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บทที ่3 
วธิีด ำเนินงำนวจิัย 

 
3.1 วสัดุอุปกรณ์และสำรเคมี 

3.1.1 วสัดุอุปกรณ์ 
-หลอดทดลอง 
- ฟลาสกข์นาด 250, 500, 1000 มิลลิลิตร 
- หลอดไมโครเซนติฟิวจ ์
- ปิเปตขนาด 1, 5, 10 มิลลิลิตร 
- ไมโครปิเปต 
- ลูปเข่ียเช้ือและตะเกียงแอลกอฮอล ์
- เคร่ืองชัง่ (balance) 
- เคร่ืองสเปกโตรโฟโตรมิเตอร์ (Spectrophotometer) 
- เคร่ืองเขยา่ผสมสารละลาย (Vortex mixer) 
- อ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
- ตูค้วบคุมอุณหภูมิแบบเขยา่ (incubator shaker) 
- เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centrifuge) 
- เคร่ืองน่ึงความดนัไอ (autoclave) 
- ตูค้วบคุมอุณหภูมิ (Incubator) 
- กลอ้งจุลทรรศน์ 
- ตูเ้ข่ียเช้ือ (Laminar Flow) 
- ตูอ้บแหง้ (hot air oven) 
- ถงัหมกั (Fermentor) 

3.1.2 อำหำรเลีย้งเช้ือ 
- Enrichment medium YPG 
- Production medium 
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3.1.3 สำรเคม ี
 - กลีเซอรอลบริสุทธ์ิ99.5 เปอร์เซ็นต ์บริษทั APA AJAX 

- กรดไฮโดรคลอริก(HCl) บริษทั APA AJAX 
- โพแตสเซียมไฮดรอกไซด(์KOH) บริษทั APA AJAX 
- ไอโซออกเทน(isooctane) บริษทั APA AJAX 
- เอทานอล บริษทั BHD 
- กรดอะซิติกบริษทั APA AJAX 
- แอมโมเนียมอะซิเตตบริษทั APA AJAX 
- อะซิติลอะซิโตนบริษทั APA AJAX 
- กรดปาลมิติก บริษทั APA AJAX 
-  โซเดียมเมตาเปอร์ริโอเดตบริษทั CARLO ERBA 
- ไพริดีน บริษทั PANREAC 
-cupric acetate บริษทั APA AJAX 
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3.2 กำรเตรียมเช้ือและกำรเก็บรักษำเช้ือ 
 ก่อนน าเช้ือยสีตP์ichia sp. Scj 01 มาใชใ้นการทดลอง สามารถเพาะเล้ียงในอาหารเหลว YPG(glucose 20 
กรัม/ลิตร, peptone 10กรัม/ลิตร, yeast extract 10 กรัม/ลิตร)ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส บ่มในตูบ่้มเป็นเวลา 48 
ชัว่โมง จากนั้นถ่ายเช้ือลงในอาหาร Production medium (yeast extract 0.5 กรัม/ลิตร, MgSO47H2O 0.5                
กรัม/ลิตร, (NH4)2SO4 1.0 กรัม/ลิตร, KH2PO4 1.0 กรัม/ลิตร) ท่ีเติมกลีเซอรอล1 เปอร์เซ็นต์ ค่าความเป็น                    
กรด-ด่าง 6 
 การเก็บรักษายีสตท์ าโดยเก็บไวบ้นอาหารเล้ียงเช้ือ YPG agar ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีผิวหนา้เอียงประกอบดว้ย กลูโคส 20 กรัม/ลิตร, yeast extract 10 กรัม/ลิตร, peptone 10 กรัม/ลิตรและวุน้ 15 
กรัม/ลิตร (Pan et al., 2009) 
 
3.3กำรวิเครำะห์ปริมำณไขมันโดยวิธี Colorimetric method (ดดัแปลงจาก Know and Rhee, 1986; 
รัตนภรณ์ ลีสิงห์, 2551 และ อจัฉราวรรณ ทองมี, 2530) 

