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บทคดัย่อ 

สาหร่ายสีเขียวมีความสามารถในการกําจดัไนเตรทและฟอสเฟตออกจากนํ  าเสีย งานวิจยันี  มีวตัถุประสงค์เพื(อคดัแยก
สาหร่ายสีเขียวจากนํ  าเสียจากโรงงานอตุสาหกรรมผลิตอาหารสําเร็จรูปในจงัหวดัพระนครศรีอยธุยา ที(มีความสามารถสงูในการ
กําจดัไนเตรท และฟอสเฟตในนํ  าเสีย จากการทดลองพบว่าสามารถคดัแยกสาหร่ายสีเขียวได้ทั  งหมด 21 ไอโซเลท จากนั  นนํา
สาหร่ายสีเขียวทกุไอโซเลทมาเพาะเลี  ยงในนํ  าเสียที(ผ่านการฆ่าเชื  อแล้ว (พีเอช 7) ที(อณุหภมิู 25 องศาเซลเซียส ความเข้มแสง 30 
ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 18 ชั(วโมงต่อวนั และเพาะเลี  ยงในสภาวะเขย่าที(ความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 5 วนั ก่อนที(จะวดัคณุลกัษณะตา่งๆ ทางเคมีของนํ  าเสียหลงัการเพาะเลี  ยง จากการทดลองพบวา่สาหร่ายสีเขียวไอโซเลท 
FPI 18 มีความสามารถมากที(สดุในการกําจดัไนเตรทและฟอสเฟต และยงัมีความสามารถสงูสดุในการกําจดัค่าบีโอดี และซีโอดี 
เมื(อเปรียบเทียบกับสาหร่ายสีเขียวไอโซเลทอื(นๆ จากการจําแนกสายพนัธุ์สาหร่ายสีเขียวไอโซเลท FPI 18 โดยการศึกษาลําดบั 
นิวคลีโอไทด์บริเวณ 18S rDNA และศกึษาแผนภมิูวิฒนาการ พบวา่สาหร่ายสีเขียวไอโซเลท FPI 18 มีความคล้ายคลงึและใกล้ชิด
กับสาหร่ายสีเขียวในจีนัส Tetraspora จึงตั  งชื(อสาหร่ายชนิดนี  ว่า Tetraspora sp. Rmutsb FPI 18 การศึกษาสณัฐานวิทยาภายใต้
กล้องจลุทรรศน์พบวา่ Tetraspora sp. Rmutsb FPI 18 มีรูปร่างกลม ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 5-6 ไมโครเมตร นอกจากนี  เซลล์มี
ลกัษณะเป็นเซลล์เดียว หรืออยูร่วมกนัเป็นกลุ่ม 3-4 เซลล์ภายใต้ชีทหุ้มที(โปร่งแสง ยิ(งไปกว่านั  นยงัมีการตรวจสอบพารามิเตอร์บาง
ประการที(สง่ผลในการกําจดัไนเตรทและฟอสเฟตออกจากนํ  าเสียโดยสาหร่ายสีเขียวสายพนัธุ์นี   เช่น ค่าพีเอช อณุหภมิู และความ
เข้มแสง จากการศึกษาพบว่า สภาวะที(ดีที(สดุในการกําจดัไนเตรทและฟอสเฟต คือ นํ  าเสียมีค่าพีเอชเริ(มต้น 8 อณุหภมิูในการ
เพาะเลี  ยง 30 องศาเซลเซียส และความเข้มแสง 50 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 18 ชั(วโมงต่อวัน 
นอกจากนี  การลดลงของไนเตรทและฟอสเฟต ในสภาวะดงักลา่วยงัสอดคล้องกบัผลของชีวมวลของ Tetraspora sp. Rmutsb FPI 
18 ที(สงูขึ  นอีกด้วย เมื(อนําสภาวะที(ดีที(สดุทกุสภาวะ มารวมกันตั  งชื(อว่า “สภาวะที(เหมาะสม” โดยนําสภาวะที(เหมาะสมมาทดลอง
เพาะเลี  ยง Tetraspora sp. Rmutsb FPI 18 เทียบกับ สภาวะเพาะปกติ (นํ  าเสียพีเอชเริ(มต้น 8 อณุหภมิู 25 องศาเซลเซียส และความ
เข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนตอ่ตารางเมตรตอ่วินาที เป็นเวลา 18 ชั(วโมงตอ่วนั) ผลการทดลองพบว่า สาหร่ายสีเขียว Tetraspora 
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sp. Rmutsb FPI 18  มีประสิทธิภาพสงูในการกําจดัไนเตรทและฟอสเฟตออกจากนํ  าเสียได้ถึงร้อยละ 93.65 และ 96.65 ตามลําดบั 
เมื(อเพาะเลี  ยงเซลล์ในสภาวะที(เหมาะสม 
คาํสาํคัญ: สาหร่ายสีเขียว  การบําบดันํ  าเสีย  ไนเตรท  ฟอสเฟต  นํ  าเสียโรงงานอตุสาหกรรมผลิตอาหารสําเร็จรูป  
 

Abstract 
Green algae are able to remove inorganic nitrogen and phosporus from wastewater. This work aimed to 

isolate green algae from food processing industrial wastewater in Phra Nakhon Si Ayutthaya province that has highly 
efficient removal of nitrate and phosphate from wastewater. It was found that twenty-one green algae strains were 
isolated from wastewater samples. All green algal isolates were grown in sterile wastewater (pH 7) at 30 ºC under 
light intensity of 30 µmolphoton/m2/s for 18 h per day and shaking at 120 rpm for 5 days before measuring chemical 
characteristics of wastewater after cultivation. The results revealed that isolate FPI 18 showed the highest nitrate and 
phosphate removal and also showed the lowest BOD and COD when compared with other green algae isolates. The 
genetics characterization of green algal isolate FPI 18 was classified by using 18S rDNA squence and phylogenetics 
tree analysis. The results indicated that green algae isolate FPI 18 showed their similarities comparing to the green 
alge in the genus of Tetraspora. Thereby, this strain was named Tetraspora sp. Rmutsb FPI 18. In morphological 
characterization under light microscope, Tetraspora sp. Rmutsb FPI 18 has an oval shape and 5-6 µm of diameter. In 
addition, single cells and 3-4 cells surrounded by transparent sheath can be observed. Furthermore, some 
parameters for nitrate and phosphate removal by this strain such as pH, temperature and light intensity were also 
examined. The results showed that the best condition for nitrate and phosphate removal from wastewater by 
Tetraspora sp. Rmutsb FPI 18 were initial pH 8, temperature at 30 ºC and light intensity of 50 µmolphoton/m2/s for 18 
h per day. In addition, the reduction of nitrate and phosphate under these conditions corresponded to the increasing 
of Tetraspora sp. Rmutsb FPI 18 biomass. The best of each condition was combined and designated as “optimal 
condition”. The optimal condition in wastewater was used for cultivation of Tetraspora sp. Rmutsb FPI 18 and 
compared with control condition (wastewater initial pH 7, 25 ºC and 30 µmolphoton/m2/s for 18 h per day). The 
results revealed that Tetraspora sp. Rmutsb FPI 18 showed high capability to remove nitrate and phosphate from 
wastewater with removal efficiency of 93.65 and 96.65%, respectively under cultivated cell in optimal condition.  
Keywords: green algae, wastewater treatment, nitrate, phosphate, food processing industrial wastewater  

 
บทนํา 

ปัจจบุนัปัญหายโูทรฟิเคชนั (Eutrophication) 
เป็นปัญหามลพิษทางนํ  าปัญหาหนึ(งทีมีในทุกทวีป 
ทั(วโลก (Walker, 1983) โดยทําให้เกิดการบลมู (bloom) 
ของแพลงค์ตอนพืชในแหล่งนํ  าต่างๆ เช่น หนอง คลอง 
บงึ ทะเลสาบ และ อา่งเก็บนํ  า ซึ(งสาเหตดุงักลา่วเกิดจาก

ในแหล่งนํ  ามีสารประกอบไนโตรเจนและฟอสฟอรัส
ในปริมาณมาก โดยธาตอุาหารไนโตรเจนและฟอสฟอรัส
อาจเกิดจากกิจกรรมตา่งๆ ของมนษุย์ เช่น การเกษตร 
อตุสาหกรรม นํ  าเสยีจากบ้านเรือนประชาชน และนํ  าเสีย
จากโรงงานอตุสาหกรรม เป็นต้น โดยสารประกอบไนโตรเจน
ที(พบในแหล่งนํ  า เช่น ไนเตรท (NO3

-) ไนไตรท์ (NO2
-) 
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และแอมโมเนีย (NH4
+) สว่นสารประกอบฟอสฟอรัสที(

