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บทคัดย่อ 
การศกึษาสดัส่วนของวิตามิน biotin (B) ต่อ cobalamin (C) ที่เหมาะสม และอิทธิพลรว่มกนัของวิตามินทัง้สองชนดิ  

ต่อผลผลิตชีวมวล และอาหารสะสม (โปรตีน คารโ์บไฮเดรต ไฮโดรคารบ์อน) ของสาหรา่ย Botryococcus braunii KMITL 2  
ที่เพาะเลีย้งดว้ยอาหารสตูรคลอเรลล่าปลอดเชือ้ในระดบัหอ้งปฏิบตัิการ โดยผนัแปร biotin ที่ 4 ระดบั 0, 1, 2 และ 3 µg/l (B0, B1, 
B2, B3) รว่มกบั cobalamin 4 ระดบั 0, 2, 4 และ 6 µg/l (C0, C2, C4, C6) (แฟกทอเรียล 4x4) โดยมีชดุควบคมุคือชดุที่ไม่มี 
การเสรมิวิตามิน ผลการศกึษาพบว่าสาหรา่ยมีอตัราการเจรญิเติบโตจ าเพาะ ชีวมวล โปรตีน คารโ์บไฮเดรต และไฮโดรคารบ์อน 
สงูที่สดุ เท่ากบั 0.39±0.10 /d, 1.89±0.23 g/l, 23.29±1.15, 31.48±1.68 และ 62.17±1.31% ในชดุการทดลอง B1C0, B1C6, 
B3C6, B1C4 และ B3C0 ตามล าดบั โดยพบว่า biotin และ cobalamin มีอิทธิพลรว่มกนัต่อ ค่าอตัราการเจรญิเติบโตจ าเพาะ 
ปรมิาณโปรตีน คารโ์บไฮเดรต และไฮโดรคารบ์อน ของสาหรา่ย น า้มนัไบโอดีเซลที่ผลิตจากสาหร่ายจากเกือบทกุชดุการทดลอง 
มีค่าซเีทนผ่านเกณฑม์าตรฐานที่ก าหนด โดยอยู่ในช่วง 45.75-60.37 น า้มนัไบโอดีเซลที่มีคณุภาพดีที่สดุคือจากสาหรา่ยใน 
ชดุการทดลอง B0C2 โดยมีค่า iodine value (IV) และ degree of unsaturation (DU) ต ่าที่สดุ เท่ากบั 30.09 g I2/100 g และ 
32.78oC และค่า cetane สงูที่สดุคือ 60.37 จากการศกึษาครัง้นีแ้สดงใหเ้ห็นว่าการเสรมิวิตามิน biotin ต่อ cobalamin ระดบั 
ที่เหมาะสมลงในอาหารเลีย้งสาหรา่ย เป็นอีกทางเลือกที่ดีในการเพิ่มอตัราการเจรญิเติบโตของสาหรา่ย และเพาะเลีย้งสาหรา่ย
สายพนัธุน์ีเ้พื่อเป็นแหล่งผลิตไบโอดีเซล 

ค าส าคัญ: Botryococcus braunii KMITL 2 ไฮโดรคารบ์อน ไบโอติน โคบาลามีน ไบโอดีเซล 
 

Abstract 
The optimal ratio of biotin (B) and cobalamin (C) and the interaction of both vitamins on the biomass and 

stored feed product content (protein, carbohydrate, hydrocarbon) of Botryococcus braunii KMITL 2 in laboratory were 
investigated. The vitamins were supplied to the alga in axenic Chlorella medium in a factorial 4x4 experimental setup 
of combinations at the following concentrations of biotin: 0, 1, 2 and 3 µg/l (B0, B1, B2, B3) and cobalamin: 0, 2, 4 and 
6 µg/l (C0, C2, C4, C6). The control group was not supplemented with any vitamins. Among the various vitamin ratios 
tested, B1C6 produced the highest biomass (1.89±0.23 g/l). The highest specific growth rate (0.39±0.10 /d), protein 
content (23.29±1.15 %), carbohydrate content (31.48±1.68%), and hydrocarbon content (62.17±1.31%) were 
produced by use of the supplements B1C0, B3C6, B1C4, and B3C0, respectively. The resulted indicated that biotin 
and cobalamin had synergistic effects on the specific growth rate, and the protein, carbohydrate and hydrocarbon 
contents of the KMITL 2 strain. The cetane values (45.75-60.37) of the alga from most treatments was higher than  
the standard. The alga that was cultivated in B0C2 treatment showed better biodiesel properties, with the lowest iodine 
values (30.09 g I2/100) and degrees of unsaturation (32.78oC), and the highest cetane numbers (60.37). The results 
show that combinations of the optimized levels of biotin and cobalamin are promising medium supplements for  
this strain. They are able to increase the alga’s specific growth rate and can facilitate its use as a feedstock in biodiesel 
production. 
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ค าน า 
ปัญหาพลงังานจากแหล่งเชือ้เพลิงฟอสซิล (fossil fuel) ที่มีปรมิาณจ ากดั มีราคาที่สงูขึน้ และที่ส  าคญัคือมีผลต่อ 

การสะสมของแก๊สเรือนกระจก (greenhouse gases) มากขึน้ ท าใหเ้กิดปัญหาภาวะโลกรอ้นและมีแนวโนม้ทวคีวามรุนแรงขึน้
เรือ่ย ๆ นกัวิจยัจึงไดพ้ยายามหาแหล่งพลงังานแหล่งใหมเ่พื่อมาทดแทนเชือ้เพลิงฟอสซิล โดยตอ้งเป็นแหล่งพลงังานท่ีส่งผล
กระทบต่อสิ่งแวดลอ้มนอ้ยที่สดุและสามารถผลิตไดร้วดเรว็ ในช่วงแรกพืชบก เช่น สบู่ด  า ปาลม์น า้มนั มนัส าปะหลงั ฯลฯ  
ไดร้บัความนิยมมาก เพราะมีปรมิาณน า้มนัมาก สกดัน า้มนัไดง้า่ย แต่มีปัญหาตามมาคือพืชบางชนิดเป็นวตัถดุิบส าหรบัผลิต
อาหารส าหรบัมนษุย ์ เมื่อน าไปเป็นวตัถดุิบผลิตพลงังานจึงส่งผลกระทบท าใหว้ตัถดุิบอาหารมนษุยข์าดแคลนและมีราคาสงูขึน้ 
นอกจากนีพ้ชืเหล่านีย้งัตอ้งการพืน้ดินท่ีอดุมสมบรูณจ์งึจะท าการเพาะปลกูไดผ้ลผลิตดีซึง่ท าใหเ้กดิปัญหาบกุรุกพืน้ท่ีป่าตามมา 
แนวทางแกไ้ขในปัจจบุนั นกัวจิยัไดเ้นน้วจิยัในแหล่งพลงังานแหล่งใหม่ที่ไมใ่ชว่ตัถดุิบอาหารมนษุย ์ นั่นคือสาหรา่ยโดยเฉพาะ
สาหรา่ยขนาดเล็กซึ่งสามารถเพาะเลีย้งเพิ่มผลผลิตจนสามารถเก็บเก่ียวไดภ้ายในระยะเวลา 2-3 สปัดาห ์ ไม่ตอ้งใชพ้ืน้ดิน 
ที่อดุมสมบรูณแ์ละการเพาะเลีย้งเพื่อเป็นแหล่งพลงังาน ไม่จ าเป็นตอ้งใชน้ า้ที่สะอาดปลอดเชือ้ สามารถใชน้ า้ทิง้หรือแหล่งน า้
ธรรมชาติที่มีสารอาหารอดุมสมบรูณม์าประยกุตใ์ชใ้นการผลิตสาหรา่ยได ้ จงึมีความเป็นไปไดท้ี่สามารถใชส้าหรา่ยขนาดเล็ก
เป็นแหล่งพลงังานทางเลือกในอนาคต (Chisti, 2007) 