3.3.1กำรเตรียมสำรเคม ี 
- สารละลาย copper reagent ชัง่ cupric acetate 25 กรัมละลายในน ้ ากลัน่ 450 มิลลิลิตร ปรับpH 6.1 ดว้ย 

pyridine ปรับปริมาตรใหไ้ด5้00 มิลลิลิตรดว้ยน ้ ากลัน่ จากนั้นกรองก่อนเก็บไวใ้ช ้
- การเตรียมสารละลาย 1.5 M KOH ใน ethanol 80 เปอร์เซ็นต์ ชัง่ KOH 84.165 กรัมละลายใน ethanol 

80เปอร์เซ็นต ์ปรับปริมาตรใหค้รบ 1000มิลลิลิตร 
- เตรียมสารละลาย2.5 M HCl 
3.3.2กำรเตรียม cell suspension ของจุลนิทรีย์ 
ชัง่เซลลน์ ้ าหนกัเปียกมา 1 กรัมลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ปลอดเช้ือ2 คร้ัง จากนั้นจึงละลายเซลลใ์นน ้ ากลัน่ปรับ

ปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตรจะไดส้ารแขวนลอยเซลล ์0.1 กรัม/มิลลิลิตร 
3.3.3 กำรสกดัไขมนัจำกเซลล์ยสีต์ 
การสกดัไขมนัท าโดยการไฮโดรไลซ์ไตรกลีเซอไรด์แลว้สกดัเอาไขมนัออกจากเซลล์โดยการซาพอน

นิฟิเคชัน่ดว้ย 1.5 M KOHในเอทานอล80 เปอร์เซ็นตโ์ดยการน าเอาเซลลแ์ขวนลอย  1มิลลิลิตรใส่ในหลอดจุก
เกลียวขนาด 20มิลลิลิตร เติม1.5 M KOH ในเอทานอล80 เปอร์เซ็นต์จ านวน4  มิลลิลิตรปิดจุกให้แน่นตม้ในน ้ า
เดือด 2 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาท าให้เยน็ลง เติม2.5 M HClจ านวน 6 มิลลิลิตร และ isooctane 5 มิลลิลิตรเขยา่อยา่ง
แรง 200-300 คร้ัง/นาทีไขมนัอิสระจะถูกสกดัออกมาอยูใ่นชั้นของ isooctane จากนั้นน าไปหา ปริมาณกรดไขมนั
ทั้งหมดโดยวธีิ colorimetric method       
 3.3.4 กำรหำปริมำณกรดไขมนัในเซลล์ยสีต์      
 ท าโดยปิเปตสารละลายสกดัไขมนัในชั้นของ isooctane จากจุลินทรียใ์นขอ้ 3.3.3 มา 3 มิลลิลิตร ท า
ปฏิกิริยากบั copper reagent 1 มิลลิลิตร ปิดจุกเขยา่แรงๆ1-2 นาที ท้ิงไวส้กัครู่จนสารละลายแยกชั้น ดูดสารละลาย
ส่วนบนไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน715 นาโนเมตรแลว้เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของกรดปาล
มิติก 
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3.4 กำรวดักำรเจริญโดยวธีิ Cell dry weight      
 น ากระดาษกรองหรืออลูมิเนียมฟอยลท่ี์พบัเป็นรูปกระทงมาอบท่ี 90 องศาเซลเซียส นาน 4ชัว่โมงน าไป
ท าใหเ้ยน็ในโถอบแหง้ แลว้น ามาชัง่น ้ าหนกัท่ีแน่นอนโดยใชเ้คร่ืองชัง่ละเอียดปิเปตสารแขวนลอย (Suspension) 
ของเช้ือลงในหลอด Centrifuge ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 4,000 รอบ/นาที เป็นเวลา  5 นาที จากนั้น
ลา้งเซลล์ดว้ยน ้ ากลัน่ 2 คร้ังดูดเซลล์แขวนลอยลงบนกระดาษกรองน าไปอบท่ีตูอ้บ 90 องศาเซลเซียส นาน 2 
ชัว่โมง ท าให้เยน็ในโถอบแห้งแลว้น าไปชั่งหาน ้ าหนักโดยใชเ้คร่ืองชั่งละเอียดจนไดน้ ้ าหนักคงท่ี  น ้ าหนักท่ี
เพ่ิมข้ึน คือ น ้ าหนกัของเซลลจุ์ลินทรียต์่อน ้ าหมกั 5 มิลลิลิตร 
 

