
บทท OO

อุปกรณและวิธีการ

1. อุปกรณ*เละสภาวะ'ท'ใช่ใ'นการทดลอง

1.1  การเตรียมอุปกรณเครื่องแก้วทใร1ใ'นการเลยงแนลงกดอนนช
ปีวดเแก้วที่ใช่ในการเนาะเลืยงและอุปกรณเครีองแก้วลืน  ๆ ต้องผ่านการ 

ทาความปะอาดด้วยนํ้ายาล้างแก้ว ( l iq u id  d e te rg e n t)  แช่ในกรดเกลือ (HCl)ความเข้มข้น 
10 เปอรเชนต ล้างให้สะอาดต้วยนำ และดามต้วยนำกลั่นอย่างน้อย 2 ครัง อุปกรณทุกอย่างต้อง 
ปลอดเธีอด้วยการอบความดันไอนำ (A utoclave) ฑึอุณหภูมิ 121 องสาเชลเชยส ภายใต้ความ 
ดัน 1.25 ปรรยากาส เน้นเวลา 30 นาท แล้วอบให้แห้งด้วยไอร้อน (h e a t d ry )

1.2 การ เ ตรียมนำทะเ ล
น้ําทะเลสำหรับท่ีจะใช่เน้นนำ เลืยงน็น ใช่นำทะ เลธรรมชาติฑึนำมาเ ก้บไว 

ในที่มืดเน้นเวลานาน แล้วกรองนํ้าทะเลผ่านแผ่นกรอง GF/C ปรับความเค็มให้เท่ากับ 30 ส่วน 
ใน•พนส่วน ด้วยน้ํากล่ัน แล้วเก็บไว้ในภาชนะนลาสติกท่ีมืฝานิดมิดช่ด นำทะเลที่ใช่ในการเตรียมนำ 
เลืยงแนลงก็ตอIJจะเน้นใททะเลที่เก็บมาในคราวเดียวกันใช่ตลอดการทดลอง

1 .3  สารอาหาร
สารอาหารที่ใช่ในการเนาะเลืยงแพลงก็ตอน เตรียมจากสูตรอาหาร 

m od ified  T l (Dr. T akash i Ish im aru , ติดต่อส่ว14ตัว, 1987) ช่งประกอบไปด้วยสาร 
ประกอบต่าง  ๆ หลายชนิด โดยการเตรียมสารประกอบแต่ละตัวแยกเน้นสารละลายเริ่มต้นเล้วทำ 
เน้นสารละลายผสมชนิดเข้มข้น (s to c k  s o lu t io n )  ท่ีมืดวามเข้มข้นปีององค็ประกอบดังนิ
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m o d ified  T l

1. T ris-H C l b u f f e r  (pH 8 .0 ) 5 .0 โมลาริ
2. NaNO 3 1.0 โมลาริ
ร. NaH PO 0 .1 โมลาริz  ง.
4. Fe-EDTA 0.005 โมลาริ
5. Mixed V itam in S o lu tio n
6. Mixed T ra c e -m e ta ls  S o lu tio n

เดิมสำรละลายผสํมสํนิดเปิมธ้นนิ ปริมาตร 1 .0  นิลลิลิตร ลงในนํ้าทะเล 1 ลิตร

หมายเหต Mixed V itam in S o lu tio n

1. Thiam ine HCl 2 0 0 ม ิล ล ิกรัมต่อลิตร
2. B io tin 1 มิลลิกรัมต่อลิตร
3. Cyanocobalamin 1 นิลลิกรัมต่อลิตร

# * Mixed T race -m e ta l S o lu tio n

1. ZnSOÆ 0.001 โมลาริ
9L. • MnCl2 0 .01 โมลาริ
3. NaMoOa 0.0005 โมลาริ
4. o ๐ o 1—1 N 0 .0002 โมลาริ

5. CuSO/1 0.00001 โมลาริ
6 . EDTA (as  Naz s a l t ) 0 .024 โมลาริ

ปรับ pH เป็า-เ 10.0  แล้วต้มสำรละลายที่ได้เป็นเวลา 30 นาท
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ตามหลักการ การสร้างสูตรอาหาร m od ified  T l ในส่วนปีอง Mixed T race -m e ta l 
S o lu tio n  น้ันอัตราส่วนปีอง EDTA ต่อธาตุ'โลหะปริมากณ้อย (C h e la te -m e ta l mole r a t i o )  
เตรียมให้มิอัตราส่วนเท่ากับ 2 :1

