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Abstract  
 
Project Code : MRG5580248 
 
Project Title : Development of a Simple Method for Rapid Screening of Lipids 
Containing Microalgae for Biodiesel Production  
 
The potential of algae as crops for food and bioenergy has prompted for a better 
understanding of basic algal cell biology/physiology and rapid measurement of valuable 
compounds, such as lipids in the organism. However, the conventional techniques can 
be ineffective, time consuming, require a large sample size, are quite laborious, and 
costly. Here, we present a novel biochip for single algal cell study and simple 
techniques to measure algal lipids. This microwell-based biochip can electrostatically 
trap single algal cells of multiple species without cellular interference. The simplicity and 
versatility of the device allows for different types of single cell experiments in different 
modes of cultures, rapid cell isolation, and strain testing to be performed with ease. The 
algal lipid was successfully quantified, using microgram sample size or less, based on 
alteration of carbon-electrode’s conductivity and evaporation of the microdroplet of the 
lipid solution. The biochip and these miniaturized techniques have a potential to be of 
use in fundamental algal research as well as in industrial studies with minimal technical 
and skill requirements.   
 
Keywords: biochip, microfluidic device, algae, phytoplankton, single cell trapping, algal 
lipid, carbon electrode, conductivity, evaporation 
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บทคดัย่อ 
 
รหสัโครงการ : MRG5580248 
 
ช่ือโครงการ : การพฒันาวิธีการในการคดัแยกสายพนัธุส์าหร่ายน ้ามนัอย่างรวดเรว็ 
ส าหรบัการผลิต  ไบโอดีเซล 
 
ศกัยภาพของมวลชวีภาพสาหร่ายขนาดเลก็เพื่ออุตสาหกรรมอาหารและพลงังานชวีภาพ ส่งผล
ใหเ้กดิความจ าเป็นทีจ่ะตอ้งเขา้ใจถงึความรูพ้ืน้ฐานเช่น ชวีวทิยาระดบัเซลล ์สรรีะวทิยา ของ
สิง่มชีวีติดงักล่าวอยา่งลกึซึง้ รวมถงึตอ้งการการตรวจวดัปรมิาณสารมลูค่าสงูเช่น น ้ามนัใน
สาหร่าย ทีม่ปีระสทิธภิาพ และรวดเรว็ อยา่งไรกต็าม เทคนิควธิกีารในการศกึษาและตรวจวดัที่
มอียูใ่นปจัจุบนัมกัมขีอ้จ ากดัขอ้ใดขอ้หนึ่งเสมอ เช่น มปีระสทิธภิาพต ่า ใชเ้วลานานในการ
ทดสอบ ตอ้งใชต้วัอยา่งในการทดสอบปรมิาณมาก ค่อนขา้งสิน้เปลอืงแรงงานและมรีาคาแพง 
งานวจิยัชิน้นี้จงึไดน้ าเสนองานวจิยัสองส่วนเพื่อแกป้ญัหาดงักล่าว ส่วนแรกคอืไบโอชปิเชงิหลุม
ทีส่ามารถดกัจบัเซลลส์าหร่ายหลายหลายชนิดใหต้ดิอยูใ่นกบัดกัแยกเป็นเซลลห์รอืโคโลนีเดีย่ว
ดว้ยสนามไฟฟ้าสถติย ์โดยไมส่่งผลกระทบต่อการเจรญิของเซลล ์ความไม่ยุง่ยากซบัซอ้นใน
การสรา้งและใชง้าน และความสามารถในการประยกุตใ์ชง้านไดห้ลากหลาย ท าอุปกรณ์ดงักล่าว
สามารถใชใ้นการทดลองเพาะเลีย้งเซลลเ์ชงิเดีย่วของสาหร่ายไดใ้นหลายโหมดของการ
เพาะเลีย้ง สามารถคดัแยกเซลลไ์ดอ้ยา่งรวดเรว็ และทดสอบสายพนัธุส์าหร่ายไดอ้ยา่งง่ายดาย 
ในส่วนทีส่อง ผูว้จิยัไดน้ าเสนอวธิกีารใหมใ่นการวดัปรมิาณน ้ามนัในสาหร่ายปรมิาณน้อย (ระดบั
ไมโครกรมั หรอืน้อยกวา่) โดยใชค้วามสามารถของน ้ามนัในการเปลีย่นแปลงการน าไฟฟ้าของ
ขัว้ไฟฟ้าคารบ์อน และการเปลีย่นแปลงอตัราการระเหยของตวัท าละลาย ไบโอชปิและเทคนิค
การวเิคราะหโ์ดยใชส้ารตวัอยา่งปรมิาณน้อยทีพ่ฒันาขึน้อาศยัความช านาญการและ
องคป์ระกอบทางเทคนคิทีไ่ม่มากจนเกนิไป ในการด าเนนิการ และมศีกัยภาพทีจ่ะน าไปใชใ้น
การศกึษาวจิยัทางสาหร่ายพืน้ฐานและในภาคอุตสาหกรรม  
 
ค าส าคญั: ไบโอชปิ, อุปกรณ์ของไหลระดบัจุลภาค, สาหร่าย, แพลงตอนพชื, การดกัเซลลเ์ดีย่ว, 
น ้ามนัจากสาหร่าย, ข ัว้ไฟฟ้าคารบ์อน. การน าไฟฟ้า, การระเหย 
 
 
 
 
 



Executive summary 
 
The potential of algae as crops for food and bioenergy has prompted for a better 
understanding of basic algal cell biology/physiology and rapid measurement of valuable 
compounds. Here, we present a novel biochip for single algal cell study and simple 
techniques to measure algal lipids. 
 
Biochip for single cell trapping 
We successfully fabricated a simple and versatile biochip for single phytoplanktonic cell 
study. The microscope-slide sized device is capable of capturing multiple species of 
phytoplankton. Up to 60 replications can be done in a single setting. In addition, 
different mode of culture can be performed and variation of chemical concentration can 
be done during the experiment. Trapped cells can be easily transferred to another 
location. Cell screening and strain testing are also feasible using this biochip. Minimal 
technical skills are required to construct and operate the biochip. 
 
Micro-analytical methods for algal lipid measurement 
We demonstrate the possibility of using physical properties of lipids: changing electrical 
conductivity of a screen printed carbon electrode and reducing evaporation rate of 
volatile compound they dissolved in, as principles to measure algal lipids. The 
measurements require very low amount of lipid sample (i.e. in the order of µl or below). 
Techniques to handle and extract small amount of sample are developed. Further 
experiments on real algal sample are being conducted. The developed techniques have 
a potential as a possible alternative methods in quantifying algal lipid from small sample 
size in algal lipid research and industry. 
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วตัถปุระสงค ์
1) เพื่อพฒันาอปุกรณ์ของไหลระดบัจุลภาค เพื่อใช้ในการเพาะเลีย้งและศกึษาเซลล์แพลงก์ตอน

เชิงเด่ียว (single cell/colony studies) 
2) เพื่อพฒันาวิธีการใหม่ในการวัดปริมาณน า้มนัจากตวัอย่างสาหร่ายปริมาณน้อย เพื่อการผลติไบโอ

ดีเซลจากสาหร่าย และเพื่อทดสอบความเป็นไปได้ของวิธีการดงักลา่วในการน าไปใช้จริง  

 
วิธีการทดลอง  
การพฒันาไบโอชิปส าหรบัการศึกษาแพลงตอนเชิงเซลล/์โคโลนีเดีย่ว 

1) การออกแบบ การสรา้ง และการทดสอบลกัษณะจ าเพาะ (characterization) 
ไบโอชปิทีส่รา้งขึน้มลีกัษณะเป็นหอ้งเลีย้งเซลลข์นาดกวา้งยาวเท่ากระจกสไลด ์(75 x 
25 mm) โดยทีพ่ืน้ของหอ้งเลีย้งจะมหีลมุทรงสีเ่หลีย่มมุมฉาก (ขนาด กวา้งxยาวxลกึ 
เท่ากบั 1,000 x 1,000 x 500 µm) ท าหน้าทีเ่ป็นหลุมดกัเซลล ์การเรยีงตวัของหลมุ
เหล่านี้เป็นแถว 10 แถว แต่ละแถวมหีลุม 20 หลุม โดยมรีะยะห่างระหวา่งหลุมเท่ากบั 
500 µm  (ภาพ 1a) ภาพตดัขวางของชิน้งาน และภาพผลงานทีส่ าเรจ็แสดงดงัภาพ 1e 
และ ภาพ 1f ตามล าดบั 
 
โครงสรา้งของชิน้งานสรา้งขึน้โดยการสรา้งน าแผน่ polydimethysiloxane (PDMS) ซึง่
หนา 500 µm และมลีวดลายของหลุมดงักล่าวทีม่กีน้เจาะทะลุ ไปผ่านกระบวนการ 
plasma bonding แลว้น ามาประกบกบักระจกสไลดท์ีม่ปีระจุบวก (SuperFrost® Plus 
J1800AMNZ, MENZEL-GLÄSER, USA) หลงัจากนัน้จงึน าเอาชัน้ฝาปิด (fluidid 
layer) (ภาพ 1d) ซึง่มทีางไหลของอาหารรปูกระสวย ท าหน้าทีน่ าอาหารเขา้สู่และออก
จากชิน้งาน ประกอบตดิดา้นบน ดา้นบนของชิน้งานจะมกีารต่อท่อซลิโิคน ส าหรบัน า
อาหารจากแหล่งจ่าย เขา้และออก (ภาพ 1b) 
 
ชิน้งานชัน้ PDMS ทีม่ลีวดลายของหลุมระดบัจุลภาค สรา้งขึน้โดยการหล่อ PDMS ดว้ย
แม่พมิพโ์ลหะ (soft lithography) ทีส่รา้งขึน้ดว้ยเทคนิค X-ray LIGA ซึง่อาศยัแสงซงิ
โครตรอนในการสรา้ง ภาพ 1c ในการหล่อ ส่วนผสม PDMS เหลวจะถูกเทลงบรเิวณ
พืน้ทีเ่รยีบดา้นของของแม่พมิพ ์ก่อนทีจ่ะปล่อยให ้PDMS เหลวไหลไปตามร่องของ
ลวดลาย ความหนาของชิน้งานก าหนดโดยปรมิาตรของ PDMS ทีเ่ททัง้หมด และเมื่อ
น าไปอบดว้ยความรอ้นประมาณ 60 องศาเป็นเวลา 3 ชัว่โมง PDMS จะเปลีย่นสภาพ
เป็นของแขง็ทีย่ดืหยุน่ สามารถดงึลอกออกจากแม่พมิพไ์ด้ 
 
ช ัน้ของ fluidic layer สรา้งขึน้ดว้ยกระบวนการคลา้ยกนั แต่อาศยัแม่พมิพท์ีเ่ป็นหลุมรปู
สีเ่หลีย่มผนืผา้ และมเีกาะรปูกระสวยตรงกลาง สรา้งขึน้จากพลาสตกิอะคลรีกิ ความ
หนา และรปูร่างของกระสวยเป็นตวัก าหนดขนาดของทางไหลของอาหาร  



 
การวดัขนาดปากหลุม ท าโดยการวดัความหนาของแผ่น PDMS ดว้ยไมโครมเิตอร ์และ
ถ่ายภาพหลุมจากกลอ้งจุลทรรศน์แลว้วดัดว้ยโปรแกรมวเิคราะหท์างภาพถ่าย (ImageJ) 
 

 
 
 
 
 
  

การทดสอบโครงสรา้งของหลุมระดบัจุลภาคทีส่รา้งขึน้ อนัไดแ้ก่ ความลกึของหลมุ และ 
 

2) สายพนัธุส์าหร่ายทีใ่ชใ้นการทดลอง 
สาหร่ายสายพนัธุ ์Spirulina platensis strain CMU 2 Pediastrum sp., 
Ankistrodesmus sp., Chlorella vulgaris, and Scenedesmus sp. ไดร้บัความ
อนุเคราะหจ์ากหอ้งปฏบิตักิารสาหร่ายประยกุต ์ภาควชิาชวีวทิยา คณะวทิยาศาสตร ์
มหาวทิยาลยัเชยีงใหม่ สาหร่ายทุกสายพนัธุถ์ูกเลีย้งในอาหาร BG-11 medium ยกเวน้ 
S. platensis ทีเ่ลีย้งดว้ย Zarrouk’s medium. สาหร่ายถกูเลีย้งทีอุ่ณหภมู ิat 30oC 

ภาพ 1 .  โครงสร้างของช้ินงาน ประกอบขึน้จากชัน้ของช้ินงานสามชัน้ คือ กระจกสไลดป์ระจบุวก ชัน้ 
PDMS ท่ีมีลวดลายของหลมุระดบัจลุภาค และชัน้ฝาปิดท่ีมีทางไหลของอาหาร (a); โครงสร้าง
รอยต่อของระบบท่อน าอาหาร เข้าสู่ช้ินงาน และออกจากช้ินงาน (b); ชัน้ PDMS ท่ีมีลวดลายของ
หลมุสร้างขึน้ด้วยเทคนิคsoft lithographyโดยอาศยัแม่พิมพโ์ลหะท่ีสร้างขึน้จากเทคนิค X-ray 
LIGA (c); โครงสร้างของช้ินงาน มมุมองจากด้านบน (d); และมมุมองภาพตดัขวาง  (e) ภาพช้ินงาน
ส าเรจ็ (f). 

 



ภายใตแ้สงจากหลอดฟลอูอเรสเซน์ความสวา่ง 4k lux และการแกวง่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 
120 รอบต่อนาท ี 
 

3) การน าเซลลเ์ขา้สู่ชิ้นงาน การเพาะเลี้ยงและการตดิตามการเจรญิ 
ก่อนการน าเซลลเ์ขา้สู่ชิน้งาน ภายในของอุปกรณ์จะถูกชะดว้ย 70% เอธานอล ตาม
ดว้ยน ้ากลัน่ปลอดเชือ้ และอาหารเลีย้งเซลลป์ลอดเชือ้ตามล าดบั หลงัจากนัน้สารละลาย
เหล่านี้จะถูกขบัทิง้ ก่อนทีอ่าหารปลอดเชือ้รอบใหมจ่ะถกูน าเขา้สู่ชิน้งานจนเตม็ เซลล์
ในอาหารถูกน าเขา้แทนทีอ่าหารทีบ่รรจุอยูใ่นชิน้งาน โดยการขบัดนัดว้ยป ัม๊ประบอกฉีด
ยา (syringe pump) ดว้ยอตัราการไหลคงที ่200 µl/min ปรมิาณและความหนาแน่นของ
เซลลใ์นอาหารเป็นปจัจยัทีส่นใจศกึษาอทิธพิลต่อความส าเรจ็ในการดกัจบัเซลลเ์ดีย่วใน
ทีน่ี้ หลงัจากน าเซลลเ์ขา้สู่ชิน้งานแลว้ อาหารเลีย้งเซลลป์ลอดเชือ้จะน าเขา้สู่ชิน้งานเป็น
รอบสุดทา้ย เพื่อชะเซลลแ์ขวนลอยคงคา้งในชิน้งาน เหลอืเฉพาะแต่เพยีงเซลลท์ีด่กัตดิ
อยูใ่นหลุมไฟฟ้าสถติ  
 
หลงัจากนัน้เซลลท์ีอ่ยูใ่นชิน้งานจะถูกน าไปเลีย้งทีอุ่ณหภมู ิและความเขม้แสงดงักล่าว
มาขา้งตน้ 
 
การเจรญิของเซลลใ์นหลุมดกัเซลลท์ าโดยการถ่ายภาพใตก้ลอ้งจุลทรรศน์และนบั
จ านวน โดยอาจใชเ้ครื่องมอืใน ImageJ ร่วม 
 

