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บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ

วัสดุและอุปกรณ
1. วัสดุ

1.1 วัตถุดิบ
-    นํ ้าทิง้จากโรงงานแปรรูปอาหารทะเลของบริษัททรอปคอลแคนนิ่ง จํ ากัด (มหาชน) 
ทีผ่านการบํ าบัดแลวในบอตกตะกอน (กอนปลอยออกสูบึงประดิษฐ)              (ภาค
ผนวกที่ ข1)
-    บริษทัหองเยน็โชติวัฒนจํ ากัด (มหาชน) ที่ผานการบํ าบัดแลวในบอตกตะกอน
(ภาคผนวกที่ ข2)
1.2 สาหราย Botryococcus braunii

สาหราย B. braunii แยกไดจากอางเก็บนํ้ ามหาวิทยาลัยสงขลานครินทร
1.3 อาหารเลี้ยงสาหราย (ภาคผนวก ก)
- Modified Chu 13 (เพิม่ปริมาณอาหาร 4 เทา) (Largeau et al., 1980)
- Kratz and Myers media (Gelpi et al., 1970 อางโดย Vongprasert, 1986)
1.4 สารเคมวีิเคราะหคุณลักษณะของนํ้ าทิ้ง (ภาคผนวก ข)
- วเิคราะหปริมาณซีโอดี
- วเิคราะหปริมาณไนโตรเจน
- วเิคราะหปริมาณไนเทรต
- วเิคราะหปริมาณแอมโมเนีย

2. อุปกรณ
2.1 อุปกรณที่ใชศึกษาชนิดและแยกสาหราย
- ถงุลากแพลงกตอน (plankton net) ขนาดตา 45 ไมโครเมตร
- ขวดพลาสติกขนาด 250 มิลลิลิตร
- กลองจุลทรรศนแบบหัวกลับ (Inverted Microscope) Model SZ-ST ของบริษัท 

Olympus
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- กลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบ (Compound Microscope) Model 
Olympus CH30 ของบริษัท Olympus

- จานเพาะเชื้อ
- หลอดแกวทดลอง ขนาด 15x150 มิลลิเมตร
- คาปลลารีปเปต (Capillary pipette)
- ชัน้เลีย้งสาหรายพรอมหลอดไฟฟาฟลูออเรสเซนต (หลอดละ 40 วัตต จํ านวน 2 

หลอด)
- ตูปลอดเชื้อ (Laminar air flow) Model HT-124 ของบริษัท International 

Scientific Supply Co.,Ltd.
- เครือ่งหมุนเหวี่ยง Model H–103.N series ของบริษัท Kokusan Enshinki Ltd.
- หมอนึ่งอัดไอ (Autoclave)
2.2 อุปกรณที่ใชเลี้ยงสาหราย
- หลอดแกวทดลองขนาด 340x34 มิลลิเมตร
- ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร
- หลอดไฟฟาฟลูออเรสเซนตแบบ cool white (หลอดละ 40 วัตต จํ านวน           

16 หลอด)
- อางแกว ขนาด 50x91x45 ลูกบาศกเซนติเมตร
- หลอดแกวกรองอากาศ
- จกุยางพรอมทอแกว
- ถังบรรจุแกสคารบอนไดออกไซด
- เครื่องวัดอัตราการไหลของอากาศ series RMA (Rate-master flow meter) ของ

บริษัท Dwyer Instruments, Inc.
- เครื่องวัดความดันแกสคารบอนไดออกไซด (pressure regulator) type CR 25F 

ของบริษัท Ming Shen Ent. Co.,Ltd.
- เครือ่งควบคุมเวลา Model TM-24H ของบริษัท Kawamura Electric Ind. 

