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 Hansenula polymorpha หรือ Pichia angusta ถูกจัดอยูในกลุมเมทิลโลโทรฟกยีสต คือเปนยีสตที่สามารถ

ใชกลีเซอรอลและเมทานอลเปนแหลงคารบอนในการเจริญไดเปนอยางดี ทนตออุณหภูมิสูงประมาณ 20 – 45OC ทั้งยัง

สามารถเจริญในภาวะความหนาแนนเซลลสูง นิยมใชเปนเซลลเจาบานในการผลิต heterologous protein เชน 

human epidermal growth factor (hEGF), hepatitis B vaccine, insulin, hirudin, interferon α2a และเอนไซมตาง 

ๆ งานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาการเจริญของ H. polymorpha ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบถังกวน โดยทําการเพาะเล้ียง

ดวยกระบวนการหมักแบบแบตชแปรผันปจจัยที่ตองการศึกษา คือ ความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอลที่ 10, 30 และ 

50 กรัมตอลิตร คาออกซิเจนละลายที่ 40 และ 80% คากรด-เบสที่ 3.5 และ 5.5 ติดตามการเจริญโดยวัดคาน้ําหนัก

เซลลแหง (dry cell weight) ผลผลิตมวลเซลล ( yield) อัตราการเจริญจําเพาะ (specific growth rate) และอัตราการ

ผลิต (productivity) พบวา กระบวนการหมักที่มีการใชความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอล 10 กรัมตอลิตร คาออกซิเจน

ละลาย เทากับ 40 เปอรเซ็นต และคากรด-เบส เทากับ 5.5 เปนกระบวนการหมักที่มีประสิทธิภาพมากที่สุด สําหรับการ

หมักแบบแบตชใชความเขมขนเริ่มตนกลีเซอรอล เทากับ 50 กรัมตอลิตร คาออกซิเจนละลาย เทากับ 80 เปอรเซ็นต คา

กรด-เบส เทากับ 5.5 เปนการหมักแบบแบตชที่ใหน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด คือ 34.70 กรัมตอลิตร ที่ชั่วโมงที่ 48 สวนการ

หมักดวยกระบวนการหมักแบบเฟดแบตช ดวยภาวะที่ใชความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอล เทากับ 10 กรัมตอลิตร 

ควบคุมคากรด-เบสของน้ําหมักเปน  5.5 และคาออกซิเจนละลายที่ระดับ 40 เปอรเซ็นต โดยเริ่มทําการเติมกลีเซอรอล

ความเขมขน 100 กรัมตอลิตร ดวยอัตรา 0.3321 มิลลิลิตรตอนาที ที่ชั่วโมงที่ 12 โดยใชอัตราการเติมแบบเอ็กโพเนน

เชียล และทําการควบคุมอัตราสวนของแหลงคารบอนและไนโตรเจน (C:N ratio) เทากับ 1.75 ไดน้ําหนักเซลลแหง

สูงสุด เทากับ 66.39 กรัมตอลิตร ที่ชั่วโมงที่ 45 มีอัตราการเจริญจําเพาะตลอดกระบวนการหมัก เทากับ 0.1008 ตอ

ชั่วโมง อัตราการผลิตมวลเซลล เทากับ 1.1445 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง และผลผลิตมวลเซลล เทากับ 1.0613 กรัมตอ

กรัมกลีเซอรอล ซึ่งไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเปนสองเทาของการหมักแบบแบตชที่ใชความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอล 

เทากับ 50 กรัมตอลิตร และสูงกวาการหมักแบบเฟดแบตชซึ่งไมไดทําการควบคุมคา C:N ratio ของสารอาหารที่ใชใน

การเติม จากการคํานวณทางสถิติดวยวิธี 2-level factorial design จะเห็นวาปจจัยทั้ง 3 มีผลรวมกันตอการเจริญของ             

H. poloymorpha เมื่อพิจารณาปจจัยที่มีอิทธิพลตอการเพ่ิมขึ้นของน้ําหนักเซลลแหง พบวา ความเขมขนของ           

กลีเซอรอลเปนปจจัยที่มีอิทธิพลทางบวกมากที่สุด แตกลับสงผลทางลบตออัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด, อัตราการ

ผลิตมวลเซลล และผลผลิตมวลเซลล ซึ่งเปนคาที่แสดงประสิทธิภาพของกระบวนการหมัก สําหรับปจจัยที่มีอิทธิพลตอ

ประสิทธิภาพกระบวนการหมักมากที่สุด ไดแก ปจจัยของคากรด-เบส และคาออกซิเจนละลายเปนปจจัยที่มีผลตอการ

เจริญนอยที่สุด 
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Hansenula polymorpha, aka Pichia angusta, is a thermotolerant and methylotrophic 

yeast. It can utilize both glycerol and methanol as a sole carbon source and grow at a high cell 

density from 20 to 45OC. H. polymorpha has been developed as a high yield production host for 

heterologous proteins such as human epidermal growth factor (hEGF), hepatitis B vaccine, 

insulin, hirudin, interferon α2a, and industrial enzymes. In this research, the growth of H. 

polymorpha in a stirred tank bioreactor was observed. The effects of initial glycerol 

concentrations (10 g/L, 30 g/L and 50 g/L), dissolved oxygen (40% and 80%) and pH (3.5 and 

5.5) on growth were investigated during batch culture. The growth of H. polymorpha was 

determined by analysis of dry cell weight, yield, specific growth rate and productivity. It was 

found that 10 g/L initial glycerol concentration, 40% dissolved oxygen and pH 5.5 gave high 

bioreactor productivity. While the maximum cell dry weight was reached to 34.70 g/L at 48 h in 

batch fermentation using 50 g/L initial glycerol with the pH control at 5.5 and the DO level 

maintained at 80% saturated air. The optimal condition for fed-batch culture were at 10 g/L initial 

glycerol concentration, 40% dissolve oxygen and pH 5.5. After 12 h of batch culture, 

exponential feeding was applied at the C:N ratio of 1.75 to achieve the maximum cell dry weight 

of 66.39 g/L at 45 h.  

On the basis of the results of factorial design, the maximum dry cell weight of H. 

polymorpha was strongly affected by the initial glycerol concentration, following by pH and 

dissolve oxygen, respectively. However, the increase in initial glycerol concentration showed 

inverted effects on yield, specific growth rate and productivity. While pH had clearly shown the 

positive effect on the productivity.  
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บทที่ 1  
 

บทนํา 
 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 ปจจุบันโลกกําลังเผชิญกับปญหาการขาดแคลนอาหาร โดยปริมาณอาหารไมเพียงพอตอ

ความตองการของประชากรโลกที่เพิ่มข้ึนเปนทวีคูณ เมื่อพิจารณาถึงแหลงอาหารของมนุษย พบวา 

ทั้งพืชและสัตวจัดเปนแหลงอาหารหลักของมนุษย สําหรับจุลินทรียนั้นมนุษยนํามาประยุกตใช

สําหรับบริโภคเพียงเล็กนอยเทานั้น เมื่อเกิดการขาดแคลนอาหารโดยเฉพาะอาหารประเภทโปรตีน 

จึงทําใหเกิดความพยายามที่จะใชจุลินทรียชนิดที่มีปริมาณโปรตีนในเซลลสูงเพื่อใชทดแทนเปน

แหลงอาหารโปรตีนของมนุษย เราเรียกจุลินทรียที่ใชเปนแหลงโปรตีนในอาหารมนุษยและสัตววา 

โปรตีนเซลลเด่ียว (Single Cell Protien; SCP) และบางคนอาจใชคําวา Microbial Biomass 

Protein (MBP) จุลินทรียที่กลาวถึงมีทั้งแบคทีเรีย ยีสต รา และสาหราย เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบ

ปจจัยประกอบทั้งในดานคุณคาทางอาหาร ทางดานการผลิต และความคุนเคยของผูบริโภคจะ

พบวา ยีสตมีคุณสมบัติเหมาะสมที่จะใชเปนแหลงอาหารโปรตีนที่ดี โดยมีคุณสมบัติที่ไดเปรียบกวา

จุลินทรียอ่ืนๆ คือ ยีสตมีอัตราการเจริญรวดเร็ว สามารถเจริญเติบโตไดในภาวะที่เปนกรด เซลลยีสต

มีองคประกอบของโปรตีน คารโบไฮเดรต ไขมัน และเกลือแรในปริมาณที่สูง และยังประกอบดวย

วิตามินและกรดอะมิโนที่สําคัญอีกหลายชนิด ทั้งยังสามารถปรับปรุงสายพันธุใหมีคุณสมบัติที่ดี

ตามที่ตองการไดโดยงาย ยีสตจึงถือเปนจุลินทรียที่มีการนํามาประยุกตใชในอุตสาหกรรมตางๆ 

มากมาย ทั้งอุตสาหกรรมอาหาร และยา การผลิตโปรตีนเซลลเดียวจากยีสตเพื่อนํามาใชเปนอาหาร

สัตวโดยตรง หรือนํามาแปรรูปเปนสารสกัดจากยีสต สารปรุงแตงกล่ินรส และสารเสริมภูมิคุมกัน  

ยีสตในกลุมเมทิลโลโทรฟกสยีสต (methylotrophic yeast) สายพันธุ Hansenula 

polymorpha มีผูสนใจศึกษากลไกรวมถึงวิถีการทํางาน และนํายีสตนี้มาใชประโยชนทาง

เทคโนโลยีชีวภาพ เนื่องจากคุณลักษณะเฉพาะที่สามารถใชกลีเซอรอลเปนแหลงคารบอน 

เจริญเติบโตที่อุณหภูมิสูง ไดรับการยอมรับวามีความปลอดภัยตอผูบริโภค (Generally 

Recognized As Safe organism; GRAS) และสามารถเลี้ยงใหมีความหนาแนนของเซลลสูงในน้ํา

หมักหรือเรียกวา “High cell density” ไดเปนอยางดี (Khongto และคณะ, 2010) นอกจากจะทํา

การเพาะเล้ียงโปรตีนเซลลเด่ียวจาก H. polymorpha เพื่อเปนอาหารแลว H. polymorpha ไดรับ

การยอมรับและเลือกใชเปนเซลลเจาบานในการผลิต heterologus protein ซึ่งเปนโปรตีนที่มี

ประโยชนทางการแพทยหรือเอนไซมตาง ๆ เชน human epidermal growth factor (hEGF), 

gamma-linolenic acid, hepatitis B vaccine, insulin, hirudin, interferon α2a เปนตน (Youn 
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และคณะ, 2010; Khongto และคณะ, 2010; Chen และคณะ, 2008; Heo และคณะ, 2008; Muller 

และคณะ, 2002; Heijtink และคณะ, 2002; Kim และคณะ, 1998)  

ที่ผานมามีการศึกษากระบวนการเพาะเลี้ยงยีสต โดยมีการเลือกใชแหลงคารบอนในการ

เจริญที่แตกตางกัน เชน กากน้ําตาล (Ordaz และคณะ, 2001), น้ําหางนม (whey) (Revillion และ

คณะ, 2003), น้ําเสียจากโรงงานเยื่อกระดาษ (Harris และคณะ, 1948) และสารประกอบ

ไฮโดรคารบอนหรือของเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล โดยเฉพาะกลีเซอรอลซ่ึงเปนผลผลิต

พลอยไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล (Moon และคณะ, 2002) ต้ังแตตนป ค.ศ. 2004 ถึงกลางป 

ค.ศ. 2009 ปญหาราคาน้ํามันเชื้อเพลิงจากปโตรเลียมมีราคาปรับตัวสูงข้ึนอยางตอเนื่อง น้ํามันดิบ

จากราคา 30 เหรียญสหรัฐตอบารเรล ข้ึนไปถึง 140 เหรียญสหรัฐตอบารเรล (อนุสรณ แสงนิ่มนวล, 

2553: ออนไลน) บวกกับกระแสความต่ืนตัวตอปญหาภาวะโลกรอน นักวิจัยทั่วโลกรวมทั้งประเทศ

ไทยทําการแกปญหาโดยการใชพลังงานจากแหลงอ่ืน ไบโอดีเซลถูกเลือกเปนแหลงพลังงานทดแทน

และเปนที่ยอมรับจากทั่วโลก ในชวงป ค.ศ.1998 – 2002 ประเทศสหรัฐอเมริกามีการผลิตไบโอดีเซล

เพิ่มข้ึนจาก 0.8 ลานลิตร เปน 121 ลานลิตร และคาดวาในป ค.ศ. 2011 จะมีการผลิตสูงถึง 1.3 

ลานลานลิตร (Celik และคณะ, 2008) สําหรับประเทศไทยไดจัดทําแผนปฏิบัติการพัฒนาและ

สงเสริมการผลิตไบโอดีเซล ทั้งระดับชุมชนและในเชิงพาณิชย โดยคาดวาในป พ.ศ.2555 ประเทศ

ไทยจะมีความตองการไบโอดีเซลถึงวันละ 8.5 ลานลิตร (แคทลียา, 2550) ในระหวางกระบวนการ

ผลิตไบโอดีเซลจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชั่น ซึ่งไดจากการนําน้ํามันพืช ไขมันสัตว หรือ

น้ํามันที่เหลือจากการประกอบอาหาร มาทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอล โดยมีกรดหรือดางเปนตัวเรง

ปฏิกิริยา ทุกๆ 3 โมลของเมทิลเอสเทอร จะได 1 โมลของกลีเซอรอลเปนผลพลอยได ซึ่งคิดเปนรอย

ละ 10 ของผลิตภัณฑทั้งหมด (Karinen และ Krause, 2006) จากกระบวนการที่เกิดข้ึนทําใหมี

ปริมาณกลีเซอรอลมากจนเกินความตองการ การนําเอากลีเซอรอลที่ไดจากกระบวนการผลิต          

ไบโอดีเซลมาทําการกําจัดของเสียที่ปนเปอนเพื่อเพิ่มความบริสุทธิ์จนสามารถนํามาใชเปนแหลง

คารบอนในการเพาะเล้ียงจุลินทรียเพื่อใชเปนแหลงโปรตีนของคนและสัตว หรือนํามาใชสําหรับ

อุตสาหกรรมอ่ืนๆ ซึ่งนาจะเปนสวนหนึ่งในการแกปญหาการขาดแคลนอาหารโดยเฉพาะอยางยิ่งใน

ประเทศดอยพัฒนา ที่เกิดจากการนําวัตถุดิบจากการเกษตรจําพวกธัญพืชซึ่งเปนอาหารหลักของ

ประชากรโลกมาใชในการผลิตพลังงาน และยังเปนการใชเทคโนโลยีชีวภาพในการผลิตผลิตภัณฑที่

เกิดประโยชน ดวยกรรมวิธีที่เปนมิตรกับส่ิงแวดลอมแทนการผลิตซึ่งใชปฏิกิริยาทางเคมี  

จากงานวิจัยที่ผานมา มีการเพาะเลี้ยงจุลินทรียโดยเฉพาะยีสตในกลุมเมทิลโลโทรฟกสยีสต

ที่สามารถใชกลีเซอรอลเปนแหลงคารบอน โดยทําการศึกษาแหลงคารบอนและภาวะที่เหมาะสมตอ

การเจริญของยีสตและการผลิตผลิตภัณฑทั้งในระดับขวดเขยาและในระดับขยาย พบวา กลีเซอรอล

เปนสารอาหารตั้งตนที่เหมาะสมตอการเจริญมากกวากลูโคส (Tang และคณะ, 2009; แคทลียา,  
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2550) ในการเพาะเล้ียงนอกจากจะตองคํานึงถึงการเลือกใชแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอจุลินทรีย

ในกระบวนการเพาะเล้ียงแลว เพื่อใหเกิดประสิทธิภาพสูงสูดหรืออีกนัยหนึ่ง คือเพื่อใหไดผลผลิต

มวลเซลลสูง ยังจําเปนตองศึกษาปจจัยที่มีอิทธิพลตอการเจริญอ่ืน ๆ อีกดวย การควบคุมความ

เขมขนของแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอความตองการของยีสตที่ทําการเล้ียง (Claret และคณะ, 

1992; Li และคณะ ,2007; Tang และคณะ, 2009; Hang และคณะ, 2009) คาละลายออกซิเจนใน

น้ําหมัก (Kyu และคณะ, 2010;  Wang และคณะ, 2010; Tang และคณะ, 2009; Shang และคณะ, 

2009; Knoll และคณะ, 2007; Jahic และคณะ, 2002) ความเปนกรด-เบสในน้ําหมักที่เหมาะสมตอ

การเจริญของจุลินทรียและการผลิตผลิตภัณฑนั้น ๆ (แคทลียา, 2550; Chen และคณะ, 2008; 

Hellmuth และคณะ, 2001; Moon และคณะ, 2002; Muller และคณะ, 2002) จึงเปนส่ิงจําเปนที่

ตองทําการศึกษากอนที่จะทําการเพาะเล้ียง  

จากการเล็งเห็นถึงการนํา H. polymorpha มาประยุกตใหเกิดประโยชนในอนาคต และ

สนใจศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของ H. polymorpha เม่ือศึกษางานวิจัยตางๆ ที่เคยมี

มา เพื่อใหไดกระบวนการเพาะเล้ียงที่มีประสิทธิภาพ งานวิจัยนี้จึงไดทําการศึกษาจลนพลศาตรที่

เกิดข้ึนระหวางกระบวนการเพาะเล้ียง (kinetics of fermentation) ไดแก บทบาทของความเขมขน

เร่ิมตนของกลีเซอรอลบริสุทธิ์ที่ใชเปนแหลงคารบอนในสูตรอาหารดัดแปลง mineral salts medium 

(Hellmuth และคณะ, 2001) ออกซิเจนท่ีละลายในน้ําหมัก และความเปนกรด-เบส ที่สงผลตอการ

เจริญของ H. polymorpha ในการผลิตโปรตีนเซลลเดียวโดยการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในเคร่ือง

ปฏิกรณชีวภาพแบบถังกวน เพื่อให H. polymorpha มีอัตราการเจริญจําเพาะ (μ), ผลผลิตมวล

เซลล (yield) และอัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) สูงสุด ซึ่งจะเปนประโยชนในการพัฒนา 

และออกแบบกระบวนการเพาะเลี้ยงเพื่อทําการเลี้ยงเซลล H. polymorpha ในเคร่ืองปฏิกรณ

ชีวภาพแบบถังกวนโดยการเพาะเล้ียงแบบเฟดแบตชและแบบตอเนื่อง รวมถึงทําการขยายขนาดการ

ผลิตเพื่อการผลิตในระดับอุตสาหกรรมใหมีประสิทธิภาพ และมีความหนาแนนเซลลสูงตอไป  

 
1.2 วัตถุประสงคของการวิจยั 

 เพื่อศึกษาผลของความเขมขนของกลีเซอรอล ออกซิเจนที่ละลาย และความเปนกรด-เบสตอ

การเพาะเล้ียง Hansenula polymorpha ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบถังกวน  

 
1.3  วิธีดําเนินการวิจัย 

         1.3.1 คนควา และรวบรวมเอกสารสําหรับการวิจัย 

         1.3.2 ทําการเพาะเล้ียง H. polymorpha ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบถังกวนในระบบ   
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          แบตช โดยทําการศึกษา 

         1.3.2.1 ปจจัยทางเคม ีไดแก ความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอลที่ใชเปนแหลงคารบอน  

         1.3.2.2 ปจจัยทางกายภาพ ไดแก ออกซิเจนที่ละลาย และคากรด-เบสในน้ําหมัก 

1.3.3 วิเคราะหผล สรุปผลงานวิจัย และเขียนวทิยานิพนธ 

 
1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

ทราบผลกระทบของความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอลบริสุทธิ์ที่ใชเปนแหลงคารบอน ความ

เปนกรด-เบส และออกซิเจนท่ีละลายในน้ําหมักที่สงผลตอการเจริญของ H. polymorpha ในการ

เพาะเล้ียงแบบแบตชในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบถังกวน 
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บทที่  2 
 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 
 

2.1 โปรตีนเซลลเด่ียว (Single Cell Protein; SCP) 

      2.1.1 คํานิยามของโปรตีนเซลลเด่ียว 

โปรตีนเซลลเด่ียวหรือ Single Cell Protein หมายถึง เซลลของจุลินทรียซึ่งอุดมไปดวย

โปรตีน โดยโปรตีนเซลลเด่ียวนั้นสามารถผลิตไดจากเซลลของจุลินทรียหลากหลายประเภท ทั้งยีสต 

แบคทีเรีย รา และสาหราย นํามาผานกระบวนการทําใหแหง สามารถนํามาใชเปนอาหารเสริมหรือ

อาหารทดแทนของมนุษยและสัตว แทนอาหารโปรตีนจากพืชและสัตวซึ่งมีราคาสูง นอกจากนั้นยัง

เปนการลดระยะเวลาที่ใชในการผลิต และพื้นที่สําหรับการเพาะปลูกพืชหรือเล้ียงสัตวสําหรับเปน

อาหารอีกดวย การผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวมีตนทุนที่ ตํ่า โดยสามารถใชของเสียจากโรงงาน

อุตสาหกรรมเกษตร ผลพลอยไดจากกระบวนการแปรรูปผลิตผลทางการเกษตร หรืออาจจะเปนวัสดุ

เหลือทิ้งจากภาคเกษตรกรรมโดยตรง นอกจากจะเปนการแกปญหาการขาดแคลนอาหารประเภท

โปรตีนแลว ยังเปนการกําจัดของเสียโดยใชวิธีทางเทคโนโลยีชีวภาพที่เปนมิตรตอส่ิงแวดลอมอีกดวย  
 
      2.1.2 ประวัติของโปรตีนเซลลเด่ียว 

  การผลิตโปรตีนเซลลเด่ียว โดยเฉพาะการผลิตยีสตสําหรับใชบริโภคเปนอาหารของมนุษย

และเปนอาหารของสัตว เร่ิมคร้ังแรกที่ประเทศเยอรมนี ในสมัยสงครามโลกคร้ังที่ 1 ชวงป ค.ศ.1914-

