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การจัดจําแนกและปรับปรุงสายพันธุของสาหรายขนาดเล็ก Chlorella sp. DMKU5201 

และ DMKU5202 โดยการชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยรังสี UV และหาสภาวะท่ีเหมาะสําหรับ
การเจริญและการผลิตน้ํามันโดยการออกแบบการทดลองทางสถิติ ผลการจัดจําแนกสายพันธุโดย
อาศัย 18S rDNA พบวา Chlorella sp. DMKU5201 และ DMKU5202 มีความเหมือนกับ 
Chlorella sorokiniana  99 – 100 เปอรเซ็นต จึงจัดจําแนกเปน C. sorokiniana  จากการชักนําให
เกิดการกลายพันธุไดท้ังหมด 40,000 โคโลนี แลวคัดเลือกดวยเทคนิคไอของไอโอดีน มี 63 
โคโลนี เปนสายพันธุกลายท่ีไมสรางแปง การวิเคราะหปริมาณน้ํามันดวยเคร่ือง GC พบวามี 8 
starchless mutants ท่ีผลิตน้ํามันภายในเซลลสูงกวาสายพันธุดั้งเดิม และสายพันธุกลาย   
C. sorokiniana DMKU5202-31 สามารถผลิตชีวมวล ผลิตน้ํามันและนํ้ามันภายในเซลลไดสูงสุด 
คือ 0.30 กรัมตอลิตร 0.063 กรัมตอลิตร และ 21.16 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เม่ือนํามาศึกษาหา
สภาวะที่เหมาะสมโดย Plackett-Burman design และ Central composite design (CCD)  เพื่อ
คัดเลือกปจจัยท่ีมีนัยสําคัญทางสถิติตอการผลิตชีวมวลและการผลิตน้ํามันของ C. sorokiniana 
DMKU5202-31 การคัดเลือกดวยวิธีของ Plackett-Burman design ปจจัยท่ีมีนัยสําคัญคือ KNO3, 
pH และ light intensity จากน้ันทําวิธีพื้นผิวตอบสนอง (response surface methodology) โดยวาง
แผนการทดลองแบบ CCD เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตน้ํามันไดสูงสุด 
พบวา KNO3 0.9 กรัมตอลิตร pH 6.2 และ light intensity 4,000 ลักซ เปนสภาวะท่ีดีท่ีสุด ผลิตชีว
มวลได 2.58 กรัมตอลิตร มีปริมาณนํ้ามัน 1.40 กรัมตอลิตร และผลิตน้ํามันภายในเซลล 54.49 
เปอรเซ็นต จึงสรุปไดวาการปรับสูตรอาหารและสภาวะในการเพาะเล้ียง ทําใหสาหรายพันธุกลาย 
C. sorokiniana DMKU5202-31 มีความสามารถในการผลิตน้ํามันไดในปริมาณท่ีสูงซ่ึงมี
ประโยชนตอการผลิตไบโอดีเซล 
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Identification of Chlorella sp. DMKU5201 and DMKU5202 by using partial 18S rDNA 

sequences  revealed that they were closely related  to Chlorella sorokiniana with similarity of  
99 – 100%. Improvement of lipid contents of these two microalgae were carried by UV 
mutation for starchless mutants. The selected strain was then optimized by statistical 
experimental designs for growth and lipid production. Approximately 40,000 UV treated 
colonies were screened by iodine impregnation technique. Sixty-three colonies appeared to be 
starchless mutants. Secondary screening of the mutants showed that 8 of them starchless 
accumulated higher oil content than the wild type strains and the mutant C. sorokiniana DMKU 
5202-31 had the highest biomass, lipid production and lipid content 0.30 g/L, 0.063 g/L and 
21.16%, respectively. Optimization of C. sorokiniana DMKU 5202-31 was done by Plackett-
Burman Design (PBD) and Central Composite Design (CCD) to determine the significant 
factors affecting biomass production and lipid accumulations. Finally, three factors namely 
KNO3, pH and Light intensity were chosen  from PBD analysis. CCD was used to optimize the 
three selected factors. The response surface plots were observed for the maximum biomass, lipid 
production and lipid content. Their optimal values were determined as follows 0.9 g/L of KNO3, 
pH 6.2 and 4,000 lux of light intensity which yielded biomass at 2.58 g/L, lipid production of 
1.40 g/L and lipid content 54.49%. It could be concluded that optimization of medium 
composition and culture conditions could improve oil production of the starchless mutant C. 
sorokiniana DMKU5202-31 which had the potential for biodiesel production.  
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1 Transesterification of triglycerides 4 
2 การตอและดึงสายคารบอนของกรดไขมัน 13 
3 การสังเคราะห triglycerides ในสาหรายขนาดเล็ก 14 
4 
 

5 
 

กลไกของกระบวนการสังเคราะหดวยแสง การตรึงคารบอนไดออกไซด และ
การสะสมคารบอนในเซลลสาหราย 
แผนภูมิสายววิฒันาการของสาหราย Chlorella sp. DMKU5201 และ 
DMKU5202 

 
21 
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6 การทดสอบหาสายพันธุ ท่ีไมสังเคราะหแปง (a) และลักษณะของโคโลนี
หลังจากอังดวยไอของไอโอดีน starchless mutant (b) non-starchless mutant (c) 

 
 

48 
7 การผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามันและการผลิตน้ํามันภายในเซลลของสาหราย  C. 

sorokiniana DMKU5201 และ DMKU5202 สายพันธุดั้งเดิมและ 
สายพันธุกลาย 

 
 

52 
8 Normal probability plot ของคาความคลาดเคล่ือน 63 
9 Scatter plot ของคาความคลาดเคล่ือนกับคาทํานาย  64 
10 ความสัมพันธระหวางคาท่ีไดจากการทดลองและคาทํานาย 67 
11 ภาพพื้นผิวตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทัวรพลอต  

(Contour plot) ของ KNO3 (Nitrate) และ pH ตอการผลิตชีวมวล  
(biomass production, g/L) 

 
 

69 
12 ภาพพื้นผิวตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทัวรพลอต  

(Contour plot) ของ KNO3 (Nitrate) และ light intensity ตอการผลิต 
ชีวมวล (biomass production, g/L) 

 
 

70 
13 ภาพพื้นผิวตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทัวรพลอต  

(Contour plot) ของ pH และ light intensity ตอการผลิตชีวมวล  
(biomass production, g/L) 

 
 

71 
14 ภาพพื้นผิวตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทัวรพลอต  

(Contour plot) ของ KNO3 (Nitrate) และ pH ตอการผลิตน้ํามัน  
(Lipid production, g/L) 
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(5) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี 
 

15 

 
 
ภาพพื้นผิวตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทัวรพลอต  
(Contour plot) ของ KNO3 (Nitrate) และ light intensity ตอการผลิต 
น้ํามัน (Lipid production, g/L) 

ภาพท่ี 
 
 
 

   74 
16 ภาพพื้นผิวตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทัวรพลอต  

(Contour plot) ของ pHและ light intensity ตอการผลิตน้ํามัน  
(Lipid production, g/L) 

 
 

75 
17 ภาพพื้นผิวตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทัวรพลอต  

(Contour plot) ของ KNO3 (Nitrate) และ pH ตอการผลิตน้ํามันภายใน 
เซลล (Lipid content, %) 

 
 

77 
18 ภาพพื้นผิวตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทัวรพลอต  

(Contour plot) ของ KNO3 (Nitrate) และ light intensity ตอการผลิต 
น้ํามันภายในเซลล (Lipid content, %) 

 
 

78 
 19 ภาพพื้นผิวตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทัวรพลอต  

(Contour plot) ของ KNO3 (Nitrate) และ light intensity ตอการผลิต 
น้ํามันภายในเซลล (Lipid content, %) 
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ภาพผนวกท่ี  
   
ค1 ลําดับเบสของสาหราย Chlorella sp. DMKU5201 97 
ค2 
ง1 

ลําดับเบสของสาหราย Chlorella sp. DMKU5202 
เซลลของสาหรายพันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5201-31 โดยการยอมดวยสี 
Nile red ภายใตกลองจุลทรรศนแบบฟลูออเรสเซนซ (fluorescence microscope) 

97 
 
 

100 
จ1 การเพาะเล้ียงสาหรายพนัธุกลาย Chlorella sp. DMKU5201 และ DMKU5202  

ในอาหารเล้ียงเช้ือ NSIII (สูตรมีไนโตรเจนเปนองคประกอบ 1 สวน 4) โดย
เล้ียง ภายใตอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ใหแสงสวางตอมืดเทากับ 16:8 ช่ัวโมง 
นาน 7 วัน 

 
 
 

102 
จ2 การเพาะเล้ียงสาหรายพันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5202-31 ในอาหารเล้ียง

เช้ือ NSIII โดยการจัดการทดลองแบบ Plackett and Burman design ส่ิงทดลอง 
จํานวน 8 ส่ิงทดลอง ภายใตอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ใหแสงสวางตอมืด

 
 
 



 

 

(6) 

เทากับ  16: 8 ช่ัวโมง นาน 7 วัน 103 
จ3 การเพาะเล้ียงสาหรายพันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5202-31 ในอาหารเล้ียง

เช้ือ NSIII เพื่อศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมโดยวิธีพืน้ผิวตอบสนอง ซ่ึงออกแบบ
การทดลองแบบ Central Composite Design ส่ิงทดลองจํานวน 17 ส่ิงทดลอง 
ภายใตอุณหภมิู 25 องศาเซลเซียส ใหแสงสวางตอมืดเทากับ 16: 8 ช่ัวโมง นาน 

 
 
 
 

104 
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การปรับปรุงการผลิตน้ํามันดวยการกลายพันธุ Chlorella sp. 
 

Improvement of Lipid Production by Mutation Chlorella sp. 
 

คํานํา 
 

 ปจจุบันโลกกําลังประสบปญหาราคานํ้ามันท่ีเพิ่มสูงข้ึนและภาวะโลกรอน รวมถึงมีความ
ตองการใชน้ํามันเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่องและคาดการณในอนาคตขางหนาวาแหลงน้ํามันกําลังจะหมดไป 
รวมถึงเกิดการสะสมของ greenhouse gases จากการเผาไหมของเช้ือเพลิงโดยตรง (Amaro et al., 
2012) จึงทําใหมีความตองการอยางเรงดวนในการวิจัยเพื่อหาแหลงน้ํามันท่ีเปนพลังงานทดแทน  
ซ่ึงไบโอดีเซล (biodiesel) จัดเปนพลังงานทางเลือกท่ีนาสนใจมากในปจจุบันนี้ เนื่องจากเปน
พลังงานทดแทนท่ีมีราคาถูก เปนแหลงพลังงานท่ีสะอาด สามารถนํากลับมาใชใหมได (renewable) 
กอใหเกิดความเปนพิษตอส่ิงแวดลอมนอย โดยท่ีไมเพิ่มคารบอนไดออกไซดและมีปริมาณซัลเฟอร
ต่ํามาก ซ่ึงจะชวยลดภาวะโลกรอนท่ีกําลังเปนปญหาในปจจุบันอีกดวย และยังมีประสิทธิภาพ
เทียบเทากับเช้ือเพลิงดีเซล (Huang et al., 2010) 

 
 การผลิตไบโอดีเซลท่ีผานมาไดจากพืชน้ํามัน (เชน ปาลมน้ํามัน สบูดํา และอ่ืน ๆ) จึงอาจ
สงผลกระทบตอการนํามาบริโภคเปนอาหารไดโดยตรง ท่ีสําคัญตองใชพื้นท่ีในการเพาะปลูกเปน
จํานวนมากและใชระยะเวลานานในการเพาะปลูก (Demirbas and Demirbas, 2011) นอกจากนี้
ปริมาณนํ้ามันจากพืชน้ํามันยังไมเพียงพอตอความตองการเช้ือเพลิงของประเทศ สงผลใหมีความ
จําเปนตองใชไขมันจากแหลงอ่ืน ๆ  
 
  สาหรายขนาดเล็กเปนอีกทางเลือกสําหรับการผลิตไบโอดีเซล  เนื่องจากสาหรายมีขอดี 
มากกวาพืชน้ํามัน เชน มีชีวมวลสูง บางชนิดสามารถสะสมไตรเอซิลกลีเซอรอลไดถึง 20 –70 
เปอรเซ็นตตอน้ําหนักแหง มีอัตราการเจริญอยางรวดเร็ว ใชพื้นท่ีในการเพาะเล้ียงนอยกวา และ
สาหรายยังตองการนํ้าในการเจริญนอยกวาพืชน้ํามัน (Chisti, 2007) Chlorella sp. เปนสาหรายสี
เขียวเซลลเดียว ท่ีมีประโยชนในเชิงพาณิชย เชน การบริโภคเพื่อเปนอาหารเสริม มีความสําคัญ
ทางดานเภสัชกร และสามารถใชในการผลิตเช้ือเพลิงท่ีดีเม่ือเปรียบเทียบกับน้ํามันปโตเลียม 
(Ramazanov and Ramazanov, 2006; Mata et al., 2010) จึงมีความจําเปนอยางยิ่งในการศึกษาวิจัย
เกี่ยวกับการปรับปรุงสายพันธุของสาหรายขนาดเล็ก Chlorella sp. และทําการเพาะเล้ียงสาหราย
เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญและเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตน้ํามันใหมีปริมาณสูงข้ึน 



 

 

2  

 ในงานวิจัยนี้มีความสนใจอยางยิ่งท่ีจะคนหาสายพันธุกลายท่ีสามารถผลิตน้ํามันไดสูงกวา
ปกติ โดยการปรับปรุงสายพันธุของสาหรายขนาดเล็ก Chlorella sp. ดวยวิธีใชรังสี UV ในการชัก
นําใหเกิดการกลายพันธุเพื่อเพ่ิมปริมาณนํ้ามันใหสูงกวาสายพันธุดั้งเดิม ภายใตสภาวะการเพาะเล้ียง
แบบ phototroph จากน้ันใชวิธีการออกแบบการทดลองทางสถิติ เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการ
เจริญและการผลิตน้ํามันของสาหรายพันธุกลาย 
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วัตถุประสงค 
 
 1.  เพื่อจัดจําแนกสายพันธุของสาหรายขนาดเล็ก Chlorella sp. DMKU5201 และ 
DMKU5202 
 
 2.  เพ่ือปรับปรุงสายพันธุของสาหรายขนาดเล็ก Chlorella sp. ใหผลิตน้ํามันสูงข้ึนโดย
วิธีการกลายพันธุดวยรังสี UV  
 
 3.  เพื่อคัดเลือกสายพันธุกลายของสาหรายขนาดเล็กท่ีผลิตน้าํมันสูง 
   
 4.  เพื่อหาสภาวะในการเพาะเล้ียงท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตน้ํามันโดยใชวิธีการออกแบบ
การทดลองทางสถิติ 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  ไบโอดีเซล (Biodiesel) 
 
  ไบโอดีเซล (biodiesel) คือเช้ือเพลิงทางชีวภาพ จัดเปนสารประเภทเมทิลเอสเทอร (methyl 
esters) ผลิตไดจากพืชน้ํามัน สัตว หรือของเสียจากการประกอบอาหาร ทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอล
เชน เมทานอล หรือ เอทานอล และมีตัวเรงปฏิกิริยาเปนกรด เบส หรือเอนไซม โดยผานกระบวนการ
ทางเคมีท่ีเรียกวาทรานเอสเทอริฟเคช่ัน (transesterification) จะไดกลีเซอรีน (gycerine) และเมทิล
เอสเทอร (methyl esters) แสดงดังภาพท่ี 1 ซ่ึงไบโอดีเซลมีคุณสมบัติในการเผาไหมเหมือนกับดีเซล 
(Demirbas and Demirbas, 2011) 
 

 
 
ภาพท่ี 1  Transesterification of triglycerides 
 
ท่ีมา: Demirbas and Demirbas (2011) 
 
 อยางไรก็ตามการปลูกพืชน้ํามันเพื่อนํามาผลิตไบโอดีเซลข้ึนอยูกับปจจัย เชน ตองการพื้นท่ี
ขนาดใหญในการเพาะปลูก ความเหมาะสมของดิน คุณภาพของน้ํา ฤดูกาล และอ่ืน ๆ อีกมากมาย 
จึงไมนิยมนํามาผลิตไบโอดีเซล (Widjaja et al., 2009; Costa and Morais, 2011) ปจจุบันนี้มีความ
สนใจท่ีจะผลิตไบโอดีเซลจากสาหรายมากขึ้น เนื่องจากสาหรายบางสายพันธุมีศักยภาพสามารถ
ผลิตไขมันไดปริมาณมากกวาพืชน้ํามัน สาหรายจํานวนมากสามารถชักนําใหมีการสะสมไขมันได
สูงประมาณ 70 เปอรเซ็นต แตก็ข้ึนอยูกับสายพันธุของสาหรายและสภาวะในการเพาะเล้ียงดวย 
Botyococcus sp. บางสายพันธุสามารถผลิตไขมันในเซลลไดสูงถึง 90 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง 
หรือเม่ือมีการปรับสภาวะการเพาะเล้ียงสามารถผลิตน้ํามันได 20 - 50 เปอรเซ็นต การผลิตไบโอ
ดีเซลจากสาหรายเปนท่ีสนใจอยางมากในปจจุบันท่ีจะนํามาเปนทางเลือกใหมของพลังงาน และ
นํามาทดแทนเช้ือเพลิงปโตรเลียม เนื่องจากน้ํามันไบโอดีเซลมีการเผาไหมเหมือนกับน้ํามันดีเซล ใน
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ขณะเดียวกันไบโอดีเซลอาจจะมีประสิทธิภาพมากกวาแกสโซลีน (gasoline) และมีคุณสมบัติดีกวา
เช้ือเพลิงปโตรดีเซล ยังเปนพลังงานทดแทน (renewable) ชีวภาพที่ยอยสลายได (biodegradable) ไม
เปนพิษ (non-toxic) ไมมีซัลเฟอร (essentially free of sulfur) (Demirbas and Demirbas, 2011) 
 
  จากขอจํากัดในพื้นท่ีสําหรับการเพาะปลูกพืชน้ํามันทําใหนักวิจัยมุงความสนใจไปท่ีสาหราย
ขนาดเล็กซ่ึงมีขอไดเปรียบในเร่ืองของพ้ืนท่ีในการเพาะเลี้ยง จากขอมูลการวิจัยถาตองการผลิต 
ไบโอดีเซลจากนํ้ามันสาหรายขนาดเล็กใหไดปริมาณรอยละ 50 ของนํ้ามันดีเซลท่ีใชในระบบขนสง
ของสหรัฐอเมริกาตองการพื้นท่ีในการเล้ียงสาหรายเพียงรอยละ 1 ถึง 3 ของพ้ืนท่ีท้ังหมดที่ใชใน
การปลูกพืชน้ํามัน ดังตารางท่ี 1 สาหรายขนาดเล็กบางชนิดมีการสะสมน้ํามันในเซลลสูงถึงรอยละ 
70 โดยน้ําหนักเซลลแหง สาหรายขนาดเล็กท่ีมีรายงานการศึกษาวิจัยเพื่อผลิตน้ํามันหรือลิปด เชน 
Neochloris oleoabundans, Scenedesmus dimorphus, Euglena gracilis, Phaeodactylum tricornutum, 
Isochrysis galbana, Botryococcus braunii, Dunaliella tertiolecta, Spirulina sp. Chlorella vulgalis 
และ Chlorella protothecoides (Mata et al., 2010) 
 
 กอนหนานี้สาหรายขนาดเล็กไดนํามาผลิตในเชิงพาณิชย และใชบริโภคเพื่อเปนอาหารเสริม 
เนื่องจากสาหรายประกอบไปดวยคลอโรฟลล มีโปรตีนสูง กรดอะมิโนท่ีจําเปน กรดไขมันจําเปน 
เชน โอเมกา 3 โอเมกา 6 ซ่ึงเปน polyunsaturated fatty acid (PUFA) และมีความสามารถในการ
ตอบสนองตอสุขภาพเปนอยางมาก เปน antioxidant เปนอาหารเสริมท่ีชวยดูดซับไขมัน และอาจจะ
ชวยควบคุมน้ําหนักของรางกาย (Ramazanov and Ramazanov, 2006) ซ่ึงปจจุบันนี้การนําสาหราย
มาผลิตเปนเช้ือเพลิงทางชีวภาพไดรับความสนใจเปนอยางมาก เพราะสาหรายสามารถสะสมไขมัน
ภายในเซลลไดเปนจํานวนมาก เจริญเติบโตไดอยางรวดเร็ว ใชพื้นท่ีในการเพาะปลูกนอยกวา 
พืชน้ํามันชนิดอ่ืน ๆ และมีคุณสมบัติใกลเคียงน้ํามันดีเซล 
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ตารางท่ี 1  เปรียบเทียบแหลงท่ีมาของไบโอดีเซลในสหรัฐอเมริกา  
 

 
1 เพื่อใชในระบบขนสงคร่ึงหนึ่งสําหรับเช้ือเพลิงท่ีตองการใชท้ังหมดในสหรัฐอเมริกา 
2 สาหรายผลิตน้ํามันรอยละ 70 ของนํ้าหนกัเซลล (จากการทดลองในการผลิตในเคร่ืองปฏิกรณ 
  ชีวภาพแบบแสง) 
3 สาหรายผลิตน้ํามันรอยละ 30 ของนํ้าหนกัเซลล (จากการทดลองในการผลิตในเคร่ืองปฏิกรณ
ชีวภาพแบบแสง) 
 
ท่ีมา: Chisti (2007) 
 
 ขอดีของการใชสาหรายขนาดเล็กเพื่อผลิตไบโอดีเซล 
 
 ตามรายงานของ Chisti (2007) พบวาสาหรายมีขอดีหลายอยาง เชน 
 
  1. สามารถสังเคราะหแสงโดยเปล่ียนพลังงานแสงไปเปนพลังงานเคมี 
 
 2. มีอัตราการผลิต triacylglycerol หรือ fatty acid สูง  
 
 3. มีอัตราการเจริญเติบโตเร็ว  
 

แหลงของน้ํามัน ผลผลิตน้ํามัน 
(ลิตร/เฮกตาร) 

พื้นที่ท่ีตองการ 
(ลานเฮกตาร)1 

รอยละของพ้ืนท่ีการ
เพาะปลูกใน
สหรัฐอเมริกา 

สบูดํา 1,892 140 77 

มะพราว 2,689 99 54 

ปาลมน้ํามัน 5,950 45 24 

สาหรายขนาดเล็ก2 136,900 2 1.1 

สาหรายขนาดเล็ก3 58,700 4.5 2.5 
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 4. ตองการพื้นท่ีในการเพาะปลูกนอยกวาพืชน้ํามันชนิดอ่ืน ๆ  
 
 5. สามารถพบสาหรายขนาดเล็กไดทุกท่ีท่ีมีความชื้น 
 
 6. ทําการเพาะเล้ียงไดงายถามีสารอาหารอยางเพียงพอ 
 
 7. สาหรายทนตอคารบอนไดออกไซดสูง ๆ และมีการปลอย nitrous oxide นอยลง 
 
 8. มีความสําคัญทางการคา เชน เปนอาหารเสริมของมนุษยและเปนอาหารสัตว 
 
 9. สาหรายขนาดเล็กสามารถลดคารบอนไดออกไซดท่ีเปนปญหาตอภาวะโลกรอนใน
ปจจุบันได 
 
2.  จุลินทรียท่ีสามารถผลิตน้ํามัน 
 
  จุลินทรียน้ํามัน (oleaginous microorganisms) พบวาเปนกลุมจุลินทรียท่ีสามารถผลิตน้ํามัน
ภายในเซลลมากถึง 20 เปอรเซ็นต การผลิตไบโอดีเซลนั้นสามารถใชน้ํามันจากจุลินทรีย โดยเรียกวา 
single cell oil (SCO) และไดรับความสนใจมากในท่ัวโลก จุลินทรียท่ีสามารถผลิตน้ํามันได เชน 
สาหรายขนาดเล็ก (microalgae) แบคทีเรีย (bacteria), ยีสต (yeast) และ รา (fungi) ดังตารางท่ี 2 แต
ไมใชท้ังหมดท่ีสามารถนํามาผลิตไบโอดีเซลได จะมีเพียงบางสปชียเทานั้น ดังตารางท่ี 3  
 
  Huang et al. (2010) พบวาสาหรายน้ํามันสามารถผลิตน้ํามันไดเหมือนกับพืชน้ํามัน เนื่องจากวา
สาหรายมีบทบาทในการใชแหลงคารบอนและพลังงานไดเหมือนกัน จากรายงานท่ีผานมา พบวา 
จุลินทรียตางชนิดกันและเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือภายใตสภาวะท่ีตางกัน เชน อุณหภูมิ pH และ
ระยะเวลาในการเพาะเล้ียงท่ีตางกัน ทําใหปริมาณน้ํามันภายในเซลลและองคประกอบของนํ้ามัน
ภายในเซลลจุลินทรียแตละชนิดนั้นแตกตางกัน ดังตารางท่ี 3 
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ตารางท่ี 2  ปริมาณนํ้ามันภายในเซลลของจุลินทรียบางชนิด  
 

Microorganisms Oil content (% dry weight) 

Microalgae 
   Botryococcus braunii 
   Cylindrotheca sp. 
   Nitzschia sp. 
   Schizochytrium sp. 

