
 
 

 
 

 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ 
การ฽ช฽ขใงหัว฼ชืๅอสาหรายขนาด฼ลใกสําหรับฟารม฼พาะ฼ลีๅยงสัตวนํๅา฼ชิงพาณิชย  

Microalgae stock cryopreservation for hatchery 
 
 
 
 
  
 
 
 

ชลี ไพบูลยกิจกุล มะลิวัลย คุตะ฾ค รชนิมุข หิรัญสัจจา฼ลิศ  
฽ละ ฼บใญจมาศ ไพบูลยกิจกุล 

 
 

 
 

 
 

฾ครงการวิจัยประ฼ภทงบประมาณ฼งินรายไดຌ 
จาก฼งินอุดหนุนรัฐบาล ิงบประมาณ฽ผนดินี 

ประจําปงบประมาณ พ.ศ. โ56เ  
มหาวิทยาลัยบูรพา   



 
 

 
 

รหัส฾ครงการ โ56เAแเ่เแเแโ 
สัญญา฼ลขทีไ แโ6/โ56เ 

 
 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ 
การ฽ช฽ขใงหัว฼ชืๅอสาหรายขนาด฼ลใกสําหรับฟารม฼พาะ฼ลีๅยงสัตวนํๅา฼ชิงพาณิชย  

Microalgae stock cryopreservation for hatchery 
 
 
 
 
 

หัวหนຌา฾ครงการวิจัย 
ผูຌชวยศาสตราจารย ดร. ชลี ไพบูลยกิจกุล  

 
ผูຌรวม฾ครงการวิจัย 

ผูຌชวยศาสตราจารย ดร. มะลิวัลย คุตะ฾ค  
ผูຌชวยศาสตราจารย ดร. รชนิมุข หิรัญสัจจา฼ลิศ  
ผูຌชวยศาสตราจารย ดร. ฼บใญจมาศ ไพบูลยกิจกุล 

 
 

 
 
 

คณะ฼ทค฾น฾ลยีทางทะ฼ล  
มหาวิทยาบูรพา วิทยา฼ขตจันทบุรี 

ตุลาคม โ56เ 



 
 

ก 
 

กิตติกรรมประกาศ 
 

งานวิจัยนีๅไดຌรับทุนสนับสนุนจากงบประมาณ฼งินรายไดຌจาก฼งินอุดหนุนรัฐบาล ิงบประมาณ฽ผ຋น 
ดินี ประจําปงบประมาณ พ.ศ. โ56เ มหาวิทยาลัยบูรพาผ຋านสํานักงานคณะกรรมการวิจัย฽ห຋งชาติ ฼ลขท่ี         
สัญญา แโ6/โ56เ 

การวิจัยครัๅงนีๅไดຌรับการสนับสนุน฽ละช຋วย฼หลืออย຋างดีย่ิงจากคณะ฼ทค฾น฾ลยีทางทะ฼ล ทํา฿หຌการ 
วิจัยดํา฼นินไปไดຌอย຋างราบรื่น คณะผูຌวิจัยขอขอบคุณมา ณ ท่ีนีๅ 

ขอขอบคุณ คุณศศิฬา ฉิมพลี ฼จຌาหนຌาที่คณะ฼ทค฾น฾ลยีทางทะ฼ล ที่฿หຌความสะดวกดຌานอุปกรณ         
฼ครื่องมือ ฽ละสาร฼คมี฿นการทําวิจัย ตลอดระยะ฼วลาท่ีทําการศึกษา จนทํา฿หຌงานวิจัยสํา฼รใจอย຋างดี ขอ       
ขอบคุณ คุณชุภาดา ธนาพาณิชย ผูຌช຋วยวิจัย ที่ช຋วย฿หຌ฾ครงการวิจัยดํา฼นินการจนสํา฼รใจ 

 
 
 

ชลี ไพบูลยกิจกุล 
หัวหนຌา฾ครงการวิจัย ฯ 
มิถุนายน โ56แ 

 
 
 
   



 
 

ข 
 

บทคัดยอ 
 

การศึกษาครัๅงนีๅ฽บ຋งออก฼ปน โ การทดลอง การทดลองท่ี แ มีวัตถุประสงค฼พ่ือศึกษาผลของชนิด         
สาหร຋ายขนาด฼ลใก ชนิดสารปองกันการ฼กิดผลึกนํๅา฽ขใงต຋ออัตราการรอดของ฼ซลลสาหร຋ายขนาด฼ลใกที่฼กใบ 
รักษา฼ซลลดຌวยวิธีการ฽ช຋฽ขใง ทําการ฼พาะ฼ลีๅยงสาหร຋ายคลอ฼รลลา คี฾ต฼ซอรอส ฽ละ฼ตตรา฼ซลมิส ที่ความ       
฼คใม 3เ ppt ดຌวยอาหารสูตร Guillard’s medium จากนัๅน฼กใบรวบรวม฼ซลล฽ละ฼ติมสารละลายปองกัน           
การ฼กิดผลึกนํๅา฽ขใง โ ชนิด ไดຌ฽ก຋ กลี฼ซอรอล ฽ละ DMSO ท่ีความ฼ขຌมขຌน 5ั นําไปลดอุณหภูมิ฽ลຌวนําไป                 
฽ช຋ที่อุณหภูมิ -โเ ºC ฼ปน฼วลา 3 วัน ฼มื่อครบกําหนดการ฼กใบรักษา฼ซลลสาหร຋ายทําการละลาย ลຌาง฼ซลล             
฽ลຌวนําไป฼พาะ฼ลีๅยง ทําการคํานวณอัตราการรอดของสาหร຋าย 

ผลการศึกษาพบว຋ามีปฏิกิริยาสัมพันธระหว຋างชนิดสาหร຋าย ฽ละชนิดสารละลายปองกันการ฽ช຋ 
฽ขใง คลอ฼รลลามีอัตรารอดสูงที่สุด฼ม่ือทําการ฽ช຋฽ขใงดຌวยสารละลาย DMSO ฼ม่ือพิจารณาการ฼กใบสาหร຋าย     
฽ช຋฽ขใงดຌวยสารละลายกลี฼ซอรอลพบว຋า คลอ฼รลลามีอัตรารอดมากที่สุด รองลงมาไดຌ฽ก຋ ฼ตตรา฼ซลมิส ฽ละ         
คี฾ต฼ซอรอส ตามลําดับ ฽ละ฼มื่อพิจารณาการ฼กใบรักษาสาหร຋าย฽ช຋฽ขใงตามชนิดของสาหร຋ายพบว຋า คลอ     
฼รลลาท่ี฼กใบรักษาดຌวยสารละลาย DMSO มีอัตรารอดสูงกว຋าคลอ฼รลลาที่฼กใบรักษาดຌวยสารละลายกลี฼ซ   
อรอล อย຋างมีนัยสําคัญ ิP<เ.เ5ี ฼ตตรา฼ซลมิสที่฼กใบรักษาดຌวยสารละลายกลี฼ซอรอล มีอัตรารอดสูงกว຋า       
฼ตตรา฼ซลมิสที่฼กใบรักษาดຌวยสารละลาย DMSO อย຋างมีนัยสําคัญ ิP<เ.เ5ี ฿นขณะที่คี฾ต฼ซอรอสมีอัตรา       
รอดไม຋฽ตกต຋างกันอย຋างมีนัยสําคัญ ิP>เ.เ5ี 

การทดลองที่ โ การศึกษาความ฼ขຌมขຌนสารปองกันการ฼กิดผลึกนํๅา฽ขใงต຋ออัตราการรอดของ฼ซลล   
สาหร຋ายขนาด฼ลใกที่฼กใบรักษา฼ซลลดຌวยวิธีการ฽ช຋฽ขใง ทําการ฼ลือกชนิดสารละลายปองกันการ฽ช຋฽ขใงที่ 
สาหร຋าย฽ต຋ละชนิดมีอัตรารอดสูง ฼ลือกสารละลาย DMSO สําหรับสาหร຋ายคลอ฼รลลา ฽ละ฼ลือก       
สารละลายกลี฼ซอรอลสําหรับ฼ตตรา฼ซลมิส ฽ละ คี฾ต฼ซอรอส ศึกษาความ฼ขຌมขຌนของสารละลายปองกัน     
การ฼กิดผลึกนํๅา฽ขใงที่฼หมาะสม ทําการ฼ปลี่ยนระดับความ฼ขຌมขຌนของสารละลายปองกันการ฼กิดผลึกนํๅา฽ขใง   
โ ระดับ คือ  5 ฽ละ แเั ทําการทดลอง ฼กใบขຌอมูล ฽ละวิ฼คราะหผลการทดลอง฼หมือนการทดลองที่ แ 

ผลการศึกษาพบว຋าคลอ฼รลลาที่฼กใบรักษา฼ซลลดຌวยสารละลาย DMSO ที่ระดับความ฼ขຌมขຌน 5ั       
มีอัตรารอดของ฼ซลลสาหร຋ายสูงกว຋าการ฼กใบรักษา฼ซลลที่ระดับ แเั อย຋างมีนัยสําคัญ ิP<เ.เ5ี ฼ตตรา       
฼ซลมิสท่ี฼กใบรักษา฼ซลลดຌวยสารละลายกลี฼ซอรอลที่ระดับความ฼ขຌมขຌน 5ั มีอัตรารอดของ฼ซลลสาหร຋าย   
มากกว຋าการ฼กใบรักษา฼ซลลที่ระดับ แเั อย຋างมีนัยสําคัญ ิP<เ.เ5ี คี฾ต฼ซอรอสที่฼กใบรักษา฼ซลลดຌวย       
สารละลายกลี฼ซอรอลที่ระดับความ฼ขຌมขຌน 5 ฽ละ แเั มีอัตรารอดไม຋฽ตกต຋างอย຋างมีนัยสําคัญ ิP>เ.เ5ี 

การทดลองที่ 3 การศึกษาผลของความ฼ขຌมขຌนของได฼มทิลซัลฟอกไซด ิMeโSOี ฽ละระยะ฼วลา       
การ฼กใบรักษา฼ซลลต຋ออัตราการรอดของสาหร຋ายขนาด฼ลใกดຌวยวิธี฽ช຋฽ขใง ทําการ฼พาะ฼ลีๅยงคลอ฼รลลา ฽ละ   
คี฾ต฼ซอรอส ที่ความ฼คใม 3เ ppt ดຌวยอาหารสูตร Guillard’s medium ฼กใบรวบรวม฼ซลล฽ละ฼ติมได             
฼มทิลซัลฟอกไซด โ ระดับ ที่ 5 ฽ละ แเั นําไปลดอุณหภูมิ฽ลຌวนําไป฽ช຋ที่อุณหภูมิ -โเ ºC ฼ปน฼วลา 3,                       
3เ, 6เ ฽ละ ้เ วัน ฼ม่ือครบกําหนดการ฼กใบรักษา฼ซลลสาหร຋ายทําการละลาย ลຌาง฼ซลล฽ลຌวนําไป฼พาะ           
฼ลีๅยง ทําการคํานวณอัตราการรอดของสาหร຋าย 
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ผลการศึกษาพบว຋าคลอ฼รลลาที่฼กใบรักษา฼ซลลนาน 3 ฽ละ 3เ วัน ดຌวย DMSO ฼ขຌมขຌน 5ั มี                 
อัตราการรอดสูงกว຋าคลอ฼รลลาท่ี฼กใบรักษา฼ซลลนาน 6เ ฽ละ ้เ วัน อย຋างมีนัยสําคัญ ิp<เ.เ5ี ที่ระดับ               
DMSO ฼ขຌมขຌน แเั คลอ฼รลลาที่฼กใบรักษา฼ซลลนาน 3 วัน มีอัตราการรอดสูงสุด฽ละมากกว຋าคลอ฼รลลา           
ท่ี฼กใบรักษา฼ซลล฿นช຋วง฼วลาอื่นอย຋างมีนัยสําคัญ ิp<เ.เ5ี อัตราการรอดของคลอ฼รลลาจะลดลง฼ม่ือ฼วลา   
฿นการ฼กใบรักษา฼ซลลนานขึๅน คลอ฼รลลาที่฼กใบรักษา฼ซลลดຌวย DMSO ฼ขຌมขຌน 5ั มีอัตราการรอดสูงคลอ         
฼รลลาท่ี฼กใบรักษา฼ซลลดຌวย DMSO ฼ขຌมขຌน แเั ที่วันท่ี 3 ฽ละ 3เ อย຋างมีนัยสําคัญ ิp<เ.เ5ี คี฾ต฼ซอร                   
อสที่฼กใบรักษา฼ซลลดຌวย DMSO ทัๅงสองระดับ ฿นทุกช຋วง฼วลาท่ี฼กใบรักษา฼ซลลมีอัตราการรอดต่ํากว຋า แั         
ผลการศึกษานีๅ฽สดง฿หຌ฼หในว຋าสามารถการ฼กใบรักษา฼ซลลคลอ฼รลลาไดຌดຌวยได฼มทิลซัลฟอกไซดความ฼ขຌม
ขຌน 5ั 

 
คําสําคัญ: ความ฼ขຌมขຌน, สารละลาย฽ช຋฽ขใง, คลอ฼รลลา, การ฼กใบรักษาสายพันธุดຌวยการ฽ช຋฽ขใง   
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Abstract 
 
This study had two experiments. The first experiment was to investigate the                       

effect of algal species and cryoprotectant on the viability of cryopreservation. Three                       
microalgae including  Chlorella sp.,  Chaetoceros sp. and  Tetraselmis sp. were cultured                     
with 3เ ppt Guillard's medium. The microalgal cell was collected, and 5ั of two                           
cryoprotectants consisting of dimethyl sulfoxide ิDMSOี, and glycerol was added. Then,                     
the temperature of the sample was reduced and freeze at โเ degree Celsius for three                             
days. The microalgae were thawed and washed the cells when due to storage time. The                             
recovery microalgae were cultured and calculated the viability of the cell. 

The result showed the interaction between algal species and cryoprotectant.                   
Chlorella preserved with DMSO was the highest viability rate.  Chlorella was the greatest                         
viability rate and the next was  Tetraselmis and  Chaetoceros when preserved microalgae                       
with glycerol. When considering as species of microalgae,  Chlorella  preserved with DMSO                       
had significantly higher viability rate ิp<เ.เ5ี than those preserved with glycerol.                     
Tetraselmis preserved with glycerol had significantly greater viability rate ิp<เ.เ5ี than                     
those preserved with DMSO. The viability rate of  Chaetoceros was not significantly                       
different when preserved in both solutions. 

The second experiment examined the concentration of cryoprotectant on                 
viability rate of cryopreservation. The cryoprotectant type in each microalga that had the                         
highest viability rate was select. DMSO was used for  Chlorella and glycerol was adopted                           
for  Tetraselmis and  Chaetoceros . Two levels of cryoprotectant, 5 and แเ percent had                         
applied. The experiment operation, data collection, and data analysis followed by the                       
first experiment. 

The result illustrated that  Chlorella and  Tetraselmis that preserved with 5                     
percent DMSO and glycerol, respectively, had significantly larger viability rate ิP<เ.เ5ี                     
than those preserved with แเ percent cryoprotectants.  Chaetoceros preserved with 5                     
and แเ percent glycerol were not significantly different ิp>เ.เ5ี. 

The third experiment was to conduct in effects of the concentration of dimethyl                         
sulfoxide ิDMSOี and storage duration on the viability of microalgae by cryopreservation.                       
Chlorella sp. and  Chaetoceros sp. were cultured with Guillard’s medium at 3เ ppt.                         
Microalgal cells had been collected and added 5 and แเั dimethyl sulfoxide. The                         
temperature of the cells was cooled down to -โเ ºC and storage durations were 3, 3เ,                               
6เ, and ้เ days. The microalgae had been thawed and washed. The recovery microalgae                           
were cultured and calculated the viability of the cell. 
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Results illustrated that  Chlorella preserved with 5ั DMSO at 3 and 3เ days had                           
significantly higher viability ิp<เ.เ5ี than those preserved with 5ั DMSO at 6เ and ้เ                           
days. At แเั DMSO,  Chlorella preserved at three days had the greatest viability and                           
significantly different viability ิp<เ.เ5ี with the other. The viability of  Chlorella declined                       
when the storage duration increased.  Chlorella preserved with 5ั DMSO had significant                       
higher viability ิp<เ.เ5ี than those preserved with แเั DMSO at 3 and 3เ days.                           
Chaetoceros preserved in both concentration of DMSO had lower viability than แั at all                           
storage duration. The consequence of this study demonstrated  Chlorella could                   
cryopreserve with 5ั DMSO at 3เ days. 

 
Key words: concentration, cryoprotectant, chlorella, cryopreservation 
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บทที่ โ วิธีดํา฼นินการวิจัย  แเ 

การทดลองที่ แ การศึกษาผลของชนิดสาหร຋ายขนาด฼ลใก ชนิดสารปองกันการ฼กิดผลึก
นํๅา฽ขใงต຋ออัตราการรอดของ฼ซลลสาหร຋ายขนาด฼ลใกที่฼กใบรักษา฼ซลลดຌวยวิธีการ฽ช຋฽ขใง 

แเ 

การทดลองที่ โ การศึกษาความ฼ขຌมขຌนสารปองกันการ฼กิดผลึกนํๅา฽ขใงต຋ออัตราการ
รอดของ฼ซลลสาหร຋ายขนาด฼ลใกที่฼กใบรักษา฼ซลลดຌวยวิธีการ฽ช຋฽ขใง 

แโ 

การทดลองที่ 3 การศึกษาผลของระยะ฼วลา฼กใบรักษา฼ซลลต຋ออัตราการรอดของ฼ซลล
สาหร຋ายขนาด฼ลใกที่฼กใบ฼ซลลดຌวยวิธีการ฽ช຋฽ขใง 

แ3 

บทที่ 3 ผลการวิจัย  แ5 

การทดลองที่ แ การศึกษาผลของชนิดสาหร຋ายขนาด฼ลใก ชนิดสารปองกันการ฼กิดผลึก
นํๅา฽ขใงต຋ออัตราการรอดของ฼ซลลสาหร຋ายขนาด฼ลใกที่฼กใบรักษา฼ซลลดຌวยวิธีการ฽ช຋฽ขใง 

แ5 

การทดลองที่ โ การศึกษาความ฼ขຌมขຌนสารปองกันการ฼กิดผลึกนํๅา฽ขใงต຋ออัตราการ
รอดของ฼ซลลสาหร຋ายขนาด฼ลใกที่฼กใบรักษา฼ซลลดຌวยวิธีการ฽ช຋฽ขใง 

โเ 

การทดลองที่ 3 การศึกษาผลของระยะ฼วลา฼กใบรักษา฼ซลลต຋ออัตราการรอดของ฼ซลล
สาหร຋ายขนาด฼ลใกที่฼กใบ฼ซลลดຌวยวิธีการ฽ช຋฽ขใง 

โ3 



 
 

ช 
 

บทที่ 4 อภิปราย฽ละสรุปผลการวิจัย  โ่ 

สรุปผลการทดลอง  3แ 

ขຌอ฼สนอ฽นะ  3โ 

คุณค຋า฽ละประ฾ยชนของผลผลิตการวิจัย  3โ 

฽นวทางการนําผลการวิจัยไป฿ชຌประ฾ยชน ฽ละ/หรือพัฒนาต຋อยอด  3โ 

ผลผลิต ิOutputี  33 

บทความวิจัยท่ีตีพิมพ฼ผย฽พร຋  33 

รายงานการ฼งิน  4้ 

บรรณานุกรม  5เ 

ภาคผนวก  5โ 

ภาคผนวก ก  53 

ผลการวิ฼คราะหขຌอมูลทางสถิติการทดลองที่ แ  53 

ผลการวิ฼คราะหขຌอมูลทางสถิติการทดลองที่ โ  5่ 

ผลการวิ฼คราะหขຌอมูลทางสถิติการทดลองที่ 3  6แ 

ประวัติผูຌวิจัย  ็้ 

 
 
   



 
 

ซ 
 

สารบัญภาพ 
 

แ-แ  ระยะการ฼จริญ฼ติบ฾ตของสาหร຋ายขนาด฼ลใก  4 

3-แ  อัตรารอดของสาหร຋าย 3 ชนิดที่ผ຋านการ฼กใบรักษา฼ซลลดຌวยสารละลาย DMSO  แ5 

3-โ  อัตรารอดของสาหร຋าย 3 ชนิดที่ผ຋านการ฼กใบรักษา฼ซลลดຌวยสารละลายกลี฼ซอรอล  แ6 

3-3  อัตรารอดของคลอ฼รลลาท่ีผ຋านการ฼กใบรักษา฼ซลลดຌวย DMSO ฽ละ Glycerol  แ็ 

3-4  อัตรารอดของคี฾ต฼ซอรอสที่ผ຋านการ฼กใบรักษา฼ซลลดຌวย DMSO ฽ละ Glycerol  แ่ 

3-5  อัตรารอดของ฼ตตรา฼ซลมิสที่ผ຋านการ฼กใบรักษา฼ซลลดຌวย DMSO ฽ละ Glycerol  แ้ 

3-6  อัตรารอดของคลอ฼รลลาท่ีผ຋านการ฼กใบรักษา฼ซลลดຌวยสารละลาย DMSO ท่ีความ
฼ขຌมขຌน 5 ฽ละ แเ ฼ปอร฼ซในต 

