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บทคัดย่อ 

  
ปัจจุบันการใช้ไขมันที่ผลิตจากยีสต์สะสมไขมันเพ่ือใช้ในการผลิตไบโอดีเซลได้รับความ

สนใจมากขึ้น เนื่องจากให้ผลผลิตสูงและสามารถควบคุมสภาวะการเพาะเลี้ยงได้ นอกจากนี้ยีสต์สะสม
ไขมันยังสามารถเจริญและผลิตไขมันได้โดยใช้แหล่งคาร์บอนหมุนเวียนซึ่งเป็นการลดต้นทุนการ
เพาะเลี้ยง ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือการคัดเลือกยีสต์สะสมไขมัน และศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมต่อการผลิตไขมันจากไฮโดรไลเซทของเหลือทิ้งทางการเกษตรโดยยีสต์สะสมไขมันที่คัดเลือก
ได้ด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง ซึ่งสามารถคัดเลือกยีสต์ได้ 2 ไอโซเลท คือ MSU2 และ Ka28 ที่สามารถ
ใช้ไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลังและชานอ้อยเป็นสารตั้งต้น ตามล าดับ จากนั้นคัดเลือกปัจจัย 6 
ปัจจัย ได้แก่ ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ความเข้มข้นแหล่งไนโตรเจน ปริมาณสารอาหารเข้มข้น 10 เท่า 
ความเป็นกรดด่างเริ่มต้น ปริมาณหัวเชื้อตั้งต้น และอุณหภูมิ ที่ส่งผลต่อการผลิตไขมันด้วยแผนการ
ทดลองแบบ Plackett–Burman ที่ก าหนดค่าปัจจัย 2 ระดับ คือ ระดับปัจจัยที่มีค่าต่ า (-1) และ
ระดับปัจจัยที่มีค่าสูง (+1) ผลการทดลองของไอโซเลท MSU2 พบว่าความเป็นกรดด่าง ปริมาณหัว
เชื้อตั้งต้น และอุณหภูมิ เป็นปัจจัยที่ส่งผลต่อปริมาณไขมันสะสมในเซลล์อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) 
น าทั้ง 3 ปัจจัย คือ ความเป็นกรดด่าง ปริมาณหัวเชื้อตั้งต้น และอุณหภูมิ มาศึกษาสภาวะที่เหมาะสม
ต่อการผลิตไขมันด้วยวิธีการพ้ืนผิวตอบสนองแบบ Box-Behnken เมื่อพิจารณาจากสมการพบว่า
สภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไขมันคือ ความเป็นกรดด่างเริ่มต้นเท่ากับ 6.57 ปริมาณหัวเชื้อตั้งต้น
เท่ากับ 22.84% และอุณหภูมิเท่ากับ 26.28 องศาเซลเซียส จะให้ปริมาณไขมันสูงที่สุดเท่ากับ 
34.56% ส่วนผลการทดลองของไอโซเลท Ka28 พบว่าปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ความเข้มข้นสารสกัด
จากยีสต์ และสารอาหารเข้มข้น 10 เท่า เป็นปัจจัยที่ส่งผลต่อปริมาณไขมันสะสมในเซลล์อย่างมี
นัยส าคัญ (p<0.05) ซึ่งเมื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไขมันด้วยวิธีการพ้ืนผิวตอบสนองแบบ 
Box-Behnken จากสมการท านายสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไขมันพบว่าที่น้ าตาลทั้งหมดเริ่มต้น
เท่ากับ 53.52 กรัมต่อลิตร สารสกัดจากยีสต์เข้มข้น 1.25 กรัมต่อลิตร และสารอาหารเข้มข้น 10 เท่า 
ปริมาตร 21.86 มิลลิลิตรต่อ 100 มิลลิลิตร จะให้ปริมาณไขมันสูงที่สุดเท่ากับ 21.85% จากนั้น
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วิเคราะห์ปริมาณและชนิดของกรดไขมันที่ผลิตได้จากยีสต์ไอโซเลท MSU2 และ Ka28 ด้วยเครื่อง 
GCMS พบกรดไขมันหลักคือ กรดปาล์มาติก (C16:0) และกรดโอเลอิก (C18:1) ซึ่งมีปริมาณ 72.95 
และ 195.01 มิลลิกรัมต่อกรัมไขมันรวม ที่ผลิตโดยยีสต์ไอโซเลท MSU2 และ Ka28 ตามล าดับ และ
เมื่อวิเคราะห์ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 domain ของ 26S rDNA ในยีสต์ไอโซเลท 
MSU2 และ Ka28 พบว่ามีล าดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับ Hanseniaspora uvarum 99.8% และ 
Meyerozyma guilliermondii 100% ตามล าดับ 

 
ค าส าคัญ : ยีสต์สะสมไขมัน, ไฮโดรไลเสท, วิธีพ้ืนผิวตอบสนอง 
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ABSTRACT 

  
Oleaginous yeast species which can produce lipids is more being an 

alternative biodiesel. High productivity and controllable culture condition of 
oleaginous yeast are the majority to increasing consideration. Additional, renewable 
substrate can be used as carbon source to culture oleaginous yeast which is an 
inexpensive option. Therefore, this research aims to screening of oleaginous yeast 
and optimizing of lipid production from agricultural waste hydrolysate by oleaginous 
yeast using response surface methodology. The selected yeast was isolated, 
designated as MSU2 and Ka28 which can be used cassava pulp and sugarcane 
bagasse hydrolysate as feedstock, respectively. The Plackett–Burman design was 
considered for screening and identifying the significant variables for lipid production. 
The 6 parameters include total sugar, nitrogen source concentration, nutrient (10X), 
pH, inoculum size and temperature that each factor was prepared in two levels: -1 
for low level and +1 for high level. According to the experimental results, pH, 
inoculum size and temperature resulted to lipid content of MSU2 by significantly 
(p<0.05). Three selected variables (pH, inoculum size and temperature) were further 
experiment in order to maximize the lipid production by the Box–Behnken design of 
response surface methodology. The predication by equation shows pH 6.57, 22.84% 
of inoculum size and temperature 26.28ºC can get lipid content at 34.56%. However, 
the experiment of isolated Ka28 revealed that total sugar, yeast extract 
concentration and nutrient (10X) were the majority parameter on maximum lipid 
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content by significantly (p<0.05). The estimate optimum conditions using the Box–
Behnken design were 53.52 g/L of total sugar, 1.25 g/L of yeast extract and 21.86 
mL/100 mL of nutrient (10X) that could produce lipid content was 21.85%. Then, 
fatty acid content of MSU2 and Ka28 crude lipid were determined by GCMS. The 
results revealed palmitic acid (C16:0) and oleic acid (C18:1) as the major constituent, 
corresponding to 72.95 and 195.01 mg/g crude lipid by isolated MSU2 and Ka28, 
respectively. The D1/D2 domain of 26S rDNA sequence analysis indicated that MSU2 
and Ka28 strains were highly related to Hanseniaspora uvarum (99.8%) and 
Meyerozyma guilliermondii (100%). 

 
Keyword : oleaginous yeast, hydrolysated, response surface methodology 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ที่มาและความส าคัญ 
 
 น้ ามันเชื้อเพลิงเป็นปัญหาส าคัญของโลกรวมถึงประเทศไทยมาอย่างต่อเนื่อง เนื่องจาก
ก าลังการผลิตไม่เพียงพอกับความต้องการที่สูงขึ้นตามล าดับ ในปัจจุบันจึงเริ่มมีการศึกษาเกี่ยวกับ
แหล่งพลังงานทดแทนอ่ืนเพ่ือมาทดแทนแหล่งเชื้อเพลิงปิโตรเลียมนั่นคือ น้ ามันไบโอดีเซล เป็น
เชื้อเพลิงดีเซลที่ผลิตจากแหล่งทรัพยากรหมุนเวียน เช่น น้ ามันพืช ไขมันสัตว์ หรือสาหร่าย โดยปกติ
น้ ามันไบโอดีเซลผลิตได้จากกระบวนการปฏิกิริยาทรานส์เอสเตอริฟิเคชั่น (transesterification) ของ
ไขมันกินได้หรือจากไขมันกินไม่ได้บางชนิดจากพืช เช่น ปาล์ม ดอกทานตะวัน เมล็ดเรพซีด เป็นต้น 
อย่างไรก็ตามพืชน้ ามันเหล่านี้คือแหล่งอาหารของคนและสัตว์ มีผลท าให้เกิดข้อจ ากัดในการสกัด
น้ ามันจากแหล่งต่างๆ เหล่านี้มาผลิตน้ ามันไบโอดีเซล จึงมีความจ าเป็นในการที่จะมองหาแหล่งสารตั้ง
ต้นเพ่ือน ามาผลิตไบโอดีเซลแหล่งใหม่ที่ไม่กระทบต่อแหล่งอาหารหรือแหล่งพลังงานของคน ดังนั้น
ปัจจุบันจึงเริ่มมีความสนใจในการศึกษาการผลิตน้ ามันไบโอดีเซลที่มาจากจุลินทรีย์ ซึ่งจุลินทรีย์นั้นใช้
พ้ืนที่น้อยในการเพาะเลี้ยงและใช้เวลาในการเพาะเลี้ยงสั้น โตเร็ว เพ่ือเป็นการลดต้นทุนในการผลิต
พลังงานทดแทน และพบว่ามีจุลินทรีย์หลากหลายชนิดที่สามารถผลิตและสะสมไขมันในเซลล์ได้
ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมบางประการ (Liang & Jiang, 2013) 
 จุลินทรีย์สะสมไขมัน (oleaginous microorganism) หมายถึง จุลินทรีย์ที่สามารถสะสม
ไขมันได้มากกว่า 20% ของน้ าหนักเซลล์ (Meng et al., 2009) หรือเรียกว่า Single cell oils 
(SCOs) กลุ่มจุลินทรีย์เหล่านี้ ได้แก่ ยีสต์ รา แบคทีเรีย และสาหร่าย (Ma, 2006) จุลินทรีย์จะมีการ
ผลิตไขมัน และสะสมไขมันอยู่ในรูปหยดน้ ามันเล็กๆ (microdroplet oils) ภายในเซลล์ โดยที่เซลล์
แบบยูคาริโอต เช่น ยีสต์ รา และสาหร่ายสามารถผลิตไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol; TAGs) 
ที่มีองค์ประกอบคล้ายกับไขมันจากพืช ส่วนเซลล์แบบโพรคาริโอต ได้แก่ แบคทีเรีย จะผลิตไขมัน
สะสมในเซลล์ที่มีลักษณะพิเศษ จึงเชื่อว่ายีสต์สะสมไขมันมีศักยภาพที่จะน ามาเพาะเลี้ยงเพ่ือผลิต
ไขมันที่จะน าไปพัฒนาในการผลิตน้ ามันไบโอดีเซลต่อไปได้ ส่วนใหญ่มักพบการสะสมไขมันของยีสต์
เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนเกินพอ และจ ากัดปริมาณสารอาหารอ่ืนๆ รวมถึงแหล่ง
ไนโตรเจน ภายใต้สภาวะนี้ยีสต์จะใช้แหล่งไนโตรเจนหมดไปอย่างรวดเร็วเพ่ือการเจริญ แต่แหล่ง
คาร์บอนยังคงถูกดึงไปใช้เพื่อการผลิตไขมันอย่างต่อเนื่อง และสะสมไขมันไว้ในไซโตพลาสซึมเป็นหยด
น้ ามันเล็กๆ และการสะสมไขมันของยีสต์จะมีความแตกต่างกันตามสายพันธุ์และอาหารในการ
เพาะเลี้ยงของยีสต์ (Hu, Zhao, Zhao, Wu, & Zhao, 2009) ยีสต์พบได้ทั่วไปในธรรมชาติ ส่วนใหญ่
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เป็นแซโพรไฟต์อาศัยอยู่บนสารอินทรีย์ที่ตายแล้ว หลายชนิดพบในดิน แต่แหล่งที่สามารถพบยีสต์ได้
ปริมาณสูง คือ แหล่งที่มีความเข้มข้นของน้ าตาลสูง เช่น น้ าผลไม้ที่มีรสหวาน ยีสต์ที่มีอยู่ตาม
ธรรมชาติมักจะปนลงไปในอาหาร เป็นสาเหตุของอาหารเน่าเสียได้  
 การผลิตไขมันจากยีสต์ยังมีข้อได้เปรียบกว่าการปลูกพืชน้ ามัน คือ ยีสต์มีช่วงชีวิตสั้นจึงเก็บ
เกี่ยวผลผลิตได้เร็ว ใช้แรงงานน้อย ไม่ได้รับผลกระทบจากสภาพอากาศหรือฤดูกาล และพัฒนาการ
ผลิตในระดับขยายส่วนได้ง่าย (Chisti, 2008) กรดไขมันที่ผลิตได้จากยีสต์สะสมไขมัน (oleaginous 
yeasts) ส่วนใหญ่เป็นกรดไขมันที่มีองค์ประกอบคล้ายกับองค์ประกอบของน้ ามันจากพืช โดยกรด
ไขมันเป็นสารประกอบอินทรีย์ในกลุ่มสารประกอบไฮโดรคาร์บอน (hydrocarbon compounds) ซึ่ง
ประกอบด้วยธาตุคาร์บอนต่อกันเป็นโซ่ยาวและมีหมู่คาร์บอกซิล (-COOH) ต่อที่ปลายข้างหนึ่งของ
โมเลกุล กรดไขมันหลักที่พบในยีสต์และราสะสมไขมันส่วนใหญ่ เป็นกรดไขมันไม่ อ่ิมตัว 
(polyunsaturated fatty acids) ประกอบด้วยกรดโอเลอิก (oleic acid; C18:1) กรดลิโนเลอิก 
(linoleic acid; C18:2) และยังพบกรดปาล์มาติก (palmitic acid; C16:0) หรือกรดปาล์มิโตเลอิก 
(palmitoleic acid; C16:1) (Meng et al., 2009) ยีสต์มีความหลากหลายของสายพันธุ์และสามารถ
ใช้สารตั้งต้นราคาถูกเพ่ือการเจริญและผลิตไขมัน นอกจากนี้ยังสามารถพัฒนากระบวนการผลิตไขมัน
ในระดับขยายส่วนได้ง่ายอีกด้วย ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรมดังนั้นในแต่ละปีจะมีของเหลือ
ทิ้งทางการเกษตรหรืออุตสาหกรรมทางการเกษตรที่เป็นสารประเภทลิกโนเซลลูโลสในปริมาณมาก 
เช่น ฟางข้าว ชานอ้อย กากมันส าปะหลัง เป็นต้น ซึ่งเมื่อผ่านการปรับสภาพด้วยกระบวนการต่างๆ 
เพ่ือการก าจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ลดความเป็นผลึกของเซลลูโลส และเพ่ิมความพรุนของวัสดุ จน
ได้เป็นน้ าตาลชนิดต่างๆ ที่ใช้เป็นแหล่งคาร์บอนเพ่ือการเจริญของยีสต์ได้ ซึ่งในการเพาะเลี้ยงยีสต์
สะสมไขมันโดยสารตั้งต้นราคาถูกจากไฮโดรไลเซทของเหลือทิ้งทางการเกษตรจึงได้รับความสนใจใน
การศึกษาในครั้งนี ้
 
1.2 วัตถุประสงค์ 
 
 1.2.1 เพ่ือคัดเลือกยีสต์ที่สามารถผลิตไขมันสะสมในเซลล์ได้ จากตัวอย่างโรงงานผลิตแป้ง
มันส าปะหลัง และโรงงานผลิตน้ าตาล จังหวัดกาฬสินธุ์ ได้แก่ ดิน น้ าทิ้ง กากมันส าปะหลัง ชานอ้อย 
เป็นต้น 
 1.2.2 เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไขมันจากไฮโดรไลเซทของเหลือทิ้งทาง
การเกษตร ได้แก่ ชานอ้อยและกากมันส าปะหลัง โดยยีสต์สะสมไขมันที่คัดเลือกได้ด้วยวิธีพ้ืนผิว
ตอบสนอง 
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1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 
 
 1.3.1 เก็บตัวอย่างจากโรงงานผลิตแป้งมันส าปะหลัง และโรงงานผลิตน้ าตาล จากจังหวัด
กาฬสินธุ์ ได้แก่ ดิน น้ าทิ้ง กากมันส าปะหลัง ชานอ้อย เป็นต้น เพ่ือท าการคัดแยกยีสต์ 
 1.3.2 คัดเลือก 6 ปัจจัย ได้แก่ ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดจากไฮโดรไลเซทของเหลือทิ้งทาง
การเกษตร แหล่งไนโตรเจน สารอาหารเข้มข้น 10 เท่า ความเป็นกรดด่าง ปริมาณเชื้อตั้งต้น และ
อุณหภูมิ ที่ส่งผลต่อการผลิตไขมันโดยยีสต์ ด้วยแผนการทดลองแบบ Plackett-Burman ทั้งหมด 16 
แผนการทดลอง 
 1.3.3 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไขมันจากปัจจัยหลักที่ได้โดยยีสต์ที่คัดเลือกได้
ด้วยแผนการทดลองแบบ Box-Behnken ทั้งหมด 16 แผนการทดลอง 
 1.3.4 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และจัดจ าแนกสายพันธุ์ของยีสต์ที่คัดเลือกได้โดย
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 
1.4 นิยามศัพท์เฉพาะ 
 
 1.4.1 จุลินทรีย์ไขมัน (oleaginous microorganisms) คือ จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตน้ ามัน
สะสมในเซลล์ที่อยู่ในรูปของไขมันได้มากกว่า 20% ของน้ าหนักเซลล์ 
 1.4.2 ลิกโนเซลลูโลส (lignocellulose) คือ สารประกอบชีวมวลที่พบมากในผนังเซลล์ของ
พืช ประกอบด้วยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 
 1.4.3 ไฮโดรไลเซท (hydrolysate) คือ สารตั้งต้นที่ผ่านกระบวนการปรับสภาพด้วยการ
ไฮโดรไลซิส 
 1.4.4 วิธีพ้ืนผิวตอบสนอง (Response Surface Methodology; RSM) คือ วิธีการทาง
คณิตศาสตร์และสถิติที่น ามาใช้ในการสร้างแบบจ าลอง และวิเคราะห์ปัญหาที่เกิดจากความสัมพันธ์
ของตัวแปรหลายตัวแปร เพ่ือหาค่าที่ดีท่ีสุดของความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปร 
 
1.5 สถานที่ท าการวิจัย 
 
 1.5.1 สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยมหาสารคาม 
 1.5.2 ศูนย์เครื่องมือกลาง มหาวิทยาลัยมหาสารคาม 
 1.5.3 คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคาม 
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1.6 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
  
 1.6.1 ใช้วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่หาได้ง่ายมาแปรสภาพให้เกิดประโยชน์ โดยใช้เป็น
สารตั้งต้นในการเพาะเลี้ยงยีสต์สะสมไขมัน เป็นการลดต้นทุนการเพาะเลี้ยงยีสต์และลดของเสียทาง
การเกษตรอีกทางหนึ่ง 
 1.6.2 ได้ผลผลิตไขมันจากยีสต์ที่คัดเลือกได้ที่มีคุณสมบัติคล้ายกับน้ ามันจากพืช ซึ่ง มี
ประสิทธิภาพในการน าไปผลิตเป็นไบโอดีเซล แตม่ีข้อได้เปรียบ คือ เจริญเติบโตได้ดีและเร็ว มีช่วงการ
เจริญเติบโตสั้น ทั้งยังเก็บเกี่ยวผลผลิตได้ง่าย ซึ่งมีความเหมาะสมกับการน ามาเป็นทางเลือกในการ
ผลิตไขมันเพ่ือใช้ผลิตไบโอดีเซลต่อไป และจะช่วยลดปัญหาการแก่งแย่งพืชน้ ามันอันจะก่อให้เกิด
ภาวะพืชอาหารราคาสูงขึ้นหรือขาดแคลนได้ในอนาคต 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

 

บทที่ 2 
ปริทัศน์เอกสารข้อมูล 

 

 การศึกษาการผลิตไขมันโดยเชื้อจุลินทรีย์เกิดขึ้นครั้งแรกในช่วงแรกของสงครามโลกครั้งที่ 1 
เมื่อประเทศเยอรมันผลิตไขมันจาก Endomyces sp. และ Fusarium sp. เพ่ือแก้ปัญหาไขมันใน
กระบวนการประกอบอาหารระยะสั้น แต่ในปัจจุบันปัญหาเรื่องราคาของแหล่งพลังงานสูงขึ้น ปัญหา
เกี่ยวกับสิ่งแวดล้อม และแหล่งพลังงานปิโตรเลียมมีปริมาณลดลง การค้นคว้าหาแหล่งพลังงาน
ทดแทนไบโอดีเซลที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมมากขึ้น ซึ่งไบโอดีเซลสามารถผลิตได้จากไขมันพืช ไขมัน
สัตว์ และไขมันเหลือทิ้ง อย่างไรก็ตามการผลิตไบโอดีเซลจากไขมันพืชจะต้องใช้พลังงานและพ้ืนที่
เพาะปลูกพืชกว้าง ท าให้ต้นทุนการผลิตน้ ามันไบโอดีเซลเพ่ิมขึ้น 70-85% ในขณะเดียวกันเมื่อผลิตไบ
โอดีเซลจากไขมันสัตว์ก็มีต้นทุนการเลี้ยงสัตว์ซึ่งมีต้นทุนสูงเช่นเดียวกัน ดังนั้นเพ่ือลดต้นทุนการผลิต
ไขมัน จุลินทรีย์สะสมไขมันจึงได้รับความสนใจ เนื่องจากจุลินทรีย์มีช่วงชีวิตสั้น ใช้สารตั้งต้นในการ
เพาะเลี้ยงได้หลากหลายและราคาถูก ไม่ได้รับผลกระทบจากสภาพอากาศหรือฤดูกาล ใช้แรงงานน้อย 
และสามารถผลิตในระดับขยายส่วนได้ง่าย  (Liang & Jiang, 2013) 
 

2.1 จุลินทรีย์สะสมไขมัน (oleaginous microorganisms) 
 
 จุลินทรีย์สะสมไขมัน (oleaginous microorganism) หมายถึง จุลินทรีย์ที่สามารถสะสม
ไขมันได้มากกว่า 20% ของน้ าหนักเซลล์ (Meng et al., 2009) หรือเรียกว่า Single cell oils 
(SCOs) ซึ่งสามารถผลิตได้จากจุลินทรีย์หลายชนิด ได้แก่ ยีสต์ ฟังไจ แบคทีเรีย และสาหร่าย โดยที่
เซลล์แบบยูคาริโอต เช่น ยีสต์ รา และสาหร่ายสามารถผลิตไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol; 
TAGs) ที่มีองค์ประกอบคล้ายกับไขมันจากพืช ส่วนเซลล์แบบโพรคาริโอต ได้แก่ แบคทีเรีย จะผลิต
ไขมันสะสมในเซลล์ที่มีลักษณะพิเศษ จุลินทรีย์สะสมไขมันหลายชนิดสามารถสะสมไขมันในเซลล์ใน
รูปของไตรเอซิลกลีเซอรอลที่เป็นสารตั้งต้นในกระบวนการผลิตไบโอดีเซล โดยผ่านกระบวนการทราน
เอสเทอริฟิเคชั่น (tranesterification) (Liang & Jiang, 2013) 

 
 2.1.1 สาหร่ายสะสมไขมัน (oleaginous microalgae) 
 สาหร่ายสะสมไขมัน (oleaginous microalgae) หมายถึง สาหร่ายที่สามารถสะสมไขมัน
ในเซลล์ได้มากกว่า 20% ของน้ าหนักเซลล์แห้ง พบเฉลี่ยค่าไขมันสะสม 1-70% หรืออาจสูงถึง 90% 
ของน้ าหนักเซลล์แห้งในบางสภาวะของการเพาะเลี้ยง (ตารางที่ 1) แต่โดยปกติจะพบสาหร่ายสะสม
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ไขมันในเซลล์ประมาณ 20-50% สาหร่ายเซลล์เดียวดิวิชั่น Chlorophyta โดยเฉพาะ Chlorella sp. 
มีปริมาณไขมันสะสมต่อน้ าหนักเซลล์ (lipid content) สูง เพาะเลี้ยงง่าย สามารถประยุกต์ใช้ในการ
ผลิตไขมันในระดับอุตสาหกรรมได้ ปัจจุบันสามารถเพาะเลี้ยง Chlorella sp. ในระดับขยายส่วนเพ่ือ
การผลิตไบโอดีเซล โดยสามารถผลิตไขมันสะสมในเซลล์ได้ถึง 55% ของน้ าหนักเซลล์แห้ง ในสภาวะ 
Heterotrophic ซึ่งมากกว่าสภาวะการเพาะเลี้ยงแบบ Autotrophic ถึง 4 เท่า (Miao & WU, 
2004) นอกจากนี้ห้องปฏิบัติการ Nation Renewable Energy Laboratory (NREL) ประเทศ
อังกฤษ สามารถพัฒนาโครงการ Engineering Cyclotella ที่สามารถเพาะเลี้ยงสาหร่ายระดับ
ห้องปฏิบัติการให้สะสมไขมันในเซลล์ได้ถึง 60% และสภาวะเปิดได้ถึง 40% ของน้ าหนักเซลล์ ซึ่ง
ปกติสาหร่ายจะสะสมไขมันได้เซลล์เพียง 5-20% เท่านั้น (Dünahay, Jarvis, Zeiler, Roessler, & 
Brown, 1992) 
 
ตารางที่ 1 ปริมาณไขมันสะสมในเซลล์ (lipid content) ของสาหร่ายบางชนิด 

ชนิดสาหร่าย สภาวะการเลี้ยง ปริมาณไขมัน 
(%, w/w) 

อ้างอิง 

Chaetoceros gracilis Photrotrophic 11.50 Araujo et al. (2016) 
Chaetoceros mulleri Photrotrophic 11.67 Araujo et al. (2016) 
Marine Chlorella sp. Photrotrophic 21.74 Srinuanpan, Cheirsilp, 

Kitcha, & Prasertsan 
(2017) 

Chlorella sp. Photrotrophic 43.20 Sengmee, Cheirsilp, 
Suksaroge, & Prasertsan 
(2017) 

Chlorella sp. L1 Photrotrophic 33.03 He, Yang, Wu, & Hu 
(2015) 

Chlorella protothecoides Photrotrophic 40.00 Espinosa-Gonzalez, 
Asomaning, Mussone, & 
Bressler (2014) 

Chlorella vulgaris Photrotrophic 52.49 Araujo et al. (2016) 
Dunaliella sp. Photrotrophic 30.12 Araujo et al. (2016) 
Isochrysis sp. Photrotrophic 21.25 Araujo et al. (2016) 
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ตารางที่ 1 ปริมาณไขมันสะสมในเซลล์ (lipid content) ของสาหร่ายบางชนิด (ต่อ) 

ชนิดสาหร่าย สภาวะการเลี้ยง ปริมาณไขมัน 
(%, w/w) 

อ้างอิง 

Isochrysis zhangjiangensis Photrotrophic 53.00 Feng, Chen, Xue, & 
Zhang (2011) 

Monoraphidium 
dybowskii Y2 

Photrotrophic 32.76 He, Yang, & Hu (2016) 

Monoraphidium sp. QLY-
1 

Photrotrophic 48.54 Zhao et al. (2016) 

Nannochloropsis sp. Photrotrophic 44.70 Thawechai, Cheirsilp, 
Louhasakul, 
Boonsawang, & 
Prasertsan (2016) 

Nannochloropsis sp. Photrotrophic 43.04 Guo et al. (2014) 
Nannochloropsis 
oceanica 

Photrotrophic 62.10 Li et al. (2016) 

Nannochloropsis oculata Photrotrophic  Araujo, Matos, 
Gonçalves, Fernandes, & 
Farias (2011) 

Scenedesmus sp. Photrotrophic 23.36 Srinuanpan et al. (2017) 
Scenedesmus obtusus 
XJ-15 

Photrotrophic 47.70 Xia, Ge, Zhou, Zhang, & 
Hu (2013) 

Tetraselmis chui Photrotrophic 17.25 Araujo et al. (2011) 
Tetraselmis tetrathele Photrotrophic 29.18 Araujo et al. (2011) 
Tribonema minus Photrotrophic 61.78 Hui, Wenjun, Wentao, 

Lili, & Tianzhong (2016) 
Tribonema sp. Photrotrophic 49.55 Guo et al. (2014) 

 
 2.1.2 ยีสต์และราสะสมไขมัน (oleaginous yeast and mold) 
 มีรายงานเกี่ยวกับยีสต์สะสมไขมันหลายสายพันธุ์ ได้แก่ Candida pseudolambica, 
Cystobasidium oligophagum, Issatchenkia occidentalis, Rhodosporidium 
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kratochvilovae, Trichosporon sp. และ Yarrowia lipolytica โดยสามารถสะสมไขมันในเซลล์
ได้สูงในสภาวะการเพาะเลี้ยงบางสภาวะ (ตารางที ่2) และมีองค์ประกอบของไขมันแตกต่างกันไปตาม
สายพันธุ์ของยีสต์ นอกจากนี้ยังพบราบางสายพันธุ์ที่สะสมไขมันในเซลล์ได้สูงเช่นกัน ได้แก่ 
Alternaria sp., Colletotrichum sp., Mortierella isabelline, Mucor circinelloides และ 
Trichoderma reesei แต่ถึงแม้ราจะสามารถสะสมไขมันในเซลล์ได้สูง (ตารางที่ 2) แต่ไขมันที่ผลิตได้
เป็นไขมันชนิดพิเศษ เช่น DHA, GLA, EPA และ ARA ซึ่งพบรายงานน้อยในการน าไขมันจากรามา
ผลิตเป็นไบโอดีเซล 
 
ตารางที่ 2 ปริมาณไขมันสะสมในเซลล์ (lipid content) ของยีสต์และราบางชนิด 

ชนิดยีสต์และรา แหล่งคาร์บอน ปริมาณไขมัน  
(%, w/w) 

อ้างอิง 

ยีสต์    
Candida 
pseudolambica 

Livestock wastewater 35.30 Chung, Lee, & Han ๖
(2016) 

Cystobasidium 
oligophagum JRC1 

Glucose 39.44 Vyas & Chhabra 
(2017) 

 Carboxymethylcellulose 36.46 
 Glycerol 42.04 
 Starch 41.54 
 Xylose 36.24 
Issatchenkia 
occidentalis 

Livestock wastewater 28.90 Chung et al. (2016) 

Rhodosporidium 
kratochvilovae 
HIMPA1 

Glucose and phenol 64.92 Patel, Sartaj, Arora, 
Pruthi, & Pruthi 
(2017) 

Trichosporon sp. Glucose 59.61 Brar, Sarma, Aslam, 
Polikarpov, & 
Chadha (2017) 

 Glycerol 56.02 
 Sugarcane 

bagasse hydrolysate 
40.50 
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ตารางที่ 2 ปริมาณไขมันสะสมในเซลล์ (lipid content) ของยีสต์และราบางชนิด (ต่อ) 

ชนิดยีสต์และรา แหล่งคาร์บอน ปริมาณไขมัน  
(%, w/w) 

