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บทที ่4 
ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 
4.1 การศึกษาระยะเวลาในการเพาะเลีย้งทีเ่หมาะสมในการเจริญและการผลติไขมัน 
 การศึกษาโดยเพาะเล้ียงยีสต์Pichiasp.Scj 01ในอาหารเล้ียงเช้ือ production medium ท่ีมี                        
กลีเซอรอล40 กรัม/ลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน ปริมาตรอาหาร 50 มิลลิลิตร ในฟลาส์กขนาด 250 มิลลิลิตร เช้ือตั้ง
ตน้ (inoculums size) 5% pH เร่ิมตน้ 4บ่มแบบเขยา่ในตูบ่้มท่ีความเร็วรอบ 160 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 40 °Cเป็น
เวลา 10 วนั ผลการศึกษาดงัภาพท่ี 4.1 และ 4.2 
 

 
 
ภาพที่ 4.1แสดงการเจริญในรูปปริมาณกลีเซอรอล(g/l) ปริมาณไขมนัโดยน ้ าหนักแห้ง (%) ปริมาณเซลลแ์ห้ง 
 (g/l) ปริมาณไขมนั (g/l)เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ production medium ท่ีมีกลีเซอรอล 40 (g/l) ท่ี 
 40 °C เป็นเวลา 10 วนั 
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ภาพที ่4.2แสดงปริมาณไขมนัภายในเซลล ์(%โดยน ้ าหนกัแหง้) ของยสีต ์Pichiasp.Scj 01 เม่ือเพาะเล้ียงใน 
  อาหารเล้ียงเช้ือ production medium ท่ีมีกลีเซอรอล40(g/l) 
 

จากรูปท่ี 4.1 เม่ือเพาะเล้ียงยสีต ์Pichiasp.Scj 01 ในอาหารท่ีมีกลีเซอรอล40 กรัม/ลิตร บ่มแบบเขยา่ในตู ้
บ่มท่ีมีความเร็วรอบ 160 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 40 °C เป็นเวลา 10 วนั พบวา่การเจริญของยสีตเ์พ่ิมข้ึนอยา่งรวดเร็ว
ตามปริมาณการใชก้ลีเซอรอล ในช่วง 3วนัแรกของการหมกั ปริมาณไขมนัท่ีไดย้งัมีปริมาณต ่าเน่ืองจากเป็นช่วง
เร่ิมตน้ของการเจริญ โดยเซลลจ์ะน าเอาแหล่งไนโตรเจนไปใชเ้พ่ือการเจริญและสร้างเซลลใ์นช่วงแรกแต่หลงัจาก
ท่ีแหล่งไนโตรเจนถูกใชจ้นหมดไป เซลล์จะดึงเอาแหล่งคาร์บอนมาใชแ้ละสะสมไขมนัในรูปของไตรกลีไรด์
ภายในเซลล ์(Hammond and Glatz, 1988) และตั้งแต่วนัท่ี 4 ของการหมกัเป็นตน้ไป ยีสตเ์ขา้สู่การเจริญในช่วง
สุดทา้ยของระยะ exponential phase หรือช่วงตน้ของระยะ stationary phase ปริมาณไขมนัเร่ิมเพ่ิมสูงข้ึนเร่ือยๆ 
และค่อยๆ คงท่ีในวนัท่ี 6โดยปริมาณเซลลแ์ห้งสูงสุดคือ1.79 กรัม/ลิตร ปริมาณไขมนัสูงสุดคือ 0.54 กรัม/ลิตร 
หรือ 30.29% โดยน ้ าหนกัแหง้ ในวนัท่ี 6 ของการหมกั จากผลการศึกษาจึงเลือกระยะเวลาการเพาะเล้ียง 6 วนั ซ่ึง
เซลลย์สีตมี์การเจริญและสะสมไขมนัสูงสุด ดงัภาพท่ี 4.2 เพ่ือศึกษาในขั้นตอนต่อไป 

 

4.2 การศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมในการเพาะเลีย้งยีสต์สะสมไขมันที่ทนร้อนโดยใช้กลีเซอรอลเป็น
แหล่งคาร์บอนด้วยการออกแบบการทดลองทางสถิติ (Statistical method) 
 ในการด าเนินการจ าเป็นตอ้งมีการวางแผนไวล่้วงหนา้ เพ่ือให้บรรลุความส าเร็จตามวตัถุประสงค ์การ
วางแผนท่ีดีจะช่วยท าให้เกิดปัญหาระหวา่งการทดลองลดนอ้ยลง เม่ือทดลองแลว้ ผลท่ีไดน้ ามาวิเคราะห์และได้
ค  าตอบตามความมุ่งหมายท่ีตอ้งการศึกษา ดงันั้นการออกแบบการทดลองจึงหมายถึงกระบวนการท่ีใชใ้นการวาง
แผนการด าเนินการวจิยัท่ีมีระบบ และมีขั้นตอนเพ่ือใหไ้ดม้าซ่ึงขอ้มูลท่ีตอ้งการน ามาใชใ้นการตอบปัญหาการวจิยั
ตามจุดประสงค์หรือสมมุติฐานของการวิจยัท่ีก าหนดไวไ้ดอ้ยา่งถูกตอ้ง ชดัเจน รวดเร็วและมีความน่าเช่ือถือ ท่ี
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เปรียบเสมือนพิมพเ์ขียวของผูว้ิจยัในการก าหนดโครงสร้าง แผนการปฏิบติัการวิจยัหรือยุทธวิธีเพื่อใชใ้นการ
ตรวจสอบการด าเนินการวจิยัวา่เป็นไปตามเวลาท่ีก าหนดไว ้
 การออกแบบการทดลองในงานวจิยัน้ีเพ่ือตอ้งการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไขมนัของยีสต ์
Pichiasp.Scj 01 ท่ีใชก้ลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูง ซ่ึงมีการออกแบบโดยการหาพ้ืนท่ี
การตอบสนอง (Response surface design) เพื่อประเมินความเหมาะสมในสภาวะการทดลอง และอธิบาย
ความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรตน้กบัค่าการตอบสนอง โดยการวิเคราะห์ไดถู้กน ามาใชเ้พื่อคน้หาค าตอบของการ
ทดลองท่ีประกอบดว้ยปัจจยัร่วมการทดลองหลายปัจจยั ซ่ึงจะสามารถน าไปสู่การคน้พบการตอบสนองท่ีด่ีท่ีสุด
หรือเหมาะสมท่ีสุด โดยการตอบสนองท่ีเหมาะสมสามารถพิจารณาไดใ้น 2 ลกัษณะคือการตอบสนองท่ีมากท่ีสุด 
(maximum) และการตอบสนองท่ีนอ้ยท่ีสุด (minimum) ข้ึนอยูก่บัธรรมชาติของการทดลอง ซ่ึงมีการออกแบบการ
ทดลองทางสถิติดงัน้ี 
 4.2.1 การคัดเลือกปัจจัยส าหรับการผลิตไขมันของเช้ือยีสต์สะสมไขมัน Pichiasp.Scj 01 โดยวิธี 
Plackettburman 
 การออกแบบการทดลอง Plackettburmanเป็นการคดักรองและคดัเลือกปัจจยัท่ีส าคญัท่ีมีผลต่อระบบ ซ่ึง
ถูกน ามาใชใ้นช่วงตน้ๆ ของการศึกษา ในงานวิจยัน้ีเป็นการคดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการสะสมไขมนัของยีสต์
สะสมไขมนั Pichiasp.Scj 01 เป็นวธีิท่ีสามารถกลัน่กรองปัจจยัจ านวนมากๆ ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เพ่ือให้ทราบ
ถึงปัจจยัท่ีส่งผลต่อระบบการทดลองจริงๆ โดยในการทดลองน้ีไดค้ดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการทดลองทั้งหมด 5 
ปัจจยัและก าหนดระดบัของค่าปัจจยัส าหรับการวดัผลกระทบของแต่ละปัจจยัโดยก าหนดระดบัของปัจจยั 2 ค่า
ดว้ยกนัคือ ค่าต ่า (-1) ค่าสูง (+1) ของแต่ละปัจจยัแสดงในตารางท่ี 4.1 
 