4) การทดสอบการแพร่กระจายตวัของสารเคมใีนหอ้งเลี้ยงเซลล ์
การทดลองนี้เป็นการทดสอบวา่หากมกีารน าสารอาหารหรอืสารเคมใีหม่ เขา้สู่ชิน้งาน 
และในทางกลบักนั หากมกีารชะสารอาหารเก่าหรอืสารเคมคีงคา้งในระบบ การ
แพร่กระจายของสารเคมจีากชัน้ทางไหลของอาหารเขา้ไปยงัหลุมเลีย้งเซลลจ์ะเกดิขึน้
ไดอ้ยา่งสมบรูณ์หรอืไม่ การทดลองท าโดยการเตมิสารอยา่งใดอยา่งหนึ่งต่อไปนี้เขา้ไป
ในหอ้งเพาะเลีย้งก่อน คอื Zarrouk’s medium (blank) หรอื 1 mM Azorubine in 
Zarrouk’s medium (dye solution). หลงัจากนัน้ จงึขบัดนัสารในหอ้งเลีย้งนัน้ดว้ยสาร
อกีชนิดกนั (เช่น หากในหอ้งเลีย้งบรรจุอยูด่ว้ย blank จงึชะสารดงักล่าวดว้ย dye 
solution) ดว้ยอตัราการไหล 200 หรอื 400 µl/min ภาพของหลุมจะถูกถ่ายภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ ทุก ๆ 50 วนิาท ีสขีองของเหลวในหลุม ณ เวลาใด ๆ จะถูกวเิคราะหด์ว้ย 
ImageJ ซึง่สามารถค านวณกลบัเป็นความเขม้ขน้ของสารในหลุม ณ เวลาใด ๆ โดย
อาศยั calibration curve ทีส่รา้งไวก้่อนหน้า  

 
การพฒันาเทคนิคเพือ่การวดัปริมาณน ้ ามนัในสาหร่ายจากตวัอย่างปริมาณน้อย 

1) เทคนิคการวดัด้วยขัว้ไฟฟ้าคารบ์อน 



การวดัปรมิาณลปิิดดว้ยวธิอีเิลก็ทรอนิคส ์ไดพ้ฒันามาจากแนวคดิทีว่า่ลปิิดมคีุณสมบตัิ
เป็นฉนวนไฟฟ้าทีด่ ียกตวัอยา่งเช่น ไมอลีนิชที ทีห่่อหุม้เสน้ใยประสาท สามารถช่วย
ป้องกนัการรัว่ไหลของกระแสประสาท(กระแสไฟฟ้า) ผ่านเสน้ใยประสาท ดว้ยเหตุนี้
หากน าสารละลายลปิิดหยดลงบนตวัน าไฟฟ้าบางชนิดเชน่ผงกราไฟท ์คารบ์อน หรอื
ข ัว้ไฟฟ้าโลหะแบบพมิพส์กรนี ซึง่เนื้อของตวัน าไม่ไดห้ลอมเป็นหนึ่งเดยีว กล่าวคอืการ
น าไฟฟ้าเกดิจากการแตะตอ้งกนัของอนุภาคตวัน า และช่องวา่งระหวา่งการแตะสมัผสั
นัน้มพีอทีจ่ะใหล้ปิิดจะแทรกตวัระหวา่งรอยต่อได ้อาจท าใหก้ารน าไฟฟ้าของตวัน า
ลดลง (ความตา้นทานไฟฟ้าสงูขึน้) เพราะพืน้ทีผ่วิสมัผสัระหวา่งตวัน าลดลง การ
เคลื่อนทีข่องอเิลก็ตรอนไปในตวัน า เป็นไปไดล้ าบากขึน้ อยา่งเป็นสดัส่วนตามกนั 
 
การทดลองเบือ้งตน้เริม่จากการเตรยีมสารละลายลปิิด (น ้ามนัถัว่เหลอืง) ใน
คลอโรฟอรม์ทีค่วามเขม้ขน้ต่าง ๆ ในช่วงไมโครลติรต่อมลิลลิติร ลงบนอเิลก็โทรด
คารบ์อนชนิดต่าง ๆ โดยเริม่จากอเิลก็โทรดอยา่งง่ายทีส่ดุคอืกระดาษถ่ายเอกสาร ฝน
ดว้ยดนิสอกดบรรจุดว้ยไสด้นิสอ 2B (Pentel) จากการทดลองดงักล่าวท าใหท้ราบวา่
ปรมิาณน ้ามนัทีห่ยดลงบนขัว้ไฟฟ้ามผีลต่อความตา้นทานไฟฟ้าทีเ่ปลีย่นไปจรงิ 
 
หลงัจากนัน้จงึหนัมาใชข้ ัว้ไฟฟ้าคารบ์อนแบบพมิพส์กรนีบนแผ่นพลาสตกิทน
คลอโรฟอรม์ และขัว้ไฟฟ้าคารบ์อนแบบพมิพส์กรนีบนกระดาษตามล าดบั (ภาพ 2) 
ปรมิาณสารละลายน ้ามนัทีห่ยดลงบนอเิลก็โทรด มกีารปรบัเพื่อความเหมาะสมตามชนิด
ของอเิลก็โทรด โดยอยูใ่นช่วงประมาณ 1-15 ไมโครลติร การวดัความตา้นทานไฟฟ้า
ของอเิลก็โทรด จะท าดว้ยกนัสองครัง้ คอืก่อนหยดสารละลายลปิิด และหลงัจากหยด
สารละลายลปิิดและทิง้ไวใ้หต้วัท าละลายระเหยจนหมด โดยใชม้ลัตมิเิตอร ์
 
หลงัจากทีไ่ดป้รบัหาสภาพทีเ่หมาะสมส าหรบัการทดลองแลว้ ผูว้จิยัไดเ้ริม่ท าการ
ทดลองซ ้า โดยเปลีย่นแหล่งของลปิิดเป็น ไตรโอลนีความบรสิุทธิ ์97% (Sigma) และ
สารสกดัหยาบลปิิดจากสาหร่ายสองชนิด คอื Spirulina sp., Chlorella sp. และ 
Ankistrodesmus densus ซึง่ไดร้บัความอนุเคราะหม์าจากหอ้งปฏกิาร
เทคโนโลยชีวีภาพสาหร่าย มหาวทิยาลยัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้ธนบุร ี 

 
 
 
 



 
 
 
 
2) เทคนิคการวดัอตัราการระเหยของสารละลายน ้ามนัตวัอย่าง 

วธิกีารวดัปรมิาณลปิิดนี้มแีนวคดิมาจากความรูพ้ืน้ฐานทางเคมฟิีสกิส์ คอืเมื่อตวัท า
ละลายบางชนิดมตีวัถูกละลายทีเ่หมาะสมเจอืปนอยู ่จะเกดิสดัส่วนของแรงระหวา่ง
โมเลกุลในระบบเพิม่ขึน้ ซึง่ท าใหต้วัท าละลายระเหยไดช้า้ลง หากสามารถวดัอตัราการ
ระเหย ณ เวลาใด ๆ ของสารละลายลปิิดในคลอโรฟอรม์ ภายใตข้อ้ก าหนดวา่ลปิิดมี
อตัราการระเหยต ่ามากจนถอืวา่ไม่มกีารระเหยเลย ลกัษณะของกราฟอตัราการระเหย
ต่อเวลาอาจสามารถน าไปใชใ้นการค านวณหาความเขม้ขน้ของสารละลายลปิิดเริม่ตน้
ได ้ 
 
การทดสอบแนวคดิเบือ้งตน้ ท าโดยการเตรยีมสารละลายน ้ามนัถัว่เหลอืงใน
คลอโรฟอรม์ ความเขม้ขน้ 0.01, 0.1, 1, 10, 100 และ 500 ไมโครลติร ต่อมลิลลิติร 
ก่อนจะปิเปตสารละลายตวัอยา่งปรมิาตร 80 ไมโครลติรลงบนฝาของหลอดเหวีย่ง
สารละลายขนาด 500 ไมโครลติร (Eppendorf) ทีว่างอยู่บนเครื่องชัง่สารดจิติอลสี่
ต าแหน่ง เมื่อหยดสารละลายลงในภาชนะแลว้ จะเริม่จบัเวลาทนัท ีและบนัทกึน ้าหนกั
ของสารละลายทีเ่ปลีย่นไป ทีเ่วลาใด ๆ เวลาทีใ่ชใ้นการสงัเกตการเปลีย่นแปลงน ้าหนกั
ของสารละลายอยูใ่นช่วงประมาณไม่เกนิ 700 วนิาท ี 

ภาพ 2  คาร์บอนอเิล็กโทรดที่ใช้ในการทดลอง น ามาวางบนแผ่นอะลูมิเนียมฟลอย เพื่อรองรับหยด
สารละลายน า้มันที่น ามาใช้ในการทดลอง 



 
อยา่งไรกต็ามพบวา่ การเปลีย่นแปลงน ้าหนกัของสารละลายอาจเกดิความผดิปกต ิอนั
เนื่องมากจากพืน้ผวิสมัผสัอากาศของสารละลายเปลีย่นแปลงไปมากในช่วงทา้ยของการ
ทดลอง ซึง่ปรมิาณสารลงเหลอือยูน้่อย ผูว้จิยัจงึพจิารณาขอ้มลูเพื่อการวเิคราะหท์าง
คณิตศาสตรใ์นช่วงไม่เกนิ 300 วนิาทแีรก   
 
การทดลองท าในสภาพความดนับรรยากาศปกต ิอุณหภมูหิอ้ง และอากาศไม่มกีารพดั
พา บรเิวณทีช่ ัง่สารมกีารป้องกนัการพดัของอากาศผ่านหน้าระบบสารละลายดว้ยกรอบ
พลาสตกิใส ทีปิ่ดรอบดา้น ยกเวน้ดา้นบน เพื่อใหย้อมใหไ้อระเหยของตวัท าละลายไม่
เกนิการสะสม จนสง่ผลกระทบต่ออตัราการระเหยของตวัท าละลายในระบบสารละลาย 
การทดลองสนันิษฐานการระเหยของตวัท าละลายในระบบเปิดทีไ่ม่มกีารสะสมของไอ
ระเหย และมลีมสงบ 
 
ในล าดบัต่อมาผูว้จิยัไดพ้ยายามลดปรมิาตรของสารละลายทีใ่ชใ้นการวเิคราะหล์ง และ
เปลีย่นวธิกีารตดิตามปรมิาตรของสารละลายน ้ามนัในระบบ จากการตดิตามการ
เปลีย่นแปลงมวล มาเป็นการเปลีย่นแปลงปรมิาตรของหยดน ้ามนัแทน โดยการปิเปต
สารละลายคลอโรฟอรม์ปรมิาตรประมาณ 0.5 ไมโครลติร โดยใชปิ้เปตทปิทีม่นี ้าบรรจุ
อยูก่่อนแลว้ แลว้น าไปตัง้บนขาตัง้ปิเปตทปิทีท่ าจากดนิญี่ปุน่ (ภาพ 3) แลว้น าไปส่องใต้
กลอ้งจุลทรรศน์ การระเหยของสารละลายคลอโรฟอรม์จะเกดิขึน้เฉพาะทางปากของปิ
เปตทปิ เพราะอกีดา้นหนึ่งถูกกัน้ดว้ยเฟสของน ้า ซึง่ท าหน้าทีเ่ป็น stop cock ทีด่นั
เลื่อนหยดของคลอโรฟอรม์ใหต้ดิอยูก่บัปลายปิเปตทปิเสมอดว้ยแรงตงึผวิ (ภาพ 4) การ
หดตวัของหยดน ้ามนัจะบนัทกึทีทุ่ก ๆ 15 วนิาท ีโดยใชก้ารถ่ายภาพผ่านกลอ้ง
จุลทรรศน์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 3 ปิเปตทปิที่วางอยู่บนขาตัง้ที่ท าขึน้จากดินญี่ปุ่น (ภาพมองมุมสูง) 



 
 
 
 
 

 
 
 
ผลการทดลองและบทวิจารณ์  
การพฒันาไบโอชิปส าหรบัการศึกษาแพลงตอนเชิงเซลล/์โคโลนีเดีย่ว 

1. ลกัษณะเฉพาะของหลมุระดบัจุลภาคทีส่รา้งขึน้ 
หลุมระดบัจลุภาคทีส่รา้งขึน้มคีวามลกึและความกวา้ง 523.7 ± 27.9 µm (mean ± SD, n=3) 
and 1,067 ± 24 µm (mean ± SD, n=28) ตามล าดบั ซึง่เป็นขนาดของหลุมทีอ่ยูใ่นช่วงที่
ใกลเ้คยีงกบัทีต่อ้งการสรา้ง นอกจากนี้ยงัพบวา่หลุมเป็นรปูสีเ่หลีย่มจตุัรสัและมขีอบเรยีบ ภาพ 5
ผลการทดสอบนี้ชีใ้หเ้หน็วา่ เทคนิคในการสรา้งหลมุระดบัจุลภาคทีพ่ฒันาขึน้โดยอาศยัแม่พมิพ์
ดงัทีไ่ดก้ล่าวไวข้า้งตน้ ใหผ้ลลพัธท์ีย่อมรบัไดใ้นการผลติชิ้นงาน นอกจากนี้ยงัพบวา่นอกจากที่
จะใชแ้ม่พมิพโ์ลหะในการสรา้งหลุมระดบัจุลภาค ผูว้จิยัยงัสามารถพฒันาแม่พมิพท์ีท่ าจากเรซนิ 
ซึง่มรีาคาถูกกวา่มาก และใหผ้ลลพัธเ์ป็นทีย่อมรบัได ้ความไม่ซบัซอ้นในการท า soft 
lithography ความสามารถในการท าซ ้าไดส้งู และราคาของการผลติที่ไม่แพงจนเกนิไป ท าให้
กระบวนการดงักล่าวสามารถท าไดใ้นหอ้งปฏบิตักิารทางชวีวทิยาทัว่ไป โดยไม่ตอ้งใชเ้ครื่องมอื
หรอืทกัษะพเิศษทางเทคนิค     
 

ภาพ 4 ภาพถ่ายของหยดสารละลายคลอโรฟอร์มในปิเปตทปิและเฟสของน า้  



 
 
 

2. การดกัจบัเซลล ์
      จากการทดลองพบวา่ เซลลส์าหร่ายทุกชนิดทีใ่ชใ้นการทดลองอนัไดแ้ก่ Pediastrum sp., 
Ankistrodesmus sp., Chlorella vulgaris, Spirulina platensis, and Scenedesmus sp. 
สามารถดกัไดด้ว้ยไบโอชปิทีพ่ฒันาขึน้ (ภาพ 6a – c) และแมว้า่จะเพิม่อตัราการไหลของการเตมิ
อาหารเขา้สู่หอ้งเลีย้งเซลลถ์งึ 900 µl/min กไ็ม่ท าใหเ้ซลลห์ลุดออกจากหลุมดกัได ้แสดงใหเ้หน็
ถงึสนามไฟฟ้าทีม่แีรงดงึดดูเพยีงพอทีจ่ะท าใหเ้ซลลต์ดิอยูก่บัทีต่ลอดการทดลอง ในทางกลบักนั
หากเปลีย่นกระจกประจุบวกดว้ย ประจกสไลดธ์รรมดา เซลลไ์มส่ามารถตดิอยูใ่นหลุมได ้แสดง
ใหเ้หน็วา่การดกัจบัเซลลน์ัน้ เกดิขึน้ไดเ้พราะแรงจากสนามไฟฟ้าสถติระหวา่งกระจกทีม่ปีระจุ
บวก และผวิเซลลท์ีม่ปีระจุลบ อยา่งไรกต็าม จากภาพ 6b และ c จะเหน็วา่เซลลข์องสาหร่ายทีม่ี
ขนาดเลก็กวา่ มแีนวโน้มทีจ่ะถูกดกัตดิอยูใ่นหลุมไดอ้ยา่งหนาแน่นมากกวา่ จงึจ าเป็นทีต่อ้ง
ศกึษาการปรบัปจัจยัในการน าเซลลเ์ขา้สู่อุปกรณ์ เช่น ปรมิาณ และความหนาแน่นของเซลลใ์น
อาหารเลีย้งเซลล ์ส าหรบัสาหร่ายขนาดเลก็ชนิดอื่น อาจมกีารปรบัขนาดหลุมดกัเซลลใ์หม้ขีนาด
เหมาะสมกบัชนิดของสาหร่าย เพื่อความสะดวกในการท าการทดลอง อยา่งไรกต็าม จากการ
ทดลองเหล่านี้ แสดงใหเ้หน็วา่ กลไกการดกัจบัเซลลเ์ดีย่วดว้ยหลุมดกัเซลลแ์ละแรงจาก
สนามไฟฟ้าสถติทีน่ าเสนอในงานนี้ สามารถใชก้ารไดต้ามทีค่าดหวงัไวก้บัสาหร่ายหลากหลาย
ชนิด 
 

ภาพ 5 ภาพปะต่อของภาพถ่ายหลมุระดบัจลุภาคภายใต้กล้องจลุทรรศน์ สเกลแสดงความยามประมาณ 1 mm 
  

 



 

 
 