Co.,Ltd.
- เครือ่งปมอากาศ (Air pump) LP-60 Guangdong Risheng Group Co.,Ltd.
2.3 อุปกรณที่ใชศึกษาการเติบโตของสาหราย
- เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร Model 7800 ของบริษัท Jasco
- เครือ่งวัดคากรด-เบส Model SA520 ของบริษัท Orion
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- เครือ่งหมุนเหวี่ยง Model H–103.N series ของบริษัท Kokusan Enshinki Ltd.
- เครื่องกรองมิลลิพอร
- ปมดูดสุญญากาศ (Suction pump)

2.4 อุปกรณวิเคราะหคุณภาพไฮโดรคารบอน
- เครื่องแกสโครมาโทกราฟฟ (Gas Chromatography) Model HP 5890        

Gas Chromatograph ของบริษัท Hewlette Packard
- เครื่องแมสสเปคโทรมิเตอร (Mass Spectrometer)  Model HP 5972 Mass 

Selective Detector ของบริษัท Hewlette Packard
- เครื่องฟรีซดรายเออร (Freeze dryer)
- เครื่องโซนิเคเตอร (Sonicator)
- เครื่องทนิเลเยอรโครมาโทกราฟฟ (Thin Layer Chromatography)
- เครื่องระเหยสุญญากาศ

วิธีการ

1. การแยกสาหราย
เกบ็ตัวอยางนํ ้าจากอางเก็บนํ้ ามหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ในเดือนพฤศจิกายน ปพ.ศ. 2545 

โดยใชถุงแพลงกตอน ขนาดตา 45 ไมโครมิเตอร นํ าตัวอยางนํ้ ามาแยกเฉพาะโคโลนีของสาหราย 
Botryococcus braunii โดยใชคาปลารีปเปต (Capillary pipette) ดึงโคโลนีของ B. braunii ภายใต
กลองจุลทรรศนแบบหัวกลับ ลางโคโลนีดวยนํ้ ากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลวหลายๆครั้งโดยใชคาปลลารี 
ปเปต (Stein, 1973) จากนั้นถายลงในหลอดทดลองที่บรรจุอาหาร Modified Chu 13 ทํ าเชนเดิม
หลายๆครัง้จนไดจํ านวนโคโลนีพอสมควร นํ าไปบม (incubate) บนชั้นเลี้ยงอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส         
ความเขมแสง 1,500 ลักซ

2. คัดเลือกและวิเคราะหคุณลกัษณะนํ ้าทิง้จากโรงงานแปรรูปอาหารทะเล
คัดเลอืกแหลงนํ ้าทิง้ที่เหมาะสมสํ าหรับเลี้ยงสาหราย (พิจารณาจากนํ้ าทิ้งมีปริมาณไนโตรเจน

และฟอสฟอรสัสูง) โดยเลือกนํ้ าทิ้งของโรงงานทรอปคอลแคนนิ่งจํ ากัด (มหาชน) และนํ้ าทิ้งของบริษัท
หองเยน็โชตวิฒันจ ํากัด (มหาชน) มาทํ าการวัดคากรด-เบส, ซีโอดี, ของแข็งทั้งหมด, ไนเทรตโดยวิธี 
Cadmium reduction method, ฟอสเฟตโดยวิธี Ascorbic method, แอมโมเนียโดยวิธี Phenate 
method (APHA, AWWA and WPCF, 1995) และไนโตรเจนทั้งหมด (TKN) โดยวิธี Kjeldahl method 
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(A.O.A.C. ,1990)  ซึ่งเฉพาะไนโตรเจนทั้งหมดได ส งวิ เคราะหที่ภาควิชาวิศวกรรมเคมี                    
คณะวศิวกรรมศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร

3. ปจจยัที่มีผลตอการเติบโตของสาหราย
เตรยีมนํ้ าทิ้งเพื่อใชเลี้ยงสาหราย
นํ านํ้ าทิ้งมากรองผานผาขาวบางเพื่อลดปริมาณสารแขวนลอยเก็บในแกลลอนพลาสติกขนาด 

20 ลิตร นํ าไปเก็บรักษาในหองแชเยือกแข็งอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เมื่อตองการนํ ามาเลี้ยง
สาหราย น ํามาทํ าใหละลายและกรองซํ้ าดวยผาขาวบางอีก 2-3 คร้ัง ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °ซ เวลา 
15 นาท ีความดนั 15 ปอนด/ตารางนิ้ว กอนนํ ามาใช