 
25 - 75 
16 - 37 
45 - 47 
50 - 77 

Yeast 
   Candida curvata 
   Cryptococcus albidus 
   Lipomyces starkeyi 
   Rhodotorula glutinis 

 
58 
65 
64 
72 

Fungi 
   Aspergillus oryzae 
   Mortierella isabellina 
   Humicola lanuginose 
   Mortierella vinacea 

 
57 
86 
75 
66 

Bacteria 
   Arthrobacter sp. 
   Acinetobacter calcoaceticus 
   Rhodococcus opacus 
   Bacillus alcalophilus 

 
> 40 

27 - 38 
24 - 25 
18 - 24 

 
ท่ีมา: Meng et al. (2009) 
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ตารางท่ี 3  การเปรียบเทียบองคประกอบของน้ํามันของจุลินทรียบางชนิด 
 

Microorganisms 
 

Lipid composition (W/total lipid) 
C16: 0 C16: 1 C18: 0 C18: 1 C18: 2 C18: 3 

Microalgae 21 - 21 55 - 57 1 - 2 58 - 60 4 - 20 14 - 30 
Yeast 11 - 37 1 - 6 1 - 10 28 - 66 3 - 24 1 - 3 
Fungi 7 - 23 1 - 6 2 - 6 19 - 81 8 - 40 4 - 42 
Bacteria 8 - 10 10 - 11 11 - 12 25 - 28 14 - 17 - 
 
ท่ีมา: Meng et al. (2009) 
 
 2.1 สาหรายขนาดเล็ก 
 
   สาหรายขนาดเล็กสามารถเปล่ียนพลังงานแสงอาทิตยและคารบอนไดออกไซดไปเปน
พลังทางเคมีซ่ึงมีศักยภาพเปนเช้ือเพลิงชีวภาพได เชน มีเทน ไบโอดีเซล และไฮโดรเจน มวลเซลล
ของสาหรายขนาดเล็กสวนใหญประกอบดวยแหลงของกรดไขมัน โอเมกา 3, โอเมกา 6, กรดอะมิโนท่ี
จําเปน leucine, isoleucine, valine และอ่ืน ๆ (Meng et al., 2009) สาหรายขนาดเล็กท้ังหมด
สวนมากจะสะสมน้ํามันอยูในรูปของ triacylglycerol มากกวา 80% 
 
  สาหรายสวนใหญสามารถผลิตนํ้ามันไดระหวาง 1-70% ตอน้ําหนักแหง แตก็ข้ึนอยูกับ
สายพันธุของสาหรายและสภาวะการเพาะเล้ียงอีกดวย แตบางสายพันธุสามารถผลิตน้ํามันไดสูงถึง 
90% ตอน้ําหนักแหงภายใตสภาวะการเพาะเล้ียงท่ีเหมาะสม เชน Botryococcus braunii และ Chlorella 
sp. สามารถผลิตน้ํามันภายในเซลลไดประมาณ 20 - 25% ของนํ้าหนักแหง สาหรายจัดวาเปน
ทางเลือกหนึ่งท่ีนํามาผลิตพลังงานเช้ือเพลิงไบโอดีเซล เนื่องจากพ้ืนฐานประสิทธิภาพของการ
สังเคราะหดวยแสง มีการผลิตชีวมวลสูง และการเจริญเติบโตท่ีรวดเร็วเม่ือเปรียบเทียบกับแหลง
น้ํามันอ่ืน ๆ (Spolaore et al., 2006) 
 
 2.2 ยีสต 
 
  ยีสตบางสายพันธุสามารถผลิตน้ํามันภายในเซลลไดสูงถึง 70% ตอน้ําหนักแหง เชน 
Rhodotorula sp. และ Lipomyces sp. สวนใหญแลวยีสตน้ํามัน (oleaginous yeasts) Cryptococcus 
curvatus สามารถสะสมน้ํามันไดมากกวา 60% ตอน้ําหนักแหง เม่ือทําการเพาะเล้ียงภายใตสภาวะท่ี
ไมมีไนโตรเจนสามารถผลิตน้ํามันไดสูงประมาณ 90% ตอน้ําหนักแหงของ triacylglycerol ซ่ึงเปน
ของกรดไขมันอ่ิมตัวประมาณ 44% เหมือนกับพืชน้ํามัน (Meng et al., 2009) 
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 2.3 เช้ือรา 
 
   โดยปกติแลวเช้ือราน้ํามัน (oleaginous molds) มีการสะสม triacylglycerol จํานวนมาก
ในกรดไขมันไมอ่ิมตัวสายยาวหรือจําเพาะตอโครงสราง ซ่ึงสามารถผลิตกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัว
สายยาว เชน docosahexaenoic acid (DHA; 22: 6, n - 3) และ arachidonic acid (ARA; 20: 4, n - 3) 
γ-linolenic acid (GLA; C18: 3, n - 6) ซ่ึงมีความสําคัญตอทางการแพทย ชวยพัฒนาความจําและ
สายตา (Ratledge, 2004) 
 
   Kavadia et al. (2001) ไดศึกษาเช้ือรา (Zygomycetes) ท่ีสามารถผลิต γ-linolenic acid 
(GLA; C18: 3, n - 6) เม่ือเล้ียงบนอาหารที่มีกลูโคส และจํากัดการใหไนโตรเจนหรือใหนอยลง พบวา 
มีปริมาณ GLA ในเสนใย (mycelium) เพิ่มข้ึน 
 
 2.4 แบคทีเรีย 
 
   โดยท่ัวไปแบคทีเรียไมสามารถผลิต triacylglycerol แตจะผลิต polyhydroxyalkanoates 
แทนแบคทีเรียมีการสะสมน้ํามันนอยกวาสาหรายขนาดเล็ก ซ่ึงน้ํามันภายในเซลลอยูระหวาง 20-40% 
ตอน้ําหนักแหง มีอัตราการเจริญท่ีสูงมาก (12 ถึง 24 ช่ัวโมง ในการเพิ่มชีวมวล) และมีวิธีการเพาะเล้ียง
งาย อยางไรก็ตามแบคทีเรียไมใชผูผลิตน้ํามันท่ีแทจริง มีแบคทีเรียนอยชนิดท่ีสะสมน้ํามันได 
นอกจากนั้นการสกัดน้ํามันจากแบคทีเรียยังคงมีอุปสรรคมาก เพราะวาโดยท่ัวไปแลวน้ํามันเหลานั้น 
เปนองคประกอบของผนังเซลลช้ันนอก (outer membrane) (Meng et al., 2009) ดังนั้นในระดับ
อุตสาหกรรมจึงไมใชแบคทีเรีย (oleaginous bacterias) เปนวัตถุดิบเพื่อมาผลิตไบโอดีเซล ในทาง
ตรงกันขามแบคทีเรียสวนใหญสามารถท่ีจะสะสมไขมันเฉพาะ เชน poly (3-hydroxybutyric acid), 
[3HB] หรือ polyhydroxyalkanoic acids (PHA) อ่ืน ๆ (Alvarez and  Steinbüchel, 2002) 
 
3.  สาหราย Chlorella sp. 
 
 Chlorella sp. เปนสาหรายขนาดเล็กท่ีมีลําดับอนุกรมวิธาน ตามระบบการจัดหมวดหมูของ 
Hoek et al. (1995) ดังนี ้
 
   Division Chlorophyta 
    Class Chlorophyceae 
     Order Chlorococcales 
      Family Chlorellaceae 
        Genus Chlorella 
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  Chlorella sp. เปนสาหรายสีเขียวเซลลเดียวท่ีมีขนาดเล็ก เสนผานศูนยกลางขนาด 2-10 
ไมครอน ไมสามารถเคล่ือนท่ีได รูปรางเซลลมีลักษณะกลมหรือรี มีคลอโรพลาสตเปนรูปถวย หรือ
เปนแผนอยูริมเซลล อาจมีหรือไมมีไพรีนอยด ไมมีแฟลกเจลลา มีสติกมาและคอนแทรกไทลแวคิว
โอล พบนิวเคลียสอยูตรงกลางเซลล มีเยื่อหุมนิวเคลียส 2 ช้ัน พบไมโตคอนเดรีย กอลจิบอดี้ และ 
แวคิวโอลในไซโตพลาสซึม (Bold and Wynne, 1978) 
 
4.  กระบวนการผลิตน้าํมันของสาหราย 
 
  สาหรายสามารถใชคารบอนอนินทรีย (inorganic carbon) เชน คารบอนไดออกไซด และ
คารบอนอินทรีย เชน กลูโคส อะซีเตต กลีเซอรอล และอ่ืน ๆ เพื่อการผลิตน้ํามัน โดยพ้ืนฐานแลว
น้ํามันสามารถแบงออกเปนน้ํามันท่ีไมมีข้ัว หรือ neutral lipid เชน triglycerol, cholesterol และนํ้ามันท่ี
มีข้ัว (polar lipid) เชน phospholipid, galactolipids เปนตน ไตรกลีเซอรอลหรือไตรเอซิลกลีเซอรอล
คือน้ํามันหลักท่ีใชผลิตไบโอดีเซล 
 
 ข้ันตอนการสังเคราะห triacylglycerides ในสาหรายขนาดเล็กมี 3 ข้ันตอน ดังนี ้
 
 1.  การเปล่ียนรูปของ acetyl-coA ในไซโตพลาสซึม 
   
  กระบวนการเมทาบอลิซึมการใชคารบอนไดออกไซดและกลูโคสเพื่อเปล่ียนรูป acetyl-coA 
ในสาหราย โดยมี glyceraldehydes phosphate (GAP) เปนสารตัวกลางท่ีสําคัญของท้ัง 2 กระบวนการ 
การเปล่ียนรูปของ acetyl-coA ในปฏิกิริยาของการสังเคราะหแสงประกอบดวย light reactions, calvin 
cycle และ synthesis ซ่ึงจะเกิดข้ึนท่ีคลอโรพลาสต glyceraldehydes phosphate (GAP) จะถูกดึงออก
จาก Calvin cycle และสงออกไปยังบริเวณไซโตพลาสซึม หลังจากนั้นจะมีการไหลของคารบอน
โดยตรงสําหรับการสังเคราะหน้ําตาลหรือการออกซิเดช่ัน โดยผานวิถีไกลโคไลซีส (glycolytic 
pathway) ไปไพรูเวท (pyruvate) 
 
 2.  การตอสายและการตัดสายคารบอนของกรดไขมัน 
 
  การตอสายคารบอนของกรดไขมันในสาหรายโดยสวนมากจะข้ึนอยูกับปฏิกิริยาของ 2 
เอนไซม ประกอบดวย acetyl-coA carboxylic enzyme (ACCE) และ fatty acid syntheses (FAS) 
กระบวนการสังเคราะหกรดไขมันมี acetyl-coA เปน สารตั้งตน ซ่ึงในกระบวนการตอสายคารบอน 
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acetyl-coA จะทํางานรวมกับ malonyl-coA กรดไขมันชนิด C16 - C18 สามารถเปล่ียนรูปไดหลัง
ข้ันตอนทําปฏิกิริยา การเปล่ียนรูปของกรดไขมันท่ีมีคารบอนสายส้ัน ๆ จะเหมือนกันท้ังในเซลล
ของพืชช้ันสูง สัตว รา แบคทีเรียและสาหราย 
 
   การดึงสายคารบอนของกรดไขมันเร่ิมจาก C18 และตอสายคารบอนไปเร่ือย ๆ ท่ีสาย
คารบอนดวยการผลิตกรดไขมันสายยาวไมเหมือนกับพืชน้ํามัน (ดังภาพท่ี 2) กรดไขมันสายยาว 
(C14 - C18) พบมากในสาหราย โดยปกติแลวกรดไขมันสายส้ัน ๆ เปนองคประกอบท่ีสําคัญของ 
ไบโอดีเซล ซ่ึงสวนใหญเปนกรดไขมันท่ีพบใน Chlorella sp.  แตกรดไขมันสายยาวและไฮโดร 
คารบอนท่ีมีปริมาณสูง ๆ ก็ข้ึนอยูกับบางสายพันธุของสาหราย 
 
 3.  การสังเคราะห triglycerides ในสาหรายขนาดเล็ก 
 
   สาหรายสามารถสังเคราะห triglycerides เพื่อสะสมสารอาหารและเปนแหลงพลังงาน
เหมือนกับพืชช้ันสูงและสัตวอ่ืน ๆ โดยท่ัวไป L-α-phosphoglycerol และ acetyl-coA คือสารต้ังตน
หลักในการสังเคราะห triglycerides L-α-phosphoglycerol สวนใหญไดมาจาก phosphodihydroxyacetone 
ซ่ึงเปนผลผลิตจากกระบวนการ glycolysis ข้ันตอนของปฏิกิริยาแสดงในภาพท่ี 3 hydroxyl ใน  
L-α-phosphoglycerol ทําปฏิกิริยากับ acetyl-coA เปล่ียนไปอยูในรูปของ lysophosphatidic acid 
หลังจากนั้น acetyl-coA อีกตัวหนึ่งเปล่ียนไปอยูในรูปของ phosphatidic acid ท้ัง 2 ปฎิกิริยานี้จะถูก
เรงโดยเอนไซม glycerol phosphate acyl-transferase ในข้ันตอน lysophosphatidic acid จะถูกดึงน้ํา
ออก (hydrolyzed) โดยเอนไซม phosphatidate phosphatase ไปอยูในรูป diglyceride ตอมาเม่ือจับ
กับ acetyl-coA ตัวท่ี 3 จะสังเคราะห triglycerides อยางสมบูรณ ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนจะเรงโดยเอนไซม 
glyceryldiestertransacylase  
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ภาพท่ี 2  การตอและดึงสายคารบอนของกรดไขมัน 
 
ท่ีมา: Huang et al. (2010) 
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ภาพท่ี 3  การสังเคราะห triglycerides ในสาหรายขนาดเล็ก  
 
ท่ีมา: Huang et al. (2010) 
 
5.  ปจจัยท่ีผลตอการเพาะเลี้ยงสาหราย 
 
 5.1 แหลงคารบอน 
 
  5.1.1 แหลงคารบอนประเภทสารอินทรีย 
 
    แหลงคารบอนประเภทสารอินทรีย ไดแก กลูโคส กลีเซอรอล กรดอะซิติก สําหรับ
ใชเปนแหลงคารบอนของสาหรายขนาดเล็กท่ีทําการเพาะเล้ียงแบบ heterotroph และ mixotroph จะ
สามารถเจริญและผลิตปริมาณนํ้ามันไดสูงกวาการเพาะเล้ียงแบบ phototroph ท่ีใชคารบอนไดออกไซด
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เปนแหลงคารบอน อยางไรก็ตามการใชแหลงอินทรียคารบอนเหลานี้มาทําการเพาะเล้ียงสาหราย
นั้นจะสงผลใหตนทุนการผลิตเพิ่มข้ึน เนื่องจากวามีราคาสูง (Perez-Garcia et al., 2011) 
 
  Yeh  et al. (2012) ไดศึกษาการผลิตชีวมวลและการผลิตน้ํามันภายในเซลลของ Chlorella 
vulgaris ESP-31 ภายใตการเพาะเล้ียงแบบ photoheterotrophic ซ่ึงมีคา pH 8 ควบคุมบนอาหารท่ีมี
แหลงคารบอนแตกตางกัน เชน กลูโคส ฟรุคโตส ซูโครส กลีเซอรอล โซเดียมอะซิเตต  และกรดอะ
ซิติก พบวา เม่ือทําการเล้ียงโดยไมมีการควบคุม pH สาหรายสามารถเจริญบนอาหารท่ีมีกลูโคสเปน
แหลงคารบอน ซ่ึงมีความเขมขนชีวมวลสูงสุดคือ 3.5 กรัมตอลิตร และผลิตน้ํามันภายในเซลลได 
26 เปอรเซ็นต แตเม่ือมีการควบคุม pH 8.5 สามารถเจริญไดบนอาหารท่ีมีฟรุคโตสและโซเดียมอะซี
เตต เปนแหลงคารบอนมีความเขมขนชีวมวลเพ่ิมข้ึน 3.2 - 3.6 กรัมตอลิตร และผลิตน้ํามันภายใน
เซลล 24–26 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตามทําการเพาะเล้ียงแบบ fed-batch โดยปรับคาของ pH ดวย
กรดอะซีติก ซ่ึง pH ในอาหารเล้ียงเชื้อควบคุมใหอยูระหวาง 7.0 - 7.5 ผลการทดลองน้ีพบวามีชีวมวล
สูงเทากับ 0.68 กรัมตอลิตร ผลิตน้ํามันภายในเซลล 50 เปอรเซ็นต และผลผลิตน้ํามันตอเวลา 78 
มิลลิกรัมตอลิตร สวนชนิดของกรดไขมันนั้นมีการเปล่ียนแปลงอยางไมมีนัยสําคัญ ประกอบไป
ดวย 60 – 80 เปอรเซ็นต ของกรดไขมันอ่ิมตัว (สวนใหญเปน 16: 0, 18: 0) และไขมันไมอ่ิมตัว
เชิงเดี่ยว (18: 1) องคประกอบของกรดไขมันนี้เหมาะสําหรับใชในการผลิตไบโอดีเซล 
 
    5.1.2 แหลงคารบอนประเภทสารอนินทรีย 
 
     คารบอนไดออกไซดเปนแหลงคารบอนประเภทสารอนินทรียท่ีจําเปนตอ
สาหรายขนาดเล็กท่ีสามารถสังเคราะหแสงได โดยเพาะเล้ียงในสภาวะ phototroph ซ่ึงจะตรึง
คารบอนไดออกไซดมาใชในวัฏจักรคารวิน (Calvin cycle) เพื่อสังเคราะหไปเปนแปงและไขมันใน
เซลลตอไป ในอาหารเล้ียงสาหรายนั้น การเขยาจะใหคารบอนไดออกไซดสําหรับการสังเคราะห
แสง ท้ังยังชวยใหอาหารเลี้ยงสาหรายเขากันและรักษาสภาพใหเปนเนื้อเดียวกันระหวางเซลลกับ
สารอาหาร (Amaro et al., 2012) 
  
 5.2 แหลงไนโตรเจน 
 
  หลักการท่ัวไปเม่ือมีไนโตรเจนไมเพียงพอสําหรับการสังเคราะหโปรตีนท่ีจําเปนตอ
การเจริญเติบโตหรือการผลิตชีวมวล คารบอนท่ีมากเกินไปท่ีไดจากการสังเคราะหแสงจะกลายเปน
โมเลกุลสะสม เชน ไตรเอซิลกลีเซอรอลและแปง (Scott et al., 2011)  
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  ความเขมขนของไนโตรเจนสูงมีความสําคัญตอข้ันตอนแรกของกระบวนการเพาะเล้ียง
โดยจะชวยในการสืบพันธุของสาหรายขนาดเล็ก แตเม่ือลดระดับความเขมขนไนโตรเจนในข้ันตอน 
ท่ีสองเพื่อสนับสนุนการสังเคราะหของเอนไซมและการเปล่ียนแปลงเซลล ดังนั้น ในข้ันตอนท่ีสอง
คารบอนจะเปล่ียนไปเปนลิปดมากกวาโปรตีน ขณะท่ีโปรตีนนั้นสําคัญสําหรับการเจริญของสาหราย
ในข้ันตอนแรก ผลของกลไกการลดแหลงไนโตรเจนจะสัมพันธกับการลดลงของคลอโรฟลลและ
จํานวนคลอโรพลาสตภายในเซลล ขณะท่ีจะมีฟอสโฟลิปดและไกลโคลิปดเพิ่มข้ึนจํานวนมาก
ภายในคลอโรพลาสต การลดลงของแหลงไนโตรเจนมีผลตอภายในเซลลทําใหมีการใชแหลงไนโตรเจน
ไปสนับสนุนใหการสังเคราะหองคประกอบของเซลลสําหรับการแบงเซลลตอไปนอยลง ดังนั้นการ
เพาะเล้ียงภายใตระดับของไนโตรเจนลดลงจะชวยยับยั้งการเจริญของสาหรายขนาดเล็กและเพิ่ม
ปริมาณนํ้ามันภายในเซลล (Emma and Sarbatly, 2012) 
 
  Converti and Alessandro (2009) ไดศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิและความเขมขนของ
ไนโตรเจนท่ีมีผลตอการเจริญและการสะสมไขมันภายในเซลลของ Nannochloropsis oculata และ 
C. vulgaris เพ่ือผลิตไบโอดีเซล พบวา เม่ือลดความเขมขนของไนโตรเจนลงจะมีการสะสมไขมัน
เพิ่มข้ึนโดยใน   N. oculata ไขมันเพ่ิมข้ึนจาก 7.90 เปน 15.31 เปอรเซ็นต และ C. vulgaris จาก 5.90 
เปน 16.41 เปอรเซ็นต  
 
  Praveenkumar et al. (2012) ไดศึกษาการขาดแคลนสารอาหารท่ีมีผลตอการสะสม
ไขมันของสาหราย Chlorella sp. BUM11008 พบวาเม่ือเล้ียงสาหรายใหอยูในสภาวะท่ีขาดแคลน
ไนโตรเจน ทําใหมีการสะสมไขมันเพิ่มข้ึนถึง 428.26 + 12.61 มิลลิกรัมตอกรัม ขณะท่ีมวลเซลล
ลดลง 
 
 5.3 แสง  
 
   แสงเปนปจจัยท่ีมีความสําคัญมากในกระบวนการสังเคราะหแสงและการเพาะเล้ียงแบบ 
phototroph เนื่องจากใชแสงเปนแหลงพลังงาน จึงทําใหมีผลตอการสังเคราะหแสง การเจริญเติบโต 
การสรางองคประกอบตาง ๆ ของเซลล นอกจากน้ันยังคงมีปจจัยอ่ืน ๆ อีก เชน แหลงของแสง 
ความเขมแสง วัฏจักรของแสง (อัตราของวัฎจักรของแสงสวางตอมืด เชน 12: 12, 16: 8 และ 24: 0) 
ความหนาแนนของอาหารเล้ียงเช้ือ และการสรางสี นอกจากนี้แสงยังเปนปจจัยจํากัด (Limiting Factor) 
ท่ีสําคัญมากปจจัยหนึ่งท่ีมีผลตอการเจริญเติบโตของสาหรายดวย ถาผิวหนาของอาหารเล้ียงเช้ือมี
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ระดับของรังสี (irradiance) มากเกินไปจะกอใหเกิด photo-inhibition, metabolic uncoupling, photo-
oxidative damage และการตายของเซลล (Day et al., 2012) 
 
   การเพาะเล้ียงสาหรายในเชิงพาณิชยยังคงเพาะเล้ียงแบบระบบเปด (open ponds) โดย
ใชแสงอาทิตยเปนแหลงพลังงาน ซ่ึงสามารถใชไดโดยไมเสียคาจายเม่ือเปรียบเทียบกับการเพาะเล้ียง
แบบระบบปดหรือถังปฏิกรณ (photobioreactor) อยางไรก็ตาม การเพาะเล้ียงแบบระบบเปดโดย
ปกติแลวยังมีนอย และตองใชพื้นท่ีขนาดใหญในการเพาะเล้ียง (Amaro et al., 2012) วิธีการใช
เสนใยนําแสง (opital fibers: OF) เพื่อเพิ่มแสงสวางภายในระบบการเพาะเล้ียงสาหราย อาจจะเปน
การทดลองท่ีจะเพิ่มประสิทธิภาพของการใชแสงและการลดลงในการบริโภค เชน OF สัมผัสกับ
พลังงานแสงสามารถรวมจับกับแสงอาทิตย สวนใหญวัฏจักรท่ีไมมีแสงและมีแสง (dark-light 
cycle) ของกระบวนการเพาะเล้ียงนั้นมีผลตอการผลิตน้ํามันในเซลลชวงระหวางระยะท่ีสอง (two-
stage) และการทดลองเล้ียงสาหรายขนาดเล็กในน้ําจืดและน้ําทะเลสวนใหญยังคงใชภายใตอัตรา
ของวัฏจักรท่ีไมมีแสงและมีแสง คือ 12: 12, 14: 10, 10: 14 และ 16: 8 (Suali and Sarbatly, 2012) 
 