ตารางที ่4.1แสดงระดบัและปัจจยัท่ีใชค้ดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตไขมนัของยสีตส์ะสมไขมนั 
 Pichiasp.Scj 01 โดยวธีิ Plackettburman 

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 

 
 จากการศึกษาคน้ควา้หลายงานวิจยัเพ่ือระบุปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตไขมนัของยีสต ์Pichiasp.Scj 01 ให้
สามารถผลิตไขมนัไดสู้งสุด จึงไดก้ าหนดปัจจยัดว้ยกนัทั้งหมด 5 ปัจจยั และมีการก าหนดระดบัของแต่ละปัจจยั
โดยการตั้งสมมุติฐานของการทดลองท่ีรวบรวมไดจ้ากการรายงานในงานวิจยัอ่ืนๆมาพิจารณาร่วมกนัจากการ
รวบรวมขอ้มูลและพิจารณาปัจจยัทางเคมีและทางกายภาพ พบว่าปัจจัยหลกัท่ีท าให้ยีสต์เจริญไดดี้และสะสม
ไขมนัได้มากอาจข้ึนอยู่กับปัจจยัดังน้ี อุณหภูมิท่ีใช้ในการผลิตจะมีผลต่อจ านวนคาร์บอนอะตอมและปริมาณ
ความไม่อ่ิมตวัของกรดไขมนัท่ีเป็นองคป์ระกอบในไตรกลีเซอไรด ์อุณหภูมิท่ีใชจ้ะอยูป่ระมาณ 24-40 °C ส าหรับ
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ในช่วงอุณหภูมิน้ีถา้อุณหภูมิสูงจะท าให้มีการผลิตไขมนัท่ีมีกรดไขมนัอ่ิมตวั แต่ถา้อุณหภูมิต ่าจะมีการผลิตกรด
ไขมนัไม่อ่ิมตวั Granger et al. (1992)พบวา่เม่ือเล้ียง Rhodotorulaglutinis NRRLY1091 ท่ีอุณหภูมิต ่าจะผลิตกรด
ไขมนัชนิดไม่อ่ิมตวัไดดี้กวา่ท่ีอุณหภูมิสูง ทั้งน้ีเน่ืองจาก desaturation enzyme และ elongation enzyme มีความไว
ต่ออุณหภูมิ 

งานวิจัยน้ีจึงได้น าเอาปัจจัยเหล่าน้ีมาทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตไขมันของยีสต ์
Pichiasp.Scj 01 เพื่อใหไ้ดป้ริมาณสูงสุด โดยวธีิการออกแบบการทดลองทางสถิติโดยปัจจยัทั้ง 5 ท่ีน ามาออกแบบ
การทดลองดว้ยวิธี Plackettburmanจะประกอบไปดว้ยระดบัของแต่ละปัจจยั 2 ระดบั คือ ค่าต ่า (-1) และค่าสูง 
(+1) ซ่ึงสามารถออกแบบการทดลองไดด้งัตารางท่ี 4.2 หลงัจากออกแบบการทดลองเรียบร้อยแลว้จะไดจ้ านวน
การทดลองทั้งหมด 12 การทดลอง (Run) ตามการออกแบบการทดลองของ Expert design version 7 ซ่ึงแต่ละการ
ทดลองจะมีระดบัของแต่ละปัจจยัท่ีแตกต่างกนั โดยแต่ละการทดลองจะเล้ียงในอาหารสูตร Production medium 
ท่ีมีแหล่งไนโตรเจนในปริมาณเลก็นอ้ยและมีการแปรผนัปริมาณกลีเซอรอลท่ีใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอน ระยะเวลาใน
การหมกั 6 วนั ซ่ึงไดผ้ลของปริมาณไขมนัของแต่ละการทดลอง ดงัแสดงในตารางท่ี 4.2 

 
ตารางที ่4.2การออกแบบการทดลองทางสถิติดว้ยโปรแกรม Expert design โดยวธีิ Plackettburmanส าหรับ 
     คดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตไขมนัของยสีตส์ะสมไขมนั Pichiasp.Scj 01 

Run 
Experimental values 

lipid content (g/l) 
A B C D E 

1 +1 -1 -1 -1 +1 0.358 
2 +1 -1 +1 +1 +1 0 
3 +1 +1 +1 -1 -1 0 
4 +1 -1 +1 +1 -1 0 
5 -1 -1 +1 -1 +1 0 
6 -1 +1 +1 +1 -1 0 
7 -1 -1 -1 +1 -1 0.468 
8 +1 +1 -1 -1 -1 0.406 
9 -1 +1 +1 -1 +1 0 
10 -1 -1 -1 -1 -1 0.389 
11 -1 +1 -1 +1 +1 0.509 
12 +1 +1 -1 +1 +1 0.265 
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ตารางที ่4.3ผลการวเิคราะห์ตวัแปรทางสถิติ (ANOVA) เพ่ือคดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตไขมนัของยสีต ์
 สะสมไขมนั Pichiasp.Scj 01 โดยวธีิ Plackettburman 

Code Variable Low level(-1) High level(+1) Coefficient F-value p-value Prob>F 
A ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 

