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บทคัดย่อ
การศกึษาปฏิสมัพันธ์ของฟอสฟอรสั (P) ร่วมกบัเหลก็ (Fe) ต่อการเจรญิเตบิโตและการผลติไขมนัของสาหร่าย 

Desmodesmus quadricauda โดยวางแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียล (5x5) มีความเข้มข้น 5 ระดับ โดยมี  
P เท่ากับ 28, 142, 285, 427 และ 569 มิลลิกรัมฟอสฟอรัสต่อลิตร และ Fe เท่ากับ 1, 5, 10, 15 และ 20 มิลลิกรัม
เหล็กต่อลิตร โดยใช้ความเข้มข้นของฟอสฟอรัสและเหล็กในสูตร Chlorella medium เป็นชุดควบคุม (285 มิลลิกรัม
ฟอสฟอรัสต่อลิตร และ 10 มิลลิกรัมเหล็กต่อลิตร)  ผลการศึกษาพบว่าฟอสฟอรัสและเหล็กมีปฏิสัมพันธ์ร่วมกัน 
ต่ออัตราการเจริญเติบโตจ�ำเพาะ (p = 0.01) ชีวมวล (p = 4.00x10-13) ปริมาณไขมัน (p = 8.13x10-5) และผลผลิตไข
มัน (p = 0.009) โดยสาหร่ายมีอัตราการเจริญเติบโตจ�ำเพาะ (0.23±0.06 ต่อวัน) และผลผลิตชีวมวล  
(1.91±0.09 กรัมต่อลิตร) สูงสุด เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มี P:Fe 142:10 และ 427:20 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล�ำดับ 
ส่วนสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่มี P:Fe 569:1 มิลลิกรัมต่อลิตร มีปริมาณไขมัน ผลผลิตไขมัน และก�ำลังการผลิต
ไขมนั สูงทีส่ดุคอื 24.98±5.03 เปอร์เซน็ต์ 0.41±0.06 กรมัต่อลติร และ 45.06±5.23 มิลลกิรมัต่อลิตรต่อวนั ตามล�ำดบั 
ดังน้ันจากการศึกษาคร้ังนี้แสดงให้เห็นว่า P:Fe 569:1 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นอัตราส่วนที่เหมาะสมส�ำหรับการเพาะ
เลี้ยงสาหร่าย D. quadricauda มากที่สุด เนื่องจากให้ผลผลิตไขมันสูงที่สุด ผลการศึกษาชี้ให้เห็นว่าสาหร่ายชนิดนี้
สามารถเป็นวัตถุดิบทางเลือกที่มีศักยภาพในการเป็นแหล่งผลิตไบโอดีเซลได้

ค�ำส�ำคัญ: ฟอสฟอรัส เหล็ก ผลผลิตไขมัน แฟคทอเรียล สาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก

Abstract
The interaction of phosphorus (P) and iron (Fe) on growth and lipid production of microalga, 

Desmodesmus quadricauda was studied. The experiments were performed as factorial design (5x5) with 
5 concentrations of phosphorus 28, 142, 285, 427 and 569 mg P/l and iron 15 ,10 ,5 ,1 and 02 mg Fe/l. 
The concentration of P and Fe in Chlorella medium was used as the control (285 mg P/l and 10 mg Fe/l). 
The result showed the interaction of phosphorus and iron on specific growth rate (p = 0.01), biomass  
(p = 4.00x10-13), lipid content (p = 8.13x10-5) and lipid yield (p = 0.009) of alga. The maximum specific 
growth rate (0.23±0.06 /d) and biomass (1.91±0.09 g/l) of alga were obtained with cultivated in P:Fe 142:10 
and 427:2 mg/l, respectively. The alga cultivated in P:Fe 569:1 mg/l showed the maximum lipid content, 
lipid yield and lipid productivity of 24.98±5.03%, 0.41±0.06 g/l and 45.06±5.23 mg/l/d, respectively.  
The present study showed that P:Fe 569:1 mg/l was the optimum ratio for cultivation of D. quadricauda 
because this alga gave the highest lipid yield. The result indicated that this alga could be used as an  
alternatively potential source for biodiesel production.
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ค�ำน�ำ
ปัญหาด้านความผันผวนของราคาน�้ำมันปิโตรเลียมและปัญหาการมีอยู่อย่างจ�ำกัดของเชื้อเพลิงฟอสซิล  

(Liu et al., 2012) ท�ำให้นักวิจัยทั่วโลกได้พยายามศึกษาหาแหล่งพลังงานทดแทนแหล่งใหม่ ซึ่งมีทั้งจากแสงอาทิตย์ 
ลม น�้ำ หรือพลังงานไฮโดรเจน แต่ด้วยมีปัญหาเรื่องภาวะโลกร้อนควบคู่ตามมา อีกโจทย์หนึ่งในการหาแหล่งพลังงาน
ทดแทนคือต้องเป็นพลังงานที่สามารถลดปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ที่ปล่อยออกสู่ชั้นบรรยากาศได้ด้วย ซึ่งปัจจุบัน
แหล่งคาร์บอนไดออกไซด์ส่วนใหญ่มาจากการเผาผลาญเชือ้เพลงิซากฟอสซลิเป็นหลกั จงึต้องพยายามหาทางทดแทน
เชือ้เพลงิในส่วนนี ้ซึง่เชือ้เพลงิฟอสซลิในรปูเชือ้เพลิงเหลวเป็นเชือ้เพลิงท่ีมคีวามต้องการสงูเพราะนิยมใช้ในเครือ่งจกัร
ของโรงงานอุตสาหกรรมและยานพาหนะส่วนใหญ่ ดังนั้นการที่จะหาแหล่งเชื้อเพลิงมาทดแทนจึงสมควรที่จะทดแทน
ในรูปเชื้อเพลิงเหลวด้วยเช่นกัน ซึ่งเชื้อเพลิงทางเลือกที่ได้รับความสนใจมากในปัจจุบันคือไบโอดีเซล ซึ่งเป็นเชื้อเพลิง
เหลวท่ีในอดีตผลิตได้จากน�้ำมันถ่ัวเหลือง ปาล์ม สบู่ด�ำและพืชน�้ำมันต่างๆ เป็นต้น โดยต้องผ่านกระบวนการทราน
เอสเทอริฟิเคชั่น (Trans-esterification) เพื่อเปลี่ยนเป็นไบโอดีเซล (Nigam et al., 2011) แต่ปัญหาพบว่าพืชต่าง ๆ 
เหล่านั้นจ�ำเป็นต้องใช้ที่ดินที่ค่อนข้างอุดมสมบูรณ์ในการเพาะปลูก จึงมีการบุกรุกพื้นที่ป่าตามมา นอกจากนี้พืชบาง
ชนิดยังเป็นวัตถุดบิในการผลติอาหารส�ำหรบัมนษุย์ เมือ่เปลีย่นไปเป็นแหล่งผลติพลงังาน จงึท�ำให้อาหารมนษุย์มรีาคา
สูงมากตามมา จึงมีการต่อต้านการน�ำพืชเหล่านี้ไปเป็นวัตถุดิบส�ำหรับแหล่งพลังงาน 

