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บทคัดย่อ 

 งานวิจัยนี้ได้ท าการพัฒนาเทคนิคฟลูออร์เรสเซนส์ส าหรับวิเคราะห์ปริมาณไขมันในสาหร่ายขนาด
เล็กที่ถูกเพาะเลี้ยงขึ้นเพ่ือเป็นแหล่งไขมันในการผลิตไบโอดีเชล ศึกษาผลของการเติมสารเคมีต่างๆ เพ่ือ
เพ่ิมประสิทธิภาพในการย้อมไขมันในเซลล์ของ Nile red เพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์
ปริมาณไขมันใน Scenedesmus sp. จากการติดตามพีคที่ 590 นาโนเมตร ซึ่งเป็นพีคเอกลักษณ์ของ 
Nile red ที่ท าปฏิกิริยากับหยดไขมันในเซลล์ พบว่าเมื่อในทุกสภาวะที่ท าการทดลอง สารเคมี เช่น DMSO 
MeOH และ H2SO4 ที่ทดสอบไม่ปรากฏการเพ่ิมขึ้นของความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ต าแหน่งดังกล่าว 
แสดงว่าไม่การเกิดปฏิริยาระหว่าง Nile red และหยดไขมันภายในผนังเซลล์ของสาหร่ายสีเขียว 
นอกจากนี้ในงานวิจัยยังได้ท าการศึกษาหาสภาวะที่ท าให้ความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตร 
สูงสุดเพ่ือน ามาใช้การวิเคราะห์ปริมาณไขมันโดยวิธีการย้อมด้วยสีย้อม Nile red กับสาหร่ายสีเขียว 
Chlorella sp. และ ไดอะตอม Nitzschia sp.   พบว่าถึงแม้ใช้ที่สภาวะการย้อมที่ท าให้ความเข้มฟลูออร์
เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตร สูงที่สุดในการวิเคราะห์ปริมาณแบบ External standard และ Standard 
addition โดยใช้ ไขมันที่สกัดจากน้ ามันคาโนลาร์เป็นสารมาตรฐาน ความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590  
นาโนเมตรกับจ านวนเซลล์ไม่มีความสัมพันธ์เป็นเชิงเส้นตรง ไม่สามารถหาปริมาณไขมันโดยเทียบกับสาร
มารตรฐานได้ ในงานวิจัยนี้จึงพัฒนาการวิเคราะห์ปริมาณไขมันด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์ที่มีการเติม 
Nile red ในส่วนสกัดไขมัน (extraction method) ที่ ได้จากวิธีการสกัดของ Folch (Folch et al.,  
1956) และ Higgins และคณะ (Higgins B. T. et al., 2014) พบว่าการใช้ส่วนสกัดที่ได้จากเซลล์แห้งและ
เซลล์เปียกจะความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงที่ดีมากของความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตรกับปริมาณ
ของเซลล์ ทั้งในการวิเคราะห์ปริมาณแบบ External standard และ standard addition แสดงว่าวิธีการ
ที่พัฒนาขึ้นนี้สามารถใช้หาปริมาณไขมันได้ ท าการเปรียบเทียบผลที่ได้จากการวิเคราะห์ไขมันด้วยวิธีที่
พัฒนาขึ้นกับวิธีเกวิเมตริกซึ่งเป็นวิธีดั้งเดิม พบว่าโดยส่วนใหญ่ปริมาณไขมันในเซลล์แห้งและเซลล์เปียก
ของ NitzschiaI sp. และ Chlorella sp. ที่วิเคราะห์จากวิธีที่พัฒนาขึ้นไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญกับผล
ที่ได้จากวิธีแกรวิเมตริก (p > 0.05, ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%)  โดยความแตกต่างผลการวิเคราะห์ของวิธี
ที่พัฒนาขึ้นกับวิธีเกรวิเมตริกจะพบในกรณีกับเซลล์แห้งของ Chlorella sp. เท่านั้น (p < 0.05, ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95%) ดังนั้น เทคนิคการหาปริมาณไขมันที่พัฒนาขึ้นในงานวิจัยจึงมีความถูกต้อง แม่นย า 
รวดเร็วเพียงพอและเหมาะสมที่จะน าไปวิเคราะห์ปริมาณไขมันในกระบวนการเพาะเลี้ยงสาหร่ายขนาด
เล็กในการผลิตไบโอดีเชลได ้
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Abstract 

This research attempt to develop fluorescent technique for the lipid 
determination in microalgae due to the most attractive source of natural lipid 
feedstock for biofuel production. The optimum condition for lipid qualification 
by staining method was explored in Scenedesmus sp.. According the monitoring 
of lipid-Nile red characteristic peak at 590 nanometer, the result reveal that the 
chemicals such as DMSO, MeOH and H2SO4 cannot increase the efficiency of Nile 
red dye penetrating to react with oil droplet in the cell. Moreover, the Nile red 
optimum condition for Chlorella sp. and Nitzschia sp study was performed using 
Nile red staining method. According to the fluctuation of fluorescent intensity at 
590 nm,   there cannot offer linear correlation with the number cells. Therefore, 
result suggest that the Nile red staining method is an insufficient method for 
natural lipid quantitation. In order to solve the inefficient of staining, the lipid 
extraction was carried out using modified method of Folch (Folch et al., 1956) 
and Higgins (Higgins B. T. et al., 2014). The lipid extracted of dry and wet cell of 
Chlorella sp. and Nitzschia sp were determined lipid quantity using Nile red as a 
fluorescent dye. Excellent linearity was established for external standard 
addition qualification methods. This finding is important to imply that this 
developed method is suitable for lipid measurement.  By the comparison using 
Pair test at 95% confidence level with gravimetric conventional lipid 
quantification method, almost results show insignificant different between lipid 
quantities of developed method and conventional method. In summary, this 
developed assay could potentially method for natural lipid quantification in 
microalgae cultivation process in term of high accuracy, high precision and rapid. 
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เท่ากับ 0 และ 25% และฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ Nile red (2.50 
มิลลิกรัมต่อลิตร) ในน้้ามันมะกอก (20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ใน 25% H2SO4 

23 

3.4 ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ Nile red (2.50 มิลลิกรัมต่อลิตร) ในสาหร่ายสี
เขียว Scenedesmus sp. (3106 เซลล์) ในสภาวะที่ความเข้มข้นของ H3PO4 
เท่ากับ 0 และ 25% และฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ Nile red (2.50 
มิลลิกรัมต่อลิตร) ในน้้ามันมะกอก (20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ใน 25% H3PO4 

24 

3.5 การเปลี่ยนแปลงความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร ของ 
Scenedesmus sp. 3106 เซลล์ และ Nile red 2.50 มิลลิกรัมต่อลิตร ใน
สภาวะที่มี 25%    DMSO MeOH  H2SO4  และ H3PO4  เปรียบเทียบกับใน
สภาวะที่เดียวกันของน้้ามันมะกอก 

25 

3.6 ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ Nile red 2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใน
สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. (3106 เซลล์) ที่ความเข้มข้นของ DMSO  
1-30% เวลาและอุณหภูมิในการ incubation เท่ากับ 30 นาทีและ 40 C 
ตามล้าดับ 

26 

3.7 ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ Nile red (2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ในได
อะตอม Nitzschia sp. (3106 เซลล์) ที่ความเข้มข้นของ DMSO 1-30% เวลา
และอุณหภูมิในการ incubation เท่ากับ 30 นาทีและ 40 C ตามล้าดับ 

27 

   



ฌ 
 

รูปที่  หน้า 
3.8 Normalize intensity ที่ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร ของ Nile red 2.50  

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ใน Chlorella sp. และ Nitzschia sp.  3106 เซลล์ ที่
ความเข้มข้นของ DMSO เท่ากับ 1-30% ที่เวลาและอุณหภูมิในการ incubation 
เท่ากับ 30 นาทีและ 40 C ตามล้าดับ 

28 

3.9 Normalize intensity ที่ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร ที่ความเข้มข้นของ Nile 
red 0.5-5.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใน Chlorella sp. และ Nitzschia sp.  
3106 เซลล์ ทีค่วามเข้มข้นของ DMSO เท่ากับ 5% ที่เวลาและอุณหภูมิในการ 
incubation เท่ากับ 30 นาทีและ 40 C ตามล้าดับ 

29 

3.10 Normalize intensity ที่ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร ของ Nile red 2.50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใน  Chlorella sp. และ Nitzschia sp.  3106 เซลล์ ที่
ความเข้มข้นของ DMSO 5% ที่เวลาในการท้า incubation เท่ากับ 10 20 30 
และ 40 นาที ที่อุณหภูมิในการ incubation เท่ากับ 40 C 

30 

3.11 ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ Eosin Y (2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ใน
สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. (3106 เซลล์) ที่ความเข้มข้นของ DMSO  
1-30% 

32 

3.12 ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ Eosin Y (2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ในได
อะตอม Nitzschia sp. (3106 เซลล์) ที่ความเข้มข้นของ DMSO 1-30% 

32 

3.13 Normalize intensity ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร ของ Eosin Y (2.50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ใน  Chlorella sp. และ Nitzschia sp.  (3106 เซลล์) 
ทีค่วามเข้มข้นของ DMSO เท่ากับ 1-30% 

33 

3.14 Normalize intensity ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร ที่ความเข้มข้นของ  
Eosin Y 0.5-5.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใน  Chlorella sp. และ Nitzschia sp.  
(3106 เซลล์) ทีค่วามเข้มข้นของ DMSO เท่ากับ 5% 

34 

3.15 การเปลี่ยนแปลงความเข้มของสัญญาณฟลูออร์เรสเซนส์ที่ความยาวคลื่น 560 นา
โนเมตร ที่ เวลา 15 30 และ 40 นาที ของ Chlorelllar sp. และ Nitzschia sp. 
3106 เซลล์ และ Eosin Y 2.50 มิลลิกรัมต่อลิตร ในสภาวะที่ความเข้มข้นของ 
DMSO เท่ากับ 5%  ความเข้มข้นของ Eosin Y เท่ากับ 2.50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรและอุณหภูมิในการ incubation เท่ากับ 40 C 

35 

3.16  ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ CNE standard 0-50 ไมโครกรัม ใน Nile red 
2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 5% DMSO ความเข้มข้นของ Nile red 
เท่ากับ 2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร อุณหภูมิในการ incubation เท่ากับ 40 C 

36 

3.17 กราฟมาตรฐานของไขมันที่สกัดจากน้้ามันคาโนลาร์  หรือ CNE standard ความ
เข้มข้น 0-40 ไมโครกรัม (ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ได้
จากการท้าซ้้า 3 ครั้ง) 

37 
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รูปที่  หน้า 
3.18 ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ ของ ก) Chlorelllar sp. ข) Nitzschia sp. ที่

จ้านวนของเซลล์แตกต่างกัน ใน Nile red 2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 5% 
DMSO  และ ค) การเปลี่ยนแปลงความเข้มของสัญญาณฟลูออร์เรสเซนส์ที่ความ
ยาวคลื่น 590 นาโนเมตร ของ Chlorelllar sp. และ Nitzschia sp. ที่จ้านวน
ของเซลล์แตกต่างกัน ใน Nile red 2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 5% 
DMSO 

38 

3.19 ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของสารมาตรฐาน CNE standard 0-20 ไมโครกรัม ที่
มีการเติมสาหร่าย ก) Chlorelllar sp. และ ข) 3x106 เซลล์ ในสภาวะที่ Nile 
red 2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 5% DMSO 

39 

3.20 ก) ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัม Nile red ในวิธีการย้อม (stain) และใช้ส่วนสกัด
ไขมัน (extract) ของ Chlorelllar sp. (C) และ Nitzschia sp. (N) และมีการ
เปลี่ยนแปลงความเข้มของสัญญาณฟลูออร์เรสเซนส์ที่ความยาวคลื่น 590 นาโน
เมตร ที่ได้จากส่วนสกัดไขมัน (ext) และการย้อมไขมันในเซลล์ (stain) ของ ก) 
Chlorelllar sp. และ ข) Nitzschia sp.  ในสภาวะที่ความเข้มข้น Nile red 
เท่ากับ2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 5% DMSO และ 0.3% NaClO หรือ H2O2 

42 

3.21 กราฟมาตรฐานของสารมารตรฐานไขมันสกัดจากน้้ามันคาโนลา  หรือ CNE 
standard ความเข้มข้น 0-50 ไมโครกรัม ที่ความเข้มข้นของ isopropanol 10% 
ความเข้มข้นของ Nile red เท่ากับ 0.4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้น 
NaClO เท่ากับ 0.3% และโดยใช้เวลาในการ incubation ที่อุณภูมิห้อง 30 นาท ี
(ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ได้จากการท้าซ้้า 3 ครั้ง) 

44 

3.22 การเปลี่ยนแปลงความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตร ที่ปริมาณของส่วน
สกัดไขมันจากเซลล์แห้งของ Nitzschia sp. 0-500 ไมโครกรัม (ความเข้มข้นของ 
isopropanol 10% ความเข้มข้นของ Nile red เท่ากับ 0.4 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ความเข้มข้น NaClO เท่ากับ 0.3% และโดยใช้เวลาในการ incubation 
ที่อุณภูมิห้อง 30 นาที) 

45 

3.23 การเปลี่ยนแปลงความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตร ของส่วนสกัดไขมัน
ที่จากเซลล์เปียกของ Chlorella sp. 2.5 x104 -10 x104 เซลล์ ที่ความเข้มข้น
ของ isopropanol 10% ความเข้มข้นของ Nile red เท่ากับ 0.4 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ความเข้มข้น NaClO เท่ากับ 0.3% และอุณหภูมิในการ incubation 
เท่ากับ 40 C  โดยใช้เวลาในการ incubation 30 นาท ี

47 

3.24 การเปลี่ยนแปลงความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตร ของส่วนสกัด
ไขมันท่้าด้จากเซลล์เปียกของ Nitzschia sp.  2.5 x104 -25 x104 เซลล์ (ความ
เข้มข้นของ isopropanol 10% ความเข้มข้นของ Nile red เท่ากับ 0.4 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้น NaClO เท่ากับ 0.3% และโดยใช้เวลาใน
การ incubation ที่อุณภูมิห้อง 30 นาที) 

48 
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รูปที่   หน้า 
3.25 การเปลี่ยนแปลงความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตรของสารมาตรฐาน 

CNE 0-50 ไมโครกรัม ที่มีการเติมส่วนสกัดจากไขมันที่ได้จากเซล์แห้งของ 
Chlorella sp. 500 ไมโครกรัม (ความเข้มข้นของ isopropanol 10% ความ
เข้มข้นของ Nile red เท่ากับ 0.4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้น NaClO 
เท่ากับ 0.3% และโดยใช้เวลาในการ incubation ที่อุณภูมิห้อง 30 นาที) 

50 

3.26 การเปลี่ยนแปลงความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตรของสารมาตรฐาน 
CNE 0-50 ไมโครกรัม ที่มีการเติมส่วนสกัดจากไขมันที่ได้จากเซล์แห้งของ 
Nitzschia sp. 100 200 และ 500 ไมโครกรัม (ความเข้มข้นของ isopropanol 
10% ความเข้มข้นของ Nile red เท่ากับ 0.4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ความ
เข้มข้น NaClO เท่ากับ 0.3% และโดยใช้เวลาในการ incubation ที่อุณภูมิห้อง 
30 นาที) 

52 

 



 
บทที่ 2 วธิีการด าเนินงานวิจัย 

 
 

2.1 เครื่องมือและสารเคมี 

2.1.1 สารเคมี 

2.1.1.1 สารเคมีที่ใช้ในการเลี้ยงสาหร่าย 

         สารเคมีที่ใช้ในการเลี้ยงสหร่ายทั้งหมดเป็นเกรดวิเคราะห์โดยปราศจากการท าให้
บริสุทธิ์เพิ่มเติม  

(ก) สารเคมีส าหรับอาหารสูตร Modified Chu 13 ส าหรับการเลี้ยงสาหร่าย 
Scenedesmus sp.  (Largeau et al.,1980) 
    - KNO3  
    - K2HPO4   
                         - MgSO4 •7H2O  
                         - CaCl2•2H2O  
    - Feric citrate  
                        - Citric acid  
                        - H3BO3   
                         - MnCl2•4 H2O  
                         - ZnSO4•7 H2O  
                         - CuSo4•5 H2O  
                        - CoCl2•6 H2O  
                         - Na2MoO4•2 H2O  

(ข) สารเคมีส าหรับอาหารสูตร F/2  ส าหรับการเลี้ยงสาหร่าย Chlorella sp.  
ไดอะตอม Nitzschia sp.  (Gillard medium ( Guilllard,1975) 
    - NaNO3  
    - NaH2PO4•H2O  
    - Na2SiO3•9H2O 
    - Na2EDTA 
    - FeCl3•6H2O 
    - CuSO4 •5H2O 
    - ZnSO4 •7H2O   
                         - MnCl2•4 H2O  
    - Thiamine HCk 
    - Biotin 
    - Vitamin B12 
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  - Agar powder 
 
2.1.1.2 สารเคมีส าหรับวิเคราะห์ปริมาณไขมัน 

            สารเคมีประภทสีย้อมทั้งหมดเป็นเกรดวิเคราะห์โดยปราศจากการท าให้บริสุทธิ์
เพ่ิมเติม ตัวท าละลายอินทรีย์ทั้งหมดใช้ในเกรดสเปกโตรสโกปีโดยปราศจากการท าให้บริสุทธิ์เพ่ิมเติม และ
น้ าที่ใช้เป็นเกรด Ultrapure (MilliQ water)  
 

- Nile Red, (Sigma-Aldrich) 
- Eosin Y (Sigma-Aldrich) 
- Acetone (Sigma-Aldrich) 
- Dimethyl sulfoxide, DMSO (Sigma-Aldrich) 
- Isopropanol (Sigma-Aldrich) 
- Methanol, MeOH (Sigma-Aldrich) 
- H3PO4 (Sigma-Aldrich) 
- Chloroform, CHCl3 (Sigma-Aldrich) 
- Oleic acid (Sigma-Aldrich) 
- NaOCl (Sigma-Aldrich) 
- H2O2 (Sigma-Aldrich) 
- Anhydrous Na2SO4 (Sigma-Aldrich) 

 
 2.1.2 สาหร่ายที่ใช้ในการทดลอง 

สาหร่ายและไดอะตอมที่ใช้ในงานวิจัยนี้ท้งหมดได้มาจากแยกและเลี้ยง ณ ศูนย์วิจัยทาง
ทะเล คณะเทคโนโลยีทางทะเล มหาวิทยาลัยบูรพา วิทยาเขตจันทบุรี โดยในงานวิจัยนี้ได้ศึกษาสาหร่าย 
สีเขียว 2 ชนิด คือ Chlorella sp. และ Scenedesmus sp. และไดอะตอม Nitzschia sp. การเลี้ยง
สาหร่ายและไดอะตอมใช้วิธีการเลี้ยงแบบออร์โทฟิค โดยการน าหัวเชื้อของสาหร่ายแต่ละชนิดมาเพ่ิม
จ านวนด้วยการขยายการเจริญเติบโตโดยการเลี้ยงในขวดแก้วขนาด 1 ลิตร เลี้ยงด้วยอาหารสูตรของกิล
ลารด์หรือ F/2  หรือ Modified Chu 13 (ความเค็ม 30 PSU) ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 
25-27 องศาเซลเซียส ให้แสงความเข้ม 5,500 ลักซ์ จากหลอด LED และให้อากาศตลอดเวลา จนกระท่ัง
สาหร่ายหรือไดอะตอมเติบโตจนถึงระยะที่การเจริญเติบโตของเซลล์หยุดนิ่ง หรือ stationary phase จึง
น าไปใช้ในการทดลอง 

 
2.1.3 เครื่องฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 

        การวัดฟลูออร์เรสเซนส์เสปกตรัมทั้งหมดในงานวิจัยนี้จะใช้เครื่องฟลูออเรสเซนต์สเปก
โตรโฟโตมิเตอร์ ยี่ห้อ Agilent รุ่น Carry Eclipse fluorescence spectrometer  ที่มีแหล่งก าเนิดแสง
และตัวตรวจวัด (detector) เป็น Xenon flash lamp และ Photomultiplier tube (PMT) ตามล าดับ 
การวัดฟลูออร์เรสเซนส์เสปกตรัมทั้งหมดจะใช้สารละลายตัวอย่างที่มีปริมาตรในระดับไมโครลิตร ดังนั้นใน
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งานวิจัยนี้เครื่องฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่ใช้จะมีการติดตั้งอุปกณ์เพ่ิมเติม คือ Microplate 
Reader ตามรูปที่ 2.1   

 

 
 

รูปที่ 2.1 เครื่องฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ยี่ห้อ Agilent รุ่น Carry Eclipse fluorescence 
spectrometer ที่ติดตั้ง Microplate reader  

 
 ในการตรวจวัดฟลูออร์เรสเซนซ์สเปกตรัมของสารตัวอย่างจะท าการวัดโดยปิเปตสารละลาย
ตัวอย่าง จ านวน 400 ไมโครลิตร ใส่ลงใน microplate ชนิด 96 well plate ใช้ mode scan ในการวัด 
ท าการวัดแบบ pre-scan ก่อน เพ่ือหา Excitation wavelength และสภาวะของเครื่องมือ ทีเ่หมาะสมใน
การตรวจวัดฟลูออร์เรสเซนซ์สเปกตรัมของสารตัวอย่าง 