(เปอร์เซ็นต)์ 
1 5 -0.02808 2.27224 0.1824 

B ปริมาณกลีเซอรอล
(เปอร์เซ็นต)์ 

4 10 -0.00292 0.02451 0.8807 

C อุณหภูมิ            
(องศาเซลเซียส) 

40 44 -0.19958 114.76411 < 0.0001 

D ความเป็นกรด-ด่าง 4 6 0.00742 0.15848 0.7043 
E ความเร็วรอบในการ

เขยา่ (รอบ/นาที) 
100 200 -0.01092 0.34335 0.5793 

 
 จากการวิเคราะห์ตวัแปรทางสถิติ (ANOVA) ดงัแสดงในตารางท่ี 4.3 เพ่ือคดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการ
ผลิตไขมนัของยสีตส์ะสมไขมนั Pichiasp.Scj 01 โดยวธีิ Plackettburmanเพื่อใหไ้ดส้ภาวะท่ีเหมาะสมและมีผลท่ีดี
ท่ีสุดในการผลิตไขมนัของยีสตส์ะสมไขมนั ซ่ึงค่าท่ีใชใ้นการตอบสนองคือ ปริมาณไขมนั (กรัม/ลิตร) โดยการ
พิจารณาจากปัจจยัท่ีมีผลต่อการเพาะเล้ียงเช้ือยสีตท่ี์สามารถผลิตไขมนัแลว้ใหป้ริมาณไขมนั ซ่ึงพิจารณาจากค่า p-
valueควรมีค่านอ้ยกวา่ 0.05 จึงจะถือวา่ใหผ้ลท่ีแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ จากผลการออกแบบการทดลอง
ตน้แบบ (Model) ให้ค่า p-valueเท่ากบั 0.0007 จึงสามารถสรุปไดว้า่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ
แสดงวา่ปัจจยัท่ีใชใ้นการศึกษาในการออกแบบการทดลองมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  และสามารถ
น าไปใชใ้นการทดลองเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไขมนัไดสู้งสุดของยีสตส์ะสมไขมนัPichiasp.Scj 01
ไดใ้ชใ้นการออกแบบการทดลองขั้นตอนต่อไปโดยสามารถสรุปแนวโนม้ของปัจจยัท่ีมีผลต่อการทดลองไดจ้าก
ค่าการออกแบบการทดลองของแต่ละปัจจยัท่ีเป็น ค่าต ่า (-1) และ ค่าสูง(+1) สรุปไดด้งัน้ีปัจจยั Cอุณหภูมิ (องศา
เซลเซียส) มีค่า p-value ท่ีไดจ้ากการออกแบบการการทดลองเท่ากบั<0.0001 ซ่ึงนอ้ยกวา่ 0.05 แสดงวา่อุณหภูมิมี
ผลท่ีแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ต่อปริมาณไขมนั (Lipid content) ดงันั้นในการศึกษาล าดบัต่อไป อุณหภูมิ
จึงเป็นปัจจยัท่ีตอ้งน ามาแปรผนัหาช่วงท่ีเหมาะสมเพ่ือการผลิตไขมนัให้ไดป้ริมาณมากท่ีสุดส่วนปัจจยัอ่ืนไดแ้ก่ 
ปัจจยั A ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (เปอร์เซ็นต)์,ปัจจยั B ปริมาณกลีเซอรอล (เปอร์เซ็นต)์, ปัจจยั Dความเป็นกรด-ด่าง 
และ ปัจจยั E ความเร็วรอบในการเขยา่ ให้ค่า p-value มากกวา่ 0.05 แสดงให้เห็นวา่ระดบัของปัจจยัทั้ง 4 มีผลไม่
แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติหมายความวา่ ค่าระดบัปัจจยัท่ีก าหนดทั้งค่าต ่า (-1) และค่าสูง (+1) ของแต่ละ
ปัจจยัสามารถให้ผลิตภณัฑ์หรือปริมาณไขมนัท่ีไดไ้ม่แตกต่างกนั แต่อยา่งไรก็ตามในขณะท่ีปัจจยั A ค่าปริมาณ
เช้ือเร่ิมตน้ (เปอร์เซ็นต)์ ยงัใหค้า่p-value ต ่าอยู ่ดงันั้นจึงควรน าไปศึกษาต่อในการออกแบบการทดลองในขั้นตอน
ต่อไปในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการผลิตไขมนัจากยีสต ์Pichiasp.Scj 01และจากการวิเคราะห์ทางสถิติ
ดว้ยการออกแบบการทดลองแบบ Plackettburman ยงัสามารถบอกถึงแนวโน้มค่าระดบัของแต่ละปัจจยัท่ีควร
น าไปใชใ้นการทดลองต่อไปวา่ควรน าค่าต ่า (-1) หรือค่าสูง (+1) ไปแปรผนัในขั้นตอนต่อไปของการทดลองเพื่อ
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ออกแบบการทดลองใหไ้ดผ้ลิตภณัฑสู์งสุด โดยพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์ิ (Coefficient)  ท่ีบ่งบอกวา่ควรน าค่า
ต ่า (-1) หรือค่าสูง (+1) ไปใชใ้นการแปรผนัระดบัของปัจจยัเพ่ือให้ไดค้่าท่ีใกลเ้คียงกบัค่าท่ีเหมาะสมในการผลิต
ไขมนัพบวา่ปัจจยั A ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (เปอร์เซ็นต์ )มีค่าสัมประสิทธ์ิ  (Coefficient)  เท่ากบั -0.02808ซ่ึงมีค่าติด
ลบแสดงวา่ค่าท่ีเหมาะสมในการแปรผนัส าหรับการทดลองในขั้นตอนต่อไป คือ ระดบัค่าต ่า (-1) ท่ีปริมาณเช้ือ
เร่ิมตน้ 1เปอร์เซ็นตเ์ม่ือมีการใชป้ริมาณเซลลเ์พ่ิมมากข้ึนก็ไม่ท าให้การสะสมไขมนัเพ่ิมมากข้ึนตามไปดว้ยปัจจยั 
Bปริมาณกลีเซอรอล (เปอร์เซ็นต์) มีค่าสัมประสิทธ์ิ (Coefficient) เท่ากบั-0.00292ค่าท่ีดีท่ีสุดค่อนมาทางดา้น
ระดบัต ่า คือ ความเขม้ขน้ของกลีเซอรอล4 เปอร์เซ็นตA์maretti et al. (2012) รายงานวา่ยีสตส์ะสมไขมนั Candida 
Freyschussiiสามารถผลิตไขมนัไดสู้งสุดท่ีความเขม้ขน้ของกลีเซอรอล40 กรัม/ลิตร และจะถูกยบัย ั้งการเจริญเม่ือ
ใชค้วามเขม้ขน้ของกลีเซอรอลมากกวา่ 40 กรัม/ลิตร หรือ 4% อีกทั้งท าให้ยีสตส์ะสมไขมนัใชร้ะยะเวลาในการ
ผลิตไขมนันานข้ึนปัจจยั D ความเป็นกรด-ด่างมีค่าสัมประสิทธ์ิ (Coefficient)เท่ากบั0.00742ค่าท่ีเหมาะสมคือ 
ระดบัค่าสูง ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง 6ซ่ึงความเหมาะสมของความเป็นกรด-ด่างจะมีความเหมาะสมข้ึนอยูก่บัสาย
พนัธ์ุของยสีตท่ี์ใชใ้นการทดลองปัจจยั E ความเร็วรอบในการเขยา่มีค่าสมัประสิทธ์ิ (Coefficient)  เท่ากบั-0.01092
ค่าท่ีเหมาะสมคือ ระดบัค่าต ่า ท่ีความเร็วรอบในการเขยา่ 100 รอบ/นาที แต่อยา่งไรก็ตามการทดลองในขั้นตอนน้ี
เป็นเพียงการกลัน่กรองปัจจยัท่ีมีผลต่อการทดลองเท่านั้น โดยค่าเหล่าน้ีสามารถน าไปใชเ้ป็นการพิจารณาเพ่ือใช้
ในการทดลองหาค่าท่ีเหมาะสมในการผลิตไขมนัของยีสต์สะสมไขมนัเพื่อให้ได้ปริมาณไขมนัสูงสุดในการ
ทดลองต่อไป  
 4.2.2 การหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติไขมนัของยสีต์สะสมไขมัน Pichiasp.Scj 01 โดยวิธี Central 
Composite Design(CCD) 
 การออกแบบ Central Composite Design(CCD)เป็นอีกวธีิหน่ึงในการหาพ้ืนผิวตอบสนองท่ีนิยมใชเ้พื่อ
หาปัจจยัท่ีเหมาะสม ผลลพัธ์ของการออกแบบมีการหมุนเพ่ือถูกใชใ้นการประมาณสัมประสิทธ์ิของพ้ืนท่ีการ
ตอบสนองท่ีเป็นเสน้โคง้ (Response Surface Design) เพื่อประเมินหาความเหมาะสมในสภาวะของการทดลอง ซ่ึง
การออกแบบ Central Composite Design ตอ้งการ 5 ระดบัของแต่ละปัจจยัท่ีตอ้งการศึกษา เป็นการออกแบบท่ีเพ่ิม
ความละเอียดหรือท าให้เขา้ใกลค้วามเหมาะสมของแต่ละปัจจยัท่ีตอ้งการศึกษามากข้ึน โดยระดบัเหล่าน้ีจะใช้
สญัลกัษณ์เป็นระดบัต ่ามาก (-α) ระดบัต ่า (-1) ระดบักลาง (0) ระดบัสูง (+1) และระดบัสูงมาก (+α) ซ่ึงค่าเหล่าน้ี
จะถูกก าหนดและอา้งอิงมาจากการออกแบบการคดัเลือกและกลัน่กรองปัจจยัจากการออกแบบ Plackettburman 
 งานวจิยัน้ีเพ่ือตอ้งศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงเช้ือPichiasp.Scj 01 โดยออกแบบการทอ
ลองแบบ Central Composite Design มีการก าหนดระดบัปัจจยัท่ีมีผลต่อการทดลองทั้งหมด 4 ปัจจยั ซ่ึงปัจจยัท่ี
คดัเลือกไดจ้ากการทดลองขา้งตน้ดว้ยวธีิ Plackettburmanประกอบดว้ย ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (เปอร์เซ็นต)์, ค่าความ
เป็นกรด-ด่าง, ปริมาณกลีเซอรอล (เปอร์เซ็นต์) และอุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) ปัจจยัท่ีน ามาพิจารณาจากผลการ
วเิคราะห์ทางสถิติของการออกแบบการทดลองดว้ย Plackettburmanโดยสามารถพิจารณาแนวโนม้ค่าการแปรผนั
จากค่าสมัประสิทธ์ิ (Coefficient) ซ่ึงค่าท่ีแปรผนัจะครอบคลุมค่าแนวโนม้ท่ีควรเป็นไปไดจ้ากการพิจารณาขา้งตน้ 

