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1 การนับเซลล์สืบพันธุ์ของสาหร่ายไส้ไก่ 
 

1.1 การนับเซลล์สืบพันธุ์ของสาหร่ายไส้ไก่ด้วย Haemacytometer มีความลึก 0.1 
มิลลิเมตร (mm) ประกอบด้วยตารางขนาด 1 ตารางมิลลิเมตร จ านวน 9 ตาราง มี 2 ด้าน แต่ละด้าน
ตารางแบ่งเป็นช่องย่อย ๆ 
 การค านวณหาปริมาตรเซลล์สืบพันธุ์ของสาหร่ายไส้ไก่จากการนับด้วย Haemacytometer 
การนับจ านวนเซลล์แพลงก์ตอนจากช่องใหญ่ 9 ช่อง (ก าลังขยายประมาณ 4 x 10 เท่า) 
 1 ช่องใหญ่ มีปริมาตร  เท่ากับ 1×0.1 มิลลิเมตร 
 เท่ากับ  0.1×0.1×0.01 เซนติเมตร (cm) 
 เท่ากับ  0.0001 ลูกบาศก์เซนติเมตร หรือ 0.0001 มิลลิลิตร (mL) 
 เท่ากับ  10-4 มิลลิลิตร 
 สมมติเลือกนับ 10 ช่อง จาก 9 ช่อง (ด้านละ 5 ช่อง) 
 ดังนั้น 10 ช่องใหญ่ มีปริมาตรเท่ากับ 10 ×10-4 ตารางเซนติเมตร 

หากนับเซลล์จาก 5 ช่องใหญ่ได้ n เซลล์ คือปริมาตร 5 ×10-4 ตารางเซนติเมตร มีจ านวน n 
เซลล์ ดังนั้น ปริมาตร 1 ตารางเซนติเมตร มีจ านวน (1×n×10-4)/5 เซลล์ 

 
2   สูตรอาหารที่ใช้เลี้ยงสาหร่ายไส้ไก่ 
 
ตารางผนวกท่ี 1 สูตรอาหาร MGM (Modified Guillard’s Medium) ที่ใช้เลี้ยงสาหร่ายไส้ไก่  

U. intestinalis โดยใช้อัตรา 1 mL ต่อน้ า 1 ลิตร 
 

Chemical MW Mol/L Chemical/L 
NaNO3 84.99 0.1 µmol 42.5  g 

Na2H2PO4 141.96 30 µmol 4.26 
FeSO4 151.91 1 µmol 0.15 

Na2EDTA 
(C10H14O8Na2.2H2O) 

372.24 500 µmol 37.2 

MnC12 125.84 1 µmol 0.01258 mg 
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3.วิธีเตรียมทดสอบธาตุอาหารในสาหร่ายและน้ า 
 
           ก. วิธีการเตรียมสาหร่าย 

ตัวอย่างสาหร่าย 1 กรัมน้ าหนักแห้ง ชั่งน้ าหนักใส่ในบีกเกอร์ Pyrex ขนาด 500 mL เติม 
HNO3 10 mL คนให้ทั่วอย่างช้า ๆ หลังจากนั้นเติม 3 mL ของ HCIO4 60 เปอร์เซ็นต์ วางบน hot 
plate ให้ความร้อนอย่างช้า ๆ จนกระทั่งฟองหายไป ให้ความร้อนต่อจนกระทั่ง HNO3 เกือบระเหย 
จะมีควันสีขาวเกิดขึ้น จึงตั้งทิ้งไว้ให้เย็น เติม HNO3 10 mL และให้ความร้อนต่อจนควันสีขาวเกิดขึ้น 
ตั้งทิ้งไว้ให้เย็น ให้ความร้อนต่อจนกว่าไอเป็นสีขาวของ HCIO4 จึงทิ้งไว้ให้เย็น ปรับปริมาตรให้ได้ 50 
mL โดยการเติม HCI (1+1) 
 

