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 The effect of  light intensity (60 240 and 540  mol.m-2.s-1)  and carbon source as carbon  

dioxide (10% and 20%) on the growth and biochemical compositions of the microalga Chlorella
sp. were investigated. The Chlorella sp. was cultivated in a 20 litre photobioreactor contained 15 

litre media, stirred with single impeller agitator at 100 rpm. The carbon dioxide mixed gas was 

feed into the system at 0.013 vvm . The system was set in a cabinet and luminated every other 12 

hrs. The results indicated that only light intensity effected on growth and biochemical 

compositions of the microalga. Increasing light intensity from 60 to 240 mol.m-2.s-1 increased the 

specific growth rate ( max), however 540 mol.m-2.s-1 had no effect on growth. The highest 

specific growth rate was found when the microalga was cultivated under 240 mol.m-2.s-1 and 

10% carbon dioxide. The growth parameter estimation can be calculated as max and  KI were 1.16 

day-1 and 12.7 mol.m-2.s-1, respectively. 

 The biochemical compositions, total fat and total carbohydrate content, in the microalga 

cells also effected only  light intensity. The increase of  total carbohydrate was found when 

increasing light intensity and was conversely with total fat. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1  ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 
 ปจจุบันปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) ในชั้นบรรยากาศของโลกยังคงมีแนวโนม
เพิ่มขึ้นอยางตอเนื่อง จึงสงผลตอการเกิดปรากฏการณทางธรรมชาติที่มีความแปรปรวนมากขึ้นทุก
ขณะ การเพิม่ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดดังกลาวมีสาเหตุสําคญัมาจากการเผาไหมเชื้อเพลิง
ฟอสซิล ไดแก ถานหิน น้ํามัน และกาซธรรมชาติ เชื้อเพลิงเหลานี้นิยมใชเปนแหลงพลังงานที่
สําคัญในการคมนาคมขนสงและโรงงานอตุสาหกรรม โดยทัว่ไปกาซเสียที่เกดิจากการเผาไหม
เชื้อเพลิงเหลานี้จะประกอบดวยกาซคารบอนไดออกไซด 10-20% ซ่ึงมีความเขมขนมากกวาใน
บรรยากาศถึง 500 เทา(Kurano และคณะ, 1995)   
 
 จากการตระหนักถึงความสําคัญของปญหานี้ จึงมกีารวิจยัและการพัฒนาเทคโนโลยีเพื่อลด
ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดอยางตอเนื่อง โดยมุงเนนในการนํากาซคารบอนไดออกไซด
กลับมาใชประโยชนผานกระบวนการสังเคราะหแสงของสาหรายขนาดเล็ก (Microalgae) ซ่ึงเปน
แนวทางหนึ่งในการใชประโยชนจากกาซคารบอนไดออกไซดผานกระบวนการทางชวีภาพทีม่ี
ประสิทธิภาพและไมสงผลกระทบตอส่ิงแวดลอม เนื่องจากสาหรายขนาดเล็กที่มีการเติบโตโดยใช
แสงเปนแหลงพลังงาน และใชกาซคารบอนไดออกไซดเปนแหลงคารบอนในการสังเคราะหแสง 
(Photoautotrophic growth) จําเปนตองใชกาซคารบอนไดออกไซดเปนสารอาหารหลักเพื่อการ
เติบโตและการสรางชีวมวล ซ่ึงเปนวิธีที่ชวยลดปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดและสามารถนํา   
ชีวมวลของสาหรายไปใชประโยชนในอุตสาหกรรมตาง ๆ ไดอีกดวย ซ่ึงจากรายงานวิจยัที่ผานมา
พบวาชีวมวลของสาหรายขนาดเล็กมีคณุคาทางโภชนาการ และมีสารเคมีที่มีมูลคาสูง ซ่ึงสามารถ
นํามาสกัดเพื่อนําไปใชไดทั้งในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตวน้ํา อุตสาหกรรมอาหาร เครื่องสําอาง
และทางการแพทย นอกจากนี้ยังสามารถนําเซลลที่ไมไดใชประโยชนแลวกลับไปใชเปนเชื้อเพลิงที่
สามารถนํากลับมาใชใหมได (Renewable fuel) และกาซคารบอนไดออกไซดที่เกดิขึ้นสามารถนํา
กลับไปใชในการเพาะเลีย้งสาหรายไดใหม (Kojima และ Lee, 2001) 
 
 สาหรายขนาดเล็กที่ไดรับความสนใจจากนกัวิจยัในหลาย ๆ ประเทศ ไดแก สาหรายใน
สกุลคลอเรลลา (Chlorella) ซ่ึงเปนสาหรายสีเขียวที่มีการเติบโตที่รวดเร็ว เพาะเลี้ยงงาย                  
มีความสามารถในการสังเคราะหแสงสูง รวมทั้งมีศักยภาพในการเปลี่ยนกาซคารบอนไดออกไซด
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จากกาซเสียทีป่ลอยจากโรงงานอุตสาหกรรมและโรงงานผลิตไฟฟาไปเปนชีวมวลไดดีกวาสาหราย
ชนิดอื่น (Hanagata และคณะ, 1992) นอกจากนี้ยงัสามารถเติบโตไดในภาวะที่ใชกาซเสียจาก
โรงงานอุตสาหกรรมในการเพาะเลี้ยง โดยในกาซเสียประกอบดวยกาซคารบอนไดออกไซดที่มี
ความเขมขนสงู (10-20%) นอกจากนีย้ังมีไนตริกออกไซด (NO) ซัลเฟอรไดออกไซด (SO2) และฝุน 
รวมทั้งอุณหภมูิของกาซเสียยังคอนขางสูงอีกดวย (Matsukawa และคณะ, 2000)  สําหรับชีวมวล
ของสาหราย  Chlorella sp. ที่เพาะเลีย้งภายใตกาซคารบอนไดออกไซดความเขมขนสูงนั้นมีคุณคา
ทางอาหารที่ด ี ซ่ึงพบวา Chlorella sp. สายพันธุ HA-1 ประกอบดวยโปรตีน 57.1 เปอรเซ็นตของ
น้ําหนกัแหง กรดไขมันไมอ่ิมตัวคือ กรดลิโนเลอิก และกรดลิโนเลนกิ เปนองคประกอบ 13.4 และ 
26.5 เปอรเซ็นตของน้ําหนกัไขมันทั้งหมด ตามลําดับ รวมทั้งมีกรดอะมิโนที่จําเปนตอรางกายดวย 
(Yanagi, Watanabe และ Saiki, 1995)  
 
 จากงานวิจยัทีผ่านมาพบวา การเติบโตและองคประกอบของสาหรายขนาดเล็กจะขึน้อยูกับ
ภาวะแวดลอมที่สาหรายเติบโต เชน ความเขมแสง อุณหภูมิ ความเขมขนของกาซ
คารบอนไดออกไซด สารอาหาร เปนตน ถึงแมวาจะมีงานวิจัยทีศ่กึษาถึงการเตบิโตของสาหราย
ขนาดเล็กภายใตกาซคารบอนไดออกไซดความเขมขนสงูออกมาอยางตอเนื่อง แตงานวิจยัเหลานัน้
ศึกษาการเติบโตและการลดปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดของสาหรายเปนสวนใหญ ทําใหขาด
ขอมูลในเรื่องความเปนไปไดในการนําสาหรายชนดินั้นพัฒนาไปสูระบบอุตสาหกรรม ดังนั้น
งานวิจยันีจ้ึงสนใจศกึษาทั้งการเติบโตและองคประกอบทางชีวเคมีของสาหราย Chlorella sp. 
ภายใตการใชกาซคารบอนไดออกไซดความเขมขนสูงเปนแหลงคารบอน รวมทั้งไดเสนอสมการ
คณิตศาสตรเพือ่อธิบายผลกระทบของปจจยัทางภาวะแวดลอมที่ไดศึกษาตอการเติบโตของสาหราย
ดวย ทั้งนี้เพื่อประโยชนในการนําไปใชเปนขอมูลสําหรับการพิจารณาถึงศักยภาพและความเปนไป
ไดของการใชประโยชนจากสาหรายในดานอุตสาหกรรมและในเชิงพาณิชยตอไป 
 
 การศึกษาการเพาะเลี้ยงสาหราย Chlorella sp. ในปฏิกรณชีวภาพแสงที่ใชในการวิจยัคร้ังนี ้
ไดมีการดําเนนิการวจิัยมาแลวโดยชาญชัย อมรรัตนานุเคราะห (2543) ที่ไดศึกษาปจจัยความเขม
แสง อัตราการปอนและความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด และความเร็วรอบในการกวน    
ที่มีผลตออัตราการเติบโตของสาหราย Chlorella sp. ในปฏิกรณชีวภาพแสงขนาด 15 ลิตร พบวา 
ความเขมแสงเปนเพียงปจจยัเดียวที่มีอิทธิพลตอสัมประสิทธิ์การเติบโตของสาหราย ดังนั้นงานวิจยั
นี้จึงทําการศึกษาการเพิ่มความเขมแสงที่ใชในการเพาะเลีย้งสาหราย Chlorella sp. โดยใชกาซ
คารบอนไดออกไซดที่มีความเขมขน 10% และ 20% เปนแหลงคารบอน 
  
 



 3 

1.2  วัตถุประสงคของการวจัิย 
 
 1.2.1  ศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเติบโตและการสรางองคประกอบทางชีวเคมีของ
สาหรายขนาดเล็ก Chlorella sp. ในปฏิกรณชีวภาพแสง 
 1.2.2  ศึกษาการเติบโตและองคประกอบทางชีวเคมีของสาหราย Chlorella sp. ที่ภาวะการ
เพาะเลี้ยงตาง ๆ  
 1.2.3  เสนอแบบจําลองทางคณิตศาสตรเพือ่อธิบายผลของปจจัยที่มีผลตอการเติบโตของ
สาหรายภายใตการเติบโตในปฏิกรณชีวภาพแสงนี ้
 
1.3  ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 
 1.3.1  ทราบภาวะที่เหมาะสมตอการเติบโตของสาหรายขนาดเล็ก Chlorella sp. ใน
ปฏิกรณชีวภาพแสง 
 1.3.2  ทราบองคประกอบทางชีวเคมีของมวลชีวภาพของสาหรายเพื่อการนําไปใช
ประโยชน 
 1.3.3  ไดแบบจําลองทางคณติศาสตรที่สามารถนําไปทํานายและอธิบายผลของปจจัยทาง
ภาวะแวดลอมที่มีผลตอการเติบโตของสาหราย 
 

        
 

        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
2.1  การสังเคราะหแสงและการใชคารบอนไดออกไซดของสาหรายขนาดเล็ก 
  
 การสังเคราะหแสง คือ การใชพลังงานจากแสงเพื่อเปลี่ยนคารบอนไดออกไซดในอากาศ
และไฮโดรเจนซึ่งอาจมาจากน้ําหรือแหลงไฮโดรเจนอืน่ ๆ ใหเปนสารประกอบพวกคารโบไฮเดรต 
โดยเซลลของสิ่งมีชีวิตที่มีรงควัตถุที่สามารถดูดพลังงานจากแสงได  
 
 การสังเคราะหแสงของพืชและสาหรายจะใชพลังงานจากแสงในชวงคลื่นที่เรียกวา 
Photosynthetic active radiation (PAR) ซ่ึงมีความยาวคลื่นระหวาง 400-700 นาโนเมตร พลังงานที่
ไดจากแสงจะนําไปใชในขัน้ตอนการตรึงคารบอนไดออกไซด (CO2 fixation reaction)ในวัฏจักร
คาลวิน (Calvin cycle) 
 
 สมการโดยภาพรวมของการสังเคราะหแสงของพืชและสาหรายเปนดงันี้ 
 
 6 CO2 + 12 H2O                                            [CH2O]6  +  6 H2O  +  6 O2  
 
  
 จากสมการขางตน แสดงใหเห็นวาเมื่อพืชหรือสาหรายมีการสังเคราะหแสงจะมีการ
ปลดปลอยออกซิเจนออกมาภายนอกเซลล ซ่ึงแตกตางจากการสังเคราะหแสงของแบคทีเรีย
สังเคราะหแสง (Photosynthetic bacteria) ที่จะใชสารประกอบอินทรียหรือสารประกอบอนนิทรีย
ชนิดอื่น ๆ ที่ไมใชน้ํา เชน H2S แทนทีจ่ะเปน H2O ทําใหการสังเคราะหแสงของแบคทีเรียไมมีการ
ปลดปลอยออกซิเจน (สรวศิ เผาทองศุข, 2543) 
 
 ปฏิกิริยาการสังเคราะหแสงของพืชและสาหราย แบงไดเปน 2 ขั้นตอน (ดังแสดงในรูปที่ 
2.1) คือ (Brock, Smith และ Madigan, 1984)  
 
 1.  ปฏิกิริยาทีใ่ชแสง (Light reaction) เปนปฏิกิริยาที่ตองอาศัยแสงเพื่อทําใหน้ําแตกตัวไป
เปนไฮโดรเจนไอออน ออกซิเจน และอิเลคตรอน โดยมีรงควัตถุเปนตัวรับพลังงานรังสีในชวงคลื่น
ที่เหมาะสม โดยมีคลอโรฟลล-เอเปนรงควัตถุหลัก สวนรงควตัถุอ่ืนจัดเปนรงควัตถุประกอบ        

chlorophyll 

Light 
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ทําหนาที่ดดูแสงในความยาวคลื่นอื่นนอกเหนือจากคลอโรฟลล และสงพลังงานกระตุนใหแก
โมเลกุลของคลอโรฟลลที่อยูถัดไป ทําใหคลอโรฟลลมีพลังงานสูงขึ้น อิเลคตรอนที่หลุดออกจาก
โมเลกุลของคลอโรฟลลจะมีสารมารับและถายทอดอิเลคตรอนตอไปเปนทอด ๆ (Electron transfer) 
ในขณะที่มีการถายทอดอิเลคตรอนนี้พลังงานในอิเลคตรอนจะลดลง พลังงานที่ถูกปลอยออกมาจะ
ถูกนําไปสราง ATP จาก ADP เรียกกระบวนการนีว้า โฟโตฟอสฟอริเลชัน (Photophosphorylation) 
และสารที่รับอิเลคตรอนตัวสุดทายคือ NADP ซ่ึงจะไดผลผลิตคอื NADPH ทั้ง ATP และ NADPH 
จะถูกนําไปใชในการตรึงกาซคารบอนไดออกไซดที่เกดิขึ้นในปฏิกิริยาไมใชแสง (Dark reaction) 
 

 
 

รูปที่ 2.1  ขั้นตอนตาง ๆ ในปฏิกิริยาการสังเคราะหแสงของพืช (Markager และ Sand-Jensen, 1994) 
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 2.  ปฏิกิริยาไมใชแสง (Dark reaction) เปนกระบวนการตอเนื่องจากปฏิกิริยาใชแสง โดย
สาหรายจะทําการตรึงคารบอนไดออกไซด และใชพลังงานเคมีจาก ATP และ NADPH ซ่ึงเปน
ผลผลิตจากปฏิกิริยาที่ใชแสง (Light reaction) มาชวยในการเปลีย่นคารบอนไดออกไซดไปเปน
น้ําตาลและสารประกอบคารโบไฮเดรต อาจเรียกกระบวนการนี้วา การตรึงคารบอนไดออกไซด 
(CO2 fixation reaction) ซ่ึงเกิดในวัฎจกัรคาลวิน (Calvin cycle) 
 
 กระบวนการสงัเคราะหแสงของพืชและสาหราย เปนกระบวนการทางชีวภาพที่สามารถลด
ปริมาณคารบอนไดออกไซดได ซ่ึงพืชและสาหรายจะใชกาซคารบอนไดออกไซด แรธาตุตาง ๆ 
และน้ํา เปนสารตั้งตนในกระบวนการนี้ แตการลดคารบอนไดออกไซดโดยกระบวนการทาง
ชีวภาพ  (Biological CO2 reduction) ที่ไดมีงานวิจยัออกมาอยางตอเนื่องนัน้ เปนการลด
คารบอนไดออกไซดในอากาศโดยสาหรายขนาดเล็ก  เนื่องดวยขอไดเปรียบและคณุสมบัติ            
ที่แตกตางของสาหรายขนาดเล็กจากพืช  ดังตอไปนี้ (Kurano และคณะ, 1995; Murakami และ 
Ikeueouchi, 1997) 
 
 1.   สาหรายมีความสามารถในการเปลี่ยนกาซคารบอนไดออกไซดไปเปนสารอินทรีย
ประเภทคารโบไฮเดรตและสารที่มีประโยชนอ่ืน ๆ เชน ไขมันและโปรตีน โดยผานกระบวนการ
สังเคราะหแสง 
 
 2.  สาหรายสังเคราะหแสงไดอยางมีประสิทธิภาพสูงและมีความสามารถในการใช        
กาซคารบอนไดออกไซดไดมากกวาพืชทั่วไป 
 
 3.  สาหรายมีอัตราการเติบโตที่เร็ว ทําใหสามารถขยายพันธุไดงาย ซ่ึงเหมาะตอการนําไป
ผลิตในเชิงอุตสาหกรรมได 
 
 4.  สาหรายมีความทนทานตอสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมและรุนแรงได โดยสาหราย
บางสายพันธุสามารถเจริญเติบโตในสภาวะที่มีอุณหภูม ิความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 
และความเขมแสงที่มีคาสูงได เชน Chlorella sp. สายพันธุ K35 สามารถเติบโตไดดีทีอุ่ณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส  
 
 5.  สาหรายมีความเหมาะสมในการนําไปประยุกตใชในการกําจัดกาซคารบอนไดออกไซด
ที่ปลอยจากโรงงานมากกวาพืชช้ันสูงชนิดอ่ืน 
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 การใชกาซคารบอนไดออกไซดเปนแหลงคารบอนของสาหรายขนาดเล็กเปนกระบวนการ
ทางชีวภาพทีม่ีประสิทธิภาพมาก โดยสาหรายจะใชคารบอนไดออกไซด รวมทั้งสารอาหารอื่น ๆ 
ในการเติบโต และสรางชีวมวลที่สามารถนําไปใชประโยชนไดหลายดาน ดังภาพที่ 2.2 
 

 
 
รูปที่ 2.2   การผลิตชีวมวลของสาหรายขนาดเล็กดวยกระบวนการทางชวีภาพและการนําชีวมวลไป    
                ใชประโยชน (Vonshak, 1997) 
 
 จากงานวิจยัทีผ่านมาพบวา สาหรายขนาดเล็กมีอัตราการเติบโตที่ดีแมจะไดรับกาซ
คารบอนไดออกไซดความเขมขนสูง จากรายงานของ Watanabe, Ohmura และ Saiki (1992) พบวา 
Chlorella สายพันธุ HA-1 มีอัตราการเติบโตสูงสุดที่ความเขมขนของคารบอนไดออกไซดปอนเขา
เทากับ 5% และ 10% แตอัตราการเติบโตจะลดลงอยางเหน็ไดชัดเมื่อความเขมขนของ
คารบอนไดออกไซดสูงกวา 10% แตมีรายงานเสนอไวดวยวาสาหราย Chlorella สามารถเติบโต    
ไดดีจนถึงภาวะที่มีการปอนคารบอนไดออกไซดเทากับ 30% (Hanagata และคณะ,1992; Sung และ
คณะ,1999) นอกจากนีย้ังมีรายงานวา Chlorella สามารถทนอุณหภูมสูิงไดดีโดยสามารถเติบโตได  
ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส แตเมื่อเพิ่มอุณหภูมิเปน 45 องศาเซลเซียส Chlorella ไมสามารถ
เติบโตได  นอกจากนี้ Maeda และคณะ (1995) ไดทดลองเลี้ยงสาหราย Chlorella สายพันธุ T-1 ใน
ภาวะที่ปอนอากาศจนถึงชวงที่มีการปอนกาซคารบอนไดออกไซดเทากับ 100% ใชระยะเวลาใน
การเพาะเลีย้งทั้งหมด 5 วัน พบวาสาหรายสายพนัธุนี้เติบโตไดดทีี่สุดที่ความเขมขน
คารบอนไดออกไซดปอนเขาเทากับ 15% ดวยคาปริมาณชีวมวลท่ีผลิตไดสูงสุดประมาณ 1         
กรัมตอลิตร  
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2.2  ลักษณะทางชีววิทยาของสาหราย Chlorella sp. 
 
การจัดลําดับอนุกรมวิธาน 
 
 Chlorella sp. เปนสาหรายขนาดเล็กที่มีลําดับอนุกรมวิธาน ตามระบบการจัดหมวดหมูของ 
Hoek, Mann และ Jahns (1995)  
 
  Division  Chlorophyta 
       Class  Chlorophyceae 
            Order  Chlorococcaler 
                 Family  Chlorellaceae 
                      Genus  Chlorella  
 
รูปรางลักษณะ  
 
 สาหรายคลอเรลลา (รูปที่ 2.3 ก) เปนสาหรายสีเขียวเซลลเดียวทีม่ีขนาดเล็กมาก โดยมี
เสนผาศูนยกลางเซลลประมาณ 2-12 ไมโครเมตร มักอยูเปนเซลลเดี่ยว ๆ (Unicellular) หรืออาจอยู
รวมกันเปนกลุม (Colony) ไมสามารถเคลื่อนที่ไดเอง รูปรางเซลลมีลักษณะกลมหรือกลมรี และมี
ขนาดแตกตางกันทั้ง ๆ ที่พบในที่เดียวกนั มีคลอโรพลาสตเปนรูปถวย หรือเปนแผนอยูริมเซลล 
อาจมีหรือไมมีไพรีนอยด  ไมมีแฟลกเจลลา มีสติกมาและคอนแทรกไทลแวควิโอล พบนิวเคลียส
อยูตรงกลางเซลล มีเยื่อหุมนวิเคลียส 2 ช้ัน พบไมโตคอนเดรีย กอลจิบอดี้ และแวควิโอลเล็กนอยใน
ไซโตพลาสซึม (Bold และ Wynne, 1978) 
 
การกระจายพันธุ 
 
 สาหรายสกุล Chlorella พบไดทั้งในน้ําจดื น้ํากรอยและน้ําเค็ม โดยชนิดที่พบไดในน้ําเค็ม
มีขนาดเล็กกวาที่พบจากแหลงอื่น ๆ คือ มีเสนผาศูนยกลางประมาณ 2 ไมโครเมตร รวมทั้งยังพบได
บนพื้นดนิที่เปยกชื้นและบนกําแพง  สาหรายชนิดนี้มักเปนชนิดที่ปนเปอนในภาชนะบรรจุน้ํา    
บางชนิดอาศัยอยูรวมกับสัตวชนิดอืน่ ๆ เชน Chlorella parasitica มกัอาศัยอยูรวมกับพารามีเซียม
ชนิด Paramecium bursaria สวน Chlorella lichina พบวาจะอาศัยอยูรวมกับไลเคนส ชนิด 
Calicium chlorine สาหรายในสกุลนี้มี 14 สกุล ไดแก C. vulgaris, C. pyrenoidosa, C. concloverata, 
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C. simplex, C. ellipsoidea, C. miniala, C. protothecoides, C. saccharophila, C. acuminate, C. 
faginea, C. variegate, C. parasitica, C. conductrix และ C. lichina (Bold และ Wynne, 1978) 
 
การสืบพันธุ 
 
 สาหรายคลอเรลลามีการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศเพียงแบบเดียว (Sharma, 1992) โดยการ
สรางออโตสปอร (Autospore) ขึ้นในเซลลแม ออโตสปอรเปนสปอรที่ไมมีแฟลกเจลลา ไม
เคลื่อนที่ มีรูปรางเหมือนเซลลปกติ โดยในแตละครั้งของการสรางออโตสปอรนั้นสามารถสรางได
ตั้งแต     2-16 สปอร แตละออโตสปอรนี้จะคอย ๆ พัฒนาเซลลจนเหมือนกับเซลลแม แตตางกนัที่             
ออโตสปอรจะมีขนาดเล็กกวา และถูกปลอยออกมาจากผนังเซลลแม (รูปที่ 2.3ข และ 2.3ค) 
 
 

               
 

 
 

  รูปที่ 2.3  (ก) รูปรางลักษณะของสาหราย Chlorella sp. 
                          (ข และ ค) การสืบพันธุโดยการสรางออโตสปอร 
                                           (CHL คือ Chloroplast; PY คือ Pyrenoid) (Hoek และคณะ, 1995) 
 
2.3  การใชประโยชนจากสาหรายขนาดเล็ก 
 
 สาหรายขนาดเล็กถูกนํามาใชประโยชนเพือ่เปนอาหารสุขภาพ (Health food) สารเติมแตง
อาหาร (Food additives) และสารเสริมในอาหารสัตว (Feed supplement) กันเปนระยะเวลานานแลว  
โดยเฉพาะในประเทศญี่ปุน โดยเริ่มมีการกอตั้งบริษัททีผ่ลิตสาหราย Chlorella sp. ขึ้นในป ค.ศ. 
1969 เพื่อใชเปนอาหารเสริมสุขภาพ (Lee, 1997) นอกจากนี้ยังมกีารผลิตสาหรายขนาดเลก็           
ในประเทศตาง ๆ อีกหลายประเทศ ไดแก ไตหวัน จนี อินเดีย อินโดนีเซีย เปนตน รวมทั้งประเทศ
ไทยดวย เนื่องจากภายในเซลลของสาหรายมีองคประกอบของสารอาหารที่มีคุณคาทางโภชนาการ

(ข) (ก) (ค) 
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ทั้งตอมนุษยและสัตว ไดแก โปรตีน ไขมัน โพลีแซคคาไลด และวิตามิน (Liang และคณะ, 2004) 
โดยในตารางที่ 1 ถึงตารางที่ 3 ไดแสดงองคประกอบภายในเซลลของสาหราย กรดไขมัน และ
กรดอะมิโน ทีเ่ปนองคประกอบภายในเซลลของสาหราย ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 2.1  องคประกอบภายในเซลลของสาหราย 
 

องคประกอบ % น้ําหนักแหง 
  Chlorella sp. HA-1 (1) Chlorella vulgaris (2) Spirulina platensis (2) 
โปรตีน 57.1 56.0 56.6 
ไขมัน 18.4 8.6 7.5 
คารโบไฮเดรต 0.7 17.9 16 
เสนใย 2 - - 
เถา 11.3 7.3 14.0 
กรดนวิคลีอิก - 5.4 4.8 
 
หมายเหตุ : (1)  Yanagi, และคณะ (1995) 
      (2)  Ortega-Calvo และคณะ (1993) 
    
ตารางที่ 2.2  กรดไขมันที่เปนองคประกอบภายในเซลลของสาหราย 
                  

กรดไขมัน % ไขมันทั้งหมด 
  Chlorella sp. HA-1 (1) Chlorella vulgaris (2) Spirulina platensis (2) 
Palmitoleic (16:1) - 18.7 7.0 
Palmitic (16:0) 14.2 25.1 52.4 
α-linolenic (18:3) 26.5 - 5.9 
Linoleic (18:2) 13.4 16.1 12.6 
Oleic (18:1) - 25.3 - 
Stearic (18:0) - 5.6 21.3 
 
หมายเหตุ : (1)  Yanagi และคณะ (1995)  
      (2)  Ortega-Calvo และคณะ (1993) 
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ตารางที่ 2.3  ชนิดของกรดอะมิโนที่เปนองคประกอบในเซลลของสาหราย  
 

Amino acid  % น้ําหนักแหง 
  Chlorella sp. HA-1 (1) Chlorella vulgaris (2) Spirulina platensis (2) 
Aspartic acid                  4.66** 11.7 7.6 
Serine 1.04 5.3 5.4 
Glutamic acid                 5.78*** 10.4 10.4 
Glycine 3.35 7.9 6.4 
Histidine 2.18 2.6 1.6 
Arginine 3.06 9.7 9.9 
Threonine* 2.46 6.6 6.6 
Alanine* 4.55 10.9 8.8 
Proline 2.52 6.0 4.5 
Tyrosine 2.40 6.4 8.6 
Valine* 3.03 0.8 8.7 
Lysine* 3.98 6.9 6.2 
Isoleucine* 2.01 3.7 4.8 
Leucine* 4.71 6.9 6.4 
Phenylalanine* 2.69 2.0 1.7 
Methionine* 1.19 2.1 2.0 
Cystine 0.65 0.4 0.3 
Tryptophan* 1.04 - - 
 
หมายเหตุ :  * กรดอะมิโนทีจ่ําเปน 
                    ** Aspartic+Aspartine 
                    *** Glutamic+Glutamine 
                    (1)  Yanagi และคณะ (1995)  
       (2)  Ortega-Calvo และคณะ (1993)  
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 นอกจากนี้สาหรายขนาดเล็กยังไดรับความสนใจ ในการเปนแหลงผลิตรงควัตถุในกลุม   
แคโรทีนอยด (Carotenoids) (ไดแก เบตาแคโรทีน แอสทาแซนทีน และลูทีน เปนตน) เพื่อใช
ประโยชนทั้งในสวนของอาหารเสริมสุขภาพ และเปนสารสีธรรมชาติที่ใชในการเติมแตงสีใน
อาหาร (Food additives) ยา เครื่องสําอาง และชวยในการสรางสีในเนื้อเยื่อสัตวโดยเฉพาะสัตวน้ํา  
 
 ลูทีน (Lutein) เปนรงควัตถุชนิดหนึง่ในกลุมแคโรทีนอยดที่ไดรับความสนใจในทาง
อุตสาหกรรม ในประเทสหรัฐอเมริกา มูลคาทางการตลาดของลูทีนเพื่อใชเปนสารเตมิแตงในอาหาร
สัตวมีมูลคาสูงถึง 150 ลานเหรียญตอป (Del Campo และคณะ, 2001) นอกจากลูทีนจะมีประโยชน
เชนเดยีวกับรงควัตถุอ่ืน ๆ ในกลุมแคโรทีนอยดแลว ยังพบวาการไดรับลูทีนทําใหลดความเสี่ยงของ
การเกิดโรคที่เกี่ยวกับความเสื่อมสภาพของเรตินาอันมีสาเหตุจากความชราอีกดวย (Richmond, 
1990) 
 
 สาหรายหลายชนิดสามารถใชเปนแหลงของรงควัตถุในกลุมแคโรทีนอยด ไดเชน         
แอสทาแซนทนี (Astaxanthin) จาก Haematococcus sp. (Harker, Tsavalos และ Young, 1996) 
Chlorococcum sp. (Yuan และคณะ, 2002) และ Chlorella zofingiensis (Ip และ Chen, 2005) และ  
ลูทีน จาก Chlorella protothecoides (Shi และคณะ, 1999) และ Muriellopsis sp. (Del Campo และ
คณะ, 2000) 
 
 นอกจากการใชประโยชนจากสาหรายที่กลาวมาขางตนแลว ในชวงทศวรรษที่ผานมามี
งานวิจยัที่ใชประโยชนจากมวลชีวภาพของสาหรายเพื่อเปนวัตถุดิบในการผลิตเชื้อเพลิง ดังเชน  
การผลิตเอทานอลจากสาหราย Chlorella sp. (Hirano และคณะ, 1997) และการผลิตกาซไฮโดรเจน
จาก Chlamydomonas reinhardtii (Ike และคณะ, 1997) เนื่องจากองคประกอบภายในเซลลของ
สาหรายมีแปงและน้ําตาลเปนองคประกอบซึ่งจุลินทรียสามารถใชเปนแหลงอาหารในการเติบโตได
โดยในตารางที่ 4 แสดงชนิดของน้ําตาลที่เปนองคประกอบภายในเซลลสาหราย สาเหตุที่มีความ
สนใจในการนาํชีวมวลของสาหรายมาใชเปนแหลงอาหารของจุลินทรียเนื่องมาจากพืชที่ใชเปน
วัตถุดิบในการผลิตเชื้อเพลิง (เชน ออยและขาวโพด เปนตน) เพื่อเปนแหลงของน้ําตาลในการผลิต
เอทานอลโดยการหมักของจลิุนทรียนั้น ตองใชพื้นที่และน้ําในการเพาะปลูกมาก ซ่ึงอาจเปนปญหา
หรือขอโตแยงในการเพาะปลูกพืชเพื่อเปนแหลงอาหารได (Hirano และคณะ, 1997)  
  
