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บทคัดยอ 
 

การศึกษาครัๅงนีๅบงออกปน โ การทดลอง การทดลองท่ี แ มีวัตถุประสงคพ่ือศึกษาผลของชนิด         
สาหรายขนาดลใก ชนิดสารปองกันการกิดผลึกนํๅาขใงตออัตราการรอดของซลลสาหรายขนาดลใกที่กใบ 
รักษาซลลดຌวยวิธีการชขใง ทําการพาะลีๅยงสาหรายคลอรลลา คีตซอรอส ละตตราซลมิส ที่ความ       
คใม 3เ ppt ดຌวยอาหารสูตร Guillard’s medium จากนัๅนกใบรวบรวมซลลละติมสารละลายปองกัน           
การกิดผลึกนํๅาขใง โ ชนิด ไดຌก กลีซอรอล ละ DMSO ท่ีความขຌมขຌน 5ั นําไปลดอุณหภูมิลຌวนําไป                 
ชที่อุณหภูมิ -โเ ºC ปนวลา 3 วัน มื่อครบกําหนดการกใบรักษาซลลสาหรายทําการละลาย ลຌางซลล             
ลຌวนําไปพาะลีๅยง ทําการคํานวณอัตราการรอดของสาหราย 

ผลการศึกษาพบวามีปฏิกิริยาสัมพันธระหวางชนิดสาหราย ละชนิดสารละลายปองกันการช 
ขใง คลอรลลามีอัตรารอดสูงที่สุดม่ือทําการชขใงดຌวยสารละลาย DMSO ม่ือพิจารณาการกใบสาหราย     
ชขใงดຌวยสารละลายกลีซอรอลพบวา คลอรลลามีอัตรารอดมากที่สุด รองลงมาไดຌก ตตราซลมิส ละ         
คีตซอรอส ตามลําดับ ละมื่อพิจารณาการกใบรักษาสาหรายชขใงตามชนิดของสาหรายพบวา คลอ     
รลลาท่ีกใบรักษาดຌวยสารละลาย DMSO มีอัตรารอดสูงกวาคลอรลลาที่กใบรักษาดຌวยสารละลายกลีซ   
อรอล อยางมีนัยสําคัญ ิP<เ.เ5ี ตตราซลมิสที่กใบรักษาดຌวยสารละลายกลีซอรอล มีอัตรารอดสูงกวา       
ตตราซลมิสที่กใบรักษาดຌวยสารละลาย DMSO อยางมีนัยสําคัญ ิP<เ.เ5ี ฿นขณะที่คีตซอรอสมีอัตรา       
รอดไมตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ิP>เ.เ5ี 

การทดลองที่ โ การศึกษาความขຌมขຌนสารปองกันการกิดผลึกนํๅาขใงตออัตราการรอดของซลล   
สาหรายขนาดลใกที่กใบรักษาซลลดຌวยวิธีการชขใง ทําการลือกชนิดสารละลายปองกันการชขใงที่ 
สาหรายตละชนิดมีอัตรารอดสูง ลือกสารละลาย DMSO สําหรับสาหรายคลอรลลา ละลือก       
สารละลายกลีซอรอลสําหรับตตราซลมิส ละ คีตซอรอส ศึกษาความขຌมขຌนของสารละลายปองกัน     
การกิดผลึกนํๅาขใงที่หมาะสม ทําการปลี่ยนระดับความขຌมขຌนของสารละลายปองกันการกิดผลึกนํๅาขใง   
โ ระดับ คือ  5 ละ แเั ทําการทดลอง กใบขຌอมูล ละวิคราะหผลการทดลองหมือนการทดลองที่ แ 

ผลการศึกษาพบวาคลอรลลาที่กใบรักษาซลลดຌวยสารละลาย DMSO ที่ระดับความขຌมขຌน 5ั       
มีอัตรารอดของซลลสาหรายสูงกวาการกใบรักษาซลลที่ระดับ แเั อยางมีนัยสําคัญ ิP<เ.เ5ี ตตรา       
ซลมิสท่ีกใบรักษาซลลดຌวยสารละลายกลีซอรอลที่ระดับความขຌมขຌน 5ั มีอัตรารอดของซลลสาหราย   
มากกวาการกใบรักษาซลลที่ระดับ แเั อยางมีนัยสําคัญ ิP<เ.เ5ี คีตซอรอสที่กใบรักษาซลลดຌวย       
สารละลายกลีซอรอลที่ระดับความขຌมขຌน 5 ละ แเั มีอัตรารอดไมตกตางอยางมีนัยสําคัญ ิP>เ.เ5ี 

การทดลองที่ 3 การศึกษาผลของความขຌมขຌนของไดมทิลซัลฟอกไซด ิMeโSOี ละระยะวลา       
การกใบรักษาซลลตออัตราการรอดของสาหรายขนาดลใกดຌวยวิธีชขใง ทําการพาะลีๅยงคลอรลลา ละ   
คีตซอรอส ที่ความคใม 3เ ppt ดຌวยอาหารสูตร Guillard’s medium กใบรวบรวมซลลละติมได             
มทิลซัลฟอกไซด โ ระดับ ที่ 5 ละ แเั นําไปลดอุณหภูมิลຌวนําไปชที่อุณหภูมิ -โเ ºC ปนวลา 3,                       
3เ, 6เ ละ ้เ วัน ม่ือครบกําหนดการกใบรักษาซลลสาหรายทําการละลาย ลຌางซลลลຌวนําไปพาะ           
ลีๅยง ทําการคํานวณอัตราการรอดของสาหราย 

 



 
 

ค 
 

ผลการศึกษาพบวาคลอรลลาที่กใบรักษาซลลนาน 3 ละ 3เ วัน ดຌวย DMSO ขຌมขຌน 5ั มี                 
อัตราการรอดสูงกวาคลอรลลาท่ีกใบรักษาซลลนาน 6เ ละ ้เ วัน อยางมีนัยสําคัญ ิp<เ.เ5ี ที่ระดับ               
DMSO ขຌมขຌน แเั คลอรลลาที่กใบรักษาซลลนาน 3 วัน มีอัตราการรอดสูงสุดละมากกวาคลอรลลา           
ท่ีกใบรักษาซลล฿นชวงวลาอื่นอยางมีนัยสําคัญ ิp<เ.เ5ี อัตราการรอดของคลอรลลาจะลดลงม่ือวลา   
฿นการกใบรักษาซลลนานขึๅน คลอรลลาที่กใบรักษาซลลดຌวย DMSO ขຌมขຌน 5ั มีอัตราการรอดสูงคลอ         
รลลาท่ีกใบรักษาซลลดຌวย DMSO ขຌมขຌน แเั ที่วันท่ี 3 ละ 3เ อยางมีนัยสําคัญ ิp<เ.เ5ี คีตซอร                   
อสที่กใบรักษาซลลดຌวย DMSO ทัๅงสองระดับ ฿นทุกชวงวลาท่ีกใบรักษาซลลมีอัตราการรอดต่ํากวา แั         
ผลการศึกษานีๅสดง฿หຌหในวาสามารถการกใบรักษาซลลคลอรลลาไดຌดຌวยไดมทิลซัลฟอกไซดความขຌม
ขຌน 5ั 

 
คําสําคัญ: ความขຌมขຌน, สารละลายชขใง, คลอรลลา, การกใบรักษาสายพันธุดຌวยการชขใง   
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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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แโ 
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คุณคาละประยชนของผลผลิตการวิจัย  3โ 

นวทางการนําผลการวิจัยไป฿ชຌประยชน ละ/หรือพัฒนาตอยอด  3โ 

ผลผลิต ิOutputี  33 

บทความวิจัยท่ีตีพิมพผยพร  33 

รายงานการงิน  4้ 

บรรณานุกรม  5เ 

ภาคผนวก  5โ 

ภาคผนวก ก  53 

ผลการวิคราะหขຌอมูลทางสถิติการทดลองที่ แ  53 

ผลการวิคราะหขຌอมูลทางสถิติการทดลองที่ โ  5่ 

ผลการวิคราะหขຌอมูลทางสถิติการทดลองที่ 3  6แ 

ประวัติผูຌวิจัย  ็้ 

 
 
   



 
 

ซ 
 

สารบัญภาพ 
 

แ-แ  ระยะการจริญติบตของสาหรายขนาดลใก  4 

3-แ  อัตรารอดของสาหราย 3 ชนิดที่ผานการกใบรักษาซลลดຌวยสารละลาย DMSO  แ5 

3-โ  อัตรารอดของสาหราย 3 ชนิดที่ผานการกใบรักษาซลลดຌวยสารละลายกลีซอรอล  แ6 

3-3  อัตรารอดของคลอรลลาท่ีผานการกใบรักษาซลลดຌวย DMSO ละ Glycerol  แ็ 

3-4  อัตรารอดของคีตซอรอสที่ผานการกใบรักษาซลลดຌวย DMSO ละ Glycerol  แ่ 

3-5  อัตรารอดของตตราซลมิสที่ผานการกใบรักษาซลลดຌวย DMSO ละ Glycerol  แ้ 

3-6  อัตรารอดของคลอรลลาท่ีผานการกใบรักษาซลลดຌวยสารละลาย DMSO ท่ีความ
ขຌมขຌน 5 ละ แเ ปอรซในต 

โเ 

3-็  อัตรารอดของคีตซอรอสที่ผานการกใบรักษาซลลดຌวยสารละลายกลีซอรอล ที่
ความขຌมขຌน 5 ละ แเ ปอรซในต 

โแ 

3-่  อัตรารอดของตตราซลมิสที่ผานการกใบรักษาซลลดຌวยสารละลายกลีซอรอล ที่
ความขຌมขຌน 5 ละ แเ ปอรซในต 

โโ 

3-้  อัตราการรอดของคลอรลลาที่กใบรักษาซลลดຌวยสารละลายชขใงไดมทิลซัล
ฟอกไซด 5 ละ แเั 

โ4 

3-แเ  อัตราการรอดของคลอรลลาที่กใบรักษาซลลดຌวยสารละลายชขใงไดมทิลซัล
ฟอกไซดทัๅงสองระดับ ที่วลา ิaี 3 วัน  ิbี 3เ วัน ิcี 6เ วัน ละ ิdี ้เ วัน 

โ5 

3-แแ  อัตราการรอดของคีตซอรอสที่กใบรักษาซลลดຌวยสารละลายชขใงไดมทิลซัล
ฟอกไซด 5 ละ แเั 

โ6 

3-แโ  อัตราการรอดของคีตซอรอสที่กใบรักษาซลลดຌวยสารละลายชขใงไดมทิลซัล
ฟอกไซดทัๅง  โ ระดับ ที่วลา ิaี 3 วัน  ิbี 3เ วัน ิcี 6เ วัน ละ ิdี ้เ วัน 

โ็ 
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บทที่ 1 

บทนํา 
 

ความสําคัญและท่ีมาของปญหา 

การเพาะเล้ียงสัตวน้ําท่ีประสบความสําเร็จ สามารถผลิตผลิตภัณฑสัตวน้ําสงออกไดปริมาณมาก 

ในแตละปน้ัน เกิดจากการประสบความสําเร็จในการจัดการพอแมพันธุสัตวน้ํา และการเพาะเล้ียงลูกสัตว   

น้ําวัยออน ในการเพาะเล้ียงอนุบาลสัตวน้ําวัยออน โดยเฉพาะกุงขาว การจัดการดานอาหารท่ีมีชีวิตในชวง     

ลูกกุงอยูในระยะวัยออนเปนส่ิงท่ีสําคัญ อาหารท่ีลูกสัตวน้ําวัยออนกินสวนใหญไดแก สาหรายขนาดเล็ก     

และแพลงกตอนสัตว ในการเพาะเล้ียงและขยายพันธุสาหรายขนาดเล็กจําเปนตองใชหัวเช้ือท่ีมีคุณภาพดี   

ปราศจากส่ิงมีชีวิตปนเปอน 

การเก็บรักษาเซลลสาหรายดวยวิธีการแชแข็ง สามารถทําได และประสบความสําเร็จหลายสาย   

พันธุ (Bodas et al., 1995; Day et al., 2005) แตมีหลายปจจัยท่ีทําใหการแชแข็งสาหรายขนาดเล็ก                 

ประสบความสําเร็จ ไดแก ชนิดและความเขมขนของสารชวยปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง     