   Ruangsomboon (2012) ไดศึกษาอิทธิพลของแสงท่ีมีผลตอการผลิตไขมันในสาหราย 
สีเขียว Botryococcus braunii KMITL 2 โดยศึกษาการใหแสงสวาง: มืด เทากับ 12: 12, 14: 10, 16: 
8 และ 24: 0 ภายใตความเขมของแสง 200 μE m-2 s-1 พบวาภายใตสภาวะท่ีใหแสงสวาง: มืด เทากับ 
16: 8 ช่ัวโมง มีการผลิตไขมันในเซลลและมีผลผลิตไขมันสูงคือ 33.32 + 1.97 เปอรเซ็นต และ 0.59 
กรัมตอลิตร ตามลําดับ นอกจากนี้ศึกษาความเขมของแสงที่ 0.3, 87.5, 200 และ 538 μE m-2 s-1 

พบวาท่ีความเขมของแสงตํ่า ๆ (87.5 μE m-2 s-1) สามารถผลิตมวลเซลลไดสูง เม่ือเปรียบเทียบกับ
ความเขมของแสงท่ีสูงกวา 200 และ 538 μE m-2 s-1 มีความจํากัดในการเจริญแตสามารถผลิตน้ํามัน
ไดสูง 
 
 5.4 อุณหภูมิ 
 
   อุณหภูมิเปนปจจัยหนึ่งในการเพาะเล้ียงสาหรายขนาดเล็ก การควบคุมอุณหภูมิจึงเปน
ส่ิงสําคัญท่ีทําใหสาหรายขนาดเล็กสามารถปรับตัวใหเขากับสภาพภูมิอากาศได สาหรายแตละสายพันธุ
จะเจริญเติบโตไดดีในสภาพภูมิอากาศท่ีแตกตางกัน เชน พื้นปาเขตรอนท่ีมีฝนตก แหงแลง หิมะ 
หรือภูเขา ดวยเหตุนี้อุณหภูมิสําหรับการเพาะเล้ียงจึงสงผลตอศักยภาพของวัตถุดิบท่ีจะนํามาผลิต
เปนเช้ือเพลิงทางชีวภาพ (Suali and Sarbatly, 2012) ซ่ึง Schizochytrium sp., Aurantiochytrium sp. 
และ Chlorella sp. สามารถเพาะเล้ียงในชวงอุณหภูมิ 16 - 20 องศาเซลเซียส มีรายงานวา Schizochytrium 
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sp. เม่ือเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเชื้อท่ีอุณหภูมิต่ํา 10 องศาเซลเซียส สงผลใหการผลิตไขมันลดลง
เม่ือเทียบกับการเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิสูงกวา 16 องศาเซลเซียส สาหรายท่ีสามารถเพาะเล้ียงภายใต
อุณหภูมิระหวาง 20 และ 25 องศาเซลเซียส เชน Chlorella sp. Schizochytrium sp. Aurantiochytrium 
sp. Haeralococcus. pluvialis และ B. braunii 
 
   Illman et al. (2000) ไดศึกษาอิทธิพลของปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตน้ํามันไดสูง พบวา 
สาหรายขนาดเล็ก Chlorella sp. ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสสามารถผลิตน้ํามันในเซลลไดใน
ปริมาณสูงถึง 63 เปอรเซ็นต เม่ือลดความเขมขนของแหลงไนโตรเจนลดลง 
 
   Converti and Alessandro (2009) ไดศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิและความเขมขนของ
ไนโตรเจนที่มีผลตอการเจริญและการสะสมไขมันภายในเซลลของ N. oculata และ C. vulgaris 
เพื่อผลิตไบโอดีเซล โดยทําการทดลองหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต้ังแต 20 ถึง 30 องศาเซลเซียส พบวา  
N. oculata ท่ีอุณหภูมิ 20 ถึง 25 องศาเซลเซียส มีการสะสมไขมันเพิ่มข้ึนจาก 7.90 เปน 14.92 
เปอรเซ็นต ขณะท่ี C. vulgaris ลดอุณหภูมิลงจาก 30 เปน 25 องศาเซลเซียส พบวามีการสะสม
ไขมันลดลงจาก 14.71 เหลือเพียง 5.90 เปอรเซ็นต  
 
 5.5 pH 
 
   สาหรายแตละชนิดสามารถเจริญเติบโตไดท่ีระดับ pH ตางกัน สาหรายสีเขียวแกมน้ํา
เงินจะเติบโตไดดีในน้ําท่ีมีสภาพเปนกลางจนถึงมีสภาพเปนดาง หรือประมาณ 6.5 - 7.5 สําหรับคา 
pH ท่ีเหมาะสมตอการเติบโตของสาหราย Chlorella sp. อยูในชวง 5.5 - 6 (Hirata et al., 1996) 
 
  คา pH ของสารละลายอาหารมีผลท้ังทางตรงและทางออมตอกระบวนการเมทาบอลิซึม
ของสาหราย และยังมีบทบาทตอการละลายของเกลือและสารประกอบเชิงซอนชนิดตาง ๆ ใน
สารละลาย ซ่ึงอาจกอใหเกิดความเปนพิษหรือยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหราย ขณะเดียวกันคา 
pH ยังสงผลตอการละลายของสารประกอบโลหะ โดยการเพิ่ม pH จะเปนสาเหตุใหสารประกอบ
โลหะท่ีเปนธาตุอาหารที่จําเปนบางชนิดตกตะกอน ดังนั้น สาหรายจึงอาจขาดธาตุอาหารที่จําเปน
บางตัวได 
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 5.6 ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด 
 
   Yeesang and Cheirsilp (2011) ไดศึกษาอิทธิพลของเกลือตอการเจริญและการผลิต
ไขมันในสาหรายขนาดเล็ก Botryococcus สายพันธุ SK, TRG, PSU และ KB ท่ีแยกไดจากแหลงน้ํา
ในประเทศไทย โดยมีความเขมขนของเกลือท่ีตางกันคือ 54.6, 38.8, 21.6 และ 17.2 mM พบวาสาย
พันธุ PSU สามารถเจริญไดท่ีความเขมขนเกลือสูง ขณะท่ีสายพันธุ SK, TRG และ KB มีการเจริญ
ลดลง และเม่ือเพ่ิมความเขมขนของเกลือใหสูงข้ึน พบวาทุกสายพันธุมีการผลิตไขมันในเซลลลดลง 
 
 5.7 ความเขมขนของเหล็ก 
 
  Liu et al. (2008) ไดศึกษาอิทธิพลของเหล็ก (iron) ตอการเจริญและการสะสมไขมัน
ในเซลลของ Chlorella vulgaris โดยเพิ่มความเขมขนของ FeCl3 ท่ีตางกัน คือ 1.2 x 10-8 ถึง          
1.2 x 10-5 โมลตอลิตร และเติมขณะท่ีเจริญอยูในชวง late-exponential พบวา FeCl3 ความเขมขน  
1.2 x 10-5 โมลตอลิตร สาหรายเจริญไดเร็วกวาความเขมขนท่ีต่ํากวาภายใน 25 วัน และสะสมไขมัน
ในเซลลไดสูงถึง 56.6 เปอรเซ็นต จากการทดลองน้ี FeCl3 มีผลตอการเจริญทําใหเซลลมีความ
หนาแนนเพิ่มมากข้ึน และมีผลตอการกระตุนใหสะสมไขมันในเซลลเพิ่มข้ึน 
 
  Praveenkumar et al. (2012) ไดศึกษาการขาดแคลนสารอาหารท่ีมีแนวโนมตอการสะสม
ไขมันในสาหราย Chlorella sp. BUM11008 โดยเล้ียงภายใตสภาวะท่ีขาดแคลนเหล็ก พบวามวลเซลล
ลดลงเพียงเล็กนอย (2.45 + 0.03 กรัมตอลิตร) และมีการสะสมไขมันเพิ่มข้ึนอยางไมมีนัยสําคัญ 
(314.62 + 16.92 มิลลิกรัมตอลิตร) ชนิดของกรดไขมันประกอบดวย stearic acid (28.4 เปอรเซ็นต), 
arachidic acid (15.57 เปอรเซ็นต), heneicosanoic acid (9.35 เปอรเซ็นต) และ linoleic acids (15.87 
เปอรเซ็นต) จะเห็นไดวามีกรดไขมันชนิด saturated และ monounsaturated อยูนอยเม่ือเพาะเล้ียงใน
สภาวะนี้ 
  
 5.8 ความเขมขนของฟอสเฟต 
 
   Praveenkumar et al. (2012) ไดศึกษาการขาดแคลนสารอาหารท่ีมีแนวโนมตอการสะสม
ไขมันในสาหราย Chlorella sp. BUM11008 พบวาการขาดแคลน potassium-phosphate มีผลตอ
ความเขมขนของมวลเซลลอยางมีนัยสําคัญ ลดลงถึง 2.46 + 0.06 กรัมตอลิตร ซ่ึงภายใตสภาวะตรึง
เครียด (stress) สาหราย Chlorella sp. BUM11008 มีการผลิตไขมันสูงข้ึนอยางไมมีนัยสําคัญคือ 
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319.89 + 10.02 มิลลิกรัมตอกรัม และกรดไขมันท่ีพบคือ stearic acid (15.38 เปอรเซ็นต), lignoceric 
acid (30.41 เปอรเซ็นต), oleic acid (7.62 เปอรเซ็นต) และ linoleic acids (9.88 เปอรเซ็นต)  
 
6.  การปรับปรุงสายพนัธุ 
 
  ปจจุบันนี้การปรับปรุงสายพันธุของสาหรายเพื่อใหสะสมน้ํามันในเซลลเพิ่มข้ึนไดมี
การศึกษากันมากข้ึน มีสาหรายเพียงบางชนิดท่ีไดทําการวิจัยมาบางแลว เชน Chlamydomonas 
reinhardtii และ Chlorella pyrenoidosa (Li et al., 2010; Ramazanov and Ramazanov, 2006) 
เนื่องจากวา Chlamydomonas reinhardtii เปนตนแบบของสาหรายสีเขียวขนาดเล็กสําหรับศึกษา
เซลล และการสังเคราะหโมเลกุลโดยตรง (Merchant et al., 2012)  
 
  การปรับปรุงสายพันธุเพื่อเพ่ิมปริมาณนํ้ามันในเซลลนั้นสามารถทําไดสองวิธี คือการชักนํา
ใหเกิดการกลายพันธุ และใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมในการเพิ่มประสิทธิภาพของการผลิตน้ํามัน 
การคนหาพันธุกลายสามารถทําไดโดยการคัดเลือกสายพันธุท่ีสังเคราะหแปงไดนอยลง หรือไม
สามารถสังเคราะหแปงไดเลย เนื่องจากการสังเคราะหแปงและการสังเคราะหน้ํามันใชสารต้ังตน
เดียวกัน แสดงดังภาพท่ี 4 (Li et al., 2010; Ramazanov and Ramazanov, 2006) สวนการใชเทคนิค
ทางพันธุวิศวกรรมสามารถทําได โดยการเพิ่มการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวของกับการสังเคราะห
โมเลกุลน้ํามัน เชน acetyl- CoA carboxylase, glycerol-3-phosphate dehydrogenase และ ADP-
glucose pyrophosphate แตยังไมมีรายงานเกี่ยวกับการเพิ่มการแสดงออกของยีนเหลานี้ในสาหราย 
Chlorella sp. 
  
  จากภาพท่ี 4 แสดงกลไกของกระบวนการสังเคราะหดวยแสง การตรึงคารบอนไดออกไซด 
และการสะสมคารบอนในเซลลสาหราย การสะสมคารบอนคือการสังเคราะหแปงและการสังเคราะห
น้ํามันหรือไตรเอซิลกลีเซอรอลภายในเซลล เร่ิมจากกระบวนการสังเคราะหดวยแสงท่ีบริเวณ 
thylakoid โดยใชแสงเปนแหลงของพลังงานแลวได ATP และ NADPH เปนผลผลิตท่ีไดจาก
ปฏิกิริยาการใชแสง (light reaction) จากนั้น ATP และ NADPH จะถูกนําไปใชในปฏิกิริยาไมใช
แสง (dark reaction) หรือเรียกวา calvin cycle ซ่ึงในข้ันตอนนี้จะตรึง CO2 ในช้ันบรรยากาศเปน
แหลงของคารบอน จากน้ันเปล่ียนรูปจากคารบอน 2 โมเลกุลเปนคารบอน 3 โมเลกุล คือ glycerol-
3-phosphate (G3P) ซ่ึงเปนสารต้ังตนในการสังเคราะหสารชีวโมเลกุล ดังนั้นการสังเคราะหแปง
ข้ึนอยูกับ AGPase และ 3-Phosphoglycerate จากนั้นเกิดการสังเคราะหน้ํามันข้ึนบริเวณ cytosol 
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โดยมี acetyl-CoA เปนสารต้ังตนและใช NADPH, H+ และ G3P ในกระบวนการสังเคราะหน้ํามัน 
(Zeng et al., 2011) 
 

 
 
ภาพท่ี 4   กลไกของกระบวนการสังเคราะหดวยแสง การตรึงคารบอนไดออกไซด และการสะสม 
    คารบอนในเซลลสาหราย  
 
ท่ีมา:  Zeng et al. (2011) 
 
 6.1 การกลายพันธุ (Mutation) 
  
   การกลายพันธุ (mutation) หมายถึง การเปล่ียนแปลงลักษณะทางพันธุกรรม หรือดีเอ็นเอ 
และลักษณะที่เปล่ียนแปลงไปนี้สามารถถายทอดจากช่ัวอายุหนึ่งไปยังอีกชั่วอายุหนึ่ง ซ่ึงเปน
กระบวนการวิวัฒนาการของส่ิงมีชีวิตท่ีเกิดข้ึน ระดับการกลายพันธุ แบงออกเปน 2 ระดับ คือ การ
กลายพันธุระดับโครโมโซม (chromosome mutation) คือ การกลายพันธุท่ีเกิดจากการเปล่ียนแปลง
โครโมโซม อาจเปนการเปล่ียนแปลงโครงสรางของโครโมโซม หรือการเปล่ียนแปลงจํานวน
โครโมโซม และการกลายพันธุระดับยีน (gene mutation หรือ point mutation) คือ การเปลี่ยนแปลง
รูปแบบของยีนจากอัลลีลหนึ่ง ซ่ึงเปนผลมาจากการเปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทดในดีเอ็นเอ (ประดิษฐ, 
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2554) การกลายพันธุแบบนี้เปนการกลายพันธุแบบสุม (random) การเกิดการกลายพันธุ แบง
ออกเปน 2 วิธี คือ 
 
   6.1.1  การกลายพันธุท่ีเกิดข้ึนเองในธรรมชาติ (spontaneous mutation) ซ่ึงเปนผลมา
จากรังสี สารเคมี อุณหภูมิ ท่ีมีอยูในธรรมชาติ กระตุนใหเกิดปฏิกิริยาทัวโมเมอริกชิฟท (tautomeric 
shift) หรือการกอใหเกิดไอออน (ionization) ในโมเลกุลของเบสของดีเอ็นเอ ซ่ึงมีผลทําใหเกิดการ
แทนท่ีคูเบสในสายโพลีนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ 
 
  6.1.2  การกลายพันธุท่ีเกิดจากการชักนํา (induced mutation) เปนการกลายพันธุท่ีเกิด
จากมนุษยใชส่ิงกอกลายพันธุ (mutagen) ชักนําใหเกิดข้ึน ซ่ึงส่ิงกอกลายพันธุ คือ รังสีตาง ๆ รังสี
กอใหเกิดไอออน (ionizing radiation) และ รังสีไมกอใหเกิดไอออน (nonionizing radiation) เชน 
รังสีอัลตราไวโอเลต (ultraviolet) และสารเคมี  
 
 6.2 การซอมแซมดีเอ็นเอ (DNA repair) 
 
  โมเลกุลของดีเอ็นเออาจเกิดการเสียหายหรือชํารุดไดหลายทาง อยางไรก็ตามในเซลล
ของส่ิงมีชีวิต จะมีกลไกการซอมแซมในโมเลกุลของดีเอ็นเอท่ีเสียหายใหกลับคืนสูสภาพเดิมได   
 
  โฟโตรีแอคติเวชัน (photoreactivation) คือ การซอมแซมความผิดปกติของโมเลกุลของ
ดีเอ็นเอ เชน การเกิดไทมีนไดเมอร  (thymine dimer) เนื่องจากรังสีอัลตราไวโอเลต ซ่ึงเกิดจากการ
จับกันของเบส T ในสายเดียวกัน เปนไซโคลบิวเทนริง (cyclobutane ring) โดยใชเอนไซมโฟโตรี
แอคติเวติง (photoreactivating enzyme) หรือเอนไซมดีเอ็นเอโฟโตไลเอส (DNA photolyase) โดย
เอนไซมดีเอ็นเอโฟโตไลเอสจะเขาไปเกาะท่ีตําแหนงท่ีเกิดไทมีนไดเมอร และเอนไซมนี้จะดูดซับ
แสงสวาง (visible light) ซ่ึงเปนตัวกระตุนใหเอนไซมชนิดนี้เขาทําลายไซโคลบิวเทนริงท่ียึดระหวาง
เบส T ดวยกัน ทําใหเบส T เขาคูกับเบส A ของสายตรงขามไดเหมือนเดิม จากน้ันเอนไซมก็จะหลุด
จากตําแหนงท่ีผิดปกติ ก็จะไดโมเลกุลของดีเอ็นเอท่ีปกติเหมือนเดิม  
 
  Ramazanov and Ramazanov (2006) ไดศึกษาการคนหาพันธุกลายของสาหราย Chlorella 
pyrenoidosa STL-PI ท่ีสามารถผลิตไขมันไดในปริมาณสูง โดยคัดเลือกสาหรายพันธุกลายท่ีสังเคราะห
แปงไดนอยหรือไมสามารถสังเคราะหแปงไดเลยจากการชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยใชรังสี UV 
(254 nm) นาน 30 นาที เนื่องจากการสังเคราะหแปงและการสังเคราะหไขมันใชสารตั้งตนเดียวกัน 
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จากผลการทดลองพบวาสาหรายสายพันธุกลายสามารถผลิตไขมันไดสูงข้ึนเพิ่มจาก 25.2+1.2 
เปอรเซ็นต เปน 38.0+2.3 เปอรเซ็นต ตอนํ้าหนักแหง 
 
   Li et al. (2010) ศึกษา Chlamydomonas สายพันธุกลายท่ีสังเคราะหแปงไดนอย พบวา
ขอบกพรองในเอนไซม ADP-glucose pyrophosphorylase จึงทําใหมีการสะสม triacylglycerols ได
จํานวนมาก การชักนําใหเกิดพันธุกลายโดยใชรังสี X - ray และ UV พบวาสายพันธุกลายสามารถ
ผลิตไขมันในเซลลได 47 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง ขณะท่ีสายพันธุดั้งเดิมมีการสะสมไขมันใน
เซลลเพียง 13 เปอรเซ็นตของนํ้าหนักแหง  
 
7.  การออกแบบการทดลองทางสถิต ิ
 
 7.1 การออกแบบการทดลองแบบ Plackett and Burman design 
  
  Plackett and Burman (1946) ไดตีพิมพผลงานที่มีช่ือเสียงเร่ือง “The Design of Optimal 
Multifactorial Experiments” ในวารสาร Biometrika (vol. 33) ไดอธิบายหลักการของการสรางส่ิง
ทดลองท่ีประหยัดทรัพยากรดวยการสรางส่ิงทดลองที่เปนจํานวนเทาของ 4 แทนท่ีจะเปน 2 การจัด
ส่ิงทดลองแบบนี้มีประโยชนมากในการคัดเลือกปจจัยเพื่อการศึกษา โดยสนใจเฉพาะปจจัยหลัก
เทานั้น 
 
  การจัดการทดลองแบบ Plackett and Burman design นี้เปนสวนหนึ่งของการจัดการแบบ
แฟคทอเรียล หรือจัดเปนแฟคทอเรียลบางสวน ท่ีมีการจัดใหอิสระตอกัน (orthogonal) ใชเพ่ือคัดเลือก
ปจจัยในการพัฒนาสูตรหรือพัฒนาวิธีการผลิตจาก 10 - 20 ปจจัยท่ีไดจากการทดสอบเบ้ืองตนให
เหลือ 1 - 4 ปจจัย โดยท่ีไมตองทําการทดลองขนาดใหญ สามารถลดจํานวนการทดลองไดโดยใช
เทคนิคนี้ แตมีขอเสียคือ ไมสามารถศึกษาอันตรกิริยาของปจจัยตาง ๆ ได การจัดการทดลองจะใช 2k 
factorial arrangement เปนพื้นฐานโดยจะมีแบบแผนมาตรฐาน (initial block) เปนแถวแรกของการ
เร่ิมตนในการสรางส่ิงทดลอง ดังตารางท่ี 4 จะเห็นไดวาเครื่องหมายในแถวตอมาในเมตริกจะถูก
สรางข้ึนจากการเล่ือนไปทางซายมือ โดยแถวสุดทายของเมตริกจะเปนเคร่ืองหมายลบท้ังหมด 
  
   ประโยชนของการจัดการทดลองแบบ Plackett and Burman design เพ่ือใชคัดเลือกปจจัย
ท่ีมีผลตอการทดลองอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ในกรณีท่ีมีปจจัยท่ีตองการคัดเลือกหลายปจจัย และ
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ทําใหสามารถวิเคราะหถึงผลกระทบหลักของปจจัยท่ีศึกษาเทานั้น แตไมสามารถศึกษาถึงผลของ 
interaction ตาง ๆ ท่ีมีในการทดลองได 
 
   ในการใช Plackett and Burman design ตองกําหนดส่ิงทดลองแรกเปนดังเมตริกแถวแรก 
จากน้ันส่ิงทดลองตอไปกําหนดในลักษณะโครงสรางวน (cyclic construction) กลาวคือ นํารหัส
สุดทายของ Initial block ข้ึนมาอยูลําดับหนาสุด และวนไปจนครบ N - 1 รอบ สวนส่ิงทดลองสุดทาย
เปน Added block คือใชระดับต่ํา (-) ทุกปจจัย อยางไรก็ตามการวนนั้นอาจนํารหัสหนาสุดมาตอทาย
และวนไปจนครบ N - 1 รอบไดเชนเดียวกัน เพียงแตในการทดลองใหใชระดับสูงหรือต่ําใหถูกตอง
ตามแผนท่ีกําหนดหรือวางไวเปนสําคัญ ดังตารางท่ี 5 
 
ตารางท่ี 4  แผนมาตรฐานสําหรับเมตริกแถวแรกในการทดลองท่ีคัดเลือกปจจยัในการทดลอง N  คร้ัง 
 

N ปจจัยท่ีตองการกล่ันกรอง, k = N - 1 
8 + + + - + - - 

12 + + - + + + - - - + - 
16 + + + + - + - + + - - + - - - 

20 + + - - + + + + - + - + - - - - + + - 

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

 
หมายเหตุ  + หมายถึง ระดบัปจจัยท่ีทําการศึกษาท่ีมีระดบัสูงซ่ึงมีคาเทากับ +1 
      - หมายถึง ระดับปจจยัท่ีทําการศึกษาท่ีมีระดับตํ่าซ่ึงมีคาเทากับ -1 
      N หมายถึง จํานวนส่ิงทดลอง (treatment) 
      K หมายถึง จํานวนปจจยัท่ีตองการกล่ันกรอง 
 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Plackett and Burman (1946) 
 
 
 
 
 



 

 

25  

ตารางท่ี 5  ตารางเมตริกของแผนการทดลองแบบ Plackett and Burman ท่ีมีปจจัยตองการกล่ันกรอง 
      จํานวน 7 ปจจัย โดยมีส่ิงทดลอง (N) ท้ังหมด 8 การทดลอง 
 
ส่ิงทดลอง 

(Treatment) 
ปจจัย (Factors) 

A B C D E F G 
1 + + + - + - - 
2 - + + + - + - 
3 - - + + + - + 
4 + - - + + + - 
5 - + - - + + + 
6 + - + - - + + 
7 + + - + - - + 
8 - - - - - - - 

 
หมายเหตุ  A - G หมายถึง ปจจัยท่ีตองการกล่ันกรอง 
 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Plackett and Burman (1946) 
 
