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จ�ำลองทางคณิตศาสตร์ เพื่อใช้เป็นแหล่งผลิตไบโอดีเซล 
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บทคัดย่อ
การใช้แบบจ�ำลองทางคณิตศาสตร์ในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมเพ่ือเพาะเลีย้งสาหร่ายสเีขียว Desmodesmus 

quadricauda ส�ำหรับใช้เป็นแหล่งผลิตไบโอดีเซล โดยคัดกรองปัจจัยท่ีมีอิทธิพลต่อชีวมวล และผลผลิตน�ำ้มนัของ
สาหร่าย 7 ปัจจยั พบว่าปัจจยัท่ีมอีทิธิพลอย่างมนียัส�ำคญัทางสถิต ิต่อผลผลติน�ำ้มนัในทางบวก คอื KNO3, KH2PO4, 
Fe, NaCl, light intensity และ CO

2
 โดยสภาวะที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงสาหร่าย D.quadricauda เพ่ือผลิต 

น�้ำมันโดยใช้การทดลอง central composite design ที่ 6 ปัจจัย ได้สมการท�ำนายน�้ำมัน ดังนี้ Y (lipid) = 0.0038 + 
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) การท�ำนายปัจจัยการเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมต่อชีวมวล และผลผลิตน�้ำมัน โดยใช้เทคนิคพื้นที่ผิว

ตอบสนอง (response surface method) คือ ปริมาณ KNO
3
 ที่ 2.44 g/L, KH

2
PO

4
 ที่ 2.44 g/L, Fe ที่ 0.12 g/L, NaCl 

ที่ 20.87 g/L, light intensity ที่ 82.52 µE/m-2/s และ CO
2
 ที่ความเข้มข้น 6.09 % ซึ่งจะมีผลผลิตชีวมวล 1.34 g/L  

อัตราการผลิตชีวมวลที่ 0.06 g/L/d ผลผลิตน�้ำมัน 1.02 g/L และมีอัตราการผลิตน�้ำมันที่ 0.13 g/L/d

ค�ำส�ำคัญ : Desmodesmus quadricauda ไบโอดีเซล แบบจ�ำลองทางคณิตศาสตร์ น�้ำมัน

Abstract
Optimization model for cultivation of green alga, Desmodesmus quadricauda as feedstock for 

biodiesel production was performed by screening 7 factors which affected to biomass and lipid production 
of this alga. The factors; KNO

3
, KH

2
PO

4
, Fe, NaCl, light intensity and CO

2
 had significant positive effect  

to this alga. The optimization model by using central composite design (6 factors) for lipid production of 
this alga was: Y (lipid) = 0.0038 + (0.0066 KNO
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).The optimum factors for biomass and lipid  

production by response surface method were 2.44 g/L of KNO
3
, 2.44 g/L of KH

2
PO

4, 
0.12 g/L of Fe, 20.87 

g/L of NaCl, light intensity 82.52 µE/m-2/s and 6.09 % of CO
2
 which provided 1.34 g/L of biomass, 0.06 

g/L/d of biomass production rate, 1.02 g/L of lipid yield, and 0.13 g/L/d of lipid production rate.
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ค�ำน�ำ
ปัจจุบันแหล่งพลังงานทางเลือกหลายประเภทได้รับความสนใจโดยเฉพาะเชื้อเพลิงชีวภาพ (biofuel)  

ซึ่งพบว่าสาหร่ายได้รับความสนใจเป็นอย่างมากในการน�ำมาเป็นแหล่งผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพเหล่านี้ เนื่องจากเจริญ
เตบิโตรวดเรว็กว่าพืชบก เป็นแหล่งพลงังานทีเ่ป็นมติรต่อสิง่แวดล้อม เพราะมกีารน�ำคาร์บอนไดออกไซด์ไปใช้ระหว่าง 
การเจรญิเตบิโต สาหร่ายสามารถน�ำมาท�ำเชือ้เพลงิชวีภาพได้ท้ังไบโอเอทานอล ไบโอมเีธน และไบโอดเีซล ซึง่เชือ้เพลงิ
ประเภทหลงัสดุคอืเชือ้เพลงิทีม่คีวามนิยมและต้องการมากทีส่ดุ เนือ่งจากเป็นเชือ้เพลงิเหลว ท่ีมกีารใช้มากในโรงงาน
อุตสาหกรรมและการคมนาคม สาหร่ายขนาดเล็กมีน�้ำมัน 20-80 % ของน�้ำหนักแห้ง และให้น�้ำมันได้มากถึง  
58,700-136,900 ลิตรต่อเฮคแตร์ต่อปี จึงมีความเป็นไปได้ที่จะน�ำมาเป็นแหล่งผลิตไบโอดีเซล (Chisti, 2007)

เกณฑ์ส�ำคัญที่จะท�ำให้การน�ำสาหร่ายมาใช้เป็นแหล่งเชื้อเพลิงได้ส�ำเร็จในเชิงพาณิชย์คือ ต้องมีสายพันธุ์
สาหรา่ยทีเ่หมาะสม ให้ผลผลติมวลชีวภาพ และน�ำ้มนัสูง และการเพาะเลี้ยงต้องมีต้นทนุต�่ำ โดยจากการศกึษาขั้นตน้
ของผู้วิจัยพบว่าสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก Desmodesmus quadricauda เป็นสาหร่ายที่เจริญเติบโตได้รวดเร็ว โดย
เข้าสู่ระยะการเจริญเติบโตคงที่ ที่ 24-28 วัน  ปรับตัวต่อการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิได้ดี และ Han et al. (2015) 
รายงานว่ามีผลผลิตชีวมวลสูง (1 g/L DW) มีโปรตีน 31-36 % แต่ยังมีน�้ำมันอยู่ในปริมาณที่ไม่สูงมาก 27-31%  
เมื่อเทียบกับสาหร่ายบางชนิดเช่น Botryococcus braunii (Ruangsomboon, 2012) ดังนั้นการที่จะท�ำให้สาหร่าย
ชนิดนี้สามารถเป็นแหล่งผลิตไบโอดีเซลได้ในเชิงพาณิชย์ คือต้องทราบสภาวะท่ีกระตุ้นให้สาหร่ายมีมวลชีวภาพ  
และน�้ำมันสูงที่สุด ซึ่งสภาวะดังกล่าวต้องอาศัยหลายปัจจัยในการเลี้ยงร่วมกันอย่างเหมาะสม 

