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บทคัดย่อ 
 
 งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาองค์ประกอบของน ้ าทิ้ง ซ่ึงเป็นน ้ าเสียท่ีได้รับจาก
กระบวนการลา้งแผน่มนัฝร่ังของโรงงานผลิตมนัฝร่ังแผน่ทอดกรอบ และตรวจสอบความเป็นไป
ไดข้องการใชน้ ้าทิ้งผลิตเป็นอาหารเล้ียงเช้ือ Potato Dextrose Agar (PDA) ส าหรับการเพาะเล้ียงเช้ือ
ยีสต์และรา โดยพบว่าน ้ าจากกระบวนการล้างแผ่นมนัฝร่ังประกอบไปดว้ย น ้ าตาลทั้งหมด 408 
มิลลิกรัมต่อลิตร น ้ าตาลรีดิวซ์ 24 มิลลิกรัมต่อลิ และโปรตีน 0.13% ไม่พบอลัฟาท๊อกซินและ
สารเคมีตกคา้ง จากการศึกษาดงักล่าวท าให้พบว่าน ้ าทิ้งยงัคงมีสารอาหารท่ีหลงเหลืออยู่ ท  าให้มี
ความเหมาะสมส าหรับการเจริญเติบโตของเช้ือยีสต ์และรา จึงไดใ้ชน้ ้ าทิ้งเป็นวตัถุดิบส าหรับการ
เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือสูตร PDA และหรือ Potato Dextrose Broth (PDB)  เพื่อใชใ้นการเพาะเล้ียง
เช้ือยีสต์ (Saccharomyces cerevisiae TISTR 5020) และเช้ือรา (Aspergillus oryzae, Rhizopus 
oligosporus) เม่ือศึกษาความเหมาะสมและความเป็นไปไดข้องการใชน้ ้ าทิ้งเพื่อเตรียมเป็นอาหาร
เล้ียงเช้ือสูตร PDB พบวา่เม่ือเปรียบเทียบการเจริญของยีสต ์S. cerevisiae TISTR 5020 ท่ีถูกเล้ียง
ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ท่ีเตรียมจากน ้ าทิ้ง (PDB prepared from potato chip effluent) กบัอาหาร
เล้ียงเช้ือ PDB ชุดควบคุม อนัไดแ้ก่ PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ (commercial PDB) และ PDB ท่ี
เตรียมจากหวัมนัฝร่ัง (PDB prepared from potatoes) เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ผลท่ีไดจ้ากการตรวจนบั
โคโลนีท่ีมีชีวติทั้งหมดดว้ยวธีิ standard plate count คือ เช้ือยสีต ์S. cerevisiae TISTR 5020 สามารถ
เจริญเติบโตไดเ้ม่ือเล้ียงดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ท่ีเตรียมจากน ้ าทิ้งเทียบเท่ากบัการเล้ียงดว้ยอาหาร
เล้ียงเช้ือ PDB ท่ีเตรียมจากหัวมนัฝร่ัง โดยมีการเจริญเติบโตเท่ากบั 7.54  ล็อคซีเอฟยตู่อมิลลิลิตร 
(log CFU/ml) แมว้า่จะมีการเจริญท่ีต ่ากวา่เม่ือเล้ียงดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ส าเร็จทางการคา้ ซ่ึงมี
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การเจริญอยูท่ี่ 7.65 ล็อคซีเอฟยตู่อมิลลิลิตร ในส่วนของเช้ือราพบวา่ เช้ือ A. oryzae เจริญเติบโตใน
อาหารเล้ียง PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ไดดี้กวา่ เม่ือเล้ียงดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนั
ฝร่ัง และ PDB ท่ีเตรียมจากน ้าทิ้ง โดยมีน ้าหนกัเซลลแ์หง้ (cell dry weight) เม่ือเพาะเล้ียงเป็นเวลา 7 
วนั เท่ากบั 7.58 กรัมต่อลิตร, 7.22 กรัมต่อลิตร และ 5.36 กรัมต่อลิตร  ตามล าดบั ในขณะท่ีเช้ือรา R. 
oligosporus สามารถเจริญเติบโตได้ดีท่ีสุดเม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ท่ีเตรียมจากมนัฝร่ัง 
รองลงมา คือ อาหารเล้ียงเช้ือ PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ และอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ท่ีเตรียมจากน ้ าทิ้ง 
โดยมีปริมาณน ้ าหนกัเซลล์แห้งเม่ือเพาะเล้ียงเป็นเวลา 84 ชัว่โมง อยูท่ี่ 4.59 กรัมต่อลิตร, 2.64 กรัม
ต่อลิตร และ 1.46 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั  
 เม่ือใชผ้งแห้งของน ้ าทิ้ง (potato chip effluent powder) ท่ีไดจ้ากการอบแห้งน ้ าทิ้งความ
เขม้ขน้ของมอลโตเดกซ์ตริน 5% ดว้ยเคร่ืองอบแห้งแบบพ่นฝอยระดบั pilot scale ท่ีอุณหภูมิขาเขา้ 
175-215 ºC และอุณหภูมิขาออกท่ี 75-90 ºC เตรียมเป็นอาหารเล้ียงเช้ือ PDB และหรือ PDA ดว้ยวิธี
พื้นผิวตอบสนอง (Response Surface Methodology; RSM) การออกแบบการทดลองแบบส่วน
ประสมกลาง (Central Composite Design; CCD) เพื่อศึกษาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมในการเตรียม
อาหารเล้ียงเช้ือจากผงน ้ าทิ้ง โดยมีตวัแปรอิสระท่ีศึกษา คือ ผงน ้ าทิ้ง (X1 91-212 กรัมต่อลิตร) และ
น ้าตาลเดกซ์โทรส (X2 10-30 กรัมต่อลิตร) มีผลต่อค่าตอบสนองหรือตวัแปรตาม คือ อตัราการเจริญ
ของเช้ือยีสตแ์ละรา (Y) ท่ีถูกเล้ียงดว้ยอาหารดงักล่าว จากการศึกพบว่าการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 
PDB โดยใช้ผงน ้ าทิ้ง 170 กรัมต่อลิตร และน ้ าตาลเดกซ์โทรส 22 กรัมต่อลิตร เป็นสูตรให้ค่าการ
เจริญของยสีต ์S. cerevisiae TISTR 5020 ไดสู้งสุดท่ี 7.056 ล็อคซีเอฟยตู่อมิลลิลิตร  ในชัว่โมงท่ี 24 
ของการเพาะเล้ียง ส่วนการเล้ียงเช้ือรา R. oligosporus และ A. oryzae ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ PDB และ
หรือ PDA สูตรท่ีเหมาะสมต่อการสร้างสปอร์ คือ ผงน ้ าทิ้ง 212 กรัมต่อลิตร และน ้ าตาลเดกซ์โทรส 
32 กรัมต่อลิตร โดยเช้ือ R. oligosporus สามารถสร้างสปอร์ไดเ้ท่ากบั 6.18 ล็อกสปอร์ต่อมิลลิลิตร 
ในชัว่โมงท่ี 84 ของการเพาะเล้ียง และเช้ือ A. oryzae ไดเ้ท่ากบั 7.33 ล็อกสปอร์ต่อมิลลิลิตร ในวนัท่ี 
7 ของการเพาะเล้ียง  และจากการเปรียบเทียบอตัราการเจริญของเช้ือยีสต ์S. cerevisiae TISTR 5020 
เช้ือรา R. oligosporus และ A. oryzae ดว้ยการเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ ชุดควบคุม อนัไดแ้ก่ อาหาร
เล้ียงเช้ือ PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ทางการคา้, อาหารเล้ียงเช้ือ PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ัง และ
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้ าตาลเดกซ์โทรส 2% ในน ้ ากลัน่ กบั การเล้ียงเช้ือดงักล่าวดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ 
PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้ าทิ้งจากสูตรท่ีเหมาะสม (PDB optimum medium) พบว่า เช้ือยีสต์ S. 
cerevisiae TISTR 5020 เช้ือรา R. oligosporus และ A. oryzae  สามารถท่ีเจริญเติบโตในอาหารเล้ียง
เช้ือ PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้ าทิ้งดว้ยอตัราท่ีใกลเ้คียงกบัการเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ส าเร็จรูป
ทางการคา้ทางการคา้ และอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ัง โดยมีอตัราการเจริญท่ีดีกวา่
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เม่ือเล้ียงดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้ าตาลเดกซ์โทรส 2% ในน ้ ากลัน่ ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงไดแ้สดงให้
เห็นวา่ มีความเป็นไปไดท่ี้จะใชน้ ้ าทิ้งเพื่อผลิตและพฒันาเป็นอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีมีความคงท่ีท่ี
แน่นอนต่อไปได ้
ค าส าคญั:  น ้ าท้ิงโรงงานมนัฝร่ังทอดกรอบ 
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Abstract 
 
 The research was conducted to study composition of potato chip effluent obtained from 
potato slices washing process in potato chips factory and investigate the feasibility of using the 
potato chip effluent as a PDA medium for yeast and mold cultivation. Results showed potato chip 
effluent sample contained total sugar 408 mg/l, reducing sugar 24 mg/l and 0.13% of protein. No 
alpha-toxin and pesticide residues were found. The results of these studies indicated that potato 
chip effluent remain contained nutrients, making them suitable for support the growth of yeast 
and mold. The potato chip effluent was used as the substrates for prepared the culture medium, 
PDA and/ or Potato Dextrose Broth (PDB) used for cultivating yeast (Saccharomyces cerevisiae 
TISTR 5020) and molds (Aspergillus oryzae and Rhizopus oligosporus). On the study the 
feasibility and possibility of using the potato chip effluent prepared as a PDB culture medium, it 
was found that compared the growth of yeast S. cerevisiae TISTR 5020 was cultivated in PDB 
prepared from potato chip effluent with control PDB medium, contained commercial PDB and 
PDB prepared from potatoes at 72 hours. Results showed viable colony count by standard plate 
count method, S. cerevisiae TISTR 5020 was able to grow in PDB prepared from potato chip 
effluent equate with cultivated in PDB prepared from potatoes, there is growing 7.54 log CFU/ml 
although less than in commercial PDB (7.65 log CFU/ml).  Molds, A. oryzae was able to grow in 
commercial PDB better than in PDB prepared from potatoes and PDB prepared from potato chip 
effluent, cell dry weight harvested at 7 day after inoculation was 7.58 g/l, 7.22 g/l and 5.36 g/l for, 
respectively. While R. oligosporus was able to grow in PDB prepared from potatoes better than in 
commercial PDB and PDB prepared from potato chip effluent, the result was 4.59 g/l, 2.64 g/l 
and 1.46 g/l of dry weight, respectively at 84 hours cultivation. 
 The potato chip effluent containing 5% maltodextrin was spray dried using a pilot scale 
spray dryer, inlet temperature at 175- 215 ºC and outlet temperature at 75-90 ºC. The potato chip 
effluent powder produced used as a medium culture, PDA and/or PDB by Response Surface 
methodology (RSM), a Central Composite Design (CCD) was applied to optimize culture 
medium prepared from potato chip effluent powder. The two independent variables investigated 
in this experiment were potato chip effluent powder (X1 91-212 g/l) and dextrose (X2 10-30 g/l). 
Dependent variable was growth of yeast and molds (Y). A combination of the spray dried powder 
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170 g/l, and dextrose 22 g/l was optimum for maximum growth of S. cerevisiae TISTR 5020 
(7.056 log CFU/ml) at 24 h after incubation.  is also study by means of using commercial PDB 
and the PDB medium prepared from potatoes by the standard formula in comparison.  
S. cerevisiae TISTR 5020 was able to grow at a similar rate in all three of the PDB. The current 
study indicates that it is possible to use potato chip effluent as a PDA medium due to the similar 
growth rate of yeast in PDB from the spray dried powder when compared with commercial PDB 
and PDB prepared from potatoes by the standard formula. 
Key words:  Potato chip effluent 
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ค ำน ำ 
  
 อุตสาหกรรมผลิตมนัฝร่ังทอดกรอบ เป็นหน่ึงในอุตสาหกรรมอาหารวา่งประเภทขนม
ขบเค้ียว ท่ีไดรั้บความนิยมบริโภคอยา่งแพร่หลายในประเทศไทย และมีความตอ้งการมนัฝร่ังเพื่อ
เป็นวตัถุดิบในการผลิตประมาณ ปีละ 124,100 ตนั ทั้งน้ีพบว่าภายหลงักระบวนการผลิตมนัฝร่ัง
แผน่ทอดกรอบในแต่ละวนั ไดส้ร้างน ้ าทิ้งจากขั้นตอนต่างๆ ของการผลิตเป็นจ านวนมาก ซ่ึงน ้ าทิ้ง
เหล่าน้ีจะถูกส่งไปบ าบดัยงัระบบบ าบดัน ้ าเสียของโรงงาน จนกระทัง่มีระดบัสารอินทรียใ์นช่วง
ตามท่ีมาตรฐานก าหนดก่อนจะระบายสู่ส่ิงแวดลอ้ม ในส่วนของกระบวนการบ าบดัน ้ าเสียน้ีท าให้
โรงงานมีค่าใช้จ่ายเป็นจ านวนหน่ึงในการด าเนินการอีกเช่นกนั จากรายงานท่ีมีการศึกษาเก่ียวกบั
ลกัษณะของน ้ าทิ้งดงักล่าวพบว่า ประกอบไปดว้ยสารอินทรียท่ี์มีปริมาณความเขม้ขน้สูง รวมทั้ง
สารอาหารประเภทคาร์โบไฮเดรต แป้ง โปรตีน วติามิน เพคติน และน ้ าตาล จึงส่งผลให้น ้ าทิ้งมีค่าซี
โอดี บีโอดี และปริมาณสารแขวนลอยสูงตามไปด้วย ก่อให้เกิดกล่ินเหม็นเป็นมลพิษทาง
ส่ิงแวดลอ้ม ดงันั้นท่ีผา่นมาจึงไดมี้ความพยายามพฒันาระบบบ าบดัให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน 
ควบคู่ไปกบัการใช้ประโยชน์จากน ้ าเสียกนัอย่างกวา้งขวางเป็นเวลานาน ในงานวิจยัน้ีไดมี้ความ
สนใจท่ีจะลดปริมาณน ้าทิ้งท่ีจะเขา้สู่ระบบบ าบดัของโรงงาน โดยไดมุ้่งความสนใจไปท่ีน ้ าทิ้งท่ีเกิด
จากการลา้งแป้งและน ้ าตาลออกจากแผน่มนัฝร่ังดิบในขั้นตอนการหัน่มนัฝร่ังให้เป็นแผน่ มาใชใ้น
การศึกษา เน่ืองจากน ้ าทิ้งท่ีมาจากขั้นตอนน้ีไม่มีเศษหินและดินปะปน และคาดวา่อาจไม่มีสารเคมี
ปนเป้ือน เพราะก่อนท่ีมนัฝร่ังจะเขา้สู่ขั้นตอนหัน่ให้เป็นแผน่ มนัฝร่ังจะถูกลา้งท าความสะอาดเพื่อ
ก าจดัส่ิงปนเป้ือนต่างๆ ออกก่อน จึงท าให้น ้ าท่ีผา่นการใช้งานในขั้นตอนดงักล่าว มีลกัษณะความ
เป็นไปไดท่ี้จะน ามาใชป้ระโยชน์ดว้ยการท าเป็นอาหารเล้ียงเช้ือ ทั้งยงัจะเป็นการช่วยลดปริมาณน ้ า
เสียท่ีจะเขา้สู่ระบบบ าบดัไดอี้กทางหน่ึงดว้ย 
 โดยทัว่ไปห้องปฏิบติัการในสถาบนัวิจยั หรือห้องปฏิบติัการของบางมหาวิทยาลยั จะใช้
อาหารส าเร็จรูปสูตร Potato Dextrose Agar (PDA) มาเป็นอาหารส าหรับเล้ียงเช้ือราและยีสต ์
เน่ืองจากมีมาตรฐานและความคงท่ีท่ีแน่นอนแต่มีราคาค่อนขา้งสูง เพราะตอ้งน าเขา้จากต่างประเทศ 
โดยราคาของอาหาร PDA ส าเร็จรูปน้ีจะอยูร่ะหวา่ง 1,800-3,000 บาท เพื่อเป็นการลดค่าใชจ่้ายใน
การเรียนการสอนให้กบันกัศึกษา จึงตอ้งมีการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ PDA จากหวัมนัฝร่ังข้ึนมาใช้
เอง ซ่ึงมีราคาถูกแต่ตอ้งใช้เวลาในการเตรียมพอสมควร ทั้งยงัพบวา่มีปัญหาการขาดแคลนมนัฝร่ัง
ในช่วงนอกฤดูการเก็บเก่ียว และอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีเตรียมไดใ้นแต่ละคร้ังอาจมีสารอาหารไม่
คงท่ี จึงอาจไม่เหมาะหากจะใชใ้นงานวิจยัระดบัสูง ดงันั้นจึงไดพ้ิจารณาความเป็นไปไดข้องการน า
น ้าทิ้งจากขั้นตอนการลา้งแผน่มนัฝร่ังมาใชป้ระโยชน์ โดยน ามาผลิตเป็นอาหารเล้ียงเช้ือสูตร PDA 
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และเพื่อเพิ่มความสะดวกในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ PDA จากน ้ าทิ้ง รวมถึงเพื่อเป็นการป้องกนั
การเส่ือมเสียคุณภาพของน ้ าทิ้งระหวา่งการเก็บรักษา จึงไดใ้ช้เทคนิคการอบแห้งแบบพ่นฝอย ซ่ึง
เป็นวิธีท่ีเหมาะสมแก่การแปรรูปของเหลวให้เป็นผง มาใชใ้นการอบแห้งน ้ าทิ้งให้อยู่ในรูปของผง
แหง้ โดยเคร่ืองอบแหง้แบบพน่ฝอย (spray dryer) 
 ในงานวิจยัน้ีจะน าผงน ้ าทิ้งท่ีไดจ้ากการอบแห้งแบบพ่นฝอย ไปใชใ้นการเตรียมอาหาร
เล้ียงเช้ือ PDA ดว้ยหลกัการของพื้นผิวตอบสนอง (Response Surface Methodology: RSM) โดยใช้
การออกแบบการทดลองแบบส่วนประสมกลาง (Central Composite Design: CCD) เพื่อหาค่าท่ี
เหมาะสมท่ีสุดของปัจจยัส าคญัสองปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้ง อนัไดแ้ก่ ปริมาณผงน ้ าทิ้ง และปริมาณน ้ าตาล
เดกซ์โทรส เพื่อเตรียมเป็นอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ซ่ึงนอกจากการศึกษาดว้ยวิธี CCD จะช่วยให้
สามารถหาปริมาณของปัจจัยท่ีเหมาะสมได้แล้ว ย ังสามารถแสดงให้เห็นถึงแนวโน้มการ
เปล่ียนแปลงของผลเม่ือระดบัของปัจจยัเปล่ียนแปลงได ้จึงท าใหข้อ้มูลท่ีมาจากการใชก้ารออกแบบ
การทดลองแบบ CCD น้ี อาจถูกน าไปใช้เป็นแนวทางในการพฒันาปรับปรุงสูตรอาหารเล้ียงเช้ือ 
PDA ท่ีเตรียมจากผงน ้ าทิ้งท่ีมีคุณภาพทดัเทียมกบัผลิตภณัฑ์น าเขา้ต่อไปไดใ้นอนาคต สามารถใช้
ในการเรียนการสอนและงานวิจยั เพิ่มความสะดวกแก่นกัศึกษาและนกัวิจยัได ้ไม่เพียงเท่านั้นยงั
สามารถพฒันาต่อยอดไปเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีจดัจ าหน่ายให้กบัสถาบนัต่างๆ โดยเป็นการสร้างรายได้
ให้กบัองค์กรอีกทางหน่ึง การศึกษาการผลิตอาหารเล้ียงเช้ือ PDA จากน ้ าทิ้งโรงงานผลิตมนัฝร่ัง
แผน่ทอดกรอบคร้ังน้ีก็จะเกิดผลดีต่อหลายๆ ภาคส่วน ไม่วา่จะเป็นการลดค่าใชจ่้ายในการบ าบดัน ้ า
เสียของโรงงาน การลดปัญหาส่ิงแวดล้อมในชุมชนโดยรอบโรงงาน การลดค่าใช้จ่ายของห้อง
ปฏิบติัในการสั่งซ้ืออาหารส าเร็จรูปจากต่างประเทศ และยงัเป็นการสร้างรายไดใ้ห้กบัองคก์รหากมี
การต่อยอดท าในเชิงธุรกิจ 
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วตัถุประสงค์ของงำนวจัิย 
  
 1.  วเิคราะห์คุณสมบติัของน ้าทิ้งจากโรงงานมนัฝร่ังแผน่ทอดกรอบ  
 2.  ศึกษาความเหมาะสมและความเป็นไปได้ของอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีเตรียมจากน ้ าทิ้ง
ของโรงงานมนัฝร่ังแผน่ทอดกรอบ 
 3.  พฒันาอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีเตรียมจากผงน ้ าทิ้งดว้ยการออกแบบการทดลองแบบ 
CCD และเปรียบเทียบคุณภาพของอาหารท่ีได้กบัอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีใช้ในห้อง ปฏิบติัการ
ทัว่ไป 
 

ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
 

 สามารถพฒันาอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีเตรียมจากน ้าทิ้งใหอ้ยูใ่นรูปท่ีสะดวกต่อการใชง้าน
และการเก็บรักษา โดยมีคุณภาพเทียบเท่าหรือใกลเ้คียงกบัท่ีใช้ในห้องปฏิบติัการทัว่ไป รวมถึงได้
ขอ้มูลท่ีเป็นประโยชน์จากการใชแ้บบการทดลอง CCD ในการวิเคราะห์ผลเม่ือมีการเปล่ียนแปลง
ของปัจจัย เพื่อใช้เป็นข้อมูลส าหรับการพัฒนาคุณภาพของอาหารเล้ียงเช้ือ PDA จาก 
น ้ าทิ้งให้สามารถใช้ทดแทนอาหารเล้ียงเช้ือส าเร็จรูป PDA ต่อไปไดใ้นอนาคต รวมไปถึงสามารถ
ช่วยลดปัญหาของเสียจากกระบวนการผลิตมนัฝร่ังทอดใหน้อ้ยลงได ้
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การตรวจเอกสาร 
 
ฟังไจ (Fungi) 

 
 ฟังไจเป็นส่ิงมีชีวิต หรือ จุลินทรีย์ จ  าพวกยูคาริโอต (eukaryote) ไม่มีคลอโรฟิลล ์
(chlorophyll) จึงไม่สามารถสังเคราะห์แสงและสร้างอาหารเองได ้จดัเป็นพวกท่ีได้อาหารจาก
สารอินทรีย ์(heterotrophy) เพื่อการเติบโต เม่ือกล่าวถึงจุลินทรียใ์นอาณาจกัรฟังไจจะหมายถึง เช้ือ
รา (mold) เช้ือยสีต ์(yeast) และเห็ด (mushroom) 
 
1.  รา (Mold) 
 รามีลกัษณะทัว่ไปแตกต่างจากยสีต ์โดยรามีลกัษณะเป็นเส้นใยมากกวา่ยีสต ์เส้นใยราเกิด
จากเซลล์หลายเซลล์ต่อกัน หรืออาจติดต่อทะลุถึงกันตลอดเป็นเซลล์เดียวขนาดยาวมากก็ได ้
(อโณทยั, 2535ข: 8) เช้ือราไดรั้บสารอาหารโดยการปล่อยเอนไซม ์(extracellilar enzyme) ออกมา
เ ร่งปฏิ กิ ริยาการย่อยสลายสารประกอบอินทรีย์ท่ี มีโมเลกุลใหญ่ เ ช่น โพลีแซคคาไรด ์
(polysaccharide) ให้เป็นมอโนแซ็กคาไรด์ (monosaccharide) และยอ่ยโปรตีน (protein) ให้เป็น
กรดอะมิโน (amino acid) แลว้จึงดูดซึมเขา้สู่เซลล์หรือเส้นใย  ราส่วนใหญ่ด ารงชีพแบบทั้งท่ีเป็น
อิสระ หรือเป็นผูย้่อยสลายซากอินทรีย ์(saprophyte) บางชนิดเป็นปรสิต (parasite) และบางชนิด
สามารถด ารงชีวิตโดยเป็นไดท้ั้ง parasite และ saprophyte (สมจิตร, 2552: 1) ราเติบโตในภาวะท่ีมี
อากาศเท่านั้น (obligate arobe) จึงพบเจริญเติบโตบริเวณผิวหน้าของอาหาร รวมไปถึงเจริญบน
ส่ิงมีชีวิตอ่ืน เช่น ซากพืช ซากสัตว ์หรือพืช และสัตวท่ี์ยงัมีชีวิตอยู่ หากพืชหรือสัตวท่ี์ยงัมีชีวิตอยู ่
ถูกราใช้เป็นอาหารก็จะเป็นโรคพืช โรคสัตวช์นิดต่างๆ แต่ราบางชนิดให้ประโยชน์ในการผลิต
สารเคมีหลายชนิดท่ีมีคุณค่าทางเศรษฐกิจและการแพทย ์ (อโณทยั, 2535ข: 8) นอกจากน้ีรายงัถูก
น ามาเพื่อใช้เป็นอาหารไดโ้ดยตรง เช่น เห็ด (mushroom) ชนิดต่างๆ ซ่ึงเป็นราพวกท่ีมีขนาดใหญ่ 
ลกัษณะเป็นเส้นใยและสามารถมองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า เกิดจากเส้นใยของรามาอยู่รวมกนัและอดั
แน่นเป็นดอกเห็ด (ดวงพร, 2545: 3) ตวัอย่างของรา เช่น Rhizopus spp. Aspergillus spp. 
Penicillium spp. และเห็ด เช่น เห็ดฟาง (Volvariella volvaceae) ตวัอย่างรูปร่างของรา ดงัแสดง 
ในภาพท่ี 1 
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ภาพที ่ 1 รูปร่างของราบางชนิด 
ท่ีมา:  ดวงพร (2545: 3) 
  
 1.1  สัณฐานวทิยาของรา 
 รามีโครงสร้างเรียงตวักนัเป็นเส้นใย (multicellular filamentous fungi) เส้นใยราแต่ละ
เส้นนั้นจะเรียกวา่ ไฮฟา (hypha) เส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 5-10 ไมโครเมตร (micrometer; µm) 
อาจแตกแขนงไดม้ากมาย เม่ือรวมกลุ่มจ านวนมากจนมองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่าจะเรียกว่า ไมซีเลียม 
(mycelium) (บุษกร, 2545) เส้นใยรา หรือไฮฟา จะมีลกัษณะเป็นเซลล์ติดต่อกนัหลายเซลล์มีผนงั
กั้น หรืออาจมีลกัษณะคลา้ยท่อยาวตลอดไม่มีผนงักั้น ภายในประกอบดว้ยส่วนประกอบของเซลล ์
โดยเส้นใยมีลกัษณะแตกต่างกนั 3 ลกัษณะ คือ เส้นใยไม่มีผนงักั้น (nonseptate hypha) เส้นใยมีผนงั
กั้น (septate hypha) แบ่งเซลล์เป็นห้องๆ มีหน่ึงนิวเคลียส (uninucleate) และเส้นใยมีผนงักั้นแต่มี
หลายนิวเคลียส (multinucleate) กลุ่มของเส้นใยราอาจมีลกัษณะหลวมๆ หรือแน่นมากๆ ก็ได ้ส่วน
ปลายของเส้นใยราจะมีการเจริญท่ีท าให้เกิดการยืดยาวออกไป (อโณทยั, 2535ข: 125-126; สมจิตร, 
2552: 2) สามารถแบ่งหนา้ท่ีของเส้นใยราออกเป็นสองส่วน คือ ส่วนสืบพนัธ์ุ (fertile hypha) กบั

Hormodendrum       Stemphylium           Fusarium                   Mucor 

 Cephalosporium                      Alternaria                          Monilla  

 Penicillium                             Rhizopus                            Aspergillus 

  Conidia 

Sporangiospore 
 
 
s 
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ส่วนเวเจเตติฟ (vegetative part) ส่วนสืบพนัธ์ุสามารถสร้างสปอร์ซ่ึงตามปกติสปอร์จะชูข้ึนไปใน
อากาศเกิดจากกลุ่มใยราซ่ึงเป็นส่วนเวเจเตตีฟ ส่วนเวเจเตตีฟน้ีอาจอยู่บนผิวอาหารหรือแทงลงไป
ในอาหารก็ได ้เพื่อดูดสารอาหารไปเล้ียงส่วนต่างๆ ของรา (อโณทยั, 2535ข: 126)  ในการศึกษา
เก่ียวกบัราจ าเป็นตอ้งรู้จกัช่ือและลกัษณะโครงสร้างท่ีส าคญั ซ่ึงแสดงในภาพท่ี 2 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่ 2 สัณฐานวทิยาของราท่ีส าคญั 
ท่ีมา:  สุวมิล (2546: 64) 
 
 นิวเคลียส (nucleus) ของรามีเยื่อหุ้มนิวเคลียส (nuclear membrane) ประกอบดว้ยเยื่อ 2 
ชั้น ภายในนิวเคลียสมี 1 นิวคลีโอลสั (nucleolus) ท่ีลอ้มดว้ยไซโทรพลาสซึม (cytoplasm) เช้ือรา
ส่วนใหญ่มีโครโมโซม (chromosome) เพียงชุดเดียว (haploid) แต่บางชนิดมีวงจรชีวิตท่ีมีนิวเคลียส
เป็นแบบสลบัระหวา่ง แฮพลอยด์ (haploid) และดิพลอยด์ (diploid) จ านวนนิวเคลียสภายในแต่ละ
เซลล ์มีจ  านวนท่ีหลากหลายข้ึนกบัชนิดของรา บางชนิดมีหน่ึงนิวเคลียส บางชนิดมีหลายนิวเคลียส 
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และจ านวนโครโมโซมของเช้ือราในแฮพลอยด์เซลล์ (haploid cell) มีจ  านวนแตกต่างกนัแลว้แต่
ชนิดของเช้ือรา ผนงัเซลล์ (cell wall)ของราประกอบดว้ยสารโพลิแชคคาไรด์ (polysaccharides) ท่ี
ส าคญัคือ ไคติน (chitin), กลูแคน (glucan), เซลลูโลส (cellulose) และแมนแนน (mannan) 
นอกจากน้ียงัมีโปรตีนและไขมนั โดยโปรตีนท่ีพบมกัเป็นไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ซ่ึงโปรตีน
บางชนิดสามารถท าหนา้ท่ีเป็นเอนไซมไ์ด ้(สมจิตร, 2552: 9)  
 ตามปกติราสืบพนัธ์ุโดยการสร้างสปอร์ หรือใชเ้ส้นใยราก็ได ้ราส่วนใหญ่ไม่เคล่ือนท่ีแต่
บางชนิดมีเซลลสื์บพนัธ์ุเคล่ือนท่ีได ้การสร้างสปอร์ท าไดส้องแบบคือ แบบอาศยัเพศ (non-asexual 
spore) และแบบไม่อาศยัเพศ (asexual spore) สปอร์แบบอาศยัเพศท่ีสร้างโดยรา ไดแ้ก่ โอสปอร์ 
(oospore), ไซโกสปอร์ (zygospore), แอสโคสปอร์ (ascospore) และ แบสิดิโอสปอร์ (basidospore) 
ในการสืบพนัธ์ุแบบน้ี จะมีการผสมกนัระหวา่งเซลล์สืบพนัธ์ุ (sex cell) และนิวเคลียส จึงมีระยะท่ี
นิวเคลียสมีลกัษณะเป็นดิพลอยด์ (2N) และในขั้นสุดทา้ยนิวเคลียส (2N) มีการแบ่งแบบไมโอซิส 
(meiosis) จ  านวนโครโมโซมจาก 2N เป็น N ท าให้ไดส้ปอร์ท่ีมีลกัษณะเป็นแฮพลอยด์ ส่วนสปอร์
แบบไม่อาศยัท่ีสร้างโดยรา ไดแ้ก่ สปอร์แรงจิโอสปอร์(sporangiospore), โคนิเดีย (conidia) หรือ โค
นิดิโอสปอร์ (connidiospore), คลามิโดสปอร์(clamydospore) และอาร์โทร์สปอร์ (arthrospore) เป็น
ตน้ สร้างข้ึนโดยการเปล่ียนแปลงของเส้นใยราท่ีเติบโตเตม็ท่ีหลุดออกเป็นท่อนๆ ซ่ึงไม่เกิดการรวม
นิวเคลียสหรือการแบ่งนิวเคลียสแต่อยา่งใด และมีการแบ่งตวัแบบไมโทซิส (mitosis) ไดเ้พียงอยา่ง
เดียว (บุษกร, 2545; วิจยั, 2551: 9-11) ราในจีนสั Mucor spp. และจีนสั Rhizopus ssp. เป็นตวัอยา่ง
ของราท่ีมีการสร้างสปอร์แบบอาศยัเพศท่ีเรียกวา่ ไซโกสปอร์ ราจีนสั Mucor spp. มีวงจรชีวิตดงั
แสดงในภาพท่ี 2 ในช่วงชีวิตท่ีมีการสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศ (ภาพท่ี 3 ก) ราจีนสั Mucor spp. จะ
สร้างไซโกสปอร์ ไซโกสปอร์จะมีเยือ่ (membrane) หนาสีน ้ าตาลเขม้หุ้มลอ้มรอบโดยท่ีผิวสปอร์จะ
นูนเป็นปุ่มๆ ภายในสปอร์จะมีสารอาหารสะสมไวอ้ย่างสมบรูณ์ จึงทนต่อความแห้งแลง้ได้เป็น
เวลานาน เม่ือแก่เต็มท่ี เยื่อดา้นนอกจะแตกและงอกออกมากลายเป็นเส้นใย ซ่ึงจะเจริญเขา้สู่วงจร
แบบไม่อาศยัเพศ และสร้างสปอร์ท่ีเรียกวา่ สปอร์แรงจิโอสปอร์ ดงัแสดงในภาพท่ี 3 (ข) การสร้าง
สปอร์ประเภทน้ีพบในราจีนสั Mucor spp. และ จีนสั Rhizopus ssp. 
 1.2  ลกัษณะการเจริญของรา 
 การเติบโตของรา เป็นการเพิ่มจ านวนเซลล์มากข้ึน ราท่ีมีลักษณะเป็นเส้นสาย 
(filamentous fungi หรือ mold) การเจริญเติบโตจะท าให้เส้นใยมีความยาวและมีการแตกแขนงมาก
ข้ึน อาจวดัการเจริญจากขนาดของโคโลนี (colony) หรือน ้ าหนกัแห้ง (biomass) ของเส้นใย การ
เจริญเติบโตของราข้ึนอยู่กบัสารอาหารและปัจจยัอ่ืนๆ ของสภาพแวดล้อม การเพาะเล้ียงราจึง
สามารถท าไดโ้ดยตดัส่วนของเส้นใยไปเพาะเล้ียงในสารอาหารใหม่ ราสามารถแบ่งเซลล์เจริญยืด
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ยาวออกจากส่วนปลายทุกดา้นของเส้นใย เช้ือราท่ีเพาะเล้ียงบนสูตรอาหารวุน้ จะมีการยืดยาวของ
เส้นใยออกไปจากจุดท่ีเพาะเช้ือ ซ่ึงเป็นเซลลท่ี์มีอายุนอ้ยกวา่เซลล์ท่ีอยูด่า้นในของโคโลนี (สมจิตร, 
2552: 33-35) เม่ือราเติบโตบนอาหารอาจเห็นกลุ่มใยมีลกัษณะคลา้ยกบัส าสี มีสีต่างๆ สีของราอาจ
ข้ึนอยูก่บัชนิดของรานั้นๆ หรือข้ึนอยูก่บัอายขุองรา หรือข้ึนอยูก่บัสภาพแวดลอ้มท่ีราเติบโต ราเป็น
พวกเติบโตในท่ีท่ีมีออกซิเจน จึงพบท่ีผิวหน้าของอาหารซ่ึงมีออกซิเจนมากกว่าภายในเน้ือของ
อาหาร แต่ใยราบางส่วนจะแทงลงไปในเน้ือของอาหารเพื่อน าไปเล้ียงส่วนต่างๆ ราบางชนิดกลุ่มใย
รามีลกัษณะฟูแต่บางชนิดอดัตวักันแน่น ลกัษณะราด้านบนท่ีปรากฏอาจคล้ายก ามะหยี่ หรือมี
ลกัษณะแหง้และเป็นผง ในขณะท่ีราบางชนิดอาจมีลกัษณะเปียกหรือคลา้ยวุน้ ราบางชนิดมีลกัษณะ
การเจริญจ ากดัในขณะท่ีบางชนิดลักษณะการเจริญไม่จ  ากดั สารสีในใยซ่ึงมีสีแดง ม่วง เหลือง 
น ้าตาล เทาและด า เป็นลกัษณะค่อนขา้งเฉพาะ เช่นเดียวกบัสารสีในสปอร์แบบไม่อาศยัเพศ ซ่ึงอาจ
มีสีเขียว น ้ าเงิน-เขียว เหลือง ส้ม ชมพู น ้ าตาล เทาและด า ลกัษณะโคโลนีดา้นบนจะแตกต่างจาก
ดา้นล่าง ซ่ึงเป็นลกัษณะเฉพาะของรา (อโณทยั, 2535ก: 39-41) 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่ 3 วงจรชีวติของราจีนสั Mucor spp. 
ท่ีมา:  สุวมิล (2546: 66) 
 



14 
 

 1.3  สภาพแวดล้อมส าหรับการเจริญเติบโตของรา 
 ราสามารถทนอยู่ได้และเติบโตในสภาพแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสมได้ดีกว่าจุลินทรีย์
ประเภทอ่ืนๆ ราสามารถเติบโตในอาหารท่ีมีน ้ าตาลอยู่มากกว่าแบคทีเรีย เน่ืองจากราทนทานต่อ
แรงดนัออสโมซิส (osmotic pressure) ไดดี้กวา่ ราทนอยู่ไดแ้ละเติบโตในอาหารท่ีมีช่วงความเป็น 
กรด-เบส กวา้งกวา่แบคทีเรียโดยเฉพาะความเป็นกรดจะทนไดม้ากกวา่ คือ อยู่ในช่วงระหว่าง 2-9 
ในขณะท่ีแบคทีเรียมีช่วงอยูร่ะหวา่ง 4-9 เท่านั้น ความเป็นกรดเบสท่ีเหมาะสมของราส่วนมาก คือ 
5.6 แต่แบคทีเรียส่วนมาก คือ 7.0 ราสามารถทนและเติบโตในอาหาร หรือวตัถุท่ีมีความช้ืนต ่ากว่า
แบคทีเรีย (ยกเวน้สปอร์แบคทีเรีย) เม่ือมีความช้ืนจ ากดัราจะสร้างสปอร์ หรือระยะพกัตวัชนิดอ่ืนๆ 
ราส่วนมากต้องการออกซิเจนในการเติบโต ต้องการช่วงอุณหภูมิค่อนขา้งกวา้ง คือ ตั้ งแต่ 0-62 
องศาเซลเซียส (ºC) แต่ช่วงท่ีเหมาะสม คือ 22-23 องศาเซลเซียส ดงันั้นอาหารท่ีเก็บไวใ้นอุณหภูมิ
ต ่า เช่น ในตูเ้ยน็อาจเส่ือมเสียไดเ้น่ืองจากการเติบโตของรา ราบางชนิดเติบโตไดดี้ในท่ีอุณหภูมิสูง 
62 องศาเซลเซียส ราบางชนิดสร้าง สเคลอโรเตีย (sclerotia) ซ่ึงแข็งและแห้ง สามารถทนต่อความ
ร้อนสูงได ้(อโณทยั, 2535ข: 131)  
 แสงในช่วงท่ีตามองเห็นได ้(visible) ไม่ค่อยมีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ หรือเส้น
ของใยรา แต่แสงช่วงน้ีมกัมีผลต่อการสร้างสปอร์ แต่อาจพบเช้ือราบางชนิดท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร
วุน้ ท่ีมีลกัษณะการเจริญเติบโตของเส้นใยท่ีตอบสนองต่อแสง มีการแตกก่ิงของเส้นใยท่ีแตกต่าง
กนัตามความสวา่งและความมืดในรอบวนั (สมจิตร, 2552: 41)  
 ราส่วนใหญ่ตอ้งการออกซิเจนในการหายใจอาจแบ่งราเป็นกลุ่มต่างๆ ตามความตอ้งการ
ออกซิเจนในการเจริญเติบโต ดงัน้ี obligate aerobic fungi เช้ือรากลุ่มน้ีจะถูกยบัย ั้งการเจริญเติบโต
หรือตาย ถา้มีออกซิเจนไม่เพียงพอหรือขาดออกซิเจน facultative aerobic fungi เป็นพวกท่ีสามารถ
เจริญเติบโตไดท้ั้งในท่ีมีและไม่มีออกซิเจน obligate fermentative fungi สามารถเจริญไดดี้ทั้งในท่ีมี
และไม่มีออกซิเจน แต่จะไดพ้ลงังานส่วนใหญ่จากกระบวนการหมกั (fermentation) และ obligate 
anaerobic fungi ตอ้งการสภาพแวดล้อมท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ในปริมาณมาก รากลุ่มน้ีไม่
สามารถด ารงชีวิตในสภาพแวดล้อมท่ีมีออกซิเจนได้ (สมจิตร, 2552: 47-48) ราเติบโตช้ากว่า
แบคทีเรีย หากสภาวะแวดลอ้มเหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรียทุ์กชนิดแลว้ รามกัจะตอ้งพ่ายแพ้
ในการแข่งขนัการเจริญ แต่ถา้ราเจริญไดแ้ลว้ราจะเจริญไดอ้ยา่งรวดเร็วมาก ดงันั้น อาหารเล้ียงเช้ือ
ราจึงอาจมีแบคทีเรียเติบโตและแยง่อาหารได ้เม่ือตอ้งการเล้ียงราอยา่งเดียวจึงควรปรับสภาพอาหาร
ใหมี้ความเป็น กรด-เบส ท่ี 5.6 และมีน ้ าตาลประกอบอยูม่ากประมาณ ร้อยละ 4 จะยบัย ั้งการเติบโต
ของแบคทีเรียทัว่ๆ ไปได ้(อโณทยั, 2535ข: 132; สุมาลี, 2541) 
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 1.4  สารอาหารของรา 
 อาหารของรามีหลายชนิด กลูโคส (glucose) เป็นแหล่งคาร์บอน (carbon source) และ
พลงังานท่ีดีส าหรับราทุกชนิด น ้ าตาลชนิดอ่ืนๆ เช่น ซูโครส (sucrose) และมอลโทส (maltose) 
รวมทั้งสารประกอบคาร์บอนอินทรียอ่ื์นๆ เช่น สตาร์ท (starch) และเซลลูโลส (cellulose) นั้นมีรา
หลายชนิดสามารถใชไ้ด ้ไนโตรเจนอนินทรีย ์(inorganic nitrogen) อยูใ่นรูปของเกลือแอมโมเนียม 
(ammonium salt) หรือ ไนเตรท (nitrate) ราบางชนิดสามารถใช้ได้ แต่บางชนิดต้องการ  
ไนโตรเจนอินทรีย ์(organic nitrogen) เช่น เพปโทน (peptone) แร่ธาตุต่างๆ ซ่ึงจ าเป็นต่อการเติบโต 
และมีราบางชนิดท่ีตอ้งการวิตามิน (vitamin) ดว้ย (อโณทยั, 2535ก: 131-132) เม่ือแบ่งกลุ่มธาตุ
อาหารท่ีจ าเป็นส าหรับการเจริญเติบโตของราตามปริมาณความตอ้งการสามารถแบ่งได ้2 กลุ่ม คือ 
ธาตุอาหารท่ีตอ้งการในปริมาณมาก (macronutrient elements) ไดแ้ก่ คาร์บอน (carbon) ไฮโดรเจน 
(hydrogen) ออกซิเจน (oxygen) ไนโตรเจน (nitrogen) ฟอสฟอรัส (phosphorus) โพแทสเซียม 
(potassium) ซัลเฟอร์ (sulfur) แมกนีเซียม (magnesium) และแคลเซียม (calcium) ธาตุอาหารท่ี
ตอ้งการในปริมาณน้อย (micronutrient elements) แต่จ าเป็นต่อการด ารงชีวิต ได้แก่  ธาตุเหล็ก 
(iron) ทองแดง (copper) แมงกานีส (manganese) สังกะสี (zinc) และ โมลิบดีนัม (molybdenum) 
(สมจิตร, 2552: 49) 
  1.4.1  แหล่งคาร์บอน อาหารท่ีเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีราไดรั้บเขา้สู่เซลล ์จะถูกน าไปใช้
ในสองกระบวนการหลกัท่ีจ  าเป็นต่อการด ารงชีวิต ไดแ้ก่ น าไปสร้างเป็นสารประกอบต่างๆ เพื่อ
การเจริญเติบโต เช่น คาร์โบไฮเดรต โปรตีน ไขมนั และกรดนิวคลิอิก เป็นตน้ ซ่ึงสารประกอบ
เหล่าน้ีเป็นส่วนประกอบของโครงสร้างของรา และถูกน าไปใชเ้ป็นแหล่งพลงังาน เพื่อใชใ้นการท า
หนา้ท่ีต่างๆ ในการด ารงชีวิตของรา ในธรรมชาติมีสารอินทรียห์ลายชนิดท่ีราสามารถใชเ้ป็นแหล่ง
คาร์บอนและแหล่งพลงังานของเซลล ์สารอินทรียท่ี์ราน าไปใชป้ระโยชน์ไดมี้ทั้งท่ีเป็นสารประกอบ
โมเลกุล เล็ก  ไปจนถึงสารประกอบโมเลกุลใหญ่ แหล่งคาร์บอนท่ีส าคัญของรา ได้แ ก่ 
คาร์โบไฮเดรต ซ่ึงเป็นสารประกอบท่ีมี ธาตุคาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน เป็นส่วนประกอบ
หลกั ไดแ้ก่ น ้าตาล แป้ง เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส (hemicelluloses) เป็นตน้ (สมจิตร, 2552: 52) 
  1.4.2  แหล่งไนโตเจน เช้ือราตอ้งการแหล่งไนโตรเจนจากสารอาหาร เพื่อใชใ้นการ
สร้างส่วนประกอบต่างๆ ของเซลล ์ไดแ้ก่ กรดอะมิโน ซ่ึงเป็นส่วนส าคญัของโปรตีนต่างๆ ท่ีจ าเป็น
ในกิจกรรมของเซลล์เพื่อการเติบโต ไนโตรเจนยงัเป็นองคป์ระกอบของ พิวรีน (purine), ไพริมิดีน 
(pyrimidine) วติามินหลายชนิดและกรดนิวคลิอิก (nucleic acid) ซ่ึงเป็นสารพนัธุกรรมของส่ิงมีชีวิต 
นอกจากน้ีไนโตรเจนยงัเป็นส่วนประกอบของไคติน ซ่ึงเป็นองค์ประกอบผนงัเซลล์ของราหลาย
ชนิด สารอาหารท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของรา ควรมีความสมดุลของธาตุอาหารต่างๆ ท่ี
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จ าเป็นต่อการเจริญ โดยทัว่ไปสัดส่วนของคาร์บอนและไนโตรเจน (C/N ratio) ท่ีเหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโตของเช้ือรา อยูใ่นช่วงประมาณ 10: 1 เช้ือราไดรั้บสารอาหารท่ีเป็นแหล่งไนโตรเจนได้
หลายรูปแบบ ได้แก่ ไนเตรท (NO3

-) ไนไตร์ท (NO2
-) แอมโมเนียม (NH4

+) กรดอะมิโน หรือ 
เปปไทด ์(peptide) และโปรตีน (สมจิตร, 2552: 60-61) 
 1.5  การเพาะเลีย้งเช้ือราในห้องปฏิบัติการทัว่ไป 
 อาหารท่ีใช้เล้ียงราอาจเป็นอาหารจากธรรมชาติ เช่น ผลไมบ้ด ผกับด เมล็ดธญัพืช หรือ
เน้ือสัตว ์แต่ไม่นิยมใชก้นั อาหารสังเคราะห์เป็นท่ีนิยมใชก้นัมากกวา่ ซ่ึงมีส่วนประกอบของมนัฝร่ัง
บด หรือต้มสุกผสมกับวุ ้นและกลูโคส หรืออาจมีสูตรอ่ืนๆ อีกท่ีประกอบด้วย เปปโทน 
คาร์โบไฮเดรต และวุน้ แต่ส าหรับราท่ีเป็นปรสิต หรือเช้ือโรคตอ้งใส่สารอ่ืนๆ อีกมาก (อโณทยั, 
2535ก: 132) เช้ือราส่วนมากสามารถเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีส่วนประกอบจากธรรมชาติ เช่น 
อาหารเล้ียงเช้ือ Potato Dextrose Agar (PDA) เป็นอาหารท่ีมีส่วนประกอบของ น ้ าสกดัจากมนัฝร่ัง
ตม้ และน ้ าตาลกลูโคส 2% อาหารเล้ียงเช้ือ Meat Extract Agar (MEA) ประกอบดว้ย malt extract 
2% และ Corn Meal Agar (CMA) ซ่ึงอาหารเล้ียงเช้ือต่างๆ เหล่าน้ี ใช้ส าหรับการศึกษาเพื่อดู
พฒันาการของเช้ือรา นอกจากน้ีอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชส้ าหรับการเจริญของเช้ือรานั้นควรเป็นกรด pH 
5-6 และมีส่วนประกอบท่ีเป็นสารอินทรียจ์  าพวกไนโตรเจนมาก อยา่งไรก็ตาม ในการเจริญของเช้ือ
ราบางชนิดอาจตอ้งการปริมาณธาตุอาหารนอ้ย แต่เช้ือราส่วนใหญ่ก็สามารถเจริญในอาหารเหลวท่ี
มีเกลือและกลูโคสนอ้ยได ้แต่เช้ือราบางชนิดตอ้งการวิตามิน 1 ชนิด หรือมากกวา่ในการเจริญ เช่น 
thiamine (vitamin B1) หรือ biotin (vitamin B7)) หรือทั้ง 2 ชนิด นอกจากน้ีราบางชนิดก็ไม่สามารถ
ใชไ้นเตรท หรือแอมโมเนียม เป็นแหล่งไนโตรเจนได ้แต่ราบางชนิดก็ตอ้งการสารพวกสเตอร์รอยด์
ส าหรับการเจริญ เช่น Phytophythora infestans หรือ Laptomitis lacteus ซ่ึงตอ้งการซลัเฟอร์ส าหรับ
เป็นส่วนประกอบของกรดอะมิโน เช่น คริสทีอีน (cysteine) ได ้ (วิไลลกัษณ์, 2549: 8-9) อาหาร
เล้ียงราไม่วา่จะเป็นอาหารเหลว หรืออาหารแข็ง จะประกอบไปดว้ยธาตุอาหารท่ีจ าเป็น และความ
แตกต่างของอาหารเล้ียงเช้ือ สามารถจ าแนกเป็น 
  1.5.1  undefined  media เป็นอาหารเล้ียงเช้ือท่ีประกอบดว้ยสารอาหารท่ีไดจ้ากพืช 
สัตว ์และจุลินทรีย ์โดยทัว่ไปจะให้สารอาหารจากธรรมชาติ ประกอบด้วย malt extract yeast 
extract และ com meal ซ่ึงสารอาหารท่ีได้จากธรรมชาติน้ีจะประกอบไปดว้ย น ้ าตาล โปรตีน 
วติามิน และแร่ธาตุต่างๆ ท่ีสามารถยอ่ยสลายและดูดซึมไปใชไ้ดง่้าย และรวดเร็ว อาหารเล้ียงเช้ือท่ี
มีส่วนประกอบจากธรรมชาตินั้นจะมีความส าคญัมากส าหรับการเพาะเล้ียงฟังไจส่วนมากเพราะ
ราคาถูก และท่ีส าคญัฟังไจส่วนมากสามารถเจริญไดดี้ แต่อยา่งไรก็ตามจะมีขอ้เสีย คือองคป์ระกอบ
ทางเคมีมกัมีการเปล่ียนแปลง ไม่แน่นอน และท าใหผ้ลการทดลองไดผ้ลไม่เหมือนเดิมทุกคร้ัง 
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  1.5.2  defined media เป็นอาหารเล้ียงเช้ือท่ีทราบองคป์ระกอบทางเคมีของอาหารท่ี
แน่นอน และในการทราบองค์ประกอบทางเคมีท่ีแน่นอนน้ีเหมาะส าหรับการศึกษาทางด้าน
สรีรวทิยาของเช้ือ (Moor-Landecker, 1996) 
 การเพาะเล้ียงราในแต่ละสปีชีส์เพื่อการจดัจ าแนก จ าเป็นตอ้งเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ
ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและสร้างสปอร์ อาหารท่ีเหมาะสมกบัราส่วนใหญ่ คือ MEA หรือ 
Oatmeal Agar (OA) ซ่ึง Centraalbureau voor Schimmelcultures Utrecht (CBS), An institute of the 
Royal Netherlands Academy of Arts and Science นิยมใช ้MEA ท่ีเพิ่มน ้ าตาลซูโครสลงไปอีก 20 
หรือ 40% นอกจากน้ียงัมีราบางสปีชีส์ท่ีตอ้งการอาหารพิเศษ เช่น Potato Carrot Agar (PCA), 
Czapek Yeast Autolysate Agar (CYA) Carnation Leaf Agar (CLA) และส าหรับ Penicillium ใน
บางสปีชีส์ใชอ้าหาร Creatine Agar (CREA) อีกดว้ย การบ่มเช้ือราให้บ่มในท่ีมีแสงสวา่ง หรือท่ีมืด 
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 5-10 วนั ราบางชนิดสร้างสปอร์ในท่ีสว่าง เช่น Fusarium, 
Trichoderma และ Epicoccum ส่วน Phoma ควรบ่มในท่ีมืดก่อนแลว้ตามดว้ยบ่มสลบักนัในท่ีมืด
และสวา่ง ส าหรับการสร้างสปอร์สามารถกระตุน้ไดโ้ดยรังสีท่ีมีความยาวคล่ืนแสงใกลเ้คียงกบัรังสี
อลัตราไวโอเลต (black light) (เสาวนิตย,์ 2550) 
 1.6  การได้รับสารอาหารของรา  
 รามีการดูดซึมสารอาหารผ่าน plasmalemma ซ่ึงสารประกอบท่ีจะผ่านไดน้ั้นจะตอ้งมี
น ้าหนกัโมเลกุลต ่าและละลายน ้าได ้เพราะถา้เป็นสารท่ีมีโมเลกุลขนาดใหญ่ และไม่สามารถละลาย
น ้ าได ้เช้ือราจะมีการปลดปล่อยเอนไซมอ์อกมาภายนอกเซลล์เพื่อท าการยอ่ยสลายสารท่ีมีโมเลกุล
ใหญ่ ซ่ึงเอนไซมท่ี์ใชใ้นการยอ่ยสลายจะมีคุณสมบติัท่ีจ  าเพาะกบัโมเลกุลนั้นๆ (Griffin, 1994) 
  1.6.1  การยอ่ยสลายสารอาหารภายนอกเซลล์ สารท่ีมีโมเลกุลเล็กๆ เช่นน ้ าตาล และ
กรดอะมิโน เป็นสารท่ีสามารถละลายน ้าได ้แลว้เส้นใยของราสามารถดูดซึมไปไวใ้ชไ้ด ้ส่วนสารท่ี
มีโมเลกุลใหญ่จะเป็นพอลิเมอร์ (polymer) ท่ีไม่ละลายน ้ า เช่น เซลลูโลส แป้ง และโปรตีน 
ส่วนมากมกัถูกย่อยสลายก่อนท่ีจะน าไปใช้ประโยชน์ได้ โดยกระบวนการปลดปล่อยเอนไซม์
ออกมาภายนอกเซลล์เพื่อท าการตดัสารท่ีมีโมเลกุลใหญ่ ซ่ึงภายในจะประกอบดว้ยสารประกอบ
ต่างๆ ท่ีซับซ้อนและในการยอ่ยของเอนไซม์นั้นจะมีความจ าเพาะสูง และสามารถควบคุมการยอ่ย
สลายของโมเลกุลสารท่ีจ าเพาะเท่านั้น ดงันั้น กระบวนการยอ่ยสลายของสารประกอบท่ีมีโมเลกุล
ใหญ่จะสมบรูณ์ได้ต้องมีกระบวนการท่ีเป็นขั้นตอน โดยจะเก่ียวข้องกบัเอนไซม์ท่ีแตกต่างกัน 
จนกระทัง่ได้สารท่ีมีโมเลกุลไม่ซับซ้อนและละลายน ้ าได้ เช้ือราจึงสามารถดูดซึมเขา้สู่เซลล์ได ้
จากนั้นสารโมเลกุลเล็กๆ น้ีจะถูกยอ่ยสลายต่อโดยเอนไซมภ์ายในเซลล์อีกคร้ังหน่ึง ความสามารถ
ในการใชป้ระโยชน์จากสารโมเลกุลใหญ่นั้นจะข้ึนอยูก่บัความสามารถในการยอ่ยของรา แลว้ราจะ
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ไม่สามารถเจริญไดบ้นอาหารเล้ียงเช้ือท่ีประกอบดว้ยสับสเตรท (substrate) ท่ีไม่สามารถยอ่ยสลาย
ได ้(Moor-Landecker, 1996) 
  1.6.2  การเคล่ือนยา้ยธาตุอาหารเขา้สู่เซลล์ ไอออนทั้งหมด และโมเลกุลของ
สารอาหารผา่นเขา้ไปในเซลล์ของราไดโ้ดยผา่นทั้งผนงั และ plasmalemma ซ่ึงในตวัของผนงัเซลล์
เองจะมีรูพรุนท่ียอมให้ไอออน หรือโมเลกุลของสารผา่นได ้ส่วน plasmalemma มีคุณสมบติัเป็น
เยื่อเลือกผา่นท่ีสามารถควบคุมการเคล่ือนท่ีของสารภายในเซลล์และสารท่ีเป็น nonelectrolyte ใน
สารละลายจะสามารถผ่าน plasmalemma ได้โดยตอบสนอง gradient ของความเขม้ข้น ซ่ึงจะ
เคล่ือนท่ีจาก gradient ท่ีมีความเขม้ขน้นอ้ย แลว้ไอออนท่ีอยูใ่นสารละลายก็จะขา้มผา่นเยื่อหุ้มเซลล์
จาก gradient ท่ีมีความเข้มขน้ต ่า แต่ในการเคล่ือนท่ีนั้นจะข้ึนอยู่กับความแตกต่างของแรงใน 
electrohemical potential active transport ซ่ึงกลไกน้ีจะเก่ียวขอ้งกบัการจบักนัของสารละลายกบัตวั
ขนส่งโมเลกุลท่ีอยูใ่น plasmalemma ท าหนา้ท่ีขนส่งและล าเลียงสารละลายขา้ม plasmalemma แลว้
ปลดปล่อยโมเลกลุของสารอาหารเข้าสู่ เซลล์ ซ่ึงจะเก่ียวข้องกับระบบการขนส่งน้ีจะต้อง
การพลงังานในรูปของ ATP ส่วนอีกวิธีหน่ึง คือ facilitated diffusion ซ่ึงจะเก่ียวขอ้งกบัระบบการ
ขนส่งสารแต่ละชนิดจะไม่เหมือนกบักระบวนการ active transport โดยสารละลายจะมีการเคล่ือนท่ี
ตรงขา้มกบั gradient และสารละลายจะถูกล าเลียงขา้ม plasmalemma จาก gradient ท่ีมีความเขม้ขน้
สูงไปยงั gradient ความเขม้ขน้ต ่า (Moor-Landecker, 1996) 
  ไอออนท่ีมีความส าคญัท่ีเขา้สู่เซลล์โดยกระบวนการ active transport ประกอบดว้ย
ไอออนท่ีมีประจุบวก เช่น โพแทสเซียม (K+), แมกนีเซียม (Mg2+), แมงกานีส (Mn2+), เหล็ก (Fe+) 
และแอมโมเนียมไอออน (NH4