 
 
 



 13 

ตารางที่ 2.4  น้ําตาลหลักที่เปนองคประกอบภายในเซลลของสาหราย (Ortega-Calvo และคณะ,  
        1993) 
 

ปริมาณ (% น้าํหนักแหง) 
Sugar Spirulina platensis Chlorella vulgaris 

Erythrose 0.05 - 
Rhamnose 0.57 0.63 
Fucose 0.1 0.04 
Ribose 0.57 0.25 
Arabinose 0.05 0.22 
Xylose 0.2 0.07 
Mannose 0.26 0.15 
Galactose 1.11 1.78 
Glucose 6.94 2.65 

 
2.4  ปจจัยสิ่งแวดลอมท่ีมีผลตอการเติบโตของสาหรายขนาดเล็ก 
  
 1.  แสง   
       
      แสงเปนปจจัยที่มีความสําคัญมากในการสังเคราะหแสง เนื่องจากเปนแหลงพลังงานที่
ใชในกระบวนการสังเคราะหแสง จึงมีผลตอการสังเคราะหแสง การเติบโต การสรางรงควัตถุ     
การหาย และรูปรางลักษณะของเซลล (Brown and Richardson, 1963) นอกจากนีแ้สงยังเปนปจจัย
จํากัด (Limiting factor) ที่สําคัญมากปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการเติบโตของสาหรายดวย 
 
      ตามปกติการสังเคราะหแสงของสาหรายจะเพิ่มขึ้น เมื่อสาหรายไดรับแสงที่มีความเขม
แสงสูงขึ้น จนกระทั่งถึงความเขมแสงทีท่ําใหอัตราการสังเคราะหแสงไมเพิ่มสูงขึ้นอีก เรียกวา 
ความเขมแสงอิ่มตัว (Light-saturation intensity) ณ ความเขมแสงอิม่ตัวนี้มีผลทําใหสาหรายมกีาร
สังเคราะหแสงสูงสุด (Pmax) (Devlin และ Barker, 1971) ดังแสดงในรปูที่ 2.4 เรียกกราฟในรูปนีว้า 
Light saturation curve และถาความเขมแสงที่สาหรายไดรับสูงกวาความเขมแสงอิ่มตัวมาก ๆ อาจ
เกิดการยับยั้งการสังเคราะหแสง หรือ Photoinhibition ขึ้นได แตการยับยั้งการสงัเคราะหแสงนี้
สามารถคืนสภาพไดหลังจากการพักตวัสักระยะหนึ่ง ทั้งนี้ระดับความอิ่มตัวของการสังเคราะหแสง
จะแปรผันขึ้นกับชนิดของสาหรายดวย โดยมีรายงานวาสาหราย Chlorella sp. และ Scenedesmus sp. 
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มีระดับความเขมแสงอิ่มตัวอยูที่ประมาณ 200 μmol.m-2.s-1 (Hanagata และคณะ, 1992)  นอกจากนี้
ระดับความเขมแสงอิ่มตัวยังขึ้นกับปจจยัภาวะแวดลอมดวย โดยมีรายงานวาอัตราการสังเคราะห
แสงจะเพิ่มขึ้นถาปริมาณของคารบอนไดออกไซดมีมากถึงจุดอิ่มตัว (Devlin และ Barker, 1971)  
 

 
รูปที่ 2.4  ความสัมพันธระหวางการสังเคราะหแสงกับความเขมแสง (Vonshak, 1997) 

      
 2.  อุณหภูมิ   
                   
       อุณหภูมิมผีลตอการสังเคราะหแสงและการหายใจของสาหราย โดยเมื่ออุณหภูมิของ
ส่ิงแวดลอมสูงขึ้นอัตราการสังเคราะหแสงเพิ่มขึ้น  อัตราการสังเคราะหแสงจะเพิ่มตามการเพิ่มของ
อุณหภูมิจนถึงระดับอุณหภูมทิี่เหมาะสมตอการเติบโตของสาหราย โดยเมื่ออุณหภูมเิพิ่มสูงขึ้นกวา
นี้อัตราการเตบิโตจะลดลง (Darley, 1982) แตอุณหภมูิจะไมมีผลตอการสังเคราะหแสงถาถูกจํากัด
ดวยแสงหรือคารบอนไดออกไซด  
 
       นอกจากนีอุ้ณหภูมิยังมีผลตออัตราการละลายของคารบอนไดออกไซด โดยเมื่อ
อุณหภูมิลดลงจะทําใหอัตราการละลายของคารบอนไดออกไซดเพิ่มขึน้ ซ่ึงเปนผลใหอัตราการ
สังเคราะหแสงลดลงดวย (Devlin และ Barker, 1971)  
 
      มานิทย อัศวอารีย และธิดา เพชรมณ ี (2534) ไดศกึษาการเพาะเลี้ยงสาหราย Chlorella 
sp. ที่อุณหภูม ิ3 ระดับ ไดแก 21, 28 และ 35 องศาเซลเซียส โดยใหแสงดวยหลอดฟลูออเรสเซนต
วันละ 8 ช่ัวโมง เล้ียงจนไดความหนาแนนประมาณ 1x106 เซลลตอมิลลิลิตร พบวาคาเฉลี่ยของ
ระยะเวลาในการเพิ่มจํานวนเซลลเปน 2 เทา เทากับ 1.3, 1.3 และ 5 วนั ตามลําดับ 
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 3.  คา pH 
 
    สาหรายแตละชนิดสามารถเติบโตไดที่ระดับ pH ตางกัน สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิ     
จะเติบโตไดดใีนน้ําที่มีสภาพเปนกลางจนถึงมีสภาพเปนเบส หรือประมาณ 6.5-7.5 สวนสาหราย   
สีเขียวบางกลุม เชน เดสมิด เปนตน ชอบน้ําที่มีสภาพเปนกรดออนหรือเปนกรด ซ่ึงมีคา pH         
อยูระหวาง 5.5-6.5 สําหรับคา pH ที่เหมาะสมตอการเตบิโตของสาหราย Chlorella อยูในชวง 5.5-6 
(Hirata และคณะ, 1996) 
 
 คา pH ของสารละลายอาหารมีผลทั้งทางตรงและทางออมตอกระบวนการเมทาบอลิซึม
ของสาหราย และยังมีบทบาทตอการละลายของเกลือและสารประกอบเชิงซอนชนิดตาง ๆ ใน
สารละลาย ซ่ึงอาจกอใหเกิดความเปนพษิหรือยับยั้งการเติบโตของสาหราย ขณะเดียวกันคา pH    
ยังสงผลตอการละลายของสารประกอบโลหะ โดยการเพิม่ pH จะเปนสาเหตุใหสารประกอบโลหะ
ที่เปนธาตุอาหารที่จําเปนบางชนิดตกตะกอนดังนั้นสาหรายจึงอาจขาดธาตุอาหารที่จําเปนบางตัวได 
 
 นอกจากนี้ pH ยังมีผลตอการละลายของธาตุอาหารจําพวกฟอสฟอรัส คือ ที่ pH สูงกวา 7 
ฟอสเฟตจะเปลี่ยนเปนฟอสเฟตไอออน ซ่ึง Chlorella นําไปใชไมได ในขณะที ่ pH ในชวง 5.6-6.5 
ฟอสเฟตจะอยูในรูป ไดไฮโดรเจนฟอสเฟตไอออน และไฮโดรเจนฟอสเฟตไอออน ซ่ึง Chlorella 
สามารถใชได แตถาสภาพสารละลายมีความเปนกรดมาก ฟอสเฟตจะรวมตวักับเหล็กหรือ
อะลูมิเนียมและตกตะกอนได 
 
 Kodama, Ikemoto และ Miyachi (1993) ไดศึกษาผลของ pH ตอการเตบิโตของ 
Chlorococcum littorale พบวา ถา pH มากกวา 4 การเติบโตไมแตกตางกันมากนัก แตถา pH เทากับ 
3.5 การเติบโตจะลดลง 50 % ของการเติบโตที่ pH มากกวา 4 และที่ pH นอยกวา 4 การเติบโต      
จะลดลง และที่ pH เทากับ 3 สาหรายไมสามารถเติบโตได 
  
 4.  ธาตุอาหาร 
 
      การเติบโตของสาหรายซ่ึงเปนผลมาจากการสังเคราะหแสงนั้นขึน้อยูกับอาหารทีใ่ชเล้ียง 
ซ่ึงแตกตางกนัไปตามชนิดของสาหราย ดังนั้นถาในน้ําที่เล้ียงสาหรายมีความเขมขนของอาหารไม
เพียงพอกับความตองการของสาหราย จะทาํใหอัตราการเติบโตลดลง (ลัดดา วงศรัตน, 2540) 
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      ธาตุอาหารเปนปจจยัทางเคมีที่มีผลตอการเติบโตของสาหรายเซลลเดียว ทั้งในดาน
ปริมาณ และดานชนิดของธาตุอาหาร โดยทัว่ไปธาตุอาหารที่ใชเล้ียงสาหรายเซลลเดียวจะแบงเปน 
2 ประเภท คือ ธาตุอาหารหลัก (Macronutrients) และธาตุอาหารรอง (Micronutrients)     
 
      4.1  ธาตุอาหารหลัก (Macronutrients) ประกอบดวยธาตุตอไปนี้ 
 
  4.1.1.  คารบอน คารบอนที่สาหรายนําไปใชไดแบงออกเปน 2 ประเภท คือ 
คารบอนอินทรียและคารบอนอนินทรีย   
 
  4.1.1.1.  คารบอนอินทรีย  
 
   สารคารบอนอินทรียจะทําหนาที่เปนทั้งแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน
แทนพลังงานที่สาหรายจะไดรับจากแสง (Ogbonna, Masui และ Tanaka, 1997) ดังนั้นสาหราย    
บางชนิดสามารถเติบโตไดแมจะเลี้ยงในทีม่ืด (Heterotrophic culture) สารคารบอนอินทรียที่ใช    
ในการเลี้ยงสาหราย ไดแก น้าํตาล (กลูโคส, ซูโครส), ไขมัน และกรดอนิทรีย (กรดอะซิติก) เปนตน 
(Gladue, 1991) 
 
  4.1.1.2.  คารบอนอนินทรีย   
 
   ในแหลงน้ําธรรมชาติพบคารบอนอนินทรียได 3 รูปแบบ คือ คารบอน-  
ไดออกไซดทีล่ะลายน้ํา ไบคารบอเนต และคารบอเนตไอออน ซ่ึงคารบอนอนินทรียจะอยูใน
รูปแบบใดมากหรือนอย ทั้งนี้ขึ้นอยูกับคา pH น้ํา  ดังแสดงในรูปที่ 2.5 โดยที่คา pH อยูในชวง 7-9 
จะอยูในรูปของเกลือไบคารบอเนต (HCO-

3)  เมื่อ pH มากกวา 9.5 จะอยูในรปูเกลือคารบอเนต 
(CO2-

3)  และเมื่อ pH มีคาประมาณ 5 คารบอนไดออกไซดจะอยูในรปูกาซที่ละลายน้ํา  ซ่ึงจะถูกตรึง
โดยเอนไซม Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco) ทั้งนี้คารบอนอนินทรีย
จะมีการเปลีย่นไปอยูในรูปที่สาหรายเองสามารถนําไปใชประโยชนไดโดยตรง ซ่ึงจะอยูในรูปแบบ
ใดนั้นขึน้อยูกบัชนิดของสาหรายดวย (Kaplan และ คณะ, 1986) 
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รูปที่ 2.5  รูปแบบของคารบอนอนินทรียทีป่รากฏที่ระดบั pH ตาง ๆ (Becker, 1993) 

 
  4.1.2.  ไนโตรเจน 
 
                          สาหรายสวนใหญสามารถใชไนเตรท ไนไตรท และแอมโมเนยีมได 
นอกจากนี้สาหรายบางชนดิสามารถตรึงไนโตรเจนไดจากอากาศ ไดแก สาหรายสีเขียวแกมน้าํเงนิ 
(Darley, 1982) โดยสาหรายสวนใหญจะเลือกใชแอมโมเนียกอน เนื่องจากสาหรายสามารถใช
แอมโมเนียในกระบวนการเมตาบอลิซึมโดยเฉพาะการสรางกรดอะมโินไดโดยตรง ในขณะที่ถาใช
ไนเตรทตองเปลี่ยนไนเตรทใหอยูในรูปของแอมโมเนียกอน เซลลจึงจะสามารถนําไปใชได 
(Lobban และ Harrison, 1994) 
  
      4.1.3.  ฟอสฟอรัส   
 
                 เปนธาตุอาหารที่จําเปนตอการเตบิโตของสาหราย เนื่องจากฟอสฟอรัสมีสวน
เกี่ยวของกับกระบวนการตาง ๆ ของเซลล โดยเฉพาะกระบวนการถายทอดพลังงาน และ
กระบวนการสรางกรดนิวคลีอิก ออโธฟอสเฟตเปนแหลงฟอสฟอรัสอนินทรียที่สําคัญตอการ
เติบโตของสาหราย โดยสาหรายสวนใหญจะเก็บฟอสฟอรัสสวนเกินไวในรูปโพลีฟอสเฟต         
ในไซโตพลาสมิกเกรนูล (Darley, 1982) แตการไดรับฟอสฟอรัสที่ไมเพียงพออาจไมมีผลตอการ
สังเคราะหแสงของสาหรายเมื่ออยูในภาวะความเขมแสงต่ํา แตจะสงผลชัดเจนเมื่อเพิม่ความเขมแสง 
(Szerenos, Bialuk และ Maleszewski, 2004) 
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      4.1.4.  แคลเซียม  
 
                แคลเซียมเปนธาตุอาหารที่จําเปนตอการเติบโตสําหรับสาหรายสีเขียว  โดยมีสวน
เกี่ยวของในการสรางโครงสรางของสาหรายโดยเฉพาะในสาหรายทะเล และมีบทบาทในการสราง
ผนังเซลลของเซลลสืบพันธุเพศผู (ลัดดา วงศรัตน, 2540) ซ่ึงปริมาณแคลเซียมที่พชืตองการขึ้นอยู
กับปริมาณของธาตุอาหารชนิดอื่นดวย เชน แมกนเีซียม เหล็ก สังกะสี โคบอลท ทองแดง 
โมลิบดีนัม นคิเกิล อะลูมิเนยีม โซเดียม ปรอท เงิน และตะกัว่ เปนตน 
 
      4.1.5.  โพแทสเซียมและแมกนีเซียม 
 
    โพแทสเซียมเปนธาตุอาหารที่เปนสวนประกอบของเอนไซมหลายชนิดใน
สาหราย และมีผลในการยับยั้งการเติบโตของสาหรายบางชนิด (Wiessner, 1962)  สวนแมกนีเซยีม
มีความสําคัญอยางยิ่งตอกระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล (ลัดดา วงศรัตน, 2540) 
 
      4.1.6.  ซัลเฟอร 
 
                  เปนธาตุอาหารที่จําเปนตอสาหรายทุกชนิด ซัลเฟอรในสาหรายมีหลายรูปแบบ 
เชน กรดอะมโิน, วิตามีน บี, กรดแพนโทเธนิค ซัลเฟอรที่สาหรายใชอยูในรูปสารอนินทรีย ไดแก 
ซัลเฟต (Sulfate=SO4

2-) (Schiff ,1962) 
 
      4.2  ธาตุอาหารรอง (Micronutrients) 
 
             เปนธาตุอาหารที่สาหรายตองการใชในปริมาณทีน่อย แตสามารถชวยใหสาหราย
เติบโตไดดีขึ้น ซ่ึงธาตุอาหารรองนี้ถูกนําไปใชเปนสารประกอบของโมเลกุลที่จําเปนตอเซลล เชน 
เอนไซม และวิตามินตาง ๆ เปนตน แบงไดเปนธาตุอาหารรองอนินทรีย และธาตุอาหารรองอินทรีย 
 
      4.2.1.  ธาตอุาหารรองอนนิทรีย (Inorganic micronutrients) ไดแก 
 
      4.2.1.1.  เหลก็ 
 
                    เปนธาตุอาหารที่ชวยดดูซึมไนโตรเจน และเหล็กเปนองคประกอบของ       
รงควัตถุ ถาสาหรายขาดเหล็กจะมีผลตอสรีระและการเตบิโตของสาหราย (Brock และคณะ, 1984) 
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นอกจากนี้เหล็กยังเปนองคประกอบของเอนไซมหลายชนิด เชน เฟอริดอกซิน (Ferredoxin)          
คะตะเลส (Catalase) อีกทั้งยังเปนองคประกอบของไซโตโครม (Cytochrome) และพอไฟรนิ 
(Porphyrins) (Warburg, 1948)  เหล็กเปนธาตุที่มักตกตะกอนในสารละลาย ฉะนั้นจงึตองใสสารที่
ปองกันการตกตะกอนทีเ่รียกวา คีเลเตอร หรือ Chelating agent ในอัตราสวนคีเลเตอรกับเหล็ก
เทากับ 1:1 โมลาร เสมอ 
 
      4.2.1.2.  โบรอน 
 
                     เปนธาตุอาหารที่จําเปนตอสาหรายบางชนดิ เชน สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน
และไดอะตอม เปนตน  
 
      4.2.1.3.  แมงกานีส 
 
                     เปนธาตุที่จําเปนตอสาหรายเซลลเดียวหลายชนิด ซ่ึงแมงกานีสเปน
องคประกอบที่สําคัญตอกระบวนการสังเคราะหแสงของสาหราย โดย Wiessner (1962) ไดทดลอง
เติมแมงกานีสลงในอาหารเลีย้งสาหราย พบวามีผลในการเพิ่มอัตราการเติบโตของสาหราย 
 
      4.2.1.4.  สังกะสี 
 
                    เปนธาตุอาหารที่เกี่ยวของกับกระบวนการสังเคราะหแสง ซ่ึงมีผลตอการ
เติบโตของ Stichococus bacillaris (Wiessner, 1962) ในอาหารเลี้ยงสาหรายหลายชนดิจะมีสังกะสี
อยูในความเขมขนประมาณ 0.01-0.1 มิลลิกรัม/ลิตร โดยมี EDTA เปนคีเลเตอร  นอกจากนี ้
Stagmann (1940) พบวาเมื่อปริมาณสังกะสีลดลงจะทําใหการสรางคลอโรฟลลลดลง 
 
      4.2.1.5.  ทองแดง 
 
                    พบในเอนไซมสําหรับกระบวนการออกซิเดชัน และนอกจากนี้ทองแดงยังมี
ความสําคัญตอกระบวนการหายใจ โดยพบวาการหายใจลดลงเมื่อปริมาณทองแดงลดลง (Wiessner, 
1962) สําหรับ Chlorella sp. ที่เล้ียงในหองปฏิบัติการจะมีอาการผดิปกติ เมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยง
สาหรายที่มีทองแดงต่ํากวา 10-7 โมลาร (Walker, 1953) 
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      4.2.1.6.  ซิลิกา 
 
       ซิลิกาเปนธาตุอาหารที่จําเปนที่สุดของสาหรายจําพวกไดอะตอมเพื่อใหในการ
สรางเปลือก ในขณะที่สาหรายชนิดอืน่ไมจําเปนตองใช   
 
     4.2.2.  ธาตุอาหารรองอินทรีย (Organic micronutrients) ธาตุอาหารประเภทนี้อาจเรียก
อีกชื่อวา แรธาตุปริมาณนอย (Trace metals) แบงออกเปน 4 กลุม ไดแก  
 
                  คารโบไฮเดรต เชน น้ําตาลเดกซโตรส เขมขน 0.2-0.5% ควรเติมหลังจากการฆา
เชื้อแลว เพราะมิฉะนัน้น้ําตาลจะสลายตัว 
 
                  เกลืออินทรียหรือสารประกอบที่มีเกลืออินทรียอยูดวย ไดแก เกลืออะซิเตทตางๆ 
นิยมใชความเขมขน 0.1-0.5% อยูในรูปของธาตุโซเดียม โปแตสเซียม 
 
                 วิตามิน ไดแก วิตามิน 3 ชนิด คือ วิตามินบี 1, บ ี12 และบีรวม นิยมเติมในอาหาร
หลังจากผานการฆาเชื้อแลว 
 
                   อาหารเสริม ไดแก อาหารที่ชวยการเติบโตของสาหราย คือ เปนสารเสริมการ
เติบโต  (Growth factor) ตัวอยางเชน อะเดนิน (Adenine) ไคเนติน (Kinetin) ทั้ง 2 ชนิดนี้ละลายใน
น้ําไดเล็กนอย แตละลายไดดีในสารละลายโซเดียมไบคารบอเนต อาหารเสริมอีก 2 ชนิดที่นยิมใช 
คือ Gibberellic acid ละลายในน้ําไดดี และ Indole acetic acid (IAA) มีคุณสมบัติละลายไดเล็กนอย
ในน้ํารอนและสลายตัวไดงายเมื่อถูกแสงสวาง 
 
2.5  ผลของการปรับภาวะแวดลอมในการเพาะเลี้ยงตอการเติบโตและองคประกอบทางชีวเคมีของ 
       สาหรายขนาดเล็ก 
 
 ในการเพาะเลีย้งสาหรายขนาดเล็กเพื่อใหไดชีวมวลหรือผลผลิตอื่นใหไดสูงที่สุด
จําเปนตองศึกษาสรีรวิทยาการเติบโตภายใตภาวะแวดลอมตาง ๆ  เนื่องจากการเพาะเลี้ยงสาหรายใน
แตละภาวะจะมีความแตกตางกัน ดังนัน้การศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเติบโตหรือการผลิตสาร
เมตาบอไลทที่ตองการจึงเปนสิ่งจําเปน  
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 จากการทดลองเลี้ยงสาหราย Dunaliella เพื่อผลิตเบตาแคโรทีนนั้น ไดมีการทดลองเลี้ยง
แบบสองขั้นตอนทําไดโดยในระยะแรกจะเปนการเลี้ยงเซลลในน้ําที่มีความเค็มต่ําและมีธาตุ
ไนโตรเจนสูง เซลลจะเจริญไดเร็วแตมีสีเขยีว (มีปริมาณเบตาแคโรทีนต่ํา) หลังจากนัน้จะเพิ่มความ
เค็มของน้ําอยางฉับพลันทําใหเซลลปรับสภาพสะสมเบตาแคโรทีนเพิม่ขึ้น ซ่ึงเซลลจะเปลี่ยนจากสี
เขียวเปนสีสมหลังจากนัน้จึงทําการเก็บเซลล (สรวิศ เผาทองศุข, 2543) 
 
 Shifrin และ Chisholm (1981) รายงานวาองคประกอบทางเคมีของสาหรายเซลลเดียว
สามารถควบคุมไดโดยการปรับภาวะแวดลอมของการเติบโต โดยเมื่อทําการเพาะเลี้ยงใหอยูใน
ภาวะที่เหมาะสมตอการเติบโต เซลลจะสังเคราะหโปรตีนเพื่อใชในการเติบโตเปนสวนใหญ หาก
ทําการเพาะเลี้ยงใหอยูในภาวะที่ไมเหมาะสมตอการเติบโตเนื่องจากปจจัยทีใ่ชในการเติบโตถูก
จํากัด เชน สารอาหาร หรือ อุณหภูมไิมเหมาะสม องคประกอบทางเคมีของสาหรายจะเปลี่ยนเปน
สะสมไขมัน คารโบไฮเดรต หรือสารเมตาบอไลททุติยภูมิ (secondary metabolite) อ่ืน ๆ แทน 
 
 Chrismadha และ Borowitzka (1994) ศึกษาความหนาแนนของเซลลและความเขม           
โฟตอนฟลักซที่ใชในการเตบิโตของ Phaeodactylum tricorntum ที่ทําการเพาะเลี้ยงในปฏิกรณ
ชีวภาพแสงแบบทอ (Tubular photobioreactor) พบวาอตัราการผลิตชีวมวลและอัตราการผลิต EPA 
จะมีปริมาณสงูขึ้น เมื่อมคีวามหนาแนนของเซลลเพียงพอที่จะสงเสริมใหมีอัตราการเติบโตอยาง
รวดเร็ว และพบวาปริมาณโปรตีนในเซลลสูงขึ้นเมื่อเพิ่มความเขมโฟตอนฟลักซ สวนปริมาณ
คารโบไฮเดรตและไขมันจะสูงขึ้น เมื่อเพิ่มความหนาแนนของเซลลและเติบโตที่ความเขม           
โฟตอนฟลักซสูง 
 
 Szerenos Bialuk และ Maleszewski (2004) ศึกษาการสังเคราะหแสงของสาหราย 
Chlorella vulgaris ในภาวะที่ไดรับฟอสเฟตไมเพยีงพอ พบวาการใหอนินทรียคารบอน (Dissolved 
inorganic carbon; DIC) 50 μM และความเขมแสง 150 μmol.m-2.s-1 สาหรายมีอัตราการปลดปลอย
ออกซิเจนจากการสังเคราะหแสงไมแตกตางกันอยางชดัเจนกับเซลลในชุดควบคุม (ไดรับฟอสเฟต
ที่เพียงพอ) แตเมื่อเพิ่มอนินทรียคารบอนและความเขมแสงเทากับ 150 μM และ 500 μmol.m-2.s-1 

ตามลําดับ  พบวาในเซลลที่ไดรับฟอสเฟตไมเพยีงพอ มีอัตราการปลดปลอยออกซิเจนจากการ
สังเคราะหแสงมากกวาเซลลชุดควบคุมอยางเดนชดั นอกจากนีย้ังพบวาเซลลที่ไดรับฟอสฟอรัสไม
เพียงพอมกีารปรับเปลี่ยนสัดสวนโดยมวลของรงควัตถุที่ใชในการสังเคราะหแสง โดยสัดสวนของ
รงควัตถุคลอโรฟลลตอแคโรทีนอยดมีการลดลงอยางมากเมื่อเปรียบเทยีบกับชุดควบคุม อีกทั้งยงั
รายงานวาผลของการไดรับฟอสเฟตที่ไมเพียงพอขึ้นอยูกับความเขมแสงที่ไดรับดวย โดยที่ระดับ
ความเขมแสงต่ํา (150 μmol.m-2.s-1) การไดรับฟอสเฟตไมเพียงพอสงผลในการยับยัง้การปลดปลอย
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ออกซิเจนเพยีงเล็กนอย แตการยับยั้งนี้จะหายไปเมื่อไดรับความเขมแสงเพิ่มเปน 300 μmol.m-2.s-1 
และการปลดปลอยออกซิเจนจะเพิ่มมากกวาชุดควบคุมเมื่อความเขมแสงเพิ่มมากยิ่งขึ้น 
 
 Yuan และคณะ (2002) ศึกษาองคประกอบของแคโรทีนอยด เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงภาวะ
ในการเพาะเลีย้ง พบวา Chlorococum ที่ทําการเพาะเลี้ยงภายใตการใหไดรับแสง 90 μmol.m-2.s-1 
และมีการเติมและไมเติมกลูโคส 0.3% (น้ําหนกัตอปริมาตร) พบวา ในอาหารที่ไมมีการเติม
คารบอน ปริมาณแอสทาแซนทีน (Astaxanthin) และ อะโดนิแซนทีน (Adonixanthin) มีความ
แตกตางกันเพยีงเล็กนอย แตจะมีความแตกตางกันมากเมื่อมีการเติมกลูโคสในอาหาร และเมื่อ
พิจารณาองคประกอบของแคโรทีนอยดในภาวะที่ไดรับและไมไดรับแสง พบวา ลูทีน และ                            
เบตาแคโรทีน เปนรงควัตถุหลักเมื่อ Chlorococum อยูในภาวะที่ไมไดรับแสง สวนคีโตแคโร-        
ทีนอยด (Ketocarotenoid; ประกอบดวย Astaxanthin, Adonixanthin และ Canthaxanthin) จะสราง
ในปริมาณเพียงเล็กนอย แตการสะสมคีโตแคโรทีนอยดจะเกิดขึ้นเปนจํานวนมากภายใตการไดรับ
แสงเทานั้น ในสวนผลกระทบของกลูโคสพบวา ถึงแมความเขมขนของน้ําหนักแหงจะเพิ่มขึ้นตาม
การเพิ่มความเขมขนของกลูโคส แตความเขมขนของกลูโคสที่เพิ่มขึ้นสงผลใหลูทีนและ           
เบตาแคโรทีน คลอโรฟลล-เอ และ คลอโรฟลล-บี มีปริมาณลดลง และเมื่อความเขมขนของกลูโคส
มากกวา 0.2% ปริมาณของแคโรทีนและคลอโรฟลลมีการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอย 
 
2.6  การเพาะเลี้ยงสาหรายขนาดเล็กแบบกะ (Batch culture)  
 
 ในระบบการเพาะเลี้ยงสาหรายแบบกะ (Batch culture) อัตราการเติบโตของสาหรายมี
แนวโนมเขาสูศูนย เนื่องจากการมีปริมาณสารอาหารเริ่มตนที่จํากดั เมือ่สาหรายมีการเติบโตมากขึ้น
สารอาหารจะถูกใชไปจนเริ่มขาดแคลน และปริมาณเซลลสาหรายที่มากขึ้นสงผลใหสาหรายเกิด
การบังแสงซึ่งกันและกัน ทาํใหการเติบโตของสาหรายมีลักษณะดังแสดงในรูปที่ 2.7 ซ่ึงสามารถ
แบงระยะการเติบโตออกเปน 6 ระยะ (Vonshak, 1997) ดังนี ้
 
 1.  ระยะปรับตัว (Lag phase) เปนระยะที่เซลลมีการปรับตัวใหเขากบัสภาพแวดลอมใหม 
เชน แสง อุณหภูมิ และสารอาหาร เปนตน ระยะนีส้าหรายยังไมมีการเปลี่ยนแปลงกระบวนการ     
เมทาบอลิซึมภายในเซลล ดังนั้นจึงยังไมมีการแบงเซลลเพิ่ม ชวงระยะนีจ้ะเรว็เพียงใดขึ้นอยูกับอายุ
หรือความแข็งแรงของเซลลสาหรายตั้งตนที่นํามาใช  และความอุดมสมบูรณของอาหารที่เล้ียง      
ถาสภาพทั้งสองมีความเหมาะสม สาหรายจะเขาสูระยะที่สองไดเร็วขึน้ 
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 2.  ระยะเรงตวั (Accelerating) เปนชวงทีส่าหรายเริ่มแบงเซลลเพิ่มขึ้น เนื่องจากเซลลเร่ิมมี
การเปลี่ยนแปลงในกระบวนการเมทาบอลิซึม มีการสังเคราะหดีเอน็เอ (DNA) อารเอ็นเอ (RNA)  
และโปรตีนจนไดเซลลใหม 
 
 3.  ระยะเติบโตทวีคูณ  (Exponential phase หรือ Log phase) เปนระยะที่สาหรายมีการแบง
เซลลเพิ่มจํานวนขึ้นอยางรวดเร็ว เซลลใหมจะถูกสรางขึ้นในอัตราทีค่งที่และเพิ่มเปนจํานวนมาก
อยางตอเนื่อง และเปนระยะที่เซลลมีเมทาบอลิซึมสูงสุด จึงมีอัตราการเติบโตสูงที่สุดดวย ระยะนีจ้ะ
นานเทาใดขึ้นอยูกับปริมาณสารอาหารและคุณสมบัติทางกายภาพของสภาพแวดลอม รวมทั้ง
ปริมาณของเสียที่สาหรายขับออกมา  
 