ตารางที่ 4.4 แสดงระดบัและปัจจยัท่ีใช้ในการออกแบบการทดลองดว้ยวิธี Central Composite Design (CCD)
 ในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตไขมนัของยสีตP์ichiasp.Scj 01 
รหสั ปัจจยั ค่าต ่ามาก(- ค่าต ่า (-1) ค่ากลาง (0) ค่าสูง (+1) ค่าสูงมาก 
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α) (+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 40 43 46 

หมายเหตุ: เพาะเล้ียงในอาหาร Production medium ในตูบ่้มแบบเขยา่ความเร็ว 100 รอบ/นาที เป็นระยะเวลา 6 วนั 
 การแปรผนัปัจจยัทั้ง 4 ปัจจยัดงัแสดงในตารางท่ี 4.4 สามารถพิจารณาไดจ้ากค่า Coefficient ท่ีไดจ้ากผล 
 

การวิเคราะห์ในการออกแบบการทดลอง Plackettburmanโดยค่าท่ีได้ท่ี เหมาะสมท่ีท าให้ยีสต ์
Pichiasp.Scj 01 สามารถสะสมไขมนัได้สูงสุดคือ ปริมาณกลีเซอรอล4 เปอร์เซ็นต์และท่ีอุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส เม่ือออกแบบการทดลองดว้ยวิธี Central Composite Design ในโปรแกรม Expert design version 7 
สามารถออกแบบการทดลองไดโ้ดยมีจ านวนการทดลองทั้งหมด 30 การทดลอง (Run) ดงัตารางท่ี 4.5 ซ่ึงแต่ละ
การทดลองจะน ามาวเิคราะห์ผลทางสถิติเพื่อหาจุดท่ีเหมาะสมของการผลิตไขมนัจากเช้ือยสีต ์Pichiasp.Scj 01 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที ่4.5 การออกแบบการทดลองทางสถิติดว้ย Central Composite Design (CCD) ในการหาสภาวะท่ี 
 เหมาะสมในการผลิตไขมนัของยสีตP์ichiasp.Scj 01 

