั้นจนถึงการนับจำนวนเซลล์ 

ในคร้ังท่ี 8 (วันท่ี 22) มีค่าใกล้เคียงกันมาตลอด จำนวนเซลล์จะเร่ิมแตกต่างกันอย่างเห็นได้ซัดต้ังแต่การนับ 

เซลล์คร้ังท่ี 9 (วันท่ี 25) โดยพบว่าการเพาะเลี้ยงด้วยความเข้มแสง 2,700 ลักซ์ มีจำนวนเซลล์สูงกว่าการ 

เพาะเลี้ยงด้วยความเข้มแสง 3,400ลักซ์อย่างเห็นได้ซัดแต่เมื่อทดลองเลี้ยงเกินกว่า 3 4 วันในขณะท่ีช่วง 

ด้นของการทดลองไม่มีความแตกต่างกัน หลังจากการวัดผลครั้งที่ 10 (วันท่ี 28) ของการเพาะเลี้ยงด้วย 

ความเข้มแสง 3,400 ลักซ์ กลับมีค่าลดลงเรื่อยๆ คาดว่ามีสาเหตุมาจากการเพาะเลี้ยงด้วยความเข้มแสง 

3,400 ลัก'ซ์ใช้'หลอด'ไฟ 3 หลอด ซึ่งทำให้เกิดความร้อนและมีอุณหภูมิสูงกว่าการเพาะเลี้ยงด้วยความเข้ม 

แสง 2,700 ลักซ์ ท่ีใช้'หลอด'ไฟ 2 หลอด ทำให้เกิดความร้อนและอุณหภูมิตํ่ากว่า ซ่ึงเมื่อทำการวัดอุณหภูมิ 

โดยใข้เทอโมมิเตอร์พบว่าในการเพาะเล้ียงด้วยความเข้มแสง 2,700 ลักซ์ มีอุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส 

แต่การเพาะเลี้ยงด้วยความเข้มแสง 3,400 ลักซ์ มีอุณหภูมิสูงกว่าคือ 31-33 องศาเซลเซียส หรืออาจจะเกิด 

จากสาเหตุที่ว่าการเพาะเลี้ยงด้วยความเข้มแสง 3,400 ลักซ์ นั้นมีปริมาณแสงที่จ้ามากเกินไป ซ่ึงจาก 

การศึกษาเพ่ิมเติมพบว่าความเข้มแสงเป็น'ปิจจัยหน่ึงท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตของสาหร่าย ถ้าความเข้มของ 

แสงสูง เช่น การเพาะเล้ียงในท่ีมีแสงแดดจ้า ความสามารถในการรับพลังงานแสงของสาหร่ายจะลดลง และ 

ความลึกของภาชนะเพาะเลี้ยงมีผลต่อความสามารถในการรับพลังงานแสงของสาหร่าย ปริมาณแสงท่ีส่อง 

ผ่านจะลดลงตามความลึกของภาชนะเพาะเลี้ยง น่ันคือจะมิความลืกท่ีระดับหน่ึงซ่ึงทำให้สาหร่ายใช้พลังงาน 

แสงได้ดีท่ีสุด ซ่ึงจาก 2 สาเหตุดังกล่าวทำให้สาหร่าย Scenedesmus armatus เจริญเติบโตได้น้อยเม่ืออยู่ 

ในสภาวะการเพาะเลี้ยงที่ความเข้มแสง 3,400 ลักซ์ ในขณะท่ีการทดลองของ Yin-Hu และคณะ (2012) 

ทำการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียวเซลล์เดียวทั่วๆ ไปโดยใช้ไพ่เพียงแค, 1,900-2,000 ลักซ์ เท่าน้ัน แต่ในการ 

ทดลองของผู้วิจัยใช้ไฟ 2,700 และ 3,400 ลักซ์ เนื่องจากเป็นปริมาณแสงที่ได้จากหลอดไฟ 2 และ 3 ดวง 

ตามลำดับ ซ่ึงง่ายต่อการติดต้ังระบบการเพาะเล้ียง แล้วจึงใช้เคร่ืองมือในการวัดปริมาณแสงวัดปริมาณแสง 

ท่ีได้จากหลอดไฟดังกล่าว อย่างไรก็ตามเมื่อนำผลที่ได้มาคำนวณอัตราการเจริญเติบโตจำเพาะพบว่าความ 

เข้มแสงท่ี 3,400 ลักซ์ มีค่าสูงกว่า 2,700 ลักซ์ซ่ึงจะแสดงค่าในหัวข้อถัดไป
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4.5 การเล้ียงสาหร่ายในระบบ 5,000 มิลลิลตร
เพ่ือให้ได้ปริมาณเซลล์ปริมาณมากข้ึนจีงฃยายขนาดในระบบท่ีใหญ่ข้ึน โดยระบบที่ใซ้เป็นระบบ 

ที่ดัดแปลงจากวัสดุเหลือใซ้ใด้แก่ขวดนํ้าพลาสติกมาเป็นถังหมักที่ใช้ในการเลี้ยงสาหร่าย โดยใช้หัวพ่น 

อากาศแบบต่างๆ ได้แก่ สายยางปกติ แบบวงกลมเจาะรู แบบสามทางเจาะรู แบบหัวทรายทรงกระบอก 

และแบบหัวทรายทรงกลม ปริมาณอากาศ 1,500 มิลลิลิตร/นาที ท่ีความเข้มแสง 3,400 ลักซ้ ได้ผลการ 

เจริญเติบโตในรูปแบบต่างๆ กราฟการเจริญเติบโตท้ัง 3 แบบ แสดงรูปท่ี 4.12 -  4.14 พบว่าท่ี 1-9 (วันท่ี 

1-9) มีน้ําหนักเซลล์แห้งและค่า OD ใกล้เคียงกันมาก จะเร่ิมแตกต่างกันอย่างเห็นได้ซัดต้ังแต่การวัดค่าครั้ง 

