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การหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกดัพอลิแซก็คาไรด์ 
จากสาหร่ายผมนาง โดยใช้วิธีพื้นผิวตอบสนอง 

Optimization of Polysaccharide Extraction  
from Gracilaria fisheri Using Response Surface Methodology 
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บทคัดย่อ 
การหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดพอลิแซ็กคาไรด์จากสาหร่ายผมนางโดยใช้เทคนิคพื้นผิวตอบสนองที่

มีการวางแผนการทดลองแบบบ๊อกซ์-เบห์นเคนเพื่อศึกษาผลของปัจจัย 3 ปัจจัย คือ อัตราส่วนระหว่างสาหร่ายกับ
น้้า ระยะเวลาในการสกัด และจ้านวนรอบในการสกัดต่อปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้ จากการทดลองพบว่า 
ปัจจัยทั้ง 3 ปัจจัย มีผลต่อปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้  ข้อมูลจากการทดลองที่ได้มีความเหมาะสมกับสมการ 
ควอดราติก เนื่องจากให้ค่าสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจสูง (R2 = 0.9140) เมื่อน้าสมการทางคณิตศาสตร์ท่ีได้มา
สร้างกราฟพ้ืนผิวผลตอบ สามมิติของปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้และกราฟโครงร่าง เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสม
ในการสกัด พบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดคือ จ้านวนรอบในการสกัดที่ 3 รอบ อัตราส่วนระหว่างสาหร่ายต่อ
น้้าท่ี 1:35 และระยะเวลาในการสกัดที่ 60 นาที โดยสภาวะดังกล่าวสามารถสกัดพอลิแซ็กคาไรด์ได้เท่ากับ 63.23 
กรัมต่อ 100 กรัม สาหร่าย 
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ABSTRACT 
Response Surface Methodology (RSM) was used to determine optimum condition for 

Gracilaria fisheri polysaccharides extraction. Box-Behnken experimental design was applied to 
optimized the ratio of water to algae, extraction time and number of extraction. The results 
showed that these three factors affected yield of polysaccharide extraction. The experimental 
data obtained were fitted to quadratic equation because it showed high coefficient of 
determination (R2 = 0.915). The 3-D response surface plot and the contour plot derived from the 
mathematical models were applied to determine the optimal conditions. The optimum 
extraction conditions were as follows: number of extraction 3, ratio of water to algae 1:35, and 
extraction time 60 minutes. Under the optimal condition, the polysaccharide extraction yield 
was 63.23 g /100 g algae. 
 
ค าส าคัญ: วิธีพื้นผิวตอบสนอง  พอลิแซคคาไรด์  สาหร่ายผมนาง 
Keywords: Response surface methodology, Polysaccharide, Gracilaria fisheri 
 

บทน า 
Gracilaria spp. เป็นสาหร่ายทะเลสีแดง 

(red seaweed) ที่อยู่ใน Gracilariaceae family 
แพร่กระจายอย่างแพร่หลายในเขตร้อนมหาสมุทร
แอตแลนติก และเป็นแหล่งผลิตวุ้น (agar) ที่ส้าคัญ 
(Lai and Lii, 1997) โดย agar เป็นของผสมของ 
พอลิแซคคาไรด์ที่พบในเซลล์เมทริกซ์ (cell matrix) 
ของสาหร่ายสีแดง (Rhodophyta) โดยเฉพาะ 
Gelidiaceae families และ Gracilariaceae families 
(Armisen and Galactas, 1987) agar ประกอบด้วย
องค์ประกอบที่แตกต่างกัน 2 องค์ประกอบคือ 
agarose และ agaropectin ซึ่ง agarose เป็น 
neutral polysaccharide ที่มีโครงสร้างเป็นสายโซ่
ของหน่วยย่อย dissaccharide agarobiose ซึ่ง
ประกอบด้วย D-galactose และ 3,6-L-galactose 
ส่วน agaropectin เป็น acid polysaccharides 
ประกอบด้วย sulfate ester, pyruvic acid, D-
glucuronic acid และ agarobiose (Araki, 1966). 

สาหร่ายกลุ่ม Gracilaria เป็นกลุ่มของสาหร่ายทะเล 
สีแดงที่มีการน้ามาใช้ประโยชน์มากที่สุด โดยมีการ
น้ า ม า ใ ช้ เ ป็ น อ า ห า ร ป ล า  แ ล ะ สั ต ว์ น้้ า อื่ น  ๆ 
(Lewmanomont, 1998; Praiboon et al., 2006) 
เป็นอาหารส้าหรับมนุษย์  และใช้ประโยชน์ทาง 
เภสัชกรรม (Wen et al., 2006; Fitton, 2006) และ
เป็นแหล่งของ agar คุณภาพสูง (Lewmanomont, 
1998; Praiboon et al., 2006) ซึ่ง agar ที่สกัดได้
สามารถน้าไปใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมอาหาร 
อุตสาหกรรมยา และใช้เป็นอาหารเลี้ยงเช้ือจุลินทรีย์ใน
ห้องปฏิบัติการ นอกจากนั้นสาหร่ายกลุ่ม Gracilaria 
ยังประกอบด้วยสารออกฤทธิ์ (active compound) ที่
มีคุณสมบัติในการยับยั้งเช้ือไวรัส (antiviral) ยับยั้ง 
เ ช้ือรา (antifungal) และยับยั้ งเ ช้ือแบคทีเรีย 
(antibacterial) (Bansemir et al., 2006) จาก
การศึกษาของ Mazumder et al. (2002) ซึ่งสกัด 
พอลิแซคคาไรด์จากสาหร่าย Gracilaria corticata 
พบว่าประกอบด้วย sulfated galactan, methylated 
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galactan และ pyruvated galactan ซึ่งเป็น 
agarose โดยหมู่ซัลเฟตอยู่ที่ต้าแหน่ง C-4 ของ D-
galactose units และที่ต้าแหน่ง C-6 ของ L-
galactose units หมู่เมทอกซิลอยู่ที่ต้าแหน่ง C-6 ของ 
D-galactose residues และต้าแหน่ง C-2 ของ L-
galactose residues และเมื่อทดสอบทางชีวภาพ
พบว่าพอลิแซคคาไรด์ที่สกัดได้สามารถใช้ในการยับยั้ง
ไวรัสที่เป็นสาเหตุของโรคเริม type 1 และ type 2 ได้ 
ส้าหรับสาหร่ายผมนาง (Gracilaria fisheri) เป็น
สาหร่ายที่พบท่ัวไปในบรเิวณภาคใต้และภาคตะวันออก
ของไทย สาหร่ายผมนางเป็นแหล่งผลิตวุ้นที่ส้าคัญทาง
การค้า นอกจากนั้นการบริโภคอาจน้ามาบริโภคใน
ลักษณะของสาหร่ายสด 

