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บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการศึกษา

วัสดุและอุปกรณ

  1.  วัสดุ
                    1.1  สาหราย  Chlorosarcinopsis sp. (PSU/CHL20)
                           เปนเชื้อที่แยกจากดิน บริเวณเขตรักษาพันธุสัตวปาโตนงาชาง ซึ่งเก็บรวบรวม
                           หัวเชื้อ (stock  culture) ที่หองปฏิบัติการสาหราย ภาควิชาชีววิทยา คณะ
                           วิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร
                    1.2  อาหารเลี้ยงสาหราย
                          อาหารเหลวสังเคราะหสูตร NSIII (ภาคผนวก ก)
                    1.3  สารเคมีที่ใชในการสกัด และวิเคราะหปริมาณรงควัตถุ

  acetone  90%, MgCO3, acetonitrile, methanol, dichloromethane
                    1.4  แผนกรอง cellulose acetate  เสนผานศูนยกลาง 4.5  เซนติเมตร ขนาดรูเปด
                          (pore size) 0.45 ไมโครเมตร
                    1.5  แผนกรองสําหรับกรองเซลล GF/C

  2.  อุปกรณ
 2.1 อุปกรณที่ใชเลี้ยงสาหราย

                          -  ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร
  -  หลอดฟลูออเรสเซนตแบบ Day Light  ขนาด 40 วัตต  จํานวน 16 หลอด
  -  ทอแกวกรองอากาศ
  -  จุกยางพรอมทอแกว
  -  เครื่องควบคุมเวลา Model TM-24H ของบริษัท Kawamura Electric Ind.
      Co., Ltd.

                           -  เครื่องปมอากาศ Model LP-60 ของบริษัท Guangdong Risheng Group
                              Co., Ltd.
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        -  ตูปลอดเชื้อ (Laminar Air Flow) Model HT-124 ของบริษัท International
           Scientific Supply Co., Ltd.
        -  เครื่องปนเหวี่ยง Model H–103.N series ของบริษัท Kokusan Enshinki
            Ltd.
 2.2  อุปกรณที่ใชศึกษาการเติบโตของสาหราย
         -   เครื่องหมุนเหวี่ยงที่ควบคุมอุณหภูมิ Multi-Tier  Environmental  Innova
             4900 ของบริษัท  New  Brunswick  Scientific Edison, N.J., U.S.A.

                            -  เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร Jascol Model 7800
         -  เครื่องวัดคากรด-เบส Orion Model SA520
         -  กลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบ (Compound Microscope) Olympus
              Model  CH30

  -  ฮีมาไซโตมิเตอร (Haemacytometer)
                    2.3  อุปกรณที่ใชในการสกัด และวิเคราะหปริมาณรงควัตถุ
                             -  หลอดปนขนาด 15 มิลลิลิตรพรอมฝาเกลียว
                             -  คิวเวต (Cuvettes)

          -  เครื่องปนเหวี่ยง (Centrifuge)Model H–103.N series ของบริษัท Kokusan
              Enshinki Ltd.
          -  เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร Jasco  Model 7800

                             -  เครื่องบด (Tissue Grinder)       
                             -  ชุดกรองมิลลิพอร
                              -  เครื่องกรองสูญญากาศ (Suction Pump)
                              -  เครื่อง HPLC (High  Performance  Liquid  Chromatography)
                              -  Column รุน Alltima C18 5 µm. (Lot  NO.2713  Part  NO.88056),
                                 Length 250 mm (Serial  NO.01011159):ID 4.6 mm

                 -  เครื่อง Detector  รุน Waters 2487 Dual λ Absorbance Detector
                              -  Pump  รุน Solvent  Delivery  System  Varian 9012
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วิธีการศึกษา

