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บทคัดยอ  
 

วัตถุประสงคของการศึกษาครั้งนี้เพ่ือคัดเลือกเชื้อยีสตที่มีศักยภาพในการการผลิต

โปรตีนเซลลเดียว และหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากน้ําทิ้งโรงงานแปงมัน

สํ าปะหลั ง  จากยีสตทั้ งหมด  7 สปชี ส  ได แก  Saccharomycopsis fibuligera TISTR5033, 

Trichosporon cutaneum TISTR5040, Candida famata TISTR5098, C.  tropicalis 

TISTR5136, C. utilis TISTR5352, Pichia farinose TISTR5105 และ Schwanniomyces alluvius 

TISTR5164 ซึ่งไดรับจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) พบวามีเพียง

ยีสต  3 สปชีส  ไดแก  T. cutaneum TISTR5040, C. famata TISTR5098 and S. fibuligera 

TISTR5033 ที่ มีคุณสมบัติ ในการยอยแปงในอาหาร YPC (Yeast extract-Peptone-Cassava 

medium) อยางไรก็ตามพบวาเชื้อยีสต T. cutaneum จัดอยูในระดับความปลอดภัยทางชีวภาพ

ระดับท่ี 2 (Biosafety-Level 2) จึงไมเหมาะสมตอการนํามาใชเปนเชื้อยีสตในการผลิตโปรตีนเซลล

เดียว 

การคดัเลือกเช้ือยีสตตอการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากน้ําทิ้งแปงมันสําปะหลัง ไดแก 

บอน้ําทิ้งรวม (Combined wastewater, CW) น้ําทิ้งกอนเขาระบบ UASB (Before UASB, B-UASB) 

และน้ําทิ้งหลังระบบ UASB (After UASB, A-UASB) พบวาเชื้อยีสตท่ีมีคุณสมบัติในการผลิตโปรตีน

เซลลเดียวที่ดีที่สุด คือ P. farinose TISTR5105  

การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากน้ําทิ้งที่ไดจากบอ

น้ําทิ้งรวมโดยเชื้อยีสต P. farinose TISTR5105 โดยใชเทคนิคพ้ืนผิวตอบสนอง ศกึษาผลของปจจัย 3 

ปจจัย ไดแก อุณหภูมิ พีเอชของอาหารเริ่มตน และปริมาณหัวเชื้อเริ่มตน จากการทดลองพบวา 

สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดียวคือ การเลี้ยงเชื้อยีสต P. farinose TISTR5105 มใน

น้ําท้ิงท่ีไดจากบอน้ําท้ิงรวมที่มีพีเอชเร่ิมตนเทากับ 4.0 มีปริมาณหัวเชื้อเริ่มตน 10 เปอรเซน็ต และบม

ที่อุณหภูมิ 36.49 องศาเซลเซียส โดยสภาวะดังกลาวสามารถผลิตโปรตีนเซลลเดียวไดกากับ 3.81 

กรัมตอลิตร และมีพีเอชของอาหารสุดทายเทากับ 3.87 
 

คําสําคัญ: โปรตีนเซลลเดียว, มันสําปะหลัง, น้ําทิ้ง, เทคนิคพ้ืนผิวตอบสนอง 
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Abstract  
 

 Objectives of this study was to screen yeast strains that potential 

for single cell protein ( SCP)  production and to optimize the single cell protein 

production from cassava processing wastewater.  Seven yeast species such as 

Saccharomycopsis fibuligera TISTR5033, Trichosporon cutaneum TISTR5040, Candida 

famata TISTR5098, C.  tropicalis TISTR5136, C.  utilis TISTR5352, Pichia farinose 

TISTR5105 and Schwanniomyces alluvius TISTR5164, were obtained from Thailand 

Institute of Scientific and Technological Research (TISTR). Only three yeast species (T. 

cutaneum TISTR5040,  C.  famata TISTR5098 and S.  fibuligera TISTR5033)  showed a 

clear zones around the colonies on YPC agar plate. However, T. cutaneum are classed 

as BSL-2 in biosafety classification. It is not suitable for single protein production.  

Screening of yeast for single cell protein production from cassava 

processing wastewater from different sources ( Combined wastewater, Before UASB, 

After UASB). It was found that P. farinose TISTR5105 showed the highest production of 

single cell protein from combined wastewater.  

Response Surface Methodology (RSM) was used to determine optimum 

condition for single cell protein production from combined wastewater by P. farinose 

TISTR5105.  Three independent variables investigated in this experiment were 

temperature, initial pH of medium and inoculum size.  The maximum production of 

single cell protein from combined wastewater by P. farinose TISTR5105 was optimized 

for conditions like an initial medium pH of 4. 0 with 10 %  ( v/ v)  inoculum size at and 

incubated at 36.49 ºC using RSM. Under optimum conditions the predicted maximum 

single cell protein production was 3.81 g/L and final medium pH of 3.87. 
 

Keywords: single cell protein, cassava, wastewater, Response Surface Methodology  
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บทที่ 1  

บทนํา 
 

1.1 ความสําคัญและท่ีมาของปญหา 

โปรตีนเซลลเดียว (Single cell protein, SCP) หมายถึง จุลินทรียที่ใชเปนแหลง

โปรตีนในอาหารมนุษยหรืออาหารสัตว ซึ่งอาจอยูในรูปโปรตีนที่สกัดออกมาจากเซลลแลว หรืออาจอยู

ในรูปเซลลจุลินทรียทั้งเซลลก็ได (สมใจ ศิริโภค, 2544) สวนใหญการผลิตโปรตีนเซลลเดียว

วัตถุประสงคเพ่ือใชเปนอาหารสัตว ปจจุบันปญหาสิ่งแวดลอมเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหการผลิตอาหาร

สัตวลดลง สงผลใหราคาของอาหารสัตวมีมูลคาสูงข้ึน แมวาจะมีการนําเอาวัสดุเศษเหลือทาง

การเกษตร และอุตสาหกรรมเกษตรมาใชทดแทนแกปญหาดังกลาว แตก็ไมเพียงพอเนื่องจากมีการนํา

วัสดุเศษเหลือทางการเกษตร และอุตสาหกรรมเกษตรมาใชเปนพลังงานทดแทน เชน นําไปหมักใหได

เปนเอทานอล เปนตน การใชประโยชนจากน้ําทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมในการผลิตโปรตีนเซลล

เดียวอาจเปนทางเลือกหนึ่งสําหรับแกปญหาดังกลาวมาขางตน 

มันสําปะหลังเปนพืชที่ปลูกงาย ทนทานตอสภาพดินฟาอากาศที่แปรปรวน สามารถ

เจริญเติบโตไดในพื้นที่ๆ ดินมีความอุดมสมบูรณต่ํา และมันสําปะหลังเปนพืชเศรษฐกิจที่มีความสําคัญ

ตอประเทศไทยรองจาก ขาว และยางพารา โดยไทยเปนผูสงออกผลิตภัณฑมันสําปะหลังอันดับหนึ่ง

ของโลกท่ีครอบครองตลาดโลกถึง 90% จากปริมาณการคาของโลก จังหวัดสระแกวเปนแหลงผลิตมัน

สําปะหลังที่สําคัญของประเทศ และเปนแหลงผลิตที่ใหญที่สุดในภาคตะวันออก อีกทั้งยังมีโรงงานแปง

มันสําปะหลัง กระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลังมีการใชน้ําเปนจํานวนมาก ทําใหมีน้ําทิ้งหรือน้ําทิ้ง

จํานวนมากเชนกัน เปนผลใหเกิดปญหาสิ่งแวดลอมตามมา การนําเอาน้ําทิ้งจากโรงงานแปงมัน

สําปะหลังมาใชประโยชนในการผลิตโปรตีนเซลลเดียวก็เปนอีกวิธีหนึ่งในการเพิ่มมูลคาใหกับน้ําทิ้ง 

และเปนวิธีการบําบัดน้ําทิ้งเพ่ือชวยลดปญหาสิ่งแวดลอมไดอีกดวย 

 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. จัดเก็บขอมูล และองคประกอบทางเคมีของน้ําทิ้งของโรงงานแปงมันสําปะหลัง  

2. การคัดเลือกสายพันธุของยีสตที่เหมาะสมตอการผลิตโปรตีนเซลลเดียว 

3. การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอกระบวนการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากน้ําทิ้งของ

โรงงานแปงมันสําปะหลัง 
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1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

เก็บตัวอยางน้ําทิ้งจากโรงงานแปงมันสําปะหลังในจังหวัดสระแกว นํามาวิเคราะหหา

องคประกอบทางเคมีของน้ําทิ้งที่ได เชน คาพีเอช คาซีโอดี (COD) คาบีโอดี (BOD) ปริมาณคารบอน

ทั้งหมด ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด ปริมาณแปง เปนตัน จากนั้นศึกษาหาสายพันธุยีสตที่เหมาะสมตอ

การผลิตโปรตีนเซลลเดียว ตลอดจนศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากน้ํา

ทิ้งโรงงานแปงมันสําปะหลัง 

1.4 กรอบแนวความคิดของการวิจัย 

แมวาจะมีการศึกษาการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากน้ําทิ้งโรงงานแปงมันสําปะหลัง

มาแลวในอดีต แตองคประกอบทางเคมีของน้ําทิ้งในแตโรงงานมีความซับซอนและแตกตางกัน ซึ่ง

อาจจะทําใหผลที่แตกตางกัน อีกท้ังเปนการออกแบบทดลองแบบทีละปจจัย (One factor at a 

time) ซึ่งไมสามารถทราบผลของปจจัยที่มีรวมกันได รวมทั้งใชระยะเวลานานหากทําการศึกษาหลาย

ปจจัย การทดลองครั้งนี้จึงออกแบบการทดลองศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมดวยวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง 

(Response surface methodology, RSM) เพ่ือแกไขปญหาดังกลาวมา ซึ่งผลการศึกษาที่ไดจะเปน

ขอมูลพื้นฐานในการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากน้ําทิ้งโรงงานแปงมันสําปะหลังตอไป 

 

1.5 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

1. เปนขอมูลพื้นฐานการศึกษาการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากน้ําทิ้งโรงงานแปงมัน

สําปะหลัง 

2. ไดขอมูลเก่ียวกับองคประกอบของน้ําทิ้งโรงงานแปงมันสําปะหลังเบ้ืองตน 

3. ไดขอมูลเกี่ยวกับปจจัยที่มีผลตอการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากน้ําทิ้งโรงงานแปงมัน

สําปะหลัง 

4. ไดสายพันธุยีสตและสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากน้ําทิ้งโรงงาน

แปงมันสําปะหลัง เพ่ือเปนแนวทางในการผลิตโปรตีนเซลลเดียวในระดับอุตสาหกรรมตอไป 

 



บทที่ 2  

ตรวจเอกสาร 
 

1. มันสําปะหลัง 

มันสําปะหลัง มีชื่อเรียกตางๆ กัน เชน cassava, mandioca, yucca, tapioca และ 

manioc ถิ่นกําเนิดอยูในอเมริกาใต ในทางพฤษศาสตรมันสําปะหลังเปนพืชวงศใบเลี้ยงคู ตระกูล 

Euphobiaceae มีชื่อวิทยาศาสตรวา Monihot esculenta Crantz. เปนพืชที่เพาะปลูกมากใน

ประเทศเขตรอน และเปนพืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญชนิดหนึ่งของประเทศไทย ปจจุบันประเทศไทยมีพื้นที่

ปลูกมันสําปะหลังทั้งสิ้น 6.7 ลานไร และมีกําลังการผลิตประมาณ 20 ลานตันหัวมันตอป สามารถนํา

รายไดเขาประเทศไทยปละประมาณ 2 หมื่นลานบาท นิยมปลูกกันมากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 

ภาคกลาง และภาคตะวันออก สวนภาคอื่นๆ มีปลูกบางเล็กนอย  

เนื่องจากหัวของมันสําปะหลังมีแปงในปริมาณมากแตมีสารอื่นๆ เชน โปรตีน ไขมัน 

ในปริมาณต่ํา จึงเปนแหลงแปงบริสุทธิ์ชั้นเลิศ ที่สามารถสกัดออกมาไดงายและมีความเหมาะสมตอ

การนําไปใชไดอยางหลากหลาย คุณสมบัติที่สําคัญของแปงมันสําปะหลังคือ แปงสีขาว ไมมีกลิ่น กาว

แปงเปยกใสและมีความเหนียวสูง ดวยคุณสมบัติเหลานี้ทําใหแปงมันสําปะหลังมีความสะดวกและ

พรอมที่จะนําไปใชผสมกับสารแตงกลิ่นรสและสารแตงสี นอกจากนี้มันสําปะหลังยังสามารถใชเปน

วัตถุดิบในอุตสาหกรรมแปรรูปอีกมากมาย เชน แปงดัดแปร ผงชูรส สารใหความหวาน และ

แอลกอฮอล เปนตน 

กระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลัง ดังแสดงในภาพที่ 2-1 ซึ่งน้ําเสียไดมาจาก 4 

แหลง ไดแก น้ําลางมันสําปะหลัง น้ําเสียจากเครื่องดีแคนเตอร (decanter) น้ําเสียจากเครื่องเซพาเร

เตอร (separator) I และ II และน้ําเสียรวม ซึ่งองคประกอบของน้ําเสียโรงแปงมันสําปะหลัง ดังแสดง

ในตารางที่ 2-1 และ 2-2 
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ภาพที่ 2-1 กระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลัง 

ที่มา: Ratanawaraha et al. (2019) 
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ตารางที่ 2-1   องคประกอบทางเคมีของน้ําเสียจากเครื่องเซพาเรเตอรของโรงงานแปงมันสําปะหลัง 

 เซพาเรเตอร เซพาเรเตอร I เซพาเรเตอร II 

พีเอช 

ซีโอดี (ก./ล.) 

