
ช่ือแผนงานวิจัย   วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

ช่ือโครงการวิจัย  การใชเทคโนโลยีชีวภาพเพ่ือพัฒนาพันธุพืช  จุลินทรีย  และผลิตภัณฑ   

ช่ือกิจกรรมท่ี  1  รวบรวม พัฒนาสายพันธุ  สารสําคัญ และผลิตภัณฑของจุลินทรียท่ีมีประโยชนทาง

การเกษตร     

รหัสการทดลองท่ี 03-07-54-01-01-00-05-54 

ช่ือการทดลอง 1.5   คัดเลือกชนิดสาหรายขนาดเล็ก (microalgae)  ท่ีเหมาะสมกับการผลิตเอทานอลโดยใช

เทคนิคชีวโมเลกุล 

คณะผูวิจัย 

นางสาวรุงนภา   พิทักษตันสกุล      สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ    หัวหนาการทดลอง 70%        

นางสาวภรณี   สวางศรี                 สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ         ผูรวมงานวิจัย  10% 

 นางบุญเรือนรัตน  เรืองวิเศษ    สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ         ผูรวมงานวิจัย  10% 

 นางหทัยรัตน  อุไรรงค                  สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ         ผูรวมงานวิจัย  10% 
 

-------------------------------------------------------- 
 

บทคัดยอ 
 

สาหรายเปนสิ่งมีชีวิตท่ีไดรับความนิยมในการนํามาเปนวัตถุดิบในการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ

สําหรับในอนาคต  เนื่องจากคุณสมบัติของสาหรายมีน้ํามันและสลายตัวไดเร็ว จัดเปนพลังงานจากพืช หรือ

พลังงานสะอาด  ศักยภาพของสาหรายกับชีวมวลจากพืชท่ีใหเซลลูโลส เชน มันสําปะหลัง  พบวาสาหรายมี

ศักยภาพสูงกวาเนื่องจากไมใชพืชอาหาร ตลอดจนกระบวนการผลิตมีความบริสุทธิ์ สามารถยอยสลายได ขณะท่ี

ชีวมวลจากพืช มีโครงสรางทําลายยาก  ทําใหมีของเสียหลงเหลือจากกระบวนการผลิต ซ่ึงปจจัยท่ีมีผลตอการ

ผลิตน้ํามันหรือเอทานอลในสาหรายก็ข้ึนอยูกับชนิด  สภาวะในการเลี้ยง และวิธีการเลี้ยง  ซ่ึงในการทดลองนี้ได

เก็บตัวอยางจากแหลงน้ําธรรมชาติในประเทศไทย จํานวน 16 จังหวัด 32 แหลง จากนั้นนําไปจําแนกชนิด

สาหรายภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยายสูง  พบสาหรายกลุมสีเขียวแกมน้ําเงิน ดิวิชั่น Cyanophyta 8 สกุล  

และกลุมสาหรายสีเขียว   ดิวิชั่น Chlorophyta จํานวน 18 สกุล   ดิวิชั่น Chromophyta จํานวน 6 สกุล  รวม

ท้ังหมด 32 สกุล  และนํามาเลี้ยงในอาหารสังเคราะหจํานวน 2 สูตร ไดแก สูตร BG 11 คัดเลือกสาหรายในกลุม

สีเขียวแกมน้ําเงิน และสูตร Bold basal medium คัดเลือกสาหรายในกลุมสีเขียว  สามารถคัดเลือกโคโลนี

เดี่ยวๆไดจํานวน 13 ไอโซเลท และจําแนกโดยใชเทคนิคทาง ชีวโมเลกุลในสวนของ 16S rDNA และ 18S rDNA 

โดยใชไพรเมอร  จํานวน 11 คู พบวาไพรเมอรท่ีจําแนกไดมี 3 คู ไดแก NS3 คูกับ NS6 มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอ

ประมาณ 750 bp และ CS1 คูกับ CS2 มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอประมาณ 500 bp และ CS3 คูกับ CS4 มีขนาดชิ้นดี

เอ็นเอประมาณ 450-500 bp และนําชิ้นดีเอ็นเอถอดรหัสพันธุกรรมเปรียบเทียบกับฐานขอมูลของ GenBank 

(NCBI) พบวาเปนชนิด Chlorella pyrenoidosa strain XJO1, Chlorella sp. CAUP H8701,  Chlorella 
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sorokiniana,  Chlorella sorokiniana genes SSU rRNA,  Chlorella sorokiniana strain AnSeong 

จํานวน 2 ไอโซเลท,   Crucigenia lautebornii UTX LB1735 จํานวน 2 ไอโซเลท, Dictyosphaerium sp.,  

Masaia oloidia strain CB2008/72  จํานวน 2    ไอโซเลท,  Scenedesmus sp. GDK.  มีเปอรเซ็นตความ

เหมือนเทากับ 97-100 เปอรเซ็นต  จากนั้นเพ่ิมปริมาณในแตละชนิดศึ กษาอัตราการเจริญเติบโตภายใตสภาวะ

แสง 3,000 ลักซ ชวงแสง 16 ชั่วโมงสลับกับชวงมืด 8 ชั่วโมง มีอัตราการเจริญเติบโตไดดีท่ีสุดในระยะ log 

phase ในชวงวันท่ี 5-10  และศึกษาคาความเปนกรด-ดาง (pH) จํานวน 8 ระดับ พบวาเจริญเติบโตไดดีท่ีสุดท่ี 

pH 7-8 และพบวาไอโซเลทท่ี 4 Chlorella pyrenoidosa strain XJO1 มีการเจริญเติบโตไดรวดเร็ว 

เจริญเติบโตไดยาวนานในชวง log phage  และมีปริมาณคารโบไฮเดรต และกลูโคสสูงท่ีสุดเชนเดียวกัน คือ คาร

โบไฮเดตรทมีคาเทากับ 74.05 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง และปริมาณกลูโคสเทากับ 5.80 มิลลิกรัมตอมิลลิตร 

ตามลําดับดังนั้นจึงเปนชนิดท่ีเหมาะสมในการคัดเลือกไปเพ่ิมปริมาณและศึกษาเทคโนโลยีการผลิตเปนเอทานอล

ตอไปในอนาคต 

 

คํานํา 

 

 สาหรายจัดเปนพืชชั้นต่ําท่ีมีคลอโรฟลลสูง จึงใชกาซคารบอนไดออกไซดในปริมาณมากเพ่ือ

สังเคราะหแสง ท้ังยังอุดมไปดวยคุณคาทางอาหารไมวาจะเปนคารโบไฮเดรต  โปรตีน แรธาตุ และวิตามินหลาย

ชนิด ท่ีสําคัญคือมีน้ํามันในปริมาณมากพอท่ีจะสกัดออกมาใช  หากมีการปลูกและการควบคุมตัวแปร รวมถึง

สภาพแวดลอมเปนอยางดีจะมีสวนชวยทําใหสาหรายมีอัตราการเจริญเติบโตเร็วกวาพืชชนิดอ่ืนๆ ทําใหเห็นถึง

ความเปนไปไดหากนํามาศึกษาเพ่ือพัฒนาเปนพืชพลังงานตอไป  ไดมีรายงานเปรียบเทียบการเพาะเลี้ยง

สาหรายในบอพ้ืนท่ีขนาดเทากับพ้ืนท่ีปลูกสบูดํา 1 ตน เปนเวลา 7 ป สบูดําจะใหน้ํามันรอยละ 25 ในขณะท่ี

สาหรายใหน้ํามันมากถึงรอยละ 1,000 ปริมาณน้ํามันนี้อาจเพียงพอกระท่ังผลิตเพ่ือสงออกตางประเทศได  

(พลังท่ียั่งยืนเพ่ือไทย, 2552)  น้ํามันดิบเขามามีบทบาทสําคัญตอการดําเนินชีวิตของมนุษยและนับวันยิ่งมี

ความตองการใชเพ่ิมมากข้ึน ปญหาวิกฤติราคาน้ํามันตลอดจนสถานการณเปนพลังงานท่ีใชแลวหมดไป รวมท้ัง

เปนสาเหตุของปญหาสิ่งแวดลอม ทําใหหลายประเทศท่ัวโลกคิดคนพลังงานใหมๆ ข้ึนมาทดแทน และหนึง่ใน

นั้นคือ พลังงานจากพืช หรือพลังงานสะอาด   แมราคาน้ํามันจะปรับตัวลดลง แตความสําคัญของพลังงาน

ทดแทน ก็ยังไมคงไมแปรเปลี่ยน นั่นเปนเพราะซัพพลายน้ํามันโลกท่ีเหลือนอย กลายแรงผลักดันใหภาคเอกชน

วจิยัพลงังานทดแทน โดยเฉพาะอยาง ปตท . ท่ีทุมเงินไมนอยกวาปละ 1,000 ลานบาท  ความสนใจของ ปตท.