  7.2 การวิเคราะหพื้นผิวตอบสนอง (Response Surface Method, RSM) 
 
  การวิเคราะหพื้นผิวตอบสนอง (Response Surface Method, RSM) เปนเทคนิคทางสถิติ
อยางหนึ่งท่ีใชแผนภาพคอนทัวร (contour plot) ในการตรวจสอบความสัมพันธของตัวแปรตาง ๆ ท่ี
เปนท่ีสนใจของนักวิจัย ผลคือนักวิจัยสามารถที่จะหาสูตรอาหารเล้ียงเช้ือ หรือ สภาวะในการเล้ียง
เช้ือท่ีเหมาะสม (optimization) จากความสัมพันธเหลานั้นเม่ือพิจารณาปจจัยท่ีสนใจเหลานั้นพรอม 
ๆ กัน โดยความรูพื้นฐานท่ีตองใชคือ การวางแผนการทดลอง (experimental design) การวิเคราะห
สมการถดถอย (regression analysis) และความรูในการใชโปรแกรมท่ีสรางแผนภาพคอนทัวร จึงทํา
ใหการ optimization นั้นถูกตองและแมนยํากวาการใชวิธี “one factor at a time” เนื่องจากวาตัวแปร
ท่ีสนใจเหลานั้น มักจะผานการกล่ันกรองดวยวิธี Plackett and Burman design มากอนโดยพิจารณา
จากคา significant (อนุวัตร, 2549) 
 



 

 

26  

   RSM เปนการแสดงหรือตัวแทนทางเรขาคณิตท่ีไดรับ เม่ือผลตอบสนองของตัวแปร 
(Response, Y) ถูกพล็อตใหเปนฟงคช่ันของตัวแปร (X) เหลานั้น 
 
แบบจําลองท่ัวไป 
 
 Y = f (X1 + X2 + … + Xk) + E 
 
โดยท่ี 
 Y คือ คาตอบสนอง (response), dependent variable หรือ output variable 
 X1 + X2 + … + Xk คือ ตัวแปรท่ีสนใจ, independent variable หรือ input variable 
 E = error term 
 
 แผนภาพคอนทัวร (contour plot) เปนอนุกรมของเสนหรือกราฟซ่ึงมีคาท่ีแนนอนและคงท่ี 
สอดคลองกับระดับของปจจัยท่ีเปล่ียนไป แผนภาพคอนทัวรมีหลายแบบสอดคลองกับสมการถดถอย
ท่ีตรวจสอบได เชน mound-shaped, stationary ridge, rising ridge, saddle โดยแผนภาพคอนทัวรท่ี
สรางเปนแผนภาพ 3 มิติ เรียกวา surface plot 
  
  การออกแบบการทดลองที่จะนํามาใชในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมดวยการวิเคราะห
พื้นผิวตอบสนอง (RSM) ไดแก การทดลองแบบ Factorial 3x3 in CRD or RCBD, Central 
Composite Design (CCD) หรือ factorial design, Box Behnken Design, Rotatable Design และ 
Mixture Design เปนตน ในท่ีนี้จะขอกลาวเฉพาะการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) 
 
  การหาพื้นผิวตอบสนองนั้นมีจุดประสงคเพื่อหาความสัมพันธระหวางตัวแปรตอบสนอง 
(Y) กับกลุมปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอตัวแปรนั้น ๆ วิธีดังกลาวนี้ใชในการวิเคราะหการถดถอย (regression 
analysis) มาประยุกตหาความสัมพันธท่ีเรียกวา รูปแบบโพลิโนเมียล (polynomial model) ซ่ึงโดยท่ัวไป
รูปแบบของพื้นผิวตอบสนองจะพิจารณารูปแบบโพลิโนเมียลลําดับท่ี 1 (first order model) หรือ
ลําดับท่ี 2 (second order model) สวนการประมาณคาพารามิเตอร หรือสัมประสิทธ์ิการถดถอย ใน
รูปแบบดังกลาวจะใชวิธีกําลังสองนอยท่ีสุด (อนุวัตร, 2549) 
 
  รูปแบบโพลิโนเมียลลําดับท่ี 1 (first order model) โดยท่ัวไปมีการนํามาเฉพาะบางแผนการ
ทดลอง Khuri and Cornell (1987) กลาววา การออกแบบเชิงแฟคทอเรียล 2 ระดับ (2k factorial) 
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  รูปแบบโพลิโนเมียลลําดับท่ี 2 (second order model) มีแผนการทดลอง เชน CCD การออกแบบ
เชิงแฟคทอเรียล 3 ระดับ (3k factorial) เปนตน ดังนั้นจะตองมีระดับการทดลองอยางนอย 3 ระดับ 
ซ่ึงรูปแบบโพลิเมียลลําดับท่ี 2 โดย k เปนตัวแปร แสดงดังสมการท่ี 1 
 

Y = β0 + iXj + ijXi
2 + ijXiXj + E  ……...สมการท่ี 1 

 
โดยท่ี Y คือ ตัวแปรตอบสนอง 
 β คือ สัมประสิทธ์ิของสมการการถดถอย 
 Xi, Xj คือ ตัวแปรอิสระ 
 E คือ ความคลาดเคล่ือน 
 
 แผนการทดลอง Central Composite Design (CCD) 
 
 Central Composite Design (CCD) เปนหนึ่งในวิธีการหาพ้ืนผิวตอบสนองท่ีนิยมใชหา
กระบวนการท่ีเหมาะสม ซ่ึงเปนการทดลองที่เพิ่มส่ิงทดลองระหวางระดับของปจจัยใหมากข้ึนเพื่อ
ตองการใชแบบจําลองอันดับสูง จากเดิมท่ีใชไดเพียงแคอันดับหนึ่งเปนอันดับสองหรือสาม วิธีการ
สรางส่ิงทดลองใหเร่ิมจากการสรางส่ิงทดลองจากแฟตทอเรียล 2k แลวเพิ่มจุดบนแกน coordinate 
โดยมีคา code level + α ดังตารางท่ี 6 จากน้ันเพิ่มจํานวน m ท่ีจุดกลาง หลังจากนั้นสุมแตละส่ิง
ทดลองไปยังแตละหนวยทดลอง จํานวนส่ิงทดลองท้ังหมด (n) จะมีคา = 2k + 2k + m ซ่ึง n < 3k 

เสมอ และถา α = F1/4 (F = จํานวนของส่ิงทดลองจากแฟตทอเรียลท่ีใช) การทดลองน้ีนิยมทําซํ้าท่ี
ระดับกลางของปจจัยเพื่อใชประมาณความคลาดเคล่ือนของการทดลอง ซ่ึงการเพ่ิมจํานวนซํ้าจะมี
ผลกระทบตอคา α ซ่ึงอาจจะตองเปล่ียนไปตามจํานวนซํ้าเพื่อใหส่ิงทดลองเปนอิสระตอกัน 
(orthogonal) อยางไรก็ตาม ในทางปฏิบัติจะกําหนดคา α กอนเสมอแลวจึงทําการทดลองซํ้าท่ี 
จุดกลาง 
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ตารางท่ี 6  คาของ code level ใน Central Composite Design สําหรับ 3 ปจจัย α = 1.68 
 

 
ท่ีมา: อนุวัตร (2549) 
 
 ข้ันตอนการทาํ RSM 
 
 1.  เลือกแผนการทดลองท่ีเหมาะสมใหมีส่ิงทดลองจํานวนมากพอท่ีจะสรางแบบจําลอง
เพื่อใชสรางแผนภาพคอนทัวรได 
 
 2. สรางแบบจําลองโดยวิธีการทางสถิติ เชน สมการถดถอยท่ีดีท่ีสุด (นิยมใชโปรแกรม
สําเร็จรูปทางสถิติ SAS, SPSS, MINITAB) 

ส่ิงทดลอง 
(Treatment) 

Code level 
ปจจัย X1 ปจจัย X2 ปจจัย 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 
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 3.  สรางแผนภาพคอนทัวรจากสมการท่ีหามาได  
 
 4.  ตรวจสอบจุดท่ีเหมาะสม (optimization) 
 
 5.  พิสูจนแบบจําลอง (verification) โดยทําการทดลองท่ีเปนอิสระ (นอกเหนือจากท่ีใช
สรางแบบจําลอง) ภายใตขอบเขตของตัวแปรแตละตัวท่ีศึกษา เปรียบเทียบคาท่ีสังเกตกับคาทํานาย
เพื่อตรวจสอบความถูกตองของแบบจําลอง 
 
 6.  ถาแบบจําลองไมเหมาะสม (invalid) ใหสรางแบบจําลองใหม (กลับไปทําซํ้าขอ 2 ถึง 5) 
หรือใหไปกําหนดขอบเขตของตัวแปรท่ีศึกษาใหม 
 
 การกําหนดคารหัส (code value) และคาจริง (actual value) 
 
 คารหัส (code values) คือ คาท่ีปรับ scale ของคาจริงใหอยูใน scale เดียวกัน ซ่ึงพิจารณา
จากจํานวนปจจัยท่ีนํามาศึกษา และถูกกําหนดคาสูงสุด (maximum value) และคาตํ่าสุด (minimum 
value) จากจํานวนปจจัย ซ่ึงไดแสดงวิธีคํานวณไว ดังตารางท่ี 6 

 
  คํานวณไดจาก         α     =  

 
 k คือ จํานวนปจจัย 
 ถา k = 2 ดังนัน้คา α = 1.414  
 ถา k = 3 ดังนัน้คา α = 1.68 
 
ตารางท่ี 7  การกําหนดคารหัส (code value) และคาจริง (actual value) 
 

Design 
Code values 

Minimum value Maximum value 
Factorial -1 +1 
CCD (2 ปจจัย) -1.414 +1.414 

CCD (3 ปจจัย) -1.68 +1.68 
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  RSM เปนวิธีท่ีใชสําหรับหา optimization โดยมีการคัดกรองปจจัยท่ีไมมีนัยสําคัญออก 
ตามวิธีการของ Plackett and Burman Design หลังจากท่ีไดแบบจําลองมาแลว ควรพิจารณาความ
เหมาะสมของแบบจําลอง (model) ซ่ึงมักจะใชการวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ของการ
วิเคราะหสมการการถดถอย โดยเร่ิมพิจารณาวาตัวแปรตามและตัวแปรอิสระมีความสัมพันธกันใน
ลักษณะใด สรางรูปแบบการถดถอยเพ่ือแทนลักษณะความสัมพันธระหวางตัวแปร และสราง
สมการการถดถอย (regression equation) จากรูปแบบท่ีกําหนดนั้นโดยวิธีกําลังสองนอยท่ีสุด   
(least squares method) นอกจากนี้สมการการถดถอยท่ีสรางข้ึนจะเปนสมการท่ีเหมาะสมหรือไมนั้น 
จะพิจารณาไดจากคาสถิติ และการทดสอบสมมติฐานคาสถิติท่ีใช คือคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ 
(coefficient of determination; R2) คาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจปรับแลว (adjusted coefficient of 
determination; R2

adj) นอกจากนี้การวิเคราะห lack of fit จะชวยยืนยันถึงความเหมาะสมของ
แบบจําลอง การวิเคราะหความแปรปรวนและการวิเคราะห lack of fit ซ่ึงแสดงวิธีการในลําดับ
ถัดไป 
 
  ในการวิเคราะหการถดถอยเพียง 1 ตัวแปร เราเรียกการวิเคราะหการถดถอยนี้วา การวิเคราะห
การถดถอยอยางงาย (simple regression analysis) สวนกรณีท่ีมีตัวแปรอิสระมากกวา 1 ตัวแปรจะ
เรียกการวิเคราะหการถดถอยนี้วา การวิเคราะหการถดถอยเชิงพหุคูณ (multiple regression analysis) 
 
ตารางท่ี  8  การวิเคราะหความแปรปรวนของแบบจําลองท่ีใชใน RSM 
 

Source of variance Df SS MS F 

Model - - - - 
Linear - - - - 
Quadratic - - - - 
Cross product - - - - 
Residual  Run regression  
   Lack of fit  By difference  
   Pure error   Run gim เลือก option LOF 

 
Ho: b0 = b1 = b2 = b3 = 0 
Ha: อยางนอย 1 เทอมไมเทากับ 0 
Ho: ไมมี Lack of fit 
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 ถา model significant แสดงวา model ท่ีสรางไวเหมาะสมดีแลว (ใหดูวา significant ท่ี 
linear หรือ quadratic) และถา Lack of fit นั้น significant แสดงวานอกจาก model ท่ีสรางข้ึนแลว
อาจมี model อ่ืนที่อาจจะเหมาะสมกวา ดังตารางท่ี 8 
 
 การทดสอบ lack of fit (LOF) ของ RSM ใน SPSS คือ 
 
 1.  Run regression เพื่อหา residual SS (df1) 
 
 2.  Run procglm เลือก option LOF เพื่อหาคา pure error SS (df2) 
 
 3.  LOF SS (df3) = residual คา df - pure error โดยท่ี df3 = df1 - df2 
 
 4.  นัยสําคัญของ LOF ทดสอบโดย F = LOF MS/pure error ms เทียบกับ F table ท่ี df3 
และ df 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

32  

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

อุปกรณ 
 

1. ตัวอยางของสาหรายท่ีใชในงานวิจัย 
 
   สาหรายสีเขียว Chlorella sp. 2 ไอโซเลต ไดแก DMKU5201 และ DMKU5202 ท่ีคัดแยก
และเก็บรักษา โดย อ. ดร. วิเชียร ยงมานิตชัย และ อ. ดร. เดือนรัตน ชลอุดมกุล 
 

2. อาหารเล้ียงเชือ้  
 
  2.1  อาหารแข็ง NSIII 
 
  2.2 อาหารเหลว NSIII 
 
  2.3  อาหารเหลว NSIII ท่ีไมมีไนโตรเจนเปนองคประกอบ 
 

3. สารเคมี 
 
  3.1   กรดไขมันมาตรฐาน (sigma. Co., Ltd., USA)  
 
  3.2 กรดซัลฟูริก (sulfuric acid) 
 
  3.3   กรดอะซิติก (acetic acid) 
 
  3.4   คลอโรฟอรม (chloroform) 
 
  3.5 โซเดียมโพรพโิอเนต (sodium propionate) 
 
  3.6 บิวทานอล (buthanol) 
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  3.7 เมทานอล (methanol) 
 
  3.8  เอทานอล (ethanol or ethyl alcohol) 
 
  3.9  แอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต 
 
  3.10 ไอโอดีน 
 
  3.11 เฮกเซน (hexane) 
  
 4. เคร่ืองมือ 
 
  4.1  กลองจุลทรรศน Light microscope (Olympus, Japan) 
 
  4.2  ตูเข่ียเช้ือ (Laminar flow) 
 
  4.3  แกสโครมาโทกราฟแบบแคปปลลารี (GC-14B, Shimadzu, Japan) 
 
  4.4  เคร่ืองช่ัง 3 ตําแหนง (Satorius AG Göttingen Model LC621S, Germany) 
 
  4.5  เคร่ืองช่ัง 4 ตําแหนง (Satorius, USA) 
 
  4.6  เคร่ืองปนเหวีย่ง (Labofuge 200, Hereaus, Germany) 
 
  4.7  เคร่ืองปนเหวีย่งสําหรับ microcentrifuge tube (Spectrafuge 16M Labnet) 
 
  4.8  เคร่ืองผสมแบบเขยา (Vortexgenie 2TM Model 6-560E, Genie Scientific 
Industries, INC., USA) 
 
  4.9  เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสงชวงคล่ืนยูวี (UV-visible Spectrophotometer, UVPharma 
Spec1700, Shimadzu, Japan) 
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  4.10 เคร่ืองวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter, ORION Model SA520, USA) 
 
  4.11 เคร่ืองทําน้ํา DI (Deionizer water) 
 
  4.12 เคร่ืองทําน้ํา RO (Reversosmosis water) 
 
  4.13 เคร่ืองระเหยแหง (Evaporator) 
 
  4.14 ตูบมเช้ือ (Precision low temperature incubator 815) 
 
  4.15 ตูอบไอรอน (Hot air oven, Memmert) 
 
  4.16 ไมโครปเปต (pipetman, Gilson, France) 
 
  4.17 หมอนึ่งความดันไอ (Autoclave TOMY SS-325, TOMY SEIKO CO., LTD, Japan) 
 
  4.18 Magnetic bar และ magnetic stirrer (Framo® Gerätetechnik D-7821, France) 
 
  4.19 ชุดกรอง (membrane filter) และเยื่อกรอง (nitrocellulose membrane filter, 
Whatman) 
 
  4.20 ถังบรรจุแกสคารบอนไดออกไซค 
 
  4.21 เคร่ืองปมอากาศ 
 
 5.  อุปกรณ 
 
  5.1 ขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร  
 
  5.2 หลอดทดลองขนาด 25 x 200 มิลลิเมตร 
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  5.3 Teflon coated screw-cap test tube ขนาด 16 x 100 มิลลิเมตร 
 
  5.4 Petri dish 
 
  5.5 ปเปตแกว 
 
  5.6 ลูปเข่ียเช้ือ (Loop) 
 
  5.7 พาสเจอรปเปต (Pasteur pipette) 
 
  5.8 ตะเกยีงแอลกอฮอล 
 
  5.9  ปนยิงแกส 
 

วิธีการ 
 
1.  สาหรายท่ีใชในการวิจัย 
 
 สาหรายท่ีใชในการวิจัย เปนสาหรายสีเขียวขนาดเล็กในสกุล Chlorella sp. 2 ไอโซเลต
ไดแก DMKU5201 และ DMKU5202 ซ่ึงเปนสาหรายบริสุทธ์ิ (axenic culture) แยกไดในประเทศ
ไทยและเก็บรักษาโดย อ.ดร. วิเชียร ยงมานิตชัย และ อ. ดร. เดือนรัตน ชลอุดมกุล ทําการเพาะเล้ียง
บนอาหารแข็งสูตร NSIII ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ในตูบม ภายใตความเขมแสง 2,000 ลักซ ให
แสงสวาง: มืด เทากับ 16: 8 ช่ัวโมง ซ่ึงเปนสภาวะมาตรฐานในการเพาะเล้ียง 
 
2.  การจัดจําแนกสายพันธุของสาหรายขนาดเล็ก Chlorella sp.  
 
 2.1  การสกัดดีเอ็นเอของ Chlorella sp. ตามวิธีการของ Wu et al. (2001) 
 
  นํา Chlorella sp. DMKU5201 และ DMKU5202 เล้ียงในอาหารเหลว NSIII นาน 5 - 7 วัน 
ใหมีความหนาแนนของเซลลประมาณ 107 เซลลตอมิลลิลิตร ปริมาตร 2 มิลลิลิตร มาปนเหวี่ยงท่ี
ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที จากนั้นละลายตะกอนเซลลดวย CTAB buffer 
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ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง เติม 
Chlorofrom: Isopheneyl (24: 1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 
รอบตอนาที นาน 10 นาที 2 คร้ัง ดูดเอาเฉพาะสวนใสดานบน ซ่ึงมีดีเอ็นเออยูใสในหลอดใหม เติม 
ethanol 100 เปอรเซ็นต ปริมาตร 0.7 เทาของสวนใสท่ีดูดไดเพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ นําไปปนเหวี่ยง
ท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที 10 นาที เทสวนใสท้ิง ใหเหลือเพียงตะกอนดีเอ็นเอ 
 
 2.2  การเตรียม PCR reaction mixture (ตารางท่ี 9) โดยใช primer NS1 (5' -
GTAGTCATATGCTTGTCTC-3')  และ NS2 (5' - GGCTGCTGGCACCAGACTTGC-3') เพื่อเพิ่ม
ปริมาณ 18S rDNA ดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ขนาด 550 bp 
 
 2.3  นํา PCR reaction mixture ใสในเคร่ือง PCR (ของบริษัท G-STORM รุน GT 482.0125 
ประเทศอังกฤษ) และปรับสภาวะในแตละ cycle เพื่อเพ่ิมปริมาณ 18S rDNA (ตารางท่ี 10) ท้ังหมด 
30 cycles 
 
 2.4  นํา PCR product ท่ีได มาตรวจสอบขนาดของช้ินดีเอ็นเอ ภายใตสนามไฟฟาผานตัวกลาง
ชนิดวุน (agarose gel electrophoresis) 
 
  เตรียมเจลโดยใชวุนนางเหงือกความเขมขน 1.2 เปอรเซ็นต (w/v) ไปหลอมละลายใน 
0.5X TAE buffer ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลวเทลงใน apparatus รอจนเจลแข็งตัว จึงนําไปวางใน
เคร่ือง Gel electrophoresis เติม 0.5x TAE buffer ลงไปใหทวมเจล แลวเตรียมตัวอยางเพ่ือโหลดลง
เจล ดังนี้ 
 

- DNA marker ท่ีใชเพื่อเปรียบเทียบขนาดของช้ินดีเอ็นเอ ไดแก DNA ladder 100 bp 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมกับ dH2O 3 ไมโครลิตร และ 6X loading dye 1 ไมโครลิตร 
 

- PCR product 5 ไมโครลิตร ผสม 6X loading dye 1 ไมโครลิตร 
 

   หลังจาก load ตัวอยางลงบนแผนเจลแลว ปดฝาเครื่องแลวต้ังกระแสไฟฟา 50 โวลต 
เปนเวลา 30 - 40 นาที จึงนําเจลไปยอมดวย ethidium bromide (EtBr) นาน 5 - 10 นาที แลวนําเจล
ไปสองดูแถบ ดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึน ดวยเคร่ือง Transilluminator (ของบริษัท VILBER LOURMAT รุน 
VL - 6.C ประเทศฝรั่งเศส) 
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ตารางท่ี 9  การเตรียม PCR reaction mixture 
 

Reaction Volume (μl) 
DNA template (100 ng – 10 μg) 
Primer Forword NS1 (20 μM)  
Primer Reword NS2 (20 μM) 
dNTP (20 μM) 
PCR buffer 
Taq polymerase 
dH2O 

6 
1 
1 
2 
2 

0.2 
7.8 

Total volume 20  
 
ตารางท่ี 10  สภาวะในการเพ่ิมปริมาณ 18S rDNA ดวยเคร่ือง PCR 
 

PCR condition อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา 

Initial denaturation 
Denaturation 

Annealing 
Extension 

Final extension 
Hold 

94 
94 
53 
72 
72 
4 

5 นาที 
45 วินาท ี
45 วินาท ี

1 นาที 
5 นาที 

จนกวาจะใชงาน 
 
หมายเหตุ  ทําการเพ่ิมปริมาณ 18S rDNA ท้ังหมด 30 cycles 
 
  2.5 การทํา PCR product ใหบริสุทธ์ิ 
 
   การทํา PCR product ใหบริสุทธ์ิ โดยใชชุด QIA quick® Gel extraction kit ตามข้ันตอน
ดังนี้ ตัดแถบดีเอ็นเอจาก agarose gel ใสในหลอด เติม buffer QG ปริมาตร 3 เทาของปริมาตรเจล  
(มีเจล ประมาณ 100 ไมโครลิตร) นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แลวเขยา  
2 - 3 นาที เพื่อใหเจลละลายเปนเนื้อเดียวกัน จากน้ันเติม isopropanol ปริมาตร 1 เทาของเจล เขยา
ใหเขากัน แลวยายท้ังหมดลง QIA quick spin column นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบ
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ตอนาที นาน 1 นาที ท้ิงสวนใส จากนั้นเติม buffer QG ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงท่ี 
14,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที แลวท้ิงสวนใส จากน้ันลางดวย buffer PE ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร 
นําไปปนเหวี่ยงท่ี 14,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ทิ้งสวนใส แลวนําไปปนเหวี่ยงอีกคร้ัง จากน้ัน
ยาย QIA quick spin column ไปยัง microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวชะดีเอ็นเอดวย 
buffer EB ปริมาตร 10 ไมโครลิตร บมท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง ประมาณ 1 นาที นําไปปนเหวี่ยงท่ี 
14,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เติม buffer EB ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บมท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 
นานประมาณ 4 นาที จึงนําไปปนเหวี่ยงอีกคร้ัง ซ่ึงจะไดปริมาตรของ PCR product รวมท้ังหมด  
30 ไมโครลิตร นําไปแชในตูเย็น -20 องศาเซลเซียส 
 
 2.6  การหาลําดับเบสบริเวณ 18S rDNA 
 
  นํา PCR product ท่ีไดไปหาลําดับเบส บริเวณ 18S rDNA โดยสงตัวอยางไปวิเคราะหท่ี
บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี 
 
 2.7  การจัดจําแนกชนิดของสาหราย 
 
  นําลําดับเบสบริเวณ 18S rDNA ไปเปรียบเทียบความเหมือนในฐานขอมูล Gen Bank 
โดยใชโปรแกรม BLAST ของ The National Center for Biotechnology Information (NCBI) ในเว็บไซด 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ซ่ึงจะทําใหสามารถจัดจําแนกสาหรายในระดับ genus และ species 
ได 
 
3.  การกลายพันธุของสาหรายขนาดเล็ก Chlorella sp.  
 
