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บทคดัยอ่ 

งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาอิทธิพลของปจัจยัทางเคมแีละปจัจยัทางกายภาพต่อการ
เพาะเลี้ยงยสีต์ที่มคีุณสมบตัิสะสมน ้ามนั Pseudozyma parantarctica CHC28 โดยใช้กลีเซอรอลดบิซึ่ง
เป็นผลพลอยไดข้องกระบวนการผลติน ้ามนัไบโอดเีซล (Biodiesel-Derived Crude Glycerol, BCG) เป็น
แหล่งคาร์บอน ซึ่งท าการทดลองโดยแปรผนัปจัจยัทัง้หมด 7 ปจัจยั (ความเขม้ขน้กลเีซอรอล ปรมิาณ 
(NH4)2SO4 ปรมิาณ KH2PO4 ปรมิาณ MgSO4 ปรมิาณกลา้เชือ้ อตัราการเขย่าและอุณหภูม)ิ ดว้ยการวาง
แผนการทดลองแบบ Plackett-Burman Design (PBD) ผลการทดลองพบว่ายสีต์สามารถใช ้BCG ในการ
เจรญิเตบิโตและผลติน ้ามนัไดทุ้กการทดลอง โดยมกีารผลติชวีมวลยสีต์ การผลติน ้ามนั ปรมิาณน ้ามนัที่
สะสมภายในเซลล์ และอัตราการผลิตน ้ามนัสูงสุด เท่ากับ 4.68 กรัมต่อลิตร 2.53 กรัมต่อลิตร 54.06 
เปอรเ์ซน็ตโ์ดยน ้าหนกัชวีมวลแหง้ และ 0.84 กรมัต่อลติรต่อวนั ตามล าดบั ผลการทดลองนี้แสดงใหเ้หน็ว่า
สามารถใช้ BCG ซึ่งเป็นแหล่งคาร์บอนที่มรีาคาถูกในการเพาะเลี้ยงยสีต์ P. parantarctica CHC28 ได้ 
นอกจากน้ียังพบว่าปจัจัยที่มีอิทธิพลสูงสุด 3 อันดับต่อการผลิตชีวมวลคือ ความเข้มข้นกลีเซอรอล 
ปรมิาณ MgSO4 และอตัราการเขย่า โดยมคี่าการกระจายของอทิธพิล (Contribution Effect) เท่ากบั 49.46 
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22.18 และ 2.22 เปอรเ์ซน็ต ์ตามล าดบั ในขณะทีค่วามเขม้ขน้ของกลเีซอรอล ปรมิาณ KH2PO4 และอตัรา
การเขย่า เป็นปจัจยัทีม่มีอีทิธพิลสงูสดุ 3 อนัดบัแรกต่อการผลติน ้ามนั ซึง่มคี่า Contribution Effect เท่ากบั 
34.79 11.22 และ 10.73 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั จากการทดลองยงัพบว่าความเข้มข้นของกลีเซอรอล 
ปรมิาณ MgSO4 และอตัราการเขย่า เป็นปจัจยัทีแ่สดงอทิธพิลในทางบวก (Positive Effect) ต่อชวีมวลและ
น ้ามนั ในขณะทีป่รมิาณ KH2PO4 แสดงอทิธผิลในทางลบ (Negative Effect) ต่อการผลติน ้ามนั งานวจิยันี้
จงึแสดงให้เหน็ถึง BCG เป็นวตัถุดบิที่มรีาคาถูกและน่าสนใจส าหรบัใช้เป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อการผลติ
น ้ามนัจากยสีต ์

 
ค าส าคญั:  กลเีซอรอลจากกระบวนการผลติน ้ามนัไบโอดเีซล  ยสีต์น ้ามนั  Pseudozyma parantarctic       

การทดลองแบบ Plackett-Burman 
 

Abstract 
The research aimed to study the effect of chemical and physical factors for cultivating 

oleaginous yeast Pseudozyma parantarctica CHC28 by using biodiesel-derived crude glycerol 
(BCG) as a sole carbon source. The seven variables (Glycerol concentration, (NH 4)2SO4, 
KH2PO4, MgSO4, inoculum size, agitation rate, and temperature) were experimented and varied 
as two levels with Plackett-Burman experimental design (PBD). The maximum biomass, oil 
concentration, oil content, and oil production rate were obtained for 4.68 g/L, 2.53 g/L, 54.06% 
of dry biomass, and 0.84 g/L day, respectively. The results showed that yeast could utilize 
BCG for growing and producing microbial oil in all experiments. It demonstrated that the BCG 
could be used as a low-cost carbon source for cultivating P. parantarctica. Moreover, the 
experiment exhibited that glycerol concentration, MgSO4, and agitation rate were the first three 
highest contribution effect to biomass production for 49.46, 22.18, and 2.22%, respectively. 
While, glycerol concentration, KH2PO4 and agitation rate presented the first three highest 
contribution effect to oil concentration for 34.79, 11.22, and 10.73%, respectively. In addition, 
it was also observed that glycerol concentration, MgSO4, and agitation rate represented the 
positive effect on biomass and oil production while KH2PO4 provided a negative effect on oil 
production. This research demonstrated that BCG was an interesting inexpensive raw material 
for using as a carbon source of microbial oil production. 
 