Run 
Variable/levels Lipid 

conten (g/l) Inoculum (%) Initial pH Glycerol (%) Temperature (°C) 
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Actual Code Actual Code Actual Code Actual Code 
1 1 0 6 0 4 0 40 0 0.86 
2 1.5 +1 7 +1 2 -1 43 +1 0.23 
3 1 0 6 0 4 0 46 +α 0 
4 0.5 -1 5 -1 2 -1 43 +1 0.33 
5 1.5 +1 7 +1 6 +1 37 -1 0.49 
6 1 0 6 0 8 +α 40 0 0.65 
7 0 -α 6 0 4 0 40 0 0 
8 1.5 +1 5 -1 6 +1 43 +1 0.81 
9 1 0 8 +α 4 0 40 0 0.89 
10 1 0 4 -α 4 0 40 0 1.08 
11 0.5 -1 7 +1 2 -1 37 -1 0.34 
12 0.5 -1 5 -1 2 -1 37 -1 0.51 
13 0.5 -1 5 -1 6 +1 37 -1 0.33 
14 1 0 6 0 4 0 34 -α 0.28 
15 0.5 -1 5 -1 6 +1 43 +1 0.73 
16 0.5 -1 7 +1 6 +1 37 -1 0.6 
17 1.5 +1 7 +1 2 -1 37 -1 0.43 
18 1 0 6 0 4 0 40 0 0.94 
19 1 0 6 0 4 0 40 0 1.08 
20 1 0 6 0 4 0 40 0 0.96 
21 1.5 +1 5 -1 2 -1 43 +1 0.65 
22 0.5 -1 7 +1 6 +1 43 +1 0.72 
23 1.5 +1 7 +1 6 +1 43 +1 0.69 
24 0.5 -1 7 +1 2 -1 43 +1 0.46 
25 1.5 +1 5 -1 6 +1 37 -1 0.67 
26 2 +α 6 0 4 0 40 0 1.12 
27 1 0 6 0 4 0 40 0 1.02 

 

ตารางที ่4.5 การออกแบบการทดลองทางสถิติดว้ย Central Composite Design (CCD) ในการหาสภาวะท่ี  
เหมาะสมในการผลิตไขมนัของยสีตP์ichiasp.Scj 01(ต่อ) 

Run 
Variable/levels Lipid 

conten Inoculum (%) Initial pH Glycerol (%) Temperature (°C) 
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Actual Code Actual Code Actual Code Actual Code (g/l) 
28 1 0 6 0 4 0 40 0 1.19 
29 1.5 +1 5 -1 2 -1 37 -1 0.49 
30 1 0 6 0 0 -α 40 0 0 

 
ตารางที ่4.6 ผลการวเิคราะห์ทางสถิติ (ANOVA) ของการออกแบบการทดลองดว้ยCentral Composite Design 
(CCD) ในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไขมนัของยสีตP์ichiasp.Scj 01 

Source Sum of squares df Mean squares F-value p-value Prop>F 

Model 2.768867 14 0.197776 5.110056 0.0017 
A-inoculum 0.299267 1 0.299267 7.732323 0.014 

B-pH 0.036817 1 0.036817 0.951253 0.3449 

C-glycerol 0.350417 1 0.350417 9.053914 0.0088 
D-temperature 0.001667 1 0.001667 0.043063 0.8384 

AB 0.0625 1 0.0625 1.614848 0.2232 
AC 0.0009 1 0.0009 0.023254 0.8808 
AD 0.0016 1 0.0016 0.04134 0.8416 

BC 0.0144 1 0.0144 0.372061 0.551 

BD 0.0049 1 0.0049 0.126604 0.7269 

CD 0.0576 1 0.0576 1.488244 0.2413 

A2 0.316971 1 0.316971 8.189771 0.0119 

B2 4.29E-05 1 4.29E-05 0.001107 0.9739 

C2 0.7581 1 0.7581 19.58746 0.0005 

D2 1.238571 1 1.238571 32.00167 < 0.0001 

Residual 0.58055 15 0.038703   

Lack of Fit 0.513267 10 0.051327 3.814218 0.0763 

Pure Error 0.067283 5 0.013457   

 จากตารางการวิเคราะห์ทางสถิติดว้ย Central Composite Design การทดลองให้ผลแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติท่ีค่า p-value เท่ากบั 0.0017 ซ่ึงมีค่านอ้ยกวา่ 0.05 การออกแบบการทดลองน้ีจึงสามารถน ามาใช้
และคน้หาค าตอบของค่าสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดของแต่ละปัจจยัในการทดลองน้ีได ้(จากตารางท่ี 4.6) และพบวา่
จากทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไขมนัของยสีต ์Pichiasp.Scj 01 สามารถผลิตไขมนัไดสู้งสุดคือ 1.19 
กรัม/ลิตร หรือ 40.88 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกัแห้งดงัแสดงในตารางท่ี 4.5 ซ่ึงจากการทดลองน้ีเล้ียงในสภาวะท่ีมี



46 

 

กลีเซอรอล4 เปอร์เซ็นต ์ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้4 ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 1 เปอร์เซ็นต ์และควบคุมอุณหภูมิท่ี 40 
องศาเซลเซียส บ่มเป็นระยะเวลาทั้งหมด 6 วนั โดยสภาวะขา้งตน้เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดท่ีสามารถท าให้ยีสต ์
Pichiasp.Scj 01 สามารถผลิตและสะสมไขมนัไดสู้งสุด ดงัแสดงในภาพท่ี 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7 และ 4.8 
 

 
ภาพที ่4.3กราฟพ้ืนท่ีผิวการตอบสนอง 3 มิติ แสดงอิทธิพลร่วมระหวา่งปัจจยั C ปริมาณกลีเซอรอล (เปอร์เซ็นต)์ 
 กบั ปัจจยั A ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (เปอร์เซ็นต)์ บนค่าท่ีเหมาะสมของค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ท่ี 6 
 และท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 4.4กราฟพ้ืนท่ีผิวการตอบสนอง 3 มิติ แสดงอิทธิพลร่วมระหวา่งปัจจยั D อุณหภูมิ(องศาเซลเซียส) กบั 
 ปัจจยั B ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) บนค่าท่ีเหมาะสมของปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 1 เปอร์เซ็นตแ์ละปริมาณ
 กลีเซอรอล4 เปอร์เซ็นต ์ 

 
ภาพที ่4.5กราฟพ้ืนท่ีผิวการตอบสนอง 3 มิติ แสดงอิทธิพลร่วมระหวา่งปัจจยั C ปริมาณกลีเซอรอล (เปอร์เซ็นต)์ 
 กบั ปัจจยั B ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) บนค่าท่ีเหมาะสมของปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 1 เปอร์เซ็นตแ์ละท่ี
 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 4.6 กราฟพ้ืนท่ีผิวการตอบสนอง 3 มิติ แสดงอิทธิพลร่วมระหวา่งปัจจยั D อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) กบั
 ปัจจยั A ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (เปอร์เซ็นต)์ บนค่าท่ีเหมาะสมของค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ท่ี 6และ
 ปริมาณกลีเซอรอล4 เปอร์เซ็นต ์ 

