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ท าการคดัแยกสาหร่าย Botryococcus braunii จากแหล่งน ้ า 90 แหล่ง ทัว่ทุกภาคของประเทศไทย 

สามารถแยกสาหร่ายไดท้ั้งหมด 206 ไอโซเลต มี 102ไอโซเลตท่ีผลิตไฮโดรคาร์บอน ซ่ึงไอโซเลต J4-1 มีการ
เจริญและผลิตไฮโดรคาร์บอนสูงสุด จากนั้นศึกษาหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมส าหรับการเพาะเล้ียงสาหร่ายสีเขียว 8 
สูตร พบวา่อาหาร AF-6 เป็นสูตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีดีท่ีสุดท่ีสนบัสนุนการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล ์และการผลิต
ไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย B. braunii J4-1โดยมีมวลเซลลสู์งสุดเท่ากบั 2.324 กรัมต่อลิตร ปริมาณคลอโรฟิลล ์
0.381 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีปริมาณไฮโดรคาร์บอน 0.731 กรัมต่อลิตร ท าการออกแบบการทดลองทางสถิติดว้ย
เทคนิค Plackett-Burman design มีปัจจยัท่ีน ามาศึกษา 7 ปัจจยั คือ ความเขม้ขน้ของโซเดียมไนเตรท ความเขม้ขน้
ของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเขม้ขน้ของไอรอนซิเตรต พีเอช ความเขม้ขน้ของโซเดียมไบ
คาร์บอเนต ความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ และความเขม้ของแสง พบวา่ปัจจยัท่ีมีผลอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติต่อการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล ์และการผลิตไฮโดรคาร์บอนมี 3 ปัจจยั คือ ความเขม้ขน้ของไอรอนซิเตรต  
พีเอช และความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซค ์จากนั้นท าการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมโดยวางแผนการทดลอง
แบบ Central Composite Design (CCD) และวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง พบวา่สภาวะท่ีเหมาะสม คือการเพาะเล้ียงท่ี
ความเขม้ขน้ของไอรอนซิเตรต 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร พีเอช 6.8 และความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซค ์2.5 
เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงใหม้วลเซลล ์ปริมาณคลอโรฟิลล ์และปริมาณไฮโดรคาร์บอนสูงสุดเท่ากบั 5.74 กรัมต่อลิตร 13.51 
มิลลิกรัมต่อลิตร และ 1.44 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั การตรวจสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการวางแผนการทดลอง
แบบ CCD โดยการเปรียบเทียบค่าท่ีไดจ้ากการทดลองและค่าท่ีไดจ้ากการท านาย พบวา่ค่าการเบ่ียงเบนของการ
ผลิตมวลเซลล ์การผลิตคลอโรฟิลล ์และการผลิตไฮโดรคาร์บอนเท่ากบั 10.17 เปอร์เซ็นต์ 11.19 เปอร์เซ็นตแ์ละ 
1.41 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่การออกแบบการทดลองในการศึกษาคร้ังน้ีมีประสิทธิภาพต่อปัจจยั
ท่ีมีผลต่อการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล ์และการผลิตไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย B. braunii J4-1 ซ่ึงสามารถ
น ามาใชป้ระโยชน์ในการพฒันาเทคโนโลยสี าหรับการผลิตไบโอดีเซล 
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A total of 206 isolates of Botryococcus braunii were isolated from 90 water samples 
collected from all over Thailand. There were 102 isolates could produce hydrocarbons and isolate 
No. J4-1 exhibited the highest biomass and hydrocarbon production. Among 8 medium formula 
used for cultivation of green algae AF-6 medium supported better growth, chlorophyll and 
hydrocarbon production of B. braunii J4-1 This medium yielded 2.324 g·L-1 of biomass, 0.381 
mg·L-1of chlorophyll and 0.731 g·L-1of hydrocarbon production. Screening of the culture variables 
including NaNO3, KH2PO4, Fe-citrate, pH, NaHCO3, CO2 and light intensity were carried out by 
using Plackett-Burman design. The results revealed that three variables i.e. Fe-citrate, pH and 
CO2 significantly affected biomass, chlorophyll and hydrocarbon production. Central Composite 
Design (CCD) and response surface plots were used to find out the optimal valued of these factors 
that contributed to maximum biomass, chlorophyll and hydrocarbon production. The optimum 
values of Fe-citrate1.5 mg·L-1, pH 6.8 and CO2 2.5 % (v/v) were the optimum condition to 
achieve maximum yield were 5.74 g·L-1 of biomass, 13.51 mg·L-1of chlorophyll and 1.44 g·L-1of 
hydrocarbon production. The validation of the optimal conditions by analysis of CCD, the 
validation experiments were performed comparing the experimental values with the predicted 
values. The results of the deviations for production of biomass, chlorophyll and hydrocarbon were 
10.17 %, 11.19 % and 1.41 %, respectively. Therefore, it could be concluded that the 
experimental design in this study is effective for factors affecting on the biomass, chlorophyll and 
hydrocarbon production by B. braunii J4-1, which can be utilized in the development of 
technology for the production of biodiesel. 
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การคดัแยก Botryococcus braunii และการศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสม 
ในการผลติไฮโดรคาร์บอน 

 

Isolation of Botryococcus braunii and Optimization of Culture Conditions 
for Hydrocarbon Production 

 
ค าน า 

 
ในสถานการณ์ปัจจุบนัทัว่โลกได้เผชิญหน้ากบัวิกฤตพลงังานอนัเน่ืองมาจากเช้ือเพลิง

ฟอสซิลซ่ึงเป็นแหล่งทรัพยากรท่ีจ ากดัและอาจหมดส้ินได ้ในขณะน้ีไดย้อมรับกนัอยา่งกวา้งขวาง
ว่าการใช้เช้ือเพลิงฟอสซิลอย่างต่อเน่ืองไม่มีความย ัง่ยืนเน่ืองจากปริมาณท่ีลดลงและก่อให้เกิด
มลพิษต่อส่ิงแวดลอ้ม แต่ทัว่โลกยงัคงมีความตอ้งการพลงังานเพิ่มข้ึน พร้อมทั้งปัญหาส่ิงแวดลอ้ม
ท่ีตามมา ดงันั้นจึงเป็นสาเหตุใหน้กัวทิยาศาสตร์และผูเ้ช่ียวชาญทางดา้นเทคโนโลยีมีความพยายาม
ท่ีจะท าการศึกษาเพื่อน าเอาพลงังานจากแหล่งอ่ืนมาใชเ้ป็นพลงังานทดแทน (Chisti et al., 2007)           
ไบโอดีเซลจึงเป็นทางเลือกหน่ึงท่ีนักวิทยาศาสตร์เห็นว่าเป็นพลงังานทดแทนท่ีเหมาะสม ท่ีจะ
น ามาทดแทนดีเซลได ้นอกจากนั้นยงัช่วยบรรเทาภาวะโลกร้อนหรือภาวะเรือนกระจกเน่ืองจากการ                
เผาไหมไ้ม่มีการปล่อยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์สู่บรรยากาศ (Lang et al., 2001; Antolin et al., 
2002; Vicente et al., 2004) ไบโอดีเซลเป็นเช้ือเพลิงชีวภาพโดยทัว่ไปประกอบดว้ยเมทิลเอสเตอร์
ของกรดไขมัน ท่ีได้มาจากไขมันสัตว์ น ้ ามันจากพืช หรือจากสาหร่ายขนาดเล็ก โดยผ่าน
กระบวนการทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่ (transesterification) โครงสร้างทัว่ไปของไขมนัประกอบดว้ย
ไตรเอสเทอร์ของกรดไขมนัและโมเลกุลของกลีเซอรอล โดยกระบวนการทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่
จะแทนท่ีกลีเซอรอลดว้ยแอลกอฮอล ์เช่น เมทานอล จากกระบวนการผลิตจะไดเ้มทิลเอสเตอร์ของ
กรดไขมนัคือไบโอดีเซล และกลีเซอรอลเป็นผลิตภณัฑ์พลอยได ้(by product) การผลิตไบโอดีเซล
โดยผา่นกระบวนการทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่เป็นกระบวนการท่ีไม่ซบัซ้อนมาก อีกทั้งการเพิ่มข้ึน
ของราคาน ้ ามนัปิโตรเลียมและความตอ้งการลดการปล่อยก๊าซเรือนกระจก ไบโอดีเซลจึงมีความ
เหมาะสมท่ีจะน ามาเป็นแหล่งพลงังานทดแทน (Demirbas, 2010; Chen, 2011; Yusuf, 2007) การ
ผลิตไบโอดีเซลส่วนใหญ่จะใชน้ ้ามนัจากพืชแต่การผลิตให้ไดป้ริมาณมากนั้นตอ้งใชพ้ื้นท่ีขนาดใหญ่
และใช้ระยะเวลานานในการเพาะปลูก จึงเป็นขอ้จ ากดัในการผลิต ดงันั้นจึงมีความจ าเป็นในการ
แสวงหาแหล่งวตัถุดิบทางเลือกอ่ืนท่ีไม่ใช่พืชอาหารมาใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตไบโอดีเซลดว้ย
เหตุน้ีสาหร่ายขนาดเล็กจึงได้รับความสนใจมากข้ึน และเช่ือว่ามีศกัยภาพสูงส าหรับการผลิต           
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ไบโอดีเซล ทั้งน้ีการเพาะเล้ียงสาหร่ายขนาดเล็กมีขอ้ได้เปรียบคือ ตอ้งการพื้นท่ีในการทั้งน้ีการ
เพาะเล้ียงสาหร่ายขนาดเล็กมีขอ้ไดเ้ปรียบคือ ตอ้งการพื้นท่ีในการเพาะเล้ียงนอ้ย มีการเจริญเร็วและ
ไม่ข้ึนกบัฤดูกาล นอกจากนั้นในระดบัการผลิตขนาดใหญ่ยงัสามารถเพาะเล้ียงในอาหารแบบง่าย ๆ 
ได ้(Woft et al., 1985; Sawayama et al., 1995b) สาหร่ายยงัสามารถปรับความแตกต่างตามสภาวะ
การเจริญเติบโตนอกจากน้ีมีประโยชน์อย่างมากต่อส่ิงแวดลอ้มโดยช่วยลดภาวะเรือนกระจกหรือ
ภาวะโลกร้อนจากการสังเคราะห์ดว้ยแสงโดยใช้คาร์บอนไดออกไซด์แลว้เปล่ียนเป็นสารอินทรีย ์
จากนั้นปล่อยออกซิเจนออกสู่บรรยากาศ (Sung et al., 1999; Yu and Chen, 2005; Kojima and 
Zhang, 1999) การผลิตไบโอดีเซลตอ้งการสาหร่ายขนาดเล็กท่ีผลิตน ้ ามนัสูงซ่ึงข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุ
สาหร่าย บางชนิดมีการสะสมน ้ ามนัในเซลล์สูงถึง 80 เปอร์เซ็นตข์องน ้ าหนกัเซลล์แห้ง (Sploaore 
et al., 2006) สาหร่ายขนาดเล็กจ านวนมากมีความแตกต่างกนัในการผลิตไขมนั  ไฮโดรคาร์บอน  
และองค์ประกอบน ้ ามนัอ่ืน ๆ โดยเฉพาะไตรกลีเซอร์ไรด์ท่ีไม่มีขั้ว ซ่ึงเป็นสารตั้งตน้ท่ีดีท่ีสุดใน
การผลิตไบโอดีเซล ดังนั้นจึงมีการศึกษาวิจยัน าสาหร่ายขนาดเล็กท่ีสามารถผลิตน ้ ามนัได้ใน
ปริมาณสูงเม่ือเปรียบเทียบกบัพืชน ้ามนัชนิดอ่ืนมาใชใ้นการผลิตไบโอดีเซล (Danielo, 2005)  

 
สาหร่าย Botryococcus braunii เป็นสาหร่ายขนาดเล็กสีเขียว  มีคุณลกัษณะสามารถสร้าง

ไฮโดรคาร์บอนได ้โดยไฮโดรคาร์บอนจะประกอบดว้ยโมเลกุลของคาร์บอนและไฮโดรเจนเป็น
องคป์ระกอบเพียงเท่านั้น (Brown and Knights, 1969) และไฮโดรคาร์บอนเหล่าน้ีสามารถใชเ้ป็น
แหล่งพลงังานทดแทนได ้โดยไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย B. braunii มีโครงสร้างคลา้ยกบัน ้ ามนั
ปิโตรเลียม ซ่ึงมีค่าเทียบเท่ากบัน ้ ามนัปิโตรเลียม เพราะฉะนั้นจึงสามารถน ามาใชไ้ดโ้ดยตรงหรือ
ผสมกบัน ้ ามนัดีเซลไดโ้ดยไม่ตอ้งผ่านกระบวนการทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่ และยงัช่วยลดระบบ
การคมนาคมของน ้ามนัเช้ือเพลิงจากเทคนิคกระบวนการท าน ้ ามนัปิโตรเลียมแบบดัง่เดิม (Hillen et 
al., 1982; Kitazato et al., 1989) สาหร่าย B. braunii สามารถสังเคราะห์และสะสมไฮโดรคาร์บอน
ไดใ้นปริมาณสูงอยูใ่นช่วงระหวา่ง 15 - 76 เปอร์เซ็นตข์องน ้ าหนกัเซลล์แห้ง (Metzger et al., 1985; 
Sawayama et al., 1994) จึงมีการน าสาหร่ายชนิดน้ีมาศึกษาเพื่อประโยชน์ในการผลิตน ้ ามนัดีเซล
ชีวภาพและยงัเป็นการน าทรัพยากรชีวภาพมาใชใ้หเ้ป็นประโยชน์ ดงันั้นในการวิจยัคร้ังน้ีจึงมีความ
สนใจท่ีจะคดัแยกสาหร่าย B. braunii และท าการคดัเลือกสายพนัธ์ุท่ีมีความสามารถในการผลิต
ไฮโดรคาร์บอนในปริมาณสูง รวมถึงท าการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสม (optimization) ต่อการ
เจริญและการผลิตไฮโดรคาร์บอนโดยการวางแผนการทดลองทางสถิติ ซ่ึงการปรับสภาวะในการ
เล้ียงท่ีเหมาะสมจะสามารถเพิ่มศกัยภาพในการผลิตไฮโดรคาร์บอน และสามารถน าไปปรับใช้
เพื่อใหเ้กิดประโยชน์ในทางอุตสาหกรรมในอนาคตได ้
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วตัถุประสงค์ 
 

1. เพื่อคดัแยกสาหร่าย Botryococcus braunii ท่ีสามารถผลิตไฮโดรคาร์บอนไดใ้นปริมาณ
สูง 
 

2. เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย 
Botryococcus braunii ท่ีคดัเลือกได ้
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การตรวจเอกสาร 
 

การผลติเช้ือเพลงิชีวภาพจากน า้มันสาหร่ายขนาดเลก็ 
 
1. เช้ือเพลงิชีวภาพไบโอดีเซล 
 
 จากสถานการณ์ความไม่แน่นอนของราคาและปริมาณของน ้ ามนัดิบรวมทั้งปัญหาภาวะ
โลกร้อน ท าให้ประเทศต่าง ๆ มีความต่ืนตวัในเร่ืองของพลงังานโดยเร่งให้ศึกษาวิจยัเพื่อหาแหล่ง
พลงังานเช้ือเพลิงทดแทนน ้ามนัปิโตรเลียม อาทิเช่น พลงังานแสงอาทิตย ์พลงังานชีวมวล และแก๊ส
ชีวภาพ เป็นตน้ ท่ีได้รับความสนใจมากในขณะน้ีเห็นจะเป็นไบโอดีเซลหรือดีเซลชีวภาพ (bio-
diesel) ซ่ึงเป็นเช้ือเพลิงทางเลือกท่ีมีคุณสมบติัในการเผาไหมเ้หมือนกบัดีเซลและไม่มีการปล่อย
คาร์บอนไดออกไซด์ออกสู่บรรยากาศ จึงเป็นเช้ือเพลิงท่ีดีในการช่วยบรรเทาภาวะโลกร้อน (Lang 
et al., 2001; Antolin et al., 2002) อย่างไรก็ดีราคาของไบโอดีเซลในปัจจุบนัยงัคงสูงอนั
เน่ืองมาจากราคาของวตัถุดิบท่ีใชใ้นการผลิต รัฐบาลของประเทศต่าง ๆ จึงมีนโยบายส่งเสริมการ
ปลูกพืชน ้ ามนัเพื่อลดตน้ทุนของวตัถุดิบในการผลิตไบโอดีเซล แต่การปลูกพืชน ้ ามนันั้นตอ้งการ
พื้นท่ีเพาะปลูกเป็นจ านวนมาก ดว้ยเหตุน้ีนกัวจิยัของหลาย ๆ ประเทศจึงไดใ้ห้ความสนใจไปท่ีการ
ใชน้ ้ามนัจากสาหร่ายขนาดเล็กมากข้ึนทั้งน้ีเพราะขอ้ไดเ้ปรียบของการเพาะเล้ียงสาหร่ายขนาดเล็ก
คือ ตอ้งการพื้นท่ีในการเพาะเล้ียงนอ้ย เจริญเร็วและไม่ข้ึนกบัฤดูกาล นอกจากนั้นยงัสามารถเล้ียง
ในอาหารแบบง่าย ๆ ในระดบัการผลิตขนาดใหญ่ได ้(Woft et al., 1985; Sawayama et al., 1995b) 
ในการผลิตไบโอดีเซลตอ้งการสาหร่ายท่ีผลิตน ้ ามนัในปริมาณสูง ทั้งน้ีข้ึนอยู่กบัสายพนัธ์ุของ
สาหร่ายท่ีผลิตชนิดท่ีแตกต่างกนัของไขมนั ไฮโดรคาร์บอน และน ้ ามนัเชิงซ้อนอ่ืน ๆ (Banerjee et 
al., 2002; Metzger and Largeau, 2005; Guschina and Harwood, 2006) การใชส้าหร่ายขนาดเล็กมา
ผลิตไบโอดีเซลท าไดโ้ดยการน าไขมนัหรือน ้ ามนัในเซลล์มาผา่นกระบวนการทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่ 
(transesterification) แลว้ใชโ้ดยตรงหรือผสมกบัน ้ ามนัดีเซล (Sheehan et al., 1998; Scragg et al., 
2003) 
  

ไบโอดีเซล หมายถึงเช้ือเพลิงชีวภาพ จดัเป็นสารเมทิลเอสเทอร์ (methy ester) ท่ีผลิตจาก
ไขมนัสัตว ์น ้ ามนัจากพืช น ้ ามนัจากของเสียจากการประกอบอาหาร หรือน ้ ามนัจากสาหร่ายขนาด
เล็ก น ามาผ่านกระบวนการทรานส์เอสเทอริฟิเคชั่น โดยท าปฏิกิริยากับแอลกอฮอล์ เช่น                     
เมทานอลหรือเอธานอล และมีตวัเร่งปฏิกิริยา เช่น โซเดียมไฮดรอกไซด์ กรดซลัฟูริค ภายใตภ้าวะ
อุณหภูมิสูงเพื่อเปล่ียนไขมนัใหเ้ป็นไบโอดีเซลชนิดเมทิลเอสเทอร์ของกรดไขมนั หรือเอทิลเอสเทอร์
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ของกรดไขมนั ข้ึนอยูก่บัประเภทของแอลกอฮอล์ท่ีใชใ้นการผลิต นอกจากนั้นยงัมีการใชเ้อนไซม์
ไลเปสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาในกระบวนการทรานส์เอสเทอริฟิเคชั่น จะได้เมทิลเอสเทอร์ของกรด
ไขมนัคือไบโอดีเซล และกลีเซอรอล (glycerol) เป็นผลิตภณัฑ์พลอยได ้(by product) แสดงดงัภาพ
ท่ี 1 (Demirbas and Demirbas, 2011; Yusuf, 2007) 
 

 
 

ภาพที ่1  กระบวนการทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่ของไตรกลีเซอไรด์ 
 
ทีม่า: Yusuf (2007) 
 
2. ศักยภาพของสาหร่ายขนาดเลก็ต่อการผลติไบโอดีเซล 
 

ปัจจุบนัการผลิตเช้ือเพลิงไบโอดีเซลในทางอุตสาหกรรมนั้นผลิตมาจากน ้ ามนัพืชและ
ไขมนัสัตวเ์ป็นส่วนใหญ่ ส่วนการผลิตเมทิลเอสเทอร์จากน ้ ามนัสาหร่ายขนาดเล็กท่ีผ่านมานั้น
น าไปใชป้ระโยชน์ในทางอุตสาหกรรมยาและเคร่ืองส าอางค ์(Belarbi et al., 2000) จากขอ้จ ากดัใน
พื้นท่ีส าหรับการเพาะปลูกพืชน ้ ามนัท าให้นักวิจยัมุ่งความสนใจไปท่ีสาหร่ายขนาดเล็กซ่ึงมีขอ้
ไดเ้ปรียบในเร่ืองของพื้นท่ีในการเพาะเล้ียง จากขอ้มูลการวจิยัถา้ตอ้งการผลิตไบโอดีเซลจากน ้ ามนั
สาหร่ายขนาดเล็กให้ไดป้ริมาณร้อยละ 50 ของน ้ ามนัดีเซลท่ีใชใ้นระบบขนส่งของสหรัฐอเมริกา
ตอ้งการพื้นท่ีในการเล้ียงสาหร่ายเพียงร้อยละ 1 ถึง 3 ของพื้นท่ีทั้งหมดท่ีใชใ้นการปลูกพืชน ้ ามนั 
ดงัตารางท่ี 1 (Chisti, 2007) สาหร่ายขนาดเล็กบางชนิดมีการสะสมน ้ ามนัในเซลล์สูงถึงร้อยละ 80 
โดยน ้ าหนกัเซลล์แห้ง (Matting, 1996; Spolaore et al., 2006) โดยน ้ ามนัสาหร่ายขนาดเล็กมี
คุณสมบติัคลา้ยน ้ ามนัพืชคือมีส่วนประกอบเป็นไตรกลีเซอไรด์ซ่ึงมีจ านวนคาร์บอนอยู่ระหว่าง             
12 - 22 อะตอมต่อโมเลกุล (Chelf, 1990; Ratledge, 1991) สาหร่ายขนาดเล็กท่ีมีรายงานการ
ศึกษาวิจยัเพื่อผลิตน ้ ามนัหรือลิพิด เช่น Neochloris oleoabundans, Scenedesmus dimorphus, 
Euglena gracilis, Phaeodactylum tricornutum, Isochrysis galbana, Botryococcus braunii, 
Dunaliella tertiolecta, Spirulina sp. Chlorella vulgalis, Chlorella protothecoides   

 



                  6 

 

ตารางที ่1  เปรียบเทียบแหล่งท่ีมาของไบโอดีเซลในสหรัฐอเมริกา (Chisti, 2007) 
 

แหล่งของน ้ามนั ผลผลิตน ้ามนั พื้นท่ีท่ีตอ้งการ ร้อยละของพื้นท่ีการเพาะปลูก 

 

(ลิตร/เฮกตาร์) (ลา้นเฮกตาร์)1 ในสหรัฐอเมริกา1 
สบู่ด า 1,892 140 77 
มะพร้าว 2,689 99 54 
ปาลม์น ้ามนั 5,950 45 24 

สาหร่ายขนาดเล็ก2 136,900 2 1.1 

สาหร่ายขนาดเล็ก3 58,700 4.5 2.5 

 
1 เพื่อใชใ้นระบบขนส่งคร่ึงหน่ึงส าหรับเช้ือเพลิงท่ีตอ้งการใชท้ั้งหมดในสหรัฐอเมริกา 
2 สาหร่ายมีน ้ามนัร้อยละ 70 ของน ้าหนกัเซลล ์(จากการทดลองในการผลิตในเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพ
แบบแสง) 
3 สาหร่ายมีน ้ามนัร้อยละ 30 ของน ้าหนกัเซลล ์(จากการทดลองในการผลิตในเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพ
แบบแสง) 
 
3. น า้มันสาหร่ายขนาดเลก็ (microalgal oil) 
 

สาหร่ายขนาดเล็กมีลิพิดและกรดไขมนัเป็นองคป์ระกอบของเยือ่เซลลเ์มมเบรน บางชนิดมี
น ้ ามัน (bio-oil) เป็นอาหารสะสมเก็บไวใ้นท่ีเยื่อหุ้มเซลล์ ไดอะตอม และไซยาโนแบคทีเรีย 
(cyanobacteria) มีการสะสมลิพิดสูงมากกว่าร้อยละ 30 โดยน ้ าหนกัเซลล์แห้ง และบางสายพนัธ์ุ
สะสมน ้ ามนัไวม้ากกวา่ร้อยละ 50 โดยน ้ าหนกัเซลล์แห้ง (Danielo, 2005) สาหร่ายแต่ละชนิดจะมี
การสะสมลิพิดต่างกนั เช่น Scenedesmus dimorphus, Chlorella vulgalis, Spirulina sp., Euglena 
gracilis และ Spirulina maxima มีการสะสมลิพิดร้อยละ 16 - 40, 14 - 22, 11 - 21, 14 - 20 และ              
6 - 7 โดยน ้ าหนกัเซลล์แห้งตามล าดบั ดงัตารางท่ี 2 (Becker, 1994)  Miao et al. (2004) รายงานวา่ 
น ้ ามนัท่ีสกดัไดจ้ากสาหร่ายขนาดเล็ก Chlorella protothecoides, Microcystis aeruginosa มีค่า 
saturated fraction ของ alkane ท่ีเหมือนกนักบัน ้ ามนัดีเซล นอกจากนั้นยงัมีปริมาณออกซิเจนต ่า
และมีค่าความร้อนสูงท่ี 29 MJ/kg ความหนาแน่นท่ี 1.16 kg/l และค่าความหนืดเท่ากบั 0.10 Pas 
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ตารางที ่2  แสดงองคป์ระกอบทางเคมีของสาหร่ายสายพนัธ์ุต่าง ๆ ในรูปน ้าหนกัแหง้ (%) 
 

สายพนัธ์ุของสาหร่าย โปรตีน คาร์โบไฮเดรต ไขมนั กรดนิวคลิอิค 
Scenedesmus obliquus 50 - 56 10 - 17 12 - 14 3 - 6 
Scenedesmus quadricauda 47 - 1.9 - 
Scenedesmus dimorphus 8 - 18 21 - 52 16 - 40 - 
Chlamydomonas rheinhardii 48 17 21 - 
Chlorella vulgalis 51 - 58 17 - 12 14 - 22 4 - 5 
Chlorella pyrenoidosa 57 26 2 - 
Spirogyra sp.   6 - 20 33 - 64 11 - 21 - 
Dunaliella salina 57 32 6 - 
Euglena gracilis 39 - 61 14 - 18 14 - 20 - 
Prymnesium parvum 28 - 45 25 - 33 22 - 38  1 - 2 
Tetraselmis maculate 52 15 3 - 
Porphridium cruentum 28 - 39 40 - 57 9 - 14 - 
Spirulina platensis 46 - 63  8 - 14 4 - 9 2 - 5 

Spirulina maxima 60 - 71 13 - 16 6 - 7 3 - 4.5 

Synechococcus sp. 63 15 11 5 
Anabaena cylindrical 43 - 56 25 - 30 4 - 7 - 

 
ทีม่า: Becker (1994) 
  

สาหร่ายขนาดเล็กท่ีมีรายงานการวิจยัว่ามีศกัยภาพในการใชเ้ป็นแหล่งน ้ ามนัมีหลายชนิด 
ทั้งสาหร่ายน ้ าจืดและสาหร่ายทะเล โดยสาหร่ายขนาดเล็กสะสมลิพิดและกรดไขมนัอิสระท่ีเซลล์
เมมเบรนเพื่อเป็นแหล่งพลงังานสะสม ปริมาณลิปิคท่ีพบในสาหร่ายชนิดต่าง ๆ แสดงดงัตารางท่ี 3 
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ตารางที ่3  ปริมาณน ้ามนัของสาหร่ายขนาดเล็กบางชนิด  
 

สาหร่ายขนาดเล็ก 
 

ปริมาณน ้ามนั  
(% ของน ้าหนกัแหง้) 

Botryococcus braunii 25 - 75 
Chlorella sp. 28 - 32 
Crypthecodinium cohii 20 
Cylindrotheca sp. 16 - 37 
Dunaliella primolecta 23 
Isochysis sp. 25 - 33 
Monallanthus salina > 20 
Nannochloris sp. 20 - 35 
Nannochloropsis sp. 31 - 68 
Neochloris oleoabundans 35 - 54 
Nitzschia sp. 45 - 47 
Phaeodactylum tricomutum 20 - 30 
Scizochylum tricomutum 50 - 77 
Tetraselmis sueica 15 - 23 

 
ทีม่า: Chisti (2007) 
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4. ลกัษณะทัว่ไปของสาหร่าย Botryococcus 
 

สาหร่าย Botryococcus เป็นสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก เซลล์อยูร่วมกนัเป็นโคโลนีรูปทรง
กลมหรือรี โคโลนีมีสีเขียว น ้ าตาลหรือส้ม ประกอบด้วยเซลล์ท่ีมีลกัษณะรูปร่างทรงกลมหรือรี 
เซลล์มีความยาว  6 - 10 ไมโครเมตร และความกวา้ง 3 - 6 ไมโครเมตร แต่ละเซลล์มีหน่ึง                    
คลอโรพลาสต ์คลอโรพลาสตมี์ลกัษณะรูปถว้ยหรือ discoid และมีโพรีนอยด์รูปถว้ยเช่นกนั เซลล์
จะอยูเ่รียงกนัแน่นในแนวรัศมีโดยมีสารเมือกเหนียวสีเขม้จนเกือบด าหุ้มโดยรอบ บางคร้ังอาจพบ
โคโลนีเช่ือมกบัโคโลนีอ่ืนโดยใช้สายไซโตพลาสมิคท่ีเกิดจากสารเมือก มีการสืบพนัธ์ุแบบไม่
อาศยัเพศโดยการสร้างออโตสปอร์ท่ีมีลกัษณะเหมือนเซลล์แม่ทุกประการภายในเยื่อหุ้มโคโลนี 
และเซลลด์งักล่าวจะหลุดออกนอกเยื่อหุ้มดว้ยแรงดนัของเยื่อหุ้มโคโลนี (Smith, 1950) สาหร่ายใน
สกุล Botryococcus มีการจดัจ าแนก (classification) แสดงดงัภาพท่ี 2 
  

Kingdom Plantae 
Subkingdom Viridaeplantae 

Phylum Chlorophyta 
Class Chlorophyceae  

               Order Chlorococcales 
       Family Botryococcaceae 
              Genus Botryococcus 
        Specie Botryococcus braunii 
 
ภาพที ่2 การจดัจ าแนก Botryococcus  
 
ทีม่า: Guiry and Guiry (2010) 
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การศึกษาโครงสร้างพื้นฐานของเซลลส์าหร่าย B. braunii แสดงดงัภาพท่ี 3  
 

   

 
 
ภาพที ่3  โครงสร้างของเซลล ์B. braunii; (A) บางส่วนของโคโลนี B. braunii ภายใตก้ลอ้ง 

  จุลทรรศน์แบบ DIC และพื้นท่ีในกรอบแสดงถึงเซลล ์(B) แบบโครงสร้างของเซลล์ 
  B. braunii ซ่ึงลอ้มรอบดว้ยสารประกอบภายนอกเซลลแ์ละบางส่วนของไฮโดรคาร์บอน 
  ท่ีอยูร่อบ ๆ เซลล ์ 

 
ทีม่า: Taylor et al. (2012) 

 10 µm 

  2 µm 
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สาหร่ายชนิดน้ีสามารถพบไดท้ัว่ไปทั้งในแหล่งน ้ าจืด น ้ าทะเล น ้ ากร่อย เช่น อ่างเก็บน ้ า 
และบ่อน ้ าในทุกทวีปดงัแสดงในตารางท่ี 4 จึงไม่สามารถก าหนดระบบนิเวศน์ของสาหร่าย 
Botryococcus ได ้แมว้า่สาหร่ายชนิดน้ีมีสภาวะท่ีจ าเพาะแตกต่างกนั (Wake and Hillen, 1980) 

 
ตารางที ่4  การแพร่กระจายของสาหร่าย B. braunii ในทวปีต่าง ๆ 
 

ทวปี แหล่งท่ีพบ ชนิดของน ้า 
ยโุรป ทะเลสาบ บ่อน ้า น ้าจืด 
แอฟริกา ทะเลสาบ น ้าจืด 
เอเชีย ทะเลสาบ น ้าจืด น ้าทะเล 
ออสเตรเลีย ทะเลสาบ อ่างเก็บน ้า น ้าจืด 
อเมริกาเหนือ ทะเลสาบ บ่อน ้า อ่างเก็บน ้า น ้าจืด น ้าทะเล 
อเมริกาใต ้ ทะเลสาบ น ้าจืด น ้ากร่อย 

 
ทีม่า: Blackburn (1936), Aaronson et al. (1983) 
 

B. braunii เป็นสาหร่ายสายพนัธ์ุเก่าแก่ท่ีพบยอ้นหลงัไปอยา่งน้อย 500 ลา้นปีก่อน และ
เป็นหน่ึงในส่ิงมีชีวิตจ านวนไม่มากท่ีทราบกนัดีวา่เป็นแหล่งก าเนิดของการสะสมน ้ ามนั ถ่านหิน 
และหินน ้ ามนัท่ีพบบนโลก การปรากฎตวัของน ้ ามนัและฟอสซิลในสาหร่าย B. braunii ใน
ปิโตรเลียม ถ่านหิน และหินน ้ ามนั แสดงให้เห็นว่าไฮโดรคาร์บอนน้ีเป็นสาเหตุของแหล่งน ้ ามนั
ส ารอง (Adam et al., 2006; Audino et al., 2002; Brassell et al., 1986; Cane, 1977; Derenne et al., 
1997; Gelpi et al, 1968; Glikson et al., 1989; Mastalerz and Hower, 1996; Mckirdy et al., 1986; 
Moldowan and Seifert, 1980; Stasiuk, 1999; Summons et al., 2002; Testa et al., 2001; Traverse, 
1955) และสามารถใชเ้ป็นแหล่งพลงังานทดแทนได ้ 

 
สาหร่าย B. braunii มีคุณลกัษณะเด่นคือสามารถสร้างและสะสมลิพิดไดห้ลากหลาย

รวมถึงไฮโดรคาร์บอน ซ่ึงไฮโดรคาร์บอนจะประกอบด้วยคาร์บอนและไฮโดรเจนเป็น
องคป์ระกอบเพียงเท่านั้น (Brown and Knights 1969; Knights et al. 1970) และจ านวนของ ether 
lipids ท่ีมีลกัษณะจ าเพาะ (Metzger et al. 1991; Metzger and Largeau 1999) โดยไฮโดรคาร์บอน
ของสาหร่าย B. Braunii มีโครงสร้างคลา้ยกบัน ้ ามนัปิโตรเลียม ซ่ึงมีคุณสมบติัเทียบเท่ากบัน ้ ามนั
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ปิโตรเลียม เพราะฉะนั้นจึงสามารถน ามาใชไ้ดโ้ดยตรงหรือผสมกบัน ้ ามนัดีเซลไดโ้ดยไม่ตอ้งผา่น
กระบวนการทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่ และยงัช่วยลดระบบการคมนาคมของน ้ ามนัเช้ือเพลิงจาก
เทคนิคกระบวนการผลิตน ้ ามนัปิโตรเลียมแบบดัง่เดิม (Hillen et al., 1982; Kitazato et al., 1989)
สาหร่าย B. braunii จึงมีศกัยภาพเป็นแหล่งพลงังานทดแทน อีกทั้งยงัสามารถผลิตไฮโดรคาร์บอน
ไดใ้นปริมาณมากซ่ึงข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุและสภาวะการเจริญ โดยผลิตไดม้ากถึง 75 เปอร์เซ็นตข์อง
น ้ าหนกัแห้ง (Sawayama et al., 1995a) สาหร่าย B. braunii แบ่งออกไดเ้ป็น 3 race ข้ึนกบัชนิดของ
การสังเคราะห์ไฮโดรคาร์บอน ซ่ึงแต่ละ race มีลกัษณะเฉพาะและสามารถผลิตไฮโดรคาร์บอนได้
ต่างชนิดกนั ดงัแสดงในตารางท่ี 5 
 