โดยสาหร่ายเป็นแหล่งวัตถุดิบทางเลือกใหม่ที่นักวิจัยได้คัดเลือกเพ่ือมาแทนแหล่งพืชบกในอดีต เน่ืองจาก
การใช้สาหร่ายเป็นแหล่งพลังงานจะไม่กระทบต่อแหล่งอาหารของมนุษย์ นอกจากนี้สาหร่ายยังเพาะเลี้ยงได้ง่าย  
ใช้พื้นที่ที่ไม่อุดมสมบูรณ์ก็สามารถเพาะเลี้ยงได้ เจริญเติบโตได้เร็ว (Converti et al., 2009; Liu et al., 2012) และใน
ระหว่างท่ีสาหร่ายเจริญเติบโตยังดูดซับคาร์บอนไดออกไซด์ เข้าไปใช้ในกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง จึงช่วยลด
ปรมิาณคาร์บอนไดออกไซด์ในบรรยากาศและช่วยแก้ปัญหาภาวะเรอืนกระจกได้อกีด้วย (Mandal and mallick, 2009) 
ปรมิาณน�ำ้มนัท่ีผลติจากสาหร่ายจะมเีปอร์เซน็ต์ประมาณ 20 ถงึ 50 เปอร์เซน็ต์ ซึง่น้อยกว่าพืชบก แต่เมือ่เทยีบทีร่ะยะ
เวลาและพ้ืนที่การเพาะเลี้ยงหรือเพาะปลูกที่เท่ากัน สาหร่ายจะให้ชีวมวลท่ีสูงกว่าจึงให้ผลผลิตไขมันสูงกว่าพืชบก 
(Chisti, 2007) 

โดยในน�้ำจืดน้ัน สาหร่ายสีเขียวขนาดเล็กชนิด Desmodesmus quadricauda ซึ่งมีชื่อพ้องคือ  
Scenedesmus quadricauda เป็นสาหร่ายท่ีพบได้โดยท่ัวไป เพาะเล้ียงได้ง่าย โตเรว็ เจรญิเติบโตได้ในสภาวะแวดล้อม
ที่กว้าง ทนต่อการเปลี่ยนแปลงของสิ่งแวดล้อมได้สูง โดยพบว่าสาหร่ายสกุลน้ีมีไขมันประมาณ 21 เปอร์เซ็นต ์ 
(Singh and Gu, 2010) จงึมคีวามเป็นไปได้ท่ีจะพิจารณาน�ำสาหร่ายชนิดน้ีมาเพาะเลีย้งเพ่ือผลติไขมนัและน�ำไปผลิต
เป็นไบโอดีเซล โดยปริมาณไขมันในสาหร่ายสามารถผันแปรเพ่ิมขึ้นหรือลดลงได้ตามสภาวะในการเพาะเลี้ยง  
(Liu et al., 2012) ทั้งทางด้านกายภาพ เช่น แสง อุณหภูมิ หรือด้านเคมี เช่น ธาตุอาหารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง ดังนั้น
ผูเ้พาะเลีย้งจงึสามารถผนัแปรปัจจยัในการเพาะเลีย้งเพ่ือให้สาหร่ายสามารถผลิตไขมนัได้สงูขึน้ได้ ซึง่การผันแปรด้าน
ความเข้มข้นของธาตุอาหารจะเป็นการผันแปรที่สามารถท�ำได้ง่ายที่สุด (Zhila et al., 2005; 2011)

โดยธาตอุาหารฟอสฟอรสั (Phosphorus, P) เป็นธาตอุาหารหลกั (macronutrient) เป็นส่วนประกอบท่ีส�ำคญั
ของ sugar phosphate ที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์แสงและการหายใจ เป็นส่วนประกอบของ DNA RNA และให้
สารพลงังานสงู ฯลฯ รปูของฟอสฟอรสัท่ีสาหร่ายสามารถดูดซมึได้คือ โมโน-ไฮโดรเจนฟอสเฟตไอออน และไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟตไอออน ถ้าสาหร่ายขาดฟอสฟอรัสจะส่งผลให้ปริมาณคลอโรฟิลล์เอ, โปรตีน, RNA, DNA ของสาหร่ายลดลง 
ส่วนของคาร์โบไฮเดรตจะเพิ่มขึ้น ท�ำให้รูปร่างของเซลล์เปลี่ยนแปลงไป (Hu, 2004)

