
 
 

บทที ่3 
อุปกรณ์และวธีิการวจัิย 

 
1. อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 
      1.1  ขวดโหลส ำหรับแช่สำหร่ำยเพื่อสกดัสำร 
        1.2  เคร่ือง Rotary evaporator ยีห่อ้ Büchi รุ่น Rotavapor R-200 
    1.3  เคร่ือง Lyophilizer ยีห่อ้ FTS Systems รุ่น Dura-Dry 
    1.4  เคร่ือง Vortex mixer 
    1.5  เคร่ืองชัง่สำร ยีห่อ้ Mettler Toledo รุ่น PG802-S 
    1.6  อ่ำงน ้ำร้อนควบคุมอุณหภูมิ ยีห่อ้ Julabo Eco Temp TW12 
    1.7  เคร่ือง pH meter ยีห่อ้ Metrohm 
    1.8  เคร่ืองวดัค่ำกำรดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ยีห่อ้ Helosis  
    1.9  เคร่ืองป่ันไฟฟ้ำ ยีห่อ้ Phillips 
    1.10  เคร่ือง centrifuge 
    1.11  กลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ ยีห่อ้ Olympus 
    1.12  ตูอ้บ 60 °C 
     1.13  Autopipette ขนำด 10, 200 และ1000 µl 
    1.14  Pipette tip 
    1.15  บีกเกอร์ขนำด 250 ml 
    1.16  กระบอกตวง 
    1.17  หลอดทดลองขนำดเล็กและเคร่ืองแกว้ชนิดและขนำดต่ำงๆ 
    1.18  กรวยกรอง 
    1.19  กระดำษกรอง Whatman No.1 
    1.20  นำฬิกำจบัเวลำ 
    1.21  เส้ือชูชีพ 
    1.22  หนำ้กำกด ำน ้ำ 
    1.23  ถุงพลำสติก 
    1.24  Karo syrup 
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              1.25 Aniline blue   
    1.26  Formalin 
    1.27  Microplate reader Spectra (Dynex technologies) 
    1.28       Micro plate 48 หลุม 
            1.29       เคร่ือง GPS ยีห่อ้ etrex 
 
2. สารเคมี 

2.1  การทดสอบกจิกรรมต้านอนุมูลอสิระด้วยวธีิ 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 
radical scavenging activity  (Hou, et al., 2001)   (ภำคผนวก ก)          

2.1.1         1 M Tris-HCl buffer (pH=7.9)                                                                                     
2.1.2         250 mM DPPH (Merck)                                                                                               
2.1.3         Metanol (Merck)                                                                                                        
2.1.4         Gallic acid (Fluka) 

         2.2 การทดสอบสารประกอบฟีนอลกิด้วยวธีิ Total Phenolic content (Chandler and Dodds, 
1983)    (ภำคผนวก ก)                                     

                 2.2.1        50% Folin-Ciocalteu reagent                                                                                        
2.2.2        5% w/v Na2CO3 

2.3 การวดัปริมาณรงควตัถุ (Bennet and Bogorad, 1973) (ภำคผนวก ก)                                                                                                       
2.3.1        Methanol                                                                                                                       
2.3.2        Na2HPO4.7H2O    1 N                                                                                                 
2.3.3        NaH2PO4.H2O    1 N                                                                                                        
2.3.4        Phosphate buffer pH 7.0 ผสมสำรละลำย Na2HPO4.7H2O   กบั  
NaH2PO4.H2O    ปรับปริมำตรใหเ้ป็น 1 ลิตร 

 2.4 การรักษาตัวอย่างและจ าแนกชนิดของสาหร่ายทะเลสีแดง  (ภำคผนวก ก)                                                                       
2.4.1        Karo syrup 50  %                                                                                           
2.4.2        Aniline blue  1 %                                                                                           
2.4.7        Formaldehyde 4  % 
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วธีิการวจัิย                                                                                                                                          
1. การส ารวจภาคสนาม 
     ส ำรวจพื้นท่ีท ำกำรศึกษำชำยฝ่ังทะเลของจงัหวดัต่ำงๆดงัน้ี 

