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การตกตะกอนและการเก็บรักษาคีโตเซอรอส (Chaetoceros gracilis) 
แบบเข้มข้น                                             

Precipitation and preservation of concentrated Chaetoceros  
(Chaetoceros gracilis)                                                  
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บทคัดย่อ: การวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อ ศึกษาถึงวิธีการที่เหมาะสมในการตกตะกอนและเก็บรักษาคีโตเซอรอส เพื่อน�ำ
มาปรบัใช้ต่อการอนบุาลลกูสตัว์น�้ำวยัอ่อน โดยน�ำคโีตเซอรอสมาตกตะกอนด้วยสารไคโตซานโพลเิมอร์สกดัจากเปลอืกกุง้  
(CPS) ไคโตซานโอลิโกเมอร์สกัดจากเปลือกกุ้ง (COS) และไคโตซานโอลิโกเมอร์สกัดจากเปลือกปู (COC) เมื่อสิ้นสุดการ
ทดลองพบว่า ประสิทธิภาพการรวมตะกอนของ CPS สูงที่สุด (> 90%) และค่อนข้างคงที่ ที่ความเข้มข้น 40 - 60 มก./ล.  
รองลงมา คือ COS และ COC ที่ความเข้มข้น 60 มก./ล.ตามล�ำดับ คีโตเซอรอสที่ตกตะกอนด้วย CPS สามารถฟื้นตัว
ได้ดี โดยจ�ำนวนเซลล์ไม่แตกต่างกัน (p > 0.05) กับชุดควบคุม ขณะที่คีโตเซอรอสที่ใช้ COS ในการตกตะกอนฟื้นตัวได้
ช้ากว่า อย่างไรก็ตาม การใช้ COS ตะกอนคีโตเซอรอสที่ได้ เซลล์มีลักษณะการจับกันเป็นกลุ่มเล็กและไม่หนาแน่น ซึ่ง
มีความเหมาะสมต่อการอนุบาลลูกกุ้งขาว จึงน�ำคีโตเซอรอสมาตกตะกอนด้วย COS และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ - 20 Oซ  
ร่วมกับ กลีเซอรอล (Gly) เข้มข้น 10%(v/v) เป็นสารป้องกันการเกิดผลึกน�้ำแข็งจากการลดจุดเยือกแข็ง พบว่า ภายหลัง
จากท�ำการเก็บรักษาเป็นเวลา 72 ชั่วโมง คีโตเซอรอสที่ผ่านการตกตะกอนด้วย COS ทั้งที่ผสมและไม่ผสม Gly มีอัตรา
รอดของเซลล์ไม่แตกต่างกัน (p > 0.05) ซึ่งมากกว่าการเก็บรักษาเซลล์คีโตเซอรอสสดแบบปกติที่ไม่มีการตกตะกอน  
วิธีการนี้จึงเป็นการเก็บเกี่ยวเซลล์คีโตเซอรอลให้ได้ในรูปแบบที่เข้มข้น และช่วยในการยืดอายุการเก็บรักษาเซลล์ ท�ำให้ 
ลดพื้นที่การใช้งาน สะดวกต่อการจัดเก็บ และลดค่าใช้จ่ายในการขนส่งเชิงพาณิชย์ได้ในอนาตต 
ค�ำส�ำคัญ: คีโตเซอรอส, ไคโตซาน, การตกตะกอน, การเก็บรักษา 

ABSTRACT: This research aimed to investigate the appropriate method for precipitation and preservation of  
concentrated Chaetoceros for larviculture of Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei). Chaetoceros precipitated 
by using of extracted chitosan from shrimp shell in polymer type (CPS), extracted chitosan in oligomer type of shrimp 
shell (COS) and extracted chitosan in oligomer type of crab shell (COC), respectively. The results showed that there 
were highest efficient of flocculation (> 90%) of CPS ranged from 40 to 60 mg/l and followed by using of COS and 
COC at 60 mg/l, respectively. Chaetoceros were precipitated with CPS can recovery well and not different in cell 
count (p > 0.05) with control while it was slower recovery when using COS. However, the characteristic of precipitated  
Chaetoceros with the use of COS was loose and small form which was suitable for larviculture of L. vannamei. 
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บทน�ำ