(cryoprotectant) ชนิดของสายพันธุสาหรายท่ีนํามาแชแข็ง (Canavate and Lubian, 1995; Taylor             

and Fletcher, 1999) เทคนิคในการลดอุณหภูมิในกระบวนการแชแข็ง เทคนิคในการเพ่ิมอุณหภูมิในการ       

ละลาย อุณหภูมิในการแชแข็ง และระยะเวลาในการแชแข็ง เปนตน (Day et al., 1997; Day and                   

Brand, 2005) ปจจัยตาง ๆ ควรไดรับการศึกษากับสาหรายขนาดเล็กท่ีมีการเพาะเล้ียงในประเทศไทย         

เพ่ือใหฟารมเอกชน เกษตรกร หรือหนวยงานรัฐบาลท่ีเก่ียวของสามารถพัฒนาเทคนิค นําไปประยุกตใน     

การจัดการรักษาสายพันธุสาหรายของตนเอง เพ่ือเพ่ิมศักยภาพในการแขงขัน เพ่ิมศักยภาพในการผลิต ลด     

ตนทุน และภาระตาง ๆ ในการจัดการสายพันธุสาหราย 

ตามปกติการเก็บรักษาพันธุสาหรายดวยการแชแข็งยอมสงผลกระทบตอความแข็งแรง และอัตรา 

รอดของสาหรายโดยตรง การเก็บรักษาเซลลดวยการแชแข็งอาจทําใหเซลลไดรับบาดเจ็บหรือเสียชีวิตใน 

ระหวางการเก็บรักษาเซลล การเก็บรักษาเซลลบางชนิดจะตองมีชวงเวลาท่ีตองนําเซลลสาหรายมาเปล่ียน 

อาหารเล้ียงเซลล  

 

ขอดี-ขอเสียของการเก็บรักษาเซลลสาหรายดวยการแชแข็ง 

ขอดี 

1. สามารถชวยปองกันการเปล่ียนแปลงทางดานพันธุกรรมของสาหราย ในการเก็บรักษาสายพันธุ   

ระยะยาว  

2. ชวยปองกันการปนเปอนจากส่ิงมีชีวิตอ่ืน โดยเฉพาะแบคทีเรีย รวมถึงปองกันการผิดพลาดจาก     

การจัดการ และการเพาะเล้ียง 

3. ใชพ้ืนท่ีในการเก็บรักษาสายพันธุนอย 

4. ชวยลดคาใชจายในการเก็บรักษาสายพันธุระยะยาว วิธีการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายจํานวน   

มาก 
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ขอเสีย 

1. ตองมีการลงทุนเบ้ืองตน ถาตองการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายดวยการแชแข็ง ท้ังวัสดุอุปกรณ       

สารเคมี และการฝกอบรม 

2. ตองมีระบบสํารองท่ีนาเช่ือถือ สําหรับกรณีไฟฟาดับ 

3. ถามีการเก็บรักษาตัวอยางไวท่ีอุณหภูมิต่ํากวา -150 องศาเซลเซียส ตองมีไนโตรเจนเหลว       

ตลอดเวลา 

4. ตองมีการทดสอบการเจริญเติบโตของเซลลสาหรายอยางสม่ําเสมอ 

 

การเก็บรักษาเซลล 

โดยท่ัวไปมีวัตถุประสงคเพ่ือใหเซลลสาหรายมีชีวิตรอด สามารถนําไปใชเปนหัวเช้ือตอสายพันธุได   

สามารถเก็บรักษาสายพันธุไดนาน มีคุณภาพดี ไมมีการปนเปอนจากส่ิงมีชีวิตอยู และไมมีการเปล่ียนแปลง     

ทางพันธุกรรม การศึกษาเซลลสามารถทําไดดังน้ี 

1. การตอหัวเช้ือ (subculture)  

เปนการเพาะเล้ียงสาหรายในอาหารเล้ียงสาหรายท่ีเหมาะสม ในอุณหภูมิท่ีกําหนดไว เพ่ือใหเซลล   

สาหรายเจริญเติบโต เม่ือเซลลสาหรายเจริญเติบโตถึงระยะ late log phase ถึงระยะ stationary phase               

ตองทําการ subculture เซลลสาหรายลงในอาหารใหมท่ีเตรียมไวเพ่ือไมใหเซลลสาหรายตายหมด ระยะ     

เวลาในการตอหัวเช้ือใหม ข้ึนกับสภาวะในการเพาะเล้ียงเซลลสาหราย และ life cycle ขอสาหรายแตละ         

ชนิด ขอดีของวิธีการตอหัวเช้ือ ไดแก สามารถทําไดงาย อุปกรณท่ีใชราคาถูก ใชเคร่ืองมือไมซับซอน สวน           

ขอเสีย ไดแก ใชแรงงานมาก ส้ินเปลืองเวลา เส่ียงตอการปนเปอนของส่ิงมีชีวิตอ่ืน อาจมีการเปล่ียนแปลง         

ลักษณะทางพันธุกรรมเม่ือมีการ subculture บอย  

2. การทําแหง (drying)  

เปนวิธีการเก็บรักษาเซลลส่ิงมีชีวิตโดยการนําน้ําออกจากเซลล นิยมใชในการเก็บรักษาเช้ือรา   

สาหรายท่ีสามารถสรางสปอรได การเก็บรักษาดวยวิธีน้ีส่ิงมีชีวิตจะตองสามารถทนทานตอความแหงไดข้ึน 

ขางสูง  

3. การทําแหงแบบเยือกแข็ง (freeze drying)  

วิธีการน้ีจะทําการระเหยน้ําออกจากเซลลสาหรายท่ีทําการแชเยือกแข็ง โดยระบบสุญญากาศ น้ํา   

ในเซลลจะถูกดึงออกโดยการระเหิด ขอดีของวิธีน้ีคือสามารถเก็บรักษาเซลลสาหรายไดในปริมาณมากให 

อยูในสภาพแหงและแข็ง สามารถเก็บเซลลสาหรายไวใชไดนาน สวนขอเสียคือ ตองใชเคร่ืองมือราคาแพง       

มีคาใชจายสูง  

4. การแชแข็ง (freezing)  

เปนการทําใหตัวอยางเซลลสาหรายกลายเปนน้ําแข็ง โดยของเหลวภายในเซลลจะกลายเปนน้ํา 

แข็ง อุณหภูมิท่ีใชสามารถใชไดหลายระดับต้ังแตคุณหภูมิลบ 20 องศาเซลเซียสถึงอุณหภูมิลบ -196         

องศาเซลเซียส (ยุวดี และฉมาภรณ, 2546) การแชแข็งสาหรายจะมีการเติมสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง         

เชน DMSO หรือ กลีเซอรอล เพ่ิมเพ่ือชวยปองกันไมใหเซลลไดรับอันตรายเม่ืออยูในอุณหภูมิต่ํา จนน้ํา         

ภายในเซลลกลายเปนน้ําแข็ง ทําใหเซลลสาหรายมีโอกาสรอดมากข้ึน 
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ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการนําสาหรายในใชประโยชน 

ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการนําสาหรายในใชประโยชนหรือทําการเก็บรักษาสายพันธุสาหราย 

ควรทําการเก็บรักษาสายพันธุในชวงระยะการเจริญเติบโตของสาหรายเม่ือเขาสูระยะ late log phase       

โดยระยะการเจริญเติบโตของสาหรายมีระยะตาง ๆ (ภาพท่ี 1-1) ดังน้ี 

1. ระยะ lag phase 

ระยะน้ีสาหรายขนาดเล็กกําลังปรับตัวทางสรีรวิทยาเพ่ือการเจริญเติบโต ปรับตัวเขากับส่ิง 

แวดลอมใหม อาหารใหม การเจริญเติบโตยังชา 

2. ระยะ log phase 

ระยะน้ีสาหรายขนาดเล็กปรับตัวกับส่ิงแวดลอมไดแลว มีการเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว มีการเพ่ิม   

ข้ึนของจํานวนอยางทวีคูณ ระยะน้ีอาจเรียกวา exponential phase ความหนาแนนของเซลลสาหราย       

ขนาดเล็กตอเวลาจะมีคาสูงสุด (Vonshak, 1986) 

3. ระยะ late log phase หรือ diminishing growth phase 

ระยะน้ีเปนชวงปลายระยะ log phase เรียกอีกอยางวาระยะ declining phase อัตราการเจริญ           

เติบโตของสาหรายขนาดเล็กจะเร่ิมลดลง เน่ืองจากปจจัยบางปจจัยมีผลในการจํากัดการเจริญเติบโตของ 

สาหรายขนาดเล็ก เชน แสง pH สารอาหาร ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด หรือปจจัยอ่ืน ๆ 

4. ระยะ stationary phase 

ระยะน้ีเปนระยะท่ีสาหรายขนาดเล็กมีจํานวนคงท่ีอัตราการเพ่ิมจํานวนเซลลใหมเทากับอัตราการ

ตาย อาหารท่ีอยูในระบบมีจํานวนลดลง มีการสะสมของเสียในระบบมากข้ึน 

5. ระยะ death phase 

ระยะน้ีจํานวนสาหรายขนาดเล็กลดลง อัตราการเพ่ิมข้ึนของเซลลใหมนอยกวาอัตราการตาย   

เน่ืองจากปจจัยบางอยางท่ีจําเปนตอการเจริญเติบโตของสาหรายขนาดเล็กมีผลตอการจํากัดการเจริญ

เติบโต เชน การขาดสารอาหาร คุณภาพน้ําไมเหมาะสม 
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ภาพท่ี 1-1 ระยะการเจริญเติบโตของสาหรายขนาดเล็ก 

 

การเก็บรักษาสายพันธุสาหรายโดยท่ัวไป จะทําการเพาะเล้ียงไวในอาหารเหลว หรืออาหารแข็ง     

ซ่ึงวิธีการดังกลาวตองส้ินเปลืองแรงงาน พ้ืนท่ี พลังงาน ตลอดจนสารเคมีตาง ๆ เปนจํานวนมาก ในการ           

ศึกษาคร้ังน้ีจึงไดมีการพัฒนาการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายดวยวิธีการแชแข็ง เพ่ือใหสามารถเก็บรักษา 

สายพันธุสาหรายไดนานย่ิงข้ึน ลดปญหาดานพ้ืนท่ี แรงงาน การส้ินเปลืองพลังงานและสารเคมีตาง ๆ         

สะดวกในการจัดการสายพันธุสาหราย 

การเก็บรักษาพันธุสาหรายดวยวิธีการแชแข็งเปนการนําสาหรายขนาดเล็กท่ีมีชีวิตมาทําการแช

แข็งเซลลใหอยูในสภาพเปนน้ําแข็ง เม่ือตองการใชสาหรายเหลาน้ันก็จะทําการละลายเซลลและนําเซลล 

สาหรายมาเล้ียงเพ่ือขยายจํานวน ในการแชแข็งส่ิงมีชีวิตท่ัวไป ส่ิงมีชีวิตจะตายเน่ืองจาก cell       

membrane เกิดการฉีกขาด เพราะน้ําในเซลลเกิดการขยายตัวจากการเกิดภาวะแข็งตัวของน้ําในเซลล     

แตในเซลลส่ิงมีชีวิตขนาดเล็กบางชนิดสามารถรอดจากการเกิดภาวะฉีกขาดของ cell membrane ไดดวย     

การใชสารท่ีชวยปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง (cryoprotectant) และเทคนิคตาง ๆ ในการลดอุณหภูมิกอน       

เกิดการแข็งตัวของน้ําภายในเซลล รวมถึงชนิดและความเขมขนของสารท่ีชวยปองกันการเกิดน้ําแข็ง ปจจัย   

ตาง ๆ เหลาน้ีมีผลตออัตราการรอดของเซลลสาหรายขนาดเล็กเม่ือมีการเก็บรักษาเซลลดวยการแชแข็ง 

การพัฒนาเทคนิคการเก็บรักษาสาหรายพันธุสาหรายขนาดเล็กดวยวิธีการแชแข็ง จะชวยให 

เกษตรกรผูเพาะเล้ียงลูกพันธุสัตวน้ําสามารถน้ําไปประยุกตใชเก็บรักษาสายพันธุสาหรายท่ีเปนอาหารของ

สัตวน้ําวัยออนไดโดยตรง ลดภาระคาใชจายในการจัดการอาหารสัตวน้ํา ลดคาใชจายในการจัดการพันธุ   

สาหราย เพ่ิมศักยภาพการแขงขันในการประกอบธุรกิจ ลดการพ่ึงพาองคกรภายนอกทําใหสามารถจัดการ   

