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 การเพาะเลี ยงจุลสาหร่ายเป็นแนวทางที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมในการบ้าบัดน ้าเสียชุมชน      
โดยจุลสาหร่ายจะใช้ธาตุอาหารไนโตรเจนรวม (TN) และฟอสฟอรัสรวม (TP) ในน ้าเสียและ
คาร์บอนไดออกไซด์ในอากาศโดยจุลสาหร่ายในการสังเคราะห์แสง งานวิจัยนี มีวัตุประสงค์ เพ่ือศึกษา
ความหนาแน่นเริ่มต้นของเซลล์จุลสาหร่ายที่เหมาะสม จลนศาสตร์การเจริญเติบโตของจุลสาหร่ายและ
ประสิทธิภาพในการก้าจัด TN และ TP ในน ้าเสียชุมชนสังเคราะห์ด้วยจุลสาหร่าย Chlorococcum 
humicola ที่เพาะเลี ยงในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพใช้แสงแบบ BCPBR น ้าเสียชุมชนสังเคราะห์ที่ศึกษา 
มีองค์ประกอบหลักเช่นเดียวกับน ้าเสียชุมชนที่ผ่านการบ้าบัดในขั นตอนทุติยภูมิ ผลการเพาะเลี ยง   
จุลสาหร่ายในขวดรูปชมพู่ภายใต้สภาวะแบบกะ 14 วัน พบว่าความหนาแน่นเริ่มต้นซึ่งมีค่า OD 
เท่ากับ 0.3 (5.88x106  0.29x106 cell/mL) มีความเหมาะสมมากที่สุดสามารถก้าจัด TN และTP 
ในน ้าเสียชุมชนสังเคราะห์ให้ผ่านเกณฑ์มาตรฐานน ้าทิ ง โดยใช้ระยะเวลาสั นที่สุดเท่ากับ 6 วัน โดย   
เท่ากับ 0.237 day-1 การประเมินหาค่าพารามิเตอร์ max ของแบบจ้าลองจลนศาสตร์การเจริญเติบโต 
ของจุลสาหร่ายส้าหรับกรณีที่ OD เริ่มต้นเท่ากับ0.1, 0.3 และ 0.5 พบว่ามีค่าเท่ากับ 0.263, 0.655 
และ 0.625 day-1 ตามล้าดับ โดยแบบจ้าลองจลนศาสตร์ให้ผลการท้านายการเจริญเติบโตใกล้เคียงกับ
ผลการทดลองเฉพาะกรณีที่ OD มีค่าเท่ากับ 0.3 และ 0.5 การท้านายปริมาณของ TN และ TP      
ในน ้าเสียชุมชนสังเคราะห์โดยใช้สมการของ Luedeking-Piret-Like ให้ผลลัพธ์ที่ค่อนข้างแตกต่าง 
จากผลการทดลองการเพาะเลี ยงจุลสาหร่ายแบบกะใน BCPBR เพ่ือบ้าบัดน ้าเสียชุมชนสังเคราะห์  
โดยใช้ OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.3 สามารถก้าจัด TN และ TP ได้มากถึงร้อยละ 63.60 และ 85.60       
ณ วันที่ 6 ของการเพาะเลี ยง ตามล้าดับ ในขณะที่การเพาะเลี ยงภายใต้สภาวะแบบกึ่งต่อเนื่องนั น
สามารถก้าจัด TN และ TP เฉลี่ยร้อยละ 56.0  0.14 และ 83.20  0.51 ตามล้าดับ นอกจากนี 
แล้วยังพบว่าการเพาะเลี ยงใน BCPBR ภายใต้สภาวะแบบกึ่งต่อเนื่องนั นมีค่าเฉลี่ยของ  , Poverall 
และ PB ใกล้เคียงกับกรณีที่เพาะเลี ยงภายใต้สภาวะแบบกะ แสดงให้เห็นว่าการขยายความสามารถ   
ในการบ้าบัดน ้าเสียชุมชนสังเคราะห์สามารถท้าได้โดยการเพาะเลี ยงสภาวะแบบกึ่งต่อเนื่อง 
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 Culture of microalgae is an environmentally friendly way to treat community 
wastewater.  The total nitrogen (TN) and phosphorus (TP) compounds in the 
wastewater and CO2 in the air will be assimilated by microalgae in photosynthesis. 
The objectives of this research were to determine the optimum initial cell density, 
growth kinetic parameters, and removal efficiency of TN and TP of synthetic domestic 
wastewater with Chlorococcum humicola.  The synthetic wastewater used had the 
same compounds as the secondary treatment domestic wastewater.  The results 
obtained from batch cultivation in a 500 ml conical flask revealed that the optimum 
OD was 0.3 (5 .8 8 x106  0 .2 9 x106  cell/mL) . TN and TP remaining in the synthetic 
wastewater were complied with the disposal wastewater standard within 6 days with 
the highest   of 0.237 day-1. The estimated parameters of the logistic growth model 
( max ) were 0.263, 0.655 and 0.625 day-1 for the OD of 0.1, 0.3 and 0.5, respectively. 
The predicted results for the growth of the microalgae were close to the 
experimental results only for the case with the higher initial OD of 0. 3 and 0. 5. 
However, the TN and TP consumption results predicted by the Luedeking-Piret-Like 
equation were unsatisfactory compared to those obtained from the experiments. 
Under BCPBR batch cultivation, the removal efficiencies of TN and TP on the 6th day 
were 63.60 and 85.60 % , respectively. While the average removal efficiencies of TN 
and TP for the semi-continuous condition were 56.00  0 .14 and 83.20  0.51 % , 
respectively.  Moreover, the average parameters of , Poverall and PB obtained from 
both culture conditions were slightly different. Thus, the increase of wastewater 
treatment capacity could be performed by the semi-continuous conditions.     
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ลักษณะของคลอโรพลาสต์และเยื้อหุ้มชั้นนอกและชั้นใน  
รูปแบบการไหลแบบผสมภายในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพใช้แสงแบบคอลัมน์ฟอง 
พฤติกรรมทางชนศาสตร์ของการไหลแบบสองเฟส 
รูปแบบการไหลแบบสองเฟสของก๊าซ-ของเหลวในคอลัมน์ 
สัดส่วนของเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพแบบคอลัมน์ฟอง 
รูปแบบการเจริญเติบโตของจุลสาหร่ายในการเพาะเลี้ยงแบบกะ 
มิติและอุปกรณ์เชื่อมต่อเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพใช้แสงแบบคอลัมน์ฟอง 
ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงใน BG-11 แบบกะ 14 วัน 
ความเข้มข้นของไนเตรทและฟอสเฟตที่คงเหลือใน BG-11 แบบกะ 14 วัน 
เซลล์จุลสาหร่ายในสารอาหารเหลว BG-11 ที่วันเริ่มต้นและวันสุดท้าย 
ของการเพาะเลี้ยง 
ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายที่เลี้ยงในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ภายใต้
สภาวะแบบกะ 14 วัน 
ความเข้มข้นของแอมโมเนียม ไนเตรท และ TN ที่คงเหลือในน้ าเสีย 
ชุมชนสังเคราะห์ 
ความเข้มข้นของ TP ที่คงเหลือในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ 
ค่าซีโอดีของน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ 
สีของเซลล์จุลสาหร่ายในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ที่วันเริ่มต้นและวันสุดท้าย 
ของการเพาะเลี้ยง 
ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายที่ได้จากผลการท านายและการทดลอง 
ความเข้มข้นของ TN ที่คงเหลือในน้ าเสียสังเคราะห์ที่ได้จากผลการท านาย 
และการทดลอง   
ความเข้มข้นของ TP ที่คงเหลือในน้ าเสียสังเคราะห์ที่ได้จากผลการท านาย 
และการทดลอง   
ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพู่และ BCPBR 
ความเข้มข้นของแอมโมเนียม ไนเตรท และ TN ที่คงเหลือในน้ าเสียชุมชน
สังเคราะห์ในขวดรูปชมพู่และเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ BCPBR 
ความเข้มข้นของ TP ที่คงเหลือในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ในขวดรูปชมพู่ 
และ BCPBR 
ค่าซีโอดีในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ในขวดรูปชมพู่และเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ 
แบบ BCPBR 
สีของเซลล์จุลสาหร่ายในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์เมื่อสิ้นสุดการเพาะเลี้ยงแบบกะ 
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ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายใน BCPBR ที่ได้จากผลการท านาย 
และการทดลอง 
ความเข้มข้นของ TN ที่คงเหลือในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ใน BCPBR  
ที่ได้จากผลการท านายและและการทดลอง 
ความเข้มข้นของ TP ที่คงเหลือในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ใน BCPBR  
ที่ได้จากผลการท านายและและการทดลอง 
ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะแบบกึ่งต่อเนื่อง 
ความเข้มข้นของไนเตรท แอมโมเนียม และ TN ที่คงเหลือในน้ าเสียสังเคราะห์ 
ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะแบบกึ่งต่อเนื่อง 
ความเข้มข้นของ TP ที่คงเหลือในน้ าเสียสังเคราะห์ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะ 
แบบกึ่งต่อเนื่อง 
ค่าซีโอดีในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะแบบกึ่งต่อเนื่อง
ปริมาณกรดไขมันสะสมที่ได้จากการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายภายใต้สภาวะแบบกะ
และแบบกึ่งต่อเนื่องใน BCPBR ภายใต้สภาวะแบบกึ่งต่อเนื่อง 
กราฟมาตรฐานสารละลายแอมโมเนีย 
กราฟมาตรฐานสารละลายไนเตรท 
กราฟมาตรฐานสารละลายฟอสเฟต 
 
 
  
                                                                 

หน้า 

 
68 

 
68 

 
69 
71 

 
72 

 
73 
74 

 
75 
86 
86 
87 

 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 



ฌ 

 

ค าอธิบายสัญลักษณ์และอักษรย่อ 
  
 สัญลักษณ์และอักษรย่อ  ความหมาย 
   
 uL ความเร็วเชิงเส้นของของเหลว(m/s) 
 tm  เวลาที่ใช้ในการผสม (s)  
 H  ความสูงของคอลัมน์ฟองอากาศ (m) 
 D  เส้นผ่านศูนย์กลางของคอลัมน์ (m) 
 G  ความเร่งเนื่องจากแรงโน้มถ่วงของโลก (m/s2) 
 uG  ความเร็วพ้ืนผิวของก๊าซที่ความดันบรรยากาศ (m/s) 
 kLa  สัมประสิทธิ์การถ่ายเทมวล (1/s) 
 uG  ความเร็วพ้ืนผิวของก๊าซที่ความดันบรรยากาศ (m/s) 
 µmax  อัตราการเกิดจ าเพาะสูงสุด (day-1) 
 Xmax  ความเข้มข้นของเซลล์จุลสาหร่ายที่เวลาอนันต์ (Infinity) (g/L) 
 Xo  ความเข้มข้นของเซลล์จุลสาหร่ายที่เวลาเริ่มต้น (g/L) 
 X(t) ความเข้มข้นของเซลล์จุลสาหร่ายที่เวลา t ใด ๆ (g/L) 
 Poverall  ผลผลิตโดยรวม (mg/L∙day) 
 Xmax  ความเข้มข้นที่มากท่ีสุดของเซลล์จุลสาหร่าย (mg/L) 
 Xo  ความเข้มข้นที่เวลาเริ่มต้นของเซลล์จุลสาหร่าย (mg/L) 
 tm  เวลาที่จ าเป็นส าหรับการได้ Xmax (day-1) 
   to  เวลาเริ่มต้นของการเพาะเลี้ยง (เท่ากับศูนย์)  
 t  เวลา (day) 
 S  ความเข้มข้นของสารอาหารในน้ าเสียสังเคราะห์ที่เวลาใด ๆ  
  (mg/L) 
 0S  ความเข้มข้นของสารอาหารในน้ าเสียสังเคราะห์เวลาเริ่มต้น 
   (mg/L) 
 Y  แฟกเตอร์ผลได้ (Yield factor) ของจุลสาหร่ายที่มีต่อ 
  สารอารหาร (cell/mg Substrate) 
 ms  สัมประสิทธิ์การซ่อมแซมเซลล์จุลสาหร่าย  

(Maintenance coefficient) mg/cell/day) 
 N,P% T  ร้อยละของการบ าบัด TN และ TP (%) 

 inC   ปริมาณของ TN และ TP ที่เวลาเริ่มต้น (mg/L) 
 fC   ปริมาณของ TN และ TP ที่เวลาสุดท้าย (mg/L) 

 1W  น้ าหนักกระดาษกรองหลังจากอบแห้ง (g) 
 2W   น้ าหนักกระดาษกรองและเซลล์หลังจากอบแห้ง (g) 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และอักษรย่อ (ต่อ) 
 

สัญลักษณ์และอักษรย่อ  ความหมาย 
 
 V    ปริมาตรตัวอย่างของของเหลวที่เก็บจากเครื่องปฏิกรณ์ (mL) 
 C  จ านวนสาหร่ายที่นับได้ (cell/mL) 
 A  พ้ืนที่ของ grids:  (mm2)  
 D   ความลึกของพ้ืนที่ที่นับ (mm) 
 F  จ านวนช่องหรือตารางที่นับ  
    อัตราการเจริญจ าเพาะของเซลล์ (day-1) 
 1X   ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายที่เวลา 1t  (cell/mL) 
 2X   ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายที่เวลา 2t  (cell/mL) 
 it    ระยะเวลาที่เพาะเลี้ยง (day) 
 LW  ความเข้มข้นของกรดไขมัน (g/mL) 
 1W  น้ าหนักภาชนะหลังจากอบแห้ง (g) 
 2W  น้ าหนักภาชนะและไขมันหลังจากอบแห้ง (g) 
 V  ปริมาตรตัวอย่างสารละลายแขวนลอย (mL) 
 COD   ซีโอดี (mg/L) 
 a    ปริมาตรของ Fe (NH4)2(SO4)2 ที่ใช้ไทเทรต Blank (mL) 
 b    ปริมาตรของ Fe (NH4)2(SO4)2 ที่ใช้ไทเทรตน้ าตัวอย่าง (mL) 
 N   ความเข้มข้นของ Fe (NH4)2(SO4)2 ที่ใช้ (N)  
 0S   ความเค็มของสารละลายมาตรฐาน (mg/L) 
 sS  ความเค็มของน้ าตัวอย่าง (mg/L) 
 T  อุณหภูมิองศาเซลเซียส (oC) 
 TN  ความเข้มข้นไนโตรเจนรวม (mg/L) 
 TP  ความเข้มข้นฟอสฟอรัส (mg/L) 
 



  

 

 
บทที ่1 
บทน ำ 

 
1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของงำนวิจัย  
 ปัจจุบันประเทศไทยมี อัตราการ เจริญโตทางเศรษฐกิจเ พ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่องส่งผลให้                    
มีความต้องการทรัพยากรมากขึ้นตามไปด้วย หนึ่งในนั้นคือทรัพยากรทางน้้า ซึ่งน้้าจะถูกน้าไปใช้       
ในงานโรงงานอุตสาหกรรม ใช้ในชุมชน ทั้งการอุปโภค บริโภค เป็นต้น โดยสาเหตุของน้้าเสียชุมชน 
เกิดจากกิจกรรมการด้ารงชีวิตของคนในชุมชน ไม่ว่าจะเป็นการใช้ในการช้าระร่างกาย น้้าทิ้งจาก 
ห้องน้้า และน้้าจากการล้างเครื่องมือเครื่องใช้ ซึ่งน้้าหลังจากการใช้ประโยชน์แล้วน้้าจะเปลี่ยนสภาพ 
เป็นน้้าเสีย (Waste water) ดังนั้นน้้าเสียเหล่านี้จะต้องผ่านการบ้าบัดก่อนที่จะปล่อยสู่แหล่งน้้า 
ธรรมชาติ โดยน้้าเสียจะต้องผ่านการบ้าบัดในขั้นปฐมภูมิ (Primary treatment) และขั้นทุติยภูมิ    
(Secondary treatment) ก่อน หลังจากผ่านขั้นตอนบ้าบัดข้างต้นแล้วนั้นยังคงมีสารประกอบ         
อนินทรีย์หลงเหลืออยู่  เช่น สารประกอบไนโตรเจนและฟอสฟอรัส (Monfet, E. and Unc, A., 2017)      
หากไม่มีการด้าเนินการบ้าบัดน้้าเสียเพ่ิมเติมในขั้นตอนที่สาม (Tertiary treatment) และปลดปล่อย  
ลงในแหล่งน้้าธรรมชาติจะก่อให้เกิดปัญหาเกี่ยวกับการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วของวัชพืชน้้า เช่น           
จุลสาหร่าย ผักตบชวา ตะไคร้น้้า ฯลฯ เนื่องจากสารประกอบทั้งสองชนิดนี้เป็นธาตุอาหารส้าหรับ   
การเจริญเติบโต ซึ่งการเจริญเติบโตของจุลสาหร่ายและพืชในแหล่งน้้า น้าไปสู่ปัญหาการเสื่อมสภาพ  
ของคุณภาพน้้ าตามมา โดยมาตรฐานน้้ า เสียทวีปยุ โรปก้าหนดให้ปริมาณไนโตรเจนรวม                        
(Total Nitrogen: TN)  และปริมาณฟอสฟอรัสรวม (Total Phosphorus: TP)  ในน้้ า เสียที่ผ่ าน          
การบ้าบัดก่อนที่จะปล่อยสู่แหล่งน้้าธรรมชาติต้องมีปริมาณไม่เกิน 10 และ 1 mg/L ตามล้าดับ       
(ตามมาตรฐานการระบายน้้ า เ สี ยชุมชนจากการบ้ าบั ด  กรมควบคุมมล พิษ กระทรวง  
ทรัพยากรธรรมชาติและ สิ่งแวดล้อม)  
 ในระยะ 10 ปี ที่ผ่านมา มีรายงานวิจัยเกี่ยวกับการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายในน้้าเสียชุมชน             
เพ่ือลดปริมาณของสารประกอบไนโตรเจนและฟอสฟอรัส ซึ่งพบว่าภายใต้สภาวะที่เหมาะสม                 
จุลสาหร่ายสามารถเจริญเติบโตได้โดยการสังเคราะห์ด้วยแสง โดยใช้คาร์บอนไดออกไซด์ที่ละลายน้้า    
ที่อยู่ในรูปไบคาบอเนต 2-

3(CO ) เป็นแหล่งคาร์บอนร่วมกับการใช้สารประกอบไนโตรเจนอยู่ในรูป  
แอมโมเนียม 4(NH )  ไนเตรท 3(NO )  ไนไตรท์ 2(NO ) และสารประกอบฟอสฟอรัสที่อยู่ในรูป    
ออร์โธฟอสเฟต 3

4(PO )  ทั้งนี้น้้าเสียที่จะสามารถน้ามาเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายได้นั้นจะต้องมีคุณสมบัติ
ที่เหมาะสม โดยมีอัตราส่วนระหว่างธาตุอาหาร N:P เท่ากับ 16:1 โดยโมล ทั้งที่น้้าเสียชุมชนที่ผ่าน
กระบวนการบ้าบัดขั้นทุติยภูมินั้น โดยทั่วไปแล้วจะมีอัตราส่วนของสารประกอบไนโตรเจนและ
ฟอสฟอรัสอยู่ในช่วง 9 – 44 ซึ่งสามารถเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายได้ (Monfet, E. and Unc, A., 2017)  
 จุลสาหร่ายสีเขียว (Green microalgae) เป็นพืชชั้นต่้าเซลล์เดียวที่มีคลอโรฟิลล์เป็นรงควัตถุ   
(Pigment) ท้าหน้าที่ในการสังเคราะห์แสงในการเจริญเติบโต ซึ่งในการสังเคราะห์แสงนั้น จุลสาหร่าย   
เหล่านี้สามารถใช้แสงจากแหล่งธรรมชาติ เช่น ดวงอาทิตย์ และแสงสังเคราะห์ โดยที่หลอด          
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ฟลูออเรสเซนต์นั้นเป็นแหล่งพลังงานใช้คาร์บอนไดออกไซด์ซึ่งเป็นอนินทรีย์คาร์บอน เป็นแหล่ง  
คาร์บอน และสามารถใช้สารประกอบไนโตรเจน และฟอสฟอรัสที่มีอยู่ในน้้าเสีย เป็นธาตุอาหารในน้้า 
เสียได้ จุลสาหร่ายสายพันธุ์ Chlorococcum humicola นั้นเป็นจุลสาหร่ายน้้าจืดสีเขียวที่พบได้ทั่วไป 
สามารถเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว คงทนต่อสภาวะความเป็นกรด-ด่างได้ในช่วง pH 6.0-8.5 และ  
อุณหภูมิระหว่าง 28-34 oC (ศุทธินี  วรรณสุทธิวัฒน์, 2557) ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสม   
สามารถเก็บเกี่ยวเซลล์ น้ามาสกัดน้้ามันซึ่งสามารถน้ามาใช้เป็นวัตถุดิบในการเตรียมเป็นไบโอดีเซลได้   
เนื่องจากมีคุณสมบัติใกล้เคียงกับน้้ามันที่สกัดได้จากพืชชั้นสูง (Wang, H. et al., 2013) อย่างไรก็ตาม  
ข้อจ้ากัดของ Chlorococcum humicola คือ มีน้้าหนักเซลล์มากท้าให้จมตัวลงไปยังส่วนล่างของ  
ระบบการเพาะเลี้ยง ท้าให้ประสิทธิภาพการรับแสงของเซลล์ลดลง ส่งผลให้การสังเคราะห์แสง          
มีประสิทธิภ าพลดลง  ท้ า ให้ อัตราการ เจริญ เติบ โต ลดลงตามไปด้ วย  (Zhang, D.H. and                  
Lee, Y.K., 1997) ดังนั้นจึงต้องมีอุปกรณ์ช่วยให้เกิดการกวนผสมเพ่ือให้มีการแขวนลอยของเซลล์     
จุลสาหร่ายในระบบการเพาะเลี้ยง ปัจจุบันการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายสามารถท้าได้ 2 ระบบ คือ       
การเพาะเลี้ยงแบบระบบเปิด (Opened system) และการเพาะเลี้ยงแบบระบบปิด (Closed  
system)  (Grima, E.  Molina et al, 1999)  การเพาะเลี้ ยงในระบบเปิดมีข้อ เสียที่ส้ าคัญ คือ            
การปนเปื้อนจากเชื้อราและแบคทีเรียสามารถเกิดขึ้นได้ง่าย และคาร์บอนไดออกไซด์เกิดการระเหย 
ออกจากระบบสู่บรรยากาศได้มาก ส่งผลให้การถ่ายเทมวลคาร์บอนไดออกไซด์ เข้าสู่เซลล์ของ               
จุลสาหร่ายมีประสิทธิภาพต่้า ในขณะที่การเพาะเลี้ยงในระบบปิดนั้นสามารถแก้ไขปัญหาดังกล่าว     
และสามารถควบคุมอุณหภูมิในระหว่างการเพาะเลี้ยงให้เหมาะสมได้ ท้าให้สามารถก้าหนดสภาวะ    
ที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตของจุลสาหร่ายได้ง่ายกว่าการเพาะเลี้ยงในระบบเปิด  ปัจจุบันเครื่อง 
ปฏิกรณ์ชีวภาพใช้แสง (Photobioreactor: PBR) ได้ถูกน้ามาประยุกต์ใช้เพาะเลี้ยงจุลสาหร่าย       
แบบระบบปิด เนื่องจากมีโครงสร้างไม่ซับซ้อนสามารถซ่อมบ้ารุงได้ง่าย ราคาถูกและสามารถการขยาย 
ก้าลังการเพาะเลี้ยงได้ง่าย เครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพใช้แสงแบบคอลัมน์ฟอง (Bubble column  
photobioreactor: BCPBR) เป็นเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพที่มีการกวนภายใน โดยอาศัยการอัดอากาศ 
ผ่านทางหัวพ่นฟองอากาศ (Sparger) ที่ติดตั้งที่ส่วนล่างของคอลัมน์ท้าให้เกิดฟองอากาศไหลขึ้นไปยัง 
ด้านบนของคอลัมน์ เพ่ือคาร์บอนไดออกไซด์ที่อยู่ในอากาศสามารถละลายน้้าได้อย่างมีประสิทธิภาพ   
และไปพร้อมกระบวนการเติมอากาศในระบบบ้าบัดน้้าเสีย ซึ่งการกวนผสมในลักษณะเช่นนี้ยังช่วยให้  
สารประกอบไนโตรเจนและฟอสเฟตในน้้ า เสีย  สามารถถ่ายเทไปยั งเซลล์ จุลสาหร่ายได้                  
อย่างมีประสิทธิภาพเช่นกัน (Ugwu, C.U., Aoyagi, H. and Uchiyama, H., 2008)   
 จากความจ้าเป็นในการบ้าบัดน้้าเสียชุมชนก่อนที่จะปล่อยสู่แหล่งน้้ าในธรรมชาติ และ                
ความเป็นไปได้ในการน้าจุลสาหร่ายน้้าจืดสีเขียวมาใช้ในการเพ่ือลดปริมาณของสารประกอบไนโตรเจน 
และฟอสฟอรัส จึงเป็นที่มาของการโครงการวิจัยนี้ โดยจะศึกษาการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายน้้าจืดสีเขียว    
สายพันธุ์  Chlorococcum humicola ด้วยเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ BCPBR เ พ่ือหาสภาวะ           
ที่เหมาะสมส้าหรับจุลสาหร่ายในการเจริญเติบโตได้ และบ้าบัดสารประกอบไนโตรเจนและฟอสฟอรัส  
ในน้้าเสียชุมชนอย่างมีประสิทธิภาพ  
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1.2 วัตถุประสงค์ของกำรศึกษำ 
 1.2.1 เพ่ือศึกษาความหนาแน่นเริ่มต้นที่เหมาะสมของเซลล์จุลสาหร่ายน้้าจืดสีเขียวสายพันธุ์ 
Chlorococcum humicola ในการบ้าบัดน้้าเสียชุมชนสังเคราะห ์
 1.2.2 เพ่ือประเมินหาค่าพารามิ เตอร์ของจลนศาสตร์การเจริญเติบโตของจุลสาหร่าย 
สายพันธุ์ Chlorococcum humicola ที่เพาะเลี้ยงในน้้าเสียชุมชนสังเคราะห ์
 1.2.3 เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพในการก้าจัดสารประกอบไนโตรเจนและฟอสฟอรัสน้้าเสียชุมชน
สังเคราะหด์้วยจุลสาหร่ายสายพันธุ์ Chlorococcum humicola ที่เพาะเลี้ยงในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ
ใช้แสงแบบคอลัมน์ฟอง 
         
1.3 สมมุติฐำน 
 จุลสาหร่ายน้้าจืดสีเขียวสายพันธุ์ Chlorococcum humicola สามารถเจริญเติบโตได้ในน้้าเสีย 
ชุมชน สังเคราะห์โดยกระบวนการสังเคราะห์แสง ซึ่งใช้สารประกอบไนโตรเจนและฟอสฟอรัส          
ในน้้าเสียชุมชนสังเคราะห์เป็นธาตุอาหาร 
 
1.4  ขอบเขตของกำรศึกษำ 
 1.4.1 จุลสาหร่ายน้้าจืดสีเขียวที่ใช้เป็นสายพันธุ์ Chlorococcum humicola (TISTR 8551) 
จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) 
 1.4.2 น้้าเสียที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายเป็นน้้าเสียสังเคราะห์ที่มีองค์ประกอบหลัก 
ใกล้เคียงกับน้้าเสียชุมชนที่ผ่านการบ้าบัดในขั้นตอนทุติยภูมิของเมือง Arcos de la Frontera ประเทศ 
สเปน 
 1.4.3 อุณหภูมิที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายอยู่ในช่วง 25 - 34 oC และรักษาสภาพความเป็น
กรด-ด่าง ของน้้าเสียชุมชนสังเคราะห์ให้มีค่า pH อยู่ในช่วง 6.5 - 8.5 
 1.4.4  การเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายแบบกะ 14 วัน ด้าเนินการในขวดรูปชมพู่และในเครื่องปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบ BCPBR ที่มปีริมาตรน้้าเสียชุมชนสังเคราะห์ 500 mL และ 10 L ตามล้าดับ 
 1.4.5  การเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายแบบกึ่งต่อเนื่อง 24 วัน ในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ BCPBR 
ที่บรรจุน้้าเสียชุมชนสังเคราะห์ปริมาตร 10 L มีระยะเวลาเพาะเลี้ยงแบบกะใน 6 วันแรก จากนั้น
เพาะเลี้ยงโดยมีการเปลี่ยนน้้าเสียชุมชนสังเคราะห์ 3 รอบ ระยะการเพาะเลี้ยงรอบละ 6 วัน  
 1.4.6 แสงที่ใช้ในเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายได้จากหลอดฟลูออเรสเซนต์ชนิดแสงสีขาว (Cool white 
fluorescent) มีความเข้มของแสง 3,500 Lux โดยประมาณ ช่วงระยะเวลาในการให้แสงต่อมืดเท่ากับ 
12/12 hr 
 1.4.7 ความหนาแน่นเริ่มต้นของเซลล์จุลสาหร่ายมีความหนาแน่นเชิงแสง (Optical density: 
OD) ทีค่่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 nm เท่ากับ 0.1, 0.3 และ 0.5 
 1.4.8  อากาศถูกป้อนเข้าสู่ด้านล่างของเครื่องปฏิกรณ์ด้วยความเร็วผิวเท่ากับ 0.1-0.3 cm/s 
 1.4.9  พารามิเตอร์ที่วิเคราะห์ ได้แก่ ปริมาณของสารประกอบไนโตรเจนที่อยู่ในรูปของ
แอมโมเนียม (APHA, 1995) ไนเตรท และสารประกอบฟอสฟอรัส (APHA, 1998) ค่าซีโอดี (COD) 
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(AOAC, 2000) ในน้้าเสียชุมชนสังเคราะห์ น้้าหนักเซลล์แห้งและความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่าย 
(OD และสไลด์นับเซลล์) และปริมาณกรดไขมันในเซลล์จุลสาหร่าย (Isik, O. et al., 1999) 
 1.4.10  การประเมินประสิทธิภาพในการก้าจัดสารประกอบไนโตรเจนรวมและสารประกอบ
ฟอสฟอรัสในน้้าเสียชุมชนสังเคราะห์ ใช้เกณฑ์มาตรฐานของสหภาพยุโรป (European Union 
Directive 98/15/CE) โดยมีปริมาณ TN และ 3

4(PO )  น้อยกว่า 10 และ 1 mg/L ตามล้าดับ 
 
1.5  ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
 ทราบสภาวะที่เหมาะสมในการก้าจัดสารประกอบไนโตรเจน และสารประกอบฟอสฟอรัสในน้้า 
เสียชุมชน ด้วยการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายน้้าจืดสีเขียวด้วยเครื่องปฏิกรณ์ใช้แสงแบบคอลัมน์ฟอง       
ซ่ึงชุมชนทั่วไปอาจสามารถน้าไปใช้เป็นแนวทางในการบ้าบัดสารประกอบไนโตรเจน และสารประกอบ 
ฟอสเฟตก่อนปล่อยลงสู่แหลงน้้าธรรมชาติ เพ่ือลดปัจจัยที่ท้าวัชพืชเจริญเติบโตได้ดี ในแหล่งน้้า 
สาธารณะของชุมชน    



  

 

 
บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 
 น ้ำเป็นปัจจัยที่ส้ำคัญต่อกำรด้ำรงชีวิตของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด โดยปกติแล้วร่ำงกำยของคนเรำมีน ้ำ
เป็นส่วนประกอบประมำณร้อยละ 50-60 ของน ้ำหนักตัว ขึ นอยู่กับเพศและอำยุ ดังนั นกำรขำดน ้ำ    
จึงถือเป็นเรื่องที่อันตรำยอย่ำงมำก นอกจำกกำรใช้น ้ำในกำรอุปโภคและบริโภคแล้วนั น น ้ำยังจ้ำเป็น
ต่อกำรใช้ เ พ่ือท้ำกิจกรรมอ่ืน  ๆ ด้วย เช่น กำรท้ำควำมสะอำดในชีวิตประจ้ำวัน กำรผลิต                  
ในอุตสำหกรรมต่ำง ๆ เมื่อน ้ำผ่ำนกำรใช้แล้วจะมีสิ่งปนเปื้อนลงไปในน ้ำ ซึ่งน ้ำที่ผ่ำนกำรใช้จนสกปรก 
แล้วนั นจะเรียกว่ำ น ้ำเสีย เมื่อก่อนขณะที่ประชำกรยังไม่หนำแน่นมำก โรงงำนอุตสำหกรรมยังมีน้อย  
น ้ำเสียจะถูกปล่อยทิ งลงแม่น ้ำล้ำคลองที่มีน ้ำไหลผ่ำนตลอดเวลำ เพ่ือให้ควำมสกปรกเจือจำงลง      
และนอกจำกนั นยังมีพืชในน ้ำและจุลินทรีย์ที่สำมำรถดูดซับเอำสำรเคมีบำงชนิดในน ้ำเสียไปใช้ใน    
กำรด้ำรงชีวิตได้ ท้ำให้ควำมสกปรกในน ้ำเจือจำงและลดลงได้ในระดับหนึ่ง ด้วยเหตุนี ในสมัยก่อน     
จึงไม่ต้องจ้ำเป็นที่จะต้องมีกำรบ้ำบัดน ้ำเสียเพรำะมีธรรมชำติช่วยในกำรบ้ำบัดอยู่แล้ว แต่เนื่องจำก  
ในปัจจุบันมีกำรเพ่ิมขึ นของจ้ำนวนประชำกรอย่ำงรวดเร็ว กำรเกิดโรงงำนอุตสำหกรรมก็มำขึ นท้ำให้
เกิดปริมำณน ้ำเสียเพ่ิมขึ นตำมไปด้วย เมื่อสิ่งสกปรกภำยในน ้ำเพ่ิมขึ น ท้ำให้จุลินทรีย์เพ่ิมจ้ำนวนได้
อย่ำงรวดเร็วเพรำะมีอำหำรมำกเกินพอ เมื่อจุลินทรีย์ในน ้ำชนิดที่อำศัยโดยกำรใช้ออกซิเจนหำยใจ 
เพ่ิมจ้ำนวนขึ นก็จะท้ำให้ออกซิเจนที่ละลำยอยู่ในน ้ำมำกขึ นตำมไปด้วย  
 จะเห็นได้ว่ำในปัจจุบันกำรหำวิธีกำรต่ำงๆ มำเพ่ือบ้ำบัดน ้ำเสียถือเป็นเรื่องที่ส้ำคัญเป็นอย่ำงมำก 
ซึ่งโดยทั่วไปแล้วน ้ำเสียชุมชนที่ผ่ำนขั นตอนกำรบ้ำบัดทำงปฐมภูมิและทุติยภูมิ ยังคงมีสำรประกอบ
ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสเหลืออยู่ เมื่อปลดปล่อยน ้ำเสียที่ผ่ำนกำรบ้ำบัดนี ลงในแหล่งน ้ำสำธำรณะ    
จะท้ำให้ เกิดผลกระทบต่อสิ่ งแวดล้อม เช่น กำรเจริญเติบโตของวัช พืชน ้ ำและสำหร่ ำย                      
ซึ่งใช้สำรประกอบไนโตรเจนและฟอสฟอรัสเป็นธำตุอำหำรในกำรเจริญเติบโต โดยกระบวนกำร
สังเครำะห์แสง ปัจจุบันได้มีกำรศึกษำกำรก้ำจัดสำรประกอบไนโตรเจนและฟอสฟอรัสโดยใช้วิธีกำร
ทำงชีวภำพ โดยน้ำน ้ำเสียชุมชนมำใช้ในกำรเลี ยงจุลสำหร่ำยที่มีศักยภำพในเชิงเศรษฐกิจ เช่น         
จุลสำหร่ำยที่สำมำรถผลิตน ้ำมันสะสมไว้ภำยในเซลล์ ซึ่งน ้ำมันที่สกัดได้นี มีควำมเหมำะสมที่จะไปใช้   
เป็นสำรตั งต้นในกำรผลิตเป็นเชื อเพลิงหรือพลังงำนชีวภำพ เช่น ไบโอดีเซล หรือภำยใต้สภำวะ       
กำรเพำะเลี ยงที่เหมำะสมสำมำรถกระตุ้นให้จุลสำหร่ำยผลิตสะสมสำรประกอบภำยในเซลล์ที่สำมำรถ 
น้ำมำสกัดเป็นอำหำรสัตว์ สำรอำหำรเสริม สุขภำพ ฯลฯ  
 