ไนโตรเจน (มก./ล.) 

โปรตีนที่ละลายได (มก./ล.) 

แปง (ก./ล.) 

CN (มก./ล.) 

Ca (มก./ล.) 

Mg (มก./ล.) 

Mn (มก./ล.) 

Fe (มก./ล.) 

1.5-6.0 

3.2-16.7 

40-170 

1-3 

10-17 

0-13 

33-36 

0-850 

0-16 

0-0.5 

6.0-6.2 

16-17 

240-270 

0-1 

9-22 

0-2 

10-520 

0-600 

1-25 

0-3 

6.0 

5.2-5.3 

72-73 

0-0.3 

8-22 

0 

0-450 

0-476 

0-11 

0-1 

ที่มา: พูนสุข ประเสริฐสรรพ (2558) 

 

ตารางที่ 2-2 ลักษณะของน้ําเสียจากโรงงานแปงมันสําปะหลัง 

พารามิเตอร* น้ําเสีย น้ําเสียจากเครื่องดีแคนเตอร 

 ชวง คาเฉลี่ย ชวง คาเฉลี่ย 

พีเอช 

บีโอดี (BOD) 

ซีโอดี (COD) 

ไนโตรเจนอินทรีย 

แอมโมเนีย 

ไนโตรเจน 

3.4-6.5 

2,580-16,880 

4,950-36,840 

83.6-375 

1.3-30.1 

5.4 

6,280 

13,990 

190 

9.8 

5.6-6.6 

700-30,750 

33,660-70,500 

460-910 

18.6-89.7 

6.1 

20,410 

45,560 

670 

43.3 

*หนวยเปน มิลลิกรัมตอลิตร ยกเวนคาพีเอช 

ที่มา: พูนสุข ประเสริฐสรรพ (2558) 
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2. โปรตีนเซลลเดียว (Single cell Protein) 

โปรตีนเซลลเดียว (Single cell protein, SCP) ถูกนิยามครั้งแรกในป ค.ศ 2968 

โดย  Massachusetts Institute of Technology (MIT)  เ พ่ือ ใช แทนคํ า ว า  โปรตี น จุลิ นทรีย  

(microbial protein) และคําวาปโตรโปรตีน (petroprotein) โปรตีนเซลลเดียวเปนโปรตีนที่ไดจาก

เชื้อจุลินทรีย หรือโปรตีนที่ไดจากการสกัดจากเชื้อจุลินทรีย ไมวาจะเปนสาหราย (algae) แบคทีเรีย 

(bacteria) รา (fungi) และยีสต (yeast) (Srividya et al., 2013) แมวาการนําจุลินทรียมาเปนอาหาร

ในมนุษยจะไมยอมรับสําหรับบุคคลบางกลุม แตก็ความคิดการนําจุลินทรียมาบริโภคในคนและสัตวถือ

วาจะเปนประโยชนในอนาคต หรือในบางพ้ืนท่ีได เชน ปญหาการขาดแคลนอาหารโปรตีนจาก

เนื้อสัตว ใชเปนแหลงอาหารสัตว เปนตน นอกจากนี้ในการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากเชื้อจุลินทรี่ยยัง

ชวยในการแกปญหามลภาวะ และเปนการใชประโยชนของวัสดุเหลานั้นอีกดวย  

จุลินทรียท่ีเหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดียว ควรมีคุณสมบัติดังนี ้

1. เจริญเติบโตไดอยางรวดเร็ว ในอาหารราคาถูกและหาไดงาย 

2. เจริญเติบโตในอาหารท่ีมีสวนประกอบงายๆ 

3. เปนเชื้อที่มีความคงทนทางคุณลักษณะทางพันธุกรรมที่ดี ไมกลายพันธุงาย 

4. ทนตอการปนเปอนตอจุลินทรยีอ่ืนได 

5. ทราบคุณสมบัติทางพันธุกรรม และสรีรวิทยา 

6. ผลิตวัสดุเศษเหลือ (by product) นอยหรือไมมีเลย 

7. แยกและเก็บเก่ียวเซลลไดงาย 

8. ใหปริมาณโปรตีนสูง 

9. ไมเปนพิษและทําใหเกิดอาการภูมิแพ 

10. เก็บรักษาไดงาย 

ถึงแมวาการผลิตโปรตีนเซลลสามารถใชจุลินทรียไดหลายชนิด แตยีสตเปนจุลินทรีย

ที่นิยมนํามาใชในการผลิตโปรตีนเซลลมากที่สุด สายพันธุท่ีนิยมนํามาผลิตโปรตีนเซลลเดียว ไดแก 

Candida, Hensenula, Pichai, Torulopsis และ  Saccharomyces เ ป นต น  ( Suman et al. , 

2015) สาเหตุเนื่องจาก 

1. งายตอการเก็บเก่ียว เนื่องจากยีสตมีขนาดใหญกวาแบคทีเรีย 

2. ใหปริมาณกรดมาลิก (malic acid) ในระดับที่สูง 

3. ใหกรดอะมิโนไลซีน (lysine) และทรีโอนีน (threonine) สูง 

4. สามารถเจริญในสภาวะที่เปนกรดได 

5. มีประวัติที่ยาวนานในการนํามาใชประโยชน 

 



 

7 
 
 

อยางไรก็ตามก็ยังมีขอเสีย เม่ือเปรียบเทียบกับการใชเชื้อแบคทีเรีย คือ 

1. อัตราการเจริญต่ํากวาเชื้อแบคทีเรีย 

2. ปริมาณโปรตีนที่ไดนอยกวาแบคทีเรีย  

3. ปริมาณเมไทโอนีน (methionine) นอยกวาแบคทีเรีย 

ตารางที่ 2-3 องคประกอบทางเคมีของจุลินทรียของโปรตีนเซลลเดียวจากเชื้อจุลินทรีย 

องคประกอบ เชื้อรา สาหราย ยีสต แบคทีเรีย 
โปรตีน (Protein) 30-45 40-50 45-55 50-55 
ไขมัน (Fat) 2-5 7-20 2-6 1-3 
เถา (Ash) 9-14 8-10 5-10 3-7 
กรดอะมิโน (Nucleic acid) 7-10 3-8 6-12 8-12 

ที่มา: Nasseri et al. (2011) 

ดังนั้นในการผลิตโปรตีนเซลลเดียว จึงจําเปนตองคํานึงถึงปจจัยตางๆ ดังนี ้

1. ราคาของวัตถุดิบที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ แมวาจุลินทรียสามารถเจริญในอาหารที่

หลากหลาย แตการใชวัสดุเศษเหลือจากโรงงานอุตสหกรรมและทางการเกษตรมาใชเปนแหลงอาหาร

ในการผลิตโปรตีนเซลลเดียว นอกจากจะเปนการลดตนทุนแลว ยังเปนการลดมลพิษไดอีกดวย 

2. ระยะเวลาที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ ตองใชจุลินทรียที่มีอัตราการเจริญท่ีเร็ว และ

ใหผลผลิตสูง โดยปกติแบคทีเรียจะมีอัตราการเจริญประมาณ 0.3 - 0.2 ชั่วโมง ยีสตมีอัตราการเจริญ

ประมาณ 1.0 – 3.0 ชั่วโมง ในขณะที่เชื้อราจะมีอัตราการเจริญประมาณ 4.0 – 12.0 ชั่วโมง 

3. ประหยัดเนื้อที่ในการผลิต การใชเชื้อจุลินทรียในการผลิตโปรตีนเซลลจะใชพื้นที่

ในการผลิตนอยกวาการผลิตโปรตนีจากพืชหรือสัตว เพ่ือใหไดปริมาณโปรตีนที่เทากัน 

4. ใหปริมาณโปรตีนสูง และมีกรดอะมิโนจําเปน 

5. ปลอดภัยตอผูบริโภค 

6. อ่ืนๆ เชน การใชเทคโนโลยีการผลิตที่เหมาะสม ความเปนไปไดทางเกรษฐ

ศาสตร รวมถึงการใชพลังงานและวิธีในการผลิต เปนตน 
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ตารางที่ 2-4 จุลินทรียและซับเสรตที่ใชในการผลิตโปรตีนเซลลเดียว 

จุลินทรีย ซับเสรต (substrate) 
แบคทีเรีย 
   Aeromonas hyfrophylla 
   Aeromonas delvacuate 
   Acinetobacter calcoacenticus 
   Baccillus megaterium 
   Bacillus subtilis, Cellulomones sp. , 
Flavobacterium sp., Thermomonosspora fusca 
   Lactobacillus sp. 
   Methylomonas methylotrophus, M. clara 
   Pseudomonas fluorescens 
 
   Rhodopseudomonas capsulata 

 
Lactose 
n-Alkanes 
Ethanol 
Non-protein nitrogenous compound 
Cellulose, Hemicellulose 
 
Glucose, Amylose, Maltose 
Methanol 
Uric acid and other non- protein 
nitrogenous compound 
Glucose 

Fungi 
   Aspergillus fumigatus 
   Aspergillus niger, A. oryzae, Cephalossporium 
eichhorniae, Chaetomiun cellulolyticum 
   Penecillium cyclopium 
   Rhizopus chinesis 
   Scytalidium aciduphilium, Thricoderma 
viridae, Thricoderma alba 

 
Maltose, Glucose 
Cellulose, Hemicellulose 
 
Glucose, Lactose, Galactose 
Glucose, Maltose 
Cellulose, Pentose 

Yeast 
   Amoco torula 
   Candida tropicalis 
   Candida utilis 
   Candida novellas 
   Candida intermedia 
   Saccharomyces cerevisiae 

 
Ethanol 
Maltose, Glucose 
Glucose 
n-alkanes 
Lactose 
Lactose, Pentose, Maltose 

Algae 
   Chlorella pyreniodosa, Chlorella sorokiana, 
Chondrus crispus, Scenedesmus sp.  Spirulina 
sp., Porphyrium sp. 

 
Carbone dioxide through photosysthesis 

ที่มา: Nasseri et al. (2011) 
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ตารางที่ 2-5 ปริมาณโปรตีนขอเชื้อจุลินทรียในซับเสรตเฉพาะที่ใชในการผลิตโปรตีนเซลลเดียว 

Organism Substrate Protein content (%) 
Aspergillus flavus Rice bran 10 
Aspergillus niger Apple pomace 17-20 
 Banana wastes 18 
 Rice bran 11 
 Stickwater 49 
 Potato starch processing waste 38 
 Waste liquor 50 
Aspergillus ochraceus Rice bran 10 
Aspergillus oryzae Rice bran (deoiled) 24 
Candida crusei Cheese whey 48 
Candida tropicalis Molasses 56 
 Bagasse 31 
Candida utilis Poultry litter;  

Waste capsicum powder 
29 
48 

 Potato starch industry waste 46 
Chrysonilia sitophilia Lignin 39 
Cladosporium cladosporioides Rice bran 10 
Debaryomyces hansenii Brewery's spent grains hemicellulosic 

hydrolysate 
32 

Fusarium semitectum and sp1 and 
sp2 

Rice bran 10 

Fusarium venenatum Glucose (Product:Quorn™) 44 
Hanseniaspora uvarum Spoiled date palm fruits 49 
Kefir sp. Cheese whey 54 

 
Orange pulp, molasses, brewer's spent 
grain, whey, potato pulp, malt spent 
rootlets 

24-39 

Kluyveromyces marxianus Cheese whey 43 

 
Orange pulp, molasses, brewer's spent 
grain, whey, potato pulp 

59 

Monascus ruber Rice bran 10 
Unspecified, marine yeast Prawn shell wastes 61–70 
Penicillium citrinum Rice bran 10 
Pleurotus florida Wheat straw 63 
Saccharomyces cerevisiae Orange pulp, molasses, brewer's spent grain 24 
Trichoderma harzianum Cheese whey filtrate 34 
Trichoderma virideae Citrus pulp 32 
Yarrowia lipolytica Inulin, crude oil, glycerol waste 

hydrocarbons 
48–54 

ที่มา:Ritala et al. (2017), 
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แมวาการศึกษาดั้งเดิมในการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากน้ําเสียโรงงานแปงมัน

สําปะหลัง ซึ่งเปนการทดลองแบบทีละปจจัย (One factor at a time) โดยศึกษาปจจัยที่สนใจ 

(Factor) แลวกําหนดใหปจจัยอ่ืนๆ คงที่ และเมื่อไดคาผลการทดลองที่ดีที่สุดแลวจึงเปลี่ยนระดับของ

ปจจัยท่ีศึกษาและเมื่อใหผลการทดลองที่ดีที่สุดแลว จึงเปลี่ยนไปศึกษาปจจัยตัวที่สอง และทําอยางนี้

ไปเรื่อยๆ จนครบปจจัยที่ตองการศึกษา ซึ่งวิธีการทดลองนี้ใชกันอยางแพรหลายในงานวิจัยทาง