 4.  ระยะถดถอย (Decelerating phase) เปนระยะที่เซลลสาหรายมีอัตราการเพิ่มจํานวน
ลดลง เนื่องจากสาหรายมีความหนาแนนมากขึ้น ทําใหธาตุอาหารตาง ๆ เร่ิมลดลง และเกิดการบัง
แสงกันเองของสาหรายเพิ่มมากขึ้นจึงทําใหแตละเซลลไดรับแสงนอยลง อัตราการสังเคราะหแสง
จึงลดลง  
 
 5. ระยะคงที ่ (Stationary phase) เปนระยะที่สาหรายมีปริมาณสูงสุดและคอนขางคงที่   
อัตราการเติบโตจะเทากับอัตราการตายรวมกับการแตกสลายของเซลล ดังนั้น อัตราการเพิ่มจํานวน
จึงมีคาเขาใกลศูนย ทั้งนีเ้นื่องมาจากในระยะนี้สาหรายมกีารปลดปลอยสารพิษออกมามากขึ้น มีการ
เปล่ียนแปลงความเปนกรด-เบสในอาหาร หรือการไดรับแสงไมเพียงพอเนื่องจากการบังแสงซึ่งกัน
และกันของสาหราย อยางไรก็ตามองคประกอบบางอยางภายในเซลลสาหรายอาจมปีริมาณเพิ่มขึน้ 
หรือบางอยางอาจมีปริมาณลดลงเนื่องจากการขาดแคลนแรธาตุอาหารที่สําคัญ     
 
 6.  ระยะตาย (Death phase) เปนระยะที่เซลลสาหรายเริ่มลดลง อัตราสวนของการหายใจ
ตอการสังเคราะหแสงเพิ่มขึน้  เนื่องจากสารอาหารหมดลง สารพิษที่ปลอยออกมานอกเซลลมีความ
เขมขนมากขึ้น จึงทําใหสาหรายเริ่มตายเพิม่ขึ้นเรื่อย ๆ อยางรวดเร็ว 
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รูปที่ 2.6  การเติบโตของสาหรายขนาดเล็กที่ระยะการเติบโตตาง ๆ (Richmond, 1983) 
  I คือ ระยะปรับตัว (Lag phase); II คือ ระยะเรงตัว (Accelerating phase); III คือระยะ 
  เติบโตทวีคูณ (Exponential phase); IV  คือ ระยะถดถอย (Decelerating phase);  
              V คือ ระยะคงที ่(Stationary phase); VI คือ ระยะตาย (Decline phase)  
                
   2.7  แบบจําลองคณิตศาสตรสําหรับระบบการเพาะเลี้ยงสาหรายแบบกะ (Batch culture) ใน 
       ปฏิกรณชวีภาพแสง       
 
 แบบจําลองทางคณิตศาสตรเปนการอธิบายปรากฏการณที่สนใจดวยชุดของสมการ
คณิตศาสตรที่มีความสัมพันธกัน ซ่ึงไมเพียงแตจะสามารถอธิบายผลของปจจัยทางภาวะแวดลอม   
ที่มีตออัตราการเติบโตของสาหรายเทานัน้ แตยังสามารถทํานายปรากฏการณตาง  ๆ ที่เกิดขึ้น
ภายในปฏิกรณ เชน การเปลี่ยนแปลงสารตั้งตน การเกิดผลผลิต เปนตน นอกจากนีย้ังสามารถ
อธิบายถึงภาวะที่เหมาะสมตอการเติบโตหรือควรดําเนินการเพื่อใหไดผลที่ดีที่สุด ทั้งนี้สมการ
คณิตศาสตรที่สรางขึ้นจะสามารถอธิบายปรากฏการณที่เกิดขึ้นไดใกลเคียงกับการทดลองจริง
หรือไม ยอมขึน้อยูกับคาพารามิเตอรที่ไดจากการประมาณจากผลการทดลอง  
 
 จากการศึกษางานวิจยัที่ผานมาสรุปไดวา คาอัตราการเติบโตจําเพาะมีคาเปนฟงกชันกับ
ปจจัยทางภาวะแวดลอม ไดแก ความเขมแสง อุณหภูมิ ความเขมขนของสารอาหาร คา pH ชวงเวลา
ที่มีการใหแสง ปริมาณความเสียหายจากแสง (Huang และ Rorrer, 2002) เปนตน  นอกจากนี้ยัง
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ขึ้นกับชนิดของสาหรายดวย (Goldman, 1979) ดังนัน้ปจจัยเหลานี้จึงเปนพารามิเตอรที่สําคัญในการ
ควบคุมอัตราการเติบโตจําเพาะของสาหราย (μ)  ดังสมการที่ 1  
 
             μ    =      f (I,T,S,pH,etc.)                (1) 
         
 สมการจลนศาสตรการเติบโตของสาหรายไดถูกเสนอโดย Prokop และ Erickson (1995) 
ซ่ึงเปนรูปแบบโดยทั่วไปของสมการแสดงอัตราการเติบโตของสาหรายประเภท Photoautotrophic 
คือใชแสงเปนแหลงพลังงาน และกาซคารบอนไดออกไซดเปนแหลงคารบอน โดยกําหนดใหอัตรา
การเติบโตจําเพาะเปนคาคงที่ที่เปนสัดสวนโดยตรงสําหรับปฏิกิริยาที่มีการเรงโดยอตัโนมัติ 
(Autocatalytic reaction) ของสาหราย ดังนี้ 
 

 (2) 
 

 
  
 เมื่อ μ คือ คาอัตราการเติบโตจําเพาะ, X คือ ความหนาแนนของเซลลสาหราย และ t คือ 
ระยะเวลาในการเลี้ยงสาหราย 
 
 งานวิจยัที่ผานมาไดมีผูนําเสนอสมการทางคณิตศาสตรเพือ่อธิบายการเตบิโตของสาหราย
ในรูปของอัตราการเติบโตจําเพาะซึ่งเปนคาที่ขึ้นกับปจจยัหลายปจจยัดังไดกลาวแลวขางตนแตทั้งนี้
ยอมขึ้นอยูกับผูวิจัยวาตองการศึกษาปจจยัใดหรือปจจัยใดที่มีผลตอการเตบิโต ซ่ึงตองพิจารณาจาก
ผลการทดลองที่ได อาจเปนสมการที่ทํานายอัตราการเติบโตจําเพาะทีพ่จิารณาปจจัยเพียงปจจยัเดียว 
ดังเชนสมการที่ (3) เปนสมการแสดงคาอัตราการเติบโตจําเพาะเมื่อคารบอนไดออกไซดยับยั้ง     
การเติบโต (นงคนุช เรืองจิตต, 2546) สมการที่ (4) และ (5) (Lee, Erickson และ Yang, 1987) 
พิจารณาความเขมแสงที่ไดรับตออัตราการเติบโตจําเพาะของสาหราย  
 
   μ =                                                                                      (3) 
 
 
 
   μ avg =                                                                                                 (4) 
 
 

       dX 
        dt            
 

   =     μX 

μmax 

  ( 1 + KA)      ( 1 + CA ) 
        CA                Ki 

        μmax I avg 
        KI + I avg 
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   μ avg =                                                                                       (5) 
                                                                                  
 เมื่อ μ, μmax , KA , Ki และ CA ในสมการที่ (3) คือ อัตราการเติบโตจําเพาะ (ตอวัน), อัตราการ
เติบโตจําเพาะสูงสุด (ตอวัน), คาคงที่อ่ิมตัวของคารบอนไดออกไซด (มลิลิกรัมตอลิตร), คาคงที่การ
ยับยั้งคารบอนไดออกไซด (มิลลิกรัมตอลิตร) และความเขมขนของคารบอนไดออกไซดที่ละลายน้ํา 
(มิลลิโมลตอลิตร) ตามลําดับ และμ avg, μmax , I avg, KI และ Ki ในสมการที่ (4) และ (5) คือ อัตราการ
เติบโตจําเพาะเฉลี่ย (ตอช่ัวโมง), อัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุด (ตอช่ัวโมง), ความเขมแสงเฉลี่ย 
(วัตตตอตารางเมตร; W/m2), คาคงที่อ่ิมตัวของความเขมแสง (วัตตตอตารางเมตร; W/m2) และ
คาคงที่การยับยั้งแสง (ตารางเมตรตอวัตต; m2/W) ตามลําดับ  
 
 
 
 
 
 
 

      μmax I avg 

KI + I avg + Ki I
2
 avg 



บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1  สายพันธุสาหรายท่ีใชในการทําวิจัย  
  
 สาหรายที่ใชในการทดลอง คือ Chlorella sp. K3 (ดังแสดงในรูปที่ 3.1) เปนสายพนัธุที่นํามา
จากศูนยปฏิบัติการสาหราย สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตภัณฑอาหาร มหาวิทยาลยั เกษตรศาสตร 

 

 
 

รูปที่ 3.1  รูปรางลักษณะเซลลของสาหราย Chlorella sp. K3 
 
3.2  ปฏิกรณชวีภาพแสงและระบบเพาะเลี้ยงสาหราย 
 
 ระบบเพาะเลี้ยงสาหรายในงานวิจยันี้ เปนการเพาะเลีย้งแบบกะ (Batch cultivation) ในปฏิกรณ
ชีวภาพแสงแบบปด (Closed-photobioreactor) ที่มีลักษณะเปนถังทรงกลม โดยใสอาหารเลี้ยงสาหราย
สูตร NSIII (สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตภัณฑอาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร; ภาคผนวก ก) 
ปริมาตร 15 ลิตร และทําการเพาะเลีย้งสาหรายในตูเพาะเลี้ยงที่มกีารติดหลอดไฟเพื่อเปนแหลงกําเนิด
แสงและใหกาซผสมที่มีกาซคารบอนไดออกไซดเปนสวนประกอบ 10% และ 20% (โดยปริมาตร) เพื่อ
ใชเปนแหลงคารบอนสําหรับการสังเคราะหแสงของสาหราย Chlorella โดยกาซผสมนี้จะตองผานแผน
เยื่อกรองอากาศ (Air membrane filter) เพื่อปองกันจุลินทรียที่อาจปนเปอนอยูภายในสายสงกาซ แผนผัง
ระบบเพาะเลี้ยงสาหรายแสดงดังรูปที่ 3.2 
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รูปที่ 3.2  แผนผังระบบเพาะเลี้ยงสาหราย 
 
 ระบบเพาะเลี้ยงสาหรายที่ใชในงานวิจยันี้ประกอบดวย 
 
 1.  ตูเพาะเลี้ยงสาหราย  
 
           ตูเพาะเลีย้งสาหรายเปนตูไมขนาด 1.0 x 0.75 x 0.8 เมตร ที่ไดติดหลอดไฟ (Sylvania 
fluorescent lamp; Minilynx spiral-type; 130 W Daylight) ไวทีด่านขางภายในตูดานละ 4 แถว แถวละ 6 
หลอด เมื่อเปดไฟทกุหลอดจะทําใหภายในปฏิกรณชีวภาพแสงไดรับความเขมแสงเฉลี่ยสูงสุดเทากับ 
540 μmol.m-2.s-1 และทําการติดแผนอะคริลิก (Acrylic sheet) ที่มีความหนา 6 มิลลิเมตร ระหวาง
หลอดไฟและปฏิกรณชีวภาพแสง เพื่อชวยลดการสะสมความรอนในปฏิกรณชีวภาพแสงที่เกิดจากการ
เปดไฟ รวมทัง้ติดพัดลมระบายความรอน (Ventilated fan) ไวดานบน และอุปกรณควบคุมการเปด-ปด
ไฟ (Automatic timer; National TB179) ไวดานขางของตู (ดังแสดงในรูปที่ 3.3 และ 3.4) 
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รูปที่ 3.3  ตูเพาะเลี้ยงสาหราย 
 

 
 

รูปที่ 3.4  พัดลมระบายความรอนและอุปกรณควบคุมการเปด-ปดไฟ 
 
 2  ปฏิกรณชีวภาพแสง (Photobioreactor; PBR)  
 

     มีลักษณะเปนถังทรงกลมที่ทําจากโพลีคารบอเนต (polycarbonate)  (Nalgene® Culture 
Vessels with ports; EW-50301-50) ขนาดความจุ 20 ลิตร โดยมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 28.9 
เซนติเมตร และสูง 42.9 เซนติเมตร (ดังแสดงในรูปที่ 3.5) 
 
 3.  อุปกรณสําหรับกวนผสม 
 
      ประกอบดวยมอเตอรสําหรับกวนผสม (Mechanical stirring motor; IKA Model: RW20n; 
speed 60-2000 rpm) และใบพัดกวนทําจากสแตนเลส (ดังแสดงในรูปที่ 3.5) 
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รูปที่ 3.5  ปฏิกรณชีวภาพแสง พรอมอุปกรณสําหรับกวนผสมและชุดเกบ็ตัวอยางสาหราย 
  
 4.  ชุดเก็บตัวอยางสาหราย 
 
      ประกอบดวยทอสแตนเลสขนาด 1/4 นิ้วที่จุมลงในอาหารเลี้ยงสาหราย และตอเขากับสาย
ซิลิโคนที่มีเสนผานศูนยกลางภายใน 6 มิลลิเมตร ซ่ึงตออยูกับฟลาสกสําหรับดูดตัวอยางสาหรายที่มี
ขนาดความจุ 500 มิลลิลิตร (ดังแสดงในรปูที่ 3.5) 
 
 5.  วัสดุสําหรับกรองกาซผสมที่เขาและออกจากระบบ 
 
      สําหรับกาซผสมที่จะเขาสูปฏิกรณชีวภาพแสงและกาซที่ออกจากระบบ จะผานแผนเยื่อ
กรองอากาศ (Air-membrane filter) ขนาดรูพรุน 0.2 ไมครอน สําหรับกรองจุลินทรียที่อาจปนเปอน
ภายในสายสงกาซและปองกนัจุลินทรียจากอากาศภายนอกเขาสูระบบ 
 
 6.  ถังกาซผสม (Gas cylinder) 
 
       เปนถังกาซที่บรรจุกาซผสม (Mixed gas) ซ่ึงประกอบดวยกาซคารบอนไดออกไซดความ
เขมขน 10% และ 20% (โดยปริมาตร) (Air-balance) สําหรับใชเปนแหลงคารบอนไดออกไซดของ
สาหราย  
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3.3  เคร่ืองมือและอุปกรณอ่ืน ๆ  
 
 3.3.1  ตูควบคมุอุณหภูมิ (Refrigerator thermostat)  
 
           ตูควบคุมอุณหภูมิ (VELP Scientific; Model: FTC 90 E) ใชสําหรับเพาะเลี้ยงสาหรายตั้ง
ตนสําหรับการเพาะเลี้ยงในปฏิกรณชีวภาพแสง โดยทาํการติดหลอดไฟจํานวน 7 หลอด (Lamptam 
fluorescent lamp; 10W daylight, 45 lm/W)  ไวภายในดานบนของตูเพื่อเปนแหลงกําเนิดแสง และ
ควบคุมการเปด-ปดไฟดวยอุปกรณควบคุมการปด-เปดไฟ (Timer; National TB179) (ดังแสดงในรูปที่ 
3.6) 
 
  

 
 

รูปที่ 3.6  ตูควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerator thermostat) สําหรับเพาะเลี้ยงสาหรายตั้งตน 
  
 3.3.2  เคร่ืองวัด pH และอุณหภูมิ  
 
           เครื่องวัด pH และอุณหภูมิ (Consort; Model: C832) สําหรับวัดคา pH และอุณหภูมิของ
ตัวอยางสาหราย ณ เวลาที่ทาํการเก็บตวัอยาง 
 
 3.3.3  หมอนึ่งความดันไอ (Autoclave) 
 
           หมอนึ่งความดันไอ (Isuzu Seisakusho) ใชสําหรับฆาเชื้อจลิุนทรียที่อาจปนเปอนใน
ปฏิกรณชีวภาพแสงและอาหารเลี้ยงสาหราย โดยใชอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 45 นาที สําหรับ
ปฏิกรณชวีภาพแสงที่ใสอาหารเลี้ยงสาหรายปริมาตร 4 ลิตร และนาน 20 นาที            สําหรับการฆาเชื้อ 
จุลินทรียในอาหารเลี้ยงสาหรายปริมาตร 300-1000 มิลลิลิตร ที่ใสในฟลาสกขนาด 500-2000 มิลลิลิตร 
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  3.3.4  เคร่ืองวัดความเขมสีของสารละลาย 
 
           เครื่องวัดความเขมสีของสารละลาย (Genesy; Model: spectronic 20) สําหรับวัดความขุน
ของตัวอยางสาหราย 
 
 3.3.5  เคร่ืองปนเหวี่ยง (Centrifuge) 
 
           เครื่องปนเหวี่ยง (MSE; FALCON 6/300) ใชสําหรับแยกเซลลสาหรายจากอาหาร 
ภายหลังจากเสร็จสิ้นการทดลอง 
 
 3.3.6  เคร่ืองทําแหงแบบเยือกแข็ง (Freeze-dryer) 
 
            เครื่องทําแหงแบบเยอืกแข็ง (Heto; Model: Lypro 6000) เปนเครื่องมือที่ใชหลักการ
ระเหิดน้ําออกจากเซลลสาหราย เพื่อใหสามารถเก็บตัวอยางสาหรายไดนานขึน้และองคประกอบตาง ๆ 
ภายในเซลลเกดิการเปลี่ยนแปลงนอยที่สุด 
 
 3.3.7  ตูแชแขง็ (Freezer) 
 
           สําหรับเก็บรักษาตวัอยางและสารสกัดจากสาหรายที่อุณหภูมิต่ํากวา -30 องศาเซลเซียส 
กอนที่จะนําไปวิเคราะหองคประกอบภายในเซลลตอไป 
 
 3.3.8  เคร่ือง HPLC 
 
            HPLC (High performance liquid chromatography) ใชสําหรับการวิเคราะหรงควัตถุ
ภายในเซลลสาหราย 
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3.4  ขั้นตอนและวิธีการวิจัย 
 

 3.4.1  ทําสาหราย Chlorella ใหบริสุทธ์ิ 
            
           เขี่ยสาหราย Chlorella sp. K3 ที่อยูในหลอดทดลองบนอาหารแขง็วุนเอยีง (Slant culture) 
มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง (อาหารสูตร NSIII  ที่เติมวุน 1.5% น้ําหนกัตอปริมาตร) ในจานเพาะเลี้ยงและตอ
เชื้อ (Subculture) หลาย ๆ คร้ังเพื่อใหแนใจวาสาหรายที่ไดมีความบริสุทธิ์ปราศจากการปนเปอนจาก          
จุลินทรียชนิดอ่ืน โดยเลี้ยงในตูควบคุมอณุหภูมิที่ความเขมแสง 60 μmol.m-2.s-1 ตั้งคาอุณหภูมทิี่ตู 28 
องศาเซลเซียส ชวงสวางและชวงมืด 12:12 ชั่วโมง หลังจากแยกไดสาหรายที่ปราศจากการปนเปอนจาก
จุลินทรียแลว จึงเขี่ยโคโลนีเดี่ยว ๆ ลงในอาหารแบบเหลวปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่อยูในขวดรปูชมพู 
(Erlenmeyer flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีจุกสําสีปดปากขวดเพื่อปองกันการปนเปอน และเลี้ยงที่
ภาวะดังกลาวขางตน โดยเขยาขวดวันละ 1-2 คร้ัง และถายสาหรายลงในอาหารใหมทุก ๆ 2 สัปดาห 
เพื่อเปนหวัเชือ้สาหราย (Stock culture) สําหรับทําสาหรายตั้งตน (Inoculum) เพื่อใชในการเพาะเลี้ยงใน
ปฏิกรณชีวภาพแสง 
 
 3.4.2  เตรียมสาหรายตัง้ตน (Inoculum) 
 
           เปนการเตรียมเพิ่มปรมิาณเซลลของสาหราย Chlorella เพื่อใชเปนสาหรายเริ่มตนสําหรับ
ใชในการทดลอง โดยนําหวัเชื้อสาหรายปริมาตร 15 มิลลิลิตร ใสลงในขวดเพาะเลี้ยงสาหรายที่มีอาหาร
เหลวปริมาตร 300 มิลลิลิตร และนําไปเพาะเลี้ยงในตูควบคุมอุณหภูมิ (ดังรูปที่ 3.6) ที่ภาวะในการเลี้ยง
เดิม แตจะมกีารพนอากาศผานแผนเยื่อกรองอากาศที่มีรูพรุน 0.2 ไมครอน เขาไปในขวดเพาะเลีย้งดวย
เพื่อเปนแหลงของกาซคารบอนไดออกไซด (0.03% CO2) และชวยในการกวนผสมสาหราย ทําการ
เพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 วนั จึงนําไปใชเปนสาหรายตั้งตนสําหรับการเพาะเลี้ยงในปฏิกรณชีวภาพแสง
ตอไป     
            
 3.4.3  เตรียมอาหารและปฏิกรณชีวภาพแสงสําหรับเพาะเลี้ยงสาหราย 
  
           เนื่องจากการเพาะเลี้ยงสาหราย Chlorella ในงานวิจยันี้ จะทาํการเพาะเลี้ยงในปฏิกรณ
ชีวภาพแสงที่ใสอาหารปริมาตรรวม 15 ลิตร แตการทําใหอาหารทั้ง 15 ลิตรปราศจากเชื้อจุลินทรียไม
สามารถทําได จึงทําการแบงการฆาเชื้ออาหารเลี้ยงสาหรายโดยใสอาหารเลี้ยงสาหรายปริมาตร 4 ลิตร 
ลงในปฏิกรณชีวภาพแสงและทําการตออุปกรณตาง ๆ (ไดแก ใบพดั ทอเก็บตัวอยางสาหราย และแผน
เยื่อกรองอากาศทั้งขาเขาและออกจากปฏิกรณ) ใหเรียบรอยแลวจึงนาํปฏิกรณชีวภาพแสงนี้ไปทาํการ 
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ฆาเชื้อโดยนําเขาเครื่อง Autoclave ที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส นาน 45 นาที สวนอาหารเลี้ยงสาหราย
อีก 11 ลิตร ใหทําการแบงใสขวดรูปชมพูแลวนําไปทําการฆาเชื้อดวยวธีิเดียวกัน โดยใชเวลา 20 นาที 
(เนื่องจากมีปริมาตรนอยกวา) และเมื่อทําการฆาเชื้ออาหารและปฏิกรณชีวภาพแสงเรียบรอยแลว จึงทํา
การเติมอาหารอีก 11 ลิตรที่ผานการฆาเชื้อแลวลงในปฏกิรณชีวภาพแสงดวยวิธีปลอดเชื้อ โดยการทําใน
ตูปลอดเชื้อ (Larminar flow)  
 

 3.4.4  เพาะเลี้ยงสาหราย Chlorella sp. ในปฏิกรณชีวภาพแสง ท่ีภาวะการเพาะเลี้ยงตางกนั 
  
           นําสาหรายตั้งตนที่ไดจากขอ 3.4.2 ใสรวมในปฏิกรณชีวภาพแสงที่เตรียมไดจากขอ 3.4.3 
โดยใหมีจํานวนเซลลเร่ิมตนประมาณ 105 เซลลตอมิลลิลิตร จากนั้นจึงนําปฏิกรณชีวภาพแสงที่เติม
สาหรายตั้งตนแลวนี้ไปวางในตูเพาะเลี้ยงสาหราย โดยการควบคุมอัตราเร็วในการกวนใหเทากับ 100 
รอบตอนาที อัตราการไหลของกาซผสมที่มีความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 10% และ 20% 
เทากับ 0.2 ลิตรตอนาที ระยะเวลาในการเปด-ปดไฟ คือ 12:12 ช่ัวโมง และทําการศกึษาปจจัยทางภาวะ
แวดลอมโดยการวางแผนการทดลองแบบ Full factorial (3x2) ทําการแปรความเขมแสง 3 ระดับ คือ 60 
240 และ 540 μmol.m-2.s-1  และความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 2 ระดับ คือ 10% และ 20% 
ทําการทดลอง 3  
 
  3.4.4.1  วัดการเติบโตของสาหรายและการเปลี่ยนแปลงทางเคมีของอาหารเลี้ยง
สาหราย 
   
            เก็บเกีย่วตวัอยางสาหรายที่เพาะเลี้ยงในแตละการทดลองที่เวลาเดยีวกนัทุกวนั  
ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เพื่อศึกษาการเตบิโตของสาหรายและการเปลี่ยนแปลงทางเคมีของอาหารเลี้ยง
สาหรายที่เปล่ียนแปลงไปในแตละวัน โดยท่ี ณ เวลาเริ่มตนของการเพาะเลี้ยงสาหราย (วันที่ 0)      จะทํา
การเก็บตวัอยางสาหรายกอนที่จะมีการใหแสงและกาซคารบอนไดออกไซด เพื่อใชคาตาง ๆ ที่จะทําการ
วิเคราะหตอไปนี้เปนคาตั้งตนที่ใชในการเปรียบเทียบกอนและหลังจากการที่สาหรายไดรับปจจยัทาง
ภาวะแวดลอมที่ตองการศึกษา 
  
             3.4.4.1.1  pH และอุณหภูมิของตัวอยางสาหราย โดยจะทําการวัดทนัที
หลังจากการเกบ็ตัวอยางสาหราย 
                       
             3.4.4.1.2  ความหนาแนนของเซลลสาหราย โดยนําตวัอยางสาหรายที่เก็บมา
จากปฏิกรณชวีภาพแสงมาหยดลงบนสไลดนับเซลล (Haemacytometer) แลวนําไปนับจํานวนเซลล
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ภายใตกลองจลุทรรศน ถาหากสาหรายมีจํานวนเซลลมากเกินไปใหทําการเจือจางในอตัราสวนที่
เหมาะสมเพื่อ      ใหงายตอการนับจํานวนเซลลจากนัน้จึงคํานวณหาคาเฉลี่ยของจํานวนเซลลที่นับได
ตามสูตรการคํานวณ ดังนี้  
 
             จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร =     จํานวนเซลลที่นับได x Dilution factor x 104 
 
                จากนั้นจึงสรางกราฟความสมัพันธระหวางความหนาแนนของเซลลสาหราย 
(เซลลตอมิลลิลิตร) และระยะเวลาที่เล้ียง (วัน) แลวคํานวณหาคาอัตราการเติบโตจําเพาะ (Specific 
growth rate; μ) (ตอวนั) ในระยะการเติบโตทวีคูณ (exponential phase) ของสาหราย ดังสมการ 
 
    μ =  
 
   โดยที ่ μ = อัตราการเติบโตจําเพาะ (ตอวัน) 
    Xt = ความหนาแนนของเซลลสาหรายหลังการเพาะเลี้ยง 
      เปนเวลา t วัน 
    X0 = ความหนาแนนของเซลลสาหรายเริ่มตน 
    t = ชวงเวลาระหวาง Xt และ X0 (วัน) 
 
             3.4.4.1.3  น้ําหนักแหง โดยนําตวัอยางสาหรายที่เก็บมาจากปฏิกรณชีวภาพ
แสงปริมาตร 50-400 มิลลิลิตร (ขึ้นอยูกับจํานวนเซลลสาหราย) มากรองผานกระดาษกรอง GF/F ที่มี
เสนผานศูนยกลาง 47 มิลลิเมตร นําไปอบแหงที่อุณหภูม ิ 80 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง แลวนาํไป
ช่ังจนกวาน้ําหนักจะคงที่ คํานวณหาน้ําหนักแหงจากน้ําหนักทีห่ายไป สวนน้ําใสทีไ่ดจากการกรองจะ
นําไปวิเคราะหหาคาคารบอนไดออกไซดอิสระและคาอลัคาลินิตี้ตอไป 
  
            3.4.4.1.4  คาคารบอนไดออกไซดอิสระ (Free CO2) โดยนําสวนน้ําใสที่ไดจาก
การกรองปริมาตร 10 มิลลิลิตร มาไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.2 
นอรมัลโดยใชฟนอลฟธาลีนเปนอินดิเคเตอร (Eaton, Clesceri และ Greengerg, 1995) (ภาคผนวก ข-1) 
 
            3.4.4.1.5  คาอัลคาลินิตี้ (Alkalinity) โดยนาํสวนน้ําในทีไ่ดจากการกรอง
ปริมาตร 10  มิลลิลิตร มาไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกเขมขน 0.2 นอรมัล โดยใช 
อินดิเคเตอรผสมระหวางบรอมครีซอลกรีนและเมธิลเรด  (Eaton และคณะ, 1995) (ภาคผนวก ข-2) 
 

        [lnXt-lnX0] 
               Δt 
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           3.4.4.2  ศึกษาผลของปจจัยทางภาวะแวดลอมท่ีมีตอองคประกอบทางชีวเคมีของ

สาหราย Chlorella ในปฏิกรณชีวภาพแสง 
 
           เมื่อสาหราย Chlorella sp. มีการเติบโตเขาสูระยะการเตบิโตคงที่ (Stationary 
phase) จึงทําการเก็บเกีย่วออกจากปฏิกรณชีวภาพแสง แลวนําไปทาํการแยกเซลลออกจากอาหารเลี้ยง
โดยใชการปนเหวีย่งที่ 2000 g นาน 25 นาที และลางเซลลสาหรายดวยน้ํากลั่น 2 คร้ัง จากนั้นจึงนําไปทํา
แหงโดยการทาํแหงแบบเยือกแข็ง หลังจากนั้นจึงนําไปวิเคราะหองคประกอบภายในเซลลเพื่อศึกษา
อิทธิพบของความเขมแสงและความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซดตอการเปลี่ยนแปลง
องคประกอบภายในเซลลสาหราย ดังนี ้
 
   3.4.4.2.1  วิเคราะหโปรตีนทั้งหมด โดยนําตวัอยางสาหรายสงวิเคราะหที่
หองปฏิบัติการวิจัยและทดสอบอาหาร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย วิธีที่ใชในการ
วิเคราะหคือ Kjeldahl’method (AOAC, 2000) 
 
   3.4.4.2.2  วิเคราะหไขมันทั้งหมด โดยนําตัวอยางสาหรายสงวิเคราะหที่
หองปฏิบัติการวิจัยและทดสอบอาหาร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย วิธีที่ใชในการ
วิเคราะหคือ  SFE   (Supercritical fluid extraction)            โดยใชเครื่องวิเคราะหไขมันที่ใชอุณหภูมิและ 
ความดันสูง โดยมีหลักการคือสกัดไขมันจากตวัอยางโดยใชกาซคารบอนไดออกไซดที่อยูในสภาวะ
วิกฤติอยางยิ่งยวด (Supercritical CO2) ซ่ึงตองใหความดันและอุณหภูมิสูง ๆ แกกาซ
คารบอนไดออกไซดเหลว เพื่อใหอยูในสภาวะวิกฤติอยางยิ่งยวด จากนั้นจึงใชความดันในการสกัดไล
เอาไขมันที่ตองการออกมา สภาวะที่ใชในการวิเคราะหเปนดังนี้ : 
 
    Extraction pressure : 9000 psi 
    Extraction temperature : 100 OC 
    HVR temperature : 100 OC 
    Hold time : 15 min 
    Extraction time : 45 min 
    Flow rate : 1.3 lpm (litre per min) 
  
   3.4.4.2.3  วิเคราะหปริมาณคารโบไฮเดรต ดวยวิธี Phenol-sulfuric acid และ
หาปริมาณคารโบไฮเดรตโดยการวดัคาการดูดกลืนแสงที่ 485 นาโนเมตร (Kochert, 1978) (วิธีการแสดง
ในภาคผนวก ค-1)  
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   3.4.4.2.4  วิเคราะหองคประกอบของกรดอะมิโนในตัวอยางสาหราย  โดยนํา
ตัวอยางสาหรายสงวิเคราะหที่ศูนยเครื่องมอื คณะวิทยาศาสตรมหาวิทยาลัยมหิดล วิธีที่ใชในการ
วิเคราะหคือ AccQ•Tag (ภาคผนวก ค-2) และวิเคราะหหาองคประกอบของกรดอะมิโนดวย HPLC ซ่ึงมี
ระบบดังนี้  
 
   HPLC system      :  WATERS Aliiance 2690 with heater 

                      WATERS 2475 Multi λ Fluorescence Detector  
                      (EX: 250, EM 395 nm) 
   Column                :  AccQ•Tag column  
           (dimension 3.9 x 150 mm particle size 4 μm) 
          Control Temp. 37±1OC  
   Injection volume :   5 μl 
   Eluents   :   AccQ•Tag Eluent A 
          60% Acetronitrile 
          Deionized water 
   
   3.4.4.2.5  วิเคราะหปริมาณรงควัตถุ โดยการสกดัตัวอยางสาหรายดวยเมทา
นอลที่อุณหภมูิ 70 องศาเซลเซียส (วิธีการดังแสดงในภาคผนวก ค-3) และวิเคราะหองคประกอบของ
รงควัตถุดวย HPLC ตามวิธีการของ Suzuki (1993) โดยใชสารละลายมาตรฐานคลอโรฟลล-เอ ในการ
คํานวณหาความเขมขนของคลอโรฟลล-เอ และลูทีน ระบบของ HPLC เปนดังนี ้
 
   HPLC system     :  WATERS 600 pump and controller 
         WATERS 996 photodiode array detector 
   Column                :  WATERS Nova-pak C18 column  
          (dimension 3.9x150 mm particle size 5 μm) 
   Injection volume :   100 μl 
   Eluents   :   Solvent A: MeOH 
          Solvent B: Acetone 
          Solvent C: Distilled water  
   Flow rate             :   1 ml/min 
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  3.4.4.3  คํานวณคาทางสถติ ิ
 
   วิเคราะหผลของความเขมแสงและความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด
ที่มีตอการเติบโตและองคประกอบทางชวีเคมีของสาหราย โดยการเปรียบเทียบความแตกตางของ
คาเฉลี่ยดวยการวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance) โดยใชโปรแกรม SPSS.13 และหา
ความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’New Multiple Range Test   
 
 3.4.5  สรางแบบจําลองทางคณิตศาสตรสาํหรับทํานายผลการเติบโตของสาหรายในปฏิกรณ
ชีวภาพแสง 
 
 ในงานวิจยันี้จะไดเสนอสมการจลนศาสตรการเติบโตของสาหรายเพื่อใชในการทํานายการ
เติบโตของสาหรายในปฏิกรณชีวภาพแสงที่ไดทําการทดลองในครั้งนี้ ทั้งนี้จะตองอาศัยขอมูลจากการ
ทดลองมาใชในการประมาณคาพารามิเตอรของสมการ โดยจะตองทราบผลของปจจัยที่มีตอการเติบโต
ของสาหรายกอน จึงจะสามารถทราบวาจะตองทําการประมาณคาพารามิเตอรใดบาง หลังจากการ
ประมาณคาพารามิเตอรของสมการแลว จงึจะนําแบบจําลองทางคณิตศาสตรที่สรางขึ้นเปรียบเทยีบกับ
ผลการทดลองจริง           
 
 



บทที่ 4 
 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
 

 ในงานวิจยันี้ศกึษาปจจัยทางภาวะแวดลอม 2 ปจจัย ไดแก ความเขมแสงและความเขมขน
ของกาซคารบอนไดออกไซด ที่มผีลตอการเติบโตและองคประกอบทางชวีเคมีของสาหราย 
Chlorella sp. โดยทําการเพาะเลี้ยงในปฏิกรณชีวภาพแสงที่ใสอาหารเลี้ยงสาหรายปริมาตร 15 ลิตร 
ศึกษาที่ความเขมแสง 3 ระดับ คือ 60 240 และ 540  μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซ
คารบอนไดออกไซด 2 ระดบั คือ 10% และ 20% โดยวางแผนการทดลองแบบ Factorial (3x2) เพื่อ
ศึกษาผลของแตละปจจยัและผลของปจจัยรวมที่มีตอการเติบโต และองคประกอบทางชีวเคมีของ
สาหราย  
 
4.1  ผลของความเขมแสงและความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซดตอการเติบโตของสาหราย  

      Chlorella sp.  
 