1 .4  การเตรียมตู้ควบคุมสภานแวดล้อมส่าหรับการเนาะเลียงในการทดลอง
ได้ลัดสภานแวดล้อมภายในตู้บ่มเซ่อ (In c u b a to r)  ไห้ดงท่ีตลอดการ

ทดลองไว้ดังนี

-  ควบคุมอุณหภูมิให้อยู่ในซ่วง 30+1 องศาเซลเรัยส
-  ปริมาณความเ ปีมแสงจากหลอดภูลออเ รสเซ็นต่ท่ีให้แสงสีปิาวเย็น (co o l 

w h ite  f lu o r e s c e n t)  โดยปรับระยะไห้ขวดเนาะเลียงเซลฺลีได้รับแสงที่มิ 
ความเปีมแสงประมาณ 4 ,000 ลักรั

-  ปรับซ่วงเวลาที่แนลงกตอนนซไร้ในการลังเคราะหแสง ซ่างเวลาสว่างต่อซ่วง 
เวลามิด (L ig h t ะ Dark c y c le ;  L ะ D) เท่ากับ 14 ะ 10 รัวโมง

1.5  การเตรียมแนลงกตอนนซส่าหรับใร้ไนการทดลอง
แนลงกตอนนืซท่ีไร้ในการทดลองคอไดโนแปลก เ จล เลตซนํด P rorocen trum  

mican รังแยกได้จากนำทะเลธรรมซาติ บริเวณซายส์งแหลมแท่น จังหวัดซลบรี ในเดือนมิถุนายน 
น. ศ .2530 นำมาเนาะเลียงในห้องปฏิบัติการเนาะเลียงแนลงกตอนมิซ ภาควิซาวิทยาศาสตรีทาง 
ทะเล คณะวิทยาศาสตรี จฟ้าลงกรรีมหาวิทยาลัย โดยทำการแยกเซลลีเดี่ยว  ๆ แล้วเริ่มด้นเนาะ 
เลยงจากเซลลเดืยวแบบปลอดเซ่อ (c lo n a l  a x en ic  c u l tu r e )  ตามวิธการ I s o la t io n  
and P u r i f i c a t i o n  f o r  m ic r o f la g e l l a te  and n annop lank ton  (G u i l la rd ,  
1973a) การปฏิบัติทุกข้ันตอนทำในสภานปลอดเซ่อ ( a s e p t ic  te c h n iq u e )

1 .6  การเตรียม s to c k  c u l tu r e  และวิธการเนาะเลียงเซลลีในการทดลอง 
การเตรียม s to c k  c u l tu r e  เมิอเนิ่มปริมาณเซลลีส่าหรับใรัในการ 

ทดลองเริ่มจากการเตรียม'นาเลียงแนลงกตอนนานำทะเลที่เตรียมไว้ตามขอ 1.2 เติมสารละลาย
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T ris-H C l b u f f e r  ในอัตราส่วน 1 .0  มิลลิลิตร ในนำทะเล 1 ลิตร เนอน้องกันการดกตะกอน 
ของเกลือในนำทะเล และสารอาหารทเตรียมแยกไว้แด,ละชนิด บรรลุลงในขวดแก้ว ( v ia l )  นำ 
ไปฆ่าเข้อลุลินทรีย็ด้วยการอบความดันไอนํ้าตามสภาวะดังกล่าวข้างต้น เนินเวลา 20 นาที แล้ว 
ปล่อยทีงไว้ใหัเย็นเนินเวลาไม่น้อยกว่า 24 ข้วโมง หลังลากนั้นเติมสารละลายตามสตรอาหาร 
m od ified  T l ลงในนำทะเล โดยกระทำภายใต้ด้ถ่ายเข้อที่ผ่านการฆ่าเข้อจุลลินทรีย็แล้วด้วยแสง 
อลตราไวโอเลต เนิอป้องกันการปนเปีอ'น (co n tam in a tio n )