 
2.2 วิธีการทดลอง 

2.2.1 การหาปริมาณไขมันในสาหร่ายโดยวิธีการย้อม (Staining method) 

2.2.1.1 ศึกษาผลสารเคมีที่มีต่อการย้อมสีไขมันในเซลล์ของในสาหร่ายสีเขียว 
Scenedesmus sp.  
  ปิเปตเซลล์สาหร่ายสีเขียว Scenedesmus sp.  ในระยะ stationary phase ให้มี
จ านวนเซลล์ เท่ากับ 3106 เซลล์ ใส่หลอด Eppendorf  1 มิลลิลิตร น าเข้าเครื่องเหวี่ยงหนีจุดศูนย์กลาง
ที่ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ล้างตะกอนเซลล์สาหร่ายด้วยน้ า MilliQ 2 ครั้ง ดูด
ของเหลวทั้งหมดทิ้ง เซลล์ของสาหร่ายจะมีลักษณะเป็นแผ่น เติมสารละลาย Nile red ใน DMSO ความ
เข้มข้น 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาตร  2.50 ไมโครลิตร แล้วเติมสารเคมีที่ต้องการทดสอบ ได้แก่ 1) 
DMSO 2) MeOH 3) H2SO4 และ 4) H3PO4 ปริมาตร 125 ไมโครลิตร เพ่ือให้มีความเข้มข้นสุดท้ายของ
สารเคมีที่ต้องการทดสอบ เท่ากับ 0 และ 25% เติมน้ าเพ่ือเจือจางให้มีปริมาตรของสารละลายตัวอย่าง 
เท่ากับ 500  ไมโครลิตร ท าชุดการทดลองเปรียบโดยการเตรียมสารละลายตัวอย่างแบบเดียวกันโดยใช้
น้ ามันมะกอก (20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) แทนเซลล์สาหร่าย เขย่าสารละลายตัวอย่าง ด้วยเครื่องเขย่าสาร 
vortex 30 วินาที แล้วน าไปแช่ในอ่างน้ าอัลตราโซนิคที่มีอุณหภูมิ 40 C เป็นเวลา 30 นาที ปิเปต
สารละลายตัวอย่าง จ านวน 400 ไมโครลิตร ใส่ลงใน microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์
เรสเซนส์สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของเครื่องมือ ดังนี้ 
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          Start: 550 nm 

End: 750 nm 
Excitation wavelength: 500 nm 
Excitation Slit: 5.0 nm 
Emission Slit: 5.0 nm 
Scan rate: 120 nm/min 
PMT = 750 voltage 
 

2.2.1.2 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ไขมันในสาหร่ายด้วยวิธีการย้อมด้วย 
Nile red และ Eosin Y 
        น าสาหร่ายสีเขียว คือ Chlorella sp. และ ไดอะตอม คือ Nitzschia sp. ท าการ
มาทดลองเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมในการย้อมไขมันในเซลล์ของสาหร่ายและไดอะตอม น าเซลล์สาหร่าย
หรือไดอะตอมในระยะ stationary phase จ านวน  3106 เซลล์ ใส่ใน Eppendorf ขนาด  1 มิลลิลิตร 
น าเข้าเครื่องเหวี่ยงหนีจุดศูนย์กลางที่ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ล้างตะกอนเซลล์ด้วย
น้ า MillQ 2 ครั้ง ดูดของเหลวทั้งหมดท้ิง ได้เซลล์ทีม่ีลักษณะเป็นแผ่น เติมสารละลาย Nile red หรือ  
Eosin Y  ใน DMSO ความเข้มข้น 500 มิลลิกรัมต่อลิตร แล้วเติมตัวท าละลายอ่ืนๆ ที่ต้องการ  
เติมน้ า MilliQ เพ่ือเจือจางให้มีปริมาตรของสารละลายตัวอย่างเท่ากับ 500  ไมโครลิตร ปิเปตสารละลาย
ตัวอย่าง จ านวน 400 ไมโครลิตร ใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์
สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของเครื่องมือ ดังนี้ 
 
           Start: 550 nm 

End: 750 nm 
Excitation wavelength: 500 nm  
Excitation Slit: 5.0 nm 
Emission Slit: 5.0 nm 
Scan rate: 120 nm/min 
PMT = 750 voltage 

 
   ในการทดลองนี้จะศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการย้อมสีของสีย้อมไขมันภายในเซลล์

ของสาหร่ายเพ่ือหาสภาวะที่ที่ใช้เพื่อหาปริมาณไขมันโดยวิธีการย้อม ดังนี้ 1) ความเข้มข้น DMSO  
2) ความเข้มข้นของสีย้อม 3) อุณหภูมิ และ 4) เวลาในการ incubation  
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2.2.2 การเตรียมสารมาตรฐานไขมันสกัดจากน้ ามันคาร์โนลาร์ (canola oil extract standard, 

CNE STD) 

 สารมาตรฐานไขมันสกัดจากน้ ามันคาร์โนลาร์ หรือ canola oil extract standard, CNE 
STD เตรียมจากน้ ามันคาร์โนลาร์ (Crisco) ที่ซื้อมาจากท้องตลาด น้ าหนัก 2.000 กรัม ใส่ลงในกรวยแยก 
เติมตัวท าละลายอินทรีย์ผสม (Chloroform : MeOH 2:1) 10 มิลลิลิตร และสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 
(0.9 % w/v) 10 มิลลิลิตร แยกส่วนตัวท าละลายอินทรีย์ใส่ขวดรูปกรวย ส่วนชั้นน้ าน ามาสกัดซ้ าด้วย
สารละลายอินทรีย์ผสม ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 2 ครั้ง น าส่วนสารละลายอินทรีย์ทั้งหมดมาท าให้ปราศจาก
น้ าโดยเติม anhydrous Na2SO4 แล้วกรองเอา anhydrous Na2SO4 ออก ก าจัดตัวท าละลายอินทรีย์ด้วย
เครื่องระเหยแบบหมุนจนแห้ง ถ่ายของเหลวของไขมันสกัดจากน้ ามันคาร์โนลาร์ลงใน vial จากนั้นท าให้
แห้งภายใต้สุญญากาศ 24 ชั่วโมง แล้วเป่าด้วยแก๊สไนโตรเจน เก็บสารมาตรฐานไขมันสกัดจากน้ ามันคาร์
โนลาร์ หรือ CNE STD ที่อุณหภูมิ 4 C 
 

2.2.3 การหาปริมาณของไขมันเทคนิคแกรวิเมตริก (Folch et al., 1956) 

 น าสาหร่ายหรือไดอะตอมที่ผ่านการท าให้แห้งด้วยระบบ freeze dry จ านวน 50 มิลลิกรัม 
หรือเซลล์เปียกจ านวน 2.5 106 เซลล์ ที่ผ่านการล้างตะกอนเซลล์ด้วยน้ า MillQ 2 ครั้ง และดูดของเหลว
ทั้งหมดท้ิง ไดเ้ซลล์ทีม่ีลักษณะเป็นแผ่น ใส่ในหลอดทดลองขนาด 10 มิลลิลิตร แล้วบดเซลล์ด้วย Tissue 
grinder เติมตัวท าละลายอินทรีย์ผสม (Chloroform : MeOH 2:1) 4 มิลลิลิตร  แช่ในอ่างอุลตราโซนิค 
20 นาที น าเข้าเครื่องเหวี่ยงหนีจุดศูนย์กลางที่ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาท ีเอาเศษเนื้อ
เยื้อออก น าส่วนสารละลายที่ได้มาเติมโซเดียมคลอไรด์ (0.9 % w/v) 800 ไมโครลิตร เขย่าด้วยเครื่องเข
เย่าแบบ vortex  3-4 นาที และน าไปเข้าเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 2000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เก็บ
ส่วนสารละลายอินทรีย์ใส่ขวด vial ที่ชั่งน้ าหนักแล้ว ส่วนสารละลายชั้นน้ าน ามาสกัดซ้ าด้วยสารละลาย
อินทรีย์ผสม ปริมาตร 400 ไมโครลิตร เขย่าด้วยเครื่องเขเย่าแบบ vortex  3-4 นาที และน าไปเข้าเครื่อง
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 2000 รอบต่อนาที นาน 10 นาทเีก็บส่วนสารละลายอินทรีย์รวมใส่ขวด vial ทีช่ั่ง
น้ าหนักแล้ว   จากนั้นท าให้แห้งโดยเป่าด้วยแก๊สไนโตรเจน และชั่งขวด vial อีกครั้ง โดยน าค่าที่ได้ลบกับ
ค่าน้ าหนักเปล่าของขวด vial เพ่ือค านวณหาปริมาณไขมัน 
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2.2.4 การหาปริมาณไขมันในสาหร่ายโดยวิธีการย้อมด้วยสีย้อม Nile red (Staining method) 

2.2.4.1 การปริมาณด้วยวิธี External standard 

1) เตรียมกราฟสารละลายมาตรฐาน CNE STD  ความเข้มข้น 0-40 มิลลิกรัม  
ปิเปิต สารละลาย CNE STD ใน CHCl3  ความเข้มข้น 1103 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร จ านวน 0 5 10 20 30 และ 40 ไมโครลิตร ใส่ลงใน vial 2 มิลลิลิตร ระเหยตวัท าละลายโดยให้
ความร้อนด้วย heating block อุณหภูมิ 60C เป็นเวลา 30 นาที ทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง เติมตัวท า
ละลาย DMSO 25 ไมโครลิตร แช่ในอ่างน้ าอุลตราโซนิค ที่ อุณหภูมิ 40C เป็นเวลา 30 นาที แล้วเติม 
สารละลาย Nile red ใน MilliQ water ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 250 ไมโครลิตร แล้ว
เจือจางด้วย MilliQ water ให้ให้มีปริมาตรเท่ากับ 500 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที  ปิเปต
สารละลายตัวอย่าง จ านวน 400 ไมโครลิตร ใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์
เรสเซนส์สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของเครื่องมือ ดังนี้ 
 
           Start: 550 nm 

End: 750 nm 
Excitation wavelength: 500 nm 
Excitation Slit: 5.0 nm 
Emission Slit: 5.0 nm 
Scan rate: 120 nm/min 

      PMT = 750 voltage  
   

 2) การหาปริมาณไขมันในสาหร่ายโดยวิธีการย้อม (Staining method) แบบ 

external standard 

 น าสาหร่ายสีเขียว คือ Chlorella sp. และ ไดอะตอม คือ Nitzschia sp. ในระยะ 
stationary phase จ านวน  1106, 5106, 10106, 20106, 50106 และ 100106  เซลล์ ใส่ใน 
Eppendorf ขนาด  1 มิลลิลิตร น าเข้าเครื่องเหวี่ยงหนีจุดศูนย์กลางที่ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 5 นาที ล้างตะกอนเซลล์ด้วยน้ า MillQ 2 ครั้ง ดูดของเหลวทั้งหมดทิ้ง ไดเ้ซลล์ที่มีลักษณะเป็นแผ่น 
เติมตัวท าละลาย DMSO 25 ไมโครลิตร แช่ในอ่างน้ าอุลตราโซนิคที่อุณหภูมิ 40C เป็นเวลา 30 นาที 
สารละลาย Nile red ใน MilliQ water ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 250 ไมโครลิตร แล้ว
เจือจางด้วย MilliQ water ให้ให้มีปริมาตรเท่ากับ 500 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที  ปิเปต
สารละลายตัวอย่าง จ านวน 400 ไมโครลิตร ใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์
เรสเซนส์สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของเครื่องมือ ดังนี้  ปิเปตสารละลายตัวอย่าง จ านวน 400 
ไมโครลิตร ใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง 
ภายใต้สภาวะของเครื่องมือเดียวสารมาตรฐาน CNE  
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2.2.4.2 การหาปริมาณไขมันในสาหร่ายโดยวิธีการย้อม (Staining method) แบบ

Standard addition 

 น าสาหร่ายสีเขียว คือ Chlorella sp. และ ไดอะตอม คือ Nitzschia sp. ในระยะ 
stationary phase จ านวน  3106 เซลล์ ใส่ใน Eppendorf ขนาด  1 มิลลิลิตร น าเข้าเครื่องเหวี่ยงหนีจุด
ศูนย์กลางที่ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ล้างตะกอนเซลล์ด้วยน้ า MillQ 2 ครั้ง ดูด
ของเหลวทั้งหมดทิ้ง ได้เซลล์ทีม่ีลักษณะเป็นแผ่น เติมสารละลายมาตรฐาน CNE STD  ใน CHCl3  ความ
เข้มข้น 1103 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 0, 1, 2, 4, 8, 10, และ 20 ไมโครลิตร เติมสารตัวท าละลาย 
DMSO 25 ไมโครลิตร แช่ในอ่างน้ าอุลตราโซนิค ที่ อุณหภูมิ 40C เป็นเวลา 30 นาที สารละลาย Nile red 
ใน MilliQ water ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 250 ไมโครลิตร แล้วเจือจางด้วย MilliQ 
water ให้ให้มีปริมาตรเท่ากับ 500 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที  ปิเปตสารละลายตัวอย่าง 
จ านวน 400 ไมโครลิตร ใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมที่
อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของเครื่องมือ ดังนี้  ปิเปตสารละลายตัวอย่าง จ านวน 400 ไมโครลิตร ใส่ลงใน 
Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของ
เครื่องมือแบบเดียวกับการปริมาณด้วยวิธี External standard 

 
2.2.5 การหาปริมาณไขมันในสาหร่ายโดยวิธีการสกัด (Extraction method) 

2.2.5.1 การสกัดไขมันจากเซลล์สาหร่ายและไดอะตอม 

 น าสาหร่ายหรือไดอะตอมที่ผ่านการท าให้แห้งด้วยระบบ freeze dry จ านวน 10 
มิลลิกรัม หรือ เซลล์เปียกจ านวน 2.5 106 เซลล์ ที่ผ่านการล้างตะกอนเซลล์ด้วยน้ า MillQ 2 ครั้ง และ
ดูดของเหลวทั้งหมดทิ้ง ได้เซลล์ที่มีลักษณะเป็นแผ่น ใส่ในหลอดทดลอง ขนาด 10 มิลลิลิตร เติมตัวท า
ละลายอินทรีย์ผสม (Chloroform : MeOH 2:1) 3 มิลลิลิตร  แช่ในอ่างอุลตราโซนิค 30 นาที เติมโซเดียม
คลอไรด์ (0.9 % w/v) 3 มิลลิลิตร  น าเข้าเครื่องเหวี่ยงหนีจุดศูนย์กลางที่ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 10 นาที ดูดเฉพาะส่วนตัวท าละลายอินทรีย์ใส่ในขวด vial ท าการสกัดซ้ าอีก 2 ครั้ง โดยเติมตัว
ท าละลายอินทรีย์ผสม (Chloroform : MeOH 2:1) ครั้งละ 3 มิลลิลิตร เขย่าด้วยเครื่องเขเย่าแบบ vortex  
3-4 นาที และน าไปเข้าเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 4000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที รวมส่วนสารละลาย
อินทรีย์ทั้งหมด น าส่วนสารละลายอินทรีย์ทั้งหมดมาท าให้ปราศจากน้ าโดยเติม anhydrous Na2SO4 แล้ว
กรองเอา anhydrous Na2SO4 ออก ก าจัดตัวท าละลายอินทรีย์ด้วยเครื่องระเหยแบบหมุนจนแห้ง ท าให้
แห้งต่อภายใต้สุญญากาศ 24 ชั่วโมง แล้วเป่าด้วยแก๊สไนโตรเจน เก็บส่วนสกัดไขมันจากเซลล์สาหร่ายและ
ไดอะตอม (lipid extracted crude) ที่อุณหภูมิ 4 C 
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2.2.5.2 การหาปริมาณไขมันในสาหร่ายโดยวิธีการสกัดด้วยสีย้อม Nile red (Extraction 
method) แบบ External standard 

 
1) การสร้างกราฟมาตรฐาน CNE STD  ความเข้มข้น 0-50 มิลลิกรัม  
 ปิเปิตสารละลาย CNE STD ใน CHCl3  ความเข้มข้น 1103 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร จ านวน 0, 5, 10, 25  และ 50 ไมโครลิตร ใส่ลงใน vial ขนาด 2 มิลลิลิตร ระเหยตัวท าละลาย
โดยให้ความร้อนด้วย heating block อุณหภูมิ 60C เป็นเวลา 30 นาที ทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง เติมตัว
ท าละลาย isopropanol 40 ไมโครลิตร  แล้วเติมสารละลาย Nile red ใน MilliQ water ความเข้มข้น 0.5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 320 ไมโครลิตร และเติม 3 % NaClO 40 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 
นาที  ถ่ายสารละลายตัวอย่างทั้งหมดใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์
สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของเครื่องมือ ดังนี้ 

 
           Start: 550 nm 

End: 750 nm 
Excitation wavelength: 500 nm 
Excitation Slit: 5.0 nm 
Emission Slit: 5.0 nm 
Scan rate: 120 nm/min 

      PMT = 750 voltage  
  

2) การหาปริมาณไขมันในเซลล์แห้งสาหร่ายโดยวิธีการสกัด (Extraction 
method) แบบ External Standard  
      ปิเปตสารละลายส่วนสกัดไขมันจากเซลล์แห้งของสาหร่าย Chlorella sp. และ 
ไดอะตอม Nitzschia sp.  ใน CHCl3 ความเข้มข้น 0.1 มิลลิลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร  0, 5, 10, 25, 
50, 100, 200 และ 500 ไมโครลิตร ใส่ลงใน vial ขนาด 2 มิลลิลิตร ระเหยตัวท าละลายโดยให้ความร้อน
ด้วย heating block อุณหภูมิ 60C เป็นเวลา 30 นาที ทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง เติมตัวท าละลาย 
isopropanol 40 ไมโครลิตร  แล้วเติมสารละลาย Nile red ใน MilliQ water ความเข้มข้น 0.5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 320 ไมโครลิตร และเติม 3 % NaOCl 40 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
30 นาที  ถ่ายสารละลายตัวอย่างทั้งหมดใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรส
เซนส์สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์
สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของเครื่องมือเดียวสารมาตรฐาน CNE  น าความเข้มฟลูออร์เรส
เซนส์ (Intensity) ที่ 590 นาโมเมตร ไปเปรียบเทียบกับกราฟมารตฐาน CNE เพ่ือค านวณหาปริมาณไขมัน
ในเซลล์แห้ง ตามสมการที่ 1 
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 ปริมาณไขมัน (ไมโครกรัม) = 
𝐼590𝑛𝑚−𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑐𝑒𝑝𝑡

𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒
                          (1) 

 

เมื่อ 𝐼590𝑛𝑚 = ความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ (Intensity) ที่ 590 นาโมเมตร 

     Intercept = ค่าจุดตัดแกน y ของกราฟมารตรฐาน CNE 

     Slope      = ความชันของกราฟมารตรฐาน CNE  

 

3) การหาปริมาณไขมันในเซลล์เปียกสาหร่ายโดยวิธีการสกัด (Extraction 
method) แบบ External Standard  
      ปิเปตสารละลายส่วนสกัดไขมันจากเซลล์เปียกสกัดไขมันจากเซลล์แห้งของ
สาหร่าย Chlorella sp. และ ไดอะตอม Nitzschia sp. ใน CHCl3 ความเข้มข้น 5105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร  0, 20, 50, 100 และ 500 ไมโครลิตร ใส่ลงใน vial ขนาด 2 มิลลิลิตร ระเหยตัวท าละลายโดย
ให้ความร้อนด้วย heating block อุณหภูมิ 60C เป็นเวลา 30 นาที ทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง เติมตัวท า
ละลาย isopropanol 40 ไมโครลิตร  แล้วเติมสารละลาย Nile red ใน MilliQ water ความเข้มข้น 0.5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 320 ไมโครลิตร และเติม 3 % NaOCl 40 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
30 นาที  ถ่ายสารละลายตัวอย่างทั้งหมดใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรส
เซนส์สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์
สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของเครื่องมือเดียวสารมาตรฐาน CNE  น าความเข้มฟลูออร์เรส
เซนส์ (Intensity) ที่ 590 นาโมเมตร ไปเปรียบเทียบกับกราฟมารตฐาน CNE เพ่ือค านวณหาปริมาณไขมัน
ในเซลล์เปียก ตามสมการที่ 1 
 

2.2.5.3 การหาปริมาณไขมันในสาหร่ายโดยวิธีการสกัดด้วยสีย้อม Nile red (Extraction 
method) แบบ Standard addition 

 
1) การหาปริมาณไขมันในเซลล์แห้งสาหร่ายโดยวิธีการสกัด (Extraction 

method) แบบ Standard addition  
  ปิเปตสารละลายส่วนสกัดไขมันจากเซลล์แห้งของสาหร่าย Chlorella sp. และ 

ไดอะตอม Nitzschia sp.  ใน CHCl3 ความเข้มข้น 0.1 มิลลิลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร  0 25 50 100 
200 และ 500 ไมโครลิตร ใส่ลงใน vial ขนาด 2 มิลลิลิตร เติมสารละลายมาตรฐาน CNE STD  ใน CHCl3  
ความเข้มข้น 1103 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 0 5 10 25 และ 50 ไมโครลิตร ระเหยตัวท าละลายโดย
ให้ความร้อนด้วย heating block อุณหภูมิ 60C เป็นเวลา 30 นาที ทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง เติมตัวท า
ละลาย isopropanol 40 ไมโครลิตร  แล้วเติมสารละลาย Nile red ใน MilliQ water ความเข้มข้น 0.5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 320 ไมโครลิตร และเติม 0.6 % NaOCl 40 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
30 นาที  ถ่ายสารละลายตัวอย่างทั้งหมดใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรส
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เซนส์สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์
สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของเครื่องมือ ดังนี้ 