  ข. วิธีการเตรียมน้ า 
กรองน้ า 100 mL เติม HNO3 3 mL วางบน hot plate ให้ความร้อนอย่างช้า ๆ จนกระทั่ง

เหลือปริมาตรน้ า 50 mL เติม HNO3 3 mL วางบน hot plate ให้ความร้อนอย่างช้า ๆ จนกระทั่ง
เหลือปริมาตรน้ าประมาณ 20 mL จึงทิง้ไว้ให้เย็น ปรับปริมาตรน้ าด้วยน้ ากลั่น 25 mL น าตัวอย่างน้ า
ไปตรวจสอบปริมาณธาตุโลหะ 
 
4. วิธีวิเคราะห์ฟอสเฟต-ฟอสฟอรัส โดยวิธี ascorbic acid method 
 

การเตรียมสารเคมีที่ใช้วิเคราะห์ฟอสเฟต-ฟอสฟอรัส  
1. Sulfuric acid solution 5.0 N 
เจือจางกรดซัลฟิวริกเข้มข้น จ านวน 70 mL ด้วยน้ ากลั่นแล้วปรับปริมาตรให้เป็น 500 mL 

เก็บในขวดแก้วสีชา 
2. Potassium antimonyl tartrate solution 
ละลาย potassium antimonyl tartrate (K(SbO)C4H4O6.1/2H2O) จ านวน 1.3715    

กรัม (g) ด้วยน้ ากลั่นแล้วปรับปริมาตรให้เป็น 500 mL เก็บในขวดแก้วสีชา ถ้าสารนี้ยังใสอยู่ก็ใช้ไป
เรื่อย ๆ 

3. Ammonium molybdate solution 
ละลาย ammonium molybdate ((NH4)6Mo7O24.4H2O) จ านวน 20 กรัม ด้วยน้ ากลั่น

แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 500 mL เก็บในขวดพลาสติกที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ถ้าสารนี้ยังใสอยู่
สามารถใช้ไปเรื่อย ๆ 

4. Ascorbic acid 0.01 M 
ละลาย ascorbic acid จ านวน 1.76 กรัม ด้วยน้ ากลั่นแล้วปรับปริมาตรให้เป็น 100 mL 

เก็บในขวดพลาสติกท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สารนี้อยู่ได้ประมาณ 1 สัปดาห์ 
5. Standard phosphate solution 
ละลาย KH2PO4 จ านวน 0.2195 กรัม ด้วยน้ ากลั่นแล้วปรับปริมาตรให้เป็น 100 mL 

สารละลายนี้จะมีความเข้มข้นของ PO4
3--P 500 มิลลิกรัม/ลิตร (mg/L) 
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การเตรียม standard curve 

น า standard phosphate solution (500 mg/L) มาจ านวน 2.00 mL ใส่ไว้ใน 
volumetric flask ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้เป็น 1,000 mL จะได้สารละลายที่มีความเข้มข้นของ 
PO4

3--P 1.00 mg/L แล้ว เตรียมสารละลายเพ่ือท า standard curve ตามความเข้มข้น (ใช้ 
volumetric pipet ในการดูดสาร) 

ตารางผนวกท่ี 2 สารละลายเพื่อท า standard curve ตามความเข้มข้น 
 

Phosphate-Phosphorous (mg/L) จ านวน mL ของ 1.00 mg/L PO4
3--P ที่ 

pipet มาแล้วเจือจางด้วยน้ ากลั่นให้เป็น 100 
mL 

0.00 
0.02 
0.04 
0.06 
0.08 
0.10 
0.15 
0.20 

0.00 
2.00 
4.00 
6.00 
8.00 
10.00 
15.00 
20.00 

 
วิธีการวิเคราะห์ฟอสเฟต-ฟอสฟอรัส  
เตรียม combined reagent ผสม sulfuric acid solution 5.0 N จ านวน 50 