การเตรียมเชื้อเร่ิมตน
ถายสาหราย B. braunii ลงในฟลาสก (ภาพที่ 3a) ขนาด 250 มล. ที่บรรจุอาหารสูตร 

Modified Chu 13 ปริมาตร 100 มล. นํ าฟลาสกไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบตอนาที 
ความเขมแสง 5,000 ลักซ ชวงสวางตอมืด เทากับ 16 : 8 ชัว่โมง เปนเวลา 7 วัน ถายสาหรายจากแต
ละฟลาสกลงในขวดแกวกนแบน (Carboy) (ภาพที่ 3b) เจือจางดวยอาหาร Modified Chu 13 เลี้ยงใน
สภาวะเดิมโดยเพิ่มอากาศผสม CO2 1% อัตรา 5 ลิตรตอนาที เปนเวลา 7-10 วัน เพื่อใชเปนหัวเชื้อเร่ิม
ตน

3a 3b
ภาพที่ 3 การเตรยีมเชื้อเร่ิมตนในฟลาสก (3a) และในขวดแกวกนแบน (3b)
Figure 3 Preparation of precultures in conical flasks (3a) and carboys (3b)
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3.1 ความเขมแสง
เลีย้งสาหรายในอาหารสังเคราะห Modified Chu 13 และ Kratz and Myers คากรด-เบส 6.7 

ความเขมแสง 3,000, 5,000 และ 10,000 ลักซ โดยเลี้ยงในหลอดทดลองขนาด 400 มล. ปริมาตรเลี้ยง 
200 มล. ความหนาแนนของสาหรายเริ่มตนเทากับ 0.2 เลี้ยงในอางแกวที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
(ภาพที่ 4) ใหอากาศผสม CO2 1% อัตรา 1 ลิตรตอนาที ชวงสวางตอมืดเทากับ 16 : 8 ชั่วโมง         
เกบ็ตัวอยางทุกๆ 2 วัน ประมาณ 22 วัน โดยวิธีปลอดเชื้อเพื่อวัดคากรด-เบส วดัการเติบโตโดยวัดคา
ความขุนที่ความยาวคลื่น 435 นาโนเมตร หานํ้ าหนักแหงของเซลลสาหราย (Vonshak and 
Borowitzka, 1991) คํ านวณอัตราการเติบโตจํ าเพาะ (µ) (Pirt, 1975) จากสูตร

µ   =   1 dx หรือ   ln X2 – ln X1

 x dt      t
โดย X1 =   มวลของสาหรายเริ่มตน (กรัมตอลิตร)

X2 =   มวลของสาหรายที่เวลา (t) (กรัมตอลิตร)
t =   เวลา  (วัน)

คํ านวณระยะเวลาการเพิ่มจํ านวนเซลลเปนสองเทา (doubling time)( td) จากสูตร
td   =   ln2 =   0.693
           µ         µ

ทกุชุดการทดลองจะใชคา µ และ td เปนหลกัในการพิจารณาผลที่ใชในการทดลองตอเนื่อง

ภาพที ่ 4 เลี้ยงสาหรายในอาหารสังเคราะห  Modified Chu 13
คากรด-เบส 6.7 และ Kratz and Myers คากรด-เบส 6.7 ที่
ความเขมแสง 3000, 5000 และ 10,000 ลักซ
Figure 4 Cultivation of algal cells in Modified Chu 13 pH 6.7
and Kratz and Myers pH 6.7 at light intensity 3,000, 5,000
and 10,000 lux
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3.2 คากรด-เบสเริ่มตน
เลี้ยงสาหรายในนํ้ าทิ้งจากโรงงานแปรรูปอาหารทะเลของบริษัททรอปคอลแคนนิ่ง