มีเปาหมายไปท่ีการวิจัยพืชท่ีไมไดใชเปนอาหารคน นั่นเพราะไมตองการสรางปญหาการแยงชิงทรัพยากร ซ่ึง

จะเกิดปญหาตางๆตามมามากมาย โดยเฉพาะจะทําใหเกิดปญหาขาดแคลนพืช สงผลใหราคาผันผวนมาก  หาก

เปรียบเทียบศักยภาพของสาหรายกับชีวมวลจากพืชท่ีใหเซลลูโลส เชน มันสําปะหลัง พบวาสาหรายมีศักยภาพ

สูงกวา เนื่องจากไมใชพืชอาหาร  ตลอดจนกระบวนการผลิตมีความบริสุทธิ์ สามารถยอยสลายได  เปน

เทคโนโลยีท่ีสะอาดอยางแทจริง ขณะท่ีชีวมวลจากพืช มีโครงสรางทําลายยาก  ทําใหมีของเสียหลงเหลือจาก

กระบวนการผลิต นอกจากนี้สาหรายยังชวยลดภาวะโลกรอนอีกดวยเนื่องจากสามารถสังเคราะหแสงได ก็

http://www.bangkokbiznews.com/home/search/?cx=009233870810540600983%3Ahkyg0dlysoo&cof=FORID%3A9&ie=windows-874&q=%20ปตท.�
http://www.bangkokbiznews.com/home/search/?cx=009233870810540600983%3Ahkyg0dlysoo&cof=FORID%3A9&ie=windows-874&q=%20ปตท.�
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สามารถดูดซับเอาคารบอนไดออกไซดท่ีอยูน้ํา  หรือในมหาสมุทรมาใชในกระบวนการสังเคราะหแสง
เชนเดียวกับตนไม สามารถกําจัดคารบอนไดออกไซดจากกระบวนการสังเคราะหแสงไดมากพอๆกับตนไมทุก
ตนในโลกรวมกัน  Lali (2008) ไดรายงานวา วิวัฒนาการของการผลิตพลังงานชีวมวล (biomass)  แบง

ออกเปน 4 ยุค ดังนี้ ยุคท่ี 1 ไดแก ขาวโพด  ออย ผานกระบวนการหมักดวยยีสตถึงจะไดเอทานอล    มี

คารบอนไดออกไซด และน้ําเปน ผลพลอยได (by-products) กวาจะไดน้ํามันไบโอฟวส 1 แกลลอน ตองใช

ขาวโพด 21 ปอนด  กวาจะไดขาวโพด 21 ปอนด  การปลูก ปุย การขนสง ฯลฯ ตองใชน้ํามันปโตรเลียม 1/2 

แกลลอน  หมักออกมาแลวคุณภาพก็ยังดีไมเทาน้ํามันปโตรเลียม ตองนํามาผสมใชรวมกัน ทําใหราคาพืชแพง

ข้ึน  ยุคท่ี 2 เซลลูโลสจากพืชผานกระบวนการหมักยีสตหรือแบคทีเรียจึงจะไดเอทานอล หรือ บิวธานอล   มี

คารบอนไดออกไซด และน้ําเปนผลพลอยได  ยุคท่ี 3 สาหรายหรือแบคทีเรียท่ีดูดพลังงานจาก

คารบอนไดออกไซดและแสงแดด สังเคราะหแสงแลวแปลงเปนไขมันสะสมไว  จากนั้นใชสารเคมีทําละลายเพ่ือ

สกัดเอาไขมันออกมา ใหไดไบโอดีเซลเดี่ยวๆ  ไมมีคารบอนไดออกไซดจากการผลิต ขอเดนของ ยุคนี้ก็คือ 

สาหราย/แบคทีเรียพวกนี้โตเร็วมากๆ สกัดไขมันออกมาไดมากกวา มากกวาการผลิตไขมันจากถ่ัว 250 เทาตัว

ในพ้ืนท่ีเทาๆ กัน แตถึงกระนั้นก็ตาม ก็ยังคงมีความยุงยากในการปลู กสาหรายพวกนี้ใหไดมากพอใชงานและไม

กระทบกับพืชอาหารอ่ืนๆ และไมถูกสาหรายและแบคทีเรียอ่ืนๆ ท่ีเราไมตองการมาปนเปอนในแปลงปลูก  

และยุคท่ี 4  สาหรายและแบคทีเรียท่ีถูกดัดแปลงพันธุกรรมซ่ึงสามารถสังเคราะหแสงแลวแปลงเปนไขมัน 

จากนั้นไขมันถูกสกัดออกมาเองโดยไมตองใสสารเคมีทําละลาย และไดไบโอดีเซล โดยท่ีสาหราย /แบคทีเรีย

นั้นๆ ยังไมตาย ยังคงสังเคราะหแสงและปลอยไขมันออกมาใหเราใชตอไปไดเรื่อยๆ ไมตองใชเนื้อท่ีเพาะปลูก

มากมาย และสาหราย /แบคทีเรียเหลานี้จะตายถาไมไดรับสารเคมีท่ีเลี้ยงสาหรายและชวยใหตัวสาหรายเอง

สกัดไขมันออกมาได แปลวา สาหรายจะไมมีแพรพันธุปนเปอนในสิ่งแวดลอมขางนอก  จัดเปนพลังงานจากพืช 

หรือพลังงานสะอาด   ไมใชพืชอาหาร ตลอดจนกระบวนการผลิตมีความบริสุทธิ์ สามารถยอยสลายได  เปน

เทคโนโลยีท่ีสะอาดอยางแทจริง ขณะท่ีชีวมวลจากพืช มีโค รงสรางทําลายยาก ทําใหมีของเสียหลงเหลือจาก

กระบวนการผลิต ดังนั้นสาหรายเปนทางเลือกท่ีเหมาะสมในการลดปญหาสภาวะแวดลอมและการผลิตชีวมวล 

(biomass) สําหรับเชื้อเพลิงชีวภาพ (bio-fuels) ท่ีเปนไปไดในเชิงพาณิชย ซ่ึงสอดคลองกับ Scientific 

American EARTH (2009)  ไดกลาวไววา  พลังงานทางเลือกเพ่ือใชทดแทนน้ํามันไดถูกพัฒนาอยางตอเนื่อง 

มาถึงยุคท่ี 4 นั่นคือ การผลิตเชื้อเพลิงจากสาหราย ซ่ึงจะไมกระทบพืชเศรษฐกิจ อยางขาวโพด  ถ่ัว ท่ีมนุษยยัง

ตองใชเปนอาหาร เชื่อม่ันวาในอนาคตจําเปนตองใชพลังงานทางเลือกจากเชื้อเพลิงชีวภาพ (bio-fuels)  และ

อีกไมเกิน 30 ปขางหนา จะขาดแคลนน้ํามันดิบอยางแนนอน ดังนั้นการคัดเลือกสายพันธุสาหรายโดยใช

เทคโนโลยีชีวภาพ  การออกแบบระบบการเพาะเลี้ยง  และวิธีการผลิตสาหรายเพ่ือไดเปนพลังงานทดแทนได

อยางรวดเร็ว ซ่ึงเปนวัตถุดิบอีก ทางเลือกหนึ่งของพืชพลังงานท่ีเตรียมพรอมไวใชในอนาคต จะสามารถเปน

ทางออกใหกับวิกฤตทางดานพลังงานได   
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อุปกรณและวิธีการ 

 

1. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง  (Spectrophotometer ยี่หอ PERKIN ELMER รุน MBA 2000) 

อุปกรณ 

2. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง รุน GeneAmp@ PCR System 9700 

3. เครื่องหมุนเหวี่ยงตกตะกอนความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิต่ําได (Refrigerated Centrifuge) 

4. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath)  

5. ตูบมควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา (Incubator shaker)  

6. ตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และ -80 องศาเซลเซียส 

7.  เครื่องแยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (Electrophoresis) และตรวจสอบดีเอ็นเอบนแผนวุน ดวยเครื่องให

กําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต (UV Transilluminator) 

8. เครื่องวิเคราะหสารชีวภาพ (Multiparameter Bioanalytical System YSI 7100) 

9.  อุปกรณในการสกัดดีเอ็นเอ ไดแก โกรง หลอดใสตัวอยางขนาดตางๆ ไมโครปเปตขนาด  

     P1,000 P200  P20 และ P2 ไมโครลิตร 

10. สารเคมีท่ีใชในการสกัดดีเอ็นเอ ไดแก  chloroform : isoamyl  alcohol (24:1), 10%  SDS, 

3M NaOAc, isopropanol, 70% ethanol, 5M NaCl, 2X CTAB (ภาคผนวก), TE buffer 

(ภาคผนวก) 

11.  สารเคมีท่ีใชในการทําปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) ไดแก ไพรเมอร,  Go 

Taq® Green Master Mix 

12.  สารเคมีท่ีใชในการทํา Electrophoresis และ Molecular Weight Marker 

13.  สารเคมีท่ีใชในแยกดีเอ็นเอจากเจลใหบริสุทธิ์ QIAquick Gel Extraction Kit  (QIAGEN)  

14.  เครื่องแยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอแบบแนวราบ (Horizontal  Electrophoresis  Apparatus) 

15.  ชุดถายภาพเจล และเครื่องใหกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต (UV Transiluminator) 

16. เครื่องควบคุมการสั่นของคลื่น Ultrasonic  (Ultrasonic Processor) ใชสําหรับทําใหเซลล

สาหรายแตก รุน VCX130 PB 

17. อุปกรณท่ีใชคัดเลือกและเลี้ยงสาหรายใหบริสุทธิ์ ไดแก ชั้นเลี้ยงสาหรายท่ีควบคุมแสงได  จาน

เข่ียเชื้อ (petridish) ลูปเข่ียเชื้อ  ตูเข่ียเชื้อ (Laminar flow) 

18. สารเคมีท่ีใชเลี้ยงสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินสูตร BG11 (ภาคผนวก) 

19.  สารเคมีท่ีใชเลี้ยงสาหรายสีเขียว Bold’s Basal medium (ภาคผนวก) 
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1.  รวบรวมตัวอยางสาหรายขนาดเล็กจากจากแหลงน้ําจืดตามธรรมชาติในพ้ืนท่ีตางๆของประเทศไทย 

เปรียบเทียบกับชนิดของสาหรายท่ีไดจากคลังสาหรายแหงประเทศไทย (วว.) 