1916 เนื่องจากการเกิดสงครามทําใหอาหารขาดแคลน จึงไดทําการผลิตเซลล Saccharomyces 

cerevisiae หรือเซลลยีสตที่ใชในการผลิตขนมปง เพื่อใชเปนแหลงโปรตีนในอาหารสําหรับมนุษย 

โดยใชกากน้ําตาลเปนสับสเตรทหลักในการผลิต ตอมาในสมัยสงครามโลกครั้งที่ 2 ก็ไดมีการ

พัฒนาการผลิต โดยใช Candida utilis หมักใน sulfite waste liquor ที่ไดจากโรงงานอุตสาหกรรม

การผลิตกระดาษ และน้ําตาลที่ไดจากการยอยสลายไมมาใชเปนสับสเตรท หลังจากนั้นจึงมี

การศึกษาเก่ียวกับการผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวกันอยางแพรหลาย จนกระทั่งในป ค.ศ.1968 ไดมีการ

กอต้ังโรงงานผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวเกิดข้ึนในหลายๆ ประเทศ เชน สหรัฐอเมริกา สวิสเซอรแลนด 

ไตหวัน สหภาพโซเวียต ญ่ีปุน ฟนแลนด ฝร่ังเศส อังกฤษ และไทย เปนตน 
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      2.1.3 องคประกอบของโปรตีนเซลลเด่ียว (สาโรจน, 2547) 

 เซลลยีสตมีองคประกอบของโปรตีน 45 – 55 เปอรเซ็นต ของน้ําหนักเซลลแหง โดย

ประกอบไปดวยกรดอะมิโนที่สําคัญหลายชนิด ทั้งไลซีน ทรีโอนีน ไอโซลิวซีน และลิวซีน เซลลยีสตยัง

ประกอบดวยคารโบไฮเดรต 30 – 35 เปอรเซ็นต ซึ่งมีองคประกอบของไกลโคเจนท่ีใชเปนแหลง

พลังงานของมนุษย ทั้งนี้ยีสตยังมีไนโตรเจนเปนองคประกอบอีก 7.5 – 9 เปอรเซ็นต กรดนิวคลีอิก    

6 – 12 เปอรเซ็นต เถา 5 – 9.5 เปอรเซ็นต และไขมัน 2 – 6 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 2.1) นอกจากนี้ยีสต

ยังประกอบดวยวิตามินอีกหลายชนิด เชน วิตามีนบีรวม และธาตุอาหารอื่น ๆ อยางไรก็ดี ยีสตก็มี

ขอบกพรองอยูบางที่มีปริมาณของเมไทโอนีนและซีสเทอีนคอนขางตํ่า นอกจากนี้การนํามาใชเปน

อาหารมนุษยก็ยังมีขอจํากัดอยู คือ ยีสตมีปริมาณของกรดนิวคลีอิกสูงเกินไป ซึ่งหากผูบริโภคไดรับ

กรดนิวคลีอิกในปริมาณมาก ก็จะทําใหระดับของกรดยูริกในเลือดสูงจนกระทั่งมีการตกผลึกเกิดข้ึน

ได ซึ่งจะกอใหเกิดโรคไดหลายชนิด เชน โรคเกาต โรคไขขออักเสบ และโรคนิ่วในทางเดินปสสาวะ 

เปนตน โดยระดับของกรดนิวคลีอิกที่ปลอดภัยตอผูบริโภคคือ 2 กรัมตอวัน ซึ่งสามารถคิดเปน

น้ําหนักเซลลแหงของยีสตไดประมาณ 20 – 30 กรัม จึงพบงานวิจัยที่สนใจศึกษาการลดปริมาณ  

กรดนิวคลีอิกในเซลลยีสต โดยอาศัยความรอน การใชเอนไซม และการใชสารเคมีเขามาเกี่ยวของ 

ซึ่งจะทําใหการประยุกตใชยีสตโปรตีนเซลลเด่ียวมีความปลอดภัยมากยิ่งข้ึน 

ตารางที่ 2.1 สวนประกอบของโปรตีนเซลลเด่ียวจากจุลินทรียตาง ๆ  

องคประกอบ รา สาหราย ยีสต แบคทีเรีย 

โปรตีน 30 – 45 40 – 60 45 – 55 50 – 65 

ไขมัน 2 – 8 7 – 20 2 – 6 1 – 3 

เถา 9 – 14 8 – 10 5 – 10 3 – 7 

กรดนิวคลีอิก 7 – 10 3 – 8 6 – 12 8 – 12 

(ดัดแปลงจาก: Nasseri แลคณะ, 2011; Miller และ Litsky, 1976) 

 

      2.1.4 การผลิตโปรตีนเซลลเด่ียว (วราวุฒิ และกรวิกา, 2539) 

  ยีสตสามารถเติบโตไดดีทั้งบนสารอาหารที่เปนคารโบไฮเดรตเชิงซอน อาทิ แปงขาวโพด 

แปงมันสําปะหลัง และแปงมันฝร่ัง เปนตน และสารอาหารคารโบไฮเดรตเชิงเด่ียว เชน น้ําตาล

กลูโคส น้ําตาลซูโครส และน้ําตาลแลกโทส เปนตน นอกจากนี้ยีสตยังสามารถเติบโตไดโดยใชของ

เสียทีมีน้ําตาลเปนองคประกอบ ไดแก ชานออย และนํ้าทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมตาง ๆ เชน น้ําทิ้ง
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จากโรงงานผลิตสุรา น้ําทิ้งจากโรงงานผลิตแปงมัน หางนมจากโรงงานนมและผลิตภัณฑนม น้ําทิ้ง

จากโรงงานผลิตกระดาษ และจากผลพลอยไดในอุตสาหกรรมปโตรเคมี เชน มีเทน อัลเคน              

เอทานอล และเมทานอล แตการผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวจากผลพลอยไดในอุตสาหกรรมปโตรเคมีจะ

ไมนิยมนํามาใชเปนอาหารมนุษย เนื่องจากอาจมีองคประกอบทางเคมีของสารประกอบ

ไฮโดรคารบอนที่เปนอันตรายตกคางปะปนอยูได อยางไรก็ตาม วัตถุดิบที่นิยมนํามาใชกันมากก็คือ

กากน้ําตาลที่ไดจากออยหรือหัวผักกาดหวานจากโรงงานผลิตน้ําตาล ในที่นี้จะกลาวถึงการผลิต

โปรตีนเซลลเด่ียวจากวัตถุดิบตาง ๆ ในระดับอุตสาหกรรมในประเทศแถวยุโรปและญ่ีปุน (ตารางท่ี 

2.2) เชน 

- การผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวจากอัลเคนส (n – alkanes) หรือ พาราฟนส (n – paraffins)  

บริษัท British Petroleum Protein (BP) จํากัด ไดทําการผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวจาก          

อัลเคนสและพาราฟนส โดยใช Saccharomycopsis (Candida) lipolytica ในเครื่องปฏิกรณ

ชีวภาพแบบถังกวน (stirred tank bioreactor) และจําหนายโดยมีชื่อทางการคาวา “Toprina” 

- การผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวจากเมทานอล 

บริษัท Imperial Chemical Industries (ICI) จํากัด ประเทศอังกฤษ ทําการผลิตโปรตีนเซลล

เด่ียวโดยใชเมทานอลเปนวัตถุดิบสําหรับเล้ียงแบคทีเรีย Methylophilus methylotrophus 

ผลิตภัณฑที่ไดมีชื่อทางการคาวา  “Pruteen” นิยมใชแทนนมในการเล้ียงลูกวัว  

- การผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวจากน้ําเชื่อมที่ไดจากการยอยแปง 

บริษัท Rank Hovis MC Dougall (RHM) จํากัด ในประเทศอังกฤษ ไดพัฒนาการผลิต

โปรตีนเซลลเด่ียวจากน้ําเช่ือมที่ไดจากการยอยแปง หรือเรียกวา starch hydrolysates โดยเลือกใช

รา Fusarium graminearum โดยมีเปาหมายที่จะทําผลิตภัณฑใหมีลักษณะคลายเนื้อสัตว 

ผลิตภัณฑที่ผลิตข้ึนมีชื่อทางการคาวา “Mycoprotein”  

- การผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวจากน้ําหางนม  

มีการนําน้ําหางนมมาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวโดยใชจุลินทรียหลายชนิด 

เชน บริษัท Fromageries Le Bel จํากัด ประเทศฝร่ังเศส โดยใช Kluyveromyces flagilis และ

บริษัท Kiel จํากัด ประเทศเยอรมัน ใชจุลินทรียผสมระหวางแบคทีเรีย Lactobacillus bulgaricus 

กับ Candida krusei ในขณะที่ บริษัท Vienna จํากัด ประเทศออสเตรีย ใช Candida intermedia  

ผลิตภัณฑจาก K. flagilis ของ Fromageries Le Bel มีจําหนายมากวา 10 ปแลวโดยใช

เปนอาหารคน  

  

 



 

 

ตารางที่ 2.2 

(ที่ม

 

 

ภาพที ่2.1 

 ตัวอยางของ

า: Nasseri แ

แผนภาพชัน้

จลุินทรียและ

และคณะ, 20

ตอนการผลิต

ะสบัสเตรทที่ใ

11; Bhalla แ

ตโปรตีนเซลล

ใชในการผลติ

และคณะ, 20

เด่ียว (สาโรจ

ตโปรตีนเซลล

07) 

จน, 2547) 

เด่ียว 
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      2.1.5 ขอดีของการเลือกใชยีสตในการผลิตโปรตีนเซลลเด่ียว (สาโรจน, 2547) 

 จากที่กลาวมาแลววาโปรตีนเซลลเด่ียวสามารถผลิตไดจากจุลินทรียหลากหลายชนิด ซึ่ง

จุลินทรียแตละประเภทนั้นจะมีโปรตีนเปนองคประกอบของเซลลในปริมาณที่แตกตางกัน ยีสตมี

โปรตีนประมาณ 45 - 55 เปอรเซ็นต เชน C. utilis มีโปรตีนอยู 50 - 52 เปอรเซ็นต H. polymorpha 

มีโปรตีนอยู 42 เปอรเซ็นต (แคทลียา, 2550) แบคทีเรียมีโปรตีนประมาณ 50 – 83 เปอรเซ็นต เชน 

Methylomonas clara มีโปรตีนอยู 70 – 72 เปอรเซ็นต รามีโปรตีนประมาณ 31 – 55 เปอรเซ็นต 

เชน F. graminearum มีโปรตีนอยู 45 เปอรเซ็นต และสาหรายมีโปรตีนประมาณ 47 – 63 

เปอรเซ็นต เชน Chlorella ellipsoids เปนตน เมื่อพิจารณาถึงปจจัยดานอ่ืน ๆ ไมวาจะเปนการ

ยอมรับหรือความคุนเคยของผูบริโภค การผลิต และทางดานคุณคาทางอาหารแลว พบวายีสตมี

คุณสมบัติเปนจุลินทรียที่เหมาะสมที่จะใชในการผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวสําหรับเปนแหลงอาหาร

โปรตีน โดยมีคุณสมบัติที่ดีกวาจุลินทรียประเภทอ่ืน ๆ ดังนี้คือ 

- ยีสตมีอัตราการเติบโตเร็ว สามารถเติบโตไดในอาหารเพาะเล้ียงที่มีสวนประกอบงาย ๆ ทั้ง

ยังมีความตองการวิตามินหรือธาตุอาหารตาง ๆ นอย 

- เซลลยีสตสามารถคลุกเคลากับอาหารเพาะเล้ียงไดดี และสามารแยกเซลลยีสตออกจาก

อาหารเพาะเล้ียงไดงาย เนื่องจากเซลลยีสตมีขนาดใหญแยกออกจากน้ําหมักไดโดยงาย จึง

เปนการชวยลดคาใชจายในการผลิตไดเปนอยางดี 

- ยีสตสามารถตานทานตอการทําลายของไวรัสและเชื้ออ่ืนที่ปนเปอน เนื่องจากยีสตสามารถ

เติบโตไดในสภาวะที่เปนกรด คือคากรด – เบสประมาณ 3.5 – 5.0 จึงเปนการปองกันการ

ปนเปอนจากเชื้ออ่ืนไดดี ทําใหสามารถเพาะเล้ียงยีสตไดทั้งในระบบปลอดเชื้อและระบบที่

ไมปลอดเช้ือ 

- ยีสตมีความคงตัวสูงตอการหมัก เปนจุลินทรียที่สามารถใชแหลงพลังงานจากสารอาหารที่

เพาะเล้ียงไดอยางมีประสิทธิภาพ ทําใหเราสามารถใชยีสตในกระบวนการผลิตในระดับ

อุตสาหกรรมไดดี 

- ยีสตมีคุณลักษณะของกล่ินรสที่ดี ไมเปนพิษ และสามารถถูกยอยไดงาย 

- เซลลยีสตมีองคประกอบของโปรตีน คารโบไฮเดรต ไขมัน และเกลือแรในปริมาณที่สูง และ

ยังประกอบดวยวิตามินและกรดอะมิโนที่สําคัญอีกหลายชนิด เชน ทรีโอนีน ไอโซลิซีน ลิวซีน 

เปนตน 

- ยีสตสามารถถูกปรับปรุงสายพันธุใหมีคุณสมบัติที่ดีตามตองการไดโดยงาย 

- หลังจากผานกระบวนการผลิตที่ใชยีสตแลว จะมีวัสดุเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตนอย

มากหรือแทบจะไมมีเลย 



10 

 

 

      2.1.6 การประยุกตใชโปรตีนเซลลเด่ียว  

ปจจุบันมีการนําโปรตีนเซลลเด่ียวมาใชประโยชนในดานตางๆ เชน 

ใชเปนอาหารเสริมในสัตว เนื่องจากเปนโปรตีนที่ยอยสลายและดูดซึมงาย เรงการ

เจริญเติบโตของสัตว จึงชวยลดระยะเวลาในการสืบพันธุ และยังชวยเพ่ิมภูมิคุมกันในสัตวอีกดวย 

(ภาพที่ 2.2)               

  
 

ภาพที ่2.2 ตัวอยางอาหารของสัตวเล้ียงจากยีสตสกัด 

ใชเปนสวนประกอบในอาหารสาํหรับมนุษย มีโปรตีน วิตามนิบี และกรดอะมิโน (ภาพที่ 

2.3-2.6) 

 
 

ภาพที ่2.3 ตัวอยางสารสกัดจากยีสตที่ใช

เปนสวนประกอบสําหรับอาหารมงัสวิรัต 

 
 

ภาพที ่2.4 ตัวอยางสารสกัดจากยีสตที่ใช

เปนสารปรุงแตงกล่ินรสในอาหาร 

 

ภาพที ่2.5 ตัวอยางเนื้อสัตวสังเคราะหจากรา 

Fusarium venenatum 

 
ภาพที ่2.6 ตัวอยางผลิตภัณฑทาขนมปง 

จากสารสกัดจากยีสต 

http://biomaster2011.blogspot.com/2011/03/single-cell-protein-yeast.html 

 

http://www.alibaba.com/showroom/cow-feed.html 

 

http://biomaster2011.blogspot.com/2011/03/single-cell-protein-yeast.html 

 

http://biomaster2011.blogspot.com/2011_03_01_archive.html 

http://unmitigatedgrub.com/ingredients-2/ 
http://www.goodnessdirect.co.uk/ 
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ใชในอุตสาหกรรมการหมักทางชีวเคมี ซึ่งตองการโปรตีนที่มีความบริสุทธิ์สูง สําหรับ

เปนอาหารเล้ียงเชื้อ เชน อุตสาหกรรมการผลิตยาปฏิชีวนะ และกรดอะมิโน (ภาพที่ 2.7) 

 

 
 

ภาพที ่2.7 ตัวอยางโปรตีนเซลลเด่ียวบริสุทธิ์สําหรับอาหารเล้ียงเช้ือ 

2.2 Hansenula polymorpha 
 

 
 

ภาพที ่2.8 ลักษณะของเซลล Hansenula sp. 

H. polymorpha มีอนุกรมวิธานดังนี้ คือจัดอยูใน  

อาณาจักร (Kingdom)   Fungi 

ไฟลัม (phylum)   Ascomycota 

คลาส (Class)   Saccharomycetes 

ออรเดอร (Order)  Saccharomycetales 

แฟมิล่ี (Family)   Saccharomycetaceae 

จีนัส (Genus)   Hansenula 

สปชีส (Species)  Hansenula polymorpha 

http://www.appletonwoods.co.uk/acatalog/Alternative_Protein_Source_Peptones.html 

http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=pichia&lang=1 
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H. polymorpha (Pichia angusta) เปนยีสตที่มีลักษณะเซลลกลมรี (oval shape) (ภาพที่ 

2.8) ถูกจัดอยูในกลุมเมทิลโลโทรฟกยีสต (methylotrophic yeast) สามารถใชเมทานอลเปนแหลง

คารบอนในการเจริญ ทั้งยังเปน thermo tolerant yeast โดยสามารถเจริญในภาวะที่มีอุณหภูมิสูง

ระหวาง 37 - 40 องศาเซลเซียส มีผูสนใจศึกษากลไกรวมถึงวิถีการทํางาน และนํายีสตนี้มาใช

ประโยชนทางเทคโนโลยีชีวภาพ เนื่องจากคุณลักษณะเฉพาะที่สามารถใชกลีเซอรอลและเมทานอล

เปนแหลงคารบอน เจริญเติบโตที่อุณหภูมิสูง ไดรับการยอมรับวามีความปลอดภัยตอผูบริโภค 

(Generally Recognized As Safe organism; GRAS) และสามารถเลี้ยงใหมีความหนาแนนของ

เซลลสูงในน้ําหมักหรือเรียกวา “High cell density” ไดเปนอยางดี (Satyanarayana และ Kunze, 

2009; แคทลียา, 2550; Khongto และคณะ, 2010) โดยเฉพาะอยางยิ่ง นิยมนํา H. polymorpha 

มาใชประโยชนในงานทางดานพันธุวิศวกรรม เนื่องจากดีเอ็นเอจากแหลงอ่ืนสามารถรวมเขาไปใน

โครโมโซมไดหลายชุดและมีความคงตัว โปรตีนที่สรางไดไมมีไกลคอซีเลตมากเกินไป (hyper – 

glycosylate) สามารถหล่ังโปรตีนและสะสมโปรตีนที่อาจเปนอันตรายจากเอนไซมยอยโปรตีน

ภายในเพอรออกซิโซม (peroxisome) (สาวิตรี, 2549) ดังแสดงตัวอยางงานวิจัยเกี่ยวกับการผลิต

โปรตีนจากแหลงอ่ืนใน H. polymorpha ในตารางที่ 2.3 

 

ตารางที่ 2.3  การผลิตโปรตีนจากแหลงอ่ืนใน H. polymorpha 

 Product Status Brand name Reference 

Pharmaceutical HBsAg (adr) 

HbsAg (adw) 

Insulin 

IFNα – 2a 

HSA 

EGF 

Launched 

Launched 

Launched 

Process transfer 

Pilot scale completed 

Lab scale completed 

 

Hepa Vax Gene 

 

AgB 

Wosulin 

 

Schaefer et al., 2002 

Schaefer et al., 2002 

 

Muller et al., 2001 

Heo et al., 2003 

Heo et al., 2002 

Food additive Hexose oxidase Launched 

 

Grindamyl - 

Surebake 

Cook and Thygesen, 

2003 

Feed additive Phytase Registration 

 

 Mayer et el., 1999 

Enzymes Levansucrase Lab scale completed 

 

 Park et al., 2004 

(ที่มา: Satyanarayana และ Kunze, 2009) 
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จากงานวิจัยของแคทลียา (2550) นําเซลล H. polymorpha ที่ไดจากการเพาะเล้ียง ผาน

กระบวนการทําใหแหงดวยเคร่ือง Freeze Dryer และทําการวิเคราะหองคประกอบทางอาหารใน

เซลล, กรดไขมัน, กรดอะมิโน และวิตามิน ดังแสดงผลในตารางที่ 2.4-2.6 

 

ตารางที่ 2.4 ปริมาณองคประกอบทางอาหาร ชนิดและปริมาณกรดไขมันที่ไดจากการวิเคราะหเซลล

H. polymorpha 

องคประกอบ เปอรเซ็นต กรดไขมัน เปอรเซ็นต 

โปรตีน 41.67 ปาลมิติก (Palmitic acid) 34.10 

ไขมัน  16.49 ปาลมโิตเลอิก (Palmitoleic acid) 1.87 

ความช้ืน  72.34 สเตียรริก (Stearic acid) 3.47 

เถา  3.08 โอเลอิก (Oleic acid) 37.13 

คารโบไฮเดรต 38.76 ไลโนเลอิก (Linaleic acid) 17.37 

(ดัดแปลงจาก: แคทลียา, 2550) 

 

ตารางที่ 2.5 ชนิดและปริมาณกรดอะมิโน (Amino acid) ในเซลล H. polymorpha 

กรดอะมิโน ปริมาณ (mg/ 100g) กรดอะมิโน ปริมาณ (mg/ 100g) 

Histidine* 27.46 Aspartic acid 201.30 

Isoleucine* 590.24 Cystine 36.68 

Leucine* 670.42 Glutamic acid 92.29 

Lysine* 330.94 Glycine 158.31 

Methionine* <5.00 Methionine – Cystine 36.68 

Phenylalanine* 716.48 Phenylalanine - tyrosine 822.24 

Threonine* 81.88 Proline <5.00 

Tryptophan* 61.92 Serine 60.22 

Valine* 281.47 Tyrosine 106.11 

Alanine 312.18 Hydroxylysine <5.00 

Arginine 123.17 Hydroxyproline <5.00 

* หมายถึง กรดอะมิโนจําเปน (Essential amino acid) (ที่มา: แคทลียา, 2550) 
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ตารางที่ 2.6 ชนิดและปริมาณวิตามนิในเซลล H. polymorpha 

วิตามนิ ปริมาณ (ppm) 