สารละลายที่เนินองคประกอบในสูตรอาหาร m od ified  T l โดยเฉนาะ Mixed 
V itam in S o lu t io n  สามารถทำให้ปลอดเข้อไต้ด้วยวิธีการอบความดันไอนำ (a u to c la v e )  
(Brand, รนทd a  และ G u il l a n d ,1983) โดยท่ีไวตามินท้ัง 3 ชนิดจะไม่ถูกทำให้สูณฺเลืยสภาน 
(decompose) คือละคงสภานอยู่ไต้ในสารละลายทีมิสภานเนิแกรด (M clachlan , 1973 )

หลังจากเตรียมนำเลืยงแนลงกตอนตามปีบวliการข้างต้นนิแล้วทำการก่ายเข้อ Id_ micans 
ทีเตรียมไว้ตามข้อ 1 .5  ลงในนำเลียงให้มิปรีมาณเซลลืเริ่มต้น ( i n i t i a l  c o n c e n tra t io n )
ทีไข้ในการทดลองประมาณ 480-560 เชลล่ต่อมิลลิลิตร นิง-ลากการศ1กษ'าเทีองต้น'ใต้นบ'ว่าเนิน 
ความหนาแน่นทีเหมาะสมในการแสดงแบบแผนการเจรทุทติบโต (g ro th  p a t te r n )  ของ Id 
m icans โดยทำในตัก่ายเข้อแล้วนำไปเนาะเลียงในด้บ่มทีลัดเตรียมสภานแวดล้อมตามทีกล่าว
แล้วข้างต้น

ทำการล่มตัวอย่างเซลลีที่เลียงไว้มาวัดการเจรีฌทุกวัน ที่เวลาเดยวกั'นด้วยเครื่อง 
f lu o ro m e te r  นิงลัดเนินอีกวิธีหนงในการประเมินผลผลิต (biom ass) ของแนลงกตอนนืชโดย 
วิธีวิเคราะห้หาปรีมาณรงควัตถุ (p igm ent) ภายในเซลลืคือ คลอโรนิลด เอ นิงอาสืยหลักการ 
ของ f lu o re s c e n c e  e f f e c t  ทีว่า คลอโรนิลด เอ สำมารถท่ีละปลดปล่อยแสงสืแดงออกมาไต้ 
หลังลากทีได้รับการกระตุ้นด้วยแสงลีนำเงิน (Breemen, 1982) ในการทดลองนิละเนินการวัด 
แบบ in  v iv o  f lu o re s c e n c e  ตามวิธีการของ Brand, G u i l la rd  และ Murphy (1981) 
หลังจากนันดองเซลลีด้วย'ฝอรีมาลีนท่ีมิความเข้มข้น 5 เปอรีเซนต แล้วนำไปวัดการเนิ่มจำนวน 
ด้วยวิธีการนับจำนวนเซลล่ ( c e l l  c o u n tin g  measurement) ด้วยกล้องลุลฑรรสนํโดยใข้ 
S edgw ick -R afte r c o u n tin g  chamber เนิฮเปรียบเทียบและหาความส้ม'พันธีระหว่างค่าการ
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เจริณูที่อ่านได้จาก f lu o ro m e te r  ( ธีงเป็นเครีองตรวจวัดทีดัดแปลงและชรางปีนโดย Dr. 
Ish im aru ) กับค่าจำนวนเชลลีที่ได้จากการนับเชลลีเนอใข้เป็นข้อมูลมาตรฐาน (S ta n d a rd iz e d  
c a l i b r a t i o n  cu rve) เมอต้องการทราบค่าจำนวนเชลลโดยการประมาท!จากค่าที่วัดได้ด้วย 
เครือง f lu o ro m e te r  ( f lu o re s c e n c e  number)