 
           Start: 550 nm 

End: 750 nm 
Excitation wavelength: 500 nm 
Excitation Slit: 5.0 nm 
Emission Slit: 5.0 nm 
Scan rate: 120 nm/min 

     PMT = 750 voltage  
  
 น าความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ (Intensity) ที่ 590 นาโมเมตร สร้างกราฟมารตฐาน 
CNE เพ่ือค านวณหาปริมาณไขมันในเซลล์แห้ง ตามสมการที่ 2  น าความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ (Intensity) 
ที่ 590 นาโมเมตร ไปเปรียบเทียบกับกราฟมารตฐาน CNE เพ่ือค านวณหาปริมาณไขมันในเซลล์แห้ง ตาม
สมการที่ 2 
 

                                 ปริมาณไขมัน (ไมโครกรัม) = - (x-intercept)                             (2) 

เมื่อ    x-Intercept = ค่าจุดตัดแกน x เมื่อ y = 0  

  

2) การหาปริมาณไขมันในเซลล์เปียกสาหร่ายโดยวิธีการสกัด (Extraction 
method) แบบ Standard addition  

 ปิเปตสารละลายส่วนสกัดไขมันจากเซลล์เปียกสกัดไขมันจากเซลล์แห้งของ
สาหร่าย Chlorella sp. และ ไดอะตอม Nitzschia sp. ใน CHCl3 ความเข้มข้น 5105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร  0, 20, 50, 100 และ 500 ไมโครลิตร ใส่ลงใน vial ขนาด 2 มิลลิลิตร เติมสารละลายมาตรฐาน 
CNE STD  ใน CHCl3  ความเข้มข้น 1103 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 0, 5, 10, 25, และ 50 ไมโครลิตร 
ระเหยตัวท าละลายโดยให้ความร้อนด้วย heating block อุณหภูมิ 60C เป็นเวลา 30 นาที ทิ้งให้เย็นที่
อุณหภูมิห้อง เติมตัวท าละลาย isopropanol 40 ไมโครลิตร  แล้วเติมสารละลาย Nile red ใน MilliQ 
water ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 320 ไมโครลิตร และเติม 3 % NaOCl 40 ไมโครลิตร 
ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที  ถ่ายสารละลายตัวอย่างทั้งหมดใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate 
น าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไป
วัดฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของเครื่องมือเดียวสารมาตรฐาน CNE  น าความ
เข้มฟลูออร์เรสเซนส์ (Intensity) ที่ 590 นาโมเมตร ไปเปรียบเทียบกับกราฟมารตฐาน CNE เพ่ือ
ค านวณหาปริมาณไขมันในเซลล์เปียก ไปเปรียบเทียบกับกราฟมารตฐาน CNE เพ่ือค านวณหาปริมาณ
ไขมันในเซลล์แห้ง ตามสมการที่ 2 
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2.3 การวิเคราะห์ข้อมูล 
 การท า Linear regression และการเปรียบเทียบปริมาณไขมันจากการวิเคราะห์แบบแกรวิเมตริก
กับปริมาณไขมันที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนส์ ใช้ Pair t-test ที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 
95% วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม OringinPro 8 



 
บทที่ 2 วธิีการด าเนินงานวิจัย 

 
 

2.1 เครื่องมือและสารเคมี 

2.1.1 สารเคมี 

2.1.1.1 สารเคมีที่ใช้ในการเลี้ยงสาหร่าย 

         สารเคมีที่ใช้ในการเลี้ยงสหร่ายทั้งหมดเป็นเกรดวิเคราะห์โดยปราศจากการท าให้
บริสุทธิ์เพิ่มเติม  

(ก) สารเคมีส าหรับอาหารสูตร Modified Chu 13 ส าหรับการเลี้ยงสาหร่าย 
Scenedesmus sp.  (Largeau et al.,1980) 
    - KNO3  
    - K2HPO4   
                         - MgSO4 •7H2O  
                         - CaCl2•2H2O  
    - Feric citrate  
                        - Citric acid  
                        - H3BO3   
                         - MnCl2•4 H2O  
                         - ZnSO4•7 H2O  
                         - CuSo4•5 H2O  
                        - CoCl2•6 H2O  
                         - Na2MoO4•2 H2O  

(ข) สารเคมีส าหรับอาหารสูตร F/2  ส าหรับการเลี้ยงสาหร่าย Chlorella sp.  
ไดอะตอม Nitzschia sp.  (Gillard medium ( Guilllard,1975) 
    - NaNO3  
    - NaH2PO4•H2O  
    - Na2SiO3•9H2O 
    - Na2EDTA 
    - FeCl3•6H2O 
    - CuSO4 •5H2O 
    - ZnSO4 •7H2O   
                         - MnCl2•4 H2O  
    - Thiamine HCk 
    - Biotin 
    - Vitamin B12 
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  - Agar powder 
 
2.1.1.2 สารเคมีส าหรับวิเคราะห์ปริมาณไขมัน 

            สารเคมีประภทสีย้อมทั้งหมดเป็นเกรดวิเคราะห์โดยปราศจากการท าให้บริสุทธิ์
เพ่ิมเติม ตัวท าละลายอินทรีย์ทั้งหมดใช้ในเกรดสเปกโตรสโกปีโดยปราศจากการท าให้บริสุทธิ์เพ่ิมเติม และ
น้ าที่ใช้เป็นเกรด Ultrapure (MilliQ water)  
 

- Nile Red, (Sigma-Aldrich) 
- Eosin Y (Sigma-Aldrich) 
- Acetone (Sigma-Aldrich) 
- Dimethyl sulfoxide, DMSO (Sigma-Aldrich) 
- Isopropanol (Sigma-Aldrich) 
- Methanol, MeOH (Sigma-Aldrich) 
- H3PO4 (Sigma-Aldrich) 
- Chloroform, CHCl3 (Sigma-Aldrich) 
- Oleic acid (Sigma-Aldrich) 
- NaOCl (Sigma-Aldrich) 
- H2O2 (Sigma-Aldrich) 
- Anhydrous Na2SO4 (Sigma-Aldrich) 

 
 2.1.2 สาหร่ายที่ใช้ในการทดลอง 

สาหร่ายและไดอะตอมที่ใช้ในงานวิจัยนี้ท้งหมดได้มาจากแยกและเลี้ยง ณ ศูนย์วิจัยทาง
ทะเล คณะเทคโนโลยีทางทะเล มหาวิทยาลัยบูรพา วิทยาเขตจันทบุรี โดยในงานวิจัยนี้ได้ศึกษาสาหร่าย 
สีเขียว 2 ชนิด คือ Chlorella sp. และ Scenedesmus sp. และไดอะตอม Nitzschia sp. การเลี้ยง
สาหร่ายและไดอะตอมใช้วิธีการเลี้ยงแบบออร์โทฟิค โดยการน าหัวเชื้อของสาหร่ายแต่ละชนิดมาเพ่ิม
จ านวนด้วยการขยายการเจริญเติบโตโดยการเลี้ยงในขวดแก้วขนาด 1 ลิตร เลี้ยงด้วยอาหารสูตรของกิล
ลารด์หรือ F/2  หรือ Modified Chu 13 (ความเค็ม 30 PSU) ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 
25-27 องศาเซลเซียส ให้แสงความเข้ม 5,500 ลักซ์ จากหลอด LED และให้อากาศตลอดเวลา จนกระท่ัง
สาหร่ายหรือไดอะตอมเติบโตจนถึงระยะที่การเจริญเติบโตของเซลล์หยุดนิ่ง หรือ stationary phase จึง
น าไปใช้ในการทดลอง 

 
2.1.3 เครื่องฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 

        การวัดฟลูออร์เรสเซนส์เสปกตรัมทั้งหมดในงานวิจัยนี้จะใช้เครื่องฟลูออเรสเซนต์สเปก
โตรโฟโตมิเตอร์ ยี่ห้อ Agilent รุ่น Carry Eclipse fluorescence spectrometer  ที่มีแหล่งก าเนิดแสง
และตัวตรวจวัด (detector) เป็น Xenon flash lamp และ Photomultiplier tube (PMT) ตามล าดับ 
การวัดฟลูออร์เรสเซนส์เสปกตรัมทั้งหมดจะใช้สารละลายตัวอย่างที่มีปริมาตรในระดับไมโครลิตร ดังนั้นใน
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งานวิจัยนี้เครื่องฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่ใช้จะมีการติดตั้งอุปกณ์เพ่ิมเติม คือ Microplate 
Reader ตามรูปที่ 2.1   

 

 
 

รูปที่ 2.1 เครื่องฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ยี่ห้อ Agilent รุ่น Carry Eclipse fluorescence 
spectrometer ที่ติดตั้ง Microplate reader  

 
 ในการตรวจวัดฟลูออร์เรสเซนซ์สเปกตรัมของสารตัวอย่างจะท าการวัดโดยปิเปตสารละลาย
ตัวอย่าง จ านวน 400 ไมโครลิตร ใส่ลงใน microplate ชนิด 96 well plate ใช้ mode scan ในการวัด 
ท าการวัดแบบ pre-scan ก่อน เพ่ือหา Excitation wavelength และสภาวะของเครื่องมือ ทีเ่หมาะสมใน
การตรวจวัดฟลูออร์เรสเซนซ์สเปกตรัมของสารตัวอย่าง 

 
2.2 วิธีการทดลอง 

2.2.1 การหาปริมาณไขมันในสาหร่ายโดยวิธีการย้อม (Staining method) 

2.2.1.1 ศึกษาผลสารเคมีที่มีต่อการย้อมสีไขมันในเซลล์ของในสาหร่ายสีเขียว 
Scenedesmus sp.  
  ปิเปตเซลล์สาหร่ายสีเขียว Scenedesmus sp.  ในระยะ stationary phase ให้มี
จ านวนเซลล์ เท่ากับ 3106 เซลล์ ใส่หลอด Eppendorf  1 มิลลิลิตร น าเข้าเครื่องเหวี่ยงหนีจุดศูนย์กลาง
ที่ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ล้างตะกอนเซลล์สาหร่ายด้วยน้ า MilliQ 2 ครั้ง ดูด
ของเหลวทั้งหมดทิ้ง เซลล์ของสาหร่ายจะมีลักษณะเป็นแผ่น เติมสารละลาย Nile red ใน DMSO ความ
เข้มข้น 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาตร  2.50 ไมโครลิตร แล้วเติมสารเคมีที่ต้องการทดสอบ ได้แก่ 1) 
DMSO 2) MeOH 3) H2SO4 และ 4) H3PO4 ปริมาตร 125 ไมโครลิตร เพ่ือให้มีความเข้มข้นสุดท้ายของ
สารเคมีที่ต้องการทดสอบ เท่ากับ 0 และ 25% เติมน้ าเพ่ือเจือจางให้มีปริมาตรของสารละลายตัวอย่าง 
เท่ากับ 500  ไมโครลิตร ท าชุดการทดลองเปรียบโดยการเตรียมสารละลายตัวอย่างแบบเดียวกันโดยใช้
น้ ามันมะกอก (20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) แทนเซลล์สาหร่าย เขย่าสารละลายตัวอย่าง ด้วยเครื่องเขย่าสาร 
vortex 30 วินาที แล้วน าไปแช่ในอ่างน้ าอัลตราโซนิคที่มีอุณหภูมิ 40 C เป็นเวลา 30 นาที ปิเปต
สารละลายตัวอย่าง จ านวน 400 ไมโครลิตร ใส่ลงใน microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์
เรสเซนส์สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของเครื่องมือ ดังนี้ 
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          Start: 550 nm 

End: 750 nm 
Excitation wavelength: 500 nm 
Excitation Slit: 5.0 nm 
Emission Slit: 5.0 nm 
Scan rate: 120 nm/min 
PMT = 750 voltage 
 

2.2.1.2 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ไขมันในสาหร่ายด้วยวิธีการย้อมด้วย 
Nile red และ Eosin Y 
        น าสาหร่ายสีเขียว คือ Chlorella sp. และ ไดอะตอม คือ Nitzschia sp. ท าการ
มาทดลองเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมในการย้อมไขมันในเซลล์ของสาหร่ายและไดอะตอม น าเซลล์สาหร่าย
หรือไดอะตอมในระยะ stationary phase จ านวน  3106 เซลล์ ใส่ใน Eppendorf ขนาด  1 มิลลิลิตร 
น าเข้าเครื่องเหวี่ยงหนีจุดศูนย์กลางที่ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ล้างตะกอนเซลล์ด้วย
น้ า MillQ 2 ครั้ง ดูดของเหลวทั้งหมดท้ิง ได้เซลล์ทีม่ีลักษณะเป็นแผ่น เติมสารละลาย Nile red หรือ  
Eosin Y  ใน DMSO ความเข้มข้น 500 มิลลิกรัมต่อลิตร แล้วเติมตัวท าละลายอ่ืนๆ ที่ต้องการ  
เติมน้ า MilliQ เพ่ือเจือจางให้มีปริมาตรของสารละลายตัวอย่างเท่ากับ 500  ไมโครลิตร ปิเปตสารละลาย
ตัวอย่าง จ านวน 400 ไมโครลิตร ใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์
สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของเครื่องมือ ดังนี้ 
 
           Start: 550 nm 

End: 750 nm 
Excitation wavelength: 500 nm  
Excitation Slit: 5.0 nm 
Emission Slit: 5.0 nm 
Scan rate: 120 nm/min 
PMT = 750 voltage 

 
   ในการทดลองนี้จะศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการย้อมสีของสีย้อมไขมันภายในเซลล์

ของสาหร่ายเพ่ือหาสภาวะที่ที่ใช้เพื่อหาปริมาณไขมันโดยวิธีการย้อม ดังนี้ 1) ความเข้มข้น DMSO  
2) ความเข้มข้นของสีย้อม 3) อุณหภูมิ และ 4) เวลาในการ incubation  
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2.2.2 การเตรียมสารมาตรฐานไขมันสกัดจากน้ ามันคาร์โนลาร์ (canola oil extract standard, 

CNE STD) 

 สารมาตรฐานไขมันสกัดจากน้ ามันคาร์โนลาร์ หรือ canola oil extract standard, CNE 
STD เตรียมจากน้ ามันคาร์โนลาร์ (Crisco) ที่ซื้อมาจากท้องตลาด น้ าหนัก 2.000 กรัม ใส่ลงในกรวยแยก 
เติมตัวท าละลายอินทรีย์ผสม (Chloroform : MeOH 2:1) 10 มิลลิลิตร และสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 
(0.9 % w/v) 10 มิลลิลิตร แยกส่วนตัวท าละลายอินทรีย์ใส่ขวดรูปกรวย ส่วนชั้นน้ าน ามาสกัดซ้ าด้วย
สารละลายอินทรีย์ผสม ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 2 ครั้ง น าส่วนสารละลายอินทรีย์ทั้งหมดมาท าให้ปราศจาก
น้ าโดยเติม anhydrous Na2SO4 แล้วกรองเอา anhydrous Na2SO4 ออก ก าจัดตัวท าละลายอินทรีย์ด้วย
เครื่องระเหยแบบหมุนจนแห้ง ถ่ายของเหลวของไขมันสกัดจากน้ ามันคาร์โนลาร์ลงใน vial จากนั้นท าให้
แห้งภายใต้สุญญากาศ 24 ชั่วโมง แล้วเป่าด้วยแก๊สไนโตรเจน เก็บสารมาตรฐานไขมันสกัดจากน้ ามันคาร์
โนลาร์ หรือ CNE STD ที่อุณหภูมิ 4 C 
 

2.2.3 การหาปริมาณของไขมันเทคนิคแกรวิเมตริก (Folch et al., 1956) 

 น าสาหร่ายหรือไดอะตอมที่ผ่านการท าให้แห้งด้วยระบบ freeze dry จ านวน 50 มิลลิกรัม 
หรือเซลล์เปียกจ านวน 2.5 106 เซลล์ ที่ผ่านการล้างตะกอนเซลล์ด้วยน้ า MillQ 2 ครั้ง และดูดของเหลว
ทั้งหมดท้ิง ไดเ้ซลล์ทีม่ีลักษณะเป็นแผ่น ใส่ในหลอดทดลองขนาด 10 มิลลิลิตร แล้วบดเซลล์ด้วย Tissue 
grinder เติมตัวท าละลายอินทรีย์ผสม (Chloroform : MeOH 2:1) 4 มิลลิลิตร  แช่ในอ่างอุลตราโซนิค 
20 นาที น าเข้าเครื่องเหวี่ยงหนีจุดศูนย์กลางที่ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาท ีเอาเศษเนื้อ
เยื้อออก น าส่วนสารละลายที่ได้มาเติมโซเดียมคลอไรด์ (0.9 % w/v) 800 ไมโครลิตร เขย่าด้วยเครื่องเข
เย่าแบบ vortex  3-4 นาที และน าไปเข้าเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 2000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เก็บ
ส่วนสารละลายอินทรีย์ใส่ขวด vial ที่ชั่งน้ าหนักแล้ว ส่วนสารละลายชั้นน้ าน ามาสกัดซ้ าด้วยสารละลาย
อินทรีย์ผสม ปริมาตร 400 ไมโครลิตร เขย่าด้วยเครื่องเขเย่าแบบ vortex  3-4 นาที และน าไปเข้าเครื่อง
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 2000 รอบต่อนาที นาน 10 นาทเีก็บส่วนสารละลายอินทรีย์รวมใส่ขวด vial ทีช่ั่ง
น้ าหนักแล้ว   จากนั้นท าให้แห้งโดยเป่าด้วยแก๊สไนโตรเจน และชั่งขวด vial อีกครั้ง โดยน าค่าที่ได้ลบกับ
ค่าน้ าหนักเปล่าของขวด vial เพ่ือค านวณหาปริมาณไขมัน 
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2.2.4 การหาปริมาณไขมันในสาหร่ายโดยวิธีการย้อมด้วยสีย้อม Nile red (Staining method) 

2.2.4.1 การปริมาณด้วยวิธี External standard 

1) เตรียมกราฟสารละลายมาตรฐาน CNE STD  ความเข้มข้น 0-40 มิลลิกรัม  
ปิเปิต สารละลาย CNE STD ใน CHCl3  ความเข้มข้น 1103 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร จ านวน 0 5 10 20 30 และ 40 ไมโครลิตร ใส่ลงใน vial 2 มิลลิลิตร ระเหยตวัท าละลายโดยให้
ความร้อนด้วย heating block อุณหภูมิ 60C เป็นเวลา 30 นาที ทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง เติมตัวท า
ละลาย DMSO 25 ไมโครลิตร แช่ในอ่างน้ าอุลตราโซนิค ที่ อุณหภูมิ 40C เป็นเวลา 30 นาที แล้วเติม 
สารละลาย Nile red ใน MilliQ water ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 250 ไมโครลิตร แล้ว
เจือจางด้วย MilliQ water ให้ให้มีปริมาตรเท่ากับ 500 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที  ปิเปต
สารละลายตัวอย่าง จ านวน 400 ไมโครลิตร ใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์
เรสเซนส์สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของเครื่องมือ ดังนี้ 
 
           Start: 550 nm 

End: 750 nm 
Excitation wavelength: 500 nm 
Excitation Slit: 5.0 nm 
Emission Slit: 5.0 nm 
Scan rate: 120 nm/min 

      PMT = 750 voltage  
   

 2) การหาปริมาณไขมันในสาหร่ายโดยวิธีการย้อม (Staining method) แบบ 

external standard 

 น าสาหร่ายสีเขียว คือ Chlorella sp. และ ไดอะตอม คือ Nitzschia sp. ในระยะ 
stationary phase จ านวน  1106, 5106, 10106, 20106, 50106 และ 100106  เซลล์ ใส่ใน 
Eppendorf ขนาด  1 มิลลิลิตร น าเข้าเครื่องเหวี่ยงหนีจุดศูนย์กลางที่ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 5 นาที ล้างตะกอนเซลล์ด้วยน้ า MillQ 2 ครั้ง ดูดของเหลวทั้งหมดทิ้ง ไดเ้ซลล์ที่มีลักษณะเป็นแผ่น 
เติมตัวท าละลาย DMSO 25 ไมโครลิตร แช่ในอ่างน้ าอุลตราโซนิคที่อุณหภูมิ 40C เป็นเวลา 30 นาที 
สารละลาย Nile red ใน MilliQ water ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 250 ไมโครลิตร แล้ว
เจือจางด้วย MilliQ water ให้ให้มีปริมาตรเท่ากับ 500 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที  ปิเปต
สารละลายตัวอย่าง จ านวน 400 ไมโครลิตร ใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์
เรสเซนส์สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของเครื่องมือ ดังนี้  ปิเปตสารละลายตัวอย่าง จ านวน 400 
ไมโครลิตร ใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง 
ภายใต้สภาวะของเครื่องมือเดียวสารมาตรฐาน CNE  
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2.2.4.2 การหาปริมาณไขมันในสาหร่ายโดยวิธีการย้อม (Staining method) แบบ