โเ 

3-็  อัตรารอดของคี฾ต฼ซอรอสที่ผ຋านการ฼กใบรักษา฼ซลลดຌวยสารละลายกลี฼ซอรอล ที่
ความ฼ขຌมขຌน 5 ฽ละ แเ ฼ปอร฼ซในต 

โแ 

3-่  อัตรารอดของ฼ตตรา฼ซลมิสที่ผ຋านการ฼กใบรักษา฼ซลลดຌวยสารละลายกลี฼ซอรอล ที่
ความ฼ขຌมขຌน 5 ฽ละ แเ ฼ปอร฼ซในต 

โโ 

3-้  อัตราการรอดของคลอ฼รลลาที่฼กใบรักษา฼ซลลดຌวยสารละลาย฽ช຋฽ขใงได฼มทิลซัล
ฟอกไซด 5 ฽ละ แเั 

โ4 

3-แเ  อัตราการรอดของคลอ฼รลลาที่฼กใบรักษา฼ซลลดຌวยสารละลาย฽ช຋฽ขใงได฼มทิลซัล
ฟอกไซดทัๅงสองระดับ ที่฼วลา ิaี 3 วัน  ิbี 3เ วัน ิcี 6เ วัน ฽ละ ิdี ้เ วัน 

โ5 

3-แแ  อัตราการรอดของคี฾ต฼ซอรอสที่฼กใบรักษา฼ซลลดຌวยสารละลาย฽ช຋฽ขใงได฼มทิลซัล
ฟอกไซด 5 ฽ละ แเั 

โ6 

3-แโ  อัตราการรอดของคี฾ต฼ซอรอสที่฼กใบรักษา฼ซลลดຌวยสารละลาย฽ช຋฽ขใงได฼มทิลซัล
ฟอกไซดทัๅง  โ ระดับ ที่฼วลา ิaี 3 วัน  ิbี 3เ วัน ิcี 6เ วัน ฽ละ ิdี ้เ วัน 

โ็ 

 



 

1 

บทที่ 1 

บทนํา 
 

ความสําคัญและท่ีมาของปญหา 

การเพาะเล้ียงสัตวน้ําท่ีประสบความสําเร็จ สามารถผลิตผลิตภัณฑสัตวน้ําสงออกไดปริมาณมาก 

ในแตละปน้ัน เกิดจากการประสบความสําเร็จในการจัดการพอแมพันธุสัตวน้ํา และการเพาะเล้ียงลูกสัตว   

น้ําวัยออน ในการเพาะเล้ียงอนุบาลสัตวน้ําวัยออน โดยเฉพาะกุงขาว การจัดการดานอาหารท่ีมีชีวิตในชวง     

ลูกกุงอยูในระยะวัยออนเปนส่ิงท่ีสําคัญ อาหารท่ีลูกสัตวน้ําวัยออนกินสวนใหญไดแก สาหรายขนาดเล็ก     

และแพลงกตอนสัตว ในการเพาะเล้ียงและขยายพันธุสาหรายขนาดเล็กจําเปนตองใชหัวเช้ือท่ีมีคุณภาพดี   

ปราศจากส่ิงมีชีวิตปนเปอน 

การเก็บรักษาเซลลสาหรายดวยวิธีการแชแข็ง สามารถทําได และประสบความสําเร็จหลายสาย   

พันธุ (Bodas et al., 1995; Day et al., 2005) แตมีหลายปจจัยท่ีทําใหการแชแข็งสาหรายขนาดเล็ก                 

ประสบความสําเร็จ ไดแก ชนิดและความเขมขนของสารชวยปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง     

(cryoprotectant) ชนิดของสายพันธุสาหรายท่ีนํามาแชแข็ง (Canavate and Lubian, 1995; Taylor             

and Fletcher, 1999) เทคนิคในการลดอุณหภูมิในกระบวนการแชแข็ง เทคนิคในการเพ่ิมอุณหภูมิในการ       

ละลาย อุณหภูมิในการแชแข็ง และระยะเวลาในการแชแข็ง เปนตน (Day et al., 1997; Day and                   

Brand, 2005) ปจจัยตาง ๆ ควรไดรับการศึกษากับสาหรายขนาดเล็กท่ีมีการเพาะเล้ียงในประเทศไทย         

เพ่ือใหฟารมเอกชน เกษตรกร หรือหนวยงานรัฐบาลท่ีเก่ียวของสามารถพัฒนาเทคนิค นําไปประยุกตใน     

การจัดการรักษาสายพันธุสาหรายของตนเอง เพ่ือเพ่ิมศักยภาพในการแขงขัน เพ่ิมศักยภาพในการผลิต ลด     

ตนทุน และภาระตาง ๆ ในการจัดการสายพันธุสาหราย 

ตามปกติการเก็บรักษาพันธุสาหรายดวยการแชแข็งยอมสงผลกระทบตอความแข็งแรง และอัตรา 

รอดของสาหรายโดยตรง การเก็บรักษาเซลลดวยการแชแข็งอาจทําใหเซลลไดรับบาดเจ็บหรือเสียชีวิตใน 

ระหวางการเก็บรักษาเซลล การเก็บรักษาเซลลบางชนิดจะตองมีชวงเวลาท่ีตองนําเซลลสาหรายมาเปล่ียน 

อาหารเล้ียงเซลล  

 

ขอดี-ขอเสียของการเก็บรักษาเซลลสาหรายดวยการแชแข็ง 

ขอดี 

1. สามารถชวยปองกันการเปล่ียนแปลงทางดานพันธุกรรมของสาหราย ในการเก็บรักษาสายพันธุ   

ระยะยาว  

2. ชวยปองกันการปนเปอนจากส่ิงมีชีวิตอ่ืน โดยเฉพาะแบคทีเรีย รวมถึงปองกันการผิดพลาดจาก     

การจัดการ และการเพาะเล้ียง 

3. ใชพ้ืนท่ีในการเก็บรักษาสายพันธุนอย 

4. ชวยลดคาใชจายในการเก็บรักษาสายพันธุระยะยาว วิธีการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายจํานวน   

มาก 



 

2 

ขอเสีย 

1. ตองมีการลงทุนเบ้ืองตน ถาตองการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายดวยการแชแข็ง ท้ังวัสดุอุปกรณ       

สารเคมี และการฝกอบรม 

2. ตองมีระบบสํารองท่ีนาเช่ือถือ สําหรับกรณีไฟฟาดับ 

3. ถามีการเก็บรักษาตัวอยางไวท่ีอุณหภูมิต่ํากวา -150 องศาเซลเซียส ตองมีไนโตรเจนเหลว       

ตลอดเวลา 

4. ตองมีการทดสอบการเจริญเติบโตของเซลลสาหรายอยางสม่ําเสมอ 

 

การเก็บรักษาเซลล 

โดยท่ัวไปมีวัตถุประสงคเพ่ือใหเซลลสาหรายมีชีวิตรอด สามารถนําไปใชเปนหัวเช้ือตอสายพันธุได   

สามารถเก็บรักษาสายพันธุไดนาน มีคุณภาพดี ไมมีการปนเปอนจากส่ิงมีชีวิตอยู และไมมีการเปล่ียนแปลง     

ทางพันธุกรรม การศึกษาเซลลสามารถทําไดดังน้ี 

1. การตอหัวเช้ือ (subculture)  

เปนการเพาะเล้ียงสาหรายในอาหารเล้ียงสาหรายท่ีเหมาะสม ในอุณหภูมิท่ีกําหนดไว เพ่ือใหเซลล   

สาหรายเจริญเติบโต เม่ือเซลลสาหรายเจริญเติบโตถึงระยะ late log phase ถึงระยะ stationary phase               

ตองทําการ subculture เซลลสาหรายลงในอาหารใหมท่ีเตรียมไวเพ่ือไมใหเซลลสาหรายตายหมด ระยะ     

เวลาในการตอหัวเช้ือใหม ข้ึนกับสภาวะในการเพาะเล้ียงเซลลสาหราย และ life cycle ขอสาหรายแตละ         

ชนิด ขอดีของวิธีการตอหัวเช้ือ ไดแก สามารถทําไดงาย อุปกรณท่ีใชราคาถูก ใชเคร่ืองมือไมซับซอน สวน           

ขอเสีย ไดแก ใชแรงงานมาก ส้ินเปลืองเวลา เส่ียงตอการปนเปอนของส่ิงมีชีวิตอ่ืน อาจมีการเปล่ียนแปลง         

ลักษณะทางพันธุกรรมเม่ือมีการ subculture บอย  

2. การทําแหง (drying)  

เปนวิธีการเก็บรักษาเซลลส่ิงมีชีวิตโดยการนําน้ําออกจากเซลล นิยมใชในการเก็บรักษาเช้ือรา   

สาหรายท่ีสามารถสรางสปอรได การเก็บรักษาดวยวิธีน้ีส่ิงมีชีวิตจะตองสามารถทนทานตอความแหงไดข้ึน 

ขางสูง  

3. การทําแหงแบบเยือกแข็ง (freeze drying)  

วิธีการน้ีจะทําการระเหยน้ําออกจากเซลลสาหรายท่ีทําการแชเยือกแข็ง โดยระบบสุญญากาศ น้ํา   

ในเซลลจะถูกดึงออกโดยการระเหิด ขอดีของวิธีน้ีคือสามารถเก็บรักษาเซลลสาหรายไดในปริมาณมากให 

อยูในสภาพแหงและแข็ง สามารถเก็บเซลลสาหรายไวใชไดนาน สวนขอเสียคือ ตองใชเคร่ืองมือราคาแพง       

มีคาใชจายสูง  

4. การแชแข็ง (freezing)  

เปนการทําใหตัวอยางเซลลสาหรายกลายเปนน้ําแข็ง โดยของเหลวภายในเซลลจะกลายเปนน้ํา 

แข็ง อุณหภูมิท่ีใชสามารถใชไดหลายระดับต้ังแตคุณหภูมิลบ 20 องศาเซลเซียสถึงอุณหภูมิลบ -196         

องศาเซลเซียส (ยุวดี และฉมาภรณ, 2546) การแชแข็งสาหรายจะมีการเติมสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง         

เชน DMSO หรือ กลีเซอรอล เพ่ิมเพ่ือชวยปองกันไมใหเซลลไดรับอันตรายเม่ืออยูในอุณหภูมิต่ํา จนน้ํา         

ภายในเซลลกลายเปนน้ําแข็ง ทําใหเซลลสาหรายมีโอกาสรอดมากข้ึน 
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ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการนําสาหรายในใชประโยชน 

ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการนําสาหรายในใชประโยชนหรือทําการเก็บรักษาสายพันธุสาหราย 

ควรทําการเก็บรักษาสายพันธุในชวงระยะการเจริญเติบโตของสาหรายเม่ือเขาสูระยะ late log phase       

โดยระยะการเจริญเติบโตของสาหรายมีระยะตาง ๆ (ภาพท่ี 1-1) ดังน้ี 

1. ระยะ lag phase 

ระยะน้ีสาหรายขนาดเล็กกําลังปรับตัวทางสรีรวิทยาเพ่ือการเจริญเติบโต ปรับตัวเขากับส่ิง 

แวดลอมใหม อาหารใหม การเจริญเติบโตยังชา 

2. ระยะ log phase 

ระยะน้ีสาหรายขนาดเล็กปรับตัวกับส่ิงแวดลอมไดแลว มีการเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว มีการเพ่ิม   

ข้ึนของจํานวนอยางทวีคูณ ระยะน้ีอาจเรียกวา exponential phase ความหนาแนนของเซลลสาหราย       

ขนาดเล็กตอเวลาจะมีคาสูงสุด (Vonshak, 1986) 

3. ระยะ late log phase หรือ diminishing growth phase 

ระยะน้ีเปนชวงปลายระยะ log phase เรียกอีกอยางวาระยะ declining phase อัตราการเจริญ           

เติบโตของสาหรายขนาดเล็กจะเร่ิมลดลง เน่ืองจากปจจัยบางปจจัยมีผลในการจํากัดการเจริญเติบโตของ 

สาหรายขนาดเล็ก เชน แสง pH สารอาหาร ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด หรือปจจัยอ่ืน ๆ 

4. ระยะ stationary phase 

ระยะน้ีเปนระยะท่ีสาหรายขนาดเล็กมีจํานวนคงท่ีอัตราการเพ่ิมจํานวนเซลลใหมเทากับอัตราการ

ตาย อาหารท่ีอยูในระบบมีจํานวนลดลง มีการสะสมของเสียในระบบมากข้ึน 

5. ระยะ death phase 

ระยะน้ีจํานวนสาหรายขนาดเล็กลดลง อัตราการเพ่ิมข้ึนของเซลลใหมนอยกวาอัตราการตาย   

เน่ืองจากปจจัยบางอยางท่ีจําเปนตอการเจริญเติบโตของสาหรายขนาดเล็กมีผลตอการจํากัดการเจริญ

เติบโต เชน การขาดสารอาหาร คุณภาพน้ําไมเหมาะสม 
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ภาพท่ี 1-1 ระยะการเจริญเติบโตของสาหรายขนาดเล็ก 

 

การเก็บรักษาสายพันธุสาหรายโดยท่ัวไป จะทําการเพาะเล้ียงไวในอาหารเหลว หรืออาหารแข็ง     

ซ่ึงวิธีการดังกลาวตองส้ินเปลืองแรงงาน พ้ืนท่ี พลังงาน ตลอดจนสารเคมีตาง ๆ เปนจํานวนมาก ในการ           

ศึกษาคร้ังน้ีจึงไดมีการพัฒนาการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายดวยวิธีการแชแข็ง เพ่ือใหสามารถเก็บรักษา 

สายพันธุสาหรายไดนานย่ิงข้ึน ลดปญหาดานพ้ืนท่ี แรงงาน การส้ินเปลืองพลังงานและสารเคมีตาง ๆ         

สะดวกในการจัดการสายพันธุสาหราย 

การเก็บรักษาพันธุสาหรายดวยวิธีการแชแข็งเปนการนําสาหรายขนาดเล็กท่ีมีชีวิตมาทําการแช

แข็งเซลลใหอยูในสภาพเปนน้ําแข็ง เม่ือตองการใชสาหรายเหลาน้ันก็จะทําการละลายเซลลและนําเซลล 

สาหรายมาเล้ียงเพ่ือขยายจํานวน ในการแชแข็งส่ิงมีชีวิตท่ัวไป ส่ิงมีชีวิตจะตายเน่ืองจาก cell       

membrane เกิดการฉีกขาด เพราะน้ําในเซลลเกิดการขยายตัวจากการเกิดภาวะแข็งตัวของน้ําในเซลล     

แตในเซลลส่ิงมีชีวิตขนาดเล็กบางชนิดสามารถรอดจากการเกิดภาวะฉีกขาดของ cell membrane ไดดวย     

การใชสารท่ีชวยปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง (cryoprotectant) และเทคนิคตาง ๆ ในการลดอุณหภูมิกอน       

เกิดการแข็งตัวของน้ําภายในเซลล รวมถึงชนิดและความเขมขนของสารท่ีชวยปองกันการเกิดน้ําแข็ง ปจจัย   

ตาง ๆ เหลาน้ีมีผลตออัตราการรอดของเซลลสาหรายขนาดเล็กเม่ือมีการเก็บรักษาเซลลดวยการแชแข็ง 

การพัฒนาเทคนิคการเก็บรักษาสาหรายพันธุสาหรายขนาดเล็กดวยวิธีการแชแข็ง จะชวยให 

เกษตรกรผูเพาะเล้ียงลูกพันธุสัตวน้ําสามารถน้ําไปประยุกตใชเก็บรักษาสายพันธุสาหรายท่ีเปนอาหารของ

สัตวน้ําวัยออนไดโดยตรง ลดภาระคาใชจายในการจัดการอาหารสัตวน้ํา ลดคาใชจายในการจัดการพันธุ   

สาหราย เพ่ิมศักยภาพการแขงขันในการประกอบธุรกิจ ลดการพ่ึงพาองคกรภายนอกทําใหสามารถจัดการ   

ผลิตไดอยางมีประสิทธิภาพ 

การแชแข็งสาหรายขนาดเล็ก (algal cryopreservation) มีปจจัยหลายประการท่ีสงผลตอความ     

สําเร็จในการดําเนินการ เชน ชนิดของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง (cryoprotectant) (Tzovenis et           

al., 2004; Gwo et al., 2005; Iwamoto et al., 2012) ความเขมขนของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง                     

1  http://images.tutorvista.com/content/plant-growth-movements/growth-curve.jpeg 
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(Tanniou et al., 2012) ชนิดหรือสายพันธุของสาหรายขนาดเล็ก เทคนิคการลดอุณหภูมิในระหวางการ         

แชแข็ง (Morris, 1978; Guermazi et al., 2010) ระยะเวลาหรือความยาวนานในการแชแข็งสาหราย             

ขนาดเล็ก และอุณหภูมิท่ีใชในการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายแชแข็ง 

 

ปจจัยท่ีมีผลตอการรอดชีวิตของเซลลสาหราย 

การเก็บรักษาเซลลสาหรายสามารถทําไดหลายวิธีแตกตางกันตามชนิดของสาหราย และระยะ 

เวลาการเก็บรักษารวมถึงปจจัยอ่ืนท่ีมีผลตอการรอดของเซลลสาหราย ไดแก 

1. อายุของเซลลสาหราย (age of culture) 

เซลลสาหรายท่ีอยูในระยะ log phase มีการแบงเซลลแบบเพ่ิมจํานวนทวีคูณ จะมีความไวตอ       

การถูกทําลายดวยผลึกน้ําแข็งในการแชเยือกแข็งมากกวาเซลลท่ีอยูในระยะ stationary phase หรือเซลล     

ท่ีอยูในระยะคงท่ี เน่ืองจากการเจริญเติบโตของเซลลระยะคงท่ีถูกจํากัดดวยอาหารและปจจัยทางกายภาพ   

ทําไมเซลลมีการสะสมไขมันในปริมาณท่ีสูงกวาเซลลสาหรายท่ีอยูในระยะ log phase  

2. อุณหภูมิในการเจริญเติบโต (growth temperature)  

สาหรายท้ังสาหรายน้ําจืดและสาหรายทะเลขนาดเล็ก สามารถทนทานตอการแชเยือกแข็งในเพ่ิม 

ข้ึน เม่ือทําการเพาะเล้ียงเซลลสาหรายท่ีอุณหภูมิต่ํากอนนําไปเก็บรักษาสายพันธุโดยการแชแข็ง  

3. ปจจัยจํากัดดานอาหาร (nutritinal limitation) 

การลดการเจริญเติบโตของเซลลสาหราย โดยการจํากัดอาหารในการเพาะเล้ียง จะทําใหเซลล   

สาหรายมีความทนทานตอการแชแข็งมากข้ึน การลดปริมาณไนเตรทและไบคารบอเนตจะชวยกระตุนให 

เซลลสาหรายมีความตานทานตอการแชเยือกแข็งสูงข้ึน 

4. สารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง (cryoprotective agents) 

สารกลุมน้ีจะชวยลดอัตราการเกิดผลึกน้ําแข็งภายในเซลลสาหราย ลดอัตราการทําลายเซลลใน 

ระหวางการเก็บรักษาเซลลดวยการแชเยือกแข็ง สารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีนิยมใชมีหลายชนิด ไดแก     

dimethyl sulfoxide (DMSO) และ กลีเซอรอล (glycerol) เปนตน 

5. การช็อคดวยความเย็น (cold shock) 

การลดความเย็นอยางรวดเร็วมีผลทําใหเซลลสาหรายหลายชนิดถูกทําลาย ถาตองการเก็บรักษา 

สายพันธุสาหรายในเซลลสาหรายท่ีมีความไวตอการถูกทําลายโดยการลดความเย็นอยางรวดเร็ว ควร 

ทําการลดอุณหภูมิใหเย็นลงอยางชา ๆ เพ่ือปองกันเซลลสาหรายถูกทําลาย และควรเลือกใชเซลลสาหราย     

ในระยะ stationary phase  

6. อัตราการลดอุณหภูมิ (cooling rate) 