 
การทดลองศกึษาหาเงื่อนไขทีเ่หมาะสมในการดกัจบัเซลลส์าหร่ายแบบเซลลเ์ดีย่วในหอ้งเลีย้ง
เซลล ์ไดใ้ชส้าหร่าย S. platensis เป็นสิง่มชีวีติตน้แบบ ปจัจยัทีใ่หค้วามสนใจในทีน่ี้มสีอง
ประการ คอืจ านวนเซลลส์ุทธ ิ(500 หรอื 1000 เซลล/์เสน้สาย) ทีน่ าเขา้สู่หอ้งเลีย้งเซลลแ์ละ
ความหนาแน่นของเซลลใ์นอาหารเลีย้งเซลล ์(1,000, 2,500 และ 5,000 เซลล/์มลิลลิติร) การน า
เซลลเืขา้สู่อุปกรณ์ดว้ยอตัราไหลคงที ่200 µl/min พบวา่ทัง้สองปจัจยัมผีลต่อรปูแบบของการดกู
ดกัจบัของเซลลท์ในหอ้งเลีย้งเซลล ์ในภาพ 7 ซึง่แสดงสดัส่วนของหลุมดกัเซลลท์ีด่กัเซลลไ์ด้
ปรมิาณต่าง ๆ ชีใ้หเ้หน็วา่ หลุมส่วนใหญ่ไม่สามารถดกัจบัเซลลไ์วไ้ด ้และสดัส่วนหลมุทีด่กัเซลล์
ไดป้รมิาณมาก มสีดัส่วนทีน้่อยกวา่ หลุมทีด่กัเซลลไ์ดป้รมิาณต ่า  
 

ภาพ 6  สาหร่ายจากหลากหลายกลุ่มทางอนุกรมวธิาน สามารถดกัจบัไดด้ว้ยไบโอชปิที่พฒันาขึน้ ตวัอยา่งสาหร่าย
ที่สามารถดกัจบัไดด้ว้ยอุปกรณ์ไดแ้ก่ Spirulina platensis (a), Chlorella vulgaris (b) and Scenedesmus 
sp. (c) สเกลแสดงความนาว 100 and 10 µm ในภาพ a และ b-cตามล าดบั 



 
 

 
 
อยา่งไรกต็ามเมื่อพจิารณาถงึหลุมทีด่กัเซลลไ์ดเ้พยีงเซลลเ์ดยีว พบวา่รอ้ยละของหลุมทีด่กัเซลล์
ไดใ้นลกัษณะดงักล่าว มสีดัส่วน ~10-30% สดัส่วนสงูทีส่ดุทีท่ าได ้30.3±1.5 (mean±SD)เกดิขึน้
เมื่อการน าเซลลเ์ขา้สู่หอ้งเลีย้ง ท าโดยใชจ้ านวนเซลลส์ุทธ ิ500 เสน้สาย ในอาหารเลีย้งทีม่เีซลล์
หนาแน่น 2,500 เสน้สายต่อมลิลลิติร (ภาพ 8) 
    
 

ภาพ 7  การกระจายตัวของร้อยละของหลุมดักเซลล์ที่ดักเซลล์ได้ปริมาณต่างๆ กัน ในแต่ละเง่ือนไขของการน าเซลล์เข้าสู่
ห้องเลีย้ง เม่ือใช้อัตราการไหลคงที่ แต่ละแท่งข้อมูลและแถบแสดงค่าความคลาดเคล่ือน เป็นค่าเฉล่ียและส่วน
เบ่ียงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ชุด (mean ±SD, n=3) 



 
 
 
 
 
  เมื่อพจิารณาถงึการกระจายตวัของเซลลท์ีถู่กดกัอยูใ่นส่วนต่าง ๆ ของหอ้งเลีย้งเซลล ์ภาพ 9 
พบวา่โดยส่วนใหญ่ เซลลม์กีารกระจายตวัค่อนขา้งเท่าเทยีมกนัไปในแต่ละส่วนของหอ้งเลีย้ง 
การกระจุกตวัของเซลลบ์รเิวณทางเขา้หอ้งเลีย้งพบในกรณีทีใ่ชอ้าหารเลีย้งเซลลท์ีม่คีวาม
เขม้ขน้ต ่า  (1,000 cell/ml)  
 
 
 

ภาพ 8  สัดส่วนของหลุมที่ดักเซลล์ได้เพยีงเซลล์เดียว เมื่อน าเซลล์เข้าสู่ห้องเลีย้งด้วยเงื่อนไขที่ต่างกัน แต่ละแท่ง
ข้อมูลและแถบแสดงค่าความคลาดเคล่ือน เป็นค่าเฉล่ียและส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ชุด (mean 
±SD, n=3) จากการทดลองพบว่าสัดส่วนนีสู้งสุดเท่ากับ 30.3±1.5 เม่ือใช้เง่ือนไข จ านวนเซลล์สุทธิ 500 เซลล์ ใน
อาหารเลีย้งที่มีเซลล์หนาแน่น 2,500 เส้นสายต่อมิลลลิติร  



 
 
 
 
 
 
การกระจายตวัทีเ่ป็นไปในลกัษณะดงักล่าว อาจอธบิายไดด้งันี้ ในกรณีของการน าเซลลเ์ขา้สู่
หอ้งเลีย้งเซลลโ์ดยใชอ้าหารเลีย้งเซลล ์ทีม่คีวามหนาแน่นของเซลลต์ ่า จ านวนเซลลท์ีท่ะยอยเขา้
สู่ชิน้งานในหว้งเวลาหนึ่งมน้ีอย ดงันัน้เพื่อทีจ่ะใหจ้ านวนเซลลท์ีไ่หลเขา้สูห่อ้งเลีย้งเท่ากบั
จ านวนทีต่อ้งการ จงึตอ้งใชเ้วลามาก ดงันัน้ เวลาทีห่ลมุดกัเซลลจ์ะมเีซลลล์่องลอยไหลผ่านจงึมี
มาก และดว้ยเซลลท์ีไ่หลเขา้มาทลีะน้อย ส่วนใหญ่จงึถูกดกัไดด้ว้ยหลุมทีอ่ยูใ่กลท้างเขา้ และ
เหลอืเซลลท์ีย่งัลอยเป็นอสิระเพยีงเลก็น้อยส าหรบัหลุมทีห่่างทางเขา้ออกไป ดว้ยเหตุนี้จงึพบ
แบบแผนเซลลท์ีก่ระจุกตวัอยูบ่รเิวณทางเขา้ในกรณนีี้ 
 
ในทางกลบักนั การน าเซลลเ์ขา้สู่ชิน้งานโดยใชอ้าหารเลีย้งทีม่คีวามหนาแน่นของเซลลต์ ่า ก็
ส่งผลต่อประสทิธภิาพในการดกัจบัเซลลเ์ดยีวเช่นกนั นัน่เพราะแมว้า่อตัราการดกัจบัเซลลไ์ด้
น่าจะขึน้กบัความหนาแน่นของเซลล ์กล่าวคอื ยิง่เซลลห์นาแน่นมาก โอกาสทีจ่ะดกัเซลลไ์ด้
อยา่งน้อยหนึ่งเซลลก์ส็งูตาม แต่ในกรณีของการทดลองทีอ่ตัราการไหลคงที ่ปรมิาตรของอาหาร
เลีย้งเซลลท์ีถู่กน าเขา้สูห่อ้งเลีย้งเซลล ์เพื่อใหจ้ านวนเซลลท์ีไ่หลผ่านหอ้งเลีย้งเซลลเ์ป็นจ านวน

ภาพ 9 แผนที่แสดงการกระตายตัวของเซลล์ที่ดักได้ในบริเวณต่าง ๆ ของห้องเลีย้งเซลล์ ตารางแสดงในรูปแบบ 10x20 

ช่อง เช่นเดียวกับการจัดเรียงตัวของหลุมดักเซลล์ในชิน้งาน ช่องที่อยู่ทางซ้ายสุดในแต่ละแผนที่ คอืตัวแทนของ
หลุมดักเซลล์ที่อยู่ใกล้ทางไหลเข้าของอาหารมากที่สุด ช่องสีเหลือง แสดงถึงต าแหน่งหลุมดักเซลล์ที่ดักเซลล์ได้ 
1 เส้นสาย ช่องสีแดง แสดงถึงต าแหน่งหลุมที่ดักเซลล์ได้มากกว่าหน่ึงเซลล์ และช่องสีขาว คือหลุมดักเซลล์ที่ดัก
เซลล์ไม่ได้ ตัวเลขในช่อง แสดงจ านวนเซลล์ที่ดักได้ในหลุมนัน้ ๆ 



ทีต่อ้งการ  มน้ีอยเกนิไป ดงันัน้หว้งเวลาทีห่ลุมดกัเซลลม์เีซลลไ์หลลอยผ่านไปมา จงึมน้ีอย 
ความส าเรจ็ทีจ่ะดกัจบัเซลลไ์ด ้จงึลดต ่าลง 
 
จากขอ้สนันิษฐานทัง้สองส่วนนี้ ท าใหส้รุปไดว้า่ หวัใจของความส าเรจ็ของการดกัจบัเซลลไ์ด้
อยา่งมปีระสทิธภิาพ ทัง้ในแง่ของจ านวนหลุมทีด่กัเซลลไ์ดเ้พยีงหนึ่งเซลล ์และการกระจาย
ตวัอยา่งทัว่ถงึในหอ้งเลีย้งเซลล ์คอืความสมดุลระหวา่งความหนาแน่นของเซลลใ์นอาหารเลีย้งที่
น าเขา้สู่หอ้งเลีย้ง และความยาวนานของหว้งเวลาทีเ่หนอืหลุมดกัเซลลจ์ะมเีซลลล์่องลอยไหล
ผ่าน และนัน่จงึอธบิายวา่เหตุใด อาหารเลีย้งเซลลท์ีม่คีวามหนาแน่นของเซลลใ์นระดบักลาง 
2,500 cells/ml จงึใหผ้ลส าเรจ็ในการดกัเซลลส์งูทีสุ่ด 
 
ปจัจยัอกีประการหนึ่งต่อการดกัเซลล ์คอืจ านวนเซลลท์ ัง้หมดทีไ่หลผ่านหอ้งเลีย้งเซลล ์และ
เป็นไปตามทีค่าดเอาไว ้คอืเมื่อเพิม่จ านวนเซลลท์ีไ่หลผ่านหอ้งเลีย้ง จ านวนเซลลท์ีด่กัไดก้เ็พิม่
จ านวนขึน้ทัว้ทัง้หอ้งเลีย้งเซลล ์อยา่งไรกต็าม จ านวนเซลลท์ีไ่หลผ่านหอ้งเลีย้ง ไมส่่งผลต่อการ
กระจุกตวัของเซลลใ์นบรเิวณใดบรเิวณหนึ่งของหอ้งเลีย้งเซลลเ์ฉกเช่นในกรณีของปจัจยั หว้ง
เวลาทีเ่ซลลไ์หลผ่านหอ้งเลีย้ง และความหนาแน่นของเซลล ์
 
ในชุดการทดอลงนี้ พบวา่การดกัจบัเซลลด์ว้ยอุปกรณ์และเงื่อนไขทีพ่ฒันาขึน้นี้ มปีระสทิธภิาพ
ในการดกัเซลลเ์ดีย่วไดอ้ยูใ่นระดบัเทยีบเคยีงไดก้บักลไกการดกัเซลลเ์ดีย่วอื่น ๆ ทีม่มีาในอดตี 
จ านวนเซลลป์ระมาณ 60 เซลลเ์ดีย่วทีด่กัไดใ้นหนึ่งไบโอชปิ ต่อการทดลองหนึ่งครัง้ เพยีงพอ
ส าหรบัการศกึษาทางชวีวทิยาระดบัเซลลท์ีห่ลากหลาย เช่น การศกึษาจลศาสตรก์ารเจรญิของ
เซลลเ์ดีย่ว และปฎสิมัพนัธร์ะหวา่งเซลลแ์ละปจัจยัสิง่แวดลอ้ม และในการคดัเลอืกเซลลต์ัง้ตน้ใน
การสรา้งสายพนัธุ ์     
 

3. ความเอนเอยีงในการดกัจบัเซลลโ์ดยขึน้กบัขนาด 
เซลลท์ีด่กัไดใ้นหอ้งเลีย้งเซลล ์จ าเป็นตอ้งเป็นตวัแทนทีด่ขีองกลุ่มประชากรทีต่วัอยา่งถูกสุ่มมา 
ขนาดของเซลลม์คีวามสมัพนัธก์บัอายแุละสภาพทางสรรีวทิยาของสาหร่าย ผูว้จิยัจงึเกดิขอ้
สงสยัวา่ความน่าจะเป็นทีเ่ซลลจ์ะถูกดกัจบัในหลุมนัน้ ขึน้กบัขนาดของเซลล ์ซึง่สง่ผลใหเ้กดิการ
สุ่มตวัอยา่งทีม่คีวามโน้มเอยีงไปยงักลุ่มใดกลุ่มหนึ่งของเซลลเ์ป็นพเิศษหรอืไม่ ผูว้จิยัไดว้ดั
ความยาวของเซลลส์าหร่าย S. platensis ทีด่กัจบัไดใ้นชิน้งาน เทยีบกบัความยาวของเซลลใ์น
อาหารเลีย้งทีก่ลุ่มประชากรถูกสุ่มมา (อยา่งละ 200 เสน้สาย) พบวา่การกระจายตวัของเสน้สาย
ขนาดต่าง ๆ ในกลุ่มเซลลท์ ัง้สองแหล่ง ไม่มคีวามแตกต่างกนั แมก้ารเปลีย่นแหล่งของเซลล ์
โดยใชเ้ซลลท์ีก่ าลงัเจรญิอยูใ่นวนัทีแ่ตกต่างของการเพาะเลีย้ง ซึง่แบบแผนการกระจายตวัของ
เซลลข์นาดต่าง ๆ เปลีย่นไป แต่กลบัพบวา่แบบแผนการกระจายตวัของเซลล์ในทีด่กัไดแ้ละ
เซลลใ์นอาหารเลีย้ง ไม่ไดม้คีวามแตกต่างกนั (ภาพ 10) 
 



 

 
 
 
 
 
4. ผลกระทบของสนามไฟฟ้าสถติต่อจลศาสตรก์ารเจรญิ 
     การทดลองในงานทีม่มีาก่อนหน้าพบวา่ การดกัจบัเซลลโ์ดยใชส้นามไฟฟ้าสง่ผลกระทบต่อ
เซลล ์ในการทดลองนี้ผูว้จิยัไดศ้กึษาผลกระทบของสนามไฟฟ้าสถติซึง่เกดิจากกระจกประจุบวที่
ใชใ้นการดกัจบัเซลล ์การตดิตามการเจรญิของเซลลส์าหร่าย S. platensis ทีเ่จรญิอยูใ่นหลุมดกั
เซลลท์ีม่กีน้หลุมเป็นกระจกทีม่ปีระจุบวก หลุมดกัเซลลท์ีม่กีน้หลุมเป็นกระจกสไลดป์กต ิและ
เซลลท์เีจรญิอยูใ่นอาหารเลีย้งเชือ้ในฟลาสก ์(500 ml flask) (10 กลุ่มในแต่ละชุด, mean±SD 
ของจ านวนเสน้สายสาหร่ายเริม่ตน้ = 9.8±1.4 เสน้สาย) พบวา่เซลลท์ีเ่จรญิในสามสภาวะมแีบบ
แผนการเจรญิเชน่เดยีวกนั และมอีตัราการเจรญิจ าเพาะ (specific growth rate (µ)) ในช่วงการ
เจรญิสงูสุด (ในช่วง exponential phase of growth) เท่ากบั 0.966±0.001, 0.967±0.001 และ 
0.967±0.001 ตามล าดบั (ภาพ 11) 
 
      

ภาพ 10  การกระจายตวัของเส้นสาย S. platensis ขนาดต่าง ๆ ท่ีดกัได้ในห้องเล้ียงเซลล ์และในอาหาร
เล้ียงเซลลท่ี์ตวัอย่างเซลลถ์กูสุ่มมา ในวนัท่ี 1, 3 และ 5 ของการเพาะเล้ียง การทดลองพบว่า การ
กระจายตวัมีลกัษณะเปล่ียนไปในแต่ละวนัของการเพาะเล้ียง แต่ไมมี่ความแตกต่างระหว่างการ
กระจายตวัของเซลลท่ี์ดกัได้กบัเซลลใ์นอาหารเล้ียง 