จงัหวดัพงังำ บริเวณหำดปำกวีป หำดทบัตะวนั แหลมปะกำรัง   หำดนำงทอง หำดเขำหลกั 
หำดนำใต ้ (ภำพ 2) 

จงัหวดัภูเก็ต ไดแ้ก่ หำดป่ำคลอก หำดปล้ืมสุข หำดรำไวย ์หำดกะหลิม หำดกมลำ เกำะปลิง 
หำดไนยำง (ภำพ 2) 

จงัหวดักระบ่ี ไดแ้ก่ คลองม่วง หำดนพรัตน์ธำรำ สุสำนหอย หำดทบัแขก (ภำพ 2) 
 

ในแต่ละจุดเก็บตวัอยำ่งใชว้ิธีด ำน ้ ำสุ่มเก็บตวัอยำ่งแบบผิวน ้ ำ (skin diving) ร่วมกบักำรเดิน
ส ำรวจสุ่มเก็บตวัอยำ่งบริเวณชำยหำดในระดบัน ้ำข้ึนลง โดยพื้นท่ีท ำกำรศึกษำเป็นชำยหำดท่ีมีควำม
ลำดชนันอ้ย มีซำกปะกำรัง กอ้นหิน กอ้นกรวด คล่ืนลมสงบ ซ่ึงเหมำะสมต่อกำรเจริญของสำหร่ำย 
ท ำกำรบนัทึกภำพใต้น ้ ำ สภำพทัว่ไปของสถำนท่ีเก็บตวัอย่ำง จำกนั้นเก็บรักษำตวัอย่ำงด้วย
สำรละลำยฟอร์มำลดีไฮด์ 4 %และท ำตวัอยำ่งพรรณไมอ้ดัแห้งบนกระดำษ (herbarium specimen) 
เพื่อน ำไปจ ำแนกชนิดในหอ้งปิิบติักำรต่อไป 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                              ภำพ 2 พื้นท่ีจุดเก็บตวัอยำ่งบริเวณชำยฝ่ังทะเลจงัหวดัพงังำ ภูเก็ต และกระบ่ี 
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พืน้ทีจุ่ดเกบ็ตัวอย่างจังหวดัพงังา 
 

หาดทบัตะวนั   พิกดั N  08º48.495'  E 098º15.265' 
เป็นชำยหำดยำวเปิดออกสู่ทะเล มีควำมลำดชนันอ้ย ประกอบดว้ยโขดหิน กอ้น

หิน กอ้นกรวด ทรำยและแนวปะกำรัง เม่ือน ้ำลงต ่ำสุดชำยหำดจะโผล่พื้นผิวน ้ำมีระยะทำงประมำณ 
300-400 เมตร  (ภำพ 3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หาดปากวปี พิกดั N 08 o 75.123, E 098 o 25.571, 
เป็นชำยหำดท่ีเปิดออกสู่ทะเล มีควำมลำดชนัและควำมแรงของคล่ืนมำก มีโขดหิน

ขนำดใหญ่บริเวณชำยหำดซ่ึงเป็นพื้นท่ียดึเกำะของสำหร่ำย โดยโขดหินจะโผล่พน้ผิวน ้ ำในระดบัน ้ ำ
ลงต ่ำสุด และมีน ้ ำสำดกระเซ็นจำกแรงของคล่ืนถึงตลอดเวลำ เป็นชำยหำดท่ีสงบเน่ืองจำกยงัไม่มี
กำรพฒันำเป็นแหล่งท่องเท่ียว (ภำพ 4) 
 
 
 
 
 
 
 
 

                  
                        ภำพ 4 หำดปำกวปี จงัหวดัพงังำ 

ภำพ 3 หำดทบัตะวนั จงัหวดัพงังำ 
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แหลมปะการัง พิกดั N 08 o 43.620, E 098 o 13.531,  
 เป็นแหลมยื่นออกไปในทะเล เม่ือระดบัน ้ ำลงต ่ำสุดชำยหำดจะโผล่พื้นผิวน ้ ำ