ผลิตไดอยางมีประสิทธิภาพ 

การแชแข็งสาหรายขนาดเล็ก (algal cryopreservation) มีปจจัยหลายประการท่ีสงผลตอความ     

สําเร็จในการดําเนินการ เชน ชนิดของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง (cryoprotectant) (Tzovenis et           

al., 2004; Gwo et al., 2005; Iwamoto et al., 2012) ความเขมขนของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง                     

1  http://images.tutorvista.com/content/plant-growth-movements/growth-curve.jpeg 



 

5 

(Tanniou et al., 2012) ชนิดหรือสายพันธุของสาหรายขนาดเล็ก เทคนิคการลดอุณหภูมิในระหวางการ         

แชแข็ง (Morris, 1978; Guermazi et al., 2010) ระยะเวลาหรือความยาวนานในการแชแข็งสาหราย             

ขนาดเล็ก และอุณหภูมิท่ีใชในการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายแชแข็ง 

 

ปจจัยท่ีมีผลตอการรอดชีวิตของเซลลสาหราย 

การเก็บรักษาเซลลสาหรายสามารถทําไดหลายวิธีแตกตางกันตามชนิดของสาหราย และระยะ 

เวลาการเก็บรักษารวมถึงปจจัยอ่ืนท่ีมีผลตอการรอดของเซลลสาหราย ไดแก 

1. อายุของเซลลสาหราย (age of culture) 

เซลลสาหรายท่ีอยูในระยะ log phase มีการแบงเซลลแบบเพ่ิมจํานวนทวีคูณ จะมีความไวตอ       

การถูกทําลายดวยผลึกน้ําแข็งในการแชเยือกแข็งมากกวาเซลลท่ีอยูในระยะ stationary phase หรือเซลล     

ท่ีอยูในระยะคงท่ี เน่ืองจากการเจริญเติบโตของเซลลระยะคงท่ีถูกจํากัดดวยอาหารและปจจัยทางกายภาพ   

ทําไมเซลลมีการสะสมไขมันในปริมาณท่ีสูงกวาเซลลสาหรายท่ีอยูในระยะ log phase  

2. อุณหภูมิในการเจริญเติบโต (growth temperature)  

สาหรายท้ังสาหรายน้ําจืดและสาหรายทะเลขนาดเล็ก สามารถทนทานตอการแชเยือกแข็งในเพ่ิม 

ข้ึน เม่ือทําการเพาะเล้ียงเซลลสาหรายท่ีอุณหภูมิต่ํากอนนําไปเก็บรักษาสายพันธุโดยการแชแข็ง  

3. ปจจัยจํากัดดานอาหาร (nutritinal limitation) 

การลดการเจริญเติบโตของเซลลสาหราย โดยการจํากัดอาหารในการเพาะเล้ียง จะทําใหเซลล   

สาหรายมีความทนทานตอการแชแข็งมากข้ึน การลดปริมาณไนเตรทและไบคารบอเนตจะชวยกระตุนให 

เซลลสาหรายมีความตานทานตอการแชเยือกแข็งสูงข้ึน 

4. สารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง (cryoprotective agents) 

สารกลุมน้ีจะชวยลดอัตราการเกิดผลึกน้ําแข็งภายในเซลลสาหราย ลดอัตราการทําลายเซลลใน 

ระหวางการเก็บรักษาเซลลดวยการแชเยือกแข็ง สารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีนิยมใชมีหลายชนิด ไดแก     

dimethyl sulfoxide (DMSO) และ กลีเซอรอล (glycerol) เปนตน 

5. การช็อคดวยความเย็น (cold shock) 

การลดความเย็นอยางรวดเร็วมีผลทําใหเซลลสาหรายหลายชนิดถูกทําลาย ถาตองการเก็บรักษา 

สายพันธุสาหรายในเซลลสาหรายท่ีมีความไวตอการถูกทําลายโดยการลดความเย็นอยางรวดเร็ว ควร 

ทําการลดอุณหภูมิใหเย็นลงอยางชา ๆ เพ่ือปองกันเซลลสาหรายถูกทําลาย และควรเลือกใชเซลลสาหราย     

ในระยะ stationary phase  

6. อัตราการลดอุณหภูมิ (cooling rate) 

อัตราการลดอุณหภูมิมีผลโดยตรงตออัตรารอดของเซลลสาหราย การลดอุณหภูมิอยางรวดเร็วใน 

เซลลสาหรายบางชนิดจะทําใหอัตราการรอดลดลง เซลลสาหรายโดยท่ัวไปจะมีอัตราการรอดสูงข้ึนเม่ือใช 

ความเย็นอยูในชวง 0.25 ถึง 16 องศาเซลเซียสตอนาที 

7. อัตราการละลายน้ําแข็ง (thawing rate) 

อัตราการละลายน้ําแข็งมีผลโดยตรงตออัตราการรอดของเซลลสาหราย การละลายน้ําแข็งอยาง 

รวดเร็วอาจทําใหผลึกน้ําแข็งท่ีเกิดข้ึนในระหวางการแชแข็งละลายลง มีผลทําใหผนังเซลลสาหรายเกิด 
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ความเสียหาย ทําใหเซลลสาหรายมีอัตรารอดต่ําลง 

 

สารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง (cryoprotective agents) 

ลักษณะการเกิดผลึกน้ําแข็งในสารละลายท่ีมีอุณหภูมิต่ํากวา 0 องศาเซลเซียส แตกตางกันข้ึนอยู     

กับอัตราการใหความเย็น และมีผลตออัตราการรอดของเซลลสาหรายภายหลังจากการแชแข็ง การแชแข็ง   

สงผลกระทบตอไลโปโซม เน่ืองจากในระหวางการแชแข็งมีการกอตัวของน้ําแข็งข้ึนอาจสงผลกระทบทําให 

เกิดความเสียหายตอเย่ือไลโปโซม (Nakhla et al., 2002) โดยสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งชวยกด         

จุดเยือกแข็งของของเหลวใหการเก็บรักษาเซลลโดยการแชแข็ง ทําใหอัตราการเกิดน้ําแข็งชาลง และเกิด   

ผลึกน้ําแข็งท่ีอุณหภูมิต่ําลง อัตราการใหความเย็นและการเกิดผลึกน้ําแข็งในระหวางการแชแข็งสงผลทําให 

เซลลสาหรายไดรับความเสียหาย โดยกลไกของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง จะสัมพันธกับโครงสราง   

ทางเคมีของสารน้ัน โดยท่ัวไปสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีดีจะตองมีหมูไฮโดรคารบอนอยูในโมเลกุล 

ดวย มากกวาหรือเทากับสามหมู สารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งมีหลายกลุมสามารถแบงกลุมของสาร   

ปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งไดจากการลดจุดเยือกแข็ง หรือสารท่ีเคลือบเซลลตามคุณสมบัติความเปนกรด 

เปนเบส การเปนสารรีดิวซ (reducing agent) และสามารถแบงไดจากขนาดโมเลกุลของสาร (สมบูรณ,           

2553) 

1. สารประกอบชนิดโมเลกุลเด่ียวจําพวกกรด (acidic monomers) เชน glutamte, asparagine,             

malate และ aspartate 

2. สารประกอบชนิดโมเลกุลเด่ียวจําพวกเปนกลาง (neutral monomers) เชน glycerol, glucose,             

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

3. สารประกอบชนิดโมเลกุลเด่ียวจําพวกเบส (basic monomers) เชน lysine และ arginine 

4. สารประกอบจําพวกโพลิเมอรและอนุพันธ เชน albummin, gelatin, mucin, peptone, dextrin,               

pectin, dextran, polyvinylpyrrolidone, carboxymethylcellulose และ phecol 

5. สารประกอบธรรมชาติ (natural substances) เชน หางนม และซีรัม 

6. สารประกอบจําพวกรีดิวซ (reducting agents) เชน ascorbate, cysteine, hydroxylamine และ                 

semicarbazide 

 

สารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีนิยมใชในการเก็บรักษาเซลลสาหราย 

สารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีนิยมใชในการเก็บรักษาเซลลสาหรายไดแก กลีเซอรอล   

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

1. กลีเซอรอล (glycerol) 

กลีเซอรอลมีช่ือทางเคมีวา 1,2,3 Propanetriol หรือเรียกอีกอยางวากลีเซอรีน (glycerine) กลี         

เซอรอลมีความหวานตามธรรมชาติ แตมีคุณสมบัติแตกตางจากน้ําตาล กลีเซอรอลสามารถสกัดน้ํามันพืช     

และไขมันจากสัตวในรูปของ esther โดยกลีเซอรอลบริสุทธ์ิมีสูตรโครงสราง CH 2 OH-CHOH-CH 2 OH       

ลักษณะภายนอกเปนของเหลวใส ไมมีสี ไมมีกล่ิน มีความขน มีจุดหลอมเหลว (melting point) ท่ี             

อุณหภูมิ 17.18 องศาเซลเซียส มีจุดเดือด (boiling point) ท่ีอุณหภูมิ 290 องศาเซลเซียส มี                 
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ความถวงจําเพาะเทากับ 1.261 และมีมวลโมเลกุลเทากับ 92.09 กลีเซอรอลเปนสารประเภท trihydric           

alcohol เน่ืองจากโครงสรางมีหมูไฮดรอกซิล (-OH) ทําใหสามารถละลายไดในน้ําและ alcohol         

คุณสมบัติท่ีสําคัญของ      กลีเซอรอล ไดแก  

● กลีเซอรอลไมสามารถถูกออกซิไดซไดจึงมีความคงตัวสูง (high stability) 

● ไมเกิดการเปล่ียนแปลงทางกายภาพของสี รส และกล่ิน เม่ือถูกเก็บเปนเวลานาน 

● สามารถเกิดสภาวะ  supercool ไดและทนตอสภาวะการการแชเยือกแข็ง และการละลาย 

● มีความดันไอต่ํา และไมระเหยท่ีอุณหภูมิปกติ เปนสารท่ีไมมีพิษตอระบบการยอยอาหาร ผิวหนัง       

และเน้ือเย่ือออน 

● ไมสงผลกระทบตอส่ิงแวดลอม 

ความเปนพิษของกลีเซอรอลคอนขางต่ํา แตมีแรงงานในสัตวทดลอง พบวาการสูดดมกลีเซอรอล   

เขาไป อาจกอใหเกิดการระคายเคืองระบบทางเดินหายใจ หรือทําใหผิวหนังเสียความชุมช้ืนได กระทบทาง     

ส่ิงแวดลอม พบวากลีเซอรอลสามารถยอยสลายทางชีวภาพไดงาย มีผลกระทบตอสัตวน้ําในระดับต่ํา ไม     

กอใหเกิดผลกระทบตอระบบนิเวศ หากมีการใชและการจัดการอยางเหมาะสม 

2. dimethyl sulfoxide (DMSO) มีสูตรทางเคมีคือ (CH 3 ) 2 SO ลักษณะทางกายภาพเปนของเหลว ไมมีสี               

สามารถสลายตัวเม่ือไดรับความรอนหรือการเผาไหม ทําใหเกิดควันพิษ มีจุดหลอมเหลวท่ีอุณหภูมิ 18.5       

องศาเซลเซียส มีจุดเดือดท่ีอุณหภูมิ 189 องศาเซลเซียส มีความถวงจําเพาะเทากับ 1.1 และมีมวลโมเลกุล           

เทากับ 78.1 ถามีการสัมผัสสารในระยะยาวหรือไดรับสารซ้ํา บริเวณผิวหนังอาจกอใหเกิดอาการอักเสบท่ี     

ผิวหนังได มีผลตอตับและเลือด ทําใหการทํางานบกพรอง ทําลายเม็ดเลือดแดง 

3. methanol หรือเมทิลแอลกอฮอล มีสูตรโครงสรางคือ CH 4 O ลักษณะทางกายภาพเปนของเหลวใส           

ไมมีสี มีกล่ินเฉพาะตัว มีจุดหลอมเหลวท่ีอุณหภูมิ -97.8 องศาเซลเซียส มีจุดเดือดท่ีอุณหภูมิ 64.6 องศา             

เซลเซียส มีความถวงจําเพาะเทากับ 0.79 และมีมวลโมเลกุลเทากับ 32 หากมีการสัมผัสสารบอยหรือ         

เปนเวลานานจะทําใหผิวหนังอักเสบ methanol สามารถดูดซึมผานผิวหนังไดมีผลทําใหระบบประสาท   