สามารถพบได้ เช่น ฟอสเฟต (PO4
3-) หรือ โอโทฟอสเฟต 

(Orthophosphate) (Abdel-Raouf, AI-Homaidan, & 
Ibraheem, 2012) เป็นต้น ซึ(งสารประกอบดังกล่าว 
แพลงค์ตอนพืชจะนําไปใช้ในการเจริญ เติบโตอย่างรวดเร็ว 
ทําให้แหลง่นํ  านั  นไมส่ามารถนํามาใช้ประโยชน์ได้ อีกทั  ง
ยงัก่อให้เกิดการเนา่เสยี เนื(องจากแหลง่นํ  าจะขาดออกซิเจน 
รวมทั  งแพลงค์ตอนพืชและไซยาโนแบคทีเรียบางชนิด 
เช่น Microcycstis sp. ยงัสร้างสารพิษในแหลง่นํ  าซึ(ง
เป็นอนัตรายตอ่ผู้บริโภคได้อีกด้วย (Florczyk, Lakomiak, 
Woêny, & Brzuzan, 2014) ถึงแม้ว่านํ  าเสียจากแหลง่
ชมุชน หรือนํ  าเสยีจากโรงงานอตุสาหกรรม จะมีการบําบดั
นํ  าเสยีโดยสามารถลดสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ใน
นํ  าเสยีแล้ว แตย่งัมีธาตอุาหาร เช่น ไนเตรท และฟอสเฟต 
หลงเหลอือยู ่ดงันั  นถ้ามีการปลอ่ยนํ  าเสยีดงักลา่วลงสู่
แหล่งนํ  าธรรมชาติก็อาจจะเกิดปรากฏการณ์ยโูทรฟิเคชัน
ได้ (Taziki, Ahmadzadeh, Murry, & Lyon, 2015) การกําจดั
ไนเตรทและฟอสเฟตในแหล่งนํ  าสามารถทําได้หลายวิธี 
เช่น ทางเคมี ทางกายภาพ/เคมี และทางชีวภาพ โดยใช้
สิ(งมีชีวิต เช่น ไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสเีขียว 

สาหร่ายสีเขียวมีความสามารถในการกําจัด
ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสอนินทรีย์ในนํ  าเสียได้เป็น
อยา่งดี (Boelee, Temmink, Janssen, Buisman, & Wijffels, 
2011; Abinandan, & Shanthakumar, 2015) ซึ(งการ
กําจดัไนโตรเจนและฟอสฟอรัสดงักลา่วเป็นกระบวนการ
ที(เป็นมิตรกบัสิ(งแวดล้อม (Shi, Podola, & Melkonian, 
2007; Christenson, & Sims, 2011) นอกจากนี  การเพาะเลี  ยง
สาหร่ายสีเขียวในนํ  าเสียนอกจากจะสามารถกําจดัไนโตรเจน
และฟอสฟอรัสได้แล้ว ยงัลดค่าบีโอดี (BOD: biochemical 
oxygen demand) ซีโอดี (COD; chemical oxygen 

demand) เพิ(มดีโอ (DO; dissolved oxygen) และลด
ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ในบรรยากาศ ผ่านกระบวนการ
สงัเคราะห์ด้วยแสงได้อีกด้วย (Oswald, & Golueke, 1960) 
ยิ(งไปกว่านั  นชีวมวลที(ได้จากสาหร่ายสีเขียวสามารถนําไป
เพิ(มมลูคา่ทางเศรษฐกิจได้ เช่น อาหารเสริม อาหารสตัว์ 
เครื(องสาํอางค์ และเชื  อเพลงิชีวภาพ รวมถึงก๊าซมีเทน
ที(ผ่านการย่อยสลายโดยแบคทีเรียแบบไม่ใช้ออกซิเจน 
(Spolaore, Joannis-Cassan, Duran, & Isambert, 2006; 
Ometto et al., 2014) ได้มีรายงานการคดัแยกสาหร่าย 
สเีขียวจากนํ  าเสยีในแหลง่ตา่ง  ๆเช่น นํ  าเสยีจากฟาร์มสกุร 
โดยสามารถคดัแยกสาหร่าย Oocystis sp. (Riaño, Molinuevo, 
& García-González, 2011) และ Chlorella vulgaris YSW-04 
(Ji et al., 2013) นํ  าเสยีโรงงานสรุา สามารถคดัแยกสาหร่าย 
Chlorella sp. (Farooq et al., 2013) และนํ  าเสยีจากเทศบาล 
สามารถคดัแยกสาหร่าย Micractinium reisseri และ 
Scenedesmus obliquus (Abou-Shanab et al., 2014) 
โดยมีความคาดหวงัว่าจะนําสาหร่ายสีเขียวที(คดัแยก
ได้มาใช้ให้เกิดประโยชน์ เช่น การบําบัดนํ  าเสีย 
อาหารสตัว์ และเป็นพลงังานทดแทน 

สาหร่ายสเีขียวแตล่ะสายพนัธุ์จะมคีวามสามารถ
ในการเจริญและกําจัดไนโตรเจน และฟอสฟอรัสใน
แหลง่นํ  าเสยี ได้แตกตา่งกนั อีกทั  งสภาวะแวดล้อมต่างๆ 
ในการเพาะเลี  ยง เช่น คา่พีเอช อณุหภมูิ และความเข้มแสง 
ยังส่งผลต่อการเจริญและการกําจัดไนโตรเจนและ
ฟอสฟอรัสในนํ  าเสียอีกด้วย (Taziki, Ahmadzadeh, 
Murry, & Lyon, 2015) ได้มีรายงานการศึกษาสภาวะที(
เหมาะสมในการกําจัดไนโตรเจนและฟอสฟอรัสใน
สาหร่ายสเีขียวหลากหลายสายพนัธุ์ เช่น สาหร่ายสีเขียว 
Chlorella vulgaris สามารถกําจดัไนเตรท และฟอสเฟต
ได้ถึงร้อยละ 85 และ 77 ตามลาํดบั เมื(อเพาะเลี  ยงใน
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นํ  าเสียที(มีค่าพีเอช 2 อุณหภมูิ 26.3 องศาเซลเซียส  
ที(ระยะเวลา 2 วนั (Sabeti, Hejazi, & Karimi, 2019) และ
สาหร่ายสีเขียว Scenedesmus obliquus สามารถกําจดั
ไนเตรท และฟอสฟอรัสรวมได้ถึงร้อยละ 100 และ 60 
ตามลําดับ เมื(อเพาะเลี  ยงในนํ  าเสียที(อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส ความเข้มแสง 152 ไมโครโมลโฟตอนต่อ
ตารางเมตรต่อวินาที ที(ระยะเวลา 2.1 วนั (Ruiz-Marin, 
Mendoza-Espinosa, & Stephenson, 2010) เป็นต้น 

งานวิจยันี  จึงมีวตัถปุระสงค์เพื(อคดัแยกสาหร่าย
สเีขียวจากนํ  าเสยีที(มีประสิทธิภาพในการกําจดัไนเตรท 
และฟอสเฟตจากนํ  าเสียในโรงงานอุตสาหกรรม
อาหารสาํเร็จรูป ซึ(งมีปริมาณในไตรทและฟอสเฟตใน
นํ  าเสยีปริมาณสงู นอกจากนี  จะทําการ จําแนกสายพนัธุ์
และระบสุายพนัธุ์ของสาหร่ายสเีขียวที(มีประสทิธิภาพ
ดงักลา่ว ด้วยการศึกษาลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 18S 
rDNA และการทําแผนภมูิวิวฒันาการ และหาสภาวะที(
เหมาะสม ได้แก่ คา่พีเอช อณุหภมูิ และความเข้มแสง 
ในการกําจดัไนเตรทและฟอสเฟตในนํ  าเสียโดยสาหร่าย
สเีขียวที(คดัเลอืก 
 

วิธีการศึกษา 

การคดัแยกสาหร่ายสเีขียวจากนํ  าเสีย การเพาะเลี  ยง 
และการวดันํ  าหนกัเซลล์แห้งของสาหร่ายสเีขียว 

เก็บตวัอยา่งนํ  าเสยีในโรงงานผลิตอาหารสําเร็จรูป 
จากบอ่เปิดพกันํ  าในกระบวนการบําบดันํ  าเสยีทางชีวภาพ 
จงัหวดัพระนครศรีอยธุยา โดยเก็บจากบ่อตกตะกอน 
(sedimentation tank) ที(พกันํ  ามาแล้ว 3 วนั โดยเก็บ
ตวัอย่าง นํ  าเสียใสข่วดเก็บตวัอย่าง ตั  งทิ  งไว้ที(อณุหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส ให้แสงที(ความเข้ม 30 ไมโครโมล-
โฟตอนต่อตารางเมตร ต่อวินาที เป็นเวลา 7 วนั จากนั  น