ไฮโดรคาร์บอนทีผ่ลติโดยสาหร่าย B. braunii 
 
1. ไฮโดรคาร์บอนทีผ่ลติโดยสาหร่าย B. braunii race A 
 

Race A ผลิตไฮโดรคาร์บอนท่ีมี C23 - C33 ภายในโครงสร้างจะประกอบดว้ย monoenes ถึง 
tetraenes และเกือบทั้ งหมดมีคาร์บอนเป็นเลขค่ี มีพันธะไม่อ่ิมตัวอยู่ตรงปลาย การสร้าง
ไฮโดรคาร์บอนจะอยูภ่ายใตก้ารควบคุมของปัจจยัทางพนัธุกรรม (Metzger et al., 1986) โดยทัว่ไป 
B. braunii  race A จะพบ dienes เป็นส่วนใหญ่ ซ่ึงประกอบดว้ยพนัธะไม่อ่ิมตวัอยูต่  าแหน่งตรง
กลางและปลายของสายโซ่ ส่วนมากจะพบในรูปของ cis (Metzger and Largeau, 1999) ส าหรับ 
trienes พบไดม้ากท่ีสุดซ่ึงจะมีพนัธะไม่อ่ิมตวัอยูต่  าแหน่งตรงกลางของสายโซ่ติดกนั 2 ต าแหน่ง 
ตรงปลาย 1 ต าแหน่ง ในขณะท่ีสายพนัธ์ุอ่ืนจะพบพนัธะไม่อ่ิมตวัติดกนั 2 ต าแหน่งตรงปลายของ
สายโซ่ และเป็นสาหร่ายเพียงชนิดเดียวเท่านั้นท่ีมี tetrapenes พนัธะไม่อ่ิมตวัติดกนั 3 ต าแหน่งอยู่
ตรงต าแหน่งปลาย (Metzger, 1993) ดงัแสดงในภาพท่ี 4  

 
2. ไฮโดรคาร์บอนทีผ่ลติโดยสาหร่าย B. braunii race B 
 
 Race B ผลิตไฮโดรคาร์บอนท่ีมี C30 - C37 ส่วนใหญ่เรียกว่า โบไทรโอคอกคีน 
(botryococcene) พบไดเ้ฉพาะใน race B เท่านั้น ซ่ึงประกอบดว้ยส่วนท่ีเป็น acyclic และ cyclic 
(Metzger and Largeau, 1999) นอกจากนั้นสาหร่าย race B ยงัผลิต squalenes และ methyl 
squalenes ท่ีมี C31 - C34 ดว้ย  (Huang and Poulter, 1989; Metzger and Largeau, 1999) ดงัแสดงใน
ภาพท่ี 4 
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3. ไฮโดรคาร์บอนทีผ่ลติโดยสาหร่าย B. braunii race L 
 

Race L ผลิตไฮโดรคาร์บอนชนิดเดียวท่ีเป็น tetraterpeniod (C40H78) หรือท่ีเรียกกนัว่า 
lycopadiene มีรายงานว่าพบ Trs-trs-lycopadiene เพียงชนิดเดียวเท่านั้นในสายพนัธ์ุท่ีแยกไดจ้าก
ประเทศไทยและ Ivary Coast (Metzger และ Largeau, 1999) และมีไอโซเมอร์ท่ียงัไม่ทราบ
โครงสร้างจากสาหร่าย 2 สายพนัธ์ุท่ีแยกไดใ้นประเทศอินเดีย ท าให้ไม่สามารถทราบกระบวนการ
ในการสังเคราะห์ lycopadiene (Metzger et al., 1997) ดงัแสดงในภาพท่ี 4 
 
ตารางที ่5  ลกัษณะเฉพาะของสาหร่าย B. braunii แต่ละ race  

 

 
B. braunii 

 
Race A Race B Race L 

ชนิดของ C25 - C31 odd numbered Botryococcene Lycopadienes 

ไฮโดรคาร์บอน n-alkadienes/triens (triterpene) CnH2n-10, n = 30 - 37 (tetraterpene) C40H78 

สีของโคโลนีใน
ระยะ 

เหลืองอ่อน หรือเขียว สม้ปนแดง หรือสม้ปนน ้ าตาล 

Stationary phase 
 

เน่ืองจากมีการสะสม Carotenoids 

Long chain 
   

alkenyl phenols มี ไม่มี ไม่มี 

ชนิดของ Long aliphatic chains cross-linked Tetrapeniod cross- 

Biopolymers by ether bridges และ bearing esters 
linked by ether 

bridges 

 
ทีม่า:  Banerjee et al. (2002) 
 

 

 

 



              14 

 

  

 

 

 
 

ภาพที ่4  ชนิดของไฮโดรคาร์บอนท่ีพบในสาหร่าย B. braunii 3 race: (I: Knights et al., 1970;                         
II: Villarreal-Rosales et al., 1992; III: Metzger and Casadevall, 1983; IV: Huang and     
Poulter, 1989; V: Metzger and Casadevall, 1987) 
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วธีิชีวสังเคราะห์ (Biosynthesis) ของไฮโดรคาร์บอนโดยสาหร่าย B. braunii 
 
1. วธีิชีวสังเคราะห์ของไฮโดรคาร์บอนทีผ่ลติโดยสาหร่าย B. braunii race A 
 

วิธีชีวสังเคราะห์ในการผลิตไฮโดรคาร์บอนของสาหร่ย B. braunii race A โครงสร้างมี
ลกัษณะคลา้ยกบั oleic acid (18:1, cis-ω9) โดยมีต าแหน่งของพนัธะคู่และ stereochemistry ของ 
alkadienes คลา้ยกบั oleic acid ลกัษณะเฉพาะเหล่าน้ีบ่งบอกว่า oleic acid เป็นสารตั้งตน้ของ 
dienes and trienes (Templier et al., 1984, 1987) กระบวนการ decarboxylation ของอนุพนัธ์ของ
กรดไขมนัสายยาวมากจะถูกกระตุน้โดย β-substituent ซ่ึงเป็นขั้นตอนสุดทา้ยท่ีท าให้เกิดการก่อ
รูปแบบไม่อ่ิมตวั (Chan Yong et al., 1986) 
 
2. วธีิชีวสังเคราะห์ของไฮโดรคาร์บอนทีผ่ลติโดยสาหร่าย B. braunii race B 
 

 สาหร่าย B. braunii  race B ผลิตไฮโดรคาร์บอนท่ีเรียกวา่ โบไทรโอคอกคีน (botryococcene) 
ซ่ึงเป็นสารประกอบ isoprenoid และ unusual 1'-3 fusion of isoprene units บริเวณตรงกลางของ
สายโซ่ จากภาพท่ี 5 แสดงกลไกการสังเคราะห์โบไทรโอคอกคีนและสควาลีน (Squalene) โดย B. 
braunii  race B สังเคราะห์ C30 โบไทรโอคอกคีนหรือโบไทรโอคอกคีนท่ีมีสายโซ่ยาวกวา่ เร่ิมจาก
สารตง้ตน้คือ farnesol จ  านวน 2 โมเลกุล ถูกเปล่ียนเป็น farnesyl diphosphate โดยเอนไซม ์
farnesol phosphokinase (Inone et al., 1994a, b) จากนั้น farnesyl diphosphate รวมตวักบั carbine 
ซ่ึงให้พนัธะคู่ olefenic ไดเ้ป็น presqualene diphosphate โดยพนัธะคู่ olefenic อยู่ในกลุ่มของ 
chrysanthemyl species (1’-2-3 fused compounde) จากนั้นปล่อย pyrophosphate ได ้cyclopropylcarbinyl 
cation ซ่ึงมีโครงสร้าง 1’-3 (artemisyl), 1’-3 (santolinyl) และ 1’-1 (head-to-head) 

 
โบไทรโอคอกคีนเป็นส่วนหน่ึงของโครงสร้าง artemisyl ท่ีมีการจดัเรียงตวัใหม่ของสาร

ตั้งตน้คือ cyclopropylcarbinyl ในกรณีน้ี C30 cation (R= C11H19) โดยเคล่ือนยา้ย hydride จาก 
NADH หรือ NADPH ไปยงั allylic cation (Poulter et al., 1977) และสควาลีนเกิดจากสารตั้งตน้ 
cyclopropylcarbinyl มาจดัเรียงตวัใหม่และมี hydride มาจบัท่ีต าแหน่ง 1’-1 fusion โดยส่วนมาก
ปฏิกิริยาจะเกิดไปทางดา้นการผลิตโบไทรโอคอกคีนมากกวา่สควาลีน เน่ืองจากบริเวณพนัธะ 1’-2 
สามารถแตกตวัไดง่้ายกวา่  
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เม่ือเปรียบเทียบโบไทรโอคอกคีนและสควาลีน พบวา่มีความสัมพนัธ์กนักบัต าแหน่งของ 
C30 และ nicotinamide co-factor ซ่ึงการจบักนัของเอนไซม์กบั substrate ของการสังเคราะห์             
สควาลีนเหมือนกบัการสังเคราะห์โบไทรโอคอกคีน (Huang et al., 1988) ซ่ึงแสดงวา่อาจมีการใช้
เอนไซม์ในการเร่งปฏิกิริยท่ีมีโครงสร้างพื้นฐานร่วมกนั ท่ีส าคญัรวมถึงการจบักนัของ substrate 
และความเป็นไปไดใ้นองคป์ระกอบ 

 
เน่ืองจากการสังเคราะห์โบไทรโอคอกคีนตอ้งมีการแตกพนัธะท่ีต าแหน่ง C(1’) – C(2’) ของ

พนัธะ cyclopropane อธิบายไดว้า่ความแตกต่างท่ีชดัเจนระหวา่งการสะสมมวลเซลล์และกิจกรรม
ในการสังเคราะห์สควาลีน ประกอบดว้ยขั้นตอนในการเจริญ 2 ขั้นตอนคือ (Gu et al., 1998) 
ขั้นตอนท่ี 1 เซลล์มีการรวมกลุ่มกนัมีการสะสมสควาลีนเพื่อสร้างสเตอรอลและผนงัเซลล์ สร้าง 
โพลีเมอร์ภายนอกเซลล์ ระยะน้ีจึงมีการเหน่ียวน าให้เซลล์สร้างสควาลีนเพื่อให้เพียงพอต่อความ
ตอ้งการของเซลล ์ขั้นตอนท่ี 2 เม่ือเซลลเ์จริญสูงสุดจะเปล่ียนไปสร้างและสะสมโบไทรโอคอกคีน
แทนสควาลีน   
 

C30 โบไทรโอคอกคีน ท าหนา้ท่ีเป็นสารตั้งตน้ในการสร้างโบไทโอคอกคีนท่ีมีสายยาวกวา่ 
โดยส่วนมากเกิด mono methylation ในคาร์บอนอะตอม 3, 7, 16 และ 20 อะตอม และต าแหน่งอ่ืน 
ๆ รวมถึงคาร์บอนอะตอม 18 (ส าหรับ 12), 22 (ส าหรับ 15), และ 30 (ส าหรับ 16) (Metzger et al., 
1985b) S-adenosyl methionine รายงานวา่เป็น methylating agent (Wolf et al., 1985b) โดยการเกิด 
methylation จะเกิดข้ึนได้น้อยหากมี substrate ท่ีจ  าเพาะเจาะจงอยู่น้อย ดังนั้ นโครงสร้างท่ี
ไฮโดรคาร์บอนท่ีสาหร่าย  B. braunii  race B ผลิตไดจึ้งมีหลายรูปแบบ ดงัแสดงในตารางท่ี 6 
 

Largeau et al. (1980) ศึกษาการสะสมไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย B. braunii  ดว้ยกลอ้ง 
spectroscopy และกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนพบว่าไฮโดรคาร์บอนถูกสะสมอยู่ในผนังเซลล์
ชั้นนอก (outer walls) 95 % ในไซโตพลาสซึม 4 % และอยูใ่นอาหารเล้ียงเช้ือ 2 % ของไฮโดรคาร์บอนท่ี
สาหร่ายผลิตไดท้ั้งหมด ไฮโดรคาร์บอนท่ีอยูใ่นไซโตพลาสซึมและท่ีผนงัเซลลช์ั้นนอกมีโครงสร้าง
เหมือนกนั แต่จะพบไฮโดรคาร์บอนสายยาวกวา่บริเวณผนงัเซลล์ไดม้ากกวา่ Metzger et al., 1987 
รายงานวา่พบโบรไทรโอคอกคีนสายยาวกวา่ (C34, C36) ถูกสะสมอยูบ่ริเวณผนงัเซลล์ชั้นนอก และ
พบโบรไทรโอคอกคีนสายยาวกวา่ (C30, C31) ถูกสะสมอยูใ่นไซโตพลาสซึมเป็นตน้ 
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3. วธีิชีวสังเคราะห์ของไฮโดรคาร์บอนทีผ่ลติโดยสาหร่าย B. braunii race L 
 
สาหร่าย B. braunii  race L ผลิตไฮโดรคาร์บอนชนิดเดียวคือ tetraterpeniod (C40H78) หรือ

ท่ีเรียกวา่ lycopadienes โดยการสังเคราะห์ lycopadienes สันนิษฐานวา่เกิดจากการรวมกนัของ two 
phytyl units  แบบ tail-to-tail แต่อย่างไรก็ตามกระบวนการรีดกัชัน่ (reduction) ของ lycopersene 
ไม่สามารถแยกได ้(Metzger and Casadevall, 1987) ท าให้ไม่สามารถทราบกระบวนการในการ
สังเคราะห์ lycopadiene ท่ีแน่นอนได ้
 

 
 

ภาพที ่5  กลไกการสังเคราะห์โบไทรโอคอกคีนและสควาลีน โดย B. braunii race B 
 
ทีม่า: Banerjee et al. (2002) 
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ตารางที ่6  โครงสร้างไฮโดรคาร์บอนท่ีผลิตโดยสาหร่าย B braunii race B 
 

  Hydrocarbon Structure 
1 C30H50 

 

2 C31H52 
 

3 C31H52 (Wolficine)    
4 C31H52 (Isowolficine) 

   
5 C32H54   
6 C32H54 (Meijicoccene/Braunicene    
7 C32H54 (Isobraunicene) 

   
8 C33H56 

 

9 C34H58 
 

10 C34H58 (Isobotryococcene) 
 

11 C34H58    
12 C34H58   
13 C34H58 

 

14 
C35H60 (strain isolated from Darwin lake 
Australia) 

Structure yet to be elucidated 

15 C36H62 (Darwinene) 
 

16 C37H64 
 

 
ทีม่า: Banerjee et al. (2002) 
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Ether lipid ทีผ่ลติโดยสาหร่าย B. braunii  
  

สาหร่าย B. braunii นอกจากจะผลิตไฮโดรคาร์บอนขนาดใหญ่แลว้ ยงัผลิตไฮโดรคาร์บอน
ขนาดเล็ก เป็นสารจ าพวก ether lipid  ซ่ึง ether lipid เกิดข้ึนอยา่งมากมายในธรรมชาติโดยทัว่ไป
เป็น 1-O-alkyl และ 1-O-(1′-alkenyl) ท่ีคลา้ยกบั triacylglycerols และ glycerophosphatides หรือ
เป็น dialkyldiglycerol isopranoid tetraethers ในกลุ่มอาเคีย (archaea) (Mangold and Paltauf, 1983) 
โดย ether lipid จากสาหร่าย B. braunii ไม่ไดเ้กิดจากกลีเซอรอลเหมือนลิพิดท่ีพบจากส่ิงมีชีวิต
ทัว่ไป แต่เป็นสารท่ีพบเฉพาะในสาหร่ายชนิดน้ีเท่านั้น (Metzger and Largeau, 2005)  

 
1. Ether lipid ทีผ่ลติโดยสาหร่าย B. braunii  race A 
 
 Metzger and Casadevall (1991) รายงานวา่พบการผลิต ether lipid ประเภท alkadienyl-O-
alkatrinyl ดงัแสดงในภาพท่ี 3 ในสาหร่าย B. braunii race A 2 สายพนัธ์ุ ท่ีแยกไดจ้ากทะเลสาบ 
Overjuyo ประเทศโบลิเวีย และทะเลสาบ Coat ar Herno ประเทศฝร่ังเศส ในระยะ exponential 
phase มีการผลิต ether lipid สูงสุด 42 เปอร์เซ็นต์ของน ้ าหนกัแห้ง ส่วนในระยะ stationary phase 
จะลดลงเหลือประมาณ 20 เปอร์เซ็นตข์องน ้าหนกัแหง้  
  

Metzger (1994) รายงานว่าสาหร่ายท่ีแยกไดจ้ากทะเลสาบ Overjuyo ประเทศโบลิเวีย
สามารถผลิต ether lipid พวก phenoxy ซ่ึงประกอบด้วย alkenylresorcinol เช่ือมกบัสายของ 
alkadienes หรือ alkatetraenes ดว้ยพนัธะ phenoxy 1 หรือ 2 พนัธะ สามารถผลิตไดถึ้ง 35 เปอร์เซ็นต์
ของน ้ าหนกัแห้ง นอกจากนั้นยงัพบวา่ race A สามารถผลิต alkenyl-O-botryalyl ether ไดอี้กดว้ย 
แสดงดงัภาพท่ี 6 
  
2. Ether lipid ทีผ่ลติโดยสาหร่าย B. braunii race B 
 

Metzger et al. (2002) รายงานวา่พบการผลิต botryolin ในสาหร่ายท่ีแยกไดจ้ากประเทศ 
ไอโววีโ่คสตซ่ึ์งเป็น triterpenoid triethers ท่ีมี tetramethylsqualene เป็นส่วนประกอบในโครงสร้าง 
และยงัพบ braunixanthins ซ่ึงเป็นสารพวกแคโรทีนอยด์ในสาหร่ายสายพนัธ์ุใหม่ท่ีแยกไดจ้าก
ประเทศญ่ีปุ่น (Okada et al., 1997) นอกจากนั้น Metzger (1999) ยงัพบ alkylhydroquinol ซ่ึง ether 
bridge ตรงส่วนกลางของสาย เป็นอนุพนัธ์ของ echinenone และ tetramethysqualene ส่วนหน่วยท่ี
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อยู่ถดัมาประกอบดว้ยวงแหวน tetrahydrofuran (THF) จึงเป็นไปไดว้่ามาจากการเกิดโครงสร้าง
แบบไซคลิก (cyclisation) ของ diepoxy-tetramethylsqualene แสดงดงัภาพท่ี 7 

 

3. Ether lipid ทีผ่ลติโดยสาหร่าย B. braunii  race L 
 

Ether lipid ท่ีผลิตโดยสาหร่าย B. braunii race L มีประมาณ 12 ชนิด พบ lycopanerols 
(lycopanerols F และ lycopanerols H) ในสาหร่ายสองสายพนัธ์ุท่ีแยกไดจ้ากประเทศอินเดียและ            
ไอโวร่ีโคสต ์ซ่ึงผลิตไดป้ระมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ของน ้ าหนกัแห้ง (Metzger et al., 2003) ยงัพบวา่มี
การผลิต diepoxy-lycopane ซ่ึงคลา้ยกบั diepoxy-tetramethylsqualene ท่ีผลิตโดย race B แสดงดงั
ภาพท่ี 8 
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ภาพที ่6  ลกัษณะของ ether lipids ท่ีผลิตโดยสาหร่าย B. braunii race A (I, III: Metzger and  

  Casadevall, 1991, 1992; II: Metzger, 1994) 
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ภาพที ่7  ลกัษณะของ ether lipids ท่ีผลิตโดยสาหร่าย B. braunii race B (I: Metzger, 1999;  

  II: Metzger et al., 2002; III: Okada et al., 1997) 
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ภาพที ่8  ลกัษณะของ ether lipids ท่ีผลิตโดยสาหร่าย B. braunii race L (I: Metzger, 1999; 
     II: Rager and Metzger, 2000; III: Metzger and Rager, 2002) 
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ระยะการเจริญและการผลติไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย B. braunii 
 

Brown and Knights (1969) รายงานวา่ระยะการเจริญและการสะสมไฮโดรคาร์บอนของ
สาหร่าย B. braunii มี 3 ระยะดงัน้ี 
 

1. ระยะเซลลเ์จริญ (green active state) 
  

    สาหร่าย B. braunii  ในระยะเซลล์มีการเจริญ พบไดท้ั้งในธรรมชาติและท่ีเล้ียงใน
ห้องปฏิบติัการ ตวัอย่างพบในธรรมชาติ เช่น เมืองแคมบริดจ์ ประเทศองักฤษ เมืองกอตทิงเจน 
ประเทศเยอรมนั และเมืองออสติน ประเทศสหรัฐอเมริกา สาหร่ายจะมีลกัษณะโคโลนีเหมือนกนั 
โดยทัว่ไปมีโคโลนีสีเขียวขนาดเล็ก มีจ  านวนเซลล์นอ้ยกวา่ 15 เซลล์ บางโคโลนีมีเพียง 2 - 3 เซลล ์
(Berkaloff et al., 1984) มีปริมาณไฮโดรคาร์บอนประมาณ 17 - 44 เปอร์เซ็นตข์องน ้ าหนกัแห้ง 
(Brown and Knights, 1969; Wake, 1976; Casadevall et al., 1985) ประกอบดว้ยโอเลฟิน ไดอีน 
และไตรอีน โดยมีคาร์บอนอะตอมเท่ากบั C17 - C31 องค์ประกอบหลกัคือไดโอเลฟิน มีคาร์บอน
อะตอม C29, C31 และ C27 (Gelpi and Oro, 1968) สาหร่าย B. braunii  สร้างและสะสมไฮโดรคาร์บอน
ไวท่ี้ผนังเซลล์มีปริมาณไฮโดรคาร์บอนประมาณ 95 เปอร์เซ็นต์ ส่วนปริมาณไฮโดรคาร์บอนท่ี
เหลือสาหร่ายเก็บไวภ้ายในเซลลแ์ละบริเวณรอบ ๆ เซลล ์(Largeau et al., 1980) 
 

2. ระยะพกั (brown resting state) 
 

     สาหร่าย B. braunii ในระยะพกัน้ีพบไดใ้นธรรมชาติเท่านั้น โคโลนีมีสีน ้ าตาลหรือสี
ส้ม ประกอบด้วย unusual isomeric triterpenoid botryococcene และไอโซโบไทรโอคอกคีน
(isobotryococcene) ประมาณ 31 - 76 เปอร์เซ็นต์ของน ้ าหนกัแห้ง มีสูตรโมเลกุล C34H58 (Maxwell 
et al., 1968; Brown and Knights, 1969; Wake and Hillen, 1980; Wake and Hillen, 1981) 
องค์ประกอบส่วนใหญ่เป็นโบไทรโอคอกคีนถึง 90 เปอร์เซ็นต์ ระยะน้ีจะไม่พบในสาหร่ายท่ี
เพาะเล้ียงในห้องทดลอง เน่ืองจากโดยทัว่ไปเม่ือสาหร่ายมีอายุมากจะมีการสะสมคาโรทีนอยด์
เพิ่ม ข้ึนเซลล์ จึง เป ล่ียนเป็นสีแดง ซ่ึ งมีลักษณะเหมือนกับเซลล์ในระยะพัก  แต่ย ังคงมี
ไฮโดรคาร์บอนชนิดเดียวกบัสาหร่ายท่ีมีโคโลนีสีเขียวในระยะเจริญ (Largeau et al., 1980; 
Aaronson et al., 1983) 
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3. ระยะท่ีเซลลมี์สีเขียวขนาดใหญ่ (Large green cells) 
  
            สาหร่าย B. braunii ในระยะน้ีเซลล์อยูร่วมกนัเป็นโคโลนีจะมีการเปล่ียนแปลงท าให้มี
รูปร่างไม่แน่นอนเกิดเป็นโคโลนีสีเขียวขนาดใหญ่ท่ีมีลักษณะคล้ายผลมลัเบอร์ร่ี (mulberry) 
ประกอบดว้ยไฮโดรคาร์บอนท่ีมีคาร์บอนอะตอม C27 และ C29 (Wake, 1976) Brown and Knights 
(1969) รายงานวา่ท าให้เกิดเซลล์ในระยะน้ีไดโ้ดยน าโคโลนีสีน ้ าตาลท่ีอยูใ่นระยะพกัท่ีเก็บไดจ้าก
เมือง Lonch Lomond และ Oakmere ประเทศองักฤษ น ามาแยกให้บริสุทธ์ิเพาะเล้ียงในอาหาร 
modified Chu 13 ภายใตส้ภาวะท่ีมีอุณหภูมิ ระยะเวลาให้แสง และความเขม้แสงคงท่ี โคโลนีของ
สาหร่ายจะเปล่ียนเป็นสีเขียวและมีขนาดใหญ่ข้ึน 
 
ปัจจัยทีม่ีผลต่อการเจริญและการสังเคราะห์ไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย B. braunii 
 

1. องคป์ระกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ (nutrient composition) 
 

     การเติบโตของสาหร่ายโดยกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงนั้นข้ึนอยู่กบัอาหารท่ีใช้
เล้ียง ซ่ึงแตกต่างกนัไปตามชนิดของสาหร่าย ดงันั้นถา้ในอาหารท่ีเล้ียงสาหร่ายมีความเขม้ขน้ของ
สารอาหารไม่เพียงพอต่อความตอ้งการ จะท าใหอ้ตัราการเติบโตลดลง (ลดัดา, 2540) 
 

     ปริมาณและชนิดของธาตุอาหารเป็นปัจจยัทางเคมีท่ีมีผลต่อการเติบโตของสาหร่าย 
โดยทัว่ไปธาตุอาหารท่ีใชเ้ล้ียงสาหร่ายแบ่งเป็น 2 ประเภท คือ ธาตุอาหารหลกั (macronutrients) 
และธาตุอาหารรอง (micronutrients) 

   
     1.1 ธาตุอาหารหลกั (macronutrients) ประกอบดว้ยธาตุต่อไปน้ี 

 
           1.1.1 แหล่งคาร์บอน 

 
          คาร์บอนเป็นปัจจัยหน่ึงท่ีมีความส าคัญต่อการเจริญเติบโตของสาหร่าย 
คาร์บอนท่ีสาหร่ายน าไปใชไ้ดแ้บ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ คาร์บอนอินทรียแ์ละคาร์บอนอนินทรีย ์ 
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        1.1.1.1 คาร์บอนอินทรีย ์
             
                    สาหร่ายจะใช้คาร์บอนอินทรียใ์นรูปของสารประกอบอินทรีย ์เช่น 
น ้าตาลชนิดต่าง ๆ ไขมนั และกรดอินทรีย ์เป็นตน้ (Gladue, 1991) สารคาร์บอนอินทรียจ์ะท าหนา้ท่ี
เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลงังานแทนพลงังานท่ีไดรั้บจากแสง (Ogbonna et al., 1997) ดงันั้น
ในการเจริญภายใตส้ภาวะท่ีไม่ใชแ้สงเรียกวา่ การเจริญแบบเฮเทโรโทรป (heterotroph)  
 

         1.1.1.2 คาร์บอนอนินทรีย ์
              
                    สาหร่ายจะใชค้าร์บอนอนินทรียใ์นรูปของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์
(CO2) ซ่ึงสามารถละลายได้ในน ้ า หรือในรูปของเกลือคาร์บอเนต (CO3

2-) และไบคาร์บอเนต 
(HCO3) การท่ีคาร์บอนจะอยูใ่นรูปใดนั้นข้ึนอยูก่บัระดบัความเป็นกรดด่าง เช่น เม่ือพีเอชอยูใ่นช่วง
ระหวา่ง 7 - 9 จะอยูใ่นรูปของไบคาร์บอเนต พีเอชมากกวา่ 9.5 จะอยู่ในรูปของเกลือคาร์บอเนต              
พีเอชประมาณ 5 คาร์บอนจะอยู่ในรูปของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ซ่ึงจะถูกตรึงโดยเอนไซม ์
ribulose-1,5 bisphosphate, carboxylase/oxygenase (rubisco) ทั้งน้ีคาร์บอนอนินทรียจ์ะเปล่ียนไป
อยูใ่นรูปท่ีสาหร่ายสามารถน าไปใชป้ระโยชน์โดยตรง ซ่ึงจะอยูใ่นรูปแบบใดนั้นข้ึนอยูก่บัชนิดของ
สาหร่าย (Kaplan et al., 1986; Yang et al., 2004) 
              
                                                  Wolf et al. (1985) เพาะเล้ียงสาหร่าย B. braunii race B ในสภาะวะ
ท่ีใหอ้ากาศบริสุทธ์ิและอากาศผสมคาร์บอนไดออกไซด์ 0.3 เปอร์เซ็นต ์ท่ีอตัราการให้อากาศ 0.25 
ลิตรต่อนาที พบว่าในสภาวะท่ีให้อากาศผสมคาร์บอนไดออกไซด์นั้ นสาหร่ายมีอัตราการ
เจริญเติบโตเร็วกวา่มีค่าการเจริญเป็นสองเท่าภายใน 40 ชัว่โมง ขณะท่ีในสภาวะท่ีให้อากาศเพียง
อยา่งเดียวสาหร่ายมีการเจริญเติบโตชา้คือมีค่าการเจริญเป็น 2 เท่าใน 6 วนั  
              
                                     Ranga et al. (2007) ไดศึ้กษาผลของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ต่อ
การเจริญและการผลิตไฮโดรคาร์บอนในสาหร่าย B. braunii LB-572, SAG 30.81, MCRC-Bb,            
N-836, CFTRI-Bb-1 และ CFTRI-Bb-2 โดยให้คาร์บอนไดออกไซด์ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.5, 1 
และ 2 เปอร์เซ็นต์ (v/v) พบวา่คาร์บอนไดออกไซด์ท่ีความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต์ ช่วยเพิ่มการเจริญ
ของสาหร่ายทุกสายพนัธ์ุ ท าใหมี้การผลิตเซลลเ์พิ่มข้ึนเป็น 2 เท่า เม่ือเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่มีการ
ให้คาร์บอนไดออกไซด์ ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Dayananda et al. (2007) ท่ีศึกษาผลของ
คาร์บอนไดออกไซด์ โดยท าการเพาะเล้ียงสาหร่าย B. braunii N-836 โดยให้คาร์บอนไดออกไซด์
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ความเขม้ขน้ 0.5, 1 และ 2 เปอร์เซ็นต ์(v/v) พบวา่คาร์บอนไดออกไซด์ความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์
ช่วยเพิ่มการเจริญและการผลิตไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย 
 

           1.1.2 แหล่งไนโตรเจน 
 

                   ไนโตรเจนมีความส าคญัต่อการเจริญของสาหร่าย โดยมีบทบาทเก่ียวกับ         
เมทาบอลิซึมภายในเซลล์ สาหร่ายท่ีขาดไนโตรเจนจะสร้างสารประกอบคาร์บอน เช่น น ้ ามนัหรือ
แป้งมาแทน (วลยัลกัษณ์, 2549) สาหร่ายสามารถใชไ้นโตรเจนไดท้ั้งในรูปของสารอินทรีย ์สาร  
อนินทรีย์ และก๊าซไนโตรเจน ไนโตรเจนในรูปสารอินทรีย์ ได้แก่ เอไมด์ อมีน ยูเรีย และ                  
แอสพาราจีน เป็นตน้ ไนโตรเจนในรูปสารอนินทรียไ์ดแ้ก่ เกลือแอมโมเนีย (NH4

+) ไนเทรต (NO3
-) 

และไนไทรต ์(NO2
-) (ลดัดา, 2540) 

 
                   Wolf et al. (1985) เพาะเล้ียงสาหร่าย B. braunii สายพนัธ์ุ B ในอาหารท่ีมี

โพแทสเซียมไนเทรต (KNO3) เป็นแหล่งไนโตรเจน โดยเพิ่มปริมาณ 1 และ 3 เท่าในอาหาร และ
เล้ียงในอาหารท่ีไม่เติมโพแทสเซียมไนเทรต พบว่าไนโตรเจนมีผลต่อการเจริญของสาหร่าย          
B. braunii โดยในอาหารท่ีไม่เติมโพแทสเซียมไนเทรต สาหร่ายหยุดการเจริญภายใน 9 วนั และ
อาหารท่ีมีโพแทสเซียมไนเทรต 3 เท่า สาหร่ายมีการเจริญสูงสุดโดยมีน ้าหนกัเซลล์แห้ง 3.7 กรัมต่อ
ลิตร หลงัจากเล้ียงเป็นเวลา 21 วนั 
 

                  Vongprasert (1986) เพาะเล้ียงสาหร่าย B. braunii ท่ีคดัแยกไดจ้ากอ่างเก็บน ้ า
มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ ในอาหาร Modified Chu 13 และ Kratz and Myers โดยอาหาร Kratz 
and Myers มีปริมาณโพแทสเซียมไนเทรตมากกวา่ในอาหาร Modified Chu 13 ถึง 40 เท่า พบวา่
สาหร่ายเจริญในอาหาร Kratz and Myers ไดเ้ร็วกวา่โดยมีค่าการเจริญเป็น 2 เท่า เท่ากบั 0.65 วนั 
เม่ือเล้ียงเป็นเวลา 2 วนั ส่วนใน Modified Chu 13 มีค่าการเจริญเป็น 2 เท่า เท่ากบั 1.75 วนั เม่ือเล้ียง
เป็นเวลา 4 วนั 
 

                   Lupi et al. (1994) เพาะเล้ียงสาหร่าย B. braunii UC58 ในอาหาร Modified 
Chu 13 ให้อากาศผสมคาร์บอนไดออกไซด์ 1 เปอร์เซ็นต์ โดยใชแ้หล่งไนโตรเจน 3 แหล่ง คือ 
โพแทสเซียมไนเทรต (KNO3) ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ ยูเรีย (CO(NH2)2) ความเข้มข้น 2              
มิลลิโมลาร์ไนโตรเจน และแอมโมเนียคาร์บอเนต ((NH4)2CO3) ความเขม้ขน้ 2 มิลลิโมลาร์ พบวา่
สาหร่าย B. braunii UC58 ผลิต exopolysaccharide (EPS) ไดสู้งสุด 2.5 กรัมต่อลิตร หลงัจากเล้ียง



                28 

 

เป็นเวลา 14 วนั จากนั้นศึกษาต่อโดยทดลองใหโ้พแทสเซียมไนเทรตความเขม้ขน้ต่าง ๆ กนัคือ 0.5, 
2 และ 8 มิลลิโมลาร์ตามล าดบั พบวา่ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของโพแทสเซียมไนเทรต 0.5 และ 2 มิลลิ
โมลาร์ สาหร่ายมีการเจริญสูงสุดเม่ือเล้ียงเป็นเวลา 10 วนั แต่ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของโพแทสเซียม
ไนเทรต 2 มิลลิโมลาร์ จะผลิต EPS สูงกวา่ ส่วนท่ีระดบัความเขม้ขน้ของโพแทสเซียมไนเทรต 8 
มิลลิโมลาร์ พบวา่สาหร่ายเจริญสูงสุดเม่ือเพาะเล้ียงเป็นเวลา 15 วนั และผลิต EPS สูงสุดเม่ือเล้ียง
เป็นเวลา 35 วนั ดงันั้นการเล้ียงสาหร่าย โดยให้โพแทสเซียมไนเทรตเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีความ
เขม้ขน้ 2 มิลลิโมลาร์ จะเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิต EPS มากท่ีสุด 
 

                   Dayanada et al. (2006) ศึกษาอิทธิพลของแหล่งไนโตรเจนท่ีมีผลต่อการเจริญ 
การผลิตไฮโดรคาร์บอนและกรดไขมนัของสาหร่าย B. braunii โดยท าการเพาะเล้ียงสาหร่าย            
B. braunii LB-572 และ SAG 30.81 ในอาหาร Modified Chu 13 ใชแ้หล่งไนโตรเจน 5 แหล่ง คือ 
โซเดียมไนเทรต (NaNO3) โพแทสเซียมไนเทรต (KNO3) แอมโมเนียมไนเทรต (NH4NO3) 
แคลเซียมไนเทรต (CaNO3) และยเูรีย (Urea, CO(NH2)2) พบวา่สาหร่าย B. braunii ทั้ง 2 สายพนัธ์ุมี
การเจริญ การผลิตไฮโดรคาร์บอนและกรดไขมนัดีท่ีสุดในอาหารท่ีใช้โพแทสเซียมไนเทรตเป็น
แหล่งไนโตรเจน โดยสาหร่าย B. braunii LB-572 มีค่าการเจริญ 1.2 กรัมต่อลิตร ผลิตไฮโดรคาร์บอน 
32 เปอร์เซ็นต ์(w/w) และผลิตกรดไขมนัทั้งหมด 28 เปอร์เซ็นต ์ (w/w)  สาหร่าย B. braunii SAG 
30.81 มีค่าการเจริญ 0.6 กรัมต่อลิตร ผลิตไฮโดรคาร์บอน 38 เปอร์เซ็นต์ (w/w) และการผลิตกรด
ไขมนัทั้งหมดอยูใ่นช่วง 36 - 38 เปอร์เซ็นต ์(w/w) 
 