+) ส่วนไอออนท่ีมีประจุลบท่ีส าคญั เช่น ฟอสเฟต (PO4
3-) และ 

ซลัเฟต (SO4
2-) ในการน าโพแทสเซียมไอออน เขา้สู่เซลลน์ั้นจะเกิดจาก gradient ท่ีมีความเขม้ขน้สูง

ประมาณ 500: 1 และตอ้งใชพ้ลงังานจากกระบวนการหายใจ และในการน าโพแทสเซียมไอออนเขา้
สู่เซลล์จะมีกลไกท่ีตรงขา้มกบัการล าเลียงไฮโดรเจนไอออน (H+) เขา้สู่เซลล์ ซ่ึงในบางคร้ังการ
ล าเลียงไอออนชนิดหน่ึงเขา้สู่เซลล์ อาจจะตอ้งได้รับอิทธิพลจากการล าเลียงไอออนตวัอ่ืนเขา้สู่
เซลล์ดว้ย เช่น การล าเลียง Mg2+, แคลเซียม (calcium; Ca2+), และ Mn2+ เกิดข้ึนเม่ือมีการล าเลียง
ฟอสเฟต โดยมีโพแทสเซียมไอออนเป็นตวักระตุ้น เช่นเดียวกับการล าเลียงฟอสเฟตทั้ งหมด 
(Griffin, 1994) 
  ในการล าเลียงน ้าตาลชนิดต่างๆ จะเกิดข้ึนโดยกระบวนการท่ีเรียกวา่ active transport 
หรือ facilitated diffusion ข้ึนอยู่กบัความแตกต่างของราแต่ละชนิด ซ่ึงการล าเลียงกรดอะมิโน 
เกิดข้ึนโดยกระบวนการท่ีเรียกวา่ active transport และการล าเลียงสารอินทรียท่ี์เป็นกรดเกิดไดท้ั้ง
กระบวนการ specialized transport และ passive diffusion โดยโมเลกุลท่ีท าหนา้ท่ีในการขนส่งจะ
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ถูกสร้างข้ึนมาจ าเพาะส าหรับการขนส่งสารอาหารแต่ละชนิด ส่วนมากจะข้ึนอยูก่บัปัจจยัต่างๆ เช่น 
pH อุณหภูมิ และองค์ประกอบของอาหาร หรือสภาวะแวดลอ้มของเช้ือราท่ีจะมีผลต่อการล าเลียง
อาหาร ส่วนการดูดซึมสารอาหารเขา้สู่เซลล์ข้ึนอยู่กับการท างานของเอนไซม์ ซ่ึงการย่อยของ
เอนไซมน์ั้นจะตอบสนองส าหรับการท าให้สารท่ีมีโมเลกุลใหญ่ในอาหารเล้ียงเช้ือเกิดการแตกตวั 
ซ่ึงเซลล์จะไม่ไดมี้การสร้างเอนไซม์อยูทุ่กเวลา แต่การสังเคราะห์เอนไซม์นั้นจะถูกสร้างข้ึนเม่ือมี
ส่วนประกอบของอาหารท่ีจ าเพาะกบัเอนไซม์ แลว้เอนไซม์ส่วนมากไม่จ  าเป็นตอ้งมีเอนไซมท่ี์ท า
หน้าท่ีในการย่อยแป้งอยู่ แต่ถ้ามีการล าเลียงอาหารท่ีประกอบด้วยแป้งจึงจะมีการสร้างเอนไซม์
ข้ึนมาเพื่อท าการยอ่ยแป้งนั้น (Moor-Landecker, 1996) 
 1.7  ปัจจัยทีม่ีผลต่อการสร้างสปอร์ของรา 
 สปอร์ท าหนา้ท่ี ท่ีส าคญั 2 ประการ คือ เป็นหน่วยแพร่กระจาย และเพื่อการอยูร่อด ราแต่
ละชนิดส่วนใหญ่สร้างสปอร์ไดม้ากกว่า 1 แบบ ลกัษณะของสปอร์เพื่อการแพร่กระจาย ตอ้งแยก
ออกจากเส้นใยแม่ไดง่้ายและมกัจะมีกลไกพิเศษในการแยกตวั มีการสร้างเป็นจ านวนมากแต่มกัมี
ขนาดเล็ก มีชีวติอยูไ่ดไ้ม่นาน สามารถงอกไดท้นัทีเม่ือตกลงในท่ีท่ีมีอาหาร และรูปร่างหลากหลาย 
ส่วนลกัษณะของสปอร์เพื่อการอยู่รอดมกัติดแน่นอยู่กบัเส้นใยแม่ มีการสร้างจ านวนไม่มากแต่มี
ขนาดค่อนขา้งใหญ่ สามารถอยูร่อดไดดี้ ผนงัค่อนขา้งหนา มีรูปร่างหลากหลาย ราดูดกินอาหารเพื่อ
การเจริญเติบโต และหยุดการเจริญเติบโตเม่ืออาหารเหลือน้อยลง เพื่อการอยู่รอดราตอ้งสามารถ
แพร่กระจายไปยงัท่ีใหม่ท่ีมีอาหารมากกว่า หรือสามารถอยู่รอดไปจนกว่าจะมีอาหารใหม่มา
ทดแทน ดังนั้ นปริมาณอาหารท่ีน้อยลงจึงเป็นปัจจัยหน่ึงท่ีกระตุ้นให้ราสร้างสปอร์ สภาพท่ี
เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตมกัจะไม่เหมือนกบัสภาพท่ีราจะสร้างสปอร์ สภาพแวดลอ้มมีผลอยา่ง
มากในการสร้างสปอร์ของรา ราหลายชนิดสร้างสปอร์หลายแบบ แต่ละแบบตอบสนองต่อ
สภาพแวดลอ้มเฉพาะ โดยปัจจยัท่ีมีผลต่อการสร้างสปอร์ของราท่ีส าคญัมี ดงัน้ี 
  1.7.1  ระบบอาหาร เม่ือเล้ียงเช้ือบนผิวหนา้ของอาหารแข็ง เช้ือจะเจริญเป็นวงกลม
เป็นรัศมี มีบริเวณรอบนอก หรือขอบ (extension zone) แลว้สร้างสปอร์ หรือฟรุตต้ิงบอดี(fruiting 
bodies) วธีิการน้ีไม่สะทอ้นความสัมพนัธ์ระหวา่งความตอ้งการอาหารกบัการสร้างสปอร์ ส่วนการ
เล้ียงราในอาหารเหลว ส่วนใหญ่ราทัว่ไปเจริญอยูเ่ฉพาะท่ีผิวหนา้อาหารของอาหารเหลวท่ีไม่มีการ
กวน เหมาะในการศึกษากระบวนการสร้างสปอร์ ส่วนอาหารเหลวท่ีมีการกวนเช้ือจะเจริญจมอยูใ่น
อาหาร ราบางชนิดอาจสร้างสปอร์ได ้เหมาะในการศึกษาท่ีเก่ียวกบัสรีรวทิยาและทางชีวเคมีของรา  
  1.7.2  ระดบัอาหาร มีผลต่อการสร้างสปอร์ท่ี 3 ระยะใหญ่ด้วยกนั คือ ระยะ
เจริญเติบโต (vegetative growth) ระยะเหน่ียวน าให้สร้างสปอร์ (induction of sporulation) และ 
ระยะสร้างสปอร์ไดส้มบรูณ์ (completion of sporulation)  
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  ท่ีระยะการเจริญเติบโตราหลายชนิดสร้างสปอร์เม่ือมีการเจริญเติบโตจ ากดั ราบาง
ชนิดท่ีมีฟรุตต้ิงบอดีขนาดใหญ่ตอ้งการเส้นใยจ านวนมาก จึงตอ้งการอาหารในช่วงแรกมากกว่า
ปกติ กระการเมตาบอลิซึม (metabolism) ท่ีเกิดข้ึนระหว่างท่ีราก าลังเจริญอาจส่งผลให้เกิดการ
สะสมอนุมูลกรด หรืออนุมูลเกลือแล้วไปมีผลเป็นพิษกบัราเอง ท าให้สภาพไม่เหมาะสมในการ
สร้างสปอร์ อาหารท่ีมีความเขม้ขน้นอ้ยหรืออาหารท่ียอ่ยยาก เช่น แป้ง อาจกระตุน้ให้เกิดการสร้าง
สปอร์ได ้อตัราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจน ส่งเสริมให้เกิดกระบวนการสะสมอาหาร เช่น ไกล
โคเจน (glycogen) กระตุน้ให้ราสร้างสปอร์ได ้ในระยะเหน่ียวน าให้สร้างสปอร์ในราเกือบทุกชนิด 
เม่ือไนโตรเจนในอาหารเหลือน้อยลงเป็นปัจจยัส าคญัท่ีเป็นตวักระตุน้ให้มีการสร้างสปอร์ แต่ถ้า
ขาดธาตุคาร์บอนดว้ย ราจะยอ่ยสลายตวัเอง และท่ีระยะสร้างสปอร์ไดส้มบูรณ์ ระหวา่งท่ีมีการสร้าง
สปอร์จะมีการเปล่ียนแปลงสารสังเคราะห์ภายในรา เน่ืองจากสปอร์แตกต่างจากเส้นใยทั้งในแง่
รูปร่างและองคป์ระกอบ ราส่วนใหญ่มีการสะสมสารไบโอติน (biotin) ระหวา่งท่ีมีการสร้างสปอร์ 
  1.7.3  แสงกบัการสร้างสปอร์ ราหลายชนิดตอ้งการแสงในการสร้างสปอร์  ซ่ึงส่วน
ใหญ่ตอ้งการแสงท่ีมองเห็นได ้(visible light) แต่บางชนิดตอ้งการแสงอลัตราไวโอเลต (ultraviolet) 
ราท่ีตอ้งการแสงส่วนใหญ่ตอ้งการความมืดสลบั เช่น Pilobolus ท่ีแรกๆ ตอ้งการแสงเพื่อสร้าง 
trophocysts แล้วตอ้งการความมืดเพื่อสร้างกา้นชูสปอร์ และตอ้งการแสงอีกคร้ังเพื่อปล่อยสปอร์ 
(นิวฒั, 2543: 117-121) 
 1.8  ลกัษณะทัว่ไปของราทีใ่ช้ในการศึกษาและวจัิย 
  1.8.1  Rhizopus oligosporus จดัอยู่ใน Kingdom Mycota, Division Eumycota, 
Subdivision Zygomycotina, Class Zygomycetes, Order Mucorales, Family Mucoraceae, Genus 
Rhizopus (Rao et al.,2011: 31) เช้ือราใน Genus Rhizopus เป็นราพวกท่ีไม่มีผนงักั้นในเส้นใย 
โคโลนีท่ีเจริญไดอ้ยา่งรวดเร็ว มีสโตลอน (stolon) มีรงควตัถุท่ีไรซอยด์ (rhizoid) และในช่วงวงจร
ท่ีมีการสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศจะมีสปอร์แรงจิโอฟอร์ (sporangiophore) สปอร์แรงจิโอฟอร์มี
ลกัษณะเด่ียวๆ หรือเป็นกลุ่ม โดยส่วนใหญ่ไม่แตกแขนง ภายในสปอร์แรงเจียม (sporangium) มี
สปอร์ท่ีมีขนาดใหญ่มาก เม่ือมีอายุยงัน้อยมีสีขาว เม่ือแก่เปล่ียนเป็นสีน ้ าตาลอมด า คอลมัเมลลา 
(columella) มีสีน ้ าตาล รูปร่างกลมหรือคร่ึงวงกลมและมี อะโปไฟซีส (apophysis) สปอร์มีรูปร่าง
แบบรูปไข่กลมสั้นๆ มุมไม่สม ่าเสมอ มกัมีร่องเล็กๆ บนผิวสปอร์ (บางคร้ังไม่มีร่องหากพบสปอร์
ในน ้า)  
  เช้ือรา Species R. oligosporus ช่วงแรกโคโลนีมีสีขาว ต่อมาเปล่ียนเป็นสีเทาอม
น ้ าตาลเม่ือมีอายุมากข้ึน มีความสูงถึง 10 มิลลิเมตร (millimeter; ml) มีสโตนลอนผนงัเรียบหรือ
ขรุขระเล็กน้อย เกือบไม่มีสีถึงสีน ้ าตาลอมเหลือง มีไรซอยด์สีน ้ าตาลท่ีต าแหน่งตรงกบับริเวณท่ี
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สร้างสปอร์แรงจิโอฟอร์ หรือพบสปอร์แรงจิโอฟอร์สร้างข้ึนโดยตรงจากสโตลลอนบริเวณไม่มีไร
ซอยด์ สปอร์แรงจิโอฟอร์มีลกัษณะเดียวๆ หรือเป็นกลุ่มๆ ละ 5 อนั บางคร้ังมีลกัษณะคลา้ยส้อม
หรือง่าม ผนังเรียบ มีความยาวถึง 150-2,000 ไมโครเมตร และมีเส้นผ่านศูนย์กลาง 6-14 
ไมโครเมตร สปอร์แรงจิโอเจียมีรูปร่างกลมหรือค่อนขา้งกลมและผนงัมีหนามแหลม เม่ืออายุมาก
ข้ึนมีสีน ้าตาลเขม้จนถึงสีน ้ าตาลอมด า มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 50-200 ไมโครเมตร คอลมัเมลามี
รูปร่างกลมหรือรูปไข่ มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 30-120 ไมโครเมตร ผนงัเรียบหรือขรุขระเล็กนอ้ย  
  สปอร์แรงจิโอสปอร์มีรูปร่างกลม รูปไข่ หรือรูปร่างไม่แน่นอน มกัพบรูปร่างมีหลาย
เหล่ียม ผนงัมีร่องเล็กๆ คลาไมโดสปอร์มีรูปร่างกลม มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 10-35 ไมครอน 
และยงัพบรูปร่างรีหรือทรงกระบอก มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 8-13 × 16-24 ไมโครเมตร 
  อุณหภมิูท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญเติบโต คือ 30-35 องศาเซลเซียส อุณหภูมิต ่าสุด
ท่ีเจริญเติบโตได ้คือ 5-7 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุดท่ีเจริญเติบโตได ้คือ 44 (ถึง 49) องศา
เซลเซียส (เสาวนิตย,์ 2550)  
  1.8.2  Aspergillus oryzae จดัอยู่ใน Kingdom Mycota, Division Eumycota, 
Subdivision Deuteromycotina, Class Hyphomycetes, Order Moniliales. Family Moniliaceae. 
Genus Aspergillus (Rao et al.,2011: 33) เช้ือราใน Genus Aspergillus เป็นราพวกมีผนงักั้นเส้นใย 
โคโลนีท่ีเจริญอยา่งรวดเร็ว ซ่ึงส่วนใหญ่ประกอบดว้ยกลุ่มโคนิดิโอฟอร์ (conidiophore) ท่ีชูตั้งตรง 
โคนิดิโอฟอร์ไม่มีผนังกั้น ไม่แตกแขนงและโป่งพองท่ีปลายเรียกว่า เวสซิเคิลเฟียไลด์ (vesicle 
phialide) ก าเนิดข้ึนโดยตรงจากเวสซิเคิล หรืออาจก าเนิดบนเมตูเล (metulae) โดยโครงสร้าง
ทั้งหมดท่ีประกอบด้วยเวสซิเคิลเฟียไลด์ เมตูลา (ถ้ามี) และโคนิเดีย รวมเรียกว่า หัวโคนิเดีย 
(conidia head) โคนิเดียเป็นชนิดแห้งต่อยาวเป็นสายโซ่อดักนัแน่นอยู่ในลกัษณะล า หรือคอลมัน์ 
เรียกว่า คอลัมนา (columnar) หรือสายโซ่ของโคนิเดียมีการกระจายเรียงตวัในแนวรัศมี เรียกว่า  
เรดิเอท (radiate) โคนิเดียเป็นเซลล์เด่ียวผิวเรียบหรือไม่เรียบมีการประดบัประดา (ornamented) ใส
ไม่มีสีหรือมีรงควตัถุ บางสปีชีส์สร้างเซลล์พิเศษท่ีมีลกัษณะเป็นเซลล์เด่ียวหรือสายโซ่ ผนงัหนา
และผิวเรียบ เรียกวา่ ฮูลลีเซลล์ หรือสร้างสเคลอโรเตีย (sclearotia) ซ่ึงเกิดจากการรวมตวัของกลุ่ม
เส้นใยและอดัแน่นหนาและแขง็ โดยปกติมีรูปร่างกลม Aspergillus เป็นราท่ีปนเป้ือนทัว่ไปบนวสัดุ
ต่างๆ ในเขตก่ึงร้อนและเขตร้อน ซ่ึงบางสปีชีส์ก่อให้เกิดโรคกบัคนและสัตวไ์ด ้เน่ืองจากสามารถ
ผลิตสารพิษได ้บางสปีชีส์มีความส าคญัในการท าอาหารหมกัของชาวตะวนัออก หรือบางชนิดใช้
ผลิตกรดอินทรียห์รือเอนไซมใ์นระดบัอุตสาหกรรม  
  เช้ือรา Species A. oryzae มกัพบในผลิตภณัฑ์อาหารหมกั หรือในบริเวณโรงงาน
อาหารหมกั เม่ือเล้ียงบนอาหาร Czapek Agar จะมีโคโลนีบนอาหารขนาดส้นผ่านศูนยก์ลาง 4-5 
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เซนติเมตร (centimeter; cm) เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 7 วนั ประกอบด้วย  
โคนิดิโอฟอร์ท่ียาว และมกัปนอยูก่บัเส้นใยอากาศ หวัโคนิเดียมีลกัษณะแบบเรดิเอท มีสีเหลืองเขียว
อ่อน ต่อมาเปล่ียนเป็นสีน ้ าตาลสว่างจนถึงน ้ าตาลมวัๆ โคนิดิโอฟอร์ใสไม่มีสี มีความยาวถึง 4-5 
มิลลิเมตร ส่วนใหญ่ผนงัขรุขระ เวสซิเคิลมีรูปร่างค่อนขา้งกลม มีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 40-80 
ไมโครเมตร เฟียไลด์มกัเกิดข้ึนโดยตรงจากเวสซิเคิล หรือเมตูเล มีขนาด 3-5 × 10-15 ไมโครเมตร 
เมตูเล มีขนาด 4-5 × 8-12 ไมโครเมตร โคนิเดียเป็นรูปไข่กลมในขณะท่ียงัอ่อน เม่ือแก่มีรูปร่างกลม
ถึงค่อนขา้งกลม มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 4.5-8 ไมโครเมตร สีเขียว ผนงัเรียบถึงขรุขระเล็กนอ้ย 
โคโลนีบนอาหาร MEA เจริญไดร้วดเร็วกวา่ ส่วนบนอาหาร Czapek Agar ค่อนขา้งบางกวา่ และ
เจริญไดน้อ้ยบนอาหาร CREA ดา้นใตโ้คโลนีบนอาหาร Aspergillus Differentiation Agar (AFPA) 
มีสีครีม (เสาวนิตย,์ 2550) 
 
2.  ยสีต์ (Yeast)  
 ยสีตเ์ป็นจุลินทรียย์คูาริโอตเช่นเดียวกบัรา เซลลป์กติมกัเป็นเซลล์เดียว (unicellular fungi) 
มีรูปร่างหลายแบบ เช่น รูปร่างกลม ทรงรี สามเหล่ียม รูปร่างคลา้ยผลมะนาวแถบประเทศตะวนัตก 
(lemon) หรือรูปร่างยาว เป็นต้น ยีสต์จะมีการสืบพนัธ์ทั้ งแบบไม่อาศัยเพศ โดยวิธีแตกหน่อ 
(budding) หรือแบบอาศยัเพศ โดยวิธีการสร้างสปอร์ชนิดแอสโคสปอร์ หรือแบสิดิโอสปอร์ ยีสต์
ส่วนใหญ่จะมีการใช้สารอินทรียเ์ป็นแหล่งพลงังาน และแหล่งคาร์บอน มนุษยรู้์จกัน ายีสต์มาใช้
ประโยชน์ในแง่ของกระบวนการหมกั โดยเซลล์ยีสต์จะมีการเจริญเติบโตและแพร่ขยายจ านวน
ภายใตส้ภาวะต่างๆ เช่น อาหาร อุณหภูมิ และปัจจยัแวดลอ้มในกระบวนการหมกัท่ีเหมาะสมดว้ย
การเปล่ียนแปลงน ้ าตาล (สารอินทรีย์ท่ีใช้เป็นแหล่งคาร์บอน) เป็นคาร์บอนไดออกไซด์และ
แอลกอฮอล์ เซลล์ยีสต์สามารถพบไดม้ากมายตามธรรมชาติ เช่น ในน ้ า ดิน พืช หรือแมก้ระทัง่ใน
อากาศ นอกจากน้ี ยงัพบว่ายีสต์บางชนิดจะอยู่รวมกบัแมลง หรือในกระเพาะของสัตวบ์างชนิด 
แหล่งท่ีมกัจะพบเช้ือยีสต์เจริญปะปนอยู่บ่อยๆ คือ แหล่งท่ีมีปริมาณความเขม้ขน้ของน ้ าตาลสูงๆ 
เช่น น ้ าผลไม ้น ้ าผึ้ง และผลไมท่ี้มีรสหวาน นอกจากน้ี ยงัสามารถพบยีสต์เจริญไดใ้นเมล็ดธญัพืช 
หญา้ฟาง หรือแมก้ระทัง่อาหารสัตว ์การปนเป้ือนของยสีตใ์นอาหารเหล่าน้ีอาจก่อให้เกิดเป็นสาเหตุ
ของการเน่าเสียของอาหารอีกด้วย แต่อย่างไรก็ตาม มียีสต์หลายสายพนัธ์ุท่ีไดท้  าการพิสูจน์และ
ศึกษาคน้ควา้วิจยัว่ามีประโยชน์ต่อมนุษย ์และมีการน ามาใช้ในระดบัอุตสาหกรรมอาหารหลายๆ 
อยา่งมานานแลว้ 
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 2.1  สัณฐานวทิยาของยสีต์ 
 เซลล์ยีสตจ์ะมีลกัษณะเป็นเซลล์เดียว ซ่ึงมีรูปร่างเป็นไข่ค่อนขา้งกลม ไม่มีสี ทั้งน้ี หาก
อายขุองเซลลย์สีตย์งัไม่มากจะพบเซลลท่ี์ก าลงัแตกหน่อ โดยจะมีความกวา้งของเซลล์ประมาณ 2.5-
10.5 ไมโครเมตร ซ่ึงเซลลย์สีต ์1 เซลล ์จะมีปริมาตรประมาณ 40 ลูกบาศก์ไมโครเมตร (micrometer 
cubed; µm3) และมีน ้ าหนกัแห้งประมาณ 1 × 10-10 กรัม (gram; g) โดยเฉล่ีย อยา่งไรก็ตามขนาด
เซลล์ยีสต์ข้ึนกบัการเจริญเติบโต โดยทัว่ไปสามารถแบ่งส่วนประกอบของเซลล์ยีสต์ออกไดเ้ป็น
สองส่วนหลกัๆ ไดแ้ก่ ส่วนของผนงัเซลล ์(cell wall) ท่ีท าหนา้ท่ีห่อหุม้และเป็นโครงสร้างเซลล์ กบั
ส่วนท่ีเป็นของเหลวภายในเซลล์ คือ นิวเคลียสและไซโตพลาสซึม ท่ีประกอบดว้ยโปรตีน ไขมนั 
วติามิน แร่ธาตุ ชนิดต่างๆ และกรดนิวคลีอิค เป็นองคป์ระกอบ ผนงัเซลลข์องยีสต ์สามารถแบ่งยอ่ย
ไดเ้ป็นสองส่วนหลกัๆ ไดแ้ก่ ผนงัเซลล ์และเซลลเ์มมเบรน (cell membrane) ผนงัเซลล์มีโครงสร้าง
เป็นตาข่าย (sieve like structure) ของสารพอลิแซคคาไรด์ ไดแ้ก่ กลูแคน แมนแนน และไคติน  
อาจพบสารพวกพอลิแซคคาไรด ์จบัอยูก่บัสารประกอบอ่ืนๆ เช่น ไขมนั และโปรตีนซ่ึงจะอยูใ่นรูป
สารประกอบไกลโคโปรตีน (glycoprotein) และไลโปพอลิแซคคาร์ไรดฺ(lipopolysaccharide) ส่วน
เซลลเ์มมเบรนเป็นส่วนท่ีลอ้มรอบเซลลย์สีตโ์ดยอยูถ่ดัจากผนงัเซลลช์ั้นนอกเขา้มา มีหนา้ท่ีหลกั คือ 
ช่วยรักษาสมดุลของเซลล์ยีสต์ (osmotic structure) นอกจากน้ียงัท าหน้าท่ีเป็นเยื่อเลือกผ่าน 
(semipermeable membrane) และป้องกนัผวิหนา้ของเซลล ์(ส านกังานนวตักรรมแห่งชาติ กระทรวง
วทิยาสาสตร์และเทคโนโลยี, 2549: 7-11) 
 ส่วนใหญ่ยีสต์จะสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศโดยการแตกหน่อ ซ่ึงการแตกหน่ออาจจะ
เกิดข้ึนไดท่ี้ทุกส่วนของเซลล ์เรียกวา่ mutipolar (multilateral) budding ยีสตท่ี์มีการแตกหน่อแบบน้ี 
เช่น Saccharomyces, Pichia และ Hansenula หรือเกิดได้เฉพาะท่ีขั้วของเซลล์เท่านั้น (polar 
budding) ซ่ึงมีสองแบบ คือ monopolar (unipolar) budding (ภาพท่ี 4 ก) และ biopolar budding 
(ภาพท่ี 4 ข) monopolar budding เกิดเฉพาะปลายดา้นเดียวและเกิดซ ้ าๆ กนัท่ีปลายดา้นหน่ึง ยีสตท่ี์
พบมีการแตกหน่อแบบน้ี เช่น Pityrosporum ส่วน biopolar budding เป็นการแตกหน่อท่ีเกิดข้ึนท่ี
ปลายทั้งสองขา้งของเซลล์ยีสต์ท่ีมีการแตกหน่อแบบน้ี เช่น Kloeckera และ Saccharomycodes 
กระบวนการเกิดข้ึนโดยโปรโทพลาสซึม (protoplasm) จะดนัผนงัเซลล์ให้โป่งออกไปกลายเป็น
หน่อซ่ึงจะมีขนาดใหญ่ข้ึนเร่ือยๆ จนมีขนาดเท่าเซลล์แม่ ในยีสต์บางชนิด เช่น ฟิล์มยีสต์ (film 
yeast) หน่อจะมีลกัษณะคลา้ยท่อยื่นออกมาจากเซลล์แม่ มีการเพิ่มจ านวนนิวเคลียสแลว้แบ่งกนัใน
เซลล์แม่และลูก มียีสต์ไม่ก่ีสปีชีส์ท่ีสืบพนัธ์ุโดยวิธีฟิชชนั (fission) ดงัภาพท่ี 4 (ค) และวิธีฟิชชนั
ผสมกบัการแตกหน่อ (bud fission) (Walker, 1998) 
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ภาพที ่ 4 ลกัษณะการเพิ่มจ านวนของยสีต ์
ท่ีมา:  สุวมิล (2546: 74) 
 
 ยสีตแ์ท ้(true yeasts, ascomycotina) จะมีการสร้างแอสโคสปอร์แบบอาศยัเพศ โดยเซลล์
ของยีสต์เปรียบเสมือนแอสคสั (ascus) การเกิดแอสโคสปอร์ของยีสต์แท้ ส่วนใหญ่จะเกิดข้ึน
ภายหลงัการเกิดคอนจูเกต (conjugation) ของเซลล์ 2 เซลล์ แต่ในยีสต์บางชนิดอาจเกิดแอสโค
สปอร์ไดโ้ดยไม่ตอ้งมีการคอนจูเกต หลงัจากน้ีก็จะมีการคอนจูเกตของแอสโคสปอร์ จ านวนของ
แอสโคสปอร์ในแอลคสั และลกัษณะของแอสโคสปอร์จะเป็นตวับอกชนิดของยีสต์ สีผิว และ
รูปร่างของแอสโคสปอร์จะแตกต่างกนัไปแลว้แต่ชนิดของยีสต ์ส่วนยีสต์เทียม (false yeasts) เป็น
ยสีตท่ี์ไม่สร้างแอสโคสปอร์ หรือไม่มีการสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศ จดัเป็นพวกฟังไจไม่สมบรูณ์ ยีสต์
พวกน้ีมกัจะสร้างคลาไมโดสปอร์ (สุมาลี, 2541) 
 2.2  ลกัษณะการเจริญของยสีต์ 
 การเจริญของเช้ือยสีตเ์กิดข้ึนโดยการเพิ่มขนาด เม่ือขนาดเพิ่มจนถึงจุดหน่ึง เซลล์จะมีการ
แบ่งเซลล์เพิ่มจ านวน ในระหว่างท่ีมีการแบ่งเซลล์ นิวเคลียสจะมีการแบ่งแบบไมโตซิส และการ
สังเคราะห์ไซโตพลาสซึมก็เกิดข้ึน ส าหรับการแบ่งเซลลข์องยสีตท่ี์เป็นการเพิ่มจ านวนแบบไม่อาศยั
เพศนั้น พบว่ายีสตส่์วนใหญ่มกัมีการแตกหน่อ พบจ านวนนอ้ยท่ีจะเกิดจากการแบ่งเซลล์จากหน่ึง
เป็นสองโดยวิธีฟิชชนั (fission) และมีบางพวกท่ีเพิ่มจ านวนโดยวิธีอ่ืนๆ เช่น การสร้างคอนิเดีย 
(conidia) ปกติการเพิ่มจ านวนจะเกิดในสภาวะท่ีเหมาะสมเท่านั้นในกรณีของเช้ือ Saccharomyces 
cerevisiae (S. cerevisiae) ถา้เช้ือเจริญอยูใ่นอาหารเพียงพอก็จะเพิ่มจ านวนไดเ้ป็นสองเท่าภายใน
เวลาสั้นๆ แต่ถา้อาหารหมดลงยสีตน์ั้นจะเขา้สู่ระยะท่ีไม่มีการแตกหน่อ (unbudded phase) แต่เซลล์
ยงัคงมีชีวติอยู ่และเม่ือกลบัมามีอาหารข้ึนอีก เซลลจ์ะสามารถเจริญไดต่้อไป (สาวติรี, 2549)  
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 ถ้าเล้ียงยีสต์ในสภาพแวดล้อมท่ีเป็นระบบปิด มีการใส่อาหารเพียงคร้ังเดียวตลอด
ระยะเวลาการเพาะล้ียง (batch culture)  การเจริญเติบโตท่ีมีการเพาะเล้ียงในระบบปิดจะเป็นใน
ลกัษณะเดียวกับจุลินทรียเ์ซลล์เด่ียวกลุ่มอ่ืนๆ โดยกราฟการเติบโต (growth curve) เป็นแบบ 
sigmoid curve (ภาพท่ี 5) ซ่ึงมีระยะการเจริญเติบโตแบ่งแบบกวา้งๆ ไดเ้ป็น 4 ระยะ ไดแ้ก่ lag phase 
ซ่ึงเป็นระยะเร่ิมต้นของการเจริญโดยจุลินทรีย์จะมีการปรับตัวกับสภาพแวดล้อมใหม่ และ
เตรียมพร้อมในการแบ่งเซลลเ์พื่อการเจริญเติบโต หลงัจากนั้นจะเขา้สู่ระยะท่ีมีการเจริญเติบโตอยา่ง
รวดเร็ว มีการแบ่งเซลล์ได้เซลล์เป็นจ านวนมาก เน่ืองจากในช่วงน้ีมีสารอาหารท่ีเพียงพอต่อการ
เจริญเติบโต เรียกระยะการเจริญเติบโตในช่วงน้ีวา่ log phase (exponential phase) อตัราการเติบโต 
(growth rate) อาจวดัจากจ านวนเซลล์หรือมวลชีวภาพ (biomass) ต่อหน่ึงหน่วยเวลา ซ่ึงอาจมีความ
แตกต่างกันข้ึนกับชนิดของเช้ือจุลินทรีย์ สารอาหาร และสภาพแวดล้อม ต่อมาเข้าสู่ stationary 
phase ในระยะน้ีสารอาหารเร่ิมมีปริมาณจ ากดั สภาพแวดลอ้มเร่ิมไม่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต 
เช่น ปริมาณออกซิเจนลดน้อยลง pH เปล่ียนแปลง มีของเสียหรือสารเคมีพิษจากกระบวนการ 
เมตาบอลิซึมมากข้ึน ท าให้เช้ือมีการเจริญเติบโตลดลง ในระยะน้ีจะพบว่าไม่มีการเพิ่มข้ึนของ
จ านวนเซลล์ ต่อมาระยะสุดทา้ยเรียกว่า decline phase ในระยะน้ีสารอาหารขาดแคลน และ
สภาพแวดลอ้มต่างๆ ไม่เหมาะสมต่อการเจริญ ท าให้อตัราการตายของเซลล์เพิ่มมากข้ึน (สมจิตร, 
2552: 33-34) ดงัภาพท่ี 5 
 วงจรเซลล์ของ S. cerevisiae จะเกิดข้ึนไดเ้ม่ือเซลล์นั้นเจริญถึงขนาดท่ีเรียกว่า ขนาด
วิกฤต (critial size) อตัราการเพิ่มมวลเซลล์จะเป็นตวัก าหนดการเขา้ถึงสัญญาณเร่ิมตน้ ซ่ึงเป็น
สัญญาณท่ีจ าเป็นต่อการโผล่ออกมาของหน่อ การสังเคราะห์ DNA และการเขา้วงจรเซลล์ระยะเวลา
ท่ีใช้ในการเพิ่มมวลเซลล์จนถึงขนาดวิกฤตนั้นข้ึนอยู่กบัธาตุอาหาร ก่อนท่ีเซลล์จะเร่ิมมีสัญญาณ
เร่ิมตน้ ขอ้มูลเก่ียวกบัสภาวะของอาหารเล้ียงเช้ือ และ เมตาบอลิกสเตท (metabolic state) ของเซลล์
จะถูกวเิคราะห์โดยกลไกการควบคุมหลายอยา่ง ซ่ึงกลไกเหล่าน้ีเป็นวิธีการท่ีเซลล์จะจ ากดัการเพิ่ม
มวลของเซลล์ เม่ือเซลล์เขา้สู่วงจรเซลล์สัญญาณเร่ิมตน้ก็จะเร่ิมข้ึนโดยจะเกิดควบคู่ไปกบัการเพิ่ม
จ านวนของสปินเดิลโพลบอด้ี (spindle pole body) หรือ สปินเดิลพลคั (spindle plaque) ซ่ึงเป็น 
โครงสร้างท่ีมีรูปร่างคลา้ยจานฝังตวัอยูใ่นเยือ่หุม้นิวเคลียส จากนั้นจะเกิดหน่อบริเวณสปินเดิลพลคั 
น้ี เม่ือมีการเพิ่มจ านวนสปินเดิลพลคัเป็นสองและแยกจากกนั กลุ่มของไมโครทิวบูล (microtubule) 
หรือ สปินเดิลท่ีเกิดจากพลคั จะขยายผ่านไซโตพลาสซึมไปยงัผนังเซลล์ท่ีมีวงแหวนไคตินอยู ่
นอกจากน้ียงัมีไมโครทิวบูล หรือสปินเดิลท่ียื่นผา่นเขา้ไปในนิวเคลียสจนในท่ีสุดก็มีการเช่ือมกนั
โครงสร้างท่ีมีรูปร่างคลา้ยจานฝังตวัอยูใ่นเยือ่หุม้นิวเคลียส จากนั้นจะเกิดหน่อบริเวณสปินเดิลพลคั 
น้ี เม่ือมีการเพิ่มจ านวนสปินเดิลพลคัเป็นสองและแยกจากกนั กลุ่มของไมโครทิวบูล (microtubule) 
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หรือ สปินเดิลท่ีเกิดจากพลคั จะขยายผ่านไซโตพลาสซึมไปยงัผนังเซลล์ท่ีมีวงแหวนไคตินอยู ่
นอกจากน้ียงัมีไมโครทิวบูล หรือสปินเดิลท่ียื่นผา่นเขา้ไปในนิวเคลียสจนในท่ีสุดก็มีการเช่ือมกนั
ระหวา่งไมโครทิวบูลจากพลคัทั้งสองเป็นอินทรานิวเคลียร์ไมโครทิวบูล (intranuclear microtubule) 
สั้นๆ ซ่ึงจะสร้างอย่างรวดเร็วในช่วงตน้ของวงจรเซลล์ จากนั้นเม่ือเซลล์เกิดการยืดยาวออกก็จะมี
การเคล่ือนท่ีไปยงับริเวณระหวา่งเซลลแ์ม่กบัหน่อแลว้ ไมโครทิวบูลจะยดืยาวออก และเกิดการแบ่ง
นิวเคลียส เม่ือผนงักั้นระหวา่งเซลล์เกิดข้ึนนั้นเยื่อหุ้มนิวเคลียสก็จะถูกแบ่งออกเป็นสอง แลว้เกิด
การแยกเซลลท์ั้งสองออกอยา่งรวดเร็ว และวงแหวนไคตินจะถูกทิ้งไวบ้นรอยแผลท่ีเกิดจากการแตก
หน่อท่ีเซลลแ์ม่ (สาวติรี, 2539) 
 
 
  
 
 
 
               
                                                                      lag phase        log phase      stationary    decline phase  
         

 
ภาพที ่ 5 กราฟการเจริญเติบโตของเช้ือยสีตท่ี์เพาะเล้ียงในระบบปิด 
ท่ีมา: สมจิตร (2552: 34) 
  
 ลกัษณะการเจริญของโคโลนียสีตบ์นอาหารท่ีปรากฏ หากเป็นโคโลนีอายุนอ้ยจะช้ืนมาก
หรือเป็นเมือก ส่วนใหญ่จะมีสีขาว ครีมและชมพ ูบางโคโลนีเม่ือมีอายุมากข้ึนจะมีการเปล่ียนแปลง
ไปเล็กนอ้ย ในขณะท่ีบางโคโลนีจะเร่ิมแห้งและยน่ ยีสตเ์ป็นทั้งพวกออกซิเดทีฟ (oxidative yeast) 
และเฟอร์เมนเททีฟ (fermentative yeast) หรือทั้ง 2 อย่าง พวกออกซิเดทีฟจะเจริญอยู่เฉพาะท่ีผิว
ของอาหารเหลวจึงเรียกว่า ฟิล์มยีสต์ แต่พวกเฟอร์เมนเททีฟจะเจริญอยู่ในทุกส่วนของอาหาร 
(สุมาลี, 2541) ลกัษณะการเจริญท่ีปรากฏเป็นการยากท่ีจะแยกโคโลนีของยีสตอ์อกจากแบคทีเรียท่ี
อยู่บนอาหารเล้ียงเช้ือ เพราะมีลกัษณะใกลเ้คียงกนัมาก วิธีท่ีแน่นอน คือ การใชก้ลอ้งจุลทรรศน์ดู
ลกัษณะเซลล์ว่าเป็นยีสต์หรือแบคทีเรีย ในการตรวจสอบรูปร่างของเซลล์ยีสต์สามารถท าไดจ้าก
การศึกษาเซลล์ยีสตท่ี์เจริญในอาหารเหลว ซ่ึงการศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล์ในอาหารเหลวส่วน

Viable cells 

Time 



27 
 

ใหญ่นิยมใชอ้าหาร Yeast Malt (YM), Yeast Peptone Dextrose Broth (YPDB) หรือ Malt Extract 
Broth (MEB) ตรวจผลโดยพิจารณารูปร่างของเซลล์ภายใตก้ล้องจุลทรรศน์ และลักษณะการ
เจริญเติบโตของเซลลย์สีต ์โดยพิจารณาวา่การเจริญในอาหารเหลวมีลกัษณะการเจริญท่ีผิวหนา้ของ
อาหารเหลวว่าเป็นแบบใด การตรวจสอบสัณฐานวิทยาของโคโลนีท่ีเจริญบนอาหารแข็งเป็นอีก
คุณสมบติัหน่ึงท่ีใช้ในการพิสูจน์เพื่อระบุช่ือยีสต์ อาหารทดสอบท่ีใช้ส่วนใหญ่จะใช้ Yeast Malt 
Agar (YMA), Yeast Peptone Dextrose Agar (YPDA), MEA และ Morphology Agar โดยศึกษา
สัณฐานวิทยาของโคโลนี เช่น ลกัษณะเน้ือโคโลนี (colony texture) สีของโคโลนี (colony color) 
ผิวหน้าโคโลนี (colony surface) ความนูนของโคโลนี (colony elevation) และขอบของโคโลนี 
(colony margin) (ธวชัชยั, 2549)  
 2.3  สภาพแวดล้อมส าหรับการเจริญเติบโตของยสีต์ 
 ยีสต์ทัว่ๆ ไปจะเจริญได้ดีในท่ีมีความช้ืนเพียงพอแต่เน่ืองจากยีสต์หลายชนิดสามารถ
เจริญไดใ้นอาหารท่ีมีความเขม้ขน้ของตวัถูกละลายสูงไดม้ากกวา่แบคทีเรีย ซ่ึงอาจสรุปไดว้า่ยีสตมี์
ความตอ้งการความช้ืนนอ้ยกวา่แบคทีเรียส่วนใหญ่ แต่อยา่งไรก็ตามยีสตต์อ้งการความช้ืนมากกว่า
รา สามารถจ าแนกยสีตไ์ดเ้ป็น 2 พวกตามความตอ้งการความช้ืนของยสีต ์ไดแ้ก่ พวกยีสตท์ัว่ไป กบั
พวกออสโมฟีลิก (osmophilic yeast) พวกยีสตท์ัว่ไปตอ้งการความช้ืนสูง พบวา่มี วอเตอร์แอคทีวิต้ี 
(water activity; aw ) ขั้นต ่าอยูร่ะหวา่ง 0.88 ถึง 0.94 เช่น ยีสตท่ี์ใชใ้นการผลิตเบียร์ (beer yeast) ยีสต์
จากนมขน้หวาน และยีสต์ท่ีใช้ในการท าเบเกอรี (baker’s yeast) จะตอ้งการ aw  ขั้นต ่า 0.94, 0.90 
และ 0.905 ตามล าดบั ในขณะท่ีออสโมฟีลิกยีสตเ์จริญอยา่งชา้ๆ ในน ้ าเช่ือมท่ีมีค่า aw 0.78 ยีสตแ์ต่
ละชนิดจะมี  aw  เหมาะสมเฉพาะตัว  และค่า  aw ท่ียีสต์ เจ ริญได้อาจเปล่ียนแปลงไปตาม
สภาพแวดลอ้ม เช่น pH ชนิดของอาหาร อุณหภูมิ ปริมาณออกซิเจน และสารยบัย ั้งการเจริญ 
 ยีสตเ์จริญในช่วงอุณหภูมิเดียวกนักบัรา ช่วงท่ีเหมาะสมอยูท่ี่ 25-35 องศาเซลเซียส และ
อุณหภูมิขั้นสูงท่ีเจริญได ้คือ 35-47 องศาเซลเซียส หรือต ่ากวา่ ยีสตเ์จริญไดดี้ท่ี pH 4-4.5 และเจริญ
ได้ไม่ดีในอาหารท่ีเป็นด่าง การเจริญในสภาวะท่ีมีออกซิเจนจะเป็นไปได้ดีมาก ในขณะท่ีพวก
เฟอร์เมนเททีฟจะเจริญชา้ๆ ในสภาวะท่ีไร้ออกซิเจน (สุมาลี, 2541) 
 2.4  สารอาหารของยสีต์ 
 ตามปกติน ้าตาลเป็นแหล่งพลงังานท่ีดีท่ีสุดของยสีต ์แมว้า่พวกออกซิเดทีฟ เช่น ฟิล์มยีสต์
จะออกซิไดซ์ (oxidize) กรดอินทรียแ์ละแอลกอฮอล์ไดพ้ลงังานออกมาใช ้คาร์บอนไดออกไซด์ ท่ี
ท าใหข้นมปังฟูและนุ่มเป็นผลผลิตจากยสีตข์นมปัง และแอลกอฮอลใ์นอุตสาหกรรมเหลา้ไวน์ เบียร์ 
แอลกอฮอล ์ก็ไดจ้ากกิจกรรมของเฟอร์เมนเททีฟยีสต ์นอกจากน้ียีสตย์งัช่วยท าให้กล่ินและรสของ
ไวน์ดีข้ึนดว้ย ยีสตใ์ชอ้าหารท่ีมีไนโตรเจนเป็นแหล่งของไนโตรเจนไดห้ลายอยา่ง เช่น แอมโมเนีย 
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ยูเรีย (urea) กรดอะมิโน จนถึงโพลีเปปไทด์ นอกจากน้ียีสต์ยงัต้องการสารช่วยในการเจริญ
บางอย่างด้วย (สุมาลี, 2541) ยีสต์หลายชนิดสามารถใช้สารแตกต่างกนั เช่น อาจใช้เพนโตส 
(pentose) บางชนิดอาจใชพ้อลิแซ็กคาไรด ์(สตารช์) น ้ าตาลแอลกอฮอล์ เช่น แมนนิทอล (mannitol) 
ซอร์บิทอล (sorbitol) เป็นตน้ กรดอินทรีย ์เช่น กรดแล็กติก (lactic acid), กรดแอซีติก (acitic acid), 
กรดซิตริก (citric acid), และกรดอ่ืนๆ นอกจากน้ียีสตย์งัตอ้งการก ามะถนัในรูปของซลัเฟต แต่บาง
ชนิดตอ้งการก ามะถนัอินทรีย ์เช่น คริสทีอีน หรือ เมไทโอนีน (methionine) แร่ธาตุต่างๆ ท่ียีสต์
ตอ้งการ เช่น โพแทสเซียม โซเดียม แคลเซียม แมกนีเซียม และแร่ธาตุท่ีตอ้งการน้อยมากแต่ขาด
ไม่ได ้เช่น โบรอน (boron) ทองแดง สังกะสี เหล็ก ไอโอดีน (iodine) โมลิบดีนมั แมงกานีส เพื่อ
การเติบโตท่ีดี (อโณทยั, 2535ก: 121-122) ยีสต์ โดยเฉพาะพวกยีสต์แทอ้าจมีการเปล่ียนแปลง
ลกัษณะทางสรีรวิทยาได ้โดยวิธีการสืบพนัธ์ุแบบใช้เพศซ่ึงน าไปสู่การผ่าเหล่า ยีสต์อาจสามารถ
พฒันาตวัเองให้สามารถเจริญในอาหารบางอย่างได้ สปีชีส์ท่ีมีการน าไปใช้ประโยชน์มากท่ีสุด 
เพราะมีลกัษณะทางสรีรวทิยาแตกต่างกนัมาก ไดแ้ก่ S. cerevisiae ซ่ึงจ าแนกไดห้ลายสายพนัธ์ุ เช่น 
สายพนัธ์ุท่ีใชใ้นการท าขนมปัง สายพนัธ์ุท่ีใชใ้นการผลิตเบียร์ เป็นตน้ (สุมาลี, 2541) อาหารเล้ียง
ยสีตใ์นหอ้งปฏิบติัการนั้นอาจใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ Malt Agar (MA) ซ่ึงใชใ้นการแยกเฉพาะยีสต ์หรือ
อาจใชอ้าหารของวกิเกอร์แฮม (Wicker’s medium) ก็ได ้หรืออาจใชอ้าหารจากแหล่งธรรมชาติ เช่น 
ผลไมแ้ละผกัเพื่อเล้ียงยีสต์ก็ได ้อาหารบางชนิดช่วยให้ยีสต์สร้างสปอร์ไดดี้ข้ึน เช่น อาหารสร้าง
สปอร์ (sporulation medium) เป็นตน้ (อโณทยั, 2553ก: 122) 
  2.4.1  แหล่งคาร์บอนและพลงังาน ยีสตทุ์กชนิดสามารถใชน้ ้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่ง
คาร์บอนและพลงังานได ้นอกจากน้ียสีตบ์างชนิดก็ยงัสามารถใชน้ ้าตาลเฮกโซส (hexose) ชนิดอ่ืนๆ 
เช่น แมนโนส (mannose) กาแลคโตส (galactose) และราฟฟิโนส (raffinose) ไดเ้ช่นกนั จึงท าให้
ความสามารถในการใช้น ้ าตาลเป็นลกัษณะหน่ึงท่ีมีความส าคญัในการจดัหมวดหมู่ของยีสต ์ส่วน
น ้ าตาลเพนโตส มียีสต์บางชนิดเท่านั้ นท่ีสามารถใช้ประโยชน์ได้ เน่ืองจากน ้ าตาลเพนโตส
โดยเฉพาะดีไซโลส (D-xylose) เป็นน ้ าตาลท่ีพบมากในเฮมิเซลลูโลส ซ่ึงพบไดใ้นพืช ส่วนน ้ าตาล
โมเลกุลคู่ (disaccharide) นั้นมีหลายชนิดท่ียีสตบ์างชนิดสามารถน าไปใชป้ระโยชน์ได ้เช่น น ้ าตาล
ซูโครส, แลคโตส (lactose) และเซลโลไบโอส (cellobiose) เป็นต้น ส าหรับพวกสาร 
โพลีแซคคาไรด์ พบว่ามียีสต์สามารถใช้ประโยชน์ได้ โดยสามารถเปล่ียนแป้งเป็นเอธานอล 
(ethanol)ได้ แต่การใช้แป้งน้ีเกิดไม่สมบรูณ์ เพราะไม่มีเอนไซม์ท่ีท าหน้าท่ีเร่งการย่อยสลายตรง
ส่วนท่ีเป็นแขนงของแป้งได ้(สาวิตรี, 2539) ยีตส์มีความสามารถในการหมกัคาร์โบไฮเดรต ซ่ึงมี
ความแตกต่างกนัข้ึนกบัสปีชีส์ของยีสต ์โดยทัว่ไปยีสตท่ี์มีความสามารถในการหมกักลูโคส อาจมี
ความสามารถในการหมกัคาร์โบไฮเดตรชนิดอ่ืนๆ ไดด้ว้ย ทั้งน้ีข้ึนกบัสปีชีส์ของยีสต ์แต่ถา้ยีสตใ์ด
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ขาดความสามารถในการหมกักลูโคส มกัจะขาดความสามารถในการหมกัคาร์โบไฮเดรตชนิดอ่ืน
เช่นเดียวกนั (ธวชัชยั, 2549) 
  2.4.2   แหล่งไนโตรเจน ไดแ้ก่ สารอนินทรียไ์นโตรเจน เช่น แอมโมเนีย คือสารท่ี
ยีสต์ทุกชนิดสามารถใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนได ้แต่ยีสตบ์างชนิดสามารถใช้ไนเตรตได ้ในขณะท่ี
ยีสตบ์างชนิดไม่สามารถใชไ้นเตรตได ้เช่น Debaryomyces, Pichia, Saccharomyces และ Candida 
บางสายพนัธ์ุ โดยปกติยีสตช์นิดใดท่ีใชไ้นเตรตไดก้็จะสามารถใชไ้นไตรทไ์ดด้ว้ยเสมอ นอกจากน้ี
ยสีตย์งัสามารถใชส้ารอินทรียไ์นโตรเจนเป็นแหล่งไนโตรเจนได ้เช่น กรดอะมิโนเปปไทด์ โปรตีน 
และเอมีน (amine) เป็นตน้ โดยท่ีกรดอะมิโนม่ีใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนในอาหารเล้ียงเช้ือนั้น จะอยู่
ในรูปของกรดอะมิโนหลายๆ ชนิดผสมกนัเพื่อเพียงพอต่อความตอ้งการของเช้ือยีสต์ มียีสต์น้อย
ชนิดมากท่ีสามารถยอ่ยสลายโปรีตีนภายนอกเซลลไ์ด ้(สาวติรี, 2539) 
 2.5  การได้รับสารอาหารของยสีต์ 
  2.5.1  การขนส่งน ้ าตาล (sugar transport) ยีสต์สามารถน าน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว 
(monosaccharide) ไปใช้ประโยชน์ได้โดยเร่ิมจากน ้ าตาลจะผ่านเยื่อหุ้มเซลล์เข้าไปภายในเซลล ์
หรือโดยการยอ่ยสลายน ้ าตาลภายนอกเยื่อหุ้มเซลล์ก่อน แลว้ผลผลิตท่ีไดจึ้งผา่นเขา้สู่เซลล์ภายหลงั 
ซ่ึงเช้ือ S. cerevisiae มีความสามารถในการน าน ้ าตาลเฮกโซสหลายชนิดเขา้สู่เซลล์โดยวิธี carrier 
mediated diffusion system ไดแ้ก่ น ้ าตาลกลูโคส แมนโนส และฟรุคโตส (fructose) โดยมีระบบ
การขนส่งแบบคอนสติติวทีฟ (constitutive) ซ่ึงจะมีเอนไซม ์constitutive permease  เป็นตวัเร่ง
ปฏิกิริยา ส่วนระบบการขนส่งน ้ าตาลกาแลกโตส และน ้ าตาลมอลโทส เป็นแบบอินดิวซิเบิล 
(inducible) ส่วนการขนส่งน ้ าตาลซูโครสจะเกิดข้ึนโดยท่ีน ้ าตาลซูโครสจะถูกย่อยสลายภายนอก
เซลล์ก่อน ดว้ยเอนไซมอิ์นเวอร์เตส (invertase) ท่ีอยูภ่ายนอกเซลล์ไดเ้ป็นกลูโคสและฟรุคโตส จึง
จะสามารถผา่นเขา้สู่เซลล์ได ้การสังเคราะห์เอนไซมอิ์นเวอร์เตส ไม่ไดถู้กเหน่ียวน าโดยสับสเตรท 
เช่น น ้ าตาลซูโครส หรือราฟฟิโนส แต่จะถูกควบคุมโดยความเขม้ขน้ของน ้ าตาลกลูโคสภายใน
เซลล ์(สาวติรี, 2539) 
  เม่ือเล้ียง S. cerevisiae ในอาหารเหลวท่ีมีน ้ าตาลแลกโตส เอนไซมเ์บตา้กาแลกโตซิ
เดส (β-galactosidase) ท่ีผนังของเซลล์ยีสต์จะท าหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยาย่อยน ้ าตาลแลกโตสได้เป็น
น ้าตาลกลูโคสและกาแลกโตส ในระยะแรกเช้ือ S. cerevisiae จะใชน้ ้ าตาลกลูโคสท่ีไดจ้ากการยอ่ย
ก่อนและเจริญอย่างรวดเร็ว ในขณะท่ีน ้ าตาลกาแลกโตสยงัคงมีอยู่ในอาหารเล้ียงเช้ือ จนกระทัง่
น ้ าตาลกลูโคสในอาหารเล้ียงเช้ือลดลง ท าให้เช้ือมีการเจริญลดลงด้วย และต่อมาเม่ือ galactose 
carier protein ถูกสังเคราะห์ข้ึนและล าเลียงไปยงัเยื่อหุ้มเซลล์และผนงัเซลล์ ท าให้เช้ือสารมารถน า
น ้ าตาลกาแลกโตสเขา้สู่เซลล์และเจริญต่อไปได้ ท าให้กราฟของการเจริญเป็นลกัษณะท่ีเรียกว่า 
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diauxic growth curve ซ่ึงพบวา่มี lag phase เป็น 2 ช่วง เน่ืองจาก glucose carrier protein มีอยูใ่น
เซลลต์ลอดเวลา พร้อมท่ีจะน าน ้ าตาลกลูโคสเขา้สู่เซลล์ไดท้นัที ส่วน galactose carrier protein ตอ้ง
ถูกเหน่ียวน า (induced) ดว้ยน ้ าตาลกาแลคโตสในอาหารเล้ียงเช้ือก่อน จึงจะมีการสร้าง galactose 
carrier protein เพื่อน าน ้าตาลกาแลกโตสเขา้สู่เซลลไ์ด ้(สมจิตร, 2552: 53) 
  2.5.2  การขนส่งกรดอะมิโน และเปปไทด์ (amino acid and peptide transport) การ
ขนส่งกรดอะมิโนเขา้สู่เซลลย์สีตส์ายพนัธ์ุ S. cerevisiae จะมีกลไกในการขนส่ง 2 แบบ คือ อะมิโน
แอซิคเปอร์มีเอส (amino acid permease; GAP) ซ่ึงใช้ส าหรับการส่งกรดอะมิโนท่ีมีฤทธ์ิเป็นด่าง 
และกรดอะมิโนท่ีมีฤทธ์ิเป็นกลางทุกชนิด ยกเวน้โปรลีน (proline) และระบบการขนส่งท่ีจ าเพาะซ่ึง
มีถึง 11 ระบบ โดยท่ีแต่ละระบบจะจ าเพาะกบักรดอะมิโนเพียง 1 ชนิด หรือ 2-3 ชนิด ส่วนการ
ขนส่งเปปไทด์จะเป็นแบบ non-inducible ซ่ึงในการขนส่งมีระบบการขนส่งเพียงระบบเดียวท่ีใช้
ร่วมกนั และแอมโมเนียท าให้เกิดการคาตาบอไลตรี์เพรสชัน่ (catabolite repression) ต่อเอนไซม์ท่ี
ใชใ้นระบบ ดงันั้นถา้มีแอมโมเนียจะไม่มีการขนส่งเปปไทด ์(สาวติรี, 2539) 
 2.6  ลกัษณะทัว่ไปของยสีต์ทีใ่ช้ในการศึกษาและวจัิย 
 Saccharomyces cerevisiae จดัอยูใ่น Division Eumycota, Subdivision Ascomycotina, 
Class Hemiascomycetes, Family Saccharomycetaceae และgenus Saccharomyces เป็นยีสตแ์ท ้
(hemiascomycetes) เซลล์ของยีสตใ์นจีนสัน้ีจะเป็นรูปกลม รูปไข่ หรือค่อนขา้งยาว อาจมีการสร้าง
ไมซีเลียม เจริญเติบโตและเพิ่มจ านวนดว้ยการแตกหน่อ ชนิดแบบท่ีเกิดไดท่ี้ขั้วของเซลล์ และการ
สืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศจะสร้างแอสโคสปอร์ซ่ึงเกิดข้ึนภายหลงัจากคอนจูเกชนั (conjugation) หรือ
อาจพฒันาจากเซลลดิ์พลอย ท่ีอยูใ่นระยะเวเจตเททีฟ แอสโคสปอร์มกัมีรูปกลมหรือไข่ มีจ  านวน 1 
ถึง 4 ต่อแอสคสั สปอร์มีลกัษณะกลมถึงรี ผวิสปอร์เรียบ ยีสตใ์นจีนสัน้ีสามารถหมกัน ้ าตาลกลูโคส
ได้ แต่ใช้เกลือไนเตรตไม่ได้ ยีสต์ในจีนสัน้ีเป็นสาเหตุท่ีท าให้อาหารต่างๆ เช่น ผลไม ้น ้ าผลไม ้
น ้าเช่ือม น ้าผึ้ง อาหารหมกั เกิดการเน่าเสีย ในขณะเดียวกนัยีสตใ์นจีนสัน้ีบางชนิดก็เป็นเช้ือยีสตท่ี์มี
ความสามารถในการผลิตแอลกอฮอล์ได้สูง จึงมีการน ามาใช้ประโยชน์ในการผลิตเหล้า เบียร์ 
ตลอดจนใชเ้พื่อการผลิตอาหารต่างๆ มากมาย เช่น เตา้เจ้ียวญ่ีปุ่น ซีอ๊ิวญ่ีปุ่น ยีสต์ S. cerevisiae มี
บทบาทในอุตสาหกรรมหลายชนิด เช่น ขนมปัง ไวน์ กลีเซอรอล (glycerol) และอินเวอร์เตส 
(invertase) สามารถหมกัน ้ าตาลในสภาวะไร้ออกซิเจน (anaerobic condition) ท าให้ไดแ้อลกอฮอล ์
แต่ในสภาวะมีออกซิเจน ยีสต์ชนิดน้ีจะสลายน ้ าตาลให้กลายเป็นก๊าชคาร์บอนไดออกไซด์กบัน ้ า 
(สุมาลี, 2541; สุวมิล, 2546: 76) ดงัน้ี 
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C6H12O6 (น ้ าตาล) + 6O2 (ออกซิเจน)                      6CO2 (คาร์บอนไดออกไซด)์ + 6H2O (น ้ า) + พลงังาน 688 kcal 
C6H12O6 (น ้ าตาล)                        2C2H5OH (เอทิลแอลกอฮอล)์ + 2CO2 (คาร์บอนไดออกไซด์) + พลงังาน 56 kcal 