ท่ี 11 (วันท่ี 11) โดยพบว่าค่านํ้าหนักเซลล์แห้งของการเพาะเลี้ยงด้วยปิมอัดอากาศโดยใช้หัวพ่นอากาศ 

แบบสามทางเจาะรูมีค่ามากกว่าการเพาะเลี้ยงด้วยป้มอัดโดยใช้หัวพ่นอากาศแบบอื่นๆ อย่างเห็นได้ซัดเจน 

ส่วนการวัดผลการเจริญด้วยการนับจำนวนเซลล์ ในรูปท่ี 4.13 พบว่าจำนวนเซลล์ท่ีนับไดในคร้ังท่ี 5 (วันท่ี 

5) ของการเพาะเลี้ยงด้วยป๊มอัดอากาศโดยใช้หัวพ่นอากาศแบบสามทางเจาะรูมีค่ามากกว่าการเพาะเลี้ยง 

ด้วยปัมอัดอากาศโดยใช้หัวพ่นอากาศแบบอื่นๆ แต่ผลในวันท่ี 8-10 นั้นมีค่าใกล้เคียงถัน จำนวนเซลล์จะ 

เริ่มแตกต่างกันอย่างเห็นได้ซัดในลักษณะเดียวถันอีกคร้ังต้ังแต่การนับเซลล์ครั้งท่ี 11 (วันท่ี 11)โดยรวม 

แล้วหัวพ่นอากาศแบบสามทางเจาะรูมีความแตกต่างจากหัวพ่นอากาศประเภทอื่นๆ อย่างเห็นได้ซัด

สาเหตุที่หัวพ่นอากาศแบบสามทางเจาะรูทำให้สาหร่ายมีการเจริญเติบโตดีนั้นอาจจะเป็น 

เพราะว่าหัวพ่นอากาศมีรูถีง 4 รู โดยแต่ละรูอยู่ในระดับแตกต่างกันและอยู่ตรงข้ามถันจึงทำให้อากาศถูก 

ปล่อยออกมาทุกทิศทาง สาหร่ายจึงได้รับอากาศอย่างท่ัวถึง นอกจากน้ีความกว้างของสายยางซิลิโคนจาก 

ฝืงซ้ายและขวาครอบคลุมพื้นที่ภายในขวดเพาะเลี้ยงได้ทั่วถึง แต่ในการทดลองขนาดเล็กที่ใช้ปริมาตร 

อาหาร 400 มีลลิลิตร ที่พบว่าหัวพ่นอากาศแบบหัวทรายทรงกลมมีประสิทธิภาพดีที่สุดนั้นอาจเนื่องมาจาก 

ว่าหัวทรายทรงกลมพอนำมาใช้เพาะเลี้ยงในขวดโหลใหญ่แล้วมีขนาดเล็กเกินไป ถึงแม้ว่าฟองอากาศจะมี 

ขนาดเล็กและมีปริมาณมากแต่ไม่สามารถกระจายไปได้ท่ัวถึงเท่าหัวพ่นอากาศแบบสามทางเจาะรู อย่างไรก็ 

ตามเมื่อข้อมูลเหล่านี้มาคำนวณอัตราการเจริญเติบโตจำเพาะ (แสดงในตารางท่ี 4.1) พบว่าอัตราการ 

เจริญเติบโตจำเพาะของหัวทรายทรงกระบอกมากกว่าแบบสามทางเจาะรูและหัวทรายทรงกลมตามลำดับ 

และไม่แตกต่างกันมากนัก ส่วนการใช้หัวทรายทรงกลมและทรงกระบอกในการเลี้ยงในระบบขนาด 5,000 

มิลลิลิตร เพียงพอต่อการเพิ่มปริมาณของเซลล์สาหร่ายแต่จะทำให้ปลอดเซื้อได้ยาก ดังน้ันการใช้หัวพ่น 

อากาศแบบสามทางเจาะรูจึงเป็นทางเลือกที่ดีและเหมาะสมในการพัฒนาระบบการเลี้ยงแบบขยายขนาด 

ต่อไป
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(a) BG11 (b) N-8 (c) BBM

รูปท่ี 4.5 เซลล์สาหร่าย Scenedesmus ormatus ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร (a) BG11 (b) N-8 และ (c) 

BBM

Lib
Textbox
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ปริมาณเซลล์ (เซลล์/มิลลิลิตร)
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ตารางท่ี 4.1 อัตราการเจริญเติบโตจำเพาะ (JJ,) และ อัตราการเพ่ิมของเซลล์ (P) ในระบบ 800 มิลลิลิตร

สภาวะ
อัตราการเจริญเติบโตจำเพาะ, 

pA (กรัมน้ําหนักแห้ง/ลิตร.วัน)

อัตราการเพ่ิมของเซลล์ (P)B (มิลลิกรัม 

น้ําหนักแห้ง/ลิตร.วัน)

A 0.0599 0.1629

B 0.0695 0.1486

c 0.0653 0.1484

D 0.0731 0.2344

E 0.0731 0.1848

G 0.0313 0.1208

L 0.0317 0.1566

หมายเหตุ

Specific Growth Rate, เแ 

BBiomass Productivity, p
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ปริมาณเซลล์ (เซลล์/มิลลิลิตร)
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4.6 ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ
การวัดปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระซี่งในที่นี้จะกล่าวถึง เฉพาะคลอโรพีลล์ เอ บี เบตาแคโรทีน 

และไลโคปีน การวัดปริมาณสารต้านอนมูลอิสระดังกล่าวสามารถทำไต้ด้วยการสกัดสารที่ต้องการวัดออกมา 

จากสาหร่ายก่อนแล้วจึงทดสอบปริมาณด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ซ่ึงสามารถสกัดสารไต้ 2 วิธี ซ่ึงวิธีการ 