Keywords: Biodiesel-Derived Crude Glycerol, Oleaginous Yeast, Pseudozyma parantarctica,   

Plackett-Burman Design 
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บทน า 
ช่วงเวลาทีผ่่านมาความต้องการพลงังานเชือ้เพลงิจากฟอสซลิ (Fossil) มอีตัราการสงูขึน้อย่าง

ต่อเน่ือง ในขณะที่ปริมาณการผลิตเชื้อเพลิงดงักล่าวมีจ ากัดและลดลงอย่างรวดเร็วท าให้เกิดปญัหา
พลงังานในปจัจุบนั (Lin et al., 2009) พลงังานหมุนเวยีน (Renewable Energy) ซึ่งเป็นแหล่งพลงังาน
ทางเลอืกใหม่จงึไดร้บัความสนใจน ามาใชท้ดแทนพลงังานจากฟอสซลิ เนื่องจากสามารถผลติขึน้ใหม่ได้
อย่างต่อเนื่อง น ้ามนัไบโอดเีซลจงึเป็นพลงังานหมุนเวยีนชนิดหนึ่งทีส่ามารถย่อยสลายไดต้ามธรรมชาต ิ
เป็นมติรกบัสิง่แวดล้อมเนื่องจากปลดปล่อยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และก๊าซเรอืนกระจกต่าง ๆ สู่ชัน้
บรรยากาศน้อยกว่าน ้ ามันปิโตรเลียม (Antolín et al., 2002) โดยน ้ ามันไบโอดีเซลสามารถผลิตได้             
จากน ้ามนัพชื และน ้ามนัจากสตัว์ด้วยปฏกิิรยิาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั (Transesterification) ระหว่าง                
ไตรกลเีซอไรด ์(Triglyceride) ในน ้ามนักบัแอลกอฮอลส์ายสัน้ เช่น เมทานอล (Methanol) ภายใต้สภาวะ
ที่เหมาะสมเกดิเป็นสารประกอบเมทลิเอสเทอร์ (Methylester) หรอืน ้ามนัไบโอดเีซล เป็นสารประกอบ
หลกั และไดก้ลเีซอรอล (Glycerol) เป็นผลพลอยไดป้ระมาณ 10 เปอรเ์ซน็ตข์องการผลติน ้ามนัไบโอดเีซล 
อย่างไรกต็ามตน้ทุนในการผลติไบโอดเีซลนัน้มาจากราคาของวตัถุดบิประมาณ 70-90 เปอรเ์ซน็ต ์(Saran 
et al., 2017) เมื่อราคาของวตัถุดบิสงูขึน้จงึท าใหร้าคาของน ้ามนัไบโอดเีซลสงูขึน้ดว้ย นอกจากนี้วตัถุดบิ
ในการผลติน ้ามนัไบโอดเีซลยงัไดม้กีารใชใ้นอุตสาหกรรมการผลติอาหาร ท าใหม้วีตัถุดบิไม่เพยีงพอต่อ
การผลติตลอดทัง้ปี 

ปจัจุบนักระบวนการผลติน ้ามนัไบโอดเีซลโดยใชว้ตัถุดบิชนิดใหม่ทีม่ปีระสทิธภิาพ และสามารถ
ทดแทนการใชน้ ้ามนัจากพชืหรอืสตัวใ์นการผลติน ้ามนัไบโอดเีซลไดร้บัความสนใจมากขึน้ โดยน ้ามนัจาก
จุลนิทรยี์ (Microbial Oil) หรอืน ้ามนัเซลล์เดยีว (Single Cell Oil) เป็นน ้ามนัที่ได้รบัความสนใจน ามาใช้
เป็นวตัถุดบิในการผลติน ้ามนัไบโอดเีซลทดแทนน ้ามนัจากพชืและสตัว ์เนื่องจากมอีงคป์ระกอบของกรด
ไขมนัคลา้ยคลงึกบัในน ้ามนัพชื (Sitepu et al., 2014) ซึง่มงีานวจิยัรายงานว่าจุลนิทรยีบ์างชนิดสามารถ
สรา้งและสะสมน ้ามนัไวภ้ายในเซลลม์ากกว่า 20 เปอรเ์ซน็ต์โดยน ้าหนัก (Oleaginous Microorganisms) 
และความสามารถในการสะสมน ้ามนัขึน้อยู่กบัความแตกต่างของชนิดจุลนิทรยี ์นอกจากนี้การเพาะเลีย้ง
จุลนิทรยีเ์พื่อผลติน ้ามนัยงัไม่ขึน้อยู่กบัฤดูกาลท าใหส้ามารถผลติไดต้ลอดทัง้ปี และใชว้ตัถุดบิทีม่รีาคาถูก
ในการเพาะเลีย้งยสีตด์งักล่าวได ้ โดยไดท้ าการคดัเลอืกยสีตท์ีม่คีวามสามารถในการผลติและสะสมน ้ามนั
ภายในเซลล์ส าหรับน ามาใช้ในการผลิตน ้ ามันไบโอดีเซล ผลการทดลองพบว่ายีสต์ Pseudozyma 
parantarctica CHC28 มคีวามสามารถในการสะสมน ้ามนัภายในเซลล์ได้ถึง 50 เปอร์เซน็ต์โดยน ้าหนัก 
และน ้ามนัดงักล่าวยงัประกอบดว้ยกรดไขมนั (Fatty Acid) ทีเ่หมาะสมต่อการผลติน ้ามนัไบโอดเีซลอีกด้วย 
อย่างไรกต็ามประสทิธภิาพการผลติน ้ามนัจุลนิทรยี์ยงัขึน้อยู่กบัสภาวะและต้นทุนของวตัถุดบิทีใ่ชใ้นการ
เพาะเลี้ยง งานวจิยัในปจัจุบนัจงึมุ่งเน้นการน าของเหลอืทิ้งหรอืผลพลอยได้จากภาคอุตสาหกรรมและ
การเกษตร ซึง่ไม่มรีาคาหรอืมรีาคาถูกมาใชเ้ป็นวตัถุดบิในการเพาะเลีย้งจุลนิทรยีท์ดแทนวตัถุดบิทีม่รีาคาสงู  

