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 In batch shake flask studies of growth rate, palm oil degradation, type and 

amount of fatty acids of 4 isolated microbials including yeast Yarrowia lipolytica (Y2), 

Candida tropicalis strain Vaucher (L9) and bacteria Bacillus subtilis subsp. subtilis 

strain A17 (T3), Bacillus subtilis subsp. subtilis strain E28 (V3)) were related and 

produced a maximum concentration of Caprylic acid (C8) at 5
 th

 hour. From the factorial 

experimental design and the data analysis, it was found that factors within the range of 

studies effecting on Caprylic acid (C8) yield. The conditions to obtain the maximum 

concentration of Caprylic acid (C8) of 2.08 g/l were pH 7.5, 37
o
C and 2.5% carbon 

source (palm oil) and statistically significant at 95% (P≤0.05). However, the response 

surface was shown in maximum curve. In batch rotary biological contactor reactor, the 

results showed that 2.18 g/l of Caprylic acid (C8) was obtained at 10
 th

 hour. In fed batch 

rotary biological contactor reactor, the results showed that the maximum Caprylic acid 

(C8) of 2.69 g/l was achieved at 20
th
 hour. 
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คาํอธิบายสัญลักษณ์และคาํย่อ 
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oC   = องศาเซลเซียส 
mm   = มิลลิเมตร 
cm   = เซนตเิมตร 
g/l   = กรัมตอ่ลิตร 
mg/ml   = มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 
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บทที� 1 
 

บทนํา 
 

1.1 ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 
 

 กรดไขมนัเป็นผลิตภณัฑ์พื �นฐานสําคญัที สกดัได้จากนํ �ามนัพืช และสามารถใช้งานได้อย่าง
กว้างขวางในอตุสาหกรรมตา่งๆ เชน่ อตุสาหกรรมการผลิตยารักษาโรค สบู ่เครื องสําอาง และเป็น
สารตั �งต้นในการผลิตเคมีชีวภาพอื นๆ เช่น แฟตตี �แอลกอฮอล์ (fatty alcohol) เอสเทอร์ (ester)              
ไตรกลีเซอไรด์ (triglyceride) โพลิเอสเทอร์ (polyester) เป็นต้น (Scrimgeour, 2005)  นอกจากนั �น
ยงัมีการนํากรดไขมันที มีจํานวนคาร์บอน 16 และ 18 อะตอมไปใช้เป็นสารตั �งต้นในการผลิต        
ไบโอดีเซลอีกด้วยพื อใช้ทดแทนนํ �ามนัดีเซล (Li และคณะ, 2008) ในปี 2551 ประเทศไทยมีการ
ส่งออกกรดไขมนั 35,300 ตนั คิดเป็นมูลคา่ 1,065 ล้านบาท และมีการนําเข้ากรดไขมนั 34,922 
ตนัคดิเป็นมลูคา่ 1,534 ล้านบาท (องค์การอาหารและเกษตรแห่งสหประชาชาติ, 2554) การศกึษา
หาแนวทางในการผลิตกรดไขมนัให้มีประสิทธิภาพมากขึ �น วิธีการหนึ งคือการใช้จุลินทรีย์เปลี ยน
วตัถดุิบราคาถูกให้เป็นกรดไขมนั โดยในปัจจบุนัมีการนําจลุินทรีย์มาใช้ผลิตสารชีวภณัฑ์ในระดบั
อตุสาหกรรมอย่างแพร่หลาย เนื องจากต้นทนุในการผลิตตํ า ในขณะที ได้ผลิตภณัฑ์ที สามารถใช้
ประโยชน์ในอตุสาหกรรมได้กว้างขวาง ประเทศไทยปลกูปาล์มนํ �ามนัจํานวนมากให้ผลผลิตสงูและ
ผลิตนํ �ามนัได้ในราคาถกู และในกระบวนการผลิตนํ �ามนัปาล์มดิบยงัมีนํ �าเสียที อยู่ในรูปของไขมนั 
(fat) และนํ �ามัน (oil) ที เกิดจากกระบวนการนึ งและแยกนํ �าออกจากนํ �ามนัซึ งมีค่าอยู่ระหว่าง 25 
กรัมต่อลิตร ถึง 25.6 กรัมต่อลิตร โดยโรงงานขนาดใหญ่จะมีนํ �าเสียถึง 2.5 ตนัต่อปาล์ม 1 ตนั      
(สบุณัฑิต นิ มรัตน์, 2548)  
 
 งานวิจยันี �จึงสนใจที จะศึกษาการผลิตกรดไขมันโดยใช้อาหารเหลวสังเคราะห์ที มีนํ �ามัน
ปาล์มและใช้จลุินทรีย์ร่วมกบัเทคโนโลยีการหมกัเพื อให้ได้สภาวะที เหมาะสมและผลผลิตปริมาณ
มาก โดยใช้จุลินทรีย์ที คดัเลือกแล้วของ นางสาวจฑุากานต์ บญุมี (2553) จากงานวิจยัเรื องการ
สร้างกลุม่จลุินทรีย์เพื อบําบดันํ �าเสียที ปนเปื�อนไขมนั โดยคดัเลือกจลุินทรีย์ที มีประสิทธิภาพในการ
ย่อยสลายนํ �ามนัดีที สดุมา 4 สายพนัธุ์ คือ Yarrowia lipolytica (Y2), Candida tropicalis strain 
Vaucher (L9), Bacillus subtilis subsp. subtilis strain A17 (T3) และ Bacillus subtilis subsp. 
subtilis strain E28 (V3)   
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 เทคโนโลยีการหมักที เลือกใช้สําหรับงานวิจัยนี � คือถังปฏิกรณ์แบบแผ่นหมุนชีวภาพ 
(rotating biological contactor reactor) โดยอาศยัการเกาะติดของจลุินทรีย์บนแผ่นจานหมนุเป็น
เมือกชีวภาพ (biofilm) ย่อยสลายนํ �ามนัโดยการหมนุของแผ่นจานผ่านอาหารสงัเคราะห์ที มีนํ �ามนั
เป็นแหลง่คาร์บอนจะกระตุ้นให้จลุินทรีย์สร้างเอนไซม์ไลเปสออกมา เมื อแผ่นจานหมนุขึ �นมาสมัผสั
กับอากาศก็จะทําให้จุลินทรีย์ได้รับออกซิเจนจากอากาศ และแผ่นจานจะหมุนลงไปสัมผัสกับ
อาหารสงัเคราะห์ที มีนํ �ามนัถงัปฏิกรณ์อีกครั �งเกิดการยอ่ยสลายนํ �ามนั และออกซิเจนส่วนที ไม่ถกูใช้
ก็จะผสมกบัอาหารสงัเคราะห์ในถงัซึ งเป็นการเตมิออกซิเจนให้กบัอาหารสงัเคราะห์อีกส่วนหนึ ง ใน
ขณะเดียวกนัความปั นป่วนที เกิดขึ �นจากการหมนุของแผ่นจานทําให้เพิ มการละลายของออกซิเจน
ในนํ �าเสียได้สลบักันเช่นนี �ตลอดไปเป็นวฏัจกัร และเมื อมีจํานวนจุลินทรีย์ยึดเกาะแผ่นจานหมุน
หนามากขึ �นจะทําให้มีตะกอนจลุินทรีย์บางส่วนหลดุลอกจากแผ่นจาน เนื องจากแรงเฉือนของการ
หมนุ  (shear force) ซึ งเป็นการรักษาความหนาของแผน่ฟิล์มให้คงที โดยอตัโนมตั ิ ข้อดีของระบบนี �
คือใช้พลังงานในการเดินระบบน้อยโดยใช้พลังงานไฟฟ้าใช้สําหรับขับเคลื อนมอเตอร์เท่านั �น
เนื องจากแผ่นจานหมุนมีการลอยตวัและแรงเสียดทานเพลาเกิดน้อยมากกําลังงานส่วนใหญ่ที 
ต้องการก็เพื อหมนุเอาชนะแรงลากระหว่างแผ่นจานกบัของเหลวเท่านั �น ส่งผลให้คา่ใช้จ่ายในการ
ดําเนินการและบํารุงรักษาตํ า และสามารถพัฒนาระบบการผลิตให้มีประสิทธิภาพในระดับ
อตุสาหกรรมตอ่ไป เมื อเปรียบเทียบกบัถงัปฏิกรณ์ชนิดอื นๆแสดงดงัตารางตอ่ไปนี � 
 
ตารางที� 1.1 เปรียบเทียบข้อดีและข้อเสียของถงัปฏิกรณ์แตล่ะประเภท 

ชนิดถงัปฏิกรณ์ ข้อดี ข้อเสีย 
Rotating Biological 
Contactor (RBC) 

1) ใช้พลงังานในการเดินระบบ
น้อยโดยใช้พลังงานไฟฟ้าใ ช้
สําหรับขบัเคลื อนมอเตอร์เทา่นั �น 
2 ) ช่ ว ย ใ ห้ อ า ก า ศ ถ่ า ย เ ท ใ น
อาหารเลี �ยงเชื �อได้ดี 
3 ) ค ว บ คุ ม ค ว า ม ห น า ข อ ง
แผ่นฟิล์มได้โดยตรง โดยการ
ปรับรอบหมุนสามารถเปลี ยน
อตัราการถ่ายเทออกซิเจน 
4) ใช้พื �นที ในการเดนิระบบน้อย 

1) เพลาแกนหมุนที ต้องรับทั �ง
แรงอดัและแรงบดิชํารุดบอ่ยครั �ง 
2) แผ่นจานหมุนชีวภาพชํารุด
เสียหายง่าย หากสมัผสัรังสีอลั- 
ตร้าไวโอเล็ตและสารพิษเป็น
เวลานานอยา่งตอ่เนื อง 
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ตารางที� 1.1 เปรียบเทียบข้อดีและข้อเสียของถงัปฏิกรณ์แตล่ะประเภท (ตอ่) 

ชนิดถงัปฏิกรณ์ ข้อดี ข้อเสีย 
Packed tower 1) ใช้พื �นที ในการเดนิระบบน้อย 

2 ) ง่ า ย ต่ อ ก า ร ค ว บ คุม แ ล ะ
ดําเนินงาน 

1) ลกัษณะการเปลี ยนแปลงการ
ไหลขึ �นกับรูพรุนของวัสดุที ใ ช้
แพ็ค 

Continuous Stirred 

Tank Reactors  

(CSTR)  

1) ควบคมุระบบได้ง่าย 
2) ลักษณะของสสารที อยู่ภาย 
ใ น ถั ง ซึ ง มี ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น ข อ ง
สารละลายเทา่กนัทกุจดุ 
3) มีประสิทธิภาพการย่อยสลาย

นํ �าเสียโดยเฉพาะนํ �าเสียประเภท

ที มีของแข็งแขวนลอยสูงไ ด้ดี 

เนื องจากมีการกวนผสมที ดี  

1) เกิดแรงเฉือนจากใบกวนทํา
ให้เซลล์ถูกทําลายระหว่างการ
ผลิต 
2) ให้อากาศในปริมาณสูงมาก

ทําให้ต้นทนุในการผลิตสงูขึ �น 

Air-lift fermenter  1) การผสมเกิดขึ �นอย่างไม่รุนแรง 
จึงไม่เกิด shearing force สูง
เหมือนกบัการกวน 
2) ลดพลังงานที ใช้ในการขับ 
เคลื อน (Power consumption)  

1) ใช้การเป่าอากาศในปริมาณ
มาก ใช้ต้นทนุในการผลิตสงู 
2) มีปัญหาเรื องการระบาย
ความร้อนออกจากระบบ  
 

ที�มา: สมใจ ศริิโภค (2547) 
 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

 
 ศึกษาการเจริญ อตัราการย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มของจุลินทรีย์ที คดัเลือกแล้วและศึกษา
สภาวะที เหมาะสมในการผลิตกรดไขมนัที มีจํานวนคาร์บอนตั �งแต ่C8-C16 โดยใช้ถงัปฏิกรณ์แบบ
แผน่หมนุชีวภาพ  
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1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
 

1) ศึกษาการเจริญ การย่อยสลายนํ �ามัน และชนิดกรดไขมนัที เกิดขึ �นของจุลินทรีย์ 4 
สายพนัธุ์ คือ Yarrowia lipolytica (Y2), Candida tropicalis strain Vaucher (L9) Bacillus 
subtilis subsp. subtilis strain A17 (T3), Bacillus subtilis subsp. subtilis strain E28 (V3) ใน
อาหารเหลวสงัเคราะห์ที มีนํ �ามนัปาล์มเป็นแหลง่คาร์บอนในขวดเขยา่    

 
2) ศึกษาสภาวะที เหมาะสมในการผลิตกรดไขมันของจุลินทรีย์ผสมในอาหารเหลว

สงัเคราะห์ที มีนํ �ามนัปาล์มเป็นแหลง่คาร์บอนในขวดเขยา่ 
 
3) ศกึษาการผลิตกรดไขมนัของจุลินทรีย์ผสมโดยใช้วิธีการเพาะเลี �ยงแบบกะและแบบ

กึ งกะในอาหารเหลวสงัเคราะห์ที มีนํ �ามนัปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอนโดยใช้ถงัปฏิกรณ์แบบแผ่นหมนุ
ชีวภาพ 
 

1.4 ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 
 

 ได้ข้อมูลพื �นฐานเกี ยวกับการผลิตกรดไขมันจากการย่อยสลายนํ �ามันของจุลินทรีย์            
ที คดัเลือกได้ สามารถนําไปใช้ประโยชน์ในการวิจยั และการผลิตในระดบัอุตสาหกรรมต่อไปใน
อนาคตได้ 

 
 

 

 



บทที� 2 
 

การทบทวนเอกสารและงานวิจัยที�เกี�ยวข้อง 
 

2.1 ไขมัน 
 

ไขมนัหรือลิพิด (lipid) จดัเป็นสารประกอบชีวโมเลกลุที$พบในสิ$งมีชีวิติทั$วไป มีคณุสมบตั ิ     
ไม่ละลายนํ -า แตส่ามารถละลายได้โดยตวัทําละลายอินทรีย์ (organic solvent) เช่น คลอโรฟอร์ม         
เมทานอล อีเทอร์ เป็นต้น ไขมนัแบง่ออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ คือ กลุ่มไขมนัไม่มีขั -ว (nonpolar lipid) 
เช่น triglyceride และ cholesterol กบักลุ่มไขมนัมีขั -ว (polar lipid) ซึ$งมีโครงสร้างแบบ แอมฟิ-
พาธิค (amphiphatic) คือมีส่วนของโมเลกุลที$ชอบนํ -า (hydrophilic) และส่วนที$ไม่ชอบนํ -า 
(hydrophobic) อยูใ่นโมเลกลุเดียวกนั เช่น ฟอสโฟลิพิด (phospholipid) โดยไขมนัมีหน้าที$สําคญั
คือ เป็นแหล่งสะสมพลงังานของร่างกาย เป็นโครงสร้างของเยื$อหุ้มเซลล์ ป้องกันอวัยวะภายใน
ตา่งๆ เป็นส่วนประกอบของเมมเบรน ผนงัเซลล์จลุินทรีย์ และเป็นส่วนประกอบของพืชชั -นสงู เป็น
ต้น ไขมนัส่วนใหญ่จะอยู่ในรูปของไตรกลีเซอไรด์ (triglycerides) ซึ$งประกอบด้วยกรดไขมนั (fatty 
acid) และกลีเซอรอล (glycerol) (Gunstone, 2001)   
 

 
triglyceride   glycerol free fatty acid 

 
ภาพที� 2.1 โครงสร้างไตรกลีเซอไรด์ 

 
2.2 กรดไขมัน 
 

กรดไขมนัเป็นสารประกอบอินทรีย์ในกลุ่มสารประกอบคาร์บอน (carbon compounds) 

ซึ$งประกอบด้วยธาตคุาร์บอนตอ่กนัเป็นโซย่าวและมีหมูค่าร์บอกซิล (R-COOH) ตอ่ที$ปลายข้างหนึ$ง
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ของโมเลกลุ ซึ$งกรดไขมนัส่วนใหญ่จะมีจํานวนคาร์บอนเป็นเลขคู ่ระหว่าง 4-24 อะตอม โดยอาจ
เป็นโซ่ยาวที$อิ$มตวั ไม่มีพันธะคู่ (saturated fatty acid) หรือไม่อิ$มตวั มีพันธะคู่ 1 คู ่
(monounsaturated fatty acid) หรือมากกว่า (polyunsaturated fatty acid) ซึ$งแตล่ะชนิดมีความ
ยาวของสายโซ่ ตําแหน่ง และจํานวนของพนัธะเดี$ยวหรือคูแ่ตกตา่งกนัจึงมีความอิ$มตวัไม่เท่ากัน 
(Gunstone, 2001)  

 
2.2.1 การจาํแนกชนิดกรดไขมัน 
 

กรดไขมนัที$เกิดขึ -นตามธรรมชาติมีประมาณ 40 ชนิด โดยโครงสร้างของกรดไขมนั
ประกอบด้วยส่วนของไฮโดรคาร์บอนและหมู่คาร์บอกซิล กรดไขมนัอาจมีพนัธะเดี$ยว พนัธะคู ่หรือ
พนัธะสาม ดงันั -นจึงจดัจําแนกชนิดของกรดไขมนัออกเป็น 2 ชนิด คือกรดไขมนัอิ$มตวั (saturated 
fatty acid) และกรดไขมนัไม่อิ$มตวั (unsaturated fatty acid) (ดดัแปลงจาก สกุญัญา สนุทรส 
และวิเชียร ริมพณิชยกิจ, 2547)  

 
1) กรดไขมันอิ�มตัว (Saturated fatty acid, SFA)  
 
  กรดไขมนัไมอิ่$มตวั เป็นกรดไขมนัที$เกิดพนัธะระหว่างอะตอมคาร์บอนกบั

คาร์บอนยึดเหนี$ยวด้วยพนัธะเดี$ยว (single bond) ทั -งหมด มีลกัษณะเป็นสายโซ่ตรง (ภาพที$ 2.2) 
พบทั -งในพืชและสตัว์ กรดไขมนัอิ$มตวัเหล่านี -ร่างกายสงัเคราะห์ขึ -นได้ ในทางโภชนาการจึงจดัว่า
เป็น   กรดไขมนัที$ไม่จําเป็น (nonessential fatty acid) กรดไขมนัชนิดนี -จะพบในอาหารจําพวก 
เนื -อสัตว์หรือหนังสตัว์ปีกที$เห็นเป็นชั -นขาวๆ ไข่แดง นม เนย นํ -ามนัหมู รวมถึงนํ -ามนัที$ได้จากพืช
บางชนิด เช่น กรดปาลมิติก (Palmitic acid) ที$มีมากในนํ -ามนัปาล์ม เป็นต้น ตวัอย่างกรดไขมนัมิ
อิ$มตวั เช่น กรดบิวทาริก    (Butyric acid, C4:0) กรดปาล์มิติก (Palmitic acid, C16:0) กรดสเตีย
ริก (Stearic acid, C18:0)  
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ภาพที� 2.2 โครงสร้างกรดไขมนัอิ$มตวั 
 

2) กรดไขมันไม่อิ�มตัว (unsaturated fatty acid, UFA) 
 

กรดไขมันไม่อิ$มตวั เป็นกรดไขมันที$มีพันธะระหว่างอะตอมคาร์บอนกับ
คาร์บอนยึดเหนี$ยวกัน และมีบางตําแหน่งที$จบักับไฮโดรเจนไม่เต็มกําลังเกิดมีพันธะคู่ (double 
bond) อยูบ่างตําแหนง่หรือมากกวา่ ทําให้กรดไขมนัไมอิ่$มตวัมีความว่องไวในปฏิกิริยาเคมีพร้อมที$
จะเปิดรับปฏิกิริยาตา่งๆ  โดยกรดไขมนัไมอิ่$มตวัร่างกายไมส่ามารถสงัเคราะห์ขึ -นมาเองได้ จึงจดัว่า
เป็นกรดไขมนัที$จําเป็น (essential fatty acid) เช่น กรดไลโนเลอิก (Linoleic acid, C18:2) กรด
โอเลอิก (Oleic acid , C18:1) กรดอะราชิโดนิก (Arachidonic acid, C20:4) ซึ$งสามรถแบง่กรด
ไขมนัชนิดนี -ออกเป็น 2 ชนิดได้แก่  
   
 2.1) กรดไขมนัไมอิ่$มตวัเชิงเดี$ยว (monounsaturated fatty acid, MUFA)  
 
 เป็นกรดไขมันที$มีธาตคุาร์บอนต่อกันด้วยพันธะคู่เพียง 1 ตําแหน่ง 
โดย กรดไขมันกลุ่มนี -ที$พบมากในธรรมชาติ ได้แก่ กรดโอเลอิก (18:1n-9) กรดปาล์มมิโอเลอิก 
(16:1n-7) 
 
 2.2) กรดไขมนัไมอิ่$มตวัเชิงซ้อน (polyunsaturated fatty acid, PUFA) 
 
 เป็นกรดไขมันที$มีธาตุคาร์บอนต่อกับพันธะคู่อยู่หลายตําแหน่ง โดย
กรดไขมนักลุ่มนี -ที$พบมากในธรรมชาติ ได้แก่ กรดไลโนเลอิก (18:2n-6) กรดอะราชิโดนิก (20:4n-
6) 
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ภาพที� 2.3 โครงสร้างกรดไขมนัไมอิ่$มตวั 
 

2.2.2 คุณสมบัตกิรดไขมัน 
 

 1) สมบัตทิางกายภาพของกรดไขมัน (Gunstone, 2001)  
 

1.1) กรดไขมนัมีโครงสร้างที$ประกอบด้วยส่วนที$มีขั -ว คือ หมู่คาร์บอกซิล
และสว่นที$ไมมี่ขั -ว (ภาพที$ 2.4) คือ สายโซไ่ฮโดรคาร์บอนที$ตอ่กบัหมู่คาร์บอกซิล เมื$อความยาวของ
สายโซเ่พิ$มขึ -นทําให้กรดไขมนัมีขั -วน้อยลง 

 

 

 
ภาพที� 2.4 สว่นที$มีขั -วและไมมี่ขั -วของกรดไขมนั 

 

   1.2) จดุเดือดและจดุหลอมเหลว  
 
    1.2.1) จุดเดือดและจุดหลอมเหลวของกรดไขมันอิ$มตัวจะ
เพิ$มขึ -นตามความยาวของสายโซไ่ฮโดรคาร์บอน 
 
    1.2.1) จดุหลอมเหลวของกรดไขมนัไมอิ่$มตวัจะตํ$ากว่ากรดไขมนั
อิ$มตวัที$มีจํานวนคาร์บอนอะตอมเท่ากัน เมื$อเปรียบเทียบระหว่างกรดไขมนัไม่อิ$มตวัที$มีจํานวน
คาร์บอนเท่ากันแตมี่พนัธะคูต่่างกัน จะพบว่ากรดไขมนัไม่อิ$มตวัที$มีพนัธะคูม่ากกว่าจะมีจดุเดือด
และจดุหลอมเหลวตํ$ากวา่ ดงัตารางที$ 2.1 
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ตารางที� 2.1 สมบตัแิละโครงสร้างของกรดไขมนัอิ$มตวัและกรดไขมนัไมอิ่$มตวับางชนิด 
ชื$อ จํานวน

คาร์บอน 
โครงสร้าง จดุเดือด

(oC) 
จดุหลอมเหลว 

(oC) 
กรดไขมนัอิ$มตวั     

กรดคาปริลกิ 8 CH3(CH2)6COOH  239.7 16.7 
กรดคาปริก 10 CH3(CH2)8COOH 269 31.6 
กรดลอริก 12 CH3(CH2)10COOH 298.9 44 
กรดไมริสติก 14 CH3(CH2)12COOH 320 54 
กรดปาลมิตกิ 16 CH3(CH2)14COOH 351 53 
กรดสเตียริก 18 CH3(CH2)16COOH 383 70 
กรดอะราชิดิก 20 CH3(CH2)18COOH 398 75 
กรดไขมนัไมอิ่$มตวั     
กรดปาลมิโตเลอิก 16 CH3(CH2)5CH=CH(CH2)7COOH 332 32 
กรดโอเลอิก 18 CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH 360 13 
กรดลโินเลอิก 18 CH3(CH2)4(CH=CHCH2)2(CH2)6COOH 

(cis) 
230 -5 

กรดอะราชิโดนิก 20 CH3(CH2CH=CHCH2)4(CH2)2COOH  
(all cis) 

170 -50 

ที�มา: ดดัแปลงจาก สกุญัญา สนุทรส และวิเชียร ริมพณิชยกิจ (2547) 
 

1.3) จํานวนคาร์บอนอะตอม กรดไขมันที$มีจํานวนคาร์บอนอะตอม
เทา่กนั แตมี่จํานวนพนัธะคูต่า่งกนั จํานวนพนัธะคูที่$เพิ$มขึ -นจะมีผลทําให้จดุหลอมเหลวลดลง  

 

   1.4) ความหนาแน่น กรดไขมันมีนํ -าหนักโมเลกุลที$เบากว่านํ -า เพราะ 
hydrophobic interaction ของกรดไขมนัจึงทําให้โมเลกลุเข้ากนัได้ไม่สนิท และhydrogen bond 

ของนํ -ามีแรงยดึเหนี$ยวสงูทําให้โมเลกลุเกาะกนัแนน่  
 

 2) สมบัตทิางเคมีของกรดไขมัน (Christie, 2002)  
 
  2.1) ปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส (hydrolysis) เป็นปฏิกิริยาการสลายไตรกลีเซอ-
ไรด์ด้วยนํ -าและได้ผลิตภณัฑ์สดุท้ายจากการย่อยสลายเป็นกลีเซอรอลและกรดไขมนัอิสระ (ภาพที$ 
2.5) โดยเกิดได้ทั -งในสภาวะกรดและเบส  
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ภาพที� 2.5 ปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส 
 
   2.2) ปฏิกิริยาเอสเทอร์ริฟิเคชั$น (esterification) เป็นปฏิกิริยาย้อนกลบั
ของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส โดยการสร้างพันธะเอสเทอร์ระหว่างแอลกอฮอล์กับกรดไขมันตรง
ตําแหนง่ของหมูค่าร์บอกซิล และได้ผลิตภณัฑ์สดุท้ายจากการย่อยสลายเป็น ไตรกลีเซอไรด์ (ภาพ
ที$ 2.6) 
 

 
 

ภาพที� 2.6 ปฏิกิริยาเอสเทอร์ริฟิเคชั$น 
 
   2.3) ปฏิกิริยาทรานซ์เอสเทอร์ริฟิเคชั$น (transesterification) เป็น
ปฏิกิริยาการเปลี$ยนหมู่ของสารหนึ$งไปยงัอีกสารหนึ$งซึ$งเป็นสารชนิดเดียวกนั โดยแบ่งออกเป็น 4 
รูปแบบคือ 
 
    2.3.1) acidolysis 
 

 
 

    2.3.2) alcoholysis 
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    2.3.3) ester exchange (interesterification) 
 

 
 

    2.3.4) aminolyisis 
 

 
 

2.3) ปฏิกิริยาการเติมไฮโดรเจน เป็นปฏิกิริยาการเติมหมู่ไฮโดรเจน 
(hydrogination) ลงในตําแหน่งพนัธะคูข่องกรดไขมนัหรือเอสเทอร์ของกรดไขมนั โดยมีโลหะเช่น 
Pt, Pd, Ni และ Cu เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา  

 
2.4) ปฏิกิริยาการเตมิฮาโลเจน เป็นปฏิกิริยาที$พนัธะคูใ่นไขมนัหรือนํ -ามนั

ชนิดไม่อิ$มตวัมีการเติมฮาโลเจน เช่น Cl2 I2 และBr2 ตรงตําแหน่งของพนัธะคู่ของกรดไขมนัโดย
ปฏิกิริยาที$เกิดขึ -นสามารถนําไปใช้วิเคราะห์เชิงปริมาณเพื$อหาความอิ$มตวัของไขมนัหรือนํ -ามนั 

 
2.2.3 กรดไขมันที�พบในพืช 
 
 กรดไขมนัที$พบในพืชส่วนใหญ่จะพบในส่วนที$เป็นเมล็ดโดยเฉพาะส่วนที$เรียกว่า       

เอนโดเสปิร์มเป็นสว่นของเมล็ดที$ทําหน้าที$ในการสะสมอาหารจําพวก คาร์โบไฮเดรต โปรตีน ไขมนั
และกรดไขมนั โดยมีทั -งกรดไขมนัอิ$มตวั เช่น กรดปาลมิติก กรดสเตียริก และกรดไขมนัไม่อิ$มตวั 
เช่น   กรดไลโนเลอิก กรดไลโนเลนิก กรดโอเลอิก โดยในพืชแต่ละชนิดจะมีองค์ประกอบของกรด
ไขมนัที$แตกตา่งกนั ทั -งนี -ขึ -นอยู่กบั ชนิด สภาวะการเจริญ ของพืชชนิดนั -นๆ โดยเฉพาะพืชกลุ่มที$ให้
นํ -ามนั เช่น ปาล์มนํ -ามนั ถั$วเหลือง ทานตะวนั ละหุ่ง งา มะพร้าว และสบู่ดํา เป็นต้น (Were และ
คณะ, 2006) โดยปริมาณกรดไขมนัโดยนํ -าหนกัที$มีในนํ -ามนัพืชแตล่ะชนิด แสดงดงัตารางที$ 2.2 
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ตารางที� 2.2 ปริมาณกรดไขมนัโดยนํ -าหนกัที$มีในนํ -ามนัพืชแตล่ะชนิด 
ชนิดนํ -ามนั  องค์ประกอบกรดไขมนัหลกั 

C8:0 C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 

ปาล์ม   -  - 0.5  0.5-2.0  32.0-47.0  3.5-6.0  40.0-52.0  9.0-12.0  

ปาล์มโอลีน  5.4  3.9  0.1-0.5  0.5-1.5  38.0-43.5  3.5-5.0  39.8-46.0  10.0-13.5  

ปาล์มสเตียรีน   -  - 0.1-0.5  1.0-2.0  48.0-74.0  3.9-6.0  15.5-36.0  3.0-10.0  
เมล็ดในปาล์ม  4.4  3.7  45.0-55.0  14.0-18.0  6.5-10.0  1.0-3.0  12.0-19.0  1.0-3.5  
มะพร้าว  8.0  7.0  45.1-53.2  16.8-21.0  7.5-10.2  2.0-4.0  5.0-10.0  1.0-2.5  
ถั$วลิสง  -  -  0.1  0.1  8.0-14.0  1.0-4.5  35.0-67.0  13.0-43.0  
เมล็ดสบูดํ่า  -  -  -  -  15.0  6.0  43.0  35.0  

เมล็ดเร็พ  -  -  -  0.2  1.5-6.0  0.5-3.1  8.0-60.0  11.0-23.0  

ถั$วเหลือง  -  -  0.1  0.2  8.0-13.5  2.0-5.4  17.7-28.0  48.0-59.0  

ที�มา: สํานกังานเศรษฐกิจอตุสาหกรรม (2551) 
 

นํ -ามันพืชส่วนใหญ่จะมีกรดไขมันที$มีคาร์บอนอะตอม 16 ถึง 22 อะตอมเป็น
องค์ประกอบ พืชนํ -ามนัหลกัของไทย คือ ปาล์มนํ -ามนั มีองค์ประกอบส่วนใหญ่เป็นกรดโอเลอิก 
(C18:1) 40-52 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ กรดปาลมิติก (C16:0) 32-47 เปอร์เซ็นต์ และที$เหลือเป็น
ส่วนประกอบของกรดไมริสติก (C14:0) กรดสเตียริก (C18:0) และกรดลิโนเลอิก (C18:2) 

(สํานกังานเศรษฐกิจอตุสาหกรรม, 2551)  
 

 นอกจากกรดไขมันที$พบในเมล็ดของพืชแล้ว ยงัมีพืชใต้นํ -าบางชนิด เช่น สาหร่าย
ทะเล Schizochytrium sp. และ Nammochloropsis oculata ที$พบว่าสามารถนํามาสกดักรด
ไขมนัได้ โดยกรดไขมนัที$พบสว่นใหญ่จะเป็นกรดไขมนัในกลุ่มกรดไขมนัโอเมก้า 3 (Omega-3 fatty 
acid) เช่น กรดไลโนเลนิก (18:3, n-3) กรดไอโคซาเพนอีโนอิค หรือมีชื$อย่อว่า EPA (22:5, n-3) 
กรดโดโคซาเฮกซาอีโนอิก หรือมีชื$อยอ่วา่ DHA (22:6, n-3) ดงัแสดงในตารางที$ 2.3 
 
ตารางที� 2.3 องค์ประกอบของสาหร่ายในทะเลบางชนิด 

Marine source Fatty acid (w/w) 
16:0 18:0 18:1 

cn-9 
18:2 
n-6 

18:3 
n-3 

20:5 
n-3 

22:5 
n-3 

22:6 
n-3 

Reference 

Marine algae 
Schizochytrium sp. 