 จากผลการทดลองพบวาสาหราย Chlorella sp.  K3 มีการเตบิโตที่คอนขางรวดเร็ว 
เนื่องจากไมพบระยะพักตวั (Lag phase) และมีระยะการเติบโตทวีคูณ (Exponential phase) เพียง 2 
วัน หลังจากนัน้จะเขาสูระยะการเตบิโตคงที่ (Stationary phase) รวมระยะเวลาในการเลี้ยงทั้งหมด 4 
วัน และเปนเชนเดียวกนันีใ้นทุกภาวะการทดลอง (ดังแสดงในรูปที่ จ-1 ถึง จ-6 ในภาคผนวก จ) 
อยางไรก็ตามอาจเห็นวาการทดลองที่ภาวะการไดรับความเขมแสง 60 μmol.m-2.s-1 ทั้งที่ระดับความ
เขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 10% และ 20% การเติบโตของสาหรายยังคงมแีนวโนมเพิ่มขึ้น
แมเปนวันที่ 4 ของการเพาะเลี้ยง แตการที่ไมไดดําเนินการเพาะเลีย้งสาหรายตอไป เนื่องจากการ
ทดลองในเบื้องตนพบวาในวันที่ 5 ของการเพาะเลีย้ง สาหรายมีการเกาะบริเวณผิวดานในของ
ปฏิกรณและเกิดการตกตะกอน จากการรายงานของธิดา เพชรมณ ี (2543) ที่กลาววาถาสาหรายมีสี
จางลงมีตะกอนแขวนลอยบางแสดงวาสาหรายเริ่มตาย ถาไมมีสีแตมีกลุมตะกอนแขวนลอยมาก ตก
อยูกนภาชนะหรือเกาะขางภาชนะแสดงวาตายเกือบหมดแลว อยางไรก็ดีสําหรับในงานวิจยันีแ้มวา
จะสังเกตไมเหน็ถึงการเปลี่ยนแปลงของสีไดชัดเจนมากนัก เนื่องจากความหนาแนนของเซลล
สาหรายที่สูง แตการเกดิตะกอนแขวนลอยและตกอยูกนภาชนะกแ็สดงถึงการเกิดภาวะในปฏิกรณที่
ไมเหมาะสมตอการเติบโตของสาหราย ดงันั้นจึงเลือกใชระยะเวลาในการเพาะเลีย้งสาหราย 4 วนั
เทากับการเพาะเลี้ยงสาหรายในภาวะการเพาะเลี้ยงอ่ืน ซ่ึงถือเปนขอดีอยางหนึ่งในการทีจ่ะ
เปรียบเทียบการเติบโตและองคประกอบทางชีวเคมีภายในเซลลสาหรายเมื่อใชระยะเวลาในการ
เพาะเลี้ยงทีเ่ทากัน          
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 4.1.1  ผลของความเขมแสงและความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซดตอการเติบโต

ของสาหราย Chlorella sp.  
 
  จากตารางที ่ 4.1 เมื่อพิจารณาคาเฉลี่ยของอัตราการเติบโตจําเพาะสงูสุด 
(Maximum specific growth rate; μmax ) และน้ําหนกัแหงที่เพิ่มขึ้นของสาหราย พบวาความเขมแสง
เปนเพยีงปจจยัเดยีวที่มีผลตออัตราการเติบโตจําเพาะสงูสุดและน้ําหนักแหงของสาหรายอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ ซ-1 ถึง ซ-4 ในภาคผนวก ซ)โดยการเพิ่มความเขมแสงจาก 60 เปน 240 
μmol.m-2.s-1 มีผลทําใหคาเฉลี่ยของอัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุดของสาหรายเพิ่มขึน้จาก 1.61 เปน 
2.25 ตอวัน และน้ําหนกัแหงของสาหรายเพิ่มขึ้นจาก 0.12 เปน 0.33 กรัมตอลิตร ในขณะที่การเพิ่ม
ความเขมแสงจาก 240 เปน 540 μmol.m-2.s-1 ไมมีผลตอคาเฉลี่ยของอัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุด
และน้ําหนักแหงของสาหรายอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ โดยมีคาเฉลี่ยของอัตราการเติบโตจําเพาะ
สูงสุดและน้ําหนักแหงของสาหรายเพิ่มขึน้จาก 2.25 เปน 2.27 ตอวัน และ 0.33 เปน 0.35           
กรัมตอลิตร ตามลําดับ       
 
ตารางที่ 4.1  การเติบโตของสาหราย Chlorella sp. ที่ภาวะการทดลองตาง ๆ (คาเฉลี่ย ± สวน 
        เบี่ยงเบนมาตรฐาน; n  =  3) 
 

ความเขมแสง ความเขมขนของ CO2 
อัตราการเติบโต
จําเพาะสูงสุด  น้ําหนกัเซลลแหงที่เพิ่มขึน้    

(μmol.m-2.s-1)   (%) (ตอวัน) (กรัมตอลิตร) 
60 10 1.76 ± 0.29 a 0.1 ± 0.01 a 
  20 1.46 ± 0.22 a 0.11 ± 0.02 a 

240 10 2.48 ± 0.28 b 0.34 ± 0.09 b 
  20 2.02 ± 0.62 b 0.30 ± 0.08 b 

540 10 2.30 ± 0.57 b 0.34 ± 0.06 b 
  20 2.25 ± 0.14 b 0.31 ± 0.06 b 

หมายเหตุ :  คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่กํากับดวยอักษรตางกัน (a และ b) มีความแตกตางกันทางสถิติ  

       (p ≤ 0.05) 
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  ดังนั้นเมื่อพจิารณาการเติบโตของสาหรายอันเปนผลเนื่องมาจากความเขมแสง
เพียงปจจัยเดียวและสรางกราฟความสัมพนัธระหวางความเขมแสงกับอัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุด
และความเขมแสงกับน้ําหนกัแหงของสาหราย ไดความสัมพันธดังแสดงในรูปที ่ 4.1 และ 4.2 
ตามลําดับ  
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รูปที่ 4.1  ความสัมพันธของความเขมแสงและอัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุดของสาหราย 
                        (1 2 และ 3 คือ ความเขมแสง 60 240 และ 540  μmol.m-2.s-1 ตามลําดับ)  
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 รูปที่ 4.2  ความสัมพันธของความเขมแสงและน้ําหนักแหงของสาหราย 

                  (1 2 และ 3 คือ ความเขมแสง 60 240 และ 540  μmol.m-2.s-1 ตามลําดับ)  

 

ความเขมแสง  (μmol.m-2.s-1) 

ความเขมแสง  (μmol.m-2.s-1) 
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  จากรูปที่ 4.1 และ 4.2 พบวาสาหราย Chlorella sp. K3 มีการเติบโตอันเปนผล
เนื่องมาจากปจจัยความเขมแสงใน 2 ลักษณะ คือ สาหรายถูกจํากดัการเติบโตอันเปนผลเนื่องมาจาก
ความเขมแสงที่จํากัด (Light limitation) และสาหรายมกีารเติบโตคงที่อันเปนผลเนือ่งมาจากความ
เขมแสงอิ่มตัว (Light saturation) โดยการเพิ่มระดับความเขมแสงจาก 60 เปน 240 μmol.m-2.s-1 
พบวาสาหรายมีอัตราการเติบโตจําเพาะสงูสุดและน้ําหนักแหงเพิ่มขึน้ แสดงใหเหน็วาที่ระดับความ
เขมแสง 60 μmol.m-2.s-1 เปนความเขมแสงที่จํากัดของการเติบโตของสาหราย ซ่ึงหมายถึง การให
สาหรายไดรับความเขมแสงสูงกวา 60 μmol.m-2.s-1 มีผลทําใหการเติบโตของสาหรายเพิ่มขึน้ แต
เมื่อความเขมแสงเพิ่มจาก 240 เปน 540 μmol.m-2.s-1 พบวาสาหรายมอัีตราการเติบโตจําเพาะสูงสุด
และน้ําหนักแหงคงที่ แสดงใหเห็นวาที่ระดับความเขมแสง 240 μmol.m-2.s-1 เปนความเขมแสง
อ่ิมตัวของสาหราย ซ่ึงพบวามีคาใกลเคียงกับที่ Hanagata และคณะ (1992) ไดรายงานไววาสาหราย 
Chlorella sp. จะมีระดับความเขมแสงอิ่มตัวอยูที่ประมาณ 200 μmol.m-2.s-1 ซ่ึงที่ความเขมแสงอิม่ตวั
นี้จะทําใหสาหรายมีอัตราการสังเคราะหแสงสูงสุดดวย 
 
  จากงานวิจยัทีผ่านมาที่ไดมผูีศึกษาการเพิม่ความเขมแสงตออัตราการเติบโตของ
สาหรายชนิดตาง ๆ พบวามคีวามสอดคลองกับงานวจิัยนี้ แตทั้งนี้ระดับความเขมแสงอิ่มตัวจะมคีา
แตกตางกันตามชนิดของสาหราย ผลการศึกษาของ Gordillo และคณะ (1998) พบวาการเพิ่มความ
เขมแสงจากความเขมแสงทีร่ะดับ 0 เปน 700 μmol.m-2.s-1 มีผลทําใหอัตราการเตบิโตของสาหราย 
Dunaliella viridis เพิ่มขึ้น แตเมื่อเพิ่มความเขมแสงขึ้นเปน 1500 μmol.m-2.s-1 อัตราการเติบโตกลับ
ลดลง 63% เทยีบกับผลของความเขมแสง 700 μmol.m-2.s-1 ซ่ึงเปนความเขมแสงอิ่มตัวของสาหราย
ชนิดนี ้ 
 
  ความเขมแสงเปนปจจยัหนึ่งที่มีความสําคัญมาก และถือเปนปจจัยจาํกัดสําหรับ
การเพาะเลีย้งสาหรายในปฏกิรณชีวภาพแสง เนื่องจากเมื่อสาหรายมีการเติบโตเพิ่มมากขึ้นเซลลแต
ละเซลลของสาหรายจะไดรับความเขมแสงที่ลดลง อันเปนผลมาจากการบังแสงซึ่งกันและกันของ
เซลลสาหราย และผลจากงานวิจยันีแ้สดงวาสาหรายเขาสูระยะการเตบิโตคงที่ในวนัที่สองของการ
เพาะเลี้ยงซ่ึงการเขาสูระยะการเติบโตคงที่ที่เร็วของสาหรายชนิดนี้อาจเกิดจากสายพนัธุของสาหราย
ชนิดนี้มีการเตบิโตรวดเร็ว แตก็ตองพจิารณาปจจยัที่อาจจํากัดการเติบโตของสาหรายดวย ทั้งนี้อาจ
เกิดจากการขาดแคลนสารอาหารอื่นที่ไมใชแหลงคารบอน (เนื่องจากในงานวจิัยนี้มีการใหกาซ
คารบอนไดออกไซดตลอดเวลา) หรืออาจถูกจํากัดการไดรับแสง เนื่องจากปฏิกรณชีวภาพแสงที่ใช
ในงานวิจยันี้มลัีกษณะเปนถังทรงกระบอก ทําใหมีสัดสวนของพื้นที่รับแสงตอปริมาตรของอาหาร
เลี้ยงสาหรายต่าํกวาปฏิกรณชีวภาพแสงแบบอื่น ดังนัน้ประสิทธิภาพในการใชแสงของสาหรายจึง
ลดลง และอาจถูกจํากดัการใชแสงไดมากกวาเมื่อสาหรายมีความหนาแนนเซลลเพิ่มมากขึ้นอันเปน
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ผลเนื่องมาจากการบังแสงซึง่กันและกันของสาหราย ทําใหความเขมแสงเฉลี่ยที่เซลลสาหรายแตละ
เซลลจะไดรับลดลง การสังเคราะหแสงและการเติบโตของสาหรายจึงลดลง ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบกับ
งานวิจยัของ Watanabe และ Saiki (1997) ที่เพาะเลีย้งสาหราย Chlorella sp. HA-1 ในปฏิกรณ
ชีวภาพแสงแบบ Cone-shaped Helical Tubular ขนาด 22 ลิตรโดยใชอาหารสูตร M4N ทําการ
เพาะเลี้ยง 6 วัน ชวงมืดและชวงสวาง 12:12 ชั่วโมง โดยปอนกาซคารบอนไดออกไซด 10% 
อุณหภูมิชวงสวางเทากับ 32 องศาเซลเซียส และชวงมดื 25 องศาเซลเซียส พบวามคีาน้ําหนกัแหง
เทากับ 1.4 กรัมตอลิตร ซ่ึงมากกวาในการทดลองนี้กวา 3 เทา ซ่ึงอาจเปนผลเนื่องมาจากขอดีของ
ปฏิกรณชีวภาพแสงแบบ Cone-shaped Helical Tubular ที่มีระยะเวลาในการใหกาซ
คารบอนไดออกไซดอยูในระบบนานกวาปฏิกรณชีวภาพแสงที่ใชในงานวิจยัคร้ังนี ้ นอกจากนีย้งัมี
พื้นที่ในการรับแสงมาก โดยมีอัตราสวนของพื้นที่ในการรับแสงตอปริมาตรอาหารเลี้ยงสาหรายมี
คามากสงผลใหสามารถใชพลังงานแสงไดอยางมีประสิทธิภาพดวย โดยในงานวิจยันี้พบวา      
ความเขมแสงเปนเพียงปจจยัเดียวที่มีผลตอการเติบโตของสาหรายเชนเดียวกัน  
 
  นอกจากปจจยัแสงจะเปนปจจัยจํากัดที่สําคญัแลว อุณหภูมิในการเพาะเลี้ยงกเ็ปน
อีกปจจยัหนึ่งที่มีความสําคัญซึ่งโดยปกตแิลวจะสัมพันธกับการไดรับแสง สําหรับในงานวิจัยนี้
ไมไดทําการควบคุมอุณหภมูิใหคงที่เพยีงแตระบายความรอนที่เกิดการสะสมอันเนือ่งมาจากการ
ไดรับแสงสวาง เพื่อใหความรอนภายในระบบไมมากจนเกินไป รูปที่ 4.3 แสดงอุณหภูมิของ
ตัวอยางสาหรายที่ทําการเกบ็เกี่ยวในแตละวนัที่ภาวะในการทดลองตาง ๆ (ขอมูลการทดลองแสดง
ในตาราง ง-6 ในภาคผนวก ง) จะสังเกตไดวาในแตละภาวะการทดลองจะมีความแปรปรวนของ
อุณหภูมิมาก ทั้งนี้มีสาเหตุมาจากการไดรับความรอนที่เกิดขึน้จากการเปดไฟ โดยภาวะในการ
ไดรับแสงที่ระดับ 540 μmol.m-2.s-1 จะสงผลใหอุณหภูมใินระบบสูงกวาที่การทดลองดวยความเขม
แสง 240 และ 60 μmol.m-2.s-1 ตามลําดบั นอกจากนีอุ้ณหภูมิภายในระบบยังขึน้กับสภาวะอากาศ 
ในหองปฏิบัตกิารในระหวางการทดลองดวย เนื่องจากถาอุณหภูมใินสภาวะอากาศแวดลอมต่ําจะมี
ผลทําใหการระบายความรอนจากระบบออกสูอากาศแวดลอมเกิดขึ้นไดดี สงผลใหอุณหภูมิภายใน
ระบบต่ําลงมากกวาแมจะไดรับแสงที่ความเขมแสงสูงกวา (พิจารณาทีก่ารไดรับที่ความเขมแสง 60 
และ 540   μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 20%) แตการที่ไมไดควบคมุ
อุณหภูมิใหคงที่ที่อุณหภูมิใดอุณหภูมิหนึ่งอาจเปนขอดีในการที่จะพิจารณาความเปนไปไดในการ
นําสาหรายไปประยุกตสําหรับการเพาะเลีย้งกลางแจงซึ่งจะตองประสบกับสภาวะอากาศที่มีความ
แปรปรวนตลอดเวลา ซ่ึงสาหราย Chlorella sp. สายพันธุที่ใชในงานวิจยันี้สามารถเติบโตไดเปน
อยางดีแมจะไมไดควบคุมอณุหภูมิในการเพาะเลี้ยง   
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   การเติบโตของสาหราย Chlorella sp. จากการเพิ่มความเขมแสงจาก 60 เปน 240 
μmol.m-2.s-1 มีอัตราการเติบโตจําเพาะเพิ่มขึ้น แตเมื่อเพิ่มความเขมแสงจาก 240 เปน 540      
μmol.m-2.s-1 พบวามีการเติบโตคงที่ ซ่ึงถาพิจารณาในสวนของอุณหภูมไิดมีผูรายงานวาเมื่ออุณหภมูิ
ของสิ่งแวดลอมสูงขึ้นอัตราการสังเคราะหแสงจะเพิ่มขึ้น  อัตราการสงัเคราะหแสงจะเพิ่มตามการ
เพิ่มของอุณหภูมิจนถึงระดบัอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเติบโตของสาหราย โดยเมื่ออุณหภูมิเพิ่มสงู
กวานี้อัตราการเติบโตของสาหรายจะลดลง (Darley, 1982) ซ่ึงถาพิจารณาในสวนของอุณหภูมิการ
เพิ่มความเขมแสงทําใหอุณหภูมิเพิ่มสูงขึ้นสงผลใหอัตราการสังเคราะหแสงและอตัราการเติบโต
ของสาหรายสูงขึ้น แตอุณหภูมิที่สูงขึ้นนี้จะตองไมมากไปกวาชวงอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการ
เติบโตของสาหรายซ่ึงจะแตกตางกันไปตามชนิดของสาหรายดวย (Goldman, 1979) นอกจากยงัมี
รายงานวาการใหสาหรายไดรับความเขมแสงสูงก็ไมควรที่จะทําการเพาะเลี้ยงที่ความเขมแสงต่ํา
เพราะจะเกดิการยับยั้งการสงัเคราะหแสงของสาหรายได ซ่ึงจากรายงานของ Jensen และ Knutsen 
(1993) ที่ศึกษาถึงการยับยั้งการสังเคราะหแสงที่เกิดขึ้นใน Spirulina platensis พบวาเมื่อS. platensis 
ไดรับความเขมแสง 1720 μmol.m-2.s-1 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส อัตราการสังเคราะหแสงลดลง 
50% ภายใน 1 ช่ัวโมง แตเมื่อเพิ่มอณุหภูมิเปน 35 องศาเซลเซียส พบวาไมมผีลตออัตราการ
สังเคราะหแสงในเชิงลบ ซ่ึงไดสรุปไววาอุณหภูมิของการเพาะเลี้ยงเปนสิ่งสําคัญในการควบคุมการ
เกิด Photoinhibition เนื่องจากที่ความเขมแสงสูง (1800 μmol.m-2.s-1) และควบคุมอุณหภูมิที่   20-25 
องศาเซลเซียส จะทําใหเกิด Photoinhibition ขึ้นได ในขณะที่ไมพบปรากฏการณนี้ทีอุ่ณหภูมิ 35-38 
องศาเซลเซียส นอกจากนีย้งัพบวาไดอะตอม Detonula confervacae ที่เติบโตในสิ่งแวดลอมทีม่ี
อุณหภูมิต่ําจะตอบสนองตอแสงที่มีความเขมแสงต่ําไดด ี สวนเซลลที่เล้ียงในที่อุณหภูมิสูงจะ
ตอบสนองแสงที่มีความเขมแสงสูงไดดี (Smayda, 1969)  
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รูปที่ 4.3  การเปลี่ยนแปลงอณุหภูมิในอาหารเลี้ยงสาหราย Chlorella sp. ตามระยะเวลาในการ 
  เล้ียงที่ระดับความเขมแสง 60 240 และ540 μmol.m-2.s-1 
  (ก)  ภาวะในการเพาะเลีย้งที่ใหกาซคารบอนไดออกไซดความเขมขน 10% 
   (ข)  ภาวะในการเพาะเลีย้งที่ใหกาซคารบอนไดออกไซดความเขมขน 20% 

60 μmol.m-2.s-1 240 μmol.m-2.s-1 

(ข) 

540 μmol.m-2.s-1 
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  จากคาอัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุดของสาหราย (μmax) ที่แสดงในตารางที่ 4.1   
จะเห็นไดวาสาหราย Chlorella sp. K3 ที่ใชในงานวิจัยนี้มีอัตราการเติบโตที่ดีแมจะไดรับความ
เขมขนของกาซคารบอนไดออกไซดที่ระดับ 20% เนื่องจากเมื่อเปรยีบเทียบกับงานวิจัยของ ธราดล     
ภิรมยชาติ (2545)   ที่ทําการเพาะเลี้ยงสาหราย Chlorella sp. ในปฏิกรณชีวภาพแสงแบบ Baffled 
Bubble Photobioreactor (BBP) ขนาด 20 ลิตร และใหแสงที่ระดับ 8,900 ลักซ พบวาการใหกาซ
คารบอนไดออกไซดที่ระดบัความเขมขน 20% อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส สาหรายไมมีการเตบิโต
เพิ่มขึ้นจากวันแรกที่ทําการเพาะเลี้ยง ซ่ึงผูวิจัยไดใหความเหน็ไววาอาจเกิดการยับยั้งการเติบโต 
เนื่องมาจากการไดรับความเขมขนกาซคารบอนไดออกไซดที่มาก ในขณะที่การไดรับกาซ
คารบอนไดออกไซด 15% เปนภาวะที่มีการเติบโตสูงสุดซึ่งมีคาอัตราการเติบโตจําเพาะเทากับ 
0.463 ตอวัน และมีคาน้ําหนักแหงประมาณ 0.415 กรัมตอลิตร ภายในระยะเวลา 5 วัน ซ่ึงเมื่อ
เปรียบเทียบกบังานวิจยันี้พบวาคาอัตราการเติบโตจําเพาะมีคาสูงกวาโดยการไดรับความเขมขนของ
กาซคารบอนไดออกไซดที่ 20% และความเขมแสง 60-540 μmol.m-2.s-1 สาหรายมีอัตราการเติบโต
จําเพาะ (คิดจากน้ําหนักแหงของสาหราย) อยูในชวง 0.9-1.14 ตอวัน อยางไรก็ตามแมจะมีอัตราการ
เติบโตจําเพาะที่สูงกวา แตเมื่อพิจารณาถึงน้ําหนักแหงของสาหรายพบวามีคาสูงสุดที่ 0.35          
กรัมตอลิตร ซ่ึงอาจเปนไปไดที่ขนาดเซลลของสาหราย Chlorella sp. K3 อาจมีขนาดเล็กกวาซึ่งเปน
ขอเสียเปรียบในขั้นตอนการเก็บเกีย่วเซลลที่ตองใชตนทนุสูงกวา ดังนั้นจึงควรศึกษาการเพาะเลีย้ง
สาหรายที่ความหนาแนนของเซลลสาหรายสูงหรือการเพาะเลี้ยงแบบตอเนื่องเพื่อชวยลดตนทุนใน
สวนนี้  
   
  แมวาในงานวจิัยนีจ้ะไมไดทาํการเพาะเลี้ยงสาหรายในภาวะที่มกีารใหอากาศ 
(0.03% CO2) เพื่อเปนการยืนยนัวาการใหกาซคารบอนไดออกไซดที่ระดับความเขมขนสูง (10-
20%CO2) มีอัตราการเติบโตที่ดีกวา แตจากภาวะที่มกีารใหอากาศเมื่อสาหรายมีการเติบโตมากขึ้น
จะมีการปลอยของเสียออกมาในรูปของแอมโมเนีย (Shuler และ Kargi, 1992) ซ่ึงจะทําใหระบบมี
คา pH สูงขึ้น การใหกาซคารบอนไดออกไซดแทนการใหอากาศ จะทําใหคา pH ในระบบต่ําลง
เนื่องจากเกิดกรดคารบอนิกอันเปนผลมาจากการละลายของกาซคารบอนไดออกไซด จึงทําให
สาหรายสามารถเติบโตไดดกีวาระบบที่ปอนดวยอากาศ (ธราดล ภิรมยชาติ, 2545)  
 
  จากผลการทดลอง ระดับกาซคารบอนไดออกไซดที่ความเขมขน 10% และ 20% 
ไมมีผลตอการเติบโตของสาหรายตามรูปที ่ 4.1 อยางไรก็ตามในงานวิจยันี้ตองการทราบภาวะที่
เหมาะสมตอการเติบโตของสาหราย Chlorella sp. สายพันธุนี้ดวย ดงันั้นจึงจะทําการพิจารณาการ
เปล่ียนแปลงทางเคมีของอาหารเลี้ยงสาหราย ที่ระดับความเขมแสงและความเขมขนของกาซ
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คารบอนไดออกไซดตางกนั เพื่อใหสามารถอธิบายเปรียบเทียบผลของความเขมแสงตอการเติบโต
ของสาหรายไดชัดเจนยิ่งขึ้น  
 
 4.1.2 ผลของการเปล่ียนแปลงทางเคมีของอาหารตอการเติบโตของสาหราย 

 
  การเพาะเลีย้งสาหราย Chlorella sp. ในงานวิจยันี้มจีุดประสงคหลักในการศึกษา
ความเปนไปไดในการใชสาหรายขนาดเล็กเพื่อลดปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด ดังนั้นจึงใชกาซ
คารบอนไดออกไซดเปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียวในการเลี้ยงสาหราย และเนื่องจากการละลาย
ของกาซคารบอนไดออกไซดมีผลตอการเปลี่ยนแปลงทางเคมีในอาหารเลี้ยงสาหราย ไดแก คา pH 
คาคารบอนไดออกไซดอิสระ และคาอัลคาลินิตี้ ดังนั้นการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเคมีเหลานี้อาจ
ชวยอธิบายการเติบโตของสาหรายไดดียิ่งขึ้น การเปลี่ยนแปลงคา pH คารบอนไดออกไซดอิสระ 

และอัลคาลินิตี้ของอาหารเลี้ยงสาหราย ที่เกิดขึ้นตามระยะเวลาในการเพาะเลีย้งในแตละภาวะการ
ทดลอง แสดงไดดังรูปที่ 4.4 ถึง 4.6 โดยที่คา pH คารบอนไดออกไซดอิสระ และอัลคาลินิตี้ของ
อาหารเลี้ยงสาหราย ณ วันที่ 0 ของการเพาะเลี้ยงเปนคาเริ่มตนที่พบในอาหารเลี้ยงสาหรายกอนทํา
การใหแสงและกาซคารบอนไดออกไซด ดังนั้นจึงใชเปนคาเริ่มตนที่แสดงใหเห็นถึงการ
เปล่ียนแปลงทางเคมีของอาหารเลี้ยงสาหรายในแตละภาวะการเพาะเลี้ยงที่ตางกัน   
    