ในปจัจุบันมีรายงานว่ากลีเซอรอลซึ่งเป็นผลพลอยได้จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 
(Biodiesel-Derived Crude Glycerol, BCG) เป็นวตัถุดบิที่มรีาคาถูกและมศีกัยภาพในการน ามาใช้เป็น
แหล่งคาร์บอนในการเพาะเลี้ยงจุลนิทรยี์เพื่อผลติน ้ามนัได้ (Mathiazhakan et al., 2016) โดยยสีต์จะน า
กลเีซอรอลเขา้สู่เซลลแ์ละเปลีย่นเป็นกลเีซอรอลดไีฮด-์ทรฟีอสเฟต (Glyceroldehyde-3-Phosphate, G-3-P) 
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ก่อนเขา้สู่กระบวนไกลโคไลซสิ (Glycolysis) และวฏัจกัรการผลติน ้ามนัในไมโทคอนเดรยี (Mitochondria) 
และเอนโดพลาสมิค เรติคิวลัม  (Endoplasmic Reticulum, ER) จนได้สารไตรเอซิลกลีเซอรอล 
(Triacylglycerol, TG) (Rymowicz et al., 2010; Tai & Stephanopoulos, 2013) อย่างไรกต็ามการผลติไบ
โอดเีซลจากน ้ามนัเหลอืทิ้งทีแ่ตกต่างกนัจะท าให ้BCG ที่ได้มสีิง่เจอืปนแตกต่างกนัซึง่อาจส่งผลต่อการ
เจรญิและการผลติน ้ามนัของยสีต์ได ้งานวจิยันี้จงึมุ่งศกึษาอทิธพิลของปจัจยัทางเคมแีละกายภาพที่ส่งผล
ต่อการผลติน ้ามนัของยสีต์ P. parantarctica CHC28 โดยใช ้BCG ทีไ่ดจ้ากกระบวนการผลติไบโอดเีซล
ดว้ยน ้ามนัพชืเหลอืทิง้จากโรงงานแปรรูปเนื้อไก่ปรุงสุกเป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อลดต้นทุนในกระบวนการ
ผลติและการลดภาระในการน า BCG ไปก าจดัทิง้อกีดว้ย  

 
วสัดอุปุกรณ์และวิธีด าเนินการวิจยั 
1. สายพนัธุยี์สต ์การเกบ็รกัษายีสต ์และการเพาะเล้ียงกลา้เช้ือ 

ยสีตน์ ้ามนัทีใ่ชใ้นการวจิยัครัง้นี้คอืยสีต ์P. parantarctica CHC28  ซึง่น ามาเพาะเลีย้งบนอาหาร
เลีย้งเชือ้ YM Agar ทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เขีย่เชือ้ 1 ลูป ลงในอาหารเลี้ยง
เชื้อ YM Broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่บรรจุในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร บ่มในเครื่องเขย่า
ควบคุมอุณหภูมทิี่ 30 องศาเซลเซยีส ความเรว็ 200 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ถ่ายเชือ้
ยสีต์ทีไ่ดป้รมิาตร 0.8 มลิลลิติร ลงในหลอดไมโครทวิป์ (Microtube) ขนาด 2.0 มลิลลิติร ดูดสารละลาย   
กลเีซอรอลความเขม้ขน้ 75 เปอรเ์ซน็ต์โดยปรมิาตร ลงไป 0.2 มลิลลิติร ท าการเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภูม ิ-80 
องศาเซลเซยีส ส าหรบัใชเ้ป็นเชือ้ตัง้ตน้ในการทดลอง 

 
2. การก าจดัสารเจือปนในกลีเซอรอลดิบท่ีได้จากการผลิตน ้ามนัไบโอดีเซลด้วยวิธีการปรบัสภาพ
ให้เป็นกรด 
 น า BCG ที่ได้จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ซึ่งได้รบัความอนุเคราะห์จากบริษัท ซีพีเอฟ 
(ประเทศไทย) จ ากดั ส านักงานไก่กระทงครบวงจร อ าเภอแก่งคอย จงัหวดัสระบุร ีมาท าการปรบัใหเ้ป็น
กรด (Acidification) ด้วยกรดไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ (37 เปอร์เซน็ต์ Hydrochloric Acid, HCl) ที่ค่าความ
เป็นกรดด่างเท่ากบั 1.70 ± 0.01 ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยแท่งแม่เหลก็กวนสารเป็นเวลา 1 ชัว่โมง และตัง้ทิง้ไว้
อกี 12 ชัว่โมง กลเีซอรอลดบิจะเกดิการแยกชัน้ โดยชัน้บนเป็นชัน้ของกรดไขมนั ชัน้กลางเป็นกลเีซอรอล 
และชัน้ล่างเป็นตะกอนของเกลอื (Inorganic Salt) จากนัน้น ากลเีซอรอลในชัน้กลางมาปรบัความเป็นกรด
ด่างใหเ้ท่ากบั 7.0 ดว้ยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด ์ความเขม้ขน้ 10 นอรม์อล แลว้ผสมเอทานอลลง
ไปในอตัราส่วน 1 ต่อ 1 (โดยปริมาตร) ตัง้ทิ้งไว้ 30 นาที (Manosak et al., 2011) แยกส่วนใสที่ได้ไป
ระเหยเอทานอลออกดว้ยเครื่องระเหยสญุญากาศแบบหมุน (Rotary Vacuum Evaporator) ทีอุ่ณหภูม ิ70 
องศาเซลเซยีส น ากลเีซอรอลทีไ่ดไ้ปใชเ้ป็นแหล่งคารบ์อนของอาหารเพาะเลีย้งยสีตน์ ้ามนัในการทดลอง
ขัน้ถดัไป 
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3. การศึกษาอิทธิพลของปัจจยัทางเคมีและกายภาพต่อประสิทธิภาพการผลิตน ้ามนัของยีสต์ด้วย
กลีเซอรอลดิบจากโรงงานอตุสาหกรรม 