อ้างอิง 

Yarrowia lipolytica Food waste leachates 49.00 Johnravindar, 
Karthikeyan, Selvam, 
Murugesan, & Wong 
(2018) 

รา    
Alternaria sp. Glucose 36.40-49.10 Dey, Banerjee, & 

Maiti (2011) 
Colletotrichum sp. Glucose 40.10-58.10 Dey et al. (2011) 
Mortierella isabellina 
ATCC42613 

Corn stover hydrolysate 30.00 Ruan, Zanotti, 
Archer, Liao, & Liu 
(2014) 

Mucor circinelloides 
MTCC1297 

Wastewater 22.11 Ruan, Zanotti, 
Archer, Liao, & Liu 
(2014) 

Trichoderma reesei 
NCIM992 

Wastewater 9.82 Ruan, Zanotti, 
Archer, Liao, Liu, et 
al. (2014) 

 
  2.1.3 แบคทีเรียสะสมไขมัน (oleaginous bacteria) 
 แบคทีเรียมีการสะสมไขมันในสภาวะจ าเพาะ และมีองค์ประกอบของไขมันแตกต่างจาก
ไขมันที่ได้จากจุลินทรีย์ชนิดอื่น ส่วนมากแบคทีเรียจะผลิตไขมันเชิงประกอบ (complex lipoid) และ
มีไม่กี่สายพันธุ์ที่สามารถผลิตไตรเอซิลกลีเซอรอล ซึ่งเป็นไขมันที่ใช้เป็นสารตั้งต้นในการผลิตไบโอ
ดีเซล ได้แก่ Bacillus subtilis, Rhodococcus opacus, Rhodococcus erythropolis และ 
Rhodococcus rhodochrous (ตารางที่ 3) นอกจากนี้มีรายงานว่า Gordonia sp. และ 
Rhodococcus opacus สามารถเจริญเติบโตในบางสภาวะที่ให้เซลล์ชีวมวลเพียง 1.88 กรัมต่อลิตร 
แต่สะสมไขมันในเซลล์สูงถึง 80% ของน้ าหนักเซลล์ (Gouda, Omar, & Aouad, 2008) เนื่องจากมี
การศึกษากระบวนการผลิตไขมันสะสมในเซลล์ของแบคทีเรียอย่างกว้างขวาง ท าให้เข้าใจถึงระดับการ
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ควบคุมกระบวนการผลิตระดับยีน ดังนั้นจึงใช้เทคนิคทางพันธุวิศวกรรมเพ่ือปรับปรุงพันธุ์ของ
แบคทีเรียให้สามารถสะสมไขมันในเซลล์ได้สูงขึ้น 
 
ตารางที่ 3 ปริมาณไขมันสะสมในเซลล์ (lipid content) ของแบคทีเรียบางชนิด 

ชนิดแบคทีเรีย แหล่งคาร์บอน ปริมาณไขมัน 
(%, w/w) 

อ้างอิง 

Bacillus subtilis 
HB1310 

cotton stalk 
hydrolysate 

39.80 Zhang, Li, & Xia 
(2014) 

Rhodococcus opacus 
DSM 1069 

Pine organosolv 
pretreatment effluent 

26.99 Wells, Wei, & 
Ragauskas (2015) 

Rhodococcus opacus 
DSM 43205 

Biomass gasification 
wastewater 

62.80 Goswami, Tejas 
Namboodiri, Vinoth 
Kumar, Pakshirajan, 
& Pugazhenthi (2017) 

Rhodococcus opacus 
PWD4 

Glucose 16.24-67.29 Cortes & de Carvalho 
(2015) 

Rhodococcus 
erythropolis DCL14 

Glucose 34.81-80.25 Cortes & de Carvalho 
(2015) 

Rhodococcus 
rhodochrous 

Glucose, HBA & VA >40.00 Shields-Menard et al. 
(2017) 

Rhodococcus 
rhodochrous 

Glucose & phenol 35.00 Shields-Menard et al. 
(2017) 

หมายเหตุ : HBA คือ 4-hydroxybenzoic acid 
     VA คือ vanillic acid 
 
 
2.2 ยีสต์สะสมไขมัน (oleaginous yeast) 
  
 ยีสต์ (yeast) หมายถึงราที่มีลักษณะเป็นเซลล์เดี่ยว มีการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ โดยการ
แตกหน่อ (budding) หรือแบ่งตัว (fission) เนื่องจากเป็นเซลล์เดียวจึงเจริญและสืบพันธุ์ได้เร็วกว่า
เชื้อราที่เป็นเส้นสาย และมีการเปลี่ยนแปลงทางเคมีได้ดีกว่า เนื่องจากมีอัตราส่วนของพ้ืนผิวต่อ
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ปริมาตรสูงกว่า ยีสต์พบได้ทั่วไปในธรรมชาติ ส่วนใหญ่เป็นแซโพรไฟต์อาศัยอยู่บนสารอินทรีย์ที่ตาย
แล้ว หลายชนิดพบในดิน ชนิดของยีสต์ในดินสัมพันธ์กับแหล่งที่อยู่ของเชื้อ ความสามารถที่จะอยู่รอด
ในธรรมชาติ องค์ประกอบของดิน อุณหภูมิ แสงแดด ความชื้น และปัจจัยอ่ืนๆ แต่แหล่งที่สามารถพบ
ยีสต์ได้ปริมาณสูง คือ แหล่งที่มีความเข้มข้นของน้ าตาลสูง เช่น น้ าผลไม้ที่มีรสหวาน ยีสต์ที่มีอยู่ตาม
ธรรมชาติมักจะปนลงไปในอาหาร เป็นสาเหตุของอาหารเน่าเสียได้ 
 ยีสต์เป็นเซลล์แบบยูคาริโอต โดยทั่วไปขนาดของเซลล์ยีสต์ใหญ่กว่าแบคทีเรีย มีขนาดตั้งแต่ 
1-5 ไมโครเมตร และความยาว 5-30 ไมโครเมตร หรือมากกว่า มักมีรูปไข่ แต่บางชนิดมีรูปร่างยาว
และบางชนิดเป็นทรงกลม ยีสต์แต่ละชนิดมีรูปร่างโดยเฉพาะ แม้จะเลี้ยงเป็นเชื้อบริสุทธิ์ก็ยังมีความ
แตกต่างที่ขนาดและรูปร่างของแต่ละเซลล์ซึ่งขึ้นอยู่กับอายุและสภาพแวดล้อมในการเพาะเลี้ย ง (นง
ลักษณ์ สุวรรณพินิจ & ปรีชา สุวรรณพินิจ, 2544) 
 ในปัจจุบันการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพรุ่นที่สองจากมวลชีวภาพที่ไม่ใช่อาหาร (non-food 
biomass) ได้รับความสนใจจากนักวิจัยและอุตสาหกรรมทั่วโลกเพ่ือรองรับความต้องการการใช้
พลังงาน ไบโอดีเซลคืออัลคิลเอส-เตอร์ของกรดไขมัน (Fatty Acid Alkyl Esters (FAAEs)) ที่ได้จาก
ปฏิกิริยา ทรานเอสเตอริฟิเคชั่นระหว่างแอลกอฮอล์กับไตรเอซิลกลีเซอรอล (Triacylglycerols 
(TAGs)) ไตรเอ   ซิลกลีเซอรอลพบมากในรูปของไขมันสะสมของพืชน้ ามันและไขมันสัตว์ที่เป็นอาหาร
ของมนุษย์และสัตว์จึงเป็นข้อจ ากัด (Galafassi et al., 2012) การผลิตน้ ามันและไขมัน หรือไขมัน
จากเซลล์เดี่ยว (single cell oils) ซึ่งไขมันที่สะสมในเซลล์จึงได้รับความสนใจมากขึ้น โดยเฉพาะยีสต์
สะสมไขมันซึ่งเป็นสิ่งมีชีวิตเซลล์เดียวที่ทราบกลไกทางชีวเคมีในการสร้างไขมันเป็นอย่างดีแล้ว  โดย
สามารถผลิตไขมันที่มีองค์ประกอบของไขมันประมาณ 95% เป็นไตรกลีเซอไรด์ (triglyceride) และ
ยังพบฟอสฟอลิพิด (phospholipids) ไฮโดรคาร์บอน (hydrocarbon) สฟิงโกลิพิด 
(sphinggolipids) และสเตียรอยด์ (steroid compound) ที่มีความคล้ายกับน้ ามันจากพืช ท าให้มี
ศักยภาพในการน าไปผลิตเป็นไบโอดีเซลได้เช่นเดียวกันกับน้ ามันพืช โดยผ่านกระบวนการทรานเอ
สเทอริฟิเคชั่น (tranesterification) นอกจากนี้การผลิตไขมันจากยีสต์ยังมีข้อได้เปรียบกว่าการปลูก
พืชน้ ามัน คือ ยีสต์มีช่วงชีวิตสั้นจึงเก็บเกี่ยวผลผลิตได้เร็ว ใช้แรงงานน้อย ไม่ได้รับผลกระทบจาก
สภาพอากาศหรือฤดูกาล และพัฒนาการผลิตในระดับขยายส่วนได้ง่าย (Chisti, 2008) กรดไขมันที่
ผลิตได้จากยีสต์สะสมไขมัน (oleaginous yeasts) ส่วนใหญ่เป็นกรดไขมันที่มีองค์ประกอบคล้ายกับ
องค์ประกอบของน้ ามันจากพืช โดยกรดไขมันเป็นสารประกอบอินทรีย์ในกลุ่มสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอน (hydrocarbon compounds) ซึ่งประกอบด้วยธาตุคาร์บอนต่อกันเป็นโซ่ยาวและมี
หมู่คาร์บอกซิล (-COOH) ต่อที่ปลายข้างหนึ่งของโมเลกุล กรดไขมันหลักที่พบในยีสต์และราสะสม
ไขมันส่วนใหญ่เป็นกรดไขมันไม่อ่ิมตัว (polyunsaturated fatty acids) ประกอบด้วยกรดโอเลอิก 
(oleic acid; C18:1) กรดลิโนเลอิก (linoleic acid; C18:2) และยังพบกรดปาล์มาติก (palmitic 
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acid; C16:0) หรือกรดปาล์มิโตเลอิก (palmitoleic acid; C16:1) (Meng et al., 2009) ดังแสดงใน
ตารางที่ 4 ยีสต์สะสมไขมันส่วนมากจะสะสมไขมันภายในเซลล์ (intracellular lipid) ในรูปของหยด
น้ ามัน (oil droplet)  
 
ตารางที่ 4 องค์ประกอบของกรดไขมันจากเชื้อจุลินทรีย์บางชนิด 

จุลินทรีย์ 
องค์ประกอบไขมัน (%, น้ าหนักต่อไขมันทั้งหมด) 

C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 

สาหร่าย 12-21 55-57 1-2 58-60 4-20 14-30 
ยีสต์ 11-37 1-6 1-10 28-66 3-24 1-3 
รา 7-23 1-6 2-6 19-81 8-40 4-42 
แบคทีเรีย 8-10 10-11 11-12 25-28 14-17 - 

ที่มา: Meng et al. (2009) 
 
 ปริมาณและองค์ประกอบของยีสต์สะสมไขมันแต่ละชนิดมีความคล้ายคลึงกันท าให้มี
คุณสมบัติที่สามารถน าไปเป็นวัตถุดิบในการผลิตเป็นไบโอดีเซลที่มีคุณภาพดีได้ ซึ่งคุณภาพของ
น้ ามันไบโอดีเซลจะมีคุณภาพดีหรือไม่ดีนั้นขึ้นอยู่กับองค์ประกอบและปริมาณของกรดไขมันที่ใช้เป็น
วัตถุดิบในการผลิตเป็นน้ ามัน ไบโอดีเซล รวมถึงขั้นตอนและกระบวนการผลิตน้ ามันไบโอดีเซลด้วย 
ไขมัน (lipid) คือ สารประกอบอินทรีย์ที่ประกอบด้วยธาตุหลัก คือ คาร์บอน ไฮโดรเจน และ
ออกซิเจน บางครั้งอาจมีไนโตรเจนและฟอสฟอรัสประกอบด้วย และเป็นสารชีวโมเลกุลที่มีอยู่ใน
สิ่งมีชีวิตและมีคุณสมบัติไม่ละลายน้ า แต่ละลายได้ในตัวท าละลายอินทรีย์ชนิดไม่มีขั้ว (non-polar) 
เช่น คลอโรฟอร์ม (chloroform) อีเทอร์ (ether) ปิโตรเลียมอีเทอร์ (petroleum ether) ไดเอธิล
อีเทอร์ (diethyl ether) เบนซิล (benzene) และเฮกเซน (hexane) เป็นต้น และตัวท าละลายชนิดที่
มีขั้วน้อย เช่น แอลกอฮอล์ อะซิโตน เป็นต้น ในโมเลกุลของไขมันจะประกอบด้วยส่วนที่เป็น
ไฮโดรคาร์บอนซึ่งมีลักษณะไม่มีขั้ว มีคุณสมบัติไม่ชอบน้ า (hydrophobicity) อยู่ในโครงสร้างไขมัน 
บางชนิดจะมีหมู่ที่มีขั้วซึ่งมีคุณสมบัติชอบน้ า (hydrophilicity) ต่อกับส่วนไม่มีขั้ว ท าให้สมบัติไขมัน
นั้นมีลักษณะเป็นแอมฟิไฟล์ (amphiphile or amphipathic molecule) มีการจ าแนกชนิดของ
ไขมันออกเป็น 3 กลุ่มใหญ่ (รัตนภรณ์ ลีสิงห์, 2551) คือ 

1) ไขมันธรรมดา (simple lipids) เป็นเอสเทอร์ของกรดไขมันกับแอลกอฮอล์ชนิด
ต่างๆ แบ่งออกได้ดังนี้ ไขมันแท้ (true fats) และขี้ผึ้ง (waxs) ไขมันแท้ประกอบด้วยกรดไขมันกับกลี
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เซอรอล เมื่ออยู่ในสภาวะของเหลวที่อุณหภูมิห้องเรียกว่าน้ ามัน (oil) ส่วนขี้ผึ้งประกอบด้วยกรดไขมัน
กับแอลกอฮอล์ที่ไม่ใช่กลีเซอรอล มีน้ าหนักโมเลกุลสูง  

2) ไขมันเชิงประกอบ (compound lipids) เป็นเอสเทอร์ของกรดไขมันกับ
แอลกอฮอล์และมีสารอ่ืนๆ รวมอยู่ด้วย ได้แก่ ฟอสโฟลิพิด (phospholipids) ไกลโคลิพิด 
(glycolipids) และไลโปโปรตีน (lipoprotein) 

3) อนุพันธ์ไขมัน (derived lipids) เป็นสารประกอบที่ได้จากการเกิดไฮโดรไลซีส 
(hydrolysis) ของไขมันธรรมดาและไขมันเชิงประกอบ ได้แก่ กรดไขมัน กลีเซอรอล โมโนกลีเซอไรด์ 
ไตรกลีเซอไรด์ สเตรียรอยด์ คลอเรสเตอรอล คาโรตีนอยด์ เป็นต้น 

 
 2.2.1 องค์ประกอบของไขมัน (lipid components) ในยีสต์ (Rattray, Schibeci, & 
Kidby, 1975) 

2.2.1.1 กรดไขมัน (fatty acids) 
กรดไขมันเป็นสารประกอบอินทรีย์ ในกลุ่ มสารประกอบไฮโดรคาร์บอน 

(hydrocarbon compounds) ซึ่งประกอบด้วยธาตุคาร์บอนต่อกันเป็นโซ่ยาวและมีหมู่คาร์บอกซิล  
(-COOH) ต่อที่ปลายข้างหนึ่งของโมเลกุลซึ่งเป็นตัวชี้คุณสมบัติของกรดอินทรีย์ (ภาพที่ 1) 
องค์ประกอบไขมันในเซลล์ยีสต์พบเป็นกรดไขมันประมาณ 70-90% เช่น Candida lipolytica และ 
Hansenula valbyensis พบกรดไขมัน 40% ของไขมันที่สกัดได้จากเซลล์ทั้งหมด ยีสต์แต่ละสาย
พันธุ์มีการสะสมไขมันในเซลล์ที่มีองค์ประกอบของกรดไขมันแตกต่างกันออกไป (ตารางที่ 5) แต่
โดยทั่วไปกรดไขมันหลักในยีสต์มีลักษณะเป็นโซ่ตรงที่มีจ านวนคาร์บอน 16 และ 18 อะตอม (C16 
และ C18) ซึ่งส่วนมากเป็นกรดไขมันไม่อ่ิมตัว โดยเฉพาะกรดโอเลอิก (oleic acid; C18:1) นอกจากนี้
ยังพบกรดลิโนเลอิก (linoleic acid; C18:2) และกรดลิโนเลนิก (linolenic; C18:3) ในยีสต์บางสาย
พันธุ์ 
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ภาพที่ 1 โครงสร้างของกรดไขมันบางชนิด 
(Rustan & Drevon, 2005) 

 
ตารางที่ 5 ปริมาณกรดไขมันในยีสต์บางสายพันธุ์ 

ยีสต์ 
ชนิดกรดไขมัน (%,น้ าหนักต่อไขมันทั้งหมด) 

อ้างอิง 
C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 

Cryptococcus 
curvatus 

32 1.0 8.0 48 9.0 - Sankh, Thiru, 
Saran, & 
Rangaswamy 
(2013) 

Cryptococcus 
curvatus 

23 0.9 16.7 39.6 15.2 0.66 (Liang, Cui, 
Trushenski, & 
Blackburn 
(2010) 

Candida 
lipolytica 

21.6 5.2 27.1 19.0 12.0 - Karatay & 
Dönmez (2010) 

Candida 
tropicalis 

29.7 5.0 56.2 2.3 - - Karatay & 
Dönmez (2010) 
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ตารางที่ 5 ปริมาณกรดไขมันในยีสต์บางสายพันธุ์ (ต่อ) 

ยีสต์ 
ชนิดกรดไขมัน (%,น้ าหนักต่อไขมันทั้งหมด) 

อ้างอิง 
C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 

Pichia 
kudriavzevii 

29.3 1.0 8.89 41.9 9.22 - Sankh et al. 
(2013) 

Rhodotorula 
mucilaginosa 

26.2 - 37.3 22.3 6.5 - Karatay & 
Dönmez (2010) 

Trichosporon 
fermentans 

27.5 5.8 54.2 10.1 - - Huang, Wu, Li, 
& Zong (2012) 

 
2.2.1.2 ไฮโดรคาร์บอนและสเตอรอล (hydrocarbons and sterols) 
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนคือสารที่ประกอบด้วยธาตุคาร์บอนและไฮโดรเจน

เท่านั้น โมเลกุลของสารไฮโดรคาร์บอนที่เล็กที่สุดประกอบด้วยธาตุคาร์บอนเพียงหนึ่งอะตอม เมื่อ
จ านวนคาร์บอนเพ่ิมขึ้น อาจพบโครงสร้างทั้งแบบเป็นโซ่ตรงหรือมีการแตกกิ่ง สารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนที่พบในเซลล์ยีสต์อาจพบสายโซ่ของธาตุคาร์บอนยาวมากกว่า 40 อะตอม เช่น พบ
จ านวนคาร์บอน 10-31 อะตอม (C10-C31) ในยีสต์ Saccharomyces oviformis และ S. ludwigii  

สเตอรอยด์ เป็นไขมันที่มี โครงสร้ าง เป็นรูปวงแหวน Perhydrocyclopen-
tanophenanthrene ซึ่งเป็นเหตุท าให้สเตอรอยด์มีคุณสมบัติไม่ละลายในน้ า แต่ละลายในไขมันและ
ตัวท าละลายอินทรีย์ สเตอรอลที่พบในเซลล์มีปริมาณ 0.03-4.6% ของน้ าหนักเซลล์แห้ง หรือ      
<1-10% ของไขมันทั้งหมดในเซลล์ ยีสต์ในจีนัส Saccharomyces พบสเตอรอลจ านวนมากในเซลล์ 
โดยเฉพาะเออร์โกสเตอรอลเป็นสเตอรอลที่พบได้มากในยีสต์ S. cerevisiae, Kluyueromyces 
fragilis และ Candida albican ที่พบมากถึง 90% ของสเตอรอลทั้งหมด  

2.2.1.3 กลีเซอโรฟอสโฟลิพิด (glycerophospholipids) 
กลีเซอโรฟอสโฟลิพิด หรือฟอสโฟลิพิด (phospholipid) หรือฟอสโฟกลีเซอไรด์ 

(phosphoglyceride) หรือกลีเซอรอลฟอสฟาไทด์ (glycerol phosphatide) เป็นเอสเตอร์ระหว่าง
กรดฟอสโฟริก (H3PO4) กับหมู่ไฮดรอกซิลหนึ่งหมู่ของกลีเซอรอล เป็นส่วนประกอบที่ส าคัญของเยื่อ
หุ้มเซลล์ของสิ่งมีชีวิต เซลล์ยีสต์ส่วนมากจะมีฟอสโฟลิพิด 3.0-7.0% ของน้ าหนักเซลล์แห้ง โดยจะพบ
ฟอสโฟฟาติดิลคอลีน (phosphophatidyl choline) 35-55% ฟอสฟาติดิลเอตทาโนลามีน 
(phosphatidyl ethanolamine) 20-32% ฟอสฟาติดิลอินโนซิทอล (phosphatidyl inositol)     
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9-22% ฟอสฟาติดิลเซอรีน (phosphatidyl serine) 4-18% และฟอสโฟลิพิดอ่ืนๆ <10% ของฟอส
โฟลิพิดทั้งหมด  

กลีเซอโรฟอสโฟลิพิดมีส่วนที่ไม่ชอบน้ าเป็นกรดไขมันสองสายต่ออยู่กับกลีเซอรอล 
ส่วนที่ชอบน้ าเกิดจากหมู่ฟอสเฟตจับกับหมู่ไฮดรอกซิลของกลีเซอรอล และพบมากที่ผนังเซลล์ยีสต์ 
เช่น พบ 15 และ 39% ของไขมันทั้งหมดในยีสต์ Trigonopsis variabilis และ Candida albican 
ตามล าดับ  
  2.2.1.4 สฟิงโกลิพิด (sphingolipids) 
  สฟิงโกลิพิดเป็นการรวมตัวของสฟิงโกซายน์ (sphingosine) กับกรดไขมันและหมู่
ฟอสเฟต เป็นไขมันที่เป็นองค์ประกอบในเยื่อหุ้ม และไม่มีกลีเซอรอลเป็นส่วนประกอบ พบจ านวน
คาร์บอน 18 และ 20 อะตอม (C18 และ C20) ในอัตราส่วน 9:1 มีปริมาณ 2-3% ของไขมันทั้งหมดที่
พบในยีสต์ Candida intermedia นอกจากนี้ยังมีรายงานเกี่ยวกับองค์ประกอบของสฟิงโกลิพิด เช่น 
สฟิงโกซายน์ (sphingosine) ไดไฮโดรสฟิงโกซายน์ (dihydrosphingosines) และไฟโตสฟิงโกซายน์ 
(phytosphingosines) ที่พบในยีสต์ Torulopsis utilis, Candida utilis, และ S. cerevisiae เป็น
ต้น บทบาทหน้าที่ของสฟิงโกลิพิดในยีสต์ยังไม่เป็นที่ทราบชัดเจน แต่มีรายงานว่าการที่ไฟโตสฟิงโก
ซายน์เกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชัน (esterification) ด้วยหมู่แอซีทิล (acetyl group) บนเยื่อหุ้ม
เซลล์ของยีสต์ Hansenula ciferrii ท าให้ยีสต์มีแนวโน้มในการสร้างเพลลิเคิล (pellicle) ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว 
  2.2.1.5 ไกลโคลิพิด (glycolipids) 
  ไกลโคลิพิดประกอบด้วยคาร์โบไฮเดรตเชื่อมต่อไขมันมีหน้าที่ให้พลังงาน และเป็น
ตัวก าหนดเครื่องหมายเพ่ือการจดจ าของเซลล์ ปรากฏอยู่ที่จุดเชื่อมต่อระหว่างฟอสโฟลิพิดกับโซ่
คาร์โบไฮเดรต ไกลโคลิพิดมีโครงสร้างจ านวนคาร์บอนอะตอมเป็นจ านวนคี่ และมากกว่า 18 อะตอม 
(>C18) ไกลโคลิพิดที่พบในเซลล์ยีสต์ ได้แก่ สเตอริลไกลโคไซด์ (steryl glycoside) ซัลโฟลิพิด 
(sulfolipid) และเอซิลกลูโคส (acyl glucose) ซึ่งเป็นองค์ประกอบในผนังเซลล์ของ S. cerevisiae 
เป็นต้น นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าจะพบเอซิลกลูโคสปริมาณมากภายในเซลล์ยีสต์ เมื่อเพาะเลี้ยงยีสต์
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบด้วยกลูโคส ซึ่งเป็นกระบวนการจัดเก็บและขนส่งกลูโคสภายในเซลล์ยีสต์ 
 
2.3 กระบวนการผลิตไขมันในยีสต์สะสมไขมัน 
 
 จุลินทรีย์จะสะสมไขมันเมื่อมีการเลี้ยงจุลินทรีย์ในสภาวะที่มีปริมาณแหล่งคาร์บอนที่มีมาก
เกินพอและมีการจ ากัดปริมาณแหล่งไนโตรเจน ดังนั้นจุลินทรีย์ที่สามารถสะสมไขมันและผลิตไขมันได้
ในปริมาณมากต้องสามารถเข้าสู่การสังเคราะห์ไขมันได้ทันที โดยจุลินทรีย์ที่สังเคราะห์ไขมันต้องมี
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คุณสมบัติดังนี้ คือ มีความสามารถในการผลิตอะซิติลโคเอนไซม์ เอ (Acetyl-CoA) ได้อย่างต่อเนื่อง
ภายในเซลล์ ซึ่งจะเป็นสารตั้งต้นส าหรับการสังเคราะห์กรดไขมัน และมีความสามารถในการผลิต 
NADPH มากเพียงพอเพ่ือใช้ในการสังเคราะห์กรดไขมัน การสังเคราะห์อะซิติลโคเอนไซม์ เอ (Acetyl-
CoA) ในจุลินทรีย์สะสมไขมันจะเกิดขึ้นเมื่อมีเอนไซม์ ATP: citrate lyase (ACL) (Ratledge, 2004) 
 เชื้อจุลินทรีย์เป็นสิ่งมีชีวิตที่เหมาะสมต่อการผลิตไขมันและได้รับความสนใจในการศึกษา
ค้นคว้าเพ่ือพัฒนาการผลิตไขมันมากขึ้น เนื่องจากจุลินทรีย์มีความหลากหลายของสายพันธุ์และ
สามารถใช้สารตั้งต้นราคาถูกเพ่ือการเจริญและผลิตไขมัน นอกจากนี้ยังสามารถพัฒนากระบวนการ
ผลิตไขมันในระดับขยายส่วนได้ง่ายอีกด้วย ในสภาวะการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ที่มีแหล่งคาร์บอนมาก
เกินพอ แบคทีเรียจะย่อยสลายคาร์บอนไปเป็นพอลิแซคคาไรด์และกรดไขมันที่อยู่ ในรูป 
polyhydroxyalkanoate ในขณะที่ยีสต์จะสะสมแหล่งคาร์บอนที่มากเกินพอ เช่น ไกลโคเจนและ
ไขมันที่อยู่ในรูปของ ไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol; TAGs) ยีสต์มีลักษณะจ าเพาะที่สามารถ
ใช้แหล่งคาร์บอนได้แตกต่างกัน แต่จะพบการสะสมไขมันสูงในสภาวะที่มีปริมาณแหล่งคาร์บอนมาก
เกินพอหรือมีปริมาณแหล่งไนโตรเจนที่จ ากัด นอกจากนี้ปัจจัยอ่ืนๆ ที่เกี่ยวข้องด้วยเช่นกัน เช่น 
อุณหภูมิ และ pH  
 ยีสต์สะสมไขมันสามารถแบ่งระยะการเจริญออกได้ 3 ระยะ ได้แก่ (1) ระยะเพ่ิมจ านวน
เซลล์ (exponential growth phase) โดยที่ยีสต์จะมีการเพ่ิมจ านวนเซลล์อย่างรวดเร็วในระยะนี้ (2) 
ระยะการสะสมไขมัน (lipid accumulation phase) เป็นระยะที่พบการสะสมไขมันสูงที่สุด ในขณะ
ที่พบการเจริญต่ าเนื่องจากแหล่งอาหาร เช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และซัลเฟอร์ เป็นต้น มีปริมาณ
จ ากัด (3) ระยะคงที่ (stationary phase หรือ late accumulation phase) เป็นระยะที่พบการ
สะสมไขมันในปริมาณน้อย เมื่อปริมาณแหล่งไนโตรเจนถูกใช้ ไปหมดจะพบ adenosine 
monophosphate (AMP) ภายในเซลล์ลดลง เนื่องจากเอนไซม์ adenosine monophosphate 
deaminase ถูกกระตุ้นให้ท างาน ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่พบในยีสต์สะสมไขมันแต่ไม่พบในยีสต์ที่ไม่มี
ความสามารถในการผลิตไขมัน เอนไซม์จะเปลี่ยน AMP กลายเป็น inosine 5’- monophosphate 
และ ammonium เมื่อ AMP ในเซลล์ลดลงมีผลท าให้เอนไซม์ isocitrate dehydrogenase ถูก
ยับยั้งไม่สามารถย่อยสลาย isocitrate ผ่านกระบวนการ tricarboxylic acid cycle (TCA) ท าให้ 
isocitrate สะสมในรูป citrate ในยีสต์สะสมไขมันจะมีการผลิต phosphatidic acid (PA) จาก 
glycerol-3-phosphate (G-3-P) หรือ dihydroxyacetone phosphate (DHAP) ขึ้นกับชนิดของ
แหล่งคาร์บอน จากนั้นเอนไซม์ phosphatidate phosphatase (PAP) จะสลาย PA ไปเป็น 
Diacylglycerol (DAG) ผ่านกระบวนการ dephosphorylation reaction (ภาพที่ 2) สุดท้าย DAG 
จะถูกเปลี่ยนไปเป็นของไตรเอซิลกลีเซอรอล (TAG) ด้วยเอนไซม์ diacylglycerol acyltransferases 
ทั้งนี้ข้ึนกับสายพันธุ์ของยีสต์และปริมาณ acetyl CoA กรดไขมันที่ผลิตได้จากยีสต์สะสมไขมันมีความ
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หลากหลายขึ้นกับสายพันธุ์ของยีสต์ แต่จะพบชนิดกรดไขมันหลักๆ ได้แก่ myristic acid (C14:0), 
palmitic acid (C16:0), palmitoleic acid (C16:1), stearic acid (C18:0), oleic acid (C18:1), 
linoleic acid (C18:2) และ linolenic acid (C18:3) ซึ่งมีลักษณะคล้ายกับไขมันที่ผลิตได้จากพืช
และสาหร่าย 

 
 

ภาพที่ 2 กระบวนการผลิตสารตั้งต้นส าหรับการผลิตไตรเอซิลกลีเซอรอล 
สะสมในเซลล์ของยีสต์สะสมไขมัน 

(Patel, Arora, Sartaj, Pruthi, & Pruthi, 2016) 
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2.4 ลิกโนเซลลูโลส (lignocellulose)  
 