วิธีพื้นผิวตอบสนอง (response surface 
methodology, RSM) เป็นวิธีการทางคณิตศาสตร์และ
สถิติที่ เป็นประโยชน์ในการสร้างแบบจ้าลองและ
วิเคราะห์ปัญหาซึ่งแสดงผลตอบสนองต่อผลจากตัวแปร
ต่าง ๆ โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อหาจุดหรือความเหมาะสม
ต่อผลนั้น (Montogomery, 2001) RSM เป็นเทคนิคที่
มีประสิทธิภาพกับกระบวนการที่มีความซับซ้อน ท้าให้
ง่ายในการจัดการและการอธิบายผล เมื่อเปรียบเทียบ
กับวิธีการอื่น (Box and Behnken, 1960; Gan and 
Latiff, 2011) การศึกษาครั้งน้ีมีความสนใจศึกษาปัจจัย
ที่มีผลต่อปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดจากสาหร่าย
ผมนาง รวมทั้งการหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัด 
พอลิแซ็กคาไรด์ และแบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์ที่
เหมาะสม เพื่อใช้ในการท้านายปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์
ที่ สกั ดจากสาหร่ ายผมนางโดยใช้ เทคนิคพื้ นผิ ว
ตอบสนอง 
 
 

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการ 
วัสดุอุปกรณ์ 

1.ส า ห ร่ า ย ผ ม น า ง  ( Gracilaria 
fisheri) 

2.ฟีนอล (phenol) 
3.กรดซัลฟิวริก (sulfuric acid) 
4.หม้อหนึ่ งฆ่ า เ ช้ือความดันไอสู ง 

(autoclave) 
5.อุปกรณ์เครื่องแก้วส้าหรับสกัด 
6.อุปกรณ์เครื่องแก้วส้าหรับวิเคราะห์ 
7.เ ค รื่ อ ง ส เ ปก โ ต ร โฟ โ ตมิ เ ต อ ร์ 

(spectrophotometer) 
วิธีการ 
1. การทดลอง เ พ่ือหา อิทธิพลของปั จจั ยจาก
แบบจ าลอง 

การทดลองเพื่ อหาปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อ
ปริมาณพอลิแซ็คคาร์ไรด์ที่สกัดได้จากสาหร่ายผมนาง
โดยใช้การออกแบบการทดลองแบบบ๊อกซ์-เบห์นเคน ที่
มี 3 ปัจจัย คือ อัตราส่วนระหว่างสาหร่ายผมนางกับน้้า 
(X1) ระยะเวลาในการสกัด (X2) และจ้านวนรอบในการ
สกัด (X3) ซึ่งมีข้ันตอนในการด้าเนินการ ดังนี ้

1.1 การก าหนดระดับของปัจจัยที่ใช้ในการ
ทดลอง 

การก้าหนดระดับของปัจจัยทั้ง 3 ปัจจัย โดย
พิจารณาจากงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง การทดลองเบื้องต้น 
และข้อจ้ากัดของเครื่องมือที่ใช้ในการทดลอง ซึ่งระดับ
ของปัจจัยที่ใช้ในการทดลองมี 3 ระดับ คือ ระดับต่้า  
(-1) ระดับกลาง (0) และระดับสูง (1) ดังแสดงในตาราง
ที่ 1 
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ตารางที่ 1 ปัจจัยและระดับของแต่ละปจัจัยที่ใช้การทดลอง 

ปัจจัย 
ระดับ 

-1 0 1 
อัตราส่วนระหว่างสาหร่ายต่อน้้ากลั่น (X1) (กรัม/กรัม) 1:15 1:25 1:35 
ระยะเวลาในการสกัด (X2) (นาที) 20 40 60 
จ้านวนรอบในการสกัด (X3) (รอบ) 1 2 3 

 

ตารางที ่2 ล้าดับการทดลองของการออกแบบการทดลองแบบบ๊อกซ์-เบห์นเคน ที่มี 3 ปัจจัย ปัจจัยละ 3 ระดับ 
และมีการท้าซ้้าท่ีจุดกึ่งกลาง 5 ครั้ง 

Std Order Run Order Pt Type Blocks X1 X2 X3 
8 1 2 1 1 0 1 
1 2 2 1 -1 -1 0 
12 3 2 1 0 1 1 
4 4 2 1 1 1 0 
15 5 0 1 0 0 0 
17 6 0 1 0 0 0 
3 7 2 1 -1 1 0 
13 8 0 1 0 0 0 
6 9 2 1 1 0 -1 
14 10 0 1 0 0 0 
11 11 2 1 0 -1 1 
2 12 2 1 1 -1 0 
5 13 2 1 -1 0 -1 
16 14 0 1 0 0 0 
7 15 2 1 -1 0 1 
10 16 2 1 0 1 -1 
9 17 2 1 0 -1 -1 