2.1 น ้าเสียที่สามารถน้ามาเพาะเลี ยงจุลสาหร่าย 
 น ้ำเสียในแต่ละแหล่งมีคุณสมบัติและคุณลักษณะที่แตกต่ำงกันขึ นกับลักษณะกำรใช้ งำน 
โดยทั่วไปแล้วมีสำรประกอบไนโตรเจนและฟอสฟอรัสปริมำณมำกเพียงพอที่จะก่อให้เกิดมลภำวะ   
ต่อสิ่งแวดล้อม ดังนั นจึงจ้ำเป็นต้องด้ำเนินกำรกำรลดปริมำณสำรประกอบไนโตรเจนและฟอสฟอรัส
ก่อนที่จะปล่อยลงสู่แหล่งน ้ำธรรมชำติ ปัจจุบันกำรลดปริมำณสำรประกอบไนโตรเจนและฟอสฟอรัส  
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สำมำรถท้ำไดห้ลำยวิธี เช่น กำรดูดซับโดยใช้ตัวกลำงสังเครำะห์หรือกำรดูดซับด้วยพืช กำรท้ำให้ระเหย 
เป็นไอ กำรท้ำให้เกิดปฏิกิริยำไนติฟิเคชัน และดีไนตริฟิเคชัน ฯลฯ วิธีเหล่ำนี มีค่ำใช้จ่ำยสูงและ     
ควำมซับซ้อนและไม่สำมำรถลดปริมำณสำรประกอบไนโตรเจนและฟอสฟอรัสได้ในขั นตอน           
หรือกระบวนกำรเดียว ในขณะที่กำรบ้ำบัดโดยวิธีทำงชีวภำพด้วยกำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำยนั น  
สำมำรถลดสำรประกอบไนโตรเจนและฟอสฟอรัสได้ในขั นตอนเดียวถ้ำจุลสำหร่ำยสำมำรถเจริญเติบโต 
ได้ในน ้ำเสียที่น้ำมำใช้เป็นสำรอำหำรเหลว และสำหร่ำยถือได้ว่ำเป็นกลุ่มสิ่งมีชีวิตที่มีควำมหลำกหลำย  
พบแพร่กระจำยอยู่ทั่วไปตำมแหล่งธรรมชำติ สำมำรถใช้ชีวิตได้ทั งแหล่งน ้ำจืด น ้ำกร่อย และน ้ำเค็ม  
ซึ่งสำหร่ำยสำมำรถเจริญเติบโตได้ทั งในทะเล มหำสมุทร นอกจำกนี ยังสำมำรถพบสำหร่ำยได้           
ทุกหนแห่งที่มีควำมชื น เช่น ในดิน หิมะ หรือในน ้ำพุร้อน เป็นต้น  
 จุลสำหร่ำยมีหลำกหลำยสำยพันธุ์ในปัจจุบัน โดยทั่วไปแล้วกำรเจริญเติบโตของจุลสำหร่ำยต้องใช้ 
กระบวนกำรสังเครำะห์แสง และใช้อนินทรีย์คำร์บอนเป็นแหล่งคำร์บอน ซึ่งได้จำก CO2 ที่ละลำย     
ในน ้ำ ในรูปไบคำร์บอเนต และใช้ธำตุอำหำรไนโตรเจนและฟอสฟอรัสจำกที่มีอยู่ในน ้ำเสีย (Tam and  
Wong, 1990; Arbib et al., 2013) ซึ่งอัตรำส่วนของธำตุอำหำรไนโตรเจนรวมต่อฟอสฟอรัสรวม  
(TN:TP) ในสำรอำหำรที่เหมำะสมส้ำหรับกำรกำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำยนั นควรมีเท่ำกับ 16:1 โดยโมล  
(Monfet and Unc, 2017) ตำรำงที่ 2.1 แสดงให้เห็นถึงอัตรำส่วนของ TN:TP ในน ้ำเสียหลำยชนิด  
ซึ่งจะพบว่ำในน ้ำเสียชุมชนที่ผ่ำนกำรบ้ำบัดในขั นปฐมภูมิและทุติยภูมิ ซึ่งจะพบว่ำมีอัตรำส่วนของ  
TN:TP โดยรวมเท่ำกับ 12.6 - 25 และ 6.8 - 132.2 โดยโมล ตำมล้ำดับ โดยไนโตรเจนนั นอยู่ในรูป 
แอมโมเนีย 4(NH )  ไนเตรท 3(NO )  และไนไตรท์ 2(NO )  ซึ่ งใน 3 รูปนี  4(NH )  มีปริมำณ            
ที่มำกกว่ำ 2 รูปที่เหลือ ในขณะที่ฟอสฟอรัสจะอยู่ในรูปออโธฟอสเฟต 3

4(PO )  ซึ่งสำมำรถน้ำมำใช้ใน             
กำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำย ทั งนี จุลสำหร่ำยสำมำรถน้ำไนโตรเจนที่อยู่ในรูป 4(NH )  ไปใช้ได้ดีที่สุด           
เมื่อเปรียบเทียบกับ 3(NO )  และ 2(NO )  อย่ำงไรก็ตำมกำรที่มีปริมำณแอมโมเนียมำกเกินไป           
จะท้ำให้ เกิดกำรยับยั งหรือขัดขวำงกำรสังเครำะห์แสง  (Ammonia inhibit photosynthesis)          
ซึ่งเป็นพิษต่อจุลสำหร่ำย โดยทั่วไปแล้วถ้ำแอมโมเนียอิสระ (Free ammonia) มีปริมำณหรือ       
ควำมเข้มข้นที่มำกกว่ำ 1.2 - 2.0 M และน ้ำเสียมี pH มำกกว่ำ 8 นั นจะเป็นพิษต่อจุลสำหร่ำย      
(Azov, Y. and Goldman, .Joel C, 1982) ดังนั นน ้ำเสียที่มีปริมำณแอมโมเนียค่อนข้ำงสูง เช่น ในน ้ำ 
เสียชุมชนที่ ไม่ยังผ่ำนกำรบ้ำบัดปฐมภูมิและทุติยภูมิ  น ้ ำเสียจำกฟำร์มปศุสัต ว์  และน ้ำเสีย               
จำกอุตสำหกรรมอำหำรนั น พบว่ำมีแนวโน้มที่จะเป็นพิษต่อจุลสำหร่ำยถ้ำไม่มีกำรควบคุม pH ให้มีค่ำ 
ต่้ำกว่ำ 8 ดังนั นน ้ำเสียที่ไม่ผ่ำนกำรบ้ำบัดหรือผ่ำนกำรเจือจำงจึงไม่เหมำะสมในกำรน้ำมำเพำะเลี ยง  
สำหร่ำย หรือกล่ำวได้ อีกอย่ำงคือกำรบ้ำบัดน ้ำเสียโดยกำรน้ำมำเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำยนั น               
ควรด้ำเนินกำรในขั นตอนสุดท้ำย และต้องมีกำรเก็บเกี่ยวจุลสำหร่ำยออกก่อนที่จะปล่อยน ้ำเสียลงสู่
แหล่งธรรมชำติ   
 
2.2  จุลสาหร่ายสายพันธุ์ Chlorococcum humicola 
 จุลสำหร่ำยเป็นสิ่งที่มีชีวิตชั นต่้ำเซลล์เดียว มีขนำดเล็กมำกตั งแต่ 0.5 µm จนถึงขนำดใหญ่  
สำมำรถมองเห็นโครงสร้ำงของเซลล์ได้โดยใช้กล้องจุลทรรศน์ไม่มีส่วนที่เป็นรำก ล้ำต้น และใบ      
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อย่ำงแท้จริง จุลสำหร่ำยที่อยู่ในดิวิชันคลอโรไฟตำ (Division Chlorophyta) มีคลอโรพลำสต์          
ซึ่ งประกอบไปด้วยด้วยรงควัตถุชนิดคลอโรฟิลล์  เอ (Chlorophyll a)  และคลอโรฟิลล์  บี  
(Chlorophyll b) มำกกว่ำคลอโรฟิลล์ชนิดอื่น ๆ ท้ำให้จุลสำหร่ำยมีลักษณะมีสีเขียว จุลสำหร่ำยแต่ละ
ชนิดมีรูปแบบกำรเจริญเติบโตที่แตกต่ำงกันขึ นกับสภำวะแวดล้อม ทั งนี ยังขึ นอยู่กับอุณหภูมิของแหล่ง
น ้ำควำมเข้มของแสงและปริมำณของสำรอำหำรที่ได้รับ ปัจจุบันมีกำรน้ำจุลสำหร่ำยสีเขียวหลำย   
สำยพันธุ์มำเพำะเลี ยงในน ้ำเสีย เพ่ือลดปริมำณสำรประกอบไนโตรเจนและฟอสฟอรัส โดยพบว่ำ     
จุลสำหร่ำย สำยพันธุ์ Chlorococcum humicola นั นเป็นหนึ่งในสำยพันธุ์ที่มีคุณลักษณะเหมำะสม 
เนื่องจำก เจริญเติบโตได้อย่ำงรวดเร็ว ทนต่อกำรเปลี่ยนแปลงสภำวะแวดล้อมได้ดี โดยเฉพำะ     
ควำมเป็นกรด-ด่ำง  (pH 6.5 - 8.5) และอุณหภูมิในช่วงกว้ำง 28 - 32 oC นอกจำกนี แล้วกำรเก็บเซลล์
ท้ำได้ง่ำย เนื่องจำกเซลล์มีน ้ำหนักมำกท้ำให้จมตัว อย่ำงไรก็ตำมในระหว่ำงกำรเพำะเลี ยงนั น 
จ้ำเป็นต้องติดตั งอุปกรณ์ เพ่ิมเติมเพ่ือช่วยให้เซลล์มีกำรฟุ้งกระจำยตัวแขวนลอยอยู่ในระบบ       
(ศุทธินี  วรรณสุทธิวัฒน์, 2557) 
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ภาพที่ 2.1  ลักษณะของคลอโรพลาสต์และเยื อหุ้มชั นนอกและชั นใน  
     ที่มา: Chris, D. Thomas et al. (2004); Klochkova, T.A. et al.  
      (2006) 
 
 จุลสำหร่ำยคลอโรคอคคัมเป็นจุลสำหร่ำยน ้ำจืดไม่สำมำรถเคลื่อนที่ได้เอง เจริญเติบโตอยู่ใน      
น ้ำตื นหรือน ้ำลึกที่แสงส่องถึง บำงชนิดสำมำรถขึ นบนก้อนหิน ทรำย และพืช บำงชนิดพบอยู่ในหิมะ 
หรือน ้ำแข็ง จุลสำหร่ำยคลอโรคอคคัมมีขนำดเซลล์ประมำณ 7.8-15.2 nm (Klochova, T.A. et al.,  
2006) ในสภำวะปกติจะพบเป็นเซลล์เดียวแต่อำจพบว่ำอยู่รวมกันหลำยเซลล์เป็นกลุ่มโคโลนีเล็ก ๆ  
ประกอบไปด้วย 2 - 4 เซลล์ เซลล์ของจุลสำหร่ำยคลอโรคอคคัมมีรูปร่ำงเป็นทรงกลมคล้ำยไข่ ภำยใน 
เซลล์มีองค์ประกอบส่วนใหญ่เป็นคลอโรพลำสต์ซึ่งมีเยื่อหุ้มสองชั น ประกอบด้วยเยื่อหุ้มชั นนอกและ
ชั นในดังแสดงในภำพที่ 2.1 ซึ่งมีกำรม้วนตัวภำยในเยื่อหุ้มชั นในท้ำให้ระบบเยื่อมีควำมซับซ้อน       
โดยเยื่อหุ้มมีไทลำคอยด์ (Thylakoid) ซึ่งมีลักษณะเป็นทรงกลมแบนวำงทับกันในแนวตั ง โดยแต่ละตั ง 
เรียกว่ำ กรำนัม (Granum) ซึ่งในระหว่ำงกรำนัมเชื่อมกันด้วยเยื่อเรียกว่ำสโตรมำลำเมลลำ      
(Stroma-lamella) บริเวณที่ไม่มีเยื่อภำยในคลอโรพลำสต์เรียกว่ำสโตรมำ (Stroma) ประกอบด้วย
โปรตีนและเอนไซม์ท้ำหน้ำที่ยึดจับคำร์บอนไดออกไซด์ ส่วนเยื่อภำยในไทลำคอยด์นั นประกอบด้วย 
โปรตีนและแคโรทีนนอยด์ ภำยในเซลล์ของจุลสำหร่ำยคลอโรคอคคัมยังมีส่วนที่เป็นไพรีนอยด์จ้ำนวน 
หนึ่งหรือมำกกว่ำหนึ่งอัน ท้ำหน้ำที่สะสมอำหำร (ยุวดี  พีรพรพิศำล, 2546; ศุทธินี  วรรณสุทธิวัฒน์, 
2557) 
 
2.3 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตของจุลสาหร่าย 
 2.3.1 ไนโตรเจน  
  ไนโตรเจนเป็นธำตุอำหำรที่มีควำมส้ำคัญต่อกำรเจริญเติบโตของจุลสำหร่ำย โดยเฉพำะ 
ในกำรใช้สังเครำะห์กรดอะมิโน (Amino acid) และโปรตีน (Protein) ซึ่งจะมีปริมำณถึง 1 ใน 8 หรือ  
1 ใน 6 ของน ้ำหนักจุลสำหร่ำย ถ้ำขำดไนโตรเจน จุลสำหร่ำยจะไม่สำมำรถเจริญเติบโตได้              
โดยจุลสำหร่ำยใช้ไนโตรเจนได้หลำยรูป เช่น 

4NH , 

3NO และ 

2NO  และยังพบว่ำมีจุลสำหร่ำย       
หลำยสำยพันธุ์ที่สำมำรถใช้สำรประกอบไนโตรเจนที่ละลำยน ้ำ เช่น ยูเรีย (Urea) กรดอะมิโนอิสระ  
(Free amino acid) และเปปไทด์ (Peptides) ไนโตรเจนเป็นธำตุอำหำรส้ำคัญซ่ึงจุลสำหร่ำยขำดไม่ได้       
โดยปริมำณต่้ำสุดในเซลล์จุลสำหร่ำย คือ ร้อยละ 3-4 ของน ้ำหนักแห้ง จุลสำหร่ำยจะดูดซึม 
แอมโมเนียมไปใช้ก่อน เมื่อปริมำณของแอมโมเนียมลดลงจึงใช้ไนเตรทและไนไตรท์  โดยกำรลด 
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ออกซิเจนเพ่ือเปลี่ยนรูปเป็นแอมโมเนียม โดยใช้เอนไซม์ไนเตรท-ไนไตรท์รีดักเตส (Nitrate-nitrite  
reductase) จึงจะสำมำรถน้ำไปใช้ได้  
 2.3.2  ฟอสฟอรัส  
  ฟอสฟอรัส เป็นส่วนประกอบของกรดนิวคลี อิค  (Nucleic acid)  และอะดี โนซีน                      
ไตรฟอสเฟต (Adenosinetriphosphate: ATP)  ในน ้ ำนั นฟอสฟอรัสมักอยู่ ในรูปที่ออกซิไดซ์     
(oxidized state) หรือในรูปอนินทรีย์ฟอสฟอรัส (Inorganic orthophosphate ion, 2-

4HPO และ   
-

2 4H PO  หรืออินทรีย์สำรซึ่งเป็นแหล่งให้ฟอสฟอรัสในแหล่งน ้ำ ฟอสเฟตที่ละลำยน ้ำ (Dissolved  
phosphate) นั นได้จำกกระบวนกำรทำงเคมีที่มีกำรปลดปล่อยฟอสฟอรัสที่ยึดติดกับดินมำสู่แหล่งน ้ำ  
ซึ่งมีค่ำระหว่ำง 0.1-1,000 µg/L ฟอสฟอรัสมีอยู่ในรูปของอิออนที่ละลำยน ้ำ คือ 2-

4HPO , -
2 4H PO  

และ 3-
4PO  ซึ่งค่ำฟอสฟอรัสโดยรวม (Total phosphorus: TP) หมำยถึงปริมำณฟอสฟอรัสที่มีในน ้ำ

ทั งหมด โดยจุลสำหร่ำยหลำยชนิดสำมำรถใช้สำรประกอบอินทรีย์ฟอสฟอรัสได้โดยกำรผลิตเอนไซม์ 
Alkaline phosphatase ช่วยในกำรดึงฟอสเฟตที่ละลำยน ้ำ (Soluble reactive phosphorus: SRP) 
ออกมำใช้ ซึ่งกำรสร้ำงเอนไซม์ชนิดนี จะเกิดขึ นภำยใต้สภำวะแวดล้อมที่มีควำมเข้มข้นของออร์โธ
ฟอสเฟตน้อย ในขณะเดียวกันถ้ำน ้ำมีค่ำ pH สูง (สภำวะที่เป็นด่ำง) จะท้ำให้ฟอสฟอรัสอยู่ในรูปของ
เกลือ ซึ่งจุลสำหร่ำยไม่สำมำรถน้ำไปใช้ได้ กำรเพำะลี ยงจุลสำหร่ำยนั นมีควำมจ้ำเป็นต้องใช้ฟอสฟอรัส
ในปริมำณท่ีต่ำงกันตำมชนิดและสภำพแวดล้อม  
 2.3.3  คาร์บอน  
  จุลสำหร่ำยใช้คำร์บอนซึ่งได้จำกคำร์บอนไดออกไซด์ในอำกำศที่ละลำยอยู่ในน ้ำในรูปของ 
กรดคำร์บอนิค 2 3(H CO )  และแตกตัวเป็นคำร์บอเนต 2

3(CO )  และไบคำร์บอเนตอิออน -
3(HCO )   

คำร์บอนที่สำหร่ำยตรึงไว้ในกระบวนกำรสังเครำะห์ด้วยแสงจะมีปริมำณร้อยละ 50-70 ของน ้ำหนัก 
แห้ง 
 2.3.4  แสง  
  แสงเป็นปัจจัยส้ำคัญต่อกำรเจริญเติบโตของจุลสำหร่ำยในกำรสังเครำะห์แสง เพ่ือเปลี่ยน  
คำร์บอนไดออกไซด์เป็นไปสำรประกอบอินทรีย์ กำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำยสำมำรถใช้แสงได้            
จำก 2 แหล่ง คือ แสงจำกแหล่งธรรมชำติ เช่น ดวงอำทิตย์ และแสงจำกแหล่งสังเครำะห์ เช่น  
หลอดไฟ กรณีหลังนี ควรใช้แสงจำกหลอดฟลูออเรสเซนส์ เนื่องจำกแสงที่ปลดปล่อยออกมำมีอุณหภูมิ  
ไม่สูงเมื่อเปรียบเทียบกับแสงจำกหลอดไฟชนิดอ่ืน ๆ โดยควำมเข้มของแสงมีผลต่อกำรเจริญเติบโต         
ของจุลสำหร่ำย นอกจำกนี แล้วกำรควบคุมช่วงเวลำในกำรให้แสงสลับกับกำรหยุดให้แสงจะส่งผลให้   
จุลสำหร่ำยเจริญเติบโตได้ดีกว่ำกำรให้แสงตลอดเวลำ โดยช่วงแสงสว่ำงที่นิยมใช้คือ 16 ชั่วโมง และ  
ช่วงมืด 8 ชั่วโมง (ยุวดี  พีรพรพิศำล และคณะ, 2554) 
 2.3.5  อุณหภูมิ  
  อุณหภูมิเป็นปัจจัยส้ำคัญอีกประกำรหนึ่งที่มีผลต่อกำรเกิดปฏิกิริยำต่ำง ๆ ภำยในเซลล์   
จุลสำหร่ำยและกำรท้ำงำนของเอนไซม์ในโครงสร้ำงและองค์ประกอบต่ำง  ๆ ของเซลล์จุลสำหร่ำย               
ซึ่งส่งผลกระทบต่อกำรเจริญเติบโตและปริมำณน ้ำมันในเซลล์จุลสำหร่ำย อุณหภูมิที่เหมำะสมในกำร  
เพำะเลี ยงนั นขึ นอยู่กับจุลสำหร่ำยแต่ละสำยพันธุ์  โดยทั่ ว ไปแล้ว อุณหภูมิที่ เหมำะสมต่อ                  
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กำรเจริญเติบโตของจุลสำหร่ำยสีเขียว (ผกำวดี  แก้วกันเนตร, วรวุฒิ  จุฬำลักษณำนุกูล และ Alec E.  
James, 2552) 
 2.3.6  การกวน  
  กำรกวนเป็นปัจจัยส้ำคัญและจ้ำเป็นอย่ำงมำกในกำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำยเนื่องจำก     
ช่วยให้สำหร่ำยที่ถูกบดบังอยู่ในบริเวณด้ำนในและด้ำนล่ำงของระบบมีโอกำสได้รับแสง และช่วยเพ่ิม 
กำรละลำยของ 2CO  ซึ่งอยู่ในอำกำศเข้ำสู่เฟสของเหลวตัวกลำงในระบบ นอกจำกนี ยังช่วยท้ำให้       
เกิดกำรไหลหมุนเวียนของจุลสำหร่ำย  ท้ำ ให้มี โอกำสสัมผัสกับสำรอำหำรได้อย่ ำงทั่ วถึ ง                    
ลดกำรตกตะกอนของสำหร่ำย ลดกำรสะสมของออกซิเจนในระบบ และป้องกันไม่ให้เกิดกำรยับยั ง           
กำรสงเครำะห์แสง 
 2.3.7  ความเป็นกรด-ด่าง  
  ค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง มีผลต่อระดับของ 2CO  ที่ละลำยในสำรอำหำรโดยจำก 2CO       
ไปอยู่ในรูป -

3HCO และ 2 3H CO  กำรมีปริมำณของ 2CO ละลำยเพ่ิมขึ นในสำรอำหำรนั นจะส่งผลให้  
จุลสำหร่ำยสำมำรถเจริญเติบโตได้ดีขึ น นอกจำกนี แล้วยังส่งผลต่อค่ำไนโตรเจน เมื่อมีค่ำควำมเป็นกรด  
ด่ำงมำกกว่ำ 8 จะท้ำให้เกิดควำมเป็นพิษต่อจุลสำหร่ำยได้ รวมถึงส่งผลต่อค่ำฟอสฟอรัส เมื่อมีค่ำ pH 
สูงจะท้ำให้ฟอสฟอรัสอยู่ในรูปของเกลือซึ่งจุลสำหร่ำยไม่สำมำรถน้ำไปใช้ได้    
 
2.4  ระบบเพาะเลี ยง 
 กำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำยจ้ำเป็นต้องมีน ้ำ แสงแดด สำรอำหำรและคำร์บอนไดออกไซด์เพ่ือใช้ใน
กำรเจริญเติบโตเหมือน พืชชนิดอ่ืน ๆ จุลสำหร่ำยสำมำรถเจริญโตได้ดีในพื นที่ที่มีอำกำศร้อนและมี
แสงแดดมำกดังนั นประเทศไทยจึงเหมำะต่อกำรเลี ยงจุลสำหร่ำย กำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำยสำมำรถ
แบ่งได้เป็น 2 ประเภทคือ กำรเพำะเลี ยงในระบบเปิดและระบบปิด 
 กำรเพำะเลี ยงในระบบเปิดเป็นวิธีกำรเลี ยงสำหร่ำยแบบธรรมชำติหรือกลำงแจ้ง เช่น เลี ยงในบ่อ 
น ้ำ คลอง และในรำง เป็นต้น กำรเลี ยงจุลสำหร่ำยโดยวิธีนี ยำกต่อกำรดูแล โดยเฉพำะกำรปนเปื้อน 
ของบ่อน ้ำ (เช่น แบคทีเรีย ที่มีผลกระทบต่อกำรเติบโตของสำหร่ำย) และกำรควบคุมอุณหภูมิ           
ที่เหมำะสมต่อกำรเจริญเติบโตของจุลสำหร่ำย  
 กำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำยในระบบปิดเป็นกำรเพำะเลี ยงที่สำมำรถควบคุม อุณหภูมิ และ 
สิ่งปนเปื้อนได้ง่ำย อีกทั งยังสำมำรถพัฒนำและออกแบบให้อยู่ในช่วงที่สำหร่ำยสำมำรถเจริญเติบโตได้
ดีที่สุด นอกจำกนี กำรเพำะเลี ยงระบบปิดสำมำรถตั งใกล้กับโรงงำนที่ปล่อยก๊ำซคำร์บอนไดออกไซด์
เพ่ือน้ำก๊ำซคำร์บอนไดออกไซด์มำใช้ในกระบวนกำรสังเครำะห์แสงของสำหร่ำย 
 ปัจจุบันมีกำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำยในระบบเปิดแบบรำงคู่และระบบปิดโดยใช้เครื่องปฏิกรณ์ 
ชีวภำพใช้แสง (Grima, E. Molina et al., 1999) ซึ่งทั ง 2 ระบบ ก็มีข้อดีและข้อจ้ำกัดที่แตกต่ำงกัน  
โดยระบบเปิดแบบรำงคู่มีข้อจ้ำกัดคือใช้พื นที่ในกำรก่อสร้ำงมำก มีกำรปนเปื้อนจำกสิ่งแวดล้อมได้ง่ำย  
ท้ำให้มีจุลสำหร่ำยบำงสำยพันธุ์เท่ำนั นที่เจริญเติบโตได้ นอกจำกนี แล้วกำรกวนผสม กำรรับแสงและ 
กำรดูดซึม 2CO  นั นประสิทธิภำพต่้ำ ในขณะที่ 2CO  มีควำมส้ำคัญต่อกำรเจริญเติบโตของจุลสำหร่ำย        
ท้ำให้ควบคุมสภำวะกำรเพำะเลี ยงที่เหมำะสมได้ยำก อย่ำงไรก็ตำมข้อดีของระบบนี  คือ มีต้นทุนต่้ำ   
ง่ำยต่อกำรท้ำควำมสะอำด ใช้พลังงำนต่้ำ ข้อดีของกำรเพำะเลี ยงในระบบปิดโดยใช้เครื่องปฏิกรณ์  
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ชีวภำพใช้แสง คือ ต้องกำรพื นที่ในกำรก่อสร้ำงน้อยเพรำะเป็นลักษณะเป็นคอลัมน์ มีกำรปนเปื้อนน้อย  
สำมำรถควบคุมสภำวะได้ง่ำย มีกำรกวนผสมอย่ำงสมบูรณ์ตลอดทั งเครื่องปฏิกรณ์ มีแรงเฉือนน้อย  
ช่วยลดควำมเสียหำยแก่เซลล์จุลสำหร่ำย มีกำรถ่ำยเทมวลสำรสูงและใช้พลังงำนต่้ำ ข้อจ้ำกดั คือ รำคำ 
สูงกว่ำเมื่อเปรียบเทียบกับระบบเปิด กำรขยำยขนำดเพำะเลี ยงจะท้ำให้พื นที่ รับแสงลดลง ต้องใช้วัสดุ 
ที่มีควำมพิเศษในกำรสร้ำง  
 2.4.1 การเพาะเลี ยงจุลสาหร่ายโดยแบ่งตามสภาวะการเพาะเลี ยง 
  กำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำยสำมำรถแบ่งตำมสภำวะกำรเพำะเลี ยงเป็น 3 แบบ ได้แก่  
  2.4.1.1 กำรเพำะเลี ยงภำยใต้สภำวะแบบออโตโทรฟิค (Autotrophic cultivation)   
เป็นกำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำยที่ใช้แสงและก๊ำซคำร์บอนไดออกไซด์จำกธรรมชำติเป็นหลักในกำร  
เจริญเติบโตและสังเครำะห์สำรชีวมวลต่ำง ๆ หรือ คือกำรใช้อนินทรีย์คำร์บอนเป็นแหล่งพลังงำน  
  2.4.1.2 กำรเพำะเลี ย งภำยใต้สภำวะแบบเฮทเทอโรโทรฟิค (Heterotrophic 
cultivation) เป็นกำรเพำะเลี ยงสำหร่ำยโดยใช้สำรประกอบอินทรีย์ เช่น กลูโคส ซูโครส หรือ
กำกน ้ำตำล เป็นแหล่งคำร์บอนและพลังงำน ซึ่งจะเพำะเลี ยงในที่ท่ีไม่มีแสงหรือในที่มืดตลอดเวลำ  
  2.4.1.3 กำรเพำะเลี ยงภำยใต้สภำวะแบบมิกโซโทรฟิค (Mixotrophic cultivation) เป็น
กำรเพำะเลี ยงสำหร่ำยโดยใช้ สำรประกอบอินทรีย์คำร์บอนและแสงเป็นแหล่งคำร์บอน และแหล่ง
พลังงำน โดยแสงที่ใช้อำจเป็นแสงจำก ธรรมชำติหรือจำกหลอดไฟ ภำยในระยะที่เหมำะสม 
 2.4.2 การเพาะเลี ยงจุลสาหร่ายโดยแบ่งตามรูปแบบการให้สารอาหาร 
  กำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำยยังสำมำรถแบ่งตำมรูปแบบกำรให้สำรอำหำรมี 4 แบบ คือ  
  2.4.2.1 กำรเพำะเลี ยงแบบกะ (Batch cultivation) มีกำรเติมสำรอำหำรที่เวลำเริ่มต้น  
กำรเพำะเลี ยงเพียงครั งเดียวและไม่มีกำรเติมสำรอำหำรเพ่ิมเติมเข้ำไปในระบบใน ระหว่ำง              
กำรเพำะเลี ยง 
  2.4.2.2 กำรเพำะเลี ยงแบบป้อนกะ (Fed-batch cultivation) มีกำรเติมสำรอำหำร   
ลงไปในระหว่ำงกำรเพำะเลี ยง เพ่ือรักษำระดับสำรอำหำรให้มีควำมควำมเข้มข้นคงท่ี 
  2.4.2.3 กำรเพรำะเลี ยงแบบกึ่งต่อเนื่อง (Semi-continuous cultivation) เป็นกำร 
เพำะเลี ยงแบบกะในระยะแรกจนกระทั่งจุลสำหร่ำยอยู่ในช่วงกำรเจริญเติบโตแบบทวีคูณ จำกนั นจึง 
ท้ำกำรเก็บเกี่ยวเซลล์จุลสำหร่ำย โดยเทสำรอำหำรเหลวที่มีเซลล์จุลสำหร่ำยอยู่ด้วยออกจำกระบบ  
ร้อยละ 50 ของปริมำตรเริ่มต้น จำกนั นเติมอำหำรใหม่ลงไปให้มีปริมำตรเท่ำเดิม ท้ำกำรเพำะเลี ยง 
ต่อไป 
  2.4.2.4 กำรเพำะเลี ยงแบบต่อเนื่อง (Continuous cultivation) มีกำรป้อนสำรเข้ำและ
ดึงสำรออกจำกเครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพตลอดระยะเวลำที่ท้ำกำรเพำะเลี ยง 
  จำกรูปแบบเพำะเลี ยงที่ได้กล่ำวถึงในข้ำงต้นพบว่ำกำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำยแบบระบบ
ปิดโดยใช้เครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพเชิงแสงภำยใต้สภำวะแบบกะนั น ในเบื องต้นพบว่ำมีควำมเหมำะสมกับ
งำนวิจัยนี มำกสุดเนื่องจำกลดกำรปนเปื้อน และสำมำรถควบคุมสภำวะต่ำง  ๆ ได้ง่ำย กำรให้  
สำรอำหำร (น ้ำเสียสังเครำะห์) ที่เวลำเริ่มต้นเพียงครั งเดียวโดยไม่มีกำรเติมสำรอำหำรลงไปเพ่ิมท้ำให้  
ทรำบว่ำจุลสำหร่ำยที่ท้ำเพำะเลี ยงสำมำรถลดสำรประกอบไนโตรเจนและฟอสฟอรัสได้มำกน้อยเท่ำไร       
อย่ำงไรก็ตำมกำรที่จะสำมำรถลดสำรประกอบไนโตรเจนและฟอสฟอรัสได้ดี มำกน้อยเพียงใด                 
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ยังขึ นกับชนิดของเครื่องปฏิกรณ์ที่เลือกใช้ที่จะท้ำให้จุลสำหร่ำยแขวนลอยในระบบด้วย ตำรำงที่ 2.2     
แสดงให้เห็นถึงข้อดีและข้อจ้ำกัดของเครื่องปฏิกรณ์ทั ง 3 แบบ ที่นิยมใช้ในกำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำย 
  เครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพใช้แสงแบบคอลัมน์นั นเป็นเครื่องปฏิกรณ์ที่ไม่ใช้กำรกวนผสมเชิงกล   
ซึ่งกำรกวนผสมจะเกิดขึ นจำกกำรป้อนอำกำศเข้ำสู่ของเหลวที่เป็นตัวกลำงโดยใช้หัวพ่นฟองอำกำศ   
เป็นตัวกระจำยซึ่งจะอยู่ที่ก้นของเครื่องปฏิกรณ์ ซึ่งกำรไหลของของเหลวในตัวกลำงภำยในเครื่อง  
ปฏิกรณ์จะเป็นแบบไร้ทิศทำงดังแสดงในภำพที่ 2.2 แต่เมื่อมีจ้ำนวนเซลล์จุลสำหร่ำยมำกขึ น            
ท้ำให้จ้ำเป็นต้องเพ่ิมอัตรำกำรไหลของอำกำศเข้ำสู่เครื่องปฏิกรณ์  หรือท้ำกำรเก็บเกี่ยวสำหร่ำย     
ออกจำกระบบ  เ พ่ือท้ ำ ให้ เซลล์ จุ ลสำหร่ ำยสำมำรถแขวนลอยในของ เหลวตั วกลำงได้                      
อย่ำงมีประสิทธิภำพ ซึ่งกำรกวนผสมที่ดียังช่วยให้สำรอำหำรกระจำยตัวอย่ำงทั่วถึงทุกบริเวณในเครื่อง 
ปฏิกรณ์ ลดกำรเกิดชั นควำมร้อน เพ่ิมประสิทธิภำพในกำรถ่ำยเทมวลของคำร์บอนไดออกไซด์ที่อยู่ใน 
ฟองอำกำศเข้ำสู่ของเหลวตัวกลำงได้ดี และลดสภำวะกำรยับยั งกำรสังเครำะห์แสงซึ่งเกิดจำก         
กำรเพ่ิมขึ นของเซลล์สำหร่ำยท้ำให้เกิดกำรบดบังแสง และท้ำให้สำหร่ำยบำงส่วนได้รับแสงที่มี       
ควำมเข้มมำกเกินควำมต้องกำร ท้ำให้สำหร่ำยตำยได้ (Javanmardian, Minoo and Palsson,  
Bernhard O., 1991) ซึ่งปัญหำที่พบในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพแบบคอลัมน์ฟองที่มีเส้นผ่ำศูนย์กลำง 
ขนำดใหญ่คือมักจะเกิดกำรบดบังของแสงท้ำให้เกิดส่วนที่แสงส่องถึง  และส่วนที่แสงส่องไม่ถึง   
(Ugwu, C.U., Ogbonna, J.C. and Tanaka, H., 2005) 
 