ถ่ายเชื้อยีสต์ตัง้ต้น P. parantarctica CHC28 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงกล้าเชื้อ 
Glycerol-YM Broth  ซึง่มกีลเีซอรอลเป็นแหล่งคารบ์อนแทนกลูโคส ปรมิาตร 30 มลิลลิติร ทีบ่รรจุในขวด
รูปชมพู่ขนาด 125 มลิลลิติร เพาะเลีย้งทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส ความเรว็รอบ 200 รอบต่อนาท ีเป็น
เวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ถ่ายกลา้เชือ้ยสีตล์งในอาหาร Seed Medium ปรมิาตร 100 มลิลลิติร ทีบ่รรจุในขวด
รูปชมพู่ขนาด 250 มลิลลิติร แลว้เพาะเลีย้งทีส่ภาวะเดมิอกีครัง้ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ถ่ายกลา้เชื้อ
ยสีต์ที่ได้ลงในอาหาร Oil Production Medium ที่ใช้ BCG จากการทดลองขา้งต้นเป็นแหล่งคาร์บอนหลกั 
โดยแปรผนัปจัจยัทางเคมแีละกายภาพ ได้แก่ ความเขม้ขน้กลเีซอรอล (X1) ปรมิาณแอมโมเนียมซลัเฟต 
(X2) ปรมิาณโพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (X3) ปรมิาณแมกนีเซยีมซลัเฟต (X4) ปรมิาณกลา้เชือ้ (X5) 
อตัราการเขย่า (X6) และอุณหภูมใินการเพาะเลี้ยง (X7) (ตารางที่ 1) ตามแผนการทดลองแบบ Plackett-
Burman (Ghorbel-Bellaaj et al., 2011) (ตารางที ่2) ทีป่รมิาตร 150 มลิลลิติร บรรจุในขวดรูปชมพู่ขนาด 
500 มลิลลิติร โดยท าการทดลองแบบ 2 ซ ้า และเกบ็ตวัอย่างที่เวลา 72 ชัว่โมง มาวเิคราะห์ชวีมวลยสีต์ 
(Biomass, Y1) ปรมิาณน ้ามนั (Oil Concentration, Y2) การสะสมน ้ามนัภายในเซลล ์(Oil Content, Y3) และ
อตัราการผลติน ้ามนั (Oil Production Rate, Y4) น าค่าที่ได้มาค านวณค่าทางสถิตดิ้วยโปรแกรมส าเรจ็รูป 
Design Expert Version®7.0 (Stat-Ease, USA) เพื่อศกึษาอทิธพิลของปจัจยัทัง้หมดต่อประสทิธภิาพการ
ผลติน ้ามนัของยสีต ์P. parantarctica เมื่อใช ้BCG จากโรงงานอุตสาหกรรมเป็นวตัถุดบิ 
 
ตารางท่ี 1 ปจัจยัและระดบัของปจัจยัทีใ่ชใ้นการทดลอง 

 
4. การวิเคราะห ์

วเิคราะหน์ ้าหนกัชวีมวลยสีต ์โดยน าตวัอย่างมาป ัน่เหวีย่งเพื่อแยกเซลลท์ีค่วามเรว็ 10,000 รอบต่อ
นาท ีเป็นเวลา 10 นาท ีอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส น าตะกอนเซลลท์ีไ่ดม้าเตมิน ้าเพื่อลา้งเซลลแ์ละป ัน่เหวีย่ง
อกีครัง้ จากนัน้น าตะกอนเซลลม์าอบแหง้ทีอุ่ณหภูม ิ80 องศาเซลเซยีส จนน ้าหนกัเซลลค์งที ่(Areesirisuk et 
al., 2015) และวเิคราะหป์รมิาณน ้ามนัทัง้หมดโดยการสกดัดว้ยตวัท าละลายตามวธิขีอง Bligh & Dyer (1959) 

ปัจจยั หน่วย สญัลกัษณ์ 
ระดบัการทดลอง 

ต า่สดุ (-1)  สงูสดุ (+1) 
ความเขม้ขน้กลเีซอรอล กรมัต่อลติร X1 10 50 
ปรมิาณแอมโมเนียมซลัเฟต กรมัต่อลติร X2 1 4 
ปรมิาณโพแทสเซยีมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟต 

กรมัต่อลติร X3 1 7 

ปรมิาณแมกนีเซยีมซลัเฟต กรมัต่อลติร X4 0 1.5 
ปรมิาณกลา้เชือ้ เปอรเ์ซน็ต์โดยปรมิาตร X5 2 10 

อตัราการเขย่า รอบต่อนาท ี X6 100 250 
อุณหภมู ิ องศาเซลเซยีส X7 25 35 
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5. การค านวณ  
ปรมิาณน ้ามนัทีส่ะสมภายในเซลล ์(เปอรเ์ซน็ตโ์ดยน ้าหนกัชวีมวลแหง้) 
 

    Yp/x  (%w/w) =   
(Oil Concentration, g/L) × 100 %

(Biomass, g/L)
    

 

 

อตัราการผลติน ้ามนั (กรมัของน ้ามนัต่อลติรต่อวนั) 

  Qp (g/L day)     =   
(Oil Concentration, g/L) 

(Incubation Time, day)
    

 
ผลการวิจยั 
1. การเจริญเติบโตและการผลิตน ้ามนัของยีสต์จากกลีเซอรอลดิบท่ีได้จากกระบวนการผลิต  
ไบโอดีเซล  

ผลการศึกษาการเจริญและการผลิตน ้ามนัของยีสต์เมื่อใช้ BCG จากกระบวนการผลิตน ้ามัน                   
ไบโอดีเซลเป็นแหล่งคาร์บอน แสดงดังตารางที่ 2 พบว่ายีสต์ P. parantarctica CHC28 สามารถ
เจรญิเตบิโตและผลติน ้ามนัในอาหารทีม่ี BCG เป็นแหล่งคารบ์อนไดใ้นทุกสภาวะการทดลอง โดยยสีต์มี
การเจรญิเตบิโตและผลติน ้ามนัไดแ้ตกต่างกนัในแต่ละสภาวะ ซึง่ยสีต์สามารถผลติชวีมวลไดใ้นช่วง 0.72-
5.45 กรมัต่อลติร และผลติน ้ามนัไดใ้นช่วง 0.11-2.53 กรมัต่อลติร และยงัพบว่ายสีต์สามารถสะสมน ้ามนั
ไว้ภายในเซลล์ได้สูงทีสุ่ดในสภาวะที่ 1 (ตารางที่ 2) โดยสามารถสะสมได้เท่ากบั 54.06 เปอร์เซน็ต์โดย
น ้าหนกัชวีมวลแหง้ คดิเป็นอตัราการผลติน ้ามนัสงูสดุเท่ากบั 0.84 กรมัต่อลติรต่อวนั 