 
อาหารเลีย้งเช้ือฟังไจ 
 
 อาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงฟังไจมีมากมายหลายชนิด ซ่ึงอาหารเล้ียงเช้ือเหล่าน้ี
จะมีผลต่อการเจริญของฟังไจโดยท่ีฟังไจแต่ละชนิดจะมีความตอ้งการสารอาหารท่ีแตกต่างกัน 
ดงันั้น ในการเพาะเล้ียงฟังไจจึงควรท่ีจะตอ้งเลือกชนิดของอาหารให้เหมาะสม ซ่ึงอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
นิยมใช้ในการเพาะเล้ียงฟังไจทัว่ๆ ไป PDA เป็นหลกั ซ่ึงจะมีปริมาณของสารอาหารค่อนขา้งสูง 
(วิไลลกัษณ์, 2549: 22) อาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงฟังไจสามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภท
ใหญ่ๆ คือ กลุ่มอาหารท่ีเป็น non-synthetic media หรือ complete media คือ อาหารท่ีไม่ทราบ
องคป์ระกอบทางเคมีท่ีแน่นอน เช่น อาจมีส่วนผสมบางอยา่งท่ีไดจ้ากธรรมชาติจากพืชหรือสัตว ์
เช่น yeast extract, beef extract หรือ corn meal ผสมอยู ่ ไดแ้ก่อาหารเล้ียงเช้ือ PDA, Corn meal, 
CMA และอีกกลุ่มหน่ึง คือ อาหารท่ีเป็น synthetic media หรืออาหารสังเคราะห์ หมายถึงอาหารท่ี
ทราบส่วนประกอบทางเคมีท่ีแน่นอน เช่น Czapek’s medium,กรัมlucose medium เป็นตน้  
 
1.  อาหารเลีย้งเช้ือ Potato Dextrose Agar (PDA)  
 ในการเล้ียง หรือแยกเช้ือราส่วนใหญ่มกัใชอ้าหารแข็งสูตร PDA เป็นหลกัเพราะสามารถ
กระตุ้นให้เช้ือราสร้างสปอร์และรงควตัถุ (pigment) ได้ดี นอกจากน้ี PDA ยงัถูกใช้ในการ
ตรวจสอบปริมาณการปนเป้ือนของยีสต์และราในอาหาร ผลิตภณัฑ์จากนม (dairy products) และ
เคร่ืองส าอาง (cosmetics) ดว้ยเทคนิคการนบัจ านวนเช้ือจุลินทรียท่ี์เพาะบนจานอาหาร (plate count 
method) การใชง้านทัว่ไปสามารถเติมกรด (acid) หรือยาปฏิชีวนะ (antibiotics) เพิ่มลงในไปอาหาร 
เพื่อยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียได ้อาหารเล้ียงเช้ือ PDA สามารถเตรียมไดเ้องจากการน าน ้ า
สกดัของมนัฝร่ังท่ีได้จากการตม้ (potato infusion) และกรองเอาเศษมนัฝร่ังออก มาเติมน ้ าตาล
เดกซ์โทรส (dextrose) กับวุน้ (agar) ลงไป (อาหารเหลวสูตร PDB คือ อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี
ส่วนประกอบเช่นเดียวกนักบัอาหารเล้ียงเช้ือ PDA แต่ไม่มีการเติมวุน้ลงไป )หรือเตรียมไดจ้าก
อาหาร PDA ส าเร็จรูปทางการคา้ วิธีเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ PDA สองวิธีดงักล่าว เป็นวิธีท่ีใช้ใน
ห้องปฏิบติัการทัว่ไป ซ่ึงจะไดอ้าหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีประกอบไปดว้ยคาร์โบไฮเดรต คือ น ้ าตาล
เดกซ์โทรส เป็นแหล่งคาร์บอนและพลงังานแก่ฟังไจ สารอาหารอ่ืนๆ จากน ้ าสกดัของมนัฝร่ังท่ีอุดม
ไปดว้ยคุณค่าทางโภชนาการ ช่วยสนบัสนุนการเจริญเติบโตของฟังไจ และวุน้ท่ีเติมลงไปเพื่อท าให้
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อาหารแข็งตวั โดยยีสต์และราท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือน้ีจะสามารถพฒันาลักษณะทางด้าน
โครงสร้าง หรือรูปร่าง (morphology) ไดดี้ ใชเ้วลาในการเจริญประมาณ 5-7 วนั ท่ีอุณหภูมิ 30 ± 2 
องศาเซลเซียส การเจริญของยีสต์บนอาหารจะมีลกัษณะเป็นโคโลนีสีขาวครีม ส่วนราจะสร้าง
โคโลนีท่ีมีลกัษณะเป็นเส้นใยฟูคลา้ยปุยส าลี หรือเป็นแผน่คลา้ยพรมก ามะหยี่หลากหลายสี ในการ
ใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ PDA เพื่อการตรวจนบัจ านวนของยีสตแ์ละรา เพื่อความแม่นย  าควรมีการปรับค่า 
pH ของอาหารให้ต ่าลงอยู่ท่ีประมาณ 3.5 เพื่อยบัย ั้งการเจริญของพวกแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนมาดว้ย 
เช่น การเติมสารละลายกรดทาร์ทาริก (tartaric acid)ปราศจากเช้ือ ความเขม้ขน้ 10% ลงไปใน
อาหารท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ (sterilized medium) รอให้เยน็ลงจนมีอุณหภูมิอยูท่ี่ 45 – 50 องศาเซลเซียส 
และเม่ือเติมกรดลงในอาหารแลว้ไม่ควรให้อาหารถูกความร้อนอีก เพราะจะท าให้เกิดการไฮโดร
ไลซ์ (hydrolyze) อาหารจะไม่แข็งตวั (European Pharmacopoeia, 2007 cited by RCI Labscan 
Limited, 2007)  
 
2.  การควบคุมคุณภาพของอาหารเลีย้งเช้ือส าเร็จรูปทางจุลชีววทิยา 
 อาหารเล้ียงเช้ือส าเร็จรูปทางการคา้ต่างๆ ทุกชนิดตอ้งมีการควบคุมคุณภาพของอาหาร
เล้ียงเช้ือก่อนท่ีจะน าออกสู่ตลาด ซ่ึงการทดสอบคุณภาพของอาหารเล้ียงเช้ือทางจุลชีววิทยากบัฟัง
ไจมาตรฐานต่างๆ ผลการทดสอบประสิทธิภาพดงัแสดงในตารางท่ี 1 
 
ตารางที่  1 ผลการทดสอบประสิทธิภาพ เพื่อใช้ในการควบคุมคุณภาพของอาหารเล้ียงเช้ือ PDA 
หลงัจากการบ่มเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 ± 2 องศาเซลเซียส โดยสังเกตการเจริญเติบโตตั้งแต่ 18- 24
ชัว่โมง หลงัการเพาะเล้ียง 
 

microorganisms growth 
Aspergilus niger ATCC 16404  good 
Candida albicans ATCC 10231  good 
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763  good 
 
ท่ีมา:  RCI Labscan Limited (2007) 
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มันฝร่ัง (Potato) 
 
 มนัฝร่ัง เป็นพืชหัวใต้ดินท่ีให้คุณค่าทางอาหารประเภทแป้งสูง มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า 
Solanum tuberosum L. มีช่ือเรียกอยา่งอ่ืนวา่ irish potato หรือ white potato ส าหรับประเทศไทยนั้น 
เกษตรกรทางภาคเหนือเรียกวา่ มนัอาลู หรือ มนัอะลู มนัฝร่ังจดัอยูใ่น Family Solanaceae ส่วนของ
มนัฝร่ังท่ีถูกน ามาใชป้ระโยชน์ คือ หวัท่ีสะสมอาหาร (tuber) อยูใ่ตผ้ิวดิน มาเป็นอาหารของมนุษย์
และสัตว ์ใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตแอลกอฮอล์ รวมทั้งใชแ้ป้งมนัฝร่ังมาเป็นอาหารเล้ียงเช้ือราและ
แบคทีเรีย (บุญธรรม, 2547: 1) มนัฝร่ังจดัเป็นพืชท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจของโลกชนิดหน่ึง 
รองลงมาจากธญัพืช มีผลผลิตทัว่โลกประมาณ 300 ลา้นตนัต่อปี (ศิริพร, 2544) และในปัจจุบนัมนั
ฝร่ังไดก้ลายเป็นพืชเศรษฐกิจในทางภาคเหนือ ท่ีท ารายไดสู้งมากแก่เกษตรกรเม่ือเปรียบเทียบกบั
พืชชนิดอ่ืนๆ จากการขยายตวัของกระแสการบริโภคมนัฝร่ังภายในประเทศและต่างประเทศ จึงท า
ให้เกิดการขยายตวัในด้านการผลิตและอุตสาหกรรมการแปรรูปมันฝร่ังภายในประเทศ ซ่ึงมี
บริษทัผูผ้ลิตมนัฝร่ังแผน่ทอดกรอบ (potato chip) ประมาณ 7-8 บริษทั หลงัจากการแปรรูปเสร็จ
แลว้ก็จ  าหน่ายทั้งตลาดภายในประเทศและต่างประเทศ  
 
1.  คุณค่าทางอาหารของมันฝร่ัง 
 มนัฝร่ังเป็นพืชชนิดหวัใตดิ้นท่ีใชเ้ป็นอาหารของมนุษยม์ายาวนาน สามารถให้ผลเร็ว ทน
ต่อสภาพดินฟ้าอากาศได้ทั้ งร้อนและหนาว นักโภชนาการกล่าวว่า โปรตีนท่ีได้จากมันฝร่ังมี
คุณภาพดีกว่าโปรตีนท่ีได้จากพืชอ่ืนๆ เช่น ถัว่ลิสง มนัฝร่ัง 100 กรัม ให้พลงังาน 85 แคลอร่ี 
(caloric; Cal) และ 99.9 % ของผลผลิตไม่มีไขมนั นอกจากน้ีมนัฝร่ังยงัมีธาตุแคลเซียม 
โพแทสเซียมฟอสฟอรัส เหล็ก ไอโอดีน แมกนีเซียม กรดโฟลิก (folic acid) และวิตามิน C, B1 และ 
B2 เม่ือวิเคราะห์คุณค่าทางอาหารของมนัฝร่ังจะพบว่า หัวมนัฝร่ังประกอบไปดว้ยธาตุอาหารใน
ปริมาณต่างๆ ดงัแสดงในตารางท่ี 2 (บุญธรรม, 2547: 6-7) 
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ตารางที ่ 2 แสดงคุณค่าทางอาหารของหวัมนัฝร่ัง (ปริมาณต่อ 100กรัม) 
 

รายการ ปริมาณต่อ 100กรัม 
1.  Water (%) 
2.  Food energy (Cal) 
3.  Protein (g) 
4.  Fat (g) 
5.  Carbohydrate  - total (g) 
                          - fiber (g) 
                          - sugar (g) 
                          - other (g) 
6.  Ash (g) 
7.  Ca (mg) 
8.  Mg (mg) 
9.  P (mg) 
10.  K (mg) 
11.  Na (mg) 
12.  Vitamin A (IU) 
13.  Thiamin (mg) 
14.  Riboflavin (mg) 
15.  Niacin (mg) 
16.  Ascorbic acid (mg) 

77.8 
83.0 
  2.0 
  0.1 
19.1 
  0.4 
  1.0 
15.0 
  1.0 
19.0 
20.0 
56.0 

                                         370.0 
  9.0 
20.0 
 0.11 
 0.04 
   1.2 
38.0 

 
ท่ีมา: บุญธรรม (2547: 7) 
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 2.  มันฝร่ังแผ่นทอดกรอบ และน า้เสียจากโรงงานมันฝร่ังทอดกรอบ 
 จากแนวโนม้การบริโภคมนัฝร่ังท่ีเพิ่มมากข้ึน ส่งผลให้การแปรรูปผลิตภณัฑ์จากมนัฝร่ัง
มากข้ึนตามไปดว้ย เช่น มนัฝร่ังแผน่ทอดกรอบ (potato chips) และมนัฝร่ังเส้น (french fries) ทั้งใน
รูปแช่แขง็และทอด (หทยัชนก และ เพญ็ศิริ, 2547: 1) อุตสาหกรรมผลิตมนัฝร่ังทอดกรอบ เป็นหน่ึง
ในอุตสาหกรรมผลิตอาหารวา่งประเภทขนมขบเค้ียว ท่ีไดรั้บความนิยมบริโภคอยา่งแพร่หลายใน
ประเทศไทย โดยทัว่ไปกระบวนการผลิตมนัฝร่ังทอดกรอบมี 4 ขั้นตอน คือ การท าความสะอาด 
การหัน่ การทอด และการบรรจุ (จนัทร์จีรา, 2553: 9-10) ดงัน้ี 
 1.  การท าความสะอาด เร่ิมตน้จากหวัมนัฝร่ังดิบถูกปล่อยออกมาจากเคร่ืองป้อนมนัฝร่ัง
ลงสู่สายพานล าเลียง ท่ีมีเคร่ืองฉีดน ้ าท าการล้างเศษดินออกจากเปลือกหัวมนัฝร่ังและถูกขดัให้
เปลือกหลุดออกดว้ยเคร่ืองขดัผิวมนัฝร่ัง จากนั้นหวัมนัฝร่ังจะถูกส่งตามสายพานล าเลียง ซ่ึงจะมี
ผูท้  าการตรวจสอบ คอยตรวจสอบต าหนิและตดัแต่งหัวมนัฝร่ังโดยใชมี้ดเฉือนส่วนท่ีมีต าหนิออก 
หรือส่วนเกินใหไ้ดข้นาดตามตอ้งการ 
 2.  การหัน่ เร่ิมตน้จากหวัมนัฝร่ังท่ีผา่นการตรวจสอบและตกแต่งเรียบร้อยแลว้เล่ือนเขา้สู่
เคร่ืองหั่นหวัมนัฝร่ัง ซ่ึงจะท าการหัน่หัวมนัฝร่ังดิบให้เป็นแผน่ท่ีมีความหนา 0.6-0.7 มิลลิเมตร
จากนั้นมนัฝร่ังแผ่นจะเคล่ือนตามสายพานล าเลียง โดยผ่านน ้ าเพื่อล้างน ้ าแป้งท่ีเกิดจากการหั่น
หวัมนัฝร่ังซ่ึงติดกบัแผน่มนัฝร่ังออก  
 3.  การทอด เร่ิมตน้จากมนัฝร่ังแผน่ท่ีผา่นการลา้งเอาน ้ าแป้งออกเรียบร้อยแลว้ ถูกล าเลียง
เขา้สู่เคร่ืองทอดซ่ึงเป็นแบบระบบปิด โดยมีความร้อนภายในเคร่ืองทอดประมาณ 185 องศา
เซลเซียส และใชร้ะยะเวลาทอด 15-20 วินาที ความร้อนจากเคร่ืองทอดจะถูกระบายดว้ยเคร่ืองดูด
อากาศออกสู่บรรยากาศภายนอก จากนั้นแผน่มนัฝร่ังทอดกรอบจะถูกเล่ือนไปตามสายพานล าเลียง 
ซ่ึงจะผ่านเคร่ืองตรวจสอบและคดัแยกมนัฝร่ังทอดกรอบท่ีมีรอยด าทิ้ง และมนัฝร่ังทอดกรอบจะ
เคล่ือนมายงัผูต้รวจสอบเพื่อท าการตรวจสอบคุณภาพ โดยผูต้รวจสอบจะตอ้งสวมถุงมือในการหยิบ
แผน่มนัฝร่ังท่ีไม่ไดคุ้ณภาพทิ้ง เช่น แผน่มนัฝร่ังท่ีมีรอยด าและไม่ไดข้นาดตามมาตรฐาน เม่ือแผน่
มนัฝร่ังผา่นการตรวจสอบแลว้ จะถูกปรุงรสดว้ยเคร่ืองปรุงรสตามความตอ้งการ  
 4.  การบรรจุ เร่ิมจากแผน่มนัฝร่ังทอดกรอบท่ีผา่นการปรุงรสเล่ือนตามสายพานล าเลียง
ไปยงัห้องบรรจุ ซ่ึงเคร่ืองบรรจุพร้อมปิดผนึกจะท าการชัง่น ้ าหนกัมนัฝร่ังทอดกรอบให้ได้ตาม
ก าหนดและท าการปิดผนึกอตัโนมติั จากนั้นซองมนัฝร่ังทอดกรอบท่ีบรรจุแลว้จะเล่ือนไปตาม
สายพานล าเลียง  
 ในกระบวนการผลิตมนัฝร่ังแผน่ทอดกรอบ มีการใชน้ ้าปริมาณมาก เร่ิมตั้งแต่ขั้นตอนการ
ลา้งหัวมนัฝร่ังก่อนเขา้ระบบเพื่อก าจดัส่ิงปนเป้ือน ไปจนถึงขั้นตอนต่างๆ ในการลา้งมนัฝร่ังก่อน
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เขา้เตาทอดเพื่อจ ากดัแป้งและน ้าตาลในมนัฝร่ังออกไป ซ่ึงจะท าใหไ้ดม้นัฝร่ังท่ีทอดออกมาไม่เป็นสี
น ้าตาล หรือมีรสเกรียม โดยมีสัดส่วนของแป้งท่ีถูกลา้งออกมาประมาณ 1-2% ของน ้ าหนกัมนัฝร่ังท่ี
เป็นวตัถุดิบ (Gelinas and Barrette, 2007) ลกัษณะของน ้ าเสียจากโรงงานมนัฝร่ังแผน่ทอดกรอบจึง
มีค่า Biological Oxygen Demand (BOD), Chemical Oxygen Demand (COD), Total Dissolved 
Solids (TDS), Total Suspended Solid (TSS) และ Total Organic Carbon (TOC) ในปริมาณสูง ซ่ึง
ส่งผลให้เกิดกล่ินเหม็นจากระบบบ าบดัน ้ าเสีย เกิดปัญหามลภาวะทางกล่ินกระจายไปยงัโรงงาน
และบา้นเรือนประชาชนท่ีอยูใ่กลเ้คียง (Azab, 2008) เม่ือวิเคราะห์องคป์ระกอบในน ้ าเสียท่ีมาจาก
โรงงานมนัฝร่ังแผน่ทอดกรอบ Haldiram marketing Ltd., New Delhi จะพบวา่มีสมบติัดงัแสดงใน
ตารางท่ี 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่ 6 กระบวนการผลิตมนัฝร่ังแผน่ทอดกรอบ และน ้าเสียท่ีเกิดข้ึนในระบบ 
ท่ีมา:  Arapoglou et al. (2010: 1899) 
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ตารางที ่ 3 สมบติัของน ้าเสียจากโรงงานมนัฝร่ังแผน่ทอดกรอบ  
 

ส่วนประกอบ ปริมาณ  
Total suspended solids (TSS) 
Total carbohydrates  
Reducing sugars  
Total protein  
Nitrogen  
Phosphorus  
Potassium  
Biological oxygen demand (BOD)  
Chemical oxygen demand (COD)  
pH  

 0.64 g/ l 
19.47 g/ l 
  0.04 g/ l 
  2.88 g/ l 
  0.46 g/ l 
  0.22 g/ l 
  0.15 g/ l 
1,950 g/ l 
8,122 g/ l 

7.5 
 
ท่ีมา:  Mishra et al. (2004: 10) 
 
 พบวา่ ในกระบวนการแปรรูปมนัฝร่ังนั้นจะมีส่วนท่ีเหลือทิ้งเป็นจ านวนมากประมาณ 20-
50 % ของวตัถุดิบท่ีเขา้สู่กระบวนการผลิต โดยส่วนท่ีทิ้งนั้นไดม้าจากกระบวนการปอกเปลือก 
(peeling) ตดัแต่ง (trimming) การฝาน (slicing) และการลา้ง (cleaning) (Mahmood et al., 1998) ซ่ึง
อาจจะเรียกโดยรวมว่า ของเหลือทิ้งจากกระบวนการแปรรูปมนัฝร่ัง (potato processing wastes) 
ทั้งน้ี ของเหลือทิ้งดงักล่าวไดถู้กน าไปใช้ประโยชน์กนัอยา่งกวา้งขวางมาเป็นเวลานาน เช่น ส่วน
ของเปลือกท่ีเกิดจากกระบวนการขดู (caustic peel waste) ก็ไดมี้การน าไปเป็นอาหารเพาะเล้ียงเช้ือ
รา Aspergillus foetidus NRRL337 เพื่อผลิตเอนไซมอ์ะมยัเลส (amylase) และสามารถต่อยอดไปถึง
การผลิตเป็นเอทานอล (Bloch et al., 1973) ไม่เพียงเท่านั้น เปลือกมนัฝร่ังก็สามารถน าไปใชเ้ป็น
อาหารสัตวไ์ด ้เช่น จากงานวิจยัของ Onwubuemeli และคณะ (1985) ท่ีมีการน าเศษมนัฝร่ังมาเล้ียง
โคนม ร่วมกบัอาหารหลกัคือขา้วโพด ซ่ึงก็พบว่าไม่ไดท้  าให้ปริมาณน ้ านมท่ีไดแ้ละองค์ประกอบ
ต่างๆ ในน ้ านมไม่เปล่ียนแปลงไปจากเดิมท่ีเล้ียงดว้ยขา้วโพดเพียงอย่างเดียว นอกจากน้ียงัพบว่า 
เม่ือเล้ียงด้วยเศษมันฝร่ังในสัดส่วน 20% ของอาหารจะช่วยลดไขมนัในน ้ านมและเกิดการ
เปล่ียนแปลงอตัราส่วนของอะซิเตท กบั โพรพิโอเนท (acetate: propionate) ซ่ึงเป็น กรดไขมนัท่ี
ระเหยง่าย (Volatile Fatty Acid; VFA) ในกระเพาะรูเมนดว้ย ในปี 1998 Mahmood และคณะ ก็ได้
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น าเปลือกมนัฝร่ังมาป่ันผสมกบักากส้มในอตัราส่วนต่างๆ และใชเ้ป็นอาหารเพาะเล้ียงเช้ือ Bacillus 
เพื่อผลิตเอนไซมต่์างๆ ไดแ้ก่ แอลฟ่า-อะไมเลส (alpha-amylase) โปรติเอส (protease) และโพลิกา
แลคโตลูเนท ไลเอส (polygalactoronate lyase) ในประเทศไทยก็มีการศึกษาการผลิตเอนไซมจ์าก
เปลือกมนัฝร่ังเช่นกนั โดยใช้เปลือกมนัฝร่ังผสมกบัร าขา้วเจา้ในสัดส่วน 7: 3 จากนั้นน าไป
เพาะเล้ียงเช้ือ Aspergillus niger, Rhizopus oligosporus เพื่อผลิตเอนไซม์เซลลูเลส (cellulase) 
และอะไมโลกลูโคซิเดส (amyloglucosidase) (ภูวนฐั, 2538) แมก้ระทัง่สารกนัหืนธรรมชาติในกลุ่ม
สารประกอบฟีนอลิก (phenolic compounds) ก็มีการสกัดได้จากเปลือกมนัฝร่ังท่ีเหลือจาก
กระบวนการแปรรูป สารท่ีสกดัไดมี้หลายชนิดและท่ีมีปริมาณมากท่ีสุดคือ กรดแกลลิก(gallic acid) 
รองลงมาคือ กรดแคฟเฟอิน (affeic acid) กรดคลอโรจินิก (chlorogenic acid) กรดโพรโตแคทีคูอิก 
(protocatechuic acid) และวานิลลิน (vanillin) ตามล าดบั (ณฎัฐินี, 2546)  
 ในส่วนของน ้าเสียจากกระบวนการแปรรูปมนัฝร่ังพบวา่ ยงัคงมีสารอาหารอยูเ่ป็นจ านวน
มาก ดงัแสดงในตารางท่ี 4 ซ่ึงเป็นตวัอยา่งน ้ าเสียจากโรงงาน Kellogg-Salada Foods ดงันั้น จึงมี
รายงานการใชป้ระโยชน์ในการใชเ้ป็นแหล่งอาหารเพื่อผลิตโปรตีนเซลล์เดียว (single cell protein) 
ส าหรับเสริมในอาหารสัตว ์เช่น การผลิตโปรตีนเซลล์เดียวของเช้ือรา Cephalosporium eichhorniae 
จากน ้ า เสียโรงงานแปรรูปมันฝร่ัง แต่ก็ต้องมีการเสริมแอมโมเนียมฟอสเฟต (ammonium 
phosphate) 0.506 กรัมต่อลิตร และธาตุเหล็ก 0.1 กรัมต่อลิตร ผลท่ีไดก้็คือ สามารถผลิตมวลเซลล ์
0.61 กรัมน ้ าหนกัแห้ง (gram cell dry weight) ต่อกรัมคาร์โบไฮเดรตของสับสเตรท ซ่ึงมวลเซลล์ท่ี
ไดป้ระกอบดว้ยโปรตีน 0.3กรัม (Stevens and Gregory, 1987) Yeast; Torula utilis ก็มีการ
เพาะเล้ียงจากน ้ าเสียฯ เช่นกัน เพื่อใช้เป็นโปรตีนเซลล์เดียว พบว่า สามารถผลิตมวลเซลล์ท่ีมี
โปรตีนสูงถึง 50% จากสับสเตรทน้ี ตน้ทุนการผลิตก็เพียง 5 % ต่อน ้ าหนกัปอนด์ จึงมีศกัยภาพท่ีจะ
ใชท้ดแทนปลาป่นในอาหารสัตวไ์ด ้(Reiser, 1954) ในประเทศไทย ดวงใจ และ มาริสา (2541) ก็ได้
น าน ้าลา้งแผน่มนัฝร่ังจากบริษทัอาหารยอดคุณ จ ากดั มาศึกษาใชเ้ป็นอาหารเล้ียงเช้ือยีสต ์Candida 
tropicalis TISTR5136 เพื่อผลิตเป็นโปรตีนเซลล์เดียว พบวา่ยีสตมี์อตัราการเจริญจ าเพาะ 0.47 ต่อ
ชัว่โมง ให้ปริมาณมวลเซลล์สูงสุด 1.212 กรัมต่อลิตรของน ้ าเสีย เซลล์ยีสต์ท่ีไดป้ระกอบด้วย
โปรตีนและไขมนัร้อยละ 32.19 และ 0.454 ตามล าดบั 
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ตารางที ่ 4 สารอาหารท่ีหลงเหลือในน ้าเสียโรงงานแปรรูปมนัฝร่ัง 
 

องค์ประกอบ 
ปริมาณ (% น า้หนักแห้ง) 

น า้เสียทีไ่ม่ผ่านการกรอง น า้เสียที่ผ่านการกรอง 
Dry matter (%w/v) 
Total carbohydrate 
Reducing sugar 
Crude protein 
Calcium 
Phosphorus 
Magnesium 
Potassium 
Manganese 
Copper 
Zinc 

10.3-13.7 
44.1-59.2 

3.6-6.7 
12.1-15.5 
0.10-0.19 
0.22-0.30 
0.09-0.10 

1.6-2.5 
0.0022-0.0051 
0.0007-0.0016 
0.0025-0.0052 

8.1-9.8 
39.7-47.3 

4.3-5.8 
13.0-15.5 
0.09-0.17 
0.26-0.38 
0.09-0.15 

2.1-3.7 
0.0022-0.0063 
0.0014-0.0034 

0.027-0.095 
 
ท่ีมา:  Stevens and Gregory (1987: 285) 
 
 Meister และ Thompson (1976) ไดเ้สนอวิธีการทางเคมีร่วมกบักายภาพในการเก็บเก่ียว
โปรตีนจากน ้ าเสียของโรงงานมนัฝร่ังแผ่นทอดกรอบ พบว่า สามารถเก็บเก่ียวโปรตีนไดถึ้ง 170 
กิโลกรัม (kilogram; kg) จากหวัมนัฝร่ังท่ีเขา้สู่กระบวนการผลิตทั้งส้ิน 31 ตนั การให้ความร้อนท่ี 
80-90 องศาเซลเซียส และปรับ pH ใหเ้ป็น 4-4.5 พบวา่ เป็นวิธีท่ีท  าให้ไดโ้ปรตีนมากท่ีสุด ต่อมาใน
ปี 1980 Strolle และคณะก็ไดเ้สนอวิธีการเก็บเก่ียวสารอาหารต่างๆ ในน ้ าเสียน้ีโดยการระเหย 
(evaporation) และการท าแหง้แบบพน่ฝอย (spray drying) ซ่ึงส่ิงท่ีไดม้าสามารถน าไปเล้ียงสัตวแ์ละ
จุลินทรียไ์ด ้
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วธีิการและการออกแบบพืน้ผิวตอบสนอง (Response Surface Methods and Designs) 
 

 เน่ืองดว้ยทรัพยากรมีจ านวนจ ากดั ดงันั้นการทดลองแต่ละคร้ังจะตอ้งให้สาระขอ้มูลท่ี
ส าคญัท่ีสุด ซ่ึงการทดลองท่ีมีการวางแผนท่ีดีจะท าให้ไดส้าระขอ้มูลท่ีส าคญัและมีคุณภาพมากกวา่
การทดลองท่ีเกิดข้ึนจากงานท่ีไม่ไดรั้บการวางแผนมาก่อน และโดยเฉพาะการทดลองตามแผนท่ี
วางไวจ้ะสามารถวเิคราะห์เก่ียวกบัอิทธิพลของปัจจยัท่ีตอ้งการศึกษาไดดี้กวา่ดว้ย 
 
1.  จุดอ่อนของการทดลองทลีะปัจจัย (One-variable-at-a-time) 
 การวางแผนการทดลองแบบดัง่เดิมท่ีใช้กนัโดยทัว่ไปท่ีเรียกว่า one-variable-at-a-time 
หรือการทดลองทีละปัจจยั เป็นรูปแบบของการทดลองท่ีมีประสิทธิภาพในการศึกษาผลของปัจจยั
เพียงสภาวะหน่ึงเท่านั้ น แต่เม่ือต้องท าการพิจารณาผลรวมของปัจจัยท่ีเก่ียวข้องทั้ งหมดใน
กระบวนการ อาจท าให้ผลท่ีไดมี้ความคลาดเคล่ือน (Heck, 2006) เน่ืองจากรูปแบบการทดลองจะ
ท าการศึกษาทีละปัจจยั หรือทีละตวัแปร โดยจะแบ่งปัจจยัหรือตวัแปรออกเป็นค่าหลายระดบั และ
ท าการทดลองในแต่ละระดบัเพื่อหาค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุด ท าเช่นน้ีกบัท าการศึกษาตวัแปรอ่ืนๆ ท่ี
เหลือโดย จนไดค้่าท่ีเหมาะสมท่ีสุดของแต่ละปัจจยั จึงเป็นวิธีท่ีตอ้งใช้เวลานานเพื่อให้ให้ผล และ
ผลท่ีไดอ้าจท าใหเ้กิดความคลาดเคล่ือนท่ีเรียกวา่ Trial & Error Method (นงเยาว ์(2554: 3) 
 ยกตวัอย่าง การศึกษากระบวนการผลิตขนมปังชนิดหน่ึง ท่ีใช้วิธีทดลองแบบ one-
variable-at-a-time โดยมีปัจจยัท่ีศึกษาคือ อุณหภูมิ และเวลาในเกิดโด (dough)ในผลิตภณัฑ์ขนมปัง 
อุณหภูมิท่ีศึกษาอยูร่ะหวา่ง 20-40 องศาเซลเซียส และเวลาอยูร่ะหวา่ง 60-180 นาที แบ่งการทดลอง
ออกเป็น 10 การทดลอง ซ่ึงการทดลองท่ี 1-5 จะศึกษาผลของเวลา (time; t) ใหก้ารทดลองท่ี 1 ศึกษา
ท่ีเวลา 60 นาที การทดลองท่ี 2, 3, 4 และ 5 ศึกษาท่ีเวลา 90, 120, 150 และ 180 นาที ตามล าดบั โดย
ก าหนดให้ใช้อุณหภูมิคงท่ีท่ี 25 องศาเซลเซียส ผลการทดลองท่ีได ้ดงัแสดงในภาพ 7 ส่วนการ
ทดลองท่ี 6-10 ศึกษาผลของอุณหภูมิ (temperature; T)โดยก าหนดให้ใชเ้วลาคงท่ี 120 นาที การ
ทดลองท่ี 6 ศึกษาท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส การทดลองท่ี 7, 8, 9 และ 10 ศึกษา 25, 30, 35 และ 
40 องศาเซลเซียส ตามล าดบั ผลการทดลองดงัแสดงในภาพ 8 ซ่ึงการทดลองดงักล่าวสามารถสรุป
ไดว้่า เม่ือพิจารณาจากค่าการตอบสนองต่อปัจจยัท่ีเหมาะสมท่ีสุด ซ่ึงได้จากการวดัค่า specific 
volume (ปริมาตรจ าเพาะ) สภาวะท่ีเหมาะสมในการเกิดโดในผลิตภณัฑ์ขนมปัง คือ อุณหภูมิ  
30 องศาเซลเซียส เวลา 120 นาที จากการสรุปผลน้ีแสดงให้เห็นว่า ถา้เวลาในการเกิดโด หรือ
อุณหภูมิ อยา่งใดอยา่งหน่ึงมีการเพิ่มข้ึน หรือลดลงจากสภาวะดงักล่าว การลดลงของค่า specific 
volume จะเกิดข้ึน ดงันั้นอะไรเกิดข้ึนเม่ือตวัแปรน้ีมีการเปล่ียนแปลงพร้อมกนั เน่ืองจากในความ
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เป็นจริง การทดลองน้ีไม่ไดศึ้กษาปฏิกิริยาสัมพนัธ์ระหวา่งอุณหภูมิและเวลา ซ่ึงสภาวะท่ีเหมาะสม
อาจจะเป็นอีกสภาวะหน่ึงก็ได ้ดงัภาพท่ี 9  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่ 7 ผลการทดลองท่ีสมมุติจาก one-variable-at-a-time ของการทดลองชุดท่ี 1-5 ความสัมพนัธ์ 
ระหว่างอุณหภูมิ และเวลาในเกิดโด (dough) ในผลิตภัณฑ์ขนมปังท่ีก าหนดอุณหภูมิคงท่ีท่ี  
25 องศาเซลเซียส 
ท่ีมา:  นงเยาว ์(2554: 3) 
 
2.  วธีิการของพืน้ผวิตอบสนอง (Response Surface Methodology; RSM) 
 ปัจจุบนัมีความสนใจในการออกแบบเพื่อหาความสอดคลอ้งกบัพื้นท่ีของการตอบสนอง 
และประเมินความเหมาะสมในสภาวะของการทดลอง วิธีการและการออกแบบพื้นผิวตอบสนอง 
หรือท่ีเรียกวา่ Response Surface Method and Designs และการวิเคราะห์ ไดถู้กน ามาใชเ้พื่อคน้หา
ค าตอบของการทดลองท่ีประกอบดว้ยจ านวนปัจจยัร่วมการทดลองหลายปัจจยั ซ่ึงจะน าทางสู่การ
คน้พบการตอบสนองท่ีเหมาะสมในท่ีสุด (maximum) หรือ การตอบสนองต ่าสุด (minimum) ข้ึนอยู่
กบัธรรมชาติของการทดลอง (ไพโรจน,์ 2544: 1)   
 
 
 
 
 

Optimum t = 120  min 
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ภาพที่   8 ผลการทดลอง ท่ีสม มุ ติจาก  one-variable-at-a-time ของการทดลอง ชุด ท่ี  6-10 
ความสัมพนัธ์ระหวา่งอุณหภูมิ และเวลาในเกิดโด (dough) ในผลิตภณัฑ์ขนมปังท่ีก าหนดเวลาให้
คงท่ีท่ี 120 นาที 
ท่ีมา:  นงเยาว ์(2554: 3) 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่  9 พื้นท่ีการตอบสนองจริงท่ีเป็นไปไดข้องค่า specific volume ท่ีเกิดข้ึนจากการทดลองเวลา
ท่ีใชใ้นการเกิดโดและอุณหภูมิ กบัจุดต่างๆ ท่ีแสดงผลจากการทดลอง one-variable-at-a-time 
ท่ีมา: นงเยาว ์(2554: 4) 

Optimum T = 30 องศา
เซลเซียส 

True optimum  

Optimum by 
one-variable- 

at-a-time 
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 วิธีการของพื้นผิวตอบสนอง เป็นการรวบรวมเอาเทคนิคทั้งทางคณิตศาสตร์และสถิติท่ี
เป็นประโยชน์ต่อการสร้างแบบจ าลองและการวิเคราะห์ปัญหา โดยท่ีผลตอบสนองท่ีสนใจข้ึนอยู่
กบัหลายปัจจยั และสามารถหาจุดท่ีเหมาะสม (optimization) จากความสัมพนัธ์ของปัจจยัเหล่านั้น
ได ้(Bradley, 2007: 1) เช่น การอธิบายความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรตน้ (input variable) หรือปัจจยั
เชิงปริมาณ กบัค่าการตอบสนอง (response variable) เป็นคุณภาพของผลิตภณัฑ์ท่ีตอ้งการ 
นอกจากน้ียงัสามารถแสดงให้เห็นถึงแนวโน้มการเปล่ียนแปลงของผลตอบสนอง เม่ือระดบัของ
ปัจจยัเชิงปริมาณเปล่ียนแปลง และการหาระดบัของปัจจยัเชิงปริมาณท่ีเหมาะสม (optimum value) 
ท่ีจะท าให้ไดผ้ลตอบสนองท่ีดีท่ีสุด หรือสามารถเลือกจุดท่ีเหมาะสมไดจ้าก ผลตอบสนองหลาย ๆ 
ค่าได ้(นงเยาว,์ 2554: 5) โดยรวมแลว้เทคนิคดงักล่าวน้ี ไดใ้ชเ้พื่อใหค้  าตอบต่างๆ เช่น ค่าตอบสนอง
ไดรั้บผลกระทบจากชุดส่ิงทดลองบนพื้นท่ีเฉพาะท่ีน่าสนใจบางอยา่งไดอ้ยา่งไร ถา้จ าเป็น ชุดของ
ส่ิงทดลองอะไรท่ีจะใหผ้ลิตภณัฑห์น่ึงเป็นท่ีน่าพอใจตรงตามขอ้ก าหนดจ าเพาะพร้อมๆ กนั และค่า
อะไรของส่ิงทดลองท่ีจะให้ผลผลติในจุดท่ีสูงสุดของพื้นท่ีเฉพาะหน่ึงๆ และพื้นท่ีการตอบสนอง
อะไรท่ีใกลก้บัค่าสูงสุดน้ีได ้(ไพโรจน,์ 2544: 2)  
 หลกัการท่ีส าคญัของการท าพื้นผิวตอบสนองเพื่อน าเสนอผลการวิจยั  คือ การท่ีจะ
น าเสนอแบบพื้นผวิตอบสนอง ตอ้งมีแผนการทดลองท่ีเหมาะสม อยา่งนอ้ยตอ้งมีปัจจยั หรือตวัแปร
อิสระ 2 ตวัข้ึนไป และตอ้งเป็นตวัแปรเชิงปริมาณ ตอ้งมีตวัแปรตามอยา่งนอ้ย 1 ตวัข้ึนไปและตอ้ง
เป็นตวัแปรเชิงปริมาณดว้ย ดงันั้นแผนการทดลองท่ีจะสามารถสร้างพื้นผิวตอบสนองได้ คือ 
Factorial Design, Mixture Design, Central Composite Design (CCD) และPlackett & Burman 
Design นอกจากน้ีระดับของตวัแปรอิสระท่ีต้องผนัแปรไปนั้น จะเป็นตอ้งครอบคลุมพื้นท่ีท่ี
ตอ้งการศึกษา จากนั้นน าขอ้มูลของตวัแปรอิสระแต่ละตวั (Xi) ท่ีสัมพนัธ์กบัขอ้มูลของตวัแปรตาม 
(Yi) สร้างเป็นแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ (model) (กลัยาณี 2554) และน าแบบจ าลองน้ีไปใชใ้น
การคาดคะเน (prediction) หรือปรับกระบวนการให้เหมาะสม (process optimization) ซ่ึงโดยทัว่ไป 
ตวัแปรตามแต่ละตวัแปรหรือค่าตอบสนอง (response) จะข้ึนกบัตวัแปรอิสระ ความสัมพนัธ์
ระหว่างตวัแปรเหล่าน้ี สามารถอธิบายโดยแบบหุ่นทางคณิตศาสตร์ท่ีเรียกว่า สมการรีเกรสชั่น 
(สมการถดถอย; regression equation) เม่ือพิจารณาสมการ (Bradley, 2007: 1)  
 

Y = f (X1, X2) + ε 
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โดยก าหนดให้ปัจจยันั้นแทนค่าดว้ย X และ ε คือ ค่าความผิดพลาดท่ีเกิดข้ึนในค่าสังเกต Y ท่ีเป็น
ผลมาจากการทดลอง ถา้ก าหนดวา่ E(Y) = f(X1, X2) = η ดงันั้น สามารถเขียนสมการของพื้นผิว
ตอบสนองได ้คือ 

η = f ( X1,X2 ) 
 

ซ่ึงจะเรียกวา่ พื้นผิวตอบสนอง  (response surface) โดยส่วนใหญ่จะแสดงผลตอบสนองแบบโครง
ร่างพื้นผิวในรูปของกราฟิก โดยท่ี η จะถูกพล็อตกบัระดบัของ X1 และ X2 เพื่อท่ีจะช่วยให้มอง
รูปร่างของพื้นผิวผลตอบสนองไดดี้ยิ่งข้ึน ดงัภาพท่ี 10 อยา่งไรก็ตามในการศึกษาโดยใช้วิธีการ
แสดงผลพื้นผิวตอบสนองนั้น จ  าเป็นตอ้งคน้หาฟังก์ชนัท่ีแทจ้ริงระหวา่งตวัแปรตามค่าตอบสนอง 
ต่อตวัแปรอิสระต่างๆ เป็นล าดบัแรก การค้นหาฟังก์ชันต่างๆ เหล่าน้ีมกัใช้ความสัมพนัธ์แบบ 
โพลีโนเมียล (polynomial) ล าดบัตน้ๆ เช่น ล าดบัหน่ึงหรือก าลงัหน่ึง (first order) ล าดบัสองหรือ
ก าลงัสอง (second order) เป็นตน้ โดยทัว่ไปฟังก์ชนัซ่ึงประมาณความสัมพนัธ์แบบหน่ึง มีแบบหุ่น
ดงัน้ี (Bradley, 2007: 2) 
 

Y = β0 + β1X1 + β2X2 + … + βkXk + ε 
 

ส าหรับระบบมีลกัษณะความสัมพนัธ์แบบเส้นโคง้ (quadratic regression relationship) ตอ้งใช ้
โพลีโนเมียลท่ีมีล าดบัสูงข้ึน เช่น ล าดบัสองหรือก าลงัสอง ซ่ึงมีแบบหุ่นดงัน้ี (Montgomery, 1991 
อา้งโดย อิศรพงษ,์ 2550: 124) 

 
 

 
3.  การออกแบบส่วนประสมกลาง (Central Composite Design; CCD) 
 ปัญหาเก่ียวกบัพื้นผิวตอบสนองส่วนมากจะใช้แบบจ าลองก าลงัหน่ึง หรือแบบจ าลอง
ก าลังสองในการหาพื้นผิวตอบสนอง แต่แบบจ าลองทั้ งสองชนิดไม่สามารถใช้ประมาณ
ความสัมพนัธ์ตลอดพื้นผิวทั้งหมดของตวัแปรอิสระ ถ้าพื้นผิวท่ีเราสนใจอยู่มีขนาดใหญ่ การ
ออกแบบพื้นผิวตอบสนองมีวิธีการท่ีน ามาใช้ในการหาค่าท่ีดีท่ีสุดของผลตอบอยูห่ลายวิธีดว้ยกนั 
ได้แก่ วิธีการก าลงัสองน้อยสุด (least square) การปีนด้วยทางชนั การออกแบบส าหรับฟิต
แบบจ าลองอบัดบัท่ีหน่ึง (first-order model) และการออกแบบส าหรับฟิตแบบจ าลองอบัดบัท่ีสอง 
(second -order model) ซ่ึงการออกแบบส าหรับฟิตแบบจ าลองอบัดบัท่ีสองน้ีเป็นการเนน้ไปท่ีการ
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สร้างแบบจ าลอง quadratic ของผลตอบ มีวิธีการท่ีน่าสนใจอยู ่2 วิธีดว้ยกนั คือ การออกแบบส่วน
ประสมกลาง และการออกแบบบอ็กซ์-เบห์นเคน (Box-Behnken Design)  
 การออกแบบส่วนประสมกลาง (Central Composite Design; CCD) เป็นหน่ึงในวิธีการหา
พื้นผวิตอบสนองท่ีนิยมใชเ้พื่อหากระบวนการท่ีเหมาะสม โดยทัว่ไป CCD จะประกอบดว้ย 3 ส่วน
ต่อไปน้ี (ก) ต าแหน่งการทดลองของ 2n factorial (ถา้ k ในท่ีน้ีคือ ตวัแปรอิสระหรือปัจจยั 2 ตวั 
ดงันั้น 22 จะมีต าแหน่งการทดลองทั้งหมด 4 ต าแหน่ง (-1,-1) (+1,-1) (+1, +1) (-1, +1) (ข) ต าแหน่ง
การทดลองท่ีเพิ่มข้ึนมาอีก 4 ต าแหน่ง คือ ต าแหน่งท่ีเป็นแนว +α หรือ -α ในแนวแกนท่ีเรียกวา่ 
star point (+α, 0) (-α, 0) (0, +α) (0, -α) และ (ค) ต าแหน่งตรงกลางของพื้นท่ีการทดลองอีก 1 
ต าแหน่ง ท่ีเรียกวา่ central point (ต าแหน่ง 0,0) (ภาพท่ี 11) 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่ 10 กราฟ 3 มิติของพื้นผวิตอบสนอง   
ท่ีมา:  อิศรพงษ ์(2550: 124) 
 
 
 
  
 
 
 
ภาพที ่ 11 ส่วนประกอบทั้ง 3 ส่วนของ CCD และจุดของการออกแบบ 9 ส่ิงทดลองส าหรับ 2 ปัจจยั 
ท่ีมา:  เสาวนีย ์(2551: 20) 



46 
 

 เพราะฉะนั้นการทดลองแบบ CCD ในกรณีท่ีมีตวัแปรอิสระ 2 ตวั จะมีต าแหน่งเพิ่มข้ึน
จาก 22 fractorial design อีก 5 ต าแหน่ง (2k+1) คือ (+α, 0) (-α, 0) (0, +α) (0, -α) และ  
(0, 0) เพื่อใหจุ้ดหน่ึงของการเพิ่มเป็นจุดก่ึงกลาง และจุดท่ีเหลือ 2k เป็นจุดห่าง α รวมทั้งหมดเป็น 9 
ส่ิงการทดลอง (ภาพ 11) ส าหรับจ านวนตวัแปรอิสระ 3 ตวั (k = 3) จะท าให้การออกแบบ 2k 

factorial designs + (2k+1) มี 15 ส่ิงทดลอง ดงัแสดงในภาพท่ี 12 ท าให้การทดลองแบบน้ีจึง
สามารถครอบคลุมพื้นท่ีท่ีตอ้งการ (กลัยาณี, 2544: 4) สาหรับการทดลอง แบบ CCD นั้น สามารถ
ก าหนดต าแหน่งของการทดลองไดด้งัตารางท่ี 5 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพที ่ 12 จุดของการออกแบบ 15 ส่ิงทดลองใน composite design ท่ีมี 3 ปัจจยั 
ท่ีมา:  ไพโรจน ์(2544: 46) 
 