Vitamin B1 (Thiamine) <0.1 

Vitamin B2 (Riboflavin)  0.9 

Vitamin B3 (Niacin & Niacinamide) <0.1 

Vitamin B5 (Panthothenic acid) 2.0 

Vitamin B6 (Pyridoxine) <0.1 

Vitamin B8 (Biotin) 32.5 

Vitamin B9 (Folic acid) 84.9 

Vitamin B12 (Cyanocobalamine) <0.1 

(ที่มา: แคทลียา, 2550) 

  

จากผลการวิเคราะหขางตน เห็นไดวา H. polymorpha มีองคประกอบที่อุดมไปดวย

สารอาหาร กรดไขมัน กรดอะมิโน และวิตามินหลากหลายชนิดที่มีประโยชน เหมาะแกการนํามาใช

เปนอาหารสําหรับคนและสัตวไดเปนอยางดี 

 

2.3 เมแทบอลิซึมของกลีเซอรอลในเมทิลโลโทรฟกยีสต (แคทลียา, 2550) 

 กลีเซอรอลจัดเปนสารสําคัญในการใหพลังงาน และการสังเคราะหไขมันในเซลลของยีสต

หลายชนิด นอกจากนี้ยังมีบทบาทในการควบคุมสมดุลของปฏิกิริยารีดอกซในเซลลและวัฏจักรของ

สารอนินทรียจําพวกฟอสเฟต และยังพบวา กลีเซอรอลเปนสารเพียงชนิดเด่ียวที่สามารถ               

เมแทบอลิซึมและเขาสู gluconeogenesis pathway นอกเหนือจากสารในกลุมพวกน้ําตาล  

 ยีสตมีการนํากลีเซอรอลเขาสูเซลลดวยวิธีแอคทีฟ ทรานสสปอรต (active transport 

system) และสามารถแอสสิมิเลช่ันผานวิถีหลัก 3 วิถี คือ วิถี Phosphorylative โดยเอนไซม 

Glycerol kinase สวนอีก 2 วิถีเปนวิถี Oxidative โดยเอนไซม NADP+ - linked glycerol 

dehydrogenase หรือ NAD(P+) – linked glycerol dehydrogenase  

สําหรับ H. polymorpha ซึ่งเปนยีสตในจีนัส Pichia นั้นมีการแอสสิมิเลชั่นผานวิถี 

Phosphorylative โดยมีลําดับข้ันตอนการเปลี่ยนแปลง ดังนี้ 
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ยนเปนสาร 

ATP ซึ่งข้ัน

(C3H7O6P) 

ปลี่ยนแปลง

 

จัดเปนสาร

จะกลับเขา

อสสิมิเลชั่น

 

ต 
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ตารางที่ 2.7 คุณลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของกลีเซอรอลในชั้นคุณภาพตาง ๆ 

คุณลักษณะ 

เกณฑที่กําหนด 

ชั้นคุณภาพเคมี 
ชั้นคุณภาพ

ไดนาไมต 

ชั้นคุณภาพ

อุตสาหกรรม 
ชั้นคุณภาพยา 

คาของสีโลวิบอนดสเกลในเซลล

ขนาด 113 มิลลิเมตร ไมเกิน 
- (5.0Y + 1.2R) (5.0Y + 1.2R) (5.0Y + 1.2R) 

กล่ิน ตองไมมีกล่ิน

แปลกปลอม 

ตองไมมีกล่ิน

แปลกปลอม 

ตองไมมีกล่ิน

แปลกปลอม 

ตองไมมีกล่ิน

แปลกปลอม 

กลีเซอรีนรอยละโดยน้ําหนัก 99.0 99.0 99.0 95.0 

ความหนาแนนสัมพัทธ 

- ที่อุณหภูมิ 20/20 ⁰C 

- ที่อุณหภูมิ 25/25 ⁰C 

ไมนอยกวา 

 

1.261 ถึง 1.264 

- 

 

1.261 ถึง 1.264 

- 

 

1.261 ถึง 1.264 

- 

 

- 

1.249 

ความเปนดางหรือความเปนกรด 

มิลลิอิควิวาเลนตตอ 100 กรัม       

ไมเกิน 

0.064 0.32 0.32 - 

เถาซัลเฟต มิลลิกรัมตอกิโลกรัม    

ไมเกิน 
0.01 0.01 0.01 0.01 

สารหนู มิลลิกรัมตอกิโลกรัม       ไม

เกิน 
2.0 - - 1.5 

ตะก่ัว มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ไมเกิน 1.0 - - - 

โลหะหนักท้ังหมด (เทียบเปนตะก่ัว) 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ไมเกิน 
5.0 - - 5.0 

คลอไรด รอยละโดยน้ําหนัก ไมเกิน - 0.01 0.01 0.001 

ขีดจํากัดปริมาณคลอไรด (chloride 

limit) 

สารละลายท่ีได

ตองไมขุน 
- - - 

(ที่มา: สํานักงานมาตรฐานอุตสาหกรรม, 2538) 
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ตารางที่ 2.7 คุณลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของกลีเซอรอลในชั้นคุณภาพตาง ๆ (ตอ) 

คุณลักษณะ 

เกณฑที่กําหนด 

ชั้นคุณภาพเคมี 
ชั้นคุณภาพ

ไดนาไมต 

ชั้นคุณภาพ

อุตสาหกรรม 
ชั้นคุณภาพยา 

ขีดจํากัดปริมาณคลอไรดอินทรีย สารละลายท่ีได

ตองไมขุนกวา

สารละลาย

อินทรีย 

- - - 

สารประกอบคลอรีน (คํานวณเปน

คลอไรด) รอยละโดยน้ําหนัก ไมเกิน 
- - - 0.003 

เหล็ก มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ไมเกิน - - 2.0 - 

ซัลเฟต รอยละโดยน้ําหนัก ไมเกิน  - - - 0.002 

น้ําตาล ตองไมพบ - - - 

ขีดจํากัดปริมาณสารรีดิวซ สีของ

สารละลายตอง

ไมเขมกวาสีของ

สารละลาย

มาตรฐาน 

สีของสารละลาย

ตองไมเขมกวาสี

ของสารละลาย

มาตรฐาน 

- - 

สะปอนิฟเคช่ันอิควิวาเลนตมิลลิอิค

วิวาเลนตตอ 100 กรัม ไมเกิน 
0.64 0.64 - - 

กรดไขมันและเอสเทอร 

- - - 

ทําปฏิกิริยา

พอดีกับ 

NaOH 0.5 

mol/dm ไมเกิน 

1 mol/cm3 

(ที่มา: สํานักงานมาตรฐานอุตสาหกรรม, 2538) 
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2.4.4 ประโยชนของกลีเซอรอล 

 กลีเซอรอลสามารถนําไปใชเปนสารต้ังตนในอุตสาหกรรมไดอยางกวางขวาง 

เนื่องจาก เปนของเหลว ไมมีสี ไมมีกล่ิน ไมเปนพิษ และเปนตัวทําละลายที่ดีตอสารประกอบอินทรีย

และสารอนินทรีย นอกจากนี้ยังเปนสารฮิวเมคแทนซี (humectancy) คือ เปนสารที่ดูดน้ําจากอากาศ

เขาสูผิวหนัง ดังที่กลาวมานี้จึงทําใหกลีเซอรอลสามารถพัฒนาไปเปนผลิตภัณฑตาง ๆ ไดตอไปนี้ 

อาหาร กลีเซอรอล เปนอาหารที่ยอยงายและไมเปนพิษ สามารถนําไปผสมกับน้ํามันพืช

หรือสัตวเพื่อใชบริโภคเปนอาหาร นอกจากนี้ยังเปนสวนผสมของน้ําเช่ือมในลูกอมหรือใชเปนน้ําตาล

ไอซซิ่งได 

ยาและเครื่องสําอาง กลีเซอรอลมักเปนสวนผสมในยาหลาย ๆ ชนิด เชน ยาแกไอ ยาชา 

ยาหยอดหู เปนตน สวนในดานเคร่ืองสําอาง กลีเซอรอลจะชวยรักษาผิวหนังใหชุมชื้น หรืออาจจะ

ผสมในยาสีฟนเพื่อใหขนเหนียวและชวยใหฟนมีความเงางาม 

ยาสูบ กลีเซอรอลจะนําไปใชในกระบวนการผลิตยาสูบ โดยจะนําไปพนที่ใบยาสูบกอนที่จะ

บรรจุ เพื่อปองกันไมใหยาสูบนั้นหักระหวางการบรรจุ นอกจากนี้ยังเปนตัวชวยรักษาความชุมชื้น 

และรสชาติในยาสูบไวอีกดวย 

วัสดุหีบหอ กลีเซอรอลมักเปนสารเติมแตงในอุตสาหกรรมการผลิตวัสดุหีบหอ เนื่องจาก            

กลีเซอรอลจะทําใหยืดหยุน และเหนียว 

สารหลอลื่น กลีเซอรอลสามารถนําไปใชเปนสารหลอลื่นได เชน ปม หรือเคร่ืองอัดแก็ส

ออกซิเจน เนื่องจากมีความหนืดสูง และยังรักษาสภาพเปนของเหลวได ณ อุณหภูมิตํ่า 

อ่ืน ๆ ในอุตสาหกรรมส่ิงทอ กลีเซอรอลยังสามารถใชเปนน้ํามันประสาน (textile oil) ใน

กระบวนการถัก ทอผาไดอีกดวย 

 
2.5 การหมักหรือการเพาะเลี้ยง (Fermentation or cultivation)  

 เปนกระบวนการแปรสภาพทางชีวเคมี อันเปนผลจากการทํางานของเอนไซมที่สรางข้ึนโดย

จุลินทรีย จะเห็นไดวาผลิตภัณฑตาง ๆ เชน เอนไซม สารปฏิชีวนะ กรดอะมิโน น้ําสมสายชู รวมถึง

สารที่ใหพลังงานทั้งแอลกอฮอล และกาซชีวภาพ ลวนแลวแตอาศัยการหมัก โดยเฉพาะอยางยิ่ง

ระบบการหมักในสภาพอาหารเหลว ซึ่งมีระบบการหมักที่วัตถุดิบ (แหลงคารบอนและแหลง

พลังงาน) ที่ใชในการหมักละลายอยูในอาหารเหลว เพื่อใหจุลินทรียนําไปใชในการเจริญเติบโต และ

ทําการหมักเพื่อผลิตผลิตภัณฑที่ตองการตอไป (วราวุฒิ และรุงนภา, 2532)  
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น้ําหมักในระหวางกระบวนการเพาะเล้ียงเพียงเล็กนอย จะเห็นวาอัตราการเจริญจําเพาะของ

จุลินทรียในการหมักระบบปด จะอยูในสภาวะที่ไมคงที่สม่ําเสมอ กลาวคือ จุลินทรียไดรับสารอาหาร 

(growth limiting substrate) ที่เหมาะสมปริมาณหนึ่งในชวงแรกของการหมักเทานั้น ซึ่งเปนผลให

เซลลเจริญดวยอัตราการเจริญจําเพาะสูงสูด ที่สภาวะนั้นอัตราการเจริญจะเปนแบบทวีคูณ 

(exponential growth or log phase) พบวาอัตราการเจริญจําเพาะของเซลลข้ึนอยูกับปริมาณ

สารอาหารที่เหลืออยู เม่ือสารอาหารเหลือนอยลงจนกระทั่งสารอาหารหมดและไดปริมาณเซลล

สูงสุด เซลลจะเขาสูสภาวะ stationary phase และ death phase ในที่สุด นอกจากสารอาหารลดลง

แลว ในระหวางที่จุลินทรียเจริญอาจมีการสะสมสารพิษ ซึ่งเปนอีกสาเหตุหนึ่งในการยับยั้งการเจริญ

ของจุลินทรียดวย ดังนั้นอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด (maximum specific growth rate) จึงถูก

จํากัดดวยปริมาณของสารอาหารต้ังตน คือ ถามีสารอาหารต้ังตนมาก ๆ นาจะสงผลใหอัตราการ

เจริญจําเพาะสูง เนื่องจากสารอาหารไมเปนปจจัยจํากัดในการเจริญ แตการเพิ่มสารอาหารตั้งตน

มากเกินไปกลับสงผลใหอัตราการเจริญลดลง (Claret และคณะ, 1992; Chiruvolu และคณะ, 

1998; Li และคณะ, 2007; Tang และคณะ, 2009) ดังนั้นการหมักแบบแบตชจึงมีขอจํากัด คือไม

สามารถรักษาอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุดไวไดนานมากกวาเดิม และเม่ือทําการเพิ่มความเขมขน

ของสารอาหารเร่ิมตนในการเพาะเล้ียง ถึงแมวาเพิ่มปริมาณอาหารต้ังตนจะสามารถรักษาอัตราการ

เจริญจําเพาะสูงสุดไวไดในชวงส้ัน ๆ แตเมื่อสารอาหารตั้งตนมากเกินไปกลับสงผลใหอัตราการเจริญ

จําเพาะสูงสุดลดลงหรือเกิดปฏิกิริยาที่เรียกวา substrate inhitbition 

ในสภาวะหนึ่งที่มีสารอาหารที่เหมาะสมมากเกินพอ จุลินทรียจะสามารถเพ่ิมจํานวนดวย

อัตราคงท่ีสูงสุด (maximum specific growth rate) และในชวงระยะของการเจริญสูงสุดนี้น้ําหนัก

เซลลและจํานวนเซลลจะเพิ่มข้ึนอยางเปนสัดสวนกัน 

 คาคงที่ของการเจริญจําเพาะ ณ ชวงเวลาใด ๆ (instantaneous specific growth rate,μ) 

หาไดจาก 
 

μ = (1/x) dx/dt 
 

เมื่อ x คือ ความเขมขนของเซลล (กรัมตอลิตร) 

 t คือ เวลา (ชั่วโมง) 

 μ คือ อัตราการเจริญจําเพาะ (ตอชั่วโมง) 

 

Integrate สมการ จะได 
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ln (xt) = ln (x0) + μt 
 

หรือ 
Xt = x0 e

μt    

 

อัตราการเจริญจําเพาะสามารถหาไดจากการเขียนกราฟระหวางเวลาที่ใชในการเพาะเลี้ยง 

(t) บนแกน x ปกติ และความเขมขนของเซลล (x) บนแกน y ที่เปนแกน natural log 

 

นอกจากอัตราการเจริญจําเพาะแลวยังมีพารามิเตอรอ่ืน ๆ ที่สามารถหาไดโดยอาศัยการ

เปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึนในชวง log phase คือ 

(1) ระยะเวลาที่ใชในการแบงเซลล (generation or doubling time; td) หมายถึง เวลาที่ใช

ไปในการเพิ่มปริมาณของเซลลเปน 2 เทา ซึ่งหาไดโดยกําหนดให x = 2X0 เม่ือ t = td 

แลวแทนคาในสมการ 
ln 2X0 / X0 = μtd 

จะได 

td = ln 2 / μ = 0.693 / μ 

 

(2) ผลไดของเซลลจากสารอาหารตั้งตน (biomass yield; YX/S) หมายถึง สัดสวนระหวาง

ปริมาณเซลลที่เพิ่มข้ึน (∆X) ตอปริมาณสารอาหารตั้งตนที่ถูกใชไป (∆S) จะไดวา 

 

Yx/s =  
X
S

  =  X  X
S   S

 

 

เมื่อ  X0, S0 คือ ปริมาณเซลลและสารอาหารทีเ่วลา t = 0 (กรัมตอลิตร) 

  X, S คือ ปริมาณเซลลและสารอาหารทีเ่วลาใด ๆ (กรัมตอลิตร) 

และ สามารถคํานวณหาคา YX/S โดยการเขียนกราฟระหวาง X และ S จะไดกราฟ

เสนตรงที่มีคาความชัน เทากับ YX/S  

 

(3) ผลไดของผลิตภัณฑจากสารอาหารต้ังตน (product yield; YP/S) หมายถึง สัดสวน

ระหวางปริมาณผลิตภัณฑทีเ่พิ่มข้ึน (∆P) สารอาหารต้ังตนทีถู่กใชไป (∆S) จะไดวา 
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Yp/s =  
P
S

  =  P  P
S   S

 

 

และ สามารถคํานวณหาคา YP/S โดยการเขียนกราฟระหวาง P และ S จะไดกราฟ

เสนตรงทีม่ีคาความชัน เทากับ YP/S  

การสรางผลิตภัณฑของเซลลในกระบวนการหมักแบบแบตช สามารถเกิดข้ึนไดพรอม ๆ กับ

การเจริญเติบโตของเซลล เรียกวา primary metabolites โดยปกติพบวา ผลิตภัณฑนี้จะถูกสรางใน

ระหวางกระบวนการสังเคราะหพลังงานของเซลล โดยที่ความเขมขนของผลิตภัณฑจะสอดคลองกับ

การเพิ่มข้ึนของเซลลในชวง log phase หรืออาจกลาวไดวา อัตราจําเพาะของการสรางผลิตภัณฑ

สัมพันธโดยตรงกับอัตราการเจริญจําเพาะของเซลล สําหรับผลิตภัณฑที่ถูกสรางหลังจากที่เซลลมี

อัตราการเจริญเติบโตสูงสุดหรืออยูในชวง stationary phase เรียกวา secondary metabolites 

 
      2.5.2 การหมักแบบเฟดแบตช (fed batch cultivation) 

 การหมักแบบเฟดแบตชมีลักษณะคลายกับการหมักแบบแบตชแตมีการเติมสารอาหารเขา

ไปในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพในระหวางกระบวนการเพาะเล้ียง การเติมสารอาหารใหแกเซลลอยาง

ตอเนื่องเปนระยะ ๆ เมื่อส้ินสุดการเจริญใน batch culture โดยไมมีการถายเทอาหารออกจากเคร่ือง

ปฏิกรณชีวภาพซ่ึงเปนผลใหปริมาตรภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพเพิ่มข้ึน โดยสารที่เติมสวนใหญมี

เพียงแหลงคารบอนมากกวาที่จะเติมอาหารเล้ียงเชื้อ ตามปกติแลวสารอาหารที่ใชเติมจะเตรียมใหมี

ความเขมขนสูงสุดเทาที่จะทําใหการเพาะเล้ียงสามารถดําเนินไปได เพื่อทําใหปริมาตรของน้ําหมัก

เพิ่มข้ึนนอยที่สุด ทั้งนี้ความเขมขนของสารอาหารที่นิยมใชจะมีความเขมขนอยูในชวง 30 – 50 

เปอรเซ็นต นิยมทําการเพาะเล้ียงแบบเฟดแบตชเพื่อทําการผลิตโปรตีนเซลลเด่ียว และเมแทบอไลต

ทุติยภูมิ เพราะสามารถควบคุมระดับความเขมขนของสารอาหารใหอยูในระดับที่ตองการไดโดยการ

เติมสารอาหารเพิ่มเขาไปตามตองการ  

 การเปล่ียนแปลงความเขมขนของเซลล (x) ใน fed batch culture ณ เวลา (t) ใด ๆ เปนผล

มาจากการเจริญของเซลลทีเ่พิ่มข้ึนตามปริมาตร (v) ดังสมการ 

 
 d ( Vx) = μxV 

                                                  dt 
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    x dV + V dx = μxV 
                                              dt        dt 
 
                                            x . F + V dx = μxV 
                                                         dt 
 
                                                         dx = μx – Dx 
                                                         dt 
 

 ในการหมักแบบเฟดแบตชปริมาณเซลลทั้งหมดเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาการหมัก แตความ

เขมขนของเซลลจะคอนขางคงที่ (dx/dt 0) เนื่องจากปริมาตรในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพเพ่ิมข้ึน

เชนกัน ดังนั้นอัตราการเจริญจําเพาะของเซลลจึงสามารถถูกควบคุมโดย dilution rate หรืออัตรา

การเติมสารอาหารเชนเด่ียวกับในกรณีของการหมักแบบตอนื่อง อยางไรก็ตามอัตราการเจริญ

จําเพาะของการหมักแบบเฟดแบตชจะลดลงซึ่งเปนผลมาจากปริมาตรที่เพิ่มข้ึน จึงเปนการแกปญหา

การเกิด substrate inhibition ในการหมักแบบแบตช โดยมีการดัดแปลงการหมักแบบแบตชใช

ปริมาณสารอาหารต้ังตนที่มีความเขมขนตํ่า เพื่อไมใหความเขมขนของสารอาหารต้ังตนมีผลไป

ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย จากนั้นมีการเติมสารอาหารเขาไปในระหวางการเพาะเล้ียง เพื่อเพิ่ม

ปริมาณสารอาหาร หรือเพื่อเปนตัวกระตุนใหมีการผลิตผลิตภัณฑที่ตองการ เชน ในงานวิจัยของ 

Ayed และคณะ (2008) ไดทําการศึกษาการผลิต human interferon α2b เพื่อใหไดความหนาแนน

เซลลสูงโดยใช Pichia pastoris เปนเซลลเจาบานในกระบวนการหมักแบบเฟดแบตช โดยในชวง

การหมักแบบแบตช ทําการเก็บตัวอยางนํามาวัดคาความขุนที่ 600 นาโนเมตร เมื่อพบวาคาความ

ขุนของน้ําหมักมีคาประมาณ 80 จึงทําการเติมกลีเซอรอลเพิ่มเขาไปเพื่อเพิ่มการเจริญของยีสต 

หลังจากนั้นเปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําการเติมเมทานอลเขาไปเพื่อกระตุนการผลิต human interferon 

α2b และในงานวิจัยของ Li และคณะ (2007) ศึกษากระบวนการหมักแบบเฟดแบตชของ 

Rhodosporidium toruloides Y4 เพื่อใหไดความหนาแนนเซลลสูง เนื่องจากในกระบวนการหมัก

แบบแบตชเม่ือใชความเขมขนเร่ิมตนของกลูโคสซ่ึงเปนสารอาหารต้ังตนมากกวา 150 กรัมตอลิตร 

สงผลยับยั้งการเจริญของ R. toruloides จึงแกปญหาที่เกิดข้ึนโดยทําการหมักแบบเฟดแบตช เม่ือ