 
2. อิทธิพลของปัจจยัทางเคมีและกายภาพต่อการเจริญ และการผลิตน ้ามนัของยีสตจ์ากกลีเซอรอลดิบ 

ผลการศึกษาอิทธิพลของปจัจยัที่มีผลต่อประสทิธิภาพการผลิตน ้ามนัของยีสต์ด้วยแผนการ
ทดลองแบบ Plackett-Burman แสดงดังตารางที่ 3 พบว่าปจัจัยที่มีผลต่อการผลิตชีวมวลยีสต์ (Y1)                           
P. parantarctica CHC28 สงูสุด 3 อนัดบัแรก คอืความเขม้ขน้ของกลเีซอรอล (X1) ปรมิาณ MgSO4 (X4) 
และอตัราการเขย่า (X6) โดยมกีารกระจายของอทิธพิล (Contribution Effect) เท่ากบั 49.46 22.18 และ 
2.22 เปอร์เซน็ต์ ตามล าดบั ปจัจยัที่มอีทิธพิลต่อการผลติน ้ามนั (Y2) 3 อนัดบัแรก คอืความเขม้ขน้ของ                  
กลเีซอรอล (X1) ปรมิาณ KH2PO4 (X3) และอตัราการเขย่า (X6) ซึ่งมสีดัส่วนของอทิธพิล เท่ากบั 34.79 
11.22 และ 10.73 เปอรเ์ซน็ต ์ตามล าดบั ในขณะทีป่จัจยัทีม่ผีลต่อการสะสมน ้ามนัภายในเซลล ์(Y3) สงูสุด                            
3 อนัดบัแรกคอือุณหภูม ิ(X7) ปรมิาณ MgSO4 (X4) และอตัราการเขย่า (X6) มคี่าสดัส่วนอทิธพิล เท่ากบั 
44.59 13.27 และ 8.86 เปอรเ์ซน็ต ์ตามล าดบั และปจัจยัทีม่อีทิธพิลต่ออตัราการผลติน ้ามนั (Y4) 3 อนัดบั
แรกคอื ความเขม้ขน้ของกลเีซอรอล (X1) ปรมิาณ KH2PO4 (X3) และอตัราการเขย่า (X6) โดยมคี่าสดัสว่น
อทิธพิล เท่ากบั 34.79 11.22 และ 10.73 เปอรเ์ซน็ต ์ตามล าดบั 
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ตารางท่ี 2 แผนการทดลองแบบ Plackett-Burman  
การทดลอง X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 Y1 Y2 Y3 Y4 

1 50 4 1 1.5 10 250 25 4.68 2.53 54.06 0.84 
2 10 4 7 0 10 250 35 1.63 0.45 27.69 0.15 
3 50 1 7 1.5 2 250 35 5.45 1.42 26.06 0.47 
4 10 4 1 1.5 10 100 35 2.51 0.22 8.56 0.07 
5 10 1 7 0 10 250 25 0.72 0.32 44.14 0.11 
6 10 1 1 1.5 2 250 35 1.46 0.11 7.75 0.04 
7 50 1 1 0 10 100 35 3.33 1.22 36.54 0.41 
8 50 4 1 0 2 250 25 2.48 1.25 50.54 0.42 
9 50 4 7 0 2 100 35 1.75 0.09 5.43 0.03 
10 10 4 7 1.5 2 100 25 1.70 0.45 26.47 0.15 
11 50 1 7 1.5 10 100 25 3.23 0.65 20.00 0.22 
12 10 1 1 0 2 100 25 1.50 0.79 52.67 0.26 

หมายเหตุ: Y1: ชวีมวลของยสีต์ (กรมัต่อลติร); Y2: ปรมิาณน ้ามนัทัง้หมด (กรมัต่อลติร); Y3: ปรมิาณน ้ามนั 
(เปอรเ์ซน็ตโ์ดยน ้าหนกัชวีมวลแหง้); Y4: อตัราการผลติน ้ามนั (กรมัของน ้ามนัต่อลติรต่อวนั) 

 
3. อิทธิพลหลกั (Main Effect) ของการเจริญและการผลิตน ้ามนัของยีสต ์

เมื่อพจิารณาอทิธพิลของปจัจยัหลกัต่อการสรา้งชวีมวล (Y1) และปรมิาณน ้ามนั (Y2) ซึง่เป็นตวั
แปรหลกัทีแ่สดงถงึประสทิธภิาพการผลติน ้ามนัของยสีต ์P. parantarctica CHC28 ผลการทดลองแสดงดงั
ภาพที่ 1 พบว่าความเขม้ขน้ของกลเีซอรอล ปรมิาณ MgSO4 และอตัราการเขย่า มอีทิธพิลในทางบวก 
(Positive Effect) ต่อการผลติชวีมวลยสีต์ (ภาพที ่1A-1C) โดยเมื่อระดบัของแต่ละปจัจยัเพิม่ขึน้จะท าให้
ความเขม้ขน้ของชวีมวลยสีตส์งูขึน้ดว้ย เมื่อพจิารณาปรมิาณน ้ามนัพบว่าความเขม้ขน้ของกลเีซอรอลและ
อตัราการเขย่ามอีทิธพิลในทางบวกต่อการผลติน ้ามนั แต่ปรมิาณ KH2PO4 มอีทิธพิลในทางลบ (Negative 
Effect) ต่อการผลติน ้ามนัของยสีตใ์นระดบัทีท่ าการทดลอง ซึง่การผลติน ้ามนัจะลดลงเมื่อปรมิาณ KH2PO4 