ตารางที ่ 5 ต  าแหน่งการทดลองและระดบัค่า α = 2k/4 ส าหรับการทดลองแบบ CCD 
 
จ านวนปัจจยั (Xi) = k  2 3 4 5 
จ  านวนต าแหน่งการทดลองทั้งหมดใน CCD  9 15 25 43 
ระดบัของ ค่า α = 2k/4  1.4142 1.6818 2 2.3784 
 
ท่ีมา:  กลัยาณี (2544: 4) 
 
 จากตารางท่ี 5 จะเห็นว่าในการออกแบบ composite design จุดของการออกแบบการ
ทดลองจะเพิ่มข้ึนอยา่งมากเม่ือ k ถูกเพิ่ม ตวัอยา่งเช่น ส าหรับ k = 4 และ 5 แลว้ composite design 
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จะมีจ านวนต าแหน่งการทดลองทั้งหมดเท่ากบั 25 และ 43 จุดการทดลอง ตามล าดบั ดงันั้นการ
ออกแบบ composite design ท่ีตอ้งการ คือ 2k factorial design ท่ีถูกแทนท่ีดว้ย fractional ท่ีท าซ ้ า
ของ 2k เพื่อเป็นไปตามจุดมุ่งหมายของ composite design การท า fraction replication ควรจะถูก
ออกแบบเพื่อให้เกิดการประมาณค่าทั้งหมดของผลเชิงเส้นตรง และผลเชิงเส้นโคง้ และผลของ
ปฏิกิริยาสัมพนัธ์บางส่วนในรูปแบบหุ่นล าดับสอง เพื่อให้บรรลุความส าเร็จน้ีการท า fraction 
replication composite design โดยปกติจะมีความเป็นไปไดใ้นการประมาณค่า β0 และผลในเชิง
เส้นตรงทั้งหมด (βi) และผลในเชิงเส้นโคง้ทั้งหมด (βii) และผลเพียงหน่ึงอย่างของผลปฏิกิริยา
สัมพนัธ์ท่ีเลือกจากแต่ละอนัของชุด alias นั้นๆ (ไพโรจน์ 2544: 54) 
 การคาดคะเนของรูปแบบหุ่นการตอบสนองท่ีท าให้ขอ้มูลสอดคลอ้งท่ีต าแหน่งจุดต่างๆ 
ในพื้นท่ีของการทดลองข้ึนอยู่กับการออกแบบท่ีก าลังใช้นั้ นๆ การออกแบบดังกล่าวเรียกว่า 
rotatable designs การออกแบบหมุนล าดบัท่ีสองอยา่งง่ายสุดส าหรับประมาณรูปแบบหุ่นล าดบัท่ี
สองท่ีมี 2 ปัจจยั ไดแ้สดงโดยมีจุดมารวมกนัของรูปแบน แบบ 5 เหล่ียม (pentagon) 6 เหล่ียม 
(hexagon) และ 8 เหล่ียม (octagon; แบบมาตรฐาน) ซ่ึงแต่ละอยา่งจะมี 1 จุดก่ึงกลาง ซ่ึงแบบ 5 และ 
6 เหล่ียม จะสามารถลดส่ิงทดลองใหมี้จ านวนนอ้ยลง (ไพโรจน ์2544: 58) ดงัภาพท่ี 13 
 เพื่อให้การคาดคะเนท่ีดีในส่วนจุดก่ึงกลางของการออกแบบ จุดก่ึงกลางควรถูกท าซ ้ า
มากกวา่จุดท่ีอยูร่อบนอก ดงัตาราง 5 ท่ีแสดงจุดร่วมส าหรับการออกแบบรูปแบน แบบ 5 เหล่ียม 6 
เหล่ียม และ 8 เหล่ียม ในการแสดงดงักล่าวจุดรอบนอกมีระยะห่างเท่ากนัจากการออกแบบจุด
ก่ึงกลางเพื่อให้การหมุนเป็นท่ีน่าพอใจ และสังเกตไดว้่าจ  านวนระดบัของปัจจยัเชิงปริมาณจะถูก
ก าหนดโดยการออกแบบ ตวัอยา่งเช่นการออกแบบรูปแบน แบบ 6 เหล่ียมท่ีตอ้งการระดบั 5 ระดบั
ของตวัแปร X1 และ 3 ระดบัของตวัแปร X2 ประโยชน์ของการออกแบบน้ีอยูบ่นพื้นฐานความจริง
ท่ีวา่การออกแบบน้ีจะมีจ านวนของการทดลองท่ีนอ้ย ซ่ึงเปิดโอกาสให้สามารถสร้างรูปแบบล าดบั
ท่ีสองท่ีท าให้ข้อมูลสอดคล้อง และรวมทั้งสามารถวดัค่าความคลาดเคล่ือนของการทดลองได ้
(ไพโรจน ์2544: 58) 
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ภาพที ่ 13 การออกแบบแบหมุนของ 2 ตวัแปร ใน 3 รูปแบบ  
ท่ีมา:  ไพโรจน ์(2544: 59) 
 
 ซ่ึงระดบัแต่ละจุดโดยละเอียด ค านวณไดโ้ดยก าหนดจุดเร่ิมตน้เป็นจุด (1, 0) จ  านวนจุด
ทั้งหมด (บนเส้นรอบวงรัศมี 1 หน่วย; ไม่รวมจุดก่ึงกลาง) มี 5 จุด (5 เหล่ียม) แต่ละจุดจึงห่างกนั
เท่ากบั 360/ 5 = 72 องศา จากภาพท่ี 14 พบวา่ ความยาวของ a คือ ระดบัของ X1 และความยาวของ 
b คือ ระดบัของ X2 ส่วน c คือ รัศมีของวงกลมเท่ากบั 1 เน่ืองจาก Cos θ = a/ c ดงันั้น Cos 72 = a/ 
1; a เท่ากบั Cos 72*1 = 0.30902 ส่วน b ค านวณจาก Sin θ = b/ c ดงันั้น Sin 72 = b/ 1; b เท่ากบั 
Sin 72*1 = 0.95106 เป็นตน้ จึงสรุปไดว้า่ ระดบัท่ีจุดต่างๆ ของ X1i, X2i = Cos (θ*i), Sin (θ*I) 
โดยท่ี θ คือ 72 และ i คือ 1, 2, …, 5 ส าหรับ Pentagon โดยท่ี θ คือ 60 และ i คือ 1, 2, …, 6 ส าหรับ 
Hexagon (อิศรพงษ,์ 2550: 98) 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่ 14 การค านวณระดบัโดยละเอียดส าหรับแผนแบบ Pentagon 
ท่ีมา:  อิศรพงษ ์(2550: 99) 

     Pentagon design                  Hexagon design                Octagon design 
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ตารางที ่ 6 จุดหรือส่ิงทดลองของการออกแบบการทดลองแบบ rotatable design ท่ีมี 2 ตวัแปร  
 

จุดหรือส่ิงทดลอง X1 X2 หมายเหตุ 
Pentagon design   

แต่ละตวัแปร 
มี 5 ระดบั 

1 1.000 0 
2 0.309 0.951 
3 -0.809 0.588 
4 -0.809 -0.588 
5 0.309 -0.951 
6 0 0 

Hexagon design   

ตวัแปร X1 มี 5 ระดบั 
ตวัแปร X2 มี 3 ระดบั 

1 1.000 0 
2 0.500 0.866 
3 -0.500 0.866 
4 -1.000 0 
5 -0.500 -0.866 
6 0.500 -0.866 
7 0 0 

Octagon design   

แต่ละตวัแปรมี 5 ระดบั 

1-1 -1 -1 
21 1 -1 
3-1 -1 1 
41 1 1 
5 1.4142 0 
6 -1.4142 0 
7 0 1.4142 
8 0 -1.4142 
9 0 0 

ท่ีมา: อิศรพงษ ์(2550: 98) 
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สรุปโดยรวมแลว้ขั้นตอนการท า RSM จะประกอบไปดว้ยขั้นตอนต่างๆ ดงัน้ี (นงเยาว,์ 2554: 7) 
 

เลือกแผนการทดลอง 
(selection design) 

  
เก็บรวบรวมขอ้มูล 
(response variable) 

 
สร้างสมการความสัมพนัธ์ 

(regression) 
 

ทดสอบ model 
 

หา optimization 
 

 1.  ก าหนดแผนการทดลองท่ีจะใชแ้ละการเตรียมตวัอยา่งท่ีใช้ในการทดสอบตวัอยา่งท่ี
เหมาะสมท่ีสามารถให้ขอ้มูลเพียงพอในการสร้าง contour plot โดยก าหนดปัจจยัท่ีส าคญั 2 หรือ 3
ปัจจยั ก าหนดระดบัปัจจยัท่ีจะศึกษา (RSM จะใช ้3 ระดบัข้ึนไป)  
 2.  เก็บรวบรวมขอ้มูลและน าขอ้มูลท่ีไดม้าวิเคราะห์ regression ท่ีดีท่ีสุด โดยใช้
โปรแกรมคอมพิวเตอร์ทางสถิติ เช่น SAS , SPSS และ Statistix เป็นตน้ 
 ยกตวัอยา่งในการศึกษาถึงผลของผลผลิตท่ีได ้yield โดยศึกษา 2 ปัจจยั คือ ปริมาณสารตั้ง
ตน้ (X1) และระยะเวลา (X2) ในการผลิตโดยช่วงของปริมาณสารตั้งตน้ท่ีสนใจศึกษาคือ 91–212 
กรัมต่อลิตร และระยะเวลา คือ 10-30 ชัว่โมง ใชแ้ผนการทดลองแบบ pentagon สามารถก าหนดจุด
ในการทดลองและค านวณหาค่าจริงท่ีจะใชใ้นการทดลองไดด้งัน้ี 
 การค านวณ 
 1.  หาค่าจริงของระดบัก่ึงกลาง (Avg.)  = (ระดบัสูง + ระดบัต ่า)/2 
 2.  หาค่าช่วงกลางของระดบั (Mid.)  = (ระดบัสูง – ระดบัต ่า)/2 
 3.  ค่าจริงของปัจจยัหาโดยการการเทียบบญัญติัไตรยางศ ์ไดสู้ตร ดงัน้ี 
 

ค่าจริง = (Code level × Mid.) + Avg. 

ปรับปรุง model 

- หาสมการใหม่ 
- ตรวจสอบขอ้มูล 
- ท าการทดลองใหม่ 
- วเิคราะห์ใหม่ 

No 

Yes 
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 การค านวณหาค่าจริง 
  
 แกน X1 
 
 
 
 แกน X2 
 
 
 
  
 เม่ือก าหนดแผนการทดลองแล้ว จึงท าการเก็บรวบรวมขอ้มูล โดยหาระดับของรหัส 
(code) ต่างๆ ดว้ยเทียบบญัญติัไตรยางศ์ ในกรณีของระยะเวลา (X2) อยูใ่นช่วง 10-30 ชัว่โมง ให ้
ระดบัต ่า คือ (-1) และระดบัสูง  คือ (+1) ทั้ง -0.951 และ 0.951 ห่างจากจุดก่ึงกลาง (0) ไป 0.951 
หน่วย โดยท่ีค่าจริงของระดบัก่ึงกลาง = (ระดบัต ่า+ระดบัสูง)/ 2 = (10+30 )/2 = 20 ชัว่โมง  
 เน่ืองจาก 1 หน่วยชัว่โมง เท่ากบั 1 หน่วย code ดงันั้น 0.951 หน่วย coded จึงเท่ากบั 
0.951 ชัว่โมง น า 0.951 ไปบวกกบัจุดก่ึงกลาง จะเท่ากบั 20.951 ของค่าจริง ซ่ึงเท่ากบั 0.951 หน่วย 
coded ส่วนท่ีระดบัต ่า น า 0.951 ลบกบัจุดก่ึงกลาง เท่ากบั 20-0.951 = 19.049 ชัว่โมง หรือ -0.866 
หน่วย coded การทดลองน้ีทดลองซ ้ าท่ีจุดก่ึงกลางจ านวน 4 คร้ัง ในตารางท่ี 7 แสดงถึงแผนการ
ทดลองท่ีจะใชใ้นการเก็บรวบรวมขอ้มูล และแสดงผลการทดลอง (สมมุติ) ท่ีไดจ้ากการด าเนินการ
ทดลองดงักล่าว ซ่ึงผลท่ีไดน้ี้จะถูกน าไปวเิคราะห์วเิคราะห์ regression ท่ีดีท่ีสุด 
 3.  สร้าง contour plot จากวิเคราะห์ regression ท่ีไดโ้ดยใชโ้ปรแกรม Sufer, MathCad, 
Statistica หรือ Sigma plot 
 4.  ตรวจสอบ model  
 5.  Verification โดยการท า independent run ภายใตข้อบเขตของตวัแปรแต่ละตวั และ
ตรวจหา optimization 
 
 
 
 

ค่าจริง 91 151.5  212 กรัม 
ค่า Code -0.809 0 0.309 1.0  

ค่าจริง 10  20  30 ชัว่โมง 
ค่า Code -0.951 -0.588 0 0.588 0.951  
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ตารางที ่ 7 การทดลองและผลการทดลองท่ีสมมุติจากการใชแ้ผนการทดลองแบบ pentagon  
 

Run 
Code level ค่าจริง  Response 

(Y) ปริมาณสารตั้งต้น (X1) เวลา (X2) ปริมาณสารตั้งต้น (X1) เวลา (X2) 
1 1.0 0 212.00 20.00 96.0 
2 0.309 0.951 170.19 29.51 78.7 
3 -0.809 0.588 102.56 25.88 76.7 
4 -0.809 -0.588 102.56 14.12 54.6 
5 0.309 -0.951 170.19 10.49 64.8 
6 0 0 151.50 20.00 78.9 
7 0 0 151.50 20.00 97.4 
8 0 0 151.50 20.00 90.5 
9 0 0 151.50 20.00 93.0 

 
ท่ีมา: ดดัแปลงจาก อิศรพงษ ์(2550: 99-100) 
 
การอบแห้งแบบพ่นฝอย (Spray Drying) 

 
 เทคนิคการอบแห้งแบบพ่นฝอย (spray dry) เป็นวิธีการท่ีนิยมใช้ส าหรับการท าแห้ง
สารละลายอินทรีย ์สารประเภทอิมลัชนั (emulsion) และของเหลวชนิดต่าง ๆ โดยผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ะ
อยูใ่นรูปของผงแหง้ มกัใชว้ธีิน้ีในอุตสาหกรรมทางเคมีและอาหาร ผลิตภณัฑส่์วนหน่ึงท่ีไดจ้ากการ
อบแหง้แบบพน่ฝอยท่ีมีวางขายในปัจจุบนัไดแ้ก่ นมผง อาหารเด็กยา และสียอ้ม การอบแห้งดว้ยวิธี
น้ี นอกจากจะใชส้ าหรับท าแห้งอยา่งรวดเร็วแลว้ ยงัเป็นวิธีการท่ีมีประโยชน์มากในการลดขนาด
และปริมาตรของของเหลวอีกดว้ย และจากการวิจยัและพฒันาท่ีต่อเน่ืองกนัมาท า ให้วิธีการอบแห้ง
แบบพ่นฝอยกลายเป็นวิธีการอบแห้งท่ีมีประสิทธิภาพและนิยมน ามาใช้อบแห้งให้กบัผลิตภณัฑ์
หลายชนิดในปัจจุบนั 
 
1.  หลกัการของระบบการอบแห้งแบบพ่นฝอย 
 การท าแหง้แบบพน่ฝอยเป็นเทคนิคท่ีใชเ้พื่อระเหยน ้ าออกจากของเหลว อยา่งรวดเร็วโดย
อากาศร้อน อาศยัหลกัการพาความร้อนของอากาศ ซ่ึงเป็นวิธีการท าแห้งท่ีมีอตัราการถ่ายเทความ
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ร้อนสูงท าให้น ้ าระเหยออกจากอาหารไดอ้ย่างรวดเร็ว เวลาท่ีให้ในการท าแห้งสั้ น กระบวนการ
อบแห้งแบบพ่นฝอยนั้นประกอบไปดว้ยการพ่นของเหลว (feed) ออกมาจนเป็นละอองขนาดเล็ก 
เขา้ผสมกบัอากาศร้อนท่ีไหลผ่านอยา่งรวดเร็ว ท าให้น ้ าท่ีอยูใ่นละอองของเหลวระเหยไปทั้งหมด
และไดผ้ลิตภณัฑ์ท่ีอยู่ในรูปของผงแห้ง ช่วยลดน ้ าหนักของผลิตภณัฑ์ลง ท าให้ง่ายต่อการขนส่ง
และการเก็บรักษา ส าหรับกระบวนการท าแห้งให้กบัผลิตภณัฑ์นั้น จะเร่ิมท าตั้งแต่ใส่ของเหลวลง
ในเคร่ือง แล้วรอจนของเหลวมีความช้ืนในระดบัท่ีเหมาะสมต่อการฉีดให้ออกมาเป็นละออง 
จากนั้นจึงแยกผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการท าแห้งออกมา ตวัอย่างของเหลวท่ีน ามาท าแห้งนั้นสามารถ
ใช้ไดท้ั้งท่ีเป็น ตวัท าละลาย สารประเภทอิมลัชนั หรือสารแขวนลอยก็ได ้ ส่วนเคร่ืองมือท่ีใช้
ส าหรับกระบวนการท าแหง้แบบพน่ฝอย คือ เคร่ืองอบแห้งแบบพ่นฝอย (spray dryer) กระบวนการ
อบแหง้แบบพน่ฝอยน้ีสามารถท าการผลิตไดค้ราวละมากๆ และกระบวนการผลิตเป็นแบบต่อเน่ือง
ซ่ึงอตัราการป้อนวตัถุดิบจะอยูใ่นช่วงตั้งแต่ 2-3 กิโลกรัมต่อชัว่โมง หรือมากกวา่ 100 ตนัต่อชัว่โมง 
ต่อเคร่ือง (Patel et al., 2009; อนุสรา, 2552: 11)  
 
2.  ทฤษฎกีารอบแห้งแบบพ่นฝอย และการท างานของเคร่ืองอบแห้งแบบพ่นฝอย 
 การอบแห้งแบบพ่นฝอยเป็นกระบวนการอบแห้งท่ีประยุกตใ์ช้กบัการแปรรูปอาหารได้
ทุกประเภทซ่ึงอาหารท่ีต้องการอบแห้ง อาจอยู่ในสภาพของสารละลายท่ีเป็นเน้ือเดียวกันหรือ
สารละลายท่ีไม่เป็นเน้ือเดียวกนั ท่ีอยูใ่นรูปของสารละลายของผสมระหวา่งของแข็งและของเหลว 
(slurry) หรือของเหลวกับของเหลว (emulsion) ท่ีมีลักษณะไม่ข้นหนืดมาก หลักการ 
ท าแหง้จะด าเนินการโดยอากาศจะถูกดูดผา่นเคร่ืองกรองและผา่นเคร่ืองให้ความร้อน จากนั้นจึงเขา้
สู่หอ้งอบแหง้ (drying chamber) ส่วนของเหลวจะถูกดูดโดยป๊ัมผา่นอุปกรณ์ท่ีท าให้เกิดละอองฝอย 
คือ atomizer ท าให้ของเหลวดงักล่าวแตกตวัเป็นละอองหรือหยดเล็กๆ เม่ือละอองของของเหลว
สัมผสักับอากาศร้อนภายในห้องอบซ่ึงมีอากาศร้อนไหลผ่าน ในขณะเดียวกนัเน่ืองจากหยด
ของเหลวมีขนาดเล็กมากประมาณ 100-200 ไมโครเมตร ท าใหมี้พื้นท่ีผวิต่อปริมาตรมากข้ึนเป็นการ
เพิ่มพื้นท่ีผิวในการถ่ายโอนมวลและความร้อน การระเหยจึงเกิดข้ึนบนพื้นท่ีผิวของหยดของเหลว
อนุภาคเล็กๆ อยา่งรวดเร็ว ท าใหไ้ดผ้งของผลิตภณัฑต์กลงสู่ดา้นล่างของห้องอบ ผงบางส่วนท่ีหลุด
ออกมากบัอากาศจะถูกแยกโดยใช ้cyclone ซ่ึงจะรวมเขา้เป็นผลิตภณัฑ์ผงในท่ีสุด ซ่ึงกระบวนการ
อบแหง้แบบพน่ฝอยประกอบดว้ย 4 ขั้นตอนหลกั ดงัน้ี 
 1.  การท าของเหลวให้มีอนุภาคขนาดเล็กหรือหยดของเหลว (atomization) การท า
ของเหลวให้มีอนุภาคขนาดเล็กๆ หรือหยดของเหลวเป็นหัวใจหลกัของการอบแห้งแบบพ่นฝอย 
เพราะจะเป็นตวัท าใหเ้กิดพื้นท่ีผวิในการระเหยเพิ่มมากข้ึนซ่ึงถา้มีพื้นท่ีผิวสูงก็จะสามารถระเหยน ้ า
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ออกจากอาหารไดร้วดเร็ว และเป็นตวัท าให้เกิดอนุภาคเล็กๆ ซ่ึงมีลกัษณะทางกายภาพเฉพาะทั้ง
ขนาด รูปร่างตลอดจนความหนาแน่น เม่ือของเหลวมีขนาดเล็กลงจะเพิ่มพื้นท่ีผิวในการถ่ายโอน
ความร้อนไดม้าก ท าใหเ้กิดการถ่ายโอนความร้อนและการถ่ายโอนมวลเป็นไปอยา่งมีประสิทธิภาพ 
 2.  การท าใหข้องเหลวกระจายตวัเป็นละออง (atomization of feed) กระบวนน้ีเป็นการท า
ให้ของเหลวพ่นฝอยกระจายตวักลายเป็นละอองโดยใช้หัวฉีด ซ่ึงถือว่าเป็นส่วนประกอบท่ีส าคญั
ท่ีสุดของ spray dryer ซ่ึงมี 3 ชนิด คือ หวัฉีดแบบหมุน (Rotary Atomizer) หวัฉีดแบบแรงดนั 
(pressure nozzles Atomizer) และหวัฉีดแบบสองของไหล (two-fluid nozzle atomizer, pneumatic 
nozzle atomizer) โดยท่ีหวัฉีดแบบหมุนเป็นอุปกรณ์พ่นฝอยท่ีของเหลวจะไหลลงบนจานหมุนใกล้
กบัจุดศูนยก์ลาง โดยจานหมุนจะมีความ เร็วรอบประมาณ 5,000-10,000 รอบต่อนาที ของเหลวท่ี
ตกลงบนจานหมุนจะถูกเหวี่ยงออกดา้นขา้งกระจายเป็นละอองขนาดอนุภาคเฉล่ียประมาณ 30-120 
ไมโครเมตร ส่วนหัวฉีดแบบแรงดนั อุปกรณ์พ่นฝอยชนิดน้ีของเหลวจะไหลผ่านช่องของหัวฉีด
ภายใตค้วามดนัสูง ท าให้ของเหลวท่ีออกมาจากหวัฉีดกระจายเป็นละอองฝอยไดโ้ดยท่ีไม่ตอ้งใช้
อากาศ อนุภาคท่ีไดจ้ะมีขนาดเฉล่ียประมาณ 120-250 ไมโครเมตร โดยขนาดอนุภาคจะแปรผนัตรง
กบัอตัราการไหลของ feed และความหนืด แต่จะแปรผกผนักบัความดนัและสุดทา้ย หวัฉีดแบบสอง
ของไหล อุปกรณ์พน่ฝอยชนิดน้ีของเหลวและอากาศจะไหลผา่นหวัของหวัฉีด (nozzle) ซ่ึงจะท าให้
ของเหลวแตกเป็นละอองฝอยเน่ืองจากการไหลผ่านของอากาศดว้ยความเร็วสูงภายในหัวฉีดการ
ปรับอัตราการไหลของอากาศจะช่วยในการกระจายเป็นละอองของของเหลววิธีน้ีนิยมใช้กับ
ของเหลวท่ีมีความหนืดสูงแต่อยา่งไรก็ตามวธีิน้ีมีค่าด าเนินการท่ีสูงแต่ใหผ้ลผลิตค่อนขา้งต ่า 
 3.  การสัมผสัระหว่างละอองหยดของเหลวกบัอากาศร้อน ในขั้นตอนน้ีอนุภาคของ
อาหารจะสัมผสักบัอากาศร้อนเพื่อให้น ้ าในอาหารเหลวรับความร้อนจากอากาศร้อนมาท าให้เกิด
การระเหยน ้ าออกไปการก าหนดทิศทางของการเคล่ือนท่ีของอากาศร้อนเป็นส่ิงส าคัญท่ีต้อง
ค านึงถึงมากถา้ทิศทางการไหลของอากาศเหมาะสมก็จะท าใหก้ารถ่ายโอนความร้อนเกิดข้ึนไดอ้ยา่ง
รวดเร็วทั้งน้ีก็ตอ้งข้ึนกบัจุดประสงคข์องการอบแห้ง ลกัษณะของอาหารท่ีตอ้งการอบแห้งคุณภาพ
และลกัษณะของผลิตภณัฑท่ี์ตอ้งการ การสัมผสัระหวา่งอนุภาคอาหารกบัอากาศร้อนแบ่งได ้3 แบบ 
คือ การไหลไปในทิศทางเดียวกนั (co-current flow) อาหารเหลวจะถูกพน่ออกไปในทิศทางเดียวกนั
กบัอากาศร้อนท่ีไหลเขา้วิธีน้ีเหมาะส าหรับสารละลายอาหารท่ีไม่ทนต่อความร้อนเน่ืองจากมีการ
ระเหยของน ้ าเกิดข้ึนไดอ้ย่างรวดเร็วในเวลาอนัสั้นมากอุณหภูมิของผลิตภณัฑ์จะต ่ากว่าอุณหภูมิ
ของอากาศร้อนขาออกผลิตภณัฑ์ท่ีไดมี้ความหนาแน่นต ่า การไหลสวนทางกนั (counter-current 
flow) อาหารเหลวท่ีถูกพ่นและอากาศร้อนไหลในทิศทางตรงกนัขา้มเร่ิมจากอนุภาคของอาหารท่ีมี
อุณหภูมิต ่าเม่ือไดรั้บความร้อนจะมีอุณหภูมิเพิ่มสูงข้ึนเร่ือยๆจนกระทัง่เท่ากบัอุณหภูมิของอากาศ



55 
 

ร้อน ลกัษณะน้ีจะมีการถ่ายโอนความร้อนอยา่งมีประสิทธิภาพเหมาะกบัอาหารท่ีทนต่อความร้อน
สูงและตอ้งการความร้อนมาก และการไหลแบบผสมกนั (mixed-flow) สารละลายและอากาศร้อน
จะไหลไปในทางเดียวกนัและสวนทางกนัพร้อมๆ กนั 
 4.  การแยกผลิตภณัฑ์แห้งจากกระแสลมร้อน โดยนิยมใชไ้ซโคลนท าให้ไดผ้ลิตภณัฑ์ผง
ท่ีมีลกัษณะแหง้ออกมา (Patel et al., 2009; อนุสรา, 2552: 12) 
 
3.  ปัจจัยทีม่ีผลต่อประสิทธิภาพของการอบแห้งแบบพ่นฝอย 
 ปัจจยัท่ีเป็นตวัก าหนดประสิทธิภาพของการผลิต ผลิตภณัฑ์ผง ดว้ยวิธีอบแห้งแบบพ่น
ฝอย ไดแ้ก่  
 1.  ความหนืดของเหลวท่ีมีความหนืดสูง (อาจเกิดอุณหภูมิของของเหลวท่ีลดลง) เม่ือ
น าไปอบแห้งแบบพ่นฝอยจะท าให้ไดล้ะอองท่ีมีขนาดใหญ่ข้ึนท่ีสภาวะการพ่นฝอยเดียวกนั และ
หากมีความหนืดสูงมากจะท าใหข้องเหลวท่ีฉีดออกมามีลกัษณะคลา้ยเส้นดา้ย ท าให้ตวัอยา่งไม่แห้ง
ตามตอ้งการ ดงันั้นจึงไม่ควรใส่ของเหลวท่ีมีความหนืดสูงเกินไป 
 2.  อตัราการไหลของของเหลวถา้อตัราการไหลของของเหลวสูงข้ึนจะท าให้ไดล้ะอองท่ี
หยาบข้ึน และตวัอย่างแห้งจะมีความช้ืนสูง เพราะใชเ้วลาท่ีสัมผสักบัลมร้อนนอ้ยเกินไป จึงควร
ควบคุมอตัราการไหลของของเหลวใหเ้หมาะสม 
 3.  อตัราการไหลของอากาศหากอตัราการไหลของอากาศลดลงจะท าให้เวลาท่ีละอองอยู่
ในหอ้งอบนานข้ึน ซ่ึงจะท าให้ละอองสัมผสักบัอากาศร้อนนานข้ึน และเป็นผลให้ลดความช้ืนไดดี้
ข้ึน แต่หากอตัราการไหลของของเหลวสูงและอตัราการไหลของอากาศต ่าเกินไป เม่ืออุณหภูมิไม่
สูงเพียงพอก็อาจท าใหผ้ลิตภณัฑท่ี์ไดมี้ความช้ืนสูงและเกาะติดอยูก่บัผนงัของหอ้งอบได ้
 4. อุณหภูมิอากาศขาเขา้การเพิ่มอุณหภูมิของอากาศขาเขา้จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการ
ระเหยได ้แต่ทั้งน้ีก็ข้ึนกบัการไหลของอากาศดว้ย 
 
4.  สารมอลโตเดกซ์ตริน   
 มอลโตเดกซ์ตริน (matodextrin) มีน ้ าหนกัโมเลกุลอยูป่ระมาณ 900-9,000 ซ่ึงมีสูตร คือ 
(C6H12O6)H2O ประกอบดว้ยหน่วยของ D-glicose หลายๆ หน่วยเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ α-(1     6) 
และมีค่าสมมูลเดกซ์โทรส (dextrose equivalent; DE) ต ่ากวา่ 20 มอลโตเดกซ์ตรินไดจ้ากแป้งมนั
ส าปะหลงัโดยการไฮโดรไลซิส ดว้ยกรดไฮโดรคลอริกและหรือโดยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส มอล
โตเดกซ์ตรินมีลักษณะเป็นผงหรือเม็ด (granule) สีขาว มีความหวานเล็กน้อย หรือไม่หวานเลย
ข้ึนอยู่กบัค่า DE มีความช้ืนประมาณร้อยละ 3-5 มีความหนาแน่นรวม (bulk density) อยู่ในช่วง 
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0.31-0.61กรัมต่อลูกบาศกเ์ซนติเมตร สามารถใชม้อลโตเดกซ์ตรินไดใ้นปริมาณท่ีเหมาะสมกบัชนิด
อาหาร และหนา้ท่ีของมอลโตเดกซ์ตรินในอาหารนั้นๆ มอลโตเดกซ์ตรินสามารถละลายไดใ้นน ้ าท่ี
อุณหภูมิห้อง สาระละลายท่ีได้อาจใสหรือขุ่นข้ึนอยู่กับชนิดของมอลโตเดกซ์ตรินท่ีน ามาใช ้
สารละลายท่ีไดมี้คุณสมบติัดา้นความเป็นเน้ือ (body) และมีความหนืดท่ีสม ่าเสมอ เน้ือสัมผสัเรียบ
เนียน มีความสามารถในการดูดความช้ืนต ่า (low hygroscopicity) โดยเฉพาะพวกท่ีมีค่า DE ต ่าๆ มี
จุดเยือกแข็งคงท่ี และสามารถควบคุมการเกิดสีน ้ าตาลได้เป็นอย่างดี ท าให้ผลิตภณัฑ์ท่ีได้เกิดสี
น ้ าตาลนอ้ยมาก นอกจากนั้นยงัสามารถละลายไดใ้นของเหลวอ่ืนๆ เช่น ซุป นม น ้ าผลไม ้เป็นตน้ 
โดยอาจเติมในลกัษณะผงโดยตรงหรือน ามาละลายในน ้ าก่อน มอลโตเดกซ์ตรินสามารถน ามาใช้
เพิ่มปริมาณของแข็งให้กบัวตัถุดิบก่อนท่ีจะน าเขา้เคร่ืองท าแห้ง และยงัช่วยลดความช้ืนกลบัใน
ผลิตภณัฑ์ซ่ึงมีน ้ าตาลเป็นองค์ประกอบชั้นสูง เช่น น ้ าผลไมผ้ง และยงัช่วยลดการจบัตวัเป็นกอ้น 
(caking) ของผลิตภณัฑ์ระหวา่งการเก็บ เป็นตน้ มีการแนะน าให้ใชม้อลโตเดกซ์ตริน ทีมีค่า DE 9-
12 เป็นตวัพาในการท าแหง้แบบพน่ฝอย  
 สารตวัพา (carrier) คือ ตวัพาท่ีใชใ้นกระบวนการท าแห้งแบบพ่นฝอย หมายถึงสารเคมีท่ี
ท าหนา้ท่ีเป็นวตัถุเจือปนในตวัอยา่ง ท าหนา้ท่ีเป็นตวัขนส่งและกระจายสารเคมีบางอยา่งในตวัอยา่ง
ซ่ึงถูกท าลายไดง่้ายโดยความร้อน หรือเป็นสารท่ีระเหยง่าย เช่น สารเคมีท่ีเป็นองค์ประกอบของ
กล่ิน รส สี วิตามิน หรือสารอาหารอ่ืนๆ ในตวัอย่าง โดยสารตวัพาท าหน้าท่ีดกัจบัและกกัเก็บสาร
เหล่านั้นไวแ้ทน ท าให้ถูกท าลายดว้ยความร้อนหรือระเหยไดน้อ้ยลง และเม่ือน าตวัอยา่งผงท่ีไดไ้ป
ละลายโดยผสมน ้ า สีหรือกล่ินของอาหารจะถูกปลดปล่อยออกมา ท าให้ สี กล่ิน รส ของตวัอย่าง
หลงัการคืนตวั มีลกัษณะคล้ายวตัถุดิบสดก่อนน ามาท าแห้ง นอกจากนั้นตวัพายงัท าหน้าท่ีเพิ่ม
ปริมาณของแข็งให้กบัตวัอยา่งก่อนเขา้เคร่ืองอบแห้งแบบพ่นฝอย เพื่อประหยดัเวลาในการท าแห้ง 
ในส่วนของตวัอยา่งของเหลวท่ีมีน ้ าตาลเป็นองคป์ระกอบสูง หากท าให้แห้งจนเป็นผงแลว้น ้ าตาล
เหล่าน้ีจะมีความเขม้ขน้สูงข้ึนมากและดูดความช้ืนกลบัไดอ้ยา่งรวดเร็ว เหนียวติดภาชนะ หรือไม่
สามารถท าให้เป็นผงได้ เน่ืองจากมีการเกาะติดบริเวณผนังห้องท าแห้งและดูดความช้ืนกลบัจน
เหนียวเยิ้ม ดงันั้นหากมีตวัพาอยู่ดว้ย ตวัพาจะไปท าหน้าท่ีเจือจางปริมาณน ้ าตาลในผงให้มีความ
เขม้ขน้ลดลง (เชาวลิต, 2552. 16-18) 
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ผลงานวจัิยที่เกีย่วข้อง 
 
 เน่ืองจากน ้ าเสียท่ีเกิดจากกระบวนการแปรรูปมนัฝร่ังไดส่้งผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้ม จึง
ได้มีการศึกษา และหาวิธีการท่ีเหมาะสมในการบ าบดัน ้ าเสียดงักล่าว เช่น ในปี ค.ศ. 2009 Amal 
และคณะ ไดท้  าการบ าบดัน ้าเสียของโรงงานมนัฝร่ังแผน่ทอดกรอบเพื่อลดปริมาณอินทรียส์าร โดย
ใชเ้ช้ือราผสม (mixed culture of fungi) โดยสามารถลดค่า BOD ของน ้ าเสียจากเดิม คือ 1,740 
มิลลิกรัมต่อลิตร ให้เหลือ 600 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่า COD จาก 8,100 มิลลิกรัมต่อลิตร เหลือ 1,047 
มิลลิกรัมต่อลิตร ค่า TSS จาก 1.94 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็น 0.82 มิลลิกรัมต่อลิตร และค่า TOC จาก 
930 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็น 622 มิลลิกรัมต่อลิตร  
 นอกจากความพยายามในบ าบดัน ้าเสียจากโรงงานแปรรูปมนัฝร่ังแลว้ ยงัมีรายงานการน า
ของเหลือทิ้งจากขั้นตอนการแปรรูปมนัฝร่ังไปใชป้ระโยชน์ในหลายๆ ดา้น รวมไปถึงการเพิ่มมูลค่า
ให้กบัของเหลือทิ้งท่ีเกิดข้ึนดว้ย เช่น ในปี ค.ศ. 2007 Gelinas และ Barrette ไดใ้ชแ้ป้งมนัฝร่ังท่ีได้
จากน ้ าเสียท่ีเกิดจากขั้นตอนการผลิตมนัฝร่ังทอด มาท าการเพิ่มปริมาณโปรตีนโดยการใชย้ีสตใ์น
การหมกัแป้งดงักล่าว เพื่อน าไปใช้เป็นส่วนผสมในการผลิตอาหารสัตว ์เป็นการเพิ่มมูลค่าให้กบั
แป้งซ่ึงเป็นของเหลือทิ้ง และนอกจากน้ียงัมีการน าน ้ าท่ีใช้แลว้ จากขั้นตอนการลา้งแผ่นมนัฝร่ังท่ี
ผ่านการหั่น ซ่ึงมีปริมาณแป้งแขวนลอยอยู่เป็นส่วนประกอบประมาณ 1% โดยน ้ าหนัก และมี
สารอินทรียช์นิดอ่ืนปะปนอยู่ดว้ย เป็นตน้เหตุท่ีก่อให้เกิดปัญหามลภาวะทางกล่ิน จึงไดมี้การใช้
เช้ือจุลินทรียท่ี์สามารถย่อยแป้งเพื่อให้เปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์อ่ืนท่ีมีมูลค่าเพิ่มข้ึน อีกทั้งยงัช่วยลด
ปริมาณแป้งในน ้ าไดด้ว้ย ในปี ค.ศ. 1998 Jin และคณะ ไดท้  าการพฒันาระบบบ าบดัน ้ าเสียของ
โรงงานผลิตแป้ง ร่วมกบัการผลิต fungal protein และเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส ซ่ึงเป็นผลผลิตท่ีได้
จากการใช้เช้ือ Rhizopus oligosporus มาท าการบ าบดัน ้ าเสียท่ีมีแป้งเป็นส่วนประกอบ พบว่าได้
ปริมาณ fungal biomass ประมาณ 4.5-5.2 กรัมต่อน ้ าเสียดงักล่าว 1 ลิตร ซ่ึงผลผลิตท่ีไดน้ี้มีความ
ปลอดภยัในการบริโภคของคนและสัตว ์และในปี ค.ศ. Jin และคณะ ยงัไดท้  าการผลิต biomass 
protein และ fungal  -amylase จากการใชเ้ช้ือ Aspergillus oryzae เติมลงไปในระบบบ าบดัน ้ าเสียท่ี
เกิดจากกระบวนการแปรรูปมนัฝร่ัง ผลท่ีไดคื้อ Aspergillus oryzae สามารถลดค่า COD ไดถึ้ง 95% 
ลดค่า BOD ได ้93% และลดปริมาณของแข็งแขวนลอยได้ 98% นอกจากน้ียงัให้ผลผลิตเป็น 
biomass protein 6.1 กรัมต่อน ้าเสีย 1 ลิตร จากการศึกษาท่ีผา่นมาพบวา่ เช้ือจุลินทรียส์ามารถเติบโต
และเพิ่มปริมาณ ในน ้ าเสียท่ีเกิดจากกระบวนการแปรรูปแป้งมนัฝร่ังได ้โดยการใชแ้ป้งเป็นแหล่ง
อาหารในการเจริญเติบโต ซ่ึงวเิคราะห์ไดจ้ากปริมาณแป้งท่ีลดลงหลงัจากการเติมเช้ือจุลินทรียล์งไป 
และในปี พ.ศ. 2547 เพญ็ศิริ และหทยัชนก ไดใ้ชแ้ป้งท่ีเป็นของเหลือจากการผลิตมนัฝร่ังแผน่ทอด 
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มาใชท้ดแทนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA เปรียบเทียบกบั PDA ส าเร็จรูป  แลว้ศึกษาการเจริญของเช้ือรา 
Penicllium sp.โดยพบวา่ Penicillium sp. สามารถเจริญและสร้างสีไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมจาก
แป้งมนัฝร่ังท่ีมีการเตม็ยสีตล์งไป 1%  
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อุปกรณ์และวธีิการวจัิย 
 
อุปกรณ์เคร่ืองมือ 

 
 1.  ตูอ้บลมร้อน (Binder, Germany) 
 2.  เคร่ืองฆ่าเช้ือความดนัไอ (Hirayama รุ่น HVE-50, Japan) 
 3.  ตูบ้่มเล้ียงเช้ือควบคุมอุณหภูมิ (Gallenkamp, U.K.) 
 4.  เคร่ืองเขยา่สารแบบควบคุมอุณหภูมิ (Benchmark Scientific, U.S.A.) 
 5.  ตูป้ลอดเช้ือ (Clyde Apac, Australia) 
 6.  ตูดู้ดควนั (Pro Lab, U.S.A) 
 7.  เคร่ืองเขยา่สาร (Scientific Industries, U.S.A.) 
 8.  อ่างน ้าร้อนควบคุมอุณหภูมิ (M lab, Thailand) 
 9.   เคร่ืองอบแหง้แบบพน่ฝอย mini spray dryer (Buchi รุ่น B-290, Japan) 
 10.  เคร่ืองอบแห้งแบบพ่นฝอย spray dryer (J.C. Machinery and civil work Co., Ltd. รุ่น 
SDE5, Germany) 
 11.  เคร่ืองชัง่ 2 และ 4 ต าแหน่ง (Sartorius, Germany) 
 12.  เคร่ืองวดัการดูดกลืนคล่ืนแสง (Genesys, U.S.A.) 
 13.  กลอ้งจุลทรรศน์ (Olympus, Japan)  
 14.  เคร่ืองวดัค่าพีเอช (Satorious, Germany) 
 15.  เคร่ืองใหค้วามร้อน hot plate (Scilution Co.,Ltd. Thailand) 
 16.  ชุดวเิคราะห์โปรตีนดว้ย Kjeldahl 
  -  เคร่ืองยอ่ย (Buchi รุ่น CH9230, Switzerland) 
  -  ชุดก าจดัไอกรด (Buchi รุ่น B414, Switzerland) 
  -  ชุดเคร่ืองกลัน่ (FOSS รุ่น Kjeltec 2200, Denmark) 
  -  เตาเผา (Carbolite รุ่น CFW 1200, U.K.) 
 17.  เคร่ืองแกว้และอุปกรณ์อ่ืนๆ 
  -  จานเพาะเช้ือ (petri dish) 
  -  กระบอกตวง (cylinder) 
  -  ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) 
  -  หลอดทดลอง (test tube) 
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  -  บีกเกอร์ (beaker) 
  -  ขวดรูปชมพู ่(Erlenmeyer flask) 
  -  บิวเรต (buret) 
  -  โถดูดความช้ืน (desiccator) 
  -  ฮีมาไซโตมิเตอร์ (hemacytometer) 
  -  ปิเปต (pipette) 
  -  ไมโครปิเปต (micropipette) พร้อมกบั ไมโครทิป (microtip) 
  -  ผา้ขาวบาง 
  -  ส าลี 
  -  ถุงมือยาง 
  -  อลูมิเนียมฟอยล์ 
  
สารเคมีและอาหารเลีย้งเช้ือ 
 
 1.  อาหารเพาะเล้ียงเช้ือส าเร็จรูปทางการคา้ (ภาคผนวก ก) 
  -  อาหารแขง็สูตร PDA (ACI Labscan, Thailand) 
  -  อาหารเหลวสูตร PDB (ACI Labscan, Thailand) 
  -  อาหารแขง็สูตร YPDA 
 2.  อาหารแขง็สูตร PDA ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ัง (ภาคผนวก ก) 
 3.  อาหารเหลวสูตร PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ัง (ภาคผนวก ก) 
 4.  สารละลาย/ สารเคมีท่ีใชใ้นการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือจากน ้าทิ้ง 
  -  Dextrose 
  -  Agar 
 5.  สารละลาย/ สารเคมี ท่ีใชใ้นการวเิคราะห์คุณสมบติัของน ้าน ้าทิ้ง และผงน ้าทิ้ง 
(ภาคผนวก ข)  
 6.  สารละลาย/ สารเคมี ท่ีใชใ้นการอบแหง้น ้าทิ้ง ดว้ยการอบแหง้แบบพ่นฝอย 
  -  Maltodextrin DE 10-13 
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เช้ือมาตรฐาน 
 
 1.  ยสีต:์ Saccharomyces cerevisiae TISTR 5020 ไดรั้บมาจาก สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์
และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย 
 2.  รา:  Aspergillus oryzae และ Rhizopus oligosporus ไดรั้บมาจาก ภาควชิาชีววทิยา 
คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
 
โปรแกรมคอมพวิเตอร์ 
 
 1.  Statistix 7.0 software (Analytical Software, U.S.A.) 
 2.  Statistica 8 software (StatSoft. Inc., U.S.A.) 
    
น า้ทิง้ทีใ่ช้ในการศึกษา 

 
 น ้ าทิ้งท่ีใช้ในการศึกษา เป็นน ้ าเสียท่ีไดจ้ากขั้นตอนการลา้งแผน่มนัฝร่ัง ของโรงงานมนั
ฝร่ังแผน่ทอดกรอบ ต าบลบา้นกลาง อ าเภอเมือง จงัหวดัล าพนู 51000 
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แนวทางในการด าเนินงานวจัิย 
 

 ในการทดลองเป็นการศึกษาเพื่อพฒันาและผลิตอาหารเล้ียงเช้ือสูตร PDA จาก 
น ้าทิ้งท่ีมีลกัษณะสะดวกต่อการใชง้านและการเก็บรักษา โดยใชก้ารออกแบบการทดลองแบบส่วน
ประสมกลาง (CCD) เพื่อหาค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุดของปริมาณปัจจยัท่ีใชใ้นการเตรียมอาหารดงักล่าว 
โดยมีขั้นตอนในการศึกษาวจิยั ดงัแสดงในภาพ 15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่ 15 ขั้นตอนในการศึกษาวจิยั 
 
 

วเิคราะห์คุณสมบติัของน ้าทิ้งจากโรงงานมนัฝร่ังแผน่ทอดกรอบ เพื่อศึกษาความเป็นไปไดใ้น
การน ามาเตรียมเป็นอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ต่อไป 

ศึกษาความเป็นไปไดข้องการใชน้ ้าทิ้ง เพื่อเตรียมเป็นอาหารเล้ียงเช้ือสูตร PDB 

แปรรูปน ้ าท้ิงใหอ้ยูใ่นรูปผงแหง้เพ่ือสะดวกต่อการใชง้านและการเก็บรักษาดว้ยเคร่ืองspray dry 

ก าหนดตวัแปรอิสระท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือสูตร PDA จากผงน ้ าท้ิง คือ  
ตวัแปรอิสระ อนัไดแ้ก่ ปริมาณผงน ้ าท้ิง และปริมาณน ้ าตาลเดกซ์โทรส  

ส่วนตวัแปรตาม คือ อตัราเจริญของเช้ือท่ีเล้ียงดว้ยอาหารดงักล่าว  

ดว้ยแผนการทดลองแบบ CCD 
 

ใชอ้าหารท่ีไดจ้ากการเตรียมจากขั้นตอนขา้งตน้เล้ียงเช้ือมาตรฐาน เพ่ือวเิคราะห์ความสมัพนัธ์ระหวา่งตวัแปร 

ดว้ยสมการถดถอย (regression equation) และแสดงความสมัพนัธ์ท่ีได ้

ดว้ยกราฟ 3 มิติ จากโปรแกรมคอมพิวเตอร์  

น าสมการจ าลองทางคณิตศาสตร์ท่ีไดไ้ปใชใ้นการคาดคะเน หรือปรับสูตรอาหารใหเ้หมาะสม แลว้ทดลองใช้

อาหาร PDA ท่ีมีความเหมาะสมนั้นได ้เล้ียงเช้ืออีกคร้ังเพ่ือตรวจสอบ 
และยนืยนัความสมัพนัธ์ระหวา่งตวัแปร 
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จากภาพขั้นตอนในการศึกษาวจัิย (ภาพที ่15) สามารถอธิบายข้ันตอนในการวจัิยโดยละเอยีด ดังนี้ 
 
1.  การวเิคราะห์คุณสมบัติของน า้ทิง้ 
 เก็บตวัอยา่งน ้ า 2 ประเภทจากโรงงานมนัฝร่ังแผน่ทอดกรอบ ไดแ้ก่ น ้ าเสีย และน ้ าทิ้ง 
โดยน ้าเสียท่ีเก็บ คือน ้าท่ีผา่นการใชใ้นกระบวนการแปรรูปมนัฝร่ังทั้งหมดแลว้ถูกน ามารวมกนั ซ่ึง
น ้ าเสียน้ีจะถูกแยกของแข็งหรือกากตะกอนรวมถึงแป้งออกแลว้ ส่วนตวัอย่างน ้ าทิ้ง คือ น ้ าท่ีผ่าน
ขั้นตอนการใช้เพื่อล้างแผ่นมันฝร่ังดิบเท่านั้ น โดยตัวอย่างน ้ าทั้ งหมดจะถูกน ากลับมาย ัง
ห้องปฏิบติัการภายในเวลา 2 ชัว่โมง เก็บรักษาตวัอยา่งไวท่ี้อุณหภูมิ –20 ºC จนกระทัง่น าไปใช ้
ตวัอย่างน ้ าจะถูกน าไปวิเคราะห์สมบติัต่างๆ เพื่อใช้ประกอบการพิจารณาความเป็นไปไดใ้นการ
น ามาเตรียมเป็นอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ต่อไป ซ่ึงไดท้  าการวิเคราะห์ตามรายการต่างๆ (ภาคผนวก ข) 
ดงัน้ี คือ วเิคราะห์คุณสมบติัของน ้าลา้งแผน่มนัฝร่ังดงัรายการในขอ้ 1- 5 และวิเคราะห์คุณสมบติัน ้ า
เสียดงัรายการในขอ้ 4-10 
 1.  ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ (reducing sugar) โดยวธีิ DNS Method (Miller, 1959) 
 2.  ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด (total sugar) โดยวธีิ Phenol Sulfuric (Dubois, 1956) 
 3.  ปริมาณโปรตีนทั้งหมด (Total Kjeldahl Nitrogen) ดว้ยวิธี Kjeldahl ใชว้ิธีวิเคราะห์
ตาม Association of Official Agricultural Chemists (A.O.A.C, 1990) 
 4.  ค่า pH 
 5.  ปริมาณ Biological Oxygen Demand (BOD) โดยวิธีวิเคราะห์ตาม APHA-AWWA 
and WEF (2005)  
 6.  ปริมาณ Chemical Oxygen Demand (COD) โดยวิธีวิเคราะห์ตาม APHA-APHA-
AWWA (2005) 
 7.  ปริมาณแมกนีเซียม (magnesium) และปริมาณโพแทสเซียม (potassium) โดยใชเ้คร่ือง 
Flame ASS ใชว้ธีิวเิคราะห์ตาม AWWA and WEF (2005)  
 8.  ปริมาณฟอสฟอรัส (phosphorus) โดยวิธี Colorimetric Method ใชว้ิธีวิเคราะห์ตาม 
APHA-AWWA and WEF (2005) 
 9.  ปริมาณวติามินซี วติามินบี 1 วติามินบี 2 ใชว้ธีิวเิคราะห์ตาม A.O.A.C (1996) 
 10.  ปริมาณสารตกคา้งยาฆ่าแมลงกลุ่มออร์แกโนฟอสเฟต และกลุ่มคาร์บาเมต โดยใชชุ้ด 
GT Pesticide Test Kit 
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2.  ศึกษาความเหมาะสมและความเป็นไปได้ของน า้ทิง้ ในการน ามาเตรียมเป็นอาหารเลีย้งเช้ือสูตร 
PDB 
 2.1  การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ PDB 
 อาหารเล้ียงเช้ือ PDB ท่ีใชใ้นการศึกษาแบ่งเป็น 2 ชุด ชุดแรก คือ อาหารเล้ียงเช้ือ PDB 
ชุดควบคุม (control) ไดแ้ก่ PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ (commercial PDB) และ PDB ท่ีเตรียมจาก
หวัมนัฝร่ัง (PDB prepared from potato) ซ่ึงอาหารเหลวสูตร PDB ทั้งสองแบบน้ี เป็นอาหารท่ีใช้
เล้ียงเช้ือฟังไจกนัโดยทัว่ไปในห้องปฏิบติัการ (วิธีเตรียมในภาคภาคผนวก ข) ชุดท่ีสอง คือ อาหาร
เล้ียงเช้ือ PDB ชุดทดลอง ไดแ้ก่ PDB ท่ีเตรียมจากน ้ าทิ้ง (PDB prepared from potato chip effluent) 
อาหารเล้ียงเช้ือ PDB ทั้งสองชุดน้ีจะถูกใช้ในการศึกษาความเหมาะสมและความเป็นไปไดข้อง 
น ้าทิ้งต่อการน ามาเตรียมเป็นอาหารเล้ียงเช้ือสูตร PDB ต่อไป  
 ในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ PDB จากน ้ าทิ้ง สามารถเตรียมไดโ้ดยน าน ้ าทิ้งมากรองดว้ย
กระดาษกรอง เบอร์ 1 จากนั้นน าไปผสมกบัน ้ าตาลเดกซ์โทรสปริมาณ 20 กรัม ปรับ pH ให้
ประมาณ 5.6 ± 0.2 แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ให้ได ้1 ลิตร จากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที  
 2.2.  ศึกษาและเปรียบเทียบการเจริญของเช้ือยีสต์ S. cerevisiae เมื่อเลีย้งในอาหารเหลว
สูตร PDB ชนิดต่างๆ  
  2.2.1.  เตรียมเช้ือยสีต ์S. cerevisiae โดยเพาะเล้ียงเช้ือยสีตล์งบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA 
ดว้ยเทคนิค streak plate แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นใช้
ลูปท่ีฆ่าเช้ือแลว้แตะโคโลนีของเช้ือท่ีเป็นโคโลนีเด่ียว (single colony) เข่ียลงในอาหารเหลวสูตร 
PDB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต่อ
นาที (revolutions per minute; rpm) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
  2.2.2  เปรียบเทียบการเจริญของเช้ือยีสต์ท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ชนิดต่างๆ 
โดยการตรวจนบัโคโลนีท่ีมีชีวติทั้งหมด ดว้ยวธีิ standard plate count เร่ิมจากการปิเปตเช้ือยีสตท่ี์ได้
จากขอ้ 2.2.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหารเหลวสูตร PDB ชุดควบคุม และ PDB ท่ีเตรียม
จากน ้ าทิ้ง ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ท่ีความเร็วรอบ 150 รอบ
ต่อนาที วดัการเจริญเติบโตของเช้ือทุกๆ 12 ชัว่โมง จนครบ 72 ชัว่โมง ดว้ยการน าเช้ือท่ีผ่านการ
เล้ียงในอาหารเหลวสูตร PDB ทั้งหมด มาท า 10 folds-serial dilution ท าการเจือจางเพื่อให้ได้
ปริมาณเช้ือท่ีระดบัความเจือจางตั้งแต่ 10-1 – 10-6 ใน 0.85% NaOH ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้น
เลือกปิเปตเอา dilution 10-4–10-6  ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มาท าการ spread plate ลงบนอาหารเล้ียง
เช้ือ YPDA แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท าการทดลอง 3 ซ ้ า ใน

http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSaccharomyces_cerevisiae&rct=j&q=s.cerevisiae&ei=F8FNTZj4DYLlrAfvlZHaBg&usg=AFQjCNFWDNvGg_yz-ASiU3b461oZV_e-GA&cad=rja
http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSaccharomyces_cerevisiae&rct=j&q=s.cerevisiae&ei=F8FNTZj4DYLlrAfvlZHaBg&usg=AFQjCNFWDNvGg_yz-ASiU3b461oZV_e-GA&cad=rja
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สูตรอาหาร PDB แต่ละชนิด บนัทึกและเปรียบเทียบผลการทดลองท่ีไดจ้ากการเล้ียงเช้ือในอาหาร
เหลว PDB ชนิดต่างๆ ดว้ยการนบัจ านวนโคโลนียีสตท่ี์เกิดข้ึนบนผิวหนา้อาหาร โดยนบัเฉพาะใน
จานเพาะเช้ือท่ีมีโคโลนีของเช้ืออยูร่ะหวา่ง 30 – 300 โคโลนี 
 2.3  ศึกษาและเปรียบเทียบการเจริญของเช้ือ รา A. oryzae และ R. olidosporus เมื่อเลีย้ง
ในอาหารเหลวสูตร PDB ชนิดต่างๆ  
  2.3.1  เตรียมเช้ือรา A. oryzae และ R. olidosporus ในรูปของ spore suspension โดย
การเพาะเล้ียงเช้ือราบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-7 
วนั เช้ือราจะสร้างสปอร์ท่ีเป็นสีเขียวด าเต็มผิวหนา้อาหาร ท าการเก็บ spore suspension โดยใช ้2% 
tween 20 ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแลว้ ใส่ลงบนผิวหน้าอาหารท่ีมีเช้ือราเจริญอยู่ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
จากนั้นใชแ้ท่งแกว้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือขดูไปมาบนผิวหนา้อาหารเบาๆ เพื่อให้สปอร์หลุดออก แลว้จึง
ดูดสปอร์ท่ีไดไ้ปกรองผา่นส าลีท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ ใส่ในขวดใสท่ีปราศจากเช้ือ 
  2.3.2  เปรียบเทียบการเจริญของเช้ือราท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ชนิดต่างๆ ดว้ย
การหยด spore suspension ท่ีมีความเขม้ขน้ 1×105 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงใน
อาหารเหลวสูตร PDB ชุดควบคุม และ PDB ฝร่ังท่ีเตรียมจากน ้ าทิ้ง ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไป
บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที จากนั้นจึงท าการเก็บผลการทดลอง 
ดว้ยการหาปริมาณน ้ าหนกัแห้ง (cell dry weight) ของเส้นใยรา (ภาคผนวก ค) บนัทึกผลและ
เปรียบเทียบการเจริญของเช้ือราท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ PDB แต่ละชนิด โดยท่ีเช้ือรา A. oryzae จะ
เก็บผลทุกๆ วนั จนครบ 7 วนั ส่วนเช้ือรา R. olidosporus ท่ีมีอตัราการเจริญเติบโตท่ีรวดเร็วจะถูก
เก็บผลทุกๆ 12 ชัว่โมง จนถึง 84 ชัว่โมงโดยท าการทดลอง 3 ซ ้ า ในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือแต่ละชนิด 
 