ตารางท่ี 2.2  ข้อดีและข้อจ้ากัดของการเพาะเลี ยงสาหร่ายในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพแบบต่าง ๆ 
 

ระบบการเพาะเลี ยง ข้อดี ข้อจ้ากัด 
เครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพ 
ใช้แสงแบบท่อ  

- มีพื นท่ีรับแสงมำก 
- รำคำก่อสร้ำงไม่แพง 
- เหมำะกับกำรเพำะเลี ยงกลำงแจ้ง 
- ให้ผลผลิตมวลเซลล์สูง 

- มีสำหร่ำยเกำะติดผนังท่อ 
- ต้องกำรพื นท่ีมำกในกำรติดตั ง 
- มีควำมแตกต่ำงของ pH ปริมำณ DO 
และ CO2 ตำมควำมยำวของท่อ 

เครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพ 
ใช้แสงแบบแผ่นแบน  
 

- ให้ผลผลิตมวลเซลล์สูง 
- มีกำรสะสมออกซิเจนต่้ำ 
- พื นที่รับแสงสูงและแสงผ่ำนได้ด ี
- เหมำะกับกำรเพำะเลี ยงกลำงแจ้ง 

- ต้องกำรอุปกรณ์จ้ำนวนมำกเพื่อขยำย 
  ขนำดเพำะเลี ยงให้ใหญ่ขึ น 
- ยำกต่อกำรควบคุมอณุหภมู ิ
- มีสำหร่ำยเกำะติดผนังแผ่นเรียบ 

เครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพ 
ใช้แสงแบบคอลัมน์แนวตั ง  
 
 

- ขนำดกะทัดรัดมีกำรถ่ำยเทมวลสูง 
  ใช้พลังงำนต่้ำ 
- มีประสิทธิภำพในกำรกำรผสมสงู 
  ในขณะที่มีแรงเฉือนท่ีกระท้ำ 
  ต่อเซลลส์ำหร่ำยต่ำ้ 
- สำมำรถขยำยเพำะเลี ยงได้ง่ำย 

- รำคำสูงกว่ำเมื่อเปรียบเทียบกับแบบ 
  บ่อเปิด 
- เมื่อขยำยขนำดเพำะเลี ยงจะท้ำให้พื นที่ 
  รับแสงลดลง 
- ใช้วัสดุที่มีสมบัติพเิศษในกำรสรำ้ง 

 

ที่มา: Ugwu, C.U., Aoyagi, H. and Uchiyama, H. (2008); Brennan, L. and Owende, P.   
       (2010) 
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ภาพที่ 2.2  รูปแบบการไหลแบบผสมภายในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพใช้แสงแบบคอลัมน์ฟอง 
     ที่มา: Doran, Pauline M. (1995) 
 
  โดยทั่วไปแล้วกำรเมินประสิทธิภำพของเครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพใช้แสงแบบคอลัมน์ฟองนั น 
พิจำรณำจำกสัมประสิทธิ์กำรถ่ำยเทมวลเชิงปริมำตรโดยรวม (Overall volumetric gas-liquid mass  
transfer coefficient: kLa) ซึ่งเทอม kLa นั นเป็นสัมประสิทธิ์กำรถ่ำยเทมวลโดยรวมเชิงปริมำตร 
ระหว่ำงเฟสก๊ำซ-ของเหลว โดยปัจจัยค่ำสัมประสิทธิ์กำรถ่ำยเทมวลเชิงปริมำตรระหว่ำงเฟส          
ก๊ำซ-ของเหลว มีหลำยประกำร ได้แก่ อัตรำกำรกวนผสม ชนิดของหัวพ่นฟองอำกำศในกำรป้อน 
อำกำศ สำรลดแรงตึงผิว ลดกำรเกิดโฟม และอุณหภูมิของตัวกลำงในกำรเพำะเลี ยง (Ugwu, C.U.,  
Aoyagi, H. and Uchiyama, H., 2008) กำรเพ่ิมอัตรำกำรป้อนอำกำศเข้ำสู่เครื่องปฏิกรณ์ช่วยเพ่ิม 
อัตรำกำรถ่ำยเทมวลระหว่ำงเฟสก๊ำซ-ของเหลว อย่ำงไรก็ตำมที่อัตรำกำรไหลอำกำศที่สูงจะไปส่งผล 
ประทบท้ำให้เซลล์จุลสำหร่ำยเกิดควำมเสียหำยได้เนื่องจำกสภำวะที่ได้รับแรงเฉือนมำก นอกจำกนี   
เมื่อฟองอำกำศขนำดเล็กจ้ำนวนมำกเกิดกำรรวมตัวเป็นฟองขนำดใหญ่ในขณะที่ลอยตัวขึ นไปยัง
ส่วนบนของเครื่องปฏิกรณ์ ซึ่งส่งผลให้ประสิทธิภำพในกำรถ่ำยเทมวลระหว่ำงเฟสก๊ำซและของเหลว
ลดลง เนื่องจำกฟองอำกำศขนำดใหญ่จะเคลื่อนที่เร็วกว่ำฟองขนำดเล็ก และมีขนำดที่ใหญ่ท้ำให้มี
ควำมจ้ำเป็นต้องมีกำรออกแบบเครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพให้มีมิติที่เหมำะสมกับกำรใช้งำน 
 
2.5  หลักการออกแบบเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพใช้แสงแบบคอลัมน์ฟอง 
 เครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพใช้แสงแบบคอลัมน์ฟองเป็นหนึ่งในวิธีกำรที่ได้รับควำมนิยมที่น้ำมำ 
เพำะเลี ยงจุลสำหร่ำย เนื่องจำกเครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพมีคุณสมบัติในกำรกวนผสมภำยในอย่ำงสมบูรณ์ 
ตลอดทั งถัง โดยเครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพใช้แสงแบบคอลัมน์ฟองจะเป็นกำรกวนผสม โดยกำรใช้อำกำศ  
ที่เป่ำผ่ำนหัวพ่นเป็นตัวกระจำยอำกำศในเครื่องปฏิกรณ์ ซึ่งกำรกวนผสมจะเป็นแบบไร้ทิศทำง ซึ่งข้อดี 
ของเครื่องปฏิกรณ์ใช้แสงแบบคอลัมน์ฟอง คือ ไม่ใช้กำรกวนเชิงกลหรือแบบใบพัดท้ำให้ใช้พลังงำน 
น้อยกว่ำ และช่วยเพ่ิมประสิทธิภำพในกำรถ่ำยเทควำมร้อนภำยในเครื่องปฏิกรณ์ ซึ่งเครื่องปฏิกรณ์ 
ชนิดนี มีอัตรำส่วนของพื นที่ผิวต่อปริมำตรสูง ส่งผลให้แสงส่องผ่ำนเข้ำไปในเครื่องปฏิกรณ์ได้ดี         
และสำมำรถดูแลรักษำได้ง่ำย เนื่องจำกมีโครงสร้ำงที่ไม่ซับซ้อน ดังนั นเครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพใช้แสง   
จึงถูกน้ำมำใช้ในงำนอุตสำหกรรมหลำยประเภทที่ต้องกำรเพ่ิมปริมำณกำรผลิต เช่น กำรผลิตขนมปัง 
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จำกยีสต์ เบียร์ น ้ำส้มสำยชู รวมถึงใช้ในกำรเพรำะเลี ยงจุลสำหร่ำย โดยทั่วไปในกำรออกแบบเครื่อง 
ปฏิกรณ์ชีวภำพแบบคอลัมน์ฟองต้องค้ำนึงถึงปัจจัยหลัก 2 ประกำร (ซึ่งมีควำมส้ำคัญต่อประสิทธิภำพ 
ของเครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพแบบคอลัมน์ฟอง) คือ พฤติกรรมทำงชลศำสตร์ของของเหลวในคอลัมน์ และ 
มิติหรือสัดส่วนของคอลัมน์ที่ใช้ในกำรเพำะเลี ยง 
 2.5.1 พฤติกรรมทางชลศาสตร์ของของเหลวในคอลัมน์ 
  โดยพฤติกรรรมกำรไหลของของเหลวและคุณลักษณะกำรถ่ำยเทมวลระหว่ำงเฟสของ
ของเหลวและก๊ำซซึ่งอยู่ในรูปของฟองอำกำศภำยในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพใช้แสงแบบคอลัมน์ฟองนั น
ขึ นอยู่กับลักษณะหรือรูปแบบของฟองก๊ำซที่ออกจำกหัวพ่น โดยรูปแบบกำรไหลมีควำมแตกต่ำงขึ นกับ
อัตรำกำรไหลของอำกำศที่ป้อนเข้ำไปในภำยในคอลัมน์นั น ๆ กำรเลือกใช้เส้นผ่ำนศูนย์กลำงคอลัมน์   
กำรออกแบบหัวพ่นฟองอำกำศขึ นกับของเหลวที่ใช้ และพฤติกรรมทำงชลศำสตร์ของของไหลภำยใน   
คอลัมน์ สำมำรถสังเกตได้จำกรูปแบบของกำรไหลของฟองก๊ำซซึ่งอยู่กับขนำดฟองอำกำศ               
และควำมเร็วในกำรลอยตัวขึ นของฟองอำกำศ ส้ำหรับของเหลวและก๊ำซที่มีควำมหนืดน้อย ๆ จะเป็น  
กำรไหลแบบสองเฟสของของไหลภำยในคอลัมน์ คือ ก๊ำซ-ของเหลว (นลินี  ตัณฑิกุล, 2547)  
 

 
 

ภาพที่ 2.3  พฤติกรรมทางชลศาสตร์ของการไหลแบบสองเฟส 
     ที่มา: Deckwer, Wolf-Dieter et al.  (1980) 
 
  2.5.1.1 พฤติกรรมทำงชลศำสตร์ของกำรไหลแบบ 2 เฟส 
    สำมำรถแสดงได้โดยแผนภูมิ ดังในภำพที่ 2.3 ซึ่งแบ่งได้เป็น 4 แบบ กล่ำวคือ  
    1) กำรไหลแบบฟองก๊ำซขนำดเล็ก (Homogeneous bubble flow regime)  
เป็นกำรไหลของก๊ำซขนำดเล็กจ้ำนวนมำกแบบอย่ำงต่อเนื่องภำยในคอลัมน์ จะเกิดในช่วงที่ควำมเร็ว  
พื นผิว ของฟองก๊ำซมีค่ำต่้ำ ๆ แต่ไม่เกิน 2 เซนติเมตรต่อวินำที โดยทั่วไปแล้วฟองก๊ำซที่เกิดขึ นนั น    
จะมีขนำดเล็ก ๆ และมีขนำดใกล้เคียงกัน ซึ่งเป็นกำรไหลที่มีควำมเหมำะสมในกำรเพำะเลี ยง          
จุลสำหร่ำย เนื่องจำกฟองก๊ำซขนำดเล็กจะช่วยถ่ำยเทมวลระหว่ำงจำกเฟสก๊ำซกับผนังเซลล์ของ      
จุลสำหร่ำย และในสภำวะที่มีอัตรำกำรไหลต่้ำท้ำให้รูปแบบของกำรไหลมีแรงเฉือนต่้ำท้ำให้เซลล์       
จุลสำหร่ำยในระบบเกิดกำรเคลื่อนที่ตำมอำกำศเพ่ือป้องเข้ำไปในเครื่องปฏิกรณ์ และยังป้องกัน     
กำรเสียหำยของเซลล์จุลสำหร่ำยที่เกิดจำกอัตรำกำรไหลสูง ๆ 
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    2) กำรไหลแบบแบบฟองก๊ำซรวมตัว (Slug flow regime) เป็นกำรไหลของ
ฟองก๊ำซที่มีทั งฟองขนำดใหญ่และฟองขนำดเล็กผสมกัน โดยฟองก๊ำซขนำดใหญ่ที่เกิดขึ นเกิดจำก   
กำรรวมตัวของฟองก๊ำซขนำดเล็กหลำย ๆ ฟองในขณะที่เคลื่อนที่ภำยในคอลัมน์  ท้ำให้เกิด           
ควำมไม่ต่อเนื่องของกำรไหลของฟองก๊ำซขนำดเล็ก กำรไหลแบบสองเฟสนี จะเกิดขึ นเมื่อควำมเร็ว  
ของก๊ำซที่ป้อนเข้ำไปมีค่ำเพ่ิมขึ น ซึ่งฟองก๊ำซขนำดใหญ่จะเคลื่อนที่ขึ นสู่ด้ำนบนของคอลัมน์ได้เร็วกว่ำ
ฟองก๊ำซขนำดเล็ก ท้ำให้เกิดลักษณะกำรไหลแบบไม่คงตัว ท้ำให้เกิดกำรถ่ำยเทมวลได้น้อยกว่ำ     
แบบแรก 
    3) กำรไหลแบบฟองก๊ำซหัวกระสุน (Churn turbulent regime) เป็นกำรไหล  
ของฟองก๊ำซที่มีอัตรำกำรไหลสูง จะเกิดขึ นภำยในคอลัมน์ที่มีขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำงน้อย ๆ ไม่เกิน     
15 เซนติเมตร ส่งผลให้เกิดฟองก๊ำซขนำดใหญ่ที่มีเสถียรภำพสูงจนเกิดเป็นฟองก๊ำซขนำดใหญ่            
ที่มีรูปทรงแบบหัวกระสุน ท้ำให้เซลล์จุลสำหร่ำยเกิดควำมเสียหำยได้ 
    4) กำรไหลแบบฟองก๊ำซผสม (Transition regime) เป็นกำรไหลของฟองก๊ำซ 
ที่มีทั งฟองขนำดเล็กและขนำดใหญ่ จะเกิดขึ นเมื่ออัตรำกำรไหลของก๊ำซมีค่ำมำกเพียงพอ ท้ำให้ฟอง 
ก๊ำซขนำดเล็กสำมำรถรวมตัวกันเป็นฟองขนำดใหญ่ได้ และส่งผลมีรูปแบบกำรไหลแบบฟองก๊ำซผสม 
ระหว่ำงฟองก๊ำซขนำดเล็ก และฟองก๊ำซขนำดใหญ่ที่สำมำรถเปลี่ยนรูปแบบกำรไหลเป็นแบบกำรไหล 
แบบฟองก๊ำซรวมตัวหรือกำรไหลแบบฟองก๊ำซหัวกระสุน ท้ำให้กำรไหลแบบก๊ำซผสมมีค่ำไม่คงตัวและ 
อำจจะเกิดควำมเสียหำยต่อเซลล์จุลสำหร่ำยได้  
 

 
 

ภาพที่ 2.4  รูปแบบการไหลแบบสองเฟสของก๊าซ-ของเหลวในคอลัมน์ 
     ที่มา: Bouaifi, M. et al. (2001) 
 
    รูปแบบกำรไหลแบบสองเฟสของก๊ำซ-ของเหลวในคอลัมน์ สำมำรถแสดงได้ดัง
ภำพที่ 2.4 เมื่อพิจำรณำจำกแผนภูมิรูปแบบกำรไหลที่แสดงในภำพที่ 2.3 ส้ำหรับกำรเพำะเลี ยง      
จุลสำหร่ำยโดยใช้เครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพใช้แสงแบบคอลัมน์ฟอง ที่มีเส้นผ่ำนศูนย์กลำงระหว่ำง      
0.10 - 0.75 m และมีอัตรำกำรป้อนก๊ำซทีค่วำมดันบรรยำกำศเข้ำสู่ด้ำนล่ำงของคอลัมน์ โดยต้องรักษำ
ควำมเร็วของก๊ำซให้มีค่ำไม่เกิน 0.4 m/s นั นจะท้ำให้สำมำรถประเมินกำรไหลภำยในคอลัมน์ได้เป็น
แบบฟองก๊ำซขนำดเล็ก (Perfect Bubbly) ทั งนี ควำมควำมเร็วของเหลวที่อยู่ในคอลัมน์สำมำรถ
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ประเมินได้จำกสมกำรที่ 2.1 และเวลำที่ก๊ำซผสมกับของเหลวในคอลัมน์สำมำรถประเมินหำได้         
จำกสมกำรที่ 2.2 ส้ำหรับสัมประสิทธิ์กำรถ่ำยเทมวลเชิงปริมำตรระหว่ำงเฟสก๊ำซและของเหลว kLa   
ในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพแบบคอลัมน์ฟอง จะขึ นอยู่กับปัจจัย 2 ประกำร คือ (1) ขนำดควำมกว้ำง   
ของเส้นผ่ำนศูนย์กลำงของฟองก๊ำซ และ (2) ปริมำณของก๊ำซที่อยู่ในคอลัมน์ (Gas hold-up)    
อย่ำงไรก็ตำมกำรประเมินหำเส้นผ่ำนศูนย์กลำงของฟองก๊ำซในคอลัมน์นั นท้ำได้ยำก ต้องใช้เครื่องมือ 
เฉพำะในกำรวัด ดังนั นภำยใต้สภำวะกำรไหลแบบสองเฟสซึ่งมีของเหลวที่มีควำมหนืดต่้ำนั นค่ำของ  
kLa สำมำรถประเมินหำไดจ้ำกสมกำรที่ 2.3 
 

 
0.33

0.9L GU gDU                    (2.1) 
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                                         0.70.32L Gk a U                                                 (2.3)

           
    โดยที่ LU  คือ   ควำมเร็วเชิงเส้นของของเหลว (m/s) 
     mt  คือ  เวลำที่ใช้ในกำรผสม (s)  
     H   คือ  ควำมสูงของคอลัมน์ฟองอำกำศ (m) 
     D   คือ  เส้นผ่ำนศูนย์กลำงของคอลัมน์ (m) 
     g   คือ  ควำมเร่งเนื่องจำกแรงโน้มถ่วงของโลก (m/s2) 
     GU   คือ  ควำมเร็วพื นผิวของก๊ำซที่ควำมดันบรรยำกำศ (m/s) 
     Lk a   คือ  สัมประสิทธิ์กำรถ่ำยเทมวล (m/s) 
 
 2.5.2 มิติและสัดส่วนของคอลัมน์ 
  ในกำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำยด้วยเครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพใช้แสงแบบคอลัมน์ฟองนั น          
มีจุดประสงค์เพ่ือให้เกิดกำรกวนผสมและก๊ำซคำร์บอนไดออกไซด์ที่อยู่ในอำกำศสำมำรถละลำย                
ในของเหลวและท้ำให้เซลล์จุลสำหร่ำยสำมำรถใช้คำร์บอนไดออกไซด์ในกระบวนกำรสังเครำะห์แสงได้
อย่ำงประสิทธิภำพดังนั นเครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพใช้แสงแบบคอลัมน์ฟองที่ใช้จะต้องมีมิติหรือรูปทรงที่
เหมำะสมเพ่ือให้พฤติกรรมกำรไหลภำยในคอลัมน์เป็นแบบฟองอำกำศที่มีขนำดเล็กเพ่ือป้องกันไม่ให้
เซลล์จุลสำหร่ำยเกิดควำมเสียหำยเนื่องจำกฟองอำกำศที่ เคลื่ อนที่ด้วยควำมเร็วมำกเกินไป                     
เมื่อพิจำรณำรูปแบบไหลแบบสองเฟสของของเหลวและก๊ำซแสดงในภำพที ่2.3 จะพบว่ำกำรไหลแบบ 
ฟองอำกำศที่มีขนำดเล็กจะเกิดขึ นเมื่อควำมเร็วพื นผิวของก๊ำซหรืออำกำศที่ป้อนเข้ำสู่ด้ำนล่ำงเครื่อง
ปฏิกรณ์ไม่เกิน 2 cm/s และเส้นผ่ำนศูนย์กลำงของคอลัมน์ควรอยู่ในช่วง 10 - 20 cm เพ่ือป้องกัน
ไม่ให้เกิดกำรไหลแบบฟองก๊ำซรวมตัวและฟองก๊ำซหัวกระสุน และมีรำยงำนกำรวิจัยพบว่ำอัตรำส่วน
ระหว่ำงควำมสูงต่อเส้นผ่ำนศูนย์กลำง (H/D) ที่เหมำะสมของเครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพใช้แสงแบบคอลัมน์
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ฟองอำกำศที่ใช้ส้ำหรับกระบวนกำรผลิตทำงชีวภำพนั นควรมีค่ำอยู่ในช่วง  2 - 5 ในกรณีที่ใช้ท่อ
อะคริลิกใสทรงกระบอกขนำดมำตรฐำนที่มีเส้นผ่ำนศูนย์กลำงระบุ (Nominal diameter) 15 cm 
น้ำมำสร้ำงเป็นเครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพใช้แสงแบบคอลัมน์ฟองส้ำหรับกำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำยด้วยน ้ำ
เสียสังเครำะห์ปริมำตร 10  L เมื่อเติมน ้ำเสียสังเครำะห์ลงในคอลัมน์จะท้ำให้ควำมสูงของอำหำรเหลว
ในคอลัมน์เท่ำกับ 61.43 cm ท้ำให้อัตรำส่วนระหว่ำงควำมสูงของของเหลวต่อเส้นผ่ำนศูนย์กลำง ของ
คอลัมน์มีค่ำเท่ำกับ 4 โดยประมำณ ซึ่งเป็นค่ำที่อยู่ระหว่ำง 2 - 5 ซึ่งเป็นค่ำที่เหมำะสมอย่ำงไรก็ตำม
ในทำงปฏิบัติแล้วเมื่อมีกำรป้อนอำกำศหรือก๊ำซเข้ำสู่ด้ำนล่ำงของคอลัมน์จะท้ำให้เกิดกำรขยำยตัวของ
ควำมสูงของของเหลวในคอลัมน์ประมำณร้อยละ 5 - 10 ของควำมสูงของของเหลวในคอลัมน์ก่อนป้อนก๊ำซ 
ซึ่งจะท้ำให้อัตรำส่วนระหว่ำงควำมสูงของของเหลวต่อเส้นผ่ำนศูนย์กลำงของคอลัมน์เพ่ิมขึ นอีก
เล็กน้อยระหว่ำงกำรเพำะเลี ยง ทั งนี ในแง่ของกำรออกแบบทำงวิศวกรรมแล้วควำมสูงสุทธิของคอลัมน์
ควรก้ำหนดให้มีค่ำมำกกว่ำควำมสูงของเหลวในคอลัมน์อย่ำงน้อยร้อยละ 20 เพ่ือป้องกันกำรพัดพำ
ของเหลวออกจำกคอลัมน์ (Entrainment) ดังนั นในงำนวิจัยนี เครื่องปฏิกรณ์จะมีสัดส่วนดังแสดงใน
ภำพที่ 2.5 โดยค่ำ HR คือ ควำมสูงของคอลัมน์ (100 cm) DR คือเส้นผ่ำศูนย์กลำงของคอลัมน์  
(15 cm) Hc คือ ควำมสูงของระดับน ้ำ (61.43 cm) HB คือ ควำมสูงของหัวพ่นอำกำศ (3 cm) 
 

 
 

ภาพที่ 2.5 สัดส่วนของเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพแบบคอลัมน์ฟอง 
 
2.6 จลนศาสตร์ของการเจริญเติบโตจุลสาหร่าย 
 2.6.1 การเจริญเติบโตของจุลสาหร่ายถูกแบ่งออกเป็น 4 ระยะ ดังแสดงในภำพที ่2.6 คือ 
  2.6.1.1 ระยะกำรปรับตัว (Lag phase) เป็นระยะที่จุลสำหร่ำยท้ำกำรปรับตัวให้เข้ำกับ
สภำพแวดล้อมก่อนกำรแบ่งเซลล์เพื่อเพ่ิมจ้ำนวนเซลล์โดยช่วงนี จะมีกำรเจริญเติบโตช้ำ 



20 

 

  2.6.1.2 ระยะกำร เจริญ เติบ โตแบบทวีคูณ (Exponential phase)  เป็นระยะที่             
จุลสำหร่ำยเจริญเติบโตอย่ำงรวดเร็วในอัตรำคงท่ี 
  2.6.1.3 ระยะกำรเจริญเติบโตแบบคงที่ (Stationary phase) เป็นระยะที่จุลสำหร่ำย    
มีอัตรำกำรเจริญโตใกล้เคียงหรือเท่ำกับอัตรำกำรตำย โดยมีสำเหตุมำจำกสำรอำหำรไม่เพียงพอและ   
มีกำรตำยของเซลล์มำกขึ น 
  2.6.1.4 ระยะตำยหรือลดลง (Death Phase) เป็นช่วงระยะที่จ้ำนวนเซลล์จุลสำหร่ำย      
ในระบบมีกำรลดลงเนื่องจำกกำรตำย (อัตรำกำรตำยมำกว่ำอัตรำกำรแบ่งเซลล์ของจุลสำหร่ำย) 
 

 
 

ภาพที่ 2.6  รูปแบบการเจริญเติบโตของจุลสาหร่ายในการเพาะเลี ยงแบบกะ 
     ที่มา: Vonshak, A. (1986) 
  
 2.6.2 แบบจ้าลองการเจริญเติบโต (Growth model) 
  ในปัจจุบันแบบจ้ำลองทำงคณิตศำสตร์ที่นิยมใช้ในกำรท้ำนำยกำรเจริญเติบโตของ 
จุลสำหร่ำย คือ สมกำรโลจิสติกเวอร์ฮอลส์ (Verhulst logistic model) ซึ่งเป็นแบบจ้ำลองที่ไม่ขึ นกับ
ซับสเตรท (Substrate-independent equation) มีรูปสมกำรทำงคณิตศำสตร์ที่ไม่ซับซ้อน สำมำรถ 
ใช้ท้ำนำยกำรเจริญเติบโตของจุลสำหร่ำยภำยใต้สภำวะกำรเพำะเลี ยงแบบกะที่แตกต่ำงกันในขวด    
รูปชมพูและเครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพ (Arbib, Z. et al. , 2013; Liu, Jian-Zhong et al. , 2003)           
ซึ่งจะให้ผลกำรท้ำนำยกำรเจริญเติบโตของจุลสำหร่ำยเป็นแบบเส้นโค้งซำยน์ (Sinusoidal curve)  
โดยมีรูปสมกำรดังแสดงในสมกำรที่ 2.4 เมื่อหำปริพันธ์จะได้ผลลัพธ์ดังแสดงในสมกำรที่ 2.5 
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  โดยที่  maxµ  คือ  อัตรำกำรเกิดจ้ำเพำะสูงสุด (day-1) 
           maxX   คือ  ควำมหนำแน่นของเซลล์จุลสำหร่ำยที่มำกที่สุดในระบบ  
      (106cell/mL) 
    0X   คือ  ควำมหนำแน่นของเซลล์จุลสำหร่ำยที่เวลำเริ่มต้น (cell/mL) 
    X(t)   คือ  ควำมหนำแน่นของเซลล์จุลสำหร่ำยที่เวลำ t ใด ๆ (cell/mL) 
 
  ผลผลิต (Productivity) เป็นพำรำมิเตอร์ที่มีควำมส้ำคัญในกำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำยที่ถูก 
น้ำมำใช้ระบุควำมสำมำรถของเครื่องปฏิกรณ์ในกำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำย กำรประเมินหำค่ำผลผลิต 
โดยรวม (Overall productivity: Poverall) นั นสำมำรถประเมินได้จำกสมกำรที่ 2.6 อย่ำงไรก็ตำม   
เพ่ือลดผลกระทบจำกสภำวะปรับตัวของจุลสำหร่ำยในระยะเวลำเริ่มเพำะเลี ยง  ซึ่งเป็นปัจจัยที่     
ขึ นอยู่กับสภำวะและรูปแบบเพำะเลี ยงรวมทั งวิธีเก็บเกี่ยวผลผลิต อำจประเมินได้ในรูปของผลผลิต
แบบกะ (Batch productivity: PB) ดังแสดงในสมกำรที่ 2.7  
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  โดยที่  overallP  คือ  ผลผลิตโดยรวม (cell/mL/day) 
              maxX   คือ  จ้ำนวนที่มำกท่ีสุดของเซลล์จุลสำหร่ำย (cell/L) 
    oX  คือ  จ้ำนวนเซลล์ที่เวลำเริ่มต้นของจุลสำหร่ำย (cell/L) 
             mt   คือ  เวลำที่ไดจ้้ำนวนเซลล์จุลสำหร่ำยเท่ำกับ Xmax (day) 
    0t   คือ  เวลำเริ่มต้นของกำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำย (day) 
 
  กำรประเมินกำรใช้ธำตุอำหำรไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในกำรเจริญเติบโตของจุลสำหร่ำย  
(หรือกำรก้ำจัดสำรประกอบไนโตรเจนรวมและฟอสฟอรัสรวมในน ้ำเสี ย) นั นสำมำรถท้ำได้โดยใช้   
สมกำร  Luedeking-Piret-like (Luedeking, R. and Piret, Edgar L., 1959)  โ ดย พิจำรณำจำก       
กำรเพ่ิมขึ นของจ้ำนวนเซลล์จุลสำหร่ำย โดยกำรแบ่งเซลล์จำกกระบวนกำรสังเครำะห์แสงนั น          
เป็นสำเหตุหลักที่ท้ำให้สำรประกอบไนโตรเจนรวมและฟอสฟอรัสรวมถูกใช้หรือมีปริมำณลดลง         
ซึ่งสำมำรถแสดงได้ดังสมกำรที่ 2.8 เมื่อแทนค่ำ X  จำกสมกำรที่ 2.5 และหำผลลัพธ์โดยวิธีทำงปริพันธ์ 
จะได้สมกำรที่ 2.9 
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  โดยที่  S   คือ  ควำมเข้มข้นของสำรอำหำรในน ้ำเสียสังเครำะห์ที่เวลำใด ๆ 
      (mg/L) 
    0S   คือ  ควำมเข้มข้นของสำรอำหำรในน ้ำเสียสังเครำะห์ที่เวลำเริ่มต้น  
      (mg/L)  
    Y   คือ  แฟกเตอร์ผลได้ (Yield factor) ของจุลสำหร่ำยที่มีต่อสำรอำหำร  
      (cell/mg สำรอำหำร)  
    ms   คือ  สัมประสิทธิ์กำรซ่อมแซมเซลล์จุลสำหร่ำย (Maintenance  
      coefficient) (mg/cell/day)  
 
  โดยทั่ ว ไปแล้ ว เทอม  ms นั นพบว่ ำ มี ค่ ำ ค่ อนข้ ำ งน้ อยมำก  (8.3310-6 mg 
substrate/cell/day) เนื่องจำกไนโตรเจนและฟอสฟอรัสไม่ใช่ธำตุอำหำรที่มีควำมจ้ำเป็นสูงในกำร 
ซ่อมแซมเซลล์จุลสำหร่ำยเมื่อเปรียบเทียบกับธำตุคำร์บอน (Ruiz, J. et al., 2011) ดังนั นสมกำรที่ 2.9  
สำมำรถลดรูปลงดังแสดงในสมกำรที่ 2.11 
 

                          
tmax

max 0 0
0 tmax

max 0 0

1 X X e X
S S

Y X X X e Y





 
   

  
                       (2.11) 

 
  โดยสมกำรที่ 2.11 สำมำรถใช้ในกำรประเมินหำควำมเข้มข้นของสำรประกอบไนโตรเจน
รวมและฟอสฟอรัสที่คงเหลือในน ้ำเสียสังเครำะห์  ในแต่ละวันที่ท้ำกำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำย          
เพ่ือกำรบ้ำบัดน ้ำเสียได้  
 