 	 คีโตเซอรอสเป็นสาหร่ายขนาดเล็ก เซลล์เดียวใน

กลุ่มไดอะตอมชนิดหนึ่ง ซึ่งจัดเป็นแพลงก์ตอนถาวร 

และผู้ผลิตเบื้องต้นในระดับห่วงโซ่อาหารของสัตว์น�้ำ 

(วันเพ็ญ, 2549) นับว่าเป็นชนิดอาหารเป็นธรรมชาติที่

มีความส�ำคัญเป็นอย่างมากต่อการอนุบาลลูกสัตว์น�้ำ 

เนื่องจากมีคุณค่าทางโภชนาการ มีวิตามินและ 

เกลอืแร่ครบถ้วน มขีนาดเหมาะสมต่อสตัว์น�้ำขนาดเลก็ 

(ธิดา, 2542; Hargreaves, 2006) โดยเกษตกรผู้เลี้ยง

กุ้งจะนิยมใช้คีโตเซอรอสในการเป็นอาหารลูกกุ้งใน

ระยะซูเอี้ย (zoea) ซึ่งได้จากการซื้อคีโตเซอรอสสดมา

จาก ผู้จัดจ�ำหน่ายที่ท�ำการคัดแยกหัวเชื้อ และเพาะ

ขยายคีโตเซอรอสโดยเฉพาะ แล้วจึงน�ำไปใช้อนุบาล

ลกูกุง้โดยตรง มข้ีอเสยี คอื การผลติและจ�ำหน่ายในรปู

ของเซลล์สดจะมีคุณภาพไม่คงที่ และเก็บได้ไม่นาน  

อีกทั้งการขนส่งพร้อมน�้ำเลี้ยงที่มีน�้ำหนักมาก ท�ำให้

ต้นทุนการขนส่งสูง ปัจจุบันจึงมีการใช้วิธีการตก

ตะกอนเพือ่เกบ็เกีย่วเซลล์คโีตเซอรอสก่อนน�ำไปใช้เป็น

อาหารลูกกุ ้ง ซึ่งพบว่าไคโตซานเป็นสารโพลีเมอร์ 

ธรรมชาตมิคีณุสมบตัใินการรวมตะกอนเซลล์สาหร่าย

ได้ อีกทั้งเป็นสารที่สามารถย่อยสลายได้เองตาม

ธรรมชาต ิไม่ส่งผลกระทบต่อสิง่แวดล้อม และไม่ท�ำให้

เซลล์คีโตเซอรอสมีความเป็นพิษ (Wang and Tang, 

2001; Lertsutthiwong et al., 2009) นอกจากนี้  

ยังพบว่าการเก็บรักษาเซลล์คีโตเซอรอสด้วยวิธีการ 

แช่แข็ง (Freezing) ที่อุณหภูมิประมาณ - 20 Oซ. ร่วม

กบัสารป้องกนัการเกดิผลกึน�ำ้แขง็โดยลดจดุเยอืกแขง็

ในการเก็บรักษาเซลล์ สามารถยืดอายุเซลล์ให้มีชีวิต

รอดได้นานขึ้น (นิธิวดี, 2543; สมบูรณ์, 2553) รวมถึง

การใช้พื้นที่ในการเก็บรักษาน้อยลง ท�ำให้สะดวกต่อ

การเคลื่อนย้าย ช่วยประหยัดแรงงาน และค่าใช้จ่าย

ต่อการขนส่งมากขึ้น

	 ดังนั้นงานวิจัยครั้งนี้ จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา

ประสทิธภิาพการเกบ็เกีย่วด้วยไคโตซานและเกบ็รกัษา

เซลล์ คีโตเซอรอสแบบเข้มข้น อันจะเป็นประโยชน์

อย่างมากต่ออุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงลูกกุ้ง และ 

ลูกสัตว์ทะเลชนิดอื่นๆ ต่อไป

วิธีการศึกษา

การเก็บเกี่ยวคีโตเซอรอสด้วยวิธีการตกตะกอน 

ร่วมกับเทคนิคการปรับค่า pH 

	 น�ำเซลล์คโีตเซอรอส จากสถาบนัวทิยาศาสตร์ทาง

ทะเล มหาวทิยาลยับรูพา ความหนาแน่นเซลล์มากกว่า 

106 เซลล์/มล. มาท�ำการตกตะกอน และเปรียบเทียบ

ผลระหว่างชุดทดลองกับชุดควบคุม โดยชุดทดลองจะ

ใช้ไคโตซาน 3 ชนดิ ได้แก่ ไคโตซานโพลเิมอร์สกดัจาก

เปลือกกุ้ง, ไคโตซานโอลิโกเมอร์สกัดจากเปลือกกุ้ง 

และไคโตซานโอลโิกเมอร์สกดัจากเปลอืกป ูจากบรษิทั 

ต้าหมิง เอ็นเตอร์ไพรส์ จ�ำกัด เป็นสารตกตะกอนที่

ระดบัความเข้มข้น 5 ระดบั คอื 20, 30, 40, 50 และ 60 

มก./ล. ร่วมกับเทคนิคการปรับค่า pH ในระหว่างการ

ตกตะกอนดดัแปลงมาจากวธิกีารของ Lertsutthiwong 

et al. (2009) โดยเติมสารละลายตั้งต้นของไคโตซาน

แต่ละชนิดลงในตัวอย่างคีโตเซอรอสที่เตรียมไว้ จาก

นั้นปรับลดค่า pH ให้เป็น 6.5 โดยใช้กรดอะซิติกความ

เข้มข้น 1 โมล หลังจากผ่านไป 60 นาที ค่า pH จะถูก