อัตราการลดอุณหภูมิมีผลโดยตรงตออัตรารอดของเซลลสาหราย การลดอุณหภูมิอยางรวดเร็วใน 

เซลลสาหรายบางชนิดจะทําใหอัตราการรอดลดลง เซลลสาหรายโดยท่ัวไปจะมีอัตราการรอดสูงข้ึนเม่ือใช 

ความเย็นอยูในชวง 0.25 ถึง 16 องศาเซลเซียสตอนาที 

7. อัตราการละลายน้ําแข็ง (thawing rate) 

อัตราการละลายน้ําแข็งมีผลโดยตรงตออัตราการรอดของเซลลสาหราย การละลายน้ําแข็งอยาง 

รวดเร็วอาจทําใหผลึกน้ําแข็งท่ีเกิดข้ึนในระหวางการแชแข็งละลายลง มีผลทําใหผนังเซลลสาหรายเกิด 
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ความเสียหาย ทําใหเซลลสาหรายมีอัตรารอดต่ําลง 

 

สารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง (cryoprotective agents) 

ลักษณะการเกิดผลึกน้ําแข็งในสารละลายท่ีมีอุณหภูมิต่ํากวา 0 องศาเซลเซียส แตกตางกันข้ึนอยู     

กับอัตราการใหความเย็น และมีผลตออัตราการรอดของเซลลสาหรายภายหลังจากการแชแข็ง การแชแข็ง   

สงผลกระทบตอไลโปโซม เน่ืองจากในระหวางการแชแข็งมีการกอตัวของน้ําแข็งข้ึนอาจสงผลกระทบทําให 

เกิดความเสียหายตอเย่ือไลโปโซม (Nakhla et al., 2002) โดยสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งชวยกด         

จุดเยือกแข็งของของเหลวใหการเก็บรักษาเซลลโดยการแชแข็ง ทําใหอัตราการเกิดน้ําแข็งชาลง และเกิด   

ผลึกน้ําแข็งท่ีอุณหภูมิต่ําลง อัตราการใหความเย็นและการเกิดผลึกน้ําแข็งในระหวางการแชแข็งสงผลทําให 

เซลลสาหรายไดรับความเสียหาย โดยกลไกของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง จะสัมพันธกับโครงสราง   

ทางเคมีของสารน้ัน โดยท่ัวไปสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีดีจะตองมีหมูไฮโดรคารบอนอยูในโมเลกุล 

ดวย มากกวาหรือเทากับสามหมู สารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งมีหลายกลุมสามารถแบงกลุมของสาร   

ปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งไดจากการลดจุดเยือกแข็ง หรือสารท่ีเคลือบเซลลตามคุณสมบัติความเปนกรด 

เปนเบส การเปนสารรีดิวซ (reducing agent) และสามารถแบงไดจากขนาดโมเลกุลของสาร (สมบูรณ,           

2553) 

1. สารประกอบชนิดโมเลกุลเด่ียวจําพวกกรด (acidic monomers) เชน glutamte, asparagine,             

malate และ aspartate 

2. สารประกอบชนิดโมเลกุลเด่ียวจําพวกเปนกลาง (neutral monomers) เชน glycerol, glucose,             

lactose, sucrose, raffinose, sorbitol, xylitol, inosital และ DL-threonine  

3. สารประกอบชนิดโมเลกุลเด่ียวจําพวกเบส (basic monomers) เชน lysine และ arginine 

4. สารประกอบจําพวกโพลิเมอรและอนุพันธ เชน albummin, gelatin, mucin, peptone, dextrin,               

pectin, dextran, polyvinylpyrrolidone, carboxymethylcellulose และ phecol 

5. สารประกอบธรรมชาติ (natural substances) เชน หางนม และซีรัม 

6. สารประกอบจําพวกรีดิวซ (reducting agents) เชน ascorbate, cysteine, hydroxylamine และ                 

semicarbazide 

 

สารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีนิยมใชในการเก็บรักษาเซลลสาหราย 

สารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีนิยมใชในการเก็บรักษาเซลลสาหรายไดแก กลีเซอรอล   

(glycerol), dimethyl sulfoxide (DMSO) และ methanol (Hubalek, 2003) 

1. กลีเซอรอล (glycerol) 

กลีเซอรอลมีช่ือทางเคมีวา 1,2,3 Propanetriol หรือเรียกอีกอยางวากลีเซอรีน (glycerine) กลี         

เซอรอลมีความหวานตามธรรมชาติ แตมีคุณสมบัติแตกตางจากน้ําตาล กลีเซอรอลสามารถสกัดน้ํามันพืช     

และไขมันจากสัตวในรูปของ esther โดยกลีเซอรอลบริสุทธ์ิมีสูตรโครงสราง CH 2 OH-CHOH-CH 2 OH       

ลักษณะภายนอกเปนของเหลวใส ไมมีสี ไมมีกล่ิน มีความขน มีจุดหลอมเหลว (melting point) ท่ี             

อุณหภูมิ 17.18 องศาเซลเซียส มีจุดเดือด (boiling point) ท่ีอุณหภูมิ 290 องศาเซลเซียส มี                 
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ความถวงจําเพาะเทากับ 1.261 และมีมวลโมเลกุลเทากับ 92.09 กลีเซอรอลเปนสารประเภท trihydric           

alcohol เน่ืองจากโครงสรางมีหมูไฮดรอกซิล (-OH) ทําใหสามารถละลายไดในน้ําและ alcohol         

คุณสมบัติท่ีสําคัญของ      กลีเซอรอล ไดแก  

● กลีเซอรอลไมสามารถถูกออกซิไดซไดจึงมีความคงตัวสูง (high stability) 

● ไมเกิดการเปล่ียนแปลงทางกายภาพของสี รส และกล่ิน เม่ือถูกเก็บเปนเวลานาน 

● สามารถเกิดสภาวะ  supercool ไดและทนตอสภาวะการการแชเยือกแข็ง และการละลาย 

● มีความดันไอต่ํา และไมระเหยท่ีอุณหภูมิปกติ เปนสารท่ีไมมีพิษตอระบบการยอยอาหาร ผิวหนัง       

และเน้ือเย่ือออน 

● ไมสงผลกระทบตอส่ิงแวดลอม 

ความเปนพิษของกลีเซอรอลคอนขางต่ํา แตมีแรงงานในสัตวทดลอง พบวาการสูดดมกลีเซอรอล   

เขาไป อาจกอใหเกิดการระคายเคืองระบบทางเดินหายใจ หรือทําใหผิวหนังเสียความชุมช้ืนได กระทบทาง     

ส่ิงแวดลอม พบวากลีเซอรอลสามารถยอยสลายทางชีวภาพไดงาย มีผลกระทบตอสัตวน้ําในระดับต่ํา ไม     

กอใหเกิดผลกระทบตอระบบนิเวศ หากมีการใชและการจัดการอยางเหมาะสม 

2. dimethyl sulfoxide (DMSO) มีสูตรทางเคมีคือ (CH 3 ) 2 SO ลักษณะทางกายภาพเปนของเหลว ไมมีสี               

สามารถสลายตัวเม่ือไดรับความรอนหรือการเผาไหม ทําใหเกิดควันพิษ มีจุดหลอมเหลวท่ีอุณหภูมิ 18.5       

องศาเซลเซียส มีจุดเดือดท่ีอุณหภูมิ 189 องศาเซลเซียส มีความถวงจําเพาะเทากับ 1.1 และมีมวลโมเลกุล           

เทากับ 78.1 ถามีการสัมผัสสารในระยะยาวหรือไดรับสารซ้ํา บริเวณผิวหนังอาจกอใหเกิดอาการอักเสบท่ี     

ผิวหนังได มีผลตอตับและเลือด ทําใหการทํางานบกพรอง ทําลายเม็ดเลือดแดง 

3. methanol หรือเมทิลแอลกอฮอล มีสูตรโครงสรางคือ CH 4 O ลักษณะทางกายภาพเปนของเหลวใส           

ไมมีสี มีกล่ินเฉพาะตัว มีจุดหลอมเหลวท่ีอุณหภูมิ -97.8 องศาเซลเซียส มีจุดเดือดท่ีอุณหภูมิ 64.6 องศา             

เซลเซียส มีความถวงจําเพาะเทากับ 0.79 และมีมวลโมเลกุลเทากับ 32 หากมีการสัมผัสสารบอยหรือ         

เปนเวลานานจะทําใหผิวหนังอักเสบ methanol สามารถดูดซึมผานผิวหนังไดมีผลทําใหระบบประสาท   

สวนกลางถูกกด ทําใหปวดศีรษะ งวงนอน เวียนศีรษะ คล่ืนไสอาเจียน ปวดทอง หากมีการสัมผัสสาร           

ปริมาณมากหากเกิดอาการโคมาและเสียชีวิตได methanol ยังมีผลกระทบตอการมองเห็น โดยอาการจะ     

รุนแรงมากข้ึนเม่ือมีการสัมผัสสารถึงเวลา 12 ถึง 18 ช่ัวโมง 

4. ethylene glycol มีช่ือทางเคมีวา 1,2-Ethanediol สูตรโครงสรางทางเคมีคือ C 2 H 6 O 2 ลักษณะทาง             

กายภาพเปนของของเหลวใส คลายน้ํามัน ไมมีกล่ิน มีจุดหลอมเหลวท่ีอุณหภูมิ -13 องศาเซลเซียส           

จุดเดือดท่ีอุณหภูมิ 197.6 องศาเซลเซียส มีความถวงจําเพาะเทากับ 1.1 และมีมวลโมเลกุลเทากับ 62.07             

หากมีการสัมผัสสารเปนระยะเวลานานหรือไดรับสารซ้ํา ๆ อาจกอปญหารุนแรงตอตับ ไต เกิดอันตรายตอ       

สมองและทารกในครรภ 

5. propylene glycol มีช่ือทางเคมีวา 1,2 -Propanediol สูตรโครงสรางทางเคมีคือ             

CH 3 CHOHCH 2 OH ลักษณะทางกายภาพเปนของเหลวหนืด ไมมีสี ไมมีกล่ิน มีจุดหลอมเหลวท่ีอุณหภูมิ         

-59 องศาเซลเซียส มีจุดเดือดท่ีอุณหภูมิ 188.2 องศาเซลเซียส มีความถวงจําเพาะเทากับ 1.04 และมี             

มวลโมเลกุลเทากับ 76.09  สารน้ีสามารถดูดซึมเขาสูรางกายไดจากการสูดดมไอของสาร หรือการกิน 

 



 

8 

Tzovenis et al. (2004) ทําการเก็บรักษาเซลลสาหรายดวยการแชแข็งพบวา methanol ใหผล             

ดีตอการเก็บรักษาสาหรายชนิด  Chlorella stigmatophora และ  Dunaliella tertiolecta  สวน DMSO               

ชวยใหสาหราย  Chlorella minutissima ,  Chlorella stigmatophora รอดตาายจากการแชแข็ง         

สาหรายได ขณะท่ี  Dunaliella tertiolecta  มีอัตราการรอดไดดีในสารละลาย 8% propylene glycol               

สวน  Nannochloropsis oculata  ควรเก็บรักษาเซลลใน glycerol (Gwo et al., 2005) 

สาหรายขนาดเล็กท่ีใชเปนอาหารสําหรับสัตวน้ําวัยออนแตละชนิด หรือสายพันธุมีความสามารถ 

ในการทนตอการเก็บรักษาเซลลดวยวิธีการแชแข็งไมเทากัน (Canavate and lubinn, 1995)         

Chaetoceros gracilis, Tetraselmis chuii, Nannochloris atomus และ  Nannochloropsis               

gaditana  คอนขางทนตอการแชแข็ง ในขณะท่ี  Rhodomonas baltica  และ  Isochrysis galbana ไม               

คอยทนทานตอการแชแข็ง 

การเก็บรักษาเซลลดวยวิธีการแชแข็งยังชวยลดภาระการเพาะเล้ียงสัตวน้ําท้ังในสัตวน้ําเศรษฐกิจ

และสัตวน้ําสวยงามในระยะวัยออนตองพ่ึงพาอาหารขนาดเล็ก ไดแก สาหรายขนาดเล็ก และแพลงกตอน     

สัตว ในปจจุบันเกษตรกรท่ีตองการใชสาหรายขนาดเล็ก เพ่ือผลิตอาหารสําหรับสัตวน้ําวัยออน หรือแพ     

ลงกตอนสัตวไมมีการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายเอง ตองขอรับบริการจากหนวยงานราชการท่ีเก่ียวของ   

เน่ืองจากการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายขนาดเล็กดวยวิธีการเก็บรักษาสายพันธุแบบเพาะเล้ียงในอาหาร

แข็ง หรืออาหารเหลวตองใชคาใชจายในการจัดการคอนขางสูง ท้ังดานสถานท่ี แรงงาน พลังงาน สารเคมี           

และเวลาในการจัดการ 

การลดภาระการจัดการการเก็บรักษาสายพันธุสาหราย จะชวยเพ่ิมศักยภาพในการผลิตใหกับ 

ฟารมเอกชน ชวยลดภาระงาน และงบประมาณใหกับหนวยงานของรัฐบาลท่ีตองใหบริการจัดหาสายพันธุ   

สาหรายใหกับเอกชน และเกษตรกรท่ีมาขอรับบริการ แนวทางในการลดภาระการจัดการการเก็บรักษา   

สายพันธุสาหรายโดยท่ัวไปคือ การยืดระยะเวลาในการเจริญเติบโตของสาหราย ทําใหสาหรายมีการเจริญ   

เติบโตท่ีชาลง เพ่ือลดระยะเวลาในการ subculture ในกรณีท่ีมีการเก็บรักษาสายพันธุดวยการเล้ียงใน     

อาหารแข็งหรืออาหารเหลว หรือทําใหสาหรายหยุดการเจริญเติบโตโดยท่ีสาหรายไมตาย และเม่ือตองการ   

ใชสาหรายขนาดเล็กก็นําสาหรายกลับมาทําการเพาะเล้ียงอีกคร้ัง ซ่ึงแนวทางในการหยุดการเจริญเติบโต 

ของสาหรายในการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายไดแก การเก็บรักษาสายพันธุสาหรายดวยวิธีการแชแข็ง   

(Rhodes et al., 2006) การเกิดการปนเปอนของส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ ไดแก โปรโตซัว หรือแบคทีเรีย                 

(Tanniou et al., 2012) ปองกันปญหาสัณฐานของเซลลสาหรายมีการเปล่ียนแปลงเม่ือมีการเก็บรักษา       

เซลลเปนระยะเวลานาน และสามารถรักษาลักษณะทางพันธุกรรมของสาหรายขนาดเล็กไดเปนระยะเวลา 

ยาวนาน (Tanniou et al., 2012) และจากการศึกษาของ Guermazi et al. (2010) พบวาการแชแข็ง                   

สาหรายดวยเทคนิคการลดอุณหภูมิท่ีตางกันมีผลตอปริมาณกรดไขมันท่ีอยูในเซลลสาหราย 

วัตถุประสงคโครงการวิจัย 

1. เพ่ือพัฒนาเทคนิคการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายขนาดเล็กดวยวิธีการแชงแข็ง 

2. เพ่ือศึกษาผลของชนิดของสาหรายตออัตรารอดของสาหรายขนาดเล็กท่ีเก็บรักษาเซลลดวยวิธี

การแชแข็ง 
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3. เพ่ือศึกษาผลของชนิดและความเขมขนของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งตออัตรารอดของ

สาหรายขนาดเล็กท่ีเก็บรักษาเซลลดวยวิธีการแชแข็ง 

4. เพ่ือศึกษาผลระยะเวลาในการเก็บรักษาสาหรายขนาดเล็กแชแข็งตออัตรารอดของสาหราย

ขนาดเล็กท่ีเก็บรักษาเซลลดวยวิธีการแชแข็ง 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1. ทราบเทคนิค และวิธีการในการเก็บรักษาหัวเช้ือสาหรายขนาดเล็กดวยวิธีการแชแข็ง 

2. ทราบชนิดและความเขมขนของสารละลายปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีเหมาะสมในการเก็บ

รักษาสายพันธุสาหรายขนาดเล็กชนิดตาง ๆ  
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บทที่ 2 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

การทดลองท่ี 1  การศึกษาผลของชนิดสาหรายขนาดเล็ก ชนิดสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งตออัตราการ

รอดของเซลลสาหรายขนาดเล็กท่ีเก็บรักษาเซลลดวยวิธีการแชแข็ง 

 

การออกแบบการทดลอง  

ออกแบบการทดลองแบบสุมตลอดท่ีมี 3*2 Factorial ปจจัยท่ีทําการศึกษาไดแก ชนิดของ       

สาหรายทําการเปล่ียนแปลงชนิดสาหรายขนาดเล็ก 2 ชนิด ไดแก คลอเรลลา ( Chlorella sp.) คีโตเซอ               

รอส ( Chaetoceros sp.) และเตตราเซลมิส ( Tetraselmis sp.) เปล่ียนแปลงชนิดของสารปองกันการเกิด           

ผลึกน้ําแข็ง 2 ชนิด ไดแก glycerol และ dimethyl sulfoxide (DMSO) ทําการทดลอง 10 ซ้ํา จัดชุด                       

ทดลองและซ้ําโดยการสุม 

 

สูตรอาหารท่ีใชในการศึกษา 

การทดลองใชอาหารทดลองสูตร Guillard’s medium (ลัดดา, 2540) ประกอบสารเคมีดังน้ี 

สวนประกอบท่ี 1 

NaNO 3 42.074 g 

Na 2 HPO 4 .H 2 O 3.0 g 

FeCl 3 1.45 g 

Na 2 EDTA 5.0 g 

Thiamine 0.2 g 

Cyanocobalamin 0.001 mg 

Biotin 0.05 mg 

เติมน้ํากล่ันจนไดปริมาตร 1,000 ml 

 

สวนประกอบท่ี 2 g 

CuSO 4 .5H 2 O 1.96 

ZnSO 4 4.40 

Na 2 MoO 4 .2H 2 O 1.26 

MnCl 2 .4H 2 O 36.0 

CoCl 2 .6H 2 O 2.0 

เติมน้ํากล่ันจนไดปริมาตร 1,000 ml 
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สวนประกอบท่ี 3 g 

Na 2 SiO 3 .9H 2 O 16.50 

เติมน้ํากล่ันจนไดปริมาตร 1,000 ml 

 

ปเปตสวนประกอบท่ี 1 และ 3 ปริมาตร 2 ml และสวนประกอบท่ี 2 ปริมาตร 1 ml เติมในน้ํา

ทะเลท่ีผานการน่ึงฆาเช้ือ 1 ลิตร ทําการผสมอาหารเก็บไวหน่ึงวันกอนนํามาทดลอง 

 

การทําความสะอาดอุปกรณและน้ําทะเล  

เคร่ืองแกว ขวดรูปชมพู และอุปกรณประกอบการเพาะเล้ียงสาหรายทําการลางใหสะอาด และนํา

ไปฆาเช้ือดวยการน่ึงฆาเช้ือ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส แรงดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตาราง

น้ิว นาน 15 นาที และน้ําทะเลท่ีใชในการทดลองทําการเช้ือดวยการน่ึงฆาเช้ือ 

 

การเพาะเล้ียงสาหราย 

ทําการเพาะเล้ียงสาหรายคลอเรลลา คีโตเซอรอส และเตตราเซลมิส ดวยอาหารเล้ียงสาหราย       

สูตรกิลลารด (Guillard's medium, F/2) ความเค็ม 30 ppt ทําการเติมอาหารเล้ียงสาหรายปริมาตร               

150 ml ลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 ml เติมหัวเช้ือสาหราย 5 ml ผสมใหเขากัน นําไปวางไวบนช้ันเล้ียง                 

สาหราย ใหแสงสวางดวยหลอดไฟฟลูออเรสเซนต ความเขมแสง 3500 lux ระยะเวลาการใหแสง 24:0             

(L/D period) ใหอากาศตลอดเวลา นับจํานวนเซลลสาหรายทุกวันดวยสไลดนับเม็ดเลือด       

(Haemacytometer)  

 

การรวบรวมเซลลสาหราย 

เม่ือคลอเรลลา คีโตเซอรอส และเตตราเซลมิสเจริญเติบโตถึงระยะ late log phase ทําการนับ           

จํานวนเซลลสาหรายกอนทําการแชแข็ง ทําการรวบรวมเซลลโดยนําคลอเรลลา คีโตเซอรอส และ       

เตตราเซลมิส ปริมาตร 5 ml ทําการปนเหว่ียงท่ี 3000 rpm นาน 5 นาที เก็บเซลลสาหรายท่ีผานการปน                   

เหว่ียงในหลอด cryo tube ทําการเติมสารละลาย glycerol และ DMSO ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต                   