วิธีดําเนินการวิจัย       

  รวบรวมเก็บตัวอยางสาหรายขนาดเล็กจากแหลงน้ําจืดตามธรรมชาติท่ีมีสีเขียวจากการ

เจริญเติบโตของสาหรายดวยถุงเก็บตัวอยางท่ีมีความถ่ีของผาไนลอนขนาด 40 ไมครอน ทําการเก็บ

ตัวอยางสดโดยการแชน้ําแข็งเพ่ือนํามาเลี้ยงในหองปฏิบัติการ  และตัวอยางดองดวยสารละลายฟอรมัลดิ

ไฮด ความเขมขน 4 เปอรเซ็นต เพ่ือนํามาสองกลองจุลทรรศนจําแนกชนิดทางสัณฐานวิทยา  

 

2.  คัดเลือกและแยกชนิดสาหรายขนาดเล็กใหบริสุทธิ์ในสภาวะท่ีเหมาะสม 

  นําตัวอยางสาหรายขนาดเล็กท่ีเก็บไดในขอ 1 ทําใหเชื้อกระจายในจานเพาะเชื้อ (spread plat) 

เลี้ยงบนอาหารแข็งจํานวน  2 สูตร คือ อาหารสูตร BG11 สําหรับเลี้ยงสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน และ สูตร 

Bold basal medium สําหรับเลี้ยงสาหรายสีเขียว ตั้งไวใหเจริญเติบโตภายใตความเขมแสงประมาณ 

3,000 ลักซ จากนั้นคัดเลือกโคโลนี เดี่ยวๆเลี้ยงในอาหารเหลวท้ัง 2 สูตร เลี้ยงตั้งไวท่ีมีแสง และเขยา

ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลาประมาณ 7-10 วัน จากนั้นทําการวัดหาอัตราการเจริญเติบโตทุก

วัน โดยทําการวัดคาความขุนเริ่มตนท่ี 0.1 และท่ีความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร  

 

3.  การจําแนกชนิดของสาหรายโดยหาลําดับเบสในสวนของ ribosomal DNA 

  นําตัวอยางท่ีคัดเลือกและแยกไดในขอ 2 เลี้ยงและเพ่ิมปริมาณเซลลสาหราย จากนั้นเก็บ

เซลลในระยะท่ีมีการเจริญเติบโตและแบงตัวอยางรวดเร็วใดีท่ีสุดในระยะ log phase เพ่ือนํามาสกัดดีเอ็น

เอ โดยวิธี CTAB  ทําการวัดปริมาณดีเอ็นเอท่ีไดดวยเครื่อง spectrophotometer และตรวจวัดคุณภาพ

โดยวิธี run gel ตรวจสอบแถบ genomic DNA ท่ีได เพ่ือนําไปใชทําปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR) ตอไป  โดย

นําดีเอ็นเอของตัวอยางสาหรายท่ีคัดเลือกไดมาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวน ribosomal DNA  โดยใชไพร

เมอรท่ีมีความจําเพาะ (specific primer) สําหรับสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินจํานวน 1 คู และ ไพรเมอร

สําหรับสาหรายสีเขียว จํานวน 11 คู ซ่ึงการเตรียมปฏิกิริยา PCR ท้ังหมดจํานวน 20 ไมโครลิตร 

ประกอบดวยสารดังตอไปนี้ 

  -  น้ํา (ddH2O)            4    ไมโครลิตร 

  -  Go Taq® Green Master Mix        10  ไมโครลิตร 

  -  Primer Forward  (5 ไมโครโมล)         2  ไมโครลิตร 

  -  Primer Reverse (5 ไมโครโมล)                  2   ไมโครลิตร 

  -  DNA Template (100 นาโนกรัม)         2  ไมโครลิตร 

           รวม (Total)         20   ไมโครลิตร 

 จากนั้นนําไปเขาเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม Thermal Cycler  (GeneAmp PCR System 

9700) โดยตั้งโปรแกรม ดังนี้   
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ข้ันตอนท่ี 1 Denaturation         :  95 องศาเซลเซียส  นาน 2 นาที  จํานวน 1 รอบ   

ข้ันตอนท่ี 2 Annealing         : 94 องศาเซลเซียส  นาน  30 วินาที;  60  องศาเซลเซียส  นาน 30 

วินาที;  72 องศาเซลเซียส  นาน 1 นาที  จํานวน 30 รอบ   

ข้ันตอนท่ี 3 Extension          :  72  องศาเซลเซียส  นาน 5 นาที  จํานวน 1 รอบ และตั้ง  4  องศา

เซลเซียส เก็บรักษา (hold) ไวท่ีอุณหภูมินี้ตลอด 

 จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑพีซีอาร  (PCR product) ท่ีเพ่ิมปริมาณได โดยใชเทคนิคอิเลคโตรโฟริ

ซิส (Electrophoresis) ดวยวุนอากาโรส (agarose gel) ความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต  โดยนํา  PCR 

product จํานวน 2 ไมโครลิตร  และ  1kb DNA Ladder maker จํานวน 1 ไมโครลติรลงในหลมุแรก

และตามดวย  PCR product จนครบทุกหลมุของแผนวุน  และเติม 1X TBE buffer ใหสูงกวาหนาแผน

วุนเล็กนอย  ตั้งกระแสไฟ 150 โวลต  นาน 40 นาที  ยอม แผนวุนดวยเอทธิเดียมโบรไมด (ethidium 

bromide)  แลวนําชิ้นแผนวุนท่ีไดไปตรวจสอบดีเอ็นเอ ดวยเครื่องใหกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต  (UV 

Transilluminator)  ดวยชุดถายภาพ gel document  เพ่ือดูขนาดชิ้น PCR product ท่ีไดเทียบกับ 1kb 

DNA Ladder maker  หลังจากทําปฏิกิริยา PCR แลว ใหทําความสะอาด PCR product ดวยชุด 

GeneJETTM PCR Purification Kit จากนั้นนํา PCR product ท่ีไดไปถอดรหัสพันธุกรรมดวยเครื่อง

วิเคราะหสารพันธุกรรม (Automate Sequencer)  

4.   ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตของสาหรายท่ีคัดเลือกได  

             คัดเลือกตัวอยางท่ีแยกและจําแนกไดจากขอ 3 ศึกษาอัตราการเจริญเติบโต และวัดคาความเปน

กรด-ดาง (pH)  ไดแก pH 4  5  6  7  8  9  10  11   ชวงเวลาใหแสง 16 ชั่วโมง สลับชวงมืด 8 ชั่วโมง 

และระดับความเขมของแสงท่ี 3,000 ลักซ 

5.  การเลี้ยงและเพ่ิมปริมาณเซลลสาหรายท่ีคัดเลือกได 

          เลี้ยงและเพ่ิมปริมาณเซลลสาหรายท่ีคัดเลือกไดในสภาวะท่ีเหมาะสมจากขอ 4 ในอุปกรณการเลี้ยง

ขนาด 200   500  1 ,000 และ 5,000 มิลลิลิตร ในระดับหองปฏิบัติการ และขยายเลี้ยงในสภาพกลางแจง

ขนาด 200-400 ลิตร  เก็บเก่ียวเซลลในชวงระยะท่ีมีการเจริญไดดีและคงท่ี (log phase) เพ่ือนําเซลลท่ีได

ไปวิเคราะหหาน้ําหนักแหงของสาหราย  โดยชั่งถวยอบเปลากอน แลวใส ตัวอยางสาหรายท่ีปนตกตะกอน

แลวจํานวน 0.1 กรมั 3 ซํ้า จากนั้นทําใหแหงในตูอบ (oven) ท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปน

ระยะเวลา 12 ชั่วโมง ใชท่ีคีบนําถวยอบท่ีมีสาหรายยายใสโถดูดความชื้นเปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นคีบถวย

อบจากโถดูดความชื้นมาชั่งอีกครั้งและคํานวณคาน้ําหนักแหงท่ีได  

6.  การวิเคราะหหาปริมาณสารสําคัญจากสาหรายท่ีคัดเลือกได  

            นําเซลลสาหรายท่ีตกตะกอนไดในขอ 5 ชั่งตัวอยางละ 0.5 กรัมใสหลอดขนาด 2 มิลลิลิตร ทํา

ใหเซลลสาหรายแตกโดยใชเครื่อง Ultrasonic Processor และหาปริมาณารโบไฮเดรต ตามวิธีการของ 