คดัแยกสาหร่ายโดยใช้เทคนิค single cell isolation techique 
บนอาหารแข็ง BG11 (Rippka, Deruelles, Waterbury, 
Herdman, & Stanier, 1979) เมื(อได้สาหร่ายสเีขียวที(
บริสทุธิ�แล้ว นํามาเพาะเลี  ยงในฟลาสก์ ขนาด 250 มิลลิลิตร 
ที(บรรจุอาหารเหลว tris-acetate-phospate (TAP) 
(Harris, 1989) 100 มิลลิลิตร โดยเพาะเลี  ยงสาหร่ายที(
ความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอน ต่อตารางเมตร
ตอ่วินาที ที(อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส ในสภาวะเขย่าที(
ความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 วัน จากนั  น
ศึกษาสณัฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
(Olympus, BX51, Japan) สําหรับการวดันํ  าหนกัเซลล์แห้ง 
ดําเนินการโดยกรองเซลล์ของสาหร่ายสเีขียวปริมาตร 
10 มิลลลิติร ผา่นกระดาษกรอง GF/C (เส้นผา่นศนูย์กลาง 
47 มิลลิเมตร) (Whatman, UK) นําไปอบที(อณุหภมูิ 85 
องศาเซลเซยีส และนําไปวางไว้ในโถดดูความชื  น 1 ชั(งโมง 
ก่อนนํามาชั(งนํ  าหนกั (Taikhao, & Phunpruch, 2017) 

การวิเคราะห์องค์ประกอบในนํ  าเสยี 

เก็บตัวอย่างนํ  าเสียก่อนบําบัดจากโรงงาน
อตุสาหกรรมผลติอาหารสาํเร็จรูป จงัหวดัพระนครศรีอยธุยา 
โดยทําการวดัคา่ออกซิเจนละลายนํ  า (dissolved oxygen, 
DO) และอณุหภมูิด้วยเครื(อง dissolved oxygen meter 
(Digicon, DO-552SD, Japan) และวดัค่าพีเอชด้วยเครื(อง 
pH meter (Mettler Toledo, FiveEasy, Switzerland) 
จากนั  นนํานํ  าเสียมากรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 3 
(เส้นผ่านศนูย์กลาง 90 มิลลิเมตร) (Whatman, UK) 
จากนั  น นํานํ  าเสยีมาปรับพีเอชเริ(มต้นให้เทา่กบั 7.0 ด้วย 
NaOH ความเข้มข้น 6.0 โมลาร์ และนําไปนึ(งฆ่าเชื  อ 
เพื(อนําไปทดสอบการบําบดันํ  าเสียด้วยสาหร่ายสีเขียว 
โดยฆ่าเชื  อที(อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที จากนั  นนํานํ  าเสียที(ปราศจากเชื  อมาวดัค่าบีโอดี 
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(biochemical oxygen demand, BOD) ด้วยเครื(อง BOD 
analyzer (Lovibond, Oxi-Direct, Germany) ตามวิธีการ
ของ Taikhao, & Phunpruch (2017) วดัคา่ซีโอดี (chemical 
oxygen demand, COD) ตามวิธีการของ American Public 
Health Association (APHA) 5220 C (1998) วดัปริมาณ
ไนเตรทและฟอสเฟตด้วยเครื(อง ion chromatograph 
(IC) (Thermo Fisher Scientific, Dionex ICS-5000+DP, 
USA) ตามวิธีการของ Taikhao, & Phunpruch (2017) 

การเพาะเลี  ยงสาหร่ายสเีขียวในนํ  าเสยี 

เพาะเลี  ยงสาหร่ายสีเขียวในฟลาสก์ขนาด 
250 มิลลลิติร ที(มีนํ  าเสียที(ผ่านการฆ่าเชื  อแล้ว (พีเอช 
7.0) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยให้มีค่าการดดูกลืน
แสงเริ(มต้นที(ความยาวคลื(น 750 นาโนเมตร (Griffiths, 
Garcin, van Hille, & Harrison, 2014) เทา่กบั 0.1 เพาะเลี  ยง
ในสภาวะที(มีความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตรอน 
ต่อตารางเมตรต่อวินาทีเป็นเวลา 18 ชั(วโมงต่อวัน  
ในสภาวะเขย่าที(ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ที(อณุหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 วนั ทดสอบการบําบดั
นํ  าเสยีด้วยสาหร่ายสเีขียว โดยกรองเซลล์สาหร่ายสเีขียว
ออกจากนํ  าเสียด้วยกระดาษกรอง GF/C และนํานํ  าเสีย
ที(ได้ไปวิเคราะห์องค์ประกอบต่างๆ ได้แก่ ค่าพีเอช ดีโอ 
บีโอดี ซีโอดี ไนเตรท และฟอสเฟต จากนั  นคดัเลือก
สาหร่ายสเีขียวที(มีประสทิธิภาพสงูในการกําจดัไนเตรท
และฟอสเฟตมาศึกษาสายพนัธุ์  และทดลองหาสภาวะ 
ที(เหมาะสมในการกําจดัไนเตรทและฟอสเฟตตอ่ไป  

การจําแนกสายพันธุ์ สาหร่ายสี เขียวโดย
การศกึษาลาํดบันิวคลโีอไทด์บริเวณ 18S rDNA 

การจําแนกสายพนัธุ์สาหร่ายสเีขียวที(คดัเลอืกได้ 
โดยการศึกษาลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 18S rDNA 
โดยเริ( มจากขั  นตอนการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ

สาหร่ายสีเขียวด้วยชุดสกดั DNA wizard SV genomic 
DNA purification system (Promega, USA) จากนั  น
นําจีโนมิกดีเอ็นเอที(ได้ไปเพิ(มปริมาณยีน 18S rDNA 
ด้วยปฏิกิริยา ลกูโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain 
reaction, PCR) โดยใช้ forward ไพรเมอร์ คือ F-18S 
rDNA Green algae 5’ CTGCGAATGGCTCATTAAATC-3’ 
และ reverse ไพรเมอร์ คือ R-18S rDNA green algae 
5’-AAGGCC AGGGACGTAATCAA-3’ ปฏิกิริยาพีซีอาร์
และสภาวะที(ใช้ดําเนินการตามวิธีการของ Phunpruch, 
Taikhao, & Incharoensakdi (2016) จากนั  นนําผลติภณัฑ์
พีซีอาร์ไปตรวจด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซีส 
ที(ความเข้มข้นของอะกาโรสร้อยละ 0.80 จากนั  นนํา
ผลติภณัฑ์พีซีอาร์มาทําให้บริสทุธิ�ด้วยชุด GenepHlowTM 
Gel/PCR (Geneaid, Taiwan) จากนั  นสง่วิเคราะห์ลําดบั
นิวคลีโอไทด์ (1st Base, Singapore) โดยใช้ไพเมอร์ 
ที(จําเพาะในทิศทาง 5’ คือ F-18S rDNA green algae 
5’-CTGCGAATGGCTCATTAAATC-3’ จากนั  นนําลําดบั 
นิวคลีโอไทด์มาเปรียบเทียบในฐานข้อมูล National 
Center for biotechnology information (NCBI) ด้วย
โปรแกรม Basic local alignment search tool nucleotide 
(BLASTN) และศกึษาแผนภมูิวิวฒันาการ (Phylogenetic 
tree) ด้วยวิธี neighbor-joining โดยใช้ โปรแกรม MEGA 
7 (Choi et al., 2018) 

การหาสภาวะที(เหมาะสมในการกําจดัไนเตรท
และฟอสเฟตโดยสาหร่ายสเีขียว 

เพาะเลี  ยงสาหร่ายสีเขียวในนํ  าเสียที(ผ่านการ
ฆ่าเชื  อแล้ว ในกรณีการแปรผันค่าพีเอชในนํ  าเสีย 
ปรับค่าพีเอชเริ(มต้นในนํ  าเสียด้วยกรดไฮโดรคลอริก
ความเข้มข้น 6.0 โมลาร์ หรือโซเดียมไฮดรอกไซด์
ความเข้มข้น 6.0 โมลาร์ เพื(อให้ค่าพีเอชมีค่าเท่ากบั 
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4, 5, 6, 7, 8 และ 9 เพาะเลี  ยงในสภาวะที(มีแสง 30 ไมโคร-
โมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 18 ชั(วโมง
ตอ่วนั ที(อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส ในกรณีการแปรผนั
อณุหภมูิให้แปรผนั อณุหภมูิในการเพาะเลี  ยงเท่ากบั 
25, 30, 35 และ 40 องศาเซลเซียส โดยเพาะเลี  ยงใน
สภาวะที(มีค่าพีเอชเริ(มต้น เท่ากบั 7 และความเข้มแสง 
30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 
18 ชั(วโมงตอ่วนั ในกรณีการแปรผนัความเข้มแสง ให้
แปรผนัความเข้มแสงในการเพาะเลี  ยงเทา่กบั 15, 30, 50, 
100 และ 200 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อ
วินาที เป็นเวลา 18 ชั(วโมงตอ่วนั ในสภาวะที(มีคา่พีเอช
เริ(มต้นเท่ากับ 7 และอุณหภูมิในการเพาะเลี  ยง 25 
องศาเซลเซียส เมื(อทดลองเพาะเลี  ยงสาหร่ายสีเขียว
ในสภาวะต่างๆ เป็นระยะเวลา 5 วนั วดัปริมาณชีวมวล
โดยการวดันํ  าหนักเซลล์แห้งและนํานํ  าเสียที(ได้จาก
การกรองเซลล์ออกมาวิเคราะห์ปริมาณไนเตรทและ 
ฟอสเฟตที(เหลอือยูใ่นนํ  าเสยี โดยทําการทดลอง 3 ซํ  า 
และวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS 13.0 
(SPSS Inc.) โดยใช้ one-way ANOVA ด้วยวิธี Duncan 
(alpha=0.05) 