 
 
 
 
 
5. การแพร่กระจายตวัของสารเคมใีนหอ้งเลี้ยงเซลลแ์ละหลุมดกัเซลล ์
ไบโอชปิทีพ่ฒันาขึน้นี้ ออกแบบขึน้มาเพื่อใหส้ามารถปรบัเปลีย่นสภาพทางเคมขีองหลมุ
เพาะเลีย้ง เพื่อรองรบัการทดลองทีห่ลากหลาย และการเพาะเลีย้งเซลลใ์นโหมดทีแ่ตกต่างกนัได ้
ดงันัน้การแพร่กระจายของของสารเคมทีีน่ าเขา้มาใหม่ในหอ้งเพาะเลีย้ง จ าเป็นตอ้งกระจาย
ตวัอยา่งสมบรูณ์สู่หลุมดกัเซลลไ์ดอ้ยา่งสมบรูณ์ และในทางกลบักนั เมื่อมกีารชะลา้ง สารเคมใีน
หลุมดกัเซลลต์อ้งสามารถถูกชะออกไดอ้ยา่งสมบรูณ์  
 
จากการทดลองสองส่วน คอืการเตมิ dye และการ ชะลา้ง dye พบวา่การกระจายตวัแทนทีข่อง
สารเคมเีกดิขึน้อยา่งสมบรูณ์ในทัง้สองกรณี ดงัจะดไูดจ้ากการเปลีย่นแปลงของสใีนหลุมดกัเซลล ์
(ซึง่แปลงเป็นค่าความเขม้ขน้ของสารเคมดีว้ย calibration curve ทีท่ าไวก้่อนหน้า) ทีก่ราฟเขา้สู่
สมดุลในระยะเวลาน้อยกวา่ 500 วนิาท ีอยา่งไรกต็ามการเขา้สู่จุดอิม่ตวันี้ใชเ้วลาแตกต่างกนั คอื 
ใชเ้วลา  ~300 และ ~550 วนิาท ีในการชะลา้งหลุม 80% และ 100% (ภาพ 12b) และใชเ้วลา 
~100-250  และ ~250-500 วนิาท ีในการแทนทีข่องสารเคมใีหม่ลงในหลุมได ้80% และ 100% 
(ภาพ 12a) ระยะเวลาทีใ่ชถ้อืวา่ยอมรบัได ้เมื่อเทยีบกบัระยะเวลาในการเพิม่จ านวนจากหนึ่งเป็น
สองของเสน้สายสาหร่าย 
 
 

ภาพ 11  กราฟการเจริญของ S. platensis ในสภาพการเพาะเลีย้งสามสภาวะ คือในอาหารเลียงเช่ือในฟลาสกข์นาด 500 
มิลลิลิตร ในหลมุดกัเซลลท่ี์ก้นหลุมเป็นกระจกสไลดธ์รรมดา และหลมุดกัเซลลท่ี์มีก้นหลมุเป็นกระจกท่ีมีประจุ
บวก จดุข้อมลูและแถบความคลาดเคล่ือนแสดงค่าเฉล่ียและส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของข้อมงู 10 ชุด (n=10) ค่า
อตัราการเจริญจ าเพาะสงูสดุของสาหร่ายในสามสภาวะคือ 0.967±0.001, 0.967±0.001, 0.966±0.001 ตามล าดบั 



 
 
 
 
จากกราฟจะเหน็วา่ ในช่วง 2-3 นาทแีรกของการทดลองทีค่วามเขม้ขน้ของสารเคมภีายในหลุม 
พุ่งขึน้ 120% นัน่เป็นสิง่ทีเ่กดิขึน้ไดเ้นื่องจากของเหลวเปลีย่นสภาพจากการหยดุอยูน่ิ่งไปสู่
สภาพเคลื่อนที ่การ”ผลกั” ของเหลวในช่วงเวลาดงักล่าวอาจท าใหเ้กดิการบบีอดัชัว่คราวอนั
เนื่องมาจากความเฉื่อย ซึง่ท าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงของดชันีการหกัเหของของเหลวชัว่ขณะ 
และดรูาวกบัสารเคมมีสีเีขม้ขึน้ในช่วงเวลานัน้ 
 
     ปรากฏการณ์การไหลในหอ้งเลีย้งเซลลท์ีเ่กดิขึน้ทีน่่าสนใจประการหนึ่ง คอืเมื่อมกีารน า
สารละลายชนิดทีส่องเขา้แทนที ่จะเกดิขอบเขตแบ่งแยกชดัเจนระหวา่งสารละลายสองชนิด และ
เป็นขอบเขตทีเ่ป็นเสน้ตรงตลอดการทดลอง ซึง่เคลื่อนจากทางเขา้จนถงึทางออก  นัน่แสดงให้
เหน็วา่การไหลในหอ้งเลีย้งเซลลแ์ละการแทนทีข่องของเหลวในหลุมเป็นแบบลามนิาร ์ 
 
การพฒันาเทคนิคเพือ่การวดัปริมาณน ้ ามนัในสาหร่ายจากตวัอย่างปริมาณน้อย 

1) เทคนิคการวดัด้วยขัว้ไฟฟ้าคารบ์อน 
จากการทดลองเบือ้งตน้ในการหยดสารละลายลปิิด (น ้ามนัพชื) ในคลอโรฟอรม์ ทีค่วาม

เขม้ขน้ต่าง ๆ ในช่วงไมโครลติรต่อมลิลลิติร บนคารบ์อนอเิลก็โทรดสองชนิดคอือเิลก็โทรดจาก
กระดาษถ่ายเอกสารทีฝ่นดว้ยดนิสอ 2B โดยใชส้ารละลายลปิิดปรมิาตร 9 หรอื 15 (9+6) 
ไมโครลติร และ บนขัว้ไฟฟ้าคารบ์อนแบบพมิพส์กรนีบนสบัเสรทพลาสตกิทนคลอโรฟอรม์ 
พบวา่ ค่าความต้านทานไฟฟ้าของอเิลก็โทรดดงักล่าว เปลีย่นไปหลงัจากการหยดสารละลาย
และปล่อยใหต้วัท าละลายระเหยออกไป อยา่งมคีวามสมัพนัธแ์บบไม่เชงิเสน้ตรง (non-linear 
relationship) กบัความเขม้ขน้ของสารละลายลปิิด ในลกัษณะของสมการรปูตวัเอส (s-shape) 
 

อยา่งไรกต็ามเมื่อท าการทดลองละเอยีดขึน้ คอืเพิม่ความเขม้ขน้ของสารละลายลปิิดที่
น ามาหยด ใหถ้ี่มากขึน้ กลบัพบวา่ความสมัพนัธข์องตวัแปรและตวัแปรตามไม่ไดเ้ป็นดงัทีค่าด
ไว ้วา่เป็นรปูตวัเอส แต่กลบัมลีกัษณะเป็นเอกซโ์ปเนเชยีลทีค่วามชนัเพิม่ขึน้เรื่อย ๆ จนถงึจุด
หนึ่ง กราฟจงึตกลงเขา้สู่ช่วงความสมัพนัธแ์บบลบ ลกัษณะกราฟในช่วงท้ายลดลงคลา้ยสมการ

ภาพ 12  การแทนที่ของสารเคมีในหลุมดักเซลล์ ที่อตัราการไหลที่แตกต่างกัน ข้อมูลเก็บจากหลุมดัก
เซลล์ 4 หลุม (n=4) จุดข้อมูลและแถบความคลาดเคล่ือน คอืค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (a) คอืการทดลอง “เติมสารเคมี” (b) คอืการทดลอง “ชะล้างสารเคมี”  



เอกซโ์ปเนเชยีลทีค่วามชนัลดลงเรื่อย ๆ จนสู่จุดสมดุล ภาพ 13 แสดงผลการทดลองทีห่ยด
สารละลายลปิิดปรมิาตรต่างกนั บนขัว้ไฟฟ้าทีม่ขีนาดต่างกนัสองขนาดคอื 2x20 มลิลเิมตร (ภาพ 
13a) และ 0.75x22 มลิลเิมตร (ภาพ 13b) 
 

ผลการทดลองดงักล่าวแสดงใหเ้หน็วา่ สมมตฐิานเรื่องการเพิม่ขึน้ของความตา้นทาน
ของตวัน าไฟฟ้าอนัเนื่องการแทรกตวัของลปิิดระหวา่งรอยต่อของอนุภาคตวัน าไฟฟ้า อาจไม่
ถูกตอ้ง และเมื่อท าการทดลองซ ้ากบัข ัว้ไฟฟ้าแบบพมิพส์กรนีบนกระดาษทีใ่ชต้วัน าไฟฟ้าเป็น
โลหะเงนิ กลบัพบวา่การหยดสารละลายลปิิดไมไ่ดเ้ปลีย่นแปลงความตา้นทานของขัว้ไฟฟ้าแต่
อยา่งไร จงึอาจท าใหส้รุปไดว้า่ สมมตฐิานดงักล่าว ไม่น่าจะถูกตอ้ง จากการอภปิรายร่วมกบั
เพื่อนนกัวจิยัคาดวา่การเปลีย่นแปลงค่าการน าไฟฟ้าทีเ่กดิขึน้เฉพาะกบัข ัว้ไฟฟ้าทีม่ตีวัน าเป็น
คารบ์อนเท่านัน้ เป็นเพราะตวัน าไฟฟ้าคารบ์อนประพฤตติวัคลา้ยกบัสารกึง่ตวัน าในวงจร
ทรานซสิเตอร ์ปรมิาณของลปิิดและสารทีล่ะลายร่วมอยูอ่าจท าหน้าทีเ่ป็นตวัรบัหรอืตวัให้
อเิลก็ตรอน ซึง่ท าใหก้ารยอมใหก้ารไหลของอเิลก็ตรอนในวงจรวดัความตา้นทานในปรมิาณที่
ต่างกนัขึน้กบัปรมิาณของสารเหล่านัน้ อยา่งไรกต็ามจากการทดลองซ ้าพบวา่แบบแผนของ
กราฟเช่นนี้เกดิขึน้เสมอ จงึอาจสามารถพฒันาต่อใหเ้ป็นวธิกีารใหมใ่นการพยากรณ์ปรมิาณ
น ้ามนัจากสาหร่ายได ้
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

จากภาพ 13 จะเหน็ไดว้า่ กราฟมทีัง้ช่วงฟงักช์นัเพิม่และลดอยูใ่นกราฟเดยีวกนั และจุด
เปลีย่นระหวา่งฟงักช์นัเพิม่และลด เป็นช่วงสัน้มาก หากกราฟเช่นนี้ถูกน าไปใชเ้ป็นสมการ

ภาพ 13  เปอร์เซนต์การเปลี่ยนแปลงความต้านทานของอเิล็กโทรดคาร์บอนแบบพมิพ์ปรินท์บนแผ่นพลาสติกทน
คลอโรฟอร์ม เมื่อหยดสารละลายน า้มันถั่วเหลืองความเข้มข้นต่าง ๆ กัน เทยีบกับความต้านทาน
เร่ิมต้นของอเิล็กโทรด ความสัมพนัธ์เป็นแบบไม่เชิงเส้นตรง เมื่อความเข้มข้นมาก เปอร์เซนต์การ
เปล่ียนแปลงความต้านทานจะสูงขึน้ตาม จนถึงจุดผกผัน ความสัมพนัธ์จะเปล่ียนเป็นตรงกันข้าม คอืยิ่ง
ความเข้มข้นมาก เปอร์เซนต์การเปลี่ยนแปลงความต้านทานจะลงลง ข้อมูลสามชุดเก็บจากอเิล็กโทรด
ชนิดเดียวกันแต่มีขนาดต่างกันคอื 2x20 มิลลิเมตร (ก) และ ขนาด 0,7 x22 มิลลิเมตร (ข)  และหยดด้วย
สารละลายปริมาตรต่างกันคือ วงกลมสีเขียวเข้ม: 1 ไมโครลิตร,  วงกลมสีเขียวอ่อน: 2  ไมโครลิตร, และ 
สามเหล่ียมหวักลับ: 4 ไมโครลิตร 

a 

b 



มาตรฐาน จ าเป็นทีจ่ะตอ้งท าการทดลองสามจุด คอืใชส้ารละลายลปิิดทีไ่มท่ราบค่า 3 ความ
เขม้ขน้ (ทีท่ราบวา่เขม้เป็นกีเ่ท่าของกนัและกนั เช่น x, 2x และ 3x) เพื่อระบุใหไ้ดว้า่ช่วงยา่น
ความเขม้ขน้ ทีส่ารตวัอยา่งตกอยูอ่ยูใ่นช่วงใดของความสมัพนัธ ์อยา่งไรกต็าม ในการ
ปฏบิตักิารจรงิ นกัวจิยัมกัจะทราบโดยคร่าววา่ตวัอยา่งทีน่ ามาวเิคราะหต์กอยูใ่นยา่นความ
เขม้ขน้ช่วงใด และเลอืกช่วงการตคีวามผลการวเิคราะหไ์ด ้การวดัสามจุด อาจไม่จ าเป็นส าหรบั
การวเิคราะหซ์ ้าเสมอไป 

 
ทัง้นี้ท ัง้นัน้ กราฟความสมัพนัธท์ีส่รา้งได ้ยงัคงมขีอ้น่าสงัเกตอยูบ่างประการ ประการ

แรกคอืจุดหกัเหทีก่ราฟเปลีย่นจากฟงักช์นัเพิม่เป็นฟงักช์นัลดทสี ัน้มาก ประการทีส่อง ช่วง
ฟงักช์นัเพิม่ ซึง่เป็นช่วงทีม่ ีsensitivity (ค่าสมับรูณ์ของความชนัของกราฟ) สงูกวา่ และมี
แนวโน้มจะเป็นดา้นทีถู่กเลอืกใชเ้ป็น calibration curve มชี่วง (range) ส ัน้ และประการทีส่าม
คอื การเพิม่ปรมิาณลปิิดทีห่ยดลงบนอเิลก็โทรด (จาก 1 เป็น 2 และ 4 ไมโครลติร) มผีลท าให้
ค่าความตา้นทานเพิม่ขึน้ทัง้ในดา้นทีเ่ป็นฟงักช์นัเพิม่และฟงักช์นัลด ซึง่ไม่ควรจะเป็นเชน่นัน้ 
เมื่อตวัท าละลายในสารละลายลปิิดทีห่ยดลงบนอเิลก็โทรด ระเหยไปหมด สิง่ทีเ่หลอือยูค่อืลปิิด 
ปรมิาณสารละลายลปิิดทีเ่พิม่ขึน้ จงึมคี่าเท่ากบัการเพิม่ความเขม้ขน้ของสารละลายลปิิดทีห่ยด 
ดงันัน้ การเพิม่ปรมิาณลปิิดทีห่ยดลงบนอเิลก็โทรด ทีต่กอยูใ่นช่วงยา่นความเขม้ขน้ทีเ่ป็น
ฟงักช์นัลด ควรจะสง่ผลใหค่้าความตา้นทานของขัว้ไฟฟ้ายิง่ลดลง 

 
ผูว้จิยัมคีวามเหน็วา่การกระจายตวัทีไ่ม่ท ัว่ของลปิิดบนอเิลก็โทรดอาจเป็นปจัจยัหนึ่งที่