(Borowitzka, 1991) และวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส โดยใชเครื่องวิเคราะหสารชีวภาพ 

(Multiparameter Bioanalytical System YSI 7100) จากนั้นนํามาผลมาวิเคราะหเปรียบเทียบกับ

น้ําหนักแหงท่ีได 
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ระยะเวลา 

เดือน ตุลาคม  2554 – กันยายน 2556 

 

สถานที่ดําเนินการ 

สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  ต.รังสิต  อ. ธัญบุรี  จ. ปทุมธานี 

 

ผลการทดลองและวจิารณ 
 

1.  รวบรวมตัวอยางสาหรายขนาดเล็กจากแหลงน้ําจืดตามธรรมชาติในพ้ืนท่ีตางๆของประเทศไทย 

       รวบรวมเก็บตัวอยางสาหรายขนาดเล็กจากแหลงน้ําธรรมชาติท่ีมีสีเขียวจากการเจริญเติบโตของ

สาหรายดวยถุงเก็บตัวอยางท่ีมีความถ่ีของผาไนลอนขนาด 40 ไมครอน ทําการเก็บตัวอยางสดโดยการแช

น้ําแข็งเพ่ือนํามาเลี้ยงในหองปฏิบัติการ  และตัวอยางดองดวยสารละลายฟอรมัลดิไฮด ความเขมขน 4 

เปอรเซ็นต เพ่ือนํามาสองกลองจุลทรรศนจําแนกชนิดทางสัณฐานวิทยา  ดังภาพท่ี 1 สามารถรวบรวมแหลงน้ํา

ท่ีมีสาหรายไดจํานวน 16 จังหวัด  ไดแก  ภาคกลาง 4 จังหวัด  (ปทุมธานี  สระบุรี ลพบุรี  เพชรบูรณ )  ภาค

ตะวนัออก 1 จังหวัด (ชลบุรี)  ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 5 จังหวัด  (นครราชสีมา  ชัยภูมิ  ขอนแกน รอยเอ็ด  

สุรินทร)  ภาคเหนือ 2 จังหวัด  (ตาก  เชียงใหม )  และภาคใต  3 จังหวัด (สุราษฎรธานี   ตรัง  พัทลุง )  รวม

ท้ังหมด 32 สถานี ไดแก  

สถานีท่ี 1 อางเก็บน้ําบางพระ อ.ศรีราชา จ.ชลบุร ี

สถานีท่ี 2 เข่ือนลําตะคอง อ.สีค้ิว จ.นครราชสีมา 

สถานีท่ี 3 เข่ือนอุบลรัตน อ.อุบลรัตน จ.ขอนแกน 

สถานีท่ี 4 บอประปามหาวิทยาลัยขอนแกน จ.ขอนแกน 

สถานีท่ี 5 บึงประตูสีฐานมหาวิทยาลัยขอนแกน จ.ขอนแกน 

สถานีท่ี 6 บึงแกนนคร อ.เมือง จ.ขอนแกน 

สถานีท่ี 7 บึงบานดงหมี จ.ขอนแกน 

สถานีท่ี 8 คลองขุดลอกหนองแวง  จ.ขอนแกน 

สถานีท่ี 9 อางเก็บน้ําบานกุฎิพระ อ.ชนแดน จ.เพชรบูรณ 

สถานีท่ี 10 เข่ือนปาสักชลสิทธิ์ อ.พัฒนานิคม จ.ลพบุรี 

สถานีท่ี 11 สันเข่ือนปาสักชลสิทธิ์ อ.พัฒนานิคม จ.ลพบุรี 

สถานีท่ี 12 รองแมน้ําเกา สันเข่ือนปาสักชลสิทธิ์ จ.สระบุรี 
สถานีท่ี 13 คลองหก อ.ธัญบุรี จ.ปทุมธานี 

สถานีท่ี 14 เข่ือนภูมิพล จ.ตาก 

สถานีท่ี 15 อางเก็บน้ํากาแล จ.เชยีงใหม 

สถานีท่ี 16 เข่ือนแมงัด อ.แมแตง จ.เชยีงใหม 
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สถานีท่ี 17 เข่ือนแมกวง อ.ดอยสะเก็ด จ.เชยีงใหม 

สถานีท่ี 18 เขตสํานักงานชลประทาน เข่ือนแมกวง จ.เชยีงใหม 

สถานีท่ี 19 อางเก็บน้ําหวยฮองไคร  อางท่ี 1 อ.ดอยสะเก็ด จ.เชยีงใหม 

สถานีท่ี 20 อางเก็บน้ําหวยฮองไคร  อางท่ี 2 อ.ดอยสะเก็ด จ.เชยีงใหม 

สถานีท่ี 21 อางเก็บน้ําหวยฮองไคร  อางท่ี 3 อ.ดอยสะเก็ด จ.เชยีงใหม 

สถานีท่ี 22 โรงงานน้ําตาลมิตรผล อ.ภูเวียง จ.ขอนแกน 

สถานีท่ี 23 โรงงานน้ําตาลมิตรผล บอเก็บน้ําเสียท่ี 4 อ.ภูเขียว จ.ชัยภูมิ 

สถานีท่ี 24 โรงงานน้ําตาลมิตรผล บอเก็บน้ําเสียท่ี 9 อ.ภูเขียว จ.ชัยภูมิ 

สถานีท่ี 25 อางเก็บน้ําธรรมชาติลําน้ําพอง จ.ขอนแกน 

สถานีท่ี 26 บึงพลาญชัย อ.เมือง จ.รอยเอ็ด 

สถานีท่ี 27 อางเก็บน้ําหวยเสนง อ.เมือง จ.สุรินทร 

สถานีท่ี 28 หนองทุงทอง อ.เคียนซา จ.สุราษฎรธานี 

สถานีท่ี 29 อางเก็บน้ําศูนยสงเสริมพัฒนาการเกษตร อ.ยานตาขาว จ.ตรัง 

สถานีท่ี 30 อางเก็บน้ําศูนยวิจัยประมงน้ําจืด จ.ตรัง 

สถานีท่ี 31 เขตหามสัตวปาทะเลนอย จ.พัทลุง 

สถานีท่ี 32 เข่ือนรัชประภา อ.บานตาขุน จ.สุราษฎรธานี 

                
 

   
 

 

ภาพท่ี 1 การเก็บตัวอยางสาหรายขนาดเล็กจากแหลงน้ําธรรมชาติดวยถุงผาไนลอนขนาด 40 ไมครอน และ

นําตัวอยางสดมาเลี้ยงในหองปฏิบัติการ 
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จากการจําแนกชนิดสาหรายขนาดเล็กทางสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยายสูง พบ

สาหรายกลุมสีเขียวแกมน้ําเงิน ดิวิชั่น Cyanophyta 8 สกุล  และกลุมสาหรายสีเขียว   ดิวิชั่น Chlorophyta 

จํานวน 18 สกุล ดิวิชั่น Chromophyta จํานวน 6 สกุล  รวมท้ังหมด 32 สกุล  พบวาสกุล Oscillatoria spp. 

พบท้ัง 32 สถานี และสกุลท่ีพบนอยท่ีสุด คือ Botryococcus sp. พบเพียงแค 2 สถานี คือ สถานีท่ี 2 เข่ือนลํา

ตะคอง อ.สีค้ิว จ.นครราชสีมา และสถานีท่ี10 เข่ือนปาสักชลสิทธิ์ อ.พัฒนานิคม จ.ลพบุรี ดังตารางท่ี 1   

 

2.  คัดเลือกและแยกชนิดสาหรายขนาดเล็กใหบริสุทธิ์ในสภาวะท่ีเหมาะสม 

  ผลจากการนําตัวอยางสาหรายสดขนาดเล็กท่ีเก็บไดในขอ 1 ทําใหเชื้อกระจายในจานเพาะเชื้อ 

(spread plat) เลี้ยงบนอาหารแข็งจํานวน  2 สูตร คือ อาหารสูตร BG11 สําหรับเลี้ยงสาหรายสีเขียวแกมน้ํา

เงิน และ สูตร Bold basal medium ตั้งไวใหเจริญเติบโตภายใตความเขมแสงประมาณ 3,000 ลักซ พบวา

สามารถแยกและคัดเลือกสาหรายสีเขียวท่ีเปนโคโลนีเดี่ยวไดจํานวน 13 ไอโซเลท ในอาหารสูตร Bold basal 

medium ดังภาพท่ี 2  และ ตารางท่ี 3   

 

 

         
 

               

                     

   
 

 

 

ภาพท่ี 2  คัดเลือกและแยกเชื้อสาหรายใหบริสุทธิ์บนอาหารแข็งสูตร Bold basal medium

 



ตารางที่ 1  ชนิดของสาหรายขนาดเล็ก (microalgae) ในแหลงน้ําท่ีศึกษา 
 

ชื่อวิทยาศาสตร 
สถานี 

รวม 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 

Division Cyanophyta 

  Class Cyanophyceae 

    Anabaena sp. 

    Anabaenopsis sp. 

    Chroococcus sp. 

    Merismopedia sp. 

    Microcystis sp. 

    Oscillatoria spp. 

    Phormidium sp. 