mL+potassium antimonyl tartrate solution จ านวน 5 mL+ammonium molybdate 
solution จ านวน 15 mL+ascorbic acid solution จ านวน 30 mL โดยปรับอุณหภูมิของสารเคมี
แต่ละอย่างให้เท่าอุณหภูมิห้องเสียก่อน และผสมเรียงตามล าดับ เมื่อเติมสารตัวหนึ่งลงไปให้ผสมให้
เข้ากัน จากนั้นเติมสารตัวใหม่ลงไป ถ้าเกิดความขุ่นให้ตั้งทิ้งไว้ 2-3 นาที ให้ความขุ่นหายไปแล้วผสม
ต่อตวงน้ าตัวอย่างจ านวน 50.0 mL ใส่ใน Erlenmeyer flask ขนาด 125 mL หยด 
phenolphthalein 1 หยด ถ้ามีสีแดงให้หยด 5.0 N sulfuric acid จนไม่มีสีแล้วเติม combined 
reagent 8.0 mL ผสมให้เข้ากันทิ้งไว้ 10 นาที วัดค่า absorbance ด้วยเครื่อง 
spectrophotometer รุ่น SHIMADZU UV–160A ที่ความยาวคลื่น 880 นาโนเมตร แต่อย่าทิ้งไว้
นานเกิน 30 นาท ี
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5. วิธีการวิเคราะห์ไนเตรท-ไนโตรเจน  

ตวงตัวอย่างน้ า 90 mL (ถ้า pH ของน้ าตัวอย่างมากกว่า 9 ให้ปรับลงมาโดยใช้ 5 เปอร์เซ็นต์ 
HCl ให้ pH อยู่ระหว่าง 8-9) ใส่ลงใน erlenmeyer flask ขนาด 125 mL แล้วเติมแอมโมเนียม   
คลอไรด์เข้มข้น (NH4Cl) 2.0 mL ผสมให้เข้ากัน เทลงในคอลัมน์ ปล่อยให้ไหลในอัตรา 5-8  
มิลลิลิตร/นาท ีใช้กระบอกตวงขนาด 50 mL รองน้ าตัวอย่างที่ผ่านคอลัมน์ออกมา ทิ้งน้ าตัวอย่าง 25-
30 mL ครั้งแรกที่ผ่านคอลัมน์ เก็บน้ าตัวอย่างที่ผ่านคอลัมน์ 50 mL ไปวิเคราะห์หลังจากผ่าน 
reduction column แล้วไม่เกิน 15 นาที น าตัวอย่างน้ าปริมาตร 50 mL เติม sulfanilamide 
จ านวน 1.0 mL ผสมทิ้งไว้ 2 นาที แต่ไม่เกิน 8 นาที แล้วเติม N-(1-naphthyl)-ethylenediamine 
dihydrochloride solution จ านวน 1.0 mL ผสมทิ้งไว้อย่างน้อย 10 นาที แต่ไม่เกิน 2 ชั่วโมง วัด
ค่า absorbance ด้วยเครื่อง spectrophotometer รุ่น SHIMADZU UV – 160 A ที่ความยาวคลื่น 
543 นาโนเมตร 
6. วัดความเป็นกรด–ด่าง ด้วย pH meter model HI 98107 โดยน าน้ าที่เก็บแต่ละบ่อมาวัดความ
เป็นกรด-ด่างโดยน า pH meter มาจุม่ในน้ าตัวอย่างที่อุณหภูมิห้อง ทุกสัปดาห์ 
7. วิธีวัดความเค็มด้วย refracto-salinometer วัดทุก ๆ สัปดาห์น้ า 
8. วิธีวัดอุณหภูมิน้ าและอากาศด้วย alcohol thermometerวัดทุก ๆ สัปดาห์เวลา 12.30 นาที  

ตารางผนวกท่ี 3 สภาพแวดล้อมที่มีผลต่อการสืบพันธุ์ของสาหร่ายไส้ไก่ U.intestinalis 

การศึกษาสภาพแวดล้อมที่มีผลต่อการสืบพันธุ์ 
 สิ่งแวดล้อม แบบอาศัยเพศ แบบไม่อาศัยเพศ 
 