2. วิธีการทดลอง

2 .1  การทดลองเบืองต้นเนิ่อเปรียบเทียบอัตราการเจริกุเปีฮงเชลลี I t  m icans 
เมอทำการเนาะเลยงเชลลใน'นาทะเลธรรมชาติที่ถูกนำไปฆ่าเธีอและไม่ได้เติมชารอาหารกับเมอ 
เลียงในน่าเลียงเชลลีทีเติม ชารอาหารตามสู'ดรอาหาร m o d ified  Tl

2 .2  ทดลองหาระดับอัตราส่วนปิอง EDTA ต่อผล'รวมปีองธาตุ'โลหะปริมาณนํฮย 
(c h e la te -m e ta l  mole r a t io )  ที่เหมาะชมต่อการเจริณูปีองเชลลี Ft m icans โดยทำการ 
เนาะเลียงเชลลีด้วยชูตรอาหาร m o d ified  T l โดยในส่วนปิอง Mixed T ra c e -m e ta ls  
s o lu t io n  ทำการแปรผันอัตราส่วนปีอง EDTA กับผลรวมของธาตุโลหะปริมาก!น้อยเป็น 3 :1 , 
5 :1 , 10:1 , 15:1 และ 20:1 ตามลำดับ เปรียบเทียบกับหน่วยทดลองทีเนาะเลียงเชลลีใน 
ชูตรอาหาร m od ified  T l เป็นหน่วยทดลองควบคุม (c o n tro l  u n i t )

2 .3  ทดลองหาระดับความเข้มปีนปีองธาตุโลหะปริมาก!น้อย ได้แก่ สืงกะลี 
แมงกานีช โมลีบตินัม โคบอลด และทองแดงที่เหมาะชมต่อการเจริท)ของ P. m icans โดยทำ 
การเนาะเลียงเชลลีด้วยชูตรอาหาร m o d ified  T l โดยในส่วนปีอง Mixed T ra c e -m e ta ls  
s o lu t io n  ทำการแปรผันความเข้นข้นของธาตุโลหะปริมาท!น้อยท้ัง 5 ชนิด ใหัเน่ิมปีนไปนริอม  ๆ
กัน ในร ะดับ 2 เท่า 4 เท่า 6 เท่า 8 เท่า และ 10 เท่าตามลำดับ โดยใชอัตราส่วนของ 
EDTA ต่อ ธาตุโลหะปริมาก!น้อย คงท่ี ตามผลการทดลองที่ไต้จากการทดลองในข้อ 2 .2  เปรียบ 
เทียบกับหน่วยทดลองที่เนาะเลียงเชลลีในชตรอาหาร m o d ified  T l เป็นหน่วยทดลองควบคุม

2 .4  สืกษาผลของ Selenium  ต่อการเจริณูปีองเชลลี Ft m icans โดยทำ 
การเนาะเลียงเชลลีด้วยสํตรอาหาร m o d ified  T l ทำการเปรียบเทียบระหว่างการใส่ S e le n ic
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a c id  และไม่'ใส่ S e le n ic  a c id

3. การวิเคราะหข้อมูล

ทุกปีนตอนทำการทดลอง 3 ส่า โดยล่มตัวอย่างเชลลที่เลียงไว้มาวัดการเจรืณทุกวันฑ
เวลาเดียวกัน ด้วยเครือง F lu orom eter นำผลการเจริณูฑวัดได้ไปคำนวณหาค่าอัตราการเจรืถุ]
และทำการวิเคราะห เปรืยบเฑยบทางลถิดีต่อไป