3.  การแปรรูปน า้ทิง้ด้วยเคร่ืองอบแห้งแบบพ่นฝอย 
  
 3.1  การเตรียมน า้ทิง้ 
 เตรียมน ้ าทิ้งก่อนการอบแห้งโดยเคร่ืองอบแห้งแบบพ่นฝอย (spray drier) ดว้ยการน าน ้ า
ทิ้งมากรองผ่านส าลีสะอาดเพื่อแยกตะกอนปนเป้ือน จากนั้นน าไปวิเคราะห์หาปริมาณของแข็ง
ทั้งหมด (total solid) โดยใชว้ิธีวิเคราะห์ตาม APHA-AWWA and WEF ปี 1998 (ภาคผนวก ข) แลว้
น าผลท่ีไดไ้ปเพื่อก าหนดปริมาณของมอลโตเดกซ์ตริน (ค่าสมมูลยเ์ดกซ์โทรส 10-13) ท่ีจะผสมลง
ในน ้าทิ้งเพื่อช่วยในการอบแหง้  
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 3.2  การอบแห้งด้วยเคร่ืองอบแห้งแบบพ่นฝอย (spray drier)  
 ท าการอบแห้งน ้ าทิ้งท่ีเตรียม ดว้ยดว้ยเคร่ืองอบแห้งแบบพ่นฝอยสองขนาด คือ เคร่ือง
อบแห้งแบบพ่นฝอยขนาด lab scale และเคร่ืองอบแห้งแบบพ่นฝอยขนาด pilot scale เพื่อเพิ่มอตัรา
การผลิตผงน ้าทิ้งใหสู้งข้ึนในเวลาท่ีรวดเร็ว โดยใชส้ภาวะการอบแหง้ท่ีหาไดจ้ากการใชเ้คร่ืองขนาด 
lab scale (modified: Grabowski et al., 2006; Grabowski et al., 2008) 
  3.2.1  การอบแห้งดว้ยเคร่ืองอบแห้งแบบพ่นฝอยขนาด lab scale ดว้ยเคร่ือง Mini 
spray dryer (Buchi รุ่น B-290, Japan) ซ่ึงเป็นหวัฉีดแบบหัวฉีดแบบสองของไหล (Two-fluid 
Nozzle Atomizer) ทิศทางการไหลของตวัอย่างกับอากาศร้อนเป็นแบบการไหลไปในทิศทาง
เดียวกนั (co-current flow)  
  3.2.2  การอบแห้งดว้ยเคร่ืองอบแห้งแบบพ่นฝอยขนาด pilot scale ดว้ยเคร่ืองSpray 
Dryer Model : SDE50 (J.C. Machinery and civil work Co., Ltd, Germany) ซ่ึงเป็นหวัฉีดแบบ
แรงดนั (Pressure Nozzles Atomizer) ทิศทางการไหลของตวัอยา่งกบัอากาศร้อนเป็นแบบการไหล
สวนทางกนั (counter-current flow)  
 จากนั้นน าผงน ้ าทิ้งท่ีไดม้าวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนดว้ยวิธี Kjeldahl (A.O.A.C, 1990) 
เปรียบเทียบกบัอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ส าเร็จรูปทางการคา้ และน ้ าตม้มนัฝร่ัง (potato infusion) หาค่า
ความช้ืน (moisture content) ของผงน ้ าทิ้งเปรียบเทียบกบัผงแห้งของอาหาร PDA ส าเร็จรูปทาง
การคา้ โดยใชว้ธีิวเิคราะห์ตาม AOAC ปี 1990 (ภาคผนวก ข)  
 
4.  ศึกษาอตัราส่วนทีเ่หมาะสมของปัจจัยทีใ่ช้ในการเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือจากผงน า้ทิง้  
 การออกแบบการทดลองโดยใช้วิธีทางสถิติ แบบ CCD ถูกน ามาใช้เพื่อการศึกษาหา
อตัราส่วนหรือปริมาณท่ีเหมาะสมของปัจจยัในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ อนัไดแ้ก่ ปริมาณผงน ้ าทิ้ง 
และปริมาณน ้ าตาลเดกซ์โทรส ท่ีมีผลต่อค่าตอบสนองหรือตวัแปรตามซ่ึงก็คือ อตัราการเจริญของ
เช้ือยีสต ์และรา ท่ีถูกเล้ียงดว้ยอาหารดงักล่าว เพื่อน าค่าการตอบสนองท่ีไดไ้ปใชท้  านายอตัราการ
เจริญของเช้ือยีสต์และราเม่ือถูกเล้ียงด้วยอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีอัตราส่วนท่ีเหมาะสมและให้ค่า 
Regression coefficient ท่ีสูง (R2 = 0.90) โดยผลการตอบสนองท่ีไดจ้ะถูกแสดงดว้ยกราฟ 3 มิติ ของ
พื้นผวิตอบสนอง(Response Surface Methodology ; RSM) ซ่ึงมีรายละเอียดในการศึกษา ดงัน้ี 
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 4.1  เตรียมอาหารเลีย้งเช้ือจากผงน า้ทิง้ โดยใช้การออกแบบการทดลองแบบ CCD 
 เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ PDA หรือ PDB จากผงน ้ าทิ้ง โดยใชก้ารออกแบบการทดลองแบบ 
CCD รูปแบบ pentagon เพื่อก าหนดปริมาณตวัแปรอิสระอนัได้แก่ ผงน ้ าทิ้ง (X1) และน ้ าตาล
เดกซ์โทรส (X2) ซ่ึงเป็นส่วนประกอบหลักท่ีใช้เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือสูตรน้ี ในการศึกษาได้
ก าหนดค่ากลางของตวัแปรอิสระทั้ง 2 ดงักล่าวข้ึนมา และก าหนดค่าระดบัอ่ืนๆ ของแต่ละตวัแปร
ใหมี้ค่าต ่ากวา่ค่ากลาง 1 ระดบั และต ่ากวา่ค่ากลาง 1 โดยให้มีความแตกต่างของค่าในแต่ละระดบัท่ี
เท่ากนั ในการก าหนดค่ากลางผงน ้าทิ้ง จะพิจารณาจากการเปรียบเทียบปริมาณร้อยละของโปรตีนท่ี
มีอยูใ่นผงน ้ าทิ้ง กบัอาหารสูตร PDA ส าเร็จรูปทางการคา้ ซ่ึงวิเคราะห์ดว้ยวิธี Kjeldahl (A.O.A.C, 
1990) ร้อยละของโปรตีนในอาหารสูตร PDA ส าเร็จรูปทางการคา้ท่ีวิเคราะห์ไดจ้ะถูกใช้เป็นค่า
กลาง เพื่อก าหนดปริมาณผงน ้ าทิ้งท่ีจะใช้โดยคิดเป็น กรัมต่อลิตร ส่วนปริมาณน ้ าตาลเดกซ์โทรส 
ซ่ึงปกติท่ีใช้ในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ปริมาตร 1 ลิตร จะใช้ปริมาณ 20 กรัม ดงันั้นจึง
ก าหนดให้ค่ากลางของน ้ าตาลเดกซ์โทรสอยูท่ี่ 20 กรัมต่อลิตร ดงัตารางท่ี 8 ท่ีแสดงค่าระดบัต ่าสุด 
ค่าระดบัก่ึงกลาง และค่าต ่าสุดของตวัแปรอิสระท่ีใช้ โดยก าหนดให้ (1) คือ ค่าระดบัต ่าสุด (0) คือ 
ค่าของระดบัก่ึงกลาง และ (1) คือ ค่าระดบัสูงสุด ของตวัแปรอิสระทั้ง 2 
 
ตารางที ่ 8 ระดบัของปัจจยัท่ีใชใ้นการทดลอง  

 
Variables 1 (g/l) 0 (g/l) -1 (g/l) 

PWPW powder (X1) 212 151.5 91 
Dextrose (X2) 30 20 10 
 
 CCD เป็นวิธีการออกแบบการทดลองทุกระดบัของแต่ละตวัแปร และมีการท าซ ้ าท่ีจุด
กลาง เพื่อหาค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุดของตวัแปรอิสระท่ีเลือก โดยระดบัของตวัแปรท่ีใช้ในการศึกษา
ตามแผนการทดลอง 2 ตวัแปรอิสระชนิดก าลงัสองแบบหมุน รูปแบบ pentagon ดงัแสดงในตารางท่ี 
9 ท่ีแสดงให้เห็นถึงรูปแบบของการวางแผนการทดลองแบบ CCD และการก าหนดระดบัของตวั
แปรอิสระท่ีใชใ้นการศึกษา ซ่ึงมีแผนการทดลองทั้งหมด 9 ชุดการทดลอง (run) 
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ตารางที่  9 จุดหรือส่ิงทดลองส าหรับแผนการทดลอง 2 ตวัแปรอิสระ ชนิดก าลงัสองแบบหมุน 
(rotatable design) แบบ pentagon 
 

Run X1 X2 
1 1.0 0 
2 0.309 0.951 
3 -0.809 0.588 
4 -0.809 -0.588 
5 0.309 -0.951 
6 0 0 
7 0 0 
8 0 0 
9 0 0 

 
 4.2  ศึกษาและหาปริมาณของปัจจัยที่เหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือยีสต์  S. cerevisiae 
เมื่อเลีย้งในอาหารเหลวสูตร PDB ทีเ่ตรียมจากผงน า้ทิง้ โดยใช้การออกแบบการทดลองแบบ CCD 
 ในการศึกษาน้ีไดใ้ชอ้าหารเล้ียงเช้ือซ่ึงแบ่งเป็น  2 ชุด คือ อาหารเล้ียงเช้ือชุดการทดลอง 
ประกอบดว้ยอาหารเหลวสูตร PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้ าทิ้ง มีทั้งหมด 9 สูตรท่ีเตรียมตามแผนการ
ทดลองแบบ CCD รูปแบบ pentagon และอาหารเล้ียงเช้ือชุดควบคุมมี 3 สูตร อนัไดแ้ก่ (a) คือ 
อาหารเหลวสูตร PDB ส าเร็จรูปทางการคา้, (b) คือ อาหารเหลวสูตร PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ัง 
และ (c) คือ อาหารเหลวท่ีประกอบดว้ยน ้าตาลเดกซ์โทรส 2% ในน ้ากลัน่  
 การศึกษาเร่ิมจาก เล้ียงยสีตใ์นอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ครบ 24 ชัว่โมง โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ปิเปิตเช้ือท่ีไดป้ริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหาร
เล้ียงเช้ือชุดการทดลองและอาหารเล้ียงเช้ือชุดควบคุม ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ท าการเก็บผลทุกๆ 6 ชัว่โมง ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0–
48 ดว้ยวิธี standard plate count เพื่อตรวจนบัโคโลนียีสตท่ี์มีชีวิตทั้งหมด และจ านวนเซลล์เป็น-
เซลล์ตาย ดว้ย hemacytometer น าผลท่ีไดจ้ากการนบัจ านวนโคโลนีไปวิเคราะห์หาความสัมพนัธ์
ระหวา่งตวัแปร กบัค่าตอบสนองดว้ยโปรแกรม Statistix 7.0 (Analytical Software, U.S.A.) จากนั้น
วิเคราะห์สมการถอดถอยเพื่อหาปริมาณของปัจจยัท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือ ซ่ึงจะแสดง

http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSaccharomyces_cerevisiae&rct=j&q=s.cerevisiae&ei=F8FNTZj4DYLlrAfvlZHaBg&usg=AFQjCNFWDNvGg_yz-ASiU3b461oZV_e-GA&cad=rja
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ความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรแต่ละตวัแปรท่ีไดด้ว้ยกราฟ 3 มิติของพื้นผิวตอบสนอง จากโปรแกรม 
Statistica 8 (StatSoft. Inc., U.S.A.) 
 4.3  ศึกษาและหาปริมาณของปัจจัยที่เหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือรา R. oligosporus 
และ A. oryzae เมื่อเลีย้งในอาหารเหลวสูตร PDB และเลีย้งบนอาหารแข็งสูตร PDA ที่เตรียมจากผง
น า้ทิง้ โดยใช้การออกแบบการทดลองแบบ CCD 
 ในการศึกษาน้ีไดใ้ชอ้าหารเล้ียงเช้ือซ่ึงแบ่งเป็น  2 ชุด คือ อาหารเล้ียงเช้ือชุดการทดลอง 
และอาหารเล้ียงเช้ือชุดควบคุม เช่นเดียวกบัการศึกษาในหวัขอ้ท่ี 4.2 เพื่อใชศึ้กษาการเจริญของเช้ือ
ราในอาหารเหลวชนิดต่างๆ ท่ีเตรียมข้ึน และนอกจากน้ียงัไดเ้ตรียมอาหารเล้ียงเช้ือดงักล่าวให้ในรูป
ของอาหารแขง็โดยการเติมผงวุน้ลงไป 1.5% (ภาคผนวก ก) เพื่อใชศึ้กษาเจริญของโคโลนี และการ
สร้างสปอร์ของเช้ือรา R. oligosporus และ A. oryzae ดว้ย ซ่ึงมีรายละเอียดและขั้นตอนในการศึกษา 
ดงัน้ี 
  4.3.1  การเล้ียงเช้ือราในอาหารเหลว 
  เตรียม spore suspension ของเช้ือราให้มีความเขม้ขน้อยูท่ี่ 1×105 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 
ใช้สปอร์ท่ีไดป้ริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหารเล้ียงเช้ือชุดการทดลอง และอาหารเล้ียงเช้ือชุด
ควบคุม ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อ
นาที จากนั้นจึงท าการเก็บผลการทดลอง ดว้ยการหาปริมาณน ้ าหนกัแห้ง (cell dry weight) ของเส้น
ใยรา บนัทึกผลและเปรียบเทียบการเจริญของเช้ือราท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ PDB แต่ละชนิด โดยท่ี
เช้ือรา R. olidosporus จะถูกเก็บผล ณ ชัว่โมงท่ี 12 ชัว่โมง และชัว่โมงท่ี 84 หลงัการเพาะเล้ียง ส่วน
เช้ือรา A. oryzae จะเก็บผล ณ วนัท่ี 3 และวนัท่ี 7 หลงัการเพาะเล้ียง 
  4.3.2  การเล้ียงเช้ือราบนอาหารแขง็ 
  ใช้ช้ินวุน้ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร ของเช้ือรา R. oligosporus และ A. 
oryzae ท่ีถูกเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA เป็นเวลา 5 วนั วางลงบนก่ึงกลางจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหาร
แขง็ชุดการทดลอง และอาหารแข็งชุดควบคุม น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส บนัทึกผลการ
ทดลองโดยตรวจสอบการเจริญของเช้ือราจากการวดัเส้นผ่านศูนยก์ลางโคโลนีของเช้ือรา R. 
oligosporus ทุกๆ 6 ชัว่โมง และเช้ือรา A. oryzae ทุกๆ 24 ชัว่โมง จนกระทัง่โคโลนีเต็มจานเพาะ
เช้ือ โดยจะท าการเก็บสปอร์ และนบัจ านวนสปอร์ของเช้ือทั้งสองดว้ย hemacytometer สปอร์ของ
เช้ือ R. oligosporus  จะถูกเก็บท่ี 12 ชัว่โมง และท่ี 84 ชัว่โมง หลงัการเพาะเล้ียง ส่วนเช้ือรา A. 
oryzae จะเก็บสปอร์ท่ี 3 วนั และ 7 หลงัการเพาะเล้ียง ผลท่ีไดจ้ากการนบัสปอร์น้ี จะถูกไปวิเคราะห์
โดยใชโ้ปรแกรม Statistix7 และ Statistica 8 น าผลท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์ดว้ยโปแกรมทางสถิติน้ีไป
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เปรียบเทียบร่วมกบัการตรวจสอบความหนาแน่นของเส้นใยราบนผิวหน้าอาหารแข็งแต่ละชนิด 
และปริมาณน ้าหนกัแหง้ท่ีไดจ้ากการเล้ียงในอาหารเหลวในขอ้ 4.3.1 
4.4  ศึกษาการเจริญของเช้ือยีสต์และราที่เลี้ยงด้วย อาหารเลี้ยงเช้ือจากผงน ้าทิ้งที่ให้ ค่าการ
ตอบสนองทีเ่หมาะสม 
 จากแผนการทดลองแบบ CCD จ านวน 9 ชุดการทดลอง เม่ือน าขอ้มูลท่ีไดใ้นขอ้ 4.2 และ 
4.3 ไปวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ระหวา่งอิทธิผลของตวัแปรอิสระท่ีศึกษา ต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ
เม่ือถูกเล้ียงดว้ยอาหารท่ีจากผงน ้ าทิ้งทั้ง 9 สูตร โดยวิเคราะห์การถดถอย แบบ linear regression 
analysis ดว้ยโปรแกรม Statistix 7.0 ท าให้ทราบถึงความสัมพนัธ์ ทิศทางความสัมพนัธ์ ลกัษณะ
ความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปร และสามารถพยากรณ์ค่าของอีกตวัแปรหน่ึง จากการอาศยัค่าท่ีทราบ
จากตวัแปรหน่ึง วา่มีความแปรผนัในสัดส่วนเท่าใดหรือในระดบัใดได ้เม่ือใชโ้ปรแกรม Statistica 8 
เพื่อสร้างกราฟ 3 มิติ และแสดงสมการก าลงัสอง ท่ีมีลกัษณะความสัมพนัธ์แบบเส้นโคง้ (quadratic 
regression relationship) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งอิทธิพลของตวัแปรอิสระท่ีศึกษา คือ ผงน ้ าทิ้ง 
(X1) และน ้ าตาลเดกซ์โทรส (X2) ต่อการเจริญเติบโตของเช้ือยีสต์และรา (Y) เพื่อหาค่าสูงสุดจาก
การทดลอง ดว้ยสมการท่ีได ้ดงัน้ี   

 
Y = β0+ β1X1+ β2X2+ β11X1

2+ β22X2
2+ β12X1X2 

 
 เม่ือ  β0 = ค่าคงท่ี 
   Βn = ค่าสัมประสิทธ์ิการถดถอย 
   Xn = ตวัแปรอิสระ 
   Yn = ค่าตอบสนองท่ีเกิดจากการแปรค่าตวัแปร  
 
 น าสมการจ าลองทางคณิตศาสตร์ท่ีได้ดังกล่าว ไปใช้ในการคาดคะเนหรือปรับสูตร
อาหารให้เหมาะสม โดยคดัเลือกปริมาณของปัจจยัทั้งสองท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเป็นอาหารเล้ียง
เช้ือสูตร PDA หรือ PDB ท่ีให้อตัราการเจริญของเช้ือท่ีถูกเล้ียงไดสู้งท่ีสุด ไปเล้ียงเช้ืออีกคร้ังดว้ย
สภาวะการเล้ียงเดิม เพื่อตรวจสอบผลการทดลองท่ีท านายได้ (validation) จากสมการ และเพื่อ
ยนืยนัวา่สมการการประมาณค่าท่ีได ้มีความเหมาะสมท่ีจะน าไปใชไ้ดม้ากหรือนอ้ยเพียงใด  
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ผลและการวจิารณ์ผลการวจัิย 
 
ผลการวเิคราะห์คุณสมบัติของน า้ทิง้ 
 
 จากการส ารวจและเก็บตวัอย่างน ้ าทิ้งและน ้ าเสีย ของโรงงานมนัฝร่ังแผ่นทอดกรอบ 
ต าบลบา้นกลาง อ าเภอเมือง จงัหวดัล าพูน 51000 (ตารางท่ี 10) พบวา่น ้ าเสียจากกระบวนการแปร
รูปมนัฝร่ัง มีฟอสฟอรัส แมกนีเซียม และโพแทสเซียม หลงเหลืออยู่ท่ี 19.96, 7.43 และ 149.58 
มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั ในขณะท่ีไม่พบอลัฟาทอกซิน หรือยาฆ่าแมลงตกคา้งในตวัอยา่ง และ
เม่ือน าน ้ าทิ้งมาท าการตรวจสอบคุณสมบติั พบวา่ประกอบไปดว้ยโปรตีน 0.13% คาร์โบไฮเดรต ท่ี
อยูใ่นรูปของปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด 408 มิลลิกรัมต่อลิตร และน ้ าตาลรีดิวซ์ 24 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ดงันั้นจึงมีความเป็นไปไดท่ี้จะใชน้ ้ าทิ้งในการเตรียมเป็นการอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ต่อไป เน่ืองจาก
ประกอบไปดว้ยแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และอาจมีแร่ธาตุท่ีเช้ือจุลินทรียต์อ้งการส าหรับ
การเจริญเติบโตหลงเหลืออยู ่เม่ือพิจารณาในส่วนของค่าบีโอดี และซีโอดี พบวา่ น ้ าทิ้งมีค่าบีโอดี 
เท่ากบั 4,125 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือเทียบกบัค่าบีโอดีของน ้ าเสียจากกระบวนการทั้งหมดรวมกนั ซ่ึง
เป็นน ้ าเสียท่ีผา่นเป็นการแยกของแข็งหรือกากตะกอน รวมถึงแป้งออกแลว้ พบวา่มีค่าบีโอดีและซี
โอดี อยูท่ี่ 1,600 และ 3,500 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั (ตารางท่ี 10) จากการเปรียบเทียบค่าบีโอดี
ของน ้าเสียดงักล่าว กบัน ้าลา้งจากขั้นตอนลา้งแผน่ฝร่ังจะพบวา่ ค่าบีโอดีของน ้าลา้งแผน่มนัฝร่ังมีค่า
สูงกวา่ถึง 84.48%  
 ขั้นตอนต่างๆ ของกระบวนการในการแปรรูปมนัฝร่ัง เช่น การลา้ง การปอกเปลือก การ
ตดัแต่งหวัมนัฝร่ัง และการลา้งแผน่มนัฝร่ังดิบ ท าใหน้ ้าท่ีผา่นกระบวนการเหล่าน้ีของโรงงานมีค่าบี
โอดี ท่ีสูงมากถึง 3,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ทางโรงงานจึงจ าเป็นตอ้งมีการแยกของแข็งกากตะกอน
ออกแลว้ก่อน เพื่อลดค่าบีโอดีในระดบัหน่ึงและเพื่อลดภาระของระบบบ าบดั (Peters, 1972) ซ่ึงใน
ส่วนน้ีท าให้โรงงานมีค่าใช้จ่ายในการดูแลและจดัการ จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าของเสียจาก
อุตสาหกรรมแปรรูปมันฝร่ังไม่มีสารประกอบท่ีเป็นพิษปนเป้ือน เหมาะแก่การน ากลับมาใช้
ประโยชน์ หรือบ าบดัดว้ยวิธีทางชีวภาพ (Peters, 1972) ในส่วนของน ้ าท่ีผา่นขั้นตอนการลา้งแผ่น
มนัฝร่ังดิบซ่ึงมีค่าบีโอดีท่ีสูง ทั้ งน้ีเป็นเพราะประกอบไปด้วย น ้ าตาล และแป้งในปริมาณหน่ึง 
โดยเฉพาะแป้งซ่ึงเป็นสารแขวนลอยท่ีมีคุณสมบติัในการพองตวัเม่ือไดรั้บความร้อนและน ้ าพร้อม
กัน ได้ก่อให้เกิดอุปสรรคในการบ าบัด และสร้างกล่ินเหม็นตามมา ดังนั้นเม่ือพิจารณาคุณค่า
สารอาหารท่ีหลงเหลืออยูใ่นน ้ าทิ้งดงักล่าวขา้งตน้ ร่วมกบัการลดปัญหาค่าใชจ่้ายในการบ าบดั จึง
ควรมีการน าน ้าลา้งในส่วนน้ีกลบัมาใชป้ระโยชน์ต่อไป  
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ตารางที ่10 ผลการวเิคราะห์คุณสมบติัน ้าทิ้งและน ้าเสียของโรงงานมนัฝร่ังแผน่ทอดกรอบ 
 

Test item Test results 
1.  Reducing sugar 24 mg/l 
2.  Total sugar 408 mg/l 
3.  Protein 0.13% 
4.  pH 6-6.5 
5.  BOD 1,600 mg/l 

6.  COD 3,500 mg/l 
7.  Magnesium 7.43 mg/l 
8.  Potassium 149.58 mg/l 
9.  Phosphorus 19.96 mg/l 
10.  C:N ratio 6:1 
11.  Vitamin C Not detected 
12.  Vitamin B1 Not detected 
13.  Vitamin B2 Not detected 
14.  Total aflatoxin Not detected 
15.  pesticide residues Not detected 
 
หมายเหตุ คุณสมบติัน ้าทิ้งทดสอบในรายการท่ี 1-5  และคุณสมบติัน ้าเสียทดสอบในรายการท่ี 4-15 
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ศึกษาความเหมาะสมและความเป็นไปได้ของน ้าทิง้ ในการน ามาเตรียมเป็นอาหารเลีย้งเช้ือสูตร 
PDB หรือ PDA 
 

1.  ผลการศึกษาและเปรียบเทียบการเจริญของเช้ือยีสต์ S. cerevisiae เมื่อเลีย้งในอาหารเหลวสูตร 
PDB ชนิดต่างๆ 
 จากการศึกษาและเปรียบเทียบการเจริญของเช้ือยีสต์ท่ีถูกเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ PDB 
ชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ PDB ชุดควบคุม (PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ (commercial PDB) และ PDB ท่ี
เตรียมจากหวัมนัฝร่ัง (PDB prepared from potatoes) และ PDB ท่ีเตรียมจากน ้ าทิ้ง (PDB prepared 
from potato chip effluent) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มดว้ยอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 
150 รอบต่อนาที ท าการวดัการเจริญเติบโตของเช้ือทุกๆ 12 ชัว่โมง จนครบ 72 ชัว่โมง ดว้ยวิธี 
standard plate count บนัทึกผลการเจริญเติบโตของเช้ือยีสตท่ี์ถูกเล้ียงในอาหารเหลว PDB ชนิด
ต่างๆ โดยนบัเฉพาะในจานเพาะเช้ือท่ีมีโคโลนีของเช้ืออยูร่ะหวา่ง 30 – 300 โคโลนี ผลท่ีไดด้งั
แสดงในภาพท่ี 16 และในตารางภาคผนวกท่ี 12 
 

 
 
ภาพที ่ 16 การเจริญของเช้ือยตีส์ S. cerevisiae ท่ีถูกเล้ียงดว้ยอาหารเหลวสูตร PDB ชนิดต่างๆ 
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http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSaccharomyces_cerevisiae&rct=j&q=s.cerevisiae&ei=F8FNTZj4DYLlrAfvlZHaBg&usg=AFQjCNFWDNvGg_yz-ASiU3b461oZV_e-GA&cad=rja
http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSaccharomyces_cerevisiae&rct=j&q=s.cerevisiae&ei=F8FNTZj4DYLlrAfvlZHaBg&usg=AFQjCNFWDNvGg_yz-ASiU3b461oZV_e-GA&cad=rja
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 จากภาพท่ี 16 แสดงให้เห็นว่าเช้ือยีสต์สายพนัธ์ุ S. cerevisiae สามารถเจริญเติบโตใน
อาหารเล้ียงเช้ือ PDB ท่ีเตรียมจากน ้ าทิ้งได ้โดยมีอตัราการเจริญท่ีไม่แตกต่างกนัเม่ือเทียบกบัการ
เล้ียงในอาหารเหลวสูตร PDB ชุดควบคุม ซ่ึงพิจารณาจากจ านวนโคโลนีของยีสต์ท่ีเติบโตบน
ผวิหนา้อาหารแข็ง YPDA ท่ีมีปริมาณใกลเ้คียงกนั (ตารางภาคผนวกท่ี 12) ยีสตส์ายพนัธ์ุน้ีสามารถ
เจริญไดดี้ ทั้งในอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ส าเร็จรูปทางการคา้, PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ัง และ PDB 
ท่ีเตรียมจากน ้ าทิ้ง และเม่ือเปรียบเทียบลกัษณะการเจริญของเช้ือยีสตท่ี์ถูกเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ 
PDB ชนิดต่างๆ โดยดูจากขนาดและลกัษณะของโคโลนีท่ีเติบโตบนอาหารแข็ง YPAD พบวา่ยีสต์
ท่ีถูกเล้ียงโดยอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ท่ีเตรียมจากน ้ าทิ้งมีขนาดของโคโลนีไม่แตกต่างจากยีสตท่ี์ถูก
เล้ียงดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ชุดควบคุม โดยโคโลนีท่ีเกิดข้ึนมีลกัษณะท่ีเหมือนกนั คือ เป็นสีขาว
ครีม ผิวหนา้เรียบ แบน ช้ืน ทึบแสง (ภาพท่ี 17) ซ่ึงเป็นลกัษณะของโคโลนีเช้ือยีสต ์ S. cerevisiae 
(สุมาลี, 2541) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
ภาพที่  17 ลกัษณะโคโลนีของเช้ือยีสต ์S. cerevisiae ท่ีถูกเล้ียงดว้ยอาหารเหลวสูตร PDB ชนิด
ต่างๆ 
 
 
 
 
 
 
 

      PDB ส าเร็จรูปทางการคา้            PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ัง                 PDB ท่ีเตรียมจากน ้ าท้ิง 
 

http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSaccharomyces_cerevisiae&rct=j&q=s.cerevisiae&ei=F8FNTZj4DYLlrAfvlZHaBg&usg=AFQjCNFWDNvGg_yz-ASiU3b461oZV_e-GA&cad=rja
http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSaccharomyces_cerevisiae&rct=j&q=s.cerevisiae&ei=F8FNTZj4DYLlrAfvlZHaBg&usg=AFQjCNFWDNvGg_yz-ASiU3b461oZV_e-GA&cad=rja
http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSaccharomyces_cerevisiae&rct=j&q=s.cerevisiae&ei=F8FNTZj4DYLlrAfvlZHaBg&usg=AFQjCNFWDNvGg_yz-ASiU3b461oZV_e-GA&cad=rja
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2. ศึกษาและเปรียบเทยีบการเจริญของเช้ือรา A. oryzae และ R. olidosporus เมื่อเลีย้งในอาหารเหลว
สูตร PDB ชนิดต่างๆ 
 ผลการเล้ียงเช้ือราในอาหารเหลวสูตร PDB ชนิดต่างๆ เพื่อเปรียบเทียบความเป็นไปได้
และความเหมาะสมของการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือจากน ้ าทิ้ง โดยไดใ้ช ้spore suspension ของเช้ือรา
สองชนิด คือ A. oryzae และ R. olidosporus เล้ียงในอาหารเหลวสูตร PDB ชุดควบคุม (PDB 
ส าเร็จรูปทางการคา้ และ PDB ท่ีเตรียมจากหัวมนัฝร่ัง) และ PDB ฝร่ังท่ีเตรียมจากน ้ าทิ้ง บ่มท่ี
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเช้ือรา
ทั้งสองท่ีเล้ียงในอาหาร PDB ชนิดต่างๆ ดว้ยการหาปริมาณน ้ าหนกัแห้งของเส้นใยรา โดยท่ีเช้ือรา 
A. oryzae จะเก็บผลทุกๆ วนั จนครบ 7 วนั ส่วนเช้ือรา R. olidosporus จะถูกเก็บผลทุกๆ 12 ชัว่โมง 
จนถึง 84 ชัว่โมง ท าการทดลอง 3 ซ ้ า ในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือ PDB แต่ละชนิด ผลท่ีไดจ้ากการศึกษา 
ดงัแสดงในภาพท่ี 18, 19 และ ตารางภาคผนวกท่ี 13 และ 14 
 

 
 
ภาพที ่ 18 การเจริญของเช้ือรา A. oryzae ท่ีถูกเล้ียงดว้ยอาหารเหลวสูตร PDB ชนิดต่างๆ 
 
 จากภาพท่ี 18 แสดงการเจริญของเช้ือรา A. oryzae ในอาหารเหลวสูตร PDB ชนิดต่างๆ 
เป็นเวลา 7 วนั พบว่าเช้ือรา A. oryzae สามารถเจริญเติบโตในอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ท่ีเตรียมจาก 
น ้ าทิ้งได ้ แมจ้ะมีอตัราการเจริญท่ีต ่ากว่า เม่ือเปรียบเทียบกบัการเล้ียงดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ PDB  
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ชุดควบคุม แต่ก็พบวา่อตัราการเจริญของเช้ือ A. oryzae ในอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ท่ีเตรียมจากน ้ าทิ้ง
นั้นมีแนวโนม้ของการเจริญท่ีเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ หลงัการเพาะเล้ียง (ตารางภาคผนวก 13) จากการวดัการ
เจริญของเช้ือราดว้ยการหาน ้ าหนกัแห้งของเส้นใยราท่ีถูกสร้างข้ึน พบว่าเช้ือ A. oryzae สามารถ
เจริญไดดี้ท่ีสุดเม่ือเล้ียงในอาหารเหลว PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ รองลงมาเป็นอาหารเหลว PDB  ท่ี
เตรียมจากหวัมนัฝร่ัง และอาหารเหลว PDB  ท่ีเตรียมจากน ้ าทิ้ง ผลของน ้ าหนกัแห้งท่ีวดัไดใ้นวนัท่ี 
7 ของการเพาะเล้ียง คือ 7.58, 7.23 และ 5.37 กรัมต่อลิตรของอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ตามล าดบั 
(ตารางภาคผนวก 13) เม่ือเปรียบเทียบลกัษณะการเจริญของเช้ือรา A. oryzae ท่ีถูกเล้ียงในอาหาร
เล้ียงเช้ือ PDB ชนิดต่างๆ (ภาพท่ี 20 ก) โดยดูจากลกัษณะของเส้นใยรา พบวา่ ลกัษณะเส้นใยราของ
เช้ือ A. oryzae ท่ีเล้ียงในอาหารเหลวสูตร PDB ชนิดต่างๆ จะเจริญอยู่รวมกนัเป็นกลุ่ม ท่ีเรียกว่า 
mycelium pellet หลวมๆ เป็นเม็ดกลม ซ่ึงพบวา่ mycelium pellet ของเช้ือท่ีเล้ียงในอาหารเหลว 
PDB ท่ีเตรียมจากน ้ าทิ้ง และ PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ัง มีขนาดใกลเ้คียงกนั เม่ือเทียบกบัอาหาร
เหลวสูตร PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ท่ีมีขนาดของ mycelium pellet ท่ีใหญ่กวา่ นอกจากน้ียงัพบวา่ 
เช้ือรา A. oryzae ท่ีถูกเล้ียงดว้ยอาหารเหลวสูตร PDB ท่ีเตรียมจากน ้ าทิ้ง เร่ิมมีการสร้างสปอร์
บริเวณผวิหนา้อาหารตั้งแต่วนัท่ี 2 ของการเพาะเล้ียงดงัแสดงในภาพท่ี 20 ข 
 ส่วนการเจริญของเช้ือรา R. oligosporus ในอาหารเหลวสูตร PDB ชนิดต่างๆ เป็นเวลา 84 
ชัว่โมงพบวา่ เช้ือรา R. oligosporus สามารถเจริญไดใ้นอาหารเหลวสูตร PDB ท่ีเตรียมจากน ้ าทิ้ง
เช่นกนั แมว้่าจะมีอตัราการเจริญท่ีต ่ากว่าเม่ือเทียบกบัการเล้ียงด้วยอาหารเหลวสูตร PDB ชุด
ควบคุม โดยพบวา่เช้ือรา R. oligosporus สามารถเจริญไดดี้ท่ีสุดในอาหารเหลวสูตร PDB ท่ีเตรียม
จากหวัมนัฝร่ัง รองลงมา คือ อาหารเหลวสูตร PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ และอาหารเหลว PDB ท่ี
เตรียมจากน ้าทิ้ง (ภาพท่ี 19) ซ่ึงผลของน ้าหนกัแหง้ท่ีวดัไดใ้นชัว่โมง 84 ของการเพาะเล้ียง คือ 4.59, 
2.64 และ 1.46 กรัมต่อลิตรของอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ตามล าดบั (ตารางภาคผนวกท่ี 14) ซ่ึงพบว่า
การเจริญของเส้นใยของเช้ือรา R. oligosporus ท่ีเจริญในอาหารเหลวสูตร PDB แต่ละชนิด มี
ลกัษณะแตกต่างกนั โดยเส้นใยราของเช้ือ R. oligosporus ท่ีเจริญในอาหาร PDB ส าเร็จรูปทาง
การคา้จะก่อตวักนัแบบหลวมๆ เห็นเป็นรูปร่าง (form) มีลกัษณะคลา้ยส าลี ส่วนการเจริญของเส้น
ใยในอาหาร PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ังจะมีลกัษณะอยูแ่บบกระจาย (dispersed filaments) และใน
อาหาร PDB ท่ีเตรียมจากน ้ าทิ้ง เส้นใยจะอยูร่วมกนัเป็นกลุ่มกอ้นของ pellet ท่ีติดกนัแบบหลวมๆ 
ดงัแสดงในภาพท่ี 20 ค 
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ภาพที ่ 19 การเจริญของเช้ือรา R. oligosporus ท่ีถูกเล้ียงดว้ยอาหารเหลวสูตร PDB ชนิดต่างๆ  
 
 การท่ีเช้ือรามีขนาดและลกัษณะของ pellet ท่ีแตกต่างกนันั้นข้ึนอยู่กบัปัจจยัต่างๆ ท่ี
เก่ียวขอ้ง เช่น อตัราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจน ในอาหารเล้ียงเช้ือ ปริมาณความเขม้ขน้ของ
สปอร์เร่ิมตน้ท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียง ประเภทของสารตั้งตน้ pH อุณหภูมิ ความหนืดของอาหารเล้ียง
เช้ือ และการถ่ายเทออกซิเจนในอาหารเล้ียงเช้ือ (Tung et al., 2004) นอกจากน้ีแลว้เช้ือราแต่ละ 
สายพนัธ์ุยงัมีลกัษณะการเจริญเติบโตในอาหารเหลวในรูปแบบท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงลกัษณะการเจริญ
ของเส้นใยเช้ือราบางชนิดอาจอยูแ่บบกระจาย เช่น เช้ือรา Geotrichum candidum หรืออาจจะอยูเ่ป็น
เป็นรูปร่าง ไปจงถึงการอยูร่วมกนัเป็น pellet เช่น Aspergillus nidulans และในราบางชนิดจะท่ีมี
เส้นใยท่ีอยู่แบบกระจายกนัเพียงช่วงหน่ึง จากนั้นจะอยูร่วมกนัเม่ือเจริญถึงระยะ stationary phase 
เช่น Neurospora crassa. (Moore et al, 2011: 460)  
 จากการศึกษาความเหมาะสมและความเป็นไปไดข้องน ้าทิ้งในการน ามาเตรียมเป็นอาหาร
เล้ียงเช้ือสูตร PDB โดยน าอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมจากลา้งลา้งมนัฝร่ังน้ีไปทดสอบเล้ียงเช้ือยีสต ์ 
(S. cerevisiae) และเช้ือรา (A. oryzae และ R. oligosporus) ผลการศึกษาท่ีไดพ้บวา่ เช้ือยีสต ์และรา 
สามารถเจริญเติบโตไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือดงักล่าว แมจ้ะมีอตัราการเจริญท่ีต ่ากวา่เม่ือเล้ียงในอาหาร
ชุดควบคุม (PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ และ PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ัง) จึงท าให้มีความเป็นไปได้
ท่ีจะน าน ้าทิ้งมาใชเ้ตรียมเป็นอาหารเล้ียงเช้ือต่อไป 
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http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSaccharomyces_cerevisiae&rct=j&q=s.cerevisiae&ei=F8FNTZj4DYLlrAfvlZHaBg&usg=AFQjCNFWDNvGg_yz-ASiU3b461oZV_e-GA&cad=rja
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PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ 

 
 
 
 
 
 

PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ัง 

 
 
 
 
 
 

PDB ท่ีเตรียมจากน ้ าท้ิง 

 
ภาพที่  20 (ก) อาหารเหลวสูตร PDB ชนิดต่างๆ, (ข) ลกัษณะ mycelium ของเช้ือ A. oryzae ท่ีเล้ียง
ดว้ยอาหารเหลวสูตร PDB ชนิดต่างๆ หลงัการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 2 วนั, (ค) ลกัษณะ mycelium ของ
เช้ือ R. oligosporus ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเหลวสูตร PDB ชนิดต่างๆ หลงัการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 12 
ชัว่โมง 
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ผลการแปรรูปน า้ทิง้ให้อยู่ในรูปผงแห้งด้วยเคร่ืองอบแห้งแบบพ่นฝอย 
 

 เม่ือน าน ้ าทิ้งมากรองผ่านส าลีสะอาดเพื่อแยกตะกอนปนเป้ือน แล้วน าไปหาปริมาณ
ของแขง็ทั้งหมด (total solid) โดยใชว้ิธีวิเคราะห์ตาม APHA-AWWA and WEF (1998) พบวา่ในน ้ า
ทิ้งมีปริมาณของแข็งทั้งหมดเท่ากบั 410 มิลลิกรัมต่อลิตร จึงเติมผงมอลโตเดกซ์ตริน (ค่าสมมูลย์
เดกซ์โทรส 10-13) ลงไปในน ้ าทิ้งท่ีระดบัความเขม้ขน้ร้อยละ 5 โดยมวลต่อปริมาตร เป็นการเพิ่ม
ปริมาณของแข็งให้กบัน ้ าทิ้งก่อนเขา้เคร่ืองอบแห้งแบบพ่นฝอย เพื่อช่วยให้ประหยดัเวลาในการท า
แห้ง และช่วยรักษาคุณค่าทางอาหารของน ้ าทิ้งให้ถูกท าลายด้วยความร้อนหรือระเหยได้น้อยลง 
Grabowski et al., 2006; Grabowski et al., 2008) 
  จากการอบแห้งน ้ าทิ้งดว้ยเคร่ืองอบแห้งแบบพ่นฝอยสองขนาด คือ ขนาด lab scale และ
ขนาด pilot scale โดยการศึกษาสภาวะการอบแห้งดว้ยเคร่ืองขนาด lab scale ไดใ้ชส้ภาวะในการ
อบแห้งท่ีดดัแปลงมาจากงานของ Grabowski และคณะในปี 2006 และปี 2008 พบว่าอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมส าหรับใช้ในการอบแห้ง คือ อุณหภูมิลมร้อนขาเขา้ (inlet temperature) อยูใ่นช่วง 150-
160 องศาเซลเซียส ซ่ึงจะท าให้ไดอุ้ณหภูมิลมร้อนขาออก (outlet temperature)ท่ีอยูใ่นช่วง 80-85 
องศาเซลเซียส  (modified: Grabowski et al., 2006; Grabowski et al., 2008) โดยในสภาวะการ
อบแหง้น้ีไดใ้หอ้ตัราการระเหยแห้งของน ้ าทิ้งอยูท่ี่ประมาณ 500 มิลลิลิตรต่อชัว่โมง ซ่ึงค่อนขา้งใช้
เวลานานในการผลิตผงตวัอยา่ง เน่ืองจากอตัราการระเหยแห้งของเคร่ืองก าจดัอยูท่ี่ 1 ลิตรต่อชัว่โมง 
ประกอบกบัการท่ีตวัอยา่งมีปริมาณของแขง็นอ้ย จึงท าใหอ้ตัราการระเหยแห้งและก าลงัการผลิตลด
ต ่าลงกวา่เดิม เม่ือน าสภาวะท่ีไดด้งักล่าวมาประยุกต์ใช้กบัเคร่ืองขนาด pilot scale  เพื่อช่วยเพิ่ม
อตัราการผลิตผงน ้าทิ้งใหสู้งข้ึนในเวลาท่ีรวดเร็วกวา่เดิม พบวา่การควบคุมอุณหภูมิลมร้อนขาให้อยู่
ในช่วง 175-215 องศาเซลเซียส จะท าให้ไดอุ้ณหภูมิลมร้อนขาออกอยูใ่นช่วง 75-90 องศาเซลเซียส 
เน่ืองจากเคร่ืองอบแห้งแบบพ่นฝอยขนาด lab scale มีขนาดห้องอบแห้ง หรือ chamber ท่ีใหญ่ข้ึน 
จึงท าใหต้อ้งใชอุ้ณหภูมิลมร้อนขาเขา้ในการอบแหง้ท่ีสูงข้ึนเพื่อกระจายความร้อนใหท้ัว่บริเวณ  
 เม่ือน าผงน ้ าทิ้งท่ีได้มาหาปริมาณโปรตีนเปรียบเทียบปริมาณกบั อาหารเล้ียงเช้ือ PDA 
ส าเร็จรูปทางการคา้ และน ้ าตม้มนัฝร่ัง (potato infusion) หาค่าความช้ืน (moisture content) ของผง
น ้าทิ้งกบัผงแหง้ของอาหาร PDA ส าเร็จรูปทางการคา้ ผลท่ีไดด้งัแสดงในตารางท่ี 11  
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ตารางที ่ 11 ปริมาณโปรตีนและค่าความช้ืนของผงน ้าทิ้ง 
 

Test item  
Sample 

 
PWPW powder Commercial PDA powder Potato infusion 

% Protein 3.25 12.53 1.8 
% moisture 4 13 - 
 
 จากตารางท่ี 11 พบวา่ผงน ้าทิ้ง ผงอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ส าเร็จรูปทางการคา้ และในน ้ าตม้
มนัฝร่ังมีปริมาณโปรตีนเป็นส่วนประกอบอยูท่ี่ 3.25, 12.53 และ 1.8% ตามล าดบั ส่วนค่าความช้ืน
ของผงน ้ าทิ้งท่ีวดัได ้อยูท่ี่ 4% ซ่ึงจดัวา่มีค่าความช้ืนท่ีต ่า ปฏิกิริยาเคมีต่างๆ ไม่สามารถเกิดได ้เช่น 
ออกซิเดชัน่ และปฏิกิริยาการเกิดสีน ้ าตาล (mail lard rection) เป็นช่วงท่ีจุลินทรียไ์ม่สามารถ
เจริญเติบโตได ้ 
 
ผลการศึกษาอตัราส่วนที่เหมาะสมของตัวแปรอสิระทีใ่ช้ในการเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือจากผงน า้ทิง้  
 
 จากการวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนในผงน ้ าทิ้ง ผงอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ส าเร็จรูปทางการคา้ 
และในน ้ าตม้มนัฝร่ัง พบว่าโปรตีนในแต่ละตวัอยา่งมีปริมาณท่ีแตกต่างกนั จึงตอ้งมีการศึกษาหา
อตัราส่วนท่ีเหมาะสมของส่วนประกอบในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือจากผงน ้ าทิ้ง โดยการใช้การ
ออกแบบการทดลองด้วยวิธีทางสถิติ แบบ CCD ช่วยหาอตัราส่วนหรือปริมาณท่ีเหมาะสมของ
ปัจจยัในการเตรียม โดยปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการศึกษาน้ีประกอบไปดว้ยตวัแปรอิสระ 2 ตวัแปร คือ 
ปริมาณผงน ้ าทิ้ง และปริมาณน ้ าตาลเดกซ์โทรส ส่วนตวัแปรตามหรือค่าการตอบสนองท่ีมีต่อตวั
แปรทั้งสองน้ี คือ อตัราการเจริญของเช้ือยีสต ์และรา ท่ีถูกเล้ียงดว้ยอาหารดงักล่าว ซ่ึงไดก้ าหนด
ปริมาณต ่าสุดและสูงสุดของตวัแปรอิสระทั้ง 2 ท่ีจะศึกษาดงัน้ี คือ ผงน ้ าทิ้ง 91-212 กรัมต่อลิตร 
และน ้าตาลเดกซ์โทรส 10-30 กรัมต่อลิตร ดงัท่ีแสดงในตารางท่ี 8 
 ในการก าหนดปริมาณผงน ้ าทิ้งไดเ้ปรียบเทียบจากปริมาณร้อยละของโปรตีนในตวัอยา่ง
ผงน ้ าทิ้งกบัอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ส าเร็จรูปทางการคา้ จากการพิจารณาผงอาหารเล้ียงเช้ือ PDA 
ส าเร็จรูปทางการคา้ พบวา่มีปริมาณโปรตีน 12.53% ส่วนผงน ้ าทิ้ง มีปริมาณโปรตีน 3.25% ในการ
เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ PDA 1 ลิตร ใชผ้งอาหาร PDA 39 กรัม คิดเป็นปริมาณโปรตีนเท่ากบั 4.9% 
ดงันั้นจึงไดก้ าหนดช่วงปริมาณโปรตีนในผงน ้ าทิ้งท่ีใชใ้นการศึกษา คือ 2.9-6.9% ซ่ึงครอบคลุมอยู่
ในช่วงของโปรตีนท่ีมีในอาหารเล้ียงเช้ือ PDA และเม่ือเทียบเป็นปริมาณผงน ้ าทิ้งท่ีจะใชจ้ริง จึงได้
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ค่าต ่าสุดของผงน ้ าทิ้งท่ีจะใช ้คือ 90 กรัมต่อลิตร และค่าสูงสุด คือ 212 กรัมต่อลิตร ดงัท่ีไดก้ล่าว
ขา้งตน้ ผลการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ PDA หรือ PDB ดว้ยวิธี CCD แผนการทดลอง 2 ตวัแปรอิสระ
ชนิดก าลงัสองแบบหมุน รูปแบบ pentagon ท าให้ไดอ้าหารเล้ียงเช้ือ PDA หรือ PDB ทั้งหมด 9 ชุด
การทดลอง (run) หรือ 9 สูตร ท่ีมีระดบัของตวัแปรอิสระแตกต่างกนั ดงัแสดงในตาราง 12 
 
1.  ศึกษาและหาปริมาณของตัวแปรอิสระที่เหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือยีสต์  S. cerevisiae เมื่อ
เลีย้งในอาหารเหลวสูตร PDB ทีเ่ตรียมจากผงน า้ทิง้ โดยใช้การออกแบบการทดลองแบบ CCD 
 เม่ือเล้ียงเช้ือยีสต ์S. cerevisiae ในอาหารเหลวสูตร PDB ชุดการทดลอง ท่ีเตรียมจากผง
น ้ าทิ้ง ทั้งหมด 9 สูตร (run1-run9) เปรียบเทียบกบัอาหารชุดควบคุม อนัไดแ้ก่ (a) อาหารเหลวสูตร 
PDB ส าเร็จรูปทางการคา้, (b) อาหารเหลวสูตร PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ัง และ(c) อาหารเหลวท่ี
ประกอบดว้ยน ้าตาลเดกซ์โทรส 2% ในน ้ากลัน่ น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 
150 รอบต่อนาที บนัทึกผลการเจริญของเช้ือทุกๆ 6 ชัว่โมง ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0–48 โดยการตรวจนบั
โคโลนีท่ีมีชีวิตดว้ยวิธี standard plate count และจ านวนเซลล์ท่ีมีชีวิต (viable cell count) ดว้ย 
hemacytometer ผลท่ีไดด้งัแสดงในภาพท่ี 21 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSaccharomyces_cerevisiae&rct=j&q=s.cerevisiae&ei=F8FNTZj4DYLlrAfvlZHaBg&usg=AFQjCNFWDNvGg_yz-ASiU3b461oZV_e-GA&cad=rja
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(ก) 

 

Standard plate count 

(ข) 

 

Viable cell count 

 
ภาพที่  21 การเจริญของเช้ือยีสต ์ S.cerevisiae ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเหลวสูตร PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้ า
ลา้งมนัฝร่ัง และอาหารเหลวชุดควบคุม เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  
 
