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อ ุปกรณ ์และว ิธ ีการดำเน ินการว ิจ ัย

สายพันธุสาหร่าย

สาหร่ายดูนาลิเอสลา (Dunaliella salina) ที่ใช้ในการทดลองเป็นหัวเชื้อสายพันธุ 

DS91008 ซี่งเก็บรวบรวมจากนาเกลือจังหวัดสมุทรสงคราม (Sorawit Powtongsook, 1993) 

นำมาจำแนกชนิด แยกให้บริสุทธี้ และเก็บรักษาไวในห้องปฏิบัติการเป็นสายพันธุบริสุทธี้ 

(monoculture) ซ่ึงได้รับการดีกษาพบว่าเป็นสายพันธุท่ีมีความสามารถในการผลิตเบตาแคโรทีนได้ 

ดีท่ีสุด ดูนาลิเอลลาสายพันธุ DS91008 จากน้ันทำการเพาะเลี้ยงเพิ่มจำนวนเป็นสาหร่ายต้ังด้น 

(stock culture) เพี่อนำไปเลี้ยงแบบมหมวล (mass culture) ในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ 

(bioreactor) ต่อไป

ภาวะการเจริญและการเพาะเลี้ยง

อาหารเล้ียงสาหร่ายดูนาลิเอลลา (culture medium) ใช้สูตร J/1 medium ซ่ึงได้รับการ 

ดีกษาปรับภาวะเหมาะสมในระดับที่ชักนำให้สาหร่ายคูนาลิเอลลามีการสะสมเบตาแคโรทีนได้ดีที่ 

สุด (Borowitzka, 1988 อ้างโดย Sorawit Powtongsook, 1993) รายละเอียดสูตรอาหารเลี้ยง 

สาหร่ายดูนาลิเอลลาแสดงไว้ในภาคผนวก ข ปรับความเค็มระดับที่ด้องการโดยใช้เกลือแกง 

(โซเดียมคลอไรด้ (NaCl))

แสงท่ีใช้!ด้จากหลอดฟลูออเรสเซนด้มีหน่วยเป็นลักซ์ (lux) ปรับความเข้มแสงโดยการเปีด- 

ปดหลอดไฟให้!ด้ความเข้มแสงในระดับท่ีด้องการ วัดระดับแสงโดยใช้ลักซ์มิเตอร์ (luxmeter)

DIGICON รุ่น LX-50 ติดต้ังเคร่ืองต้ังเวลาปีดเปดไฟชนิด 24 ช่ัวโมงเพ่ีอการทดลองผลของคาบ 
การให้แสงในรอบวัน (diurnal cycle) แบบ สว่าง 12 ช่ัวโมง มีด 12 ช่ัวโมง และแบบให้แสงสว่าง 

ตลอด 24 ช่ัวโมง

เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการที่ควบคุมอุณหภูมิได้ด้วยเครื่องปรับอากาศ ปรับอุณหภูมิไม่ 

เกิน 25 องศาเซลเซียส ตั้งเวลาเปีดปดการทำงานของเครื่องปรับอากาศ โดยให้เปีดในเวลา 6.00 

นาฟ้กา และปดเวลา 18.00 นาฟ้กาของทุกวัน
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จำนวนเซลล์ของสาหร่ายวัดด้วยการนับโดยสีมาไซโตมิเตอร์ (haemacytometer) ส่องผ่าน 

ใต้กล้องจุลทรรศน์ โดยแต่ละตัวอย่างจะทำการนับ 4 คร้ัง แล้วนำมาหาค่าเฉล่ีย เพ่ือความถูกต้อง 

ย่ิงข้ึน จากน้ันนำมาหาค่าอัตราการเจริญ (specific growth rate) คำนวณจากสมการตังต่อไปน้ี

M =
In X 2 -  In X 1 

12 — /1

เมื่อ |1 คืออัตราการเจริญ, X2 และ Xj คือจำนวนเซลล์ของสาหร่ายท่ีนับในวันท่ี 2 (t2) 

และวันท่ี 1 (ถ ุ) ตามลำดับ

จากน้ันนำอัตราการเจริญท่ีไต้มาคำนวณเวลาการแบ่งเซลล์เป็นสองเท่า (doubling time) 

หรือ tg ซึ่งเป็นระยะเวลาที่เซลล์สาหร่ายที่ใซในการแบ่งตัวออกเป็นสองเซลล์ มีหน่วยเป็นวัน 

สามารถคำนวณไต้ดังน้ี

0 .6 9 3 1

เซลล์สาหร่ายดูนาลิเอลลาจะถูกเก็บตัวอย่างในช่วงการเจริญแบบทวีคูณ (exponential 

growth phase) และช่วงการเจริญแบบคงท่ี (stationary growth phase) เพ่ือนำมาหาปริมาณผล 

ผลิตรงควัตถุ ได้แก่ ปริมาณแคโรทีนอยต้รวม (total carotenoid) และคลอโรฟิลล์ (chlorophyll) 

โดยใช้คลอโรy|ลล์เอ (chlorophyll-a) เป็นตัวแทนของปริมาณคลอโรy]ลล์รวมในเซลล์

ปริมาณแคโรทีนอยต้รวมวีเคราะห์ไต้จากการสกัดเซลล์ดูนาลิเอลลาด้วยอะซิโตน 

(acetone) 90 °/o  และวัดด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer) รุ่น 

SPECTRONIC GENESIS 5 ที่ความยาวคลื่น 452 นาโนเมตร รายละเอียดการหาปริมาณ 

แคโรทีนอยด์รวมแสดงไวีในภาคผนวก ค

ปริมาณคลอโรฟิลลํวีเคราะห์ไต้จากการสกัดเซลล์สาหร่ายด้วยอะซิโตน 90% เช่นเดียวกัน 
แต่วัดท่ีความยาวคล่ืน 664 และ647 นาโนเมตร รายละเอียดการหาปริมาณคลอโรทิเลล์แสดงตัง

ภาคผนวก ง
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เคร ื่องปฏ ิกรณ ์ส ิวภาพ

เคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพ ทำจากท่อแก้วใสทรงกระบอก (vertical column) มีขนาดเส้นผ่า 

ศูนย์กลาง 5.4 เซนติเมตร สูง 80 เซนติเมตร ปริมาตรรวมประมาณ 1,250 มิลลิลิตร แผนผัง 

ระบบการทำงานและส่วนประกอบต่างๆ ของเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพแสดงดังรูปที่ 3.1 อาหาร 

เลี้ยงสาหร่ายจะถูกหมุนเวียนอยู่ภายในเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพด้วยระบบให้อากาศแบบพ่นจากด้าน 

ล่าง (air bubble) ฟองอากาศที่ได้จะมีลักษณะเล็กละเอียดโดยจะมีเส้นผ่าศูนย์กลางของฟองที่วัด 

จากบริเวณแผ่นแก้วพรุน (sintered glass plate) และบริเวณตอนบนของอาหารเล้ียงสาหร่ายใน 
เคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพ ประมาณ 20-60 และ 80-120 ไมครอน (เภท) ตามลำดับ แรงดัน 

อากาศได้จากปมลมชนิดอัดลัง (compressor air pump) และถังบรรจุก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 

โดยต่อท่อสายอากาศทั้งสองมารวมเข้าไว้ด้วยกันที่เครื่องปรับและมาตรวัดอัตราการไหลของ 

อากาศ (air flow meter adapter) เพ่ือนำอากาศมาใช้กับการทดลองเร่ืองผลของการผสมกับก๊าซ 
คาร์บอนไดออกไซด์ที่มีต่อระบบการเพาะเลี้ยง

การเต ิมก ๊าซ คาร ์บอนไดออกไซด ์ ( c o 2)

การผลิตสาหร่ายดูนาลิเอลลาในบ่อเปีดระดับใหญ่ต้องใช้แหล่งคาร์บอนอนินทริย์ 

(soluble inorganic carbon) ที่ต่อเน่ืองเพื่อรักษาการเจริญให้อยู่ในระดับสูง จึงจำเป็นต้องเติม 

คาร์บอนอนินทรีย์ซึ่งโดยทั่วไปจะอยู่ในร ูปของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ Ben-Amotz and AvTon 

(1989) สันนิษฐานว่าผลผลิตดูนาลิเอลลา 20 กรัมต่อตารางเมตรต่อวันจะต้องการคาร์บอน 

ไดออกไซด์เพ่ือรักษาผลผลิต (ประมาณว่าใช้ปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 50% ของน้ําหนัก 

แห้งปราศจากเก้า (ash-free dry weight, AFDW) ของสาหร่าย) เท่ากับ 20 X 0.5 X 44/12 = 

37 กรัมต่อตารางเมตรต่อวัน หรือ 37 กิโลกรัมต่อวันลำหรับหน่วยการผลิตระดับอุตสาหกรรม

1,000 ตารางเมตร ดังทั้นปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์อย่างน้อยท่ีสุดท่ีเติมในเครื่องปฏิกรณ์ 

ชีวภาพเท่ากับ 50% ของน้ําหนักแห้งปราศจากเก้าของสาหร่าย การวิเคราะห้หาน้ําหนักแห้ง
ปราศจากเก้าของสาหร่ายแสดงดังภาคผนวก จ

ขอบเขตการติกษา

การติกษาแบ่งออกเป็นสองช่วง โดยในช่วงแรกจะเป็นการเล้ียงเพ่ือติกษาการเจริญของสาหร่าย 

ดูนาลิเอลลาในเคร่ืองปฏิกรณํชีวภาพท่ีภาวะเหมาะสม และช่วงท่ีสองเป็นการเพาะเล้ียงแบบก่ึงต่อเน่ือง 

(semi-continuous cultivation) โดยใช้ภาวะการเจริญท่ีเหมาะสมซ่ึงได้จากการติกษาในช่วงแรก และแต่ 

ละช้างจะมีการเก็บตัวอย่างผลผลิตสาหร่ายเพ่ือนำมาวิเคราะห้กับค่าป๋จจัยต่าง  ๆ ต่อไป
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B io re a c to r

F lu o re se n ce  lam p

รูปท่ี 3.1 แผนผังระบบการทำงานและส่วนประกอบต่างๆ ของเคร่ืองปฏิกรณ์’ชีวภาพ
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ข ั้น ต อ น ก ารท ด ล อ ง

1 ก ารส ืก ษ าภ าวะ เห ม าะส ม ใ น ก าร เจ ร ิญ ข อ งส าห ร ่าย ด ูน าล ิเอ ล ล าใ น เค ร ื่อ งป ฏ ิก รณ ์

ส ิวภาพ

1.1 ผ ล ข อ งค ว าม เค ็ม ก ับ ก าร เพ าะ เล ี้ย งส าห ร ่า ย ด ูน า ล ิเอ ล ล า

ท ำการเล ี้ย งสาห ร ่ายด ูน าล ิเอลลาใน อาห ารเล ี้ย งส ูตร  J /1  ด ้วย เค ร ื่อ งป ฏ ิก รณ ์ 

ช ีวภาพ ปร ิมาตรเพ าะเล ี้ยง 1 ,0 0 0  ม ิลล ิล ิต ร  ระบ บ ท ั้งห มด อ ย ู่ใน ห ้องป ฏ ิบ ัต ิก ารท ี่ค วบ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิ 

ไม,เก ิน 25 องศาเซลเซ ียส ความเข ้มแสง 2 0 ,0 0 0  ล ักซ ์ (2 7 0  p £ /m 2/s )  ปร ับต ั้งคาบการให ้แสง 

เป ็นแบบสว ่าง 12 ช ั่วโมง ม ืด  12 ช ั่วโมง โดยแสงไฟ และเคร ื่อ งปร ับอากาศจะถ ูกต ั้ง เวลาให ้เป ีด  

และป ีดในเวลา 6 .00  และ 18 .00  นาฟ ้กา ตามลำด ับ  พ ร ้อมก ัน ใน แต ่ละว ัน  อ ัตราการให ้อากาศ 