ปรับให้เป็น 8.5 โดยใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ความ 

เข้มข้น 1 โมล ส่วนชุดควบคุมจะเติมน�้ำกลั่นธรรมดา 

Thus, precipitation of Chaetoceros can be used with COS and preserved at -20 OC combinations with and without 
10% (v/v) glycerol (Gly) as cryoprotectant for further utilization. The survival rate of precipitated Chaetoceros after 
it had been preserved for 72 hours presented that Chaetoceros precipitated with COS, both of with and without Gly, 
were not different (p>0.05), but these rates were better than the regular method of using the fresh Chaetoceros for 
preserving without precipitation. Therefore, this method is one method for the cell harvesting in a concentrated form 
and can extend the preserved cells, which have some benefits in reducing and easing the space of storage, including 
to reduce the cost of commercial transportation in the future as well.
Keywords: Chaetoceros, Chitosan, Precipitation, Preservation	
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ท�ำการวดัประสทิธภิาพการตกตะกอนเซลล์คโีตเซอรอส 

โดยน�ำตัวอย่างที่ท�ำการตกตะกอนทิ้งไว้ในอุณหภูมิ

ห้องมาวัดค่าดูดกลืนแสง หลังการตกตะกอนที่ระยะ

เวลา 0, 15, 30, 45, 60, 120 และ 180 นาที โดยใช ้

ป ิเปตดูดตัวอย่างห่างจากก้นบีกเกอร ์ประมาณ  

1 เซนติเมตร ออกมาครั้งละ 10 มิลลิลิตร ตามวิธีการ

ของ Riaño et al. (2012) ในช่วงก่อนและหลังการ

ทดสอบการตกตะกอนที่ระยะเวลาต่างๆ กัน โดยใช้ 

น�้ำทะเลเป็นค่าตั้งต ้น (blank) เพื่อน�ำไปหาค่า

ประสิทธิภาพการตกตะกอน ประเมินโดยการเปรียบ

เทียบค่าการดูดกลืนแสง (optical density: OD) ของ

ตัวอย่างที่ระดับ 550 นาโนเมตร ท�ำการทดลองความ

เข้มข้นละ 3 ซ�ำ้ จากนัน้น�ำมาค�ำนวณหาเปอร์เซน็ต์การ

ตกตะกอน ตามวธิกีารของ Cheng et al. (2011) มสีตูร

ดังนี้

ก�ำหนดให้	  Flc %  คอื ประสทิธภิาพในการตกตะกอน

	 Abs
550,

 
initial

 คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร ในช่วงเริ่มต้นก่อนการ

ตกตะกอน

	 Abs
550,

 
post flocculation 

 คอื ค่าการดดูกลนืแสง

ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร ในช่วงหลังการตก

ตะกอน

	 Abs
550,

 
blank

	  คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร ในน�้ำหรือสารละลาย

ตั้งต้นก่อนการแขวนลอยตัวอย่าง			 

				  

	 น�ำตะกอนเซลล์คีโตเซอรอสจากการตกตะกอน

ด้วยไคโตซานแต่ละชนิด มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยง 

แพลงก์ตอนสูตรของกิลลาร์ด (ลัดดา, 2541) แล้ว

ท�ำการตรวจนับความหนาแน่นของจ�ำนวนเซลล์ด้วย

สไลด์นับเม็ดเลือดภายใต้กล้องจุลทรรศน์ตามวิธีการ

ของ Fox (1983) ทุกๆ 24 ชั่วโมง เพื่อตรวจสอบความ

สามารถในการฟื้นตัวของเซลล์คีโตเซอรอสภายหลัง

การตกตะกอน จากการค�ำนวณอัตราการเจริญเติบโต

เก็บรักษาคีโตเซอรอสที่ผ่านการตกตะกอนด้วย 

วิธีการแช่แข็งที่ระดับอุณหภูมิ - 20 Oซ.