 
18.0 

 
0.33 

 
0.11 

 
0.31 

 
0.25 

 
1.28 

 
6.95 

 
17.1 

 
Sardi et al., 2006 
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ตารางที� 2.3 องค์ประกอบของสาหร่ายในทะเลบางชนิด (ตอ่) 
Marine source Fatty acid (w/w) 

16:0 18:0 18:1 
cn-9 

18:2 
n-6 

18:3 
n-3 

20:5 
n-3 

22:5 
n-3 

22:6 
n-3 

Reference 

Nammochloropsis 

oculata 
17.9 0.7 5.6 7.4 6.7 37.1 - - Fredrikson et al., 2006 

ที�มา: Woods และFearon (2009) 
 
2.2.4 กรดไขมันที�พบในสัตว์ 
 
 สตัว์จะมีไขมันแทรกอยู่ตามบริเวณผิวหนังและส่วนที$เป็นเนื -อตามส่วนต่างๆของ

ลําตวัโดยไขมนัจากสตัว์จะมีไขมนัอิ$มตวั 38-43 เปอร์เซ็นต์ โดยส่วนใหญ่กรดไขมนัไขมนัที$พบคือ            
กรดปาลมิติก 25-28 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ กรดสเตียริก 12-14 เปอร์เซ็นต์ และไมริสติก                   
1 เปอร์เซ็นต์ ส่วนไขมนัไม่อิ$มตวัมี 56-62 เปอร์เซ็นต์ มีไขมนัไม่อิ$มตวัเชิงเดี$ยว 47-50 เปอร์เซ็นต์ 
ประกอบด้วยกรดโอเลอิก 44-47 เปอร์เซ็นต์ และกรดปาลมิโตเลอิก 3 เปอร์เซ็นต์ และไขมันไม่
อิ$มตวัเชิงซ้อน ที$ประกอบด้วยกรดลิโนเลอิก 6-10 เปอร์เซ็นต์ ทั -งนี -ชนิดและปริมาณของกรดไขมนั
จะขึ -นกบัชนิดของสตัว์ ดงัแสดงในตารางที$ 2.4 และตารางที$ 2.5 
 
ตารางที� 2.4 องค์ประกอบของกรดไขมนัในสตัว์บางชนิด 

Animal source Fatty acid (w/w) 
10:0 12:0 14:0 16:0 18:0 18:1c 

n-9 
18:2 
n-6 

18:3 
n-3 

20:4 
n-6 

20:5 
n-3 

22:5 
n-3 

22:6 
n-3 

Beef          Muscle 
                 Fat 

- 
- 

- 
0.3 

2.5 
3.1 

24.6 
25.7 

15.0 
17.4 

39.1 
36.6 

2.8 
1.0 

0.8 
0.5 

0.5 
- 

0.3 
- 

0.5 
- 

- 
- 

Lamp        Muscle 
                 Fat 

0.3 
0.3 

0.5 
0.6 

0.6 
- 

21.7 
21.8 

17.6 
19.9 

32.3 
28.8 

1.8 
1.2 

1.2 
1.1 

0.5 
0.1 

0.3 
- 

0.4 
0.1 

0.1 
- 

Pork          Muscle 
                 Fat 

- 
0.1 

- 
- 

- 
- 

22.8 
23.3 

12.4 
13.3 

37.4 
38.7 

14.8 
14.8 

1.4 
1.5 

1.1 
0.2 

0.3 
- 

0.5 
0.2 

0.3 
0.2 

Chicken   Dark meat 
                 Light meat 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

20.4 
18.9 

6.0 
6.0 

42.7 
36.1 

16.6 
13.7 

2.6 
1.7 

0.4 
0.8 

- 
- 

0.4 
0.8 

0.4 
0.8 

ที�มา: Woods และFearon (2009)  
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ตารางที� 2.5 องค์ประกอบของกรดไขมนัในปลา 
Marine source Fatty acid (w/w) 

16:0 18:0 18:1 
cn-9 

18:2 
n-6 

18:3 
n-3 

20:5 
n-3 

22:5 
n-3 

22:6 
n-3 

Reference 

Fish oil   20.4 23.4 1.27 10.8 1.34 6.13 Baucells 
et al., 
2000 

ที�มา: Woods และFearon (2009) 
 

2.2.5 กรดไขมันที�พบในจุลินทรีย์ 
 

 ไขมนัเป็นองค์ประกอบหลกัของเซลล์จุลินทรีย์ ทั -งยีสต์ รา แบคทีเรีย และสาหร่าย 
โดยไขมันหลักประกอบด้วยไตรกลีเซอไรด์ที$ประกอบด้วยกรดไขมันและกลีเซอรอล โดยเฉพาะ
จลุินทรีย์ที$เรียกว่า Oleaginous microorganisms สามารถสะสมไขมนัไว้ในเซลล์ได้มากกว่า 20 
เปอร์เซ็นต์ตอ่นํ -าหนกัแห้ง (Ratledge และคณะ, 2008) และองค์ประกอบของกรดไขมนัจะขึ -นอยู่
กบัชนิดของจลุินทรีย์ (ตารางที$ 2.6, 2.7, 2.8 และ2.9) 
 

ตารางที� 2.6 องค์ประกอบของกรดไขมนัในแบคทีเรียชนิดตา่งๆ 
Microorganisms Fatty acid (w/w) 

10:0 12:0 14:0 16:0 16:1 18:0 18:
1 

Lactobacillus arabinosus 1.1 2.3 1.2 18.7 - - - 
Lactobacillus casei 2.1 2.8 2.1 24.3 - 7.0 - 
Lactobacillus delbrueckii 0.5 1.2 2.5 27.5 - 10.8 - 
Streptococcus sp. 0.5 5.2 4.4 26.6 - 8.0 - 
Clostridium butyricum 2.5 2.4 0.4 49.0 - 6.2 - 
Escherichia coli 0.3 0.3 0.7 - - - - 
Agrobacterium tumefaciens 0.9 4.0 1.1 8.2 - - - 

ที�มา: William (1992) 
 

 จากการศึกษาของ Kaneda (1967) พบว่าองค์ประกอบกรดไขมันหลักของ Bacillus 
subtilis และ Bacillus จีนสัอื$นๆนั -นมีองค์ประกอบของกรดไขมนัส่วนใหญ่เป็น branch chain 
ได้แก่ anteiso-C15 เทา่กบั 33-40 เปอร์เซ็นต์, anteiso-C17 เท่ากบั 10 เปอร์เซ็นต์, iso-14 เท่ากบั 
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2-4 เปอร์เซ็นต์, iso-15 เท่ากบั 13-14 เปอร์เซ็นต์, iso-16 เท่ากบั 9-11 เปอร์เซ็นต์ และ iso-17 
เท่ากบั 13-15 เปอร์เซ็นต์ ถึง 60 เปอร์เซ็นต์ของกรดไขมนัทั -งหมดนอกจากนั -นยงัมี normal chain 
เช่น กรดไมริสติก (C14) เท่ากบั 3-4 เปอร์เซ็นต์และกรดปาลมิติก (C16) เท่ากบั 5-6 เปอร์เซ็นต์ ที$
สภาวะการเลี -ยงคือ พีเอช 6 อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 
 
ตารางที� 2.7 องค์ประกอบของกรดไขมนัในยีสต์ชนิดตา่งๆ 

Microorganisms Fatty acid (w/w) Reference 
14:0 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 

Candida sp. 107 5 37 1 14 36 7 - Gill et al. 
Candida sp. 107 - 28 - 8 41 16 7 Davies 
Candida sp. - 23 13 3 54 5 2 Aggelis et al. 
Rhodotorula gracilis 1 21 - 13 51 11 3 Choi et al. 
Candida curvata - 36 - 14 40 7 - Evans and 

Ratledge 
Candida curvata - 37 - 10 44 6 - Evans and 

Ratledge 
Apiotrichum curvarum - 34 - 10 43 7 2 Hassan et al. 
Cryptococcus curvatus - 24 - 10 46 9 6 Hassan et al. 
Cryptococcus curvatus - 18 - 16 50 16 - Meesters et al. 
Cryptococcus curvatus - 31 - 22 42 1 - Wu et al. 
Cruptococcus albidus - 14 - 9 53 18 2 Hansson and 

Dosta´lek 
Cruptococcus albidus - 20 - 11 59 6 6 Davies 
Yarrowia lipolytica - 15 2 11 47 21 3 Papanikolaou and 

Aggelis 
Yarrowia lipolytica - 12 11 9 57 11 - Andre et al. 
Yarrowia lipolytica  - 13 17 6 55 7 - Makri et al. 
Rhodosporidium 

toruloides 

1 20 1 15 47 13 3 Li et al.  

Rhodosporidium 

toruloides 

1 34 - 13 48 1 - Hu et al. 

Rhodosporidium 

toruloides 

1 26 2 5 62 3 - Wu et al. 
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ตารางที� 2.7 องค์ประกอบของกรดไขมนัในยีสต์ชนิดตา่งๆ (ตอ่) 
Microorganisms Fatty acid (w/w) Reference 

14:0 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 
Rhodosporidium  

toruloides 

 
1 

 
43 

 
- 

 
16 

 
35 

 
2 

 
- 

 
Wu et al. 

Lipomyces starkeyi - 56 2 14 26 - - Angerbauer et al. 
Lipomyces starkeyi - 37 4 6 49 1 - Zhao et al. 
Rhodotorula 

mucilaginosa 

- 22 2 9 55 11 - Zhao et al. 

Trichosporon capitatum - 12 1 2 74 9 - Wu et al. 
Rhodotorula sp. - 22 1 7 56 12 - Chatzifragkou et 

al. 
Candida oleophila - 13 3 7 66 11 - Chatzifragkou et 

al. 
Candida tropicalis - 24 3-8 50-56 7-15 1-2 - Dey and Maiti 

ที�มา: Papanikolaou และAggeli (2011)  
 
 ยีสต์เป็นจุลินทรีย์ที$มีองค์ประกอบของกรดไขมนัคล้ายกับที$กรดไขมนัที$พบในนํ -ามนัจาก
พืช และสามารถผลิตกรดไขมันได้สูง โดยกรดไขมนัที$พบส่วนใหญ่มีจํานวนคาร์บอน 14 ถึง 18 
อะตอม เป็นกรดโอเลอิก (C18:1) มากที$สุด รองลงมาคือกรดปาล์มิติก (C16) กรดสเตียริก 
(C18:0) และ     กรดลิโนเลอิก (C18:2) ทั -งนี -ขึ -นอยู่กับสายพนัธุ์ของยีสต์ ยีสต์บางกลุ่มสามารถ
ผลิตกรดไขมันได้สูงถึง 40-20 เปอร์เซ็นต์ ต่อนํ -าหนักเซลล์แห้ง เช่น Crytococcus sp., 
Endomycopsis sp., Rhodotorula sp. และ Trichosporon sp. (Tehlivets และคณะ, 2007) 
 
 Yarrowai lipolytica เป็นยีสต์สายพนัธุ์หนึ$งในกลุ่มของ Oleaginous yeast ที$สามารถ
สะสมไขมนัไว้ในเซลล์ได้มากกว่า 20 เปอร์เซ็นต์ตอ่นํ -าหนกัแห้ง (Ratledge และคณะ, 2008) โดย
จากการศกึษาของ Papanikolaou และ Aggelis (2011) พบว่ากรดไขมนัที$เป็นองค์ประกอบหลกัของ
ยีสต์สายพนัธุ์นี -คือ กรดโอเลอิก (C18:1) 47 เปอร์เซ็นต์ กรดลิโนเลอิก (C18:2) 21 เปอร์เซ็นต์ 
รองลงมาคือกรดปาลมิติก (C16:0) และกรดสเตียริก (C18:0) เท่ากับ 15 และ11 เปอร์เซ็นต์
ตามลําดบั 
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 Candida tropicalis เป็นยีสต์อีกสายพนัธุ์หนึ$งที$สามารถสะสมไขมนัไว้ในเซลล์ได้มาก
เช่นกนั โดยจากงานวิจยัของ Dey และMaiti (2011) พบว่ายีสต์สายพนัธุ์นี -มีองค์ประกอบของกรด
ไขมนัส่วนใหญ่เป็น กรดสเตียริก (C18:0) 50-56 เปอร์เซ็นต์ กรดปาลมิติก (C16:0) 24 เปอร์เซ็นต์ 
รองลงมาคือกรดโอเลอิก (C18:1) 7-15 เปอร์เซ็นต์  
 
ตารางที� 2.8 องค์ประกอบของกรดไขมนัในราชนิดตา่งๆ 

Microorganisms Fatty acid (w/w) 
8:0 9:0 10:0 12:0 14:0 16:0 16:1 18:0 18:1 

Aspergillus nidulans 

(Ri-1.473) 
7.7 4.9 7.5 2.3 5.3 14.5 - - 30.8 

 

Aspergillus sydowii 
(Ri-1.474) 

1.2 1.4 1.3  3.2 18.6 - - 62.9 

Fusarium oxysporum 

(Ri-1.470) 
0.5 0.3 0.5 0.3 7.6 29.5 - - 52.4 

Fusarium equisetti 

(Ri-1.471) 
0.7 0.5 0.4 4.0 0.6 34.0 - - 46.0 

ที�มา: Azeem และคณะ(1999) 
 
2.2.6 กระบวนการผลิตกรดไขมันในอุตสาหกรรมโอเลโอเคมิคอล (ดดัแปลงจาก 

Biermann และคณะ, 2001) 
 
 กระบวนการผลิตกรดไขมนัที$นิยมโดยทั$วไปประยกุต์จากเทคโนโลยีในอตุสาหกรรม  
โอเลโอเคมิคอล โดยกระบวนการผลิตที$สําคญัๆของการผลิตกรดไขมนั (ภาพที$ 2.6) แยกออกเป็น
กระบวนการหลกัๆดงันี - 
 
2.2.6.1 การเตรียมเบื -องต้น (pre-treatment process)  
 
  ในไขมนัและนํ -ามนัมีสิ$งเจือปนที$อยูใ่นรูปสารอินทรีย์ เชน่ เลซิตนิ คลอโรฟิลล์  
เป็นต้น ซึ$งปนเปื-อนมาจากแหล่งกําเนิดทางธรรมชาติของไขมนัและนํ -ามนั รวมถึงสิ$งเจือปนอื$นๆ 
เช่น โปรตีน คีโตน เปอร์ออกไซด์ อลัดีไฮด์ ซึ$งสิ$งเจือปนต่างๆ เหล่านี -มีผลกระทบต่อกระบวนการ
ผลิตเพื$อทําให้สารบริสทุธิ| 
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 2.2.6.2 การแยกกรดไขมนั (splitting process)  
 
 การแยกกรดไขมนัเป็นกระบวนการที$ทําการแยกเอากรดไขมนัและกลีเซอรีน
ที$จบัตวักนัในรูปไตรกลีเซอไรด์ให้ออกมาในรูปของกลีเซอรอลและกรดไขมนัอิสระชนิดต่างๆ ด้วย
วิธี        การไฮโดรไลซิสด้วยนํ -า 
 
 2.2.6.3 กระบวนการเตมิก๊าซไฮโดรเจน (hydrogenation process)  
 
 เป็นกระบวนการเติมก๊าซไนโฮโดรเจน เป็นขั -นตอนที$ทําให้กรดไขมันที$ไม่
อิ$มตวัเปลี$ยนเป็นกรดไขมนัอิ$มตวั เพื$อให้ได้ผลิตภณัฑ์ที$เหมาะสมกบักระบวนการผลิตตอ่เนื$องอื$นๆ
ต่อไป โดยในขั -นตอนนี -กรดไขมนัไม่อิ$มตวัจะถูกไฮโดรจีเนตด้วยก๊าซไฮโดรเจน และมีโลหะนิเกิล
เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาที$สําคญั ภายใต้สภาวะที$มีความดนัและอณุหภมูิที$เหมาะสม ได้เป็นสมการดงันี - 
 

RCH = CHCOOH   H2/Ni   RCH2CH2COOH 

                      กรดไขมนัไม่อิ$มตวั             กรดไขมนัอิ$มตวั 

  
 
 2.2.6.4 กระบวนการฟอกจางสี (Bleaching process)  
 
 ผลิตภัณฑ์ของกรดไขมนับางชนิดต้องนํามาฟอกจางสีเพิ$มเติม ทั -งนี -อาจจะ
ขึ -นอยู่กับข้อกําหนดทางการค้าว่าต้องการผลิตภัณฑ์ที$มีสีมากน้อยเพียงใด โดยกระบวนการฟอก
จางสีจะใช้ผงดิน (bleaching earth) และถ่านกมัมนัต์ (activated carbon) เป็นสารฟอกจางสี 
ภายใต้ระบบสญุญากาศเพื$อป้องกนัไมใ่ห้ไขมนัสมัผสักบัอากาศ  
 
 2.2.6.5 กระบวนการกลั$นบริสทุธิ| (distillation process)  
 
 กระบวนการกลั$นเป็นกระบวนการที$นํากรดไขมนัที$ได้จากกระบวนการแยก     
กรดไขมนัมาผา่นการกลั$นเพื$อให้ได้กรดไขมนับริสทุธิ|แตล่ะชนิด โดยใช้คณุสมบตัิเรื$องจดุเดือดและ
ขนาดของโมเลกลุที$แตกตา่งกนัของกรดไขมนัแตล่ะชนิด ซึ$งมีจดุเดือดและมวลโมเลกลุแตกตา่งกนั
ตามองค์ประกอบเคมีที$มีอยู่ กรดไขมนัที$มีมวลโมเลกุลน้อย มีโมเลกลุขนาดเล็ก จะมีจุดเดือดตํ$า
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เมื$อเข้าสูก่ระบวนการกลั$นจะถกูแยกออกมาก่อน โดยกรดไขมนัที$มีมวลโมกลุมากขึ -นจะมีจดุเดือด
สงูขึ -นและการกลั$นตวัในกระบวนการกลั$นก็จะแยกออกมาทีหลงัตามลําดบั  
 
 2.2.6.6 กระบวนการกลั$นกรดไขมนั (fatty acid distillation)  
 

 กรดไขมันที$ได้จากกระบวนการแยกกรดไขมันนั -นจะถูกแยกนํ -าและแก๊สที$
เหลืออยู่โดยใช้สญุญากาศฉีดเข้าไปในหอกลั$น ที$มีอุณหภูมิประมาณ 200 องศาเซลเซียส และมี
ความดนัที$ประมาณ 1.2 กิโลปาสคาลหรือตํ$ากว่าโดยใช้ไอนํ -าความดนัสงูหรือนํ -ามนัร้อนเป็นตวัพา
ความร้อนให้กบัหอกลั$น กรดไขมนัส่วนเบา (light end) ที$กลั$นได้จะมีลกัษณะเป็นนํ -าสีขาว และมี
สิ$งเจือปนน้อย มีจดุเดือดตํ$า ส่วนกรดไขมนัหนกั (heavy end) จะมีจดุเดือดที$สงูกว่า มีคณุภาพที$
ตํ$ากว่า และอาจถกูส่งกลบัไปยงัหอกลั$นซํ -าอีก ส่วนกรดไขมนัที$เหลือ และเป็นส่วนหนกัมากจะตก
ลงสูห่อกลั$นและถกูเคี$ยวจนกลายเป็นของเหลวหนืดนําไปใช้เป็นเชื -อเพลิงให้แก่หม้อต้มไอนํ -าตอ่ไป  
 

 
ภาพที� 2.7 แผนผงักระบวนการผลิตกรดไขมนัในอตุสาหกรรมโอเลโอเคมิคอล 
ที�มา: www.lurgi.com 
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2.2.7 ประโยชน์ของกรดไขมัน 
 

 2.2.7.1 กรดคาปริลิก (Caprylic acid) มีคณุสมบตัิในการยบัยั -งการเจริญเติบโต
ของรา ยีสต์ และแบคทีเรีย ใช้ในการรักษาการติดเชื -อในกระเพาะอาหารและลําไส้ จาก 
Salmonella sp. Staphylococcus sp. และ Candida albicans. เพราะกรดคาปริลิกเป็นกรด
ไขมันสายสั -นจึงทําให้ง่ายต่อการแทรกซึมผ่านผนังเซลล์ของจุลินทรีย์และยับยั -งการเจริญของ
จลุินทรีย์ได้ดี (Nair และคณะ, 2005) นอกจากนั -นยงัมีการใช้กรดคาปริลิกเป็นเป็นส่วนผสมของ
เจลทําความสะอาดในอุตสาหกรรมเบียร์ ไวน์ และเครื$องดื$มต่างๆ และยงัมีการนําใช้ในการผลิต
เอสเทอร์เพื$อใช้สําหรับการผลิตนํ -าหอมและสีย้อม 
  
 2.2.7.2 กรดคาปริก (Capric acid) ใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตนํ -าหอม สีย้อม 
พลาสติก นํ -ามันหล่อลื$น สารแต่งเติมอาหารและอุตสาหกรรมยา โดยในอุตสาหกรรมยาจะ
สังเคราะห์กรดคาปริกให้อยู่ในรูปของเอสเทอร์และผสมกับยาเพื$อใช้เป็นยาฉีดช่วยเสริม
ประสิทธิภาพในการเปลี$ยนโมโนรอลินเป็นสารโมโนคาปริน ซึ$งมีฤทธิ|ไปทําลายเยื$อหุ้มเซลล์ของ
จลุินทรีย์ (Tenda และคณะ, 2009) 
 
 2.2.7.3 กรดลอริก (Lauric acid) เป็นองค์ประกอบหลกัในนํ -ามะพร้าวและพบมาก
ในเมล็ดในปาล์ม โดยมีคุณสมบัติในการยับยั -งการเจริญเติบโตของไวรัส รา และแบคทีเรีย           
มีสถานะเป็นของแข็งที$อุณหภูมิห้อง กรดลอริกถูกนําไปใช้ในอุตสาหกรรมยาอย่างแพร่หลาย 
เพราะมีคณุสมบตัิในการกระตุ้นกระบวนการเผาผลาญในร่างกาย โดยกระตุ้นการหลั$งฮอร์โมน
จากตอ่มไทรอยด์ ในร่างกายของมนษุย์กรดลอริกจะถกูเปลี$ยนให้อยู่ในรูปของ โมโนลอริน ซึ$งจะไป
ทําลายเยื$อหุ้มเซลล์ของจลุินทรีย์ (Nakatsuji และคณะ, 2009) นอกจากนั -นยงัมีการใช้กรดลอริก
ในอตุสาหกรรมผลิตนํ -ายางข้น โดยใช้เติมลงในนํ -ายางร่วมกบัแอมโมเนีย เพื$อควบคมุความเสถียร
ของนํ -ายางข้น 
 
 2.2.7.4 กรดไมริสติก (Myristic acid) พบในลกูจนัทร์เทศ (Nutmeg) นํ -ามนัปาล์ม 
นํ -ามันมะพร้าว นํ -ามันเมล็ดในปาล์ม ใช้ในการผลิตไกลซีนสําหรับใช้เป็นสารให้ความหวานใน
อุตสาหกรรมอาหารและยา นอกจากนั -นเอสเทอร์ของกรดไมริสติกยังใช้ในอุตสาหกรรม
เครื$องสําอางและยา เพื$อชว่ยในการดดูซมึยาเข้าสูผ่ิวหนงั  
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 2.2.7.5 กรดปาลมิตกิ (Palmitic acid) พบมากในนํ -ามนัปาล์ม ใช้ในการผลิตเรทินิล 
ปาลมิเตท (Retinyl Palmitate) สําหรับใช้เป็นสารแอนตี -ออกซิแดนท์ และใช้เติมในนมพร่องมนัเนย 
เพื$อทดแทนวิตามินเอในส่วนที$ถูกกําจดัออกไปพร้อมกับไขมนั และยงัช่วยให้วิตามินเอสามารถ
ละลายในนมได้ อนพุนัธ์ของกรดปาลมิตกิใช้ในการผลิตสารต้านอนมุลูอิสระ 
 

2.2.7.6 กรดสเตียริก (Stearic acid) ใช้อย่างแพร่หลายในอตุสาหกรรมผลิตเทียน 
สบู่ เครื$องสําอาง พลาสติก สีเทียน ในอุตสาหกรรมยางช่วยให้ยางอ่อนนุ่ม นอกจากนั -นเอสเทอร์
ของกรด สเตียริกกับเอทิลีนไกลคอล ไกลคอลสเตียเรต และไกลคอลไดสเตียเรต ใช้ทําให้แชมพูมี
ลกัษณะเป็นสีมกุ และใช้เป็นสารที$ชว่ยให้เกิดการตกผลกึในสบูแ่ละเครื$องสําอาง 
 
 2.2.7.7 กรดโอเลอิก (Oleic acid) หรือ โอเมกา 9 (ω-9) เป็นกรดไขมนัไม่อิ$มตวัที$
ร่างกายสามารถสร้างขึ -นเองได้ ชว่ยลดปริมารคอเรสเตอรอลและลดไขมนัในเส้นเลือด ทําให้ไม่เกิด
ไขมนัอดุตนัในเส้นเลือดสําหรับในทารกหรือเด็กแรกเกิดกรดโอเลอิกจะช่วยบํารุงสมองและช่วยใน
เรื$องของความจํา นอกจากนั -นยงัมีรายงานของงานวิจยัที$พบว่าสามารถช่วยป้องกนัโรคหวัใจ และ
โรคมะเร็งได้อีกด้วย (Mendez, 2005) ในทางอตุสาหกรรมจะใช้กรดโอเลอิกเป็นสารลดแรงตงึผิว  
 

2.2.7.8 กรดลิโนเลอิก (Linoleic acid) เป็นกรดไขมนัที$จําเป็นต่อร่างกาย ช่วย
รักษาการบกพร่องของชิ -นสว่นเนื -อเยื$อ ซอ่มแซมเนื -อเยื$อที$สึกหรอ รักษาบาดแผล นอกจากนั -นยงัใช้
ในอตุสาหกรรมผลิตสบู ่อิมลัซิไฟเออร์ เครื$องสําอางบํารุงผิว โดยมีคณุสมบตัิช่วยลดริ -วรอย รักษา
ความชุม่ชื$นให้กบัผิว  
 
2.3 ปาล์มนํ Hามัน 
 

ปาล์มนํ -ามัน (Oil palm) เป็นพืชใบเลี -ยงเดี$ยว จัดอยู่ในวงศ์ (family) Palmae หรือ 
Arecaceae และอยู่ในสกลุ (genus) Elaeis ซึ$งประกอบด้วยนํ -ามนัปาล์ม 2 ชนิด (Species) ได้แก่ 
Elaeis guineensis เป็นชนิดที$นิยมปลูกในปัจจุบนัและมีถิ$นกําเนิดดั -งเดิมอยู่ในทวีปแอฟริกา
ตอนกลางและแอฟริกาตะวนัตก ให้ผลผลิตทะลายสงู นํ -าหนกัผลเปลือกนอกและผลผลิตนํ -ามนัสงู 
ส่วนชนิดที$สองคือ Elaeis deifera มีถิ$นกําเนิดอยู่ที$ทวีปอเมริกาใต้และอเมริกากลางมีลกัษณะลํา
ต้นเตี -ยและมีความต้านทานโรคตาเน่า โดยนํ -ามันปาล์มที$สกัดได้จะมีกรดไขมันไม่อิ$มตัวสูง  

(unsaturated fatty acid) ประมาณร้อยละ 77-78 มีวิตามินเอและวิตามินอีสงู แตใ่ห้ผลผลิตและ
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ปริมาณนํ -ามันน้อยกว่าพันธุ์  Elaeis guineensis จึงนิยมใช้พันธุ์  Elaeis deifera สําหรับการ
ปรับปรุงพนัธุ์โดยวิธีผสมข้ามสายพนัธุ์ (Ravigadevi และคณะ, 2000)  

 
 

  2.3.1 การผลิตนํ Hามันปาล์มในประเทศไทย 
 

 ปาล์มนํ -ามนัจดัเป็นพืชเศรษฐกิจหลกัของประเทศไทยชนิดหนึ$งและสามารถนํามา
ผลิตนํ -ามนัได้มากที$สดุ โดยนํ -ามนัที$ได้แบง่ออกเป็น 2 ประเภทด้วยกนั คือ นํ -ามนัที$สกดัได้จากเนื -อ
ผลปาล์มจากส่วนที$เรียกว่า mesocarp (crude palm oil) และเมล็ดในปาล์ม (palm kernel oil) 
โดยนํ -ามนัประเภทที$ใช้ในการบริโภคเป็นหลักคือ นํ -ามันที$สกัดได้จากเนื -อผลปาล์ม ส่วนนํ -ามนัที$
สกัดได้จากเมล็ดในปาล์มส่วนใหญ่จะถูกนําไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมโอลิโอเคมิคัล 

(Oleochemical industry) ตอ่ไป (Gustone, 2002) 
 
ตารางที� 2.9 องค์ประกอบกรดไขมนัของนํ -ามนัปาล์มดบิและนํ -ามนัเมล็ดในปาล์ม 
กรดไขมนั นํ -ามนัปาล์มดบิ 

(crude palm oil) 
นํ -ามนัเมล็ดในปาล์ม 
(palm kernel oil) 

กรดไขมนัอิ$มตวั 50% 82% 
กรดคาโปรอิก (Caproic acid) - 0.1-0.5 
กรดคาปริลิก (Caprylic acid) - 3.4-5.9 
กรดคาปริก (Capric acid) - 3.3-4.4 
กรดลอริก (Lauric acid) 0.1-0.4 46.3-51.1 
กรดไมริสติก (Myristic acid) 1.0-1.4 14.3-16.8 
กรดปาลมิติก (Palmitic acid) 40.9-47.5 6.5-8.9 
กรดสเตียริก (Stearic acid) 3.8-4.8 1.6-2.6 
กรดอะราซิดิก (Arachidic acid) 0-0.8 - 
กรดไขมนัอิ$มตวั 50% 18% 
กรดปาลมิโตเลอิก (Palmitoleic acid) 0-0.6 - 
กรดโอเลอิก (Oleic acid) 36.4-41.2 13.2-16.4 

ที�มา: สํานกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2555 
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ปัจจุบันประเทศไทยมีเกษตรกรที$ปลูกปาล์มนํ -ามันมากกว่า 1.28 แสนครัวเรือน พื -นที$
เพาะปลูกทั -งหมดคิดเป็น 4.28 ล้านไร่ สามารถผลิตนํ -ามนัปาล์มดิบได้ปีละ 1.9 ล้านตนั และใน         
ปี 2555 มีแนวโน้มการผลิตเพิ$มขึ -นรอยละ 5-7 จากปี 2554 (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 
2555) เนื$องจากปาล์มนํ -ามนัจะเจริญเติบโตได้ดีในสภาพอากาศร้อนชื -นจึงทําให้มีการเพาะปลูก
เป็นจํานวนมากทางภาคใต้ของประเทศไทย โดยพื -นที$ที$มีการเพาะปลูกมากได้แก่ จงัหวัดกระบี$ 
สรุาษฏร์ธานี ชมุพร สตลู และตรัง โดยจงัหวดัที$มีการปลกูมากที$สดุคือ จงัหวดักระบี$ คิดเป็นร้อย
ละ 39.40 รองลงมาคือจังหวัดสุราษฏร์ธานี ร้อยละ 29.70 และจังหวัดชุมพร ร้อยละ15.89 
ตามลําดบั 
 
2.4 ไลเปส 
 

ไลเปส (Lipase) มีชื$อเรียกตามระบบ International Union Of Biochemistry คือ 
“Triacylglycerol acylhydrolases” (E.C. 3.1.1.3) สามารถละลายนํ -าได้เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม 
hydrolases เร่งปฏิกิริยาทั -งการย่อยสลายไขมันและนํ -ามัน โดยจะทําปฏิกิริยาบนตําแหน่ง 

carboxylic ester เปลี$ยนไตรกลีเซอไรด์ เป็น ไดกลีเซอไรด์ โมโนกลีเซอไรด์ กลีเซอรอล และกรด
ไขมนัอิสระ นอกจากนั -นไลเปสยงัเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา กระบวนการเอสเทอริฟิเคชั$น (esterification) 
อินเตอร์เอสเทอริฟิเคชั$น (interesterification) และทรานเอสเทอริฟิเคชั$น (transesterification) 
(Houde และคณะ, 2004)  

 
ไลเปสเป็นตัวเ ร่งปฏิกิ ริยาทางชีวภาพหลักที$ มีการประยุกต์ใช้ ในอุตสาหกรรม

เทคโนโลยีชีวภาพ ไลเปสเป็นเอนไซม์ที$พบอยู่ทั$วไปทั -งในสัตว์ พืช และจุลินทรีย์ เช่น รา ยีสต์ 
แบคทีเรีย และแอคติโนไมซิส (Joseph และคณะ, 2008) โดยไลเปสจากพืชและสตัว์จะมีความคง
ตวัตํ$ากว่าไลเปสที$พบในจลุินทรีย์ ไลเปสจากจลุินทรีย์จะพบทั -งที$สร้างในเซลล์และขบัออกมานอก
เซลล์ จลุินทรีย์เป็นแหลง่ผลิตเอนไซม์ไลเปสที$สําคญัเนื$องจาก สามารถเจริญเติบโตได้เร็ว เลี -ยงง่าย 
ไมต้่องการพื -นที$ในการเลี -ยง ไม่ขึ -นกบัฤดกูาล เก็บเกี$ยวง่าย และสามารถเพิ$มผลผลิตได้โดยวิธีการ
ปรับปรุงพนัธุกรรม (Wiseman, 1995) 
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ภาพที� 2.8 ปฏิกิริยาของไลเปส  
ที�มา: (Ghosh และคณะ, 1996) 