เพ ี่อห ม ุน เว ีย น ระบ บ อ ย ู่ท ี่ร ะด ับ  5.4 ม ิลล ิล ิตรต ่อน าท ี ปร ับ ระด ับ ค วาม เค ็ม ท ี่เพ ิ่ม ข ึ้น อ ัน เก ิด จาก การ 

ระเห ยข องน ํ้าให ้คงท ี่โดยเต ิมน ํ้ากล ั่น ใท ํได ัปร ิมาตรเท ่าเต ิม  และตรวจค วาม เค ็มอ ีกค ร ั้งด ้วย เคร ื่อ ง  

ว ัด ค วาม เค ็ม  (refractometer) ค วบ ค ุม ระด ับ  pH ท ี่ประมาณ  7.5 โดยปร ับ  pH ด ้วย T ris -bu ffe r

ท ำการเพ าะเล ี้ย งโด ยแบ ่งความ เค ็มออก เป ็น  3 ระด ับ  ได ้แก ่ 180 , 200 และ 

220 ppt (part per thousand) ตามลำด ับ  (1 8 , 20 และ 22 เป อร ์เซ ็น ต ์Ïซ เด ีย ม ค ล อ ไรด ้โด ย ม วล  

ต าม ลำด ับ )

ตรวจน ับเซลล ์สาหร ่ายด ูนาล ิเอลลาท ุกว ันเพ ี่อหาค ่าอ ัตราการเจร ิญ  โดยเก ็บต ัวอย ่าง 

ในช ่วงการเจริญแบบทวีค ูณ  และช ่วงการเจร ิญแบบคงท ี่ ต ัวอย ่างสาหร ่ายท ี่เก ็บได ้จะ1ภ ํมาว ิเคราะห ์ 

หาปร ิมาณ แคโรท ีนอยด ้ปร ิมาณ คลอโรฟลล ์ และส ัดส ่วนปร ิมาณ แคโรท ีนอยต ์ต ่อคลอโรฟลล ์

ทำการเล ี้ยงเป ็นเวลาไม,น ้อยกว ่า 10 ว ัน จนได ้ค ่าท ี่คงท ี่ ทำการทดลองจำนวน 2 

ซ้ํา

นำผลการท ดลองท ี่ได ้ท ั้งห มดมาพ ิจารณ าห าความเค ็มท ี่เห มาะสมท ี่ส ุดลำห ร ับการ 

เจร ิญ ของด ูนาล ิเอลลาในเคร ื่องปฏ ิกรณ ์ส ิวภาพ
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1.2 ผลของความเข ้มแสงต ่อการเพ าะ1ล ี้ยงสาหร ่ายด ูนาล ิเอลลา

1 .2 .1  ผ ล ข อ ง ร ะด ับ ค ว า ม เข ้ม แ ส ง ต ่อ ร ะบ บ ก า ร ผ ล ิต

นำสาหร ่ายค ูนาล ิเอลลามาเล ี้ยงด ้วยอาหารเล ี้ยงสาหร ่ายส ูตร J /1  ท ี่ความ 

เค ็ม  200  ppt ด ้วย เคร ื่องปฏ ิกรณ ์ช ีวภาพ  ปร ิมาตรเพ าะเล ี้ย ง  1 ,0 0 0  ม ิลล ิล ิต ร  ระบ บ ท ั้งห มด อ ย ู่ 

ใน ห ้องป ฏ ิบ ัต ิก ารท ี่ค วบ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิไม ่เก ิน  25 องศาเซลเซ ียส ปร ับต ั้งค าบ การให ้แสงเป ็น แบ บ  

สว่าง 12 ช ั่วโมง ม ืด  12 ช ั่วโมง โดยแสงไฟ และเค ร ื่อ งป ร ับอากาศจะถ ูกต ั้ง เวลาให ้เป ีดและป ีดใน  

เวลา 6 .00  และ 18 .00  นาฟ ้กา ตามลำด ับ  พ ร ้อมก ัน ใน แต ่ละว ัน  อ ัตราการให ้อากาศเพ ื่อหม ุน  

เว ีย น ระบ บ อย ู่ท ี่ร ะด ับ  5.4 ม ิลล ิล ิตรต ่อน าท ี ปร ับระด ับ ความ เค ็มท ี่เพ ิ่มข ึ้น อ ัน เก ิด จาก การระเห ย  

ข องน าให ้ค งท ี่โด ย เต ิม น ํ้าก ล ั่น ให ้ได ้ป ร ิม าต รเท ่า เต ิม  ต รวจค วาม เค ็ม อ ีก ค ร ั้งด ้วย เค ร ื่อ งว ัด ค วาม  

เค ็ม ควบค ุมระด ับ  pH ท ี่ประมาณ  7.5 โดยปร ับ  pH ด้วย Tris-buffer

ท ำการเพ าะเล ี้ยงโดยแบ ่งความ เข ็มแสงออกเป ็น  3 ระด ับ  ค ือ  1 0 ,0 0 0 ,

1 5 ,0 0 0  และ 2 0 ,0 0 0  ล ักซ ์ (ห ร ือ  136 , 203 และ 270 |Æ /m 2/s  ต าม ลำด ับ )

ตรวจน ับเซลล์'สาหร่ายคูนาล ิเอลลาท ุกวันเพ ื่อหาค่าอ ัตราการเจริญ โดยเก ็บ 

ด ้3อย่างในช ่วงการเจร ิญแบบทวีค ูณ และช ่วงการเจร ิญแบบคงท ี่ ด ้)อย ่างสาหร่ายท ี่เก ็บได ้จะนำมา

ว ีเคราะห ์หาปริมาณ แคโรท ีนอยด ้ปร ิมาณ คลอโรฟลล ์ และส ัดส ่วนปร ิมาณ แคโรท ีนอยด ัต ่อคลอโรฟลล ์

จำนวน 2 ซ้ํา

ทำการเล ี้ยงเป ็น เวลาไม ่น ้อยกว ่า 10 ว ัน จนได ้ค ่าท ี่คงท ี่ ทำการทดลอง

นำผลการทดลองที่ได ้มาพ ิจารณาหาความเข ้มแสงท ี่เหมาะสมที่ส ุดลำหรับ

การเจริญของดูนาลิเอลลาในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ
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1 .2 .2  ผ ล ข อ งค าบ ก ารให ้แ สงใน รอ บ ว ัน  (d iu rn a l cycle) ต ่อ ระบ บ ก ารผ ล ิต