 
ผลการศึกษาและอภปิรายผล 

ผลการคดัเลือกสาหร่ายสีเขียวที(มีประสิทธิภาพ
ในการกําจดัไนเตรทและฟอสเฟต 

จากการคัดแยกสาหร่ายสีเขียวจากนํ  าเสียใน
โรงงานอุตสาหกรรมผลิตอาหารสําเร็จรูป จังหวัด
พระนครศรีอยุธยา สามารถคัดแยกสาหร่ายสีเขียวได้
ทั  งหมด 21 ไอโซเลท โดยสว่นใหญ่มีรูปร่างกลม แต่จะมี
ขนาดที(แตกตา่งกนัออกไป ตั  งแตข่นาด 4 ถึง 16 ไมโครเมตร 
(ไมไ่ด้แสดงข้อมลู) ได้มีรายงานการคดัแยกสาหร่ายสีเขียว

จากนํ  าเสยีในแหลง่ตา่ง  ๆเช่น สาหร่ายสเีขียว Oocystis sp. 
และ Chlorella vulgaris YSW-04 คดัแยกได้จากนํ  าเสีย
จากฟาร์มสกุร (Riaño, Molinuevo, & García-González, 
2011; Ji et al., 2013) Chlorella sp. คดัแยกจากนํ  าเสีย
โรงงานสรุา (Farooq et al., 2013) Micractinium reisseri 
และ Scenedesmus obliquus คดัแยกได้จากนํ  าเสีย 
เทศบาล (Abou-Shanab et al., 2014) โดยสาหร่ายสีเขียว
ที(คัดแยกได้นั  นถูกนําไปใช้เป็นพลังงานทดแทน 
อาหารสตัว์ และนําไปบําบดันํ  าเสยีได้ โดยการศึกษาใน
ครั  งนี  สามารถคดัแยกสาหร่ายสีเขียวได้หลากหลายชนิด 
ดงันั  นอาจมีความเป็นไปได้ว่าจะมีสาหร่ายสีเขียวที(มี
ความสามารถในการกําจัด ไนเตรท และฟอสเฟตในนํ  า
เสยีได้ นอกจากนี  ในการทดลองยงัได้มีการวิเคราะห์นํ  าเสีย
เบื  องต้นจากโรงงานอุตสาหกรรมผลิต อาหารสําเร็จรูป
ก่อนที(จะนํามาทดลองเพาะเลี  ยงสาหร่าย ผลการทดลอง
พบว่าในนํ  าเสียมีอุณหภูมิเท่ากับ 31.00±0.30 องศา
เซลเซียส ค่าพีเอชเท่ากับ 5.66±0.05 ค่าดีโอเท่ากับ 
0.12±0.01 มิลลกิรัมออกซิเจนตอ่ลติร คา่บีโอดีเท่ากบั 
318.00±48.21 มิลลิกรัมออกซิเจนต่อลิตร ค่าซีโอดี
เท่ากับ 1,813.00±36.95 มิลลิกรัมออกซิเจนต่อลิตร 
ไนเตรท เท่ากบั 2,566.65 ±15.89 ไมโครกรัมต่อลิตร 
และฟอสเฟตเท่ากบั 963.95±9.23 ไมโครกรัมต่อลิตร 
จากนั +นนํานํ +าเสยี ดงักลา่วมาทดลองเพาะเลี +ยงสาหร่าย
สเีขียวทั +ง 21 ไอโซเลท ที0คดัแยกได้ เทียบกบันํ +าเสียที0
ปราศจากการเติมสาหร่าย (control) เป็นระยะเวลา 5 วนั 
เพื0อที0จะคดัเลอืกสาหร่ายสเีขียวที0ประสทิธิภาพในการ
กําจดัไนเตรท และฟอสเฟต ผลการทดลองพบวา่สาหร่าย
สีเขียวไอโซเลท FPI 18 สามารถลดค่าไนเตรทและ
ฟอสเฟตได้สูงที0สุด โดยสามารถลดค่าไนเตรทและ
ฟอสเฟตในนํ +าเสียได้ถึงร้อยละ 62.82 และ 69.52 
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ตามลําดบั (Table 1) และเมื0อตรวจสอบนํ +าเสียที0 
ปราศจากการเติมสาหร่ายสีเขียว พบว่าค่าไนเตรท
และฟอสเฟตลดลงเพียงเล็กน้อยเท่านั +น (Table 1) 
เป็นการแสดงให้เห็นว่าค่าไนเตรทและฟอสเฟตที0
ลดลงเป็นผลมาจากการเจริญของสาหร่ายสีเขียว 

นอกจากนี + สาหร่ายสีเขียวไอโซเลท FPI 18 ยงัสามารถ
ลดค่าบีโอดี และซีโอดีได้สูงที0สุด และสามารถเพิ0ม 
ค่าดีโอให้นํ +าอีกด้วย (Table 1) จึงนําสาหร่ายสีเขียว 
ไอโซเลท FPI 18 ไปศึกษาสายพันธุ์และหาสภาวะที0
เหมาะสมในการกําจดัไนเตรท และฟอสเฟตตอ่ไป 

 

Table 1 Chemical characteristics of wastewater after cultivation 21 green algal strains for 5 days. 

green algal 
isolate 

chemical characteristics   

pH 
DO 

(mgO2/L) 
BOD 

(mgO2/L) 
COD 

(mgO2/L) 

NO3
-  

(µg/L) 

PO4
3- 

(µg/L) 

NO3
- 

removal (%) 
PO4

3- 

removal (%) 

control* 5.82±0.04 1.23±0.05 315.00±27.11 1803.00±23.12 2560.16±11.72 959.15±8.12  0.25  0.49 
FPI 1 8.42±0.14 9.53±0.35  77.66±2.30 1734.00±12.20 2403.86±11.20 484.80±6.52  6.34 49.71 
FPI 2 7.87±1.00 9.74±0.46  72.30±45.20  970.00±36.95 2354.12±10.80 634.38±7.34  8.28 34.19 
FPI 3 8.45±0.06 8.26±0.25  51.30±0.00 1261.00±18.47  2161.97±9.15 650.03±8.11 15.77 32.57 
FPI 4 9.02±0.11 9.73±0.34  76.30±3.05  1400.00±0.00 2108.76±13.45 540.38±6.45 17.84 43.94 
FPI 5 7.88±0.16 9.12±0.42  83.00±28.79  864.00±32.00 2055.45±10.81 692.98±4.56 19.92 28.11 
FPI 6 7.93±0.19 6.91±0.02  90.00±34.77 1,002.00±18.47 2038.68±19.76 494.54±3.89 20.57 48.70 
FPI 7 8.46±0.10 9.45±0.78  55.66±7.09  1397.30±18.47 2025.16±14.12 579.31±4.11 21.10 39.90 
FPI 8 8.52±0.14 9.46±0.52  63.00±6.08  789.33±48.80 2071.12±19.45 451.15±5.98 19.31 53.20 
FPI 12 7.76±0.12 9.04±0.44  33.60±8.73  1034.00±18.47 1786.14±12.45 554.17±6.15 30.41 42.51 
FPI 15 8.16±0.08 8.70±0.24  69.30±5.85  972.00±18.48 2116.23±21.49 657.15±7.32 17.55 31.83 
FPI 17 8.00±0.46 9.38±0.23  54.70±37.81  981.00±48.88 1908.19±12.65 697.17±3.47 25.65 27.68 
FPI 18 8.50±0.34 9.57±0.09  26.30±1.52  405.00±18.47  954.29±8.41 293.77±1.22 62.82 69.52 
FPI 21 8.31±0.18 8.97±0.00  45.66±0.57  725.00±22.00 2149.85±19.11 764.12±3.45 16.24 20.73 
FPI 24 8.35±0.15 8.35±0.19  65.00±2.00  1376.00±32.00 1894.56±15.23 786.15±6.54 26.19 18.44 
FPI 26 8.34±0.21 8.61±0.16  152.30±9.00  810.00±36.95 2184.60±19.23 765.76±6.42 14.89 20.56 
FPI 27 8.36±0.07 8.13±0.18  114.60±8.14  1525.00±36.95 2237.66±11.21 729.81±7.43 12.82 24.29 
FPI 29 9.32±0.26 9.32±0.14  42.30±5.50  1013.00±66.61 1921.96±12.18 454.12±6.87 25.12 52.89 
FPI 30 8.18±0.26 8.42±0.18  33.30±4.16  1098.00±48.88 2094.35±17.45 524.56±5.67 18.40 45.58 
FPI 31 8.30±0.51 8.85±1.29  72.00±6.65  1098.00±48.88 2184.68±15.14 689.76±4.98 14.88 28.44 
FPI 32 8.30±0.09 9.70±0.06  48.00±6.08  853.00±36.95 2317.80±15.34 665.67±5.34  9.70 30.94 
FPI 34 8.84±0.09 7.71±0.14  78.30±7.50  725.00±18.47 2201.64±12.13 698.97±6.51 14.22 27.49 
* Control is wastewater without green algae. 