 3.1  การชักนําใหสาหรายเกิดกลายพันธุ โดยใชรังสี UV ตามวิธีการของ Ramazanov และ 
Ramazanov (2006) 
 
   นําสาหรายขนาดเล็ก Chlorella sp. DMKU5201 และ DMKU5202 มาเล้ียงในอาหาร
เหลว NSIII นาน 5 วัน ใหมีจํานวนเซลลเร่ิมตน 106 - 107 เซลลตอมิลลิลิตร นํามาวางใหรับรังสี UV 
ท่ีความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร ระยะหางระหวางรังสี UV กับเซลลสาหราย 35 เซนติเมตร นาน 40 
นาที จากนั้นนําไป spread บนอาหารแข็ง NSIII บมในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน 
จากนั้นยายมาเล้ียงภายใตความเขมแสง 2000 ลักซ ใหแสงสวาง: มืด เทากับ 16: 8 ช่ัวโมง จนกวาจะ
เห็นสาหรายเจริญ แลวเก็บโคโลนีท่ีเจริญบนอาหารมาทดสอบเพ่ือคัดเลือกพันธุกลาย (mutant) ท่ี
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ไมสามารถสังเคราะหแปง จํานวน 40,000 โคโลนี จากนั้น picked up โคโลนีท้ังหมดไปยังบน
อาหาร อาหารแข็ง NSIII และ NSIII (ไมมีไนโตรเจน) แลวนําไปเล้ียงในสภาวะปกติ นาน 7 วัน 
เพื่อทดสอบหาสายพันธุกลายท่ีไมสามารถสังเคราะหแปง (starchless mutant)  
 
 3.2  การทดสอบหาสายพันธุกลายท่ีไมสามารถสังเคราะหแปง 
 
   เล้ียงสาหรายสายพันธุกลาย บนอาหารแข็ง NSIII ท่ีไมมีไนโตรเจนเปนองคประกอบ 
นาน 7 วัน นํามาทดสอบโดยการอังใหไดรับไอของไอโอดีน ถาโคโลนีของสาหรายเปล่ียนเปนสีน้ํา
เงิน คือ สายพันธุกลายท่ีสังเคราะหแปง แตถาโคโลนีไมเปล่ียนสีเม่ือกระทบกับไอของไอโอดีน จะ
เห็นเปนสีเหลืองสมของไอโอดีน คือ สายพันธุกลายท่ีไมสามารถสังเคราะหแปงไดหรือสังเคราะห
ไดนอยกวาปกติ จากนั้นเก็บสายพันธุกลายนี้ไวเพื่อคัดเลือกสายพันธุกลายท่ีผลิตน้ํามันไดสูงกวา
สายพันธุดั้งเดิม (wild type) โดยวิธีการสกัดน้ํามันภายในเซลลและวิเคราะหปริมาณน้ํามันดวย
เคร่ือง GC 
 
4.  การคัดเลือก Chlorella sp. พันธุกลายที่ผลิตไขมันสูง 
 
 4.1  การคัดเลือกข้ันปฐมภูมิ 
 
  ทําการเพาะเล้ียง Chlorella sp. DMKU5201 และ DMKU5202 สายพันธุกลาย ท่ีคัดเลือกได
จากขอ 3 และสายพันธุดั้งเดิม ในอาหาร NSIII ท่ีลดปริมาณไนโตรเจนลงใหเหลือเพียง 1 ใน 4 สวน
ของไนโตรเจนท้ังหมด ในตูบมแบบมีแสง อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ภายใตความเขมแสง 2,000 
ลักซ ใหแสงสวาง: มืด เทากับ 16: 8 ช่ัวโมง นาน 7 วัน เก็บตัวอยางไปวัดคาการเจริญและวิเคราะห
หาปริมาณนํ้ามัน 
 
 4.2  การคัดเลือกข้ันทุติยภูมิ 
 
   นําสาหรายพันธุกลายท่ีมีไขมันสะสมในเซลลสูงท่ีไดจากการคัดเลือกในข้ันปฐมภูมิ 
มาทําการคัดเลือกหาพันธุกลายท่ีผลิตไขมันไดสูงท่ีสุด โดยทําการทดสอบเชนเดียวกับ ขอ 4.1 
 
 
5.  การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของ Chlorella sp. สายพนัธุกลายเพื่อการผลิตน้ํามัน โดยวางแผน 
การทดลองแบบ Plackett and Burman design และ วิธีพื้นผิวตอบสนอง (Response Surface Method) 
 
 5.1  Plackett and Burman design   
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   5.1.1 คัดเลือกปจจัยท่ีตองการท่ีมีความสําคัญตอการผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามันและ
น้ํามันภายในเซลลมา 7 ปจจัย คือ แหลงไนโตรเจน (KNO3) แหลงฟอสฟอรัส (KH2PO4 และ 
K2HPO4) แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) โซเดียมคลอไรด (NaCl) pH คารบอนไดออกไซด 
(CO2) และความเขมแสง (light intensity) ดังตารางท่ี 11  
 
    ในการออกแบบการทดลองน้ีเลือก KNO3 เปนแหลงของไนโตรเจนของสาหราย 
Chlorella sp. เนื่องจากวาไนโตรเจนเปนองคประกอบท่ีสําคัญสําหรับการสังเคราะหโปรตีนท่ีจําเปน
ตอการเจริญหรือการแบงเซลลของสาหราย ซ่ึงมีอิทธิพลตอการผลิตชีวมวลอยางมาก แตถาแหลง
ของไนโตรเจนถูกจํากัดจะมีผลตอการผลิตน้ํามันของสาหรายเชนเดียวกัน (Scott et al., 2011; Emma 
and Sarbatly, 2012), แหลงฟอสฟอรัส (KH2PO4 และ K2HPO4) เปนธาตุอาหารที่จําเปนตอการเติบโต
ของสาหราย เนื่องจากฟอสฟอรัสมีสวนเกี่ยวของกับกระบวนการตาง ๆ  ของเซลล โดยเฉพาะกระบวนการ
ถายทอดพลังงาน และกระบวนการสรางกรดนิวคลีอิก เหตุผลท่ีเลือกท้ัง KH2PO4 และ K2HPO4 เพื่อ
ทําหนาท่ีเปนบัฟเฟอรดวย, MgSO4.7H2O มีความสําคัญอยางยิ่งตอกระบวนการเมตาบอลิซึมของ
เซลลและสาหรายจะนําไปใชในการสรางคลอโรฟลล, NaCl เพื่อศึกษาดูการยับยั้งการเจริญของ
สาหราย, pH ทําหนาท่ีใหเอนไซมทํางานไดดี, CO2 เปนแหลงของคารบอน และแสงเปนปจจัยท่ีมี
ความสําคัญมากในการสังเคราะหแสง เนื่องจากเปนแหลงพลังงานท่ีใชในกระบวนการสังเคราะห
แสง จึงมีผลตอการเจริญ การสรางรงควัตถุ นอกจากนี้ความเขมแสงยังเปนปจจัยจํากัด (Limiting 
Factor) ท่ีสําคัญมากปจจัยหนึ่งท่ีมีผลตอการผลิตชีวมวลของสาหรายอีกดวย 
 
  5.1.2  สรางเมตริกข้ึนมา โดยใช N= 8 ดังตารางท่ี 12 แทนคาของปจจัยท่ีตองการคัดเลือก 
low level (-) และ high level (+) ตามตารางดังกลาว จะมีท้ังหมด 8 ส่ิงทดลอง 
 
   5.1.3  หลังจากวางแผนการทดลองเสร็จ ใหเตรียมอาหารเล้ียงสาหรายตามส่ิงทดลองท่ี
กําหนด แลวทําการเพาะเล้ียงสาหรายสายพันธุกลาย Chlorella sp. ในสภาวะโฟโตโทรป (phototroph 
condition) ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ภายใตแสงสวาง: มืด (16: 8) โดยเช้ือเร่ิมตนมีคาความขุนท่ี
ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เทากับ 0.20 จากนั้นเก็บตัวอยางสาหรายทุกวันเร่ิมต้ังแตวันท่ี 2 ถึง
วันท่ี 7 แลวนําตัวอยางไปวิเคราะหการเจริญ และวิเคราะหหาปริมาณนํ้ามัน 
 
  5.1.4  นําผลการทดลองท่ีไดไปวิเคราะหขอมูลโดยโปรแกรม PASW Statistics 18 โดย
ทําการคัดเลือกปจจัยที่ตองการจากคา significant คา P< 0.1 ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 90 เปอรเซ็นต 
แลวนําปจจัยท่ีมีคา significant ท่ีไดอยางนอย 2 - 3 ปจจัยไปศึกษาความสัมพันธระหวางปจจัยตอไป
ในวิธีพื้นผิวตอบสนอง (Response Surface Method) 
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ตารางท่ี 11  ปจจัยที่ตองการคัดเลือกท้ังหมด 7 ปจจยั โดยกําหนด model เปน A B C D E F G 
 
No. Model Factors Low level (-) High level (+) 
1 A KNO3 (g/L) 0.2 2 
2 B KH2PO4 + K2HPO4 (g/L) 0.1 1 
3 C MgSO4.7H2O (g/L) 0.01 1 
4 D NaCl (g/L) 0.01 1 
5 E pH 5.5 7.0 
6 F CO2 (%) 0 5 
7 G Light intensity (lux) 1,000 5,000 

 
ตารางท่ี 12  ตารางเมตริกตามแบบแผนมาตรฐานของ Plackett and Burman (1946) 
 

ส่ิงทดลอง 
ปจจัย 

A B C D E F G 
1 + + + - + - - 
2 - + + + - + - 
3 - - + + + - + 
4 + - - + + + - 
5 - + - - + + + 
6 + - + - - + + 
7 + + - + - - + 
8 - - - - - - - 

 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Plackett และ Burman (1946) 
 
 5.2 Response Surface Method  
 
  5.2.1 เลือกปจจัยท่ีมีคา significant ท่ีไดจากการทดลองคือ แหลงไนโตรเจน (KNO3) pH 
และความเขมแสง (light intensity) แลวกําหนดระดับของปจจัย 5 ระดับ ตามตารางท่ี 13 และ 14 
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   5.2.2 เตรียมอาหารตามส่ิงทดลอง (treatment หรือ RUN) ท่ีกําหนดดังตารางท่ี14 แลว
ทําการเพาะเล้ียงในสภาวะโฟโตโทรป ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ภายใตแสงสวาง: มืด (16: 8) 
โดยเช้ือเร่ิมตนมีคาความขุนท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เทากับ 0.2 จากนั้นเร่ิมเก็บตัวอยาง
สาหรายทุกวัน เร่ิมตั้งแตวันท่ี 2 ถึงวันท่ี 7 แลวนําตัวอยางไปวิเคราะหการเจริญ และวิเคราะหหา
ปริมาณนํ้ามัน 
 
   5.2.3  นําผลการทดลองท่ีไดไปวิเคราะหคาทางสถิติโดยใชการหาสมการการถดถอย
เชิงพหุคูณเพื่อหาความสัมพันธระหวางการผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามัน และการผลิตน้ํามันภายใน
เซลล และตรวจสอบความเหมาะสมของแบบจําลองโดยทดสอบการแจกแจงแบบปกติและทดสอบ
ความคงท่ีของความแปรปรวนของความคลาดเคล่ือนและนําแบบจําลองท่ีไดไปทํานายคาของปจจัย
ท่ีเหมาะสมตอการผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามัน และการผลิตน้ํามันภายในเซลล โดยใชโปรแกรม 
Design - Expert 7.0.0  
 
ตารางท่ี 13  กาํหนดระดับของปจจัย 5 ระดับ 
 

Factors Unit Code 
Level 

-1.68 -1 0 1 1.68 
KNO3 g/L X1 0 0.2 1.1 2 2.612 
pH  X2 4.99 5.5 6.25 7 7.51 
Light intensity lux X3 0 1,000 3,000 5,000 6,360 
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ตารางท่ี 14   กาํหนดคา code และคาจริง 
 

Treatment X1 X2 X3 KNO3 pH Light intensity  

1 -1 -1 -1 0.2 5.5 1000 

factorial 
point 

2 -1 -1 1 0.2 5.5 5000 

3 -1 1 -1 0.2 7 1000 

4 -1 1 1 0.2 7 5000 

5 1 -1 -1 2 5.5 1000 

6 1 -1 1 2 5.5 5000 

7 1 1 -1 2 7 1000 

8 1 1 1 2 7 5000 

9 -1.68 0 0 0 6.25 3000 

star 
point 

10 0 -1.68 0 1.1 4.99 3000 

11 0 0 -1.68 1.1 6.25 0 

12 1.68 0 0 2.612 6.25 3000 

13 0 1.68 0 1.1 7.51 3000 

14 0 0 1.68 1.1 6.25 6360 

15 0 0 0 1.1 6.25 3000 
center 
point 

16 0 0 0 1.1 6.25 3000 

17 0 0 0 1.1 6.25 3000 
 
6.  วิธีการวิเคราะห 
 
 6.1 การวัดการเจริญ (growth) 
 
   โดยการวัดคาความขุนของเซลลท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง 
spectrophotometer (UV-visible Spectrophotometer, UVPharmaSpec 1700, Shimadzu, Japan) จากนั้น
นําคาความขุนท่ีวัดไดคูณกับคา cell factor จะไดเปนคาของ biomass production (g/L) 
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 6.2 การวิเคราะหหาปริมาณไขมัน 
 
   การวิเคราะหหาองคประกอบของกรดไขมันทําไดโดยการสกัดไขมันจากสาหรายตาม
วิธีการของ Bligh and Dyer (1959) แลวเปล่ียนรูปกรดไขมันนั้นใหอยูในรูปอนุพันธของ methyl 
ester (derivatization) ดวยกระบวนการ transmethylation ตามวิธีการของ Holub and Skeaff (1987) 
จากนั้นนําตัวอยางไปวิเคราะหดวยเคร่ืองแกสโครมาโทกราฟแบบคาปลลารี (capillary gas 
chromatography; GC-14B, Shimadzu, Japan) รวมกับการบันทึกขอมูลดวยเคร่ืองบันทึกผล 
integrator (C-R6A Chromatopac, Shimadzu) ประกอบกับบริเวณท่ีฉีดมี split injector และใชระบบ 
ตรวจแบบ flame ionization detector (FID) คอลัมนท่ีใชเปนชนิดคาปลลารีท่ีทําดวย fused silica 
megabore column ความยาว 30 เมตร เสนผาศูนยกลาง 0.540 มิลลิเมตร ท่ีทําการเคลือบภายในดวย
ฟลมหนา 1 ไมโครเมตร ประกอบดวยสาร cyanopropyl 25 เปอรเซ็นต phenyl 25 เปอรเซ็นต 
methylsiloxane 50 เปอรเซ็นต (Durabond 225, J&W Scientific, CA, USA) อุณหภูมิของคอลัมนท่ี
ใชงานเทากับ 210 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิของ injector และ detector ท่ีใชเทากับ 250 องศา
เซลเซียส ปริมาตรตัวอยางท่ีฉีดคือ 1 ไมโครลิตร และอัตราการแบงตัวอยาง (split rates) เทากับ 
100: 1 ใชแกสฮีเล่ียมเปนแกสพา (carrier gas) และปรับอัตราการไหลของแกสเทากับ 40 มิลลิลิตร
ตอนาที การวิเคราะหเชิงปริมาณจะใชการวิเคราะหแบบเติมสาร internal standard (pentadecanoic 
acid, 15:0) เติมลงในกรดไขมันท่ีสกัดไดจากตัวอยางเซลลสาหรายแลวทําการคํานวณเปรียบเทียบ
เวลาคงตัว (retention time) ท่ีไดจากกรดไขมันมาตรฐานและจากตัวอยางเพ่ือระบุชนิดของกรด
ไขมันจากนั้นคํานวณหาปริมาณกรดไขมันโดยการเทียบกับสารมาตรฐาน 9 ชนิด 
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ผลการทดลอง 
 

1.  ผลการจัดจําแนกสายพนัธุสาหรายขนาดเล็ก Chlorella sp. 
 
  ทําการสกัดดีเอ็นเอของ Chlorella sp. DMKU5201 และ DMKU5202 ตามวิธีการของ Wu 
et al. (2001) แลวนําไปเพิ่มปริมาณช้ินยีนบริเวณ 18S rDNA โดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction 
(PCR) จากน้ันทํา PCR product ใหบริสุทธ์ิ โดยใชชุด QIA quick® Gel extraction kit นํา PCR 
product ท่ีไดไปหาลําดับเบส บริเวณ 18S rDNA โดยสงตัวอยางไปวิเคราะหท่ีบริษัท Macrogen 
ประเทศเกาหลี หลังจากนั้นนําขอมูลลําดับเบสท้ังหมดไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูล Gen Bank โดยใช
โปรแกรม BLAST ของ The National Center for Biotechnology Information (NCBI) ในเว็บไซด 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/  เพื่อทําการจัดจําแนกชนิดของสาหราย 
 
  ผลจากการจัดจําแนกสายพันธุ Chlorella sp. DMKU5201 และ DMKU5202 จากลําดับเบส
บริเวณยีน 18S rDNA จํานวน 500 bp พบวา สาหรายท้ังสองไอโซเลตมีความเหมือนใกลเคียงกับ 
Chlorella sorokiniana ซ่ึง Chlorella sp. DMKU5201 มีความเหมือน C. sorokiniana 99 เปอรเซ็นต 
สวน Chlorella sp. DMKU5202 มีความเหมือน 100 เปอรเซ็นต ดังนั้นสาหรายท้ังสองไอโซเลต  
จึงจัดจําแนกเปน C. sorokiniana ดังแสดงในตารางท่ี 15 และแผนภูมิสายวิวัฒนาการของสาหราย 
Chlorella sp. DMKU5201 และ DMKU5202 แสดงดังภาพท่ี 5 
 
ตารางท่ี 15  การจัดจําแนกสาหรายขนาดเล็ก Chlorella sp. โดยการหาลําดับเบสบริเวณ 18S rDNA 
 

Isolates Description Accession number Homology (%) 

DMKU5201 
DMKU5202 

Chlorella sorokiniana 
Chlorella sorokiniana 

GQ122327.1 
GQ122327.1 

99 
100 
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รูปท่ี 5  แผนภมิูสายวิวฒันาการของสาหราย Chlorella sp. DMKU5201 และ DMKU5202 
 
2. ผลการกลายพันธุสาหรายขนาดเล็ก Chlorella sp. 
 
  นําสาหรายขนาดเล็กมาเล้ียงในอาหารเหลว NSIII นาน 5 - 7 วัน ใหมีจํานวนเซลลเร่ิมตน 
106-107 เซลลตอมิลลิลิตร นํามาวางใหรับรังสี UV ท่ีความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร นาน 40 นาที 
จากนั้นนําไป spread บนอาหารแข็ง NSIII นําไปเพาะเล้ียงในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
นาน 7 วัน จากนั้นยายมาเล้ียงภายใตความเขมแสง 2000 ลักซ ใหแสงสวาง: มืด เทากับ 16: 8 ช่ัวโมง 
จนกวาจะเห็นสาหรายเจริญ แลวเก็บโคโลนีท่ีเจริญบนอาหารทดสอบเพื่อคัดเลือกพันธุกลาย (mutant) 
ท่ีไมสามารถสังเคราะหแปง จากการทดลองสามารถชักนําใหสาหรายขนาดเล็ก C. sorokiniana 
DMKU5201 และ DMKU5202 กลายพันธุดวยรังสี UV ซ่ึงมีอัตราการรอดชีวิตอยูประมาณ 2 - 5 
เปอรเซ็นต ไดท้ังหมด 40,000 โคโลนี โดยแบงเปน DMKU5201 กลายพันธุได 20,000 โคโลนี และ 
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DMKU5202 กลายพันธุได 20,000 โคโลนี  จากนั้นนําสาหรายพันธุกลายไปคัดเลือกข้ันตนเพื่อหา
พันธุกลายท่ีไมสามารถสังเคราะหแปงไดดวยไอของไอโอดีน 
 

ซ่ึงการกลายพันธุดวยรังสี UV เปนวิธีและเทคนิคท่ีทํากันมานาน ทําไดงาย และคอนขาง
ปลอดภัยหรือเส่ียงตออันตรายนอยกวาวิธีอ่ืน ท่ีสําคัญสามารถชักนําใหเกิดการกลายพันธุไดอีกดวย 
แตก็มีขอเสียคือ มีความเสถียรนอยกวาวิธีอ่ืนและการกลายพันธุดวยวิธีนี้จุลินทรียจะมีกลไกในการ
ซอมแซมตัวเองได 
 
 2.1  การคัดเลือกหาสายพันธุกลายท่ีไมสังเคราะหแปง 
 
   ทําการเล้ียงสาหรายสายพันธุกลาย บนอาหารแข็ง NSIII ท่ีไมมีไนโตรเจนเปนองคประกอบ 
ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ใหแสงสวาง: มืด เทากับ 16: 8 ช่ัวโมง นาน 7 วัน จากนั้นนํามาทดสอบ
โดยการอังใหไดรับไอของไอโอดีน ถาโคโลนีเปล่ียนเปนสีน้ําเงิน คือ สายพันธุกลายที่สังเคราะห
แปง แตถาโคโลนีไมเปล่ียนสีเม่ือกระทบกับไอของไอโอดีน โดยจะเห็นเปนสีเหลืองสมของไอโอดีน 
คือ สายพันธุกลายท่ีไมสามารถสังเคราะหแปงไดหรือสังเคราะหไดนอยกวาปกติ  
 
   จากการกลายพันธุดวยรังสี UV จํานวน 40,000 โคโลนี หลังจากท่ีทดสอบหาสายพันธุ
กลายท่ีไมสามารถสังเคราะหแปงหรือสังเคราะหไดนอยลงโดยการใชไอของไอโอดีน พบวา มีโคโลนีท่ี
เปล่ียนเปนสีสมออกเหลืองท้ังหมด 63 ไอโซเลต (ภาพที่ 6) ซ่ึงเปนสายพันธุกลายท่ีไมสังเคราะห
แปง แตอาจจะสังเคราะหน้ํามันไดเพิ่มมากข้ึนจะเก็บสายพันธุกลายนี้ไวคัดเลือกสายพันธุกลายท่ี
ผลิตน้ํามันไดสูงกวาสายพันธุดั้งเดิม (wild type) โดยการคัดเลือกสายพันธุกลายข้ันตอไป โดยการ
วิเคราะหปริมาณนํ้ามันภายในเซลลดวยเคร่ือง GC 
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(a) การทดสอบหาสายพันธุท่ีไมสังเคราะหแปง โดยการอังดวยไอของไอโอดีน 
 

                                                
 

(b) starchless mutant        (c) non-starchless mutant 
 
ภาพท่ี 6  การทดสอบหาสายพันธุท่ีไมสังเคราะหแปง (a) และลักษณะของโคโลนีหลังจากอังดวย 
 ไอของไอโอดีน starchless mutant (b) non-starchless mutant (c) 
 