ประมำณ 400-500 เมตร ชำยหำดมีควำมลำดชันน้อย ประกอบดว้ยโขดหิน กอ้นหิน ก้อนกรวด 
ทรำย และซำกปะกำรังจ ำนวนมำก มีคล่ืนลมแรงตลอดเวลำ (ภำพ 5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

หาดนางทอง พิกดั N 08º 38.712'  E 098º 14.807' 
เป็นชำยหำดท่ีเปิดออกสู่ทะเล มีควำมลำดชนัและควำมแรงของคล่ืนมำก มีโขด

หินขนำดใหญ่บริเวณชำยหำดและกลำงน ้ ำซ่ึงเป็นพื้นท่ียึดเกำะของสำหร่ำย โดยโขดหินจะโผล่พน้
ผวิน ้ำในระดบัน ้ำลงต ่ำสุด (ภำพ 6) 
 
 
 
 
 
 
 

 
          
 

             ภำพ 6 หำดนำงทอง จงัหวดัพงังำ 

ภำพ 5 แหลมปะกำรัง จงัหวดัพงังำ 
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หาดเขาหลกั พิกดั N. 08 o 62.922, E. 098 o 23.905, 
เป็นชำยหำดท่ีเปิดออกสู่ทะเล มีควำมลำดชนัและควำมแรงของคล่ืนมำก มีหนำ้ผำ

ท่ีเป็นกอ้นหินและโขดหินขนำดใหญ่บริเวณชำยหำดซ่ึงเป็นพื้นท่ียึดเกำะของสำหร่ำย โดยโขดหิน
จะโผล่พน้ผวิน ้ำในระดบัน ้ำลงต ่ำสุด และมีน ้ำสำดกระเซ็นจำกแรงของคล่ืนถึงตลอดเวลำ (ภำพ 7) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หาดนาใต้ พิกดั N 08º 22.429' E 098º 14.055' 
เป็นชำยหำดท่ีเปิดออกสู่ทะเล มีควำมลำดชนัและควำมแรงของคล่ืนมำก มีแผ่น

หินขนำดใหญ่บริเวณชำยหำดซ่ึงเป็นพื้นท่ียึดเกำะของสำหร่ำย โดยแผ่นหินจะโผล่พน้ผิวน ้ ำใน
ระดบัน ้ำต ่ำสุด และมีน ้ำสำดกระเซ็นจำกแรงของคล่ืนถึงตลอดเวลำ (ภำพ 8) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
            ภำพ 8 หำดนำใต ้จงัหวดัพงังำ 

ภำพ 7 หำดเขำหลกั จงัหวดัพงังำ 
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พืน้ทีจุ่ดเกบ็ตัวอย่างจังหวดัภูเกต็ 
เกาะปลงิ พิกดั N 08 o 86.593,  E 098 o 29.459, 

เป็นชำยหำดท่ีเปิดออกสู่ทะเล มีควำมลำดชันน้อยและควำมแรงของคล่ืนมำก 

บริเวณใกล้ฝ่ัง  เป็นแอ่งทรำยท่ีมีแนวหญ้ำทะเลข้ึนบำงส่วน และบริเวณท่ีห่ำงฝ่ังออกไป

ประกอบดว้ยหินและซำกปะกำรัง และแนวปะกำรัง (ภำพ 9) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หาดไนยาง  พิกดั N 08 o 89. 567, E 098 o 29.699, 
เป็นชำยหำดท่ีเปิดออกสู่ทะเล มีควำมลำดชนัและควำมแรงของคล่ืนปำนกลำง 

ประกอบไปดว้ยหินและซำกปะกำรัง และแนวปะกำรัง ซ่ึงเป็นท่ีเจริญของสำหร่ำย (ภำพ 10) 

 
 
 
 
 
 
 
 