           1.1.3 แหล่งฟอสฟอรัส 
 

                    ฟอสฟอรัสเป็นธาตุอาหารท่ีมีความส าคัญต่อการเจริญ ซ่ึงมีบทบาทต่อ
กระบวนการต่าง ๆ ภายในเซลล ์โดยเฉพาะกระบวนการถ่ายเทพลงังานและกระบวนการสร้างกรด
นิวคลีอิก รวมทั้ งยงัท าหน้าท่ีเป็นบัฟเฟอร์ช่วยให้ค่าความเป็นกรดด่างคงท่ี แม้ในแหล่งน ้ า
ธรรมชาติจะมีปริมาณสารอินทรียฟ์อสฟอรัสสูงกวา่สารอนินทรียฟ์อสฟอรัส แต่สาหร่ายตอ้งการ
ใชฟ้อสฟอรัสในรูปสารอนินทรียม์ากกวา่สารอินทรีย ์ไดแ้ก่ ฟอสฟอรัส และออโธฟอสเฟต หรือ
ฟอสเฟต โดยอาศยัเอนไซม์ฟอสฟาเทสหรือฟอตโฟเอสทาเรสในปริมาณ 20 ไมโครกรัมต่อลิตร 
ทั้งน้ีปริมาณอาจสูงกว่าหรือต ่ากว่าน้ีก็ไดข้ึ้นอยู่กบัปริมาณฟอสฟอรัสในแหล่งน ้ า ระดบัค่ากรด-
ด่าง และปริมาณของธาตุอาหารชนิดอ่ืน ไดแ้ก่ โซเดียม โปแตสเซียม หรือแมกนีเซียม หากสาหร่าย
ขาดฟอสฟอรัสจะมีผลเสียต่อการเจริญเติบโต คือปริมาณโปรตีน รงควตัถุชนิดคลอโรฟิลล์ เอ 
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RNA และ DNA จะลดลง แต่แป้งหรือคาร์โบไฮเดรตจะเพิ่มข้ึนซ่ึงมีผลท าให้รูปร่างเซลล์เปล่ียนไป
จากเดิม (ลดัดา, 2540; ยศวดี, 2547) 
 

                   Casadevall et al. (1985) เพาะเล้ียงสาหร่าย B. braunii  ในอาหาร Modified 
Chu 13 โดยให้อากาศผสมคาร์บอนไดออกไซด์ 1 เปอร์เซ็นต ์ในอาหารมีปริมาณฟอสเฟตต่าง ๆ 
กนั พบวา่ในช่วงแรกของการเจริญปริมาณฟอสเฟตในอาหารลดลงอยา่งรวดเร็ว เน่ืองจากสาหร่าย
จะเก็บไวใ้นเซลลใ์นรูปของ polyphosphate granules หลงัจากนั้นสาหร่ายจะปล่อยฟอตเฟสออกมา
อย่างต่อเน่ืองมากกว่า 85 เปอร์เซ็นต์ และจะหยุดปล่อยเม่ือสาหร่ายมีการเจริญเต็มท่ี และเม่ือเพิ่ม
ปริมาณฟอสเฟตเป็น 2 เท่า หรือลดปริมาณฟอสเฟตลง 10 เท่า พบวา่ค่าการเจริญเป็น 2 เท่าของ
สาหร่ายไม่เปล่ียนแปลงโดยมีค่าการเจริญเท่ากบั 2.3 วนั แต่สาหร่ายผลิตไฮโดรคาร์บอนไดสู้งท่ีสุด 
33 เปอร์เซ็นตข์องน ้าหนกัเซลลแ์หง้ เม่ือเพิ่มการเจริญเป็น 2 เท่า 

 
          1.1.4 ซลัเฟอร์ 

 
                   ซัลเฟอร์เป็นธาตุอาหารท่ีจ าเป็นต่อสาหร่ายทุกชนิด สาหร่ายส่วนใหญ่จะใช้

ซลัเฟอร์ในรูปของซลัเฟต ซลัไฟต ์และซลัไฟด ์(วลยัลกัษณ์, 2549) 
 

                  Yang et al. (2004) ศึกษาผลของไบซัลไฟต์และซัลไฟต์ต่อการเจริญของ
สาหร่าย B. braunii  ในอาหาร Modified Chu 13 จากการเล้ียงสาหร่ายในอาหารท่ีมีการเติม             
ไบซลัไฟตใ์นรูปของโซเดียมไบซลัไฟต ์(NaHSO3) ปริมาณ 0, 0.5, 1 และ 2 มิลลิโมลต่อลิตร พบวา่
ท่ีความเขม้ขน้ 0, 0.5 และ 1 มิลลิโมลต่อลิตร ไม่มีผลต่อการเจริญของสาหร่าย แต่ท่ีความเขม้ขน้               
2 มิลลิโมลต่อลิตร มีผลในการยบัย ั้งการเจริญของสาหร่าย เช่นเดียวกบัเล้ียงสาหร่ายในอาหารท่ีมี
การเติมซลัไฟตใ์นรูปของโซเดียมซลัไฟต ์(Na2SO3) ปริมาณ 0, 0.1, 0.8 และ 1.6 มิลลิโมลต่อลิตร 
พบวา่ท่ีความเขม้ขน้ 0, 0.1 และ 0.8 มิลลิโมลต่อลิตร ไม่มีผลต่อการเจริญของสาหร่าย แต่ท่ีความ
เขม้ขน้ 1.6 มิลลิโมลต่อลิตร มีผลในการยบัย ั้งการเจริญของสาหร่าย 

 
         1.1.5 โพแทสเซียมและแมกนีเซียม 

 
                  โพแทสเซียมเป็นธาตุอาหารท่ีเป็นส่วนประกอบของเอนไซม์หลายชนิดใน

สาหร่าย และมีผลในการยบัย ั้งการเจริญของสาหร่ายบางชนิด (Wiessner, 1962) ส่วนแมกนีเซียมมี
ความส าคญัอยา่งยิง่ต่อกระบวนการแมแทบอลิซึมของเซลล ์(ลดัดา, 2540) 
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          1.1.6 แคลเซียม 
 

                   แคลเซียมเป็นธาตุอาหารท่ีจ าเป็นต่อการเจริญของสาหร่ายสีเขียว โดยมีส่วน
เก่ียวขอ้งในการสร้างโครงสร้างของสาหร่ายโดยเฉพาะในสาหร่ายทะเล และมีบทบาทในการสร้าง
ผนงัเซลลข์องเซลลสื์บพนัธ์ุเพศผู ้(ลดัดา, 2540) ซ่ึงปริมาณแคลเซียมท่ีพืชตอ้งการข้ึนอยูก่บัปริมาณ
ของธาตุอาหารชนิดอ่ืนดว้ย เช่น แมกนีเซียม เหล็ก สังกะสี โคบอลท ์ทองแดง โมลิบดีนมั นิคเกิล 
อะลูมิเนียม โซเดียม ปรอท เงิน และตะกัว่ เป็นตน้ 
 

    1.2 ธาตุอาหารรอง (Micronutrients)  
 

          เป็นธาตุอาหารท่ีสาหร่ายตอ้งการในปริมาณน้อย แต่สามารถช่วยให้สาหร่ายเจริญ
ได้ดีข้ึน ซ่ึงธาตุอาหารรองน้ีถูกน าไปใช้เป็นสารประกอบของโมเลกุลท่ีจ าเป็นต่อเซลล์ เช่น 
เอนไซม ์และวติามินต่าง ๆ เป็นตน้ แบ่งไดเ้ป็นธาตุอาหารรองอนินทรีย ์และธาตุอาหารรองอินทรีย ์
 

          1.2.1 ธาตุอาหารรองอนินทรีย ์(Inorganic micronutrients) ไดแ้ก่ 
 
        1.2.1.1 เหล็ก 
             
                                          เหล็ก เป็นธาตุอาหารท่ี ช่วยในการดูดซึมไนโตรเจน และเป็น
องคป์ระกอบของรงควตัถุ ถา้สาหร่ายขาดเหล็กจะมีผลต่อสรีระและการเจริญของสาหร่าย (Brock 
et al., 1984) นอกจากน้ีเหล็กยงัเป็นองค์ประกอบของเอนไซม์หลายชนิด เช่น เฟอริดอกซิน 
(ferredoxin) คะตะเลส (catalase) อีกทั้งยงัเป็นองค์ประกอบของไซโตโครม (cytochrome) และ             
พอไฟริน (porphyrins) (Warburg, 1948) เหล็กเป็นธาตุท่ีมกัตกตะกอนในสารละลาย ฉะนั้นจึงตอ้ง
ใส่สารท่ีป้องกนัการตกตะกอนท่ีเรียกว่า คีเลเตอร์ หรือ Chelating agent ในอตัราส่วนคีเลเตอร์กบั
เหล็กเท่ากบั 1: 1 โมลาร์ เสมอ 
 
         1.2.1.2 โบรอน 
              
                                                เป็นธาตุอาหารท่ีจ าเป็นต่อสาหร่ายบางชนิด เช่น สาหร่ายสีเขียวแกม   
น ้าเงินและไดอะตอม เป็นตน้ 
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         1.2.1.3 แมงกานีส 
             
                                              เป็นธาตุท่ีจ  าเป็นต่อสาหร่ายเซลล์เดียวหลายชนิด ซ่ึงแมงกานีสเป็น
องค์ประกอบท่ีส าคญัต่อกระบวนการสังเคราะห์ดว้ยแสงของสาหร่าย โดย Wiessner (1962) ได้
ทดลองเติมแมงกานีสลงในอาหารเล้ียงสาหร่าย พบวา่มีผลต่อการเพิ่มอตัราการเจริญของสาหร่าย 
            
                                 1.2.1.4 สังกะสี 
          
                                              เป็นธาตุอาหารท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการสังเคราะห์ดว้ยแสง พบวา่มี
ผลต่อการเจริญของ Stichococcus bacillaris (Wiessner, 1962) ในอาหารเล้ียงสาหร่ายหลายชนิดจะ
มีสังกะสีอยู่ในความเขม้ขน้ประมาณ 0.01 - 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยมี EDTA เป็นคีเลเตอร์ 
นอกจากน้ี Stegmann (1940) พบวา่เม่ือปริมาณสังกะสีลดลงจะท าใหก้ารสร้างคลอโรฟิลลล์ดลง 
 

                    1.2.1.5 ทองแดง 
 
                                              พบในเอนไซมส์ าหรับกระบวนการออกซิเดชนั นอกจากน้ีทองแดงยงั
มีความส าคัญต่อกระบวนการหายใจ โดยพบว่าการหายใจลดลงเม่ือปริมาณทองแดงลดลง 
(Wiessner, 1962)  
   

                   1.2.1.6 ซิลิกา 
          
                                             ซิลิกาเป็นธาตุอาหารท่ีจ าเป็นท่ีสุดของสาหร่ายจ าพวกไดอะตอมเพื่อ
ใชใ้นการสร้างเปลือก ในขณะท่ีสาหร่ายชนิดอ่ืนไม่จ  าเป็นตอ้งใช ้
 

          1.2.2 ธาตุอาหารรองอินทรีย ์(Organic micronutrients)  
 

                   ธาตุอาหารรองอินทรียแ์บ่งออกเป็น 4 กลุ่มไดแ้ก่ (ฤทยัรัตน์, 2548) 
 
                    1.2.2.1 คาร์โบไฮเดรต เช่น น ้าตาลเดกซ์โตรส ความเขม้ขน้ 0.2 - 0.5 เปอร์เซ็นต ์
ควรเติมหลงัจากการฆ่าเช้ือแลว้ เพราะน ้าตาลอาจจะเส่ือมสภาพได ้
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                  1.2.2.2 เกลืออินทรียห์รือสารประกอบท่ีมีเกลืออินทรียอ์ยู่ด้วย ได้แก่ เกลือ            
อะซิเทรตต่าง ๆ นิยมใชค้วามเขม้ขน้ 0.1 - 0.5 เปอร์เซ็นต ์อยูใ่นรูปของธาตุโซเดียม โปแตสเซียม 
 
                  1.2.2.3 วิตามิน มี 3 ชนิด คือ วิตามิน บี 1 บี 12 และ บีรวม นิยมเติมในอาหาร
หลงัจากผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ 
 
                  1.2.2.4 อาหารเสริม ไดแ้ก่ อาหารท่ีช่วยการเจริญของสาหร่าย คือ เป็นสารเสริม
การเจริญ (growth factor) ตวัอยา่งเช่น อะเดนิน (adenine) ไคเนติน (kinetin) ทั้ง 2 ชนิดน้ีละลายใน
น ้ าไดเ้ล็กนอ้ย แต่ละลายไดดี้ในสารละลายโซเดียมไบคาร์บอเนต อาหารเสริมอีก 2 ชนิดท่ีนิยมใช ้
คือ Gibberellic acid ละลายน ้ าไดดี้ และ Indole acetic acid (IAA) มีคุณสมบติัละลายในน ้ าร้อนได้
เล็กนอ้ยและสลายตวัไดง่้ายเม่ือถูกแสงสวา่ง 
 
2. แสง 
 

แสงเป็นปัจจยัหน่ึงซ่ึงมีความส าคญัมากโดยเป็นปัจจยัท่ีก่อให้เกิดกระบวนการสังเคราะห์
ดว้ยแสง Richmond (1986) รายงานวา่เม่ือความเขม้ของแสงเพิ่มข้ึนการเติบโตของสาหร่ายจะเพิ่ม
สูงข้ึนดว้ย โดยจะเพิ่มการสังเคราะห์ดว้ยแสงและเร่งการท างานของเซลล์ นอกจากน้ีแสงยงัเป็น
ปัจจยัจ ากดัท่ีส าคญัมากปัจจยัหน่ึงท่ีมีผลต่อการเจริญของสาหร่ายดว้ย เม่ือความเขม้แสงสูงเกินไป
จะมีผลยบัย ั้งการท างานการหายใจของเซลล์หรือท่ีเรียกวา่ photoinhibition ซ่ึงข้ึนกบัสายพนัธ์ุของ
สาหร่ายและช่วงระยะเวลาท่ีรับแสง  
 

Zhang and Kojima (1998) ศึกษาผลของความเขม้แสงต่อขนาดโคโลนีของสาหร่าย            
B. braunii  ในอาหาร Modified Chu 13 โดยใช ้bubble column photobioreactor โดยให้แสงท่ีระดบั
ความเขม้แสง 3,000 ลกัซ์ และ 10,000 ลกัซ์ พบว่าสภาวะท่ีมีความเขม้แสง 3,000 ลกัซ์ โคโลนี
เร่ิมตน้มีขนาดใหญ่ต่อมามีขนาดเล็กลง ส่วนในสภาวะท่ีให้ความเขม้แสง 10,000 ลกัซ์ พบว่า
โคโลนีเร่ิมตน้มีขนาดเล็กและมีขนาดใหญ่ข้ึนเม่ือเวลาผ่านไป ต่อมา Kojima and Zhang (1999) 
ศึกษาผลของแสงต่อการเจริญของสาหร่าย B. braunii  โดยเล้ียงในอาหาร Modified Chu 13 โดยใช ้
bubble column photobioreactor ใหร้ะดบัความเขม้แสง 3,000 ลกัซ์ และ 10,000 ลกัซ์ ท าการบดบงั
แสงให้สาหร่ายได้รับแสง 5 - 100 เปอร์เซ็นต์ พบว่าในสภาวะท่ีให้แสง 10,000 ลกัซ์ ท่ี 100 
เปอร์เซ็นต ์สาหร่ายมีการเจริญสูงสุด มีน ้าหนกัเซลล์แห้ง 7 กิโลกรัมต่อลูกบาศก์เมตร และสามารถ
ผลิตไฮโดรคาร์บอนไดสู้งถึง 50 เปอร์เซ็นต ์ของน ้าหนกัเซลลแ์หง้ 
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 ยศวดี (2547) เพาะเล้ียงสาหร่าย B. braunii ท่ีแยกไดจ้ากอ่างเก็บน ้ ามหาวิทยาลยัสงขลา 
นครินทร์ ในอาหาร Modified Chu 13 และ Kratz and Myers medium ท่ีระดบัความเขม้แสง 3,000 
5,000 และ 10,000 ลกัซ์ ให้ช่วงแสงสวา่งต่อมืดเท่ากบั 16: 8 ชัว่โมง อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
และให้อากาศผสมคาร์บอนไดออกไซด์ 1 เปอร์เซ็นต์ อตัรา 1 ลิตรต่อนาที พบว่าในสภาวะท่ีให้
ความเขม้แสง 3,000 ลกัซ์ ในอาหาร Modified Chu 13 สาหร่ายมีอตัราการเจริญสูงท่ีสุด โดยมี
น ้ าหนกัเซลล์แห้ง 3.52 กรัมต่อลิตร เม่ือเพาะเล้ียงเป็นเวลา 4 วนั ต่อมา พวงผกา และ พิมพรรณ 
(2549) เพาะเล้ียงสาหร่าย B. braunii ในอาหาร Modified Chu 13 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และ
ใหอ้ากาศผสมคาร์บอนไดออกไซด์ 1 เปอร์เซ็นต ์อตัรา 7 ลิตรต่อนาที ภายใตค้วามเขม้แสง 10,000 
ลกัซ์ โดยใหร้ะยะเวลาในการให้แสงต่างกนัท่ี 12: 12, 16: 8, 24: 0 ชัว่โมง พบวา่ภายใตส้ภาวะท่ีให้
แสงอยา่งต่อเน่ือง 24: 0 ชัว่โมงนั้น สาหร่ายมีการเจริญดีท่ีสุด โดยมีน ้ าหนกัเซลล์แห้งเท่ากบั 11.97 
กรัมต่อลิตร เม่ือเพาะเล้ียงเป็นเวลา 14 วนั มีอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด 3.6 ต่อวนั ซ่ึงพบว่ามี
ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) จากชุดท่ีใหแ้สงสวา่งแบบเป็นช่วง 
 
3. อุณหภูมิ 
 

อุณหภูมิมีผลต่อการสังเคราะห์ด้วยแสงและการหายใจของสาหร่าย โดยอุณหภูมิของ
ส่ิงแวดลอ้มสูงข้ึนอตัราการสังเคราะห์ดว้ยแสงจะเพิ่มข้ึนจนถึงระดบัอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการ
เจริญ เม่ืออุณหภูมิเพิ่มสูงมากข้ึนกวา่น้ีอตัราการเจริญเติบโตจะลดลง แต่อุณหภูมิจะไม่มีผลต่อการ
สังเคราะห์ดว้ยแสงถา้ถูกจ ากดัดว้ยแสงหรือคาร์บอนไดออกไซด ์(Darley, 1982) 
 

อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเพาะเล้ียงสาหร่ายอยูร่ะหวา่ง 20 - 24 องศาเซลเซียส อุณหภูมิท่ี
เหมาะสมอาจเปล่ียนแปลงไดข้ึ้นกบัชนิด สายพนัธ์ุ และส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ เป็นตน้  
(Kessler, 1985; Chelf, 1990) 
 
4. พเีอช 
 

ค่าพี เอชของสารละลายในอาหารมีผลทั้ งทางตรงและทางอ้อมต่อกระบวนการ                            
เมทาบอลิซึมของสาหร่าย ทั้งยงัมีบทบาทต่อการละลายของเกลือและสารประกอบเชิงซ้อนชนิด
ต่าง ๆ ในสารละลาย ซ่ึงอาจก่อให้เกิดความเป็นพิษหรือยบัย ั้งการเจริญของสาหร่ายได้ ใน
ขณะเดียวกนัค่าพีเอชยงัส่งผลต่อการละลายของสารประกอบโลหะ โดยการเพิ่มพีเอชจะเป็นสาเหตุ
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ให้สารประกอบโลหะท่ีเป็นธาตุอาหารจ าเป็นบางชนิดตกตะกอนดงันั้นสาหร่ายจึงอาจขาดธาตุ
อาหารท่ีจ าเป็นบางตวัได ้ 
 

พีเอชท่ีเป็นกลางพบวา่เหมาะสมส าหรับสาหร่ายขนาดเล็กมากท่ีสุด แต่บางสายพนัธ์ุทน          
พีเอชสูง เช่น Spirulina platensis ทนพีเอช 9  (Hu et al., 1998) หรือทนพีเอชต ่า เช่น  
Chorococcum littorale ทนพีเอช 4 (Kodama et al., 1993) 
 

Dayananda et al. (2007) ศึกษาผลของพีเอชต่อการเจริญและการผลิตไฮโดรคาร์บอนของ
สาหร่าย B. braunii N-836 ในอาหาร Chu 13 ท่ีมีการปรับพีเอชของอาหาร 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 
และ 8.5 พบว่าผลของพีเอชไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั แต่อย่างไรก็ตามท่ีพีเอช 7.5 
สาหร่ายมีการเจริญและการผลิตไฮโดรคาร์บอนสูงท่ีสุด 
 
การจัดการทดลอง Plackett and Burman design 
 

Plackett and Burman (1946) ไดเ้สนอการออกแบบการทดลองด้วยวิธี Plackett-Burman 
โดยประยกุตอ์อกแบบการทดลองดว้ยวธีิแฟคทอเรียล 2 ระดบั ในการวเิคราะห์หาปัจจยัท่ีมีผลอยา่ง
มีนยัส าคญัต่อค่าตอบสนองท่ีตอ้งการจากปัจจยัจ านวนมาก และมีประโยชน์ในการคดัเลือกปัจจยั
หลกัท่ีมีผลอยา่งมีนยัส าคญัเพื่อน าไปศึกษาต่อไป 
 

ในการทดลองท่ีมีตวัแปรหรือปัจจยัท่ีตอ้งการศึกษาหลายปัจจยั จะมีอุปสรรคเก่ียวกบัส่ิง
ทดลองท่ีมีเป็นจ านวนมาก ตวัอยา่งเช่น ถา้จดัส่ิงทดลองแบบ 2n พบวา่ถา้มีปัจจยั 7 ปัจจยั จะมีส่ิง
ทดลองทั้งหมด 128 ส่ิงทดลอง ท าใหใ้นการทดลองใชเ้วลานานและมีค่าใชจ่้ายสูง จึงเป็นการยากท่ี
จะท าการทดลองทั้ง 128 ส่ิงทดลอง ดงันั้นแผนการทดลอง Plackett and Burman design จะใช้
ส าหรับการศึกษาเพื่อคดัเลือก (screening) ปัจจยัท่ีมีความส าคญัหรือมีอิทธิพลต่อการทดลองท่ีจะ
ศึกษา กล่าวคือจากแผนการทดลองน้ีจะท าใหส้ามารถวเิคราะห์ถึงผลกระทบหลกัของปัจจยัท่ีศึกษา
เท่านั้น (Wu and Hamada, 2000)  

 
การจดัการทดลองแบบน้ีเป็นส่วนหน่ึงของการจดัส่ิงทดลองแบบแฟคทอเรียล หรืออาจจดั

ให้เป็นแฟคทอเรียลบางส่วน ท่ีมีการจดัให้เป็นอิสระต่อกนั (orthogonal) ใช้เพื่อคดัเลือกปัจจยัใน
การพฒันาสูตร หรือพฒันากรรมวิธีการผลิตจาก 10 - 20 ปัจจยัท่ีไดจ้ากการทดสอบเบ้ืองตน้ให้
เหลือ 1 - 4 ปัจจยั โดยท่ีไม่ตอ้งท าการทดลองจ านวนมาก สามารถลดจ านวนการทดลองไดโ้ดยใช้
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เทคนิคน้ี แต่การทดลองน้ีมีข้อเสียคือไม่สามารถศึกษาขอบเขตหรือชนิดของปฏิสัมพันธ์ 
(interaction) ระหวา่งตวัแปรได ้(Motola and Agharkar, 1992) วิธีน้ีเหมาะท่ีจะใช้ในการทดลอง
เพื่อคดักรองปัจจยัท่ีไม่มีนยัส าคญัทางสถิติออก การจดัการทดลองจะใช ้2k factorial arrangement 
เป็นพื้นฐานโดยมีแบบแผนมาตรฐาน ดงัแสดงในตารางท่ี 7 
 
ตารางที ่7  แผนมาตรฐานส าหรับเมตริกแถวแรกในการทดลองท่ีคดัเลือก N-1 ปัจจยัในการทดลอง  

    N คร้ัง 
 

N ปัจจยัท่ีตอ้งกลัน่กรอง, k = N-1 

8 + + + - + - - 
        

        

12 + + - + + + - - - + - 
    

        

16 + + + + - + - + + - - + - - -         

24 + + + + + - + - + + - - + + - - + - + - - - - 

 
หมายเหตุ       +  หมายถึง ระดบัของปัจจยัท่ีท าการศึกษาท่ีมีระดบัสูง ซ่ึงมีค่าเท่ากบั +1 
                      -  หมายถึง ระดบัของปัจจยัท่ีท าการศึกษาท่ีมีระดบัต ่า ซ่ึงมีค่าเท่ากบั -1 

         N  หมายถึง จ านวนส่ิงทดลอง (treatment) 
                  K  หมายถึง จ านวนปัจจยัท่ีตอ้งการกลัน่กรอง 
 
ทีม่า: ดดัแปลงจาก Plackett and Burman (1946) 
 

ในการใช ้Plackett and Burman design ตอ้งก าหนดส่ิงทดลองแรกเป็นดงัเมตริกแถวแรก 
จากนั้นส่ิงทดลองต่อไปก าหนดในลกัษณะโครงสร้างวน (cyclic construction) กล่าวคือ น ารหัส
สุดทา้ยของ initial block ข้ึนมาล าดบัหนา้สุด และวนไปจนครบ N-1 รอบ ส่วนส่ิงทดลองสุดทา้ย
เป็น added block คือใชร้ะดบัต ่าสุดทุกปัจจยั อยา่งไรก็ตาม ในการวนอาจน ารหสัหนา้สุดมาต่อทา้ย
และวนไปจนครบ N-1 รอบไดเ้ช่นกนั เพียงแต่ในการทดลองให้ใชร้ะดบัสูงหรือต ่าให้ถูกตอ้งตาม
แผนท่ีก าหนดหรือวางไวเ้ป็นส าคญั ดงัตารางท่ี 8 
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ตารางที ่8  ตารางเมตริกของแผนการทดลองแบบ Plackett and Burman ท่ีมีปัจจยัตอ้งกลัน่กรอง 
     จ  านวน 7 ปัจจยั โดยมีส่ิงทดลอง (N) ทั้งหมด 8 การทดลอง 

  

ส่ิงทดลอง ปัจจยัท่ีตอ้งกลัน่กรอง (Factor)  
(Treatment) A B C D E F G 

1 + + + - + - - 
2 - + + + - + - 
3 - - + + + - + 
4 + - - + + + - 
5 - + - - + + + 
6 + - + - - + + 
7 + + - + - - + 
8 - - - - - - - 

 
ทีม่า: ดดัแปลงจาก Plackett and Burman (1946)  
 
การวเิคราะห์พืน้ผวิตอบสนอง (Response Surface Methodology, RSM)  
 

Response Surface Methodology (RSM) เป็นการรวบรวมขอ้มูลทางสถิติและเทคนิคทาง
คณิตศาตร์ท่ีมีประโยชน์ต่อการสร้างแบบจ าลองและการวเิคราะห์ปัญหา เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพและ
หาสภาวะท่ีเหมาะสมของกระบวนการ สามารถน าไปประยกุตใ์ชก้บัอุตสาหกรรมต่าง ๆ ได ้เพื่อหา
คุณลกัษณะของคุณภาพของผลิตภณัฑ์ท่ีเรียกวา่ ตวัแปรตอบสนองหรือผลลพัธ์ โดยในการศึกษา
หาความสัมพนัธ์ของผลลพัธ์กบัปัจจยัการทดลอง จะตอ้งมีการวางแผน และออกแบบการทดลอง
ใหเ้หมาะสมกบัลกัษณะของขอ้มูลดว้ย (Box et al., 1978) 
 

การออกแบบการทดลองเพื่อการปรับปรุงคุณภาพ (design of experiment: DOE) แต่ละ
กระบวนการผลิตนั้นจะมีจ านวนปัจจยัต่าง ๆ หลายปัจจยัท่ีส่งผลต่อประสิทธิภาพ ตน้ทุนและ
คุณภาพของกระบวนการผลิต แต่ปัญหาก็คือจะสามารถหาจุดท่ีเหมาะสมของปัจจยัเหล่านั้นได้
อยา่งไร ดงันั้นการออกแบบการทดลองเป็นวิธีท่ีจะช่วยให้เราสามารถท าการทดลองและเก็บขอ้มูล
อยา่งเป็นระบบ แลว้น าขอ้มูลเหล่านั้นไปวิเคราะห์ดว้ยวิธีทางสถิติ ซ่ึงจะท าให้ไดผ้ลลพัธ์ท่ีเช่ือถือ
วา่ควรจะตอ้งปรับตั้งปัจจยัต่าง ๆ อยา่งไร เพื่อใหไ้ดก้ระบวนการท างานมีประสิทธิภาพ ตน้ทุนการ
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ผลิตต ่า และไดสิ้นคา้คุณภาพดี นอกจากน้ีการออกแบบการทดลองจะใชเ้วลาและค่าใชจ่้ายในการ
ทดลองท่ีต ่ามากเม่ือเทียบกบัการลองผดิลองถูก 
 

การออกแบบการทดลองท่ีน ามาใชใ้นการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมดว้ยการวิเคราะห์พื้นผิว
ตอบสนองท่ีอาศยัค่ากลางของขอ้มูลจากระดบัปัจจยัท่ีส่งผลต่อตวัแปรตอบสนองสูงสุด โดยนิยม
ออกแบบการทดลอง 2 วิธี คือ การทดลองแบบ Box-Behnken Design (BBD) และ Central 
Composite Design (CCD) โดยใชก้ารกระจายระดบัของข้อมูลออกจากศูนยก์ลาง เพื่อศึกษาระดบั
ของปัจจยัส่งผลต่อตวัแปรตอบสนองสูงสุด ลกัษณะการวางต าแหน่งและการกระจายระดบัของ
ปัจจยั  แสดงดงัภาพท่ี 9 เห็นไดว้า่การออกแบบการทดลองแบบ BBD นั้นจะเนน้ท่ีจุดรอบ ๆ ค่า
กลาง (center point) โดยไม่รวมค่าการกระจายในระดบัแกน (star point) และค่าท่ีมุม (factorial 
point) ท าให้ค่าคงท่ีได ้ไม่ครอบคลุมปลายสุดของระดบัปัจจยั ดงันั้นการออกแบบการทดลองจึง
ไดรั้บความนิยมมากกวา่ (Draper, 2006) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่9  โมเดลแสดงการกระจายของปัจจยั 

  a คือ แผนการทดลองแบบ Box-Behnken Design (BBD)  
  b คือ แผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD)   
 

ทีม่า:  Anonymous (2008) 
  

                   

a 

 

 b 
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การหาพื้นผิวตอบสนองนั้นมีจุดประสงคเ์พื่อหาความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรตอบสนอง 
(Y) กบักลุ่มของปัจจยัท่ีมีอิทธิพลต่อตวัแปรตอบสนองนั้น ๆ วิธีการดงักล่าวน้ีใชก้ารวิเคราะห์การ
ถดถอย (regression analysis) มาประยุกต์ในการหารูปแบบความสัมพนัธ์ท่ีเรียกว่ารูปแบบ             
โพลิโนเมียล (polynomial model) โดยทัว่ไปรูปแบบของพื้นผิวตอบสนองจะพิจารณารูปแบบโพลิ
โนเมียลล าดบัท่ี 1 (first order model) หรือล าดบัท่ี 2 (second order model) ส่วนการประมาณ
ค่าพารามิเตอร์หรือสัมประสิทธ์ิการถดถอยในรูปแบบดงักล่าวจะใชว้ธีิก าลงัสองนอ้ยท่ีสุด (นวรัตน์
, 2548; อนุวตัร, 2549) 

 
รูปแบบพอลิโนเมียลล าดบัท่ี 1 โดยทัว่ไปมีการน ามาเฉพาะบางแผนการทดลองซ่ึง Khuri 

and Cornell (1987) ไดก้ล่าวไว ้คือการออกแบบเชิงแฟคทอเรียล 2 ระดบั (2k factorial) 
 

รูปแบบพอลิโนเมียลล าดบัท่ี 2 มีแผนการทดลอง เช่น Central Composite Design, การ
ออกแบบเชิงแฟคทอเรียล 3 ระดบั (3k factorial) เป็นตน้ คือจะตอ้งมีระดบัการทดลองอยา่งนอ้ย 3 
ระดบั Khuri and Cornell (1987) ซ่ึงรูปแบบพอลิโนเมียลล าดบัท่ี 2 ส าหรับ k ตวัแปรมีรูปแบบดงั
สมการท่ี 1 

 
Y = β0+∑βixi+∑βiixi

2+∑βijxixj+                                     …………สมการท่ี 1 

 
โดยท่ี  Y คือ ตวัแปรตอบสนอง 

               β คือ สัมประสิทธ์ิของสมการการถดถอย 
           xi, xj คือ ตวัแปรอิสระ 
         คือ ความคลาดเคล่ือน 
 
แผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) 
 

Central Composite Design (CCD) เป็นหน่ึงในวิธีการหาพื้นผิวตอบสนองท่ีนิยมใชเ้พื่อหา
กระบวนการท่ีเหมาะสม โดยทัว่ไป CCD จะประกอบดว้ย 2k แฟกทอเรียลท่ีมี nf รัน ซ่ึง 2k รันใน
แนวแกนหรือแนวรูปดาว และ nc รันท่ีจุดศูนยก์ลาง แสดง CCD ส าหรับ k = 2 และ k = 3 ปัจจยั 
แสดงดงัภาพท่ี 10 
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a         b 

 
ภาพที ่10  Central Composite Design (CCD)  
    a ส าหรับ k = 2 ปัจจยั 
    b ส าหรับ k = 3 ปัจจยั 
 
ทีม่า: อิศรพงษ ์(2544) 
 

CCD เป็นแผนการทดลองท่ีดดัแปลงมาจากการจดัส่ิงทดลองแบบแฟคทอเรียล ซ่ึงเป็นการ
เพิ่มส่ิงทดลองระหวา่งระดบัปัจจยั แต่เป็นการลดส่ิงทดลอง ขณะท่ี CCD 3 ปัจจยั จะมีการทดลอง
ทั้งหมด 23 + (2 x 3 + 1) โดยท่ีเทอม (2n+1) เป็นจุดพิเศษท่ีเพิ่มข้ึนมา และเพิ่มการทดลองท่ีจุดตรง
กลางเป็น 3 จะไดเ้ท่ากบั 17 ส่ิงทดลอง (ไพโรจน์, 2544) ดงัแสดงในตารางท่ี 9 
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ตารางที่ 9  ค่าของ code level ใน Central Composite Design (CCD) ส าหรับ 3 ปัจจยั 
 

Treatment Code level 

 

X1 X2 X3 
1 -1 -1 -1 
2 -1 -1 +1 
3 -1 +1 -1 
4 -1 +1 +1 
5 +1 -1 -1 
6 +1 -1 +1 
7 +1 +1 -1 
8 +1 +1 +1 
9 -1.68 0 0 

10 0 -1.68 0 
11 0 0 -1.68 
12 +1.68 0 0 
13 0 +1.68 0 
14 0 0 +1.68 
15 0 0 0 
16 0 0 0 
17 0 0 0 

 
ทีม่า: อนุวตัร (2549) 
 
การวเิคราะห์การถดถอย  
 
 การวิเคราะห์การถดถอยเป็นการศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรตั้งแต่ 2 ตวัข้ึนไป ใน
การวิเคราะห์การถดถอยจะเรียกตวัแปรท่ีสนใจวา่ตวัแปรตาม (dependent variable) ส่วนตวัแปรท่ี
แทนปัจจยัต่าง ๆ เรียกตวัแปรอิสระ (independent variable) 
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โดยเร่ิมพิจารณาว่าตวัแปรตาม และตวัแปรอิสระมีความสัมพนัธ์กนัในลกัษณะใด สร้าง
รูปแบบการถดถอยเพื่อแทนลกัษณะความสัมพนัธ์ระหว่างตวัแปร และสร้างสมการการถดถอย 
(regression equation) จากรูปแบบท่ีก าหนดนั้นโดยวิธีก าลงัสองนอ้ยท่ีสุด (least squares method) 
นอกจากน้ีสมการการถดถอยท่ีสร้างข้ึนจะเป็นสมการท่ีเหมาะสมหรือไม่นั้น จะพิจารณาไดจ้าก
ค่าสถิติ และการทดสอบสมมติฐานค่าสถิติท่ีใช ้เช่น ค่าสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ (coefficient of 
determination; R2) ค่าสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจปรับแลว้ (adjusted coefficient of determination; 
R2

adj) ส่วนการทดสอบสมมติฐานเป็นการพิจารณาวา่มีตวัแปรอิสระอยา่งนอ้ย 1 ตวั มีอิทธิพลหรือ
มีส่วนในการอธิบายความผนัแปรของตวัแปรตามหรือไม่ (นวรัตน์, 2548) 
 

ในการวิเคราะห์การถดถอยเพียง 1 ตวัแปร เราเรียกการวิเคราะห์การถดถอยน้ีว่า การ
วเิคราะห์การถดถอยอยา่งง่าย (simple regression analysis) ส่วนกรณีท่ีมีตวัแปรอิสระมากกวา่ 1 ตวั
แปรจะเรียกการวิเคราะห์การถดถอยน้ีวา่ การวิเคราะห์การถดถอยเชิงพหุคูณ (multiple regression 
analysis) 
 

ขอ้ก าหนดในการวเิคราะห์การถดถอย 
 

ก. ขอ้มูลตวัแปรตามมีการแจกแจงแบบปกติ 
ข. ค่าเฉล่ียของค่าคลาดเคล่ือนมีค่าเท่ากบัศูนย ์
ค. ความแปรปรวนของค่าคลาดเคล่ือนมีค่าคงท่ี 
ง. ค่าคลาดเคล่ือนแต่ละตวัเป็นอิสระต่อกนั 
 
1. การวเิคราะห์การถดถอยเชิงเส้นอยา่งง่าย 
 
    เป็นการศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรอิสระ 1 ตวั และตวัแปรตาม รูปแบบสมการ