2.7  งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 Arbib, Z. et al. (2014) ศึกษำกำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำยสำยพันธุ์ Scenedesmus obliquus,   
Chlorella vulgaris, Chlorella kessleri และสำหร่ำยที่ก่อให้เกิดสภำวะบูม (Natural Bloom)        
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โดยใช้น ้ำเสียชุมชนที่ผ่ำนกำรบ้ำบัด (WW) และน ้ำเสียสังเครำะห์ (SW) โดยพ่นอำกำศที่มี CO2         
ผสมอยู่ร้อยละ 5 โดยปริมำตร เพ่ือเปรียบเทียบควำมสำมำรถในกำรก้ำจัดสำรประกอบไนโตรเจนและ  
ฟอสฟอรัส และคำร์บอนไดออกไซด์ พบว่ำจุลสำหร่ำย Bloom (Bl) และ Scenedesmus (Sc)            
มีควำมเข้มข้นสุดท้ำย (น ้ำหนักแห้ง) มำกกว่ำจุลสำหร่ำยสำยพันธุ์ Chlorella vulgaris (Cv) และ 
Chlorella kessleri โดย Bl มีผลได้สูงสุดที่ 1950 ± 243 mg/L และในขณะที่ Cv มีผลได้ต่้ำที่สุดที่ 
821 ± 88 mg/L ส้ำหรับกรณีที่สำรอำหำรเป็นน ้ำเสียจริง และน ้ำเสียสังเครำะห์ของจุลสำหร่ำย    
พบว่ำมีควำมแตกต่ำงกันทั ง 4 สำยพันธุ์ ประสิทธิภำพกำรลดปริมำณไนโตรเจนในเครื่องปฏิกรณ์พบว่ำ  
สูงกว่ำร้อยละ 90 ยกเว้น Bl ที่เพำะเลี ยงใน SW มีประสิทธิภำพเพียงร้อยละ 79 ส้ำหรับฟอสฟอรัสนั น 
สำมำรถก้ำจัดได้มำกกว่ำร้อยละ 98 ในกำรทดลองทั งหมด ในขณะที่ Sc เพำะเลี ยงในน ้ำเสียทั ง 2 ชนิด 
มีควำมสำมำรถในกำรลด CO2 ได้มำกที่สุดเท่ำกับ 424.4 mL/day และ 436.7 mL/day ส้ำหรับ      
Sc (SW) และ Sc (WW) ตำมล้ำดับ งำนวิจัยนี ชี ให้เห็นว่ำจุลสำหร่ำยสำมำรถเจริญเติบโตได้ในน ้ำเสีย  
ที่ผ่ำนกำรบ้ำบัดขั นต้นและในน ้ำเสียสังเครำะห์ 
 Tam, N.F.Y. and Wong, Y.S. (1990)  กำร เพำะเลี ยงจุลสำหร่ ำยวสำยพันธุ์  Chlorella  
pyrenoidosa โ ด ย ใ ช้ น ้ ำ เ สี ย แบบ  Settled sewage แ ล ะแบบ  Activated sewage ภำย ใต้               
กำรเพำะเลี ยงที่แตกต่ำงกัน 2 สภำวะ คือ แบบกะและแบบกึ่งต่อเนื่อง ผลกำรทดลองชี ให้เห็นว่ำ      
จุลสำหร่ำยสำมำรถเจริญเติบโตได้ดีในน ้ำเสียทั ง 2 แบบ โดยผลผลิตของจุลสำหร่ำยในน ้ำเสียทั ง        
2 ชนิด มีค่ำมำกกว่ำกำรเพำะเลี ยงโดยใช้สำรอำหำรเหลวสูตรมำตรฐำน Bristol medium (BM) ทั งนี 
ในกำรเพำะเลี ยงแบบกึ่งต่อเนื่องมีอัตรำกำรเจริญเติบโตของจุลสำหร่ำยสูงกว่ำกำรเพำะเลี ยงแบบกะ 
โดยกำรเจริญเติบโตของสำหร่ำยมีควำมสัมพันธ์กับปริมำณของสำรอำหำรที่ถูกก้ำจัดออกจำก Settled 
sewage และ Activated sewage โดยแอมโมเนียม-ไนโตรเจน ใน Settled sewage (SS) มีปริมำณ
ลดลงรวดเร็วกว่ำใน Activated sewage (AS) ทั งนี แอมโมเนียม-ไนโตรเจนของ Settled sewage 
ลดลงจำก 27 mg/L เหลือ 5 mg/L ในกำรเพำะเลี ยงทั ง 2 สภำวะ อย่ำงไรก็ตำมพบว่ำปริมำณไนเตรท
ของ Activated sewage นั นเริ่มลดลงตั งแต่วันที่ 2 ของกำรเพำะเลี ยงและควำมเข้มข้นสุดท้ำยของ 
ไนเตรทมีค่ำต่้ำกว่ำ 1 mg/L (ชี ให้เห็นว่ำมีประสิทธิภำพในกำรก้ำจัดมำกกว่ำร้อยละ 90) เมื่อพิจำรณำ
ปริมำณของอนินทรีย์-ไนโตรเจนโดยรวมที่ลดลงจำกกำรเพำะเลี ยงสำหร่ำย พบว่ำมีควำมคล้ำยคลึงกัน
ในน ้ำเสียทั ง 2 ชนิด ซึ่งกำรเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบปริมำณของฟอสเฟตมีแนวโน้มเช่นเดียวกันใน 
น ้ำเสียทั ง 2 ชนิด โดยมีค่ำเพ่ิมขึ นเล็กน้อยในช่วง 2 วันแรก หลังจำกนั นมีค่ำลดลงอย่ำงต่อเนื่อง
โดยเฉพำะในกำรเพำะเลี ยงภำยใต้สภำวะแบบกึ่งต่อเนื่อง ส้ำหรับปริมำณของออร์โธฟอสเฟตสุดท้ำย
ในน ้ำเสียที่บ้ำบัดโดยจุลสำหร่ำยในกำรเพำะเลี ยงแบบกึ่งต่อเนื่อง พบว่ำมีค่ำต่้ำกว่ำ 5 mg/L (ลดลง
ร้อยละ 62 โดยประมำณ) งำนวิจัยนี แสดงให้เห็นว่ำกำรเพำะเลี ยงสำหร่ำยแบบกึ่งต่อเนื่องโดยทั่วไป
แล้วมีควำมเหมำะสมและมีประสิทธิภำพในกำรบ้ำบัดน ้ำเสียมำกกว่ำแบบกะ ถึงแม้ว่ำกำรลดลงของ
ปริมำณอนินทรีย์-ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในน ้ำเสียโดยใช้จุลสำหร่ำย Chlorella pyrenoidosa   
จะไม่มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส้ำคัญระหว่ำงน ้ำเสียชนิด Settled sewage และ Activated sewage 
 จงกล  พรมยะ (2544) เพำะเลี ยงจุลสำหร่ำยสำยพันธุ์ Spirulina platensis เพ่ือปรับปรุง     
คุณภำพน ้ำจำกบ่อบ้ำบัดน ้ำเสียหอพักนักศึกษำมหำวิทยำลัยแม่โจ้ที่มีควำมเข้มข้นของน ้ำเสีย        
แตกต่ำงกัน โดยใช้น้ำเสียที่ไม่ผ่ำนกำรเจือจำงและน ้ำเสียที่ผ่ำนกำรเจือจำงให้มีควำมเข้มข้นลดลง       
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เหลือร้อยละ 40 และร้อยละ 70 เทียบกับควำมเข้มข้นเริ่มต้น ท้ำกำรเพำะเลี ยงเป็นเวลำ 30 วัน         
ในกำรวัดเปลี่ยนแปลงของคุณภำพน ้ำและคุณค่ำทำงโภชนำกำรของ Spirulina ทุก 3 วัน พบว่ำ   
ปริมำณของ  3NH -N , 3NO -N และ 4PO -P  ในน ้ ำเสียที่มีควำมเข้มข้นร้อยละ  70 มีค่ำร้อยละ          
ของกำรลดลงมำกกว่ำในน ้ำเสียที่มีควำมเข้มข้นร้อยละ 40 และ 100 ตำมล้ำดับ อย่ำงไรก็ตำมพบว่ำ  
คุณค่ำทำงโภชนำกำรของ Spirulina โดยเฉพำะโปรตีนมีค่ำเฉลี่ยสูงที่สุดเมื่อเพำะเลี ยงในในน ้ำเสีย      
ที่มีควำมเข้มข้นที่ไม่ผ่ำนกำรเจือจำง  
 Krichnavaruket, S. et al. (2005) เพำะเลี ยงจุลสำหร่ำยสำยพันธุ์ Chaetoce roscalcitrans ในเครื่อง 
ปฏิกรณ์ชีวภำพใช้แสงแบบอำกำศยก (Airlift photo bioreactor: ALPBR) ปริมำตร 2.5 L ปัจจัย     
ที่ศึกษำ คือ ควำมเข้มข้นของแสงซึ่งถูกควบคุมให้มีค่ำระหว่ำง 40 - 600 µmol proton/m2/s       
โดยกำรปรับระยะห่ำงระหว่ำงหลอดไฟและเครื่องปฏิกรณ์ และปรับเปลี่ยนควำมเข้มข้นของธำตุ
อำหำรในสำรอำหำรเหลวสูตรมำตรฐำน F/2 พบว่ำจุลสำหร่ำยมีกำรสังเครำะห์แสงสูงที่สุดเมื่อ    
ควำมเข้มข้นของแสงที่ป้อนให้กับ ALPBR เท่ำกับ 400 µmol proton/m2/s ซึ่งจุลสำหร่ำยมี       
ควำมเข้มข้น 3x106 cell/mL เมื่อควำมเข้มข้นของเซลล์จุลสำหร่ำยเพ่ิมมำกขึ น ท้ำให้กิจกรรม       
กำรสังเครำะห์ด้วยแสงลดลง ทั งนี เป็นผลมำจำกกำรบดบังแสงจำกเซลล์สำหร่ำยด้วยกัน กำรเพ่ิม  
ควำมเข้มของแสงให้มำกขึ นไม่ช่วยให้จุลสำหร่ำยมีกำรเจริญเติบโตเพ่ิมขึ น  แต่ท้ำให้เซลล์สำหร่ำย      
ที่ได้รับแสงมำกเกินไปเกิดควำมเสียหำย ที่ควำมหนำแน่นเริ่มต้นของจุลสำหร่ำยเท่ำกับ 5 x105 
cell/mL กำรเพ่ิมปริมำณของซิลิกำและฟอสฟอรัสในสำรอำหำรสูตรมำรฐำน F/2 นั นให้ได้ผลผลิต
เซลล์จุลสำหร่ำยมำกเพ่ิมขึ นในขณะที่กำรเพ่ิมไนโตรเจนและวิตำมิน B12 นั นไม่ส่งผลใด ๆ ต่อผลผลิต
เซลล์จุลสำหร่ำย เมื่อเพ่ิมก้ำลังกำรผลิตจุลสำหร่ำยโดยกำรเพำะเลี ยงใน ALPBR และเครื่องปฏิกรณ์
แบบ BCPBR ปริมำตร 17 L เท่ำกันและที่ควำมเข้มข้นของแสง 200 µmol proton/m2/s  นั นพบว่ำ
ควำมหนำแน่นและอัตรำกำรเกิดของจุลสำหร่ำยใน  ALPBR สูงกว่ำ BCPBR ทั งนี เป็นผลมำจำก    
ควำมแตกต่ำงของรูปแบบกำรไหลของของไหลในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพทั งสองชนิด โดยใน BCPBR 
ของเหลวตัวกลำงมีกำรเคลื่อนไหวแบบสุ่มและกระจำยตัวน้อยมำกถึงแม้ว่ำจะมีกำรไหลวน           
ของฟองอำกำศส่งผลให้มีเฉพำะเซลล์จุลสำหร่ำยที่อยู่บริเวณใกล้กับผนังของ BCPBR ที่มีโอกำสได้รับ
แสงที่มีควำมเข้มข้นมำกกว่ำ ในขณะที่เซลล์จุลสำหร่ำยที่อยู่บริเวณด้ำนในและแกนกลำงของ BCPBR 
ได้รับแสงที่มีควำมเข้มข้นน้อยกว่ำ ส้ำหรับ ALPBR นั นโครงสร้ำงที่มีท่ออำกำศยกนั นเหนี่ยวน้ำให้เกิด
ควำมแตกต่ำงของควำมหนำแน่นของของเหลวตัวกลำงในระบบ ท้ำให้ของเหลวตัวกลำงและ
ฟองอำกำศในท่ออำกำศยกไหลขึ นไปยังส่วนบนของเครื่องปฏิกรณ์  และลงกลับลงมำยังส่วนล่ำง     
ของเครื่องปฏิกรณ์ในบริเวณท่ีอยู่นอกท่ออำกำศยก กำรเคลื่อนที่ของของเหลวตัวกลำงและฟองอำกำศ 
ในลักษณะเช่นนี ท้ำให้เซลล์จุลสำหร่ำยส่วนใหญ่มีโอกำสได้รับแสงที่มีควำมเข้มข้นเท่ำกัน กำรถ่ำยเท
มวลระหว่ำงสำรอำหำรและเซลล์จุลสำหร่ำยเพ่ิมขึ น และช่วยให้เซลล์จุลสำหร่ำยไม่ตกตะกอนที่ก้น 
ของเครื่องปฏิกรณ์ ในกำรศึกษำนี ยังพบว่ำ ALPBR ที่มีปริมำตร 17 L นั นมีอัตรำกำรเจริญเติบโต  
เท่ำกับ 7.41x102 hr และมีควำมหนำแน่นของเซลล์จุลสำหร่ำยเท่ำกับ 8.88x106 cell/mL             
ซึ่งมำกกว่ำ ALPBR ที่มีปริมำตร 2.5 L ซึ่งมีอัตรำกำรเจริญเติบโตเท่ำกับ 3.8x102 hr และมี        
ควำมหนำแน่นของเซลล์จุลสำหร่ำยเท่ำกับ 5.8x106 cell/mL เมื่อเพำะเลี ยงภำยใต้สภำวะเดียวกัน     
ที่ควำมเข้มของแสง 40-600 µmol proton/m2/s และอำกำศป้อนเข้ำสู่ด้ำนล่ำงของเท่ำกับ             
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3-4 cm/s ผลกำรศึกษำนี ชี ให้เห็นว่ำกำรเพำะเลี ยงสำหร่ำยในเครื่องปฏิกรณ์ใช้แสงแบบคอลัมน์นั น   
สำมำรถออกแบบให้ขยำยก้ำลังกำรผลิตได้ 
 Krichnavaruk, S., Powtongsook, S. and Pavasant, P. (2007)  เ พ ำ ะ เ ลี ย ง จุ ล ส ำห ร่ ำ ย        
สำยพันธุ์ Chaetoce roscalcitrans ในระบบปิดขนำดใหญ่โดยใช้เครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพ ALPBR และ  
BCPBR ที่มีปริมำตร 170 L สำรอำหำรที่ใช้เลี ยงเป็นสูตร F/2 แหล่งของแสงได้จำกหลอดฟลูออเรส 
เซ็นต์ ก้ำลัง 36 watt จ้ำนวน 10 ชุด ติดตั งรอบเครื่องปฏิกรณ์ โดยเครื่องปฏิกรณ์ ALPBR นั น 
ออกแบบให้มีท่อยกฟองอำกำศแบบท่อใหญ่เดี่ยว (1-ALPBR) และให้มีท่อยกฟองอำกำศขนำดเล็ก     
สี่ท่อ (4-ALPBR) เพ่ือลดกำรเกิดกำรกวนภำยในท่อยกฟองอำกำศแบบท่อใหญ่ ผลกำรศึกษำพบว่ำ
ภำยใต้สภำวะกำรเพำะเลี ยงแบบกะ เครื่องปฏิกรณ์ ALPBR ทั ง 2 แบบ มีควำมเข้มข้นมำกที่สุด      
ของเซลล์จุลสำหร่ำยมำกกว่ำกรณีที่เพำะเลี ยงในเครื่องปฏิกรณ์ BCPBR เพียงเล็กน้อย ในขณะที่อัตรำ 
กำรเจริญเติบจ้ำเพำะของเซลล์สำหร่ำยในเครื่องปฏิกรณ์ทั ง 3 แบบ นั นไม่แตกต่ำงกัน ทั งนี อำจเป็นผล  
มำจำกข้อจ้ำกัดของอัตรำกำรป้อนอำกำศที่ 250 mL/s ไม่เพียงพอที่จะให้เกิดผลกระทบในแง่ของ 
ควำมแตกต่ำงของรูปแบบกำรกวนผสมภำยในระบบ ทั งนี ผลผลิตเซลล์จุลสำหร่ำยที่ได้มำกกกว่ำกรณี  
ที่เพำะเลี ยงในเครื่องปฏิกรณ์แบบเดียวกันที่มีขนำดเล็กกว่ำนั นเป็นผลมำกกจำกกำรที่เครื่องปฏิกรณ์    
ที่มีขนำดใหญ่กว่ำนั นให้ปริมำณในกำรเก็บเกี่ยวมำกกว่ำ หนึ่งในปัญหำส้ำคัญที่พบในกำรเพำะเลี ยง    
จุลสำหร่ำยในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพใช้แสงที่มีขนำดใหญ่ คือ ข้อจ้ำกัดในกำรใช้แสงของเซลล์             
จุลสำหร่ำยในกำรสังเครำะห์แสง โดยควำมเข้มของแสงจะมีค่ำมำกที่บริเวณใกล้ผนังเครื่องปฏิกรณ์   
และมีค่ำลดลงตำมระยะห่ำงจำกผิวของเครื่องปฏิกรณ์ ในขณะที่เครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพใช้แสงที่มี    
ขนำดเล็กนั นไม่พบปัญหำเช่นนี  ซึ่งจำกผลกำรศึกษำโดยเปรียบเทียบกับเครื่องปฏิกรณ์ ALPBR  
ปริมำตร 2.8 L ใช้แหล่งแสงที่ให้ควำมเข้มเท่ำกับ 64 µmol proton/m2/s และเครื่องปฏิกรณ์         
1-ALPBR ปริมำตร 170 L ใช้แหล่งแสงที่ให้ควำมเข้มเท่ำกับ 75 µmol proton/m2/s พบว่ำเครื่อง
ปฏิกรณ์ ALPBR ที่มีปริมำตร 2.8 L ให้ผลผลิตที่มีควำมเข้มข้นของเซลล์จุลสำหร่ำยสูงกว่ำ ผลกระทบ 
เช่นนี ยังยังพบในกำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำยสำยพันธุ์ Skeletone macostatum (Monkongsit, S.,  
Powtongsook, S. and Pavasant, P., 2011)  ซึ่ งชี ให้ เห็นว่ ำควำมเข้มของแสงเป็นปัจจัยที่มี  
ควำมส้ำคัญที่จะต้องพิจำรณำในกำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำยในระบบปิดขนำดใหญ่ ซึ่งอำจเหมำะสมกับ 
กำรเพำะเลี ยงภำยใต้สภำวะที่เซลล์จุลสำหร่ำยมีควำมหนำแน่นต่้ำ ๆ เพ่ือลดปัญหำเรื่องควำมเข้มของ
แสงที่ไม่เพียงพอ 
 Kaewpintong, K. et al. (2007) ศึกษำกำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำย Heamatococcus pluvialis        
ในเครื่องปฏิกรณ์แบบ ALPBR และแบบ BCPBR ภำยใต้สภำวะที่เซลล์จุลสำหร่ำยมีควำมหนำแน่นสูง    
สำรอำหำรเหลวที่ใช้เลี ยงเป็นสูตรมำตรฐำน F/1 ที่มีกำรเติมวิตำมิน B complex โดยใช้หลอด    
ฟลูออเรสเซ็นต์ก้ำลัง 18 watt เป็นแหล่งให้แสงแก่ระบบ เครื่องปฏิกรณ์ทั งสองแบบมีปริมำตร 3.6 L  
ที่อัตรำอำกำรป้อนอำกำศด้วยควำมเร็ว  0.4 cm/s พบว่ำ ALPBR มีสมรรถนะสูงกว่ำ BCPBR         
โดยจุลสำหร่ำยที่เพำะเลี ยงใน ALPBR มีควำมหนำแน่นของเซลล์ 7.95x105 cell/mL และอัตรำ     
กำรเจริญเติบโต 0.45 day-1 ในขณะที่ใน BCPBR มีควำมหนำแน่นของเซลล์ 4.2x105 cell/mL และ 
อัตรำกำรเจริญเติบโต 0.36 day-1 เนื่องจำกเซลล์ของจุลสำหร่ำย Heamatococcus pluvialis           
มีควำมไวต่อแรงเฉือน ที่ควำมเร็วของอำกำศป้อนเท่ำกันแรงเฉือนที่เกิดจำกำรกวนภำยใน ALPBR      
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มีขนำดต่้ำกว่ำใน BCPBR และกำรไหลวนขึ นของเซลล์จุลสำหร่ำยในท่อยกอำกำศและไหลกลับ        
ลงมำยังส่วนล่ำงของ ALPBR ช่วยให้เซลล์จุลสำหร่ำยเกือบทั งหมดในระบบได้รับแสงอย่ำงทั่วถึง  
ในขณะที่สภำวะเช่นนี ไม่เกิดขึ นกับ BCPBR ซ่ึงกำรเคลื่อนที่ของของเหลวตัวกลำงเป็นแบบกำรไหลวน 
แบบสุ่ม 
 Khoo C.G., Lam, M.K. and Lee, K.T. (2016) ศึกษำกำรไฮโดรไดนำมิกส์และกำรถ่ำยเทมวล
ในเฟสก๊ำซ-ของเหลวในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพใช้แสงแบบคอลัมน์ (BCPBR) ขนำด 56 L ที่ใช้เพำะเลี ยง
สำหร่ำย Chlorella vulgaris โดยใช้ปุ๋ยอินทรีย์เป็นสำรอำหำร (Lam and Lee, 2012) และใช้แสง
จำกหลอดฟลูออเรสเซนต์ก้ำลัง 36 watt ซึ่งมีควำมเข้มของแสง 60-70 µmol proton/m2/s เมื่อวำง
ห่ำงจำกผนังด้ำนนอกของเครื่องปฏิกรณ์ที่ระยะ 12 mm ให้แสงต่อเนื่อง 24 hr/day อำกำศ          
ถูกป้อนเข้ำสู่ด้ำนล่ำงของเครื่องปฏิกรณ์ด้วยอัตรำกำรไหล 0.12 -0.19 VVM ระยะเวลำในกำร
เพำะเลี ยง 30 วัน โดย 15 วัน แรกเป็นกำรเพำะเลี ยงภำยใต้สภำวะแบบกะและเพำะเลี ยงภำยใต้  
สภำวะแบบกึ่งต่อเนื่องในระยะเวลำ 15 วันถัดไป ซึ่งพบว่ำอัตรำไหลของอำกำศที่ เหมำะสม              
ในกำรเพำะเลี ยง คือ 0.16 VVM (ควำมเร็วผิว Ug = 0.185 m/s ) เมื่ออัตรำกำรกำรเจริญเติบโต    
ของจุลสำหร่ำยเพ่ิมขึ นเมื่ออัตรำกำรไหลของอำกำศเพ่ิมขึ นจำก 0.12-016 VVM (มีควำมหนำแน่นของ
จุลสำหร่ำย 0.855-0.962 g/L) และอัตรำกำรเจริญเติบโตมีแนวโน้มลดลงเมื่ออัตรำกำรไหลของอำกำศ 
เพ่ิมขึ นเป็น 0.19 VVM (มีควำมหนำแน่นของจุลสำหร่ำย 0.962 g/L) ชี ให้เห็นว่ำกำรเจริญเติบโต    
ของเซลล์จุลสำหร่ำยนั นไม่เพียงแต่ขึ นอยู่กับอัตรำกำรกวนผสมภำยใน แต่ยังขึ นอยู่กับไฮโดรไดนำมิกส์
และกำรถ่ำยเทมวลในของเหลวตัวกลำงที่อัตรำกำรไหลของอำกำศสูง ๆ นั น แรงเฉือนที่มำกเกินพอ
และเหนี่ยวน้ำให้เกิดกำรลดของแรงตึงผิวของเซลล์จุลสำหร่ำย ท้ำให้ผนังของเซลล์สำหร่ำยเกิดกำรฉีก
ขำดเสียหำยและตำยในที่สุด นอกจำกนี แล้วผลกำรทดลองชี ให้เห็นว่ำอัตรำกำรถ่ำยเทมวลเชิงปริมำตร 
ของ CO2 ( )Lk a  ใน BCPBR นั นไม่ได้ขึ นกับ Ug  แต่ขึ นอยู่กับไฮโดรไดนำมิกส์ของของเหลวตัวกลำง   

ที่อัตรำกำรไหลของอำกำศ 0.16 VVM นั นประเมินได้ Lk a  (CO2) ได้เท่ำกับ 4.5x103 s-1 

 จำกงำนวิจัยที่ได้กล่ำวถึงในข้ำงต้นจะเห็นได้ว่ำในหลำยปีที่ผ่ำนมำมีควำมพยำยำมที่จะน้ำ         
น ้ำเสียมำใช้ในกำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำย เนื่องจำกในน ้ำเสียมีสำรประกอบไนโตรเจนและฟอสฟอรัส  
ในปริมำณที่เพียงพอส้ำหรับใช้ เป็นสำรอำหำรในกำรเจริญเติบโต โดยทั่วไปแล้วน ้ำเสียชุมชน             
ที่มีอัตรำส่วนของปริมำณไนโตรเจนโดยรวมและฟอสฟอรัสโดยรวมที่มีค่ำใกล้เคียงอัตรำส่วน          
ของไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในอำหำรเหลวมำตรฐำน BG-11 ส้ำหรับกำรเพำะเลี ยงจุลสำหร่ำย      
สำยพันธุ์ Chlorococcum humicola คือ น ้ำเสียที่ผ่ำนกำรบ้ำบัดขั นทุติยภูมิ จุลสำหร่ำยสีเขียว    
สำยพันธุ์นี สำมำรถเจริญเติบโตได้อย่ำงรวดเร็ว แต่มีข้อจ้ำกัดคือ มีกำรจมตัวท้ำให้จ้ำเป็นต้องเพำะเลี ยง  
แบบระบบปิดด้วยเครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพใช้แสงที่มีกำรกวนผสมภำยในโดยใช้กำรพ่นอำกำศเข้ำสู่   
ส่วนล่ำงของเครื่องปฏิกรณ์ กำรกวนผสมนี ยังช่วยให้จุลสำหร่ำยสำมำรถรับแสงได้อย่ำงทั่วถึง ภำยใต้  
สภำวะกำรเพำะเลี ยงที่เหมำะสม นอกจำกจะสำมำรถลดปริมำณสำรประกอบไนโตรเจนและ  
ฟอสฟอรัสในน ้ำเสียได้แล้ว ยังได้จุลสำหร่ำยที่มีปริมำณมำกเพียงพอที่น้ำไปใช้ประโยชน์ได้ เช่น สกัด  
น ้ำมันส้ำหรับเป็นวัตถุดิบในกำรผลิตเชื อเพลิงชีวภำพ เช่น ไบโอดีเซล และสำมำรถใช้ผลิตเป็นอำหำร  
สัตว์ ฯลฯ  



   

 

 
บทที่ 3 

วิธีการทดลอง 
 
 งานวิจัยนี้ท าการทดลองที่ห้องปฏิบัติการ ภาควิชาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร์  
มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี โดยงานทดลองเพ่ือก าจัดสารประกอบไนโตรเจนรวมและฟอสฟอรัสรวม   
ในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์โดยแบ่งออกเป็น 2 ส่วนหลัก คือ (1) การเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายภายใต้ 
สภาวะแบบกะในขวดรูปชมพู่ที่บรรจุน้ าเสียปริมาตร 500 mL และ (2) การเพาะเลี้ยงจุลสาหร่าย 
ภายใต้สภาวะแบบกะและแบบกึ่งต่อเนื่องในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพใช้แสงแบบคอลัมน์ฟอง ที่บรรจุ   
น้ าเสียปริมาตร 10 L และข้อมูลที่ได้จากการทดลองในส่วนที่ 1 และ 2 ถูกน าใช้ในการศึกษา 
จลนศาสตร์ของการเจริญเติบโตจุลสาหร่าย Chlorococcum humicola 
  
3.1  เครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพใช้แสงแบบคอลัมน์ฟอง 
 การออกแบบเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพใช้แสงแบบคอลัมน์ฟองจะต้องพิจารณาพฤติกรรม          
ทางจลศาสตร์ของของไหล 2 เฟส ที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายที่ได้กล่าวถึงในหัวข้อที่ 2.5 
โดยการไหลของกระแสก๊าซในเครื่องปฏิกรณ์เป็นแบบฟองก๊าซขนาดเล็กเพ่ือป้องกันไม่ให้เซลล์ของ  
จุลสาหร่ายเกิดความเสียหาย โดยเกิดจากแรงเฉือนที่เกิดจากการไหลของกระแสก๊าซมากเกินไปและ 
เป็นสภาวะที่เหมาะสมต่อการถ่ายเทมวลระหว่างก๊าซกับเซลล์ เมื่อพิจารณาภาพที่ 2.3 แสดงให้เห็นว่า
หากต้องการให้เกิดการไหลแบบฟองก๊าซขนาดเล็กที่ค่าความเร็วพ้ืนผิวของอากาศไม่เกิน 2 cm/s นั้น 
เส้นผ่านศูนย์กลางของคอลัมน์ควรอยู่ในช่วง 10-20 cm คอลัมน์ท าจากท่ออะคริลิคใส เพ่ือให้สามารถ
สังเกตพฤติกรรมการลอยตัวของฟองอากาศได้ตาเปล่าและการถ่ายรูป และแสงสามารถส่องเข้าไปยัง
คอลัมน์ได้ โดยอัตราส่วนระหว่างความสูงของคอลัมน์ต่อเส้นผ่านศูนย์กลาง (H/D) ของคอลัมน์ที่ใช้    
มีอัตราส่วนอยู่ในช่วง 2-5 เนื่องจากเป็นสัดส่วนเพียงพอส าหรับป้องกันไม่ให้ฟองอากาศเกิดการรวมตัว
กันที่ด้านบนของคอลัมน์ ในงานวิจัยนี้น้ าเสียสังเคราะห์ที่ใช้เป็นอาหารเหลวในคอลัมน์มีปริมาตรขนาด 
10 L จึงเลือกใช้ท่อที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 15 cm เมื่อท าการเติมน้ าเสียสังเคราะห์ลงใน
คอลัมน์จะท าให้มีความสูงเท่ากับ 61.43 cm ท าให้อัตราส่วนระหว่างความสูงของของเหลวในคอลัมน์
ต่อเส้นผ่านศูนย์กลางจะได้เท่ากับ 4 โดยประมาณ ซึ่งอยู่ช่วงของอัตราส่วน ที่เหมาะสม อย่างไรก็ตาม
ความสูงสุทธิของคอลัมน์เท่ากับ 100 cm เพ่ือป้องกันการสูญเสียที่เกิดจากการกระเพ่ือมของน้ าเสีย 
สังเคราะห์ในเครื่องปฏิกรณ์ ขณะที่ท าการเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะที่มีการพ่นอากาศที่ด้านล่าง        
ของเครื่ องปฏิกรณ์  ติดตั้ งหั ว พ่นอากาศแบบ Rigid Orifice ชนิดแผ่นเรียบความหนา 1 cm                
เส้นผ่านศูนย์กลาง 6 cm ระดับของหัวพ่นฟองอากาศสูงจากพ้ืนล่างของคอลัมน์ 3 cm มิติของเครื่อง 
ปฏิกรณ์ชีวภาพใช้แสงแบบคอลัมน์ฟอง แสดงในภาพที่ 3.1 (ก) และการเชื่อมต่ออุปกรณ์ต่าง ๆ        
กับเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพใช้แสงแบบคอลัมน์ฟองแสดงในภาพที่ 3.1 (ข) โดยทางเข้าปั๊มจะมีอุปกรณ์ 
กรองอากาศ (Syringe filter) ขนาดรูพรุน 0.45 nm เพ่ือป้องกันการปนเปื้อนจากอนุภาคฝุ่นละออง  
เชื้อรา และจุลินทรีย์ที่จะเข้าสู่เครื่องปฏิกรณ์ เนื่องจากน้ าเสียสังเคราะห์ที่ใช้ในงานวิจัยนี้มีความหนืด
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ใกล้เคียงกับความหนืดของน้ าที่อุณหภูมิห้อง ดังนั้นในการทดสอบพฤติกรรมทางชลศาสตร์ของของ
ไหลแบบ 2 เฟสภายในคอลัมน์ที่ความเร็วผิวของอากาศที่ป้อนเข้าสู่ BCPBR ในช่วง 0.1 – 0.3 cm/s 
จึงด าเนินการโดยใช้น้ า การวัดขนาดของฟองอากาศท าโดยการบันทึกภาพนิ่งด้วยกล้องถ่ายภาพ
เคลื่อนไหวดิจิตอลความเร็วสูงที่ความสูง 10, 30 และ 50 cm จากหัวพ่นฟองอากาศ โดยติดแถบวัด
ขนาดภายในคอลัมน์เพ่ือแก้ไขความผิดพลาดของมิติของฟองอากาศ การวัดขนาดที่ระดับความสูง   
ต่าง ๆ วัดจากฟองอากาศจ านวน 200 ฟองโดยประมาณ 
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ภาพที่ 3.1  มิติและอุปกรณ์เชื่อมต่อเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพใช้แสงแบบคอลัมน์ฟอง 
 
3.2  การเตรียมน ้าเสียชุมชนสังเคราะห์ 
 การใช้น้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ที่ใช้ในงานวิจัยนี้เตรียมขึ้นโดยมีองค์ประกอบหลักเช่นเดียว 
น้ าเสียชุมชนที่ผ่านการบ าบัดในขั้นตอนทุติยภูมิของเมือง Arcos de la Frontera ประเทศสเปน   
(Arbib, Z. et al., 2014)  โดยน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์เตรียมขึ้นจากน้ ากลั่นปริมาตร 1 L ที่มีปริมาณ    
ของสารประกอบฟอสฟอรัสและไนโตรเจน ดังนี้ 2 4K HPO  5.6 mg, 4NH Cl  21.0 mg และ 3NaNO    
1.6 mg และผสมด้วยสารละลายธาตุอาหารเสริม (Trace metal solution: TMS) ด้วยปริมาณ        
1.0 mL/L ของน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ ปรับสภาพกรด-ด่างให้มีค่า pH อยู่ในช่วง 6.5 – 8.5          
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ด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1.0 M จากนั้นน าไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 120 oC  
เป็นระยะเวลา 15 s ทิ้งให้เย็นก่อนน าไปใช้เลี้ยงจุลสาหร่าย  
 