Standard addition 

 น าสาหร่ายสีเขียว คือ Chlorella sp. และ ไดอะตอม คือ Nitzschia sp. ในระยะ 
stationary phase จ านวน  3106 เซลล์ ใส่ใน Eppendorf ขนาด  1 มิลลิลิตร น าเข้าเครื่องเหวี่ยงหนีจุด
ศูนย์กลางที่ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ล้างตะกอนเซลล์ด้วยน้ า MillQ 2 ครั้ง ดูด
ของเหลวทั้งหมดทิ้ง ได้เซลล์ทีม่ีลักษณะเป็นแผ่น เติมสารละลายมาตรฐาน CNE STD  ใน CHCl3  ความ
เข้มข้น 1103 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 0, 1, 2, 4, 8, 10, และ 20 ไมโครลิตร เติมสารตัวท าละลาย 
DMSO 25 ไมโครลิตร แช่ในอ่างน้ าอุลตราโซนิค ที่ อุณหภูมิ 40C เป็นเวลา 30 นาที สารละลาย Nile red 
ใน MilliQ water ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 250 ไมโครลิตร แล้วเจือจางด้วย MilliQ 
water ให้ให้มีปริมาตรเท่ากับ 500 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที  ปิเปตสารละลายตัวอย่าง 
จ านวน 400 ไมโครลิตร ใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมที่
อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของเครื่องมือ ดังนี้  ปิเปตสารละลายตัวอย่าง จ านวน 400 ไมโครลิตร ใส่ลงใน 
Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของ
เครื่องมือแบบเดียวกับการปริมาณด้วยวิธี External standard 

 
2.2.5 การหาปริมาณไขมันในสาหร่ายโดยวิธีการสกัด (Extraction method) 

2.2.5.1 การสกัดไขมันจากเซลล์สาหร่ายและไดอะตอม 

 น าสาหร่ายหรือไดอะตอมที่ผ่านการท าให้แห้งด้วยระบบ freeze dry จ านวน 10 
มิลลิกรัม หรือ เซลล์เปียกจ านวน 2.5 106 เซลล์ ที่ผ่านการล้างตะกอนเซลล์ด้วยน้ า MillQ 2 ครั้ง และ
ดูดของเหลวทั้งหมดทิ้ง ได้เซลล์ที่มีลักษณะเป็นแผ่น ใส่ในหลอดทดลอง ขนาด 10 มิลลิลิตร เติมตัวท า
ละลายอินทรีย์ผสม (Chloroform : MeOH 2:1) 3 มิลลิลิตร  แช่ในอ่างอุลตราโซนิค 30 นาที เติมโซเดียม
คลอไรด์ (0.9 % w/v) 3 มิลลิลิตร  น าเข้าเครื่องเหวี่ยงหนีจุดศูนย์กลางที่ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 10 นาที ดูดเฉพาะส่วนตัวท าละลายอินทรีย์ใส่ในขวด vial ท าการสกัดซ้ าอีก 2 ครั้ง โดยเติมตัว
ท าละลายอินทรีย์ผสม (Chloroform : MeOH 2:1) ครั้งละ 3 มิลลิลิตร เขย่าด้วยเครื่องเขเย่าแบบ vortex  
3-4 นาที และน าไปเข้าเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 4000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที รวมส่วนสารละลาย
อินทรีย์ทั้งหมด น าส่วนสารละลายอินทรีย์ทั้งหมดมาท าให้ปราศจากน้ าโดยเติม anhydrous Na2SO4 แล้ว
กรองเอา anhydrous Na2SO4 ออก ก าจัดตัวท าละลายอินทรีย์ด้วยเครื่องระเหยแบบหมุนจนแห้ง ท าให้
แห้งต่อภายใต้สุญญากาศ 24 ชั่วโมง แล้วเป่าด้วยแก๊สไนโตรเจน เก็บส่วนสกัดไขมันจากเซลล์สาหร่ายและ
ไดอะตอม (lipid extracted crude) ที่อุณหภูมิ 4 C 
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2.2.5.2 การหาปริมาณไขมันในสาหร่ายโดยวิธีการสกัดด้วยสีย้อม Nile red (Extraction 
method) แบบ External standard 

 
1) การสร้างกราฟมาตรฐาน CNE STD  ความเข้มข้น 0-50 มิลลิกรัม  
 ปิเปิตสารละลาย CNE STD ใน CHCl3  ความเข้มข้น 1103 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร จ านวน 0, 5, 10, 25  และ 50 ไมโครลิตร ใส่ลงใน vial ขนาด 2 มิลลิลิตร ระเหยตัวท าละลาย
โดยให้ความร้อนด้วย heating block อุณหภูมิ 60C เป็นเวลา 30 นาที ทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง เติมตัว
ท าละลาย isopropanol 40 ไมโครลิตร  แล้วเติมสารละลาย Nile red ใน MilliQ water ความเข้มข้น 0.5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 320 ไมโครลิตร และเติม 3 % NaClO 40 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 
นาที  ถ่ายสารละลายตัวอย่างทั้งหมดใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์
สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของเครื่องมือ ดังนี้ 

 
           Start: 550 nm 

End: 750 nm 
Excitation wavelength: 500 nm 
Excitation Slit: 5.0 nm 
Emission Slit: 5.0 nm 
Scan rate: 120 nm/min 

      PMT = 750 voltage  
  

2) การหาปริมาณไขมันในเซลล์แห้งสาหร่ายโดยวิธีการสกัด (Extraction 
method) แบบ External Standard  
      ปิเปตสารละลายส่วนสกัดไขมันจากเซลล์แห้งของสาหร่าย Chlorella sp. และ 
ไดอะตอม Nitzschia sp.  ใน CHCl3 ความเข้มข้น 0.1 มิลลิลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร  0, 5, 10, 25, 
50, 100, 200 และ 500 ไมโครลิตร ใส่ลงใน vial ขนาด 2 มิลลิลิตร ระเหยตัวท าละลายโดยให้ความร้อน
ด้วย heating block อุณหภูมิ 60C เป็นเวลา 30 นาที ทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง เติมตัวท าละลาย 
isopropanol 40 ไมโครลิตร  แล้วเติมสารละลาย Nile red ใน MilliQ water ความเข้มข้น 0.5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 320 ไมโครลิตร และเติม 3 % NaOCl 40 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
30 นาที  ถ่ายสารละลายตัวอย่างทั้งหมดใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรส
เซนส์สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์
สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของเครื่องมือเดียวสารมาตรฐาน CNE  น าความเข้มฟลูออร์เรส
เซนส์ (Intensity) ที่ 590 นาโมเมตร ไปเปรียบเทียบกับกราฟมารตฐาน CNE เพ่ือค านวณหาปริมาณไขมัน
ในเซลล์แห้ง ตามสมการที่ 1 
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 ปริมาณไขมัน (ไมโครกรัม) = 
𝐼590𝑛𝑚−𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑐𝑒𝑝𝑡

𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒
                          (1) 

 

เมื่อ 𝐼590𝑛𝑚 = ความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ (Intensity) ที่ 590 นาโมเมตร 

     Intercept = ค่าจุดตัดแกน y ของกราฟมารตรฐาน CNE 

     Slope      = ความชันของกราฟมารตรฐาน CNE  

 

3) การหาปริมาณไขมันในเซลล์เปียกสาหร่ายโดยวิธีการสกัด (Extraction 
method) แบบ External Standard  
      ปิเปตสารละลายส่วนสกัดไขมันจากเซลล์เปียกสกัดไขมันจากเซลล์แห้งของ
สาหร่าย Chlorella sp. และ ไดอะตอม Nitzschia sp. ใน CHCl3 ความเข้มข้น 5105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร  0, 20, 50, 100 และ 500 ไมโครลิตร ใส่ลงใน vial ขนาด 2 มิลลิลิตร ระเหยตัวท าละลายโดย
ให้ความร้อนด้วย heating block อุณหภูมิ 60C เป็นเวลา 30 นาที ทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง เติมตัวท า
ละลาย isopropanol 40 ไมโครลิตร  แล้วเติมสารละลาย Nile red ใน MilliQ water ความเข้มข้น 0.5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 320 ไมโครลิตร และเติม 3 % NaOCl 40 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
30 นาที  ถ่ายสารละลายตัวอย่างทั้งหมดใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรส
เซนส์สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์
สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของเครื่องมือเดียวสารมาตรฐาน CNE  น าความเข้มฟลูออร์เรส
เซนส์ (Intensity) ที่ 590 นาโมเมตร ไปเปรียบเทียบกับกราฟมารตฐาน CNE เพ่ือค านวณหาปริมาณไขมัน
ในเซลล์เปียก ตามสมการที่ 1 
 

2.2.5.3 การหาปริมาณไขมันในสาหร่ายโดยวิธีการสกัดด้วยสีย้อม Nile red (Extraction 
method) แบบ Standard addition 

 
1) การหาปริมาณไขมันในเซลล์แห้งสาหร่ายโดยวิธีการสกัด (Extraction 

method) แบบ Standard addition  
  ปิเปตสารละลายส่วนสกัดไขมันจากเซลล์แห้งของสาหร่าย Chlorella sp. และ 

ไดอะตอม Nitzschia sp.  ใน CHCl3 ความเข้มข้น 0.1 มิลลิลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร  0 25 50 100 
200 และ 500 ไมโครลิตร ใส่ลงใน vial ขนาด 2 มิลลิลิตร เติมสารละลายมาตรฐาน CNE STD  ใน CHCl3  
ความเข้มข้น 1103 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 0 5 10 25 และ 50 ไมโครลิตร ระเหยตัวท าละลายโดย
ให้ความร้อนด้วย heating block อุณหภูมิ 60C เป็นเวลา 30 นาที ทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง เติมตัวท า
ละลาย isopropanol 40 ไมโครลิตร  แล้วเติมสารละลาย Nile red ใน MilliQ water ความเข้มข้น 0.5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 320 ไมโครลิตร และเติม 0.6 % NaOCl 40 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
30 นาที  ถ่ายสารละลายตัวอย่างทั้งหมดใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรส
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เซนส์สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์
สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของเครื่องมือ ดังนี้ 

 
           Start: 550 nm 

End: 750 nm 
Excitation wavelength: 500 nm 
Excitation Slit: 5.0 nm 
Emission Slit: 5.0 nm 
Scan rate: 120 nm/min 

     PMT = 750 voltage  
  
 น าความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ (Intensity) ที่ 590 นาโมเมตร สร้างกราฟมารตฐาน 
CNE เพ่ือค านวณหาปริมาณไขมันในเซลล์แห้ง ตามสมการที่ 2  น าความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ (Intensity) 
ที่ 590 นาโมเมตร ไปเปรียบเทียบกับกราฟมารตฐาน CNE เพ่ือค านวณหาปริมาณไขมันในเซลล์แห้ง ตาม
สมการที่ 2 
 

                                 ปริมาณไขมัน (ไมโครกรัม) = - (x-intercept)                             (2) 

เมื่อ    x-Intercept = ค่าจุดตัดแกน x เมื่อ y = 0  

  

2) การหาปริมาณไขมันในเซลล์เปียกสาหร่ายโดยวิธีการสกัด (Extraction 
method) แบบ Standard addition  

 ปิเปตสารละลายส่วนสกัดไขมันจากเซลล์เปียกสกัดไขมันจากเซลล์แห้งของ
สาหร่าย Chlorella sp. และ ไดอะตอม Nitzschia sp. ใน CHCl3 ความเข้มข้น 5105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร  0, 20, 50, 100 และ 500 ไมโครลิตร ใส่ลงใน vial ขนาด 2 มิลลิลิตร เติมสารละลายมาตรฐาน 
CNE STD  ใน CHCl3  ความเข้มข้น 1103 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 0, 5, 10, 25, และ 50 ไมโครลิตร 
ระเหยตัวท าละลายโดยให้ความร้อนด้วย heating block อุณหภูมิ 60C เป็นเวลา 30 นาที ทิ้งให้เย็นที่
อุณหภูมิห้อง เติมตัวท าละลาย isopropanol 40 ไมโครลิตร  แล้วเติมสารละลาย Nile red ใน MilliQ 
water ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 320 ไมโครลิตร และเติม 3 % NaOCl 40 ไมโครลิตร 
ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที  ถ่ายสารละลายตัวอย่างทั้งหมดใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate 
น าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ใส่ลงใน Microplate ชนิด 96 well plate น าไป
วัดฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของเครื่องมือเดียวสารมาตรฐาน CNE  น าความ
เข้มฟลูออร์เรสเซนส์ (Intensity) ที่ 590 นาโมเมตร ไปเปรียบเทียบกับกราฟมารตฐาน CNE เพ่ือ
ค านวณหาปริมาณไขมันในเซลล์เปียก ไปเปรียบเทียบกับกราฟมารตฐาน CNE เพ่ือค านวณหาปริมาณ
ไขมันในเซลล์แห้ง ตามสมการที่ 2 
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2.3 การวิเคราะห์ข้อมูล 
 การท า Linear regression และการเปรียบเทียบปริมาณไขมันจากการวิเคราะห์แบบแกรวิเมตริก
กับปริมาณไขมันที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนส์ ใช้ Pair t-test ที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 
95% วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม OringinPro 8 



20 
 

 
บทท่ี 3  

ผลการทดลองและอภปิรายผลการทดลอง 
 

3.1 การหาปริมาณไขมันในสาหร่ายโดยวิธีการย้อม (Staining method) 

3.1.1 ศึกษาผลสารเคมีที่มีต่อการย้อมสีไขมันในเซลล์ของในสาหร่ายสีเขียว Scenedesmus sp. 

     การทดลองนี้จะเป็นการศึกษาผลสารเคมีท่ีมีต่อการย้อมสีไขมันในเซลล์ของในสาหร่ายสีเขียว 
Scenedesmus sp.  โดยใช้สยี้อมไขมัน Nile red ซึ่งเป็นสีย้อมไขมันชนิดฟลูออร์เรสเซนส์ ที่นิยมใช้ในการ
วิเคราะห์ไขมันมากท่ีสุด ในการทดลองจะใช้วิธีการย้อม (staining method) โดยศึกษาผลของสารเคมี
ทั้งหมด 5 ชนิด ได้แก่ 1) DMSO 2) MeOH 3) H2SO4 และ 4) H3PO4  ที่มีผลต่อการย้อมสีของไขมันภายใน
เลล์ของสาหร่ายขนาดเล็ก โดยคาดหวังว่าสารเคมีเหล่านี้จะช่วยในทะลุผ่านผนังเซลล์ของสาหร่ายสีเขียว 
เช่น  Scenedesmus sp. ซ่ึงมีองคป์ระกอบด้วยเซลลูโลส และเม่ือเกิดการทะลุผ่านผนังเซลล์ของสีย้อม
ไขมันเกิดข้ึน ปริมาณไขมันที่อยู่ภายในเซลล์ของสาหร่ายสีเขียวก็สามารถตรวจวัดหรือหาปริมาณได้โดย
ความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ของสีย้อมท่ีท าปฏิกิริยากับไขมันในสาหร่าย 
 

3.1.1.1 ผลของ DMSO ที่มผีลการย้อมสีไขมันในสาหร่ายสีเขียว Scenedesmus sp. 

       ในงานวิจัยนี้ไดท้ดสอบการย้อมไขมันของสีย้อม Nile red ในเซลล์ของสาหร่ายขนาด
เล็กสีเขียว ในสภาวะ 0% และ 25% DMSO เปรียบเทียบกับสภาวะเดียวกันที่ใช้น้ ามันมะกอก เพ่ือเป็น
ตัวแทนของไขมัน ในการทดลองนี้ใช้สาหร่ายขนาดเล็กสีเขียว  Scenedesmus sp. (3106 เซลล์) หรือ 
น้ ามันมะกอก (20 มิลลิกรัมต่อลิตร) ผสมกับ Nile red ความเข้มข้น 2.50 มิลลิกรัมต่อลิตร เติม DMSO 
และเจือจางด้วยน้ ากลั่นให้มีปริมาตร 500 ไมโครลิตร incubation ในอ่างอุลตราโซนิคที่อุณหภูมิ 40 C 
เป็นเวลา 30 นาที ก่อนจะปิเปตสารละลายจ านวน 400 ไมโครลิตร ใส่ใน 96 well plate และน าไป
วัดฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมโดยใช้ microplate reader ที่ excitation wavelength เท่ากับ 500  
นาโนเมตร ให้ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 3.1  

 
จากฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมในสภาวะที่มีสาหร่าย Scenedesmus sp. พบว่าใน

สภาวะที่มีความเข้มขันของ DMSO เท่ากับ  0 และ 25% จะปรากฏของต าแหน่งของความยาวคลื่นที่มี
ความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์สูงสุด หรือ emission ที่เดียวกัน คือ 670 นาโนเมตร ในขณะที่การทดลองใน
น้ ามันมะกอกจะพบต าแหน่งของ emission ของ Nile red อยู่ที่ 590 นาโนเมตร จากฟลูออร์เรสเซนส์
สเปกตรัมท่ีเกดิขึ้นแสดงว่าการย้อมสีไขมันในสาหร่าย Scenedesmus sp. หรือปฏิกิริยาระหว่างไขมัน
ภายในเซลล์ของสาหร่ายกับสีย้อม Nile red ไม่เกิดขึ้น ในสภาวะที่มีตัวท าละลาย DMSO การปรากฏพีคท่ี 
670 นาโนเมตร แสดงว่าสีย้อม Nile red อยู่ในสภาพแวดล้อมที่มีข้ัวหรือยังคงอยู่ในสารละลายเอเควียส ซึง่
ถ้าการย้อมสีไขมันของ Nile red เกิดข้ึน ควรจะเกิดพีคท่ีประมาณ 580-590 นาโนเมตร ซึ่งเป็นพีคของ 
Nile red ในสภาพแวดล้อมที่เป็น hydrophobic ในการทดลองแสดงให้เห็นว่าการเติม DMSO และการให้
ความร้อนในระหว่างการ incubation ไม่สามารถท าให้ Nile red การทะลุผ่านผนังเซลล์ของสาหร่ายสี



21 
 

เขียวอย่าง Scenedesmus sp. ได้ Nile red ยังคงอยู่ภายนอกเซลล์ จึงพบ emission  ที่ 670 นาโนเมตร 

เป็น emission  ของ Nile red ในตัวท าละลายที่มีข้ัว หรือสภาพแวดล้อมที่เป็น hydrophilic นั่นเอง 
 
 

 
 

รูปที่ 3.1 ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ Nile red (2.50 มิลลิกรัมต่อลิตร) ในสาหร่ายสีเขียว  
Scenedesmus sp. (3106 เซลล์) ในสภาวะที่ความเข้มข้นของ DMSO เท่ากับ 0 และ 25% และ 
ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ Nile red (2.50 มิลลิกรัมต่อลิตร) ในน้ ามันมะกอก (20 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) ใน 25% DMSO 

 
3.1.1.2 ผลของ MeOH ที่มผีลการย้อมสีไขมันในสาหร่ายสีเขียว Scenedesmus sp. 

ทดสอบการย้อมไขมันของสีย้อม Nile red ในเซลล์ของสาหร่ายขนาดเล็กสีเขียว ใน
สภาวะ 0% และ 25% MeOH เปรียบเทียบกับสภาวะเดียวกันที่ใช้น้ ามันมะกอก ในการทดลองนี้ใช้
สาหร่ายขนาดเล็กสีเขียว  Scenedesmus sp. (3106 เซลล์) หรือ น้ ามันมะกอก (20 มิลลิกรัมต่อลิตร) 
ผสมกับ Nile red (2.50 มิลลิกรัมต่อลิตร) ในหลอดทดลองขนาดเล็ก เติม MeOH  
และเจือจางด้วยน้ ากลั่นให้มีปริมาตร 500 ไมโครลิตร ท าการเขย่า และ incubation ในอ่างอุลตราโซนิคที่
อุณหภูมิ 40 C เป็นเวลา 30 นาที ก่อนจะปิเปตสารละลายจ านวน 400 ไมโครลิตร ใส่ใน 96 well plate 
และน าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมโดยใช้ microplate reader ที่ excitation wavelength เท่ากับ 
500 นาโนเมตร ให้ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 3.2  

 
จากฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมในสภาวะที่มีสาหร่าย Scenedesmus sp. พบว่าใน

สภาวะที่มีความเข้มขันของ MeOH เท่ากับ  0 และ 25% พบว่าให้ผลการทดลองเช่นเดียวกับในสภาวะที่มี 
DMSO คือ จะปรากฏของต าแหน่งของพีคฟลูออร์เรสเซนส์ หรือ emission ที่เดียวกัน คือ 670 นาโนเมตร 
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แสดงว่า Nile red อยู่ในสภาพแวดล้อมแบบ hydrophilic และไม่มีการย้อมสีของ Nile red กับหยด
ไขมันภายในเซลล์ของสาหร่ายเกิดข้ึนในสภาวะนี้ 

 

 

 
รูปที่ 3.2 ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ Nile red (2.50 มิลลิกรัมต่อลิตร) ในสาหร่ายสีเขียว  
Scenedesmus sp. (3106 เซลล์) ในสภาวะที่ความเข้มข้นของ MeOH เท่ากับ 0 และ 25% และ 
ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ Nile red (2.50 มิลลิกรัมต่อลิตร) ในน้ ามันมะกอก (20 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) ใน 25% MeOH 
 

ในสาหร่ายสีเขียว Scenedesmus sp. อยู่ที่ ต าแหน่ง 670 นาโนเมตร ในสภาวะที่มี 
MeOH 25% ไม่แตกต่างจากในน้ ากลั่นและใน 25% DMSO และแตกต่างจาก Nile red ในสภาวะที่มี 
น้ ามันมะกอก ลักษณะของสปกตรัมท่ีได้แสดงให้เห็นว่า Nile red ไม่อยู่ในสภาพแวดล้อมที่เป็น 
hydrophobic หรือไม่อยู่ใน oil droplet แสดงว่าวิธีการย้อมสีไขมันของสีย้อมอินทรีย์ Nile red ในระบบ 
MeOH/น้ า ไม่เกิดขึ้น แสดงในสภาวะนี้ MeOH ไม่สามารถท าให้ เกิดการทะลุผ่านของสีย้อมอินทรย์ Nile 
red ไปภายในเซลล์ของสาหร่ายไปท าปฏิกิริยากับไขมันที่อยู่ในเซลล์ได้ 

 
3.1.1.3 ผลของ H2SO4 ที่มผีลการย้อมสีไขมันในสาหร่ายสีเขียว Scenedesmus sp. 