 
ผลการศกึษาสายพนัธุ์ของสาหร่ายสีเขียวไอโซเลท 

FPI 18 
จากการศกึษาสายพนัธุ์ของสาหร่ายสีเขียวไฮโซเลท 

FPI 18 โดยการศกึษาลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 18S 

rDNA ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส และนํามา
รันเจลอิเลก็โตรโฟเรซีส ผลการทดลองพบว่าได้ผลิตภณัฑ์
พีซีอาร์ ขนาดประมาณ 1,500 คู่เบส ซึ(งตรงกบัขนาด
ผลติภณัฑ์พีซีอาร์ที(คาดหวงัไว้ (ไมไ่ด้แสดงข้อมลู) จากนั  น
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นําผลิตภณัฑ์ พีซีอาร์มาทําให้บริสทุธิ� และสง่วิเคราะห์
ลาํดบันิวคลโีอไทด์ โดยใช้ forward ไพรเมอร์ ผลจากการ
สง่วิเคราะห์ลาํดบั นิวคลโีอไทด์ ได้ลาํดบันิวคลีโอไทด์
เทา่กบั 1,048 นิวคลโีอไทด์ โดยจากการทดลองได้ลําดบั
นิวคลีโอไทด์เพียงบางส่วนเท่านั  น ซึ(งยงัไม่ครบตามจํานวน 
ผู้วิจยัจึงยงัไมไ่ด้ขอเลข  accession number จากฐานข้อมลู 
NCBI โดยในอนาคตผู้วิจัยได้วางแผนที(จะส่งวิเคราะห์
ลําดบันิวคลีโอไทด์จากการใช้ reverse ไพร์เมอร์ เพื(อให้
ได้ลําดบันิวคลีไทด์ที(สมบรูณ์ และขอเลข accession 
number ต่อไป และจากการนําลําดบันิวคลีโอไทด์
บางสว่นที(ได้ไปเปรียบเทียบกบัฐานข้อมลู NCBI โดยใช้
โปรแกรม BLASTN ผลการทดลองพบว่าสาหร่ายสีเขียว 
FPI 18 มีลกัษณะใกล้เคียงกบัสาหร่ายสเีขียว Tetraspora 
sp. CU2551 (KT984853.1) มากที(สดุถึงร้อยละ 98.93 
ใกล้เคียงกับสาหร่ายสีเขียว Coelastrum astroideum 
var. rugosum strain UTEX2442 (GQ375393.0) และ 
Asterarcys sp. YACCYB527 (MH683929.1) ร้อยละ 
98.73 อย่างไรก็ตามเมื(อนําลําดบันิวคลีโอไทด์ไปทํา
แผนภูมิวิฒนาการด้วยวิธี neighbor-joining (NJ) 
phylogenetic tree (คา่ bootstrap เทา่กบั 1,000 replicates) 
โดยคดัเลอืกสาหร่ายสเีขียวจากฐานข้อมลู NCBI โดยใช้
จีนสัของสาหร่ายสีเขียว ที(มีความหลากหลาย และมี
ร้อยละความเหมือนของลําดบันิวคลีโอไทด์เมื(อเทียบ
กบัไอโซเลท FPI 18 จากตาราง BLASTN อยูใ่นช่วงร้อยละ 
98.54 ขึ  นไป โดยใช้สาหร่ายสีเขียว Catena varidis clone 
KR 914 เป็น out group จากการทดลองพบว่า สาหร่าย
สีเขียว FPI 18 แยกกลุม่ออกมาจากสาหร่ายสีเขียว
จีนสัอื(นๆ อย่างชดัเจน (Figure 1) อย่างไรก็ตามลําดบั 
นิวคลโีอไทด์ของสาหร่ายสเีขียว FPI 18 ที(นํามาทําแผนภมูิ
วิวฒันาการเป็นลาํดบันิวคลโีทด์เพียงบางสว่นเท่านั  น 

ดงันั  นถ้าได้ลําดับนิวคลีโอไทด์ที(สมบูรณ์มากกว่านี  
อาจทําให้การจดักลุม่ของสาหร่ายทําได้ถกูต้องมากยิ(งขึ  น 
นอกจากนี  เมื(อศกึษาสณัฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์
พบว่าสาหร่ายสีเขียว FPI 18 มีลกัษณะใกล้เคียงกบั 
Tetraspora sp. CU2551 (Maneeruttanarungroj, 
Lindblad, & Incharoensakdi, 2010) แต่เซลล์มีขนาด
เลก็กวา่ (Figure 2A และ 2B) โดยสาหร่ายสีเขียว FPI 18 
มีรูปร่างกลม ขนาดประมาณ 5-6 ไมโครเมตร โดยจะเห็น
เป็นเซลล์เดียว หรือเห็นเป็น 3 และ 4 เซลล์ ภายใต้ชีท
หุ้มที(โปร่งแสง (Figure 2) ซึ(งเป็นลกัษณะที(สําคญัของ
สาหร่ายสเีขียวในจีนสันี   ดงันั  นผู้วิจยัจึงตั  งชื(อสาหร่าย
สีเขียวไอโซเลท FPI 18 นี  ว่า Tetraspora sp. Rmutsb 
FPI 18 และนําสาหร่ายสายพนัธุ์นี  ไปศึกษาสภาวะที(
เหมาะสมในการกําจดัไนเตรทและฟอสเฟตในนํ  าเสยีตอ่ไป 

ผลของค่าพีเอชต่อการกําจดัไนเตรทและฟอสเฟต
ในสาหร่ายสีเขียว Tatraspora sp. Rmutsb FPI 18 จากการ
เพาะเลี  ยงสาหร่ายสเีขียว Tatraspora sp. Rmutsb FPI 18 
ในนํ  าเสียที(ผ่านการฆ่าเชื  อแล้ว และแปรผนัค่าพีเอช
ในนํ  าเสียเท่ากบั 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 เพาะเลี  ยงเป็น
ระยะเวลา 5 วนั ผลการทดลองพบวา่ ในนํ  าเสยีที(มีคา่
พีเอชเริ(มต้นเท่ากับ 8 ให้ค่าการกําจัดไนเตรทและ
ฟอสเฟตดีที(สดุและแตกตา่งจากคา่พีเอชอื(นๆ อย่างมี
นยัสาํคญัทางสถิติ โดย Tatraspora sp. Rmutsb FPI 
18 สามารถกําจดัไนเตรทและฟอสเฟตได้ร้อยละ 79.74 
และ 80.32 ตามลําดบั (Table 2) จากผลการทดลองที(
ได้สอดคล้องกบังานวิจยัของ Sabeti, Hejazi, & Karimi 
(2019) ที(สภาวะที(เหมาะสมในการกําจัดไนเตรทและ
ฟอสเฟตในนํ  าเสยีโดยสาหร่ายสเีขียว Chlorella vulgaris 
ให้คา่กําจดัไนเตรทและฟอสเฟตสงูสดุในนํ  าเสยีที(มคีา่
พีเอชเท่ากับ 8 นอกจากนี  ผลของการลดลงของไนเตรท
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และฟอสเฟตยงัสอดคล้องกับชีวมวล (วดัจากนํ  าหนกั
เซลล์แห้ง) ที(เพิ(มขึ  น โดยที(คา่พีเอช 8 ให้คา่ชีวมวลสงูสดุ 
และแตกต่างจากค่าพีเอชอื(นๆ อย่างมีนยัสําคญัทาง
สถิติ โดยมีค่าชีวมวลเท่ากบั 0.693±0.045 กรัมต่อลิตร 
(Table 2) นอกจากนี  ที(ค่าพีเอช 8 ในการทดลองของ 
Li, Horsman, Wang, Wu, & Lan (2008) ทําให้สาหร่าย
สเีขียว Neochloris oleoabundans มีการสะสมชีวมวล
สงูสดุ และสามารถกําจดัไนเตรทได้มากที(สดุอีกด้วย 
โดยทั(วไปแล้วค่าพีเอชมีผลต่อการเจริญของสาหร่าย
สีเขียว โดยค่าพีเอชที(เหมาะสมต่อการเจริญจะอยู่
ในช่วง 6-8 (Larsdutter, 2006) ค่าพีเอชที(สงูหรือตํ(า
เกินไปอาจสง่ผลต่อการ เจริญเติบโต การทํางานของ
ออร์แกเนลล์ เอนไซม์ และโปรตีนต่างๆ ภายในเซลล์
ของสาหร่ายสีเขียว (Jia, & Yuan, 2306) นอกจากนี   
 