3.3  การเพาะเลี ยงจุลสาหร่ายภายใต้สภาวะแบบกะในขวดรูปชมพู ่
 3.3.1  การเพาะเลี ยงเพื่อขยายจ้านวนเซลล์จุลสาหร่าย 
  หัวเชื้อจุลสาหร่ายน้ าจืดสีเขียวสายพันธุ์ Chlorococcum humicola TISTR 8551        
ที่ใช้ในการทดลองได้จากสถาบันวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) ซึ่งเป็นหัวเชื้อ      
ที่ผ่านการแยกเชื้อและท าให้บริสุทธิ์มา แล้วขยายต่อในห้องปฏิบัติการด้วยวิธีการเลี้ยงแบบบริสุทธิ์  
ชนิดเดียว (Pure culture) โดยใช้อาหารเลี้ยงสาหร่ายชนิดเหลวสูตรมาตรฐาน Blue-Green Medium  
(BG-11) (แสดงไว้ในภาคผนวก ข.1) ซึ่งผสมด้วยสารละลายธาตุอาหารที่จ าเป็น (Trace metal  
solution) 1 mL/L  ( แสดงไว้ในภาคผนวก ข.) รักษาความเป็นกรด-ด่างไว้ที่ pH 6.5-8.5 อุณหภูมิ 
เพาะเลี้ยง 28-32 oC ให้แสงโดยใช้หลอดฟลูออเรสเซนต์ชนิดแสงสีขาว ที่ให้ความสว่าง 3,500 Lux  
โดยประมาณ ป้อนอากาศตลอด 24 hr เติมสารอาหารเหลวทุก 7 วัน หัวเชื้อจุลสาหร่ายที่ได้จะถูกแบ่ง
ไปใช้ในการทดลองเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะแบบกะและแบบกึ่งต่อเนื่อง 
      3.3.2  เพาะเลี ยงจุลสาหร่ายในอาหารเลี ยงเชื อมาตรฐาน BG-11 
  น าขวดรูปชมพู่ปริมาตร 1,000 mL มาล้างด้วยสารละลายคลอรีนที่มีความเข้มข้น      
ร้อยละ 5 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ท าการล้างเป็นระยะเวลา 10 s โดยประมาณ จากนั้นล้างด้วย       
น้ ากลั่นก่อนเริ่มการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายเพ่ือลดการปนเปื้อนจากเชื้อราและจุลินทรีย์ซึ่งอาจส่งผล   
กระทบต่อการเจริญเติบโตของจุลสาหร่าย เมื่อขวดรูปชมพู่แห้งแล้วท าการเติมอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร    
500 mL ในขวดรูปชมพู่ จากนั้นเติมหัวเชื้อจุลสาหร่ายที่มีความหนาแน่นของเซลล์เชิงแสง (OD) ที่ค่า 
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 nm เริ่มต้นเท่ากับ 0.1 ลงในขวดรูปชมพู่ท าการเพาะเลี้ยง 
ภายใต้สภาวะการเจริญเติบโตแบบกะเป็นเวลา 14 วัน ท าการควบคุมอุณหภูมิให้อยู่ในช่วง 28-32 oC   
จากนั้ น เติ มอากาศ เข้ าสู่ ขวดรู ปชม พู่ โดยผ่ านหั ว พ่นฟองอากาศ  โดย ใช้ อัตราการ ไหล                            
0.1-0.3 cm/s รักษาความเป็นกรด-ด่างของสารอาหารเหลวไว้ที่ pH 6.5-8.5 ให้แสงสว่างด้วยหลอด 
ฟลูออเรสเซนต์ที่มีความเข้มข้นของแสง 3,500 Lux โดยประมาณ ทั้ง 2 ด้าน ของรางเพาะเลี้ยง     
โดยควบคุมเวลาในการให้แสงต่อมืดเท่ากับ 12/12 hr ท าการเก็บตัวอย่างของเหลวด้วยปริมาตร      
65 mL ทุกวัน (ท าการวัดค่า pH ของเหลวก่อนท าการเก็บตัวอย่าง) เพ่ือน ามาวิเคราะห์หาน้ าหนัก 
เซลล์แห้ง ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่าย ปริมาณไขมัน ความเข้มข้นของไนเตรทและฟอสเฟต  
พารามิเตอร์ทุกเทอมท าการวิเคราะห์ 3 ครั้งเพ่ือหาค่าเฉลี่ย หลังจากเก็บตัวอย่างจะเติมน้ ากลั่น      
เพ่ือท าให้ปริมาตรของเหลวในขวดรูปชมพู่เท่ากับ 750 mL โดยตัวแปรที่ใช้ในการศึกษาได้ถูกสรุป  
และแสดงในตารางที่ 3.1 
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ตารางท่ี 3.1  ตัวแปรควบคุมและตัวแปรตามที่ศึกษาในการทดลองส่วนที่ 3.3.2 
 

ตัวแปร ค่าที่ใช้ในการทดลองหรือวิเคราะห์ 
ตัวแปรควบคุม 
1. สารอาหารเหลวมาตรฐาน BG-11 
2. ความหนาแน่นเริ่มต้นของเซลล์ (OD) 
3. ความเข้มของแสง 
4. ความเร็วผิวของอากาศที่ป้อน 
5. อุณหภูมิ 
6. ความเป็นกรด-ด่างของสารอาหาร 

 
ผลการเตรียมในหัวข้อที่ 3.3.1 
0.1 
3,500 Lux 
0.1-0.3 cm/s 
28-32 oC 
pH 6.5-8.5 

ตัวแปรที่วิเคราะห์ 
1. ความหนาแน่นของเซลล์ 
2. อัตราการเจริญเติบโตของจุลสาหร่าย 
3. ความเข้มข้นของสารอาหาร 
4. ความเข้มข้นของกรดไขมัน 

 
cell/mL 
น้ าหนักแห้ง (g/L)  

3NO N , 3
4PO P  (mg/L) 

mg/L 
  
3.4  การบ้าบัดน ้าเสียชุมชนสังเคราะห์ด้วยจุลสาหร่ายในขวดรูปชมพู่ 
 ท าการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ โดยมีความหนาแน่นเริ่มต้นของเซลล์  
(OD) ที่ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 nm เท่ากับ 0.1 ภายใต้สภาวะเช่นเดียวกับ           
การเพาะเลี้ยงในสารอาหารเหลวสูตร BG-11 (ในหัวข้อที่ 3.3.2) ท าการเก็บตัวอย่างของเหลว         
ปริมาตร 65 mL ทุกวัน (ยกเว้นการวิเคราะห์หาค่าซีโอดีและปริมาณกรดไขมันที่เก็บตัวอย่างทุก         
3 วัน) เพ่ือน ามาชั่งน้ าหนักหาเซลล์แห้งของจุลสาหร่าย ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่าย         
ความเข้มข้นของแอมโมเนียม-ไนโตรเจน ความเข้มข้นของไนเตรท-ไนโตรเจน ปริมาณฟอสฟอรัส 
ทั้งหมด ค่าซีโอดี และปริมาณกรดไขมัน พารามิเตอร์ทุกเทอมท าการวิเคราะห์ 3 ครั้ง เพ่ือหาค่าเฉลี่ย  
หลังจากเก็บตัวอย่างจะเติมน้ ากลั่น เพ่ือท าให้ปริมาตรของเหลวในขวดรูปชมพู่เท่ากับ 500 mL        
ท าการทดลองในข้างต้นโดยเปลี่ยนค่า OD เริ่มต้นของเซลล์จุลสาหร่ายเป็น 0.3 และ 0.5 โดยตัวแปร  
ที่ใช้ในการศึกษาไดส้รุปและแสดงในตารางที่ 3.2  
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ตารางท่ี 3.2  ตัวแปรควบคุมและตัวแปรตามที่ศึกษาในการทดลองส่วนที่ 3.4 
 

ตัวแปร ค่าที่ใช้ในการทดลองหรือวิเคราะห์ 
ตัวแปรควบคุม 
1. น้ าเสียสังเคราะห์ 
2. ความหนาแน่นเริ่มต้นของเซลล์ (OD) 
3. ความเข้มของแสง 
4. ความเร็วผิวของอากาศที่ป้อน 
5. อุณหภูมิ 
6. ความเป็นกรด-ด่างของสารอาหาร 

 
ผลการเตรียมในหัวข้อที่ 3.2 
0.1, 0.3, 0.5 
3,500 Lux 
0.1-0.3 cm/s 
28-32 oC 
pH 6.5-8.5 

ตัวแปรที่วิเคราะห์ 
1. ความหนาแน่นของเซลล์ 
2. อัตราการเจริญเติบโตของจุลสาหร่าย 
3. ความเข้มข้นของสารอาหาร 
4. ความเข้มข้นของกรดไขมัน 
5. ค่าซีโอดี 

 
cell/mL 
น้ าหนักแห้ง (g/L) 

4NH N , 3NO , 3
4PO   (mg/L) 

mg/L 

mg/L 
 
3.5  การบ้าบัดน ้าเสียชุมชนสังเคราะห์ด้วยการเพาะเลี ยงจุลสาหร่ายในเครื่องปฏิกรณ์ 
 3.5.1  การบ้าบัดน ้าเสียชุมชนสังเคราะห์ภายใต้สภาวะแบบกะ 
  น าเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพใช้แสงแบบคอลัมน์ฟองมาล้างด้วยสารละลายคลอรีนที่มี     
ความเข้มข้นร้อยละ 5 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ท าการล้างเป็นระยะเวลา 10 s โดยประมาณ จากนั้น
ล้างด้วยน้ ากลั่น เพ่ือลดการปนเปื้อนจากเชื้อราและจุลินทรีย์ซึ่งอาจส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโต
ของจุลสาหร่ายตามขั้นตอนในหัวข้อที่ 3.3.2 เมื่อเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพใช้แสงแบบคอลัมน์ฟองแห้ง 
แล้วท าการเติมน้ าเสียสังเคราะห์ปริมาตร 10 L ลงในเครื่องปฏิกรณ์ จากนั้นเติมหัวเชื้อจุลสาหร่ายที่มี 
ค่า OD เริ่มต้นที่เหมาะสม (จากผลการทดลองในหัวข้อที่ 3.4) ลงในเครื่องปฏิกรณ์ ท าการเพาะเลี้ยง 
ภายใต้สภาวะแบบกะ 14 วัน เช่นเดียวกันกับการเพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพู่ และเก็บตัวอย่างของเหลว 
ปริมาตร 65 mL ทุกวัน (ยกเว้นการวิเคราะห์หาค่าซีโอดีและปริมาณกรดไขมันที่เก็บตัวอย่างทุก 3 วัน) 
เพ่ือน ามาวัดน้ าหนักเซลล์แห้งของจุลสาหร่าย ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่าย ความเข้มข้นของ
แอมโมเนียม-ไนโตรเจน ความเข้มข้นของไนเตรท-ไนโตรเจน ปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด ค่าซีโอดี และ
ปริมาณกรดไขมัน พารามิเตอร์ทุกเทอมท าการวิเคราะห์ 3 ครั้ง เพ่ือหาค่าเฉลี่ย หลังจากเก็บตัวอย่าง
จะเติมน้ ากลั่นเพ่ือท าให้ปริมาตรของเหลวในเครื่องปฏิกรณ์เท่ากับ 10 L โดยตัวแปรที่ใช้ในการศึกษา
ไดส้รุปและแสดงในตารางที่ 3.3 
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ตารางท่ี 3.3  ตัวแปรควบคุมและตัวแปรตามที่ศึกษาในการทดลองส่วนที่ 3.5.1 
 

ตัวแปร ค่าที่ใช้ในการทดลองหรือวิเคราะห์ 
ตัวแปรควบคุม 
1. น้ าเสียสังเคราะห์ 
2. ความหนาแน่นเริ่มต้นของเซลล์ (OD) 
3. ความเข้มของแสง 
4. ความเร็วผิวของอากาศที่ป้อน 
5. อุณหภูมิ 
6. ความเป็นกรด-ด่างของสารอาหาร 

 
ผลการเตรียมในหัวข้อที่ 3.2 
ค่าท่ีดีสุดของการเพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพู่ 
3,500 Lux 
0.1-0.3 cm/s 
28-32 oC 
pH 6.5-8.5 

ตัวแปรที่วิเคราะห์ 
1. ความหนาแน่นของเซลล์ 
2. อัตราการเจริญเติบโตของจุลสาหร่าย 
3. ความเข้มข้นของสารอาหาร 
4. ความเข้มข้นของกรดไขมัน 
5. ค่าซีโอดี 

 
cell/mL 
น้ าหนักแห้ง (mg/L) 

4NH N , 3NO , 3
4PO   (mg/L) 

mg/L 

mg/L 

 
 3.5.2  การบ้าบัดน ้าเสียชุมชนสังเคราะห์ภายใต้สภาวะแบบกึ่งต่อเนื่อง 
  น าเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพใช้แสงแบบคอลัมน์ฟองมาล้างด้วยสารละลายคลอรีน              
ที่มีความเข้มข้นร้อยละ 5 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ท าการล้างเป็นระยะเวลา 10 s โดยประมาณ  
จากนั้นล้างด้วยน้ ากลั่น เพ่ือลดการปนเปื้อนจากเชื้อราและจุลินทรีย์ซึ่งอาจส่งผลกระทบต่อ           
การเจริญเติบโตของจุลสาหร่ายตามขั้นตอนในหัวข้อที่ 3.3.2 เมื่อเครื่องปฏิกรณ์แห้งแล้วท าการเติม  
น้ าเสียสังเคราะห์ปริมาตร 10 L ลงในเครื่องปฏิกรณ์ จากนั้นเติมหัวเชื้อสาหร่ายที่มีค่า OD เริ่มต้น     
ที่ให้ประสิทธิภาพในการลดความเข้มข้นของไนโตรเจนและฟอสฟอรัสทั้งหมดได้ดีที่สุด (จากผลการ 
ทดลองหัวข้อที่ 3.4) ลงในเครื่องปฏิกรณ์ แบ่งการเพาะเลี้ยงเป็น 2 ช่วง โดยช่วงแรกเพาะเลี้ยงภายใต้ 
สภาวะแบบกะโดยเติมน้ าเสียสังเคราะห์ปริมาตร 10 L จนถึงวันที่ความเข้มข้นของไนโตรเจนและ 
ฟอสฟอรัสรวมในน้ าเสียสังเคราะห์ลดลงจนมีค่าน้อยกว่า 10 และ 1 mg/L ตามล าดับ จึงท าการเก็บ 
เกี่ยวเซลล์จุลสาหร่าย โดยเทของเหลวซึ่งมีเซลล์จุลสาหร่ายอยู่ด้วยออกจากเครื่องปฏิกรณ์ด้วย 
ปริมาตร 5 L จากนั้นท าการเพาะเลี้ยงแบบกึ่งต่อเนื่อง โดยเติมน้ าเสียสังเคราะห์ที่เตรียมไว้ใส่ในเครื่อง 
ปฏิกรณ์จนมีปริมาตรโดยรวมเท่ากับ 10 L ท าการเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะเช่นเดียวกับ 6 วันแรก     
ท าการเก็บเกี่ยวเซลล์จุลสาหร่ายและเปลี่ยนน้ าเสียสังเคราะห์ทุก 6 วันจ านวน 3 รอบ ท าการเก็บ 
ของเหลวตัวอย่างด้วยปริมาตร 65 mL ทุกวัน เพ่ือน ามาวิเคราะห์หาค่าของพารามิเตอร์เช่นเดียวกัน 
กับการเพาะเลี้ยงแบบกะในหัวข้อที่ 3.3.2 โดยตัวแปรที่ใช้ในการศึกษาได้สรุปและแสดงดังใน      
ตารางที่ 3.4 
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ตารางท่ี 3.4  ตัวแปรควบคุมและตัวแปรตามที่ศึกษาในการทดลองส่วนที่ 3.5.2 
 

ตัวแปร ค่าที่ใช้ในการทดลองหรือวิเคราะห์ 
ตัวแปรควบคุม 
1. น้ าเสียสังเคราะห์ 
2. ความหนาแน่นเริ่มต้นของเซลล์ (OD) 
3. ความเข้มของแสง 
4. ความเร็วผิวของอากาศที่ป้อน 
5. อุณหภูมิ 
6. ความเป็นกรด-ด่างของสารอาหาร 

 
ผลการเตรียมในหัวข้อที่ 3.2 
ผลการทดลองในหัวข้อที่ 3.4 
3,500 Lux 
0.1-0.3 cm/s 
28-32 oC 
pH 6.5-8.5 

ตัวแปรที่วิเคราะห์ 
1. ความหนาแน่นของเซลล์ 
2. อัตราการเจริญเติบโตของจุลสาหร่าย 
3. ความเข้มข้นของสารอาหาร 
4. ความเข้มข้นของกรดไขมัน 
5. ค่าซีโอดี 

 
cell/mL 
น้ าหนักแห้ง (g/L) 

4NH N , 3NO , 3
4PO   (mg/L) 

mg/L 

mg/L 

 
3.6  การวิเคราะห์การเจริญเติบโตของจุลสาหร่ายและพารามิเตอร์ต่าง ๆ 
 3.6.1  การวิเคราะห์น ้าหนักเซลล์แห้งของจุลสาหร่าย  
    น้ าหนักเซลล์แห้งของจุลสาหร่ายวิเคราะห์โดยใช้วิธี  Total solid dried (1999) โดยมี
ขั้นตอนดังนี้ 
  3.6.1.1 อบกระดาษกรองที่อุณหภูมิ 95 oC จนน้ าหนักคงที่จึงน ามาชั่งเพ่ือหาน้ าหนัก    
ที่แน่นอน จากนั้นเก็บไว้ในโถดูดความชื้นก่อนน ามาใช้ 
  3.6.1.2 เก็บของเหลวตัวอย่างปริมาตร 5 mL กรองผ่านกระดาษกรองที่ทราบน้ าหนัก   
ที่แน่นอนแล้ว 
  3.6.1.3 ล้างเซลล์จุลสาหร่ายบนกระดาษกรองด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 10 mL 2 ครั้ง 
  3.6.1.4 น ากระดาษกรองที่ผ่านการกรองตัวอย่างไปอบที่อุณหภูมิ 95 oC จนน้ าหนักของ 
ตัวอย่างคงท่ี ใช้เวลา 8 hr โดยประมาณ 
  3.6.1.5 น ากระดาษกรองที่มีจุลสาหร่ายซึ่งผ่านการอบไปชั่งบนเครื่องชั่งละเอียดและ 
บันทึกน้ าหนักที่ได ้จากนั้นค านวณหาน้ าหนักเซลล์แห้งของจุลสาหร่าย ( DW ) โดยใช้สมการที่ 3.1 
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                    (3.1) 

 
  โดยที ่ 1W   คือ  น้ าหนักกระดาษกรองหลังจากอบแห้ง (g) 
   2W   คือ  น้ าหนักกระดาษกรองและเซลล์หลังจากอบแห้ง (g) 
   V    คือ  ปริมาตรตัวอย่างของของเหลวที่เก็บจากเครื่องปฏิกรณ์ (mL) 
 
 3.6.2  การวัดความหนาแน่นของจุลสาหร่าย  
  การวัดความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายในงานวิจัยนี้ใช้วิธีโดยตรงซึ่งใช้การนับจ านวน
เซลล์โดยใช้สไลด์นับเซลล์แบบเฮมาไซโตมิเตอร์ (Hemacytometer counting chamber) และ 
วิธีโดยอ้อมด้วยการหาความหนาแน่นเชิงแสง  
  3.6.2.1 การวัดความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายด้วยสไลด์เฮมาไซโตมิเตอร์ มีขั้นตอน
ดังนี้  
   1) หยดตัวอย่างจุลสาหร่ายที่ต้องการนับจ านวนลงไป 1 หยด ในช่องใส่
ตัวอย่างของสไลด์นับเซลล์ที่มีกระจกปิดสไลด์ปิดอยู่ตัวอย่างจุลสาหร่ายจะแผ่กระจายไปทั่วตาราง
สี่เหลี่ยม  
   2) วางสไลด์ทิ้งไว้ประมาณ 1 min เพ่ือรอให้เซลล์จุลสาหร่ายจมลงสู่พ้ืนสไลด์ 
จากนั้นน าสไลด์ไปวางบนแท่นกล้องจุลทรรศน์ จากนั้นปรับกล้องโดยเริ่มก าลังขยายจากต่ าไปสูง  
   3) ท าการนับเซลล์จุลสาหร่ายที่อยู่ในช่องสี่เหลี่ยมตรงกึ่งกลาง (ซึ่งมี 25 ช่อง
ใหญ่ โดยภายในมีตารางขนาดเล็กจ านวน 16 ช่อง)  
    หมายเหตุ : ในกรณีที่มีจ านวนเซลล์จุลสาหร่ายมีความหนาแน่นมาก       
อาจพิจารณาสุ่มนับเพียง 5 ช่อง จากนั้นน าผลการนับที่ได้คูณด้วย 5 หรือ อาจสุ่มนับเพียง 10 ช่อง  
จากนั้นน าผลการนับที่ได้คูณด้วย 2.5 และถ้าพบว่ามีเซลล์จุลสาหร่ายทับเส้นตารางให้เลือกนับ        
แบบใดแบบหนึ่งต่อไปนี้  
    3.1) กรณีที่มีการทับเส้นแนวบนและเส้นแนวขวาของตารางให้นับ         
(โดยไม่ต้องนับเซลล์ที่ทับเส้นแนวซ้ายและแนวเส้นล่าง) หรือ 
    3.2) กรณีที่มีการทับทับเส้นแนวล่างและเส้นแนวซ้ายของตารางให้นับ   
(โดยไม่ต้องนับเซลล์ที่ทับเส้นแนวขวาและแนวเส้นบน) 
   4) ท าการนับจ านวนเซลล์สาหร่าย 2 ตาราง สมมุตินับได ้n และ m เซลล์  
                

   การรายงาน คือ   410
2

n m
x

   cell/mL 
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   หรือค านวณปริมาณจุลสาหร่ายจากสมการที่ 3.2  
   

ความหนาแน่นของเซลล์ =   
31000Cx mm

AxDxF
              (3.2)                             

 
   โดยที่    C  =  จ านวนสาหร่ายที่นับได้ (cell/mL) 
    A  =  พ้ืนที่ของ grids: 0.04 mm2  
    D  =  ความลึกของพ้ืนที่ที่นับ: 0.1 mm 
    F  =  จ านวนช่องหรือตารางที่นับ  
 
  3.6.2.2 การวัดมวลชีวภาพของสาหร่ายโดยอ้อม โดยการวัดความขุ่นของเซลล์               
จุลสาหร่ายเชิงแสง มีข้ันตอนดังนี ้
   1) น าตัวอย่างของเหลวที่มีเซลล์จุลสาหร่ายใส่ในหลอดทดลองไปวัดค่า OD  
ด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 550 nm โดยสารละลายอ้างอิง (Blank solution)   
ใช้สารละลายอาหารเหลวที่เตรียมไว้ก่อนการน าไปเพาะเลี้ยงจุลสาหร่าย บันทึกค่า OD ที่วัดได ้
   2) อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของจุลสาหร่ายประเมินได้จากสมการที่ 3.3  
 

          2 1

2 1

ln lnX X

t t






                     (3.3) 

 
   โดยที่     คือ  อัตราการเจริญจ าเพาะของเซลล์ (day-1) 
    1X   คือ  ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายที่เวลา 1t  (cell/mL) 
    2X  คือ  ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายที่เวลา 2t (cell/mL)
    1t    คือ  ระยะเวลาที่เพาะเลี้ยง (day) 
 
 3.6.3  การวิเคราะห์ปริมาณกรดไขมัน  
  การวิเคราะห์ปริมาณกรดไขมันใช้วิธีของ Isik, O. et al. (1999) มีข้ันตอนดังนี้  
  3.6.3.1 น าของเหลวตัวอย่างปริมาณ 20 mL ไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge         
ที่ความเร็ว 3,500 rpm เป็นเวลา 10 min เทสารละลายส่วนใสทิ้ง จากนั้นท าการล้างตะกอนเซลล์        
ด้วยน้ ากลั่น 20 mL 
  3.6.3.2 น าสารละลายแขวนลอยที่ได้แยกด้วยเครื่องเหวี่ยงแยกที่ความเร็ว 3,500 rpm  
เป็นเวลา 10 min ท าซ้ าขั้นตอนแรกอีก 1 ครั้ง เทสารละลายส่วนใสทิ้ง จากนั้นเติมน้ ากลั่นปริมาตร   
0.8 mL เติมเมทานอลปริมาตร 2 mL และเติมสารละลายคลอโรฟอร์มปริมาตร 1 mL ผสมให้เข้ากัน  
ด้วยเครื่องผสม สารละลายเป็นเวลา 30 s และน ามาใส่ในเครื่องเหวี่ยงแยกเป็นเวลา 15 s เพ่ือท าให้ 
เซลล์จุลสาหร่ายแตก 
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  3.6.3.3 เติมสารละลายคลอโรฟอร์มปริมาตร 1 mL และเติมน้ ากลั่นปริมาตร 1 mL 
ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารละลายเป็นเวลา 10 min จากนั้นดูดสารละลายส่วนบนทิ้งเก็บเฉพาะ 
ของเหลวชั้นล่าง ซึ่งประกอบด้วยคลอโรฟอร์มและไขมันใส่ในหลอดทดลองด้วยปิเปตต์ 
  3.6.3.4 น าสารละลายส่วนที่เก็บทิ้งแต่ยังมีเศษเซลล์ปะปนอยู่ไปสกัดซ้ าจนกระทั่ง 
ของเหลวที่สกัดได้มีสี (2-3 ครั้ง) 
  3.6.3.5 กรองของเหลวที่สกัดได้ผ่านกระดาษกรองที่ชุ่มคลอโรฟอร์มลงในภาชนะ         
ที่ทราบน้ าหนัก  จากนั้นอบภาชนะดั งกล่ าวที่ อุณหภูมิ  80 oC เป็น เวลา 12 hr ท า ให้ เย็น                     
ในโถดูดความชื้น แล้วน าไปชั่งน้ าหนัก จากนั้นค านวณความเข้มข้นของกรดไขมันโดยใช้สมการที ่3.4 
 

 2 1 1000
L

W W
W

V

 
               (3.4) 

 
   โดยที่  LW  คือ  ความเข้มข้นของกรดไขมัน (g/mL) 
    1W  คือ  น้ าหนักภาชนะหลังจากอบแห้ง (g) 
    2W  คือ  น้ าหนักภาชนะและไขมันหลังจากอบแห้ง (g) 
    V  คือ  ปริมาตรตัวอย่างสารละลายแขวนลอย (mL) 
 
 3.6.4  การวิเคราะห์หาค่าซีโอดี  
  ค่าซีโอดีของน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ที่ใช้เลี้ยงจุลสาหร่ายในงานวิจัยนี้ท าการวิเคราะห์ 
โดยวิธีมาตรฐานแบบ Close reflux titrimetric method (AOAC Official Method No. 973.46, 
2000) ซ่ึงมีข้ันตอนดังต่อไปนี้ 
  3.6.4.1 วิธีเตรียมสารรีเอเจนต์ 
   1) สารละลาย Digestion reagent 
    ละลาย 2 2 7K Cr O  4.913 g ที่ผ่านการอบแห้งที่อุณหภูมิ 103 oC เป็นเวลา    
2 hr ในน้ ากลั่น 500 mL ค่อย ๆ เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้นปริมาตร 167 mL และเติมสารละลาย  

4HgSO  ปริมาณ 33.3 g คนให้ละลายตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นปรับปริมาตรให้เป็น 1 L  
ด้วยน้ ากลั่น 
   2) กรดซัลฟิวริกเข้มข้นที่ผสม 4AgSO  (Sulfuric acid reagent) 
     ละลาย 4AgSO  22 g ในกรดซัลฟิวริกเข้มข้นซึ่งมีน้ าหนัก 4.1 kg (2.5 L)   
แล้วตั้งทิ้งไว้ 1-2 วัน เพ่ือให้ละลาย 
   3) สารละลายมาตรฐาน (Ferrous ammonium sulfate: FAS) 0.1 N 
     ละลาย 4 4 24 2 .FeSO .( H ) SO 6HN O  39 g ในน้ ากลั่นแล้วเติมกรดซัลฟิวริก
เข้มข้นลงไป 2 mL ท าให้เย็นแล้วเติมน้ ากลั่นลงไปจนปริมาตรครบ 1 L สารละลายนี้ต้องน ามาหา
ความเข้มข้นที่แน่นอนด้วยสารละลาย Digestion reagent โดยเติมน้ ากลั่น 10 mL สารละลาย 
Digestion reagent 14 mL จากนั้นใช้ปิเปตค่อย ๆ เติม Sulfuric acid reagent ลงไป 14 mL ทิ้งไว้
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ให้เย็นแล้วน ามาไทเทรตกับสารละลาย Ferrous ammonium sulfate (FAS) โดยใช้ Ferroin จ านวน 
2-3 หยด เป็นอินดิเคเตอร์ สารละลายที่ทดสอบจะค่อย ๆ เปลี่ยนจากสีเหลืองเป็นสีฟ้าอมเขียว     
และเป็นสีน้ าตาลแดงเมื่อถึงจุดยุต ิ
 

Normality of FAS solution = 
 
 

2 2 7

4 2 4 2

 of K Cr O 0.1

 of Fe(NH ) (SO )

mL

mL


                   (3.5) 

 
   4) สารละลาย Ferroin อินดิเคเตอร์ 
    ละลาย 1-10 Phenantroline monohydrate 1.485 g และ FeSO4

.7H2O 
695 mg ในน้ ากลั่นจากนั้นท าการเติมน้ ากลั่นจนมีปริมาตรครบ 100 mL 
 
  3.6.4.2 วิธีวิเคราะห์ 
   1) ล้างหลอดทดลองและฝาจุกด้วยกรดซัลฟิวริกความเข้มข้น ร้อยละ 20     
เพ่ือป้องกันการปนเปื้อนจากสารอินทรีย์  จากนั้นปิเปตตัวอย่างน้ าเสีย 10 mL ใส่ในหลอดทดลอง   
แล้วเติม Digestion reagent ลงไป 6 mL 
   2) เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้นที่ผสมซิลเวอล์ซัลเฟตลงไป  14 mL ให้ไหลลง     
ก้นหลอดแก้วอย่างช้า ๆ เพ่ือให้ชั้นของกรดอยู่ใต้ชั้นของน้ าตัวอย่างและ Digestion reagent  
    หมายเหตุ:  หลังจากเติมกรดซัลฟิวริกให้สังเกตสีของตัวอย่างดังต่อไปนี้ 
    2.1) ถ้าได้สีเขียว แสดงว่าปริมาณ 2 2 7K Cr O  เหลืออยู่มากใช้ปริมาณ        
น้ าตัวอย่างน้อยเกินไปต้องเพ่ิมปริมาณน้ าตัวอย่างอีก 
    2.2) ถ้าได้สี เขียวอมเหลือง แสดงว่าปริมาณน้ าตัวอย่างเหมาะสม     
สามารถน าตัวอย่างไปท าการรีฟลักซ์ได ้
    2.3) ถ้าได้สีเขียวอมฟ้า แสดงว่าปริมาณน้ าตัวอย่างมากเกินไปต้องท าการ    
เจือจางน้ าตัวอย่างให้มีความเข้มข้นน้อยลง โดยจะใช้อัตราส่วนระหว่าง น้ าตัวอย่าง : น้ ากลั่น    
เท่าไหร่ก็ได ้แต่ผลรวมของปริมาตรน้ าตัวอย่างต้องเท่ากับ 10 mL 
   3) ปิดจุกหลอดแก้วให้แน่นแล้วคว่ าหลอดแก้วไปมาหลาย ๆ ครั้งอย่างทั่วถึง 
ก่อนจะน าตัวอย่างไปรีฟลักซ์ เพ่ือป้องกันไม่ให้เกิดความร้อนสะสมอยู่ที่ก้นหลอด ซึ่งอาจแตกได้ 
ในขณะท าการรีฟลักซ์ 
   4) ให้ท าแบลงค์โดยใช้น้ ากลั่นแทนน้ าตัวอย่างด้วยวิธีการทดลองเช่นเดียวกับ 
การวิเคราะห์น้ าตัวอย่างประมาณ 1-2 หลอด 
   5) น าหลอดแก้วทั้งหมดที่ใส่น้ าตัวอย่างและแบลงค์วางบนที่ตั้งหลอดทดลอง 
แล้วน าเข้าเตาอบที่ท าให้อุณหภูมิสูงถึง 150±2 oC เมื่อครบเวลา 2 hr ให้น าตัวอย่างออกมาทิ้งไว้       
ที่อุณหภูมิห้อง 
   6) เทตัวอย่างจากหลอดใส่ลงในขวดรูปชมพู่ไทเทรตกับสารละลาย  FAS           
จนกระทั้งถึงจุดยุติจะเห็นการเปลี่ยนแปลงจากสีเหลืองเป็นสีฟ้าอมเขียว และเป็นสีน้ าตาลแดงที่จุดยุติ    
อ่านปริมาตรที่ไทเทรตตอนเริ่มเปลี่ยนสีเป็นสีน้ าตาลแดง ค่าซีโอดีสามารถค านวณได้ ดังสมการที ่3.6  
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  8000

COD (mg/L) = 
[ml Sample]

a b N  
                (3.6)   

 
   โดยที่  a    คือ  ปริมาตรของ Fe 4 2 4 2(NH ) (SO )  ที่ใช้ไทเทรตBlank (mL) 
    b    คือ  ปริมาตรของ Fe 4 2 4 2(NH ) (SO )  ที่ใช้ไทเทรตน้ าตัวอย่าง  
      (mL) 
    N  คือ  ความเข้มข้นของ (N) 4 2 4 2(NH ) (SO )  ที่ใช้ (N)   
    
 3.6.5  การวิเคราะห์หาความเข้มข้นแอมโมเนีย-ไนโตรเจน  
  การวิเคราะห์หาความเข้มข้นของ +

