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บทคัดย่อ 
 Chaetoceros gracilis (C. gracilis) เป็นไดอะตอมที่นิยมใช้อย่างแพร่หลายส าหรับอนุบาลลูกกุ้งใน
ประเทศไทยวัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้เพื่อศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมของการเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่เย็น 
(อุณหภูมิ 4 - 5 องศาเซลเซียส) ต่อการมีชีวิตรอด การเติบโตเมื่อน ากลับมาเลี้ยงใหม่ การเปลี่ยนแปลงของ
แบคทีเรีย และองค์ประกอบทางชีวเคมีของ C. gracilis ผลการศึกษาพบว่าจ านวนเซลล์ของ C. gracilis มีค่าลดลง 
(P<0.05) ตลอดระยะเวลาการแช่เย็น โดยในวันท่ี 28 ของการเก็บรักษาความหนาแน่นเซลล์ของ C. gracilis ลดลง
เหลือ 2.29 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร (เริ่มต้นที่ 6.67 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) และมีอัตรารอดของเซลล์ 5.08 
เปอร์เซ็นต์ การเติบโตของ C. gracilis ที่น าเพาะเลี้ยงใหม่มีความแตกต่างกัน (P<0.05) โดยเซลล์ที่แช่เย็นเป็น
ระยะเวลา 3–14 วัน สามารถน ากลับมาเลี้ยงใหม่ได้แต่เซลล์ที่ผ่านการแช่เย็นเกิน 21 วัน มีการเติบโตช้าไม่
เหมาะสมที่จะน ากลับไปเพาะเลี้ยงใหม่ ปริมาณจุลินทรีย์รวมและวิบริโอโคโลนีสีเขียวท่ีพบในตัวอย่างมีค่าอยู่ในช่วง 
5.64×104–2.88×107และ 5.67×103–1.53×107 CFU/มิลลิลิตร ตามล าดับ การศึกษาในครั้งนี้พบว่า C. gracilis 
ที่ไม่ผ่านการแช่เย็นและผา่นการแช่เยน็ไม่เกิน 7 วัน มีปริมาณโปรตีนและไขมนัสูงแตกตา่งอย่างมีนัยส าคัญทางสถติิ 
(P<0.05) กับชุดที่ผ่านการแช่เย็นเกิน 7 วัน ขณะที่ปริมาณคาร์โบไฮเดรตมีปริมาณลดลงอย่างต่อเนื่องตลอด
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ระยะเวลาการแช่เย็นซึ่งผลการศึกษาที่ได้นี้สามารถน าไปใช้ประโยชน์ในการจัดการอาหารมีชีวิตส าหรับการ
เพาะเลี้ยงสัตว์น้ าต่อไป 

ABSTRACT 
The unicellular marine diatom, Chaetoceros gracilis, has been commonly used as an 

important live food for crustacean larvae in Thailand. The purpose of this study was to 
investigate the suitable cold storage duration (chilled temperature at 4-5 degrees Celsius) on 
viability, growth rate when revived in fresh medium, bacterial variation and biochemical 
composition of C. gracilis. The results showed that C. gracilis cells were significantly decreased 
(P<0.05) during chilled storage. After 28 days, cell density and survival rate were shown at 2.29 x 
106 cell/milliliter (initial cell 6 .67  x 10 6 cells/milliliter) and 5.08 percentages respectively. The 
growth rate of C. gracilis, after they were revived in fresh medium, was significantly different 
(P<0.05) which the cells ,storage for more than three weeks, were unsuitable used for revived in 
fresh medium since this will affect the quality of samples. The total plate counts and green 
colony of Vibrio spp. of samples were in the range of 5.64×104 – 2.88×107 and 5.67×103–
1.53×107 CFU/milliliter, respectively. Results from this study found that proteins and total lipid 
ofthe fresh and chilled storage for not more than 7 days of C. gracilis was significantly highest 
( P<0.05) from that the other groups while the amount of carbohydrate was continuously 
decreased during chilled storage. These results can be applied for microalgae live feed 
management for animal larvae cultures. 
ค าส าคัญ: Chaetoceros gracilis  การเก็บรักษา  การแช่เย็นการเจริญเติบโต  องค์ประกอบทางชีวเคมี 
Keywords: Chaetoceros gracilis, Preservation, Frozen storage, Growth, Biochemical composition 
 

บทน า 
อ า ห า ร มี ชี วิ ต เป็ น อี ก ปั จ จั ย ห นึ่ ง ที่ มี

ความส าคัญต่อการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าวัยอ่อน โดยเฉพาะ
อุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุ้งทะเลวัยอ่อนซึ่งมีความ
จ าเป็นที่จะต้องเลือกอาหารอนุบาลให้เหมาะสมกับชนดิ 
ขนาด และมีปริมาณที่เพียงพอต่อความต้องการของกุ้ง
ในแต่ละวัยการอนุบาลลูกสัตว์น้ าวัยอ่อนด้วยอาหารมี
ชีวิต ได้แก่ สาหร่ายขนาดเล็กพวกแพลงก์ตอนพืช และ
แพลงก์ตอนสัตว์ จะท าให้ลูกสัตว์น้ ามีสุขภาพดี แข็งแรง 
ต้านทานโรคได้ดี และมีอัตรารอดตายสูงChaetoceros 
gracilis เป็นสาหร่ายขนาดเล็กเซลล์ เดียวกลุ่มได