 

1.2 การออกแบบการทดลองแบบบ๊อกซ์-
เบห์นเคน 

ในการทดลองสกัดพอลิแซ็กคาไรด์จาก
สาหร่ายผมนางได้ใช้โปรแกรมส้าเร็จรูปทางสถิติก้าหนด
ล้าดับการทดลองและออกแบบการทดลองแบบบ๊อกซ์-
เบห์นเคน ที่มี 3 ปัจจัย แต่ละปัจจัยมี 3 ระดับ และมี
การท้าซ้้าที่จุดกึ่งกลาง 5 ครั้ง ดังนั้นจึงมีจ้านวนหน่วย
ทดลองทั้งหมด 17 หน่วย ดังตารางที่ 2 

1.3 การสกัดพอลิแซ็กคาไรด์จากสาหร่าย
ผมนาง 

ท้าการสกัดพอลิแซ๊กคาไรด์จากสาหร่าย
ผมนางตามล้าดับการทดลองที่ก้าหนดไว้ในข้อ 1.2 โดย
ดัดแปลงวิธีการสกัดจาก Kuda et al. (2005) และ Qi 
et al. (2005) โดยน้าตัวอย่างสาหร่ายแห้ง ผสมน้้ากลั่น 
สัดส่วนสาหร่ายและน้้ากลั่นตามที่ก้าหนดไว้ในตารางที่ 
1  ท้าการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ตามเวลาและจ้านวนรอบที่ก้าหนดไว้ในตารางที่ 1 หลัง
การสกัดท้าการกรองแยกสารที่สกัดได้ จากนั้นน้าสาร
สกัดที่ได้มาท้าการวิเคราะห์หาปริมาณพอลิแซ๊กคาไรด์
ต่อไป 
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1.4 การหาปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้
จากสาหร่ายผมนาง 

น้าสารสกัดที่ได้จากข้อ 1.3 มาเจือจางให้มี
ความเข้มข้นในระดับท่ีเหมาะสม แล้วจึงน้ามาหา
ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์โดยดัดแปลงจากวิธี phenol 
sulfuric acid assay (Dubois et al., 1956) โดย
เตรียมตัวอย่างสารสกัดในน้้ากลั่น แช่ในน้้าร้อนอุหภูมิ 
80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เขย่าด้วยเครื่อง
เขย่าเป็นเวลา 10 วินาที แล้วน้าไป หมุนเหวี่ยงที่ 3000 
rpm เป็นเวลา 10 นาที น้าตัวอย่างส่วนใสมาใช้ในการ
วิเคราะห์ 

การศึกษาครั้งนี้ใช้กลูโคสเป็นสารละลาย
มาตรฐาน เตรียมสารละลายมาตรฐาน (stock 
solution) ความเข้มข้น 150 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
จากนั้นน้าสารละลายมาตรฐานที่เตรียมได้มาเตรียม
สารละลายมาตรฐานความเข้นข้นต่าง ๆ โดยใช้ stock 
solution 50-200 ไมโครลิตร แล้วผสมกับ 2.5% 
phenol ปริมาตร 950-800 ไมโครลิตร ส้าหรับ
สารละลายตัวอย่าง ดูดสารละลายตัวอย่างมา 200 
ไมโครลิตร เติมสารละลาย 2.5% phenol ปริมาตร 
800 ไมโครลิตร จากนั้นเติมกรดซัลฟูริก (conc. 
H2SO4) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร น้าไปเขย่าให้เข้ากัน
ด้วย Vortex mixer ทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 20 นาที จากนั้นน้าไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 490 นาโนเมตร ค้านวณปริมาณสารพอลิ-
แซคคาไรด์ที่ได้ โดยการเปรียบเทียบกับกราฟของ
สารละลายมาตรฐาน 
2. การวิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติ 

การวิเคราะห์ผลการทดลองโดยใช้โปรแกรม
ส้าเร็จรูปทางสถิติแบ่งออกเป็น 3 ส่วน คือ การ
ตรวจสอบความถูกต้องของแบบจ้าลอง การวิเคราะห์
ค่าสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจ (R-Square: R-Sq) 

และการวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ซึ่งมี
รายละเอียดดังต่อไปนี้ 

2.1 การตรวจสอบความถูกต้องของ
แบบจ าลอง 

เป็นการตรวจสอบข้อมูลที่ได้จากการทดลอง
ก่อนน้าไปวิเคราะห์ค่าสัมประสิทธ์ิของการตัดสินใจและ
วิเคราะห์ความแปรปรวน โดยข้อมูลที่ได้จากการ
ทดลองต้องเป็นไปตามสมมติฐาน 3 ข้อ คือ (1) ส่วน
ตกค้างมีการแจกแจงแบบปกติ (2) ค่าส่วนตกค้างมี
ความเป็นอิสระต่อกัน และ (3) ค่าความแปรปรวนมี
เสถียรภาพ ถ้าหากค่าส่วนตกค้างเป็นไปตามสมมติฐาน
ทั้ง 3 ข้อ จะถือว่าข้อมูลที่ได้จากการทดลองมีความ
ถูกต้องและเหมาะสมส้าหรับการน้าไปวิเคราะห์ค่า
สัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจและวิ เคราะห์ความ
แปรปรวน 

2.1.1 การตรวจสอบการกระจายแบบแจก
แจงปกติของส่วนตกค้าง 

การตรวจสอบการกระจายแบบแจกแจงปกติ
ของค่าส่วนตกค้างของข้อมูลโดยพิจารณาการกระจาย
ของค่าส่วนตกค้างจากกราฟความน่าจะเป็นแบบปกติ
ของส่วนตกค้าง หากค่าส่วนตกค้างมีการกระจายตัว
ตามแนวเส้นตรง แสดงว่าค่าส่วนตกค้างมีการแจกแจง
แบบปกติ 