การถดถอยเชิงเส้นอยา่งง่าย แสดงดงัสมการท่ี 2 (วรัิชช, 2546) 
 

Y = β0+∑β1x1+                                                           ……………..สมการท่ี 2 
 
 
 
 



                42 

 

  2.  การวเิคราะห์การถดถอยเชิงพหุคูณ 
 
                 เป็นการหาความสัมพนัธ์ระหว่างขอ้มูลท่ีมีตวัแปรอิสระตั้งแต่ 2 ตวัข้ึนไป ซ่ึงเขียน
สมการการถดถอยเชิงพหุคูณเม่ือมีตวัแปรอิสระ k ตวั แสดงดงัสมการท่ี 3 (วรัิชช, 2546) 

 
Y = β0+ ∑βixi+                                                              …...……….สมการท่ี 3 

 

  
3.  การวเิคราะห์ความแปรปรวนส าหรับการถดถอยเชิงพหุคูณ 

 
     เป็นการทดสอบวา่สัมประสิทธ์ิการถดถอย (β1,  β2 ,…βk) มีค่าเท่ากบั 0 หรือไม่ ซ่ึงถา้

พบวา่มีอยา่งนอ้ย 1 ค่า ท่ีไม่เท่ากบั 0 แสดงวา่มีความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรตอบสนอง (Y) และ
ตวัแปรอิสระ (X1, X2, …Xk) 
   

สมมติฐานท่ีใชท้ดสอบ คือ 
 

H0 : β1 = β2 = β3 = 0 
(ตวัแปรหรือปัจจยัท่ีศึกษาไม่มีอิทธิพลต่อการผลิตไฮโดรคาร์บอน) 
 
H1 : βi อยา่งนอ้ย 1 ค่าท่ีไม่เท่ากบั 0 
(มีตวัแปรหรือปัจจยัอยา่งนอ้ย 1 ตวั ท่ีมีอิทธิพลต่อการผลิตไฮโดรคาร์บอน) 

 
ถา้ยอมรับ H0 หมายความวา่ไม่มีความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรอิสระและตวัแปรตาม 

 
ถา้ปฏิเสธ H0 หมายความวา่มีตวัแปรอิสระ Xj อยา่งนอ้ย 1 ตวัท่ีมีความสัมพนัธ์กบัตวัแปร

ตาม แสดงวา่สมการการถดถอยท่ีสร้างสามารถอธิบายการผนัแปรของตวัแปรอิสระได ้
 
 
 
 
 
 

k 

i=1 
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การตรวจสอบความเหมาะสมของสมการการถดถอย 
 

1. normal probability plot ของค่าคลาดเคล่ือน 
 

    เป็นวธีิการสร้างกราฟท่ีพล็อตค่าของขอ้มูลจริงท่ีเกิดข้ึนกบัค่าท่ีคาดไว ้(expected value) 
ถา้ขอ้มูลตวัอยา่งสุ่มมาจากประชากรท่ีมีการแจกแจงแบบปกติแลว้ค่าท่ีคาดไวจ้ะเป็นเส้นตรง และ
ค่าจริงจะอยู่รอบ ๆ เส้นตรงนั้นโดยค่าท่ีอยู่เหนือเส้นตรงแสดงว่าค่าจริงมากกวา่ค่าท่ีคาดไว ้ส่วน
ค่าท่ีอยูใ่ตเ้ส้นตรง คือค่าจริงนอ้ยกวา่ค่าท่ีคาดไวจึ้งใชใ้นการตรวจสอบความคลาดเคล่ือนมีการแจก
แจงแบบปกติหรือไม่ 

 
2. การทดสอบความคงท่ีของความแปรปรวนของความคลาดเคล่ือน 

 
    เป็นการตรวจสอบความเป็นอิสระหรือความคงท่ีของความคลาดเคล่ือนโดยใชก้ราฟการ

กระจาย (scatterplot) ระหวา่งค่า regression standardized residual บนแกน Y กบัค่า regression 
predicted value บนแกน X พบวา่จุดมีการกระจายอยา่งไม่มีรูปแบบและกระจายรอบเส้นก่ึงกลาง
ศูนย ์แสดงวา่ความแปรปรวนของความคลาดเคล่ือนค่อนขา้งคงท่ี 

 
3. การทดสอบค่าความคลาดเคล่ือนเป็นตวัแปรสุ่มและมีความเป็นอิสระต่อกนั 
 
    เป็นการตรวจสอบความเหมาะสมของค่าความคลาดเคล่ือนเป็นตวัแปรสุ่มและมีความ

เป็นอิสระต่อกนัโดยใชก้ราฟระหวา่งค่า regression standardized residual บนแกน Y กบัค่า  run 
number บนแกน X พบวา่กราฟมีการกระจายตวัแบบสุ่มรอบเส้นก่ึงกลางศูนย ์และไม่มีลกัษณะ
ของแนวโน้มหรือมีรูปแบบอย่างชดัเจน แสดงว่าค่าความคลาดเคล่ือนเป็นตวัแปรสุ่มและมีความ
เป็นอิสระต่อกนั 

 
4.  ค่าสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ (coefficient of determination; R2) 

 
                 เป็นสัดส่วนหรือเปอร์เซ็นตท่ี์ตวัแปรท านายสามารถอธิบายการเปล่ียนแปลงของตวัแปร
ตามเขียนเป็นสูตรไดด้งัน้ี  
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     R2 =  ความผนัแปรของ Y เน่ืองจากอิทธิพลของ X1, X2,…Xk 
                                                   ความผนัแปรทั้งหมด 
 

Hu (1999) รายงานวา่สมการท่ีมกัน าไปใชค้วรมีค่า R2 
 อยา่งนอ้ย 0.75 หากสูงกวา่ 0.90 ถือ

วา่ดีมาก (ค่า R2  มีค่าตั้งแต่ 0 ถึง 1 โดยท่ี 0 แสดงวา่ไม่มีความสัมพนัธ์ใด ๆ ระหวา่งตวัแปรอิสระ
กบัตวัแปรตาม แต่ท่ี 1 แสดงวา่มีความสัมพนัธ์กนัอยา่งสมบูรณ์) เน่ืองจากขอ้เสียของสัมประสิทธ์ิ
การตดัสินใจ คือเม่ือตวัแปรอิสระเพิ่มข้ึนจะท าให้ค่า R2  เพิ่มข้ึนตามไปดว้ย อีกทั้งในกรณีท่ีจ านวน
ขอ้มูลในตวัอยา่งมีนอ้ย การพิจารณาค่า R2 อาจคลาดเคล่ือนเพราะค่า R2 มีค่าสูงเกินความเป็นจริง 
การแกไ้ขท าไดโ้ดยใชค้่า adjust R2 แทน ซ่ึงถา้ adjust R2 มีค่ามากกวา่ 64 เปอร์เซ็นต ์(>0.64) แสดง
วา่รูปแบบสมการเหมาะสม 
 

5. การตรวจสอบสภาวะท่ีเหมาะสมโดยการหาค่าเบ่ียงเบนของขอ้มูล  
 

    การตรวจสอบสภาวะท่ีเหมาะสมซ่ึงเป็นการเปรียบเทียบของขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลอง
กบัขอ้มูลท่ีไดจ้ากการท านาย โดยการหาค่าเบ่ียงเบนระหวา่งขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลองและขอ้มูลท่ี
ไดจ้ากการท านาย เขียนเป็นสูตรไดด้งัน้ี 

 
      ค่าเบ่ียงเบน Error (%)  =  ค่าท่ีไดจ้ากการทดลอง – ค่าท่ีไดจ้ากการท านาย  x 100 

                   ค่าท่ีไดจ้ากการท านาย 
 
การเลอืกสมการการถดถอยที่ดีทีสุ่ด 

 
ในการวิจยัเชิงปริมาณตวัแปรอิสระท่ีน ามาศึกษาจะมีหลายตวัแปร สมการการถดถอยท่ี

เหมาะสมควรเป็นสมการท่ีมีตวัแปรอิสระน้อยท่ีสุด และอธิบายความผนัแปรของตวัแปรตามไดดี้
ท่ีสุด ดงันั้นเม่ือมีตวัแปรอิสระหลายตวัจึงควรเลือกตวัแปรอิสระท่ีส าคญั การเลือกตวัแปรอิสระท่ี
ส าคญัจะท าไดด้ว้ยวธีิการเลือกสมการการถดถอยแบบต่าง ๆ ซ่ึงวิธีการเลือกสมการการถดถอยท่ีดี
ท่ีสุดท่ีใช้กนัมากได้แก่ วิธีพิจารณาทุกสมการ (all possible regression) วิธีลดตวัแปรอิสระ 
(backward elimination procedure) วิธีเพิ่มตวัแปรอิสระ (forward selection procedure) และวิธีเพิ่ม
ตวัแปรอิสระแบบขั้นตอน (stepwise procedure) (นวรัตน์, 2548) 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 
1. ตัวอย่างทีใ่ช้ในการทดลอง  
 

สาหร่าย B. braunii ท่ีแยกไดจ้ากแหล่งน ้ าจืด เช่น เข่ือน อ่างเก็บน ้ า สวนสาธารณะ บ่อน ้ า 
เป็นต้น โดยเก็บตัวอย่างน ้ าทั่วทุกภาคของประเทศไทย ได้แก่ ภาคเหนือ ภาคกลาง ภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ ภาคตะวนัตก ภาคตะวนัออก และ ภาคใต ้
 
2. อาหารเลีย้งเช้ือ (ภาคผนวก ข) 

 
2.1 Krate and Myers (Gelpi et al., 1970) 
2.2 Modified Chu 13 (Largeau et al., 1980) 
2.3 Modified Chu (Tenaud et al., 1989) 
2.4 Modified Chu (Watanabe et al., 2013) 
2.5 AF-6 (Kato, 1982) 
2.6 BG 11 (Vonshak, 1986) 
2.7 BBM (Kanz  and Bold, 1969)  
2.8 NS III (Payer, 1971) 

 
3. สารเคมี 
 
 3.1 Methanol 

3.2 Petroleum ether 
           3.3 6% sulfuric acid 
 3.4 Hexane 
 3.5 กรดไขมนัมาตรฐาน 

3.6 สารประกอบไฮโดรคาร์บอนมาตรฐาน 
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4. เคร่ืองมือและอุปกรณ์  
 

4.1 กลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง (Olympus, Japan) 
4.2 เคร่ืองแกว้ เช่น Petri dish, หลอดทดลองขนาด 25 x 200 มิลลิเมตร, Teflon coated 

screw cap test tube ขนาด 16 x 100 มิลลิเมตร, ปิเปตตแ์กว้, หลอดทดลองรูปตวัแอล (Pyrex, USA) 
4.3 ลูปเข่ียเช้ือและตะเกียงบุนเสน 
4.4 อ่างแกว้ 
4.5 กลอ้งจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนต ์(Olympus, Japan) 
4.6 ถงับรรจุแก๊สคาร์บอนไดออกไซค ์
4.7 เคร่ืองป๊ัมอากาศ 
4.8 เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (Temperature gradient incubator Model TN-3, Toyo, Kagaku  

Sangyo Co., LTD., Tokyo, Japan)  
4.9 เคร่ืองชัง่ 3 ต าแหน่ง (Satorius AG Göttingen Model LC621S, Germany) 
4.10 เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง (Satorious, USA)  
4.11 เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Labofuge 200, Hereaus, Germany) 
4.12 เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสงช่วงคล่ืนยวู ี(UV-visible Spectrophotometer,  

UV - PharmaSpec 1700, Shimadzu, Japan) 
4.13 เคร่ืองวดัค่าความเป็นกรด - ด่าง (pH meter ORION, Model SA520, USA) 
4.14 ชุดกรอง (membrane filter) และเยือ่กรอง (nitrocellulose membrane filter, Whatman)  
4.15 ตูดู้ดความช้ืน (Desiccator) 
4.16 ตูบ้่มเช้ือ (Low temperature incubator, Precission 815, USA) 
4.17 ตูอ้บไอร้อน (Hot air oven, Memmert, Germany) 
4.18 ตูป้ลอดเช้ือ (Laminar air flow) 
4.19 หมอ้น่ึงความดนัไอ (Autoclave, TOMY SS-325, TOMY SEIKO CO., LTD, Japan) 
4.20 เคร่ืองแก๊สโครมาโทรกราฟีแบบแคปปิลลารี (Capillary, (GC-14B, Shimadzu, Japan)  
4.21 Magnetic bar และ magnetic stirrer (Framo®  Gerätetechnik D-7821, France) 
4.22 Vortex mixer (Vortexgenie 2™ Model 6-560E, Genie Scientific Industries, INC., 

USA) 
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วธีิการ 
 

1. การแยกและคัดเลอืกสาหร่าย B. braunii ทีผ่ลติไฮโดรคาร์บอน 
 

1.1 การเก็บตวัอยา่ง 
  

      เก็บตวัอย่างน ้ าจากแหล่งน ้ าจืด เช่น เข่ือน อ่างเก็บน ้ า สวนสาธารณะ บ่อน ้ า เป็นตน้ 
โดยเก็บตวัอย่างทั่วทุกภาคของประเทศไทย ได้แก่ ภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ภาค
ตะวนัออก ภาคตะวนัตก ภาคกลาง และภาคใต ้ใชถุ้งแพลงกต์อนท่ีมีขนาดตา 20 ไมโครเมตร 
 

1.2 การแยกสาหร่าย B. braunii จากตวัอยา่งน ้า 
 

      น าตวัอยา่งน ้ ามาแยกสาหร่าย B. braunii ดว้ยวิธี micropipette washing method โดยใช้
คาปิลลารีปิเปต (capillary pipette) ดึงโคโลนีของ B. braunii ให้ไดโ้คโลนีเด่ียว ๆ ภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ ล้างโคโลนีดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือหรือน ้ ากลัน่ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแลว้หลาย ๆ คร้ัง (Stein, 
1973) จากนั้นถ่ายลงในหลอดทดลองท่ีบรรจุอาหาร AF-6 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
ใหช่้วงแสงสวา่งต่อมืด เท่ากบั 16: 8 ชัว่โมง 
 

1.3 การคดัเลือกขั้นปฐมภูมิ (Primary screening) 
 

      น าสาหร่ายท่ีแยกไดจ้ากขอ้ 1.2 มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว AF-6 medium  ปริมาตร       
15 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองขนาด 25 x 200 มิลลิเมตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส บนเคร่ือง
เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 140 รอบต่อนาที ให้ช่วงแสงสวา่งต่อมืดเท่ากบั 16: 8 ชัว่โมง เป็นเวลา 30 วนั 
แลว้เก็บตวัอยา่ง 10 มิลลิลิตร ท าการวดัค่าความขุ่นของเซลล์ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร และ
น ามาวเิคราะห์ปริมาณไฮโดรคาร์บอน 
 

1.4 การคดัเลือกขั้นทุติยภูมิ (Secondary screening) 
  

      น าสาหร่ายไอโซเลตท่ีได้จากการคดัเลือกในขั้นปฐมภูมิมาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว 
AF-6 medium  ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองขนาด 25 x 200 มิลลิเมตร บ่มท่ีอุณหภูมิ               
25 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 140 รอบต่อนาที ให้ช่วงแสงสว่างต่อมืดเท่ากบั  
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16: 8 ชัว่โมง เป็นเวลา  30 วนั เก็บตวัอยา่ง 10 มิลลิลิตร ท าการวดัค่าความขุ่นของเซลล์ท่ีความยาว
คล่ืน 600 นาโนเมตร และน ามาวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรคาร์บอน แล้วคัดเลือกไอโซเลตท่ีมี
ความสามารถในการเจริญและผลิตไฮโดรคาร์บอนสูงสุดเพื่อใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป 

 
1.5 ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา และไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย B. braunii สายพนัธ์ุท่ี

คดัเลือกได ้ 
 
          ศึกษาสัณฐานวิทยาของสาหร่าย B. braunii ท่ีคดัเลือกได ้เพื่อศึกษาเบ้ืองตน้วา่เซลล์
สาหร่ายมีการสะสมไฮโดรคาร์บอน โดยการยอ้มเซลล์ด้วยสี Nile red (9-diethylamino-5H-
benzo[a]phenoxazine-5-one) ส่องภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต ์(Olympus, Japan) เพื่อ
ตรวจดูไฮโดรคาร์บอนของสาหร่ายดงักล่าว  

 
    ท าการเตรียมสารละลาย Nile red ความเขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยน าไป

ละลายในเอทานอล เก็บในตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสไม่ให้โดนแสง ส่วนการยอ้มสีท าไดด้งัน้ี 
หยด cell suspension ของสาหร่ายลงบนแผน่สไลด์ 1 หยด จากนั้นหยดสี  Nile red ท่ีเตรียมไวล้ง
ไปอีก 1 หยด ปิดทบัดว้ยกระจกปิดสไลด์น าไปส่องภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์เพื่อ
ตรวจดูการเรืองแสงของไฮโดรคาร์บอนซ่ึงสะสมอยูภ่ายในเซลล ์
 
2. การศึกษาสูตรอาหารทีเ่หมาะสมต่อการเจริญและการผลติไฮโดรคาร์บอน  
 

น าสาหร่าย B. braunii ท่ีไดจ้ากการคดัเลือกในขั้นทุติยภูมิมาท าการศึกษาหาสูตรอาหารท่ี
เหมาะสมต่อการเจริญ และการผลิตไฮโดรคาร์บอน โดยท าการเพาะเล้ียงแบบออโตโทรฟิกใน
อาหารเล้ียงสาหร่ายสูตรต่าง ๆ ทั้งหมด 8 สูตร ไดแ้ก่ Krate and Myers (Gelpi et al., 1970),   
Modified Chu 13 (Largeau et al., 1980), Modified Chu (Tenaud et al., 1989), Modified Chu 
(Watanabe et al., 2013), AF-6 (Kato, 1982), BG 11 (Vonshak, 1986), BBM (Kanz  and Bold, 
1969) และ NS III (Payer, 1971) ในหลอดทดลองขนาด 200 มิลลิลิตร ปริมาตรของอาหาร 150 
มิลลิลิตร เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ให้ช่วงแสงสวา่งต่อมืดเท่ากบั 16: 8 ชัว่โมง เป็น
เวลา 30 วนั แลว้เก็บตวัอยา่งมาท าการวเิคราะห์การเจริญ และปริมาณของไฮโดรคาร์บอน  
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3. การคัดเลือกปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญและการผลิตไฮโดรคาร์บอนโดยวางแผนการทดลองแบบ 
Plackett and Burman design  
 

การคดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการเจริญและการผลิตไฮโดรคาร์บอน โดยวางแผนการทดลอง
แบบ Plackett and Burman design (N=8) (Plackett and Burman, 1946) เพื่อท าการกลัน่กรองปัจจยั
ทั้งหมด 7 ปัจจยัไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ของโซเดียมไนเตรท (NaNO3) ความเขม้ขน้ของโพแทสเซียม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ความเขม้ขน้ของไอรอนซิเตรต (Fe-citrate) พีเอช (pH) ความ
เขม้ขน้ของโซเดียม  ไบคาร์บอเนต (NaHCO3) ความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) และ
ความเขม้ของแสง (Light intensity) ในแต่ละปัจจยัจะศึกษา 2 ระดบั คือ ระดบัต ่า และระดบัสูง ดงั
แสดงในตารางท่ี 9 ซ่ึงในการศึกษาน้ีมีการทดลองทั้งหมด 8  การทดลอง จ านวน 3 ซ ้ า ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 10 โดยเล้ียงในหลอดทดลองขนาด 200 มิลลิลิตร ปริมาตร 150 มิลลิลิตร เพาะเล้ียงท่ี
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ใหช่้วงแสงสวา่งต่อมืดเท่ากบั 16: 8 ชัว่โมง เป็นเวลา 32 วนั โดยท าการ
เก็บตวัอยา่งทุก ๆ 4 วนั มาวิเคราะห์การเจริญ วิเคราะห์คลอโรฟิลล์ และปริมาณไฮโดรคาร์บอน 
จากนั้นวิเคราะห์ความแปรปรวนโดยใชโ้ปรแกรมส าเร็จรูป SPSS แลว้คดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการ
เจริญและการผลิตไฮโดรคาร์บอน เพื่อน าไปศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ และการผลิต
ไฮโดรคาร์บอนต่อไป 
 
ตารางที ่10  ระดบัปัจจยัท่ีใชใ้นการศึกษาการเจริญและการผลิตไฮโดรคาร์บอนของ B. braunii  

      โดยวางแผนการทดลองแบบ Placket and Burman design 
 

Factor Unit Code 
Low 

level (-) 
High 

level (+) 
ความเขม้ขน้ของโซเดียมไนเทรต  มิลลิกรัมต่อลิตร X1 120 160 
ความเขม้ขน้ของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน     
ฟอสเฟต มิลลิกรัมต่อลิตร X2 5 15 
ความเขม้ขน้ของไอรอนซิเทรต มิลลิกรัมต่อลิตร X3 1 3 
พีเอช 

 
X4 6 8 

ความเขม้ขน้ของโซเดียมไบคาร์บอเนต  เปอร์เซ็นต ์ X5 0 0.5 
ความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ เปอร์เซ็นต ์ X6 0 3 
ความเขม้ของแสง ลกัซ ์ X7 2,000 4,000 
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ตารางที ่11  การจดัการทดลอง Placket and Burman design ท่ีมีปัจจยัตอ้งกลัน่กรอง จ านวน  
      7 ปัจจยัท่ีใชใ้นการศึกษาการเจริญและการผลิตไฮโดรคาร์บอนของ B. braunii 

 

Treatment X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 
1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 
2 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 
3 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 
4 +1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 
5 -1 +1 -1 -1 +1 +1 +1 
6 +1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 
7 +1 +1 -1 +1 -1 -1 +1 
8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 

 
4. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตไฮโดรคาร์บอนโดยวางแผนการทดลอง
แบบ Central Composite Design 
 
 จากการกลัน่กรองปัจจยัหลกัท่ีมีผลต่อการเจริญและการผลิตไฮโดรคาร์บอน โดยใช้การ
จดัการทดลอง Placket and Burman Design ตามการทดลองในขอ้ 3 ท าการศึกษาต่อโดยวาง
แผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) โดยในแต่ละปัจจยัจะศึกษา 5 ระดบั ดงั
ตารางท่ี 11 ในหลอดทดลองขนาด 200 มิลลิลิตร ปริมาตรอาหาร 150 มิลลิลิตร จ านวน 3 ซ ้ า 
เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ใหช่้วงแสงสวา่งต่อมืดเท่ากบั 16: 8 ชัว่โมง เป็นเวลา 32 วนั 
ท าการเก็บตวัอยา่งทุก ๆ  4 วนั มาท าการวเิคราะห์การเจริญ คลอโรฟิลล ์และปริมาณไฮโดรคาร์บอน 
จากนั้นวิเคราะห์ผลทางสถิติโดยวิธีพื้นผิวตอบสนอง (Response Surface Methodology) สร้าง
สมการล าดบัท่ี 2 เพื่อใชอ้ธิบายความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าคุณภาพกบัปัจจยัท่ีศึกษา เลือกแบบจ าลอง
ท่ีมีระดบัความเช่ือมัน่มากกวา่ 95 เปอร์เซ็นต์ มาสร้างกราฟ Contour plot เพื่อหาจุดท่ีเหมาะสม 
เป็นสภาวะท่ีมีการเจริญ และการผลิตไฮโดรคาร์บอนสูงท่ีสุด 
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4.1 วธีิการหาพื้นผวิตอบสนอง 
 

       แผนการทดลองส าหรับการหาพื้นท่ีตอบสนองมีจุดประสงค์เพื่อหาความสัมพนัธ์
ระหว่างการเจริญและการผลิตไฮโดรคาร์บอนกับกลุ่มของปัจจยัท่ีศึกษา ด้วยวิธีออกแบบการ
ทดลองแบบ Central Composite Design ท่ีมี 3 ปัจจยั ประกอบดว้ยส่วนส าคญั 3 ส่วนคือ 
 

       4.1.1 จ านวนจุดของ factorial point มีจ  านวนเท่ากบั 23 โดยมีปัจจยัทั้งหมด 3 ปัจจยั ท า
การทดลอง 2 ระดบั ซ่ึงใชส้ัญลกัษณ์ -1 แทนระดบัต ่า และ +1 แทนระดบัสูง ดงันั้นการทดลอง
ส าหรับ factorial point สามารถเขียนสัญลกัษณ์ไดด้งัน้ี  

 
(X1, X2, X3) = (±1, ±1, ±1) 

 
        4.1.2 จ านวนจุดของ center point (no) จะตอ้งมีการท าซ ้ ามากกว่า 1 คร้ัง เพื่อ

ค านวณหา pure error ในการวิเคราะห์การทดสอบความเหมาะสมของรูปแบบการทดลองส าหรับ 
center point สามารถเขียนสัญลกัษณ์ไดด้งัน้ี  

 
(X1, X2, X3) = (0, 0, 0) 

 
        4.1.3 จ านวนจุดของ star point มีจ  านวนเท่ากบั 2 (3) โดยแต่ละจุดห่างจาก center 

point ดว้ยระยะเท่ากนัคือระยะ α โดย α =  √  
 

 เม่ือศึกษา 3 ปัจจยัจึงมีค่าเท่ากบั α = ±1.68 
การทดลองส าหรับ star point สามารถเขียนสัญลกัษณ์ไดด้งัน้ี  
 

(X1, X2, X3) = (±1.68, ±1,68, ±1.68) 
 

         สามารถออกแบบจ านวนชุดการทดลองไดจ้าก 2k + 2k + n0 เม่ือ k คือ จ านวนตวัแปร
ท่ีตอ้งการศึกษา และ n0 คือ จ านวนซ ้ าของการทดลองท่ีจุดศูนยก์ลาง (center point) ดงันั้นเม่ือศึกษา 
3 ปัจจยั จึงเท่ากบั 23 + 2(3) + 3 สามารถออกแบบการทดลองไดท้ั้งหมด 17 การทดลอง ซ่ึงแต่ละ
การทดลองท าซ ้ า 3 คร้ัง ดงัแสดงในตารางท่ี 13 
 

น าสาหร่าย B. braunii มาศึกษาปัจจยัร่วมท่ีมีผลต่อการเจริญและการผลิตไฮโดรคาร์บอน 
ปัจจยัท่ีศึกษาไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ของไอรอนซิเทรต พีเอช และความเขม้ของคาร์บอนไดออกไซด์ 
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ในการศึกษาน้ีไดใ้ชรู้ปแบบการทดลองแบบ Central Composite Design โดยแบ่งปัจจยัออกเป็น              
5 ระดบั (-α, -1, 0, +1, +α) ซ่ึงสามารถก าหนดค่าของปัจจยัต่าง ๆ ไดด้งัน้ี คือ ความเขม้ขน้ของ              
ไอรอนซิเตรต 0.32, 1, 2, 3, และ 3.68 มิลลิกรัม พีเอช 5.32, 6, 7, 8, และ 8.68 ความเขม้ของ
คาร์บอนไดออกไซด ์0, 0.8, 2, 3.2 และ 4.016 เปอร์เซ็นต ์ดงัแสดงในตารางท่ี 12 

 
การก าหนดค่าของระดบัแต่ละปัจจยัสามารถก าหนดไดจ้ากสูตร  

 

   
      
  

 

 
เม่ือ Xi  คือ code ของระดบัปัจจยั  

             Ai  คือ ค่าระดบัท่ีแทจ้ริงของปัจจยั (true level)  
            Ao  คือ ค่าเฉล่ียของระดบัปัจจยั (average)  

 A  คือ ค่าช่วงกลางของระดบัปัจจยั (middle) คิดจาก (ค่าสูงสุด - ค่า
ต ่าสุด) / 2 

 
ตารางที่ 12  การก าหนดช่วงของปัจจยัท่ีศึกษาโดยวธีิ Central Composite Design 
 

Factor Unit Code 
Level 

-1.68 -1 0 +1 +1.68 
ความเขม้ขน้ของไอรอนซิเทรต มิลลิกรัมต่อลิตร X1 0.32 1 2 3 3.68 
พีเอช 

 

X2 5.32 6 7 8 8.68 
ความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด ์ เปอร์เซ็นต ์ X3 0 0.8 2 3.2 4.0 
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ตารางที ่13  แบบการทดลองในการศึกษาการผลิตไฮไดรคาร์บอนของสาหร่าย B. braunii โดยใช ้ 
      Central Composite Design 

 

Treatment X1 X2 X3 Fe-citrate pH CO2  

1 -1 -1 -1 1 6 0.8 

factorial 
point 

2 -1 -1 +1 1 6 3.2 
3 -1 +1 -1 1 8 0.8 
4 -1 +1 +1 1 8 3.2 
5 +1 -1 -1 3 6 0.8 
6 +1 -1 +1 3 6 3.2 
7 +1 +1 -1 3 8 0.8 
8 +1 +1 +1 3 8 3.2 
9 -1.68 0 0 0.32 7 2 

star 
point 

10 0 -1.68 0 2 5.32 2 
11 0 0 -1.68 2 7 0 
12 +1.68 0 0 3.68 7 2 
13 0 +1.68 0 2 8.68 2 
14 0 0 +1.68 2 7 4.0 
15 0 0 0 2 7 2 

center 
point 

16 0 0 0 2 7 2 
17 0 0 0 2 7 2 

 
เพาะเล้ียงสาหร่าย B. braunii ในอาหาร โดยท าการเพาะเล้ียงตามแบบการทดลองท่ีได้

ออกแบบไวท้ั้ง 17 การทดลอง หลงัจากนั้นเก็บตวัอย่างทุก ๆ 4 วนั ของการทดลอง และน าไป
วเิคราะห์การเจริญ การผลิตไฮโดรคาร์บอน ตามวธีิการในขอ้ 5 

 
น าผลการทดลองท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ค่าทางสถิติโดยใช้การหาสมการการถดถอยเชิงพหุคูณ 

เพื่อหาความสัมพนัธ์ระหว่างการเจริญ และการผลิตไฮโดรคาร์บอน ของปัจจยัท่ีน ามาศึกษาทั้ง            
3 ปัจจยั โดยใชโ้ปรแกรม SPSS 11.5 for windows ตรวจสอบความเหมาะสมของแบบจ าลองโดย
ทดสอบการแจกแจงแบบปกติ ทดสอบความคงท่ีของความแปรปรวนของความคลาดเคล่ือน 
ทดสอบค่าความคลาดเคล่ือนเป็นตวัแปรสุ่มและมีความเป็นอิสระต่อกนั แลว้น าแบบจ าลองท่ีไดไ้ป
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ท านายค่าของปัจจยัท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ และการผลิตไฮโดรคาร์บอน โดยใช้การหาพื้นผิว
ตอบสนองดว้ยโปรแกรม Design - Expert 7.0 
 
5. การวเิคราะห์ข้อมูล  
                 

5.1 การวเิคราะห์การเจริญ 
 

      การวิเคราะห์การเจริญโดยการหาน ้ าหนักเซลล์แห้งและวดัค่าความขุ่นของเซลล ์
(optical density) ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (OD600) ด้วยเคร่ือง spectrophotometer (UV-
visible Spectrophotometer, UV-PharmaSpec 1700, Shimadzu, Japan) โดยใชน้ ้ ากลัน่ในการตั้งค่า 
blank และเจือจางตวัอยา่ง น าค่า OD600 ท่ีไดไ้ปค านวณหาค่าน ้ าหนกัเซลล์แห้ง หน่วยกรัมต่อลิตร 
โดยเทียบกบักราฟมาตรฐาน 
 

5.2 การวเิคราะห์คลอโรฟิลล์ 
 

      การวเิคราะห์คลอโรฟิลลท์  าไดโ้ดยการสกดัคลอโรฟิลล์จากสาหร่าย B. braunii โดยใช้
วิธีการซ่ึงดดัแปลงมาจากวิธีการของ Lichtenthaler (1987) เร่ิมจากการเตรียมตวัอย่างสาหร่าย
ปริมาตร  5 มิลลิลิตร บรรจุในหลอดชนิดฝาเกลียวเทฟลอนขนาด 16 x 100 มิลลิเมตร จากนั้นเติม 
เมทานอลปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงไปผสมให้เขา้กนัและน าไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที แลว้น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 3,300 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที น าส่วนใสท่ี
ไดม้าวิเคราะห์หาปริมาณคลอโรฟิลล์ดว้ยเคร่ือง spectrophotometer (UV-visible Spectrophotometer, 
UV-PharmaSpec 1700, Shimadzu, Japan) ท่ีความยาวคล่ืน 665 นาโนเมตร (OD665) 
 

5.3 การวเิคราะห์หาสารประกอบไฮโดรคาร์บอน 
 

      การวิเคราะห์หาสารประกอบไฮโดรคาร์บอนท าไดโ้ดยการสกดัไฮโดรคาร์บอนจาก
สาหร่าย B. braunii โดยใชว้ิธีการซ่ึงดดัแปลงมาจากวิธีการของ  Sawayama et al. (1992) และ 
Maxwell et al. (1968) เร่ิมจากน าเซลล์สาหร่าย B. braunii กรองผ่านกระดาษกรอง GLASS 
MICROFIBRE FILTERS (GF/F) น าไปอบแหง้ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส จนไดน้ ้าหนกัคงท่ี น า
กระดาษกรองท่ีมีเซลล์ใส่ในหลอดฝาเกลียวขนาด 25 x 150 มิลลิเมตร จากนั้นน ามาสกัด
ไฮโดรคาร์บอนดว้ยสารละลาย hexane ในเคร่ือง sonicator เป็นเวลา 30 นาที และทิ้งไวเ้ป็นเวลา
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ขา้มคืน จากนั้นน าส่วนใสท่ีได้ไปบรรจุในหลอดทดลองท่ีไดช้ั่งหาน ้ าหนกัไวแ้ลว้ น าไประเหย
ภายใต้ไอของไนโตรเจน เพื่อให้แห้งอย่างสมบูรณ์ ณ อุณหภูมิห้อง จากนั้ นจึงน าสารสกัด
ไฮโดรคาร์บอนท่ีไดน้ ามาวเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง GC 
 
การวเิคราะห์หาปริมาณไฮโดรคาร์บอนดว้ยเคร่ือง GC 
  

น าไฮโดรคาร์บอนท่ีสกดัไดม้าวิเคราะห์โดยใช้เคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟีแบบคาปิลลารี 
(capillary gas chromatography; GC-14B, Shimadzu, Japan) ท่ีมีการบนัทึกขอ้มูลดว้ยเคร่ืองบนัทึก
ผล integrator (C-R6A Chromatopac, Shimadzu) ประกอบกบับริเวณท่ีฉีดมี split injector และใช้
ระบบตรวจแบบ flame ionization detector (FID) คอลมัน์ท่ีใชเ้ป็นชนิดคาปิลลารีท่ีท าดว้ย fused 
silica megabore column ความยาว 30 เมตร เส้นผา่ศูนยก์ลางขนาด 0.540 มิลลิเมตร เคลือบภายใน
ดว้ยฟิล์มหนา 1 ไมโครเมตร ซ่ึงประกอบด้วยสาร cyanopropyl 25 เปอร์เซ็นต์ phenyl 25 
เปอร์เซ็นต ์methylsiloxane 50 เปอร์เซ็นต ์(Durabond 225, J&W Scientific, CA, USA) อุณหภูมิ
คอลมัน์ท่ีใชง้านเท่ากบั 210 องศาเซลเซียส อุณหภูมิของ injector และ detector เท่ากบั 250 องศา
เซลเซียส ปริมาตรตวัอยา่งท่ีฉีด 1 ไมโครลิตร มีอตัราการแบ่งตวัอยา่ง (split rates) เท่ากบั 100: 1 
ใชแ้ก๊สฮีเลียมเป็นแก๊สพา (carrier gas) และปรับอตัราการไหลของแก๊สเท่ากบั 40 มิลลิลิตรต่อนาที 
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ผลและวจิารณ์ 
 
1. การแยกและคัดเลอืกสาหร่าย B. braunii ทีผ่ลติไฮโดรคาร์บอน 
 

1.1 การเก็บตวัอยา่ง 
 

      จากการเก็บตวัอย่างน ้ าจากแหล่งน ้ าจืด เช่น เข่ือน อ่างเก็บน ้ า สวนสาธารณะ บ่อน ้ า 
เป็นตน้ โดยเก็บตวัอยา่งน ้ าทัว่ทุกภาคของประเทศไทยไดแ้ก่ ภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 
ภาคตะวนัออก ภาคตะวนัตก ภาคกลาง และภาคใต ้รวมทั้งส้ิน 90 ตวัอยา่ง แสดงขอ้มูลดงัตารางท่ี 
14 พบสาหร่าย B. braunii ใน 74 ตวัอยา่ง ซ่ึงตวัอยา่งน ้ าแต่ละจุดมีลกัษณะทางกายภาพท่ีแตกต่าง
กนัออกไป แสดงดงัตารางท่ี 15 ในจุดท่ีพบสาหร่าย B. braunii ท่ีอุณหภูมิอยูร่ะหวา่ง 26.2 - 34.7
องศาเซลเซียส พีเอช 5.90 - 9.35 ความเค็ม 0 - 3 เปอร์เซ็นต ์และ conductivity 0.033 - 4.090 ms/cm 
แสดงดงัตารางท่ี 16 
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ตารางที ่14  แสดงสถานท่ีเก็บตวัอยา่งน ้าในจงัหวดัต่าง ๆ ในประเทศไทย 
 