อะตอมที่นิยมเพาะเลี้ยง เพื่อใช้เป็นอาหารส าหรับการ
อนุบาลสัตว์น้ ากร่อยและน้ าเค็มขนาดเล็ก โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งลูกกุ้ง ลูกปู และหอยสองฝา เช่น หอยนางรม 
หอยเชลล์ และหอยแมลงภู่ (ลัดดา, 2540; Heasman 
et al., 2 0 0 1 ; Rivero – Rodriguez et al., 2007; 
Pimolrat et al., 2010) เนื่องจากไดอะตอมชนิดนี้มี
คุณ ค่ าทางโภชนาการสู ง ย่อย ง่าย และมี ขนาด
เหมาะสมต่อการเป็นอาหารของลูกสัตว์น้ าวัยอ่อน อีก
ทั้งยังมีกรดไขมันไม่อิ่มตัว (polyunsaturated fatty 
acids: PUFA) เ ช่ น  EPA (eicosapentaenoic acid, 
C20:5n-3), ARA (arachidonic acid, C20:4n-6) และ 
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DHA (docosahexaenoic acid, C22:6n-3) ซึ่ ง เป็ น
กรดไขมันที่มีบทบาทส าคัญต่อการเจริญเติบโต การ
พัฒนาการ และอัตราการรอดตายของลูกสัตว์น้ า 
(Belay, 1997; Pimolrat et al., 2010) เพราะสัตว์น้ า
ไม่ ส าม ารถสั งเค ราะห์ ก รด ไขมั น เห ล่ านี้ ได้ เอ ง 
จ าเป็นต้องได้รับจากอาหารเท่านั้น สัตว์น้ าที่ไม่ได้รับ
กรดไขมันเหล่านี้จากอาหาร จะมีการเติบโตช้า และเบื่อ
อาหาร (วีรพงศ์, 2536) การอนุบาลลูกกุ้งในระยะซูเอีย
นิยมใช้สาหร่ายในกลุ่มไดอะตอม เช่น C. calcitrans 
C. gracilis แ ล ะ  Skeletonema costatum โ ด ย
พบว่าลูกกุ้ งที่ อนุบาลด้ วย C. calcitrans และ C. 
gracilis มีพัฒนาการดีกว่า S. costatum เนื่องจากได
อะตอมทั้งสองชนิดนี้มีคุณค่าทางอาหารเช่นปริมาณ
กรดไขมันชนิด ARA สูงกว่า (Rivero – Rodriguez et 
al., 2007)  

ปัญหาที่มักประสบในโรงเพาะฟักกุ้งทะเล
ส าหรับการอนุบาลลูกกุ้งทะเลตั้งแต่ระยะนอเพลียส
จนถึงระยะโพสลาวา 15 - 20 คือ การขาดแคลนได
อะตอม ซึ่งเป็นอาหารที่ส าคัญที่สุดของลูกกุ้งระยะซูเอีย
และระยะไมซีสจะมีผลท าให้ลูกกุ้งมีอัตรารอดตายน้อย 
จึงมีการศึกษาวิธีการผลิตคีโตเซอรอสให้ได้ปริมาณมาก
เพื่อให้ เพียงพอต่อการอนุบาลลูกสัตว์น้ า (พรพิมล, 
2552) แต่ในกรณีที่ผลผลิตคีโตเซอรอสมีมากเกินความ
ต้องการของผู้เพาะเลี้ยงลูกกุ้งจะมีปัญหาเกี่ยวกับการ
จัดการและการเก็บรักษาเกิดขึ้น จึงมีความจ าเป็นต้อง
ศึกษาถึงวิธีการเก็บรักษาคีโต เซอรอสด้วยวิธีและ
กระบวนการต่างๆ เช่น การกรอง การตกตะกอนด้วย
สารเคมี การเก็บรักษาโดยใช้อุณหภูมิต่ า การแช่แข็ง 
และการท าให้แห้ง เป็นต้น (Heasman et al., 2001; 
ธิดาและมาวิทย์, 2538; เฉลิมชัยและปรเมษฐ์, 2546; 
อัชฌาและคณะ, 2554) เพื่อรักษาคุณภาพให้มีความ
ใก ล้ เคี ย งกั บ ส าห ร่ าย ส ด  มี อั ต ร ารอ ด สู งแ ล ะ

องค์ประกอบทางเคมีมีการเปลี่ยนแปลงน้อยที่สุด การ
แช่เย็นในตู้เย็นหรือห้องเย็นเป็นกระบวนการเก็บรักษา
อาหารโดยควบคุมอุณหภูมิให้สูงกว่า -1 องศาเซลเซียส 
และต่ ากว่า 8 องศาเซลเซียสเพื่อยืดอายุการเก็บรักษา
ชะลอวิถีเมตาบอลิซึมลดการสูญเสียวิตามินที่จ าเป็น
และกรดไขมันไม่อิ่มตัวสูงเนื่องจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน 
(อรพิน, 2548) นับเป็นอีกวิธีการหนึ่งที่ ง่าย สะดวก 
และสามารถใช้ประโยชน์จากเซลล์มีชีวิตได้ จึงนิยม
น ามาใช้เก็บคีโตเซอรอสที่ เหลือใช้ในช่วงเวลาที่มี
ผลผลิตมากพอและน ามาใช้ได้ในช่วงเวลาที่ขาดแคลน 
แต่ข้อมูลเกี่ยวกับระยะเวลาการเก็บที่เหมาะสมในการ
แช่เย็น C. gracilis ยังมีรายงานค่อนข้างน้อย ดังนั้น
วัตถุประสงค์ของการศึกษาครั้งนี้เพื่อหาระยะเวลาที่
เหมาะสมของการเก็บรักษาด้วยวิธีการการแช่เย็นต่อ
การมีชีวิตรอด ลักษณะของเซลล์ การเปลี่ยนแปลงของ
เชื้อแบคทีเรีย องค์ประกอบทางเคมี และการเติบโตเมื่อ
น าไปเพาะเลี้ยงใหม่ของไดอะตอม C. gracilis 
 