สวนกลางถูกกด ทําใหปวดศีรษะ งวงนอน เวียนศีรษะ คล่ืนไสอาเจียน ปวดทอง หากมีการสัมผัสสาร           

ปริมาณมากหากเกิดอาการโคมาและเสียชีวิตได methanol ยังมีผลกระทบตอการมองเห็น โดยอาการจะ     

รุนแรงมากข้ึนเม่ือมีการสัมผัสสารถึงเวลา 12 ถึง 18 ช่ัวโมง 

4. ethylene glycol มีช่ือทางเคมีวา 1,2-Ethanediol สูตรโครงสรางทางเคมีคือ C 2 H 6 O 2 ลักษณะทาง             

กายภาพเปนของของเหลวใส คลายน้ํามัน ไมมีกล่ิน มีจุดหลอมเหลวท่ีอุณหภูมิ -13 องศาเซลเซียส           

จุดเดือดท่ีอุณหภูมิ 197.6 องศาเซลเซียส มีความถวงจําเพาะเทากับ 1.1 และมีมวลโมเลกุลเทากับ 62.07             

หากมีการสัมผัสสารเปนระยะเวลานานหรือไดรับสารซ้ํา ๆ อาจกอปญหารุนแรงตอตับ ไต เกิดอันตรายตอ       

สมองและทารกในครรภ 

5. propylene glycol มีช่ือทางเคมีวา 1,2 -Propanediol สูตรโครงสรางทางเคมีคือ             

CH 3 CHOHCH 2 OH ลักษณะทางกายภาพเปนของเหลวหนืด ไมมีสี ไมมีกล่ิน มีจุดหลอมเหลวท่ีอุณหภูมิ         

-59 องศาเซลเซียส มีจุดเดือดท่ีอุณหภูมิ 188.2 องศาเซลเซียส มีความถวงจําเพาะเทากับ 1.04 และมี             

มวลโมเลกุลเทากับ 76.09  สารน้ีสามารถดูดซึมเขาสูรางกายไดจากการสูดดมไอของสาร หรือการกิน 
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Tzovenis et al. (2004) ทําการเก็บรักษาเซลลสาหรายดวยการแชแข็งพบวา methanol ใหผล             

ดีตอการเก็บรักษาสาหรายชนิด  Chlorella stigmatophora และ  Dunaliella tertiolecta  สวน DMSO               

ชวยใหสาหราย  Chlorella minutissima ,  Chlorella stigmatophora รอดตาายจากการแชแข็ง         

สาหรายได ขณะท่ี  Dunaliella tertiolecta  มีอัตราการรอดไดดีในสารละลาย 8% propylene glycol               

สวน  Nannochloropsis oculata  ควรเก็บรักษาเซลลใน glycerol (Gwo et al., 2005) 

สาหรายขนาดเล็กท่ีใชเปนอาหารสําหรับสัตวน้ําวัยออนแตละชนิด หรือสายพันธุมีความสามารถ 

ในการทนตอการเก็บรักษาเซลลดวยวิธีการแชแข็งไมเทากัน (Canavate and lubinn, 1995)         

Chaetoceros gracilis, Tetraselmis chuii, Nannochloris atomus และ  Nannochloropsis               

gaditana  คอนขางทนตอการแชแข็ง ในขณะท่ี  Rhodomonas baltica  และ  Isochrysis galbana ไม               

คอยทนทานตอการแชแข็ง 

การเก็บรักษาเซลลดวยวิธีการแชแข็งยังชวยลดภาระการเพาะเล้ียงสัตวน้ําท้ังในสัตวน้ําเศรษฐกิจ

และสัตวน้ําสวยงามในระยะวัยออนตองพ่ึงพาอาหารขนาดเล็ก ไดแก สาหรายขนาดเล็ก และแพลงกตอน     

สัตว ในปจจุบันเกษตรกรท่ีตองการใชสาหรายขนาดเล็ก เพ่ือผลิตอาหารสําหรับสัตวน้ําวัยออน หรือแพ     

ลงกตอนสัตวไมมีการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายเอง ตองขอรับบริการจากหนวยงานราชการท่ีเก่ียวของ   

เน่ืองจากการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายขนาดเล็กดวยวิธีการเก็บรักษาสายพันธุแบบเพาะเล้ียงในอาหาร

แข็ง หรืออาหารเหลวตองใชคาใชจายในการจัดการคอนขางสูง ท้ังดานสถานท่ี แรงงาน พลังงาน สารเคมี           

และเวลาในการจัดการ 

การลดภาระการจัดการการเก็บรักษาสายพันธุสาหราย จะชวยเพ่ิมศักยภาพในการผลิตใหกับ 

ฟารมเอกชน ชวยลดภาระงาน และงบประมาณใหกับหนวยงานของรัฐบาลท่ีตองใหบริการจัดหาสายพันธุ   

สาหรายใหกับเอกชน และเกษตรกรท่ีมาขอรับบริการ แนวทางในการลดภาระการจัดการการเก็บรักษา   

สายพันธุสาหรายโดยท่ัวไปคือ การยืดระยะเวลาในการเจริญเติบโตของสาหราย ทําใหสาหรายมีการเจริญ   

เติบโตท่ีชาลง เพ่ือลดระยะเวลาในการ subculture ในกรณีท่ีมีการเก็บรักษาสายพันธุดวยการเล้ียงใน     

อาหารแข็งหรืออาหารเหลว หรือทําใหสาหรายหยุดการเจริญเติบโตโดยท่ีสาหรายไมตาย และเม่ือตองการ   

ใชสาหรายขนาดเล็กก็นําสาหรายกลับมาทําการเพาะเล้ียงอีกคร้ัง ซ่ึงแนวทางในการหยุดการเจริญเติบโต 

ของสาหรายในการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายไดแก การเก็บรักษาสายพันธุสาหรายดวยวิธีการแชแข็ง   

(Rhodes et al., 2006) การเกิดการปนเปอนของส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ ไดแก โปรโตซัว หรือแบคทีเรีย                 

(Tanniou et al., 2012) ปองกันปญหาสัณฐานของเซลลสาหรายมีการเปล่ียนแปลงเม่ือมีการเก็บรักษา       

เซลลเปนระยะเวลานาน และสามารถรักษาลักษณะทางพันธุกรรมของสาหรายขนาดเล็กไดเปนระยะเวลา 

ยาวนาน (Tanniou et al., 2012) และจากการศึกษาของ Guermazi et al. (2010) พบวาการแชแข็ง                   

สาหรายดวยเทคนิคการลดอุณหภูมิท่ีตางกันมีผลตอปริมาณกรดไขมันท่ีอยูในเซลลสาหราย 

วัตถุประสงคโครงการวิจัย 

1. เพ่ือพัฒนาเทคนิคการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายขนาดเล็กดวยวิธีการแชงแข็ง 

2. เพ่ือศึกษาผลของชนิดของสาหรายตออัตรารอดของสาหรายขนาดเล็กท่ีเก็บรักษาเซลลดวยวิธี

การแชแข็ง 
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3. เพ่ือศึกษาผลของชนิดและความเขมขนของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งตออัตรารอดของ

สาหรายขนาดเล็กท่ีเก็บรักษาเซลลดวยวิธีการแชแข็ง 

4. เพ่ือศึกษาผลระยะเวลาในการเก็บรักษาสาหรายขนาดเล็กแชแข็งตออัตรารอดของสาหราย

ขนาดเล็กท่ีเก็บรักษาเซลลดวยวิธีการแชแข็ง 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1. ทราบเทคนิค และวิธีการในการเก็บรักษาหัวเช้ือสาหรายขนาดเล็กดวยวิธีการแชแข็ง 

2. ทราบชนิดและความเขมขนของสารละลายปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีเหมาะสมในการเก็บ

รักษาสายพันธุสาหรายขนาดเล็กชนิดตาง ๆ  
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บทที่ 2 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

การทดลองท่ี 1  การศึกษาผลของชนิดสาหรายขนาดเล็ก ชนิดสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งตออัตราการ

รอดของเซลลสาหรายขนาดเล็กท่ีเก็บรักษาเซลลดวยวิธีการแชแข็ง 

 

การออกแบบการทดลอง  

ออกแบบการทดลองแบบสุมตลอดท่ีมี 3*2 Factorial ปจจัยท่ีทําการศึกษาไดแก ชนิดของ       

สาหรายทําการเปล่ียนแปลงชนิดสาหรายขนาดเล็ก 2 ชนิด ไดแก คลอเรลลา ( Chlorella sp.) คีโตเซอ               

รอส ( Chaetoceros sp.) และเตตราเซลมิส ( Tetraselmis sp.) เปล่ียนแปลงชนิดของสารปองกันการเกิด           

ผลึกน้ําแข็ง 2 ชนิด ไดแก glycerol และ dimethyl sulfoxide (DMSO) ทําการทดลอง 10 ซ้ํา จัดชุด                       

ทดลองและซ้ําโดยการสุม 

 

สูตรอาหารท่ีใชในการศึกษา 

การทดลองใชอาหารทดลองสูตร Guillard’s medium (ลัดดา, 2540) ประกอบสารเคมีดังน้ี 

สวนประกอบท่ี 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 

เติมน้ํากล่ันจนไดปริมาตร 1,000 ml 

 

สวนประกอบท่ี 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 

เติมน้ํากล่ันจนไดปริมาตร 1,000 ml 
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สวนประกอบท่ี 3 g 

Na 2 SiO 3 .9H 2 O 16.50 

เติมน้ํากล่ันจนไดปริมาตร 1,000 ml 

 

ปเปตสวนประกอบท่ี 1 และ 3 ปริมาตร 2 ml และสวนประกอบท่ี 2 ปริมาตร 1 ml เติมในน้ํา

ทะเลท่ีผานการน่ึงฆาเช้ือ 1 ลิตร ทําการผสมอาหารเก็บไวหน่ึงวันกอนนํามาทดลอง 

 

การทําความสะอาดอุปกรณและน้ําทะเล  

เคร่ืองแกว ขวดรูปชมพู และอุปกรณประกอบการเพาะเล้ียงสาหรายทําการลางใหสะอาด และนํา

ไปฆาเช้ือดวยการน่ึงฆาเช้ือ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส แรงดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตาราง

น้ิว นาน 15 นาที และน้ําทะเลท่ีใชในการทดลองทําการเช้ือดวยการน่ึงฆาเช้ือ 

 

การเพาะเล้ียงสาหราย 

ทําการเพาะเล้ียงสาหรายคลอเรลลา คีโตเซอรอส และเตตราเซลมิส ดวยอาหารเล้ียงสาหราย       

สูตรกิลลารด (Guillard's medium, F/2) ความเค็ม 30 ppt ทําการเติมอาหารเล้ียงสาหรายปริมาตร               

150 ml ลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 ml เติมหัวเช้ือสาหราย 5 ml ผสมใหเขากัน นําไปวางไวบนช้ันเล้ียง                 

สาหราย ใหแสงสวางดวยหลอดไฟฟลูออเรสเซนต ความเขมแสง 3500 lux ระยะเวลาการใหแสง 24:0             

(L/D period) ใหอากาศตลอดเวลา นับจํานวนเซลลสาหรายทุกวันดวยสไลดนับเม็ดเลือด       

(Haemacytometer)  

 

การรวบรวมเซลลสาหราย 

เม่ือคลอเรลลา คีโตเซอรอส และเตตราเซลมิสเจริญเติบโตถึงระยะ late log phase ทําการนับ           

จํานวนเซลลสาหรายกอนทําการแชแข็ง ทําการรวบรวมเซลลโดยนําคลอเรลลา คีโตเซอรอส และ       

เตตราเซลมิส ปริมาตร 5 ml ทําการปนเหว่ียงท่ี 3000 rpm นาน 5 นาที เก็บเซลลสาหรายท่ีผานการปน                   

เหว่ียงในหลอด cryo tube ทําการเติมสารละลาย glycerol และ DMSO ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต                   

ปริมาตร 1 ml ทําการผสมสาหรายและสารละลายแชแข็งใหเขากัน นําไปลดอุณหภูมิจากอุณหภูมิหองถึง         

0 °C ในเวลา 30 นาที จากน้ันนําสาหรายไปเขาตูแชแข็งท่ีอุณหภูมิ -20 °C เปนเวลา 3 วัน เม่ือครบเวลาท่ี                     