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี จงัหวดั การใชป้ระโยชน์ พิกดั 
ระดบัความสูง 

จากน ้าทะเล 

1 D01-1 ส านกัการท่องเท่ียวโรงเรียนจปร. จุดท่ี 1 นครนายก - N  14o16’56.5” SE 552.67 m 

     

E 101o10’18.9” 
 2 D01-2 ส านกัการท่องเท่ียวโรงเรียนจปร. จุดท่ี 2 นครนายก - N  14o16’56.5” SE 552.67 m 

     

E 101o10’18.9” 
 3 D02 ส านกัการท่องเท่ียวโรงเรียนจปร. นครนายก - N  14o16’41.5” SE 553.52 m 

     

E 101o10’52.6 
 4 D03 อ่างเกบ็น ้าคลองโบด  นครนายก การเกษตร N  14o17’11.4” SE 553.17 m 

     

E 101o11’30.1” 
 5 D04-1 บ่อบ าบดัน ้าเสียโรงเรียนจปร. จุดท่ี 1 นครนายก - N  14o17’02.4” SE 552.87 m 

     

E 101o10’46.9” 
 6 D04-2 บ่อบ าบดัน ้าเสียโรงเรียนจปร. จุดท่ี 2 นครนายก - N  14o17’02.4” SE 552.87 m 

     

E 101o10’46.9” 
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ตารางที ่14  (ต่อ)  
 

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี จงัหวดั การใชป้ระโยชน์ พิกดั 
ระดบัความสูง 

จากน ้าทะเล 

7 D05 เข่ือนขุนด่านปราการชล นครนายก การเกษตร N  14o18’54.3” SE 556.58 m 

     

E 101o19’24.7” 
 8 D06 อ่างเก็บน ้าจกัรพงษ ์(เขาอีโต)้ จุดท่ี 1 ปราจีนบุรี การเกษตร N  14o08’55.0” SE 576.98 m 

     

E 101o24’17.7” 
 9 D07 อ่างเก็บน ้าจกัรพงษ ์(เขาอีโต)้ จุดท่ี 2 ปราจีนบุรี การเกษตร N  14o09’16.8” SE 576.43 m 

     

E 101o24’21.4” 
 10 D08 สวนกบินทร์เฉลิมราชย ์ ปราจีนบุรี พกัผอ่นหยอ่นใจ N  13o59’13.3” SE 610.11 m 

  

(หนองปลาแขยง) 
  

E 101o44’53.0” 
 11 D09 โครงการขดุลอกหนองสระหิน  สระแกว้ การเกษตร N  13o59’16.7” SE 666.05 m 

     

E 102o26’48.9” 
 12 D10 อ่างเก็บน ้าบา้นหว้ยชนั สระแกว้ การเกษตร N  13o59’16.7” SE 649.88 m 

     

E 102o26’03.3” 
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ตารางที ่14  (ต่อ)  
 

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี จงัหวดั การใชป้ระโยชน์ พิกดั 
ระดบัความสูง 

จากน ้าทะเล 

13 D11 อ่างเก็บน ้าพระปรง สระแกว้ การเกษตร N  13o59’50.9” SE 647.54 m 

     

E 102o25’22.0” 
 14 D12 สระน ้า ต.ท่าแยก สระแกว้ การเกษตร N  13o54’2.1” SE 636.63 m 

     

E 102o05’47.9” 
 15 D13 อ่างเก็บน ้าท่ากะบาก สระแกว้ การเกษตร N  13o58’21.5” SE 640.09 m 

     

E 102o15’39.8” 
 16 D14 อ่างเก็บน ้าห้วยยาง ต.ทบัพระราบ  สระแกว้ การเกษตร N  14o00’48.4” SE 659.99 m 

  

อ.ตาพระยา 
  

E 102o38’41.5” 
 17 D15 เข่ือนล านางรอง บุรีรัมย ์ การเกษตร N  14o17’57.4” SE 642.48 m 

     

E 102o45’36.4” 
 18 D16 อ่างเก็บน ้าคลองมะนาว บุรีรัมย ์ การเกษตร N 14o17’55.6” SE 641.63 m 

     

E 102o44’48.7” 
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ตารางที ่14  (ต่อ) 
  

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี จงัหวดั การใชป้ระโยชน์ พิกดั 
ระดบัความสูง 

จากน ้าทะเล 

19 D17 แหล่งน ้าเพื่อการดบัเพลิง อ.นางรอง บุรีรัมย ์ อุปโภค N 14o37’56.3” SE 619.20 m 

     

E 102o49’50.6” 
 20 D18 หว้ยเสรง สุรินทร์ การเกษตร N 14o48’48.3” SE 654.70 m 

     

E 103o29’35.1” 
 21 D19 อ่างเก็บน ้าอ าปีล สุรินทร์ การเกษตร N 14o46’03.0” SE 662.76 m 

     

E 103o33’05.1” 
 22 D20 บา้นสองชั้น บุรีรัมย ์ การเกษตร N 14o53’29.4” SE 627.92 m 

     

E 103o33’34.9” 
 23 D21 อ่างเก็บน ้าห้วยตลาด บุรีรัมย ์ การเกษตร N 14o52’28.2” SE 617.04 m 

     

E 103o04’01.7” 
 24 T01 สถานีสูบน ้าบางพระ ชลบุรี อุปโภค บริโภค N   13o13’16.4” S 653.33 m 

     

E 100o58’09.8” 
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ตารางที ่14  (ต่อ)  
 

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี จงัหวดั การใชป้ระโยชน์ พิกดั 
ระดบัความสูง 

จากน ้าทะเล 

25 T02 อ่างเก็บน ้าหนองคอ้ ชลบุรี อุปโภค บริโภค N  13o08’29.7” S 663.86 m 

     

E 101o01’52.5” 
 26 T03 อ่างเก็บน ้าหนองปลาไหล ชลบุรี อุปโภค บริโภค N 12o56’12.3” S 692.87 m 

     

E 101o14’23.8” 
 27 J1 อ่างเก็บน ้าดอกกราย ระยอง อุปโภค บริโภค No data No data 

28 J2 อ่างเก็บน ้ามาบประชนั ระยอง อุปโภค บริโภค No data No data 

29 J4 อ่างเกบ็น ้าห้วยสะพาน ชลบุรี อุปโภค บริโภค No data No data 

30 DU01 โรงงานน ้าตาลสุพรรณบุรี อ.สามชุก สุพรรณบุรี การเกษตร N  14o42’56.8” SW 105.32 m 

     

E 100o06’22.0” 
 31 DU02 บึงระหาร อ.สามชุก สุพรรณบุรี การเกษตร N  14o45’10.6” SW 104.15 m 

     

E 100o06’03.6” 
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ตารางที ่14  (ต่อ)  
 

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี จงัหวดั การใชป้ระโยชน์ พิกดั 
ระดบัความสูง 

จากน ้าทะเล 

32 DU03 บึงฉวาก สุพรรณบุรี การเกษตร N  14o54’11.0” W 103.17 m 

     

E 100o03’36.4” 
 33 DU04 วดัหนองกระทุ่ม อ.เดิมบางนางบวช สุพรรณบุรี - N  14o52’23.7” W 125.57 m 

     

E 099o51’12.8 
 34 DU05 เข่ือนกระเสียว อ.ด่านชา้ง สุพรรณบุรี พกัผอ่นหยอ่นใจ N  14o50’20.1” W 145.87 m 

   
 

 

E 099o40’05.4” 
 35 DU06 อ่างเก็บน ้าทบัเสลา สุพรรณบุรี พกัผอ่นหยอ่นใจ N  15o32’38.1” W 172.88 m 

   
 

 

E 099o26’50.0” 
 36 DU07 อุทยานสวรรค ์ สุพรรณบุรี พกัผอ่นหยอ่นใจ N  15o41’57.8” NW 113.91 m 

     

E 100o07’20.9” 
 37 DU08  เข่ือนวงัรอ อ.เมือง สุพรรณบุรี การเกษตร N  15o29’56.5” W 120.09 m 

     

E 099o56’58.7” 
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ตารางที ่14  (ต่อ)  

 

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี จงัหวดั การใชป้ระโยชน์ พิกดั 
ระดบัความสูง 

จากน ้าทะเล 

38 DU09 บึงบอระเพด็ อุทยัธานี พกัผอ่นหยอ่นใจ N  15o42’34.7” NW 110.59 m 

     

E 100o10’14.4” 
 39 DU10 อ่างเก็บน ้าซบัตะเคียน อ.ร านารายน์ ลพบุรี การเกษตร N  15o06’46.5” W 37.00 m 

     

E 100o59’39.7” 
 40 B03 อ่างเก็บน ้าเขาเต่า อ.หวัหิน ประจวบคีรีขนัธ์ อุปโภค บริโภค N  12o27’30.0” N 112.89 m 

     

E 099o57’11.1” 
 41 B04 โครงการพระราชด าริหนองใหญ่  ชุมพร การเกษตร N  10o32’38.8” SW 138.99 m 

  

อ.เมือง 
  

E 099o11’36.1” 
 42 B05 ศูนยว์จิยัและพฒันาประมงน ้ าจืด สุราษฎร์ธานี วจิยัและพฒันา N  09o03’39.5” S 296.11 m 

  

สุราษฎร์ธานี 
 

ประมงน ้าจืด E 099o13’13.3” 
 43 B06 เข่ือนรัชประภา  สุราษฎร์ธานี การเกษตร N  08o58’32.7” S 315.87 m 

     

E 098o49’21.8” 
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ตารางที ่14  (ต่อ) 

 

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี จงัหวดั การใชป้ระโยชน์ พิกดั 
ระดบัความสูง 

จากน ้าทะเล 

44 B07 ทางเขา้เข่ือนรัชประภา อ.บา้นตาขนุ สุราษฎร์ธานี การเกษตร N  08o56’04.6” S 318.67 m 

     

E 098o52’14.1” 
 45 B08 อ่างเก็บน ้าบา้นบางทรายนวล สุราษฎร์ธานี อุปโภค บริโภค N  08o44’07.9” S 342.27 m 

    

และการเกษตร E 098o47’28.6” 
 46 B09 ขนุเหนียว อ.ถลาง  ภูเก็ต - N  07o58’57.6” S 436.69 m 

     

E 098o20’54.3” 
 47 B10 อ่างเก็บน ้าบางเหนียวด า ภูเก็ต อุปโภค บริโภค N  07o57’58.1” S 438.94 m 

     

E 098o20’03.7” 
 48 B11 เข่ือนบางวาด ภูเก็ต พกัผอ่นหยอ่นใจ N 07o53’27.6” S 446.76 m 

     

E 098o20’04.0” 
 49 B12 ใกลแ้ยกโลตสั อ.กระทู ้ ภูเก็ต - N  07o54’17.2” S 444.22 m 

 
    

E 098o21’52.2” 
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 ตารางที ่14  (ต่อ)  

 

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี จงัหวดั การใชป้ระโยชน์ พิกดั 
ระดบัความสูง 

จากน ้าทะเล 

50 B13 สระเก็บน ้าวงัวเิศษ ตรัง อุปโภค บริโภค N  07o43’30.1” S 440.43 m 

     

E 099o23’22.1” 
 51 B14 สวนป่าวงัวเิศษ ตรัง - N  07o44’20.3” S 440.43 m 

     

E 099o23’22.1” 
 52 B15 สวนสาธารณะวงันกน ้า อ.วงัวเิศษ ตรัง พกัผอ่นหยอ่นใจ N  07o38’34.6” S 448.86 m 

  
 

  

E 099o28’23.6” 
 53 B16 อ่างเก็บน ้าคลองท่าง้ิว ตรัง อุปโภค บริโภค N  07o50’14.4” S 426.65 m 

    

และการเกษตร E 099o41’39.4” 
 54 B17 สวนสาธารณะกะพงัสุรินทร์ ตรัง พกัผอ่นหยอ่นใจ N  07o34’38.1” S 455.50 m 

     

E 099o37’24.2” 
 55 B18 กองพนัทหารราบท่ี 1  สงขลา - N  07o01’26.6” S 523.95 m 

 
    

E 099o37’24.2” 
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ตารางที ่14  (ต่อ) 

 

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี จงัหวดั การใชป้ระโยชน์ พิกดั 
ระดบัความสูง 

จากน ้าทะเล 

56 B19 มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ สงขลา อุปโภค บริโภค N  07o00’28.0” S 525.75 m 

     
E 100o30’11.7” 

 57 K1 สถานีกาญจนบุรี กาญจนบุรี เพื่อการเกษตร No data No data 
58 K2 สถานีกาญจนบุรี กาญจนบุรี เพื่อการเกษตร No data No data 
59 K3 สถานีกาญจนบุรี กาญจนบุรี เพื่อการเกษตร No data No data 
60 N01 เข่ือนแม่กวงอุดมธารา เชียงใหม ่ อุปโภค บริโภค N  18o55’42.6” NE 24.44 m 

    
และการเกษตร E 099o07’40.2” 

 61 N02 แม่กวง เชียงใหม ่ - N 18o55’34.2” NE 24.71 m 

     

E 099o07’58.5” 
 62 N03 ดอยสะเก็ด เชียงใหม ่ - N  18o51’48.2” E 24.98 m 

     

E 099o10’15.5” 
 63 N04 ดอยสะเก็ด  บา้นทุ่งยาว เชียงใหม ่ - N  18o51’53.9” E 25.10 m 

     

E 099o10’17.5” 
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ตารางที ่14  (ต่อ)  

 

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี จงัหวดั การใชป้ระโยชน์ พิกดั 
ระดบัความสูง 

จากน ้าทะเล 

64 N05 ราชมงคลลา้นนา  เชียงใหม ่ - N  18o51’15.2” E 25.71 m 

     

E 099o10’52.1” 
 65 N06 ราชมงคลลา้นนา เชียงใหม ่ - N  18o51’11.5” E 25.60 m 

     

E 099o10’49.4” 
 66 N07 หว้ยฮอ้งไคร้ (ร้านอาหารครัวริมป่า)  เชียงใหม ่ - N  18o54’02.3” E 31.67 m 

  
 

  

E 099o13’26.3” 
 67 N08 อ่างเก็บน ้าห้วยฮ่องไคร้ 1 เชียงใหม ่ การเกษตร N  18o53’19.0” E 31.05 m 

     

E 099o13’21.4” 
 68 N09 อ่างเก็บน ้าห้วยฮ่องไคร้ 2 เชียงใหม ่ การเกษตร N  18o52’43.3” E 30.16 m 

     

E 099o13’02.7” 
 69 N10 อ่างเก็บน ้าห้วยฮ่องไคร้ 3 เชียงใหม ่ การเกษตร N  18o52’28.9” E 30.10 m 

     

E 099o13’05.4” 
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ตารางที ่14  (ต่อ) 
 

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี จงัหวดั การใชป้ระโยชน์ พิกดั 
ระดบัความสูง 

จากน ้าทะเล 

70 N11 อ่างเก็บน ้าห้วยยา่ค ามา  เชียงราย พกัผอ่นหยอ่นใจ N  19o11’02.0” NE 72.37 m 

  

อ.เวยีงป่าเป้า 
  

E 099o29’407” 
 71 N12 อ่างเก็บน ้าดอยงู เชียงราย พกัผอ่นหยอ่นใจ N 19o11’34.2” NE 72.60 m 

    

และการเกษตร E 099o29’24.5” 
 72 N13 อ่างเก็บน ้าแม่สาร อ.เมือง ล าพนู อุปโภค บริโภค  N  18o30’43.9” SE 37.94 m 

    

และการเกษตร E 099o08’06.9” 
 73 N14 สถานีพฒันาท่ีดินล าพนู ล าพนู การเกษตร N 18o30’06.1 SE 37.94 m 

     

E 099o08’06.9 
 74 N15 อุทยานแห่งชาติถ ้าขนุตาล ล าพนู พกัผอ่นหยอ่นใจ N  18o29’27.3 SE 42.13 m 

    

และการเกษตร E 099o11’18.2” 
 75 N16 อ่างเก็บน ้าแม่เส้า ล าพนู พกัผอ่นหยอ่นใจ N  18o26’13.8” SE 44.83 m 

     

E 099o08’51.1” 
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ตารางที ่14  (ต่อ) 
 

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี จงัหวดั การใชป้ระโยชน์ พิกดั 
ระดบัความสูง 

จากน ้าทะเล 

76 N17 โรงเรียนบา้นหล่ายทา ล าพนู - N 18o27’04.0” SE 43.24 m 

     

E 099o08’51.1” 
 77 N18 ศูนยว์จิยัและพฒันาการเกษตรล าปาง ล าปาง ศูนยว์จิยัและ N 18o19’46.2” SE 63.53 m 

    

พฒันาการเกษตร E 099o17’56.7” 
 78 N19-1 สวนอนนัยล อ.หา้งฉตัร ล าปาง - N  18o19’46.0” SE 68.66 m 

     

E 099o12’36.5” 
 79 N19-2 สวนอนนัยล อ.หา้งฉตัร ล าปาง - N  18o19’46.0” SE 68.66 m 

     

E 099o12’36.5” 
 

80 N20 อ่างเก็บน ้าแม่ตีบ ล าพนู พกัผอ่นหยอ่นใจ N  18o35’04.8” SE 31.75 m 

     

E 099o09’11.2” 
 81 N21 อ่างเก็บน ้าหนองพญาพรหม เชียงใหม ่ พกัผอ่นหยอ่นใจ N  18o43’08.0” E 25.84 m 

     

E 099o10’44.0” 
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ตารางที ่14  (ต่อ) 
 

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี จงัหวดั การใชป้ระโยชน์ พิกดั 
ระดบัความสูง 

จากน ้าทะเล 

82 N22 อ่างเก็บน ้าห้วยลาน เชียงใหม ่ พฒันาดา้นป่าไม ้ N  18o42’22.7” E 28.94 m 

  
 

 

ดา้นประมงและการเกษตร E 099o12’19.8” 
 83 N23 อ่างเก็บน ้าดอยโตน เชียงใหม ่ พฒันาดา้นป่าไม ้ N  18o41’09.4” SE 29.54 m 

    

ดา้นประมงและการเกษตร E 099o12’11.3” 
 84 N24 อ่างเก็บน ้าห้วยป่าไร่ เชียงใหม ่ พฒันาดา้นป่าไม ้ N  18o41’32.5” E 29.71 m 

    

ดา้นประมงและการเกษตร E 099o12’28.0” 
 85 N25 สวนสาธารณะเชียงใหม่ เชียงใหม ่ พกัผอ่นหยอ่นใจ N  18o49’55.8” N 4.85 m 

     

E 098o57’48.9 
 86 N26 อ่างเก็บน ้าห้วยตึงเฒ่า เชียงใหม ่ พกัผอ่นหยอ่นใจ N  18o51’59.8” N 8.32 m 

     

E 098o56’40.3” 
 87 N27 อ.แม่ริม เชียงใหม ่ พกัผอ่นหยอ่นใจ N  18o53’22.5” N 10.88 m 

 
    

E 098o56’54.1” 
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ตารางที ่14  (ต่อ) 
 

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี จงัหวดั การใชป้ระโยชน์ พิกดั 
ระดบัความสูง 

จากน ้าทะเล 

88 N28 อ่างเก็บน ้าห้วยโจ ้ เชียงใหม ่ อุปโภค บริโภค  N  18o56’16.1” N 20.25 m 

    

และการเกษตร E 099o03’39.6” 
 89 N29 อ่างหว้ยแกว้ เชียงใหม ่ อุปโภค บริโภค  N  18o48’18.7” N 1.54 m 

     

E 098o57’00.7” 
 90 N30 ส านกังานเกษตรและสหกรณ์เชียงใหม่ เชียงใหม ่ การเกษตร N  18o47’37.0” NE 15 m 

  
        E 098o56’46.7” 

  

 
หมายเหตุ  – คือ ไม่พบขอ้มูล  
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ตารางที ่15  แสดงค่าทางกายภาพบางประการของตวัอยา่งน ้าและการส ารวจสาหร่าย B. braunii ในแหล่งน ้าต่าง ๆ  

                   (+ = พบ B. braunii, - = ไม่พบ B. braunii) 

 

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี 
อุณหภูมิ 

pH 
ความเคม็ Conductivity 

B. braunii 
(°C) (%) (ms/cm) 

1 D01-1 ส านกัการท่องเท่ียวโรงเรียนจปร. จุดท่ี 1 33.8 7.3 0 0.087 + 

2 D01-2 ส านกัการท่องเท่ียวโรงเรียนจปร. จุดท่ี 2 34.3 7.9 0 0.089 + 

3 D02 ส านกัการท่องเท่ียวโรงเรียนจปร. 34.2 9.0 0 0.056 + 
4 D03 อ่างเก็บน ้าคลองโบด  34.1 8.7 0 0.044 + 

5 D04-1 บ่อบ าบดัน ้าเสียของจปร. จุดท่ี 1 33.9 7.5 0 0.280 - 

6 D04-2 บ่อบ าบดัน ้าเสียของจปร. จุดท่ี 2 34.1 7.8 0 0.267 - 

7 D05 เข่ือนขุนด่านปราการชล 30.5 9.0 0 0.040 + 

8 D06 อ่างเก็บน ้าจกัรพงษ ์(เขาอีโต)้ 32.3 8.5 0 0.260 + 

9 D07 อ่างเก็บน ้าจกัรพงษ ์(เขาอีโต)้ 34.0 7.4 0 0.048 + 

10 D08 สวนกบินทร์เฉลิมราชย ์(หนองปลาแขยง) 33.0 8.1 0 0.067 + 

11 D09 โครงการขดุลอกหนองสระหิน  30.9 8.3 0 0.143 + 
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 ตารางที ่15  (ต่อ)  
 

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี 
อุณหภูมิ 

pH 
ความเคม็ Conductivity 

B. braunii 
(°C) (%) (ms/cm) 

12 D10 อ่างเก็บน ้าบา้นหว้ยชนั 33.0 8.0 0 0.051 + 
13 D11 อ่างเก็บน ้าพระปรง 31.5 7.5 0 0.045 + 

14 D12 สระน ้า ต.ท่าแยก 32.2 7.9 1 0.063 + 

15 D13 อ่างเก็บน ้าท่ากะบาก 32.4 7.6 0 0.038 + 

16 D14 อ่างเก็บน ้าห้วยยาง  32.2 7.5 0 0.092 - 
17 D15 เข่ือนล านางรอง 30.9 7.8 0 0.077 + 

18 D16 อ่างเก็บน ้าคลองมะนาว 33.7 7.2 0 0.160 + 

19 D17 แหล่งน ้าเพื่อการดบัเพลิง อ.นางรอง 29.3 7.9 0 0.065 + 

20 D18 หว้ยเสรง 29.2 7.6 0 0.038 + 
21 D19 อ่างเก็บน ้าอ าปีล 29.6 7.5 0 0.033 + 

22 D20 บา้นสองชั้น 29.1 7.5 0 0.062 - 

23 D21 อ่างเก็บน ้าห้วยตลาด 30.6 7.4 0 0.083 + 
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ตารางที ่15  (ต่อ)  
 

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี 
อุณหภูมิ 

pH 
ความเคม็ Conductivity 

B. braunii 
(°C) (%) (ms/cm) 

24 T01 สถานีสูบน ้าบางพระ 30.6 5.9 0 0.137 + 

25 T02 อ่างเก็บน ้าหนองคอ้ 31.5 6.2 0 0.105 + 

26 T03 อ่างเก็บน ้าหนองปลาไหล 31.3 6.3 0 0.148 + 

27 J1 อ่างเก็บน ้าดอกกราย - - - - + 
28 J2 อ่างเก็บน ้ามาบประชนั - - - - + 

29 J4 อ่างเก็บน ้าห้วยสะพาน - - - - + 

30 DU01 โรงงานน ้าตาลสุพรรณบุรี  30.9 7.9 1 0.796 + 

31 DU02 บึงระหาส  29.8 7.4 1 0.280 + 

32 DU03 บึงฉวาก 29.9 8.0 1 0.237 + 

33 DU04 วดัหนองกระทุ่ม อ.เดิมบางนางบวช 32.1 7.7 1 0.433 - 

34 DU05 เข่ือนกระเสียว  30.3 7.6 1 0.230 + 

35 DU06 อ่างเก็บน ้าทบัเสลา 28.8 9.0 1 0.117 + 
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ตารางที ่15  (ต่อ) 
 

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี 
อุณหภูมิ 

pH 
ความเคม็ Conductivity 

B. braunii 
(°C) (%) (ms/cm) 

36 DU07 อุทยานสวรรค ์ 29.3 7.4 1 0.287 - 

37 DU08 เข่ือนวงัรอ  29.0 6.9 1 0.202 - 

38 DU09 บึงบอระเพด็ 30.9 7.3 2 0.320 + 

39 DU10 อ่างเก็บน ้าซบัตะเคียน  30.0 8.2 1 0.128 + 
40 B03 อ่างเก็บน ้าเขาเต่า อ.หวัหิน 32.6 7.9 3 4.090 + 

41 B04 โครงการพระราชด าริหนองใหญ่ อ.เมือง 32.0 6.0 0 0.090 + 

42 B05 ศูนยว์จิยัและพฒันาประมงน ้ าจืดสุราษฎร์ธานี 31.2 6.2 0 0.313 - 

43 B06 เข่ือนรัชประภา  32.6 6.5 0 0.078 - 

44 B07 ทางเขา้เข่ือนรัชประภา อ.บา้นตาขนุ 34.7 6.9 0 0.086 + 

45 B08 อ่างเก็บน ้าบา้นบางทรายนวล 33.4 7.0 0 0.089 + 

46 B09 ขนุเหนียว อ.ถลาง 33.3 6.2 0 0.185 + 

47 B10 อ่างเก็บน ้าบางเหนียวด า 32.3 6.8 0 0.057 + 
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 ตารางที ่15  (ต่อ)  
 

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี 
อุณหภูมิ 

pH 
ความเคม็ Conductivity 

B. braunii 
(°C) (%) (ms/cm) 

48 B11 เข่ือนบางวาด 32.4 6.4 0 0.128 + 

49 B12 ใกลแ้ยกโลตสั อ.กระทู ้ 31.4 6.9 0 0.102 + 

50 B13 สระเก็บน ้าวงัวเิศษ 31.3 5.9 0 0.107 + 

51 B14 สวนป่าวงัวเิศษ 31.1 6.2 0 0.113 + 
52 B15 สวนสาธารณะวงันกน ้า อ.วงัวเิศษ 30.4 6.5 0 0.095 + 

53 B16 อ่างเก็บน ้าคลองท่าง้ิว 30.8 6.5 1 0.065 + 

54 B17 สวนสาธารณะกะพงัสุรินทร์ 29.1 6.5 0 0.157 + 

55 B18 กองพนัทหารราบท่ี 1  31.9 6.3 0 0.094 + 

56 B19 มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 32.4 6.3 0 0.080 + 

57 K1 สถานีกาญจนบุรี - - - - + 

58 K2 สถานีกาญจนบุรี - - - - - 

59 K3 สถานีกาญจนบุรี - - - - + 
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ตารางที ่15  (ต่อ)  
 

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี 
อุณหภูมิ 

pH 
ความเคม็ Conductivity 

B. braunii 
(°C) (%) (ms/cm) 

60 N01 เข่ือนแม่กวงอุดมธารา 26.2 9.09 0 0.074 + 

61 N02 แม่กวง 29.2 9.00 0 0.126 - 

62 N03 ดอยสะเก็ด 27.9 8.24 0 0.072 + 

63 N04 ดอยสะเก็ด  บา้นทุ่งยาว 29.7 8.78 0 0.141 + 
64 N05 ราชมงคลลา้นนา  29.0 8.50 0 0.128 + 

65 N06 ราชมงคลลา้นนา 28.2 8.82 0 0.800 + 

66 N07 หว้ยฮอ้งไคร้ (ร้านอาหารครัวริมป่า) 27.1 8.45 1 0.329 + 

67 N08 อ่างเก็บน ้าห้วยฮ่องไคร้ 1 28.9 9.01 1 0.45 + 

68 N09 อ่างเก็บน ้าห้วยฮ่องไคร้ 2 28.9 7.85 1 0.193 + 

69  N10 อ่างเก็บน ้าห้วยฮ่องไคร้ 3 30.0 8.10 1 0.328 - 

70 N11 อ่างเก็บน ้าห้วยยา่ค ามา อ.เวยีงป่าเป้า 27.0 8.70 0 0.170 - 

71 N12 อ่างเก็บน ้าดอยงู อ.เวยีงป่าเป้า 27.3 9.35 0 0.071 + 
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ตารางที ่15  (ต่อ)  
 

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี 
อุณหภูมิ 

pH 
ความเคม็ Conductivity 

B. braunii 
(°C) (%) (ms/cm) 

        

72 N13 อ่างเก็บน ้าแม่สาร อ.เมือง 27.6 8.10 3 0.063 + 

73 N14 สถานีพฒันาท่ีดินล าพนู 28.4 7.80 2 0.123 - 

74 N15 อุทยานแห่งชาติถ ้าขนุตาล 28.8 7.85 2 0.450 + 
75 N16 อ่างเก็บน ้าแม่เส้า 28.9 8.00 2 0.110 + 

76 N17 โรงเรียนบา้นหล่ายทา 30.0 8.18 2 0.138 + 

77 N18 ศูนยว์จิยัและพฒันาการเกษตรล าปาง 30.4 8.51 0 0.046 + 

78 N19-1 สวนอนนัยล อ.หา้งฉตัร 30.6 8.80 2 0.059 + 

79 N19-2 สวนอนนัยล อ.หา้งฉตัร 29.9 8.36 1 0.049 + 

80 N20 อ่างเก็บน ้าแม่ตีบ 31.1 8.32 2 0.103 + 

81 N21 อ่างเก็บน ้าหนองพญาพรหม 31.2 8.24 1 0.130 + 

82 N22 อ่างเก็บน ้าห้วยลาน 31.7 8.55 0 0.090 + 
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ตารางที ่15  (ต่อ)  
 

ล าดบัท่ี รหสั สถานท่ี 
อุณหภูมิ 

pH 
ความเคม็ Conductivity 

B. braunii 
(°C) (%) (ms/cm) 

83 N23 อ่างเก็บน ้าดอยโตน 33.5 7.79 0 0.205 - 

84 N24 อ่างเก็บน ้าห้วยป่าไร่ 30.1 8.35 3 0.085 + 

85 N25 สวนสาธารณะเชียงใหม่ 27.4 8.34 2 0.151 - 

86 N26 อ่างเก็บน ้าห้วยตึงเฒ่า 27.7 8.26 1 0.082 + 
87 N27 อ.แม่ริม 28.8 7.92 0 0.184 + 

88 N28 อ่างเก็บน ้าห้วยโจ ้ 28.9 8.50 1 0.083 + 

89 N29 อ่างหว้ยแกว้ 29.9 8.17 0 0.156 + 

90 N30 ส านกังานเกษตรและสหกรณ์เชียงใหม่ 31.5 7.95 1 0.168 + 
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ตารางที ่16  แสดงช่วงของค่าทางกายภาพจากตวัอยา่งน ้าท่ีพบสาหร่าย B. braunii 
 

ค่าทางกายภาพ หน่วย ช่วงค่าทางกายภาพ  
อุณหภูมิ (°C) 26.2 - 34.7 
pH 

 
5.90 - 9.35 

ความเคม็ (%) 0 - 3 
Conductivity (ms/cm) 0.033 - 4.090 

 
1.2 การแยกสาหร่าย B. braunii จากตวัอยา่งน ้า  

      
                    การคดัแยกสาหร่าย B. braunii ท าไดโ้ดยการน าตวัอยา่งน ้ามาแยกเซลล์สาหร่ายภายใต้
กลอ้งจุลทรรศน์โดยวิธี micropipette washing method จากนั้นถ่ายสาหร่ายลงในหลอดทดลองท่ี
บรรจุอาหาร AF-6 และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ให้ช่วงแสงสวา่งต่อมืด เท่ากบั 16: 8 
ชัว่โมง ดงัตารางท่ี 17 พบวา่สามารถคดัแยก B. braunii  ไดท้ั้งหมด 206 ไอโซเลต โดยสาหร่ายท่ี
แยกไดมี้ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาแตกต่างกนัหลายรูปแบบทั้งโคโลนีสีเขียว เหลืองปนส้ม บาง
โคโลนีพบสายไซโต พลาสซึมเช่ือมต่อระหว่างโคโลนี โคโลนีมีเมือกหุ้มและผิวโคโลนีไม่เรียบ 
แสดงดงัภาพท่ี 11  
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ภาพที ่11  ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของสาหร่าย B. braunii จากแหล่งน ้าต่าง ๆ : (1) สถานี 

   กาญจนบุรี (2) บึงระหาส (3) อ่างหว้ยแกว้ (4) เข่ือนขนุด่านปราการชล (5) อ่างเก็บน ้า 
   หนองปลาไหล (6) โครงการพระราชด าริหนองใหญ่ (7) อ่างเก็บน ้าหว้ยสะพาน  
   (8) เข่ือนแม่วงอุดมธารา และ (9) แหล่งน ้าเพื่อการดบัเพลิง  
 

5 µm 

(1) 

(9) (8) (7) 

(6) (5) (4) 

(3) (2) 

5 µm  5 µm 

 5 µm 5 µm 

 5 µm  5 µm 5 µm 

5 µm 
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1.3 การคดัเลือกขั้นปฐมภูมิ (Primary screening) 
 
                   ท าการทดสอบความสามารถในการเจริญและสร้างไฮโดรคาร์บอนของ B. braunii ท่ี
แยกได ้โดยเพาะเล้ียงในอาหารเหลว AF-6  บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ให้ช่วงแสงสวา่งต่อ
มืดเท่ากบั 16: 8 ชัว่โมง เป็นเวลา 30 วนั ผลการคดัเลือกขั้นปฐมภูมิ พบวา่สาหร่าย B. braunii ท่ีคดั
แยกไดท้ั้งหมด 173 ไอโซเลต มีจ านวน 102 ไอโซเลต ท่ีสามารถผลิตปริมาณไฮโดรคาร์บอนได้ 
และ 71 ไอโซเลต ไม่ผลิตไฮโดรคาร์บอน แสดงดงัตารางท่ี 17  
 
ตารางที ่17  การเจริญและการผลิตไฮโดรคาร์บอนของ B. braunii ในการคดัเลือกขั้นปฐมภูมิ 
 

Number B. braunii Cell dry weight Hydrocarbon production 

 
isolate no. (g/L) (g/L) 

1 (D01-1)-2 0.15 - 
2 (D01-1)-4 0.33 - 
3 (D01-1)-5 0.50 0.195 
4 (D01-1)-6 0.35 0.166 
5 D01-4 0.42 - 
6 D02-1 NT NT 
7 D02-2 0.71 - 
8 D06-1 0.13 - 
9 D07-1 0.28 - 

10 D11-1 0.63 - 
11 D11-3 0.58 - 
12 D11-4 1.11 0.082 
13 D11-7 0.07 - 
14 D11-8 0.93 0.029 
15 D11-9 0.39 - 
16 D11-10 0.68 - 
17 D11-14 0.90 ND 
18 D11-15 0.51 - 
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ตารางที ่17  (ต่อ) 
 

Number B. braunii Cell dry weight Hydrocarbon production 

 
isolate no. (g/L) (g/L) 

19 D11-18 1.14 0.069 
20 D11-19 0.60 - 
21 D11-20 0.95 - 
22 D11-21 0.49 0.001 
23 D11-300 0.40 0.314 
24 D16-1 0.41 0.022 
25 D16-3 0.85 0.171 
26 D16-4 2.11 0.694 
27 D17-1 NT NT 
28 D17-2 NT NT 
29 D19-2 1.41 - 
30 D19-3 2.43 - 
31 D19-5 0.74 - 
32 D19-6 1.29 0.213 
33 D19-7 NT NT 
34 D19-9 NT NT 
35 D19-10 0.40 0.009 
36 D19-11 0.56 - 
37 D19-20 NT NT 
38 D19-21 0.56 - 
39 D19-22 NT NT 
40 T01-2 1.82 - 
41 T01-3 1.85 - 
42 T01-4 2.26 - 
43 T01-5 0.43 0.156 
44 T01-6 NT NT 
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ตารางที ่17  (ต่อ) 
 

Number B. braunii Cell dry weight Hydrocarbon production 

 
isolate no. (g/L) (g/L) 

45 T01-7 1.43 - 
46 T02-1 0.52 - 
47 T03-1 1.82 0.018 
48 T03-2 1.31 0.051 
49 T03-3 0.42 - 
50 T03-4 0.62 0.007 
51 T03-5 2.34 - 
52 T03-6 1.77 - 
53 T03-8 0.73 0.011 
54 T03-10 0.11 0.041 
55 J1-2 1.01 0.043 
56 J1-4 0.77 0.418 
57 J1-20 0.56 0.074 
58 J1-21 0.85 0.109 
59 J2-1 1.05 - 
60 J2-2 0.22 0.036 
61 J2-4 0.40 - 
62 J2-5 0.53 - 
63 J2-7 0.90 0.036 
64 J2-20 0.68 - 
65 J3-1 0.45 - 
66 J4-1 2.57 0.630 
67 J4-2 0.28 0.054 
68 J4-3 0.46 0.051 
69 J4-20 0.97 0.149 
70 DU02-2 1.15 - 
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ตารางที ่17  (ต่อ) 
 