สกัดท่ีแตกต่างกันก็ให้ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระท่ีแตกต่างกัน ดังแสดงในตารางท่ี 4.2 พบว่าการสกัดด้วยชุด 

soxhlet สามารถสกัดไต้สารต้านอนุมูลอิสระปริมาณมากกว่าวิธีการเขย่า อาจเนื่องมาจากหลายบีจจัยได้แก่ 

ปริมาณตัวทำละลาย และความร้อนท่ีใช้ในการสกัด อย่างไรก็ตามสาหร่ายที่ใซ้เป็นวัตถุดิบในการสกัดควรมี 

ปริมาณมากเพียงพอเพื่อให้สามารถวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระที่เป็นองค์ประกอบได้

ตารางที่ 4.2 ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระท่ีพบในสาหร่ายทีสกัดด้วยวิธีการเขย่า และด้วยชุด soxhlet

สารต้านอนุมูลอิสระ
ความเข้มข้น (มิลสีกรัม/100 มิลลิลิตร)

สกัดด้วยการเขย่า สกัดด้วยชุด soxhlet

คลอโรทิเลล์ เอ 1.46 28.61

คลอโรพีลล์ บี 0.58 11.02

เบตาแคโรทีน 0.80 8.24

ไลโคปีน 0.02 7.08

4.7 ฤทธ๋ิการด้านอนุมูลอิสระของสารสกัด
วิธีการสกัดมีผลต่อปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระที่สกัดได้ดังที่ได้กล่าวไว้ในหัวข้อก่อนหน้าแล้ว ซ่ึง 

พบว่าวิธีการสกัดด้วยชุด soxhlet ให้ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระมากท่ีสุด อย่างไรก็ตามปริมาณสารท่ีสกัดไต้ 

ไม่ได้ยืนยันถึงคุณภาพของสารสกัดซ่ึงอาจถูกจำกัดด้วยความร้อน และแสง ดังนั้นจึงมีการทดสอบเพิ่มเติมใน 

เรืองของถุทธ่ํของสารต้านอนุมูลอิสระ ไต้ผลดังตารางท่ี 4.3 และรูปที่ 4.15 พบว่าการสกัดสารต้าอนุมูลอิสระ 

จากสาหร่ายด้วยวิธีการเขย่าสามารถสกัดสารท่ีมีคุณภาพท่ีดีกว่า หรือกล่าวคือสามารถจางสี DPPH จากสีม่วง 

เข้มเป็นสีท่ีจางกว่าได้ และใกล้เคียงกับสารมาตรฐานซ่ึงในท่ีน้ีคือวิตามินซี
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ตารางท่ี 4.3 ฤทธ้ีการต้านอนุมูลอิลระของสารสกัดด้วยวิธีการเขย่า และชุด soxhlet

สารต้านอนุมูลอิสระ
ประสิทธิภาพในการ 

ต้านอนุมูลอิสระ(%)

สารสกัดจากสาหร่าย (วิธีการเขย่า) 85.33

สารสกัดจากสาหร่าย (ชุด soxhlet) 25.72

วิตามินซี (ความเข้มข้น 1 g/100 ml)) 135.33

Blank วิตามินซี ตัวอย่าง 1 สกัดด้วยการเขย่า ตัวอย่าง 2 สกัดด้วยวิธี soxhlet 

รูปท่ี 4.15 สีของสารตัวอย่างนละสารมาตรฐานหลังทำปฏิกิริยากับสารละลาย DPPH 0.35 ทาM แล้ว
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4.8 ปริมาณสาหร่าย

จากอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเซลล์สาหร่าย Scenedesmus armatus ปริมาตรทั้งหมด 7,000

มิลลิลิตร ได้น้ําหนักเซลล์สาหร่าย Scenedesmus armatus ท่ีผ่านการทำ Freeze drying ตามภาคผนวก ฉ 

เท่ากับ 9.5106 กรัม

ตารางที่ 4.4 ปริมาณสาหร่ายแห้งท่ีได้จากงานวิจัย

ปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเซลล์ 

(มิลลิลิตร)
น้ําหนักเซลล์แห้ง (กรัม)

7,000 9.5106



สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ

การศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพาะเล้ียงสาหร่าย Scenedesmus armatus เมื่อเปรียบเทียบ 

สูตรอาหารท่ีใซ้เพาะเล้ียงสาหร่ายท้ัง 3 สูตร (BG11 N8 และ BBM) พบว่าไม่แตกต่างกันแต่ BG11 ให้เซลล์ท่ีมี 

ขนาดใหญ่กว่าสูตรอาหารอ่ืนๆ ความเข้มแสงที่ใข้ในการเจริญเติบโตได้ดำเนินการเปรียบเทียบท่ีความเข้มแสง 

2,700 และ 3,400 ลักซ์ พบว่าการเพาะเลี้ยงทั้ง 2 ความเข้มแสงน้ันไม'มีความแตกต่างกัน แต่มีค่าอัตราการ 

เจริญเติบโตจำเพาะมากเมื่อเพาะเลี้ยงในระบบ 3,400 ลักซ์ ชนิดของหัวพ่นอากาศรูปแบบต่างๆ เป็นปีจจัย 

หนึ่งที่มีผลต่อัตราการเจริญเติบโตของสาหร่ายโดยดำเนินการทดสอบที่มีปริมาตรอาหาร 400 มิลลิลิตร 

ปริมาณอากาศ 80 มิลลิลิตรต่อนาที ที่ความเข้มแสง 3,400 ลักซ์ พบว่าหัวพ่นอากาศแบบหัวทรายทรงกลมมี 

อัตราการการเจริญเติบโตจำเพาะสูงสุด ในขณะที่ระบบเพาะเลี้ยงปริมาตรอาหาร 4,000 มิลลิลิตร ปริมาณ 