 จากภาพท่ี 21 แสดงให้เห็นการเจริญของเช้ือยีสต ์S. cerevisiae เม่ือเล้ียงดว้ยอาหารเล้ียง
เช้ือชุดทดลองและชุดควบคุม พบวา่กราฟการเจริญของเช้ือยีสต ์S. cerevisiae ท่ีถูกเล้ียงดว้ยอาหาร
เล้ียงเช้ือ PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้าทิ้งทั้งหมด 9 สูตร มีลกัษณะการเจริญท่ีไม่แตกต่างกนัในแต่ละสูตร 
นอกจากน้ียงัพบวา่เช้ือยีสต ์S. cerevisiae ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือชุดทดลอง มีอตัราการเจริญท่ี
ใกลเ้คียงกนักบัการเล้ียงดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือชุดควบคุม อนัไดแ้ก่ อาหารเหลวสูตร PDB ส าเร็จรูป
ทางการคา้ และอาหารเหลวสูตร PDB ท่ีเตรียมจากหัวมนัฝร่ัง แต่พบว่ามีการเจริญท่ีดีกว่าเม่ือ
เปรียบเทียบกบัการเล้ียงดว้ยอาหารชุดควบคุมท่ีมีน ้ าตาลเดกซ์โทรส 2% ในน ้ ากลัน่เพียงอยา่งเดียว 
ท่ีมีแนวโนม้การเจริญเติบโตลดลงเม่ือเวลาผา่นไป (ตารางภาคผนวกท่ี 15 และ 16) แสดงให้เห็นวา่ 
ผงน ้ าทิ้งอาจมีสารช่วยในการเจริญบางอยา่งนอกเหนือจากน ้ าตาลเดกซ์โทรสท่ีเติมลงไปและมีอยู่
ในปริมาณท่ีเพียงพอต่อการเจริญเติบโต ท าให้เช้ือยีสต์สามารถเพิ่มจ านวนได ้โดยมีรูปแบบการ
เจริญในลกัษณะเดียวกบัการเจริญของยสีตท์ัว่ไป ซ่ึงมีระยะการเจริญเติบโตแบ่งแบบกวา้งๆ ไดเ้ป็น 
4 ระยะ คือ lag phase, log phase, deceleration phase and และ stationary phase (Asaduzzaman, 
2007: 2; Held, 2010: 1) 
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 ในการหาปริมาณของผงน ้ าทิ้ง (X1) และปริมาณน ้ าตาลเดกซ์โทรส (X2) เพื่อผลิตอาหาร
เหลวสูตร PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้ าทิ้ง ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือยีสต ์S. cerevisiae โดยใชก้าร
ออกแบบการทดลองแบบ CCD แผนการทดลอง 2 ตวัแปรอิสระชนิดก าลงัสองแบบหมุน รูปแบบ 
pentagon ท าให้ไดอ้าหารเล้ียงเช้ือ PDB ทั้งหมด 9 สูตร ท่ีมีระดบัของตวัแปรอิสระแตกต่างกนั ผล
การเจริญของเช้ือยสีต ์S. cerevisiae จากการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 12 
 
ตารางที่  12 การเจริญเติบโตของเช้ือยีสต์ S. cerevisiae ท่ีเพาะเล้ียงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากการ
ทดลองดว้ยแผนการทดลองแบบ CCD รูปแบบ pentagon ท่ีมีตวัแปรอิสระ 2 ตวัแปร 
 

Run 
Code levels Actual levels Standard plate count  

 (log CFU/ml) X1 X2 X1 (g/l) X2 (g/l) 
1 1 0 212.00 20.00 6.89 
2 0.309 0.951 170.19 29.51 8.38 
3 -0.809 0.588 102.56 25.88 6.48 
4 -0.809 -0.588 102.56 14.12 6.36 
5 0.309 -0.951 170.19 10.49 6.90 
6 0 0 151.50 20.00 8.08 
7 0 0 151.50 20.00 7.26 
8 0 0 151.50 20.00 6.95 
9 0 0 151.50 20.00 6.86 

 
หมายเหตุ code levels X1, X2  คือ รหัสแทนการใช้ค่าท่ีแปรผนัของระดบัตวัแปรอิสระ อนั
ไดแ้ก่ ผงน ้ าทิ้ง (X1), น ้ าตาลเดกซ์โทรส (X2) และ actual levels X1, X2 คือ ปริมาณท่ีใชจ้ริงของ ผง
น ้ าทิ้ง (X1) และปริมาณท่ีใช้จริงของน ้ าตาลเดกซ์โทรส (X2) เพื่อเตรียมเป็นอาหารเล้ียงเช้ือสูตร 
PDA หรือ PDB  
  
 จากตารางท่ี 12 ผลการทดลองท่ีไดน้ าไปวิเคราะห์หาความสัมพนัธ์ระหวา่งอิทธิผลของ
ตวัแปรอิสระท่ีศึกษา ต่อการเจริญเติบโตของเช้ือเม่ือถูกเล้ียงดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ท่ีเตรียมจาก
ผงน ้ าทิ้งทั้ง 9 สูตร โดยการวิเคราะห์ค่าสถิติและวิเคราะห์การถดถอย แบบ linear regression 
analysis ดว้ยโปรแกรม Statistix 7.0 ผลการวเิคราะห์ดงัแสดงในตารางท่ี 3 
 

http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSaccharomyces_cerevisiae&rct=j&q=s.cerevisiae&ei=F8FNTZj4DYLlrAfvlZHaBg&usg=AFQjCNFWDNvGg_yz-ASiU3b461oZV_e-GA&cad=rja
http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSaccharomyces_cerevisiae&rct=j&q=s.cerevisiae&ei=F8FNTZj4DYLlrAfvlZHaBg&usg=AFQjCNFWDNvGg_yz-ASiU3b461oZV_e-GA&cad=rja
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ตารางที่  13 การวิเคราะห์ค่า effect และค่า regression coefficients ส าหรับการเจริญเติบโตของเช้ือ
ยสีต ์S. cerevisiae 
 

 

หมายเหตุ *แสดงค่านยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (P<0.05) 
 
 การวิเคราะห์ผลทางสถิติหาความสัมพนัธ์ของตวัแปรท่ีศึกษา กบัค่าการตอบสนองต่อ
เจริญเติบโตของเช้ือยีสต ์S. cerevisiae แสดงดว้ยจ านวนโคโลนีท่ีมีชีวิตทั้งหมด ท่ีค่าความเช่ือมัน่
ร้อยละ 95 มีค่า regression coefficients (R2) เท่ากบั 0.7277 โดยค่า R2 แสดงถึงความสามารถของ
สมการในการอธิบายผลการทดลองไดใ้กลเ้คียงค่าจริงในค่าการตอบสนองต่อการเจริญของเช้ือยีสต ์
S. cerevisiae ได ้72.77% จากผลการวิเคราะห์การวิเคราะห์ความแปรปรวน (ให้สังเกตจากตาราง 
ANOVA) พบวา่ค่า P มากกวา่ 0.05 นัน่คือ แบบหุ่นท่ีก าหนดไวไ้ม่มีนยัส าคญัทางสถิติกบัขอ้มูล
ดงักล่าว นัน่คือ ปริมาณผงน ้ าทิ้ง และปริมาณน ้ าตาลเดกซ์โทรส ท่ีใชใ้นการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 
PDBไม่มีความสัมพนัธ์กบัอตัราการเจริญเของเช้ือยสีต ์S. cerevisiae  
 
 
 

VARIABLES COEFFICIENT STD ERROR STUDENT'S T P VIF 
CONSTANT 7.14750 0.15085 47.38 0.0000*  

X2 0.08146 0.19080 0.43 0.6982 1.0 

X2
2 -0.24598 0.27829 -0.88 0.4418 1.0 

X1 0.32398 0.19082 1.70 0.1881 1.0 

X1
2  -0.58148 0.27821 -2.09 0.1278 1.0 

X1 X2 -0.02542 0.38132 -0.07 0.9510 1.0 

R-SQUARED                            0.7277       RESID. MEAN SQUARE (MSE)    0.09102      
ADJUSTED R-SQUARED       0.2739             STANDARD DEVIATION              0.30170 
SOURCE DF SS MS F P 
REGRESSION 5 0.72988 0.14598 1.60 0.3701 
RESIDUAL 3 0.27307 0.09102   
TOTAL   8 1.00296    
CASES INCLUDED   9              MISSING CASES   0    
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 เม่ือน าแบบจ าลองคณิตศาสตร์ของการเจริญของเช้ือยีสต ์ S. cerevisiae มาสร้างกราฟ 3 
มิติ และแสดงสมการก าลงัสอง โดยมีลกัษณะความสัมพนัธ์แบบเส้นโคง้ (quadratic regression 
relationship) ระหว่างอิทธิพลของตวัแปรอิสระท่ีศึกษา คือ ผงน ้ าทิ้ง (X1) และน ้ าตาลเดกซ์โทรส 
(X2) ต่อการเจริญเติบโตของเช้ือยีสต์ (Y) ดว้ยโปรแกรม Statistica รุ่น 8 เพื่อหาค่าสูงสุดของการ
ทดลองดว้ยสมการ และกราฟ ท่ีแสดงดงัภาพท่ี 22  
 
 

 
 
 
     
         
         
        
                                     
    
                 
                          

 
ภาพที่  22 ความสัมพนัธ์ของระดบัตวัแปรอิสระ ท่ีไดแ้ก่ ผงน ้ าทิ้ง (X1 = 91-212 g/l) และน ้ าตาล
เดกซ์โทรส (X2 = 10-30 g/l) กบัจ านวนโคโลนีของเช้ือ S. cerevisiae (Y) หลงัการเพาะเล้ียงเป็น
เวลา 24 ชัว่โมง ดว้ยอาหารเหลวสูตร PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้าทิ้ง ทั้งหมด 9 สูตร 

 
 จากภาพท่ี 22 แสดงความสัมพนัธ์ของตวัแปรอิสระท่ีสนใจศึกษา และค่าการตอบสนอง 
(การเจริญเติบโตของเช้ือยสีต ์S. cerevisiae) ในรูปสมการก าลงัสอง ท่ีแสดงค่านยัส าคญัในแต่ละตวั
แปรและระหว่างตวัแปร โดยค่าการตอบสนองการเจริญของยีสต์ S. cerevisiae (Y) ดงัแสดงใน
สมการ (ซ่ึงในเทอมของค่ารหสั ก าหนดให ้X1 แทน ผงน ้าทิ้ง และ X2 แทน น ้าตาลเดกซ์โทรส) 
 
 Y = 7.1482 + 0.3233X1 + 0.0792X2 -0.585X1X1 - 0.0234X1X2-0.244X2X2 
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 เม่ือน าสมการท่ีได้มาท านายค่าการตอบสนอง โดยประมวลผลด้วยวิธีการพื้นผิว
ตอบสนอง จากแผนการทดลองแบบ CCD พบว่าสามารถหาจุดท่ีเหมาะสมของปริมาณปัจจยั ท่ี
ส่งผลต่อการเจริญของเช้ือสูงท่ีสุดได ้โดยกราฟแสดงจุดตอบสนองสูงสุด (maximum point) จาก
กราฟในภาพท่ี 22 สามารถหาจุดตอบสนองสูงสุดของปริมาณผงน ้ าทิ้ง และน ้ าตาลเดกซ์โทรส ท่ี
ส่งผลใหเ้ช้ือยสีต ์S. cerevisiae มีการเจริญเติบโตสูงสุด เม่ือใชค้่ารหสั (code value) อยูท่ี่ระดบั ดงัน้ี 
 
  ผงน ้าทิ้ง (X1)  = 0.3 
  น ้าตาลเดกซ์โทรส (X2)  = 0.2 
 
 ซ่ึงจะส่งผลใหเ้ช้ือยสีต ์S. cerevisiae มีค่าการเจริญอยูท่ี่ 7.20 ล๊อกซีเอฟยตู่อมิลลิลิตร เม่ือ
แทนรหสัของทั้งสองตวัแปรดว้ยค่าจริง เพื่อใชใ้นการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ใหค้่า ดงัน้ี 
 
  ผงน ้าทิ้ง    = 170 กรัมต่อลิตร 
  น ้าตาลเดกซ์โทรส   = 22 กรัมต่อลิตร 
 
 จากผลการทดลองเพื่อศึกษาและหาปริมาณของปัจจยัท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือ
ยสีต ์S. cerevisiae เม่ือเล้ียงในอาหารเหลวสูตร PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้ าทิ้ง โดยใชก้ารออกแบบการ
ทดลองแบบ CCD พบวา่ แมส้มการแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างตวัแปรท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์ดว้ย
โปรแกรมทางสถิติจะให้ค่า R2 เพียง 0.7277 นัน่คือ ผลของการเจริญเติบโตของเช้ือท่ีได ้เป็นผล
หรืออิทธิพลจากตวัแปรอิสระท่ีศึกษา 72.78% ส่วนท่ีเหลืออีก 27.22 เป็นผลจากตวัแปรท่ีไม่ทราบ
ได ้และพบว่าการวางแผนการทดลองน้ีมีค่า p-value มากกว่า 0.05 (P>0.05) นัน่คือ แบบหุ่นท่ี
ก าหนดไวไ้ม่มีนยัส าคญัทางสถิติกบัขอ้มูลดงักล่าว แต่เม่ือเปรียบเทียบค่าการตอบสนอง (จ านวน
โคโลนีของยีสต์ S. cerevisiae = 7.20 ล๊อกซีเอฟยตู่อมิลลิลิตร) ท่ีท านายไดจ้ากการสมการวิเคราะห์
ความสัมพนัธ์ กบัจ านวนโคโลนีของยสีตเ์มือเล้ียงดว้ยอาหารชุดควบคุม อนัไดแ้ก่ อาหารเหลวสูตร 
PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ (7.52 ล๊อกซีเอฟยตู่อมิลลิลิตร) และอาหารเหลวสูตร PDB ท่ีเตรียมจาก
หวัมนัฝร่ัง (7.80 ล๊อกซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร) ท่ีเวลา 24 ชัว่โมงของการเพาะเล้ียง (ขอ้มูลดงัแสดงใน
ตารางภาคผนวกท่ี 16) พบว่าการเจริญของเช้ือท่ีเล้ียงในอาหารชุดควบคุมดงักล่าว มีค่าท่ีใกลเ้คียง
กนักบัคา่ท่ีไดจ้ากการท านายขอองสมการ 

http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSaccharomyces_cerevisiae&rct=j&q=s.cerevisiae&ei=F8FNTZj4DYLlrAfvlZHaBg&usg=AFQjCNFWDNvGg_yz-ASiU3b461oZV_e-GA&cad=rja
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 2.  ศึกษาและหาปริมาณของตัวแปรอิสระที่เหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือรา R. oligosporus และ 

 A. oryzae เมื่อเลีย้งในอาหารเหลวสูตร PDB และเลีย้งบนอาหารแข็งสูตร PDA ที่เตรียมจากผงน ้า
ทิง้ โดยใช้การออกแบบการทดลองแบบ CCD 
 เม่ือเล้ียงเช้ือรา R. oligosporus  และ A. oryzae ในอาหารชุดการทดลองและอาหารชุด
ควบคุม อนัไดแ้ก่ อาหารเล้ียงเช้ือชุดทดลองประกอบดว้ย อาหารเหลวสูตร PDB และหรืออาหาร
แข็งสูตร PDA ท่ีเตรียมจากผงน ้ าทิ้ง ทั้งหมด 9 สูตร (run1-run9) (ตารางท่ี 15) และอาหารเล้ียงเช้ือ
ชุดควบคุม 3 สูตร ไดแ้ก่ (a) คือ PDB และหรือ PDA ส าเร็จรูปทางการคา้, (b) คือ PDB และหรือ 
PDA ท่ีเตรียมจากหัวมนัฝร่ัง, (c) คือ อาหารเหลวและหรืออาหารแข็งท่ีประกอบด้วยน ้ าตาล
เดกซ์โทรส 2% ในน ้ ากลัน่ โดยไดท้  าตรวจสอบการเจริญของเช้ือราทั้งสองจากการวดัเส้นผ่าน
ศูนยก์ลางโคโลนีบนอาหารแข็งและนับจ านวนสปอร์ รวมทั้งหาปริมาณน ้ าหนกัแห้ง (cell dry 
weight) ของเส้นใยราท่ีเล้ียงในอาหารเหลวชนิดต่างๆ ดงักล่าวขา้งตน้ ผลท่ีไดด้งัแสดงในตารางท่ี 
14 และภาพท่ี 23 
 
ตารางที่  14 อตัราการเจริญของโคโลนีเช้ือราเม่ือเล้ียงดว้ยอาหารแข็งสูตร PDA ท่ีเตรียมจากผงน ้ า
ทิ้ง และอาหารแขง็ชุดควบคุม  
 

Mold 

Growth rate of colonies 
ชุดการทดลอง ชุดควบคุม 

run1 run2 run3 run4 run5 run6 run7 run8 run9 (a) (b) (c) 

R. oligosporus (cm/h) 0.42 0.43 0.42 0.38 0.40 0.38 0.37 0.40 0.39 0.28 0.30 0.14 
A. orzae  (cm/day) 1.56 1.60 1.50 1.30 1.43 1.50 1.39 1.36 1.47 1.27 1.39 0.63 

 
 จากตารางท่ี 14 แสดงผลการวดัเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนีของเช้ือรา R. oligosporus ทุกๆ 
6 ชัว่โมง และเช้ือรา A. oryzae ทุก 24 ชัว่โมง จนกระทัง่โคโลนีของเช้ือเต็มจานเพาะเล้ียง พบวา่ 
เช้ือราทั้งสองชนิดสามารถเจริญบนอาหารแข็ง PDA ชุดการทดลองทั้งหมด 9 สูตร ไดดี้กวา่อาหาร
แข็งชุดควบคุม (c) โดยเช้ือรา R. oligosporus มีอตัราการเจริญของโคโลนีอยู่ระหว่าง 0.37-0.42 
เซนติเมตรต่อชัว่โมง เปรียบเทียบกบัอตัราการเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือชุดควบคุม (a) และ (b) ซ่ึงมี
อตัราการเจริญของโคโลนีอยูท่ี่ 0.28 และ 0.30 ตามล าดบั พบวา่การเล้ียงเช้ือรา R. oligosporus บน
อาหารชุดทดลอง และชุดควบคุมมีอตัราการเจริญของโคโลนีท่ีใกลเ้คียงกนั ส่วนอตัราการเจริญของ
โคโลนีเช้ือรา A. oryzae บนอาหารชุดทดลองทั้ง 9 สูตร อยู่ระหวา่ง 1.30-1.60 เซนติเมตรต่อวนั 
พบวา่มีอตัราการเจริญท่ีใกลเ้คียงกนัเม่ือเปรียบเทียบกบัการเจริญบนอาหารชุดควบคุม (a) และ (b) 
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ซ่ึงมีอตัราการเจริญของโคโลนีอยูท่ี่ 1.27 และ 1.39 ตามล าดบั (ตารางผนวก 17 และ 18) และเม่ือ
เปรียบเทียบลักษณะการเจริญของโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือชุดทดลอง และชุดควบคุม พบว่า
ลกัษณะความหนาแน่นของเส้นใยรามีความแตกต่างกนั โดยพบว่าเช้ือรา R. oligosporus และ  
A. oryzae มีปริมาณความหนาแน่นของเส้นใยราท่ีเจริญบนอาหารชุดทดลองนอ้ยกวา่ เม่ือเทียบกบั
การเจริญบนอาหารชุดควบคุม (a) และ (b) แต่มีปริมาณความหนาแน่นของเส้นใยท่ีมากกว่าเม่ือ
เทียบกบัการเจริญบนอาหารชุดควบคุม (c)  
 เม่ือท าหาปริมาณน ้ าหนกัแห้งของเส้นใยราของเช้ือ R. oligosporus และเช้ือ A. oryzae 
ดว้ยการเล้ียงในอาหารเหลว PDB ชุดทดลอง และอาหารเหลวชุดควบคุม เพื่อเปรียบเทียบการเจริญ
ของเช้ือ ผลท่ีไดคื้อ น ้ าหนกัแห้งของเช้ือราทั้งสองชนิดท่ีเล้ียงดว้ยอาหารชุดทดลองแต่ละสูตร และ
ชุดควบคุม มีปริมาณท่ีแตกต่างกนัดงัภาพท่ี 23 เม่ือเทียบน ้ าหนกัแห้งของเส้นใยราทั้งสองชนิด ท่ี
เล้ียงในอาหารชุดทดลองกบัอาหารชุดควบคุม พบว่าเช้ือราทั้งสองชนิดสามารถเจริญในอาหารชุด
ทดลองทั้ง 9 สูตร แมน้ ้ าหนกัแห้งของเช้ือรา ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารชุดทดลองบางสูตรจะมีปริมาณท่ีต ่า
กว่าเม่ือเล้ียงดว้ยอาหารชุดควบคุม (a) และ (b) แต่พบว่าเช้ือราดงักล่าวสามารถเจริญไดดี้กว่าเม่ือ
เล้ียงดว้ยอาหารชุดควบคุม (c) (ตารางภาคผนวกท่ี 19 และ 20) ส่วนปริมาณน ้ าหนกัแห้งท่ีลดลงเม่ือ
เวลาการเพาะเล้ียงผ่านไปถึง 84 ชัว่โมง เกิดจากการสลายของเส้นใยรา ซ่ึงมีปัจจยัต่างท่ีเก่ียวขอ้ง 
เช่น อตัราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจน  ประเภทของแหล่งคาร์บอน หรือไนโตรเจนในอาหาร
เล้ียงเช้ือ (Graham et al., 1976) 
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ภาพที่  23 การเจริญของเช้ือรา R. oligosporus และ A. oryzae เม่ือเล้ียงดว้ยอาหารเหลวสูตร PDB 
และอาหารแขง็สูตร PDA ท่ีเตรียมจากผงน ้าทิ้ง และอาหารชุดควบคุม  
หมายเหตุ ภาพท่ี 23 (ก) คือ น ้าหนกัแหง้ของเช้ือ R. oligosporus, ภาพท่ี 23 (ข) คือ น ้ าหนกัแห้งของ
เช้ือ A. oryzae, ภาพท่ี 23 (ค) คือ จ านวนสปอร์ของเช้ือ R. oligosporus และภาพท่ี 23 (ง) คือ จ านวน
สปอร์ของเช้ือ A. oryzae 
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 เม่ือท าการตรวจนบัจ านวนสปอร์ของเช้ือรา R. oligosporus และเช้ือรา A. oryzae ดว้ยเก็บ
สปอร์ของเช้ือราทั้งสองชนิดท่ีเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร PDA ชุดทดลองทั้งหมด และอาหารแข็งชุด
ควบคุม เพื่อหาปริมาณของผงน ้ าทิ้ง (X1) และปริมาณน ้ าตาลเดกซ์โทรส (X2) ส าหรับผลิตอาหาร
สูตร PDB และหรือ PDA ท่ีเตรียมจากผงน ้ าทิ้ง ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือรา R. oligosporus 
และเช้ือรา A. oryzae โดยใชก้ารออกแบบการทดลองแบบ CCD แผนการทดลอง 2 ตวัแปรอิสระ
ชนิดก าลงัสองแบบหมุน รูปแบบ pentagon ผลการสร้างสปอร์ของเช้ือรา R. oligosporus ท่ี
เพาะเล้ียงเป็นเวลา 84 ชัว่โมง และเช้ือรา A. oryzae ท่ีเพาะเล้ียงเป็นเวลา 7 วนั บนอาหารแข็งชุด
ทดลอง ดงัแสดงในตารางท่ี 15 
 
ตารางที่  15 จ  านวนสปอร์ของเช้ือรา R. oligosporus และ A. oryzae จากการทดลองดว้ยแผนการ
ทดลองแบบ CCD รูปแบบ pentagon ท่ีมีตวัแปรอิสระ 2 ตวัแปร 
 

Run 
Code levels Actual levels Spore count (log spore/ml) 

X1 X2 X1 (g/l) X2 (g/l) R. oligosporus A. oryzae 
1 1 0 212.00 20.00 0.00 7.96 
2 0.309 0.951 170.19 29.51 5.24 7.12 
3 -0.809 0.588 102.56 25.88 3.88 7.78 
4 -0.809 -0.588 102.56 14.12 0.00 7.78 
5 0.309 -0.951 170.19 10.49 4.57 8.12 
6 0 0 151.50 20.00 3.40 7.72 
7 0 0 151.50 20.00 3.88 7.66 
8 0 0 151.50 20.00 3.70 7.62 
9 0 0 151.50 20.00 3.40 7.61 

 
หมายเหตุ code levels X1, X2 คือ รหสัแทนการใชค้่าท่ีแปรผนัของระดบัตวัแปรอิสระ อนัไดแ้ก่ ผง
น ้าทิ้ง (X1), น ้าตาลเดกซ์โทรส (X2) และ actual levels X1, X2 คือ ปริมาณท่ีใชจ้ริงของ ผงน ้ าทิ้ง (X1) 
และปริมาณท่ีใชจ้ริงของน ้าตาลเดกซ์โทรส (X2) เพื่อเตรียมเป็นอาหารเล้ียงเช้ือสูตร PDA หรือ PDB  
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 จากตารางท่ี 15 ผลการทดลองท่ีไดน้ าไปวิเคราะห์หาความสัมพนัธ์ระหวา่งอิทธิผลของ
ตวัแปรอิสระท่ีศึกษา ต่อการเจริญเติบโตของเช้ือรา เม่ือถูกเล้ียงดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีเตรียม
จากผงน ้ าทิ้งทั้ง 9 สูตร โดยการวิเคราะห์ค่าสถิติและวิเคราะห์การถดถอย แบบ linear regression 
analysis ดว้ยโปรแกรม Statistix 7.0 ผลการวเิคราะห์ดงัแสดงในตารางท่ี 16 และ 17 
 

ตารางที่  16 การวิเคราะห์ค่า effect และค่า regression coefficients ส าหรับการเจริญเติบโตของเช้ือ
รา R. oligosporus  
 

 

หมายเหตุ *แสดงค่านยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (P<0.05) 
 
  จากตารางท่ี 16 การวิเคราะห์ผลทางสถิติหาความสัมพนัธ์ของตวัแปรท่ีศึกษา กบัค่าการ
ตอบสนองต่อเจริญเติบโตของเช้ือรา R. oligosporus แสดงดว้ยจ านวนสปอร์ท่ีเช้ือราสร้าง ท่ีค่า
ความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 มีค่า R2 เท่ากบั 0.9939 โดยค่า R2 แสดงถึงความสามารถของสมการในการ
อธิบายผลการทดลองไดใ้กลเ้คียงค่าจริงในค่าการตอบสนองต่อการเจริญของเช้ือรา R. oligosporus 
ได ้99.39% จากผลการวเิคราะห์การวเิคราะห์ความแปรปรวน พบวา่ค่า P นอ้ยกวา่ 0.05 นัน่คือแบบ
หุ่นท่ีก าหนดไวมี้นยัส าคญัทางสถิติกบัขอ้มูลดงักล่าว หมายความว่าปริมาณผงน ้ าทิ้ง และปริมาณ

VARIABLES COEFFICIENT STD ERROR STUDENT'S T P VIF 
CONSTANT 3.59500 0.11843 30.36 0.0001  

X2 1.16669 0.14979 7.79 0.0044 1.0 

X2
2 1.83672 0.21848 8.41 0.0035 1.0 

X1 -0.04144 0.14980 -0.28 0.8000 1.0 

X1
2  -3.55356 0.21841 -16.27 0.0005 1.0 

X1 X2 -2.63443 0.29935 -8.80 0.0031 1.0 

R-SQUARED                            0.9939       RESID. MEAN SQUARE (MSE)    0.05610      
ADJUSTED R-SQUARED       0.9838             STANDARD DEVIATION              0.23685 
SOURCE DF SS MS F P 
REGRESSION 5 27.5458 5.50916 98.20 0.0016 
RESIDUAL 3 0.16830 0.05610   
TOTAL   8 27.7141    
CASES INCLUDED   9              MISSING CASES   0    



92 
 

น ้ าตาลเดกซ์โทรส ท่ีใช้ในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ PDB มีความสัมพนัธ์กบัการสร้างสปอร์ของ
เช้ือรา R. oligosporus 
 
ตารางที่  17 การวิเคราะห์ค่า effect และค่า regression coefficients ส าหรับการเจริญเติบโตของเช้ือ
รา A. oryzae 
 

 
หมายเหตุ *แสดงค่านยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (P<0.05) 
 
 การวเิคราะห์ผลทางสถิติหาความสัมพนัธ์ของตวัแปร กบัค่าการตอบสนองต่อของเช้ือรา 
A. oryzae ท่ีมีต่อจ านวนสปอร์ท่ีเช้ือราสร้าง ท่ีค่าความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 มีค่า R2 เท่ากบั 0.9877 
(98.77%) จากผลการวิเคราะห์การวิเคราะห์ความแปรปรวน พบวา่ค่า P นอ้ยกวา่ 0.05 นัน่คือ แบบ
หุ่นท่ีก าหนดไวมี้นยัส าคญัทางสถิติกบัขอ้มูลดงักล่าว แปลวา่ปริมาณผงน ้ าทิ้ง และปริมาณน ้ าตาล
เดกซ์โทรส ท่ีใช้ในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ PDB มีความสัมพนัธ์กับจ านวนสปอร์ของเช้ือรา  
A. oryzae 
  

VARIABLES COEFFICIENT STD ERROR STUDENT'S T P VIF 
CONSTANT 7.65250 0.02496 306.61 0.0000  

X2 -0.38047 0.03157 -12.05 0.0012 1.0 

X2
2 -0.07593 0.04604 -1.65 0.1977 1.0 

X1 0.03235 0.03157 1.02 0.30809 1.0 

X1
2  0.27515 0.04603 5.98 0.0094 1.0 

X1 X2 -0.46999 0.06309 -7.45 0.0050 1.0 

R-SQUARED                            0.9877       RESID. MEAN SQUARE (MSE)    0.00249      
ADJUSTED R-SQUARED       0.9673             STANDARD DEVIATION              0.04992 
SOURCE DF SS MS F P 
REGRESSION 5 0.60168 0.12034 48.30 0.0046 
RESIDUAL 3 0.00747 0.00249   
TOTAL   8 0.60916    
CASES INCLUDED   9              MISSING CASES   0    



93 
 

 เม่ือน าแบบจ าลองคณิตศาสตร์จากการสร้างสปอร์ของเช้ือรา R. oligosporus และ  
A. oryzae มาสร้างกราฟ 3 มิติ และแสดงสมการก าลงัสอง โดยมีลกัษณะความสัมพนัธ์แบบเส้นโคง้ 
(quadratic regression relationship) ระหวา่งอิทธิพลของตวัแปรอิสระท่ีศึกษา คือ ผงน ้ าทิ้ง (X1) และ
น ้ าตาลเดกซ์โทรส (X2) ต่อการสร้างสปอร์ของเช้ือรา (Y) ดว้ยโปรแกรม Statistica รุ่น 8 เพื่อหา
ค่าสูงสุดของการทดลองดว้ยสมการและกราฟ ท่ีแสดงดงัภาพท่ี 24-25 
 

 
 
 
ภาพที ่  24 ความสัมพนัธ์ของระดบัตวัแปรอิสระ ท่ีไดแ้ก่ ผงน ้าทิ้ง (X1 = 91-212 g/l) และน ้าตาล
เดกซ์โทรส (X2 = 10-30 g/l) กบัจ านวนสปอร์ของเช้ือ R. oligosporus (Y) หลงัการเพาะเล้ียงเป็น
เวลา 84 ชัว่โมง ดว้ยอาหารแขง็สูตร PDA ท่ีเตรียมจากผงน ้าทิ้งทั้งหมด 9 ชุดการทดลอง 
 
 จากกราฟในภาพท่ี 24 สมการท่ีไดคื้อ 
 
 Y = 3.595 – 0.0426X1 + 1.1668X2 – 3.5524X1X1 – 2.636X1X2 + 1.8381X2X2 

 
 

X1 (g/l) 
X2 (g/l) 

log
 sp

ore
/m

l 
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ภาพที ่  25 ความสัมพนัธ์ของระดบัตวัแปรอิสระ ท่ีไดแ้ก่ ผงน ้าทิ้ง (X1 = 91-212 g/l) และน ้าตาล
เดกซ์โทรส (X2 = 10-30 g/l) กบัจ านวนสปอร์ของเช้ือ A. oyrzae (Y) หลงัการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 84 
ชัว่โมง ดว้ยอาหารแขง็สูตร PDA ท่ีเตรียมจากผงน ้าทิ้งทั้งหมด 9 ชุดการทดลอง 
 
 จากกราฟในภาพท่ี 24 สมการท่ีไดคื้อ 
 
 Y = 7.6552 + 0.0322X1 – 0.38X2 + 0.268X1X1 – 0.4697X1X2 – 0.0765X2X2 

 
 เม่ือน าสมการท่ีได้มาท านายค่าการตอบสนอง โดยประมวลผลด้วยวิธีการพื้นผิว
ตอบสนอง จากแผนการทดลองแบบ CCD พบว่าสามารถหาจุดท่ีเหมาะสมของปริมาณปัจจยั ท่ี
ส่งผลต่อการเจริญของเช้ือสูงท่ีสุดได้ โดยได้เลือกกราฟแสดงจุดตอบสนองสูงสุด (maximum 
point) จากกราฟในภาพท่ี 24 ซ่ึงเป็นกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างตวัแปรอิสระกบัจ านวน
สปอร์เช้ือรา R. oligosporus เน่ืองจากมีค่า R2 ท่ีสูงกวา่ สมการท่ีไดจ้ากกราฟในภาพท่ี 25 สามารถ
หาจุดตอบสนองสูงสุดของปริมาณผงน ้ าทิ้ง และน ้ าตาลเดกซ์โทรส ท่ีส่งผลให้เช้ือรามีการ
เจริญเติบโตสูงสุด เม่ือใชค้่ารหสั (code value) อยูท่ี่ระดบั ดงัน้ี 
 

log
 sp

ore
/m

l 

X1 (g/l) 
X2 (g/l) 
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  ผงน ้าทิ้ง (X1)  = -0.5 
  น ้าตาลเดกซ์โทรส (X2)  = 1.2 
 
 ซ่ึงจะส่งผลใหจ้  านวนสปอร์ของเช้ือรา มีค่าเท่ากบั 8.36 ล๊อกสปอร์ยตู่อมิลลิลิตร เม่ือแทน
รหสัของทั้งสองตวัแปรดว้ยค่าจริง เพื่อใชใ้นการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ใหค้่า ดงัน้ี 
 
  ผงน ้าทิ้ง    = 212 กรัมต่อลิตร 
  น ้าตาลเดกซ์โทรส   = 32 กรัมต่อลิตร 
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ผลการศึกษาการเจริญของเช้ือยีสต์และราที่เลี้ยงด้วย อาหารเลี้ยงเช้ือจากผงน ้าทิ้ง ที่ให้ค่าการ
ตอบสนองทีเ่หมาะสม 

 
1.  ผลการเลอืกค่าทีด่ีทีสุ่ดของตัวแปรอสิระไปทดลองเพื่อยืนยันผลด้วยการศึกษาการเจริญของเช้ือ

ยสีต์ S. cerevisiae ในอาหารเลีย้งเช้ือ PDB ทีเ่ตรียมจากผงน า้ทิง้ทีไ่ด้ 
 เม่ือท าการเลือกปริมาณของตวัแปรอิสระทั้งสองท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเป็นอาหารเล้ียง
เช้ือสูตร PDB ท่ีให้อตัราการเจริญของเช้ือท่ีถูกเล้ียงไดสู้งสุดไดแ้ลว้ (จากการหวัขอ้ การศึกษาและ
หาปริมาณของตวัแปรอิสระท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือยีสต ์ S. cerevisiae เม่ือเล้ียงในอาหาร
เหลวสูตร PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้ าทิ้ง โดยใช้การออกแบบการทดลองแบบ CCD) จึงไดเ้ตรียม
อาหารเหลว PDB สูตรท่ีมีความเหมาะสม (PDB optimum medium) ดงักล่าวท่ีประกอบดว้ยผงน ้ า
ทิ้ง และน ้ าตาลเดกซ์โทรส เท่ากบั 170 กรัมต่อลิตร และ 22 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ส าหรับ
เพาะเล้ียงเช้ือยีสต์ S. cerevisiae อีกคร้ังเพื่อยืนยนัผลการทดลอง แมว้่าค่า R2 ของสมการการ
ประมาณค่าจะมีค่าต ่า แต่เม่ือพิจารณาอตัราการเจริญของเช้ือยีสต์ท่ีใกลเ้คียงกนัเม่ือเล้ียงในอาหาร
ชุดทดลองกบัชุดควบคุม ร่วมกบัวตัถุประสงคข์องงานวจิยัคร้ังน้ี ท่ีตอ้งการเปรียบเทียบคุณภาพของ
อาหารท่ีไดจ้ากการใชผ้งน ้าทิ้งเป็นวตัถุดิบ กบัอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีใชใ้นหอ้งปฏิบติัการทัว่ไป จึง
ไดท้  าการเลือกสูตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของยีสตม์ากท่ีสุด จากการท านายท่ีได ้มาทดลอง
เล้ียงเช้ือยสีตแ์ละเปรียบเทียบลกัษณะการเจริญเติบโตดว้ยอาหารชุดควบคุมอีกคร้ัง ดว้ยสภาวะเดิม  
ผลท่ีไดแ้สดงในตารางท่ี 18, ภาพท่ี 26-27 และตารางภาคผนวกท่ี 23-24 
 
ตารางที่  18 ผลการทดลอง (experimental) และค่าการท านาย (predicted) ของจ านวนโคโลนีเช้ือ
ยสีต ์S. cerevisiae ท่ีถูกเล้ียงดว้ยอาหารเหลว PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้าทิ้ง สูตร optimum medium 
 

ผงน ้าทิ้ง (g/l) น ้าตาลเดกซ์โทรส (g/l) 
Standard plate count  (log CFU/ml) 
Predicted Experimental 

170 22 7.200 (100%) 7.056 (96.63%) 
 
 จากตารางท่ี 18 เม่ือทดลองเล้ียงเช้ือยีสต ์S. cerevisiae ในอาหารเหลว PDB ท่ีเตรียมจาก
ผงน ้ าทิ้ง สูตร optimum medium พบว่าเช้ือ S. cerevisiae ท่ีถูกเล้ียงดว้ยอาหาร PDB optimum 
medium เป็นเวลา 24 ชัว่โมง มีอตัราเจริญของเช้ืออยู่ท่ี 7.056 ล็อกซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร  คิดเป็น 
96.63% ของผลท่ีไดจ้ากการท านาย (ตารางท่ี 18) ส าหรับอตัราการเจริญท่ีไดจ้ากการท านายของ

http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSaccharomyces_cerevisiae&rct=j&q=s.cerevisiae&ei=F8FNTZj4DYLlrAfvlZHaBg&usg=AFQjCNFWDNvGg_yz-ASiU3b461oZV_e-GA&cad=rja
http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSaccharomyces_cerevisiae&rct=j&q=s.cerevisiae&ei=F8FNTZj4DYLlrAfvlZHaBg&usg=AFQjCNFWDNvGg_yz-ASiU3b461oZV_e-GA&cad=rja
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สมการมีค่า 7.2 ล็อกซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร (100%) ซ่ึงมีค่าสูงกว่าท่ีไดจ้ากการทดลองเล็กนอ้ย โดย
อตัราการเจริญสูงสุดของเช้ือ S. cerevisiae อยู่ท่ี 7.302 log ล็อกซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร หลงัการ
เพาะเล้ียงเป็นเวลา 42 ชัว่โมง (ตารางภาคผนวกท่ี 23) เม่ือน าผลท่ีไดจ้ากทดลองเล้ียงเช้ือเป็นเวลา 
48 ชัว่โมง เพื่อดูลกัษณะการเจริญเติบโต ดงัแสดงในภาพท่ี 26  
 

 
Standard plate count 

 
Viable cell count  

 
ภาพที ่ 26 การเจริญของเช้ือยีสต ์S. cerevisiae ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเหลว PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้าทิ้ง 
สูตร optimum medium และอาหารเหลวชุดควบคุม เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 
 เม่ือตรวจสอบลกัษณะสัณฐานของเช้ือยีสต์ S. cerevisiae ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเหลว PDB 
optimum medium และอาหารเหลวชุดควบคุม [(a), (b), (c)] ใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ พบวา่เซลล์ยีสตท่ี์
เล้ียงด้วยอาหารเล้ียงเช้ือชุดควบคุมจะมีรูปร่างเซลล์ค่อนข้างกลมบางเซลล์มีการแตกหน่อ 
(budding) ส่วนยสีตท่ี์เล้ียงดว้ยอาหาร PDB optimum medium พบวา่มีการสร้างแอสโคสปอร์ท่ีมีรูป
กลมหรือไข่ มีจ  านวน 1 ถึง 4 ต่อแอสคสั ซ่ึงเป็นการสืบพนัธ์แบบอาศยัเพศ ท่ีจะเกิดข้ึนเม่ือสภาวะ
ในการเพาะเล้ียงไม่เหมาะสม (Bagyaraj and Arpana, 2006) 
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ภาพที่  27 ลกัษณะของเช้ือยีสต ์ S.cerevisiae ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเหลว PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้ าทิ้ง 
สูตร optimum medium และอาหารเหลวชุดควบคุม  

(a) (a) 

(b) (b) 

(c) (c) 

PDB optimum medium PDB optimum medium 
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2.  ผลการเลอืกค่าทีด่ีทีสุ่ดของตัวแปรอสิระไปทดลองเพื่อยืนยันผลด้วยการศึกษาการเจริญของเช้ือ
รา เมื่อเลีย้งด้วยอาหารเลีย้งเช้ือ PDB และหรือ PDA ทีเ่ตรียมจากผงน า้ทิง้ทีไ่ด้ 
 เม่ือท าการเลือกปริมาณของตวัแปรอิสระทั้งสองท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเป็นอาหารเล้ียง
เช้ือสูตร PDB ท่ีให้อตัราการเจริญของเช้ือท่ีถูกเล้ียงไดสู้งสุดไดแ้ลว้ (จากหัวขอ้การศึกษาและหา
ปริมาณของตวัแปรอิสระท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือรา R. oligosporus และA. oryzae เม่ือเล้ียง
ในอาหารเหลวสูตร PDB และเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร PDA ท่ีเตรียมจากผงน ้ าทิ้ง โดยใช้การ
ออกแบบการทดลองแบบ CCD) จึงไดเ้ตรียมอาหารเหลว PDB และอาหารแข็ง PDA สูตรท่ีมีความ
เหมาะสม ดงักล่าวท่ีประกอบดว้ยผงน ้ าทิ้ง และน ้ าตาลเดกซ์โทรส เท่ากบั 212 กรัมต่อลิตร และ 32 
กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ส าหรับเพาะเล้ียงเช้ือราอีกคร้ังเพื่อยืนยนัผลการทดลองท่ีไดก้ารประมาณค่า
ของสมการ โดยไดศึ้กษาลกัษณะการเจริญของเช้ือราท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเหลว PDB และอาหารแข็ง 
PDA สูตร optimum medium ดว้ยการนบัจ านวนสปอร์ท่ีเช้ือราสร้างบนอาหารแข็ง หาน ้ าแห้งของ
เช้ือราท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเหลว วดัเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนี และตรวจสอบลกัษณะสัณฐานของราใต้
กลอ้งจุลทรรศน์ เปรียบเทียบกบัอาหารชุดควบคุมผลท่ีไดแ้สดงในตารางท่ี 28-33 ภาพที่ 26-27 และ
ตารางภาคผนวกท่ี 25-27 
 
ตารางที ่ 19 ผลการทดลอง (experimental) และค่าการท านาย (predicted) ของจ านวนสปอร์ของเช้ือ
ราท่ีถูกเล้ียงดว้ยอาหารเหลว PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้าทิ้ง สูตร optimum medium 
 

ผงน ้าทิ้ง (g/l) น ้าตาลเดกซ์โทรส (g/l) 
Spore count (log spore/ml) 

Predicted Experimental 
121 32 8.36 (100%) 6.18 (73.92%) 

 
หมายเหตุ ขอ้มูลวจิยัดงัตารางภาคผนวก 25  
 
 จากตารางท่ี 19 เม่ือทดลองเล้ียงเช้ือรา R. oligosporus ในบนอาหารแข็ง PDA ท่ีเตรียม
จากผงน ้ าทิ้ง สูตร optimum medium พบว่า เช้ือรา R. oligosporus ท่ีถูกเล้ียงบนอาหาร PDA 
optimum medium เป็นเวลา 84 ชัว่โมง มีจ านวนสปอร์ท่ีเช้ือสร้างข้ึนเท่ากบั 6.18 ล็อกสปอร์ต่อ
มิลลิลิตร คิดเป็น73.92% ของผลท่ีไดจ้ากการท านาย (ตารางท่ี 19) ส าหรับอตัราการเจริญท่ีไดจ้าก
การท านายของสมการมีค่า 8.36 ล็อกสปอร์ต่อมิลลิลิตร(100%) ซ่ึงมีค่าสูงกวา่ท่ีไดจ้ากการทดลอง 
นอกจากน้ีเม่ือทดลองเล้ียงเช้ือรา A. oryzae ดว้ยอาหาร PDA optimum medium ก็พบว่า เช้ือรา  
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A. oryzae สามารถสร้างสปอร์ไดเ้ท่ากบั 7.33 ล็อกสปอร์ต่อมิลลิลิตร เม่ือท าเพาะเล้ียงเป็นเวลา 7 วนั 
(ตารางภาคผนวกท่ี 25) เม่ือท าการเปรียบเทียบน ้ าหนกัแห้งของเช้ือราทั้งสองชนิด ดว้ยการเล้ียงใน
อาหารเหลว PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้ าทิ้ง สูตร optimum medium ผลท่ีไดด้งัแสดงในตารางท่ี 20 และ
ภาพท่ี 28 
 
ตารางที่  20 น ้ าหนกัแห้งของเช้ือรา R. oligosporus และ A. oryzae ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเหลว PDB ท่ี
เตรียมจากผงน ้าทิ้ง สูตร optimum medium และอาหารเหลวชุดควบคุม 
 

Medium 
Cell dry weight (g/l) 

R. oligosporus A. oryzae 
42 h 84 h 3 day 7 day 

(a) PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ 2.22 2.58 7.09 7.57 
(b) PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ัง 3.43 4.47 7.65 8.59 
(c) น ้าตาลเดกซ์โทรส 2% ในน ้ากลัน่ 0.20 0.21 0.08 0.13 
PDB optimum medium 0.79 1.19 5.27 6.99 
 
หมายเหตุ (a), (b), และ (c) คือ อาหารเหลวชุดควบคุม 
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ภาพที ่ 28 ลกัษณะเส้นใยของเช้ือรา R. oligosporus ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเหลว PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้ า
ทิ้ง สูตร optimum medium และอาหารเหลวชุดควบคุม 
หมายเหตุ (a), (b), และ (c) คือ อาหารเหลวชุดควบคุม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(a) (b) 

(c) (PDB optimum medium) 
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ภาพที่  29 ลกัษณะเส้นใยของเช้ือรา A. oryzae ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเหลว PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้ าทิ้ง 
สูตร optimum medium และอาหารเหลวชุดควบคุม 
หมายเหตุ (a), (b), และ (c) คือ อาหารเหลวชุดควบคุม 
 
 
 
 
 
 
 

(a) (b) 

(c) (PDB optimum medium) 
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ตารางที่  21 อตัราการเจริญของโคโลนีเช้ือรา R. oligosporus และ A. oryzae ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารแข็ง 
PDA ท่ีเตรียมจากผงน ้าทิ้ง สูตร optimum medium และอาหารเหลวชุดควบคุม 
 

medium 
Growth rate of colonies 

R. oligosporus (cm/h) A. orzae  (cm/day) 
(a) PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ 0.29 1.42 
(b) PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ัง 0.31 1.45 
(c) น ้าตาลเดกซ์โทรส 2% ในน ้ากลัน่ 0.19 0.84 
PDB optimum medium 0.35 1.70 
 
หมายเหตุ (a), (b), และ (c) คือ อาหารแขง็ชุดควบคุม  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



104 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
ภาพที ่ 30 ลกัษณะโคโลนีของเช้ือรา R. oligosporus ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเหลว PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้ า
ทิ้ง สูตร optimum medium และอาหารเหลวชุดควบคุม (a, b และ c) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(a) (b) 

(c) (PDB optimum medium) 
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ภาพที่  31 ลกัษณะโคโลนีของเช้ือรา A. oryzae ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเหลว PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้ าทิ้ง 
สูตร optimum medium และอาหารเหลวชุดควบคุม (a, b และ c) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(a) (b) 

(c) (PDB optimum medium) 
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ภาพที ่ 32 ลกัษณะของเช้ือรา R. oligosporus ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารแข็ง PDA ท่ีเตรียมจากผงน ้ าทิ้ง สูตร 
optimum medium และอาหารเหลวชุดควบคุม (a, b และ c) 
 
 
 
 
 
 
 
 

(a) (b) 

(c) (PDB optimum medium) 
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ภาพที่  33 ลกัษณะของเช้ือรา A. oryzae ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารแข็ง PDA ท่ีเตรียมจากผงน ้ าทิ้ง สูตร 
optimum medium และอาหารเหลวชุดควบคุม (a, b และ c) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

(a) (b) 

(c) (PDB optimum medium) 
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สรุปผลกำรวจัิย 
 

 การวเิคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีของน ้าลา้งมนัจากโรงงานมนัฝร่ังทอดกรอบ พบวา่ ใน
น ้ าล้างมีน ้ าตาล (408 มิลลิกรัม/ลิตร) และน ้ าตาลรีดิวซ์ (24 มิลลิกรัม/ ลิตร) ซ่ึงเป็นปัจจยัท่ีมี
ความส าคญัต่อการเจริญของฟังไจ นอกจากน้ียงัประกอบไปดว้ยโปรตีน (196.71 มิลลิกรัม/ ลิตร) 
ฟอสฟอรัส แมกเนเซียม และโพแทสเซียมหลงเหลืออยู่ และไม่พบอลัฟาทอกซินและยาฆ่าแมลง
ตกคา้ง ดงันั้นจึงมีความเป็นไปไดท่ี้จะน ามาใชป้ระโยชน์ในการผลิตเป็นอาหารเล้ียงเช้ือราเพื่อเป็น
การน าของเสียกลบัมาใชใ้หเ้กิดประโยชน์และสามารถสร้างมูลค่าเพิ่มใหก้บัของเสียได ้
 การศึกษาความเป็นไปได้ในการน าน ้ าทิ้งจากโรงงานมนัฝร่ังทอดกรอบมาเตรียมเป็น
อาหาร Potato Dextrose Broth (PDB) ส าหรับเล้ียงเช้ือยีสต ์S. cerevisiae โดยเปรียบเทียบกบัอาหาร 
PDB ทางการค้าและ PDB ท่ีเตรียมจากหัวมนัฝร่ัง พบว่าเช้ือยีสต์สามารถเจริญได้ในอตัราท่ี
ใกลเ้คียงกนัในอาหาร PDB ทั้ง 3 ชนิด ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าน ้ าทิ้งจากโรงงานมนัฝร่ังทอดกรอบ
สามารถน ามาใชเ้ตรียมเป็นอาหาร PDB ส าหรับเล้ียงเช้ือยีสตไ์ดดี้ เน่ืองจากให้ผลการเจริญของเช้ือ
ไม่แตกต่างกบัอาหาร PDB ทางการคา้หรือ PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ัง สามารถลดตน้ทุนในการ
เล้ียงเช้ือยีสตไ์ดอี้กทางหน่ึง ส่วนการศึกษาความเป็นไปไดใ้นการน านา้ลา้งมนัฝร่ังจากโรงงานมนั
ฝร่ังทอดกรอบมาเตรียมเป็นอาหาร PDB ส าหรับเล้ียงเช้ือรา ในการวิจยัน้ีไดเ้ลือกเช้ือ A. oryzae 
และเช้ือรา Rhizopus oligosporus เน่ืองจากเป็นเช้ือราท่ีนิยมใช้ในการผลิตอาหารหมกัหลายชนิด 
และเป็นเช้ือท่ีไม่สร้างสารพิษ นอกจากน้ียงัเป็นเช้ือท่ีสถาบนัการศึกษาหลายแห่งใช้ส าหรับการ
เรียนการสอนให้แก่นกัศึกษา จากการวิจยัพบวา่ เช้ือราสายพนัธ์ุสองสายพนัธ์ุ สามารถเจริญเติบโต
ในอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ทางการคา้และ อาหารเล้ียงเช้ือ PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ังไดดี้กวา่อาหาร
เล้ียงเช้ือ PDB ท่ีเตรียมจากน ้ าทิ้ง โดยในการวิจยัน้ีวดัอตัราการเจริญของเช้ือโดยการหาปริมาณ
น ้าหนกัแหง้ (dry cell weight) ซ่ึงวธีิน้ีเป็นวธีิท่ีง่าย สะดวก แต่อาจจะให้ผลการทดองท่ีคลาดเคล่ือน
ไดง่้าย ดงันั้นจึงควรท่ีจะหาวิธีการวดัอตัราการเจริญของเช้ือราท่ีให้ผลแม่นย  ามีความคลาดเคล่ือน
นอ้ยท่ีสุด 
 เม่ือใชผ้งแห้งของน ้ าทิ้ง (potato chip effluent powder) ท่ีไดจ้ากการอบแห้งน ้ าทิ้งความ
เขม้ขน้ของมอลโตเดกซ์ตริน 5% ดว้ยเคร่ืองอบแหง้แบบพ่นฝอยระดบั pilot scale เตรียมเป็นอาหาร
เล้ียงเช้ือ PDB และหรือ PDA ดว้ยวิธีพื้นผิวตอบสนอง การออกแบบการทดลองแบบส่วนประสม
กลาง เพื่อศึกษาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือจากผงน ้ าทิ้ง โดยมีตวัแปรอิสระ
ท่ีศึกษา คือ ผงน ้ าทิ้ง และน ้ าตาลเดกซ์โทรส มีผลต่อค่าตอบสนองหรือตวัแปรตาม คือ อตัราการ
เจริญของเช้ือยีสตแ์ละรา ท่ีถูกเล้ียงดว้ยอาหารดงักล่าว จากการศึกพบวา่การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 
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PDB โดยใช้ผงน ้ าทิ้ง 170 กรัมต่อลิตร และน ้ าตาลเดกซ์โทรส 22 กรัมต่อลิตร เป็นสูตรให้ค่าการ
เจริญของยีสต ์S. cerevisiae TISTR 5020 ไดสู้งสุดท่ี 7.056 ล็อคซีเอฟยตู่อมิลลิลิตร ในชัว่โมงท่ี 24 
ของการเพาะเล้ียง ส่วนการเล้ียงเช้ือรา R. oligosporus และ A. oryzae ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ PDB และ
หรือ PDA สูตรท่ีเหมาะสมต่อการสร้างสปอร์ คือ ผงน ้ าทิ้ง 212 กรัมต่อลิตร และน ้ าตาลเดกซ์โทรส 
32 กรัมต่อลิตร โดยเช้ือ R. oligosporus สามารถสร้างสปอร์ไดเ้ท่ากบั 6.18 ล็อกสปอร์ต่อมิลลิลิตร 
ในชัว่โมงท่ี 84 ของการเพาะเล้ียง และเช้ือ A. oryzae ไดเ้ท่ากบั 7.33 ล็อกสปอร์ต่อมิลลิลิตร ในวนัท่ี 
7 ของการเพาะเล้ียง และจากการเปรียบเทียบอตัราการเจริญของเช้ือยีสต ์S. cerevisiae TISTR 5020 
เช้ือรา R. oligosporus และ A. oryzae ดว้ยการเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ ชุดควบคุม อนัไดแ้ก่ อาหาร
เล้ียงเช้ือ PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ทางการคา้ อาหารเล้ียงเช้ือ PDB ท่ีเตรียมจากหัวมนัฝร่ัง และ
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้ าตาลเดกซ์โทรส 2% ในน ้ ากลัน่ กบั การเล้ียงเช้ือดงักล่าวดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ 
PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้ าทิ้งจากสูตรท่ีเหมาะสม (PDB optimum medium) พบว่า เช้ือยีสต ์ 
S. cerevisiae TISTR 5020 เช้ือรา R. oligosporus และ A. oryzae สามารถท่ีเจริญเติบโตในอาหาร
เล้ียงเช้ือ PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้ าทิ้งด้วยอตัราท่ีใกล้เคียงกบัการเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือ PDB 
ส าเร็จรูปทางการคา้ทางการคา้ และอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ท่ีเตรียมจากหัวมนัฝร่ัง โดยมีอตัราการ
เจริญท่ีดีกว่าเม่ือเล้ียงด้วยอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้ าตาลเดกซ์โทรส 2% ในน ้ ากลัน่ แต่เม่ือศึกษาถึง
ลกัษณะสัณฐานของเช้ือยสีต ์และราเม่ือเล้ียงดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมจากผงน ้ าทิ้ง พบวา่ลกัษณะ
การเจริญของเช้ือยสีตแ์ละราท่ีเล้ียงดว้ยอาหารดงักล่าว มีความแตกต่างจากการเล้ียงดว้ยอาหารเล้ียง
เช้ือส าเร็จรูปทางการคา้ และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ัง แสดงให้เห็นวา่ความเหมาะสม 
และปริมาณของสารอาหารในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมจากผงมนัฝร่ัง อาจยงัมีความเหมาะสมไม่มาก
พอ ซ่ึงอาจตอ้งมีการศึกษาและพฒันาสูตรต่อไป เน่ืองจากการท่ีเช้ือยีสตและราสามารถเจริญไดเ้ม่ือ
เล้ียงดว้ยอาหารดงักล่าว แมจ้ะไม่เทียบเท่ากบัอาหารสูตรมาตรฐานท่ีใชท้ัว่ไป แต่ก็แสดงให้เห็นวา่
ในน ้าทิ้งยงัคงมีสารอาหารท่ีหลงเหลือพอท่ีจะน ามาเพาะเล้ียงเช้ือ ซ่ึงจะเป็นการลดปริมาณน ้ าเสียใน
ส่วนของน ้าท่ีมาจากกระบวนการลา้งแผน่มนัฝร่ัง ซ่ึงมีแป้งแขวนลอยอยูเ่ป็นปริมาณมาก และน ้ าใน
ส่วนน้ีอาจจะส่งผลให้เกิดปัญหากบัระบบบ าบดัน ้ าเสียของโรงงาน เน่ืองจากแป้งมีคุณสมบติัการ
พองตวัเม่ือไดรั้บความร้อน ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงไดแ้สดงให้เห็นว่า มีความเป็นไปได้ท่ีจะใช้น ้ าทิ้ง
เพื่อผลิตและพฒันาเป็นอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีมีความคงท่ีท่ีแน่นอนต่อไปได ้ ซ่ึงอาจจะตอ้งมีการ
ปรับปรุงสูตรเพื่อใหมี้ความเหมาะสมมากยิง่ข้ึนต่อไป 
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อำหำรเพำะเลีย้งเช้ือยสีต์และรำ 
 