    Spilulina sp. 

Division Chlorophyta 

  Class Chlorophyceae 

    Actinastrum sp. 

    Ankistrodesmus sp. 

    Botryococcus sp. 

    Chlamydomonas sp. 

    Chlorella sp. 

    Crucigenia sp. 

    Dictyosphaerium sp. 

    Golenkinia sp. 

    Oocystis sp. 

    Pediastrum sp. 

    Scenedesmus sp. 

    Selenastrum sp. 

    Staurastrum sp. 

    Tetraedron sp. 

    Volvox sp. 
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17 
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16 

12 

24 

32 

15 

10 

 

 

12 

20 
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11 

22 
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10 

5 

23 

9 

27 

11 

5 

3 

8 

 

หมายเหต ุ  :   +  =  ชนิดสาหรายที่พบ,    -  =  ชนิดสาหรายที่ไมพบ 
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ตารางที่ 1  ชนิดของสาหรายขนาดเล็ก (microalgae) ในแหลงน้ําท่ีศึกษา (ตอ) 

ชื่อวิทยาศาสตร 
สถานี 

รวม 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 

  Class Euglenophyceae 

    Euglena spp. 

    Phacus spp. 

    Trachelomonas spp. 

Division Chromophyta 

  Class Bacillariophyceae 

    Amphora sp. 

    Fragilaria sp. 

    Navicula sp. 

    Nitzchia sp. 

    Synedra sp. 

  Class Dinophyceae 

    Peridinium sp. 
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29 

21 

12 

 

 

18 

13 

23 

6 

5 

 

19 

หมายเหตุ

 

   :   +  =  ชนิดสาหรายที่พบ,    -  =  ชนิดสาหรายที่ไมพบ 

สถานีที่ 1 อางเก็บน้ําบางพระ อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี 

สถานีที่ 2 เขื่อนลําตะคอง อ.สีค้ิว จ.นครราชสีมา 

สถานีที่ 3 เขื่อนอุบลรัตน อ.อุบลรัตน จ.ขอนแกน 

สถานีที่ 4 บอประปามหาวิทยาลัยขอนแกน จ.ขอนแกน 

สถานีที่ 5 บึงประตูสีฐานมหาวิทยาลัยขอนแกน จ.ขอนแกน 

สถานีที่ 6 บึงแกนนคร อ.เมือง จ.ขอนแกน 

สถานีที่ 7 บึงบานดงหมี จ.ขอนแกน 

สถานีที่ 8 คลองขุดลอกหนองแวง  จ.ขอนแกน 

สถานีที่ 9 อางเก็บน้ําบานกุฎิพระ อ.ชนแดน จ.เพชรบรูณ 

สถานีที่ 10 เขื่อนปาสักชลสิทธิ์ อ.พัฒนานิคม จ.ลพบรุ ี

สถานีที่ 11 สันเขื่อนปาสักชลสิทธิ์ อ.พัฒนานิคม จ.ลพบรุ ี

สถานีที่ 12 รองแมน้ําเกา สันเขื่อนปาสักชลสิทธิ์ จ.สระบรุ ี

สถานีที่ 13 คลองหก อ.ธัญบุรี จ.ปทุมธาน ี

สถานีที่ 14 เขื่อนภูมิพล จ.ตาก 

สถานีที่ 15 อางเก็บน้ํากาแล จ.เชียงใหม 

สถานีที่ 16 เขื่อนแมงัด อ.แมแตง จ.เชียงใหม 

สถานีที่ 17 เขื่อนแมกวง อ.ดอยสะเกด็ จ.เชียงใหม 

สถานีที่ 18 เขตสํานักงานชลประทาน เขื่อนแมกวง จ.เชียงใหม 

สถานีที่ 19 อางเก็บน้ําหวยฮองไคร  อางที่ 1 อ.ดอยสะเกด็ จ.เชียงใหม 

สถานีที่ 20 อางเก็บน้ําหวยฮองไคร  อางที่ 2 อ.ดอยสะเกด็ จ.เชียงใหม 

สถานีที่ 21 อางเก็บน้ําหวยฮองไคร  อางที่ 3 อ.ดอยสะเกด็ จ.เชียงใหม 

สถานีที่ 22 โรงงานน้ําตาลมิตรผล อ.ภูเวียง จ.ขอนแกน 

สถานีที่ 23 โรงงานน้ําตาลมิตรผล บอเก็บน้ําเสียที่ 4 อ.ภูเขียว จ.ชัยภูม ิ

สถานีที่ 24 โรงงานน้ําตาลมิตรผล บอเก็บน้ําเสียที่ 9 อ.ภูเขียว จ.ชัยภูม ิ

สถานีที่ 25 อางเก็บน้ําธรรมชาติลําน้ําพอง จ.ขอนแกน 

สถานีที่ 26 บึงพลาญชัย อ.เมือง จ.รอยเอ็ด 

สถานีที่ 27 อางเก็บน้ําหวยเสนง อ.เมือง จ.สุรินทร 

สถานีที่ 28 หนองทุงทอง อ.เคียนซา จ.สุราษฎรธาน ี

สถานีที่ 29 อางเก็บน้ําศูนยสงเสริมพัฒนาการเกษตร อ.ยานตาขาว จ.ตรัง 

สถานีที่ 30 อางเก็บน้ําศูนยวิจัยประมงน้ําจืด จ.ตรัง 

สถานีที่ 31 เขตหามสัตวปาทะเลนอย จ.พัทลุง 

สถานีที่ 32 เขื่อนรัชประภา อ.บานตาขุน จ.สุราษฎรธาน ี

 



ตารางที่ 2  แสดงจํานวนไอโซเลทสาหรายขนาดเล็กท่ีเก็บไดจากแหลงตางๆ 
 

ลําดับท่ี No.ไอโซเลท แหลงเก็บ จงัหวัด 

1 7 บอประปา ม.ขอนแกน  ขอนแกน 

2 12 อางเก็บน้ําบานกุฏิพระ  เพชรบูรณ 

3 14 เข่ือนปาสักชลสิทธิ์  ลพบุรี 

4 15 แมน้ําบริเวณสันเข่ือนปาสัก  สระบุรี 

5 17 เข่ือนภูมิพล  ตาก 

6 18 อางเก็บน้ํากาแล  เชยีงใหม 

7 21 เข่ือนแมกวง  เชยีงใหม 

8 22 อางเก็บน้ําหวยฮองไคร  เชยีงใหม 

9 26 โรงงานน้ําตาลมิตรผล  ชัยภูมิ 

10 27 โรงงานน้ําตาลมิตรผล บอน้ําเสียท่ี 4  ชัยภูมิ 

11 28 โรงงานน้ําตาลมิตรผล บอน้ําเสียท่ี 9  ชัยภูมิ 

12 29 อางเก็บน้ําธรรมชาติลําน้ําพอง  ขอนแกน 

13 30 บึงพลาญชัย  รอยเอ็ด 

 

3.  การจําแนกชนิดของสาหรายโดยหาลําดับเบสในสวนของ ribosomal DNA 

      จากการคัดเลือกตัวอยางท่ีไดในขอ 2 จํานวน 13 ไอโซเลท นํามาจําแนกโดยใชเทคนิคทาง ชีวโมเลกุล

ในสวนของ 16S rDNA และ 18S rDNA โดยใชไพรเมอร  จํานวน 11 คู ดังตารางท่ี 3  พบวาไพรเมอรท่ีจําแนก

ไดมี 3 คู ไดแก NS3 คูกับ NS6 มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอประมาณ 750 bp และ CS1 คูกับ CS2 มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอ

ประมาณ 500 bp และ CS3 คูกับ CS4 มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอประมาณ 450-500 bp  ดังภาพท่ี 3 และนําชิ้นดี

เอ็นเอถอดรหัสพันธุกรรมเปรียบเทียบกับฐานขอมูลของ GenBank (NCBI) พบวาเปนชนิด Chlorella 

pyrenoidosa strain XJO1, Chlorella sp. CAUP H8701,  Chlorella sorokiniana,  Chlorella 

sorokiniana genes SSU rRNA,  Chlorella sorokiniana strain AnSeong จํานวน 2 ไอโซเลท,   

Crucigenia lautebornii UTX LB1735 จํานวน 2 ไอโซเลท, Dictyosphaerium sp.,  Masaia oloidia 

strain CB2008/72  จํานวน 2 ไอโซเลท,  Scenedesmus sp. GDK.  มีเปอรเซ็นตความเหมือนเทากับ 97-

100 เปอรเซ็นต ดังตารางท่ี 4 
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ตารางที ่

ลําดับ 

3  แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของคูไพรเมอรในการจําแนกชนิดสาหรายขนาดเล็กจํานวน 2 กลุม 

ช่ือ ลําดับเบสจากดาน  5’          3’ จํานวน (bp) 