ทําการหมักเปนเวลา 134 ชั่วโมง ไดน้ําหนักเซลลแหง, cellular lipid content และ lipid 

productivity เปน 106.5 กรัมตอลิตร, 67.5 % (w/w) และ 0.54 กรัมตอลิตรตอชั่วโมงตามลําดับ  

เปนตน นอกจากจะเปนการควบคุมเมแทบอลิซึมในการเจริญของจุลินทรียตามที่กลาวมาแลว

ขางตน ยังเปนการควบคุมอัตราการเกิดปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพระหวางการ
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เพาะเล้ียงอีกดวย คือเปนการหลีกเล่ียงปญหาดานขอจํากัดของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ ไดแก ระบบ

หลอเย็น และระบบการใหอากาศ ในหลายกระบวนการพบวาอัตราการเติบโตที่สูงเกินไปทําใหเกิด

การคายความรอนในปริมาณมากกวาความสามารถในการควบคุมอุณหภูมิภายในเครื่องปฏิกรณ

ชีวภาพ รวมถึงอัตราการเติบโตที่สูงเกินไปทําใหความตองการออกซิเจนมากกวาความสามารถใน

การเติมออกซิเจนของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ 

 โดยรูปแบบการควบคุมการหมักแบบเฟดแบตชสามารถแบงออกได 2 วิธี ไดแก 

(1) การควบคุมแบบยอนกลับ (feedback regulation) เปนการควบคุมอัตราการเติม

สารอาหารโดยตอบสนองยอนกลับกับความเขมขนของสารอาหารภายในเคร่ือง

ปฏิกรณชีวภาพที่เกิดการเปล่ียนแปลง สวนใหญจะเปนระบบที่มีการทํางานอัตโนมัติ 

โดยอาศัยการวัดคาการเปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึนกับความเขมขนของสารอาหารโดยตรง 

หรือวัดการเปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึนทางออม เชน คาออกซิเจนละลายในน้ําหมัก หรือคา

ความเปนกรด – เบสของน้ําหมัก เปนตน 

(2) การควบคุมที่มีการกําหนดรูปแบบการเติมไวลวงหนา ซึ่งอาจมีการเติมสารอาหารเปน

ระยะ (intermittent addition) หรือเปนการควบคุมการเติมสารอาหารแบบตอเนื่องโดย

ใชปมดวยอัตราคงท่ี (constant feed rate) หรือเปนการควบคุมการเติมสารอาหาร

แบบตอเนื่องโดยใชปมที่มีอัตราการเติมสารอาหารเปนแบบอัตราเอ็กโพเนนเชียล 

(exponential feed rate) เปนตน 

ในการหมักแบบเฟดแบตช เมื่อตองการควบคุมความเขมขนของสารอาหารใหคงที่ จําเปน

จะตองมีการปรับอัตราการเติมสารอาหารตลอดเวลา เนื่องจากทั้งปริมาตรของนํ้าหมักและความ

เขมขนของเซลล เปล่ียนแปลงตลอดเวลา  โดยอัตราการใชสารอาหารจะเพิ่ม ข้ึนในอัตรา                

เอ็กโพเนนเชียลตามรูปแบบการเติบโตแบบเอ็กโพเนนเชียลของเซลล ซึ่งสามารถคํานวณหาอัตรา

การเติมสารอาหารในอัตราเอ็กโพเนนเชียลระหวางกระบวนการเพาะเล้ียง โดยอาศัยสมดุลมวลของ

สารอาหารต้ังตน ไดดังนี้   

 
dS  =  F (Si – S) - μ X 

                        dt      V             Yx/s    
 

เมื่อ 

S     =   ความเขมขนของสารอาหาร (กรัมตอลิตร) 

t       =   ระยะเวลาต้ังแตเร่ิมทาํการเติมสารอาหาร (ชั่วโมง) 

F      =   อัตราการเติมสารอาหาร (ลิตรตอชั่วโมง) 
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V      =   ปริมาตรน้าํหมัก (ลิตร) 

Si     =   ความเขมขนของสารอาหารในอาหารที่ใชเติม (กรัมตอลิตร) 

μ      =   อัตราการเติบโตจําเพาะ (ตอชั่วโมง) 

Yx/s       =   ผลไดของเซลลจากสารอาหาร (กรัมเซลลตอกรัมสารอาหาร) 

X  =   ความเขมขนของเซลล (กรัมตอลิตร) 

 

ภายใตภาวะทีส่ารอาหารมีอยูอยางจํากัดจะทําใหคา S  0 นอกจากนี้เมื่อพิจารณาให

ความเขมขนของสารอาหารในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพคงที่จะได dS/dt = 0 จากภาวะดังกวาทําใหเรา

สามารถหาอัตราการเติมสารอาหารเร่ิมตน (F0) ไดดังสมการ 

                            F0  =  μ X0 V0 

        Yx/s Si 

 

เนื่องจากในกระบวนการหมักแบบเฟด – แบตช ทั้งปริมาตรและความเขมขนของเซลลมีการ

เปล่ียนแปลงตลอดเวลา ซึ่งทําใหอัตราการเติมสารอาหารเปล่ียนแปลงตลอดเวลาดวย หรืออาจ

กลาวไดวาอัตราการเติมสารอาหารเปนฟงกชันของเวลา ซึ่งสามารถคํานวณอัตราการเติมสารอาหาร

ไดจากสมการ 
F(t)  =  F0e

μt  
    
2.6 เครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบถังกวน (stirred tank bioreactor)  
(สาวิตรี, 2549; วราวุฒิ และกรวิกา, 2539) 

 

 

ภาพที ่2.14 ตัวอยางเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบถังกวนขนาด 5 ลิตร 
 



29 

 

 

ในการเพาะเล้ียงจุลินทรียเพื่อผลิตผลิตภัณฑในระดับอุตสาหกรรมจําเปนตองเลี้ยงใน

ภาชนะและสามารถควบคุมสภาพตาง ๆ ในการผลิตได ภาชนะนี้เรียกวา เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ 

(bioreactor) ในอุตสาหกรรมนิยมใชเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบถังกวน (ภาพที่ 2.14) เนื่องจาก

คาใชจายสําหรับพลังงานในการกวนและการใหอากาศไมสูง ถังชนิดนี้มีรูปรางทรงกระบอกที่ตรงกน

ถังเกือบตรงหรือโคงเล็กนอย การควบคุมอุณหภูมิทําโดยมีแจ็กเกตใหความรอนและความเย็น มักมี

แผนกัน (baffle) ยื่นจากผนังของตัวถังเขาไปจํานวน 4 อัน เพื่อปองกันการเกิดกระแสวนของ

ของเหลวที่มีลักษณะเปนรูปกรวยขนาดใหญ (large vortexing) ตรงกลางถังเนื่องจากแรงเหวี่ยง 

การทําใหของเหลวในเครื่องปฏิกรณชีวภาพเกิดการเคลื่อนไหวหรือการผสมทําโดยใชใบพัด 

(impeller) ที่ติดอยูตรงเพลาตรงกลางถัง จํานวนใบพัดข้ึนอยูกับอัตราสวนของถัง ใบกวน (stirrer) 

มีหลายแบบแบงไดคราว ๆ 2 กลุม กลุมแรกคือ turbine impeller และกลุมที่สองคือ axial flow 

impeller สําหรับ turbine impeller เปนใบพัดที่ทําใหมีการกระจายของแกสซึ่งดัดแปลงมาจาก

ใบพัดแบบธรรมดา (simple paddle) โดยมีแผนขนาดเล็กที่วางในแนวต้ังรอบแกน บางชนิดอาจเปน

ใบพัดติดอยูบนแผนกลมที่มีอยูในแนวนอนที่ระยะเทา ๆ กัน เชนใน rushton disc turbine และ 

concave bladed turbine สําหรับกลุมที่เปน axial flow impeller แบบแผนของการไหลที่เปนหลัก

คือของเหลวไหลขึ้นที่บริเวณขางผนังถังและไหลลงตรงกลางรอบ ๆ แกนเคร่ืองกวนดังนั้นการผสมที่

บริเวณแกนจะเกิดข้ึนไดดีมากกวา turbine impeller ซึ่งมีแนวโนมจะทําใหเกิดจุดอับ (dead zone) 

ซึ่งเปนบริเวณที่ของเหลวไมมีการเคล่ือนที่ สําหรับของเหลวที่มีความหนืดนอยอาจใช marine 

impeller สวนของเหลวที่มีความหนืดมากมักใช hydrofoil impellers สวนกระบวนการใหอากาศ

หรือแกสอ่ืน ๆ คือ ทําการพนแกสผานตัวพน (sparger) เขาไปที่กนถังในระดับที่ตํ่ากวาใบพัดซ่ึงอยู

ตํ่าสุดของถัง ตัวพนอาจมีลักษณะเปนทอขดเปนวงแหวน หรือเปนแผน (ภาพที่ 2.15-2.16) 
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- อาหารเล้ียงเชื้อที่ใชในการเพาะเล้ียงแบงตามองคประกอบของอาหาร แบง

ออกเปน 2 กลุม คือ  

(1) Synthetic medium หรือ Basal salt medium หรืออาหารสังเคราะห 

อาหารในกุลมนี้เปนอาหารที่ทราบองคประกอบที่แนนอน โดยสวนประกอบหลัก

เปนเกลือตาง ๆ และวิตามิน 

(2) Non – synthetic medium หรือ Enrich medium อาหารในกลุมนี้ไม

ทราบองคประกอบที่แนนอน โดยสวนประกอบที่สําคัญของอาหารในกลุมนี้ คือ 

ยีสตสกัด เปปโตน และแหลงคารบอน เชน อาหารในกลุมนี้นิยมใชในการเก็บรักษา

สายพันธุ การเตรียมกลาเชื้อเร่ิมตน และการเพาะล้ียงในระบบท่ีไมสามารถควบคุม

คาความเปนกรด – เบส นอกจากนี้ยังนิยมใชสําหรับจุลินทรียในกลุม auxotroph 

 

- อาหารเล้ียงเชื้อที่ใชในการเพาะเล้ียงแบงตามลักษณะการใชงาน แบงออกเปน 4 

กลุม คือ 

(1) General medium คืออาหารเล้ียงเชื้อที่เตรียมข้ึนเพื่อใชเล้ียงจุลินทรีย

ทั่ว ๆ ไป เชน อาหาร PDA ที่สามารถใชเลี้ยงเชื้อราไดเกือบทุกชนิด อาหาร NA ที่ใช

เล้ียงแบคทีเรีย แตในบางคร้ังอาหาร PDA และ NA อาจไมเพียงพอจึงจําเปนตอง

เพิ่มเติมสารอาหาร หรืออาจตองเปลี่ยนไปใชสูตรอาหารอ่ืน ๆ แทน ทั้งนี้ข้ึนอยูกับ

วัตถุประสงคของการศึกษาในแตละการทดลอง 

(2) Selective medium คืออาหารเล้ียงเชื้อที่เติมสารอาหารบางอยางลงไป 

เพื่อยังยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ไมตองการ โดยสารที่เติมลงไปนั้นไมมีผลยับยั้ง

การเจริญของจุลินทรียที่ตองการ เชน การเติม crystal violet ลงไป 0.003% จะไป

ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก เปนตน  

(3) Minimal medium คือ อาหารที่มีสวนประกอบของสารในปริมาณนอย 

เฉพาะที่จําเปนตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียบางชนิด 

(4) Differential medium คือ อาหารเล้ียงเชื้อที่เติมสารเคมีบางชนิดลงไป

เพื่อชวยใหจุลินทรียที่ตองการเจริญอยางรวดเร็ว และมีลักษณะจุลินทรียที่แตกตาง 

แปลกไปจากจุลินทรียชนิดอ่ืน 

         2.7.1.2 สารอาหารทีจ่ําเปนตอการเจริญ (สาวติรี, 2549) 

    การเจริญของยีสตจําเปนตองมีสารอาหารที่ทําหนาที่เปนแหลงพลังงาน แหลงคารบอน 

รวมทั้งธาตุอาหารหลัก (major element) อ่ืน ๆ ไดแก ไฮโดรเจน ออกซิเจน ไนโตรเจน ซัลเฟอร และ

ฟอสฟอรัส  โดยมีความตองการธาตุอาหารบางชนิดในปริมาณมาก (macroelement) เชน 
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แมกนีเซียมและโพแทสเซียม และยังจําเปนตองมีธาตุอาหารบางชนิด (microelement หรือ trace 

element) ซึ่งแมตองการเพียงเล็กนอยแตก็มีความสําคัญตอการเจริญ ไดแก แคลเซียม เหล็ก 

ทองแดง แมงกานีส สังกะสี นิกเกิล โคบอลต และโมลิบดีนัม นอกจากนั้นยีสตยังตองการ

สารประกอบบางชนิดเพื่อทําหนาที่เปน growth factor เชน วิตามิน พิวรีน ไพริมิดีน และนิวคลีโอ

ไทด เปนตน 
(1) แหลงคารบอน (Carbon Source)  
ยีสตมีคารบอนเปนองคประกอบภายในเซลลรอยละ 50 ของน้ําหนักเซลลแหง ยีสตใช

สารอินทรียเปนแหลงคารบอนและพลังงาน สวนใหญสารอินทรียที่ใช คือ น้ําตาล โดยกลูโคสเปน

น้ําตาลที่ยีสตทุกชนิดสามารถเมแทบอลิซึมได แตกลูโคสอาจไมไดเปนน้ําตาลที่เกิดเมแทบอลิซึมได

อยางมีประสิทธิภาพมากที่สุดในยีสตทุกชนิด โดยปกติตามธรรมชาติกลูโคสจะไมไดมีอยูอยางอิสระ

แตอยูในรูปของพอลิเมอรจําพวกเซลลูโลส แปง และพอลิแซ็กคาไรดอ่ืน และไมคอยนิยมนํากลูโคส

มาใชเปนสับสเตรทสําหรับการหมักในระดับอุตสาหกรรม นอกจากนั้นกลูโคสมักแสดงการกดดัน 

(repression) และมีผลยับยั้ง (inhibitory effect) การแอสสิมิเลตน้ําตาลอ่ืนของยีสต 

เมื่อยีสตเจริญในท่ีมีกลูโคสความเขมขนสูงหนาที่ของไมโทคอนเดรียจะถูกกดดันที่เรียกวา 

อิทธิพลแคร็บทรี (Crabtree effect) หรืออิทธิพลกลูโคส (glucose effect) หรือการกดดัน              

แคแทบอไลต (catabolite repression) ทําใหยีสตมีการหายใจลดลง นอกจากนั้นในสภาวะที่มี

กลูโคสความเขมขนสูงยีสตแสดงการเจริญแบบสองระยะหรือไดฟาซิก (diphasic) คือ หลังระยะ lag 

phase ถึง log phase กลูโคสจะถูกหมักเปนเอทานอล ระหวางนี้การหายใจแบบใชออกซิเจนถูก

กดดัน ชวงการเจริญที่สองของยีสตจะใชเอทานอลสําหรับการเจริญโดยเมแทบอลิซึมแบบใช

ออกซิเจนและไดคารบอนไดออกไซดเปนผลิตภัณฑสุดทาย ยีสตบางชนิดเทานั้นที่ไวตอกลูโคสความ

เขมขนสูง ในกรณีของ Candida, Rhodotorula และ Torulopsis ไมผลิตเอทานอลแมจะเจริญใน

อาหารที่มีกลูโคสความเขมขนสูงในภาวะที่มีออกซิเจนโดยจะใชกระบวนการหายใจแบบใชออกซเิจน

ทําใหไดผลผลิตชีวมวลสูง 

ยีสตบางชนิดเมแทบอลิซึมน้ําตาลหาคารบอนไดดีกวากลูโคส เชน Pichia stipitis ใชไซโลส

ไดดี ยีสตจํานวนมากที่ใชไดแซ็กคารไรดจําพวกมอลโทส ซูโครส แลกโทส ทรีฮาโลส เมลิไบโอส     

เซลโลไบโอส และเมลิไซโทส สารประกอบอินทรียอ่ืนที่ศึกษากันมากในแงที่ใชเปนแหลงคารบอน

สําหรับการเจริญของยีสต คือ ไฮโดรคารบอน และเมทานอล และยังมียีสตบางสายพันธุที่สามารใช

คารบอนไดออกไซดเปนแหลงคารบอนได สําหรับอุตสาหกรรมมักใชแหลงคารโบไฮเดรตมาจาก

วัตถุดิบที่ประกอบดวยสารประกอบหลายชนิด เชน กากน้ําตาล ซึ่งประกอบดวยกลูโคส ฟรุกโทส 

ซูโครส และราฟฟโนส 
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(2) ไนโตรเจน (Nitrogen) 
ยีสตมีไนโตรเจนภายในเซลลประมาณรอยละ 10 ของน้ําหนักเซลลแหง ไนโตรเจนเปน

องคประกอบของอาหารสําหรับการเพาะเล้ียงยีสตที่มีปริมาณมากรองลงมาจากคารบอน สารหลาย

ชนิดสามารถนํามาใชเปนแหลงไนโตรเจนได โดยแหลงไนโตรเจนทีมีโมเลกุลขนาดเล็กและสามารถ

ใชไดงาย เชน แอมโมเนียมไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมไนเตรต แอมโมเนียมคลอไรด และ

แอมโมเนียมซัลเฟต มักใชในอุตสาหกรรมการหมักโดยยีสต เพราะนอกจากใหไนโตรเจนแลวยังให

ซัลเฟอรดวย ยีสตบางชนิดสามารถใชไนเตรตและไนไตรตได แตตองเปนไนไตรตที่ความเขมขนตํ่าซ่ึง

ไมเปนพิษกับยีสตนั้น นอกจากอนินทรียไนโตรเจนแลวอินทรียไนโตรเจนหลายชนิด เชน กรดอะมิโน 

เพบไทด พิวรีน และเอมีน สามารถใชเปนแหลงไนโตรเจนของยีสตบางชนิดได ยูเรียก็ถือเปนแหลง

ไนโตรเจนที่ดี แตเมื่อมีการใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนตองมีการเติมไบโอตินลงในอาหารดวย การใช

ยูเรียของยีสตจะลดลงเมื่อมีแหลงไนโตรเจนอ่ืนที่ยีสตสามารถใชไดดีกวาเนื่องจากการกดดันของ

ไนโตรเจน (nitrogen suppression) 

ในอาหารเล้ียงยีสตที่ใชในอุตสาหกรรมถามีแหลงไนโตรเจนมากกวาหนึ่งชนิด ไนโตรเจน

เหลานั้นจะถูกใชในอัตราที่แตกตางกัน ยีสตจะเลือกใชแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุดกอน ซึ่งนาจะเกิดจาก

วิธีการกดดันและการแบงสวนของเมแทบอไลต (metabolite compartmentation) ดังนั้นการที่มี

แหลงไนโตรเจนที่ดี เชน กลูทาเมต ในอาหารเปนผลใหมีการกําจัดแหลงไนโตรเจนที่ไมดี (เชน        

โพรลีน) ออกจากเซลล โดยไนโตรเจนที่ดีนั้นตองเขาสูเซลลอยางรวดเร็ว เกิดการเปลี่ยนแปลงภายใน

เซลลดวยข้ันตอนที่นอยที่สุดเพื่อสรางกลูทาเมตหรือแอมโมเนีย และตองไมเปนพิษกับเซลล    
(3) ไฮโดรเจน 
ไฮโดรเจนไอออน (H ion) หรือโปรตอน (proton) สําคัญมากในสรีรวิทยาของยีสต โดยคา

ความเปนกรด-เบสทั้งภายนอกและภายในเซลลมีอิทธิพลมากตอการเจริญ และเมแทบอลิซึมของ

ยีสต ปกติยีสตสามารถเจริญไดดีในอาหารเล้ียงเชื้อที่มีคากรด-เบสเร่ิมตน ระหวาง 4 – 6 แตยีสต

บางชนิดสามารถเจริญในคากรด – เบสที่กวางกวา คือ 2 – 8 และยีสตสวนใหญเจริญไดไมดีนักใน

ภาวะที่มีความเปนเบส เมื่อยีสตมีการเจริญอยางรวดเร็วทําใหอาหารเล้ียงเชื้อมีสภาพเปนกรด ซึ่ง

เปนผลมาจากการนําเขาของไอออนตางชนิดกัน การปลดปลอยโปรตอนระหวางการขนสง

สารอาหาร การปลดปลอยกรดอินทรียและการเกิดคารบอนไดออกไซด คากรด-เบสภายในเซลลที่

กําลังเจริญมีการควบคุมภายในชวงแคบ ๆ โดยการทํางานของ ATPase ในโปรตอนปม (protron 

pump) ที่พลาสมาเมมเบรนมีบทบาทสําคัญในการควบคุมการนําเขาสารอาหารและเมแทบอลิซึม

ของเซลล การผันแปรของคากรด - เบสภายนอกเซลลยังสงผลตอคากรด - เบสภายในไซโทพลาสซึม

ของเซลลอีกดวย  
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(4) ออกซิเจน 
ออกซิเจนมีหนาที่หลักเปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายในหวงโซอิเล็กตรอน (electron 

transport chain, ETC) นอกจากนั้นยังมีหนาที่เปน growth factor โดยยีสตตองการออกซิเจน

สําหรับการเกิดไฮดรอกซิเลช่ัน (hydroxylation) เพื่อรักษาการเจริญ เชน ใชในการสังเคราะห      

สเตอรอลและกรดไขมันไมอ่ิมตัว ยีสตบางชนิดตองการโมเลกุลของออกซิเจนสําหรับเอนไซมออกซิ

เดสชนิดที่มีหนาที่หลายอยาง (mixed function oxidase) ที่ชวยในการทําใหเกิดวงแหวน 

(cyclization) ของสควอลีน 2,3-epoxide เพื่อสรางลาโนสเตอรอล (lanosterol) และสําหรับการ

สังเคราะหกรดไขมันไมอ่ิมตัว ดังนั้นออกซิเจนจึงถือเปน growth factor ที่สําคัญของยีสต 