2.1.2 การตรวจสอบความเป็นอิสระของส่วน
ตกค้าง 

การตรวจสอบความเป็นอิสระของค่าส่วน
ตกค้างโดยใช้แผนภูมิการกระจายเพื่อสังเกตลักษณะ
การกระจายของจุดที่แทนข้อมูลบนแผนภูมิว่ามีรูปแบบ
อิสระหรือไม่ หากส่วนตกค้างไม่มีรูปแบบที่แน่นอน 
หรือไม่สามารถประมาณรูปแบบที่แน่นอนได้ มีการ
กระจายอย่างสม่้าเสมอ แสดงว่าส่วนตกค้างมีความเป็น
อิสระต่อกัน 
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2.1.3 การตรวจสอบความเสถียรของความ
แปรปรวนของส่วนตกค้าง 

การตรวจสอบความ เสถี ย รของความ
แปรปรวนโดยพิจารณาจากแผนภูมิการกระจายของ
ส่วนตกค้างในแต่ละระดับของปัจจัย หากส่วนตกค้างมี
การกระจายอย่างสม่้าเสมอทั้งทางบวกและทางลบ 
แสดงว่าส่วนตกค้างมีความเสถียรของความแปรปรวน 

2.2 การวิเคราะห์ค่าสัมประสิทธิ์ของการ
ตัดสินใจ 

เป็นการวิเคราะห์ว่าการออกแบบที่ใช้การ
ทดลองมีความเหมาะสมหรือไม่ ซึ่งในการทดลองทุก
ครั้งจะต้องมีความผันแปรที่อธิบายไม่ได้หรือความ
คลาดเคลื่อนเกิดขึ้นเสมอ การออกแบบการทดลองที่ดี
จะต้องท้าให้เกิดความผันแปรที่อธิบายไม่ได้น้อยที่สุด 
โดยที่ค่าสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจสามารถค้านวณ
ได้จากสมการต่อไปนี ้(Hu, 1999) 
 

สัมประสิทธิ์การตัดสินใจ = ความผันแปรที่อธิบายได้ × 100 
                    ความผันแปรทั้งหมด 
 

2.3 การวิเคราะห์ความแปรปรวน 
การวิ เคราะห์ความแปรปรวนเป็นการ

ตรวจสอบแหล่งผันแปรของแบบจ้าลองโดยพิจารณา
จาก ค่า P-value ของเทอมต่าง ๆ ในตารางของการ
วิเคราะห์ความแปรปรวนที่ ได้ เปรียบเทียบกับค่า
นัยส้าคัญทางสถิติที่ก้าหนด 

2.4 การสร้างสมการท านายปริมาณพอลิ-
แซ็กคาไรด์ที่สกัดได้จากสาหร่ายผมนาง 

การสร้ า งสมการท้ านายปริ มาณพอลิ - 
แซ็กคาไรด์ที่สกัดได้จากสาหร่ายผมนางโดยน้าค่าของ
ปัจจัยที่ได้จากการวิเคราะห์สัมประสิทธิ์ของสมการ
ถดถอยของปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้จาก
สาหร่ายผมนางมาเขียนให้อยู่ในรูปของสมการต่อไปนี้ 

 
2.5 การสร้างพ้ืนผิวตอบสนองของปริมาณ

พอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้จากสาหร่ายผมนาง 
เมื่อได้สมการส้าหรับท้านายปริมาณพอลิ -

แซ็กคาไรด์ที่สกัดได้จากสาหร่ายผมนางแล้ว จึงน้ามา
สร้างกราฟพ้ืนผิวผลตอบและกราฟโครงร่างของปรมิาณ
พอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้เทียบกับปัจจัยที่ใช้ในการ
ทดลอง คือ อัตราส่วนระหว่างสาหร่ายผมนางกับน้้า 
ระยะเวลาในการสกัด และจ้านวนรอบในการสกัด โดย
ใช้โปรแกรมส้าเร็จรูปทางสถิติ 

2.6 การหาค่าปัจจัยท่ีเหมาะสมที่สุด 
การหาค่าปัจจัยที่เหมาะสมที่สุดเพื่อให้ได้

ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีสกัดจากสาหร่ายผมนางมาก
ที่สุดโดยใช้ฟังก์ชัน response optimizer ในโปรแกรม
ส้าเร็จรูปทางสถิติซึ่งเป็นฟังก์ชันท่ีใช้หาค่าที่เหมาะที่สุด
ของปัจจัยและใช้วัดความพึงพอใจโดยรวมของผลตอบ 
(composite desirability: D) ซึ่งค่าความพึงพอใจของ
ผลตอบมีค่าอยู่ระหว่าง 0–1 ถ้า D มีค่าเท่ากับ 1 
หมายถึง ผลตอบนั้นได้รับความพึงพอใจอย่างสมบูรณ์ 

 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
1. ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้จากสาหร่าย
ผมนาง 

ในการทดลองสกัดพอลิแซ็กคาไรด์จาก
สาหร่ายผมนางได้ใช้โปรแกรมส้าเร็จรูปทางสถิติก้าหนด
ล้าดับการทดลองและออกแบบการทดลองแบบบ๊อกซ์-
เบห์นเคน ที่มี 3 ปัจจัย คือ อัตราส่วนระหว่างสาหร่าย
ผมนางกับน้้า (X1) ระยะเวลาที่ใช้ในการสกัด (X2) และ
จ้านวนรอบในการสกัด (X3) โดยมีการท้าซ้้าที่จุด
กึ่งกลาง 5 ครั้ง ดังนั้นจึงมีจ้านวนหน่วยทดลองทั้งหมด 
17 หน่วยทดลอง เมื่อท้าการทดลองสกัดพอลิ - 
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แซ็กคาไรด์จากสาหร่ายผมนางตามล้าดับการทดลอง
และสภาวะที่ก้าหนดไว้ ผลที่ได้จากการทดลองดังแสดง
ในตารางที่ 3 
2. ผลการวิเคราะห์ทางสถิติ 