ทดสอบการย้อมไขมันของสีย้อม Nile red ในเซลล์ของสาหร่ายขนาดเล็กสีเขียว ใน
สภาวะ 0% และ 25% H2SO4 เปรียบเทียบกับสภาวะเดียวกันที่ใช้น้ ามันมะกอก ในการทดลองนี้ใช้สาหร่าย
ขนาดเล็กสีเขียว  Scenedesmus sp. (3106 เซลล์) หรือ น้ ามันมะกอก (20 มิลลิกรัมต่อลิตร) ผสมกับ 
Nile red (2.50 มิลลิกรัมต่อลิตร) ในหลอดทดลองขนาดเล็ก เติม H2SO4  
และเจือจางด้วยน้ ากลั่นให้มีปริมาตร 500 ไมโครลิตร ท าการเขย่า และ incubation ในอ่างอุลตราโซนิคที่
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อุณหภูมิ 40 C เป็นเวลา 30 นาที ก่อนจะปิเปตสารละลายจ านวน 400 ไมโครลิตร ใส่ใน 96 well plate 
และน าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมโดยใช้ microplate reader ที่ excitation wavelength เท่ากับ 
500 นาโนเมตร ให้ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 3.3 

จากฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมในสภาวะที่มีสาหร่าย Scenedesmus sp. พบว่าใน
สภาวะที่มีความเข้มขันของ H2SO4 เท่ากับ  0 และ 25% พบว่าให้ผลการทดลองเช่นเดียวกับในสภาวะที่มี 
DMSO และ MeOH คือ จะปรากฏของต าแหน่งของพีคฟลูออร์เรสเซนส์ หรือ emission ที่เดียวกัน คือ 670 
นาโนเมตร แสดงว่า Nile red อยู่ในสภาพแวดล้อมแบบ hydrophilic และไม่มีการย้อมสีของ Nile red กับ
หยดไขมันภายในเซลล์ของสาหร่ายเกิดข้ึนในสภาวะนี้  

 
 

 
 
รูปที่ 3.3 ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ Nile red (2.50 มิลลิกรัมต่อลิตร) ในสาหร่ายสีเขียว 
Scenedesmus sp. (3106 เซลล์) ในสภาวะที่ความเข้มข้นของ H2SO4 เท่ากับ 0 และ 25% และฟลูออร์
เรสเซนส์สเปกตรัมของ Nile red (2.50 มิลลิกรัมต่อลิตร) ในน้ ามันมะกอก (20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ใน 
25% H2SO4 

 
3.1.1.4 ผลของ H3PO4 ที่มผีลการย้อมสีไขมันในสาหร่ายสีเขียว Scenedesmus sp. 

ทดสอบการย้อมไขมันของสีย้อม Nile red ในเซลล์ของสาหร่ายขนาดเล็กสีเขียว ใน
สภาวะ 0% และ 25% H3PO4 เปรียบเทียบกับสภาวะเดียวกันที่ใช้น้ ามันมะกอก ในการทดลองนี้ใช้สาหร่าย
ขนาดเล็กสีเขียว  Scenedesmus sp. (3106 เซลล์) หรือ น้ ามันมะกอก (20 มิลลิกรัมต่อลิตร) ผสมกับ 
Nile red (2.50 มิลลิกรัมต่อลิตร) ในหลอดทดลองขนาดเล็ก เติม H3PO4  
และเจือจางด้วยน้ ากลั่นให้มีปริมาตร 500 ไมโครลิตร ท าการเขย่า และ incubation ในอ่างอุลตราโซนิคที่
อุณหภูมิ 40 C เป็นเวลา 30 นาที ก่อนจะปิเปตสารละลายจ านวน 400 ไมโครลิตร ใส่ใน 96 well plate 
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และน าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมโดยใช้ microplate reader ที่ excitation wavelength เท่ากับ 
500 นาโนเมตร ให้ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 3.4 

 
จากฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมในสภาวะที่มีสาหร่าย Scenedesmus sp. พบว่าใน

สภาวะที่มีความเข้มขันของ H3PO4 เท่ากับ  0 และ 25% พบว่าให้ผลการทดลองเช่นเดียวกับในสภาวะที่มี 
DMSO MeOH และ H2SO4 คือ จะปรากฏของต าแหน่งของพีคฟลูออร์เรสเซนส์ หรือ emission ที่
เดียวกัน คือ 670 นาโนเมตร แสดงว่า Nile red อยู่ในสภาพแวดล้อมแบบ hydrophilic และไม่มีการย้อม
สีของ Nile red กับหยดไขมันภายในเซลล์ของสาหร่ายเกิดขึ้นในสภาวะนี้ 

 
 

 
 
 
รูปที่ 3.4 ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ Nile red (2.50 มิลลิกรัมต่อลิตร) ในสาหร่ายสีเขียว 
Scenedesmus sp. (3106 เซลล์) ในสภาวะที่ความเข้มข้นของ H3PO4 เท่ากับ 0 และ 25% และ 
ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ Nile red (2.50 มิลลิกรัมต่อลิตร) ในน้ ามันมะกอก (20 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) ใน 25% H3PO4 
 

จากการทดลองจะเห็นได้ว่าสารเคมีท้ัง 4 ชนิด ได้แก่ DMSO MeOH H2SO4 และ 
H3PO4 ไม่สามารถท าให้ Nile ทะลุผ่านผนังเซลล์ของสาหร่ายสีเขียวได้ เมื่อติดตามความเข้มของสัญญาณ
ฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตร ซึ่งเป็นพีคเอกลักษณ์ Nile red ที่อยู่ในสภาวะแวดล้อม hydrophobic 
จะเห็นได้ว่าความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ต าแหน่งนี้ในทุกสภาวะการทดลองมีค่าต่ ามากเมื่อเปรียบเทียบการ
ทดลองกับน้ ามันมะกอกซึ่งเป็นตัวแทนของน้ ามัน ดังแสดงการเปรียบเทียบความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 
590 นาโนเมตร ที่ทุกสภาวะการทดลองในในรูปที่ 3.5 
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รูปที่ 3.5 การเปลี่ยนแปลงความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร ของ 
Scenedesmus sp. 3106 เซลล์ และ Nile red 2.50 มิลลิกรัมต่อลิตร ในสภาวะที่มี 25%    DMSO 
MeOH  H2SO4  และ H3PO4  เปรียบเทียบกับในสภาวะที่เดียวกันของน้ ามันมะกอก  
 

3.1.2 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ไขมันในสาหร่ายด้วยวิธีการย้อม (staining method) 
ด้วย Nile red และ Eosin Y 

 
   เพ่ือเป็นการศึกษาความเป็นไปในได้ในการใช้สีย้อมฟลูออร์เรสเซนส์ชนิดอ่ืนเพ่ือใช้แทนสีย้อม 

Nile red เพ่ือหาปริมาณไขมันด้วยวิธีการย้อมโดยใช้เซลล์เปียกของสาหร่ายสีเขียวและไดอะตอม โดยใน
การทดลองนี้เลือกใช้ Eosin Y ซึ่งเป็นสีย้อมอินทรีย์ที่ใช้ย้อมนิวเคลียสของเซลล์ที่มีอยู่ในห้องปฏิบัติการ
ชีววิทยาโดยทั่วไป มาทดสอบการย้อมสีไขมันภายในเซลล์สาหร่ายขนาดเล็กและไดอะตอมเพ่ือศึกษาความ
เป็นเป้นไปได้ในการน ามาใช้วิเคราะห์ปริมาณไขมันของสาหร่ายขนาดเล็กและไดอะตอมด้วยเทคนิค
ฟลูออร์เรสเซนส์ต่อไป  

 
3.1.2.1 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ไขมันในสาหร่ายด้วยวิธีการย้อม  

(staining method) ด้วยสีย้อม Nile red  
 

ในการหาปริมาณไขมันของสาหร่ายและไดอะตอมโดยวิธีการย้อมไขมันในเซลล์
สาหร่ายและไดอะตอมด้วย Nile red โดยท าการศึกษาสหร่ายสีเขียว 1 ชนิด คือ Chlorella sp. และ 
ไดอะตอม 1 ชนิด คือ Nitzschia sp. โดยให้มีจ านวนเซลล์ในแต่ตัวอย่างเท่ากับ 3106 เซลล์ สภาวะที่
ท าการศึกษาได้แก่ 1) ความเข้มข้นของ DMSO 2) ความเข้มข้นของ Nile Red และ 3) ระยะเวลาการ 
incubation ท าการวัดฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัม โดยใช้ excitation wavelength ที่ 500 นาโนโมตร และ
ติดตามความเข้มฟลูออร์เรสเซนต์ที่ความคลื่น 590 นาโนเมตร ซึ่งเป็นความยาวคลื่นที่ต าแหน่ง emission 
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ของ Nile red ที่อยู่ในสภาวะแวดล้อม hydrophobic หรือ Nile red อยู่ภายในหยดน้ ามันภายในเซลล์ของ
สาหร่ายหรือไดอะตอม 

 
1) ผลของความเข้มข้นของ DMSO ต่อการย้อมสีของไขมันในเซลล์สาหร่ายและ 

ไดอะตอมด้วยสีย้อม Nile red 
ในการทดลองนี้ได้ท าการศึกษาผลของความเข้มข้นของ DMSO ต่อการย้อมสีของ

ไขมันในเซลล์สาหร่ายและไดอะตอม โดยสภาวะควบคุมของการทดลอง คือ จ านวนเซลล์ 3x106 เซลล ์
ความเข้มข้นของ Nile red 2.50 ไมโครกรัมต่อลิตร เวลาและอุณหภูมิในการ incubation เท่ากับ 30 นาที
และ 40 C ตามล าดับ โดยท าการเปลี่ยนความเข้มข้นของ DMSO 1-30 % ท าการวัดฟลูออร์เรสเซนส์
สเปกตรัมโดยใช้ excitation wavelength ที่ 500 นาโนเมตร ได้ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 3.6 และ 
3.7  

 

 
 
รูปที่ 3.6 ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ Nile red 2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในสาหร่ายสีเขียว 
Chlorella sp. (3106 เซลล์) ที่ความเข้มข้นของ DMSO 1-30% เวลาและอุณหภูมิในการ incubation 
เท่ากับ 30 นาทีและ 40 C ตามล าดับ 
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จากสเปกตรัมที่ได้พบว่าทั้งใน Chlorella sp. และ Nitzschia sp. จะพบพีคของ
ฟลูออร์เรสเซนส์ 2 พีค ที่มีความเข้มสูง คือ 650 และ 710 นาโนเมตร ซึ่งไม่ใช่พีคของ Nile red ที่อยู่ใน
หยดน้ ามันภายเซลล์ของสาหร่ายหรือไดอะตอม โดยที่ต าแหน่ง 650 นาโนเมตร คือ  emission ของ  
Nile red ที่อยู่ในน้ าและที่ต าแหน่ง 730 นาโนเมตร คือ พีคของคลอโรฟิลที่อยู่ในสาหร่ายหรือไดอะตอม แต่
อย่างไรก็ตามในสภาวะของการทดลองพบการเกิดพีคท่ี 590 นาโนเมตร แสดงว่า Nile red ผ่านเข้าไปใน
เซลล์และเกิดปฏิกิริยากับหยดไขมันภายในเซลล์ได้บ้าง โดยเฉพาะที่ความเข้มข้นของ DMSO เท่ากับ 5% 
และ 1% ส าหรับ Chlorella sp. และ Nitzschia sp. ตามล าดับ จากรูปที่ 3.8 Normalize intensity ของ
สัญญาณฟลูออร์เรสเซนส์ที่ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร แสดงให้เห็นว่าจะได้ว่าความเข้มข้นของ DMSO 
ที่เหมาะสมในการย้อมสีไขมันภายในเซลล์ของ Chlorella sp. และ Nitzschia sp. คือ  5% และ 1% 
ตามล าดับ 
 

 
 
รูปที่ 3.7 ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ Nile red (2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ในไดอะตอม  
Nitzschia sp. (3106 เซลล์) ที่ความเข้มข้นของ DMSO 1-30% เวลาและอุณหภูมิในการ incubation 
เท่ากับ 30 นาทีและ 40 C ตามล าดับ  
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รูปที่ 3.8  Normalize intensity ทีค่วามยาวคลื่น 590 นาโนเมตร ของ Nile red 2.50  
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ใน Chlorella sp. และ Nitzschia sp.  3106 เซลล์ ทีค่วามเข้มข้นของ DMSO 
เท่ากับ 1-30% ที่เวลาและอุณหภูมิในการ incubation เท่ากับ 30 นาทีและ 40 C ตามล าดับ 
 
 

2) ผลของความเข้มข้นของ Nile red  ต่อการย้อมสีของไขมันในเซลล์สาหร่ายและ
ไดอะตอม 

ในการทดลองนี้ได้ท าการศึกษาผลของความเข้มข้นของ Nile red ต่อการย้อมสี
ของไขมันในเซลล์สาหร่ายและไดอะตอม โดยสภาวะควบคุมของการทดลอง คือ จ านวนเซลล์ 3x106 เซลล ์
ความเข้มข้นของ DMSO เท่ากับ 5%  เวลาและอุณหภูมิในการ incubation เท่ากับ 30 นาท ีและ 40 C 
ตามล าดับ โดยท าการเปลี่ยนความเข้มข้นของ Nile red  0.5-5.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท าการวัด 
ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมโดยใช้ excitation wavelength ที่ 500 นาโนเมตร จากรูปที่ 3.9 Normalize 
intensity ของสัญญาณฟลูออร์เรสเซนส์ที่ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร แสดงให้เห็นว่าจะได้ว่าความ
เข้มข้นของ Nile red ที่เหมาะสมในการย้อมสีไขมันภายในเซลล์ของ Chlorella sp. และ Nitzschia sp. 
คือ  2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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รูปที่ 3.9 Normalize intensity ทีค่วามยาวคลื่น 590 นาโนเมตร ที่ความเข้มข้นของ Nile red  
0.5-5.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใน Chlorella sp. และ Nitzschia sp.  3106 เซลล์ ทีค่วามเข้มข้นของ 
DMSO เท่ากับ 5% ที่เวลาและอุณหภูมิในการ incubation เท่ากับ 30 นาทีและ 40 C ตามล าดับ 
 

3) ผลเวลาในการ incubation ต่อการย้อมสีของไขมันในเซลล์สาหร่ายและได
อะตอมด้วยสีย้อม Nile red 

ในการทดลองนี้ได้ท าการศึกษาผลเวลาในการ incubation ต่อการย้อมสีของ
ไขมันในเซลล์สาหร่ายและไดอะตอม โดยสภาวะควบคุมของการทดลอง คือ จ านวนเซลล์ 3x106 เซลล ์
ความเข้มข้นของ DMSO เท่ากับ 5%  ความเข้มข้นของ Nile red เท่ากับ 2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
อุณหภูมิในการ incubation เท่ากับ 40 C ตามล าดับ ท าการ incubation ด้วยระยะเวลาที่แตต่างกันคือ 
10 20 30 และ 30 นาที จากรูปที่ 3.10 Normalize intensity ของสัญญาณฟลูออร์เรสเซนส์ที่ความยาว
คลื่น 590 นาโนเมตร แสดงให้เห็นว่าจะได้ว่าเวลาที่เหมาะสมในการท า incubation คือ 10 นาที  
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รูปที่ 3.10 Normalize intensity ทีค่วามยาวคลื่น 590 นาโนเมตร ของ Nile red 2.50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ใน  Chlorella sp. และ Nitzschia sp.  3106 เซลล์ ทีค่วามเข้มข้นของ DMSO 5% ที่เวลา
ในการท า incubation เท่ากับ 10 20 30 และ 40 นาที ที่อุณหภูมิในการ incubation เท่ากับ 40 C  
 
  จากการทดลองแสดงว่าการสภาวะที่เหมาะสมในการย้อมไขมันในเซลล์สาหร่ายสีเขียว 
Chlorelllar sp. คือ ความเข้มข้นของสีย้อม nile red เท่ากับ 2.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร DMSO เท่ากับ 
5%  อุณหภูมิและเวลาในการ incubation เท่ากับ 40 C 20 นาที ตามล าดับ ในขณะที่ สภาวะที่
เหมาะสมในการย้อมไขมันในเซลล์ของไดอะตอม Nitzschia sp.  คือ ความเข้มข้นของสีย้อม nile red 
เท่ากับ 2.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร DMSO เท่ากับ 1%  อุณหภูมิและเวลาในการ incubation เท่ากับ 40 
C 20 นาที ตามล าดับ 
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3.1.2.2 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ไขมันในสาหร่ายด้วยวิธีการย้อมด้วย  
Eosin Y  

  
เพ่ือศึกษาความเป็นไปได้การใช้สีย้อมไขมันชนิดอื่นในการหาปริมาณไขมันของ

สาหร่ายและไดอะตอมโดยวิธีการย้อมไขมันในเซลล์สาหร่ายและไดอะตอมด้วย Eosin Y โดยท าการศึกษา
สหร่ายสีเขียว 1 ชนิด คือ Chlorella sp. และไดอะตอม 1 ชนิด คือ Nitzschia sp. โดยให้มีจ านวนเซลล์
ในแต่ตัวอย่างเท่ากับ 3106 เซลล์ สภาวะที่ท าการศึกษาได้แก่ 1) ความเข้มข้นของ DMSO 2) ความ
เข้มข้นของ Eosin Y 3) ระยะเวลาการ incubation  

1) ผลของความเข้มข้นของ DMSO ต่อการย้อมสีของไขมันในเซลล์สาหร่ายและ 
ไดอะตอมด้วยสีย้อม Eosin Y 

ในการทดลองนี้ได้ท าการศึกษาผลของความเข้มข้นของ DMSO ต่อการย้อมสีของ
ไขมันในเซลล์สาหร่ายและไดอะตอม โดยสภาวะควบคุมของการทดลอง คือ จ านวนเซลล์ 3x106 เซลล ์
ความเข้มข้นของ  Eosin 2.50 ไมโครกรัมต่อลิตร เวลาและอุณหภูมิในการ incubation เท่ากับ 30 นาที
และ 40 C ตามล าดับ โดยท าการเปลี่ยนความเข้มข้นของ DMSO 1-30 % ท าการวัดฟลูออร์เรสเซนส์
สเปกตรัมโดยใช้ excitation wavelength ที่ 500 นาโนเมตร และท าการทดลองเปรียบเทียบกับน้ ามัน
มะกอกและกรดโอเลอิก 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ได้ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 3.11 และ 3.12 

จากผลการทดลองแสดงให้ว่า Eosin Y ในสภาวะที่เป็น hydrophobic อยู่ใน
สภาพแวดล้อมที่เป็นน้ ามันหรือกรดไขมันจะเลื่อนต าแหน่งของพีคไปทางพลังงานต่ า หรือเกิด  red shift 
จาก 540 นาโนเมตร ไปยังที่ 560 นาโนเมตร พร้อมกับความเข้มฟลูออเรสเซนส์เพ่ิมขึ้น ซ่ึงในสภาวะการ
ทดลองใน Chlorella sp. และ Nitzschia sp. ก็จะพบ emission ในต าแหน่ง 560 นาโนเมตร ของ Eosin 
Y ที่เกิดปฏิริยากับไขมันเช่นเดียวกันและความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ต าแหน่งนี้จะเพ่ิมข้ึนเมื่อเมื่อความ
เข้มข้นของ DMSO เพ่ิมขึ้น แสดงให้เห็นถึงแนวโนวในการเกิดปฏิกิริยาของ Eosin Y กับไขมันในเซลล์ของ
สาหร่ายและไดอะตอมเพ่ิมข้ึน ดังนั้นในการติดตามสัญญาณ Eosin Y ที่เกิดปฏิกิริยากับไขมันจะติดตาม
ความเข้มของฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 560 นาโนเมตร 
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รูปที่ 3.11 ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ Eosin Y (2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ในสาหร่ายสีเขียว 
Chlorella sp. (3106 เซลล์) ที่ความเข้มข้นของ DMSO 1-30% 
 
 

 
 
 

รูปที่ 3.12 ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ Eosin Y (2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ในไดอะตอม 
Nitzschia sp. (3106 เซลล์) ที่ความเข้มข้นของ DMSO 1-30% 
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รูปที่ 3.13 Normalize intensity ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร ของ Eosin Y (2.50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) ใน  Chlorella sp. และ Nitzschia sp.  (3106 เซลล์) ทีค่วามเข้มข้นของ DMSO เท่ากับ 1-
30% 
 