กําหนดนําสาหรายท่ีผานการแชแข็งมาละลายโดยเพ่ิมอุณหภูมิจาก -20 °C ถึงอุณหภูมิหอง ในเวลา 15           

นาที จากน้ันทําการลางเซลลสาหรายโดยการเติมอาหารเล้ียงสาหรายในหลอด cryo tube ผสมใหเขากัน       

แลวทําการปนเหว่ียงท่ี 3000 rpm นาน 5 นาที จํานวน 10 คร้ัง นําสาหรายท่ีผานการลางเซลลไปเล้ียง                 

ดวยอาหารเล้ียงสาหรายสูตรกิลลารด ในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 ml ทําการนับเซลลสาหรายทุกวันเพ่ือ       

ตรวจสอบการรอดชีวิตของสาหราย และคิดอัตราการรอดชีวิตของเซลลสาหราย 
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การวิเคราะหขอมูล 

การวิเคราะหขอมูลทําการตรวจสอบอิทธิพลของชนิดสาหรายขนาดเล็ก และชนิดสารปองกันการ

เกิดผลึกน้ําแข็งตออัตราการรอดของเซลลสาหรายดวยวิธีวิเคราะหความแปรปรวน (analysis of 

variance) และเปรียบเทียบความแตกตางระหวางคาเฉล่ียอัตราการรอดของสาหรายดวยวิธี Duncan’s 

new multiple range test ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต (Crawley, 2012) 

 

การทดลองท่ี 2  การศึกษาความเขมขนสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งตออัตราการรอดของเซลลสาหราย

ขนาดเล็กท่ีเก็บรักษาเซลลดวยวิธีการแชแข็ง 

 

การออกแบบการทดลอง  

ออกแบบการทดลองแบบสุมตลอด ทําการทดลองกับสาหรายขนาดเล็กท้ัง 3 ชนิด ไดแก คลอเรล         

ลา ( Chlorella sp.) คีโตเซอรอส ( Chaetoceros sp.) และเตตราเซลมิส ( Tetraselmis sp.) ปจจัย                 

ท่ีทําการศึกษาไดแก ความเขมขนของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง ทําการเลือกชนิดสารปองกันการเกิด   

ผลึกน้ําแข็งท่ีไดจากการการทดลองท่ี 1 ท่ีเหมาะสมกับสาหรายแตละชนิด ทําการเปล่ียนแปลงความเขม     

ขนของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง 2 ระดับ ไดแก 5 และ 10 เปอรเซ็นต ทําการทดลอง 10 ซ้ํา จัดชุด                     

ทดลองและซ้ําโดยการสุม 

 

สูตรอาหารท่ีใชในการศึกษา 

การทดลองใชอาหารทดลองสูตร Guillard’s medium (ลัดดา, 2540) รายละเอียดดังการทดลอง

ท่ี 1 

 

การทําความสะอาดอุปกรณและน้ําทะเล  

เหมือนการทดลองท่ี 1 

 

การเพาะเล้ียงสาหราย  

เหมือนการทดลองท่ี 1 

 

การรวบรวมเซลลสาหราย 

เม่ือคลอเรลลา คีโตเซอรอส และเตตราเซลมิสเจริญเติบโตถึงระยะ late log phase ทําการนับ           

จํานวนเซลลสาหรายกอนทําการแชแข็ง ทําการรวบรวมเซลลโดยนําคลอเรลลา คีโตเซอรอส และ       

เตตราเซลมิสปริมาตร 5 ml ทําการปนเหว่ียงท่ี 3000 rpm นาน 5 นาที เก็บเซลลสาหรายท่ีผานการปน                 

เหว่ียงในหลอด cryo tube ทําการเติมสารละลายปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีเหมาะสมกับสาหรายแตละ     

ชนิดท่ีไดจากการทดลองท่ี 1 ความเขมขน 5 และ 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 ml ทําการผสมสาหรายและ                   

สารละลายแชแข็งใหเขากัน นําไปลดอุณหภูมิจากอุณหภูมิหองถึง 0 °C ในเวลา 30 นาที จากน้ันนํา             
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สาหรายไปเขาตูแชแข็งท่ีอุณหภูมิ -20 °C เปนเวลา 3 วัน เม่ือครบเวลาท่ีกําหนดนําสาหรายท่ีผานการแช           

แข็งมาละลายโดยเพ่ิมอุณหภูมิจาก -20 °C ถึงอุณหภูมิหอง ในเวลา 15 นาที จากน้ันทําการลางเซลล             

สาหรายโดยการเติมอาหารเล้ียงสาหรายในหลอด cryo tube ผสมใหเขากันแลวทําการปนเหว่ียงท่ี 3000         

rpm นาน 5 นาที จํานวน 10 คร้ัง นําสาหรายท่ีผานการลางเซลลไปเล้ียงดวยอาหารเล้ียงสาหรายสูตรกิล             

ลารด ในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 ml ทําการนับเซลลสาหรายทุกวันเพ่ือตรวจสอบการรอดชีวิตของ       

สาหราย และคิดอัตราการรอดชีวิตของเซลลสาหราย 

 

การวิเคราะหขอมูล 

การวิเคราะหขอมูลทําการตรวจสอบอิทธิพลของความเขมขนของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง

ตออัตราการรอดของเซลลสาหรายแตละชนิดดวยวิธีวิเคราะหความแปรปรวน (analysis of variance) 

และเปรียบเทียบความแตกตางระหวางคาเฉล่ียอัตราการรอดของสาหรายดวยวิธี Duncan’s new 

multiple range test ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต (Crawley, 2012) 

 

การทดลองท่ี 3  การศึกษาผลของระยะเวลาเก็บรักษาเซลลตออัตราการรอดของเซลลสาหรายขนาดเล็กท่ี

เก็บเซลลดวยวิธีการแชแข็ง 

 

การออกแบบการทดลอง  

ออกแบบการทดลองแบบสุมตลอด ทําการศึกษาโดยสาหรายท่ีใชในการแชแข็ง 2 ชนิด ไดแก         

คลอเรลลา ( Chlorella sp.) และคีโตเซอรอส ( Chaetoceros sp.) ปจจัยท่ีศึกษาไดแก ความเขมขนของ             

สารละลายแชแข็งไดเมทิลซัลฟอกไซด (dimethyl sulfoxide, DMSO) 2 ระดับคือ 5 และ 10 เปอรเซนต                   

และระยะเวลาเก็บรักษาเซลลสาหรายแชแข็ง 4 ระดับ ไดแก เก็บรักษาเซลล คลอเรลลาและคีโตเซ         

อรอส นาน 3, 30, 60 และ 90 วัน ทําการทดลอง 10 ซ้ํา จัดชุดทดลองและซ้ําโดยการสุม 

 

สูตรอาหารท่ีใชในการศึกษา 

การทดลองใชอาหารทดลองสูตร Guillard’s medium (ลัดดา, 2540) รายละเอียดดังการทดลอง

ท่ี 1 

 

การทําความสะอาดอุปกรณและน้ําทะเล  

เหมือนการทดลองท่ี 1 

 

การเพาะเล้ียงสาหราย  

ทําการเพาะเล้ียงสาหรายคลอเรลลา และคีโตเซอรอส ดวยอาหารเล้ียงสาหราย สูตรกิลลารด       

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

ขวดรูปชมพูขนาด 250 ml เติมหัวเช้ือสาหราย 5 ml ผสมใหเขากัน นําไปวางไวบนช้ันเล้ียงสาหราย ให               
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แสงสวางดวยหลอดไฟฟลูออเรสเซนต ความเขมแสง 3500 lux ระยะเวลาการใหแสง 24:0 (L/D period)               

ใหอากาศตลอดเวลา นับจํานวนเซลลสาหรายทุกวันดวยสไลดนับเม็ดเลือด (Haemacytometer) 

 

การรวบรวมเซลลสาหราย 

เม่ือคลอเรลลา และคีโตเซอรอส เจริญเติบโตถึงระยะ late log phase ทําการนับจํานวนเซลล           

สาหรายกอนทําการแชแข็ง ทําการรวบรวมเซลลโดยนําคลอเรลลา และคีโตเซอรอส ปริมาตร 5 ml           

ทําการปนเหว่ียงท่ี 3000 rpm นาน 5 นาที เก็บเซลลสาหรายท่ีผานการปนเหว่ียงในหลอด cryo tube                 

ทําการเติมสารละลาย DMSO ความเขมขน 5 และ 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 ml ทําการผสมสาหราย                   

และสารละลายแชแข็งใหเขากัน นําไปลดอุณหภูมิจากอุณหภูมิหองถึง 0 °C ในเวลา 30 นาที จากน้ันนํา             

สาหรายไปเขาตูแชแข็งท่ีอุณหภูมิ -20 °C เปนเวลา 3, 30, 60 และ 90 วัน เม่ือครบเวลาท่ีกําหนดนํา                   

สาหรายคลอเรลลาและคีโตเซอรอสท่ีผานการแชแข็งมาละลายโดยเพ่ิมอุณหภูมิจาก -20 °C ถึงอุณหภูมิ     

หอง ในเวลา 15 นาที จากน้ันทําการลางเซลลสาหรายโดยการเติมอาหารเล้ียงสาหรายในหลอด cryo           

tube ผสมใหเขากันแลวทําการปนเหว่ียงท่ี 3000 rpm นาน 5 นาที จํานวน 10 คร้ัง นําสาหรายท่ีผาน                   

การลางเซลลไปเล้ียงดวยอาหารเล้ียงสาหรายสูตรกิลลารด ในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 ml ทําการนับ       

เซลลสาหรายทุกวันเพ่ือตรวจสอบการรอดชีวิตของสาหราย และคิดอัตราการรอดชีวิตของเซลลสาหราย 

 

การวิเคราะหขอมูล 

การวิเคราะหขอมูล ทําการตรวจสอบอิทธิพลของความเขมขนของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง 

และระยะเวลาการเก็บรักษาเซลลของสาหรายคลอเรลลา และคีโรเซอรอส ตออัตราการรอดของเซลล   

สาหรายแตละชนิดดวยวิธีวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of variance) และเปรียบเทียบความแตก       

ตางระหวางคาเฉล่ียอัตราการรอดของสาหรายดวยวิธี Duncan’s new multiple range test ท่ีระดับ           

ความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต (Crawley, 2012) 
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บทที่ 3  
ผลการวิจัย 

 

การทดลองท่ี 1   การศึกษาผลของชนิดสาหรายขนาดเล็ก ชนิดสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งตออัตราการ

รอดของเซลลสาหรายขนาดเล็กท่ีเก็บรักษาเซลลดวยวิธีการแชแข็ง 

 

จากการวิเคราะหปฏิสัมพันธ (interaction) ระหวางชนิดสาหราย และชนิดของสารปองกันการ     

เกิดผลึกน้ําแข็งกับอัตราการรอดของสาหรายภายหลังการแชแข็ง พบวามีปฏิสัมพันธระหวางชนิดสาหราย   

และชนิดของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ดังน้ันการวิเคราะหขอมูลจะ   

ทําการวิเคราะหขอมูลแยกตามระดับในแตละปจจัย  

 

อัตรารอดของสาหรายท่ีผานการแชแข็งดวยสารละลาย DMSO แสดงดังภาพท่ี 3-1 พบวา       

สาหรายคลอเรลลามีอัตรารอดสูงสุดเทากับ 71.37±10.31 เปอรเซ็นต และแตกตางกับอัตรารอดของ     

สาหรายคีโตเซอรอส และเตตราเซลมิส อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในขณะท่ีสาหรายคีโตเซอรอส และ         

เตตราเซลมิสมีอัตรารอดเทากับ 0.18±0.12 และ 0.18±0.12 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
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ภาพท่ี 3-1 อัตรารอดของสาหราย 3 ชนิดท่ีผานการเก็บรักษาเซลลดวยสารละลาย DMSO 

 

อัตรารอดของสาหรายท่ีผานการแชแข็งดวยสารละลายกลีเซอรอล แสดงดังภาพท่ี 3-2 พบวา     

สาหรายคลอเรลลามีอัตรารอดสูงสุดเทากับ 39.41±9.17 เปอรเซ็นต และแตกตางกับอัตรารอดของ     

สาหรายคีโตเซอรอส และเตตราเซลมิส อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในขณะท่ีสาหรายเตตราเซลมิสมีอัตรา       

รอดรองลงมาเทากับ 20.28±15.54 เปอรเซ็นต มากกวาอัตราการรอดของสาหรายคีโตเซอรอสอยางมีนัย     