1 63 (F)   CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC 21 

2 1387 (R)   GGG CGG WGT GTA CAA GGC 18 

3 NS1 (F)   GTA GTC ATA TGC TTG TCT C 19 

4 NS2 (R)   GGC TGC TGG CAC CAG ACT TGC 21 

5 CS1 (F)   CGG CTG ATT AGC TTG TTG G 19 

6 CS2 (R)   GAG TGC TTT CGC CTT TGG 18 

7 CS3 (F)   AAG GCC AAA GCA CTC TGC 18 

8 CS4 (R) TTC CTC CGG CTT ATC ACC 18 

9 UCP1 (F) CAA GCW CCD GCA GAA GAC C 19 

10 UCP1 (R) CCM AAA CAT AAA CAA MSW CAG G 22 

11 UCP2 (F) CCT TGW CKT TGT TTA TGT TTK GG 23 

12 UCP2 (R) GCT CAT GTY TCH GGB AAA ATW CG 23 

13 UCP3 (F) CGW ATT TTV CCD GAG ATA TGG GC 23 

14 UCP3 (R) ATG TAT GCK TTT TTA GAT CGT 21 

15 UCP4 (F) ACG ATC TAA AAA MGC ATA CAT 21 

16 UCP4 (R) AAT TGT WTC DTT DGC ACC DGA AGT 24 

17 UCP5 (F) ACT TCH GGT GCH AGH GAW ATA ATT 24 

18 UCP5 (R) GAA ACH CGD ATG GGD TCK GG 20 

19 UCP6 (F) CCM GAH CCC ATH CGD GTT TC 20 

20 UCP6 (R) GGB MGH TTW AAT GGH GCH GAW AT 23 

21 UCP7 (F) ATW TCD GCD CCA TTW AGD CKV CC 23 

22 UCP7 (R) ATG GTW GGW CAW AAA TTD GGT GAG TTT 24 

23 UCP8 (F) AAA TTC GCC HAG TTT WTG WCC WAT CAT 24 

24 UCP8 (R) GCH CAA HTD GTD GCN AAA GAG GG 20 
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ตารางท่ี 

  

4  แสดงการจําแนกชนิดของสาหรายขนาดเล็กจากพ้ืนท่ีตางๆ โดยใชวิธีถอดรหัสพันธุกรรมในสวน  

ของ  ribosomal DNA 

 

 

 

ลําดับท่ี ชื่อตัวอยาง ชนิด 
รหัสท่ีเหมือน 

GenBank 

เปอรเซ็นต

ความเหมือน

เทียบกับ 

NCBI 

แหลงท่ีพบ 

1 C1 Chloerlla vulgaris TISTR 8580 - - 
คลังสาหรายแหง

ประเทศไทย (วว.) 

2 C2 Chlorella ellipsoidea TISTR 8260 - - 
คลังสาหรายแหง

ประเทศไทย (วว.) 

3 ADOA1 Crucigenia lautebornii UTEX LB1735 JQ356710.1 100% 
บอประปา

มหาวทิยาลัยขอนแกน 

4 ADOA2 Masaia oloidia strain CB2008/72 HQ322128.1 97% อางเก็บน้ําบานกุฏิพระ 

5 ADOA3 Crucigenia lautebornii UTEX LB1735 JQ356710.1 100% สันเขื่อนปาสักชลสิทธิ ์

6 ADOA4 
Chlorella pyrenoidosa strain 

XJO18SrDNA 
KC416209.1 100% 

รองแมน้ําเกา สันเขื่อน

ปาสักชลสิทธิ ์

7 ADOA5 Chlorella sp. CAUP. H8701 HF677200.1 99% เขื่อนภูมิพล 

8 ADOA6 Masaia oloidia strain CB2008/72 HQ322128.1 99% อางเก็บน้ํากาแล 

9 ADOA7 Dictyosphaerium sp. GQ487253.1 99% 
เขื่อนแมกวง เขต

สํานกังานชลประทาน 

10 ADOA8 Chlorella sp. KMMCC FC-21 GQ122372.1 99% 
อางเก็บน้ําหวยฮองไคร 

อางที่ 1 

11 ADOA9 
Chlorella sorokiniana genes SSU 

rRNA 
AB731602.1 99% 

โรงงานน้ําตาลมิตรผล อ.

ภูเวียง 

12 ADOA10 
Chlorella sorokiniana strain 

AnSeong 
KF864472.1 99% 

โรงงานน้ําตาลมิตรผล 

บอเก็บน้ําเสียที่ 4 

13 ADOA11 
Chlorella sorokiniana strain 

AnSeong 
KF864472.1 99% 

โรงงานน้ําตาลมิตรผล 

บอเก็บน้ําเสียที่ 9 

14 ADOA12 Scenedesmus sp. GDK KF879588.1 98% 
อางเก็บน้ําธรรมชาติลํา

น้าํพอง 

15 ADOA13 Chlorella sorokiniana KJ149805.1 97% บึงพลาญชัย 
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ภาพท่ี 3

 

  แสดงผลผลิตพีซีอาร (PCR Product) ของสาหรายสีเขียวขนาดเล็กจํานวน 15 ไอโซเลทโดยใชไพรเมอร 

NS3 คูกับ NS6  ไพรเมอร CS1 คูกับ CS2 และ ไพรเมอร CS3 คูกับ CS4 

ไพรเมอร  NS3 คูกับ NS6 

ไพรเมอร  CS1 คูกับ CS2 

 

1kb    1      2       3      4      5      6      7      8      9    10    11   12    13    14    15   100 bp

 

1kb    1      2       3       4      5      6       7       8      9     10     11    12     13     14    15  100 bp

1kb    1      2        3       4       5       6      7       8      9     10     11    12     13     14     15    100 bp

 

ไพรเมอร  CS3 คูกับ CS4 

500 bp 

1,000 bp 

500 bp 

1,000 bp 

500 bp 

1,000 bp 
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4.  ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตของสาหรายขนาดเล็กท่ีคัดเลือกได  

ศึกษาคาความเปนกรด-ดาง (pH) จํานวน 8 ระดับ ตั้งแต  pH 4 5 6 7 8 9 10 11 ใน อาหารสูตร 

Bold Basal medium ชวงแสง 16 ชั่วโมง เปนระยะเวลา 21 วัน พบวาสาหรายท่ีคัดเลือกไดมีการเจริญเติบโต

ดีในชวง pH 6-10 ท่ีความเขมแสง 3,000 ลักซ ชวงแสง 16 ชั่วโมง ชวงมืด 8 ชั่วโมง และมีการเจริญเติบโตดี

ท่ีสุดในระยะ log phase ในชวงวันท่ี 5-10 ดังตารางท่ี 5 และภาพท่ี 2 

ตารางที่ 5

 

  แสดงอัตราการเจริญเติบโตของสาหรายสีเขียว Chlorella pyrenoidosa strain XJO18SrDNA 

(ADOA4) ท่ี pH 8 ระดับ ไดแก  pH 4 5 6 7 8 9 10 11 ใน อาหารสูตร Bold Basal medium

เปนระยะเวลา 21 วัน 

 

 
 

ภาพท่ี 4

pH  วัน 1 2 3 4 5 8 9 10 11 12 15 16 17 18 19 21

pH4 0.104 0.165 0.215 0.351 0.339 0.393 0.594 0.459 0.826 0.794 0.415 0.057 0.070 0.088 0.085 0.041

pH5 0.106 0.183 0.284 0.461 0.528 1.315 1.491 0.782 0.946 1.910 1.958 1.945 1.927 1.890 1.950 1.858

pH6 0.104 0.199 0.358 0.554 0.814 1.240 1.441 1.692 1.894 1.826 1.959 2.020 1.842 1.888 1.936 1.893

pH7 0.104 0.183 0.369 0.640 0.794 1.807 2.359 3.568 3.815 3.771 2.953 2.999 1.762 1.857 1.759 1.963

pH8 0.107 0.181 0.364 0.599 0.835 1.529 2.060 3.101 3.209 3.323 2.849 2.549 1.589 1.674 1.768 1.932

pH9 0.103 0.182 0.352 0.621 0.870 1.241 1.592 1.459 1.602 1.771 1.918 1.772 1.795 1.627 1.652 1.847

pH10 0.106 0.180 0.366 0.645 0.832 1.330 1.482 1.647 1.788 1.744 1.818 2.052 1.909 1.876 1.907 1.705

pH11 0.109 0.170 0.380 0.645 0.710 1.257 1.399 1.564 1.726 1.926 1.035 1.558 1.269 0.764 0.860 0.134

control 0.108 0.189 0.365 0.647 0.83 1.622 2.06 3.279 3.187 3.596 2.868 2.932 1.38 1.311 1.38 1.45

ปริมาณความขุนของคา OD ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร

  แสดงอัตราการเจริญเติบโตของสาหรายสีเขียว Chlorella pyrenoidosa strain XJO18SrDNA 

(ADOA4) ท่ี pH 8 ระดับ ไดแก  pH 4 5 6 7 8 9 10 11 ใน อาหารสูตร Bold Basal medium

เปนระยะเวลา 21 วัน 

0.00

0.50

1.00

1.50

2.00

2.50

3.00

3.50

4.00

4.50

1 2 3 4 5 8 9 10 11 12 15 16 17 18 19 21

pH4

pH5

pH6

pH7

pH8

pH9

pH10

pH11

control

วัน

คา OD 550 nm
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5.  การเลี้ยงและเพ่ิมปริมาณเซลลสาหรายท่ีคัดเลือกได 

         ผลท่ีไดจากการคัดเลือกสาหรายสีเขียว Chlorella pyrenoidosa strain XJO18SrDNA (ADOA4) 