สาหรา่ยขนาดเล็กหลายชนดิมีศกัยภาพในการใชเ้ป็นแหล่งวตัถดุบิส าหรบัผลิตเชือ้เพลิงชีวภาพได ้ โดยพบว่าสาหรา่ย
สีเขียวขนาดเล็กชนิด Botryococcus braunii มีศกัยภาพในการเป็นวตัถดุิบส าหรบัผลิตเชือ้เพลงิชีวภาพไดด้ี สาหรา่ยชนิดนี ้
มีองคป์ระกอบทางชีวเคมีหลกั ๆ คือคารโ์บไฮเดรต ไขมนั/ไฮโดรคารบ์อน และโปรตีน ซึง่สามารถใชเ้ป็นแหล่งไบโอเอทานอล  
ไบโอไฮโดรเจน ไบโอดีเซล และไบโอแก๊สได ้(Quinn et al., 2014; Farias Silva and Bertucco, 2016) โดยแหล่งพลงังานท่ีมี
ความตอ้งการใชม้ากที่สดุคือไบโอดีเซล ซึ่ง B. braunii มีความเหมาะสมในการเป็นวตัถดุิบส าหรบัผลิตไบโอดีเซลมากที่สดุ 
เนื่องจากมีปรมิาณไฮโดรคารบ์อนท่ีเหมาะสมต่อการน าไปผลิตไบโอดีเซลสงูที่สดุ (Chisti, 2007) โดยพบว่าไบโอดีเซลที่ผลิต
จากสาหรา่ยชนิดนีม้คีณุสมบตัิไบโอดีเซลที่ดี โดยเฉพาะค่า Iodine value และ cetane number ผ่านเกณฑม์าตรฐานท่ีก าหนด
โดย European EN 14214 และ American ASTM D6751 (Ashokkumar et al., 2014; Nascimento et al., 2015) และ
นอกเหนือจากใชส้าหรา่ยชนดินีเ้ป็นแหล่งพลงังานแลว้ยงัสามารถใชเ้ป็นวตัถดุิบอาหารสตัว ์ ปุ๋ ยชีวภาพ ใชผ้ลิตพอลิเมอร ์ และ
ใชใ้นอตุสากรรมเครื่องส าอางไดอ้กีดว้ย (Dufosse et al., 2005; Cabanelas et al., 2013) ซึง่แสดงใหท้ราบไดว้่าสาหรา่ยชนิดนี ้
สามารถใชป้ระโยชนไ์ดห้ลายรูปแบบ โดยการน าไปใชป้ระโยชนด์า้นใดดีที่สดุขึน้อยูก่บัองคป์ระกอบทางชวีเคมีของสาหรา่ยนัน้ ๆ 
ว่ามชีนิดใดเด่นที่สดุในการเพาะเลีย้งครัง้นัน้ ๆ 

ถึงแม ้B. braunii จะไดร้บัการยอมรบัว่าเป็นวตัถดุิบที่ดีที่สดุในกลุม่สาหรา่ยขนาดเล็กในการผลิตไบโอดีเซล แต่ปัญหา 
ที่พบคือสาหรา่ยชนิดนีม้ีอตัราการเจรญิเติบโตชา้เมื่อเทียบกบัสาหรา่ยชนิดอื่น ดงันัน้จึงไดม้คีวามพยายามในการหาวิธีเพาะเลีย้ง 
ที่สามารถเพิ่มอตัราการเจรญิเตบิโตเพิ่มผลผลิตใหส้าหรา่ยนี ้ โดยเฉพาะหากสามารถกระตุน้ใหเ้จรญิเติบโตเรว็ขึน้ ผลผลิต
สงูขึน้ไดด้ว้ยสารอาหารหรืออาหารเสรมิ ย่อมท าใหม้ีความเป็นไปไดใ้นการน าไปใชจ้รงิในการเพาะเลีย้งเพื่อขยายปรมิาณมาก
นอกหอ้งปฏิบตัิการมากกว่าการใชปั้จจยัทางกายภาพ เช่น แสง อณุหภมูิ หรือพีเอช ในการกระตุน้ โดยนอกจากการเจรญิเติบโต
แลว้องคป์ระกอบทางชีวเคมีของสาหรา่ยขึน้กบัสารอาหาร ระยะเวลา และส่ิงแวดลอ้มในการเพาะเลีย้งดว้ย (Dayananda  
et al., 2005; Ruangsomboon et al., 2017; 2018; Ruangsomboon, 2018)  

สาหรา่ยขนาดเล็กส่วนใหญ่เป็นกลุ่มที่ไม่สามารถผลิตวิตามินไดด้ว้ยตนเอง หรือผลิตไดแ้ต่ไม่เพียงพอต่อการเจรญิเติบโต 
โดยทั่วไปวิตามินที่มีผลต่อการเจรญิเติบโตของสาหรา่ยไดแ้ก่ วติามิน B1, B7 และ B12 วิตามิน B1 หรือ thiamine เป็นตวักลาง
ของกระบวนการเมแทบอลิซึมของคารบ์อน ท างานร่วมกับเอนไซมท์ี่ท  าหนา้ที่ในการสงัเคราะหค์ารโ์บไฮเดรต กรดอะมิโน  
ช่วยกระตุน้การเจรญิเติบโตของสาหรา่ย (Croft et al., 2006) วติามิน B7 หรือ biotin หรือ vitamin H ท าหนา้ที่รว่มกบัเอนไซม ์
carboxylase และ acetyl coenzyme A (CoA) carboxylase เก่ียวขอ้งกบัการสรา้งกรดไขมนั ซึ่งสาหรา่ยทกุชนิดตอ้งการ
วิตามินนีใ้นการช่วยสงัเคราะหก์รดไขมนัทางออ้ม ช่วยกระตุน้ใหส้าหรา่ยทกุชนิดเจรญิเติบโตไดด้ีขึน้ เซลลม์ีความแข็งแรงมากขึน้ 
(Helliwell et al., 2011) วิตามิน B12 หรือ cobalamin ช่วยในการขนส่งไนโตรเจนที่ละลายในน า้เขา้สู่เซลลส์าหรา่ย เป็นโคแฟกเตอร์
ของการสงัเคราะหก์รดอะมิโน DNA และกรดไขมนั ช่วยในการขนส่งคารบ์อน cobalamin เป็น tetrapyrole ที่มี cobalt  
เป็นองคป์ระกอบจึงช่วยในการเพิ่มปรมิาณคลอโรฟิลลใ์นสาหรา่ย (Croft et al., 2006) 