2.1 การตรวจสอบความถูกต้องของ
แบบจ าลอง 

เมื่อท้าการทดลองสกัดพอลิแซ็กคาไรด์จาก
สาหร่ายผมนางทั้ง 17 หน่วยทดลอง แล้วจึงน้าผลการ
ทดลองท่ีได้มาตรวจสอบคุณภาพของข้อมูลว่ามีความ
เหมาะสมหรือไม่ด้วยการวิเคราะห์ความถูกต้องของ
แบบจ้าลอง หากข้อมูลมีความเหมาะสมจึงน้ามา
วิเคราะห์ค่าสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจ (R-Square: 
R-Sq) และวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA)  
การตรวจสอบคุณภาพข้อมูลมี 3 ขั้นตอน คือ (1)  

การตรวจสอบการกระจายแบบแจกแจงปกติ (2)  
การตรวจสอบความเป็นอิสระของข้อมูล และ (3) การ
ตรวจสอบความเสถียรของความแปรปรวน 

2.1.1 การตรวจสอบการกระจายแบบแจก-
แจงปกติ 

การตรวจสอบการกระจายแบบแจกแจงปกติ 
เป็นการตรวจสอบส่วนตกค้างของข้อมูลว่ามีการ
กระจายแบบแจกแจงปกติหรือไม่ จากการพิจารณาการ
กระจายของค่าส่วนตกค้างในรูปที่ 1 พบว่า มีการ
กระจายตัวตามแนวเส้นตรง แสดงให้เห็นว่า ส่วน
ตกค้างจากผลการทดลองของปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่
สกัดจากสาหร่ายผมนางไม่แสดงสิ่งผิดปกติให้เห็น จึง
สรุปได้ว่าค่าส่วนตกค้างมีการแจกแจงแบบปกติ 

 

ตารางที่ 3 ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้จากสาหร่ายผมนางของแต่ละหน่วยการทดลอง 

ล าดับ 
การทดลอง 

ปัจจัยท่ีศึกษา 
ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์  

(กรัม/100 กรัมสาหร่ายแห้ง) อัตราส่วนระหว่างสาหร่ายผมนางกับน้ า 
(X1) (กรัม/กรัม) 

ระยะเวลาท่ีใช้ในการสกัด 
(X2) (นาท)ี 

จ านวนรอบในการสกัด 
(X3) (รอบ) 

1 1:35 40 3 57.80 
2 1:15 20 2 22.22 
3 1:25 60 3 40.10 
4 1:35 60 2 55.33 
5 1:25 40 2 39.84 
6 1:25 40 2 41.97 
7 1:15 60 2 23.33 
8 1:25 40 2 41.30 
9 1:35 40 1 37.37 
10 1:25 40 2 39.62 
11 1:25 20 3 11.12 
12 1:35 20 2 27.49 
13 1:15 40 1 22.13 
14 1:25 40 2 36.03 
15 1:15 40 3 31.12 
16 1:25 60 1 29.07 
17 1:25 20 1 13.85 
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รูปที ่1 กราฟความน่าจะเป็นแบบปกติของส่วนตกค้าง 

 

2.1.2 การตรวจสอบความเป็นอิสระของ
ข้อมูล 

การตรวจสอบความเป็นอิสระของค่าส่วน
ตกค้างโดยใช้แผนภูมิการกระจายเพื่อสังเกตลักษณะ
การกระจายของจุดที่แทนข้อมูลบนแผนภูมิว่ามีรูปแบบ
อิสระหรือไม่ จากการพิจารณารูปที่ 2 พบว่า ส่วน
ตกค้างของผลการทดลองการสกัดพอลิแซ็กคาไรด์จาก
สาหร่ายผมนางไม่มีรูปแบบที่แน่นอน หรือไม่สามารถ
ประมาณรูปแบบที่แน่นอนได้ มีการกระจายอย่าง
สม่้าเสมอ แสดงว่าข้อมูลมีความเป็นอิสระ 

2.1.3 การตรวจสอบความเสถียรของความ
แปรปรวน 

การตรวจสอบความ เสถี ย รของความ
แปรปรวนโดยใช้แผนภูมิการกระจายของส่วนตกค้างใน

แต่ละระดับของปัจจัย จากการพิจารณารูปที่ 3 พบว่า 
ส่วนตกค้างของผลการทดลองของปริมาณพอลิ - 
แซ็กคาไรด์ที่สกัดได้จากสาหร่ายผมนางมีการกระจาย
อย่างสม่้าเสมอท้ังทางบวกและทางลบ แสดงว่าข้อมูลมี
ความเสถียรของความแปรปรวน 

จากการตรวจสอบความถูกต้องของรูปแบบ
การทดลอง พบว่า ค่าส่วนตกค้างของข้อมูลที่ได้จาก
การทดลองเป็นไปตามสมมติฐานทั้ง 3 ข้อ คือ (1) ส่วน
ตกค้างมีการแจกแจงแบบปกติ (2) ค่าส่วนตกค้างมี
ความเป็นอิสระต่อกัน และ (3) ค่าความแปรปรวนมี
เสถียรภาพ จึงสรุปได้ว่า ข้อมูลที่ได้จากการทดลองชุดนี้
มีความถูกต้องและเหมาะสมส้าหรับการน้าไปวิเคราะห์
ค่าสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจและวิเคราะห์ความ
แปรปรวน 
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รูปที ่2 แผนภูมิการกระจายของสว่นตกค้างกับล้าดับของข้อมูล 
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รูปที ่3 แผนภูมิการกระจายส่วนตกค้างในแต่ละระดับของปัจจัย 
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2.2 ค่าสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจ 
ค่าสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจ (R-Sq) เป็น