สําคัญ (p<0.05) อัตราการรอดของสาหรายคีโตเซอรอสเทากับ 0.55±0.75 เปอรเซ็นต 
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ภาพท่ี 3-2 อัตรารอดของสาหราย 3 ชนิดท่ีผานการเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายกลีเซอรอล 

 

เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบอัตรารอดของสาหรายคลอเรลลาท่ีผานการแชแข็งดวยสารละลาย 

DMSO และกลีเซอรอล พบวาอัตราการรอดของสาหรายท่ีผานการแชแข็งดวยสารละลาย DMSO เทากับ         

71.37±10.31 เปอรเซ็นต สูงกวาอัตรารอดของสาหรายคลอเรลลาท่ีผานการแชแข็งดวยสารละลาย     

กลีเซอรอล (39.41±9.17 เปอรเซ็นต) อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ดังภาพท่ี 3-3 
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ภาพท่ี 3-3 อัตรารอดของคลอเรลลาท่ีผานการเก็บรักษาเซลลดวย DMSO และ Glycerol 

 

อัตรารอดของสาหรายคีโตเซอรอสท่ีผานการแชแข็งดวยสารละลาย DMSO และกลีเซอรอล มี

อัตรารอดเทากับ 0.18±0.12 และ 0.55±0.75 เปอรเซ็นต อัตรารอดของสาหรายคีโตเซอรอสท่ีผานการแช

แข็งดวยสารละลายท้ังสองชนิดไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p>0.05)  แสดงดังภาพท่ี 3-4  
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ภาพท่ี 3-4 อัตรารอดของคีโตเซอรอสท่ีผานการเก็บรักษาเซลลดวย DMSO และ Glycerol 

 

อัตรารอดของสาหรายเตตราเซลมิสท่ีผานการแชแข็งดวยสารละลาย DMSO และกลีเซอรอล 

เทากับ  20.28±15.54 และ 0.18±0.12 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แสดงดังภาพท่ี 3-5 เม่ือวิเคราะหความ

แตกตางของคาเฉล่ียอัตรารอดของสาหรายระหวางชุดทดลองพบวาอัตราการรอดของสาหรายท่ีผานการ

แชแข็งดวยสารละลายกลีเซอรอลสูงกวาอัตรารอดของสาหรายคลอเรลลาท่ีผานการแชแข็งดวยสารละลาย 

DMSO อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  
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ภาพท่ี 3-5 อัตรารอดของเตตราเซลมิสท่ีผานการเก็บรักษาเซลลดวย DMSO และ Glycerol 

การทดลองท่ี 2   การศึกษาความเขมขนสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งตออัตราการรอดของเซลลสาหราย

ขนาดเล็กท่ีเก็บรักษาเซลลดวยวิธีการแชแข็ง 

 

จากผลการทดลองท่ี 1 พบวาอัตราการรอดของคลอเรลลาท่ีเก็บรักษาเซลลดวยสารละลาย     

DMSO มีอัตราการรอดสูงกวาเซลลท่ีเก็บรักษาดวยสารละลายกลีเซอรอล ในขณะท่ีคีโตเซอรอส และ     

เตตราเซลมิส พบวาการเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายกลีเซอรอล มีอัตราการรอดสูงกวาเซลลท่ีเก็บรักษา   

ดวยสารละลาย DMSO ดังน้ันในการทดลองท่ี 2 จึงทําการเลือกการเก็บรักษาเซลลคลอเรลลาดวย       

สารละลาย DMSO และการเก็บรักษาเซลลคีโตเซอรอส และเตตราเซลมิสดวยสารละลายกลีเซอรอล มา       

ทําการเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีมีความเขมขน 5 และ 10 เปอรเซ็นต 

 

ผลการทดลองเก็บรักษาเซลลสาหรายคลอเรลลาแชแข็ง ดวยสารละลายปองกันการเกิดผลึกน้ํา 

แข็ง DMSO ท่ีมีความเขมขน 5 และ 10 เปอรเซ็นต พบวาอัตรารอดของสาหรายคลอเรลลาท่ีผานการแช             

แข็งดวยสารละลาย DMSO ท่ีมีความเขมขน 5 และ 10 เปอรเซ็นต เทากับ 71.37±10.31 และ                   

58.24±8.38 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แสดงดังภาพท่ี 3-6 เม่ือวิเคราะหความแตกตางของคาเฉล่ียอัตรารอด         

ของสาหรายระหวางชุดทดลอง พบวาอัตราการรอดของสาหรายคลอเรลลาท่ีผานการแชแข็งดวย 
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สารละลายความเขมขน 5 เปอรเซ็นต สูงกวาอัตรารอดของสาหรายคลอเรลลาท่ีผานการแชแข็งดวย     

สารละลายความเขมขน 10 เปอรเซ็นต อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  

 

 

ภาพท่ี 3-6 อัตรารอดของคลอเรลลาท่ีผานการเก็บรักษาเซลลดวยสารละลาย DMSO ท่ีความเขมขน 5 

และ 10 เปอรเซ็นต 

 

อัตราการรอดของสาหรายคีโตเซอรอสแชแข็งดวยสารละลายปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งกลีเซ

อรอล ท่ีมีความเขมขน 5 และ 10 เปอรเซ็นต เทากับ 0.55±0.75 และ 0.55±0.33 เปอรเซ็นต ตามลําดับ                       

แสดงดังภาพท่ี 3-7 อัตราการรอดของสาหรายท้ังสองระดับความเขมขนแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ     

(p>0.05)   
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ภาพท่ี 3-7 อัตรารอดของคีโตเซอรอสท่ีผานการเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายกลีเซอรอล ท่ีความเขมขน 

5 และ 10 เปอรเซ็นต 

 

อัตราการรอดของสาหรายเตตราเซลมิสแชแข็ง ดวยสารละลายปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง   

กลีเซอรอล ท่ีความเขมขน 5 และ 10 เปอรเซ็นต พบวาอัตรารอดของสาหรายเตตราเซลมิสท่ีผานการแช           

แข็งดวยสารละลาย DMSO ท่ีมีความเขมขน 5 และ 10 เปอรเซ็นต เทากับ 20.28±15.54 และ                   

7.71±10.20 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แสดงดังภาพท่ี 3-8 เม่ือวิเคราะหความแตกตางของคาเฉล่ียอัตรารอด         

ของสาหรายเตตราเซลมิสระหวางชุดทดลอง พบวาอัตราการรอดของสาหรายคลอเรลลาท่ีผานการแชแข็ง 

ดวยสารละลายความเขมขน 5 เปอรเซ็นต สูงกวาอัตรารอดของสาหรายเตตราเซลมิสท่ีผานการแชแข็งดวย     

สารละลายความเขมขน 10 เปอรเซ็นต อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 
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ภาพท่ี 3-8 อัตรารอดของเตตราเซลมิสท่ีผานการเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายกลีเซอรอล ท่ีความเขมขน 

5 และ 10 เปอรเซ็นต 

 

การทดลองท่ี 3  การศึกษาผลของระยะเวลาเก็บรักษาเซลลตออัตราการรอดของเซลลสาหรายขนาดเล็กท่ี

เก็บเซลลดวยวิธีการแชแข็ง 

 

ผลการทดลองสาหรายคลอเรลลาพบวาระยะเวลาเก็บรักษาเซลลและความเขมขนของสารละลาย

ปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งมีปฏิสัมพันธระหวางกัน (p<0.05) จึงทําการวิเคราะหขอมูลแยกวิเคราะห   

ขอมูลในแตละระดับของท้ังสองปจจัย  

เม่ือนําเซลลสาหรายท่ีครบกําหนดแชแข็งมาละลายและทําการเพาะเล้ียง พบวาอัตราการรอดของ 

คลอเรลลาท่ีแชแข็งดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีระดับเขมขน 5% มีอัตราการรอดท่ีวันท่ี 3, 30, 60 และ 90               

วัน เทากับ 71.37±10.31, 65.57±24.30, 24.99±13.61 และ 15.65±18.09 เปอรเซนต ตามลําดับ สวน                 

คลอเรลลาท่ีแชแข็งดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีระดับเขมขน 10% มีอัตราการรอดท่ีวันท่ี 3, 30, 60 และ             

90 วัน เทากับ 58.24±8.38, 21.25±17.94, 15.47±8.06 และ 8.22±9.32 เปอรเซนต ตามลําดับ (ภาพท่ี                     

3-9) เม่ือทําการเปรียบเทียบคาเฉล่ียอัตราการรอดของคลอเรลลาทางสถิติพบวา ท่ีระดับเขมขนไดเมทิลซัล   

ฟอกไซด 5% คลอเรลลาท่ีแชแข็งท่ีเวลา 3 และ 30 วัน มีอัตราการรอดแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ               

(p>0.05) และมีอัตราการรอดสูงกวา คลอเรลลาท่ีแชแข็งท่ีเวลา 60 และ 90 วัน อยางมีนัยสําคัญ               

(p<0.05) ในขณะท่ีคลอเรลลาท่ีแชแข็งดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีระดับเขมขน 10% แชแข็งเปนเวลา 3 วัน           

มีอัตราการรอดสูงสุดแตกตางจากอัตราการรอดของคลอเรลลาท่ีแชแข็งชวงเวลาอ่ืนอยางมีนัยสําคัญ 
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(p<0.05) คลอเรลลาท่ีแชแข็งท่ีเวลา 30 และ 60 วัน มีอัตราการรอดแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ             

(p>0.05) และ คลอเรลลาท่ีแชแข็งท่ีเวลา 60 และ 90 วัน มีอัตราการรอดแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ               

(p>0.05) เชนกัน 

 

 

ภาพท่ี 3-9 อัตราการรอดของคลอเรลลาท่ีเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายแชแข็งไดเมทิลซัลฟอกไซด 5 

และ 10%  

ตัวอักษรท่ีตางกันบนเสนกราฟแสดงวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 

เปอรเซนต 

 

เม่ือเปรียบเทียบอัตราการรอดของคลอเรลลาแยกตามระดับความเขมขนของสารละลายแชแข็งได

เมทิลซัลฟอกไซดและชวงเวลาท่ีเก็บรักษาเซลล (ภาพท่ี 2) พบวาการเก็บรักษาเซลลคลอเรลลาท่ีเวลา 3 

และ 30 วัน (ภาพท่ี 3-10a, b) อัตราการรอดของคลอเรลลาท่ีแชแข็งดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีระดับเขม

ขน 5% มีอัตราการรอดสูงกวาสาหรายท่ีแชแข็งดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีระดับเขมขน 10% อยางมีนัย

สําคัญ (p<0.05) สวนคลอเรลลาท่ีแชแข็งท่ีเวลา 60 และ 90 วัน ท้ังสองความเขมขนของไดเมทิลซัลฟอก

ไซด มีอัตราการรอดแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ (p>0.05) ดังแสดงดังภาพท่ี 3-10c และ d 
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ภาพท่ี 3-10 อัตราการรอดของคลอเรลลาท่ีเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายแชแข็งไดเมทิลซัลฟอกไซดท้ัง

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

ตัวอักษรท่ีตางกันบนแทงกราฟท่ีชวงเวลาเดียวกันแสดงวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ี

ระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซนต 
 

สําหรับอัตราการรอดคีโตเซอรอสท่ีทําการแชแข็งดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดพบวามีอัตราการรอดต่ํา

กวา 1 เปอรเซนต อัตราการรอดของคีโตเซอรอสท่ีแชแข็งดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีระดับเขมขน 5% มี         

อัตราการรอดท่ีวันท่ี 3, 30, 60 และ 90 วัน เทากับ 0.19±0.12, 0.28±0.25, 0.04±0.08 และ                       

0.28±0.18 เปอรเซนต ตามลําดับ สวนคีโตเซอรอสท่ีแชแข็งดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีระดับเขมขน 10%         

มีอัตราการรอดท่ีวันท่ี 3, 30, 60 และ 90 วัน เทากับ 0.22±0.15, 0.11±0.20, 0.19±0.15 และ                       

0.09±0.13 เปอรเซนต ตามลําดับ (ภาพท่ี 3-11) เม่ือเปรียบเทียบคาเฉล่ียอัตราการรอดของคีโตเซอรอส         

ทางสถิติพบวา ท่ีระดับเขมขนไดเมทิลซัลฟอกไซด 5% คีโตเซอรอสท่ีแชแข็งท่ีเวลา 3, 30 และ 90 วัน มี                 

อัตราการรอดแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ (p>0.05) แตมีอัตราการรอดสูงกวา คลอเรลลาท่ีแชแข็งท่ีเวลา       

60 วัน อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) สวนคีโตเซอรอสท่ีแชแข็งดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีระดับเขมขน 10%           

สาหรายท่ีแชแข็งทุกชวงเวลามีอัตราการรอดแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ (p>0.05) 
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ภาพท่ี 3-11 อัตราการรอดของคีโตเซอรอสท่ีเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายแชแข็งไดเมทิลซัลฟอกไซด 5 

และ 10%  

ตัวอักษรท่ีตางกันบนเสนกราฟแสดงวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95   

เปอรเซนต 

 

เม่ือเปรียบเทียบอัตราการรอดของคีโตเซอรอสแยกตามระดับความเขมขนของสารละลายแชแข็ง

ไดเมทิลซัลฟอกไซดและชวงเวลาท่ีเก็บรักษาเซลล (ภาพท่ี 3-12) พบวาการเก็บรักษาเซลลคีโตเซอรอสทุก     

ชวงเวลา สาหรายท่ีแชแข็งดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีระดับเขมขน 5 และ 10% มีอัตราการรอดแตกตาง         

อยางไมมีนัยสําคัญ (p>0.05) 
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ภาพท่ี 3-12 อัตราการรอดของคีโตเซอรอสท่ีเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายแชแข็งไดเมทิลซัลฟอกไซดท้ัง 

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   การศึกษาผลของชนิดสาหรายขนาดเล็ก ชนิดสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งตออัตราการ

รอดของเซลลสาหรายขนาดเล็กท่ีเก็บรักษาเซลลดวยวิธีการแชแข็ง 

 

จากการวิเคราะหปฏิสัมพันธ (interaction) ระหวางชนิดสาหราย และชนิดของสารปองกันการ     

เกิดผลึกน้ําแข็งกับอัตราการรอดของสาหรายภายหลังการแชแข็ง พบวามีปฏิสัมพันธระหวางชนิดสาหราย   

และชนิดของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) แสดงวาอัตรารอดของสาหราย   

แตละชนิดเหมาะกับชนิดสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งแตกตางกัน 

จากผลการทดลอง เม่ือเปรียบเทียบชนิดการปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งกับสาหรายคลอเรลลา   

สาหรายคลอเรลลามีอัตรารอดสูงเม่ือเก็บรักษาเซลลดวยสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท้ังสองชนิด โดยท่ี 

สาหรายคลอเรลลาท่ีเก็บรักษาเซลลดวยสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งดวยสารละลาย DMSO มีอัตรา   

การรอดสูงเม่ือเปรียบเทียบกับการเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายกลีเซอรอล แสดงวาสาหรายคลอเรลลา 

เหมาะในการเก็บรักษาเซลลดวยสารละลาย DMSO สอดคลองกับการศึกษาของ Tzovenis et al. (2004)             

ท่ีรายงานวาสารละลาย DMSO สามารถเก็บรักษาเซลลคลอเรลลาได สารละลาย DMSO เปนสารปองกัน         

การเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีสามารถแทรกซึมเย่ือหุมเซลลได สารละลาย DMSO จะทําใหอัตราการเกิดน้ําแข็ง     

หรืออัตราการแข็งตัวของ cytoplasm ชาลง โดยเม่ือสารละลาย DMSO ซึมเขาไปในเซลลจะทําให         

จุดเยือกแข็งของของเหลวภายในเซลลลดต่ําลง ทําใหเซลลมีอัตราการรอดสูงข้ึน (McLellan, 1989;       

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

เขาไปในเซลลทําใหเกิดความเปนพิษตอเซลลสาหราย ในขณะท่ีสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีไม 

แทรกซึมผานเย่ือหุมเซลล เชน polyvinylpyrrolidone (PVP) และ polyethylene glycol (PEG) จะมี               

ความเปนพิษตอเซลลนอยกวา แตประสิทธิภาพในการปองกันเซลลจากผลึกน้ําแข็งจะต่ํากวาดวย   

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

เม่ือมีการเก็บรักษาเซลลสาหรายคีโตเซอรอส ดวยสารละลาย DMSO และกลีเซอรอล อัตราการ       

รอดต่ํามาก แสดงวาท้ังสารละลาย DMSO และกลีเซอรอลยังไมเหมาะสมในการเก็บรักษาเซลลสาหรายคี     

โตเซอรอส ในขณะน้ีสาหรายเตตราเซลมิสท่ีทําการเก็บรักษาเซลลดวยสารละลาย DMSO มีอัตราการรอด     

คอนขางต่ํา สวนสาหรายเตตราเซลมิสท่ีทําการเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายกลีเซอรอล มีอัตราการรอด   

คอนขางสูง แสดงใหเห็นวาโดยสารละลายกลีเซอรอลมีความเหมาะสมในการเก็บรักษาเซลลสาหรายเตตรา 

เซลมิส เชนเดียวกับการศึกษาของ มานิตา (2552) พบวาการเก็บรักษาเซลลสาหราย  Spirulina           

platensis ดวยสารละลายกลีเซอรอล ทําใหสาหราย  S. platensis มีอัตรารอดสูงท่ีสุด ในขณะท่ี Tayler               

and Fletcher (1999) รายงานวาเม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการปองกันเซลลสาหรายระหวางสาร     
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ปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งชนิดท่ีแทรกซึมผานเย่ือหุมเซลลท่ีประกอบดวยสารละลาย DMSO กลีเซอรอล     

และเมทานอล พบวาสารละลายกลีเซอรอลมีประสิทธิภาพต่ําท่ีสุด 

ขนิดของสาหรายท่ีแชแข็งมีผลตออัตราการรรอดเน่ืองจากโครงสรางเย่ือหุมเซลลของสาหราย

แตละชนิดแตกตางกัน การยอมใหสารปองกันการแชแข็งผานเขาสูเซลลไดแตกตางกัน และความแข็งแรง   

ของเย่ือหุมเซลลของสาหรายแตละชนิดแตกตางกันจึงทําใหอัตราการรอดของสาหรายแตละชนิดแตกตาง

กันเม่ือทําการเก็บรักษาเซลลดวยการแชแข็ง (Hubalek, 2003)  

ผลจากการศึกษาคร้ังน้ีแสดงใหเห็นวาสารละลาย DMSO มีความเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษา   

เซลลสาหรายคลอเรลลา ในขณะท่ีสารละลายกลีเซอรอล เหมาะสมสําหรับสําหรับการเก็บรักษาเซลล     

สาหรายเตตราเซลมิส  

การทดลองท่ี 2   การศึกษาความเขมขนสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งตออัตราการรอดของเซลลสาหราย

ขนาดเล็กท่ีเก็บรักษาเซลลดวยวิธีการแชแข็ง 

 

เม่ือทําการเลือกสารละลาย DMSO สําหรับการเก็บรักษาเซลลสาหรายคลอเรลลา และเลือก     

สารละลายกลีเซอรอลสําหรับการเก็บรักษาเซลลสาหรายคีโตเซอรอส และเตตราเซลมิส แลวทําการ   

เปล่ียนแปลงระดับความเขมขนของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีระดับ 5 และ 10 เปอรเซ็นต  

สาหรายคลอเรลลาท่ีเก็บรักษาเซลลดวยความเขมขนของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ี 5   

เปอรเซ็นต มีอัตราการรอดสูงกวาสาหรายท่ีเก็บรักษาเซลลดวยสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีระดับ 10     

เปอรเซ็นต สาหรายคีโตเซอรอสท่ีเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายกลีเซอรอลท้ังสองระดับ มีอัตราการรอด   

ไมแตกตางกัน ในขณะท่ีสาหรายเตตราเซลมิสท่ีเก็บรักษาเซลลดวยสารละลายกลีเซอรอลท่ีระดับความเขม 

ขน 5 เปอรเซ็นต มีอัตราการรอดสูงกวาสาหรายท่ีเก็บรักษาเซลลดวยสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ี     

ระดับ 10 เปอรเซ็นต สอดคลองกับการศึกษาของ มานิตา (2552) ท่ีพบวาสาหราย  Spirulina platensis                 

มีอัตราการรอดดีท่ีสุด เม่ือเก็บรักษาเซลลดวยกลีเซอรอลท่ีความเขมขน 5% โดยมีอัตราการรอดสูงสุด     

เทากับ 30.63% สูงกวาการเก็บรักษาเซลลดวยกลีเซอรอลท่ีความเขมขน 10 และ 15% และ Tanniou et                 

al. (2012) พบวาสาหราย  Haslea ostrearia ท่ีแชแข็งดวยกลีเซอรอลท่ีความเขมขน 5% มีอัตราการรอด             

สูงกวาสาหรายท่ีแชแข็งดวยกลีเซอรอล 10% เม่ือเพ่ิมความเขมขนของกลีเซอรอลมากข้ึนอัตราการรอด   

ของสาหรายจะลดลง (มานิตา, 2552; Tanniou et al., 2012) ซ่ึงความเขมขนสารปองกันการเกิดผลึกน้ํา             

แข็งท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาเซลลสาหรายท่ัวไป จะมีความเขมขนอยูในชวง 5-10% (Taylor and         

Fletcher, 1999) ความเขมขนของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีสูงข้ึนจะทําใหความเปนพิษตอเซลล   

สาหรายมากข้ึนตามระดับความเขมขน (Joseph et al., 2000; Tanniou et al., 2012) ซ่ึงมีผลทําให                 

อัตราการรอดลดต่ําลง การใชสารละลาย DMSO ความเขมขนสูงในการแชแข็งเซลลทําใหความเปนพิษตอ     

เซลลสาหรายสูงข้ึนตามระดับความเขมขน (Joseph et al., 2000; Tanniou et al., 2012) ซ่ึงอาจสาเหตุ                 

ท่ีทําใหสาหรายท้ังคลอเรลลา คีโตเซอรอส และเตตราเซลมิส ท่ีเก็บรักษาเซลลท่ีระดับความเขมขน 10% มี         

อัตรารอดต่ํากวาสาหรายท่ีเก็บรักษาเซลลท่ีระดับความเขมขน 5% 
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การใชสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งตาง ๆ มีผลตออัตราการรอดของสาหรายโดยตรง เน่ืองจาก     

สารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งสวนใหญรวมท้ังกลีเซอรอล ทําใหเกิดความเปนพิษตอสาหรายท่ีนําไปแช   

(Hubalek, 2003) การใชสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีระดับความเขมขนสูงความเปนพิษตอเซลล   

สาหรายจะสูงข้ึนตามระดับความเขมขน Joseph et al. (2000) พบวาการแชเซลลสาหราย  Chlorella             

marina ดวยสารละลายกลีเซอรอลท่ีระดับความเขมขน 0-40% จะทําใหเซลลมีอัตราการรอดสูงสุดอัตรา     

การรอดของสาหรายลดลงตามความเขมขนของสารละลายกลีเซอรอลท่ีเพ่ิมข้ึน เซลลสาหรายท่ีตายใน 

กระบวนการเก็บรักษาเซลลแบบแชแข็งอาจเกิดจากการเพ่ิมข้ึนของระดับสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งใน

เซลลสาหราย ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงแรงดันออสโมติกในระหวางการแข็งตัวของเซลลสาหราย   

(McLellan, 1989) รวมถึงการฉีกขาดของเย่ือหุมเซลลสาหรายระหวางของเหลวภายในเซลลสาหรายแข็ง   

ตัว การแข็งตัวของของเหลวภายในเซลลสาหราย ทําใหปริมาตรของเหลวภายในเซลลเพ่ิมข้ึน ผลึกน้ําแข็ง     

ท่ีเกิดข้ึนอาจทําใหเย่ือหุมเซลลฉีกขาดเปนเหตุใหอัตรารอดของสาหรายต่ําลง (Steponkus, et al., 1992;         

Day and Brand, 2005) 

 

การทดลองท่ี 3  การศึกษาผลของระยะเวลาเก็บรักษาเซลลตออัตราการรอดของเซลลสาหรายขนาดเล็กท่ี

เก็บเซลลดวยวิธีการแชแข็ง 

 

การศึกษาน้ีพบวาเม่ือทําการเก็บรักษาเซลลสาหรายดวยการแชแข็ง สาหรายแตละชนิดมีอัตรา 

การอดแตกตางกัน คลอเรลลามีอัตราการรอดสูงกวาคีโตเซอรอส โดยอัตราการรอดของคลอเรลลามีอัตรา   