นำสาหร ่ายด ูนาล ิเอลลามาเล ี้ยงด ้วยอาหารเล ี้ยงสาหร ่ายส ูตร J /1  ความ 

เค ็ม  200  ppt ด ้วย เคร ื่องปฏ ิกรณ ์ช ีวภาพ  ป ร ิมาตรเพ าะเล ี้ย ง  1 ,0 0 0  ม ิลล ิล ิต ร  ระบ บ ท ั้งห มด อ ย ู่ 

ใน ห ้องป ฏ ิบ ัต ิก ารท ี่ค วบ ค ุมอ ุณ ห ภ ูม ิไม ่เก ิน  25 องศาเซลเซ ียส โด ย เคร ื่อ งป ร ับอากาศ  ระด ับความ  

เข ้มแสง 2 0 ,0 0 0  ล ักข ้ (2 7 0  p E /m 2/s )  อ ัต ราการให ้อากาศ เพ ื่อห ม ุน เว ียน ระบบ อย ู่ท ี่ระด ับ  5.4 

ม ิลล ิล ิต รต ่อ น าท ี ปร ับระด ับความเค ็มท ี่เพ ิ่มข ึ้น อ ัน เก ิดจากการระเห ยของน ํ้าให ้คงท ี่โดย เต ิมน ํ้า

กล ั่นใหได ้ปร ิมาตรเท ่าเต ิม  แ ละต รวจค วาม เค ็มอ ีกค ร ั้งด ้วย เค ร ื่อ งว ัดค วาม เค ็ม  ค วบ ค ุม ระด ับ  pH 

ท ี่ประมาณ  7.5 โดยปร ับ  pH ด ้วย T ris -bu ffe r

ทำการเพาะเล ี้ยงโดยแบ ่งคาบการให ้แสง 2 ร ะด ับ แ บ บ  ค ือ แบบสว ่าง 

12 ชั่วโมง ม ืด  12 ช ั่วโมงต ่อว ัน  (ต ั้ง เวลาให ้เป ีด และป ีด แสงไฟ และเคร ื่อ งป ร ับอากาศใน เวลา

6.00 และ 18 .00  นาพ ิกาข องท ุกว ันตามลำด ับ ) และแบ บให ้แสงสว ่างตลอด  24 ชั่วโมง (เป ีด  

เค ร ื่อ งปร ับ อากาศ  24 ช ั่วโมง)

ตรวจน ับเซลล์สาหร่ายด ูนาล ิเอลลาท ุกว ันเพ ื่อหาค ่าอ ัตราการเจริญ  โดยเก ็บ 

ต ัวอย ่างในช ่วงการเจร ิญ แบบทว ีค ูณ และช ่วงการเจร ิญ แบบคงท ี่ ต ัวอย ่างสาหร ่ายท ี่เก ็บได ้จะนำมา

วีเคราะห ์หาปริมาณ แคโรท ีนอยด ้ปร ิมาณ คลอโรพ ิลล ์ และส ัดส ่วนปร ิมาณ แคโรท ีนอยด ้ต ่อคลอโรฟลล ์

ทำการเล ี้ยงน ็เน เวลาไม ่น ้อยกว ่า 10 ว ัน  จนได ้ค ่าท ี่คงท ี่ ทำการทดลอง

จำนวน 2 ซ้ํา

น ำผลการท ดลองท ี่ได ้มาพ ิจารณ าห าคาบการให ้แสงท ี่เห มาะสมท ี่ส ุด

ลำหรับการเจริญของคูนาลิเอลลาในเครื่องปฏิกรณ ์ช ีวภาพ
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1.3 .1  การเปล ี่ยน แปลงระด ับ  pH ในรอบว ันข องระบบเพ าะเล ี้ยง

1.3 ผลของระด ับ  pH ก ับระบบการIพ าะเล ี้ย งสาห ร ่ายด ูน าล ิเอลลา

นำสาหร ่ายค ูนาล ิเอลลามาเล ี้ยงด ้วยอาหารเล ี้ยงสาหร ่ายส ูตร J /1  ความ 

เค ็ม  200  ppt ด ้วย เคร ื่องปฏ ิกรณ ์ช ีวภาพ  ป ร ิมาตรเพ าะเล ี้ย ง  1 ,0 0 0  ม ิลล ิล ิต ร  ระบ บ ท ั้งห มด อ ย ู่ 

ใน ห ้องป ฏ ิบ ัต ิก ารท ี่ค วบ ค ุมอ ุณ ห ภ ูม ิไม ่เก ิน  25 องศาเซลเซ ียส ความเข ้มแสง 2 0 ,0 0 0  ล ักซ ์ (2 7 0  

f iE /m V s )  ปร ับต ั้งคาบ การให ้แสงเป ็น แบบสว ่าง  12 ช ั่วโมง ม ืด  12 ช ั่วโมงต ่อว ัน  โดยแสงไฟและ 

เคร ื่อ งปร ับอากาศจะถ ูกต ั้ง เวลาให ้เป ีดและป ีดใน เวลา 6 .00  และ 18 .00  นาพ ิกาของท ุกว ันพร ้อม  

ก ันตามลำด ับ  อ ัต ราการให ้อากาศ เพ ื่อห ม ุน เว ียน ระบบ อย ู่ท ี่ระด ับ  5 .4  ม ิลล ิล ิตรต ่อน าท ี ปร ับ  

ระด ับความเค ็มท ี่เพ ิ่มข ึ้น อ ัน เก ิดจากการระเห ยของน ํ้าให ้คงท ี่โดย เต ิมน ํ้ากล ั่น ใหได ้ปร ิมาตรเท ่า เต ิม  

และตรวจค วาม เค ็มอ ีกค ร ั้งด ้วย เคร ื่อ งว ัดค วาม เค ็ม

ทำการเพาะเล ี้ยงท ี่ pH เร ิ่มด ้น เท ่าก ับ  7.5 ไม,ต ้อ งควบ ค ุมค ่า  pH เพ ื่อ  