สําหรับการผลิตผลิตภัณฑอุตสาหกรรมจากยีสตบางชนิด เชน ยีสตขนมปง และโปรตีน     

ชีวมวลของยีสตหรือโปรตีนเซลลเด่ียวที่ตองทําใหมีการเจริญโดยเมแทบอลิซึมแบบหายใจสูงสุดใน

กระบวนการผลิตจึงตองรักษาใหมีออกซิเจนพอเพียงที่จะสนับสนุนการเจริญอยางรวดเร็วของยีสต

ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ โดยออกซิเจนตองคอย ๆ ละลายลงในน้ํา และมีการปฏิบัติหลายอยางเพื่อ

เพิ่มอัตราการดูดซึมออกซิเจน (oxygen absorption rate) ซึ่งเทากับ KLa.a.c (KL คืออัตราที่

ออกซิเจนจากบรรยากาศผานทาง liquid interface และละลายลงในสารละลาย สวน  a คือ พื้นที่

ของ interface และ c คือ ความเขมขนของออกซิเจนในอาหารเล้ียงเชื้อ)    
(5) ซัลเฟอร  
ยีสตมีซัลเฟอรเปนองคประกอบรอยละ 0.3 ของน้ําหนักเซลลแหง โดยรอยละ 60 ของ

ซัลเฟอรอยูในกรดอะมิโนที่มีซัลเฟอรเปนองคประกอบในโปรตีน อีกรอยละ 5 เปนอนินทรียซัลเฟต

อิสระ สวนที่เหลืออยูในรูปของซัลเฟตที่เกาะกัน หรือกรดอะมิโนอิสระ นอกจากนั้นยังพบอยูใน

วิตามินบางชนิด เชน ไบโอติน และสารที่มีซัลเฟอรอ่ืน ๆ ยีสตตองการซัลเฟอรเพื่อใชในการ

สังเคราะหกรดอะมิโนที่มีซัลเฟอรเปนองคประกอบในอันดับแรก 

แหลงของซัลเฟอรไดจากสารประกอบซัลเฟต (sulfate) ซัลไฟต(sulfite) ไทโอซัลเฟต

(thaiosulfate) อนินทรียซัลเฟอรอยูในรูปของซัลเฟตไอออน โดยเฉพาะแอมโมเนียมซัลเฟตหรือ

โพแทสเซียมซัลเฟตเปนแหลงซัลเฟอรที่นิยมใชในอาหาร โดยยีสตทุกชนิดสังเคราะหกรดอะมิโนที่มี

ซัลเฟอรจากซัลเฟตได  
(6) ฟอสฟอรัส 
ฟอสฟอรัสถูกแอสสิมิเลต (assimilate) ในรูปของไดไฮโดรเจนฟอสเฟตไอออน หรือออรโท

ฟอสเฟตไอออน (orthophosphate, H2PO4) เทานั้น บทบาทหลักของฟอสเฟตคือเปนองคประกอบ

ของน้ําตาลฟอสเฟต กรดนิวคลีอิก และนิวคลีโอไซไดฟอสเฟต หรือนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต และ

พบในอนินทรียฟอสเฟตในรูปของพอลิเมอรสายตรง คือ พอลิฟอสเฟต มีความสําคัญในการควบคุม

เมแทบอลิซึมของเซลล  ใหฟอสเฟตสะสมและใหพลังงาน  ฟอสฟอรัสทําใหมีประจุลบใน                 
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ไซโทพลาสซึมของยีสต จากการที่มีอนินทรียฟอสเฟตและกลุมฟอสเฟตในสารอินทรีย โดยยีสตมี

ฟอสเฟตเปนองคประกอบในเซลลรอยละ 3 – 5 ของน้ําหนักเซลลแหง ซึ่งสวนใหญอยูในรูปของออร

โทฟอสเฟต  
(7) เกลือแร 
ยีสตตองการเกลือแร (mineral elements) เหมือนกับจุลินทรียอ่ืน เกลือแรที่ยีสตตองการ

ประกอบดวยโพแทสเซียม แมกนีเซียม และธาตุที่ตองการในปริมาณตํ่าหลายชนิด สําหรับ 

โพแทสเซียมและแมกนีเซียมถือเปนธาตุอาหาร macroelement ที่ยีสตตองการในระดับความเขมขน

เปนมิลลิโมลาร เพื่อทําใหเกิดภาวะที่มีประจุบวกภายในเซลลยีสต  

ปกติยีสตมีโพแทสเซียมประมาณรอยละ 1 – 2.2 % ของน้ําหนักเซลลแหง โดยปริมาณ

โพแทสเซียมในเซลลผันแปรตามภาวะในการเจริญ โพแทสเซียมยังทําหนาที่เปนโคแฟกเตอรสําหรับ

เอนไซมหลายชนิดที่เกี่ยวกับปฏิกิริยาออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเลช่ัน (oxidative phosphorylation) การ

สังเคราะหโปรตีน และเมแทบอลิซึมของคารโบไฮเดรต เชน ไพรูเวตไคเนส (pyruvate kinase)       

อัลโดเลส (alsolase) อัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (aldehyde dehydrogenase) และเอทีพีเอส (ATPase) 

ที่เยื่อหุมเซลล นอกจากนั้นยังรวมในการนําสารอาหารอื่นเขาเซลล  

สวนแมกนีเซียม เปนสารที่จําเปนสําหรับการเจริญของยีสตเชนกัน และมีอยูรอยละ 0.3 ของ

น้ําหนักเซลลแหง ทําหนาที่เกี่ยวกับโครงสรางและเมแทบอลิซึม เชน การทํางานของเอนไซมเกี่ยวกับ

การเคลื่อนยายฟอสเฟต (transphosphorylation) ซึ่งตองอาศัยแมกนีเซียมไอออน 

และเกลือแรอ่ืน ๆ ที่ยีสตตองการในปริมาณที่ตํ่ามากในระดับไมโครโมลารหรือนาโนโมลาร 

ประกอบดวยแมงกานีส แคลเซียม เหล็ก สังกะสี ทองแดง นิเกิล โคบอลท และโมลิบดีนัม ในขณะที่

เกลือแรอ่ืน ๆ คือ เงิน แบเรียม แคดเมียม ปรอท ลิเทียม ตะกั่ว เปนสารพิษ หากความเขมขนสูงกวา 

100 ไมโครโมลารจะมีผลเสียตอการเจริญ   
(8) Growth factor 
เปนสารอินทรียซึ่งยีสตตองการที่ความเขมขนตํ่ามาก มีบทบาทในการเรงหรือเปนสวนใน

โครงสราง สารที่เปน growth factor สําหรับยีสตคือ วิตามิน พิวรีน ไพริมิดีน นิวคลีโอไทด นิวคลีโอ

ไซด (nucleoside) กรดอะมิโน กรดไขมัน และอ่ืน ๆ เชน พอลิเอมีน (polyamine) โคลีน และ           

มีโซอินอซิทอล (meso – inositol) การที่ยีสตตองการ growth factor แบบนี้เรียกวา relative growth 

factor  

ยีสตมักตองการวิตามินที่ระดับความเขมขนไมโครโมลาร เชน ไบโอตินซ่ึงเปนโคแฟกเตอรใน

ปฏิกิริยาที่เรงโดยคารบอกซีเลส (carboxylase) กรดแพนโททีนิกซ่ึงรูปที่ทําหนาที่ คือ โอเอนไซมเอ 

(coenzyme A) ที่รวมในปฏิกิริยารีดอกซ และไทเอมีน (thiamine) หรือวิตามินบี 1 ในรูปของไทเอมีน

ไพโรฟอสเฟต (thiamine pyrophosphate) ซึ่งรวมในปฏิกิริยาดีคารบอกซีเลช่ัน (decarboxylation) 
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      2.7.2 ปจจัยทางกายภาพและเคมทีี่เกี่ยวของระหวางการหมัก 

       2.7.2.1 อุณหภูมิ  

ปกติจุลินทรียจะเจริญเร็วข้ึนเม่ืออุณหภูมิเพิ่มข้ึนจนถึงอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญ การ

เล้ียงยีสตสวนใหญมักบมที่อุณหภูมิ 30 – 35 องศาเซลเซียส โดยการเจริญจะลดลงมากที่อุณหภูมิ 

20 องศาเซลเซียส และไมสามารถเจริญไดที่ 60 – 70 องศาเซลเซียส สําหรับ H. polymorpha ซึ่ง

เปนยีสตที่สามารถทนความรอน (thermo–tolerant yeast) เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

(แคทลียา, 2550; Youn และคณะ, 2010; Khongto และคณะ, 2010) 

 
  2.7.2.2 ความเขมขนของแหลงคารบอน 

  ในกระบวนการหมักจําเปนตองใชสารประกอบคารบอนเพื่อเปล่ียนแปลงปฏิกิริยาทาง

ชีวเคมีภายในเซลลใหไดเปนพลังงาน เพื่อนําพลังงานที่ไดไปใชในกิจกรรมการเจริญและการสราง

เซลลใหม สารประกอบคารบอนที่ยีสตสามารถนําไปเปนแหลงคารบอนไดดี เชน กลูโคส ฟรุคโตส 

แมนโนส และซูโครส เปนตน โดยการเลือกสารประกอบคารบอนที่ใชเปนแหลงคารบอนในการเจริญ

และการผลิตผลิตภัณฑนั้น ข้ึนอยูกับสายพันธุของจุลินทรียที่ใชในกระบวนการหมัก สําหรับ              

H. polymorpha และ P. pastoris ซึ่งจัดอยูในกลุมเมทิลโลโทรฟกยีสต มีการเปรียบเทียบชนิดของ

แหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการเจริญ โดยทําการเพาะเล้ียงในอาหารที่มีกลูโคสและกลีเซอรอลเปน

แหลงคารบอน พบวาอัตราการเจริญของยีสตทั้งสองซ่ึงเพาะเล้ียงโดยใชกลีเซอรอลเปนแหลง

คารบอน มีอัตราการเจริญที่สูงกวาในกลูโคส (แคทลียา, 2550; Tang และคณะ, 2009; Hang และ

คณะ, 2009) และเมื่อพิจารณาถึงความเขมขนของแหลงคารบอนท่ีเหมาะสมตอการเจริญ งานวิจัย

ของ Li และคณะ (2007) ทําการศึกษาผลของความเขมขนของกลูโคสที่ใชเปนสารอาหารตั้งตนตอ

การเจริญของ Rhodosporidium toruloides ใชกลูโคสเร่ิมตนที่ความเขมขน 10, 40, 60, 90, 120, 

150, 200, 300 และ 400 กรัมตอลิตร ทําการเพาะเล้ียงแบบแบตชในระดับขวดเขยา พบวา            

R. toruloides เจริญไดดีเมื่อใชสารอาหารต้ังตนที่มีความเขมขน 40 กรัมตอลิตร และยีสตมีอัตรา

การเจริญที่ตํ่าลงเมื่อใชสารอาหารต้ังตนที่มีความเขมขนมากกวา 150 กรัมตอลิตร และงานวิจัยของ 

Tang และคณะ (2009) ทําการเพาะเล้ียง P. pastoris โดยใชความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอลที่ใช

เปนสารอาหารต้ังตน 4 ระดับ ไดแก 40, 50, 60 และ 70 กรัมตอลิตร พบวา ที่ความเขมขนของ

สารอาหารต้ังตนที่ 40, 50 และ 60 กรัมตอลิตร ยีสตมีอัตราการเจริญใกลเคียงกัน และมีอัตราการ

เจริญจําเพาะสูงสูดเปน 0.263, 0.266 และ 0.260 ตอชั่วโมงตามลําดับ แตเม่ือเพิ่มความเขมขนของ
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สารอาหารต้ังตนเปน 70 กรัมตอลิตร ยีสตถูกยับยั้งการเจริญโดยมีอัตราการเจริญที่ตํ่ากวาเมื่อใช

สารอาหารต้ังตนที่มีความเขมขนนอยกวา  

นอกจากเราจะตองคัดเลือกประเภทของแหลงคารบอนท่ีเหมาะสมตอการเจริญของ

จุลินทรียแลว ความเขมขนเร่ิมตนของแหลงคารบอนในอาหารเล้ียงเชื้อจึงเปนปจจัยที่สําคัญอยางยิ่ง 

เพื่อใหกระบวนการหมักเกิดประสิทธิภาพ การเจริญของจุลินทรียมีอัตราการเจริญสูง นั่นก็หมายถึง

เราสามารถผลิตผลิตภัณฑไดมากตามไปดวย ในการเพาะเลี้ยงซึ่งใชกระบวนการหมักแบบแบตช 

ความเขมขนเร่ิมตนของแหลงคารบอนตองมากเพียงพอตอความตองการ และไมเกิด substrate 

inhibition หากตองการเพาะเล้ียงใหไดผลผลิตมวลเซลลสูง อาจตองเลือกใชกระบวนการหมักแบบ

อ่ืน เชน การหมักแบบเฟดแบตช (Khongto และคณะ, 2010; Hang และคณะ, 2009; Heo และ

คณะ, 2008) หรือการหมักแบบตอเนื่อง (Khanna และ Srivastava, 2008)  มาพัฒนากระบวนการ

เพาะเล้ียงใหเหมาะสม ซึ่งแตกตางกันไปตามชนิดของจุลินทรียนั้น ๆ  

 
   2.7.2.3 คาออกซิเจนละลาย 

  สารเคมีที่มีประโยชนมากมายหลายชนิด อาหาร เคร่ืองด่ืม ยารักษาโรค และเชื้อเพลิง

ชีวภาพ ลวนแตเปนผลิตภัณฑซึ่งไดจากกระบวนการหมักแบบใชอากาศ (aerobic fermentation) 

อากาศที่ถูกเติมเขาไปภายในระบบเปนกุญแจสําคัญตอการเจริญของเซลลและการผลิตผลิตภัณฑ 

แมวาคาการละลายออกซิเจนในน้ําหมักที่สูงอาจมีผลในทางลบตอการผลิตหรือไมเหมาะสมตอ

กระบวนการผลิตบางประเภท เชน การผลิตเอทานอลในกระบวนการหมักจากยีสต, การสังเคราะห

พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) จากสลัดจ (sludge) ที่เกิดจากกระบวนการบําบัดน้ําเสีย และการ

ผลิต alginate จาก Azotobacter vinelandii (Shang และคณะ, 2009) แตก็มีตัวอยางงานวิจัย

แสดงใหเห็นวา ปริมาณอากาศที่เพียงพอและเหมาะสมเปนส่ิงจําเปนตอการเจริญแบบความ

หนาแนนเซลลสูงและการผลิตผลิตภัณฑในกระบวนการหมักแบบใชอากาศ  

เนื่องจากการเพาะเล้ียงจุลินทรียที่มีผลิตภัณฑเปนตัวเซลล และเปนการเพาะเล้ียงเพื่อใหได

ปริมาณเซลลที่มีความหนาแนนสูง จุลินทรียจึงมีความตองการออกซิเจนในปริมาณมากเชนกัน 

เพื่อใหการเจริญไมถูกยับยั้งเนื่องจากขอจํากัดของปริมาณออกซิเจนที่ไดรับไมเพียงพอตอความ

ตองการสําหรับใชในการเจริญเติบโต เชน ในงานวิจัยของ Tang และคณะ (2009) ทําการหมัก        

P. pastoris เพื่อผลิต phytase ไดเปรียบเทียบการเจริญของยีสตและการผลิตผลิตภัณฑเม่ือทําการ

ควบคุมคาออกซิเจนละลายที่ 10, 20 และ 30% พบวา คาละลายออกซิเจนที่ 30% P. pastoris มี

อัตราการเจริญดีที่สุด คือ ไดผลผลิตมวลเซลล 0.508 กรัมตอกรัมกลีเซอรอล แตคาออกซิเจนละลาย

ที่เหมาะสมตอการผลิตผลิตภัณฑ คือ 20% ได phytase 1921 ยูนิตตอกรัม   Wang และคณะ 
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(2010) ศึกษาผลของคาออกซิเจนละลายตอการเจริญและการผลิตสารปฏิชีวนะจาก Xenorhabdus 

nematophila โดยทําการเปรียบเทียบการเจริญและการผลิตผลิตภัณฑเม่ือการหมักมีคาออกซิเจน

ละลายที่ 10, 30, 50 และ 70% พบวา ในภาวะการหมักที่คาออกซิเจนละลาย เทากับ 10%            

X. nematophila มีอัตราการเจริญที่ชาและไดผลผลิตมวลเซลลตํ่า โดย 24 ชั่วโมงแรกของการหมักที่

มีคาออกซิเจนละลาย 70% X. nematophila มีอัตราการเจริญอยางรวดเร็ว แตหลังจากนั้น ภาวะที่

มีการควบคุมระดับคาออกซิเจนละลายที่ 50% X. nematophila มีอัตราการเจริญสูงที่สุด โดยนาจะ

เปนผลมาจากการควบคุมคาออกซิเจนละลายที่ 70% ตองใชอัตราการกวน (agitation speed) ที่สูง 

ซึ่งสงผลไปทําลายเซลล และอาจเกิดจากการยอยสลายตัวของเซลลยีสตเอง (autolysis) ในชวง

สุดทายของกระบวนการหมัก อยางไรก็ตาม ภาวะการหมักที่มีคาละลายออกซิเจนตํ่า ก็ใหผลผลิต

มวลเซลลตํ่าเชนกัน 

จากตัวอยางงานวิจัยที่กลาวมาขางตน ในการเพาะเล้ียงที่มีประสิทธิภาพหรือกลาวอีกนัย

หนึ่งคือ การเพาะเล้ียงที่ผลผลิตเซลลมีความหนาแนนของเซลลสูงนั้น จําเปนตองไดรับออกซิเจน

ปริมาณมาก ๆ โดยในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบถังกวนคาออกซิเจนละลายในน้ําหมัก สามารถ

ควบคุมไดโดยอาศัยพารามิเตอรตาง ๆ เชน อัตราการใหอากาศ ความเขมขนของออกซิเจนที่เขาสู

เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ ความดันภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ (Knoll และคณะ, 2007)  หรืออัตรา

การกวน โดยคาออกซิเจนละลายในน้ําหมัก เกี่ยวเนื่องกับสองปจจัยหลัก ๆ รวมกัน ไดแก การให

อากาศจาก sparger ที่อยูกนเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ โดยอากาศไดจากเครื่องอัดอากาศผานตัวกรอง 

(filter) เพื่อทําใหอากาศที่เขาสูระบบมีความบริสุทธิ์ปราศจากการปนเปอนของจุลินทรีย โดย 

sparger จะอยูใตใบพัดพอดีเมื่อมีการใหอากาศ อากาศที่เขาไปภายในถังจะลอยตัวสูงข้ึนไปตรง

บริเวณใบพัด และการกวนของใบพัดจะทําหนาที่กระจายอากาศใหแกระบบ โดยทําใหอนุภาคของ

ออกซิเจนมีขนาดเล็กลง ซึ่งเปนการเพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัสระหวางออกซิเจนกับอาหารเล้ียงเชื้อ และการ

ที่อากาศมีอนุภาคเล็กทําใหลอยตัวข้ึนสูดานบนของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพชาลงอีกดวย จะเห็นวา

การกวน นอกจากจะเปนการคลุกเคลาใหอาหารเล้ียงเชื้อ จุลินทรีย และอากาศผสมกันอยางทั่วถึง

แลว ระบบการกวนที่มีประสิทธิภาพจะทําใหการละลายของออกซิเจนในอาหารเหลวมีคาสูง มี

ปริมาณเทา ๆ กันทั่วทุกจุด อยางไรก็ตาม การหมักเพื่อใหไดความหนาแนนเซลลสูง และไมเกิด

ปญหาการจํากัดของสับสเตรทที่ใชเปนแหลงคารบอน จะไมสามารถหลีกเล่ียงสภาวะจํากัด

ออกซิเจนได จึงตองทําการแกปญหาโดยการเติมออกซิเจนบริสุทธิ์เขาไปเพื่อเพิ่มความเขมขนของ

ออกซิเจนละลายในน้ําหมัก (Jahic และคณะ, 2002; Shang และคณะ, 2009; Youn และคณะ, 

2010) โดยผลิตภัณฑจะมีปริมาณเพิ่มมากข้ึนเมื่อมีการควบคุมคาออกซิเจนละลายในระดับที่สูง 

และเม่ือเพิ่มปริมาณการเติมออกซิเจนบริสุทธิ์เขาไปในอากาศที่ใชเติม  
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2.7.2.4 คาความเปนกรด–เบส  

เนื่องจากกระบวนการหมัก เปนการเปล่ียนแปลงทางชีวภาพซ่ึงมีการทํางานของเอนไซมเขา

มาเกี่ยวของ ทั้งในระหวางการเจริญของมวลชีวภาพเองและการผลิตผลิตภัณฑ คาความเปน      

กรด–เบสของอาหารภายนอกเซลลอาจมีผลตอโครงสรางและสภาพการซึมผานไดของเซลล (cell 

permeability) สวนใหญแลวผลิตภัณฑที่ผลิตไดจะเปนพวกโปรตีน หากน้ําหมักมีคากรด–เบสที่ไม

เหมาะสมอาจสงผลตอผลิตภัณฑทั้งในแงอัตราการผลิตและคุณภาพ เนื่องจากกรด–เบสมีผลตอ

ความเสถียรของโปรตีนและกิจกรรมของโปรติเอสในน้ําหมักเปนอยางมาก นอกจากนั้นคากรด–เบส

ยังมีสวนชวยที่สําคัญในการลดการปนเปอนของจุลินทรียชนิดอ่ืนในระหวางกระบวนการหมัก    

คากรด–เบสที่เหมาะสมข้ึนอยูกับชนิดของจุลินทรียที่ทําการเพาะเล้ียง และผลิตภัณฑที่

ตองการผลิต ในระหวางกระบวนการหมักจึงตองทําการควบคุมคากรด–เบสที่เปล่ียนแปลงโดยการ

เติมสารละลายกรดหรือเบสเพื่อปรับคากรด–เบสตามที่ตองการ โดยคากรด–เบสที่เหมาะสมตอการ

เจริญของยีสตอยูในชวง 3.0-7.0 ตัวอยางงานวิจัยที่เกี่ยวกับอิทธิพลของคากรด–เบสตอกระบวนการ

หมัก เชน Moon และคณะ (2002) ทําการศึกษาคากรด–เบสที่เหมาะสมตอการผลิต human 

epidermal growth factor (hEGF) จาก H. polymorpha  แปรผันคากรด–เบสที่ทําการควบคุมใน

ระหวางกระบวนการหมักเปน 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 พบวา H. polymorpha เจริญไดดีที่คากรด–

เบส เทากับ 5.0 สวน hEGF มีอัตราการผลิตสูงสุดที่คากรด–เบส เทากับ 6.0  Chen และคณะ 

(2008) ศึกษาการผลิต uricase จากยีนของ C. utilis โดยใช H. polymorpha เปนเซลลเจาบาน โดย

ทําการแปรผันคากรด–เบสของน้ําหมักที่ 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 และ 7.0 พบวา คากรด – เบสที่

เหมาะสมตอการเจริญ เทากับ 5.5 และคากรด–เบสที่เหมาะสําหรับการผลิต uricase เปน 6.5 จาก

ตัวอยางงานวิจัยที่กลาวมาแสดงใหเห็นวาในการหมักเพื่อใหไดผลผลิตอยางมีประสิทธิภาพ 

โดยเฉพาะผลิตภัณฑเปนพวกรีคอมบิแนนทโปรตีนจําเปนตองทําการควบคุมคากรด–เบสในระหวาง

การหมัก แบงการหมักออกเปน 2 ระยะ โดยในระยะแรกควบคุมคากรด–เบสใหเหมาะสมตอการ

เจริญของจุลินทรีย เพื่อใหจุลินทรียมีอัตราการเจริญที่รวดเร็วและไดผลผลิตมวลเซลลสูง หลังจาก

นั้นจึงทําการเปล่ียนคากรด–เบสของน้ําหมัก (pH – shift) ใหเหมาะสมตอการผลิตผลิตภัณฑ (Wu 

และคณะ, 2010) นอกจากเปนการเหนี่ยวนําใหเกิดการสรางผลิตภัณฑแลว ยังชวยลดการเกิดโปรติ

โอไลซิสที่เกิดจากการที่เซลลที่ตายแลวปลอยเอนไซมออกมาสูน้ําหมัก 
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บทที่  3 

วิธีการทดลอง 

3.1 อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการทดลอง 

3.1.1 อุปกรณ 

อุปกรณ       รุน  บริษัท           ประเทศ 

เคร่ืองเขยาผสม               Vortex-Genie Scientific Industries.,  สหรัฐอเมริกา 

(Vortex mixer)     No.2   Inc.          

เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิแบบหมุน   G-25   New Brunswick           สหรัฐอเมริกา 

(Rotary incubator shaker)        Scientific Co., Inc. 

 เคร่ืองชั่งแบบละเอียด        FX-180  A&D Co., Ltd.                  ญ่ีปุน 

(Electronic balance)  

เคร่ืองชั่งแบบหยาบ        FX-3000  A&D Co., Ltd.                   ญ่ีปุน 

(Electronic balance) 

เคร่ืองปนเหวี่ยงแยกชนิดควบคุม  KR-20000T  Kubota Corporation         ญ่ีปุน 

อุณหภูมิ (Centrifuge)   

เคร่ืองปนเหวี่ยง    TOMY MC-15A TOMY SEIKO                  ญ่ีปุน  

( Microcentrifuge)  

เคร่ืองวัดคาความเปนกรด-เบส   F-13   HORIBA                  ญ่ีปุน 

(pH-meter) 
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อุปกรณ       รุน  บริษัท           ประเทศ 

เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง   Model-UV160  Shimadzu Co., Ltd.         ญ่ีปุน 

(UV-Visible Recording  

spectrophotometer) 

ตูอบแหง     UL-80   Memmert Co., Ltd.          เยอรมัน 

(Oven) 

เคร่ืองไฮเปอรฟอรมานซลิควิด  Shimadzu Shimadzu Co., Ltd.         ญ่ีปุน 

โครมาโทกราฟ (High Performance LC-6A  

Liquid Chromatography)  

เตาอบไมโครเวฟ    NE-767C  Matsushita Electric          ญ่ีปุน 

(Microwave oven)     Industrial  

ตูบมเช้ือแบบควบคุมอุณหภูมิ     Sanyo                   ญ่ีปุน 

(Incubator) 

หมออบฆาเชื้อดวยไอน้ํา   KT-30 SD ALP Co., Ltd.                 ญ่ีปุน  

(Autoclave) 

ตูปลอดเช้ือ     NK system International                   ไทย 

(Laminar flow hood)    clean bench Scientific Supply 

ปม      MPNI125  Thakita Electric                  ญ่ีปุน 

(Pump)       Works 
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อุปกรณ       รุน  บริษัท           ประเทศ 

เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ   BIOSTAT Sartorius Co., Ltd.         เยอรมัน 

(Fermenter)    B plus        

เคร่ืองกล่ัน (Distillation Unit)  K-355  Buchi Co., Ltd.            สวติเซอรแลนด 

เคร่ืองยอย                 Buchi Co., Ltd.            สวิตเซอรแลนด 

3.1.2 สารเคมี 

สารเคม ี              บริษัทผูผลิต          ประเทศ 

Acetic acid (C2H4O2)          MERCK             เยอรมนั 

Agar (วุนผงตรานางเงือก)        พัฒนสินเอ็นเตอรไพรส         ไทย 

Ammonium sulfate ((NH4)2SO4)        MERCK             เยอรมัน  

Ammoniumdihydrogenphosphate (NH4H2PO4)       MERCK             เยอรมนั 

Ammonium ferrous sulphate (NH4)2Fe(SO4)2.6H2O MERCK             เยอรมัน 

Bacto peptone           DIFCO             สหรัฐอเมริกา 

Boric acid (H3BO3)          MERCK            เยอรมัน 

Biotin            Dr.Ehrenstorfer Gmbh      เยอรมัน 

Calcium chloride (CaCl2.2H2O)         CARLO ERBA           อิตาลี 

Cobalt chloride (CoCl2.6H2O)         FLUKA            สวิตเซอรแลนด 

Copper sulfate (CuSO4.5H2O)         FLUKA            สวิตเซอรแลนด 

Ethanol           กรมสรรพสามิต            ไทย 

Glucose (Dextrose)         สยามชัย เคมิคอล                 ไทย 

Glycerol          ปตท. จํากดั มหาชน             ไทย 

Hydrochloric acid (HCl)                    MERCK             เยอรมัน 

Magnesium sulfate (MgSO4.7H2O)        CARLO ERBA            อิตาลี 

Manganese sulfate (MnSO4.H2O)        MALLINCKRODT            สหรัฐอเมริกา 

Phosphoric acid (H3PO4)         CARLO ERBA            อิตาลี 

Potassium chloride (KCl)         MERCK             เยอรมัน 

Potassium iodide (KI)          J.T. BAKER                        สหรัฐอเมริกา 
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สารเคม ี              บริษัทผูผลิต        ประเทศ 
Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4)       MERCK           เยอรมัน 

Potassium sulfate (KSO4)         MERCK           เยอรมัน 

Sodium chloride (NaCl)        CARLO ERBA                  อิตาลี 

Sodium ethylenediaminetetraacetic         MERCK           เยอรมัน 

acid (Na-EDTA) 

Sodium hydroxide (NaOH)         แกรนด เคมิคอล          ไทย 

Sodium molybdate (Na2MoO4.2H2O)        CARLO ERBA          อิตาลี 

Sulfuric acid (H2SO4)          MERCK              เยอรมัน 

Thiamin Hydrochloride          SIGMA           เยอรมัน 

Yeast extract           BIO SPRINGER          ฝร่ังเศส 

Zinc sulfate (ZnSO4.7H2O)         MERCK           เยอรมัน  
 
3.2 วิธีดําเนนิงานวิจัย 

 เล้ียง H. polymorpha ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบถังกวนในระบบแบตช เพื่อศึกษาปจจัย

ที่สงผลตอการเจริญของ H. polymorpha โดยทําการศึกษาผลของปจจัยทางเคมี ไดแก ความ

เขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอลที่ใชเปนแหลงคารบอน และปจจัยทางกายภาพ ซึ่งไดแก คาการละลาย

ของออกซิเจนในน้ําหมัก และความเปนกรด-เบสในน้ําหมัก ซึ่งเปนปจจัยที่สงผลรวมกันตอการเจริญ

ของ H. polymorpha งานวิจัยนี้จึงทําการทดลองโดยอาศัยการออกแบบการทดลองแบบ

แฟคทอเรียลดีไซน เพื่อศึกษาปจจัยที่สงผลรวมกัน โดยมีคาตัวแปรที่สนใจทําการศึกษาดังนี้  

 3.2.1 คาความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอล  

         คาความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล ที่ใชเปนแหลงคารบอนในการเจริญ ทีค่วาม

เขมขน 10 กรัมตอลิตร, 30 กรัมตอลิตร และ 50 กรัมตอลิตร 

 3.2.2 คาการละลายของออกซิเจนในน้าํหมัก 

          คาการละลายของออกซิเจนในน้าํหมัก 40 เปอรเซ็นต และ 80 เปอรเซ็นต  

3.2.3 คาความเปนกรด-เบสของน้าํหมัก 

          คาความเปนกรด-เบสที ่3.5 และ 5.5 
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ตาราง 3.1 ภาวะที่สนใจศึกษา โดยทาํการแปรผันปจจัยที่สงผลรวมกันตอการเจริญของ                             

H. polymorpha ซึ่งทาํการออกแบบการทดลองเปนแบบแฟคทอเรียลดีไซน 

ลําดับที ่
ความเขมขนกลีเซอรอล  

คากรด-เบส 
คาการละลายออกซิเจน 

(กรัมตอลิตร) (เปอรเซ็นต) 

1 

10 

3.5 40 

2 3.5 80 

3 5.5 40 

4 5.5 80 

5 

30 

3.5 40 

6 3.5 80 

7 5.5 40 

8 5.5 80 

9 

50 

3.5 40 

10 3.5 80 

11 5.5 40 

12 5.5 80 

 

3.3 ขั้นตอนการวิจัย 

     3.3.1 จุลนิทรียและการเตรียมกลาเชื้อ 

3.3.1.1 จุลินทรียที่ใชในการทดลอง 

Hansenula polymorpha IBGE-HP5001 เปนยีสตที่ไดจากการนํา H. polymorpha 

NRRL-Y-2214 มาทําการกลายพันธุดวยสารเอธิลมีเทนซัลโฟเนต เพื่อใหมีความสามารถในการใช

กลีเซอรอลจากผลผลิตพลอยไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลไดดีข้ึน โดยคณะผูวิจัยของสถาบัน

เทคโนโลยีชีวภาพวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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3.3.1.2 การเก็บรักษาจุลนิทรีย 

ถายเชื้อ H. polymorpha ทีใ่ชในการทดลองโดยใชหวงเข่ียเช้ือ (loop) ลาก (streak) ลงบน

อาหารแข็งลาดเอียง สูตรอาหาร YPD (ดังขอ 3.3.2.1) บมที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 

24 ชั่วโมง เกบ็ยีสตในตูเยน็ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส และทําการถายเช้ือทุก ๆ เดือน 

3.3.1.3 การเตรียมกลาเชือ้ 

           เล้ียงยีสตบนอาหารแข็งลาดเอียง (YPD slant) (ดังขอ 3.3.2.1) บมที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ถายยีสตลงในอาหารเหลวสําหรับเตรียมหัวเช้ือ 2% YE และ2% 

Glycerol (ดังขอ 3.3.2.2) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร ควบคุมความ

เปนกรด-เบสเร่ิมตน เทากับ 5.5 จํานวน 6 ขวด โดยเติมอาหารเหลวปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลงใน

อาหารแข็งลาดเอียงซ่ึงมียีสตเจริญอยูบนผิวหนาของอาหาร จากนั้นเตรียมเซลลแขวนลอยในน้ํา

ปราศจากเช้ือ นําไปวัดคาความขุนของเซลลที่ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร แลวคํานวณหา

ปริมาณเซลลแขวนลอยที่ตองเติมลงในอาหารเพ่ือใชในการเตรียมกลาเชื้อใหมีความเขมขนของ

เซลลเร่ิมตนในอาหารวัดเปนคาความขุนเทากับ 2.0 ตามสูตรคํานวณ 

   V1 N1 = N2 V2 

เมื่อ   V1 = ปริมาณกลาเชื้อที่ตองใช 

   V2 = ปริมาณอาหารเล้ียงเชื้อสําหรับหมัก 

   N1 = คาความขุนของกลาเชื้อที่เตรียมในน้ําปราศจากเชื้อ 

   N2 = คาความขุนของเชื้อเร่ิมตนในอาหารสําหรับหมัก 

บมบนเคร่ืองเขยาแบบหมุน (rotary incubator shaker) ความเร็ว 250 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 ชั่วโมง 

 
3.3.2 อาหารที่ใชในการหมัก 

3.3.2.1 อาหารสาํหรับเกบ็รักษาจุลนิทรีย (Yeast Extract Peptone Dextrose Agar; 

YPD agar)  

ในอาหารเล้ียงเช้ือ 1 ลิตร ประกอบดวย 

  น้ําตาลเดกโตส (dextrose)  20  กรัม 
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  เปปโทน (peptone)   20  กรัม  

สารสกัดจากยสีต (yeast extract)  10  กรัม 

วุนผง (agar powder)   15  กรัม 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากล่ัน นําไปใหความรอนจนผงวุนละลาย ปเปตอาหารเล้ียง

เช้ือขณะรอนลงในหลอดทดลองขนาด 16×150 มิลลิเมตร หลอดละ 7.0 มิลลิลิตร ปดฝาและนําไป

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที จากนั้น

นําหลอดมาวางเอียงใหผิวหนาของอาหารมีความลาดเอียง วางทิ้งไวจนอาหารแข็งตัว  

3.3.2.2 อาหารสาํหรับกลาเชื้อ (Yeast Extract Glycerol Broth) (แคทลียา, 2550) 

  ในอาหารเล้ียงเช้ือ 1 ลิตร ประกอบดวย 

สารสกัดจากยสีต (yeast extract)  20  กรัม 

กลีเซอรอล    20  กรัม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากล่ัน ปรับความเปนกรด-เบสดวยกรดฟอสฟอริก (85% 

phosphoric acid) หรือ สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 5 โมลาร ใหมีความเปน      

กรด-เบส เทากับ 5.5 ใสอาหารในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตรตอขวด นึ่ง

ฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที   

 3.3.2.3 อาหารสาํหรับกระบวนการหมักแบบแบตช (Mineral Salt Medium; MSM) 
(ดัดแปลงจาก Hellmuth และคณะ, 2001) 

  ในอาหารเล้ียงเช้ือ 1 ลิตร ประกอบดวย 

กลีเซอรอล             ตามความเขมขนที่ตองการ   

 สารสกัดจากยสีต (yeast extract)  10.0   กรัม 

KH2PO4    2.5   กรัม 

NH4H2PO4    5.0   กรัม 

MgSO4.7H2O    2.25   กรัม 

(NH4)2SO4    2.5   กรัม 

KCl     1.15   กรัม 

NaCl     0.25   กรัม 

CaCl2.2H2O    0.375   กรัม 

Na-EDTA    0.05   กรัม 

(NH4)2Fe2(SO4)2.6H2O   0.05   กรัม 

H3BO3     0.25   มิลลิกรัม 
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CuSO4.5H2O    4.0   มิลลิกรัม 

ZnSO4.7H2O    15.0   มิลลิกรัม 

MnSO4.H2O    20.0   มิลลิกรัม 

CoCl2.6H2O    0.5   มิลลิกรัม 

Na2MoO4.2H2O    0.5   มิลลิกรัม 

KI     0.5   มิลลิกรัม 

Thiamin.HCl    0.05   กรัม 

Biotin     0.15   มิลลิกรัม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากล่ัน ปรับความเปนกรด-เบสดวยกรดฟอสฟอริก (85% 

phosphoric acid) หรือ สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 5 โมลาร ใหมีความเปน  กรด-

เบสตามที่ตองการ แยกฆาเช้ือกลีเซอรอลโดยการนึ่งดวยไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความ

ดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ฆาเช้ือไทอามีนและไบโอตินโดยการกรองผาน

เซลลูโลสอะซิเตดเมนเบรน ในสภาพปลอดเช้ือ และฆาเชื้ออาหารในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพโดยการ

นึ่งดวยไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 45 นาที    
 

     3.3.2.4 อาหารสาํหรับการเติมในการหมักแบบเฟด – แบตช 

  3.3.2.4.1 อาหารที่มีคา C:N ratio เทากบั 28 

ละลายกลีเซอรอลความเขมขน 100 กรัมตอลิตร ใน 0.1 โมลาร (NH4)2HPO4 และ 

NH4H2PO4, คากรด – เบส 5.5 โดยเตรียมสารละลาย 0.1 โมลาร (NH4)2HPO4 และ NH4H2PO4, คา

กรด – เบส 5.5 ไดจาก เตรียม 1.0 โมลาร NH4H2PO4  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และทําการปรับคา

กรด – เบส เทากับ 5.5 ดวย 1.0 โมลาร (NH4)H2PO4  และเติมน้ํากล่ันเพื่อปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 

ฆาเชื้อโดยการนึ่งดวยไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน

เวลา 15 นาที  

 
    3.3.2.4.2 อาหารที่มีคา C:N ratio เทากับ 1.75 
ละลายกลีเซอรอลความเขมขน 100 กรัมตอลิตร ใน 1.6 โมลาร (NH4)2HPO4 และ 

NH4H2PO4, คากรด – เบส 5.5 โดยเตรียมสารละลาย 1.6 โมลาร (NH4)2HPO4 และ NH4H2PO4, คา

กรด – เบส 5.5 ไดจาก เตรียม 1.8 โมลาร NH4H2PO4  และทําการปรับคากรด – เบส เทากับ 5.5 

ดวย 1.8 โมลาร (NH4)H2PO4  ฆาเช้ือโดยการนึ่งดวยไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 

15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  
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       3.3.3 กระบวนการหมกัแบบแบตช 

ถายกลาเชื้อที่เตร ียมจากขอ 3.3.1.3 ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ลงในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ

ขนาด 5 ลิตร (working volume 3 ลิตร) โดยปริมาตรของหัวเช้ือเร่ิมตนที่เติมลงไปคิดเปน 10 

เปอรเซ็นตของอาหารเหลวทั้งหมด ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส โดยในระหวางกระบวนการ

หมักมีการศึกษาผลของความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล ออกซิเจนที่ละลาย และความเปนกรด - 

เบสในน้ําหมักตอการเจริญของ H. polymorpha ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบถังกวน โดยมีคาตัว

แปรของปจจัยที่ทําการศึกษา ซึ่งตองทําการควบคุมภาวะในระหวางกระบวนการหมัก ดังตารางที่ 

3.1 

ทําการเก็บตัวอยางปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทุก 3 ชั่วโมง เปนเวลา 24 ชั่วโมง นําตัวอยางที่ได

จากการเล้ียงยีสตมาวิเคราะหเพื่อนําผลที่ได มาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลล

แหงกับคาการดูดกลืนแสงท่ี 660 นาโนเมตร หาปริมาณกลีเซอรอลที่คงเหลือในนํ้าหมักดวยเคร่ือง 

HPLC นําผลที่ไดมาเขียนกราฟแสดงการเจริญเพื่อนํามาคํานวณหาอัตราการเจริญจําเพาะ (μ), 

ผลผลิตมวลเซลล (yield) และอัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity)   

3.3.4 กระบวนการหมักแบบเฟด-แบตช 

หลังจากทําการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมในการเจริญของ H. polymorpha ดวยการหมัก

แบบแบตชแลว เพื่อให H. polymorpha มีการเจริญแบบความหนาแนนเซลลสูง จึงทําการหมักแบบ

เฟด – แบตช โดยอาศัยคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (specific growth rate, μ) ที่ไดจากการ

หมักแบบแบตช มาใชในการคํานวณหาอัตราการเติมสารอาหาร โดยวิธีการคํานวณอัตราการเติม

สารอาหารแบบเอ็กโพเนนเชียล แสดงดังภาคผนวก ค. 