วิทยาศาสตรและวิศวกรรมศาสตร เนื่องจากมีขอดี คือ ขั้นตอนการทดลองไมยุงยาก แตอยางไรก็ตาม

ยังมีขอเสีย คือ ไมสามารถทราบผลของปจจัยที่มีรวมกันได รวมทั้งใชระยะเวลานานหากทําการศึกษา

หลายปจจัย นอกจากนี้ผลการทดลองที่ไดจากวิธีดังกลาวอาจใหผลการทดลองไดไมดีที่สุด (Box, 

2006; Giesbrecht and Gumpertz, 2004) 

มนัสนันท นพรัตนไมตรี และคณะ (2556) ศึกษาการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจาก

เปลือกสับปะรดดวยการหมักรวมกับยีสต Saccharomyces cerevisiae และ Bacillus subtilis เพ่ือ

ใชเปนอาหารสัตว โดยใชแผนการทดลองแบบ 4x3 factorial แบบ CRD แบงเปน 2 ปจจัย ไดแก 

ปจจัย A คือ ชวงเวลาในการหมัก และปจจัย B ชนิดของเชื้อที่ใชในการหมัก S. cerevisiae B. 

subtilis และเชื้อผสมระหวางเชื้อทั้งสอง พบวาการใชเชื้อผสมระหวาง S. cerevisiae กับ B. subtilis 

จะใหคาโปรตีนสูงกวาเชื้อแบบเดี่ยว และระยะเวลาการหมักที่ 30 วัน จะใหคาโปรตีนสูงสุดเทากับ 

10.8 เปอรเซ็นต 

ปยทัศน พุมทองตรู (2535) ศึกษาการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากฟางขาว พบวา

ปริ ม าณโปรตีนของ  Cellulomonas sp. , Cellulomonas sp. ร วม กับ  Alcaligines faecalis, 

Trichoderma viride และ T. viride รวมกับ Candida utilis เทากับ 26.37, 31.67, 13.08 และ 

15.67 กรัมตอ 100 กรัมโปรตีนเซลลเดียว ตามลําดับ สวนเปอรเซ็นตโปรตีนของ Cellulomonas 

sp. รวมกับ A. faecalis และ T. viride รวมกับ C. utillis ที่ผานการสกัดโปรตีนเทากับ 32.56 และ 

17.93กรัมตอ 100 กรัมโปรตีนเซลลเดียว สําหรับปริมาณกรดอะมิโนที่จําเปนตอรางกายของผลผลิต

โปรตีนเซลลเดียวจากทุก การทดลองก็มีปริมาณใกลเคียงมาตรฐานกรดอะมิโนท่ี WHO อางอิง ยกเวน 

cystine ที่มีปริมาณต่ํากวา 

การทดลองทางสถิติ (Experimental design) ซึ่งเปนการทดลองที่ศึกษาปจจัยที่

สนใจ โดยใชความรูทางคณิตศาสตรมาประยุกต เพื่อใหไดเการทดลองท่ีมีความครอบคลุม รวมทั้งลด

ระยะเวลา และทรัพยากรในการทดลอง เชน การทดลองแบบแฟคทอเรียล (Factorial) เปนการ

ทดลองท่ีศึกษาปจจัยและระดับของปจจัยที่ตองการศึกษาไดในเวลาเดียว นอกจากนี้ยังทราบผลของ

ปจจัยที่มีผลรวมกัน (Interaction) (Box et al., 2005) แตการทดลองแบบนี้จะมีชุดทดลองเปน
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จํานวนมากหากมีระดับของปจจัยที่ตองการศึกษาหลายระดับ ดังนั้นจึงนิยมทําการทดลองเพียงสอง

ระดับเทานั้น 

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมดวยวิธีพื้นผิวตอบสนอง (Response surface methodology, 

RSM) เปนการทดลองเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดของผลตอบสนอง ซึ่งเปนกระบวนการที่ใชความรู

ทางคณิตศาสตรและสถิติในการวางแผนการทดลอง และมีการประยุกตใช RSM อยางกวางขวางใน

งานวิจัยทางวิทยาศาสตรและดานอุตสาหกรรม นอกจากนี้วิธี RSM มีแผนการทดลองที่นิยมใชอยู 2 

แผนการทดลอง คือ (i) แผนการทดลองแบบบอกซวิลสัน (Box-Wilson experimental design) และ 

(ii) แผนการทดลองแบบบอกซเบ็นเกน (Box-Behnken design) แตที่นิยมใชคือแผนการทดลอง

แบบบอกซวิลสัน เนื่องจากการทดลองดังกลาวสามารถแกปญหาของการออกแบบ 3n factorial 

designs ในการศึกษาปจจัยที่มากกวา 2 ตัวแปรเชิงปริมาณ และใหการทดลองท่ีครอบคลุมกวา

แผนการทดลองแบบบอกซเบ็นเกน ซึ่งตองทําการทดลองคอนขางมากในการออกแบบ 3n factorial 

designs ดังนั้นเพ่ือลดจํานวนของการทดลอง (Box and Wilson, 1951) ไดคิดคนแผนการทดลอง

ประกอบศูนยกลาง (Central Composite Design, CCD) ซึ่งพัฒนาจากแผนการทดลองแบบแฟค

เทอเรียลที่มีระดับปจจัย 2 ระดับ (2n factorial design) อยางไรก็ตามแผนการทดลองแบบ CCD จึง

เพ่ิมระดับการทดลองแฟคเทอเรียลที่จุดศูนยกลาง (Center) และแนวแกน (Axial) โดยแบงเปน 5 

ระดับ คือ ระดับต่ําสุด (-α) ต่ํา (-1) กลาง (0) สูง (+1) และระดับสูงสุด (+α) (Cochran and Cox, 

1992) เพ่ือสรางรูปแบบความสัมพันธท่ีมีความสัมพันธเชิงเสนโคงหรือตัวแบบความสัมพันธอันดับสอง

ได และในการวางแผนการทดลอง CCD มีจํานวนการทดลองเทากับ 2n + (2n + 6) สําหรับการ

ทดลองที่มีปจจัยหรือตัวแปรตน 4 ตัวแปร ดังแสดงในตารางท่ี 3 มีจํานวนการทดลองทั้งหมด 30 การ

ทดลอง เปรียบเทียบกับ 3n factorial designs มีจํานวนการทดลองทั้งหมด 81 การทดลอง สําหรับ

รหัสของปจจัยหรือตัวแปรอิสระในการการวางแผนการทดลองสามารถคํานวณจากสมการ 

xi  =  (Xi – Xcp) / ∆Xi 

xi คือ  รหัสที่ใชในการวางแผนการทดลองแบบ CCD 

Xi คือ  คาจริงของระดับปจจัยในการทดลอง 

Xcp คือ  คาจริงของระดับกลางของปจจัยในการทดลอง 

∆Xi คือ  ผลตางของระดับปจจัย 
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นอกจากนี้วิธีการนี้ใหความสําคัญกับความสัมพันธระหวางตัวแปรตนกับผลตอบสนอง 

ความสัมพันธดังกลาวแสดงเปนสมการพหุนามกําลังสอง (Myers and Montgomery, 1995) ดัง

แสดงในสมการ คือ 

Y = β0 +   βiiX୧
ଶ +   βijXiXj

ସ

୧,୨ୀଵ

ସ

୧ୀଵ

 

โดยที่    β0 คือ  คาคงที ่

βi คือ คาสัมประสิทธิ์การถดถอยเชิงเสนตรงโดย i คือ ลําดับของตัวแปร 

βii คือ คาสัมประสิทธิ์การถดถอยเชิงเสนโคงโดย i คือ ลําดับของตัวแปร 

βij คอื คาสัมประสิทธิ์การถดถอยท่ีมีผลรวมกันโดย i และ j คือ ลําดับของตัวแปร 

คํานวณผลความคลาดเคลื่อนผลรวมของกําลังสอง (Sum square) ความเบี่ยงเบนความ

คลาดเคลื่อนของผลรวมกําลังสอง (Mean square) และความมีนัยสําคัญทางสถิติ (p-value) โดยใช 

ANOVA ผลรวมกําลังสองทั้งหมดคํานวณไดจากสมการ (Sum Square total, SSto) 

SSto  =  ∑ y୧
ଶ −  

(∑ ଢ଼ )మ


 , (Df = N-1) 

Yi คือ  ผลการตอบสนองที่ไดแตละชุดการทดลอง 

N คือ  จํานวนการทดลองท้ังหมด 

ผลรวมกําลังสองของเชิงเสนตรง (Sum square regression linear, SSrl) เชิงเสนโคง (Sum 

square regression quadratic, SSrq) และผลรวมกัน (Sum square regression interaction, Ssri

) ของรูปแบบความสัมพันธลําดับที่สอง คํานวณไดดังนี ้
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ตารางที่ 2-6 แผนการทดลองประกอบศูนยกลาง (Central Composite Design, CCD) ของตัวแปร

อิสระ (Independent variables) 

Run Independent variables 
 A B C D 
1 -1 -1 -1 -1 
2 +1 -1 -1 -1 
3 -1 +1 -1 -1 
4 +1 +1 -1 -1 
5 -1 -1 +1 -1 
6 +1 -1 +1 -1 
7 -1 +1 +1 -1 
8 +1 +1 +1 -1 
9 -1 -1 -1 +1 
10 +1 -1 -1 +1 
11 -1 +1 -1 +1 
12 +1 +1 -1 +1 
13 -1 -1 +1 +1 
14 +1 -1 +1 +1 
15 -1 +1 +1 +1 
16 +1 +1 +1 +1 
17 -2 0 0 0 
18 +2 0 0 0 
19 0 -2 0 0 
20 0 +2 0 0 
21 0 0 -2 0 
22 0 0 +2 0 
23 0 0 0 -2 
24 0 0 0 +2 
25 0 0 0 0 
26 0 0 0 0 
27 0 0 0 0 
28 0 0 0 0 
29 0 0 0 0 
30 0 0 0 0 

ที่มา: (Song et al., 2007) 
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SSrl  =  ∑ 𝑏

ୀଵ 𝑔   (Df = n) 

bi คือ  คาสัมประสิทธิ์การถดถอยเชิงเสนตรง โดย i คือ ลําดับของตัวแปร 

g คือ  ผลรวมของคาตอบสนองคูณกับเมตริก X' ในเทอมของเชิงเสนตรงโดย i 

คือ ลําดับของตัวแปร 

n คือ  จํานวนปจจัย 

SSrq  =  ∑ b୧୧
୬
୧ୀଵ g୧

ଶ  (Df = n) 

bii คือ  คาสัมประสิทธิ์การถดถอยเชิงเสนโคง โดย i คือ ลําดับของตัวแปร 

gi คือ  ผลรวมของคาตอบสนองคูณกับเมตริก X' ในเทอมของเชิงเสนโคงโดย i 

คือ ลําดับของตัวแปร 

n คือ  จํานวนปจจัยหรือตัวแปรในการศึกษา 

SSri  =  ∑ b୧୨
୬
୧,୨ୀଵ g୧g୨      (Df = m 

(୫ିଵ)

ଶ
) 

bij คือ  คาสัมประสิทธิ์การถดถอยท่ีมีผลรวมกัน โดย i และ j คือ ลําดับของตัว

แปร 

gigj คือ  ผลรวมของคาตอบสนองคูณกับเมตริก X' ในเทอมที่มีผลรวมกัน โดย i 

คือ ลําดับของตัวแปร 

m คือ  จํานวนตัวแปรที่มีผลรวมกัน 

ผลรวมกําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย (Sum Square regression, SSr) คํานวณไดจาก 

SSr = SSrl + SSrq + SSri   (Df = n 
(୬ାଷ)

ଶ
) 

ผลรวมความคลาดเคลื่อนกําลังสองของการทดลอง (Sum Square error, SSe) คํานวณได

จาก SSe = SSto – SSr   (Df = N 
(୬ାଷ)

ଶ
) 

คํานวณความเบี่ยงเบนกําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย (Mean square regression, 

MSr) คํานวณไดจาก MSr = 
ୗୗ୰

ୈ౨
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SSr คือ  ผลรวมกําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย 

DfSSr คือ  องศาอิสระของผลรวมกําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย 

ความแตกตางมีนัยสําคัญ (p-value) ของสมการพนุนามกําลังสองหรือรูปแบบสมการถดถอย

คํานวณไดจากสมการ 

F  = 
ୗ୰

ୗୣ
 

ผลจากการคํานวณความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของสมการพนุนามกําลังสองโดยสมการ

ขางตนสามารถคํานวณคา F-value เพ่ือหาคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยเทียบคาท่ี

ไดจากการคํานวณโดยสมการกับคาที่ไดจากตางรางแจกแจง F ซึ่งกําหนดคาองศาความอิสระ 

(Degree of freedom) เทากับจํานวนองศาอิสระของผลรวมกําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย 

(Df1) และจํานวนองศาอิสระของผลรวมกําลังสองของความคลาดเคลื่อนกําลังสอง (Df2) (ไพรโรจน วิ

ริยจารี, 2544) โดยกําหนดใหคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังนั้นหากคา F-

value ที่ไดจากการคํานวณมากกวาคา F-value จากตาราง F แสดงวาความสัมพันธระหวางคา

ตอบสนอง (Y) และปจจัยหรือตัวแปรที่ศึกษาสามารถอธิบายดวยความสัมพันธลําดับที่สอง 

(Quadratic model) 