4NH -N  ใช้วิธีการกลั่น (Distillation Method)      
ตามมาตรฐาน APHA, AWWA & WEF (1995) 
         3.6.5.1 การเตรียมสารเคม ี
   1) น้ ากลั่นปราศจากไอออน (De-ionized water) ใช้ส าหรับเตรียมสารละลาย    
ต่าง ๆ แบลงค์ และสารมาตรฐานควรเป็นน้ ากลั่นปราศจากไอออนที่เตรียมใหม่ 
   2)  สารละลายฟีนอล 
     ละลายฟีนอล 6 5(C H OH) 5g ในเอธิลแอลกอฮอล์ร้อยละ 95 (v/v) 50 mL 
   3)  สารละลายโซเดียมไนโตรปรัสไซด์ 
     ละลาย 4AgSO  ปริมาณ 0.5 g ในน้ า∙กลั่นปราศจากไอออน 100 mL เก็บ
รักษาสารละลายนี้ในขวดแก้วสีน้ าตาลสารละลายนี้มีอายุ 1 เดือน 
   4)  สารละลายออกซิไดซิง่ 
     ละลายโซเดียมไดคลอโรไซยานูเรท 3 2 3 3(C Cl N NaO ) หรือโปแทสเซียม       
ไดคลอโรไซยานูริค 3 2 3 3(C Cl N KO ) ชนิดใดชนิดหนึ่งจ านวน 1 g โซเดียมไฮดรอกไซด์ 5 g และ        
ไตรโซเดียมซิเตรทไดไฮเดรต 3 6 5 7 2(Na C H O .2H O) 50 g ในน้ ากลั่นปราศจากไอออน แล้วปรับ 
ปริมาตรให้ได้ 250 mL สารละลายนี้มีอายุ 2-3 สัปดาห์ 
   5)  น้ าทะเลเทียม 
     ละลายโซเดียมคลอไรด์ (NaCl)  เป็นกรัมตามความเค็มที่ต้องการในน้ ากลั่น
ปราศจากไอออน 1 L 
   6)  สารละลายมาตรฐานของแอมโมเนีย 
     ละลายแอมโมเนียมซัลเฟต 4 2 4(NH ) (SO ) ซึ่งผ่านการอบแห้งที่อุณหภูมิ  
105-110 oC เป็นระยะเวลา 1-24 hr ปริมาณ 0.165 g ด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออน จากนั้น
ปรัปริมาตรให้ได้ 1 L ด้วยขวดวัดปริมาตรสารละลายนี้มีความเข้มข้นของแอมโมเนีย 35 mg/L 
สารละลายเป็นสารละลายมาตรฐานเข้มข้น เก็บสารละลายนี้ไว้ในขวดสีชา สารละลายนี้มีอายุการใช้
งาน 6 เดือน ถึง 1 ปี 
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   7)  การเก็บตัวอย่างและการรักษาตัวอย่าง 
    ตัวอย่างน้ าส าหรับน าไปวิเคราะห์หาแอมโมเนียสามารถเก็บในขวดแก้วหรือ
ขวดพลาสติก (Polyethylene หรือ Polypropylene) ท าการวิเคราะห์ภายใน 2-3 hr หลังจากเก็บ
ตัวอย่างหรือกรองด้วยกระดาษกรอง GF/C แล้วแช่เย็นไว้ ซึ่งสามารถเก็บไว้ได้นาน 24 hr 
  3.6.5.2 วิธีสร้างกราฟมาตรฐาน 
   1)  ดูดสารละลายจากสารละลายมาตรฐานเข้มข้นมา 5 mL แล้วปรับปริมาตร
ด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออนให้ได้ 500 mL สารละลายนี้มีความเข้มข้น 0.35 mg/L 
   2)  ดูดสารละลายจากข้อ 6) ปริมาตร 5 10 20 และ 40 mL ด้วย volumetric 
pipette ใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 50 mL แล้วปรับปริมาตรให้ได้ 50 mL ด้วยน้ ากลั่นหรือน้ า      
ทะเลเทียม สารละลายนี้มีความเข้มข้น 0.035 0.070 0.140 และ 0.280 mg/L ตามล าดับ ส าหรับ  
แบลงค ์ใช้น้ ากลั่นหรือน้ าทะเลเทียมให้สอดคล้องกับสารละลายมาตรฐาน 
   3)  เติมสารละลายฟีนอล 2.5 mL สารละลายออกซิไดซิ่ง 5 mL และสารละลาย  
โซเดียมไนโตรปรัสไซด์ 2.5 mL ตามล าดับ หลังจากเติมน้ ายาเคมีแต่ละชนิดเขย่าให้เข้ากันทิ้งไว้         
ที่อุณหภูมิห้องนานอย่างน้อย 1 hr แต่ไม่เกิน 24 hr น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น     
640 nm บันทึกค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ จากนั้นหาความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้     
กับความเข้มข้นด้วยวิธี Linear regression (หาความสัมพันธ์จากเครื่องวัดการดูดกลืนแสงโดยตรง     
ก็ได้) 
  3.6.5.3 การวิเคราะห์ตัวอย่าง 
   1) ใช้ไปเปตแบบกระเปาะดูดน้ าตัวอย่าง 10 mL ใส่ลงในหลอดทดลองที่มี 
ฝาปิดเป็นเกลียวเพ่ือป้องกันการระเหยของแอมโมเนีย 
   2)  เติมสารละลายฟีนอล 0.5 mL สารละลายออกซิไดซิง 1 m และสารละลาย  
โซเดียมไนโตรปรัสไซด์ 0.5 mL ตามล าดับ หลังจากเติมน้ ายาเคมีแต่ละชนิดเขย่าให้เข้ากัน ทิ้งไว้  
ประมาณ 1 hr แต่ไม่เกิน 24 hr 
   3)  น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 640 nm บันทึกค่าความเข้มข้น 
ที่วัดได้หรือน าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ไปค านวณหาความเข้มข้นของแอมโมเนียในตัวอย่างจากกราฟ 
มาตรฐานที่ได้เตรียมไว้ (ภาพที่ ก.1 ในภาคผนวก) ในกรณีความเค็มของน้ าตัวอย่าง และสารละลาย 
มาตรฐานมีความแตกต่างกันมากว่า 2 psu หรือส่วนในพันให้ท าการปรับแก้ค่าความเข้มข้น           
ของตัวอย่างที่วัดไดด้้วยสมการที่ 3.7 
 

    3( ) 0 3( )NH 1 0.0073 NHcorr s uncS S            (3.7)           

 
   โดยที่ NH3(corr) และ NH3(unc) คือ ความเข้มข้นของแอมโมเนียของตัวอย่างที่ได้
ท าการปรับแก้ผลอันเนื่องจากความเค็มและค่าที่ยังไม่ได้ปรับแก้ผลเนื่องจากความเค็ม ตามล าดับ S0 
และ Ss = ความเค็มของสารละลายมาตรฐานและน้ าตัวอย่าง ตามล าดับ 
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 3.6.6  การวิเคราะห์หาความเข้มขน้ไนเตรท-ไนโตรเจน  
  การวิเคราะห์หาความเข้มข้นของ NO3

--N ใช้วิธี Brucine Method ตามมาตรฐาน   
APHA, AWWA & WEF No. 4500-NO3-E (1998)  
  3.6.6.1 การเตรียมสารเคม ี
   1) สารละลายมาตรฐานไนเตรทเข้มข้น 
     ละลายแอนไฮดรัสโปตัสเซียมไนเตรท 3(KNO ) 0.7218 g ในน้ ากลั่น        
แล้วปรับปริมาตรเป็น 1 L ในขวดวัดปริมาตรขนาด 1,000 mL (สารละลายมาตรฐานนี้มีความเข้มข้น 
ไนเตรท-ไนโตรเจน 100 mg/L NO3

--N) 
   2)  สารละลายมาตรฐานไนเตรท 
     ปิเปตสารละลายมาตรฐานไนเตรทเข้มข้น 10 mL ใส่ลงในขวดวัดปริมาตร 
ขนาด 500 mL เติมน้ ากลั่นจนได้ปริมาตร 500 mL (สารละลายมาตรฐานมีความเข้มข้น 2.0 mg/L) 
 
   3)  การเตรียมกราฟมาตรฐานไนเตรท 
     เตรียมอนุกรมของสารละลายไนเตรทมาตรฐานโดยการปิเปตสารละลาย 
มาตรฐานไนเตรทความเข้มข้น 2.0 mg/L 0 - 6 mL ใส่ในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 mL เติมน้ ากลั่น 
จนถึงขีดที่ก าหนดตามล าดับ เขย่าให้เข้ากันจะได้สารละลายไนเตรทมีความเข้มข้น 0 - 1.2 mg/L   
แล้วน าไปท าการทดลองเช่นเดียวกับตัวอย่างน้ าและน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง พล็อตกราฟระหว่าง  
ความเข้มข้นของไนเตรท-ไนโตรเจน (mg/L) กับค่าการดูดกลืนแสง 
   4) สารละลายบรูซีน-กรดซัลฟานิลิค (Brucine-Sulfanilic Acid Solution) 
     ละลายบรูซีนซัลเฟต (Brucine Sulfate) 1 g และกรดซัลฟานิลิค 0.1 g     
ในน้ าร้อน 70 mL เติมกรดเกลือเข้มข้น (Conc.HCl)  3  mL ท าให้เย็นเทลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 mL  
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นจนถึงขีดบอกปริมาตร  
   5)  สารละลายกรดซัลฟูริค  
    เตรียมโดยเทกรดซัลฟูริคเข้มข้น 2 4(Conc.H SO ) 500 mL ลงในน้ ากลั่น    
125 mL ทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง 
   6)  สารละลายโซเดียมคลอไรด์ (NaCl  Solution) 
     ละลายโซเดียมคลอไรด์ ( NaCl ) 75 Gในน้ ากลั่นแล้วท าการปรับปริมาตร   
เป็น 250 mL 
  3.6.6.2 วิธีวิเคราะห์ 
   1)  ปิเปตตัวอย่างน้ า 10 mL ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 50 mL 
   2)  เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 2 mL เขย่าขวด 
   3)  เติมสารละลายกรดซัลฟูริคจ านวน 10 mL เขย่าให้เข้ากัน แล้วน าขวดรูป  
ชมพู่แช่ในถาดน้ าเพ่ือให้คายร้อน  
   4)  เมื่อเย็นแล้วให้น ามาเติมสารละลายบรูซีน-กรดซัลฟานิลิค จ านวน 0.5 mL  
เขย่าให้เข้ากัน แล้วน าไปแช่ในเครื่องอังไอน้ าซึ่งมีอุณหภูมิ 95 oC เป็นเวลา 20 min (ควรเปิดเครื่อง  
อังไอน้ าไว้ล่วงหน้าและตั้งอุณหภูมิ 95 oC เมื่อได้อุณหภูมิที่ต้องการแล้วจึงทดลองได้) 
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   5)  เมื่อครบเวลา 20 min น าขวดรูปชมพู่ไปแช่ในถาดน้ าเย็นตั้งทิ้งไว้จน   
อุณหภูมิลดลงมาเท่ากับอุณหภูมิห้อง จากนั้นน าไปวัดหาค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 nm   
บันทึกค่าที่วัดได้เพ่ือน าไปประเมินหาปริมาณไนเตรทโดยใช้กราฟมาตรฐาน (ภาพที่ ก2 ในภาคผนวก) 
 3.6.7  การวิเคราะห์ความเข้มข้นของฟอสเฟต 
  ความเข้มข้นของฟอสเฟตวิเคราะห์ โดยใช้วิธี Spectrophotometer Ascorbic Acid   
Method  
  3.6.7.1 วิธีเตรียมสารเคมี 
   1)  สารละลายฟีนอล์ฟทาลีนอินดิเคเตอร์ 
     ละลายฟีนอล์ฟทาลีน 0.5 g ในเอทานอล ร้อยละ 95 ปริมาตร 50 mL     
เติมน้ ากลั่นอีก 50 mL 
   2)  สารละลายกรดซัลฟิวริก 5 N โดยเติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 70 mL ลงในน้ า 
กลั่นแล้วปรับปริมาตรเป็น 500 mL 
   3)  สารละลายแอมโมเนียมโมลิบเดท 
     ละลาย 4 6 7 24 2(NH ) Mo O .4H O)ปริมาณ 10 g ในน้ ากลั่น 250 mL เก็บใน 
ขวดพลาสติกที ่4 oC 
   4)  สารละลายแอนติโมนีโปตัสเซียมทาเทรท 
     ละลาย 4 4 6 2K(SbO)-C H O 0.5H O ปริมาณ 1.3715 g ในน้ ากลั่น 200 mL   
เติมน้ ากลั่นจนได้ปริมาตร 500 mL เก็บในขวดแก้ว 
   5)  แอสคอร์บิคแอซิด 0.1 N: ละลาย Ascorbic Acid ปริมาณ 1.76 g ในน้ า
กลั่นจากนั้น ปรับปริมาตรเป็น 100 mL 
   6)  น้ ายารวม (Combined reagent) ปริมาตร 100 mL ผสมกรดซัลฟิวริก
ความเข้มข้น  5N ปริมาตร 50 mLกับสารละลายแอมโมเนี ยมโมลิบเดทปริมาตร  15 mL                
และสารละลายแอนติโมนีโปตัสซียมทาเทรท ผสมให้เข้ากัน 5 mL เติมแอสคอร์บิคแอซิดความเข้มข้น   
0.1 N ปริมาตร 30 mL น้ ายารวมที่ได้จะต้องมีสีเหลืองอ่อน (สารนี้จะต้องเตรียมใหม่ทุกครั้ง                
ที่วิเคราะห์) 
   7)  สารละลายฟอสเฟตเข้มข้น 
     ละลายโปตัสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 2 4(KH PO ) 0.2197 g โดยอบ                
ที่อุณหภูมิ 105 oC นาน 1 hr เติมคลอโรฟอร์มปริมาตร 1 mL แล้วเติมน้ ากลั่นปรับปริมาตรเป็น 1 L    
เก็บสารละลายนี้ไว้ในที่มืดในตู้เย็น และเก็บได้นาน 1 เดือน (สารละลายฟอสเฟตเข้มข้นมีความเข้มข้น    
50 mg/L) 
   8)  สารละลายมาตรฐานฟอสเฟต 
     ปิเปตสารละลายฟอสเฟตเข้มข้นปริมาตร 25 mL ลงในขวดวัดปริมาตร  
ขนาด 500 mL เติมน้ ากลั่นจนได้ปริมาตร 500 mL สารละลายนี้จะเก็บไว้  ใช้ได้ไม่เกิน 1–2 วัน  
(สารละลายมาตรฐานฟอสเฟตมีความเข้มข้น 2.5 mg/L) 
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   9)  การเตรียมกราฟมาตรฐานฟอสเฟต 
     เตรียมอนุกรมของสารละลายฟอสเฟตมาตรฐาน โดยการปิเปตสารละลาย
มาตรฐานฟอสเฟต ความเข้มข้น  2.5 mg/L 0, 2, 6, 10, 12, 16, 20 และ  24 mL ใส่ ในขวด            
วัดปริมาตรขนาด 50 mL เติมน ้ากลั่นจนถึงขีดที่ก าหนด ตามล าดับเขย่าให้เข้ากัน จะได้สารละลาย
ฟอสเฟตจะมีความเข้มข้น 0, 0.1, 0.3, 0.5, 0.6, 0.8, 1.0 และ 1.2 mg/L ตามล าดับ เติมน้ ายารวม  
8 mL แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) ที่ความยาวคลื่น 880 nm เช่นเดียวกับตัวอย่าง 
พล็อตกราฟระหว่างความเข้มข้นของฟอสเฟต  (mg/L)  กับค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) ดังแสดงใน
ภาพที่ ก.3 ภาคผนวก 
  3.6.7.2 วิธีวิเคราะห์ความเข้มข้นฟอตเฟต 
   1)  ตวงตัวอย่างน้ า 50 mL ใส่ลงในบีกเกอร์ขนาด 150 mL 
   2)  หยดฟีนอล์ฟทาลีนอินดิเคเตอร์ 1 หยด ถ้าได้สีชมพูให้หยดกรดซัลฟิวริก
ความเข้มข้น 5 N ลงทีละหยดจนกระทั่งสีชมพูหายไป  
   3)  เติมน้ ายารวมใส่ลงในแต่ละบีกเกอร์ บีกเกอร์ละ 8 mL 
   4)  เขย่าให้เข้ากันแล้วตั้งทิ้งไว้อย่างน้อย 10 min แต่ไม่เกิน 30 min 
   5)  น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 880 nm 
   6)  จดค่าการดูดกลืนแสงเพ่ือน าไปตัดกับกราฟมาตรฐาน 
  3.6.7.3 ข้อควรระวังและปฏิบัติในการวิเคราะห์ฟอสเฟต 
   1)  เครื่องแก้วทุกชิ้นที่ใช้ในการทดลองให้ล้างด้วยกรดเกลือเจือจางขณะร้อน 
แล้วน าไปล้างด้วยน้ ากลั่นหลาย ๆ ครั้ง หรือใช้น้ ายาล้างเครื่องแก้วที่ปราศจากฟอสเฟต 
   2)  ส าหรับตัวอย่างน้ าที่มีสีหรือขุ่นมาก ให้ท าแบลงก์โดยเติมสารละลาย           
ทุกอย่าง ยกเว้นสารละลายกรดแอสคอร์บิก และโพรแทสเซียมแอนติโมนีตาร์เตรท แล้วน าค่า           
การดูดกลืนแสงที่วัดได้ไปลบออกจากค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่าง 
 
3.7  การประเมินหาค่าพารามิเตอร์จลนศาสตร์ของการเจริญเติบโตจุลสาหร่าย 
 การประเมินหาค่า max  ซึ่งเป็นพารามิเตอร์จลนศาสตร์ที่ส าคัญของแบบจ าลองการเจริญเติบโต  
ของจุลสาหร่ายสามารถท าได้โดยจัดรูปสมการที่ 2.5 ให้อยู่ในรูปสมการเชิงเส้น ดังในสมการที่ 3.8    
โดย max  คือ ความชันของสมการเส้นตรงที่ได้นี้ ซึ่งสามารถประเมินได้โดยการวิเคราะห์การถดถอย     
เชิงเส้น (Linear regression) ของข้อมูลการเจริญเติบโตของการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายที่ได้จาก           
การทดลองในหัวข้อที่ 3.3 และ 3.4 
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 ค่าพารามิเตอร์ max  ที่ได้นี้สามารถน ามาใช้ประเมินปริมาณของสารประกอบไนโตรเจนรวม  
และฟอสฟอรัสที่คงเหลือในน้ าเสียสังเคราะห์ โดยใช้สมการที่ 2.11 นอกจากนี้แล้วการประเมินหา  
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ผลผลิตโดยรวม และผลผลิตแบบกะของเครื่องปฏิกรณ์แบบ BCPBR ที่ใช้ในงานวิจัยนี้สามารถประเมิน 
ได้โดยใช้ข้อมูลจากการทดลองในขั้นตอนที่ 3.5.1 โดยใช้สมการที่ 2.6 และสมการที ่2.7  
 
3.8  การประเมินหาประสิทธิภาพในการก้าจัดไนโตรเจนรวมและฟอสฟอรัสรวม 
 การประเมินหาประสิทธิภาพในการก าจัดไนโตรเจนรวม (Total nitrogen: TN) และฟอสฟอรัส
รวม (Total phosphorus: TP) ในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์สามารถประเมินได้จากสมการที่ (3.9) 
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 โดยที่  N,P% T   คือ  ร้อยละของการบ าบัด TN หรือ TP ในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์  
  inC   คือ  ปริมาณของ TN และ TP ที่เวลาเริ่มต้นของการบ าบัด 
  fC   คือ  ปริมาณของ TN และ TP ที่เวลาสุดท้ายของการบ าบัด  



  

 

 
บทที ่4 

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 
 

 ในบทนี้จะกล่าวถึงผลการวิจัยเพ่ือก าจัดสารประกอบไนโตรเจนรวมและฟอสฟอรัสรวมในน้ าเสีย 
ชุมชนสังเคราะห์ด้วยการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายน้ าจืดสีเขียวสายพันธุ์ Chlorococcum humicola         
โดยแบ่งออกเป็น 4 หัวข้อ ได้แก่ (1) การศึกษาลักษณะการเจริญเติบโตของจุลสาหร่ายโดยเพาะเลี้ยง       
ในสารอาหารเหลวสูตรมาตรฐาน BG-11 ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงแบบกะ 14 วัน (2) การศึกษา          
ความหนาแน่นเริ่มต้นที่เหมาะสมของเซลล์จุลสาหร่ายในการบ าบัดน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ที่ผ่านการ  
บ าบัดในขั้นตอนทุติยภูมิ (3) การประเมินหาค่า max  ซึ่งเป็นพารามิเตอร์ที่ส าคัญของแบบจ าลอง   
จลนศาสตร์การเจริญเติบโตของจุลสาหร่ายที่ เพาะเลี้ ยงด้วยน้ า เสีย ชุมชนสังเคราะห์และ                   
(4) การเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายด้วยน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพใช้แสงแบบ BCPBR   
ขนาด 10 L ภายใต้สภาวะแบบกะและแบบกึ่งต่อเนื่อง  
 
4.1  ลักษณะการเจริญเติบโตของจุลสาหร่าย Chlorococcum humicola  
 การเพาะเลี้ยงจุลสาหร่าย Chlorococcum humicola ด้วยสารอาหารเหลวมาตรฐานสูตร    
BG-11 ภายใต้สภาวะแบบกะ 14 วัน ในขวดรูปชมพู่ที่บรรจุสารอาหารเหลวปริมาตร 500 mL       
โดยมีค่า OD เริ่มต้นของเซลล์จุลสาหร่ายเท่ากับ 0.1 เพ่ือศึกษาพฤติกรรมการเจริญเติบโตของ         
จุลสาหร่ายสายพันธุ์นี้ โดยข้อมูลที่ได้จะน ามาใช้ประเมินหาศักยภาพของจุลสาหร่ายในการก าจัด  
สารประกอบไนโตรเจนรวมและฟอสฟอรัส ภาพที่ 4.1 แสดงการเจริญเติบโตโดยการแบ่งเซลล์ของ     
จุลสาหร่าย Chlorococcum humicola ที่เพาะเลี้ยงในสารอาหารเหลว BG-11 โดยมีความแน่น     
ของเซลล์เริ่มต้นของเซลล์ (OD) เท่ากับ 0.1 (2.68×106±1.53×106 cell/mL) พบว่าจุลสาหร่าย          
มีการเจริญเติบโต 4 ระยะ คือ ระยะปรับตัวใน 2 วันแรกของการเพาะเลี้ยง จากนั้นมีการเจริญเติบโต  
ระยะทวี คูณ ในวั นที่  3 - 7  โ ดยมี ค ว ามหนาแน่ นของ เซลล์ ม ากที่ สุ ด ในวั นที่  7  เท่ า กั บ   
9.00×106±2.90×106 cell/mL เข้าสู่ระยะคงตัววันที่ 8-10 และระยะตายวันที่ 11-14 เมื่อประเมิน  
หาอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ () ของจุลสาหร่ายในระยะทวีคูณพบว่าเท่ากับ 0.242 day–1        
ซึ่งเป็นค่าที่มากกว่า   ของกรณีที่เพาะเลี้ยงในน้ าเสียชุมสังเคราะห์โดยมี OD เริ่มต้นของเซลล์       
จุลสาหร่ายเท่ากับ 0.1 ถึง 2 เท่า ( = 0.113 day-1 อภิปรายในหัวข้อที่ 4.2) ซึ่งสอดคล้องกับ       
การลดลงของปริมาณไนเตรทและฟอสเฟตในสารอาหารเหลวในช่วงวันที่ 3-7 ดังแสดงในภาพที่ 4.2  
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ภาพที่ 4.1  ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงใน BG-11 แบบกะ 14 วัน 
 

 
 

ภาพที่ 4.2  ความเข้มข้นของไนเตรทและฟอสเฟตที่คงเหลือใน BG-11 แบบกะ 14 วัน 
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                                  วันเริ่มต้น (วันที่ 0)              วันสุดท้าย (วันที่ 14) 
 

ภาพที่ 4.3 สีของเซลล์จุลสาหร่ายในสารอาหารเหลว BG-11 ที่วันเริ่มต้นและวันสุดท้ายของ 
  การเพาะเลี้ยง 
 
 ภาพที่ 4.2 แสดงปริมาณของธาตุอาหารไนโตรเจนรวม (TN) ที่อยู่ในรูปไนเตรทและธาตุอาหาร           
ฟอสฟอรัสรวม (TP) ที่อยู่ในรูปฟอสเฟตที่คงเหลือในสารอาหารเหลว BG-11 จากการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่าย    
Chlorococcum humicola ที่มีความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้น OD เท่ากับ 0.1 จะพบว่าเมื่อสิ้นสุด           
การเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะแบบกะ 14 วัน มีไนเตรทคงเหลือ 190.00 ± 26.11 mg/L คิดเป็นการใช้ไนเตรท  
ร้อยละ 28.38 ในขณะที่มีฟอสเฟตคงเหลือ 0.32 ± 0.01 mg/L คิดเป็นการใช้ฟอสเฟตร้อยละ 97.30         
โดยจะเห็นได้อย่างชัดเจนว่ามีการลดลงของฟอสเฟตในสารอาหารเหลวอย่างรวดเร็ว ในช่วงวันที่ 3 – 7 ซึ่งเป็น  
การเจริญเติบโตในระยะทวีคูณ การที่ไนเตรทถูกใช้ไปในการเจริญเติบโตในปริมาณน้อยกว่าร้อยละ 30 นั้น  
เนื่องมาจากในสารอาหารเหลว BG-11 มีปริมาณไนเตรทที่มากเกินพอ (250 mg/L โดยประมาณ) อย่างไรก็ตาม 
ในช่วงวันที่  3 – 7 นั้นมีการใช้ไนเตรท  23.10 mg/L ในขณะที่มีการใช้ฟอสเฟต 5.03 mg/L จะเห็นได้     
อย่างชัดเจนว่ามีการใช้ไนเตรทมากกว่าฟอสเฟตเกือบ 5 เท่า ในช่วงเวลาเดียวกัน การที่จุลสาหร่าย  
Chlorococcum humicola มีระยะเวลาในการปรับตัวที่สั้น (1 – 2 วัน) และมีระยะทวีคูณที่ค่อนข้างมาก      
(5 วัน) ถึงแม้ว่าในระยะคงที่และระยะตาย (วันที่ 8 – 14 ของการเพาะเลี้ยง) นั้นค่า pH ในระบบการเพาะเลี้ยง  
จะเพ่ิมขึ้นมากกว่า 8.5 และเมื่อพิจารณาร่วมกับสีของเซลล์จุลสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงในสารอาหารเหลว BG-11   
ในดังแสดงในภาพที่ 4.3 จะเห็นได้ว่าในวันแรกของการเพาะเลี้ยง สีของจุลสาหร่ายจะมีสีเขียวอ่อนเมื่อท าการ  
เพาะเลี้ยงผ่านไป 14 วัน สีของเซลล์จุลสาหร่ายมีสีเขียวเข้มแกมเหลือง ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเซลล์จุลสาหร่าย      
ที่ยังไม่ตายมีปริมาณมากกว่าเซลล์จุลสาหร่ายที่ตาย จะเห็นได้ว่าจุลสาหร่ายสายพันธุ์นี้มีศักยภาพในการ 
น ามาใช้ก าจัดสารประกอบไนโตรเจนรวมและฟอสฟอรัสในน้ าเสียชุมชนที่ผ่านการบ าบัดในขั้นตอนทุติยภูมิ  
 
4.2  การบ าบัดน้ าเสียชุมชนสังเคราะหด์้วยการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายในขวดรูปชมพู่ 
 การ เพาะ เลี้ ย งจุ ลสาหร่ าย  Chlorococcum humicola ในขวดรูปชม พู่ที่ ด้ วยน้ า เ สี ย             
ชุมชนสังเคราะห์ ปริมาตร 500 mL ภายใต้สภาวะแบบกะ 14 วัน มีวัตถุประสงค์เพ่ือประเมินหา           
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ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายเริ่มต้นที่เหมาะสมในการก าจัด TN และ TP โดยความหนาแน่น 
เริ่มต้นของเซลล์จุลสาหร่ายที่ศึกษามีค่าความขุ่นของเซลล์ (OD) เท่ากับ 0.1, 0.3 และ 0.5 ภาพที่ 4.4  
แสดงการเจริญเติบโตของจุลสาหร่ายสายพันธุ์  Chlorococcum humicola พบว่าจุลสาหร่าย               
มีความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้น ซึ่งมี OD เท่ากับ 0.1 (2.81x106  0.17x106 cell/mL) OD เท่ากับ  
0.3 (5.88x106  0.29x106 cell/mL) และ OD เท่ากับ 0.5 (12.33x106  2.03x106 cell/mL) นั้น 
มีการเจริญเติบโตเหมือนกัน ในระยะการปรับตัวในช่วง 2 วันแรก (เช่นเดียวกับกรณีที่เพาะเลี้ยง     
ด้วย BG-11) ในขณะที่การเจริญเติบโตในระยะทวีคูณนั้นมีช่วงเวลาที่แตกต่างกันอย่างชัดเจน         
โดยกรณีที่ OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.1 พบว่ามีระยะเวลาที่นานที่สุด 5 วัน (วันที่ 3-7) OD เริ่มต้นเท่ากับ  
0.3 มีระยะเวลา 4 วัน (วันที่ 3-6) และ OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.5 มีระยะเวลาที่สั้นที่สุดเท่ากับ 3 วัน  
(วันที่ 3-5) จากนั้นจึงเข้าสู่การเจริญเติบโตในระยะคงที่และระยะตาย เมื่อพิจารณาภาพที่ 4.4 พบว่า 
การเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายที่มีค่า OD เริ่มต้นแตกต่างกัน มีการเพ่ิมขึ้นของจ านวนเซลล์ที่เหมือนกัน    
ในระยะทวีคูณ โดยที่ค่า OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.1 มีความหนาแน่นของเซลล์สูงที่สุดในวันที่ 7 เท่ากับ  
6.02×106  0.23×106 cell/mL ในขณะที่ค่า OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.3 และ 0.5 มีความหนาแน่น    
ของเซลล์สูงที่สุดในวันที่ 6 และวันที่ 5 เท่ากับ 16.33×106  3.79×106 และ 17.11×106  1.07×106  
cell/mL ตามล าดับ โดยการเพาะเลี้ยงที่มี OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.3 มีอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ ()  
มากที่สุดเท่ากับ 0.237 day–1 ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับกรณีที่เพาะเลี้ยงด้วย BG-11 ที่มี OD เริ่มต้นเท่ากับ  
0.1 ที่มีค่าเท่ากับ 0.242 day-1 ในขณะที่ OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.1 และ 0.5 ค่า  เท่ากับ 0.133 และ  
0.094 day–1 ตามล าดับ ซึ่งสอดคล้องกับการใช้ธาตุอาหารไนโตรเจนและฟอสฟอรัส (ดังแสดงใน     
ภาพที่ 4.5 (ค) และ 4.6 ของจุลสาหร่ายในการเจริญเติบโตในช่วงวันที่ 3-7 โดยการเลี้ยงที่มีค่า OD  
เริ่มต้นเท่ากับ 0.3 มีปริมาณของ TN และ TP คงเหลือในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์น้อยกว่ากรณีที่     
OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.1 และ 0.5 เมื่อสิ้นสุดการเจริญเติบโตในระยะทวีคูณ พบว่าการเลี้ยงที่ OD เริ่มต้น 
เท่ากับ 0.5 มีการลดลงของจ านวนเซลล์จุลสาหร่ายมากกว่ากรณีท่ี OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.3 และ 0.1 
  

 
 

ภาพที่ 4.4 ความหนาแนน่ของเซลล์จุลสาหร่ายที่เลี้ยงในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ภายใต้สภาวะแบบกะ  
  14 วัน 

0 2 4 6 8 10 12 14 16
0

5X10
6

10X10
6

15X10
6

20X10
6

OD=0.1
OD=0.3
OD=0.5

ระยะเวลาเพาะเลี้ยง (day)

คว
าม

หน
าแ

น่น
ขอ

งเซ
ลล์

จุล
สา

หร
่าย

  c
el

l/m
L)



48 

 

 
 

 (ก)  ความเข้มข้นของแอมโมเนียม ที่คงเหลือในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ 
 

 
 

(ข)  ความเข้มข้นของ ไนเตรท ที่คงเหลือในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ 
 

ภาพที่ 4.5  ความเข้มข้นของแอมโมเนียม ไนเตรท และ TN ที่คงเหลือในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ 
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(ค)  ความเข้มข้นของ TN ที่คงเหลือในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห ์
 

ภาพที่ 4.5  ความเข้มข้นของแอมโมเนียม ไนเตรท และ TN ที่คงเหลือในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ ต่อ) 
 

 
 

ภาพที่ 4.6  ความเข้มข้นของ TP ที่คงเหลือในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห ์
 

 ภาพที่ 4.5 (ก) – 4.5 (ค) และภาพที่ 4.6 แสดงปริมาณของธาตุอาหารไนโตรเจนที่อยู่ในรูปของ 
แอมโมเนียม ไนเตรท ไนโตรเจนรวม และธาตุอาหารฟอสฟอรัสที่อยู่ในรูปฟอสเฟตที่คงเหลือในน้ าเสียชุมชน 
สังเคราะห์ จากการเลี้ยงจุลสาหร่าย Chlorococcum humicola ที่มีความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นต่างกัน  
ซึ่งจะเห็นได้อย่างชัดเจนว่า การเพาะเลี้ยงที่มี OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.3 นั้น มีการใช้ธาตุอาหารไนโตรเจน        
ทั้งที่อยู่ในรูปของแอมโมเนียมและไนเตรทมากกว่ากรณีที่ OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.1 และ 0.5 และเมื่อพิจารณา 
ร่วมกับการลดลงของปริมาณฟอสเฟตในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ที่มากกว่า (ดังแสดงในภาพที่ 4.6) ในระหว่าง 
วันที่ 2 – 5 จะเห็นได้อย่างชัดเจนว่า การเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายที่มีค่า OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.3 นั้น           
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สามารถบ าบัดน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ได้ดีกว่ากรณีที่ OD เริ่มต้นมีค่าเท่ากับ 0.1 และ 0.5 ตารางที่ 4.1     
แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพในการก าจัดสารประกอบไนโตรเจนรวม (TN) ซึ่งอยู่ในรูปของแอมโมเนียมและ     
ไนเตรทและสารประกอบฟอสฟอรัสรวม (TP) ซึ่งอยู่ในรูปฟอสเฟต โดยพิจารณาเมื่อจุลสาหร่ายอยู่ที่จุด  
กึ่งกลางของการเจริญเติบโตระยะคงตัว จะพบว่าในกรณีที่ OD ต้นมีค่าเท่ากับ 0.3 นั้นมีประสิทธิภาพ           
ในการก าจัด TN มากที่สุด เท่ากับร้อยละ 78.84 (มีปริมาณ TN คงเหลือในน้ าเสียสังเคราะห์ เท่ากับ 4.82   
mg/L) ในวันที่ 8 ของการเพาะเลี้ยง ซึ่งมากกว่ากรณีท่ี OD เริ่มต้น เท่ากับ 0.1 และ 0.5  ส าหรับประสิทธิภาพ  
ในการก าจัด TP พบว่ามีค่าแตกต่างกันเล็กน้อย กรณีที่ OD เริ่มต้น เท่ากับ 0.5 มีประสิทธิภาพในการก าจัด   
TN ต่ าที่สุด เป็นผลมาจากที่มีการเจริญเติบโตในระยะทวีคูณที่ค่อนข้างสั้น ดังนั้นจึงเข้าสู่ระยะคงที่เร็วกว่า   
ในขณะที่ TN ถูกใช้ไปในการสังเคราะห์แสงน้อยกว่า เมื่อเปรียบเทียบกับกรณีที่ OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.1       
และ 0.3  
 
ตารางที่ 4.1  ร้อยละของการก าจัด TN, TP และซีโอดี ณ วันกึ่งกลางระยะคงตัวของจุลสาหร่าย 
 

OD วันกึ่งกลางของระยะคงตัว 
 day) 

ร้อยละของการก าจัด  %) 
TN TP ซีโอดี 

0.1 9 73.01 87.75 17.70 
0.3 8 78.84 87.23 24.44 a 
0.5 6 51.35 85.62 26.26 

 

หมายเหตุ:  a  หมายถึง ประเมินหาค่าซีโอดีในวันที่ 9 เนื่องจากท าการวิเคราะห์หาค่าพารามิเตอร์เทอมนี้ 
   ทุก 3 วัน 
 

 
 