ส่วนเหลก็ (Iron, Fe) เป็นธาตอุาหารรอง (micronutrient) ท่ีจ�ำเป็นต่อพืชมบีทบาทส�ำคญัต่อการเร่งปฏิกิรยิา
ในกระบวนการเมตาบอลิซึม ท�ำหน้าที่เกี่ยวข้องกับการสร้างรงควัตถุ เพิ่มประสิทธิภาพในกระบวนการสังเคราะห์แสง
ของสาหร่าย การขนส่งอิเล็กตรอนในกระบวนการสังเคราะห์แสงและการหายใจ ถ้าขาดเหล็กจะท�ำให้การสังเคราะห์
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แสงลดลงและปรมิาณอาหารสะสมลดลงด้วย (Lin et al., 2012)  โดยสาหร่ายแต่ละชนิดมคีวามต้องการเหล็กท่ีเหมาะ
สมต่อการเจรญิเตบิโตหรอืสร้างไขมนัในปรมิาณทีแ่ตกต่างกัน (Liu et al., 2008; Wang et al., 2010) หากระดบัความ
เข้มข้นเหล็กมากเกินไปมักจะส่งผลท�ำให้เกิดการยับย้ังกระบวนการเมตาบอลึซึมของไขมัน ส่วนในสภาวะท่ีสาหร่าย
ขาดเหลก็จะส่งผลท�ำให้สาหร่ายไม่สามารถดงึไนโตรเจนจากอาหารไปใช้ได้ท�ำให้เซลล์เกิดความเครยีด เซลล์สาหร่าย
จะปรับตัวโดยเปลี่ยนรูปอาหารที่เก็บจากคาร์โบไฮเดรตเป็นไขมัน (Shen et al., 2009) มีรายงานว่าความเข้มข้นของ
เหลก็ทีส่งูหรอืต�ำ่เกินไปในการเพาะเลีย้งสาหร่ายจะส่งผลในการยับย้ังการเจรญิเตบิโตและการผลติไขมนัของสาหร่าย 
Scenedesmus sp. นอกจากนี้เหล็กยังมีความส�ำคัญต่อการผลิตไขมันของสาหร่ายขนาดเล็กชนิดต่างๆ ซึ่งเป็นไปได้
ว่าระดับที่เหมาะสมของเหล็ก ข้ึนอยู่กับชนิดและสายพันธุ์ของสาหร่ายขนาดเล็ก จึงจ�ำเป็นต้องศึกษาระดับท่ีเหมาะ
สมดังกล่าวในสาหร่ายแต่ละสายพันธุ์ (Ren et al., 2014)

สาหร่ายมีความต้องการฟอสฟอรัสและเหล็กเพ่ือช่วยในการด�ำรงชีวิต โดยหากสาหร่ายได้รับความเข้มข้น
ของธาตอุาหารท้ังสองชนดิท่ีเหมาะสมต่อสาหร่าย สาหร่ายก็จะมกีารเจรญิเตบิโตทีด่ ีหรอืสร้างไขมนัได้ในปรมิาณมาก 
โดยในสาหร่าย D. quadricauda นั้น เป็นสาหร่ายที่พบได้ในแหล่งน�้ำจืดทั่วไป เพาะเลี้ยงได้ง่าย มีการเจริญเติบโตที่
รวดเรว็ แต่ยังไม่มกีารรายงานการศกึษาถงึระดบัฟอสฟอรสัหรอืเหลก็ท่ีเหมาะสมท่ีสดุเอาไว้ โดยจากทฤษฏีพบว่าธาตุ
อาหารทั้งสองชนิดนี้น่าจะท�ำงานเสริมกันเพื่อช่วยในการเจริญเติบโตของสาหร่าย ดังนั้นการหาความเข้มข้นของธาตุ
อาหารที่เหมาะสมจึงควรหาในลักษณะของอัตราส่วนท่ีเหมาะสมของธาตุอาหารทั้งสองชนิด ซึ่งศึกษาได้ในรูปแบบ
ของการศึกษาถึงปฏิสัมพันธ์ (interaction) ของธาตุอาหารสองชนิดนี้ต่อสาหร่าย การศึกษาในครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์
เพ่ือศึกษาถึงปฏิสัมพันธ์ของฟอสฟอรัสร่วมกับเหล็กที่มีต่อการเจริญเติบโตและผลผลิตไขมันของสาหร่าย  
D. quadricauda เพื่อเป็นแนวทางในการเพาะเลี้ยงสาหร่ายชนิดนี้ส�ำหรับเป็นแหล่งวัตถุดิบผลิตไบโอดีเซลต่อไป

อุปกรณ์และวิธีการ 
1. การเพาะเลี้ยงหัวเชื้อสาหร่าย

เพาะเลี้ยงหัวเชื้อสาหร่าย D. quadricauda ที่คัดแยกโคโลนีเดี่ยวมาจากบ่อเลี้ยงปลา และท�ำการจ�ำแนก
ชนิดโดยวัดขนาดเซลล์และศึกษารูปร่างภายนอกตามหนังสือของ Philipose (1967) เพาะเลี้ยงด้วยอาหารสูตร  
Chlorella medium (Vonshak and Maske, 1982) ซึ่งเหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก ที่ผ่านการ
ฆ่าเชื้อ ด้วยหม้อนึ่งความดัน ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติ
การที่ควบคุมอุณหภูมิ 25±0.5 องศาเซลเซียส ให้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต์ 24 ชั่วโมง ความเข้มแสง 20 ไมโคร
โมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที เพื่อใช้สาหร่ายเป็นหัวเชื้อในการศึกษาขั้นต่อไป
2. ผลของอัตราส่วนฟอสฟอรัสต่อเหล็ก ต่อการเจริญเติบโตและการผลิตไขมันของสาหร่าย