 
 2.4.1 ประเภทของเอนไซม์ไลเปส 
 
  2.4.1.1 แบ่งตามความจําเพาะต่อตําแหน่งบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด์ ได้ 2 แบบ 
ดงันี - 
 
 1) เอนไซม์ไลเปสที$ไมมี่ความจําเพาะตอ่ตําแหน่งบนโมเลกลุไตรกลีเซอไรด์    
ทําให้เกิดการย่อยสลายไตรกลีเซอไรด์ได้อย่างสมบูรณ์จะได้กรดไขมันและกลีเซอรอลเป็น
ผลิตภณัฑ์ 
 
   2) เอนไซม์ไลเปสที$มีความจําเพาะตอ่ตําแหน่ง 1 และ 3 บนโมเลกลุไตรกลี    
เซอไรด์ ได้ 1,2(2,3)-diglyceride และ2-monoglyceride เป็นผลิตภณัฑ์  
 

2.4.2.2 แบง่ตามรูปแบบการเร่งปฏิกิริยา ได้ 3 แบบ ดงันี - 
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  1) ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) 
 

 
 

 2) ปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชั$น (esterification) 
 

 
 
 3) ปฏิกิริยาทรานซ์เอสเทอริฟิเคชั$น (transesterification) 
 

3.1) acidolysis 
 

 
 
    3.2) alcoholysis 
 

 
 

    3.3) ester exchange (interesterification) 
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3.4) aminolyisis 
 

 
 

ตารางที� 2.10 จลุินทรีย์ที$มีรายงานวา่สามารถผลิตไลเปสได้  
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ตารางที� 2.10 จลุินทรีย์ที$มีรายงานวา่สามารถผลิตไลเปสได้ (ตอ่) 
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ตารางที� 2.10 จลุินทรีย์ที$มีรายงานวา่สามารถผลิตไลเปสได้ (ตอ่) 
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ตารางที� 2.10 จลุินทรีย์ที$มีรายงานวา่สามารถผลิตไลเปสได้ (ตอ่) 

 
ที�มา: Sharma และคณะ (2001) 
   
2.5 การย่อยสลายนํ Hามันโดยจุลินทรีย์ 
 
 จุลินทรีย์ที$สามารถย่อยสลายนํ -ามันได้ จําเป็นต้องมีคุณสมบัติที$สําคญั คือมีเซลล์เมม
เบรน (membrane bound) และระบบเอนไซม์ออกซีจีเนส (oxygenase) โดยทั -งสองคณุสมบตัินี -
จะทําให้เกิดความเหมาะสมระหว่างการสัมผัสกันของจุลินทรีย์กับไฮโดรคาร์บอนที$ไม่ชอบนํ -า 
(water-insoluble hydrocarbon) Rosenberg และคณะ (1992) ศึกษาพบว่า Acenetobacter 
calcoaceticus RAC-1 นั -นมีกลไกในการดดูซบันํ -ามนัและนําไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนโดยจะจบัตวั
กบัหยดนํ -ามนัเมื$อเซลล์เข้าไปสมัผสักับหยดนํ -ามนัแล้วจะมีการปล่อยแคปซูล (capsules) ที$เป็น
สารพวกอิมลัแซน (emulsan) ซึ$งสารเหลา่นี -จะเข้าไปจบักบัพื -นผิวระหว่างนํ -ากบัไฮโดรคาร์บอน ทํา
ให้เซลล์ของแบคทีเรียสามารถเข้าไปเกาะผิวนอกของหยดนํ -ามนัโดยรอบได้ป้องกันการหลุดของ
หยดนํ -ามนั และจะเกิดการยอ่ยสลายนํ -ามนั(hydrolysis) ด้วยเอนไซม์ตอ่ไป  
 
 จากงานวิจยัของ จฑุากานต์ บญุมี (2553) ในการศกึษาการสร้างกลุ่มจลุินทรีย์เพื$อบําบดั
นํ -าเสียที$ปนเปื-อนไขมนั พบว่าจลุินทรีย์ที$มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายนํ -ามนัดีที$สุด 4 สายพนัธุ์ 
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ประกอบด้วย ยีสต์ 2 สายพนัธุ์ คือ Yarrowia lipolytica (Y2), Candida tropicalis strain 
Vaucher (L9) และแบคทีเรีย 2 สายพนัธุ์ คือ Bacillus subtilis subsp. subtilis strain A17 (T3), 
Bacillus subtilis subsp. subtilis strain E28 (V3) เมื$อเลี -ยงในอาหารนํ -าเสียสงัเคราะห์ที$มีนํ -ามนั
ปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอนในขวดเขย่า ที$เวลา 72 ชั$วโมงสามารถย่อยสลายนํ -ามนัปาล์มได้ เท่ากับ 
95.51, 89.14, 91.78 และ 91.48 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั และพบว่าจลุินทรีย์ทั -ง 4 สายพนัธุ์เป็น
จลุินทรีย์ที$สามารถอยู่รวมกนัในถังปฏิกรณ์ได้นานต่อเนื$องเป็นเวลา 168 ชั$วโมง โดยมีเปอร์เซ็นต์
การยอ่ยสลายนํ -ามนัเทา่กบั 90.50 เปอร์เซ็นต์ 
 
 2.5.1 ปฏิกิริยาเบต้าออกซิเดชั�น (Beta-Oxidation) 
 

 
 

ภาพที� 2.9 ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์ไลเปส  
ที�มา: Fickers และคณะ (2005) 
 

หลังจากเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์ไลเปส (Lipase) แล้วได้เป็นกลีเซ
อรอลและกรดไขมนั (ภาพที$ 2.9) กรดไขมนัอิสระที$ได้จะถกูจลุินทรีย์ยอ่ยสลายตอ่ในกระบวนการที$
เรียกว่า เบต้าออกซิเดชั$น (Beta-oxidation) กรดไขมนัจะถูกกระตุ้นด้วย Coenzyme A และได้
ออกมาเป็น Acetyl CoA และกรดไขมนัที$มีคาร์บอนหายไป 2 อะตอม (ภาพที$ 2.10) และหลงัจาก
นั -นจะเกิดปฏิกิริยาเบต้าออกซิเดชั$น (Beta-oxidation) ซํ -าอีกครั -ง โดยในครั -งที$สอง Acetyl CoA จะ
ถูกออกซิไดซ์หมดและถูกเปลี$ยนให้อยู่ในรูปของคาร์บอนไดออกไซด์และนํ -าผ่านวัฏจักร 

Tricarboxylic acid cycle (TCA) หรือมีการเปลี$ยนไปอยู่ในรูปของเซลล์โดยผ่านวัฏจักร 
Glyoxylate ในส่วนของกลีเซอรอลนั -นจะถกูย่อยสลายและเปลี$ยนให้อยู่ในรูปของ Pyruvic Acid 
ก่อนที$จะเปลี$ยนไปเป็น Acytyl CoA (Fickers และคณะ, 2005) 
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ภาพที� 2.10 ปฏิกิริยาเบต้าออกซิเดชั$น (Beta-Oxidation)  
ที�มา: Fickers และคณะ (2005) 
 
2.6 ปัจจัยที�มีผลต่อการทาํงานของเอนไซม์ในการย่อยสลายนํ Hามันของจุลินทรีย์ 
  
 2.6.1 แหล่งคาร์บอน 
 
 คาร์บอนเป็นธาตุที$มีความสําคัญในการสร้างพลังงานและเซลล์ของจุลินทรีย์ 
โดยทั$วไปจุลินทรีย์ที$เจริญในสภาวะไม่มีอากาศจะใช้คาร์บอนประมาณร้อยละ 10 ในการสร้าง
เซลล์ สว่นจลุินทรีย์ที$เจริญในสภาวะที$มีอากาศจะใช้แหล่งคาร์บอนประมาณร้อยละ 50-55 ในการ
สร้างเซลล์ (สมใจ ศิริโภค, 2547) จุลินทรีย์แต่ละชนิดจะมีแหล่งคาร์บอนที$เหมาะสมตอ่การผลิต
เอนไซม์ต่างกัน โดยในการศึกษาการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากจุลินทรีย์สามารถเลือกใช้แหล่ง
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คาร์บอนต่างๆ เช่น กลูโคส แป้ง ฟรุกโตส เป็นต้น นอกจากนั -นยังมีการใช้นํ -ามันและไขมันเป็น
แหลง่คาร์บอนเพื$อกระตุ้นให้เกิดการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูขึ -น  
 
 Tianwei และคณะ (2003) ศกึษาแหลง่คาร์บอนที$เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปสของ
ยีสต์ Candida sp. 99-125 จากการศกึษาพบว่ายีสต์สายพนัธุ์นี -สามารถใช้ไขมนัและนํ -ามนัจาก
แหล่งธรรมชาติ เช่น นํ -ามนัถั$วเหลือง และนํ -ามนังาที$ประกอบด้วยกรดโอเลอิก (Oleic acid) และ
กรดลิโนเลอิก (Lionoleic acid) เป็นแหล่งคาร์บอนโดยตรง ซึ$งเป็นเป็นแหล่งคาร์บอนที$เหมาะสม
ต่อการชกันําให้ยีสต์ผลิตเอนไซม์ไลเปสออกมาได้ปริมาณสูง ในขณะที$ไขมันที$มาจากสตัว์ เช่น 
ไขมนัจากแกะ จะมียบัยั -งการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากยีสต์สายพนัธุ์นี - สอดคล้องกับงานวิจยัของ 
Pogaku และคณะ (2009) ศกึษาสภาวะที$เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซม์ไลเปสของแบคทีเรีย 
Staphylococcus sp. Lp12 จากการศกึษาแหล่งคาร์บอนที$มีผลตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปสพบว่า
แหล่งคาร์บอนที$เป็นนํ -ามันจากแหล่งธรรมชาติให้กิจกรรมเอนไซม์ไลเปสสูงเช่นกัน และจาก
งานวิจยัของ Shah และคณะ (2007) ศกึษาแหล่งคาร์บอนที$เหมาะสมตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปส
ของแบคทีเรีย Bacillus sp. พบว่าแบคทีเรียสายพนัธุ์นี -สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสออกมาได้ใน
ปริมาณสูงเมื$อใช้แหล่งคาร์บอนที$มาจากนํ -าพืชชนิดต่างๆ เช่น นํ -ามันมะกอก นํ -ามันถั$วเหลือง 
นํ -ามันละหุ่ง นํ -ามันมะพร้าว นํ -ามันถั$วลิสง และไตรบูไทริน นอกจากนั -นยังพบว่าเมื$อใช้นํ -ามัน
มะกอก 1 เปอร์เซ็นต์ (นํ -าหนกัต่อปริมาตร) ทําให้แบคทีเรียสายพนัธุ์นี -มีการผลิตเอนไซม์ไลเปส
ออกมาได้ปริมาณสงูที$สดุเมื$อเทียบกบัแหลง่คาร์บอนแหลง่อื$นๆ 
  
 2.6.2 แหล่งไนโตรเจน 
 
 ไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบของเซลล์จุลินทรีย์ประมาณ 8-10 เปอร์เซ็นต์ของ
นํ -าหนักแห้งโดยประมาณ โดยจุลินทรีย์แต่ละชนิดจะมีความต้องการไนโตรเจนที$แตกต่างกัน 
จุลินทรีย์      บางชนิดสามารถเจริญได้ในอาหารที$มีอินทรีย์ไนโตรเจน และบางชนิดต้องการ
ไนโตรเจนจากสารประกอบอินทรีย์ แหล่งอนินทรีย์ไนโตรเจนที$นิยมใช้ ได้แก่ แอมโมเนีย เกลือ
แอมโมเนียม และไนเตรท เป็นต้น โดยเกลือแอมโมเนียที$นิยมใช้และมีราคาถูกได้แก่ แอมโมเนียม
ซลัเฟต (NH4)2SO4) เมื$อ NH4

+ ถกูใช้ไปจะเกิด SO4
-2 ทําให้เกิดสภาวะเป็นกรดในอาหารเลี -ยงเชื -อ 

ส่วนแหล่งอินทรีย์ไนโตรเจนอาจใช้ในรูปของกรดอะมิโน โปรตีน หรือยูเรีย เช่น สารสกดัจากยีสต์ 
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เปปโตน และสารสกดัจากเนื -อเป็นต้นโดยทั$วไปจลุินทรีย์จะเจริญในอาหารที$มีอินทรีย์ไนโตรเจนได้
เร็วกวา่อาหารที$มีอนินทรีย์ไนโตรเจน  
 
 Tianwei และคณะ (2003) ศกึษาแหล่งไนโตรเจนที$เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไล
เปสของยีสต์ Candida sp. 99-125 จากการศกึษาพบว่าแหล่งไนโตรเจนทั -งที$อยู่ในรูปอินทรีย์ฟ
ไนโตรเจนและอนินทรีย์ไนโตรเจนต่างมีบทบาทที$สําคญัต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยที$อนิทรีย์
ไนโตรเจนที$เป็นถั$วเหลืองบดและเคซีนสามารถส่งเสริมการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ดีเพราะในถั$ว
เหลืองบดมีองค์ประกอบที$เป็นนํ -ามนัอยู่ซึ$งเป็นตวัชกันําในการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ดี ส่วนแหล่ง
ไนโตรเจนที$อยู่ในรูปของอนินทรีย์ไนโตรเจนนั -นพบว่า แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งอนินทรีย์
ไนโตรเจนที$ดีที$สดุโดยสามารถชกันําให้ยีสต์สายพนัธุ์นี -ผลิตเอนไซม์ไลเปสออกมานอกเซลล์สงูขึ -น
มากกวา่ที$เลี -ยงในอาหารที$เตมิอนินทรีย์ไนโตรเจนตวัอื$นๆถึง 3 เท่า ซึ$งสอดคล้องกบังานของ Shah 
และคณะ (2007) ที$ศึกษาพบว่าแอมโมเนียมซลัเฟตเป็นอนินทรีย์ไนโตรเจนที$เหมาะสมที$สุดที$ชกั
นําให้แบคทีเรีย Bacillus sp. ผลิตเอนไซม์ไลเปสออกมาได้สงูที$สดุ ส่วนแหล่งอินทรีย์ไนโตรเจนที$ดี
ที$สดุคือสารสกดัจากยีสต์  
  
 Namita และคณะ (2007) ศึกษาการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรีย 
Burkkhoderia multivorans ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ พบว่าอินทรีย์ไนโตรเจนที$มาจากสารสกดัยีสต์
เป็นแหลง่ไนโตรเจนที$ชกันําให้แบคทีเรียสายพนัธุ์นี -มีการผลิตเอนไซม์ไลเปสออกมานอกเซลล์ได้สงู
กวา่การใช้แอมโมเนียฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) 2.5 เทา่ 
 
 2.6.3 แร่ธาตุ 
 
 นอกจากแหลง่คาร์บอนและแหลง่ไนโตรเจนแล้ว แร่ธาตก็ุมีความสําคญัเช่นเดียวกนั 
โดยทั$วไปแร่ธาตุที$ต้องเติมลงในอาหารเลี -ยงเชื -อได้แก่ แมกนีเซียม (Mg) โพแทสเซียม (K) 
ฟอสฟอรัส (K) ซลัเฟอร์ (S) แคลเซียม (Ca) และคลอรีน (Cl) นอกจากนั -นยงัมี trace element ที$
จําเป็นตอ่การเจริญของจลุินทรีย์ เช่น โคบอลต์ (Co) คอปเปอร์ (Cu) เหล็ก (Fe) แมงกานีส (Mn) 
และสงักะสี (Zn) 
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 Gordillo และคณะ (1998) ศึกษาพบว่าฟอสเฟตที$ผสมอยู่ในอาหารเลี -ยงเชื -อนั -น
ช่วยในการสงัเคราะห์สารพนัธุกรรมและโปรตีน การหายใจของเซลล์และควบคมุระดบั ATP ใน
กระบวนการสงัเคราะห์เอนไซม์ และชว่ยให้ปลอ่ยเอนไซม์ออกมานอกเซลล์ได้ง่ายขึ -น  
 
 Zhao และคณะ (2008) ศกึษาพบว่าการเติมแมกนีเซียมในอาหารเลี -ยงเชื -อ 1 กรัม
ตอ่ลิตรนั -นมีสว่นชว่ยเพิ$มการทํางานของเอนไซม์ไลเปส และช่วยปลดปล่อยเอนไซม์ไลเปสที$อยู่ติด
กบัผนงัเซลล์จลุินทรีย์ได้ และชว่ยให้เกิดการสะสมของไขมนัที$เซลล์อีกด้วย  
   
 2.6.4 พีเอชและอุณหภูมิ 
 
 พีเอชและอุณหภูมิมีผลต่อทั -งการเจริญและการทํางานของจุลินทรีย์ โดยจลุินทรีย์
แตล่ะชนิดจะเจริญและทํางานได้ได้ดีในชว่งของพีเอชและอณุหภมูิที$แตกตา่งกนั จลุินทรีย์บางชนิด
เจริญได้ดีและผลิตเอนไซม์ไลเปสออกมาในสภาวะที$คา่พีเอชเป็นกรด (acidophiles) เช่น Bacillus 
sp. (Sevgi และคณะ, 2007) จลุินทรีย์บางชนิดเจริญและผลิตเอนไซม์ไลเปสออกมาในสภาวะที$
คา่พีเอชเป็นกลาง (neutralophiles) เช่น Aspergillus niger (Kamini และคณะ, 1997) และ
จุลินทรีย์บางชนิดเจริญได้ดีและผลิตเอนไซม์ไลเปสออกมาในสภาวะที$ค่าพีเอชเป็นเบส 

(alkalophiles) เช่น Pseudomonas fluorescens (Kiran และคณะ, 2008) คา่พีเอชของอาหาร
เมื$อเลี -ยงจลุินทรีย์ในอาหารเป็นเวลานานจะมีคา่เปลี$ยนไปเนื$องจากจลุินทรีย์มีกรเจริญเติบโตและ
ปล่อยสารบางอย่างออกมาซึ$งอาจจะเป็นกรดหรือเบส ดงันั -นในการเตรียมอาหารหรือระหว่างการ
เลี -ยงจลุินทรีย์ในอาหารจําเป็นต้องมีการปรับคา่พีเอชให้เหมาะสมกบัการเจริญและการทํางานของ
เอนไซม์ของจุลินทรีย์ด้วย หรืออาจเติมสารบางอย่างที$ทําหน้าที$เป็นบพัเฟอร์ เช่น KH2PO4 และ
K2HPO4 (นงลกัษณ์ สวุรรณพินิจ และปรีชา สวุรรณพินิจ, 2547) 
 
 Sevgi และคณะ (2007) ศกึษาการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก Bacillus sp. ที$คดัแยก
จากนํ -าเสียที$ได้จากโรงงานผลิตนํ -ามนัมะกอก พบวา่คา่พีเอชที$เหมาะสมและให้คา่กิจกรรมเอนไซม์
ไลเปสสงูที$สดุคือ ชว่งพีเอช 6-9 โดยพบวา่ที$พีเอช 6 ให้คา่กิจกรรมเอนไซม์ไลเปสสงูที$สดุ 
 
 Serri และคณะ (2008) ศึกษากรดไขมนัที$ได้จากการย่อยสลายนํ -ามนัปาล์มที$ใช้
แล้วด้วย Candida rugosa โดยแปรผนัชว่งของพีเอชและอณุหภูมิ ดงันี -คือ พีเอช 6.5-8.5 อณุหภูมิ 
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35-45 องศาเซลเซียส พบวา่สภาวะที$เหมาะสมที$สดุคือ ที$พีเอช 7.5 อณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส ให้
คา่กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสสงูที$สดุคือ 4.25 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร 
 

 Sirisha และคณะ (2010) ศกึษาสภาวะที$เหมาะสมของการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก
จลุินทรีย์ที$คดัแยกได้จากดินที$มีการปนเปื-อนนํ -ามนัพบว่าที$พีเอช 7 อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ให้
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสสูงที$สุดคือ 25 หน่วย ต่อมิลลิลิตร และในการศึกษาสภาวะที$
เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรีย Staphylococcus sp. Lp12 ที$คดัแยกได้จาก
ดนิที$ปนเปื-อนนํ -ามนัของ Pogaku และคณะ (2009) พบว่าที$พีเอช 7.5 อณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
ให้คา่กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสสงูที$สดุคือ 4.25 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร 
 

2.6.5 ออกซิเจน 
 

 ออกซิเจนเป็นธาตทีุ$มีความสําคญัสําหรับกลุ่มจลุินทรีย์ที$ต้องการอากาศ (aerobic 
microorganisms) โดยจุลินทรีย์จะใช้ออกซิเจนเป็นตวัรับอิเล็กตรอนตวัสุดท้ายในกระบวนการ
หายใจ ในสภาวะที$มีอากาศในปริมาณที$เหมาะสมและต่อเนื$องจุลินทรีย์จะสามารถย่อยสลาย
อาหารและสร้างพลงังานได้ดี โดยทั$วไปในห้องปฏิบตัิการจะใช้เครื$องเขย่าสําหรับให้อากาศในการ
เลี -ยงจุลินทรีย์ และในระดบัถังปฏิกรณ์นั -นจะมีการควบคมุการให้อากาศโดยจะมีการปรับค่าการ
เตมิอากาศให้เหมาะสมกบัความต้องการของจลุินทรีย์ชนิดนั -นๆ 

 

 Serri และคณะ (2008) ศกึษากรดไขมนัที$ได้จากการยอ่ยสลายนํ -ามนัปาล์มที$ใช้แล้ว
ด้วย Candida rugosa โดยแปรผนัความเร็วในการเขย่าที$ 180-260 รอบตอ่นาที พบว่าความเร็ว
ในการเขยา่ที$เหมาะสมที$สดุและให้กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสสงูที$สดุคือ 200 รอบตอ่นาที  
 

 2.6.6 สารลดแรงตงึผิว (surfactant) 
 

สารลดแรงตงึผิว (surfactant) เป็นสารที$ช่วยลดแรงตงึผิวของนํ -า โดยสารลดแรงตงึ
ผิวจะมีคุณสมบตัิในการรวมโมเลกุลให้มีนํ -าหนักมากขึ -นลดแรงเกาะกันระหว่างสสาร นําไปใช้
ประโยชน์ได้คือ ช่วยทําให้นํ -ากบันํ -ามนัเข้ากนัได้ (emulsifier) ดงันั -นสารลดแรงตงึผิวจึงมีบทบาท
สําคญัในการยอ่ยสลายนํ -ามนัและมีผลตอ่เอนไซม์ไลเปสที$ผลิตจากจลุินทรีย์ด้วย นอกจากนั -นยงัมี
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การพบสารลดแรงตงึผิวที$เรียกว่าสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ (biosurfactant) ที$สร้างขึ -นจากจลุินทรีย์
เองระหวา่งการยอ่ยสลายนํ -ามนัอีกด้วย 
 

 Gerardo และ Sergio (1999) ศกึษาอิทธิพลของสารลดแรงตงึผิวที$มีตอ่คา่กิจกรรม
เอนไซม์  ไลเปสที$ผลิตจาก Yarrowia lipolytica โดยใช้ Tween 80 เติมลงในอาหารเลี -ยงเชื -อ พบว่า
ที$ความเข้มข้นของ Tween 80 0.5-2 กรัมตอ่ลิตร ให้คา่กิจกรรมเอนไซม์ไลเปสสงูที$สดุ และพบว่าที$
ความเข้มข้นที$น้อยกว่านี -นั -นจะทําให้ Yarrowia lipolytica ผลิตเอนไซม์ไลเปสออกมาได้น้อยลง 

เมื$อพิจารณาถึงจํานวนเซลล์ของจลุินทรีย์พบว่าทั -งอาหารที$เติม Tween 80 และไม่เติม Tween 80 
ไมมี่ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติระหว่างอาหารทั -งสองแบบ แสดงว่าจลุินทรีย์ไม่ได้
นํา Tween 80 ไปใช้สําหรับการสร้างเซลล์ แต ่Tween 80 ชว่ยให้นํ -ามนัละลายในนํ -าได้ดีและส่งผล
ให้มีการผลิตเอนไซม์ไลเปสออกมานอกเซลล์ได้มากขึ -น 
 

ตารางที� 2.11 เปรียบเทียบสภาวะที$เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปสของจลุินทีย์ชนิดตา่งๆ 
Microorganisms Cultivation mode Optimization Lipase activity 

(U/ml) 
Reference 

Staphylococcus 

aureus 

ขวดเขยา่ พีเอช 8 
อณุหภมูิ 37oC 
นํ -ามนัมะกอก 

4.5 Vahdera 
และHarmon, 
1969 

Staphylococcus 

aureus 

ขวดเขยา่ พีเอช 8 
อณุหภมูิ 37oC 
ไตรบไูทริน 

17.0 Matez และ
Sudakewitz, 
1973 

Chromobacterium 

viscosium Var. 

paralipolyticum 

ถงัปฏิกรณ์ 
30 ลติร 

พีเอช 7 
อณุหภมูิ 40oC 
นํ -ามนัหม ู

10.8 Abe และ
คณะ 1970 

Micrococcus 

casiolyticus 

ขวดเขยา่ พีเอช 9.5 
อณุหภมูิ 40oC 
นํ -ามนัมะกอก 

15.0 Jonson และ
Synge, 1970 

Bacillus Licheniformis ขวดเขยา่ พีเอช 8.5 
อณุหภมูิ 45oC 
นํ -ามนัมะกอก 

6.0 Jonson และ
Synge, 1970 

ที�มา: Rehm และReed (1987) 
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2.7 กระบวนการหมัก (fermentation) 
 
 2.7.1 กระบวนการหมักแบบกะ (batch fermentation)  
 

เป็นการหมกัแบบไม่ต่อเนื$อง ทําในระบบปิดที$มีสารอาหารจํากัด เมื$อใส่จุลินทรีย์          
ที$ต้องการเพาะเลี -ยงลงไปแล้ว จะไมมี่การเตมิสารอาการเพิ$มเข้าไปอีก 

 
 2.7.2 กระบวนการหมักแบบต่อเนื�อง (continuous fermentation) 
 
 เป็นการหมกัแบบตอ่เนื$อง มีการเติมอาหารใหม่และถ่ายเอาอาหารเก่าออกในอตัรา
เดียวกนัตลอด ทําให้จลุินทรีย์สามารถเพิ$มจํานวนได้อยา่งตอ่เนื$อง โดยไมมี่ข้อจํากดัในเรื$องอาหาร 
 
 2.7.3 กระบวนการหมักแบบกึ�งกะ (fed-batch fermentation) 
 
 เป็นการหมกัที$มีการเติมสารอาหารบางอย่างเพิ$มลงไปในอาหารที$ใช้เลี -ยงจลุินทรีย์
เป็นระยะๆ เพื$อให้จลุินทรีย์เจริญและใช้สารอาหารได้อยา่งเต็มที$ ซึ$งการหมกัแบบนี -จะใช้แก้ปัญหา
ในเรื$องของข้อจํากดัในเรื$องความเข้มข้นของสารอาหารเริ$มต้น  
 
ตารางที� 2.12 เปรียบเทียบการผลิตกรดไขมนัโดยใช้จุลินทรีย์ วตัถุดิบ และวิธีการเพาะเลี -ยงที$
แตกตา่งกนั 

Microbials Substrate Cultivation 
mode 

Biomass 
[g/l] 

Lipid 
[g/l] 

Fatty acid composition (%) Reference 
C14:0 C16:0 C18:0 C18:1 C18:2  

C. curvatus Glycerol Fed-batch 118 29.1 - 18 5 34 40.5 Papanikolaou 

et al.(1996) 

R. toruloides Glucose Fed-batch 106.5 71.9 1.7 23.6 6.7 55.3 8.2 Li et al. (2001) 

C. curvata Xylose Continuous 15 5.6 - 15 15 51 4 Evans et al. 

(1983) 

Y. lipolytica Industrial 
glycerol 

Continuous 8.1 3.5 - 15 13 47 21 Papanikolaou 

et al. (2002) 

A. curvatum Whey 
permeates 

Batch 
fermentor 

19.7 11.4 - 26 36 20 9 Ykema et al. 

(1988) 
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ตารางที� 2.12 เปรียบเทียบการผลิตกรดไขมนัโดยใช้จุลินทรีย์ วตัถุดิบ และวิธีการเพาะเลี -ยงที$
แตกตา่งกนั (ตอ่) 

Microbials Substrate Cultivation 
mode 

Biomass 
[g/l] 

Lipid 
[g/l] 

Fatty acid composition (%) Reference 
C14:0 C16:0 C18:0 C18:1 C18:2  

A. curvatum Glucose Batch 
fermentor 

14.5 6.6 - 34 10.2 42.8 7.0 Hassan et al. 