จากการศกึษาขัน้ตน้ของ B. braunii พบว่าสามารถสรา้งวิตามิน B1, B7, B12 ได ้ แต่ในปรมิาณนอ้ย เมื่อเสรมิวิตามิน
เหล่านีล้งในอาหารพบว่าสามารถช่วยเพิ่มผลผลิตชวีมวลได ้ (Ruangsomboon et al., 2018) และเมื่อพิจารณาแลว้พบว่า 
หากตอ้งการใชส้าหรา่ยชนิดนีเ้ป็นแหล่งผลิตไบโอดีเซล biotin และ cobalamin ส่งผลโดยตรงต่อการเพิม่ของไขมนั ไฮโดรคารบ์อน 
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และผลผลิตชีวมวลได ้(Tanabe et al., 2014; Ruangsomboon et al., 2018) จึงควรมกีารศกึษาหาความเขม้ขน้ที่เหมาะสมของ
วิตามินทัง้สองชนดินีใ้นการเพาะเลีย้งสาหรา่ย B. braunii โดยนอกจากนีต้อ้งค านึงถงึคณุสมบตัไิบโอดีเซลของน า้มนัที่ผลิตได้
จากสาหรา่ยดว้ย (Knothe, 2008) เพื่อพิจารณาความเหมาะสมในการน าไปใชเ้ป็นเชือ้เพลิงไบโอดีเซลต่อไป 

งานวจิยันีม้ีวตัถปุระสงคเ์พื่อทราบระดบัท่ีเหมาะสมและอิทธิพลรว่มกนัของวติามิน biotin และ cobalamin ต่ออตัรา
การเจรญิเติบโต ปรมิาณโปรตีน คารโ์บไฮเดรต ไฮโดรคารบ์อน และคณุสมบตัิไบโอดีเซล ของสาหรา่ย B. braunii KMITL2  
เพื่อเป็นแนวทางในการผลิตสาหรา่ยเพื่อเป็นแหล่งวตัถดุิบส าหรบัผลิตพลงังานชวีภาพตอ่ไป 

 
วิธีการศึกษา 

แยกสาหรา่ย B. braunii สายพนัธุ ์ KMITL 2 จากอ่างเก็บน า้คลองโบด ต าบลเขาพระ จงัหวดันครนายก ดว้ยวธีิ 
microcapillary pipetted ลา้งเซลลด์ว้ยอาหารสะอาดฆา่เชือ้อย่างนอ้ย 12 รอบ และเพาะเลีย้งในอาหารสตูร Chlorella 
medium ที่ปลอดเชือ้ (Vonshak and Maske, 1982) ตรวจสอบการปนเป้ือนของเชือ้แบคทีเรยีดว้ยอาหาร lysogeny broth 
(LB), yeast-dextrose agar และ proteose peptone agar เมื่อพบว่าไมม่ีการปนเป้ือนจงึท าการยืนยนัชนดิสาหรา่ยดว้ย
ลกัษณะทางกายภาพ (Philipose, 1967) และ 18S rDNA ซึ่งยืนยนัวา่เป็น B. braunii จากนัน้ขยาย B. braunii KMITL2 
GenBank accession no. KX470608 ในหอ้งปฏิบตักิารส าหรบัเป็นหวัเชือ้ในการทดลองต่อไป โดยเพาะเลีย้งที่ อณุหภมูิ 
25±1oC ใหแ้สงต่อเนื่อง 24 ชั่วโมง ความเขม้แสง 60 mol photons/m2/s ใหอ้ากาศต่อเนื่องผ่านตวักรองแบคทีเรยี เพาะเลีย้ง
หวัเชือ้เป็นเวลา 14 วนั จงึน าไปใชใ้นการทดลองต่อไป 

การทดลองการใชว้ิตามินของสาหรา่ยตอ้งท าในอาหารและสภาวะปลอดเชือ้ เพราะส่งผลต่อปรมิาณวติามินที่มใีนอาหาร 
โดยก่อนการน าหวัเชือ้ไปทดลองผลของวิตามินตอ้งท าการทดสอบ และก าจดัแบคทีเรยีปนเป้ือนโดยการเลีย้งในอาหารท่ีผสม 
penicillin, kanamycin และ neomycin ที่ 1, 25 และ 20 mg/ml ตามล าดบั เป็นเวลา 1 สปัดาห ์ (Helliwell et al., 2011)  
น าสาหรา่ยมาทดสอบการปนเป้ือนของแบคทีเรยี ถา้ปลอดเชือ้แลว้จึงน าไปทดลองเรื่องความตอ้งการใชว้ิตามินต่อไป โดย
เพาะเลีย้ง B. braunii ในอาหาร Chlorella medium ผนัแปรความเขม้ขน้ของวิตามิน ดว้ยชดุการทดลองแฟกทอเรียล 4×4  
โดยมี biotin (B) 4 ระดบั คือ 0, 1, 2 และ 3 µg/l และวิตามิน cobalamin (C) 4 ระดบั คือ 0, 2, 4 และ 6 µg/l ทกุชดุการทดลอง
ท าการศกึษา 4 ซ า้ เพาะเลีย้งสาหรา่ยในฟลาสกแ์กว้ขนาด 1 ลิตร เป็นระยะเวลา 24 วนั ในสภาวะปลอดเชือ้ ควบคมุแสง อากาศ 
และอณุหภมูิ เช่นเดยีวกบัการเตรียมหวัเชือ้ 

วิเคราะหช์วีมวลตามวิธีของ Becker (1994) ปรมิาณโปรตีนดว้ยวิธีของ Lowry et al. (1951) ปรมิาณคารโ์บไฮเดรต 
โดยวิธีของ DuBois et al. (1956) สกดัไฮโดรคารบ์อนดว้ยวิธีดดัแปลงจาก Bligh and Dyer (1959) โดยใชเ้ฮกเซน และน าสารท่ี
สกดัไดก้รองผ่านคอลมันท์ี่บรรจ ุsilica gel (Silica gel 60, 230-400 mesh, Merck) เก็บสารละลายที่ผ่านคอลมันก์่อนถึงส่วน 
แคโรทีนซึ่งเป็นสีเหลือง และน าไประเหยแหง้ ชั่งน า้หนกัเพื่อค านวณปรมิาณไฮโดรคารบ์อน ท าการเปล่ียนไฮโดรคารบ์อนเป็น 
ไบโอดีเซลตามวิธีของ 965.49 AOAC official method (AOAC, 2005) และศกึษาคณุสมบตัิของน า้มนัไบโอดีเซล โดยวเิคราะห ์
Fatty Acid Methyl Esters (FAME) ดว้ยเครื่อง Gas Chromatography (Agilent Technologies 6890 N, USA) พรอ้มเครื่อง
ตรวจวดัชนดิ flame ionization detector (FID)  

ค านวณและรายงานขอ้มลูทกุคา่เป็นรอ้ยละต่อน า้หนกัแหง้ของสาหรา่ย ค านวณคา่อตัราการเจรญิเติบโตจ าเพาะ 
(specific growth rate, ) ตามสตูรของ Garcia et al. (2005) ประเมินค่าคณุสมบตัิไบโอดีเซลไดแ้ก่ saponification value (SV), 
iodine value (IV), cetane number (CN), degree of unsaturation (DU), long-chain saturated factor (LCSF) และ cold filter 
plugging point (CFPP) ตามวิธีของ Francisco et al. (2010) และ Wu and Miao (2014) วิเคราะหค์วามแตกต่างของค่าเฉล่ีย
ระหว่างคู่ดว้ยวธีิ Tukey-Kramer HSD test และวิเคราะหอ์ิทธิพลรว่มกนั (interaction) ของวิตามนิต่อค่าต่าง ๆ ของสาหรา่ยที่
ท  าการศกึษา ดว้ย Anova: Two factor with replication ที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% (P<0.05) 
 