ท าใหไ้ดก้ราฟความสมัพนัธท์ีอ่ธบิายไดล้ าบากดงักล่าว และยงัอาจเป็นผลใหค้วามสามารถใน
การทดลองซ ้าได ้(repeatability) ต ่าลงอกีดว้ย ดว้ยเหตุนี้ ผูว้จิยัจงึไดท้ดลองเปลีย่นสบัเสรททีใ่ช้
รองรบัตวัน าไฟฟ้าของอเิลก็โทรด จากเดมิทีเ่ป็นพลาสตกิทนตวัท าละลายเป็นกระดาษถ่าย
เอกสารซึง่อาจท าใหก้ารกระจายตวัของสารละลายน ้ามนัไดด้ขี ึน้ก่อนตวัท าลายจะระเหยไปหมด 
การแพร่ของสารละลายบนชัน้บาง ๆ ของผงคารบ์อน ในระบบอเิลก็โทรดทีใ่ชพ้ลาสตกิเป็นตวั
รองรบั อาจยงัไม่ดเีท่าทีค่วร นอกจากนี้ผูว้จิยัยงัพบวา่ การหยดคลอโรฟอรม์ซึง่เป็นตวัท า
ละลายของสารละลายลปิิดในการทดลอง ลงบนกระดาษก่อนหนึ่งครัง้ ปล่อยใหแ้หง้ แลว้จงึหยด
สารละลายลงบนกระดาษ จะท าใหก้ารกระจายตวัของลปิิดคงคา้งไปบนขัว้ไฟฟ้าทีเ่ป็นกระดาษ 
เกดิขึน้อยา่งเท่าทัว่ถงึกนัไดด้ขี ึน้ ดงัแสดงใหเ้หน็จากการทดลองโดยใชส้ารละลายสยีอ้มซดูาน
ในคลอโรฟอรม์ดงัแสดงในภาพ 14 จากภาพจะเหน็วา่ การกระจายตวัของตวัถูกละลายบน
ตวักลางกระดาษทีไ่ม่ไดห้ยดดว้ยคลอโรฟอรม์ก่อนหน้า จะมกีารกระจายตวัหนาแน่นไปยงั
บรเิวณขอบของกระดาษ ในขณะทีก่ารกระจายตวัของตวัถูกละลายบนกระดาษทีห่ยดดว้ย
คลอโรฟอรม์ก่อนหนึ่งครัง้ จะมคีวามทัว่กนัทัง้กระดาษมากกวา่ 
 



 

 
 
 

เมื่อน าระบบอเิลก็โทรดและวธิกีารหยดสารละลายลปิิดดงักล่าวไปใชใ้นการทดลองกบั
น ้ามนัพชื (อเิลก็โทรดกระดาษขนาด ประมาณ 1.5x5 มลิลเิมตร รองดว้ยอลมูเินียมฟลอย 
ปรมิาตรสารละลายลปิิดทีใ่ช ้4 ไมโครลติร) พบวา่กราฟความสมัพนัธท์ีไ่ด ้มชี่วงฟงัชนัเพิม่ที่
ยาวขึน้ และมชี่วงผกผนัของความสมัพนัธจ์ากฟงักช์นัเพิม่ไปฟงักช์นัลด ทีม่กีารชะลอตวัให้
เหน็ชดัมากขึน้ดงั ภาพ 15 
 

เมื่อท าการทดลองกบัไตรกรเีซอไรดม์าตรฐาน (ไตรโอลนี 97%) ลปิิดสกดัหยาบจาก
มวลสาหร่าย S. platensis, Ankistrodesmus sp. และ Chlorella sp. พบวา่แนวโน้มของกราฟ
ยงัคงเป็นเชน่เดมิ (ภาพ 15) แต่ลกัษณะของกราฟมกีารเปลีย่นแปลงไปอยา่งชดัเจน คอืช่วย
ฟงักช์นัเพิม่ของกราฟมคีวามชนัน้อยกวา่ และกนิช่วงยาวกวา่มาก ภาพ 16 แสดงใหเ้หน็ถงึ
ความสมัพนัธข์องความเขม้ขน้ของน ้ามนัและค่าการเปลีย่นแปลงความตา้นทานไฟฟ้าของ
ขัว้ไฟฟ้า เฉพาะในส่วนทีค่วามสมัพนัธเ์ป็นเสน้ตรง ค่า R-square ของความสมัพนัธใ์นทุกชนิด
ของน ้ามนั อยูใ่นช่วง 0.87-0.96   

ภาพ 14 อเิล็กโทรดกระดาษที่หยดด้วยคลอโรฟอร์ม แล้วปล่อยให้แห้ง ก่อนน ามาหยดด้วยสารละลายลิปิด จะท าให้การกระจาย
ตัวของลิปิดหลังการระเหยแห้งของตัวท าละลาย เกิดการกระจายตัวไปยงัส่วนต่าง ๆ ของกระดาษได้อย่างทั่วถึงเท่ากัน
มากกว่า ปรากฏการณ์ดังกล่าวสาธิตให้เหน็ได้ โดยใช้สารละลายซูดานในคลอโรฟอร์ม เมื่อหยดลงบนกระดาษปกติ (ก) 
สีมีแนวโน้มจะกระจายตัวไปยังขอบของกระดาษ และ  เมื่อหยดซ า้ลงอกีหน่ึงหยด(ข)  การกระจุกตัวของสีที่ขอบชัดเจน
ยิ่งขึน้ แต่เมื่อหยดคลอโรฟอร์มก่อน ทิง้ให้แห้งแล้วจึงหยดสารละลาย สีมีการกระจายตัวที่ทั่วเท่ากันทัง้แผ่นมากขึน้ (ค) 
กระดาษที่ใช้ทดลองคอืกระดาษถ่ายเอกสารขนาดประมาณ 1.5x5 มลิลิเมตร 

ก 

ข 

ค 



ค่าเปอรเ์ซนตก์ารเปลีย่นแปลงความตา้นทานของอเิลก็โทรดสงูสุดทีจุ่ดผกผนัมคี่ามาก
ทีสุ่ดในบรรดาลปิิดสามชนิด  จากการทดลองนี้แสดงใหเ้หน็วา่  ลปิิดจากแหล่งทีแ่ตกต่างกนัจะมี
ลกัษณะของกราฟความสมัพนัธฯ์ไปในทางเดยีวกนั แต่จะมลีกัษณะเฉพาะตวัแตกต่างกนั
ออกไป และหากวธินีี้จะถูกน าไปใชจ้รงิ จะตอ้งมกีารสรา้ง standard curve ส าหรบัน ้ามนัจาก
สาหร่ายแต่ละชนิดเสยีก่อน อยา่งไรกต็าม  

 
วธิกีารนี้ยงัมขีอ้ดกีวา่วธิทีาง spectrometry โดยใช ้nile red เพราะ แมว้ธิกีารดงักล่าว

จะท าลายเซลล ์แต่สาหร่ายทีใ่ชม้ปีรมิาณน้อย ไม่อาศยัการตดิฉลาก (label-free) และยงัใช้
อุปกรณ์ทีส่ามารถหาไดท้ ัว่ไป ในราคาทีไ่ม่แพง 
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ภาพ 15 ความสัมพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของลิปิดจากแหล่งต่าง ๆ คอื ไทรโอลีน น า้มันพชื น า้มันสกัดหยาบ

จาก S platensis, Ankistrodesmus sp. และ Chlorella sp. กับความต้านทานไฟฟ้าที่เปลี่ยนไปของขัว้ไฟฟ้า 

 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

 
 
การทดลองในส่วนนี้อยูใ่นระยะสุดทา้ย คอืการทดสอบน ากระบวนการดงักล่าวไปใชใ้นการวดั
ปรมิาณน ้ามนัจากตวัอยา่งสาหร่ายแหง้ เทยีบเคยีงกบัวธิกีารมาตรฐานปจัจุบนั (การสกดัดว้ยตวั
ท าละลาย และน าน ้ามนัทีส่กดัไดไ้ปชัง่หาน ้าหนกั)  
 
การพฒันาเทคนิคเพือ่การวดัปริมาณน ้ ามนัในสาหร่ายจากตวัอย่างปริมาณน้อย 

2) เทคนิคการวดัอตัราการระเหยของสารละลายน ้ามนัตวัอย่าง 
  จากการทดลองเบือ้งตน้พบวา่ สารละลายน ้ามนัถัว่เหลอืงในคลอโรฟอรม์ทีค่วามเขม้ขน้
ต่างกนั จะมอีตัราเรว็ในการระเหยทีแ่ตกต่างกนั Error! Reference source not found. แสดง
ความสมัพนัธร์ะหวา่งน ้าหนกัของระบบ(ภาชนะและสารละลายน ้ามนัถัว่เหลอืง) ณ เวลาใด ๆ 
ภาพ 17a คอืขอ้มลูดบิ และ ภาพ 17b คอืขอ้มลูชุดเดมิทีก่ราฟถูกปรบัต าแหน่งตามแกน y (offset) 
เพื่อใหจุ้ดเริม่ตน้ของกราฟเริม่ทีค่่า y เดยีวกนั คอื 1000   
 
 จากภาพจะเหน็วา่กราฟน ้าหนกัของระบบ ณ เวลา ใด ๆ ของสาระละลายน ้ามนัถัว่เหลอืงทีม่ี
ความเขม้ขน้ต่าง ๆ กนั มคีวามแตกต่างกนัสองประการหลกัคอื ความชนัของกราฟ ทีม่คี่าตดิลบ
ท ามุมกบัแกนนอนประมาณ -450 ในกรณีของคลอโรฟอรม์ทีไ่ม่มนี ้ามนัละลายอยูเ่ลย (0 
มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร) และมอีงศาทีต่ดิลบลดลงเรื่อย ๆ ในกรณีทีค่วามเขม้ขน้ของน ้ามนัเพิม่ขึน้

ภาพ 16 ความสัมพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของลิปิดจากแหล่งต่าง ๆ คอื ไทรโอลีน น า้มันพชื น า้มันสกัด
หยาบจาก S platensis, Ankistrodesmus sp. และ Chlorella sp. กับความต้านทานไฟฟ้าที่เปลี่ยนไปของ
ขัว้ไฟฟ้า ในช่วงที่ความสัมพนัธ์เป็นเส้นตรง  ค่า R-square ของความสัมพนัธ์อยู่ในช่วง 0.87-0.92 



ทลีะอนัดบั (เลขชีก้ าลงัฐานสบิทีเ่พิม่ขึน้เรื่อย ๆ) และจากชุดของกราฟสามารถพยากรณ์ไดว้า่ 
องศาของกราฟจะตดิลบน้อยลงเรื่อย ๆ และเขา้สู่กราฟทีเ่ป็นเสน้นอนราบไปบนแกน x เมื่อ
สารละลายน ้ามนัไม่มตีวัท าละลายอยูเ่ลย (ไม่มกีารระเหยของมวลจากระบบ) กล่าวไดอ้กีนยัหนึ่ง
คอื ยิง่ความเขม้ขน้ของสารละลายมาก การระเหยกจ็ะชา้ลง เป็นไปตามสมมตฐิานทีม่ไีวใ้น
ตอนตน้ เมื่อพจิารณาชุดขอ้มลูร่วมกนัจะเหน็วา่การเปลีย่นแปลงความชนัของกราฟชนัเจนมาก
ขึน้เรื่อย ๆ ในกราฟ 10-500 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร และน่าจะเปลีย่นแปลงอยา่งเรว็มากในช่วง
หลงัจาก 500 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร เป็นตน้ไป 
 
 ความแตกต่างประการทีส่องคอืรปูแบบของกราฟ จะเหน็ไดว้า่ กราฟของคลอโรฟอรม์ เป็น
เสน้ตรง แต่เมื่อมนี ้ามนัละลายอยู ่กราฟจะเริม่เปลีย่นเป็นเสน้โคง้ คลา้ยกราฟของสมการเอก็
โปเนนเชยีล ซึง่จะเหน็ไดช้ดัในกราฟความเขม้ขน้สงู การเขา้สู่จุดสมดุลในสมการเอกโปเนน
เชยีล อาจแสดงใหเ้หน็ถงึจุดทีต่วัท าละลายระเหยออกไปจนเกอืบหมด ดงันัน้หากในสารละลาย
มตีวัท าละลายอยูน้่อย จุดทีก่ราฟจะเขา้สู่สมดุลจะเรว็ขึน้เรื่อย ๆ เขา้ใกล ้t=0 ซึง่คอืเสน้ตรงราบ
นอนไปกบัแกน x ในทีสุ่ด 
 
 ในเบือ้งตน้พบวา่ แบบแผนการระเหยของสารละลายสามารถ fit เขา้ไดก้บัสมการแบบเอก
โปเนนเชยีล การสรา้งแบบจ าลองการระเหย อาจท าใหส้ามารถแกส้มการหาค่าคงทีท่ีส่ าคญั ซึง่
ก าหนดลกัษณะเด่นของกราฟ เช่น ความชนั ค่า x ทีก่ราฟเขา้สู่จุดสมดุล และความเขม้ขน้
เริม่ตน้ของสารละลายลปิิด 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 ในระบบทีท่ าการทดลองจะเหน็วา่ ปรมิาตรของสารละลายทีใ่ชค้อื 80 ไมโครลติร ซึง่เป็นปรมิาณ
ทีค่่อนขา้งมาก ทัง้นี้เพราะการทดลองดงักล่าวเป็นการทดลองเบือ้งตน้ เพื่อมองหาความเป็นไป
ได ้ในขัน้ต่อไป ผูว้จิยัสนใจทีจ่ะวดัอตัราการระเหยของสารละลายในระบบทีเ่ลก็ลง ในระดบั 
ไมโครลติร หรอืน้อยกวา่  
 

ภาพ 17  การเปลี่ยนแปลงมวลของระบบสารละลายน า้มันถั่วเหลืองในคลอโรฟอร์มที่เวลาต่าง ๆ อนัเนื่องมาจากการระเหยของ
ตัวท าละลาย (ก) ข้อมูลดิบ (ข) ข้อมูลดิบที่ถูกปรับค่าแกนตัง้ เพื่อให้มีค่า y เร่ิมต้นที่จุดเดียวกัน จากภาพ ความเข้มข้นตัง้
ต้นของสารละลายมีผมต่อรูปแบบของกราฟความสัมพนัธ์ สองประการคอื ความชัน (เข้มข้นมาก ความชันติดลบน้อยลง) 
และความเป็นเส้นตรงของกราฟความสัมพนัธ์ 
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   ในระบบทีเ่ลก็ลง การตดิตามการเปลีย่นแปลงน ้าหนกัของระบบเป็นไปไดล้ าบากดว้ยเครื่องมอื
ในหอ้งปฏบิตักิารทัว่ไป ผูว้จิยัจงึไดอ้อกแบบระบบการตดิตามการระเหยบนปลายของปิเปตทปิ 
ทีผู่ว้จิยัตัง้ชื่อวา่ lab on a tip ดงัทีไ่ดอ้ธบิายไปในวธิกีารทดลอง ระบบดงักล่าวท าใหส้ามารถ
ตดิตามการระเหยของสารละลายน ้ามนัในคลอโรฟอรม์ได ้โดยวธิทีางภาพถ่าย และการค านวณ
ปรมิาตรของของเหลวทีค่งอยูใ่นปิเปตทปิ ณ เวลาใด ๆ  
 
 ในเบือ้งตน้ผูว้จิยัพบวา่ สามารถใชร้ะบบดงักล่าวในการตดิตามการหดตวัของหยดสารละลาย
น ้ามนัได ้ดงัภาพ 18  และจาพภาพจะเหน็ไดเ้หน็วา่แมส้ารละลายคลอโรฟอรม์จะลดปรมิาตรลง 
แต่หยดสารละลายจะอยูท่ ีป่ลายของปิเปตทปิเสมอ ท าใหพ้ืน้ทีผ่วิสมัผสัอากาศคงที ่และหาก
สามารถสนันษิฐานไดว้า่ความเขม้ขน้ของสารละลายน ้ามนัในแต่ละปรเิวณของหยด เขา้ใกล้
ความเป็นอนัหนึ่งอนัเดยีวกนั (homogeneity) ยอ่มสามารถสรา้งกราฟการระเหยของสารละลาย
น ้ามนั ไดเ้ช่นเดยีวกบัการทดลองในระบบขนาด 80 ไมโครลติร ในอนาคตระบบดงักล่าว อาจ
สามารถใชร้่วมกบัการถ่ายภาพและกระบวนการวธิทีางภาพถ่าย (image processing) เพื่อ
ตดิตามการระเหยและสรา้งกราฟการระเหยของสารละลายทัง้แบบอตัโนมตัแิละกึง่อตัโนมตั ิ 
 
 ในอนัดบัต่อไป ผูว้จิยัตอ้งการศกึษาผลของปจัจยัต่าง ๆ ทีม่ผีลต่อการระเหย เช่น อุณหภมู ิ
ความชืน้สมัพนัธ ์และจลน์ศาสตรก์ารระเหยของสารละลายน ้ามนัจากสาหร่ายต่างชนิด รวมไป
ถงึการทดลองน าวธิกีารดงักล่าวไปใชจ้รงิ เทยีบกบัการวเิคราหป์รมิาณน ้ามนัดว้ยวธิมีาตรฐาน 
 

 
ภาพ 18 ภาพถ่ายต่อเนื่องของการลดปริมาตรลงอนัเนื่องมาจากการระเหย ของคลอโรฟอร์มในระบบ lab on a tip ที่