 
ภาพที่ 4.7 กราฟพ้ืนท่ีผิวการตอบสนอง 3 มิติ แสดงอิทธิพลร่วมระหวา่งปัจจยั D อุณหภูมิ(องศาเซลเซียส) กบั
  ปัจจยั C ปริมาณกลีเซอรอล (เปอร์เซ็นต)์ บนค่าท่ีเหมาะสมของเช้ือเร่ิมตน้ 1 เปอร์เซ็นตแ์ละค่าความ
 เป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ท่ี 6  
 

 
ภาพที่ 4.8กราฟพ้ืนท่ีผิวการตอบสนอง 3 มิติ แสดงอิทธิพลร่วมระหวา่งปัจจยั B ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) กบั 
 ปัจจยั A ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (เปอร์เซ็นต)์ บนค่าท่ีเหมาะสมของปริมาณกลีเซอรอล4 เปอร์เซ็นตแ์ละท่ี
 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
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 จากกราฟพ้ืนท่ีผิวการตอบสนอง 3 มิติ ท่ีแสดงในภาพท่ี 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7 และ 4.8 เป็นการแสดง
อิทธิพลร่วมของแต่ละปัจจยัและสามารถบ่งบอกหรือท านายให้ทราบถึงปริมาณไขมนั (Lipid content) ท่ีเช้ือ 
Pichiasp.Scj 01 สามารถผลิตได ้โดยแสดงให้เห็นว่าปัจจยัท่ีใชใ้นการทดลองมีผลต่อกัน จากกราฟสามารถ
ตรวจสอบการเปล่ียนแปลงบนพ้ืนท่ีผิวท่ีตอบสนองของกราฟท่ีมีอิทธิพลต่อกนัเพ่ือน าไปประยกุตใ์ชใ้นเชิงปฏิบติั
ได ้ซ่ึงจะสามารถหาค่าการตอบสนองท่ีเหมาะสมท่ีสุดและจากรายงานการวิจยัต่างๆ สามารถสรุปไดว้า่การผลิต
และสะสมไขมนัของยีสต์จะสามารถผลิตไขมนัให้ไดม้ากท่ีสุดข้ึนอยู่กับปัจจยัทางกายภาพและปัจจัยทางเคมี 
ดงันั้นจากการทดลองหาสภาวะในการเพาะเล้ียงท่ีเหมาะสมน้ีสามารถท านายและน าไปใชใ้นเชิงปฏิบติัท่ีมีระดบั
การผลิตขนาดใหญ่ข้ึนได ้
 

4.3 การศึกษาการเพาะเลีย้งยีสต์Pichiasp.Scj 01 ในสภาวะที่เหมาะสมในระดับถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
ขนาด 5 ลติร 

จากการออกแบบการทดลองทางสถิติดว้ยวิธี Central Composite Design ในระดบัห้องปฏิบติัการ เพื่อ
หาสภาวะในการเพาะเล้ียงยีสต์Pichiasp.Scj 01 ให้สามารถผลิตและสะสมไขมนัให้ไดม้ากท่ีสุด โดยสภาวะท่ี
เหมาะสมท่ีไดจ้ากการทดลองคือ อุณหภูมิในการเพาะเล้ียง 40 องศาเซลเซียส ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ค่า
ความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ท่ี 6 และปริมาณกลีเซอรอล4 เปอร์เซ็นต ์ในอาหาร Production medium ท่ีจ ากดัปริมาณ
ไนโตรเจนประกอบดว้ย yeast extract 0.5 กรัม/ลิตร, (NH4)2SO4  1.0  กรัม/ลิตร, MgSO47H2O  0.5  กรัม/ลิตร
และ KH2PO4 1.0 กรัม/ลิตรท าการเล้ียงในฟลาส์กขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตรการเพาะเล้ียง 100 มิลลิลิตร 
ระยะเวลาในการเพาะเล้ียง 6 วนั สภาวะการเพาะเล้ียงดงักล่าวน้ีไดน้ าไปศึกษาต่อในระดบัถงัหมกัขนาด 5 ลิตร มี
ปริมาตรการเพาะเล้ียง 3 ลิตร สภาวะท่ีใชมี้ดงัน้ีคือ อุณหภูมิในการเพาะเล้ียง 40 องศาเซลเซียส ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 
1 เปอร์เซ็นต ์ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ท่ี 6 ปริมาณกลีเซอรอล4 เปอร์เซ็นต ์ความเร็วรอบในการเขยา่ 100 รอบ/
นาที และเพ่ิมอตัราการให้อากาศเขา้ไปในกระบวนการหมกัท่ี 1 ปริมาตรอากาศ/ปริมาตรอาหาร/นาที (vvm) 
ตลอดระยะเวลาการหมกั ซ่ึงคาดว่าการเติมอากาศให้กับยีสต์ในระหว่างกระบวนการหมักจะสามารถท าให้
ปริมาณการเจริญของยีสต์ Pichiasp.Scj 01 เพ่ิมมากข้ึนส่งผลให้ปริมาณเซลล์มากข้ึนและสามารถท าให้ไดก้าร
สะสมของไขมนัภายในเซลลเ์พ่ิมมากข้ึนตามไปดว้ย โดยจะท าการเก็บตวัอยา่งทุก 1 วนั เพื่อติดตามผลการทดลอง 
ดงัภาพท่ี 4.9 พบวา่ยสีตส์ามารถเจริญไดดี้และสะสมไขมนัไดสู้งสุดคือ2.99 กรัม/ลิตร หรือ 63.52เปอร์เซ็นต์โดย
น ้ าหนกัแห้งและมีน ้ าหนกัเซลลแ์ห้งท่ี 4.71 กรัม/ลิตรซ่ึงในทางทฤษฎีการใชน้ ้ าตาลเฮกโซสหรือกลีเซอรอลเป็น
แหล่งคาร์บอนจะสามารถผลิตไขมนัไดป้ระมาณ 30 เปอร์เซ็นตข์องน ้ าหนกัแห้ง  (Rossi et al., 2011)ในวนัท่ี 4 
ของการหมกั จากกราฟจะเห็นไดว้า่ในช่วง 2 วนัแรกของการหมกัยีสต์Pichiasp.Scj 01 มีการเจริญอยา่งรวดเร็ว
อาจเน่ืองมากจากการใชแ้หล่งไนโตรเจนเพ่ือน าไปสร้างเซลล ์ในขณะเดียวกนัการผลิตไขมนัมีปริมาณเพ่ิมสูงข้ึน
เร่ือยๆ มีรายงานวา่ในสภาวะการเพาะเล้ียงท่ีจ ากดัปริมาณไนโตรเจนจะส่งผลต่อการเหน่ียวน าการผลิตไขมนัของ
ยีสตส์ะสมไขมนัเป็นอยา่งมาก  (Granger et al., 1993; Ratledge and Wynn, 2002) โดยช่วงแรกของการเจริญ 
เซลลจ์ะน าเอาไนโตรเจนไปใชใ้นการสงัเคราะห์โปรตีน กรดนิวคลีอิก และในขณะเดียวกนัแหล่งคาร์บอนจะถูก
น ามาใชเ้ป็นแหล่งพลงังานเพ่ือน าไปใชใ้นกระบวนการสร้างคาร์โบไฮเดรต ไขมนั โปรตีนและกรดนิวคลีอิก 
เช่นกนั ถา้หากสภาวะในการเพาะเล้ียงมีปริมาณไนโตรเจนอยา่งจ ากดัจะท าใหอ้ตัราการเจริญค่อยๆ ชา้ลงและการ
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สังเคราะห์โปรตีนและกรดนิวคลีอิกก็จะส้ินสุดลงไปดว้ย ในกรณีท่ีไม่ใช่ยีสตส์ะสมไขมนัแหล่งคาร์บอนจะถูก
เก็บไวภ้ายในเซลล ์ไม่มีการน ามาใชห้รือถูกเปล่ียนไปเป็นไขมนั ในทางตรงกนัขา้ม ยีสตส์ะสมไขมนัจะน าเอา
แหล่งคาร์บอนไปสังเคราะห์ไขมนัเป็นไตรเอซิลกลีเซอไรด์และเก็บไวภ้ายในเซลล ์(Ratledge and Wynn, 2002; 
Granger et al., 1993) หลงัจากวนัท่ี4 ของการหมกัพบวา่ปริมาณไขมนัเร่ิมคงท่ีและมีแนวโนม้ท่ีจะลดลงอาจเป็น
เพราะปริมาณกลีเซอรอลซ่ึงเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีส าคญัเหลืออยูใ่นระบบนอ้ย ปริมาณกลีเซอรอลท่ีเหลืออยูใ่นวนั
สุดทา้ยของการหมกัคือ 1.81 กรัม/ลิตร เม่ือเปรียบกบังานวิจยัของปิยวรรณ บวัใหญ่ (2555) ไดท้ าการเพาะเล้ียง
เช้ือยสีตท์นร้อน Pichiasp.Scj 01 ในอาหาร Production medium ท่ีจ ากดัแหล่งไนโตรเจน โดยใชน้ ้ าเช่ือมท่ีไดจ้าก
การยอ่ยมนัเทศเป็นแหล่งคาร์บอน ซ่ึงมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ 100 กรัม/ลิตรค่าความเป็นกรด-ด่าง
ท่ี 4 ความเร็วรอบในการเขยา่ 200 รอบ/นาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 3 เปอร์เซ็นต ์เล้ียงใน
ถงัปฏิกรณ์ขนาด 5 ลิตร ปริมาตรอาหาร 3 ลิตร และเพ่ิมอตัราการให้อากาศเขา้ไปในกระบวนการหมกัท่ี 1 
ปริมาตรอากาศ/ปริมาตรอาหาร/นาที สามารถผลิตไขมนัไดสู้งสุดคือ 3.11 กรัม/ลิตร หรือ 60.98 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึง
สามารถสรุปไดว้า่เช้ือ Pichiasp. Scj 01 มีศกัยภาพเพียงพอในการใชก้ลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนไดเ้ท่าเทียบเท่า
กบัแหล่งคาร์บอนชนิดอ่ืนๆ ส าหรับการผลิตไขมนั 