  หลังจากการใหแสงและกาซคารบอนไดออกไซดใน 24 ชั่วโมงแรกของการ
เพาะเลี้ยง พบวา pH ของอาหารเลี้ยงสาหรายในทุกภาวะการทดลองมีคาลดลง (ดังแสดงในรูปที่ 
4.4) ในขณะที่ปริมาณคารบอนไดออกไซดอิสระมีคาเพิ่มขึ้น (ดังแสดงในรูปที่ 4.5) ทั้งนี้เปนผล
เนื่องมาจากการละลายของกาซคารบอนไดออกไซดเขาสูอาหารเลี้ยงสาหรายนัน่เอง โดยการปอน
กาซคารบอนไดออกไซดที่ความเขมขนมากขึ้น มีผลทําใหปริมาณของคารบอนไดออกไซดอิสระที่
ละลายในอาหารเลี้ยงสาหรายมีคาเพิ่มขึ้น ซ่ึงที่ภาวะในการใหกาซคารบอนไดออกไซดที่ความ
เขมขน 10% มีผลทําใหคา pH ลดลงจาก 6.55-6.68 เปน 5.79-5.95 โดยมีคาการละลายของ
คารบอนไดออกไซดอิสระเทากับ 104.46-109.41 มิลลิกรัมคารบอนไดออกไซดตอลิตร และที่ความ
เขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 20% มีผลให pH ของอาหารเลี้ยงสาหรายมีคาลดลงจาก 6.48-
6.63 เปน 5.49-5.56 โดยมีคาการละลายของคารบอนไดออกไซดอิสระเทากับ 126.50-170.14 
มิลลิกรัมคารบอนไดออกไซดตอลิตร อยางไรก็ตามการลดลงของ pH ในระดับ 5.49-5.95 ในชวง
เร่ิมตนการเพาะเลี้ยงนี้ อาจจะยังไมมีผลตอการเติบโตของสาหราย Chlorella เนื่องจากมีรายงานวา
สาหราย Chlorella สามารถเติบโตไดในอาหารที่มีคา pH เร่ิมตน 4.6-6.6 โดยไมมีความแตกตางของ
อัตราการเติบโตของสาหราย (สมรลักษณ แจมแจง, 2542) ซ่ึงจะสังเกตไดวาสาหราย Chlorella sp. 
สามารถเติบโตไดในชวง pH ที่กวาง ในขณะที่สาหราย Haematococcus pluvialis ที่ทําการ
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เพาะเลี้ยงแบบ Heterotrophic มีชวง pH ที่เหมาะสมตอการเติบโตที่แคบ โดยพบวา สาหรายไมมี
การเติบโตเมื่อ pH เร่ิมตนเทากับ 5.23 ในขณะที่อัตราการเติบโตจะต่ํามากเมื่อ pH เร่ิมตนเทากับ 
6.14 แตเมื่อ pH เร่ิมตนเทากบั 7.85 สาหรายมีอัตราการเตบิโตจําเพาะสงูสุด และมีคา pH เมื่อส้ินสุด
การทดลองเทากับ 8.15 สําหรับคา pH เร่ิมตนที่ 9.15 และ 10.05 พบวา pH จะลดลงในชวงการ
เพาะเลี้ยงและอัตราการเติบโตมีคาประมาณครึ่งหนึ่งของคาอัตราการเติบโตที่ pH เร่ิมตนเทากับ 
7.85 (Hata และคณะ, 2001) ในขณะทีก่ารเติบโตของ Chlorococcum littorale พบวา ถา pH 
มากกวา 4 การเติบโตไมแตกตางกันมากนกั แตถา pH เทากับ 3.5 การเติบโตจะลดลง 50 % ของการ
เติบโตที่ pH มากกวา 4 และที่ pH นอยกวา 4 การเติบโตจะลดลง และไมสามารถเติบโตไดที่ pH 
เทากับ 3 (Kodama, และคณะ, 1993) 
 
  หลังจาก 24 ชั่วโมงแรกของการเพาะเลี้ยงคาคารบอนไดออกไซดอิสระใน
สารละลายอาหารที่ทุกภาวะการเพาะเลีย้งมีคาลดลงอยางตอเนื่อง แมวาจะมีการปอนกาซ
คารบอนไดออกไซดอยูตลอดเวลา และในเวลากลางคืนสาหรายจะใชกาซออกซิเจนในการหายใจ
และปลอยกาซคารบอนไดออกไซดเขาสูระบบ ซ่ึงนาจะทําใหปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด
โดยรวมของระบบมีคาเพิ่มขึน้ แตจากการเก็บตัวอยางสาหราย ณ เวลาที่สาหรายไดรับแสงผานไป
เพียง 1 ช่ัวโมง ซ่ึงเปนชวงเวลาเริ่มตนในการสังเคราะหแสงของสาหราย กลับพบวาคา
คารบอนไดออกไซดอิสระในสารละลายอาหารมีคาลดลง ซ่ึงนาจะเปนสิ่งที่แสดงใหเห็นวาสาหราย 
Chlorella sp.  สายพนัธุที่ใชในการทดลองนี้มีสามารถเติบโตไดดแีละไมเกดิการยบัยั้งการเติบโต
ของสาหรายอยางมีนัยสําคัญเมื่อไดรับกาซคารบอนไดออกไซดที่ระดบั 10-20% และเมื่อเขาสูวนัที่ 
2 จนถึงวันสุดทายของการเพาะเลี้ยงพบวา คา pH มีแนวโนมเพิ่มขึ้น แตจะไมเพิ่มขึน้จนมีคาเทากบั
วันเริ่มตนของการเพาะเลีย้ง ซ่ึงเปนเชนเดยีวกันในทกุภาวะการทดลอง ดังแสดงในรูปที่ 4.4  
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รูปที่ 4.4  การเปลี่ยนแปลงคา pH ของอาหารเลี้ยงสาหราย Chlorella sp. ตามระยะเวลาในการเลี้ยง 
   ที่ระดับความเขมแสง 60 240 และ540 μmol.m-2.s-1 
   (ก)  ภาวะในการเพาะเลีย้งที่ใหกาซคารบอนไดออกไซดความเขมขน 10% 
   (ข) ภาวะในการเพาะเลีย้งที่ใหกาซคารบอนไดออกไซดความเขมขน 20% 

60 μmol.m-2.s-1 240 μmol.m-2.s-1  540 μmol.m-2.s-1 

(ข) 
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รูปที่ 4.5  การเปลี่ยนแปลงคาคารบอนไดออกไซดอิสระในอาหารเลี้ยงสาหราย Chlorella sp. ตาม 
   ระยะเวลาในการเลี้ยงที่ระดบัความเขมแสง 60 240 และ540 μmol.m-2.s-1 
   (ก)  ภาวะในการเพาะเลีย้งที่ใหกาซคารบอนไดออกไซดความเขมขน 10% 
   (ข) ภาวะในการเพาะเลีย้งที่ใหกาซคารบอนไดออกไซดความเขมขน 20% 

60 μmol.m-2.s-1 240 μmol.m-2.s-1  540 μmol.m-2.s-1 

(ข) 
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รูปที่ 4.6  การเปลี่ยนแปลงคาอัลคาลินิตี้ในอาหารเลี้ยงสาหราย Chlorella sp. ตามระยะเวลาในการ 
  เล้ียงที่ระดับความเขมแสง 60 240 และ540 μmol.m-2.s-1 
  (ก)  ภาวะในการเพาะเลีย้งที่ใหกาซคารบอนไดออกไซดความเขมขน 10% 
  (ข)  ภาวะในการเพาะเลีย้งที่ใหกาซคารบอนไดออกไซดความเขมขน 20%  
 

60 μmol.m-2.s-1 240 μmol.m-2.s-1  540 μmol.m-2.s-1 

(ข) 
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  จากรูปที่ 4.4 แนวโนมของการเพิ่มขึ้นของคา pH นี้จะแตกตางกันไปในแตละการ
ทดลอง โดยพบวาการเพิ่มขึน้ของคา pH จะสัมพันธกับการเติบโตของสาหราย ภาวะการทดลองที่
สาหรายมีอัตราการเติบโตมากจะทําใหคา pH มีแนวโนมเพิ่มขึ้นมากกวาภาวะที่สาหรายมีอัตราการ
เติบโตที่ชากวา และการเปลี่ยนแปลงปริมาณคารบอนไดออกไซดอิสระตามระยะเวลาในการ
เพาะเลี้ยงในภาวะที่สาหรายมีอัตราการเติบโตเร็วจะมีปริมาณคารบอนไดออกไซดอิสระลดลง  
มากกวาภาวะที่สาหรายมีอัตราการเติบโตที่ชากวา ดังแสดงในตารางที่ 4.2 และรูปที่ 4.7 ทั้งนี้เปน
ผลมาจากการตรึงคารบอนไดออกไซดไปใชในการสังเคราะหแสงและการเติบโตของสาหราย
นั่นเอง โดยภาวะที่มกีารลดลงของคารบอนไดออกไซดอิสระมากที่สุดคือที่ระดับความเขมแสง 240 
μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 10% ซ่ึงเปนภาวะที่คาอัตราการเติบโต
จําเพาะสูงสุดของสาหราย (μmax) มีคาสูงสุดดวย โดยมีปริมาณคารบอนไดออกไซดอิสระลดลง 
36.39±7.83 มิลลิกรัมคารบอนไดออกไซดตอลิตร รองลงมาคือ 20.18±16.32 มิลลิกรัม
คารบอนไดออกไซดตอลิตร โดยยังคงเปนภาวะที่ระดบัความเขมแสง 240 μmol.m-2.s-1 และความ
เขมขนของคารบอนไดออกไซด 20% ซ่ึงจะสังเกตไดวาเปนภาวะอิ่มตวัแสงของสาหราย Chlorella 
sp. สายพันธุนี้นั่นเอง ซ่ึงที่ภาวะอิ่มตัวแสงนี้จะทําใหสาหรายสามารถสังเคราะหแสงไดมากทีสุ่ด 
(Devlin และ Barker, 1971) จึงสงผลใหสาหรายมกีารตรึงกาซคารบอนไดออกไซดไปใชในการ
เติบโตไดมาก 
 
  สําหรับคาอัลคาลินิตี้ของอาหารเลี้ยงสาหรายซ่ึงเปนคาที่บอกถึงปริมาณเกลือ
คารบอเนตในอาหารเลี้ยงสาหราย โดยรายงานคาในรูปของแคลเซียมคารบอเนตที่ละลายอยูใน
อาหาร ซ่ึงพบวาจะมีคาเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาในการเลี้ยงที่ทุกภาวะการทดลอง (รูปที่ 4.6)             
ซ่ึงสอดคลองกับกระบวนการใชคารบอนไดออกไซดของสาหรายที่ปริมาณคารบอนไดออกไซด
อิสระจะลดลงและคาอัลคาลินิตี้จะเพิ่มขึ้น  
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ตารางที่ 4.2  การเปลี่ยนแปลงคารบอนไดออกไซดอิสระในอาหารเลี้ยงสาหรายที่ภาวะการทดลองตาง ๆ (คาเฉลี่ย ± สวนเบีย่งเบนมาตรฐาน; n = 3) 
 
 

ความเขมแสง ความเขมขนของ CO2 คารบอนไดออกไซดอิสระ(มิลลิกรัมตอลิตร) การเปลี่ยนแปลงคารบอนไดออกไซดอิสระ 

(μmol.m-2.s-1) (%) เริ่มตนการทดลอง สิ้นสุดการทดลอง  (มิลลิกรัมตอลิตร) 
60 10 74.47±6.58  98.44± 3.51 เพิ่มขึ้น 20.68 ± 8.19  
  20 85.08± 1.32 142.77± 20.8 เพิ่มขึ้น 57.7 ± 22.07  

240 10 82.89± 4.76 46.5± 3.71 ลดลง 36.39± 7.83  
  20 82.95± 4.53 62.77± 20.64 ลดลง 20.18± 16.32  

540 10 81.6± 5.44 65.04± 9.06 ลดลง 16.56± 12.30  
  20 80.46± 4.14 81.27± 19.89 เพิ่มขึ้น 0.8 ± 15.76  
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รูปที่ 4.7  คารบอนไดออกไซดที่เปล่ียนแปลงไปตามอัตราการเติบโตของสาหราย Chlorella sp. ที่ 
                ภาวะในการเพาะเลี้ยงตางกัน โดยท่ี 
                A1 คือ ภาวะที่การไดรับความเขมแสง 60 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซ 
  คารบอนไดออกไซด 10% 
   A2 คือ ภาวะที่การไดรับความเขมแสง 60 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซ 
  คารบอนไดออกไซด 20% 
   B1 คือ ภาวะที่การไดรับความเขมแสง 240 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซ 
  คารบอนไดออกไซด 10% 
   B2 คือ ภาวะที่การไดรับความเขมแสง 240 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซ 
  คารบอนไดออกไซด 20% 
   C1 คือ ภาวะที่การไดรับความเขมแสง 540 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซ 
  คารบอนไดออกไซด 10% 
   C2 คือ ภาวะที่การไดรับความเขมแสง 540 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซ 
  คารบอนไดออกไซด 20% 
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4.2  ผลของความเขมแสงและความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซดตอองคประกอบทางชีวเคมี    

       ของสาหราย Chlorella sp. 
 
 นอกจากปจจยัทางภาวะแวดลอมในการเพาะเลี้ยงจะมีผลตอการเติบโตของสาหราย 
Chlorella sp. แลว ยังพบวาองคประกอบทางชีวเคมีภายในเซลลของสาหรายสามารถเปลี่ยนแปลง
ไดตามภาวะแวดลอมที่สาหรายเติบโตอยู (Hoek และคณะ, 1995) ดังนั้นในงานวจิัยจึงไดศึกษาการ
เปล่ียนแปลงองคประกอบทางชีวเคมีไดแก โปรตีน ไขมัน คารโบไฮเดรต และรงควัตถุ ที่ภาวะ
แวดลอมในการเพาะเลี้ยงตาง ๆ   
 
 การเปลี่ยนแปลงองคประกอบทางชีวเคมีภายในเซลลของสาหรายอันเปนผลเนื่องมาจาก
การแปรความเขมแสงและความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซดที่ระดับตาง ๆ แสดงดังตารางที ่
4.3 (ขอมูลการทดลองแสดงดังตารางที่ ง-7 ในภาคผนวก ง)   
 
ตารางที่ 4.3  องคประกอบทางชีวเคมีของสาหราย Chlorella sp. ที่ภาวะในการเพาะเลีย้งตาง ๆ  
         (คาเฉลี่ย ± สวนเบีย่งเบนมาตรฐาน; n = 2)  
 

ความเขมแสง ความเขมขนของ CO2 ปริมาณ (%น้ําหนักแหง) 

(μmol.m-2.s-1) (%) โปรตีนns ไขมัน คารโบไฮเดรต 

60 10 19.39 ±2.75  2.49 ±0.42 a 19.71 ±3.56 a 

  20 19.78 ±6.57  1.90 ±0.36 a 20.1 ±1.74 a 

240 10 20.72 ±0.23  0.76 ±0.54 b 30.16 ±0.58 b 

  20 21.20 ±0.10  1.03 ±0.37 b 33.41±0.75 b 

540 10 20.20 ±0.25  0.81 ±0.65 b 28.03 ±1.63 b 

  20 22.72 ±2.13  0.38 ±0.21 b 28.60 ±4.18 b 
หมายเหตุ :  คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่กํากับดวยอักษรตางกัน (a และ b) มีความแตกตางกันทางสถิติ  

       (p ≤ 0.05) 

       ns คือ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p ≤ 0.05) ของคาเฉลี่ยในแนวตั้ง 
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 4.2.1  ปริมาณโปรตีนท่ีเปนองคประกอบภายในเซลลของสาหราย Chlorella sp. 
 
  จากตารางที่ 4.3 พบวาความเขมแสงและความเขมขนของคารบอนไดออกไซดไม
มีผลตอคาเฉลี่ยของปริมาณโปรตีนในเซลลสาหรายอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 
(ผลการวิเคราะหแสดงในตาราง ซ-5 และ ซ-6 ในภาคผนวก ซ) และการเพิ่มความเขมแสงก็ไมได
แสดงแนวโนมใด ๆ ตอคาเฉลี่ยของปริมาณโปรตีนของสาหราย Chlorella sp. ซ่ึงมีคาเทากับ 
19.58-21.45 % ของน้ําหนกัแหงของสาหราย 
 
 4.2.2  ปริมาณไขมันท่ีเปนองคประกอบภายในเซลลของสาหราย Chlorella sp.  
 
  จากตารางที ่ 4.3 พบวาความเขมแสงเปนเพยีงปจจัยเดยีวที่มีผลตอคาเฉลี่ยของ
ปริมาณไขมันในเซลลสาหรายอยางมีนยัสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (ผลการวิเคราะห
แสดงในตาราง ซ-7 และ ซ-8 ในภาคผนวก ซ)  โดยการเพิ่มความเขมแสงจาก 60 เปน 240 และ 540 
μmol.m-2.s-1 มีผลทําใหคาเฉลี่ยของปริมาณไขมันในเซลลของสาหรายมีคาลดลงจาก 2.2 เปน 0.9 
และ 0.59% ของน้ําหนกัแหงของสาหราย ตามลําดับ โดยคาเฉลี่ยของปริมาณไขมันที่ 240 และ 540 
μmol.m-2.s-1  มีคาไมแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญ 
 
 4.2.3  ปริมาณคารโบไฮเดรตที่เปนองคประกอบภายในเซลลของสาหราย Chlorella sp.  
 
  จากตารางที ่ 4.3 พบวาความเขมแสงเปนเพยีงปจจัยเดยีวที่มีผลตอคาเฉลี่ยของ
ปริมาณคารโบไฮเดรตที่เปนองคประกอบภายในเซลลของสาหราย โดยพบวาการเพิ่มความเขมแสง
มีผลตอการเพิ่มของคาเฉลี่ยของปริมาณคารโบไฮเดรตในเซลลสาหราย อยางมีนยัสําคัญที่ระดบั
ความเชื่อมั่นรอยละ 95 (ผลการวิเคราะหแสดงในตาราง ซ-9 และ ซ-10 ในภาคผนวก ซ) โดยการ
เพิ่มความเขมแสงจาก 60 เปน 240 และ 540 μmol.m-2.s-1 มีผลทําใหคาเฉลี่ยของปริมาณ
คารโบไฮเดรตมีคาเพิ่มขึ้นจาก 19.71 เปน 31.2 และ 28.31 % ของน้ําหนักแหงของสาหราย  
        
 จากผลของความเขมแสงและความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซดตอองคประกอบ
ทางชีวเคมีของสาหราย Chlorella sp. สายพันธุที่ใชในงานวิจยันี้ พบวาความเขมแสงยังคงเปนปจจัย
เดียวที่มีผลตอองคประกอบทางชีวเคมีของสาหราย โดยมีผลตอปริมาณไขมันและคารโบไฮเดรต 
แตไมมีผลตอปริมาณโปรตีนภายในเซลลของสาหราย เมื่อเปรียบเทียบปริมาณไขมันและ
คารโบไฮเดรต พบวาภาวะในการเพาะเลี้ยงที่ทําใหเกดิการสะสมไขมันและคารโบไฮเดรตภายใน
เซลลเปนปริมาณมากจะเปนภาวะที่ตรงขามกัน กลาวคือที่ความเขมแสงต่ํา (60 μmol.m-2.s-1) 
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สาหรายจะสะสมไขมันมากกวาที่ความเขมแสงสูง และที่ความเขมแสงสูง (240 และ 540     
μmol.m-2.s-1)  สาหรายจะมกีารสะสมคารโบไฮเดรตมากกวา ดังแสดงความสัมพันธในรูปที่ 4.8  
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รูปที่ 4.8  การเปลี่ยนแปลงปริมาณโปรตีน ไขมัน และคารโบไฮเดรต ตามภาวะแวดลอมในการ 
   เพาะเลี้ยง โดยที่  
  A1 คือ ภาวะที่การไดรับความเขมแสง 60 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซ 
             คารบอนไดออกไซด 10% 
  A2 คือ ภาวะที่การไดรับความเขมแสง 60 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซ 
              คารบอนไดออกไซด 20% 
  B1 คือ ภาวะที่การไดรับความเขมแสง 240 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซ 
             คารบอนไดออกไซด 10% 
  B2 คือ ภาวะที่การไดรับความเขมแสง 240 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซ 
             คารบอนไดออกไซด 20% 
  C1 คือ ภาวะที่การไดรับความเขมแสง 540 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซ 
             คารบอนไดออกไซด 10% 
  C2 คือ ภาวะที่การไดรับความเขมแสง 540 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซ 
             คารบอนไดออกไซด 20% 
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 องคประกอบทางชีวเคมีของสาหรายสามารถควบคุมไดโดยการปรับภาวะแวดลอมของ
การเติบโต (Shifrin และ Chisholm, 1981) ดังนั้นจึงมีงานวิจยัที่ศึกษาถึงปจจัยทางภาวะแวดลอมที่มี
ผลตอองคประกอบทางชีวเคมีของสาหรายชนิดตาง ๆ ทั้งปริมาณโปรตีน ไขมัน และ 
คารโบไฮเดรต เปนตน ทั้งนี้เพื่อการนําเซลลสาหรายไปใชประโยชนตอไป จากการวิเคราะห
องคประกอบภายในเซลลของสาหราย Chlorella sp. สายพันธุที่ใชในงานวิจยันี ้ พบวา ปริมาณ
ไขมันและคารโบไฮเดรตมีการเปลี่ยนแปลงตามภาวะแวดลอมในการทดลอง โดยการเพิ่มความเขม
แสงมีผลทําใหปริมาณไขมนัในเซลลลดลง ในขณะที่ปริมาณคารโบไฮเดรตเพิ่มขึ้น และโปรตีนไม
มีการเปลี่ยนแปลง  
 
 การที่สาหราย Chlorella sp. ที่ใชในงานวิจัยนี้มีปริมาณไขมันในเซลลลดลงเมื่อเพิ่มความ
เขมแสงจาก 60 เปน 540 μmol.m-2.s-1  พบวาสอดคลองกับการทดลองของ Gordillo และคณะ 
(1998) ที่รายงานวาปริมาณไขมันทั้งหมดของสาหราย Dunaliella viridis โดยการใหไดรับความเขม
แสงเพิ่มขึ้นจากการเลี้ยงในที่มืดมีผลทําใหปริมาณไขมนัลดลง โดยสาหรายที่เตบิโตในที่มืดจะมี
ปริมาณไขมัน 3.55 pg/cell และเมื่อไดรับความเขมแสงเปน 1500 μmol.m-2.s-1 ปริมาณไขมันกลับ
ลดลงเปน 0.77 pg/cell    ซ่ึงในงานวจิัยนี้สรุปไววาการสะสมไขมันทั้งหมดในเซลลของสาหราย 
Dunaliella viridis จะเกิดขึน้เมื่อความเขมแสงลดลงจนมีคาสูงสุดเมื่อเล้ียงในที่มดื ซ่ึงพบวาตรงขาม
กับรายงานของ Claustre และ Gostan (1987) ที่พบวา สาหรายขนาดเล็ก Isochrysis galbana จะมี
ปริมาณไขมันเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มความเขมแสงจาก 35 μmol.m-2.s-1 เปนความเขมแสงอิ่มตัวที่ 400 
μmol.m-2.s-1 ในขณะที่ Parrish Bodennec และ Gentien (1994) พบวาความเขมแสงไมมีผลตอ
ปริมาณไขมันทั้งหมดของ dinoflagellate Gymnodinium cf. nagasakiense 
 
 การที่สาหรายมีปริมาณคารโบไฮเดรตเพิ่มขึ้นตามการเพิม่ความเขมแสงอาจเปนผล
เนื่องมาจากทีภ่าวะในการไดรับความเขมแสงสูงสาหรายมีอัตราการเตบิโตที่รวดเร็ว สารอาหารถูก
ใชไปในการเติบโตมาก ดังนั้นจึงอาจทําใหเกิดการจํากัดสารอาหารโดยเฉพาะไนโตรเจนซึ่งเปน
สารอาหารหลักที่มีความสําคัญตอการสรางโปรตีนของสาหราย เมื่อปริมาณไนโตรเจนลดลงจึงเกิด
ภาวะในการจาํกัดไนโตรเจนจึงสงผลตอการสังเคราะหโปรตีน ในขณะที่คารบอนซ่ึงเปน
สารอาหารหลักที่มีความสําคัญมากอีกชนดิหนึ่งไมถูกจํากัด (เนื่องจากมีการใหคารบอนไดออกไซด
เปนแหลงของอนินทรียคารบอนตลอดเวลา) ดงันั้นสัดสวนของคารบอนตอไนโตรเจนใน
สารละลายอาหารจึงเพิ่มขึ้น ซ่ึงการจํากัดไนโตรเจนนี้เปนสาเหตุทําใหเกิดการใชคารบอนในชวงที่
ไดรับแสง (Photoassimilated Carbon) ไปในการสังเคราะหคารโบไฮเดรตแทนการสังเคราะห
โปรตีนและคลอโรฟลล (Turpin, 1991)  
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 และจากการทีภ่ายในเซลลสาหราย Chlorella sp. ที่เพาะเลี้ยงภายใตภาวะการไดรับความ
เขมแสง 240-540 μmol.m-2.s-1 มีปริมาณคารโบไฮเดรต (ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด) เปนองคประกอบ
ภายในเซลลมากที่สุดคือประมาณ 28-33 %น้ําหนกัแหง ดังนั้นอาจนําสาหรายชนิดนี้ไปใช
ประโยชนในการเปนวตัถุดบิสําหรับการผลิตเอทานอลได เนื่องจากไดมีรายงานการใชชีวมวลของ
สาหราย Chlorella vulgaris (IAM C-534) ที่มีแปงเปนองคประกอบ 37% ในการเปนวตัถุดบิ
สําหรับการผลิตเอทานอล และพบวาสามารถผลิตเอทานอลได 0.24% (น้ําหนักตอน้ําหนกั) จาก
น้ําตาลที่ถูกยอยจากแปงของสาหราย 0.66% (น้ําหนกัตอน้ําหนกั) (Hirano และคณะ, 1997) ซ่ึง
น้ําตาลที่เปนองคประกอบในเซลลสาหรายแสดงดังตารางที่ 2.4  
 
 จากการศึกษาของ Chrismadha และ Borowitzka (1994) รายงานวา ความเขมแสงและความ
หนาแนนของเซลลมีผลตอองคประกอบและอัตราการผลิต EPA (Eicosapentaenoic acid) ของ 
Phaeodactylum tricorntum ที่ทําการเพาะเลี้ยงใน Tubular photobioreactor ซ่ึงพบวาอัตราการผลิต 
ชีวมวลและอตัราการผลิต EPA จะมีปริมาณสูงขึ้นเมื่อมีความหนาแนนของเซลลเพียงพอที่จะ
สงเสริมใหมีอัตราการเติบโตอยางรวดเรว็โดยความสัมพนัธกับความเขมแสงที่ใชในการเติบโต และ 
ปริมาณโปรตนีในเซลลสูงขึ้นเมื่อเพิ่มความเขมแสง สวนปริมาณคารโบไฮเดรตและไขมันจะสูงขึ้น
เมื่อเพิ่มความหนาแนนของเซลลและเติบโตที่ความเขมแสงสูง 
 
 สําหรับความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซดที่มีตอการเติบโตของสาหราย Chlorella 
sp. พบวางานวิจยัที่มีรายงานผลของคารบอนไดออกไซดตอองคประกอบภายในเซลลของสาหราย
นั้นจะศึกษาทีค่วามเขมขนของคารบอนไดออกไซดที่ไมสูงจากความเขมขนในบรรยากาศมากเทา
ในงานวิจยันี ้ ซ่ึงการใหความเขมขนของคารบอนไดออกไซดที่สูงกวาความเขมขนในบรรยากาศก็
เพื่อปรับสัดสวนของคารบอนตอไนโตรเจนใหต่ําลง            เพื่อทําใหสาหรายอยูในภาวะขาดแคลน
ไนโตรเจน ซ่ึงการขาดไนโตรเจนจะมีผลทําใหสาหรายมีการสะสมปริมาณไขมันภายในเซลล
เพิ่มขึ้น โดยในการทดลองให 1%CO2 เพื่อใหเกิดภาวะไนโตรเจนจํากดัใน Dunaliella viridis พบวา
ปริมาณไขมันมีคาลดลงจากภาวการณใหอากาศ (Atmospheric CO2) เพียงเล็กนอยเทานั้น (Gordillo 
และคณะ, 1998)  
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 4.2.4  ปริมาณรงควัตถุท่ีเปนองคประกอบภายในเซลลของสาหราย Chlorella sp. 
  