ส ัง เก ต ร ะ ด ับ  pH  ท ี่เป ล ี่ย น แ ป ล ง ไ ป ใ น ร อ บ ว ัน  (2 4  ช ั่ว โม ง) ใช ้ pH  ม ิเต อ ร ์ (H A N N A  ร ุ่น  

H I 8 4 1 8 ) ซ ึ่งสามารถบ ันท ึกค ่า pH และอ ุณ ห ภ ูม ิท ี่ว ัด ได ้

ทำการทดลอง1ข ึ้าอ ีกคร ั้งแต ่เปล ี่ยนเป ็นระบบท ี่ไม ่ม ืเซลล ์สาหร ่ายด ูนาล ิเอลลา 

(ระบ บ ค วบ ค ุม ) เพ ื่อนำผลท ี่ได ้จากการทดลองในระบบท ี่เพาะเล ี้ยงสาหร่ายมาเปรียบเท ียบ

นำผลการทดลองท ี่ได ้มาพ ิจารณ าเปร ียบเท ียบก ับการทดลองในข ้อ 1.4.1 

เร ื่องการเปล ี่ยนแปลงระด ับ  pH ในรอบว ันของระบบเพาะเล ี้ยงท ี่เต ิมก ๊าซคาร ์บอนไดออกไซด ์
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1 .3 .2  ผลของ pH 1ร ิ่ม ต ้น ต ่อ ก าร Iพ าะเล ี้ย งส าห ร ่าย ด ูน าล ิเอ ล ล า

ทำการเลี้ยงสาหร่ายดูนาลิเอลลาในอาหารเลี้ยงสูตร J/1 ความเค ็ม 200 

ppt ด ้วยเครื่องปฏิกรณ ์ช ีวภาพ ปร ิมาตรเพาะเล ี้ยง 1,000 ม ิลล ิล ิตร ระบบท ั้งหมดอย ู่ในห ้อง 

ปฏ ิบ ัต ิการท ี่ควบค ุมอ ุณหภูม ิไม,เกิน 25 องศาเซลเซียส ความเข ้มแสง 20,000 ลักข้ (270 

p E /m V s) ปร ับต ั้งคาบการให ้แสงเป ็นแบบสว ่าง 12 ชั่วโมง ม ืด 12 ชั่วโมง โดยแสงไฟและ 

เครื่องปร ับอากาศจะถ ูกต ั้งเวลาให ้เป ีดและป ีดในเวลา 6.00 และ 18.00 นาฟ้กา ตามลำดับ 

พร้อมก ันในแต ่ละว ัน อ ัตราการให ้อากาศเพ ื่อหม ุนเว ียนระบบอย ู่ท ี่ระด ับ 5.4 ม ิลล ิล ิตรต ่อนาท ี 

ปร ับระด ับ  pH ให ้คงท ี่ด ้วย Tris-buffer และปร ับระด ับความเค ็มท ี่เพ ิ่มข ึ้นอ ันเก ิดจากการระเหย 

ของน ํ้าให ้คงท ี่โดยเต ิมน ํ้ากล ั่นให ้ได ้ปร ิมาตรเท ่าเต ิม  และตรวจความเค ็มอ ีกคร ั้งด ้วย เคร ื่องว ัด  

ความเค ็ม

ทำการเพาะเล ี้ยงโดยแบ่งค ่า pH ออกเป ็น  5 ระด ับ  ได ้แก ่ 6.5, 7.0,

7.5, 8.0 และ 8.5 ppt ตามลำด ับ

ตรวจนับเซลล์สาหร่ายดูนาลิเอลลาทุกวันเพื่อหาค่าอัตราการเจริญ โดยเก็บ 

ตัวอย่างในช่วงการเจริญแบบทวีคูณ และช่วงการเจริญแบบคงที่ ตัวอย่างสาหร่ายที่เก็บได้จะนำมา

วิเคราะห์หาปริมาณแคโรทีนอยด์ปริมาณคลอโรฟลล์ และสัดส่วนปริมาณแคโรทีนอยด์ต ่อคลอโรฟลล์

ทำการเลี้ยงเป ็นเวลาไม่น ้อยกว่า 10 วัน จนได้ค ่าท ี่คงท ี่ ทำการทดลอง

จำนวน 2 ซ้ํา

นำผลการทดลองที่ได ้มาพ ิจารณาหาระดับ pH ท ี่เหมาะสมท ี่ส ุดลำหร ับ

การเจริญของคูนาลิเอลลาในเครื่องปฏิกรณ ์ช ีวภาพ
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1.4 ผลของการเต ิมก ๊าซ คาร ์บอนไดออกไซ ด ์เพ ื่อ เป ็นแหล ่งคาร ์บอนในระบบการ

เพ าะเล ี้ยงสาหร ่ายด ูนาล ิเอลลา โดยแบ ่งการท ดลองออก เป ็น ด ังน ี้

1 .4 .1 การเปล ี่ยน แปลงระด ับ  pH ใน รอบว ันข องระบบ เพ าะเล ี้ยงท ี่เต ิมก ๊าซ

คาร ์บอนไดออกไซด ์

นำสาหร่ายดูนาลิเอลลามาเล ี้ยงด ้วยอาหารเล ี้ยงสาหร่ายสูตร J/1  ความ 

เค ็ม 200 ppt ด ้วยเครื่องปฏิกรณ ์ช ีวภาพ ปร ิมาตรเพาะเล ี้ยง 1,000 ม ิลล ิล ิตร ระบบท ั้งหมดอย ู่ 

ในห ้องปฏ ิบ ัต ิการท ี่ควบค ุมอ ุณ หภ ูม ิไม ่เก ิน  25 องศาเซลเซียส ความเข ้มแสง 20,000  ลักซ (270  

|Æ /m 2/s ) ปรับต ั้งคาบการให ้แสงเป ็นแบบสว ่าง 12 ชั่วโมง ม ืด 12 ชั่วโมงต่อวัน โดยแสงไฟและ 