จ ํากดั (มหาชน) ปรับคากรด-เบส 6.7 และไมปรับคากรด-เบส เปรียบเทียบกับอาหาร Modified Chu 
13 คากรด-เบส 6.7 โดยใชความเขมแสง 3,000 ลักซ โดยเลี้ยงในหลอดทดลองขนาด 400 มล. 
ปริมาตรเลีย้ง 200 มล. ความหนาแนนของสาหรายเริ่มตนเทากับ 0.2 เลี้ยงในอางแกวที่อุณหภูมิ     
25 องศาเซลเซียส ใหอากาศผสม CO2 1% อัตรา 1 ลิตรตอนาที ชวงสวางตอมืดเทากับ 16 : 8 ชั่วโมง 
เกบ็ตัวอยางทุกๆ 2 วัน โดยวิธีปลอดเชื้อเพื่อวัดคาตางๆ เชนเดียวกับขอ 3.1

3.3 สารอาหาร
เลี้ยงสาหรายในนํ้ าทิ้งจากโรงงานแปรรูปอาหารทะเลของบริษัททรอปคอลแคนนิ่ง

จ ํากดั (มหาชน) ที่ปรับปริมาณสารอาหาร (ไนเทรต) ใหใกลเคียงกับอาหารสังเคราะห Modified Chu 
13 โดยเลีย้งเปรียบเทียบกับอาหาร Modified Chu 13 คากรด-เบส 6.7 ความเขมแสง 3,000 ลักซ 
เลีย้งภายใตสภาวะเชนเดียวกับขอ 3.2 สุมตัวอยางและวัดคาตางๆ เชนเดียวกับขอ 3.1 และสกัด
ไฮโดรคารบอนจากสาหรายในระยะ early stationary phase (ตามวิธีขอ 5.1) และหาปริมาณ
คลอโรฟลล a และคาโรทีนอยด (ตามวิธีภาคผนวก ค) วิเคราะหคุณลักษณะนํ้ าทิ้งภายหลังการเลี้ยง
สาหราย (ปริมาณไนเทรตและฟอสเฟต) และคํ านวณอัตราการผลิตไฮโดรคารบอน (Productivity) 
(เพญ็แข  วันไชยธนวงศ, 2541) จากสูตร

Productivity = dP
dt

โดย dP = ไฮโดรคารบอนที่สาหรายผลิตไดตอหนวยเวลา (กรัมตอลิตร)
dt = ชวงเวลา (วัน)

(เมื่อเร่ิมตนทดลองที่ความหนาแนนของสาหรายเริ่มตนเทากับ 0.2 มีนํ้ าหนักเซลลแหงเทากับ 0.77 
กรัมตอลิตร และมีปริมาณไฮโดรคารบอน 2.48%)

4. การเพิม่ปรมิาณการเลี้ยงสาหรายเพื่อสกัดไฮโดรคารบอน
4.1 ความหนาแนนของสาหรายเริ่มตน
เลีย้งสาหรายในขวดแกวกนแบน ปริมาตรเลี้ยง 2 ลิตร ใชนํ้ าทิ้งจากโรงงานทรอป-    

คอลแคนนิ่งจํ ากัด (มหาชน) ที่ผานการฆาเชื้อแลว ปรับปริมาณสารอาหารใหใกลเคียงกับอาหาร
สังเคราะห Modified Chu 13 และปรับคากรด-เบส 6.7 ความหนาแนนของสาหรายเริ่มตนเทากับ 0.2 
และ 0.4 ความเขมแสง 10,000 ลักซ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ใหอากาศผสม CO2 1% อัตรา 5 
ลิตร/นาท ี ชวงสวางตอมืดเทากับ 16 : 8 ชั่วโมง เก็บตัวอยางทุกๆ 24 ชั่วโมง โดยวิธีปลอดเชื้อ         
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เพื่อวัดคากรด-เบส วัดการเติบโตของสาหรายโดยวัดคาความขุนที่ความยาวคลื่น 435 นาโนเมตร           
หานํ ้าหนกัเซลลแหงของสาหราย คํ านวณอตัราการผลิตไฮโดรคารบอน และหาปริมาณไฮโดรคารบอน
จากสาหรายในระยะ early stationary phase (ตามวิธีขอ 5.1)

4.2 อัตราการใหอากาศ
เลีย้งสาหรายในขวดแกวกนแบน ปริมาตรเลี้ยง 2 ลิตร ใชนํ้ าทิ้งจากโรงงานทรอป-    