Jalasutram และคณะ (2012) ศึกษาการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากเชื้อ Candida utilis 

จากวัสดุรองพ้ืนในฟารมเลี้ยงไกที่ผานการยอย (digested poultry litter, DPL) และไมผานการยอย 

(undigested poultry litter, UPL) โดยการมีการออกแบบการทดลองดวยวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง โดยมี

ปจจัยการศึกษา ไดแก ปริมาณของ UPL ปริมาณของยีสตสกัด (yeast extract) และพีเอช พบวา

ปริมาณการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากเชื้อ C. Utilis เพ่ิมข้ึน 29 เปอรเซ็นต เมื่อเลี้ยงในอาหารที่

ปริมาณของ UPL ปริมาณของยีสตสกัด (yeast extract) และพีเอช เทากับ 5.6 เปอรเซ็นต 2.3 

เปอรเซ็นต และพีเอช 7.0 ตามลําดับ 

Rachamontree และคณะ (2015) ใชการออกแบบการทดลองดวยวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง ใน

การศกึษาผลของปริมาณแหลงคารบอน ปริมาณแหลงไนโตรเจน และระยะการบมตอการผลิตโปรตีน

เซลลเดียวจากเชื้อ Pichia kudriavzevii MSY-2 พบวาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตโปรตีนเซลล

เดียวจากเชื้อ P. kudriavzevii MSY-2 ประกอบดวยปริมาณของแหลงคารบอน 24.77 กรัมตอลิตร 

ปริมาณแหลงไนโตรเจน 72.97 กรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 47.47 ชั่วโมง จะไดปริมาณของโปรตีน

สูงสุด 3.77 กรัมตอลิตร ประกอบดวยปริมาณโปรตีน 66.8 กรัมตอ 100 กรัมเซลลแหง 
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ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกใชประโยชนจากน้ําเสียโรงงานแปงมันสําปะหลังในการผลิตโปรตีน

เซลลเดียว เพื่อเพิ่มมูลคาทางเศรษฐกิจในเชิงพาณิชย และเพ่ือชวยแกปญหาสิ่งแวดลอม 

 

 



บทที่ 3  

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

วัสด ุ
1. ตัวอยางน้ําทิ้งจากโรงงานแปงมันสําปะหลัง 

ตัวอยางน้ําทิ้งจากโรงงานแปงมันสําปะหลังไดรับการอนุเคราะหจาก บริษัท เอ่ียมบูรพา 
จํากัด 

 
2. เชื้อยีสต 

เชื้อยีสตที่ใชในการทดลองครั้งนี้ เปนเชื ้อยีสตที ่สั ่งซื ้อจากศูนยจุลินทรีย สถาบันวิจัย
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) ไดแก  

1.1 Saccharomycopsis fibuligera (S. fibuligera) TISTR5033 
1.2 Trichosporon cutaneum (T. cutaneum) TISTR5040 
1.3 Candida famata (C. famata) TISTR5098 
1.4 Pichia farinose (P. farinose) TISTR5105 
1.5 Candida tropicalis (C. tropicalis) TISTR5136 
1.6 Schwanniomyces alluvius (S. alluvius) TISTR5164 
1.7 Candida utilis (C. utilis) TISTR5352 

3. วัสด ุ
3.1 อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรียและสารเคม ี

- Yeast Malt extract medium (YM) เตรียมดังภาคผนวก ก 
- Yeast extract-Peptone- Cassava medium (YPC medium) เตรียมดังภาคผนวก 
- PDB medium ยี่หอ HiMedia บริษัท HiMedia Laboratory Pvt. Ltd., India 

 
3.2 สารเคม ี

- สารละลายไอโอดีน (Lugal’s iodine) 
- No.  0.5 Mcfarland Standard ยี่ ห อ  HiMedia บริ ษัท  HiMedia Laboratory Pvt. 

Ltd., India 
 

4. อุปกรณ 
1. เครื่องชั่งแบบดิจิตอล ทศนิยม 2 ตําแหนง (Ohaus, รุน ARB120, USA) 
2. เครื่องชั่งแบบดิจิตอล ทศนิยม 4 ตําแหนง 
3. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) (METTLER TOLEDO, รุน S220, Switzerland)  
4. ตูบมเชื้อ (BINDER GmbH, รุน RL11-21896, Germany) 
5. อางน้ํารอน (WB 29, Memmert, Korea) 
6. หมอนึ่งฆาเชื้อ (Autoclave) (TOMMY, รุน Green-INSX700, Japan) 
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7. ตูชีวนิรภัย (Biological Safety Cabinet) (Class II Type A2) (JSR, รุน JSCB-1200SB, 
Korea) 

8. เครื่องแกวสําหรับวิเคราะหทางจุลชีววิทยา 
วิธีการทดลอง 
1. การเตรียมเชื้อยีสต 
 นําเชื้อยีสตทั้งหมด 7 สายพันธุ ไดแก S. fibuligera TISTR5033, T. cutaneum 

TISTR5040, C.  famata TISTR5098, P.  farinose TISTR5105, C.  tropicalis TISTR5136, S. 

alluvius TISTR5164 และ C. utilis TISTR5352 ที่ไดศูนยจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและ

เทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) มาเลี้ยงลงในอาหาร YM broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําไปบมบน

เครื่องเยาความเร็ว 150 รอบตอนาที อุณหภูมิหอง (30  2) องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 48 - 72 

ชั่วโมง นําไปแยกเชื้อใหบริสุทธิ์โดยการ streak ลงบนอาหาร YM agar ที่ คัดเลือกโคโลนีเดียว แลว

นําไปทดสอบสัณฐานวิทยาเบื้องตนของยีสต โดยการตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนดวยเทคนิคการ

เตรียมสไลดสด (wet mount) นําโคโลนีที่คัดเลือกไดมาเก็บเชื้อไวในอาหาร YM broth ทีม่ีกลีเซ

อรอลความเขมขน 30 เปอรเซ็นต ปริมาตรโดยปริมาตร (% v/v) และเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซยีส เพ่ือเก็บไวใชในการทําการทดลอง 

2. การศึกษาลักษณะบางประการของยีสต 
2.1 การศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลลยีสตในอาหารเหลว 

นําเชื้อยีสตที่ไดมาเลี้ยงลงในอาหาร YM broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําไปบมที่

อุณหภูมิหอง (30  2) องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 48 - 72 ชั่วโมง สังเกตการเจริญในอาหารเหลว 
และนําไปตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนดวยเทคนิคการเตรียมสไลดสด (wet mount) 

2.2 การศึกษาคุณสมบัติในการยอยแปงมันสําปะหลังในอาหาร YPC agar 

นําเชื้อยีสตท่ีไดมาเลี้ยงลงบนอาหาร YPC agar นําไปบมที่อุณหภูมิหอง (30  2) 
องศาเซลเซยีส เปนระยะเวลา 48 - 72 ชั่วโมง แลวราดดวยสารละลายไอโอดีน (Lugal’s iodine) ทิ้ง
ไว 1 นาที แลวเทสารละลายไอโอดีนออก สังเกตบริเวณวงใสท่ีเกิดขึ้น แลวมาหาประสิทธิภาพของการ
ยอยแปงจาก อัตราสวนของบริเวณวงใสตอขนาดของโคโลนี 

3. การวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีของน้ําทิ้งจากโรงงานแปงมันสําปะหลัง 

การเก็บตัวอยางน้ําทิ้งจากโรงงานแปงมันสําปะหลังจาก บริษัท เอี่ยมบูรพา จํากัด 

จํานวน 3 แหลง ไดแก บอน้ําท้ิงรวม น้ําทิ้งกอนเขาระบบ UASB (Upflow Anaerobic Sludge 

Blanket) และน้ําทิ้งหลังระบบ UASB เปนตน จากนั้นนําไปวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีเบื้องตน

ของน้ําทิ้งของโรงงานแปงมันสําปะหลัง เชน คาพีเอช คาซีโอดี (COD) คาบีโอดี (BOD) ปริมาณ

คารบอนทั้งหมด ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด ปริมาณแปง เปนตัน 

1) อุณหภูมิ โดยใชเทอรโมมิเตอร  
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2) คาพีเอช (pH) โดยใชเครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) 

3) ปริมาณของแข็งแขวนลอยท้ังหมด (Total Suspended Solids; TSS) โดยวิธีอบแหงที่

อุณหภูมิ 103-105 องศาเซลเซียส 

4) (Total Dissolved Solids; TDS) โดยวิธีอบแหงที่อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส 

5) คาบีโอดี (Biochemical Oxygen Demand; BOD) โดยวิธีการ  5 Day BOD test 

6) คาซีโอดี (Chemical Oxygen Demand; COD) โดยวิธีการ APHA, AWWA & WEF, 23nd 

ed 2017, Part 5220-D 

7) ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (Total Kjeldahl Nitrogen) โดยวิธีการ APHA, AWWA & WEF, 
23nd ed 2017, Part 4500-N 
 

4. การศึกษาหาสายพันธุยีสตท่ีเหมาะสมตอการผลิตโปรตีนเซลลเดียว 

4.1 การเตรียมหัวเชื้อเริ่มตน 
ถายเชื้อยีสตที่เก็บในกลีเซอรอลที่ -20 องศาเซลเซียส ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใน

อาหาร PDB broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 48-
72 ชั่วโมง จากนั้นถายเชื้อไดที่ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร หรือ 1 % v/v ลงในอาหาร PDB broth 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 48-72 ชั่วโมง ทําซ้ํา
ประมาณ 1-2 ครั้ง นําเชื้อที่ไดไปปนเหวี่ยงแยกเซลล ท่ีความเร็ว 6,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 15 นาที ลางเซลลที่ไดดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 
0.85 เปอรเซ็นต น้ําหนักโดยปริมาตร (0.85% w/v NaCl) ประมาณ 2-3 ครั้ง แลวจึงละลายตะกอน
เซลลกลับในสารละลาย 0.85% w/v NaCl ในปริมาตรเทาเดิม จากนั้นนํามาปรับความขุนใหเทากับ 
0.5 Mcfarland standard โดยใชสารละลาย 0.85% w/v NaCl แลวนําไปใชเปนหัวเชื้อเริ่มตนใน
การศกึษาตอไป 

4.2 การคัดเลือกสายพันธุยีสตที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดียว 
นําเชื้อยีสตที่ตองการทดสอบ ไดแก  S. fibuligera TISTR5033, C. famata 

TISTR5098 และ P. farinose TISTR5105 เปนตน มาเตรียมหัวเชื้อเริ่มตนตามวิธีการในขอ 4.1 
จากนั้นนําหัวเชื้อเริ่มตนที่เตรียมไดมาเลี้ยงในตัวอยางน้ําทิ้งจากโรงงานแปงมันสําปะหลังจาก จํานวน 
3 แหลง ไดแก บอน้ําทิ้งรวม (Combined wastewater) น้ําทิ้งกอนเขาระบบ UASB (Before UASB) 
และน้ําทิ้งหลังระบบ UASB (After UASB) เปนตน ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางที่ระยะเวลาตางๆ ไดแก 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 วัน แลวนําไปวิเคราะหหา
การเจริญของเซลลโดยการวัดคาการหาน้ําหนักเซลลแหง ปริมาณโปรตีน และคาพีเอช คํานวณหาคา
รอยละผลผลิตจําเพาะ (Specific product yield, Yp/x) จากสมการขางตน จากนั้นคัดเลือกเชื้อยีสต
ทีคุ่ณสมบัติการผลิตโปรตีนเซลลเดียวไดดีที่สุด 
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𝑌 ⁄  (%) =  
ปริมารโปรตีน (กรัมตอลิตร)

น้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอลิตร)
 × 100  

 
5. การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตโปรตีนเซลลเดียวโดยการวางแผนการทดลองแบบ 

Response surface methodology (RSM) โดยใชเทคนิค Central Composite Design 

(CCD) 

สําหรับการศึกษาสภาพวะที่เหมาะสมตอการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากเชื้อยีสต P. 
farinose TISTR5105 ในน้ําท้ิงจากโรงงานแปงมันสําปะหลัง (บอน้ําทิ้งรวม) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
โดยการวางแผนการทดลองแบบ Response surface methodology (RSM) โดยใชเทคนิค Central 
Composite Design (CCD) ซึ่งมีก่ีกําหนดคาสูงสุดและต่ําสุดเปน 5 ระดับ ไดแก -1.68, -1, 0, +1 
และ +1.68 จากนั้นนําไปบมเปนระยะเวลา 72 ชั่วโมง นําไปวิเคราะหหาการเจริญของเซลลโดยการ
วัดคาการหาน้ําหนักเซลลแหง ปริมาณโปรตีน พีเอช และคํานวณหาคารอยละผลผลิตจําเพาะ (Yp/x) 

ตารางที่ 3-1 ตัวแปรชนิดตางๆ ที่เลือกใชในการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากเชื้อยีสต P. farinose 

TISTR5105 

Variables Symbol Unit ระดับ (Level) 
  -1.68 -1 0 +1 +1.68 

อุณหภูมิ X1 °C 26.6 30.0 35.0 40.0 43.4 
พีเอช X2 - 2.98 4.00 5.50 7.00 8.02 
หัวเชื้อเริ่มตน  X3 % 0.6 3.0 6.5 10.0 12.4 
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ตารางที่ 3-2 สภาวะท่ีใชในการทดลองเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจาก

เชื้อยีสต P. farinose TISTR5105 จากแผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) 

Run X1 X2 X3 
1 -1 -1 -1 
2 1 -1 -1 
3 -1 1 -1 
4 1 1 -1 
5 -1 -1 1 
6 1 -1 1 
7 -1 1 1 
8 1 1 1 
9 -1.68 0 0 
10 1.68 0 0 
11 0 -1.68 0 
12 0 1.68 0 
13 0 0 -1.68 
14 0 0 1.68 
15 0 0 0 
16 0 0 0 
17 0 0 0 
18 0 0 0 
19 0 0 0 
20 0 0 0 

 

 
 



บทที่ 4  

ผลและวิจารณผลการวิจัย 

 

1. การศึกษาลักษณะบางประการของยีสต 
1.1. การศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลลยีสตในอาหารเหลว 

 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องตนของเซลลยีสตทั้งหมด 7 สายพันธุ ใน

อาหารเหลว YM broth ที่บมที่อุณหภูมิหอง (30  2) องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 48 - 72 ชั่วโมง 
แสดงดังภาพที่ 4-1 และ 4-2 พบวา S. fibuligera TISTR5033 มีรูปรางไขจนถึงยาว การแตกหนอ
เปนแบบรอบเซลล (multilateral budding) มีลักษณะเสนใยเทียม การเจริญในอาหารเหลว ไมสราง
ฝา มีการเกาะกันเปนเม็ดกลม T. cutaneum TISTR5040 มีรูปรางกลม รี จนถึงทรงกระบอก การ
แตกหนอเปนแบบรอบเซลล (multilateral budding) การเจริญในอาหารเหลว สรางฝา C. famata 
TISTR5098 มีรูปรางกลมจนถึงรูปไข การแตกหนอเปนแบบรอบเซลล (multilateral budding) การ
เจริญในอาหารเหลว สรางฝา P. farinosa TISTR5105 มีรูปรางกลมจนถึงรูปไข การแตกหนอเปน
แบบรอบเซลล (multilateral budding) การเจริญในอาหารเหลว สรางฝา C. tropicalis TISTR5136 
มีรูปรางกลม รี จนถึงทรงกระบอก การแตกหนอเปนแบบรอบเซลล (multilateral budding) การ
เจริญในอาหารเหลว สรางฝาเล็กนอย S. alluvius TISTR5164 TISTR5352 มีรูปรางกลมจนถึงรูปไข 
การแตกหนอเปนแบบรอบเซลล (multilateral budding) การเจริญในอาหารเหลว ไมสรางฝา C. 
utilis TISTR5352 มีรูปรางกลมจนถึงรูปไข  การแตกหนอเปนแบบรอบเซลล (multilateral 
budding) การเจริญในอาหารเหลว ไมสรางฝา 

 
 

ภาพที่ 4-1 การเจริญของเชื้อยีสตในอาหารเหลว YM broth 
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ภาพที่ 4-2  ลักษณะของเซลลยีสตภายใตกลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 400 เทา 

หมายเหตุ 1 คือ เชื้อ Saccharomycopsis fibuligera TISTR5033 
 2 คอื เชื้อ Trichosporon cutaneum TISTR5040 
 3 คอื เชื้อ Candida famata TISTR5098 
 4 คอื เชื้อ Pichia farinosa TISTR5105 
 5 คอื เชื้อ Candida tropicalis TISTR5136 
 6 คอื เชื้อ Schwanniomyces alluvius TISTR5164 

  7 คือ เชื้อ Candida utilis TISTR5352 

1.2. การศึกษาคุณสมบัติในการยอยแปงมันสําปะหลังในอาหาร YPC agar 
การศกึษาคุณสมบัติในการยอยแปงของเซลลยีสตในอาหารเหลว YM agar ซึ่งมีแปง

มันสําปะหลัง 3 เปอรเซ็นตเปนองคประกอบ บมที่อุณหภูมิหอง (30  2) องศาเซลเซียส เปน
ระยะเวลา 48 - 72 ชั่วโมง และทดสอบความสามารถในการยอยแปงมันสําปะหลังบนอาหารแข็ง คือ 
การเกิดวงใส (clear zone) เมื่อหยดดวยสารละลายไอโอดีนลงบนอาหาร YPC agar แสดงดังภาพที่ 
4-3 พบวาเชื้อ T. cutaneum TISTR5040, C. famata TISTR5098 และ S. fibuligera TISTR5033 
สามารถยอยแปงมันสําปะหลังได  
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ภาพที่ 4-3  การยอยแปงมันสําปะหลังของเชื้อยีสตบนอาหาร YPC agar 

 อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาระดับความปลอดภัยทางชีวภาพของเชื้อยีสต ดังแสดงใน

ตารางที่ 4-1 พบวาเชื้อทั้งหมด 6 สายพันธุ ไดแก S. fibuligera, C. famata, P. farinosa, C. 

tropicalis, S. alluvius และ C. utilis จัดอยู ในระดับความปลอดภัยทางชีวภาพระดับท่ี 1 

(Biosafety-Level 1) เปนเชื้อในกลุมที่มีความเสี่ยงตอผูปฏิบัติงานและชุมชนระดับต่ํา เชื้อที่ไมกอโรค

ในมนุษยหรือใหเกิดอันตรายตอบุคลากรที่ปฏิบัติงานในหองปฏิบัติงานและสิ่งแวดลอมนอยมาก แต

พบวา เชื้ อ Trichosporon cutaneum จัดอยู ในระดับความปลอดภัยทางชีวภาพระดับที่  2 

(Biosafety-Level 2) กลาวคือเปนเชื้อในกลุมที่มีความเสี่ยงตอผูปฏิบัติงานระดับกลางและระดับ

ความเสี่ยงตอชุมชนระดับต่ํา เชื้อในกลุมนี้ไมกอใหเกิดโรครุนแรงในมนุษย หรือติดตอทางอากาศได

ยาก ดังนั้นในการศึกษาตอไป จึงเลือกเชื้อ S. fibuligera TISTR5033, C. famata TISTR5098, P. 

farinosa TISTR5105, C.  tropicalis TISTR5136, S.  alluvius TISTR5164 แ ล ะ  C.  utilis 

TISTR5352 ในการทําการทดลองตอไป 
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ตารางที่ 4-1  ระดับความปลอดภัยทางชีวภาพของเชื้อยีสต 

เชื้อยีสต TISTR การประยุกตใช* แหลงที่แยก* ระดับความปลอดภัยทาง
ชีวภาพ  

(Biosafety Level; 
BSL)** 

Saccharomycopsis 
fibuligera  

5033 การผลิตเอนไซมอะ
ไมเลส (amylase 

production) 

ไวนขาว 
 

BSL1 

Trichosporon cutaneum 5040 การผลิตเอนไซมอะ
ไมเลส 

- BSL2 

Candida famata 5098 การผลิตเอนไซมอะ
ไมเลส 

ขาวหมาก BSL1 

Pichia farinosa 5105 การผลิตโปรตีน
เซลลเดยีว 

นํ้าทิ้งจากโรงงานผลติ
มันสําปะหลัง 

BSL1 

Candida tropicalis 5136 การผลิตโปรตีน
เซลลเดยีว 

- BSL1 

Schwanniomyces alluvius 5164 - - BSL1 
Candida utilis 5352 - นมควายหมัก BSL1 

* ขอมูลมาจากศูนยจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) 
** ขอมูลมาจาก American Type Culture Collection (ATCC) โดยแบงระดับความปลอดภัย
ออกเปน 4 ระดับ คอื 

1. ความปลอดภัยทางชีวภาพระดับที่ 1 (Biosafety-Level 1; BSL1) เปนการทํางานกับเชื้อ
ในกลุมที่มีความเสี่ยงตอผูปฏิบัติงานและชุมชนระดับต่ํา เชื้อที่ไมกอโรคในมนุษยหรือใหเกิดอันตราย
ตอบุคลากรที่ปฏิบัติงานในหองปฏิบัติงานและสิ่งแวดลอมนอยมาก  

2. ความปลอดภัยทางชีวภาพระดับที่ 2 (Biosafety-Level 2; BSL2) เปนการทํางานกับเชื้อ
ในกลุมที่มีความเสี่ยงตอผูปฏิบัติงานระดับกลางและระดับความเสี่ยงตอชุมชนระดับต่ํา เชื้อในกลุมนี้
ไมกอใหเกิดโรครุนแรงในมนุษย หรือติดตอทางอากาศไดยาก  

3. ความปลอดภัยทางชีวภาพระดับที่ 3 (Biosafety-Level 3; BSL3) เปนการทํางานกับเชื้อ
ในกลุมท่ีมีความเสี่ยงตอผูปฏิบัติงานระดับสูงและระดับความเสี่ยงตอชุมชนระดับต่ํา เชื้อในกลุมนี้ เปน
เชื้อกอโรคท่ีรุนแรงตอมนุษยและสัตว แตเปนโรคท่ีมีสามารถรักษาใหหาย 

4. ความปลอดภัยทางชีวภาพระดับที่ 4 (Biosafety-Level 4; BSL4) เปนการทํางานกับเชื้อ
ในกลุมท่ีมีความเส่ียงตอผูปฏิบัติงานระดับสูงและระดับความเสี่ยงตอชุมชนระดับสูง เช้ือในกลุมนี้เปน
เชื้อกอโรคท่ีรุนแรงหรือทําใหคนหรือสัตวใหเสียชีวิตได โดยเมื่อติดเชื้อเหลานี้ยังไมมีวิธีการรักษา 
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2. การวิเคราะหองคประกอบทางเคมขีองน้ําทิ้งจากโรงงานแปงมันสําปะหลัง 

 องคประกอบทางเคมีเบ้ืองตนของน้ําท้ิงจากโรงงานแปงมันสําปะหลังท่ีไดจากบริษัท 

เอ่ียมบูรพา จํากัด 3 แหลง ไดแก บอน้ําทิ้งรวม (Combined wastewater, CW) น้ําทิ้งกอนเขาระบบ 

UASB (Before UASB, B-UASB) และน้ําทิ้งหลังระบบ UASB (After UASB, A-UASB) แสดงในตาราง

ที่ 4-2 โดยเปรียบเทียบคุณภาพของน้ําทิ้งกับคามาตรฐานน้ําทิ้งโรงงานอุตสาหกรรม ตามประกาศ

กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม พบวาน้ําท้ิงที่ไดจากบอน้ําทิ้งรวม มีคาปริมาณของแข็ง

แขวนลอยทั้งหมด ปริมาณของแข็งละลายน้ําทั้งหมด คาบีโอดี คาซีโอดี และปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด

สูงกวาน้ําทิ้งกอนเขาระบบ UASB และน้ําทิ้งหลังระบบ UASB  

 น้ําทิ้งจากบอน้ําทิ้งรวม (Combined wastewater, CW) มีอุณหภูมิ 37.8 องศา

เซลเซียส คาพีเอชเทากับ 5.38 ปริมาณของแข็งแขวนลอยทั้งหมด (Total Suspended Solids; TSS) 

เทากับ 3,800 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาณของแข็งละลายน้ําทั้งหมด (Total Dissolved Solids; TDS) 

เทากับ 13,418 มิลลิกรัมตอลิตร คาบีโอดี (Biochemical Oxygen Demand; BOD) เทากับ 8,805 

มิลลิกรัมตอลิตร คาซีโอดี (Chemical Oxygen Demand; COD) เทากับ 22,860 มิลลิกรัมตอลิตร 

และปริมาณไนโตรเจน (Total Kjeldahl Nitrogen; TKN) เทากับ 384 มิลลิกรัมตอลิตร 

 น้ําทิ้งจากบอน้ําทิ้งกอนเขาระบบ UASB (Before UASB, B-UASB) มีอุณหภูมิ 39.3 

องศาเซลเซยีส คาพีเอชเทากับ 3.34 ปริมาณของแข็งแขวนลอยท้ังหมด (Total Suspended Solids; 

TSS) เทากับ 3,400 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาณของแข็งละลายน้ําทั้งหมด (Total Dissolved Solids; 

TDS) เทากับ 7,421 มิลลิกรัมตอลิตร คาบีโอดี (Biochemical Oxygen Demand; BOD) เทากับ 

7,835 มิลลิกรัมตอลิตร คาซีโอดี (Chemical Oxygen Demand; COD) เทากับ 19,180 มิลลิกรัมตอ

ลิตร และปริมาณไนโตรเจน (Total Kjeldahl Nitrogen; TKN) เทากับ 353 มิลลิกรัมตอลิตร 

 น้ําทิ้งจากบอน้ําทิ้งหลังระบบ UASB (After UASB, A-UASB) มีอุณหภูมิ 38.9 องศา

เซลเซียส คาพีเอชเทากับ 6.15 ปริมาณของแข็งแขวนลอยทั้งหมด (Total Suspended Solids; TSS) 

เทากับ 1,600 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาณของแข็งละลายน้ําทั้งหมด (Total Dissolved Solids; TDS) 

เทากับ 1,373 มิลลิกรัมตอลิตร คาบีโอดี (Biochemical Oxygen Demand; BOD) เทากับ 1,657 

มิลลิกรัมตอลิตร คาซีโอดี (Chemical Oxygen Demand; COD) เทากับ 3,220 มิลลิกรัมตอลิตร 