  จากรูปที่ 3.13 แสดงให้เห็นความเข้มข้นของ DMSO ที่เหมาะสมในการย้อมสีไขมัน
ภายในเซลล์ด้วย Eosin Y ของ  Chlorella sp. และ Nitzschia sp. โดยการติดตามความเข้มของสัญญาณ
ฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 560 นาโนเมตร คือ 5% DMSO  
 

2) ผลของความเข้มข้นของ Eosin Y  ต่อการย้อมสีของไขมันในเซลล์สาหร่ายและ
ไดอะตอมด้วยสีย้อม Eosin Y 

ในการทดลองนี้ได้ท าการศึกษาผลของความเข้มข้นของ Eosin Y ต่อการย้อมสี
ของไขมันในเซลล์สาหร่ายและไดอะตอม โดยสภาวะควบคุมของการทดลอง คือ จ านวนเซลล์ 3x106 เซลล ์
ความเข้มข้นของ DMSO เท่ากับ 5%  เวลาและอุณหภูมิในการ incubation เท่ากับ 30 นาทีและ 40 C 
ตามล าดับ โดยท าการเปลี่ยนความเข้มข้นของ Eosin Y 0.5-5.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท าการวัดฟลูออร์
เรสเซนส์สเปกตรัมโดยใช้ excitation wavelength ที่ 500 นาโนเมตร จากรูปที่ 3.14 Normalize 
intensity ของสัญญาณฟลูออร์เรสเซนส์ที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร แสดงให้เห็นว่าจะได้ว่าความ
เข้มข้นของ Eosin Y ที่เหมาะสมในการย้อมสีไขมันภายในเซลล์ของ Chlorella sp. และ Nitzschia sp. คือ  
2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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รูปที่ 3.14 Normalize intensity ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร ที่ความเข้มข้นของ Eosin Y 0.5-5.0 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใน  Chlorella sp. และ Nitzschia sp.  (3106 เซลล์) ทีค่วามเข้มข้นของ 
DMSO เท่ากับ 5% 
 

3) ผลเวลาในการ incubation ต่อการย้อมสีของไขมันในเซลล์สาหร่ายและได
อะตอมด้วยสีย้อม Eosin Y 

ในการทดลองนี้ได้ท าการศึกษาผลเวลาในการ incubation ต่อการย้อมสีของ
ไขมันในเซลล์สาหร่ายและไดอะตอม โดยสภาวะควบคุมของการทดลอง คือ จ านวนเซลล์ 3x106 เซลล์ 
ความเข้มข้นของ DMSO เท่ากับ 5%  ความเข้มข้นของ Eosin Y เท่ากับ 2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
อุณหภูมิในการ incubation เท่ากับ 40 C ตามล าดับ ท าการ incubation ด้วยระยะเวลาที่แตต่างกันคือ 
15 30 และ 45 นาที จากรูปที่ 3.15 Normalize intensity ของสัญญาณฟลูออร์เรสเซนส์ที่ความยาวคลื่น 
560 นาโนเมตร แสดงให้เห็นว่าความข้มของสัญญาณฟลูออร์เรสเซนส์จะเพ่ิมเม่ือเวลาเพิ่มข้ึนโดยแสดง
ค่าสูงสุดในการทดลองนี้คือ 30 นาที 
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รูปที่ 3.15 การเปลี่ยนแปลงความเข้มของสัญญาณฟลูออร์เรสเซนส์ที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร ที่ 
เวลา 15 30 และ 40 นาที ของ Chlorelllar sp. และ Nitzschia sp. 3106 เซลล์ และ Eosin Y 2.50 
มิลลิกรัมต่อลิตร ในสภาวะที่ความเข้มข้นของ DMSO เท่ากับ 5%  ความเข้มข้นของ Eosin Y เท่ากับ 
2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและอุณหภูมิในการ incubation เท่ากับ 40 C  
 
  จากการทดลองจะสภาะที่ดีที่สุดในการย้อมไขมันด้วย Eosin Y จากการติดตามความเข้ม
ฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 560 นาโนเมตร คือ ความเข้มข้นของสีย้อม Eosin Y เท่ากับ 2.5 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร DMSO เท่ากับ 5%  อุณหภูมิและเวลาในการ incubation เท่ากับ 40 C 30 นาที ตามล าดับ
แต่อย่างไรก็ตามจากผลของการศึกษาความเป็นไปได้ของการใช้ Eosin Y ในการใช้วิเคราะห์ปริมาณไขมัน
โดยการย้อมมีการเปลี่ยนแปลงความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ต่ ามาก แสดงว่าการทะลุผ่านของ Eosin Y ผ่าน
ผนังเซลล์เกิดข้ึนน้อยหรือไขมันในเซลล์น้อย Eosin Y ไม่ได้อยู่ใน oil droplet ท าให้ในสภาวะที่มีสาหร่าย
หรือไดอะตอมพบ emission ในต าแหน่ง 540 นาโนเมตร  ดังนั้นในการหาปริมาณไขมันโดยวิธีการย้อม
ในการทดลองต่อไปจึงเลือกใช้ Nile red เป็นสีย้อมในการวิเคราะห์ปริมาณไขมันโดยวิธีการย้อมท่ีสภาวะที่ 
ความเข้มข้นของสีย้อม Nile red เท่ากับ 2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร DMSO เท่ากับ 5%  อุณหภูมิและ
เวลาในการ incubation เท่ากับ 40 C 30 นาที ตามล าดับ  
   
 
   

 
 
 
 
 
 



36 
 

3.1.3 การหาปริมาณของไขมันในสาหร่ายสีเขียว โดยการย้อมด้วยสีย้อม Nile red 

   3.1.3.1 การหาปริมาณไขมันแบบ external standard โดยวิธีการย้อม 

    ท าการสร้างกราฟมาตรฐานของไขมัน โดยสารมาตรฐาน คือ ไขมันที่สกัดจาก
น้ ามันคาโนลาร์  หรือ CNE standard ที่ท าการสกัดโดยวิธีของ Folch (Folch et al., 1956) ท าการ
วัดฟลูออร์เรสเซนซ์สเปกตรัมที่ความเข้มข้นของ CNE standard 0-40 ไมโครกรัม ที่สภาวะความเข้มข้น
ของ DMSO เท่ากับ 5%  ความเข้มข้นของ Nile red เท่ากับ 2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร อุณหภูมิในการ 
incubation เท่ากับ 40 C  จากรูปที่ 3.16 จะเห็นได้ว่า พบความเข้มของฟลูออร์เรสเซนส์ที่ความยาวคลื่น 
590 นาโนเมตร ซึ่งเป็น emission ของ Nile red  ในไขมันหรือในสภาพแวดล้อมที่เป็น hydrophobic 
เพ่ิมข้ึน เมื่อความเข้มข้นของ   CNE standard   เพ่ิมข้ึน ในรูปที่ 3.17 แสดงกราฟมาตรฐานในหาปริมาณ
ของไขมันสร้างจากความเข้มของฟลูออร์เรสเซนส์ที่ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร กับ จ านวนไมโครกรัม
ของ CNE standard   พบว่าในปริมาณสารส่วนมาตรฐาน CNE 0-40 ไมโครกรัม ความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์
ที่ 590 นาโนเมตร กับปริมาณของสารส่วนมาตรฐาน CNE  ให้ความสัมพันธ์ในเชิงเส้นตรงที่ดี คือ ให้ค่า 
Correlation coefficient หรือ R2 เท่ากับ 0.9900 โดยให้มีค่า detection limit เท่ากับ 3.078 ไมโครกรัม 
(ค านวณมากจาก detection limit = 3*standard deviation ของแบล็งค์  ในการวัดซ้ า = 10 ครั้ง)   

 
 

 
 
 
รูปที่ 3.16 ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ CNE standard 0-50 ไมโครกรัม ใน Nile red 2.50 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร และ 5% DMSO ความเข้มข้นของ Nile red เท่ากับ 2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร อุณหภูมิใน
การ incubation เท่ากับ 40 C   
 

0 g of CNE STD 0 g of CNE STD 

50 g of CNE STD 
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รูปที่ 3.17 กราฟมาตรฐานของไขมันที่สกัดจากน้ ามันคาโนลาร์  หรือ CNE standard ความเข้มข้น 0-40 
ไมโครกรัม (ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ได้จากการท าซ้ า 3 ครั้ง) 
 
  การหาปริมาณของไขมันในสาหร่ายสีเขียวและไดอะตอม Chlorella sp. และ Nitzschia  
คือ  โดยการย้อมด้วยสีย้อม Nile red โดยใช้สภาวะในการย้อม คือ ความเข้มข้นของ DMSO เท่ากับ 5%  
ความเข้มข้นของ Nile red เท่ากับ 2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร อุณหภูมิในการ incubation เท่ากับ 40 
C ในการทดลองนี้ท าการเปลี่ยนแปลงจ านวนของเซลล์ 1106-1108 เซลล์ โดยไดฟ้ลูออร์เรสเซนส์
สเปกตรัมตามรูปที่ 3.18 จะเห็นได้ว่า ภายใต้สภาวะของการทดลองความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโน
โนเมตร ต่ ามากและและพบแถบของฟลูออรเรสเซนซ์ที่บริเวณ 650 นาโนเมตรซึ่งแสดงให้เห็นว่า Nile red 
อยู่ภายนอกเซลล์ เมื่อติดตามการเปลี่ยนแลงความเข้มฟลูออร์เซนส์ที่ 590 นาโนเมตร เมื่อจ านวนของเซลล์
สาหร่ายหรือไดอะตอมเพ่ิมขึ้น ดังแสดงในรูปที่ 3.18  พบว่าเมื่อเพ่ิมปริมาณเซลล์เพิ่มข้ึนความเข้มฟลูออร์
เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตร จะมีแนวโน้มเพ่ิมข้ึนบ้าง แสดงว่า Nile red อยู่ใน oli droplet มากขึ้นเมื่อ
จ านวนของเซลล์เพ่ิมมากข้ึนอย่างไรตามการเพ่ิมของสัญญานฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตร กับจ านวน
เซลล์ไม่มีความสัมพันธ์เป็นเชิงเส้นตรง ซึ่งจะเกิดจากการรบกวนเมตริกซ์และความขุ่นที่เพ่ิมข้ึนเมื่อจ านวน
เซลล์เพ่ิมข้ึน หรือจากการย้อมสีไขมันที่ไม่มีประสิทธิภาพสภาวะในการทดลอง จากการทดลองนีแสดงให้
เห็นว่าไม่สามารถใช้การหาปริมาณแบบ external standard โดยวิธีการย้อมเซลล์ด้วยสีย้อม Nile red ได้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก) 
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ข) 

 
ค) 

 
 
รปูท่ี 3.18 ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ ของ ก) Chlorella sp. ข) Nitzschia sp. ที่จ านวนของเซลล์
แตกต่างกัน ใน Nile red 2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 5% DMSO  และ ค) การเปลี่ยนแปลงความ
เข้มของสัญญาณฟลูออร์เรสเซนส์ที่ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร ของ Chlorelllar sp. และ  
Nitzschia sp. ที่จ านวนของเซลล์แตกต่างกัน ใน Nile red 2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 5% DMSO 
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3.1.3.1 การหาปริมาณไขมันแบบ Standard addition โดยวิธีการย้อม 

   จากปัญหาสัญญญาณฟลูออร์เรสเซนส์ที่ไม่แน่นอนซึ่งเป็นผลมาจากเมตริกใน
สาหร่ายและไดอะตอมเพ่ือเป็นการก าจัดผลของเมตริกในการทดลองนี้จะใช้วิธีการวิเคราะห์ปริมาณแบบ 
Standard addition  เพ่ือให้สารมารตรฐานและสารตัวอย่างมีเมตริกท่ีเหมือนกัน ในการทดลองนี้จึงท า
การเติมสาหร่ายหรือไดอะตอมในการขั้นตอนของเตรียมสารลายมาตรฐาน CNE การเติมสาหร่ายหรือ 
ไดอะตอมในปริมาณที่เท่ากันจะท าให้สารมาตรฐานและสารตัวอย่างมีเมตริกที่เหมือนกัน  

ในการทดลองนี้ได้ท าเตรียมสารมาตรฐาน CNE ปริมาณ 0-20 ไมโครกรัม โดยให้
สารมาตรฐานทุกความเข้มข้นมีมีปริมาณสาหร่ายหรือไดอะตอม Chlorelllar sp. และ Nitzschia sp. 
เท่ากับ 3 x106 เซลล์ ความเข้มข้นของ DMSO เท่ากับ 5%  ความเข้มข้นของ Nile red เท่ากับ 2.50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร อุณหภูมิในการ incubation เท่ากับ 40 C  ท าการวัดฟลูออร์เรสเซนส์เสปกตรัม 
ได้ผลการทดลองดังแสดงในรูปจากรูปที่ 3.19 จากสเปกตรัมของสารมาตรฐานที่มีการเติมสาหร่ายหรือ 
ไดอะตอมจะไม่พบการเกิดพีคที่ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร ซึ่งเป็น emission ของ Nile red  ที่ติดอยู่
ไขมัน แสดงว่าการย้อมสีในสภาวะดังกล่าวไม่เกิด ขึ้นพบเฉพาะแถบของฟลูออรเรสเซนซ์ที่บริเวณ  
650 นาโนเมตร เท่านั้นแสดงให้เห็นว่า Nile red อยู่ในหยดน้ ามันภายในเซลล์  

 

ก)                        ข) 
  

                                                                    
 

         
รูปที่ 3.19 ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของสารมาตรฐาน CNE standard 0-20 ไมโครกรัม ที่มีการเติม
สาหร่าย ก) Chlorelllar sp. และ ข) 3x106 เซลล์ ในสภาวะที่ Nile red 2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 
5% DMSO  
 

จากการศึกษาเพ่ือสภาวะและวิธีการในการหาปริมาณไขมันสาหร่ายขนาดเล็กและ 
ไดอะตอมโดยการย้อมสีด้วยสีย้อม (staining method) พบว่าการย้อมไขมันในเซลล์เปียกของสาหร่าย
และไดอะตอมไม่สามารถใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณไขมันได้  ไม่พบพีคของของฟลูออร์เรสเซนส์ที่   
590 นาโนเมตร หรือให้ความเข้มของฟลูออร์เรสเซนส์ที่ต าแหน่งนี้ต่ ามากซึ่งมีสาเหตุมาจากปัจจัย 
ดังต่อไปนี้  

 



40 
 

1) สภาวะที่ท าการย้อมไขมันด้วยสีย้อม Nile red มีประสิทธิภาพต่ า สีย้อม Nile red 
ไม่สามารถในทะลุทะลวงเข้าสู่ผนังเซลล์ของสาหร่ายสีเขียงหรือไดอะตอมได้  

2) การรบการการวิเคราะห์ของเมตริกและสัญญาณจากรงค์วัตถุในสาหร่าย  
เช่น คลอโรฟิลล์ ในวิธีวิเคราะห์ปริมาณแบบ Standard addition 

3) ปริมาณไขมันในสาหร่ายและไดอะตอมที่น ามาทดลองมีปริมาณต่ ามาก ต่ ากว่าขีด
ต่ าสุดของการวิเคราะห์  

 
3.2 การหาปริมาณไขมันในสาหร่ายโดยวิธีการสกัด (Extraction method) 

จากผลทดลองที่ผ่านมาแสดการหาปริมาณไขมันในเวลล์สาหร่ายและไดอะตอมด้วยเทคนิคฟลูออร์
เรสเซนส์โดยวิธีการย้อมสีไขมันในเซลล์ (staining method) ไม่ประสิทธิภาพเพียงพอ ไม่สามารถให้
ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงของปริมาณสาหร่ายและสัญญาณฟลูออร์เซนส์ได้ ในการทดลองต่อไปนี้จึงเป็น
การพัฒนาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณไขมันในสาหร่ายโดยใช้วิธีการที่ประยุกต์มากจากรายงานของ Higgins 
และคณะ (Higgins B. T. et al., 2014) ที่ท าการพัฒนาการวิเคราะห์ไขมันโดยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนส์กับ
ส่วนสกัดไขมันที่จากน้ ามันพืชและสาหร่าย Chlorelllar ซึ่งพบว่าผลที่ดี สอดคล้องกับผลที่ได้จากเทคนิค
การวิเคราะห์ไขมันอื่น คือ thin layer chromatography มากกว่าเทคนิคฟลูออร์เรสเซนส์ที่ใช้วิธีการย้อม
ในการหาปริมาณของไขมัน 

ในการทดลองนี้ได้ประยุกต์วิธีการหาปริมาณไขมันด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนส์กับส่วนสกัดไขมัน
ของ Higgins และคณะ โดยวิเคราะห์ปริมาณไขมันทั้งในเซลล์แห้งหรือเซลล์ที่ผ่านกระบวนการท าให้แห้งที่
จุดเยือกแข็ง (freeze dry cell) และเซลล์ที่อยู่ในสารละลายหรือเซลล์เปียก โดยการวิเคราะห์ปริมาณ
แบบ external standard และ standard addition เปรียบเทียบผลที่ได้กับการหาไขมันโดยเทคนิคแบบ
แกรวิเมตริกของ Folch (Folch et al., 1956) 

 
3.2.2 การหาปริมาณของไขมันเทคนิคแกรวิเมตริกจากเซลล์เปียกและแห้ง  

   ในการหาปริมาณไขมันในการทดลองนี้ปรับปรุงมาจากการหาไขมันโดยเทคนิคแบบแกรวิ
เมตริกของ Folch (Folch et al., 1956)  ซึ่งจะท าให้เซลล์ของสาหร่ายผ่านกระบวนการท าแห้งแบบเยือก
แข็ง (freeze dry) แตเ่นื่องจากในงานวิจัยนี้สนใจที่พัฒนากระบวนการวิเคราะห์ปริมาณไขมันในสาหร่ายใน
กระบวนเลี้ยงจึงท าการวิเคราะห์ปริมาณไขมันเซลล์เปียกด้วย ในการทดลองจึงท าการศึกษาสาหร่ายสีเขียว 
คือ Chlorelllar sp. และไดอะตอม คือ Nitzschia sp. โดยวิเคราะห์ปริมาณไขมันอยู่ในรูปน้ าหนักไขมัน
ต่อปริมาตรส าหรับเซลล์เปียกและเปอร์เซ็นต์ไขมันต่อน้ าหนักแห้งส าหรับเซลล์แห้ง ได้ผลการวิเคราะห์ตาม
ตารางที่ 3.1 โดยผลการทดลองนี้จะใช้เพื่อเป็นข้อมูลเปรียบเทียบกับของการวิเคราะห์ปริมาณไขมันโดย
เทคนิคฟลูออร์เรสซนส์ต่อไป 
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ตารางท่ี 3.1 ปริมาณของไขมันเทคนิคแกรวิเมตริกจากเซลล์เปียกและเซลล์แห้งของ Chlorelllar sp. 
และ Nitzschia sp. 
 

น้ าหนักไขมันต่อปริมาตร  (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)* เปอร์เซ็นต์ไขมันต่อน้ าหนักแห้ง* 
Chlorelllar sp. Nitzschia sp. Chlorelllar sp. Nitzschia sp. 