  นอกจากองคประกอบทางชีวเคมีที่มีอยูภายในเซลลของสาหราย Chlorella sp.
ดังกลาวขางตนแลว รงควัตถุที่เกีย่วของในกระบวนการสังเคราะหแสงของสาหรายเปนอีก
องคประกอบหนึ่งที่มีความสําคัญเชนเดียวกัน และพบวาสามารถเปลี่ยนแปลงตามปจจัยทางภาวะ
แวดลอมที่สาหรายเติบโตอยูไดโดยเฉพาะความเขมแสง โดยรงควัตถุที่สําคัญภายในเซลลของ
สาหราย Chlorella sp. ไดแก ลูทีน (รงควตัถุในกลุม Carotenoids) และคลอโรฟลล-เอ ในตารางที่ 
4.4 แสดงปริมาณลูทีนและคลอโรฟลล-เอ และสัดสวนลูทีนตอคลอโรฟลล-เอ ของสาหราย 
Chlorella sp. ที่ภาวะในการเพาะเลี้ยงตาง ๆ และจากการวิเคราะหความแปรปรวน (ผลการวิเคราะห
แสดงในตาราง ซ-11 และ ซ-16 ในภาคผนวก ซ) พบวาความเขมแสงและความเขมขนของ
คารบอนไดออกไซดไมมีผลตอคาเฉลี่ยของปริมาณลูทีน คลอโรฟลล-เอ และสัดสวนลูทีนตอ
คลอโรฟลล-เอ ในเซลลสาหรายอยางมนียัสําคัญที่ระดบัความเชื่อมั่นรอยละ 95 แตมีแนวโนมวา
การเพิ่มความเขมแสงจาก 60 เปน 240 และ 540     μmol.m-2.s-1 มีผลทําใหคาเฉลี่ยของสัดสวนของ 
ลูทีนตอคลอโรฟลล-เอ เพิ่มขึ้น โดยมีคาเพิ่มขึ้นจาก 0.145 เปน 0.18 และ 0.33 ตามลําดับ และ
แนวโนมการเพิ่มขึ้นของสัดสวนของลูทีนตอคลอโรฟลล-เอ แสดงในรูปที่ 4.9 
 
ตารางที่ 4.4  ปริมาณลูทีน และคลอโรฟลล-เอ (มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง) และสัดสวนลูทีนตอ 
                     คลอโรฟลล-เอ ภายในเซลลของสาหราย Chlorella sp. ที่ภาวะในการเพาะเลี้ยงตาง ๆ                          
                     (คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน; n = 2)   
 

ความเขมแสง ความเขมขนของ CO2 
ปริมาณ (มิลลิกรัมตอกรัม

น้ําหนกัแหง)  สัดสวนลูทีนตอคลอโรฟลล-เอ ns 

(μmol.m-2.s-1) (%) ลูทีนns คลอโรฟลล-เอns (น้ําหนักตอน้ําหนัก) 

60 10 1.49±0.92 8.98±4.88 0.16 ±0.02 

 20 2.14±0.39 16.16±3.70 0.13±0.03  

240 10 1.90±0.58 16.71±11.31 0.14±0.07  

 20 1.41±0.15 7.07±3.88 0.22±0.12  

540 10 1.13±0.37 3.34±1.96 0.39±0.16  

 20 1.15±0.07 4.52±1.25 0.27±0.08  

หมายเหตุ :  ns คือ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p ≤ 0.05) ของคาเฉลี่ยในแนวตัง้ 
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รูปที่ 4.9 การเปลี่ยนแปลงสัดสวนของลูทนีตอคลอโรฟลล-เอ ที่ภาวะในการเพาะเลีย้งตาง ๆ โดยที่  
 A1 คือ ภาวะทีก่ารไดรับความเขมแสง 60 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซ 
             คารบอนไดออกไซด 10% 
  A2 คือ ภาวะที่การไดรับความเขมแสง 60 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซ 
              คารบอนไดออกไซด 20% 
  B1 คือ ภาวะที่การไดรับความเขมแสง 240 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซ 
             คารบอนไดออกไซด 10% 
  B2 คือ ภาวะที่การไดรับความเขมแสง 240 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซ 
             คารบอนไดออกไซด 20% 
  C1 คือ ภาวะที่การไดรับความเขมแสง 540 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซ 
             คารบอนไดออกไซด 10% 
  C2 คือ ภาวะที่การไดรับความเขมแสง 540 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซ 
             คารบอนไดออกไซด 20% 
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 จากผลการเตบิโตของสาหรายที่พบวา ความเขมแสงเปนปจจยัเดยีวที่มีผลตอการเติบโต
ของสาหรายโดยการเพิ่มความเขมแสงมีผลทําใหสาหรายมีการเติบโตเพิ่มมากขึ้นแตสําหรับปริมาณ
รงควัตถุ การเพิ่มความเขมแสงไมมีผลตอการเพิ่มหรือลดลงของรงควัตถุหลักในการสังเคราะหแสง
คือ คลอโรฟลล-เอ และรงควัตถุประกอบ (Accessory pigment) คือ ลูทีน แตพบวาสัดสวนของ       
ลูทีนตอคลอโรฟลล-เอมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มความเขมแสง แสดงวาที่ความเขมแสงสูงจะมีการ
สะสมลูทีนเพิ่มขึ้น ซ่ึงเปนผลเนื่องมาจากการปกปองเซลลของสาหรายตอความเสยีหายจากการเกิด 
Photooxidation ภายใตการไดรับแสงสูง แตที่ระดับความเขมแสงทีใ่ชในงานวจิัยนี้พบวา ที่ความ
เขมแสง 540 μmol.m-2.s-1 ไมไดเปนความเขมแสงที่ยับยัง้การเติบโตของสาหรายเนือ่งจากมีคาอัตรา
การเติบโตจําเพาะสูงสุดและน้ําหนกัแหงไมตางจากการไดรับแสงที่ระดับ 240 μmol.m-2.s-1 ดังนัน้
จึงอาจยังไมเหน็ผลไมชัดเจนมากนัก ซ่ึงระดับความเขมแสงที่มีผลตอการสะสมของรงควัตถุ 
Carotenoids อาจมีความแตกตางกันขึน้กบัชนิดของสาหรายและภาวะการเพาะเลี้ยง เนื่องจากเมื่อ
เปรียบเทียบกบัรายงานของ Chen, Zhang และ Guo (1996) พบวาสาหรายสามารถสะสมรงควัตถุได
เพิ่มขึ้นภายใตความเขมแสงต่ํากวาทีใ่ชในงานวิจยันี้ ซ่ึงผลจากการศึกษาพบวาความเขมแสงมีผลตอ
ปริมาณ Phycocyanin ซ่ึงเปนรงควัตถุทีพ่บในเซลลของ Spirulina platensis โดยเมื่อทําการ
เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมกลโูคส 2.5 กรัมตอลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากการศึกษาพบวา
การเพิ่มความเขมแสงจาก 0.5 กิโลลักซ เปน 2.0 และ 4.0 กิโลลักซ มีผลทําให S. platensis มีปริมาณ 
Phycocyanin ในเซลลเพิ่มมากขึ้น โดยท่ีความเขมแสง 0.5 กิโลลักซ และ 2.0 กิโลลักซ มีปริมาณ 
Phycocyanin นอยกวาที่ความเขมแสง 4.0 กิโลลักซ ประมาณ 80% และ 77% ตามลําดับ ซ่ึงแสดง
ใหเห็นวาแสงมีบทบาทสําคัญที่สงผลตอการสราง Phycocyanin เนื่องจาก Phycocyanin เปนรงค
วัตถุประกอบที่สําคัญในการสังเคราะหแสงของ S.  platensis 
 
 จากการสังเกตการเพาะเลีย้งสาหรายที่ทําการเพาะเลี้ยงทีค่วามเขมแสง 540 μmol.m-2.s-1 
พบวา ในชวง 2 วนัแรกของการเพาะเลีย้ง เซลลสาหรายในปฏิกรณชีวภาพแสงมีสีเหลืองเขียว แต
เมื่อระยะเวลาในการเพาะเลีย้งนานขึน้เซลลสาหรายจะกลับเปนสีเขียวปกติ ซ่ึงอาจเกิดจากใน
ชวงแรกของการเพาะเลี้ยงสาหรายมีความหนาแนนเซลลไมสูงมากนัก ดังนัน้เซลลแตละเซลลของ
สาหรายจะไดรับความเขมแสงเฉลี่ยที่สูง อาจเปนไปไดที่สาหรายมีการสังเคราะหรงคงวัตถุในกลุม 
Carotenoids มากขึ้นเพื่อปองกันความเสียหายจากการไดรับความเขมแสงที่สูง จึงทําใหเห็นสีของ
สาหรายมีสีเหลืองเขียว แตเมื่อสาหรายมีการเติบโตเพิ่มมากขึ้นสาหรายจะเกิดการบังแสงซึ่งกันและ
กันทําใหเซลลแตละเซลลของสาหรายไดรับความเสียหายจากระดับความเขมแสงสูงลดลง ทําให
เซลลสาหรายกลับคืนสูสภาวะปกติจึงเห็นเซลลสาหรายมีสีเขียวปกติ อยางไรก็ตามในการทดลองนี้
ไมไดทําการวิเคราะหรงควัตถุที่ระยะการเตบิโตทวีคูณ (Exponential phase) ซ่ึงเปนชวง 2 วันแรก
ในการเพาะเลีย้ง 
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4.3  องคประกอบทางชีวเคมีภายในเซลลของสาหราย Chlorella sp. ในระยะการเติบโตที่ตางกัน 
 
 องคประกอบทางชีวเคมีภายในเซลลสาหรายสามารถเปลี่ยนแปลงไดตามระยะการเตบิโต
ของสาหราย เนื่องมาจากระยะการเตบิโตที่ตางกันสาหรายจะมกีารใชและการสะสมองคประกอบ
ทางชีวเคมีเพื่อการเติบโตที่แตกตางกันไป ดังนั้นในการเพาะเลี้ยงสาหรายเพื่อผลิตสารชีวเคมีชนิดที่
ตองการ จึงจําเปนตองศึกษาการเปลี่ยนแปลงขององคประกอบทางชีวเคมีเหลานี้ตามระยะการ
เติบโตของสาหรายดวย สําหรับในงานวิจยันี้ใชตวัอยางสาหราย Chlorella sp. จากภาวะที่เหมาะสม
ตอการเติบโตของสาหรายมาใชในการวิเคราะห นั่นคือภาวะในการเพาะเลี้ยงที่ระดบัความเขมแสง 
240 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 10% 
 
ตารางที่ 4.5  องคประกอบทางชีวเคมีของสาหราย Chlorella sp. ในระยะการเติบโตของสาหรายที่ 
        ตางกัน (ภาวะในการเพาะเลี้ยงสาหราย คือที่ระดับความเขมแสง 240 μmol.m-2.s-1  
                    และความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 10%) (คาเฉลี่ย ± สวนเบีย่งเบน 
       มาตรฐาน; n = 2) 
         

ระยะการเติบโต %น้ําหนักแหง 

 โปรตีน ไขมันns คารโบไฮเดรตns  
ระยะการเติบโตทวีคูณ 
(Exponential phase) 

16.2 ±0.44 a 
 

0.58 ±0.04  
 

30.03 ±0.8  
 

ระยะการเติบโตคงที่ 
(Stationary phase) 

20.72 ±0.23 b 
 

0.76 ±0.54  
 

30.16 ±0.58  
 

หมายเหต:ุ  คาเฉลี่ยในแนวตัง้ที่กํากับดวยอักษรตางกนั (a และ b) มีความแตกตางกันทางสถิติ  

      (p ≤ 0.05)   

     ns คือ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p ≤ 0.05) ของคาเฉลี่ยในแนวตั้ง 
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 จากตารางที่ 4.5 พบวาโปรตีนเปนองคประกอบทางชวีเคมีเพียงชนดิเดียวที่มีความแตกตาง
กันตามระยะการเติบโตของสาหรายอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (แสดงผลการ
วิเคราะหความแปรปรวนในตารางที่ ซ-17 และ ซ-22 ในภาคผนวก ซ) โดยคาเฉลี่ยของปริมาณ
โปรตีนในระยะการเติบโตคงที่ (Stationary phase) มากกวาคาเฉลี่ยของปริมาณโปรตีนในระยะการ
เติบโตทวีคูณ (Exponential phase) ซ่ึงมีคาเทากับ 20.72 ±0.23  และ 16.2 ±0.44  % น้ําหนกัแหง 
ตามลําดับ ในขณะทีป่ริมาณไขมันและคารโบไฮเดรตไมมีความแตกตางกันตามระยะการเตบิโต
ของสาหราย  
 
 การทดลองของ Brown และคณะ (1993) ที่เพาะเลี้ยงสาหรายใน Polyethylene bags 
ควบคุมอุณหภมูิที่ 22±2OC ที่ความเขมแสง 100  μmol.m-2.s-1    ชวงสวาง:มืด 12: 12 ช่ัวโมง และ 
ใหอากาศ (0.5% CO2) 20 ลิตรตอนาทีตอถุง และทําการเปรียบเทยีบองคประกอบทางชีวเคมีของ
สาหราย 3 ชนิด ไดแก คือ Isochrysis sp. (clone T.ISO) Pavlova lutheri และ Nannochloropsis 
oculata ในการเพาะเลี้ยงแบบ Batch พบวาในระยะ exponential phase สาหรายทุกชนิดมีโปรตีนอยู
ในระดบัสูง (25.2-41.1%) และมีปริมาณคารโบไฮเดรตต่ํา (7.1-10.3%) และไขมันต่ํา (8.8-14.9%) 
ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบกับระยะ stationary phase พบวา Isochrysis sp. (clone T.ISO) และ 

Nannochloropsis oculata มีโปรตีนลดลงอยางมีนัยสําคญั (t-test, p≤0.05) ขณะที่สาหรายทุกชนิด
จะมคีารโบไฮเดรตเพิ่มขึ้น และ Pavlova lutheri จะมีไขมันเพิ่มขึ้น ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบผลกับ
งานวิจยันี้พบวามีความสอดคลองกันในสวนของปริมาณไขมันที่เพิ่มขึ้นในระยะ Stationary phase
ถึงแมจะไมมีความแตกตางกนัในทางสถิติเนื่องจากคาทีว่เิคราะหไดมีคาความผิดพลาดมาก  
  
4.4  ชนิดของกรดอะมิโนที่เปนองคประกอบภายในเซลลของสาหราย Chlorella sp.  
 
 จากการศึกษาภาวะแวดลอมที่มีผลตอการเติบโตของสาหราย Chlorella sp. ดังไดกลาวไป
แลวในเบื้องตน ซ่ึงพบวาภาวะที่เหมาะสมตอการเติบโตของสาหรายคือ ที่ความเขมแสง 240 
μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 10%  และจากการวเิคราะหปริมาณ
โปรตีนที่เปนองคประกอบของสาหรายที่ภาวะแวดลอมตาง ๆ พบวาไมมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมัน่ 95% ดังนัน้จึงเลือกที่จะนําตัวอยางสาหรายจากภาวะที่เหมาะสมตอ
การเติบโตไปทําการวิเคราะหชนิดของกรดอะมิโนที่เปนองคประกอบในโปรตีนของสาหราย 
Chlorella sp. โดยการวิเคราะหดวย HPLC  (แสดงโครมาโตแกรมในภาคผนวก ช) ไดผลการ
วิเคราะหดังแสดงในตารางที่ 4.6 ซ่ึงพบวาสาหราย Chlorella sp. ที่ใชในงานวิจัยนี้มีชนดิของ
กรดอะมิโนจําเปนครบถวน (ยกเวน Methionine และ Tryptophan ที่ไมสามารถตรวจวิเคราะหได) 
โดยชนิดของกรดอะมิโนจําเปนที่มีปริมาณมากที่สุดไดแก Leucine 5.18% (น้ําหนักตอน้ําหนกั) 
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รองลงมาคือ  Lysine และ Alanine ซ่ึงมีคาเทากับ 4.58  และ 4.38% (น้ําหนักตอน้ําหนกั) ตามลําดับ 
ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบกับสาหราย Chlorella sp. HA-1 พบวามีปริมาณกรดอะมโินใกลเคียงกัน         
(ดังแสดงในตารางที่ 4.6) และมีรายงานวาองคประกอบของกรดอะมิโนอาจพบวาแตกตางกันเพยีง
เล็กนอยเมื่อสาหรายเติบโตภายใตสภาวะแวดลอมที่ตางกัน (Fowden, 1962) 
 
ตารางที่ 4.6  ชนิดของกรดอะมิโนที่เปนองคประกอบในเซลลของสาหราย Chlorella sp. 
 

ชนิดของกรดอะมิโน ปริมาณกรดอะมิโน (%น้ําหนัก) 
  Chlorella sp.(1) Chlorella sp. HA-1(2) 

Aspartic acid  4.23 - 
Serine 2.72 1.04 
Glutamic acid 6.01 - 
Glycine 3.72 3.35 
Histidine 1.50 2.18 
Arginine 5.39 3.06 
Threonine* 3.17 2.46 
Alanine* 4.38 4.55 
Proline 3.06 2.52 
Tyrosine 2.14 2.40 
Valine* 3.29 3.03 
Lysine* 4.58 3.98 
Isoleucine* 2.31 2.01 
Leucine* 5.18 4.71 
Phenylalanine* 3.02 2.69 
Methionine* ND 1.19 
Cystine ND 0.65 
Tryptophan* ND 1.04 
หมายเหตุ :  * กรดอะมิโนทีจ่ําเปน 
                    (1)  สาหราย Chlorella sp.ที่ใชในงานวิจยันี ้ 
                    (2)  Yanagi และคณะ (1995) 
                    ND ไมสามารถตรวจวเิคราะหได  
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4.5  ภาวะที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงสาหรายเพื่อจุดมุงหมายในการเพาะเลี้ยงท่ีตางกัน 
 
 สําหรับการศึกษาการเพาะเลีย้งสาหรายในงานวิจยัแตละเรื่องนั้น จะมีวตัถุประสงคที่
ตางกันไป แตทั้งนี้ยอมตองการภาวะในการเพาะเลี้ยงทีส่ามารถบรรลุวัตถุประสงคในแตละงานวจิยั
ไดสูงสุด และการศึกษาภาวะในการเพาะเลี้ยงสาหรายสวนมากจะเปนการศึกษาความเปนไปไดใน
การนําสาหรายไปใชประโยชนในทางอุตสาหกรรม ทั้งนี้ถาทราบภาวะที่เหมาะสมสําหรับ
วัตถุประสงคเพื่อการใชประโยชนที่ตางกนั จะทําใหสามารถลดตนทุนในการเพาะเลี้ยงลงได ดังนั้น
จึงไดสรุปภาวะที่เหมาะสมตอการเติบโตและการผลิตของงานวิจยันี้ รวมทั้งงานวิจยัอ่ืน ทั้งนี้เพื่อ
วัตถุประสงคในการนําไปใชประโยชนที่ตางกัน ดังแสดงในตารางที่ 4.7  
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ตารางที่ 4.7  ภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเพาะเลี้ยงสาหรายเพื่อจุดมุงหมายในการเพาะเลี้ยงที่ตางกัน 
 

Chlorella sp. Chaetoceros sp. * Isochrysis sp. ** 
ภาวะในการเพาะเลี้ยง จุดมุงหมาย / ผลที่ได ภาวะในการเพาะเลี้ยง จุดมุงหมาย / ผลที่ได ภาวะในการเพาะเลี้ยง จุดมุงหมาย / ผลที่ได 

      

ความเขมแสง 240 μmol.m-2.s-1 μ / 2.48 ตอวัน ความเขมแสง 547 μmol.m-2.s-1 μ / 2.63 ตอวัน - - 

10%CO2  (Blue green plus 6.5 μmol.m-2.s-1)   

ความเขมแสง 540 μmol.m-2.s-1 โปรตีน / 22.72% ความเขมแสง 540 μmol.m-2.s-1 โปรตีน / 51.26% ความเขมแสง 1200 μmol.m-2.s-1 โปรตีน / 41.7% 

20%CO2  (Blue green plus 6.5 μmol.m-2.s-1)    

ความเขมแสง 60 μmol.m-2.s-1 ไขมัน / 2.49 % ความเขมแสง 100 μmol.m-2.s-1 ไขมัน / 24.12 % ความเขมแสง 140 μmol.m-2.s-1 ไขมัน / 41.4 % 

10%CO2  (Blue green plus 6.5 μmol.m-2.s-1)    

ความเขมแสง 240 μmol.m-2.s-1 คารโบไฮเดรต / 33.41% ความเขมแสง 400 μmol.m-2.s-1 คารโบไฮเดรต/16.26% ความเขมแสง 1200 μmol.m-2.s-1 คารโบไฮเดรต / 16.4% 
20%CO2  (Blue green)    
ความเขมแสง 60μmol.m-2.s-1  ลูทีน /  2.14  มิลลิกรัม - - - - 
10%CO2 ตอกรัมน้ําหนักแหง     

หมายเหต:ุ  *    Pilar, Saavendra และ Voltolina (1996) 
      **  Renaud และคณะ (1991)  
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 4.6  แบบจําลองทางคณิตศาสตรในการทํานายการเติบโตของสาหราย Chlorella sp.  
 
 จากการศึกษาในงานวิจยันี้พบวาความเขมแสงเปนปจจยัเดียวที่มีผลตอการเติบโตของ
สาหราย Chlorella sp. สายพันธุที่ใชในงานวจิัยนี ้ โดยการเพิ่มความเขมแสงมีผลทําใหสาหรายมี
อัตราการเติบโตจําเพาะเพิ่มขึน้ ดังนัน้พารามิเตอรที่สําคัญในการควบคุมอัตราการเติบโตจําเพาะ
ของสาหรายจงึเปนความเขมแสงเพียงปจจยัเดยีวดังแสดงในสมการที ่ 1 และในงานวจิัยนี้อาศัย
สมการของ Monod เปนสมการในการทํานายการเตบิโตของสาหรายเนื่องจากเปนสมการที่มีการ
นํามาใชกนัอยางแพรหลายสาํหรับทํานายการเติบโต การใชสารอาหาร รวมทั้งผลผลิตที่ไดของ
สาหราย ดังนัน้จึงสามารถเขียนสมการในรูปแบบของสมการ Monod ที่อัตราการเติบโตจําเพาะของ
สาหรายขึ้นอยูกับความเขมแสงเพียงปจจยัเดียวไดดงัแสดงในสมการที่ 2   
 
          μ       =              f (I)                              (1) 
 
               μ       =                                                                                         (2)                     
 
   
  โดยที่  μ         คือ อัตราการเติบโตจําเพาะ (ตอวัน) 
             μmax     คือ อัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุด (ตอวัน) 
             I           คือ ความเขมแสง (μmol.m-2.s-1) 
             KI        คือ คาคงที่อ่ิมตัวแสง (μmol.m-2.s-1) 
 
 ดังนั้นพารามิเตอรของสมการที่ 2 ที่จะตองทําการประมาณคา คือ μmax  และ KI โดยอาศัย
ผลของความหนาแนนของเซลลสาหราย (เซลลตอมิลลิลิตร) ที่ไดจากการทดลอง ณ เวลาตาง ๆ ที่
ภาวะการไดความเขมแสง 3 ระดับ คือ 60 240 และ 540 μmol.m-2.s-1 และใชโปรแกรม Microsolf 
Excel ชวยในการประมาณคาอัตราการเติบโตจําเพาะที่ทําใหความหนาแนนของเซลลสาหรายที่ได
จากการคํานวณมีคาใกลเคยีงกับความหนาแนนของเซลลสาหรายที่ไดจากการทดลองมากที่สุด  
โดยอาศัยสมการที่ 3 ในการหาคาความหนาแนนของเซลลที่เปล่ียนแปลงไปตามระยะเวลาในการ
เพาะเลี้ยง (นงคนุช เรืองจิตต, 2546) (แสดงวิธีการในภาคผนวก ฌ) 
 
 
 
  

      μmax I  
      KI + I  
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    X           =     X0e μ*t                                             (3) 
 
 โดยที่  X   คือ ความหนาแนนของเซลลสาหราย ณ เวลาตาง ๆ (เซลลตอมิลลิลิตร)                        
            X0  คือ ความหนาแนนของเซลลสาหราย ณ เวลาเริ่มตน (เซลลตอมิลลิลิตร)            
             μ  คือ อัตราการเติบโตจําเพาะของสาหราย (ตอวนั)             
             t   คือ เวลาในการเพาะเลี้ยง (วัน) 
 
 คาอัตราการเติบโตจําเพาะทีค่ํานวณไดในแตละระดับความเขมแสงแสดงดังตารางที่ 4.8  
 
ตารางที่ 4.8  คาอัตราการเติบโตจําเพาะ (μ) ที่คํานวณไดจากแบบจําลองที่แตละระดับความเขมแสง 
 

ความเขมแสง 
(μmol.m-2.s-1) 

μ  ที่คํานวณไดจากแบบจําลอง 
(ตอวัน) 

60 0.96 
240 1.11 
540 1.14 

 
 คาอัตราการเติบโตจําเพาะจากตารางที่ 4.8 นี้จะนําไปใชในการประมาณคาพารามิเตอร μmax

และ KI โดยจัดสมการที่ 2 ใหอยูในรูปสมการเสนตรง ดังแสดงในสมการที่ 4 ดังนั้นเมื่อทําการ
พล็อตกราฟระหวาง 1/μ และ 1/I  จะสามารถหาคา μmax และ KI ได (ดังในรูปที่ ฌ-8 ในภาคผนวก 
ฌ)  
 
      1/μ        =       [KI /μmax ][1/ I]  +  1/μmax                                         (4) 
 
 
 จากการพล็อตกราฟระหวาง  1/μ และ 1/I ดังนั้นจะไดคาพารามิเตอร μmax และ KI เทากับ 
1.16 ตอวัน และ 12.7 μmol.m-2.s-1 ตามลําดับ ซ่ึงเปนคาพารามิเตอรที่ใชสําหรับทํานายอัตราการ
เติบโตของสาหราย Chlorella sp. ที่ใชในงานวิจยันี้ และเมื่อเปรียบเทียบกับอัตราการเติบโตจําเพาะ
ที่ไดจากการทดลอง (อัตราการเติบโตจําเพาะเฉลี่ย) ดังแสดงในตารางที่ 4.9 พบวามคีาคอนขาง
ใกลเคียงกัน 
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ตารางที่ 4.9  คาอัตราการเติบโตจําเพาะ (μ) ที่ไดจากการทดลองและคาอตัราการเติบโตจําเพาะ (μ) ที่ 
        ไดจากการคํานวณทีแ่ตละระดับความเขมแสง 
                 

ความเขมแสง 
(μmol.m-2.s-1) 

μ  ที่ไดจากการทดลอง 
(ตอวัน) 

μ   ที่คํานวณได 
(ตอวัน) 

60 0.91 0.96 
240 1.08 1.11 
540 1.01 1.14 

 
 เมื่อนําคาอัตราการเติบโตจําเพาะที่คํานวณไดไปใชในการทํานายความหนาแนนของเซลล
ที่เกิดขึ้นตามระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงโดยใชสมการที่ 3 ไดกราฟแสดงการเติบโตของสาหรายที่
ระดับความเขมแสงตาง ๆ ดังแสดงในรูปที่ 4.10-4.12    
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รูปที่ 4.10  เปรียบเทียบความหนาแนนเซลลระหวางคาที่ไดจากการทดลองและคาทีไ่ดจากการ 
     คํานวณในภาวะการเพาะเลี้ยงที่ความเขมแสง 60 μmol.m-2.s-1 
 

R2 = 0.9508 

คาที่ไดจากการคํานวณ 
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รูปที่ 4.11  เปรียบเทียบความหนาแนนเซลลระหวางคาที่ไดจากการทดลองและคาทีไ่ดจากการ 
     คํานวณในภาวะการเพาะเลี้ยงที่ความเขมแสง 240 μmol.m-2.s-1 
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รูปที่ 4.12  เปรียบเทียบความหนาแนนเซลลระหวางคาที่ไดจากการทดลองและคาทีไ่ดจากการ 
     คํานวณในภาวะการเพาะเลี้ยงที่ความเขมแสง 540 μmol.m-2.s-1 

R2 = 0.8655 

R2 = 0.6348 

คาที่ไดจากการคํานวณ 

คาที่ไดจากการคํานวณ 
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 จากรูปที่ 4.10-4.12 ที่เปรียบเทียบความหนาแนนเซลลของสาหรายที่ไดจากการคํานวณกับ
ความหนาแนนเซลลที่ไดจากการทดลอง โดยใชคาพารามิเตอร μmax และ KI ซ่ึงมีคาเทากับ 1.16      
ตอวัน และ 12.7 μmol.m-2.s-1 ตามลําดับ และคา μ ที่ไดจากการคํานวณคาทีแ่ตละระดับความเขม
แสงโดยใชสมการ 2 แสดงดังตารางที่ 4.9 พบวาที่ความเขมแสง 60 μmol.m-2.s-1 ผลของความ
หนาแนนเซลลของสาหรายที่ไดจากการคาํนวณคามีความสอดคลองกับขอมูลของความหนาแนน
เซลลที่ไดจากการทดลองโดยมีคากําลังสองของสัมประสิทธิ์สหพันธ (R2) เทากับ 0.9508 แตเมื่อ
ระดับความเขมแสงเพิ่มขึ้นคา R2 กลับมีคาลดลง โดยที่ระดับความเขมแสง 240 และ 540         
μmol.m-2.s-1 มีคา R2 เทากับ 0.8655 และ 0.6348 ตามลําดับ ซ่ึงสังเกตไดวาที่ระดับความเขมแสง
สูงขึ้นความหนาแนนของเซลลสาหรายที่ไดจากการคํานวณมีความตางจากความหนาแนนที่ไดจาก
การทดลองจริงมากขึ้น แสดงวานาจะมปีจจัยบางอยางที่สงผลตอการประมาณคาพารามิเตอรของ
สมการจลนศาสตรการเติบโตของสาหราย Chlorella sp.ที่ใชในงานวจิยันี้ ซ่ึง Myers (1962) พบวา
เสนโคงการเติบโต (Growth curve) ของสาหรายคลายกบัที่พบในจุลินทรียอ่ืน ๆ และปจจยัของการ
ใหแสงมีผลตอรูปรางของเสนโคงการสังเคราะหแสงของสาหราย  
 
 จากผลการเตบิโตของสาหราย Chlorella sp. ดังแสดงในตารางที่ 4.1 พบวาอัตราการเติบโต
จําเพาะสูงสุด (μmax) ของสาหรายมีคาเพิม่ขึ้นเมื่อเพิ่มความเขมแสงจาก 60 เปน 240 μmol.m-2.s-1 
ในขณะที่การเพิ่มความเขมแสงจาก 240 เปน 540 ไมมผีลตอการเพิ่มอัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุด
ของสาหราย ซ่ึงคาอัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุดนี้เปนคาอัตราการเติบโตจําเพาะในระยะการเตบิโต
ทวีคูณ (Exponential phase) ซ่ึงเปนระยะที่สาหรายมีการเติบโตเร็วทีสุ่ด ดังนั้นจะะสังเกตไดวาใน
ระยะ Exponential (2 วนัแรกของการเพาะเลี้ยง) ความหนาแนนเซลลของสาหรายที่ไดจากการ
ทดลองจริงมีคาสูงกวาความหนาแนนจากการคํานวณ และแมจะเขาสูระยะการเติบโตคงที่  
(Stationary phase) ในวนัที่ 3 ของการเพาะเลีย้งความหนาแนนเซลลของสาหรายที่ไดจากการ
ทดลองจริงยังพบวามีคาสูงกวาความหนาแนนจากการคํานวณ แตในวนัที่ 4 ซ่ึงเปนวันสิ้นสุดการ
เพาะเลี้ยงความหนาแนนเซลลของสาหรายที่ไดจากการทดลองจริงมีคาต่ํากวาความหนาแนนจาก
การคํานวณ ที่เปนเชนนี้เนื่องจากอัตราการเติบโตจาํเพาะมีการเปลี่ยนแปลงตามระยะเวลาในการ
เพาะเลี้ยงและที่ความหนาแนนของเซลลที่ระยะเวลาหนึ่ง ๆ จะมีคาอัตราการเติบโตจําเพาะที่ตางกัน
โดยมีคาสูงสุดในชวงระยะ Exponential และมีคาลดลงจนกระทั่งคงทีท่ี่ระยะ Stationary ซ่ึงในชวง
นี้อัตราการเตบิโตของสาหรายจัดเปนปฏิกริิยาอันดับศูนย (Zero order reaction) นั่นคือ อัตราการ
เติบโตของสาหรายจะไมขึ้นกับความเขมแสง แตการคํานวณความหนาแนนเซลลของสาหรายใชคา
อัตราการเติบโตจําเพาะเฉลี่ย ดังนั้นถาอัตราการเติบโตจําเพาะในแตละวันแตกตางจากอัตราการ
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เติบโตจําเพาะเฉลี่ยที่ไดจากการคํานวณมากเทาใดก็จะมคีวามแตกตางของความหนาแนนเซลลของ
สาหรายที่ไดจากการทดลองจริงกับความหนาแนนจากการคํานวณเพิ่มมากขึ้น 
 
 แตจากงานวจิยัที่มีการเสนอสมการในการทํานายการเตบิโตหรือผลผลิตที่ไดจากสาหราย
พบวาสามารถทํานายไดผลคอนขางดี ทั้งนี้อาจเปนเพราะการสรางสมการทํานายการเติบโตจะตอง
อาศัยขอมูลตาง ๆ ในการทดลองเพื่อนํามาใชในการจาํลองแบบเพื่อใหสมการที่ไดสามารถใชใน
การทํานายไดดีที่สุด แตจากในงานวจิัยนีอ้าจยังไมมกีารเก็บขอมูลที่เพียงพอ เชน พารามิเตอรที่
เกี่ยวของกับแสง เนื่องจากเมื่อสาหรายมีการเติบโตเพิ่มจาํนวนเซลลทําใหเกิดการบังแสงซึ่งกันและ
กันของสาหราย ทําใหการไดรับแสงเปนปจจัยทีจ่ํากัดในระยะการเตบิโตที่เปนเสนตรง (Linear 
growth phase) (Contreras และคณะ, 1998) นอกจากนี้การลดลงของสารอาหาร (ยกเวนแหลง
คารบอน) ที่จําเปนตอการเติบโตและอณุหภูมิในระหวางการเพาะเลีย้ง กเ็ปนปจจัยสําคัญที่ตอง
คํานึงถึงเชนกนั เนื่องจากสารอาหารจะลดนอยลงตามการเติบโตของสาหรายที่เพิม่ขึ้นซึ่งสงผลตอ
การเติบโตของสาหราย ซ่ึงโดยทั่วไปการศกึษาผลของปจจัยหนึ่งที่มตีอการเติบโตของสาหราย
จะตองใหปจจยัอ่ืนที่มากพอ เพื่อใหผลของการเติบโตเกิดขึ้นจากปจจัยที่ตองการศึกษาเทานั้น 
สําหรับอุณหภมูิในการทดลองนี้ไมไดทําการควบคุมใหคงที่ จึงไมสามารถนําพารามิเตอรที่
เกี่ยวของกับอณุหภูมิมาใชในจําลองแบบได 
 