1.  Potato Dextrose Agar; PDA (ACI Labscan, Thailand) 
 ผงอาหาร PDA ส าเร็จรูป  39 กรัม 
 น ้ากลัน่     1,000  มิลลิลิตร 
 
 ผสมส่วนประกอบทั้งหมดให้เขา้กนั ละลายโดยให้ความร้อนจากการตม้และกวนบ่อยๆ
ปรับปริมาตรด้วยน ้ ากลั่นจนครบตามสูตร จากนั้นน าไปฆ่าเช้ือด้วยเคร่ืองฆ่าเช้ือความดันไอ ท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เวลา 15 นาที 
 
2.  Potato dextrose Broth; PDB (ACI Labscan, Thailand) 
 ผงอาหาร PDB ส าเร็จรูป  26.5 กรัม 
 น ้ากลัน่     1,000  มิลลิลิตร 
 
 ผสมส่วนประกอบทั้งหมดให้เขา้กนั ละลายโดยให้ความร้อนจากการตม้และกวนบ่อยๆ 
ปรับปริมาตรด้วยน ้ ากลั่นจนครบตามสูตร จากนั้นน าไปฆ่าเช้ือด้วยเคร่ืองฆ่าเช้ือความดันไอ ท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เวลา 15 นาที 
 
3.  PDA และ PDB ทีเ่ตรียมจำกหัวมนัฝร่ัง 
 มนัฝร่ัง   200  กรัม 
 เดกซ์โทรส  20  กรัม 
 น ้ากลัน่   1,000  มิลลิลิตร 
 
 ปอกเปลือกมันฝร่ัง หั่นเน้ือมันฝร่ังเป็นช้ินส่ีเหล่ียมลูกบาศก์ขนาดด้านละประมาณ  1 
เซนติเมตร ชัง่ให้ไดน้ ้ าหนกัตามสูตร แลว้ตม้ในน ้ ากลัน่ 500 มิลลิลิตร จนเดือดนานประมาณ  10-15 
นาที อยา่ท าใหเ้น้ือมนัฝร่ังเละ กรองเอาแต่น ้ า (potato infusion) โดยใชผ้า้ขาวบาง ชัง่น ้ าตาลเดกซ์โทรส 
และวุน้ใหไ้ดน้ ้าหนกัตามสูตร ละลายในน ้ากลัน่ 500 มิลลิลิตร โดยใชค้วามร้อนช่วยจนวุน้ละลายหมด 
ผสมส่วนประกอบทั้งหมดเขา้ดว้ยกนั ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่จนครบตามสูตร (ส่วนอาหารเล้ียงเช้ือ 
PDB มีวิธีการเตรียมท่ีเหมือนกนั ยกเวน้ ในอาหาร PDB จะไม่มีการเติมวุน้ลงไป) น าไปฆ่าเช้ือท่ีหมอ้
น่ึงความดนัท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เวลา 15 นาที 
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4.  YPDA (Yeast extract Peptone Dextrose Agar) 
 Yeast extract  10       กรัม 
 Peptone   20       กรัม 
 Dextrose  20       กรัม  
 วุน้    15    กรัม 
 น ้ากลัน่   1,000  มิลลิลิตร 
 
 ละลายวุ ้นในน ้ ากลั่น 500 มิลลิลิตร โดยใช้ความร้อนช่วยจนวุ ้นละลายหมด ผสม
ส่วนประกอบทั้งหมดเขา้ด้วยกนั ปรับปริมาตรด้วยน ้ ากลัน่จนครบตามสูตร น าไปฆ่าเช้ือท่ีหมอ้น่ึง
ความดนัท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เวลา 15 นาที 
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การวเิคราะห์คุณสมบัติของน ้าล้างและผงน า้ล้างมันฝร่ัง 
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การวเิคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของน า้ทิง้และแป้งมันฝร่ัง 
 

1.  ปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ (Reducing sugar) โดยวธีิ DNS Method (Miller, 1959) 
 สารเคมี 
 1.  3, 5 dinitrosalicylic acid (DNS) 1.0% เตรียมชัง่ดีเอ็นเอส 10 กรัม ในน ้ ากลัน่ 250
มิลลิลิตร เติมสารละลายด่างทีละน้อย (NaOH 16 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 200 มิลลิลิตร) คนให้
ละลายเขา้กนัจนหมด น าไปอุ่นในอ่างน ้ าร้อนจนกระทัง่ได้สารละลายใส จากนั้นเติม potassium 
sodium tartrate (Rochelle salt) ลงไปทีละนอ้ยจนตลบ 300 กรัม ปรับปริมาตรสุดทา้ยให้ได ้1,000 
มิลลิลิตร เก็บรักษาไวใ้นขวดสีชาท่ีอุณหภูมิห้อง (อาจจะเติมโซเดียมซัลไฟต์อีก 0.05 % ก่อนน า
สารละลายดีเอน็เอสไปใช)้ 
 2.  สารละลายกลูโคสมาตรฐาน เตรียมชัง่สารกลูโคสมา 0.1000 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่
ปรับปริมาตรสุดทา้ยเป็น 100 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายกลูโคสเขม้ขน้ 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
จากนั้นน ามาเจือจางใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ตั้งแต่ 0 – 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดงัน้ี 
 
ตารางภาคผนวกที่  1 การเตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐาน เพื่อวิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ 
ดว้ยวธีิ DNS method 
 
หลอดท่ี สารละลายกลูโคส (ml) น ้ากลัน่ (ml) ความเขม้ขน้ของกลูโคส (mg/ml) 

1 0 1.0 0 
2 0.2 0.8 0.2 
3 0.4 0.6 0.4 
4 0.6 0.4 0.6 
5 0.8 0.2 0.8 
6 1.0 0 1.0 

 
 วธีิการ 
 1.  ปิเปตสารละลายตวัอยา่ง หรือสารละลายกลูโคส (ความเขม้ขน้ 0 – 1.0 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร) ท่ีตอ้งการวเิคราะห์ 1.0 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
 2.  เติมสารละลายดีเอ็นเอสปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
 3.  น าหลอดทดลองไปตม้ในน ้าเดือดเป็นเวลา 5 นาที 
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y = 1.3585x 
R² = 0.9875 
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 4.  แช่หลอดทดลองในอ่างน ้ าเยน็ 5 นาที เพื่อรอใหเ้ยน็ 
 5.  เติมน ้ากลัน่ 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองผสมใหเ้ขา้กนั แลว้น าไปวดัค่าการดูดกลืน
คล่ืนแสง ท่ีความยาวคล่ืน 520 นาโนเมตร 
 
ตารางภาคผนวกที่  2 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายกลูโคสความเขม้ขน้ต่างๆ ดว้ยวิธี DNS 
method ท่ีความยาวคล่ืน 520 nm 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
ภาพภาคผนวกที่  1 ความสัมพนัธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกบัปริมาณน ้ าตาลกลูโคส ด้วยวิธี 
DNS method ท่ีความยาวคล่ืน 520 nm 

กลูโคส (mg/ml) A520 

0 0 

0.2 0.3335 

0.4 0.633 

0.6 0.824 

0.8 1.0355 

1.0 1.346 
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2.  ปริมาณน า้ตาลทั้งหมด (Total sugar) โดยวธีิ Phenol Sulfuric (Dobois, 1956) 
 สารเคมี 
 1.  กรดซลัฟิวริก (reagent grade 95.5%, specific gravity 1.84) 
 2.  ฟีนอล 5% โดยน ้าหนกั เตรียมโดย ชัง่ฟีนอล 5 กรัม แลว้เติมน ้ากลัน่อีก 95 กรัม  
 3.  สารละลายกลูโคสมาตรฐาน เตรียมโดยชัง่กลูโคสมา 0.0400 กรัม ละลายในน ้ากลัน่
ปรับปริมาตรสุดทา้ยเป็น 100 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายกลูโคสเขม้ขน้ 400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
จากนั้นน ามาเจือจางใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ตั้งแต่ 0-80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดงัน้ี 
 
ตารางภาคผนวกที่  3 การเตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐาน เพื่อวิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด
ดว้ยวธีิ Phenol sulfuric 
 
หลอดท่ี สารละลายกลูโคส (µl) น ้ากลัน่ (µl) ความเขม้ขน้ของกลูโคส (µg/ml) 

1 0 1000 0 
2 25 975 10 
3 50 950 20 
4 100 900 40 
5 125 875 50 
6 200 800 80 

  
 วธีิการ 
 1.  ปิเปตสารละลายตวัอยา่ง หรือสารละลายกลูโคสมาตรฐาน (ความเขม้ขน้ 0 – 80 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง แลว้เติมฟีนอล 5% ลงไป 1.0 
มิลลิลิตร แลว้เขยา่ 
 2.  เติมกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 5 มิลลิลิตร ลงไปอยา่งรวดเร็ว โดยปล่อยลงไปท่ีผิวหนา้ของ
ของเหลวโดยตรงจะท าใหก้ารผสมเกิดข้ึนไดดี้กวา่การค่อยๆ ปล่อยลงท่ีขา้งหลอด 
 3.  ตั้งหลอดทดลองของสารผสมน้ีไวเ้ป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเขยา่แลว้รออีก เป็นเวลา 
30 นาที 
 4.  น าไปวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสง โดยใชค้วามยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร 
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y = 12.461x 
R² = 0.9807 
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ตารางภาคผนวกที่  4 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายกลูโคสความเขม้ขน้ต่างๆ ดว้ยวิธี Phenol 
sulfuric ท่ีความยาวคล่ืน 490 nm  

 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวกที่  2 ความสัมพนัธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกบัปริมาณน ้ าตาลกลูโคส ด้วยวิธี 
Phenol sulfuric ท่ีความยาวคล่ืน 490 nm 
 
 
 

Glucose (mg/ml) OD at 490nm 

0 0 
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0.08 1.031 
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3.  ปริมาณโปรตีนทั้งหมด (Total Kjeldahl Nitrogen) ด้วยวธีิ  Kjeldahl ใช้วธีิวเิคราะห์ตาม 
A.O.A.C (1990) 
 ไนโตรเจนและการหาปริมาณไนโตรเจน 
 การวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีน  ปริมาณโปรตีนในอาหารค านวณได้จากปริมาณ
ไนโตรเจนทั้งหมดท่ีมีอยู่ในอาหาร ซ่ึงจะเป็นพวกสารประกอบโปรตีน (True protein) และ
สารประกอบไนโตรเจนท่ีไม่ใช่ (Non-protein nitrogen) ดงันั้นปริมาณโปรตีนท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์
น้ีจึงเป็นโปรตีนรวม หรือโปรตีนหยาบ (Crude protein) ซ่ึงเป็นการวิเคราะห์ตามวิธีของ Kjeldahl  
method โดยวธีิการมี 3 ขั้นตอน ดงัน้ี 
  1.  การยอ่ย (digestion)  เป็นขั้นตอนของการเปล่ียนสารประกอบไนโตรเจนท่ีมีอยูใ่น
อาหารให้อยู่ในรูป (NH4)2SO4 โดยใช้กรดก ามะถนัเข้มขน้ (H2SO4) เพื่อท าให้จุดเดือดของกรด
สูงข้ึนควรเพิมเติมโพแทสเซียมซัลเฟต เพื่อเร่งให้สารตวัอย่างถูกย่อยได้เร็วข้ึนควรเติมตวัเร่ง 
(Catalyst) ซ่ึงไดแ้ก่ Cu, Hg และ Se ในการยอ่ยใชอุ้ณหภูมิสูง ซ่ึงไม่ต ่ากวา่ 405 องศาเซลเซียส และ
ไม่ควรเกิน 417 องศาเซลเซียส เพื่อใช้เวลาสั้ นลงและไม่เกิดการสูญเสียแอมโมเนียไนโตรเจน 
(Ammonia nitrogen) 
 
  สมการการยอ่ย  

Protein + H2SO4        Co2 + H2O + (NH4) 2SO4 +  SO2 
 
  คาร์บอนและไฮโดรเจนถูกออกซิไดซ์ไดค้าร์บอนไดออกไซด์และน ้ าส่วนหน่ึงของ
กรดซัลฟูริกถูกออกซิไดส์เป็น ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ ซ่ึงซัลเฟอร์ไดออกไซด์น้ีจะไปรีดิวซ์สาร
ไนโตรเจนอินทรียใ์หเ้ป็นแอมโมเนีย แลว้ท าปฏิกิริยากบักรดซลัฟิวริก ไดแ้อมโมเนียมซลัเฟต 
  2.  การกลัน่ (distillation) ตวัอยา่งท่ียอ่ยทิ้งไวอ้าจจะเกิดผลึกควรเติมน ้าเพื่อละลาย
แอมโมเนียมซลัเฟต ในส่วนผสมท่ีไดจ้ากสมการ ยอ่ยท าใหก้ลายเป็นกลางโดยใชโ้ซเดียมไฮดรอก
ไซดเ์ขม้ขน้ (NaOH) แลว้ท าการกลัน่เพื่อไล่ก๊าซแอมโมเนียมออกมา ซ่ึงใชก้รดบอริกเขม้ขน้ร้อยละ 
2 หรือ เป็นตวัจบัก๊าซแอมโมเนียม 
  3.  การไทเทรต (titration) ใช ้boric acid เป็นตวัเก็บแอมโมเนียม ให้ไทเทรตดว้ย
สารละลายกรดมาตรฐานเพื่อหาปริมาณสารละลายกรดมาตรฐานท่ีท าปฏิกิริยาแอมโมเนียม 
  จากปริมาณแอมโมเนียมค านวณหาปริมาณไนโตรเจนและค านวณเป็นปริมาณ
โปรตีนโดยใช้ Conversion factor โดยทัว่ไปคูณดว้ย 6.25 โดยถือว่าโปรตีนทัว่ไปมีปริมาณ
ไนโตรเจนเฉล่ียร้อยละ 16 
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 การค านวณ 
  1.  การหาเปอร์เซ็นต ์Nitrogen ท าไดโ้ดยใชสู้ตร ดงัน้ี 
 
 เปอร์เซ็นตไ์นโตรเจน =       14.007 × (A-B) × N × 100 
                    น ้าหนกัของตวัอยา่ง (g) × 1,000 
    A  = ปริมาตรของกรดท่ีไทเทรตกบัตวัอยา่ง 
    B  = ปริมาตรของกรดท่ีไทเทรตกบั Bank 
    N  = ความเขม้ขน้เป็น Normal ของกรด 
  2.  การหาปริมาณโปรตีน การค านวณหาปริมาณโปรตีนนั้นหาจากปริมาณ
ไนโตรเจนท่ีไดโ้ดยปกติแลว้ในตวัอยา่งทัว่ๆ ไป จะมีปริมาณไนโตรเจนอยู ่16% ของไนโตรเจนใน
โปรตีน = 6.25 (100/ 16) 
 
 เปอร์เซ็นตโ์ปรตีน = 6.25 × เปอร์เซ็นตไ์นโตรเจน 
 
* Factor ของไนโตรเจน อาจเปล่ียนไดใ้นอาหารบางชนิด เช่น นมและผลิตภณัฑ์นม มีค่า Factor = 
6.38 ขา้วสาลี Factor = 5.7 เป็นตน้ 
 
 TKN (Total Kjeldahl Nitrogen) 
 เป็นปริมาณของไนโตรเจนทั้งหมดท่ีอยู่ในน ้ าเสีย ทั้งในรูปของแข็งและสารละลาย ซ่ึง
เป็นตวับ่งบอกสภาพของน ้ าเสียอีกตวัหน่ึง ถา้ค่าน ้ าเสียมีค่า TKN มาก น ้ าจะมีสภาพเป็นด่าง และมี
กล่ินค่อนขา้งเหมน็ (เหมน็เปร้ียวเหมือนกล่ินแอมโมเนีย) ซ่ึงระบบไร้อากาศหรือระบบก๊าซชีวภาพ
ไม่สามารถจะก าจดั TKN ได ้การก าจดั TKN ตอ้งใชอ้ากาศหรือใชพ้ืชน ้า เพราะพืชน ้ าใชไ้นโตรเจน
ในการเจริญเติบโต 
 การเตรียมสาร 
  1.  สารละลาย NaOH 32% ชัง่ Sodium Hydrogen (NaOH) 320 กรัม ค่อยๆ ละลายใน
น ้ากลัน่แลว้ปรบปริมาตรใหเ้ป็น 1,000 มิลลิลิตร (เตรียมใน Hood) 
  2.  Mixed indicator ชัง่ Methyl red จ านวน 0.1 กรัม น ามาละลายดว้ย Ethanol 50 
มิลลิลิตร และชัง่ Bromocresal green จ านวน 0.1 กรัม น ามาละลายดว้ย Ethanol 50 มิลลิลิตร แลว้
น าสารละลายทั้งสองเทรวมกนั และคนใหเ้ขา้กนั 
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  3.  สารละลาย Boric acid 4% ชัง่ Boric acid จ านวน 40กรัม ละลายในน ้ ากลัน่
ปริมาณ 500 มิลลิลิตร น าไปให้ความร้อนจนละลายหมด จากนั้นน ามาปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ให้
เป็น 1,000 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็ 
  4.  Mixed Catalyst ชัง่ Potassium Sulfate (K2SO4) + Copper Sulfate (CuSo4.5H2O) 
ในอตัราส่วน 95 : 5 โดยน ้าหนกั (ใช ้7 กรัม/ หลอด) 
  5.  0.002 N HCl ปิเปตกรด Hydrochloric acid (HCl) จ านวน 1.70 มิลลิลิตร ลงใน
ขวดวดัปริมาตรท่ีมีในน ้ากลัน่อยูส่่วนหน่ึง แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหเ้ป็น 1,000 มิลลิลิตร 
 
 ตอนที ่1 การหาความเข้มข้นทีแ่น่นอนของกรดมาตรฐาน 0.02 N HCl 
  1.  อบ Na2CO3 Anhydrous ท่ีบดละเอียด ท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส ขา้มคืน 
  2.  ชัง่  Na2CO3 Anhydrous มา 0.1300 กรัม ใส่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร 
เติมน ้ากลัน่ 20 มิลลิลิตร 
  3.  หยด Mixed indicator 3-5 หยด 
  4.  ไทเทรตดว้ยสารละลายกรดมาตรฐาน 0.o2 N HCl สารละลายจะเปล่ียนจากสีเขียว
เป็นสีชมพ ูบนัทึกปริมาตรท่ีใชเ้ป็น A1 

  5.  ตม้สารละลายในขวดรูปชมพูใ่หเ้ดือดประมาณ 2 นาที ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
  6.  ไทเทรตดว้ยสารละลายกรดมาตรฐาน 0.02 N HCl จนไดสี้ชมพูอีกคร้ังบนัทึก
ปริมาตรท่ีใชเ้ป็น A2 

 ความเขม้ขน้ท่ีแน่นอนของ HCl    = 2000 × น ้าหนกัท่ีแน่นอนของ Na2CO3 
        (A1+A2) × น ้าหนกัโมเลกุลของ Na2CO3 
 
 ตอนที ่2 การเตรียมตัวอย่างน า้ 
 เก็บตัวอย่างน ้ าในขวด Polyethylene หรือขวดแก้ว ตวัอย่างน ้ าท่ีเก็บควรจะท าการ
วิเคราะห์ให้เร็วท่ีสุด หรือหากยงัไม่วิเคราะห์ทนัทีให้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิประมาณ 2-5 องศาเซลเซียส 
จนกระทัง่ตอ้งการจะวิเคราะห์ เติมกรดซลัฟูริคท่ีมีค่า pH ต ่ากวา่ 2 จะช่วยในการเก็บรักษาไดดี้ข้ึน 
ทั้งน้ีเพื่อไม่ใหส้ารอินทรียท่ี์ระเหยไดอ้อกไป หรือใหส้ารอินทรียท่ี์อยูย่งัคงอยูใ่นน ้า 
 ถ้ารู้ว่าค่าโดยประมาณความเข้มข้นของไนโตรเจนของตัวอย่าง สามารถท่ีจะเลือก
ปริมาตรน ้าตวัอยา่งท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ได ้
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 ความเขม้ขน้ไนโตรเจน (mg N/ L)  ปริมาตรท่ีควรใช ้(ml) 
    < 10 mg N/ L    200 
    10-20 mg N/ L    100 
    20-50 mg N/ L     50 
    50-100 mg N/ L     25 
    > 100 mg N/ L     10 
 
 ตอนที ่3 การวเิคราะห์ TKN (Total Kjeldahl Nitrogen) 
  1.  ปิเปตตวัอยา่งน ้าปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงในหลอดยอ่ย 
  2.  เติม Catalyst 7 กรัม 
  3.  เติม Conc. H2SO4 15 มิลลิลิตร 
  4.  เติม Hydrogen peroxide 30% ปริมาตร 5 มิลลิลิตร หรือ Stearic acid ปริมาณ
ปลายชอ้น 
  5.  ท าการยอ่ยสาร 
   5.1  ท าการ preheat โดยการปรับความร้อนไปท่ีต าแหน่ง 10 เป็นเวลา 10 นาที 
   5.2  เปิดเคร่ืองก าจดัไอกรด (หลกัการท างานของ Scrubber) ไอกรดท่ีมาจาก
เคร่ืองยอ่ยจะผา่น Condenser เพื่อท าให้ไอน ้ ากลัน่ตวัเป็นหยดน ้ าลงมาในขวดท่ีอยูด่า้นล่างแลว้จึง
ผ่านสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตเพื่อก าจดักรดส่วนท่ีเหลือ และผ่านผงถ่านเพื่อก าจดักล่ินใน
ขณะท่ีรอให้สารเย็นต้องเปิด Scrubber ตลอดเวลาจนกว่าไอของกรดจะหมดไป ใน Scrubber 
ประกอบดว้ย Bromothymol biue ลงไป (Bromothymol biue 1 กรัม ผสมน ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร) 
เม่ือสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตจบักบักรดมากๆ เขา้ จะเปล่ียนจากสารน ้ าเงินเป็นเขียว เหลือง 
และส้มตามล าดบั 
   5.3  น าหลอดยอ่ยสารซ่ึงใส่ตวัอยา่งน ้ าและสารเคมีเรียบร้อยแลว้มาประกอบเขา้
เป็นชุดแลว้เขา้เคร่ืองยอ่ยสาร 
   5.4  ปรับความร้อนมาท่ีต าแหน่งเลข 8 พร้อมทั้งจบัเวลาในการยอ่ยสาร ข้ึนอยู่
กบัชนิดของตวัอย่างโดยสามารถยกข้ึนมาดูได ้ตวัอยา่งท่ีย่อยสมบูรณ์จะเปล่ียนเป็นสีเขียวใสไม่มี
ตะกอน (ประมาณ 3 ชัว่โมง) 
   5.5  หลงัจากการยอ่ยสารเสร็จ น าหลอดยอ่ยออกจากเคร่ืองยอ่ยสารมาวางไวบ้น 
Rack เพื่อรอใหห้ลอดยอ่ยเยน็ก่อนท่ีจะน าไปเขา้เคร่ืองกลัน่สาร (วางไวใ้น Hood) 
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  6.  การกลัน่สาร 
   6.1  การเตรียมเคร่ืองกลัน่สาร 
    1)  เติม Sodium Hydroxide 32% ซ่ึงถูกปล่อยใหเ้ยน็แลว้เทลงในถงัด่าง 
    2)  เปิดเคร่ืองกลัน่สาร พร้อมเปิดน ้าหล่อเยน็ 
    3)  ท าการ Preheat เคร่ือง 1 คร้ัง โดยการเติมน ้ ากลัน่ในหลอดยอ่ยประมาณ
คร่ึงหลอด ตั้งเวลาในการกลัน่ประมาณ 4 นาที แลว้กดปุ่ม Star 
   6.2  การกลัน่สาร 
    1)  เตรียม Boric acid 4% จ านวน 50 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 
มิลลิลิตร 
    2)  หยด Mixed Indicator 2-3 หยด (จะไดส้ารละลายสีชมพู) 
    3)  น าขวดรูปชมพูด่งักล่าวใส่เขา้ไปในเคร่ืองกลัน่ 
    4)  เติมน ้ ากลัน่จ  านวน 50 มิลลิลิตร ลงในหลอดยอ่ยสารเพื่อท าการเจือจาง
ตวัอยา่ง 
    5)  น าหลอดยอ่ยเขา้เคร่ืองกลัน่ 
    6)  เติม NaOH 32% โดยกดปุ่ม REAGENT รอจนกระทัง่สีในหลอดกลัน่
สารเปล่ียนเป็นสีน ้าตาลหรือฟ้า หรือท่ีตวัเลขแสดง 5.0 (ใชด่้างประมาณ 70-80 มิลลิลิตร)  
    7)  ตั้งเวลาในการกลัน่ประมาณ 4 นาที หรือดูจากสารท่ีกลัน่ไดป้ระมาณ 
100 มิลลิลิตร 
    8)  กดปุ่ม Start 
    9)  หลงัจากกลัน่สารเสร็จสารละลายจะเปล่ียนเป็นสีเขียวใส และน าสารท่ี
กลัน่ไดไ้ปท าการไตเตรทดว้ย 0.05 N HCl ไตเตรทจนสารละลายเปล่ียนเป็นสีชมพูอ่อนบนัทึกค่า
ปริมาตรกรดท่ีใชใ้นการไตเตรท แลว้น าผลท่ีไดม้าค านวณ ตามสูตร 
 
 การค านวณ  mg TKN/L =     (T-B) × 14.007 × N × 1,000 
           Volume of sample (มิลลิลิตร) 
     เม่ือ T = ปริมาตรกรดท่ีใชใ้นการไตเตรทตวัอยา่ง 
      B = ปริมาตรกรดท่ีใชใ้นการไตเตรท Bank 
      N = ความเขม้ขน้ในหน่วย Normality ของกรด 
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4.  ปริมาณแมกนีเซียม (Magnesium) โพแทสเซียม (Potassium) โดยใช้เคร่ือง Flame ASS ใช้วธีิ
วเิคราะห์ตาม A.O.A.C (2005) 
 หลกัการ 
 เตรียมสารละลายตวัอยา่งโดยเปล่ียนตวัอยา่งใหอ้ยูใ่นรูปเถา้ ละลายเถา้ดว้ยกรด หลงัจาก
นั้นวดัค่าอะตอมมิคแอบซอพชัน่ดว้ยเคร่ือง AAS ปริมาณแสงแปรผนัตรงกบัความเขม้ขน้ของธาตุท่ี
มี 
 สารเคมี 
  1.  แลนทานมั เขม้ขน้ 5% (น ้าหนกั/ ปริมาตร) เก็บไดน้าน 6 เดือน 
   1.1  ชัง่ แลนทานมัออกไซด ์(La2O3 หรือ LaCl3) 14.66 กรัม ในขวดวดัปริมาตร 
250 มิลลิลิตร 
   1.2  เติมน ้าปราศจากไอออนเล็กนอ้ย 
   1.3  เติมกรด HCl เขม้ขน้ 62.5 มิลลิลิตร 
  2.  CsCl 5% ชัง่ CsCl 6.35 กรัม ปรับปริมาตรในน ้าปราศจากไอออนในขวดวดั
ปริมาตร 100 มิลลิตร 
  3.  สารละลายมาตรฐาน Merck 1,000 ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร 
 วธีิการทดสอบ 
  1.  การเตรียมสารละลายตวัอยา่ง 
   1.1  ชัง่สารตวัอยา่งในถว้ยพอสเลน 1 กรัม ส าหรับ Magnesium ใชม้ากกวา่ อาจ
ถึง 50 กรัม 
   1.2  วางบนเตาค่อยๆ ใหค้วามร้อนจนแหง้ น าไปอบไล่น ้าในเตาเผาท่ีอุณหภูมิ 
100 องศาเซลเซียส เผาตวัอยา่งจนควนัหมด 
   1.2  เผาในเตาอบท่ีอุณหภูมิ 525 องศาเซลเซียส นาน 3-5 ชัว่โมง ปล่อยจนเยน็ 
กลายเป็นเถา้ 
   1.3  เถา้ท่ีไม่ขาวหยดน ้าลงบนเถา้ใหเ้ปียก เติมกรดไนตริกเขม้ขน้ 0.5-3 มิลลิลิตร 
ระเหยจนกรดแหง้บนเตาไฟฟ้า เผาท่ีเตาอบ 525 องศาเซลเซียส 1-2 ชัว่โมง ท าซ ้ าจนเถา้ขาว (ถา้หาก
วดั Potassium ควรหลีกเล่ียง) 
   1.4  ละลายเถา้ท่ีไดด้ว้ยกรดไนตริก 1 นอร์มอล ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
   1.5  ใหค้วามร้อนบนเตาไฟฟ้า 2-3 นาที เพื่อช่วยใหเ้ถา้ละลาย 
   1.6  ถ่ายสารละลายลงขวดวดัปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
   1.7  ลา้งสารละลายท่ีติดถว้ยดว้ยกรดไนตริก 1 นอร์มอล 



131 
 

   1.8  ปรับปริมาตรดว้ยกรดไนตริก 1 นอร์มอล 
  2.  การเตรียม Bank ท าเหมือนขอ้ 1 แต่ไม่ใส่สารตวัอยา่ง 
  3.  หา % Recovery โดย Spiked Sample ชัง่ตวัอยา่งเหมือนตวัอยา่งท่ีท าการวเิคราะห์ 
เติมสารละลายมาตรฐานโลหะลงปกติเติมสารละลายมาตรฐาน 1 เท่าตวัอยา่ง ท าเหมือนขอ้ 1 
 
ตารางภาคผนวกที่  5 การเตรียมสารละลายมาตรฐานโลหะ 
 

สารมาตรฐาน           
ท่ีตอ้งเตรียม 

สารละลายมาตรฐาน 
5% LaCl3 
(ml) 

5%CsCl 
(ml) 

ปรับดว้ย อายสุาร ความ
เขม้ขน้  
(µg/ml) 

ปริมาตร 
(ml) 

ความ
เขม้ขน้ 
µg/ml 

ปริมาตร 
(ml) 

Mg 10 100 1,000 1 0 0 1 N HNO3 1 เดือน 
  0 50 10 0 2 0   

 0.2 50 10 1 2 0   
 0.4 50 10 2 2 0   
 0.6 50 10 3 2 0   
 0.8 50 10 4 2 0   
 1.0 50 10 5 2 0   

K   10 100 1,000 1 0 0 1 N HNO3 1 เดือน 
0 100 10 0 0 2   

0.1 100 10 1 0 2   
0.5 100 10 5 0 2   
1.0 100 10 10 0 2   
1.5 100 10 15 0 2   
2.0 100 10 20 0 2   

 

  

    



132 
 

ตารางภาคผนวกที่  6 ปริมาณการเติมสารละลายมาตรฐานเพื่อหา % Recovery 
 

สาร ความเขม้ขน้ (µg/ml) ปริมาตรท่ีเติม (ml) 
Ca 1,000 5 
Cu 10 2 
Fe 10 2 
K 1,000 5 

Mg 1,000 5 
Mn 10 2 
Na 1,000 5 
Zn 10 2 

  
  4.  วธีิการวดั FAAS ส าหรับ  Ca, Mg เติม LaCl3 ลง Bank, สารละลายตวัอยา่ง ใน
ขั้นตอนสุดทา้ยท่ีเจือจาง (ก่อนวดั) LaCl3 0.2% (น ้าหนกั/ ปริมาตร) ส าหรับ Na, K เติม CsCl ลงใน 
Bank, สารมาตรฐาน, สารละลายตวัอยา่ง ในขั้นตอนสุดทา้ยท่ีเจือจาง (ก่อนวดั) CaCl 0.2% 
(น ้าหนกั/ ปริมาตร) 
 
ตารางภาคผนวกที่  7 ปริมาตรของสารละลาย LaCl3  CsCl 
 

ปริมาตรสารท่ีเติม 5% La Cl3 5% CsCl 
10 0.4 0.2 
25 1 0.5 
50 2 1 

100 4 2 
250 10 5 
500 20 10 

 
 น าสารละลายมาตรฐาน, Bank, สารละลายตวัอยา่ง วดั FAAS ปรับความยาวคล่ืน  
ดงัตารางภาคผนวกท่ี 8 
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ตารางภาคผนวกที ่ 8 การวดั FAAS และการปรับความยาวคล่ืน 
 

สาร ความยาวคล่ืน 
ความเขม้ขน้ (µg/ml) 

องศา Burner 
หา Sensitivity หา Detection Limit 

Ca 422.7 10 5 0 
Cu 324.8 2 0.1 0 
Fe 248.3 4 0.6 0 
K 766.5 2 0.1 10 

Mg 285.2 0.4 0.2 1 
Mn 279.5 1 0.2 0 
Na 589.0 0.4 0.2 0 
Zn 213.8 1 0.2 0 

  
  5.  การค านวณ 
   5.1  การหาปริมาตรของสารละลาย LaCl3 หรือ CsCl ท่ีเติมลงไปในตวัอยา่ง 
 
       V2 = C1 × V1 

                  C2 
   5.2  การหาความเขม้ขน้ของโลหะ 
       
     ppm (µg/g, µg/ml) = CVF 
            W 
 เม่ือ  C =   µg/ml 
   V =    ml 
   F =   จ  านวนเท่าของสารละลาย 
    W =   ผลคูณของ (ปริมาตรท่ีเตรียม ml/ปริมาตรท่ีเจือจาง ml) 
   โลหะ (มิลลิกรัม/100 กรัม หรือ มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร)    =   โลหะ ppm/10 
  โลหะ (กรัม/100 กรัม หรือ กรัม/100 มิลลิลิตร)        =   โลหะ ppm/104 
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   5.3  การค านวณ % Recovery  
 

% Recovery = (Csp-Cs/Ca) × 100 
 
   เม่ือ  Csp = ความเขม้ขน้โลหะท่ีวดัไดจ้ากสารละลายตวัอยา่งท่ีมีการ 
       เติมสารละลายมาตรฐานโลหะ (ไมโครกรัม/กรัม หรือ  
       ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
     Cs  = ความเขม้ขน้โลหะท่ีวดัสารตวัอย่าง (ไมโครกรัม/กรัม  
       หรือ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
     Ca  = ความเขม้ขน้ท่ีเติมในตวัอยา่ง (ไมโครกรัม/กรัม หรือ  
       ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
  
 การรายงานผล 
  วเิคราะห์ได ้± ความไม่แน่นอน 
  1.  ต ่ากวา่ LOD ตรวจไม่พบ 
  2.  LOD-LOQ นอ้ยกวา่ LOD (<LOQ) 
  3.  หากปริมาตรตวัอยา่ง การปรับปริมาตรสุดทา้ยก่อนการวิเคราะห์ไม่เป็นไปตามวิธี
ทดสอบมีการเจือจางสารละลาย ให้ค  านวณค่า LOD และ LOQ ใหม่โดยแทนค่าตวัแปรต่างๆ ดงั
สมการ V2 = (C1 × C2)/C2 เม่ือ C คือค่า LOD (มิลลิกรัม/ลิตร) หรือ LOQ (มิลลิกรัม/ลิตร) 
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5.  ปริมาณ Chemical Oxygen Demand (COD) โดยวธีิวิเคราะห์ตาม APHA-AWWA (2005)  
 สารเคมี 
 1.  สารละลายยอ่ยสลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต 
  โพแทสเซียมไดโครเมตปฐมภูมิ (Primary Standard)   4.1913   กรัม 
  เมอร์คิวริคซลัเฟต     33.3  กรัม  
  กรดซลัฟูริคเขม้ขน้     137   มิลลิลิตร 
 อบโพแทสเซียมไดโครเมตปฐมภูมิในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 
ชัว่โมง ทิ้งใหเ้ยน็ละลายในน ้ากลัน่ 500 มิลลิลิตร ค่อย ๆ เติมกรดซลัฟูริคเขม้ขน้ แลว้เติมเมอร์คิวริค
ซลัเฟตคนใหล้ะลายกนัอยา่งดีปรับปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร 
 2.  ซลัฟูริครีเอเจนต ์
  ซิลเวอร์ซลัเฟต (AgSO4)     22  กรัม  
  กรดซลัฟูริคเขม้ขน้     4.0 กิโลกรัม 
  เติมซิลเวอร์ซลัเฟตในขวดของกรดซลัฟูริคเขม้ขน้ทิ้งไวใ้หล้ะลาย 2 วนั 
 3.  สารละลายเฟอร์โรอินดิเคเตอร์ 
  1,10 - ฟีแนนโทรลีนโมโนไฮเดรต (C12H8H2N2O) 1.485  กรัม 
  ไอร์ออนซลัเฟตเฮฟตา้ไฮเดรต (FeSO4.7H2O)  0.695 กรัม 
  ละลายน ้ากลัน่ปรับปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร 
 4.  สารละลายมาตรฐานเฟอรัสแอมโมเนียมซลัเฟต (FAS) 
  แอมโมเนียมซลัเฟตเฮกซาไฮเดรต   39.2 กรัม 
  กรดซลัฟูริคเขม้ขน้     20 มิลลิลิตร 
  ละลายแอมโมเนียมซัลเฟตเฮกซาไฮเดรตในน ้ ากลัน่แล้วค่อยๆ เติมกรดซัลฟูริค
เขม้ขน้ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ปรับปริมาตร ใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร 
 วธีิการวเิคราะห์  COD (Chemical oxygen demand) 
  1.  ลา้งหลอดย่อยสลายและฝาจุกดว้ยกรดซัลฟูริก 20 เปอร์เซ็นต์ เพื่อป้องกนัการ
ปนเป้ือนของสารอินทรีย ์
  2.  เลือกใชป้ริมาตรของตวัอยา่งน ้าและสารเคมีท่ีเหมาะสม 
  3.  น าตวัอยา่งน ้ามาใส่ในหลอดยอ่ยสลายเติมสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต 
  4.  ค่อย ๆ เทกรดซลัฟูริกรีเอเจนตใ์ห้ไหลลงกน้หลอดเพื่อให้ชั้นของกรดอยูภ่ายใต้
ตวัอยา่งน ้าและสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต 
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  5.  ปิดฝาหลอดแกว้ให้แน่นแลว้คว  ่าหลอดไปมาหลายๆ  คร้ังเพื่อให้สารละลายผสม
กนัอยา่งทัว่ถึง 
  6.  น าหลอดทดสอบน้ีไปอบในตูอ้บอุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
แลว้ทิ้งใหเ้ยน็ถึงอุณหภูมิหอ้ง โดยน ามาวางในท่ีวางหลอดทดลอง 
  7.  เทสารผสมลงในขวดรูปชมพู่ แลว้เติมเฟอโรอินอินดิเคเตอร์ 1-2 หยด น าไปไตเต
รทกบั 0.1โมลาร์ เฟอรัสแอมโมเนียมซลัเฟต จนถึงจุดยติุเม่ือสารละลายเปล่ียนสีจากฟ้าอมเขียวเป็น
น ้าตาลแดง 
  8.  ดว้ยวิธีการเดียวกนัให้อบน ้ ากลัน่ (blank) ในปริมาตรเท่ากบัปริมาตรน ้ าตวัอยา่ง
รวมทั้งใชรี้เอเจนทเ์ดียวกนัและไตเตรทดว้ย 0.1 โมลาร์ เฟอรัสแอมโมเนียมซลัเฟต เช่นกนั 
 การค านวณ 
 COD  (มิลลิกรัม O2ต่อ ลิตร )  =  [(A – B) x M x 8,000] / ปริมาตรน ้าตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 
 
 โดย  A = ปริมาตรของ 0.1 โมลาร์ เฟอรัสแอมโมเนียมซลัเฟต ท่ีใชใ้นการไตเตรท 
     Blank (มิลลิลิตร) 
   B = ปริมาตรของ 0.1 โมลาร์ เฟอรัสแอมโมเนียมซลัเฟต ท่ีใชใ้นการไตเตรท 
     น ้าตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 
   M = โมลาริตีของเฟอรัสแอมโมเนียมซลัเฟต 
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6.  ปริมาณออกซิเจนละลาย หรือดีโอ (dissolved oxygen, DO) โดยวิธีวิเคราะห์ตาม APHA-
AWWA (2005) 
 หลกัการ 
 การหาค่าออกซิเจนละลาย คือ การหาปริมาณออกซิเจนซ่ึงละลายอยู่ในน ้ า อนัเป็น
ลกัษณะส าคญัท่ีจะบอกใหท้ราบวา่น ้านั้นมีความเหมาะสมเพียงใดต่อการด ารงชีวิตของส่ิงมีชีวิตใน
น ้ า และแนวการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนในน ้ าว่าเป็นแบบใช้ออกซิเจนอิสระ (aerobic) หรือไม่ใช้
ออกซิเจนอิสระ (anaerobic) ปริมาณออกซิเจนซ่ึงละลายในน ้าท่ีมีความสัมพนัธ์กบั 
  1.  อุณหภูมิของน ้า 
  2.  ความกดดนัของอากาศ 
  3.  ส่ิงเจือปนในน ้า (impurities) 
 การหาค่าออกซิเจนละลายสามารถท าการวิเคราะห์ไดห้ลายวิธี เช่น วดัโดยใชเ้คร่ืองดีโอ
มิเตอร์ (DO meter) หรือออกซิเจนมิเตอร์ (oxygen meter) ซ่ึงเป็นเคร่ืองมือท่ีสามารถวดัปริมาณ
ออกซิเจนท่ีละลายอยู่ในสารละลายเป็น มก./ลบ.ดม. ไดโ้ดยตรง หรือจะใช้วิธีทางเคมี เช่น วิธีเอ
ไซด์โมดิฟิเคชนัของไอโอโดเมตริก (Azide Modification of Iodometric Method) ซ่ึงเหมาะส าหรับ
ใชว้เิคราะห์หาปริมาณออกซิเจนในน ้าท่ีสกปรก เช่น น ้าทิ้ง น ้าในแม่น ้าล าคลอง เป็นตน้ วิธีการวดัดี
โอโดยใชเ้คร่ืองข้ึนอยูก่บัวธีิการเฉพาะของแต่ละบริษทั  
 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
  1.  ขวด BOD ขนาด 300 มิลลิลิตร 
  2.  ขวดวดัปริมาตร  
  3.  ขวดรูปชมพู ่ขนาด 250 มิลลิลิตร 
  4.  บิวเรต ขนาด 50 มิลลิลิตร 
 รีเอเจนต์ 
  1.  สารละลายแมงกานีสซัลเฟต (manganese sulfate solution) ละลายแมงกานีส
ซลัเฟตเตตราไฮเดรต (MnSO44H2O) 480 กรัม หรือแมงกานีสซลัเฟตไดไฮเดรต (MnSO42H2O) 
400 กรัม หรือแมงกานีสซลัเฟตโมโนไฮเดรต  (MnSO44H2O) 364 กรัม ในน ้ ากลัน่ กรอง แลว้ท า
ใหเ้จือจางเป็น 1,000 มิลลิลิตร  
  2.  อลัคาไล-ไอโอไดด์-เอไซด์ รีเอเจนต์  (Alkali-Iodide-Azide Reagent) – AIA 
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 500 กรัม หรือโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) 700 กรัม 
และโซเดียมไอโอไดด์ (NaI) 135 กรัม หรือโพแทสเซียมไอโอไดด์ (KI) 150 กรัม ในน ้ ากลัน่ แลว้
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ท าให้เจือจางเป็น 1,000 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นเติมโซเดียมเอไซด์ (NaN3) 10 กรัม ซ่ึงละลายในน ้ า
กลัน่ 40 มิลลิลิตร ลงในสารละลายท่ีเตรียมไวข้า้งตน้ (NaOH+NaI หรือ KOH+KI)  
  3.  กรดซลัฟูริก เขม้ขน้ (Conc. H2SO4) ซ่ึงกรดซลัฟูริก เขม้ขน้ 1 มิลลิลิตร จะสมมูล
กบั 3 มิลลิลิตร อลัคาไล-ไอโอไดด-์เอไซด ์รีเอเจนต ์
  4.  น ้ าแป้ง ละลายแป้ง (Soluble starch) 2 กรัม ในน ้ ากลัน่ท่ีร้อน 100 มิลลิลิตร และ
เติมกรดซาลิไซลิก (Salicylic acid) 0.2 กรัม เพื่อใหเ้ก็บไดน้าน  
  5.  สารละลายมาตรฐานโซเดียมไทโอซลัเฟต 0.0250 โมล/ลบ.ดม. ละลายโซเดียมไท
โอซัลเฟต (Na2S2O35H2O) 6.205 กรัม ในน ้ ากลัน่ เติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) เขม้ขน้ 6 
โมล/ลบ.ดม. จ านวน 1.5 มิลลิลิตร หรือโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.4 กรัม แลว้ท าให้เจือจางเป็น 1,000 
มิลลิลิตร สารละลายน้ีจะต้องน าไปหาความเข้มข้นท่ีแน่นอน (Standardization) ด้วยสาร 
ไบไอโอเดต 
  6.  สารละลายมาตรฐานไบไอโอเดต 0.0021 โมล/มิลลิลิตร ละลาย KH(IO3)2 812.4 
มิลลิกรัม ในน ้ากลัน่ แลว้ท าใหเ้จือจางเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
  7.  สารละลายโพแทสเซียมฟลูออไรด์ (potassium fluoride solution) ละลาย
โพแทสเซียมฟลูออไรด์ไดไฮเดรต (KF.2H2O) 40 กรัมในน ้ ากลัน่ แล้วท าให้เจือจางเป็น 100 
มิลลิลิตร สารละลายน้ีใชต่้อเม่ือตวัอยา่งน ้ามีไอร์ออน Fe(III) มาก 
 การหาความเข้มข้นทีแ่น่นอนของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไทโอซัลเฟต 
 ละลาย KI ประมาณ 2 กรัม ดว้ยน ้ ากลัน่ 100 – 150 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ เติมกรดซลั
ฟูริกเขม้ขน้ 3 โมล/ลบ.ดม. จ านวน 1 มิลลิลิตร หรือกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ (conc. H2SO4) 2-3 หยด 
และสารละลายมาตรฐานไบไอโอเดต 20.00 มิลลิลิตร แลว้ท าให้เจือจางเป็น 200 มิลลิลิตร แลว้
ไทเทรตไอโอดีนซ่ึงถูกขบัออกมาดว้ยสารละลายมาตรฐานไทโอซลัเฟต ท่ีเตรียมไว ้เติมน ้ าแป้ง เม่ือ
ใกล้จะถึงจุดยุติ (end of titration) สังเกตจากสีของสารละลายมีสีเหลืองอ่อน ถ้าสารละลาย
มาตรฐานไทโอซลัเฟตมีความเขม้ขน้ 0.0250 โมล/ลบ.ดม. ปริมาตรท่ีใชใ้นการไทเทรตจะเท่ากบั 
20 มิลลิลิตร ถา้ความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานไทโอซัลเฟตไม่ไดค้่าดงักล่าว ให้ปรับความ
เขม้ขน้ใหเ้ท่ากบั 0.0250โมล/ลบ.ดม. 
 การวเิคราะห์ออกซิเจนละลายน า้ (DO) 
 การหาค่าออกซิเจนละลายจากตวัอยา่งน ้า ซ่ึงเก็บไวใ้นขวดบีโอดี ขนาด 300 มิลลิลิตร ท า
ไดด้งัต่อไปน้ี 
  1.  เติมสารละลายแมงกานีสซลัเฟต (MnSO4 solution) 1 มิลลิลิตร และอลัคาไล-ไอ
โอไดด-์เอไซด์ รีเอเจนต ์(AIA) 1 มิลลิลิตร ลงในขวดบีโอดีท่ีใส่ตวัอยา่งน ้ าแลว้ โดยให้ปลายปิเปต
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อยูใ่ตผ้วิของตวัอยา่งน ้า ปิดจุกขวดระวงัอยา่ใหมี้ฟองอากาศ  ผสมให้เขา้กนั โดยจบัขวดโดยใชน้ิ้วช้ี
กดฝาขวดไว ้แลว้คว  ่าขวดข้ึนลงอยา่งนอ้ย 15 คร้ัง  
  2.  ตั้งทิ้งไวใ้ห้ตกตะกอนจนไดป้ริมาณน ้ าใส 1/2 ของขวด (อยา่งนอ้ย 15 นาที จะมี
ตะกอนเกิดข้ึน)  
  3.  เม่ือตั้งทิ้งไวจ้นเกิดสารละลายใสขา้งบนปริมาณ 1/2 ของขวดแลว้ เติมกรดซลัฟู
ริกเขม้ขน้ลงไป 1 มิลลิลิตร โดยใชปิ้เปต ขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดข้ึนมา แลว้ให้ปลายปิเปตแตะขา้ง
ขวดและค่อยๆ ปล่อยให้กรดไหลลงไปขา้งๆ คอขวด ปิดจุกและผสมให้เขา้กนั โดยจบัขวดโดยใช้
น้ิวช้ีกดฝาขวดไว ้แลว้คว  ่าขวดข้ึนลงจนกระทัง่ตะกอนละลายหมด  
  4.  เทน ้ าตวัอย่างในขวดบีโอดีลงในกระบอกตวงขนาด 100 มิลลิลิตร ปริมาตร 99 
มิลลิลิตร เพราะฉะนั้นจะเหลือน ้ าในขวดบีโอดีปริมาตร 201 มิลลิลิตร เพื่อน าไปไทเทรต (ปริมาตร
ตวัอยา่งน ้ าน้ีมีค่าเท่ากบัปริมาตรตวัอยา่งน ้ าเร่ิมตน้ 200 มิลลิลิตร เน่ืองจากมีการสูญเสียตวัอยา่งน ้ า
จากขวดบีโอดี โดยการแทนท่ีของสารละลายเคมีท่ีเติมลงไปทั้งส้ิน 2 มิลลิลิตร ดงันั้นปริมาตร
ตวัอยา่งซ่ึงใชใ้นการไทเทรตจึงควรเท่ากบั {(200 x 300)/ (300-2)} = 201 มิลลิลิตร)  
  5.  น าน ้ าตวัอยา่งท่ีเหลือในขวดบีโอดี (201 มิลลิลิตร) เติมน ้ าแป้ง 2-3 หยด (อินดิเค
เตอร์) น ้าตวัอยา่งจะเปล่ียนเป็นสีน ้าเงิน น าไปไทเทรตกบัสารละลายมาตรฐานโซเดียมไทโอซลัเฟต
ความเขม้ขน้ 0.025 โมล/ลบ.ดม. จนกระทัง่สีน ้ าเงินหายไป อ่านปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน
โซเดียมไทโอซลัเฟตท่ีใช ้
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวกที ่ 3 Flow chart การเก็บรักษาตวัอยา่ง 
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 การค านวณ  
 ถา้ใชต้วัอยา่งน ้าในการไทเทรต 200 มิลลิลิตร สารละลายมาตรฐานโซเดียมไทโอซลัเฟต 
0.025 โมล/ลบ.ดม. 1 มิลลิลิตร มีค่าสมมูลพอดีกบั 1 มก./ลบ.ดม. ของออกซิเจนละลาย 
 

ออกซิเจนละลาย (DO)  =  ปริมาตรโซเดียมไทโอซลัเฟตท่ีใชไ้ทเทรต (มิลลิลิตร) 
                         หน่วยเป็น  มก./ลบ.ดม 
 