2.13((0.987)  10-2 1.36(0.140)  10-1  14.471.22 16.002.78 
    

*ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานทีไ่ด้จากการท าซ้ า 3 ครั้ง  
 

3.2.3 ผลการของเติมตัวออกซิไดส์  NaClO และ H2O2 ต่อความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ในการหา
ปริมาณไขมันโดยวิธีการสกัด 

 
 ในการทดลองศึกษาฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ Nile red เพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสม

ในการหาปริมาณไขมันโดยวิธีสกัด Higgens และคณะฯ (Higgens, B.T., et.al., 2014) ได้มีการเติมตัว
ออกซิไดส์ NaClO เพ่ือก าจัดสัญญานรบกวนจากการเกิดฟลูออร์เรสเซนส์ของรงค์วัตถุ เช่น คลอโรฟิลล์ ที่ 
ต าแหน่ง 680 นาโนเมตร ในการทดลองนี้จึงท าการวัดฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของ Nile red ที่มีการ
เติมส่วนสกัดไขมันที่จากสาหร่าย Chlorella sp.และ ไดอะตอม NitzschiaI sp.  เปรียบเทียบกับ
สเปกตรัมของ Nile red และสาหร่าย Chlorella sp.และ ไดอะตอม NitzschiaI sp.  ที่ได้จากวิธีการย้อม
ในสภาวะทีม่ีการเติมและไม่ได้เติมตัวออกซิไดส์ ได้แก่ NaClO และ H2O2  
  จากรูปที่ 3.20 ก) พบว่าฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของในส่วนสกัดไขมันของทั้งสาหร่าย 
Chlorella sp.และ ไดอะตอม NitzschiaI sp.  ในสภาวะที่มีการเติม เติมตัวออกซิไดส์ ได้แก่ NaClO และ 
H2O2 จะพบ emission ที่ 590 โนโนเมตรซึ่งเป็นพีคเอกลักษณ์ของ Nile red  ในขณะที่สเปกตรัมของ 
NitzschiaI sp. และ Chlorella sp.  ทีใ่ช้วิธีการย้อมด้วย Nile red และเติมตัวออกซิไดส์ยังคงไม่พบ 
emission ของ Nile red  ที่ 590 นาโนเมตร เมื่อเปรียบเทียบความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตร 
ในสภาวะที่ เติม NaClO ทั้งใน NitzschiaI sp. และ Chlorella sp.  จะให้ความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 
590 นาโนเมตรสูงสุด ดังนั้นในการวิเคราะห์ปริมาณในการทดลองต่อไปจะใช้ NaClO เติมในสารละลาย
ตัวอย่างเพ่ือเป็นการก าจัดสัญญาณรบกวนจากรงค์วัตถุ 
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ก)                      

      
ข)  

                        
ค)  

         
 
รปูท่ี 3.20 ก) ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัม Nile red ในวิธีการย้อม (stain) และใช้ส่วนสกัดไขมัน (extract) 
ของ Chlorelllar sp. (C) และ Nitzschia sp. (N) และมีการเปลี่ยนแปลงความเข้มของสัญญาณฟลูออร์
เรสเซนส์ที่ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร ที่ได้จากส่วนสกัดไขมัน (ext) และการย้อมไขมันในเซลล์ (stain) 
ของ ก) Chlorelllar sp. และ ข) Nitzschia sp.  ในสภาวะที่ความเข้มข้น Nile red เท่ากับ2.50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 5% DMSO และ 0.3% NaClO หรือ H2O2 
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3.2.3 การหาปริมาณไขมันในสาหร่ายและไดอะตอมโดยวิธีการสกัด 

3.2.3.1 การหาปริมาณไขมันวิธีการสกัดโดยใช้วิธีวิเคราะห์ปริมาณแบบ external 
standard  
               จากผลการทดลองที่ผ่านมาพบว่าการย้อมสีไขมันในสาหร่ายไม่มีประสิทธิภาพ
เพียงพอ ไม่สามารถน ามาใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณได้ทั้งการวิเคราะห์ปริมาณแบบ External standard 
และ standard addition ได้ในการทดลองนี้ปรับปรุงวิธีการวิคราะห์ปริมาณไขมันโดยวิธีการสกัดจาก
วิธีการของ Higgins และคณะ (Higgins B. T. et al., 2014) เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณไขมันใน
สาหร่ายสีเขียวและไดอะตอมทั้งในเซลล์ที่ท าให้แห้งโดยผ่านกระบวนการเยือกแข็ง หรือ freeze dry cell 
และ เซลล์ที่อยู่ในสารละลาย หรือ เซลล์เปียก โดยใช้การวิเคราะห์ปริมาณแบบ external standard จะ
ท าการวิเคราะห์ปริมาณไขมันจากส่วนสกัดไขมัน (extraction method) ของสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก
และไดอะตอม ได้แก่ Chlorella sp. และ Nitzschia sp. ตามล าดับ โดยใช้ไขมันที่สกัดจากน้ ามันคาโน
ลาร์ หรือ CNE standard เป็นสารมาตรฐาน 
 

1)  การสร้างกราฟมาตรฐาน 
      กราฟมาตรฐานของไขมันสร้างโดยใช้สารมาตรฐาน คือ ไขมันที่สกัด
จากน้ ามันคาโนลาร์  หรือ CNE standard ที่ท าการสกัดโดยวิธีของ Folch (Folch et al., 1956) ท าการ
วัดฟลูออร์เรสเซนซ์เสปกตรัมที่ความเข้มข้นของ CNE standard 0-50 ไมโครกรัม ที่ความเข้มข้นของ 
isopropanol 10% ความเข้มข้นของ Nile red เท่ากับ 0.4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้น NaClO 
เท่ากับ 0.3% ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที จากรูปที่ 3.16 จะเห็นได้ว่า พบความเข้มของฟลูออร์เรสเซนส์
ที่ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร ซึ่งเป็น emission ของ Nile red  ในไขมันกับปริมาณของสารส่วน
มาตรฐาน CNE  ให้ความสัมพันธ์ในเชิงเส้นตรงที่ดี คือ ให้ค่า Correlation coefficient หรือ R2 เท่ากับ 
0.9835  ซึ่งจะใช้กราฟมาตรฐานในการค านวณหาปริมาณไขมันในเซลล์แห้งจากกระบวนการ freeze dry 
และเซลล์ที่อยู่ในสารละลายหรือเซลล์เปียกต่อไป 
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รูปที่ 3.21 กราฟมาตรฐานของสารมารตรฐานไขมันสกัดจากน้ ามันคาโนลา  หรือ CNE standard ความ
เข้มข้น 0-50 ไมโครกรัม ที่ความเข้มข้นของ isopropanol 10% ความเข้มข้นของ Nile red เท่ากับ 0.4 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้น NaClO เท่ากับ 0.3% และโดยใช้เวลาในการ incubation ที่อุณภูมิ
ห้อง 30 นาท ี(ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ได้จากการท าซ้ า 3 ครั้ง)  
 

2)  การวิเคราะห์ปริมาณไขมันในเซลล์แห้งที่จากระบวนการ freeze dry 
              ในงานวิจัยนี้ได้ท าการวิเคราะห์ปริมาณไขมันของ Chlorella sp. และ 
Nitzschia sp. โดยใช้ส่วนสกัดที่ได้จากการสกัดที่ประยุกต์จากวิธีของ Folch โดยใช้น้ าหนักแห้งของ
สาหร่ายหรือไดอะตอม 10 มิลลิกรัม ท าการสกัดด้วยตัวท าละลายผสม 2:1 Chloroform : MeOH และใช้
การแช่ในอ่างอัลตราโซนิค 30 นาที เพ่ือช่วยให้เซลล์แตกท าให้การสกัดมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น  น าส่วนสกัด
ในชั้นตัวท าละลายอินทรีย์ผ่านการล้างด้วย 0.9% NaCl และท าให้แห้งภายใต้ภาวะสุญญากาศ มาเตรียม
เป็นสารละลายโดยใช้ Chloroform เป็นตัวท าละลาย ได้สารละลายส่วนสกัดไขมัน ที่พร้อมจะวิเคราะห์
ปริมาณไขมันด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์ต่อไป 
 
ตารางที่ 3.2 ปริมาณไขมันจากเซลล์แห้ง ของ Chlorella sp. ที่วิเคราะห์โดยวิธีการสกัด (extraction 
method) ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์ โดยวิเคราะห์ปริมาณแบบ external standard  
 

น้ าหนักส่วนสกัดไขมัน 
(ไมโครกรัม) 

ปริมาณไขมัน* 
(ไมโครกรัม) 

เปอร์เซ็นต์ไขมันต่อน้ าหนักแห้ง*,** 

500 12.75 (0.49)  1.27(0.049)10-1 

* ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ไดจ้ากการท าซ้ า 3 ครั้ง 
** ตัวอักษรแบบหนาแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญักับผลการวิเคราะห์ที่ได้กับผลที่ได้จากการวิเคราะห ์
แบบแกรวิเมตริก (p  0.05) 
 



45 
 

    ในการวิเคราะห์ปริมาณไขมันแบบ External standard จะท าการ
ทดลองใช้ที่ปริมาณของน้ าหนักส่วนสกัดไขมันของสาหร่าย Chlorella sp. 500 ไมโครกรัม หลังจาก
ระเหย Chloroform และละลายส่วนสกัดอีกครั้งด้วย isopropanol 40 ไมโครลิตร เติมสารละลาย Nile 
red (0.5 ไมโครกรัมต่อลิตร) จ านวน 320 ไมโครลิตร และ 0.3% NaClO  จ านวน 40 ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
30 นาที วัดฟลูออร์ติดตามความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตรซึ่งเป็น emission  ของ Nile red 
ในไขมัน พบว่า เมื่อท าการวิเคราะห์ปริมาณโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน CNE 0-50 ไมโครกรัม 
 ได้ผลการวิเคราะห์ปริมาณของเซลล์ Chlorella sp.  ตามตารางท่ี 3.2 
    ท าการเปรียบเทียบน้ าหนักไขมันต่อปริมาตรเซลล์ของ Chlorella sp. 
ที่วิเคราะหโ์ดยวิธีการสกัดโดยใช้วิธี external standard โดยการท า pair t-test ระดับความเชื่อม่ัน 95% 
พบว่าเปอร์เซ็นต์ไขมันต่อน้ าหนักแห้งที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนส์ด้วยส่วนสกัดไขมัน
ที่ได้จากจากเซลล์แห้ง 500 ไมโครกรัม ของ Chlorella sp.  ด้วยวิธี external standard แตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติกับผลที่จากการวิเคราะห์แบบแกรวิเมตริก (p  0.05) (ตารางท่ี 3.1) ซึ่งผลที่แตกต่าง
กันนี้แสดงให้เห็นว่าในภาวะที่ท าการทดลองนี้ Chlorella sp. มีปริมาณไขมันน้อย อาจจ าเป็นที่จะต้องใช้
น้ าหนักส่วนสกัดไขมันเพ่ิมมากกว่า 500 ไมโครกรัม นอกจากนี้ เซลล์ของ Chlorella sp. เป็นสาหร่ายสี
เขียวซึ่งมีผนังเซลล์เป็นเซลลูโลสท าให้กระบวนการสกัดโดยใช้การแช่ในอ่างอัลตราโซนิค 30 นาที ในการท า
ให้เซลล์แตกอจะไม่มีประสิทธิภาพเพียงพอท าให้มีปริมาณไขมันในส่วนสกัดน้อย 
    
    

 
 
รูปที่ 3.22 การเปลี่ยนแปลงความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตร ที่ปริมาณของส่วนสกัดไขมันจาก
เซลล์แห้งของ Nitzschia sp. 0-500 ไมโครกรัม (ความเข้มข้นของ isopropanol 10% ความเข้มข้นของ 
Nile red เท่ากับ 0.4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้น NaClO เท่ากับ 0.3% และโดยใช้เวลาในการ 
incubation ที่อุณภูมิห้อง 30 นาที) 
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    ท าการวิเคราะห์ปริมาณไขมันของไดอะตอม Nitzschia sp. โดยการ
วิเคราะห์ปริมาณแบบ External standard ใช้ส่วนสกัดไขมันที่ได้จากเซลล์แห้งของไดอะตอมที่ผ่าน
กระบวนการ freeze dry ใช้น้ าหนักของส่วนสกัดตั้งแต่ 0-500 ไมโครกรัม เตรีมสารตัวอย่างแบบเดียวกับ
สารมาตรฐาน CNE ติดตามความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตรซึ่งเป็น emission  ของ Nile red ใน
ไขมัน ดังแสดงในรูปที่ 3.22 ความเข้มของความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตรกับน้ าหนักของส่วน
สกัดของ Nitzschia sp. เป็นเชิงเส้นตรงที่ดี คือ Correlation coefficient หรือ R2 เท่ากับ 0.9974 แสดง
ว่าการใช้ส่วนสกัดของเซลล์แห้งของไดอะตอม Nitzschia sp. ที่มีการเติมตัวออกซิไดส์ คือ NaClO สามารถ
น าไปวิเคราะห์ปริมาณไขมันได้ดี เมื่อท าการวิเคราะห์ปริมาณโดยเปรียบเทียบกับกราฟส่วนมาตรฐาน  
ได้ผลการวิเคราะห์ปริมาณของเซลล์ Nitzschia sp. ตามตารางที่ 3.3 
    ท าการเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ไขมันต่อน้ าหนักแห้งของ Nitzschia sp. 
ที่วิเคราะหโ์ดยวิธีการสกัดโดยใช้วิธี external standard กับผลที่จากการวิเคราะห์แบบแกรวิเมตริกพบ
โดยการท า pair t-test ทีร่ะดับความเชื่อมั่น 95% พบว่าผลการวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์ไขมันต่อน้ าหนักแห้ง
ในทุกๆ ชุดของการทดลองไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับผลที่จากการวิเคราะห์แบบแกรวิเมตริก 
(p > 0.05) (ตารางท่ี 3.3) 
 
ตารางท่ี 3.3 ปริมาณไขมันจากเซลล์แห้ง ของ Nitzschia sp. ที่วิเคราะห์โดยวิธีการสกัด (extraction 
method) ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์ โดยวิเคราะห์ปริมาณแบบ external standard  
 

น้ าหนักส่วนสกัดไขมัน 
(ไมโครกรัม) 

ปริมาณไขมัน* 
(ไมโครกรัม) 

เปอร์เซ็นต์ไขมันต่อน้ าหนักแห้ง*,** 

10 1.210.064 12.180.64 
25 2.450.35 9.791.40 
50 6.710.78 13.411.57 
100 13.271.92 13.271.92 
200 26.262.06 13.131.03 
500 56.600.99 11.320.20 

* ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ไดจ้ากการท าซ้ า 3 ครั้ง 
** ตัวอักษรแบบหนาแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญักับผลการวิเคราะห์ที่ได้กับผลที่ได้จากการวิเคราะห ์
แบบแกรวิเมตริก (p  0.05) 
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3)  การวิเคราะห์ปริมาณไขมันในเซลล์ที่อยู่ในสารละลายหรือเซลล์เปียก 
โดยการวิเคราะห์ปริมาณแบบ External standard 

 
  ในงานวิจัยมีวัตถุประสงค์ที่จะพัตนาการวิเคราะห์ปริมาณไขมันใน

สาหร่ายขนาดเล็กเพ่ือใช้ติดตามการสะสมไขมันระหว่างกระบวนการเลี้ยงจึงในพัฒนาวิธีการวิเคราะห์
ไขมันโดยเทคคนิคฟลูออร์เรสเซนส์ โดยใช้ส่วนสกัดไขมันที่ได้จากเซลล์ที่อยู่ในสารละลายหรือเซลล์เปียก
โดยการวิเคราะห์ปริมาณแบบ External standard เพ่ือหาปริมาณไขมันต่อปริมาตร ของสาหร่ายสีเขียว 
Chlorella sp. และไดอะตอม Nitzschia sp. 
      ในสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. จะใช้ส่วนสกัดที่ได้จากเซลล์ (wet 
cell extract) ที่ปริมาณของเซลล์ตั้งแต่ 0-10 x104 เซลล์ การเปลี่ยนแปลงความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 
590 นาโนเมตรที่ปริมาณเซลล์ต่างๆ กัน แสดงในรูปที่ 3.23 จากกราฟแสดงความเข้มของความเข้มฟลูออร์
เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตรกับปริมาณเซลล์ของ Chlorella sp. มีแนวโน้มเป็นเส้นตรง คือ Correlation 
coefficient หรือ R2 เท่ากับ 0.8079 น าค่าความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตรที่ปริมาณเซลล์
ต่างๆ กันไปวิเคราะห์ปริมาณโดยเปรียบเทียบกับกับกราฟมาตรฐาน ได้ผลการวิเคราะห์ปริมาณของเซลล์  
Chlorella sp. ตามตารางท่ี 3.4  
 
 

 
 
รูปที่ 3.23 การเปลี่ยนแปลงความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตร ของส่วนสกัดไขมันที่จากเซลล์
เปียกของ Chlorella sp. 2.5 x104 -10 x104 เซลล์ ที่ความเข้มข้นของ isopropanol 10% ความเข้มข้น
ของ Nile red เท่ากับ 0.4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้น NaClO เท่ากับ 0.3% และอุณหภูมิในการ 
incubation เท่ากับ 40 C  โดยใช้เวลาในการ incubation 30 นาที 
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ตารางท่ี 3.4 ปริมาณไขมันจากเซลล์เปียกของ Chlorella sp. ที่วิเคราะห์โดยวิธีการสกัด (extraction 
method) ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์ โดยวิเคราะห์ปริมาณแบบ external standard  
 

จ านวนเซลล ์ ปริมาณไขมัน*  
(ไมโครกรัม) 

น้ าหนักไขมันต่อปริมาตร*,**  
(มิลลิกรัม/มิลลิลติร) 

2.5 104 1.910.37 3.82(0.740)10-2 

5.0 104 4.190.43 4.19(0.428)10-2 

* ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ไดจ้ากการท าซ้ า 3 ครั้ง 
** ตัวอักษรแบบหนาแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญักับผลการวิเคราะห์ที่ได้กับผลที่ได้จากการวิเคราะห ์
แบบแกรวิเมตริก (p  0.05) 
 

    ท าการเปรียบเทียบน้ าหนักไขมันต่อปริมาตรเซลล์ของ Chlorella sp.  
ที่วิเคราะหโ์ดยวิธีการสกัดจากเซลล์ 2.5 104 และ 5.0 104 เซลล์ โดยใช้วิธี external standard กับ
ผลที่จากการวิเคราะห์แบบแกรวิเมตริก โดยการท า pair t-test ระดับความเชื่อมั่น 95% พบว่าผลที่ได้
ของทั้งสองชุดการทดลองไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับผลที่จากการวิเคราะห์แบบแกรวิเมตริก  

 
  

 
 
รูปที่ 3.24 การเปลี่ยนแปลงความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตร ของส่วนสกัดไขมันท่ าด้จากเซลล์
เปียกของ Nitzschia sp.  2.5 x104 -25 x104 เซลล์ (ความเข้มข้นของ isopropanol 10% ความเข้มข้น
ของ Nile red เท่ากับ 0.4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้น NaClO เท่ากับ 0.3% และโดยใช้เวลาใน
การ incubation ที่อุณภูมิห้อง 30 นาท)ี 
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    ในกรณีของ Nitzschia sp.  การวิเคราะห์ปริมาณไขมันต่อปริมาตร
ของเซลล์ของ จะใช้ปริมาณของเซลล์ตั้งแต่ 0-25 x104 เซลล์ ติดตามความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นา
โนเมตรซึ่ งเป็น emission  ของ Nile red ในไขมัน ตามท่ีแสดงในรูปที่ 3.24 ความเข้มของความเข้มฟลูออร์
เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตรกับปริมาณเซลล์ของ Nitzschia sp. เป็นเชิงเส้นตรงที่ดี คือ Correlation 
coefficient หรือ R2 เท่ากับ 0.9991 แสดงว่าการใช้ส่วนสกัดของเซลล์เปียกในเซลล์ไดอะตอม Nitzschia 
sp. ที่มีการเติมตัวออกซิไดส์ คือ NaClO สามารถน าไปวิเคราะห์ปริมาณไขมันได้ดี เมื่อท าการวิเคราะห์
ปริมาณโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน  ได้ผลการวิเคราะห์ปริมาณของเซลล์ Nitzschia sp. ตาม
ตารางที่ 3.5  
 
ตารางท่ี 3.5 ปริมาณไขมันจากเซลล์เปียกของ Nitzschia sp.  ที่วิเคราะห์โดยวิธีการสกัด (extraction 
method) ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์ โดยวิเคราะห์ปริมาณแบบ external standard  
 

จ านวนเซลล์ ปริมาณไขมัน*  
(ไมโครกรัม) 

น้ าหนักไขมันต่อปริมาตร*,**  
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

2.5 104 6.260.52 1.25(0.105)   10-1 
5.0 104 12.160.63 1.22(0.0635)  10-1 
10 104 28.701.20 1.44(0.0602)  10-1 
25 104 59.884.21 1.20(0.0843) 10-1 

* ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ไดจ้ากการท าซ้ า 3 ครั้ง 
** ตัวอักษรแบบหนาแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญักับผลการวิเคราะห์ที่ได้กับผลที่ได้จากการวิเคราะห ์
แบบแกรวิเมตริก (p  0.05) 
 
    ท าการเปรียบเทียบน้ าหนักไขมันต่อปริมาตรเซลล์ของ Nitzschia sp. 
ที่วิเคราะหโ์ดยวิธีการสกัดโดยใช้วิธี external standard พบว่าผลการวิเคราะห์น้ าหนักไขมันต่อปริมาตร
เซลล์ในทุกๆ จ านวนเซลล์ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับผลที่จากการวิเคราะห์แบบแกรวิเมตริก 
(p > 0.05, ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%) (ตารางท่ี 3.5) 
  

3.2.3.2 การหาปริมาณไขมันในจากเซลล์เปียกและแห้งโดยวิธีการสกัดโดยใช้วิธี 
Standard addition 
                การวิเคราะห์ปริมาณแบบ standard addition ท าเพ่ือลดผลกระทบ
จากการรบกวนของเมตริกที่อยู่ในสารตัวอย่างในการทดลองจึงท าการวิเคราห์ปริมาณไขมันในสาหร่ายสี
เขียวและไดอะตอมทั้งในเซลล์ที่ท าให้แห้งทีผ่่านกระบวนการเยือกแข็ง หรือ freeze dry cell และ เซลล์ที่
อยู่ในสารละลาย หรือ เซลล์เปียก โดยใช้การวิเคราะห์ปริมาณแบบ Standard addition โดยการเติมสาร
มาตรฐาน CNE ในปริมาณต่างๆ กัน ลงในส่วนสกัดไขมัน (extraction method) ที่จากเซลล์แห้งและ
เซลล์เปียกของ สาหร่ายChlorella sp. และไดอะตอม Nitzschia sp.  ปริมาณไขมันจะได้จากกราฟ
มาตรฐานที่สร้างขึ้นจากปริมาณสารมารตฐาน (ไมโครกรัม) กับ ความ เข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590  
นาโนเมตร ดังแสดงในรูป 3.25 
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1)  การหาปริมาณไขมันในจากเซลล์แห้งที่ได้การสกัดโดยการวิเคราะห์

ปริมาณแบบ Standard addition 
          ในการวิเคราะห์ปริมาณไขมันแบบ Standard addition จะท าการ

ทดลองใช้ที่ปริมาณของน้ าหนักส่วนสกัดไขมันของสาหร่าย Chlorella sp. 500 ไมโครกรัม เติมสารละลาย
มาตรฐาน CNE STD  ใน CHCl3  ความเข้มข้น 1103 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 0, 5, 10, 25, และ 
50 ไมโครลิตร หลังจากระเหย Chloroform ละลายส่วนสกัดอีกครั้งด้วย isopropanol 40 ไมโครลิตร 
เติมสารละลาย Nile red (0.5 ไมโครกรัมต่อลิตร) จ านวน 320 ไมโครลิตร และ 0.3% NaClO  จ านวน 
40 ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที วัดฟลูออร์ติดตามความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตรซึ่งเป็น 
emission  ของ Nile red ในไขมัน ได้การวิเคราะห์ตามรูปที่ 3.24 ท าการวิเคราะห์ซ้ า 3 ครั้ง  ได้ผลการ
วิเคราะห์ปริมาณไขมันจากวิธีการสกัดจากของเซลล์แห้ง Chlorella sp.  ตามตารางท่ี 3.6  

 
 

 
 
รูปที่ 3.25 การเปลี่ยนแปลงความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตรของสารมาตรฐาน CNE  
0-50 ไมโครกรัม ที่มีการเติมส่วนสกัดจากไขมันที่ได้จากเซล์แห้งของ  Chlorella sp. 500 ไมโครกรัม 
(ความเข้มข้นของ isopropanol 10% ความเข้มข้นของ Nile red เท่ากับ 0.4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ความเข้มข้น NaClO เท่ากับ 0.3% และโดยใช้เวลาในการ incubation ที่อุณภูมิห้อง 30 นาที)  
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ตารางท่ี 3.6 ปริมาณไขมันจากเซลล์แห้งของ Chlorella sp.  ที่วิเคราะห์โดยวิธีการสกัด (extraction 
method) ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์ โดยวิเคราะห์ปริมาณแบบ Standard addition  
 

น้ าหนักส่วนสกัดไขมัน 
(ไมโครกรัม) 

ปริมาณไขมัน* 
(ไมโครกรัม) 

เปอร์เซ็นต์ไขมันต่อน้ าหนักแห้ง*,** 

500 1.85(0.734) 102 1.850.73 
* ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ไดจ้ากการท าซ้ า 3 ครั้ง 
** ตัวอักษรแบบหนาแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญักับผลการวิเคราะห์ที่ได้กับผลที่ได้จากการวิเคราะห ์
แบบแกรวิเมตริก (p  0.05) 

 
 ท าการเปรียบเทียบน้ าหนักไขมันต่อปริมาตรเซลล์ของ Chlorella sp. 