ในการเพาะเลี้ยงสูงขึน้ (ภาพที่ 1D-1F) ความสมัพนัธร์ะหว่างปจัจยัต่าง ๆ กบัการสร้างชวีมวลยสีต์และ
ปรมิาณน ้ามนัแสดงดงัสมการที ่(1) และ (2) ตามล าดบั 

 

ชวีมวลของยสีต ์(Y1) = 1.90X1 - 0.16X2 - 0.25X3 + 1.27X4 + 0.29X5 + 0.40X6 + 0.30X7   (1)  
ปรมิาณน ้ามนัทัง้หมด (Y2) =  0.80X1 + 0.08X2 - 0.46X3 + 0.21X4 + 0.21X5 + 0.45X6 - 0.41X7   (2) 
 

อภิปรายผลการวิจยัและข้อเสนอแนะ 
1. การเจริญเติบโตและการผลิตน ้ามนัของยีสตจ์ากกลีเซอรอลดิบท่ีได้จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล
 การศกึษาการเจรญิและการผลติน ้ามนัของยสีต์ P. parantarctica CHC28 ดว้ย BCG พบว่ายสีต์
สามารถเจริญเติบโตและผลิตน ้ามนัในสภาวะที่มี BCG เป็นแหล่งคาร์บอนได้ สอดคล้องกบังานวิจยั                    
ของ  Dobrowolski et al. (2016) และ  Mathiazhakan et al. (2016) ซึ่ ง ศึกษาการ เพาะ เลี้ ย งยีสต์                               
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Y. lipolytica พบว่ายีสต์สามารถเจริญเติบโตและผลิตน ้ามนัในอาหารที่มี BCG เป็นแหล่งคาร์บอนได้
เช่นกนั โดยยสีต์น ้ามนั (Oleaginous Yeast) สามารถน ากลเีซอรอลมาใช้เป็นแหล่งพลงังานหลกัในการ
เจรญิเติบโตสร้างชวีมวลเซลล์ และสะสมน ้ามนัไว้ภายในเซลล์ได้เมื่อเพาะเลี้ยงยสีต์ในสภาวะที่มคีวาม
เขม้ขน้ของกลเีซอรอลเริม่ต้นสูง หรอืมแีหล่งคาร์บอนมากเกนิพอและมสีารอาหารจากแหล่งไนโตรเจน
อย่างจ ากดั (Dobrowolski et al., 2016; Mathiazhakan et al., 2016) ยีสต์จะสามารถน าแหล่งคาร์บอนเขา้สู่
การสังเคราะห์น ้ ามันได้ทันที โดยกลีเซอรอลจะถูกเปลี่ยนเป็นกลีเซอรอลดีไฮด์ -ทรีฟอสเฟต 
(Glyceroldehyde-3-Phosphate, G-3-P) และกรดไพรูวิก (Pyruvic Acid) จากนัน้ Pyruvic Acid จะถูก
น าเขา้สู่ไมโทคอนเดรยี (Mitochondria) และเปลีย่นเป็นอะซทิลิ-โคเอ (Acetyl-CoA) ซึง่จะรวมตวักบัออก
ซาโลอะซิเตต (Oxaloacetate, OAA) เกิดเป็นซิเตรต (Citrate) เมื่อมีการสะสม Citrate มากขึ้นจะถูก
ปลดปล่อยเขา้สู่ไซโทพลาสซมึ (Cytoplasm) และถูกเร่งปฏกิริยิาดว้ยเอนไซมเ์อทพี ีซเิตรต ไลเอส (ATP 
Citrate Lyase, ACL) กลายเป็นไซโตโซลิก อะซิทิล-โคเอ (Cytosolic Acetyl-CoA) และ Oxaloacatate 
จากนัน้ Cytosolic Acetyl-CoA จะถูกเร่งปฏกิริยิาดว้ยเอนไซม์อะซทิลิ-โคเอ คารบ์อกซเิลส (Acetyl-CoA 
Carboxylase, ACC) เปลี่ยนเป็นมาโลนิล-โคเอ (Malonyl-CoA) ตามล าดบั ซึ่ง Malonyl-CoA เป็นสารตัง้ต้น
ของกระบวนการสร้างสายกรดไขมนั (Fatty Acid Chain) เมื่อเกดิ Fatty Acyl-CoA อย่างสมบูรณ์จะถูก
เคลื่อนย้ายเขา้สู่ Endoplasmic Reticulum (ER) เพื่อรวมกบักลเีซอรอลทีอ่ยู่ในรูป G-3-P เกดิเป็นน ้ามนั
ในรูปไตรกลเีซอไรด์ (Triglyceride, TG) ดว้ยวฏัจกัร Kennedy Pathway และรวมกนัเป็นหยดน ้ามนั (Oil 
Droplets) สะสมไวภ้ายในเซลลต่์อไป (Tai & Stephanopoulos, 2013) จากผลการศกึษานี้พบว่าสามารถ
น า BCG มาใชเ้ป็นแหล่งคารบ์อนในการเพาะเลีย้งยสีตเ์พื่อผลติน ้ามนัได ้

 
2. อิทธิพลของปัจจยัทางเคมีและกายภาพต่อการเจริญ และการผลิตน ้ามนัของยีสตจ์ากกลีเซอรอลดิบ
ท่ีได้จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 