ค่า พีเอชยังส่งผลต่อการดูดซึมสารอาหาร เช่น 
แอมโมเนีย ไนเตรทและฟอสเฟตในแหลง่นํ  าได้อีกด้วย 
โดยปกติเมื(อสาหร่ายมีการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ 
จะมีการผลติ OH- สง่ผลทําให้คา่พีเอชในแหลง่นํ  าสงูขึ  น 
ซึ(งค่าพีเอชที(สงูขึ  นมีแนวโน้มต่อการเพิ(มการดดูซึมไนเตรท 
และฟอสเฟต ทําให้ปริมาณไนเตรทและฟอสเฟตใน
แหลง่นํ  าลดลงได้ (Sayadi, Ahmadpour, Capoorchali, 
& Rezaei, 2016) ในการทดลองนี  ชี  ให้เห็นว่าค่าพีเอช
เท่ากบั 8 เป็นค่าที(เหมาะสมในการเจริญและการกําจัด
ไนเตรทและฟอสเฟตของสาหร่ายสีเขียว Tatraspora 
sp. Rmutsb FPI 18 เป็นไปได้ว่าที(ค่าพีเอชดงักลา่ว 
ทําให้สาหร่ายมีการดดูซึมไนเตรทและฟอสเฟตไปใช้
ในการเจริญเติบโตมากขึ  น ทําให้นํ  ามีไนเตรทและ
ฟอสเฟตลดลงมากที(สดุ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Figure 1 Phylogenetic tree using the obtained 18S rDNA sequence of green algae isolate FPI 13 
 (underlined) and 17 other green algae species. The accession number available in the NCBI 
 database shows in front of each name.  
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Figure 2 Morphological characterization of Tatraspora sp. CU2551 (A) (Maneeruttanarungroj, Lindblad, 
 & Incharoensakdi, 2010) and Tatraspora sp. Rmutsb FPI 18 (B) under light microscope. 

Table 2 Effect of initial pH on nitrate removal, phosphate removal and biomass under cultivated cell of 
 Tatraspora sp. Rmutsb FPI 18 in wastewater for 5 days. 

pH 
nitrate (NO3

-) phosphate (PO4
3-) 

biomass 
(g/L) 

NO3
- concentration 

(µg/L) 
NO3

- removal 
(%) 

PO4
3- concentration  

(µg/L) 
PO4

3- removal 
(%) 

4 1186.87±6.56 53.76d 489.45±3.45 49.22d 0.273e±0.128 
5 1045.36±8.83  59.27c 402.18±2.69  58.28c 0.347d±0.005 
6  997.98±9.39  61.12c 376.78±3.90  60.91c 0.435c±0.017 
7  954.29±8.41  62.82c 293.77±1.22  69.52b 0.517b±0.011 
8  520.12±5.12  79.74a 189.75±2.23  80.32a 0.693a±0.045 
9  852.12±6.09  66.80b 389.52±2.19  59.59c 0.491c±0.037 
The lowercase letters in the same column represent significant differences according to Duncan’s test (alpha = 0.05). 

 
ผลของอณุหภมูิตอ่การกําจดัไนเตรทและฟอสเฟต

ในสาหร่ายสเีขียว Tatraspora sp. Rmutsb FPI 18 
จากการเพาะเลี  ยงสาหร่ายสีเขียว Tatraspora 

sp. Rmutsb FPI 18 ในนํ  าเสียที(ผ่านการฆ่าเชื  อแล้ว 
และ แปรผนัอณุหภมูิในการเพาะเลี  ยงเท่ากบั 25, 30, 
35 และ 40 องศาเซลเซียส เพาะเลี  ยงเป็นระยะเวลา 
5 วนั ผลการทดลองพบว่า ในสภาวะการเพาะเลี  ยงที(
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ให้ค่าการกําจดัไนเตรท 

และฟอสเฟตดีที(สุด และแตกต่างจากอุณหภูมิอื(นๆ 
อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ โดย Tatraspora sp. Rmutsb 
FPI 18 สามารถกําจดัไนเตรทและฟอสเฟตได้ร้อยละ 
88.62 และ 89.08 ตามลําดบั (Table 3) นอกจากนี  
ยังสอดคล้องกับชีวมวลที(มีการสะสมมากที(สุดเมื(อ
เพาะเลี  ยง Tatraspora sp. Rmutsb FPI 18 ที(อณุหภมูิ 
30 องศาเซลเซียส โดยให้คา่ชีวมวลเทา่กบั 0.858±0.004 
กรัมต่อลิตร (Table 3) การกําจดัไนเตรทและฟอสเฟต

A B 
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ได้ดีที(อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส สอดคล้องกบังานวิจยั
ของ Martínez, Sánchez, Jiménez, Yousfi, & Muñoz 
(2000) ที(เพาะเลี  ยงสาหร่ายสีเขียว Scenedesmus 

obliquus ในนํ  าเสียชุมชุน และยงัสอดคล้องกบังานวิจยั
ของ Ogbonna, Yoshizawa, & Tanaka (2000) ที(เพาะเลี  ยง
สาหร่ายสีเขียว Chlorella sorokiniana และไซยาโน-
แบคทีเรีย Spirulina platensis ในนํ  าเสียที(อณุหภมูิ 
30 องศาเซลเซียส สามารถกําจดั ไนเตรทได้ถึงร้อยละ 
45.4 และ 100 ตามลาํดบั โดยทั(วไปอณุหภมูิมีผลต่อ
การเจริญเติบโตของสาหร่ายสเีขียว เนื(องจากอณุหภมูิ
มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ต่างๆ และมีผลต่อ 
แมแทบอลซิมึตา่งๆ ภายในเซลล์ (Taziki, Ahmadzadeh, 
Murry, & Lyon, 2015) โดยอณุหภมูิที(เหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโตของสาหร่ายในเขตร้อนชื  นจะอยู่ที(ประมาณ 

25 องศาเซลเซียส (Renaud, Thinh, Lambrinidis,  
& Parry, 2002) สาหร่ายสีเขียวบางสายพนัธุ์ เมื(อ
อณุหภมูิในนํ  าสงูขึ  น อตัราการสงัเคราะห์ด้วยแสงจะ
สงูขึ  น ซึ(งสง่ผลต่อการดซูึมสารอาหาร รวมถึงการนํา
ไนเตรทและฟอสเฟตเข้าสูเ่ซลล์ได้มากขึ  น (Jiménez, 
& Niell, 1991) โดยในการศึกษาครั  งนี  ที(อณุหภมูิ 30 
องศาเซลเซียส สาหร่ายสีเขียว Tatraspora sp. 
Rmutsb FPI 18 สามารถกําจดัไนเตรทและฟอสเฟต
ได้สงูกว่าที(อุณหภมูิตํ(า (25 องศาเซลเซียส) แต่เมื(อ
เพิ(มอณุหภมูิให้สงูขึ  นเป็น 35 และ 40 องศาเซลเซียส 
การกําจัดไนเตรทและฟอสเฟตกลบัลดลง แสดงให้
เห็นวา่สภาวะดงักลา่วไมเ่หมาะสมตอ่การทํางานของ
เอนไซม์ และ/หรือการสงัเคราะห์ด้วยแสงในสาหร่าย 
สเีขียวสายพนัธุ์นี   

 
Table 3 Effect of temperature on nitrate removal, phosphate removal and biomass under cultivated 
 cell of Tatraspora sp. Rmutsb FPI 18 in wastewater for 5 days. 

temperature (oC) 
nitrate (NO3

-) phosphate (PO4
3-) 

biomass (g/L) 
NO3

- concentration (µg/L) NO3
- removal (%) PO4

3- concentration (µg/L) PO4
3- removal (%) 

25 954.29±8.41 62.82d 293.77±1.22 69.52c 0.517c±0.011 
30 292.11±2.99 88.62a 105.23±1.33 89.08a 0.858a±0.004 
35 498.12±3.12 80.59b 250.12±2.14 74.05b 0.629b±0.045 
40 692.15±3.43 73.03c 298.14±2.18 69.07c 0.522c±0.017 
The lowercase letters in the same column represent significant differences according to Duncan’s test (alpha = 0.05). 