	 น�ำคโีตเซอรอสทีผ่่านการตกตะกอนด้วยไคโตซาน 

มาปรบัความหนาแน่นของเซลล์ใหม่ให้ได้จ�ำนวนเซลล์

มากกว่า 107 เซลล์/มล. มาผสมกับกลีเซอรอล 

10%(v/v) เป็นสารป้องกันการเกิดผลึกน�้ำแข็ง บ่มทิ้ง

ไว้ 10 นาท ีนบัจ�ำนวนเซลล์เพือ่ใช้เป็นจ�ำนวนเซลล์เริม่

ต้นในกระบวนการเก็บรักษา ดูดสารละลายใส่หลอด

เก็บตัวอย ่าง จากนั้นน�ำมาลดอุณหภูมิลงด ้วย

น�ำ้แขง็แห้ง จนถงึจดุเยอืกแขง็ทีร่ะดบั - 20 Oซ. แล้วจงึ

ย้ายไปเก็บรักษาต่อในตู้แช่แข็งอุณหภูมิ - 20 ± 2 Oซ. 

น�ำตัวอย่าง คีโตเซอรอสภายหลังการเก็บรักษาที่เวลา 

0, 24 และ 72 ชั่วโมง มาตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง

ประมาณ 15 นาท ีให้ละลายแล้วท�ำการย้อมเซลล์ด้วย

สีย้อม Evan’s blue ตามวิธีการของ Harrison (1988 

อ้างถึงใน นิธิวดี, 2543) จากนั้นท�ำการวัดผลด้วยการ

ตรวจนับเซลล์ที่รอดชีวิตด้วยกล้องจุลทรรศน์ น�ำผลที่

ได้มาค�ำนวณเปอร์เซน็ต์อตัรารอดของเซลล์ มสีตูรดงันี้

(จ�ำนวนเซลล์ Chaetoceros  เริ่มต้น – จ�ำนวนเซลล์ Chaetoceros  ที่มีชีวิตรอดภายหลังการเก็บรักษา) x 100

จ�ำนวนเซลล์ Chaetoceros  เริ่มต้น

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

	 วิเคราะห์ข้อมูลประสิทธิภาพการตกตะกอนใน

แต่ละระดับความเข้มข้นของสารไคโตซานทั้ง 3 ชนิด, 

อัตราการฟื้นตัวของเซลล์คีโตเซอรอสภายหลังการตก

ตะกอน และอัตรารอดของเซลล์คีโตเซอรอสภายหลัง

การเก็บรักษาในช่วงเวลาต่างๆ โดยใช้การวิเคราะห์

ความแปรปรวน (Analysis of Variance: ANOVA) และ

เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด ้วยวิธี  

Duncan’s New Multiple Range Test ที่ระดับความ

เชื่อมั่น 95% ด้วยโปรแกรมส�ำเร็จรูปทางสถิติ SPSS 

for Windows 
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ผลการศึกษาและวิจารณ์

ประสิทธิภาพการตกตะกอนคีโตเซอรอสด้วย 

ไคโตซาน 

	 การใช้ไคโตซานโพลิเมอร์สกัดจากเปลือกกุ้งที่

ความเข้มข้น 40 - 60 มก./ล. ให้ประสิทธิภาพการตก

ตะกอนไม่มีความแตกต่างกัน (p > 0.05) โดยพบว่ามี

ประสทิธภิาพการตกตะกอนสงูมากถงึ 84 - 93% ตัง้แต่ 

15 นาทีแรกของการตกตะกอน โดยยังคงมีค ่า

ประสทิธภิาพการตกตะกอนสงูกว่า (p < 0.05) ต่อเนือ่ง

ระหว่างช่วงเวลา 60, 120 และ 180 นาท ีรองลงมา คอื

ไคโตซานโอลิ โกเมอร ์สกัดจากเปลือกกุ ้ ง  โดย

ประสิทธิภาพการตกตะกอนเซลล์คีโตเซอรอสมากขึ้น 

เมือ่ใช้ไคโตซานโอลโิกเมอร์สกดัจากเปลอืกกุง้ในระดบั

ความเข้มข้นสูงขึ้น (p < 0.05) ซึ่งให้ประสิทธิภาพการ

ตกตะกอนสูงมากที่สุด คือ 74.60 ± 0.33% ที่ระดับ

ความเข้มข้น 60 มก./ล. ตลอดระยะเวลาการตกตะกอน

จาก 15 ถึง 180 นาที ส่วนการตกตะกอนเซลล ์

คีโตเซอรอสด้วยไคโตซานโอลิโกเมอร์สกัดจากเปลือก

ปู ให้ประสิทธิภาพการตกตะกอนต�่ำที่สุด โดยที่ความ

เข้มข้น 60 มก./ล .สามารถตกตะกอนได้ 49.89 ± 

4.50% (Table 1)

Table 1 	 Flocculation efficiency of Chaetoceros using different types of chitosan at 5 concentrations. 