เมื่อพจิารณาปจัจยัทีม่อีทิธพิลต่อการผลติชวีมวลยสีต ์(Y1) และการผลติน ้ามนั (Y2) พบว่าความ
เข้มข้นของกลีเซอรอล (X1) เป็นปจัจยัที่มีอิทธิพลต่อการผลิตชีวมวลสูงสุด เน่ืองจากยีสต์สามารถน า                       
กลเีซอรอลมาใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนหลกัในการเจรญิเติบโต การสร้างชวีมวลยสีต์  และการผลติน ้ามนัได้ 
และเมื่อพจิารณาความเขม้ขน้ของกลเีซอรอล (X1) และอตัราการเขย่า (X6) พบว่าปจัจยัทัง้สองชนิดแสดง
อทิธพิลในทางบวกต่อการสร้างชวีมวลและการผลติน ้ามนัซึ่งสอดคล้องกบัการศกึษาการเจรญิของยสีต์ 
Rhodotorula graminis TISTR 5124 แ ล ะ  Cryptococcus curvatus ATCC 2 0 5 0 9  (Cui et al., 2012; 
Towijit et al., 2014) โดยพบว่าเมื่อใหป้จัจยัทัง้สองชนิดร่วมกนัชวีมวลยสีต์และการผลติน ้ามนัจะเพิม่ขึน้ 
และยงัท าใหป้รมิาณน ้ามนัทีส่ะสมภายในเซลล ์(Y3) สงูขึน้ดว้ย เนื่องจากการเพาะเลีย้งยสีต์ในสภาวะทีม่ี
การเขย่าจะท าให้ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่ม ท าให้มีออกซิเจนซึ่งเป็นตัวรับ
อเิลก็ตรอนจากการย่อยสลายโมเลกุลของกลเีซอรอลเพิม่ขึน้ ซึง่สง่ผลใหก้ารมยี่อยสลายกลเีซอรอลสงูและ
เป็นไปอย่างมปีระสทิธภิาพ ยสีต์จงึมีการเจรญิเตบิโตมากขึน้ นอกจากนี้ยงัท าใหม้กีารสรา้งเอทพี ี(ATP) 
ซึง่เป็นแหล่งพลงังานในการสรา้งน ้ามนัเพิม่ขึน้ ท าใหย้สีต์สามารถผลติน ้ามนัไดส้งูขึน้ดว้ย (Polburee et 
al., 2016) 
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ภาพท่ี 1 ความสมัพนัธร์ะหว่างปจัจยั เมื่อ A คอื ความเขม้ขน้ของกลเีซอรอล (X1) B คอื ปรมิาณ MgSO4 (X4) 
และ C คอื อตัราการเขย่า (X6) ที่มอีทิธพิลต่อชวีมวลยสีต์ และ D คอื ความเขม้ขน้ของกลเีซอรอล 
(X1) E คอื ปรมิาณ KH2PO4 (X3) และ F คอื อตัราการเขย่า (X6) ทีม่อีทิธพิลต่อการผลติน ้ามนั 
 
เมื่อพจิารณาอทิธพิลของอุณหภูม ิ(X7) ทีม่ต่ีอปรมิาณน ้ามนัทีส่ะสมภายในเซลล ์(Y3) และอตัรา

การผลติน ้ามนั (Y4) พบว่าเมื่อระดบัของอุณหภูมติ ่าลงท าใหป้รมิาณน ้ามนั และอตัราการผลติน ้ามนัสงูขึน้ 
สอดคล้องกับการศึกษาของ  Polburee et al. (2016) ที่ศึกษาผลของอุณหภูมิในการเพาะเลี้ยง 
Rhodosporidium fluviale DMKU-RK253 พบว่า เมื่ออุณหภูมจิาก 30 เป็น 25 องศาเซลเซยีส ยสีต์มกีาร
สะสมน ้ามนัภายในเซลลเ์พิม่ขึน้ และยงัสอดคลอ้งกบัการศกึษาของ Rossi et al. (2009) ซึง่รายงานว่ายสีต์
จะมกีารปรบัตวัและสงัเคราะหไ์ขมนัเพิม่ขึน้เมื่อเจรญิเตบิโตอยู่ในสภาวะอุณหภูมติ ่า  

นอกจากนี้ผลการทดลองยังพบว่าปริมาณ KH2PO4 (X3) และ MgSO4 (X4) มีผลต่อการ
เจรญิเตบิโต และการสะสมน ้ามนัของยสีต์ โดย Chen et al. (2013) รายงานว่าไอออนของโลหะในอาหาร
เพาะเลีย้งเชือ้จะสง่ผลต่อกจิกรรมของเอนไซมท์ีเ่กีย่วขอ้งกบัการสะสมของน ้ามนัของยสีตแ์ตกต่างกนั และ 
Wu et al. (2011) ยังพบว่าการเพาะเลี้ยงยีสต์ในสภาวะที่มีปริมาณฟอสฟอรัสจ ากัด ( Phosphorus 
Limitation) และมแีหล่งคารบ์อนที่มากเกนิพอจะท าใหย้สีต์ผลติน ้ามนัมากขึน้ เนื่องจากการเจรญิเตบิโต
ของจุลินทรีย์จะเกิดกระบวนการสงัเคราะห์อะดีโนซีน โมโนฟอสเฟต (Adenosine Monophosphate, 
AMP) ซึง่เป็นสารตัง้ตน้ในการผลติ ATP ลดลง ยสีต์จงึมกีารย่อยสลายแหล่งคารบ์อนไดไ้ม่สมบรูณ์ ท าให้
เกดิการสะสมแหล่งคารบ์อนเอาไวภ้ายในเซลลใ์นรปูของน ้ามนัมากขึน้ (Ratledge & Wynn, 2002) 
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ปัจจยั ค่าคาดคะเน กราฟค่าคาดคะเน ค่าสดัส่วนอิทธิพล (%) F Value P Value