และปริมาณไนโตรเจน (Total Kjeldahl Nitrogen; TKN) เทากับ 266 มิลลิกรัมตอลิตร 
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ตารางที ่4-2  คุณสมบัติของน้ําทิ้งจากโรงงานแปงมันสําปะหลัง 

พารามิเตอร (parameters) หนวย แหลงที่เก็บตัวอยาง* มาตรฐาน*** 
CW B-UASB A-UASB 

อุณหภูมิ  ºC 37.8 39.3 38.9 ไมเกิน 40 
คาพีเอช (pH)  5.38 3.34 6.15 5.5-9.0 
ของแข็งแขวนลอยทั้งหมด** 
(Total Suspended Solids; TSS) 

mg/L 3,800 3,400 1,600 ไมเกิน 50 

ของแข็งละลายน้ําทั้งหมด** 
(Total Dissolved Solids; TDS) 

mg/L 13,418 7,421 1,373 ไมเกิน 3,000 

คาบีโอดี** 
(Biochemical Oxygen Demand; 
BOD) 

mg/L 8,805 7,835 1,657 ไมเกิน 20 

คาซีโอดี** 
(Chemical Oxygen Demand; COD) 

mg/L 22,860 19,180 3,220 ไมเกิน 120 

ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด** 
(Total Kjeldahl Nitrogen; TKN) 

mg/L 384 353 266 ไมเกิน 100 

* CW คือ บอน้ําทิ้งรวม, B-UASB คือ น้ําทิ้งกอนเขาระบบ UASB และ A-UASB คือ น้ําทิ้งหลังระบบ 

UASB 

** สงตรวจวิเคราะหที่หองปฏิบัติการ ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัย

เทคโนโลยีสุรนาร ี

*** ประกาศกระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม เรื่อง กําหนดมาตรฐานควบคุมการระบาย

น้ําทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรม นิคมอุตสาหกรรม และเขตประกอบการอุตสาหกรรม ลงวันที่ 29 

มีนาคม พ.ศ. 2559 
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3. การศึกษาหาสายพันธุยีสตท่ีเหมาะสมตอการผลิตโปรตีนเซลลเดียว 

การศกึษาหาสายพันธุยีสตที่เหมาะสมตอการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากน้ําท้ิงโรงงาน

แปงมันสําปะหลัง โดยนําเชื้อยีสต ไดแก S. fibuligera TISTR5033, C. famata TISTR5098 และ P. 

farinose TISTR5105 มาเลี้ยงในตัวอยางน้ําทิ้งโรงงานแปงมันสําปะหลังจากแหลงตางๆ ไดแก บอน้ํา

ทิ้งรวม (Combined wastewater, CW) น้ําทิ้งกอนเขาระบบ UASB (Before UASB, B-UASB) และ

น้ําทิ้งหลังระบบ UASB (After UASB, A-UASB) นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยาง

ที่ระยะเวลาตางๆ ไดแก 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 วัน แลวนําไปวิเคราะหหาการเจริญของเซลลโดยการวัด

คาการหาน้ําหนักเซลลแหง ปริมาณโปรตีน และคาพีเอช ผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี 4-3, 4-4 

และ 4-5 และภาพที่ 4-4, 4-5 และ 4-6 พบวาเชื้อยีสตทั้ง 3 สายพันธุ ไมสามารถเจริญในน้ําทิ้งจาก

บอน้ําทิ้งกอนเขาระบบ UASB (Before UASB, B-UASB) และบอน้ําทิ้งหลังระบบ UASB (After 

UASB, A-UASB) แตสามารถเจริญไดในน้ําทิ้งจากบอน้ําทิ้งรวม (Combined wastewater, CW)  

เมื่อพิจารณาปริมาณน้ําหนักแหงของเซลลของยีสตท้ัง 3 สายพันธุ กับน้ําทิ้งโรงงาน

แปงมันสําปะหลังจากแหลงตางๆ ที่ระยะเวลาตางๆ พบวาเชื้อ S. fibuligera TISTR5033 ใหปริมาณ

น้ําหนักแหงของเซลลสูงสุด ประมาณ 1.31±0.19 กรัมตอลิตร ที่ระยะเวลา 3 วัน ในขณะท่ีเชื้อ C. 

famata TISTR5098 ใหปริมาณน้ําหนักแหงของเซลลสูงสุด ประมาณ 3.65±0.08 กรัมตอลิตร ท่ี

ระยะเวลา 4 วัน และเชื้อ P. farinose TISTR5105 ใหปริมาณน้ําหนักแหงของเซลลสูงสุด ประมาณ 

3.10±0.14 กรัมตอลิตร ที่ระยะเวลา 2 วัน 

เมื่อพิจารณาปริมาณโปรตีนของยีสตทั้ง 3 สายพันธุ กับน้ําท้ิงโรงงานแปงมัน

สําปะหลังจากแหลงตางๆ ที่ระยะเวลาตางๆ พบวาเชื้อ S. fibuligera TISTR5033 ใหปริมาณโปรตีน 

สูงสุด ประมาณ 0.21±0.03 กรัมตอลิตร ที่ระยะเวลา 2 วัน ในขณะที่เชื้อ C. famata TISTR5098 

ใหปริมาณโปรตีนสูงสุด ประมาณ 0.50±0.05 กรัมตอลิตร ที่ระยะเวลา 4 วัน และเชื้อ P. farinose 

TISTR5105 ใหปริมาณโปรตีนสูงสุด ประมาณ 0.51±0.03 กรัมตอลิตร ที่ระยะเวลา 3 วัน 

เมื่อพิจารณารอยละผลผลิตจําเพาะ (Specific product yield, Yp/x) ของยีสตทั้ง 

3 สายพันธุ กับน้ําทิ้งโรงงานแปงมันสําปะหลังจากแหลงตางๆ ที่ระยะเวลาตางๆ พบวาเชื้อ S. 

fibuligera TISTR5033 ใหรอยละผลผลิตจําเพาะสูงสุด ประมาณรอยละ 20.32 ท่ีระยะเวลา 2 วัน 

ในขณะท่ีเชื้อ C. famata TISTR5098 ใหรอยละผลผลิตจําเพาะสูงสุด ประมาณรอยละ 19.23 ที่

ระยะเวลา 2 วัน และเชื้อ P. farinose TISTR5105 ใหรอยละผลผลิตจําเพาะสูงสุด ประมาณรอยละ 

18.76 ที่ระยะเวลา 1 วัน 
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อยางไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบปริมาณน้ําหนักแหงของเซลล ปริมาณโปรตีน และ

รอยละผลผลิตจําเพาะ (Specific product yield, Yp/x) ของยีสตทั้ง 3 สายพันธุ กับน้ําทิ้งโรงงาน

แปงมันสําปะหลังจากแหลงตางๆ ที่ระยะเวลาตางๆ พบวาเชื้อ P. farinose TISTR5105 เปนสาย

พันธุยีสตที่ดีที่สุด เนื่องจากใหปริมาณน้ําหนักแหงของเซลล ปริมาณโปรตีน และรอยละผลผลิต

จําเพาะ (Specific product yield, Yp/x) เหมาะสมที่สุด กลาวคือการเลี้ยงเชื้อ P. farinose 

TISTR5105 ในน้ําท้ิงจากบอน้ําทิ้งรวม เปนระยะเวลา 3 วัน จะไดปริมาณน้ําหนักแหงของเซลล

เทากับ 3.21±0.07 กรัมตอลิตร ปริมาณโปรตีนเทากับ 0.51±0.03 กรัมตอลิตร และรอยละผลผลิต

จําเพาะ (Specific product yield, Yp/x) เทากับรอยละ 15.95 

 

ตารางที่ 4-3 ปริมาณน้ําหนักแหงของเซลล (กรัมตอลิตร) ของยีสตในน้ําทิ้งจากโรงงานแปงมัน

สําปะหลังที่ระยะเวลาตางๆ 

ยีสต แหลง
น้ําทิ้ง* 

ระยะเวลา (วัน) 

0 1 2 3 4 5 

S. 
fibuligera 
TISTR5033 

CW 0.93±0.08Ba** 0.95±0.05Ba 1.05±0.03Bb 1.31±0.19Ac 1.34±0.00Ac 1.37±0.01Ac 
B-UASB 1.02±0.06A 1.01±0.01A 1.01±0.11A 1.10±0.28A 1.00±0.06A 1.06±0.07A 
A-UASB 0.92±0.09A 0.86±0.11A 0.74±0.08A 0.75±0.08A 0.80±0.11A 0.86±0.11A 

C. famata 
TISTR5098 

CW 1.01±0.25Ca 0.94±0.03Ca 0.95±0.17Cb 2.51±0.13Bb 3.65±0.08Aa 3.93±0.06Aa 
B-UASB 1.16±0.18A 1.04±0.04A 1.04±0.03A 0.97±0.13A 1.00±0.08A 1.08±0.06A 
A-UASB 0.84±0.02A 0.88±0.12A 0.99±0.11A 0.88±0.17A 0.95±0.18A 0.98±0.08A 

P. 
farinose 
TISTR5105 

CW 0.81±0.14Ba 0.73±0.06Bb 3.10±0.14Aa 3.21±0.07Aa 3.18±0.01Ab 3.21±0.01Ab 
B-UASB 1.04±0.09A 0.96±0.06A 0.96±0.04A 0.97±0.04A 0.98±0.06A 1.03±0.11A 
A-UASB 0.86±0.07A 0.85±0.04A 0.72±0.05A 0.73±0.04A 0.79±0.14A 0.76±0.06A 

* CW คือ บอน้ําทิ้งรวม, B-UASB คือ น้ําท้ิงกอนเขาระบบ UASB และ A-UASB คือ น้ําทิ้งหลังระบบ 

UASB 

** ตัวอักษรพิมพใหญเหมือนกันในแนวนอน ไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 

95 (p>0.05) และตัวอักษรพิมพเล็กเหมือนกันในแนวตั้ง ไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความ

เชื่อมั่นรอยละ 95 (p>0.05)  
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ตารางที่  4-4 ปริมาณโปรตีน (กรัมตอลิตร) ของยีสตในน้ําทิ้งจากโรงงานแปงมันสําปะหลังที่

ระยะเวลาตางๆ 

ยีสต แหลง
น้ําทิ้ง* 

ระยะเวลา (วัน) 

0 1 2 3 4 5 

S. 
fibuligera 
TISTR5033 

CW 0.13±0.01Ba** 0.13±0.00Bb 0.21±0.03Ab 0.23±0.00Ac 0.24±0.02Ab 0.25±0.03Ab 
B-UASB 0.20±0.01A 0.23±0.01A 0.20±0.01A 0.21±0.01A 0.21±0.01A 0.23±0.03A 
A-UASB 0.19±0.02A 0.19±0.01A 0.18±0.01A 0.19±0.00A 0.20±0.01A 0.20±0.01A 

C. famata 
TISTR5098 
  

CW 0.14±0.01Ca 0.15±0.01Ca 0.18±0.02Cb 0.33±0.03Bb 0.50±0.05Aa 0.49±0.03Aa 
B-UASB 0.22±0.01A 0.23±0.00A 0.21±0.00A 0.21±0.01A 0.22±0.01A 0.21±0.01A 
A-UASB 0.19±0.00A 0.19±0.01A 0.21±0.01A 0.19±0.01A 0.20±0.00A 0.19±0.02A 

P. 
farinose 
TISTR5105 

CW 0.12±0.02Ca 0.14±0.00Cb 0.28±0.01Ba 0.51±0.03Aa 0.48±0.05Aa 0.47±0.00Aa 
B-UASB 0.23±0.02A 0.22±0.01A 0.22±0.00A 0.23±0.01A 0.21±0.02A 0.24±0.02A 
A-UASB 0.18±0.01A 0.17±0.00A 0.17±0.01A 0.16±0.00A 0.18±0.00A 0.18±0.00A 

* CW คือ บอน้ําทิ้งรวม, B-UASB คือ น้ําท้ิงกอนเขาระบบ UASB และ A-UASB คือ น้ําทิ้งหลังระบบ 

UASB 

** ตัวอักษรพิมพใหญเหมือนกันในแนวนอน ไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 

95 (p>0.05) และตัวอักษรพิมพเล็กเหมือนกันในแนวตั้ง ไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความ

เชื่อมั่นรอยละ 95 (p>0.05)  
 

ตารางที่ 4-5 รอยละผลผลิตจําเพาะ (Specific product yield, Yp/x) ของยีสตในน้ําทิ้งจากโรงงาน

แปงมันสําปะหลัง (บอน้ําทิ้งรวม) ที่ระยะเวลาตางๆ 

ยีสต ขอมูล* ระยะเวลา (วัน) 

0 1 2 3 4 5 

S. 
fibuligera 
TISTR5033 

P (g/L) 0.13±0.01 0.13±0.00 0.21±0.03 0.23±0.00 0.24±0.02 0.25±0.03 
C (g/L) 0.93±0.08 0.95±0.05 1.05±0.03 1.31±0.19 1.34±0.00 1.37±0.01 
YP/C (%) 14.26 13.65 20.32 17.58 18.10 17.94 

C. famata 
TISTR5098 

P (g/L) 0.14±0.01 0.15±0.01 0.18±0.02 0.33±0.03 0.50±0.05Aa 0.49±0.03 
C (g/L) 1.01±0.25 0.94±0.03 0.95±0.17 2.51±0.13 3.65±0.08aA 3.93±0.06 
YP/C (%) 13.89 16.29 19.23 13.27 13.71 12.39 