พฒันาขึน้ ในภาพ หยดสารละลายใสที่อยู่ปลายปิเปตทปิคือคลอโรฟอร์ม ของเหลวที่อยู่ถัดมาคอืน า้ ซึ่ง
ท าหน้าที่เป็น stop cock ที่ควบคุมให้การระเหยเกิดขึน้ที่ปลายทปิเพยีงด้านเดียว แต่ละภาพถ่ายห่างกัน 15 

วนิาที 
 
 
 
 
 



สรปุผล 
การพฒันาไบโอชิปส าหรบัการศึกษาแพลงตอนเชิงเซลล/์โคโลนีเดีย่ว 

- ผูว้จิยัประสบความส าเรจ็ในการสรา้งไบโอชปิเชงิหลุมระดบัจุลภาคทีอ่าศยักลไกไฟฟ้า
สถติทีก่น้หลุมเพื่อดกัจบัเซลลส์าหร่าย  

- แรงดงึดดูทางไฟฟ้าสถติยน์ี้มคีวามเขม้พอทีจ่ะดกัเซลลไ์วใ้นหลุม โดยไม่ใหห้ลุดไหลไป
กบัการไหลของของไหลทีอ่ตัราการไหลไม่ต ่ากวา่ 900 µl/min 

- ไบโอชปิสามารถดกัจบัสาหร่ายไดห้ลากหลายชนิด และในกรณีของ S. platensis 
สามารถดกัเสน้สายสาหร่ายเดีย่วไดป้ระมาณ 30% ของหลุมดกัเซลลท์ ัง้หมด ซึง่มาก
เทยีบเท่ากบังานทีม่มีาก่อนหน้าในวรรณกรรม 

- สาหร่ายทีด่กัไดเ้ป็นตวัแทนของประชาการสาหร่ายทีต่วัอยา่งถูกสุ่มมา  
- สนามไฟฟ้าสถติไม่รบกวนการเจรญิของเซลลใ์นหลุมดกัเซลล ์
- การเตมิหรอืการชะลา้งสารเคมภีายในหอ้งเลีย้งเซลลแ์ละหลุมดกัเซลลส์ามารถท าได้

อยา่งสมบรูณ์ภายในระยะเวลาหลกันาท ีซึง่เพกิเฉยไดเ้มื่อเทยีบกบัระยะเวลาทีเ่ซลลใ์น
ในการเพิม่จากหนึ่งเป็นสอง การเตมิและชะลา้งสารเคมที าไดเ้รว็ขึน้หากเพิม่อตัราการ
ไหลของสารเขา้หอ้งเลีย้งเซลล ์

- จุดเด่นของชิน้งานทีพ่ฒันาขึน้ ความไม่ยุง่ยากในการสรา้งและการใชง้าน และ
ความสามารถในการน าไปใชใ้นการทดลองทีซ่บัซอ้นหลากหลายรปูแบบ สนามไฟฟ้าที่
ดกัเซลลใ์หต้ดิอยูก่บัระนาบของกระจกกน้หลุมดกัท าใหก้ารถ่ายภาพและวเิคราะหท์าง
ภาพท าไดอ้ยา่ง่ายเมื่อเทยีบกบังานทีม่มีาก่อนหน้าในวรรณกรรม อุปกรณ์ดงักล่าว
สามารถน าไปใชไ้ดใ้นการศกึษาทางชวีวทิยาเชงิเซลลเ์ดีย่ว งานทางสิง่แวดลอ้ม 
เทคโนโลยชีวีภาพของสาหร่าย  

- ชัน้ fludic layer สามารถลอกออกไดอ้ยา่งง่ายดาย ผูใ้ชง้านสามารถใชป้ลายปิเปตดดู
เอาเซลลใ์นหลุมทตีอ้งการไปใชป้ระโยชน์ต่อได ้อุปกรณ์ดงักล่าวจงึอาจสามารถใชใ้น
การคดัแยกหวัเชือ้ และทดสอบสายพนัธุส์าหร่าย ทดแทนวธิกีารดงัเดมิทางจลุชวีวทิยา
ทีใ่ชเ้วลานาน 

 
การพฒันาเทคนิคเพือ่การวดัปริมาณน ้ ามนัในสาหร่ายจากตวัอย่างปริมาณน้อย 

1) เทคนิคการวดัด้วยขัว้ไฟฟ้าคารบ์อน 
- การหยดสารละลายลปิิดในคลอโรฟอรม์ ลงบนขัว้ไฟฟ้าคารบ์อนท าใหค่้าความตา้นทาน

ไฟฟ้าของขัว้ไฟฟ้าเปลีย่นไป โดยความสมัพนัธร์ะหวา่งความเขม้ขน้ของน ้ามนั (เมื่อ
ปรมิาตรของหยดน ้ามนัทีใ่ชค้งที)่ กบัเปอรเ์ซนตก์ารเปลีย่นแปลงค่าความตา้นทาน 
เป็นไปตามสมการไม่เชงิเสน้ ในช่วงแรกความเขม้ขน้และเปอรเ์ซนตก์ารเปลีย่นแปลงค่า
ความตา้นทานเป็นแบบแปรผนัตรง แต่เมื่อความเขม้ขน้เพิม่ถงึจุดหนึ่งจะเป็นแบบ
ผกผนั  



- ลกัษณะกราฟความสมัพนัธใ์นลปิิดต่างชนิดเป็นไปในทางเดยีวกนั แต่มลีกัษณะใน
รายละเอยีดเฉพาะตวั เช่น ความชนัของกราฟ จุดสงูสุดของกราฟ เป็นตน้  

- การหยดน ้ามนัลงบนขัว้ไฟฟ้าซ ้า ท าใหเ้กดิปรากฏการณ์ coffee ring effect และท าให้
ค่าความตา้นทานทีอ่่านได ้สงูกวา่ความเป็นจรงิ  

- การใชข้ ัว้ไฟฟ้าทีม่วีสัดุรองรบัคารบ์อนเป็นกระดาษ ท าใหจุ้ดหกัของกราฟ จากฟงักช์นั
เพิม่เป็นฟงักช์นัลด แหลมน้อยลง และมชี่วงความยาวของความสมัพนัธแ์บบเสน้ตรง 
ยาวขึน้ 

- วธิกีารดงักล่าวมแีนวโน้มทีจ่ะน าไปใชใ้นการวดัปรมิาณน ้ามนัจากสาหร่ายปรมิาณน้อย 
ไดใ้นอนาคต 
 

2) เทคนิคการวดัอตัราการระเหยของสารละลายน ้ามนัตวัอย่าง 
- แบบแผนการระเหยและกราฟการระเหยของของสารละลายลปิิดในคลอโรฟอรม์ ขึน้กบั

ความเขม้ขน้ตัง้ตน้ของสารละลายลปิิดทีน่ ามาทดสอบ สารละลายลปิิดทีม่คีวามเขม้ขน้
สงูจะระเหยชา้ และลู่เขา้สู่จุดสมดุลทีค่่า y (ปรมิาณสารละลายคงเหลอืในระบบ) ทีส่งู
กวา่ 

- ลกัษณะเฉพาะของกราฟทีข่ ึน้กบัความเขม้ขน้ของสารละลายลปิิด อาจน าไปใชใ้นการ
พยากรณ์ความเขม้ขน้ของสารละลายน ้ามนั ทีไ่ม่ทราบคา่ความเขม้ขน้ตัง้ตน้ได ้

- ระบบ lab on a tip ทีพ่ฒันาขึน้มา มแีนวโน้มทีจ่ะใชใ้นการลดปรมิาตรของสารละลาย
น ้ามนัตวัอยา่ง ในการตดิตามแบบแผนการระเหยได ้ปรมิาตรน้อยทีสุ่ดของสารละลาย
น ้ามนัทีส่ามารถทดสอบไดใ้นระบบ lab on a tip ณ ปจัจบุนัคอืประมาณ 0.5 ไมโครลติร 

- วธิกีารดงักล่าวมแีนวโน้มทีจ่ะสามารถน าไปใชใ้นการวดัปรมิาณน ้ามนัจากสาหร่ายใน
อนาคตได ้  

 
ข้อเสนอแนะในอนาคต 
การพฒันาไบโอชิปส าหรบัการศึกษาแพลงตอนเชิงเซลล/์โคโลนีเดีย่ว 

- อาจศกึษาถงึลกัษณะทางเรขาคณิตของหลุมระดบัจุลภาคต่อประสทิธภิาพในการดกัจบั
เซลลเ์ดีย่ว  

- อาจมกีารปรบัเงื่อนไขการน าเซลลเ์ขา้สู่หอ้งเพาะเลีย้งเซลล ์เพื่อเพิม่ประสทิธภิาพใน
การดกัจบัเซลลเ์ดีย่วของสาหร่ายหลายชนิดทีม่ขีนาดแตกต่างกนั 

 
การพฒันาเทคนิคเพือ่การวดัปริมาณน ้ ามนัในสาหร่ายจากตวัอย่างปริมาณน้อย 

- อาจมกีารทดสอบใชก้บัจุลทิรยีช์นิดอื่น เช่น แบคทเีรยี หรอืราทีผ่ลติน ้ามนัได ้และอาจ
ทดสอบโดยการน าไปใชใ้นการวดัปรมิาณสารส าคญัชนิดอื่น ทีส่กดัไดจ้ากกระบวนการ
สกดัหยาบ เช่น รงควตัถุ เป็นตน้ 
  



Keywords : จ านวน 3-5 ค า 
(ค าหลกั) 
สาหร่าย ไมโครฟลอูดิกิส ์การศกึษาระดบัเซลลเ์ดีย่ว ไบโอดเีซลล การวดัปรมิาณน ้ามนัใน
สาหร่าย 
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Output จากโครงการวิจยัท่ีได้รบัทุนจาก สกว. 

1. ผลงานตพีมิพใ์นวารสารวชิาการนานาชาต ิ 
1. Kuntanawat P, Ruenin J, Phatthanakun R, Kunhorm P, Surareungchai 
W, Sukprasong S, Chomnawang N, An Electrostatic Microwell – based 
Biochip for Phytoplanktonic Cell Trapping. Biomicrofluidics 2014; 8: 034108. 
(IF = 3.772) 

2. การน าผลงานวจิยัไปใชป้ระโยชน์ 

- เชงิพาณิชย ์เริม่มกีารผลติ free sample ของไบโอชปิ หรอืโครงสรา้งบางส่วน
ของไบโอชปิใหก้บักลุ่มนกัวจิยัอื่น เพื่อใชใ้นงานทีห่ลากหลาย เช่น ใน
การศกึษาสรรีวทิยาการเจรญิของสาหร่าย Volvox, Pediastru, นอกจากนี้ ยงัมี
กลุ่มผูใ้ชท้ีแ่สดงความตอ้งการทีจ่ะใชอุ้ปกรณ์ดงักล่าว หรอืชิน้งานทีป่รบัปรงุ
แบบจากไบโอชปิทีพ่ฒันาขึน้ในงานวจิยัของตน และบางส่วนไดเ้ริม่น า free 
sample ไปใชป้ระโยชน์บา้งแลว้ งานวจิยัทีเ่ริม่มกีารน าไปใชป้ระโยชน์และมี
ผูส้นใจน าไปใชป้ระโยชน์ดงักล่าวนัน้ครอบคลุมในสาขาทหีลากหลายเชน่ 
วทิยาศาสตรส์ิง่แวดลอ้ม ชวีวทิยาของมะเรง็ การศกึษาทาง HIV และโรคพชื 
และดว้ยอุปสงคท์ีเ่พิม่ขึน้ของชิน้งานนี้ ทางกลุม่วจิยัจงึไดเ้ริม่พฒันา lab scale 
production line ของชิน้งานดงักล่าว และจะเริม่ผลติจ าหน่ายเชงิการคา้ผ่าน
ทางบรษิทัเอกชนภายในปี พ.ศ.2558 นี้ นอกจากนี้ ชิน้งานจากโครงการวจิยั
ดงักล่าวยงัเป็นส่วนส าคญัและจุดเริม่ตน้ของโครงการวจิยัทีใ่หญ่ขึน้ ซึง่ไดร้บั
ความร่วมมอืจากภาคเอกชน คอื ฟารม์เลีย้งสาหร่ายสไปรลูนิา บุญสมฟารม์ อ.
แม่วาง จ.เชยีงใหม ่

- เชงิสาธารณะ เกดิการสรา้งความร่วมมอืทางดา้นการพฒันา biomicrofluidic 
devices ส าหรบัการเพาะเลีย้งเซลล ์และการใชป้ระโยชน์ ซึง่เป็นเครอืขา่ยวจิยั
ของนกัวจิยัทีม่คีวามช านาญหลากหลาย เช่น วศิวกรรมไฟฟ้า วศิวกรรมระบบ
ควบคุม นกัชวีวทิยา นกัโรคพชื วศิวกรเซลล ์และนกัเทคโนโลยชีวีภาพ จาก
มหาวทิยาลยัและสถาบนัวจิยัหลากหลายแหง่ อนัไดแ้ก่ มหาวทิยาลยั
เทคโนโลยพีระจอมเกลา้ธนบุร ีมหาวทิยาลยัเชยีงใหม่ (หอ้งปฏบิตักิารสาหร่าย
ประยกุต ์และหอ้งปฏบิตักิารพฒันายาตา้นและรกัษาโรคตดิเชือ้เอชไอว)ี 
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์(ภาควชิาพนัธุศาสตร ์และภาควชิาชวีเคม)ี 
มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสีุรนาร ี(ส านกัวชิาเกษตรศาสตร ์สาขาการผลติพชื) 
และสถาบนัวจิยัแสงซงิโครตรอน 



- เชงิวชิาการ อุปกรณ์ดงักล่าวถูกน าไปเป็นส่วนหนึ่งในการเรยีนการสอน การท า
โครงการวทิยาศาสตรร์ะดบัมธัยมศกึษาตอนปลาย ของนกัเรยีนหอ้งเรยีน
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- ไดร้บัรางวลัผูใ้ชแ้สงซงิโครตรอนดเีด่น ประเภท ผลกระทบทางดา้นเศรษฐกจิ
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A simple microwell-based microfluidic chip for microalgal cells trapping was

fabricated. An electrostatic cell trapping mechanism, enabled by a positively charged

glass surface, was used. The chip was capable of capturing multiple algal cell types.

In the case of filamentous Spirulina platensis, we observed single filament occupancy

of up to �30% available wells, as high as some previously proposed methods.

Captured filaments were not of any preferential size, suggesting well randomized cell

trapping. It was found that the electrostatic attraction did not affect the cell growth.

Total replacement of liquid inside the wells could be achieved by pumping new

solutions via the inlet, making single cell experiments in controlled chemical

conditions possible. After the top layer of the chip was removed, cells in the wells

could be simply transferred using a micropipette, turning the chip into a platform for

strain selection. VC 2014 AIP Publishing LLC. [http://dx.doi.org/10.1063/1.4882196]

I. INTRODUCTION

Microalgae are a highly diverse group of primitive photosynthetic microorganisms. They

are rich sources of a wide spectrum of valuable products such as proteins,1,2 pigments,2–5

antioxidants,2,6 fatty acids,2,7 and pharmaceutical compounds.2,6 Recently, algae have gained

even more attention from scientists around the world as food and alternative energy crops.

Their ability to thrive in various harsh culturing conditions and high growth rates8 make algae

attractive candidates for foods and alternative energy production.

The key to a successful algae-based industry is fundamental knowledge of algal cell behav-

iors, growth and their interaction with the environmental factors. Most understanding of algal

biology has been based on descriptive observations or conventional quantitative measurements

on samples collected from bulk scale culture (optical density, sample cell count). One example

is the work by Cifferi9 in which a descriptive Spirulina platensis’ life cycle was redrawn and is

still in use of today. Scientists started to realize these methods are not sufficient to truly under-

stand the algal cells, as the measurements assume individuals in the population of the culture

behave exactly same.10–12 Observation of diversity of characters and capabilities of the true

population is hindered by the data acquisition. Unlike adherent cell types such as mammalian

cells, living phytoplanktonic cells, especially over a long period of time, has been poorly

a)Author to whom correspondence should be addressed. Electronic mail: panwong.kun@mail.kmutt.ac.th
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studied. The major barrier is the fact that the cells are not only microscopic but also plank-

tonic—being free floating in the culture medium. Investigation of the algal cell under a con-

trolled environment has been technically problematic.