ผลการศึกษาและวิจารณ ์
ผลของวติามนิต่อชีวมวล อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ โปรตีน และคารโ์บไฮเดรต ของสาหร่าย 

พบว่า biotin กบั cobalamin ไม่มีอิทธิพลรว่มกนัต่อชวีมวลของสาหรา่ย B. braunii (P=0.394) โดยสาหรา่ยทกุชดุ 
การทดลองมีชีวมวลเพิ่มขึน้ตามระยะเวลาการเพาะเลีย้งที่เพิ่มขึน้ พบว่าที่สิน้สดุการทดลองชดุการทดลองที่ไดร้บั biotin สงูสดุคือ  
3 µg/l (Figure 1D) สาหรา่ยมวีฏัจกัรชีวิตสัน้กว่าชดุการทดลองอื่น (Figure 1 A-C) โดยเขา้สูว่ฎัจกัรระยะการตาย (death phase) 
เรว็กวา่ชดุการทดลองอื่น ๆ นอกจากนีย้งัพบว่าชดุการทดลองที่ไดร้บั biotin สงูสดุ มีชีวมวลต ่ากว่าชดุการทดลองอื่น และ 
ชดุทดลองที่มีชีวมวลสงูสดุเท่ากบั 1.89±0.23 g/l (Table 1) คือชดุที่ไดร้บั biotin 1 µg/l รว่มกบั cobalamin 6 µg/l (B1C6)  
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โดยมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตกิบัชดุที่ไม่ไดร้บัวิตามิน โดยมคี่าสงูกวา่ถงึ 1.31 เท่า และไดผ้ลผลิตเท่ากบั 
การเพาะเลีย้งดว้ยบ่อ raceway (Ashokkumar and Rengasamy, 2012) จากการท่ีสาหรา่ยที่ไดร้บั biotin สงูสดุ กลบัมีชวีมวล 
ต ่าที่สดุ เมื่อพิจารณาจาก biotin ซึ่งมีหนา้ที่ชว่ยในการสรา้งกรดไขมนั (Helliwell et al., 2011) ดงันัน้เป็นไปไดว้่าเมื่อมี biotin  
มากเกินไป จึงท าใหส้าหรา่ยเนน้การสะสมไขมนัมากกว่าเนน้การน าพลงังานไปใชใ้นการแบ่งเซลลสื์บพนัธุห์รือเจริญเติบโต  
จึงไดผ้ลผลิตชีวมวลที่ต  ่าลง  

อตัราการเจรญิเติบโตจ าเพาะ (specific growth rate, µ) ของสาหรา่ยที่ไดร้บั biotin 1 µg/l และไม่ไดร้บั cobalamin 
(B1C0) มีคา่สงูที่สดุ คือ 0.39±0.10 ต่อวนั (Table 1) โดยมคีวามแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติกบัชดุการทดลองอื่น ๆ 
ยกเวน้ชดุทดลอง B0C0, B0C6, B2C0, B2C2, B2C4 และ B2C6 ซึ่งพบวา่อตัราการเจรญิเติบโตจ าเพาะไมม่ีความสอดคลอ้ง
กบัผลผลิตชีวมวล แสดงใหเ้หน็ว่าวิตามินมีการกระตุน้ใหส้าหรา่ยแบ่งเซลลไ์ดเ้รว็ในช่วงสัน้ ๆ ในระยะการแบ่งเซลลอ์ย่าง
รวดเรว็ (exponential phase) แต่วิตามินที่ท  าหนา้ที่กระตุน้การแบ่งเซลล ์ ไม่ส่งผลอย่างเด่นชดัต่อการเพิม่ชวีมวลที่สิน้สดุ 
การทดลอง โดยอาจเป็นการกระตุน้ใหแ้บ่งอย่างรวดเรว็ในชว่งสัน้ ๆ แลว้หยดุการกระตุน้ สาหรา่ยจึงแบง่เซลลเ์รว็แตม่ีผลผลิต
ชีวมวลที่ไม่สงู ซึ่งอาจเป็นเพราะวิตามินและสารอาหารของสาหรา่ยในอาหารหมด จึงไม่สามารถกระตุน้การแบ่งเซลลต์่อได ้
และพบว่า biotin กบั cobalamin มีอิทธิพลรว่มกนัของต่ออตัราการเจรญิเติบโตจ าเพาะของสาหรา่ย (P=0.030)  
 

 

 
Figure 1 Biomass (g/l) of Botryococcus braunii KMITL 2 cultivated in media supplemented with different biotin  

(B 0-3 µg/l) and cobalamin (C 0-6 µg/l) concentrations. Values are means±SE (n=4). 
 
ปรมิาณโปรตีนที่พบในสาหรา่ยที่เพาะเลีย้งในเกือบทกุชดุการทดลอง มีแนวโนม้เพิม่ขึน้ในวนัท่ี 2 ของการเพาะเลีย้ง 

และลดลงจนสิน้สดุการทดลอง (Figure 2B-D) ยกเวน้ชดุการทดลองที่ไดร้บัเฉพาะ cobalamin แต่ไม่ไดร้บั biotin (Figure 2A) 
ซึ่งมีปรมิาณโปรตีนลดลงตลอดการทดลอง โดยพบว่าที่สิน้สดุการทดลอง ปรมิาณโปรตีนในชดุที่ไดร้บั biotin 3 µg/l รว่มกบั 
cobalamin 6 µg/l (B3C6) มคี่าสงูที่สดุ คือ 23.29±1.15% โดยมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถติิกบัชดุการทดลอง 
อื่น ๆ ยกเวน้ชดุ B0C6, B1C4, B1C6, B2C2, B2C4 และ B2C6 และพบว่า biotin กบั cobalamin มีอิทธิพลรว่มกนัของ 
ต่อปรมิาณโปรตีนของสาหรา่ย (P=0.000) พบว่าสาหรา่ยสายพนัธุน์ีม้ีปรมิาณโปรตีนที่สิน้สดุการทดลองซึ่งเพาะเลีย้งเป็น 
เวลา 24 วนั อยู่ในชว่ง 15.91-23.29% ซึ่งต ่ากว่าปรมิาณโปรตนีของสาหรา่ยที่เพาะเลีย้งเพียง 2 วนั ซึ่งมีโปรตีนอยูใ่นชว่ง  
19.18-42.89% หากพจิารณาการน าโปรตีนไปใชป้ระโยชน ์ แมก้ารเพาะเลีย้งชว่งตน้มีโปรตีนสงูสดุ แต่มีชีวมวลต ่ากว่าที่สิน้สดุ
การทดลองมาก ดงันัน้การน าสาหรา่ยที่เพาะเลีย้งจนสิน้สดุการทดลองไปใชป้ระโยชนย์่อมไดผ้ลผลิตโปรตีนสงูกว่า (protein 
yield) โดยพบว่าปรมิาณโปรตีนมีปรมิาณเพิ่มขึน้ เมื่อความเขม้ขน้ของ cobalamin เพิม่ขึน้ ทัง้นีเ้ป็นเพราะ cobalamin มีหนา้ที่
ช่วยในการสรา้งกรดอะมิโนนั่นเอง (Croft et al., 2006)  
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Figure 2 Protein (%) of Botryococcus braunii KMITL 2 cultivated in media supplemented with different biotin (B 0-3 µg/l) 

and cobalamin (C 0-6 µg/l) concentrations. Different small letters on the lines indicate significant difference at  
95 % confidence level (compare fig 2. A-D). Values are means±SE (n=4). 