เพาะเลี้ยงสาหร่ายในอาหารสูตร Chlorella medium  ท่ีผ่านการฆ่าเชื้อ โดยใช้อาหารสูตรปกติน้ีเป็นชุด
ควบคมุ เทียบปรมิาณฟอสฟอรสัและเหลก็ในสตูรปกตเิป็น 100 เปอร์เซน็ต์ และท�ำการผนัแปรปรมิาณฟอสฟอรสัและ
เหล็กในอาหารน้ี อย่างละ 5 ระดับ ใช้แผนการทดลองแบบ Factorial (5x5) โดยใช้ความเข้มข้นของฟอสฟอรัส  
(KH

2
PO

4
) 5 ระดับคือ 10, 50, 100 (ชุดควบคุม), 150 และ 200 เปอร์เซ็นต์ หรือเทียบเท่ากับ 28, 142, 285, 427 และ 

569 มิลลิกรัมฟอสฟอรัสต่อลิตร และผันแปรเหล็ก (FeSO
4
.7H

2
O) 5 ระดับคือ 10, 50, 100 (ชุดควบคุม), 150 และ 

200 เปอร์เซ็นต์ หรือเทียบเท่ากับ 15 ,10 ,5 ,1 และ 02 มิลลิกรัมเหล็กต่อลิตร เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการที่ควบคุม
อณุหภมู ิ25±0.5 องศาเซลเซยีส ให้แสงจากหลอดฟลอูอเรสเซนต์ 24 ชัว่โมง ความเข้มแสง 20 ไมโครโมลโฟตอนต่อตา
รางเมตรต่อวินาที เพาะเลี้ยงจนเข้าสู่ปลายระยะการเจริญเติบโตเต็มที่ (ประมาณ 30 วัน) วิเคราะห์น�้ำหนักแห้ง  
(ชีวมวล) ทุก 2 วัน โดยอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง  และวิเคราะห์ปริมาณไขมันในสาหร่ายที่สิ้นสุด
การทดลอง ตามวิธีของ Bligh and Dyer (1959) วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติและปฏิสัมพันธ์ของข้อมูลทั้งหมด
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ด้วยวิธี ANOVA: two factor with replication และ ANOVA: single factor โดยใช้โปรแกรม Microsoft excel 2013  
ที่ระดับความเชื่อมั่น  95 เปอร์เซ็นต์

ผลการทดลองและวิจารณ์
1. ปฏิสัมพันธ์ของฟอสฟอรัสและเหล็ก ต่อการเจริญเติบโตของสาหร่าย

สาหร่าย D. quadricauda ที่เพาะเลี้ยงโดยได้รับอัตราส่วนของ P:Fe แตกต่างกัน พบว่าการเพาะเลี้ยงใน
ความเข้มข้นของฟอสฟอรัสที่แตกต่างกัน 5 ระดับ โดยมีระดับในสูตรอาหารปกติคือ 285 (ชุดควบคุม) มิลลิกรัม
ฟอสฟอรัสต่อลิตร และผันแปรความเข้มข้นโดยลดลงและเพิ่มขึ้นจากชุดควบคุมอีกอย่างละสองระดับ (ความเข้มข้น
ของเหล็กท�ำเช่นเดียวกันกับฟอสฟอรัส) ผลพบว่าสาหร่ายมีค่าอัตราการเจริญเติบโตจ�ำเพาะ (specific growth rate, 
µ) สูงที่สุดเท่ากับ 0.23±0.06 ต่อวัน เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มี P:Fe 142:10 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยมีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติกับชุดการทดลองท่ีมีความเข้มข้นของ P:Fe เกือบทุกชุดการทดลอง ยกเว้นท่ี P:Fe 28:5, 
28:20, 285:10, 427:5, 427:10, 569:1 และ 569:20 มิลลิกรัมต่อลิตร (Table 1)

สาหร่ายมชีีวมวลหรอืน�ำ้หนักแห้ง (biomass) เพ่ิมขึน้เมือ่ระยะเวลาการเพาะเลีย้งเพ่ิมข้ึนในทุกชดุการทดลอง
และพบว่าส่วนใหญ่เข้าสู่ระยะการเจริญเติบโตคงที่ (stationary phase) ที่ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 28 วัน (Fig. 1) 
โดยสาหร่ายท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีความเข้มข้นของ P:Fe 427:20 มิลลิกรัมต่อลิตร มีน�้ำหนักแห้งสูงท่ีสุดเท่ากับ 
1.82±0.18 กรัมต่อลิตร (Figure1D, Table 1) โดยมีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติกับชุดการทดลองที่มี
ความเข้มข้นของ P:Fe เกือบทุกชุดการทดลอง ยกเว้นที่ P:Fe 142:15, 142:20, 285:5, 569:1 และ 569:5 มิลลิกรัม
ต่อลิตร  โดยการควบคุมปริมาณฟอสฟอรัสให้คงที่ที่ 142 มิลลิกรัมต่อลิตร และผันแปรเหล็ก พบว่าสาหร่ายมีแนวโน้ม
เจรญิเตบิโตเพ่ิมมากข้ึนเมือ่ความเข้มข้นของเหลก็เพ่ิมมากขึน้ (Figure 1B)  และพบว่าฟอสฟอรสัและเหลก็มปีฏิสมัพันธ์
ร่วมกันต่ออัตราการเจริญเติบโตจ�ำเพาะ (p = 0.01) และชีวมวล (p = 4.00x10-13) ของสาหร่าย D. quadricauda 