Number B. braunii Cell dry weight Hydrocarbon production 

 
isolate no. (g/L) (g/L) 

71 DU02-3 1.28 0.231 
72 DU02-20 0.47 0.043 
73 DU02-21 1.35 0.146 
74 DU05-1 1.77 0.101 
75 DU05-2 1.04 0.047 
76 DU05-3 1.02 - 
77 DU05-4 1.39 0.310 
78 DU05-5 0.35 0.070 
79 DU05-6 1.54 0.090 
80 DU05-7 1.51 0.094 
81 DU05-8 NT NT 
82 DU10-5 0.55 0.035 
83 DU10-7 1.37 - 
84 DU10-8 0.45 0.085 
85 DU10-9 NT NT 
86 B04-1 0.79 0.001 
87 B04-2 1.60 0.362 
88 B04-3 0.67 0.001 
89 B04-4 NT NT 
90 B04-5 NT NT 
91 B04-20 1.65 - 
92 B04-21 0.81 - 
93 B04-25 0.70 0.359 
94 B07-2 1.31 - 
95 B07-3 0.97 - 
96 B07-4 1.09 - 
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ตารางที ่17  (ต่อ) 
 

Number B. braunii Cell dry weight Hydrocarbon production 

 
isolate no. (g/L) (g/L) 

97 B07-5 0.90 - 
98 B07-25 1.22 - 
99 B07-30 0.01 - 

100 B07-300 0.17 - 
101 B08-1 0.96 0.142 
102 B08-4 0.87 0.216 
103 B08-20 0.64 - 
104 B08-26 0.76 - 
105 B08-27 0.31 0.011 
106 B08-28 1.75 - 
107 B08-29 0.87 0.483 
108 B09-1 0.35 0.105 
109 B09-2 0.58 0.098 
110 B09-25 1.39 0.271 
111 B11-1 0.80 0.093 
112 B11-2 NT NT 
113 B11-3 NT NT 
114 B11-4 NT NT 
115 B11-5 NT NT 
116 B11-6 NT NT 
117 B11-11 0.59 0.122 
118 B12-1 1.45 0.068 
119 B12-2 NT NT 
120 B13-1 NT NT 
121 B13-2 NT NT 
122 B13-3 NT NT 
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ตารางที ่17  (ต่อ) 
 

Number B. braunii Cell dry weight Hydrocarbon production 

 
isolate no. (g/L) (g/L) 

123 B13-4 NT NT 
124 B13-5 NT NT 
125 B14-1 1.24 0.056 
126 B14-2 1.02 0.092 
127 B15-1 0.30 - 
128 B15-2 1.96 - 
129 B15-3 NT NT 
130 B18-1 0.53 0.059 
131 B18-2 0.32 0.111 
132 B18-3 0.40 0.095 
133 B18-25 0.30 0.011 
134 B18-26 0.31 0.140 
135 B18-28 1.37 - 
136 B19-1 1.10 - 
137 B19-2 1.49 - 
138 B19-3 NT NT 
139 B19-6 0.38 0.023 
140 B19-20 1.06 - 
141 K1-1 0.98 0.412 
142 K1-2 0.83 0.040 
143 K1-3 1.01 0.370 
144 K1-4 1.46 0.126 
145 K1-5 1.53 0.067 
146 K1-6 0.88 0.128 
147 K1-7 0.42 0.039 
148 K1-8 1.01 0.233 
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ตารางที ่17  (ต่อ) 
 

Number B. braunii Cell dry weight Hydrocarbon production 

 
isolate no. (g/L) (g/L) 

149 K1-9 0.65 - 
150 K2-2 0.94 - 
151 K3-2 0.98 - 

152 K3-3 0.97 0.033 
153 K3-4 0.87 - 
154 K3-5 0.27 - 
155 K3-9 0.52 - 
156 K3-10 0.83 - 
157 K3-11 0.29 0.014 
158 K3-13 0.57 - 
159 K3-15 1.75 - 
160 K3-18 0.59 0.009 
161 K3-20 0.52 - 
162 K3-31 1.87 0.213 
163 K3-32 1.63 0.133 
164 N01-1 0.81 0.205 
165 N03-1 NT NT 
166 N07-1 NT NT 
167 N12-1 0.43 0.092 
168 N12-2 0.22 0.066 
169 N12-3 NT NT 
170 N13-1 0.20 0.076 
171 N15-1 0.43 0.079 
172 N15-2 0.44 0.129 
173 N15-3 0.61 0.236 
174 N15-4 NT NT 
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ตารางที ่17  (ต่อ) 
 

Number B. braunii Cell dry weight Hydrocarbon production 

 
isolate no. (g/L) (g/L) 

175 N16-1 0.13 - 
176 N16-2 0.57 0.218 
177 N16-3 0.38 0.170 
178 N16-4 0.53 0.120 
179 N17-1 0.14 0.069 
180 N17-2 0.72 - 
181 N17-3 0.82 0.236 
182 N17-4 0.71 - 
183 N17-5 0.85 - 
184 N18-1 0.28 0.147 
185 N(19-1)-1 NT NT 
186 N(19-2)-1 0.82 0.002 
187 N20-1 NT NT 
188 N26-1 0.13 0.014 
189 N26-2 0.19 0.001 
190 N26-3 0.15 0.058 
191 N26-4 0.33 0.053 
192 N26-5 0.32 0.108 
193 N26-6 NT - 
194 N27-1 0.22 0.098 
195 N27-2 0.42 0.140 
196 N27-3 NT NT 
197 N29-1 0.40 0.090 
198 N29-2 0.34 - 
199 N29-3 0.15 0.048 
200 N29-4 0.38 0.217 
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ตารางที ่17  (ต่อ) 
 

Number B. braunii Cell dry weight Hydrocarbon production 

 
isolate no. (g/L) (g/L) 

201 N29-5 0.09 - 
202 N29-6 0.92 0.380 
203 N29-7 0.82 0.490 
204 N30-1 1.13 - 
205 N30-2 0.21 0.001 
206 N30-3 0.32 - 

 
หมายเหตุ: – คือ ไม่ผลิตไฮโดรคาร์บอน ; NT คือ ไม่ไดท้  าการวเิคราะห์; ND คือ ไม่สามารถ  

    ตรวจสอบได ้
 

1.4 การคดัเลือกขั้นทุติยภูมิ (Secondary screening) 
 
            น า B. braunii ท่ีคดัเลือกไดท้ั้ง 102 ไอโซเลตจากการคดัเลือกขั้นปฐมภูมิ มาคดัเลือก
ให้เหลือเพียงไอโซเลตท่ีมีศกัยภาพสูงสุดในการเจริญและการผลิตไฮโดรคาร์บอน โดยเพาะเล้ียง
ในอาหารเหลว AF-6  บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ให้ช่วงแสงสวา่งต่อมืดเท่ากบั 16: 8 ชัว่โมง 
เป็นเวลา 30 วนั ผลการทดลองแสดงดงัตารางท่ี 18  
 

      จากการคดัเลือกขั้นทุติยภูมิพบวา่ไอโซเลต J4-1 ซ่ึงแยกไดจ้ากอ่างเก็บน ้ าห้วยสะพาน 
อ าเภอศรีราชา จงัหวดัชลบุรี มีมวลเซลล์สูงสุด 2.91 กรัมต่อลิตร และผลิตไฮโดรคาร์บอนสูงสุด 
0.670 กรัมต่อลิตร จากผลการทดลองท่ีไดพ้บว่าสาหร่ายไอโซเลต J4-1 มีการเจริญและสามารถ
ผลิตไฮโดรคาร์บอนไดสู้งท่ีสุดทั้งในขั้นปฐมภูมิและทุติยภูมิ ดงันั้นจึงเลือกสายพนัธ์ุดงักล่าวเพื่อใช้
ส าหรับการศึกษาขั้นต่อไป  
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ตารางที ่18  การเจริญและการผลิตไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย B. braunii ในการคดัเลือก 
      ขั้นทุติยภูมิ 

 

Number B. braunii Cell dry weight Hydrocarbon production 

 
isolate no. (g/L) (g/L) 

1 (D01-1)-5 0.45 0.170 
2 (D01-1)-6 0.41 0.172 
3 D11-4 0.85 0.130 
4 D11-8 0.90 0.039 
5 D11-14 1.07 0.001 
6 D11-18 1.32 0.053 
7 D11-21 0.53 0.002 
8 D11-300 0.48 0.390 
9 D16-1 0.37 0.019 

10 D16-3 0.69 0.144 
11 D16-4 1.89 0.553 
12 D19-6 1.14 0.306 
13 D19-10 0.35 0.008 
14 T01-5 0.49 0.189 
15 T03-1 1.34 0.013 
16 T03-2 0.96 0.045 
17 T03-4 0.57 0.007 
18 T03-8 0.58 0.013 
19 T03-10 0.13 0.048 
20 J1-2 0.92 0.035 
21 J1-4 1.45 0.454 
22 J1-20 0.71 0.086 
23 J1-21 0.84 0.191 
24 J2-2 0.31 0.043 
25 J2-7 0.92 0.039 
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ตารางที ่18  (ต่อ) 
 

Number B. braunii Cell dry weight Hydrocarbon production 

 
isolate no. (g/L) (g/L) 

26 J4-1 2.91 0.670 
27 J4-2 0.41 0.059 
28 J4-3 1.21 0.047 
29 J4-20 0.81 0.168 
30 DU02-3 0.86 0.173 
31 DU02-20 0.61 0.045 
32 DU02-21 0.89 0.064 
33 DU05-1 1.31 0.079 
34 DU05-2 0.92 0.051 
35 DU05-4 1.03 0.268 
36 DU05-5 0.59 0.161 
37 DU05-6 1.85 0.106 
38 DU05-7 0.89 0.087 
39 DU10-5 0.61 0.064 
40 DU10-8 0.52 0.142 
41 B04-1 0.81 0.001 
42 B04-2 1.45 0.323 
43 B04-3 0.56 0.001 
44 B04-25 0.82 0.399 
45 B08-1 0.81 0.130 
46 B08-4 0.89 0.227 
47 B08-27 0.53 0.017 
48 B08-29 0.71 0.380 
49 B09-1 0.26 0.072 
50 B09-2 0.69 0.105 
51 B09-25 1.15 0.222 
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ตารางที ่18  (ต่อ) 
 

Number B. braunii Cell dry weight Hydrocarbon production 

 
isolate no. (g/L) (g/L) 

52 B11-1 0.95 0.118 
53 B11-11 0.67 0.154 
54 B12-1 1.08 0.068 
55 B14-1 1.07 0.028 
56 B14-2 1.24 0.116 
57 B18-1 0.41 0.044 
58 B18-2 0.41 0.158 
59 B18-3 0.57 0.100 
60 B18-25 0.32 0.010 
61 B18-26 0.28 0.111 
62 B19-6 0.58 0.034 
63 K1-1 1.19 0.357 
64 K1-2 0.96 0.030 
65 K1-3 0.96 0.321 
66 K1-4 0.83 0.108 
67 K1-5 1.51 0.050 
68 K1-6 0.96 0.185 
69 K1-7 0.28 0.038 
70 K1-8 0.97 0.121 

71 K3-3 0.77 0.034 
72 K3-11 0.25 0.011 
73 K3-18 0.70 0.013 
74 K3-31 1.16 0.173 
75 K3-32 1.78 0.138 
76 N01-1 0.93 0.188 
77 N12-1 0.51 0.106 
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ตารางที ่18  (ต่อ) 
 

Number B. braunii Cell dry weight Hydrocarbon production 

 
isolate no. (g/L) (g/L) 

78 N12-2 0.27 0.084 
79 N13-1 0.29 0.086 
80 N15-1 0.51 0.107 
81 N15-2 0.47 0.174 
82 N15-3 0.53 0.198 
83 N16-2 0.63 0.253 
84 N16-3 0.42 0.231 
85 N16-4 0.46 0.061 
86 N17-1 0.16 0.077 
87 N17-3 0.50 0.168 
88 N18-1 0.36 0.178 
89 N(19-2)-1 0.75 0.002 
90 N26-1 0.18 0.016 
91 N26-2 0.21 0.001 
92 N26-3 0.21 0.072 
93 N26-4 0.37 0.057 
94 N26-5 0.37 0.112 
95 N27-1 0.31 0.137 
96 N27-2 0.39 0.121 
97 N29-1 0.43 0.112 
98 N29-3 0.18 0.035 
99 N29-4 0.42 0.234 

100 N29-6 0.93 0.356 
101 N29-7 0.77 0.435 
102 N30-2 0.32 0.002 
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1.5 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย B. braunii J4-1       
  
            การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของสาหร่าย B. braunii J4-1 โดยเพาะเล้ียงใน
อาหารเล้ียงเหลว AF-6 บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ให้ช่วงแสงสวา่งต่อมืดเท่ากบั 16: 8 ชัว่โมง 
เป็นเวลา 30 วนั น ามายอ้มดว้ยสารเรืองแสง Nile red ส่องภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต ์
พบวา่ B. braunii J4-1 เซลล์มีลกัษณะรูปร่างทรงรี มาอยู่รวมกนัเป็นโคโลนี โคโลนีมีสีเขียว และ
ผลิตไฮโดรคาร์บอนในปริมาณมาก แสดงดงัภาพท่ี 12  
 

จากการยอ้มสาหร่ายดว้ยสี Nile red ส่องภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนตแ์สดงให้
เห็นถึงการเรืองแสงท่ีแตกต่างกันของไฮโดรคาร์บอนและคลอโรฟิลล์ ถ้าเรืองแสงสีแดงคือ
คลอโรฟิลล์ และเรืองแสงสีเหลืองคือไฮโดรคาร์บอน พบว่า B. braunii J4-1 มีการสะสมของ
ไฮโดรคาร์บอนในปริมาณค่อนขา้งมาก ซ่ึงสังเกตไดจ้ากการเรืองแสงสีเหลืองทอง (ดงัภาพท่ี 12B 
และ 12D) 
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ภาพที ่12  ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ B. braunii J4-1 เม่ือยอ้มดว้ยสี Nile red:  
                 (A) และ (C) ลกัษณะของ B. braunii J4-1 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สงธรรมดา  
                 (B) และ (D) ลกัษณะของ B. braunii J4-1 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต ์ 
                 โดยเรืองแสงสีแดงคือคลอโรฟิลล ์และเรืองแสงสีเหลืองคือไฮโดรคาร์บอน 
 

10 µm 

   10 µm  10 µm 

10 µm 

(A) 

(C) (D) 

(B) 
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2. การศึกษาสูตรอาหารทีเ่หมาะสมต่อการเจริญ และการผลติไฮโดรคาร์บอน  

 
การศึกษาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ และการผลิตไฮโดรคาร์บอนโดยเพาะเล้ียง

สาหร่าย B. braunii J4-1 ในอาหารเล้ียงสาหร่าย 8 สูตร ไดแ้ก่ Krate and Myers (Gelpi et al., 
1970),   Modified Chu 13 (Largeau et al., 1980), Modified Chu (Tenaud et al., 1989), Modified 
Chu (Watanabe et al., 2013), AF-6 (Kato, 1982), BG 11 (Vonshak, 1986), BBM (Kanz  and 
Bold, 1969) และ NS III (Payer, 1971) ในหลอดทดลองขนาด 200 มิลลิลิตร ปริมาตรของอาหาร 
150 มิลลิลิตร เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ให้ช่วงแสงสวา่งต่อมืดเท่ากบั 16: 8 ชัว่โมง 
เป็นเวลา 30 วนั จากการศึกษาพบวา่สาหร่าย B. braunii J4-1 มีการเจริญในอาหารทุกชนิด แต่การ
เจริญมีความแตกต่างกนัอยา่งเห็นไดช้ดั โดยสามารถเจริญไดดี้ท่ีสุดในอาหาร AF-6 และรองลงมา
คือ Modified Chu (Tenaud et al., 1989), BBM, BG 11, Modified Chu 13, NS III, Modified Chu 
(Watanabe et al., 2013) และ Krate and Myers ตามล าดบั แสดงดงัภาพท่ี 13 จากภาพจะสังเกตุเห็น
ไดอ้ยา่งชดัเจนดว้ยตาเปล่าถึงความแตกต่างของการเจริญในอาหารสูตรต่าง ๆ เม่ือมีการเจริญมาก
ความเขม้ของเซลลส์าหร่ายก็จะเพิ่มข้ึนตามล าดบั  

  
ในสภาวะอาหารเล้ียงเช้ือท่ีแตกต่างกนัทั้ง 8 ชนิด พบวา่สาหร่าย B. braunii J4-1 เจริญไดดี้

ในอาหาร AF-6 มีค่ามวลเซลล์เท่ากบั 2.324 กรัมต่อลิตร และรองลงมาคือ Modified Chu (Tenaud 
et al., 1989) มีค่ามวลเซลล ์1.326 กรัมต่อลิตร ส่วนอาหาร BBM, BG 11, Modified Chu 13, NS III, 
Modified Chu (Watanabe et al., 2013) และ Krate and Myers มีการเจริญนอ้ยกวา่ มีค่ามวลเซลล์
เท่ากบั 1.251, 0.960, 0.935, 0.746, 0.412 และ 0.077 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ดงัตารางท่ี 19 ภาพท่ี 
14   

 
จากการวิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์เพื่อยืนยนัการเจริญพบวา่สาหร่าย B. braunii J4-1 มี

การผลิตคลอโรฟิลล์ได้ดีในอาหารเล้ียงเช้ือ AF-6 มีปริมาณคลอโรฟิลล์ 0.381 มิลลิกรัมต่อลิตร 
รองลงมาคือ BBM, BG 11, Modified Chu 13, Modified Chu (Tenaud et al., 1989), NS III, 
Modified Chu (Watanabe et al., 2013) และ Krate and Myers ตามล าดบั มีปริมาณคลอโรฟิลล์
0.198, 0.166, 0.160, 0.118, 0.074, 0.046 และ 0.006 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั  สังเกตไดว้า่ใน
อาหารเล้ียงเช้ือทุกชนิด เม่ือการเจริญลดลงปริมาณคลอโรฟิลลก์็ลดลงดว้ย ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงาน
ของ Casadevall et al. (1985) ท่ีรายงานวา่การเส่ือมสภาพของเซลลมี์ความเก่ียวขอ้งค่อนขา้งมากกบั
การลดลงของปริมาณคลอโรฟิลล ์ดงัตารางท่ี 19 ภาพท่ี 14   
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การผลิตไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย B. braunii J4-1 พบวา่มีการผลิตไฮโดรคาร์บอนไดดี้
ในอาหาร AF-6 มีปริมาณไฮโดรคาร์บอนเท่ากบั 0.731 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือ BG 11, BBM,           
NS III,  Modified Chu (Tenaud et al., 1989), Modified Chu 13, Modified Chu (Watanabe et al., 
2013) และ Krate and Myers โดยมีปริมาณไฮโดรคาร์บอนเท่ากบั 0.325, 0.308, 0.204, 0.036, 
0.026, 0.003 และ 0.001 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ดงัตารางท่ี 19 ภาพท่ี 14   

 
จากรายงานการศึกษาของ Largeau et al. (1980); Metzger et al. (1991) ไดก้ล่าวไวว้่า

อาหาร modified Chu 13 medium เป็นสูตรอาหารท่ียอมรับวา่เป็นอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมส าหรับ
สาหร่าย Botryococcus ทั้ง 3 race คือ race A race B และ race L แต่จากการทดลองพบวา่อาหาร
เล้ียงเช้ือ AF-6 เป็นอาหารเล้ียงเช้ือท่ีดีท่ีสุดท่ีสนบัสนุนการเจริญ และการผลิตไฮโดรคาร์บอนของ
สาหร่าย B. braunii J4-1 โดยมีมวลเซลลสู์งสุดเท่ากบั 2.324 กรัมต่อลิตร ปริมาณคลอโรฟิลล์ 0.381 
มิลลิกรัมต่อลิตร และมีปริมาณไฮโดรคาร์บอน 0.731 กรัมต่อลิตร อาจเน่ืองมาจากอาหารเล้ียงเช้ือ 
AF-6 มีองค์ประกอบของธาตุอาหารท่ีจ าเพาะต่อการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล์ และการผลิต
ไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย B. braunii J4-1 ท่ีแตกต่างจากสูตรอาหารอ่ืน ๆ ดงัภาคผนวกท่ี ก  

 
จากการเปรียบเทียบสูตรอาหาร จะเห็นว่าอาหาร AF-6 มี NH4NO3, CaCO3, Biotin, 

Thiamine HCl, Vitamin B6, Vitamin B12 และ PIV เป็นองคป์ระกอบ ซ่ึงไม่มีในอาหารชนิดอ่ืนทั้ง 
7 สูตร คือ Krate and Myers, Modified Chu 13, Modified Chu (Tenaud et al., 1989), Modified 
Chu (Watanabe et al., 2013), BG 11, BBM และ NS III จึงเป็นไปไดว้า่องคป์ระกอบท่ีกล่าวมา
ขา้งต้นน้ีมีผลต่อการเจริญของสาหร่าย เม่ือพิจารณา NH4NO3 ซ่ึงเป็นสารอินทรีย์ไนโตรเจน
ประกอบดว้ยแอมโมเนียมและไนเตรท สาหร่ายสามารถน าใชใ้นการเจริญได ้(ลดัดา, 2540) และ
สอดคลอ้งกบังานวิจยัของพวงผกา และพิมพรรณ (2549) พบว่าสาหร่าย B. braunii สามารถลด
ปริมาณไนเทรตและแอมโมเนียในน ้ าทิ้งท่ีใชเ้พาะเล้ียงไดถึ้ง 73 % และ 79 % ตามล าดบั ส าหรับ 
CaCO3 เป็นแหล่งคาร์บอนอนินทรียท่ี์อยู่ในรูปของเกลือคาร์บอเนต เป็นปัจจยัหน่ึงท่ีมีผลต่อการ
เจริญของสาหร่าย (ลดัดา, 2540) ส าหรับวิตามินเป็นปัจจยัทางโภชนาการอินทรีย ์ท่ีจ  าเป็นส าหรับ
การเจริญอย่างต่อเน่ือง และกิจกรรมในวิถีเมทาบอลึซึมของส่ิงมีชีวิต จากรายงานการศึกษาของ    
De Clercq (1997); Zempleni and Mock (1999) ไดก้ล่าวไวว้า่ Biotin หรือท่ีเรียกวา่ Vitamin H หรือ 
Vitamin B7 ท าหนา้ท่ีเป็นโคแฟคเตอร์ส าหรับการขนส่งคาร์บอนไดออกไซค์ในเอนไซมค์าร์บอก
ซีเลส มีหนา้ท่ีส าคญัในปฎิกิริยาเมทาบอลึซึมต่าง ๆ เช่นการสังเคราะห์กรดไขมนัในวิถีเคทาบอลิซึม
ของ branched chain amino acid และกระบวนการ gluconeogenesis  นอกจากน้ี De Clercq (1997), 
Zhang et al. (2010) รายงานวา่ ไบโอตินยงัมีหนา้ท่ีในวฏัจกัรกรดซิตริกซ่ึงเป็นกระบวนการท่ีใช้
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พลงังานทางชีวเคมีท่ีถูกสร้างข้ึนในระหว่างการหายใจแบบใช้ออกซิเจน ส าหรับ Thiamine HCl 
หรือ Vitamin B1 มีหนา้ท่ีเป็นสารมธัยนัตร์ (intermediate) ในวิถีเมทาบอลิซึมของคาร์บอน และ
เป็นโคแฟคเตอร์ส าหรับเอนไซม์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัวิถีเมทาบอลิซึมของคาร์โบไฮเดรตและ branched 
chain amino acid (Schowen, 1998; Croft et al., 2006) ส่วน Vitamin B6 หรือ pyridoxine เป็น
วิตามินท่ีละลายในน ้ า และเป็นหน่ึงในกลุ่มวิตามินบีรวม ส่วนใหญ่อยู่ในรูปของ pyridoxal 
phosphate ท าหนา้ท่ีเป็นโคแฟคเตอร์ของหลายปฏิกิริยาในวิถีเมทาบอลิซึมของกรดอะมิโน รวมถึง 
กระบวนการ transamination กระบวนการ deamination และกระบวนการ decarboxylation 
(Desouky, 2011)  ส าหรับ Vitamin B12 ท าหนา้ท่ีเป็นโคแฟคเตอร์ในหลายวิถีเมทาบอลิซึมรวมทั้ง
การสังเคราะห์กรดอะมิโน methionine การสังเคราะห์ DNA และการยอ่ยสลายกรดไขมนัเลขค่ี 
(Croft et al., 2006) PIV เป็นสารอาหารท่ีประกอบด้วยธาตุอาหารรองคือ FeCl3.6H2O, 
MnCl2.4H2O, ZnSO4.7H2O, CoCl2.6H2O, NaMoO4. 2H2O และ Na2EDTA.2H2O  จากการศึกษา
ของ Raven  (1988; 1990) รายงานวา่ในการเจริญของสาหร่าย B. braunii ตอ้งการธาตุอาหารหลกั 
แต่ยงัคงตอ้งการธาตุอาหารรองในปริมาณเล็กนอ้ยเพื่อช่วยให้สาหร่ายเจริญไดดี้ข้ึน ธาตุอาหารรอง 
เช่น ไอรอน โมลิบดีนมั และแมงกานีส มีบทบาทส าคญัในหลายวิถีเมทาบอลึซึมท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
ใชป้ระโยชน์จากแสง ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และคาร์บอนไดออกไซด ์
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ภาพที ่13  การเพาะเล้ียงสาหร่าย B. braunii J4-1 ในอาหารเล้ียงเช้ือ 8 ชนิด ภายใตอุ้ณหภูมิ  

   25 องศาเซลเซียส ให้ช่วงแสงสวา่งต่อมืดเท่ากบั 16: 8 ชัว่โมง เป็นเวลา 30 วนั 

 K & M  Chu-13  Chu-Te   Chu-ca   AF-6  BG-11   BBM  NS lll 
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ตารางที ่19  ผลของสูตรอาหารเล้ียงเช้ือต่อการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล ์และการผลิต 
      ไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย B. braunii J4-1  
  

  CDW Total Hydrocarbon 
Media (g/L) chlorophyll production 

  
 

(mg/L) (g/L) 
Krate and Myers 0.077 0.006 0.001 
Modified Chu 13 0.935 0.160 0.026 
Modified Chu (Tenaud et al., 1989) 1.326 0.118 0.036 

Modified Chu (Watanabe et al., 2013) 0.412 0.046 0.003 
AF-6 2.324 0.381 0.731 
BG 11 0.960 0.166 0.325 
BBM 1.251 0.198 0.308 
NS III 0.746 0.074 0.204 
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ภาพที ่14  ผลของสูตรอาหารเล้ียงเช้ือต่อการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล์ และการผลิต 
   ไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย B. braunii J4-1 เม่ือเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
   ใหช่้วงแสงสวา่งต่อมืดเท่ากบั 16: 8 ชัว่โมง เป็นเวลา 30 วนั  
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3. การคัดเลือกปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญ และการผลิตไฮโดรคาร์บอนโดยวางแผนการทดลองแบบ 
Plackett and Burman design  
 

การคดัเลือกปัจจยัหลกัท่ีมีผลต่อการเจริญ และการผลิตไฮโดรคาร์บอน ของ B. braunii   
J4-1 โดยใชก้ารออกแบบการทดลองแบบ Plackett and Burman design มีปัจจยัท่ีน ามาศึกษา 7 
ปัจจยั คือ ความเขม้ขน้ของโซเดียมไนเทรต (มิลลิกรัมต่อลิตร, X1) ความเขม้ขน้ของโพแทสเซียม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (มิลลิกรัมต่อลิตร, X2) ความเขม้ขน้ของไอรอนซิเทรต (มิลลิกรัมต่อลิตร, 
X3)  พีเอช (X4) ความเขม้ขน้ของโซเดียมไบคาร์บอเนต (เปอร์เซ็นต์, X5) ความเขม้ขน้ของ
คาร์บอนไดออกไซด์ (เปอร์เซ็นต,์ X6) และความเขม้ของแสง (ลกัซ์, X7) โดยมีส่ิงทดลองทั้งหมด    
8 ส่ิงทดลอง ท าการทดลอง 3 ซ ้ า แสดงผลดงัตารางท่ี 20 พบวา่ส่ิงทดลองท่ี 6 สาหร่ายมีการเจริญ 
การผลิตคลอโรฟิลล์ และการผลิตไฮโดรคาร์บอนสูงสุดเท่ากบั 3.000 กรัมต่อลิตร 0.563 มิลลิกรัม
ต่อลิตร และ 0.5949 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ซ่ึงสาหร่ายมีการเจริญในทุกสภาวะส่ิงทดลองและสี
ของสาหร่ายมีความแตกต่างกนัอยา่งเห็นไดช้ดั แสดงดงัภาพท่ี 15 
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ภาพที ่15  การเพาะเล้ียงสาหร่าย B. braunii J4-1 ในอาหาร AF-6 โดยการจดัการทดลองแบบ  

    Plackett and Burman design ในสภาวะส่ิงทดลอง 8 สภาวะ ภายใตอุ้ณหภูมิ  
    25 องศาเซลเซียส ให้ช่วงแสงสว่างต่อมืดเท่ากบั 16: 8 ชัว่โมง เป็นเวลา 32 วนั 
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ส่ิงทดลองท่ี 6 มีสภาวะการเพาะเล้ียงท่ีความเขม้ขน้ของโซเดียมไนเทรต (NaNO3) 160 
มิลลิกรัมต่อลิตร โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 15 มิลลิกรัมต่อลิตร ไอรอนซิเทรต 
(Fe-citrate) 1 มิลลิกรัมต่อลิตร พีเอช 8 โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) 0 เปอร์เซ็นต ์
คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 3 เปอร์เซ็นต์ และ ความเขม้ของแสง 4000 ลกัซ์ จากสภาวะของส่ิง
ทดลองท่ี 6 จะเห็นว่าความเขม้ขน้ของโซเดียมไนเตรท ความเขม้ขน้ของไอรอนซิเทรต ความ
เขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ และความเขม้ของแสงมีค่าเป็นบวก แสดงวา่เม่ือความเขม้ขน้ของ
ปัจจยัท่ีกล่าวมาขา้งตน้น้ีเพิ่มข้ึนจะส่งผลใหก้ารเจริญและการผลิตไฮโดรคาร์บอนเพิ่มข้ึน ในขณะท่ี 
ความเข้มข้นของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต พีเอช และความเข้มข้นของโซเดียม                
ไบคาร์บอเนตมีค่าเป็นลบ แสดงให้เห็นวา่เม่ือปัจจยัเหล่าน้ีมีค่าต ่าจะส่งผลให้ การเจริญ การผลิต
คลอโรฟิลล ์และการผลิตไฮโดรคาร์บอนเพิ่มข้ึน 
 
ตารางที ่20  แสดงค่าการเจริญ และปริมาณไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย B. braunii J4-1 จากการ 

     จดัการทดลองแบบ Plackett and Burman design  
 

        
CDW 
(g/L) 

Chlorophyll 
production 

(mg/L) 

Hydrocarbon 
Treatment X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 production 
                (g/L) 

1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 0.055 0.002 0.002 

2 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 1.402 0.443 0.275 

3 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 0.043 0.002 0.001 

4 +1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 0.083 0.002 0.004 

5 -1 +1 -1 -1 +1 +1 +1 0.370 0.038 0.026 

6 +1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 3.000 0.563 0.595 

7 +1 +1 -1 +1 -1 -1 +1 0.392 0.044 0.040 

8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0.453 0.095 0.043 

 
การวิเคราะห์การทดลอง Plackett and Burman design ดว้ยโปรแกรมทางสถิติ จากผลการ

วิเคราะห์ความแปรปรวนพบว่ามีค่าสัมประสิทธ์ิของการตดัสินใจ (R2) ของการผลิตมวลเซลล์
เท่ากบั 0.969  สามารถอธิบายไดว้า่สัดส่วนของความแปรปรวนเท่ากบั 96.9 เปอร์เซ็นต ์ค่า R2 ของ
การผลิตคลอโรฟิลล์เท่ากบั 0.975 สามารถอธิบายไดว้า่สัดส่วนของความแปรปรวนเท่ากบั 97.5 
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เปอร์เซ็นต ์และค่า R2 ของการผลิตไฮโดรคาร์บอนเท่ากบั 0.987 สามารถอธิบายไดว้า่สัดส่วนของ
ความแปรปรวนเท่ากบั 98.7 เปอร์เซ็นต ์
 

จากการวเิคราะห์ค่า P-value ต่อการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล์ และการผลิตไฮโดรคาร์บอน 
ดงัแสดงในตารางท่ี 21 ตารางท่ี 22 และ ตารางท่ี 23 พบวา่ปัจจยัท่ีมีค่า P-values นอ้ยกวา่ 0.05 เป็น
ปัจจยัหลกัท่ีมีผลอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ มีจ านวน 4 ปัจจยั คือ ความเขม้ขน้ของไอรอนซิเทรต   
พีเอช ความเขม้ขน้ของโซเดียมไบคาร์บอเนต และความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ ซ่ึงมี 2 
ปัจจยัท่ีมีค่า main effect เป็นค่าบวก คือ ความเขม้ขน้ของไอรอนซิเทรต และความเขม้ขน้ของ
คาร์บอนไดออกไซด์ หมายความว่าปัจจยัเหล่าน้ีส่งผลกระทบทางบวกและมีแนวโน้มท่ีสามารถ
เพิ่มความเขม้ขน้ไดอี้ก เพื่อให้สาหร่ายสามารถเจริญและผลิตไฮโดรคาร์บอนไดดี้ข้ึน ส่วนอีก 2 
ปัจจยัคือ พีเอช และความเขม้ขน้ของโซเดียมไบคาร์บอเนต ซ่ึงมีค่า main effect เป็นลบ หมายความ
วา่ปัจจยัเหล่าน้ีส่งผลกระทบทางลบและมีแนวโนม้ท่ีควรจะลดความเขม้ขน้ลง 
 

เน่ืองจากความเขม้ขน้ของโซเดียมไบคาร์บอเนต เป็นปัจจยัมีค่าเป็นลบหมายความวา่ส่งผล
กระทบทางลบและควรท่ีจะลดความเขม้ขน้ลง แต่ปัจจยัน้ีมีค่าระดบัต ่าสุด (-1) คือ 0% (w/v) จึงไม่
สามารถท่ีจะลดปริมาณลงได้อีกจึงตัดปัจจัยน้ีออก ดังนั้ นมี 3 ปัจจัย คือ ความเข้มข้นของ                    
ไอรอนซิเทรต พีเอช และความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ จึงถูกเลือกไปใชใ้นการศึกษาหา
สภาวะท่ีเหมาะสมต่อไปโดยวางแผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) 