3.5กำรวเิครำะห์ปริมำณกลเีซอรอล(ดดัแปลงจาก Bondioland Bella, 2005) 
3.5.1 กำรเตรียมสำรละลำย  
- สารละลาย A: acetic acid stock solution 1.6 Mเตรียมโดยชัง่ acetic acid มา 9.6 กรัมละลายในน ้ ากลัน่

และปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร 
- สารละลาย B: Ammonium acetate stock solution 4 Mเตรียมโดยชัง่ Ammonium acetateมา 30.8 กรัม 

ละลายในน ้ ากลัน่จากนั้นปรับปริมาตรใหค้รบ 100 มิลลิลิตร 
- สารละลาย C: Acetylacetone solution 0.2 Mเตรียมใหม่ทุกคร้ังดงัน้ี ปิเปตacetyl acetone มา 200 

ไมโครลิตร(หรือ 195 มิลลิกรัม) ละลายในสารละลาย A ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และละลายในสารละลาย B ปริมาตร 
5 มิลลิลิตร 

- สารละลาย D: Sodium periodate solution 10 mMเตรียมใหม่ทุกคร้ังดงัน้ี :Sodium meta perioddate21 
มิลลิกรัม ละลายในสารละลาย A ปริมาตร5 มิลลิลิตรและละลายในสารละลาย B ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

- Working solution เป็นอตัราส่วนน ้ าต่อเอทานอลเขม้ขน้ร้อยละ 95 ในอตัราส่วน 1:1 ใชเ้ป็นตวัท า
ละลายกลีเซอรอลเพ่ือการวเิคราะห์ตวัอยา่ง  
 3.5.2 กำรเตรียมกรำฟมำตรฐำนของกลเีซอรอล 

- ละลายกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ250 มิลลิกรัมดว้ย working solution ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ดว้ยขวดปรับ
ปริมาตรไดก้ลีเซอรอลท่ีมีความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เป็น stock สารละลายกลีเซอรอล 

- เจือจางstock สารละลายกลีเซอรอลให้มีความเขม้ขน้ต่างๆโดยดูดstock สารละลายกลีเซอรอลมา0, 1, 
2, 3 และ 4 มิลลิลิตรใส่ในหลอดทดลอง 

- เติมworking solutionให้แต่ละหลอดมีปริมาตรสารละลายรวมเป็น 5 มิลลิลิตรจากนั้นเขย่านาน 30 
วินาที ให้สารละลายเป็นเน้ือเดียวกนั โดยแต่ละหลอดมีความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลเป็น 0, 2, 4, 6 และ 8 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

- เติมสารละลาย Cปริมาตร 1.2 มิลลิลิตรน าไปบ่มในอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ท่ีอุณหภูมิ 70
องศาเซลเซียสนาน 1 นาที เขย่าเป็นระยะๆ และหลงัจากนั้นแช่ในน ้ าท่ีมีอุณหภูมิคงท่ีประมาณ (20-25องศา
เซลเซียส) น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายในแต่ละหลอดท่ีความยาวคล่ืน410 นาโนเมตรและค านวณ
ความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลแต่ละหลอดเขียนกราฟระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงกบัความเขม้ขน้ของกลีเซอรอล 