 ปัจจุบันลิกโนเซลลูโลสเป็นสารประกอบชีวมวลที่มีปริมาณมากที่สุดในโลก พบมากในผนัง
เซลล์ของพืช ได้แก่ เศษวัสดุเหลือทิ้งจากไม้ ทั้งไม้เนื้อแข็งและไม้เนื้ออ่อน เศษวัสดุจากการเกษตร 
เช่น ซังข้าวโพด เส้นใยข้าวโพด ชานอ้อย แกลบ และพวกฟางข้าว ขยะจากกระบวนการแปรรูป
อาหารและจากบ้านเรือน รวมถึงมูลสัตว์ต่างๆ ซึ่งลิกโนเซลลูโลสนี้เมื่อผ่านกระบวนการปรับสภาพจะ
ได้เป็นน้ าตาลออกมาที่เชื้อจุลินทรีย์สามารถน าไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนเพ่ือการเจริญได้  (รัชพล พะ
วงศ์รัตน์, 2558) 

 
 2.4.1 องค์ประกอบของวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรประเภทลิกโนเซลลูโลส   
 ประกอบด้วยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน (ภาพที่ 3) ในอัตราส่วนแตกต่างกันขึ้นอยู่
กับประเภทของวัสดุลิกโนเซลลูโลส (ตารางที่ 6) โดยทั่วไปพบเซลลูโลส 40-60% เฮมิเซลลูโลส 20-
30% และลิกนิน 15-30% 
 

 
 

ภาพที่ 3 โครงสร้างและองค์ประกอบทางเคมีของลิกโนเซลลูโลส 
(Doshi & Karolia, 2016) 
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  2.4.1.1 เซลลูโลส (cellulose) 
  เซลลูโลสเป็นองค์ประกอบที่พบมากในวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส โดยพบในส่วน
ของผนังเซลล์ของพืช อยู่รวมกับเฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ปริมาณที่พบแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับชนิด
และส่วนของพืช เช่น เนื้อไม้พบประมาณ 40-50% และเส้นใยฝ้ายพบประมาณ 98% 
 
ตารางที่ 6 องค์ประกอบของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลกินินในวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 

วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ปริมาณเซลลูโลส 
(%) 

ปริมาณเฮมิ 
เซลลูโลส (%) 

ปริมาณลิกนิน 
(%) 

ไม้เนื้อแข็ง 40-55 24-40 18-25 
ไม้เนื้ออ่อน 45-50 25-35 25-35 
เปลือกถ่ัว 25-30 25-30 30-40 
ซังข้าวโพด 45 35 15 
หญ้า 25-40 35-50 10-30 
ฟางข้าว 30 50 15 
ใบไม ้ 15-20 80-85 0 
ใยเมล็ดฝ้าย 80-95 5-20 0 
หญ้าคอสทอล เบอมิวดา 25 35.7 6.4 
หญ้าสวิช 45 31.4 12.0 

ที่มา: รัชพล พะะวงศ์รัตน์ (2558) 
 
  เซลลูโลสเป็นโฮโมโพลิเมอร์มีลักษณะเป็นเส้นตรง ไม่มีกิ่งก้าน ประกอบด้วยหน่วย
ย่อยคือ เบต้า-ดี-กลูโคไพราโนส (β-D-glucopyranose) เชื่อมต่อด้วยพันธะเบต้า 1,4-ไกลโคซิดิก (β-
1,4-glycosidic bond) เกิดเป็นโพลิเมอร์กลูแคน (glucan) มีความยาวตามธรรมชาติประมาณ 
10,000 หน่วย ยึดเหนี่ยวกันด้วยพันธะไฮโดรเจน โดยทั่วไปในธรรมชาติพบเซลลูโลส 2 แบบ คือ 
Crystalline cellulose และ Amorphous cellulose โดยส่วนของ Crystalline cellulose จะถูก
ย่อยสลายด้วยเอนไซม์ยากกว่า Amorphous ส าหรับโครงสร้างทางเคมีของเซลลูโลส แสดงในภาพที ่
4 
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ภาพที่ 4 โครงสร้างทางเคมีของเซลลูโลสที่ประกอบโมเลกุลของกลูโคส 
ที่เชื่อมต่อกันด้วยพันธะเบต้า 1,4-ไกลโคซิดิก 

 (Moon, Martini, Nairn, Simonsen, & Youngblood, 2011) 
 

  2.4.1.2 เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose)  
  เฮมิเซลลูโลสซึ่งเป็นองค์ประกอบชนิดหนึ่งในวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสเป็น เฮท
เทอร์โรโพลิเมอร์ของน้ าาตาลชนิดต่างๆ หลายชนิดผสมกัน เช่น กลูโคส แมนโนส ไซโลส และอะราบิ
โนส ซึ่งพบอยู่ในรูปโพลิเมอร์ไซแลน แมนแนน กาแลกแตน และอะราบิแนน มีความยาวเฉลี่ย
ประมาณ 200 หน่วย โดยในพอลิเมอร์ไวแลน ดี-ไซโลสมีปริมาณมากที่สุดคือ 85-93% ส่วน
องค์ประกอบอื่น เช่น กลูโคส กรดกลูคิวโรนิก กรดกาแลคตูโรนิก จะพบปริมาณน้อย โดยไซโลสที่พบ
จะเชื่อมด้วยพันธะเบต้า 1,4 ไกลโคซิดิก ส าหรับโครงสร้างทางเคมีของไซแลน แสดงในภาพที ่5  

 
ภาพที่ 5 โครงสร้างโมเลกุลของไซแลน 

(Bastawde, 1992) 
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  2.4.1.3 ลิกนิน (lignin)  
  ลิกนินเป็นสารประกอบประเภทอะโรมาติกที่พบในส่วนผนังเซลล์ของพืช  พบใน
ปริมาณที่แตกต่างไปตามชนิดของพืชในธรรมชาติ ลิกนินเป็นส่วนป้องกันเซลลูโลสไม่ให้ถูกย่อยสลาย
ได้ง่ายโดยเอนไซม์ของจุลลินทรีย์ ลิกนินเป็นเฮเทอโรพอลิเมอร์ที่มีโครงสร้างแบบ 3 มิติ ไม่ตกผลึก 
ประกอบด้วยสารประกอบอะโรมาติก 3 ชนิด ประกอบด้วย tran-p-coumaryl alcohol, trans-
coniferyl alcohool และ trans-p-sinapyl alcohol นอกจากนี้โมเลกุลของลิกนินยังเชื่อมต่อกับ
สารประกอบอะโรมาติกอ่ืนอีกมากมาย เช่น Vanillin และ Syringaldehyde สูตรโครงสร้างของ 
tran-p-coumaryl alcohol, trans-coniferyl alcohool และ trans-p-sinapyl alcohol แสดงดัง
ภาพที ่6 

 
ภาพที่ 6 สูตรโครงสร้างของ (ก) trans-coniferyl alcohol (ข) trans-p-sinapyl alcohol 

(ค) tran-p-coumaryl alcohol 
(Eriksson, Blanchette, & Ander, 1990) 

 

2.5 การปรับสภาพลิกโนเซลลูโลส (pretreatment method)  
 
 ในกระบวนการปรับสภาพวัตถุดิบจะกระตุ้นให้มีการเปลี่ยนคุณสมบัติทางด้านกายภาพคือ 
ท าให้ชั้นแมทริกซ์ของวัสดุลิกโนเซลลูโลสถูกท าลายซึ่งมีผลท าให้เอนไซม์สามารถท างานอย่างมี
ประสิทธิภาพส่งผลต่อการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสสามารถท างานได้ง่ายขึ้น จุดประสงค์ของการปรับ
สภาพวัตถุดิบ คือ เป็นการก าจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ลดความเป็นผลึกของเซลลูโลส และเพ่ิ ม
ความพรุนความวัสดุสามารถแบ่งได้เป็น 4 วิธีหลักๆ ดังนี้ (รัชพล พะวงศ์รัตน์, 2558) 
 
 
 

(ก) (ค) (ข) 
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 2.5.1 วิธีทางกายภาพ (physical pretreatment)  
2.5.1.1 การใช้แรงทางกล (mechanical comminution) 

            การท าให้ลิกโนเซลลูโลสมีขนาดเล็กลงสามารถท าได้หลากหลายวิธี เช่น การบด
หยาบ การหั่น การย่อย การทุบ การบด และการโม่ เป็นต้น การปรับสภาพด้วยวิธีนี้มีผลท าให้เกิด
การลดผลึกและเพ่ิมพ้ืนที่ผิวในการเกิดปฏิกิริยามากขึ้น หลังวัตถุดิบผ่านการหั่นจะลดขนาดเหลือ
ประมาณ 10-30 มิลลิเมตร และถ้าการโม่หรือบดจะมีขนาด 0.2-2 มิลลิเมตร ซึ่งลักษณะและขนาด
สุดท้ายของวัตถุดิบจะขึ้นกับแรงทางกลที่ใช้ เช่น ไม้เนื้อแข็งต้องใช้แรงทางกลมากกว่าของเหลือทิ้ง
ทางการเกษตร เป็นต้น (Singh, Shukla, Tiwari, & Srivastava, 2014)  

2.5.1.2 การไพโรไลซิส (pyrolysis) 
            การไพโรไลซิสเป็นวิธีการปรับสภาพโดยใช้ความร้อนสูงมากกว่า 300 องศาเซลเซียส 
ท าให้วัตถุดิบกลายสภาพเป็นแก๊สหรือผงถ่าน ที่สภาวะอุณหภูมิต่ ากว่านี้กระบวนการจะเกิดขึ้นได้ช้า
และมีการระเหยจะต่ า จากการวิจัยพบว่าการใช้อุณหภูมิมากไปหรือน้อยไปจะไม่เป็นผลดี จึงต้องมี
การวิจัยที่เหมาะสม (Singh et al., 2014) 

2.5.1.3 การใช้ความร้อน (thermal heat treatment) 
                    เป็นการปรับสภาพของวัตถุดิบเพ่ือท าลายเนื้อเยื่อของเซลลูโลส ซึ่งโดยส่วนใหญ่
มักจะใช้อุณหภูมิมากกว่า 150-180 องศาเซลเซียส แต่ต้องท าให้วัสดุมีขนาดที่เล็กลงก่อนเข้าสู่
กระบวนการย่อยวัตถุดิบทางความร้อน (รัชพล พะวงศ์รัตน์, 2558)  
 
 2.5.2 วิธีการทางชีวภาพ (biological pretreatment) 
 วิธีการปรับสภาพลิกโนเซลลูโลสด้วยกระบวนการทางชีวภาพที่มีความปลอดภัยและเป็น
มิตรกับสิ่งแวดล้อม เป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพในย่อยวัตถุดิบด้วยเอนไซม์จากจุลินทรีย์ เช่น เอนไซม์
เพอออกซิเดส (peroxidase) ที่ผลิตจาก White-rot fungi สามารถย่อยสลายพันธะทั้งในเซลลูโลส
และลิกนินได้ อย่างมีประสิทธิภาพ (Singh et al., 2014) มีการใช้จุลินทรีย์ Brown-, White-, และ 
Soft-rot fungi ในการปรับสภาพวัตถุดิบ White-rot fungi อาทิเช่น Phanerochaete 
chrysosporium, Ceriporia lacerata, Cyathus stercolerus, Ceriporiopsis subvermispora, 
Pycnoporus cinnarbarinus และ Pleurotus ostreaus เป็นจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพสูงในการ
ปรับสภาพด้วยกระบวนการทางชีวภาพ (รัชพล พะวงศ์รัตน์, 2558) ถึงแม้ว่าวิธีการปรับสภาพลิกโน
เซลลูโลสด้วยกระบวนการทางชีวภาพจะเป็นกระบวนการที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม แต่ในระดับ
อุตสาหกรรมยังเป็นกระบวนการที่เกิดขึ้นได้ช้า บางครั้งใช้เวลา 10-14 วัน นอกจากนี้ยังต้องค านึงถึง
สภาวะการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ ใช้พ้ืนที่มาก และมีราคาแพง ปัจจุบันจึงยังประยุกต์ใช้การปรับ
สภาพด้วยวิธีนี้น้อยในระดับอุตสาหกรรม 
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 2.5.3 วิธีการทางเคมี (chemical pretreatment) 
2.5.3.1 การทาปฏิกิริยากับโอโซน (ozonolysis) 

                     โอโซนเป็นตัวออกซิแดนซ์ที่มีประสิทธิภาพ และสามารถท าให้เกิดการแตกตัวของ
ลิกนินและเฮมิเซลลูโลสในวัสดุพวกฟางข้าวได้ วิธีนี้มีจุดเด่นคือ เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพในการเอาลิกนิ
นออกได้ดี ไม่มีสารพิษที่จะไปยับยั้งการท าปฏิกิริยาในส่วนต่างๆ กระบวนการนี้สามารถท าได้ที่
อุณหภูมิห้อง แต่ผลเสียของวิธีนี้คือค่าใช้จ่ายที่สูงมาก (รัชพล พะวงศ์รัตน์, 2558)  

2.5.3.2 การทาปฏิกิริยาด้วยการใช้ด่าง (alkali pretreatment) 
            โซเดียมไฮดรอกไซด์ โพรแทสเซียมไฮดรอกไซด์ และแคลเซียมไฮดรอกไซด์ เป็นด่าง
ที่นิยมน ามาใช้ปรับสภาพลิกโนเซลลูโลส (Singh et al., 2014) การย่อยสลายด้วยด่างจะไปเพ่ิมการ
พองตัวภายในโมเลกุลที่ต่อสายพันธะภายในของไซแลนในเฮมิเซลลูโลส ความพรุนของวัสดุจะเพ่ิมขึ้น
ได้เมื่อท าการก าจัดสายโซ่ที่เชื่อมต่อภายใน การใช้ด่างในกระบวนการปรับสภาพวัตถุดิบมีผลต่อวัสดุ
จ าพวกลิกโนเซลลูโลส และผลของด่างที่ใช้ในกระบวนการแปลงสภาพจะขึ้นอยู่กับปริมาณของลิกนิน
ที่มีอยู่ในวัสดุนั้นด้วย การใช้ด่างเจือจางในวัสดุลิกโนเซลลูโลสมีผลท าให้เกิดการบวมภายในเป็นการ
เพ่ิมพ้ืนที่ผิวสัมผัสในการท าปฏิกิริยา ท าให้วัสดุมีความพรุนเพ่ิมขึ้นได้ ลดความเป็นโครงสร้างผลึกของ
เซลลูโลส ลดระดับความเป็นพอลิเมอร์ขนาดใหญ่ และสามารถแยกสายโครงสร้างระหว่างลิกนินและ
คาร์โบไฮเดรต และเป็นการแยกองค์ประกอบหรือท าลายโครงสร้างของลิกนิน อย่างไรก็ตามการใช้
ด่างเพ่ือปรับสภาพมักจะไม่มีผลต่อวัสดุพวกไม้เนื้ออ่อนเท่าไม้เนื้อแข็ง (รัชพล พะวงศ์รัตน์, 2558) 

2.5.3.3 การท าปฏิกิริยาด้วยการใช้กรด (acid pretreatment)  
           กระบวนการปรับสภาพโดยการใช้กรดนั้นมีจุดประสงค์คือ เพ่ือให้ได้น้ าตาลใน
ปริมาณที่สูงจากวัสดุชีวมวล ชนิดของกรดที่น ามาปรับสภาพมีมากมายหลายประเภท ได้แก่ กรด
ซัลฟิวริก ไฮโดรคลอริก ไนตริก หรือฟอสฟอริก เป็นต้น ในกระบวนการแปลงสภาพสามารถใช้ได้ทั้ง
กรดเข้มข้นและเจือจางเพือ่เพ่ิมประสิทธิภาพของกระบวนไฮโดรไลซีสในกระบวนการปรับสภาพลิกโน
เซลลูโลส การใช้กรดเจือจางเป็นวิธีหนึ่งที่ได้รับความสนใจในการศึกษากันมากและแพร่หลายที่สุด 
การใช้กรดเจือจางเพ่ือปรับสภาพวัตถุดิบที่อุณหภูมิที่เหมาะสมโดยใช้กรดซัลฟิวริกหรือกรดฟอสฟอริก
มักจะถูกใช้ส าหรับการเปลี่ยนวัตถุดิบพวกลิกโนเซลลูโลส ซึ่งประกอบไปด้วยส่วนที่เป็นเฮมิเซลลูโลส 
ไปเป็นน้ าตาลที่ละลายได้ ตามด้วยการใช้เอนไซม์เป็นตัวเร่งในปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสเพ่ือให้เกิดเป็น
กลูโคส ในการใช้กรดเจือจางจะมีอยู่ 2 รูปแบบ คือ (1) ปริมาณสารตั้งต้นน้อย (5-10% โดยน้ าหนัก) 
ที่อุณหภูมิสูง (T> 433 องศาเคลวิน) และ (2) ปริมาณสารตั้งต้นมาก (10-40% โดยน้ าหนัก) ที่
อุณหภูมิต่ า (T< 433 องศาเคลวิน) (รัชพล พะวงศ์รัตน์, 2558) 

Hamelinck, Van Hooijdonk, & Faaij (2005) รายงานว่าการปรับสภาพลิกโน
เซลลูโลสที่อุณหภูมิสูงและใช้เวลาน้อยจะมีผลท าให้พบปริมาณไซโลสสูงและการท างานของเอนไซม์
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สามารถท างานได้ดีกว่า การใช้กรดเจือจางที่อุณหภูมิสูงพบว่ามีผลต่อการย่อยเซลลูโลสได้สูงขึ้น ซึ่งจะ
ขึ้นอยู่กับชนิดของสารตั้งต้นและความเข้มข้นที่ใช้ โดยส่วนใหญ่ 80% และ 95% ของน้ าตาลในเฮมิ
เซลลูโลสสามารถได้คืนมาโดยการใช้กรดเจือจางในการปรับสภาพจากการใช้ วัตถุดิบลิกโนเซลลูโลส
เป็นสารตั้งต้น นอกจากนั้นความเข้มข้นของกรดและอุณหภูมิที่ใช้เป็นปัจจัยที่ส าคัญต่อการเกิดสารที่
เป็นพิษ พบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสม (<160 องศาเซลเซียส) เพียงพอต่อการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส
ของเฮมิเซลลูโลส ในขณะเดียวกันเมื่อใช้อุณหภูมิที่สูงกว่า 160 องศาเซลเซียส จะมีผลต่อเซลลูโลส
มากกว่า ซึ่งพบว่าจะมีการเกิดปริมาณน้ าตาลที่สูงและมีการสลายส่วนประกอบของลิกนินด้วย 
โดยทั่วไปแล้วการใช้กรดเจือจางผสมกับวัสดุชีวมวลและท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิสูง 160-220 องศา
เซลเซียส ในช่วงเวลาสั้น จะเกิดการไฮโดรไลซ์เฮมิเซลลูโลสให้เป็นไซโลสและน้ าตาลตัวอ่ืน และ
จากนั้นจะมีการท าลายไซโลสให้เป็นเฟอร์ฟูรัล (furfural) ซึ่งเป็นสารพิษที่เกิดจากกระบวนการ
ไฮโดรไลซีส 

 
 2.5. 4 การปรั บสภาพด้ วยวิ ธี ทา งกายภาพ ร่ วมกับทาง เคมี  ( physicochemical 
pretreatment) (รัชพล พะวงศ์รัตน์, 2558) 

2.5.4.1 การระเบิดด้วยไอน้ า (steam explosion) 
                    วิธีการระเบิดด้วยไอน้ าเป็นวิธีที่ได้รับความนิยมในการปรับสภาพวัตถุดิบประเภทลิก
โนเซลลูโลส การระเบิดด้วยไอน้ าโดยส่วนใหญ่แล้วจะท าที่อุณหภูมิช่วง 160-260 องศาเซลเซียส 
ภายใต้ความดัน 0.69-4.82 เมกะปาสคาล วัตถุดิบจะถูกผสมกับไอน้ าอ่ิมตัวที่ความดันสูง แล้วท าการ
ลดความดันอย่างรวดเร็ว เป็นผลท าให้เกิดการแยกเอาเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนินออกจากกัน
ที่ อุณหภูมิสูง โดยส่วนของเฮมิเซลลูโสจะละลายในน้ าที่ควบแน่นจากไอน้ า ปัจจัยที่มีผลใน
กระบวนการปรับสภาพด้วยวิธีนี้คือ เวลาที่ใช้ อุณหภูมิ ขนาดของวัตถุดิบตั้งต้นที่ใช้ และปริมาณ
ความชื้นที่อยู่ในวัตถุดิบ รายงานจากการศึกษาพบว่าค่าที่ดีที่สุดในการละลายเฮมิเซลลูโลสและการ
เกิดกระบวนการไฮโดรไลซีส สามารถเกิดได้ภายใต้เงื่อนไขสภาวะอย่างใดอย่างหนึ่งดังนี้คือ สภาวะที่
ใช้อุณหภูมิสูง และมีการใช้เวลาที่ต่ า (270 องศาเซลเซียส, 1 นาที) และที่สภาวะการใช้อุณหภูมิที่ต่ า
และเวลาที่ใช้มีค่าสูง (190 องศาเซลเซียส, 10 นาที) จากรายงานของ Wright (1988) พบว่าการใช้
อุณหภูมิต่ า และเวลานานกว่าผลที่ได้มีค่าสูง การเติมกรด เช่น กรดซัลฟิวริก หรือการเติมซัลเฟอร์ได
ออกไซค์ ในกระบวนการระเบิดด้วยไอน้ ามีผลท าให้เพ่ิมประสิทธิภาพกระบวนการไฮโดรไลซีส และ
เป็นการลดสารที่จะเป็นตัวต่อต้านในการเกิดปฏิกิริยาอ่ืนที่ส าคัญและยังเป็นการท าให้มีการก าจัดเฮมิ
เซลลูโลสได้สมบูรณ์ยิ่งขึ้น ข้อดีของวิธีการปรับสภาพด้วยวิธีนี้คือ มีการสูญเสียพลังงานน้อยกว่าเมื่อ
เทียบกับการใช้ด้วยวิธีทางกล การแปลงสภาพโดยวิธีทางกลจะใช้พลังงานสูงกว่า 70% เป็นที่ทราบ
กันดีว่าวิธีการระเบิดด้วยไอน้ านั้นจะมีผลโดยตรงกับวัสดุลิกโนเซลลูโลสที่เป็นไม้เนื้อแข็งและวัตถุดิบ
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พวกของเหลือใช้ทางการเกษตร แต่จะมีผลน้อยมากต่อวัสดุลิกโนเซลลูโลสที่เป็นไม้เนื้ออ่อน วัสดุที่
ผ่านกระบวนการนี้จะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในกระบวนการไฮโดรไลซีส แต่ข้อจ ากัดของกระบวนการ
นี้ก็คือ ในการท าลายแยกส่วนประกอบออกจากกันในส่วนของลิกนินมักเกิดไม่สมบูรณ์ และมักเกิด
เป็นกลุ่มของสารประกอบที่เป็นตัวยับยั้งการเกิดจุลินทรีย์ เพราะว่าองค์ประกอบของผลิตภัณฑ์ที่ถูก
ย่อยออกมาจะไปยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ การใช้เอนไซม์ในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส 
(enzymatic hydrolysis) รวมถึงการหมักด้วย เนื่องจากองค์ประกอบที่ได้จากการย่อยออกมาเป็น
สารที่เป็นตัวต่อต้าน และเป็นสารพิษต่อจุลินทรีย์ กระบวนการไฮโดรไลซีส และกระบวนการหมักท า
ให้ต้องมีการล้างด้วยน้ าเพ่ือท าให้สารที่เป็นพิษเหล่านี้ออกไป การล้างมีผลท าให้น้ าตาลที่ได้ถูกชะล้าง
หรือสูญเสียไปด้วย (รัชพล พะวงศ์รัตน์, 2558) 

2.5.4.2 การระเบิดด้วยแอมโมเนีย (ammonia fiber explosion, AFEX) 
            เป็นวิธีการปรับสภาพที่คล้ายคลึงกับกระบวนการระเบิดด้วยไอน้ า วิธีการนี้ใช้
แอมโมเนียเหลวที่อุณหภูมิ 60-100 องศาเซลเซียส ภายใต้ความดันสูง (250-300 psi) (Singh et al., 
2014) ระยะเวลาหนึ่ง แล้วท าการลดความดันลงซึ่งมีผลต่อวัตถุดิบโดยวัตถุดิบที่ผ่านกระบวนการนี้จะ
มีอัตราการย่อยสลายเป็นน้ าตาลเพ่ิมมากขึ้น แต่ไม่มีผลต่อปริมาณของเฮมิเซลลูโลส ไม่เหมาะสมกับ
พืชที่มีลิกนินอยู่มาก ข้อดีของกระบวนการนี้คือ มีพ้ืนที่ผิวสูงท าให้เกิดการย่อยสลายได้ดี ไปเพ่ิม
ประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์ และไม่ก่อสารพิษในกระบวนการ นอกจากนี้สามารถน า
แอมโมเนียกลับมาใช้ได้ใหม่ และไม่ก่อให้เกิดตัวยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส  เมื่อเปรียบเทียบ
กับการปรับสภาพด้วยวิธีอ่ืน (รัชพล พะวงศ์รัตน์, 2558) 

2.5.4.3 ความร้อนชื้น (liquid hot water, LHW)  
          วิธีการนี้เป็นอีกกระบวนการที่มีการใช้ความร้อนชื้น ซึ่งจะด าเนินการอย่างช้าๆ และ
ไม่ต้องการสารเคมีเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา แต่ต้องอาศัยความดันเพ่ือควบคุมสถานะของน้ าในสภาวะ
ของเหลวอุณหภูมิที่ใช้จะอยู่ระหว่าง 160-240 องศาเซลเซียส โดยจะส่งผลต่อเฮมิเซลลูโลส ตัวอย่างที่
ผ่านการปรับสภาพจะอยู่ในรูปแบบกึ่งแข็งกึ่งเหลว (slurry) โดยส่วนที่เป็นของแข็งส่วนใหญ่จะเป็น
เซลลูโลส ส่วนของเหลวส่วนใหญ่จะเป็นเฮมิเซลลูโลส และเกิดน้ าตาลบางส่วน ทั้งนี้ควรมีการปรับค่า 
pH ให้อยู่ในช่วง 4-7 เนื่องจากว่าในช่วงดังกล่าวท าให้เฮมิเซลลูโลสยังคงอยู่ในรูปของโอลิโกเมอร์ 
(oligormeric form) ช่วยลดปัญหาการเกิดรวมตัวเกิดเป็นโพลีเมอร์ใหม่อีกครั้ง (พะวงศ์รัตน์, 2558) 
พบว่าการปรับสภาพด้วยวิธีนี้ท าให้ได้ไซโลสมากถึง 88-98% โดยไม่ต้องใช้กรดหรือสารเคมีอ่ืนช่วยใน
กระบวนการ เป็นวิธีการที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมลได้รับความสนใจในระดับอุตสาหกรรม แต่อย่างไร
ก็ตามวิธีการนี้จ าเป็นต้องใช้พลังงานสูงเนื่องจากต้องใช้เพ่ือเพ่ิมความดัน และใช้น้ าในปริมาณมากอีก
ด้วย (Singh et al., 2014) 
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2.5.4.4 การย่อยเปียก (wet oxidation, WO)  
                     วิธีการนี้ใช้น้ า และอากาศหรือออกซิเจน เป็นตัวกลางในการท าปฏิกิริยา ที่อุณหภูมิ
สูงกว่า 120 องศาเซลเซียส พบว่ามีเมื่อใช้กระบวนการปรับสภาพลิกโนเซลลูโลสด้วยด่างและการย่อย
เปียกร่วมกันจะช่วยลดปริมาณสารพิษพวก furaldehyde และ phenol aldehyde ดังนั้นเฟอร์ฟูรัล 
(furfural) และไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัล (hydroxymethylfurfural; HMF) สารพิษที่ยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อจุลินทรีย์จึงไม่พบในกระบวนปรับสภาพแบบการย่อยเปียกนี้ (Singh et al., 2014) 

2.5.4.5 การปรับสภาพด้วยคลื่นไมโครเวฟ (microwave pretreatment) (รัชพล 
พะวงศ์รัตน์, 2558) 

วิธีการปรับสภาพโดยอาศัยคลื่นไมโครเวฟจัดเป็นวิธีการทางกายภาพร่วมกับทางเคมี 
เนื่องจากว่ามีการใช้ความร้อนจากคลื่นไมโครเวฟ และส่วนที่ใช้สารเคมีเจือจางในการแช่วัสดุ การให้
คลื่นไมโครเวฟจะแตกต่างกันไปตามชนิดของวัสดุใช้เวลาระหว่าง 5-20 นาที จากการศึกษาเบื้องต้น
ของ รัชพล พะวงศ์รัตน์ (2558) และ Zhu & Perazella (2006) พบว่าการใช้คลื่นไมโครเวฟร่วมกับ
สารละลายด่างมีประสิทธิภาพในการปรับสภาพด้วยคลื่นไมโครเวฟมากกว่าสารละลายกรด 

2.5.4.6 การปรับสภาพด้วยคลื่นความถี่สูงอัลตร้าซาวด์ (ultrasonic-
pretreatment) (รัชพล พะวงศ์รัตน์, 2558) 
            วิธีการปรับสภาพด้วยคลื่นความถ่ีสูงอัลตร้าซาวด์ ยังมีรายงานเกี่ยวกับวิธีดังกล่าวแต่
ผลที่ได้จากการใช้คลื่นความถี่สูงอัลตร้าซาวด์พบว่าส่งผลให้เกิดการย่อยสลายวัสดุลิกโนเซลลูโลสด้วย
เอนไซม์ได้มากขึ้น จากงานวิจัยของ Yachmenev, Condon, Klasson, & Lambert (2009) พบว่า
คลื่นความถี่สูงอัลตร้าซาวด์มีผลท าให้เอนไซม์เข้าท าปฏิกิริยากับพ้ืนที่ผิวของวัสดุได้มากขึ้น และเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการย่อยสลาย 

2.5.4.7 การระเบิดด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2 explosion) (รัชพล พะวงศ์รัตน์, 
2558) 
            วิธีการนี้ใช้คาร์บอนไดออกไซด์จากกรดคาร์บอนิกในการเพ่ิมปฏิกิริยาย่อยสลายขั้น
ต่อไป นิยมใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ร่วมด้วย เช่น เอทานอล ช่วยในการก าจัดสารประเภทลิกนิน แต่
วิธีการนี้ได้ผลผลิตต่ ากว่าการใช้ไอน้ าหรือแอมโมเนีย แต่ไม่เกิดตัวขัดขวางการท างานของเอนไซม์ใน
ขั้นตอนไฮโดรไลซีสเหมือนวิธีการระเบิดด้วยไอน้ า 
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2.6 การออกแบบการทดลองทางสถิติ  
 