เครื่องปร ับอากาศจะถ ูกต ั้งเวลาให ้เป ีดและป ีดในเวลา 6.00 และ 18.00 นาฟ ้กาทองทุกวันพร้อม 

ก ันตามลำด ับ อ ัตราการให ้อากาศเพ ื่อหม ุนเว ียนระบบอย ู่ท ี่ระด ับ 5.4 ม ิลล ิล ิตรต ่อนาท ี ปร ับ

ระด ับความเค ็มท ี่เพ ิ่มข ึ้นอ ันเก ิดจากการระเหยของน ํ้าให ้คงท ี่โดยเต ิมน ี้ากล ั่นให ้ได ้,ปร ิมาตรเท ่าเต ิม 

และตรวจความเค ็มอ ีกคร ั้งด ้วยเคร ื่องว ัดความเค ็ม  เต ิมก ๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ท ี่อ ัตรา 1.5

ม ิลล ิล ิตรต ่อนาท ีเข ้าไปในระบบเพาะเล ี้ยง

ทำการเพาะเล ี้ยงท ี่ pH เร ิ่มด ันเท ่าก ับ 7.5 ไม,ต ้องควบค ุมค ่า pH เพื่อ 

ส ังเกตระด ับ pH ท ี่เปล ี่ยนแปลงไปในรอบวัน (24  ชั่วโมง) โดยใช้ pH ม ิเตอร ์

ทำการทดลองชํ้าอีกครั้งแต่เปลี่ยนเป็นระบบที่ไม,มีเซลล์สาหร่ายดูนาลิเอสลา 

(ระบ บค วบ ค ุม ) เพ ื่อนำผลท ี่ได ัจากการทดลองในระบบท ี่เพาะเล ี้ยงสาหร่ายมาเปรียบเท ียบ

นำผลการทดลองที่ได ัมาพิจารณาเปรียบเทียบกับการทดลองในข้อ 1.3.1 

เร ื่องการเปลี่ยนแปลงระด ับ pH ในรอบวันของระบบเพาะเล ี้ยง (ไม ่เต ิมก ๊าซคาร์บอนไดออกไซด์)
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1.4 .2  ผลของการเต ิมก ๊าซคาร ์บอนไดออกไซด ์ก ับอากาศในปร ิมาณ ต ่าง ๆ 

ต ่อการเจริญและผลผลิตของสาหร่ายด ูนาลิเอลลาในระบบการเพาะเล ี้ยง

ทำการเลี้ยงสาหร่ายดูนาลิเอลลาในอาหารเลี้ยงสูตร J/1 ความเค ็ม 200 

ppt ด ้วยเครื่องปฏ ิกรณ ์ช ีวภาพปริมาตรเพาะเล ี้ยง 1,000 ม ิลล ิล ิตร ระบบท ั้งหมดอย ู่ในห ้องปฏ ิบ ัต ิ 

การที่ควบคุมอุณหภูม ิไม,เกิน 25 องศาเซลเซียส ความเข ้มแสง 20,000 ลักข ้ (270  p E /m V s) 

ปร ับต ั้งคาบการให ้แสงเป ็นแบบสว ่าง 12 ชั่วโมง ม ืด 12 ชั่วโมง โดยแสงไฟและเคร ื่องปร ับอากาศ 

จะถ ูกต ั้งเวลาให ้เป ีดและป ีดในเวลา 6.00 และ 18.00 นาพิกา ตามลำด ับ พร้อมกันในแด,ละวัน 

อ ัตราการให ้อากาศเพ ื่อหม ุนเว ียนระบบอยู่ท ี่ระด ับ 5.4 ม ิลล ิล ิตรต ่อนาท ี ปร ับระด ับความเค ็มท ี่ 

เพ ิ่มข ึ้นอ ันเก ิดจากการระเหยของน ํ้าให ้คงท ี่โดยเต ิมน ํ้ากล ั่นให ้ได ้!เร ิมาตรเท ่าเต ิม และตรวจความ 

เค ็มอ ีกคร ั้งด ้วยเคร ื่องว ัดความเค ็ม ควบค ุมระด ับ  pH ท ี่ประมาณ 7.5 โดยปร ับ pH ด้วย T ris- 

buffer

ทำการเพาะเล ี้ยงโดยแบ ่งอ ัตราการให ้ก ัาซคาร ์บอนไดออกไซด ์ออกเป ็น  

4 ระด ับ  ได ้แก ่ 0, 0 .5 , 1.0 และ 1.5 ม ิลล ิลตรต ่อนาท ี ตามลำด ับ  (คำนวณปริมาณ  

คาร ์บอนไดออกไซด ์จาก 5 0 %  ของน ํ้าหน ักแห ้งปราศจากเถ ้าของสาหร ่ายท ี่เจร ิญ ในช ่วงทว ีค ูณ  

ระย ะด ัน )

ตรวจนับเซลล',สาหร่ายดูนาล ิเอลลาทุกว ันเพ ื่อหาค ่าอ ัตราการเจริญ โดย 

เก ็บต ัวอย่างในช่วงการเจริญแบบทวีค ูณ และช ่วงการเจริญแบบคงท ี่ ต ัวอย่างสาหร่ายท ี่เก ็บได้จะ 

นำมาวิเคราะห ์หาปริมาณแคโรท ีนอยด์ ปริมาณคลอ'โรพ ิลล์ และส ัดส ่วนปริมาณแคโรท ีนอยด ์ต ่อ 

คลอโรพ ิลส ั

จำนวน 2 ซา

ทำการเลี้ยงเป็นเวลาไม,น้อยกว่า 10 วัน จนได้ค ่าท ี่คงท ี่ ทำการทดลอง

นำผลการทดลองที่ได ัมาพิจารณาหาอัตราการให้ก ๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 

ท ี่เหมาะสมที่ส ุดลำหรับการเจริญของดูนาลิเอลลาในเครื่องปฏิกรณ ์ช ีวภาพ
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2 การเพ าะเล ี้ย งสาห ร ่ายด ูน าล ิเอลลาแบบก ึ่งต ่อ เน ื่อ ง  (semi-continuous cultivation)