ภาพที่ 4.7  คา่ซีโอดีของน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ 
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 เมื่อพิจารณาค่าซีโอดีในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ที่แสดงในภาพที่ 4.7 จะเห็นได้อย่างชัดเจนว่ามีค่าลดลง   
เมื่อวันในการเพาะเลี้ยงเพ่ิมขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับผลการก าจัด TN และ TP เมื่อพิจารณา ณ วันที่จุลสาหร่าย      
ก าลังอยู่ที่จุดกึ่งกลางของการเติบโตในระยะคงตัว พบว่ากรณีที่ OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.3 และ 0.5 มีการลดลง
ของค่าซีโอดีแตกต่างกันเล็กน้อย แต่มากกว่ากรณีที่ OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.1 เมื่อพิจารณาในภาพรวมจะพบว่า  
ซีโอดีของน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์มีการลดลงเฉลี่ยเท่ากับ ร้อยละ 21.18   4.25 ซึ่งค่อนข้างน้อย              
เมื่อเปรียบเทียบกับกระบวนการบ าบัดน้ าเสียทั่วไป การลดลงของค่าซีโอดีในการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่าย           
ในงานวิจัยนี้อาจเกิดจากการบ าบัดร่วมระหว่างจุลสาหร่ายและแบคทีเรียที่ปนเปื้อนอยู่ในอากาศ         
โดยที่มีการสัมผัสระหว่างอากาศกับผิวหน้าของน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ ในช่วงการเก็บตัวอย่าง        
เพ่ือน าไปวิเคราะห์ (ธีระพงษ์  บ้างบุญเรือง, ประวิทย์  คงจันทร์ และนุชนาถ  แช่มช้อย, 2558;    
Kabir et al., 2018) ภาพที่ 4.8 (ก) แสดงให้เห็นถึงสีของเซลล์จุลสาหร่ายในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ที่มี     
ค่า OD เริ่มต้น 0.1 – 0.5 โดยวันแรกของการเพาะเลี้ยงพบว่าสีเขียวของน้ าเสียสังเคราะห์มีความเข้มมากขึ้น 
เมื่อค่า OD เริ่มต้นมีค่ามากขึ้น เมื่อสิ้นสุดการเพาะเลี้ยงในวันที่ 14 สีของเซลล์จุลสาหร่ายในน้ าเสียสังเคราะห์ 
ที่มีค่า OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.5 เปลี่ยนจากสีเขียวเข้มไปเป็นสีเขียวแกมเหลือง ดังแสดงในภาพที่ 4.8 (ข)  
ชี้ให้เห็นว่ามีการตายของเซลล์จุลสาหร่ายในปริมาณที่ค่อนข้างมาก ในขณะที่สีของเซลล์จุลสาหร่ายในน้ าเสีย 
สังเคราะห์ที่มี OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.1 และ 0.3 ยังคงเป็นสีเขียวแต่มีความเข้มมากขึ้น ชี้ให้เห็นว่ามีเซลล์ตาย 
ในสัดส่วนที่ค่อนข้างน้อย 
 

 
 

(ก) การบ าบัดน้ าเสียด้วยจุลสาหร่ายวันเริ่มต้น (วันที่ 0) 
 

ภาพที่ 4.8 สีของเซลล์จุลสาหร่ายในน้ าเสยีชุมชนสังเคราะห์ท่ีวันเริ่มต้นและวันสุดท้าย 
  ของการเพาะเลี้ยง 
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(ข) การบ าบัดน้ าเสียด้วยจุลสาหร่ายวันสุดท้าย (วนัที่ 14) 
 

ภาพที่ 4.8 สีของเซลล์จุลสาหร่ายในน้ าเสยีชุมชนสังเคราะห์ท่ีวันเริ่มต้นและวันสุดท้าย 
  ของการเพาะเลี้ยง (ต่อ) 
  
 ผลการเลี้ยงจุลสาหร่าย Chlorococcum humicola ในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ภายใต้สภาวะแบบกะ  
14 วัน ดังแสดงในภาพที่ 4.4 – 4.8 แสดงให้เห็นว่าจุลสาหร่ายสายพันธุ์นี้ สามารถลดปริมาณของสารประกอบ 
ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในน้ าเสียสังเคราะห์ โดยเซลล์จุลสาหร่ายสามารถใช้เป็นธาตุอาหารในกระบวนการ   
สังเคราะห์แสงได้ โดยธาตุอาหารไนโตรเจนนั้นใช้ในการสังเคราะห์โปรตีนในกระบวนการแบ่งเซลล์      
ในขณะที่ธาตุอาหารฟอสฟอรัสจุลสาหร่ายใช้เพ่ือการสะสมพลังงานภายในเซลล์ในระหว่างที่มี                
การสังเคราะห์แสง โดยอยู่ในรูปของอะดีโนซินไตรฟอสเฟต (Adenosine triphosphate: ATP) นิโคตินเอไมด์ 
อะดีโนซินไดนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต (Nicotinamide adenosine dinucleotide phosphate: NADPH)  
ฯลฯ (Krichnavaruk, S. et al., 2005) ซึ่งจุลสาหร่ายจ าเป็นต้องใช้ธาตุสารอาหารทั้ง 2 ชนิด ควบคู่กันไป 
อย่างสมดุลจึงจะสามารถเจริญเติบโต (หรือบ าบัดน้ าเสียชุมชน) ได้อย่างมีประสิทธิภาพ หากมีปัจจัย       
ที่ส่งผลกระทบต่อการใช้ธาตุอาหารทั้ง 2 ชนิดนี้ จะส่งผลให้กระบวนการบ าบัดน้ าเสียผ่านเกณฑ์คุณภาพ   
น้ าทิ้งช้ากว่าที่ควรจะเป็น เมื่อพิจารณาการคงเหลือของธาตุอาหารไนโตรเจนรวมและฟอสเฟตในน้ าเสีย   
สังเคราะห์ (ดังแสดงในภาพที่ 4.5 (ค) และ 4.6 จะเห็นได้อย่างชัดเจนว่าความหนาแน่นเริ่มต้นของเซลล์ 
จุลสาหร่ายมีผลกระทบต่อประสิทธิภาพในการใช้ธาตุอาหารทั้ง 2 ชนิด ในกระบวนการสังเคราะห์แสง  
โดยการเลี้ยงจุลสาหร่ายที่มีค่า OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.3 สามารถลดลงปริมาณไนโตรเจนรวมและฟอสฟอรัส 
ในช่วงวันที่ 3 – 9 ได้มากกว่ากรณีที่ OD เริ่มต้นมีค่าเท่ากับ 0.1 และ 0.5 ทั้งนี้เป็นอาจเป็นผลมาจาก  
การที่ OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.1 มีจ านวณเซลล์จุลสาหร่ายค่อนข้างน้อยไม่สอดคล้องกับปริมาณของ 
ไนโตรเจนรวมและฟอสฟอรัสในน้ าเสีย ในขณะที่การเลี้ยงจุลสาหร่ายซึ่ง OD เริ่มต้นมีค่าเท่ากับ 0.5       
มีจ านวนเซลล์จุลสาหร่ายมากเกินไป ส่งผลให้เกิดสภาวะการบดบังแสงของเซลล์จุลสาหร่าย             
(Self-shading) ซึ่งท าให้เซลล์จุลสาหร่ายส่วนใหญ่ไม่สามารถสังเคราะห์แสงได้อย่างมีประสิทธิภาพ  
(Chen, F., 1996; Krichnavaruk, S. et al., 2005) เมื่อเปรียบเทียบกับกรณีที่ OD เริ่มต้น เท่ากับ 0.3  
ซึ่งจะเห็นได้อย่างชัดเจนว่า  ของกรณีนี้มีค่ามากกว่ากรณีที่ OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.1 และ 0.5              
ถึง 1.68 เท่า และ 2.38 เท่า ตามล าดับ เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการบ าบัดน้ าเสียชุมชน 
สังเคราะห์ โดยพิจารณาจากจ านวนวันในการเลี้ยงจุลสาหร่ายที่สามารถลดไนโตรเจนรวมและฟอสเฟต          
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ในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ให้มีปริมาณน้อยกว่า 10 และ 1 mg/L ตามล าดับ (ตามเกณฑ์มาตรฐาน     
European Union Directive 98/15/CE, Arbid, Z. et al., 2014) จะพบว่าที่  OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.3    
ใช้เวลา 6 วัน ในขณะที่ OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.1 และ 0.5 ต้องใช้เวลาเพาะเลี้ยงถึง 9 และ 7 วัน ตามล าดับ  
ซึ่งชี้ให้เห็นว่าความหนาแน่นเริ่มต้นของเซลล์จุลสาหร่ายเป็นปัจจัยส าคัญที่มีผลกระทบต่อประสิทธิภาพ             
ในการบ าบัดน้ าเสีย 
 
4.3  จลนศาสตร์การเจริญเติบโตของจุลสาหร่าย 
 การเพ่ิมขึ้นของจ านวนเซลล์จุลสาหร่ายโดยการแบ่งเซลล์ (ไม่ได้เพ่ิมขนาดของเซลล์) ในช่วง  
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยงช่วงระยะหนึ่ง โดยกระบวนการสังเคราะห์แสงของเซลล์จุลสาหร่ายนั้น
สามารถน ามาหาจลนศาสตร์หรืออัตราการเจริญเติบโตของจุลสาหร่ายได้ จากที่ได้กล่าวไปแล้ว          
ในหัวข้อที่ 2.6 แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ถูกน ามาใช้ในงานวิจัยนี้ คือ สมการโลจิสติกเวอร์ฮอลส์    
ซึ่งเป็นแบบจ าลองการเจริญเติบโตของจุลสาหร่ายที่ไม่ขึ้นกับชนิดของซับสเตรท (หรือสารอาหารเหลว
ที่ใช้เพาะเลี้ยง) และมีรูปสมการทางคณิตศาสตร์ที่ไม่ซับซ้อนโดยมีพารามิเตอร์ที่ส าคัญที่ต้องประเมิน  
หาค่าเพียง 1 เทอม คือ อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะที่มากที่สุด ( max ) ซึ่งสามารถได้หาค่าได้     
โดยการวิเคราะห์การถดถอยเชิงเส้นของข้อมูลการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่าย Chlorococcum humicola  
ที่สอดคล้องกับสมการที่ 3.8 ผลการประเมินหาค่าของ max  แสดงในตารางที่ 4.2 โดยใช้ข้อมูล    
การเจริญเติบโตของจุลสาหร่ายที่ได้กล่าวถึงในหัวข้อที่ 4.2 (ผลการทดลองในหัวข้อที่ 3.4) 
 
ตารางท่ี 4.2  แบบจ าลองอัตราการเจริญเติบโตของจุลสาหร่าย 
 

OD  a  day-1) max  b  day-1) R2 
สมการโลจิสติกเวอร์ฮอลส์ 

 106cell/mL) 

0.1 0.133 0.263 0.817 
0.263

0.263

16.92
( )

3.21 2.81

t

t

e
X t

e



 

0.3 0.237 0.655 0.913 
0.655

0.655

96.02
( )

10.46 5.88

t

t

e
X t

e



 

0.5 0.094 0.625 0.962 
0.625

0.625

210.97
( )

4.87 12.33

t

t

e
X t

e



 

 

หมายเหตุ:  a ประเมินหาค่าโดยใช้สมการที่ (3.3)  b 0.05p    
 
 โดยทั่ วไปแล้ว อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของจุลสาหร่ายสามารถเปลี่ยนแปลงได้                 
โดยการปรับเปลี่ยนสภาวะแวดล้อมในการเจริญเติบโตหรือการเพาะเลี้ยง นอกจากนี้แล้วการเพ่ิมความ 
หนาแน่นของเซลล์ในระบบยังส่งผลให้  มีค่าลดลง (Griffith, M.J. and Harrison, S.T.L., 2009)  
(หมายเหตุ:   เป็นอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะที่แท้จริง (Intrinsic growth rate) ของจุลสาหร่าย  
ที่ประเมินได้ในช่วงการเจริญเติบโตระยะทวีคูณ ซึ่งจะพบว่าสอดคล้องกับค่าของ  ที่แสดงใน      
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ตารางที่ 4.1 เมื่อ OD เริ่มต้นเพ่ิมขึ้นจาก 0.3 เป็น 0.5 ซึ่งมีปริมาณเซลล์จุลสาหร่ายในระบบ 
ค่อนข้างมากส่งผลให้ประสิทธิภาพในการสังเคราะห์แสงลดลง อย่างไรก็ตามการที่  ของการ 
เพาะเลี้ยงที่ OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.1 มีค่าน้อยกว่ากรณีท่ี OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.3 เป็นผลมาจากการที่มี 
ปริมาณเซลล์จุลสาหร่ ายในระบบค่อนข้างน้อย ส่ งผลให้มีการแบ่ งเซลล์ของจุลสาหร่าย                   
โดยกระบวนการสังเคราะห์แสงน้อยกว่า (Chen, F., 1996) จากตารางที่ 4.1 พบว่า max  มีแนวโน้ม 

การเปลี่ยนแปลงเช่นเดียวกับกรณีของ   ภาพที่  4.9 (ก) – 4.9 (ค) แสดงการเปรียบเทียบ           
ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายที่ท านายได้จากสมการโลจิสติกเวอร์ฮอลส์กับค่าที่ได้จาก          
การทดลอง ส าหรับกรณีที่ OD เริ่มต้นมีค่าเท่ากับ 0.1, 0.3 และ 0.5 ซึ่งจะเห็นได้อย่างชัดเจนว่า 
สมการโลจิสติกเวอร์ฮอลส์ให้ผลการท านายที่ค่อนข้างแม่นย า ในช่วงการเจริญเติบโตระยะทวีคูณ 
ส าหรับกรณีท่ี OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.3 และ 0.5 เมื่อเปรียบเทียบกรณีที่ OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.1 ซึ่งมีค่า  

max  ค่อนข้างน้อยเมื่อเทียบกับกรณีที่ OD เริ่มต้นมีค่าเท่ากับ 0.3 และ  0.5 ถึง 2.5 เท่าโดยประมาณ  
 

 
 

(ก)  ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายที่ OD 0.1 ได้จากการท านายและการทดลอง 
 

ภาพที ่4.9  ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายที่ได้จากการท านายและการทดลอง  
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(ข)  ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายที่ OD 0.3 ได้จากการท านายและการทดลอง 
 

 
 

(ค) ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายที่ OD 0.5 ได้จากการท านายและการทดลอง 

 

ภาพที ่4.9  ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายที่ได้จากการท านายและการทดลอง (ต่อ) 
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ตารางท่ี 4.3  แบบจ าลองปริมาณของ TN และ TP ที่คงเหลือในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ 
 

ธาตุอาหาร OD R2 
สมการ Luedeking-Piret-Like 

 mg/L) 

TN 

0.1 0.907 
0.263

TN 0.263

16.92
44.89 7.462

3.21 2.81

t

t

e
S

e

 
   

 
 

0.3 0.825 
0.655

TN 0.655

96.02
35.62 2.18

10.46 5.88

t

t

e
S

e

 
   

 
 

0.5 0.743 
0.625

TN 0.625

210.97
78.40 4.59

4.87 12.33

t

t

e
S

e

 
   

 
 

TP 

0.1 0.912 
0.263

TP 0.263

16.92
11.39 1.69

3.21 2.81

t

t

e
S

e

 
   

 
 

0.3 0.884 
0.655

TP 0.655

96.02
9.00 0.55

10.46 5.88

t

t

e
S

e

 
   

 
 

0.5 0.813 
0.625

TP 0.625

210.97
22.98 1.34

4.87 12.33

t

t

e
S

e

 
   

 
 

 
 เมื่อพิจารณาการใช้ธาตุอาหารไนโตรเจนรวม (TN) และฟอสฟอรัสรวม (TP) ที่คงเหลือในน้ าเสีย 
ชุมชนสังเคราะห์ เปรียบเทียบกับค่าที่ท านายได้จากสมการ Luedeking-Piret-Like ที่แสดงใน    
ตารางที่ 4.3 จะพบว่าปริมาณของ TN ที่ได้จากการท านายมีค่าน้อยกว่าข้อมูลจากการทดลอง          
ดังแสดงในภาพที่ 4.10 (ก) - 4.10 (ค) โดยพบว่ากรณีที่ OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.1 นั้นมีผลการท านาย    
ที่ค่อนข้างใกล้เคียงกับผลการทดลอง ในขณะที่ผลการท านายมีค่าแตกต่างค่อนข้างมากกับผล        
การทดลองส าหรับกรณีที่ OD เริ่มต้นมีค่าเท่ากับ 0.3 และ 0.5 ซึ่งตรงข้ามกับผลการท านาย        
ความหนาแน่นของเซลล์โดยใช้สมการโลจิสติกส์เวอร์ฮอลส์ เมื่อพิจารณาการใช้ TP ในการเจริญเติบโต 
ของจุลสาหร่ายดังแสดงในภาพที่ 4.11 (ก) – 4.11 (ค) พบว่ามีแนวโน้มเช่นเดียวกับการใช้ TN        
โดยมีกรณีที่  OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.1 เท่านั้นที่ผลการท านายมีค่าใกล้เคียงกับผลการทดลอง            
(ภาพที่  4.11 (ก)) อย่างไรก็ตามจากรายงานวิจัย  ของ Ruiz, J. et al.  (2011) พบว่าสมการ  
Luedeking-Piret-Like ให้ผลการท านายการใช้ TN และ TP ที่สอดคล้องกับผลการเพาะเลี้ยง         
จุลสาหร่าย Chlorella vulgaris ในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ที่มีอัตราส่วน TN:TP (โดยโมล) อยู่ในช่วง  
9 – 753 ภายใต้สภาวะแบบกะ (มีค่า R2 มากกว่า 0.975) โดยทั่วไปแล้วอัตราส่วน TN:TP เท่ากับ 16  
เป็นเป็นอัตราส่วนที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่าย (Redfield, A.C., 1958) โดยในกรณีที่ 
TN:TP มากกว่า 16 จะเกิดสภาวะการขาดแคลนฟอสฟอรัส (Phosphorus limited) และในกรณีที่  
TN:TP น้อยกว่า 16 นั้นจะเกิดสภาวะการขาดแคลนไนโตรเจน (Nitrogen limited) ซึ่งจะส่งผล
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กระทบต่ออัตราการเจริญเติบโตของจุลสาหร่าย แสดงให้เห็นว่าอัตราส่วน TN:TP ไม่ส่งผลกระทบต่อ 
ความแม่นย าของสมการ Luedeking-Piret-Like อย่างมีนัยส าคัญในการท านาย การใช้ TN และ TP  
ในน้ าเสียสังเคราะห์  เมื่อพิจารณามีอัตราส่วนของ TN:TP ที่ใช้ในงานวิจัยนี้ซึ่งมีค่า เท่ากับ 13  
โดยประมาณ พบว่าผลการท านายการใช้ TN และ TP ของจุลสาหร่าย Chlorococcum humicola  
โดยสมการ Luedeking-Piret-Like แตกต่างจากผลการทดลองค่อนข้างมาก โดยเฉพาะกรณี OD  
เริ่มต้นมีค่าเท่ากับ 0.3 และ 0.5 ความไม่แม่นย านี้อาจเป็นผลมาจากชนิดของจุลสาหร่าย และเงื่อนไข 
ในการเพาะเลี้ยงที่แตกต่าง เช่น ความเข้มของแสง อัตราการป้อนอากาศ และประสิทธิภาพในการกวน 
ผสมภายในระบบการเพาะเลี้ยง (Liu, Jian-Zhong et al., 2003)        
 

 
 

(ก) ความเข้มข้นของ TN ที่คงเหลือในน้ าเสียสังเคราะห์ที่ OD 0.1 
 

ภาพที่ 4.10  ความเข้มข้นของ TN ที่คงเหลือในน้ าเสียสังเคราะห์ท่ีได้จากผลการท านายและ 
   การทดลอง  
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(ข) ความเข้มข้นของ TN ที่คงเหลือในน้ าเสียสังเคราะห์ที่ OD 0.3 
 

 
 

(ค) ความเข้มข้นของ TN ที่คงเหลือในน้ าเสียสังเคราะห์ที่ OD 0.5  
 

ภาพที่ 4.10  ความเข้มข้นของ TN ที่คงเหลือในน้ าเสียสังเคราะห์ท่ีได้จากผลการท านายและ 
   การทดลอง (ต่อ)             
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(ก) ความเข้มข้นของ TP ที่คงเหลือในน้ าเสียสังเคราะห์ที่ OD 0.1 
 

 
 

(ข) ความเข้มข้นของ TP ที่คงเหลือในน้ าเสียสังเคราะห์ที่ OD 0.3 
 

ภาพที่ 4.11 ความเข้มข้นของ TP ที่คงเหลือในน้ าเสียสังเคราะห์ท่ีได้จากผลการท านายและ 
  การทดลอง  
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(ค) ความเข้มข้นของ TP ที่คงเหลือในน้ าเสียสังเคราะห์ที่ OD 0.5 
 

 ภาพที่ 4.11 ความเข้มข้นของ TP ที่คงเหลือในน้ าเสียสังเคราะห์ ที่ได้จากผลการท านายและ 
  การทดลอง (ต่อ) 
 
4.4 การบ าบัดน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ด้วยการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายใน BCPBR 
 พฤติกรรมทางชลศาสตร์แบบสองเฟสของของไหลภายในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพใช้แสงแบบ  
BCPBR ที่ใช้ในงานวิจัยนี้  ถูกศึกษาโดยใช้น้ าซึ่งมีความหนืดใกล้เคียงกับน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์           
ที่อุณหภูมิห้อง โดยที่ความเร็วผิวของอากาศ 0.1 – 0.3 cm/s พบว่าฟองอากาศมีขนาดเฉลี่ย 3.0 mm  
ซึ่งอยู่ ในช่วง 1.5 – 3.5 mm ขนาดของฟองอากาศที่ เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่าย          
(Yang, Z. et al., 2018) โดยใช้สมการที่ 2.1 – 2.3 ประเมินหาค่าความเร็วเชิงเส้นของของเหลว        
( LU ) ซึ่งถูกเหนี่ยวน าโดยฟองอากาศให้ไหลขึ้นไปยังส่วนบนของคอลัมน์  พบว่ามีค่าอยู่ในช่วง          
10.0 –  16.0 cm/s เวลาในการ กวนผสม ( mt )  อยู่ ในช่วง 134 –  277 s และสัมประสิทธิ์                   
การถ่ายเทมวลเชิงปริมาตรโดยรวมระหว่างเฟสก๊าซและของเหลว ( Lk a ) มีค่าระหว่าง 2.54x103  ถึง  
5.48x103 s1 ซึ่งใกล้เคียงกับงานวิจัยของ Merchuk J.C., Gluz, M. and Mukmenev, I. (2000)  
และ Khoo, C.G., Lam, M.K. and Lee, K.T. (2016) โดยทั่วไปแล้ว Lk a  สามารถท าให้มีค่าเพ่ิมขึ้น 
ได้โดยเพ่ิมอัตราการไหลของอากาศที่ป้อนเข้าสู่ BCPBR อย่างไรก็ตามฟองอากาศที่ได้จะมีขนาด    
ใหญ่ขึ้น ซึ่ งจะส่งผลกระทบให้มี พ้ืนผิวสัมผัสในการถ่ายเทมวลเชิงปริมาตรโดยระหว่างเฟส            
ก๊าซ-ของเหลวง (ส่งผลให้ Lk a  มีค่าลดลง) ดังนั้นการป้อนอากาศด้วย GU  ในช่วง 0.1 – 0.3 cm/s  
ต่อเนื่องตลอดระยะเวลาที่ท าการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายเพ่ือให้มีการไหลแบบฟองก๊าซแขวนลอย     
ขนาดเล็กภายในคอลัมน์  จึ ง เป็นสภาวะที่มีความเหมาะสมในการเพาะเลี้ ยงจุลสาหร่าย        
(Kunyawut, C., Paopo, I. and Krommuang, A., 2019)  
 จากผลการศึกษาผลกระทบของความหนาแน่นเริ่มต้นของจุลสาหร่ายที่มีต่อประสิทธิภาพ               
ในการก าจัดสารประกอบไนโตรเจนรวมและฟอสฟอรัสรวมของน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ ในหัวข้อที่ 4.2  
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พบว่าความหนาแน่นเริ่มต้นของเซลล์จุลสาหร่ายซึ่งมีค่า OD เท่ากับ 0.3 นั้นเป็นค่าที่เหมาะสมที่สุด 
เนื่องจากมีระยะเวลาในการลดปริมาณของสารประกอบไนโตรเจนรวมและฟอสฟอรัสรวมในน้ าเสีย
ชุมชนสังเคราะห์ให้ผ่านเกณฑ์มาตรฐานน้ าทิ้งสั้นที่สุด ดังนั้นในการศึกษาการก าจัดสารประกอบ       
ทั้ง 2 ชนิด โดยการเพาะเลี้ยงใน BCPBR ภายใต้สภาวะแบบกะและแบบกึ่งต่อเนื่องจะใช้ OD เริ่มต้น 
ของเซลล์จุลสาหร่ายเท่ากับ 0.3  
 4.4.1  การก าจัด TN และ TP ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงแบบกะ 
  ภาพที่  4.12 แสดงความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ ายจุลสาหร่ ายสายพันธุ์  
Chlorococcum humicola ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงแบบกะ 14 วันในรูปชมพู่และ BCPBR   โดย
มีความหนาแน่นเริ่มต้น เท่ากับ 0.3 (มีจ านวนเซลล์จุลสาหร่ายเท่ากับ 5.87x106 ± 2.91x105 และ 
5.80x106 ± 2.80x105 cell/mL ในขวดรูปชมพู่และใน BCPBR ตามล าดับ) โดยมีระยะการปรับตัว   
2 วันแรกเหมือนกัน และเข้าสู่ระยะทวีคูณในวันที่ 3 โดยเซลล์จุลสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงใน BCPBR       
มีจ านวนมากกว่าในขวดรูปชมพู่เพียงเล็กน้อย ตั้งแต่วันที่ 4 – 6 จะเห็นได้อย่างชัดเจนว่าเซลล์         
จุลสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงใน BCPBR มีจ านวนมากกว่าในขวดรูปชมพู่ เมื่อสิ้นสุดการเพาะเลี้ยงในวันที่ 6 
ซ่ึงเป็นวันสุดท้ายของระยะทวีคูณ พบว่ามีปริมาณเซลล์จุลสาหร่ายเท่ากับ 16.33x106 ± 1.83x106 
และ 18.54x106 ± 1.84x106 cell/mL ในขวดรูปชมพู่และ BCPBR ตามล าดับ เมื่อประเมินหาค่า   
ในระยะทวีคูณพบว่ามีค่าเท่ากับ 0.237 และ 0.250 day-1 ส าหรับกรณีในขวดรูปชมพู่และ BCPBR 
ตามล าดับ ถึงแม้ว่าจะค่าแตกต่างกันเพียงเล็กน้อย ทั้งนี้เป็นผลมาจากการที่น้ าเสียชุมชนสังเคราะห์   
มีปริมาณของสารประกอบไนโตรเจนรวมเท่ากับ 20 mg/L (โดยประมาณ) ซึ่งค่อนข้างน้อย           
เมื่อเปรียบเทียบกับสารอาหารเหลว BG-11 ซึ่งมีสารประกอบไนโตรเจนรวมมากกว่าถึง 12.5 เท่า 
BCPBR อย่างไรก็ตามการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่าย Chlorococcum humicola ใน BCPBR ซึ่งมีปริมาณ
น้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ 10 L ซึ่งมากกว่าในขวดรูปชมพู่ถึง 20 เท่า แต่ยังคงมีค่า  มากกว่า       
แสดงให้เห็นว่า BCPBR มีศักยภาพในการบ าบัดน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ BCPBR การกวนผสมและ  
การถ่ายเทมวลระหว่างเฟสของเหลวที่มีประสิทธิภาพดีกว่าขวดรูปชมพู่ ซึ่งสอดคล้องกับการใช้      
หรือก าจัดสารประกอบไนโตรเจนและฟอสฟอรัสที่แสดงในภาพที่ 4.13 (ก) – 4.13 (ค) และ           
ภาพที่ 4.14 โดยพบว่าสารประกอบไนโตรเจนที่อยู่ ในรูปของแอมโมเนียมและไนเตรท และ  
สารประกอบฟอสฟอรัสที่อยู่ในรูปของฟอสเฟตที่คงเหลือในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ ใน BCPBR            
มีปริมาณน้อยกว่าในขวดรูปชมพู่ตลอดระยะเวลา 14 วัน  
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ภาพที่ 4.12  ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงในขวดรูชชมพู่และ BCPBR 
      

 
 

(ก) ความเข้มข้นของไนเตรทที่คงเหลือ 
 

ภาพที่ 4.13 ความเข้มข้นของแอมโมเนียม ไนเตรท และ TN ที่คงเหลือในน้ าเสียชุมชน 
  สังเคราะห์ในขวดรูปชมพู่ และเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ BCPBR  

 

0 2 4 6 8 10 12 14 16
0

5x10
6

1x10
7

1.5x10
7

2x10
7

2.5x10
7

Flask OD=0.3

BCPBR OD=0.3

ระยะเวลาเพาะเล้ียง  day)

คว
าม

หน
าแ

น่น
ขอ

งเ
ซล

ล์จ
ุลส

าห
ร่า

ย 
 c

el
l/

m
L)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
 0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

2.0

ระยะเวลาเพาะเล้ียง  day)

คว
าม

เข
้มข

้นข
อง

ไน
เต

รท
 (m

g/
L)

Flask OD=0.3
BCPBR OD=0.3



63 

 

 
 

(ข)  ความเข้มข้นของแอมโมเนียมที่คงเหลือ 
 

 
 

(ค) ความเข้มข้นของ TN ที่คงเหลือ 
 

ภาพที่ 4.13  ความเข้มข้นของแอมโมเนียม ไนเตรท และ TN ที่คงเหลือในน้ าเสียชุมชน
สังเคราะห์ในขวดรูปชมพู่ และเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ BCPBR (ต่อ) 
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ตารางที่ 4.4  ประสิทธิภาพการก าจัด TN, TP และซีโอดีของการเพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพูและ BCPBR 
 

ระบบเพาะลี้ยง ปริมาตรน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ 
 L) 

ประสทิธิภาพการก าจดั  ร้อยละ) 
TN a TP a ซีโอดี b 

ขวดรูปชมพู่ 0.50 78.84 87.23 24.44 
BCPBR 10.00 87.52 88.94 28.12 

 

หมายเหตุ:  OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.3 
  a วันที่จุลสาหร่ายก าลังอยู่ ณ จุดกึ่งกลางของระยะคงตัว คือ วันที่ 8 ของการเพาะเลี้ยง; 
   b ประเมินหาค่าซีโอดีในวันที่ 9 เนื่องจากท าการวัดค่าพารามิเตอร์เทอมนี้ทุก 3 วัน 
 
  เมื่อพิจารณาปริมาณของธาตุอาหารไนโตรเจนที่อยู่ไนเตรทและแอมโมเนียมในน้ าเสียชุมชน  
สังเคราะห์ที่แสดงในภาพที่ 4.13 (ก) และ 4.13 (ข) จะเห็นได้อย่างชัดเจนว่าในสองวันแรกของการเพาะเลี้ยง         
ซ่ึงเป็นระยะปรับตัวของจุลสาหร่าย ไนเตรทและแอมโมเนียมมีปริมาณลดลงเล็กน้อย และลดลงอย่างรวดเร็ว 
ตั้งแต่วันที่ 3 – 6 ซึ่งเป็นการเจริญเติบโตในเป็นระยะทวีคูณของจุลสาหร่าย เมื่อเปรียบเทียบการใช้หรือก าจัด 
ไนเตรทและแอมโมเนียมของจุลสาหร่ายที่ เพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพู่และ BCPBR พบว่าจุลสาหร่าย                 
ใช้แอมโมเนียมในกระบวนการสังเคราะห์แสงแตกต่างกันเล็กน้อย อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาปริมาณของ      
ไนเตรทที่คงเหลือในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ดังแสดงในภาพที่ 4.13 (ก) จะเห็นได้อย่างชัดเจนว่าน้ าเสียชุมชน 
สังเคราะห์ใน BCPBR  มีปริมาณไนเตรทคงเหลือน้อยกว่าในชวดรูปชมพู่ ตั้งแต่วันที่ 2 – 6 แสดงให้เห็นว่า     
จุลสาหร่ายมีการก าจัดไนเตรทได้ดีกว่า โดยทั่วไปแล้วการใช้ธาตุอาหารไนโตรเจนในกระบวนการสังเคราะห์ 
แสงนั้นจุลสาหร่ายจะใช้แอมโมเนียมก่อน เมื่อปริมาณของแอมโมเนียมในสารอาหารเหลือไม่มากจุลสาหร่าย   
จะเริ่มใช้ไนเตรท โดยเซลล์จุลสาหร่ายจะเปลี่ยนไนเตรทให้อยู่ในรูปของแอมโมเนียมก่อนจึงน าไปใช้ได้  
(Monfet, E. and Unc, A, 2017) การที่มีปริมาณไนเตรทคงเหลือในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ใน BCPBR       
น้อยกว่าในขวดรูปชมพู่ ชี้ให้เห็นว่า BCPBR มีประสิทธิภาพดีกว่าในการก าจัดสารประกอบไนโตรเจนในน้ าเสีย 
ชุมชนสังเคราะห์ (เมื่อเปรียบเทียบในแง่ของปริมาณน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ใน BCPBR ที่มากกว่าในขวด      
รูปชมพู่ 20 เท่า ถึงแม้ว่าระยะเวลาที่ลดปริมาณ TN ในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ให้ผ่านเกณฑ์มาตรฐาน      
(น้อยกว่า 10 mg/L) จะเท่ากันคือ 6 วัน เมื่อพิจารณาการใช้ธาตุอาหารฟอสฟอรัสที่อยู่ในรูปฟอสเฟต ดังแสดง 
ในภาพที่ 4.14 จะพบว่ามีการใช้หรือก าจัดฟอสเฟต โดยจุลสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงใน BCPBR มากกว่าในกรณีที่ 
เพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพู่ ตั้งแต่วันแรกจนถึงวันที่ 6 ของการเพาะเลี้ยง (ระยะปรับตัวและระยะทวีคูณ)         
ซึ่งสอดคล้องกับการใช้ TN และเมื่อพิจารณาค่าซีโอดีในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ ดังแสดงในภาพที่ 4.15        
จะพบว่าตั้งแต่วันที่ 3 – 6 น้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ใน BCPBR มีค่าซีโอดี มากกว่าในขวดรูปชมพู่ อย่างไรก็ตาม  
ในวันที่ 9 พบว่าซีโอดีมีค่าใกล้เคียงกับกรณีที่เพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพู่ชี้ให้เห็นว่า BCPBR  มีประสิทธิภาพ  
โดยรวมดีกว่าในการบ าบัดน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ ถึงแม้ว่าประสิทธิภาพในการก าจัด TN TP และซีโอดีที่มีค่า  
แตกต่างกันเล็กน้อยเมื่อจุลสาหร่ายเข้าสู่จุดกึ่งกลางของระยะการเจริญเติบโตแบบคงตัวในวันที่ 8 ดังแสดงใน  
ตารางที่ 4.4 ทั้งนี้การลดลงของค่าซีโอดีนั้นอาจเกิดขึ้นจากการย่อยสลายโดยแบคทีเรียที่ปนเปื้อนเข้าสู่ระบบ   
โดยเฉพาะการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายใน BCPBR นั้นมีโอกาสที่จะเกิดการปนเปื้อนจากแบคทีเรียในอากาศได้ 
ค่อนข้างมาก เนื่องจากจ าเป็นต้องเจาะรูฝาปิดด้านบนของ BCPBR เพ่ือระบายออกซิเจนที่เกิดขึ้น                 
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จากกระบวนการสังเคราะห์แสงของจุลสาหร่าย ภาพที่ 4.16 แสดงสีของเซลล์จุลสาหร่ายน้ าเสียชุมชน  
สังเคราะห์ใน BCPBR เมื่อสิ้นสุดการเพาะเลี้ยงในวันที่ 14 จะเห็นว่ายังคงมีสีเขียวเข้ม ซึ่งแสดงให้เห็นว่า         
มีเซลล์จุลสาหร่ายที่ไม่ตายในสัดส่วนที่มากกว่าเซลล์ที่ตาย ดังนั้นการเพ่ิมก าลังการบ าบัดน้ าเสียชุมชน  
สังเคราะห์ โดยการแบ่งเซลล์จุลสาหร่ายใน BCPBR น ามาเพาะเลี้ยงต่อภายใต้สภาวะแบบกึ่งต่อเนื่อง             
จึงเป็นแนวทางที่เป็นไปได้ 
 