วิธีการด าเนินงานวิจัย 
1. การเตรียมหัวเชื้อ C. gracilis ที่ใช้ในการทดลอง 

น าหัวเช้ือไดอะตอม C. gracilis ที่ปราศจาก
แบคที เรียมาเพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพู่ ขนาด 250 
มิลลิลิตร เติมอาหารเพาะสาหร่ายสูตร Guillard f/2 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ซึ่งเตรียมจากน้ าทะเลที่มีความ
เค็ม 25 ส่วนในพันส่วน เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะปลอด
เชื้อในห้องปฏิบัติการที่ควบคุมอุณหภูมิ 25 ± 2 องศา
เซลเซียส ให้แสงสว่างด้วยหลอดไฟฟลูออเรสเซนส์แสง
สีขาวที่ระดับความเข้มแสง 5,000 ลักซ์ ต่อเนื่องตลอด 
24 ช่ัวโมง เมื่อ C. gracilis มีการเติบโตเข้าสู่ระยะ 
เอกซ์โพแนนเซียล ท าการขยายปริมาตรการเพาะเลี้ยง
เพื่อน าไปใช้เป็นเซลล์เริ่มต้น (starter) ในการทดลอง 
โดยท าการย้าย C. gracilis ลงเพาะเลี้ยงในขวดเลี้ยง
เช้ือขนาด 2 ลิ ตร ที่ มี อาหารเพาะสาหร่ายสูต ร 
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Guillard f/2 ปริมาตร 1 ลิตร เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะ
เช่นเดียวกับการเลี้ยงหัวเช้ือ C. gracilis ให้อากาศ
ตลอดเวลา 
2. การเก็บรักษา C. gracilis 

ท าการเพาะเลี้ยง C. gracilis แบบแบตซ์ 
(batch) ในขวดพลาสติกขนาด 5 ลิตร ใส่อาหาร
เพาะเลี้ยง f/2 สูตรปรับปรุง โดยใช้เซลล์ความหนาแน่น
เริ่มต้นที่ 5 x 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ใช้น้ าทะเลความ
เค็ม 25 ส่วนในพันส่วน เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะปลอด
เชื้อในห้องปฏิบัติการที่ควบคุมอุณหภูมิ 25 ± 2 องศา
เซลเซียส ให้แสงสว่างด้วยหลอดไฟฟลูออเรสเซนส์แสง
สีขาวที่ระดับความเข้มแสง 5,000 ลักซ์ ต่อเนื่องตลอด 
24 ช่ัวโมง ตรวจวัดการเติบโตของสาหร่ายด้วยวิธีการ
นับเซลล์โดยใช้สไลด์นับเม็ดเลือด เก็บตัวอย่างเซลล์
ในช่วงปลายของระยะเอกซ์โพแนนเซียลของการเลี้ยง
โดยน าคีโตเซอรอสมาแบ่งใส่ถุงพลาสติกขนาดกว้าง 18 
นิ้ว ยาว 22 นิ้ว ปริมาตรถุงละ 1 ลิตร แล้วน าไปแช่เย็น
ที่อุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส 
3. การติดตามผลตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา C. 
gracilis 

ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของจ านวนเซลล์ 
องค์ประกอบทางเคมี การเติบโตของคีโตเซอรอสเมื่อ
น าไปเพาะเลี้ยงใหม่ และปริมาณเชื้อแบคทีเรียทุกๆ 7 
วัน เป็นระยะเวลา 28 วันการหาอัตรารอดของเซลล์โดย
การนับเซลล์ โดยตรงตามวิธีการของ Harith et al. 
(2010) ด้วยกล้องจุลทรรศน์และใช้ Evan’s blue ในการ
ย้อมสี เซลล์  แล้ วค านวณอัตรารอดของเซลล์ เป็ น
เปอร์เซ็นต์ ตรวจวัดการเติบโตของสาหร่ายด้วยวิธีการนับ
เซลล์โดยใช้สไลด์นับเม็ดเลือดโดยท าการสุ่มนับเซลล์
จ านวน 5 ช่อง ของสไลด์นับเม็ดเลือด นับตัวอย่างละ 2 
ซ้ าค านวณอัตราการเติบโตจ าเพาะ (specific growth 
rate: µ) ตามวิธีการของ Guillardand Ryther (1962) 