 
ปรมิาณคารโ์บไฮเดรตของสาหรา่ยมีแนวโนม้ลดลงในชว่ง 4 วนั แรกของการเพาะเลีย้ง หลงัจากนัน้เพิ่มขึน้จนถึง

ประมาณวนัท่ี 12-16 ของการเพาะเลีย้ง และลดลงจนสิน้สดุการทดลอง (Figure 3A-D) ที่สิน้สดุการทดลองปรมิาณ
คารโ์บไฮเดรตในชดุที่ไดร้บั biotin 1 µg/l รว่มกบั cobalamin 4 µg/l (B1C4) มคี่าสงูที่สดุ คือ 31.48±1.68% โดยมีความแตกต่าง
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติกบัชดุการทดลอง B3C4 โดยพบวา่ biotin กบั cobalamin มีอิทธิพลรว่มกนัต่อปรมิาณคารโ์บไฮเดรต
ของสาหรา่ย (P=0.008) หากพิจารณาจากปรมิาณคารโ์บไฮเดรต พบว่าสามารถน าสาหรา่ยชนิดนีไ้ปใชเ้ป็นวตัถดุิบในการ
ผลิตไบโอเอทานอลไดเ้ช่นกนั โดยในชว่งการเพาะเลีย้งที่พบว่าคารโ์บไฮเดรตมีปรมิาณสงูคือการเพาะเลีย้งประมาณ 12-16 วนั 
แต่เมื่อพจิารณาผลผลิตคารโ์บไฮเดรต (carbohydrate yield) ซึง่ตอ้งพจิารณารว่มกบัชวีมวล พบไดว้่าที่สิน้สดุการทดลองให ้
ผลผลิตคารโ์บไฮเดรตสงูกว่า 
 

 

 
Figure 3 Carbohydrate (%) of Botryococcus braunii KMITL 2 cultivated in media supplemented with different biotin  

(B 0-3 µg/l) and cobalamin (C 0-6 µg/l) concentrations. Different small letters on the lines indicate significant 
difference at 95 % confidence level (compare fig 3. A-D). Values are means±SE (n=4). 
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ผลของวติามนิต่อปริมาณไฮโดรคารบ์อน ผลผลติไฮโดรคารบ์อน และก าลังผลติไฮโดรคารบ์อน ของสาหร่าย 
ที่สิน้สดุการทดลองสาหรา่ยที่ไดร้บั biotin 3 µg/l ไม่ไดร้บั cobalamin (B3C0) มีปรมิาณไฮโดรคารบ์อน 

(hydrocarbon content) สงูที่สดุ คือ 62.17±1.31% ส่วนชดุการทดลองที่มีคา่ผลผลิตไฮโดรคารบ์อน (hydrocarbon yield) และ
ก าลงัผลิตไฮโดรคารบ์อน (hydrocarbon productivity) สงูที่สดุคือชดุที่ไดร้บั biotin 2 µg/l รว่มกบั cobalamin 6 µg/l (B2C6) 
และชดุที่ไดร้บั biotin 2 µg/l รว่มกบั cobalamin 2 µg/l (B2C2) โดยมคี่าเท่ากบั 0.90±0.06 g/l และ 160.20±19.42 mg/l/d 
ตามล าดบั (Table 1) โดยพบวา่ biotin กบั cobalamin มีอิทธิพลรว่มกนัต่อปรมิาณไฮโดรคารบ์อนของสาหรา่ย (P=0.030)  
แต่ไม่มีอิทธิพลรว่มกนัต่อผลผลิตไฮโดรคารบ์อน (P=0.198) และก าลงัผลิตไฮโดรคารบ์อน (P=0.241) 

ทัง้ biotin และ cobalamin มีหนา้ที่ช่วยในการสงัเคราะหก์รดไขมนั โดย biotin จะมีหนา้ที่ตรงมากกว่า cobalamin 
โดยช่วยในการท างานของ acetyl coenzyme A (CoA) (Croft et al., 2006; Helliwell et al., 2011) และจากผลการทดลองนี ้
พบว่าสาหรา่ยมีปรมิาณไฮโดรคารบ์อนเพิ่มขึน้เมื่อไดร้บั biotin เพิ่มขึน้ และสงูที่สดุเมื่อไดร้บั biotin สงูที่สดุ โดยไมต่อ้งม ี
cobalamin  

 
Table 1 Biomass, specific growth rate (µ), hydrocarbon content, hydrocarbon yield and hydrocarbon productivity 

of B. braunii KMITL 2 cultivated under different biotin (B 0-3 µg/l) and cobalamin (C 0-6 µg/l) concentrations. 

Treatments Biomass (g/l) µ (/day) Hydrocarbon 
content (%) 

Hydrocarbon 
yield (g/l) 

Hydrocarbon 
productivity (mg/l/d) 

B0C0 1.44±0.10abc 0.21±0.01abcd 37.18±1.04abc 0.54±0.06ab 77.22±9.35ab 

B0C2 1.45±0.06abc 0.12±0.02a 31.77±1.35a 0.46±0.06a 38.95±8.22a 
B0C4 1.51±0.04abcd 0.13±0.02ab 33.96±1.16ab 0.51±0.05a 46.27±11.52a 
B0C6 1.67±0.17bcd 0.20±0.03abcd 41.29±1.07abc 0.69±0.09abc 81.56±7.93ab 
B1C0 1.55±0.14abcd 0.39±0.10d 36.15±1.53abc 0.55±0.04ab 148.38±51.87ab 
B1C2 1.72±0.11bcd 0.12±0.02ab 40.04±1.69a 0.69±0.09a 47.17±6.84a 
B1C4 1.56±0.15abcd 0.17±0.02abc 50.65±2.22ab 0.77±0.06a 85.49±14.30a 
B1C6 1.89±0.23d 0.17±0.02abc 39.38±0.79abc 0.76±0.11abc 69.43±13.20ab 
B2C0 1.42±0.03abc 0.34±0.03cd 44.14±0.52abc 0.63±0.03abc 150.89±16.40b 
B2C2 1.63±0.09bcd 0.31±0.03bcd 50.58±0.57cd 0.82±0.03bc 160.20±19.42b 
B2C4 1.78±0.04cd 0.23±0.04abcd 48.78±0.69bcd 0.87±0.03c 115.24±27.53ab 
B2C6 1.83±0.04cd 0.22±0.07abcd 48.97±0.67bcd 0.90±0.06c 112.92±39.72ab 
B3C0 1.17±0.13a 0.19±0.02abc 62.17±1.31d 0.72±0.04abc 116.45±16.36ab 
B3C2 1.32±0.09ab 0.14±0.01ab 49.34±0.74bcd 0.65±0.07abc 66.32±2.67a 
B3C4 1.45±0.09abc 0.12±0.00a 47.08±0.55abcd 0.68±0.04abc 55.94±2.39a 
B3C6 1.45±0.09abc 0.19±0.03abc 52.67±0.21cd 0.76±0.03abc 100.38±16.19ab 

Mean±SE (n=4) with the different superscript in column are significantly different (P<0.05). 
 