         ภำพ 10 หำดไนยำง จงัหวดัภูเก็ต 
 

ภำพ 9 เกำะปลิง จงัหวดัภูเก็ต 
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หาดกมลา พิกดั N 08 o 91.862, E 098 o 30.171, 
เป็นชำยหำดท่ีเปิดออกสู่ทะเล มีควำมลำดชนัและควำมแรงของคล่ืนปำนกลำง มี

กอ้นหินขนำดใหญ่บริเวณชำยหำดซ่ึงเป็นพื้นท่ียดึเกำะของสำหร่ำย โดยกอ้นหินจะโผล่พน้ผิวน ้ ำใน
ระดบัน ้ำลงต ่ำสุด (ภำพ 11) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หาดกะหลมิ พิกดั N 08 o 21.155, E 098 o 29.467, 
เป็นชำยหำดท่ีเปิดออกสู่ทะเล มีควำมลำดชนัและควำมแรงของคล่ืนมำกลกัษณะ

คล้ำยแอ่งกะทะ มีกอ้นหินขนำดใหญ่ และซำกปะกำรัง บริเวณชำยหำดซ่ึงเป็นพื้นท่ียึดเกำะของ
สำหร่ำย โดยกอ้นหินจะโผล่พน้ผิวน ้ ำในระดบัน ้ ำลงต ่ำสุด ซ่ึงไม่ไดรั้บกำรสำดกระเซ็นของน ้ ำจำก
แรงของคล่ืนท ำใหก้อ้นหินจะโผล่พน้ผวิน ้ำแหง้และร้อนในช่วงน ้ำลง (ภำพ 12) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภำพ 11 หำดกมลำ จงัหวดัภูเก็ต 

ภำพ 12 หำดกะหลิม จงัหวดัภูเก็ต 
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หาดราไวย์ พิกดั N 07 o 77.528, E 098 o 32.763, 
เป็นชำยหำดยำว เปิดออกสู่ทะเล มีควำมลำดชนันอ้ย ประกอบดว้ยโขดหิน กอ้น

หิน ก้อนกรวด ทรำย แนวปะกำรังและซำกปะกำรังจ ำนวนมำก เป็นสถำนท่ีท่องเท่ียว และเป็น
แหล่งจอดเรือของชำวประมง บริเวณริมชำยฝ่ังมีผูค้นอยูอ่ำศยัจ ำนวนมำก (ภำพ 13) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
หาดป่าคลอก พิกดั N 07 o 99.155, E 098 o 41.295, 

ลกัษณะเป็นหำดโคลนปนทรำย บริเวณชำยฝ่ังมีพืชป่ำชำยเลนข้ึนประปรำย มี

แนวหญำ้ทะเล และรำกแสมเป็นท่ียดึเกำะของสำหร่ำยทะเล (ภำพ 14) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภำพ 14 หำดป่ำคลอก จงัหวดัภูเก็ต 

ภำพ 13 หำดรำไวย ์จงัหวดัภูเก็ต 
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หาดปลืม้สุข พิกดั N 07 o 89.398, E 098 o 43.753, 
เป็นชำยหำดยำว เปิดออกสู่ทะเล มีควำมลำดชนันอ้ย ประกอบดว้ยโขดหิน กอ้น

หิน กอ้นกรวด ทรำย แนวปะกำรัง และซำกปะกำรัง (ภำพ 15) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

พืน้ทีจุ่ดเกบ็ตัวอย่างจังหวดักระบี่ 
 

หาดทบัแขก พิกดั N 08 o 84.384, E 098 o 74.408, 
เป็นชำยหำดยำว เปิดออกสู่ทะเล มีควำมลำดชนันอ้ย ประกอบดว้ยโขดหิน กอ้น

หิน กอ้นกรวด ทรำย ซำกปะกำรังและแนวปะกำรัง  (ภำพ 16) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภำพ 16 หำดทบัแขก จงัหวดักระบ่ี 

 

ภำพ 15 หำดปล้ืมสุข จงัหวดัภูเก็ต 
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หาดคลองม่วง พิกดั N 08 o 42.488, E 098 o 82.734, 
เป็นชำยหำดยำว เปิดออกสู่ทะเล มีควำมลำดชนันอ้ย ประกอบดว้ยโขดหิน 