ที่วิเคราะห์โดยวิธีการสกัดโดยใช้วิธี Standard addition โดยการท า pair t-test ระดับความเชื่อม่ัน 95% 
พบว่าเปอร์เซ็นต์ไขมันต่อน้ าหนักแห้งที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนส์ด้วยส่วนสกัดไขมัน
ที่ได้จากจากเซลล์แห้ง ของ Chlorella sp.  ด้วยวิธี Standard addition แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติกับผลที่จากการวิเคราะห์แบบแกรวิเมตริก (p > 0.05) (ตารางที่ 3.5) ซึ่งสอดคล้องกับผลที่จากการ
วิเคราะห์แบบ External standard นั่นคือ ในสภาวะที่ท าการวิเคราะห์นี้ทั้งสองวิธีนี้ให้ผลที่แตกต่างกับ
แบบแกรวิเมตริก แสดงให้เห็นว่าในสภาวะที่ท าการทดลองนี้ Chlorella sp. มีปริมาณไขมันน้อย อาจ
จ าเป็นที่จะต้องใช้น้ าหนักส่วนสกัดไขมันเพ่ิมมากกว่า 500 ไมโครกรัม นอกจากนี้ เซลล์ Chlorella sp. 
เป็นสาหร่ายสีเขียวซึ่งมีผนังเซลล์เป็นเซลลูโลสท าให้กระบวนการสกัดโดยใช้การแช่ในอ่างอัลตราโซนิค 30 
นาท ีในการท าให้เซลล์แตกอจะไม่มีประสิทธิภาพเพียงพอท าให้มีปริมาณไขมันในส่วนสกัดน้อย 

ในการวิเคราะห์ปริมาณไขมันแบบ Standard addition จะท าการทดลองใช้ที่
ปริมาณของน้ าหนักส่วนสกัดไขมันของ Nitzschia sp. 100 200 และ 500 ไมโครกรัม เติมสารมาตรฐาน 
CNE STD จ านวน 0  5 10 25 และ 50 ไมโครกรัม  ติดตามความเข้มฟลูออร์ เรสเซนส์ที่  590  
นาโนเมตร ได้กราฟมาตรฐานของ CNE 0-50 ไมโครกรัม ดังแสดงในรูปที่ 3.26 
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รูปที่ 3.26 การเปลี่ยนแปลงความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตรของสารมาตรฐาน CNE  
0-50 ไมโครกรัม ที่มีการเติมส่วนสกัดจากไขมันที่ได้จากเซล์แห้งของ Nitzschia sp. 100 200 และ 500 
ไมโครกรัม (ความเข้มข้นของ isopropanol 10% ความเข้มข้นของ Nile red เท่ากับ 0.4 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ความเข้มข้น NaClO เท่ากับ 0.3% และโดยใช้เวลาในการ incubation ที่อุณภูมิห้อง 30 นาที)  

 
 

ตารางท่ี 3.7 ปริมาณไขมันจากเซลล์แห้งของ Nitzschia sp.  ที่วิเคราะห์โดยวิธีการสกัด (extraction 
method) ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์ โดยวิเคราะห์ปริมาณแบบ Standard addition  
 

น้ าหนักส่วนสกัดไขมัน 
(ไมโครกรัม) 

ปริมาณไขมัน* 
(ไมโครกรัม) 

เปอร์เซ็นต์ไขมันต่อน้ าหนักแห้ง*,** 

25 2.720.73 10.892.90 
50 6.610.53 13.221.06 
100 17.401.43 17.401.43 
200 25.901.54 12.950.76 
500 57.273.67 11.450.73 

* ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ไดจ้ากการท าซ้ า 3 ครั้ง 
** ตัวอักษรแบบหนาแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญักับผลการวิเคราะห์ที่ได้กับผลที่ได้จากการวิเคราะห ์
แบบแกรวิเมตริก (p  0.05) 
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2) การหาปริมาณไขมันในจากเซลล์เปียกที่ได้การสกัดโดยการวิเคราะห์
ปริมาณแบบ Standard addition 
              ท าการเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ไขมันต่อน้ าหนักแห้งของ Nitzschia sp. 
ที่วิเคราะหโ์ดยวิธีการสกัดโดยใช้วิธี Standard addition กับผลที่ได้จากการวิเคราะห์แบบแกรวิเมตริก 
โดยการท า pair t-test ระดับความเชื่อมั่น 95% พบว่าผลการวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์ไขมันต่อน้ าหนักแห้งใน
ทุกๆ ชุดของการทดลองไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับผลที่จากการวิเคราะห์แบบแกรวิเมตริก  
(p > 0.05) (ตารางท่ี 3.7) 

 ในสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. จะใช้ส่วนสกัดที่ได้จากเซลล์ (wet 
cell extract) ที่ปริมาณของเซลล์1.0 x104 และ 2.5 x104 เซลล์ เติมสารมาตรฐาน CNE STD ปริมาณ  
0 5 10 25 และ 50 ไมโครกรัม ติดตามความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตร  สร้างกราฟมาตรฐาน 
ได้ผลการวิเคราะห์ปริมาณไขมันจากส่วนสกัดที่ได้จากเซลล์เปียกของ Chlorella sp. ตามตารางที่ 3.8 ซึ่ง
เมื่อท าการเปรียบเทียบน้ าหนักไขมันต่อปริมาตรเซลล์ของ Chlorella sp. 1.0 104 และ 2.5 104 
เซลล์ ที่วิเคราะห์โดยวิธีการสกัดโดยใช้วิธี Standard addition กับผลที่ได้จากการวิเคราะห์แบบแกรวิ
เมตริก โดยการท า pair t-test ระดับความเชื่อมั่น 95% พบว่าผลการวิเคราะห์น้ าหนักไขมันต่อปริมาตร
เซลล์ ทุกจ านวนเซลล์ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับผลที่จากการวิเคราะห์แบบแกรวิเมตริก 
 
ตารางท่ี 3.8 ปริมาณไขมันจากเซลล์เปียกของ Chlorella sp. ที่วิเคราะห์โดยวิธีการสกัด (extraction 
method) ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์ โดยวิเคราะห์ปริมาณแบบ Standard addition 
  

จ านวนเซลล ์ ปริมาณไขมัน*  
(ไมโครกรัม) 

น้ าหนักไขมันต่อปริมาตรเซลล์*  
(มิลลิกรัม/มิลลิลติร) 

1.0 104 4.041.26 2.02(0.632)10-1 
2.5 104 5.930.66 1.19(0.132)10-1 

* ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ไดจ้ากการท าซ้ า 3 ครั้ง 
** ตัวอักษรแบบหนาแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญักับผลการวิเคราะห์ที่ได้กับผลที่ได้จากการวิเคราะห ์
แบบแกรวิเมตริก (p  0.05) 
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ตารางท่ี 3.9 ปริมาณไขมันจากเซลล์เปียกของ Nitzschia sp. ที่วิเคราะห์โดยวิธีการสกัด (extraction 
method) ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์ โดยวิเคราะห์ปริมาณแบบ Standard addition  
  

จ านวนเซลล ์ ปริมาณไขมัน*  
(ไมโครกรัม) 

น้ าหนักไขมันต่อปริมาตรเซลล์*,**  
(มิลลิกรัม/มิลลิลติร) 

2.5 104 6.130.66 1.23(0.132)10-1 
5.0 104 11.190.16 1.19(0.016)10-1 

* ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ไดจ้ากการท าซ้ า 3 ครั้ง 
** ตัวอักษรแบบหนาแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญักับผลการวิเคราะห์ที่ได้กับผลที่ได้จากการวิเคราะห ์
แบบแกรวิเมตริก (p  0.05) 
 

         ในไดอะตอม Nitzschia sp. จะใช้ส่วนสกัดที่ได้จากเซลล์ (wet cell 
extract) ที่ปริมาณของเซลล์ 2.5 x104 และ 5.0 x104 เซลล์ เติมสารมาตรฐาน CNE STD ปริมาณ  
0-50 ไมโครกรัม ติดตามความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตร  ได้ผลการวิเคราะห์ปริมาณไขมัน
จากส่วนสกัดที่ได้จากเซลล์เปียกของ Nitzschia sp. ตามตารางที่ 3.9 ซึ่งเมื่อท าการเปรียบเทียบน้ าหนัก
ไขมันต่อปริมาตรเซลล์ของ Nitzschia sp. 2.5 104 และ 5.0 104 เซลล์ ที่วิเคราะห์โดยวิธีการสกัดโดย
ใช้วิธี Standard addition การท า pair t-test เทียบกับผลที่ได้จากการวิเคราะห์แบบแกรวเมตริก พบว่า
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ผลการวิเคราะห์น้ าหนักไขมันต่อปริมาตรเซลล์ในทุกจ านวนเซลล์ไม่แตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับผลที่จากการวิเคราะห์แบบแกรวิเมตริก 



บทที่ 4 

สรุปผลการวิจัย 

 

4.1 การหาปริมาณไขมันในสาหร่ายโดยวิธีการย้อม (Staining method) 

4.1.1 ในการทดลองศึกษาความเป็นไปได้ในการวิเคราะห์ปริมาณสาหร่ายขนาดเล็ก ได้แก่ 
Scenedesmus sp. โดยวิธีการย้อมด้วยสีย้อมฟลูออร์เรสเซนต์ Nile red โดยการใช้สารเคมี 5 ชนิด 
ได้แก่ 1) DMSO 2) MeOH 3) H2SO4 และ 4) H3PO4  พบว่าเมื่อเทียบกับน ้ามันมะกอกพบว่าสารเคมี
ต่างๆ ที่ได้ท้าการการทสอบไม่สามารถท้าให้ Nile red การทะลุผ่านผนังเซลล์ของสาหร่ายสีเขียวอย่าง 
Scenedesmus sp. ได ้

4.1.2 ในการหาสภาะวที่เหมาะสมที่สุดในการวิเคราะห์ปริมาณไขมันด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์โดย
วิธีการย้อมด้วยสีย้อมฟลูออร์เรสเซนต์ Nile red พบว่าสภาวะที่ให้ความเข้มฟลูออร์เรสเซนต์ที่ 590 นาโน
เมตร สูงสุดเหมาะสมที่จะไปใช้หาปริมาณไขมันในสาหร่ายเซลล์สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. คือ ความ
เข้มข้นของสีย้อม nile red เท่ากับ 2.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร DMSO เท่ากับ 5%  อุณหภูมิและเวลาใน
การ incubation เท่ากับ 40 C 10 นาที ตามล้าดับ ในขณะที่ สภาวะที่เหมาะสมในการย้อมไขมันใน
เซลล์ของไดอะตอม Nitzschia sp.  คือ ความเข้มข้นของสีย้อม nile red เท่ากับ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
DMSO เท่ากับ 1%  อุณหภูมิและเวลาในการ incubation เท่ากับ 40 C 20 นาที ตามล้าดับ 

4.1.3 ในการศึกษาความเป็นไปได้ในการใช้สีย้อมฟลูออร์เรสเซนต์อ่ืนนอกเหนือจากสีย้อมฟลูออร์เรส
เซนต์ Nile red ในงานวิจัยนี ได้ท้าการศึกษาโดยใช้สีย้อมฟลูออร์เรสเซนต์ Eosin Y โดยการติดตามความ
เข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 560 นาโนเมตร พบว่าทั งในสาหร่ายเซลล์สาหร่ายสีเขียว Chlorelllar sp. และ
เซลล์ของไดอะตอม Nitzschia sp.  ที่ให้ความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ต้าแหน่งดังกล่าวสูงที่สุด คือ ความ
เข้มข้นของสีย้อม Eosin Y เท่ากับ 2.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร DMSO เท่ากับ 5%  อุณหภูมิและเวลาใน
การ incubation เท่ากับ 40 C 30 นาที แสดงว่า Eosin Y สามารถใช้เป็นสีย้อมฟลูออร์เรสเซนต์ส้าหรับ
ไขมันได ้

4.1.4 การหาปริมาณไขมันในสามหร่ายการหาปริมาณของไขมันในสาหร่ายสีเขียวและไดอะตอม 
Chlorella sp. และ Nitzschia  คือ  โดยการย้อมด้วยสีย้อม Nile red โดยวิธี External Standard และ 
Standard addition  โดยใช้สารมาตรฐาน CNE ปริมาณ 0-40 ไมโครกรัม และ 0-20 ไมโครกรัม 
ตามล้าดับ ไม่สามามารถท้าได้เนื่องพบว่าความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตรกับจ้านวนเซลล์ไม่มี
ความสัมพันธ์เป็นเชิงเส้นตรง ซึ่งเกิดจาก 1) สภาวะที่ท้าการย้อมไขมันด้วยสีย้อม Nile red มีประสิทธิภาพ
ต่้ า  สี ย้ อม  ไม่สามารถในทะลุทะลวง เข้ าสู่ ผนั ง เซลล์ ของสาหร่ ายสี เขี ย งหรือไดอะตอมได้    
2) การรบการการวิเคราะห์ของเมตริก ในวิธีวิเคราะห์ปริมาณแบบ Standard addition และ 3) ปริมาณ
ไขมันในสาหร่ายและไดอะตอมที่น้ามาทดลองมีปริมาณต่้ามาก ต่้ากว่าขีดต่้าสุดของการวิเคราะห์ 
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4.2 การหาปริมาณไขมันในสาหร่ายโดยวิธีการสกัด (Extraction method) 

4.2.1 การเติมตัวออกซิไดส์  NaClO เป็นการก้าจัดสารรบกวนการวิเคราะห์เช่นรงควัตถุต่างๆ ท้าให้
ความเข้มฟลูออร์เรสเซนส์ที่ 590 นาโนเมตรสูง ทั งในส่วนสกัดไขมันของไดอะตอม NitzschiaI sp. และ
สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp.   

4.2.2 การหาปริมาณไขมันของไดอะตอม NitzschiaI sp. และสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. โดยใช้
การสกัดจากเซลล์แห้ง (Extraction method) โดยการวิเคราะห์แบบ External Standard พบว่าที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95% เปอร์เซ็นต์ไขมันต่อน้าหนักแห้งของ Chlorella sp. แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญกับวิธีแก
รวิเตรตริก (p < 0.05) ในขณะที่ของเปอร์เซ็นต์ไขมันต่อน ้าหนักแห้งของ Nitzschia sp. ที่วิเคราะห์โดย
วิธีการสกัดโดยใช้วิธี external standard ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับผลที่จากการวิเคราะห์
แบบแกรวิเมตริก (p > 0.05) 

4.2.3 การหาปริมาณไขมันของเซลล์เปียกของไดอะตอม NitzschiaI sp. และสาหร่ายสีเขียว 
Chlorella sp. โดยวิธีการสกัด (Extraction method) โดยการวิเคราะห์แบบ External Standard พบว่า
ที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 95%  น ้าหนักไขมันต่อปริมาตรเซลล์ ของ Chlorella sp. และ Nitzschia sp. ไม่
แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับผลที่จากการวิเคราะห์แบบแกรวิเมตริก (p > 0.05) 

4.2.4 ในการวิเคราะหืปริมาณแบบ Standard addition ในหาปริมาณไขมันในจากเซลล์แห้งของได
อะตอม NitzschiaI sp. และสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. พบว่าเปอร์เซ็นต์ไขมันต่อน ้าหนักแห้งที่ได้จาก
การวิเคราะห์ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนส์ ของ Chlorella sp.  จะแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับ
ผลที่จากการวิเคราะห์แบบแกรวิเมตริก (p > 0.05) ในขณะที่ในเซลล์แห้งของไดอะตอม NitzschiaI sp.  
เปอร์เซ็นต์ไขมันต่อน ้าหนักแห้งในทุกๆ ชุดของการทดลองไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับผลที่จาก
การวิเคราะห์แบบแกรวิเมตริก (p > 0.05) 

4.2.5 การหาปริมาณไขมันในจากเซลล์เปียกของไดอะตอม NitzschiaI sp. และสาหร่ายสีเขียว 
Chlorella sp. ที่โดยวิธีการสกัดโดยใช้วิธี Standard addition น ้าหนักไขมันต่อปริมาตรเซลล์ของ 
Chlorella sp. (1.0 104 และ 2.5 104 เซลล์) และ  Nitzschia sp. (2.5 104 และ 5.0 104 เซลล์) 
พบว่าที่ระดับความเชื่อมั่น 95% พบว่าผลการวิเคราะห์ในทุกจ้านวนเซลล์ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติกับผลที่จากการวิเคราะห์แบบแกรวิเมตริก (p > 0.05)  

4.2.6 ในการวิเคราะห์ปริมาณไขมันด้วยเทคนิคฟลูเรสเซนส์โดยใช้ส่วนสกัดเป็นวิธีที่เหมาะสมทั งในสี
เขียวขนาดเล็กและไดอะตอมโดยในผลการวิเคราะห์ไม่แตกต่างกับวิธีวิเคราะห์ไขมันแบบแกรวิเมตริกทั ง
การวิเคราะห์ปริมาณแบบ External Standard และ Standard Addition และสามารถใช้กับการหา
ปริมาณทั งเซลล์แห้งและเซลล์เปียกโดยใช้ปริมาณสารตัวอย่างที่น้อยกว่าแบบแกรวิเมตริก  
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4.3 ข้อเสนอแนะ 
4.3.1 ในการวิจัยขั นต่อไปควรท้าการวิเคราะห์เปรียบกับวิธีการวิเคราะห์ไขมันโดยใช้ส่วนสกัดโดยใช้

เทคนิคแก็สโครมาโตรกราฟฟี 
4.3.2 ควรท้าการวิเคราะห์หาปริมาณไขมันกับเซลล์ปีกในกระบวนการเลี ยงสาหร่ายในระยะต่างๆ 
 

4.4 การน าไปใช้ประโยชน์ 
4.4.1 การวิเคราะห์ไขมันในเซลล์แห้งของสาหร่ายขนาดเล็กและไดอะตอมโดยวิธีการสกัด 

(extraction method) ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์ สามารถวิเคราะห์ปริมาณไขมันได้ระดับต่้าในระดับ
ไมโครกรัม โดยใช้น ้าหนักแห้งของสาหร่ายในระดับกว่าการวิเคราะห์แบบแกรวิเมตริกจึ งเหมาะสมในการ
วิเคราะห์เปอร์เซ็นต์ไขมันต่อน้าหนักแห้งของสาหร่ายขนาดเล็ก (micro algae)  

4.4.2 การวิเคราะห์ปริมาณไขมันในสาหร่ายขนาดเล็กและไดอะตอมโดยวิธีการสกัด  (extraction 
method) จากเซลล์เปียกหรือสารละลายเซลล์สาหร่าย ด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนต์  สามรถน้าไปใช้ใน
การติดตามปริมาณไขมันต่อจ้านวนเซลล์ระหว่างกระบวนการเลี ยง (cultivation process) เนื่องจากใช้
เวลาในการวิเคราะห์สั น 
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