ดังสมการ 

µ = 
In x2 - In x1 

       t2 - t1 
เมื่อ µ = อัตราการเติบโตจ าเพาะ (ต่อช่ัวโมง) 

x1 = ความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น 
      (เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 
x2 = ความหนาแน่นเซลล์วันท่ีเก็บเกี่ยว 
      (เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 
t1 = ระยะเวลาที่เริ่มเพาะเลี้ยงสาหร่าย 
      (ช่ัวโมง) 
t2 = ระยะเวลาที่เก็บเกี่ยวเซลล์สาหร่าย 
      (ช่ัวโมง) 
ในการศึกษาองค์ประกอบในเซลล์โดยเก็บ

ตัวอย่างเซลล์ด้วยวิธีการหมุนเหวี่ยงแยกเซลล์ (5,000 
g, 3 นาที) ที่อุณหภูมิเดียวกับการเพาะเลีย้ง ล้างเซลล์ที่
ไ ด้ ด้ ว ย แ อ ม โม เนี ย ม ฟ อ ร์ เม ต  0.5 M (0.5 M 
ammonium formate) เพื่อก าจัดเกลือและอาหาร
เพาะเลี้ยงที่เหลือก่อนน าไปวิเคราะห์องค์ประกอบทาง
ชีวเคมีดังนี้ คือ วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry 
(Lowry et al., 1951) วิเคราะห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรต
วิ ธี  Phenol-sulfuric acid spectrophotometric 
(Dubois et al.,1956) วิเคราะห์ปริมาณไขมันสกัดด้วย 
Chloroform: methanol (2:1) ต าม วิ ธี ข อ ง  Bligh 
and Dyer (1959) การวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์รวม 
(Total Plate Count) และเช้ือวิบริโอโดยการกระจาย
เช้ือบนอาหารสูตร Nutrient agar (NA) และอาหาร
สูตร Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose Agar 
(TCBS) ตามล าดับ 
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4. การวิเคราะห์ทางสถิติ 

วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติของค่าเฉลี่ย
ของของอัตรารอด จ านวนเซลล์ ปริมาณจุลินทรีย์รวม 
และองค์ประกอบทางชีวเคมีของแพลงก์ตอนพืชที่เก็บ
รักษาที่ระยะเวลาแตกต่างกันโดยวิธีวิเคราะห์ความ
แปรปรวน (analysis of variance) และเปรียบเทียบ
ค วาม แ ต ก ต่ า งข อ งค่ า เฉ ลี่ ย ด้ ว ย วิ ธี  Duncan’s 
Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเช่ือมั่น 
95% โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป 

 

ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
1. จ านวนเซลล์ อัตรารอดและลักษณะเซลล์ของ  
C. gracilis แช่เย็นที่ระยะเวลาต่างๆ 

จ านวนเซลล์ของ C. gracilis มีความหนา-
แน่นลดลงตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (P< 0.05) โดยในวันที่ 28 ของการ
เก็บรักษาเซลล์ของ C. gracilis จากจ านวนเซลล์เริ่มต้น
ที่ 6.67x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตรลดลงเหลือ 2.29x106 
เซลล์ต่อมิลลิลิตร (รูปที่ 1) 

 
 

รูปที่ 1 การเปลีย่นแปลงของจ านวนเซลล ์Chaetoceros gracilis แช่เย็นท่ีระยะเวลาต่างๆ 
 

จากการศึกษาอัตราการรอดของเซลล์ C. 
gracilis ที่ เก็บรักษาโดยวิธีการแช่ เย็นที่ อุณ หภูมิ
ประมาณ 4.36±1.52 องศาเซลเซียส ในที่มืด เป็น
ระยะเวลาต่างๆ กัน พบว่า ระยะเวลาการเก็บรักษามี
ผลต่ออัตรารอดโดยเมื่อแช่เย็นเซลล์ C. gracilis เป็น
ระยะเวลา 28 วัน อัตรารอดของเซลล์จะลดลงอย่าง
ต่อเนื่องและเหลือเซลล์มีชีวิตเพียง 5.08 % เท่านั้น 
(ตารางที่ 1) ซึ่งอัตรารอดในการศึกษาครั้งนี้สอดคล้อง
กับการศึกษาของ Harith et al. (2010) C. calcitrans 
ที่เก็บเกี่ยวด้วยวิธีการปั่นเหวี่ยง การกรอง และการใช้
สารเคมี แล้วน าไปเก็บรักษาด้วยการแช่เย็น (4˚C) 
สามารถยืดอายุการเก็บรักษาได้นาน 4 สัปดาห์แต่มีค่า