ปริมาตร 1 ml ทําการผสมสาหรายและสารละลายแชแข็งใหเขากัน นําไปลดอุณหภูมิจากอุณหภูมิหองถึง         

0 °C ในเวลา 30 นาที จากน้ันนําสาหรายไปเขาตูแชแข็งท่ีอุณหภูมิ -20 °C เปนเวลา 3 วัน เม่ือครบเวลาท่ี                     

กําหนดนําสาหรายท่ีผานการแชแข็งมาละลายโดยเพ่ิมอุณหภูมิจาก -20 °C ถึงอุณหภูมิหอง ในเวลา 15           

นาที จากน้ันทําการลางเซลลสาหรายโดยการเติมอาหารเล้ียงสาหรายในหลอด cryo tube ผสมใหเขากัน       

แลวทําการปนเหว่ียงท่ี 3000 rpm นาน 5 นาที จํานวน 10 คร้ัง นําสาหรายท่ีผานการลางเซลลไปเล้ียง                 

ดวยอาหารเล้ียงสาหรายสูตรกิลลารด ในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 ml ทําการนับเซลลสาหรายทุกวันเพ่ือ       

ตรวจสอบการรอดชีวิตของสาหราย และคิดอัตราการรอดชีวิตของเซลลสาหราย 
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การวิเคราะหขอมูล 

การวิเคราะหขอมูลทําการตรวจสอบอิทธิพลของชนิดสาหรายขนาดเล็ก และชนิดสารปองกันการ

เกิดผลึกน้ําแข็งตออัตราการรอดของเซลลสาหรายดวยวิธีวิเคราะหความแปรปรวน (analysis of 

variance) และเปรียบเทียบความแตกตางระหวางคาเฉล่ียอัตราการรอดของสาหรายดวยวิธี Duncan’s 

new multiple range test ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต (Crawley, 2012) 

 

การทดลองท่ี 2  การศึกษาความเขมขนสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งตออัตราการรอดของเซลลสาหราย

ขนาดเล็กท่ีเก็บรักษาเซลลดวยวิธีการแชแข็ง 

 

การออกแบบการทดลอง  

ออกแบบการทดลองแบบสุมตลอด ทําการทดลองกับสาหรายขนาดเล็กท้ัง 3 ชนิด ไดแก คลอเรล         

ลา ( Chlorella sp.) คีโตเซอรอส ( Chaetoceros sp.) และเตตราเซลมิส ( Tetraselmis sp.) ปจจัย                 

ท่ีทําการศึกษาไดแก ความเขมขนของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง ทําการเลือกชนิดสารปองกันการเกิด   

ผลึกน้ําแข็งท่ีไดจากการการทดลองท่ี 1 ท่ีเหมาะสมกับสาหรายแตละชนิด ทําการเปล่ียนแปลงความเขม     

ขนของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง 2 ระดับ ไดแก 5 และ 10 เปอรเซ็นต ทําการทดลอง 10 ซ้ํา จัดชุด                     

ทดลองและซ้ําโดยการสุม 

 

สูตรอาหารท่ีใชในการศึกษา 

การทดลองใชอาหารทดลองสูตร Guillard’s medium (ลัดดา, 2540) รายละเอียดดังการทดลอง

ท่ี 1 

 

การทําความสะอาดอุปกรณและน้ําทะเล  

เหมือนการทดลองท่ี 1 

 

การเพาะเล้ียงสาหราย  

เหมือนการทดลองท่ี 1 

 

การรวบรวมเซลลสาหราย 

เม่ือคลอเรลลา คีโตเซอรอส และเตตราเซลมิสเจริญเติบโตถึงระยะ late log phase ทําการนับ           

จํานวนเซลลสาหรายกอนทําการแชแข็ง ทําการรวบรวมเซลลโดยนําคลอเรลลา คีโตเซอรอส และ       

เตตราเซลมิสปริมาตร 5 ml ทําการปนเหว่ียงท่ี 3000 rpm นาน 5 นาที เก็บเซลลสาหรายท่ีผานการปน                 

เหว่ียงในหลอด cryo tube ทําการเติมสารละลายปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีเหมาะสมกับสาหรายแตละ     

ชนิดท่ีไดจากการทดลองท่ี 1 ความเขมขน 5 และ 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 ml ทําการผสมสาหรายและ                   

สารละลายแชแข็งใหเขากัน นําไปลดอุณหภูมิจากอุณหภูมิหองถึง 0 °C ในเวลา 30 นาที จากน้ันนํา             
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สาหรายไปเขาตูแชแข็งท่ีอุณหภูมิ -20 °C เปนเวลา 3 วัน เม่ือครบเวลาท่ีกําหนดนําสาหรายท่ีผานการแช           

แข็งมาละลายโดยเพ่ิมอุณหภูมิจาก -20 °C ถึงอุณหภูมิหอง ในเวลา 15 นาที จากน้ันทําการลางเซลล             

สาหรายโดยการเติมอาหารเล้ียงสาหรายในหลอด cryo tube ผสมใหเขากันแลวทําการปนเหว่ียงท่ี 3000         

rpm นาน 5 นาที จํานวน 10 คร้ัง นําสาหรายท่ีผานการลางเซลลไปเล้ียงดวยอาหารเล้ียงสาหรายสูตรกิล             

ลารด ในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 ml ทําการนับเซลลสาหรายทุกวันเพ่ือตรวจสอบการรอดชีวิตของ       

สาหราย และคิดอัตราการรอดชีวิตของเซลลสาหราย 

 

การวิเคราะหขอมูล 

การวิเคราะหขอมูลทําการตรวจสอบอิทธิพลของความเขมขนของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง

ตออัตราการรอดของเซลลสาหรายแตละชนิดดวยวิธีวิเคราะหความแปรปรวน (analysis of variance) 

และเปรียบเทียบความแตกตางระหวางคาเฉล่ียอัตราการรอดของสาหรายดวยวิธี Duncan’s new 

multiple range test ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต (Crawley, 2012) 

 

การทดลองท่ี 3  การศึกษาผลของระยะเวลาเก็บรักษาเซลลตออัตราการรอดของเซลลสาหรายขนาดเล็กท่ี

เก็บเซลลดวยวิธีการแชแข็ง 

 

การออกแบบการทดลอง  

ออกแบบการทดลองแบบสุมตลอด ทําการศึกษาโดยสาหรายท่ีใชในการแชแข็ง 2 ชนิด ไดแก         

คลอเรลลา ( Chlorella sp.) และคีโตเซอรอส ( Chaetoceros sp.) ปจจัยท่ีศึกษาไดแก ความเขมขนของ             

สารละลายแชแข็งไดเมทิลซัลฟอกไซด (dimethyl sulfoxide, DMSO) 2 ระดับคือ 5 และ 10 เปอรเซนต                   

และระยะเวลาเก็บรักษาเซลลสาหรายแชแข็ง 4 ระดับ ไดแก เก็บรักษาเซลล คลอเรลลาและคีโตเซ         

อรอส นาน 3, 30, 60 และ 90 วัน ทําการทดลอง 10 ซ้ํา จัดชุดทดลองและซ้ําโดยการสุม 

 

สูตรอาหารท่ีใชในการศึกษา 

การทดลองใชอาหารทดลองสูตร Guillard’s medium (ลัดดา, 2540) รายละเอียดดังการทดลอง

ท่ี 1 

 

การทําความสะอาดอุปกรณและน้ําทะเล  

เหมือนการทดลองท่ี 1 

 

การเพาะเล้ียงสาหราย  

ทําการเพาะเล้ียงสาหรายคลอเรลลา และคีโตเซอรอส ดวยอาหารเล้ียงสาหราย สูตรกิลลารด       

(Guillard's medium, F/2) ความเค็ม 30 ppt ทําการเติมอาหารเล้ียงสาหรายปริมาตร 150 ml ลงใน                 

ขวดรูปชมพูขนาด 250 ml เติมหัวเช้ือสาหราย 5 ml ผสมใหเขากัน นําไปวางไวบนช้ันเล้ียงสาหราย ให               
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แสงสวางดวยหลอดไฟฟลูออเรสเซนต ความเขมแสง 3500 lux ระยะเวลาการใหแสง 24:0 (L/D period)               

ใหอากาศตลอดเวลา นับจํานวนเซลลสาหรายทุกวันดวยสไลดนับเม็ดเลือด (Haemacytometer) 

 

การรวบรวมเซลลสาหราย 

เม่ือคลอเรลลา และคีโตเซอรอส เจริญเติบโตถึงระยะ late log phase ทําการนับจํานวนเซลล           

สาหรายกอนทําการแชแข็ง ทําการรวบรวมเซลลโดยนําคลอเรลลา และคีโตเซอรอส ปริมาตร 5 ml           

ทําการปนเหว่ียงท่ี 3000 rpm นาน 5 นาที เก็บเซลลสาหรายท่ีผานการปนเหว่ียงในหลอด cryo tube                 

ทําการเติมสารละลาย DMSO ความเขมขน 5 และ 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 ml ทําการผสมสาหราย                   

และสารละลายแชแข็งใหเขากัน นําไปลดอุณหภูมิจากอุณหภูมิหองถึง 0 °C ในเวลา 30 นาที จากน้ันนํา             

สาหรายไปเขาตูแชแข็งท่ีอุณหภูมิ -20 °C เปนเวลา 3, 30, 60 และ 90 วัน เม่ือครบเวลาท่ีกําหนดนํา                   

สาหรายคลอเรลลาและคีโตเซอรอสท่ีผานการแชแข็งมาละลายโดยเพ่ิมอุณหภูมิจาก -20 °C ถึงอุณหภูมิ     

หอง ในเวลา 15 นาที จากน้ันทําการลางเซลลสาหรายโดยการเติมอาหารเล้ียงสาหรายในหลอด cryo           

tube ผสมใหเขากันแลวทําการปนเหว่ียงท่ี 3000 rpm นาน 5 นาที จํานวน 10 คร้ัง นําสาหรายท่ีผาน                   

การลางเซลลไปเล้ียงดวยอาหารเล้ียงสาหรายสูตรกิลลารด ในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 ml ทําการนับ       

เซลลสาหรายทุกวันเพ่ือตรวจสอบการรอดชีวิตของสาหราย และคิดอัตราการรอดชีวิตของเซลลสาหราย 

 

การวิเคราะหขอมูล 

การวิเคราะหขอมูล ทําการตรวจสอบอิทธิพลของความเขมขนของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง 

และระยะเวลาการเก็บรักษาเซลลของสาหรายคลอเรลลา และคีโรเซอรอส ตออัตราการรอดของเซลล   

สาหรายแตละชนิดดวยวิธีวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of variance) และเปรียบเทียบความแตก       

ตางระหวางคาเฉล่ียอัตราการรอดของสาหรายดวยวิธี Duncan’s new multiple range test ท่ีระดับ           

ความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต (Crawley, 2012) 
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บทที่ 3  
ผลการวิจัย 

 

การทดลองท่ี 1   การศึกษาผลของชนิดสาหรายขนาดเล็ก ชนิดสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งตออัตราการ

รอดของเซลลสาหรายขนาดเล็กท่ีเก็บรักษาเซลลดวยวิธีการแชแข็ง 

 

จากการวิเคราะหปฏิสัมพันธ (interaction) ระหวางชนิดสาหราย และชนิดของสารปองกันการ     

เกิดผลึกน้ําแข็งกับอัตราการรอดของสาหรายภายหลังการแชแข็ง พบวามีปฏิสัมพันธระหวางชนิดสาหราย   

และชนิดของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ดังน้ันการวิเคราะหขอมูลจะ   

ทําการวิเคราะหขอมูลแยกตามระดับในแตละปจจัย  

 

อัตรารอดของสาหรายท่ีผานการแชแข็งดวยสารละลาย DMSO แสดงดังภาพท่ี 3-1 พบวา       

สาหรายคลอเรลลามีอัตรารอดสูงสุดเทากับ 71.37±10.31 เปอรเซ็นต และแตกตางกับอัตรารอดของ     

สาหรายคีโตเซอรอส และเตตราเซลมิส อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในขณะท่ีสาหรายคีโตเซอรอส และ         

เตตราเซลมิสมีอัตรารอดเทากับ 0.18±0.12 และ 0.18±0.12 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
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ภาพท่ี 3-1 อัตรารอดของสาหราย 3 ชนิดท่ีผานการเก็บรักษาเซลลดวยสารละลาย DMSO 

 

อัตรารอดของสาหรายท่ีผานการแชแข็งดวยสารละลายกลีเซอรอล แสดงดังภาพท่ี 3-2 พบวา     

สาหรายคลอเรลลามีอัตรารอดสูงสุดเทากับ 39.41±9.17 เปอรเซ็นต และแตกตางกับอัตรารอดของ     

สาหรายคีโตเซอรอส และเตตราเซลมิส อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในขณะท่ีสาหรายเตตราเซลมิสมีอัตรา       

รอดรองลงมาเทากับ 20.28±15.54 เปอรเซ็นต มากกวาอัตราการรอดของสาหรายคีโตเซอรอสอยางมีนัย     

สําคัญ (p<0.05) อัตราการรอดของสาหรายคีโตเซอรอสเทากับ 0.55±0.75 เปอรเซ็นต 
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ภาพท่ี 3-2 อัตรารอดของสาหราย 3 ชนิดท่ีผานการเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายกลีเซอรอล 

 

เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบอัตรารอดของสาหรายคลอเรลลาท่ีผานการแชแข็งดวยสารละลาย 

DMSO และกลีเซอรอล พบวาอัตราการรอดของสาหรายท่ีผานการแชแข็งดวยสารละลาย DMSO เทากับ         

71.37±10.31 เปอรเซ็นต สูงกวาอัตรารอดของสาหรายคลอเรลลาท่ีผานการแชแข็งดวยสารละลาย     

กลีเซอรอล (39.41±9.17 เปอรเซ็นต) อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ดังภาพท่ี 3-3 
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ภาพท่ี 3-3 อัตรารอดของคลอเรลลาท่ีผานการเก็บรักษาเซลลดวย DMSO และ Glycerol 

 

อัตรารอดของสาหรายคีโตเซอรอสท่ีผานการแชแข็งดวยสารละลาย DMSO และกลีเซอรอล มี

อัตรารอดเทากับ 0.18±0.12 และ 0.55±0.75 เปอรเซ็นต อัตรารอดของสาหรายคีโตเซอรอสท่ีผานการแช

แข็งดวยสารละลายท้ังสองชนิดไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p>0.05)  แสดงดังภาพท่ี 3-4  
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ภาพท่ี 3-4 อัตรารอดของคีโตเซอรอสท่ีผานการเก็บรักษาเซลลดวย DMSO และ Glycerol 

 

อัตรารอดของสาหรายเตตราเซลมิสท่ีผานการแชแข็งดวยสารละลาย DMSO และกลีเซอรอล 

เทากับ  20.28±15.54 และ 0.18±0.12 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แสดงดังภาพท่ี 3-5 เม่ือวิเคราะหความ

แตกตางของคาเฉล่ียอัตรารอดของสาหรายระหวางชุดทดลองพบวาอัตราการรอดของสาหรายท่ีผานการ

แชแข็งดวยสารละลายกลีเซอรอลสูงกวาอัตรารอดของสาหรายคลอเรลลาท่ีผานการแชแข็งดวยสารละลาย 

DMSO อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  
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ภาพท่ี 3-5 อัตรารอดของเตตราเซลมิสท่ีผานการเก็บรักษาเซลลดวย DMSO และ Glycerol 

การทดลองท่ี 2   การศึกษาความเขมขนสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งตออัตราการรอดของเซลลสาหราย

ขนาดเล็กท่ีเก็บรักษาเซลลดวยวิธีการแชแข็ง 

 

จากผลการทดลองท่ี 1 พบวาอัตราการรอดของคลอเรลลาท่ีเก็บรักษาเซลลดวยสารละลาย     

DMSO มีอัตราการรอดสูงกวาเซลลท่ีเก็บรักษาดวยสารละลายกลีเซอรอล ในขณะท่ีคีโตเซอรอส และ     

เตตราเซลมิส พบวาการเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายกลีเซอรอล มีอัตราการรอดสูงกวาเซลลท่ีเก็บรักษา   

ดวยสารละลาย DMSO ดังน้ันในการทดลองท่ี 2 จึงทําการเลือกการเก็บรักษาเซลลคลอเรลลาดวย       

สารละลาย DMSO และการเก็บรักษาเซลลคีโตเซอรอส และเตตราเซลมิสดวยสารละลายกลีเซอรอล มา       

ทําการเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีมีความเขมขน 5 และ 10 เปอรเซ็นต 

 

ผลการทดลองเก็บรักษาเซลลสาหรายคลอเรลลาแชแข็ง ดวยสารละลายปองกันการเกิดผลึกน้ํา 

แข็ง DMSO ท่ีมีความเขมขน 5 และ 10 เปอรเซ็นต พบวาอัตรารอดของสาหรายคลอเรลลาท่ีผานการแช             

แข็งดวยสารละลาย DMSO ท่ีมีความเขมขน 5 และ 10 เปอรเซ็นต เทากับ 71.37±10.31 และ                   

58.24±8.38 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แสดงดังภาพท่ี 3-6 เม่ือวิเคราะหความแตกตางของคาเฉล่ียอัตรารอด         

ของสาหรายระหวางชุดทดลอง พบวาอัตราการรอดของสาหรายคลอเรลลาท่ีผานการแชแข็งดวย 



 

21 

สารละลายความเขมขน 5 เปอรเซ็นต สูงกวาอัตรารอดของสาหรายคลอเรลลาท่ีผานการแชแข็งดวย     

สารละลายความเขมขน 10 เปอรเซ็นต อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  

 

 

ภาพท่ี 3-6 อัตรารอดของคลอเรลลาท่ีผานการเก็บรักษาเซลลดวยสารละลาย DMSO ท่ีความเขมขน 5 

และ 10 เปอรเซ็นต 

 

อัตราการรอดของสาหรายคีโตเซอรอสแชแข็งดวยสารละลายปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งกลีเซ

อรอล ท่ีมีความเขมขน 5 และ 10 เปอรเซ็นต เทากับ 0.55±0.75 และ 0.55±0.33 เปอรเซ็นต ตามลําดับ                       

แสดงดังภาพท่ี 3-7 อัตราการรอดของสาหรายท้ังสองระดับความเขมขนแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ     

(p>0.05)   
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ภาพท่ี 3-7 อัตรารอดของคีโตเซอรอสท่ีผานการเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายกลีเซอรอล ท่ีความเขมขน 

5 และ 10 เปอรเซ็นต 

 

อัตราการรอดของสาหรายเตตราเซลมิสแชแข็ง ดวยสารละลายปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง   

กลีเซอรอล ท่ีความเขมขน 5 และ 10 เปอรเซ็นต พบวาอัตรารอดของสาหรายเตตราเซลมิสท่ีผานการแช           

แข็งดวยสารละลาย DMSO ท่ีมีความเขมขน 5 และ 10 เปอรเซ็นต เทากับ 20.28±15.54 และ                   

7.71±10.20 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แสดงดังภาพท่ี 3-8 เม่ือวิเคราะหความแตกตางของคาเฉล่ียอัตรารอด         

ของสาหรายเตตราเซลมิสระหวางชุดทดลอง พบวาอัตราการรอดของสาหรายคลอเรลลาท่ีผานการแชแข็ง 

ดวยสารละลายความเขมขน 5 เปอรเซ็นต สูงกวาอัตรารอดของสาหรายเตตราเซลมิสท่ีผานการแชแข็งดวย     

สารละลายความเขมขน 10 เปอรเซ็นต อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 
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ภาพท่ี 3-8 อัตรารอดของเตตราเซลมิสท่ีผานการเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายกลีเซอรอล ท่ีความเขมขน 

5 และ 10 เปอรเซ็นต 

 

การทดลองท่ี 3  การศึกษาผลของระยะเวลาเก็บรักษาเซลลตออัตราการรอดของเซลลสาหรายขนาดเล็กท่ี

เก็บเซลลดวยวิธีการแชแข็ง 

 

ผลการทดลองสาหรายคลอเรลลาพบวาระยะเวลาเก็บรักษาเซลลและความเขมขนของสารละลาย

ปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งมีปฏิสัมพันธระหวางกัน (p<0.05) จึงทําการวิเคราะหขอมูลแยกวิเคราะห   

ขอมูลในแตละระดับของท้ังสองปจจัย  

เม่ือนําเซลลสาหรายท่ีครบกําหนดแชแข็งมาละลายและทําการเพาะเล้ียง พบวาอัตราการรอดของ 