In the past few years, there have been several proposed new techniques from many groups

to overcome the problems of trapping different species of cells, including algae, on microfluidic

chips. These techniques not only allow several single cells/colonies/filaments to be tracked for

quantifying individual growth over a long period of time but also enable quantitative observation

of the algal cell behavior continuously in a culture. However, some technical limits still remain.

One of the most famous techniques is the microdroplet-based cell encapsulation in oil

phase10,11,13 separating cells into private compartments. It facilitates the rapid tracking of single

cells in parallel but only in a static culture mode. An addition or removal of chemicals cannot

be simply made. Trapping of cells with an electric field, using electrodes,14–16 may allow cells

to be captured in place under regular medium replacement. The technique, however, is not very

practical for repeated biological routines and is not very cost–effective. The electrical field may

also affect cell proliferation.17,18 Cell trapping based on suction,15,19 channel constriction20 or

microcage21 may be considered a less costly alternative. Their great difficulty is that there is

not a single universal trap design of this kind that can handle multiple types of algal species.

The algal cells come in a great variety of shapes and sizes. A tailor-made mechanism is needed

for work with each specific cell types. Long-term cultivation can be even more problematic as

the trap has to be capable of keeping the whole population of daughter cells in place. A design

based on channels with a closed end has been successfully used in studying cell wall growth22

and tracking linage23 of rod-liked bacteria. However, the algal cell morphology is diverse. The

channel–based design is not applicable to algae. So far, there has not been a simple versatile

single trapping mechanism capable of use with a board range of algal cell types and allowing

truly flexible user-defined chemical control during the experiment. Experiments under continu-

ous culture or adding gradients of growth factors or inhibitors have not been possible.

Microwell-based trapping mechanisms have been acceptably used in capturing a wide range

of cells such as mammalian cells24–26 and yeasts.27,28 The intuitive nature of the well structure

is that it allows any particles that are smaller than its size to fall within non-specifically. The

wells’ depth also acts as a barrier to prevent particles fallen into the well from being easily

lifted away when there is a liquid flow above the well. Furthermore, a well structure is also rel-

atively easy to construct repetitively with conventional microfabrication technology. However,

it has not yet been designed for use with algae. This is probably because many microalgae are

non-adherent, and after settling, may freely float away from the wells, dependent upon the cell

status and light.29,30

In this paper, we propose a biochip design that uses the advantages of a microwell as an

economical and simple cell capturing mechanism for studying the growth and behavior of sin-

gle planktonic microalgal cells in a controllable medium flow in which gradients of chemicals

(i.e., nutrients, growth factors, and growth inhibitors) can be created or removed at any users

desire. To overcome the problem of the cells floating away, an array of microwells was con-

structed using a commercial positively charged glass slide as the base, facilitating an electro-

static field to trap the planktonic cells inside the well for long run single cell observation under

a continuous flow. An economically important algae, Spirulina platensis, was chosen as the

major organism model in the study because it exhibits a highly diverse multicellular filament’s

length (from a few microns to several hundred microns). Optimization of the cell seeding con-

dition, to reach high single cell trapping, was conducted. Validity of the device was demon-

strated through different studies such as chemical perfusion within the wells, size distribution

of cells captured in the device and growth kinetics of cells in the device.

II. MATERIALS AND METHODS

A. Design, fabrication, and characterization of the biochip

The chip is a microscope slide-size (75 � 25 mm) cell chamber containing an array of 200

microwells (width � length � depth¼ 1000 � 1000 � 500 lm) in the base. This size fits the
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large algal cells used, which were in the range of a few hundred microns in diameter. The array

contains 10 rows of 20 wells with 500 lm spacing. The wells were formed by plasma bonding

a 500 lm thick polydimethylsiloxane (PDMS) layer with a pattern of the bottomless microwells

to a commercially available positively charged microscope slide (SuperFrost
VR

Plus

J1800AMNZ, MENZEL-GL€ASER, USA). This was then covered by a diamond shape fluidic

layer. See Fig. 1(a). Fig. 1(b) displays a magnified image of the connection between the inle-

t/outlet to the chamber. The tip of the silicone tube was embedded to the ceiling so its opening

end was exposed to the fluidic space.

The microwell layer was created by standard PDMS soft lithography using the nickel mold

which was fabricated using X-ray LIGA technique31 (Fig. 1(c)). The technique was suitable for

fabrication of a “tall” micropattern with a microscopically smooth surface. The metal was used

because it is a good material choice of permanent prototype mold for repeat casting of PDMS.

Alternatively, a heat resistant resin could be used.

The pre-polymerized PDMS was poured on the flat area of the mold and then spread to the

micropatterned area. Like this the thickness of the microwell can be adjusted by changing the

volume of the poured PDMS. A thickness of �100 lm was achieved.

On top of the microwell layer is a fluidic layer. It has a flat top with a diamond shaped

flow channel on the reverse side. The depth of the channel determines the height of the cell

chamber, which is about 1 mm. The specified dimension of the fluidic layer is shown in

Fig. 1(d). The inlet and outlet are connected to the ends of the channel allowing the flow of liq-

uid media. This layer was made by pouring pre-polymerized PDMS on a laser cut acrylic mold

FIG. 1. The fabricated device. The device is composed of 3 layers: the positively charged glass slide, microwell layer, and

fluidic layer (a); detail of the structure of the connection between the tubing and inlet/outlet is displayed. Tube is embedded

into the volume of PDMS so the tube end is connected to the fluidic space (b); the microwell layer was fabricated using a

nickel mold produced with X-ray LIGA technique (c); dimension of the fluidic layer as seen from the top view is specified

(d); cross-section (e) and picture of the finished device (f) are displayed.
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that had a rectangular frame and diamond shaped island at the center. The diamond shape was

thinner than the frame so it gave the embossed patterned of the channel to the finished layer.

Tubing and contacts between layers of the device were sealed using pre-polymerized PDMS

followed by heating. Figs. 1(e) and 1(f) display the cross-section of the device and the finished

device, respectively.

To ensure the expected outcome of the micro–patterned structure, the depth of the micro-

wells (the thickness of the patterned layer), was measured from 9 different area of 3 fabricated

arrays, using a digital micrometer (Mitutoyo, Japan). The structure of the wells was investigated

using an inverted microscope (Nikon TS100F). Digital micrographs of the wells were captured

under the inverted microscope with a digital single-lens reflex (DSLR) camera (Canon D110)

through its microscope adaptor. The width of the well was measured from digital micrographs

of 28 different wells randomly selected from 4 arrays using the freeware, ImageJ.32

B. Algal strains and culture

Algal strains used were Spirulina platensis strain CMU 2, Pediastrum sp., Ankistrodesmus
sp., Chlorella vulgaris, and Scenedesmus sp. obtained from Applied Algal Research Unit,

Department of Biology, Faculty of Science, Chiang Mai University, Thailand. All the stains

were maintained in BG-11 medium33 except S. platensis, which was cultured in Zarrouk’s me-

dium.34 Preparation of these standard algal culture media are described elsewhere.33,34 S. pla-
tensis were cultured at 30 �C under 4 k lux fluorescent illumination and rotary shaking at

120 rpm (SHO-2D, Wisd Laboratory Instruments, DAIHAN Scientific Co., Ltd., Korea).

C. Cell loading and cultivation in the chip

Prior to the cell loading, the fluidic channel was subsequently rinsed with 70% ethanol,

sterile distilled water and sterile algal cell medium. After rinsing, the chip was fully filled with

sterile medium before cells infusion. To load the cell to the biochip, the algal cell suspension

in the appropriate medium was filled in a plastic sterile syringe. The cells suspension was then

injected using a syringe pump (NE-1000, New Era Pump Systems Inc., USA) at a constant

flow rate of 200 ll/min. This particular flow rate performed effectively in our preliminary

experiment with S. platensis, and thus, the experiments and optimization in this study were

done based on this rate. At the end, another round of sterile medium was injected into the de-

vice to purge the remaining uncaptured cells.

In our further cell loading optimization with S. platensis, different combinations of filament

concentration in the suspension (1000, 2500 or 5000 filaments/ml) and volumes of the algal

suspension, making up a total filament number of either 500 or 1000 filaments, were loaded

into the device at a constant flow rate of 200 ll/min. For instance, in the case of 1000 fila-

ment/ml suspension, 500 ll and 1000 ll of this suspension was prepared and infused so that the

total number of 500 and 1000 filaments was loaded into the device. The algae cultured in the

biochip were kept in the same lighting and temperature setting previously described in the culti-

vation section.

D. Imaging of cells and analysis

In the study of the cells’ growth kinetics in the biochip, the algal cells were observed and

counted to monitor their growth under an inverted microscope (Nikon TS100F). Digital micro-

graphs of the cells were captured under the inverted microscope with a DSLR camera (Canon

D110) through its microscope adaptor. Measurement of cells length in the micrograph was

done manually using the measuring tool of the freeware, ImageJ.32

E. Chemical perfusion inside the biochip and analysis

The biochip was first filled with either Zarrouk’s medium (blank) or 1 mM Azorubine in

Zarrouk’s medium (dye solution). Then, the other solution, i.e., the dye (adding mode) or blank

medium (washing mode), was injected into the device to replace the first solution at a constant
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flow rate of either 200 or 400 ll/min. The picture of the wells (around the center of the array,

n¼ 4) was captured every 50 s or more frequently under the inverted microscope with attached

DSLR camera in manual mode. The intensity in the red channel of the well area could be

measured using ImageJ. The intensity values were converted into a local concentration using a

calibration curve constructed from a set of images taken from wells filled with dye solutions of

known concentration. The relative local intensity (100x local intensity/the local intensity when

the device filled with the blank) was plotted against time.

III. RESULTS AND DISCUSSION

A. Biochip characterization

The obtained microwell layer of the biochip was investigated using the micrometer and op-

tical microscope. The depth and width of the well measured were 523.7 6 27.9 lm (mean 6 SD,

n¼ 3) and 1067 6 24 lm (mean 6 SD, n¼ 28), respectively, similar to expected dimension. The

square shape and a fairly straight edge of the wells were observed, see Fig. 2. This indicated

that the array of microwell can be obtained using the novel protocol. The soft lithographic pro-

cedure using the resin mold, an economical substitution of the metal mold, produced a similar

result. The simplicity of the protocol and reproducibility of mold at low cost heightens the

potential of the biochip to be constructed and used in any biological laboratory with minimal

technical prerequisites.

B. Cell capturing

All the algal cells including Pediastrum sp., Ankistrodesmus sp., Chlorella vulgaris,

Spirulina platensis, and Scenedesmus sp. (Fig. 3) could be successfully captured in the biochip.

By increasing the speed of medium injection to the device up to 900 ll/min, no cell detachment

was observed. This suggests a sufficiently strong capturing ability of the well under a continu-

ous stream of culture medium.

In contrast, cells were not captured in the wells when the positively charged microscope

slide was replaced with an uncharged one. Cells were flushed away after the final medium

FIG. 2. Displays the stitched micrograph of the micro–patterned layer. The image suggests that the desired rectangular well

structures were successfully formed by the developed fabrication process. The scale bar represents �1 mm.
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injection. This indicated that the capturing in the biochip occurred via electrostatic interaction

between the positively charged glass slide and the negatively charged cells surface as expected.

It was found that the species of smaller cell size such as C. vulgaris and Scenedesmus sp.

tended to be trapped more densely in single wells, even when the same cell concentration was

used (Figs. 3(b) and 3(c)). Further optimization of cell loading conditions may be required for

each species. In addition, the size of the wells may be adjusted to fit smaller cell types.

However, these experiments suggested that this electrostatic microwell can be used in capturing

planktonic algal cells of a diverse shape, size, and taxonomic group.

In our further cell loading optimization with S. platensis, a total number of either 500 or

1000 filaments, were loaded to the device at a constant flow rate of 200 ll/min (n¼ 3 each).

The cell number used for loading affected the number of cells trapped in the well. The percent-

age of wells found trapping different numbers of S. platensis filaments are displayed (Fig. 4). It

can be obviously seen in the graphs that the majority of wells did not trap cells. The percentage

of wells containing cells decreased with the number of cells the well trapped. This percentage

decaying trend was found in all optimization experiment.

However, the major concern is the percentage of wells containing a single cell. The larger

this percentage, the more repeat experiments with single cells that can be performed in a single

set up. In general, the percentage of single cell occupancy varied within the range of

�10%–30%. The highest percentage of 30.3 6 1.5 (mean 6 SD) was achieved when 500 fila-

ments were loaded using a 2500 filament/ml cell suspension (Fig. 5).

Fig. 6 depicts distribution of cells captured in different location of the biochip when differ-

ent number of cells loaded using cell suspension of various concentrations. In most cases, cap-

tured cells were found to be equally distributed within the array. The clear patterns of preferen-

tial cell accumulation towards the inlet were found when the suspension with the lowest cell

concentration (1000 cell/ml) was used. In addition, a large proportion of wells under this condi-

tion, especially those near the inlet, also captured more than 1 filament.

At lower cell concentrations, greater volume of cell suspension for the targeted number of cells

infused was required to flow though the device, and therefore, the more time the wells were

exposed to the cell suspension. In addition, for a given time period, most of the cells were captured

by the wells located at the front (near inlet) and even less remained for the subsequent wells. This

FIG. 3. Algae from different taxonomic groups could be captured by the device. Example of trapped algae displayed here

are Spirulina platensis (a), Chlorella vulgaris (b), and Scenedesmus sp. (c). Pictures of magnified groups of trapped cells

are presented in (b) and (c). The yellows and black scale bars represent 100 and 10 lm, respectively.
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could explain the disproportionate accumulation of cells towards the inlet when lower cell concen-

tration was used.

Infusion with highly concentrated cells suspension reduced severity of the bias captured

cell distribution. It is also intuitive that the success rate of capturing should depend on cell

FIG. 5. Percentage of wells containing single cells trapped when total filament numbers of 500 or 1000 filament were

loaded using different suspension of different cell concentration (1000–5000 cells (or filaments)/ml). The bars with the

error bar represent the means with their SD based on 3 different repeat experiments (n¼ 3). The highest percentage of

single cells trapped in a single well reached 30.3 6 1.5 when 500 cells were loaded using the cell suspension with a cell

concentration of 2500 cells/ml with the constant flow rate.

FIG. 4. Percentage of wells containing trapped cells of different numbers when different total cell numbers and cell concen-

trations were loaded to the device at the constant speed. The percentage was calculated based on how the cells occupied in

the well in the biochip. The bars represent the average of the percentage with the error bar displaying the SD; the values

based on triplicate results. The trends of the percentage in all the experiments follow the same decaying trend with the high-

est frequency of the empty wells. The total cell occupancy in one single well could be as high as 12 cells per well.
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concentration; the denser the cells, the more likely that at least one cell get captured. However,

according to our experiment, it resulted in slight to moderate drop in cell capturing efficiency.

This could be due to the fact that less suspension volume was required to be flowed through

the chip to reach a certain loaded cell, in comparison to the case of lower cell concentrations.

As attraction of suspended cells to the trap is a probabilistic (random) event, beside the density,

the chances of cells being capture may also be a function of time. In other words, the longer

the well exposed to the flow of suspension, the more likely the cell capture (at least one cell)

will be successful.

Therefore, the capturing efficiency in this biochip was a balance between cell concentra-

tions and time the wells exposed to the cell suspension. Either of these two extremes

resulted in reduction of the capturing efficiency. This implies why the capturing efficiency,

in terms of single cell capturing, number of wells occupied and non-bias cell accumulation,

reached the highest when 2500 cells/ml cell suspension was used, among others in this

experiment.

Another factor involved in capturing efficiency was the total number of cells loaded. It was

also another factor determining how long the wells are exposed to the stream of suspended

cells. Expectedly, it was found that doubling the number of total cell loaded resulted in larger

number of cells trapped, globally. Unlike the pair of “time” and “cell concentration,” in the

investigation of cell concentration, the total cell number did not change the preference of cell

accumulation but the frequency of cell found. As seen in Fig. 6, patterns of cell accumulation

in the experiments with same cell concentration were similar but intensified when cell number

increased.

The highest efficiency of single algal cell trapping was equivalent to those in some previ-

ous mechanisms used in other works.10,11 This means that about single 60 S. platensis filaments

will be provided in a single chip, which is sufficient for a broad range of experiments such as

tracking growth kinetics of the filaments, cell-environmental interaction and cell screening.