 

 

สภาพแวดล้อม 

อัลคาไลด์ / - 
ฟอสเฟต-ฟอสฟอรัส  / - 
ไนเตรท-ไนโตรเจน  / - 
ความกระด้าง - / 
pH - - 
ความเค็ม - / 
อุณหภูมิอากาศ - - 
อุณหภูมิน้ า - - 
ความเข้มแสง / - 

 ความยาวท่อนพันธุ์ / - 
 Mn / - 
 

 
ธาตุในแหล่งน้ า 

Cr / - 
Cu - - 
Fe - - 
Zn - - 
Ca - - 
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การศึกษาสภาพแวดล้อมที่มีผลต่อการสืบพันธุ์ 
 สิ่งแวดล้อม แบบอาศัยเพศ แบบไม่อาศัยเพศ 
 
 

ธาตุในสาหร่าย 

Mn - - 
Cr - - 
Cu - - 
Fe - - 
Zn - - 
Ca - / 

 
ตารางผนวกท่ี 4 การศึกษาสภาวะแวดล้อมต่อการสร้างเซลล์สืบพันธุ์ของสาหร่ายไส้ไก่  

U. intestinalis 
 

Factor Level Day of maturation % maturation 
ความเค็ม (ppt) 10 6 100 

 15 4 100 
 20 4 100 
 25 4 100 
 30 4 100 

การผึ่งแห้ง (ชั่วโมง) 0 4 100 
 1 4 100 
 2 4 100 
 3 0 0 

ขนาดท่อนพันธุ์ (cm) 0.5 4 100 
 1.0 4 100 
 1.5 6 100 
 2.0 4 100 
 3.0 6 100 

อุณหภูมิ (ºC) 25 4 100 
 30 14 87 
 35 0 0 
 12 4 100 

การเพ่ิมปริมาณแคลเซียม (mg/L) 18 4 100 
 0 4 100 

 6 2 100 
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ตารางผนวกท่ี 5 การศึกษาวิธีการกระตุ้นให้ปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ของสาหร่ายไส้ไก่ U. intestinalis 
 

Factor Level Day of spore 
release 

Number of spore release 
(x106±SE x106 สปอร์/กรัมน้ าหนักสด ) 

ระดับความเค็ม (ppt) 5 4 4.02±0.27a 
 10 4 7.10±3.39a 
 15 4 4.42±0.31a 
 20 4 3.55±0.43a 
 25 4 12.16±0.37a 

ความเข้มแสง (µmol m-2 s-1) 20 4 10.10±0.24a 
 80 8 6.79±0.94a 
 100 4 3.79±1.40a 
 150 6 7.42±1.20a 

การผึ่งแห้ง (ชั่วโมง) 0 8 9.05±1.50a 
 1 8 9.76±1.01a 
 2 8 4.33±0.75a 
 3 8 5.34±1.26a 

 
ตารางผนวกท่ี 6 การศึกษาพฤติกรรมการลงเกาะของสปอร์สาหร่ายไส้ไก ่U .intestinalis 
 

ต าแหน่ง วัสดุ 
 เชือก พลาสติก อวน 

จ านวนสปอร์เกาะ ดีมาก ปานกลาง ดี 
บน ดีมาก ปานกลาง น้อย 

กลาง น้อย น้อย น้อย 
ล่าง ปานกลาง น้อย น้อย 

 หมายเหตุ   1-25 น้อย          26-50 ปานกลาง 
      51-75 ดี        76-100 ดีมาก 
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การเผยแพร่ผลการวิจัย 

บทความวารสาร (Journal) จากการเผยแพร่ผลงานวิทยานิพนธ์แบบบรรยายในการประชุม
วิชาการเกษตร ครั้งที่ 16 คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น จังหวัดขอนแก่น ระหว่าง
วันที่ 26 เดือน มกราคม พ.ศ. 2558 ถึงวันที่ 27 เดือน มกราคม พ.ศ. 2558 
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