การรอดสูงถึง 65.57% ซ่ึงเปนระดับท่ีสามารถนําไปใชไดในการเก็บรักษาสายพันธุสาหราย ในขณะท่ีคีโต     

เซอรอสมีอัตราการรอดต่ําเพียง 0.28% แสดงใหเห็นวาการใชสารละลายไดเมทิลซัลฟอกไซดเหมาะสม   

สําหรับการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายคลอเรลา แตอาจไมเหมาะสมสําหรับเก็บรักษาสายพันธุคีโตเซอรอส   

คลอเรลลาท่ีแชแข็งดวยสารละลายไดเมทิลซัลฟอกไซด 5 และ 10% มีอัตราการรอดแตกตางกันในชวง 30           

วันแรกของการเก็บรักษาเซลล ภายหลังวันท่ี 30 ของการเก็บรักษาเซลลพบวาอัตราการรอดของ       

คลอเรลลาท่ีแชแข็งดวยสารละลายไดเมทิลซัลฟอกไซดท้ังสองระดับความเขมขนมีอัตราการรอดไมแตกตาง

กัน สอดคลองกับผลการศึกษาของ Tzovenis et al. (2004) ท่ีรายงานวาไดเมทิลซัลฟอกไซดสามารถเก็บ           

รักษาเซลลคลอเรลลาได ขนิดของสาหรายท่ีแชแข็งมีผลตออัตราการรอดเน่ืองจากโครงสรางเย่ือหุมเซลล 

ของสาหรายแตละชนิดแตกตางกัน การยอมใหสารปองกันการแชแข็งผานเขาสูเซลลไดแตกตางกัน และ   

ความแข็งแรงของเย่ือหุมเซลลของสาหรายแตละชนิดแตกตางกัน ทําใหอัตราการรอดของสาหรายแตละ 

ชนิดแตกตางกันเม่ือทําการเก็บรักษาเซลลดวยการแชแข็ง (Hubalek, 2003)  

สารละลายไดเมทิลซัลฟอกไซดเปนสารละลายแชแข็งท่ีนิยมใชในการรักษาเซลลสาหรายขนาดเล็ก

หลายชนิด (Rhodes et al., 2006) ไดเมทิลซัลฟอกไซดเปนสารท่ีปองกันแชแข็งท่ีสามารถแทรกซึมเย่ือ         

หุมเซลลได ไดเมทิลซัลฟอกไซดจะทําใหอัตราการเกิดน้ําแข็งหรืออัตราการแข็งตัวของ cytoplasm ชาลง       

โดยไดเมทิลซัลฟอกไซดซึมเขาไปในเซลลจะทําใหจุดเยือกแข็งของของเหลวภายในเซลลลดต่ําลง ทําให 

เซลลมีอัตราการรอดสูงข้ึน (McLellan, 1989; Steponkus, et al., 1992; Tanniou et al., 2012) และ                     

ไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีซึมเขาไปในเซลลทําใหเกิดความเปนพิษตอเซลลสาหราย ในขณะท่ีสารปองกันการแช 
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แข็งท่ีไมแทรกซึมผานเย่ือหุมเซลล เชน polyvinylpyrrolidone (PVP) และ polyethylene glycol             

(PEG) จะมีความเปนพิษตอเซลลนอยกวา (Tzovenis et al., 2004; Tanniou et al., 2012) การใชได                   

เมทิลซัลฟอกไซดความเขมขนสูงในการแชแข็งเซลล ทําใหความเปนพิษตอเซลลสาหรายสูงข้ึนตามระดับ 

ความเขมขน (Joseph et al., 2000; Tanniou et al., 2012) ซ่ึงอาจเปนสาเหตุท่ีทําใหคลอเรลลาท่ีเก็บ                 

รักษาเซลลท่ีระดับความเขมขน 10% มีอัตรารอดต่ํากวาสาหรายท่ีเก็บรักษาเซลลท่ีระดับความเขมขน 5%       

ในขณะท่ีการศึกษาของ มานิตา (2552) และ Tanniou et al. (2012) พบวาการแชแข็งสาหราย                 

Spirulina platensis และ Haslea ostrearia ดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีระดับความเขมขน 10% มีอัตรา             

การรอดสูงกวาการแชแข็งสาหรายดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดท่ีระดับความเขมขน 5 และ 15% ในขณะท่ี         

Chow and Chow (1997) รายงานวาสาหราย Chlorella vulgaris ท่ีแชแข็งดวยสารละลายไดเมทิลซัล             

ฟอกไซดมีอัตราการรอดไมเปล่ียนแปลงในชวงท่ีมีการเก็บรักษาเซลลนาน 6 เดือน 

การเก็บรักษาเซลลสาหรายเปนระยะเวลานานพบวาอัตราการรอดลดลงตามระยะเวลาท่ีเพ่ิมข้ึน 

ในการศึกษาน้ี ระยะเวลาในการเก็บรักษาเซลลคลอเรลลาท่ี 3 และ 30 วัน อัตราการรอดของสาหรายอยู           

ในชวง 21.25-71.37% ในขณะท่ีถามีการเก็บรักษาเซลลสาหรายท่ีนานข้ึนท่ีระยะเวลา 60 และ 90 วัน             

อัตราการรอดของสาหรายต่ํามากอยูในชวง 8.22-24.99% การเก็บรักษาเซลลท่ีนานข้ึนทําใหอัตราการ   

รอดของเซลลสาหรายต่ําลง สอดคลองกับรายงานของ มานิตา (2552) ท่ีรายงานวาสาหราย S. platensis             

สามารถเก็บรักษาเซลลท่ีอุณหภูมิ -80 °C ไดนาน 3 เดือน อัตราการรอดของสาหรายจะลดลงตามระยะ           

เวลาการเก็บรักษาเซลลสาหรายท่ีนานข้ึน 

การศึกษาคร้ังน้ีไมประสบความสําเร็จในการเก็บรักษาเซลลคีโตเซอรอสในสารละลายไดเมทิลซัล

ฟอกไซดท้ังสองระดับความเขมขน ท่ีอุณหภูมิ -20 °C ซ่ึงแตกตางจากรายงานของ Rhodes et al. (2006)                 

ท่ีประสบความสําเร็จในการเก็บรักษาสาหรายหลายชนิดท่ีใชในการเพาะเล้ียงสัตวน้ําไดแก  Chaetoceros   

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

ดวยสารละลายไดเมทิลซัลฟอกไซด ท่ีอุณหภูมิ -196 °C ผลการศึกษาท่ีแตกตางกันอาจเกิดจากสภาพใน       

การศึกษาหลายปจจัยแตกตางกัน เชน อัตราการลดอุณหภูมิกอนนําสาหรายไปแชแข็ง อัตราการละลายน้ํา     

แข็งเพ่ือนําสาหรายมาเพาะเล้ียง รวมถึงอุณหภูมิท่ีใชในการเก็บรักษาเซลล 

 

สรุปผลการทดลอง 

1. สารละลาย DMSO เหมาะสมสําหรับการใชเปนสารปองกันการแชแข็งในการเก็บรักษาสายพันธุ

สาหรายคลอเรลลา แตไมเหมาะสมในการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายคีโตเซอรอส และเตตราเซลมิส 

2. สารละลายกลีเซอรอล เหมาะสําหรับการเก็บรักษาเซลลสาหรายเตตราเซลมิส 

3. ความเขมขนท่ีเหมาะสมในการใชเก็บรักษาสายพันธุสาหราย ควรใชสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ี

ระดับความเขมขน 5 เปอรเซ็นต 

4. การเก็บรักษาเซลลสาหรายใหมีอัตรารอดสูงควรเก็บไมเกิน 30 วัน การเก็บรักษาเซลลสาหรายสามารถ

เก็บไดนาน 90 วัน การเก็บรักษาเซลลยาวนานข้ึนทําใหอัตราการรอดของสาหรายลดลง 
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ขอเสนอแนะ 

1. ควรมีการศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายโดยวิธีการแชแข็ง 

2. ควรมีการศึกษาปจจัยท่ีเหมาะสมในสาหรายชนิดอ่ืนท่ียังมีความสําคัญในการเพาะเล้ียงสัตวน้ํา  

 

คุณคาและประโยชนของผลผลิตการวิจัย 

การศึกษาน้ีมุงเนนพัฒนาเทคนิคการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายดวยการแชแข็งท่ีอุณหภูมิ -20   

องศาเซลเซียส โดยทําการศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการเก็บรักษาสายพันธุ ประกอบดวย ชนิดของสาหราย       

ชนิดของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง ความเขมขนของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็ง และระยะเวลาท่ี   

ใชในการเก็บรักษาสายพันธุสาหราย ซึงผลการศึกษาสามารถนํามาประยุกตใชในหนวยงานท่ีมีการเพาะ 

เล้ียงสาหรายไดโดยตรง 

 

แนวทางการนําผลการวิจัยไปใชประโยชน และ/หรือพัฒนาตอยอด 

ผลงานวิจัยจะเปนขอมูลประกอบสําหรับการพัฒนาเทคนิคการเก็บรักษาสายพันธุสาหรายท่ี

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใหสามารถเก็บรักษาสายพันธุสาหรายขนาดเล็กได 

 

   



 

33 

ผลผลิต (Output) 

 

บทความวิจัยท่ีตีพิมพเผยแพร 

 

ชลี ไพบูลยกิจกุล, มะลิวัลย คุตะโค, รชนิมุข หิรัญสัจจาเลิศ, ศศิฬา ฉิมพลี และ เบ็ญจมาศ ไพบูลยกิจกุล. 

(2560). ผลของความเขมขนของกลีเซอรอลและระยะเวลาในการเก็บรักษาตออัตราการรอดของ

สาหราย  Chlorella  sp. โดยวิธีแชแข็ง.  แกนเกษตร  45 ฉบับพิเศษ 1: 859-864. 

 

ชลี ไพบูลยกิจกุล,  มะลิวัลย คุตะโค,  รชนิมุข หิรัญสัจจาเลิศ และ เบ็ญจมาศ ไพบูลยกิจกุล. (2560). ผล

ของความเขมขนของไดเมทิลซัลฟอกไซด และระยะเวลาการเก็บรักษาเซลลตออัตราการรอดของ

สาหรายขนาดเล็กดวยวิธีแชแข็ง.  237-244 น.  การประชุมวิชาการสาหรายและแพลงกตอนแหง

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

เลขที่โครงการระบบบริหารงานวิจัย (2560A10801012) สัญญาเลขที่ 126/2560 

โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายไดจากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผนดิน) 

ประจําปงบประมาณ พ.ศ. 2560  

มหาวิทยาลัยบูรพา 
 

ช่ือโครงการ  การแชแข็งหัวเช้ือสาหรายขนาดเล็กสําหรับฟารมเพาะเล้ียงสัตวน้ําเชิงพาณิชย 

ช่ือหัวหนาโครงการผูรับทุน / ผูวิจัย  ผศ. ดร. ชลี ไพบูลยกิจกุล  

รายงานในชวงต้ังแตวันท่ี 1 ตุลาคม  2559  ถึงวันท่ี  30  กันยายน  2560 

ระยะเวลาดําเนินการ 2 ป ต้ังแตวันท่ี 1 ตุลาคม  2558  ถึงวันท่ี  30  กันยายน  2560 
 

รายจาย 

หมวด  งบประมาณรวมท้ัง

โครงการ 

คาใชจาย 

งวดปจจุบัน 

คงเหลือ  

(หรือเกิน) 

1. คาตอบแทน  82,450  40,000  - 

2. คาจาง  270,000  90,000  - 

3. คาใชสอย  140,990  70,990  - 

4. คาวัสดุ  318,000  160,000  - 

5. คาใชจายอ่ืนๆ  -  -  - 

คาธรรมเนียมอุดหนุนสถาบัน  90,160  40,110  - 

รวม  901,600  401,100  - 

จํานวนเงินท่ีไดรับและจํานวนเงินคงเหลือ 

จํานวนเงินท่ีไดรับ 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 

 

 

ลงนามหัวหนาโครงการวิจัยผูรับทุน 

วันท่ี 30 มิถุนายน 2561 
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ภาคผนวก ก 

1. ผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติการทดลองท่ี 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. ผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติการทดลองท่ี 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. ผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติการทดลองท่ี 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) 
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       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 



 

67 

   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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