P. 
farinose 
TISTR5105 

P (g/L) 0.12±0.02 0.14±0.00 0.28±0.01 0.51±0.03 0.48±0.05 0.47±0.00 
C (g/L) 0.81±0.14 0.73±0.06 3.10±0.145 3.21±0.07 3.18±0.01 3.21±0.01 
YP/C (%) 14.97 18.76 8.98 15.95 14.97 14.75 

* P คือ ปริมาณโปรตีน (กรัมตอลิตร), C คือ ปริมาณน้ําหนักแหงของเซลล (กรัมตอลิตร) และ YP/C คือ 

คารอยละผลผลิตจําเพาะ (Specific product yield, Yp/x) 
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ภาพที่ 4-4 ปริมาณน้ําหนักแหงของเซลล (กรัมตอลิตร) ของยีสตในน้ําทิ้งจากโรงงานแปงมัน

สําปะหลังที่ระยะเวลาตางๆ  
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ภาพท่ี 4-5 ปริมาณความเขมขนของโปรตีน (กรัมตอลิตร) ของยีสตในน้ําทิ้งจากโรงงานแปงมัน

สําปะหลังที่ระยะเวลาตางๆ  
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ภาพที่ 4-6 รอยละผลผลิตจําเพาะ (Specific product yield, Yp/x) ของยีสตในน้ําทิ้งจากโรงงาน

แปงมันสําปะหลัง (บอน้ําท้ิงรวม) ที่ระยะเวลาตางๆ 
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4. การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตโปรตีนเซลลเดียวโดยการวางแผนการทดลองแบบ 

Response surface methodology (RSM) โดยใชเทคนิค Central Composite Design 

(CCD) 

การศึกษาผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากเชื้อ P. farinose TISTR5105 ในน้ําทิ้งจากบอ
น้ําทิ้งรวม ในครั้งนี้ใชการออกแบบแบบ Central composite design (CCD) ซึ่งมีก่ีกําหนดคาสูงสุด
และต่ําสุดเปน 5 ระดับ ไดแก -1.68, -1, 0, +1 และ +1.68 จากนั้นนําไปบมที่เปนระยะเวลา 3 วัน 
ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4-5 และภาพที่ 4-7, 4-8, 4-9 และ 4-10 พบวา ปริมาณน้ําหนักเซลล
แหงจากเชื้อ P. farinose TISTR5105 อยูในชวงระหวาง 2.33 – 3.81 กรัมตอลิตร โดยปริมาณ
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดคือ ชุดการทดลองท่ี 2 และปริมาณน้ําหนักเซลลแหงต่ําสุดคือ ชุดการทดลองที่ 
12 ในขณะที่ปริมาณโปรตีนจากเชื้อ P. farinose TISTR5105 อยูในชวงระหวาง 0.36 – 0.83 กรัม
ตอลิตร โดยปริมาณโปรตีนสูงสุดคือ ชุดการทดลองที่ 6 และปริมาณโปรตีนต่ําสุดคือ ชุดการทดลองที่ 
10 คาพีเอชหลังจากการเลี้ยงเชื้อ P. farinose TISTR5105 อยูในชวงระหวาง 2.98 – 5.69 โดยพีเอช
สูงสุดคือ ชุดการทดลองที่ 8 และปริมาณโปรตีนต่ําสุดคือ ชุดการทดลองท่ี 11 และรอยละผลผลิต
จําเพาะ (Specific product yield, Yp/x) ของเชื้อ P. farinose TISTR5105 อยูในชวงระหวางรอย
ละ 24.44 – 13.40 โดยรอยละผลผลิตจําเพาะสูงสุดคือ ชุดการทดลองท่ี 2 และปริมาณโปรตีนต่ําสุด
คือ ชุดการทดลองที่ 12 

 
ภาพที่ 4-7 ปริมาณโปรตีนของเชื้อ P. farinosa TISTR5105 จากแผนการทดลองแบบ CCD 
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ภาพที่ 4-8 น้ําหนักเซลลแหงของเชื้อ P. farinosa TISTR5105 จากแผนการทดลองแบบ CCD 
 

 
ภาพที่ 4-9 คาพีเอชของเชื้อ P. farinosa TISTR5105 จากแผนการทดลองแบบ CCD 
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ภาพท่ี 4-10 รอยละผลผลิตจําเพาะ (Specific product yield, Yp/x) ของเชื้อ P. farinosa 
TISTR5105 จากแผนการทดลองแบบ CCD 
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ตารางที่ 4-6 สภาวะที่ใชในการทดลองเพื่อหาสภาวะความเหมาะสมของการโปรตีนเซลลเดียวจาก

เชื้อ P. farinosa TISTR5105 จากแผนการทดลองแบบ CCD พรอมคาการคาดคะเนกับคาที่ไดจาก

การทดลอง 

Experiments Factors Response 
อุณหภูม ิ

(ºC) 
พีเอช 

 
ปริมาณหัว
เชื้อเร่ิมตน 

(%) 

CDW 
(g/L) 

Protein conc. 
(g/L) 

pH Yeild 
(%) 

1 30 4 3 15.93 8.30 3.96 20.61 
2 40 4 3 26.17 13.97 4.16 24.18 
3 30 7 3 16.09 11.62 4.70 20.01 
4 40 7 3 25.73 12.08 5.53 21.65 
5 30 4 10 18.41 8.96 4.03 20.55 
6 40 4 10 28.89 4.30 4.22 21.90 
7 30 7 10 18.85 16.19 4.59 20.92 
8 40 7 10 26.78 7.34 5.69 23.01 
9 26.591 5.5 6.5 6.21 11.30 4.83 22.76 
10 43.409 5.5 6.5 22.73 7.31 4.98 15.28 
11 35 2.97731 6.5 28.62 6.48 2.98 14.87 
12 35 8.02269 6.5 29.02 13.50 4.92 13.40 
13 35 5.5 0.613725 24.35 13.35 4.56 24.44 
14 35 5.5 12.3863 27.04 8.58 4.52 19.68 
15 35 5.5 6.5 29.18 6.16 4.51 19.91 
16 35 5.5 6.5 30.23 5.84 4.50 18.79 
17 35 5.5 6.5 29.01 6.62 4.51 19.63 
18 35 5.5 6.5 28.97 6.22 4.55 20.95 
19 35 5.5 6.5 30.11 6.38 4.54 21.28 
20 35 5.5 6.5 29.46 5.76 4.49 20.95 
 

 

 การตรวจสอบคุณภาพขอมูลเบ้ืองตน ประกอบดวย 
1. การตรวจสอบการกระจายแบบแจกแจงปกติ ซึ่งเปนการตรวจสอบสวนตกคางของขอมูล

วามีการกระจายของคาสวนตกคาง ดังแสดงในภาพที่ 4-11 พบวาขอมูลมีการกระจายตัวตามแนว
เสนตรง แสดงใหเห็นวาสวนตกคางจากการทดลองหาปริมาณน้ําหนักแหงของเซลล และคาพีเอช ไม
แสดงสิ่งผิดปกติ สรุปไดวาคาสวนตกคางมีการแจกแจงปกติ  
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ภาพที่ 4-11 ความนาจะเปนแบบปกติของสวนตกคางของปริมาณน้ําหนักแหงของเซลล (ก.) และคา

พีเอช (ข.) 

2. การตรวจสอบความเปนอิสระของขอมูล ดังแสดงในภาพท่ี 4-12 พบวาสวนตกคางของ
ผลการทดลองหาปริมาณน้ําหนักแหงของเซลล และคาพีเอช ไมมีรูปแบบแนนอนหรือไมสามารถ
ประมาณรูปที่แนนอนได มีการกระจายตัวสม่ําเสมอ แสดงวาขอมูลมีความเปนอิสระ 
 

 
ภาพที่ 4-12 การกระจายของสวนตกคางกับลําดับของขอมูลการหาปริมาณน้ําหนักแหงของเซลล (ก.) 

และคาพีเอช (ข.) 
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3. การตรวจสอบความเสถียรของความแปรปรวน ดังแสดงในภาพที่ 4-13 พบวาสวนตกคางของ
ผลการทดลองหาปริมาณน้ําหนักแหงของเซลล และคาพีเอช มีการกระจายอยางสม่ําเสมอทั้งทางบวก
และลบ แสดงใหเห็นวาขอมูลมีความเสถียรของความแปรปรวน 
 

 
ภาพที่ 4-13 การกระจายสวนตกคางในแตระดับของปจจัยของการหาปริมาณน้ําหนักแหงของเซลล 
(ก.) และคาพีเอช (ข.) 
 

 คาสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจ (R-Square: R-Sq) เปนคาที่บอกรอยละการเปลี่ยนแปลง
ของตัวแปรตามที่สามารถอธิบายไดดวยตัวแปรอิสระในสมการถดถอย ผลการวิเคราะหแสดงในตาราง
ที่ 4-7 และ 4-9 พบวา คาสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจของปริมาณน้ําหนักแหงของเซลลเทากับ 
0.7512 หรือ 75 เปอรเซ็นต และคาสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจของพีเอชเทากับ 0.9884 หรือ 98 
เปอรเซ็นต แสดงวาแบบจําลองสามารถนําไปสรางสมการทํานายเพ่ือหาคาผลตอบสนองได 

 จากตารางที่ 4-7 ตัวแปรอิสระที่มีอิทธิพลตอปริมาณน้ําหนักแหงของเซลล ซึ่งมีคา p-value 

นอยกวาระดับนัยสําคัญ 0.05 คือ อิทธิพลของกําลังสองของอุณหภูมิ (Xଵ
ଶ) นอกจากนี้ยังพบวา

สมการกําลังสอง (quadratic equations) เปนสมการท่ีใชศึกษาปจจัยและการตอบสนองแบบพื้นผิว
ที่ดีที่สุด อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) แสดงผลดังตารางที่ 4-8 นอกจากนี้จากตารางท่ี 4-9 ตัว
แปรอิสระที่มีอิทธิพลตอคาพีเอช ซึ่งมีคา p-value นอยกวาระดับนัยสําคัญ 0.05 ไดแก อิทธิพลของ

อุณหภูมิ (𝑋ଵ) อิทธิพลของพีเอช (𝑋ଶ) อิทธิพลรวมระหวางอุณหภูมิกับพีเอช (𝑋ଵ𝑋ଶ) อิทธิพลของ

กําลังสองของอุณหภูมิ (Xଵ
ଶ) และอิทธิพลของกําลังสองของพีเอช (Xଶ

ଶ) นอกจากนี้ยังพบวาสมการ
กําลังสอง (quadratic equations) เปนสมการที่ใชศึกษาปจจัยและการตอบสนองแบบพ้ืนผิวที่ดีที่สุด 
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) แสดงผลดังตารางที่ 4-10 
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ตารางที่ 4-7 แสดงคาความแปรปรวนของการหาปริมาณน้ําหนักแหงของเซลลจากเชื้อ P. farinosa 

TISTR5105 

 Sum of  Mean F p-value  
Source Squares df Square Value Prob > F  
Model 2.28 9 0.25 3.36 0.0364 significant 

A-X1 1.890E-003 1 1.890E-003 0.025 0.8775  

B-X2 0.013 1 0.013 0.17 0.6908  

C-X3 0.18 1 0.18 2.33 0.1577  

AB 0.10 1 0.10 1.32 0.2766  
AC 0.039 1 0.039 0.51 0.4918  
BC 0.044 1 0.044 0.59 0.4619  
A2 1.52 1 1.52 20.07 0.0012  
B2 0.25 1 0.25 3.30 0.0994  
C2 0.010 1 0.010 0.14 0.7204  
Residual 0.76 10 0.076    

Lack of Fit 0.75 5 0.15 113.60 < 0.0001 significant 
Pure Error 6.598E-003 5 1.320E-003    

Cor Total 3.04 19     
Std. Dev. 0.27 R-Squared 0.7512 
Mean 3.37 Adj R-Squared 0.5273 
C.V. % 8.16 Pred R-Squared -0.8901 
PRESS 5.74 Adeq Precision 7.000 
-2 Log Likelihood -8.75 BIC 21.21 

  AICc 35.70 

 

ตารางที่ 4-8 การวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ของการวิเคราะหสมการถดถอยของการหา

ปริมาณน้ําหนักแหงของเซลล 

 Sequential Lack of Fit Adjusted Predicted  
Source p-value p-value R-Squared R-Squared  
Linear 0.7845 < 0.0001 -0.1129 -0.6665  

2FI 0.8267 < 0.0001 -0.2818 -0.8943  
Quadratic 0.0043 < 0.0001 0.5273 -0.8901 Suggested 

Cubic 0.8558 < 0.0001 0.3504 -43.7472 Aliased 
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ตารางที่ 4-9 แสดงคาความแปรปรวนของการคาพีเอชจากเชื้อ P. farinosa TISTR5105 

 Sum of  Mean F p-value  
Source Squares df Square Value Prob > F  
Model 6.58 9 0.73 94.44 < 0.0001 significant 
A-X1 0.83 1 0.83 106.56 < 0.0001  
B-X2 4.01 1 4.01 517.47 < 0.0001  
C-X3 1.195E-003 1 1.195E-003 0.15 0.7028  
AB 0.30 1 0.30 38.51 0.0001  
AC 8.128E-003 1 8.128E-003 1.05 0.3298  
BC 7.031E-004 1 7.031E-004 0.091 0.7694  
A2 0.80 1 0.80 102.86 < 0.0001  
B2 0.50 1 0.50 64.68 < 0.0001  
C2 6.504E-003 1 6.504E-003 0.84 0.3811  
Residual 0.077 10 7.747E-003    