ข้ันตอนการหมัก โดยทําการถายกลาเชื้อที่เตร ียมจากขอ 3.3.1.3 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ลง

ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพขนาด 5 ลิตร (working volume 2 ลิตร) โดยปริมาตรของหัวเช้ือเร่ิมตนที่

เติมลงไปคิดเปน 10 เปอรเซ็นตของอาหารเหลวทั้งหมด ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส โดยใน

ระหวางกระบวนการหมัก.ใชความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล เทากับ 10 กรัมตอลิตร ออกซิเจนที่

ละลาย เทากับ 40 เปอรเซ็นต และความเปนกรด – เบสในน้ําหมัก เทากับ 5.5 

ทําการเก็บตัวอยางปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทุก 3 ชั่วโมง นําตัวอยางที่ไดจากการเล้ียงยีสตมา

วิเคราะหเพื่อนําผลที่ได มาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหงกับคาการ

ดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร หาปริมาณกลีเซอรอลที่คงเหลือในน้ําหมักดวยเคร่ือง HPLC นําผลที่

ไดมาเขียนกราฟแสดงการเจริญเพื่อนํามาคํานวณหาอัตราการเจริญจําเพาะ (μ), ผลผลิตมวลเซลล 

(yield) และอัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) 
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3.3.5 วิธีการวิเคราะห 

3.3.5.1 การหานํ้าหนักเซลลแหง 

       นําตัวอยางที่ไดจากการเล้ียงยีสตมาวิเคราะหหาความเขมขนของเซลลโดยการวัดคา

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร และนํามาหาน้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอลิตร) โดย

นําตัวอยางมาทําการกรองผานกระดาษกรอง GF/C ที่ผานการอบแหงและชั่งน้ําหนักแลว จากน้ันนํา

กระดาษกรองที่มีเซลลยีสตอยูดานบนไปอบแหงที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง หรือจน

น้ําหนักคงที่ นําตัวอยางที่ไดมาชั่งหาน้ําหนักแหง  

3.3.5.2 การวเิคราะหปริมาณกลีเซอรอลดวยเครื่องไฮเปอรฟอรมานซลิควิดโคร
มาโทกราฟ (HPLC) 

นําตัวอยางน้ําหมักสวนใสที่ไดจากการกรองเซลลยีสตมาทําการปนเหวี่ยงที่ 8,000 รอบตอ

นาที เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใสมาทําการเจือจางใหความเขมขนเปน 0.1 เทา นํามากรองผาน

กระดาษกรองเซลลูโลสอะซิเตต (cellulose acetate) ฉีดสารละลายตัวอยางปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

วิเคราะหดวยเคร่ืองไฮเปอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทกราฟ (HPLC) เพื่อหาปริมาณกลีเซอรอล และ

ทําการคํานวณเทียบกับกราฟมาตรฐานของกลีเซอรอล ที่ความเขมขน 2 กรัมตอลิตร 

 คอลัมน   Biorad Aminex HPX-87H ion exclusion organic acid 

    column ขนาด 300 มิลลิเมตร x 7.8 มิลลิเมตร 

 สารละลายตัวพา กรดซัลฟวริกที่ความเขมขน 0.005 mM 

  อุณหภูม ิ  45 องศาเซลเซียส 

 อัตราการไหล  0.6 มิลลิลิตรตอนาท ี

 เคร่ืองตรวจวัด  RI detector (Shimadzu รุน RID-6A) 

 เวลาที่อยูในคอลัมน 25 นาท ี

 คํานวณเทียบกับกราฟมาตรฐานของกลีเซอรอลที่ความเขมขน 2 กรัมตอลิตร 

 

 

 



50 
 

 

   3.3.5.3 การวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนดวยวิธเีจลดาหล (แคทลียา, 2550) 

         นําตัวอยางน้ําหมักสวนใสที่ไดจากการกรองเซลลยีสตมาทําการปนเหวี่ยงที่ 8,000 

รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใสปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใสในขวดกล่ัน เติมเกลือผสมชวยเรง

ปฏิกิริยา ซึ่งประกอบดวยโปรแตสเซียมซัลเฟตและคอปเปอรซัลเฟตอัตราสวน 95 : 5 จํานวน 7 กรัม 

จากนั้นเติมกรดซัลฟวริกเขมขน 15 มิลลิลิตร นําไปยอยบนเตาหลุมจนสารละลายใส เปนเวลา 45 

นาที ทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง เติมน้ํากล่ัน 50 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปประกอบเขากับเคร่ืองกล่ัน

ไนโตรเจนและเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 32 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 

ปริมาตร 50 – 60 มิลลิลิตร หรือจนสารละลายเปล่ียนเปนสีดํา แลวกล่ันจับกาซแอมโมเนียที่เกิดข้ึน

ดวยสารละลายบอริกเขมขน 4 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 60 มิลลิลิตร ที่เติมเมทิลเรดเมทิล-

ลีนบูล (methyl red methylene blue) ประมาณ 3 หยดเปนอินดิเคเตอร กล่ันจนสารละลายบอริกมี

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลวนําสารละลายท่ีกล่ันไดมาไทเทรตกับสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดร

คลอริกที่ทราบความเขมขนแนนอน บันทึกปริมาตรกรดที่ใชไทเทรตแลวคํานวณหาปริมาตร

ไนโตรเจน ดังนี้ 

เปอรเซ็นตไนโตรเจน = (ปริมาตรกรดเกลือ x ความเขมขนกรดเกลือ x 1.4) / ปริมาตรตัวอยาง  
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บทที่  4 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

งานวิจัยนี้ทําการศึกษาผลของความเขมขนของกลีเซอรอลซึ่งใชเปนสารอาหารตั้งตน คา

ออกซิเจนละลาย และคากรด–เบสของน้ําหมักตอการหมัก H. polymorpha ในเคร่ืองปฏิกรณ

ชีวภาพแบบถังกวนขนาด 5 ลิตร เพื่อการผลิตโปรตีนเซลลเดียว โดยทําการแปรผันปจจัยที่มีผลตอ

การเจริญ ไดแก ความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอลที่ใชเปนแหลงคารบอนเปน 10, 30 และ 50 กรัม

ตอลิตร คาออกซิเจนละลายในน้ําหมักเปน 40 และ 80 เปอรเซ็นต และคากรด–เบสของน้ําหมักเปน 

3.5 และ 5.5 ทําการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 24 ชั่วโมง ออกแบบการทดลองเปนแบบแฟคทอเรียลเพื่อ

ชวยอธิบายความสัมพันธของปจจัยทั้งสามที่มีผลรวมกัน และใชขอมูลพื้นฐานที่ไดจากกระบวนการ

หมักแบบแบตช เลือกภาวะที่เหมาะสมสําหรับใชเปนภาวะเร่ิมตนในการหมักแบบ   เฟด-แบตช โดย

คาดหวังวาจะทําใหยีสต มีการเจริญแบบความหนาแนนเซลลสูง 

4.1 การเจริญของ H. polymorpha ในการหมักแบบแบตช เมื่อทําการควบคุมความ
เขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอลท่ีใชเปนสารอาหารตั้งตนเปน 10, 30 และ 50 กรัมตอลิตร คา
ออกซิเจนละลาย เทากับ 40 และ 80 เปอรเซ็นต และคาความเปนกรด – เบสของน้ําหมัก 
เทากับ 3.5 และ 5.5  

จากการติดตามการเปล่ียนแปลงการเจริญของ H. polymorpha ในระหวางกระบวนการ

หมักแบบแบตช แสดงผลดังกราฟภาพที่ 4.1 – 4.4  
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ภาพที่ 4.1 เปรียบเทียบกราฟผลการเจริญของ H. polymorpha ในการหมักแบบแบตช เมื่อทําการควบคุมความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอลเปน 10 กรัมตอลิตร     

คาออกซิเจนละลาย เทากับ 40 และ 80 เปอรเซ็นต และคาความเปนกรด–เบสของน้ําหมัก เทากับ 3.5 และ 5.5    
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10 g/L, 40%DO, pH 3.5 10 g/L, 80%DO, pH 3.5 

10 g/L, 40%DO, pH 5.5 10 g/L, 80%DO, pH 5.5 

เมื่อ  คือ น้ําหนักเซลลแหง (g/L),  คือ คาความขุนที่ 660 นาโนเมตร,   คือ กลีเซอรอล (g/L), X คือ ไนโตรเจน  
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ภาพที่ 4.2 เปรียบเทียบกราฟผลการเจริญของ H. polymorpha ในการหมักแบบแบตช เมื่อทําการควบคุมความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอลเปน 30 กรัมตอลิตร  

คาออกซิเจนละลาย เทากับ 40 และ 80 เปอรเซ็นต และคาความเปนกรด–เบสของน้ําหมัก เทากับ 3.5 และ 5.5    
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เมื่อ  คือ น้ําหนักเซลลแหง (g/L),  คือ คาความขุนที่ 660 นาโนเมตร,   คือ กลีเซอรอล (g/L), X คือ ไนโตรเจน 

30 g/L, 80%DO, pH 5.5 30 g/L, 40%DO, pH 5.5 

30 g/L, 80%DO, pH 3.5 30 g/L, 40%DO, pH 3.5 
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ภาพที่ 4.3 เปรียบเทียบกราฟผลการเจริญของ H. polymorpha ในการหมักแบบแบตช เมื่อทําการควบคุมความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอลเปน 50 กรัมตอลิตร  

คาออกซิเจนละลาย เทากับ 40 และ 80 เปอรเซ็นต และคาความเปนกรด–เบสของน้ําหมัก เทากับ 3.5     
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เมื่อ  คือ น้ําหนักเซลลแหง (g/L),  คือ คาความขุนที่ 660 นาโนเมตร,   คือ กลีเซอรอล (g/L), X คือ ไนโตรเจน  

50 g/L, 40%DO, pH 3.5 

50 g/L, 80%DO, pH 3.5 
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ภาพที ่4.4 เปรียบเทียบกราฟผลการเจริญของ H. polymorpha ในการหมักแบบแบตช เมื่อทาํการควบคุมความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอลเปน 50 กรัมตอลิตร คา

ออกซิเจนละลาย เทากับ 40 และ 80 เปอรเซ็นต และคาความเปนกรด–เบสของน้ําหมัก เทากับ 5.5  
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เมื่อ  คือ น้ําหนักเซลลแหง (g/L),  คือ คาความขุนที่ 660 นาโนเมตร,   คือ กลีเซอรอล (g/L), X คือ ไนโตรเจน  

50 g/L, 40%DO, pH 5.5 

50 g/L, 80%DO, pH 5.5 
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ตาราง 4.1 สรุปผลการเจริญของ H. polymorpha ในการหมักแบบแบตช เมื่อทําการควบคุมความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอลที่ใชเปนสารอาหารตั้งตนเปน 10, 30 

และ 50 กรัมตอลิตร คาออกซิเจนละลาย เทากับ 40 และ 80 เปอรเซ็นต และคาความเปนกรด – เบสของน้ําหมัก เทากับ 3.5 และ 5.5 
 

ความเขมขนเริ่มตน 
คากรด-

เบส 

คาออกซิเจน น้ําหนักเซลลแหง (g/L) 
อัตราการเจริญจําเพาะ 

 (h-1) 

ผลผลิต

มวลเซลล 

อัตราการ

ผลิต 
กลีเซอรอล (g/L) ไนโตรเจน (g/L) 

กลีเซอรอล (g/L) ละลาย (%) สูงสุด ชั่วโมงที่ ตลอดการหมัก 
log 

phase 

(g/g 

glycerol) 
(g/L.h) คงเหลือ ชั่วโมงที่ คงเหลือ ชั่วโมงที่ 

10 

3.5 40 13.38±0.12 21 0.083 0.120 1.166 0.547 0.492 24 1.220 24 

3.5 80 14.67±0.80 24 0.107 0.140 0.991 0.637 0 15 1.330 24 

5.5 40 16.80±0.33 24 0.094 0.123 1.217 0.724 0 15 1.320 24 

5.5 80 17.88±0.46 24 0.081 0.138 1.216 0.701 0 15 0.770 24 

30 

3.5 40 18.42±0.43 24 0.067 0.106 0.518 0.653 4.356 24 1.730 24 

3.5 80 20.00±0.10 24 0.054 0.076 0.470 0.641 0.877 24 1.890 24 

5.5 40 23.21±0.24 21 0.073 0.126 0.530 0.927 0 21 0.930 24 

5.5 80 24.37±1.09 21 0.091 0.117 0.635 1.041 0 21 0.800 24 

50 

3.5 40 23.37±0.14 48 0.019 0.045 0.227 0.315 0 42 1.880 48 

3.5 80 27.36±0.15 45 0.027 0.053 0.349 0.454 0 42 1.450 48 

5.5 40 31.92±0.04 48 0.031 0.045 0.401 0.574 0 24 0.370 48 

5.5 80 34.70±2.78 39 0.036 0.059 0.450 0.637 0 27 0.260 48 
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จากการทดลองทําการเพาะเล้ียง H. polymorpha ดวยกระบวนการหมักแบบแบตชใน

เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพขนาด 5 ลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในภาวะตาง ๆ ที่ไดแปรผันปจจัยที่สนใจ

ทําการศึกษาทั้ง 3 ปจจัย ไดแก ความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล คาออกซิเจนละลายในน้ําหมัก 

และคากรด-เบสของน้ําหมักทั้ง 12 ภาวะ วาแตละปจจัยมีผลตอการเจริญของ H. polymorpha 

อยางไร หากพิจารณาโดยดูจากการเพิ่มข้ึนของน้ําหนักเซลลแหง พบวา เม่ือใชความเขมขนเร่ิมตน

ของกลีเซอรอลมากข้ึน ทําใหไดน้ําหนักเซลลแหงมากตามไปดวย  H. polymorpha ที่ทําการหมัก

ดวยกระบวนการหมักแบบแบตชซึ่งใชความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอลที่ 10, 30 และ 50 กรัมตอ

ลิตร ใหน้ําหนักเซลลแหงเฉลี่ยสูงสุด เทากับ 17.88 ± 0.46, 24.37 ± 1.09 และ 34.70 ± 2.78 กรัม

ตอลิตร ตามลําดับ และกระบวนการหมักในภาวะที่มีการใชความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล 

เทากับ 50 กรัมตอลิตร คากรด-เบส เทากับ 5.5 และคาออกซิเจนละลาย เทากับ 80 เปอรเซ็นต 

เปนภาวะที่กระบวนการหมัก H. polymorpha ไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด เทากับ 34.70 ± 2.78 

กรัมตอลิตรไดผลใกลัเคียงกับการทดลองของ Tang และคณะ (2009) ในการศึกษาการเจริญของ 

P. pastoris ซึ่งเปนยีสตในกลุมเมทิลโลโทรฟกสยีสตเชนเดียวกับ H. polymorpha โดยทําการหมัก

แบบแบตชและใชกลีเซอรอลเปนแหลงคารบอนไดน้ําหนักเซลลแหง เทากับ 31.1 กรัมตอลิตร และ

ไดน้ําหนักเซลลแหงเปน 2 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ แคทลียา (2550) ซึ่งไดทําการหมัก 

H. polymorpha แบบแบตชในระดับขวดเขยาโดยใชความเขมขนของกลีเซอรอล เทากับ 50 กรัม

ตอลิตร ไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด เทากับ 17.43 กรัมตอลิตร   

เมื่อกลาวถึงประสิทธิภาพของกระบวนการหมักโดยพิจารณาจากอัตราการเจริญจําเพาะ 

(specific growth rate), อัตราการผลิตมวลเซลล (productivity) และผลผลิตมวลเซลล (yield) 

จากการทดลองพบวาภาวะที่ใชความเขมขนของกลีเซอรอลเร่ิมตน เทากับ 10 กรัมตอลิตร มีคา 

specific growth rate ทั้งตลอดกระบวนการหมักและในชวง log phase รวมถึงคาอัตราการผลิต

มวลเซลลและผลผลิตมวลเซลล มีแนวโนมสูงกวาเมื่อใชความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอลที่ 30 

และ 50 กรัมตอลิตร สังเกตไดจากกราฟแสดงการเจริญ (ภาพที่ 4.1 – 4.4) พบวา หากใชความ

เขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอลตํ่า คือ 10 กรัมตอลิตร ชวง log phase จะเร่ิมประมาณชั่วโมงที่ 3 แต

เม่ือใชความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอลเปน 30 กรัมตอลิตร การเจริญชวง log phase จะชาลง

โดยเร่ิมที่ประมาณช่ัวโมงที่ 9 เม่ือควบคุมคากรด-เบสของน้ําหมักที่ 3.5 และเร่ิมที่ชั่วโมงที่ 6 เม่ือ

ควบคุมคากรด-เบสที่ 5.5 โดยภาวะที่ใชความเขมขนของกลีเซอรอล เทากับ 30 กรัมตอลิตร  มีชวง 

lag phase ที่ยาวนาน และภาวะที่ใชความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอลเปน 50 กรัมตอลิตรมีชวง 

lag phase ยาวนานที่สุด เนื่องจากความเขมขนของแหลงคารบอนที่สูงทําใหการเจริญในชวง lag 

phase นานกวาภาวะอ่ืน ๆ โดยภาวะที่กลาวมาขางตน นาจะมีสาเหตุมาจาก ความเขมขนเร่ิมตน

ของกลีเซอรอลที่ใชเปนแหลงคารบอน มีผลตอประสิทธิภาพของกระบวนการหมัก ซึ่งจะเกิดข้ึนเมื่อ
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มีการใชความเขมขนเร่ิมตนของแหลงคารบอนที่สูงเกินจุดวิกฤต หรือเรียกวา เกิดการยับยั้งของ

สารอาหารต้ังตน (substrate inhibition) (Tang และคณะ, 2009; Hang และคณะ, 2009; Li และ

คณะ, 2007; Claret และคณะ, 1992) จากการทดลอเมื่อเพิ่มความเขมขนเร่ิมตนของ               

กลีเซอรอลกลับสงผลใหอัตราการเจริญจําเพาะของ H. polymorpha ลดลงตามลําดับ (ตารางท่ี 

4.1) ในกระบวนการหมักที่ใชความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล เทากับ 10 กรัมตอลิตร คากรด-

เบส เทากับ 5.5 และคาออกซิเจนละลาย เทากับ 40 เปอรเซ็นต เปนภาวะที่สงผลใหกระบวนการ

หมักมีประสิทธิภาพสูงที่สุด โดยใหอัตราการผลิตมวลเซลล เทากับ 0.724 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 

และผลผลิตมวลเซลล เทากับ 1.217 กรัมตอกรัมกลีเซอรอล ซึ่งสอดคลองกับการงานวิจัยของ 

Claret และคณะ (1992) ศึกษาผลของความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล ที่ไปมีผลยับยั้งการ

เจริญของ Gluconobacter oxydans และการผลิต dihydroxyacetone แปรผันความเขมขน

เร่ิมตนของกลีเซอรอลที่ 31, 51, 76, 95 และ129 กรัมตอลิตร ในกระบวนการหมักภาวะเดียวกัน 

พบวา ผลผลิตมวลเซลลที่ไดจะลดลงตามลําดับความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอลที่เพิ่มมากข้ึน 

สําหรับคากรด-เบสของน้ําหมักที่เหมาะสมตอการเจริญ ข้ึนอยูกับสายพันธุของจุลินทรีย

นั้น ๆ ซึ่งมีความสําคัญตอการเจริญและการผลิตผลิตภัณฑในกระบวนการหมักเปนอยางยิ่ง 

งานวิจัยที่ผานมา พบวาคากรด-เบสที่เหมาะสมตอการเจริญของ H. polymorpha อยูในชวง

ระหวาง 5.0 - 5.5 (Chen และคณะ, 2008; Moon และคณะ, 2002; Chiruvolu และคณะ, 1998) 

โดยในงานวิจัยนี้ ทําการเปรียบเทียบระหวางคากรด–เบสของน้ําหมักที่ 3.5 และ 5.5 พบวา คา

กรด–เบสที่เหมาะสมตอการเจริญของ H. polymorpha เปน 5.5 โดยที่คากรด-เบส เทากับ 5.5     

H. polymorpha สามารถนํากลีเซอรอลไปใชในการเจริญไดดีกวาที่คากรด-เบส เทากับ 3.5 สังเกต

ไดชัดเจนจากกระบวนการหมักที่ควบคุมคากรด-เบส เทากับ 3.5 ความเขมขนเร่ิมตนของ           

กลีเซอรอล เทากับ 30 กรัมตอลิตร ทั้งที่ใชคาออกซิเจนละลาย เทากับ 40 และ 80 เปอรเซ็นต ที่

ชั่วโมงที่ 24 ของการหมัก ยังพบกลีเซอรอลคงเหลืออยูในน้ําหมัก 4.356 และ 0.877 กรัมตอลิตร

ตามลําดับ และเม่ือใชความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล เทากับ 50 กรัมตอลิตร ทั้งที่ใชคา

ออกซิเจนละลาย เทากับ 40 และ 80 เปอรเซ็นต ชั่วโมงที่ 24 ยังพบกลีเซอรอลคงเหลืออยูในน้ํา

หมัก 23.680 และ 21.507 กรัมตอลิตรตามลําดับเชนกัน และเมื่อดูจากกราฟการเจริญ (ภาพท่ี 

4.1 – 4.4) จะเห็นวา ภาวะที่ควบคุมคากรด-เบสของน้ําหมักเปน 3.5 ถึงแมวาปริมาตรน้ําหนัก

เซลลแหงจะเพิ่มข้ึนเร่ือย ๆ ตามระยะเวลาในการหมัก แตไมแสดงการเจริญในชวง log phase ให

เห็นอยางชัดเจน โดยเฉพาะอยางยิ่งในภาวะของกระบวนการหมักที่ใชความเขมขนเร่ิมตนของกลี

เซอรอลสูงข้ึน  

การเปรียบเทียบคาการละลายออกซิเจนในน้ําหมักที่มีผลตอการเจริญของ H. 

polymorpha โดยทําการควบคุมระดับคาการละลายออกซิเจนในน้ําหมักที่ 40 และ 80 เปอรเซ็นต 
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ดวยการกวน การใหอากาศ และการเติมออกซิเจนบริสุทธิ์เพื่อรักษาระดับคาละลายออกซิเจนใน

น้ําหมักตามที่ตองการ จากการทดลองพบวา ทุกภาวะที่สนใจศึกษา เมื่อควบคุมคาละลาย

ออกซิเจนเปน 80 เปอรเซ็นต เหมาะสมตอการเจริญของ H. polymorpha มากกวาที่ระดับคา

ละลายออกซิเจนเปน 40 เปอรเซ็นต สอดคลองกับงานวิจัยของ Tang และคณะ (2009) ทําการ

เปรียบเทียบความแตกตางของระดับคาละลายออกซิเจนในน้ําหมักที่ 10, 20 และ 30 เปอรเซ็นต 

ซึ่งมีผลตอการเจริญของ P. pastoris พบวา ผลผลิตมวลเซลลเพิ่มข้ึนตามคาละลายออกซิเจนใน

น้ําหมัก โดยผลผลิตมวลเซลลสูงสุดเม่ือคาออกซิเจนละลาย เทากับ 30 เปอรเซ็นต แสดงใหเห็นวา

ในกระบวนการหมักแบบใชอากาศเพื่อตองการผลิตมวลชีวภาพ ภาวะที่มีคาออกซิเจนละลายใน

น้ําหมักสูงเปนภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของ H. polymorpha (Wang และคณะ, 2010; Kyu 