Concentrations 
Times

15 min 30 min 45 min 60 min 120 min 180 min
Control 1.50±0.14 1.75±0.15 2.26±0.38 3.34±0.30 6.35±0.30 7.52±0.25

Extracted chitosan from shrimp shell in polymer type 
 20 mg/l 41.84±6.34c 76.17±0.89c 80.85±1.37c 83.55±1.86d 88.03±1.49d 89.79±0.65c

 30 mg/l 70.20±2.59b 83.95±0.59b 87.62±1.21b 89.12±0.36c 92.52±0.83c 93.88±0.47b

 40 mg/l 84.08±4.55a 91.97±1.53a 93.06±0.24a 92.92±0.36a 97.69±0.36a 99.05±0.36a

50 mg/l 89.76±0.87a 94.27±0.60a 95.66±0.46a 95.66±0.35a 97.92±0.30a 98.96±0.30a

 60 mg/l 93.06±0.97a 93.92±0.62a 95.49±0.92a 96.00±0.17a 97.57±0.35a 98.79±0.35a

Extracted chitosan from shrimp shell in oligomer type 
 20 mg/l -5.13±0.43d -2.85±0.57d -1.57±1.21d 0.57±1.17d 11.25±2.06e 16.24±3.24d

 30 mg/l -5.70±0.87d -2.56±0.49d -0.29±1.11d 5.56±1.08d 22.79±0.38d 29.91±1.50c

 40 mg/l 4.08±1.38c 9.85±2.72c 17.30±1.12c 19.55±2.34c 29.96±1.48c 34.46±1.86c

50 mg/l 12.52±2.32b 22.93±2.25b 29.39±2.81b 33.61±2.61b 45.43±1.98b 49.37±2.08b

 60 mg/l 20.32±1.43a 36.68±1.29a 47.83±1.43a 50.93±1.31a 68.28±1.06a 74.60±0.33a

Extracted chitosan form crab shell in oligomer type
 20 mg/l 8.91±0.33c 9.48±0.16c 10.92±0.50c 10.92±0.58d 12.93±0.60cd 16.57±0.63c

 30 mg/l 8.33±0.16c 9.01±0.58c 11.30±0.35c 13.22±0.29d 19.64±0.34bc 26.82±0.75b

 40 mg/l 13.52±0.94b 14.06±0.70b 15.93±1.51b 16.60±0.88bc 23.70±1.29b 27.18±0.35b

50 mg/l 16.47±1.23a 18.21±0.94a 19.28±1.06ab 20.21±0.94b 25.70±0.46b 31.33±1.84b

 60 mg/l 14.86±0.34ab 16.67±1.19a 20.49±1.91a 25.23±3.13a 42.79±5.34a 49.89±4.49a

Note: Different capital letters indicate significant differences between concentration by ANOVA at P < 0.05.
The values are means ± SE (n = 3).
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	 การทดลองสามารถสรุปได้ว่า ประสิทธิภาพการ