Lack of Fit 0.075 5 0.015 32.20 0.0008 significant 
Pure Error 2.333E-003 5 4.667E-004    

Cor Total 6.66 19     
Std. Dev. 0.088  R-Squared 0.9884 
Mean 4.56  Adj R-Squared 0.9779 
C.V. % 1.93  Pred R-Squared 0.9115 

PRESS 0.59  Adeq Precision 40.509 
-2 Log Likelihood -54.31  BIC -24.36 

   AICc -9.87 

 

ตารางที่ 4-10 การวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ของการวิเคราะหสมการถดถอยของการหา

คาพีเอช 

 Sequential Lack of Fit Adjusted Predicted  

Source p-value p-value R-Squared R-Squared  

Linear < 0.0001 < 0.0001 0.6744 0.5014  

2FI 0.4786 < 0.0001 0.6667 0.5426  

Quadratic < 0.0001 0.0008 0.9779 0.9115 Suggested 

Cubic 0.0276 0.0031 0.9926 0.5616 Aliased 
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รูปแบบสมการถดถอยของการหาปริมาณน้ําหนักแหงของเซลลที่เหมาะสมท่ีได ดังน้ี 

 

𝑌ௐ = 3.52 + 0.012𝑋ଵ + 0.030𝑋ଶ + 0.11𝑋ଷ − 0.11𝑋ଵ𝑋ଶ
+ 0.069𝑋ଵ𝑋ଷ − 0.074𝑋ଶ𝑋ଷ − 0.32𝑋ଵ

ଶ + 0.13𝑋ଶ
ଶ

− 0.027𝑋ଷ
ଶ 

 
รูปแบบสมการถดถอยของการหาคาพีเอช ดังนี้ 

 

𝑌ு = 4.51 + 0.25𝑋ଵ + 0.54𝑋ଶ + 0.0093𝑋ଷ + 0.19𝑋ଵ𝑋ଶ
+ 0.032𝑋ଵ𝑋ଷ − 0.0093𝑋ଶ𝑋ଷ + 0.24𝑋ଵ

ଶ − 0.19𝑋ଶ
ଶ

+ 0.021𝑋ଷ
ଶ 

 

 จากสมการสังเกตไดวาตัวแปร X1, X2 และ X3 มีอิทธิพลทางบวก (มีคาสัมประสิทธิเปนบวก) 
ตอคาตอบสนอง (Y) กลาวคือ หากเพ่ิมคาของตัวแปรอิสระดังกลาว จะทําใหคาปริมาณน้ําหนักแหง
ของเซลลจะมีคาสูงข้ึนตามไปดวย  

 เมื่อนําไปสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางน้ําหนักแหงของเซลลหรือพีเอชกับตัวแปร

อิสระตางๆ ไดแก ระหวางอุณหภูมิและพีเอช (ก), ระหวางอุณหภูมิและหัวเชื้อเริ่มตน (ข) และระหวาง

หัวเชื้อเริ่มตนกับพีเอช (ค) แสดงดังภาพที่ 4-14 พบวาอุณหภูมิที่ใชเลี้ยงเชื้อมีผลตอปริมาณน้ําหนัก

แหงของเซลลเชื้อ P. farinosa TISTR5105 ในขณะที่อุณหภูมิที่ใชเลี้ยงเชื้อ และพีเอชเริ่มตนของน้ํา

เสียจะมีผลตอคาพีเอชของน้ําท้ิงสุดทาย อยางไรก็ตามการเพิ่มปริมาณของหัวเชื้อเริ่มตน ไมมีผลตอ

ปริมาณปริมาณน้ําหนักแหงของเซลลเชื้อ P. farinosa TISTR5105 และคาพีเอชของน้ําทิ้งสุดทาย  

 ดังนั้นจากผลการทดลองจึงสามารถทํานายระดับที่เหมาะสมของการผลิตโปรตีนเซลลเดียว

โดยเชื้อ P. farinosa TISTR5105 จากโปรแกรม Design Expert แสดงดงัภาพท่ี 4-16 พบวาระดับที่

เหมาะสมของการผลิตโปรตีนเซลลเดียวโดยเชื้อ P. farinosa TISTR5105 คือ การเลี้ยงที่อุณหภูมิ 

36.49 องศาเซลเซียส ในน้ําทิ้งจากบอรวมที่มีพีเอชเริ่มตน 4.0 และเติมหัวเชื้อเริ่มตนลงไป 10 

เปอรเซ็นต จะทําใหไดปริมาณน้ําหนักแหงของเซลลสูงสุดเทากับ 3.81 กรัมตอลิตร และพีเอชของ

อาหารสุดทายเทากับ 3.87 
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ภาพที่ 4-14 ผลการตอบสนองระหวางอุณหภูมิและพีเอช (ก), ระหวางอุณหภูมิและหัวเชื้อเริ่มตน (ข) 

และระหวางหัวเชื้อเริ่มตนกับพีเอช (ค) ตอปริมาณน้ําหนักแหงของเซลล 
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ภาพที่ 4-15 ผลการตอบสนองระหวางอุณหภูมิและพีเอช (ก), ระหวางอุณหภูมิและหัวเชื้อเริ่มตน (ข) 

และระหวางหัวเชื้อเริ่มตนกับพีเอช (ค) ตอคาพีเอช 
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ภาพที่ 4-16 การทํานายระดับท่ีเหมาะสมของการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากเชื้อ P. farinosa 

TISTR5105 

 
 

 

A:Tamperature = 36.4901

30 40

B:pH = 4

4 7

C:inoculum size = 10

3 10

CDW = 3.80968

2.33 3.81

pH = 3.86906

2.98 5.69

Desirability = 1.000



บทที่ 5  

สรุปผลการวิจัย 

 

จากการศึกษาเชื้อยีสตทั้งหมด 7 สายพันธุ ไดแก S. fibuligera TISTR5033, T. 

cutaneum TISTR5040, C.  famata TISTR5098, P.  farinose TISTR5105, C.  tropicalis 

TISTR5136, S. alluvius TISTR5164 และ C. utilis TISTR5352 เบื้องตน พบวาเชื้อ T. cutaneum 

TISTR5040, C. famata TISTR5098 และ S. fibuligera TISTR5033 สามารถยอยแปงมันสําปะหลัง

ได อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาระดับความปลอดภัยทางชีวภาพของเชื้อยีสตพบวาเชื้อ Trichosporon 

cutaneum จัดอยูในระดับความปลอดภัยทางชีวภาพระดับที่ 2 (Biosafety-Level 2) จึงไมเหมาะสม

ตอการนํามาใชเปนเชื้อยีสตในการผลิตโปรตีนเซลลเดียว จึงเลือกเชื้อ S. fibuligera TISTR5033, C. 

famata TISTR5098 และ P. farinosa TISTR5105 

การศึกษาองคประกอบทางเคมีเบื้องตนของน้ําทิ้งจากโรงงานแปงมันสําปะหลังที่ได

จากบริษัท เอ่ียมบูรพา จํากัด 3 แหลง ไดแก บอน้ําทิ้งรวม (Combined wastewater, CW) น้ําทิ้ง

กอนเขาระบบ UASB (Before UASB, B-UASB) และน้ําทิ้งหลังระบบ UASB (After UASB, A-UASB) 

พบวาน้ําท้ิงที่ไดจากบอน้ําทิ้งรวม มีคาปริมาณของแข็งแขวนลอยทั้งหมด ปริมาณของแข็งละลายน้ํา

ทั้งหมด คาบีโอดี คาซีโอดี และปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดสูงสุด รองลงมาคือ น้ําทิ้งกอนเขาระบบ 

UASB และน้ําทิ้งหลังระบบ UASB ตามลําดับ 

การคัดเลือกเชื้อยีสตที่เหมาะสมตอการผลิตโปรตีนเซลลเดียว พบวา เชื้อ P. 

farinose TISTR5105 เปนสายพันธุยีสตที่ดีที่สุด เนื่องจากใหปริมาณน้ําหนักแหงของเซลล ปริมาณ

โปรตีน และรอยละผลผลิตจําเพาะ (Specific product yield, Yp/x) ดีที่สุด 

การศกึษาการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากเชื้อ P. farinose TISTR5105 ในน้ําทิ้งจาก

บอน้ําทิ้งรวม ดวยโปรแกรม Design Expert พบวา ระดับที่เหมาะสมของการผลิตโปรตีนเซลลเดียว

โดยเชื้อ P. farinosa TISTR5105 คือ การเลี้ยงที่อุณหภูมิ 36.49 องศาเซลเซียส ในน้ําทิ้งจากบอรวม

ที่มีพีเอชเริ่มตน 4.0 และเติมหัวเชื้อเริ่มตนลงไป 10 เปอรเซ็นต จะทําใหไดปริมาณน้ําหนักแหงของ

เซลลสูงสุดเทากับ 3.81 กรัมตอลิตร และพีเอชของอาหารสุดทายเทากับ 3.87 นอกจากนีส้ามารถ

ทํานายสมการการผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากเชื้อ P. farinose TISTR5105 ในน้ําทิ้งจากบอน้ําทิ้งรวม 

ดังนี้ 

 

𝑌ௐ = 3.52 + 0.012𝑋ଵ + 0.030𝑋ଶ + 0.11𝑋ଷ − 0.11𝑋ଵ𝑋ଶ
+ 0.069𝑋ଵ𝑋ଷ − 0.074𝑋ଶ𝑋ଷ − 0.32𝑋ଵ

ଶ + 0.13𝑋ଶ
ଶ

− 0.027𝑋ଷ
ଶ 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย 

 

1. Yeast Malt medium (YM medium) 

ประกอบดวย 

Yeast extract    3 กรัม 

Malt extract    3 กรัม 

Peptone     5 กรัม 

Glucose     10 กรัม 

นําสวนประกอบท้ังหมดมาละลายในน้ําปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ถาเปนอาหารแข็ง เติมผง

วุนลงไป 20 กรัม จากนั้นนําไปฆาเชื้อในหมอนึ่งความดันที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอร

นตอตารางนิ้ว เปนระยะเวลา 15 นาที 

 

2. Yeast extract-Peptone- Cassava medium (YPC medium)  

ประกอบดวย 

Yeast extract    0.5 กรัม 

Peptone     0.5 กรัม 

แปงมันสําปะหลัง   30 กรัม 

นําสวนประกอบท้ังหมดมาละลายในน้ําปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ถาเปนอาหารแข็ง เติมผง

วุนลงไป 20 กรัม จากนั้นนําไปฆาเชื้อในหมอนึ่งความดันที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอร

นตอตารางนิ้ว เปนระยะเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

วิธีการวิเคราะห 
 

 

1. การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนตามวิธีของ Lowry และคณะ (1951) 

สารเคม ี

1. โซเดียมคารบอเนต (Sodium carbonate; Na2CO3) 

2. คอปเปอรซัลเฟต (Copper sulfate; CuSO4·5H2O) 

3. โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต (Rochelle salt; KNaC4H4O6·4H2O) 

4. โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide; NaOH) 

5. โฟลินฟนอลรีเอเจนต (Folin-Ciocateu’s phenol reagent) 

6. โบไวนซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin; BSA) 

วิธีการเตรียมสารเคมี 

1. เตรียมสารละลายโซเดียมคารบอเนต 2 เปอรเซ็นตในสารละลายโซเดียมไฮดรแก

ไซด 0.1 นอรมอล 

2. เตรียมสารละลายคอปเปอรซัลเฟต 0.5 เปอร เซ็นต  ในสารละลายโซเดียม

โพแทสเซียมทารเทรต 1.0 เปอรเซน็ต 

3. เตรียมสารละลาย alkali copper โดยผสมสารละลายในขอ 1. ปริมาตร 50 

มิลลิลิตร กับสารละลายในขอ 2. ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (เตรียมกอนใช) 

4. เตรียมสารละลาย Folin-Ciocateu’s reagent โดยการเจือจางสารโฟลินฟนอลรีเอ

เจนตกับน้ํากลั่นอัตราสวน 1:1 (เตรียมกอนใช) 

วิธีการวิเคราะห 

1) วิธีการเตรียมกราฟมาตรฐานของโปรตีน 

ก. เตรียมสารละลายโบไวนซีรัมอัลบูมินใหมีความเขมขน 0, 50, 100, 150, 

200 และ 250 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ข. ปเปตสารละลายในขอ ก. มาความเขมขนละ 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอด

ทดลอง (blank ใชน้ํากลั่น 0.5 มิลลิลิตรแทน) 

ค. เติมสารละลาย alkali copper ปริมาตร 3.0 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ทิ้ง

ไว 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง 

ง. เติมสารละลาย Folin-Ciocateu’s reagent ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร เขยา

ใหเขากัน ทิ้งไว 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง 

จ. นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 
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ฉ. นําคาที่ไดไปเขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางปริมาณ

โปรตีนและคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 

2) การวิเคราะหตัวอยาง 

ปเปตสารละลายตัวอยางที่เจือจางไดเหมาะสม ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอด

ทดลอง แลวนําไปหาปริมาณโปรตีนเชนเดียวกับขอ 1) 
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