คลอเรลลาท่ีแชแข็งดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีระดับเขมขน 5% มีอัตราการรอดท่ีวันท่ี 3, 30, 60 และ 90               

วัน เทากับ 71.37±10.31, 65.57±24.30, 24.99±13.61 และ 15.65±18.09 เปอรเซนต ตามลําดับ สวน                 

คลอเรลลาท่ีแชแข็งดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีระดับเขมขน 10% มีอัตราการรอดท่ีวันท่ี 3, 30, 60 และ             

90 วัน เทากับ 58.24±8.38, 21.25±17.94, 15.47±8.06 และ 8.22±9.32 เปอรเซนต ตามลําดับ (ภาพท่ี                     

3-9) เม่ือทําการเปรียบเทียบคาเฉล่ียอัตราการรอดของคลอเรลลาทางสถิติพบวา ท่ีระดับเขมขนไดเมทิลซัล   

ฟอกไซด 5% คลอเรลลาท่ีแชแข็งท่ีเวลา 3 และ 30 วัน มีอัตราการรอดแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ               

(p>0.05) และมีอัตราการรอดสูงกวา คลอเรลลาท่ีแชแข็งท่ีเวลา 60 และ 90 วัน อยางมีนัยสําคัญ               

(p<0.05) ในขณะท่ีคลอเรลลาท่ีแชแข็งดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีระดับเขมขน 10% แชแข็งเปนเวลา 3 วัน           

มีอัตราการรอดสูงสุดแตกตางจากอัตราการรอดของคลอเรลลาท่ีแชแข็งชวงเวลาอ่ืนอยางมีนัยสําคัญ 



 

24 

(p<0.05) คลอเรลลาท่ีแชแข็งท่ีเวลา 30 และ 60 วัน มีอัตราการรอดแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ             

(p>0.05) และ คลอเรลลาท่ีแชแข็งท่ีเวลา 60 และ 90 วัน มีอัตราการรอดแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ               

(p>0.05) เชนกัน 

 

 

ภาพท่ี 3-9 อัตราการรอดของคลอเรลลาท่ีเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายแชแข็งไดเมทิลซัลฟอกไซด 5 

และ 10%  

ตัวอักษรท่ีตางกันบนเสนกราฟแสดงวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 

เปอรเซนต 

 

เม่ือเปรียบเทียบอัตราการรอดของคลอเรลลาแยกตามระดับความเขมขนของสารละลายแชแข็งได

เมทิลซัลฟอกไซดและชวงเวลาท่ีเก็บรักษาเซลล (ภาพท่ี 2) พบวาการเก็บรักษาเซลลคลอเรลลาท่ีเวลา 3 

และ 30 วัน (ภาพท่ี 3-10a, b) อัตราการรอดของคลอเรลลาท่ีแชแข็งดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีระดับเขม

ขน 5% มีอัตราการรอดสูงกวาสาหรายท่ีแชแข็งดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีระดับเขมขน 10% อยางมีนัย

สําคัญ (p<0.05) สวนคลอเรลลาท่ีแชแข็งท่ีเวลา 60 และ 90 วัน ท้ังสองความเขมขนของไดเมทิลซัลฟอก

ไซด มีอัตราการรอดแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ (p>0.05) ดังแสดงดังภาพท่ี 3-10c และ d 
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ภาพท่ี 3-10 อัตราการรอดของคลอเรลลาท่ีเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายแชแข็งไดเมทิลซัลฟอกไซดท้ัง

สองระดับ ท่ีเวลา (a) 3 วัน  (b) 30 วัน (c) 60 วัน และ (d) 90 วัน 

ตัวอักษรท่ีตางกันบนแทงกราฟท่ีชวงเวลาเดียวกันแสดงวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ี

ระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซนต 
 

สําหรับอัตราการรอดคีโตเซอรอสท่ีทําการแชแข็งดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดพบวามีอัตราการรอดต่ํา

กวา 1 เปอรเซนต อัตราการรอดของคีโตเซอรอสท่ีแชแข็งดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีระดับเขมขน 5% มี         

อัตราการรอดท่ีวันท่ี 3, 30, 60 และ 90 วัน เทากับ 0.19±0.12, 0.28±0.25, 0.04±0.08 และ                       

0.28±0.18 เปอรเซนต ตามลําดับ สวนคีโตเซอรอสท่ีแชแข็งดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีระดับเขมขน 10%         

มีอัตราการรอดท่ีวันท่ี 3, 30, 60 และ 90 วัน เทากับ 0.22±0.15, 0.11±0.20, 0.19±0.15 และ                       

0.09±0.13 เปอรเซนต ตามลําดับ (ภาพท่ี 3-11) เม่ือเปรียบเทียบคาเฉล่ียอัตราการรอดของคีโตเซอรอส         

ทางสถิติพบวา ท่ีระดับเขมขนไดเมทิลซัลฟอกไซด 5% คีโตเซอรอสท่ีแชแข็งท่ีเวลา 3, 30 และ 90 วัน มี                 

อัตราการรอดแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ (p>0.05) แตมีอัตราการรอดสูงกวา คลอเรลลาท่ีแชแข็งท่ีเวลา       

60 วัน อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) สวนคีโตเซอรอสท่ีแชแข็งดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีระดับเขมขน 10%           

สาหรายท่ีแชแข็งทุกชวงเวลามีอัตราการรอดแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ (p>0.05) 
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ภาพท่ี 3-11 อัตราการรอดของคีโตเซอรอสท่ีเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายแชแข็งไดเมทิลซัลฟอกไซด 5 

และ 10%  

ตัวอักษรท่ีตางกันบนเสนกราฟแสดงวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95   

เปอรเซนต 

 

เม่ือเปรียบเทียบอัตราการรอดของคีโตเซอรอสแยกตามระดับความเขมขนของสารละลายแชแข็ง

ไดเมทิลซัลฟอกไซดและชวงเวลาท่ีเก็บรักษาเซลล (ภาพท่ี 3-12) พบวาการเก็บรักษาเซลลคีโตเซอรอสทุก     

ชวงเวลา สาหรายท่ีแชแข็งดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีระดับเขมขน 5 และ 10% มีอัตราการรอดแตกตาง         

อยางไมมีนัยสําคัญ (p>0.05) 
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ภาพท่ี 3-12 อัตราการรอดของคีโตเซอรอสท่ีเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายแชแข็งไดเมทิลซัลฟอกไซดท้ัง 

2 ระดับ ท่ีเวลา (a) 3 วัน  (b) 30 วัน (c) 60 วัน และ (d) 90 วัน 
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บทที่ 4 

อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 
 

การทดลองท่ี 1   การศึกษาผลของชนิดสาหรายขนาดเล็ก ชนิดสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งตออัตราการ

รอดของเซลลสาหรายขนาดเล็กท่ีเก็บรักษาเซลลดวยวิธีการแชแข็ง 

 

จากการวิเคราะหปฏิสัมพันธ (interaction) ระหวางชนิดสาหราย และชนิดของสารปองกันการ     

เกิดผลึกน้ําแข็งกับอัตราการรอดของสาหรายภายหลังการแชแข็ง พบวามีปฏิสัมพันธระหวางชนิดสาหราย   

และชนิดของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) แสดงวาอัตรารอดของสาหราย   

แตละชนิดเหมาะกับชนิดสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งแตกตางกัน 

จากผลการทดลอง เม่ือเปรียบเทียบชนิดการปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งกับสาหรายคลอเรลลา   

สาหรายคลอเรลลามีอัตรารอดสูงเม่ือเก็บรักษาเซลลดวยสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท้ังสองชนิด โดยท่ี 

สาหรายคลอเรลลาท่ีเก็บรักษาเซลลดวยสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งดวยสารละลาย DMSO มีอัตรา   

การรอดสูงเม่ือเปรียบเทียบกับการเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายกลีเซอรอล แสดงวาสาหรายคลอเรลลา 

เหมาะในการเก็บรักษาเซลลดวยสารละลาย DMSO สอดคลองกับการศึกษาของ Tzovenis et al. (2004)             

ท่ีรายงานวาสารละลาย DMSO สามารถเก็บรักษาเซลลคลอเรลลาได สารละลาย DMSO เปนสารปองกัน         

การเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีสามารถแทรกซึมเย่ือหุมเซลลได สารละลาย DMSO จะทําใหอัตราการเกิดน้ําแข็ง     

หรืออัตราการแข็งตัวของ cytoplasm ชาลง โดยเม่ือสารละลาย DMSO ซึมเขาไปในเซลลจะทําให         

จุดเยือกแข็งของของเหลวภายในเซลลลดต่ําลง ทําใหเซลลมีอัตราการรอดสูงข้ึน (McLellan, 1989;       

Steponkus, et al., 1992; Hubalek, 2003; Tanniou et al., 2012) และสารละลาย DMSO ท่ีซึม                       

เขาไปในเซลลทําใหเกิดความเปนพิษตอเซลลสาหราย ในขณะท่ีสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีไม 

แทรกซึมผานเย่ือหุมเซลล เชน polyvinylpyrrolidone (PVP) และ polyethylene glycol (PEG) จะมี               

ความเปนพิษตอเซลลนอยกวา แตประสิทธิภาพในการปองกันเซลลจากผลึกน้ําแข็งจะต่ํากวาดวย   

(Tzovenis et al., 2004; Tanniou et al., 2012) 

เม่ือมีการเก็บรักษาเซลลสาหรายคีโตเซอรอส ดวยสารละลาย DMSO และกลีเซอรอล อัตราการ       

รอดต่ํามาก แสดงวาท้ังสารละลาย DMSO และกลีเซอรอลยังไมเหมาะสมในการเก็บรักษาเซลลสาหรายคี     

โตเซอรอส ในขณะน้ีสาหรายเตตราเซลมิสท่ีทําการเก็บรักษาเซลลดวยสารละลาย DMSO มีอัตราการรอด     

คอนขางต่ํา สวนสาหรายเตตราเซลมิสท่ีทําการเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายกลีเซอรอล มีอัตราการรอด   

คอนขางสูง แสดงใหเห็นวาโดยสารละลายกลีเซอรอลมีความเหมาะสมในการเก็บรักษาเซลลสาหรายเตตรา 

เซลมิส เชนเดียวกับการศึกษาของ มานิตา (2552) พบวาการเก็บรักษาเซลลสาหราย  Spirulina           

platensis ดวยสารละลายกลีเซอรอล ทําใหสาหราย  S. platensis มีอัตรารอดสูงท่ีสุด ในขณะท่ี Tayler               

and Fletcher (1999) รายงานวาเม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการปองกันเซลลสาหรายระหวางสาร     
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ปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งชนิดท่ีแทรกซึมผานเย่ือหุมเซลลท่ีประกอบดวยสารละลาย DMSO กลีเซอรอล     

และเมทานอล พบวาสารละลายกลีเซอรอลมีประสิทธิภาพต่ําท่ีสุด 

ขนิดของสาหรายท่ีแชแข็งมีผลตออัตราการรรอดเน่ืองจากโครงสรางเย่ือหุมเซลลของสาหราย

แตละชนิดแตกตางกัน การยอมใหสารปองกันการแชแข็งผานเขาสูเซลลไดแตกตางกัน และความแข็งแรง   

ของเย่ือหุมเซลลของสาหรายแตละชนิดแตกตางกันจึงทําใหอัตราการรอดของสาหรายแตละชนิดแตกตาง

กันเม่ือทําการเก็บรักษาเซลลดวยการแชแข็ง (Hubalek, 2003)  

ผลจากการศึกษาคร้ังน้ีแสดงใหเห็นวาสารละลาย DMSO มีความเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษา   

เซลลสาหรายคลอเรลลา ในขณะท่ีสารละลายกลีเซอรอล เหมาะสมสําหรับสําหรับการเก็บรักษาเซลล     

สาหรายเตตราเซลมิส  

การทดลองท่ี 2   การศึกษาความเขมขนสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งตออัตราการรอดของเซลลสาหราย

ขนาดเล็กท่ีเก็บรักษาเซลลดวยวิธีการแชแข็ง 

 

เม่ือทําการเลือกสารละลาย DMSO สําหรับการเก็บรักษาเซลลสาหรายคลอเรลลา และเลือก     

สารละลายกลีเซอรอลสําหรับการเก็บรักษาเซลลสาหรายคีโตเซอรอส และเตตราเซลมิส แลวทําการ   

เปล่ียนแปลงระดับความเขมขนของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีระดับ 5 และ 10 เปอรเซ็นต  

สาหรายคลอเรลลาท่ีเก็บรักษาเซลลดวยความเขมขนของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ี 5   

เปอรเซ็นต มีอัตราการรอดสูงกวาสาหรายท่ีเก็บรักษาเซลลดวยสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีระดับ 10     

เปอรเซ็นต สาหรายคีโตเซอรอสท่ีเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายกลีเซอรอลท้ังสองระดับ มีอัตราการรอด   

ไมแตกตางกัน ในขณะท่ีสาหรายเตตราเซลมิสท่ีเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายกลีเซอรอลท่ีระดับความเขม 

ขน 5 เปอรเซ็นต มีอัตราการรอดสูงกวาสาหรายท่ีเก็บรักษาเซลลดวยสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ี     

ระดับ 10 เปอรเซ็นต สอดคลองกับการศึกษาของ มานิตา (2552) ท่ีพบวาสาหราย  Spirulina platensis                 

มีอัตราการรอดดีท่ีสุด เม่ือเก็บรักษาเซลลดวยกลีเซอรอลท่ีความเขมขน 5% โดยมีอัตราการรอดสูงสุด     

เทากับ 30.63% สูงกวาการเก็บรักษาเซลลดวยกลีเซอรอลท่ีความเขมขน 10 และ 15% และ Tanniou et                 

al. (2012) พบวาสาหราย  Haslea ostrearia ท่ีแชแข็งดวยกลีเซอรอลท่ีความเขมขน 5% มีอัตราการรอด             

สูงกวาสาหรายท่ีแชแข็งดวยกลีเซอรอล 10% เม่ือเพ่ิมความเขมขนของกลีเซอรอลมากข้ึนอัตราการรอด   

ของสาหรายจะลดลง (มานิตา, 2552; Tanniou et al., 2012) ซ่ึงความเขมขนสารปองกันการเกิดผลึกน้ํา             

แข็งท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาเซลลสาหรายท่ัวไป จะมีความเขมขนอยูในชวง 5-10% (Taylor and         

Fletcher, 1999) ความเขมขนของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีสูงข้ึนจะทําใหความเปนพิษตอเซลล   

สาหรายมากข้ึนตามระดับความเขมขน (Joseph et al., 2000; Tanniou et al., 2012) ซ่ึงมีผลทําให                 

อัตราการรอดลดต่ําลง การใชสารละลาย DMSO ความเขมขนสูงในการแชแข็งเซลลทําใหความเปนพิษตอ     

เซลลสาหรายสูงข้ึนตามระดับความเขมขน (Joseph et al., 2000; Tanniou et al., 2012) ซ่ึงอาจสาเหตุ                 

ท่ีทําใหสาหรายท้ังคลอเรลลา คีโตเซอรอส และเตตราเซลมิส ท่ีเก็บรักษาเซลลท่ีระดับความเขมขน 10% มี         

อัตรารอดต่ํากวาสาหรายท่ีเก็บรักษาเซลลท่ีระดับความเขมขน 5% 
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การใชสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งตาง ๆ มีผลตออัตราการรอดของสาหรายโดยตรง เน่ืองจาก     

สารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งสวนใหญรวมท้ังกลีเซอรอล ทําใหเกิดความเปนพิษตอสาหรายท่ีนําไปแช   

(Hubalek, 2003) การใชสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีระดับความเขมขนสูงความเปนพิษตอเซลล   

สาหรายจะสูงข้ึนตามระดับความเขมขน Joseph et al. (2000) พบวาการแชเซลลสาหราย  Chlorella             

marina ดวยสารละลายกลีเซอรอลท่ีระดับความเขมขน 0-40% จะทําใหเซลลมีอัตราการรอดสูงสุดอัตรา     

การรอดของสาหรายลดลงตามความเขมขนของสารละลายกลีเซอรอลท่ีเพ่ิมข้ึน เซลลสาหรายท่ีตายใน 

กระบวนการเก็บรักษาเซลลแบบแชแข็งอาจเกิดจากการเพ่ิมข้ึนของระดับสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งใน

เซลลสาหราย ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงแรงดันออสโมติกในระหวางการแข็งตัวของเซลลสาหราย   

(McLellan, 1989) รวมถึงการฉีกขาดของเย่ือหุมเซลลสาหรายระหวางของเหลวภายในเซลลสาหรายแข็ง   

ตัว การแข็งตัวของของเหลวภายในเซลลสาหราย ทําใหปริมาตรของเหลวภายในเซลลเพ่ิมข้ึน ผลึกน้ําแข็ง     

ท่ีเกิดข้ึนอาจทําใหเย่ือหุมเซลลฉีกขาดเปนเหตุใหอัตรารอดของสาหรายต่ําลง (Steponkus, et al., 1992;         

Day and Brand, 2005) 

 

การทดลองท่ี 3  การศึกษาผลของระยะเวลาเก็บรักษาเซลลตออัตราการรอดของเซลลสาหรายขนาดเล็กท่ี

เก็บเซลลดวยวิธีการแชแข็ง 

 

การศึกษาน้ีพบวาเม่ือทําการเก็บรักษาเซลลสาหรายดวยการแชแข็ง สาหรายแตละชนิดมีอัตรา 

การอดแตกตางกัน คลอเรลลามีอัตราการรอดสูงกวาคีโตเซอรอส โดยอัตราการรอดของคลอเรลลามีอัตรา   

การรอดสูงถึง 65.57% ซ่ึงเปนระดับท่ีสามารถนําไปใชไดในการเก็บรักษาสายพันธุสาหราย ในขณะท่ีคีโต     

เซอรอสมีอัตราการรอดต่ําเพียง 0.28% แสดงใหเห็นวาการใชสารละลายไดเมทิลซัลฟอกไซดเหมาะสม   

สําหรับการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายคลอเรลา แตอาจไมเหมาะสมสําหรับเก็บรักษาสายพันธุคีโตเซอรอส   

คลอเรลลาท่ีแชแข็งดวยสารละลายไดเมทิลซัลฟอกไซด 5 และ 10% มีอัตราการรอดแตกตางกันในชวง 30           

วันแรกของการเก็บรักษาเซลล ภายหลังวันท่ี 30 ของการเก็บรักษาเซลลพบวาอัตราการรอดของ       

คลอเรลลาท่ีแชแข็งดวยสารละลายไดเมทิลซัลฟอกไซดท้ังสองระดับความเขมขนมีอัตราการรอดไมแตกตาง

กัน สอดคลองกับผลการศึกษาของ Tzovenis et al. (2004) ท่ีรายงานวาไดเมทิลซัลฟอกไซดสามารถเก็บ           

รักษาเซลลคลอเรลลาได ขนิดของสาหรายท่ีแชแข็งมีผลตออัตราการรอดเน่ืองจากโครงสรางเย่ือหุมเซลล 

ของสาหรายแตละชนิดแตกตางกัน การยอมใหสารปองกันการแชแข็งผานเขาสูเซลลไดแตกตางกัน และ   

ความแข็งแรงของเย่ือหุมเซลลของสาหรายแตละชนิดแตกตางกัน ทําใหอัตราการรอดของสาหรายแตละ 

ชนิดแตกตางกันเม่ือทําการเก็บรักษาเซลลดวยการแชแข็ง (Hubalek, 2003)  

สารละลายไดเมทิลซัลฟอกไซดเปนสารละลายแชแข็งท่ีนิยมใชในการรักษาเซลลสาหรายขนาดเล็ก

หลายชนิด (Rhodes et al., 2006) ไดเมทิลซัลฟอกไซดเปนสารท่ีปองกันแชแข็งท่ีสามารถแทรกซึมเย่ือ         

หุมเซลลได ไดเมทิลซัลฟอกไซดจะทําใหอัตราการเกิดน้ําแข็งหรืออัตราการแข็งตัวของ cytoplasm ชาลง       

โดยไดเมทิลซัลฟอกไซดซึมเขาไปในเซลลจะทําใหจุดเยือกแข็งของของเหลวภายในเซลลลดต่ําลง ทําให 

เซลลมีอัตราการรอดสูงข้ึน (McLellan, 1989; Steponkus, et al., 1992; Tanniou et al., 2012) และ                     

ไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีซึมเขาไปในเซลลทําใหเกิดความเปนพิษตอเซลลสาหราย ในขณะท่ีสารปองกันการแช 
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แข็งท่ีไมแทรกซึมผานเย่ือหุมเซลล เชน polyvinylpyrrolidone (PVP) และ polyethylene glycol             