 
ผลของความเข้มแสงตอ่การกําจดัไนเตรทและ

ฟอสเฟตในสาหร่ายสีเขียว Tatraspora sp. Rmutsb 
FPI 18 

จ า ก ก า ร เ พ า ะ เ ลี  ย ง ส า ห ร่ า ย สี เ ขี ย ว 
Tatraspora sp. Rmutsb FPI 18 ในนํ  าเสยีที(ผา่นการ
ฆ่า เ ชื  อแ ล้ว  และแปรผันความเ ข้มแสงในการ

เพาะเลี  ยงเท่ากับ 15 30, 50, 100 และ 200  
ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 
18 ชั(วโมงต่อวนั เพาะเลี  ยงเป็นระยะเวลา 5 วัน  
ผลการทดลองพบว่าในสภาวะการเพาะเลี  ยงที(ความ 
เข้มแสง 50 ไมโครโมลโฟตอนตอ่ตารางเมตรตอ่วินาที 
ใ ห้ ค่ า ก า ร กํ า จัด ไน เ ต ร ท แ ล ะ ฟ อ สเ ฟ ต ดี ที( สุด  
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และแตกตา่งจากความเข้มแสงอื(นๆ อยา่งมีนยัสาํคญั
ทางสถิติ โดย Tatraspora sp. Rmutsb FPI 18 
สามารถกําจดัไนเตรทและฟอสเฟตได้ร้อยละ 77.40 
และ 83.39 ตามลําดบั (Table 4) นอกจากนี  ยัง
สอดคล้องกับชีวมวลที(มีการสะสมมากที(สุดเมื(อ
เพาะเลี  ยง Tatraspora sp. Rmutsb FPI 18 ที(ความ
เ ข้ ม แ ส ง ดั ง ก ล่ า ว  โ ด ย ใ ห้ ค่ า ชี ว ม ว ล เ ท่ า กั บ 
0.667±0.040 กรัมต่อลิตร (Table 4)  ซึ(งสอดคล้อง
กับการรายงานก่อนหน้า นี  ในสาห ร่ายสี เ ขี ยว 
Haematococcus pluvialis (Kang, An, Park, & Sim, 
2006) และ Scenedesmus accutus pvuw02 (Doria 
et al.,  2012) ซึ(งสามารถกําจัดไนเตรทได้ดี เมื(อ
เพาะเลี  ยงที(ความเข้มแสง 50 ไมโครโมลโฟตอนต่อ
ตารางเมตรตอ่วินาที และใกล้เคียงกบัการรายงานใน
สาหร่ายสีเขียว Chlorella vulgaris ที(สามารถกําจดั
ไนเตรทและฟอสเฟตจากนํ  าเสียได้ดีเมื(อเพาะเลี  ยงใน
สภาวะที(มีความเข้มแสง 58  ไมโครโมลโฟตอนต่อ
ตารางเมตรต่อวินาที (Lau, Tam, & Wong, 1995) 
โดยทั(วไปแล้วแสงเป็นที(ปัจจยัสําคญัในการสงัเคราะห์
ด้วยแสงของสาหร่ายสเีขียว ซึ(งทําให้สาหร่ายสามารถ
เจริญเติบโตและเพิ(มชีวมวล อีกทั  งยังเกี(ยวข้องกับ
กระบวนการกําจัดสารอาหารในนํ  าเสีย โดยการเพิ(ม
ความเข้มแสงจะทําให้สาหร่ายสเีขียวมีการนําไนเตรท
และฟอสเฟตเข้าสูเ่ซลล์มากขึ  น สง่ผลให้ไนเตรทและ
ฟอสเฟตในแหลง่นํ  าลดลงได้ (Taziki, Ahmadzadeh, 
Murry, & Lyon, 2015) ซึ(งสอดคล้องกบัการทดลอง
ในครั  งนี   เมื(อเพิ(มความเข้มแสง (15-50 ไมโครโมลโฟ
ตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที) การกําจัดไนเตรทและ
ฟอสเฟตของสาหร่ายสีเขียว Tatraspora sp. Rmutsb 
FPI 18 เพิ(มสูงขึ  น อย่างไรก็ตามเมื(อเพิ(มความ 

เข้มแสงให้มากขึ  นเป็น 100-200 ไมโครโมลโฟตอน 
ต่อตารางเมตรต่อวินาที การกําจัดไนเตรทและ
ฟอสเฟตลดลง อาจเป็นไปได้ว่าเมื(อความเข้มแสง
สงูขึ  น เซลล์อาจเกิดกระบวนการ photoinhibition 
ซึ(งทําให้การเจริญเติบโต และการสงัเคราะห์ด้วยแสง
ที(ลดลง สง่ผลให้การกําจดัไนเตรทและฟอสเฟตลดลง 
(Markou, & Georgakakis, 2011) 

จากการทดลองแปรผันค่าพีเอช อุณหภูมิ 
และความเข้มแสง ทําให้ทราบสภาวะที(เหมาะสมของ 
แตล่ะปัจจยั จึงนําสภาวะที(เหมาะสมของแต่ละปัจจยั
มารวมกันเพื(อศึกษาการกําจัดไนเตรทและฟอสเฟต
โดยสาหร่ายสีเขียว Tatraspora sp. Rmutsb FPI 18 
โดยสภาวะที(เหมาะสมประกอบด้วย ค่าพีเอชเริ(มต้น
เท่ากับ 8 อุณหภูมิเท่ากับ 30 องศาเซลเซียส และ
ความเข้มแสงเท่ากบั 50 ไมโครโมลโฟตอนต่อตาราง
เมตรต่อวินาที เรียกสภาวะดังกล่าวว่า “สภาวะที(
เหมาะสม“ หรือ “optimal condition“ โดยทําการ
ทดลองเปรียบเทียบกับสภาวะปกติ ที( ใ ช้ ในการ
เพาะเลี  ยงคือ ค่าพีเอชเริ(มต้น 7 อณุหภมูิ 25 องศา-
เซลเซียส และความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอน 
ต่อตารางเมตรต่อวินาที เ รียกสภาวะดังกล่าวว่า 
“สภาวะควบคุม” หรือ “control condition” ผลการ
ทดลองแสดงดงั (Figure 3) ซึ(งพบว่าเมื(อเพาะเลี  ยง
สาหร่ายสีเขียว Tatraspora sp. Rmutsb FPI 18  
ในนํ  าเสียสภาวะที(เหมาะสม ให้ค่าการกําจดัไนเตรท
และฟอสเฟตสูงกว่าสภาวะควบคุม โดยสามารถ
กําจดัไนเตรทและฟอสเฟตได้ถึงร้อยละ 93.65 และ 
95.65 ตามลําดบั (Figure 3) โดยเมื(อเปรียบเทียบ
การกําจัดไนเตรทและฟอสเฟตของ Tatraspora sp. 
Rmutsb FPI 18 กบัสาหร่ายสีเขียวสายพนัธุ์ต่างๆ  
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ที(มีในฐานข้อมูล (Table 5) พบว่า Tatraspora sp. 
Rmutsb FPI 18 มีประสิทธิภาพในการกําจดัไนเตรท
และฟอสเฟตใกล้เคียงกับสาหร่ายสีเขียวที(มีรายงาน 
และยังมีประสิทธิภาพในการกําจัดไนเตรทและ
ฟอสเฟตได้ดีกว่าสาหร่ายสี เขียวบางสายพันธุ์  
เช่น Chlorella sorokiniana (Ogbonna, Yoshizawa, 
& Tanaka, 2000) และ Chlorella vulgaris (González, 
Cañizares, & Baena, 1997; Ruiz-Marin, Mendoza- 
Espinosa, & Stephenson, 2010; Sabeti, Hejazi, 
& Karimi, 2019) เป็นต้น เป็นการแสดงให้เห็นว่า
สาหร่ายสีเขียว Tatraspora sp. Rmutsb FPI 18  
มีประสทิธิภาพในการกําจดัไนเตรทและฟอสเฟตจาก
นํ  าเสียได้ นอกจากนี  ผลพลอยได้จากการเพาะเลี  ยง
สาหร่ายสีเขียว Tatraspora sp. Rmutsb FPI 18  
ในนํ  าเสียคือชีวมวล ซึ(งสามารถนําไปใช้ประโยชน์ 
ในด้านต่างๆ ได้ เช่น พลงังานทดแทน อาหารเสริม 
และ อ าห า ร สัต ว์  อย่ า ง ไ ร ก็ ต า มก า ร ทด ลอ ง นี   
ไม่ได้วัดค่า total Kjeldahl nitrogen (TKN) และ  

total phosphorus ซึ(งเป็นค่าพารามิเตอร์ที(กําหนด
โดยกรมโรงงานอตุสาหกรรมและกรมควบคุมมลพิษ 
จึงไม่สามารถกล่าว ได้ว่านํ  าเสียที(ผ่านการบําบัด 
โดยสาหร่ายสีเขียวนั  น ผ่านเกณฑ์มาตรฐานนํ  าเสีย
ตามที(กรมโรงงานอุตสาหกรรมและกรมควบคุม
มลพิษกําหนดไว้หรือไม่  นอกจากนี  นํ  า เสียที( ใ ช้ 
ในการทดลองเป็นนํ  าเสียที(ผ่านการฆ่าเชื  อแล้ว  
ซึ(งเมื(อนําไปใช้จริงอาจมีปัญหาจากการปนเปื อน
แ บ ค ที เ รี ย แ ละ เ ชื  อ อื( น ๆ  ซึ( ง อ า จ ส่ ง ผลต่อ ก า ร
เจริญเติบโตของสาหร่ายได้ ดังนั  นในการทดลอง 
ครั  งถัดไปผู้ วิจัยได้วางแผนที(จะทดลองเพาะเลี  ยง
สาหร่ายสีเขียว Tatraspora sp. Rmutsb FPI 18 
ในนํ  า เสียที( ไม่ผ่านการฆ่า เ ชื  อ  และวัดค่า  TKN  
และ total phosphorus เพิ(มเติม เพื(อที(จะจําลอง
สถานการณ์ให้ใกล้เคียงกับความเป็นจริง และ 
เ ทียบเกณฑ์มาตรฐานนํ  า เสียกับกรมโรงงาน
อุต ส า ห ก ร ร ม แ ล ะ ก ร ม ค ว บ คุม ม ล พิ ษ ใ น ก า ร 
บําบดันํ  าเสยีตอ่ไป 