อากาศ 1,500 มิลลิลิตรต่อนาที พบว่าหัวพ่นอากาศแบบสามทางเจาะรูมีอัตราการเจริญเติบโตจำเพาะสูงสุด 

ทั้งสองระบบมีอัตราการเจริญเติบโตจำเพาะมากกว่าระบบการเลี้ยงแบบดั้งเดิม (เขย่า) ดังน้ันการเลือกใช้ชนิด 

หัวพ่นอากาศมีความสัมพันธ์กับขนาดระบบที่ใช้เลี้ยง จากอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเซลล์สาหร่าย Scenedesmus 
armatus ในสภาวะที่ดีที่สุดปริมาตรอาหาร 7,000 มิลลิลิตร ได้เซลล์สาหร่าย Scenedesmus armatus ท่ี 

ผ่านการทำ Freeze drying มีน้ําหนักเท่ากับ 9.5106 กรัม

ข้อเสนอแนะ
1 วัสดุขวดท่ีนำมาใช้เพาะเล้ียงสาหร่ายโดยเคร่ืองปีมอากาศน้ัน สามารถใช้ได้ท้ังวัสดุประเภท พลาสติก 

หรือแก้ว แต่วัสดุประเภทแก้วจะมีอายุการใช้งานนานกว่า และฆ่าเชื้อได้ง่ายกว่าแต่จะมีราคาสูงที่กว่าวัสดุ 

ประเภทพลาสติก

2. จากผลการทดลองหัวพ่นอากาศลักษณะต่างๆ ในการเพาะเลี้ยงที่ปริมาตรอาหาร 400 มิลลิลิตร จะ 

เห็นว่าหัวทรายทรงกลมมีประสิทธิภาพในการเจริญของสาหร่ายได้ดีที่สุด แต่จากการทดลอง หัวพ่นอากาศ 

ลักษณะนี้ให้ประสิทธิภาพที่ดิแต่ยากต่อการฆ่าเชื้อเป็นอย่างมาก เนื่องจากว่าหัวพ่นอากาศที่เป็นลักษณะหัว 

ทรายจะไม่สามารถนำไปฆ่าเช้ือด้วยเครื่องออโตเครปได้ ดังน้ันจึงต้องฆ่าเช้ือด้วยการแซ่น้ํายาฆ่าเช้ือ และควร 

ล้างนํ้ายาฆ่าเชื้อออกให้หมดจึงจะสามารถนำมาใช้ในการเพาะเลี้ยงได้ ดังนั้นหัวพ่นอากาศแบบสามทางก็เป็น 

อีกทางเลือกหนึ่งที่แนะนำ เนื่องจากง่ายต่อการฆ่าเชื้อ และมีประสิทธิภาพในการเพาะเลี้ยงสาหร่ายได้ดี 

โดยเฉพาะอย่างยิงเม่ือใช้ในการเพาะเล้ียงท่ีมีฃนาดใหญ่

3. ควรเล้ียงในระบบขยายขนาดที,มากกว่า 4,000 มิลลิลิตร เพ่ือเพ่ิมปริมาณสาหร่ายได้มากย่ิงช้ืน และ

4. ควรมีการทำการทดลองซ้ําเพ่ือให้ได้ค่าการเจริญเติบโตที่แน่นอนและใช้เป็นฐานข้อมูลในการเล้ียง 

คร้ังต่อๆ ไป
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ภาคผนวก ก
แหล่ง,น้ําแหล่งท่ี 2 จากแหล่งน้ําธรรมชาติบริเวณบึงพระราม จังหวัดพระนครครึอยุธยา 

จะแบ่งได้อีกเป็น 2 บริเวณ 1. บริเวณฝังขวาของส่ิงก่อสร้างท่ีย่ืนลงไปในบึง 2. บริเวณฝังขวาของส่ิงก่อสร้างท่ี 

ย่ืนลงไปในบึง

1. บริเวณฝังขวาของส่ิงก่อสร้างที,ย่ืนลงไปในบึง

2. บริเวณฝังขวาของส่ิงก่อสร้างท่ีย่ืนลงไปในบึง
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ภาคผนวก ข

สูตรอาหาร BG-11
สารเคมี ความเข้มข้น(gA)
NaN03 1.5

k2hpo4 0.04

MgS04 - 7H20 0.075

CaCl2 - 2H20 0.036

Citric acid 0.006

Ferric Ammonium Citrate 0.006

EDTA disodium magnesium salt 0.01

Na2C03 0.02

Trace element 1 ml

- h3bo3 0.715

MnCl3- 4H20 0.4525

- ZnS04- 7H20 0.0555

- NaMoCV 2H20 0.0975

- CuS04- 5H20
3.95

- C0(N03)2- 6H20
2.45

สูตรอาหาร N-8 medium (ขจรเกียรต้ิ, 2550)

สารเคมี ความเข้มข้น(gA)
Na2HP04-2H20 0.26

kh2po4 0.74

kno3 0.01

FeEDTA 0.01

MgS04-18H20 0.05

CaCl2 1.0

Trace element 1 ml

- Al2(ร0 4)3- 18H20 3.58

- MnCl2- 4H20 12.98

- CuS04- 5H20 1.83

- ZnS04- 7H20 3.20
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สูตรอาหาร BBM (Bold’s Basal Medium) (ขจรเกียรต, 2550)

สารเคมี ความเข้มข้น(gA)