มีรายงานว่าการเสรมิ cobalamin ในอาหารเพาะเลีย้งสาหรา่ย ไม่ส่งผลต่อการเจรญิเติบโตและปรมิาณไขมนัของ

สาหรา่ยสายพนัธุ ์B. braunii BOT-22 ซึ่งมีไขมนั 42% (Tanabe et al., 2014) ซึง่ตา่งจากการศกึษาครัง้นีท้ี่พบว่า cobalamin 
ที่เพิ่มขึน้ มีแนวโนม้ท าใหผ้ลผลิตชีวมวลเพิม่ขึน้ และยงัมีอิทธิพลต่อไฮโดรคารบ์อนของ B. braunii KMITL 2 ดว้ย และผลจาก
การศกึษานีพ้บว่าสาหรา่ยสายพนัธุ ์KMITL 2 มีไฮโดรคารบ์อนสงูกว่าสายพนัธุ ์BOT-22 ผลจากการทดลองครัง้นีแ้สดงใหเ้ห็นวา่ 
ในทกุชดุการทดลองของการเพาะเลีย้ง B. braunii KMITL 2 สาหรา่ยมีปรมิาณไฮโดรคารบ์อนเป็นองคป์ระกอบมากที่สดุ 
รองลงมาคือคารโ์บไฮเดรต และโปรตีน ตามล าดบั ดงันัน้เมื่อพจิารณาในฐานะของการน าไปใชเ้ป็นวตัถดุิบเพื่อผลิตเชือ้เพลิง
ชีวภาพ สาหรา่ยนีจ้ึงมีความเหมาะสมในการผลิตไบโอดีเซลมากที่สดุ รองลงมาคือไบโอเอทานอล และไบโอแก๊สเป็นล าดบั
สดุทา้ย ดงันัน้การทดลองนีจ้ึงน าสาหรา่ยนีไ้ปเป็นวตัถดุิบผลิตไบโอดีเซลและศึกษาคุณสมบตัิเบือ้งตน้ของน า้มนัไบโอดีเซล 
ที่ผลิตไดต้่อไป  
ผลของวติามนิต่อกรดไขมันและคุณสมบัตทิางไบโอดีเซลของน ้ามันทีผ่ลติจากสาหร่าย 

การศกึษาค่ากรดไขมนัที่ประกอบในน า้มนัไบโอดีเซลของสาหรา่ย พบว่าชนิดกรดไขมนัที่พบสงูคือ C16:0 หรือ palmitic 
acid รองลงมาคือ C18:2n6c หรือ linoleic acid (Table 2) ซึ่งคลา้ยกบัองคป์ระกอบไขมนัของพืชชัน้สงูที่ใชเ้ป็นวตัถดุิบผลิต
น า้มนัไบโอดีเซลเช่นกนั คือมี C16 และ C18 เป็นองคป์ระกอบหลกั (Ramos et al., 2009) เมื่อพิจารณาปรมิาณกรดไขมนัอิ่มตวั
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และไม่อิ่มตวัพบว่าสอดคลอ้งกบั ค่า SV, DU และ LCSF (Table 3) นอกจากนีย้งัพบวา่มีปรมิาณ C18:3n3 รวมกบั C18:3n6 
ไม่เกิน 12% (ยกเวน้ B3C6 มี 12.9%) และสาหรา่ยในทกุชดุการทดลองมกีรดไขมนัซึง่มีพนัธะคู่ ≥ 4 ไม่เกิน 1% ซึง่ผ่านตาม
เกณฑม์าตรฐานน า้มนัดเีซลของ European standard (EN 14214) (Bacha et al., 2007) 

 
Table 2 Fatty acid profiles of B. braunii KMITL 2 cultivated in media supplemented with different biotin (B 0-3 µg/l) 

and cobalamin (C 0-6 µg/l) concentrations. 
 