ปรมิาณน�ำ้มนัของสาหร่าย ผนัแปรตามปรมิาณสารอาหารและสภาวะในการเลีย้งสาหร่าย (Mulbry et al., 2008) 
เช่น ไนโตรเจน (Converti et al., 2009; Widjaja et al., 2009) ฟอสฟอรัส (Ruangsomboon et al., 2013) โดย
ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสช่วยให้สาหร่ายเจริญเติบโตได้เร็ว เพิ่มผลผลิตชีวมวลของสาหร่าย และหากขาดธาตุอาหาร
ทัง้สองชนดิพบว่าการเจรญิเตบิโตจะลดลงแต่ปรมิาณน�ำ้มนัของสาหร่ายจะเพ่ิมขึน้ ส�ำหรบัเหลก็มบีทบาทในการช่วย
เพิ่มปริมาณรงควัตถุของสาหร่ายท�ำให้ผลผลิตชีวมวลเพิ่มมากขึ้น (Liu et al., 2008) ส่วนความเข้มแสงช่วยในการ
สังเคราะห์ด้วยแสงท�ำให้สาหร่ายมีการเจริญเติบโตและอาหารสะสมมากข้ึน ซึ่งสาหร่ายแต่ละชนิดมีความต้องการ
ระดับแสงที่เหมาะสมต่างกัน (Amaro et al., 2012) ความเค็มจะท�ำให้สาหร่ายน�้ำจืดเกิดความเครียด 
และมีการสะสมน�้ำมันมากขึ้น แต่บางคร้ังพบว่าความเค็มระดับต�่ำช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของสาหร่ายได้  
(Takagi et al., 2006) คาร์บอนไดออกไซด์ช่วยในการสังเคราะห์ด้วยแสงระดับคาร์บอนไดออกไซด์ที่เหมาะสมท�ำ 
ให้สาหร่ายเจรญิเตบิโตได้ดมีอีาหารสะสมสงูขึน้ (Ho et al., 2010) และวิตามนิมส่ีวนช่วยในการน�ำไนโตรเจนเข้าเซลล์
ได้มากขึ้นและช่วยให้มีการสะสมน�้ำมันในเซลล์มากขึ้น (Grant et al., 2014) โดยปัจจัยต่างๆ ล้วนแล้วส่งผล 
ซึง่กันและกัน ในสาหร่ายชนิดเดยีวกันจงึมกีารเจรญิเตบิโตและมปีรมิาณของน�ำ้มนัท่ีแตกต่างกันหากได้รบัสารอาหาร
ต่างกัน 

ปัจจัยสิ่งแวดล้อมต่างๆ ในการเพาะเลี้ยง ล้วนมีอิทธิพลต่อการเจริญเติบโตและการผลิตน�้ำมันของสาหร่าย 
การทดลองศึกษาอิทธิพลของสิ่งแวดล้อมในอดีตจะท�ำการศึกษาทีละปัจจัยซึ่งจะใช้เวลานานและมีค่าใช้จ่ายสูงและ
ได้ค่าตัวเลขโดยประมาณเท่านั้น จึงได้มีนักวิจัยท�ำการพัฒนารูปแบบทางสถิติและใช้สมการทางคณิตศาสตร์เพื่อ
หาความเหมาะสมของสภาวะต่างๆ หลายปัจจัยร่วมกัน โดยได้ผลที่แม่นย�ำ รวดเร็ว และสามารถคาดการณ์ผลผลิต
ในอนาคตได้ อกีทัง้ยังประหยัดเวลาและลดค่าใช้จ่าย  โดยรปูแบบการประเมนิปัจจยัท่ีเหมาะสมทีใ่ช้คือ การออกแบบ
การทดลองแบบแฟคทอเรยีล (factorial design) เนือ่งจากเป็นแบบการทดลองโดยอทิธิพลของปัจจยัร่วม ซึง่เราสามารถ
ทราบผลของปัจจัยหลัก (main effects) และจ�ำนวนของปัจจัย (interaction effects) และน�ำมาท�ำการวิเคราะห์พื้น
ผิวตอบสนอง (response surface method, RSM) ในการตรวจสอบความสัมพันธ์ของตัวแปรต่างๆ ผลคือสามารถ 
ที่จะทราบสภาวะในการเลี้ยงสาหร่ายที่เหมาะสม (optimization) เมื่อพิจารณาหลายปัจจัยพร้อมๆ กัน และสามารถ
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วิเคราะห์สมการถดถอย (regression analysis) เพื่อใช้ในการคาดการณ์ได้ ซึ่งโดยทั่วไปรูปแบบของพื้นผิวตอบสนอง
จะแม่นย�ำกว่าการใช้วิธีการศึกษาทีละปัจจัย (one factor at a time) (Cheng et al., 2013)