กอ้นหิน กอ้นกรวด ทรำย แนวปะกำรังและซำกปะกำรังจ ำนวนมำก  (ภำพ 17) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หาดนพรัตน์ธารา พิกดั N 08 o 43.570, E 098 o 81.778, 
เป็นชำยหำดยำว เปิดออกสู่ทะเล มีควำมลำดชนันอ้ย ประกอบดว้ย กอ้นกรวด 

ทรำยละเอียด แนวและปะกำรังซำกปะกำรังเล็กนอ้ย จ ำนวนมำก  (ภำพ 18) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
      ภำพ 18 หำดนพรัตน์ธำรำ จงัหวดักระบ่ี 

ภำพ 17 หำดคลองม่วง จงัหวดักระบ่ี 
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สุสานหอย พิกดั N 08o 25.450, E 098 o 88.347, 
เป็นชำยหำดท่ีเปิดออกสู่ทะเล มีควำมลำดชนัและควำมแรงของคล่ืนมำก มีแผ่น

หินขนำดใหญ่บริเวณชำยหำดซ่ึงเป็นพื้นท่ียึดเกำะของสำหร่ำย โดยแผ่นหินจะโผล่พน้ผิวน ้ ำใน
ระดบัน ้ำลงต ่ำสุด และมีน ้ำสำดกระเซ็นจำกแรงของคล่ืนถึงตลอดเวลำ (ภำพ 19) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. การศึกษาในห้องปฏิบัติการ 
     จ  ำแนกชนิดสำหร่ำยทะเลสีแดงภำยในห้องปิิบติักำร โดยกำรศึกษำลกัษณะโครงสร้ำง
ภำยนอก และศึกษำโครงสร้ำงภำยใน โดยน ำสำหร่ำยท่ีเก็บในน ้ ำยำรักษำสภำพหรือตวัอยำ่งอดัแห้ง
มำตดัให้เป็นช้ิน บำงๆโดยใชใ้บมีดภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก ำลงัขยำยต ่ำ ยอ้มสีดว้ย aniline blue  1  
% ท ำสไลด์ถำวรโดยใช้ 50 % Karo syrup เพื่อใชศึ้กษำรำยละเอียดภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ บนัทึก
รำยละเอียดโดยกำรถ่ำยภำพ เอกสำรท่ีใช้ในกำรจ ำแนกชนิดสำหร่ำยทะเลสีแดงไดแ้ก่ Dawson 
(1954), Egerod (1974), Taylor (1979), Cribb (1983), Millar (1990), Lewmanomont and Ogawa 
(1995), Trono (1997), Abbott (1999), Huisman (2000) และ Littler and Littler (2000)  
 
3. การศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระจากสาหร่ายทะเลสีแดง 

3.1 การเตรียมส่วนสกดัสาหร่ายทะเล                                  
      น ำสำหร่ำยทะเลสีแดง 2 ชนิดคือ Gracilaria sp.1และ Gracilaria sp.2 (ภำพ 20) 

ซ่ึงจำกกำรศึกษำควำมหลำกหลำยพบวำ่เป็นชนิดท่ีพบมำกท่ีสุด (dominant species) ทั้ง 2 ฤดูกำล 

ภำพ 19 สุสำนหอย จงัหวดักระบ่ี 
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น ำมำลำ้งให้สะอำดแลว้มำตำกแดดจนแห้งสนิท แลว้น ำสำหร่ำยแห้งหนกั 100 กรัม มำสกดักบัน ้ ำ

และเอทำนอลในปริมำตร 2 ลิตร เวลำ 24 ชัว่โมง กรองดว้ยขำวบำงหนำ 2 ชั้น แลว้ป่ันเหวี่ยงท่ี 

6000 rpm เป็นเวลำ 10 นำที และกรองผำ่นกระดำษกรองเบอร์1 น ำส่วนท่ีเป็นน ้ ำมำระเหยเอำน ้ ำ