7.  ปริมาณ Biochemical Oxygen Demand (BOD) โดยวิธีวเิคราะห์ตาม APHA-AWWA (2005)  
 หลกัการทัว่ไป 
 การวิเคราะห์หาค่าบีโอดี เป็นการวิเคราะห์เพื่อท่ีจะทราบถึงปริมาณความสกปรกของน ้ า 
เช่น น ้ าในแม่น ้ าล าคลอง น ้ าทิ้งจากอาคารบา้นเรือน และโรงงานอุตสาหกรรม เป็นตน้ เพื่อ
ประโยชน์ในการออกแบบระบบบ าบดั ควบคุมคุณภาพน ้าทิ้งและประสิทธิภาพของระบบนั้นๆ โดย
คิดเปรียบเทียบในรูปของปริมาณออกซิเจนท่ีจุลินทรียต์อ้งการใชใ้นการยอ่ยสลายสารอินทรีย ์ 
 การวเิคราะห์หาค่าบีโอดี โดยทัว่ไปเป็นการวดัปริมาณออกซิเจนท่ีถูกใชห้มดไปในเวลา 5 
วนั ในตูค้วบคุมอุณหภูมิท่ี 20 องศาเซลเซียส 
 เน่ืองจากออกซิเจนในอากาศสามารถละลายน ้ าไดใ้นจ านวนจ ากดั คือ ประมาณ 9 มก./
ลบ.ดม. ในน ้ าบริสุทธ์ิท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ดงันั้น ในน ้ าเสียซ่ึงมีความสกปรกมาก จ าเป็น
จะตอ้งท าให้ปริมาณความสกปรกเจือจางลงอยู่ในระดบั ซ่ึงสมมูลพอดีกบัปริมาณออกซิเจนท่ีมีอยู ่
การวิเคราะห์น้ีเก่ียวขอ้งกบัจุลินทรียใ์นน ้ า จึงจ าเป็นตอ้งท าให้มีสภาพท่ีเหมาะสมส าหรับการ
เจริญเติบโตและเพิ่มจ านวนของจุลินทรีย ์ กล่าวคือไม่มีสารพิษ แต่มีอาหารเสริมเพียงพอส าหรับ
จุลินทรีย ์เช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส เป็นต้น นอกจากน้ีการย่อยสลายสารอินทรีย์ให้เป็น
คาร์บอนไดออกไซด์และน ้ ากระท าโดยจุลินทรียห์ลายชนิด ในตวัอย่างน ้ าท่ีท าการวิเคราะห์จึง
จ าเป็นตอ้งมีปริมาณจุลินทรียช์นิดต่างๆ เหล่าน้ีอยูอ่ยา่งเพียงพอ ถา้ไม่มีหรือมีปริมาณนอ้ยไปควร
เติมจุลินทรีย ์ซ่ึงเรียกวา่ หวัเช้ือ (Seed) ลงไป 
 เคร่ืองมือและอุปกรณ์  
  1.  ขวดอินคิวเบท (incubation bottles) หรือขวดบีโอดี (BOD) ขนาด 300 มิลลิลิตร 
ซ่ึงมีจุกเป็นจุกแกว้ปิดสนิท พร้อมฝาครอบพลาสติก (BOD cap) เพื่อป้องกนัไม่ให้อากาศผา่นเขา้ไป
ในขวดบีโอดีในระหว่างการเพาะเช้ือ สามารถท าไดโ้ดยใชน้ ้ าหล่อปากขวดไวโ้ดยกลบัขวดบีโอดี
คว  ่าลงในอ่างน ้าอุ่น (water bath) หรือหล่อน ้าไวร้อบๆ ปากขวดบีโอดี และใชถ้ว้ยกระดาษหรือถว้ย
พลาสติกครอบปากขวดไวเ้พื่อลดการระเหยของน ้าหล่อ ก่อนท่ีจะน าขวดบีโอดีมาใช ้จะตอ้งน าขวด
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มาล้างให้สะอาดปราศจากอินทรียส์ารต่างๆ การล้างควรล้างด้วยสารละลายของกรดโครมิก 
(chromic acid solution) หลงัจากนั้นน าขวดมาลา้งดว้ยน ้ าให้สะอาด คร้ังสุดทา้ยลา้งดว้ยน ้ ากลัน่อีก
คร้ังหน่ึงแลว้ท าใหแ้หง้  
  2.  ตูอิ้นคิวเบท (incubator) ชนิดใชอ้ากาศหรือน ้ า ซ่ึงสามารถควบคุมและปรับ
อุณหภูมิไดเ้องโดยอตัโนมติั 20 ± 1องศาเซลเซียส และตอ้งเป็นตูซ่ึ้งสามารถป้องกนัไม่ให้แสงผา่น
เขา้ไปได ้เพื่อป้องกนัการเกิดดีโอโดยการสังเคราะห์แสง (Photosynthesis)  
  3.  บิวเรต ขนาด 50 มิลลิลิตร  
  4.  ขวดรูปชมพู ่ขนาด 250 มิลลิลิตร  
  5.  กระบอกตวง ขนาด 1,000 มิลลิลิตร  
 รีเอเจนต์ 
  1.  น ้ากลัน่ น ้ ากลัน่จะตอ้งมีคุณภาพดีกลัน่จากเคร่ืองกลัน่ท่ีท าดว้ยแกว้ และตอ้งเป็น
น ้ ากลัน่ซ่ึงมีปริมาณของทองแดงนอ้ยกวา่ 0.01 มก./ลบ.ดม. และตอ้งปราศจากคลอรีน คลอรามีน 
ความเป็นด่างเน่ืองจากไฮดรอกไซด ์อินทรียส์าร และกรด  
  2.  สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ละลายโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(KH2PO4) 8.5 กรัม ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 21.75 กรัม ไดโซเดียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟตเฮปตา้ไฮเดรต (Na2HPO4.7H2O) 33.4 กรัม และแอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) 
1.7 กรัม ในน ้ ากลัน่ 500 มิลลิลิตร แลว้ท าให้เจือจางเป็น 1,000 มิลลิลิตร สารละลายน้ีจะมีค่าพีเอช
เท่ากบั 7.2  
  3. สารละลายแมกนีเซียมซัลเฟต ละลายแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปต้าไฮเดรต 
(MgSO47H2O) 22.5 กรัม ในน ้ากลัน่ แลว้ท าใหเ้จือจางเป็น 1,000  มิลลิลิตร  
  4.  สารละลายแคลเซียมคลอไรด์ ละลายแอนไฮดรัสแคลเซียมคลอไรด์ (anhydrous 
CaCl2) 27.5 กรัม ในน ้ากลัน่ แลว้ท าใหเ้จือจางเป็น 1,000 มิลลิลิตร  
  5.  สารละลายไอร์ออน (III) คลอไรด์ ละลายไอร์ออน (III) คลอไรด์เฮกซาไฮเดรต 
(FeCl36H2O) 0.25 กรัม ในน ้ากลัน่ แลว้ท าใหเ้จือจางเป็น 1,000 มิลลิลิตร  
  6.  สารละลายกรดและด่างเขม้ขน้ 1 โมล/ลบ.ดม.ใช้ส าหรับปรับตวัอยา่งน ้ าท่ีเป็น
กรดและด่างใหเ้ป็นกลาง ก่อนท่ีจะน ามาวเิคราะห์ 
  7.  สารละลายแมงกานีสซลัเฟต (manganese sulfate solution) ละลายแมงกานีส
ซลัเฟตเตตราไฮเดรต (MnSO4.4H2O) 480 กรัม หรือแมงกานีสซลัเฟตไดไฮเดรต (MnSO4.2H2O) 
400 กรัม หรือแมงกานีสซลัเฟตโมโนไฮเดรต  (MnSO4.H2O) 364 กรัม ในน ้ ากลัน่ กรอง แลว้ท าให้
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เจือจางเป็น 1,000 มิลลิลิตร (สารละลายน้ีจะตอ้งไม่เกิดสีกบัน ้ าแป้งเม่ือเติมสารละลายโพแทสเซียม
ไอโอไดด ์ในสภาพท่ีเป็นกรด) 
  8.  สารละลายอลัคาไล-ไอโอไดด์-เอไซด์ รีเอเจนต์ (Alkali-Iodide-Azide Reagent) -
AIA ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 500 กรัม และโซเดียมไอโอไดด์ (NaI) 135 กรัม (หรือ
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) 700 กรัม และโพแทสเซียมไอโอไดด์ (KI) 150 กรัม) ในน ้ ากลัน่ 
แลว้ท าใหเ้จือจางเป็น 1,000 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นเติมโซเดียมเอไซด์ (NaN3) 10 กรัม ซ่ึงละลายใน
น ้ ากลัน่ 40 มิลลิลิตร ลงในสารละลายท่ีเตรียมไวข้า้งตน้ (สารละลายน้ีไม่ควรเกิดสีกบัน ้ าแป้ง เม่ือ
ท าใหเ้ป็นกรด หรือท าใหเ้จือจาง) 
  9.  กรดซลัฟูริก เขม้ขน้ ซ่ึงกรดซลัฟูริก เขม้ขน้ 1 มิลลิลิตร จะสมมูลกบั 3 มิลลิลิตร 
อลัคาไล-ไอโอไดด-์เอไซดรี์เอเจนต ์
  10.  น ้ าแป้ง ละลายแป้ง (Soluble starch) 2 กรัม ในน ้ ากลัน่ท่ีร้อน 100 มิลลิลิตร และ
เติมกรดซาลิไซลิก (salicylic acid) 0.2 กรัม เพื่อใหเ้ก็บไดน้าน 
  11.  สารละลายมาตรฐานโซเดียมไทโอซลัเฟต 0.0250 โมล/ลบ.ดม. ละลายโซเดียม
ไทโอซลัเฟต (Na2S2O35H2O) 6.205 กรัม ในน ้ ากลัน่ เติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) เขม้ขน้ 6 
โมล/ลบ.ดม. จ านวน 1.5 มิลลิลิตร หรือโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.4 กรัม แลว้ท าให้เจือจางเป็น 1,000 
มิลลิลิตร 
  12.  สารละลายโซเดียมซลัไฟต ์0.0125 โมล/ลบ.ดม. ละลายแอนไฮดรัสโซเดียมซลั
ไฟต ์(Na2SO3) 1.575 กรัม ในน ้ ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร (สารละลายน้ีไม่อยูต่วั ตอ้งเตรียมในวนัท่ีจะ
ใชง้านเท่านั้น)  
 การวเิคราะห์หาค่า  BOD 
  การเตรียมตัวอย่างน า้ก่อนการวเิคราะห์ (pretreatment) 
  1.  ในกรณีท่ีตวัอยา่งน ้ าเป็นกลาง จะตอ้งท าให้มีพีเอช 6.5 - 7.5 โดยใชก้รดซลัฟูริก 
0.5 โมล/ลบ.ดม. หรือโซเดียมไฮดรอกไซด ์1 โมล/ลบ.ดม. 
  2.  ในกรณีท่ีตวัอย่างน ้ ามีคลอรีนตกคา้ง จะตอ้งก าจดัออกก่อน โดยปกติคลอรีน
ตกคา้งจะลดลงเอง เม่ือตั้งตวัอย่างทิ้งไว ้1 – 2 ชั่วโมง แต่ในตวัอย่างซ่ึงมีคลอรีนตกคา้งปริมาณ
มากๆ จะตอ้งก าจดัโดยการเติมสารละลายโซเดียมซัลไฟต ์ซ่ึงจะทราบปริมาณวา่ตอ้งเติมไปเท่าใด 
โดยน าตวัอยา่งน ้ามาในปริมาณท่ีเหมาะสม (ระหวา่ง 100 – 1,000 มิลลิลิตร) เติมกรดแอซิติก (1+1) 
หรือกรดซัลฟูริก (1+50) 10 มิลลิลิตร เติมสารละลายโพแทสเซียมไอโอไดด์ 10 มิลลิลิตร (เตรียม
โดยละลายโพแทสเซียมไอโอไดด์ 10 กรัม ในน ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร) แลว้ไทเทรตดว้ยสารละลาย
โซเดียมซัลไฟต์ 0.0125 โมล/ลบ.ดม. โดยใช้น ้ าแป้งไอโอไดด์ เป็นอินดิเคเตอร์ จากน้ีก็จะทราบ
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ปริมาณของโซเดียมซัลไฟต์ท่ีเติมลงไปในตวัอย่าง หลงัจากเติมสารละลายโซเดียมซัลไฟต์ตาม
ปริมาณท่ีค านวณไดล้งในตวัอยา่งแลว้ กวนใหเ้ขา้กนั ตั้งทิ้งไว ้10 – 20 นาที 
  3.  ในกรณีท่ีตวัอยา่งน ้ามีสารพาเจือปนอยู ่ เช่น น ้าทิ้งจากโรงงานชุบโลหะ จะตอ้ง
ศึกษาหาทางแกไ้ขเป็นกรณีๆ ไป 
  4.  ตวงน ้าตวัอยา่งปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ในกระบอกตวง เทลงในถงัพลาสติก แลว้
เติมอากาศอยา่งนอ้ย 20 นาที เพื่อใหน้ ้าอ่ิมตวัดว้ยปริมาณออกซิเจน 
  การวเิคราะห์มี 2 วธีิ 
  1.  วธีิตรง (Direct Method) ใชใ้นกรณีท่ีตวัอยา่งน ้ามีค่าบีโอดีนอ้ยกวา่ 7 มก./ลบ.ดม. 
ท าไดด้งัน้ี 
   1.1  น าตวัอย่างน ้ าท่ีปรับปรุงแล้ว มาปรับอุณหภูมิไห้ได้ประมาณ 20 องศา
เซลเซียส  
   1.2  เติมอากาศใหมี้ออกซิเจนละลายอ่ิมตวั (ใชเ้วลาประมาณ 5–10 นาที) 
   1.3  รินตวัอยา่งน ้ าลงใส่ขวดบีโอดีจนเต็ม 3 ขวด ปิดจุกให้สนิท ดูให้แน่ใจวา่มี
น ้ าหล่อท่ีปากขวด น าขวดหน่ึงมาหาค่าออกซิเจนละลายก่อน อีก 2 ขวดน าไปอินคิวเบทท่ีอุณหภูมิ 
20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั 
   1.4  หลงัจาก 5 วนัแลว้ น าตวัอยา่งนั้นมาหาค่าออกซิเจนละลายท่ีเหลืออยู ่
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวกที ่ 4 Flow chart วธีิการโดยตรง (ไม่ตอ้งเจือจางตวัอยา่ง) 



144 
 

   การค านวณ 
 
   ค่าบีโอดี (BOD) = D1-D2 มีหน่วยเป็น มก./ลบ.ดม. 
 
      เม่ือ D1 = ค่าออกซิเจนละลายท่ีไทเทรตไดใ้นวนัแรก 
      D2 = ค่าออกซิเจนละลายท่ีไทเทรตไดใ้นวนัท่ี 5 
 
  2.  วิธีท  าให้เจือจาง ใชใ้นกรณีท่ีตวัอยา่งน ้ ามีความสกปรกสูง (มีค่าบีโอดีมากกวา่ 7 
มก./ลบ.ดม.) จ  าเป็นจะตอ้งท าให้ตวัอย่างน ้ าท่ีสกปรกเจือจางลงโดยใช้น าผสมเจือจาง (dilution 
water) และควรท าหลายๆ ความเขม้ขน้ อยา่งนอ้ย 3 ความเขม้ขน้ 
   2.1  การเตรียมน ้าผสมเจือจาง 
    1)  น าน ้ ากลัน่ท่ีปราศจากสารมีพิษ (กลัน่จากเคร่ืองกลัน่แก้ว) มาปรับ
อุณหภูมิใหอ้ยูร่ะหวา่ง 20 ± 1 องศาเซลเซียส 
    2)  ปรับคุณภาพให้เหมะสมกับการด ารงชีวิตของจุลินทรีย์ โดยเติม
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ แมกนีเซียมซัลเฟต แคลเซียมคลอไรด์ และไอร์ออน (III) คลอไรด ์
อยา่งละ 1 มิลลิลิตร ต่อน ้ากลัน่ 1 ลบ.ดม.  
    3)  เติมอากาศใหมี้ออกซิเจนละลายอ่ิมตวั 
   2.2  การเตรียมหวัเช้ือจุลินทรีย ์(seed) 
   เพื่อใหไ้ดจุ้ลินทรียท่ี์มีประสิทธิภาพในการยอ่ยสลาย จ าเป็นจะตอ้งเลือกหวัเช้ือท่ี
เหมาะสมกบัตวัอยา่งแต่ละชนิด โดยทัว่ไปใชน้ ้ าจากส้วมหรือน ้ าทิ้งจากระบบบ าบดัน ้ าเสียท่ีไม่ได้
ผา่นการฆ่าเช้ือมาก่อนเป็นหวัเช้ือจุลินทรีย ์
   2.3  การผสมเจือจาง 
   เน่ืองจากการวิเคราะห์ค่าบีโอดีอาศยัปฏิกิริยาทางชีวเคมี โดยมีจุลินทรียเ์ป็น
ตวักลางในการยอ่ยสลาย สภาวะแวดลอ้มจะมีผลต่อการวเิคราะห์มาก ท าใหค้่าบีโอดีท่ีไดมี้ความผนั
แปรสูง การวเิคราะห์ตวัอยา่งหน่ึงๆ จึงมกัจะท าการผสมเจือจางหลายๆ ความเขม้ขน้ (โดยทัว่ไปไม่
นอ้ยกว่า 3 ความเขม้ขน้) ส่วนอตัราส่วนในการผสมเจือจางอาจประมาณจากชนิดของตวัอย่าง (ดู
ตารางภาคผนวกท่ี 9) หรือค่าความเขม้ขน้โดยประมาณ (ดูตารางภาคผนวกท่ี 10)  
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ตารางภาคผนวกที ่9 การเจือจางและชนิดตวัอยา่งน ้า (Dilution and Type of Sample) 
 

Dilution Type of sample 
0.0 – 1.0 % 

1 – 5 % 
5 – 25 % 

25 – 100 % 

Strong industrial wastes 
Raw & settled wastewater 

Biologically treated effluent 
Polluted river waters 

 
ตารางภาคผนวกที ่10 บีโอดีท่ีวดัไดก้บัอตัราการเจือจางต่างๆ   
 

By direct pipetting into 300 ml bottle 
ml Range of BOD 

0.02 
0.05 
0.10 
0.20 
0.50 
1.0 
2.0 
5.0 

10.0 
20.0 
50.0 
100 
300 

30,000 – 105,000 
12,000 – 42,000 
6,000 – 21,000 
3,000 – 10,500 
1,200 – 4,200 
600 – 2,100 
300 – 1,050 
100 – 420 
60 – 210 
30 – 105 
12 – 42 
6 – 21 
0 – 7 

 
   เม่ือไดอ้ตัราส่วนท่ีเหมาะสมแลว้จึงท าการผสมเจือจาง ดงัน้ี 
    1)  ค่อยๆ รินน ้ าผสมเจือจาง (หัวขอ้ 2.1) ลงในกระบอกตวง ขนาด 1,000 
มิลลิลิตร ประมาณ 500 มิลลิลิตร โดยใหน้ ้าค่อยๆ ไหลลงตามขา้งกระบอกตวง 
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    2)  เติมหวัเช้ือจุลินทรีย ์(หวัขอ้ 2.2) ลงในกระบอกตวง 2 มิลลิลิตร (ในกรณี
ท่ีจ าเป็นตอ้งเติม) 
    3)  เติมตวัอยา่งน ้าตามส่วนท่ีค านวณได ้จากตารางท่ี 1 และ 2 
    4)  เติมน ้าผสมเจือจางลงจนครบ 1,000 มิลลิลิตร  
    5)  กวนใหเ้ขา้กนัโดยใชแ้ท่งแกว้เสียบจุกยางไวท่ี้ปลาย ชกัข้ึนลงเบาๆ ระวงั
อยา่ใหเ้กิดฟองอากาศ 
    6)  ค่อยๆ รินตวัอย่างน ้ าท่ีผสมเข้ากันดีแล้วน้ีลงในขวดบีโอดีท่ีแห้งและ
สะอาด จนเต็ม 3 ขวด ปิดจุกให้สนิท ขวดหน่ึงน าไปวิเคราะห์หาค่าออกซิเจนละลายวนัแรก อีก 2 
ขวดน าไปอินคิวเบทท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั ก่อนน าไปอินคิวเบทให้ตรวจดูวา่
มีน ้าหล่อท่ีปากขวด และควรตรวจดูทุกวนัอยา่ใหแ้หง้ (ถา้แหง้ใหเ้ติมดว้ยน ้าผสมเจือจาง) 
   2.4  การอินคิวเบท  หลงัจากอินคิวเบทท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ในท่ีมืดครบ 
5 วนัแลว้ น ามาหาค่าออกซิเจนละลาย ตวัอย่างท่ีใช้ไดจ้ะตอ้งมีค่าออกซิเจนละลายเหลืออยูอ่ยา่ง
นอ้ย 1 มก./ลบ.ดม. และมีการใชอ้อกซิเจนไปอยา่งนอ้ย 2 มก./ลบ.ดม. 
   2.5  การแกค้่าเน่ืองจากการเติมหัวเช้ือ (seed correction) ถา้มีการใส่หัวเช้ือ 
จะตอ้งน าหวัเช้ือมาท าให้เจือจาง แลว้น าไปอินคิวเบท เช่นเดียวกบัตวัอยา่งน ้ า หลงัจากนั้นน ามาหา
ค่าการใชอ้อกซิเจนหลงัจาก 5 วนั เลือกอนัท่ีมีการใชอ้อกซิเจนระหวา่ง 40 - 70 % การค านวณดูใน
หวัขอ้สุดทา้ย 
   2.6  การตรวจสอบคุณภาพน ้าผสมเจือจาง (dilution water check) เติมน ้ าผสมเจือ
จางท่ียงัไม่ไดใ้ส่หัวเช้ือลงในขวดบีโอดี 3 ขวด ขวดหน่ึงน าไปหาค่าออกซิเจนละลายก่อน อีก 2 
ขวด ปิดจุกน าไปอินคิวเบท หลงัจากนั้นน ามาหาค่าการใชอ้อกซิเจนไป หลงัจากอินคิวเบท   5 วนั ท่ี
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส และไม่ตอ้งน าไปใชใ้นการค านวณผลต่างของค่าออกซิเจนละลายก่อน
และหลงั 5 วนัท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ไม่ควรเกิน 0.2 มก./ลบ.ดม. และยิ่งดีถา้ไม่เกิน 0.1 มก./
ลบ.ดม.  
   2.7  การตรวจสอบโดยใชก้ลูโคส - กรดกลูตามิค (glucose-glutamic acid check)
เน่ืองจากน ้ ากลั่นท่ีใช้อาจจะมีสารพิษเจือปนอยู่ โดยเฉพาะทองแดง ซ่ึงจะท าให้หัวเช้ือมี
ประสิทธิภาพลดลง มีผลท าให้ค่าบีโอดีท่ีไดต้  ่ากวา่ความเป็นจริง ควรตรวจสอบโดยใชส้ารอินทรีย์
บริสุทธ์ิท่ีทราบค่าบีโอดีแลว้ ซ่ึงไดแ้ก่ กลูโคสและกรดกลูตามิค กลูโคสออกซิไดซ์ไดง่้าย และอตัรา
การออกซิไดซ์ไม่คงท่ี ใช้ได้กับหัวเช้ือทั่วๆไป เม่ือใช้ผสมกับกรดกลุตามิค ท าให้อัตราการ
ออกซิไดซ์จะคงท่ี และมีสมบติัคลา้ยกบัน ้าเสียชุมชน  
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   วธีิการตรวจสอบการวเิคราะห์ ท าโดย 
    1.  เตรียมสารละลายมาตรฐานท่ีมีกลูโคสและกรดกลูตามิค ซ่ึงอบแห้งท่ี 103 
องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง อยา่งละ 150 มก./ลบ.ดม.  
    2.   ดูดสารละลายท่ีเตรียมมา 5 มิลลิลิตร ใส่ขวดบีโอดี จ  านวน 3 ขวด เติม
น ้าผสมเจือจางท่ีใส่หวัเช้ือแลว้ลงไปจนเตม็ ปิดจุกใหแ้น่น  
    3.  ขวดหน่ึงน าไปไทเทรตหาค่าออกซิเจนละลายวนัแรก อีก 2 ขวดน าไปอิน
คิวเบทพร้อมกบัตวัอยา่งน ้า (ดูหวัขอ้ 2.5) ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส นาน 5 วนั  
    4.  น ามาหาค่าออกวิเจนท่ีใชไ้ป (oxygen depletion) และค่าบีโอดีน้ีจะข้ึนอยู่
กบัชนิดของหวัเช้ือท่ีใส่ลงไป ดงัตวัอยา่งในตารางภาคผนวกท่ี 11 
 
ตารางภาคผนวกที ่ 11 ชนิดของแหล่งน ้าต่อค่าบีโอดี 
 

Type of Seed 
5-day Seed 
Correction 

(mg/l) 

Mean 5-day 
BOD 
(mg/l) 

Standard 
Deviation 

(mg/l) 
Settled fresh sewage 
Settled stale sewage 
River water (4 sources) 
Activated sludge effluent 
Trickling filter effluent 

>0.6 
>0.6 

0.05–0.22 
0.07–0.68 

0.2–0.4 

218 
207 

224–242 
221 
225 

±11 
±8 

±7–13 
±13 
± 8 

 
   2.8  ไอดีโอดี (Immediate Dissolved oxygen Demand, IDOD)  สารประกอบ
พวกไอร์ออน(II)ซลัไฟด์ (sulfide compound) และอลัดีไฮด์สามารถถูกออกซิไดส์โดยออกซิเจน ถา้
มีอยูใ่นตวัอยา่งน ้ าจะท าให้ปริมาณการใช้ออกซิเจนเพิ่มข้ึน ซ่ึงจะตอ้งน ามาพิจารณาดว้ย ปริมาณ
การใชอ้อกซิเจนทั้งหมดของสารดงักล่าว สามารถหาไดโ้ดยการค านวณหาออกซิเจนละลายเร่ิมตน้ 
(initial dissolved oxygen) หรือโดยใชผ้ลบวกของค่าออกซิเจนละลายท่ีถูกใชไ้ปในตวัอยา่งท่ีท าให้
เจือจางแลว้เป็นเวลา 15 นาที (immediate dissolved oxygen demand) และค่าบีโอดี 5 วนั แต่ตอ้ง
ทราบเสียก่อนว่าค่าไอดีโอดีอาจเกิดข้ึนในขณะท่ีท าการเติมกรดลงไปเพื่อให้เกิดไอโอดีนอิสระ 
(free I2) ในการวเิคราะห์ออกซิเจนละลายโดยวธีิไอโอโดเมตริกก็ได ้
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 วธีิท า ตอ้งหาค่าออกซิเจนละลายของตวัอยา่ง (S) (ส่วนมากเป็นศูนย)์ และออกซิเจนละลาย
ของน ้าผสมเจือจางก่อน แลว้จึงน าตวัอยา่งนั้นมาท าให้เจือจางดว้ยน ้ าผสมเจือจาง (DO) ตั้งทิ้งไว ้15 
นาที จึงท าการหาค่าออกซิเจนละลายของตวัอยา่งท่ีท าให้เจือจาง (D1) แลว้ค านวณหาค่าออกซิเจน
ละลายของตวัอยา่งท่ีท าใหเ้จือจางลงน้ี จากนั้นจะสามารถหาค่าไอดีโอดี (มก./ลบ.ดม.) ของตวัอยา่ง
ไดโ้ดยเอาค่าออกซิเจนละลายท่ีค านวณไดล้บดว้ยค่าออกซิเจนละลายท่ีหาไดห้ลงัจากตั้งทิ้งไว ้ 15 
นาที 
 
2.9  การหาค่าออกซิเจนละลาย  
  การหาค่าออกซิเจนละลายในวนัแรก และวนัหลงัจากอินคิวเบทแลว้ 5 วนั ใช้วิธี
เดียวกบัวธีิการวเิคราะห์หาออกซิเจนละลายน ้า (DO)  
 การค านวณ  
  ค่าบีโอดี เม่ือไม่ใส่หวัเช้ือ :  บีโอดี (มก./ลบ.ดม.)  =  (D1 – D2)     
                             P 
  ค่าบีโอดี เม่ือใส่หวัเช้ือ :  บีโอดี (มก./ลบ.ดม.)  =  (D1- D2) – (B1 – B2) 
                   P 
  ค่าบีโอดี เม่ือคิดไอดีโอดี :  บีโอดี (มก./ลบ.ดม.)  =  (DC – D2)  
                            P   
  ค่าไอดีโอดี   :  บีโอดี (มก./ลบ.ดม.)  =  (DC – D1)  
                            P  
   
  PW   =   decimal fraction of dilution water used 
  PS    =   decimal fraction of sample used 
  DO   =   DO of original dilution water (mg/l) 
  D1   =   DO of diluted sample 15 minutes after preparation (mg/l) 
  D2   =   DO of original sample after 5 days incubation at 20 °C (mg/l) 
  S    =   DO of original undiluted sample (mg/l) 
  DC   =   DO available in dilution at zero time (mg/l)   
    =   PWDO + PS 
  B1    =   DO of dilution of seed control before incubation (mg/l) 
  B2    =   DO of dilution of seed control after incubation (mg/l) 



149 
 

  f    =   ratio of seed in diluted sample to seed in seed control      
    =   % seed in D1 / % seed in B1 
        Seed correction =   (B1 – B2) f 
 การควบคุมคุณภาพ 
  1.  ผลต่างของปริมาณ DO0 และ DO5 ตอ้งมีค่าอยา่งนอ้ย 2 mg/l 
  2.  ปริมาณ DO5 ตอ้งมีค่าอยา่งนอ้ย 1 mg/l 
  3.  ผลต่างของ DO0 และ DO5 ส าหรับ Blank ของน ้าเจือจางตอ้งมีค่าไม่มากกวา่ 0.2  
mg/l 
  4.  ท าการวเิคราะห์ซ ้ า 
  5.  การวเิคราะห์ตวัอยา่ง QC (Glucose-glutamic acid) 198 30.5mg/l  
 
8.  การวเิคราะห์ความช้ืน (Moisture content) โดยใช้วธีิวเิคราะห์ตาม AOAC, 1990 
 วธีิการ  
 1. น าถว้ยอบตวัอย่างพร้อมฝาท่ีลา้งสะอาดและแห้ง อบในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 105 องศา
เซลเซียส นาน 3 ชัว่โมง โดยเปิดฝาถว้ยอบออกเล็กนอ้ย จากนั้นน าถว้ยอบออกจากตูอ้บพร้อมกบั
ปิดฝาออกใส่ในโถดูดความช้ืน ทิ้งใหเ้ยน็แลว้น ามาชัง่บนัทึกน ้าหนกั 
 2.  ท าเช่นเดียวกบัขอ้ 1 จนไดผ้ลต่างของน ้ าหนกัท่ีชัง่ทั้งสองคร้ังติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 
มิลลิกรัม 
 3. ชัง่ตวัอยา่งท่ีตอ้งการหาความช้ืนใหไ้ดน้ ้าหนกัท่ีแน่นอน ประมาณ 2 กรัม ใส่ลงในถว้ย
อบ บนัทึกน ้ าหนกั ปิดฝาถว้ย แลว้เขยา่เล็กนอ้ยให้ตวัอยา่งกระจายเต็มพื้นท่ีสม ่าเสมอ น าไปอบท่ี
อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 5-6 ชัว่โมง โดยให้มีระยะห่าง 1 ถว้ย ต่อความจุของตู ้ 1 ลิตร 
ขณะท่ีอบตอ้งเปิดฝาถว้ย เม่ือครบก าหนดเวลา น าถว้ยอบออกใส่ในโถดูดความช้ืน ปล่อยให้เยน็
แลว้ชัง่น ้าหนกั  
 4.  อบซ ้ าจนไดผ้ลต่างของน ้าหนกัท่ีชัง่ทั้งสองคร้ังติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม  
 การค านวณ  

% ความช้ืน =        (W1 – W2) × (100) 
                   น ้าหนกัตวัอยา่ง  
 
 W1  คือ   ผลรวมของน ้าหนกัถว้ยอบ กบัน ้าหนกัตวัอยา่งก่อนอบ  
 W2  คือ   ผลรวมของน ้าหนกัถว้ยอบ กบัน ้าหนกัตวัอยา่งหลงัอบ 



150 
 

 
9.  การวเิคราะห์ปริมาณ Total solid (TS) โดยใช้วธีิวเิคราะห์ตามAPHA-AWWA and WEF, 1998 
 วธีิการ 
  1.  น าถว้ยกระเบ้ืองส าหรับระเหยท่ีลา้งสะอาดอบให้แห้งท่ีอุณหภูมิ 103 องศา
เซลเซียส  นาน 1 ชัว่โมง ทิ้งใหเ้ยน็ในโถดูดความช้ืนแลว้ชัง่น ้าหนกัท่ีแน่นอน 
  2.  ใชต้วัอยา่งปริมาตร 200 มิลลิลิตร ใส่ลงในถว้ยกระเบ้ืองท่ีเตรียมจากขอ้ 1  
  3.  น าไประเหยแหง้บนเคร่ืองใหค้วามร้อน (hot plate)  
  4.  อบใหแ้หง้ในตูอ้บลมร้อน อุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส นาน 5 ชัว่โมง 
  5.  ทิ้งใหเ้ยน็ในโถ่ดูดความช้ืน 
  6.  ชัง่น ้าหนกัท่ีแน่นอนของตวัอยา่งท่ีได ้แลว้น ามาค านวณตามสูตร ดงัน้ี 
 การค านวณ 
    TS (mg/ l)    =     น ้าหนกัของของแขง็ (mg/ l) 
                ml ของตวัอยา่ง 
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ภำคผนวก ค 
กำรหำปริมำณน ำ้หนักแห้ง (Cell dry weight) ของเช้ือรำ 
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กำรหำปริมำณน ำ้หนักแห้ง (Cell dry weight) ของเช้ือรำ 
 

อุปกรณ์ 
 1.  กระดาษกรองเบอร์ 1 (Whatman) 
 2.  ปากคีบ  (Forceps) 
 3.  อลูมิเนียมฟอยด ์
 4.  ชุดเคร่ืองกรอง 
 5.  ตูอ้บลมร้อน 
 
วธีิกำร 
 1.  เตรียมกระดาษกรองเบอร์ 1 ดว้ยการน าไปอบท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส น าไปใส่
ไว้ในโถ ดูดความ ช้ืนรอให้ เ ย็น จึ งชั่ งน ้ าหนัก ท่ีค ง ท่ี ของกระดาษกรอง  (บัน ทึก เ ป็น 
น ้าหนกั A)  
 2.  ใช้กระดาษกรองเบอร์ 1 ท่ีเตรียมไว ้กรองเส้นใยราท่ีเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือ แลว้
น าไปลา้งดว้ยน ้ากลัน่ 2 คร้ัง 
 3.  น ากระดาษกรองท่ีไดไ้ปอบใหแ้หง้ท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
ปล่อยให้เย็นในโถดูดความช้ืน แล้วชั่งน ้ าหนักท่ีแน่นอนด้วยเคร่ืองชั่งชนิดละเอียด ท าซ ้ าจนได้
น ้าหนกัคงท่ี (บนัทึกผลเป็นน ้าหนกั B) ค านวณหาปริมาณน ้าหนกัแหง้ โดยใชสู้ตร 
 

ปริมาณน ้าหนกัแหง้ = B-A 
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ภำคผนวก ง 
กำรนับจ ำนวนเซลล์ยสีต์ และกำรนับจ ำนวนสปอร์เช้ือรำด้วย Haemacytometer 
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กำรนับจ ำนวนเซลล์ยสีต์ และกำรนับจ ำนวนสปอร์เช้ือรำด้วย Haemacytometer 
 
อุปกรณ์ 
 1.  heamacytometer 
 2.  สารท าการเจือจาง (diluent) ไดแ้ก่ 0.85 % NaCl และ 2% tween 20 
 3.  กลอ้งจุลทรรณ์ 
 4.  ไมโครปิเปต 
วธีิกำร 
 1.  เจือจางตวัอยา่งเช้ือยสีตด์ว้ย 0.85% NaCl และตวัอยา่งสปอร์เช้ือราดว้ย 2% tween 20 
 2.  วางกระจกปิดสไลด์บน haemacytometer ตรงบริเวณท่ีมีตาราง ซ่ึงกระจกปิดสไลด์จะ
อยูเ่หนือผวิตาราง 0.1 มิลลิเมตร 
 3.  ใชปิ้เปตดูดตวัอยา่งท่ีเจือจางแลว้วางปลายปิเปตใกลข้อบกระจกปิดไลด์ จากนั้นค่อยๆ 
หยดตวัอยา่งลงไปบน haemacytometer ตวัอยา่งจะไหลเขา้ใตก้ระจกปิดสไลดเ์องจนเต็มพื้นท่ีตาราง 
โดยตอ้งระวงัอยา่ใหต้วัอยา่งไหลลงไปในร่องท่ีอยูร่อบๆ หรือไหลเขา้ไม่เตม็พื้นท่ีตาราง 
 4.  น าไปส่องดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์จะพบบริเวณ A, B, C, D และ 1, 2, 3, 4, 5 ดงัแสดง
ในภาพภาคผนวก 5 วิธีการนบัเซลล์ หากเซลล์มีความหนาแน่นต ่าให้เลือกนบัช่อง A, B, C, D ใน
กรณีท่ีตวัอยา่งมีความหนาแน่นของเซลลท่ี์สูงมาก การนบัช่องใหญ่ (A, B, C, D) อาจท าให้เสียเวลา
มาก จึงสามารถเลือกนบัช่องเล็ก (1, 2, 3, 4, 5) ได ้
 5.  นบัจ านวนเซลล์ โดยทิศทางการนบัให้นบัจาก 1 ไป 2 3 4 และ 5 หรือ จาก A ไป B C 
และ D และให้นบัเซลล์ท่ีอยูใ่นกรอบส่ีเหล่ียมท่ีเป็นเส้นคู่ทั้งหมด โดยเซลล์ท่ีซ้อนทบัอยูบ่นเส้นขอบ 
ให้นบัเฉพาะขอบดา้นบน และดา้นซ้ายของช่อง จากการนบัเซลล์จะสามารถค านวณปริมาตรตวัอยา่ง
ได้จาก พื้นตาราง × ความลึก เม่ือนับจ านวนเซลล์ก็จะได้ จ  านวนเซลล์ต่อปริมาตรของตารางนั้น 
จากนั้นจึงค านวณเป็นจ านวนเซลลต่์อปริมาตรตวัอยา่ง 1 มิลลิลิตร 
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Haemacytometer 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

บริเวณ A, B, C, D และ 1, 2, 3, 4, 5 
 
 
ภำพภำคผนวกที ่ 5 Hemocytometer และสเกลใน Hemocytometer 
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กำรค ำนวณ  
 ช่อง A B C และ D มีความกวา้งและยาวเท่ากบั 1 มิลลิเมตร 

       Volume ของช่อง A B C หรือ D ช่องใดช่องหน่ึง       = ความกวา้ง × ความยาว × ความลึก 
        = 1 mm ×  1 mm ×  0.1 mm 
              หรือ = 0.1 cm ×  0.1 cm ×  0.01 cm 
              หรือ = 0.0001 cm3 
              หรือ = 10-4 ml  
 ดงันั้น 
 ความหนาแน่นของเซลล ์= ค่าเฉล่ียของเซลลท่ี์ช่อง A, B, C, D × 104 เซลล/์ ml 
 
               ช่อง 1 2 3 4 และ 5 มีความกวา้งและยาวเท่ากบั 1 มิลลิเมตร 
                  Volume ของช่อง 1 2 3 4 หรือ 5 ช่องใดช่องหน่ึง    = ความกวา้ง × ความยาว × ความลึก 
        = 0.2 mm ×  0.2 mm ×  0.1 mm 
              หรือ = 0.02 cm ×  0.02 cm ×  0.01 cm 
              หรือ = 0.000004 cm3 
              หรือ = 10-6 ml  
 ดงันั้น 
 ความหนาแน่นของเซลล ์= ค่าเฉล่ียของเซลลท่ี์ช่อง 1, 2, 3, 4, 5 × 1/4 ×  106 เซลล/์ ml 
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ภาคผนวก จ 
ข้อมูลการวจัิย 
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ตารางภาคผนวกที่  12 จ านวนโคโลนีของเช้ือยีสต์ S. cerevisiae ในอาหารเหลวสูตร PDB ชนิด
ต่างๆ 
 

Time 
(h) 

 Standard plate count (log CFU/ml) 

PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ 
PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนั

ฝร่ัง 
PDB ท่ีเตรียมจากน ้าลา้งมนั

ฝร่ัง 

0 5.52 5.95 5.67 

12 7.34 7.63 7.59 

24 7.36 7.43 7.43 

36 7.53 7.62 7.62 

48 7.49 7.32 7.32 

60 7.64 7.56 7.56 

72 7.65 7.54 7.54 

 
ตารางภาคผนวกที่  13 น ้ าหนกัแห้งของเช้ือรา A. oryzae ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเหลวสูตร PDB ชนิด
ต่างๆ 
 

อาหารเล้ียงเช้ือ 
Cell dry weight (g/l) 

1 days 2 days 3 days 4 days 5 days 6 days 7 days 

PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ 0.54 5.65 7.57 7.96 7.99 7.89 7.58 
PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ัง 0.51 3.67 4.9 6.08 6.85 7.03 7.23 
PDB ท่ีเตรียมจากน ้าลา้งมนัฝร่ัง 0.64 2.3 3.03 4.26 4.4 4.96 5.37 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSaccharomyces_cerevisiae&rct=j&q=s.cerevisiae&ei=F8FNTZj4DYLlrAfvlZHaBg&usg=AFQjCNFWDNvGg_yz-ASiU3b461oZV_e-GA&cad=rja
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ตารางภาคผนวกที่  14 น ้ าหนกัแห้งของเช้ือรา R. oligosporus ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเหลวสูตร PDB 
ชนิดต่างๆ  
 

อาหารเล้ียงเช้ือ 
Cell dry weight (g/l) 

12 h 24 h 36 h. 48 h 60 h 72 h 84 h 

PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ 0.04 1.53 2.05 2.30 2.51 2.60 2.64 
PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ัง 0.26 2.71 3.68 3.75 4.01 4.26 4.59 
PDB ท่ีเตรียมจากน ้าลา้งมนัฝร่ัง 0.06 0.81 1.02 1.11 1.23 1.31 1.46 
 
ตารางภาคผนวกที่  15 จ านวนโคโลนีของยีสต์ S.cerevisiae ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเหลวสูตร PDB ท่ี
เตรียมจากผงน ้าลา้งมนัฝร่ัง และอาหารเหลวชุดควบคุมทั้งหมด เป็นเวลาทั้งหมด 48 ชัว่โมง  
 

Time (h) 
Standard plate count (log CFU/ml) 

ชุดการทดลอง ชุดควบคุม 
Run1 Run2 Run3 Run4 Run5 Run6 Run7 Run8 Run9 (a) (b) (c) 

0 5.39 5.26 5.46 5.36 5.66 5.54 5.48 5.54 5.54 5.69 5.58 5.81 
6 6.04 6.49 6.23 6.36 6.43 6.32 6.57 6.28 6.91 6.51 7.00 5.63 
18 6.18 6.43 6.45 6.45 6.72 6.43 6.78 7.23 7.00 6.83 7.91 5.45 
24 6.89 7.04 6.48 6.36 6.90 7.52 7.26 6.95 6.86 7.54 7.93 5.30 
30 7.30 6.93 7.26 7.26 7.23 7.41 7.20 7.37 7.26 8.08 8.04 5.32 
36 7.11 7.39 7.18 7.37 7.42 7.11 7.20 7.33 7.15 7.94 8.11 5.23 
42 7.20 7.40 7.36 7.15 7.40 7.43 7.29 7.32 7.20 7.83 8.08 4.98 
48 7.20 7.11 7.28 7.20 7.35 7.26 7.18 7.23 7.18 8.23 8.43 4.81 

 
หมายเหตุ ชุดทดลอง คือ อาหารเหลวสูตร PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้ าลา้งมนัฝร่ัง (run1-run9), ชุด
ควบคุมไดแ้ก่ (a) คือ อาหารเหลวสูตร PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ (b) คือ อาหารเหลวสูตร PDB ท่ี
เตรียมจากหวัมนัฝร่ัง (c) คือ อาหารเหลวท่ีมีน ้าตาลเดกซ์โทรส 20 กรัมในน ้ากลัน่ 1 ลิตร  
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ตารางภาคผนวกที ่ 16 จ านวนเซลล์ท่ีมีชีวิตของยีสต์ S.cerevisiae ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเหลวสูตร PDB 
ท่ีเตรียมจากผงน ้าลา้งมนัฝร่ัง และอาหารเหลวชุดควบคุมทั้งหมด เป็นเวลาทั้งหมด 48 ชัว่โมง 
 

Time (h) 
Viable cell count   (log cell/ml) 

ชุดการทดลอง ชุดควบคุม 
Run1 Run2 Run3 Run4 Run5 Run6 Run7 Run8 Run9 (a) (b) (c) 

0 6.09 6.09 6.09 6.09 6.09 6.09 6.09 6.09 6.09 6.09 6.09 6.09 
6 6.48 6.18 6.39 6.84 5.90 6.57 6.94 6.74 6.83 7.04 6.97 6.86 
18 7.16 7.10 6.81 6.60 7.11 6.78 6.81 6.81 6.40 7.06 7.63 6.83 
24 6.70 7.33 7.29 7.10 7.19 7.02 7.26 6.98 7.13 7.52 7.80 6.59 
30 6.90 7.04 7.20 7.08 7.08 7.30 7.24 7.20 7.24 7.43 7.67 6.75 
36 7.05 7.08 7.13 7.13 6.98 7.33 7.22 7.42 7.41 7.04 7.26 6.60 
42 7.22 7.20 7.11 6.80 7.06 7.13 7.06 7.16 7.02 7.43 6.95 6.49 
48 5.70 6.48 5.70 6.00 6.81 6.54 6.60 6.48 6.93 7.51 7.08 5.88 

 
หมายเหตุ ชุดทดลอง คือ อาหารเหลวสูตร PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้ าลา้งมนัฝร่ัง (run1-run9), ชุด
ควบคุมไดแ้ก่ (a) คือ อาหารเหลวสูตร PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ (b) คือ อาหารเหลวสูตร PDB ท่ี
เตรียมจากหวัมนัฝร่ัง (c) คือ อาหารเหลวท่ีมีน ้าตาลเดกซ์โทรส 2% ในน ้ากลัน่ 
 
ตารางภาคผนวกที่  17 เส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนีของเช้ือรา R. oligosporus ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารแข็ง
สูตร PDA ท่ีเตรียมจากผงน ้าลา้งมนัฝร่ัง และอาหารแขง็ชุดควบคุม 
 

Time (h) 

Mean of colony diameter (cm) 
ชุดการทดลอง ชุดควบคุม 

Run1 Run2 Run3 Run4 Run5 Run6 Run7 Run8 Run9 (a) (b) (c) 

6 3.15 3.52 3.63 3.33 3.31 3.41 2.96 2.73 2.60 2.53 2.75 1.45 
12 5.52 5.72 5.49 5.07 5.32 5.01 4.90 5.26 5.13 3.88 4.13 2.20 

cm/h 0.42 0.43 0.42 0.38 0.40 0.38 0.37 0.40 0.39 0.28 0.30 0.14 

 
หมายเหตุ ชุดทดลอง คือ อาหารแข็งสูตร PDA ท่ีเตรียมจากผงน ้ าลา้งมนัฝร่ัง (run1-run9), ชุด
ควบคุมไดแ้ก่ (a) คือ อาหารแข็งสูตร PDA ส าเร็จรูปทางการคา้ (b) คือ อาหารแข็งสูตร PDA ท่ี
เตรียมจากหวัมนัฝร่ัง (c) คือ อาหารแขง็ท่ีมีน ้าตาลเดกซ์โทรส 2% ในน ้ากลัน่ 
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ตารางภาคผนวกที่  18 เส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนีของเช้ือรา A. oryzae ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารแข็งสูตร 
PDA ท่ีเตรียมจากผงน ้าลา้งมนัฝร่ัง และอาหารแขง็ชุดควบคุม 
 

Time (day) 

Mean of colony diameter (cm) 
ชุดการทดลอง ชุดควบคุม 

Run1 Run2 Run3 Run4 Run5 Run6 Run7 Run8 Run9 (a) (b) (c) 

0 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
1 1.88 1.89 1.72 1.65 1.72 1.86 1.85 1.78 1.74 1.79 1.80 1.32 
2 2.75 3.43 4.03 2.95 3.20 3.36 3.42 3.45 3.37 3.04 3.16 2.12 
3 5.15 5.50 4.94 4.74 4.99 5.04 5.27 5.18 5.16 5.43 4.88 2.87 
4 6.40 6.90 6.90 6.20 6.53 6.60 6.54 6.00 7.05 5.73 6.19 3.43 
5 8.30 8.50 7.98 7.00 7.64 8.00 7.47 7.32 7.87 6.85 7.44 3.67 

cm/day 1.56 1.60 1.50 1.30 1.43 1.50 1.39 1.36 1.47 1.27 1.39 0.63 

 
หมายเหตุ ชุดทดลอง คือ อาหารแข็งสูตร PDA ท่ีเตรียมจากผงน ้ าลา้งมนัฝร่ัง (run1-run9), ชุด
ควบคุมไดแ้ก่ (a) คือ อาหารแข็งสูตร PDA ส าเร็จรูปทางการคา้ (b) คือ อาหารแข็งสูตร PDA ท่ี
เตรียมจากหวัมนัฝร่ัง (c) คือ อาหารแขง็ท่ีมีน ้าตาลเดกซ์โทรส 2% ในน ้ากลัน่ 
 
ตารางภาคผนวกที่  19 น ้ าหนกัแห้งของเช้ือรา R. oligosporus ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเหลวสูตร PDB ท่ี
เตรียมจากผงน ้าลา้งมนัฝร่ัง และอาหารเหลวชุดควบคุม 
 

Time (h) 

Cell dry weight (g/l) 
ชุดการทดลอง ชุดควบคุม 

Run1 Run2 Run3 Run4 Run5 Run6 Run7 Run8 Run9 (a) (b) (c) 

42 3.41 1.47 1.02 0.84 2.19 2.06 2.41 2.23 1.98 2.47 3.51 1.13 
84 1.80 1.85 1.25 1.68 2.54 2.06 2.22 2.36 2.77 4.50 5.42 0.14 

 
หมายเหตุ ชุดทดลอง คือ อาหารเหลวสูตร PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้ าลา้งมนัฝร่ัง (run1-run9), ชุด
ควบคุมไดแ้ก่ (a) คือ อาหารเหลวสูตร PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ (b) คือ อาหารเหลวสูตร PDB ท่ี
เตรียมจากหวัมนัฝร่ัง (c) คือ อาหารเหลวท่ีมีน ้าตาลเดกซ์โทรส 2% ในน ้ากลัน่ 
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ตารางภาคผนวกที่  20 น ้ าหนกัแห้งของเช้ือรา A. oryzae ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเหลวสูตร PDB ท่ีเตรียม
จากผงน ้าลา้งมนัฝร่ัง และอาหารเหลวชุดควบคุม 
 

Time (day) 
 Cell dry weight (g/l) 

ชุดการทดลอง ชุดควบคุม 
Run1 Run2 Run3 Run4 Run5 Run6 Run7 Run8 Run9 (a) (b) (c) 

3 5.85 4.40 2.86 3.18 4.56 5.11 5.40 4.97 3.78 6.06 6.56 0.01 
7 15.44 5.95 4.82 4.18 7.69 6.43 6.99 7.00 5.38 7.36 6.85 0.07 

 
หมายเหตุ ชุดทดลอง คือ อาหารเหลวสูตร PDB ท่ีเตรียมจากผงน ้ าลา้งมนัฝร่ัง (run1-run9), ชุด
ควบคุมไดแ้ก่ (a) คือ อาหารเหลวสูตร PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ (b) คือ อาหารเหลวสูตร PDB ท่ี
เตรียมจากหวัมนัฝร่ัง (c) คือ อาหารเหลวท่ีมีน ้าตาลเดกซ์โทรส 2% ในน ้ากลัน่ 
 
ตารางภาคผนวกที่  21 จ านวนสปอร์ของเช้ือรา R. oligosporus ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารแข็งสูตร PDA ท่ี
เตรียมจากผงน ้าลา้งมนัฝร่ัง และอาหารแขง็ชุดควบคุม 
 

Time (h) 
Spore count (log spore/ml) 

ชุดการทดลอง ชุดควบคุม 
run1 run2 run3 run4 run5 run6 run7 run8 run9 a b c 

42 4.86 3.88 4.48 3.70 3.70 4.88 0.00 0.00 3.70 6.41 8.06 5.85 
84 0.00 5.24 3.88 0.00 4.57 3.40 3.88 3.70 3.40 7.67 7.53 6.00 

 
หมายเหตุ ชุดทดลอง คือ อาหารแข็งสูตร PDA ท่ีเตรียมจากผงน ้ าลา้งมนัฝร่ัง (run1-run9), ชุด
ควบคุมไดแ้ก่ (a) คือ อาหารแข็งสูตร PDA ส าเร็จรูปทางการคา้ (b) คือ อาหารแข็งสูตร PDA ท่ี
เตรียมจากหวัมนัฝร่ัง (c) คือ อาหารแขง็ท่ีมีน ้าตาลเดกซ์โทรส 2% ในน ้ากลัน่ 
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ตารางภาคผนวกที่  22 จ  านวนสปอร์ของเช้ือรา A. oryzae ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารแข็งสูตร PDA ท่ีเตรียม
จากผงน ้าลา้งมนัฝร่ัง และอาหารแขง็ชุดควบคุม 
 

Time 
(day) 

Spore count (log spore/ml) 
ชุดการทดลอง ชุดควบคุม 

run1 run2 run3 run4 run5 run6 run7 run8 run9 a b c 
3 6.78 6.43 7.03 6.86 7.40 6.52 7.17 7.27 7.21 7.58 6.94 6.18 
7 7.96 7.12 7.78 7.78 8.12 7.72 7.66 7.62 7.61 8.85 8.23 6.47 

 
หมายเหตุ ชุดทดลอง คือ อาหารแข็งสูตร PDA ท่ีเตรียมจากผงน ้ าลา้งมนัฝร่ัง (run1-run9), ชุด
ควบคุมไดแ้ก่ (a) คือ อาหารแข็งสูตร PDA ส าเร็จรูปทางการคา้ (b) คือ อาหารแข็งสูตร PDA ท่ี
เตรียมจากหวัมนัฝร่ัง (c) คือ อาหารแขง็ท่ีมีน ้าตาลเดกซ์โทรส 2% ในน ้ากลัน่ 
 
ตารางภาคผนวกที่  23 จ  านวนโคโลนีของเช้ือยีสต ์ S. cerevisiae ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเหลว PDB ท่ี
เตรียมจากผงน ้าลา้งมนัฝร่ัง สูตร optimum medium และอาหารเหลวชุดควบคุม เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 

Time  
(h) 

Standard plate count (log CFU/ ml) 
ชุดควบคุม PDB optimum 

medium PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ัง น ้าตาลเดกซ์โทรส 2% ในน ้ากลัน่ 

0 5.695 5.524 5.573 5.495 
6 6.961 7.007 6.474 6.517 

12 7.092 7.074 6.340 6.853 
18 7.424 7.438 5.650 7.088 
24 7.783 7.857 5.308 7.056 
30 8.249 8.027 5.114 7.038 
36 7.966 8.004 5.230 7.234 

42 7.668 7.924 4.978 7.302 

48 6.000 7.146 4.813 6.401 
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ตารางภาคผนวกที่  24 จ  านวนเซลล์ท่ีมีชีวิตของเช้ือยีสต ์S. cerevisiae ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเหลว PDB 
ท่ีเตรียมจากผงน ้ าลา้งมนัฝร่ัง สูตร optimum medium และอาหารเหลวชุดควบคุม เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง 
 

Time 
(h) 

Viable cell count  (log cell/ml) 
ชุดควบคุม PDB optimum 

medium PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ัง น ้าตาลเดกซ์โทรส 2% ในน ้ากลัน่ 

0 5.740 5.544 5.875 5.62 
6 7.019 6.752 6.217 6.35 

12 7.214 7.412 6.267 7.01 

18 6.973 7.090 5.929 6.79 
24 7.217 7.376 6.097 6.95 

30 6.699 7.385 5.875 6.76 
36 7.380 7.376 5.398 6.93 
42 6.860 7.394 5.699 6.85 
48 7.439 7.394 5.398 6.79 

 
ตารางภาคผนวกที่  25 จ านวนสปอร์ของเช้ือรา R. oligosporus และ A. oryzae ท่ีเล้ียงดว้ยอาหาร
แขง็PDA ท่ีเตรียมจากผงน ้าลา้งมนัฝร่ัง สูตร optimum medium และอาหารแขง็ชุดควบคุม 
 

Medium 
Spore count (log spore/ml) 

R. oligosporus A. oryzae 
42 h 84 h 3 day 7 day 

(a) PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ 6.15 7.28 7.43 8.66 
(b) PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ัง 7.92 7.58 7.05 7.99 
(c) น ้าตาลเดกซ์โทรส 2% ในน ้ากลัน่ 5.35 5.58 5.01 5.81 
PDB optimum medium 5.64 6.18 6.56 7.33 
 
หมายเหตุ (a), (b), และ (c) คือ อาหารแขง็ชุดควบคุม 
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ตารางภาคผนวกที่  26 เส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนีของเช้ือรา R. oligosporus ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารแข็ง
PDA ท่ีเตรียมจากผงน ้าลา้งมนัฝร่ัง สูตร optimum medium และอาหารแขง็ชุดควบคุม 
 

Time 
(h) 

R. oligosporus mean of colony diameter (cm) 
ชุดควบคุม PDA optimum 

medium PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ัง น ้าตาลเดกซ์โทรส 2% ในน ้ากลัน่ 

0 0.5 0.5 0.5 0.5 
6 1.89 2.14 1.68 1.69 

12 3.66 4.35 3.00 4.42 
18 6.02 6.92 4.38 8.34 
24 7.48 8.00 5.16 9.00 

(cm/h) 0.29 0.31 0.19 0.35 
 
ตารางภาคผนวกที ่ 27 เส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนีของเช้ือรา A. oryzae ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารแข็งPDA ท่ี
เตรียมจากผงน ้าลา้งมนัฝร่ัง สูตร optimum medium และอาหารแขง็ชุดควบคุม 
 

Time 
(day) 

A. oryzae mean of colony diameter (cm) 
ชุดควบคุม PDA optimum 

medium PDB ส าเร็จรูปทางการคา้ PDB ท่ีเตรียมจากหวัมนัฝร่ัง น ้าตาลเดกซ์โทรส 2% ในน ้ากลัน่ 

0 0.5 0.5 0.5 0.5 
1 1.83 1.71 1.10 2.00 
2 3.26 3.49 2.17 3.95 
3 4.80 5.19 3.12 5.72 
4 5.98 6.65 3.97 7.30 
5 7.58 7.75 4.69 9.00 

(cm/day) 1.42 1.45 0.84 1.70 
 
 

 
 

 