(1993) 

Y. lipolytica Stearin Batch flask 15.2 7.9 - 17 78 5 - Papanikolaou 

et al. (2001) 

Y. lipolytica Industrial 
fats 

Batch flask 8.7 3.8 - 14 50 24 4 Papanikolaou 

et al.(1996) 

  
 จากตารางที$ 2.12 จะเห็นว่า ชนิดและปริมาณของกรดไขมันที$ได้ขึ -นอยู่กับชนิดของ
จลุินทรีย์ วตัถดุิบ และวิธีการเพาะเลี -ยงที$ใช้ในการผลิต ถึงแม้ว่าจะมีบางปัจจยัที$คล้ายกนัก็ตาม 
ส่วนใหญ่กรดไขมันที$ได้จะเป็นกรดโอเลอิก (C18:1) กรดสเตียริก (C18:0) และกรดปาลมิติก 
(C16:0) และจากงานวิจยัทั -งหมดในตารางที$ 2.12 พบว่างานวิจยัของ Li และคณะ (2001) ศกึษา
การผลิตกรดไขมนัโดยใช้ ยีสต์ Rhodosporidium toruloides เลี -ยงในอาหารที$มีกลโูคสเป็นแหล่ง
คาร์บอน และใช้วิธีการเพาะเลี -ยงแบบกึ$งกะ ให้ปริมาณและชนิดของกรดไขมนัหลากหลายมาก
ที$สดุ และยงัได้ปริมาณเซลล์มากที$สดุอีกด้วย 
 
2.8 ระบบบาํบัดนํ Hาเสียแบบแผ่นหมุนชีวภาพ (rotating biological contactor; RBC) 
 
 ระบบบําบดันํ -าเสียแบบแผ่นหมนุชีวภาพ (rotating biological contactor) เริ$มเป็นที$รู้จกั
ในปี 1960 และเป็นที$นิยมอย่างแพร่หลายในระบบบําบดันํ -าเสียอตุสาหกรรมในปี 1970 เนื$องจาก
ใช้พลงังานตํ$าและง่ายตอ่การควบคมุระบบ โดยระบบนี -จะอาศยัจลุินทรีย์ยึดเกาะติดผิว (attached 
microbial growth) ตวักลางเป็นแผน่ฟิล์ม (biofilm) (Ghasem และคณะ, 2005) และมีนํ -าเสียไหล
ผ่านตวักลางที$มีลกัษณะทรงกระบอกหรือแผ่นจานหมุนที$จุ่มอยู่ในถังบําบดั โดยตวักลางจะหมุน
แบบช้าๆและเมื$อหมนุขึ -นพ้นนํ -าสมัผสักบัอากาศจลุินทรีย์ที$ติดอยู่กบัตวักลางจะใช้ออกซิเจนจาก
อากาศยอ่ยสลายสารอินทรีย์นํ -าเสียที$ตดิกบัตวักลางขึ -นมา และเมื$อมีการหมนุกลบัลงไปก็จะนํานํ -า
เสียขึ -นมาบําบดัใหมส่ลบัไปเรื$อยๆ  
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 2.8.1 หลักการทาํงานของระบบ 
 

  หลกัการทํางานของระบบจะอาศยัจุลินทรีย์แบบใช้อากาศที$ยึดเกาะบนแผ่นจาน
หมนุมีลกัษณะเป็นเมือกชีวภาพ (biofilm) สําหรับใช้ในการย่อยสลายสารอินทรีย์ในนํ -าเสีย ในการ
หมนุแผน่จานหมนุผา่นนํ -าเสียนั -นเมื$อแผน่จานหมนุขึ -นมาสมัผสักบัอากาศก็จะพาเอาฟิล์มนํ -าเสียที$
ติดกบัแผ่นจานขึ -นสู่อากาศด้วยทําให้จลุินทรีย์ได้รับทั -งออกซิเจนจากอากาศสําหรับใช้ในการย่อย
สลายหรือเปลี$ยนรูปสารอินทรีย์ให้กลายเป็นคาร์บอนไดออกไซด์ นํ -า และเซลล์จุลินทรีย์ และเมื$อ
แผน่จานหมนุลงไปสมัผสักบันํ -าเสียในถงัปฏิกิริยาอีกครั -งก็จะทําให้ออกซิเจนที$เหลือผสมกบันํ -าเสีย
ซึ$งเป็นการเติมออกซิเจนให้กับนํ -าเสียได้อีกด้วย และจะสลับเช่นนี -ไปเรื$อยๆเป็นวัฏจักร เมื$อมี
จํานวนจุลินทรีย์เกาะบนแผ่นจานหมนุหนามากขึ -นทําให้จลุินทรีย์ด้านในไม่สามารถรับออกซิเจน
ได้ เซลล์จุลินทรีย์บางส่วนจะหลุดออกมาเนื$องจากแรงเฉือนจากการหมุน ซึ$งจะเป็นการรักษา
ความหนาของแผน่ฟิล์มให้คงที$โดยอตัโนมตัิ สําหรับตะกอนของจลุินทรีย์ที$แขวนลอยและไหลออก
จากถงัปฏิกิริยานี - จะไหลเข้าสูถ่งัตกตะกอนตอ่ไปเพื$อแยกตะกอนของจลุินทรีย์และนํ -าทิ -ง ทําให้นํ -า
ทิ -งที$ออกจากระบบนั -นมีคณุภาพดีขึ -น 

 

 
 

ภาพที� 2.11 แสดงลกัษณะทั$วไปของระบบแผน่หมนุชีวภาพ 
ที�มา: http://www.usfilter.com 
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 2.8.2 ส่วนประกอบของระบบ 
 
 ระบบบําบดันํ -าเสียแบบแผน่หมนุชีวภาพเป็นระบบบําบดันํ -าเสียอีกรูปแบบหนึ$งของ
ระบบบําบดัขั -นที$สอง (secondary treatment) โดยองค์ประกอบหลกัประกอบด้วย 

 1) ถงัตกตะกอนขั -นต้น (primary sedimentation tank) ทําหน้าที$แยกของแข็งที$มา
กบันํ -าเสีย 

 2) ถงัปฏิกิริยา ทําหน้าที$ยอ่ยสลายสารอินทรีย์ในนํ -าเสีย 
 3) ถงัตกตะกอนขั -นที$สอง (secondary sedimentation tank) ทําหน้าที$ในการแยก

ตะกอนจลุินทรีย์ และนํ -าทิ -งที$ผา่นการบําบดัแล้ว 
 ส่วนของถังปฏิกิริยาประกอบด้วยแผ่นจานพลาสติกที$ทํามาจาก polyethylene 

(PE) หรือ high density polyethylene (HDPE) วางเรียงซ้อนกนัจํานวนมาก โดยติดแผ่นตั -งฉาก
กบัเพลาตามแนวนอนตรงจดุศนูย์กลางแผ่น (Cortez, 2008) ซึ$งจลุินทรีย์ที$ใช้ในการบําบดันํ -าเสีย
จะยดึตดิบนแผน่จานหมนุเป็นแผ่นฟิล์มบางๆ และมีความหนาประมาณ 1-4 มิลลิเมตร (Waskar, 
2012) หรือเรียกระบบการบําบดันํ -าเสียชนิดนี -ว่าระบบ fixed film  โดยในระบบส่วนที$เป็นชดุแผ่น
จานทั -งหมดวางติดตั -งในถงัคอนกรีตเสริมเหล็ก และระดบัของเพลาจะอยู่เหนือผิวนํ -าเล็กน้อย ทํา
ให้พื -นที$ผิวของแผ่นจานหมนุจะจมอยู่ในนํ -าประมาณร้อยละ 35 ถึง 40 ของพื -นที$แผ่นทั -งหมด และ
การหมนุของแผน่หมนุนั -นจะใช้มอเตอร์เป็นตวัขบัเคลื$อนเพลาและเฟืองทดรอบเพื$อหมนุจาน  

 

 ระบบแผน่หมนุชีวภาพ ประกอบด้วย 
 1) บอ่ปรับสภาพการไหล (equalizing tank) 
 2) ถงัตกตะกอนขั -นต้น (primary sedimentation tank)  
 3) ระบบแผน่หมนุชีวภาพ 
 4) ถงัตกตะกอนขั -นที$สอง (secondary sedimentation tank) 
 5) บอ่เตมิคลอรีน 
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ภาพที� 2.12 ตวัอย่างระบบเทศบาลตําบลหวัหิน จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ 
ที�มา: www.pcd.go.th 
 

2.8.3 ข้อดีและข้อเสียของระบบบาํบัดแบบแผ่นหมุนชีวภาพ 
  
  2.9.4.1 ข้อดีของระบบบําบดัแบบแผน่หมนุชีวภาพ 

1) ระบบบําบดัแผ่นหมนุชีวภาพ ไม่ต้องมีการหมนุเวียนตะกอนกลบัทําให้
ไมมี่การสะสมของแข็งและตะกอนที$ก้นถงั 

2) การเริ$มต้นระบบไมยุ่ง่ยากใช้เวลาเพียง 1-2 สปัดาห์ 
3) การดแูลและบํารุงรักษาง่ายไม่จําเป็นต้องใช้บคุลากรที$มีความรู้ความ

ชํานาญมากนกั   
4) ในการเดนิระบบใช้พลงังานไฟฟ้าสําหรับขบัเคลื$อนมอเตอร์เท่านั -นทําให้

ใช้พลงังานในการเดนิระบบน้อย ลดคา่ใช้จา่ยในการดําเนินการและบํารุงรักษา 
5) สามารถรับภาวะเฉียบพลัน (shock load) หรือสภาวะที$ไม่คงที$ 

(transient state) ได้ดีกวา่ระบบอื$นๆ 
 

  2.9.4.2 ข้อเสียของระบบบําบดัแบบแผน่หมนุชีวภาพ 
1) ยากต่อการคงความหนาของแผ่นฟิล์มให้คงที$ภายใต้สภาวะที$ไม่

เหมาะสม (Cortez, 2008) 
2) เพลาแกนหมนุชํารุดได้ง่ายเนื$องจากต้องรับแรงอดัและแรงบดิ 
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3) แผ่นจานหมุนชํารุดเสียหายได้ง่ายหากมีการสมัผสักับรังสีอลัตร้าไวโอ
เล็ตและสารพิษเป็นระยะเวลานาน 
 
 2.8.4 การประยุกต์ใช้ระบบบาํบัดแบบแผ่นหมุนชีวภาพ 
 
 1) ใช้ในระบบบําบัดนํ -าเสียเทศบาลหรือชุมชน (municipal wastewater 
treatment) 
 2) ใช้ในระบบบําบัดนํ -าเสียของอุตสาหกรรมอาหารและเครื$องดื$ม  (food and 
beverage wastewater treatment) 
 3) ใช้ในระบบบําบัดนํ -าเสียของโรงกลั$นและปิโตรเลียม (refinery and 
petrochemical wastewater treatment) 
 4) ใช้ในระบบบําบัดนํ -าเสียของอุตสาหกรรมเยื$อกระดาษ (pulp and paper 
wastewater treatment) 
 
2.9 การออกแบบการทดลองทางสถติ ิ(Haaland, 1989) 
 
   การออกแบบการทดลองที$เกี$ยวข้องกบัการศกึษาอิทธิพลของปัจจยัตั -งแตส่องปัจจยัขึ -นไป
มกัจะใช้การออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรียล (factorial designs) โดยการออกแบบการ
ทดลองแบบแฟคทอเรียล คือการทดลองที$มีการแบ่งปัจจยัออกเป็นระดบัที$แตกต่างกัน สามารถ
ศกึษาอิทธิพลของปัจจยัที$มีตอ่กระบวนการและเกิดขึ -นพร้อมๆกนัได้ การแบง่ปัจจยัเป็นระดบัตา่งๆ
ในการทดลองเพื$อลดความผิดพลาดที$อาจจะเกิดขึ -นในการทดลอง อีกทั -งยังทําให้ได้งานที$มี
ประสิทธิภาพทั -งเรื$องการประหยดัเวลาและต้นทนุ โดยแบง่อิทธิพลของปัจจยัเป็น 2 ประเภท ดงันี - 
   

1) อิทธิพลหลกั (main effect) คือ การเปลี$ยนแปลงของผลลพัธ์ที$เกิดจากการเปลี$ยน
ระดบัของปัจจยัจากระดบัตํ$าไปยงัระดบัสงู 

 
 2) ปฏิสมัพนัธ์ระหว่างปัจจยั (interaction effect) คือ การเปลี$ยนแปลงของผลลพัธ์ที$
เกิดจากการเปลี$ยนแปลงของระดบัปัจจยัหนึ$งจากระดบัตํ$าไปยงัระดบัสงูโดยขึ -นอยู่กับระดบัของ
อีกปัจจยัหนึ$ง 
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 2.9.1 การออกแบบการทดลองแบบ full factorial design 
 
 การทดลองแบบ full factorial เป็นการทดลองที$จะต้องทําการทดลองให้ครบทุก
เงื$อนไขของทกุๆคา่ระดบัปัจจยัที$มีในการทดลอง และวิเคราะห์คา่ตอบสอนองทกุกรณี โดยเงื$อนไข
ของแตล่ะการทดลองจะถกูเรียกว่า รัน (run) หรือหน่วยการทดลอง ซึ$งจะแบง่การทดลองแบบ full 
factorial ออกเป็น 2 แบบคือ 
 
  2-level full factorial design ในการทดลองจะกําหนดให้ทกุๆปัจจยัมีคา่ระดบั
เพียง   2 ระดบัเท่านั -น คือการทดลองทั -งหมดเท่ากบั 2k โดยที$ k คือจํานวนปัจจยัหลกั (main 
effect) เช่น ถ้าในการทดลองมี 3 ปัจจยัหลกั การทดลองนี -จะมีจํานวนรันทั -งหมด 23 = 8 การ
ทดลอง 
 
  3-level full factorial design ในการทดลองจะกําหนดให้ทกุๆปัจจยัมีคา่ระดบั
เพียง   3 ระดบัเท่านั -น คือการทดลองทั -งหมดเท่ากับ 3 k โดยที$ k คือจํานวนปัจจยัหลกั (main 
effect) เช่น ถ้าในการทดลองมี 3 ปัจจยัหลกั การทดลองนี -จะมีจํานวนรันทั -งหมด 33 = 27 การ
ทดลอง 
 
 2.9.2 การออกแบบการทดลองแบบ fractional factorial design 
 
 การทดลองแบบ  fractional factorial design เป็นการทดลองที$ไม่ต้องทําการ
ทดลองให้ครบทกุเงื$อนไข มีประโยชน์อย่างมากสําหรับการทดลองเพื$อคดัเลือกปัจจยั (screening) 
เพราะมีการลดจํานวนรันลง โดยรันที$ถกูเลือกมาทํากรทดลองจะเป็นรันที$อยู่ในการทอลองแบบ full 
factorial ซึ$งในกรณีนี -คือไม่ได้ทําการทดลองครบทกุเงื$อนไขของทกุระดบัปัจจยั จะทําให้เกิดผลที$
เรียกว่า confounded หมายถึง อิทธิพลของปัจจยัที$ไม่สามารถประเมินค่าแยกออกมาเดี$ยวๆได้ 
ดงันั -นในการทํา fraction factorial ต้องเลือกส่วนของการทดลองที$ดีที$สดุเพื$อให้ได้ผลลพัธ์ที$ใช้งาน
ได้ 
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 2.9.3 พื Hนผิวตอบสนอง (response surface methodology, RSM) 
 

 การวิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติด้วยวิธี response surface methodology 

(RSM) สําหรับหาความสมัพนัธ์ระหวา่งตวัแปรที$ศกึษากบัคา่การตอบสนองที$สนใจเพื$อหาสภาวะที$
เหมาะสมในการผลิต โดยใช้การวิเคราะห์แบบ multiple analysis ถ้าหากตวัแปรใดมีผลตอ่คา่การ
ตอบสนองอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติที$ระดบัความเชื$อมั$น 95% (P≤0.05) ตวัแปรนั -นจะปรากฏใน
สมการอนัดบัสองดงัตวัอยา่งสมการ (Montgomery, 1991) 
 

 
 

  Y คือ คา่การตอบสนอง 
  b0 คือ คา่สมัประสิทธิ|ของโมเดล  
  bi คือ คา่สมัประสิทธิ|ของ linear effect 
  bixi คือ คา่สมัประสิทธิ|ของ squared effect 
  bij คือ คา่สมัประสิทธิ|ของปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งปัจจยั  
  xi, xj คือ ตวัแปรอิสระ (ตวัเลข) 
   คือ คา่ error 
 

 เมื$อทําการประมวลผลด้วยโปรแกรมประเมินผลทางสถิติเพื$อสร้างกราฟพื -นผิว
ตอบสนอง (surface response) เพื$อใช้ประเมินผลระหว่างปัจจยัร่วมกราฟจะมีลกัษณะเป็นกราฟ
เส้นโค้งดงัตวัอยา่ง 
    

 

ภาพที� 2.13 ภาพ 3 มิตกิราฟพื -นผิวตอบสนอง 

ที�มา: Montgomery, 1991 



บทที� 3 

 

วิธีดาํเนินการวิจัย 

 

3.1 เครื�องมือที�ใช้ในงานวิจัย 

- กล้องจุลทรรศน์แบบสองตา (Binocular compound microscope) รุ่น CH30RF200 
บริษัท Olympus optical co.Ltd., Taiwan 

- เครื:องเขยา่ (Shaker) รุ่น G-27 บริษัท New Brunswick Co. Inc., USA 
- เครื:องวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น Seven Easy บริษัท Mettler-Toledo, 

Switzerland 
- เครื:องนึ:งอบฆา่เชื Rอ (Autoclave) รุ่น SS-325 บริษัท Tomy Seiko, Ltd., Japan 
- เครื:องวดัการดดูกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Hach DR/2400 บริษัท Hach, USA  
- ไมโครปิเปต (Micropipette) รุ่น 100P ยี:ห้อ Eppendorf 
- ไมโครปิเปต (Micropipette) รุ่น 1000P ยี:ห้อ Lio Lab  
- ตู้อบความร้อน (Hot air oven) รุ่น Contherm serie five บริษัท Contherm Scientific 

Ltd., New Zealand 
- กระดาษกรอง (Nylon membrane) ขนาด 47 มิลลิเมตร ขนาดรู 0.45 ไมโครเมตร บริษัท 

Munktell  
- ชดุกรองสําเร็จรูป PTFE (Poly tetra fluoro ethylene) ขนาดรู 0.45 ไมโครเมตร บริษัท 

Vertical Chromatography Co., Ltd. 
- เครื:องปั:นเหวี:ยงชนิดตั Rงโต๊ะ (Bench-top centrifuge) รุ่น Sigma 4-15 บริษัท Scientific 

Promotion Co. Ltd., USA 
- เครื:องชั:งหยาบ 2 ตําแหนง่ รุ่น BJ 100 C บริษัท Presica, Switzerland 
- เครื:องชั:งละเอียด 4 ตําแหนง่ รุ่น AB 204-5 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
- กระบอกฉีดยาพลาสตกิขนาด 1 มิลลิลิตร บริษัท Tuberculin Nipro, Japan 
- หลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บริษัท Axygen, Co. Inc., USA 
- ตู้ เขี:ยเชื Rอแบบ ISSCO laminar flow รุ่น BVT-124 บริษัท International Scientific 

Supply, USA  
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- เครื:องโครมาโตรกราฟฟีชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูง (High Performance Liquid 
Chromatography: HPLC) รุ่น LC1200 บริษัท Agilent, USA 

- คอลมัน์สําหรับวิเคราะห์ Eclipse XDB-C18 บริษัท Agilent, USA 
- เครื:อง IATROSCAN TLC-FID Analyzer, Japan 
- เครื:องแก้ว บริษัท Pyrex, USA 
- เครื:องแก้ว บริษัท Schott Duran, Germany 

          - เครื:องวดัและควบคมุความเป็นกรด-ด่าง (pH controller) รุ่น FM-2000 บริษัท Eyela  
Tokyo Rikakikai Co. Ltd., Japan 

- ปัsมเตมิสาร (Pump box) รุ่น FB-2000 บริษัท Eyela Tokyo Rikakikai co.Ltd., Japan 
- ปัsมเติมสารอาหาร (Peristatic pump) รุ่น MP-1000-H บริษัท Eyela Tokyo Rikakikai 

Co. Ltd., Japan 
- อุปกรณ์วดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH probe) รุ่น 405-DPAS-SC-K8S/225 บริษัท 

Mettler-Toledo GmbH Schwenzenbach, Switzerland 
- ปัsมอากาศ (Air pump) รุ่น DOA-P104-BN บริษัท MFG.CORP., USA 
- เครื:องควบคมุอตัราการให้อากาศ (Air flow meter) รุ่น FBC-V-S-A-30-LM บริษัท New-

Flow Technologies.Inc., USA 
- เครื:องปรับคา่กระแสไฟฟ้า (Step down transformer) Auto-05 บริษัท Tron Advance 

Technology Transformer., USA 
 
3.2 เคมีภัณฑ์ 

- กรดคาปริลิก (C8H16O2) บริษัท Sigma Aldrich, Singapore  
- กรดคาปริก (C10H20O2) บริษัท Sigma Aldrich, Singapore 
- กรดลอริก (C12H24O2) บริษัท Sigma Aldrich, Singapore 
- กรดไมริสตกิ (C14H28O2) บริษัท Sigma Aldrich, Singapore 
- กรดปาลมิตกิ (C16H32O2) บริษัท Sigma Aldrich, Singapore 
- กรดสเตียริก (C18H36O2) บริษัท Fluka, Switzerland 
- นํ Rามนัปาล์มโอลิอิน ยี:ห้อหยก 
- แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4.7H2O) บริษัท Scharlau Chemie S.A., Spain 
- โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Ajax Finechem, Australia 
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- โพแทสเซียมเปอร์แมงกาเนต (KMnO4) บริษัท Ajax Finechem, Australia 
- ผงสกดัจากยีสต์ (Yeast extract) บริษัท Difco Laboratories, USA 
- แอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4) บริษัท HBD Laboratories Chemicals Ltd., England 
- โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) บริษัท Merck, Germany 
- คลอโรฟอร์ม (CHCl3) บริษัท APS Finechem, Australia 
- ฟอร์มาลดีไฮด์ (CH2O) บริษัท APS Finechem, Australia  
- เมทานอล (CH3OH) บริษัท Malinckordt Chemicals, USA 
- ผงวุ้น 
- แบคโตเปบโทน (Bacto peptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 
- ผงสกดัจากมอลต์ (Malt extract) บริษัท Difco Laboratories, USA 
- ไตรบไูทริน (Tributyrin) บริษัท Fluka, Switzerland 

 
3.3 แหล่งจุลินทรีย์ 
 
 งานวิจยันี Rใช้จุลินทรีย์ที:คดัแยกแล้วของ นางสาวจุฑากานต์ บุญมี (2553) จากงานวิจยั
เรื: องการสร้างกลุ่มจุลินทรีย์เพื:อบําบัดนํ Rาเสียที:ปนเปืRอนไขมัน  โดยคัดเลือกจุลินทรีย์ที: มี
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายนํ Rามนัดีที:สุดมา 4 สายพนัธุ์ ประกอบด้วย ยีสต์ 2 สายพนัธุ์ คือ 
Yarrowia lipolytica (Y2), Candida tropicalis strain Vaucher (L9) และแบคทีเรีย 2 สายพนัธุ์ 
คือ Bacillus subtilis subsp. subtilis strain A17 (T3), Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 
E28 (V3)    
 
3.4 ถังปฏิกรณ์แบบแผ่นหมุนชีวภาพ (rotary biological contactor recator) 
 

ถงัหมกัขนาดความจ ุ 4 ลิตร ประกอบด้วยแผ่นตวักลางที:ใช้มีลกัษณะเป็นแผ่นอะคริลิก 
(acrylic) แผ่นกลม มีเส้นผ่านศนูย์กลาง 16 เซนติเมตร หนา 3 มิลลิเมตร ติดด้วยวสัดทีุ:เหมาะสม
ตอ่การเกาะตดิของเชื Rอ เรียงซ้อนกนั 9 แผ่นบนเพลากลาง โดยแกนเพลากลางจะหมนุในแนวนอน 
อตัราการหมนุของแผ่นหมนุ สามารถปรับระดบัได้เป็น 2 3 และ 4 รอบตอ่นาที ส่วนระดบัการจม
ตวัของแผ่นหมุนใต้ระดบัอาหารสามารถปรับระดบัได้เป็น 20 30 และ 40 เปอร์เซ็นต์ของรัศมี 
ตามลําดบั (สกลุรัตน์ พกุกะวรรณะ, 2548)  
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ภาพที� 3.1 ถงัปฏิกรณ์แบบแผน่หมนุชีวภาพ ขนาดความจ ุ4 ลิตร 
 

  

                   
          
ภาพที� 3.2 แผน่หมนุชีวภาพ 
 



49 

    
ภาพที� 3.3 ถงัหมกัสแตนเลสความจ ุ4 ลิตร 
 

     
 

ภาพที� 3.4 ฐานรองถงัหมกัและมอเตอร์ 
 

      
 
ภาพที� 3.5 แผน่อะคลิริกครอบตวัถงัหมกั 
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3.5 วิธีดาํเนินงานวิจัย 
 
   3.5.1 ศึกษาประสิทธิภาพของจุลินทรีย์ที�มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายนํ Cามัน    

 

  การศึกษาประสิทธิภาพในการย่อยสลายนํ Rามันของจุลินทรีย์ จะนําจุลินทรีย์ที:
คดัเลือกแล้วมาเลี Rยงในอาหารเหลว โดยใส่แบคทีเรียลงในอาหารเหลว nutrient broth (NB) และ
ยีสต์ลงในอาหาร yeast extract-malt extract broth (YM)  บม่ที:อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 20-24 ชั:วโมง แล้วเขี:ยเชื Rอลงบนอาหารแข็ง ใส่แบคทีเรียลงในอาหารแข็ง nutrient agar 
(NA) และยีสต์ลงในอาหาร yeast extract-malt extract agar (YM)  บม่ที:อณุหภูมิ    30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20-24 ชั:วโมง จากนั Rนถ่ายเชื Rอบริสทุธิ�ที:ได้ด้วยปลายเข็มเขี:ยเชื Rอและจดุลงบน
อาหารเลี Rยงเชื Rอสงัเคราะห์ไตรบไูทริน (tributyrin agar) (พชัรวิภา ใจจกัรคํา, 2545) คดัเลือก
โคโลนีที:ทําให้เกิดบริเวณใส วดัความกว้างของบริเวณใสที:เกิดขึ Rน ศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา
ของจุลินทรีย์บริสุทธิ� โดยศึกษาสีและโครงสร้างของโคโลนี และย้อมสีแกรมตรวจดลูักษณะของ
เซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ เพื:อให้แนใ่จวา่จลุินทรีย์ยงัคงมีประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายนํ Rามนั 
 

3.5.2 ศึกษาการเจริญ อัตราการย่อยสลายนํ Cามันปาล์ม ชนิดและปริมาณกรด
ไขมัน ของจุลินทรีย์ที�คัดเลือกแล้วในขวดเขย่า 

 
  การศึกษาการเจริญ อตัราการย่อยสลายนํ Rามนัปาล์ม ชนิดและปริมาณกรดไขมัน 

โดยใช้เข็มเขี:ยโคโลนีบริสทุธิ�ของจลุินทรีย์ที:คดัเลือกแล้วจากข้อ 3.4.1 เลี Rยงแบคทีเรียลงในอาหาร
เหลว nutrient broth (NB) และยีสต์ลงในอาหาร yeast extract-malt extract broth (YM) เพื:อให้
จลุินทรีย์เจริญเป็นเวลา 18 ชั:วโมง หลงัจากนั Rนปิเปตจลุินทรีย์แตล่ะชนิดปริมาณ 2 มิลลิลิตร ลงใน
อาหารเหลวสงัเคราะห์ที:มีนํ Rามนัปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอน ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่
ขนาด 250 มิลลิลิตร เลี Rยงเชื Rอเป็นเวลา 24 ชั:วโมง โดยเขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที ที:
อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สุ่มเก็บตวัอย่างตามช่วงเวลา ดงันี Rคือ ที:ชั:วโมงที: 0, 3, 4, 5, 10, 14, 
15, 16, 20 และ 24 วดัคา่ความขุ่นของเซลล์ที:ค่าดดูกลืนแสง 600 นาโนเมตร และวดัปริมาณ
นํ Rามันที:คงเหลือด้วยเทคนิคโครมาโตรกราฟีแบบ  Thin-Layer Chromatography/Flame 
Ionization Detection analyzer (TLC/FID) วิเคราะห์ชนิด และปริมาณกรดไขมนั ด้วยโครมาโตรก
ราฟีชนิดของเหลวสมรรถนะสงู High-performance liquid chromatography (HPLC) 
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     3.5.3 ศึกษาสภาวะที�เหมาะสมในการผลิตกรดไขมันของจุลินทรีย์ผสม (mixed 
culture) ในขวดเขย่า 
 
       ออกแบบการทดลองและวิเคราะห์ผลทางสถิติโดยใช้การทดลองแบบเชิง
แฟคทอเรียล (Factorial Experiment) แบบ 2k เพื:อวิเคราะห์หาปัจจยัที:มีอิทธิพลตอ่การผลิตกรด
ไขมนัมากที:สดุ โดยแบง่การทดลองออกเป็น 2 ขั Rนตอน ดงันี R 

  
3.4.3.1 สภาวะที:เหมาะสมสําหรับการผลิตกรดไขมัน โดยตัวแปรที:สนใจศึกษา

ได้แก่ พีเอช อุณหภูมิ  และเปอร์เซ็นต์แหล่งคาร์บอน  แสดงดังตารางที:  3.1 และได้ตาราง
แฟคทอเรียลแสดงดงัตารางที: 3.2 

 

ตารางที� 3.1 ปัจจยัและระดบัที:สนใจในการทดลองการหาสภาวะที:เหมาะสม ครั Rงที: 1 

ปัจจยั 
ระดบั 

ระดบัตํ:า (-1) ระดบักลาง (0) ระดบัสงู (+1) 

พีเอช; A 6.0 8.0 10.0 
อณุหภมูิ (oC); B  30 34 38 
เปอร์เซ็นต์แหลง่คาร์บอน; C 1% 5% 10% 

 

ตารางที� 3.3 การออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรียล 
Number of Factor: 3 Design Name: FF0308 
Resolution: V  Factorial:   23 
Base Design:   8  Fraction:    Full 
Base Design:   3*   

run Factor 
A B C 

1 -1 -1 -1 
2 -1 -1 +1 
3 -1 +1 -1 
4 -1 +1 +1 
5 +1 -1 -1 



52 

ตารางที� 3.3 การออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรียล (ตอ่) 
Number of Factor: 3 Design Name: FF0308 
Resolution: V  Factorial:   23 
Base Design:   8  Fraction:    Full 
Base Design:   3* 

run Factor 
A B C 

6 +1 -1 +1 
7 +1 +1 -1 
8 +1 +1 +1 
9 0 0 0 
10 0 0 0 
11 0 0 0 

ที�มา: Haaland, 1989 

 
3.4.3.2 วิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยการสร้างพื Rนผิวตอบสนอง (response surface 

methodology, RSM) สําหรับหาความสมัพนัธ์ระหวา่งตวัแปรที:ศกึษากบัปริมาณกรดไขมนัที:สนใจ
เพื:อหาสภาวะที:เหมาะสมในการวิจยั โดยกราฟที:ได้จะมีลกัษณะเป็นกราฟเส้นโค้ง 

 
 วดัคา่ความขุ่นของเซลล์ที:คา่ดดูกลืนแสง 600 นาโนเมตร และวดัปริมาณนํ Rามนัที:

คงเหลือด้วยเทคนิคโครมาโตรกราฟีแบบ Thin-Layer Chromatography/Flame Ionization 
Detection analyzer (TLC/FID) วิเคราะห์ชนิด และปริมาณกรดไขมนั ด้วยโครมาโตรกราฟีชนิด
ของเหลวสมรรถนะสงู High-performance liquid chromatography (HPLC) 
 
 
 
 
 



53 

3.5.4 ศึกษาปริมาณหัวเชื Cอที�เหมาะสมในการผลิตกรดไขมันของจุลินทรีย์ผสมใน 
ขวดเขย่า 
 

 ศึกษาปริมาณหัวเชื Rอที: เหมาะสมโดยใช้เข็มเขี:ยโคโลนีบริสุทธิ�ของจุลินทรีย์ที:
คดัเลือกแล้วจากข้อ 3.4.1 โดยเลี Rยงแบคทีเรียในอาหารเหลว nutrient broth (NB) และยีสต์ลงใน
อาหาร yeast extract-malt extract broth (YM) เพื:อให้จุลินทรีย์เจริญเป็นเวลา 18 ชั:วโมง 
หลงัจากนั Rนปิเปตจลุินทรีย์แตล่ะชนิดปริมาณ 2 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลวสงัเคราะห์ที:มีนํ Rามนั
ปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอน เลี Rยงเชื Rอเป็นเวลา 16 ชั:วโมง โดยเขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อ
นาที ที:อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ปรับปริมาตรจํานวนเชื Rอแบคทีเรีย และยีสต์ให้มี OD.600 นาโน
เมตร เท่ากบั 0.5 ผสมกนัในอตัราส่วน 1:1 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ทําการแปรผนัปริมาณหวัเชื Rอ
เริ:มต้นที: 4 10 15 และ 20 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ติดตามการเจริญโดยการวัดค่า 
OD.600 นาโนเมตร และวิเคราะห์ชนิดและปริมาณกรดไขมนัด้วยโครมาโตรกราฟีชนิดของเหลว
สมรรถนะสงู High-performance liquid chromatography (HPLC) 
 

3.5.5 การเตรียมหัวเชื Cอสาํหรับการผลิตกรดไขมัน 
 
 การเตรียมหัวเชื Rอสําหรับการผลิตกรดไขมันโดยใช้เข็มเขี:ยโคโลนีบริสุทธิ�ของ

จลุินทรีย์ที:คดัเลือกแล้วจากข้อ 3.4.1 โดยเลี Rยงแบคทีเรียในอาหารเหลว nutrient broth (NB) และ
ยีสต์ลงในอาหาร yeast extract-malt extract broth (YM) เพื:อให้จลุินทรีย์เจริญเป็นเวลา 18 
ชั:วโมง หลงัจากนั Rนปิเปตจลุินทรีย์แตล่ะชนิดปริมาณ 2 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลวสงัเคราะห์ที:มี
นํ Rามนัปาล์มเป็นแหลง่คาร์บอน เลี Rยงเชื Rอเป็นเวลา 16 ชั:วโมง โดยเขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 รอบ
ตอ่นาที ที:อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ปรับปริมาตรจํานวนเชื Rอแบคทีเรีย และยีสต์ให้มี OD.600 
นาโนเมตร เท่ากบั 0.5 ผสมกันในอตัราส่วน 1:1 (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) โดยใช้ปริมาณหวัเชื Rอที:
เหมาะสมจากข้อ 3.4.4 
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3.5.6 ศึกษาการผลิตกรดไขมันแบบกะโดยใช้ถังปฏิกรณ์แบบแผ่นหมุนชีวภาพ 
 
        3.5.6.1 ทดสอบการทาํงานของถังปฏิกรณ์ 
 
   1) ทําการฆ่าเชื Rอบริเวณผิวหน้าของถังหมักชีวภาพแบบหมุน (surface 

sterile)   ในส่วน ของแผ่นหมนุ ถงัหมกั แผ่นรอง และแผ่นอะคริลิก โดยจะทําการล้างและนําส่วน
ตา่งๆด้วยสารละลายคลอร็อกซ์ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ 

   2) ประกอบถงัปฏิกรณ์โดยกําหนดคา่ตา่งๆของถงัภายในตู้ เขี:ยเชื Rอ เช่น การ
จมตวัของแผ่น หมุนลงใต้ระดบัอาหาร 20 30 และ 40 เปอร์เซ็นต์ของรัศมี จากนั Rนนําถังหมกั
ชีวภาพแบบหมนุที:ประกอบเสร็จแล้วใสล่งในถงุพลาสตกิ ขนาด 30x60 นิ Rว ทําการปิดปากถงุ  

   3) นําถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบหมุนที:ทําการฆ่าเชื Rอบริเวณผิว (surface 
sterile) เสร็จแล้วไปทําการฆ่าเชื Rอโดยการ Fumigation ด้วยโพแทสเซียมเปอร์แมงกาเนตและ
ฟอร์มาลดีไฮด์ 40 เปอร์เซ็นต์ โดยใส่ฟอร์มาลดีไฮด์ ให้ท่วมโพแทสเซียมเปอร์แมงกาเนตในตู้ เขี:ย
เชื Rอ (laminar flow) ทิ Rงไว้เป็นเวลา 2 วนั 