 
ผลการทดลองในคร้ังน้ีสอดคลอ้งกบัรายงานของ Terry and Abadia (1986) ท่ีรายงานวา่

เหล็กเป็นส่ิงจ าเป็นส าหรับการสังเคราะห์คลอโรฟิลล์ ปฏิกิริยาแอสซิมิเลชั่น (assimilation) 
ไนโตรเจนอนินทรีย์ และตวัเร่งปฏิกิริยาในกระบวนการขนส่งอิเล็กตรอน ในพืชสีเขียวและ               
ไซยาโนแบคทีเรีย ดังนั้นเหล็กอาจเป็นปัจจยัส าคญัท่ีมีผลกระทบต่อโครงสร้างและหน้าท่ีของ              
เยื่อหุ้ม thylakoid ซ่ึงเป็นกระบวนการพื้นฐานในการแปลงพลงังานเคมี นอกจากน้ีปริมาณเหล็กท่ี
จ ากดัยงัส่งผลกระทบต่อการลดลงของความเข้มขน้ของเม็ดสี ยงัท าให้อตัราความจ าเพาะของ
คลอโรฟิลล์ในกระบวนการสังเคราะห์แสงลดลงอีกดว้ย (Greene et al., 1991;  Morales et al., 1991; 
Terry and Abadia, 1986) การเจริญของสาหร่ายในสภาวะท่ีมีความเขม้ขน้ของเหล็กต ่ามีผลท าให้
เกิดการลดลงของ P700 คลอโรฟิลล์ท่ีเป็นศูนยก์ลางปฏิกิริยาของระบบแสง I และ cytochromes 
ชนิด c (Bohme et al., 1978; Oquisr, 1974) ผลกระทบของเหล็กสอดคลอ้งกบัรายงานของ 
Behrenfeld et al. (2006) ท่ีกล่าวไวว้า่เหล็กเป็นปัจจยัส าคญัท าหน้าท่ีในการควบคุมชีวมวลของ
สาหร่ายขนาดเล็ก Yeesang and Cheirsilp (2010) ไดศึ้กษา Botryococcus ส่ีสายพนัธ์ุคือ TRG, KB, 
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SK และ PSU พบวา่การเพิ่มปริมาณของเหล็กมีผลต่อการสะสมน ้ ามนั ซ่ึงสอดคลอ้งกบั Tanoi et 
al. (2014) ท่ีรายงานว่าความเขม้ขน้ของเหล็กมีอิทธิพลต่อขนาด รูปร่าง การเจริญ และการผลิต
น ้ ามันของ B. braunii BOT-22 นอกจากน้ีเห็นได้ชัดว่าพีเอชมีผลต่อการกระจายของ
คาร์บอนไดออกไซด์ท่ีละลายในอาหารเล้ียงเช้ือ ซ่ึงคาร์บอนอนินทรีย์จะมีผลโดยตรงต่อการ
สังเคราะห์ดว้ยแสงของสาหร่ายโดยเฉพาะอยา่งยิ่งในรูปของคาร์บอนไดออกไซด์ (Azov, 1982; 
Celia et al., 1994) สอดคลอ้งกบัการรายงานของ Lehman (1978) ท่ีกล่าวไวว้า่ free CO2 เป็นสารตั้ง
ตน้โดยตรงส าหรับวฏัจกัรคลัวนิ (Calvin cycle) ในขณะเดียวกนัพีเอชและคาร์บอนไดออกไซด์เป็น
ปัจจยัหลักท่ีมีอิทธิพลต่อการเจริญและองค์ประกอบทางเคมีของสาหร่าย Botryococcus sp. 
(Rousch et al., 2003: Metzger and Largeau, 2005) ยงัสอดคลอ้งกบั Chirac et al. (1985) 
ท าการศึกษาเปรียบเทียบการให้อากาศเพียงอยา่งเดียวและให้อากาศพร้อมกบัคาร์บอนไดออกไซด ์
1 เปอร์เซ็นต ์พบวา่การให้อากาศผสมคาร์บอนไดออกไซด์ 1 เปอร์เซ็นต ์ท าให้เพิ่มอตัราการเจริญ
เป็นสองเท่าในระยะ exponential phase เม่ือเพาะเล้ียงเป็นเวลา 2 วนั มีการผลิตไฮโดรคาร์บอน
เพิ่มข้ึน 5 เท่า เม่ือเพาะเล้ียงเป็นเวลา 7 วนั 
 
ตารางที ่21  การวเิคราะห์ความแปรปรวนในการจดัการทดลอง Plackett and Burman design เพื่อ 

      คดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการเจริญของสาหร่าย B. braunii J4-1 
 

Term Variables Coefficient T-value P-value 
X1 NaNO3 (mg/L)  0.162  3.678 0.002a 
X2 KH2PO4 (mg/L) -0.177 -4.023 0.001a 
X3 Fe-citrate (mg/L)  0.415  9.431 0.000a 
X4 pH -0.252 -5.728 0.000a 
X5 NaHCO3 (%) -0.605 -13.766 0.000a 
X6 CO2 (%)  0.504  11.462 0.000a 
X7 light (Lux)  0.235   5.348 0.000a 

 
aSignificant at 95% level (p<0.05), R2 = 0.969; and R2 

adj = 0.956  
 
 
 
 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&sqi=2&ved=0CDEQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FCarbon_dioxide&ei=xMwCUaTBFY6nrAeLnIGIDQ&usg=AFQjCNHehIafx8Sl8YCLzii-HXrhwHkZ8w&sig2=JRluxhGp-zlDchB3wTGpaA&bvm=bv.41524429,d.bmk
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ตารางที ่22  การวเิคราะห์ความแปรปรวนในการจดัการทดลอง Plackett and Burman design เพื่อ 
      คดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตคลอโรฟิลลข์องสาหร่าย B. braunii J4-1 

 

Term Variables Coefficient T-value P-value 
X1 NaNO3 (mg/L)  0.020 0.499 0.624 
X2 KH2PO4 (mg/L) -0.080 -2.002 0.062 
X3 Fe-citrate (mg/L)  0.490 12.306 0.000a 
X4 pH -0.122 -3.060 0.007a 
X5 NaHCO3 (%) -0.650 -16.321 0.000a 
X6 CO2 (%)  0.534  13.404 0.000a 
X7 light (Lux)  0.062   1.557 0.139 

 
aSignificant at 95% level (p<0.05), R2 = 0.975 ; and R2 

adj = 0.963 
 
ตารางที ่23  การวเิคราะห์ความแปรปรวนในการจดัการทดลอง Plackett and Burman design เพื่อ  

      คดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย B. braunii J4-1 
 

Term Variables Coefficient T-value P-value 
X1 NaNO3 (mg/L)  0.186  6.426 0.000a 
X2 KH2PO4 (mg/L) -0.189 -6.513 0.000a 
X3 Fe-citrate (mg/L)  0.478 16.503 0.000a 
X4 pH -0.217 -7.484 0.000a 
X5 NaHCO3 (%) -0.578 -19.943 0.000a 
X6 CO2 (%)  0.511 17.64 0.000a 
X7 light (Lux)  0.212   7.322 0.000a 

 
aSignificant at 95% level (p<0.05), R2 = 0.987; and R2 

adj = 0.981 
 
 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&sqi=2&ved=0CDEQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FCarbon_dioxide&ei=xMwCUaTBFY6nrAeLnIGIDQ&usg=AFQjCNHehIafx8Sl8YCLzii-HXrhwHkZ8w&sig2=JRluxhGp-zlDchB3wTGpaA&bvm=bv.41524429,d.bmk
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&sqi=2&ved=0CDEQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FCarbon_dioxide&ei=xMwCUaTBFY6nrAeLnIGIDQ&usg=AFQjCNHehIafx8Sl8YCLzii-HXrhwHkZ8w&sig2=JRluxhGp-zlDchB3wTGpaA&bvm=bv.41524429,d.bmk
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4. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญ และการผลิตไฮโดรคาร์บอน โดยวางแผนการทดลอง
แบบ Central Composite Design 
 

เทคนิค Response Surface Methodology (RSM) เป็นการรวบรวมขอ้มูลทางสถิติและทาง
คณิตศาสตร์ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพและหาสภาวะท่ีเหมาะสมของกระบวนการ RSM ประกอบดว้ย
กลุ่มของตวัแปรตามหลกัการทางสถิติและคณิตศาสตร์ โดยจะใช้เพื่อแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง
ผลตอบสนองกบัตวัแปรอิสระ แผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) เป็นการ
ออกแบบการทดลองทุกระดบัของแต่ละปัจจยัห่างจากจุดก่ึงกลางของการทดลองเท่ากนัและท าซ ้ าท่ี
จุดก่ึงกลาง แต่ละปัจจยัจะมีระดบัการทดลอง 5 ระดบั (-α, -1, 0 , 1, α) จากการศึกษาโดยใช้
หลกัการทางสถิติดว้ยเทคนิค RSM แบบ CCD มาช่วยในการออกแบบ ท าให้ไดจ้  านวนการทดลอง
ประกอบไปดว้ย 17 การทดลอง ปัจจยัศึกษาท่ีมีผลต่อการเจริญ และการผลิตไฮโดรคาร์บอน ของ
สาหร่าย B. braunii J4-1 ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ของไอรอนซิเทรต (X1) พีเอช (X2) และความเขม้ขน้
ของคาร์บอนไดออกไซด์ (X3) พบวา่การทดลองท่ี 15-17 เป็นจุดก่ึงกลางการทดลอง (central point 
conditions) ประกอบดว้ยความเขม้ขน้ของไอรอนซิเทรต 2 มิลลิกรัมต่อลิตร พีเอช 7 และความ
เข้มข้นของคาร์บอนไดออกไซด์ 2 เปอร์เซ็นต์ B. braunii J4-1 จะมีการเจริญและผลิต
ไฮโดรคาร์บอนไดสู้งสุดโดยการทดลองท่ี 15, 16 และ 17 มีมวลเซลล์สูงสุดเท่ากบั 4.97, 4.98 และ 
4.77 กรัมต่อลิตร มีปริมาณคลอโรฟิลล์เท่ากบั 11.77, 10.50 และ 9.81 มิลลิกรัมต่อลิตร มีปริมาณ
ไฮโดรคาร์บอนเท่ากบั 1.26, 1.25 และ 1.08 กรัมต่อลิตร ดงัแสดงในตารางท่ี 20  
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ตารางที ่24  แสดงค่าการเจริญ และปริมาณไฮโดรคาร์บอน ของ B. braunii J4-1 โดยใช ้
      แผนการทดลองแบบ CCD 

 

 
Code setting level Actual level 

CDW Total Hydrocarbon 
Treatment 

 
chlorophyll production 

 
X1 X2 X3 X1 X2 X3 (g/L) (mg/L) (g/L) 

1 -1 -1 -1 1 6 0.8 3.16 5.91 0.55 
2 -1 -1 +1 1 6 3.2 3.46 6.66 0.68 
3 -1 +1 -1 1 8 0.8 3.74 5.80 0.64 
4 -1 +1 +1 1 8 3.2 2.84 6.67 0.50 
5 +1 -1 -1 3 6 0.8 2.01 5.97 0.29 
6 +1 -1 +1 3 6 3.2 3.61 6.52 0.64 
7 +1 +1 -1 3 8 0.8 2.79 6.15 0.34 
8 +1 +1 +1 3 8 3.2 3.15 6.22 0.51 
9 -1.68 0 0 0.32 7 2 3.08 8.29 0.77 

10 0 -1.68 0 2 5.32 2 4.09 8.15 0.67 
11 0 0 -1.68 2 7 0 1.15 4.85 0.23 
12 +1.68 0 0 3.68 7 2 3.75 8.72 0.53 
13 0 +1.68 0 2 8.68 2 3.40 8.14 0.75 
14 0 0 +1.68 2 7 4.0 3.01 8.09 0.96 
15 0 0 0 2 7 2 4.97 11.77 1.26 
16 0 0 0 2 7 2 4.98 10.50 1.25 
17 0 0 0 2 7 2 4.77 9.81 1.08 

 
4.1 การวเิคราะห์การถดถอย (regression analysis) 

 
                    4.1.1 การทดสอบสมมติฐานของสมการการถดถอยหรือสมการความสัมพนัธ์ 
 
                              เม่ือน าผลการทดลองท่ีไดไ้ปวเิคราะห์การถดถอยเชิงพหุคูณเพื่อประเมินผลของ
ปัจจยัท่ีศึกษาต่อการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล์ และการผลิตไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย                   
B. braunii J4-1  จากผลการวิเคราะห์ปัจจยัท่ีศึกษาต่อการเจริญมีค่าสถิติ F เท่ากบั 8.19 ดว้ย degree 
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of freedom (df) เท่ากบั (9, 7) มีค่า P-value เท่ากบั 0.0056 ดงัตารางท่ี 25 การวิเคราะห์ปัจจยัท่ีศึกษา
ต่อการผลิตคลอโรฟิลล์ มีค่าสถิติ F เท่ากบั 4.17 ดว้ย df เท่ากบั (9, 7) เช่นกนั มีค่า P-value เท่ากบั 
0.0365 ดงัตารางท่ี 26 การวิเคราะห์ปัจจยัท่ีศึกษาต่อการผลิตไฮโดรคาร์บอน มีค่าสถิติ F เท่ากบั 
7.41 ดว้ย df เท่ากบั (9, 7) มีค่า P-value เท่ากบั 0.0075 ดงัตารางท่ี 27 จึงเห็นไดอ้ยา่งชดัเจนวา่การ
วิเคราะห์ทั้ง 3 น้ีมีค่า P-value น้อยกว่า 0.05 ช้ีให้เห็นว่าปัจจยัท่ีศึกษามีผลต่อการเจริญ การผลิต
คลอโรฟิลล ์และการผลิตไฮโดรคาร์บอน อยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
 
ตารางที ่25  การวเิคราะห์ความแปรปรวน (ANOVAb) ของการวเิคราะห์การถดถอยเชิงพหุคูณต่อ 

      การเจริญของ B. braunii J4-1 
 

Model Sum of Squares Df Mean Square F-value P-value 
Regression 14.28 9 1.59 8.19 0.0056a 
Residual 1.36 7 0.19 

  Total 15.63 16 
    

a Predictors: (Constant), X1, X2, X3,  X1X2, X1X3, X2X3, X1
2, X2

2, X3
2 

b Dependent Variable: Growth  
 
ตารางที ่26  การวเิคราะห์ความแปรปรวน (ANOVAb) ของการวเิคราะห์การถดถอยเชิงพหุคูณต่อ 

     การผลิตคลอโรฟิลลข์อง B. braunii J4-1 
 

Model Sum of Squares Df Mean Square F-value P-value 
Regression 47.54 9 5.28 4.17 0.0365 a 
Residual 8.87 7 1.27 

  Total 56.41 16       

 
a Predictors: (Constant), X1, X2, X3,  X1X2, X1X3, X2X3, X1

2, X2
2, X3

2 
b Dependent Variable: Total chlorophyll  
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ตารางที ่27  การวเิคราะห์ความแปรปรวน (ANOVAb) ของการวเิคราะห์การถดถอยเชิงพหุคูณต่อ 
      การผลิตไฮโดรคาร์บอนของ B. braunii J4-1 

 

Model Sum of Squares Df Mean Square F-value P-value 
Regression 1.33 9 0.15 7.41 0.0075a 
Residual 0.14 7 0.02 

  Total 1.47 16       

 
a Predictors: (Constant), X1, X2, X3,  X1X2, X1X3, X2X3, X1

2, X2
2, X3

2 
b Dependent Variable: Hydrocarbon production 
 

       4.1.2 การประมาณค่าสัมประสิทธ์ิการถดถอยเชิงพหุคูณ  
 

                 การประมาณค่าสัมประสิทธ์ิของปัจจยัท่ีศึกษา เพื่อทดสอบความมีนยัส าคญัของ
ตวัแปรท่ีศึกษาและทิศทางของอิทธิพลว่ามีอิทธิพลทางบวกหรือทางลบต่อการเจริญ การผลิต
คลอโรฟิลล ์และการผลิตไฮโดรคาร์บอน ดงัแสดงผลในตารางท่ี 28 
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ตารางที ่28  การวเิคราะห์ค่าสัมประสิทธ์ิของสมการการถดถอยและค่าสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ 
 

Source CDW Total chlorophyll Hydrocarbon production 
  Estimate  F-value  P-levela Estimate  F-value  P-levelb Estimate  F-value  P-levelc 
Model  4.8900  8.1900 0.0056 10.7800  4.1700 0.0365 1.2000  7.4100 0.0075 
X1 -0.0370  0.0960 0.7654  0.0390  0.0160 0.9027 -0.0720  3.5400 0.1021 
X2 -0.0660  0.3100 0.5944 -0.0170  0.0032 0.9563 -0.0027  0.0050 0.9454 
X3  0.3300  7.8800 0.0262  0.5700  3.5400 0.1018  0.1300 11.1100 0.0125 
X1X2  0.0440  0.0800 0.7850 -0.0028  0.0000 0.9946  0.0005  0.0001 0.9920 
X2X3  0.3200  4.2300 0.0788 -0.1200  0.0980 0.7639  0.0660  1.7300 0.2296 
X1X3 -0.3100  3.8600 0.0902 -0.0450  0.0130 0.9140 -0.0560  1.2600 0.2991 
X1

2 -0.5000 14.2900 0.0069 -1.0600  9.9100 0.0162 -0.2100 25.8300 0.0014 
X2

2 -0.3800  8.3600 0.0233 -1.1800 12.4400 0.0096 -0.1900 20.9600 0.0026 
X3

2 -0.9800 54.5700 0.0002 -1.7900 28.2200 0.0011 -0.2400 30.8100 0.0009 

 
asignificant at 95% level (p<0.05), R2 = 0.9133; and R2

adj = 0.8018 
bsignificant at 95% level (p<0.05), R2 = 0.8427; and R2

adj = 0.6406 
csignificant at 95% level (p<0.05), R2 = 0.9050; and R2

adj = 0.7829 
 

จากตารางท่ี 28 ตวัแปรอิสระท่ีมีอิทธิพลต่อการเจริญ ซ่ึงมีค่า P-value น้อยกว่าระดบั
นยัส าคญั 0.05 คือ ความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ (X3) พจน์ก าลงัสองของความเขม้ขน้ของ
ไอรอนซิเตรต(X1

2) พจน์ก าลังสองของพีเอช (X2
2) พจน์ก าลังสองของความเข้มข้นของ

คาร์บอนไดออกไซด์ (X3
2) ส่วนตวัแปรอิสระท่ีไม่มีอิทธิพลต่อการเจริญ ซ่ึงมีค่า P-value มากกวา่

ระดบันยัส าคญั 0.05 คือ ความเขม้ขน้ของไอรอนซิเตรต (X1) พีเอช (X2) พจน์อิทธิพลร่วมระหวา่ง
ความเขม้ขน้ของไอรอนซิเตรตและพีเอช (X1X2) พจน์อิทธิพลร่วมระหวา่งความเขม้ขน้ของไอรอน
ซิเตรตและความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ (X1X3) พจน์อิทธิพลร่วมระหวา่งพีเอชและความ
เขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ (X2X3) พบว่ารูปแบบสมการการถดถอยท่ีเหมาะสมแสดงใน
สมการท่ี 4 
 
Ybiomass  = - 20.2839 + 1.1044X1 + 5.66321X2 + 4.23862X3 + 0.044105X1X2 + 0.26654X1X3 

                    - 0.25474X2X3 - 0.4958X1
2 - 0.37917X2

2 - 0.67734X3
2                                                                  

 สมการท่ี 4 
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จากสมการท่ี 4 สังเกตไดว้า่ตวัแปรอิสระ X1, X2, X3, X1X2 และ X1X3 มีอิทธิพลทางบวก           
(มีสัมประสิทธ์ิเป็นบวก) ต่อค่าตอบสนอง (Y) กล่าวคือ หากเพิ่มค่าของตวัแปรอิสระดงักล่าว ค่า
มวลเซลลจ์ะมีค่าเพิ่มสูงข้ึน 
 

จากการทดสอบมีค่าสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ (R2) เท่ากบั 0.9133 นัน่คือกิจกรรมของการ
เจริญท่ีไดเ้ป็นผลหรืออิทธิพลจากตวัแปรอิสระทั้ง 3 ตวัแปร 91.33 เปอร์เซ็นต์ ส่วนท่ีเหลืออีก 8.67 
เปอร์เซ็นต ์เป็นผลจากตวัแปรอิสระอ่ืนท่ีไม่สามารถควบคุมได ้ 
 

ตวัแปรอิสระท่ีมีอิทธิพลต่อการผลิตคลอโรฟิลล์ ซ่ึงมีค่า P-value นอ้ยกวา่ระดบันยัส าคญั 
0.05 คือ พจน์ก าลงัสองของความเขม้ขน้ของไอรอนซิเตรต (X1

2) พจน์ก าลงัสองของพีเอช (X2
2) 

พจน์ก าลงัสองของความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ (X3
2) ส่วนตวัแปรอิสระท่ีไม่มีอิทธิพลต่อ

การผลิตคลอโรฟิลล์ ซ่ึงมีค่า P-value มากกว่าระดบันยัส าคญั 0.05 คือ ความเขม้ขน้ของ                         
ไอรอนซิเตรต (X1) พีเอช (X2) ความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ (X3) พจน์อิทธิพลร่วม
ระหวา่งความเขม้ขน้ของไอรอนซิเตรตและพีเอช (X1X2) พจน์อิทธิพลร่วมระหวา่งความเขม้ขน้
ของไอรอนซิเตรตและความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ (X1X3) พจน์อิทธิพลร่วมระหว่าง               
พีเอชและความเข้มข้นของคาร์บอนไดออกไซด์ (X2X3) พบว่ารูปแบบสมการการถดถอยท่ี
เหมาะสมแสดงในสมการท่ี 5 
 
YChlorophyll = - 58.32149 + 4.49111X1+ 16.63383X2 + 5.93025X3 - 2.80E-03X1X2 - 0.10361X1X3      
                    - 0.037124 X2X3 - 1.05642X1

2 - 1.18366X2
2 - 1.24607 X3

2                                                           
   สมการท่ี 5 

จากสมการท่ี 5 สังเกตไดว้า่ตวัแปรอิสระ X1, X2 และ X3 มีอิทธิพลทางบวก (มีสัมประสิทธ์ิ
เป็นบวก) ต่อค่าตอบสนอง (Y) กล่าวคือ หากเพิ่มค่าของตวัแปรอิสระดงักล่าว ปริมาณคลอโรฟิลล์
จะมีค่าเพิ่มสูงข้ึน 
 

จากการทดสอบมีค่าสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ (R2) เท่ากบั 0.8427 นัน่คือกิจกรรมของ
ปริมาณคลอโรฟิลล์ท่ีไดเ้ป็นผลหรืออิทธิพลจากตวัแปรอิสระทั้ง 3 ตวัแปร 84.27 เปอร์เซ็นต ์ส่วน
ท่ีเหลืออีก 15.73 เปอร์เซ็นต ์เป็นผลจากตวัแปรอิสระอ่ืนท่ีไม่สามารถควบคุมได ้ 

 
ตวัแปรอิสระท่ีมีอิทธิพลต่อการผลิตไฮโดรคาร์บอน ซ่ึงมีค่า P-value น้อยกว่าระดบั

นยัส าคญั 0.05 คือ ความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ (X3) พจน์ก าลงัสองของความเขม้ขน้ของ
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ไอรอนซิเตรต(X1
2) พจน์ก าลังสองของพีเอช (X2

2) พจน์ก าลังสองของความเข้มข้นของ
คาร์บอนไดออกไซด์ (X3

2) ส่วนตวัแปรอิสระท่ีไม่มีอิทธิพลต่อการผลิตไฮโดรคาร์บอน ซ่ึงมีค่า             
P-value มากกวา่ระดบันยัส าคญั 0.05 คือ ความเขม้ขน้ของไอรอนซิเตรต (X1) พีเอช (X2) พจน์
อิทธิพลร่วมระหวา่งความเขม้ขน้ของไอรอนซิเตรตและพีเอช (X1X2) พจน์อิทธิพลร่วมระหว่าง
ความเขม้ขน้ของไอรอนซิเตรตและความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ (X1X3) พจน์อิทธิพลร่วม
ระหวา่งพีเอชและความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ (X2X3) พบวา่รูปแบบสมการการถดถอยท่ี
เหมาะสมแสดงในสมการท่ี 6 

 
YHydrocarbon = - 10.23013 + 0.67081X1 + 2.78796X2 + 0.97705X3 + 5.20E-04X1X2 +0.054772X1X3   

                               - 0.04667X2X3 - 0.21397X1
2 - 0.19274X2

2 - 0.16338X3
2                                                     

   สมการท่ี 6 
จากสมการท่ี 6 สังเกตไดว้า่ตวัแปรอิสระ X1, X2, X3, X1X2 และ X1X3 มีอิทธิพลทางบวก (มี

สัมประสิทธ์ิเป็นบวก) ต่อค่าตอบสนอง (Y) กล่าวคือ หากเพิ่มค่าของตวัแปรอิสระดงักล่าว ปริมาณ
ไฮโดรคาร์บอนจะมีค่าเพิ่มสูงข้ึน 
 

จากการทดสอบมีค่าสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ (R2) เท่ากบั 0.9050 นัน่คือกิจกรรมของ
ปริมาณไฮโดรคาร์บอนท่ีไดเ้ป็นผลหรืออิทธิพลจากตวัแปรอิสระทั้ง 3 ตวัแปร 90.50 เปอร์เซ็นต ์
ส่วนท่ีเหลืออีก 9.5 เปอร์เซ็นต ์เป็นผลจากตวัแปรอิสระอ่ืนท่ีไม่สามารถควบคุมได ้ 
 

Hu (1999) รายงานสมการท่ีมกัน าไปใชค้วรมีค่า R2 อยา่งนอ้ย 0.75 หากสูงกวา่ 0.90 ถือวา่
ดีมาก (ค่า R2 มีค่าตั้งแต่ 0 ถึง 1 โดยท่ี 0 แสดงวา่ไม่มีความสัมพนัธ์ใด ๆ ระหวา่งตวัแปรอิสระกบั
ตวัแปรตาม แต่ท่ี 1 แสดงว่ามีความสัมพนัธ์กนัอยา่งสมบูรณ์) อีกทั้งถา้ R2adjust มีค่ามากกวา่ 64 
เปอร์เซ็นต ์(>0.64) แสดงวา่รูปแบบสมการเหมาะสม 
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4.2 การตรวจสอบความเหมาะสมของสมการการถดถอย 
 

      การน าสมการการถดถอยไปใชจ้ะตอ้งท าการตรวจสอบความเหมาะสมของสมการการ
ถดถอย (model adequacy checking) โดยมีการตรวจสอบดงัน้ี  

 
      4.2.1 การทดสอบการแจกแจงแบบปกติ (normal probability plot)  

 
                         จากการตรวจสอบความเหมาะสมของสมการการถดถอยโดยวิธี  normal 
probability plot พบว่าลกัษณะของจุดบนกราฟของการเจริญ ปริมาณคลอโรฟิลล์ และการผลิต
ไฮโดรคาร์บอน ส่วนใหญ่มีการกระจายตวัใกลเ้ส้นตรงแต่มีบางส่วนท่ีโคง้ออกจากแนวเส้น ดงันั้น
จึงสรุปไดว้า่การวิเคราะห์มีการแจกแจงเป็นแบบปกติ และเป็นไปตามขอ้ก าหนดเบ้ืองตน้ของการ
วเิคราะห์การถดถอย แสดงดงัภาพท่ี 16 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



                                                               117 

 

                     Dependent Variable: Growth                   Dependent Variable: Total chlorophyll 
 

  
 

           Dependent Variable: Hydrocarbon production 
 

 
 

ภาพที ่16  Normal probability plot ของค่าความคลาดเคล่ือน 
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     4.2.2 การทดสอบความคงท่ีของความแปรปรวนของความคลาดเคล่ือน  
 

              จากกราฟการกระจาย (scatter plot) ระหวา่งค่า regression standardized residual 
บนแกน Y กบัค่า regression predicted value บนแกน X พบวา่จุดบนกราฟมีการกระจายตวัอยา่งไม่
มีรูปแบบ และกระจายรอบเส้นก่ึงกลางศูนย ์ ดงัแสดงในภาพท่ี 17 แสดงวา่ความแปรปรวนของ
ความคลาดเคล่ือนค่อนขา้งคงท่ี 
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      Dependent Variable: Growth                         Dependent Variable: Total chlorophyll 
 

   
 

           Dependent Variable: Hydrocarbon production 
 

 
 
ภาพที ่17  Scatter plot ของค่าความคลาดเคล่ือนกบัค่าท านาย 
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     4.2.3 การทดสอบค่าความคลาดเคล่ือนเป็นตวัแปรสุ่มและมีความเป็นอิสระต่อกนั 
 
              จากการตรวจสอบความเหมาะสมของค่าความคลาดเคล่ือนเป็นตวัแปรสุ่มและมี

ความเป็นอิสระต่อกนั จากกราฟระหวา่งค่า regression standardized residual บนแกน Y กบัค่า                   
run number บนแกน X พบวา่จุดบนกราฟมีการกระจายตวัแบบสุ่มรอบเส้นก่ึงกลางศูนยแ์ละไม่มี
ลกัษณะของแนวโนม้หรือมีรูปแบบอยา่งชดัเจนดงัแสดงในภาพท่ี 18 แสดงวา่ค่าความคลาดเคล่ือน
เป็นตวัแปรสุ่มและมีความเป็นอิสระต่อกนั 
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                   Dependent Variable: Growth                           Dependent Variable: Total chlorophyll 
 

     
 

          Dependent Variable: Hydrocarbon production 
 

 
 
ภาพที ่18  กราฟระหวา่งค่าความคลาดเคล่ือนกบัอนัดบัของขอ้มูล 
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เม่ือท าการตรวจสอบความเหมาะสมของรูปแบบสมการการถดถอยดว้ยวิธีวิเคราะห์ทั้ง 3 
แบบท่ีกล่าวมาขา้งตน้ จึงสามารถสรุปไดว้า่รูปแบบสมการการถดถอยหรือสมการความสัมพนัธ์ท่ี
ไดจ้ากการทดลองนั้นมีความเหมาะสมกบัขอ้มูลท่ีไดม้า ขั้นตอนต่อไปน าสมการการถดถอยไปใช้
ท านายการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล ์และการผลิตไฮโดรคาร์บอนต่อไป 
 

4.3 การเปรียบเทียบค่าจริงจากการทดลองและค่าท านาย 
 

      เม่ือน าสมการการถดถอยท่ีเหมาะสม ไดแ้ก่ สมการท่ี 4 สมการท่ี 5 และสมการท่ี 6 ไป
ท านายผลของความเขม้ขน้ของไอรอนซิเตรต พีเอช และความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ ใน
ระดับท่ีศึกษาต่อการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล์ และการผลิตไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย                     
B. braunii J4-1 ผลการท านายดงัแสดงในตารางท่ี 29  
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ตารางที ่29  ผลการวเิคราะห์ค่ามวลเซลล ์การผลิตคลอโรฟิลล ์และการผลิตไฮโดรคาร์บอนกบั 
      ค่าท านายของสาหร่าย B. braunii J4-1 ในแต่ละการทดลอง 

 

        CDW Chlorophyll Hydrocarbon Production 

Treatment X1 X2 X3 (g/L) (mg/L) (g/L) 
  

   
predicted Experimental predicted Experimental predicted Experimental 

1 -1 -1 -1 3.25 3.16 5.99 5.91 0.51 0.55 
2 -1 -1 +1 3.89 3.46 7.46 6.66 0.95 0.68 
3 -1 +1 -1 2.86 3.74 6.05 5.80 0.68 0.64 
4 -1 +1 +1 2.26 2.84 7.34 6.67 0.78 0.50 
5 +1 -1 -1 1.66 2.01 6.31 5.97 0.37 0.29 
6 +1 -1 +1 3.58 3.61 7.30 6.52 0.77 0.64 
7 +1 +1 -1 3.03 2.79 6.37 6.15 0.54 0.34 
8 +1 +1 +1 3.71 3.15 7.18 6.22 0.87 0.51 
9 -1.68 0 0 3.54 3.08 7.72 8.29 0.73 0.77 

10 0 -1.68 0 3.93 4.09 7.48 8.15 0.66 0.67 
11 0 0 -1.68 1.57 1.15 4.77 4.85 0.30 0.23 
12 +1.68 0 0 3.42 3.75 7.85 8.72 0.49 0.53 
13 0 +1.68 0 3.71 3.40 7.42 8.14 0.66 0.75 
14 0 0 +1.68 2.68 3.01 6.69 8.09 0.74 0.96 
15 0 0 0 4.89 4.97 10.78 11.77 1.20 1.26 
16 0 0 0 4.89 4.98 10.78 10.50 1.20 1.25 
17 0 0 0 4.89 4.77 10.78 9.81 1.20 1.08 

 
จากสมการการถดถอยท่ีใช้ท านายค่าการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล์ และการผลิต

ไฮโดรคาร์บอนพบวา่ค่าท านายมีแนวโนม้ของทิศทางสอดคลอ้งกบัค่าจริงจากการทดลองดงัแสดง
ในภาพท่ี 19 
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       Dependent Variable: Growth                          Dependent Variable: Total chlorophyll 
 

    
 

             Dependent Variable: Hydrocarbon production 
 

 
 
ภาพที ่19  ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าท่ีไดจ้ากการทดลองและค่าท่ีไดจ้ากการท านาย 
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4.4 การหาจุดท่ีเหมาะสมของตวัแปรท่ีศึกษา 
 

       แผนภาพพื้นผิวตอบสนองแบบ 3 มิติ และภาพเส้นโครงร่างแบบ 2 มิติ ระหวา่งปัจจยั            
ต่าง ๆ ถูกสร้างข้ึนเพื่อท านายค่าท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล์ และการผลิต
ไฮโดรคาร์บอน โดยแต่ละภาพการตอบสนองจะแสดงถึงอิทธิพลความสัมพนัธ์ของ 2 ตวัแปร
อิสระ และตวัแปรอิสระอ่ืนจะก าหนดไวท่ี้ค่ากลางของระดบัปัจจยั 

 
     4.4.1 การหาจุดท่ีเหมาะสมของตวัแปรท่ีศึกษาต่อการเจริญของสาหร่าย B. braunii J4-1 
 
               การก าหนดระดบัท่ีเหมาะสมของแต่ละปัจจยัส าหรับการเจริญ โดยน าแผนภาพ

พื้นท่ีผิวตอบสนอง (ภาพ 3 มิติ) และคอนทวัร์พล๊อต (ภาพ 2 มิติ) มาใชใ้นการศึกษาความสัมพนัธ์
ระหว่างปัจจยัต่าง ๆ แสดงดงัภาพท่ี 20, 21 และ 22 โดยก าหนดให้ A คือ ความเขม้ขน้ของ                 
ไอรอนซิเทรต B คือ พีเอช และ C คือ ความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด ์
 

               ภาพท่ี 20  แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของไอรอนซิเทรต และพีเอช
ต่อการเจริญ ภาพท่ี 21 แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของไอรอนซิเทรต และความ
เขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซคต่์อการเจริญ ภาพท่ี 22 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งพีเอช และความ
เขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซคต่์อการเจริญ จากภาพพบวา่ช่วงท่ีเหมาะสมของไอรอนซิเทรต 1.5 - 
2.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ช่วงท่ีเหมาะสมของพีเอช 6.5 - 7.2 และช่วงท่ีเหมาะสมของความเขม้ขน้ของ
คาร์บอนไดออกไซค์ 2.0 - 2.5 % (v/v) แสดงดงัตารางท่ี 30 จากนั้นวิเคราะห์หาจุดท่ีเหมาะสมของ
ความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรท่ีมีผลให้ค่าการเจริญสูงสุด โดยน าค่าไอรอนซิเทรต (X1) พีเอช (X2) 
และความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซค์ (X3) ไปแทนค่าในสมการท่ี 4 จะท าให้ไดค้่าการท านาย
ของการเจริญสูงสุด และจุดท่ีเหมาะสมท่ีสุดของปัจจยั คือ ค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุด จากนั้นท าการ
ตรวจสอบสภาวะท่ีเหมาะสมโดยการเปรียบเทียบขอ้มูลท่ีไดจ้ากการท านายและขอ้มูลท่ีไดจ้ากการ
ทดลอง เพื่อพิสูจน์วา่สมการถดถอยท่ีสร้างข้ึนมีความเหมาะสมกบัขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลองจริง 
 

               จากการวิเคราะห์พบวา่จุดท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของ B. braunii J4-1 คือการ
เพาะเล้ียงท่ีความเขม้ขน้ของไอรอนซิเทรต 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร พีเอช 6.8 และความเขม้ขน้ของ
คาร์บอนไดออกไซด์ 2.5 เปอร์เซ็นต์ จากสมการท่ี 4 ท านายวา่เม่ือใชส้ภาวะดงักล่าว มีผลท าให้
สามารถผลิตมวลเซลล์ไดสู้งสุด 5.21 กรัมต่อลิตร แต่ค่าท่ีไดจ้ากการทดลองจริงคือ สามารถผลิต
มวลเซลลไ์ด ้5.74 กรัมต่อลิตร  
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               จากการศึกษาในคร้ังน้ีพบวา่ค่ามวลเซลล์ไดม้ากกวา่ในงานวิจยัของ Dayananda 
et al. (2005) ท าการศึกษาผลกระทบของอาหารเล้ียงเช้ือและสภาวะการเพาะเล้ียงต่อการเจริญ และ
การผลิตไฮโดรคาร์บอน ของ B. braunii สายพนัธ์ุ SAG 30.81 ดว้ยวิธีการออกแบบการทดลอง
แบบ RSM พบว่าโพแทสเซียมไนเทรตและไอรอนซิเทรตมีผลต่อการเจริญและการผลิต
ไฮโดรคาร์บอน ได้ค่ามวลเซลล์สูงสุด 0.65 กรัมต่อลิตร ในท านองเดียวกนัการผลิตมวลเซลล์
ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสมในการศึกษาคร้ังน้ีสูงกว่าในรายงานของ Tran et al. (2010) ศึกษา
ผลกระทบขององค์ประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือต่อการเจริญและการผลิตไขมนัของ B. braunii 
LB572 โดยใชก้ารออกแบบการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) จากผลการวิจยั
พบวา่โพแทสเซียมฟอสเฟตความเขม้ขน้ 0.058 กรัมต่อลิตร และแมกนีเซียมซลัเฟต 0.09 กรัมต่อ
ลิตร เป็นปัจจยัส าคญัท่ีส่งผลกระทบต่อการเจริญและการผลิตไขมนั ไดค้่ามวลเซลล์เพิ่มข้ึนถึง 4.57 
กรัมต่อลิตร ยศวดี (2547) ไดท้  าการศึกษาผลของพีเอชเร่ิมตน้ในน ้ าทิ้งจากโรงงานแปรรูปอาหาร
ทะเลของบริษทัทรอปิคอลแคนน่ิงจ ากดั (มหาชน)  ต่อ B. braunii โดยปรับพีเอชเท่ากบั 6.7 (มีค่า            
พีเอชค่อนขา้งคงท่ีอยูร่ะหวา่ง 6.7 - 6.8 ) และ ไม่ปรับพีเอช (ค่าพีเอชเท่ากบั 7.8)  พบว่าสาหร่าย
เจริญสูงสุดในน ้ าทิ้งท่ีมีการปรับพีเอช มีน ้ าหนกัเซลล์แห้งเท่ากบั 3.62 กรัมต่อลิตร ซ่ึงสอดคลอ้ง
กบัการรายงานของ Vongprasert  (1986) พบวา่สาหร่าย B. braunii เจริญไดดี้ท่ีสุดท่ีพีเอชเท่ากบั 
6.7 ในขณะท่ี Dayananda et al. (2007) ทดลองเล้ียงสาหร่าย B. braunii ในอาหาร modified Chu 13 
ท่ีมีค่าพีเอช 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 และ 8.5 พบวา่สาหร่ายสามารถเจริญไดดี้ไม่แตกต่างกนัในทุก    
พี เ อช  มี ค่ ามวล เซลล์ อยู่ ระหว่ า ง  0.75 - 0.86 ก รัม ต่อ ลิตร  ย ังพบว่ าความ เข้มข้นของ
คาร์บอนไดออกไซด์มีผลต่อการผลิตมวลเซลล์และการผลิตไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย โดยเล้ียง
ในสภาวะท่ีมีการให้ความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซค์ 0.5, 1 และ 2 เปอร์เซ็นต ์(v/v) พบวา่ใน
สภาวะท่ีมีการให้คาร์บอนไดออกไซด์ 2 เปอร์เซ็นต์ (v/v) สาหร่ายมีมวลเซลล์และปริมาณ
ไฮโดรคาร์บอนมากท่ีสุด  
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ภาพที ่20  ภาพพื้นผวิตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทวัร์พล๊อตของความเขม้ขน้ของ  