จากการทดลองน้ีพบว่าการผันแปรอัตราส่วนของฟอสฟอรัสต่อเหล็กให้เหมาะสมส่งผลให้สาหร่ายชนิดน้ีมี
ชวีมวลสงูกว่าและแตกต่างอย่างมนัียส�ำคัญทางสถิติกับอาหารสูตรปกติ (P:Fe 285:10) ถึง 1.6 เท่า ซึง่แสดงว่าอาหาร
สตูร Chlorella medium ปกต ิทีร่ะบไุว้ว่าเหมาะสมส�ำหรบัส่าหร่ายสเีขยีวโดยทัว่ไปน้ัน (Vonshak and Maske, 1982) 
เป็นสูตรอาหารท่ีเลี้ยงให้สาหร่ายสีเขียวทั่วไปเจริญเติบโตได้ แต่ไม่ใช่ระดับท่ีเจริญเติบโตดีท่ีสุดส�ำหรับ  
D. quadricauda ดังนั้นเมื่อท�ำการแยกหัวเชื้อสาหร่ายสกุลหรือชนิดใหม่มาได้ จึงควรมีการปรับความเข้มข้นของธาตุ
อาหารจากสูตรปกติที่นิยมใช้ทั่วไป เพื่อหาระดับธาตุอาหารที่เหมาะสมส�ำหรับสาหร่ายชนิดนั้น ๆ จะท�ำให้ได้ผลลัพธ์
คือชีวมวลของสาหร่ายที่สูงที่สุด

จากการศึกษาครั้งนี้พบว่าอัตราส่วนของ P:Fe ที่ต่างกัน มีผลท�ำให้สาหร่ายเจริญเติบโตได้ต่างกัน  โดยท่ี 
P:Fe 427:20 มิลลิกรัมต่อลิตร  ส่งผลให้สาหร่ายมีชีวมวลสูงสุด ซึ่งแสดงว่าระดับนี้คือระดับที่เหมาะสมต่อสาหร่าย
ชนิดนี้ ซึ่งเป็นระดับเหล็กสูงที่สุดและเป็นระดับฟอสฟอรัสที่มากกว่าชุดควบคุม  เปอร์เซ็นต์ โดยปกติแล้วฟอสฟอรัส
ช่วยในการสังเคราะห์แสงและเป็นแหล่งพลังงาน จึงท�ำให้สาหร่ายสามารถเจริญเติบโตแบ่งเซลล์ได้รวดเร็วมากข้ึน 
ส่วนเหล็กเป็นธาตุอาหารที่ท�ำหน้าที่เป็นส่วนประกอบพ้ืนฐานของเอนไซม์ต่างๆ เข้าร่วมปฏิกิริยาการสังเคราะห์ด้วย
แสงในระบบแสง 2 (PS II) โดยเป็นส่วนประกอบของ ferredoxin การขาดเหล็กท�ำให้ประสิทธิภาพการถ่ายทอด
อิเล็กตรอน การตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ต�่ำ ดังน้ันอัตราการสังเคราะห์แสงของสาหร่ายจึงมีค่าต�่ำ สาหร่ายจึงมีการ
เจริญเติบโตลดลง (Terry and Abadia, 1986) นอกจากนี้เหล็กยังมีอิทธิพลต่อการใช้ไนโตรเจนของสาหร่ายและเป็น
หนึ่งในองค์ประกอบที่ใช้ในกระบวนการสังเคราะห์คลอโรฟิลล์ของเซลล์สาหร่าย 
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Table 1 Biomass and lipid production of D. quadricauda cultured in Chlorella medium under different P:Fe ratios.

P (mg/l) Fe 
(mg/l)

µ (/day) Biomass (g/l) Lipid content (%) Lipid yield
(g/l)

Lipid productivity
(mg/l/d)