 2.2  การคัดเลือก Chlorella sp. สายพันธุกลายท่ีผลิตน้ํามันสูง 
 
   ทําการเพาะเล้ียง Chlorella sp. DMKU5201 และ DMKU5202 สายพันธุกลาย ท่ีคัดเลือกได
จากขอ 2.1 จํานวน 63 ไอโซเลต ในอาหาร NSIII ท่ีลดปริมาณไนโตรเจนลงใหเหลือเพียง 1 ใน 4 สวน
ของแหลงไนโตรเจนท้ังหมด ในตูบมแบบมีแสง ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ภายใตความเขมแสง 
2,000 ลักซ ใหแสงสวาง: มืด เทากับ 16: 8 ช่ัวโมง นาน 7 วัน โดยเก็บตัวอยางไปวัดคาการผลิตชีว
มวลและวิเคราะหหาปริมาณนํ้ามันดวยเคร่ือง GC การคัดเลือกข้ันตน 63 ไอโซเลต ไดแก  
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C. sorokiniana DMKU5201 สายพันธุกลาย 31 ไอโซเลต และ DMKU5202 สายพันธุกลาย 32  
ไอโซเลต พบวา DMKU5201 สายพันธุกลายมีชีวมวลอยูในชวง 0.0464 - 0.2806 กรัมตอลิตร มี
น้ํามัน 0 - 0.0541 กรัมตอลิตร มีน้ํามันภายในเซลล 0 – 23.7070 เปอรเซ็นต ในขณะท่ี DMKU5201 
สายพันธุดั้งเดิม มีชีวมวล  0.2806 กรัมตอลิตร มีน้ํามัน 0.0514 กรัมตอลิตร มีน้ํามันภายในเซลล 
18.3146 เปอรเซ็นต สวน DMKU5202 สายพันธุกลาย มีชีวมวลอยูในชวง 0.1855 – 0.6227 กรัมตอ
ลิตร มีน้ํามัน 0 – 0.0828 กรัมตอลิตร มีน้ํามันภายในเซลล 0 – 29.0236 เปอรเซ็นต แต DMKU5202 
สายพันธุดั้งเดิม มีชีวมวล 0.378 กรัมตอลิตร มีน้ํามัน 0.0339 กรัมตอลิตร มีน้ํามันภายในเซลล 
11.0127 เปอรเซ็นต ดังตารางท่ี 16 จึงคัดเลือกสายพันธุกลายท่ีมีน้ํามันสูงมาคัดเลือกในข้ันทุติยภูมิ 
พบวา มีอยู 8 ไอโซเลต ท่ีผลิตชีวมวลและผลิตน้ํามันไดสูง ไดแก C. sorokiniana DMKU5201-02, 
DMKU5201-05, DMKU5201-13, DMKU5201-25, DMKU5202-04, DMKU5202-16, DMKU5202-29, 
DMKU5202-31 โดยผลิตชีวมวลได 0.27, 0.28, 0.25, 0.28, 0.28, 0.29, 0.35 และ 0.30 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ ผลิตน้ํามัน 0.0405, 0.0502, 0.0339, 0.0346, 0.0416 0.0378, 0.0560 และ 0.0636 กรัมตอ
ลิตร ตามลําดับ ผลิตน้ํามันภายในเซลล 14.96, 17.89, 13.46, 12.33, 15.05, 13.02, 15.79 และ 21.16 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวน C. sorokiniana DMKU5201 สายพันธุดั้งเดิม ผลิตชีวมวล 0.26 กรัมตอ
ลิตร ผลิตน้ํามัน 0.0271 กรัมตอลิตร และมีน้ํามันภายในเซลล 10.27 เปอรเซ็นต สวน C. sorokiniana 
DMKU5202 สายพันธุดั้งเดิม ผลิตชีวมวล 0.34 กรัมตอลิตร ผลิตน้ํามัน 0.0512 กรัมตอลิตร และมี
น้ํามันภายในเซลล 15 เปอรเซ็นต แสดงดังภาพท่ี 7 และ ตารางท่ี 17 
 
  จากการคัดเลือกสาหรายพันธุกลายโดยการวิเคราะหน้ํามันดวยเคร่ือง GC พบวา 
สาหรายสายพันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5202-31 นั้นมีความสามารถในการผลิตชีวมวล 0.30 
กรัมตอลิตร ผลิตน้ํามัน 0.0636 กรัมตอลิตร และผลิตน้ํามันภายในเซลลได 21.16 เปอรเซ็นต ซ่ึงสูง
กวาสายพันธุดั้งเดิม (wild type) และสูงกวาไอโซเลตอื่น ๆ ดังนั้นสาหรายสายพันธุกลาย               
C. sorokiniana DMKU5202-31 จึงถูกคัดเลือกนําไปศึกษาการหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการ
ผลิตชีวมวลและการผลิตน้ํามัน โดยการออกแบบการทดลองทางสถิติ 
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ตารางท่ี 16  การผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามันและการผลิตน้าํมันภายในเซลลของสาหราย C. sorokiniana  
        DMKU5201 และ DMKU5202 สายพันธุดั้งเดมิและสายพันธุกลายในการคัดเลือกข้ันตน 
 

NO. Isolates 
 

Biomass  
(g/L) 

Lipid production 
(g/L) 

Lipid content 
 (%) 

DMKU5201-WT 0.2806 0.0514 18.3146 
DMKU5201-01 0.2175 0.0217 9.9615 
DMKU5201-02 0.1997 0.0345 17.2508 
DMKU5201-03 0.2116 0.0304 14.3593 
DMKU5201-04 0.1783 0.0235 13.1934 
DMKU5201-05 0.2057 0.0328 15.9615 
DMKU5201-06 0.2152 0.0348 16.1765 
DMKU5201-07 0.2354 0.0324 13.7835 
DMKU5201-08 0.0464 0.0000 0.0000 
DMKU5201-09 0.2104 0.0301 14.3141 
DMKU5201-10 0.1843 0.0187 10.1518 
DMKU5201-11 0.2140 0.0258 12.0715 
DMKU5201-12 0.2592 0.0457 17.6235 
DMKU5201-13 0.2282 0.0541 23.7070 
DMKU5201-14 
DMKU5201-15 

0.1926 
0.2473 

0.0243 
0.0398 

12.6115 
16.1055 

DMKU5201-16 0.2021 0.0289 14.3249 
DMKU5201-17 0.2663 0.0428 16.0785 
DMKU5201-18 0.2152 0.0293 13.6393 
DMKU5201-19 0.2045 0.0312 15.2433 
DMKU5201-20 0.1795 0.0150 8.3624 
DMKU5201-21 0.1712 0.0000 0.0000 
DMKU5201-22 0.2033 0.0262 12.8864 
DMKU5201-23 0.2532 0.0291 11.5078 
DMKU5201-24 0.2318 0.0323 13.9244 
DMKU5201-25 0.2211 0.0414 18.7243 
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ตารางท่ี 16  (ตอ)  
 

NO. Isolates 
 

Biomass  
(g/L) 

Lipid production 
(g/L) 

Lipid content 
 (%) 

DMKU5201-26 0.2175 0.0231 10.6296 
DMKU5201-27 0.1450 0.0000 0.0000 
DMKU5201-28 0.1070 0.0120 11.2331 
DMKU5201-29 0.2164 0.0312 14.3999 
DMKU5201-30 
DMKU5201-31 

0.0975 
0.1997 

0.0130 
0.0315 

13.3526 
15.7675 

DMKU5202 (WT) 0.3078 0.0339 11.0127 
DMKU5202-01 0.2866 0.0171 5.9697 
DMKU5202-02 0.2882 0.0215 7.4553 
DMKU5202-03 0.3010 0.0159 5.2923 
DMKU5202-04 0.1855 0.0258 13.9075 
DMKU5202-05 0.2580 0.0024 0.9457 
DMKU5202-06 0.2141 0.0227 10.6039 
DMKU5202-07 0.2709 0.0207 7.6425 
DMKU5202-08 0.3324 0.0079 2.3661 
DMKU5202-09 0.2296 0.0126 5.4877 
DMKU5202-10 0.3612 0.000 0.0000 
DMKU5202-11 0.2376 0.0241 10.1238 
DMKU5202-12 0.2793 0.0156 5.5812 
DMKU5202-13 0.2185 0.0207 9.4930 
DMKU5202-14 0.3187 0.0179 5.6279 
DMKU5202-15 0.2682 0.0196 7.2907 
DMKU5202-16 0.2851 0.0828 29.0236 
DMKU5202-17 0.3078 0.0207 6.7282 
DMKU5202-18 0.2695 0.0177 6.5498 
DMKU5202-19 0.4043 0.0165 4.0842 
DMKU5202-20 0.6227 0.0072 1.1513 
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ตารางท่ี 16  (ตอ)  
 

NO. Isolates 
 

Biomass  
(g/L) 

Lipid production 
(g/L) 

Lipid content 
 (%) 

DMKU5202-21 0.2345 0.0237 10.1071 
DMKU5202-22 0.3244 0.0178 5.5015 
DMKU5202-23 0.2474 0.0221 8.9250 
DMKU5202-24 0.2257 0.0222 9.8341 
DMKU5202-25 0.2387 0.0226 9.4821 
DMKU5202-26 0.2276 0.0235 10.3229 
DMKU5202-27 0.1921 0.0168 8.7590 
DMKU5202-28 0.2543 0.0252 9.8990 
DMKU5202-29 0.2630 0.0233 8.8531 
DMKU5202-30 0.2555 0.0303 11.8562 
DMKU5202-31 0.2928 0.0337 11.5192 
DMKU5202-32 0.3114 0.0178 5.7247 

    
 

 
 
ภาพท่ี 7  การผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามันและการผลิตน้ํามันภายในเซลลของสาหรายพันธุกลาย        
   C. sorokiniana DMKU5201 และ DMKU5202 
 



 

 

53  

ตารางท่ี 17  การผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามันและการผลิตน้ํามันภายในเซลลของสาหรายพันธุกลาย       
       C. sorokiniana DMKU5201 และ DMKU5202 จากการคัดเลือกข้ันท่ีสอง 
 

NO. Isolates Biomass (g/L) Lipid production (g/L) Lipid content (%) 

DMKU5201-WT 0.26 0.0271 10.27 
DMKU5201-02 0.27 0.0405 14.96 
DMKU5201-05 0.28 0.0502 17.89 
DMKU5201-13 0.25 0.0339 13.46 
DMKU5201-25 0.28 0.0346 12.33 
DMKU5202-WT 0.34 0.0512 15.00 
DMKU5202-04 0.28 0.0416 15.05 
DMKU5202-16 0.29 0.0378 13.02 
DMKU5202-29 0.35 0.0560 15.79 
DMKU5202-31 0.30 0.0636 21.16 

 

3.  การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของ Chlorella sp. สายพันธุกลายเพื่อการผลิตน้ํามัน โดยการวาง
แผนการทดลองแบบ Plackett and Burman design และ Response surface method 
 
  การใชแผนการทดลองของ Plackett and Burman design เพื่อคัดเลือกปจจัยหลาย ๆ ปจจัย
ใหเหลือเพียงปจจัยท่ีมีผลอยางมีนัยสําคัญตอการผลิตชีวมวลและการผลิตน้ํามันของสาหรายขนาด
เล็กสายพันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5202-31 ซ่ึงปจจัยท่ีนํามาศึกษามีท้ังหมด 7 ปจจัย คือ 
KNO3 (X1), KH2PO4+K2HPO4 (X2), MgSO4.7H2O (X3), NaCl (X4), pH (X5), CO2 (X6) และ light 
intensity (X7) โดยมีส่ิงทดลองท้ังหมด 8 ส่ิงทดลอง ทําการทดลองจํานวน 3 ซํ้า เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส ใหแสงสวางตอมืด 16: 8 นาน 7 วัน พบวา การผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามัน และ
การผลิตน้ํามันในเซลลของสายพันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5202-31 จากการวางแผนการ
ทดลองดวย Plackett and Burman Design แสดงคาท่ีแตกตางกัน โดยในส่ิงทดลองที่ 5 คือ KNO3 
ปริมาณ 0.2 กรัมตอลิตร KH2PO4+K2HPO4 ปริมาณ 1 กรัมตอลิตร MgSO4.7H2O ปริมาณ 0.01 กรัม
ตอลิตร NaCl ปริมาณ 0.01 กรัมตอลิตร pH 7.0 CO2 5 เปอรเซ็นต และ light intensity 5,000 ลักซ 
จะใหผลการผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามัน และการผลิตน้ํามันในเซลล สูงสุดคือผลิตชีวมวล 2.2727 
กรัมตอลิตร ผลิตน้ํามัน 0.1804 กรัมตอลิตร และมีน้ํามันในเซลล 7.93 เปอรเซ็นต ดังตารางท่ี 18 
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  เม่ือวิเคราะหดวยโปรแกรมทางสถิติ จากแผนการทดลอง 8 ส่ิงทดลอง ปจจัยท่ีสนใจนํามา
ศึกษา 7 ปจจัย กําหนดคาท่ีระดับสูง (+) และระดับตํ่า (-) โดยกําหนดคานัยสําคัญของปจจัยท่ีระดับ
ความเชื่อม่ัน 90 เปอรเซ็นต (P<0.1) จากการทดลองพบวา ปจจัยที่มีคา P-value นอยกวา 0.1 ท่ี
ระดับความเช่ือม่ัน 90 เปอรเซ็นต คือ KNO3, pH และ light intensity ซ่ึงเปนปจจัยท่ีมีผลอยางมี
นัยสําคัญตอการผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามัน และการผลิตน้ํามันในเซลล ปจจัยท่ีมีคา main effect มี
คาเปนลบ คือ KNO3 หมายความวาปจจัยท่ีสงผลกระทบทางลบและมีแนวโนมลดความเขมขนลง 
เพื่อใหสาหรายสามารถเจริญ และผลิตน้ํามันไดมากข้ึน  และปจจัยท่ีมีคา main effect มีคาเปนบวก 
คือ pH และ light intensity หมายความวาปจจัยท่ีสงผลกระทบทางบวกและมีแนวโนมเพิ่มความ
เขมขนไดอีก เพื่อใหสาหรายสามารถเจริญและผลิตน้ํามันไดมากข้ึน แสดงดังตารางท่ี 19  
 
ตารางท่ี 18  ผลการวิเคราะหการผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามันและการผลิตน้ํามันภายในเซลล ท้ัง 8  
    ส่ิงทดลอง โดยวางแผนการทดลองแบบ Plackett-Burman design  
 

Run X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 
Biomass 

(g/L) 

Lipid 
production 

(g/L) 

Lipid 
content 

(%) 
1 + + +  -   + - - 0.2131 0.0206 9.65 
2 - + + + - + - 0.1405 0.005 3.57 
3 - - + + + - + 1.8862 0.1387 7.35 
4 + - - + + + - 0.1091 0.0057 5.22 
5 - + - - + + + 2.2727 0.1804 7.93 
6 + - + - - + + 1.4718 0.1073 7.28 
7 + + - + - - + 1.8185 0.1249 6.87 
8 - - - - - - - 0.1707 0.0107 6.28 

 
 
 
 
 
 
 



 

 

55  

ตารางท่ี 19  วิเคราะหความแปรปรวนของ Plackett and Burman design  
 

Variables 
Biomass Lipid production Lipid content 

Effect P-level Effect P-level Effect P-level 
KNO3 (g/L) -0.016 0.186 -0.172 0.119 2.466 0.057 
KH2PO4 + K2HPO4 (g/L) 0.020 0.114 0.244 0.032 1.891 0.137 
MgSO4.7H2O (g/L) -0.010 0.418 -0.122 0.259 1.718 0.174 
NaCl (g/L) -0.008 0.486 -0.001 0.994 -0.332 0.787 
pH 0.027 0.036 0.263 0.023 2.926 0.027 
CO2 (%) 0.004 0.769 0.019 0.858 0.226 0.854 
Light intensity (lux) 0.130 0.000 1.747 0.000 2.848 0.310 
 
หมายเหตุ  พิจารณาท่ีระดับความเชื่อม่ัน 90 เปอรเซ็นต (P<0.1) 
 
4.  ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมโดยวิธีพื้นผิวตอบสนอง 
 
  Plackett and Burman design เปนการจัดการการทดลองโดยคัดเลือกปจจัยท่ีมีความสําคัญ
ตอการผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามันและการผลิตน้ํามันภายในเซลล ซ่ึงเปนการศึกษาทีละปจจัยจึงไม
สามารถบอกถึงความสัมพันธระหวางปจจัยได เนื่องจากวามีปจจัยท่ีตองศึกษาเพ่ิมข้ึนจึงทําใหชุด
การทดลองเพ่ิมมากขึ้นดวยเชนกัน ดังนั้นจึงนําวิธีการทางสถิติมาประยุกตใชในการออกแบบการ
ทดลอง เพื่อลดจํานวนชุดการทดลองแตคงยังสามารถครอบคลุมระดับไวได ดังนั้นจึงเลือกใชวิธีการหา
พื้นผิวตอบสนอง (Response surface methodology) ดวยการออกแบบการทดลองแบบ central composite 
conditions (CCD) ของ 3 ปจจัย ซ่ึงประกอบดวยชุดการทดลอง 17 ส่ิงทดลอง โดยทําการศึกษาปจจัยท่ี
มีผลตอการเจริญและการผลิตน้ํามัน ของสาหรายพันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5202-31 ไดแก 
KNO3 (X1), pH (X2) และ light intensity (X3) กําหนดจุด central point หรือคากลางของปจจัยนั้น ๆ  
ในส่ิงทดลองท่ี 15–17 กําหนดจุด factorial point ในส่ิงทดลองท่ี 1-8 โดยจะใชคาระดับต่ํา (low 
level) และคาระดับสูง (high level) จากแผนการทดลอง Plackett and Burman design และกําหนด
จุด star point ในส่ิงทดลองท่ี 9–14 โดยกําหนดคาระดับแตละปจจัยใหมีคาตํ่ากวาอีก 1 ระดับและ
สูงกวาอีก 1 ระดับจากจุด factorial point ซ่ึงจุด central point นั้นสามารถบอกคาท่ีสูงสุดของตัวแปร
ตาม (Yi) ได โดยพิจารณาจากภาพพื้นผิวตอบสนอง (response surface plot) และคอนทัวรพลอต 
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(contour plot) และไดผลของการผลิตชีวมวล ผลิตน้ํามันและน้ํามันภายในเซลล จากการทดลองและ
จากการทํานาย แสดงดังตารางท่ี 20 
 
 4.1 การวิเคราะหการถดถอย (regression analysis)  
 
  4.1.1 การทดสอบสมมุติฐานของสมการการถดถอยหรือสมการความสัมพันธ 
 
   จากการนําผลการทดลองที่ไดไปวิเคราะหสมการการถดถอยเชิงพหุคูณเพื่อ
ประเมินปจจัยท่ีศึกษาตอการผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามันและการผลิตน้ํามันภายในเซลลของสาหราย
พันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5202-31 แสดงในตารางท่ี 21, 22 และ 23 การวิเคราะหปจจัยท่ีมี
ผลตอการผลิตชีวมวล มีคาทางสถิติ F เทากับ 2.47 มีคา P-value (significant) เทากับ 0.1237 สวน
การผลิตน้ํามันมีคาทางสถิติ F เทากับ 8.81 มีคา P-value เทากับ 0.0045 และการผลิตน้ํามันภายใน
เซลลมีคาทางสถิติ F เทากับ 14.24 มีคา P-value เทากับ 0.0010 สังเกตไดวา model ของการผลิต
น้ํามันและนํ้ามันภายในเซลลมีคา P-value นอยกวา 0.01 ช้ีใหเห็นวาปจจัยท่ีนํามาศึกษาน้ันมีผลตอ
การผลิตน้ํามันและผลิตน้ํามันสะสมในเซลล อยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต 
(P<0.01) ขณะท่ีการผลิตชีวมวลมีคา P-value เทากับ 0.1237 (P>0.01) แสดงใหเห็นวาปจจัยท่ีนํามา
ศึกษาไมมีผลตอการผลิตชีวมวล หรือไมมีนัยสําคัญ ตามรายงานวิจัยของ Li et al. (2011) แนะนําวา 
คา P-value ท่ีมีคานอยกวา 0.30 ถือวามีผลอยางมีนัยสําคัญ 
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ตารางที่ 20  แสดงคามวลเซลลและปริมาณน้ํามันของ สาหรายพันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5202-31 โดยใชแผนการทดลองแบบ CCD 
 

 

Treatment Code level Variables Biomass Lipid 
production 

Lipid 
content X1 X2 X3 KNO3 pH Light intensity 

1 -1 -1 -1 0.2 5.5 1000 1.17 0.12 9.99 
2 -1 -1 1 0.2 5.5 5000 2.23 0.66 29.66 
3 -1 1 -1 0.2 7 1000 1.07 0.13 11.66 
4 -1 1 1 0.2 7 5000 2.08 0.4 19.32 
5 1 -1 -1 2 5.5 1000 0.6 0.11 18.37 
6 1 -1 1 2 5.5 5000 1.44 0.1 6.92 
7 1 1 -1 2 7 1000 0.37 0.08 20.6 
8 1 1 1 2 7 5000 2.07 0.14 6.65 
9 -1.68 0 0 0 6.2 3000 0.41 0.15 36.66 
10 0 -1.68 0 1.1 4.99 3000 2.13 0.29 13.54 
11 0 0 -1.68 1.1 6.2 0 0.13 0.02 16.16 
12 1.68 0 0 2.612 6.2 3000 2.27 0.24 10.53 
13 0 1.68 0 1.1 7.51 3000 2.09 0.16 7.62 
14 0 0 1.68 1.1 6.2 6360 2.86 1.03 36.16 
15 0 0 0 1.1 6.2 3000 2.94 1.62 54.97 
16 0 0 0 1.1 6.2 3000 2.07 1.1 53.07 
17 0 0 0 1.1 6.2 3000 2.41 1.37 56.99 
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ตารางท่ี 21  การวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVAb) ของการวิเคราะหการถดถอยเชิงพหูคูณเพื่อ 
    ประเมินผลของปจจัยท่ีศึกษาตอการผลิตชีวมวลของสาหรายพันธุกลาย C. sorokiniana  
   DMKU5202-31 
 

Model Sum of Squares Df Mean Squares F-value P-value 
Regression 9.53 9 1.06 2.47 0.1237a 
Residual 3.01 7 0.43   
Total 12.54 16    
R2 =  0.7602         

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

2
, X2

2, X3
2 

b Dependent Variable: biomass production (g/L) 
 
ตารางท่ี 22  การวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVAb) ของการวิเคราะหการถดถอยเชิงพหูคูณเพื่อ 
   ประเมินผลของปจจัยท่ีศึกษาตอการผลิตน้ํามันของสาหรายพันธุกลาย C. sorokiniana  
   DMKU5202-31 
 

Model Sum of Squares Df Mean Squares F-value P-value 
Regression 3.81 9 0.42 8.81 0.0045a 
Residual 0.34 7 0.05   
Total 4.14 16    
R2 =  0.9189     

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

2
, X2

2, X3
2 

b Dependent Variable: Lipid production (g/L) 
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ตารางท่ี 23  การวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVAb) ของการวิเคราะหการถดถอยเชิงพหูคูณเพื่อ 
   ประเมินผลของปจจัยท่ีศึกษาตอการผลิตน้ํามันภายในเซลลของสาหรายพันธุกลาย  
       C. sorokiniana DMKU5202-31 
 

Model Sum of Squares Df Mean Squares F-value P-value 
Regression 4607.98 9 512.00 14.24 0.0010a 
Residual 251.73 7 35.96   
Total 4859.70 16    
R2 =  0.9482     

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

2
, X2

2, X3
2 

b Dependent Variable: Lipid content (%)  
 
  4.1.2  การประมาณสัมประสิทธ์ิของสมการการถดถอยเชิงพหคูุณ  
 
    การประมาณคาสัมประสิทธ์ิท่ีไดจากการวิเคราะหสมการการถดถอยและคา
สัมประสิทธ์ิการตัดสินใจแสดงถึงความมีนัยสําคัญของปจจัยท่ีศึกษาทิศทางของอิทธิพลทางบวก
หรือลบ และปฏิสัมพันธระหวางปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามันและผลิตน้ํามัน
ภายในเซลลของสาหรายพันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5202-31 พิจารณาคา P-value ท่ีระดับ
ความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต ถามีคานอยกวา 0.05 แสดงวาตัวแปรอิสระน้ันมีอิทธิพลตอการผลิตชีวมวล 
การผลิตน้ํามันและผลิตน้ํามันภายในเซลล แตถาคา P-value ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอรเซ็นต มี
คามากกวา 0.05 แสดงวา ตัวแปรอิสระน้ันไมมีอิทธิพลตอการผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามันและผลิต
น้ํามันภายในเซลลของสาหรายพันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5202-31 
 
    จากการประมาณคาสัมประสิทธ์ิท่ีไดจากการวิเคราะหสมการการถดถอยและคา
สัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ พบวาตัวแปรอิสระท่ีไมมีอิทธิพลตอการเจริญของสาหรายพันธุกลาย C. 
sorokiniana DMKU5202-31 ซ่ึงมีคา P-value มากกวาระดับนัยสําคัญ 0.05 คือ KNO3 (X1) pH (X2) 
พจนอิทธิพลรวมระหวาง KNO3 และ pH (X1X2) พจนอิทธิพลรวมระหวาง KNO3 และ light intensity 
(X1X3) พจนอิทธิพลรวมระหวาง pH และ light intensity (X2X3) พจนกําลังสองของ KNO3 (X1