NaN03 0.25

CaCl2.2H20 0.025

M§S04.7H20 0.075

k2hpo4 0.075

kh2po4 0.175

NaCl 0.025

Trace element 1 ml

- EDTA stock1 1 ml

H-Fe stock2 1 ml

Boron stock3 1 ml

H-H5 stock4 1 ml

หมายเหตุ JEDTA 5 § 1 KOH 3.1 § เติมน้ํากล่ันให้เป็น 100 ml 

2H-Fe stock: FeS04.7H20  0.498 § ละลายใน

0.1% H2SOq 100 ml

3Boron stock: H3BO3 1.142 §เติมน้ํากล่ันให้เป็น 100 ml 

4H-H5 stock ประกอบด้วยส่วนประกอบ 5 ชนิด

- ZnS0q-7H20  0.882 §

- Mo0 3 0.071 §

- Co(N03)2-7H20 0.049 §

- MnCl24H20 0.144 §

-CuS0q-5H20 0.157 §

นำส่วนประกอบท้ังหมดละลายใน 0.1% H2SOq 100 ml
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การติดต้ังระบบเพาะเล้ียงสาหร่าย
ภาคผนวก ค

ทกาศ กำลังไฟ 58W แรงลม

70 ลิตร/นาที แรงดันลม 0.028 Mpa

(Yamano, AP-40, China)

รูปที่ 2 ปัมอัดอากาศ กำลังไฟ 47W แรงลม 

70/40 ลิตร/นาที แรงดันลม 0.038/0.044

Mpa (Atman, HP-8000)

รูปที่ 4 หัวปล่อยอากาศแบบสายยางปกติ 

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.4 เซนติเมตร

รูปที่ 5 หัวปล่อยอากาศแบบหัวทรายทรง 

กลม ขนาดเส้นรอบวง 10 เซนติเมตร

รูปที่ 6 หัวปล่อยอากาศแบบหัวทราย 

ทรงกระบอก ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1.2

รูปที่ 3 หัวปล่อยอากาศแบบต่างๆ ท่ีใช้ไน เซนติเมตร ยาว 2.5 เซนติเมตร

การทดลอง
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ให้อากาศโดยใช้หัวปล่อยอากาศรูปแบบต่างๆ

รูปที่ 11 การติดต้ังหลอดไฟให้กับระบบการ 

เพาะเล้ียง

(วงกลมเจาะรู)

รูปที่ 7 หัวปล่อยอากาศแบบประดิษฐ์ (สาม 

ทางเจาะรู)

แบบให้อากาศโดยใซ้หัวปล่อยอากาศรูปแบบ 

ต่างๆ

ให้อากาศโดยใช้หัวปล่อยอากาศรูปแบบต่างๆ
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รูปที่ 12 การทดสอบติดตั้งระบบการเลี้ยง

แบบให้อากาศโดยใช้หัวปล่อยอากาศแบบ

สายยางปกติ

แบบให้อากาศโดยใช้หัวปล่อยอากาศแบบ

สายยางปกติ

แบบให้อากาศโดยใช้หัวปล่อยอากาศแบบ

ประดิษฐ์ (วงกลมเจาะรู)

รูปท่ี 15 การทดสอบติดต้ังระบบการเล้ียง 

แบบให้อากาศโดยใช้หัวปล่อยอากาศแบบ 

ประดิษฐ์ (สามทางเจาะรู)

รูปท่ี 16 การทดสอบติดต้ังระบบการเลียง 

แบบให้อากาศโดยใช้หัวปล่อยอากาศแบบหัว 

ทรายทรงกลม

รูปท่ี 17 การทดสอบติดตั้งระบบการเล้ียง 

แบบให้อากาศโดยใช้หัวปล่อยอากาศแบบหัว

ทรายทรงกระบอก
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สะดวกในการทำงาน

สะดวกในการทำงาน

ในการเพาะเล้ียงเพื่อเปรียบเทียบ 

ประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือชนิดต่างๆ

รูปที่ 21 ภาพรวมการติดต้ังเพาะเลี้ยง 

สาหร่าย

สาหร่าย
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ภาคผนวก ง

การคัดแยกเช้ือให้บริสุทธและถ่ายเช้ือ

คัดแยกเช้ือบริสุทธิ,จากจุฬา
รูปที่ 23 นำเช้ือท่ีได้มา cross streak ให้ได้ 

โคโลนีเด่ียว ในอาหารแข็ง BG1

รูปที่ 24 เข่ียโคโลนีเด่ียวจาก Plate มาลงส 

แลนท์ ให้ได้เช้ือบริสุทธิ,และเก็บเป็นสต๊อก

รูปที่ 25 เข่ียโคโลนีเด่ียวจากสต๊อกเช้ือ 

สาหร่าย 1 loop ลงใน flask อาหารเหลว

26 สาหร่ายบริสุทธ๋ีเจริญเติบโตใน

อาหารเหลว BG11

BG11
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คัดแยกเช๋ี'อบริสุหร๋ิจากแหล่งน้ํา 1 และ 2 
(อ้างรงตำแหน่งของแหล่งน้ําตาม ภาคผนวก ก)

รูปที่ 27 เตรียมอุปกรณ์เพ่ือตรวจดูสาหร่ายท่ี 

ต้องการคัดแยกให้บริสุทธ้ิโดยใช้กล้อง 

จุลทรรศน์

รูปที่ 28 เตรียมอุปกรณ์เพ่ือตรวจดูสาหร่ายที 

ต้องการคัดแยกให้บริสุทธิโดยใช้กล้อง 

จุลทรรศน์

รูปที่ 29 การ spread plate เพ่ือคัดแยกเช้ือ 

สาหร่ายบริสุทธ้ิสายพันธุ้ท่ีต้องการ (แหล่งน้ํา 

2 จานท่ี 1)

รูปที่ 30 การ spread plate เพ่ือคัดแยกเช้ือ 

สาหร่ายบริสุทธี้สายพันธุ้ท่ีต้องการ (แหล่งน้ํา 

2 จานท่ี 2)

รูปที่ 31 การ spread plate เพ่ือคัดแยกเช้ือ 

สาหร่ายบริสุทธิ้สายพันธุ้ท่ีต้องการ (แหล่งนา 

2 จานท่ี 3)

สาหร่ายบริสุทธึ๋สายพันธุ่ท่ีต้องการ (แหล่ง'นา 

2 จานท่ี 5)