 2.6.1 การออกแบบการทดลองด้วยวิธี Plackett–Burman  
 Plackett & Burman (1946) ได้เสนอการออกแบบการทดลองด้วยวิธี Plackett-Burman 
โดยประยุกต์การออกแบบการทดลองด้วยวิธีแฟคเทอเรียล (factorial) 2 ระดับ ในการวิเคราะห์หา
ปัจจัยที่มีผลอย่างมีนัยส าคัญต่อค่าตอบสนองที่ต้องการจากปัจจัยจ านวนมากและมีประโยชน์ในการ
คัดเลือกปัจจัยหลักที่มีผลอย่างมีนัยส าคัญเพื่อน าไปศึกษาต่อไป 
 ในการทดลองที่มีตัวแปรหรือปัจจัยที่ต้องการศึกษาหลายปัจจัย จะมีอุปสรรคเกี่ยวกับสิ่ง
ทดลองที่มีจ านวนมาก เช่น ถ้าจัดสิ่งทดลองแบบ 2n พบว่าถ้ามีปัจจัย 7 ปัจจัย จะมีสิ่งทดลองทั้ง 128 
สิ่งทดลอง ดังนั้นแผนการทดลอง Plackett-Burman จะใช้ส าหรับการศึกษาเพ่ือคัดเลือก 
(screening) ปัจจัยที่มีความส าคัญหรือมีอิทธิพลต่อการทดลองที่จะศึกษา กล่าวคือจากแผนการ
ทดลองนี้จะท าให้สามารถวิเคราะห์ถึงผลกระทบหลักของปัจจัยที่ศึกษาเท่านั้น 
 การจัดการทดลองนี้เป็นส่วนหนึ่งของการจัดสิ่งทดลองแบบแฟคเทอเรียล (factorial) หรือ
อาจจัดให้เป็นแฟคเทอเรียลบางส่วน ที่มีการจัดให้เป็นอิสระต่อกัน (orthogonal) ใช้เพ่ือคัดเลือก
ปัจจัยในการพัฒนาสูตร หรือพัฒนากรรมวิธีการผลิตจาก 10 – 20 ปัจจัยที่ได้จากการทดสอบเบื้องต้น 
ให้เหลือ 1 – 4 ปัจจัย โดยไม่ต้องท าการทดลองจ านวนมาก สามารถลดจ านวนการทดลองได้โดยใช้
เทคนิคนี้ แต่การทดลองนี้มีขอ้เสียคือไม่สามารถศึกษาขอบเขตหรือชนิดของปฏิสัมพันธ์ (interaction) 
ระหว่างตัวแปรได้ วิธีนี้เหมาะที่จะใช้ในการทดลองเพ่ือคัดกรองปัจจัยที่ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ การ
จัดการทดลองจะใช้ 2k factorial arrangement เป็นพ้ืนฐานโดยมีแบบแผนมาตรฐาน (ศิริพรรณ 
จันทร์น้ าท่วม, 2557) ดังตารางที่ 7 
 ในการใช้ Plackett-Burman design ต้องก าหนดสิ่งทดลองแรกเป็นดังเมตริกแถวแรก 
จากนั้นสิ่งทดลองต่อไปก าหนดในลักษณะโครงสร้างวน (cyclic construction) นั่นคือ น ารหัส
สุดท้ายของ Initial block ขึ้นมาล าดับหน้าสุด และวนไปจนครบ N-1 รอบ ส่วนสิ่งทดลองสุดท้าย 
เป็น Added block คือใช้ระดับต่ าสุดทุกปัจจัย อย่างไรก็ตาม ในการวนอาจน ารหัสหน้าสุดมาต่อท้าย
และวนไปจนครบ N-1 รอบได้เช่นกัน เพียงแต่ในการทดลองให้ใช้ระดับสูงหรือต่ าให้ถูกต้องตามแผนที่
ก าหนดหรือวางไว้เป็นส าคัญ (ศิริพรรณ จันทร์น้ าท่วม, 2557) ดังตารางที่ 8 
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ตารางที่ 7 แผนมาตรฐานส าหรับเมตริกแถวแรกในการทดลองที่คัดเลือก N-1 ปัจจัยในการทดลอง N 
ครั้ง 

N                                  ปัจจัยที่ต้องกลั่นกรอง, k=N-1 

8      +  +  +  -  +  -  - 
12    +  +  -  +  +  +  -  -  -  +  - 
16    +  +  +  +  -  +  -  +  +  -  -  +  -  -  - 
24    +  +  +  +  +  -  +  -  +  +  -  -  +  +  -  -  +  -  -  -  - 

หมายเหตุ  + หมายถึง ระดับของปัจจัยที่ท าการศึกษาที่มีระดับสูง ซึ่งมีค่าเท่ากับ +1 
              -  หมายถึง ระดับของปัจจัยที่ท าการศึกษาที่มีระดับต่ า ซึ่งมีค่าเท่ากับ -1 
              N หมายถึง จ านวนสิ่งทดลอง (treatment) 
              K หมายถึง จ านวนปัจจัยที่ต้องการกลั่นกรอง 
ที่มา: ศิริพรรณ จันทร์น้ าท่วม (2557) 
 
ตารางที่ 8 ตารางเมตริกของแผนการทดลองแบบ Plackett-Burman ที่มีปัจจัยต้องกลั่นกรอง 
จ านวน 7 ปัจจัย โดยมีสิ่งทดลอง (N) ทั้งหมด 8 การทดลอง 

สิ่งทดลอง 
(treatment) 

ปัจจัยที่ต้องกลั่นกรอง (factor) 

A            B            C            D            E            F            G 

1 +            +            +            -            +             -             - 
2 - +            +            +            -            +             - 

3 -              -            +            +            +            -             + 

4 + -            -             +            +            +            - 
5 -              +           -             -             +            +            + 
6 +             -            +            -             -             +            + 
7 +             +           -             +            -              -            + 
8 -              -            -             -             -             -             - 

ที่มา: ศิริพรรณ จันทร์น้ าท่วม (2557) 
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 2.6.2 การวิเคราะห์พ้ืนผิวตอบสนอง (Response surface methodology; RSM) 
  Response surface methodology (RSM) เป็นการรวบรวมทางสถิติและเทคนิคทาง
คณิตศาสตร์ที่มีประโยชน์ต่อการสร้างแบบจ าลองและการวิเคราะห์ปัญหา เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพและ
หาสภาวะที่เหมาะสมของกระบวนการ สามารถน าไปประยุกต์ใช้กับอุตสาหกรรมต่างๆ ได้ เพ่ือหา
คุณลักษณะของคุณภาพของผลิตภัณฑ์ที่เรียกว่า ตัวแปรตอบสนองหรือผลลัพธ์ โดยในการศึกษาหา
ความสัมพันธ์ของผลลัพธ์กับปัจจัยการทดลอง จะต้องมีการวางแผน และออกแบบการทดลองให้
เหมาะสมกับลักษณะของข้อมูลด้วย 
 การออกแบบการทดลองที่น ามาใช้ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมด้วยการวิเคราะห์พ้ืนผิว
ตอบสนองที่อาศัยค่ากลางของข้อมูลจากระดับปัจจัยที่ส่งผลต่อตัวแปลตอบสนองสูงสุด โดยนิยม
ออกแบบการทดลอง 2 วิธี คือการทดลองแบบ Box-Behnken design (BBD) และ Central 
Composite (CCD) โดยใช้การกระจายระดับของข้อมูลจากศูนย์กลาง เพ่ือศึกษาระดับของปัจจัยที่
ส่งผลต่อตัวแปรตอบสนองสูงสุด ลักษณะการวางต าแหน่งและการกระจายระดับของปัจจัย แสดงดัง
ภาพที่ 7 เห็นได้ว่าการออกแบบการทดลองแบบ BBD นั้นจะเน้นที่จุดรอบๆ ค่ากลาง (center point) 
โดยไม่รวมค่าการกระจายในระดับแกน (star point) และค่าที่มุม (factorial point) ท าให้ค่าคงที่ได้
ไม่ครอบคลุมปลายสุดของระดับปัจจัย ดังนั้นการออกแบบการทดลองจึงได้รับความนิยมมากกว่า 
(ศิริพรรณ จันทร์น้ าท่วม, 2557) 

 

 
                                   (ก)                                       (ข) 

ภาพที่ 7 โมเดลแสดงการกระจายของปัจจัย (ก) คือ แผนการทดลองแบบ Central Composite 
design (ข) คือ แผนการทดลองแบบ Box-Behnken design 

(Ansari & Hughes, 2016) 
 
 การหาพ้ืนผิวตอบสนองนั้นมีจุดประสงค์เพ่ือหาความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรตอบสนอง (Y) 
กับกลุ่มของปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อตัวแปรตอบสนองนั้นๆ วิธีการดังกล่าวนี้ใช้การวิเคราะห์การถดถอย 
(regression analysis) มาประยุกต์ในการหารูปแบบความสัมพันธ์ที่เรียกว่ารูปแบบโพลิโนเมียล 
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(polynomial mode) โดยทั่วไปรูปแบบของพ้ืนผิวตอบสนองจะพิจารณารูปแบบโพลิโนเมียลล าดับที่ 
1 (first order model) หรือล าดับที่ 2 (second order model) ส่วนการประมาณค่าพารามิเตอร์
หรือสัมประสิทธิ์การถดถอยในรูปแบบดังกล่าวจะใช้วิธีก าลังสองน้อยที่สุด 
 รูปแบบโพลิโนเมียลล าดับที่ 1 โดยทั่วไปมีการน ามาเฉพาะบางแผนการทดลอง คือการ
ออกแบบเชิงแฟคเทอเรียล 2 ระดับ (2k Factorial)  
 รูปแบบโพลิโนเมียลล าดับที่ 2 มีแผนการทดลอง เช่น Central Composite Design, การ
ออกแบบเชิงแฟคเทอเรียล 3 ระดับ (3k Factorial ) เป็นต้น คือจะต้องมีระดับการทดลองอย่างน้อย 
3 ระดับซึ่งรูปแบบโพลิโนเมียลล าดับที่ 2 ส าหับ k ตัวแปรมีรูปแบบดังสมการที่ 1 
 

 
โดยที่ Y     คือ ค่าท านายการตอบสนอง 

β0    คือ ค่าโมเดลทดลอง 
   βi    คือ สัมประสิทธิ์เชิงตรง 
  βii    คือ สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ squared effect 
            βij    คือ สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของปฏิสัมพันธ์ระหว่างตัวแปร 
     XiXj  คือ ตัวแปรอิสระ (รหัสตัวเลข) 
 
 2.6.3 การวิเคราะห์การถดถอย 
 การวิเคราะห์การถดถอยเป็นการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรตั้งแต่ 2 ตัวแปรขึ้นไป 
ในการวิเคราะห์การถดถอยจะเรียกตัวแปรที่สนใจว่า ตัวแปรตาม (dependent variable) ส่วนตัว
แปรที่แทนปัจจัยต่างๆ เรียกว่า ตัวแปรอิสระ (independent variable) 
 โดยท าการพิจารณารูปแบบความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรตามและตัวแปรอิสระ แล้วสร้าง
รูปแบบการถดถอยเพ่ือแทนลักษณะความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปร และสร้างสมการการถดถอย 
(regression equation) จากรูปแบบทีก่ าหนด โดยวิธีก าลังสองน้อยที่สุด (least squares method) 
นอกจากนี้สมการการถดถอยที่สร้างข้ึนจะเป็นสมการที่เหมาะสมหรือไม่นั้น จะพิจารณาได้จากค่าสถิติ 
และการทดสอบสมมติฐานค่าสถิติที่ใช้ เช่น ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coefficient of 
determination; R2) ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจปรับแล้ว (adjusted coefficient of 
determination; R2

adj) ส่วนการทดสอบสมมติฐานเป็นการพิจารณาว่ามีตัวแปรอิสระอย่างน้อย 1 ตัว

สมการที่ 1 



 

 

  32 

แปร มีอิทธิพลหรือมีส่วนในการอธิบายความผันแปรของตัวแปรตามหรือไม่  (นวรัตน์ จันทร์กระเวน, 
2548) 
 ในการวิเคราะห์การถดถอย 1 ตัวแปร เรียกว่า การวิเคราะห์การถดถอยอย่างง่าย (simple 
regression analysis) และการวิเคราะห์การถดถอยที่มากกว่า 1 ตัวแปร เรียกว่า การวิเคราะห์การ
ถดถอยเชิงพหุคูณ (multiple regression analysis) โดยมีข้อก าหนดในการวิเคราะห์การถดถอย 
ดังนี้ 

1) ข้อมูลตัวแปรตามมีการแจกแจงแบบปกติ 
2) ค่าเฉลี่ยของค่าคลาดเคลื่อนมีค่าเท่ากับศูนย์ 
3) ความแปรปรวนของค่าคลาดเคลื่อนมีค่าคงที่ 
4) ค่าคลาดเคลื่อนแต่ละตัวเป็นอิสระต่อกัน 

 
 2.6.4 การตรวจสอบความเหมาะสมของสมการการถดถอย 

2.6.4.1 Normal probability plot ของค่าคลาดเคลื่อน 
 เป็นวิธีการสร้างกราฟที่สร้างจากค่าข้อมูลจริงที่เกิดขึ้นกับค่าที่คาดไว้ (expected 

value) ถ้าข้อมูลตัวอย่างสุ่มมาจากประชากรที่มีการแจกแจงแบบปกติแล้วค่าที่คาดไว้จะเป็นเส้นตรง 
และค่าจริงจะอยู่รอบๆ เส้นตรงนั้น โดยค่าที่อยู่เหนือเส้นตรงแสดงว่าค่าจริงมากกว่าค่าที่คาดไว้ ส่วน
ค่าที่อยู่ใต้เส้นตรง คือค่าจริงน้อยกว่าค่าที่คาดไว้จึงใช้ในการตรวจสอบความคลาดเคลื่อนมีการแจก
แจงแบบปกติหรือไม่ 

 2.6.4.2 การทดสอบความคงท่ีของความแปรปรวนของความคลาดเคลื่อน 
 เป็นการตรวจสอบความเป็นอิสระหรือความคงที่ของความคลาดเคลื่อนโดยใช้กราฟ

การกระจาย (scatterplot) ระหว่างค่า regression standardized residual บนแกน Y กับค่า 
regression predicted value บนแกน X พบว่าจุดมีการกระจายอย่างไม่มีรูปแบบและการกระจาย
รอบเส้นกึ่งกลางศูนย์ แสดงว่าความแปรปรวนของความคลาดเคลื่อนค่อนข้างคงท่ี 

 2.6.4.3 การทดสอบค่าความคลาดเคลื่อนเป็นตัวแปรสุ่มและมีความเป็นอิสระต่อกัน 
 เป็นการตรวจสอบความเหมาะสมของค่าความคลาดเคลื่อนเป็นตัวแปรสุ่มและมี

ความเป็นอิสระต่อกัน โดยใช้กราฟระหว่างค่า regression standardized residual บนแกน Y กับ
ค่า run number บนแกน X พบว่ากราฟมีการกระจายตัวแบบสุ่มรอบเส้นกึ่งกลางศูนย์ และไม่มี
ลักษณะของแนวโน้มหรือมีรูปแบบอย่างชัดเจน แสดงว่าค่าความคลาดเคลื่อนเป็นตัวแปรสุ่มและมี
ความเป็นอิสระต่อกัน 
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 2.6.4.4 ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coefficient of determination; R2) 
 เป็นสัดส่วนหรือเปอร์เซ็นต์ที่ตัวแปรท านายสามารถอธิบายการเปลี่ยนแปลงของตัว

แปรตามเขียนเป็นสูตรได้ดังนี้ 
 

  R2  =  ความผันแปรของ Y เนื่องจากอิทธิพลของ X1, X2,…,Xk 
     ความผันแปรทั้งหมด 
   

สมการที่มักน าไปใช้ควรมีค่า R2 อย่างน้อย 0.75 หากสูงกว่า 0.90 ถือว่าดีมาก (ค่า 
R2 มีค่าตั้งแต่ 0 ถึง 1 โดยที่ 0 แสดงว่าไม่มีความสัมพันธ์ใดๆ ระหว่างตัวแปรอิสระกับตัวแปรตาม แต่
ที่ 1 แสดงว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างสมบูรณ์) เนื่องจากข้อเสียของสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ คือเมื่อตัว
แปรอิสระเพ่ิมขึ้นจะท าให้ค่า R2 เพ่ิมขึ้นตามไปด้วย อีกทั้งในกรณีที่จ านวนข้อมูลในตัวอย่างมีน้อย 
การพิจารณาค่า R2 อาจคลาดเคลื่อนเพราะค่า R2 มีค่าสูงเกินความเป็นจริง การแก้ไขท าได้โดยใช้ค่า 
adjust R2 แทน ซึ่งถ้า adjust R2 มีค่ามากกว่า 64% (>0.64) แสดงว่ารูปแบบสมการเหมาะสม 
  2.6.4.5 การตรวจสอบสภาวะที่เหมาะสมโดยการหาค่าเบี่ยงเบนของข้อมูล 
  การตรวจสอบสภาวะที่เหมาะสมซึ่งเป็นการเปรียบเทียบของข้อมูลที่ได้จากการ
ทดลองกับข้อมูลที่ได้จากการท านาย โดยการหาค่าเบี่ยงเบนระหว่างข้อมูลที่ได้จากการทดลองและ
ข้อมูลที่ได้จากการท านาย เขียนได้ดังสมการต่อไปนี้ 
 
 ค่าเบี่ยงเบน Error (%)  =  ค่าท่ีได้จากการทดลอง - ค่าท่ีได้จากการท านาย  x 100 
     ค่าท่ีได้จากการท านาย 
  
 2.6.5 การเลือกสมการการถดถอยที่ดีที่สุด 
 ในการวิจัยเชิงปริมาณตัวแปรอิสระที่น ามาศึกษาจะมีหลายตัวแปร สมการการถดถอยที่
เหมาะสมควรเป็นสมการที่มีตัวแปรอิสระน้อยที่สุด และอธิบายความผันแปรของตัวแปรตามได้ดีที่สุด 
ดังนั้นเมื่อมีตัวแปรอิสระหลายตัวจึงควรเลือกตัวแปรอิสระที่ส าคัญ การเลือกตัวแปรอิสระที่ส าคัญจะ
ท าได้ด้วยวิธีการเลือกสมการการถดถอยแบบต่างๆ ซึ่งวิธีการเลือกสมการการถดถอยที่ดีที่สุดที่ใช้กัน
มาก ได้แก่ วิธีพิจารณาทุกสมการ (all possible regression) วิธีลดตัวแปรอิสระ (backward 
elimination procedure) วิธีเพ่ิมตัวแปรอิสระ (forward selection procedure) และวิธีเพ่ิมตัว
แปรอิสระแบบขั้นตอน (stepwise procedure) (นวรัตน์ จันทร์กระเวน, 2548) 
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2.7 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 
 Yu et al. (2011) ศึกษาการผลิตไขมันโดยยีสต์สะสมไขมันจากไฮโดรไลเซทฟางข้าวสาลีที่
ปรับสภาพด้วยกรดซัลฟิวริกเจือจาง โดยท าการปรับสภาพฟางข้าวสาลีด้วยกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 2% 
(ปริมาตรโดยปริมาตร) ใช้ฟางข้าวสาลีเข้มข้น 10% (น้ าหนักโดยปริมาตร) นึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่องนึ่งฆ่า
เชื้อความดันไออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที  หลังจากนั้นแยกส่วนเหลวไฮโดรไล
เซทที่ได้ด้วยการปั่นเหวี่ยงความเร็วสูงและกรอง เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขจัดสารพิษใน
ไฮโดรไลเซทด้วยกระบวนการปรับด่างเกิน (overliming) พบว่าไฮโดรไลเซทฟางข้าวสาลีก่อนขจัด
สารพิษประกอบด้วยกลูโคส ไซโลส อะราบิโนส กาแลคโตส และกรดอะซิติก 3.7, 19.6, 4.7, 1.2 
และ 4.0 กรมต่อลิตร ตามล าดับ เมื่อขจัดสารพิษแล้วมีองค์ประกอบต่างๆ ในปริมาณเท่ากับ 3.2, 
14.0, 3.7, 0.8 และ 4.2 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ โดยพบสารพิษที่ได้จากกระบวนการไฮโดรไลซ์ด้วย
กรดเจือจาง คือ เฟอร์ฟูรัล (furfural) และไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัล (hydroxymethylfurfural; 
HMF) ซึ่งไฮโดรไลเซทก่อนปรับสภาพมีปริมาณเฟอร์ฟูรัลและไฮดรอกซิลเมทิลเฟอร์ฟูรัลเท่ากับ 0.44 
และ 0.05 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ และเมื่อผ่านกระบวนการขจัดสารพิษแล้วจะลดลงเหลือ 0.03 และ 
0.02 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ จากการทดสอบเพาะเลี้ยงยีสต์ในสารตั้งต้นไฮโดรไลเซทฟางข้าวสาลี 
พบยีสต์ 5 สายพันธุ์ที่สามารถเจริญได้ คือ Cryptococcus curvatus, Rhodotorula glutinis, 
Rhodosporidium toruloides, Lipomyces starkeyi และ Yarrowia lipolytica โดย C. 
curvatus สามารถผลิตไขมันได้สูงสุดเท่ากับ 4.2 กรัมต่อลิตร และ 5.8 กรัมต่อลิตร ในไฮโดรไลเซท
ข้าวสาลีที่ผ่านการขจัดสารพิษและไม่ขจัดสารพิษ ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบว่าสารพิษเฟอร์ฟูรัล
และไฮดรอกซิลเมทิลเฟอร์ฟูรัลจะส่งผลกระทบต่อการเจริญของ C. curvatus เมื่อมีความเข้มข้นสูง
ถึง 1 และ 3 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ เมื่อวิเคราะห์ชนิดของกรดไขมันจะพบ กรดปาล์มาติก (C16:0) 
กรดสเตียริก (C18:0) กรดโอเลอิก (C18:1) และกรดลิโนเลอิก (C18:2) เป็นองค์ประกอบหลัก ดังนั้น
จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า C. curvatus มีความต้านทานต่อสารพิษจากไฮโดรไลเซทฟางข้าว
สาลีจึงไม่จ าเป็นต้องก าจัดสารพิษในไฮโดรไลเซทก่อนน ามาใช้เป็นสารตั้งต้นในการเพาะเลี้ยงยีสต์เพ่ือ
การผลิตไขมัน 
 Tsigie, Wang, Truong, & Ju (2011) ศึกษาการผลิตไขมันโดยยีสต์ Yarrowia lipolytica 
Po1g จากไฮโดรไลเซทชานอ้อย ใช้ชานอ้อยที่แห้งและผ่านการบดจนได้ขนาดเล็กกว่า 0.75 
มิลลิเมตร จากนั้นปรับสภาพด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มเข้น 2.5% ในอัตราส่วน 1:15 (กรัมต่อ
มิลลิลิตร) นึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่องนึ่งฆ่าเชื้อความดันไออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาท ี
หลังจากนั้นแยกส่วนเหลวไฮโดรไลเซทที่ได้ด้วยการกรอง เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขจัด
สารพิษด้วยแคลเซียมไฮดรอกไซด์ วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ในไฮโดรไลเซทชานอ้อยด้วยวิธี DNS 
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และวิเคราะห์ความเข้มข้นน้ าตาลกลูโคส ไซโลส และอะราบิโนสด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีเหลวความ
ดันสูง (High Performance Liquid Chromatography; HPLC) พบว่ามีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 21.38 
กรัมต่อลิตร และความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคส ไซโลส อะราบิโนส เฟอร์ฟูรัลและไฮดรอกซิลเมทิล
เฟอร์ฟูรัล เท่ากับ 3.98, 13.59, 2.78, 0.12 และ 0.61 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ เมื่อผ่านกระบวนการ
ขจัดสารพิษจะพบองค์ประกอบต่างๆ ลดลง เท่ากับ 3.93, 13.51, 2.58, 0.09 และ 0.48 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดับ ท าการทดลองเปรียบเทียบแหล่งคาร์บอนที่เป็นไฮโดรไลเซทชานอ้อยที่ไม่ผ่านการขจัดพิษ 
และผ่านการขจัดพิษ น้ าตาลกลูโคสและน้ าตาลไซโลส ที่ปรับความเข้มข้นของน้ าตาลทั้งหมดเริ่มต้น
เท่ากับ 20 กรัมต่อลิตร และหาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการเจริญของยีสต์ ได้แก่ เปปโตน ยูเรีย 
แอมโมเนียมไนเตรท หรือแอมโมเนียมซัลเฟต ที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 5 กรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงในระดับ
ขวดเขย่าที่ความเร็ว 160 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส ผลการทดลองพบว่ายีสต์ 
Yarrowia lipolytica Po1g เจริญได้ดีที่สุดเมื่อใช้ไฮโดรไลเซทชานอ้อยที่ผ่านการขจัดพิษเป็นแหล่ง
คาร์บอน และใช้เปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยให้น้ าหนักเซลล์แห้ง และปริมาณไขมัน เท่ากับ 
11.42 กรัมต่อลิตร และ 58.5% ตามล าดับ 
 Huang et al. (2012) ศึกษาการผลิตไขมันโดยยีสต์ Trichosporon fermentans จาก
ไฮโดรไลเซทชานอ้อยด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง (Response surface methodology; RSM) ใช้ชาน
อ้อยที่ผ่านการบดละเอียดจนได้ขนาดเล็กกว่า 0.5 มิลลิเมตร ผสมกับกรดซัลฟิวริกเจือจาง 1.5% 
(ปริมาตรโดยปริมาตร) ใช้ชานอ้อย 10% (น้ าหนักโดยปริมาตร) นึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่องนึ่งฆ่าเชื้อความ
ดันไออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาท ีหลังจากนั้นแยกส่วนเหลวไฮโดรไลเซทที่ได้ด้วย
การกรอง เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขจัดสารพิษในไฮโดรไลเซทด้วยกระบวนการปรับด่างเกิน 
(overliming) และการดูดซับด้วยถ่านกัมมันต์ เพาะเลี้ยงในระดับขวดเขย่าที่ความเร็ว 160 รอบต่อ
นาที ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส ศึกษาค่าที่เหมาะสมของ 4 ปัจจัยหลัก ได้แก่ อัตราส่วนคาร์บอน
ต่อไนโตรเจน ปริมาณหัวเชื้อตั้งต้น pH และระยะเวลาการเพาะเลี้ยง ด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนองแบบ 
Box-Behnken design เพ่ือหาค่าที่เหมาะสมที่สุดของปัจจัยหลัก 3 ระดับ ผลการทดลองพบว่า
สภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและผลิตไขมันโดยยีสต์ Trichosporon fermentans คือ อัตราส่วน
คาร์บอนต่อไนโตรเจน เท่ากับ 165 ปริมาณหัวเชื้อตั้งต้น 11% pH เท่ากับ 7.6 และใช้เวลาการ
เพาะเลี้ยง 9 วัน จะได้ผลผลิตไขมัน 15.8 กรัมต่อลิตร ซึ่งใกล้เคียงกับค่าท านาย (15.6 กรัมต่อลิตร) 
ซึ่งมีปริมาณผลผลิตไขมันเพ่ิมขึ้นถึง 32.8% เมื่อเปรียบเทียบกับกระบวนการผลิตไขมันก่อนการใช้วิธี 
RSM ในการหาสภาวะที่เหมาะสม เมื่อวิเคราะห์ชนิดของกรดไขมันจะพบกรดปาล์มาติก กรดสเตียริก 
กรดโอเลอิก และกรดลิโนเลอิก เป็นองค์ประกอบหลัก และเป็นกรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัวถึง 65% ของ
กรดไขมันทั้งหมด ซึ่งเป็นองค์ประกอบที่มีความคล้ายคลึงกับน้ ามันจากพืชที่น ามาผลิตน้ ามันไบโอ
ดีเซล ดังนั้น Trichosporon fermentans จึงมีความเหมาะสมที่จะน ามาผลิตไขมันเพ่ือการผลิตไบโอ
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ดีเซลต่อไปในอนาคต และยังสามารถเจริญได้ในสารตั้งต้นราคาถูกอย่างลิกโนเซลลูโลสเพ่ือลดต้นทุน
การเพาะเลี้ยงได้ด้วย 
 Huang et al. (2013) ศึกษาการผลิตไขมันโดยยีสต์ Trichosporon coremiiforme จาก
ไฮโดรไลเซทซังข้าวโพดโดยการปรับสภาพด้วยกรดซัลฟิวริกเจือจาง (25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) นึ่งฆ่า
เชื้อด้วยเครื่องนึ่งฆ่าเชื้อความดันไออุณหภูมิ 135 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที ขจัดสารพิษใน
ไฮโดรไลเซทด้วยกระบวนการปรับด่างเกิน (overliming) และการดูดซับด้วยถ่านกัมมันต์ เก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบปริมาณน้ าตาลเข้มข้น 45.7 กรัมต่อลิตร หลังจากการขจัดสารพิษ
พบว่าปริมาณน้ าตาลทั้งหมดไม่มีมีการเปลี่ยนแปลง วิเคราะห์องค์ประกอบน้ าตาลในไฮโดรไลเซทด้วย
เครื่องโครมาโทกราฟีเหลวความดันสูง พบปริมาณน้ าตาลไซโลส กลูโคส และอะราบิโนส เท่ากับ 
37.9, 2.9 และ 4.9 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ แล้วน ามาเป็นสารตั้งต้นในการเพาะเลี้ยง T. 
coremiiforme ซึ่งให้เซลล์ชีวมวลเท่ากับ 20.4 กรัมต่อลิตร และปริมาณไขมัน 37.8% หลังการ
เพาะเลี้ยง 8 วัน ดังนั้น T. coremiiforme จึงเป็นสายพันธุ์ยีสต์ที่สามารถผลิตไขมันได้สูงโดยใช้ลิกโน
เซลลูโลสเป็นสารตั้งต้น 
 Chen et al. (2013) ศึกษาผลของแหล่งอาหารและสภาวะการเพาะเลี้ยงต่อการผลิตไขมัน
โดยยีสต์ Trichosporon cutaneum จากไฮโดรไลเซทซังข้าวโพดที่ปรับสภาพด้วยกรดเจือจาง หลัง
การขจัดสารพิษพบปริมาณกลูโคส ไซโลส และอะราบิโนส เท่ากับ 2.9, 37.9 และ 4.9 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดับ ศึกษาการเจริญและผลิตไขมันของยีสต์ในอาหารสังเคราะห์ที่แปรผันแหล่งคาร์บอน (ชนิด
เดี่ยวที่จ าลองจากองค์ประกอบของไฮโดรไลเซทซังข้าวโพด) แหล่งไนโตรเจน อุณหภูมิ pH และ
ปริมาณหัวเชื้อตั้งต้น ผลการทดลองพบว่า Trichosporon cutaneum เจริญได้ดีในน้ าตาลเซลโล
ไบโอส โดยมีเซลล์ชีวมวล 24.1 กรัมต่อลิตร แต่สามารถผลิตไขมันได้สูงสุด 52.0% เมื่อใช้กลูโคสเป็น
แหล่งคาร์บอน และในการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อไฮโดรไลเซทที่เติมแหล่งไนโตรเจนก็พบว่า
ส่งผลต่อการเจริญของยีสต์แต่ไม่ส่งผลต่อการผลิตไขมัน นอกจากนี้ยังพบว่าการเติมสารอาหาร ได้แก่ 
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปปะไฮเดรต 0.3 กรัมต่อลิตร คอปเปอร์ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต 0.003 กรัมต่อ
ลิตร แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต 0.003 กรัมต่อลิตร และโพรแทสเซียมคลอไรด์ 0.4 กรัมต่อลิตร 
ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อจะช่วยกระตุ้นให้เกิดการสะสมไขมันในเซลล์ยีสต์มากขึ้น และยังพบว่าปริมาณ
หัวเชื้อตั้งต้น 5% อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส และ pH ตั้งต้นเท่ากับ 6.0 ก็ส่งผลต่อการผลิตไขมัน
โดย Trichosporon cutaneum เช่นกัน ซึ่งภายใต้สภาวะที่เหมาะสมที่สุดนี้ Trichosporon 
cutaneum จะเจริญและให้เซลล์ชีวมวล 22.9 กรัมต่อลิตร และปริมาณไขมัน 45.4% 
 Tampitak, Louhasakul, Cheirsilp, & Prasertsan (2015) ศึกษาการผลิตไขมันจากเฮมิ
เซลลูโลสและโฮโลเซลลูโลสไฮโดรไลเซทของกากปาล์มโดยยีสต์สะสมไขมันสายพันธุ์ใหม่ โดยรายงาน
ว่ามีกากปาล์มที่เป็นสารประเภทลิกโนเซลลูโลสเหลือทิ้งจากโรงงานผลิตน้ ามันปาล์มจ านวนมากใน
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ประเทศไทย ซึ่งเป็นแหล่งน้ าตาลที่ยีสต์สะสมไขมันสามารถใช้เพ่ือการเจริญและสะสมไขมันในเซลล์ได้ 
โดยมีกระบวนการปรับสภาพกากปาล์ม 2 ขั้นตอนคือ ขั้นแรกใช้กรดซัลฟูริกเข้มข้น 0.5% (น้ าหนัก
โดยปริมาตร) ไฮโดรไลซ์เฮมิเซลลูโลสปลดปล่อยน้ าตาลเพนโตสออกมา ขั้นที่สองท าการ ไฮโดรไลซ์
กากปาล์มที่เหลือด้วยกรดซัลฟูริกเข้มข้น 2.5% (น้ าหนักโดยปริมาตร) เพ่ือปลดปล่อยน้ าตาลเฮกโซ
สออกมา จากนั้นศึกษาการผลิตไขมันจากยีสต์สายพันธุ์ต่างๆ ที่คัดเลือกได้จากตัวอย่างดินและของ
เหลือทิ้ งจากโรงงานผลิตน้ ามันปาล์ม ในเขตภาคใต้ของประเทศไทย ได้แก่ Rhodotorula 
mucilaginosa G43, Kluyveromyces marxianus X32 และ Candida tropicalis X37 โดยทั้ง
สามสายพันธุ์สามารถผลิตไขมันที่มีกรดไขมันหลักคือกรดปาล์มาติก กรดสเตียริก และกรดโอเลอิก 
เป็นองค์ประกอบมากกว่า 70% ซึ่งคล้ายกับองค์ประกอบกรดไขมันในน้ ามันปาล์ม ชี้ให้เห็นว่า
สามารถใช้เป็นสารตั้งต้นในการผลิตน้ ามันไบโอดีเซลได้ต่อไป นอกจากนี้ยังศึกษาถึงปริมาณไขมันที่
ผลิตได้โดยใช้กากปาล์มไฮโดรไลเซทที่ผ่านการก าจัดสารพิษเป็นสารตั้งต้น พบว่า C. tropicalis X37 
สามารถผลิตไขมันได้สูงที่สุด 2.73 กรัมต่อลิตร ดังนั้นกากปาล์มจึงสามารถใช้เป็นสารตั้งต้นเพ่ือการ
ผลิตไขมันโดยยีสต์สะสมไขมันในระดับอุตสาหกรรมได้ ซึ่งนอกจากจะเป็นสารตั้งต้นราคาถูก ยังเป็น
สารตั้งต้นที่ไม่ส่งผลกระทบต่อการแก่งแย่งแหล่งอาหารของคนและสัตว์ด้วย 
 Ramírez-Castrillón et al. (2017) ศึกษาวิธีการคัดเลือกยีสต์และสภาวะที่เหมาะสมต่อ
การผลิตไขมันโดยยีสต์สะสมไขมันที่คัดเลือกได้ ด้วยวิธีการคัดเลือกยีสต์จากใบพืชแบบ High 
throughput screening (HTS) ในการประเมินปริมาณไขมันที่ผลิตได้ พบยีสต์สะสมไขมันสายพันธุ์
ใหม่ คือ Meyerozyma guilliermondii BI281A พบปริมาณไขมันสะสมในเซลล์ 52.38 และ 
34.97% เมื่อใช้กลูโคสและกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน ตามล าดับ มีผลผลิตนิวทรัลลิพิด (neutral 
lipids) 108 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อใช้กลีเซอรอลบริสุทธิ์เป็นแหล่งคาร์บอน และสามารถสะสมน้ ามัน 
(oil) ได้เมื่อใช้กลีเซอรอลดิบจากโรงกลั่นน้ ามันไบโอดีเซลเป็นสารตั้งต้น ซึ่งไขมันที่ผลิตได้เป็น 
monounsaturated fatty acids (MUFA) ถึง 56 หรือ 74% เมื่อผลิตจากสารตั้งต้นกลีเซอรอลบริ
สุทธิ์และกลีเซอรอลดิบ ตามล าดับ ดังนั้น Meyerozyma guilliermondii BI281A จึงเป็นยีสต์สาย
พันธุ์ใหม่ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตไขมันเพื่อการผลิตเป็นไบโอดีเซลต่อไป 
 Poontawee, Yongmanitchai, & Limtong (2017) ศึกษาเกี่ยวกับประสิทธิภาพการผลิต
ไขมันของยีสต์สะสมไขมันจากน้ าตาลลิกโนเซลลูโลส และผลขององค์ประกอบจากการย่อยสลายลิกโน
เซลลูโลสต่อการเจริญและการผลิตไขมันจากยีสต์ ผลการทดลองการคัดเลือกยีสต์พบ 413 ไอโซเลท 
ที่สามารถผลิตไขมันได้สูงเมื่อเพาะเลี้ยงในน้ าตาลลิกโนเซลลูโลส การคัดเลือกเบื้องต้นด้วยการย้อมสี
ไนล์ เรด (nile red staining) พบ 142 ไอโซเลท ที่มีหยดน้ ามันภายในเซลล์มาก จากนั้นทดสอบการ
ผลิตไขมันในระดับขวดเขย่าในสภาวะไนโตรเจนจ ากัด และใช้กลูโคสหรือไซโลส หรือกลูโคสร่วมกับ
ไซโลส (อัตราส่วน 2:1) ที่ความเข้มข้น 70 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน ผลการทดลองพบว่า 
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Rhodosporidium fluviale DMKU-SP314 สามารถผลิตไขมันได้สูงที่สุด 7.9 กรัมต่อลิตร เมื่อ
เพราะเลี้ยง 9 วัน ในสารตั้งต้นกลูโคสร่วมกับไซโลส และมีปริมาณไขมัน 55.0% ของน้ าหนักเซลล์
แห้ง มีองค์ประกอบเป็นกรดไขมันหลักได้แก่ กรดโอเลอิก (40.2%) กรดปาล์มาติก (25.2%) กรดลิ
โนเลอิก(17.9%) และกรดสเตียริก (11.1%) นอกจากนี้ไอโซเลท DMKU-SP314 ยังสามารถเจริญและ
ผลิตไขมันได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ได้จากการปรับสภาพลิกโนเซลลูโลส เช่น กรดอะซิติก กรดฟอร์มิก 
เฟอร์ฟูรัล ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัล และวนิลลิน (vanillin) ดังนั้น Rhodosporidium fluviale 
DMKU-SP314 จึงเป็นยีสต์สะสมไขมันที่มีประสิทธิภาพในการผลิตไขมันได้โดยใช้ลิกโนเซลลูโลส
ไฮโดรไลเซทเป็นสารตั้งต้นได้ 
 