ค่าที่ใช้บอกร้อยละการเปลี่ยนแปลงของตัวแปรตามที่
สามารถอธิบายได้ด้วยตัวแปรอิสระในสมการถดถอย 
(ประไพศรี และพงศ์ชนัน, 2551) จากผลการวิเคราะห์ 
estimated regression coefficients for 
polysaccharide ในตารางที่ 4 จะเห็นว่า ค่า R-Sq มี
ค่าเท่ากับ 0.915 หมายความว่า ตัวแปรอิสระ 
(อัตราส่วนระหว่างสาหร่ายผมนางต่อน้้า ระยะเวลาใน
การสกัด และจ้านวนรอบในการสกัด) สามารถอธิบาย
ความผันแปรหรือการเปลี่ยนแปลงของตัวแปรตาม 
(ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้ ) ได้ร้อยละ 91.50 
แสดงว่าแบบจ้าลองสามารถน้าไปสร้างสมการท้านาย
เพื่อหาค่าผลตอบได้อย่างถูกต้องและเหมาะสม 

2.3 การวิเคราะห์ความแปรปรวน 
การวิ เคราะห์ความแปรปรวนเป็นการ

ตรวจสอบแหล่งผันแปรของแบบจ้าลอง จากการ
วิเคราะห์ความแปรปรวนของปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่
สกัดได้จากสาหร่ายผมนางที่ระดับนัยส้าคัญทางสถิติ 
0.05 ในตารางที่ 5 พบว่า ค่า P–value ของเทอม
อันตรกิริยามีค่าเท่ากับ 0.018 และเทอมก้าลังสองมีค่า
เท่ากับ 0.001 ซึ่งมีค่าน้อยกว่าค่านัยส้าคัญทางสถิติที่
ก้าหนด แสดงว่ามีส่วนโค้งเกิดขึ้นที่พื้นผิวตอบสนอง 
(Montogomery, 2001) ดังนั้นจึงสามารถใช้สมการ
แบบจ้ า ลอ งก้ า ลั ง ส อ งส้ า ห รั บท้ า น ายปริ ม า ณ 
พอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้จากสาหร่ายผมนาง 

 

ตารางที่ 4 การวิเคราะห์การถดถอยของพื้นผิวตอบสนอง 
Term Coef SE Coef T P 

Constant 40.996 1.887 21.724 0.000 
Ratio 9.899 1.679 5.895 0.000 
Time 9.144 1.679 5.446 0.000 
No of Extraction 4.715 1.679 2.808 0.019 
Time*Time -10.459 2.311 -4.525 0.001 
No of Extraction*No of Extraction -5.447 2.311 -2.357 0.040 
Ratio*Time 6.682 2.375 2.814 0.018 
S = 4.749, R-Sq = 91.5%, R-Sq (Adj) = 86.4% 

 

ตารางที่ 5 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์จากสาหร่ายผมนาง 
Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P 

Regression 6 2425.00 2425.00 404.166 17.92 0.000 
Linear 3 1630.60 1630.60 543.532 24.10 0.000 
Square 2 615.78 615.78 307.888 13.65 0.001 
Interaction 1 178.62 178.62 178.623 7.92 0.018 
Residual Error 10 225.55 225.55 22.555   
Lack-of-Fit 6 204.36 204.36 34.059 6.43 0.047 
Pure Error 4 21.19 21.19 5.299   
Total 16 2650.55     
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2.4 การสร้างสมการท านายปริมาณพอลิ-
แซ็กคาไรด์ที่สกัดได้จากสาหร่ายผมนาง 

การสร้ า งสมการท้ านายปริ มาณพอลิ - 
แซ็กคาไรด์ที่สกัดได้จากสาหร่ายผมนางโดยน้าค่าของ
ปัจจัยที่ได้จากการวิเคราะห์สัมประสิทธิ์ของสมการ
ถดถอยของปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้จาก
สาหร่ายผมนางในตารางที่ 4 มาเขียนให้อยู่ในรูปของ
สมการดังนี้ 
 

   ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีสกัดได้ = 40.9963 + 9.8988X1 + 9.1438X2  
                                             + 4.7150X3 – 10.4592X2

2 – 5.4467X3
2 

                                             + 6.6825X1X2 
 

เมื่อพิจารณาการขาดความเหมาะสมของ
สมการ (lack of fit) ในตารางที่ 5 พบว่าค่า P–value 
ของ lack of fit มีค่าเท่ากับ 0.047 ซึ่งมีค่าใกล้เคียง 
0.05 มาก ท้าให้สามารถสรุปได้ว่าแบบจ้าลองนี้มีความ
พอเพียงของตัวแปรในสมการ ดังนั้นจึงสามารถน้า
สมการข้างต้นมาใช้ในการท้านายปริมาณพอลิ - 
แซ็กคาไรด์ที่สกัดได้จากสาหร่ายผมนางได้ 

2.5 การสร้างพ้ืนผิวตอบสนองของปริมาณ
พอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้จากสาหร่ายผมนาง 

เมื่อได้สมการส้าหรับท้านายปริมาณพอลิ -
แซ็กคาไรด์ที่สกัดได้จากสาหร่ายผมนางแล้ว จึงน้ามา
สร้างกราฟพ้ืนผิวผลตอบปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัด
ได้และกราฟโครงร่าง (รูปที ่4-9) 

จากกราฟแสดงพื้นผิวผลตอบปริมาณพอลิ-
แซ็กคาไรด์ที่สกัดได้ ในรูปที่  4 ระหว่างอัตราส่วน
ระหว่างสาหร่ายกับน้้าและระยะเวลาในการสกัด โดย