น้อยกว่ารายงานของ อัชฌาและคณะ (2554) ที่ศึกษา
ระยะเวลาการเก็บรักษา Thalassiosira sp. เข้มข้นที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในที่มืด ซึ่งได้จากการกรอง
แบ บ แบ่ งส่ วน และการตกต ะกอน ด้ วยส ารส้ ม  
โดยตรวจสอบดูจากสัปดาห์ที่  4 มีอัตราการรอดที่ 
29.20 – 43.23 %  ตามล าดับ อาจเป็นเพราะใน
ระหว่างการแช่เย็น C. gracilis ตลอดระยะเวลา 28 วัน
พบว่าอุณหภูมิมีการเปลี่ยนแปลงอยู่ในช่วง 2-6 องศา
เซลเซียส โดยจะเห็นว่าในบางช่วงของการแช่เย็น 
อุณหภูมิ ในตู้ เย็นนั้นลดต่ าลงถึง 2 องศาเซลเซียส 
(จ านวน 6 วัน คือช่วงวันที่ 19, 20, 25, 26, 27, 28) 
ซึ่งอุณหภูมิดังกล่าวอาจจะเป็นสาเหตุท าให้อัตรารอด
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ของ C. gracilis มีค่าน้อยกว่า Thalassiosira sp. ที่
เก็บรักษาในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตลอดเวลาโดย
จะสังเกตว่าช่วงที่อุณหภูมิลดลงไปต่ าจะสอดคล้องกับ
ระยะเวลาที่จ านวนเซลล์มีชีวิตลดลงอย่างชัดเจน (ช่วง
วันที่ 21 และ 28) นอกจากนี้ยังสังเกตพบว่าปริมาณไซ
โทพลาสซึมของเซลล์ C. gracilis ที่เก็บรักษาโดยวิธี 
การแช่เย็นระยะเวลาต่างกันจะมีการเปลี่ยนแปลงโดย
จะมีค่ าลดลงตลอดระยะเวลาการแช่เย็นซึ่ งการ
เปลี่ ยนแปลงนี้ ส่ งผลต่ อการน าไป เลี้ ยงใหม่ ของ  
C. gracilis โดยพบว่า  C. gracilis จะใช้ระยะเวลา

ปรับตัว (Lag phase) นานกว่า C. gracilis ที่ไม่ผ่าน
การแช่เย็นซึ่งการพักตัวดังกล่าวน่าจะเกี่ยวข้องกับการ
ลดลงของสารสีคลอโรฟิลล์ ซึ่งท าหน้าที่เป็นโมเลกุลรับ
พลังงานจากแสง และน าพลังงานดังกล่าวไปใช้ในการ
สร้างพลังงานเคมีโดยกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง
เพื่อสร้างสารอินทรีย์ เช่น น้ าตาล และน าไปใช้เพื่อการ
ด ารงชีวิต  โดยสารคลอโรฟิลล์ อยู่ ในโครงสร้างที่
เรียกว่า เยื่อหุ้มไทลาคอยล์ ซึ่งเป็นเยื่อหุ้มที่อยู่ภายใน
โครงสร้างของคลอโรพลาสต์  (Chloroplast) (วงษ์
จันทร์,2535) 

 

ตารางที่ 1 เปอร์เซ็นต์ของเซลล์ที่มี ชีวิตจ านวนเซลล์สูงสุดและอัตราการเติบโตจ าเพาะสูงสุดของของ 
Chaetoceros gracilis (ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน) ท่ีน ามาเพาะขยายใหม่หลังจากเก็บรักษา
โดยวิธีการแช่เย็นในระยะเวลาต่างกัน 

ระยะเวลา 
(วัน) 

เซลล์ที่มีชีวิต 
(เปอร์เซ็นต์) 

จ านวนเซลล์สูงสุด 
(x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 

อัตราการเติบโตจ าเพาะสูงสุด 
(/ชั่วโมง) 

ระยะเวลาของช่วง 
Lag phase (ชั่วโมง) 

0 100.00 13.45 ± 0.34 0.11 ± 0.00 ไม่พบระยะนี ้
3 90.00 10.64 ± 0.84 0.10 ± 0.00 0-12 
5 87.86 9.36 ± 0.18 0.09 ± 0.00 0-12 
7 77.06 9.19 ± 0.36 0.07 ± 0.01 0-12 
14 74.81 6.76 ± 0.55 0.00 ± 0.00 0-36 
21 67.92 3.86 ± 0.43 -0.02 ± 0.01 0-72 
28 34.33 0.23 ± 0.02 -0.05 ± 0.00 ไม่เติบโตหลัง 48 ชั่วโมง 

 

2. การศึกษาการเติบโตของ C. gracilis ที่น ามา
เพาะเลี้ยงต่อหลังการแช่เย็นที่ระยะเวลาต่างๆ 

เมื่อเปรียบเทียบผลการน า C. gracilis ที่เก็บ
รักษาโดยการแช่เย็นที่ระยะเวลาต่างๆ มาเป็นหัวเช้ือ
ส าหรับเพาะขยายใหม่อีกครั้งจากความหนาแน่นเซลล์
เริ่ ม ต้ น ที่ ค วบ คุ ม ให้ เท่ ากั น คื อ  0.29 × 106 cell/
มิลลิลิตร พบว่า ชุดการทดลองที่ไม่ผ่านการแช่เย็น
สามารถเจริญเติบโตและเพิ่มจ านวนเซลล์ได้สูงสุด 
(13.45× 106 cell/มิ ล ลิ ลิ ต ร ) ที่ ร ะ ย ะ เว ล า ก า ร
เพาะเลี้ยง 120 ช่ัวโมง แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (P<0.05) กับชุดการทดลองอื่นๆ การเติบโตของ 

C. gracilis ที่น ามาเพาะเลี้ยงใหม่มีความแตกต่างกัน
โดยเซลล์ที่แช่เย็นเป็นระยะเวลา 3 – 14 วัน สามารถ
น ากลับมาเลี้ยงใหม่ได้ C. gracilis ที่ผ่านการแช่เย็น
เป็นระยะเวลา 21 วัน ไม่เหมาะสมที่จะน ากลับไป
เพาะเลี้ยงใหม่ เนื่องจากมีการเติบโตช้าและเมื่อแช่เย็น
เป็นเวลา 28 วัน เซลล์ของ C. gracilis ไม่สามารถ
เติบโตได้เมื่อน ากลับมาเลี้ยงใหม่ (รูปที่ 2) 