   4) นําถงัหมกัที:ประกอบเสร็จและผ่านการฆ่าเชื Rอแล้ว ไปประกอบเข้ากบัชุด
ควบคมุ pH probe ที:เป่าอากาศ ชดุตอ่มอเตอร์ sampling port ที:เตมิ กรด-เบส   

   5) ทดสอบการปนเปืRอนของจลุินทรีย์หลงัการฆ่าเชื Rอแล้ว ด้วยอาหารเหลว 
nutrient broth (NB) ทิ Rงไว้เป็นเวลา 24 ชั:วโมง 

  
3.5.6.2 ศึกษาการผลิตกรดไขมันแบบกะโดยใช้ถังปฏิกรณ์แบบแผ่นหมุน

ชีวภาพ 
 

 เตรียมหัวเชื Rอเริ:มต้นตามข้อ 3.4.5 ทําการผลิตโดยใช้สภาวะที:ได้จากข้อ 
3.4.3 ทําการหมักจนกระทั:งจุลินทรีย์มีการสร้างเมือกชีวภาพ  (biofilm) หนาประมาณ  1-4 
มิลลิเมตร (Waskar, 2012) เลี Rยงแบบกะโดยทําการหมักเป็นเวลา 24 ชั:วโมง ติดตามผลการ
ทดลองโดย ทําการเก็บตวัอย่างที: 0, 3, 4, 5, 10, 13, 15, 16, 20 และ 24 ชั:วโมง ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร จํานวน 3 ซํ Rามาปั:นเหวี:ยงด้วยความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที ที: 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที สารละลายส่วนใสที:ได้จากการปั:นเหวี:ยงจะนําไปวดัปริมาณนํ Rามนัที:คงเหลือ
ด้วยเทคนิคโครมาโตรกราฟีแบบ Thin-Layer Chromatography/Flame Ionization Detection 
analyzer (TLC/FID) วิเคราะห์ชนิด และปริมาณกรดไขมนั ด้วยโครมาโตรกราฟีชนิดของเหลว
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สมรรถนะสูงHigh-performance liquid chromatography (HPLC) เพื:อหาเวลาที:เหมาะสม
สําหรับการผลิตกรดไขมนัแบบกึ:งกะ และติดตามการเจริญของจลุินทรีย์โดยวดัคา่ OD.600 นาโน
เมตร และสงัเกตการณ์สร้างเมือกชีวภาพของจลุินทรีย์บนแผน่หมนุ 

 
3.5.7 ศึกษาการผลิตกรดไขมันแบบกึ�งกะโดยใช้ถังปฏิกรณ์แบบแผ่นหมุนชีวภาพ 

 
ศึกษาการผลิตกรดไขมันแบบกึ:งหลังจากสูบอาหารจากการเลี Rยงแบบกะในข้อ 

3.4.6.2 ออกแล้วเตมิอาหารใหมเ่ข้าไปโดยใช้เวลาและความเข้มข้นของนํ Rามนัในชั:วโมงที:เหมาะสม
คือให้ความเข้มข้นของกรดไขมันมากที:สุดจากข้อ 3.4.6.2 ทําการหมักแบบกึ:งกะโดยใช้สภาวะ
เช่นเดียวกับข้อ 3.4.6.2 ติดตามผลการทดลองโดยวัดปริมาณนํ Rามันที:คงเหลือด้วยเทคนิค          
โครมาโตรกราฟีแบบ Thin-Layer Chromatography/Flame Ionization Detection analyzer 

(TLC/FID) วิเคราะห์ชนิด และปริมาณกรดไขมนัด้วยโครมาโตรกราฟีชนิดของเหลวสมรรถนะสูง 
High-performance liquid chromatography (HPLC) และสงัเกตกุารสร้างเมือกชีวภาพของ
จลุินทรีย์บนแผน่หมนุ 
 

3.5.8 วิธีการวัดปริมาณนํ Cามันที�คงเหลือด้วยเทคนิคโครมาโตรกราฟีแบบ Thin-
Layer Chromatography/Flame Ionization Detection analyzer (TLC/FID) 

 
   หลงัจากทําการเก็บตวัอย่างในแตล่ะชั:วโมงทําการวดัปริมาณนํ Rามนัที:คงเหลือโดย

นําตวัอย่างไปปั:นเหวี:ยงที:ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที นําสารละลายส่วน
ใสที:ได้ไปวิเคราะห์ปริมาณนํ Rามนัที:คงเหลือโดยวิธีการสกดัด้วยคลอโรฟอร์ม โดยเติมคลอโรฟอร์ม
ลงไปปริมาตร 20 มิลลิลิตร หลงัจากนั Rนนําไปเขย่าที:ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 
นาที จากนั Rนนําสารละลายชั Rนคลอโรฟอร์มที:ได้ไปปั:นเหวี:ยงอีกครั Rงด้วยความเร็วรอบ 10,000 รอบ
ตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บสารละลายชั Rนคลอโรฟอร์ม ไปวิเคราะห์ปริมาณนํ Rามนัที:เหลือด้วย
เทคนิคโครมาโตรกราฟีแบบแผน่บาง (TLC-FID)  
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ภาพที� 3.6 เครื:องโครมาโตรกราฟีแบบแผน่บาง (TLC-FID Analyzer) 
  

ขั Cนตอนการวิเคราะห์ปริมาณนํ Cามันที�เหลือด้วยเทคนิคโครมาโตรกราฟีแบบ
แผ่นบาง (TLC-FID)  

1) สแกนแทง่โครมารอดก่อนใช้งานเพื:อทําความสะอาดแทง่โครมารอด 
2) หลงัจากทําสแกนเสร็จนําแท่งโครมารอดจุ่มลงในสารละลายกรดบอริคเข้มข้น 3 

เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 นาทีเพื:อเคลือบแทง่โครมารอด 
3) นําแทง่โครมารอดออกจากสารละลายและไปอบที: 120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 

นาที 
4) หลงัจากนั Rนนําแทง่โครมารอดไปทําการแบลงค์สแกนอีก 1 ครั Rง 
5) ดดูตวัอยา่งที:ต้องการวิเคราะห์ปริมาตร 1 ไมโครลิตร จดุลงบนแทง่โครมารอด 
6) นําแทง่โครมารอดที:จดุตวัอย่างเสร็จแล้วไปจุ่มลงในสารลายที:ใช้เป็นตวัพาสารให้

เคลื:อนที: (mobile phase) ไปบนแท่งโครมารอด สําหรับวิธีการนี Rจะใช้ตวัทําละลาย 2 ระบบ โดย
ระบบแรกจะใช้ครอโรฟอร์มเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ สําหรับพาสารตวัอย่างเคลื:อนที:เป็นระยะทาง 8 

เซนติเมตร และระบบที:สอง จะใช้ครอโรฟอร์มเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 70 มิลลิลิตร ผสม
กบัตวัทําละลายเมทานอลผสมกบัแอมโมเนีย (อตัราสว่น 8 ตอ่ 2) ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร สําหรับ
พาสารตวัอยา่งเคลื:อนที:เป็นระยะทาง 10 เซนตเิมตร 

7) นําแทง่โครมารอดไปอบที: 120 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 

8) สภาวะที:ใช้ในการวิเคราะห์คือ อตัราการไหลของก๊าซไฮโดรเจน 160 มิลลิลิตรตอ่
นาที และอตัราการไหลของอากาศ 2.0 ลิตรตอ่นาที  
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3.5.9 การสกัดแยกกรดไขมัน วิเคราะห์ชนิด และปริมาณกรดไขมัน ที�สกัดแยกได้
ด้วยโครมาโตรกราฟีชนิดของเหลวสมรรถนะสูง High-performance liquid chromatography 
(HPLC)  

 

               3.5.9.1 การสกัดแยกกกรดไขมัน (Kaluzyn et al., 1985)  

 

  ในขั Rนตอนการสกัดแยกกรดไขมัน หลังจากทําการปั:นเหวี:ยงตวัอย่างแล้ว      

ปิเปต 1 มิลลิลิตร ของอาหารเลี Rยงเชื Rอที:ปั:นเหวี:ยงแยกเซลล์ออก เติม คลอโรฟอร์ม 1 มิลลิลิตร เม

ทานอล 2 มิลลิลิตร และฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 0.8 มิลลิลิตร เขย่าเป็นเวลา 2 ชั:วโมง หลงัจากนั Rนนําไป

ปั:นเหวี:ยงที:ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั Rนเติม คลอโรฟอร์ม 1 

มิลลิลิตร และฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ตั Rงทิ Rงไว้ให้สารละลายแยกชั Rน ดดูชั Rน

คลอโรฟอร์มใสใ่นหลอดทดลองอนัใหม ่และตั Rงทิ Rงให้คลอโรฟอร์มระเหยออก หลงัจากนั Rนเติมเมทา

นอลปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื:อใช้เป็นตวัทําละลายและกรองตวัอย่างผ่านไมโครฟิวเอตร์ขนาด 0.45 

ไมโครเมตร สําหรับ วิเคราะห์ชนิด และปริมาณกรดไขมันด้วยโครมาโตรกราฟีชนิดของเหลว

สมรรถนะสงู High-performance liquid chromatography (HPLC)  

 

 3.5.9.2 การวิเคราะห์ชนิด และปริมารกรดไขมันด้วย โครมาโตรกราฟีชนิด

ของเหลวสมรรถนะสูง High-performance liquid chromatography (HPLC)  

 

  นําตัวอย่างที:ได้จากข้อ 3.5.9.1 บรรจุลงในขวดสําหรับวิเคราะห์ (vials) 

ตรวจสอบหาปริมาณกรดไขมนัชนิดตา่งๆ ได้แก่ กรดคาปริลิก (C8) กรดคาปริก (C10) กรดลอริก 
(C12) กรดไมริสติก (C14 และกรดปาลมิติก (C16) โดยใช้วิธีโครมาโตรกราฟีชนิดของเหลว
สมรรถนะ-สงู High-performance liquid chromatography (HPLC) ยี:ห้อ Agilent รุ่น LC1200 
โดยใช้คอลมัน์ Eclipse XDB-C18 มีขนาด 5 ไมโครเมตร ยาว 150 มิลลิเมตร เส้นผ่านศนูย์กลาง 
4.60มิลลิเมตร วิเคราะห์ตัวอย่างโดยอาศัยการกระจายแสงผ่านเครื:องตรวจสอบชนิด DAD 
(diode array detector) ค่าความเข้มข้นที:วัดได้จะถูกบนัทึกและแปรผลโดยผ่านโปรแกรม 
Chemstation Software ของบริษัท Agilent ใช้เมทานอล (HPLC Grade) ในนํ Rากลั:นปลอดประจ ุ 
(Milli  Q water) ในอตัราสว่น 97 ตอ่ 3 ปริมาตรตอ่ปริมาตร เป็นสารละลายตวัพา โดยให้อตัราการ
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ไหลเป็น 0.8 มิลลิลิตรตอ่นาที ที:อณุหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ปริมาณของกรดคาปริลิก (C8) กรด
คาปริก (C10) กรดลอริก (C12) กรดไมริสติก (C14) และกรดปาลมิติก (C16) สามารถวดัได้โดย
การเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานที:ได้จากสารละลายมาตรฐาน (ภาคผนวก ค) ที:ทราบความ
เข้มข้นที:แนน่อน 
 

 

ภาพที�  3.7 เครื:องโครมาโตรกราฟีชนิดของเหลวสมรรถนะสูง High-performance liquid 
chromatography (HPLC) 
 
 

 

 



 
 

บทที� 4 
 

ผลการศึกษาและอภปิรายผล 

 
4.1 ศึกษาคุณลักษณะและประสิทธิภาพของจุลินทรีย์ที�มีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย
นํ (ามัน 
  
 งานวิจยันี �เป็นการศึกษาการผลิตกรดไขมนัโดยใช้จลุินทรีย์ในการย่อยสลายนํ �ามนัเพื(อให้
ได้กรดไขมนั ซึ(งจลุินทรีย์ที(ใช้จะต้องมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายนํ �ามนั ดงันั �นจึงเลือกใช้จาก
งานวิจยัของ จุฑากานต์ บุญมี (2553) เรื(องการสร้างกลุ่มจุลินทรีย์เพื(อบําบดันํ �าเสียที(ปนเปื�อน
ไขมัน โดยคดัเลือกจุลินทรีย์ที(มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายนํ �ามันมากที(สุดมา 4 สายพันธุ์ 
ประกอบด้วย ยีสต์ 2 สายพนัธุ์ คือ Yarrowia lipolytica (Y2), Candida tropicalis strain 
Vaucher (L9) และแบคทีเรีย 2 สายพนัธุ์ คือ Bacillus subtilis subsp. subtilis strain A17 
(T3),Bacillus subtilis subsp. subtilis strain E28 (V3) 
 
 การศึกษาคุณลักษณะของจุลินทรีย์ จะนําจุลินทรีย์ที(คดัแยกแล้วข้างต้นเลี �ยงในอาหาร
แข็งโดยเขี(ยโคโลนีแบคทีเรียลงในอาหารแข็งnutrient agar (NA)และยีสต์ลงในอาหารแข็งyeast 
extract-malt extract agar (YM) หลงัจากเลี �ยงให้จลุินทรีย์เจริญเป็นเวลา 20-24 ชั(วโมงศกึษา
ลกัษณะโคโลนีบนจานอาหารแข็งและลักษณะของเซลล์จุลินทรีย์ใต้กล้องจุลทรรศน์ ดงัตาราง       
ที( 4.1 
 

หลงัจากศกึษาลกัษณะของจลุินทรีย์แล้วทําการทดสอบประสิทธิภาพของจลุินทรีย์ในการ
ย่อยสลายนํ �ามนัโดยใช้อาหารแข็งไตรบูไทริน (tributyrin agar)เนื(องจากไตรบูไทรินเป็นไตรกลี-

เซอร์ไรด์มาตรฐานที(นํามาทดสอบความสามารถในการผลิตไลเปสของจลุินทรีย์ เมื(อจลุินทรีย์สร้าง
เอนไซม์ไลเปสออกมายอ่ยนํ �ามนัจะเกิดบริเวณใสรอบโคโลนีและเห็นบริเวณใสได้อย่างชดัเจน(พชัร
วิภาใจจักรคํา, 2545) หลังจากบ่มเป็นเวลา48ชั(วโมงสังเกตุบริเวณใสและวัดความกว้างจาก
บริเวณใสที(เกิดขึ �นเพื(อให้แน่ใจว่าจลุินทรีย์ยงัมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายนํ �ามนั โดยจากผล
การทดลองพบว่าจลุินทรีย์ทั �ง 4 สายพนัธุ์ สามารถสร้างบริเวณใสรอบโคโลนีอย่างชดัเจนแสดงว่า
จลุินทรีย์ทั �ง 4 สายพนัธุ์ ยงัมีประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายนํ �ามนัดงัตารางที( 4.2 
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ตารางที� 4.1ลกัษณะโคโลนีของจลุินทรีย์แตล่ะสายพนัธุ์บนอาหารแข็งและลกัษณะเซลล์ใต้กล้องจลุทรรศน์ 

สายพันธ์ุจุลินทรีย์ ลักษณะโคโลนี ภาพแสดงลักษณะโคโลนี 
บนอาหารแข็ง 

ลักษณะเซลล์ 
ใต้กล้องจุลทรรศน์  
(กาํลังขยาย 40x) 

Yarrowia lipolytica 

(รหสั Y2) 
โคโลนีสีขาวครีม โคโลนีขนาดเล็ก ผิวด้าน 
ผิวหน้าโคโลนีเรียบ โคโลนีนนูสงู ขอบโคโลนี
เรียบ 

  
 

Candida tropicalis 

strain Vaucher 
(รหสั L9) 

โคโลนีสีขาวครีมผิวด้าน ผิวหน้าโคโลนีเรียบ 
โคโลนีนนูสงู ขอบโคโลนีเรียบ 
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ตารางที� 4.1 ลกัษณะโคโลนีของจลุินทรีย์แตล่ะสายพนัธุ์บนอาหารแข็งและลกัษณะเซลล์ใต้กล้องจลุทรรศน์(ตอ่) 
สายพันธ์ุจุลินทรีย์ ลักษณะโคโลนี ภาพแสดงลักษณะโคโลนี 

บนอาหารแข็ง 
ลักษณะเซลล์ 

ใต้กล้องจุลทรรศน์  
(กาํลังขยาย 40x) 

Bacillus  subtilis 

subsp. subtilis  strain 
A17(รหสั T3) 

โคโลนีสีนํ �าตาลออ่น โคโลนีแผ่ขยาย ผิวหน้า
โคโลนีเป็นคลื(น แบนราบ ขอบโคโลนีหยกั 

  

Bacillus  subtilis 

subsp. subtilis  strain 
E28(รหสั V3) 

โคโลนีสีนํ �าตาลออ่น โคโลนีแผ่ขยาย ผิวหน้า
โคโลนีเป็นคลื(น แบนราบ ขอบโคโลนีหยกั 
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ตารางที� 4.2 การเกิดบริเวณใสของจลุินทรีย์แตล่ะสายพนัธุ์บนอาหารแข็งไตรบไูทริน(Tributyrin agar) 
การเกิดบริเวณใสของจุลินทรีย์แต่ละสายพันธ์ุบนอาหารแข็งไตรบูไทริน(tributyrin agar) 

 
Yarrowialipolytica(รหสั Y2) 

 

 
Bacillus subtilis subsp. subtilis  strain A17 (รหสั T3) 

 
Candida tropicalis strain Vaucher(รหสั L9) 

 

 
Bacillus  subtilis subsp. subtilis  strain E28 (รหสั V3) 
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4.2ศึกษาการเจริญอัตราการย่อยสลายนํ (ามันปาล์ม ชนิดและปริมาณกรดไขมันของ
จุลินทรีย์ที�คัดเลือกแล้วในขวดเขย่า 

 

เนื(องจากจลุินทรีย์ทั �ง 4 สายพนัธุ์ คดัเลือกมาจากงานวิจยัของ จฑุากานต์ บญุมี (2553) 
เรื(องการสร้างกลุ่มจลุินทรีย์เพื(อบําบดันํ �าเสียที(ปนเปื�อนไขมนัดงันั �นในการศกึษาการเจริญ และหา
อตัราการยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มในตอนแรกจงึเลือกใช้สภาวะจากงานวิจยัดงักล่าว คือ บม่ที(เครื(อง
เขย่าความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พีเอช 6.5 และปริมาณหวัเชื �อ 4
เปอร์เซ็นต์ เพื(อพิสจูน์วา่จลุินทรีย์ยงัมีประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มอยูห่รือไม ่ 
 

โดยเริ(มจากเลี �ยงแบคทีเรียลงในอาหารเหลวnutrient broth (NB) และยีสต์ลงในอาหาร 
yeast extract-malt extract broth (YM) เลี �ยงเชื �อเป็นเวลา18 ชั(วโมงแล้วปิเปตเชื �อปริมาตร 2 
มิลลิลิตร (ปริมาณหวั 4 เปอร์เซ็นต์) ลงในอาหรเหลวนํ �ามนัปาล์มปริมาตร 50 มิลลิลิตร เลี �ยงเชื �อ
เป็นเวลา 24 ชั(วโมง เนื(องจากมีการศึกษาการเจริญในอาหารเหลวนํ �ามนัปาล์มในช่วงเริ(มต้นของ
การทดลองและพบว่าจลุินทรีย์ทั �ง 4 สายพนัธุ์ มีช่วงการเปลี(ยนเฟส (จากช่วง lag phase เป็น log 
phase) ในชั(วโมงที( 3, 4, 5 (จากช่วง log phase เป็น stationary phase) ในชั(วโมงที( 14, 15, 16 
แสดงดงัภาพที( 4.1โดยทั(วไปจลุินทรีย์จะมีการสร้างเอนไซม์ออกมามากในช่วงที(มีการเปลี(ยนเฟส 
ดงันั �นจึงเลือกเก็บตวัอย่างในชั(วโมงที(มีการเปลี(ยนเฟสของการเจริญ คือชั(วโมงที( 0, 3, 4, 5, 10, 
14, 15, 16, 20 และ24 (ช่วง stationary phase) วดัค่า OD.600 นาโนเมตรและศึกษา
ประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ �ามันปาล์มในอาหารเหลวสังเคราะห์ที(มีนํ �ามันปาล์มเป็นแหล่ง
คาร์บอน โดยพิจารณาจากพื �นที(ใต้กราฟที(ได้จากการนําตวัอย่างไปวิเคราะห์ผลด้วยวิธี TLC-FID 
และนําผลจากพื �นที(ใต้กราฟไตรกลีเซอไรด์มาคํานวณหาคา่เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามนัปาล์ม 
โดยเทียบจากกราฟมาตรฐานปริมาณนํ �ามนัปาล์มและทําการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณกรดไขมนั
ด้วยด้วยโครมาโตรกราฟีชนิดของเหลวสมรรถนะสงู High-performance liquid chromatography 
(HPLC) 
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ภาพที� 4.1 การเจริญของเชื �อทั �ง 4 สายพนัธุ์ บนอาหารเหลวนํ �ามนัปาล์ม  
 

 
ภาพที� 4.2 การเจริญและการยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มในอาหารเหลวสงัเคราะห์ที(มีนํ �ามนัปาล์มเป็น
แหลง่คาร์บอนโดย Yarrowia lipolytica (จลุินทรีย์รหสั Y2) 
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ภาพที� 4.3 การเจริญและการยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มในอาหารเหลวสงัเคราะห์ที(มีนํ �ามนัปาล์มเป็น
แหลง่คาร์บอนโดย Candida tropicalis strain vaucher (L9) 

 

 
ภาพที� 4.4 การเจริญและการยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มในอาหารเหลวสงัเคราะห์ที(มีนํ �ามนัปาล์มเป็น
แหลง่คาร์บอนโดย Bacillus subtilis subsp. subtilis strain A17 (T3) 
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ภาพที� 4.5 การเจริญและการยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มในอาหารเหลวสงัเคราะห์ที(มีนํ �ามนัปาล์มเป็น
แหลง่คาร์บอนโดย Bacillus subtilis subsp. subtilis strain E28 (V3) 
 

จากผลการทดลองพบว่าจุลินทรีย์ทั �ง 4 สายพนัธุ์ มีการเจริญและอตัราการย่อยสลายที(
สมัพนัธ์กนัคือ เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายมีแนวโน้มเพิ(มขึ �นตามอตัราการเจริญเติบโตเมื(อพิจารณา
คา่เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามนัปาล์ม พบว่า Bacillus subtilis subsp. subtilis strain E28 
(V3) สามารถย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มได้มากที(สุดโดยสามารถย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มในอาหาร
เหลวสังเคราะห์ที(มีนํ �ามันปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอนได้ 79.60 เปอร์เซ็นต์ ภายในระยะเวลา 24 
ชั(วโมงของการเลี �ยงในอาหารเหลวสงัเคราะห์ที(มีนํ �ามนัปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอน ที(อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส และบ่มที(เครื(องเขย่า 200 รอบต่อนาทีดงัรูปที( 4.4สายพนัธุ์ที(สามารถย่อยสลาย
นํ �ามนัปาล์มได้เป็นอนัดบัที(สองคือ Candida tropicalis strain Vaucher (L9) สามารถย่อยสลาย
นํ �ามนัปาล์มได้ 76.36 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ Bacillus subtilis subsp. subtilis strain A17 (T3) 
สามารถย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มได้ 73.96 เปอร์เซ็นต์ และYarrowia lipolytica (Y2) สามารถย่อย
สลายนํ �ามนัปาล์มได้ 67.12 เปอร์เซ็นต์ดงัรูปที( 4.2, 4.3 และ 4.1 ตามลําดบั 

 
เมื(อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ �ามันปาล์มกับงานวิจัยของ จุฑากานต์    

บญุมี (2553)ที( 24 ชั(วโมงพบว่า เชื �อทั �ง 4 สายพนัธุ์ที(เลี �ยงในอาหารเหลวนํ �ามนัปาล์มมีเปอร์เซ็นต์
การยอ่ยสลายสงูกวา่ของ จฑุากานต์ บญุมี ที(เลี �ยงในอาหารเหลวนํ �าเสียสงัเคราะห์ที(มีนํ �ามนัปาล์ม
เป็นแหลง่คาร์บอน โดยเปอร์เซ็นต์การยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มเมื(อเลี �ยงในอาหารนํ �าเสียสงัเคราะห์มี
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คา่ดงันี � Bacillus subtilis subsp. subtilis strain E28 (V3) สามารถย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มได้มาก
ที(สุด48.41 เปอร์เซ็นต์อนัดบัที(สองคือ Bacillus subtilis subsp. subtilis strain A17 (T3) 
สามารถย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มได้ 28.95  เปอร์เซ็นต์รองลงมาคือYarrowia lipolytica (Y2) 
สามารถย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มได้ 2.88 เปอร์เซ็นต์และ Candida tropicalis strain Vaucher (L9) 
สามารถยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มได้ 2.18 เปอร์เซ็นต์ 

 

เนื(องจากอาหารที(ใช้ในการศกึษาประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ �ามนันั �นแตกตา่งกนัจึงทํา
ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายที(ได้ออกมานั �นแตกต่างกันถึงแม้ว่าจะใช้จุลินทรีย์ทั �ง 4 สายพนัธุ์
เหมือนกันก็ตาม และนอกจากนั �นองค์ประกอบของสารอาหารที(ใช้ในการเจริญเติบโต เช่น        
แหล่งโตรเจน (แบคโตเปบโตน ผงสกดัจากยีสต์ ผงสกดัจากเนื �อ) ที(จําเป็นสําหรับการสร้างเซลล์
ของจุลินทรีย์ในอาหารนํ �าเสียสังเคราะห์ (แบคโตเปบโตน 0.6 กรัม ผงสกัดจากเนื �อ 0.4 กรัมผง
สกดัจากยีสต์ 1 กรัม ยเูรีย 0.1 กรัม Na2HPO40.1 กรัม NaCl 0.014 กรัม CaCl2.2H2O 0.014 กรัม
KCl0.014 กรัม MgSO4.7H2O0.01 กรัม Tween 80 0.5 มิลลิลิตร และนํ �ามนัปาล์ม 1 เปอร์เซ็นต์ 
ตอ่นํ �ากลั(น 1 ลิตร) มีน้อยกว่าในอาหารเหลวนํ �ามนัปาล์ม (แบคโตเปบโตน 5 กรัมผงสกดัจากยีสต์ 
1 กรัม (NH4)2SO45 กรัม MgSO4.7H2O1 กรัม KH2PO45กรัม และนํ �ามนัปาล์ม 1 เปอร์เซ็นต์ ต่อ
นํ �ากลั(น 1 ลิตร)ถึง 5 เทา่ จงึทําให้มีเปอร์เซ็นต์การยอ่ยสลายที(น้อยกวา่ 

 

ผลการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของกรดไขมนัของแต่ละสายพนัธุ์(ภาพที( 4.6)พบว่ามี
ความแตกตา่งกนัทั �งชนิดและปริมาณของกรดไขมนัโดย Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 
E28 (V3)และCandida tropicalis strain Vaucher (L9) มีปริมาณกรดไขมนัรวมสงูที(สดุและมี
แนวโน้มของปริมาณกรดคาปริลิก(C8)และกรดคาปริก (C10)สูงที(สุดในชั(วโมงที( 5เช่นเดียวกับ
Bacillus subtilis subsp. subtilis strain A17 (T3) ส่วนYarrowia lipolytica (Y2) มีปริมาณกรด
ไขมนัมนัรวมสงูที(สดุในชั(วโมงที( 4 และไม่พบกรดไขมนัทกุชนิดหลงัจากชั(วโมงที( 4 นอกจากนั �นยงั
พบว่าระหว่างการเลี �ยงจลุินทรีย์สายพนัธุ์นี �ไม่พบกรดไมริสติก (C14) และกรดปาลมิติก (C16)    
อีกด้วย อาจเนื(องมาจากจุลินทรีย์สายพนัธุ์นี �มีการย่อยสลายกรดปาลมิติก (C16) และนํากรด
ไขมนัที(ได้เข้าสูเ่ซลล์จนหมดหลงัจากชั(วโมงที( 4 
 
 นํ �ามนัปาล์มที(ใช้เป็นแหล่งคาร์บอนมีปริมาณของกรดปาลมิติกและกรดโอเลอิกสูงจาก
ทฤษฎีการย่อยกรดไขมันของจุลินทรีย์ กรดไขมนัอิสระที(ได้จากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสนํ �ามนัด้วย
เอนไซม์ไลเปสจะถกูผ่านกระบวนการบีต้าออกซิเดชั(น (Beta-oxidation) ได้เป็น Acetyl CoAและ
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Fatty acyl CoA ที(มีคาร์บอนลดลงไป 2 อะตอมเพื(อเปลี(ยนเป็นพลงังาน (Papanikolaou และ
Aggelis, 2003) ดงันั �นปริมาณกรดไขมนัน่าจะเป็นสดัส่วนกนัคือหากมีการย่อยสลายกรดสเตียริก
(C18) จะได้ กรดปาลมิติก (C16) และเมื(อมีการย่อยสลายตอ่ไปเรื(อยๆเพื(อให้ได้กรดไขมนัสายสั �น
ที(จลุินทรีย์สามารถนําเข้าสู่เซลล์ได้จะได้ กรดไมริสติก (C14) กรดลอริก (C12) กรดคาปริก (C10) 
กรดปริลิก (C8) และกรดไขมนัสายสั �นตวัอื(นๆต่อไป และสดัส่วนของกรดไขมนัควรจะมีปริมาณที(
ลดลงเมื(อเข้าสู่ช่วงการเจริญตอนปลาย (stationary phase) แต่กลบัพบว่าในการเลี �ยง Bacillus 
subtilis subsp. subtilis strain E28 (V3) กลบัพบกรดปาลมิตกิ (C16) ในชั(วโมงที( 20 แตไ่ม่พบใน
ชั(วโมงที( 16 ซึ(งกรดไขมนัดงักล่าวควรจะถูกย่อยสลายไปหมดแล้วในช่วงนี �อาจเนื(องมาจากใน
ขั �นตอนการดดูตวัอย่างออกมาวิเคราะห์นั �นมีการดดูเอานํ �ามนัส่วนที(ไม่ได้ถกูย่อยสลายไปและยงั
ลอยอยู่ที(ผิวหน้าซึ(งมีความเป็นไปได้ที(จะตรวจพบกรดปาลมิติก (C16) ซึ(งเป็นองค์ประกอบส่วน
ใหญ่ของนํ �ามนัปาล์ม  
 

จากการศกึษาแนวโน้มของกรดไขมนัจําแนกตามประเภทพบว่ากรดคาปริลิก (C8) มีราคา
สงูที(สดุในกรดไขมนัทกุประเภท และมีแนวโน้มของราคาเพิ(มสงูขึ �นทกุปี โดยกรดคาปริลิก (C8) จะ
ถูกนําไปใช้ในการผลิตเอสเทอร์เพื(อใช้สําหรับการผลิตนํ �าหอมและสีย้อม นอกจากนั �นยังมี
คณุสมบตัิในการยับยั �งการเจริญเติบโตของรา ยีสต์ และแบคทีเรียจึงเลือกที(จะศึกษากรดไขมัน
ชนิดนี � โดยจากผลการวิเคราะห์ของจุลินทรีย์ทั �ง 4 สายพนัธุ์(ภาพที( 4.6) กรดคาปริลิก (C8) มี
ปริมาณสูงที(สุดในชั(วโมงที( 5ยกเว้น Yarrowia lipolytica (Y2)ที(ไม่พบกรดคาปริลิก (C8) ใน
ระหวา่งการเลี �ยง จงึเลือกชั(วโมงที( 5 สําหรับใช้เป็นข้อมลูในการออกแบบการทดลองถดัไป 
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ภาพที� 4.6 ปริมาณกรดไขมนัที(วิเคราะห์ด้วย HPLC ของจลุินทรีย์4 สายพนัธุ์ ประกอบด้วย ยีสต์ 
2 สายพนัธุ์ คือ Yarrowia lipolytica (Y2), Candida tropicalis strain Vaucher (L9) และ
แบคทีเรีย 2 สายพนัธุ์ คือ Bacillus subtilis subsp. subtilis strain A17 (T3), Bacillus subtilis 
subsp. subtilis strain E28 (V3)  
 
4.3 ศึกษาสภาวะที�เหมาะสมในการผลิตกรดไขมันของจุลินทรีย์ผสม(mixed culture)ใน
ขวดเขย่า 
  