2) 
พจนกําลังสองของ pH (X2

2) พจนกําลังสองของ light intensity (X3
2) สวนตัวแปรอิสระท่ีมีอิทธิพล
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ตอการเจริญของสาหรายพันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5202-31 ซ่ึงมีคา P-value นอยกวาระดับ
นัยสําคัญ 0.05 คือ light intensity (X3) ดังแสดงในตารางท่ี 24 
 
Y biomass = -10.332 + 0.455641 X1 + 3.614022 X2 – 0.000469 X3 + 0.120593 X1X2+ 0.0000321 
X1X3 + 0.0000678 X2X3 - 0.55472 X1

2 - 0.31548X2
2 - 0.000000099 X3

2     สมการท่ี 2 
 
  จากสมการท่ี 2 จะสังเกตไดวาตัวแปรอิสระ X1, X2, X1X2, X1X3 และ X2X3 มีคาสัมประสิทธ์ิ
เปนคาบวก จึงมีอิทธิพลไปในทางบวกตอคาตอบสนอง (Y biomass) ซ่ึงหมายถึง ถาตัวแปรอิสระมีคา
เพิ่มข้ึน คาตอบสนองหรือมวลเซลลก็จะมีคาเพิ่มข้ึน ขณะที่ตัวแปรอิสระท่ีเหลือคือ X3, X1

2, X2
2 

และ X3
2 มีคาสัมประสิทธ์ิเปนคาลบ จึงมีอิทธิพลไปในทางลบตอคาตอบสนอง (Y biomass) ซ่ึงหมายถึง 

ถาตัวแปรอิสระมีคาลดลง คาตอบสนอง (Y biomass) หรือมวลเซลลจะมีคาเพิ่มข้ึน 
 
  จากการทดสอบคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ (R2) มีคาเทากับ 0.7602 กลาวคือ มวลเซลลท่ี
ผลิตไดมีอิทธิพลมาจากตัวแปรอิสระ 76.02 เปอรเซ็นต และมาจากตัวแปรอิสระอ่ืนท่ีไมสามารถ
ควบคุมไดในการทดลอง 23.98 เปอรเซ็นต 
 
  จากตารางท่ี 24 ตัวแปรอิสระท่ีไมมีอิทธิพลตอการผลิตน้ํามันของสาหรายพันธุกลาย C. 
sorokiniana DMKU5202-31 ซ่ึงมีคา P-value มากกวาระดับนัยสําคัญ 0.05 คือ KNO3 (X1), pH (X2) 
พจนอิทธิพลรวมระหวาง KNO3 และ pH (X1X2) พจนอิทธิพลรวมระหวาง KNO3 และ light 
intensity (X1X3) พจนอิทธิพลรวมระหวาง pH และ light intensity (X2X3) สวนตัวแปรอิสระท่ีมี
อิทธิพลตอการผลิตน้ํามันของสาหรายพันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5202-31 ซ่ึงมีคา P-value 
นอยกวาระดับนัยสําคัญ 0.05 คือ light intensity (X3) พจนกําลังสองของ KNO3 (X1

2) พจนกําลังสอง
ของ pH (X2

2) พจนกําลังสองของ light intensity (X3
2) 

 
Y Lipid production =  -28.5536 + 0.948434 X1 + 9.077213 X2 + 0.00071 X3 - 0.047333 X1X2- 
0.000054 X1X3 + 0.000016 X2X3 - 0.51962 X1

2- 0.73008 X2
2 – 0.000000076X3

2      สมการท่ี 3 
 
  จากสมการท่ี 3 จะสังเกตไดวาตัวแปรอิสระ X1, X2, X3 และ X2X3 มีคาสัมประสิทธ์ิเปนคา
บวก จึงมีอิทธิพลไปในทางบวกตอคาตอบสนอง (Y Lipid production) ซ่ึงหมายถึง ถาตัวแปรอิสระมีคา
เพิ่มข้ึน คาตอบสนองหรือการผลิตน้ํามันก็จะมีคาเพิ่มข้ึน ขณะท่ีตัวแปรอิสระท่ีเหลือคือ X1X2, 
X1X3 , X1

2, X2
2 และ X3

2 มีคาสัมประสิทธ์ิเปนคาลบ จึงมีอิทธิพลไปในทางลบตอคาตอบสนอง 
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(Y Lipid production) ซ่ึงหมายถึง ถาตัวแปรอิสระมีคาลดลง คาตอบสนองหรือการผลิตน้ํามันจะมีคา
เพิ่มข้ึน 
 
  จากการทดสอบคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ (R2) มีคาเทากับ 0.9189 กลาวคือ น้ํามันท่ีผลิต
ไดมีอิทธิพลมาจากตัวแปรอิสระ 91.89 เปอรเซ็นต ท่ีเหลือมาจากตัวแปรอิสระอ่ืนท่ีไมสามารถควบคุม
ไดในการทดลอง 8.11 เปอรเซ็นต 
 
  สําหรับตัวแปรอิสระท่ีไมมีอิทธิพลตอการผลิตน้ํามันภายในเซลลของสาหรายพันธุกลาย 
C. sorokiniana DMKU5202-31 จากตารางท่ี 24 ซ่ึงมีคา P-value มากกวาระดับนัยสําคัญ 0.05 คือ 
pH (X2) และ light intensity (X3) พจนอิทธิพลรวมระหวาง KNO3 และ pH (X1X2) พจนอิทธิพลรวม
ระหวาง pH และ light intensity (X2X3) สวนตัวแปรอิสระท่ีมีอิทธิพลตอการน้ํามันภายในเซลลของ
สาหรายพันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5202-31 ซ่ึงมีคา P-value นอยกวาระดับนัยสําคัญ 0.05 
คือ KNO3 (X1) พจนอิทธิพลรวมระหวาง KNO3 และ light intensity (X1X3) พจนกําลังสองของ 
KNO3 (X1

2) พจนกําลังสองของ pH (X2
2) พจนกําลังสองของ light intensity (X3

2) 
 
Y Lipid content =  -1126.85 + 25.37506 X1 + 361.7263 X2 + 0.029057 X3 – 1.967412 X1X2 – 0.00366 
X1X3 - 0.00121 X2X3 – 14.4246 X1

2 – 28.9511 X2
2 - 0.0000027 X3

2                สมการท่ี 4 
 
  จากสมการท่ี 4 จะสังเกตไดวาตัวแปรอิสระ X1, X2, และ X3 มีคาสัมประสิทธ์ิเปนคาบวก 
จึงมีอิทธิพลไปในทางบวกตอคาตอบสนอง (YLipid content) ซ่ึงหมายถึง ถาตัวแปรอิสระมีคาเพิ่มข้ึน คา
ตอบสนองหรือการผลิตน้ํามันภายในเซลลก็จะมีคาเพิ่มข้ึน ขณะท่ีตัวแปรอิสระท่ีเหลือคือ X2X3 , 
X1X2, X1X3 , X1

2, X2
2 และ X3

2 มีคาสัมประสิทธ์ิเปนคาลบ จึงมีอิทธิพลไปในทางลบตอคา
ตอบสนอง (YLipid content) ซ่ึงหมายถึง ถาตัวแปรอิสระมีคาลดลง คาตอบสนองหรือการผลิตน้ํามัน
ภายในเซลลจะมีคาเพิ่มข้ึน 
 
  จากการทดสอบคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ (R2) มีคาเทากับ 0.9482 กลาวคือ น้ํามันภายใน
เซลลมีอิทธิพลมาจากตัวแปรอิสระ 94.82 เปอรเซ็นต สวนท่ีเหลือ 5.18 เปอรเซ็นต เปนผลมาจาก 
ตัวแปรอิสระอ่ืนท่ีไมสามารถควบคุมไดในการทดลอง  
 
  จากการประมาณคาสัมประสิทธ์ิของสมการการถดถอยเชิงพหุคูณพบวา สมการการถดถอย
เชิงพหูคูณของการผลิตชีวมวล (สมการท่ี 2) มีคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ (R2) มีคาเทากับ 76.02 
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เปอรเซ็นต การผลิตน้ํามัน (สมการท่ี 3) มีคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ (R2) มีคาเทากับ 91.89 เปอรเซ็นต 
และการผลิตน้ํามันภายในเซลล (สมการท่ี 4) มีคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ (R2) มีคาเทากับ 94.82 
เปอรเซ็นต แสดงวารูปแบบของสมการการถดถอยเชิงพหุคูณนั้นเหมาะสม ตามรายงานวิจัยของ Hu 
(1999) ไดกลาวรายงานวาคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ หรือ R2 ท่ีนิยมนําไปใชควรมีคาอยางนอย 
0.75 แตถามากกวา 0.90 ถือวาดีมาก นั่นคือ คา R2 ควรเขาใกล 1 ใหมากท่ีสุด แสดงวาตัวแปรตาม
และตัวแปรอิสระมีความสัมพันธกันอยางสมบูรณ ขณะท่ี 0 แสดงวาไมมีความสัมพันธระหวางตัว
แปรตามและตัวแปรอิสระ และถาคา R2 adjust มีคามากกวา 64 เปอรเซ็นต หรือ 0.64 แสดงวา
รูปแบบของสมการนั้นเหมาะสม 
 
ตารางท่ี 24  แสดงคาการวิเคราะหสัมประสิทธ์ิของสมการการถดถอยและคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ 
 

Source Biomass (g/L) Lipid production (g/L) Lipid content (%) 
 Estimate F-value P-level Estimate F-value P-level Estimate F-value P-level 

Model 2.4881 2.4652 0.1237 1.3654 8.8122 0.0045 55.1795 14.2376 0.0010 
X1 0.0767 0.1871 0.6783 -0.0536 0.8188 0.3956 -4.5424 7.8358 0.0266 
X2 0.0050 0.0008 0.9783 -0.0341 0.3315 0.5828 -1.2210 0.5661 0.4763 
X3 0.6717 14.3374 0.0068 0.1883 10.0938 0.0156 2.6037 2.5746 0.1526 
X1X2 0.0814 0.1233 0.7358 0.0320 0.1702 0.6923 1.3280 0.3923 0.5509 
X1X3 0.0578 0.0621 0.8103 -0.0964 1.5502 0.2532 -6.5906 9.6629 0.0171 
X2X3 0.1017 0.1926 0.674 -0.0244 0.0991 0.7621 -1.8148 0.7327 0.4203 
X1

2 -0.4493 5.2960 0.0549 -0.4209 41.6215 0.0003 -11.6839 42.7958 0.0003 
X2

2 -0.1775 0.8261 0.3936 -0.4107 39.6252 0.0004 -16.2850 83.1378 0.0001 
X3

2 -0.3952 4.0972 0.0826 -0.3035 21.6384 0.0023 -10.7770 36.4098 0.0005 

 
 4.2  การตรวจสอบความเหมาะสมของสมการการถดถอย 
 
   ทําการตรวจสอบความเหมาะสมของสมการการถดถอย (model adequacy checking) 
เคร่ืองมือท่ีใชในการตรวจสอบคือ การวิเคราะหความคลาดเคล่ือน (residual analysis) ถาหากแบบจําลอง
ถูกตอง ความคลาดเคล่ือนจะตองไมมีรูปแบบ โดยทําการตรวจสอบความเหมาะสมดังนี้  
 
 
 



 

 

63  

  4.2.1  การทดสอบการแจกแจงแบบปกติ (normal distribution) 
 
    จากการตรวจสอบความเหมาะสมของสมการการถดถอยโดยวิธี normal probability 
plot พบวา ลักษณะของจุดบนกราฟมีการกระจายตัวเกาะในแนวเสนตรง แสดงดังภาพท่ี 8 จึงสรุป
ไดวาความคลาดเคล่ือนมีการแจกแจงเปนแบบปกติ และเปนไปตามขอกําหนดเบื้องตนของการ
วิเคราะหการถดถอย 
 

Dependent Variable: Biomass (g/L)  Dependent Variable: Lipid content (%) 

 
 

Dependent Variable: Lipid production (g/L) 

 
 

ภาพท่ี 8  Normal probability plot ของคาความคลาดเคลื่อน 
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  4.2.2  การทดสอบความคงท่ีของความแปรปรวนของความคลาดเคล่ือน 
  
    จากกราฟการกระจาย (scatter plot) ระหวางคา regression standardized residual 
บนแกน Y กับคา regression predicted value บนแกน X พบวา จุดมีการกระจายอยางไมมีรูปแบบ
และการกระจายรอบศูนย นั่นหมายความวาความแปรปรวนของความคลาดเคล่ือนคอนขางคงท่ี
แสดงดังภาพท่ี 9 
 

Dependent Variable: Biomass (g/L)         Dependent Variable: Lipid content (%) 
 

 
 

Dependent Variable: Lipid production (g/L) 
 

 
 
ภาพท่ี 9  Scatter plot ของคาความคลาดเคลื่อนกับคาทํานาย 
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  ดังนั้นเม่ือทําการตรวจสอบความเหมาะสมของรูปแบบสมการการถดถอยดวยวิธี
วิเคราะหความคลาดเคล่ือนกับการพลอตกราฟ normal probability plot และ scatter plot ใหผล
สรุปวารูปแบบสมการถดถอยหรือสมการสัมพันธท่ีไดจากการทดลองนั้นเปนรูปแบบท่ีเหมาะสม
แลว ข้ันตอนตอไปนําสมการถดถอยไปใชในการทํานายการผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามันและการ
ผลิตน้ํามันภายในเซลลของสายพันธุกลายของ C. sorokiniana DMKU5202-31 
 
 4.3  การเปรียบเทียบคาจริงจากการทดลองและคาท่ีทํานายของการเจริญและการผลิตน้ํามัน 
 
   จากสมการการถดถอยที่เหมาะสม คือ สมการท่ี 1 กําหนดให X1 แทน KNO3, X2 แทน 
pH, X3 แทน light intensity โดยนําสมการไปทํานายผลของ KNO3, pH และ light intensity ตอการ
ผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามันและการผลิตน้ํามันภายในเซลลของสายพันธุกลาย C. sorokiniana 
DMKU5202-31 แสดงผลการทํานายในตารางท่ี 25 และจากการทดลองท้ังหมด 17 ส่ิงทดลอง 
พบวาส่ิงทดลองท่ี 15 – 17 มีการผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามันและการผลิตน้ํามันภายในเซลลสูงกวา
ส่ิงทดลองอ่ืน ๆ เนื่องจากถูกกําหนดใหเปนจุด center point จากนั้นจะหาจุดท่ีเหมาะสมที่สุดของตัว
แปรอิสระ (KNO3, pH และ  light intensity) ท่ีทําใหคาตัวแปรตาม (การผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามัน
และการผลิตน้ํามันภายในเซลล) สูงสุด โดยสังเกตจาก contour plot ในข้ันตอนตอไป 
 
  จากสมการการถดถอยท่ีใชทํานายคาการผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามันและการผลิตน้ํามัน
ภายในเซลลของสายพันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5202-31 พบวาคาทํานายมีแนวโนมสอดคลอง
กับคาท่ีไดจากการทดลองแตมีบางส่ิงทดลองท่ีไมใกลเคียงกับคาจริงนัก ดังแสดงในภาพท่ี 10  
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ตารางที่ 25  ผลการวิเคราะหคามวลเซลลและปริมาณน้ํามัน ระหวางคาทํานายและการทดลองของสายพันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5202-31 
 

Treatment 
Variables biomass (g/L) Lipid production (g/L) Lipid content (%) 

KNO3 pH Light intensity Experimental Predicted Experimental Predicted Experimental Predicted 

1 0.2 5.5 1000 1.1743 0.9528 0.1173 0.0423 9.99 13.36 
2 0.2 5.5 5000 2.2280 1.9700 0.6609 0.6631 29.66 35.24 
3 0.2 7 1000 1.0716 0.5964 0.1250 0.0407 11.66 11.89 
4 0.2 7 5000 2.0790 2.0205 0.4016 0.4841 19.32 26.51 
5 2 5.5 1000 0.6041 0.8279 0.1110 0.0632 18.37 14.80 
6 2 5.5 5000 1.4357 2.0763 0.0994 0.2952 6.92 10.33 
7 2 7 1000 0.3738 0.7971 0.0770 0.1080 20.60 18.64 
8 2 7 5000 2.0655 2.4523 0.1374 0.2440 6.65 6.91 
9 0 6.2 3000 0.4124 1.7250 0.1512 0.8092 36.66 44.19 
10 1.1 4.99 3000 2.1331 1.9753 0.2889 0.2653 13.54 12.07 
11 1.1 6.2 0 0.1293 0.6003 0.0209 0.3982 16.16 27.70 
12 2.612 6.2 3000 2.2686 1.3350 0.2389 0.0848 10.53 15.24 
13 1.1 7.51 3000 2.0858 1.9919 0.1590 0.1526 7.62 7.96 
14 1.1 6.2 6360 2.8578 2.4767 1.0334 0.8309 36.16 29.97 
15 1.1 6.2 3000 2.9391 2.4833 1.6157 1.3684 54.97 55.99 
16 1.1 6.2 3000 2.0722 2.4833 1.0998 1.3684 53.07 55.99 
17 1.1 6.2 3000 2.4108 2.4833 1.3739 1.3684 56.99 55.99 
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Dependent Variable: Biomass (g/L)  Dependent Variable: Lipid content (%) 
 

 
Dependent Variable: Lipid production (g/L) 

 

 
 
ภาพท่ี 10  ความสัมพันธระหวางคาท่ีไดจากการทดลองและคาทํานาย 
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 4.4  การหาจุดท่ีเหมาะสมของตัวแปรท่ีศึกษา 
 
  4.4.1 การหาจุดท่ีเหมาะสมของตัวแปรอิสระท่ีศึกษาตอการผลิตชีวมวล (biomass 
production) 
 
    แผนภาพพื้นท่ีผิวตอบสนองถูกนํามาใชในการศึกษาความสัมพันธระหวางปจจัย 
เพื่อหาคาท่ีเหมาะสมในแตละปจจัยท่ีจะสงผลใหมีการผลิตชีวมวลสูงสุด โดยแสดงผลของภาพ
พื้นผิวตอบสนอง (ภาพ 3 มิติ) และคอนทัวรพลอต (ภาพ 2 มิติ) ในภาพที่ 11 แสดงความสัมพันธ
ระหวาง KNO3 และ pH ท่ีมีผลตอการผลิตชีวมวลของสาหรายพันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5202-
31 พบวา KNO3  1.2 กรัมตอลิตร และ pH 6.3 ขณะท่ี light intensity เทากับ 3,000 ลักซ โดยถูก
กําหนดไวท่ีคากลางของระดับปจจัย (center point) ทําใหการผลิตชีวมวลไดสูงสุดคือ 2.49 กรัมตอ
ลิตร สวนภาพท่ี 12 แสดงความสัมพันธระหวาง KNO3 และ light intensity  พบวา KNO3  1.25 กรัม
ตอลิตร และ light intensity  4,700 ลักซ ขณะท่ี pH เทากับ 6.2 โดยถูกกําหนดไวท่ีคากลางของระดับ 
ปจจัย (center point) ทําใหการผลิตชีวมวลไดสูงสุดคือ  2.78 กรัมตอลิตร และภาพท่ี 13 แสดงความ 
สัมพันธระหวาง pH และ light intensity พบวา pH 6.4 และ light intensity  4,800 ลักซ ขณะท่ี KNO3 
เทากับ 1.1 กรัมตอลิตร โดยถูกกําหนดไวท่ีคากลางของระดับปจจัย (center point) ทําใหการผลิต 
ชีวมวลไดสูงสุดคือ  2.79 กรัมตอลิตร แสดงดังตารางท่ี 26 ตามรายงานวิจัยของ Li et al. (2011) ได
ทําวิจัยเกี่ยวกับการคัดเลือกสาหรายท่ีสามารถผลิตชีวมวล 14 สายพันธุ จาก 5 จีนัสไดแก Chlorella, 
Haematococcus, Scenedesmus, Chlamydomonas และ Chlorococcum ดวยการหาสภาวะท่ี
เหมาะสมในการเพาะเล้ียง โดยวิธีการทางสถิติ Plackett-Burman design เพื่อคัดเลือกปจจัยในการ
เพาะเล้ียง คือ คารบอนไดออกไซด (CO2) ความเขมแสง (light intensity) และระยะเวลาในการให
แสง (light period) พบวาสาหราย C. kessleri และC. protothecoides สามารถผลิตชีวมวลไดสูงสุด 
2.01 และ 1.31 กรัมตอลิตร ภายใตการเพาะเล้ียงแบบ mixotroph 
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ภาพท่ี 11  ภาพพื้นผิวตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทัวรพลอต (Contour plot)  
    ของ KNO3 (Nitrate) และ pH ตอการผลิตชีวมวล (biomass production, g/L) 
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ภาพท่ี 12   ภาพพื้นผิวตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทัวรพลอต (Contour plot)  
      ของ KNO3 (Nitrate) และ light intensity ตอการผลิตชีวมวล (biomass production, g/L) 
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ภาพท่ี 13  ภาพพื้นผิวตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทัวรพลอต (Contour plot)  
    ของ pH และ light intensity ตอการผลิตชีวมวล (biomass production, g/L) 
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  4.4.2  การหาจุดท่ีเหมาะสมของตัวแปรอิสระท่ีศึกษาตอการผลิตน้ํามัน (Lipid production) 
 
    แผนภาพพื้นท่ีผิวตอบสนองถูกนํามาใชในการศึกษาความสัมพันธระหวางปจจัย 
เพ่ือหาคาท่ีเหมาะสมในแตละปจจัยท่ีจะสงผลใหมีการผลิตน้ํามันสูงสุด โดยแสดงผลของภาพพ้ืนผิว
ตอบสนอง (ภาพ 3 มิติ) และคอนทัวรพลอต (ภาพ 2 มิติ) ในภาพที่ 14 แสดงความสัมพันธระหวาง 
KNO3 และ pH ท่ีมีผลตอการผลิตน้ํามันของสาหรายพันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5202-31 
พบวา KNO3  1.0 กรัมตอลิตร และ pH 6.2 ขณะท่ี light intensity เทากับ 3,000 ลักซ โดยถูกกําหนด
ไวท่ีคากลางของระดับปจจัย (center point) ทําใหการผลิตน้ํามันไดสูงสุดคือ 1.37 กรัมตอลิตร สวน
ภาพท่ี 15 แสดงความสัมพันธระหวาง KNO3 และ light intensity พบวา KNO3  1.0 กรัมตอลิตร และ 
light intensity 3,700 ลักซ ขณะท่ี pH เทากับ 6.2 โดยถูกกําหนดไวท่ีคากลางของระดับปจจัย (center 
point) ทําใหการผลิตน้ํามันไดสูงสุดคือ 1.39 กรัมตอลิตร และภาพที่ 16 แสดงความสัมพันธระหวาง 
pH และ light intensity พบวา pH 6.3 และ light intensity 3,700 ลักซ ขณะท่ี KNO3 1.1 กรัมตอลิตร 
โดยถูกกําหนดไวท่ีคากลางของระดับปจจัย (center point) ทําใหการผลิตน้ํามันไดสูงสุดคือ 1.39 
กรัมตอลิตร แสดงดังตารางท่ี 27  
 
   Cheng et al. (2013) ไดศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการเพาะเล้ียงสาหราย             
C. protothecoides UTEX 250 เพ่ือการผลิตชีวมวลและการผลิตน้ํามัน ดวยวิธีพื้นผิวตอบสนอง 
พบวาสาหรายสามารถผลิตชีวมวลและน้ํามันไดมากกวาการเพาะแบบดั้งเดิม โดยเฉพาะกรดไขมัน
ไมอ่ิมตัว (C18:2 และ C18:3) ซ่ึงเปนกรดไขมันชนิดท่ีมีคุณสมบัติเดียวกับน้ํามันเช้ือเพลิง 
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ภาพท่ี 14  ภาพพื้นผิวตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทัวรพลอต (Contour plot)  
    ของ KNO3 (Nitrate) และ pH ตอการผลิตน้ํามัน (Lipid production, g/L) 



 

 

74 

 
 

 
 
ภาพท่ี 15  ภาพพื้นผิวตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทัวรพลอต (Contour plot)  
     ของ KNO3 (Nitrate) และ light intensity ตอการผลิตน้ํามัน (Lipid production, g/L) 
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ภาพท่ี 16  ภาพพื้นผิวตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทัวรพลอต (Contour plot)  
    ของ pHและ light intensity ตอการผลิตน้ํามัน (Lipid production, g/L) 
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  4.4.3  การหาจุดท่ีเหมาะสมของตัวแปรท่ีศึกษาตอการผลิตน้ํามันภายในเซลล(Lipid 
content) 
 