นอกจากนี้ยังพบว่าระยะเวลาการปรับตัว
(Lag phase) ของ C. gracilis ทุกชุดที่ผ่านการแช่เย็น
จะมีค่านานกว่า ชุดที่ไม่ผ่านการแช่เย็นโดยสามารถ
พิจารณาได้จากอัตราการเติบโตจ าเพาะที่มีค่าลดลง
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ตามระยะเวลาในการแช่เย็นที่เพ่ิมขึ้น (ตารางที่ 1) ทั้งนี้
อาจเนื่องจากอุณหภูมิต่ าไปลดกิจกรรมเมตาบอลิซึม
และการเปลี่ยนปฏิกิริยาทางเคมีและเอนไซม์ ภายใน
เซลล์  C. gracilis. จึ งมีผลต่ออัตราเร็วในการเพิ่ ม
จ านวน โดยท าให้ช่วงพักตัวก่อนการเพิ่มจ านวนเป็น
สองเท่ายาวนานขึ้น และลดการเจริญในช่วงทวีคูน 
(Log phase) (อรพิน, 2546) ปกติแพลงก์ตอนพืชมี
อัตราการเจริญสูงสุดในช่วงระยะปรับตัวเมื่อถึงระยะ
คงที่  (Stationary phase) อัตราการเจริญเติบโตจะ

ลดลงแต่ยังมีการเพิ่มจ านวนอยู่ แต่อัตราการเจริญใน
ระยะเวลานี้จะมีความใกล้เคียงกับอัตราการตาย จึงท า
ให้ เซลล์แพลงก์ตอนมีจ านวนใกล้ เคียงกัน รวมถึง
ระยะเวลาจากความหนาแน่นเริ่มต้นจนถึงความ
หนาแน่นสูงสุดก็สามารถช้ีวัดได้ว่าในระยะคงที่มีอัตรา
การเจริญสูงกว่าการตายและสามารถคงอยู่ในระยะนี้ได้
นาน พบว่ายังมีความหนาแน่นเพิ่มขึ้น แม้ว่าไม่ได้อยู่
ในช่วงระยะปรับตัว (อัชฌาและคณะ, 2554) 

 

 
 

รูปที่ 2 การเจริญเติบโตของ Chaetoceros gracilis ที่น ามาเพาะขยายใหม่หลังจากเก็บรักษาโดยวิธีการแช่
เย็นท่ีระยะเวลาต่างกัน 

 

3. การเปลี่ยนแปลงของจ านวนเชื้อแบคทีเรียใน  
C. gracilis แช่เย็นทีร่ะยะเวลาต่างๆ 

ผลการวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์รวม พบว่า 
C. gracilis ที่ เก็บรักษาโดยการแช่เย็นที่ระยะเวลา
ต่างกันมีปริมาณจุลินทรีย์รวมอยู่ในช่วง 5.64×104 – 
2.88×107 CFU/มิลลิลิตร โดยปริมาณจุลินทรีย์รวมจะ
มีค่าเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่องตลอดระยะเวลาการแช่เย็น
และมีปริมาณสูงสุดในชุดที่แช่เย็นเป็นระยะเวลา 28 
วัน (รูปที่ 4) เมื่อเปรียบเทียบแล้วมีค่าสูงกว่าจ านวน
จุลินทรีย์รวมใน Thalassiosira sp. ที่ เก็บเกี่ยวโดย
วิธีการกรองและตกตะกอนและน าไปแช่เย็นที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียสในที่มืดที่ศึกษาโดย อัชฌาและคณะ 

(2554) พบว่าปริมาณจุลินทรีย์รวมที่พบในตัวอย่างจาก
การกรองและการตกตะกอนมีค่าอยู่ในช่วง 1.6×105 – 
2.0×106 CFU/มิ ล ลิ ลิ ต ร  แ ล ะ  2.8×104 - 7.0×106 
CFU/มิลลิลิตร ตามล าดับซึ่งการเพิ่มขึ้นของปริมาณ
จุลินทรีย์รวมนี้ 

ส อ ด ค ล้ อ งกั บ ก า รล ด ล งข อ งป ริ ม าณ
คาร์โบไฮเดรตของเซลล์ (ตารางที่ 2) และการเปลี่ยน 
แปลงของลักษณะเซลล์ C. gracilis จึงอาจจะเป็นไปได้
ว่าจุลินทรีย์ที่ เกิดขึ้นมีการใช้สารอาหารโดยเฉพาะ
คาร์โบไฮเดรตจากเซลล์ที่มีการแตกหรือเสียหายไป
บางส่วนในระหว่างการเก็บรักษาโดยการแช่เย็นส าหรับ
การเจริญเติบโตและเพิ่มจ านวนเซลล์เพราะจุลินทรีย์
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ต้องการสารอินทรีย์เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานใน
การเติบโตเพิ่มจ านวนเซลล์ ซึ่งนอกจากสารอาหารแล้ว
ปัจจัยอื่นๆ ที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ เช่น 
อุณหภูมิ aw (water activity) pH ปริมาณออกซิเจน 
ชนิดและปริมาณและสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ 
เป็นต้น (อรพิน, 2548) 