 
 

ภาพที่  4.14  ความเข้มข้นของ TP ที่คงเหลือในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ในขวดรูปชมพู่และ BCPBR 
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ภาพที่ 4.15  ค่าซีโอดีในน้ าเสยีชุมชนสังเคราะห์ในขวดรูปชมพู่และเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ 
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ภาพที่ 4.16  สีของเซลล์จุลสาหร่ายในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์เม่ือสิ้นสุดการเพาะเลี้ยงแบบกะ 
  
 4.4.2  จลนศาสตร์ของการเจริญเติบโตจุลสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงแบบกะในเครื่องปฏิกรณ์
ชีวภาพ 
  ตารางที่ 4.5 แสดงค่า max  ของการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายด้วยน้ าเสียสังเคราะห์ใน   
BCPBR ที่ภายใต้สภาวะแบบกะ 14 วัน จะพบว่ามีค่ามากกว่า max  ในกรณีที่เพาะเลี้ยงในขวด        

รูปชมพู่ร้อยละ 9.8 (ซึ่งสอดคล้องกับค่า  ที่ประเมินในระยะทวีคูณ) แสดงให้เห็นว่าแบบจ าลอง      
การเจริญเติบโตของจุลสาหร่าย Chlorococcum humicola ที่ได้จากข้อมูลการเพาะเลี้ยงขวด        
รูปชมพู่ สามารถน ามาใช้ท านายการเจริญเติบโตของจุลสาหร่ายสายพันธุ์นี้ในการเพาะเลี้ยงด้วย   
BCPBR ที่มีปริมาณน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์มากกว่าถึง 20 เท่า และสมการโลจิสติกส์เวอร์ฮอลส์            
ที่ประเมินได้จากค่าพารามิเตอร์จากการเพาะเลี้ยงใน BCPBR ดังแสดงในตารางที่ 4.5 นั้นมีรูปสมการ  
ที่ใกล้เคียงกับกรณีที่เพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพู่ (โดยมีค่า R2 แตกต่างกันเล็กน้อย) ภาพที่ 4.17         
แสดงให้เห็นว่าแบบจ าลองการเจริญเติบโตที่ได้นั้น สามารถท านายการเจริญเติบโตของจุลสาหร่าย      
ได้ค่อนข้างดีในระยะปรับตัวจนถึงระยะทวีคูณ เมื่อพิจารณาการท านายการใช้ TN และ TP ของ       
จุลสาหร่ายใน BCPBR โดยใช้สมการ Luedeking-Piret-Like ดังแสดงในตารางที่ 4.6 พบว่ามีการ  
ลดลงมากกว่าการเพาะเลี้ยงจริงดังแสดงในภาพที่ 4.18 และ 4.19 (ซึ่งมีผลการท านายเช่นเดียวกับ  
กรณีที่เพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายในขวดรูปชมพู่) โดยกรณีของ TP ที่คงเหลือในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์นั้น   
สมการ Luedeking-Piret-Like ให้ผลการท านายที่ใกล้เคียงกว่ากรณีของ TN การที่ Luedeking-  
Piret-Like ให้ผลการท านายการใช้ TN และ TP ที่ไม่สอดคล้องกับผลการทดลอง ได้อธิบายไปแล้ว      
ในหัวข้อที่ 4.3 ความสามารถของ BCPBR ในการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายเพ่ือก าจัด TN และ TP ในน้ า  
เสียชุมชนสังเคราะห์ สามารถพิจารณาได้จากผลผลิตโดยรวม (Poverall) และผลผลิตแบบกะ (PB)       
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(ดังแสดงในสมการที่ 2.6 และสมการที่ 2.7) ได้เท่ากับ 2.12x106 และ 2.61x106 cell/mL/day   
ตามล าดับ ซึ่งเป็นค่าท่ีค่อนข้างสูงมาก 
 
ตารางท่ี 4.5  อัตราการเจริญเติบโตของจุลสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพู่และ BCPBR  
   ที ่OD =0.3 
 

ระบบเพาะเลี้ยง  a 
 day-1) 

max b 
 day-1) 

R2 
สมการโลจิสติกเวอร์ฮอลส์ 

 106cell/mL) 

ขวดรูปชมพู่ 0.237 0.655 0.913 
0.655

0.655

96.02
( )

10.46 5.88

t

t

e
X t

e



 

BCPBR 0.250 0.719 0.915 
0.719

0.719

107.50
( )

12.74 5.80

t

t

e
X t

e



 

 

หมายเหตุ:  a ประเมินหาค่าโดยใช้สมการที่ (3.3)  b 0.05p    
 
ตารางท่ี 4.6  แบบจ าลองปริมาณของ TN และ TP ที่คงเหลือในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ 
 

ระบบเพาะเลี้ยง ธาตุอาหาร R2 
สมการ Luedeking-Piret-Like 

 mg/L) 

ขวดรูปชมพู่ 

TN 0.825 
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TP 0.884 
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BCPBR 

TN 0.875 
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ภาพที ่4.17  ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายใน BCPBR ที่ได้จากผลการท านาย 
   และการทดลอง 
 

 
 

ภาพที่ 4.18  ความเข้มข้นของ TN ที่คงเหลือในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ใน BCPBR ที่ได้จาก 
   ผลการท านายและและการทดลอง 
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ภาพที่ 4.19  ความเข้มข้นของ TP ที่คงเหลือในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ใน BCPBR ที่ได้จาก 
   ผลการท านายและและการทดลอง 
                  
 4.4.3  การก าจัด TN และ TP ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงแบบกึ่งต่อเนื่อง 
  โดยทั่วไปแล้วการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายภายใต้สภาวะแบบกึ่งต่อเนื่องนั้นมีวัตถุประสงค์        
เพ่ือเพ่ิมก าลังการผลิตชีวมวล (Biomass) ซึ่งจะมีการเก็บเกี่ยวเซลล์จุลสาหร่ายออกจากระบบ                
การเพาะเลี้ยงเมื่อจุลสาหร่ายเจริญเติบโตในระยะทวีคูณ และมีปริมาณเซลล์เพ่ิมขึ้นร้อยละ 80              
ของปริมาณเซลล์ที่มากที่สุด (เมื่อสิ้นสุดการเจริญเติบโตในระยะทวีคูณ) ออกไปจากระบบ              
ร้อยละ 30-50 จากนั้นเติมสารอาหารเหลวใหม่ และท าการเพาะเลี้ยงต่อไป โดยมีการก าหนดรอบ   
เก็บเกี่ยวให้มีระยะเวลาเพียงพอที่มีเซลล์จุลสาหร่ายเพ่ิมขึ้นไปถึงปริมาณเซลล์เท่ากับหรือใกล้เคียงกับ  
ปริมาณเซลล์ที่คงเหลือในระบบหลังจากการเก็บเกี่ยวครั้งแรก ในงานวิจัยนี้จะประยุกต์การเพาะเลี้ยง  
จุ ล ส าหร่ า ยแบบกึ่ ง ต่ อ เนื่ อ ง เ พ่ื อ เ พ่ิ มคว ามส ามา รถ ในการก า จั ด  ( Removal capacity)                        
ของสารประกอบไนโตรเจนรวมและฟอสฟอรัสรวมในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ โดยจะก าหนดระยะเวลา 
ในการเก็บเกี่ยวเซลล์จุลสาหร่าย หลังจากท่ีปริมาณของสารประกอบไนโตรเจนรวมและฟอสฟอรัสรวม 
ลดลงเหลือน้อยกว่า 10 และ 1 mg/L ตามล าดับ จากผลการทดลองการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายภายใต้ 
สภาวะแบบกะใน BCPBR ที่ได้กล่าวไปแล้วในหัวข้อที่ 4.4.1 พบว่าหลังจากเพาะเลี้ยงไป 6 วัน พบว่า  
มีปริมาณของไนโตรเจนรวมและฟอสฟอรัสรวมคงเหลือน้ าในเสียชุมชนสังเคราะห์ตามเกณฑ์มาตรฐาน  
ดังนั้นจึงก าหนดให้มีเก็บเกี่ยวเซลล์จุลสาหร่าย โดยเทน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ออกจากระบบ          
ด้วยปริมาณ 5 L และเติมน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ที่เตรียมไว้ใหม่ใน BCPBR อีก 5 L เพ่ือให้มีปริมาตร 
ของเหลวในระบบเท่ากับ 10 L ท าเพาะเลี้ยงต่อไปและเก็บเกี่ยวเซลล์จุลสาหร่ายรวมทั้งเติมน้ าเสีย 
ชุมชนสังเคราะห์ทุก 6 วัน อีกจ านวน 3 รอบ รวมระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายเท่ากับ 24 วัน  
(คิดเป็น 4 รอบการเพาะเลี้ยง) ภาพที่ 4.20 แสดงการเจริญเติบโตของเซลล์จุลสาหร่ายที่เพาะเลี้ยง 
ภายใต้สภาวะแบบกึ่งต่อเนื่องใน BCPBR โดยในวันแรกของการเพาะเลี้ยงมีค่า OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.3  
(6.63x106 ± 0.15x106 cell/mL) และเมื่อสิ้นสุดการเพาะเลี้ยงในวันที่ 6 มีปริมาณเซลล์เพ่ิมขึ้นเป็น  
19.67x106 ± 0.19x106 cell/mL (มีปริมาณของสารประกอบไนโตรเจนรวมและฟอสฟอรัสรวม 
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คงเหลือในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์น้อยกว่า 10 และ 1 mg/L ดังในภาพที่ 4.21 (ค) และภาพที่ 4.22)  
หลังจากเก็บเกี่ยวเซลล์จุลสาหร่ายโดยถ่ายน้ าเสียชุมชนหลังเคราะห์ออกไป 5 L และเติมน้ าเสียชุมชน 
สังเคราะห์ที่เตรียมไว้เข้าไปใหม่ 5 L พบว่ามีปริมาณเซลล์จุลสาหร่ายเริ่มต้นในการเพาะเลี้ยงรอบที่ 2  
เท่ากับ 4.13x106 ± 8.68x105 cell/mL ท าการเพาะเลี้ยงแบบกึ่งต่อเนื่องต่ออีก 2 รอบ ๆ ละ 6 วัน  
พบว่ามีปริมาณเซลล์จุลสาหร่ายเริ่มต้นในการเพาะเลี้ยงรอบท่ี 3 และ 4 เท่ากับ 2.13x106 ± 3.56x105  
และ 1.13x106 ± 0.58 x105 cell/mL ตามล าดับ จะเห็นได้ว่าทุกรอบที่มีการเปลี่ยนน้ าเสียชุมชน 
สังเคราะห์จะมีปริมาณเซลล์จุลสาหร่ายที่เวลาเริ่มต้นลดลง ดังนั้นภายใต้ ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 6 วัน  
เท่ากัน ๆ ในแต่ละรอบจึงท าให้มีปริมาณเซลล์จุลสาหร่ายเมื่อสิ้นสุดการเพาะเลี้ยงแต่ละรอบลดลง 
อย่างต่อเนื่อง โดยมีปริมาณเท่ากับ 16.67x106  0.33x106, 13.33x106  0.19x106 และ  
12.00x106  0.33 x106 cell/mL ส าหรับการเพาะเลี้ยงในรอบที่ 2, 3 และ 4 ตามล าดับ และมีค่า   
 เท่ากับ 0.259, 0.285, 0.218 และ 0.271 day-1 ส าหรับการเพาะเลี้ยงในรอบที่ 1, 2, 3 และ 4   
ตามล าดับ (โดยมีค่าเฉลี่ยของ  ทั้ง 4 รอบการเพาะเลี้ยงเท่ากับ 0.245  0.028 day-1 ซึ่งใกล้เคียง  
กับ   ของการเพาะเลี้ยงแบบกะใน BCPBR) โดยก่อนการเปลี่ยนน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์แต่ละรอบ    
มีปริมาณของ TN และ TP คงเหลือในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์เป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานน้ าทิ้ง         
ดังแสดงในภาพที่ 4.21 (ก)  ภาพที่ 4.21 (ค) และภาพที่ 4.22 (ถึงแม้ว่าประสิทธิภาพในการก าจัด   
TN จะมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ ร้อยละ 56.00  0.14 และ TP มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ ร้อยละ 83.13  0.51    
เมื่อพิจารณาค่าซีโอดีของน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ พบว่าเมื่อสิ้นสุดการเพาะเลี้ยงในแต่ละรอบมีค่า       
ต่ ากว่าเกณฑ์มาตรฐานน้ าทิ้ง (น้อยกว่า 100 mg/L) ดังแสดงในภาพที่ 4.23 และตารางที่ 4.7        
ดังนั้นเมื่อสิ้นสุดการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายแบบกึ่งต่อเนื่อง 24 วัน ( 4 รอบ) จะสามารถเพ่ิม  
ความสามารถในการบ าบัดน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ได้ 20 L (รอบละ 5 L) ซึ่งมากกว่ากรณีการบ าบัด  
ด้วยการเพาะเลี้ยงแบบกะถึง 2 เท่า เมื่อเปรียบเทียบ Poverall และ PB ของการเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะ  
แบบกะและแบบกึ่ งต่ อ เนื่ อ งดั งแสดงในตารางที่  4 .8  จะ เห็น ได้อย่ า งชัด เจนว่ า  Poverall                      
ของการเพาะเลี้ยงทั้งสองสภาวะมีค่าแตกต่างกันเล็กน้อย ในขณะที่ PB ของการเพาะเลี้ยงภายใต้  
สภาวะแบบกึ่งต่อเนื่องมีน้อยกว่ากรณีที่เพาะเลี้ยงแบบกะ ทั้งนี้เป็นผลมาจากการที่เซลล์ของ            
จุลสาหร่ายที่เวลาเริ่มต้นการเพาะเลี้ยงแต่ละรอบมีปริมาณลดลง หลังจากที่ท าการเก็บเกี่ยวเซลล์      
จุลสาหร่ายออกไปร้อยละ 50 เมื่อสิ้นสุดการเพาะเลี้ยงแต่ละรอบ (ดังแสดงในภาพที่  4.20)            
ดังนั้นถ้าเพ่ิมรอบการเพาะเลี้ยงขึ้นไปเป็นรอบที่ 5 อาจท าให้ประสิทธิภาพในการก าจัด TN และ TP   
ลดลง ถ้าไม่เพ่ิมระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงให้นานกว่า 6 วัน ดังนั้นการเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะกึ่งกะ   
เพ่ือก าจัด TN และ TP ควรก าหนดรอบการเพาะเลี้ยงประมาณ 4 รอบ จากนั้นให้เริ่มการเพาะเลี้ยง   
ใหม่ โดยใช้ปริมาณจุลสาหร่ายที่มีค่า OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.3 หรือมีความเข้มข้นของเซลล์จุลสาหร่าย   
เท่ากับ 6.0x106 cell/mL โดยประมาณ   
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ตารางท่ี 4.7  ประสิทธิภาพการก าจัด TN TP และซีโอดีของการเพาะเลี้ยงแบบกะและ 
   แบบกึ่งต่อเนื่อง 
 

สภาวะการเพาะเลี้ยง 
ประสิทธิภาพการก าจัด  ร้อยละ) 

TN TP ซีโอดี 
แบบกะ a 63.60 85.60 14.59 
แบบกึ่งต่อเนื่อง b 56.00  0.14 83.20  0.51 28.23  5.52 

 

หมายเหตุ:   a ประเมินวันที่ 6 ของการเพาะเลี้ยง 
    b ประเมินจากค่าเฉลี่ยของการเพาะเลี้ยง 4 รอบ (รอบละ 6 วัน) 
 
ตารางท่ี 4.8  Poverall และ PB ของการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายใน BCPBR 
 

สภาวะการเพาะเลี้ยง 
Poverall 

 cell/mL/day) 
PB 

 cell/mL/day) 
แบบกะ a 2.12x106 2.61x106 
แบบกึ่งต่อเนื่อง b 2.00x106  0.14x106 2.15x106  0.44x106 

 

หมายเหตุ:   a ประเมินวันที่ 6 ของการเพาะเลี้ยง 
    b ประเมินจากค่าเฉลี่ยของการเพาะเลี้ยง 4 รอบ (รอบละ 6 วัน) 
 

 
 

ภาพที ่4.20  ความหนาแน่นของเซลล์จุลสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะแบบกึ่งต่อเนื่อง 
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(ก) ความเข้มข้นของไนเตรทที่คงเหลือ  
 

 
 

(ข) ความเข้มข้นของแอมโมเนียมที่คงเหลือ 
 

ภาพที่ 4.21  ความเข้มข้นของไนเตรท แอมโมเนียม และ TN ที่คงเหลือในน้ าเสียสังเคราะห์ 
   ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะแบบกึ่งต่อเนื่อง 
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(ค) ความเข้มข้นของ TN ทีค่งเหลือ 
 

ภาพที่ 4.21  ความเข้มข้นของไนเตรท แอมโมเนียม และ TN ที่คงเหลือในน้ าเสียสังเคราะห์ 
   ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะแบบกึ่งต่อเนื่อง (ต่อ) 
 

 
 

ภาพที่ 4.22  ความเข้มข้นของ TP ที่คงเหลือในน้ าเสียสังเคราะห์ท่ีเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะ 
   แบบกึ่งต่อเนื่อง 
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ภาพที่ 4.23  ค่าซีโอดีในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะแบบกึ่งต่อเนื่อง 
 
  จากผลการทดลองที่ได้กล่าวถึงในหัวข้อที่ 4.2 – 4.4 จะพบว่าการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่าย 
น้ าจืดสีเขียวสายพันธุ์ Chlorococcum humicola ในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์นั้น แสดงให้เห็นว่า    
จุลสาหร่ายสายพันธุ์นี้มีศักยภาพที่จะน ามาใช้ในการบ าบัดน้ าเสียชุมชนในขั้นตอนสุดท้าย เพ่ือก าจัด 
สารประกอบไนโตรเจนรวมที่อยู่ในรูปแอมโมเนียมและไนเตรทและสารประกอบฟอสฟอรัสที่อยู่ในรูป 
ฟอสเฟต โดยความหนาแน่นเริ่มต้นของเซลล์จุลสาหร่ายพบว่าเป็นปัจจัยส าคัญที่มีผลกระทบต่อการ 
ก าจัด TN และ TP ซึ่งการใช้ความหนาแน่นเริ่มต้นของเซลล์จุลสาหร่ายน้อยจะท าให้มีระยะที่ค่อนข้าง 
เวลานานในการลดปริมาณ TN และ TP ในน้ าเสียชุมชนที่ผ่านการบ าบัดในขั้นตอนทุติยภูมิ              
ท าให้มีประสิทธิภาพต่ าในการบ าบัด ในขณะที่การใช้ความหนาแน่นเริ่มต้นของเซลล์จุลสาหร่าย     
มากเกินไปก็จะไม่สามารถก าจัด TN และ TP ในน้ าเสียชุมชนได้อย่างรวดเร็ว เนื่องจากเกิดการบดบัง 
แสงจากเซลล์จุลสาหร่าย ท าให้กระบวนการสังเคราะห์แสงไม่สามารถเกิดขึ้นได้อย่างทั่วถึงในระบบ  
ดังนั้นการประเมินหาความหนาแน่นเริ่มต้นของเซลล์จุลสาหร่ายที่เหมาะสมจึงมีความเป็นผล          
การทดลองที่กล่าวถึงในหัวข้อที่ 4.4.1 ชี้ให้เห็นว่า BCPBR สามารถน ามาใช้ในการบ าบัดน้ าเสียชุมชนฯ  
ได้อย่างมีประสิทธิภาพถ้าหากจุลสาหร่ายถูกเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะที่เหมาะสม ผลการศึกษา 
จลนศาสตร์การเจริญเติบโตของจุลสาหร่ายในหัวข้อที่ 4.2 แสดงให้เห็นว่าสมการโลจิสติกเวอร์ฮอลส์  
ให้ผลการท านายการเจริญเติบโตของจุลสาหร่าย Chlorococcum humicola ได้ใกล้เคียงกับผล    
การเพาะเลี้ยงจริงในระยะทวีคูณ โดยเฉพาะกรณีที่ความหนาแน่นเริ่มต้นของเซลล์จุลสาหร่าย           
มีค่าไม่น้อยเกินไป อย่างไรก็ตามสมการ Luedeking-Piret-Like ที่ได้นั้นให้ผลท านายผลการลดลง  
ของ TN และ TP ในน้ าเสียชุมชนสังเคราะห์ที่ค่อนข้างแตกต่างจากผลการทดลอง ซึ่งแตกต่างจาก 
รายงานวิจัยของ Ruiz et al. (2011) ทั้งนี้อาจเป็นผลมาจากความแตกต่างของสายพันธุ์จุลสาหร่าย 
และสภาวะการเพาะเลี้ยง 
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ภาพที่ 4.24  ปริมาณกรดไขมันสะสมที่ได้จากการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่ายภายใต้สภาวะแบบกะ 
   และแบบกึ่งต่อเนื่องใน BCPBR 
 
  โดยทั่วไปแล้วการบ าบัดน้ าเสียชุมชนด้วยการเพาะเลี้ยงจุลสาหร่าย จะได้ชีวมวลซึ่งเป็น 
เซลล์จุลสาหร่ายซึ่งมักจะน าไปท าเป็นปุ๋ย อย่างไรก็ตามประโยชน์ที่ส าคัญอีกประการ คือ จุลสาหร่าย  
ที่ได้นี้ยังสามารถน าไปสกัดเอาน้ ามันที่อยู่ในเซลล์ โดยน้ ามันที่ได้นี้มีสมบัติเช่นเดียวกับน้ ามันที่สกัดได้  
จากเมล็ดพืชชั้นสูงซึ่งสามารถน ามาใช้เป็นสารตั้งต้นในการผลิตเป็นไบโอดีเซล ภาพที่  4.24          
แสดงปริมาณกรดไขมันสะสมที่สกัดได้จากเซลล์จุลสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงใน BCPBR ภายใต้สภาวะ   
แบบกะ 14 วัน และแบบกึ่งต่อเนื่อง 24 วัน ซึ่งจะเห็นได้อย่างชัดเจนว่ามีปริมาณที่ค่อนข้างมาก   
ดังนั้นจึงมีความเหมาะสมที่จะใช้จุลสาหร่ายเป็นแหล่งวัตถุดิบเพ่ือเปลี่ยนให้เป็นการแหล่งพลังงาน 
ส ารองที่ส าคัญ  
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการทดลอง 
 จุลสาหร่ายน ้าจืดสีเขียวสายพันธุ์ Chlorococcum humicola ที่เพาะเลี ยงในสารอาหารเหลว  
มาตรฐาน สูตร BG-11 มีลักษณะการเจริญเติบโตด้วยการแบ่งเซลล์จากกระบวนการสังเคราะห์แสง      
ของเซลล์จุลสาหร่ายซึ่งแบ่งได้เป็น 4 ระยะ โดยการเจริญเติบโตในระยะปรับตัวที่ค่อนข้างสั น        
เพียง 1 – 2 วันแรกของการเพาะเลี ยง จากนั นเป็นการเจริญเติบโตในระยะทวีคูณมีช่วงเวลาประมาณ  
6 – 8 วัน จึงเข้าสู่ระยะคงตัว 3 – 4 วัน และเข้าสู่ระยะตาย ซึ่งเป็นระยะที่จุลสาหร่ายมีอัตราการแบ่ง 
เซลล์น้อยกว่าอัตราการตายของเซลล์ การที่จุลสาหร่าย Chlorococcum humicola มีช่วงเวลา     
การเจริญเติบโตในระยะทวีคูณที่ค่อนข้างมาก ท้าให้มีความเหมาะสมต่อการน้ามาใช้เพาะเลี ยง       
เพ่ือก้าจัดสารประกอบไนโตรเจนรวมและฟอสฟอรัสรวมที่คงเหลืออยู่ ในน ้าเสียชุมชนสังเคราะห์        
ที่ส่วนประกอบหลักใกล้เคียงกับน ้าเสียชุมชนที่ผ่านการบ้าบัดในขั นตอนทุติภูมิ โดยการเจริญเติบโต   
ในระยะทวีคูณนั นจุลสาหร่ายจะใช้ธาตุอาหารไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในการแบ่งเซลล์ในปริมาณ     
ที่ค่อนข้างสูงมาก ดังนั นเมื่อน้ามาเพาะเลี ยงในน ้าเสียชุมชนสังเคราะห์จึงสามารถลดปริมาณ          
ของสารประกอบไนโตรเจนรวมและฟอสฟอรัสให้มีค่าที่เป็นไปตามมาตรฐานน ้าทิ งได้ในระยะเวลาสั น  
โดยที่ในน ้าเสียชุมชนสังเคราะห์มีปริมาณของสารประกอบไนโตรเจนรวม (แอมโมเนียมและไนเตรท)  
และฟอสเฟตรวมที่ค่อนข้างน้อยกว่าในสารอาหารเหลว BG-11 ท้าให้ความหนาแน่นเริ่มต้นของเซลล์ 
จุลสาหร่ายมีผลกระทบอย่างมากต่อประสิทธิภาพในการก้าจัดสารประกอบไนโตรเจนรวมและ 
ฟอสฟอรัสรวม เมื่อความหนาแน่นเริ่มต้นของเซลล์จุลสาหร่ายมีค่าน้อยจะท้าให้มีปริมาณเซลล์         
จุลสาหร่ายไม่เพียงพอท้าให้ใช้ระยะเวลาที่ค่อนข้างมากในการก้าจัดสารประกอบไนโตรเจนรวมและ 
ฟอสฟอรัสรวมให้มีลดลงเหลือตามเกณฑ์มาตรฐานน ้าทิ ง ในขณะที่ความหนาแน่นเริ่มต้นของเซลล์     
ที่มากเกินไปจะท้าให้มีเซลล์จุลสาหร่ายบางส่วนไม่สามารถสังเคราะห์แสงได้อย่างมีประสิทธิภาพ  
เพราะเกิดสภาวะการบดบังแสงจากเซลล์จุลสาหร่าย และท้าให้การลดปริมาณสารประกอบไนโตรเจน 
รวมและฟอสฟอรัสรวมให้มีลดลงเหลือตามเกณฑ์มาตรฐานน ้าทิ งต้องใช้ระยะเวลามาก การทดลอง 
เพาะเลี ยงจุลสาหร่าย Chlorococcum humicola ภายใต้สภาวะแบบกะในขวดรูปชมพู่ที่บรรจุด้วย 
น ้าเสียชุมชนสังเคราะห์ 500 ml พบว่าความหนาแน่นเริ่มต้นของเซลล์ที่มี OD เท่ากับ 0.3     
(5.88x106 

 0.29x106 cell/mL) นั นมีความเหมาะสมมากที่สุดในการก้าจัดสารประกอบไนโตรเจน 
รวมและฟอสฟอรัสรวมในน ้าเสียชุมชนสังเคราะห์  เมื่อเปรียบเทียบกับกรณีที่ OD เท่ากับ 0.1              
(2.81x106  0.17x106 cell/mL) และ OD เท่ากับ 0.5 (12.33x106 

 2.03x106 cell/mL โดยที่ OD   
เท่ากับ 0.3 จุลสาหร่ายสามารถก้าจัดสารประกอบไนโตรเจนรวมและฟอสฟอรัสรวมในน ้าเสียชุมชน  
สังเคราะห์ให้ผ่านเกณฑ์มาตรฐานน ้าทิ ง  โดยใช้ระยะเวลาสั นที่สุดเท่ากับ 6 วัน โดยมีอัตรา              
การเจริญเติบโตจ้าเพาะ () เท่ากับ 0.237 day-1 ซึ่งเป็นค่าที่มากกว่ากรณี OD เท่ากับ 0.1 และ 0.5  
ในการประเมินหาค่าพารามิเตอร์ max  ของแบบจ้าลองจลนศาสตร์การเจริญเติบโตของจุลสาหร่าย 
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ส้าหรับกรณีที่  OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.1 , 0.3 และ 0.5 พบว่ามีค่าเท่ากับ 0.263 , 0.655 และ            
0.625 day-1 ตามล้าดับ โดยแบบจ้าลองจลนศาสตร์ให้ผลการท้านายการเจริญเติบใกล้เคียงกับผล    
การทดลอง (ระยะทวีคูณ) เฉพาะกรณีที่ OD มีค่ามาก (0.3 และ 0.5) อย่างไรก็ตามแบบจ้าลอง 
จลนศาสตร์ที่ได้นั น ไม่สามารถท้านายการลดลงของเซลล์จุลสาหร่ายในระยะตายได้ นอกจากนี แล้ว 
การท้านายปริมาณของสารประกอบไนโตรเจนรวมและฟอสฟอรัสรวมในน ้าเสียชุมชนสังเคราะห์      
โดยใช้ปริมาณเซลล์จุลสาหร่ายที่ได้จากผลการท้านายโดยแบบจ้าลองจลนศาสตร์ในสมการ  
Luedeking-Piret-Like ให้ผลลัพธ์ที่ค่อนข้างแตกต่างจากผลการทดลอง แสดงให้เห็นว่าจุลสาหร่าย 
อาจมีการใช้ธาตุอาหารไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในการเจริญเติบโตแตกต่างจากข้อสมมุติฐาน        
ของ Luedeking และ Piret นอกจากนี แล้วอาจเป็นผลมาจากความแตกต่างของสายพันธุ์จุลสาหร่าย 
รวมทั งสภาวะที่ใช้ในการเพาะเลี ยง  การเพาะเลี ยงจุลสาหร่ายในเครื่องปฏิกรณ์แบบ BCPBR        
ภายใต้สภาวะแบบกะเพ่ือบ้าบัดน ้าเสียชุมชนสังเคราะห์โดยใช้ OD เริ่มต้นเท่ากับ 0.3 สามารถก้าจัด 
สารประกอบไนโตรเจนรวมได้มากถึงร้อยละ 98.8 และฟอสฟอรัสรวมร้อยละ 95.3 เมื่อสิ นสุด        
การเพาะเลี ยงในวันที่  14 ในขณะที่การเพาะเลี ยงใน BCPBR ภายใต้สภาวะแบบกึ่งต่อเนื่อง       
สามารถก้าจัดสารประกอบไนโตรเจนรวมเฉลี่ยร้อยละ 56.0 และฟอสฟอรัสรวม เฉลี่ยร้อยละ 83.2  
(ถึงแม้ว่าประสิทธิภาพในการก้าจัดสารประกอบไนโตรเจนรวมและฟอสฟอรัสรวมจะต่้ากว่ากรณีที่ 
เพาะเลี ยงแบบกะ แต่เมื่อสิ นสุดการเพาะเลี ยงในแต่ละรอบการนั นสามารถลดสารประกอบทั ง 2 ชนิด 
ให้มีปริมาณตามเกณฑ์มาตรฐานน ้าทิ ง) โดยการเพาะเลี ยงใน BCPBR ภายใต้สภาวะแบบกึ่งต่อเนื่อง    
มีค่าเฉลี่ยของ   ที่ใกล้เคียงกับค่า  ของจุลสาหร่ายที่เพาะเลี ยงภายใต้สภาวะแบบกะเพียงเล็กน้อย  
และผลผลิตโดยรวมและผลผลิตแบบกะของการเพาะเลี ยงภายใต้สภาวะทั ง 2 แบบ มีค่าแตกต่างกัน 
เพียงเล็กน้อย แสดงให้ เห็นว่าการขยายความสามารถในการบ้าบัดน ้าเสียชุมชนสังเคราะห์          
สามารถท้าได้โดยเปลี่ยนสภาวะการเพาะเลี ยงจากแบบกะเป็นแบบกึ่งต่อเนื่อง  
  
5.2 ข้อเสนอแนะ 
 5.2.1 โดยผลการทดลองชี ให้เห็นว่าการเพาะเลี ยงจุลสาหร่าย Chlorococcum humicola         
เพ่ือจ้ากัดน ้าเสียชุมชนสังเคราะห์นั นมีประสิทธิภาพในการก้าจัดสารประกอบไนโตรเจนรวมและ   
ฟอสฟอรัสรวม ดังนั นจึงควรทดลองโดยใช้น ้าเสียชุมชุนจริง (ท่ีผ่านการบ้าบัดในขั นตอนทุติยภูมิ)  
 5.2.2 ท้าการทดลองเพ่ิมเติมเพ่ือหาสาเหตุที่เป็นข้อจ้ากัดในการท้านายจลนศาสตร์ ของ   
แบบจ้าลองการเจริญเติบโตตามสมการโลจิสติกเวอร์ฮอลส์  และแบบจ้าลองการใช้ธาตุอาหาร 
ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส ตามสมการของ Luedeking-Piret 
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ภาคผนวก ข 
สูตรอาหารที่ใช้เลี้ยงจุลสาหร่าย และธาตุอาหารเสริม 
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สูตรอาหารที่ใช้เลี้ยงจุลสาหร่าย และธาตุอาหารเสริม 
 
1. BG-11 (Rippka et al., 1979) 
 

สารประกอบ ปริมาตร (g/L) 
NaNO3 1.500 
K2HPO4∙3H2O 0.040 
MgSO4∙7H2O 0.075 
CaCl2∙2H2O 0.036 
Na2CO3 0.020 
Citric acid 0.006 
Ferric ammonium citrate 0.006 
EDTA (disodium salt) 0.001 
Trace metal mix A5 1 มิลลิลิตร 

 
2. Trace metal solution mix A5 (Rippka et al., 1979) 
 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (g/L) 
H3BO3 2.860 
MnCl2∙4H2O 1.810 
Na2MoO2∙4H2O 0.390 
ZnSO4∙7H2O 0.222 
CuSO4∙5H2O 0.079 
Co(NO3)2∙6H2O 0.050 
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ภาคผนวก ค 
ผลงานการน าเสนอในงานวิชาการ 
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