3.5.3 กำรหำปริมำณกลเีซอรอลในตวัอย่ำง 
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ส าหรับการวเิคราะห์ปริมาณกลีเซอรอลในตวัอยา่งน าน ้ าหมกัมาป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็วรอบ 4,000 รอบ/
นาทีนาน 10นาที จากนั้นดูดส่วนใสมาวิเคราะห์ ท าการเจือจางดว้ย working solution และหาปริมาณกลีเซอรอล
ดว้ยวิธี colorimetric method ท่ีความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร ค านวณปริมาณกลีเซอรอลของตวัอยา่งเทียบกบั
กราฟมาตรฐานกลีเซอรอล ดงัสมการ (1) กลีเซอรอลดิบท่ีน ามาใชใ้นการทดลองไดรั้บความอนุเคราะห์จาก
สาขาวชิาวศิวกรรมเคร่ืองกล คณะวิศวกรรม มหาวิทยาลยัขอนแก่น เม่ือน ามาวิเคราะห์หาปริมาณกลีเซอรอลพบ
วา่มีกลีเซอรอล55.60% 
 

ปริมาณกลีเซอรอล, g/l = (OD / slope) × อตัราเจือจาง                                       (1) 

 
3.6กำรศึกษำปัจจัยที่เหมำะสมในกำรเพำะเลีย้งยีสต์สะสมไขมันที่ทนร้อนโดยใช้กลีเซอรอลเป็นแหล่ง
คำร์บอนด้วยกำรออกแบบกำรทดลองทำงสถิติโดยกำรหำพืน้ที่กำรตอบสนอง (Response Surface 
Design) 
 การออกแบบการทดลองทางสถิติมีความประสงคต์อ้งการศึกษาเพ่ือหาความจริงเหล่านั้นในการทดลอง
ปัจจยัท่ีใชใ้นการทดลองเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสะสมไขมนัของยีสต์ทนร้อนไดแ้ก่ ค่าความเป็นกรด-
ด่าง (pH)อุณหภูมิ(องศาเซลเซียส) ปริมาณกลีเซอรอล (กรัม/ลิตร) ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (% Inoculum)ความเร็วรอบ
ในการเขย่า (รอบ/นาที)โดยการแปรผนัของแต่ละปัจจัยเพ่ือใช้ในการออกแบบการทดลองเพ่ือหาสภาวะท่ี
เหมาะสมของแต่ละปัจจยัในการผลิตไขมนัของยีสตส์ะสมไขมนัท่ีคดัเลือกได ้การออกแบบการทดลองทางสถิติ
เพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมแบ่งออกเป็น 2 ขั้นตอน ดงัน้ี 
 3.6.1กำรคัดเลือกปัจจัยที่มีผลต่อกำรผลิตไขมันของยีสต์สะสมไขมันPichia sp. Scj 01โดยวิธี 
Plackettburman  
 การออกแบบการทดลองด้วยวิธีPlackettburman เป็นการทดลองในขั้นตอนแรกๆ ของการวิจัย เพ่ือ
กลัน่กรองปัจจยัท่ีมีผลต่อระบบการทดลองไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ โดยในการทดลองน้ีไดค้ดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อ
การทดลองทั้งหมด 5 ปัจจยัและก าหนดระดบัของค่าปัจจยัส าหรับการวดัผลกระทบของแต่ละปัจจยัโดยก าหนด
ระดบัของปัจจยั 2 ค่าดว้ยกนั คือ ค่าต ่า (-1) และ ค่าสูง (+1) ของแต่ละปัจจยั ซ่ึงมีการออกแบบดงัแสดงในตารางท่ี 
3.1โดยเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ Production medium ระยะเวลาในการเพาะเล้ียง 6 วนั 
 
 
 
 
 
 
ตำรำงที ่3.1แสดงปัจจยัและระดบัของปัจจยัท่ีใชค้ดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตไขมนัของยีสตส์ะสมไขมนัโดย
 วธีิ Plackettburman 
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รหสั ปัจจยั ค่าต ่า (-1) ค่าสูง (+1) 
A ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (เปอร์เซ็นต)์ 1 5 
B ปริมาณกลีเซอรอล(เปอร์เซ็นต)์ 4 10 
C อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 40 44 
D ความเป็นกรด-ด่าง 4 6 
E ความเร็วรอบในการเขยา่ (รอบ/นาที) 100 200 

 
 