ในเคร ื่องปฏ ิกรณ ์ส ิวภาพ

ทำการเล ี้ยงสาหร ่ายด ูนาล ิเอลลาด ้วยเคร ื่องปฏ ิกรณ ์ส ิวภาพภายใต ้ภาวะการเจร ิญท ี่เหมาะ 

สมซึ่งได้จากการทดลองข้อ 1 ท ั้งหมด ได้แก่ ความเค ็ม 200 ppt pH 7.5 ความเข้มแสง 20,000 

ลักซ์ (270 fjE /m 2/s ) ภายในห้องปฏ ิบ ัต ิการท ี่ควบค ุมอ ุณหภ ูม ิไม ่เก ิน 25 องศาเซลเซียส คาบ 

การให้แสงแบบ 12:12 ชั่วโมง โดยแสงไฟและเคร ื่องปรับอากาศจะถ ูกต ั้งเวลาให ้เป ีดและป ีด

พร้อมกันแด,ละวันในเวลา 6.00 และ 18.00 นาฟ้กา ตามลำด ับ ไม,เติมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 

อ ัตราการให้อากาศเพื่อหมุนเวียนระบบภายในเครื่องปฏิกรณ ์ช ีวภาพที่ 5.4 ม ิลล ิล ิตรต ่อนาท ี เพาะ 

เลี้ยงที่ความหนาแน่นเซลล์เร ิ่มด ้นเท ่าก ับ 50,000 เซลล์ต ่อม ิลลิล ิตร ตรวจนับเซลล์สาหร่ายเพ ื่อหา 

ค่าอัตราการเจริญเมื่อสาหร่ายดูนาลิเอลลาเจริญจนถึงระยะทวีค ูณ จ ึงเร ิ่มการเล ี้ยงแบบก ึ่งต ่อเน ื่อง

2.1 การเพ าะเล ี้ย งสาหร ่ายค ูนาล ิเอลลาแบบก ึ่งต ่อ เน ื่องโดยกำหนดปร ิมาณ การ

เก็บเก่ียวมลผลิด

2.1.1 การเพาะเล ี้ยงแบบก ึ่งต ่อเน ื่องทำโดยการเปล ี่ยนเต ิมอาหารเล ี้ยงสาหร่าย 

บางส่วน (subcultue) ด้วยอาหารเลี้ยงสาหร่าย J/1  ช ุดใหม่ด ้วยปริมาตรการเปล ี่ยนเต ิมอาหาร 

เลี้ยงเท่ากับ 5 เปอร ์เซ ็นต ์ (50  ม ิลล ิล ิตร)

การเปล ี่ยนเต ิมอาหารเล ี้ยงสาหร ่ายบางส ่วนในแต ่ละคร ั้งทำโดยเต ิมน ํ้าจ ืดเพ ื่อชด 

เชยท ั้าท ี่ระเหยไปในแด'ละวันให้เท ่าก ับปริมาตรเริ่มด ้น และเพ ื่อเจ ือจางความเข ้มข ้นเซลล์ท ี่แท ้จริง 

และถ ูกต ้อง จากน ั้นน ับเซลล ์ด ูนาล ิเอลลาก ่อนเก ็บเก ี่ยว ทำการเก ็บเก ี่ยวผลผล ิตตามปริมาตรท ี่ 

กำหนดไว้ (5 0/ 0 , 50 ม ิลล ิล ิตร) โดยจะต ้องเต ิมอาหารเล ี้ยงช ุดใหม ่ให ้เท ่าก ับปริมาตรสาหร่ายท ี่ 

เก็บเกี่ยวมาในแด,ละวัน ตรวจนับเซลล์สาหร่ายภายหลังจากท ี่เต ิมอาหารเล ี้ยงช ุดใหม่ท ุกครั้ง

2 .1 .2  น ำค ่าความห น าแน ่น เซ ลล ์ท ั้งก ่อน และห ล ังการเก ็บ เก ี่ยวแด ,ละคร ั้งมา 

คำนวณหาอัตราการเจริญ และสร้างกราฟการเพาะเล ี้ยงแบบก ึ่งต ่อเน ื่องของสาหร่ายค ูนาล ิเอลลา 

ในเครื่องปฏิกรณ ์ช ีวภาพ

2 .1 .3  นำสาหร ่ายท ี่เก ็บ เก ี่ยวได ์ในแต ่ละคร ั้งใปทำการว ิเคราะห ้หาปร ิมาณ ผล

ผลิตรงควัตถ ุ

2.1.4 ทำการเพาะเล ี้ยงแบบก ึ่งต ่อเน ื่องท ุกว ันจนได ้ค ่าการเก ็บเก ี่ยวท ี่คงท ี่
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2.1.5 ทำการทดลองซํ้าข้อ 2.1.1 ถึง 2.1.4 แต ่เปล ี่ยนปร ิมาตรการเปล ี่ยน 

เต ิมอาหารเล ี้ยงสาหร่ายเป ็น 10, 15, 20, 25 และ 30 เปอร ์เซ ็นต ์ ตามลำด ับ (1 0 0 , 150, 200, 

250 และ 300 ม ิลล ิล ิตร ตามลำด ับ)

2.1 .6  นำค ่าการเก ็บเก ี่ยวท ี่ได ้ท ั้งหมดมาพ ิจารณ าหาปร ิมาตรการเก ็บเก ี่ยวผล 

ผล ิตสาหร่ายด ูนาลิเอลลาที่เหมาะสมที่ส ุด

2 .2  การ เพ าะเล ี้ย งสาห ร ่ายด ูน าล ิเอลลาแบบเก ็บ เก ี่ยวผลผล ิตก ึ่งต ่อ เน ื่อ งโดยใช ้

มาตรฐานความส ัมพ ันธ ์ระหว ่างอ ัตราการเจร ิญ จำเพ าะและค ่าร ้อยละของการ 

เก ็บ เก ี่ยวผลผล ิต

การเพาะเล ี้ยงแบบก ึ่งต ่อเน ื่องทำโดยการเปล ี่ยนเต ิมอาหารเล ี้ยงสาหร่ายบางส ่วน 