ก้าหนดให้ระดับของจ้านวนรอบในการสกัดอยู่ที่
ระดับกลาง พบว่า ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้เพิ่ม
มากขึ้นเมื่ออัตราส่วนระหว่างสาหร่ายกับน้้าและ
ระยะเวลาในการสกัดอยู่ท่ีระดับสูง การที่ปริมาณพอลิ-
แซคคาไรด์สูงขึ้นเมื่ออัตราส่วนระหว่างสาหร่ายกับน้้า
เพิ่มขึ้น อาจเนื่องมาจากแรงขับเคลื่อนของการถ่ายโอน
มวล (driving force for the mass transfer) ของพอ
ลิแซคคาไรด์ที่เพิ่มขึ้น (Bendahou et al., 2007) และ
น้้าตาลอิสระในตัวอย่างสาหร่ายสามารถละลายได้มาก
ขึ้นเนื่องจากปริมาณน้้า (ตัวท้าละลาย) ที่มากขึ้น 
ส้าหรับระยะเวลาในการสกัดนั้น ถ้าใช้เวลาในการสกัด
น า น ขึ้ น  จ ะ ส่ ง ผ ล ดี ต่ อ ผ ล ผ ลิ ต ข อ ง พ อ ลิ - 
แซคคาไรด์ (Hou and Chen, 2008) เมื่อน้ากราฟ
แสดงพื้นผิวผลตอบของอิทธิพลร่วมระหว่างอัตราส่วน
ระหว่างสาหร่ายกับน้้าและระยะเวลาในการสกดัในรปูที ่
4 มาแสดงในลักษณะกราฟโครงร่างและก้าหนดให้
ระดับของจ้านวนรอบในการสกัดอยู่ที่ระดับกลาง จะ
เห็นความสัมพันธ์ของอัตราส่วนระหว่างสาหร่ายกับน้้า
และระยะเวลาในการสกัดที่ส่งผลต่อปริมาณพอลิ - 
แซ็กคาไรด์ที่สกัดได้มีลักษณะไม่เป็นเส้นตรง (non 
linear effect) ดังรูปที่ 5 โดยที่เส้นโค้งทางขวาสุดของ
กราฟแสดงถึงปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้เท่ากับ 
50 กรัมต่อสาหร่าย 100 กรัม ส่วนเส้นโค้งที่ถัดออกจะ
แสดงถึงปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่เริ่มลดลง คือ 40 30 
และ 20 กรัมต่อสาหร่าย 100 กรัม ตามล้าดับ 
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รูปที ่4 พื้นผิวผลตอบปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้ระหว่างอัตราส่วนระหว่างสาหร่ายกับน้้าและระยะเวลาใน

การสกัด 
 

 
รูปที ่5 กราฟโครงร่างระหว่างอัตราส่วนระหว่างสาหร่ายกับน้า้และระยะเวลาในการสกัด 
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รูปที ่6 พื้นผิวผลตอบปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ทีส่กัดได้ระหว่างระยะเวลาในการสกัดและจ้านวนรอบในการสกัด 

 

 
รูปที ่7 กราฟโครงร่างระหว่างระยะเวลาในการสกดัและจ้านวนรอบในการสกัด 

 

จากกราฟแสดงพื้นผิวผลตอบปริมาณพอลิ-
แซ็กคาไรด์ที่สกัดได้ในรูปที ่6 ระหว่างระยะเวลาในการ
สกัดและจ้านวนรอบในการสกัด โดยก้าหนดให้ระดับ
ของอัตราส่วนระหว่างสาหร่ายผมนางกับน้้าอยู่ที่
ระดับกลาง พบว่า ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้เพิ่ม

มากขึ้นเมื่อระยะเวลาในการสกัดและจ้านวนรอบในการ
สกัดอยู่ท่ีระดับสูง เมื่อน้ากราฟแสดงพื้นผิวผลตอบของ
อิทธิพลร่วมระหว่างระยะเวลาในการสกัดกับจ้านวน
รอบในการสกัดในรูปที่ 6 มาแสดงในลักษณะกราฟ
โครงร่างและก้าหนดให้ระดับของอัตราส่วนระหว่าง
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สาหร่ ายผมนางกับน้้ าอยู่ ที่ ร ะดับกลาง  จะ เห็น
ความสัมพันธ์ของระยะเวลาในการสกัดกับจ้านวนรอบ
ในการสกัดที่ส่งผลต่อปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้มี
ลักษณะไม่เป็นเส้นตรงเช่นเดียวกันดังรูปที่ 7 โดยที่เส้น
โค้งทางขวาสุดของกราฟแสดงถึ งปริมาณพอลิ - 

แซ็กคาไรด์ที่สกัดได้เท่ากับ 40 กรัมต่อสาหร่าย 100 
กรั ม  ส่ วน เส้น โค้ งที่ ถั ดออกจะแสดงถึ งปริมาณ 
พอลิแซ็กคาไรด์ที่เริ่มลดลง คือ 35 30 25 20 และ 15 
กรัมต่อสาหร่าย 100 กรัม ตามล้าดับ 

 

 
รูปที ่8 พื้นผิวผลตอบปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้ระหว่างอัตราส่วนระหว่างสาหร่ายกับน้้าและจ้านวนรอบใน