 ในการเจริญและการย่อยสลายนํ �ามนัของจลุินทรีย์เพื(อให้ได้ผลิตภณัฑ์เป็นกรดไขมนันั �น
จําเป็นต้องมีปัจจยัที(เหมาะสมสําหรับสง่เสริมให้จลุินทรีย์สร้างเอนไซม์ไลเปสออกมานอกเซลล์เพื(อ
ยอ่ยสลายนํ �ามนัสําหรับใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและพลงังานในการเจริญโดยปัจจยัที(เหมาะสมนั �นมี
ทั �งปัจจยัทางกายภาพ เชน่ อณุหภมูิ พีเอช ปริมาณออกซิเจน และปัจจยัทางเคมี เชน่ องค์ประกอบ
ของอาหารเลี �ยงเชื �อ(แหลง่คาร์บอน แหลง่ไนโตเจน และแร่ธาต)ุ 
  
 Arafiles และคณะ (2011) ศึกษาสภาวะที(เหมาะสมในการสร้างมวลชีวภาพและกรด
ไขมนัของ Thraustochytrids โดยทําการแปรผนัปัจจยัตา่งๆ 4ปัจจยั คือ อณุหภูมิในการบม่ ความ
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เข้มข้นของนํ �าทะเล ความเข้มข้นของกลูโคส และพีเอช พบว่าที(อุณหภูมิ 20-30 องศาเซลเซียส
ความเข้มข้นของนํ �าทะเล 50-60 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) ความเข้นข้นของกลโูคส 3-5 
เปอร์เซ็นต์ (นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร) และพีเอช 6 นั �นให้ปริมาณมวลชีวภาพที(สงู และได้กรดไขมนัดงันี �           
กรดโอเลอิก (Oleic acid) 70.6 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือกรดปาลมิติก (Palmitic acid) 17.7 
เปอร์เซ็นต์ และกรดลิโนเลอิก (Linoleic acid) 11.7 เปอร์เซ็นต์ 
 
 Anamnart แ ล ะ ค ณ ะ  (1998) ศึ ก ษ า อ ง ค์ ป ร ะ ก อ บ ก ร ด ไ ข มั น ใ น ยี ส ต์ 
Hansenulapolymorphaที(อุณหภูมิต่างๆ คือ 20, 30, 37 และ45 องศาเซลเซียส พบว่าเมื(อ
อุณหภูมิสูงขึ �นจะมีปริมาณของกรดไขมันอิ(มตวัสูงขึ �นและปริมาณกรดไขมันไม่อิ(มตัวจะลดลง 
เนื(องมาจากเซลล์ของยีสต์ต้องรักษาความยืดหยุน่เยื(อหุ้มเซลล์ให้เหมาะสมตอ่การดํารงชีวิต 
 
 Azeem และคณะ (1999) ศึกษาองค์ประกอบกรดไขมนัของรา4 ชนิดได้แก่ Aspergillus 
nidulans (Ri-1.473), Aspergillus sydowii (Ri-1.474), Fusarium oxysporum (Ri-1.470) และ
Fusariume quisetti (Ri-1.471) โดยเลือกพีเอชเป็นปัจจัยทางกายภาพที(ใช้ในการศึกษา และ
ปัจจัยอาหารเลี �ยงเชื �อได้แก่แหล่งคาร์บอน (ซูโครส) แหล่งไนโตรเจน (NH4NO3) แร่ธาต ุ
(NaH2PO4.2H2O,  MgSO4.7H2O, K2SO4.6H2O, FeCl3, ZnSO4.7H2O) จากการศกึษาพบว่าที( 
ซูโครส 20 เปอร์เซ็นต์ พีเอช 6.8 ให้เปอร์เซ็นต์กรดไขมนัอิ(มตวัคือ กรดโอเลอิก (Oleic acid) สงู
ที(สดุ รองลงมาคือ กรดปาลมิตกิ (Palmitic acid) 
 
 Serri และคณะ (2008) ศกึษากรดไขมนัที(ได้จากการย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มที(ใช้แล้วด้วย 
Candida rugosa โดยแปรผนัปัจจยัตา่งๆ ดงันี �คือ พีเอช 6.5-8.5 อณุหภูมิ 35-45 องศาเซลเซียส 
ความเร็วในการเขย่า 180-260 รอบตอ่นาที และปริมาณนํ �ามนั 0.1-0.25 กรัมตอ่มิลลิลิตร พบว่า
สภาวะที(เหมาะสมที(สดุคือ ที(พีเอช 7.5 อณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียสความเร็วในการเขย่า 200 รอบ
ตอ่นาที และปริมาณนํ �ามนั 0.1 กรัมตอ่มิลลิลิตร  
 
 จากงานวิจัยส่วนใหญ่พบว่าปัจจัยที( สําคัญและถูกเลือกมาสําหรับการหาสภาวะที(
เหมาะสมในการเจริญและการย่อยสลายนํ �ามนัของจลุินทรีย์เพื(อให้ได้ผลิตภณัฑ์เป็นกรดไขมนันั �น 
ได้แก่ พีเอช อณุหภูมิ สารอาหารโดยเฉพาะแหล่งคาร์บอนที(เป็นแหล่งสําคญัในการสร้างพลงังาน



71 
 
และเซลล์ของจลุินทรีย์ ดงันั �นจึงเลือกปัจจยั พีเอช อณุหภูมิ และเปอร์เซ็นต์แหล่งคาร์บอน สําหรับ
ทําการทดลองแบบเชิงแฟคทอเรียล (factorial experiment) ตอ่ไป 
 
 4.3.1 วิเคราะห์ผลทางสถิติโดยใช้การทดลองแบบเชิงแฟคทอเรียล (Factorial 
Experiment) แบบ 2k 
 
ตารางที� 4.3 ปัจจยั และระดบัที(ใช้ในการทดลองการหาสภาวะที(เหมาะสม 

ปัจจัย 
ระดับ 

ระดับตํ�า (-1) ระดับกลาง (0) ระดับสูง (+1) 

พีเอช; A 6.5 7.5 8.5 
อณุหภมูิ (oC); B 30 37 45 
เปอร์เซ็นต์แหลง่คาร์บอน; C 1% 2.5% 5% 

 
ตารางที� 4.4 ปัจจยั และระดบัที(ใช้ในการทดลองการหาสภาวะที(เหมาะสมแบบแฟคทอเรียล 

หน่วยการทดลอง ปัจจัย 
พีเอช อุณหภูมิ ร้อยละของ 

แหล่งคาร์บอน 

1 6.5 30 1 
2 6.5 30 5 
3 6.5 45 1 
4 6.5 45 5 
5 8.5 30 1 
6 8.5 30 5 
7 8.5 45 1 
8 8.5 45 5 
9 7.5 37 2.5 
10 7.5 37 2.5 
11 7.5 37 2.5 
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Sirisha และคณะ (2010) ศึกษาสภาวะที(เหมาะสมของการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก
จลุินทรีย์ที(คดัแยกได้จากดินที(มีการปนเปื�อนนํ �ามนัพบว่าที(พีเอช 7 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
และใช้นํ �ามนัปาล์ม 1 เปอร์เซ็นต์เป็นคาร์บอน ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสสูงที(สุดคือ 25 
หน่วย ต่อมิลลิลิตร และในการศึกษาสภาวะที(เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรีย 
Staphylococcus sp. Lp12 ที(คดัแยกได้จากดินที(ปนเปื�อนนํ �ามนัของ Pogaku และคณะ (2009) 
พบวา่ที(พีเอช7.5 อณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส และนํ �ามนัมะกอก 1.5 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งคาร์บอน 
ให้คา่กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสสงูที(สดุคือ 4.25 หน่วยตอ่มิลลิลิตร ซึ(งสอดคล้องกบังานวิจยัที(ใช้
จลุินทรีย์ที(คดัแยกได้จากดินที(ปนเปื�อนนํ �ามนัของ จฑุากานต์ บญุมี (2553) เช่นกนั แตใ่นงานวิจยั
ของ จฑุากานต์ บญุมี สภาวะที(ใช้ คือ พีเอช 6.5 อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียสและใช้นํ �ามนัปาล์ม 1 
เปอร์เซ็นต์เป็นคาร์บอนให้คา่กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสสงูที(สดุคือ 3.00 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร  

 
เอนไซม์ไลเปสเป็นเอนไซม์ที(ใช้ในการยอ่ยสลายนํ �ามนัเพื(อให้ได้กรดไขมนัดงันั �นการศกึษา

ปัจจยัและระดบัที(ใช้ในการทดลองการหาสภาวะที(เหมาะสมจงึเลือกแปรผนัปัจจยั พีเอชที(ช่วง 6.5-
8.5 โดยให้คา่พีเอชที( 7.5 เป็นค่ากลาง (คา่ปัจจยัควบคมุ)ปัจจยัที(สองคือ อณุหภูมิที(ช่วง 30-45 
องศาเซลเซียส โดยให้คา่อณุหภูมิที( 37 เป็นคา่กลาง(คา่ปัจจยัควบคมุ) ทั �งนี �พีเอชและอณุหภูมินั �น
มีผลต่อเอนไซม์ที(ผลิตออกโดยประจุของพีเอชจะมีผลต่อตําแหน่งที(จับกันระหว่างเอนไซม์กับ    
ซับสเตรท และอุณหภูมิที(สูงหรือตํ(าเกินไปนั �นส่งผลต่อการเสียสภาพของเอนไซม์ทําให้บริเวณ
ตําแหน่งเร่งหรือเข้าจับกับซับสเตทของเอนไซม์นั �นเปลี(ยนไปเช่นกันส่งผลต่อค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ในการยอ่ยสลาย เและปัจจยัที(สามคือร้อยละของแหล่งคาร์บอนที(ช่วง 1-5 เปอร์เซ็นต์ โดย
ให้ค่าร้อยละของแหล่งคาร์บอนที( 2.5 เป็นค่ากลาง (ค่าปัจจยัควบคุม) แสดงดงัตารางที( 4.8 
เนื(องจากการศกึษานี �ต้องการหาปัจจยัและสภาวะที(เหมาะสมในการผลิตกรดไขมนัมนัดงันั �นปัจจยั
ร้อยละของแหล่งคาร์บอนจึงแปรผนัคา่กลางให้มากกว่า1 เปอร์เซ็นต์ ที(เป็นคา่ที(เหมาะสมสําหรับ
การผลิตเอนไซม์ไลเปส และค่าร้อยละของแหล่งคาร์บอนเท่ากับ 2.5 นั �นเป็นค่าที(ใกล้เคียงกับ
ปริมาณของนํ �ามนัที(ปนเปื�อนอยูใ่นนํ �าเสียด้วย 
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ภาพที�4.7 ปริมาณกรดไขมนัที(วิเคราะห์ด้วย HPLC ของจลุินทรีย์ผสม (mixed culture) เมื(อเลี �ยง
เป็นเวลา 24 ชั(วโมง 
 

การการทดลองพบว่าที(สภาวะควบคมุ (หน่วยการทดลองที( 9, 10 และ11) พีเอช 7.5 
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสและแหลง่คาร์บอน 2.5 เปอร์เซ็นต์ให้ปริมาณกรดคาปริลิก (C8) สงู จึง
เลือกสภาวะนี �ใช้สําหรับทําการทดลองต่อไป นอกจากนี �สภาวะดงักล่าวยังทําให้ได้ปริมาณของ 
กรดคาปริก (C10) และกรดไมริสติก (C14) สูงอีกด้วย และยงัพบว่าหน่วยการทดลองควบคมุ
ปริมาณของ กรดคาปริก (C10) มีปริมาณสงูสดุ แสดงดงัภาพที( 4.7 
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      (c)          (d) 

ภาพที� 4.8 ผลการวิเคราะห์ข้อมูลปริมาณกรดคาปิริก (C8)ด้วยวิธีทางสถิติ (a) แผนภูมิแสดง
ปัจจยัหลกั (b) แผนภูมิแสดงปฏิสมัพนัธ์ระหว่างปัจจยั (c) แผนภาพแสดงการกระจายแบบปกติ
ของปัจจัยต่างๆโดยปัจจัยที(ศึกษาที(มีนัยสําคัญทางสถิติจะแสดงด้วยสัญลักษณ์สี( เหลี(ยม            
(d) แผนภมูิ cube plot แสดงปริมาณกรดไขมนัที(ได้ในแตล่ะสภาวะที(มมุของลกูบาศก์ 
 

ทั �งนี �จากผลการวิเคราะห์ทางสถิติเมื(อแยกพิจารณาปัจจยัหลกั (main effect) ที(มีผลต่อ
ปริมาณกรดคาปริลิก (C8) พบวา่คา่ระดบักลางของปัจจยัทั �ง พีเอช อณุหภูมิ และร้อยละของแหล่ง
คาร์บอนนั �นให้ปริมาณกรดไขมนัเลยเส้นค่าเฉลี(ยของปริมาณกรดไขมนัทั �ง 11 หน่วยการทดลอง 
นั(นคือที(พีเอช 7.5 อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียสและแหล่งคาร์บอน 2.5 เปอร์เซ็นต์ แสดงดงัภาพที( 
4.8 (a) 
 

เมื(อพิจารณาถึงปฏิสัมพันธ์ระหว่างปัจจัย (interaction effect) ที(มีผลต่อปริมาณกรด       
คาปริลิก (C8) ภาพที( 4.8 (b) สามารถอธิบายได้ดงันี �คือ 

 
1) ปฏิสัมพันธ์ระหว่างพีเอชและอุณหภูมิที(ค่าระดับกลางคือ พีเอชเท่ากับ 7.5 และ

อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีผลทําให้ได้กรดคาปริลิก (C8) ในปริมาณสงูที(สดุ โดยปฏิสมัพนัธ์ระ
ว่างสองปัจจยันี �มีผลตอ่กนัในเชิงบวกคือ เมื(อเพิ(มระดบัของอณุหภูมิที(ระดบัคา่ของพีเอช 6.5 และ 
8.5 ตา่งทําให้ผลผลิตกรดคาปริลิก (C8) นั �นเพิ(มสงูขึ �นสงัเกตได้จากเส้นกราฟทั �งสองเส้นที( ชนัขึ �น 

 
2) ปฏิสมัพนัธ์ระหว่างพีเอชและร้อยละของแหล่งคาร์บอน ที(ระดบัค่าพีเอชเท่ากับ 7.5 

และแหล่งคาร์บอน 2.5 เปอร์เซ็นต์ มีผลทําให้ได้กรดคาปริลิก (C8) ในปริมาณสูงที(สุดใน
ขณะเดียวกันปฏิสัมพันธ์ระว่างสองปัจจัยนี �มีผลต่อกันในเชิงลบสังเกตุได้จากความชันของ
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เส้นกราฟที(ลดลงคือเมื(อเพิ(มระดบัร้อยละของแหล่งคาร์บอนทั �งที(พีเอช 6.5 และ8.5 นั �นทําให้ผล
ผลิตกรดคาปริลิก (C8) ลดลง 

 
3) ปฏิสมัพนัธ์ระหว่างอณุหภูมิและร้อยละของแหล่งคาร์บอนที(ระดบัคา่อณุหภูมิเท่ากับ 

37 องศาเซลเซียส และแหล่งคาร์บอน 2.5 เปอร์เซ็นต์ มีผลทําให้ได้กรดไขมนัในปริมาณสงูที(สุด   
ในขณะเดียวกันปฏิสัมพันธ์ระว่างสองปัจจัยนี �มีผลต่อกันในเชิงลบสังเกตุได้จากความชันของ
เส้นกราฟที(ลดลงคือเมื(อเพิ(มระดบัร้อยละของแหล่งคาร์บอนทั �งที(อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียสและ
45 องศาเซลเซียสนั �นทําให้ผลผลิตกรดคาปริลิก (C8) ลดลง 

 
Haaland และคณะ (1989) กล่าวถึงอิทธิพลร่วมระหว่างสองปัจจยัว่าถ้าเส้นสองเส้นไม่

ตดัผ่านกันแสดงว่าปฏิสัมพนัธ์ระหว่างสองปัจจัยไม่ได้สําคญัไปกว่าปัจจยัหลัก (พีเอช อุณหภูมิ 
และร้อยละแหลง่คาร์บอน) และถ้าหากเส้นสองเส้นตดัผ่านกนัแสดงว่าปฏิสมัพนัธ์ระหว่างระหว่าง
สองปัจจยัสําคญัและมีอิทธิพลตอ่ผลผลิตมากกว่าปัจจยัหลกั ซึ(งจากภาพที( 4.9 (b) นั �นแสดงให้
เห็นถึงปัจจยัร่วมระหว่าง พีเอช และอุณหภูมิ ที(เส้นสองเส้นตดักันและมีปฏิสัมพันธ์ในเชิงบวก
แสดงวา่ปัจจยัร่วมระหวา่ง พีเอช และอณุหภมูิ มีอิทธิพลมากกวา่ปัจจยัหลกั  

 
จากภาพที( 4.8 (c) แสดงถึงปัจจยัที(มีอิทธิพลตอ่คา่ตอบสนองปริมาณกรดคาปริลิก (C8) 

โดยปัจจยัที(ศกึษาที(มีนยัสําคญัทางสถิตจิะแสดงด้วยสญัลกัษณ์สี(เหลี(ยม และจากผลการวิเคราะห์
พบว่ากรดคาปริลิก (C8) มีอิทธิพลอย่างมีนยัสําคญัตอบสนองตอ่ปัจจยั พีเอชอณุหภูมิ และร้อย
ละของแหล่งคาร์บอน สองปัจจยัระหว่าง พีเอช และเปอร์เซ็นต์ของแหล่งคาร์บอนสามปัจจยัร่วม
ระหว่าง พีเอช อุณหภูมิ และเปอร์เซ็นต์ของแหล่งคาร์บอนที(ระดับความเชื(อมั(น 95 เปอร์เซ็นต์
(P≤0.05) 
 

จากการวิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติด้วยวิธี response surface methodology 
(RSM) สําหรับหาความสมัพนัธ์ระหวา่งตวัแปรที(ศกึษากบัคา่การตอบสนองที(สนใจเพื(อหาสภาวะที(
เหมาะสมในการผลิต โดยใช้การวิเคราะห์แบบ multiple analysis ถ้าตวัแปรใดมีผลต่อค่าการ
ตอบสนองอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติที(ระดบัความเชื(อมั(น 95% (P≤0.05) ตวัแปรนั �นจะปรากฏใน
สมการอันดับสอง (Montgomery,1991) แสดงดังสมการที( 1 และภาพ 3 มิติกราฟพื �นผิว
ตอบสนอง(response surface) แสดงดงัภาพที( 4.9 
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สมการกาํลังสอง 
กรดคาปริลิก (C8) = -12.064+0.106*pH+0.471*Temp-0.560*Oil-0.230*Oil2-0.011*pHTemp 
+0.003*pHTempOil        (สมการที( 1) 
 

 
 
ภาพที� 4.9 ภาพ 3 มิตกิราฟพื �นผิวตอบสนองระหวา่งสองปัจจยั 
 
  เมื(อเปรียบเทียบผลการทดลองการผลิตกรดคาปริลิกในชั(วโมงที( 5 ของจลุินทรีย์แตล่ะสาย
พนัธุ์และจลุินทรีย์ผสม พบว่าการผลิต (C8) โดยใช้จลุินทรีย์ผสมนั �นให้ปริมาณกรดไขมนัที(เท่ากับ 
2.08 กรัมตอ่ลิตร ซึ(งสงูกว่าการผลิตกรดไขมนัของ Bacillus subtilis subsp. subtilis strain A17 
(T3)(1.68 กรัมตอ่ลิตร) Bacillus subtilis subsp. subtilis strain E28 (V3) (1.56กรัมตอ่ลิตร) 
และCandida tropicalis strain Vaucher (L9) (1.60กรัมตอ่ลิตร) จึงเลือกใช้จลุินทรีย์ผสมในการ
ผลิตกรดไขมนัในถงัปฏิกรณ์แบบแผน่หมนุชีวภาพตอ่ไป 
 

4.3.2 ศึกษาปริมาณหัวเชื (อที�เหมาะสมในการผลิตกรดไขมันของจุลินทรีย์ผสมใน
ขวดเขย่า 

 
เนื(องจากการย่อยสลายนํ �ามันต้องใช้เอนไซม์ไลเปสที(สร้างจากจุลินทรีย์จึง

จําเป็นต้องหาปริมาณหวัเชื �อเริ(มต้นที(เหมาะสม เจริญเติบโตได้เร็วพอ สามารถย่อยสลายนํ �ามัน   
ได้ดีและให้กรดไขมนัได้ในปริมาณสงู ดงันั �นการศกึษาครั �งนี �จงึทําการแปรผนัปริมาณหวัเชื �อเริ(มต้น
ที( 4 10 15 และ20 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ติดตามการเจริญโดยการวดัค่า OD.600     
นาโนเมตร และวิเคราะห์ชนิดและปริมาณกรดไขมนัด้วยโครมาโตรกราฟีชนิดของเหลวสมรรถนะ
สงู High-performance liquid chromatography (HPLC) 
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ภาพที� 4.10 ปริมาณกรดไขมนั (กรัมตอ่ลิตร) เมื(อแปรผนัปริมาณหวัเชื �อที(เวลา 5 และ10 ชั(วโมง  
 

เตรียมหวัเชื �อผสมเริ(มต้น (mixed culture) อาย ุ16 ชั(วโมงโดยใช้สภาวะที(ได้จากข้อ 
4.3.2 คือพีเอช 7.5 อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และแหล่งคาร์บอน 2.5 เปอร์เซ็นต์ ติดตามการ
เจริญและกรดไขมนัที( 0, 3, 4, 5 และ10 ชั(วโมง  

 
เมื(อพิจารณาที(เวลา 5 ชั(วโมงพบว่า เมื(อใช้หัวเชื �อ 15 เปอร์เซ็นต์ให้ กรดคาปริลิก

(C8) มากที(สดุเท่ากับ 2.37 กรัมต่อลิตร อนัดบัที(สองคือ ที(หวัเชื �อ 10 เปอร์เซ็นต์ให้ กรดคาปริลิก
(C8) เท่ากับ 2.12 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือ เมื(อใช้หัวเชื �อที( 4 เปอร์เซ็นต์ให้กรดคาปริลิก (C8) 
เทา่กบั 2.02 กรัมตอ่ลิตร และหวัเชื �อ 20 เปอร์เซ็นต์ให้กรดคาปริลิก (C8) เท่ากบั 1.69 กรัมตอ่ลิตร
(ภาพที( 4.10) จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่ายิ(งเพิ(มเปอร์เซ็นต์หัวเชื �อก็ยิ(งทําให้ได้ปริมาณกรด
ไขมนัที(สงูขึ �นแตเ่มื(อเพิ(มหวัเชื �อ 20 เปอร์เซ็นต์กลบัทําให้ได้ปริมาณกรดคาปริลิก (C8) น้อยลงทั �งนี �
อาจเนื(องมาจากการที(มีปริมาณหวัเชื �อมากเกินไปนั �นทําให้จุลินทรีย์นํากรดไขมันที(ย่อยได้เข้าสู่
เซลล์ได้เร็วกวา่ และเมื(อเปรียบเทียบความแตกตา่งของปริมาณหวัเชื �อและกรดคาปริลิก (C8) ที(ได้
นั �นสรุปได้ดงัตาราง 4.7 
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ตารางที� 4.5 เปรียบเทียบความแตกต่างของปริมาณหวัเชื �อ กรดคาปริลิก (C8) และOD.600       
นาโนเมตร ที(เวลา 5 ชั(วโมง 

ปริมาณหวัเชื �อ 
(ปริมาตรตอ่

ปริมาตร) 

ปริมาณของหวัเชื �อที(
เพิ(มขึ �น 

(ปริมาตรตอ่ปริมาตร) 

ปริมาณกรดคาปริลิก(C8) 
ที(เพิ(มขึ �น/ลดลง 
 (กรัมตอ่ลิตร) 

OD.600 nm 

4% 0% 0 1.296 
10% +6% +0.1 1.588 
15% +5% +0.25 1.808 
20% +5% -0.68 2.002 

หมายเหต ุ: + คือเพิ(มขึ �น, - คือลดลง 
 
 เมื(อเปรียบเทียบสดัสว่นของปริมาณหวัเชื �อที(เพิ(มขึ �นและปริมาณความแตกตา่งของ
กรดคาปริลิก (C8) ที(ได้ พบว่าเมื(อเพิ(มปริมาณหวัเชื �อจาก 10 เปอร์เซ็นต์เป็น 15 เปอร์เซ็นต์นั �นได้
กรดคาปริลิก (C8) เพิ(มขึ �นถึง 0.25 กรัมต่อลิตร และมากกว่า0.15 กรัมต่อลิตรเมื(อเทียบกับ
ปริมาณหวัเชื �อที(เพิ(มขึ �นจาก 4 เปอร์เซ็นต์ เป็น 10 เปอร์เซ็นต์ ทั �งที(ปริมาณหวัเชื �อที(เพิ(มขึ �นแตกตา่ง
กันแค่ 1 เปอร์เซ็นต์เท่านั �น แต่เมื(อเพิ(มปริมาณหัวเชื �ออีก 5 เปอร์เซ็นต์เป็น 20 เปอร์เซ็นต์กลับ
พบวา่ได้ปริมาณกรดคาปริลิก (C8) ลดลงถึง 0.68 กรัมตอ่ลิตร  
 
 ดงันั �นจงึสรุปได้วา่ปริมาณหวัเชื �อ 15 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) เป็นปริมาณ
หวัเชื �อที(เหมาะสมที(สดุโดยให้ปริมาณกรดคาปริลิก (C8) ถึง 2.37 กรัมตอ่ลิตร ในชั(วโมงที( 5 และ
วดัคา่การเจริญของเซลล์จากคา่ดดูกลืนแสงที( 600 นาโนเมตรได้เท่ากบั 1.808 จึงเลือกปริมาณหวั
เชื �อ 15 เปอร์เซ็นต์สําหรับทําการทดลองขั �นตอ่ไป 

 
4.4 ศึกษาการผลิตกรดไขมันแบบกะโดยใช้ถังปฏิกรณ์แบบแผ่นหมุนชีวภาพ 
 
 การเลือกใช้ถงัปฏิกรณ์แบบแผ่นหมนุชีวภาพในงานวิจยันี �เป็นถังปฏิกรณ์เดียวกนักบัที(ใช้
ในงานวิจยัของ สกลุรัตน์ พกุกะวรรณะ (2548) โดยใช้ถงัปฏิกรณ์แบบแผ่นหมนุชีวภาพสําหรับการ
ย่อยสลายนํ �ามนัดิบโดยกลุ่มจลุินทรีย์ และชนภฏัฏ์ ลกัษณะวิลาศ (2553) ใช้ถงัปฏิกรณ์แบบแผ่น
หมนุชีวภาพศกึษาการผลิตฟรักโทออลิโกแซ็กคาไรด์แบบเฟดแบตซ์จากรา Pennicillium sp. H12 
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โดยระบบแบบแผ่นหมุนชีวภาพมีข้อดี คือประหยดัค่าไฟฟ้าเนื(องจากใช้มอเตอร์ในการหมุนเพลา
อย่างช้าๆเท่านั �น ใช้พื �นในการเดินระบบน้อย และส่งกลิ(นน้อยกว่าเมื(อเทียบกับระบบอื(นๆ 
นอกจากนั �นจากการสงัเกตลกัษณะของโคโลนีบนจานอาหารแข็งพบว่าจุลินทรีย์ทั �ง 4 สายพนัธุ์มี
ความสามารถในการสร้างเมือกชีวภาพได้ซึ(งการสร้างเมือกชีวภาพนี �มีความจําเป็นมากสําหรับ
ระบบนี � ดงันั �นจงึเลือกใช้ถงัปฏิกรณ์แบบแผ่นหมนุชีวภาพมาประยกุต์ใช้สําหรับการผลิตกรดไขมนั 
และเป็นอีกทางเลือกหนึ(งนอกเหนือจากระบบอื(นๆเพื(อเพิ(มผลผลิตตอ่ไป 
 

การศึกษาการผลิตกรดไขมนัแบบกะโดยใช้ถงัปฏิกรณ์แบบแผ่นหมนุชีวภาพเริ(มจากการ
เตรียมหวัเชื �อผสมเริ(มต้น (mixed culture) อาย ุ16 ชั(วโมง ปริมาณ 15 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อ
ปริมาตร) จากข้อ 4.3.3 ใช้อตัราการหมนุ 2 รอบตอ่นาที และทําการผลิตโดยใช้สภาวะที(ได้จากข้อ 
4.3.2 คือค่าความเป็นกรด-ด่าง เริ(มต้นที( 7.5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณนํ �ามันเริ(มต้น 
2.5 เปอร์เซ็นต์ โดยให้แผ่นหมนุจมลงใต้อาหาร 40 เปอร์เซ็นต์ของรัศมี และเป่าอากาศปลอดเชื �อ 
1.25 ลิตรตอ่นาที ทําการหมกัจนกระทั(งจุลินทรีย์มีการสร้างเมือกชีวภาพ (biofilm) หนาประมาณ 
1-4 มิลลิเมตร (Waskar, 2012) หลงัจากนั �นทําการสบูอาหารออกจาก  ถงัปฏิกรณ์ และเติมอาหาร
ใหมเ่ข้าไป ศกึษาการผลิตกรดไขมนัแบบกะโดยทําการหมกัเป็นเวลา 24 ชั(วโมง ติดตามการเจริญ
ของจลุินทรีย์โดยวดัคา่ความขุ่นของเซลล์ที(คา่ดดูกลืนแสง 600 นาโน-เมตร สงัเกตกุารสร้างเมือก
ชีวภาพของจลุินทรีย์บนแผ่นหมนุวิเคราะห์วดัปริมาณนํ �ามนัที(คงเหลือด้วยเทคนิคโครมาโตรกราฟี
แบบ Thin-Layer Chromatography/Flame Ionization Detection analyzer (TLC/FID) วิเคราะห์
ชนิด และปริมาณกรดไขมนั ด้วยโครมาโตรกราฟีชนิดของเหลวสมรรถนะสงู High-performance 
liquid chromatography (HPLC) 

 

 

วนัที( 1 



80 
 

 

วนัที( 2 

 

วนัที( 3 

 

วนัที( 4 

ภาพที� 4.11 การเกาะติดของเชื �อบนแผน่หมนุวนัที( 1-4 
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ภาพที� 4.12 ปริมาณกรดไขมนั (กรัมตอ่ลิตร) ที(ผลิตได้เมื(อทําการผลิตแบบกะในถงัปฏิกรณ์แบบ

แผน่หมนุชีวภาพ 

 
จากผลการศกึษาการผลิตกรดไขมนัแบบกะพบว่า เมื(อคิดเทียบจากเปอร์เซ็นต์ของแหล่ง

คาร์บอน (นํ �ามนัปาล์ม) ที(เตมิเข้าไป คือ 2.5 เปอร์เซ็นต์ (นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร) ในอาหาร 4 ลิตร คิด
เป็นปริมาณนํ �ามนัทั �งหมด 100 กรัมตอ่ 4 ลิตร ในชั(วโมงที( 10 ได้เปอร์เซ็นต์ผลผลิต ของกรดไขมนั
ทั �ง 6 ชนิดรวมกนัเท่ากบั 5.54 กรัมตอ่ลิตร คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ผลผลิต 22.16 เปอร์เซ็นต์ โดยมีกรด
คาปริลิก (C8) สงูที(สดุ เทา่กบั 2.18 กรัมตอ่ลิตร คดิเป็นเปอร์เซ็นต์ผลผลิต เท่ากบั 8.72 เปอร์เซ็นต์ 
อนัดบัที(สองคือกรดคาปริก (C10) เท่ากบั 1.42 กรัมตอ่ลิตร คิดเป็น 5.68 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ
กรดไมริสตกิ (C14) เทา่กบั 0.94 กรัมตอ่ลิตร คดิเป็น 3.76 เปอร์เซ็นต์ กรดปาลมิติก (C16) เท่ากบั 
0.83 กรัมตอ่ลิตรคดิเป็น 3.32 เปอร์เซ็นต์ และอนัดบัสดุท้ายคือกรดลอริก (C12) เท่ากบั 0.17 กรัม
ตอ่ลิตร คิดเป็น 30.68 เปอร์เซ็นต์ (ภาพที( 4.12) ซึ(งเมื(อเทียบกบัการผลิตกรดไขมนัแบบกะในขวด
เขย่าที(ได้เปอร์เซ็นต์ผลผลิตของกรดไขมนัทั �ง 6 ชนิดรวมกันเท่ากับ 16.32 เปอร์เซ็นต์ ได้กรด        
คาปริลิก (C8) ได้มากที(สุดในชั(วโมง ที( 5 เท่ากับ 2.08 กรัมต่อลิตร คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ผลผลิต
เทา่กบั 8.32 เปอร์เซ็นต์ (ภาพที( 4.7) 
 