28 1 0.11±0.01ab 0.73±0.08a 22.89±2.26de 0.17±0.02abcdefgh 25.50±0.58bc

5 0.16±0.01abcde 0.73±0.08a 14.26±0.12abc 0.10±0.01abc 22.74±1.52abc

10 0.12±0.01abc 1.30±0.07def 15.16±0.25abcd 0.20±0.01bcdefgh 18.60±1.27ab

15 0.12±0.01abc 1.30±0.11def 15.35±0.12abcd 0.20±0.02bcdefgh 18.32±2.17ab

20 0.16±0.02abcde 1.25±0.06cdef 12.70±1.08abc 0.16±0.01abcdefg 19.76±2.77ab

142 1 0.15±0.00abcd 1.36±0.08efg 17.81±5.50bcde 0.24±0.08fgh 26.26±8.27bc

5 0.13±0.01abc 1.11±0.04bcde 11.91±0.51abc 0.13±0.01abcdef 15.31±1.05ab

10 0.23±0.06e 1.27±0.03cdef 10.87±0.15abc 0.14±0.00abcdef 24.78±6.36bc

15 0.12±0.01abc 1.71±0.04hi 10.32±0.19abc 0.18±0.00abcdefgh 12.62±1.07ab

20 0.13±0.01abc 1.75±0.04hi 10.00±0.20abc 0.17±0.01abcdefgh 12.72±0.91ab

285 1 0.13±0.01abc 1.43±0.09efgh 17.58±3.36abcde 0.26±0.07gh 22.56±2.23abc

5 0.15±0.01abcd 1.75±0.10hi 13.29±0.24abc 0.24±0.01efgh 19.84±1.70ab

10 0.19±0.02bcde 1.14±0.13bcde 10.42±0.14abc 0.12±0.01abcde 19.67±1.99ab

15 0.15±0.02abcd 0.99±0.10abcd 17.75±8.74bcde 0.16±0.01abcdefg 22.67±8.18abc

20 0.15±0.03abcd 0.97±0.02abcd 8.84±0.19a 0.09±0.02ab 13.39±2.62ab

427 1 0.13±0.01abc 1.23±0.10cdef 18.50±3.48cde 0.29±0.07fgh 25.73±6.59bc

5 0.22±0.03de 1.22±0.07cdef 15.02±0.40abcd 0.18±0.01abcdefgh 33.16±5.57c

10 0.19±0.03bcde 0.93±0.09abc 12.38±0.33abc 0.11±0.01abcd 23.14±3.33abc

15 0.11±0.01a 1.19±0.08bcde 13.42±0.13abc 0.16±0.01abcdefg 15.04±0.72ab

20 0.11±0.01ab 1.82±0.18i 12.70±1.18abc 0.23±0.02defgh 14.33±0.64ab

569 1 0.19±0.03cde 1.66±0.07ghi 24.98±5.03e 0.41±0.06i 45.06±5.23d

5 0.14±0.01abc 1.55±0.08fghi 17.92±0.31bcde 0.28±0.01h 24.99±2.51bc

10 0.14±0.03abc 1.35±0.33efg 15.60±0.11abcd 0.21±0.05cdefgh 22.48±5.33abc

15 0.12±0.03abc 0.87±0.04ab 9.31±0.13ab 0.08±0.00a 10.92±2.21a

20 0.18±0.03abcde 1.30±0.02def 12.83±0.33abc 0.17±0.00abcdefgh 22.90±3.97abc

Values are mean ± S.D. within the same column, significant differences are indicated by different superscripts (p< 0.05).
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Figure 1. Dry weight of D. quadricauda cultured in Chlorella medium under various P:Fe ratios  
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Figure 1. Dry weight of D. quadricauda cultured in Chlorella medium under various P:Fe ratios
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ภาวะการขาดหรอืมปีรมิาณธาตเุหลก็มากเกินไปของในเซลล์สาหร่ายมผีลท�ำให้ประสทิธิภาพการสงัเคราะห์
ด้วยแสงของสาหร่ายลดลง (Lin et al., 2012) ซึ่งเห็นได้ว่าหน้าที่ของฟอสฟอรัสและเหล็กนั้นท�ำงานเสริมกันต่อการ
เจริญเติบโตของสาหร่าย ซึ่งพิสูจน์ได้ชัดเจนจากการทดลองนี้ซึ่งทั้งฟอสฟอรัสและเหล็กมีปฏิสัมพันธ์ร่วมกันต่อการ
เจริญเติบโตของสาหร่าย D. quadricauda อย่างชัดเจน

การเปรยีบเทยีบการเจรญิเตบิโตของสาหร่ายเมือ่เพ่ิมหรอืลดปรมิาณฟอสฟอรสัหรอืเหลก็ ในการศกึษาครัง้
นีกั้บรายงานการศกึษาของนกัวิจยัท่านอืน่ในอดตี ไม่สามารถท�ำการเปรยีบเทียบได้โดยตรงเน่ืองจากยังไม่มกีารศกึษา
การผนัแปรของฟอสฟอรสัต่อเหลก็ไว้ โดยการทดลองทีใ่กล้เคยีงคอืการทดลองเลีย้ง S. dimorphus ในอาหารท่ีผนัแปร
ระดับไนโตรเจนต่อฟอสฟอรัส พบว่าสาหร่ายมีการเจริญเติบโตจ�ำเพาะสูงสุด 104.0 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อวัน ในอาหาร
ที่มีไนโตรเจนและฟอสฟอรัส 240:45 มิลลิกรัมต่อลิตร  และต�่ำสุดเท่ากับ 34.6 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อวัน ในอาหารที่ไม่มี
ทั้งไนโตรเจนและฟอสฟอรัส (Chu et al., 2014)  

โดยการศึกษาในเรื่องธาตุอาหารกับการเจริญเติบโตหรือการผลิตไขมันของสาหร่ายในอดีตส่วนใหญ่จะท�ำ
เพียงการผนัแปรความเข้มข้นธาตอุาหารเพียงประเภทเดยีว โดยการศกึษาท่ีเคยมรีายงานไว้ได้แสดงให้เหน็ว่าสาหร่าย
แต่ละชนิดมีแนวโน้มความต้องการฟอสฟอรัสและเหล็กแตกต่างกัน และการผันแปรธาตุอาหารทีละชนิดก็ให้ผลแตก
ต่างจากการผันแปรธาตุอาหารร่วมกัน เช่นการศึกษาการเจริญเติบโตของสาหร่าย Scenedesmus dimorphus  
และ Botryococcus braunii KMITL 2 ท่ีความเข้มข้นฟอสฟอรัสท่ี 22- 444 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า 
สาหร่ายมีชีวมวลสูงสุดคือ 1.35±0.01 และ 1.91±0.03 กรัมต่อลิตร ตามล�ำดับ ที่ระดับฟอสฟอรัสเข้มข้นสูงสุด  
(Ruangsomboon et al., 2012, 2013)  และการเพาะเลี้ยงสาหร่าย Scenedesmus sp. ในอาหารท่ีมีเหล็ก  
0 – 0.12 กรัมต่อลิตร พบว่าสาหร่ายมีการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้น เมื่อความเข้มข้นเหล็กเพิ่มขึ้น แต่จะมีระดับที่เหมาะสม
ระดับหนึ่งที่ท�ำให้มีการเจริญเติบโตสูงที่สุด หากสูงหรือต�่ำกว่าน้ัน จะท�ำให้การเจริญเติบโตของสาหร่ายลดลง  
(Ren et al., 2014)  ซึ่งแตกต่างกับการเพาะเลี้ยงสาหร่าย S. dimorphus ในอาหารที่มีปริมาณความเข้มข้นของเหล็ก
ที่แตกต่างกัน 5 ระดับ คือ 9- 45 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าสาหร่ายที่เลี้ยงในอาหารที่มีระดับความเข้มข้นเหล็กสูงสุด  
มีชีวมวลสูงสุด 1.75±0.001 กรัมต่อลิตร (Ruangsomboon et al., 2013) 
2. ปฏิสัมพันธ์ของฟอสฟอรัสร่วมกับเหล็ก ต่อการผลิตไขมันของสาหร่าย