FIG. 6. Distribution map of trapped cells in the biochip when different total cell numbers (500 or 1000 cells) were added to

the chip using different concentrations of cell suspension (1000–5000 cell/ml). 6 tables contain 10 � 20 cells represent the

microwells presented in the chip. Well columns on the most left is the closest to the inlet whereas the most right is the near-

est to the outlet. The cell colored in yellowed and red represent occupied well with number of cell¼ 1 and >1 cell, respec-

tively. Numbers of cells captured are also specified. White cells are empty wells.
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C. Preference of cell size trapped

It is necessary to ensure that the trapped filaments represent the actual population present-

ing in the bulk culture (i.e., cell cultured in an Erlenmeyer flask). S. platensis exhibit a wide

range of filaments length distributions in a given culture (a few tens of lm to a few hundreds

of lm). As size is closely related to cell maturation and physiology, we wondered if filaments

of particular sizes (i.e., smaller) may be more likely to be trapped, causing a selective sampling.

To answer this question, we took microscopic images and measured the length of 200 trapped

filaments in the biochip using imageJ. The same experiments were conducted using algae from

3 different days of culture: day1, day2, and day5. These algal cells were cultured in �150 ml

culture volume in Erlenmeyer flask. The length distribution of the filaments from each day was

constructed based on the frequency found. This was then compared to that of the algal popula-

tion directly sampled from the bulk culture of the same day.

It was found that all the length distributions fit a similar peak-like pattern (Figs. 7(a)–7(c)).

Diversion of the peak characteristics such as the maxima, the x-axis value at which the maxima

occurred, were observed upon day of algal collection. Although the distribution changed with

day of culture, a similar pattern of distribution was found between the trapped cells and the

cells in bulk culture on the same day. This means that cells of a given single species trapped

by the biochip are a well randomized sample representing their population in their bulk culture.

D. Effect of the electrostatic charged to cell growth kinetics

The employment of a positively charged surface to capture the cells may be considered

controversial. Similarly to trapping cells with an electric field using a micropatterned electrode,

electrical charge may affect the cells.17,18 It may also be of a concern that preventing cells to

FIG. 7. Length distribution of the S. platensis’ filaments found captured in the device in comparison with that in the bulk

culture. The experiment conducted using algal samples from 3 different days of cultivation, the distribution of the captured

cells and cells in the bulk are similar in all the experiments. Each distribution was based on 200 filaments counted. The

trend lines display the data sets fitted to Gaussian distribution (y¼ a � exp(�0.5 � ((x-b)/c) 2); when a, b, and c are regres-

sion coefficients).
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be naturally free-floating eventually results in changed growth kinetics. To study the effect of

the charged surface on growth kinetics, we monitored groups of S. platensis filaments grown

under 3 different conditions (10 groups each, mean 6 SD of initial filament

number¼ 9.8 6 1.4): (1) in wells with the positively charged based, (2) in wells with normal

glass surface base, and (3) in static bulk culture (500 ml flask).

As earlier mentioned, cells could not be trapped in the biochip without assistance of the

positively charged microscope slide. Therefore, the conditions (1) and (2) were conducted in a

similar biochip but with a larger area of circular wells (5 mm in diameter and 1 mm in depth).

The PDMS fluidic layer was removed. 20 ll initial cell suspension was directly added to the

wells with a micropipette. Another piece of microscope slide was put over the well layer with

the help of a 2 mm thick spacer. This caused a 1 mm gap between the wells and the ceiling that

minimized the evaporation of the medium and also avoided a direct contact which could disturb

the liquid in the well. The whole biochip was kept in a moist chamber to prevent medium dry-

ing. The cells number in the wells was directly counted from the well slide. To count cells in

the bulk culture (condition 3)), a 20 ll cell suspension was pipetted from the flask and dropped

on a microscope slide before counting under a microscope.

It was found that cells under the 3 conditions grew in a similar pattern (Fig. 8). They

entered the logarithmic and stationary phase of growth on the same day and had a very similar

specific growth rate (l) during the logarithmic phase. Calculation of l was done using the fol-

lowing equation:10

l ¼ dðlnNÞ
dt

;

where N is number of filaments and t is time. Results were in agreement with the previous find-

ing indicating that growing algae in a relatively small scale volume does not alter the cells’

growth kinetics.10 Based on the same previous study, it should be noted that this is only true

for the case of a small population of multiple cells. Kinetics of single cell growth varies enor-

mously which is thought to be due to individual physiological differences and the stage of cell

cycle each individual is at.10 This was the reason our experiment started with an initial filament

number of about 10.

Another interesting aspect of our result is that the deviation of the average filament number

during different days of experiments was very low. This was probably because a larger number

of repeat experiments were conducted (n¼ 10) in comparison to previous studies.10 In addition,

unlike the previous study10 in which single cells of C. vulgaris were the model organism, the

multicellular S. platensis were studied. Ten filaments of S. platensis may contain hundreds of

FIG. 8. The growth curves of S. platensis in 3 culturing conditions: in bulk culture, in a well with a normal glass bottom, in

a well with the positively charged glass bottom. The scatters represent mean of filament density from 10 observed groups

(n¼ 10). The error bars are SD of the means. Cells in all conditions entered different phases of growth on the same day and

own a similar maximum specific growth rate of 0.967 6 0.001, 0.967 6 0.001, and 0.966 6 0.001, respectively.
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cells, which sufficiently evens out the physiological divergence among the micropopulation in

any single experiment.

E. Chemical perfusion in the microenvironment

This chip is designed to allow chemical environment to be tunable by the user. It is thus

essential to ensure that the added chemicals completely perfuse the culturing

microenvironment.

Prior to the experiment, the light intensity-dye concentration relationship was constructed

as shown in Fig. 9. The relationship fitted well an exponential equation y¼ 60.4þ 131.7 �
exp(�2.6x) with R2 of 0.99. For any local dye intensity measured from the digital photograph

of the well taken from the control light setting, the local concentration can be calculated.

From the washing and adding dye experiment, we found that total perfusion in the

“adding” and “washing” mode occurred within a time frame of not longer than 500 s but that

saturation was reached at different times, depending on the flow rate (Fig. 10). The higher flow

meant the quicker replacement. In general, it took �300 s and �550 s to get the wells 80% and

100% “washed,” and �100–250 s and �250–500 s to get the wells 80% and 100% “added,”

respectively. The magnitude of the time taken for the initial chemical to be fully replaced (hun-

dreds of second) is acceptable when considering to the alga’s doubling time, which is about

one day.

FIG. 9. Exponential relationship between the dye concentration and dye intensity in the red channel measured from the

digital photographs (n¼ 4), error bars¼61 standard deviation. The relationship fit the equation y¼ 60.4þ 131.7

� exp(�2.6x) with R2 of 0.99.

FIG. 10. Replacement of solution in the device at different speeds of flow. The data points represent mean relative local

concentration of dye in four different wells (n¼ 4), error bars¼61 standard deviation. (a) displays the replacement of the

blank medium with dye solution whereas (b) represents the replacement of the dye solution with the blank.
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Although the initial relative concentration started at 100%, in one of the experiment (i.e.,

washing at 200 ll/min) the dye concentration reached nearly 120% within the first minute of

the washing. It is possible that this could happen as a result of a transition of the liquid: from

being static to being moved. The dye solution was filled and remained static until the constant

flow of the blank was introduced. The “push” generated by introduction of the blank caused a

temporary compression at the beginning as a result of inertia. This compressed dye solution

could temporarily undergo refection index change and appeared as a spike in optical density,

and thus, concentration.

An interesting flow phenomena observed, when “the second solution” was being introduced

to the chip, was that the observable and almost linear boundary between the first and the second

solution was formed. This boundary moved towards the outlet and took about 5 min to reach

the other side of the chip. This indicated the infusion took place primarily though laminar

mode of flow of the second solution. Second, as the wells are identical and arranged in sym-

metrical rectangular array, they should experience the flow in similar fashion. However, with

the flow rate used, it took about 2–3 min for the linear boundary of dye to travel from the first

column of wells to the last. This caused the “lag phase,” the phase before the leaping rise or

fall of the relative concentration in the perfusion kinetics in Fig. 10. The leaping phase started

coincidentally with an arrival of the linear boundary. This suggests that, although the perfusion

phenomena in all wells should be of a similar fashion, the variation in lag phase can be

expected in wells located at different distances from the inlet.

As noted that the perfusion experiments were done based on wells selected from the middle

of the array (approximately column 9–11 from the inlet and a row 4–6 from either long edge of

the chip). The perfusion phenomena may not absolutely represent the exact perfusion kinetics

of wells all across the chip. It describes a generalized idea about what can be expected from

the infusion using the middle area of the chip as an average. With known distance of the wells’

locations to the inlet, the delayed perfusion can be adequately estimated. However, the delay

should be within 2–3 min which is negligible when considering cell doubling time. In addition,

from the knowledge above, it can ensure that there is no “dead zone” in the biochip and the

biochip can be thoroughly perfused within the relevant time frame.

IV. CONCLUSION

We successfully fabricated a biochip with electrostatically attracting microwells for phank-

tonic cell trapping. It was demonstrated that this kind of trapping mechanism is capable of trap-

ping multiple planktonic algal cells of different species. The trapping is strong enough to hold

the cells in the well under a flow rate of up to 900 ll/min. By adjusting the number of total

algal filaments and concentration, the highest occupancy of single S. platensis filament reached

in the biochip was about 30%. The algal filaments found trapped by the devices are a well-

randomized sample of the population they represent in the bulk culture. Further study may

focus on the effects of the flow rate and geometry of the well in determining capturing effi-

ciency of algal cells of diverse morphology. Cells grown in the electrostatic microwells exhib-

ited the same growth pattern as those grown in non-electrostatic wells and in the bulk culture.

This implies that the electrostatic mechanism can be used to immobilizing cells without altering

the cell growth pattern. Chemicals in the culturing environment can be fully replaced within a

physiologically acceptable time frame. Faster replacement is possible by increasing the flow

speed up to at least 900 ll/min.

Beside its efficiency, the apparent advantages of this design are its simplicity and versatil-

ity. The chip could be fabricated and operated with minimal technical knowledge. Unlike some

of the previous designs in which trapped cells could, to some extent, freely float or move in 3D

space, electrostatic field immobilized cells to the bottom. This is ideal for qualitative and quan-

titative imaging. Wells organized symmetrically in a rectangular array made well numbering

straightforward both automatically and manually. Another separate piece of microscope slide

(75 � 25 mm) was fabricated with a pattern of numbers corresponding to the location of wells.

This made a manual search of particular wells under microscope easier, especially for a long
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term monitoring of cells in multiple wells. Addition or removal of gradients of chemicals can

be added to the chip via the inlet both automatically and manually at any time of experiment.

The design fits a wide variety of experimental set up such as observation on temperature–con-

trolled microscope stage, in an incubator, or even in a water bath. The possibility of using heat

resistant resin, an economical alternative to the metal mold, increases the practicality for any

biological laboratory.

Unlike other algal cell trapping chips, another feature of this device is that it allows users

to simply transfer the cell from any particular well to another location. We found the top layer

of the device can be simply lifted off exposing the microwell layer. The algal cells remained

attached afterwards. By using micropipette, we successfully picked up the cell samples directly

from wells of interest. This makes this biochip usable as a platform for the testing and screen-

ing of phytoplanktonic strains.

Conventionally, testing and screening of phytoplankton was done by cell isolation using

microbiological methods, such as streak plate or cell picking using a capillary tube, before

upscaling the initial cells into a mass culture. Clearly, these procedures are time- and resource-

consuming and laborious. In contrast, with this device up to 60 single cells at a time can be

simply isolated in the wells. After observing the characteristics of each of the isolates under the

user-defined culturing conditions, desirable cells can be manually transferred for mass culturing.

This makes the biochip not only a simple versatile platform for fundamental experiments but

also for testing and screening algal strains for biotechnological purposes.
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หลุมดักสาหร่ายสามารถปรับเปลี่ยนได้โดยการพัดพาของเหลวใหม่เข้าสู่ชิ้นงาน ชิ้นงานอยู่ในขั้นตอนการน าไปใช้จริงในการศึกษาทางสรีรวิทยา
ระดับเส้นสายของสาหร่าย Spirulina platensis  
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Understanding in cellular behavior is a key to the effective cultivation and maximum exploitation of algae. There have 
been several microfluidic devices constructed for algal cell tracking. The devices however own some disadvantages: 
limited compatibility with cells’/colonies’ shapes and incapability of controlling chemical dynamics of the culturing 
environment. Here we are presenting a new simple microfluidic device designed to overcome the problems. The device 
is a sealed transparent cell chamber of a microscope slide-size equipped with tubing system to allow a continuous flow 
of culture medium. At the floor, the device contains an array of 200 microwells (width x height x depth = 1,000 x 1,000 
x 500 µm) working as electrostatic cell traps. The microstructure is patterned using a mold fabricated with deep x - ray 
lithographic technique (DXL). Testing with Spirulina platensis, we found that the device’s capturing efficiency reaches 
30% (30% of its microwells capture the single filament) if 200 microliter of 2,500 filament/ml algal suspension is 
injected to the device at the flow speed of 200 µl/min. In addition, as visualized by a food dye solution, the chemical 
microenivironment in the microwells can be adjusted with the continuously fed media. The device is being used in a 
filamentous physiological experiment of Spirulina platensis to demonstrate its feasibility.  

Keywords: microalgae, Spirulina platensis, cellular behavior, microfluidic device 
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การวิเคราะห์ปริมาณไขมันในสาหร่ายเป็นกระบวนการส าคัญในการคัดเลือกสายพันธ์ุและการติดตามการผลิตไขมันของสาหร่ายในระบบ
เพาะเลี้ยงเพื่อการผลิตไบโอดีเซล เทคโนโลยีในการวิเคราะห์ปัจจุบันยังคงมีข้อจ ากัดอยู่ เช่น ใช้มวลสาหร่ายปริมาณมากในการวิเคราะห์ ให้
ค่าที่ไม่แน่นอน อาศัยทักษะความช านาญการ หรือมีราคาในการวิเคราะห์สูง ในที่น้ีผู้เขียนน าเสนอวิธีการวิเคราะห์ปริมาณลิปิดวิธีใหม่เพื่อลด
ปัญหาดังกล่าว วิธีดังกล่าวได้แรงบันดาลใจมากจากคุณสมบัติของลิปิดในการเป็นฉนวนทางไฟฟ้า จากการทดลองเบื้องต้นในการหยด
สารละลายน้ ามันพืชในคลอโรฟอร์มความเข้มข้นตั้งแต่ 1-500 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ลงบนขั้วไฟฟ้าคาร์บอนขนาด 
2x20 มิลลิเมตร พบว่าเม่ือตัวท าละลายระเหยแห้ง ค่าความต้านทานตามความยาวของขั้วไฟฟ้าเปลี่ยนไปตามความเข้มข้นของน้ ามันอย่างมี
ความสัมพันธ์แบบไม่เชิงเส้น โดยค่าความต้านทานไฟฟ้าจะแปรตรงกับความเข้มข้นในช่วงประมาณ 1-50 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร และ
แปรผกผันในช่วงความเข้มข้น 50-500 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร แบบแผนความสัมพันธ์ดังกล่าวสามารถพบได้เช่นกันในการทดลองกับขั้วไฟฟ้า
ขนาดอ่ืน วิธีการดังกล่าวอาจท าให้สามารถวิเคราะห์ปริมาณน้ ามันจากมวลสาหร่ายในช่วงไมโครกรัมได้ ซ่ึงจะช่วยลดทรัพยากร เวลา และ
แรงงาน 
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Development of a new electronic-based technique for quantification of lipid in algae  
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Quantification of lipid is a crucial part in screening of lipid producing algae and monitoring of lipid production in 
cultures. Quantifying amount of lipid with the existing technology could be problematic. The protocols may require 
large sample size, be not reliable or be unaffordable. Here we are presenting a new electronic-based method for the 
measurement that would overcome the problems. The method was inspired by the electrical insulating nature of lipid. 
In our preliminary study on dropping 1 µl of 1-500 µl/ml vegetable oil solution in chloroform on commercial carbon 
paste electrodes (2x20 mm), we discovered a non-linear relationship between concentration of oil and change in 
electrical resistance of the electrode after drying (measured along the length). The resistance increased with increasing 
concentration until ~500 µl/ml when the graph gradually dropped. The pattern was also found in the experiments with 
the electrodes of other sizes. The method might enable quantification of algal lipid using sub-mg size samples which 
would help reducing cost, labors and time. 
Keywords: lipid producing algae, biodiesel, lipid quantification, carbon paste electrode 


	PK-final report
	1
	2
	3