(PEG) จะมีความเปนพิษตอเซลลนอยกวา (Tzovenis et al., 2004; Tanniou et al., 2012) การใชได                   

เมทิลซัลฟอกไซดความเขมขนสูงในการแชแข็งเซลล ทําใหความเปนพิษตอเซลลสาหรายสูงข้ึนตามระดับ 

ความเขมขน (Joseph et al., 2000; Tanniou et al., 2012) ซ่ึงอาจเปนสาเหตุท่ีทําใหคลอเรลลาท่ีเก็บ                 

รักษาเซลลท่ีระดับความเขมขน 10% มีอัตรารอดต่ํากวาสาหรายท่ีเก็บรักษาเซลลท่ีระดับความเขมขน 5%       

ในขณะท่ีการศึกษาของ มานิตา (2552) และ Tanniou et al. (2012) พบวาการแชแข็งสาหราย                 

Spirulina platensis และ Haslea ostrearia ดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีระดับความเขมขน 10% มีอัตรา             

การรอดสูงกวาการแชแข็งสาหรายดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีระดับความเขมขน 5 และ 15% ในขณะท่ี         

Chow and Chow (1997) รายงานวาสาหราย Chlorella vulgaris ท่ีแชแข็งดวยสารละลายไดเมทิลซัล             

ฟอกไซดมีอัตราการรอดไมเปล่ียนแปลงในชวงท่ีมีการเก็บรักษาเซลลนาน 6 เดือน 

การเก็บรักษาเซลลสาหรายเปนระยะเวลานานพบวาอัตราการรอดลดลงตามระยะเวลาท่ีเพ่ิมข้ึน 

ในการศึกษาน้ี ระยะเวลาในการเก็บรักษาเซลลคลอเรลลาท่ี 3 และ 30 วัน อัตราการรอดของสาหรายอยู           

ในชวง 21.25-71.37% ในขณะท่ีถามีการเก็บรักษาเซลลสาหรายท่ีนานข้ึนท่ีระยะเวลา 60 และ 90 วัน             

อัตราการรอดของสาหรายต่ํามากอยูในชวง 8.22-24.99% การเก็บรักษาเซลลท่ีนานข้ึนทําใหอัตราการ   

รอดของเซลลสาหรายต่ําลง สอดคลองกับรายงานของ มานิตา (2552) ท่ีรายงานวาสาหราย S. platensis             

สามารถเก็บรักษาเซลลท่ีอุณหภูมิ -80 °C ไดนาน 3 เดือน อัตราการรอดของสาหรายจะลดลงตามระยะ           

เวลาการเก็บรักษาเซลลสาหรายท่ีนานข้ึน 

การศึกษาคร้ังน้ีไมประสบความสําเร็จในการเก็บรักษาเซลลคีโตเซอรอสในสารละลายไดเมทิลซัล

ฟอกไซดท้ังสองระดับความเขมขน ท่ีอุณหภูมิ -20 °C ซ่ึงแตกตางจากรายงานของ Rhodes et al. (2006)                 

ท่ีประสบความสําเร็จในการเก็บรักษาสาหรายหลายชนิดท่ีใชในการเพาะเล้ียงสัตวน้ําไดแก  Chaetoceros   

calcitrans, Chaetoceros muelleri, Nitzschia ovalis, Isochrysis galbana และ Pavlova lutheri                   

ดวยสารละลายไดเมทิลซัลฟอกไซด ท่ีอุณหภูมิ -196 °C ผลการศึกษาท่ีแตกตางกันอาจเกิดจากสภาพใน       

การศึกษาหลายปจจัยแตกตางกัน เชน อัตราการลดอุณหภูมิกอนนําสาหรายไปแชแข็ง อัตราการละลายน้ํา     

แข็งเพ่ือนําสาหรายมาเพาะเล้ียง รวมถึงอุณหภูมิท่ีใชในการเก็บรักษาเซลล 

 

สรุปผลการทดลอง 

1. สารละลาย DMSO เหมาะสมสําหรับการใชเปนสารปองกันการแชแข็งในการเก็บรักษาสายพันธุ

สาหรายคลอเรลลา แตไมเหมาะสมในการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายคีโตเซอรอส และเตตราเซลมิส 

2. สารละลายกลีเซอรอล เหมาะสําหรับการเก็บรักษาเซลลสาหรายเตตราเซลมิส 

3. ความเขมขนท่ีเหมาะสมในการใชเก็บรักษาสายพันธุสาหราย ควรใชสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ี

ระดับความเขมขน 5 เปอรเซ็นต 

4. การเก็บรักษาเซลลสาหรายใหมีอัตรารอดสูงควรเก็บไมเกิน 30 วัน การเก็บรักษาเซลลสาหรายสามารถ

เก็บไดนาน 90 วัน การเก็บรักษาเซลลยาวนานข้ึนทําใหอัตราการรอดของสาหรายลดลง 

 

 



 

32 

ขอเสนอแนะ 

1. ควรมีการศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายโดยวิธีการแชแข็ง 

2. ควรมีการศึกษาปจจัยท่ีเหมาะสมในสาหรายชนิดอ่ืนท่ียังมีความสําคัญในการเพาะเล้ียงสัตวน้ํา  

 

คุณคาและประโยชนของผลผลิตการวิจัย 

การศึกษาน้ีมุงเนนพัฒนาเทคนิคการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายดวยการแชแข็งท่ีอุณหภูมิ -20   

องศาเซลเซียส โดยทําการศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการเก็บรักษาสายพันธุ ประกอบดวย ชนิดของสาหราย       

ชนิดของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง ความเขมขนของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง และระยะเวลาท่ี   

ใชในการเก็บรักษาสายพันธุสาหราย ซึงผลการศึกษาสามารถนํามาประยุกตใชในหนวยงานท่ีมีการเพาะ 

เล้ียงสาหรายไดโดยตรง 

 

แนวทางการนําผลการวิจัยไปใชประโยชน และ/หรือพัฒนาตอยอด 

ผลงานวิจัยจะเปนขอมูลประกอบสําหรับการพัฒนาเทคนิคการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายท่ี

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใหสามารถเก็บรักษาสายพันธุสาหรายขนาดเล็กได 
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ผลผลิต (Output) 

 

บทความวิจัยท่ีตีพิมพเผยแพร 

 

ชลี ไพบูลยกิจกุล, มะลิวัลย คุตะโค, รชนิมุข หิรัญสัจจาเลิศ, ศศิฬา ฉิมพลี และ เบ็ญจมาศ ไพบูลยกิจกุล. 

(2560). ผลของความเขมขนของกลีเซอรอลและระยะเวลาในการเก็บรักษาตออัตราการรอดของ

สาหราย  Chlorella  sp. โดยวิธีแชแข็ง.  แกนเกษตร  45 ฉบับพิเศษ 1: 859-864. 

 

ชลี ไพบูลยกิจกุล,  มะลิวัลย คุตะโค,  รชนิมุข หิรัญสัจจาเลิศ และ เบ็ญจมาศ ไพบูลยกิจกุล. (2560). ผล

ของความเขมขนของไดเมทิลซัลฟอกไซด และระยะเวลาการเก็บรักษาเซลลตออัตราการรอดของ

สาหรายขนาดเล็กดวยวิธีแชแข็ง.  237-244 น.  การประชุมวิชาการสาหรายและแพลงกตอนแหง

ชาติ คร้ังท่ี 8 , 27-28 มีนาคม 2560, คณะวิทยาศาสตร, มหาวิทยาลัยบูรพา, ชลบุรี. 
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รายงานการเงิน 

เลขที่โครงการระบบบริหารงานวิจัย (2560A10801012) สัญญาเลขที่ 126/2560 

โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายไดจากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผนดิน) 

ประจําปงบประมาณ พ.ศ. 2560  

มหาวิทยาลัยบูรพา 
 

ช่ือโครงการ  การแชแข็งหัวเช้ือสาหรายขนาดเล็กสําหรับฟารมเพาะเล้ียงสัตวน้ําเชิงพาณิชย 

ช่ือหัวหนาโครงการผูรับทุน / ผูวิจัย  ผศ. ดร. ชลี ไพบูลยกิจกุล  

รายงานในชวงต้ังแตวันท่ี 1 ตุลาคม  2559  ถึงวันท่ี  30  กันยายน  2560 

ระยะเวลาดําเนินการ 2 ป ต้ังแตวันท่ี 1 ตุลาคม  2558  ถึงวันท่ี  30  กันยายน  2560 
 

รายจาย 

หมวด  งบประมาณรวมท้ัง

โครงการ 

คาใชจาย 

งวดปจจุบัน 

คงเหลือ  

(หรือเกิน) 

1. คาตอบแทน  82,450  40,000  - 

2. คาจาง  270,000  90,000  - 

3. คาใชสอย  140,990  70,990  - 

4. คาวัสดุ  318,000  160,000  - 

5. คาใชจายอ่ืนๆ  -  -  - 

คาธรรมเนียมอุดหนุนสถาบัน  90,160  40,110  - 

รวม  901,600  401,100  - 

จํานวนเงินท่ีไดรับและจํานวนเงินคงเหลือ 

จํานวนเงินท่ีไดรับ 401,100 บาท 

งวดท่ี 1 200,550 บาท เม่ือ 17 มกราคม 2560 

งวดท่ี 2 160,440 บาท  เม่ือ 20 กรกฎาคม 2560 

 รวม 40,110 บาท 

 

 

ลงนามหัวหนาโครงการวิจัยผูรับทุน 

วันท่ี 30 มิถุนายน 2561 
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ภาคผนวก ก 

1. ผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติการทดลองท่ี 1 

 
> ex1.fac <- ex1[,c(1,2,7)] 
> 
> aov.ea2.ex1 <- ea2(ex1.fac, design=1) 
> aov.ea2.ex1 
$`Analysis of variance` 
                  df type III SS mean square  F value    p>F 
factor_1           2  34426.5098  17213.2549 238.9421 <0.001 
factor_2           1    220.8769    220.8769   3.0661 0.0856 
factor_1:factor_2  2   6907.8125   3453.9063  47.9446 <0.001 
Residuals         54   3890.1304     72.0395        -      - 
 
$`Adjusted means (factor 1)` 
     factor_1 adjusted.mean standard.error tukey snk duncan t scott_knott 
1   Chlorella       55.3905         1.8979     a   a      a a           a 
2 Tetraselmis       10.2360         1.8979     b   b      b b           b 
3 Chaetoceros        0.3665         1.8979     c   c      c c           c 
 
$`Multiple comparison test (factor 1)` 
                       pair contrast p(tukey) p(snk) p(duncan)  p(t) 
1   Chlorella - Tetraselmis  45.1545   0.0000  0e+00     0e+00 0e+00 
2   Chlorella - Chaetoceros  55.0240   0.0000  0e+00     0e+00 0e+00 
3 Tetraselmis - Chaetoceros   9.8695   0.0016  5e-04     5e-04 5e-04 
 
$`Adjusted means (factor 2)` 
  factor_2 adjusted.mean standard.error tukey snk duncan t scott_knott 
1     DMSO       23.9163         1.5496     a   a      a a           a 
2 Glycerol       20.0790         1.5496     a   a      a a           a 
 
$`Multiple comparison test (factor 2)` 
             pair contrast p(tukey) p(snk) p(duncan)   p(t) 
1 DMSO - Glycerol   3.8373   0.0856 0.0856    0.0856 0.0856 
 
$`Adjusted means (factor 1 in levels of factor 2)` 
$`Adjusted means (factor 1 in levels of factor 2)`$`factor_1 in  DMSO` 
         treatment adjusted.mean standard.error tukey snk duncan t scott_knott 
2   Chlorella.DMSO        71.373          2.684     a   a      a a           a 
1 Chaetoceros.DMSO         0.188          2.684     b   b      b b           b 
3 Tetraselmis.DMSO         0.188          2.684     b   b      b b           b 
 
$`Adjusted means (factor 1 in levels of factor 2)`$`factor_1 in  Glycerol` 
             treatment adjusted.mean standard.error tukey snk duncan t scott_knott 
5   Chlorella.Glycerol        39.408          2.684     a   a      a a           a 
6 Tetraselmis.Glycerol        20.284          2.684     b   b      b b           b 
4 Chaetoceros.Glycerol         0.545          2.684     c   c      c c           c 
 
 
$`Multiple comparison test (factor 1 in levels of factor 2)` 
$`Multiple comparison test (factor 1 in levels of factor 2)`$`factor_1 in  DMSO` 
                                 pair contrast p(tukey) p(snk) p(duncan) p(t) 
1   Chlorella.DMSO - Chaetoceros.DMSO   71.185        0      0         0    0 
2   Chlorella.DMSO - Tetraselmis.DMSO   71.185        0      0         0    0 
3 Chaetoceros.DMSO - Tetraselmis.DMSO    0.000        1      1         1    1 
 
$`Multiple comparison test (factor 1 in levels of factor 2)`$`factor_1 in  Glycerol` 
                                         pair contrast p(tukey) p(snk) p(duncan) p(t) 
1   Chlorella.Glycerol - Tetraselmis.Glycerol   19.124        0      0         0    0 
2   Chlorella.Glycerol - Chaetoceros.Glycerol   38.863        0      0         0    0 
3 Tetraselmis.Glycerol - Chaetoceros.Glycerol   19.739        0      0         0    0 
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$`Adjusted means (factor 2 in levels of factor 1)` 
$`Adjusted means (factor 2 in levels of factor 1)`$`factor_2 in  Chaetoceros` 
             treatment adjusted.mean standard.error tukey snk duncan t scott_knott 
4 Chaetoceros.Glycerol         0.545          2.684     a   a      a a           a 
1     Chaetoceros.DMSO         0.188          2.684     a   a      a a           a 
 
$`Adjusted means (factor 2 in levels of factor 1)`$`factor_2 in  Chlorella` 
           treatment adjusted.mean standard.error tukey snk duncan t scott_knott 
2     Chlorella.DMSO        71.373          2.684     a   a      a a           a 
5 Chlorella.Glycerol        39.408          2.684     b   b      b b           b 
 
$`Adjusted means (factor 2 in levels of factor 1)`$`factor_2 in  Tetraselmis` 
             treatment adjusted.mean standard.error tukey snk duncan t scott_knott 
6 Tetraselmis.Glycerol        20.284          2.684     a   a      a a           a 
3     Tetraselmis.DMSO         0.188          2.684     b   b      b b           b 
 
 
$`Multiple comparison test (factor 2 in levels of factor 1)` 
$`Multiple comparison test (factor 2 in levels of factor 1)`$`factor_2 in  Chaetoceros` 
                                     pair contrast p(tukey) p(snk) p(duncan)   p(t) 
1 Chaetoceros.Glycerol - Chaetoceros.DMSO    0.357   0.9254 0.9254    0.9254 0.9254 
 
$`Multiple comparison test (factor 2 in levels of factor 1)`$`factor_2 in  Chlorella` 
                                 pair contrast p(tukey) p(snk) p(duncan) p(t) 
1 Chlorella.DMSO - Chlorella.Glycerol   31.965        0      0         0    0 
 
$`Multiple comparison test (factor 2 in levels of factor 1)`$`factor_2 in  Tetraselmis` 
                                     pair contrast p(tukey) p(snk) p(duncan) p(t) 
1 Tetraselmis.Glycerol - Tetraselmis.DMSO   20.096        0      0         0    0 
 
 
$`Residual analysis` 
                                    values 
p.value Shapiro-Wilk test           0.0002 
p.value Bartlett test (factor_1)    0.0000 
p.value Bartlett test (factor_2)    0.0035 
p.value Bartlett test (treatments)  0.0000 
coefficient of variation (%)       38.5800 
first value most discrepant         4.0000 
second value most discrepant       53.0000 
third value most discrepant         7.0000 
 
> tapply(ex1$psurv, ex1$algae, mean) 
Chaetoceros   Chlorella Tetraselmis 
     0.3665     55.3905     10.2360 
> tapply(ex1$psurv, ex1$algae, sd) 
Chaetoceros   Chlorella Tetraselmis 
  0.5539549  18.9477507  14.8530725 
> 
> tapply(ex1$psurv, ex1$cryoagent, mean) 
    DMSO Glycerol 
 23.91633 20.07900 
> tapply(ex1$psurv, ex1$cryoagent, sd) 
    DMSO Glycerol 
 34.61039 19.01538 
> 
> ex1.dmso <- ex1[ex1$cryoagent=="DMSO",c(1,7)] 
> aov.ex1.dmso <- ea1(ex1.dmso, design=1) 
> aov.ex1.dmso 
$`Analysis of variance` 
           df  type I SS mean square  F value    p>F 
treatments  2 33782.0282  16891.0141 476.8156 <0.001 
Residuals  27   956.4649     35.4246        -      - 
 
$Means 
    treatment   mean standard.error tukey snk duncan t scott_knott 
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1   Chlorella 71.373         1.8821     a   a      a a           a 
2 Chaetoceros  0.188         1.8821     b   b      b b           b 
3 Tetraselmis  0.188         1.8821     b   b      b b           b 
 
$`Multiple comparison test` 
                       pair contrast p(tukey) p(snk) p(duncan) p(t) 
1   Chlorella - Chaetoceros   71.185        0      0         0    0 
2   Chlorella - Tetraselmis   71.185        0      0         0    0 
3 Chaetoceros - Tetraselmis    0.000        1      1         1    1 
 
$`Residual analysis` 
                             values 
p.value Shapiro-Wilk test      0.00 
p.value Bartlett test          0.00 
coefficient of variation (%)  24.89 
first value most discrepant   23.00 
second value most discrepant  26.00 
third value most discrepant   30.00 
 
> tapply(ex1.dmso$psurv, ex1.dmso$algae, mean) 
Chaetoceros   Chlorella Tetraselmis 
      0.188      71.373       0.188 
> tapply(ex1.dmso$psurv, ex1.dmso$algae, sd) 
Chaetoceros   Chlorella Tetraselmis 
  0.1233604  10.3074461   0.1233604 
> 
> ex1.glycerol <- ex1[ex1$cryoagent=="Glycerol",c(1,7)] 
> aov.ex1.glycerol <- ea1(ex1.glycerol, design=1) 
> aov.ex1.glycerol 
$`Analysis of variance` 
           df type I SS mean square F value    p>F 
treatments  2  7552.294   3776.1471 34.7538 <0.001 
Residuals  27  2933.665    108.6543       -      - 
 
$Means 
    treatment   mean standard.error tukey snk duncan t scott_knott 
1   Chlorella 39.408         3.2963     a   a      a a           a 
2 Tetraselmis 20.284         3.2963     b   b      b b           b 
3 Chaetoceros  0.545         3.2963     c   c      c c           c 
 
$`Multiple comparison test` 
                       pair contrast p(tukey) p(snk) p(duncan)  p(t) 
1   Chlorella - Tetraselmis   19.124    1e-03  3e-04     3e-04 3e-04 
2   Chlorella - Chaetoceros   38.863    0e+00  0e+00     0e+00 0e+00 
3 Tetraselmis - Chaetoceros   19.739    7e-04  2e-04     2e-04 2e-04 
 
$`Residual analysis` 
                              values 
p.value Shapiro-Wilk test     0.4431 
p.value Bartlett test         0.0000 
coefficient of variation (%) 51.9100 
first value most discrepant   4.0000 
second value most discrepant  7.0000 
third value most discrepant   2.0000 
 
> tapply(ex1.glycerol$psurv, ex1.glycerol$algae, mean) 
Chaetoceros   Chlorella Tetraselmis 
      0.545      39.408      20.284 
> tapply(ex1.glycerol$psurv, ex1.glycerol$algae, sd) 
Chaetoceros   Chlorella Tetraselmis 
  0.7495369   9.1671561  15.5359026 
> 
> ex1.chlo <- ex1[ex1$algae=="Chlorella",c(2,7)] 
> var.test(ex1.chlo[ex1.chlo$cryoagent=="DMSO",2], 
ex1.chlo[ex1.chlo$cryoagent=="Glycerol",2]) 
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F test to compare two variances 
 
data:  ex1.chlo[ex1.chlo$cryoagent == "DMSO", 2] and ex1.chlo[ex1.chlo$cryoagent == 
"Glycerol", 2] 
F = 1.2642, num df = 9, denom df = 9, p-value = 0.7326 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
 0.3140218 5.0898623 
sample estimates: 
ratio of variances 
           1.26425 
 
> ttest.chlo <- t.test(ex1.chlo[ex1.chlo$cryoagent=="DMSO",2], 
ex1.chlo[ex1.chlo$cryoagent=="Glycerol",2], var.equal=TRUE) 
> ttest.chlo 
 