สาหร่ายท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารท่ีมีความเข้มข้นของ P:Fe 569:1 มิลลิกรัมต่อลิตร มีปริมาณไขมัน  
(lipid content) มากทีส่ดุ เท่ากับ 24.98±5.03 เปอร์เซน็ต์ (Table 1) โดยสงูกว่าและแตกต่างอย่างมนัียส�ำคญัทางสถิติ
กับชุดการทดลองอื่น ๆ ยกเว้น ชุดการทดลองที่ได้รับ P:Fe 28:1, 142:1, 285:1, 285:15, 427:1 และ 569:5 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ซึ่งพบว่าโดยส่วนใหญ่แล้วชุดทดลองที่ได้รับเหล็กปริมาณต�่ำ สาหร่ายจะมีไขมันสะสมสูง ซึ่งอาจเป็นเพราะ
ปริมาณธาตุเหล็กไม่เพียงพอต่อความต้องการของสาหร่ายชนิดนี้เพ่ือใช้ในการเจริญเติบโต สาหร่ายจึงอยู่ในภาวะ
เครียดจึงมีการสะสมไขมันสูง ซึ่งยืนยันได้โดยพิจารณาจากค่าผลผลิตชีวมวลจะพบว่าสาหร่ายที่ได้รับเหล็กสูงสุด จะ
มีการเจริญเติบโตดีที่สุด แต่จะมีปริมาณไขมันต�่ำกว่าชุดสาหร่ายที่ได้รับเหล็กต�่ำที่สุด

โดยการทีธ่าตเุหลก็ต�ำ่ยังส่งผลให้สาหร่ายดดูซมึไนโตรเจนมาใช้ได้น้อย จงึส่งผลให้สาหร่ายมไีขมนัสงูได้อกี
ปัจจัยหนึ่ง เนื่องจากเซลล์สาหร่ายมีการแบ่งตัวที่ช้าลง ซึ่งเกิดจากสารอาหารที่ไม่เพียงพอท�ำให้เซลล์เลือกที่จะสะสม
อาหารในรปูของไขมนั เพราะเอนไซม์ทีใ่ช้เพ่ือการสงัเคราะห์ไขมนัสามารถทนต่อการขาดไนโตรเจนได้ดกีว่าเอนไซม์ที่
ใช้เพ่ือการสังเคราะห์คาร์โบไฮเดรต นอกจากนี้การขาดไนโตรเจนยังช่วยกระตุ้นการท�ำงานของเอนไซม์ให้ดีมากขึ้น 
เอนไซม์ที่ท�ำหน้าท่ีในกลไกการสังเคราะห์ไขมันคือ Diacylglycerol transferase ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีท�ำหน้าท่ีเปล่ียน 
Diacylglyceral เป็น Triacylglyceriade (TAG) ดังนั้นโมเลกุลคาร์บอน ที่ได้จากการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์หรือสาร
อินทรีย์จึงถูกชักน�ำให้เปลี่ยนไปเป็นไขมันมากกว่าคาร์โบไฮเดรต ท�ำให้สามารถพบปริมาณไขมันสูงในภาวะท่ีมี
ไนโตรเจนจ�ำกัด (Xin et al., 2010b) 
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นอกจากนี้สาหร่ายที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่มี P:Fe 569:1 มิลลิกรัมต่อลิตร ยังมีผลผลิตไขมัน (lipid yield) 
และ ก�ำลงัการผลติไขมนั (lipid productivity) สงูทีส่ดุอกีด้วย โดยมค่ีาเท่ากับ 0.41±0.06 กรมัต่อลติร และ 45.06±5.23 
มิลลิกรัมต่อลิตรต่อวัน โดยมีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติกับทุกชุดการทดลองท่ีเหลือ ท้ังน้ีเป็นเพราะ
สาหร่ายท่ีได้รับ P:Fe ระดับน้ีมีปริมาณไขมันสูงที่สุด จึงส่งผลให้ผลผลิตไขมันและก�ำลังการผลิตไขมันสูงสุดน่ันเอง  
โดยพบว่าฟอสฟอรัสและเหล็กมีปฏิสัมพันธ์ร่วมกันต่อปริมาณไขมัน (p = 8.13x10-5) และผลผลิตไขมัน (p = 0.009) 
ของสาหร่าย D. quadricauda โดยฟอสฟอรัสที่ความเข้มข้นสูงที่สุดและเหล็กความเข้มข้นต�่ำสุด ส่งผลให้สาหร่ายมี
ไขมันสูงท่ีสุด ซึ่งน่าจะมีสาเหตุมาจากเมื่อมีธาตุเหล็กต�่ำสาหร่ายจะมีการถ่ายทอดอิเล็กตรอน และการตรึง
คาร์บอนไดออกไซด์ต�่ำ ท�ำให้ประสิทธิภาพการสังเคราะห์ด้วยแสงของสาหร่ายลดลง (Lin et al., 2012; Terry and 
Abadia, 1986) สาหร่ายอยู่ในภาวะเครียด จึงมีการสะสมอาหารในรูปของไขมันมากกว่ารูปของคาร์โบไฮเดรตหรือ
โปรตีน (Xin et al., 2010b)