FA B0C0 B0C2 B0C4 B0C6 B1C0 B1C2 B1C4 B1C6 B2C0 B2C2 B2C4 B2C6 B3C0 B3C2 B3C4 B3C6 
C4:0 0.8 1.0 1.3 1.0 2.2 0.1 0.9 0.4 0.5 0.7 0.4 0.6 0.4 0.5 0.1 0.1 
C6:0 1.8 1.8 1.0 1.8 1.7 0.3 0.9 0.9 2.0 1.8 1.5 1.2 3.0 1.1 0.9 0.3 
C8:0 5.1 5.6 5.3 5.0 21.6 9.7 5.9 8.3 4.5 3.7 4.5 2.6 10.6 13.8 2.4 1.3 
C10:0 13.2 16.9 14.0 13.0 4.5 3.9 4.1 4.3 0.0 1.0 0.0 0.6 3.4 15.7 1.7 1.0 
C11:0 6.6 12.0 7.1 9.8 6.4 4.8 1.8 0.0 1.1 1.8 1.3 1.3 1.9 6.9 0.5 0.7 
C12:0 8.9 12.1 4.3 10.0 6.9 4.5 8.1 8.1 7.4 7.6 7.0 4.2 8.9 6.3 3.5 5.5 
C13:0 6.9 4.0 5.3 3.9 3.0 2.2 1.9 1.9 0.7 0.0 0.8 0.3 1.4 2.8 5.8 7.9 
C14:0 2.2 1.9 0.8 1.1 1.6 1.6 1.6 1.8 0.8 1.6 1.3 1.2 0.9 0.3 0.5 1.0 
C14:1 1.0 1.5 0.9 0.9 0.5 0.6 0.3 0.4 0.0 0.6 0.7 0.9 0.6 0.5 0.9 0.7 
C15:0 1.2 1.5 0.7 1.6 0.2 0.8 0.7 0.7 0.0 0.3 0.2 0.2 0.9 0.4 1.3 1.2 
C15:1 0.6 1.1 0.3 0.4 0.2 0.1 0.2 0.4 0.0 0.0 0.0 0.1 0.4 0.1 0.5 0.2 
C16:0 14.7 11.7 14.0 12.4 14.2 18.6 22.8 18.8 27.4 26.3 26.1 23.1 22.8 15.8 21.5 18.8 
C16:1 2.3 2.0 2.2 2.3 3.0 3.0 0.1 2.2 1.7 1.8 2.4 4.1 3.5 1.9 3.8 3.7 
C17:0 2.5 2.5 3.5 3.4 2.8 2.5 2.8 3.2 8.2 10.6 11.5 12.3 3.9 2.4 5.0 3.8 
C17:1 2.8 3.2 4.8 4.5 3.8 5.9 5.4 5.9 0.0 0.0 0.4 0.5 3.0 4.2 6.0 7.0 
C18:0 1.3 1.4 0.6 0.9 1.6 0.5 0.4 4.7 3.9 4.0 3.6 5.6 1.6 0.7 0.9 0.4 
C18:1n9t 1.0 1.6 2.9 2.7 2.0 4.6 9.3 3.8 0.0 0.0 0.0 0.0 1.3 0.9 2.1 3.5 
C18:1n9c 6.2 5.0 6.6 5.8 2.4 0.0 0.0 4.7 11.1 10.8 10.8 10.2 2.3 6.9 11.2 5.2 
C18:2n6t 0.3 0.2 0.3 10.7 4.5 9.7 11.3 5.1 0.0 0.0 0.6 0.0 7.9 0.0 0.0 4.7 
C18:2n6c 9.4 6.9 11.3 2.1 9.3 13.1 10.9 12.7 17.9 18.1 16.1 18.4 12.1 11.7 18.0 18.5 
C18:3n3 4.2 0.1 0.1 0.0 0.5 7.7 6.6 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.4 0.2 0.3 9.0 
C18:3n6 1.7 1.4 2.2 6.3 1.8 2.9 2.4 2.8 3.4 2.4 3.0 3.3 2.0 1.6 3.5 4.0 
C20:0 4.2 3.6 6.1 0.3 5.1 0.0 0.0 7.0 8.7 6.3 7.4 8.3 4.5 4.0 7.8 0.0 
C20:1 0.2 0.2 0.4 0.1 0.4 0.5 0.6 0.5 0.4 0.4 0.4 0.6 0.3 0.2 0.5 0.6 
C20:2 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.2 0.1 0.2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.3 0.1 0.2 0.1 
C20:3n3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0 
C20:3n6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.2 0.1 0.0 0.0 
C20:4n6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.2 0.1 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
C:20:5n3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.2 0.0 0.1 
C21:0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.3 0.3 0.2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0 
C22:0 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0 0.1 0.2 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
C22:1n9 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0 0.1 0.1 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 
C22:2 0.4 0.2 0.6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.2 0.1 0.0 0.1 0.2 0.2 0.3 0.3 
C22:6n3 0.0 0.1 0.6 0.1 0.0 0.6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 
C23:0 0.3 0.1 0.4 0.1 0.0 0.3 0.2 0.3 0.0 0.0 0.0 0.1 0.4 0.1 0.1 0.0 
C24:0 0.0 0.0 1.6 0.0 0.0 0.1 0.0 0.1 0.0 0.2 0.0 0.1 0.4 0.2 0.5 0.2 
C24:1 0.2 0.0 0.6 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0 0.0 
SFA 69.7 76.2 66.2 64.3 71.7 50.4 29.8 60.7 65.3 65.8 65.6 61.7 65.1 71.1 52.6 42.3 
UFA 30.3 23.8 33.8 35.7 28.3 49.6 70.2 39.3 34.7 34.2 34.4 38.3 34.9 28.9 47.4 57.7 
MUFA 14.4 14.7 18.6 16.6 12.4 14.9 38.6 18.1 13.2 13.5 14.7 16.4 11.7 14.6 25.0 20.9 
PUFA 16.0 9.0 15.2 19.1 16.0 34.7 31.6 21.2 21.5 20.6 19.7 21.8 23.3 14.3 22.3 36.8 
FA = Fatty acid, SFA= Saturated fatty acid, UFA= Unsaturated fatty acid, MUFA= Monounsaturated fatty acid, PUFA= Polyunsaturated 
fatty acid. 
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Table 3 Biodiesel properties of B. braunii KMITL 2 cultivated in media supplemented with different biotin  
(B 0-3 µg/l) and cobalamin (C 0-6 µg/l) concentrations. 

 
Treatments SV (mg KOH/g) IV (g I2/100 g) CN DU (wt.%) LCSF (wt.%) CFPP (oC) 
B0C0 240.21 45.50 57.42 46.31 6.32 3.37 
B0C2 251.06 30.09 60.37 32.78 5.67 1.35 
B0C4 235.32 43.47 58.41 49.00 11.08 18.33 
B0C6 243.04 53.18 55.20 54.78 2.03 -10.10 
B1C0 257.87 40.61 57.11 44.29 7.32 6.51 
B1C2 225.07 82.08 49.62 84.37 2.48 -8.67 
B1C4 223.60 97.88 45.75 101.75 0.63 -14.51 
B1C6 222.39 55.19 56.77 60.41 11.57 19.88 
B2C0 214.76 51.45 58.60 56.20 13.36 25.50 
B2C2 216.09 49.55 58.92 54.81 11.32 19.08 
B2C4 219.38 45.95 59.46 50.05 12.76 23.62 
B2C6 209.06 55.21 58.33 60.12 13.60 26.26 
B3C0 233.18 52.82 56.24 58.18 8.49 10.19 
B3C2 249.37 39.64 58.08 43.19 6.41 3.67 
B3C4 208.99 63.95 56.11 69.67 11.43 19.43 
B3C6 208.91 93.47 48.59 94.41 2.52 -8.58 

 
จากการน าไฮโดรคารบ์อนที่สกดัไดไ้ปผลิตเป็นไบโอดีเซล และศกึษาคณุสมบตัิของน า้มนัดงักล่าว พบว่าน า้มนัไบโอดีเซล

ที่ผลิตจากสาหรา่ยทกุชดุการทดลองมีค่าซเีทน (Cetane number, CN) อยู่ในช่วง 45.75-60.37 (Table 3) คา่ CN เป็นค่าที่ตอ้ง
พิจารณาเป็นอนัดบัแรกในการผลิตน า้มนั โดยเป็นค่าที่แสดงคณุสมบตัิการจดุติด การเผาไหมข้องน า้มนั หากมคี่า CN สงู 
คือมีการจดุติดที่ดี คือจดุติดแลว้คงอยู่ไดร้ะยะเวลานาน จึงใหพ้ลงังานไดน้านกว่า มากกว่า เครื่องยนตจ์ึงท างานไดอ้ย่าง 
มีประสิทธิภาพเต็มที่มากกวา่ โดยค่า CN ของน า้มนัไบโอดีเซลที่ก าหนดไวต้ามมาตรฐานคือตอ้งมีค่าไม่ต  ่ากวา่ 47 หรือ 51  
ตามมาตรฐานของ ASTM D6751 (2012) และ Fuel Standard (Biodiesel) Determination (2003) ตามล าดบั ซึ่งพบวา่น า้มนัของ
สาหรา่ยที่เพาะเลีย้งจากการศกึษานีม้ีค่า CN อยู่ในช่วง 45.75-60.37 ซึ่งในเกือบทกุชดุการทดลองมีค่า CN สงูกว่ามาตรฐาน 
ทัง้สองเกณฑ ์ยกเวน้ชดุทดลอง B1C2 และ B3C6 ที่ผ่านเพียงเกณฑข์อง ASTM D6751 และ B1C4 ที่ไม่ผ่านเกณฑม์าตรฐาน 
ทัง้สองเกณฑ ์ซึ่งหากตอ้งการน าสาหรา่ยในชดุการทดลองเหล่านีไ้ปผลิตไบโอดีเซล จ าเป็นตอ้งมีขัน้ตอนการลดชนิดกรดไขมนัที่มี
พนัธะคู่ลงอีก เพื่อเพิ่มค่า CN ของน า้มนัใหส้งูขึน้ใหผ่้านเกณฑม์าตรฐาน ค่า CN ของ B. braunii สายพนัธุอ์ื่นที่เคยมีรายงานไว้
เช่น มีค่าเท่ากบั 52.67 (Nascimento et al., 2015) และ 55.4 (Ashokkumar et al., 2014) และสงูกว่า Chlorella sosokiniana 
and C. vulgaris ซึ่งมีค่าซีเทน 42.40 และ 40.24 (Sergeeva et al., 2017) 