การสกัด 
 

 
รูปที ่9 กราฟโครงร่างระหว่างอัตราส่วนระหว่างสาหร่ายกับน้า้และจ้านวนรอบในการสกดั 
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จากกราฟแสดงพื้ นผิ วผลตอบปริมาณ 
พอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้ในรูปที่ 8 ระหว่างอัตราส่วน
ระหว่างสาหร่ายกับน้้าและจ้านวนรอบในการสกัด โดย
ก้าหนดให้ระดับของระยะเวลาในการสกัดอยู่ที่
ระดับกลาง พบว่า ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้เพิ่ม
มากขึ้นเมื่ออัตราส่วนระหว่างสาหร่ายกับน้้าและจ้านวน
รอบในการสกัดอยู่ที่ระดับสูง เมื่อน้ากราฟแสดงพื้นผิว
ผลตอบของอิทธิพลร่วมระหว่างอัตราส่วนระหว่าง
สาหร่ายกับน้้าและจ้านวนรอบในการสกัดในรูปที่ 8 มา
แสดงในลักษณะกราฟโครงร่างและก้าหนดให้ระดับของ
ระยะเวลาในการสกัดอยู่ที่ ระดับกลาง จะ เห็น
ความสัมพันธ์ของอัตราส่วนระหว่างสาหร่ายกับน้้าและ
จ้านวนรอบในการสกัดที่ ส่ งผลต่อปริมาณพอลิ - 
แซ็ กคา ไ รด์ ที่ ส กั ด ได้ มี ลั กษณะไม่ เ ป็ น เ ส้ นตร ง
เช่นเดียวกันดังรูปที่ 9 โดยที่เส้นโค้งทางขวาสุดของ
กราฟแสดงถึงปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้เท่ากับ 
55 กรัมต่อสาหร่าย 100 กรัม ส่วนเส้นโค้งที่ถัดออกจะ
แสดงถึงปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่เริ่มลดลง คือ 50 45 
40 35 และ 30 กรัมต่อสาหร่าย 100 กรัม ตามล้าดับ 

 
 

2.6 การหาค่าปัจจัยท่ีเหมาะสมที่สุด 
การหาค่าปัจจัยที่เหมาะสมที่สุดเพื่อให้ได้

ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีสกัดจากสาหร่ายผมนางมาก
ที่สุดโดยใช้ฟังก์ชัน response optimizer ในโปรแกรม
ส้าเร็จรูปทางสถิติซึ่งเป็นฟังก์ชันท่ีใช้หาค่าที่เหมาะที่สุด
ของปัจจัยและใช้วัดความพึงพอใจโดยรวมของผลตอบ 
(composite desirability: D) ซึ่งค่าความพึงพอใจของ
ผลตอบมีค่าอยู่ระหว่าง 0–1 ถ้า D มีค่าเท่ากับ 1 
หมายถึง ผลตอบนั้นได้รับความพึงพอใจอย่างสมบูรณ์ 

จากการหาค่าปัจจัยที่เหมาะสมที่สุดโดยใช้
ฟังก์ชัน response optimizer พบว่า สภาวะที่
เหมาะสมท่ีสุดในการสกัดพอลิแซ็กคาไรด์จากสาหร่าย
ผมนาง คือ อัตราส่วนระหว่างสาหร่ายผมนางต่อน้้าที่ 
1.0 ระยะเวลาในการสกัดที่ 0.9996 และจ้านวนรอบ
ในการสกัดที่ 1.0 ดังรูปที่ 10 เมื่อแปลงเป็นค่าจริงที่ใช้
ในการสกัดจะได้สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุด คือ อัตราส่วน
ระหว่างสาหร่ายผมนางต่อน้้าที่ 1:35 ระยะเวลาในการ
สกัดที่ 60 นาที และจ้านวนรอบในการสกัดที่ 3 รอบ 
ซึ่งท้าให้พอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้เท่ากับ 63.23 กรัมต่อ 
100 กรัม สาหร่าย โดยมีค่าความพึงพอใจรวมเท่ากับ 
0.9488

 

 
รูปที ่10 การวิเคราะห์ระดับท่ีเหมาะสมของปัจจัยที่ใช้ในการสกัดพอลิแซ็กคาไรด์จากสาหร่ายผมนาง 
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สรุป 
จากการประยุกต์ใช้การออกแบบการทดลอง

ด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนองเพื่อหาค่าท่ีเหมาะสมของปัจจัย
ในการสกัดพอลิแซ็กคาไรด์จากสาหร่ายผมนางโดยใช้
หลักการออกแบบบ๊อกซ์-เบห์นเคน พบว่า ปัจจัยทั้ง 3 
ปัจจัย คือ อัตราส่วนระหว่างสาหร่ายผมนางกับน้้า (X1) 
ระยะเวลาในการสกัด (X2) และจ้านวนรอบในการสกัด 
(X3) มีผลต่อปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้ โดยทั้ง 3 
ปัจจัย มีผลที่เกี่ยวเนื่องซึ่งกันและกัน ซึ่งสามารถแสดง
ในรูปของสมการส้าหรับท้านายปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์
ที่สกัดได้จากสาหร่ายผมนาง  คือ ปริมาณพอลิ - 
แซ็กคาไรด์ที่สกัดได้เท่ากับ 40.9963 + 9.8988X1 + 
9.1438X2 + 4.7150X3 – 10.4592X2

2 – 5.4467X3
2 

+ 6.6825X1X2 โดยมีค่าสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจ
เท่ากับ 0.915 เมื่อน้ามาหาค่าปัจจัยที่เหมาะสมที่สุด
โดยใช้ฟังก์ชัน response optimizer พบว่า สภาวะที่
เหมาะสมที่สุดในการสกัดพอลิแซ็กคาไรด์จากสาหร่าย
ผมนาง คือ อัตราส่วนระหว่างสาหร่ายผมนางต่อน้้าที่ 
1:35 ระยะเวลาในการสกัดที่ 60 นาที และจ้านวนรอบ
ในการสกัดที่ 3 รอบ ซึ่งท้าให้พอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้
เท่ากับ 63.2310 กรัมต่อ 100 กรัมสาหร่าย โดยมีค่า
ความพึงพอใจรวมเท่ากับ 0.948 
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