             1.  การเตรียมเชื้อสาหรายเบื้องตน
                     นํา stock ของสาหรายสีเขียว  Chlorosarcinopsis sp. (PSU/CHL20)    ปริมาตร
20 มิลลิลิตร เลี้ยงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเหลวสังเคราะหสูตร NSIII
ปริมาตร 200  มิลลิลิตร นําฟลาสกไปเขยาบนเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที ใหความ
เขมแสง 60   ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที   ชวงสวางตอมืด เทากับ 16:8 ชั่วโมง อุณหภูมิ
25 องศาเซลเซียส เพาะเลี้ยงเปนเวลา 5 วัน ถายเชื้อสาหรายจากแตละฟลาสกลงในขวดแกวกน
แบน (conical flask) เจือจางดวยอาหารเหลวสังเคราะหสูตร NSIII เลี้ยงในสภาวะเดิม เปนเวลา
7-10 วัน เพื่อใชเปนหัวเชื้อเร่ิมตน

             2.  ศึกษาปจจัยที่มีผลตอการเติบโต ปริมาณคลอโรฟลล เอ ปริมาณ
แคโรทีนอยด และปริมาณเบตาแคโรทีน
                     เลี้ยง Chlorosarcinopsis sp. (PSU/CHL20) ในอาหารเหลวสังเคราะหสูตร NSIII
ปริมาตร 200 มิลลิลิตร  ในฟลาสก ขนาด 250 มิลลิลิตร ความหนาแนนเริ่มตนของสาหราย 2x106

เซลลตอมิลลิลิตร เลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที  ชวงสวางตอมืด เทากับ 16:8 ชั่ว
โมง  อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  โดยทําการทดลองผลของความสัมพันธระหวางความเขมแสง
และปริมาณโปแตสเซียมไนเตรท  ในชุดการทดลอง 9 ชุด แตละชุดทําการทดลอง 3 ซ้ํา ดังตอไปนี้

ใชเวลาในการทดลองชุดละ 24 วัน บันทึกผลทุก 2 วัน โดยวัดการเติบโตดวยวิธีนับจํานวนเซลล
โดยใช haemacytometer และหาน้ําหนักเซลลแหง (Borowitzka, 1991) วิเคราะหหาปริมาณ

                                       ปริมาณโปแตสเซียม
                                          ไนเตรท(กรัม/ลิตร )
           ความเขมแสง
 ( ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที )

0 0.1 0.2

60 60 , 0 60 ,0.1 60 ,0.2
( ชุดควบคุม )

120 120 ,0 120 ,0.1 120 ,0.2
180 180 ,0 180 ,0.1 180 ,0.2
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คลอโรฟลล เอ, แคโรทีนอยด และฉีดเบตาแคโรทีน  เขาเครื่อง HPLC  (Borowitzka, 1991)  รวม
ทั้งวัดคาความเปนกรด-เบส
อัตราการเติบโตจําเพาะ (specific growth rate : µ) จากการเติบโตของสาหรายในชวง
exponential growth phase คํานวณไดจากสมการ (Vonshak, 1986 )

                     µ   =  ( lnX2- lnX1 ) / ( t2- t1 )
  โดย X1  =   ความหนาแนนของเซลลเร่ิมตนในการทดลอง (เซลลตอมิลลิลิตร)
         X2 =   ความหนาแนนของเซลลที่ระยะเวลา t  (เซลลตอมิลลิลิตร)
         t1   =   ระยะเวลาศึกษาเริ่มตน (วัน)
         t2   =   ระยะเวลาศึกษาที่เวลา t   (วัน)

ระยะเวลาการเพิ่มจํานวนเซลลเปนสองเทา (doubling time ) , td  คํานวณไดจากสมการ
(Vonshak,1986)        td  =  ln 2 / µ   =  0.693 / µ

        3. วิธีวิเคราะหหาปริมาณคลอโรฟลล เอ และแคโรทีนอยด
(Borowitzka,1991)
                     1.  นําสาหราย 10-20 มิลลิลิตร  มากรองผานแผนกรอง Cellulose acetate  ขนาด
4.5  เซนติเมตร โดยใชชุดกรองมิลลิพอร เติมสารละลายแมกนีเซียมคารบอเนต (MgCO3)  ลงไป
เล็กนอยกอนกรองเพื่อเคลือบกระดาษกรอง และปองกันการสลายตัวของคลอโรฟลล