Two Sample t-test 
 
data:  ex1.chlo[ex1.chlo$cryoagent == "DMSO", 2] and ex1.chlo[ex1.chlo$cryoagent == 
"Glycerol", 2] 
t = 7.3279, df = 18, p-value = 8.355e-07 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 22.80054 41.12946 
sample estimates: 
mean of x mean of y 
   71.373    39.408 
 
> tapply(ex1.chlo$psurv, ex1.chlo$cryoagent, mean) 
    DMSO Glycerol 
  71.373   39.408 
> tapply(ex1.chlo$psurv, ex1.chlo$cryoagent, sd) 
     DMSO  Glycerol 
 10.307446  9.167156 
> 
> ex1.tetra <- ex1[ex1$algae=="Tetraselmis",c(2,7)] 
> var.test(ex1.tetra[ex1.tetra$cryoagent=="DMSO",2], 
ex1.tetra[ex1.tetra$cryoagent=="Glycerol",2]) 
 

F test to compare two variances 
 
data:  ex1.tetra[ex1.tetra$cryoagent == "DMSO", 2] and ex1.tetra[ex1.tetra$cryoagent == 
"Glycerol", 2] 
F = 6.3049e-05, num df = 9, denom df = 9, p-value < 2.2e-16 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
 1.566048e-05 2.538349e-04 
sample estimates: 
ratio of variances 
      6.304901e-05 
 
> ttest.tetra <- t.test(ex1.tetra[ex1.tetra$cryoagent=="DMSO",2], 
ex1.tetra[ex1.tetra$cryoagent=="Glycerol",2], var.equal=FALSE) 
> ttest.tetra 
 

Welch Two Sample t-test 
 
data:  ex1.tetra[ex1.tetra$cryoagent == "DMSO", 2] and ex1.tetra[ex1.tetra$cryoagent == 
"Glycerol", 2] 
t = -4.0903, df = 9.0011, p-value = 0.002715 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 -31.209852  -8.982148 
sample estimates: 
mean of x mean of y 
    0.188    20.284 
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> tapply(ex1.tetra$psurv, ex1.tetra$cryoagent, mean) 
    DMSO Glycerol 
   0.188   20.284 
> tapply(ex1.tetra$psurv, ex1.tetra$cryoagent, sd) 
      DMSO   Glycerol 
 0.1233604 15.5359026 
> 
> ex1.chaeto <- ex1[ex1$algae=="Chaetoceros",c(2,7)] 
> var.test(ex1.chaeto[ex1.chaeto$cryoagent=="DMSO",2], 
ex1.chaeto[ex1.chaeto$cryoagent=="Glycerol",2]) 
 

F test to compare two variances 
 
data:  ex1.chaeto[ex1.chaeto$cryoagent == "DMSO", 2] and ex1.chaeto[ex1.chaeto$cryoagent 
== "Glycerol", 2] 
F = 0.027087, num df = 9, denom df = 9, p-value = 9.641e-06 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
 0.006728094 0.109053184 
sample estimates: 
ratio of variances 
        0.02708727 
 
 > ttest.chaeto <- t.test(ex1.chaeto[ex1.chaeto$cryoagent=="DMSO",2], 
ex1.chaeto[ex1.chaeto$cryoagent=="Glycerol",2], var.equal=FALSE) 
> ttest.chaeto 
 

Welch Two Sample t-test 
 
data:  ex1.chaeto[ex1.chaeto$cryoagent == "DMSO", 2] and ex1.chaeto[ex1.chaeto$cryoagent 
== "Glycerol", 2] 
t = -1.4862, df = 9.4872, p-value = 0.1697 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 -0.8961755  0.1821755 
sample estimates: 
mean of x mean of y 
    0.188     0.545 
 
> tapply(ex1.chaeto$psurv, ex1.chaeto$cryoagent, mean) 
    DMSO Glycerol 
   0.188    0.545 
> tapply(ex1.chaeto$psurv, ex1.chaeto$cryoagent, sd) 
     DMSO  Glycerol 
 0.1233604 0.7495369  
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2. ผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติการทดลองท่ี 2 

 
> ex2.chlo$conc <- as.factor(ex2.chlo$conc) 
> var.test(ex2.chlo[ex2.chlo$conc=="5",2], 
ex2.chlo[ex2.chlo$conc=="10",2]) 
 

F test to compare two variances 
 
data:  ex2.chlo[ex2.chlo$conc == "5", 2] and ex2.chlo[ex2.chlo$conc == 
"10", 2] 
F = 1.5115, num df = 9, denom df = 9, p-value = 0.5481 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
 0.3754417 6.0853945 
sample estimates: 
ratio of variances  
          1.511526  
 
> t.test(ex2.chlo[ex2.chlo$conc=="5",2], 
ex2.chlo[ex2.chlo$conc=="10",2], var.equal = TRUE) 
 

Two Sample t-test 
 
data:  ex2.chlo[ex2.chlo$conc == "5", 2] and ex2.chlo[ex2.chlo$conc == 
"10", 2] 
t = 3.125, df = 18, p-value = 0.00585 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
  4.302819 21.957181 
sample estimates: 
mean of x mean of y  
   71.373    58.243  
 
> tapply(ex2.chlo$psurv, ex2.chlo$conc, mean) 
     5     10  
71.373 58.243  
> tapply(ex2.chlo$psurv, ex2.chlo$conc, sd) 
        5        10  
10.307446  8.383846  
> ex2.chaeto <- ex2[ex2$algae=="Chaetoceros", c(4,7)] 
> ex2.chaeto$conc <- as.factor(ex2.chaeto$conc) 
> var.test(ex2.chaeto[ex2.chaeto$conc=="5",2], 
ex2.chaeto[ex2.chaeto$conc=="10",2]) 
 

F test to compare two variances 
 
data:  ex2.chaeto[ex2.chaeto$conc == "5", 2] and 
ex2.chaeto[ex2.chaeto$conc == "10", 2] 
F = 5.0399, num df = 9, denom df = 9, p-value = 0.02442 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
  1.251833 20.290489 
sample estimates: 
ratio of variances  
           5.03987  
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> t.test(ex2.chaeto[ex2.chaeto$conc=="5",2], 
ex2.chaeto[ex2.chaeto$conc=="10",2], var.equal = FALSE) 
 

Welch Two Sample t-test 
 
data:  ex2.chaeto[ex2.chaeto$conc == "5", 2] and 
ex2.chaeto[ex2.chaeto$conc == "10", 2] 
t = -4.2787e-16, df = 12.436, p-value = 1 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 -0.5631579  0.5631579 
sample estimates: 
mean of x mean of y  
    0.545     0.545  
 
> tapply(ex2.chaeto$psurv, ex2.chaeto$conc, mean) 
    5    10  
0.545 0.545  
> tapply(ex2.chaeto$psurv, ex2.chaeto$conc, sd) 
        5        10  
0.7495369 0.3338746  
> ex2.tetra <- ex2[ex2$algae=="Tetraselmis", c(4,7)] 
> ex2.tetra$conc <- as.factor(ex2.tetra$conc) 
> var.test(ex2.tetra[ex2.tetra$conc=="5",2], 
ex2.tetra[ex2.tetra$conc=="10",2]) 
 

F test to compare two variances 
 
data:  ex2.tetra[ex2.tetra$conc == "5", 2] and ex2.tetra[ex2.tetra$conc 
== "10", 2] 
F = 2.3217, num df = 9, denom df = 9, p-value = 0.2255 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
 0.5766784 9.3471657 
sample estimates: 
ratio of variances  
          2.321704  
 
> t.test(ex2.tetra[ex2.tetra$conc=="5",2], 
ex2.tetra[ex2.tetra$conc=="10",2], var.equal = TRUE) 
 

Two Sample t-test 
 
data:  ex2.tetra[ex2.tetra$conc == "5", 2] and ex2.tetra[ex2.tetra$conc 
== "10", 2] 
t = 2.1402, df = 18, p-value = 0.04628 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
  0.2310795 24.9229205 
sample estimates: 
mean of x mean of y  
   20.284     7.707  
 
> tapply(ex2.tetra$psurv, ex2.tetra$conc, mean) 
     5     10  
20.284  7.707  
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> tapply(ex2.tetra$psurv, ex2.tetra$conc, sd) 
       5       10  
15.53590 10.19608 
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3. ผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติการทดลองท่ี 3 
 
> meso <- read.csv("/home/chalee/Desktop/Temp/meso.csv", header=T) 
> meso$Conc <- as.factor(meso$Conc) 
> meso$Time <- as.factor(meso$Time) 
>  
> chlo <- meso[meso$Algae=="Chlorella",] 
> chlo$Conc <- as.factor(chlo$Conc) 
> chlo$Time <- as.factor(chlo$Time) 
>  
> chaeto <- meso[meso$Algae=="Chaetoceros",] 
> chaeto$Conc <- as.factor(chaeto$Conc) 
> chaeto$Time <- as.factor(chaeto$Time) 
>  
> ## All conc - chlo 
> shapiro.test(chlo[chlo$Conc=="5",5]) 
 

Shapiro-Wilk normality test 
 
data:  chlo[chlo$Conc == "5", 5] 
W = 0.94965, p-value = 0.07376 
 
> shapiro.test(chlo[chlo$Conc=="10",5]) 
 

Shapiro-Wilk normality test 
 
data:  chlo[chlo$Conc == "10", 5] 
W = 0.87845, p-value = 0.0004782 
 
> var.test(chlo[chlo$Conc=="5",5], chlo[chlo$Conc=="10",5]) 
 

F test to compare two variances 
 
data:  chlo[chlo$Conc == "5", 5] and chlo[chlo$Conc == "10", 5] 
F = 1.7524, num df = 39, denom df = 39, p-value = 0.08373 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
 0.9268642 3.3133709 
sample estimates: 
ratio of variances  
           1.75244  
 
> t.test(chlo[chlo$Conc=="5",5], chlo[chlo$Conc=="10",5], var.equal = 
TRUE) 
 

Two Sample t-test 
 
data:  chlo[chlo$Conc == "5", 5] and chlo[chlo$Conc == "10", 5] 
t = 3.1478, df = 78, p-value = 0.002331 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
  6.835889 30.362111 
sample estimates: 
mean of x mean of y  
 44.39425  25.79525  
 
> tapply(chlo$Surv, chlo$Conc, mean) 



 

62 

       5       10  
44.39425 25.79525  
> tapply(chlo$Surv, chlo$Conc, sd) 
       5       10  
29.81789 22.52451  
>  
> ## All conc - chaeto 
> shapiro.test(chaeto[chaeto$Conc=="5",5]) 
 

Shapiro-Wilk normality test 
 
data:  chaeto[chaeto$Conc == "5", 5] 
W = 0.81687, p-value = 1.552e-05 
 
> shapiro.test(chaeto[chaeto$Conc=="10",5]) 
 

Shapiro-Wilk normality test 
 
data:  chaeto[chaeto$Conc == "10", 5] 
W = 0.80592, p-value = 9.02e-06 
 
> var.test(chaeto[chaeto$Conc=="5",5], chaeto[chaeto$Conc=="10",5]) 
 

F test to compare two variances 
 
data:  chaeto[chaeto$Conc == "5", 5] and chaeto[chaeto$Conc == "10", 5] 
F = 1.4197, num df = 39, denom df = 39, p-value = 0.2782 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
 0.7508558 2.6841729 
sample estimates: 
ratio of variances  
          1.419657  
 
> t.test(chaeto[chaeto$Conc=="5",5], chaeto[chaeto$Conc=="10",5], 
var.equal = TRUE) 
 

Two Sample t-test 
 
data:  chaeto[chaeto$Conc == "5", 5] and chaeto[chaeto$Conc == "10", 5] 
t = 1.071, df = 78, p-value = 0.2875 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 -0.03671489  0.12221489 
sample estimates: 
mean of x mean of y  
  0.19700   0.15425  
 
> tapply(chaeto$Surv, chaeto$Conc, mean) 
      5      10  
0.19700 0.15425  
> tapply(chaeto$Surv, chaeto$Conc, sd) 
        5        10  
0.1933669 0.1622895  
>  
> ### Chlorella 
> ## Conc at 3 Time 
> chlo.c5d3 <- chlo[chlo$Conc=="5" & chlo$Time=="3",5] 
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> chlo.c10d3 <- chlo[chlo$Conc=="10"& chlo$Time=="3",5] 
> var.test(chlo.c5d3, chlo.c10d3) 
 

F test to compare two variances 
 
data:  chlo.c5d3 and chlo.c10d3 
F = 1.5115, num df = 9, denom df = 9, p-value = 0.5481 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
 0.3754417 6.0853945 
sample estimates: 
ratio of variances  
          1.511526  
 
> t.test(chlo.c5d3, chlo.c10d3, var.equal = TRUE) 
 

Two Sample t-test 
 
data:  chlo.c5d3 and chlo.c10d3 
t = 3.125, df = 18, p-value = 0.00585 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
  4.302819 21.957181 
sample estimates: 
mean of x mean of y  
   71.373    58.243  
 
> mean(chlo.c5d3) 
[1] 71.373 
> sd(chlo.c5d3) 
[1] 10.30745 
> mean(chlo.c10d3) 
[1] 58.243 
> sd(chlo.c10d3) 
[1] 8.383846 
 
> ## Conc at 30 Time 
> chlo.c5d30 <- chlo[chlo$Conc=="5" & chlo$Time=="30",5] 
> chlo.c10d30 <- chlo[chlo$Conc=="10"& chlo$Time=="30",5] 
> var.test(chlo.c5d30, chlo.c10d30) 
 

F test to compare two variances 
 
data:  chlo.c5d30 and chlo.c10d30 
F = 1.835, num df = 9, denom df = 9, p-value = 0.3793 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
 0.4557865 7.3876745 
sample estimates: 
ratio of variances  
          1.834994  
 
> t.test(chlo.c5d30, chlo.c10d30, var.equal = TRUE) 
 

Two Sample t-test 
 
data:  chlo.c5d30 and chlo.c10d30 
t = 4.6403, df = 18, p-value = 0.0002034 
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alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 24.25367 64.38633 
sample estimates: 
mean of x mean of y  
    65.57     21.25  
 
> mean(chlo.c5d30) 
[1] 65.57 
> sd(chlo.c5d30) 
[1] 24.2996 
> mean(chlo.c10d30) 
[1] 21.25 
> sd(chlo.c10d30) 
[1] 17.93833 
>  
> ## Conc at 60 Time 
> chlo.c5d60 <- chlo[chlo$Conc=="5" & chlo$Time=="60",5] 
> chlo.c10d60 <- chlo[chlo$Conc=="10"& chlo$Time=="60",5] 
> var.test(chlo.c5d60, chlo.c10d60) 
 

F test to compare two variances 
 
data:  chlo.c5d60 and chlo.c10d60 
F = 2.8496, num df = 9, denom df = 9, p-value = 0.1347 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
  0.7077899 11.4723032 
sample estimates: 
ratio of variances  
          2.849558  
 
> t.test(chlo.c5d60, chlo.c10d60, var.equal = TRUE) 
 

Two Sample t-test 
 
data:  chlo.c5d60 and chlo.c10d60 
t = 1.9034, df = 18, p-value = 0.07311 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 -0.9880155 20.0260155 
sample estimates: 
mean of x mean of y  
   24.989    15.470  
 
> mean(chlo.c5d60) 
[1] 24.989 
> sd(chlo.c5d60) 
[1] 13.6067 
> mean(chlo.c10d60) 
[1] 15.47 
> sd(chlo.c10d60) 
[1] 8.060538 
>  
> ## Conc at 90 Time 
> chlo.c5d90 <- chlo[chlo$Conc=="5" & chlo$Time=="90",5] 
> chlo.c10d90 <- chlo[chlo$Conc=="10"& chlo$Time=="90",5] 
> var.test(chlo.c5d90, chlo.c10d90) 
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F test to compare two variances 

 
data:  chlo.c5d90 and chlo.c10d90 
F = 3.7634, num df = 9, denom df = 9, p-value = 0.06135 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
  0.9347758 15.1514345 
sample estimates: 
ratio of variances  
          3.763402  
 
> t.test(chlo.c5d90, chlo.c10d90, var.equal = TRUE) 
 

Two Sample t-test 
 
data:  chlo.c5d90 and chlo.c10d90 
t = 1.1541, df = 18, p-value = 0.2636 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 -6.093641 20.947641 
sample estimates: 
mean of x mean of y  
   15.645     8.218  
 
> mean(chlo.c5d90) 
[1] 15.645 
> sd(chlo.c5d90) 
[1] 18.08919 
> mean(chlo.c10d90) 
[1] 8.218 
> sd(chlo.c10d90) 
[1] 9.324568 
 
> ## Time for preserved 
> chlo.Time.aov <- aov(chlo$Surv~chlo$Time) 
> summary(chlo.Time.aov) 
            Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)  
chlo$Time    3  34191   11397   31.86 1.93e-13 *** 
Residuals   76  27190     358  
--- 
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 
> tapply(chlo$Surv, chlo$Time, mean) 
      3      30      60      90  
64.8080 43.4100 20.2295 11.9315  
> tapply(chlo$Surv, chlo$Time, sd) 
       3       30       60       90  
11.35730 30.80636 11.92981 14.51551  
> library(agricolae) 
> chlo.Time.dunc <- duncan.test(chlo.Time.aov, "chlo$Time", group = T) 
> print(chlo.Time.dunc) 
$statistics 
      Mean       CV MSerror 
  35.09475 53.89565  357.76 
 
$parameters 
  Df ntr alpha   test    name.t 
  76   4  0.05 Duncan chlo$Time 
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$Duncan 
     Table CriticalRange 
2 2.816650      11.91280 
3 2.963624      12.53441 
4 3.060917      12.94591 
 
$means 
   chlo$Surv      std  r   Min   Max 
3    64.8080 11.35730 20 46.66 90.47 
30   43.4100 30.80636 20  1.73 99.88 
60   20.2295 11.92981 20  5.94 44.43 
90   11.9315 14.51551 20  0.62 50.87 
 
$comparison 
NULL 
 
$groups 
  trt   means M 
1  3  64.8080 a 
2  30 43.4100 b 
3  60 20.2295 c 
4  90 11.9315 c 
 
>  
> chlo.c5 <- chlo[chlo$Conc=="5",] 
> chlo.c10 <- chlo[chlo$Conc=="10",] 
>  
> chlo.c5.aov <- aov(chlo.c5$Surv~chlo.c5$Time) 
> summary(chlo.c5.aov) 
             Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)  
chlo.c5$Time  3  23793    7931   26.24 3.57e-09 *** 
Residuals    36  10882     302  
--- 
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 
> tapply(chlo.c5$Surv, chlo.c5$Time, mean) 
     3     30     60     90  
71.373 65.570 24.989 15.645  
> tapply(chlo.c5$Surv, chlo.c5$Time, sd) 
       3       30       60       90  
10.30745 24.29960 13.60670 18.08919  
> chlo.c5.dunc <- duncan.test(chlo.c5.aov, "chlo.c5$Time", group = T) 
> print(chlo.c5.dunc) 
$statistics 
      Mean       CV  MSerror 
  44.39425 39.16246 302.2688 
 
$parameters 
  Df ntr alpha   test       name.t 
  36   4  0.05 Duncan chlo.c5$Time 
 
$Duncan 
     Table CriticalRange 
2 2.868158      15.76884 
3 3.015218      16.57736 
4 3.111132      17.10469 
 
$means 
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   chlo.c5$Surv      std  r   Min   Max 
3        71.373 10.30745 10 56.44 90.47 
30       65.570 24.29960 10 24.38 99.88 
60       24.989 13.60670 10  5.94 44.43 
90       15.645 18.08919 10  0.87 50.87 
 
$comparison 
NULL 
 
$groups 
  trt  means M 
1  3  71.373 a 
2  30 65.570 a 
3  60 24.989 b 
4  90 15.645 b 
 
>  
> chlo.c10.aov <- aov(chlo.c10$Surv~chlo.c10$Time) 
> summary(chlo.c10.aov) 
              Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)  
chlo.c10$Time  3  14891    4964    36.5 5.17e-11 *** 
Residuals     36   4896     136  
--- 
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 
> tapply(chlo.c10$Surv, chlo.c10$Time, mean) 
     3     30     60     90  
58.243 21.250 15.470  8.218  
> tapply(chlo.c10$Surv, chlo.c10$Time, sd) 
        3        30        60        90  
 8.383846 17.938326  8.060538  9.324568  
> chlo.c10.dunc <- duncan.test(chlo.c10.aov, "chlo.c10$Time", group = T) 
> print(chlo.c10.dunc) 
$statistics 
      Mean       CV  MSerror 
  25.79525 45.20918 135.9981 
 
$parameters 
  Df ntr alpha   test        name.t 
  36   4  0.05 Duncan chlo.c10$Time 
 