 

 

 

บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
3.1 อุปกรณ์และเคมีภัณฑ์  
 

3.1.1 อุปกรณ์ 
 - ตู้ปลอดเชื้อ (laminar flow cabinet)  
 - เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) 
 - ตู้บ่มเชื้อ (incubator)  
 - เครื่องโครมาโทกราฟีเหลวความดันสูง (High Performance Liquid Chromatography; 
HPLC) 
 - เครื่องแก๊สโครมาโทรกราฟี-แมสสเปคสเปคโทรมิเตอร์ (Gas chromatograph-Mass 
spectrometer; GCMS) 
 - อ่างส่งคลื่นความถี่สูง (sonicator bath) 
 - เครื่องชั่งน้ าหนักละเอียด 4 ต าแหน่ง (electric balance) 
 - เครื่องชั่งน้ าหนักละเอียด 2 ต าแหน่ง (electric balance) 
 - กล้องจุลทรรศน์ (compound microscope)  
 - เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอ (autoclave)  
 - ตู้อบลมร้อน (hot air oven) 
 - ไมโครเวฟ (microwave) 
 - ไมโครปิเปต (micropipette) ขนาด 10-100 และ 100-1,000 ไมโครลิตร 
 - หลอดปั่นเหวี่ยงเล็ก (eppendorf) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
 - หลอดปั่นเหวี่ยง (fulcon tube) ขนาด 15 มิลลิลิตร 
 - เครื่องมิกเซอร์ (tube mixer)  
 - เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (high speed centrifuge)  
 - เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer)  
 - ตะแกรงร่อนขนาด 0.5 มิลลิเมตร 
 - ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 50, 100 และ 250 มิลลิลิตร 
 - หลอดทดลอง (test tube) 16×150 มิลลิเมตร 
 - บีกเกอร์แก้ว (beaker) ขนาด 250 มิลลิลิตร  
 - จานเพาะเชื้อ (petri dish) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร 
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 - ขวดรูปชมพู่ (flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
 - แท่งแก้วเกลี่ยเชื้อ (spreader glass) 
 - ห่วงเขี่ยเชื้อ (Inoculating loop) 
 

3.1.2 เคมีภัณฑ์ 
 - กลูโคส (glucose) 
 - ไซโลส (xylose) 
 - อะราบิโนส (arabinose) 
 - เปปโตน (peptone)  
 - สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract) 
 - ผงมอลต์ (malt extract) 
 - โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
 - แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปปะไฮเดรต (MgSO4•7H2O)  
 - แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต (MnSO4•H2O)  
 - คอปเปอร์ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4•5H2O)  
 - โซเดียมไฮดอกไซด์ (NaOH) 
 - กรดไฮโดรคลอริก (HCl) 
 - กรดซัลฟูริก (H2SO4) 
 - ยูเรีย (NH2CONH2) 
 - แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) 
 - แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 
 - กรดซิตริก (C6H8O7H2O) 
 - โซเดียมซิเตรท (Na3C6H5O7•2H2O) 
 - กรด -3,5- ไดไนโตรซาลิไซลิก (3, 5-dinitrosalicylic acid, DNS) 
 - โซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรต (KNaC4H4O6•4H2O) 
 - เฟอร์ฟูรัล (furfural) 
 - ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัล (5-hydroxymethylfurfural; HMF) 
 - สารองค์ประกอบมาตรฐาน F.A.M.E. Mix, C14-C22 
 - เฮกเซน (hexane) 
 - แอมพิซิลลิน (ampicillin) 
 - สเตรปโตไมซิน (streptomycin) 
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 - เอทิลแอลกอฮอล์ (ethyl alcohol) 
 - กากมันส าปะหลัง (cassava pulp) 
 - ชานอ้อย (sugarcane bagasse) 
 - ผงวุ้น (Agar) 
 - น้ ากลั่น (distilled water) 
 
3.2 วิธีด าเนินการวิจัย 
 

3.2.1 การเตรียมไฮโดรไลเซทของเสียทางการเกษตร 
 น าตัวอย่างกากมันส าปะหลังและชานอ้อยมาปรับสภาพทางกายภาพ โดยอบให้แห้งที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นน ามาตัดเป็นชิ้นเล็กๆ และบดด้วยเครื่อง
บดละเอียดน าไปร่อนผ่านตะแกรงร่อนขนาด 0.5 มิลลิเมตร แล้วเก็บใส่ถุงพลาสติกเก็บรักษาที่
อุณหภูมิห้อง  

 3.2.1.1 การเตรียมไฮโดรไลเซท 
 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเตรียมไฮโดรไลเซท จากการปรับสภาพด้วยกรดซัลฟู

ริกเจือจาง 2% (ปริมาตรโดยปริมาตร) โดยแปรผันปริมาณสารตั้งต้น (กากมันส าปะหลัง หรือชาน
อ้อย) ที่ 5 และ 10% (น้ าหนักโดยปริมาตร) และนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่องนึ่งฆ่าเชื้อความดันไออุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส แปรผันเวลา 30 และ 60 นาที จากนั้นท าการกรองและปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือแยกตะกอนทิ้ง ปรับความเป็นกรดด่างน้ าส่วนใสเท่ากับ 
6.5 วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาล และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
   3.2.1.2 การวิเคราะห์ชนิดน้ าตาลในไฮโดรไลเซท 
   วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลชนิดต่างๆ ได้แก่ กลูโคส ไซโลส อะราบิโนส เป็นต้น ใน
ตัวอย่างไฮโดรไลเซทที่เจือจางด้วยน้ าปราศจากไอออน (Deionized water; DI water) และกรอง
ผ่าน nylon syringe filter ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.22 ไมโครเมตร ฉีดวิเคราะห์ด้วยเครื่องโคร
มาโทกราฟีเหลวความดันสูง (High Performance Liquid Chromatography; HPLC) ดัดแปลงตาม
วิธีของ Liang, Jarosz, Wardlow, Zhang, & Cui (2014) 
   สภาวะของเครื่องโครมาโทกราฟีเหลวความดันสูง 
  เครื่อง HPLC  : ยี่ห้อ Shimadzu model 20 ประเทศญี่ปุ่น 
  Column  : ยี่ห้อ Bio-Rad Labs รุ่น HPX-87H cation-exchange 
       ขนาด 300 × 7.8 mm ประเทศสหรัฐอเมริกา 
  Detector  : Refractive index detector (RID) 
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  Injection volume : 20 ไมโครลิตร 
  Mobile phase  : กรดซัลฟูริกเข้มข้น 0.005 โมลาร์  
  Flow rate  : 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที (isocratic elution) 
  Column oven temperature: 65 องศาเซลเซียส 
  Time   : 60 นาท ี
 
   3.2.1.3 การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดในไฮโดรไลเซท 
   วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดด้วยวิธี DNS method (Miller, 1959) โดยน า
ไฮโดรไลเซทส่วนใสปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่ได้จากการเตรียมในสภาวะที่ได้จากข้อ 3.2.1.2 ผสมกับ
สารละลายโซเดียมซิเตรท 0.05 โมลาร์ (ความเป็นกรดด่าง 4.8) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน 
และเติมสารละลาย DNS ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันและต้มในน้ าเดือดนาน 5 นาที ตรวจวัด
ค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น (wavelength) 540 นาโนเมตร 
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานกลูโคส 
 

3.2.2 การคัดแยกยีสต์จากตัวอย่าง 
 เก็บตัวอย่างจากโรงงานผลิตแป้งมันส าปะหลัง และโรงงานผลิตน้ าตาล จากจังหวัด
กาฬสินธุ์ ได้แก่ ดินตะกอนบริเวณบ่อบ าบัดน้ าเสีย น้ าทิ้งจากบ่อบ าบัดน้ าเสีย กากมันส าปะหลังจาก
จุดรวม (ก่อนล้าง หลังล้าง และหลังผ่านกระบวนการผลิต) ชานอ้อยจากจุดรวมทิ้งชานอ้อย เป็นต้น 
ด้วยเทคนิคปลอดเชื้อ โดยตัวอย่างของแข็งเก็บในถุงพลาสติกปลอดเชื้อ ส่วนตัวอย่างของเหลวเก็บ
ด้วยขวดแก้วปลอดเชื้อที่มีฝาปิดสนิท พร้อมติดฉลากระบุรายละเอียดของตัวอย่างข้างภาชนะบรรจุ
ตัวอย่าง เก็บรักษาโดยการแช่เย็นตัวอย่างในกล่องโฟมที่มีน้ าแข็งบรรจุอยู่ระหว่างการขนส่งกลับไปยัง
ห้องปฏิบัติการ เพ่ือท าการคัดแยกยีสต์จากตัวอย่างดังกล่าว โดยชั่งตัวอย่างปริมาณ 10 กรัม ผสมกับ
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MGYP ที่ประกอบด้วย (กรัมต่อลิตร) กลูโคส 10 กรัม เปปโตน 5 กรัม สารสกัด
จากยีสต์ 5 กรัม ผงมอลต์ 3 กรัม  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 1 กรัม และแมกนีเซียมซัลเฟต
เฮปปะไฮเดรต 0.5 กรัม (Sankh et al., 2013) ที่เติมแอมพิซิลลินและ สเตรปโตไมซินเข้มข้นอย่างละ 
50 มิลลิกรัมต่อลิตร (Thabet, Pasha, Ahmed, & Linga, 2012) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ระดับขวดเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นท าการเจือจางล าดับส่วน
ด้วยน้ ากลั่นปลอดเชื้อ และดูดตัวอย่างที่เจือจางแล้วปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร สเปรด (spread plate 
technique) ลงอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MGYP บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
คัดเลือกโคโลนีที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาแตกต่างกันมาขีด (streak plate technique) บน
ผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งจนได้เชื้อบริสุทธิ์ เก็บไอโซเลทยีสต์ที่คัดแยกได้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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3.2.3 การคัดเลือกยีสต์ที่สามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อไฮโดรไลเซท 
 ศึกษาการเจริญของไอโซเลทยีสต์ที่คัดแยกได้จากข้อ 3.2.2 ขีดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง
ไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลังและชานอ้อย ที่เติมสารสกัดจากยีสต์เข้มข้น 5 กรัมต่อลิตร บ่มที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง คัดเลือกเชื้อที่สามารถเจริญได้ไปศึกษาการผลิต
ไขมันสะสมในเซลล์ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทที่ความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้น 20 กรัมต่อ
ลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระดับขวดเขย่าที่ความเร็ว 180 รอบต่อนาที เป็นเวลา 120 
ชั่วโมง จากนั้นน าน้ าเลี้ยงเชื้อมาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิ 10 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ล้างเซลล์ด้วยน้ ากลั่น 2 รอบ อบแห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 72 ชั่วโมง เพ่ือน าเซลล์มาหาน้ าหนักเซลล์แห้งและสกัดน้ ามันที่สะสมในเซลล์ (lipid content) 
   3.2.3.1 การสกัดน้ ามัน 

 ท าตะกอนเซลล์แห้งให้แตกด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 2 โมลาร์ (Xavier, 
Coradini, Deckmann, & Franco, 2017) บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
จากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที น าน้ าส่วนใสมาสกัดตามวิธีของ Bligh-Dyer’s method ด้วยคลอโรฟอร์มและเมทานอลใน
อัตราส่วน 2:1 (Tampitak et al., 2015) ระเหยแห้งน้ าส่วนใสและชั่งน้ าหนักเพ่ือหาปริมาณไขมัน
สะสมในเซลล์เปรียบเทียบกับน้ าหนักเซลล์แห้ง มีหน่วยเป็นร้อยละของไขมันต่อน้ าหนักเซลล์แห้ง 
 

3.2.4 การศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมต่อการผลิตไขมันจากยีสต์ที่คัดเลือกได้ 
 น ายีสต์ที่สามารถผลิตไขมันสะสมในเซลล์ได้สูงที่สุด โดยเปรียบเทียบปริมาณไขมันกับ
น้ าหนักเซลล์แห้งจากข้อ 3.2.3 มาศึกษาการเจริญส าหรับเตรียมหัวเชื้อ โดยเพาะเลี้ยงยีสต์ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว MGYP บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระดับขวดเขย่าที่ความเร็ว 180 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 120 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างทุก 12 ชั่วโมง เพ่ือน ามาหาน้ าหนักเซลล์แห้ง 
   3.2.4.1 การศึกษาชนิดของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม 

 เพาะเลี้ยงยีสต์ที่คัดเลือกได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไล เซทของเสียทาง
การเกษตร ได้แก่ กากมันส าปะหลัง และชานอ้อย โดยปรับความเข้มข้นน้ าตาลทั้งหมดเริ่มต้นเท่ากับ 
20 กรัมต่อลิตร ท าการแปรผันแหล่งไนโตรเจน 5 ชนิด ได้แก่ สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract; YE) 
เปปโตน (peptone) ยูเรีย (urea) แอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate) และแอมโมเนียมไน
เตรท (ammonium nitrate) ที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 5 กรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงระดับขวดเขย่าที่
ความเร็ว 180 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 ชั่วโมง น าเซลล์ที่ได้มาหา
น้ าหนักเซลล์แห้ง และปริมาณน้ ามันที่สะสมในเซลล์ 
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   3.2.4.2 การคัดเลือกปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตไขมันจาดยีสต์ที่คัดเลือกได้ ด้วย
แผนการทดลองแบบ Plackett–Burman 
   ศึกษาปัจจัยต่างๆ ได้แก่ ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (Total sugar) ของไฮโดรไลเซท
กากมันส าปะหลังและชานอ้อย ความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน สารอาหารเข้มข้น 10 เท่า 
(Nutrient (กรัมต่อลิตร); MgSO4•7H2O 0.4 กรัม, KH2PO4 2 กรัม, MnSO4•H2O 0.003 กรัม, 
CuSO4•5H2O 0.001 กรัม (Y. Yu et al., 2011) ความเป็นกรดด่าง (pH) ปริมาณหัวเชื้อตั้งต้น 
(Inoculum size) ที่ปรับระดับความขุ่นของเชื้อด้วยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 
นาโนเมตร เท่ากับ 1.0 (OD600=1.0) และอุณหภูมิ (Temperature) ที่มีผลต่อการผลิตไขมันโดยยีสต์
ในระดับขวดเขย่าที่ความเร็ว 180 รอบต่อนาที โดยใช้แผนการทดลองแบบ Plackett–Burman 
ก าหนดค่า low level (-1) และ high level (+1) ทั้ง 6 ปัจจัย ดังแสดงในตารางที่ 9-10 ของอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลังและชานอ้อย ตามล าดับ และมีจ านวนการทดลองทั้งหมด 
16 การทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 11-12 ของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลัง
และชานอ้อย ตามล าดับ 
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ตารางที่ 9 ค่าปัจจัยต่างๆ ด้วยแผนการทดลองแบบ Plackett–Burman ของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
ไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลังโดยยีสต์ไอโซเลท MSU2 

code Variable Low level (-1) High level (+1) 

X1 Total sugar (g/L) 20 60 
X2 N source (g/L) 5 10 
X3 Nutrient 10X (mL/100mL) 1 10 
X4 pH 5 7 
X5 Inoculum size (%) 1 10 
X6 Temperature (°C) 25 35 

 
ตารางที่ 10 ค่าปัจจัยต่างๆ ด้วยแผนการทดลองแบบ Plackett–Burman ของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
ไฮโดรไลเซทชานอ้อยโดยยีสต์ไอโซเลท Ka28 

code Variable Low level (-1) High level (+1) 

X1 Total sugar (g/L) 20 40 
X2 N source (g/L) 5 10 
X3 Nutrient 10X (mL/100mL) 1 10 
X4 pH 5 7 
X5 Inoculum size (%) 1 10 
X6 Temperature (°C) 25 35 
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   ท าการทดลอง 3 ซ้ า วิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติ เพ่ือทดสอบปัจจัยที่มี
ผลต่อการทดลองการผลิตไขมันโดยยีสต์ที่คัดเลือกได้ เลือกปัจจัยหลักที่ส่งผลต่อการทดลองที่มี
ค่า p-value < 0.05 
   3.2.4.3 การศึกษาค่าที่เหมาะสมต่อการผลิตไขมันโดยยีสต์ที่คัดเลือกได้ ด้วย
วิธีพ้ืนผิวตอบสนอง (Response surface methodology; RSM) 
   จากปัจจัยหลักที่ส่งผลต่อการผลิตไขมันโดยยีสต์ที่คัดเลือกได้จากข้อ 3.2.4.2 
น ามาศึกษาค่าที่เหมาะสมของแต่ละปัจจัยหลักด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนองแบบ Box-Behnken 
ซึ่งเป็นวิธีการวางแผนการทดลองทุกระดับของแต่ละปัจจัย และมีการท าซ้ าที่จุ ดกึ่งกลาง เพ่ือ
หาค่าที่เหมาะสมที่สุดของปัจจัยหลัก 3 ระดับ คือ ระดับต่ า (-1) ระดับกลาง (0) และระดับสูง 
(+1) 
   การวางแผนการทดลองด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนองแบบ Box-Behnken ซึ่ง
ก าหนดช่วงของปัจจัยที่ศึกษา ท าซ้ าที่จุดกึ่งกลาง 4 จุด ท าให้ได้การทดลองทั้งหมด 16 การ
ทดลอง เพ่ือการทดลองในการหาค่าที่เหมาะสมต่อการผลิตไขมันโดยยีสต์ที่คัดเลือกได้ การ
ออกแบบการทดลองใช้ท านายค่าตอบสนองเป็นสมการพหุนามก าลังสอง (Quadratic 
polynomial)  ซึ่งเป็นความสัมพันธ์การถดถอยเชิงเส้น (Quadratic regression 
relationship) ดังนี้ 
 

      ∑     ∑          ∑     
  

 
   โดย Y เป็นค่าตอบสนอง,    เป็นค่าคงที่หรือจุดตัดหรือ Grand mean,   , 
   เป็นผลเชิงเส้น (Linear effect) ของ Xi และ Xj และ     เป็นสัมประสิทธิ์ของตัวแปร
อิสระหรือผลเชิงเส้นโค้งของ Xi และXj ทั้งนี้บางเทอมอาจถูกตัดออกไประหว่างการวิเคราะห์
เพ่ือให้ได้แบบจ าลองที่มีนัยส าคัญได้ค่า lack of fit ที่ไม่มีนัยส าคัญ หรือมีค่าสัมประสิทธิ์การ
ตัดสินใจ (R2) ที่มีค่าสูง 
 

3.2.5 การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของกรดไขมัน 
 วิเคราะห์ชนิดและปริมาณของกรดไขมันที่ผลิตได้จากไอโซเลทยีสต์ด้วยวิธีเครื่องแก๊ส
โครมา  โทรกราฟี-แมสสเปคสเปคโทรมิเตอร์ (Gas chromatograph-Mass spectrometer; 
GCMS) ด้วยการน าตัวอย่างมาท าปฏิกิริยา esterification เพ่ือเปลี่ยนกรดไขมันเป็น Fatty 
acid methyl esters (FAME) ดัดแปลงตามวิธีของ Tariq et al. (2011)  
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  สภาวะของเครื่องแก๊สโครมาโทรกราฟี-แมสสเปคสเปคโทรมิเตอร์ 
  เครื่อง GCMS   : ยี่ห้อ Shimadzu รุ่น GCMS-QP2010  
        ประเทศญี่ปุ่น 
  Column   : แคปิลารี่คอลัมน์ขนาด 30 m x 0.25 mmID x  
          0.25 µmdf ยี่ห้อ Restek ประเทศอังกฤษ 
  Sample   : 1 ไมโครลิตร (Autosample) 
  Injector temperature  : 250 องศาเซลเซียส 
  Temperature program  : 120 องศาเซลเซียส 2 นาที เพ่ิมเป็น 250  
        องศาเซลเซียส อัตรา 250 องศาเซลเซียสต่อนาที 
        และคงที่ไว้ 250 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาท ี
        (รวม 50 นาที) 
  Carrier gas   : ฮีเลียม 
  Ion source temperature  : 200 องศาเซลเซียส 
  Interphase temperature  : 230 องศาเซลเซียส 
  Injection mode  : Split (ratio 1:24) 
  Mode    : ESI mode 70 eV 
 

3.2.6 การจัดจ าแนกสกุลของยีสต์ทางอนุกรมวิธาน 
  น ายี สต์ที่ คัด เลือกได้มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphological 
characteristics) และจัดจ าแนกสายพันธุ์โดยวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์  
   3.2.6.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา 
   ศึกษาลักษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MGYP โดยสังเกตลักษณะ
และสีของโคโลนี เมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง และศึกษาลักษณะ
รูปร่างเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์  
   3.2.6.2 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
   น าส่งยีสต์ไปวิ เคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ยังศูนย์ พันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ ด้วยวิธีการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (Genomic DNA) ของไอโซเลทที่
คัดเลือกได้ เพ่ือใช้เป็นแม่พิมพ์ในการเพ่ิมปริมาณยีน D1/D2 domain ของ 26S rDNA ด้วย
เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยมีโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ดังนี้ NL-1 
(5’-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG- 3’) และ NL4 (5’-GGT CCG TGT TTC 
AAG ACG G- 3’) (Kurtzman & Robnett, 1998) จากนั้นน าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยา 
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PCR มาวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยใช้ไพรเมอร์ดังนี้  forward primer NL1 (5’-GCA 
TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG- 3’) และ reverse primer NL4 (5’-GGT CCG TGT 
TTC AAG ACG G- 3’) น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ประมาณ 500-600 bp มาวิเคราะห์
ด้วยโปรแกรม Bioedit แล้วน าไปเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีอยู่ใน GeneBank ด้วย
โปรแกรม BlastN ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) จาก
เวปไซต์ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast  โดยร้อยละความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลี
โอไทด ์26S rDNA ที่ได้ จะน ามาใช้ในการจ าแนกชนิดของยีสต์ที่คัดเลือก 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast


 

 

 

บทที่ 4 
ผลการวิจัยและการอภิปราย 

 
4.1 ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบไฮโดรไลเซทของเสียทางการเกษตร  
    
 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเตรียมไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลังและชานอ้อย 
จากการปรับสภาพด้วยกรดซัลฟูริกเจือจาง 2% (ปริมาตรโดยปริมาตร) โดยแปรผันปริมาณ
สารตั้งต้น ได้แก่ กากมันส าปะหลัง และชานอ้อยที่ความเข้มข้น 5 และ 10% (น้ าหนักโดย
ปริมาตร) และนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่องนึ่งฆ่าเชื้อความดันไออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส แปรผัน
เวลา 30 และ 60 นาที วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลชนิดต่างๆ ได้แก่ กลูโคส ไซโลส อะราบิโนส 
เป็นต้น ในตัวอย่างไฮโดรไลเซทด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีเหลวความดันสูง ( High 
Performance Liquid Chromatography; HPLC) พบว่าการใช้สารตั้งต้น (Loading) 10% 
(น้ าหนักโดยปริมาตร) นึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่องนึ่งฆ่าเชื้อความดันไออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที มีปริมาณน้ าตาลชนิดต่างๆ สูงกว่าการใช้สารตั้งต้น 5% และการใช้เวลานึ่ง
ฆ่าเชื้อ 60 นาที โดยในไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลังพบกลูโคสมากที่สุดเท่ากับ 48.19 กรัม
ต่อลิตร และในไฮโดรไลเซทชานอ้อยพบไซโลสมากที่สุดเท่ากับ 23.46 กรัมต่อลิตร ดังแสดงใน
ตารางที ่13  
 