ออกโดยใชเ้คร่ือง Rotary evaporator ท่ีอุณหภูมิ 70 °C จำกนั้นท ำให้แห้งโดยใชเ้คร่ือง Lyophilizer 

ชัง่น ้ำหนกัค ำนวณหำ % yield จำกสูตร  

                                       % yield =         น ้ำหนกัสำรสกดัท่ีได ้x100 
                                                          น ้ำหนกัสำหร่ำยแหง้ท่ีใชใ้นกำรสกดั 

ภำพ 20  a. Gracilaria sp. 1  b. Gracilaria sp.2 

3.2  การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ดว้ยวิธี 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 
radical scavenging activity  โดยดดัแปลงจำก Hou, et al. (2001)   

    3.2.1 ผสมสำรสกดั 0.8 ml. เขำ้กบั สำรละลำย1 M Tris-HCl buffer (pH 7.9) 67 
µl. แลว้เติมสำรละลำย DPPH (250 mM) 0.8 ml. ผสมใหเ้ขำ้กนั                                                                 

3.2.2 ทิ้งไวใ้นท่ีมืด 20 นำที วดัค่ำดูดกลืนแสงท่ี 517 nm และค ำนวณ % 
inhibition  ดงัสมกำร 

             % inhibition = [(A517 control –  A517  test sample)/ A517 control)] x 100 
                                                                                                                                                                      

เม่ือ  A 517control คือ ค่ำกำรดูดกลืนแสงของตวัควบคุม (ตวัท ำละลำย + DPPH)                                           
                               A 517test sample คือ ค่ำกำรดูดกลืนแสงของตวัอยำ่ง (สำรสกดั + DPPH)  
เปรียบเทียบควำมเขม้ขน้ของสำรทดสอบกบัควำมเขม้ขน้ของ gallic acid ซ่ึงใชเ้ป็นสำรมำตรฐำนท่ี
มีฤทธ์ิตำ้นอนุมูลอิสระ ท่ีแสดงฤทธ์ิเท่ำกนั (gallic acid antioxidant equivalent, GAE)  

(a) (b) 



30 
 

3.3  การวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก (total phenolic content) ซ่ึงดดัแปลงจำก 
Chandler and Dodds (1983)   

โดยใชส้ำร Follin-Ciocalteau ซ่ึงเป็นสำรท่ีไม่มีควำมจ ำเพำะเจำะจงต่อสำรฟีนอลิกตวัใดตวั
หน่ึง แต่สำมำรถท ำปิิกิริยำกบัสำรฟีนอลิกทุกกลุ่มท่ีสำมำรถพบได้จำกสำรสกดัท่ีใช้ในกำร
ทดสอบ เม่ือละลำย Follin-Ciocalteauใน deionized water ได้สำรละลำยสีเหลืองและเม่ือท ำ
ปิิกิริยำกบัสำรสกดัท่ีมีฟีนอลิกจะเปล่ียนเป็นสีน ้ำเงิน  

 3.3.1 ผสมสำรสกดั 250 µl. เขำ้กบัน ้ ำกลัน่ท่ีปรำศจำกไอออน 1,250 µl. เติมเอทำ
นอล 250 µl. และสำรละลำย Folin-Ciocalteu 125 µl. บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง 5 นำที                                          
      3.3.2 จำกนั้นเติมสำรละลำย 5% w/v Na2CO3 250 µl. ทิ้งไวใ้นท่ีมืด 1 ชัว่โมง วดั
ค่ำดูดกลืนแสงท่ี 725  nm ค ำนวณปริมำณ total phenolic content โดยเทียบจำกกรำฟมำตรฐำนของ 
gallic acid    
                                                                                                  
4. การวเิคราะห์หาปริมาณรงควตัถุในสาหร่ายทะเลสีแดง                                                               

4.1 การวเิคราะห์หาปริมาณคลอโรฟิลล์ เอ โดยดดัแปลงจำก Bennet and Bogorad (1973)                                                                                                                                      
4.1.1 น ำสำหร่ำย Gracilaria spp. สด 3 g. มำบดให้ละเอียด เติม 90% v/v            