แบคทีเรียสกุล Vibrio เป็นแบคทีเรียที่พบ
บ่อยสามารถก่อให้เกิดโรคและส่งผลให้กุ้งบางส่วนหรือ
ทั้งหมดตาย ซึ่งพบได้ทั้งในโรงเพาะฟักและในบ่อเลี้ยง
เช้ือแบคทีเรียที่ท าให้ เกิดโรคในกุ้งกุลาด าที่ส าคัญ  
ไ ด้ แ ก่  V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. 
anguillarum และ V. harveyi ซึ่งส่วนใหญ่จะเจริญให้

โคโลนีสี เขียวบนอาหารเลี้ยงเช้ือ TCBS (สลิลภร, 
2550) จากการศึกษาครั้งนี้พบการปนเปื้อนของเช้ือ
วิบริโอโดยเฉพาะโคโลนีสีเขียวใน C. gracilis หลังจาก
แช่เย็นที่อุณหภูมิ  4-5 องศาเซลเซียส ผ่านไปเป็น
ระยะเวลา 7 วัน และพบตลอดจนกระทั่งระยะเวลา 28 
วัน มีปริมาณที่พบอยู่ในช่วง 5.67×103 – 1.53×107 
CFU/มิลลิลิตร (รูปที่ 3) ซึ่งปริมาณที่พบถือว่ามีค่าสูง
และมีโอกาสที่จะท าให้เกิดโรคในกุ้งได้ เพราะจาก
รายงานของ Ruangpan (1995) ได้ตั้งข้อสังเกตว่าเมื่อ
ป ริ ม า ณ  Vibrio sp. เพิ่ ม สู ง เป็ น  104-105 CFU/
มิลลิลิตร และคงตัวอยู่ 1-2 สัปดาห์ กุ้งจะแสดงอาการ
ของโรคและเกิดการตายขึ้น 

 

 
 

รูปที่ 3 ปริมาณจุลินทรีย์รวมและเชื้อวิบริโอโคโลนสีีเขียวใน Chaetoceros gracilis แช่เย็นท่ีระยะเวลาต่างๆ 
 

4. องค์ประกอบทางชีวเคมีของของ C. gracilis  
แช่เย็นที่ระยะเวลาต่างๆ 

การจัดการทางด้ านอาหารของลูกกุ้ งมี
ความส าคัญมาก เพราะถ้าลูกกุ้งได้รับอาหารไม่เพียงพอ
หรือไม่เหมาะสมจะท าให้ลูกกุ้งมีอัตรารอดต่ า เนื่องจาก
ลูกกุ้งวัยอ่อนแต่ละระยะกินอาหารแตกต่างกัน อาหาร
ที่ดีและเหมาะสมส าหรับใช้ในการอนุบาลลูกกุ้งวัยอ่อน 
จึงควรมีคุณสมบัติที่ลูกกุ้งสามารถจับกินและน าเข้าปาก
ได้ สามารถย่อยและเป็นสารอาหารที่ลูกกุ้งดูดซึมได้ง่าย 

เพื่อน าไปใช้ในกระบวนการเมแทบอลิซึม ดังนั้น ขนาด 
รูปร่าง และคุณค่าทางโภชนาการของอาหารที่ใช้จึงควร
มีความเหมาะสม และมี ปริมาณ เพียงพอต่อการ
เจริญเติบโตและอัตรารอดของกุ้ง C. gracilis นิยมใช้
เป็นอาหารส าหรับอนุบาลลูกกุ้ งตั้ งแต่ระยะซู เอีย 
เนื่องจากไดอะตอมชนิดนี้มีองค์ประกอบทางชีวเคมี 
เช่น คาร์โบไฮเดรต (11.4%) โปรตีน (40.5%) และ
ไข มั น ร ว ม  (11.4%) (Rivero - Rodriguez et al., 
2007) โดยเฉพาะองค์ประกอบในส่วนของโปรตีนและ
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ไขมันที่ค่อนข้างสูงโดยโปรตีนเป็นองค์ประกอบหลักที่
ช่วยในการเจริญเติบโต ขณะที่ไขมันในอาหารลูกกุ้งมี
ความจ าเป็นส าหรับเป็นแหล่งพลังงานที่ส าคัญ แต่ยัง
ส่งผลต่อการเติบโตและการดูดซึมสารอาหารที่ละลาย
ได้ในไขมัน เช่น วิตามิน แร่ธาตุ และสเตอรอล (sterol) 
นอกจากนี้ ไขมันยังช่วยป้องกันการถูกท าลายของ
เนื้อเยื่อได้อีกทางหนึ่ง (Brittino et al., 1980) จาก
การศึกษาในครั้งนี้องค์ประกอบทางชีวเคมี (เปอร์เซ็นต์
ของวัตถุแห้ง) ของ C. gracilis ที่เก็บรักษาโดยวิธีการ
แช่เย็นที่เวลาต่างกัน (ตารางที่ 2) พบว่า C. gracilis ที่
ไม่ผ่านการแช่เย็นและผ่านการแช่เย็นไม่เกิน 7 วัน มี
ปริมาณโปรตีน และไขมันสูงแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (P<0.05) กับชุดที่ผ่านการแช่เย็นเกิน 7 วัน 
ขึ้นไป ขณะที่ปริมาณคาร์โบไฮเดรตสูงที่สุด  (14.81 