ชวีมวลยสีต์ (Y1)
X 1 1.90 49.46 8.78 0.04

X 2 -0.16 0.34 0.06 0.82

X 3 -0.25 0.84 0.15 0.72

X 4 1.27 22.18 3.94 0.12

X 5 0.29 1.17 0.21 0.67

X 6 0.40 2.22 0.39 0.56

X 7 0.30 1.26 0.22 0.66

ปรมิาณน ้ามนั (Y2)
X 1 0.80 34.79 4.80 0.09

X 2 0.08 0.36 0.05 0.83

X 3 -0.46 11.22 1.55 0.28

X 4 0.21 2.34 0.32 0.60

X 5 0.21 2.35 0.32 0.60

X 6 0.45 10.73 1.48 0.29

X 7 -0.41 9.21 1.27 0.32

การสะสมน ้ามนัภายในเซลล ์(Y3)
X 1 4.22 1.55 0.29 0.09

X 2 -2.40 0.50 0.09 0.83

X 3 -10.05 8.79 1.65 0.28

X 4 -12.35 13.27 2.5 0.60

X 5 3.68 1.18 0.22 0.60

X 6 10.09 8.86 1.67 0.29

X 7 -22.64 44.59 8.39 0.32

อตัราการผลติน ้ามนั (Y4)
X 1 0.27 34.79 0.22 0.09

X 2 0.03 0.36 0.00 0.83

X 3 -0.15 11.22 0.07 0.28

X 4 0.07 2.34 0.01 0.60

X 5 0.07 2.35 0.02 0.60

X 6 0.15 10.73 0.07 0.29

X 7 -0.14 9.21 0.06 0.32

ตารางท่ี 3 ค่าทางสถติขิองปจัจยัทีศ่กึษา 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
หมายเหต:ุ การเปรยีบเทยีบของค่าสดัสว่นของอทิธพิลทัง้หมด  
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จากผลการวจิยันี้พบว่า BCG ทีเ่กดิขึน้จากกระบวนการผลติไบโอดเีซลสามารถน ามาใชใ้นการ
ผลติน ้ามนัจากจุลนิทรยีไ์ดเ้ช่นเดยีวกบัวตัถุดบิชนิดอื่นๆ (ตารางที ่4) โดยประสทิธภิาพการผลติขึน้อยู่กบั
ชนิดของจุลนิทรยี ์สภาวะการเพาะเลีย้งและวตัถุดบิทีใ่ช้ นอกจากนี้การใช ้BCG เป็นวตัถุดบิยงัสามารถ
ช่วยลดตน้ทุนการผลติไดอ้กีดว้ย 
 
ตารางท่ี 4 การเปรยีบเทยีบการผลติน ้ามนัดว้ยยสีตท์ีม่คีุณสมบตัสิะสมน ้ามนัจากแหล่งคารบ์อนต่าง ๆ 

หมายเหต:ุ aหน่วยกรมัต่อลติร; bหน่วยเป็นเปอรเ์ซน็ตโ์ดยน ้าหนกัชวีมวลแหง้ 
 

จากการศึกษาพบว่ายีสต์สามารถใช้ BCG ที่เหลือจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลในการ
เจริญเติบโตและผลิตน ้ ามันได้ โดยการเพาะเลี้ยงยีสต์ด้วย BCG ในสภาวะที่แตกต่างกันยีสต์จะมีการ
เจรญิเตบิโตและการผลติน ้ามนัไดแ้ตกต่างกนั ซึง่ความเขม้ขน้ของกลเีซอรอล ปรมิาณ KH2PO4 และอุณหภูม ิ
มีอิทธิพลต่อการเจริญเติบโตและการผลิตน ้ามนัของยีสต์ P. parantarctica CHC28 มากที่สุด โดยปจัจยั
ดงักล่าวจะถูกน าไปศกึษาเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสม (Optimal Condition) ในการผลติน ้ามนัของยสีต์โดยใช้ 
กลเีซอรอลเป็นวตัถุดบิเสรมิหรอืวตัถุดบิทดแทนเพื่อลดต้นทุนในกระบวนการผลติไบโอดเีซลได้ อย่างไรก็
ตามควรวเิคราะหถ์งึต้นทุนดา้นเทคโนโลยแีละความคุม้ค่าดา้นเศรษฐศาสตร์ (Techno-Economic Analysis) 
ในการน า BCG มาใช้เป็นวตัถุดบิในการเพาะเลี้ยงจุลนิทรยี์ด้วย (Chol et al., 2018) เน่ืองจากจะต้องมกีาร
ปรบัสภาพ (Pretreatment) BCG ก่อนน ามาใช้ ซึ่งหากสามารถลดต้นทุนในขัน้ตอนดงักล่าว ด้วยการใช้
เทคโนโลยีที่เหมาะสม รวมถึงผลิตภณัฑ์ที่ผลิตได้จาก BCG มีมูลค่าสูงกว่าต้นทุนการ Pretreatment ของ 
BCG กจ็ะมคีวามเป็นไปไดใ้นการน า BCG มาใชเ้ป็นแหล่งคารบ์อนในกระบวนการเพาะเลีย้งยสีตน์ ้ามนัต่อไป 

แหล่งคารบ์อน สายพนัธุ์ยีสต์ 
ปริมาณ
น ้ามนัa 

การสะสม
น ้ามนัภายใน

เซลล์b 
เอกสารอ้างอิง 

Glucose R. toruloides A29 6.5 43.6 Saran et al. (2017)  
Rice Straw Acid Hydrolysate T. fermentans CICC 

1368 
12.1 39.0 Chen et al. (2013) 

Corn Stover Enzymatic 
Hydrolysate and Crude Glycerol 

C. curvatus ATCC 
20509 

10.8 49.7 Gong et al. (2016) 

Sugarcane Bagasse Acid 
Hydrolysate and Simulating Raw  

R. toruloides CCT 
0783 

3.3 41.7 Bonturi et al. (2017) 

Crude Glycerol Candida sp. LEB-M3 9.9 50.2 Duarte et al. (2013) 
Crude Glycerol Y. lipolytica SKY7 3.8 50.8 Mathiazhakan et al. 

(2016) 
BCG R. fluviale DMKU-

RK253 
4.5 47.5 Polburee et al.  

(2016) 
BCG P. parantarctica 

CHC28  
2.5 54.1 This study 
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