คอลแคนนิง่จ ํากัด (มหาชน) ที่ผานการฆาเชื้อแลว โดยปรับคากรด-เบส 6.7 และปรับปริมาณสาร
อาหารใหใกลเคยีงกับอาหารสังเคราะห Modified Chu 13 ความหนาแนนของสาหรายเริ่มตนเทากับ 
0.2 (ผลจากขอ 4.1) ความเขมแสง 10,000 ลักซ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ใหอากาศผสม CO2 1% 
อัตราเพิม่ข้ึนจาก 5 ลิตร/นาที เปน 7 ลิตร/นาที ชวงสวางตอมืดเทากับ 16 : 8 ชั่วโมง          เก็บตัว
อยางทกุๆ 24 ชั่วโมง โดยวิธีปลอดเชื้อ เพื่อวัดคากรด-เบส วัดการเจริญเติบโตของสาหรายโดยวัดคา
ความขุนทีค่วามยาวคลื่น 435 นาโนเมตร หานํ้ าหนักเซลลแหงของสาหราย คํ านวณอัตราการผลิต
ไฮโดรคารบอน และหาปริมาณไฮโดรคารบอนจากสาหรายในระยะ early stationary phase  (ตามวิธี
ขอ 5.1 และ 5.2)

5. การสกดัไฮโดรคารบอนจากสาหราย B. braunii
5.1 แบบท ําแหงสาหรายดวยการอบแหง
น ําสาหรายทีไ่ดมากรองแลวทํ าใหแหงที่ 80 องศาเซลเซียส จนไดนํ้ าหนักคงที่ จากนั้น

น ํามา สกดัไฮโดรคารบอนดวยสารละลายเฮกเซนเปนเวลา 30 นาทีพรอมการกวน (Frenz et al., 
1989) จากนัน้กรองเซลลสาหรายออก แลวนํ าไประเหยเฮกเซนดวยเครื่องระเหยสุญญากาศที่อุณหภูมิ 
40 องศาเซลเซยีส อบแหงไฮโดรคารบอนที่สกัดไดที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส จนไดนํ้ าหนักคงที่

5.2 แบบท ําแหงสาหรายดวยการ freeze drying
นํ าสาหรายที่ไดมาทํ าใหแหงดวยเครื่อง freeze dryer จากนั้นนํ ามาสกัด

ไฮโดรคารบอนดวยสารละลายเฮกเซนเปนเวลา 30 นาที ดวยเครื่อง sonicator (Maxwell et al., 1968) 
โดยใชความถีเ่สยีง 70 Hz เปนเวลา 30 นาที จากนั้นกรองเซลลสาหรายออก แลวนํ าไประเหยเฮกเซน
ดวยเครือ่งระเหยสุญญากาศที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส อบแหงไฮโดรคารบอนที่สกัดไดที่อุณหภูมิ 
80 องศาเซลเซียส จนไดนํ้ าหนักคงที่

5.3 วเิคราะหคุณลักษณะไฮโดรคารบอน
นํ าไฮโดรคารบอนที่สกัดไดมาวิเคราะหคุณลักษณะโดยใชเครื่อง Thin Layer 

Chromatography (สงวิเคราะหที่ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพอุตสาหกรรม คณะอุตสาหกรรมเกษตร 
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มหาวทิยาลัยสงขลานครินทร) และ Gas Chromatography (Metzger et al., 1985) (สงวิเคราะหที่
ศูนยเครื่องมือวทิยาศาสตร มหาวทิยาลัยสงขลานครินทร)

6. การวเิคราะหขอมูลทางสถิติ
วิเคราะหความแตกตางระหวางอาหารสังเคราะหและความเขมแสงดวยวิธี Two-Way 

ANOVA โดยใชโปรแกรม SPSS version 9.0 for Windows
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยการเจริญเปน 2 เทา, ปริมาณคาโรทีนอยด และปริมาณไฮโดรคารบอน 

ดวยวิธี Tukey (HSD) comparision of means โดยใชโปรแกรม SPSS version 9.0 for Windows