รวมตะกอนของไคโตซานขึ้นอยู่กับชนิดของไคโตซาน

ที่น�ำมาใช้ โดยจะมีผลอย่างมากต่ออัตราการตก

ตะกอน และลักษณะของก้อนตะกอนที่เกิดขึ้น ซึ่ง

ลักษณะตะกอนเซลล์คีโตเซอรอสที่ได้จากการตก

ตะกอนของไคโตซานโอลิโกเมอร์ทั้ง 2 ชนิด มีลักษณะ

เป็นปุยหลวมๆ ค่อยๆ จมลงด้านล่างอย่างช้าๆ 

เนื่องจากไคโตซานโอลิโกเมอร์จัดเป็นโพลิเมอร์ที่มี

โครงสร้างของสายพันธะเป็นแบบสายสั้น จึงมีความ

สามารถในการเกาะจบักบัเซลล์คโีตเซอรอสได้น้อยกว่า

ในไคโตซานแบบโพลิเมอร์ซึ่งมีโครงสร้างของสาย

พนัธะเป็นแบบยาว จงึสามารถจบัเซลล์คโีตเซอรอสใน

มวลน�้ำได้ดี ตะกอนเซลล์คีโตเซอรอสที่เกิดขึ้นมี

ลักษณะเป็นปุยแน่น ขนาดใหญ่ จับตัวและจมตัวลง

ด้านล่างอย่างรวดเร็ว ทั้งนี้การที่เซลล์คีโตเซอรอสเกิด

การรวมตัวและจับกลุ่มกันนั้น เป็นผลมาจากการที่ 

ไคโตซานเป็นสารโพลีเมอร์ที่มีประจุบวกอย่างรุนแรง 

ประกอบกบัสารประกอบในธรรมชาตส่ิวนใหญ่ รวมทัง้

เซลล์คีโตเซอรอสจะเป็นประจุลบ มีผลท�ำให้ไคโตซาน

เป็นตัวสร้างตะกอนและตัวตกตะกอนที่ดี เพราะสาย

โพลีเมอร์ของไคโตซานจะเข้าไปเป็นสะพานเชื่อมต่อ

ระหว่างอนภุาคของสารแขวนลอยทีม่ปีระจลุบนัน้แขง็

แรงและทนทานต่อแรงผลกั โดยเฉพาะสารทีม่โีมเลกลุ

ขนาดใหญ่จนเกดิเป็นตะกอนขึน้ (สราวธุ, 2555; Lalov 

et al., 2000; Divakaran and Pillai, 2001; Wibowo 

et al., 2007( เมื่อเกิดการเชื่อมโยงระหว่างเซลล ์

คีโตเซอรอสโดยสายโซ่ของไคโตซานจนมีน�้ำหนัก 

มากพอจะตกตะกอนลงอย่างรวดเรว็ (Divakaran and 

Pillai, 2002) ซึ่งประสิทธิภาพการตกตะกอนโดย 

ไคโตซานนั้นจะมีการรวมตัวเป็นปุยตะกอนได้เร็วเมื่อ

มคีวามหนาแน่นของสารแขวนลอยสงู (สราวธุ, 2555) 

ทั้งนี้ จากผลการตกตะกอนไคโตซานโอลิโกเมอร์สกัด

จากเปลอืกปมูปีระสทิธภิาพในการตกตะกอนในระดบั

ต�ำ่กว่า 50% จงึไม่สามารถเกบ็เกีย่วตะกอนเซลล์ได้ จงึ

เลือกเฉพาะเซลล์คีโต เซอรอสจากการตกตะกอนด้วย

ไคโตซานโพลิเมอร์ และไคโตซานโพลิเมอร์ที่สกัดจาก

เปลอืกกุง้ทีร่ะดบัความเข้มข้น 60 มก./ล. เนือ่งจากเป็น

ระดับความเข้มข้นที่มีประสิทธิภาพในการตกตะกอน

สงู สามารถเกบ็เกีย่วตะกอนเซลล์คโีต เซอรอสได้ดทีีส่ดุ 

มาขยายลงในอาหารเลีย้งแพลงก์ตอน พบว่าอตัราการ

ฟื้นตัวของเซลล์คีโตเซอรอสภายหลังการตกตะกอน 

โดยเซลล์คีโตเซอรอสที่ตกตะกอนด้วยสาร ไคโตซาน

โพลิเมอร ์สามารถฟื ้นตัวในอาหารเลี้ยงเชื้อได้ดี 

มากกว่าเซลล์คีโตเซอรอสที่ตกตะกอนด้วยสารไคโต

ซานโอลิโกเมอร์ (p < 0.05) และมีจ�ำนวนเซลล์ที่เพิ่ม

ขึ้นไม่มีความแตกต่างกับชุดควบคุม (p > 0.05)  

ในวันที่ 8 วันของการเพาะเลี้ยง (Figure 1) 
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Figure 1 	The recovery rates of precipitated Chaetoceros in medium culture.

Note: Means ± SE (n=3). 
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	 ผลการตกตะกอนและตรวจสอบลักษณะตะกอน

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบว่า ไคโตซานโอลิโกเมอร์

สกดัจากเปลอืกกุง้ มลีกัษณะการจบักนัของเซลล์อย่าง

หลวมๆ เซลล์มกีารรวมตวัจบักบัเป็นกลุม่ขนาดเลก็ จงึ

น่ามีความเหมาะสมต่อการน�ำไปปรับใช้ประโยชน์ต่อ

การเป็นอาหารอนบุาลลกูกุง้ขาว หรอืลกูสตัว์ทะเลอืน่ๆ 

มากกว่าจึงเลือกใช้ไคโตซานโอลิโกเมอร์สกัดจาก

เปลือกกุ ้งเป็นสารในการตกตะกอนและน�ำมาเก็บ

รักษาต่อ	

การเก็บรักษาคีโตเซอรอสที่ผ่านการตกตะกอน

ด้วยวิธีการแช่แข็งที่ระดับอุณหภูมิ - 20 Oซ.