ตารางที่ 13 องค์ประกอบน้ าตาลชนิดต่างๆ ในไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลังและชานอ้อยที่
ปรับสภาพด้วยกรดซัลฟูริกเจือจาง 2% โดยแปรผันแปรผันปริมาณสารตั้งต้นและเวลาในการ
นึ่งฆ่าเชื้อ 

ตัวอย่าง 
ปริมาณ

สารตั้งต้น 
(%) 

องค์ประกอบ (กรัมต่อลิตร) 

กลูโคส ไซโลส อราบิโนส 
30 นาที 60 นาที 30 นาที 60 นาที 30 นาที 60 นาที 

กากมัน
ส าปะหลัง 

5 25.02 25.16 8.31 9.74 1.53 2.00 
10 48.19 46.25 17.10 25.67 3.45 - 

ชานอ้อย 
5 8.16 14.16 11.40 9.34 3.06 0.49 
10 14.65 16.47 23.46 22.30 5.07 6.60 
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 ผู้ทดลองจึงเลือกสภาวะการเตรียมไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลังและชานอ้อย โดย
การใช้สารตั้งต้น 10% (น้ าหนักโดยปริมาตร) และนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่องนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอ
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และเมื่อน ามาวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด
ด้วยวิธี DNS method พบว่ามีปริมาณน้ าตาลทั้งหมดเท่ากับ 77.09 และ 50.25 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดับ และวิเคราะห์ปริมาณสารพิษจากกระบวนการไฮโดรไลซ์ด้วยกรดเจือจางในไฮโดรไล
เซทด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีเหลวความดันสูง ในไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลังตรวจไม่พบ
เฟอร์ฟูรัล (furfural) แต่พบไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัล (hydroxymethylfurfural; HMF) 
เท่ากับ 0.30 กรัมต่อลิตร ส่วนไฮโดรไลเซทชานอ้อยพบเฟอร์ฟูรัล และไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์
ฟูรัลปริมาณเท่ากับ 0.38 และ 0.37 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ 
 
4.2 ผลการคัดแยกยีสต์จากตัวอย่าง 
 
 ศึกษาการเจริญของไอโซเลทยีสต์ที่คัดแยกได้ขีดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งไฮโดรไลเซท
กากมันส าปะหลังและชานอ้อย ที่เติมสารสกัดจากยีสต์เข้มข้น 5 กรัมต่อลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง พบรอยการเจริญของไอโซเลทยีสต์ ทั้งหมด 32 ไอโซเลท 
ดังแสดงในตารางที่ 14 
 
ตารางที่ 14 แสดงจ านวนไอโซเลทยีสต์ที่คัดแยกได้จากตัวอย่างต่างๆ บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 
MGYP 

สถานที่เก็บตัวอย่าง ตัวอย่าง จ านวนไอโซเลท 

บริษัท บางนาแป้งมัน จ ากัด น้ าทิ้ง 16 
 ดินตะกอน 33 
 กากมันส าปะหลัง 30 
 น้ าแป้ง 2 
บริษัท มิตรผล (กาฬสินธุ์) 
จ ากัด 

น้ าทิ้ง 10 
ชานอ้อย 22 

 
4.3 ผลการคัดเลือกยีสต์ที่สามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อไฮโดรไลเซท 
 
 ศึกษาการเจริญของไอโซเลทยีสต์ที่คัดแยกได้ โดยขีดเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง
ไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลังและชานอ้อย ที่เติมสารสกัดจากยีสต์เข้มข้น 5 กรัมต่อลิตร บ่มที่



 

 

  54 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง พบการเจริญของไอโซเลทยีสต์ ทั้งหมด 32 
ไอโซเลท บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งไฮโดรไลเซท ดังแสดงในตารางที่ 15 
 
ตารางที่ 15 แสดงจ านวนไอโซเลทยีสต์ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งไฮโดรไลเซทกากมัน
ส าปะหลังและชานอ้อย 

สถานที่เก็บ
ตัวอย่าง 

ตัวอย่าง ยีสต์ที่เจริญบนไฮโดรไลเซท 

จ านวน ไอโซเลท 

บริษัท บางนา
แป้งมัน จ ากัด 

น้ าทิ้ง 6 MC1, MC5, MC8, MC10, MC12, 
MC15,  

ดินตะกอน 14 MSU2, MSU6, MSU9, MSU23, 
MSU25, MSU29, MSU31, MSU35, 
MSU38, BA1-2, BA2-1, BA10-1, 
BA11-1, BA12-1 

กากมัน
ส าปะหลัง 

4 PA26, Ka12, Ka28, Ma20 

น้ าแป้ง 1 K1 
บริษัท มิตรผล 
(กาฬสินธุ์) จ ากัด 

น้ าทิ้ง 5 M1-1, M2-1, M3-1, M3-2, M15-2 
ชานอ้อย 2 MS2, MS3 

 
 น ายีสต์ทั้ง 32 ไอโซเลท มาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทกากมัน
ส าปะหลังและชานอ้อยที่ความเข้มข้นน้ าตาลเริ่มต้น 20 กรัมต่อลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ระดับขวดเขย่าที่ความเร็ว 180 รอบต่อนาที เป็นเวลา 120 ชั่วโมง จากนั้นวิเคราะห์
ปริมาณไขมันที่สะสมในเซลล์ พบว่ามียีสต์ 14 ไอโซเลท ที่สามารถเจริญและผลิตไขมันใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลัง โดยมีไอโซเลท MSU2 ที่ผลิตไขมันได้สูง
ที่สุดคือ 13.76% (ภาพที่ 8) ซึ่งคัดแยกได้จากดินตะกอนจากโรงงานผลิตแป้งมันส าปะหลัง 
นอกจากนี้ยังมีอีก 12 ไอโซเลท ที่สามารถเจริญและผลิตไขมันในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไล
เซทชานอ้อย โดยมีไอโซเลท Ka28 ที่ผลิตไขมันได้สูงที่สุดคือ 11.48% (ภาพที่ 9) ซึ่งคัดแยกได้
จากกากมันส าปะหลังจากโรงงานผลิตแป้งมันส าปะหลัง 
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ภาพที่ 8 ปริมาณไขมันสะสมในเซลล์ยีสต์ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวเหลวไฮโดรไลเซทกากมัน
ส าปะหลัง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระดับขวดเขย่าที่ความเร็ว 180 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 120 ชั่วโมง 
 

 
ภาพที่ 9 ปริมาณไขมันสะสมในเซลล์ยีสต์ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทชานอ้อย ที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระดับขวดเขย่าที่ความเร็ว 180 รอบต่อนาที เป็นเวลา 120 ชั่วโมง 
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4.4 ผลการศึกษาปัจจัยท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไขมันจากยีสต์ที่คัดเลือกได้ 
 
 ศึกษาลักษณะการเจริญของยีสต์ โดยเพาะเลี้ยงยีสต์ไอโซเลท MSU2 และ Ka28 ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MGYP ติดตามการเจริญโดยวัดน้ าหนักเซลล์แห้งทุก 12 ชั่วโมง พบว่าทั้ง
สองไอโซเลทมีการเจริญอย่างรวดเร็วในช่วงตั้ง 0 – 48 ชั่วโมง และหลังจากนี้เริ่มเข้าสู่ช่วงคงที่ 
(ภาพที่ 10) ดังนั้นผู้ทดลองจึงเลือกเวลาช่วง 36 - 48 ชั่วโมง ซึ่งเป็นช่วงปลายของระยะการ
เพ่ิมจ านวน (late exponential phase) เพ่ือเตรียมหัวเชื้อตั้งต้นในการผลิตไขมันต่อไป  
 

 
ภาพที่ 10 กราฟการเจริญของยีสต์ไอโซเลท MSU2 และ Ka28 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
MGYP บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระดับขวดเขย่าที่ความเร็ว 180 รอบต่อนาที 

 
4.4.1 ผลการศึกษาชนิดของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม 

 เพาะเลี้ยงยีสต์ไฮโซเลท MSU2 และ Ka28 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทกาก
มันส าปะหลังและชานอ้อย ตามล าดับ โดยปรับความเข้มข้นน้ าตาลทั้งหมดเริ่มต้นเท่ากับ 20 
กรัมต่อลิตร ท าการแปรผันแหล่งไนโตรเจน 5 ชนิด ได้แก่ สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract; 
YE) เปปโตน (peptone) ยูเรีย (urea) แอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate) และ
แอมโมเนียมไนเตรท (ammonium nitrate) ที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 5 กรัมต่อลิตร ผลการ
ทดลองพบว่าไอโซเลท MSU2 และ Ka28 สามารถผลิตไขมันได้สูงสุดเท่ากับ 11.44 และ 
7.44% ของน้ าหนักเซลล์แห้ง เมื่อใช้เปปโตน (ภาพที่ 11) และสารสกัดจากยีสต์ (ภาพที่ 12) 
เป็นแหล่งไนโตรเจน ตามล าดับ  

0.00

0.50

1.00

1.50

2.00

2.50

3.00

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132น ้า
หน

ักเ
ซล

ล์แ
ห้ง

 (ก
รัม

ต่อ
ลิต

ร)
 

เวลา (ชั่วโมง) 

MSU2

Ka28



 

 

  57 

 
ภาพที่ 11 การแปรผันแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตไขมันโดยยีสต์ไฮโซเลท MSU2 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลัง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระดับ

ขวดเขย่าที่ความเร็ว 180 รอบต่อนาที เป็นเวลา 120 ชั่วโมง 

 
ภาพที่ 12 การแปรผันแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตไขมันโดยยีสต์ไฮโซเลท Ka28 ใน

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทชานอ้อย ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระดับขวดเขย่าที่
ความเร็ว 180 รอบต่อนาที เป็นเวลา 120 ชั่วโมง 
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4.4.2 ผลการคัดเลือกปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตไขมันจากยีสต์ที่คัดเลือกได้ ด้วย
แผนการทดลองแบบ Plackett–Burman 
 ใช้แผนการทดลองแบบ Plackett–Burman เพ่ือหาปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตไขมัน
สะสมในเซลล์อย่างมีนัยส าคัญด้วยยีสต์ไอโซเลท MSU2 และ Ka28 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
ไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลังและชานอ้อย ตามล าดับ โดยปัจจัยที่น ามาศึกษาจ านวน 6 
ปัจจัย วางแผนการทดลองได้ 16 การทดลอง เพาะเลี้ยงระดับขวดเขย่าที่ความเร็ว 180 รอบ
ต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 ชั่วโมง โดยใช้แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม
จากการทดลองที่ 4.4.1 พบว่าไอโซเลท MSU2 สามารถผลิตไขมันได้สูงสุด 33.73% ของ
น้ าหนักเซลล์แห้ง (ตารางท่ี 16) 
 ท าการวิเคราะห์ผลการทดลองด้วยโปรแกรมทางสถิติจาก 16 แผนการทดลอง ของ
ปัจจัยที่สนใจศึกษา 6 ปัจจัย ได้แก่  ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (Total sugar: X1) ความเข้มข้น
ของเปปโตน (Peptone: X2) สารอาหารเข้มข้น 10 เท่า (Nutrient 10X: X3) ความเป็นกรด
ด่าง (pH: X4) ปริมาณหัวเชื้อตั้งต้น (Inoculum size: X5) และอุณหภูมิ (Temperature: X6) 
ที่ก าหนดค่า low level (-1) และ high level (+1) โดยแสดงค่านัยส าคัญของปัจจัยที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95% (p<0.05) พบปัจจัยที่มีค่า p-value น้อยกว่า 0.05 ซึ่งเป็นปัจจัยที่มีผล
อย่างมีนัยส าคัญต่อการผลิตไขมัน จ านวน 3 ปัจจัย ได้แก่ ความเป็นกรดด่าง ปริมาณหัวเชื้อตั้ง
ต้น และอุณหภูมิ ดังแสดงในตารางที่ 17 และพบว่าความเป็นกรดด่าง และปริมาณหัวเชื้อตั้ง
ต้น มีค่า main effect เป็นค่าบวก หมายความว่าปัจจัยเหล่านี้ส่งผลกระทบทางบวกและมี
แนวโน้มที่สามารถเพ่ิมความเข้มข้นได้อีก เพ่ือให้ยีสต์สามารถผลิตไขมันได้มากขึ้น ส่วน
อุณหภูมิมีค่า main effect เป็นลบ แสดงว่าส่งผลกระทบทางลบและมีแนวโน้มที่ควรลดค่าลง 
จึงน าทั้ง 3 ปัจจัยนี้ไปใช้ในการออกแบบการทดลองเพ่ือศึกษาค่าที่เหมาะสมของแต่ละปัจจัย
หลักด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนองแบบ Box-Behnken ในการทดลองต่อไป 
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ตารางที่ 16 ผลการทดลองของแผนการทดลองแบบ Plackett–Burman จ านวน 16 แผนการ
ทดลอง ด้วย 6 ปัจจัย ของการผลิตไขมันโดยยีสต์ไอโซเลท MSU2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
ไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลัง 

run 
Variable/ Code Response 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 
Lipid content (%) 

Observed Predicted 
1 -1 1 1 1 -1 -1 6.51 11.96 
2 -1 -1 1 -1 1 1 0.00 4.48 
3 1 -1 1 1 1 -1 33.73 29.30 
4 1 1 1 -1 -1 -1 10.38 11.07 
5 0 0 0 0 0 0 6.41 5.45 
6 1 1 -1 -1 -1 1 0.00 -3.10 
7 -1 -1 -1 1 -1 1 0.00 -0.76 
8 1 -1 -1 -1 1 -1 20.28 23.27 
9 0 0 0 0 0 0 4.40 5.45 
10 0 0 0 0 0 0 5.81 5.45 
11 1 -1 1 1 -1 1 6.08 4.38 
12 -1 1 1 -1 1 1 7.51 3.03 
13 -1 1 -1 1 1 -1 26.83 22.72 
14 -1 -1 -1 -1 -1 -1 7.95 7.37 
15 0 0 0 0 0 0 5.18 5.45 
16 1 1 -1 1 1 1 8.13 13.69 

หมายเหตุ: X1-X6 แทนด้วยปัจจัยที่ศึกษา และรหัส -1, +1 แทนค่าที่ low level (-1) และ 
high level (+1) ดังแสดงในตารางที่ 11 
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ตารางที่ 17 แสดงค่า Variables, estimated effect, regression coefficient, F และ P 
values ของการผลิตไขมันโดยยีสต์ไอโซเลท MSU2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทกาก
มันส าปะหลังของแผนการทดลองแบบ Plackett–Burman 

Code Variable Coefficient Effect F-value P-value 
X1 Total sugar (g/L) 2.48 4.97 3.65 0.0925 
X2 Peptone (g/L) -0.72 -1.45 0.31 0.5932 
X3 Nutrient 10X 

(mL/100mL) 
0.085 0.17 0.00 0.9495 

X4 pH 2.93 5.86 5.08 0.0543* 
X5 Inoculum size 

(%) 
5.46 10.93 17.66 0.0030* 

X6 Temperature 
(°C) 

-7.00 -13.99 28.96 0.0007* 

หมายเหตุ: *แทนปัจจัยที่มีนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% (p<0.05) 
 
 ส่วนไอโซเลท Ka28 สามารถผลิตไขมันได้สูงสุด 20.41% ของน้ าหนักเซลล์แห้ง 
(ตารางที่ 18) ท าการวิเคราะห์ผลการทดลองด้วยโปรแกรมทางสถิติจาก 16 แผนการทดลอง 
ของปัจจัยที่สนใจศึกษา 6 ปัจจัย ได้แก่  ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (Total sugar: X1) ความ
เข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract: X2) สารอาหารเข้มข้น 10 เท่า (Nutrient 10X: 
X3) ความเป็นกรดด่าง (pH: X4) ปริมาณหัวเชื้อตั้งต้น (Inoculum size: X5) และอุณหภูมิ 
(Temperature: X6) ที่ก าหนดค่า low level (-1) และ high level (+1) โดยแสดงค่า
นัยส าคัญของปัจจัยที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)  พบปัจจัยที่มีค่า p-value น้อยกว่า 
0.05 ซึ่งเป็นปัจจัยที่มีผลอย่างมีนัยส าคัญต่อการผลิตไขมัน จ านวน 3 ปัจจัย ได้แก่ ปริมาณ
น้ าตาลทั้งหมด ความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์ และสารอาหารเข้มข้น 10 เท่า ดังแสดงใน
ตารางที่ 19 และพบว่าปริมาณน้ าตาลทั้งหมด และสารอาหารเข้มข้น 10 เท่า มีค่า main 
effect เป็นค่าบวก หมายความว่าปัจจัยเหล่านี้ส่งผลกระทบทางบวกและมีแนวโน้มที่สามารถ
เพ่ิมความเข้มข้นได้อีก เพ่ือให้ยีสต์สามารถผลิตไขมันได้มากขึ้น ส่วนความเข้มข้นของสารสกัด
จากยีสต์มีค่า main effect เป็นลบ แสดงว่าส่งผลกระทบทางลบและมีแนวโน้มที่ควรลดค่าลง 
จึงน าทั้ง 3 ปัจจัยนี้ไปใช้ในการออกแบบการทดลองเพ่ือศึกษาค่าที่เหมาะสมของแต่ละปัจจัย
หลักด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนองแบบ Box-Behnken design ในการทดลองต่อไป 
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ตารางที่ 18 ผลการทดลองของแผนการทดลองแบบ Plackett–Burman จ านวน 16 แผนการ
ทดลอง ด้วย 6 ปัจจัย ของการผลิตไขมันโดยยีสต์ไอโซเลท Ka28 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
ไฮโดรไลเซทชานอ้อย 

run 
Variable/ Code Response 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 
Lipid content (%) 

Observed Predicted 
1 0 0 0 0 0 0 12.39 10.06 
2 0 0 0 0 0 0 10.56 10.06 
3 +1 +1 -1 -1 -1 +1 5.36 3.70 
4 0 0 0 0 0 0 6.98 10.06 
5 0 0 0 0 0 0 11.76 10.06 
6 0 0 0 0 0 0 8.59 10.06 
7 -1 +1 +1 +1 -1 -1 7.66 9.01 
8 +1 -1 +1 +1 +1 -1 20.41 17.44 
9 +1 -1 -1 -1 +1 -1 10.00 11.65 
10 -1 -1 -1 +1 -1 +1 8.92 7.43 
11 -1 -1 +1 -1 +1 +1 8.96 9.79 
12 -1 +1 -1 +1 +1 -1 5.82 5.77 
13 -1 +1 +1 -1 +1 +1 5.82 4.99 
14 +1 +1 -1 +1 +1 +1 4.88 6.24 
15 -1 -1 -1 -1 -1 -1 7.85 8.03 
16 +1 +1 +1 -1 -1 -1 10.26 10.09 

หมายเหตุ: X1-X6 แทนด้วยปัจจัยที่ศึกษา และรหัส -1, +1 แทนค่าที่ low level (-1) และ 
high level (+1) ดังแสดงในตารางที่ 12 
 
 
 
 



 

 

  62 

ตารางที่ 19 แสดงค่า Variables, estimated effect, regression coefficient, F และ P 
values ของการผลิตไขมันโดยยีสต์ไอโซเลท Ka28 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทชาน
อ้อยของแผนการทดลองแบบ Plackett–Burman 

Code Variable Coefficient Effect F-value P-value 
X1 Total sugar (g/L) 1.53 3.06 5.62 0.0419* 
X2 Yeast extract 

(g/L) 
-2.40 -4.81 13.83 0.0048* 

X3 Nutrient 10X 
(mL/100mL) 

1.90 3.80 8.63 0.0166* 

X4 pH 0.99 1.99 2.37 0.1580 
X5 Inoculum size 

(%) 
0.28 0.56 0.19 0.6768 

X6 Temperature 
(°C) 

-1.30 -2.59 4.03 0.0758 

หมายเหตุ: *แทนปัจจัยที่มีนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% (p<0.05) 
 
 4.4.3 ผลการศึกษาค่าที่เหมาะสมต่อการผลิตไขมันโดยยีสต์ที่คัดเลือกได้ ด้วยวิธี
พ้ืนผิวตอบสนอง (Response surface methodology; RSM) 
   4.4.3.1 ผลการศึกษาค่าที่เหมาะสมต่อการผลิตไขมันโดยยีสต์ไอโซเลท 
MSU2 จากไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลังด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง 
   ปัจจัยที่ส่งผลอย่างมีนัยส าคัญต่อปริมาณไขมันสะสมในเซลล์ยีสต์ไอโซเลท 
MSU2 ได้แก่ ความเป็นกรดด่าง (pH: X1) ปริมาณหัวเชื้อตั้งต้น (Inoculum size: X2) และ
อุณหภูมิ (Temperature: X3) ก าหนดค่า low level (-1), medium level (0) และ high 
level (+1) ดังแสดงในตารางที่ 20 เพาะเลี้ยงระดับขวดเขย่าที่ความเร็ว 180 รอบต่อนาที 
ปริมาตรของเหลว 25 มิลลิลิตร เป็นเวลา 120 ชั่วโมง โดยวิธีพ้ืนผิวตอบสนองใช้แผนการ
ทดลองแบบ Box-Behnken ของ 3 ปัจจัย วางแผนการทดลองได้ 16 การทดลองและได้ผล
ปริมาณไขมัน ดังแสดงในตารางที่ 21  
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ตารางที่ 20 ค่าปัจจัยต่างๆ ด้วยแผนการทดลองแบบ Box-Behnken ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
ไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลังโดยยีสต์ไอโซเลท MSU2 

code Variable Low level  
(-1) 

Medium 
level (0) 

High level 
(+1) 

X1 pH 6 7 8 
X2 Inoculum size (%) 10 20 30 
X3 Temperature (°C) 25 27.5 30 

 
ตารางที่ 21 ผลการทดลองของแผนการทดลองแบบ Box-Behnken ด้วย 3 ปัจจัย ของการ
ผลิตไขมันโดยยีสต์ไอโซเลท MSU2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลัง 

run 

Variable/ Levels Response 

pH 
Inoculum 

size 
(%) 

Temperature  
(°C) 

Lipid content (%) 

X
1
 Actual X

2
 Actual X

3
 Actual Observed Predicted 

1 0 7 -1 10 -1 25 13.39 17.25 
2 +1 8 0 20 +1 30 12.07 14.32 
3 -1 6 0 20 +1 30 25.20 28.47 
4 0 7 0 20 0 27.5 34.59 33.95 
5 0 7 -1 10 +1 30 17.87 16.21 
6 0 7 0 20 0 27.5 30.60 33.95 
7 -1 6 0 20 -1 25 29.65 27.40 
8 0 7 +1 30 -1 25 25.36 27.02 
9 +1 8 +1 30 0 27.5 19.40 21.00 
10 +1 8 -1 10 0 27.5 17.66 17.07 
11 0 7 0 20 0 27.5 34.76 33.95 
12 0 7 +1 30 +1 30 20.76 16.91 
13 -1 6 -1 10 0 27.5 24.87 23.27 
14 +1 8 0 20 -1 25 29.81 26.54 
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ตารางที่ 21 ผลการทดลองของแผนการทดลองแบบ Box-Behnken ด้วย 3 ปัจจัย ของการ
ผลิตไขมันโดยยีสต์ไอโซเลท MSU2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลัง 
(ต่อ) 

run 

Variable/ Levels Response 

pH 
Inoculum 

size 
(%) 

Temperature  
(°C) 

Lipid content (%) 

X
1
 Actual X

2
 Actual X

3
 Actual Observed Predicted 

15 -1 6 +1 30 0 27.5 29.22 29.81 
16 0 7 0 20 0 27.5 35.83 33.95 

 
   ความสัมพันธ์ของปัจจัยที่สนใจศึกษา และค่าการตอบสนอง (ปริมาณไขมัน) 
ในรูปสมการก าลังสองที่แสดงค่านัยส าคัญในแต่ละปัจจัยและระหว่างปัจจัย โดยค่าการ
ตอบสนองปริมาณไขมัน (Y) ดังแสดงในสมการที่ 2 ซึ่งในเทอมของค่ารหัส (Code value) 
ก าหนดให้ A แทนค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้น, B แทนปริมาณหัวเชื้อเริ่มต้น และ C แทน
อุณหภูมิ 
 
 Y =  33.95-3.75*A+2.62*B-2.79*C-0.65*AB-3.32*AC- 
   2.27*BC-3.16*A2-8.00*B2-6.60*C2    สมการที่ 2 
 
   การวิเคราะห์ผลทางสถิติของสมการแสดงความสัมพันธ์ของปัจจัยที่ศึกษา 
และค่าการตอบสนองปริมาณไขมันที่ความเชื่อมั่น 95% พบว่าสมการในเทอม Quadratic มี
ค่า R2 เท่ากับ 89.66% โดยค่า R2 แสดงถึงความสามารถของสมการในการอธิบายความ
แปรปรวนที่มีผลต่อการตอบสนองของสมการที่ได้ น าไปใช้ในการอธิบายผลการทดลองได้
ใกล้เคียงค่าจริงในค่าการตอบสนองปริมาณไขมันถึง 89.66% จึงเป็นสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ
ที่เหมาะสมที่สุดจากสมการทั้งหมด จากค่า p-value ของ Regression เท่ากับ 0.0081 ค่า
ความไม่เหมาะสมของแบบจ าลองกับผลการทดลอง (Lack of fit) พบว่าไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p value = 0.1214) ดังแสดงในตารางที่ 22 
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ตารางที่ 22 ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนของการทดลองการผลิตไขมันโดยยีสต์ไอโซเลท 
MSU2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลังของแผนการทดลองแบบ Box-
Behnken 

Source 
Sum of 
squares 

df 
Mean 

squares 
F value 

p-value 
Prob > F 

 

Model 766.20 9 85.13 5.78 0.0224 Sig. 
A-pH 112.50 1 112.50 7.64 0.0327  
B-Inoculum 54.86 1 54.86 3.72 0.1019  
C-Temperature 62.22 1 62.22 4.22 0.0856  
AB 1.70 1 1.70 0.12 0.7454  
AC 44.16 1 44.16 3.00 0.1341  
BC 20.61 1 20.61 1.40 0.2816  
A2 39.94 1 39.94 2.71 0.1507  
B2 255.84 1 255.84 17.37 0.0059  
C2 174.37 1 174.37 11.84 0.0138  
Residual 88.38 6 14.73    
   Lack of Fit 72.56 3 24.19 4.59 0.1214 Not 

sig. 
   Pure Error 15.82 3 5.27    
Cor Total 854.59 15     

 
   การตรวจสอบความถูกต้องของรูปแบบการทดลอง (Model Adequacy 
Checking) เป็นการตรวจสอบความเหมาะสมและความถูกต้องของข้อมูลที่ได้จากการทดลอง
ซึ่งมีสมมติฐานว่า รูปแบบของค่าส่วนตกค้าง (Residuals) ที่ได้จากข้อมูลในการทดลองต้อง
เป็นไปตามหลักการ   ~ NID (0, 2) คือ Residuals มีการแจกแจงแบบปกติและเป็นอิสระ
ด้วยค่าเฉลี่ยใกล้เคียง 0 และ  2  มีค่าคงตัว (Stability) จึงจะท าให้ข้อมูลจากการทดลองมี
ความถูกต้องและเชื่อถือได้ ผลการตรวจสอบความเป็นไปได้ตามข้อสมมติฐานแสดงได้
ดังต่อไปนี้ 
   การตรวจสอบการกระจายว่า Residuals มีการแจกแจงเป็นแบบปกติ  
(Normal  Distribution) โดยการพิจารณาการกระจายของค่า Residual จากภาพที่ 13 
พบว่าข้อมูลมีการกระจายตัวตามแนวเส้นตรงและจากการทดสอบด้วยวิธีของโคโมโกรอฟ-
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สเมียนอฟ นอร์มอลลิตี้เทส (Kolmogorov-Smirnov Normality Test) ซึ่งมีค่า p-
value>0.05 ท าให้เชื่อมั่นได้ว่า Residuals มีการแจกแจงแบบปกติ 

 

 
 
ภาพที่ 13 การกระจายแบบปกติของค่า Residual ของปริมาณไขมันของยีสต์ไอโซเลท MSU2 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลัง 
 
   เมื่อได้สมการที่ 2 มาท านายปริมาณไขมัน ประมวลผลด้วยวิธีพ้ืนผิว
ตอบสนองเป็นกราฟพ้ืนผิวตอบสนองและกราฟโครงร่างแสดงในภาพที่ 14-16 พบว่าเมื่อ
พิจารณาตามสมการของปริมาณไขมันแล้วจะมีค่าสูงที่สุดเท่ากับ 34.56% ในสภาวะที่อาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลังที่มีความเป็นกรดด่างเริ่มต้นเท่ากับ 6.57 ปริมาณ
เชื้อเริ่มต้นเท่ากับ 22.84% และอุณหภูมิเท่ากับ 26.28 องศาเซลเซียส 

Internally Studentized Residuals 
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(ก) 
 

 
(ข) 
 

ภาพที่ 14 กราฟพื้นผิวตอบสนอง (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) ของปริมาณไขมันระหว่างความ
เป็นกรดด่างเริ่มต้นและปริมาณหัวเชื้อเริ่มต้นของยีสต์ไอโซเลท MSU2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว

ไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลัง 
 
 
 
 

A: pH 

B:
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m 
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(ก) 
 

 
(ข) 

 
ภาพที่ 15 กราฟพื้นผิวตอบสนอง (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) ของปริมาณไขมันระหว่างความ
เป็นกรดด่างเริ่มต้นและอุณหภูมิของยีสต์ไอโซเลท MSU2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซท

กากมันส าปะหลัง 
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(ก) 
 

 
(ข) 
 

ภาพที่ 16 กราฟพื้นผิวตอบสนอง (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) ของปริมาณไขมันระหว่าง
ปริมาณหัวเชื้อเริ่มต้นและอุณหภูมิของยีสต์ไอโซเลท MSU2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไล

เซทกากมันส าปะหลัง 
 
 
 
 

B: Inoculum 
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   4.4.3.2 ผลการศึกษาค่าท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไขมันโดยยีสต์ไอโซเลท Ka28 
จากไฮโดรไลเซทชานอ้อยด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง 
   ปัจจัยที่ส่งผลอย่างมีนัยส าคัญต่อปริมาณไขมันสะสมในเซลล์ยีสต์ไอโซเลท 
Ka28 ได้แก่ ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (Total sugar: X1) ความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์ 
(Yeast extract: X2) และสารอาหารเข้มข้น 10 เท่า (Nutrient 10X: X3) ก าหนดค่า low 
level (-1), medium level (0) และ high level (+1) ดังแสดงในตารางที่ 23 เพาะเลี้ยง
ระดับขวดเขย่าที่ความเร็ว 180 รอบต่อนาที ปริมาตรของเหลว 25 มิลลิลิตร เป็นเวลา 120 
ชั่วโมง โดยวิธีพ้ืนผิวตอบสนองใช้แผนการทดลองแบบ Box-Behnken ของ 3 ปัจจัย วาง
แผนการทดลองได้ 16 การทดลองและได้ผลปริมาณไขมัน ดังแสดงในตารางที่ 24 
 