 
Table 4 Effect of light intensity on nitrate removal, phosphate removal and biomass under cultivated cell of 
 Tatraspora sp. Rmutsb FPI 18 in wastewater for 5 days. 

light intensity 
(µmolphoton/m2/s) 

nitrate (NO3
-) phosphate (PO4

3-) 
biomass 

(g/L) 
NO3

- concentration 
(µg/L) 

NO3
- removal 
(%) 

PO4
3- concentration 

(µg/L) 
PO4

3- removal 
(%) 

15 1098.87±12.36 57.19d 389.12±2.33 59.63d 0.326d±0.023 
30  954.29±8.41 62.82c 293.77±1.22 69.52c 0.517c±0.011 
50  580.15±9.15 77.40a 160.11±1.14 83.39a 0.667a±0.040 
100  750.22±6.71 70.77b 256.65±2.59 73.38b 0.598b±0.012 
200  940.15±5.82 63.37c 390.11±2.45 59.53d 0.413c±0.015 
The lowercase letters in the same column represent significant differences according to Duncan’s test (alpha = 0.05). 
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Figure 3 Nitrate and phosphate removal by Tatraspora sp. Rmutsb FPI 18 under cultivated cell in 
 control and optimal conditions. 
 

Table 5 Nitrate and phosphate removal from wastewater by Tatraspora sp. Rmutsb FPI 18 compared 
 with other green algal strains. 
green algae condition NO3

- removal (%) PO4
3- removal (%) references 

Tatraspora sp. Rmutsb  
FPI 18 

food processing industrial wastewater,  
pH 8, 30 oC and 50 µmolphoton/m2/s  
for 5 days 

93.65 
 

96.65 this study 

Chlorella sorokiniana high strength organic wastewater, pH 6, 30 oC 
and 100 µmolphoton/m2/s for 3 days 

45.50 - Ogbonna, 
Yoshizawa, & 
Tanaka (2000) 

Chlorella vulgaris wastewater effluent, 25 oC and 135 
µmolphoton/m2/s for 2 days 

74.31/ 70.2 Ruiz-Marin, 
Mendoza-

Espinosa, & 
Stephenson 

(2010) 
Chlorella vulgaris wastewater, pH 8 and 26.3 oC for 2 days 85 77 Sabeti, Hejazi, & 

Karimi (2019) 
Chlorella vulgaris agro-industrial wastewater, 20 oC and 60 

µmolphoton/m2/s for 9 days 
- 55 González, 

Cañizares, & 
Baena (1997) 

Haematococcus 

pluvialis 

primary treated wastewater, pH 7.5, 23 oC 
and 50 µmolphoton /m2/s  for 5 days 

100 - Kang, An, Park, 
& Sim (2006) 

Scenedesmus obliquus wastewater effluent, 25 oC and 152 
µmolphoton/m2/s  for 2.1 days 

100 602/ Ruiz-Marin, 
Mendoza-

Espinosa, & 
Stephenson 

(2010) 
1/ Ammonium ion (NH4

+) 
2/ Total phosphorus 
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สรุป 

จากการคัดแยกสาหร่ายสีเขียวในโรงงาน
อตุสาหกรรมผลิตอาหารสําเร็จรูป จงัหวดัพระนครศรีอยธุยา 
สามารถคดัแยกสาหร่ายสีเขียวได้ 21 ไอโซเลท จากนั  น 
นําทั  ง 21 ไอโซเลทมาศึกษาการกําจัดไนเตรทและ
ฟอสเฟต ผลการทดลองพบว่าสาหร่ายสีเขียวไอโซเลท 
FPI 18 มีความสามารถมากที(สดุในการกําจดัไนเตรท
และฟอสเฟต และจากศึกษาสายพนัธุ์ โดยการศึกษา
ลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 18S rDNA และศึกษา
แผนภูมิวิฒนาการของสาหร่ายสีเขียวไอโซเลท FPI 
18 พบวา่สาหร่ายสเีขียวไอโซเลท FPI 18 มีความใกล้ชิด
และจดัอยู่ในจีนสั Tetraspora sp. จึงตั  งชื(อสาหร่าย
ชนิดนี  ว่า Tetraspora sp. Rmutsb FPI 18 โดย Tetraspora 
sp. Rmutsb FPI 18 มีรูปร่างกลม ขนาด 5-6 ไมโครเมตร 
อยู่เป็นเซลล์เดียว หรืออยู่รวมกนัเป็นกลุม่ 3-4 เซลล์
ภายใต้ชีทหุ้ มที(โปร่งแสง จากการศึกษาสภาวะที(
เหมาะสมในการกําจัดไนเตรทและฟอสเฟต พบว่า
สภาวะที(เหมาะสมคือ ค่าพีเอชเริ(มต้นในนํ  าเสียมีค่า
เทา่กบั 8 อณุหภมูิในการเพาะเลี  ยงคือ 30 องศาเซลเซียส 
และให้ความเข้มแสงที( 50 ไมโครโมลโฟตอนตอ่ตารางเมตร
ตอ่วินาที เป็นเวลา 18 ชั(วโมงต่อวนั และเมื(อนําสภาวะ
ดงักล่าวทุกสภาวะมาร่วมกัน พบว่าสาหร่ายสีเขียว 
Tetraspora sp. Rmutsb FPI 18  สามารถกําจดัไนเตรท
และฟอสเฟตได้ถึงร้อยละ 93.65 และ 96.65 ตามลําดบั 
และสงูกว่าสภาวะที(ใช้เพาะเลี  ยงปกติ (พีเอชเริ(มต้น
เทา่กบั 7 อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส และความเข้มแสง 
30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 
18 ชั(วโมงต่อวนั) ที(ระยะเวลา 5 วนั  และเมื(อนําค่าการ
กําจดัไนเตรทและฟอสเฟตของสาหร่ายสเีขียว Tetraspora 
sp. Rmutsb FPI 18 ไปเทียบกบัสาหร่ายสีเขียวสายพนัธุ์

อื(นๆ ในฐานข้อมลู พบว่าสาหร่ายสีเขียว Tetraspora 
sp. Rmutsb FPI 18 มีความสามารถสงูในการกําจดั
ไนเตรทและฟอสเฟตใกล้เคียงกับสาหร่ายที(เคยมี
รายงานไว้ เป็นการแสดงให้เห็นว่าสาหร่ายสีเขียว 
Tetraspora sp. Rmutsb FPI 18 มีประสิทธิภาพ 
การกําจัดไนเตรทและฟอสเฟตออกจากนํ  าเสียได้  
อีกทั  งยังสามารถนําชีวมวลของสาหร่ายสีเขียว 
ที(ได้ไปใช้ประโยชน์ในด้านตา่งๆ เช่น พลงังานทดแทน 
อาหารเสริมและอาหารสตัว์ เป็นต้น 

 
คาํขอบคุณ 

งานวิจัย นี  ไ ด้ รับการสนับสนุนจากคณะ
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลยัเทคโนโลยี
ราชมงคลสวุรรณภมูิ ขอขอบคณุสาขาวิชาวิทยาศาสตร์ 
(ชีววิทยา) คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี ศูนย์
พระนครศรีอยธุยา หนัตรา ที(ให้ความอนเุคราะห์สถานที(
และเครื(องมือในการทํางานวิจัย และขอขอบคุณ
โรงงานอุตสาหกรรมผลิตอาหารสําเร็จรูป จังหวัด
พระนครศรีอยธุยา ที(ให้ความอนเุคราะห์ในการเข้าไป
เก็บตวัอยา่งนํ  าเสยีมาทํางานวิจยัในครั  งนี   
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