ด้วยอาหารเลี้ยงสาหร่าย J/1  ชุดใหม่ ปริมาตรการเปล ี่ยนเต ิมอาหารเล ี้ยงจะพ ิจารณาจากกราฟ 

มาตรฐานความส ัมพ ันธ ์ระหว ่างอ ัตราการเจร ิญจำเพาะและค ่าร ้อยละของการเก ็บเก ี่ยวผลผล ิตเพ ื่อ  

การเก ็บเก ี่ยวผลผล ิตสาหร่ายก ึ่งต ่อเน ื่องแบบเก ็บเก ี่ยวท ุกว ันและท ุกสองว ัน (ร ูปท ี่ 3.2 และ 3.3 

ตามลำด ับ) รายละเอ ียดของมาตรฐานความสัมพ ันธ ์ระหว ่างอ ัตราการเจริญจำเพาะและค ่าร ้อยละ 

ของการเก ็บเก ี่ยวผลผลิต แสดงไว่ในภาคผนวก ฉ

การเปลี่ยนเต ิมอาหารเล ี้ยงบางส่วนและการใช ้กราฟมาตรฐานเพ ื่อเก ็บเก ี่ยวผลผลิตสาหร่าย

การเปลี่ยนเติมอาหารเลี้ยงบางส่วนทำโดยเติมนํ้าจืดเพื่อชดเชยนํ้าที่ระเหยไปในแต่ละ 

วันให้เท่ากับปริมาตรเริ่มดันและเพื่อเจือจางความเข้มข้นเซลล์ที่แท้จริงและถูกต้อง จากนั้นตรวจนับ

เซลล์ดูนาลิเอลลาก่อนเก็บเกี่ยว นำมาคำนวณหาอัตราการเจริญกับความหนาแน่นเซลล์หลิงเก็บเกี่ยวใน 

ครั้งก่อน เมื่อไต้ค่าอัตราการเจริญแล้ว'นำไปเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ร ูปท ี่ 3.2 หรือ 3.3) จะไต้ค่า 

ร้อยละของการเก็บเกี่ยวเพื่อนำไปคำนวณหาปริมาตรเก็บเกี่ยวสาหร่ายต่อไป เม ื่อเก ็บเก ี่ยวผลผลิต

แล้วจะต้องเติมอาหารเลี้ยงชุดใหมให้เท่ากับปริมาตรสาหร่ายที่เก็บเกี่ยวในแต่ละครั้ง ตรวจนับเซลล์หลิง 

จากเติมอาหารเลี้ยงชุดใหม่ทุกครั้ง เพื่อนำไปคำนวณอัตราการเจริญลำหรับการเก็บเกี่ยวในครั้งต่อไป

นำค ่าความหนาแน ่นเซลล ์ด ูนาล ิเอลลาท ั้งก ่อนและหล ังการเก ็บเก ี่ยวในแต ่ละคร ั้ง 

มาสร้างกราฟการเจริญแบบกึ่งต ่อเน ื่องของสาหร่ายด ูนาลิเอลลาในเครื่องปฏ ิกรณ ์ช ีวภาพ จากนั้น 

นำสาหร่ายท ี่เก ็บเก ี่ยวไต ้ไปทำการวิเคราะห ์หาปริมาตรผลผลิตรงควัตถ ุ

นำผลการทดลองท ี่ไต ้มาหาค ่าความส ัมพ ันธ ์ต ่างๆ
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specific growth rate

รปที่ 3.2 กราฟมาตรรานการเก ็บเก ี่ยวผลผลิตสาหร่ายดนาลิเอลลาก ึ่งต ่อเน ื่องแบบเก ็บเก ี่ยวทกวัน

0 4— — —1L-- —I—
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specific growth rate

รูปที่ 3.3 กราฟมาตรฐานการเก ็บเก ี่ยวผลผล ิตสาหร ่ายด ูนาล ิเอลลาก ึ่งต ่อเน ื่องแบบเก ็บเก ี่ยวท ุก 

สองวัน
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ทำการเพาะเล ี้ยงสาหร่ายด ูนาล ิเอลลาแบบกึ่งต ่อเน ื่อง โดยแบ ่งออกเป ็น  2 การ

ทดลองด ังน ี้

2 .2 .1  การเพ าะเล ี้ย งก ึ่งต ่อ เน ื่อ งแบบเก ็บ เก ี่ย วผลผล ิตท ุกว ัน

ทำการเพาะเล ี้ยงสาหร ่ายด ูนาล ิเอลลาด ังกล ่าวข ้างต ้น  โดยทำการเก ็บ 

เก ี่ยวผลผลิตท ุกวันหล ังจากสาหร่ายคูนาล ิเอลลาเจริญอยู่ในระยะทวีค ูณ เป ็นเวลาอย่างน ้อย 20 

วัน จนได้ค ่าที่คงที่ ทำการทดลองจำนวน 1 ซ้ํา

2 .2 .2  การเพ าะเล ี้ย งก ึ่งต ่อ เน ื่อ งแบบ เก ็บ เก ี่ย วผ ลผ ล ิตท ุกสองว ัน

ทำการเพาะเล ี้ยงสาหร ่ายค ูนาล ิเอลลาด ังกล ่าวข ้างต ้น  โดยทำการเก ็บ 

เก ี่ยวผลผล ิตท ุกสองว ันหล ังจากสาหร่ายค ูนาล ิเอลลาเจร ิญอย ู่ในระยะทวีค ูณ  เป ็นเวลาอย่างน ้อย 

20 วัน จนไต้ค ่าท ี่คงที่ ทำการทดลองจำนวน 1 ซ้ํา

นำผลการทดลองท ั้งสองมาเปร ียบเท ียบและพ ิจารณ าภาวะการเก ็บเก ี่ยว 

ท ี่เห มาะสมท ี่ส ุดสำห ร ับ การเพ าะเล ี้ย งสาห ร ่ายค ูน าล ิเอลลาแบ บก ึ่งต ่อ เน ื่อ งด ้วย เค ร ื่อ งปฏ ิกรณ ์ 

ชีวภาพ
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