ตารางที่ 23 ค่าปัจจัยต่างๆ ด้วยแผนการทดลองแบบ Box-Behnken ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
ไฮโดรไลเซทชานอ้อยโดยยีสต์ไอโซเลท Ka28 

code Variable Low level  
(-1) 

Medium 
level (0) 

High level 
(+1) 

X1 Total sugar (g/L) 30 40 50 
X2 Yeast extract (g/L) 1 3 5 
X3 Nutrient 10X 

(mL/100mL) 
10 20 30 

 
ตารางที่ 24 ผลการทดลองของแผนการทดลองแบบ Box-Behnken ด้วย 3 ปัจจัย ของการ
ผลิตไขมันโดยยีสต์ไอโซเลท Ka28 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทชานอ้อย 

run 

Variable/ Levels Response 

Total sugar  
(g/L) 

Yeast extract  
(g/L) 

Nutrient 10X 
(mL/100mL) 

Lipid content (%) 

X
1
 Actual X

2
 Actual X

3
 Actual Observed Predicted 

1 +1 50.00 +1 5.00 0 20.00 19.56 19.54 
2 -1 30.00 0 3.00 +1 30.00 14.09 14.06 
3 0 40.00 -1 1.00 -1 10.00 19.36 19.49 
4 -1 30.00 -1 1.00 0 20.00 16.27 16.29 
5 0 40.00 +1 5.00 +1 30.00 16.84 16.71 
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ตารางที่ 24 ผลการทดลองของแผนการทดลองแบบ Box-Behnken ด้วย 3 ปัจจัย ของการ
ผลิตไขมันโดยยีสต์ไอโซเลท Ka28 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทชานอ้อย (ต่อ) 

run 

Variable/ Levels Response 

Total sugar  
(g/L) 

Yeast extract  
(g/L) 

Nutrient 10X 
(mL/100mL) 

Lipid content (%) 

X
1
 Actual X

2
 Actual X

3
 Actual Observed Predicted 

6 +1 50.00 0 3.00 +1 30.00 20.02 20.35 
7 0 40.00 +1 5.00 -1 10.00 17.48 17.47 
8 -1 30.00 0 3.00 -1 10.00 15.85 15.69 
9 0 40.00 0 3.00 0 20.00 18.85 18.61 
10 0 40.00 -1 1.00 +1 30.00 18.87 18.88 
11 +1 50.00 0 3.00 -1 10.00 20.06 20.09 
12 0 40.00 0 3.00 0 20.00 18.51 18.61 
13 0 40.00 0 3.00 0 20.00 18.56 18.61 
14 +1 50.00 -1 1.00 0 20.00 21.70 21.53 
15 -1 30.00 +1 5.00 0 20.00 13.92 14.09 
16 0 40.00 0 3.00 0 20.00 18.51 18.61 
 
   ความสัมพันธ์ของปัจจัยที่สนใจศึกษา และค่าการตอบสนอง (ปริมาณไขมัน) 
ในรูปสมการก าลังสองที่แสดงค่านัยส าคัญในแต่ละปัจจัยและระหว่างปัจจัย โดยค่าการ
ตอบสนองปริมาณไขมัน (Y) ดังแสดงในสมการที่ 3 ซึ่งในเทอมของค่ารหัส (Code value) 
ก าหนดให้ A แทนปริมาณน้ าตาลทั้งหมด, B แทนความเข้มข้นสารสกัดจากยีสต์ และ C แทน
สารอาหารเข้มข้น 10 เท่า 
 
 Y =  21.29+8.750E-003*A+0.61*B-0.95*C+0.47*AB+0.052*AC- 
   0.038*BC-0.67*A2-0.39*B2-0.079*C2    สมการที่ 3 
 
   การวิเคราะห์ผลทางสถิติของสมการแสดงความสัมพันธ์ของปัจจัยที่ศึกษา 
และค่าการตอบสนองปริมาณไขมันที่ความเชื่อมั่น 95% พบว่าสมการในเทอม Quadratic มี
ค่า R2 เท่ากับ 99.68% โดยค่า R2 แสดงถึงความสามารถของสมการในการอธิบายความ
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แปรปรวนที่มีผลต่อการตอบสนองของสมการที่ได้ น าไปใช้ในการอธิบายผลการทดลองได้
ใกล้เคียงค่าจริงในค่าการตอบสนองปริมาณไขมันถึง 99.68% จึงเป็นสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ
ที่เหมาะสมที่สุดจากสมการทั้งหมด จากค่า p-value ของ Regression เท่ากับ 0.0013 ค่า
ความไม่เหมาะสมของแบบจ าลองกับผลการทดลอง (Lack of fit) พบว่าไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p value = 0.3241) ดังแสดงในตารางที่ 25 
 
ตารางที่ 25 ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนของการทดลองการผลิตไขมันโดยยีสต์ไอโซเลท 
Ka28 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทชานอ้อยของแผนการทดลองแบบ Box-Behnken 

Source 
Sum of 
squares 

df 
Mean 

squares 
F value 

p-value 
Prob > F 

 

Model 70.29 9 7.81 210.65 <0.0001 Sig. 
A-Total sugar 1.856E-005 1 1.856E-005 5.006E-

004 
0.9829  

B-Yeast extract 0.33 1 0.33 8.81 0.0250  
C-Nutrient 0.79 1 0.79 21.41 0.0036  
AB 0.90 1 0.90 24.34 0.0026  
AC 0.011 1 0.011 0.30 0.6052  
BC 5.625E-003 1 5.625E-003 0.15 0.7103  
A2 1.78 1 1.78 47.89 0.0005  
B2 0.61 1 0.61 16.52 0.0066  
C2 0.025 1 0.025 0.67 0.4446  
Residual 0.22 6 0.037    
   Lack of Fit 0.14 3 0.047 1.78 0.3241 Not 

sig. 
   Pure Error 0.080 3 0.027    
Cor Total 70.51 15     

    
   การตรวจสอบความถูกต้องของรูปแบบการทดลอง (Model Adequacy 
Checking) เป็นการตรวจสอบความเหมาะสมและความถูกต้องของข้อมูลที่ได้จากการทดลอง
ซึ่งมีสมมติฐานว่า รูปแบบของค่าส่วนตกค้าง (Residuals) ที่ได้จากข้อมูลในการทดลองต้อง
เป็นไปตามหลักการ   ~ NID (0, 2) คือ Residuals มีการแจกแจงแบบปกติและเป็นอิสระ
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ด้วยค่าเฉลี่ยใกล้เคียง 0 และ  2  มีค่าคงตัว (Stability) จึงจะท าให้ข้อมูลจากการทดลองมี
ความถูกต้องและเชื่อถือได้ ผลการตรวจสอบความเป็นไปได้ตามข้อสมมติฐานแสดงได้
ดังต่อไปนี้ 
   การตรวจสอบการกระจายว่า Residuals มีการแจกแจงเป็นแบบปกติ  
(Normal  Distribution) โดยการพิจารณาการกระจายของค่า Residual จากภาพที่ 17 
พบว่าข้อมูลมีการกระจายตัวตามแนวเส้นตรงและจากการทดสอบด้วยวิธีของโคโมโกรอฟ-
สเมียนอฟ นอร์มอลลิตี้เทส (Kolmogorov-Smirnov Normality Test) ซึ่งมีค่า p-
value>0.05 ท าให้เชื่อมั่นได้ว่า Residuals มีการแจกแจงแบบปกติ 
 

 
 
ภาพที่ 17 การกระจายแบบปกติของค่า Residual ของปริมาณน้ ามันของยีสต์ไอโซเลท Ka28 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทชานอ้อย 
 
   เมื่อได้สมการที่ 3 มาท านายปริมาณไขมัน ประมวลผลด้วยวิธีพ้ืนผิว
ตอบสนองเป็นกราฟพ้ืนผิวตอบสนองและกราฟโครงร่างแสดงในภาพที่ 18-20 พบว่าปริมาณ
ไขมันที่เพ่ิมขึ้นจะขึ้นอยู่กับปริมาณน้ าตาลทั้งหมดที่เพ่ิมขึ้น ความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์
และสารอาหารเข้มข้น 10 เท่าที่ลดลง เมื่อพิจารณาตามสมการของปริมาณไขมันแล้วพบว่ามี
ค่าสูงที่สุดที่ได้ 21.85% ในสภาวะที่อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทชานอ้อยที่มีปริมาณ
น้ าตาลทั้งหมดเริ่มต้นเท่ากับ 53.52 กรัมต่อลิตร สารสกัดจากยีสต์ 1.25 กรัมต่อลิตร และ
สารอาหารเข้มข้น 10 เท่า ปริมาตร 21.86 มิลลิลิตรต่อ 100 มิลลิลิตร 

Internally Studentized Residuals 
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(ก) 
 

 
(ข) 
 

ภาพที่ 18 กราฟพื้นผิวตอบสนอง (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) ของปริมาณไขมันระหว่าง
ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดและสารสกัดจากยีสต์ของยีสต์ไอโซเลท Ka28 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทชานอ้อย 
 
 
 
 

C:
 Y

E 

A: Total sugar 
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(ก) 

 

 
(ข) 
 

ภาพที่ 19 กราฟพื้นผิวตอบสนอง (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) ของปริมาณไขมันระหว่าง
ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดและสารอาหารเข้มข้น 10 เท่า ของยีสต์ไอโซเลท Ka28 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทชานอ้อย 

B:
 N

utr
ien

t 1
0X

 

A: Total sugar 
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(ก) 
 

 
(ข) 
 

ภาพที่ 20 กราฟพื้นผิวตอบสนอง (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) ของปริมาณไขมันระหว่าง
สารอาหารเข้มข้น 10 เท่าและสารสกัดจากยีสต์ ของยีสต์ไอโซเลท Ka28 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทชานอ้อย 
 
 
 
 

C:
 Y

E 

B: Nutrient 10X 
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4.5 ผลการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของกรดไขมัน 
  
 วิเคราะห์ชนิดและปริมาณกรดไขมันของตัวอย่างไขมันรวม (crude lipid) มีความ
เข้มข้น 10,000 ppm ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลังและ
ชานอ้อยโดยยีสต์ไอโซเลท MSU2 และ Ka28 ตามล าดับ ด้วยวิธีเครื่องแก๊สโครมาโทรกราฟี-
แมสสเปคสเปคโทรมิเตอร์ (Gas chromatograph-Mass spectrometer; GCMS) ดังแสดงใน
ภาพที่ 21 และ 22 ตามล าดับ 
 

 
 
ภาพที่ 21 โครมาโตแกรม GCMS ของกรดไขมันที่ผลิตจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซท

กากมันส าปะหลังโดยยีสต์ไอโซเลท MSU2 
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ภาพที่ 22 โครมาโตแกรม GCMS ของกรดไขมันที่ผลิตจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซท

ชานอ้อยโดยยีสต์ไอโซเลท Ka28 
 
 จากผลการวิเคราะหส์ารด้วย GCMS ข้างต้นสามารถบ่งบอกโครงสร้างของกรดไขมัน
ที่ผลิตได้ และสามารถวิเคราะห์ปริมาณกรดไขมันแต่ละชนิดที่พบในไขมันรวม โดยเปรียบเทียบ
กับกราฟสารมาตรฐานกรดไขมันแต่ละชนิด ดังแสดงผลการวิเคราะห์ในตารางที่ 26 
 
ตารางที่ 26 แสดงผลการวิเคราะห์กรดไขมันเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานด้วย GCMS ที่ผลิต
ได้จากยีสต์ไอโซเลท MSU2 และ Ka28 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทกาก
มันส าปะหลังและชานอ้อย 

พีค 
ค่า RT 
(นาท)ี 

ปริมาณกรด
ไขมัน (mg/g 
crude lipid) 

ชนิดกรดไขมัน สูตรเคมี 

กรดไขมันที่ผลิตได้จากยีสต์ไอโซเลท MSU2 
A 18.374 4.53 Myristic acid  

(Methyl 
tetradecanoate)  

C14:0 
(C15H30O2) 
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ตารางที่ 26 แสดงผลการวิเคราะห์กรดไขมันเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานด้วย GCMS ที่ผลิต
ได้จากยีสต์ไอโซเลท MSU2 และ Ka28 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทกาก
มันส าปะหลังและชานอ้อย (ต่อ) 

พีค 
ค่า RT 
(นาท)ี 

ปริมาณกรด
ไขมัน (mg/g 
crude lipid) 

ชนิดกรดไขมัน สูตรเคมี 

B 25.097 72.95 Palmitic acid  
(Methyl palmitate) 

C16:0 
(C17H34O2) 

C 30.644 16.92 Oleic acid  
(cis-9-Oleic acid methyl 

ester)  

C18:1 
(C19H36O2) 

D 31.45 4.74 Stearic acid  
(Methyl octadecenoate) 

C18:0 
(C19H38O2) 

E 37.346 4.18 Arachidic acid  
(Methyl arachidate) 

C20:0 
(C21H42O2) 

กรดไขมันที่ผลิตได้จากยีสต์ไอโซเลท Ka28 
F 18.325 2.19 Myristic acid  

(Methyl 
tetradecanoate)  

C14:0 
(C15H30O2) 

G 25.105 87.59 Palmitic acid  
(Methyl palmitate) 

C16:0 
(C17H34O2) 

H 30.477 27.28 Linoleic acid  
(Methyl linoleate)  

C18:2 
(C19H34O2) 

I 30.738 195.01 Oleic acid  
(cis-9-Oleic acid methyl 

ester)  

C18:1 
(C19H36O2) 

J 31.462 44.16 Stearic acid  
(Methyl octadecenoate) 

C18:0 
(C19H38O2) 

 
 จากการเปรียบเทียบชนิดกรดไขมันกับสารมาตรฐานด้วย GCMS กรดไขมันที่ผลิตได้
จากยีสต์ไอโซเลท MSU2 โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลังเป็นแหล่ง
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คาร์บอน พบกรดไขมันหลัก 2 ชนิด ได้แก่ กรดปาล์มาติก (palmitic acid; C16:0) เข้มข้น 
72.95 ppm ตามด้วยกรดโอเลอิก (oleic acid; C18:1) เข้มข้น 16.92 ppm ส่วนกรดไขมันที่
ผลิตได้จากยีสต์ไอโซเลท Ka28 โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทชานอ้อยเป็นแหล่ง
คาร์บอน พบกรดไขมันหลัก 4 ชนิด ได้แก่ กรดโอเลอิก (oleic acid; C18:1) กรดปาล์มาติก 
(palmitic acid; C16:0) กรดสเตียริก (stearic acid; C18:0) และกรดลิโนเลอิก (linoleic 
acid; C18:2) ที่มีความเข้มข้น 195.01, 87.59, 44.16 และ 27.28 ppm ตามล าดับ 
นอกจากนี้ยังปรากฏกรดไขมันชนิดอ่ืนๆ ที่ตรงกับฐานข้อมูล (library) ของ GCMS ที่ผลิตได้
จากยีสต์ไอโซเลท Ka28 ได้แก่ กรดปาลมิโตเลอิก (palmitoleic acid; C16:1) และเอทิลโอลี
เอต (ethyl oleate; C20:1) ตรงกับพีค K และ L ตามล าดับ และมีค่า RT เท่ากับ 24.398 
และ 32.698 นาที ตามล าดับ (ภาพที่ 22) 
 เมื่อน าผลการวิเคราะห์ชนิดกรดไขมันทั้งจากการเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานกรด
ไขมัน และฐานข้อมูลจาก GCMS โดยน าพ้ืนที่ใต้กราฟ (peak area) มาคิดค่าร้อยละ พบว่า
กรดไขมันเด่นที่ผลิตจากยีสต์ไอโซเลท MSU2 คือกรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัว ได้แก่ กรดโอเลอิก 
(oleic acid; C18:1) และกรดไขมันอ่ิมตัว กรดปาล์มาติก (palmitic acid; C16:0) ซึ่งคิดเป็น 
48.77 และ 46.03% ตามล าดับ ส่วนกรดไขมันเด่นที่ผลิตจากยีสต์ไอโซเลท Ka28 คือกรด
ไขมันชนิดไม่อ่ิมตัวเช่นเดียวกัน ได้แก่ กรดโอเลอิก (oleic acid; C18:1) ซึ่งคิดเป็น 63.03% 
ดังแสดงในตารางที่ 27 
 
ตารางที่ 27 เปรียบเทียบชนิดกรดไขมันที่ผลิตได้จากยีสต์ไอโซเลท MSU2 และ Ka28 

ยีสต์ 
แหล่ง

คาร์บอน 
กรดไขมัน (%) 

C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C20:0 C20:1 
MSU2 ไฮโดรไล

เซทกากมัน
ส าปะหลัง 

0.90 46.03 - 3.75 48.77 - 0.55 - 

Ka28 ไฮโดรไล
เซทชาน
อ้อย 

0.07 8.63 4.83 3.13 63.03 10.16 - 10.14 
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4.6  ผลการจัดจ าแนกสกุลของยีสต์ทางอนุกรมวิธาน 
 

4.6.1 ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา 
 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาของไอโซเลท MSU2 และ Ka28 เมื่อ
เลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MGYP พบว่าไอโซเลท MSU2 มีลักษณะโคโลนีกลม สีขาวใสรอบ 
ตรงกลางขาวขุ่น ขอบเรียบ (ภาพที ่23ก) เมื่อศึกษาลักษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบว่า
มีลักษณะเซลล์เป็นวงรี (ภาพที่ 23ข) ส่วนไอโซเลท Ka28 มีลักษณะโคโลนีกลม สีขาวใสรอบ 
ตรงกลางขาวขุ่น ขอบเรียบ (ภาพที ่24ก) เมื่อศึกษาลักษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบว่า
มีลักษณะเซลล์เป็นวงรี (ภาพที ่24ข)  
 
 
 
                                (ก)                                                        (ข) 
ภาพที่ 4.10 ยีสต์ไอโซเลท MSU2 (ก) ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง MGYP  
(ข) ลักษณะรูปร่างเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 1,000 เท่า 
 
 
         (ก)                                                        (ข) 
ภาพที่ 23 ยีสต์ไอโซเลท MSU2 (ก) ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง MGYP (ข) ลักษณะรูปร่าง

เซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 1,000 เท่า 
 
 
4.5.2 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 การจัดจ าแนกสายพันธุ์ของไอโซเลทยีสต์  โดยอาศัยข้อมูลล าดับนิวคลีโอ 
 
 
 

 
                          (ก)                                                            (ข) 
ภาพที่ 24 ยีสต์ไอโซเลท Ka28 (ก) ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง MGYP (ข) ลักษณะรูปร่าง

เซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 1,000 เท่า 
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4.6.2 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 การจัดจ าแนกสายพันธุ์ของไอโซเลทยีสต์  โดยอาศัยข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 
D1/D2 domain ของ 26S rDNA ที่ได้จากปฏิกิริยา PCR จากนั้นหาล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยได้
ล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วน เมื่อเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของไอโซเลท MSU2 และ 
Ka28 กับล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีอยู่ใน GeneBank ด้วยโปรแกรม BlastN (Basic local 
alignment search tools) จากฐานข้อมูลของ NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) เพ่ือใช้ในการหาค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือน (% identity) 
หรือความคล้าย (% similarity) ของล าดับนิวคลีโอไทด์ ผลการวิเคราะห์พบว่า 
 ยีสต์ไอโซเลท MSU2 มีล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 domain ของ 26S rDNA 
ยาว 580 นิวคลีโอไทด์ ดังนี้ 5’– AAACCAACTGGGATTACCTTAGTAACGGCGAGTGAAGC 
GGTAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACTTTCAGTGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAATT
TGTCTTTGATTAGGTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAAT
CCCGTTTGGCGAGGATACCTTTTCTCTGTAAGACTTTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGG
AATGCAGCTCAAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGAT
AGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTA
CGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTTTGCATGCACTTG
CCTCTCGTGGGCTTGGGCCTCTCAAAAATTTCACTGGGCCAACATCAATTCTGGCAGCAG
GATAAATCATTAAGAATGTAGCTACTTCGGTAGTGTTATAGCTTTTTGGAATACTGTTAG
CCGGGATTGAGGACTGCGCTTCGGCAAGGATGTTGGCATAATGGTTAAATGCCGCCCGT
CTTG -3’  
 ยีสต์ไอโซเลท Ka28 มีล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 domain ของ 26S rDNA 
ยาว 575 นิวคลีโอไทด์ ดังนี้ 5’– AAACCAACAGGGATTGCCTTAGTAGCGGCGAGTGAAGC 
GGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGCCTTCGGTGTCCGAGTTGTAATTTGAAGATTG
TAACCTTGGGGTTGGCTCTTGTCTATGTTTCTTGGAACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAA
TCCCGTGCGATGAGATGCCCAATTCTATGTAAGGTGCTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGG
GAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGA
TAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGT
ACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTTTGAGATCAGACTCGATATTTTGTGAGCCTTGCC
TTCGTGGCGGGGTGACCCGCAGCTTATCGGGCCAGCATCGGTTTGGGCGGTAGGATAAT
GGCGTAGGAATGTGACTTTACTTCGGTGAAGTGTTATAGCCTGCGTTGATGCTGCCTGCC



 

 

  83 

TAGACCGAGGACTGCGATTTTATCAAGGATGCTGGCATAATGATCCCAAACCGCCCGTC 
-3’  
 เมื่อล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีสต์ไอโซเลท MSU2 และ Ka28 มาสร้างแผนภูมิต้นไม้
พันธุกรรม (phylogenetic tree) โดยวิธี Neighbor-joining (NJ) และก าหนดแบบจ าลองการ
แทนที่ของล าดับนิวคลีโอไทด์ (nucleotide substitution) ด้วย Kiruma-2-parameter 
model โดยใช้โปรแกรม MEGA 4 ท าการทดสอบความน่าเชื่อถือทางสถิติของการสร้างต้นไม้
พันธุกรรมด้วย Bootstrap test (ภาพที่ 25) ผลการวิเคราะห์พบว่ายีสต์ไอโซเลท MSU2 และ 
Ka28 มีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้ชิดกับ Hanseniaspora uvarum CBS:314 
(KY107844.1) 99.8% และ Meyerozyma guilliermondii CBS:2030T (KY108542.1) 
100% ตามล าดับ 
 

 

 
ภาพที่ 25 แผนภูมิต้นไม้พันธุกรรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของยีสต์ไอโซเลท MSU2 

และ Ka28



 

 

 

บทที่ 5 
สรุปผล  อภิปรายผล  และข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปและอภิปรายผล  
 
 จากการวิเคราะห์ปริมาณและชนิดน้ าตาลในสารตั้งต้นไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลัง
และชานอ้อย พบปริมาณน้ าตาลทั้งหมด 77.09 และ 50.25 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ โดยใน
กากมันส าปะหลังเป็นของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมผลิตแป้งมันส าปะหลังที่มีแป้งหลงเหลืออยู่
สูงถึง 50-60% (Sriroth, Chollakup, Chotineeranat, Piyachomkwan, & Oates, 2000) 
เมื่อผ่านการปรับสภาพด้วยกรดซัลฟูริกเจือจางจะพบน้ าตาลกลูโคสมมีปริมาณมากที่สุดเท่ากับ 
48.19 กรัมต่อลิตร สอดคล้องกับงานวิจัยของ Kongkiattikajorn, Jirasak & Yoonan, 2006) 
ที่ท าการปรับสภาพเปลือกมันส าปะหลังด้วยกรดซัลฟูริกเจือจางแล้วได้น้ าตาลรีดิวซ์เข้มข้น 
55.99 กรัมต่อลิตร และพบปริมาณกลูโคสมากที่สุด ตามด้วยน้ าตาลไซโลส ส่วนชานอ้อยเป็น
ของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมผลิตน้ าตาลซึ่งมีองค์ประกอบเป็นคาร์โบไฮเดรต 60-70% 
(Vargas Betancur & Pereira, 2010) และเมื่อปรับสภาพด้วยกรดซัลฟูริกเจือจางจะพบ
น้ าตาลไซโลสมี่ปริมาณมากที่สุดเท่ากับ 23.46 กรัมต่อลิตร สอดคล้องกับงานวิจัยของ Vargas 
Betancur & Pereira (2010) ที่รายงานว่าการปรับสภาพชานอ้อยด้วยกรดเจือจางจะได้
น้ าตาลไซโลสออกมาในปริมาณสูงกว่าน้ าตาลชนิดอื่น การใช้กรดเจือจางเพ่ือปรับสภาพวัตถุดิบ
ที่ อุณหภูมิที่ เหมาะสมจะเปลี่ยนวัตถุดิบพวกลิกโนเซลลูโลสเป็นน้ าตาลที่ละลายได้ซึ่ง
เชื้อจุลินทรีย์สามารถใช้เป็นแหล่งคาร์บอนเพ่ือการเจริญได้ แต่จะมีการปลดปล่อยสารพิษ
ออกมาในปริมาณเล็กน้อย จึงตรวจพบสารพิษเฟอร์ฟูรัลในช่วง 0-0.30 กรัมต่อลิตร และไฮ  
ดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัล 0.30-0.37 กรัมต่อลิตร ในไฮโดรไลเซททั้งสองชนิด ซึ่งงานวิจัยนี้ไม่ได้
ก าจัดสารพิษเนื่องจากรายงานของ Yu, Zheng, Dorgan, & Chen (2011) ได้รายงานว่ายีสต์
บางสายพันธุ์สามารถทนต่อสารพิษท้ังสองชนิดนี้ได้ถึง 1 และ 3 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ 
 จากการคัดเลือกยีสต์จาก 32 ไอโซเลท มาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
ไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลังและชานอ้อย พบว่ามี 2 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท MSU2 และ 
Ka28 คัดแยกได้จากตัวอย่างดินตะกอนและตัวอย่างกากมันส าปะหลังจากโรงงานผลิตแป้งมัน
ส าปะหลัง ตามล าดับ ที่สามารถเจริญได้ดีบนไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลังและชานอ้อย 
ตามล าดับ จึงคัดเลือกมาศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไขมันโดยใช้ไฮโดรไลเซทกากมัน
ส าปะหลังและชานอ้อยเป็นสารตั้งต้น ซึ่งใช้แผนการทดลองแบบ Plackett-Burman เพ่ือ
คัดเลือก 6 ปัจจัย ได้แก่ ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด แหล่งไนโตรเจน สารอาหารเข้มข้น 10 เท่า 
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ความเป็นกรดด่างเริ่มต้น ปริมาณเชื้อตั้งต้น และอุณหภูมิ และใช้แผนการทดลองแบบ Box-
Behnken เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไขมันจากปัจจัยหลักที่ได้โดยยีสต์ที่คัดเลือก
ได ้
  การคัดเลือกแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการเจริญของยีสต์ไฮโซเลท MSU2 และ 
Ka28 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลังและชานอ้อย ตามล าดับ ผลการ
ทดลองพบว่าไอโซเลท MSU2 และ Ka28 สามารถเจริญและผลิตไขมันได้ดีในแหล่งไนโตรเจน
อินทรีย์ คือ เปปโตน และสารสกัดจากยีสต์ ตามล าดับ สอดคล้องกับงานวิจัยของ Zhu, Zong, 
& Wu (2008) ที่รายงานผลการศึกษาการผลิตไขมันโดยยีสต์ Trichosporon fermentans 
จากกากน้ าตาลที่ปรับสภาพด้วยกรดซัลฟูริกเจือจาง และท าการเติมแหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ 
ผลการทดลองพบว่าแหล่งไนโตรเจนอนินทรีย์อย่างยูเรียจะส่งเสริมการเจริญเติบโตได้ดีที่สุด 
แต่ได้ปริมาณไขมันต่ า ในขณะที่เปปโตนที่เป็นแหล่งไนโตรเจนอินทรีย์จะพบการเจริญของเชื้อ
น้อยกว่าแต่พบการผลิตไขมันสูงถึง 54.9% ดังนั้นแหล่งไนโตรเจนอินทรีย์จึงมีผลในการส่งเสริม
การสะสมไขมันในเซลล์ได้ดีกว่าแหล่งไนโตรเจนอนินทรีย์ 
 การคัดเลือกปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตไขมันโดยยีสต์สะสมไขมันไอโซเลท MSU2 ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลัง ด้วยแผนการทดลองแบบ Plackett-
Burman มีปัจจัยที่น ามาศึกษาทั้งสิ้น 6 ปัจจัย ได้แก่ ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ความเข้มข้นของ
เปปโตน สารอาหารเข้มข้น 10 เท่า ความเป็นกรดด่างเริ่มต้น ปริมาณหัวเชื้อตั้งต้น และ
อุณหภูมิ พบว่ามี 3 ปัจจัยหลักที่มีผลอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ p-value<0.05 คือ ความเป็น
กรดด่าง ปริมาณหัวเชื้อตั้งต้น และอุณหภูมิ โดยความเป็นกรดด่าง และปริมาณหัวเชื้อตั้งต้น 
ส่งผลในทางบวกต่อการผลิตไขมัน ส่วนอุณหภูมิส่งผลกระทบทางลบ โดยมีปริมาณไขมันสูงสุด 
33.73% สอดคล้องกับงานวิจัยของ Huang et al. (2012) ที่รายงานเกี่ยวกับปัจจัยหลักที่
ส่งผลต่อการผลิตไขมันของยีสต์ Trichosporon fermentans คือ อัตราส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจน ปริมาณหัวเชื้อตั้งต้น ความเป็นกรดด่างเริ่มต้น และเวลา โดยใช้ไฮโดรไลเซทชาน
อ้อยเป็นแหล่งคาร์บอน และสารสกัดจากยีสต์และเปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจน เพ่ือหาสภาวะ
ที่เหมาะสมต่อการผลิตไขมันด้วยวิธีการแบบพ้ืนผิวตอบสนอง จากนั้นศึกษาสภาวะที่เหมาะสม
ต่อการผลิตไขมันของยีสต์ไอโซเลท MSU2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทกากมัน
ส าปะหลัง จากทั้ง 3 ปัจจัย ด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนองแบบ Box-Behnken วางแผนการทดลอง
ได้ 16 แผนการทดลอง ซึ่งได้ปริมาณไขมันสูงสุดเท่ากับ 34.59% จากนั้นน าค่าการผลิตไขมันที่
ได้จาก 16 แผนการทดลองไปวิเคราะห์ค่าทางสถิติ ได้สมการผลิตไขมันดังนี้ 
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Y =  33.95-3.75*A+2.62*B-2.79*C-0.65*AB-3.32*AC- 
   2.27*BC-3.16*A2-8.00*B2-6.60*C2 
  