เปอร์เซ็นต์ของวัตถุแห้ง) พบในชุดที่ไม่ผ่านการเก็บ
รักษาโดยการแช่เย็น และมีปริมาณลดลงอย่างต่อเนื่อง
ตลอดระยะเวลาการแช่เย็นที่นานขึ้นตามล าดับ เมื่อ
พิ จารณ าข้อมู ล โดยรวมทั้ งในส่ วนของปริม าณ
เชื้อจุลินทรีย์ จ านวนเซลล์ และองค์ประกอบทางชีวเคมี
ที่มีการเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการแช่เย็นแล้ว 
ควรพิจารณาเลือก C. gracilis ที่แช่เย็นเป็นระยะเวลา
ไม่เกิน 5 วัน ไปอนุบาลลูกสัตว์น้ าเนื่องจากมีความ
เหมาะสมทั้งจ านวนเซลล์ (9.36 ± 0.18 x106 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร) ไม่มีการปนเปื้อนของแบคทีเรียวิบริโอโคโลนี
สีเขียวซึ่งอาจก่อให้เกิดโรคในลูกสัตว์น้ า อีกทั้งยังมี
คุณค่าทางอาหารทั้งโปรตีน คาร์โบไฮเดรต และไขมันที่
สูงเหมาะสมส าหรับการเจริญเติบโตของลูกสัตว์น้ า 

 

ตารางที่ 2 องค์ประกอบทางชีวเคมี (เปอร์เซ็นต์ของเซลล์แห้ง) ของ Chaetoceros gracilis (ค่าเฉลี่ย ± ค่า
เบี่ยงเบนมาตรฐาน) เก็บรักษาโดยวิธีการแช่เย็นท่ีเวลาต่างกัน 

ระยะเวลา (วัน) โปรตีน คาร์โบไฮเดรต ไขมัน 

เร่ิมต้น 53.95 ± 0.40a 14.81 ± 0.92a 11.56 ± 0.25a 
3 วัน 53.96 ± 0.88a 10.72 ± 0.67b 11.55 ± 0.89a 
5 วัน 53.79 ± 0.15a 4.24 ± 0.43cd 11.66 ± 0.85a 
7 วัน 53.50 ± 1.39a 4.72 ± 0.30c 11.57 ± 0.24a 
14 วัน 50.67 ± 0.71b 4.29 ± 1.01cd 8.40 ± 0.48b 
21 วัน 50.11±0.49b 3.62 ± 0.07cd 5.06±0.99c 
28 วัน 45.85 ±0.24c 3.32 ± 0.02d 5.03 ± 0.52c 

หมายเหตุ: ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่ต่างกันในสดมภ์เดียวกัน แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ทดสอบโดยวิธี Duncan’s 
multiple range test 
 

สรุปผลการวิจัย 
 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมของการเก็บ
รักษาด้วยวิธีการการแช่เย็นต่อการมีชีวิตรอด ลักษณะ
ของเซลล์  ก าร เปลี่ ยนแปลงของเช้ือแบคที เรี ย 
องค์ประกอบทางเคมี  และการเติบ โตเมื่ อน าไป
เพาะเลี้ยงใหม่ของไดอะตอม C. gracilis สามารถสรุป
ได้ดังนี้ ระยะเวลาการแช่เย็นมีผลต่อจ านวนเซลล์การ

เติบโตเมื่อน ากลับไปเลี้ยงใหม่ ปริมาณจุลินทรีย์และ
คุณค่าทางอาหารของ C. gracilis โดยเซลล์ที่แช่เย็น
เป็นระยะเวลา 3 – 14 วัน สามารถน ากลับมาเลี้ยงใหม่
ได้ การแช่เย็นเกิน 21 วัน ไม่เหมาะสมที่จะน ากลับไป
เพาะเลี้ยงใหม่การเก็บรักษาโดยวิธีการแช่เย็น  C. 
gracilis เพื่อน าไปใช้อนุบาลลูกสัตว์น้ าไม่ควรเกิน 5 วัน
เนื่องจากไม่มีการปนเปื้อนของแบคทีเรียวิบริโอโคโลนี 
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สีเขียวซึ่งอาจก่อให้เกิดโรคในลูกสัตว์น้ า อีกทั้งยังมี
คุณค่าทางอาหารทั้งโปรตีน คาร์โบไฮเดรต และไขมันที่
สูงเหมาะสมส าหรับการเจริญเติบโตของลูกสัตว์น้ า
ดังนั้นการพิจารณาระยะเวลาการเก็บรักษาดังกล่าวจึง
น่าจะมีประโยชน์กับการจัดการทางด้านอาหารของลูก
กุ้งส าหรับโรงเพาะฟักต่อไป 

ค าขอบคุณ 
งานวิจัยนี้ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยบางส่วน

จากงบประมาณเงินรายได้มหาวิทยาลัยแม่โจ้ -ชุมพร
ขอขอบคุณศูนย์ความเป็นเลิศทางด้านกุ้ง ส านักวิชา
เทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ์ส าหรับ
สถานท่ีและเครื่องมือส าหรับการศึกษาวิจัย 
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