Lib
Textbox



85

รูปที่ 33 การ spread plate 

สาหร่ายบริสุทธ้ิสายพันธุท่ีต้องการ (แหล่ง'นา 

1 จานท่ี 1)

จุลทรรศน์ (แหล่งนา 1)

รูปที่ 35 ภาพสาหร่ายท่ีส่องดูภายใต้กล้อง

รูปที่ 36 ภาพสาหร่ายท่ีส่องดูภายใต้กล้อง 

จุลทรรศน์ (แหล่งน้ํา 1)

รูปที่ 37 ภาพสาหร่ายท่ีส่องดูภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์

(แหล่ง'นา 2)

รูปท 38 ภาพสาหร่ายท่ีส่องดูภายใต้กล้อง 

จุลทรรศน์ (แหล่ง,นา 2)

จุลทรรศน์ (แหล่งน้ํา 1)
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จุลทรรศน์ (แหล่งป้า 2) จุลทรรศน์ (แหล่งป้า 2)

รูปที, 43 ภาพสาหร่ายท่ีส่องดูภายใต้กล้อง 
2/

(แหล่งป้า 2) จุลทรรศน์ (แหล่งนำ 2)

จุลทรรศน์ (แหล่งป้า 2)
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รูปที่ 45 ภาพสาหร่ายท่ีส่องดูภายใต้กล้อง 

จุลทรรศน์ (แหล่งน้ํา 2) 1อง
จุลทรรศน์ (แหล่งป้า 2)

รูปที่ 49 ภาพสาหร่ายท่ีส่องดูภายใต้กล้อง 
1>

จุลทรรศน์ (แหล่งป้า 2)

รูปที่ 47 ภาพสาหร่ายท่ีส่องดูภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ (แหล่งนำ 2)

จุลทรรศน์ (แหล่งป้า 2) จุลทรรศน์ (แหล่งป้า 2)
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สาหร่ายบริสุทธ้ิสายพันธุ่ท่ีต้องการ

สาหร่ายบริสทธ้ีสายพันธุท่ีต้องการ

สาหร่ายบริสุทธี้สายพันธุท่ีต้องการ
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การเก็บผลและวัดผลการหดลอง

รูปที่ 54 ตัวอย่างสาหร่ายท่ีเก็บเพ่ือใช้วัดผล 

การเจริญเติบโต

รูปที่ 56 การวัดผลการเจริญเติบโตของ 

สาหร่ายโดยการนับเซลล์ด้วยสไลด์ 

Haemacytometer

รูปที่ 57 การวัดผลการเจริญเติบโตของ 

สาหร่ายโดยการนับเซลล์ด้วยสไลด์ 

Haemacytometer

รูปที่ 58 เตรียมอุปกรณ์เพ่ือตรวจดูสาหร่ายท่ี 

ต้องการคัดแยกให้บริสุทธ้ิโดยใช้กล้อง 

จุลทรรศน์

รูปที่ 59 กล้องจุลทรรศน์ท่ีใช้นับเซลล์และ 

ตรวจดสาหร่ายท่ีต้องการคัดแยกให้บริสทธ้ิ
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ภาคผนวก ฉ

การเตรียมตัวอย่างลาหร่ายเพ่ือทารทำแห้ง
1. นำขวดเพาะเล้ียงสาหร่ายขนาด 6 ลิตรท่ีมีเซลล์และอาหารเล้ียงเช้ือต้ังท้ิงไว่ให้เซลล์ตกตะกอนเป็น

เวลา 1 คืน

2. เทอาหารเล้ียงเช้ือส่วนใสท้ิงบางส่วน จะได้อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีปริมาณเซลล์จำนวนมาก

3. ใช้กระบอกตัวในการตวงอาหารเหลวท่ีมีเซลล์ใส่ลงในขวดปันเหว่ียง ขวดละ 200 มิลลิลิตร

4.

- • '  • ' ■ i a r .  V - 4  • ะ . 4 ะ  a M K a g a a a a j H i w w i T O l W B H I

รูปที่ 2 ขวดปีนเหวี่ยงที่บรรจุอาหารเหลวและเซลล์ ปริมาตรขวดละ 200 มิลลิลิตร 

นำขวดปันเหว่ียงท่ีมีอาหารเหลวและเซลล์ไปช่ังน้ําหนักเพ่ือปรับน้ําหนักให้สมดุลกันด้วยเคร่ืองช่ัง
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5. นำขวดปันเหวี่ยงที่นํ้าหนักสมดุลกันแล้วไปปีนเหวี่ยงด้วยเครื่องปันเหวี่ยงตกตะกอน

รูปที่ 4 เคร่ืองปันเหว่ียงตกตะกอน (Centrifuge)

6. เทส่วนใสท้ิง จะเหลือเซลล์สาหร่ายตกตะกอนอยู่ในขวดปันเหว่ียง ดังรูปท่ี 10

รูปที่ 5 เซลล์สาหร่ายท่ีตกตะกอนอยู่ในขวดปีนเหว่ียง

7. ใช้เข็มเข่ียเช้ือปลายกลมเข่ียเซลล์สาหร่ายใส่ลงในจานแก้วเพาะเช้ือ

(Centrifuge)
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รูปที่ 9 ผิวหน้าเซลล์สาหร่ายท่ีเกล่ียให้เรียบและบางโดยใช้ช้อนตักสาร

9. ปิดฝาจานแก้วเพาะเช้ือแล้วนำจานแก้วเพาะเช้ือใส่ลงในถุงพลาสติกใส มัดปากถุงหลวมๆ ด้วยยางรัด 

ของ ดังรูปท่ี 15
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รูปที่ 10 นำจานแก้วเพาะเข้ือวางซ้อนกันในถุงพลาสติกใส มัดปากถุงหลวมๆ ด้วยยางรัดของ