	 การเก็บรักษาคีโตเซอรอสที่ผ่านการตกตะกอน

ด้วยไคโตซานโอลิโกเมอร์สกัดจากเปลือกกุ้ง ด้วยวิธี

การแช่แข็งที่อุณหภูมิ - 20 Oซ. ร่วมกับกลีเซอรอล 

เข้มข้น 10%(v/v) เป็นสารป้องกันการเกิดผลึกน�้ำแข็ง 

พบว่า คโีตเซอรอสทีท่�ำการเกบ็รกัษามอีตัรารอดลดลง

ตามระยะเวลาที่เพิ่มขึ้น ซึ่งคีโตเซอรอสที่ผ่านการตก

ตะกอนด้วยไคโตซานโอลโิกเมอร์สกดัจากเปลอืกกุง้ทัง้

ที่ผสมและไม่ผสมกลีเซอรอลในการเก็บรักษาที่ระยะ

เวลา 72 ชั่วโมง มีอัตรารอดของเซลล์ไม่แตกต่างกัน  

(p > 0.05) คือ 76.75 ± 7.77% และ 70.11 ± 6.83% 

ตามล�ำดับ กับชุดควบคุม ซึ่งมีอัตรารอดของเซลล์ 

62.20 ± 2.63% โดยมีอัตรารอดมากกว่าเซลล์ 

คีโตเซอรอสสดที่ผสมกับกลีเซอรอล (p < 0.05)  

(Table 2)

Table 2	 The survival rates of Chaetoceros after preservation at 0, 24 and 72 hours.	

Treatments
Times

0 hr. 24 hr. 72 hr.
Control 96.58±1.27a 83.78±1.42a 62.20±2.63b

A 83.93±1.86b 49.56±1.61b 49.56±1.61ab

B 94.34±3.12a 85.12±4.18a 70.11±6.83a

C 92.13±1.77a 82.90±4.05a 76.75±7.77a

Note: Different capital letters indicate significant differences between group by ANOVA at P < 0.05. 
The values are means ± SE (n=3).

	 Control 	 =	 Fresh Chaetoceros

 	 A 	 = 	 Fresh Chaetoceros with glycerol 

	 B 	 = 	 Chaetoceros preserving with chitosan from shrimp shell in oligomer type 

	 C 	 = 	 Chaetoceros preserving with chitosan from shrimp shell in oligomer type + glycerol

	 ทั้งนี้พบว่า ไคโตซานอาจมีความสามารถในการ

ปกป้องเซลล์มากกว่าการเลือกใช้กลีเซอรอล เมื่อ

เปรยีบเทยีบกบัการเกบ็รกัษาคโีตเซอรอสสดทีผ่สมสาร

กลีเซอรอลในการเก็บรักษาซึ่งมีอัตราการรอดต�่ำกว่า 

50% ภายใต้ระยะเวลาการเก็บรักษาที่เท่ากันคือ 72 

ชัว่โมง ซึง่ให้ผลไม่สอดคล้องกบั นธิวิด ี(2543) ทีศ่กึษา

การเก็บรักษา C. calcitrans ด้วยวิธีการเดียวกัน ชนิด

และความเข้มข้นของสารป้องกนัการเกดิผลกึน�้ำแขง็ที่

เท่ากัน คือการแช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

ร่วมกลเีซอรอลเข้มข้น 10%(v/v) ซึง่สามารถรกัษาเซลล์

คโีตเซอรอสให้มอีตัรารอด 100% ได้นานถงึ 6 สปัดาห์ 

โดยเซลล์คโีตเซอรอสมอีตัรารอดลดลงต�ำ่กว่า 50% ใน

สปัดาห์ที ่14 ของการเกบ็รกัษา อย่างไรกต็าม จากการ

ที่กลุ่มตัวอย่างคีโต เซอรอสที่ผ่านการตกตะกอนด้วย

ไคโตซานโอลโิกเมอร์ทีส่กดัจากเปลอืกกุง้นัน้จะมอีตัรา

การรอดสงู อาจเป็นผลมาจากการจบักลุม่กนัของเซลล์ 
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และการถูกห่อหุ้มด้วยสายโพลิเมอร์ที่ใช้เป็นตัวจับ