 คาพารามิเตอรที่ไดจากการประมาณคืออัตราการเติบโตจาํเพาะสูงสุด (μmax) และคาคงที่
อ่ิมตัวแสง (KI) เทากับ 1.16 ตอวัน และ 12.7 μmol.m-2.s-1 ตามลําดับ ซ่ึงทั้งสองคานี้ขึ้นกับชนิดของ
สาหรายและภาวะในการเพาะเลี้ยง จากคาคงที่อ่ิมตัวแสง 12.7 μmol.m-2.s-1 แสดงใหเห็นวาสามารถ 
Chlorella sp. ชนิดที่ใชในงานวิจยันี้มีความสามารถในการใชแสงสูง เนื่องจากคาคงที่อ่ิมตัวแสง
เปนคาที่แสดงถึงความเขมแสงที่สาหรายใชในการเติบโตใหไดเทากับครึ่งหนึ่งของคาอัตราการ
เติบโตจําเพาะสูงสุดซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกบังานวิจยัของ Acién Fernández และคณะ (1998) พบวา
สาหราย Phaeodactylum tricornutum ที่ทําการเพาะเลี้ยงกลางแจงใน Tubular photobioreactor มี
คาคงที่อ่ิมตัวแสงเทากับ 94.3 μE.m-2.s-1 ในขณะที่มีคาอัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุดเทากับ 0.063 
ตอช่ัวโมง ทั้งนี้คาคงที่อ่ิมตัวแสงนี้จะแตกตางกันไปตามชนิดของสาหรายและภาวะในการ
เพาะเลี้ยง  



บทที่ 5 
 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 
 
5.1  สรุปผลการวิจัย 

 
 สาหราย Chlorella sp. K3 ที่ใชในงานวจิัยนี้ สามารถเติบโตไดเมื่อใชกาซ
คารบอนไดออกไซด 10-20 % เปนแหลงคารบอนในการเพาะเลีย้ง โดยภาวะที่มอัีตราการเติบโต
สูงสุดคือ การไดรับความเขมแสง 240 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 
10% อัตราการเติบโตเทากบั 2.48 ตอวัน และระยะเวลาในการแบงตวัเปนสองเทา เทากับ 0.28 วัน 
และพบวาปจจัยที่มีผลตอการเติบโตของสาหราย คือความเขมแสงเพียงปจจยัเดียวโดยไมมีความ
แตกตางในแตละระดับของความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด และพบวาการเพิ่มความเขม
แสงจาก 60 เปน 240 μmol.m-2.s-1 มีผลทําใหสาหรายมีอัตราการเติบโตเพิ่มขึ้น และการเพิ่มความ
เขมแสงจาก 240 เปน 540 μmol.m-2.s-1 สาหรายมีอัตราการเติบโตคงที่ นอกจากนี้ความเขมแสงยังมี
ผลตอปริมาณไขมันและคารโบไฮเดรตในเซลลสาหราย โดยที่การเพิ่มความเขมแสง 60 เปน 240 
และ 540 μmol.m-2.s-1  มีผลทําใหปริมาณไขมันลดลงจาก 2.2 เปน 0.9 และ 0.59 % ของน้ําหนกัแหง 
ของสาหรายตามลําดับ ในขณะที่ปริมาณคารโบไฮเดรตจะมีคาเพิ่มขึ้นจาก 19.71 เปน 31.2 และ 
28.31 % ของน้ําหนกัแหงของสาหราย ตามลําดับ 
 
 สําหรับแบบจาํลองสมการจลนศาสตรการเติบโตของสาหรายที่ไดมกีารนําเสนอใน
งานวิจยันี้คือ  
 
     μ          = 
 
 
 โดยมีคาพารามิเตอรที่ไดทําการประมาณคาคือ μmax  และ KI เทากับ 1.16 ตอวัน และ 12.7 
μmol.m-2.s-1 ตามลําดับ 
 
 
 
 
 

      μmax I  
      KI + I  
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5.2  ขอเสนอแนะ 
 
 1.  ควรมีการศึกษาปจจยัทางภาวะแวดลอมอื่น เชน อุณหภูมิ และความเขมขนของ
สารอาหาร เปนตน เพื่อใหสามารถอธิบายการเติบโตของสาหรายไดดยีิ่งขึ้น 
 
 2.  ควรศึกษาการเติบโตและองคประกอบทางชีวเคมีของสาหรายในการเพาะเลีย้งแบบตาง  
ๆ เพื่อใหสามารถนําไปประยุกตใชในการเพาะเลี้ยงในทางอุตสาหกรรมและมีศักยภาพในการแขง็
ขันได  
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงสาหรายสูตร NSIII 
(สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตภัณฑอาหารมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร) 

 

สารเคมี ปริมาณของสารเคมี ปริมาตรของสารละลายสุดทาย 
  

ปริมาณการใช 
  (กรัม) (มิลลิลิตร) (มิลลิลิตร/ลิตร) 

KNO3 10.11 100 10 

KH2PO4
+ 12   

K2HPO4.3H2O 14.2 100 2 

MgSO4.7H2O 6.2 100 2 

CaCl2.2H2O 0.74 100 2 

NaCl 11.68 100 0.1 

Micro A      2 

Micro B     2 

Micro C     2 

  

Micro A (100 มิลลิลิตร ของ A1 +  1 มิลลิลิตร ของ A2)  

A1     

KBr 0.238   

KI 0.166   

LiCl 0.00848   
+ HCl 1.2 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวย 
น้ํากลั่นจนได ปริมาตร 400 มิลลิลิตร 

H3BO3 0.0308    

     

A2     

ZnSO4.7H2O 0.144   

NiSO4.6H2O 0.658   

CoSO4.7H2O 0.07   

+ HCl 0.3 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวย 
น้ํากลั่นจนไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
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Micro B      

CoSO4.5H2O 0.125   

Al2(SO4)3.15H2O               0.167    
(NH4)6MoO24.4H2O               0.044     

NH3VO3               0.029     

      

Micro C      

Fe(NO3)3.9H2O 0.81   

Na-EDTA 0.75   
 + HCl 0.6 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น 
 จนไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
 

วิธีวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงทางเคมีในอาหารเลี้ยงสาหราย 
 

ข-1  วิธีวิเคราะหคาคารบอนไดออกไซดอิสระท่ีละลาย (Eaton และคณะ, 1995) 
 
 1.  ใชน้ําที่ไดจากการกรองสาหรายปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 2.  เติมสารอินดิเคเตอรฟนอลฟธาลีน 2 หยด  
 3.  ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.02N จน
สารละลายเปลี่ยนเปนสีชมพู บันทึกปริมาตรของกรดที่ใชในการไตเตรท 
 4.  ทําการไตเตรทซ้ําอีกครั้ง โดยใชปริมาตรตัวอยางเทาเดิม เติมสารละลายมาตรฐาน
โซเดียมไฮดรอกไซดปริมาตรเทากับการไตเตรตในครัง้แรกโดยไมตองเขยาขวด เมื่อใกลถึงจุดยุติ
จึงเขยาเบา ๆ และคอย ๆ เตมิสารละลายมาตรฐานโซเดยีมไฮดรอกไซดจนสารละลายเปลี่ยนเปนสี
ชมพู ซ่ึงการไตเตรทครั้งที่สองนี้จะทําใหคารบอนไดออกไซดเกดิการสูญเสียออกไปจากตวัอยาง
นอยที่สุด 
 5.  คํานวณหาปริมาณคารบอนไดออกไซดที่ละลายไดจากสูตร 
 
 
  มิลลิกรัมคารบอนไดออกไซดตอลิตร =                                   
 
 
 โดยที ่ A     =     มิลลิลิตรของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชในการ                       
                                          ไตเตรท                                                     
  N     =     นอรมัลลิตี้ของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด 
 
 
 
 
 
 
 

A x N x 44000 
ปริมาตรตัวอยาง 
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ข-2  วิธีวิเคราะหคาอัลคาลินิตี้ (Eaton และคณะ, 1995) 
 
 1.  ใชน้ําเล้ียงสาหรายที่ไดจากการกรองปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 2.  เติมสารอินดิเคเตอรผสมระหวางบรอมครีซอลกรีนและเมทธิลเรด 2 หยด  
 3.  ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟูริกความเขมขน 0.02N จนสารละลายเปลี่ยน
จากสีฟาเปนสชีมพูอมสม บันทึกปริมาตรของกรดที่ใชในการไตเตรท 
 4.  คํานวณหาคาอัลคาลินิตี้ในอาหารเลี้ยงสาหรายไดจากสูตร 
 
 
  มิลลิกรัมแคลเซียมคารบอเนตตอลิตร =                                   
 
 
 โดยที ่ B     =     มิลลิลิตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใชในการไตเตรท                                       
  N     =     นอรมัลลิตี้ของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก                            
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B x N x 50000 
ปริมาตรตัวอยาง 
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ภาคผนวก ค 
 

วิธีวิเคราะหองคประกอบทางชีวเคมีภายในเซลลของสาหราย Chlorella sp. 
 
ค-1  วิธีวิเคราะหคารโบไฮเดรต (Kochert, 1978) 
 
 1.  ชั่งตัวอยางสาหรายประมาณ 0.1 กรัม (จดน้ําหนักทีแ่นนอน) แลวนาํมาเติม 1M H2SO4  
5 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 
 2.  วางทิ้งไวใหเยน็ที่อุณหภมูิหองแลวนําไปปนแยกตะกอน  
 3.  ดูดสวนน้ําใสมา 1 มิลลิลิตร แลวจึงเติมสารละลายฟนอล 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั 
จากนั้นจึงเติมกรดซัลฟูริกเขมขน 5 มิลลิลิตรและผสมใหเขากันทนัที วางทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง
ประมาณ 30 นาที 
 4.  วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 485 นาโนเมตร นําคาที่ไดมาเปรียบเทียบกบั
กราฟมาตรฐานของคารโบไฮเดรต  
 

y = 105.81x

R2 = 0.9937
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รูปที่ ค-1  กราฟมาตรฐานสําหรับการคํานวณความเขมขนของคารโบไฮเดรต 
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ค-2  วิธีวิเคราะหกรดอะมิโน 
 
 วิเคราะหองคประกอบของกรดอะมิโนตามวิธีการของ AccQ•Tag โดยมีวิธีการเตรยีม
ตัวอยางดังนี ้
 
 1.  ชั่งตัวอยางสาหรายประมาณ 50 มิลลิกรัม เติมกรดไฮโดรคลอลิกเขมขน 6 นอรมัล แลว
นําไปใวใน heating block ที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส นาน 22 ช่ัวโมง 
 2.  หลังจากนัน้จึงเติม Internal standard ในตัวอยางที่ผานการยอยแลว และทําการเจอืจาง
ดวยน้ําปราศจากไอออน 
 3.  นําไปกรองดวยกระดาษกรองที่มีขนาดรูพรุน 0.2 ไมครอน หลังจากนั้นจึงผสมสารที่ได
จากการกรองดวย AccQ• fluor derivatization buffer และเติม AccQ•fluor reagent ในอนุพันธที่ได 
 4.  ใหความรอนกับตัวอยางที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ใน heating 
block จากนั้นจึงนําตัวอยางไปวิเคราะหกรดอะมิโนดวย HPLC 
 
ค-3  วิธีวิเคราะหรงควัตถ ุ 
 
 ตัวอยางสาหรายที่นํามาใชในการวิเคราะหรงควัตถุ เปนตัวอยางสาหรายที่กรองผาน
กระดาษแผนกรอง GF/F ที่มีเสนผานศูนยกลาง 47 มิลลิเมตร  
 
 วิธีการสกัดรงควัตถุจากตัวอยางสาหราย เปนดังตอไปนี ้ 
 
 1.  ตัดแผนเยื่อกรองออกเปนชิ้นเล็ก ๆ ใสลงในหลอดทดลองที่หุมดวยกระดาษอะลูมเินียม
เพื่อปองกันแสง แลวจึงเติมเมทานอลปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําวางในอางควบคุมอุณหภูมิ (water 
bath) ที่ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  
 2.  หลังจากนัน้จึงดูดสารสกดัซึ่งมีรงควัตถุละลายอยูใสลงในหลอดสําหรับปนเหวี่ยง แลว
นําไปแชเย็นไว  
 3.  ทําการสับใหเปนชิ้นทีเ่ล็กลง จากนั้นจงึเติมเมทานอลลงไปเพื่อทําการสกัดรงควัตถุซํ้า 
จนกระทั่งแผนเยื่อกรองไมมีสี 
 4.  นําสารสกัดที่รวมกนัในหลอดปนเหวีย่งไปทําการปนเหวี่ยงที่ 2000g นาน 15 นาที เพื่อ
แยกเยื่อกระดาษกรองที่ติดมากับสารสกัดออก หลังจากนัน้จึงดูดสวนน้าํใสดานบนไปทําการ
วิเคราะหองคประกอบของรงควัตถุที่อยูภายในเซลลของสาหราย Chlorella sp. ดวยเครื่อง HPLC 
ตามวิธีการวิเคราะหของ Suzuki (1993)  
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 วิธีการเตรียมสารละลายมาตรฐานคลอโรฟลลสําหรับวิเคราะหดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืน
แสง (Spectrophotometer) (Jeffrey, Mantoura และ Wright, 1997) 
 
 1.  ทําการละลายสารสีคลอโรฟลลมาตรฐานดวย 90%acetone ในขวดวดัปริมาตร  
 2.  ทําการเจือจางสารนําสารสีคลอโรฟลลมาตรฐานใหมคีวามเขมขนลดลง อยางนอย 3 
ความเขมขน 
 3.  แลงสารสีคลอโรฟลลมาตรฐานประมาณ 10 มิลลิลิตร ไปทําการสแกนดวยเครื่องวัดคา
การดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่นตั้งแต 350-750 นาโนเมตร (visible light) 

 4.  ทําการวิเคราะหหาจุดสูงสุดของ peak ที่ชวงคลื่นสีแดง (≈600-700 นาโนเมตร) และ
ตรวจวดัคาดูดกลืนแสงที่ชวงคลื่นดังกลาว 
 5.  นําไปคํานวณหาความเขมขนในสมการ  
 
 
 
 
 
 โดย  C         =     ความเขมขนของสารละลายคลอโรฟลลมาตรฐาน 

          Aαmax  =     คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงสุด 
 
                  
 
           α        =     specific extinction coefficiemce (depend on solvent reagent) 
            d        =     ระยะทางทีแ่สงผาน cuvett 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C (g/l)     =           Aαmax x PC 
     α x d x 100 

PC      =     Purity       =                 AreaSTD x 100 

                           [AreaSTD + ΣArea]  
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ตัวอยางการคาํนวณ 
 
 ละลายคลอโรฟลล-เอ ดวยสารละลาย 90%acetone ปริมาตร 25 มิลลิลิตร แบงมา 1 
มิลลิลิตร เจือจางในขวดวดัปริมาตร 100 มิลลิลิตร แบงสารเจือจางมา 10 มิลลิลิตร ไปทําการสแกน
ดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 350-750 นาโนเมตร ซ่ึงไดคาที่ชวงคลื่นสีแดง
สูงสุดที่ 664 นาโนเมตร แลวทําการตรวจวดัคาการดูดกลืนแสงที่ชวงคลื่นดังกลาว ได 0.0304 Abs 

นําไปตรวจสอบ Purity ดวยเครื่อง HPLC ไดคาเทากับ 100 เสร็จแลวเปดดูคา α ของคลอโรฟลล-เอ 
ที่ละลายดวย 90%acetone ใน Jeffrey  และคณะ (1997) ซ่ึงมีคาเทากับ 87.67 นําคาทั้งหมาดไป
คํานวณคาในสมการ  
 
 
 
 
              =     0.0003467549 หรือ 346.7549 μg/l 
 

y = 275.51x

R2 = 0.9999

0
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0 2 4 6 8 10

ความเขมขนของคลอโรฟลล (ng/ul)

พื้น
ที่พ

ีค (
mA

U)

 
 

รูปที่ ค-2  กราฟมาตรฐานสําหรับการคํานวณความเขมขนของคลอโรฟลล 
 

 
 
 

 

C (g/l)     =           0.0304 x 100 
  87.67 x 1 x 100 
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ตารางที่ ง-1  ความหนาแนนของเซลลสาหรายในแตละวนั เมื่อทําการเพาะเลี้ยงสาหราย Chlorella 
        sp. ตามภาวะในการเพาะเลี้ยงตาง ๆ                     
 

สภาวะในการเพาะเลี้ยง ชุดการ ความหนาแนนเซลล (เซลลตอมิลลิลิตร) (x106) 
ความเขมแสง CO2 ทดลอง      วันที่     
(μmol.m-2.s-1) (%)   0 1 2 3 4 

60 10 1 0.5 4.01 6.17 - 11.81 
    2 0.28 1.50 3.54 6.75 11.75 
    3 0.27 1.23 4.25 7.75 10.83 
    mean 0.35 2.25 4.65 7.25 11.46 
    SD 0.13 1.53 1.36 0.71 0.55 

60 20 1 0.18 0.98 3.61 5.58 10.73 
    2 0.27 0.94 3.10 5.33 12.46 
    3 0.29 1.25 3.57 5.58 12.35 
    mean 0.25 1.05 3.43 5.50 11.84 
    SD 0.06 0.17 0.28 0.15 0.97 

240 10 1 0.24 2.12 9.67 9.08 12.7 
    2 0.32 4.69 17.2 21.46 40.83 
    3 0.32 4.32 15.12 18.33 330.58 
    mean 0.29 3.71 14.00 16.29 28.04 
    SD 0.04 1.39 3.89 6.44 14.24 

240 20 1 0.32 4.75 8.30 14.40 19.50 
    2 0.45 2.03 7.79 10.58 26.00 
    3 0.47 2.90 14.50 17.50 30.92 
    mean 0.41 3.23 10.20 14.16 25.47 
    SD 0.08 1.39 3.73 3.46 5.73 

540 10 1 0.23 4.50 16.30 21.20 23.42 
    2 0.33 2.28 7.75 10.17 12.80 
    3 0.21 1.55 9.25 12.50 14.80 
    mean 0.26 2.78 11.10 14.62 17.00 
    SD 0.06 1.53 4.56 5.81 5.64 

540 20 1 0.34 3.07 10.90 14.30 19.35 
    2 0.45 5.03 11.67 15.00 18.25 

    3 0.33 2.86 11.83 16.17 17.80 
    mean 0.37 3.65 11.47 15.15 18.47 
    SD 0.06 1.20 .50 9.43 0.80 
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ตารางที่ ง-2  น้ําหนกัแหงของเซลลสาหรายในแตละวัน เมื่อทําการเพาะเลี้ยงสาหราย Chlorella sp.  
        ตามภาวะในการเพาะเลีย้งตาง ๆ  
 
สภาวะในการเพาะเลี้ยง ชุดการทดลอง น้ําหนักแหง (กรัมตอลิตร) 
ความเขมแสง CO2    วันที่   
(μmol.m-2.s-1) (%)  0 1 2 3 4 

60 10 1 0.0100 0.0200 0.0400 - 0.1500 
  2 0.0025 0.0115 0.0315 0.0590 0.1067 
  3 0.0026 0.0115 0.0315 0.0640 0.0965 
  mean 0.0050 0.0143 0.0343 0.0615 0.1177 
  SD 0.0043 0.0049 0.0049 0.0035 0.0284 

60 20 1 0.0016 0.0074 0.037 0.0806 0.138 
  2 0.0035 0.013 0.032 0.069 0.106 
  3 0.0042 0.0125 0.032 0.0625 0.0975 
  mean 0.0031 0.0110 0.0337 0.0707 0.1138 
  SD 0.0013 0.0031 0.0029 0.0092 0.0214 

240 10 1 0.005 0.049 0.1104 0.173 0.25 
  2 0.0043 0.047 0.168 0.306 0.43 
  3 0.0023 0.045 0.1533 0.271 0.365 
  mean 0.0039 0.0470 0.1439 0.2500 0.3483 
  SD 0.0014 0.0020 0.0299 0.0689 0.0912 

240 20 1 0.0045 0.04 0.0987 0.1625 0.225 
  2 0.0051 0.0190 0.0720 0.1670 0.3080 
  3 0.0060 0.0400 0.1600 0.2600 0.3880 
  mean 0.0052 0.0330 0.1102 0.1965 0.3070 
  SD 0.0008 0.0121 0.0451 0.0550 0.0815 

540 10 1 0.003 0.052 0.181 0.311 0.4 
  2 0.0067 0.062 0.1363 0.214 0.281 
  3 0.002 0.042 0.266 0.259 0.3617 
  mean 0.0039 0.0520 0.1944 0.2613 0.3476 
  SD 0.0025 0.0100 0.0659 0.0485 0.0607 

540 20 1 0.0034 0.04 0.11 0.2 0.277 
  2 0.0038 0.057 0.13 0.215 0.295 
  3 0.0028 0.032 0.1446 0.2772 0.3815 
  mean 0.0033 0.0430 0.1282 0.2307 0.3178 

  SD 0.0005 0.0128 0.0174 0.0409 0.0559 
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ตารางที่ ง-3  คา pH ของอาหารเลี้ยงสาหรายในแตละวัน เมื่อทําการเพาะเลี้ยงสาหราย Chlorella sp.  
        ตามภาวะในการเพาะเลีย้งตาง ๆ   

สภาวะในการเพาะเลี้ยง ชุดการทดลอง pH 
ความเขมแสง CO2       วันที่     
(μmol.m-2.s-1) (%)   0 1 2 3 4 

60 10 1 6.75 6.29 6.09 - 6.06 
  2 6.65 5.77 5.81 5.93 6.04 
  3 6.64 5.78 5.86 5.94 6.05 
  mean 6.68 5.95 5.92 5.94 6.05 
  SD 0.06 0.30 0.15 0.01 0.01 

60 20 1 6.62 5.49 5.66 5.75 5.79 
  2 6.64 5.49 5.52 5.65 5.77 
  3 6.64 5.5 5.57 5.69 5.78 
  mean 6.63 5.49 5.58 5.70 5.78 
  SD 0.01 0.01 0.07 0.05 0.01 

240 10 1 6.67 5.97 6.2 6.22 6.18 
  2 6.66 5.86 6.12 6.27 6.39 
  3 6.58 5.89 6.16 6.34 6.48 
  mean 6.64 5.91 6.16 6.28 6.35 
  SD 0.05 0.06 0.04 0.06 0.15 

240 20 1 6.31 5.57 5.67 5.76 5.78 
  2 6.5 5.5 5.64 5.75 5.91 
  3 6.64 5.61 5.8 5.92 6.13 
  mean 6.48 5.56 5.70 5.81 5.94 
  SD 0.17 0.06 0.09 0.10 0.18 

540 10 1 6.57 5.79 6.06 6.28 6.34 
  2 6.53 5.76 5.94 6.09 6.23 
  3 6.55 5.82 6.06 6.31 6.42 

  mean 6.55 5.79 6.02 
6.22666

7 6.33 
  SD 0.02 0.03 0.07 0.12 0.10 

540 20 1 6.49 5.46 5.6 5.79 5.91 
  2 6.58 5.63 5.74 5.92 6.06 
  3 6.64 5.55 5.87 6.06 6.24 

    mean 6.57 5.55 5.74 5.92 6.07 
    SD 0.08 0.09 0.14 0.14 0.17 



 96 

ตารางที่ ง-4  คาคารบอนไดออกไซดอิสระของอาหารเลี้ยงสาหรายในแตละวัน เมื่อทําการเพาะเลี้ยง 
        สาหราย Chlorella sp. ตามภาวะในการเพาะเลี้ยงตาง ๆ  
 

สภาวะในการเพาะเลี้ยง ชุดการทดลอง คารบอนไดออกไซดอิสระ (mgCO2/l) 
ความเขมแสง CO2       วันที่     
(μmol.m-2.s-1) (%)   0 1 2 3 4 

60 10 1 67.90 80.90 80.90 - - 
  2 74.45 126.56 120.77 109.19 100.92 
  3 81.06 120.77 117.46 99.26 95.95 
  mean 74.47 109.41 106.38 104.23 98.44 
  SD 6.58 24.86 22.13 7.02 3.51 

60 20 1 85.42 155.58 137.28 132.1 143.38 
  2 83.62 185.83 181.84 168.57 163.26 
  3 86.19 169 152.1 140.27 121.68 
  mean 85.08 170.14 157.07 146.98 142.77 
  SD 1.32 15.16 22.70 19.14 20.80 

240 10 1 77.43 77.14 59.23 82.92 49.12 
  2 85.03 133.16 105.89 93.05 48.13 
  3 86.2 111.54 89.57 72.67 42.25 
  mean 82.89 107.28 84.90 82.88 46.50 
  SD 4.76 28.25 23.68 10.19 3.71 

240 20 1 84.79 94.77 87.78 83.13 64.84 
  2 77.79 166.26 122.03 112.87 41.18 
  3 86.28 159.28 126.1 114.15 82.3 
  mean 82.95 140.10 111.97 103.38 62.77 
  SD 4.53 39.41 21.05 17.55 20.64 

540 10 1 78.46 93.55 83 70.92 58.85 
  2 78.46 103.21 96.57 89.02 75.44 
  3 87.88 116.61 104.78 76.05 60.84 
  mean 81.60 104.46 94.78 78.66 65.04 
  SD 5.44 11.58 11.00 9.33 9.06 

540 20 1 76.95 102.6 84.5 53.21 63.37 
  2 85.03 139.58 120.33 120.33 102.68 
  3 79.41 137.31 112.5 104.23 77.75 
  mean 80.46 126.50 105.78 92.59 81.27 
  SD 4.14 20.73 18.84 35.04 19.89 
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ตารางที่ ง-5  คาอัลคาลินิตี้ของอาหารเลี้ยงสาหรายในแตละวนั เมื่อทําการเพาะเลี้ยงสาหราย  
       Chlorella sp. ตามภาวะในการเพาะเลี้ยงตาง ๆ                    
 

สภาวะในการเพาะเลี้ยง ชุดการทดลอง คาอัลคาลินิต้ี (mgCaCO3/l) 
ความเขมแสง CO2    วันที่   
(μmol.m-2.s-1) (%)  0 1 2 3 4 

60 10 1 58.22 59.88 69.86 - - 
  2 46.47 49.56 63.48 83.64 102.23 
  3 48.02 53.60 65.05 80.54 111.52 
  mean 50.90 54.35 66.13 82.09 106.88 
  SD 6.38 5.20 3.32 2.19 6.57 

60 20 1 49.36 55.05 64.54 87.16 106.31 
  2 41.34 58.25 63.89 82.68 105.22 
  3 49.09 56.1 65.45 79.47 93.5 
  mean 46.60 56.47 64.63 83.10 101.68 
  SD 4.56 1.63 0.79 3.86 7.10 

240 10 1 52.56 61.54 96.47 128.08 154.69 
  2 57.21 76.28 131.58 194.5 231.88 
  3 46.75 62.33 110.64 171.42 208.82 
  mean 52.17 66.72 112.90 164.67 198.46 
  SD 5.24 8.29 17.66 33.72 39.62 

240 20 1 56.18 69.3 91.76 121.72 153.56 
  2 45.56 62.64 81.63 104.41 165.15 
  3 48.85 62.01 116.5 148.44 191.66 
  mean 50.20 64.65 96.63 124.86 170.12 
  SD 5.44 4.04 17.94 22.18 19.53 

540 10 1 54.18 72.86 132.65 184.14 255.96 
  2 52.31 71 104.63 145.73 201.78 
  3 54.54 65.45 100.51 156.14 219.72 
  mean 53.68 69.77 112.60 162.00 225.82 
  SD 1.20 3.86 17.49 19.86 27.60 

540 20 1 57.92 69.13 95.28 134.52 184.96 
  2 57.97 74.37 102.97 148.74 194.5 
  3 48.02 60.41 108.42 167.28 232.34 
  mean 54.64 67.97 102.22 150.18 203.93 
  SD 5.73 7.05 6.60 16.43 25.06 
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ตารางที่ ง-6  อุณหภูมิของตัวอยางสาหราย ณ เวลาที่ทําการเก็บตัวอยางในแตละวัน เมือ่ทําการ 
        เพาะเลี้ยงสาหราย Chlorella sp. ตามภาวะในการเพาะเลี้ยงตาง ๆ            
        
สภาวะในการเพาะเลี้ยง ชุดการทดลอง อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 
ความเขมแสง CO2    วันที่   
(μmol.m-2.s-1) (%)  0 1 2 3 4 

60 10 1 31.5 34.3 34.1 - 32.4 
  2 29.4 28.6 27.4 26.5 28.0 
  3 29.2 29.9 30.6 31.0 31.6 
  mean 30.0 31.0 30.7 28.7 30.7 
  SD 1.3 3.0 3.3 3.2 2.3 

60 20 1 26.8 28.5 27.9 28.8 28.6 
  2 29.0 29.2 29.3 29.9 29.7 
  3 33.0 30.9 31.0 31.3 31.3 
  mean 29.6 29.5 29.4 30.0 29.9 
  SD 3.1 1.2 1.5 1.2 1.3 

240 10 1 30.6 33.3 37.3 35.8 32.3 
  2 28.8 28.3 27.6 26.1 26.4 
  3 30.6 32.5 30.9 31.5 31.9 
  mean 30 31.4 31.9 31.1 30.2 
  SD 1.0 2.7 4.9 4.9 3.3 

240 20 1 30.5 30.9 31.3 30.4 30.5 
  2 26.5 25 24.5 26.2 24.1 
  3 28.9 28.9 27.5 28.9 29.2 
  mean 28.6 28.3 27.8 28.5 27.9 
  SD 2.0 3.0 3.4 2.1 3.4 

540 10 1 28.5 30.6 31.3 30.9 32.0 
  2 30.3 31.9 32.0 31.9 32.0 
  3 31.3 34.5 33.0 33.5 33.5 
  mean 30.0 32.3 32.1 32.1 32.5 
  SD 1.4 2.0 0.8 1.3 0.9 

540 20 1 27.1 27.2 28.0 28.7 28.3 
  2 29.3 29.4 30.3 30.3 32.6 
  3 26.3 30.3 30.3 31.0 32.5 
  mean 27.6 29.0 29.5 30.0 31.1 
  SD 1.5 1.6 1.3 1.2 2.4 
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ตารางที่ ง-7  ปริมาณโปรตีน ไขมัน คารโบไฮเดรต (%น้ําหนกัแหง) และปริมาณลทูีนและ 
                     คลอโรฟลล-เอ (มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัแหง) ทีเ่ปนองคประกอบภายในเซลลของ 
        สาหราย Chlorella sp.เมื่อทําการเพาะเลี้ยงสาหรายตามภาวะในการเพาะเลี้ยงตาง ๆ                    
                    
สภาวะในการเพาะเลี้ยง ชุดการ % น้ําหนักแหง มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง 
ความเขมแสง CO2 ทดลอง   โปรตีน ไขมัน คารโบไฮเดรต ลูทีน คลอโรฟลล-เอ  
(μmol.m-2.s-1) (%)        

60 10 1 21.33 2.79 17.2 2.29 13.16 
    2 17.44 2.19 22.23 0.70 4.81 
    mean 19.39 2.49 19.715 1.49 8.98 
    SD 2.75 0.43 3.56 1.12 5.91 

60 20 1 24.42 1.64 18.85 1.85 16.92 
    2 15.13 2.15 21.32 2.33 15.65 
    mean 19.78 1.895 20.09 2.10 16.29 
    SD 6.57 0.36 1.74 0.34 0.89 

240 10 1 20.88 0.76 21.68 1.44 7.70 
    2 20.55 1.14 24.51 2.35 25.73 
    mean 20.72 0.95 23.10 1.90 16.71 
    SD 0.23 0.27 2.00 0.64 12.75 

240 20 1 21.27 0.77 27.57 1.32 9.29 
    2 21.13 1.3 26.71 1.49 4.86 
    mean 21.20 1.035 27.14 1.40 7.07 
    SD 0.10 0.37 0.61 0.12 3.13 