10. นำถุงพลาสติกท่ีมีจานแก้วเพาะเช้ือไปใส่ตู้แซ่แข็งเป็นเวลา 1 คืน ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส

11 ตู้เย็นแซ่แข็ง (Freezer)

รูปที่ 12 การนำตัวอย่างใส่ในตู้เย็นแซ่แข็ง

11. เปิดเครื่องทำแห้งภายใต้ความเย็นและสุญญากาศ เตรียมการเคร่ืองให้พร้อมทำงาน

12. นำจานบรรจุเซลล์สาหร่ายออกมาจากตู้เย็นแซ่แข็งจะพบว่าเซลล์จะแข็งและมีรอยแตกดังรูปท่ี 18
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13. เปิดฝาจานแก้วเพาะเช้ือแล้ววางลงในช้ันวางตัวอย่าง ช้ันละ 2-3 จาน

รูปที่ 14 เปิดฝาจานแก้วเพาะเช้ือท่ีมีเซลล์สาหร่ายแล้ววางลงบนช้ันวางตัวอย่าง 

14. ปล่อยให้เคร่ืองทำแห้งภายใต้ความเย็นและสุญญากาศทำงานจนกระท่ังเซลล์สาหร่ายแห้ง ซ่ึงสังเกตไต้

จากลักษณะ1ของเซลล์'จะแตกเปีนผง

15. ปิดปิมอัดอากาศก่อนแล้วจึงปิดเครื่องทำแห้ง

16. นำเซลล์สาหร่ายท่ีแห้งแล้วออกมาจากเคร่ืองทำแห้ง จะไต้เซลล์ดังรูปท่ี 20-21
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17. นำเซลล์สาหร่ายท่ีได้ไปช่ังน้ําหนักด้วยเคร่ืองช่ัง 4 ตำแหน่ง

18. เก็บเซลล์สาหร่ายไว่ในถุงซิปล็อค เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

ข้อเสนอแนะ
1. ควรเช็ดน้ําภายในเคร่ือง Freeze dryer ให้แห้งสนิท

2. ควรเปิดเคร่ือง Freeze dryer ก่อนเร่ิมใข้งานเป็นเวลาอย่างน้อย 30 นาที เพ่ือให้เคร่ือง 

Freeze dryer ทำความเย็นก่อน มิเซ่นน้ันจะทำให้เกิดการละลายได้ และทำให้ไม่ได้เป็นผง

3. การหยิบ/จับส่ิงของท่ีผ่านการแซ่จากตู้แซ่แข็ง (Freezer) ควรทำด้วยความระมัดระวัง เน่ืองจากมี 

ความเย็นสูงอาจทำให้ได้รับบาดเจ็บจากน้ําแข็ง
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ภาคผนวก ข
วิธีการใช้เคร่ืองทำแห้งภายใต้ความเย็นและสุญญากาศ (Freeze drver)

1.

2.

รูปที่ 1 เคร่ืองทำแห้งภายใต้ความเย็นและสุญญากาศ (Freeze dryer) 

หมุนเปิดวาล์วกลมด้านหน้าเคร่ืองเพ่ือปล่อยน้ําท่ีขังอยู่ด้านในเคร่ืองออกให้หมด

ยกถังใส่ตัวอย่างท่ีอยู่ด้านบนเคร่ืองออกก่อน

3. เปิดฝาใสท่ีปิดด้านในถังเย็นออก ใช้ผ้าเช็ดด้านในเคร่ืองให้แห้งอย่าให้มีน้ําขังเปียกอยู่ หมุนปิดวาล์ว 

กลมด้านหน้าเคร่ืองให้สนิท

4.

รูปที่ 3 ฝาใสท่ีปิดด้านในถังเย็น

เปิดป่มเปิดเคร่ืองซ่ีงอยู่บริเวณด้านหลังเคร่ืองฝ่งฃวามือด้านล่าง
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5. ปล่อยให้เคร่ืองทำความเย็นประมาณ 15-30 นาที หรือจนกว่าจะมีไอน้ําและน้ําแข็งเกาะด้านในเคร่ือง

โดยไม่ต้องเปิดปิมอัดอากาศ

6. เม่ือเคร่ืองเย็นพร้อมใช้งาน ให้นำช้ันวางออกมาจากเคร่ืองทำแห้งแล้ววางตัวอย่างลงไป

8. เปิดปิมอัดอากาศ

9. ปล่อยให้เคร่ืองทำงานจนตัวอย่างแห้งสนิทกลายเป็นผง

10. ปิด,ปีมอัดอากาศแล้วจึงปิดเคร่ืองทำแห้ง

11. นำตัวอย่างออกจากเคร่ืองได้
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ผลของหัวพ่นอากาศชนิดต่างๆ ในการการเลี้ยง Scenedesm us a rm a tus  ในระบบที่ประดิษฐ์ขึ้น

ดวงกมล เรือนงาม1* และวีบา ชูโชติ1

'ภาควิชาฃิววิทยา, คณะวิทยาศาสตร์, สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง สจล 

'Email: krduangk@kmitLac.th, modeliebe@gmail.com

Scenedesmus armatus เป็นสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กท่ีมีสำคัญใบฐานะผู้ผลิตสารต้านอนุมูลอิสระและไบโอดีเซล