ดังน้ันการศึกษาคร้ังน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือเสนอและแสดงปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อชีวมวลและผลผลิตน�้ำมัน  
ในการเพาะเลีย้งทีท่�ำให้สาหร่าย D. quadricauda มผีลผลิตน�ำ้มนัสูง โดยการผันแปรปัจจยัต่าง ๆ  ร่วมกัน แล้วท�ำนาย
ปัจจัยโดยใช้สมการจ�ำลองทางคณิตศาสตร์ เพ่ือเป็นแนวทางการเพาะเลี้ยงและน�ำสาหร่ายไปใช้ประโยชน์ในด้าน
พลังงานทดแทน ช่วยลดวิกฤตปัญหาด้านการขาดแคลนพลังงานของมนุษย์ในอนาคต รวมถึงลดการพึ่งพาพลังงาน
จากต่างประเทศได้อีกทางหนึ่ง

อุปกรณ์และวิธีการ 
1. การเตรียมสาหร่าย

เพาะเลี้ยงสาหร่าย  D. quadricauda ท่ีคัดแยกจากบ่อเลี้ยงปลา อาคารเรียนรวมตึกพระเทพ สถาบัน
เทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง ในอาหารสูตร Chlorella medium (Vonshak and Maske,1982) 
ในห้องเพาะเลี้ยงปลอดเชื้อ ความเข้มแสง  48 µE/m-2/s ให้แสง 24 h อุณหภูมิ 25±0.5 oC เพื่อใช้สาหร่ายเป็นหัวเชื้อ
ในการศึกษาขั้นต่อไป
2. การศึกษาผลของปัจจัยที่เหมาะสมต่อชีวมวลและปริมาณน�้ำมันของสาหร่าย

ท�ำการคัดกรอง (screening) ปัจจัยท่ีมีอิทธิพลร่วมต่อชีวมวลและน�้ำมัน โดยวางแผนการทดลองแบบ  
two-level factorial design โดยมี 7 ปัจจัย (factors) คือ ไนโตรเจน, ฟอสฟอรัส, เหล็ก, คาร์บอนไดออกไซด์,  
ความเข้มแสง, ความเค็ม และวิตามินบี 12 (B

12
, cyanocobalamin) ตามรายละเอียดใน Table 1 (Ho et al., 2012; 

Ruangsomboon, 2012, 2013)  ออกแบบการทดลองโดยใช้โปรแกรมส�ำเร็จรูป minitab17 โดยมีชุดทดลองทั้งหมด 
64 ชุดทดลอง ชุดทดลองละ 4 ซ�้ำ เพาะเลี้ยงสาหร่ายในอาหารเลี้ยงสาหร่ายตามปัจจัยทดลองที่ก�ำหนดแบบปลอด
เชื้อ แสงสว่าง 12:12 h เป็นเวลา 28 d ที่ระดับอุณหภูมิ 25±0.5 oC วัดชีวมวล (dry weight) และน�้ำมัน (Bligh and 
Dyer, 1959) ทุก 3 วัน  วิเคราะห์ข้อมูลด้วยโปรแกรมทางสถิติ โดยท�ำการคัดกรองปัจจัยที่ต้องการจากค่า significant 
ค่า p< 0.1 ที่ระดับความเชื่อม่ัน 90 % แล้วน�ำปัจจัยท่ีมีค่า significant ท่ีได้ไปศึกษาหาระดับท่ีเหมาะสมด้วย 
วิธีพื้นผิวตอบสนอง (response surface method) ด้วยการทดลองแบบ central composite design (CCD)

Table 1 Screening factors for biomass and lipid production of D. quadricauda.

No. Model Factors Low level (-) High level (+)

1 A KNO
3
 (g/L) 0.1 2 

2 B KH
2
PO

4
 (g/L) 0.1 2

3 C FeSO
4
.7H

2
O (g/L) 0 0.1

4 D NaCl (mM) 0.01 100 

5 E Light intensity (µE/m-2/s) 22 69

6 F B
12

 (cyanocobalamin, mg/L) 0 0.02

7 G CO
2
 (%) 0 5
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ผลการทดลองและวิจารณ์
1. ปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อชีวมวลและผลผลิตน�้ำมันของสาหร่าย D. quadricauda 

การใช้แผนการทดลองของ two-level factorial design เพื่อคัดเลือกปัจจัยหลาย ๆ  ปัจจัย (Table 1) ให้เหลือ
เพียงปัจจัยที่มีผลอย่างมีนัยส�ำคัญต่อชีวมวลและการผลิตน�้ำมันของสาหร่ายขนาดเล็ก D.quadricauda จากการ
วิเคราะห์ชีวมวลและน�้ำมันของสาหร่ายที่สิ้นสุดการทดลอง พบว่าปัจจัยหลักที่มีอิทธิพลต่อชีวมวลอย่างมีนัยส�ำคัญ
ทางสถิติ คือ light intensity รองลงมาคือ Fe, KNO

3
ร่วมกับ cyanocobalamin, KH

2
PO

4
, KNO

3
, NaCl, CO

2
 และ 

KH
2
PO

4 
ร่วมกับ NaCl ตามล�ำดับ (Figure 1A) ส่วนปัจจัยหลักที่มีอิทธิพลต่อผลผลิตน�้ำมันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ

คือ light intensity รองลงมาคือ NaCl, KH
2
PO

4
, KNO

3 
ร่วมกับ Fe, KNO

3
 และ CO

2
 ตามล�ำดับ (Figure 1B)

4 

การใช้แผนการทดลองของ two-level factorial design เพื่อคัดเลือกปัจจัยหลาย ๆ ปัจจัย (Table 1) ให้เหลือเพียง
ปัจจัยที่มีผลอย่างมีนัยส าคัญต่อชีวมวลและการผลิตน้ ามันของสาหร่ายขนาดเล็ก  D. quadricauda จากการวิเคราะห์ชีวมวล
และน้ ามันของสาหร่ายที่สิ้นสุดการทดลอง พบว่าปัจจัยหลักที่มีอิทธิพลต่อชีวมวลอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ คือ light intensity 
รองลงมาคือ Fe, KNO3ร่วมกับ cyanocobalamin, KH2PO4, KNO3, NaCl, CO2 และ KH2PO4 ร่วมกับ NaCl ตามล าดับ 
(Figure 1A) ส่วนปัจจัยหลักที่มีอิทธิพลต่อผลผลิตน้ ามันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติคือ light intensity รองลงมาคือ NaCl, 
KH2PO4, KNO3 ร่วมกับ Fe, KNO3 และ CO2 ตามล าดับ (Figure 1B) 

 

 
Figure 1 Factors influence on biomass (A) and lipid production (B) of D. quadricauda. 