 

 
 
ภาพที่ 4.9 การเพาะเล้ียงยีสตท์นร้อน Pichiasp.Scj 01 ในระดบัถงัปฏิกรณ์ขนาด 5 ลิตร ในสภาวะท่ีเหมาะสม
  โดยมีการเติมอากาศท่ี 1 ปริมาตรอากาศ/ปริมาตรอาหาร/นาที 
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4.4 ผลการทดสอบการผลิตไขมันของยีสต์ทนร้อน Pichiasp.Scj01 ในกลีเซอรอลดิบที่ใช้เป็นแหล่ง
คาร์บอน 

หลังจากทราบสภาวะในการเจริญและการผลิตไขมันของเช้ือยีสต์Pichiasp.Scj01ในกลีเซอรอล  
บริสุทธ์ิท่ีใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนแลว้จากนั้นจึงน าสภาวะดงักล่าวน้ีมาเพาะเล้ียงเช้ือยีสตใ์นกลีเซอรอลดิบท่ีไดจ้าก
กระบวนผลิตไบโอดี เซล ซ่ึงได้รับความอนุ เคราะห์จากสาขาวิศวกรรมเค ร่ืองกล คณะวิศวกรรม 
มหาวทิยาลยัขอนแก่นเม่ือน าไปวิเคราะห์หาปริมาณกลีเซอรอลพบวา่มีกลีเซอรอลอยู ่55.60% และน ามาทดสอบ
การผลิตไขมนัในอาหารเล้ียงเช้ือ Production medium ท่ีเติมกลีเซอรอลดิบให้มีความเขม้ขน้ 40 กรัม/ลิตรผล
การศึกษาแสดงดงัภาพท่ี 4.10และ 4.11 

 
 

ภาพที่ 4.10 แสดงการเจริญในรูปปริมาณกลีเซอรอล(g/l) ปริมาณไขมนัโดยน ้ าหนกัแห้ง (%) ปริมาณเซลลแ์ห้ง 
 (g/l) ปริมาณไขมนั (g/l) เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ production medium ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ40  (g/l) 
ท่ี 40 °C เป็นเวลา 6 วนั 
 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

0 1 2 3 4 5 6 

ปริ
มา
ณไ

ขม
นั 
(ก
รัม

/ลิต
ร) 

น ้า
หน

กัเซ
ลล

แ์ห
ง้ (
กรั
ม/
ลิต

ร) 

ปริ
มา
ณก

ลีเซ
อร
อล

 (ก
รัม

/ลิต
ร) 

ปริ
มา
ณไ

ขม
นัโ

ดย
น ้า
หน

กัแ
หง้

 (%
) 

เวลา (วนั) 

ปริมาณกลีเซอรอล 

ปริมาณไขมนัโดยน า้หนกัแห้ง 

น า้หนกัเซลล์แห้ง 

ปริมาณไขมนั 



52 

 

 
 
ภาพที ่4.11แสดงปริมาณไขมนัภายในเซลล ์(%โดยน ้ าหนกัแหง้) ของยสีต ์Pichiasp.Scj 01 เม่ือเพาะเล้ียงใน
 อาหารเล้ียงเช้ือ production medium ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ40(g/l) 
 