ค่า Saponification value (SV) เป็นค่าที่แสดงถึงน า้หนกัโมเลกลุเฉล่ีย (ความยาวของพนัธะ) ของกรดไขมนัทัง้หมด 
ที่ประกอบอยู่ในน า้มนั หากค่า SV สงูแสดงว่ามีกรดไขมนัท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุต ่า มีส่วนประกอบของ triglycerides อยู่มาก 
เหมาะสมในการท าเครื่องส าอาง สบู่ หรือแชมพ ู มากกว่าท าน า้มนัไบโอดีเซล เพราะเมื่อน ามาผลิตน า้มนัไบโอดีเซลจะท าให ้
มีผลผลิตน า้มนัต ่า ดงันัน้คา่ SV ที่ต  ่าจงึส่งผลดีต่อน า้มนัไบโอดีเซล ซึ่งปกติแลว้น า้มนัไบโอดีเซล B100 และ B10 มีค่า SV 
เท่ากบั 244 และ 218 mg KOH/g (US Department of Energy, 2004) น า้มนัของสาหรา่ยที่เพาะเลีย้งในการทดลองนีม้คี่า SV 
อยู่ในชว่ง 208.91-257.87 mg KOH/g 

ค่า Iodine value (IV) เป็นค่าที่ระบถุึงปรมิาณกรดไขมนัไม่อิม่ตวัทัง้หมดในไบโอดีเซล ซึ่งหากมคี่า IV ที่สงู ย่อมท าให้
น า้มนัไม่คงตวั ซึ่งเกณฑม์าตรฐานที่ยโุรปก าหนดไวค้ือค่า IV ตอ้งไม่เกิน 120 g I2/100 g โดยคา่ IV ของน า้มนัท่ีผลิตไดจ้าก 
ทกุชดุการทดลองนีม้ีคา่อยู่ในช่วง 30.09-97.88 g I2/100 g ซึ่งผ่านตามเกณฑม์าตรฐานท่ีก าหนด และใกลเ้คยีงกบัค่า IV ของ
สาหรา่ยหลายชนิดที่มีรายงานไวใ้นงานวิจยัของ Francisco et al. (2010)  

ค่า Degree of unsaturation (DU) เป็นค่าที่แสดงถึงความคงตวัของน า้มนัไบโอดีเซล หรือระยะเวลาที่สามารถ 
เก็บน า้มนัไวไ้ด ้ หากสาหรา่ยมีปรมิาณกรดไขมนัไม่อิ่มตวัพนัธะคูม่ากจะท าใหม้ีคา่ DU สงู โดยค่า DU ที่ต  ่า หมายถึงน า้มนั 
ไบโอดีเซลนัน้มีค่าความคงตวัที่ด ี เก็บรกัษาไดน้านกว่าค่า DU ที่สงู โดยค่า DU ของน า้มนัจากสาหรา่ยของการทดลองนีม้คี่า 
อยู่ในชว่ง 32.78-101.75% โดยชดุการทดลอง B0C2 คือชดุที่มีค่า DU ต ่าที่สดุ โดยมีรายงานค่า DU ของสาหรา่ยสเีขียว 
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ขนาดเล็กชนิดอื่นไวด้ว้ยเช่นกนั เช่น DU ของสาหรา่ย Scenedesmus obliquus และ Chlorella pyrenoidosa ซึง่อยูใ่นชว่ง 
76.53–132.08% (Wu and Miao, 2014)  

อีกสองปัจจยัที่แสดงคณุภาพของน า้มนัไบโอดีเซลคือคา่กรดไขมนัอิ่มตวัสายยาว long chain saturated factor 
(LCSF) และคา่การอดุตนั Cold filter plugging point (CFPP) ซึง่ทัง้สองค่าเป็นค่าที่แสดงความสามารถในการไหลหรือการฉีด
ของน า้มนัไบโอดเีซลในเครื่องยนตท์ี่อณุหภมูิต  ่า คา่ LCSF และ CFPP ที่ต  ่า แสดงว่าน า้มนัมกีารไหล สบูฉีดไดด้ี หากมีค่า LCSF 
และ CFPP ที่สงู ย่อมหมายถงึน า้มนัไบโอดเีซลนัน้จะตกตะกอนและอดุตนัไสก้รองของเครื่องยนตไ์ดง้่ายที่อณุหภมูิต  ่า ย่อมท าให้
น า้มนัมีคณุภาพต ่าไปดว้ย (Mittelbach and Remschmidt, 2004) ซึ่งผลจากการทดลองนีพ้บว่าน า้มนัของสาหรา่ยจาก 
ชดุการทดลอง B1C4 มีคา่ LCSF และ CFPP ที่ดีที่สดุคือ 0.63% และ -14.51oC และในหลายชดุการทดลองมคี่า CFPP สงู  
เกินกว่า 20oC ซึ่งหากจะมกีารน ามาใชผ้ลิตไบโอดีเซลจรงิจะไม่เหมาะสมกบัประเทศในเขตเมอืงหนาว ตอ้งมีการปรบัปรุง
คณุสมบตัิก่อนน าไปใชจ้รงิ โดยเมื่อพิจารณาเทยีบกบัสาหรา่ยสีเขียวขนาดเล็กชนิดอื่นพบมีรายงานไวว้า่คา่ LCSF ของสาหรา่ย 
Scenedesmus obliquus และ Chlorella pyrenoidosa ซึง่อยูใ่นช่วง 3.01-5.73% (Wu and Miao, 2014) 
 

สรุปผลการศึกษา 
การเพาะเลีย้งสาหรา่ย B. braunii KMITL 2 โดยเสรมิดว้ยวิตามิน biotin (B) และ cobalamin (C) ที่เหมาะสม  

ส่งผลใหม้ีผลผลิตชีวมวลสงูสดุคอื 1.89±0.23 g/l ในชดุการทดลอง B1C6 ส่วนชดุการทดลอง B3C0 ใหป้รมิาณไฮโดรคารบ์อน
สงูสดุคือ 62.17±1.31% และพบว่า biotin และ cobalamin มอีิทธิพลรว่มกนัต่ออตัราการเจรญิเติบโตจ าเพาะ ปรมิาณโปรตีน 
คารโ์บไฮเดรต และไฮโดรคารบ์อน ของสาหรา่ยสายพนัธุน์ี ้น า้มนัไบโอดีเซลที่มีคณุภาพดีที่สดุคือจากสาหรา่ยในชดุการทดลอง 
B0C2 โดยมคี่า IV และ DU ต ่าที่สดุ เท่ากบั 30.09 g I2/100 g และ 32.78oC และค่า cetane สงูที่สดุคือ 60.37 แสดงใหเ้ห็นว่า
การเสรมิวิตามิน biotin และ cobalamin เป็นอกีทางเลือกที่ดใีนการเพาะเลีย้งสาหรา่ยสายพนัธุน์ีเ้พื่อเป็นแหล่งผลิตไบโอดีเซล 
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