               2.  มวนแผนกรองใหสาหรายอยูดานใน ใสในหลอดแกวฝาเกลียวที่หุมดวยกระดาษ
ฟอยลเติมสารละลายอะซีโตน 90%ลงไป 10 มิลลิลิตร นําไปเก็บในตูเย็นเปนเวลา 24 ชั่วโมงตั้งทิ้ง
ไวในที่มืด แลวนําหลอดแกวออกจากตูเย็นจนมีอุณหภูมิเทากับอุณหภูมิหอง
                     3.  เทสารละลายลงในหลอดปน นํามาเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบ
ตอนาที นําสารละลายใสที่ไดไปวัดดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร อานคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 750, 664, 647 และ 452 นาโนเมตร โดยคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750
เปนคาความขุน นําคานี้ไปลบคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 664, 647 และ 452 นาโนเมตร

         4. คํานวณปริมาณคลอโรฟลล เอ และแคโรทีนอยด จากสูตรตอไปนี้
คลอโรฟลล เอ (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) = (11.93 x E664) - (1.93 x E647)
แคโรทีนอยด (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) = E452 x 3.86 x    ปริมาตรอะซิโตนที่สกัดได

   ปริมาตรอะซิโตนที่นํามาสกัด
E = คาการดูดกลืนแสง
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  4. วิธีวิเคราะหหาปริมาณเบตาแคโรทีน  (Borowitzka,1991)
                       - นําสาหราย 10-20 มิลลิลิตร  มากรองผานแผนกรอง Cellulose acetate   ขนาด
4.5 เซนติเมตร โดยใชชุดกรองมิลลิพอร สกัดดวยสารละลายอะซีโตน 90% แลวนําตัวอยาง
สาหรายไปวิเคราะหดวย reverse phase HPLC ซึ่งใชคอลัมนชนิด Alltima C18 ขนาด 5
ไมโครเมตรใช Pump รุน Solvent Delivery System Varian 9012 และ Detector  รุน Waters
2487 Dual λ Absorbance  Detector  ที่ความยาวคลื่น 452 นาโนเมตร มีอัตราสวนของ mobile
phase ดังนี้ acetonitrile : methanol : dichloromethane  เทากับ  60 : 20 : 20  มีอัตราการไหล
(flow  rate)  เทากับ 1.3 มิลลิลิตรตอนาที
                       - วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 452  นาโนเมตร เปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐานเบ
ตาแคโรทีน
คํานวณอัตราการผลิตเบตาแคโรทีน (Productivity) (เพ็ญแข วันไชยธนวงศ, 2541) จากสูตร
                                       Productivity  =  dP
                                                                 dt
           โดย dP  =  เบตาแคโรทีนที่สาหรายผลิตไดตอหนวยเวลา (กรัมตอลิตร)
                  dt  =  ชวงเวลา (วัน)
การทดลองตอไปจะนําผลที่ดีที่สุดจากการทดลองที่ 1 ไปทําการศึกษาตอโดยทําการทดลองที่
อุณหภูมิ 30 และ 35 องศาเซลเซียส  เปรียบเทียบกับที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส

     5. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ
       วิเคราะหความแตกตางระหวางอาหารสังเคราะหและความเขมแสงดวยวิธีTwo-

Way ANOVA โดยใชโปรแกรม SPSS Version 10.0 for Windows
        เปรียบเทียบคาเฉลี่ยจํานวนเซลล  คลอโรฟลล เอ  แคโรทีนอยด และเบตาแคโรทีน

ดวยวิธี DMRT (Duncan’s new multiple range test)   โดยใชโปรแกรม SPSS Version 10.0 for
Windows

 