 
 

จากภาพท่ี 4.10และ 4.11เม่ือเพาะเล้ียงยีสต ์Pichiasp.Scj 01 ในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 40 กรัม/ลิตร 
บ่มแบบเขยา่ในตูบ่้มท่ีมีความเร็วรอบ 100 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 40 °C เป็นเวลา 6 วนั พบวา่ยสีตมี์การเจริญเติบโต
ชา้ และเร่ิมคงท่ีในวนัท่ี 4 ของการเพาะเล้ียง เน่ืองจากยีสตส์ามารถใชก้ลีเซอรอลดิบไดใ้นปริมาณเล็กนอ้ย จึง
ส่งผลให้ปริมาณไขมนัท่ีผลิตไดต้  ่ามาก ปริมาณไขมนัสูงสุดท่ีผลิตไดคื้อ 0.106 กรัม/ลิตร หรือ 36.99 เปอร์เซ็นต์
โดยน ้ าหนกัแหง้เม่ือเปรียบเทียบกบัการผลิตไขมนัในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลบริสุทธ์ิความเขม้ขน้ 40 กรัม/ลิตร ใน
ระดบัฟลาส์กขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตรอาหาร 100 มิลลิลิตร ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6 ความเร็วรอบในการเขยา่ 
100 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส บ่มเป็นระยะเวลาทั้งหมด 6 วนั พบวา่ในอาหารท่ีเติมกลีเซอรอลบริ
สุทธ์ิ 4เปอร์เซ็นตใ์หป้ริมาณไขมนั1.35 กรัม/ลิตร หรือ41.50 เปอร์เซ็นต ์สูงกวา่การผลิตไขมนัในกลีเซอรอลดิบท่ี
ใชเ้ป็นสารตั้งตน้ เม่ือหาปริมาณกลีเซอรอลท่ีเหลืออยู่ในวนัสุดทา้ยของกระบวนการหมกัพบว่าความเขม้ขน้
สุดทา้ยของกลีเซอรอลบริสุทธ์ิและกลีเซอรอลดิบคือ 1.27 และ 31.28กรัม/ลิตร ตามล าดบั  ในกลีเซอรอลดิบมี
องค์ประกอบของธาตุต่างๆ หลายชนิด เช่น เมทานอล เกลือ น ้ า และสบู่ ซ่ึงองค์ประกอบของธาตุเหล่าน้ีอาจมี
ผลกระทบต่อการเจริญและส่งผลใหก้ารผลิตไขมนัลดลง เน่ืองมาจากตวัเร่งปฏิกิริยาท่ีใชใ้นกระบวนการผลิตไบ
โอดีเซล เช่น เมทานอลหรือเอทานอลปะปนออกมาหลงัจากเสร็จส้ินกระบวนการผลิตไบโอดีเซล และผสม
รวมอยูใ่นกลีเซอรอล ดงันั้นเม่ือน ากลีเซอรอลมาใชจึ้งส่งผลท าให้เป็นพิษต่อเซลล ์(Marchand, 2012) และเม่ือท า
การทดลองเพาะเล้ียงเช้ือยสีต ์Pichiasp.Scj01 ในอาหาร production medium ท่ีลดความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลดิบ
ลงเหลือ 22.24 กรัม/ลิตร พบวา่เช้ือยีสตส์ามารถเจริญและผลิตไขมนัเพ่ิมสูงข้ึน ปริมาณไขมนัท่ีผลิตไดคื้อ 1.35 
กรัม/ลิตร หรือ 39.93 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกัแหง้ เม่ือเปรียบเทียบผลไดจ้ากการใชส้ารตั้งตน้            กลีเซอรอลบ
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ริสุทธ์ิ40 กรัม/ลิตร กลีเซอรอลดิบ 40 กรัม/ลิตร และกลีเซอรอลดิบ 22.24 กรัม/ลิตร ผลไดคื้อ 0.03,0.002 และ 
0.069 กรัม/กรัมกลีเซอรอลจากการรายงานของLiang et al. (2010) ได้ทดสอบการผลิตไขมนัของเช้ือ 
Cryptococcuscurvatus เม่ือท าการเพาะเล้ียงแบบกะ (batch fermentation) ในอาหารท่ีเติมกลีเซอรอลดิบ
เปรียบเทียบกบัอาหารท่ีเติมกลีเซอรอลบริสุทธ์ิเป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่เช้ือCryptococcuscurvatusสามารถเจริญ
และผลิตไขมนัไดดี้กวา่ในอาหารเติมกลีเซอรอลดิบ เม่ือความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลดิบเพ่ิมข้ึนจาก 20กรัม/ลิตร 
เป็น 40 กรัม/ลิตร พบวา่การเจริญของเช้ือ Cryptococcus curvatusลงลดถึง 2.5 เท่า และไม่สามารถเจริญไดเ้ม่ือ
ความเขน้ขน้เพ่ิมสูงเป็น 60 กรัม/ลิตรเม่ือเปรียบเทียบจากรายงานผลการวิจยัอ่ืนๆ ดงัแสดงในตารางท่ี 4.7 พบวา่
เช้ือยสีต ์Pichiasp.Scj01 มีศกัยภาพเพียงพอในการผลิตไขมนัโดยใชก้ลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน 
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ตารางที ่4.7เปรียบเทียบการผลิตไขมนัจากจุลินทรียส์ายพนัธ์ุชนิดอ่ืนๆ ท่ีใชก้ลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน 

Strains 
Biomass 

(g/l) 

Lipid 
Content 

(%CDW) 

Lipid 
Concentration (g/l) 

Temp 
(°C) 

Time 
(day) 

Carbon 
Source 

(g/l) 

Culture 
Type 

References 

Pichiasp.Scj01 4.76 63.52 2.99 40 4 PG (40) Batch this study 

Pichiasp.Scj01 2.93 39.93 1.17 40 6 CG (22.24) Batch this study 

Cryptococcus 
curvatus 
ATCC 20509 

118 25 29.5 28 2.1 PG (16) Fed-batch Meesters et al. 
(1996) 

 
Rhodotorulaglutinis 
TISTR 5159 

10.1 60.7 6.1 30 3 CG (95) Fed-batch Saenge et al. (2011) 

Yarrowialipolytica 
ACA-DC 50109 

7.0-7.9 6-14 3.8-25 28 6.1 CG (20.5-164) Batch Papanikolaouet al. 
(2008) 

Yarrowialipolytica 
ACA-YC 5033 

6.5 31 2 28 16.5 CG (6) Batch André et al. (2009) 
 

PG: Pure glycerol (กลีเซอรอลบริสุทธ์ิ), CG: crude glycerol (กลีเซอรอลดิบ)
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