พบวามีการเจริญเติบโตไดรวดเร็วและมีระยะ log phase ยาวนานท่ีสุด จึงนํามาเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร Bold 

Basal medium สภาวะท่ีเหมาะสมจากขอ 4  ในอุปกรณการเลี้ยงขนาด 200   500  1 ,000 และ 5,000 

มิลลิลิตร ในระดับหองปฏิบัติการ จากนั้นสามารถขยายเลี้ยงในอางสภาพกลางแจงขนาด 200-400 ลิตร  โดย

เริ่มตนเชื้อสาหรายท่ีคา OD550 เทากับ 0.5 และเก็บเก่ียวเซลลในชวงระยะท่ีมีการเจริญไดดีและคงท่ี (log 

phase) ในวันท่ี 4-8 นําสาหรายท่ีไดทําใหตกตะกอนเพ่ือนําเซลลท่ีไดไปวิเคราะหตอไป  ดังภาพท่ี 5 

 

 
 

ขยายและเพ่ิมปริมาณขนาด 200, 500, 1,000 และ 5,000 มิลลิลิตร ในระดับหองปฏิบัติการ 

 

                                           
    

   ขยายและเพ่ิมปริมาณขนาด 200 ลิตรในสภาพกลางแจง            เก็บเก่ียวเซลลสาหรายและนําไปวิเคราะห 
 

ภาพท่ี 5

 

  การขยายสาหรายสีเขียว Chlorella pyrenoidosa strain XJO18SrDNA (ADOA4) ในอุปกรณ

ขนาด 200   500  1,000 และ 5,000 มิลลิลิตร ในระดับหองปฏิบัติการ ในอางสภาพกลางแจง

ขนาด 200-400 ลิตร  และเก็บเก่ียวเซลลในวันท่ี 4-5 
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6.  การวิเคราะหหาปริมาณสารสําคัญจากสาหรายท่ีคัดเลือกได  

    6.1 การหาปริมาณน้ําหนักแหงของสาหรายขนาดเล็ก 

  กอนวิเคราะหหาปริมาณสารสําคัญจากสาหรายท่ีคัดเลือกได ไดทําการหาปริมาณน้ําหนักแหงของ

สาหรายขนาดเล็ก โดยสุมตัวอยางสาหรายท่ีคัดเลือกไดจํานวน 5 ไอโซเลทๆ ละ 3 ซํ้า พบวา  สาหรายสด 0.1 

กรัม มีน้ําหนักแหงเฉลี่ยประมาณ 0.0567 กรัม จะเห็นไดวาน้ําหนักจะหายไปประมาณ 50 เปอรเซ็นต ดัง

ตารางท่ี 6  
 

ตารางท่ี 6  แสดงคาเฉลี่ยการหาน้ําหนักแหงของสาหรายขนาดเล็กท่ีคัดเลือกได 
 

No. 

สาหราย 

น้ําหนัก Can 

(g) 

น้ําหนักสาหราย

กอนอบ (g) 

น้ําหนักรวม

กอนอบ (g) 

น้ําหนักรวม

หลงัอบ (g) 

น้ําหนักสาหราย

หลงัอบ (g) 

น้ําหนักเฉลี่ย 

(g) 

1.1 11.01 0.1 11.11 11.04 0.07 0.0633 

1.2 11.2 0.1 11.3 11.24 0.06 
 

1.3 11.9 0.1 12 11.94 0.06 
 

7.1 11.2 0.1 11.3 11.24 0.06 0.0733 

7.2 10.9 0.1 11 10.92 0.08 
 

7.3 10.9 0.1 11 10.92 0.08 
 

15.1 16 0.1 16.1 16.07 0.03 0.0433 

15.2 13.7 0.1 13.8 13.75 0.05 
 

15.3 14.9 0.1 15 14.95 0.05 
 

21.1 16.1 0.1 16.2 16.15 0.05 0.0467 

21.2 15 0.1 15.1 15.06 0.04 
 

21.3 16.3 0.1 16.4 16.35 0.05 
 

30.1 13.7 0.1 13.8 13.74 0.06 0.0567 

30.2 16.3 0.1 16.4 16.34 0.06 
 

30.3 16.3 0.1 16.4 16.35 0.05 
 

     
คาเฉลีย่ 0.0567 

 

 6.2 การวิเคราะหหาปริมาณคารโบไฮเดรตและวิเคราะหหาปรมิาณกลโูคสของสาหรายท่ีคัดเลือกได   

จากการวิเคราะหหาปริมาคารโบไฮเดรต ตามวิธีการของ (Borowitzka, 1991) และวิเคราะหหา

ปริมาณกลูโคส โดยใชเครื่องวิเคราะหสารชีวภาพ (Multiparameter Bioanalytical System YSI 7100) ของ

สาหรายท่ีคัดเลือกไดจํานวน 13 ไอโซเลท และ Control 2 ไอโซเลท รวม 15 ไอโซเลท พบวา ไอโซเลทท่ี 4 

Chlorella pyrenoidosa strain XJO1 มีปริมาณคารโบไฮเดรต และกลูโคสสูงท่ีสุด คือ คารโบไฮเดตรทมีคา

เทากับ 74.05 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง และปริมาณกลูโคสเทากับ 5.80 มิลลิกรัมตอมิลลิตร ตามลําดับ ดัง

ตารางท่ี 7 
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ตารางที่ 7  แสดงผลปริมาณคารโบไฮเดรตและน้ําตาลกลูโคสของสาหรายท่ีคัดเลือกได 

 

ไอโซเลทสาหราย 
ปริมาณคารโบไฮเดรต 

(mg/ml) 

ปริมาณคารโบไฮเดรต 

(mg/g น้ําหนักแหง) 

ปริมาณกลูโคส 

(mg/ml) 

Control 1 86.43 49.01 4.53 

Control 2 44.44 25.20 1.84 

1 51.03 28.93 3.71 

2 27.97 15.86 2.23 

3 21.72 12.32 1.95 

4 130.60 74.05 5.80 

5 37.17 21.08 1.19 

6 93.54 53.04 2.34 

7 79.62 45.14 3.22 

8 65.41 37.09 0.97 

9 43.40 24.61 3.13 

10 66.33 37.61 2.00 

11 91.37 51.81 4.20 

12 74.61 42.30 1.86 

13 61.07 34.63 1.46 
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สรุปผลการทดลอง 
 

             การทดลองนี้ไดเก็บตัวอยางและคัดเลือกชนิดของสาหรายขนาดเล็กท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอล

จํานวน 2 กลุม ไดแกสาหรายกลุมสีเขียวแกมน้ําเงิน และกลุมสีเขียว จากแหลงน้ําธรรมชาติจํานวน 16 จังหวัด 

34 แหลง นําไปจําแนกภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยายสูง  พบสาหรายกลุมสีเขียวแกมน้ําเงิน ดิวิชั่น 

Cyanophyta 8 สกุล  และกลุมสาหรายสีเขียว   ดิวิชั่น Chlorophyta จํานวน 18 สกุล   ดิวิชั่น  

Chromophyta จํานวน 6 สกุล  รวมท้ังหมด 32 สกุล นํามาเลี้ยงในอาหาร BG 11 และ Bold basal 

medium  สามารถคัดเลือกโคโลนีเดี่ยวไดจํานวน 13 ไอโซเลท และจําแนกโดยใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลในสวน

ของ 16S rDNA และ 18S rDNA โดยใชไพรเมอร  จํานวน 11 คู พบวาไพรเมอรท่ีจําแนกไดมี 3 คู ไดแก NS3 

คูกับ NS6 มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอประมาณ 750 bp และ CS1 คูกับ CS2 มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอประมาณ 500 bp 

และ CS3 คูกับ CS4 มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอประมาณ 450-500 bp และนําชิ้นดีเอ็นเอถอดรหัสพันธุกรรม

เปรียบเทียบกับฐานขอมูลของ Genbank (NCBI) พบวาเปนชนิด Chlorella pyrenoidosa strain XJO1, 

Chlorella sp. CAUP H8701,  Chlorella sorokiniana,  Chlorella sorokiniana genes SSU rRNA,  

Chlorella sorokiniana strain AnSeong จํานวน 2 ไอโซเลท,   Crucigenia lautebornii UTX LB1735 

จํานวน 2 ไอโซเลท, Dictyosphaerium sp.,  Masaia oloidia strain CB2008/72 จํานวน 2 ไอโซเลท,  

Scenedesmus sp. GDK.  มีเปอรเซ็นตความเหมือนเทากับ 97-100 เปอรเซ็นต  จากนั้นเพ่ิมปริมาณในแตละ

ชนิดศึกษาอัตราการเจริญเติบโตภายใตสภาวะแสง 3,000 ลักซ ชวงแสง 16 ชั่วโมงสลับกับชวงมืด 8 ชั่วโมง มี

อัตราการเจริญเติบโตไดดีท่ีสุดในระยะ log phase ในชวงวันท่ี 10-15  และศึกษาคาความเปนกรด-ดาง (pH) 