   ไอรอนซิเทรต และพีเอชต่อการเจริญ 
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ภาพที ่21  ภาพพื้นผวิตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทวัร์พล๊อตของผลความเขม้ขน้ 
   ของไอรอนซิเทรต และความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซดต่์อการเจริญ 



                                                               129 

 

 
 

 
 

ภาพที ่22  ภาพพื้นผวิตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทวัร์พล๊อตของพีเอช  และความ 
   เขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซดต่์อการเจริญ 
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            4.4.2 การหาจุดท่ีเหมาะสมของตวัแปรท่ีศึกษาต่อการผลิตคลอโรฟิลล์ของสาหร่าย  
B. braunii J4-1 
 
                                  การก าหนดระดับท่ีเหมาะสมของแต่ละปัจจยัส าหรับการผลิตคลอโรฟิลล ์
โดยน าแผนภาพพื้นท่ีผิวตอบสนอง (ภาพ 3 มิติ) และคอนทวัร์พล๊อต (ภาพ 2 มิติ) มาใช้ใน
การศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งปัจจยัต่าง ๆ แสดงดงัภาพท่ี 23, 24 และ 25 โดยก าหนดให้ A คือ 
ความเขม้ขน้ของไอรอนซิเทรต B คือ พีเอช และ C คือ ความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด ์
 

                   ภาพท่ี 23 แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของไอรอนซิเทรต และ              
พีเอชต่อการผลิตคลอโรฟิลล ์ภาพท่ี 24 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของไอรอนซิเทรต 
และความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซคต่์อการผลิตคลอโรฟิลล์ ภาพท่ี 25 แสดงความสัมพนัธ์
ระหวา่งพีเอช และความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซคต่์อการผลิตคลอโรฟิลล์ จากภาพพบวา่ช่วง
ท่ีเหมาะสมของไอรอนซิเทรต 1.5 - 2.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ช่วงท่ีเหมาะสมของพีเอช 6.7 - 7.2 และ
ช่วงท่ีเหมาะสมของความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซค์ 1.8 - 2.5 % (v/v) แสดงดงัตารางท่ี 30 
จากนั้นวิเคราะห์หาจุดท่ีเหมาะสมของความสัมพนัธ์ระหว่างตวัแปรท่ีมีผลให้ค่าการเจริญสูงสุด 
โดยน าค่าไอรอนซิเทรต (X1) พีเอช (X2) และความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซค์ (X3) เขา้ไป
แทนค่าในสมการท่ี 5 จะท าให้ไดค้่าการท านายของการผลิตคลอโรฟิลล์สูงสุด และจุดท่ีเหมาะสม
ท่ีสุดของปัจจัย คือ ค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุด จากนั้นท าการตรวจสอบสภาวะท่ีเหมาะสมโดยการ
เปรียบเทียบขอ้มูลท่ีไดจ้ากการท านายและขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลอง เพื่อพิสูจน์วา่สมการถดถอยท่ี
สร้างข้ึนมีความเหมาะสมกบัขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลองจริง 
 

จากการวิเคราะห์พื้นผิวตอบสนองทั้ง 6 ภาพ พบวา่จุดท่ีเหมาะสมต่อการผลิตคลอโรฟิลล์
ของ B. braunii J4-1 คือการเพาะเล้ียงท่ีความเขม้ขน้ของไอรอนซิเทรต 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร พีเอช 
6.8 และความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ 2.5 เปอร์เซ็นต ์จากสมการท่ี 5 ท านายว่าเม่ือใช้
สภาวะดงักล่าว มีผลท าใหส้ามารถผลิตคลอโรฟิลลไ์ดสู้งสุด 12.15 มิลลิกรัมต่อลิตร แต่ค่าท่ีไดจ้าก
การทดลองจริงคือ สามารถผลิตคลอโรฟิลลไ์ด ้13.51 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 
            Tripathi et al. (2001) รายงานวา่ความสามารถในการสังเคราะห์ดว้ยแสงของสาหร่ายขนาด
เล็กโดยใช้คาร์บอนไดออกไซด์ จะมีผลต่อการเจริญและการผลิตแคโรทีนอยด์ โดยเห็นไดช้ดัว่า
สาหร่ายต่างชนิดกนัตอ้งการคาร์บอนไดออกไซด์ในระดบัท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงาน
ของ Dayananda et al. (2007) พบว่าความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์มีผลต่อการผลิต
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คลอโรฟิลลข์องสาหร่าย B. braunii โดยเล้ียงในสภาวะท่ีมีการใหค้วามเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด ์
0.5, 1 และ 2 เปอร์เซ็นต ์(v/v) พบวา่ในสภาวะท่ีมีการให้คาร์บอนไดออกไซด์ 2 เปอร์เซ็นต ์(v/v) 
สาหร่ายมีปริมาณคลอโรฟิลลม์ากท่ีสุด 9.8 มิลลิกรัมต่อลิตร และพบวา่มีค่าใกลเ้คียงกบัการรายงาน
ของ Rao et al. (2007) ท่ีพบวา่มีปริมาณคลอโรฟิลล ์10.6 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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ภาพที ่23  ภาพพื้นผวิตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทวัร์พล๊อตของความเขม้ขน้ของ  
   ไอรอนซิเตรต และพีเอชต่อการผลิตคลอโรฟิลล ์
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ภาพที ่24  ภาพพื้นผวิตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทวัร์พล๊อตของผลความเขม้ขน้ 
   ของไอรอนซิเตรต และความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซดต่์อการผลิตคลอโรฟิลล ์
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ภาพที ่25  ภาพพื้นผวิตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทวัร์พล๊อตของพีเอช  และความ 

   เขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซดต่์อการผลิตคลอโรฟิลล ์
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                       4.4.3 การหาจุดท่ีเหมาะสมของตวัแปรท่ีศึกษาต่อการผลิตไฮโดรคาร์บอนของ
สาหร่าย B. braunii J4-1 
 

                  การก าหนดระดบัท่ีเหมาะสมของแต่ละปัจจยัส าหรับการผลิตไฮโดรคาร์บอน 
โดยน าแผนภาพพื้นท่ีผิวตอบสนอง (ภาพ 3 มิติ) และคอนทวัร์พล๊อต (ภาพ 2 มิติ) มาใช้ใน
การศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งปัจจยัต่าง ๆ แสดงดงัภาพท่ี 26, 27 และ 28 โดยก าหนดให้ A คือ 
ความเขม้ขน้ของไอรอนซิเทรต B คือ พีเอช และ C คือ ความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด ์
 

                    ภาพท่ี 26  แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของไอรอนซิเทรต และ          
พีเอชต่อการผลิตไฮโดรคาร์บอน  ภาพท่ี 27 แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของ                         
ไอรอนซิเทรต และความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซค์ต่อการผลิตไฮโดรคาร์บอน ภาพท่ี 28 
แสดงความสัมพันธ์ระหว่างพี เอช และความเข้มข้นของคาร์บอนไดออกไซค์ ต่อการผลิต
ไฮโดรคาร์บอนจากภาพพบวา่ช่วงท่ีเหมาะสมของไอรอนซิเทรต 1.5 - 2.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ช่วงท่ี
เหมาะสมของพีเอช 6.5 - 7.2 และช่วงท่ีเหมาะสมของความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซค์ 2.0 - 
2.5 % (v/v) แสดงดงัตารางท่ี 30 จากนั้นวิเคราะห์หาจุดท่ีเหมาะสมของความสัมพนัธ์ระหวา่งตวั
แปรท่ีมีผลให้ค่าการเจริญสูงสุด โดยน าค่าไอรอนซิเทรต (X1) พีเอช (X2) และความเขม้ขน้ของ
คาร์บอนไดออกไซค์ (X3) เขา้ไปแทนค่าในสมการท่ี 6 จะท าให้ได้ค่าการท านายของการผลิต
ไฮโดรคาร์บอนสูงสุด และจุดท่ีเหมาะสมท่ีสุดของปัจจยั คือ ค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุด จากนั้นท าการ
ตรวจสอบสภาวะท่ีเหมาะสมโดยการเปรียบเทียบขอ้มูลท่ีไดจ้ากการท านายและขอ้มูลท่ีไดจ้ากการ
ทดลอง เพื่อพิสูจน์วา่สมการถดถอยท่ีสร้างข้ึนมีความเหมาะสมกบัขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลองจริง 
  

               จากการวิเคราะห์พื้นผิวตอบสนองทั้ง 6 ภาพ พบวา่จุดท่ีเหมาะสมต่อการผลิต
ไฮโดรคาร์บอนของ B. braunii J4-1 คือการเพาะเล้ียงท่ีความเขม้ขน้ของไอรอนซิเทรต 1.5 มิลลิกรัม
ต่อลิตร พีเอช 6.8 และความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ 2.5 เปอร์เซ็นต ์จากสมการท่ี 6 ท านาย
วา่เม่ือใช้สภาวะดงักล่าว มีผลท าให้สามารถผลิตไฮโดรคาร์บอนได ้ 1.42 กรัมต่อลิตร แต่ค่าท่ีได้
จากการทดลองจริงคือ สามารถผลิตไฮโดรคาร์บอนไดสู้งสุด 1.44 กรัมต่อลิตร 
 

                ปริมาณของเหล็กในอาหารเล้ียงเช้ือเป็นปัจจยัหน่ึงท่ีมีอิทธิพลต่อปริมาณไขมนั
ในสาหร่ายขนาดเล็ก (Liu et al., 2008) Ruangsomboon (2011) ศึกษาความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของเหล็ก
ท่ีมีผลต่อการเจริญและการผลิตไขมนัของสาหร่าย B. braunii KMITL 2 โดยมีปริมาณของเหล็กท่ี
ความเขม้ขน้ 9, 18, 27, 36 และ 45 มิลลิกรัมต่อลิตร (โดยใช ้FeSO4 เป็นแหล่งของเหล็ก) พบวา่
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ความเขม้ขน้ของเหล็ก 27 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ปริมาณไขมนัสูงสุด 0.08 กรัมต่อลิตร Song et al. 
(2012) รายงานการใช ้RSM เพื่อศึกษาความตอ้งการธาตุอาหารรองต่อการผลิตไฮโดรคาร์บอนใน 
B. braunii UTEX 572 จาก model แสดงใหเ้ห็นวา่ความเขม้ขน้ของธาตุเหล็ก แมงกานีส โมลิบดีนมั 
และนิกเกิล มีบทบาทอยา่งมีนยัส าคญัในการเจริญของสาหร่ายและการผลิตไฮโดรคาร์บอน ระดบั
ท่ีเหมาะสมของธาตุอาหารรอง ส าหรับการผลิตไฮโดรคาร์บอนคือ เหล็ก 10.43 ไมโครโมลาร์ 
แมงกานีส 6.53 ไมโครโมลาร์ โมลิบดีนมั 0.012 ไมโครโมลาร์ และนิกเกิล 1.73 ไมโครโมลาร์ 
พบวา่ผลิตไฮโดรคาร์บอนไดสู้งสุด 1.32 กรัมต่อลิตร 
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ภาพที ่26  ภาพพื้นผวิตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทวัร์พล๊อตของความเขม้ขน้ของ  

   ไอรอนซิเทรต และพีเอชต่อการผลิตไฮโดรคาร์บอน 
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ภาพที ่27  ภาพพื้นผวิตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทวัร์พล๊อตของผลความเขม้ขน้ 

   ของไอรอนซิ เทรต  และความ เข้มข้นของคา ร์บอนไดออกไซด์ ต่อการผลิต
ไฮโดรคาร์บอน 
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ภาพที ่28  ภาพพื้นผวิตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทวัร์พล๊อตของพีเอช และความ 

   เขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซดต่์อการผลิตไฮโดรคาร์บอน 
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ตารางที ่30  ช่วงท่ีเหมาะสมของปัจจยัท่ีศึกษาส าหรับการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล ์ 
       และการผลิตไฮโดรคาร์บอน 

 

  Variable (X) 

Responses Fe-citrate (X1) pH (X2) CO2 (X3) 

(Y) mg/L   % (v/v) 

Biomass 1.5 - 2.2 6.5 - 7.2 2.0 - 2.5 

Total chlorophyll  1.5 - 2.3 6.7 - 7.2 1.8 - 2.5 

Hydrocarbon production 1.5 - 2.2 6.5 - 7.2 2.0 - 2.5 

 
4.5 การตรวจสอบสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล์ และการผลิต

ไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย B. braunii J4-1 
 

       การตรวจสอบสภาวะท่ีเหมาะสมกบัการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล์ และการผลิต
ไฮโดรคาร์บอนโดยการเปรียบเทียบขอ้มูลท่ีได้จากการทดลองกบัขอ้มูลท่ีไดจ้ากการท านาย ดงั
แสดงในตารางท่ี 31 พบวา่ค่าเบ่ียงเบนของมวลเซลลร์ะหวา่งขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลองและขอ้มูลท่ี
ได้จากการท านายมีค่า 10.17 เปอร์เซ็นต์ ค่าเบ่ียงเบนของการผลิตคลอโรฟิลล์เท่ากับ 11.19 
เปอร์เซ็นต์ และค่าเบ่ียงเบนของการผลิตไฮโดรคาร์บอนมีค่า 1.41 เปอร์เซ็นต์ ดงันั้นสภาวะท่ี
เหมาะสมส าหรับการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล์ และการผลิตไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย                  
B. braunii J4-1 คือ การเพาะเล้ียงท่ีความเขม้ขน้ของไอรอนซิเทรต 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร พีเอช 6.8 
และความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด ์2.5 เปอร์เซ็นต ์
 
ตารางที ่31  การตรวจสอบสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงส าหรับการเจริญ  

      การผลิตคลอโรฟิลล ์และการผลิตไฮโดรคาร์บอนของ B. braunii J4-1 
  

Response Predicted Experimental Error (%) 
Biomass 5.21 g/L 5.74 g/L 10.17 
Total chlorophyll  12.15 mg/L 13.51 mg/L 11.19 
Hydrocarbon production 1.42 g/L 1.44 g/L 1.41 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

ท าการคดัแยกและคดัเลือกสาหร่าย B. braunii จากแหล่งน ้ าต่าง ๆ ทัว่ทุกภาคของประเทศ
ไทย ไดท้ั้งส้ิน 206 ไอโซเลต ในการคดัเลือกขั้นปฐมภูมิและทุติยภูมิ โดยทดสอบคุณสมบติัในการ
สร้างไฮโดรคาร์บอน พบวา่ B. braunii J4-1 ซ่ึงแยกไดจ้ากอ่างเก็บน ้ าห้วยสะพาน อ าเภอศรีราชา 
จงัหวดัชลบุรี มีศกัยภาพในการเจริญและการผลิตไฮโดรคาร์บอนสูงสุด คือมีการเจริญ 2.91 กรัมต่อ
ลิตร ผลิตไฮโดรคาร์บอน 0.670 กรัมต่อลิตร ดงันั้นจึงคดัเลือกมาศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อไป 

 
การศึกษาอิทธิพลของสูตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล์ และการ

ผลิตไฮโดรคาร์บอนของ B. braunii J4-1  จากอาหารเล้ียงเช้ือทั้งหมด 8 สูตร พบวา่อาหาร AF-6 
เป็นอาหารเล้ียงเช้ือท่ีดีท่ีสุดท่ีสนับสนุนการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล์ และการผลิต
ไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย โดยมีมวลเซลล์สูงสุดเท่ากบั 2.324 กรัมต่อลิตร ปริมาณคลอโรฟิลล ์
0.381 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีปริมาณไฮโดรคาร์บอน 0.731 กรัมต่อลิตร 

 
การคดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล์ และการผลิตไฮโดรคาร์บอน

ของ B. braunii J4-1 โดยใช ้ Plackett-Burman design มีปัจจยัท่ีน ามาศึกษาทั้งส้ิน 7 ปัจจยัไดแ้ก่ 
ความเขม้ขน้ของโซเดียมไนเทรต ความเข้มข้นของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ความ
เข้มข้นของไอรอนซิเทรต พีเอช ความเข้มข้นของโซเดียมไบคาร์บอเนต ความเข้มข้นของ
คาร์บอนไดออกไซด์ และความเข้มของแสง พบวา่มีจ านวน 3 ปัจจยั เป็นปัจจยัหลกัท่ีมีผลอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P > 0.05) คือ ความเขม้ขน้ของไอรอนซิเทรต พีเอช และความเขม้ขน้ของ
คา ร์บอนไดออกไซด์  โดยความ เข้มข้นของ ไอรอนซิ เทรต  และความ เข้มข้นของ
คาร์บอนไดออกไซด์ ส่งผลในทางบวกต่อการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล์ และการผลิต
ไฮโดรคาร์บอน ส่วนพีเอชส่งผลในทางลบ โดยมีมวลเซลล์ ปริมาณคลอโรฟิลล์ และปริมาณ
ไฮโดรคาร์บอนสูงสุด ในสภาวะการเพาะเล้ียงท่ีมีความเขม้ขน้ของโซเดียมไนเทรต (NaNO3) 160 
มิลลิกรัมต่อลิตร ความเขม้ขน้ของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 15 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ความเขม้ขน้ของไอรอนซิเทรต (Fe-citrate) 1 มิลลิกรัมต่อลิตร พีเอช (pH) 8 ความเขม้ขน้ของ
โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) 0 เปอร์เซ็นต์ ความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 3 
เปอร์เซ็นต์ และ ความเขม้ของแสง (Light) 4000 ลกัซ์ มีการผลิตมวลเซลล์ 3.000 กรัมต่อลิตร 
คลอโรฟิลล ์0.563 มิลลิกรัมต่อลิตร และไฮโดรคาร์บอน 0.595 กรัมต่อลิตร 
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การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล์  และการผลิต
ไฮโดรคาร์บอนของ B. braunii J4-1  โดยก าหนดปัจจยัท่ีตอ้งการศึกษา 3 ปัจจยั คือ ความเขม้ขน้
ของไอรอนซิเทรต (มิลลิกรัมต่อลิตร) พี เอช และความเข้มข้นของคาร์บอนไดออกไซด์ 
(เปอร์เซ็นต)์ โดยใชแ้ผนการทดลอง CCD และ RSM สามารถออกแบบการทดลองได้ 17 ชุดการ
ทดลอง จากนั้นน าค่าการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล์ และการผลิตไฮโดรคาร์บอนท่ีไดจ้ากทั้ง 17 
ชุดการทดลองไปวิเคราะห์ค่าทางสถิติ ไดส้มการการผลิตมวลเซลล ์การผลิตคลอโรฟิลล์ และการ
ผลิตไฮโดรคาร์บอนดงัน้ี 
 

Ybiomass  = - 20.2839 + 1.1044X1 + 5.66321X2 + 4.23862X3 + 0.044105X1X2 + 
0.26654X1X3  - 0.25474X2X3 - 0.4958X1

2 - 0.37917X2
2 - 0.67734X3

2                                                                 
 

 
YChlorophyll = - 58.32149 + 4.49111X1+ 16.63383X2 + 5.93025X3 - 2.80E - 03X1X2  

    - 0.10361X1X3 - 0.037124 X2X3 - 1.05642X1
2 - 1.18366X2

2 - 1.24607 X3
2                                                  

 
YHydrocarbon = - 10.23013 + 0.67081X1 + 2.78796X2 + 0.97705X3 + 5.20E - 04X1X2   

        + 0.054772X1X3 - 0.04667X2X3 - 0.21397X1
2 - 0.19274X2

2 - 0.16338X3
2                                                     

 
โดย Ybiomass คือ ค่าน ้ าหนกัแห้งของเซลล์ (กรัมต่อลิตร), YChlorophyll  คือ ค่าปริมาณ

คลอโรฟิลล(์มิลลิกรัมต่อลิตร), YHydrocarbon คือ ค่าปริมาณไฮโดรคาร์บอน (กรัมต่อลิตร) X1 คือ ความ
เข้มข้นของไอรอนซิเทรต (มิลลิกรัมต่อลิตร) X2 คือพีเอช และ X3 คือความเข้มข้นของ
คาร์บอนไดออกไซด ์(เปอร์เซ็นต)์  

 
จากสมการขา้งตน้น าไปหากราฟพื้นผิวการตอบสนอง ซ่ึงจากกราฟสามารถหาสภาวะท่ี

เหมาะสมของการเจริญ การผลิตคลอโรฟิลล์ และการผลิตไฮโดรคาร์บอนไดด้งัน้ี ความเขม้ขน้ของ                
ไอรอนซิเทรต 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร พีเอช 6.8 และความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ 2.5 
เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงให้มวลเซลล์ ปริมาณคลอโรฟิลล์ และปริมาณไฮโดรคาร์บอนสูงสุดเท่ากบั 5.74 
กรัมต่อลิตร 13.51 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 1.44 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั 
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ข้อเสนอแนะ 

 
 การศึกษาและการทดลองในคร้ังน้ีสามารถคดัเลือกสาหร่าย B. braunii สายพนัธ์ุท่ีสามารถ
ผลิตไฮโดรคาร์บอนได ้และสามารถพฒันาสูตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ การผลิต
คลอโรฟิลล์ และการผลิตไฮโดรคาร์บอนของสาหร่าย B. braunii J4-1 โดยการน าวิธีการวาง
แผนการทดลองทางสถิติมาช่วยท าให้ลดจ านวนส่ิงทดลอง และผลการทดลองท่ีไดอ้าจจะน ามาใช้
เป็นประโยชน์ในทางดา้นการพฒันาเทคโนโลยสี าหรับการผลิตไบโอดีเซล 
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1. สูตรอาหาร Kratz and Myers media (Gelpi et al., 1970)  
 

KNO3       4.0     กรัม 
K2HPO4      1.0      กรัม 
MgSO4.7H2O       0.25    กรัม 
Na citrate        0.165  กรัม 
Ca(NO3)2.4H2O                0.025  กรัม 
Fe(SO4)3.6H2O                 0.004  กรัม 

 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
ปรับ pH เท่ากบั 7.0 
 
2. สูตรอาหาร Modified Chu 13 medium (Largeau  et al., 1980) 
 

KNO3           0.2      กรัม 
K2HPO4      0.04  กรัม 
MgSO4.7H2O      0.1     กรัม 
CaCl2.6H2O      0.08   กรัม 
Ferric citrate      0.01   กรัม 
Citric acid      0.1     กรัม 

 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
ปรับ pH เท่ากบั 7.5 
 
3. สูตรอาหาร Modified  Chu medium (Tenaud et al., 1989) 
 

KNO3        0.2      กรัม 
K2HPO4       0.04   กรัม 
MgSO4.7H2O        0.1     กรัม 
CaCl2.2H2O      0.054   กรัม 

      Fe-EDTA       6.95    ไมโครกรัม 
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Microelements 
H3BO3        28.6  ไมโครกรัม 
MnCl2.4H2O      18.1  ไมโครกรัม 
ZnSO4.7H2O       2.22  ไมโครกรัม 
NaMoO4.2H2O       3.9   ไมโครกรัม 
CuSO4.5H2O        0.79  ไมโครกรัม 
CoCl2        0.8   มโครกรัม 

 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
ปรับ pH เท่ากบั 7.0 
 
4. สูตรอาหาร Modified Chu medium (Watanabe et al., 2013) 
 

KNO3       0.2      กรัม 
K2HPO4      0.04  กรัม 
MgSO4.7H2O        0.1     กรัม 
CaCl2.2H2O      0.054   กรัม 
Iron (lll) citrate hydrate         0.1  กรัม 
Citric acid monohydrate                                               0.1  กรัม 

Microelements 
MnCl2. 4H2O      18.1  ไมโครกรัม 
ZnSO4. 7H2O       2.22 ไมโครกรัม 
NaMoO4. 2H2O       0.5   ไมโครกรัม 
CuSO4. 5H2O       0.79  ไมโครกรัม 
CoCl2. 6H2O      0.8   ไมโครกรัม 

 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
ปรับ pH เท่ากบั 7.0 
 
5. สูตรอาหาร AF - 6 medium (Kato, 1981) 

NaNO3                 140  มิลลิกรัม 
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NH4NO3      22  มิลลิกรัม 
MgSO4. 7H2O       30  มิลลิกรัม 
KH2PO4      10  มิลลิกรัม 
K2HPO4        5  มิลลิกรัม 
CaCl2. 2H2O     10  มิลลิกรัม 
CaCO3      10 มิลลิกรัม 
Fe-citrate        2 มิลลิกรัม 
Citric acid        2  มิลลิกรัม 
Biotin        2  ไมโครกรัม 
Thiamine HCl     10  ไมโครกรัม 
Vitamin B6       1  ไมโครกรัม 
Vitamin B12       1  ไมโครกรัม 
Trace metal = PIV                                            5  มิลลิลิตร  

 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
ปรับ pH เท่ากบั 6.6 
Trace metal = PIV ประกอบดว้ย 

FeCl3. 6H2O     196  มิลลิกรัม 
  MnCl2. 4H2O       36  มิลลิกรัม 
  ZnSO4. 7H2O       22  มิลลิกรัม 
  CoCl2. 6H2O        4  มิลลิกรัม 
  NaMoO4. 2H2O                  2.5 มิลลิกรัม 
  Na2EDTA. 2H2O                         1,000  มิลลิกรัม 

น ้ากลัน่                                                     1,000  มิลลิลิตร 
 
6. สูตรอาหาร BG 11 medium  (Vonshak, 1986) 
 

NaNO3       1.500   กรัม 
K2HPO4. 3H2O        0.040   กรัม 
MgSO4. 7H2O         0.075   กรัม 
CaCl2.2H2O     0.036   กรัม 
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Citric acid     0.006   กรัม 
Ferric ammonium citrate    0.006   กรัม 
EDTA      0.001   กรัม 
Na2CO3      0.020   กรัม 
Trace metal mix A5                             1  มิลลิลิตร 

 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
ปรับ pH เท่ากบั 7.4 
 
Trace metal mix A5 ประกอบดว้ย 
  H3BO3        2.860   มิลลิกรัม 
  MnCl2.4H2O      1.810   มิลลิกรัม 
  ZnSO4.7H2O       0.222   มิลลิกรัม 
  Na2MoO4.2H2O       0.390    มิลลิกรัม 
  CuSO4.5H2O     0.079    มิลลิกรัม 
  Co(NO3)2.6H2O      0.0494   มิลลิกรัม 

น ้ากลัน่                                                                      1,000  มิลลิลิตร 
 
7. สูตรอาหาร BBM (Kanz  and Bold, 1969) 
 

NaNO3       0.250  กรัม 
K2HPO4           0.074     กรัม 
KH2PO4      0.0175   กรัม 
CaCl2.2H2O     0.024    กรัม 
MgSO4.7H2O      0.073    กรัม 
NaCl                         0.025    กรัม 
FeSO4      0.005  กรัม 
EDTA      0.045 กรัม 

ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
ปรับ pH เท่ากบั 7.0 
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8. สูตรอาหาร NSIII medium (Payer, 1971) 
 

KNO3                 1.011 กรัม 
KH2PO4 + K2HPO4.3H2O        0.24 + 0.284 กรัม 
MgSO4.7H2O     0.124 กรัม 
CaCl2.2H2O     0.015 กรัม 
NaCl      0.012 กรัม 
Micro A         2 มิลลิลิตร 
Micro B          2 มิลลิลิตร 
Micro C          2 มิลลิลิตร 

 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 
Micro A  

น าสารละลาย A.1 200 มิลลิลิตร และ A.2 2 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรน ้ ากลัน่ให้ครบ 
1,000 มิลลิลิตร 
A.1 

KBr       595 มิลลิกรัม 
KI       415 มิลลิกรัม 
LiCl      21.2 มิลลิกรัม 
H3BO3         77 มิลลิกรัม 

ปรับปริมาตรน ้ากลัน่ใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร  
จากนั้นเติมกรดไฮโดรคลอริก 3 มิลลิลิตร เม่ือเตรียมสารละลายเสร็จ 
A.2  

ZnSO4. 7H2O     144 มิลลิกรัม 
NiSO4. 6H2O     658 มิลลิกรัม 
CoSO4. 7H2O       70 มิลลิกรัม 
Al2(SO4)3. 18H2O    167 มิลลิกรัม 
(NH4)6Mo7O24.4H2O      44 มิลลิกรัม 
NH4VO3       29 มิลลิกรัม 
CuSO4.5H2O     125 มิลลิกรัม 
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ปรับปริมาตรน ้ากลัน่ใหค้รบ 1000 มิลลิลิตร  
จากนั้นเติมกรดไฮโดรคลอริก 3 มิลลิลิตร เม่ือเตรียมสารละลายเสร็จ 
 
Micro B 

ละลาย MnCl2.4H2O  50 มิลลิกรัม และกรด HCl 3 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรน ้ ากลัน่ให้ครบ 
1,000 มิลลิลิตร 
 
Micro C 

ละลาย Fe(NO3)2.9H2O  810 มิลลิกรัม และ EDTA 750 มิลลิกรัม ในน ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
การวเิคราะห์การเจริญ 
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การหาน า้หนักเซลล์แห้งของสาหร่าย (ดดัแปลงจากวธีิการของ Vonshank and Borowitzka, 1991) 
 
 1. น าจานเพาะเช้ือพร้อมกระดาษกรอง GLASS MICROFIBRE FILTERS (GF/F) ไป
อบแห้งท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ประมาณ 24 ชัว่โมง แลว้น าออกใส่เดซิเคเตอร์ เม่ือเยน็เท่า
อุณหภูมิห้องน ามาชัง่หาน ้ าหนกัท่ีแน่นอนดว้ยเคร่ืองชัง่ชนิดละเอียด 4 ต าแหน่ง ท าซ ้ าจนน ้ าหนกั
คงท่ี 
  

2. เล้ียงสาหร่ายในอาหารเล้ียงเช้ือจนเจริญสูงสุด น าเซลล์มาเจือจางดว้ยน ้ ากลัน่ วดัค่า
ความขุ่นของเซลลด์ว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ให้ไดค้่าความ
ขุ่นเท่ากบั 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 ใชน้ ้ากลัน่ในการตั้งค่า blank  
  

3. น าเซลล์ท่ีระดบัความขุ่นต่าง ๆ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร กรองดว้ยกระดาษกรอง GF/F ท่ี
ทราบน ้าหนกัแหง้ แลว้ลา้งเซลลด์ว้ยน ้ากลัน่ 
  

4. น ากระดาษกรองท่ีมีเซลล์สาหร่ายติดอยูใ่ส่ในจานเพาะเช้ือและน าไปอบท่ีอุณหภูมิ 80 
องศาเซลเซียส ประมาณ 24 ชัว่โมง น าจานเพาะเช้ือใส่ในเดซิเคเตอร์ทิ้งไวใ้ห้เยน็แลว้ชัง่น ้ าหนกัท่ี
แน่นอนดว้ยเคร่ืองชัง่ชนิดละเอียด ท าซ ้ าจนไดน้ ้าหนกัคงท่ี 
  

5. สร้างกราฟมาตรฐานส าหรับค่าความขุ่นของเซลลก์บัน ้าหนกัเซลลแ์หง้ เพื่อใชเ้ป็นกราฟ
มาตรฐานในการค านวนหาปริมาณน ้าหนกัแหง้ 
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ตารางผนวกที ่ข1  ค่าความขุ่นและน ้าหนกัเซลลแ์หง้ของสาหร่าย B. braunii  J4-1  
 

Optical density (OD 600) Cell dry weight (g/L) 
0.1 0.133 
0.2 0.250 
0.3 0.477 
0.4 0.667 
0.5 0.827 

 

 

ภาพผนวกที่ ข1  กราฟมาตรฐานระหวา่งค่าความขุ่นของเซลลก์บัน ้าหนกัเซลลแ์หง้ของ  
             B. braunii  J4-1 

 
หมายเหตุ ในกรณีท่ีตวัอยา่งมีค่าการดูดกลืนแสงสูงเกินกวา่ช่วงท่ีก าหนดคือ 0.05 - 0.50 ตอ้ง 

    ท าการเจือจางก่อน 

y = 0.1716x 
R² = 0.9765 
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ภาคผนวก ค 
สารไฮโดรคาร์บอนมาตรฐานท่ีใชใ้นการวเิคราะห์  

 



                                                               175 

 

สารไฮโดรคาร์บอนมาตรฐานท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ คือ สารไฮโดรคาร์บอน C34H58 มี
น ้าหนกัโมเลกุล 466 และมีความเขม้ขน้ 2.7 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

 

 
 
ภาพผนวกที ่ค1  สูตรโครงสร้างของสารไฮโดรคาร์บอน C34H58 

 
ทีม่า: Watanabe et al. (2013) 
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ภาคผนวก ง 
โครมาโทแกรมการแยกสารไฮโดรคาร์บอนดว้ยเคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟี 

 

 



                                                               177 

 

 
 
 

 
 
ภาพผนวกที่ ง1  โครมาโทแกรมการแยกสารไฮโดรคาร์บอนมาตรฐานดว้ยเคร่ือง 

แก๊สโครมาโทกราฟี 
 
 
 
 
 
 
 
 

4 

- 

- 

CHROMATOPAC   C-R6A   FILE 8 

SAMPLE NO  0  METHOD 841 

REPORT  NO 30102 
 

PKNO TIME  AREA MK IDNO CONC  NAME 
 

    1 8.743  11037   9.7608 

    2  9.518  90927 V  80.4097            botryococcene 

    3 10.365  10089   8.9218 

    4 11.467    1026 V  0.9078 
 

TOTAL               113080   100 

- 

- 

8 

12 
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ภาพผนวกที่ ง2  โครมาโทแกรมการแยกสารไฮโดรคาร์บอนของ B. braunii J4-1 ดว้ยเคร่ือง 

แก๊สโครมาโทกราฟี  

 
 
 
 
 

4 

8 

12 

CHROMATOPAC   C-R6A   FILE 8 
SAMPLE NO  0  METHOD 841 
REPORT  NO 44988 
 
PKNO TIME  AREA MK IDNO CONC  NAME 
 
1 6.000            262     0.0454 
2 6.478    75024  V  11.3449 
3 7.318  559970  V  84.6769 
4 8.377      26485  V    3.0886 
5 9.157          2454  V    0.4742 
6 10.8             148     0.37 
 
TOTAL   664343     100 
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ประวตัิการศึกษา และการท างาน 
 
ช่ือ – นามสกุล นางสาวศิริพรรณ จนัทร์น ้าท่วม 
วนั เดือน ปี ทีเ่กดิ วนัท่ี 3 พฤศจิกายน 2528 
สถานทีเ่กดิ  อ าเภอเมือง จงัหวดัอุตรดิตถ์ 
ประวตัิการศึกษา 1. จบการศึกษาระดบัมธัยมศึกษาตอนตน้จากโรงเรียน

อุตรดิตถด์รุณี อ าเภอเมือง จงัหวดัอุตรดิตถ ์ 
2. จบการศึกษาระดบัมธัยมปลายจากโรงเรียน 
อุตรดิตถด์รุณี อ าเภอเมือง จงัหวดัอุตรดิตถ ์ 
3. จบการศึกษาระดบัปริญญาตรี วท.บ. (วทิยาศาสตร์
สุขภาพสัตว)์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคลธญับุรี 
วทิยาเขต ปทุมธานี 

ต าแหน่งหน้าทีก่ารงานปัจจุบัน - 
สถานทีท่ างานปัจจุบัน - 
ผลงานทางวชิาการ - 
ทุนการศึกษาทีไ่ด้รับ - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 