เซลล์คีโตเซอรอสแขวนลอยในมวลน�้ำให้เกิดการตก

ตะกอน สายโพลิเมอร์ของไคโตซานโอลิโกเมอร์อาจมี

คุณสมบัติในการเป็นฉนวนปกป้องเซลล์ลดการถูก

ท�ำลายของผลึกน�้ำแข็งที่เกิดขึ้นระหว่างกระบวนการ

เก็บรักษาไคโตซานอาจสามารถจัดอยู ่ในประเภท 

ของสารประกอบจ�ำพวกโพลิเมอร์และดีเกรดีทีฟ  

(degraditive) ซึง่ประสทิธภิาพของสารป้องกนัการเกดิ

ผลึกน�้ำแข็งจากการลดจุดเยือกแข็ง จะสัมพันธ์กับ

โครงสร้างทางเคมีของสารนั้น โดยทั่วไปแล้วสารที่

สามารถป้องกันการเกิดผลึกน�้ำแข็งได้ดีจะต้องมีหมู่

ไฮโดรเจนคาร์บอนอยู ่ในโมเลกุลด้วยสามหมู ่หรือ

มากกว่า (สมบูรณ์, 2553) 

สรุป

	 จ า ก ก า ร ศึ ก ษ า พ บ ว ่ า  ส า ร ไ ค โ ต ซ า น ที่ มี

ประสทิธภิาพการรวมตะกอนคโีตเซอรอสดีที่สดุ ได้แก่ 

ไคโตซานโพลิเมอร์สกัดจากเปลือกกุ้ง ความเข้มข้นที่

เหมาะสมคือตั้งแต่ 40 มก./ล. ขึ้นไป สามารถตก

ตะกอนได้มากกว่า 90 % ภายในระยะเวลา 30 นาที 

รองลงมา คือ ไคโตซานโอลิโกเมอร์สกัดจากเปลือกกุ้ง

ความเข้มข้นที่เหมาะสมคือตั้งแต่ 60 มก./ล. ขึ้นไป จึง

สามารถตกตะกอนได้มากกว่า 70% ภายในระยะเวลา 

180 นาที โดยคีโตเซอรอสที่ตกตะกอนด้วยไคโตซาน 

โพลเิมอร์สกดัจากเปลอืกกุง้มกีารฟ้ืนตวัของเซลล์ ภาย

หลังการตกตะกอนได้เร็วกว่าคีโตเซอรอสที่ตกตะกอน

ด้วยไคโตซานโอลิโกเมอร์สกัดจากเปลือกกุ ้ง โดย

สามารถขยายจ�ำนวนเซลล์ได้ให้ผลไม่แตกต่างกับชุด

ควบคุม คือ คีโตเซอรอสสดที่ไม่ผ่านการตกตะกอนซึ่ง

มีจ�ำนวนเซลล์สูงสุดของระยะการเจริญเติบโตอยู่ใน

ระยะคงที่ ในวันที่ 8 ของการเพาะเลี้ยง และเมื่อน�ำ

ตะกอนเซลล์คีโตเซอรอสเข้มข้นมาเก็บรักษา พบว่า  

คีโตเซอรอสที่ท�ำการเก็บรักษามีอัตรารอดลดลง 

ตามระยะเวลาที่เพิ่มขึ้น โดยที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง  

คโีตเซอรอสทีต่กตะกอนด้วยไคโตซานโอลโิกเมอร์สกดั

จากเปลือกกุ้งทั้งที่ผสมและไม่ผสมกับกลีเซอรอลใน

การเกบ็รกัษามอีตัรารอดของเซลล์ดทีีส่ดุ และให้ผลไม่

แตกต่างกัน

ค�ำขอบคุณ

	 งานวิจัยนี้ได้รับทุนสนับสนุนจากทุนอุดหนุน

วทิยานพินธ์จากคณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยับรูพา 

ประจ�ำภาคปลาย ปีการศึกษา 2555 และส�ำนักงาน

กองทุนสนับสนุนการวิจัย ภายใต้โครงการพัฒนา 

นักวิจัยและงานวิจัยเพื่ออุตสาหกรรม-พวอ. ระดับ

ปริญญาโท ประจ�ำป ี  2556 และบริษัท เมษา 

คอร์ปอเรชั่น จ�ำกัด ทั้งนี้ ความเห็นในรายงานผลการ

วิจัยเป็นของผู้รับทุน ส�ำนักงานกองทุนสนับสนุนการ

วิจัย และบริษัท เมษา คอร์ปอเรชั่น จ�ำกัด ไม่จ�ำเป็น

ต้องเห็นด้วยเสมอไป
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