3.6.2 กำรหำสภำวะที่เหมำะสมในกำรผลิตไขมันของยีสต์ด้วยกำรออกแบบทำงสถิติด้วยวิธี Central 
Composite Design(CCD) 

การประมาณสัมประสิทธ์ิของพ้ืนท่ีการตอบสนองท่ีเป็นเส้นโคง้ (Response Surface Design) เพื่อประเมิน
หาความเหมาะสมในสภาวะของการทดลอง การออกแบบCentral Composite Designตอ้งการ 5 ระดบัของแต่ละ
ปัจจยัท่ีตอ้งการศึกษา โดยระดบัเหล่าน้ีจะถูกใชส้ญัลกัษณ์คือ ระดบัต ่ามาก (-α) ระดบัต ่า (-1) ระดบักลาง (0) ระดบัสูง (+
1) และระดบัสูงมาก (+α) มีตารางการออกแบบดงัแสดงในตารางท่ี 3.2 โดยเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ Production  
medium ท่ีมีแหล่งไนโตรเจนอยา่งจ ากดั ควบคุมการเขยา่ 100 รอบ/นาที ระยะเวลาในการเพาะเล้ียง 6 วนั 

 
ตำรำงที ่3.2แสดงปัจจยัและระดบัของปัจจยัท่ีใชห้าสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไขมนัของยีสตส์ะสมไขมนัโดย
 วธีิ Central Composite Design(CCD) 
รหสั ปัจจยั ค่าต ่ามาก(-α) ค่าต ่า (-1) ค่ากลาง (0) ค่าสูง (+1) ค่าสูงมาก 

(+α) 
A ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 

(เปอร์เซ็นต)์ 
0 0.5 1 1.5 2 

B ความเป็นกรด-ด่าง 4 5 6 7 8 
C ปริมาณกลีเซอรอล 

(เปอร์เซ็นต)์ 
0 2 4 6 8 

D อุณหภูมิ                         
(องศาเซลเซียส) 

34 37 0 43 46 

 
 

 

3.7กำรศึกษำกำรเพำะเลีย้งยีสต์สะสมไขมันPichia sp. Scj 01ในสภำวะที่เหมำะสมในระดับถังหมัก
ชีวภำพขนำด5ลติร 
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ในการทดลองน้ีเป็นการทดลองเพ่ือศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพในการเพาะเล้ียงยีสตส์ะสมไขมนัเพ่ือ
สามารถผลิตไขมนัไดสู้งสุดโดยการเพาะเล้ียงในสภาวะท่ีมีปัจจยัท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากการทดลองในขอ้ 3.6ใน
ระดบัถงัหมกัชีวภาพขนาด 5 ลิตร ในอาหาร Production medium ท่ีเติมกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน 
 
 

 
 

ภำพที ่3.1ถงัหมกัชีวภาพ 

 
3.8 กำรสกดัและวเิครำะห์องค์ประกอบของกรดไขมัน (AOAC, 1996) 
 น าตวัอยา่งเซลลย์สีต ์1 กรัม เติมคลอโรฟอร์ม 2-3 มิลลิลิตร เติมไดเอทิลอีเทอร์ 2-3 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้
กนัจากนั้นดูดสารละลายมา 3 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองและท าให้ระเหยจนแห้งในอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส ภายใตไ้อไนโตรเจน เติม7% BF3ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และโทลูอีน1 มิลลิลิตร ปิดฝาหลอดทดลอง 
น าไปบ่มในตูบ่้มอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที เขยา่หลอดทดลองทุกๆ 10 นาที จากนั้นท าให้เยน็
ท่ีอุณหภูมิห้อง (20-25 องศาเซลเซียส) เติมน ้ ากลัน่ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เฮกเซน1 มิลลิลิตร Na2SO4 1 กรัม ปิดฝา
หลอดทดลองและเขย่าให้เขา้กนันาน 1 นาที ท้ิงให้สารละลายแยกชั้น น าสารละลายส่วนบนไปวิเคราะห์กรด
ไขมนัดว้ย GC รุ่น 6890 N ของ Agilent 

 
 
 
 