 โดยก าหนดให้ Y คือ ค่าการตอบสนองปริมาณไขมัน, A แทนค่าความเป็นกรดด่าง
เริ่มต้น, B แทนปริมาณหัวเชื้อเริ่มต้น และ C แทนอุณหภูมิ จากสมการข้างต้นน าไปหากราฟ
พ้ืนผิวตอบสนอง ซึ่งสามารถหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไขมันได้ดังนี้ ความเป็นกรดด่าง
เริ่มต้นเท่ากับ 6.57 ปริมาณเชื้อเริ่มต้นเท่ากับ 22.84% และอุณหภูมิเท่ากับ 26.28 องศา
เซลเซียส จะให้ปริมาณไขมันสูงที่สุดเท่ากับ 34.56% 
 การคัดเลือกปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตไขมันโดยยีสต์สะสมไขมันไอโซเลท Ka28 ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทชานอ้อย ด้วยแผนการทดลองแบบ Plackett-Burman มี
ปัจจัยที่น ามาศึกษาทั้งสิ้น 6 ปัจจัย ได้แก่ ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ความเข้มข้นของสารสกัดจาก
ยีสต์ สารอาหารเข้มข้น 10 เท่า ความเป็นกรดด่าง ปริมาณหัวเชื้อตั้งต้น และอุณหภูมิ พบว่ามี 
3 ปัจจัยหลักท่ีมีผลอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ p-value<0.05 คือ ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ความ
เข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์ และสารอาหารเข้มข้น 10 เท่า โดยปริมาณน้ าตาลทั้งหมด และ
สารอาหารเข้มข้น 10 เท่า ส่งผลในทางบวกต่อการผลิตไขมัน ส่วนความเข้มข้นของสารสกัด
จากยีสต์ส่งผลกระทบทางลบ โดยมีปริมาณไขมันสูงสุด 20.41% สอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Liang & Jiang (2013) ที่รายงานเกี่ยวกับกระบวนการผลิตไขมันโดยยีสต์สะสมไขมันในสภาวะ
ที่มีแหล่งคาร์บอนจ านวนมากและมีปริมาณแหล่งไนโตรเจนจ ากัด โดยยีสต์จะมีการเจริญเติบโต
โดยใช้น้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนและเริ่มมีการสะสมไขมันในเซลล์เมื่อแหล่งไนโตรเจนถูกใช้
หมดไป จากนั้นศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไขมันของยีสต์ไอโซเลท Ka28 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลวไฮโดรไลเซทชานอ้อย จากทั้ง 3 ปัจจัย ด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนองแบบ Box-
Behnken วางแผนการทดลองได้ 16 แผนการทดลอง ซึ่งได้ปริมาณไขมันสูงสุดเท่ากับ 
21.70% จากนั้นน าค่าการผลิตไขมันที่ได้จาก 16 แผนการทดลองไปวิเคราะห์ค่าทางสถิติ ได้
สมการผลิตไขมันดังนี้ 
 

Y =  21.29+8.750E-003*A+0.61*B-0.95*C+0.47*AB+0.052*AC- 
0.038*BC-0.67*A2-0.39*B2-0.079*C2 

 
 โดยก าหนดให้ Y คือ ค่าการตอบสนองปริมาณไขมัน, ก าหนดให้ A แทนปริมาณ
น้ าตาลทั้งหมด, B แทนความเข้มข้นสารสกัดจากยีสต์ และ C แทนสารอาหารเข้มข้น 10 เท่า 
จากสมการข้างต้นน าไปหากราฟพ้ืนผิวตอบสนอง ซึ่งสามารถหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิต
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ไขมันได้ดังนี้ น้ าตาลทั้งหมดเริ่มต้นเท่ากับ 53.52 กรัมต่อลิตร สารสกัดจากยีสต์ 1.25 กรัมต่อ
ลิตร และสารอาหารเข้มข้น 10 เท่า ปริมาตร 21.86 มิลลิลิตรต่อ 100 มิลลิลิตร จะให้ปริมาณ
ไขมันสูงที่สุดเท่ากับ 21.85% 
 ผลการวิเคราะห์ชนิดกรดไขมันที่ผลิตได้จากยีสต์ไอโซเลท MSU2 และ Ka28 โดยใช้
ไฮโดรไลเซทกากมันส าปะหลังและชานอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอน ตามล าดับ พบกรดไขมันหลัก 
คือ กรดโอเลอิก ซึ่งมีปริมาณ 48.77 และ 63.03% จากปริมาณกรดไขมันที่ตรวจพบทั้งหมด 
สอดคล้องกับรายงานของ Meng et al. (2009) ที่รายงานว่ากรดไขมันเด่นที่พบจากการผลิต
โดยยีสต์จะมีคาร์บอนอะตอมตั้งแต่ C16-C18 โดยเฉพาะกรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัวที่มีพันธะคู่ 1 
พันธะ สอดคล้องกับงานวิจัยของ Yu, Zeng, Zheng, & Chen (2014) รายงานเกี่ยวกับการ
ผลิตไขมันโดยยีสต์ Cryptococcus curvatus ที่ใช้กลูโคสและไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอน และมี
การแปรผันความเข้มข้นของเฟอร์ฟูรัล พบว่า C. curvatus มีความมีความทนต่อสารพิษที่เติม
ลงไป โดยผลิตไขมันสูงที่มีองค์ประกอบกรดไขมันหลักเป็นกรดโอเลอิก นอกจากนี้ยังสอดคล้อง
กับงานวิจัยของ Chatzifragkou et al. (2011) ที่ศึกษาการผลิตไขมันโดยยีสต์และราสะสม
ไขมัน พบว่ายีสต์สะสมไขมันที่ท าการศึกษาจะผลิตกรดไขมันเด่น คือกรดโอเลอิก ตามด้วยกรด
ปาล์มาติก ซึ่งปริมาณจะขึ้นกับสายพันธุ์และเวลาในการเพาะเลี้ยง เช่น Candida oleophila 
จะผลิตกรดโอเลอิกเพ่ิมมากขึ้นตามระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงในขณะที่ กรดสเตียริกจะมี
ปริมาณลดลง หรือยีสต์ Zygosaccharomyces rouxii เมื่อระยะเวลาการเพาะเลี้ยงนานขึ้น
จะพบปริมาณกรดปาล์มาติกและกรดสเตียริกลดลง ในขณะทีก่รดปาลมิโตเลอิกและกรดลิโนเล
อิกจะมีปริมาณเพ่ิมขึ้น นอกจากนี้การจัดจ าแนกสายพันธุ์ยีสต์โดยศึกษาข้อมูลล าดับนิวคลีโอ
ไทด์บริเวณ D1/D2 domain ของ 26S rDNA ของยีสต์ไอโซเลท MSU2 และ Ka28 พบว่ามี
ล าดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับ Hanseniaspora uvarum CBS 314T (KY107844) 99.8% 
และ Meyerozyma guilliermondii 100% ตามล าดับ 
 อย่างไรก็ตามปริมาณไขมันและชนิดของกรดไขมันที่ผลิตได้จากยีสต์จะแตกต่างกัน
ขึ้นกับหลายปัจจัย เช่น สายพันธุ์ของยีสต์ องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ ได้แก่ แหล่ง
คาร์บอน แหล่งไนโตรเจน รวมถึงสภาวะการเพาะเลี้ยง ได้แก่ อุณหภูมิ ความเป็นกรดด่าง 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง เป็นต้น (ตารางที่ 28) นอกจากนี้ไขมันที่ผลิตได้จากยีสต์ยังมี
โครงสร้างที่คล้ายคลึงกับที่ผลิตได้จากพืช (Zhu et al., 2008; Meng et al., 2009) จึงเป็น
สารตั้งต้นไขมันที่ส าคัญในการที่จะพัฒนาไปสู่การผลิตน้ ามันไบโอดีเซลได้  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึง
แสดงให้เห็นว่ายีสต์ที่คัดแยกได้สามารถผลิตไขมันโดยใช้ไฮโดรไลเซททางการเกษตรหรือ
อุตสาหกรรมทางการเกษตร อันเป็นวัตถุดิบที่มีปริมาณมากในประเทศเกษตรกรรมเป็นสารตั้ง
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ต้นราคาถูก และยังผลิตกรดไขมันที่มีโครงสร้างคล้ายกับน้ ามันพืชที่สามารถพัฒนาไปสู่การผลิต
น้ ามันไบโอดีเซลได้ต่อไปในอนาคต 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ  
  
 5.2.1 เนื่องจากกระบวนการปรับสภาพลิกโนเซลลูโลสด้วยกรดจะมีสารพิษจาก
กระบวนการไฮโดรไลซิสเกิดขึ้น และถึงแม้จะมีรายงานว่ายีสต์สามารถทนสารพิษที่เกิดขึ้นได้ 
แต่ควรศึกษาเพ่ิมเติมถึงขีดความสามารถในการทนต่อสารพิษที่เกิดขึ้นต่อการผลิตไขมันโดย
ยีสต์สะสมไขมันที่คัดเลือกไดต้่อไป 
 5.2.2 จากสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไขมันโดยยีสต์คือต้องมีแหล่งคาร์บอนมาก
เกินพอ และมีแหล่งไนโตรเจนจ ากัด แต่เนื่องจากข้อจ ากัดของปริมาณน้ าตาลในไฮโดรไลเซท 
จึงควรศึกษาการเติมแหล่งน้ าตาลที่มีความเข้มข้นมากกว่านี้ ตลอดจนศึกษาอัตราส่วนของ
คาร์บอนต่อไนโตรเจนที่ส่งผลต่อการผลิตไขมันโดยยีสต์สะสมไขมันที่คัดเลือกได้ต่อไป 
 5.2.3 เนื่องจากยีสต์สามารถเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบของกรดไขมันภายในเซลล์ได้
ตามองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อและสภาวะการเพาะเลี้ยง จึงควรศึกษาปัจจัยที่ส่งผลต่อ
องค์ประกอบของกรดไขมัน เพ่ือให้ได้สภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไขมันที่มีคุณสมบัติต่อการ
น าไปพัฒนาในกระบวนการผลิตไบโอดีเซลมากท่ีสุด 
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MGYP (Sankh et al., 2013) 
 องค์ประกอบอาหารเลี้ยงเชื้อประกอบด้วย 
 กลูโคส (glucose)          10  กรัม  
 เปปโตน (peptone)          5  กรัม  
 สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract)      5  กรัม  
 ผงมอลต์ (malt extract)        3  กรัม   
 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   1  กรัม  
 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปปะไฮเดรต (MgSO4•7H2O)  0.5  กรัม 
 น้ ากลั่น             1   ลิตร 
 
 ผสมสารให้เข้ากัน ปรับค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 6.5 นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์
ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 

วิธีการเตรียมสารเคมี 
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1. การเตรียมกรดกรดซัลฟูริก (H2SO4) เข้มข้น 2% 

 1.1 เติมน้ ากลั่นลงในขวดปรับปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร พอประมาณ 
 1.2 ดูดกรดกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 98% ด้วยปิเปตแก้ว 
 1.3 เติมกรดซัลฟูริกปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในขวดปรับปริมาตรที่ใส่น้ ากลั่นเตรียมไว้ 
 1.4 เติมน้ ากลั่นปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร 
 
2. การเตรียมกรดไฮโดรคลอริก (HCl) เข้มข้น 2 โมลาร์ 
 2.1 เตินน้ ากลั่นลงในขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร พอประมาณ 
 2.2 ดูดกรดไฮโดรคลอริก ด้วยปิเปตแก้ว 
 2.3 เติมไฮโดรคลอริกปริมาตร 18 มิลลิลิตร ลงในขวดปรับปริมาตรที่ใส่น้ ากลั่นเตรียมไว้ 
 2.4 เติมน้ ากลั่นปรับปริมาตรให้ได้ 100 มิลลิลิตร 
 
3. การเตรียมกรดซัลฟูริก (H2SO4) เข้มข้น 0.005 โมลาร์ 
 3.1 เตินน้ าปราศจากไอออนลงในขวดปรับปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร พอประมาณ 
 3.2 ดูดกรดไฮโดรคลอริก ด้วยไมโครปิเปต 
 3.3 เติมไฮโดรคลอริกปริมาตร 272 ไมโครลิตร ลงในขวดปรับปริมาตรที่ใส่น้ าปราศจาก
ไอออนเตรียมไว้ 
 3.4 เติมน้ าปราศจากไอออนปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร 
 
4. การเตรียมสารวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์โดยการใช้ 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) 
reagent (ศศิธร ไกรฤทธิชัย, 2552) 
 4.1 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 2 นอร์มอล ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เตรียม
โดยชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์ปริมาณ 4 กรัม น าไปละลายในน้ ากลั่นแล้วปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 50 
มิลลิลิตร 
 4.2 สารละลาย dinitrosalicylic acid เตรียมโดยละลาย 3,5-dinitrosalicylic acid 
(DNS) ปริมาณ 2.5 กรัม ลงในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 2 นอร์มอล ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ที่เตรียมไว้ในข้อที่ 4.1 จากนั้นเติมโซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรต (sodium potassium 
tatrate) ปริมาณ 75 กรัม น าไปอุ่นและคนจนละลายหมด เติมน้ ากลั่นให้ได้ปริมาตรสุดท้าย 250 
มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ในขวดสีชาที่อุณหภูมิห้อง 
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5. การเตรียมกราฟมาตรฐาน (standard curve) (ศศิธร ไกรฤทธิชัย, 2552) 
  5.1 เตรียม glucose stock solution ความเข้มข้น 2 กรัมต่อลิตร โดยชั่งกลูโคส 200 
มิลลิกรัม น าไปละลายในน้ ากลั่นให้มีปริมาตรรวม 100 มิลลิลิตร 
 5.2 เตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐานที่น ามาใช้งาน (working standard solution โดย
น าสารละลายในข้อที่ 5.1 มาเจือจางด้วยน้ ากลั่นให้ได้ความเข้มข้น 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2 และ 
1.4 กรัมต่อลิตร 
 5.3 น าสารละลายกลูโคสมาตรฐานที่เตรียมไว้ในข้อที่ 5.2 แต่ละความเข้มข้นไปวิเคราะห์
โดยการปิเปตสารละลายน้ าตาลกลูโคสมาตรฐานดังกล่าว จ านวน 1 มิลลิลิตร  
 5.4 เติมสารละลาย DNS 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 
 5.5 ปิดปากหลอดด้วยลูกแก้วแล้วน าไปต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที 
 5.6 ท าให้เย็นอย่างรวดเร็วโดยการน าหลอดทดลองมาแช่ในน้ าแข็งที่ละลายแล้ว ในอ่าง
ประมาณ 3-5 นาที 
 5.7 น าไปตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงในเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 
(wavelength) 540 นาโนเมตร 
 5.8 น าค่าที่อ่านได้ไปสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่า OD (optical density) ที่วัดได้จาก
แต่ละความเข้มข้นในแต่ละหลอดกับค่าความเข้มข้นต่างๆ 
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ภาคผนวก ค 

กราฟมาตรฐานกลูโคสและวิธีการวิเคราะห์หาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์โดยวิธี DNS 
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1. กราฟมาตรฐานกลูโคส (glucose standard curve) 

 ในการวิเคราะห์หาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์โดยใช้วิธี DNS นั้น ในขั้นตอนการเตรียมกราฟ
มาตรฐานจะเตรียมสารมาตรฐานทีม่ีความเข้มข้น 0.2 ,0.4 ,0.6, 0.8 ,1.0 , 1.2 และ 1.4 กรัมต่อลิตร 
จากนั้นน าแต่ละความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานไปวิเคราะห์ค่าการดูดกลืนแสงในเครื่อง
สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ผลการทดลองการสร้างกราฟมาตรฐานที่ได้ ดัง
แสดงในตารางที ่29 และภาพท่ี 26 
 
ตารางที่ 29 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายกลูโคสมาตรฐานที่ความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคส 
(กรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงความยาวคลื่น 
540 นาโนเมตร 

0.2 0.104 
0.4 0.192 
0.6 0.356 
0.8 0.463 
1.0 0.564 
1.2 0.695 
1.4 0.818 
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ภาพที่ 26 กราฟมาตรฐานกลูโคส 

 

  

y = 0.5993x - 0.0234 
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ภาคผนวก ง 

กราฟมาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีเหลวความดันสูง 

(High Performance Liquid Chromatography; HPLC) 
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1. กราฟมาตรฐานกลูโคส (glucose standard curve) 
 เตรียม glucose stock solution ความเข้มข้น 5% โดยชั่งกลูโคสปริมาณ 0.5 กรัม น าไป
ละลายในน้ าปราศจากไอออนให้มีปริมาตรรวม 10 มิลลิลิตร จากนั้นน ามาเจือจางด้วยน้ าปราศจาก
ไอออนให้ได้ความเข้มข้น 1, 2, 3, 4 และ 5% และกรองผ่าน nylon syringe filter ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 0.22 ไมโครเมตร ฉีดวิเคราะห์ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีเหลวความดันสูง ผลการทดลอง
การสร้างกราฟมาตรฐานที่ได้ ดังแสดงในตารางที่ 30 และภาพที่ 27 
 
ตารางที่ 30 พ้ืนที่ใต้กราฟของสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคส (%) peak area 

1 3,141,695 
2 6,585,139 
3 9,982,498 
4 14,443,157 
5 15,821,533 

  

 
ภาพที่ 27 กราฟมาตรฐานกลูโคส 

 

 

 

y = 3E+06x + 29496 
R² = 0.9823 
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2. กราฟมาตรฐานไซโลส (xylose standard curve) 
 เตรียม xylose stock solution ความเข้มข้น 5% โดยชั่งไซโลสปริมาณ 0.5 กรัม น าไป
ละลายในน้ าปราศจากไอออนให้มีปริมาตรรวม 10 มิลลิลิตร จากนั้นน ามาเจือจางด้วยน้ าปราศจาก
ไอออนให้ได้ความเข้มข้น 1, 2, 3, 4 และ 5% และกรองผ่าน nylon syringe filter ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 0.22 ไมโครเมตร ฉีดวิเคราะห์ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีเหลวความดันสูง ผลการทดลอง
การสร้างกราฟมาตรฐานที่ได้ ดังแสดงในตารางที่ 31 และภาพที่ 28 
 
ตารางที่ 31 พ้ืนที่ใต้กราฟของสารละลายมาตรฐานไซโลสที่ความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานไซโลส (%) peak area 

1 3,496,882 
2 5,429,286 
3 9,589,128 
4 12,722,681 
5 15,873,884 

  

 
ภาพที่ 28 กราฟมาตรฐานไซโลส 
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3. กราฟมาตรฐานอะราบิโนส (arabinose standard curve) 
 เตรียม arabinose stock solution ความเข้มข้น 5% โดยชั่งอะราบิโนสปริมาณ 0.5 กรัม 
น าไปละลายในน้ าปราศจากไอออนให้มีปริมาตรรวม 10 มิลลิลิตร จากนั้นน ามาเจือจางด้วยน้ า
ปราศจากไอออนให้ได้ความเข้มข้น 1, 2, 3, 4 และ 5% และกรองผ่าน nylon syringe filter ขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.22 ไมโครเมตร ฉีดวิเคราะห์ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีเหลวความดันสูง ผลการ
ทดลองการสร้างกราฟมาตรฐานที่ได้ ดังแสดงในตารางที่ 32 และภาพที่ 29 
 
ตารางที่ 32 พ้ืนที่ใต้กราฟของสารละลายมาตรฐานอะราบิโนสที่ความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานอะราบิโนส (%) peak area 

1 2,667,683 
2 5,386,230 
3 8,359,685 
4 12,318,699 
5 15,769,609 

  

 

ภาพที่ 29 กราฟมาตรฐานอะราบิโนส 
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4. กราฟมาตรฐานเฟอร์ฟูรัล (furfural standard curve) 
 เตรียม furfural stock solution ความเข้มข้น 10% โดยดูดสารละลายเฟอร์ฟูรัล 
(furfural) 99% ปริมาตร 505 ไมโครลิตร น าไปละลายในสารละลายเอทานอล 40% ให้มีปริมาตร
รวม 5 มิลลิลิตร จากนั้นน ามาเจือจางด้วยน้ าปราศจากไอออนให้ได้ความเข้มข้น 1, 2, 4, 6, 8 และ 
10% และกรองผ่าน nylon syringe filter ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.22 ไมโครเมตร ฉีดวิเคราะห์
ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีเหลวความดันสูง ผลการทดลองการสร้างกราฟมาตรฐานที่ได้ ดังแสดงใน
ตารางที่ 33 และภาพท่ี 30 
 
ตารางที่ 33 พ้ืนที่ใต้กราฟของสารละลายมาตรฐานเฟอร์ฟูรัลที่ความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานเฟอร์ฟูรัล (%) peak area 

1 4,010,897 
2 8,249,550 
4 16,338,340 
6 24,789,553 
8 33,301,027 
10 41,339,130 

  

 
ภาพที่ 30 กราฟมาตรฐานเฟอร์ฟูรัล 

y = 4E+06x - 142762 
R² = 0.9999 
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5. กราฟมาตรฐานไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัล (hydroxymethylfurfural standard curve) 
 เตรียม hydroxymethylfurfural stock solution ความเข้มข้น 1% โดยชั่งไฮดรอกซี
เมทิลเฟอร์ฟูรัล (5-hydroxymethylfurfural; HMF) ปริมาณ 100 มิลลิกรัม น าไปละลายใน
สารละลายเอทานอล 40% ให้มีปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร จากนั้นน ามาเจือจางด้วยน้ าปราศจาก
ไอออนให้ได้ความเข้มข้น 0.1, 0.2, 0.4, 0.6 และ 1% และกรองผ่าน nylon syringe filter ขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.22 ไมโครเมตร ฉีดวิเคราะห์ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีเหลวความดันสูง ผลการ
ทดลองการสร้างกราฟมาตรฐานที่ได้ ดังแสดงในตารางที่ 34 และภาพท่ี 31 
 
ตารางที่ 34 พ้ืนที่ใต้กราฟของสารละลายมาตรฐานไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัลที่ความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน 
ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัล (%) 

peak area 

0.1 401,222 
0.2 728,245 
0.4 1,413,461 
0.6 2,197,285 
1.0 3,980,873 

  

 

ภาพที่ 31 กราฟมาตรฐานไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัล  

y = 4E+06x - 87427 
R² = 0.9957 
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ภาคผนวก จ 

กราฟมาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทรกราฟี-แมสสเปคสเปคโทรมิเตอร์ 

(Gas chromatograph-Mass spectrometer; GCMS) 
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กราฟมาตรฐานกรดไขมัน (fatty acid standard curve) 
 เตรียม stock solution ความเข้มข้น 100,000 ppm โดยละลายสารองค์ประกอบ
มาตรฐาน F.A.M.E. Mix, C14-C22 ปริมาณ 100 มิลลิกรัม ในเฮกเซนให้มีปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร 
จากนั้นน ามาเจือจางด้วยเฮกเซนให้ได้ความเข้มข้น 50, 100, 250, 500, 1,000 และ 2,500 ppm 
และกรองผ่าน nylon syringe filter ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.22 ไมโครเมตร ฉีดวิเคราะห์ด้วย
เครื่องแก๊สโครมาโทรกราฟี-แมสสเปคสเปคโทรมิเตอร์ โครมาโตแกรม GCMS ของกรดไขมันชนิด
ต่างๆ ดังแสดงในภาพที่ 32 และตารางท่ี 35 
 

 
 

ภาพที่ 32 โครมาโตแกรม GCMS ของกรดไขมันชนิดต่างๆ จากสารองค์ประกอบมาตรฐานกรดไขมัน
เข้มข้น 1,000 ppm 
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ตารางที่ 35 กรดไขมันชนิดต่างๆ ที่ปรากฎในโครมาโตแกรม GCMS ของสารองค์ประกอบมาตรฐาน
กรดไขมันเข้มข้น 1,000 ppm 
พีค ค่า RT (นาที) ชนิดกรดไขมัน สูตรเคมี 

A 18.369 Myristic acid  
(Methyl tetradecanoate)  

C14:0 
(C15H30O2) 

B 25.099 Palmitic acid  
(Methyl palmitate) 

C16:0 
(C17H34O2) 

C 30.505 Linoleic acid  
(Methyl linoleate)  

C18:2 
(C19H34O2) 

D 30.695 Oleic acid  
(cis-9-Oleic acid methyl ester)  

C18:1 
(C19H36O2) 

E 30.874 Elaidic acid  
(tran-9-Octadecenoic acid) 

C18:1 
(C19H36O2) 

F 31.460 Stearic acid  
(Methyl octadecenoate) 

C18:0 
(C19H38O2) 

G 37.373 Eicosanoic acid 
(Arachidic acid methyl ester)  

C20:0 
C21H42O2 

H 42.831 Docosanoic acid 
(Methyl docosanoate) 

C22:0 
C23H46O2 
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1. กราฟมาตรฐานกรดไมริสติก (myristic acid standard curve) 
 ผลการทดลองการสร้างกราฟมาตรฐานกรดไมริสติก ดังแสดงในตารางที่ 36 และภาพท่ี 33 
 
ตารางที่ 36 พ้ืนที่ใต้กราฟของกรดไมริสติกที่ความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้นของกรดไมริสติก (ppm) peak area 

50 352,864 
100 1,030,682 
250 3,152,875 
500 7,159,276 

1,000 15,815,506 
2,500 35,313,213 

  

 

ภาพที่ 33 กราฟมาตรฐานกรดไมริสติก 
 
 
 
 
 
 

y = 14377x - 72377 
R² = 0.9968 
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2. กราฟมาตรฐานกรดปาล์มาติก (palmitic acid standard curve) 
 ผลการทดลองการสร้างกราฟมาตรฐานกรดปาล์มาติก ดังแสดงในตารางที่ 37 และภาพที่ 34 
 
ตารางที่ 37 พ้ืนที่ใต้กราฟของกรดปาล์มาติกท่ีความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้นของกรดปาล์มาติก (ppm) peak area 

50 1,362,148 
100 3,605,836 
250 10,630,391 
500 21,943,269 

1,000 45,132,418 
2,500 95,559,661 

  

 

ภาพที่ 34 กราฟมาตรฐานกรดปาล์มาติก 
 
 
 
 
 
 

y = 38494x + 1E+06 
R² = 0.9938 
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3. กราฟมาตรฐานกรดลิโนเลอิก (linoleic acid standard curve) 
 ผลการทดลองการสร้างกราฟมาตรฐานกรดลิโนเลอิก ดังแสดงในตารางที่ 38 และภาพท่ี 35 
 
ตารางที่ 38 พ้ืนที่ใต้กราฟของกรดลิโนเลอิกท่ีความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้นของกรดลิโนเลอิก (ppm) peak area 

50 5,460,354 
100 12,600,633 
250 33,572,236 
500 67,449,811 

1,000 135,886,699 
2,500 278,922,981 

  

 
ภาพที่ 35 กราฟมาตรฐานกรดลิโนเลอิก 

 
 
 
 
 
 

y = 111611x + 7E+06 
R² = 0.9917 
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4. กราฟมาตรฐานกรดโอเลอิก (oleic acid standard curve) 
 ผลการทดลองการสร้างกราฟมาตรฐานกรดโอเลอิก ดังแสดงในตารางที่ 39 และภาพที่ 36 
 
ตารางที่ 39 พ้ืนที่ใต้กราฟของกรดโอเลอิกที่ความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้นของกรดโอเลอิก (ppm) peak area 

50 6,691,906 
100 14,732,800 
250 38,063,342 
500 73,686,464 

1,000 146,224,084 
2,500 299,473,738 

  

 
ภาพที่ 36 กราฟมาตรฐานกรดโอเลอิก 

 
 
 
 
 
 

y = 119257x + 9E+06 
R² = 0.9917 
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5. กราฟมาตรฐานกรดอีไลดิก (elaidic acid standard curve ) 
 ผลการทดลองการสร้างกราฟมาตรฐานกรดอีไลดิก ดังแสดงในตารางที่ 40 และภาพที่ 37 
 
ตารางที่ 40 พ้ืนที่ใต้กราฟของกรดอีไลดิกที่ความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้นของกรดอีไลดิก (ppm) peak area 

50 2,046,415 
100 5,036,391 
250 12,838,912 
500 24,961,384 

1,000 49,043,305 
2,500 102,491,205 

  

 
ภาพที่ 37 กราฟมาตรฐานกรดอีไลดิก 

 
 
 
 
 
 

y = 40827x + 3E+06 
R² = 0.9932 
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6. กราฟมาตรฐานกรดสเตียริก (stearic acid standard curve) 
 ผลการทดลองการสร้างกราฟมาตรฐานกรดสเตียริก ดังแสดงในตารางที่ 41 และภาพท่ี 38 
 
ตารางที่ 41 พ้ืนที่ใต้กราฟของกรดสเตียริกที่ความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้นของกรดสเตียริก (ppm) peak area 

50 1,013,000 
100 2,385,927 
250 6,961,801 
500 14,210,519 

1,000 29,246,033 
2,500 62,743,636 

  

 
ภาพที่ 38 กราฟมาตรฐานกรดสเตียริก 

 
 
 
 
 
 

y = 25242x + 915776 
R² = 0.9949 
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7. กราฟมาตรฐานกรดอะราคิดิก (arachidic acid standard curve) 
 ผลการทดลองการสร้างกราฟมาตรฐานกรดอะราคิดิก ดังแสดงในตารางที่ 42 และภาพที่ 39 
 
ตารางที่ 42 พ้ืนที่ใต้กราฟของกรดอะราคิดิกท่ีความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้นของกรดอะราคิดิก (ppm) peak area 

50 252,977 
100 644,655 
250 1,934,517 
500 4,351,096 

1,000 9,112,596 
2,500 20,426,761 

  

 
ภาพที่ 39 กราฟมาตรฐานกรดอะราคิดิก 

 
 
 
 
 
 

y = 8275.8x + 51523 
R² = 0.9971 
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8. กราฟมาตรฐานกรดโดโคซาโนอิก (docosanoic acid standard curve) 
 ผลการทดลองการสร้างกราฟมาตรฐานกรดโดโคซาโนอิก ดังแสดงในตารางที่ 43 และภาพท่ี 
40 
 
ตารางที่ 43 พ้ืนที่ใต้กราฟของกรดโดโคซาโนอิกท่ีความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้นของกรดโดโคซาโนอิก (ppm) peak area 

50 218,462 
100 617,156 
250 2,020,304 
500 4,347,132 

1,000 9,183,676 
2,500 20,175,948 

  

 
ภาพที่ 40 กราฟมาตรฐานกรดโดโคซาโนอิก 

 

 

y = 8178.4x + 96322 
R² = 0.996 
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ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ นางสาวผกามาศ ราชมนตรี 
วันเกิด วันที่ 10 ธันวาคม พ.ศ. 2524 
สถานที่เกิด อ าเภอกระนวน จังหวัดขอนแก่น 
สถานที่อยู่ปัจจุบัน บ้านเลขท่ี 20 หมู่ 8 ต าบลน้ าอ้อม อ าเภอกระนวน จังหวัดขอนแก่น 

รหัสไปรษณีย์ 40170 
ต าแหน่งหน้าที่การงาน อาจารย์ 
สถานที่ท างานปัจจุบัน คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคาม เลขที ่

80 ถนนนครสวรรค์ ต าบลตลาด อ าเภอเมือง จังหวัดมหาสารคาม 
รหัสไปรษณีย์ 44000 

ประวัติการศึกษา พ.ศ. 2547 ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (วท.บ.) สาขาวิชาชีววิทยา
มหาวิทยาลัยมหิดล  
พ.ศ. 2551 ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (วท.ม.) สาขาวิชาจุลชีววิทยา
ทางอุตสาหกรรม จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  
พ.ศ. 2561 ปริญญาปรัชญาดุษฎีบัณฑิต (ปร.ด.) สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ 
มหาวิทยาลัยมหาสารคาม   
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