 ทั �งนี �การเพิ(มสเกลของการผลิตให้มีขนาดใหญ่ขึ �นนั �นอาจส่งผลตอ่การย่อยสลายและกรด
ไขมนัที(ได้ นอกจากนั �นในการศกึษาในถงัปฏิกรณ์แบบแผ่นหมุนชีวภาพนั �นมีการเลี �ยงให้จลุินทรีย์
เกาะบนแผ่นหมุนจึงทําให้เวลาที(ผลิตกรดไขมนัได้สูงที(สุดเปลี(ยนไปจากการเลี �ยงในขวดเขย่าที(
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เซลล์จุลินทรีย์ส่วนใหญ่จะอยู่ในอาหารเหลว จึงใช้ข้อมูลที(ได้จากการศึกษาในการทดลองนี �เป็น
ข้อมลูในการศกึษาการผลิตกรดไขมนัแบบกึ(งกะโดยใช้ถงัปฏิกรณ์แบบแผน่หมนุชีวภาพตอ่ไป 
 
การคํานวณหาเปอร์เซ็นต์ผลผลิต (% yield)  
 
  % yield = Fatty acid (g/l) 
  Oil (g/l) 
การผลิตกรดไขมนัแบบกะ ที( 10 ชั(วโมง 
 
 กรดไขมนัทั �ง 6 ชนิด    = 5.54x4 (g/4l)  x 100 = 22.16 % 
  25x4 (g/4l) 
 กรดคาปริลิก(C8)       = 2.18x4 (g/4l)  x 100 = 8.72 % 
  25x4 (g/4l) 
 
4.5 ศึกษาการผลิตกรดไขมันแบบกึ�งกะโดยใช้ถังปฏิกรณ์แบบแผ่นหมุนชีวภาพ 
  
 จากการศึกษาการผลิตกรดไขมันแบบกะพบว่า มีกรดไขมันเกิดขึ �นปริมาณมากใน         
10 ชั(วโมงแรกของการหมกัและเริ(มลดลงหลงัจากนั �น  ดงันั �นในการทดลองแบบกึ(งกะจึงเลือกเวลา
ที( 10 ชั(วโมงสําหรับการหมกั โดยควบคมุสภาวะการหมกัเหมือนข้อ 4.4 ทุกประการ แล้วจึงเติม
อาหารที(มีนํ �ามัน โดยการเติมนํ �ามันในการศึกษาครั �งนี �จะเติมแบบกึ(งกะในปริมาตร 2 ลิตร         
เติมหลงัจากสูบอาหารออกจากถังปฏิกรณ์ปริมาตร 2 ลิตร เท่ากัน เพื(อทําให้ได้ปริมาตรสุดท้าย
เป็น 4 ลิตร เท่าเดิม โดยสามารถคํานวณการเติมนํ �ามนัจากการผลิตแบบกะที(ชั(วโมงที( 10 เหลือ
นํ �ามนัอยู่ 13.5 กรัมตอ่ลิตร ดงันั �นในการเลี �ยงแบบกึ(งกะจะต้องเอาอาหารออก 2 ลิตร ทําให้เหลือ
นํ �ามนัในถังปฏิกรณ์ 27 กรัม ใน 2 ลิตร ต้องการให้อาหารมีความเข้มข้นของนํ �ามนัคงอยู่ 25 กรัม
ตอ่ลิตร โดยในอาหาร 4 ลิตร ต้องมีนํ �ามนั 100 กรัม ดงันั �นในอาหาร 2 ลิตรที(จะเติมเข้าไปนั �นต้องมี
ความเข้มข้นของนํ �ามนัเท่ากับ (100-27)/2 = 36.5 กรัมต่อลิตร โดยทําการเติมอาหาร 2 รอบที(
ชั(วโมงที( 10 และ 20 ชั(วโมง 
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ภาพที� 4.13 ปริมาณกรดไขมนั (กรัมตอ่ลิตร) ที(ผลิตได้เมื(อทําการผลิตแบบกึ(งกะในถงัปฏิกรณ์
แบบแผน่หมนุชีวภาพ 
 

 

 
ภาพที� 4.14 แผ่นอะคริลิกติดด้วยผ้าขาวบางที(มีจลุินทรีย์เกาะความหนา1.5 มิลลิเมตรเมื(อสิ �นสดุ
การผลิตกรดไขมนัแบบกึ(งกะ 
 

ผลการหมักใน 10 ชั(วโมงแรกหลังจากเติมอาหาร 2 ลิตร โดยปรับให้ความเข้มข้นของ
นํ �ามนัประมาณ 25 กรัมตอ่ลิตร ซึ(งเป็นความเข้มข้นที(เหมาะสมสําหรับการผลิตกรดไขมนัจากการ
หาสภาวะที(เหมาะสมสําหรับการผลิตกรดไขมันในข้อ 4.3.2 หลังการเติมอาหารแล้วปริมาณ     
กรดไขมันทุกชนิดเพิ(มขึ �น ได้กรดไขมันทั �ง 6 ชนิดรวมกันเท่ากับ 5.78 กรัมต่อลิตร คิดเป็น
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เปอร์เซ็นต์ผลผลิต เท่ากบั 23.81 เปอร์เซ็นต์ โดยกรดคาปริลิก (C8) เพิ(มขึ �นสงูที(สดุที(ชั(วโมงที( 20 
เท่ากับ 2.69 กรัมต่อลิตร คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ผลผลิต เท่ากับ 11.08 เปอร์เซ็นต์ ในชั(วโมงที( 20 แต่
หลังจากทําการสูบอาหารออก 2 ลิตร และเติมอาหารรอบที(สองพบว่า ได้กรดไขมันทั �ง 6 ชนิด
รวมกันเท่ากับ 5.99 กรัมต่อลิตร คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ผลผลิต เท่ากับ 23.86 เปอร์เซ็นต์ และกรด       
คาปริลิก (C8) มีความเข้มข้นลดลงเหลือ 1.59 กรัมตอ่ลิตรคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ผลผลิต เท่ากบั 6.33 
เปอร์เซ็นต์ ที(ชั(วโมงที( 30 แตก่รดคาปริก (C10) และกรดปาลมิติก (C16) กลบัมีแนวโน้มที(เพิ(ม
สงูขึ �นกวา่ 20 ชั(วโมงแรกของการหมกั (ภาพที( 4.13)  

 
เปอร์เซ็นต์ผลผลิตทั �งหมดที(ได้จากการผลิตกรดไขมันแบบกึ(งกะโดยใช้ถังปฏิกรณ์แบบ

แผ่นหมุนชีวภาพเท่ากบั ของกรดไขมนัทั �ง 6 ชนิดรวมกนัเท่ากับ 22.73 เปอร์เซ็นต์ และได้กรดคา
ปริลิก (C8) เท่ากบั 9.64 เปอร์เซ็นต์ เมื(อเทียบกบัเปอร์เซ็นต์ผลผลิตทั �งหมดที(ได้จากการผลิตกรด
ไขมันแบบกะโดยใช้ถังปฏิกรณ์แบบแผ่นหมุนชีวภาพพบว่า การผลิตกรดไขมันแบบกึ(งกะได้
เปอร์เซ็นต์ผลผลิต มากกว่าการผลิตกรดไขมันแบบกะ โดยเปอร์เซ็นต์ผลผลิตของกรดไขมันทั �ง      
6 ชนิดรวมกันมากกว่า 2.72 เปอร์เซ็นต์ และเปอร์เซ็นต์ผลผลิตของกรดคาปริลิก (C8) มากกว่า 
2.36 เปอร์เซ็นต์ 

 
การคํานวณหาเปอร์เซ็นต์ผลผลิต (% yield)  
  % yield = Fatty acid (g/l) 
  Oil (g/l) 
 
การผลิตกรดไขมนัแบบกึ(งกะ ที(เวลา 10 ชั(วโมง 
 กรดไขมนัทั �ง 6 ชนิด  = 5.42x4 (g/4l)  x 100 = 21.68 % 
  25x4 (g/4l) 
 กรดคาปริลิก(C8)  = 2.06x4 (g/4l)  x 100 = 8.24 % 
  25x4 (g/4l) 
 
การผลิตกรดไขมนัแบบกึ(งกะ ที(เวลา 20 ชั(วโมง 
 กรดไขมนัทั �ง 6 ชนิด   = 6.04x4 (g/4l)  x 100 = 24.88 % 
  (12.3x2)+(36.5x2) (g/4l)   
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 กรดคาปริลิก (C8)      = 2.69x4 (g/l)  x 100 = 11.08 % 
  (12.3x2)+(36.5x2) (g/4l)   
 
การผลิตกรดไขมนัแบบกึ(งกะ ที(เวลา 30 ชั(วโมง 
 กรดไขมนัทั �ง 6 ชนิด  = 5.99x4 (g/4l)  x 100 = 23.86 % 
  (13.72x2)+(36.5x2) (g/4l)   
 กรดคาปริลิก (C8)      = 1.59x4 (g/l)  x 100 = 6.33 % 
  (13.72x2)+(36.5x2) (g/4l)   
 

เนื(องจากการทดลองต้องการให้จลุินทรีย์สร้างเมือกชีวภาพ (biofilm) และจากการทดลอง
เริ(มมีการเลี �ยงแบบกะเมื(อเชื �อสร้างเมือกชีวภาพหนา 1 มิลลิเมตร (ภาพที( 4.11) และวดัความหนา
ได้ 1.5 มิลลิเมตร หลงัจากเสร็จสิ �นการหมกัแบบกึ(งกะ (ภาพที( 4.14) ซึ(งความหนาที(เพิ(มขึ �นมีผลตอ่
การถ่ายเทออกซิเจนของจลุินทรีย์ที(เกาะอยูภ่ายในซึ(งอาจสง่ผลตอ่ประสิทธิภาพของการย่อยสลาย
นํ �ามนัและการผลิตเอนไซม์ไลเปสสงัเกตุได้จากเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามนัที(ลดลงเมื(อเวลา
เพิ(มขึ �น และระหวา่งการเลี �ยงพบวา่มีจลุินทรีย์บางส่วนที(หลดุออกจากแผ่นหมนุเนื(องจากแรงเฉือน
ระหวา่งการหมนุ ซึ(งจลุินทรีย์ที(หลดุออกไปจะลอยอยู่ในอาหารและมีการย่อยนํ �ามนัที(อยู่ในอาหาร
โดยจุลินทรีย์จะนํากรดไขมนัสายสั �นที(เกิดจาการย่อยเข้าสู่เซลล์ได้โดยตรงสงัเกตไุด้จากปริมาณ
กรดคาปริลิก (C8) ที(ลดลง นอกจากนั �นเมื(อพิจารณาถึงวิธีการเติมนํ �ามนัแบบกึ(งกะนั �นมีลกัษณะ
คล้ายกับการเติมแบบกะหลายๆครั �ง คือ กรดคาปริลิก (C8) ในการเลี �ยงแบบกะจะมีปริมาณสูง
ที(สดุเมื(อเลี �ยงเป็นเวลา10 ชั(วโมง ดงันั �นเมื(อเลือกที(เวลา 10 ชั(วโมง สําหรับการเติมนํ �ามนัแบบกึ(งกะ
และเมื(อพิจารณาแนวโน้มของการผลิตกรดไขมนัในการผลิตแบบกะและแบบกึ(งกะนั �นมีลกัษณะที(
คล้ายกนั ดงัภาพที( 4.15จึงทําให้ปริมาณกรดไขมนัที(ได้ไม่แตกตา่งกนัมากนกั (ภาพที( 4.16) ซึ(งใน
การทําการทดลองครั �งตอ่ไปอาจต้องทําการทดลองการเติมอาหารแบบที(เหมาะสมกว่านี �เช่นการ
เตมิแคนํ่ �ามนัอยา่งเดียวเพื(อเหนี(ยวนําให้จลุินทรีย์มีการผลิตเอนไซม์ออกมาย่อยนํ �ามนัไปใช้สําหรับ
การเจริญมากกวา่การเตมินํ �ามนัไปพร้อมกบัอาหารซึ(งองค์ประกอบของอาหารอื(นๆเช่น แร่ธาต ุจะ
ชว่ยให้เซลล์จลุินทรีย์สามารถนําไปใช้ในการเจิญมากกว่าการย่อยจากนํ �ามนัโดยตรงทั �งนี �อาหารที(
ใช้ในงานวิจัยนี �เป็นอาหารสังเคราะห์ที(มีการเติมนํ �ามันเข้าไปสําหรับเป็นแหล่งคาร์บอนให้กับ
จลุินทรีย์ดงันั �นผลผลิตของกรดไขมนัที(ได้จะขึ �นกบัปริมาณของนํ �ามนัที(เตมิเข้าไปด้วย 
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ภาพที� 4.15 แนวโน้มปริมาณกรดไขมนั (กรัมตอ่ลิตร) ที(ผลิตได้เมื(อทําการผลิตแบบกะในขวด
เขย่า (5 ชั(วโมง) แบบกะในถังปฏิกรณ์แบบแผ่นหมุนชีวภาพ (10 ชั(วโมง) และแบบกึ(งกะในถัง
ปฏิกรณ์แบบแผน่หมนุชีวภาพ (10 20 และ 30 ชั(วโมง) 
 

 
ภาพที� 4.16 ปริมาณกรดไขมัน (กรัมต่อลิตร) ที(ผลิตได้เมื(อทําการผลิตแบบกะในขวดเขย่า         
(5 ชั(วโมง) แบบกะในถงัปฏิกรณ์แบบแผ่นหมนุชีวภาพ (10 ชั(วโมง) และแบบกึ(งกะในถงัปฏิกรณ์
แบบแผน่หมนุชีวภาพ (10 20 และ 30 ชั(วโมง) 
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บทที� 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

จากการศึกษาคณุลักษณะและประสิทธิภาพของจุลินทรีย์ 4 สายพนัธุ์  คือ Yarrowia 
lipolytica (Y2), Candida tropicalis strain Vaucher (L9), Bacillus subtilis subsp. subtilis 
strain A17 (T3) และ Bacillus subtilis subsp. subtilis strain E28 (V3) ที9มีประสิทธิภาพในการ
ย่อยสลายนํ >ามัน พบว่าจุลินทรีย์ทั >ง 4 สายพันธุ์ยังมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายนํ >ามันคือ         
มีการสร้างบริเวณใส (clear zone) รอบโคโลนีบนอาหารแข็งไตรบไูทริน (tributyrin agar) เมื9อ
ศกึษาการเจริญ อตัราการย่อยสลายนํ >ามนัปาล์ม ชนิดและปริมาณกรดไขมนัในขวดเขย่า พบว่า
จลุินทรีย์ทั >ง 4 สายพนัธุ์ มีการเจริญและอตัราการย่อยสลายที9สมัพนัธ์กนัคือ เปอร์เซ็นต์การย่อย
สลายนํ >ามนัมีแนวโน้มเพิ9มขึ >นตามอตัราการเจริญเตบิโต  เมื9อพิจารณาคา่เปอร์เซ็นต์การย่อยสลาย
นํ >ามนัปาล์ม พบว่า Bacillus subtilis subsp. subtilis strain E28 (V3) สามารถย่อยสลายนํ >ามนั
ปาล์มได้มากที9สดุโดยสามารถยอ่ยสลายนํ >ามนัปาล์มในอาหารเหลวสงัเคราะห์ที9มีนํ >ามนัปาล์มเป็น
แหล่งคาร์บอนได้ 79.60 เปอร์เซ็นต์ ภายในระยะเวลา 24 ชั9วโมง สายพันธุ์ที9สามารถย่อยสลาย
นํ >ามนัปาล์มได้เป็นอนัดบัที9สองคือ Candida tropicalis strain Vaucher (L9) สามารถย่อยสลาย
นํ >ามนัปาล์มได้ 76.36 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ Bacillus subtilis subsp. subtilis strain A17 (T3) 
สามารถย่อยสลายนํ >ามนัปาล์มได้ 73.96 เปอร์เซ็นต์ และYarrowia lipolytica (Y2) สามารถย่อย
สลายนํ >ามนัปาล์มได้ 67.12 เปอร์เซ็นต์  

 
ในการศึกษาการผลิตกรดไขมันในงานวิจัยนี > มีความสนใจที9จะศึกษาการผลิตกรด         

คาปริลิก (C8) โดยจากแนวโน้มของราคากรดไขมนัจําแนกตามประเภทกรดคาปริลิก (C8) มีราคา
สงูที9สดุในกรดไขมนัทกุประเภท และมีแนวโน้มของราคาเพิ9มสงูขึ >นทกุปี และจากผลการวิเคราะห์
ของจลุินทรีย์ทั >ง 4 สายพนัธุ์ พบวา่จลุินทรีย์ส่วนใหญ่มีกรดคาปริลิก (C8) ปริมาณสงูที9สดุในชั9วโมง
ที9 5 จงึเลือกชั9วโมง ที9 5 สําหรับใช้เป็นข้อมลูในการออกแบบการทดลองถดัไป 

 

จากการศกึษาสภาวะที9เหมาะสมในการผลิตกรดไขมนัของจลุินทรีย์ผสม (mixed culture) 
ในขวดเขย่า  โดยวิเคราะห์ผลทางสถิติโดยใช้การทดลองแบบเชิงแฟคทอเรียล(factorial 
experiment) โดยปัจจยัที9สนใจศกึษาได้แก่ พีเอช อณุหภูมิ และร้อยละของแหล่งคาร์บอนแปรผนั
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ปัจจยัพีเอชที9ช่วง 6.5-8.5 โดยให้ค่าพีเอชที9 7.5 เป็นคา่กลาง (ค่าปัจจยัควบคมุ) อณุหภูมิที9ช่วง 
30-45 องศาเซลเซียส โดยให้ค่าอุณหภูมิที9 37 เป็นค่ากลาง (ค่าปัจจยัควบคมุ) และร้อยละของ
แหล่งคาร์บอนที9ช่วง 1-5 เปอร์เซ็นต์ จากการศกึษาพบว่าที9สภาวะควบคมุ (หน่วยการทดลองที9 9 
10 และ11) พีเอช 7.5 อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และแหล่งคาร์บอน 2.5 เปอร์เซ็นต์ ให้ปริมาณ
กรดคาปริลิก (C8) สงู จึงเลือกสภาวะนี >ใช้สําหรับทําการทดลองตอ่ไป นอกจากนี >สภาวะดงักล่าว
ยงัทําให้ได้ปริมาณของกรดคาปริก (C10) และกรดไมริสติก (C14) สงูอีกด้วย และยงัพบว่าหน่วย
การทดลองควบคมุปริมาณของ กรดคาปริก (C10) มีปริมาณสงูสดุ และจากผลการวิเคราะห์ทาง
สถิติพบว่ากรดคาปริลิก (C8) มีอิทธิพลอย่างมีนยัสําคญัตอบสนองตอ่ปัจจยั พีเอช อณุหภูมิ และ
ร้อยละของแหล่งคาร์บอน สองปัจจยัระหว่าง พีเอช และเปอร์เซ็นต์ของแหล่งคาร์บอน สามปัจจยั
ร่วมระหวา่ง พีเอช อณุหภมูิ และเปอร์เซ็นต์ของแหล่งคาร์บอน ที9ระดบัความเชื9อมั9น 95 เปอร์เซ็นต์ 
(P≤0.05) และจากการวิเคราะห์ผลการทดลองด้วยวิธีการสร้างกราฟพื >นผิวตอบสนอง (response 
surface methodology, RSM) สําหรับหาความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรที9ศึกษากับค่าการ
ตอบสนองที9สนใจเพื9อหาสภาวะที9เหมาะสมในการผลิตกรดคาปริลิก (C8) พบว่าสภาวะที9ควบคมุ 
(หน่วยการทดลองที9 9, 10 และ11) พีเอช 7.5 อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และแหล่งคาร์บอน 2.5 
เปอร์เซ็นต์ให้กราฟพื >นผิวตอบสนองเป็นรูประฆงัควํ9า โดยให้กรดคาปริลิก (C8) เฉลี9ย เท่ากบั 2.08
กรัมตอ่ลิตร  
 
 ในการศึกษาปริมาณหัวเชื >อที9เหมาะสมในการผลิตกรดไขมันของจุลินทรีย์ผสมในขวด
เขย่าปริมาณหวัเชื >อ 15 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) เป็นปริมาณหวัเชื >อที9เหมาะสมที9สดุโดย
ให้ปริมาณกรดคาปริลิก (C8) ถึง 2.37 กรัมต่อลิตร ในชั9วโมงที9 5 ซึ9งมากกว่าตอนทําการทดลอง
การหาสภาวะที9เหมาะสมในการผลิตกรดไขมันด้วยการออกแบบการทดลองเชิงแฟคทอเรียล       
0.3 กรัมต่อลิตร และวดัค่าการเจริญของเซลล์จากค่าดดูกลืนแสงที9 600 นาโนเมตร ได้เท่ากับ 
1.808 จงึเลือกปริมาณหวัเชื >อ 15 เปอร์เซ็นต์สําหรับทําการทดลองขั >นตอ่ไป 
 
 จากการศึกษาการผลิตกรดไขมนัแบบกะโดยใช้ถังปฏิกรณ์แบบแผ่นหมุนชีวภาพ พบว่า               
มีกรดคาปริลิก (C8) สงูที9สดุในชั9วโมง ที9 10 เท่ากบั 2.18 กรัมตอ่ลิตร อนัดบัที9สองคือกรดคาปริก 
(C10) เท่ากับ 1.42 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือกรดไมริสติก (C14) เท่ากบั 0.94 กรัมตอ่ลิตร กรด
ปาลมิติก (C16) เท่ากับ 0.83 กรัมต่อลิตร และอนัดบัสุดท้ายคือกรดลอริก (C12) เท่ากับ 0.17 
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กรัมตอ่ลิตรเมื9อเทียบกับการผลิตกรดไขมนัแบบกะในขวดเขย่าที9สามารถผลิตกรดคาปริลิก (C8) 
ได้มากที9สดุในชั9วโมง ที9 5 เทา่กบั 2.08 กรัมตอ่ลิตร 
 
 การศึกษาการผลิตกรดไขมนัแบบกึ9งกะใช้ข้อมูลการผลิตกรดไขมันจากแบบกะโดยจาก
การศกึษาการผลิตกรดไขมนัแบบกะพบว่ามีปริมาณกรดคาปริลิก (C8) สงูที9สดุใน 10 ชั9วโมงแรก
ของการหมกัและเริ9มลดลงหลงัจากนั >น ดงันั >นในการทดลองแบบกึ9งกะจึงเลือกเวลาที9 10 ชั9วโมง
สําหรับการผลิตกรดไขมนัแบบกึ9งกะ โดยทําการเตมิอาหาร 2 รอบที9ชั9วโมงที9 10 และ 20 ชั9วโมง ใน
การเติมอาหารรอบที9หนึ9ง กรดคาปริลิก (C8) เพิ9มขึ >นสูงที9สุดที9ชั9วโมงที9 20 เท่ากับ 2.69 กรัมต่อ
ลิตร แตห่ลงัจากทําการเติมอาหารรอบที9สองที9ชั9วโมงที9 20 กลบัพบว่ากรดคาปริลิก (C8) มีความ
เข้มข้นลดลงเหลือ 1.59 กรัมตอ่ลิตร และกรดคาปริก (C10) และกรดปาลมิติก (C16) มีแนวโน้มที9
เพิ9มสงูขึ >นกวา่ชั9วโมงแรกของการหมกั  
 

เมื9อคิดเปอร์เซ็นต์ผลผลิต (% yield) ทั >งหมดที9ได้จากการผลิตกรดไขมนัแบบกะโดยใช้ถงั
ปฏิกรณ์แบบแผ่นหมุนชีวภาพพบว่า การผลิตกรดไขมนัแบบกึ9งกะได้เปอร์เซ็นต์ผลผลิตของกรด
ไขมนัทั >ง 6 ชนิดรวมกนั และเปอร์เซ็นต์ผลผลิตของกรดคาปริลิก (C8) มากกว่าการผลิตกรดไขมนั
แบบกะ เทา่กบั 2.72 และ2.36 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั 
 
ข้อเสนอะแนะ 
 

1) การผลิตกรดไขมันในถังปฏิกรณ์แบบแผ่นหมุนชีวภาพแบบกึ9งกะให้ผลผลิตของ        

กรดไขมนัในปริมาณไม่สูงมากเมื9อเทียบกับแบบกะ ดงันั >นควรมีการศึกษาการผลิตแบบต่อเนื9อง
เพื9อเพิ9มปริมาณของกรดไขมนั  

 
2) ในการผลิตกรดไขมันในถังปฏิกรณ์แบบแผ่นหมุนชีวภาพนั >นพบว่าเมื9อสิ >นสุดการ

ทดลองความหนาของเมือกชีวภาพ (biofilm) นั >นเพิ9มขึ >น 0.5 มิลลิเมตร จากความหนาเริ9มต้นที9ใช้
ในการผลิตแบบกึ9งกะ ในการทดลองครั >งตอ่ไปควรมีการควบคมุความหนาของเมือกชีวภาพให้คงที9 

 
3) ควรนําสภาวะการทดลองที9ได้มาประยุกต์ใช้กับนํ >าเสียที9ปนเปื>อนนํ >ามันจาก

โรงงานผลิตนํ >ามนัปาล์ม 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี �ยงเชื �อ 
 
อาหารเลี �ยงเชื �อแข็ง Nutrient Agar (NA) 
 
 สารสกดัจากเนื �อ      5  กรัม 
 แบคโตเปบโตน      3  กรัม 
 ผงวุ้น (Agar)      15  กรัม 
 นํ �ากลั'น       1,000  มิลลิลิตร 
 ละลายส่วนผสมทั �งหมดในนํ �ากลั'นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันและนําไปนึ'ง
ฆา่เชื �อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ �ว ที'อณุหภมูิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที 
 

อาหารเลี �ยงเชื �อเหลว Nutrient Broth (NB) 
 
 สารสกดัจากเนื �อ      5  กรัม 
 แบคโตเปบโตน      3  กรัม 
 นํ �ากลั'น       1,000  มิลลิลิตร 
 ละลายส่วนผสมทั �งหมดในนํ �ากลั'นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันและนําไปนึ'ง
ฆา่เชื �อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ �ว ที'อณุหภมูิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที 
 
อาหารเลี �ยงเชื �อแข็ง Yeast extract-Malt extract Agar (YM) 
 
 กลโูคส       10  กรัม 
 แบคโตเปบโตน      5  กรัม 
 ผงสกดัจากยีสต์      3  กรัม 
 ผงสกดัจากมอลต์     3  กรัม 
 ผงวุ้น       15  กรัม 
 นํ �ากลั'น       1,000  มิลลิลิตร 
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ละลายส่วนผสมทั �งหมดในนํ �ากลั'นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันและนําไปนึ'ง
ฆา่เชื �อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ �ว ที'อณุหภมูิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที 
 
อาหารเลี �ยงเชื �อเหลว Yeast extract-Malt extract Broth (YM) 
 
 กลโูคส       10  กรัม 
 แบคโตเปบโตน      5  กรัม 
 ผงสกดัจากยีสต์      3  กรัม 
 ผงสกดัจากมอลต์     3  กรัม 
 นํ �ากลั'น       1,000  มิลลิลิตร 

ละลายส่วนผสมทั �งหมดในนํ �ากลั'นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั และนําไปนึ'ง
ฆา่เชื �อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ �ว ที'อณุหภมูิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที 
 
อาหารแข็งไตรบูไทริน (Tributyrin Agar) 
 
 แบคโตเปบโตน      5  กรัม 
 ผงสกดัจากยีสต์      1  กรัม 
 แอมโมเนียมซลัเฟต (NH4)2SO4    5  กรัม 
 แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)   1  กรัม 
 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  5  กรัม 
 ไตรบไูทริน      1 เปอร์เซ็นต์  
 นํ �ากลั'น       1,000  มิลลิลิตร 

ละลายส่วนผสมทั �งหมดในนํ �ากลั'นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั หลงัจากนั �น
เติมไตรบไูทริน 1 เปอร์เซ็นต์ (นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร) และนําไปนึ'งฆ่าเชื �อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์
ตอ่ตารางนิ �ว ที'อณุหภมูิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที 
 
อาหารเหลวนํ �ามันปาล์ม (Palm oil Medium) 
 แบคโตเปบโตน      5  กรัม 
 ผงสกดัจากยีสต์      1  กรัม 
 แอมโมเนียมซลัเฟต (NH4)2SO4    5  กรัม 
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 แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)   1  กรัม 
 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  5  กรัม 
 นํ �ามนัปาล์ม      1   เปอร์เซ็นต์  
 นํ �ากลั'น       1,000  มิลลิลิตร 

ละลายส่วนผสมทั �งหมดในนํ �ากลั'นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั หลงัจากนั �น
เติมไตรบไูทริน 1 เปอร์เซ็นต์ (นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร) และนําไปนึ'งฆ่าเชื �อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์
ตอ่ตารางนิ �ว ที'อณุหภมูิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีทีAใช้ในการทดลอง 
 

สารละลายกรดไฮโดรครอลิกความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
 
นําสารละลายกรดไฮโดรครอลิกเข้มข้น ปริมาตร 82.5 มิลลิลิตร มาผสมในนํ �ากลั'น และ

ปรับปริมาตรจนได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตรเก็บสารละลายที'ได้ไว้ในขวดสีชา 
 

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
 
 ชั'งโซเดียมไฮดรอกไซด์ 40 กรัม ละลายในนํ �ากลั'นและปรับปริมาตรจนได้ปริมาตร 1,000
มิลลิลิตรเก็บสารละลายที'ได้ไว้ในขวดสีชา 
 
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 7.4 
 
 ชั'งโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 8.709 กรัม ละลายใน ละลายในนํ �ากลั'น ปริมาตร 
1,000 มิลลิลิตร และปรับพีเอชให้เท่ากับ 7.4 ด้วย สารละลายกรดไฮโดรครอลิกความเข้มข้น        
1 โมลาร์ เก็บสารละลายที'ได้แชเ่ย็นที' 4 oC 
 
สารละลายกรดบอริคเข้มข้น 3% 
 
 ชั'งกรดบอริค 30 กรัม ละลายในนํ �ากลั'นและปรับปริมาตรจนได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร
เก็บสารละลายที'ได้ไว้ในขวดสีชา 
 
สารละลายเอทานอล 70% 
 
 นําสารละลายเอทานอล 99.9% ปริมาตร 700 มิลลิลิตร มาผสมในนํ �ากลั'น 300 มิลลิลิตร 
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สารละลายกรดไฮโดรครอลิกความเข้มข้น 4 N 
 

เตรียมนํ �ากลั'นนําปริมาตร 67 มิลลิลิตร นําไปนึ'งฆ่าเชื �อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ �ว ที'อณุหภมูิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที ผสมกรดไฮโดรครอลิกเข้มข้นปริมาตร 33 มิลลิลิตร 
ลงในนํ �ากลั'นที'ผา่นการฆา่เชื �อแล้ว ภายใต้ตู้ดดูควนั 
 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 5 N  
 

เตรียมนํ �ากลั'นนําปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปนึ'งฆ่าเชื �อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ �ว ที'อณุหภูมิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที จากนั �นชั'งโซเดียมไฮดรอกไซด์ 20 กรัมละลายใน
นํ �ากลั'นที'ผา่นการฆา่เชื �อแล้ว ภายใต้ตู้ดดูควนั 
 
สารละลายคลอร็อกซ์ ความเข้มข้น 10% 
 
 เตรียมนํ �ากลั'นนําปริมาตร 90 มิลลิลิตร นําไปนึ'งฆ่าเชื �อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ �ว ที'อุณหภูมิ 121oC เป็นเวลา 15 นาที หลังจากนั �นปิเปตสารละลายคลอร็อกซ์              
10 มิลลิลิตร ผสมกับนํ �ากลั'นที'เตรียมไว้ หยด Tween 20 ลงไปประมาณ 2-3 หยด และเขย่าให้   
เข้ากนั  
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

 
 

ภาพทีA ค.1 กราฟมาตรฐานปริมาณนํ �ามัน (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ต่อพื �นที'ใต้กราฟ จากการ
วิเคราะห์ด้วยเครื'อง TLC-FID 
 

 
 

ภาพทีA ค.2 กราฟมาตรฐานของกรดไขมนัของกรดคาปริลิก (Capyric acid) เมื'อทําการวิเคราะห์ 
โดยใช้วิธีโครมาโตการฟฟีชนิดของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) 
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ภาพทีA ค.3 กราฟมาตรฐานของกรดไขมนัของกรดคาปริก (Capric acid) เมื'อทําการวิเคราะห์   
โดยใช้วิธีโครมาโตการฟฟีชนิดของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) 
 

 
 

ภาพทีA ค.4 กราฟมาตรฐานของกรดไขมันของกรดลอริก (Lauric acid) เมื'อทําการวิเคราะห์     
โดยใช้วิธีโครมาโตการฟฟีชนิดของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) 
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ภาพทีA ค.5 กราฟมาตรฐานของกรดไมริสติก (Myristic acid) เมื'อทําการวิเคราะห์ โดยใช้วิธี      
โครมาโตการฟฟีชนิดของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) 
 

 
 