 

 

 
Figure 2 Factors effect on biomass (A) and lipid production (B) of D. quadricauda at 28 days of cultivation (KNO3–
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Figure 1 Factors influence on biomass (A) and lipid production (B) of D.quadricauda.

การวิเคราะห์ปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อชีวมวลของสาหร่าย พบว่า KNO
3
, KH

2
PO

4
, Fe, NaCl, light intensity, 

cyanocobalamin และ CO
2
 มีอิทธิพลต่อชีวมวลในเชิงบวก คือเมื่อเพิ่มปริมาณของปัจจัยผลผลิตชีวมวลจะเพิ่มขึ้น 

และเมื่อพิจารณาจากเส้นความชันของกราฟพบว่า light intensity มีอิทธิพลต่อชีวมวลมากท่ีสุด โดยพิจารณาจาก
ระดับความชันของกราฟ ซึ่งค่าความชันที่สูงหมายถึงปัจจัยดังกล่าวมีอิทธิพลสูง (Figure 2A)

ปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อผลผลิตน�้ำมันในเชิงบวก คือ KNO
3
, KH

2
PO

4
, Fe, NaCl, light intensity และ CO

2
 ซึ่ง

หมายความว่าเมื่อเพ่ิมปริมาณของปัจจัยดังกล่าวผลผลิตน�้ำมันของสาหร่ายจะเพิ่มขึ้น ส่วนปัจจัยที่มีอิทธิพลในเชิง
ลบ คือ cyanocobalamin เมื่อเพิ่มปริมาณของปัจจัยผลผลิตน�้ำมันจะลดลง และเมื่อพิจารณาจากเส้นความชันของ
กราฟพบว่า KNO

3
, KH

2
PO

4
, NaCl, light intensity และ CO

2
 มีอิทธิพลมากต่อผลผลิตน�้ำมัน โดยพิจารณาจากระดับ

ความชันของกราฟย่ิงค่าความชันสูง หมายถึงปัจจัยดังกล่าวมีอิทธิพลสูงต่อผลผลิตน�้ำมันของสาหร่ายท่ีส้ินสุดการ
ทดลอง คือวันที่ 28 ของการเพาะเลี้ยงสาหร่าย (Figure 2B)
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การใช้แผนการทดลองของ two-level factorial design เพื่อคัดเลือกปัจจัยหลาย ๆ ปัจจัย (Table 1) ให้เหลือเพียง
ปัจจัยที่มีผลอย่างมีนัยส าคัญต่อชีวมวลและการผลิตน้ ามันของสาหร่ายขนาดเล็ก  D. quadricauda จากการวิเคราะห์ชีวมวล
และน้ ามันของสาหร่ายที่สิ้นสุดการทดลอง พบว่าปัจจัยหลักที่มีอิทธิพลต่อชีวมวลอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ คือ light intensity 
รองลงมาคือ Fe, KNO3ร่วมกับ cyanocobalamin, KH2PO4, KNO3, NaCl, CO2 และ KH2PO4 ร่วมกับ NaCl ตามล าดับ 
(Figure 1A) ส่วนปัจจัยหลักที่มีอิทธิพลต่อผลผลิตน้ ามันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติคือ light intensity รองลงมาคือ NaCl, 
KH2PO4, KNO3 ร่วมกับ Fe, KNO3 และ CO2 ตามล าดับ (Figure 1B) 
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Figure 2 Factors effect on biomass (A) and lipid production (B) of D.quadricauda at 28 days of cultivation 
                (KNO

3
–g/L, KH

2
PO

4
–g/L, Fe –g/L, NaCl-mM, light intensity-µE/m-2/s, cyanocobalamin-mg/L และ CO

2
-%).

2. อิทธิพลร่วมระหว่างปัจจัยต่อชีวมวลและผลผลิตน�้ำมันของสาหร่าย D. quadricauda 
การศึกษาอิทธิพลร่วมระหว่างปัจจัย พบว่าปัจจัยที่ส่งผลต่อชีวมวลอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติคือ KNO

3
* 

cyanocobalamin, KNO
3
*CO

2
 และ KH

2
PO

4
*NaCl (Figure 3) โดย cyanocobalamin มีบทบาทท�ำให้สาหร่ายดูด

ซึมไนโตรเจนซึ่งมีหน้าที่หลักในการสร้างรงควัตถุและการสังเคราะห์แสง ไปใช้ได้มากขึ้น จึงท�ำให้มีการเจริญเติบโต
เพิ่มขึ้น ส่วน CO

2 
ช่วยเพิ่มการสังเคราะห์แสง ไนโตรเจนจาก KNO

3 
ช่วยในการรงควัตถุ สองปัจจัยนี้จึงท�ำงานเสริมกัน

ช่วยเพ่ิมการเจรญิเตบิโตของสาหร่าย ส่วนโซเดยีมและคลอไรด์ช่วยในการท�ำงานของเอนไซม์ซึง่ช่วยเสรมิกับฟอสฟอรสั
ในการถ่ายทอดพลังงานในเซลล์สาหร่าย จึงท�ำให้สาหร่ายมีพลังงานในการแบ่งเซลล์และเจริญเติบโตเพ่ิมขึ้น  
และอิทธิพลร่วมระหว่างปัจจัยที่ส่งผลต่อผลผลิตน�้ำมันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติคือ KNO