$Duncan 
     Table CriticalRange 
2 2.868158      10.57717 
3 3.015218      11.11950 
4 3.111132      11.47321 
 
$means 
   chlo.c10$Surv       std  r   Min   Max 
3         58.243  8.383846 10 46.66 75.87 
30        21.250 17.938326 10  1.73 55.57 
60        15.470  8.060538 10  6.19 30.94 
90         8.218  9.324568 10  0.62 24.75 
 
$comparison 
NULL 
 
$groups 
  trt  means  M 
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1  3  58.243  a 
2  30 21.250  b 
3  60 15.470 bc 
4  90  8.218  c 
 
>  
>  
> chaeto.c5 <- chaeto[chaeto$Conc=="5",] 
> chaeto.c10 <- chaeto[chaeto$Conc=="10",] 
>  
> chaeto.c5.aov <- aov(chaeto.c5$Surv~chaeto.c5$Time) 
> summary(chaeto.c5.aov) 
               Df Sum Sq Mean Sq F value  Pr(>F)  
chaeto.c5$Time  3 0.3948 0.13159   4.454 0.00924 ** 
Residuals      36 1.0635 0.02954  
--- 
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 
> tapply(chaeto.c5$Surv, chaeto.c5$Time, mean) 
    3    30    60    90  
0.188 0.280 0.038 0.282  
> tapply(chaeto.c5$Surv, chaeto.c5$Time, sd) 
         3         30         60         90  
0.12336036 0.25276251 0.08011103 0.18066544  
> chaeto.c5.dunc <- duncan.test(chaeto.c5.aov, "chaeto.c5$Time", group = 
T) 
> print(chaeto.c5.dunc) 
$statistics 
   Mean       CV    MSerror 
  0.197 87.24633 0.02954111 
 
$parameters 
  Df ntr alpha   test         name.t 
  36   4  0.05 Duncan chaeto.c5$Time 
 
$Duncan 
     Table CriticalRange 
2 2.868158     0.1558894 
3 3.015218     0.1638823 
4 3.111132     0.1690954 
 
$means 
   chaeto.c5$Surv        std  r  Min  Max 
3           0.188 0.12336036 10 0.00 0.37 
30          0.280 0.25276251 10 0.00 0.75 
60          0.038 0.08011103 10 0.00 0.19 
90          0.282 0.18066544 10 0.19 0.75 
 
$comparison 
NULL 
 
$groups 
  trt means  M 
1  90 0.282  a 
2  30 0.280  a 
3  3  0.188 ab 
4  60 0.038  b 
 
>  
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> chaeto.c10.aov <- aov(chaeto.c10$Surv~chaeto.c10$Time) 
> summary(chaeto.c10.aov) 
                Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
chaeto.c10$Time  3 0.1135 0.03784   1.491  0.233 
Residuals       36 0.9137 0.02538  
> tapply(chaeto.c10$Surv, chaeto.c10$Time, mean) 
    3    30    60    90  
0.224 0.112 0.187 0.094  
> tapply(chaeto.c10$Surv, chaeto.c10$Time, sd) 
        3        30        60        90  
0.1453884 0.2003220 0.1510739 0.1320101  
> chaeto.c10.dunc <- duncan.test(chaeto.c10.aov, "chaeto.c10$Time", 
group = T) 
> print(chaeto.c10.dunc) 
$statistics 
     Mean       CV    MSerror 
  0.15425 103.2794 0.02537917 
 
$parameters 
  Df ntr alpha   test          name.t 
  36   4  0.05 Duncan chaeto.c10$Time 
 
$Duncan 
     Table CriticalRange 
2 2.868158     0.1444913 
3 3.015218     0.1518999 
4 3.111132     0.1567318 
 
$means 
   chaeto.c10$Surv       std  r Min  Max 
3            0.224 0.1453884 10   0 0.37 
30           0.112 0.2003220 10   0 0.56 
60           0.187 0.1510739 10   0 0.37 
90           0.094 0.1320101 10   0 0.37 
 
$comparison 
NULL 
 
$groups 
  trt means M 
1  3  0.224 a 
2  60 0.187 a 
3  30 0.112 a 
4  90 0.094 a 
 
> ### Chaetoceros 
> ## Conc at 3 Time 
> chaeto.c5d3 <- chaeto[chaeto$Conc=="5" & chaeto$Time=="3",5] 
> chaeto.c10d3 <- chaeto[chaeto$Conc=="10"& chaeto$Time=="3",5] 
> var.test(chaeto.c5d3, chaeto.c10d3) 
 

F test to compare two variances 
 
data:  chaeto.c5d3 and chaeto.c10d3 
F = 0.71993, num df = 9, denom df = 9, p-value = 0.6324 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
 0.1788211 2.8984449 
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sample estimates: 
ratio of variances  
         0.7199327  
 
> t.test(chaeto.c5d3, chaeto.c10d3, var.equal = TRUE) 
 

Two Sample t-test 
 
data:  chaeto.c5d3 and chaeto.c10d3 
t = -0.59706, df = 18, p-value = 0.5579 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 -0.16267629  0.09067629 
sample estimates: 
mean of x mean of y  
    0.188     0.224  
 
> mean(chaeto.c5d3) 
[1] 0.188 
> sd(chaeto.c5d3) 
[1] 0.1233604 
> mean(chaeto.c10d3) 
[1] 0.224 
> sd(chaeto.c10d3) 
[1] 0.1453884 
>  
> ## Conc at 30 Time 
> chaeto.c5d30 <- chaeto[chaeto$Conc=="5" & chaeto$Time=="30",5] 
> chaeto.c10d30 <- chaeto[chaeto$Conc=="10"& chaeto$Time=="30",5] 
> var.test(chaeto.c5d30, chaeto.c10d30) 
 

F test to compare two variances 
 
data:  chaeto.c5d30 and chaeto.c10d30 
F = 1.5921, num df = 9, denom df = 9, p-value = 0.4993 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
 0.3954532 6.4097537 
sample estimates: 
ratio of variances  
          1.592092  
 
> t.test(chaeto.c5d30, chaeto.c10d30, var.equal = TRUE) 
 

Two Sample t-test 
 
data:  chaeto.c5d30 and chaeto.c10d30 
t = 1.6472, df = 18, p-value = 0.1169 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 -0.04627116  0.38227116 
sample estimates: 
mean of x mean of y  
    0.280     0.112  
 
> mean(chaeto.c5d30) 
[1] 0.28 
> sd(chaeto.c5d30) 
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[1] 0.2527625 
> mean(chaeto.c10d30) 
[1] 0.112 
> sd(chaeto.c10d30) 
[1] 0.200322 
>  
> ## Conc at 60 Time 
> chaeto.c5d60 <- chaeto[chaeto$Conc=="5" & chaeto$Time=="60",5] 
> chaeto.c10d60 <- chaeto[chaeto$Conc=="10"& chaeto$Time=="60",5] 
> var.test(chaeto.c5d60, chaeto.c10d60) 
 

F test to compare two variances 
 
data:  chaeto.c5d60 and chaeto.c10d60 
F = 0.28119, num df = 9, denom df = 9, p-value = 0.07255 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
 0.06984454 1.13208423 
sample estimates: 
ratio of variances  
         0.2811937  
 
> t.test(chaeto.c5d60, chaeto.c10d60, var.equal = TRUE) 
 

Two Sample t-test 
 
data:  chaeto.c5d60 and chaeto.c10d60 
t = -2.7554, df = 18, p-value = 0.01302 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 -0.26260747 -0.03539253 
sample estimates: 
mean of x mean of y  
    0.038     0.187  
 
> mean(chaeto.c5d60) 
[1] 0.038 
> sd(chaeto.c5d60) 
[1] 0.08011103 
> mean(chaeto.c10d60) 
[1] 0.187 
> sd(chaeto.c10d60) 
[1] 0.1510739 
>  
> ## Conc at 90 Time 
> chaeto.c5d90 <- chaeto[chaeto$Conc=="5" & chaeto$Time=="90",5] 
> chaeto.c10d90 <- chaeto[chaeto$Conc=="10"& chaeto$Time=="90",5] 
> var.test(chaeto.c5d90, chaeto.c10d90) 
 

F test to compare two variances 
 
data:  chaeto.c5d90 and chaeto.c10d90 
F = 1.873, num df = 9, denom df = 9, p-value = 0.3636 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
 0.4652246 7.5406532 
sample estimates: 
ratio of variances  
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          1.872992  
 
> t.test(chaeto.c5d90, chaeto.c10d90, var.equal = TRUE) 
 

Two Sample t-test 
 
data:  chaeto.c5d90 and chaeto.c10d90 
t = 2.657, df = 18, p-value = 0.01605 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 0.03934337 0.33665663 
sample estimates: 
mean of x mean of y  
    0.282     0.094  
 
> mean(chaeto.c5d90) 
[1] 0.282 
> sd(chaeto.c5d90) 
[1] 0.1806654 
> mean(chaeto.c10d90) 
[1] 0.094 
> sd(chaeto.c10d90) 
[1] 0.1320101 
 
> ## Time for preserved 
> chaeto.Time.aov <- aov(chaeto$Surv~chaeto$Time) 
> summary(chaeto.Time.aov) 
            Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
chaeto$Time  3 0.1095 0.03650    1.15  0.335 
Residuals   76 2.4125 0.03174  
> tapply(chaeto$Surv, chaeto$Time, mean) 
     3     30     60     90  
0.2060 0.1960 0.1125 0.1880  
> tapply(chaeto$Surv, chaeto$Time, sd) 
        3        30        60        90  
0.1325221 0.2381154 0.1403332 0.1817054  
> # library(agricolae) 
> chaeto.Time.dunc <- duncan.test(chaeto.Time.aov, "chaeto$Time", group 
= T) 
> print(chaeto.Time.dunc) 
$statistics 
      Mean       CV    MSerror 
  0.175625 101.4464 0.03174283 
 
$parameters 
  Df ntr alpha   test      name.t 
  76   4  0.05 Duncan chaeto$Time 
 
$Duncan 
     Table CriticalRange 
2 2.816650     0.1122124 
3 2.963624     0.1180676 
4 3.060917     0.1219437 
 
$means 
   chaeto$Surv       std  r Min  Max 
3       0.2060 0.1325221 20   0 0.37 
30      0.1960 0.2381154 20   0 0.75 
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60      0.1125 0.1403332 20   0 0.37 
90      0.1880 0.1817054 20   0 0.75 
 
$comparison 
NULL 
 
$groups 
  trt  means M 
1  3  0.2060 a 
2  30 0.1960 a 
3  90 0.1880 a 
4  60 0.1125 a 
 
>  
> ### Time 
> T3 <- meso[meso$Time=="3",] 
> T30 <- meso[meso$Time=="30",] 
> T60 <- meso[meso$Time=="60",] 
> T90 <- meso[meso$Time=="90",] 
>  
> ### Chlorella 
> ## Time 3 
> chlo.t3.conc5 <- chlo[chlo$Conc=="5" & chlo$Time=="3",5] 
> chlo.t3.conc10 <- chlo[chlo$Conc=="10" & chlo$Time=="3",5] 
> var.test(chlo.t3.conc5, chlo.t3.conc10) 
 

F test to compare two variances 
 
data:  chlo.t3.conc5 and chlo.t3.conc10 
F = 1.5115, num df = 9, denom df = 9, p-value = 0.5481 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
 0.3754417 6.0853945 
sample estimates: 
ratio of variances  
          1.511526  
 
> t.test(chlo.t3.conc5, chlo.t3.conc10, var.equal = TRUE) 
 

Two Sample t-test 
 
data:  chlo.t3.conc5 and chlo.t3.conc10 
t = 3.125, df = 18, p-value = 0.00585 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
  4.302819 21.957181 
sample estimates: 
mean of x mean of y  
   71.373    58.243  
 
> mean(chlo.t3.conc10) 
[1] 58.243 
> sd(chlo.t3.conc10) 
[1] 8.383846 
> mean(chlo.t3.conc5) 
[1] 71.373 
> sd(chlo.t3.conc10) 
[1] 8.383846 
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>  
> ## Time 30 
> chlo.t30.conc5 <- chlo[chlo$Conc=="5" & chlo$Time=="30",5] 
> chlo.t30.conc10 <- chlo[chlo$Conc=="10" & chlo$Time=="30",5] 
> var.test(chlo.t30.conc5, chlo.t30.conc10) 
 

F test to compare two variances 
 
data:  chlo.t30.conc5 and chlo.t30.conc10 
F = 1.835, num df = 9, denom df = 9, p-value = 0.3793 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
 0.4557865 7.3876745 
sample estimates: 
ratio of variances  
          1.834994  
 
> t.test(chlo.t30.conc5, chlo.t30.conc10, var.equal = TRUE) 
 

Two Sample t-test 
 
data:  chlo.t30.conc5 and chlo.t30.conc10 
t = 4.6403, df = 18, p-value = 0.0002034 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 24.25367 64.38633 
sample estimates: 
mean of x mean of y  
    65.57     21.25  
 
> mean(chlo.t30.conc10) 
[1] 21.25 
> sd(chlo.t30.conc10) 
[1] 17.93833 
> mean(chlo.t30.conc5) 
[1] 65.57 
> sd(chlo.t30.conc10) 
[1] 17.93833 
 
> ## Time 60 
> chlo.t60.conc5 <- chlo[chlo$Conc=="5" & chlo$Time=="60",5] 
> chlo.t60.conc10 <- chlo[chlo$Conc=="10" & chlo$Time=="60",5] 
> var.test(chlo.t60.conc5, chlo.t60.conc10) 
 

F test to compare two variances 
 
data:  chlo.t60.conc5 and chlo.t60.conc10 
F = 2.8496, num df = 9, denom df = 9, p-value = 0.1347 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
  0.7077899 11.4723032 
sample estimates: 
ratio of variances  
          2.849558  
 
> t.test(chlo.t60.conc5, chlo.t60.conc10, var.equal = TRUE) 
 

Two Sample t-test 
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data:  chlo.t60.conc5 and chlo.t60.conc10 
t = 1.9034, df = 18, p-value = 0.07311 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 -0.9880155 20.0260155 
sample estimates: 
mean of x mean of y  
   24.989    15.470  
 
> mean(chlo.t60.conc10) 
[1] 15.47 
> sd(chlo.t60.conc10) 
[1] 8.060538 
> mean(chlo.t60.conc5) 
[1] 24.989 
> sd(chlo.t60.conc10) 
[1] 8.060538 
>  
> ## Time 90 
> chlo.t90.conc5 <- chlo[chlo$Conc=="5" & chlo$Time=="90",5] 
> chlo.t90.conc10 <- chlo[chlo$Conc=="10" & chlo$Time=="90",5] 
> var.test(chlo.t90.conc5, chlo.t90.conc10) 
 

F test to compare two variances 
 
data:  chlo.t90.conc5 and chlo.t90.conc10 
F = 3.7634, num df = 9, denom df = 9, p-value = 0.06135 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
  0.9347758 15.1514345 
sample estimates: 
ratio of variances  
          3.763402  
 
> t.test(chlo.t90.conc5, chlo.t90.conc10, var.equal = TRUE) 
 

Two Sample t-test 
 
data:  chlo.t90.conc5 and chlo.t90.conc10 
t = 1.1541, df = 18, p-value = 0.2636 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 -6.093641 20.947641 
sample estimates: 
mean of x mean of y  
   15.645     8.218  
 
> mean(chlo.t90.conc10) 
[1] 8.218 
> sd(chlo.t90.conc10) 
[1] 9.324568 
> mean(chlo.t90.conc5) 
[1] 15.645 
> sd(chlo.t90.conc10) 
[1] 9.324568 
>  
> ### Chaeto 
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> ## Time 3 
> chaeto.t3.conc5 <- chaeto[chaeto$Conc=="5" & chaeto$Time=="3",5] 
> chaeto.t3.conc10 <- chaeto[chaeto$Conc=="10" & chaeto$Time=="3",5] 
> var.test(chaeto.t3.conc5, chaeto.t3.conc10) 
 

F test to compare two variances 
 
data:  chaeto.t3.conc5 and chaeto.t3.conc10 
F = 0.71993, num df = 9, denom df = 9, p-value = 0.6324 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
 0.1788211 2.8984449 
sample estimates: 
ratio of variances  
         0.7199327  
 
> t.test(chaeto.t3.conc5, chaeto.t3.conc10, var.equal = TRUE) 
 

Two Sample t-test 
 
data:  chaeto.t3.conc5 and chaeto.t3.conc10 
t = -0.59706, df = 18, p-value = 0.5579 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 -0.16267629  0.09067629 
sample estimates: 
mean of x mean of y  
    0.188     0.224  
 
> mean(chaeto.t3.conc10) 
[1] 0.224 
> sd(chaeto.t3.conc10) 
[1] 0.1453884 
> mean(chaeto.t3.conc5) 
[1] 0.188 
> sd(chaeto.t3.conc10) 
[1] 0.1453884 
 
> ## Time 30 
> chaeto.t30.conc5 <- chaeto[chaeto$Conc=="5" & chaeto$Time=="30",5] 
> chaeto.t30.conc10 <- chaeto[chaeto$Conc=="10" & chaeto$Time=="30",5] 
> var.test(chaeto.t30.conc5, chaeto.t30.conc10) 
 

F test to compare two variances 
 
data:  chaeto.t30.conc5 and chaeto.t30.conc10 
F = 1.5921, num df = 9, denom df = 9, p-value = 0.4993 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
 0.3954532 6.4097537 
sample estimates: 
ratio of variances  
          1.592092  
 
> t.test(chaeto.t30.conc5, chaeto.t30.conc10, var.equal = TRUE) 
 

Two Sample t-test 
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data:  chaeto.t30.conc5 and chaeto.t30.conc10 
t = 1.6472, df = 18, p-value = 0.1169 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 -0.04627116  0.38227116 
sample estimates: 
mean of x mean of y  
    0.280     0.112  
 
> mean(chaeto.t30.conc10) 
[1] 0.112 
> sd(chaeto.t30.conc10) 
[1] 0.200322 
> mean(chaeto.t30.conc5) 
[1] 0.28 
> sd(chaeto.t30.conc10) 
[1] 0.200322 
>  
> ## Time 60 
> chaeto.t60.conc5 <- chaeto[chaeto$Conc=="5" & chaeto$Time=="60",5] 
> chaeto.t60.conc10 <- chaeto[chaeto$Conc=="10" & chaeto$Time=="60",5] 
> var.test(chaeto.t60.conc5, chaeto.t60.conc10) 
 

F test to compare two variances 
 
data:  chaeto.t60.conc5 and chaeto.t60.conc10 
F = 0.28119, num df = 9, denom df = 9, p-value = 0.07255 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
 0.06984454 1.13208423 
sample estimates: 
ratio of variances  
         0.2811937  
 
> t.test(chaeto.t60.conc5, chaeto.t60.conc10, var.equal = TRUE) 
 

Two Sample t-test 
 
data:  chaeto.t60.conc5 and chaeto.t60.conc10 
t = -2.7554, df = 18, p-value = 0.01302 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 -0.26260747 -0.03539253 
sample estimates: 
mean of x mean of y  
    0.038     0.187  
 
> mean(chaeto.t60.conc10) 
[1] 0.187 
> sd(chaeto.t60.conc10) 
[1] 0.1510739 
> mean(chaeto.t60.conc5) 
[1] 0.038 
> sd(chaeto.t60.conc10) 
[1] 0.1510739 
>  
> ## Time 90 
> chaeto.t90.conc5 <- chaeto[chaeto$Conc=="5" & chaeto$Time=="90",5] 
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> chaeto.t90.conc10 <- chaeto[chaeto$Conc=="10" & chaeto$Time=="90",5] 
> var.test(chaeto.t90.conc5, chaeto.t90.conc10) 
 

F test to compare two variances 
 
data:  chaeto.t90.conc5 and chaeto.t90.conc10 
F = 1.873, num df = 9, denom df = 9, p-value = 0.3636 
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1 
95 percent confidence interval: 
 0.4652246 7.5406532 
sample estimates: 
ratio of variances  
          1.872992  
 
> t.test(chaeto.t90.conc5, chaeto.t90.conc10, var.equal = TRUE) 
 

Two Sample t-test 
 
data:  chaeto.t90.conc5 and chaeto.t90.conc10 
t = 2.657, df = 18, p-value = 0.01605 
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0 
95 percent confidence interval: 
 0.03934337 0.33665663 
sample estimates: 
mean of x mean of y  
    0.282     0.094  
 
> mean(chaeto.t90.conc10) 
[1] 0.094 
> sd(chaeto.t90.conc10) 
[1] 0.1320101 
> mean(chaeto.t90.conc5) 
[1] 0.282 
> sd(chaeto.t90.conc10) 
[1] 0.1320101 
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