ภาพทีA ค.6 กราฟมาตรฐานของกรดปาล์มิติก (Palmitic acid) เมื'อทําการวิเคราะห์ โดยใช้วิธี      
โครมาโตการฟฟีชนิดของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) 
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ภาคผนวก ง 
 

โครมาโตรแกรมของกรดไขมันทีAใช้ในการทาํกราฟมาตรฐาน 
 

 
ภาพทีA ง.1 กราฟมาตรฐานกรดไขมนัชนิดตา่งๆเมื'อทําการวิเคราะห์ โดยใช้วิธีโครมาโตการฟฟี
ชนิดของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) ที'ความเข้มข้นของกรดไขมนั 100 เปอร์เซ็นต์ 
 

 
ภาพทีA ง.2 กราฟมาตรฐานกรดไขมนัชนิดตา่งๆเมื'อทําการวิเคราะห์ โดยใช้วิธีโครมาโตการฟฟี
ชนิดของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) ที'ความเข้มข้นของกรดไขมนั 80 เปอร์เซ็นต์ 
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ภาพทีA ง.3 กราฟมาตรฐานกรดไขมนัชนิดตา่งๆเมื'อทําการวิเคราะห์ โดยใช้วิธีโครมาโตการฟฟี
ชนิดของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) ที'ความเข้มข้นของกรดไขมนั 60 เปอร์เซ็นต์ 
 

 
ภาพทีA ง.4 กราฟมาตรฐานกรดไขมนัชนิดตา่งๆเมื'อทําการวิเคราะห์ โดยใช้วิธีโครมาโตการฟฟี
ชนิดของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) ที'ความเข้มข้นของกรดไขมนั 40 เปอร์เซ็นต์ 

 
ค่ารีเทนชัAนไทม์ของกรดไขมันชนิดต่างๆ 

 
ชนิดของกรดไขมัน รีเทนชัAนไทม์ 
กรดคาปริลิก (C8) 2.381 
กรดคาปริก (C10) 2.701 
กรดลอริก (C12) 3.258 

กรดไมริสติก (C14) 4.153 
กรดปาลมิติก (C16) 5.580 
กรดสเตียริก (C18) 7.842 
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ภาคผนวก จ 
 

ตารางแสดงค่า OD.600 nm เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามันปาล์ม  พื �นทีA ใต้กราฟ         
กรดไขมันชนิดต่างๆของจุลินทรีย์แต่ละสายพันธ์ุในขวดเขย่า 
 
ตาราง จ.1 คา่ OD.600 nm ของจลุินทรีย์แตล่ะสายพนัธุ์ในขวดเขยา่ 

รหสั
จลุินทรีย์ 

เวลา 
(h) 

OD600 nm. 
ซํ �าที' 1 

OD600 nm. 
ซํ �าที' 2 

OD600 nm. 
ซํ �าที' 3 

OD600 nm. 
เฉลี'ย 

SD 

Y2 0 0.187 0.136 0.177 0.167 0.03 
 3 0.366 0.336 0.369 0.357 0.02 
 4 0.525 0.520 0.554 0.533 0.02 
 5 0.754 0.745 0.741 0.747 0.01 
 10 1.353 1.356 1.366 1.358 0.01 
 14 1.938 1.930 1.987 1.952 0.03 
 15 2.133 2.139 2.130 2.134 0.00 
 16 2.617 2.698 2.677 2.664 0.04 
 20 3.012 3.011 3.016 3.013 0.00 
 24 3.072 3.078 3.056 3.069 0.01 

L9 0 0.323 0.353 0.346 0.341 0.02 
 3 0.565 0.550 0.594 0.570 0.02 
 4 0.676 0.689 0.601 0.655 0.05 
 5 0.870 0.819 0.870 0.853 0.03 
 10 2.078 2.088 2.031 2.066 0.03 
 14 2.403 2.452 2.456 2.437 0.03 
 15 2.828 2.829 2.890 2.849 0.04 
 16 3.107 3.100 3.199 3.135 0.06 
 20 3.168 3.170 3.120 3.153 0.03 
 24 3.177 3.189 3.128 3.165 0.03 
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ตาราง จ.2 คา่ OD.600 nm ของจลุินทรีย์แตล่ะสายพนัธุ์ในขวดเขยา่ (ตอ่) 
รหสั

จลุินทรีย์ 
เวลา 
(h) 

OD600 nm. 
ซํ �าที' 1 

OD600 nm. 
ซํ �าที' 2 

OD600 nm. 
ซํ �าที' 3 

OD600 nm. 
เฉลี'ย 

SD 

T3 0 0.283 0.298 0.299 0.293 0.01 
 3 0.364 0.369 0.364 0.366 0.00 
 4 0.492 0.421 0.486 0.466 0.04 
 5 0.557 0.550 0.541 0.549 0.01 
 10 1.304 1.308 1.311 1.308 0.00 
 14 1.593 1.566 1.598 1.586 0.02 
 15 1.678 1.657 1.668 1.668 0.01 
 16 1.921 1.986 1.906 1.938 0.04 
 20 1.991 2.013 2.009 2.004 0.01 
 24 2.070 2.088 2.098 2.085 0.01 

V3 0 0.190 0.199 0.198 0.196 0.01 
 3 0.396 0.368 0.364 0.376 0.02 
 4 0.543 0.577 0.589 0.570 0.02 
 5 0.634 0.644 0.643 0.640 0.01 
 10 0.715 0.711 0.723 0.716 0.01 
 14 0.891 0.896 0.864 0.884 0.02 
 15 0.918 0.912 0.913 0.914 0.00 
 16 0.991 0.998 0.993 0.994 0.00 
 20 0.994 0.997 1.002 0.998 0.00 
 24 1.015 1.009 1.036 1.020 0.01 
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ตาราง จ.3 พื �นที'ใต้กราฟนํ �ามนัปาล์มเมื'อวิเคราะห์ด้วยเครื'อง TLC-FID เปอร์เซ็นต์การย่อยสลาย
นํ �ามนัปาล์ม และปริมาณนํ �ามนัปาล์มที'ถกูย่อยสลาย (มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) ของจลุินทรีย์แตล่ะ
สายพนัธุ์ในขวดเขยา่  

รหสั
จลุินทรีย์ 

เวลา 
(h) 

พื �นที'ใต้กราฟ 
ไตรกลีเซอไรด์ 

นํ �ามนัที'
เหลืออยู่ 

(g/l) 

นํ �ามนัที'ถกูยอ่ย
สลายไป 

(g/l) 

เปอร์เซ็นต์การ
ยอ่ยสลายนํ �ามนั

ปาล์ม 
Y2 0 107291 25.00 0 0 

 3 83753 18.50 6.5 26.00 
 4 78909 17.40 7.6 30.40 
 5 76411 16.80 8.2 32.80 
 10 63187 13.90 11.1 44.40 
 14 60842 13.40 11.6 46.40 
 15 53146 11.70 13.3 53.20 
 16 41722 9.20 15.8 63.20 
 20 33791 7.46 17.54 70.16 
 24 37212 8.22 16.78 67.12 

L9 0 107345 25 0 0 
 3 90624 20.02 4.98 19.92 
 4 80685 17.82 7.18 28.72 
 5 73072 16.14 8.86 35.44 
 10 69149 15.27 9.73 38.92 
 14 60955 13.46 11.54 46.16 
 15 53651 11.85 13.15 52.60 
 16 38813 8.57 16.43 65.72 
 20 26862 5.93 19.07 76.28 
 24 26761 5.91 19.09 76.36 
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ตาราง จ.4 พื �นที'ใต้กราฟนํ �ามนัปาล์มเมื'อวิเคราะห์ด้วยเครื'อง TLC-FID เปอร์เซ็นต์การย่อยสลาย
นํ �ามนัปาล์ม และปริมาณนํ �ามนัปาล์มที'ถกูย่อยสลาย (มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) ของจลุินทรีย์แตล่ะ
สายพนัธุ์ในขวดเขยา่ (ตอ่) 

รหสั
จลุินทรีย์ 

เวลา 
(h) 

พื �นที'ใต้กราฟ 
ไตรกลีเซอไรด์ 

นํ �ามนัที'
เหลืออยู่ 

(g/l) 

นํ �ามนัที'ถกูยอ่ย
สลายไป 

(g/l) 

เปอร์เซ็นต์การ
ยอ่ยสลายนํ �ามนั

ปาล์ม 
T3 0 101535 25.00 0 0 
 3 85631 18.92 6.08 24.32 
 4 81315 17.96 7.04 28.16 
 5 78166 17.27 7.73 30.92 
 10 71923 15.88 9.12 36.48 
 14 67808 14.98 10.02 40.08 
 15 55867 12.34 12.66 50.64 
 16 54648 12.07 12.93 51.72 
 20 35758 7.89 17.11 68.44 
 24 29476 6.51 18.49 73.96 

V3 0 107292 25.00 0 0 
 3 73605 16.20 8.80 35.20 
 4 51661 11.40 13.60 54.40 
 5 48206 10.60 14.40 57.60 
 10 44341 9.70 15.30 61.20 
 14 40055 8.80 16.20 64.80 
 15 31949 7.05 17.95 71.80 
 16 26734 5.90 19.10 76.40 
 20 23635 5.22 19.78 79.12 
 24 23123 5.10 19.90 79.60 
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ตาราง จ.5 พื �นที'ใต้กราฟกรดไขมนัชนิดตา่งๆ ที'วิเคราะห์ด้วย HPLC ของจลุินทรีย์แตล่ะสายพนัธุ์
ในขวดเขยา่  

รหสั
จลุนิทรีย์ 

เวลา 
(h) 

พื �นที'ใต้กราฟเฉลี'ย 

C8 SD. C10 SD. C12 SD. C14 SD. C16 SD. 

Y2 0 - - 986.9 10.33 - - - - - - 
 3 - - 1410.4 11.12 - - - - - - 
 4 - - 2201 19.87 979.2 12.11 469.6  - - 
 5 - - - - - - - - - - 
 10 - - - - - - - - - - 
 14 - - - - - - - - - - 
 15 - - - - - - - - - - 
 16 - - - - - - - - - - 
 20 - - - - - - - - - - 
 24 - - - - 610.5 9.33 - - - - 

L9 0 748.8 11.36 756.9 11.77 94.6 1.21 - - - - 
 3 979.7 13.69 858.4 13.96 328.6 4.65 - - 992.6 9.78 
 4 991.1 13.87 586.6 9.88 - - - - 2417.9 15.15 
 5 1245.7 14.56 726.2 11.56 345.2 3.27 - - 1434.1 14.23 
 10 1169.5 14.34 796.4 11.71 - - - - 1736 13.98 
 14 1010.1 13.77 588.2 9.73 257 1.44 - - - - 
 15 887.3 11.32 419.4 8.45 93.9 1.03 - - 1728.2 13.36 
 16 893.3 11.56 653.4 8.33 195.4 2.69 64.4 2.11 1031.9 11.53 
 20 712.5 12.76 386.3 7.10 125.4 1.12 - - 758.2 7.56 
 24 798.4 10.95 744 12.98 238.2 3.88 - - 650.7 7.98 
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ตาราง จ.6 พื �นที'ใต้กราฟกรดไขมนัชนิดตา่งๆ ที'วิเคราะห์ด้วย HPLC ของจลุินทรีย์แตล่ะสายพนัธุ์
ในขวดเขยา่ (ตอ่) 

รหสั
จลุนิทรีย์ 

เวลา 
(h) 

พื �นที'ใต้กราฟเฉลี'ย 

C8 SD C10 SD C12 SD C14 SD C16 SD 

T3 0 1090.6 10.03 650.3 7.63 - - - - - - 
 3 967 8.96 464 2.33 160.4 2.56 205.6 2.22 - - 
 4 - - 947.7 11.12 1366 12.36 - - - - 
 5 1307.4 12.95 597.1 10.02 - - - - - - 
 10 1181.2 11.36 355.1 2.36 - - - - - - 
 14 1051.3 11.23 644.3 8.80 - - - - - - 
 15 - - 438.5 4.24 - - - - - - 
 16 - - 646.1 4.86 - - - - - - 
 20 - - 572.8 3.56 - - - - - - 
 24 - - 524.8 4.72 - - - - - - 

V3 0 734.4 2.40 819.6 9.96 368 2.22 - - 1825.3 12.63 
 3 - - 600.9 5.66 378 2.20 - - - - 
 4 730.4 2.36 672.6 5.36 - - - - 1725.3 10.50 
 5 981.5 4.76 673.3 5.97 184.8 1.16 - - 685.1 7.86 
 10 960.4 4.55 1.31 0.24  - - - - 894.9 10.52 
 14 950.4 4.53 758.1 11.30 202.8 3.36 - - 2141.5 14.53 
 15 434.2 3.34 670.3 7.74 - - - - 1680.5 8.79 
 16 708.2 3.98 613.6 5.68 118.3 2.46 - - - - 
 20 1147.4 12.27 673.3 6.66  - - - - 894.9 8.56 
 24 686.1 8.99 - - 371.8 3.35 - - - - 
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ภาคผนวก ฉ 
 

ตารางแสดงค่า OD.600 nm เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามันปาล์ม พื �นทีAใต้กราฟกรดไขมัน
ชนิดต่างๆในขวดเขย่าโดยการทดลองแบบเชิงแฟคทอเรียล (Factorial Experiment) 
 
ตาราง ฉ.1 คา่ OD.600 nm ปริมาณนํ �ามนัที'เหลืออยู่ ปริมาณนํ �ามนัปาล์มที'ถกูย่อยสลาย และ
เปอร์เซ็นต์การยอ่ยสลายนํ �ามนัของจลุินทรีย์ผสม (mixed culture) ที'เวลา 5 ชั'วโมง ครั �งที' 1 
หนว่ยการทดลอง 5 ชั'วโมง 

OD.600 nm นํ �ามนัที'เหลืออยู่ 
(g/l) 

นํ �ามนัที'ถกูยอ่ย
สลายไป 

(g/l) 

เปอร์เซ็นต์การ
ยอ่ยสลายนํ �ามนั 

1     0.563 
 

14.23 10.77 43.06 

2 0.976 18.54 6.46 25.85 
3 0.693 13.72 11.28 45.12 
4 1.317 12.19 12.81 51.22 
5 0.659 13.85 11.15 44.62 
6 1.197 12.68 12.32 49.28 
7 0.518 18.76 6.24 24.97 
8 1.597 13.49 11.51 46.04 
9 1.221 17.74 7.26 29.04 
10 1.298 17.82 7.18 28.70 
11 1.187 17.98 7.02 28.07 
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ตาราง ฉ.2 คา่ OD.600 nm ปริมาณนํ �ามนัที'เหลืออยู่ ปริมาณนํ �ามนัปาล์มที'ถกูย่อยสลาย และ
เปอร์เซ็นต์การยอ่ยสลายนํ �ามนัของจลุินทรีย์ผสม (mixed culture) ที'เวลา 5 ชั'วโมง ครั �งที' 2 
หนว่ยการทดลอง 5 ชั'วโมง 

OD.600 nm นํ �ามนัที'เหลืออยู่ 
(g/l) 

นํ �ามนัที'ถกูยอ่ย
สลายไป 
(g/ml) 

เปอร์เซ็นต์การ
ยอ่ยสลายนํ �ามนั 

1 1.131 15.22 9.78 39.12 
2 1.129 18.56 6.44 25.76 
3 1.134 14.96 10.04 40.16 
4 1.011 14.85 10.15 40.60 
5 1.063 13.6 11.40 45.60 
6 1.178 12.93 12.07 48.28 
7 1.059 18.02 6.98 27.92 
8 1.157 13.33 11.67 46.68 
9 1.091 16.44 8.56 34.24 
10 1.011 16.52 8.48 33.92 
11 1.027 16.28 8.72 34.88 
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ตาราง ฉ.3 พื �นที'ใต้กราฟกรดไขมนัชนิดตา่งๆ ที'วิเคราะห์ด้วย HPLC ของจลุินทรีย์ผสม (mixed 
culture) ในขวดเขยา่ที'เวลา 5 และ 10 ชั'วโมง ครั �งที' 1 
หนว่ยการ
ทดลอง 

พื �นที'ใต้กราฟเฉลี'ย (5 ชั'วโมง) 
C8 SD C10 SD C12 SD C14 SD C16 SD 

1 214.5 2.12 215.4 2.08 91.2 2.23 - - - - 
2 395.0 3.56 207.4 2.10 41.4 1.20  - -  -  - 
3 295.6 4.12 119 2.16 - - - - - - 
4 315.2 3.20 137.6 2.80  - - 400.4 3.56  -  - 
5 402.3 1.56 208.7 3.54 81 2.20 - - - - 
6 585.2 4.20 202.1 3.34 158.3 2.58  - -  -  - 
7 359.0 3.32 224 2.30 - - 173.8 2.50 - - 
8 544.2 3.88  - - 279 2.20 - -  -  - 
9 234.5 2.10 404.6 3.75 127.9 1.86  - - - - 
10 238.8 2.12 112.2 1.50 45.6 1.20 46.8 1.08  -  - 
11 232.5 2.14 - - 77.6 1.10 - - - - 

หนว่ยการ
ทดลอง 

พื �นที'ใต้กราฟเฉลี'ย (10 ชั'วโมง) 
C8 SD C10 SD C12 SD C14 SD C16 SD 

1 214.5 2.56 215.4 2.50 91.2 1.12 - - - - 
2 395.0 3.52 207.4 1.45 41.4 1.06  - -  -  - 
3 295.6 2.80 119 2.90 - - - - - - 
4 315.2 2.88 137.6 1.45  - - 400.4 5.65  -  - 
5 402.3 3.10 208.7 2.08 81 1.57 - - - - 
6 585.2 4.56 202.1 2.80 158.3 2.50  - -  -  - 
7 359.0 5.52 224 5.30 - - 173.8 2.50 - - 
8 544.2 5.50  - - 279 2.64 - -  -  - 
9 234.5 2.86 404.6 4.45 127.9 2.20  - - - - 
10 238.8 2.80 112.2 2.60 45.6 1.02 46.8 1.05  -  - 
11 232.5 2.86 - - 77.6 1.21 - - - - 
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ตาราง ฉ.4 พื �นที'ใต้กราฟกรดไขมนัชนิดตา่งๆ ที'วิเคราะห์ด้วย HPLC ของจลุินทรีย์ผสม (mixed 
culture) ในขวดเขยา่ที'เวลา 5 และ 10 ชั'วโมง ครั �งที' 2 
หนว่ยการ
ทดลอง 

พื �นที'ใต้กราฟเฉลี'ย (5 ชั'วโมง) 

C8 SD C10 SD C12 SD C14 SD C16 SD 
1 - - 1014.4 11.2 - - - - 414.1 2.25 
2 574.8 5.60 1214.3 11.8 267.3 2.21 254.8 1.60 - - 
3 530.8 5.54 820.2 7.64 202.5 2.20 - - 164.3 1.10 
4 35.6 1.02 1001.9 9.80 1408.9 9.96 883.1 7.60 - - 
5 584.4 5.68 939.1 8.82 195.3 1.50 251.5 1.80 - - 
6 368.4 5.55 1040.1 9.95 471.2 3.45 388.5 1.15 - - 
7 512.7 6.52 987.6 8.30 208.6 2.20 212 1.30 - - 
8 677.5 7.86 1078.9 9.64 1051.4 12.3 909.4 11.3 - - 
9 929.5 10.5 600.2 5.50 176.3 1.05 - - 155.4 1.06 
10 926.2 9.98 608.7 5.62 170.9 1.56 - - 150.1 1.12 
11 933.4 9.76 590.6 5.52 172.4 1.80 - - 140.2 1.50 

หนว่ยการ
ทดลอง 

พื �นที'ใต้กราฟเฉลี'ย (10 ชั'วโมง) 
C8 SD C10 SD C12 SD C14 SD C16 SD 

1 549.6 5.30 1343.5 12.5 132.2 1.12 201.5 2.30 - - 
2 563.7 6.50 881.8 8.50 168.7 1.32 - - - - 
3 606.7 4.52 298.4 1.25 113.9 1.10 288.6 2.70 37.7 0.80 
4 542.6 4.45 1116.6 10.2 380.4 2.30 436 2.86 - - 
5 565.0 4.65 356.6 2.60 387.2 2.20 204.8 1.87 - - 
6 631.3 4.75 1112.2 8.96 154.8 1.14 241.7 1.80 - - 
7 568.6 5.98 1028.6 6.98 558.1 4.50 253.6 1.58  -  - 
8 671.6 6.64 1578.3 5.68 941.8 8.95 314.5 2.56 - - 
9 732.3 10.5 660.1 5.66 275.6 1.20  -  - 85.5 0.96 
10 722.2 10.2 625.8 5.86 261.5 1.50 - - - - 
11 751.9 10.7 647.9 5.60 285.6 1.56 - - 113 1.20 
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ภาคผนวก ช 
 

ตารางแสดงค่า OD.600 nm เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามันปาล์ม พื �นทีAใต้กราฟกรดไขมัน
ชนิดต่างๆในขวดเขย่า ของปริมาณหัวเชื �อผสม (Mixed culture) ทีAเปอร์เซ็นต์ต่างๆ ใน
ขวดเขย่า 

 
ตาราง ช.1 คา่ OD.600 nm ของปริมาณหวัเชื �อผสม (Mixed culture) ที'เปอร์เซ็นต์ตา่งๆ ในขวด
เขยา่ 

% 
inoculums  

OD.600 nm 

0h SD 3h SD 5h SD 7h SD 10h SD 

4%  0.563 0.01 0.755 0.01 1.296 0.16 1.589 0.05 2.100 0.08 

10%  0.658 0.04 0.809 0.00 1.588 0.11 1.871 0.03 2.253 0.04 

15%  0.740 0.04 0.916 0.01 1.808 0.05 1.986 0.01 2.506 0.10 

20%  0.865 0.02 1.192 0.06 2.002 0.04 2.308 0.01 2.953 0.03 

 
ตาราง ช.2 พื �นที'ใต้กราฟกรดไขมันชนิดต่างๆ ที'วิเคราะห์ด้วย HPLC ของปริมาณหัวเชื �อผสม 
(Mixed culture) ที'เปอร์เซ็นต์ตา่งๆ ในขวดเขยา่ 

% 
inoculums 

พื �นที'ใต้กราฟเฉลี'ย (5 ชั'วโมง) 
C8 SD C10 SD C12 SD C14 SD C16 SD 

4% 458.80 5.60 725.30 8.82 107.70 1.56 205.10 1.56 223.70 1.56 
10% 570.30 5.69 656.60 5.60 102.10 1.20 177.00 1.60 234.20 1.25 
15% 681.20 6.42 730.60 8.20 - - 345.10 1.50 315.60 1.40 
20% 701.50 6.80 737.70 8.24 - - 202.00 2.21 258.00 1.42 
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ตาราง ช.2 พื �นที'ใต้กราฟกรดไขมันชนิดต่างๆ ที'วิเคราะห์ด้วย HPLC ของปริมาณหัวเชื �อผสม 
(Mixed culture) ที'เปอร์เซ็นต์ตา่งๆ ในขวดเขยา่ (ตอ่) 

% 
inoculums 

พื �นที'ใต้กราฟเฉลี'ย (10 ชั'วโมง) 
C8 SD C10 SD C12 SD C14 SD C16 SD 

4% 579.20 5.20 639.50 4.96 - - 184.30 1.62 295.60 2.45 
10% 572.20 5.06 698.50 4.80 - - - - 218.00 2.14 
15% 550.10 5.60 339.10 1.96 - - - - 88.60 1.06 
20% 544.40 5.55 156.40 1.80  -  - - - 69.20 1.02 
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ภาคผนวก ซ 
 

ตารางแสดงค่า OD.600 nm เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามันปาล์ม พื �นทีAใต้กราฟกรดไขมัน
ชนิดต่างๆ เมืAอเลี �ยงแบบกะในถังปฏิกรณ์แบบแผ่นหมุนชีวภาพ 
 
ตารางทีA ซ.1 คา่ OD.600 nm ของจลุินทรีย์ผสม (mixed culture) เมื'อเลี �ยงแบบกะในถงัปฏิกรณ์
แบบแผน่หมนุชีวภาพ 

เวลา 
(ชั'วโมง) 

OD600 nm. 
ซํ �าที' 1 

OD600 nm. 
ซํ �าที' 2 

OD600 nm. 
ซํ �าที' 3 

OD600 nm. 
เฉลี'ย 

SD 

0 0.301 0.307 0.309 0.306 0.004 

3 0.344 0.350 0.345 0.346 0.003 

4 0.497 0.491 0.490 0.493 0.004 

5 0.546 0.559 0.549 0.551 0.007 

10 0.803 0.810 0.813 0.809 0.005 

14 1.101 1.103 1.111 1.105 0.005 

15 1.353 1.355 1.350 1.353 0.003 

16 2.056 2.094 2.067 2.072 0.020 

20 2.411 2.433 2.441 2.428 0.016 

24 2.511 2.502 2.509 2.507 0.005 
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ตารางทีA ซ.2 ปริมาณนํ �ามนัที'เหลืออยู่ ปริมาณนํ �ามนัปาล์มที'ถูกย่อยสลาย และเปอร์เซ็นต์การ
ย่อยสลายนํ �ามนัของจลุินทรีย์ผสม (mixed culture) เมื'อเลี �ยงแบบกะในถงัปฏิกรณ์แบบแผ่นหมนุ
ชีวภาพ 

เวลา 
(ชั'วโมง) 

 

พื �นที'ใต้กราฟ 
ไตรกลีเซอไรด์ 

นํ �ามนัที'เหลืออยู่ 
(g/l) 

นํ �ามนัที'ถกูยอ่ย
สลายไป 

(g/l) 

เปอร์เซ็นต์การยอ่ย
สลายนํ �ามนั 

0 107290.70 25 0 0 
3 83753.00 18.5 6.5 26 
4 78909.33 17.4 7.6 30.4 
5 76410.67 16.8 8.2 32.8 
10 63186.67 13.5 11.5 46 
14 60842.00 13.4 11.6 46.4 
15 53145.67 11.7 13.3 53.2 
16 41722.00 9.2 15.8 63.2 
20 33791.33 7.46 17.54 70.16 
24 37212.33 8.22 16.78 67.12 

 
ตารางทีA ซ.3 พื �นที'ใต้กราฟกรดไขมนัชนิดตา่งๆ ที'วิเคราะห์ด้วย HPLC ของจลุินทรีย์ผสม (mixed 
culture) เมื'อเลี �ยงแบบกะในถงัปฏิกรณ์แบบแผน่หมนุชีวภาพ 

เวลา 
(ชั'วโมง) 

พื �นที'ใต้กราฟเฉลี'ย 
C8 SD C10 SD C12 SD C14 SD C16 SD 

0 674.3 5.56 361.3 2.30 72.3 1.02 364.3 2.40 216.5 2.10 
3 633 6.50 489.1 2.10 80.9 0.80 318.5 2.60 213.2 1.70 
4 702.3 7.45 431.4 2.65 62.5 0.56 232.2 1.80 285.1 1.89 
5 642.8 6.52 320.2 1.80 56.5 0.40 231.8 1.96 148.9 1.21 
10 992 8.90 695.3 5.68 58.1 0.50 300.4 2.50 265.1 1.30 
14 586.4 5.20 385.6 2.60 49.6 0.56 247.2 2.30 318.1 2.65 
15 635.7 6.56 557.2 5.60 50.16 1.09 409.1 3.20 441.9 4.78 
16 591.1 5.20 371.7 2.64 46 0.56 184.4 1.05 236.4 2.20 
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ตารางทีA ซ.3 พื �นที'ใต้กราฟกรดไขมนัชนิดตา่งๆ ที'วิเคราะห์ด้วย HPLC ของจลุินทรีย์ผสม (mixed 
culture) เมื'อเลี �ยงแบบกะในถงัปฏิกรณ์แบบแผน่หมนุชีวภาพ (ตอ่) 

เวลา 
(ชั'วโมง) 

พื �นที'ใต้กราฟเฉลี'ย  
C8 SD C10 SD C12 SD C14 SD C16 SD 

20 643.3 5.80 530.6 5.60 78.2 1.03 382.3 3.56 266.6 2.10 
24 591.1 5.56 317.7 4.20 46.0 0.06 337.3 3.50 236.4 1.80 
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ภาคผนวก ฌ 
 

ตารางแสดงค่า เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามันปาล์ม พื �นทีAใต้กราฟกรดไขมันชนิดต่างๆ 
เมืAอเลี �ยงแบบกึAงกะในถังปฏิกรณ์แบบแผ่นหมุนชีวภาพ 
 
ตารางทีA ฌ.1 ปริมาณนํ �ามนัที'เหลืออยู่ ปริมาณนํ �ามนัปาล์มที'ถูกย่อยสลาย และเปอร์เซ็นต์การ
ย่อยสลายนํ �ามนัของจลุินทรีย์ผสม (mixed culture) เมื'อเลี �ยงแบบกึ'งกะในถงัปฏิกรณ์แบบแผ่น
หมนุชีวภาพ 

เวลา 
(ชั'วโมง) 

 

พื �นที'ใต้กราฟ 
ไตรกลีเซอไรด์ 

นํ �ามนัที'เหลืออยู่ 
(g/l) 

นํ �ามนัที'ถกูยอ่ย
สลายไป 

(g/l) 

เปอร์เซ็นต์การยอ่ย
สลายนํ �ามนั 

0 104624.00 25 0 0 
10 48892.50 13.5 11.5 46 
11 77470.75 25 0 0 
13 65318.00 17.1 7.9 31.6 
15 59685.75 16.7 8.3 33.2 
18 58312.50 15.5 9.5 38 
20 51145.00 12.3 12.7 50.8 
21 77338.50 25 0 0 
23 43570.50 18.9 6.1 24.4 
25 59188.25 18.2 6.8 27.2 
28 57315.00 16.5 8.5 34 
30 51915.25 13.7 11.3 45.2 
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ตารางทีA ฌ.2 พื �นที'ใต้กราฟกรดไขมนัชนิดตา่งๆ ที'วิเคราะห์ด้วย HPLC ของจลุินทรีย์ผสม (mixed 
culture) เมื'อเลี �ยงแบบกึ'งกะในถงัปฏิกรณ์แบบแผน่หมนุชีวภาพ 

เวลา 
(ชั'วโมง) 

พื �นที'ใต้กราฟเฉลี'ย 
C8 SD C10 SD C12 SD C14 SD C16 SD 

0 633.0 5.62 489.1 2.36 80.9 1.12 318.5 3.88 213.2 1.12 

10 982.0 8.85 706.3 7.80 86.5 1.10 312.4 3.12 275.1 1.52 
11 723.6 6.75 223.3 2.10 - - 102.9 1.23 191.9 1.10 
13 868.2 8.90 272.9 2.14 - - 109.6 1.10 238.2 2.14 
15 1203.9 10.2 263.4 2.45 - - 90.1 0.89 225.0 2.10 
18 1192.2 11.5 350.5 3.67 184.1 1.23 184.1 1.10 243.1 2.12 
20 1284.3 14.3 429.0 4.12 204.4 2.54 365.2 3.50 327.6 3.27 
21 550.7 5.60 218.7 2.12 - - 93.0 0.85 188.6 1.17 
23 648.1 6.54 292.8 2.56 235.0 2.36 482.1 2.56 234.9 2.27 
25 629.0 6.15 486.3 4.30 137.9 1.20 518.8 4.86 370.6 3.40 
28 663.8 6.19 515.2 4.68 81.3 1.08 269.7 2.20 400.4 3.80 
30 759.3 7.45 605.4 5.75 209.4 2.36 375.8 3.12 543.6 5.34 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 

 
 นางสาวนันทิยา กาวิเต เกิดเมื�อวันที�  17 กุมภาพันธ์ พ.ศ. 2530 สําเร็จการศึกษา     
ปริญญาตรีวิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาจลุชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัพระจอมเกล้า
เทคโนโลยีธนบุรี ในปีการศึกษา 2551 และเข้ารับการศึกษาต่อในระดับปริญญามหาบัณฑิต      
สหสาขาวิชาวิทยาศาสตร์สิ�งแวดล้อม บณัฑิตวิทยาลยั จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปีการศึกษา 
2553 ปัจจบุนัอาศยัอยูที่�บ้านเลขที� 23/3 หมู ่7 ตําบลหวัเสือ อําเภอแมท่ะ จงัหวดัลําปาง 52150 
 
ผลงานตีพิมพ์เผยแพร่ 
 
 ส่วนหนึ�งของงานวิจัยนี < ได้เข้าร่วมแสนอผลงานการประชุมวิชาการระดับนานาชาต ิ      
ในงาน The 24th Annual Meeting and International Conference of the Thai Society for 
Biotechnology (TSB 2012) ระหวา่งวนัที� 29-30 พฤศจิกายน 2555 ณ สนีุย์แกรนด์โฮเทล จงัหวดั
อบุลราชธานี ในหวัข้อเรื�อง “Factors Affecting Fatty Acid Production by Mixed Culture” 
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	ประวัติผู้เขียน