3
*Fe และ KNO

3 

*cyanocobalamin (Figure 4) โดยเหล็กมีส่วนช่วยให้สาหร่ายสร้างคลอโรฟิลล์ เอ มากขึ้น และช่วยให้น�ำไนโตรเจน
เข้าเซลล์ได้มากขึ้น เมื่อผลผลิตชีวมวลมากขึ้น จึงส่งผลให้ผลผลิตน�้ำมันมากขึ้นนั่นเอง



24 วารสารเกษตรพระจอมเกล้า

5 

การวิเคราะห์ปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อชีวมวลของสาหร่าย พบว่า KNO3, KH2PO4, Fe, NaCl, light intensity, 
cyanocobalamin และ CO2 มีอิทธิพลต่อชีวมวลในเชิงบวก คือเมื่อเพิ่มปริมาณของปัจจัยผลผลิตชีวมวลจะเพิ่มขึ้น และเมื่อ
พิจารณาจากเส้นความชันของกราฟพบว่า light intensity มีอิทธิพลต่อชีวมวลมากที่สุด โดยพิจารณาจากระดับความชันของ
กราฟ ซึ่งค่าความชันที่สูงหมายถึงปัจจัยดังกล่าวมีอิทธิพลสูง (Figure 2A) 

ปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อผลผลิตน้ ามันในเชิงบวก คือ KNO3, KH2PO4, Fe, NaCl, light intensity และ CO2 ซึ่ง
หมายความว่าเมื่อเพิ่มปริมาณของปัจจัยดังกล่าวผลผลิตน้ ามันของสาหร่ายจะเพิ่มขึ้น ส่วนปัจจัยที่มีอิทธิพลในเชิงลบ คือ 
cyanocobalamin เมื่อเพิ่มปริมาณของปัจจัยผลผลิตน้ ามันจะลดลง และเมื่อพิจารณาจากเส้นความชันของกราฟพบว่า KNO3, 
KH2PO4, NaCl, light intensity และ CO2 มีอิทธิพลมากต่อผลผลิตน้ ามัน โดยพิจารณาจากระดับความชันของกราฟยิ่งค่า
ความชันสูง หมายถึงปัจจัยดังกล่าวมีอิทธิพลสูงต่อผลผลิตน้ ามันของสาหร่ายที่สิ้นสุดการทดลอง คือวันที่  28 ของการ
เพาะเลี้ยงสาหร่าย (Figure 2B) 

 
Figure 3 Interaction of tested factors on biomass of D. quadricauda at 28 days of cultivation ( KNO3–g/L, KH2PO4–

g/L, Fe –g/L, NaCl-mM, light intensity-E/m-2/s, cyanocobalamin-mg/L และ CO2-%). 
 
2. อิทธิพลร่วมระหว่างปัจจัยต่อชีวมวลและผลผลิตน้ ามันของสาหร่าย D. quadricauda  

การศึกษา อิท ธิพลร่ วมระหว่ า งปั จจั ย  พบว่ าปั จจั ยที่ ส่ งผลต่อชี วมวลอย่ า งมีนั ยส าคัญทางสถิติ คื อ 
KNO3*cyanocobalamin, KNO3*CO2 และ KH2PO4*NaCl (Figure 3) โดย cyanocobalamin มีบทบาทท าให้สาหร่ายดูดซึม
ไนโตรเจนซึ่งมีหน้าที่หลักในการสร้างรงควัตถุและการสังเคราะห์แสง ไปใช้ได้มากขึ้น จึงท าให้มีการเจริญเติบ โตเพิ่มขึ้น ส่วน 
CO2 ช่วยเพิ่มการสังเคราะห์แสง ไนโตรเจนจาก  KNO3 ช่วยในการรงควัตถุ สองปัจจัยนี้จึงท างานเสริมกันช่วยเพิ่มการ
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6 

เจริญเติบโตของสาหร่าย ส่วนโซเดียมและคลอไรด์ช่วยในการท างานของเอนไซม์ซ่ึงช่วยเสริมกับฟอสฟอรัสในการถ่ายทอด
พลังงานในเซลล์สาหร่าย จึงท าให้สาหร่ายมีพลังงานในการแบ่งเซลล์และเจริญเติบโตเพิ่มขึ้น และอิทธิพลร่วมระหว่างปัจจัยที่
ส่งผลต่อผลผลิตน้ ามันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติคือ KNO3*Fe และ KNO3*cyanocobalamin (Figure 4) โดยเหล็กมีส่วนช่วย
ให้สาหร่ายสร้างคลอโรฟิลล์ เอ มากขึ้น และช่วยให้น าไนโตรเจนเข้าเซลล์ได้มากขึ้น เมื่อผลผลิตชีวมวลมากขึ้น จึงส่งผลให้ผล
ผลิตน้ ามันมากขึ้นนั่นเอง 

 

 
Figure 4 Interaction of tested factors on lipid production of D. quadricauda at 28 days of cultivation ( KNO3–g/L, 

KH2PO4–g/L, Fe –g/L, NaCl-mM, light intensity-E/m-2/s, cyanocobalamin-mg/L และ CO2-%). 
 