540 10 1 20.02 0.35 34.94 1.33 4.83 
    2 20.37 1.27 37.93 0.93 1.84 
    mean 20.20 0.81 36.43 1.13 3.34 
    SD 0.25 0.65 2.11 0.28 2.11 

540 20 1 21.21 0.53 20.43 1.14 5.36 
    2 24.22 0.23 25.64 1.17 3.67 

    mean 22.72 0.38 23.03 1.15 4.52 
    SD 2.13 0.21 3.68 0.02 1.19 
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ภาคผนวก จ 

 
รูปแบบการเติบโตของสาหราย 
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รูปที่ จ-1  การเติบโตของสาหราย Chlorella และการเปลีย่นแปลงของอาหารเลี้ยงสาหราย ณ เวลา 
   ตาง ๆ ที่ความเขมแสง 60 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของคารบอนไดออกไซด 10% 
                (ก)  ความหนาแนนเซลลสาหรายในมาตราสวนลอการิทึม 
   (ข)  การเปลี่ยนแปลงของน้ําหนกัแหงของสาหราย 
   (ค)  การเปลีย่นแปลงคา pH ของอาหารเลี้ยงสาหราย 
   (ง)  การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิของอาหารเลี้ยงสาหราย 
   (จ)  การเปลี่ยนแปลงคาคารบอนไดออกไซดอิสระที่ละลายในอาหารเลี้ยงสาหราย 
   (ฉ)  การเปลีย่นแปลงคาอัลคาลินิตี้ของอาหารเลี้ยงสาหราย 
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     (จ)                                                             (ฉ) 
 
รูปที่ จ-2  การเติบโตของสาหราย Chlorella และการเปลีย่นแปลงของอาหารเลี้ยงสาหราย ณ เวลา 
   ตาง ๆ ที่ความเขมแสง 60 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของคารบอนไดออกไซด 20% 
                (ก)  ความหนาแนนเซลลสาหรายในมาตราสวนลอการิทึม 
   (ข)  การเปลี่ยนแปลงของน้ําหนกัแหงของสาหราย 
   (ค)  การเปลีย่นแปลงคา pH ของอาหารเลี้ยงสาหราย 
   (ง)  การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิของอาหารเลี้ยงสาหราย 
   (จ)  การเปลี่ยนแปลงคาคารบอนไดออกไซดอิสระที่ละลายในอาหารเลี้ยงสาหราย 
   (ฉ)  การเปลีย่นแปลงคาอัลคาลินิตี้ของอาหารเลี้ยงสาหราย 
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รูปที่ จ-3  การเติบโตของสาหราย Chlorella และการเปลีย่นแปลงของอาหารเลี้ยงสาหราย ณ เวลา 
   ตาง ๆ ที่ความเขมแสง 240 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของคารบอนไดออกไซด 10% 
                (ก)  ความหนาแนนเซลลสาหรายในมาตราสวนลอการิทึม   
   (ข)  การเปลี่ยนแปลงของน้ําหนกัแหงของสาหราย 
   (ค)  การเปลีย่นแปลงคา pH ของอาหารเลี้ยงสาหราย 
   (ง)  การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิของอาหารเลี้ยงสาหราย 
   (จ)  การเปลี่ยนแปลงคาคารบอนไดออกไซดอิสระที่ละลายในอาหารเลี้ยงสาหราย 
   (ฉ)  การเปลีย่นแปลงคาอัลคาลินิตี้ของอาหารเลี้ยงสาหราย 
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รูปที่ จ-4  การเติบโตของสาหราย Chlorella และการเปลีย่นแปลงของอาหารเลี้ยงสาหราย ณ เวลา 
   ตาง ๆ ที่ความเขมแสง 240 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของคารบอนไดออกไซด 20% 
                (ก)  ความหนาแนนเซลลสาหรายในมาตราสวนลอการิทึม   
   (ข)  การเปลี่ยนแปลงของน้ําหนกัแหงของสาหราย 
   (ค)  การเปลีย่นแปลงคา pH ของอาหารเลี้ยงสาหราย 
   (ง)  การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิของอาหารเลี้ยงสาหราย 
   (จ)  การเปลี่ยนแปลงคาคารบอนไดออกไซดที่ละลายในอาหารเลี้ยงสาหราย 
   (ฉ)  การเปลีย่นแปลงคาอัลคาลินิตี้ของอาหารเลี้ยงสาหราย 
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รูปที่ จ-5  การเติบโตของสาหราย Chlorella และการเปลีย่นแปลงของอาหารเลี้ยงสาหราย ณ เวลา 
   ตาง ๆ ที่ความเขมแสง 540 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของคารบอนไดออกไซด 10% 
                (ก)  ความหนาแนนเซลลสาหรายในมาตราสวนลอการิทึม  
   (ข)  การเปลี่ยนแปลงของน้ําหนกัแหงของสาหราย 
   (ค)  การเปลีย่นแปลงคา pH ของอาหารเลี้ยงสาหราย 
   (ง)  การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิของอาหารเลี้ยงสาหราย 
   (จ)  การเปลี่ยนแปลงคาคารบอนไดออกไซดที่ละลายในอาหารเลี้ยงสาหราย 
   (ฉ)  การเปลีย่นแปลงคาอัลคาลินิตี้ของอาหารเลี้ยงสาหราย 
 



 106 

4.50

5.00

5.50

6.00

6.50

7.00

7.50

0 1 2 3 4
ระยะเวลาในการเล้ียง (วัน)

Lo
g (

X)

        

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0 1 2 3 4
ระยะเวลาในการเล้ียง (วัน)

น้ํา
หนั

กแ
หง

 (ก
รัม

ตอ
ลิต

ร)

 
   (ก)                                                           (ข) 

4.00

5.00

6.00

7.00

8.00

0 1 2 3 4

ระยะเวลาในการเล ี้ยง (วัน)

pH

        

26

28

30

32

34

0 1 2 3 4
ระยะเวลาในการเล้ียง (วัน)

อุณ
หภ

ูมิข
อง
อา
หา
รเลี้

ยง
สา
หร

าย
 

(อง
ศา
เซ
ลเซี

ยส
)

 
                                 (ค)                                                             (ง) 

20

40

60

80

100

120

140

0 1 2 3 4
ระยะเวลาในการเล้ียง (วัน)

คา
รบ

อน
ได
ออ
กไ
ซด

ที่ล
ะล
าย

 

(ม
ิลลิ
กร
ัมค

าร
บอ

นไ
ดอ

อก
ไซ
ดต

อลิ
ตร

)

        

0

50

100

150

200

250

0 1 2 3 4
ระยะเวลาในการเล้ียง (วัน)

อัล
คา
ลินิ

ตี้

 (ม
ิลลิ
กร
ัมแ

คล
เซี
ยม

คา
รบ

อเน
ตต

อลิ
ตร

)

 
     (จ)                                                            (ฉ) 
 
 
รูปที่ จ-6  การเติบโตของสาหราย Chlorella และการเปลีย่นแปลงของอาหารเลี้ยงสาหราย ณ เวลา 
   ตาง ๆ ที่ความเขมแสง 540 μmol.m-2.s-1 และความเขมขนของคารบอนไดออกไซด 20% 
                (ก)  ความหนาแนนเซลลสาหรายในมาตราสวนลอการิทึม 
   (ข)  การเปลี่ยนแปลงของน้ําหนกัแหงของสาหราย 
   (ค)  การเปลีย่นแปลงคา pH ของอาหารเลี้ยงสาหราย 
   (ง)  การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิของอาหารเลี้ยงสาหราย 
   (จ)  การเปลี่ยนแปลงคาคารบอนไดออกไซดที่ละลายในอาหารเลี้ยงสาหราย 
   (ฉ)  การเปลีย่นแปลงคาอัลคาลินิตี้ของอาหารเลี้ยงสาหราย 
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ภาคผนวก ฉ 
 

โครมาโตแกรมของรงควตัถุ 
 

รูปที่ ฉ-1  โครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐานคลอโรฟลล-เอ จากเครื่อง HPLC ที่ความเขมขน  
    3 ระดับ (0.803 3.562 และ 8.599 ng/μl) 
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รูปที่ ฉ-2  โครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐานคลอโรฟลล-เอ ที่ความเขมขน 3 ระดับ ที่ไดจาก 
                 เครื่อง UV-Visible spectrophotometer  
 
 

 
 
 

(ก) ความเขมขน 0.803 ng/μl 
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รูปที่ ฉ-2 (ตอ)  โครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐานคลอโรฟลล-เอ ที่ความเขมขน 3 ระดับ ที ่
             ไดจากเครื่อง UV-Visible spectrophotometer  
 
 
 

 
 

 
(ข) ความเขมขน 3.562 ng/μl 

 
 
 



 110 

รูปที่ ฉ-2 (ตอ)  โครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐานคลอโรฟลล-เอ ที่ความเขมขน 3 ระดับ ที ่
             ไดจากเครื่อง UV-Visible spectrophotometer  
 

 
 

 
 
 

(ค) ความเขมขน 8.599 ng/μl 
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รูปที่ ฉ-3  ตัวอยางโครมาโตแกรมที่แสดงองคประกอบของรงควัตถุภายในเซลลของสาหราย 
 Chlorella sp. (ภาวะในการเลีย้งคือ ระดับความเขมแสง 240 umol.m-2.s-1 และความ 
  เขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 10%)  
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ภาคผนวก ช 

 
โครมาโตแกรมของกรดอะมิโน 

 
รูปที่ ช-1  โครมาโตแกรมของกรดอะมิโนในตัวอยางสาหรายที่วิเคราะหโดยใช HPLC (ผลการ 
    วิเคราะห 2 คร้ัง ของสาหรายตัวอยางที่ 1) (ภาวะในการเพาะเลี้ยง คือที่ระดับความเขม 
     แสง 240 μmol.m-2.s-1  และความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 10%) 
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รูปที่ ช-1 (ตอ)  โครมาโตแกรมของกรดอะมิโนในตวัอยางสาหรายที่วิเคราะหโดยใช HPLC (ผล 
             การวิเคราะห 2 คร้ัง ของสาหรายตัวอยางที่ 1) (ภาวะในการเพาะเลี้ยง คือที่ระดับ 
                         ความเขมแสง 240 μmol.m-2.s-1  และความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 10%) 
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รูปที่ ช-2  โครมาโตแกรมของกรดอะมิโนในตัวอยางสาหราย วิเคราะหโดยใช HPLC (ผลการ 
    วิเคราะห 2 คร้ัง ของสาหรายตัวอยางที่ 2) (ภาวะในการเพาะเลี้ยง คือการไดรับความเขม 
    แสง 240 μmol.m-2.s-1  และความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 10%)       
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รูปที่ ช-2 (ตอ)  โครมาโตแกรมของกรดอะมิโนในตวัอยางสาหราย วิเคราะหโดยใช HPLC (ผลการ 
             วิเคราะห 2 คร้ัง ของสาหรายตัวอยางที่ 2) (ภาวะในการเพาะเลีย้ง คือการไดรับ 
              ความเขมแสง 240 μmol.m-2.s-1  และความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด
                            10%)  
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รูปที่ ช-3  โครมาโตแกรมมาตรฐานของกรดอะมิโนทั้ง 3 ความเขมขน สําหรับการวิเคราะหกรด      
                 อะมิโนในตวัอยางสาหรายดวยธีิ HPLC  
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รูปที่ ช-3 (ตอ)  โครมาโตแกรมมาตรฐานของกรดอะมิโนทั้ง 3 ความเขมขน สําหรับการวิเคราะห 
             กรดอะมิโนในตัวอยางสาหรายดวยิธี HPLC  
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รูปที่ ช-3 (ตอ)  โครมาโตแกรมมาตรฐานของกรดอะมิโนทั้ง 3 ความเขมขน สําหรับการวิเคราะห 
              กรดอะมิโนในตัวอยางสาหรายดวยิธี HPLC 
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ภาคผนวก ซ 
 

ผลการวิเคราะหทางสถิติ 
 
 
ตารางที่ ซ-1  ผลการวิเคราะหคาความแปรปรวนของอัตราการเติบโตจาํเพาะสูงสุดของสาหราย 
         ที่ภาวะในการเพาะเลี้ยงที่ระดับตาง ๆ ของความเขมแสง และความเขมขนของกาซ 
         คารบอนไดออกไซด 
 

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: umax

2.175a 5 .435 2.786 .068
75.236 1 75.236 481.833 .000

1.714 2 .857 5.487 .020
.325 1 .325 2.084 .174
.136 2 .068 .436 .656

1.874 12 .156
79.284 18

4.049 17

Source
Corrected Model
Intercept
light
CO2
light * CO2
Error
Total
Corrected Total

Type III Sum
of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .537 (Adjusted R Squared = .344)a. 
 

 
 

 
 
ตารางที่ ซ-2  คาเฉลี่ยของอัตราการเติบโตจําเพาะของสาหรายที่ระดับความเขมแสงตางกัน 
 
 

umax

6 1.6083
6 2.2500
6 2.2750

1.000 .915

light
60
240
540
Sig.

Duncana,b
N 1 2

Subset

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on Type III Sum of Squares
The error term is Mean Square(Error) = .156.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000.a. 

Alpha = .05.b. 
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ตารางที่ ซ-3  ผลการวิเคราะหคาความแปรปรวนของน้ําหนักแหงของสาหรายที่ภาวะในการ   
         เพาะเลี้ยงที่ระดับตาง ๆ ของความเขมแสง และความเขมขนของกาซ 
        คารบอนไดออกไซด 
 

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: DW

.199a 5 .040 11.900 .000
1.290 1 1.290 386.006 .000

.189 2 .094 28.219 .000

.009 1 .009 2.553 .136

.002 2 .001 .254 .780

.040 12 .003
1.529 18

.239 17

Source
Corrected Model
Intercept
Light
CO2
Light * CO2
Error
Total
Corrected Total

Type III Sum
of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .832 (Adjusted R Squared = .762)a. 
 

 
 
 
 
 
ตารางที่ ซ-4  คาเฉลี่ยของน้ําหนักแหงของสาหรายที่ระดับความเขมแสงตางกัน                     
    

DW

6 .123633
6 .327667
6 .351908

1.000 .482

Light
60
240
540
Sig.

Duncana,b
N 1 2

Subset

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on Type III Sum of Squares
The error term is Mean Square(Error) = .003.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000.a. 

Alpha = .05.b. 
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ตารางที่ ซ-5  ผลการวิเคราะหคาความแปรปรวนของปริมาณโปรตีนทีเ่ปนองคประกอบภายใน           
                      เซลลของสาหราย Chlorella sp. ที่ภาวะในการเพาะเลีย้ง ตางกัน 
 
 

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: protein

14.285a 5 2.857 .310 .890
5124.093 1 5124.093 555.220 .000

7.548 2 3.774 .409 .682
3.842 1 3.842 .416 .543
2.896 2 1.448 .157 .858

55.374 6 9.229
5193.752 12

69.659 11

Source
Corrected Model
Intercept
light
CO2
light * CO2
Error
Total
Corrected Total

Type III Sum
of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .205 (Adjusted R Squared = -.457)a. 
 

 
 
 
ตารางที่ ซ-6  คาเฉลี่ยของปริมาณปริมาณโปรตีนที่ระดบัความเขมแสงตาง ๆ  
 

protein

Duncana,b

4 19.5800
4 20.9575
4 21.4550

.430

light
60
240
540
Sig.

N 1
Subset

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on Type III Sum of Squares
The error term is Mean Square(Error) = 9.229.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.a. 

Alpha = .05.b. 
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ตารางที่ ซ-7  ผลการวิเคราะหคาความแปรปรวนของปริมาณไขมันที่เปนองคประกอบภายใน            
                       เซลลของสาหราย Chlorella sp. ที่ภาวะในการเพาะเลีย้ง ตางกัน 
 

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: fat

6.375a 5 1.275 6.336 .022
18.106 1 18.106 89.966 .000

5.761 2 2.880 14.312 .005
.188 1 .188 .932 .372
.427 2 .214 1.061 .403

1.208 6 .201
25.688 12

7.583 11

Source
Corrected Model
Intercept
light
CO2
light * CO2
Error
Total
Corrected Total

Type III Sum
of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .841 (Adjusted R Squared = .708)a. 
 

 
 
 
 
ตารางที่ ซ-8  คาเฉลี่ยของปริมาณปริมาณไขมันที่ระดับความเขมแสงตาง ๆ  

fat

Duncana,b

4 .5950
4 .8975
4 2.1925

.377 1.000

light
540
240
60
Sig.

N 1 2
Subset

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on Type III Sum of Squares
The error term is Mean Square(Error) = .201.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.a. 

Alpha = .05.b. 
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ตารางที่ ซ-9  ผลการวิเคราะหคาความแปรปรวนของปริมาณคารโบไฮเดรตที่เปนองคประกอบ 
          ภายในเซลลของสาหราย Chlorella sp. ที่ภาวะในการเพาะเลีย้ง ตางกัน 
 

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: C2H5O6

212.836a 4 53.209 10.840 .004
7542.117 1 7542.117 1536.486 .000

169.658 2 84.829 17.281 .002
8.625 1 8.625 1.757 .227
4.306 1 4.306 .877 .380

34.361 7 4.909
9874.297 12

247.196 11

Source
Corrected Model
Intercept
light
CO2
light * CO2
Error
Total
Corrected Total

Type III Sum
of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .861 (Adjusted R Squared = .782)a. 
 

 

 
 
 
ตารางที่ ซ-10  คาเฉลี่ยของปริมาณปริมาณคารโบไฮเดรตที่ระดับความเขมแสงตาง ๆ  
 

C2H5O6

2 19.7150
4 28.3150
6 31.2000

1.000 .140

light
60
540
240
Sig.

Duncana,b,c
N 1 2

Subset

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on Type III Sum of Squares
The error term is Mean Square(Error) = 4.909.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.273.a. 

The group sizes are unequal. The harmonic mean
of the group sizes is used. Type I error levels are
not guaranteed.

b. 

Alpha = .05.c. 
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ตารางที่ ซ-11  ผลการวิเคราะหคาความแปรปรวนของปริมาณลูทีน (มลิลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัแหง)  
                      ในเซลลของสาหราย Chlorella sp. ที่ภาวะในการเพาะเลีย้ง ตางกัน 
 

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Result1

1.529a 5 .306 .971 .502
28.030 1 28.030 89.068 .000

.934 2 .467 1.484 .300

.006 1 .006 .018 .898

.589 2 .295 .936 .443
1.888 6 .315

31.446 12
3.417 11

Source
Corrected Model
Intercept
light
CO2
light * CO2
Error
Total
Corrected Total

Type III Sum
of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .447 (Adjusted R Squared = -.013)a. 
 

 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ซ-12  คาเฉลี่ยของปริมาณลูทีน (มลิลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัแหง) ในเซลลของสาหราย  
                      Chlorella sp. ที่ระดับความเขมแสงตาง ๆ  
 

Result1

4 1.1425
4 1.6500
4 1.7925

.164

light
540
240
60
Sig.

Duncana,b
N 1

Subset

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on Type III Sum of Squares
The error term is Mean Square(Error) = .315.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.a. 

Alpha = .05.b. 
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ตารางที่ ซ-13 ผลการวิเคราะหคาความแปรปรวนของปริมาณคลอโรฟลล (มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกั 
          แหง) ในเซลลของสาหราย Chlorella sp. ที่ภาวะในการเพาะเลีย้ง ตางกัน 
 

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: chl_a

334.189a 5 66.838 1.875 .233
1079.583 1 1079.583 30.280 .002

186.577 2 93.288 2.617 .152
.449 1 .449 .013 .914

147.163 2 73.582 2.064 .208
213.919 6 35.653

1627.690 12
548.108 11

Source
Corrected Model
Intercept
Light
CO2
Light * CO2
Error
Total
Corrected Total

Type III Sum
of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .610 (Adjusted R Squared = .284)a. 
 

 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ซ-14  คาเฉลี่ยของปริมาณปริมาณคลอโรฟลล (มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง) ในเซลลของ 
                       สาหราย Chlorella sp. ที่ระดับความเขมแสงตาง ๆ  
 
 

chl_a

Duncana,b

4 3.9250
4 11.8950
4 12.6350

.093

Light
540
240
60
Sig.

N 1
Subset

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on Type III Sum of Squares
The error term is Mean Square(Error) = 35.653.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.a. 

Alpha = .05.b. 
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ตารางที่ ซ-15  ผลการวิเคราะหคาความแปรปรวนของสัดสวนของลูทนีตอคลอโรฟลล (น้ําหนักตอ 
                       น้ําหนกั) ในเซลลของสาหราย Chlorella sp. ที่ภาวะในการเพาะเลี้ยง ตางกัน 
 

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Result7

.097a 5 .019 2.309 .169

.569 1 .569 67.391 .000

.074 2 .037 4.393 .067

.002 1 .002 .187 .680

.022 2 .011 1.286 .343

.051 6 .008

.717 12

.148 11

Source
Corrected Model
Intercept
light
CO2
light * CO2
Error
Total
Corrected Total

Type III Sum
of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .658 (Adjusted R Squared = .373)a. 
 

 
 
 
 
ตารางที่ ซ-16  คาเฉลี่ยของสัดสวนของลูทนีตอคลอโรฟลล (น้ําหนักตอน้ําหนกั) ในเซลลของ  
                        สาหราย Chlorella sp. ที่ระดับความเขมแสงตาง ๆ  
 
                                      

Result7

4 .14447082
4 .18198506 .18198506
4 .32682338

.585 .067

light
60
240
540
Sig.

Duncana,b
N 1 2

Subset

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on Type III Sum of Squares
The error term is Mean Square(Error) = .008.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.a. 

Alpha = .05.b. 
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ตารางที่ ซ-17  ผลการวิเคราะหคาความแปรปรวนของปริมาณโปรตีนในระยะการเตบิโตที่ตางกัน 
          ของสาหราย Chlorella sp.   
 

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Protein

20.385a 1 20.385 165.297 .006
1362.717 1 1362.717 11049.805 .000

.000 0 . . .
20.385 1 20.385 165.297 .006

.247 2 .123
1383.349 4

20.632 3

Source
Corrected Model
Intercept
Light
Growth
Error
Total
Corrected Total

Type III Sum
of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .988 (Adjusted R Squared = .982)a. 
 

 

 
 
 
 
ตารางที่ ซ-18  คาเฉลี่ยของปริมาณโปรตีนในระยะการเตบิโตที่ตางกันของสาหราย Chlorella sp.   
                       (1 คือ ระยะการเติบโตคงที่ และ 2 คือ ระยะการเติบโตทวคีูณ)  
 

3. Growth

Dependent Variable: Protein

20.715 .248 19.647 21.783
16.200 .248 15.132 17.268

Growth
1
2

Mean Std. Error Lower Bound Upper Bound
95% Confidence Interval
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ตารางที่ ซ-19  ผลการวิเคราะหคาความแปรปรวนของปริมาณไขมันในระยะการเตบิโตที่ตางกัน 
          ของสาหราย Chlorella sp.   
 

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Fat

.137a 1 .137 3.700 .194
2.341 1 2.341 63.268 .015

.000 0 . . .

.137 1 .137 3.700 .194

.074 2 .037
2.552 4

.211 3

Source
Corrected Model
Intercept
Light
Growth
Error
Total
Corrected Total

Type III Sum
of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .649 (Adjusted R Squared = .474)a. 
 

 

 
 
 
 
ตารางที่ ซ-20  คาเฉลี่ยของปริมาณไขมันในระยะการเตบิโตที่ตางกันของสาหราย Chlorella sp.   
                       (1 คือ ระยะการเติบโตคงที่ และ 2 คือ ระยะการเติบโตทวคีูณ)  
 

3. Growth

Dependent Variable: Fat

.950 .136 .365 1.535

.580 .136 -.005 1.165

Growth
1
2

Mean Std. Error Lower Bound Upper Bound
95% Confidence Interval
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ตารางที่ ซ-21  ผลการวิเคราะหคาความแปรปรวนของปริมาณคารโบไฮเดรตในระยะการเติบโตที ่
           ตางกันของสาหราย Chlorella sp.   
 
         

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: C2H5O6

.017a 1 .017 .035 .869
3622.836 1 3622.836 7520.939 .000

.000 0 . . .

.017 1 .017 .035 .869

.963 2 .482
3623.816 4

.980 3

Source
Corrected Model
Intercept
Light
Growth
Error
Total
Corrected Total

Type III Sum
of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .017 (Adjusted R Squared = -.474)a. 
 

 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ซ-22  คาเฉลี่ยของปริมาณคารโบไฮเดรตในระยะการเติบโตทีต่างกันของสาหราย     
          Chlorella sp. (1 คือ ระยะการเติบโตคงที่ และ 2 คือ ระยะการเตบิโตทวีคูณ)  
 
 

3. Growth

Dependent Variable: C2H5O6

30.160 .491 28.048 32.272
30.030 .491 27.918 32.142

Growth
1
2

Mean Std. Error Lower Bound Upper Bound
95% Confidence Interval
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ภาคผนวก ฌ 
 

การคํานวณคาพารามิเตอรในสมการจลนศาสตรการเติบโตของสาหราย 
 
ตัวอยางการประมาณคาอัตราการเติบโตจําเพาะ (μ) 
 
 การประมาณคาอัตราการเติบโตจําเพาะ (μ) ที่ภาวะการไดรับความเขมแสง 60         
μmol.m-2.s-1 โดยใชโปรแกรม Microsoft Excel  มีขั้นตอนคือ เร่ิมจากการใสขอมูลของระยะเวลาใน
การเลี้ยง (t) และความหนาแนนของเซลลสาหราย (X) ที่ระยะเวลาตางๆ ในคอลัมน A และ B 
ตามลําดับ (ดงัแสดงในรูปที่ ฌ-1) จากนัน้ใหกําหนดคาอัตราการเติบโตจําเพาะขึน้มาคาหนึ่งเพื่อใช
ในการประมาณคาความหนาแนนของเซลลสาหราย ณ เวลาตาง ๆ (ดงัแสดงในรูปที่ ฌ-2) โดยใช
สมการที่ 1  
 
    X           =     X0e μ*t                       (1) 

 
 จากนั้นใหคํานวณหาคาความคลาดเคลื่อนกําลังสองระหวางคาความหนาแนนของเซลล
สาหรายที่ไดจากการทดลองจริงกับคาที่ไดจากการคํานวณ และคํานวณหาคากําลังสองของ
สัมประสิทธิ์สหพันธ (R2) (ดังแสดงในรูปที่ ฌ-3) เมื่อกําหนดคาครบแลวใหไปเลือกคําสั่งเครื่องมือ
และคนหาคาเปาหมาย กําหนดใหคาความคลาดเคลื่อนกําลังสองเขาใกลศูนยโดยการเปลี่ยนคาอัตรา
การเติบโตจําเพาะที่ไดกําหนดขึ้น (ดังแสดงในรูปที่ ฌ-4) ในกรณีที่ไมสามารถคนหาคาเปาหมายได
ใหทําการเปลีย่นคาอัตราการเติบโตจําเพาะจนกวาคาความคลาดเคลื่อนกําลังสองจะมีคานอยที่สุด  
โดยคาอัตราการเติบโตจําเพาะที่เดาขึ้นในตอนเริ่มตนจะมีผลตอการคํานวณคอนขางมาก ซ่ึงในการ
พิจารณาความถูกตองของคาผลลัพธที่ไดใหสังเกตจากการเปรียบเทียบคาความหนาแนนของเซลล
สาหรายที่ไดจากการทดลองจริงกับคาที่ไดจากการประมาณ กรณีที่ผลลัพธที่ไดยังไมถูกตองใหเดา
คาอัตราการเติบโตจําเพาะใหมอีกครั้ง 
 
 ผลการคํานวณคาอัตราการเติบโตจําเพาะที่ระดับความเขมแสง 60 240 และ 540      
μmol.m-2.s-1 แสดงดังรูปที่ ฌ-5 ถึง ฌ-7 
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รูปที่ ฌ-1  ระยะเวลาในการเลี้ยง (t) และความหนาแนนของเซลลสาหราย (X) 
    

 
รูปที่ ฌ-2  ความหนาแนนของเซลลสาหรายที่ไดจากการคํานวณโดยใชคาอัตราการเติบโตจําเพาะที่        
                 กําหนดขึ้น 
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รูปที่ ฌ-3  คํานวณหาคาความคลาดเคลื่อนกําลังสองและคากําลังสองของสัมประสิทธิ์สหพันธ (R2) 
 

 
รูปที่ ฌ-4  คนหาคาเปาหมายโดยการกําหนดใหคาความคลาดเคลื่อนกําลังสองเขาใกลศูนยโดยการ 
                 เปล่ียนคาอัตราการเติบโตจําเพาะที่ไดกําหนดขึ้น  
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รูปที่ ฌ-5  คาอัตราการเติบโตจําเพาะที่คํานวณไดที่ระดบัความเขมแสง 60 μmol.m-2.s-1 
 

 
รูปที่ ฌ-6  คาอัตราการเติบโตจําเพาะที่คํานวณไดที่ระดบัความเขมแสง 240 μmol.m-2.s-1 
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รูปที่ ฌ-7  คาอัตราการเติบโตจําเพาะที่คํานวณไดที่ระดบัความเขมแสง 540 μmol.m-2.s-1 
 
 คาอัตราการเติบโตจําเพาะทีภ่าวะความเขมแสง 60 240 และ 540 μmol.m-2.s-1 มีคาเทากับ 
0.95 1.11 และ 1.14 ตอวัน ตามลําดับ ซ่ึงสามารถนํามาคํานวณหาคาพารามิเตอร μmax และ KI ได 
โดยจัดรูปสมการจลนศาสตรการเติบโตในสมการที่ 2 ใหอยูในรูปสมการเสนตรงดังแสดงใน
สมการที่ 3  
 
           μ         =                                                                                         (2) 
 

 
   1 / μ        =           [KI /μmax ][1/I]  +  1/μmax                                        (3) 

 
 ดังนั้นเมื่อทําการพลอตกราฟระหวาง 1/I และ 1/μ จะไดสมการสําหรับประมาณคา μmax  
และ KI ไดดังแสดงขอมูลในตารางที่ ฌ-1 และ รูปที่ ฌ-8 
 

 
 

       μmax  I  
        KI + I  
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ตารางที่ ฌ-1 คาอัตราการเติบโตจําเพาะทีค่ํานวณไดที่ความเขมแสงตาง ๆ และคาสวนกลับของคา 
         อัตราการเติบโตจําเพาะและความเขมแสง (I  คือ ความเขมแสง และ μmax คืออัตรา 
         การเติบโตจําเพาะ) 

 
I 60 240 540 

μ 0.96 1.11 1.14 
1/I 0.0167 0.0042 0.0018 
1/μ 1.0411 0.9047 0.8794 

 
 
 

 
 

รูปที่ ฌ-8  ความสัมพันธระหวาง 1/I และ 1/μ 
 

สมการจากการพลอตกราฟ : y = 10.914 X + 0.8592   
สมการจลนศาสตรในรูปเชิงเสน: 1/ μ = (KI / μmax )*(1/I)  +  (1/μmax )  
จุดตัดแกน X: 0.8592 = 1/μmax    
ดังนั้น  μmax  = 1.16   
ความชันของกราฟ : (KI / μmax ) = 10.914   
ดังนั้น  KI = 12.7  
 
 

y = 10.914x + 0.8592
R2

 = 1

0 . 8 
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 นางสาวฤทัยรัตน วิศาลสุวรรณกร เกิดเมือ่วันที่ 25 สิงหาคม พ.ศ. 2522 ที่จังหวัดชลบุรี 
สําเร็จการศึกษาหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ในปการศึกษา 2543 และเขาศึกษาตอหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตร
มหาบัณฑิต ทีจุ่ฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมือ่ พ.ศ. 2545 
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