งานวิจัยบ้ีเร่ิมต้นด้วยการทดสอบอาหารเล้ียงสาหร่ายท่ีเหมาะสมในระบบ 400 มิลลิลิตร ความเข้มแสง 3,400 ลักซ์ อาหาร 
เล้ียงสาหร่ายท่ีศึกษาได้แก่ BG11, N-8 และ BBM พบว่า BG11 สามารถเล้ียงสาหร่ายได้ความเข้มข้นเซลล์มากกว่าอาหาร 
ชนิดอ่ืน  ๆ และอาหารชนิดบ้ีจะนำไปศึกษาต่อในข้ันตอนต่อไป ผลของความเข้มแสงพิจารณาในระบบ 400 มิลลิลิตร ความ 
เข้มแสง 2,700 และ 3,400 ลักซ์ พบว่า 2,700 ลักซ์ เพียงพอต่อการเล้ียงสาหร่าย หัวพ่นอากาศท่ีแตกต่างกับ 5 แบบได้ 
นำมาศึกษาและเปรียบเทียบกับวิธีการเล้ียงแบบเขย่า (120 รอบต่อนาที 400 มิลลิลิตร) หัวพ่นอากาศท่ีพิจารณาได้แก่ ท่อ 
ยางซิลิโคนตรง, ท่อยางซิลิโคนดัดวงกลมเจาะรู, ชิลิโคน 3 ทางเจาะรู, หัวทรายทรงกลม และหัวทรายทรงกระบอก ผลจะ 
พิจารณาถึงปริมาณความเข้มข้นของเซลล์, ปริมาณเซลล์มีชีวิตวัดท่ีความยาวคล่ืน 560 นาโนเมตร และน้ําหนักเซลล์แห้ง 
พบว่าหัวทรายทรงกลมสามารถเล้ียงสาหร่ายได้ปริมาณมากท่ีสุดคือ 6X106 เซลล์ต่อมีลลิลิตร และ 3.34 กรัมเซลล์แห้งต่อ 
ลิตร นอกจากบ้ีได้ศึกษาในระบบขนาดใหญ่ด้วยคือ 4,000 มีลลิลิตร พบว่าหัวพ่นอากาศแบบซิลิโคน 3 ทางเจาะรูให้ความ 

เข้มข้นของเซลล์มากท่ีสุด คือปริมาณ 8.7X106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และ 5 กรัมต่อลิตร

คำสำคัญ: Scenedesmus armatus, สีเขียว, หัวพ่นอากาศ

การประชุมวิชาการสาหร่ายและแพลงก์ตอนแห่งชาติ คร้ังท่ี 7 วันที่ 25-27 มีนาคม 2558 โรงแรมนารายณ์ กรุงเทพมหานคร
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Effect of different sparger types on Scenedesm us a rm a tu s  cultivation in invented
system

Duangkamol Ruen-ngam1 and Weena Choochote1

department of Biology, Faculty of Science, King Mongkut’s Institute of Technogy Lakrabang KMITL 
'Email: krduangk@kmitl.ac.th, modeliebe@gmail.com

Scenedesmus armatus is an important green microalgae in term  of biodiesel and antioxidant producer. 

This research started with preliminary tested for optimum medium in 400 ml cultivation system with 

light intensity of 3,400 lux. The investigated mediums were BG11, N-8 and BBM. Among the different 

medium, cells grown in BG11 medium showed the highest cell concentration compared with the others 

and then was further used in the next step. Effect o f light intensity has been further investigated at 2,700 

and 3,400 lux in 400 ml system. The result showed that 2,700 lux was enough for algae cultivation. The 

aeration system with five different air-sparger types (silicone straight tube, invented circular silicone tube 
with ream, invented three-way silicone tube with ream, spherical sand stones air nozzle and cylindrical 

sand stones air nozzle) was then investigated and compared with traditional shaker (120 rpm with 

medium size 400 ml) in this study. The results of each condition were demonstrated in terms o f cell 

concentration, viable cell absorbance at wavelength o f 560 ททา and cell dried weight. The cultivation 
with the spherical sand stones air nozzle as sparger revealed the highest amount of algae cells with a 
maximum of cell concentration at 6xl06 cells per milliliter and 3.34 gram of cell dried weight per liter. 
The large scale cultivation of 4,000 ml was also studied in this research. The invented three-way silicone 
tube with ream showed the highest amount o f cell concentration of 8.7xl06 cells per m illiliter and 5 
gram per liter.

Keywords: Scenedesmus armatus, green algae, sparger

การประขุมวิซาการสาหร่ายและแพลงก์ตอนแห่งชาติ คร้ังท่ี 7 วันที่ 25-27 มีนาคม 2558 โรงแรมนารายณ์ กรุงเทพมหานคร
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ประวัติผู้วิจัย
ประวัติส่วนตัว
ซ่ือ-สกุล (ไทย) ดร. ดวงกมล เรือนงาม

(อังกฤษ) Dr. Duangkamol Ruen-ngam

เพศ หญิง อายุ 34 ปี สถานภาพ สมรส

ตำแหน่งปัจจุบัน ผู้ช่วยศาสตรจารย์

ประวัติการศึกษา
ปริญญาตรี

ปริญญาโท 

ปริญญาเอก
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ห้องปฏิบัติการชีวเคมี ภาควิขาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย

หัวข้องานวิจัย:เทvestigation the effect o f salinity on hydrodynamics

performance in airlift bioreactor

แหล่งทุนวิจัย: ทุนอุดหนุนวิทยานิพนธ์สำหรับนิสิต

ศูนย์วิจัยไฟฟ้าชีวภาพ ภาควิชาเคมีประยุกต์และชีวเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร์

มหาวิทยาลัยคุมาโมโต,ะ เมืองคุมาโมโต,ะ ประเทศญี่ป่น 

หัวข้องานวิจัย: Extraction of astaxanthin from Hoemotococcus piuvioiis 
แหล่งทุนวิจัย: ทุนโครงการปริญญาเอกกาญจนาภิเษก รุ่น 10 จาก สกว.
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2555 มกราคม 9 - 1 0  Science Camp ©Science Park ค่ายโครงงานจุฬาภรณ์ รุ่น 2-1 ปี 2555

เป็นผู้บรรยายร่วมกับ รศ. ดร. อาทิวรรณ โชติพฤกษ์ ภายใต้หัวข้อ “ การสืบค้นข้อมูล”
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2556
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