3. พื้นที่ผิวตอบสนองของอิทธิพลร่วมระหว่างปัจจัยต่อชีวมวลและผลผลิตน้ ามันของสาหร่าย D. quadricauda 

การศึกษาหาระดับที่เหมาะสมด้วยวิธีพื้นผิวตอบสนองซึ่งบอกความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยได้  โดยสามารถบอกค่าที่
สูงสุดของตัวแปรตาม (Yi) โดยพิจารณาจากภาพพื้นผิวตอบสนอง (Figure 5-6) และได้สมการท านายผลของชีวมวลและ
ผลผลิตน้ ามัน  ผลการประมาณสัมประสิทธิ์ของสมการถดถอยเชิงพหุคูณ จากการทดลองเพื่อคัดกรองปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อ
ผลผลิตชีวมวล และผลผลิตน้ ามัน ข้างต้น พบว่าปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อผลผลิตที่ศึกษา คือ KNO3, KH2PO4, Fe, NaCl, light 
intensity, cyanocobalamin และ CO2 เมื่อน าปัจจัยดังกล่าวมาออกแบบการทดลองแบบ central composite design แบบ 6 
ปัจจัยโดยใช้โปรแกรม design expert ver.7.0 และน าค่าที่ได้จากการทดลองมาวิเคราะห์เพื่อหาสมการเพื่อการท านาย โดยใช้
โปรแกรมทางสถิติ minitab 17 ได้สมการดังนี้ 

สมการท านายชีวมวลคือ  Y (biomass) = 0.09896 + (0.00333 KNO3) + (0.00939 KH2PO4) + (0.0540 Fe) + 
(0.000187 NaCl) – (0.000155 light intensity) – (0.00314 CO2) – (0.00136 KNO3*KNO3) – (0.00164 KH2PO4*KH2PO4) 
– (0.756 Fe*Fe) – (0.000001 NaCl*NaCl) + (0.000002 light intensity*light intensity) + (0.000353 CO2*CO2) + 
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Figure 4 Interaction of tested factors on lipid production of D. quadricauda at 28 days of cultivation  
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3
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–g/L, Fe –g/L, NaCl-mM, light intensity-µE/m-2/s, cyanocobalamin-mg/L และ 

               CO
2
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3. พืน้ท่ีผิวตอบสนองของอิทธพิลร่วมระหว่างปัจจัยต่อชวีมวลและผลผลติน�ำ้มนัของสาหร่าย D. quadricauda
การศึกษาหาระดับที่เหมาะสมด้วยวิธีพื้นผิวตอบสนองซึ่งบอกความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยได้  โดยสามารถ

บอกค่าที่สูงสุดของตัวแปรตาม (Y
i
) โดยพิจารณาจากภาพพ้ืนผิวตอบสนอง (Figure 5-6) และได้สมการท�ำนายผล 

ของชีวมวลและผลผลิตน�้ำมัน  ผลการประมาณสัมประสิทธ์ิของสมการถดถอยเชิงพหุคูณ จากการทดลองเพ่ือ 
คัดกรองปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อผลผลิตชีวมวล และผลผลิตน�้ำมัน ข้างต้น พบว่าปัจจัยท่ีมีอิทธิพลต่อผลผลิตท่ีศึกษา  
คือ KNO

3
, KH

2
PO

4
, Fe, NaCl, light intensity, cyanocobalamin และ CO

2
 เมื่อน�ำปัจจัยดังกล่าวมาออกแบบ 

การทดลองแบบ central composite design แบบ 6 ปัจจัยโดยใช้โปรแกรม design expert ver.7.0 และน�ำค่าที่ได้
จากการทดลองมาวิเคราะห์เพื่อหาสมการเพื่อการท�ำนาย โดยใช้โปรแกรมทางสถิติ minitab 17 ได้สมการดังนี้

สมการท�ำนายชีวมวลคือ  Y (biomass) = 0.09896 + (0.00333 KNO
3
) + (0.00939 KH

2
PO

4
) + (0.0540 

Fe) + (0.000187 NaCl) – (0.000155 light intensity) – (0.00314 CO
2
) – (0.00136 KNO

3
*KNO

3
) – (0.00164 

KH
2
PO

4
*KH

2
PO

4
) – (0.756 Fe*Fe) – (0.000001 NaCl*NaCl) + (0.000002 light intensity*light intensity) + 

(0.000353 CO
2
*CO

2
) + (0.001502 KNO

3
*KH

2
PO

4
) + (0.0346 KNO

3
*Fe) – (0.000013 KNO

3
*NaCl) – (0.000027 

KNO
3
*light intensity) + (0.000759 KNO

3
*CO

2
) + (0.0009 KH

2
PO

4
*Fe) – (0.000075 KH

2
PO

4
*NaCl) – (0.000001 

KH
2
PO

4
*light intensity) – (0.000027 KH

2
PO

4
*CO

2
) – (0.000010 Fe*NaCl) – (0.000036 Fe*light intensity) – 

(0.00020 Fe*CO
2
) + (0.000000 NaCl*light intensity) + (0.000000 NaCl*CO

2
) +(0.000000 light intensity*CO

2
)

จากสมการพบว่าตัวแปรอิสระหลายค่าเช่น KNO
3
, KH

2
PO

4
,
 
Fe และ NaCl เป็นต้น มีค่าสัมประสิทธิ์เป็น 

ค่าบวก จึงมีอิทธิพลไปในทางบวกต่อค่าตอบสนอง (Y biomass) ซึ่งหมายถึง ถ้าตัวแปรอิสระมีค่าเพิ่มขึ้น ค่าชีวมวล
จะมีค่าเพิ่มขึ้น ส่วนตัวแปรอิสระที่มีค่าสัมประสิทธิ์เป็นค่าลบ เช่น light intensity เป็นต้น หมายความว่ามีอิทธิพลใน
ทางลบต่อค่าชวีมวล นัน่คอืถ้าตวัแปรอสิระเหล่านีม้ค่ีาลดลง ค่าชวีมวลจะมค่ีาเพ่ิมขึน้นัน่เอง โดยการท่ี KNO