3 .1  การคำนานหาอัตราการเจริณุ (Growth r a te )
จากข้อมูลการเจรืณูนำมาเปียนกรานการเจรืท] (grow th curve) แลดง 

ความอัมพนธีระหว่างค่า log  จอง f lu o re s c e n c e  number กับเวลาเป็นวัน แล้วคำนวณหา 
อัตราการเจรืทุเจากความอัมพันธีดังกล่าวโดยเลอกส่วงปีองการเจรืรไ]ทํอยู่ในระยะ e x p o n e n tia l  
phase โดยวิธีลมการถดสอยกำลังลอง (By le a s t - s q u a r e  f i t  o f a  s t r a i g h t  l in e

9J

to  th e  d a ta ,  lo g a r i th m ic a l ly  tra n s fo rm e d  ) (G u i l la rd ,  1973) ตามลมการดังน

N ะะ No e
log N = log No + KQ. t  lo g (e )
log (e) = 0.4343
log N = log  No + 0.4343 Ka . t
Ke

= (0.6931) k
log N = log No + (0 .4343) (0 .6931) k . t
log N = log No + 0.3010 k . t
k = 3.322 Kt 0
log N = log No + (0 .3010) (3 .322) K10 . t
log N = log No + 0.999922 K 10. t
log N = log No + K . tio

จาก
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แทนค่า N ด้วย F l 
log  F l log  F lo  + K10. t

เมือ F l = ด่าการเจริญฑอ่ลนได้จาก f lu o ro m e te r  ( f lu o re s c e n c e  number) 
K = อัตราการเจริญ

เวลา

ส่วนเวลาที่ใifไนการเนิ่มจำนว!แชลลให้ได้เป็นลองเท่า (D oubling Time) ด่านวณ 
ได้จากลมการ

D.T. = log  2 /  K วัน

3 .2  การวิเคราะห้ความแตกต่างชองอัตราการเจริญ

เ ปริยบเทียบด่าเ ฉลี่ยอัตราการ เ จริญชอง เชลลโดยใรลถติการวิเ คราะห้ 
โควาเริยนช (A n a ly s is  o f c o v a rian c e )  ตามวิธชอง Zar (1974) ตามตารางวิเคราะห 
โควาเรือน•ส่ ดังนี
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ตารางวิเคราะหโควาเรียนรีแบบเปรียบเทียบรีเกรช#นมากกว่า 2 ค่า

so u rc e 2 X2 s x y 2 y2 R esid u a l ss R esid u a l DF

R eg ress io n  1 A1 B1 c 1 รร1= C1- ( B 12/A 1)
2

DF1= ท1-2
R eg ress io n  2 A2 B

2
c

2
ธร 0= C2-(B „ /A ) DF2= ท2-2

• • • • - •
- - * • - -
- • • •

2
-

R eg ress io n  k A B c ธร = c -(B  /A ) DF = ท -2
"P o o le d " re g re ss  ion

k k k k k k k
SS0= 5  SS 1

k k
DFr = S  (ท4- 2 )

k k k 2 k"Common"re g re s s io n A = É A B = 2 B c = ÉC ธร = C -(B  /A ) DF = รท  -k -1c j=1 i c j_1 i ° M 1 C  C  C  O c 1=1 1

To t e s t  f o r  d i f f e r e n c e s  betw een s lo p e  
Ho ะ B^- B2= . . . =  Bk 
Ha ะ A ll k B’s  a r e  n o t eq u a l 
F = C(SSc -SS ) /k -lH  /  CSSp /DFp ว 
S in ce  F 0 .0 5 (2 ) ,  k -1 , DFp

โดยตังสมมติรูาน ( n u l l  h y p o th e s is )  ว่าอัตราการเจรกุ]เฉลี่ยปีองเชลลี่ไมม«วาม 
แตกต่างกัน ฑระตับความเรีลม่ัน 95 เปอรีเชนต
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