การศึกษาอัตราส่วนของ P:Fe ต่อไขมันของสาหร่าย D. quadricauda   หรือสาหร่ายชนิดอื่นๆ นั้นยังไม่พบ
มีรายงานไว้ ส่วนใหญ่เป็นการศึกษาทีละปัจจัยธาตุอาหาร โดยพบมีรายงานการศึกษาระดับฟอสฟอรัส 22 - 444 
มิลลิกรัมต่อลิตร ต่อสาหร่าย S. dimorphus และ B. braunii KMITL 2  พบว่าสาหร่าย S. dimorphus มีปริมาณไข
มันสูงสุดคือ 19.4±0.20 เปอร์เซ็นต์  ที่ฟอสฟอรัสระดับต�่ำที่สุด   ส่วนสาหร่าย B. braunii KMITL 2 มีปริมาณไขมัน
สูงสุดเท่ากับ 54.69±3.13 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเลี้ยงในฟอสฟอรัสที่ระดับความเข้มข้นที่ 222 มิลลิกรัมต่อลิตร  
(Ruangsomboon et al., 2012, 2013)  การทดลองเลี้ยง S. dimorphus ในอาหารที่ผันแปรระดับไนโตรเจนต่อ
ฟอสฟอรัส พบว่าสาหร่ายมีก�ำลังการผลิตไขมันสูงสุด 24.2 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อวัน ในอาหารที่มี ไนโตรเจนและ
ฟอสฟอรัส 0:45 มิลลิกรัมต่อลิตร (Chu et al., 2014)  ส่วนการเพาะเล้ียงสาหร่าย Scenedesmus sp. ในอาหารที่มี
เหล็ก 0 – 0.12 กรัมต่อลิตร พบว่าสาหร่ายมีปริมาณไขมันสูงสุดที่ 43.2 เปอร์เซ็นต์ เมื่อสาหร่ายได้รับเหล็กที่ความเข้ม
ข้น 0.0012 กรัมต่อลิตร (Ren et al., 2014)  ส่วนสาหร่าย S. dimorphus ที่ได้รับเหล็กเพิ่มขึ้น 2 เท่า จากสูตรอาหาร
ปกติ จะมีไขมันสูงที่สุด 26.13 ± 1.19 เปอร์เซ็นต์ (วัฒนา และ สุนีรัตน์, 2556)  ซึ่งจากข้อมูลแสดงให้เห็นว่าสาหร่าย
ที่ต่างชนิดกัน มีระดับของฟอสฟอรัสและเหล็กที่กระตุ้นให้สาหร่ายมีปริมาณไขมันได้สูงที่สุดแตกต่างกัน 

ดชันท่ีีสามารถใช้ในการประเมนิศกัยภาพของสาหร่ายขนาดเลก็ ในฐานะแหล่งผลติไบโอดเีซลได้นัน้พิจารณา
จากปรมิาณไขมนัทีม่ใีนสาหร่าย (Shen et al., 2009) ดงัน้ันการพิจารณาคดัเลอืกสาหร่ายเพ่ือเป็นวัตถุดบิส�ำหรบัผลติ
ไบโอดเีซล นอกจากพิจารณาเรือ่งการเพาะเลีย้งได้ง่ายแล้วต้องพิจารณาถึงปรมิาณไขมนัทีส่าหร่ายชนดินัน้มด้ีวยเช่น
กัน โดยเมื่อเปรียบเทียบสาหร่าย D. quadricauda (Scenedesmus quadricauda) จากการศึกษาครั้งนี้กับสาหร่าย
ในสกุลใกล้เคียงกับที่เคยมีรายงาน ซึ่งแสดงไว้ใน Table 2 พบว่า D. quadricauda จากการศึกษานี้มีปริมาณไขมัน
อยู่ในช่วง 8.84-24.98 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีค่าสูงกว่า S. dimorphus สายพันธุ์ EPS-5 และ CNW-N แต่ยังต�่ำกว่าบางสาย
พันธุ์  จึงนับว่าเป็นหนึ่งในตัวเลือกที่สามารถน�ำไปใช้เป็นแหล่งผลิตน�้ำมันไบโอดีเซลได้ในอนาคต แต่ควรมีการศึกษา
เพ่ิมเติมเพ่ือเพ่ิมปริมาณไขมันในสาหร่ายให้สูงกว่าน้ี เช่นการทดลองศึกษาปฏิสัมพันธ์ของธาตุอาหารชนิดอื่นเช่น
ไนโตรเจนต่อฟอสฟอรัส หรือไนโตรเจนต่อเหล็ก ต่อไปในอนาคต  นอกจากน้ียังมีรายงานว่าการเพาะเลี้ยงสาหร่าย
สกุล Scenedesmus sp. ในรูปแบบที่แตกต่างกันคือ ออโตโทรฟิค (autotrophic) และ มิกโซโทรฟิค (mixotrophic) 
น้ันส่งผลต่อปริมาณไขมันในสาหร่ายด้วย (Li et al., 2014) ดังน้ันจึงควรมีการศึกษาปัจจัยน้ีต่อการผลิตน�้ำมันของ  
D. quadricauda ด้วย ต่อไปในอนาคต



150 วารสารเกษตรพระจอมเกล้า

Table 2 Lipid contents for some species of Scenedesmus and Desmodesmus in pass studies.

Algae Lipid content (%) References

D. quadricauda 8.84-24.98 This study

S. dimorphus  KMITL 25 Ruangsomboon et al. (2013)

Scenedemus sp. LX1 53 Xin et al. (2010b)

Scenedemus sp. LX1  31-33 Xin et al. (2010a)

Scenedemus sp. LX1 35 Xin et al. (2011)

S. dimorphus  EPS-5 8 Ho et al. (2012)

S. dimorphus CNW-N 22 Ho et al. (2012)
S. dimorphus  SJTE-3 15-24 Tang et al. (2011)

S. rubescens 21-27 Lin and Lin (2011)

สรปุ
ฟอสฟอรสัและเหลก็มปีฏสิมัพันธ์ร่วมกันต่ออตัราการเจรญิเตบิโตจ�ำเพาะ ชวีมวล ปรมิาณไขมนั และผลผลติ

ไขมัน ของสาหร่าย D. quadricauda โดยการเพาะเลี้ยงในอาหารที่มี P:Fe 427:20 มิลลิกรัมต่อลิตร ท�ำให้สาหร่าย 
มีผลผลิตชีวมวลสูงที่สุด 1.82±0.18 กรัมต่อลิตร ส่วนการเพาะเลี้ยงในอาหารที่มี P:Fe 569:1 มิลลิกรัมต่อลิตร  
ท�ำให้สาหร่ายมีไขมันสูงที่สุดเท่ากับ 24.98±5.03 เปอร์เซ็นต์  และการเพาะเลี้ยงในอาหารที่มี P:Fe 569:1 มิลลิกรัม
ต่อลิตร เป็นภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงสาหร่ายชนิดนี้มากท่ีสุด เน่ืองจากมีผลผลิตไขมันสูงที่สุดคือ  
0.41±0.06 กรัมต่อลิตร 
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