3
, KH

2
PO

4 

และ Fe มสีมัประสทิธ์ิเป็นค่าบวกเนือ่งจากเป็นแหล่งของไนโตรเจน ฟอสฟอรสั และเหลก็ซึง่จ�ำเป็นต่อการเจรญิเตบิโต
ของสาหร่ายโดยตรง การเพิ่มปริมาณธาตุอาหารเหล่านี้จึงส่งผลในทางบวก ส่วน NaCl แม้จะส่งผลให้เกิดความเค็ม 
แต่จากการทดลองน้ีใช้ในปริมาณที่ไม่สูงจึงท�ำให้เป็นการเพ่ิมโซเดียม กับคลอไรด์ให้กับสาหร่าย จึงช่วยในการ 
กระตุ้นการเจริญเติบโต ส่วนค่า light intensity มีค่าเป็นลบแสดงว่าสาหร่ายชนิดนี้ชอบความเข้มแสงในระดับต�่ำ  
การเพิ่มความเข้มแสงจะยับยั้งการสังเคราะห์แสงของสาหร่าย ท�ำให้มีการเจริญเติบโตลดลง

สมการท�ำนายผลผลติน�ำ้มนัคือ  Y (lipid) = 0.00385 + (0.006613 KNO
3
) + (0.002816 KH

2
PO

4
) – (0.0130 

Fe) + (0.000161 NaCl) – (0.000014 light intensity) – (0.002080 CO
2
) – (0.002895 KNO

3
*KNO

3
) + (0.000725 

KH
2
PO4*KH

2
PO

4
) + (0.307 Fe*Fe) + (0.000000 NaCl*NaCl) + (0.000001 light intensity*light intensity) + 

(0.000117 CO
2
*CO

2
) + (0.000627 KNO

3
*KH

2
PO

4
) + (0.01329 KNO

3
*Fe) – (0.000000 KNO

3
*NaCl) + (0.000123 

KNO
3
*light intensity) + (0.000471 KNO

3
*CO

2
) + (0.00051 KH

2
PO

4
*Fe) – (0.000011 KH

2
PO

4
*NaCl) – (0.000000 

KH
2
PO

4
*light intensity) + (0.000002 KH

2
PO

4
*CO

2
) – (0.000006 Fe*NaCl) – (0.000003 Fe*light intensity) – 

(0.00012 Fe*CO
2
) – (0.000000 NaCl*light intensity) + (0.000000 NaCl*CO

2
) + (0.000000 light intensity*CO

2
)

จากสมการท�ำนายผลผลิตน�้ำมันพบว่าตัวแปรอิสระเช่น KNO
3
, KH

2
PO

4
 และ NaCl เป็นต้น มีค่าสัมประสิทธิ์

เป็นค่าบวก จึงมีอิทธิพลไปในทางบวกต่อค่าตอบสนอง (Y lipid) ซึ่งหมายถึง ถ้าตัวแปรอิสระเหล่านี้มีค่าเพิ่มขึ้น ค่า
ผลผลิตน�้ำมันจะมีค่าเพิ่มขึ้น ส่วนตัวแปรอิสระที่มีค่าสัมประสิทธิ์เป็นค่าลบ เช่น Fe, light intensity และ CO

2 
เป็นต้น 

หมายความว่ามีอทิธพิลในทางลบต่อผลผลติน�ำ้มนันัน่คอืถ้าตวัแปรอสิระเหล่านีม้ค่ีาลดลง ผลผลติน�ำ้มนัจะมีค่าเพิม่
ขึ้นนั่นเอง จากการที่ KNO

3
, KH

2
PO

4
 และ NaCl มีอิทธิพลในทางบวกต่อผลลผิตน�้ำมัน นั่นเป็นเพราะทั้งสามปัจจัยนี้

ส่งผลให้มีผลผลิตชีวมวลสูง จึงท�ำให้ผลผลิตน�้ำมันสูงข้ึนด้วย ส่วนค่า Fe และ CO
2
 ซึ่งมีอิทธิพลทางลบต่อผลผลิต

น�้ำมันเนื่องจาก แม้ทั้ง Fe และ CO
2
 จะช่วยกระตุ้นให้มีชีวมวลสูง แต่ท�ำให้มีการสะสมน�้ำมันในปริมาณต�่ำ เนื่องจาก
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ต้องใช้พลงังานในการแบ่งเซลล์และเน้นการสะสมคาร์โบไฮเดรทมากกว่าน�ำ้มนั ส่วน light intensity น้ันส่งผลให้ผลผลิต
ชีวมวลต�่ำลง จึงท�ำให้ผลผลิตน�้ำมันต�่ำลงด้วยเช่นกัน

การหาจุดเหมาะสมของตัวแปรที่ศึกษา โดยน�ำข้อมูลจากพ้ืนที่ผิวตอบสนอง (Figure 5-6) มาศึกษาความ
สัมพันธ์ระหว่างปัจจยัเพ่ือหาค่าท่ีเหมาะสมในแต่ละปัจจยัทีจ่ะส่งผลให้มชีวีมวลสงุสดุ จากผลการท�ำนายปรมิาณของ
ปัจจัยที่เหมาะสมต่อผลผลิตชีวมวล และผลผลิตน�้ำมัน โดยพิจารณาจากผลผลิตทั้งหมด คือ ปริมาณ KNO

3
 ที่ 2.44 

g/L, KH
2
PO

4
 ที่ 2.44 g/L, Fe ที่ 0.12 g/L, NaCl ที่ 20.87 g/L, light intensity ที่ 82.52 µE/m-2/s และ CO