เมทำนอลปริมำตร 10 ml. บ่มท่ีอุณหภูมิ 70°C เป็นเวลำ 20 นำที                                                                                       
4.1.2 กรองเศษเซลลทิ์้ง ทิ้งให้สำรละลำยเยน็ท่ีอุณหภูมิห้องแลว้ปรับปริมำตรให้

ได ้10 ml. ดว้ย 90%   v/v เมทำนอล ป่ันท่ีควำมเร็ว 3,500 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 15 นำที และวดัค่ำ
ดูดกลืนแสง ท่ีควำมยำวคล่ืน 650 และ665 nm 

4.1.3 ค ำนวณหำปริมำณคลอโรฟิลล์  จำกสูตร 
 

                คลอโรฟิลล์ เอ (mg/ g cell dry weight)  =  [(16.5 x A665) – (8.3 x A650)] x 10  
                                                                                        mg cell dry weight 
 

4.2 การวเิคราะห์หาปริมาณไฟโคไซยานินและไฟโคเออริทริน โดยดดัแปลงจำก Kursar, et 
al. (1983)                                                                                                                                                        
4.2.1 ชัง่สำหร่ำยแหง้ 0.5 g. ท ำกำรบดใหล้ะเอียดดว้ยโกร่งบด                                                   
4.2.2 เติมบปัเฟอร์ (phosphate buffer) ซ่ึงมี pH 7.0 ลงไป 2 ml.                                                                
4.2.3 ผสมใหเ้ขำ้กนัแลว้น ำไปแช่แขง็ท่ี -80 OC เป็นเวลำ 2 ชัว่โมง แลว้น ำมำละลำยใน
อ่ำง 
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น ้ำร้อน 37 OC เป็นเวลำ 1  ชัว่โมง ท ำซ ้ ำจ  ำนวน 5 รอบ  
                     4.2.4 น ำสำรละลำยในขอ้ 4.2.3 ท่ีไดไ้ปป่ันเหวีย่งท่ี 3000 rpm 20 นำที  
                     4.2.5 น ำไปวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืนแสง 250-700 nm  
                     4.2.6 ค ำนวณหำปริมำณไฟโคไซยำนิน จำกสูตร  
 

                                                                               PC (mg/ g cell dry weight) = 151.1 A614 – 99.1 A650 
 

                     4.2.7 ค ำนวณหำปริมำณไฟโคเออริทริน จำกสูตร 
 

 PE (mg/ g cell dry weight) = 155.8 A498- 40.0 A614  – 10.5 A650 

                   
5. การวเิคราะห์หาปริมาณโพลแีซคคาไรด์ โดยดดัแปลงจำก Marinho-Soriano and Bourret (2003)                  

    5.1 ใชส้ำหร่ำยแห้งในอตัรำส่วน 5 g. ต่อน ้ ำ 250 ml. บรรจุในขวดทนควำมร้อน สกดั
โดยใชห้มอ้น่ึงควำมดนัท่ีอุณหภูมิ 121 OC เป็นเวลำ 15 นำที                                  

5.2 น ำสำรละลำยวุน้ในขอ้ 5.1 มำกรองแยกกำกออกโดยใช้ผำ้ขำวบำงท้ิงไวใ้ห้เย็น
เพื่อใหวุ้น้เกิดเจล น ำวุน้ไปแช่แขง็ในตูท้  ำควำมเยน็อุณหภูมิ -20 OC     

5.3 น ำน ำสำรละลำยวุน้ท่ีไดใ้นขอ้ 5.2 มำท ำละลำยและแยกเอำน ้ ำออก น ำวุน้ท่ีแยกน ้ ำ
ออกแลว้ไปท ำแหง้ในตูอ้บแหง้ท่ีอุณหภูมิ 60 OC นำน 24 ชัว่โมง  แลว้ท ำกำรชัง่หำน ้ำหนกัแหง้ 
 
 