จํานวน 8 ระดับ พบวาเจริญเติบโตไดดีท่ีสุดท่ี pH 7-8 และพบวาไอโซเลทท่ี 4 Chlorella pyrenoidosa 

strain XJO1 มีการเจริญเติบโตไดรวดเร็ว เจริญเติบโตไดยาวนานในชวง log phage  และมีปริมาณ

คารโบไฮเดรต และกลูโคสสูงท่ีสุดเชนเดียวกัน คือ คาร โบไฮเดตรทมีคาเทากับ 74.05 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนัก

แหง และปริมาณกลูโคสเทากับ 5.80 มิลลิกรัมตอมิลลิตร ตามลําดับ 

 

นําไปใชประโยชน 
 

         สาหรายขนาดเล็ก (microalgae) ท่ีคัดเลือกไดจากแหลงน้ําธรรมชาติท่ีพบในประเทศไทยในการทดลอง

นี้  สามารถนํามาเลี้ยงและแยกใหบริสุทธิ์ และเพ่ิมปริมาณไดในสภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโต  เลี้ยงงาย 

และมีองคประกอบภายในเซลลท่ีเหมาะสมนําไปใชเปนวัตถุดิบเพ่ือนําไปเพ่ิมปริมาณและศึกษาเทคโนโลยีการ

ผลิตเปนไบโอเอทานอลจากสาหราย ซ่ึงจะนําไปใชเปนพลังงานทางเลือกตอไปไดในอนาคต 
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ภาคผนวก 
  

 

    เตรียม  100 มิลลิลิตร 

TE buffer 

2 M  Tris-HCl pH 8.0    500 ไมโครลิตร 

0.5 M  EDTA pH 8.0    200 ไมโครลิตร 

 เติมน้ําใหครบ               100 มิลลิลิตร 

     เตรียม  100 มิลลิลิตร 

10% SDS 

 SDS         10 กรมั 

 น้ํา                        100 มิลลิลิตร 

    เตรียม 250 มิลลิลิตร 

chloroform : isoamyl alcohol (24:1) 

 chloroform     240 มิลลิลิตร 

 isoamyl alcohol        10 มิลลิลิตร 
 

 

    เตรียม  1,000 มิลลิลิตร 

3M NaOAc (pH 5.2) 

 Sodium acetate trihydraet   408.1 กรมั 

 น้ํา      750 มิลลิลิตร 

 ปรับคา  pH  5.2 

 ปรับปริมาตรดวยน้ําใหได     1,000  มิลลิลิตร 
 

     เตรียม 200 มิลลิลิตร 

2XCTAB 

 NaCl      16.36 กรมั 

CTAB (cetyltrimethylammonium bromide)    4 กรมั 

2M Tris-HCl (pH 8.0)    10 มิลลิลิตร 

0.5M EDTA       8 มิลลิลิตร 

PVP-40        2 กรมั 

ปรับปริมาตรดวยน้ําใหได  200 มิลลิลิตร 
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   เตรียม  1,000 มิลลิลิตร 

5M NaCl 

 NaCl      292.2 กรมั 

 เติมน้ําใหครบ      1,000   มิลลิลิตร 
 

    เตรียม  1 ลิตร 

10XTBE buffer 

 Tris-base   108 กรมั 

 Boric acid     55 กรมั 

 0.5 M EDTA ( pH 8.0)    40 มิลลิลิตร 
 

 

 

อาหารเล้ียงสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินสูตร BG11 (Richmond, 1986) 

  

สารอาหาร ความเขมขน 

NaNo3 

K2HPO4.3H2O 

MgSO4.7H2O 

CaCl2.2H2O 

Citric acid 

Ferric ammonium citrate 

Ethylene diaminetetra acetic acid (EDTA) 

Na2Co3 

Trace metal mix 

น้ํากลั่น 

pH 

1.500  กรมั/ลิตร 

0.040  กรมั/ลิตร 

0.075  กรมั/ลิตร 

0.036  กรมั/ลิตร 

0.006  กรมั/ลิตร 

0.006  กรมั/ลิตร 

0.001  กรมั/ลิตร 

0.020  กรมั/ลิตร 

1.000  มิลลิลิตร/ลิตร 

999  มิลลิลิตร 

7.4    

Trace metal mix 

H3BO3 

MnCl2.4H2O 

ZnSO4.7H2O 

Na2MoO4.2H2O 

CuSO4.5H2O 

Co(NO3)2.6H2O 

น้ํากลั่น 

2.860  กรมั/ลิตร 

1.810  กรมั/ลิตร 

0.222  กรมั/ลิตร 

0.390  กรมั/ลิตร 

0.079  กรมั/ลิตร 

0.0494 กรมั/ลิตร 

1,000  มิลลิลิตร 
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อาหารเล้ียงสาหรายสีเขียวสูตร Bristol (Bold และ Wynne, 1978) 

  

สารอาหาร ความเขมขน 

NaNo3 

K2HPO4.3H2O 

KH2PO4 

MgSO4.7H2O 

CaCl2.2H2O 

NaCl 

Ethylene diaminetetra acetic acid (EDTA) 

KOH 

FeSO4 

H3BO3 

Trace element 

น้ํากลั่น 

pH 

0.025  กรมั/ลิตร 

0.075  กรมั/ลิตร 

0.175  กรมั/ลิตร 

0.075  กรมั/ลิตร 

0.025  กรมั/ลิตร 

0.025  กรมั/ลิตร 

0.050  กรมั/ลิตร 

0.031  กรมั/ลิตร 

0.050  กรมั/ลิตร 

0.0114  กรมั/ลิตร 

1.000  มิลลิลิตร/ลิตร 

999  มิลลิลิตร 

7.0   

Trace element 

MnCl2.4H2O 

ZnSO4.7H2O 

MoO3 

CuSO4.5H2O 

Co(NO3)2.6H2O 

น้ํากลั่น 

0.0014  กรมั/ลิตร 

0.0088  กรมั/ลิตร 

0.0007  กรมั/ลิตร 

0.0016  กรมั/ลิตร 

0.0005 กรมั/ลิตร 

1,000  มิลลิลิตร 
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การวัดปริมาณคารโบไฮเดรท (Total Carbohydrate Assay) 

สารเคมี 

1.  Glucose standard   2.5  มิลลิกรัม glucose/100 ml 

2.  Phenol solution     5  กรมั / 100 ml 

3.  Concentrated H2SO4 (AR grade) 

4.  1M H2SO4 (AR grade) 

วิธีการ 

1.  กรองตัวอยางและเก็บเซลลไวตู –20 องศาเซลเซียส 

2.  ชั่งตัวอยาง 1 กรัม ใสหลอดแกว และทําสาหรายใหเปนเนื้อเดียวกันโดยการเติม 1M H2SO4 จํานวน 2 

มิลลิลิตร และไปปนดวยเครื่อง Homogenizer 

3.  นําไปใสหลอดแกว centrifuge ขนาด 10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวย 1M H2SO4 ใหได 5 มิลลิลิตร 

4.  นําไปบมใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที 

5.  ตั้งท่ีอุณหภูมิหองใหเย็น และนําไปปนท่ี 3000 rpm เปนเวลา 5 นาที 

6.  ดูดน้ําใสเก็บไวเพ่ือวัดหาปริมาณคารโบไฮเดรทและปรับปริมาณเจือจางกับน้ํากลั่นใหอยูในชวงปริมาณคาร

โบไฮเดรทไมเกิน 50 ไมโครกรมั  (เริ่มตนอาจจะเจือจางดูดน้ําใส 0.1-05 ml และปรับปริมาตรน้ํากลั่นใหได 

2 ml) 

7.  เตรียม standard glucose  0, 10, 20, 30, 40 และ 50 ไมโครกรมั  และปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได  

2 มิลลิลิตร 

8.  เติมสารละลายฟนอล 5 เปอรเซ็นต (w/v) 1 ml และผสมใหเขากันโดยการ vortex 

9.  เติมกรดซัลฟวริคเขมขนทันที 5 มิลลิลิตร   

10.  ตั้งไวท่ีอุณหภูมิหองใหเย็นประมาณ 30 นาที 

11.  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 485 นาโนเมตร และนํามาคํานวณหาคาคารโบไฮเดรทกับคา 

standard curve 
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เก็บตัวอยางน้ําท่ีมีสาหรายจากแหลงน้ําธรรมชาติ 

   
 

นํามาเลี้ยงในอาหารแข็งและอาหารเหลวในหองปฏิบัติการ 

         
                       แยกเชื้อสาหรายใหบริสุทธิ์                       วิเคราะหและจําแนกชนิดในสวนของ rDNA   

 
ขยายและเพ่ิมปริมาณขนาด 200, 500, 1,000 และ 5,000 มิลลิลิตร ในระดับหองปฏิบัติการ 

                                             
   ขยายและเพ่ิมปริมาณขนาด 200 ลิตรในสภาพกลางแจง       เก็บเก่ียวเซลลสาหรายและนําไปวิเคราะห 
 

ภาพ สรุปข้ันตอนการเก็บตัวอยาง จําแนก คัดเลือกเซลลและเลี้ยงขยายเพ่ือนําไปวิเคราะหองคประกอบ  

ภายในเซลลสาหราย 

1kb    1      2       3      4      5      6      7      8      9    10    11   12    13    14    15   100 bp

 