    แผนภาพพื้นท่ีผิวตอบสนองถูกนํามาใชในการศึกษาความสัมพันธระหวางปจจัย 
เพ่ือหาคาท่ีเหมาะสมในแตละปจจัยท่ีจะสงผลใหมีการผลิตน้ํามันภายในเซลลสูงสุด โดยแสดงผล
ของภาพพื้นผิวตอบสนอง (ภาพ 3 มิติ) และคอนทัวรพลอต (ภาพ 2 มิติ) ในภาพท่ี 17 แสดงความสัมพันธ
ระหวาง KNO3 และ pH ท่ีมีผลตอการผลิตน้ํามันภายในเซลลของสาหรายพันธุกลาย C. sorokiniana 
DMKU5202-31 คือ KNO3 0.9 กรัมตอลิตร และ pH 6.2 ขณะท่ี light intensity เทากับ 3,000 ลักซ 
โดยถูกกําหนดไวท่ีคากลางของระดับปจจัย (center point) ทําใหการผลิตน้ํามันภายในเซลลได
สูงสุดคือ 55.65 เปอรเซ็นต สวนภาพท่ี 18 แสดงความสัมพันธระหวาง KNO3 และ light intensity 
คือ KNO3 0.9 กรัมตอลิตร และ light intensity 3,500 ลักซ ขณะท่ี pH เทากับ 6.2 โดยถูกกําหนดไว
ท่ีคากลางของระดับปจจัย (center point) ทําใหการผลิตน้ํามันภายในเซลลไดสูงสุดคือ 55.98 
เปอรเซ็นต และภาพท่ี 19 แสดงความสัมพันธระหวาง pH และ light intensity คือ pH 6.2 และ light 
intensity 3,300 ลักซ ขณะท่ี KNO3 เทากับ 1.1 กรัมตอลิตร โดยถูกกําหนดไวท่ีคากลางของระดับ
ปจจัย (center point) ทําใหการผลิตน้ํามันภายในเซลลไดสูงสุดคือ 55.36 เปอรเซ็นต แสดงดังตาราง
ท่ี 27 
 
   จากการวิเคราะหหาจุดท่ีเหมาะสมของความสัมพันธระหวางปจจัยหรือตัวแปร
อิสระท่ีมีผลตอการผลิตน้ํามันภายในเซลลไดสูงสุด แทนคา KNO3 (X1), pH (X2) และ light intensity 
(X3) นําเขาไปแทนคาในสมการท่ี 5 ซ่ึงจะทําใหไดคาการทํานายของการผลิตน้ํามันภายในเซลลได
สูงสุด นั่นคือคาท่ีเหมาะสมท่ีสุด จากนั้นทําการทดลองอีกคร้ังเพื่อสรางความม่ันใจวาสมการท่ีไดมา
นี้ fit กับผลการทดลองจริง โดยเปรียบเทียบระหวางคาท่ีไดจากการทํานายกับคาท่ีไดจากการ
ทดลองจริง 
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ภาพท่ี 17  ภาพพื้นผิวตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทัวรพลอต (Contour plot)  
    ของ KNO3 (Nitrate) และ pH ตอการผลิตน้ํามันภายในเซลล (Lipid content, %) 
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ภาพท่ี 18  ภาพพื้นผิวตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทัวรพลอต (Contour plot)  
    ของ KNO3 (Nitrate) และ light intensity ตอการผลิตน้ํามันภายในเซลล (Lipid content, %) 
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ภาพท่ี 19  ภาพพื้นผิวตอบสนอง (Response surface plot) และคอนทัวรพลอต (Contour plot)  
     ของ pH และ light intensity ตอการผลิตน้ํามันภายในเซลล (Lipid content, %) 
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ตารางท่ี 26  การหาจุดท่ีเหมาะสมของปจจยัท่ีศึกษาตอการผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามัน และการผลิต 
        น้ํามันภายในเซลล 
 

Responses 
Variables Yields 

KNO3 (g/L) pH Light intensity (lux)  

Biomass production (g/L) 
1.2 6.3 3,000 2.49 

1.25 6.2 4,700 2.78 
1.1 6.4 4,800 2.79 

Lipid production (g/L) 
1 6.2 3,000 1.37 
1 6.2 3,700 1.39 

1.1 6.3 3,700 1.39 

Lipid content (%) 
0.9 6.2 3,000 55.65 
0.9 6.2 3,500 55.98 
1.1 6.2 3,300 55.36 

 
  จากการวิเคราะหหาจุดท่ีเหมาะสมของความสัมพันธระหวางปจจัยหรือตัวแปรอิสระท่ีมีผล
ตอการผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามันและการผลิตน้ํามันภายในเซลลไดสูงสุด โดยแทนคา KNO3 (X1),        
pH (X2) และ light intensity (X3) นําเขาไปแทนคาในสมการท่ี 2-4 ซ่ึงจะทําใหไดคาการทํานายของ
ตัวแปรตามไดสูงสุดและจุดท่ีเหมาะสมท่ีสุดของคาตัวแปรอิสระ นั่นคือคาท่ีเหมาะสมท่ีสุด จากน้ัน
ทําการทดลองอีกคร้ังเพื่อสรางความม่ันใจวาสมการท่ีไดมานี้ fit กับผลการทดลองจริง โดยเปรียบเทียบ
ระหวางคาท่ีไดจากการทํานายกับคาท่ีไดจากการทดลองจริง  
 
  Song et al. (2007) ไดทําการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมของพารามิเตอรท่ีใชหมักสําหรับ
การผลิตชีวมวลและ DHA ของ Schizochytrium limacinum OUC88 โดยใชวิธีการทางสถิติ คือ 
Plackett-burman และ Response surface methodology สําหรับคัดเลือกปจจัยหลาย ๆ และเลือกใช
แผนการทดลอง CCD เพื่อศึกษาปจจัยท่ีมีนัยสําคัญและปฏิกิริยาระหวางปจจัย พบวา คาพารามิเตอร
ท่ีเหมาะสมสําหรับใชในการหมักเพื่อผลิตชีวมวลคือ อุณหภูมิ อัตราการใหอากาศ อัตราการกวน 
และอายุเช้ือเร่ิมตน สามารถผลิตชีวมวลได 24.1 กรัมตอลิตร และผลิต DHA ได 4.7 กรัมตอลิตร  
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 4.5  การตรวจสอบสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามันและการผลิต
น้ํามันภายในเซลล 
 
  จากสมการการถดถอยท่ีใชตรวจสอบสภาวะนั้นมีความเหมาะสมตอผลของการผลิต
ชีวมวล การผลิตน้ํามัน และการผลิตน้ํามันภายในเซลล สังเกตไดจากคาสัมประสิทธ์ิในการตัดสินใจ 
(R2) และ P-value ท่ีมีระดับความเชื่อม่ันถึง 95 เปอรเซ็นต (P<0.05) โดยมีคา KNO3 เทากับ 0.9 กรัม
ตอลิตร, pH เทากับ 6.2 และ light intensity เทากับ 4,000 ลักซ จากการเปรียบเทียบคาทํานายและคา
การทดลองซ่ึงมีความเบ่ียงเบนไมมากนัก ดังแสดงในตารางท่ี 27 พบวาการผลิตชีวมวลมีความ
เบ่ียงเบน 3.47 เปอรเซ็นต ในการทดลองสามารถผลิตชีวมวลได 2.58 กรัมตอลิตร และคาทํานาย
เทากับ 2.67 กรัมตอลิตร การผลิตน้ํามัน มีความเบ่ียงเบน 1 เปอรเซ็นต จากการทดลองสามารถผลิต
น้ํามันได 1.40 กรัมตอลิตร และจากคาทํานายสามารถผลิตน้ํามันได 1.39 กรัมตอลิตร สวนการ
สะสมน้ํามันในเซลลมีความเบ่ียงเบน 2.35 เปอรเซ็นต จากการทดลองมีน้ํามันภายในเซลล 55.80 
เปอรเซ็นต และจากคาทํานาย 54.59 เปอรเซ็นต  
 
ตารางท่ี 27  การเปรียบเทียบระหวางคาทดลองและคาทํานาย 
 

Response (Y) Experimental Predicted Error (%) 
Biomass (g/L) 
Lipid production 
(g/L) 
Lipid content (%) 

2.58 
1.40 

54.49 

2.67 
1.39 

55.80 

-3.47 
1.01 
-2.35 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 
 จากการจัดจําแนกสายพันธุสาหราย Chlorella sp. DMKU5201 และ DMKU5202 จากลําดับ
เบสบริเวณยีน18S rDNA จํานวน 500 bp พบวาสาหรายท้ังสองไอโซเลตมีความใกลเคียงกับ Chlorella 
sorokiniana ซ่ึง Chlorella sp. DMKU5201 มีความเหมือน C. sorokiniana 99 เปอรเซ็นต และ 
Chlorella sp. DMKU5202 มีความเหมือน C. sorokiniana 100 เปอรเซ็นต 
 

  การชักนําสาหรายสีเขียวขนาดเล็ก C. sorokiniana DMKU5201 และ DMKU5202 
ใหเกิดการกลายพันธุโดยวิธี UV-mutagenesis ท้ังหมดจํานวน 40,000 โคโลนี จากนั้นคัดเลือก
สาหรายพันธุกลายในเบ้ืองตนโดยการคัดเลือกหาสายพันธุกลายท่ีไมสังเคราะหแปงดวยการอังดวย
ไอโอดีน โดยสังเกตการเปล่ียนสีของฟโนไทป ถาฟโนไทปของสายพันธุดั้งเดิมจะเห็นเปนสีน้ําเงิน
คือมีแปงสะสมภายในเซลล ถาโคโลนีเปนสีเหลืองออกสม แสดงวาภายในเซลลมีการสะสมแปง
นอยหรืออาจมีการสะสมไขมันแทน เปนการคัดเลือกฟโนไทปของพันธุกลายข้ันตน เนื่องจากเปน
วิธีท่ีสามารถทําไดงายและรวดเร็วในการคัดเลือกสาหรายพันธุกลายท่ีมีจํานวนมาก ซ่ึงสามารถ
คัดเลือกสาหรายพันธุกลายท่ีไมสามารถสังเคราะหแปงไดจํานวน 63 ไอโซเลต มาคัดเลือกข้ันตอมา
โดยการวิเคราะหเชิงปริมาณของปริมาณน้ํามันภายในเซลลดวยเคร่ืองแกสโครมาโทกราฟแบบ
คาปลลารี พบวามีสาหรายพันธุกลายท่ีมีปริมาณนํ้ามันสูงสุดและมากกวาสายพันธุดั้งเดิม คือ  C. 
sorokiniana DMKU5202-31 ผลิตชีวมวล 0.30 กรัมตอลิตร ผลิตน้ํามัน 0.0636 กรัมตอลิตร และมี
น้ํามันภายในเซลล 21.16 เปอรเซ็นต ซ่ึง DMKU5202 สายพันธุดั้งเดิมผลิตชีวมวลได 0.34 กรัมตอ
ลิตร ผลิตน้ํามัน 0.0512 กรัมตอลิตร และผลิตน้ํามันภายในเซลล 15.00 เปอรเซ็นต 
 
  การคัดเลือกปจจัยที่มีผลตอการเจริญและการผลิตน้ํามันของสายพันธุกลาย C. sorokiniana 
DMKU5202-31 โดยใช Plackett and Burman design ซ่ึงนําปจจัยท้ังหมด 7 ปจจัยมาทําการคัดเลือก 
คือ KNO3 (กรัมตอลิตร), KH2PO4 + K2HPO4 (กรัมตอลิตร), MgSO4.7H2O (กรัมตอลิตร), NaCl 
(กรัมตอลิตร), pH, CO2 (เปอรเซ็นต), light intensity (ลักซ) พบวา KNO3, pH และ light intensity 
เปนปจจัยท่ีมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.1) ตอการเจริญและการผลิตน้ํามันของสายพันธุกลาย C. 
sorokiniana DMKU5202-31 
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  การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามันและผลิตน้ํามันภายในเซลล
ของ C. sorokiniana DMKU5202-31 โดยใชแผนการทดลองแบบ CCD ซ่ึงสามารถออกแบบการ
ทดลองได 17 ส่ิงการทดลอง ดวยการกําหนดปจจัยท่ีตองการศึกษา 3 ปจจัย ท่ีไดถูกกล่ันกรองปจจัย
จาก Plackett-Burman design แลว คือ KNO3, pH และ light intensity จากน้ันนําคาการเจริญและ
การผลิตน้ํามันท่ีไดจาก 17 ส่ิงการทดลองไปวิเคราะหคาทางสถิติไดสมการการผลิตชีวมวล การ
ผลิตน้ํามันและผลิตนํ้ามันภายในเซลล ดังน้ี 
 
Y biomass = -10.332 + 0.455641 X1 + 3.614022 X2 – 0.000469 X3 + 0.120593 X1X2+ 0.0000321 
X1X3 + 0.0000678 X2X3 - 0.55472 X1

2 - 0.31548X2
2 - 0.000000099 X3

2 
 
Y Lipid production = -28.5536 + 0.948434 X1 + 9.077213 X2 + 0.00071 X3 - 0.047333 X1X2- 0.000054 
X1X3 + 0.000016 X2X3 - 0.51962 X1

2- 0.73008 X2
2 – 0.000000076X3

2  
 
Y Lipid content = -1126.85 + 25.37506  X1 + 361.7263 X2 + 0.029057 X3 – 1.967412 X1X2 - 0.00366 
X1X3 - 0.00121 X2X3 – 14.4246 X1

2 – 28.9511 X2
2 - 0.0000027 X3

2  
 

คา Y biomass คือคาน้ําหนักแหงของชีวมวล (กรัมตอลิตร), Y Lipid production คือ ปริมาณน้ํามัน 
(กรัมตอลิตร), Y Lipid content คือ ปริมาณนํ้ามันท่ีผลิตภายในเซลล (เปอรเซ็นต), X1 คือ KNO3 (กรัมตอ
ลิตร) X2 คือ pH และ X3 คือ light intensity (ลักซ)  
 
  จากสมการท่ีไดนําไปหากราฟพื้นผิวตอบสนอง ซ่ึงกราฟสามารถหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ
การผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามันและการผลิตน้ํามันภายในเซลล ไดดังนี้ คือ KNO3 0.9 กรัมตอลิตร 
pH 6.2 และ light intensity 4,000 ลักซ ซ่ึงจากการทดลองสามารถผลิตชีวมวล 2.58 กรัมตอลิตร 
ผลิตน้ํามัน 1.40 กรัมตอลิตรและน้ํามันภายในเซลล 54.49 เปอรเซ็นต และคาทํานายผลิตชีวมวล 
2.67 กรัมตอลิตร ผลิตน้ํามัน 1.39 กรัมตอลิตรและผลิตน้ํามันภายในเซลล 54.80 เปอรเซ็นต 
 
 
 
 
 
 



 

 

84 

ขอเสนอแนะ 
 
 จากการศึกษาการชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยรังสี UV และการคัดเลือกสายพันธุกลาย
ดังขางตน สามารถนํามาใชปรับปรุงสายพันธุเพื่อเพิ่มปริมาณนํ้ามันของสาหรายใหสูงกวาสายพันธุ
ดั้งเดิม และการทดลองเพ่ือนํามาใชในการปรับปรุงสูตรของอาหารสําหรับเพาะเล้ียงสาหรายและ
ปรับปรุงสภาวะในการเพาะเล้ียงท่ีเหมาะสมตอการผลิตชีวมวล การผลิตน้ํามันและน้ํามันภายใน
เซลลของสาหรายพันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5202-31 โดยการนําวิธีการออกแบบการ
ทดลองทางสถิติมาชวย ซ่ึงจากสมการถดถอยท่ีไดสามารถใหคาทํานายใกลเคียงกับคาทดลองจริง
คือคาทํานายผลิตชีวมวลได 2.67 กรัมตอลิตร ผลิตน้ํามัน 1.39 กรัมตอลิตรและผลิตน้ํามันภายใน
เซลล 54.80 เปอรเซ็นต คาการทดลองจริงผลิตชีวมวลได 2.58 กรัมตอลิตร ผลิตน้ํามัน 1.40 กรัมตอ
ลิตรและนํ้ามันภายในเซลล 54.49 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตาม การปรับปรุงสายพันธุดวยวิธีการ
ทางดานพันธุศาสตรก็สามารถเพ่ิมปริมาณนํ้ามันของสาหรายไดในปริมาณหนึ่งแตไมมากนัก ซ่ึงจะ
เห็นไดวาการปรับปรุงสูตรอาหารและสภาวะการเพาะเล้ียงสาหรายก็สามารถเพ่ิมปริมาณนํ้ามันของ
สาหรายไดเชนเดียวกัน 
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ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก  
สูตรอาหารท่ีใชเล้ียงสาหราย 
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1. อาหารเหลวเล้ียงสาหรายสูตร NSIII medium 

KNO3 1.011 กรัม 

KH2PO4 + K2HPO4.3H2O 0.12 + 0.14 กรัม 
MgSo4.7H2O 1.24 กรัม 
CaCl2.2H2O 0.0148 กรัม 

NaCl 0.0117 กรัม 

Micro A 2 มิลลิลิตร 
Micro B (manganese) 2 มิลลิลิตร 
Micro (Iron-EDTA) 2 มิลลิลิตร 

 
 จากนั้นปรับปริมาตรน้ํากล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 

เตรียม Stock solution ของ microelements 
 
Micro A: ผสม A.1 solution 200 มิลลิลิตร และ A.2 solution 2 มิลลิลิตร ในนํ้ากล่ัน 798 มิลลิลิตร 
  

A.1 KBr     595 มิลลิกรัม 
  KI     415 มิลลิกรัม 
  LiCl     21.2 มิลลิกรัม 
  H3BO3     77 มิลลิกรัม 
 
ปรับปริมาตรนํ้ากล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นปรับดวยกรดไฮโดรคลอริก 3 มิลลิลิตร 
 
 A.2 Zn.SO4.7H2O    144 มิลลิกรัม 
  NiSO4.6H2O    658 มิลลิกรัม 
  CoSO4.7H2O    70 มิลลิกรัม 
  CuSO4.5H2O    125 มิลลิกรัม 
  Al2 (SO4)3.18H2O   167 มิลลิกรัม 
  (NH4)6MO7O24.4H2O   44 มิลลิกรัม 
  NH4VO3    29 มิลลิกรัม 
  Distilled water    100 มิลลิลิตร 
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Micro B: ละลาย MnCl2.4H2O 50 มิลลิกรัม และกรดไฮโดรคลอริก 3 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรน้ํา
กล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 
Micro C: ละลาย Fe(NO3)2.9H2O 810 มิลลิกรัม และ EDTA 750 มิลลิกรัม ในนํ้ากล่ัน 100 มิลลิลิตร 
จากนั้นนําอาหารไปฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 
2. อาหารเหลวเล้ียงสาหรายสูตร NSIII (1/4 nitrogen) 
 
เตรียมอาหารเหมือนสูตรอาหาร ขอ 1. ยกเวน KNO3 เติมเพียง 2.5 กรัมตอลิตร   
 
3. อาหารเหลวเล้ียงสาหรายสูตร NSIII (Nitrogen free) 
 
เตรียมอาหารเหมือนสูตรอาหาร ขอ 1. ยกเวนไมเติม KNO3  
 
4. อาหารแข็งเล้ียงสาหรายสูตร 
 
เตรียมอาหารเหมือนสูตรอาหาร ขอ 1. เติมวุน 1.5 เปอรเซ็นต กอนนําไปฆาเช้ือ 
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ภาคผนวก ข 
กรดไขมันมาตรฐานท่ีใชในการวิเคราะหกรดไขมัน 
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กรดไขมันมาตรฐาน (Standard fatty acid) ท่ีใชในการวิเคราะหกรดไขมัน 10 ชนิด ไดแก 
กรดไขมันมาตรฐาน Pentadecanoic acid (15: 0) 10.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใชเปนสาร internal 
standard รวมท้ังกรดไขมันมาตรฐานอ่ืน ๆ อีก 9 ชนิด 

 
ตารางผนวกท่ี ข1  กรดไขมันมาตรฐาน (Standard fatty acid) 10 ชนิด 

 
Fatty acid (Sigma, Co, Ltd) ความเขมขน (มิลลิกรัมตอลิตร) 
Myristic acid (14: 0) 
Palmitic acid (16: 0) 
Palmitoleic acid (16: 1) 
Stearic acid(18: 0) 
Oleic acid (18: 1) 
Linoleic acid (18: 2) 
Alpha-Linolenic acid (18: 3α) 
Grama-Linolenic acid (18: 3γ) 

10.00 
10.00 
10.00 
10.00 
10.00 
10.00 
10.00 
10.00 

 
หมายเหตุ  ดูดสารละลายกรดไขมันมาตรฐานแตละชนดิผสมกันอยางละ 100 ไมโครลิตร 
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ภาคผนวก ค 
ลําดับเบสและแผนภูมิสายววิฒันาการของสาหราย Chlorella sp. DMKU5201 และ DMKU5202 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

98 

>110526-16_M22_DMKU5201-NS1.ab1756 
TCTAGTATAACTGCTTTATACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATAGT
TTATTTGATGGTACCTACTACTCGGATACCCGTAGTAAATCTAGAGCTAATACGTGCG
TAAATCCCGACTTCTGGAAGGGACGTATTTATTAGATAAAAGGCCGACCGGGCTCTG
CCCGACTCGCGGTGAATCATGATAACTTCACGAATCGCATGGCCTTGCGCCGGCGAT
GTTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGAGGCCTACCATGG
TGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACG
GCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACAGGG
AGGTAGTGACAATAAATAACAATACTGGGCCTTTTCAGGTCTGGTAATTGGAATGAG
TACAATCTAAACCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGG 
 
ภาพผนวกท่ี ค1  ลําดับเบสของสาหราย Chlorella sp. DMKU5201 
 
110526-16_O22_KU05-NS1.ab1948 
GTCTAGTATAACTGCTTTATACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATAG
TTTATTTGATGGTACCTACTACTCGGATACCCGTAGTAAATCTAGAGCTAATACGTGC
GTAAATCCCGACTTCTGGAAGGGACGTATTTATTAGATAAAAGGCCGACCGGGCTCT
GCCCGACTCGCGGTGAATCATGATAACTTCACGAATCGCATGGCCTTGCGCCGGCGA
TGTTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGAGGCCTACCATG
GTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAAC
GGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACAGG
GAGGTAGTGACAATAAATAACAATACTGGGCCTTTTCAGGTCTGGTAATTGGAATGA
GTACAATCTAAACCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTG 

 

ภาพผนวกท่ี ค2  ลําดับเบสของสาหราย Chlorella sp. DMKU5202 
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ภาคผนวก ง 

เซลลของสาหรายพันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5201-31 
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ภาพผนวกท่ี ง1  เซลลของสาหรายพันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5201-31 โดยการยอมดวยสี  
  Nile red ภายใตกลองจุลทรรศนแบบฟลูออเรสเซนซ (fluorescence microscope)  
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ภาคผนวก จ 
ภาพการเพาะเลี้ยงสาหราย 
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ภาพผนวกท่ี จ1   การเพาะเล้ียงสาหรายพนัธุกลาย Chlorella sp. DMKU5201 และ DMKU5202  

ในอาหารเล้ียงเช้ือ NSIII (ลดไนโตรเจนลงเหลือ 1 ใน 4 สวน)  โดยเล้ียงภายใต
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ใหแสงสวางตอมืดเทากับ 16:8 ช่ัวโมง นาน 7 วัน 
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ภาพผนวกท่ี จ2  ลักษณะการเจริญของสาหรายพันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5202-31 ใน 

อาหารเล้ียงเช้ือ NSIII จากการจัดการทดลองแบบ Plackett and Burman design ส่ิง
ทดลองจํานวน 8 ส่ิงทดลอง ภายใตอุณหภมิู 25 องศาเซลเซียส ใหแสงสวางตอมืด
เทากับ 16: 8 ช่ัวโมง นาน 7 วนั 
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ภาพผนวกที่ จ3  ลักษณะการเจริญของสาหรายพันธุกลาย C. sorokiniana DMKU5202-31 ใน 
อาหารเล้ียงเชื้อ NSIII เพื่อศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมโดยวิธีพื้นผิวตอบสนอง ซ่ึง
ออกแบบการทดลองแบบ Central Composite Design ส่ิงทดลองจํานวน 17 ส่ิง
ทดลอง ภายใตอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ใหแสงสวางตอมืดเทากับ 16: 8 ช่ัวโมง 
นาน 7 วัน  
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