2 
ที่ 6.09 

% สามารถให้ผลผลิตชีวมวล 1.34 g/L  อัตราการผลิตชีวมวลที่ 0.06 g/L/d ผลผลิตน�้ำมัน 1.02 g/L และให้อัตราการ
ผลิตน�้ำมันที่ 0.13 g/L/d

เมื่อเปรียบเทียบผลการศึกษากับสาหร่ายในสกุลเดียวกัน จากการศึกษาของ Ji et al. (2014) ซึ่งได้มีรายงาน
การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว Desmodesmus sp. EJ15-2 โดยศึกษาปัจจัย
คือ อุณหภูมิ พีเอช ความเข้มแสงและช่วงเวลาได้รับแสง ต่อมวลชีวภาพ และประเมินความเหมาะสมโดยวิเคราะห์ 
การตอบสนองของพ้ืนท่ีผวิ พบว่าสภาวะในการเจรญิเตบิโตท่ีเหมาะสมท่ีมคีวามสมัพันธ์สงูต่อมวลชวีภาพ (0.76 g/L) 
คืออุณหภูมิ 30◦C ท่ีความเข้มแสง 98 µE/m-2/s และช่วงเวลาได้รับแสง (L:D) 14:10 ซึ่งพบว่ามีความเข้มแสงท่ี 
ระดับใกล้เคียงกันกับการศึกษาครั้งนี้

การศกึษาครัง้นีพ้บว่าวิธีการศกึษาด้วยวิธีวเิคราะห์การตอบสนองของพ้ืนท่ีผิว และ central composite design 
นั้น เป็นวิธีที่ได้ข้อมูลตัวเลขที่เฉพาะเจาะจง แม่นย�ำมากกว่าการทดลองทีละปัจจัย และได้รับการยอมรับ ความนิยม
ในการศกึษาปัจจยัทีม่ผีลต่อสาหร่าย เช่นการศกึษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในกระตุ้นการผลิตน�ำ้มนัของสาหร่ายสเีขียว
ขนาดเล็ก Chlorella sp. LAM-H โดยใช้วิธีวิเคราะห์การตอบสนองของพื้นที่ผิว และ central composite design พบ
ว่าปัจจัยร่วมที่เหมาะสมต่อก�ำลังผลิตน�้ำมันเท่ากับ 247.16 mg/L/d ภายใต้สภาวะความเข้มข้นกลูโคส 26.2 g/L, 
โซเดียมไนเตรท 2.06 g/L และ อุณหภูมิ 28.18◦C (Xie et al., 2012)  และการศึกษาของ Song et al. (2007)  
ซึ่งได้ท�ำการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมของพารามิเตอร์ท่ีใช้ส�ำหรับการผลิตชีวมวลและกรดไขมัน DHA ของ  
Schizochytrium limacinum OUC88 โดยใช้วิธีการทางสถิติ คือ plackett-burman และ response surface  
methodology ส�ำหรับคัดเลือกปัจจัยหลาย ๆ ปัจจัย เพื่อศึกษาปัจจัยที่มีนัยส�ำคัญและปฏิกิริยาระหว่างปัจจัย พบว่า 
ค่าพารามิเตอร์ที่เหมาะสมส�ำหรับใช้ในการผลิตชีวมวลคือ อุณหภูมิ อัตราการให้อากาศ อัตราการกวน และอายุเชื้อ
เริ่มต้น โดยสามารถผลิตชีวมวลได้ 24.1 g/L และผลิต DHA ได้ 4.7 g/L
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Figure 5 Response surface plots of influence factors on biomass of D. quadricauda at 28 days of cultivation ( 

KNO3–g/L, KH2PO4–g/L, Fe –g/L, NaCl-mM, light intensity-E/m-2/s, cyanocobalamin-mg/L และ CO2-%). 
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Figure 5 Response surface plots of influence factors on biomass of D.quadricauda at 28 days 
          of cultivation ( KNO
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Figure 6 Response surface plots of influence factors on lipid of D. quadricauda at 28 days of cultivation ( KNO3–

g/L, KH2PO4–g/L, Fe –g/L, NaCl-mM, light intensity-E/m-2/s, cyanocobalamin-mg/L และ CO2-%). 
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Figure 6 Response surface plots of influence factors on lipid of D. quadricauda at 28 days of cultivation 
( KNO

3
–g/L, KH

2
PO

4
–g/L, Fe –g/L, NaCl-mM, light intensity-µE/m-2/s, cyanocobalamin-mg/L และ CO

2
-%).
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สรุป
ปัจจัยที่มีอิทธิพลอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติในทางบวก และมีความเหมาะสมต่อผลผลิตชีวมวล และผลผลิต

น�้ำมัน ของ D. quadricauda คือ ปริมาณ KNO
3
 ที่ 2.44 g/L, KH

2
PO

4
 ที่ 2.44 g/L, Fe ท่ี 0.12 g/L, NaCl ที ่ 

20.87 g/L, light intensity ที่ 82.52 µE/m2/s และ CO
2
 ที่ 6.09 % โดยจากการท�ำนายด้วยสามารถให้ผลผลิตชีวมวล  

1.34 g/L  อัตราการผลิตชีวมวลท่ี 0.06 g/L/d ผลผลิตน�้ำมัน 1.02 g/L และให้อัตราการผลิตน�้ำมันท่ี 0.13 g/L/d   
ซึ่งการเพาะเลี้ยงสาหร่ายในปัจจัยดังกล่าวจะเป็นแนวทางการผลิตสาหร่ายน้ีเพ่ือเป็นแหล่งวัตถุดิบส�ำหรับผลิต 
ไบโอดีเซลได้
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