และคณะ, 2010; Shang และคณะ, 2009) ถึงแมวาการควบคุมคาออกซิเจนละลายใหมีคาสูงจะ

ทําใหการเจริญดีกวา แตจากการทดลองทั้ง 12 ภาวะ เมื่อทําการหมักโดยควบคุมคาละลาย

ออกซิเจนที่ 40 และ 80 เปอรเซ็นต ใหผลตอการเจริญของ H. polymorpha ไมแตกตางกันมากนัก 

เมื่อเปรียบเทียบทั้งน้ําหนักเซลลแหง อัตราการเจริญจําเพาะ อัตราการผลิตมวลเซลล และผลผลิต

มวลเซลล 

4.2 การเจริญของ H. polymorpha ในการหมักแบบเฟดแบตชในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ
แบบถังกวนขนาด 5 ลิตร เมื่อความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอล เทากับ 10 กรัมตอลิตร, 
คาออกซิเจนละลาย 40 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้ําหมักเทากับ 5.5 โดยทําการ
แปรผันเวลาและอัตราในการเติมสารอาหารที่แตกตางกัน 
 เพื่อกระบวนการหมักที่มีประสิทธิภาพเราจําเปนตองรักษาภาวะของกระบวนการหมัก ให

เซลลมีการเจริญดวยอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด โดยที่ภาวะนั้นอัตราการเจริญจะเปนแบบ

ทวีคูณ (exponential growth or log phase) จากขอจํากัดของกระบวนการหมักแบบแบตช คือ ไม

สามารถรักษาอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุดไวไดนาน แมวาการเพิ่มความเขมขนของสารอาหารต้ัง

ตนในการเพาะเล้ียงจะชวยใหไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดสูงข้ึนแตเมื่อสารอาหารต้ังตนสูงข้ึนกลับ

สงผลใหอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุดลดลง การดัดแปลงกระบวนการหมักแบบแบตช โดยใช

ปริมาณสารอาหารตั้งตนที่มีความเขมขนตํ่า เพื่อไมใหความเขมขนของสารอาหารต้ังตนไปมีผล

ยับยั้งการเจริญ และทําการเติมสารอาหารเขาไปในระหวางกระบวนการหมักเพื่อเพิ่มปริมาณ

สารอาหารสําหรับใชในการเจริญ เราเรียกกระบวนการหมักนี้วา กระบวนการหมักแบบเฟดแบตช 

เปนกระบวนการหมักที่นิยมใชในการเพาะเล้ียงที่มีประสิทธิภาพสูง (Ayed และคณะ, 2008; Li 

และคณะ, 2007)  

จากการทดลองเพาะเล้ียง H. polymorpha ดวยกระบวนการหมักแบบแบตช ในภาวะตาง 

ๆ (ภาพที่ 4.1 – 4.4) พบวา การเจริญของ H. polymorpha จะเร่ิมเขาสูสภาวะ stationary phase 
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เม่ือกลีเซอรอลในอาหารหมด แสดงใหเห็นวา กลีเซอรอลเปนขอจํากัดในการเพาะเล้ียง H. 

polymorpha เพื่อใหไดความหนาแนนเซลลสูง จึงไดทําการศึกษาเพิ่มเติมโดยทําการเพาะล้ียง H. 

polymorpha ดวยการหมักแบบเฟดแบตช โดยเลือกภาวะเร่ิมตนในกระบวนการหมักที่ใชความ

เขมขนของกลีเซอรอลเร่ิมตนที่ 10 กรัมตอลิตร ควบคุมคาออกซิเจนละลาย เทากับ 40 เปอรเซ็นต 

และควบคุมคากรด-เบสในน้ําหมัก เทากับ 5.5 ซึ่งเปนภาวะที่มีประสิทธิภาพของกระบวนการหมัก

สูงสุด คือ มีอัตราการเจริญจําเพาะ (specific growth rate), อัตราการผลิตมวลเซลล 

(productivity) และผลผลิตมวลเซลล (yield) สูงสุดซึ่งเปนผลการทดลองที่ไดจากกระบวนการหมัก

แบบแบตชเปนภาวะเร่ิมตนในกระบวนการหมักกอนที่จะทําการเติมสารอาหารตอไป  

จากที่ไดกลาวมาแลววา การหมักแบบเฟดแบตชเปนกระบวนการหมัก ที่ตองการรักษา

ภาวะการเจริญของเซลลใหอยูในชวงการเจริญที่มีอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด สําหรับการหมัก

แบบเฟดแบตชในงานวิจัยนี้ ทําการเปรียบเทียบการเจริญของ H. polymorpha ในกระบวนการ

หมักแบบเฟดแบตช ที่ทําการเติมสารอาหารกลีเซอรอลความเขมขน 100 กรัมตอลิตร (โดยมี

อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนในอาหารที่เติม เทากับ 28) ดวยอัตราการเติมแบบเอกโพเนนเชียล 

(exponential feed) โดยใชอัตราการเติมสารอาหารซึ่งสามารถคํานวณไดจากสมการ (ภาคผนวก 

ค.) และระยะเวลาในการเติมที่แตกตางกัน 3 ภาวะ ไดแก (1) กระบวนการหมักแบบเฟดแบตชที่มี

การเติมสารอาหารที่ชั่วโมงที่ 12 ดวยอัตราการเติมเร่ิมตน เทากับ 0.3116 มิลลิลิตรตอนาที (2) 

กระบวนการหมักแบบเฟดแบตชที่มีการเติมสารอาหารที่ชั่วโมงที่ 12 ดวยอัตราการเติมเร่ิมตน 

เทากับ 0.3321 มิลลิลิตรตอนาที (3) กระบวนการหมักแบบเฟดแบตชที่มีการเติมสารอาหารที่

ชั่วโมงที่ 9 ดวยอัตราการเติมเร่ิมตน เทากับ 0.3321 มิลลิลิตรตอนาที โดยทั้ง 3 ภาวะ ใชปริมาตร

ของอาหารเร่ิมตนภายในถังปฎิกรณชีวภาพ เทากับ 2 ลิตร และทําการเติมสารอาหารจนกระทั่ง

ปริมาตรของอาหารภายในถังปฎิกรณชีวภาพ เทากับ 4 ลิตร ผลการทดลองแสดงดังกราฟภาพที่ 

4.5 – 4.7   

 จากกระบวนการหมักแบบเฟดแบตชทั้ง 3 ภาวะ ดังกลาวใหน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด

ใกลเคียงกัน คือ 26.02, 31.70 และ 32.72 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซึ่งไดคาน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด

ใกลเคียงกับกระบวนการหมักแบบแบตช ที่ใชความเขมขนกลีเซอรอลเร่ิมตน 50 กรัมตอลิตร เม่ือ

สังเกตกราฟแสดงการเจริญ และปริมาณกลีเซอรอลในน้ําหมัก (ภาพที่ 4.5 – 4.7) จะเห็นวา 

ในชวงแรกที่ทําการเติมสารอาหารเซลลยังสามารถนํากลีเซอรอลไปใชในการเจริญได ดวยอัตรา

การเจริญจําเพาะ เทากับ 0.0798 - 0.0845 ตอชั่วโมง ซึ่งตํ่ากวาอัตราการเจริญจําเพาะที่ใชในการ

คํานวณอัตราการเติมสารอาหาร ทําใหมีการสะสมของปริมาณกลีเซอรอลในน้ําหมักเพิ่มข้ึนเร่ือย ๆ 

ต้ังแตชั่วโมงที่ 21 ของกระบวนการหมัก และเม่ือพิจารณาที่น้ําหนักเซลลแหงจะเห็นวา น้ําหนัก

เซลลแหงยังคงเพิ่มข้ึนเร่ือย ๆ ตลอดกระบวนการหมัก เหตุที่การหมักแบบเฟดแบตชทั้ง 3 ภาวะ ยัง
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ไมสามารถทําใหไดการเจริญแบบความหนาแนนเซลลสูงตามท่ีคาดหวังไว อาจเนื่องมาจาก การ

เจริญเติบโตของ H. polymorpha ไมไดข้ึนกับความตองการกลีเซอรอล (แหลงคารบอน) เพียง

อยางเดียว โดยตามทฤษฎีเซลลของส่ิงมีชีวิตมีโปรตีนเปนองคประกอบหลัก ดังนั้น การเพาะเล้ียง

เพื่อตองการใหไดปริมาณเซลลมาก ๆ นอกจากแหลงคารบอนแลว ยังตองมีแหลงไนโตรเจนที่

เพียงพอตอการเจริญเติบโตดวย โดยมีรายงานวา เซลลยีสตมีไนโตรเจนเปนองคประกอบถึง 10 

เปอรเซ็นต ของน้ําหนักแหง (สาวิตรี, 2549) นอกจากนี้ เม่ือพิจารณาถึงวิถีการนํากลีเซอรอล เขาสู

เซลลของ H. polymorpha (ภาพที่ 2.10) พบวา การนํากลีเซอรอล 1 โมเลกุล เขาสูเซลลตองอาศัย 

ATP 1 โมเลกุล โดย ATP 1 โมเลกุลประกอบไปดวยไนโตรเจนถึง 5 อะตอม ดังนั้น การเติม

สารอาหารในกระบวนการหมักแบบเฟดแบตช จําเปนตองควบคุมอัตราสวนของแหลงคารบอน

และไนโตรเจน (C:N ratio) ที่ใชเปนสารอาหารในการเติมใหเหมาะสมดวย ดังเชนงานวิจัยของ 

Danesi และคณะ (2006) ไดทําการหาคา C:N ratio ที่เหมาะสมตอการผลิต glucose-6-

phosphate dehydrogenase (G6PDH) จากกระบวนการหมัก Saccharomyces cerevisiae 

โดยทําการแปรผันคา C:N ratio ของสารอาหารที่ 7, 10 และ 14 พบวา คา C:N ratio เทากับ 10 

เหมาะสมตอการผลิต G6PDH มากที่สุด 

สําหรับงานวิจัยนี้ เพื่อใหไดการเจริญของ H. polymorpha แบบความหนาแนนเซลลสูงจึง

ทําการหมักแบบเฟดแบตช โดยใชสารอาหารที่ใชในการเติมมีคา C:N ratio เพิ่มข้ึนเปน 1.75 

เทากับ C:N ratio ของอาหารเร่ิมตนในกระบวนการหมักแบบแบตช โดยทําการเติมสารอาหาร 

ดวยอัตราการเติมแบบเอกโพเนนเชียล เร่ิมทําการเติมที่ชั่วโมงที่ 12 ดวยอัตราเทากับ 0.3321 

มิลลิลิตรตอนาที การหมักดวยภาวะดังกลาวชวยทําให H. polymorpha สามารถนํากลีเซอรอลไป

ใชในการเจริญไดอยางตอเนื่อง (ภาพที่ 4.8) สังเกตจากกราฟการเจริญที่แสดงดวยคา น้ําหนัก

เซลลแหง และปริมาณกลีเซอรอลในน้ําหมักถูกใชไปไมมีการสะสม และหยุดการเติมสารอาหารที่

ชั่วโมงที่ 33 โดยทําการหมักเปนเวลา 51 ชั่วโมง พบวา ไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด เทากับ 66.39 

กรัมตอลิตร ที่ชั่วโมงที่ 45 มีอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด เทากับ 0.1114 ตอช่ัวโมง (ชวง log 

phase ชม.ที่ 24 – 33) ผลผลิตมวลเซลล เทากับ 1.0613 กรัมตอกรัมกลีเซอรอล และอัตราการ

ผลิตมวลเซลล เทากับ 1.1445 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ซึ่งไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเปนสองเทาของ

การหมักแบบแบตชที่ใชความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล เทากับ 50 กรัมตอลิตร 



62 

 

 

 
 

ภาพที่ 4.5 การเจริญของ H. polymorpha ในกระบวนการหมักแบบเฟดแบตช ที่มีการเติม

สารอาหารที่ชั่วโมงที่ 12 ดวยอัตราการเติมเร่ิมตน เทากับ 0.3116 มิลลิลิตรตอนาที 
 

 
 

ภาพที่ 4.6 การเจริญของ H. polymorpha ในกระบวนการหมักแบบเฟดแบตชที่มีการเติม

สารอาหารที่ชั่วโมงที่ 12 ดวยอัตราการเติมเร่ิมตน เทากับ 0.3321 มิลลิลิตรตอนาที 
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ภาพที ่4.7 การเจริญของ H. polymorpha ในกระบวนการหมักแบบเฟดแบตชที่มีการเติม

สารอาหารที่ชัว่โมงที ่9 ดวยอัตราการเติมเร่ิมตน เทากบั 0.3321 มิลลิลิตรตอนาท ี

 

 

ภาพที่ 4.8 การเจริญของ H. polymorpha ในกระบวนการหมักแบบเฟดแบตชที่มีการเติม

สารอาหารที่ชั่วโมงที่ 12 ดวยอัตราการเติมเร่ิมตน เทากับ 0.3321 มิลลิลิตรตอนาที ควบคุม C:N 

ratio เทากับ 1.75      
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ตาราง 4.2 สรุปผลการเจริญของ H. polymorpha ในการหมักแบบเฟดแบตช เม่ือความเขมขน

เร่ิมตนของกลีเซอรอล เทากับ 10 กรัมตอลิตร คาออกซิเจนละลาย เทากับ 40 เปอรเซ็นต และคา

ความเปนกรด-เบสของน้ําหมัก เทากับ 5.5 ทําการแปรผันเวลาและอัตราการเติมสารอาหารที่

แตกตางกัน    

 

ภาวะการหมัก 

แบบเฟดแบตช 

น้ําหนักเซลลแหง อัตราการเจริญจําเพาะ (h-1) 
ผลผลิตมวล

เซลล 

อัตราการ

ผลิต 

สูงสุด (g/L) ตลอดการหมัก log phase 
(g/g 

glycerol) 
(g/L.h) 

เติมสารอาหารท่ีชั่วโมงที่ 12  26.02 

0.0798 

0.0691 

0.6329 0.6819 ดวยอัตราการเติมเร่ิมตน 

เทากับ 0.3116 ml/min 
(ชั่วโมงที่ 36) 

(ชั่วโมงที่  

9 - 27) 

เติมสารอาหารท่ีชั่วโมงที่ 12  31.70 

0.0784 

0.0647 

0.6981 0.8392 ดวยอัตราการเติมเร่ิมตน 

เทากับ 0.3221 ml/min 
(ชั่วโมงที่ 39) 

(ชั่วโมงที่  

12 - 24) 

เติมสารอาหารท่ีชั่วโมงที่ 9 32.72 

0.0845 

0.0709 

0.5711 0.8656 ดวยอัตราการเติมเร่ิมตน 

เทากับ 0.3221 ml/min 
(ชั่วโมงที่ 36) 

(ชั่วโมงที่  

12 - 27) 

เติมสารอาหารท่ีชั่วโมงที่ 12  66.39 

0.1008 

0.1114 

1.0613 1.1445 
ดวยอัตราการเติมเร่ิมตน 

เทากับ 0.3221 ml/min  

(C:N = 1.75) 

(ชั่วโมงที่ 45) 

(ชั่วโมงที่ 

24 - 33) 

 

4.3 การคํานวณทางสถิติ 
ในงานวิจัยนี้สนใจศึกษาความสัมพันธของปจจัย อันไดแก ความเขมขนของกลีเซอรอล 

คาออกซิเจนละลาย และคากรด-เบสของน้ําหมักที่สงผลตอการเจริญของ H. polymorpha โดยทํา

การออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรียล (factorial experiment) (ตารางที่ 4.2) และนํามาทํา

การวิเคราะหทางสถิติถึงอิทธิพลของปจจัย (main factor) ตาง ๆ รวมทั้งปฏิกิริยาสัมพันธ 

(interaction) ของปจจัยที่มีตอกันดวย 
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ตาราง 4.3 23 แฟคทอเรียลดีไซนเมทริกซ (23 factorial design matrix)  

ลําดับที่ 

ระดับปจจัย  
ความเขมขนของ 
กลีเซอรอล(G) 

คากรด-เบส (P) 
คาออกซิเจน
ละลาย (D) 

(%) ระดับ คา ระดับ (%) ระดับ 

1 1 -1 3.5 -1 40 -1 

2 1 -1 3.5 -1 80 +1 

3 1 -1 5.5 +1 40 -1 

4 1 -1 5.5 +1 80 +1 

5 5 +1 3.5 -1 40 -1 

6 5 +1 3.5 -1 80 +1 

7 5 +1 5.5 +1 40 -1 

8 5 +1 5.5 +1 80 +1 

9 3 -1 3.5 -1 40 -1 

10 3 -1 3.5 -1 80 +1 

11 3 -1 5.5 +1 40 -1 

12 3 -1 5.5 +1 80 +1 

13 5 +1 3.5 -1 40 -1 

14 5 +1 3.5 -1 80 +1 

15 5 +1 5.5 +1 40 -1 

16 5 +1 5.5 +1 80 +1 

17 1 -1 3.5 -1 40 -1 

18 1 -1 3.5 -1 80 +1 

19 1 -1 5.5 +1 40 -1 

20 1 -1 5.5 +1 80 +1 

21 5 +1 3.5 -1 40 -1 

22 5 +1 3.5 -1 80 +1 

23 5 +1 5.5 +1 40 -1 

24 5 +1 5.5 +1 80 +1 
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      4.3.1 ผลการคํานวณทางสถิติแบบ 2-level factorial design ของความเขมขนของ          
กลีเซอรอลท่ีมีอิทธิพลตอน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด 

 

รุปที่ 4.9 กราฟแสดงผลการคํานวณทางสถิติถึงอิทธิพลของปจจัยตาง ๆ ตอน้ําหนักเซลลแหง 

 

      4.3.2 ผลการคํานวณทางสถิติแบบ 2-level factorial design ของความเขมขนของ          
กลีเซอรอลท่ีมีอิทธิพลตออัตราการเจริญจําเพาะ (specific growth rate) 

 

ภาพที ่4.10 กราฟแสดงผลการคํานวณทางสถิติถงึอิทธพิลของปจจัยตาง ๆ ตออัตราการเจริญ

จาํเพาะ 

G P D GP GD DP

1%glycerol: 3%glycerol 5.82 3.83 1.28 0.63 0.09 -0.16

3%glycerol: 5%glycerol 7.84 6.26 2.38 1.68 1.01 -0.41

1%glycerol: 5%glycerol 13.66 5.63 2.29 2.32 1.1 -0.36
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      4.3.3 ผลการคํานวณทางสถิติแบบ 2-level factorial design ของความเขมขนของ           
กลีเซอรอลท่ีมีอิทธิพลตออัตราการผลิต (productivity) 

 

ภาพที ่4.11 กราฟแสดงผลการคํานวณทางสถิติถงึอิทธพิลของปจจัยตาง ๆ ตออัตราการผลิต 

 

      4.3.4 ผลการคํานวณทางสถิติแบบ 2-level factorial design ของความเขมขนของ          
กลีเซอรอลท่ีมีอิทธิพลตอผลผลิตมวลเซลล (yield) 

 

ภาพที ่4.12 กราฟแสดงผลการคํานวณทางสถิติถงึอิทธพิลของปจจัยตาง ๆ ตอผลผลิตมวลเซลล 

G P D GP GD DP

1%glycerol: 3%glycerol -0.069 0.129 -0.03 -0.025 0.058 0.241

3%glycerol: 5%glycerol -0.182 0.113 0.17 0.025 0.028 0.02

1%glycerol: 5%glycerol -0.791 0.138 -0.001 -0.0003 0.31 0.025
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 จากการคํานวณทางสถิติแบบ 2-level factorial design (วิธีการคํานวณตามภาคผนวก 

จ.) ระหวางความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล 1 % กับ 3 %, 3 % กับ 5 % และ 1 % กับ 5 % 

(ภาพที่ 4.9 - 4.12)  เมื่อพิจารณาการเจริญของ H. polymorpha โดยดูจากการเพิ่มข้ึนของน้ําหนัก

เซลลแหง พบวา  ความเขมขนของกลีเซอรอลเปนปจจัยที่มี อิทธิผลตอการเจริญของ  H. 

polymorpha มากที่สุด  รองลงมาเปนคากรด-เบส, คาออกซิเจนละลาย, ปจจัยรวมระหวางความ

เขมขนของกลีเซอรอลกับคากรด-เบส และปจจัยรวมระหวางความเขมขนของกลีเซอรอลกับคา

ออกซิเจนละลาย ตามลําดับ ซึ่งผลของความเขมขนของกลีเซอรอลเปนปจจัยที่มีอิทธิพลตอ

น้ําหนักเซลลแหงมากที่สุด คือ เมื่อเพิ่มความเขมขนของกลีเซอรอลสงผลทางบวกทําใหน้ําหนัก

เซลลแหงเพิ่มมากตามไปดวย แตการเพิ่มความเขมขนของกลีเซอรอลกลับใหผลลบตออัตราการ

เจริญจําเพาะ อัตราการผลิต และผลผลิตมวลเซลล หรือทําใหประสิทธิภาพของกระบวนการหมัก

ลดลง และเห็นไดชัดเจนที่ความเขมขนของกลีเซอรอลสูงๆ เมื่อพิจารณาจากการคํานวณทางสถิติ

โดยคํานึงถึงประสิทธิภาพของกระบวนการหมัก พบวา คากรด-เบสเปนปจจัยที่มีอิทธิพลทางบวก

ตออัตราการเจริญจําเพาะ อัตราการผลิต และผลผลิตมวลเซลล เห็นไดอยางชัดเจนวา คากรด-

เบสมีอิทธิพลตอผลผลิตมวลเซลลมากที่สุด และหากทําการปรับความเขมขนของกลีเซอรอล และ

คาออกซิเจนละลายใหเหมาะสม นาจะมีผลชวยใหกระบวนการหมักมีประสิทธิภาพสูงข้ึน สวนคา

ออกซิเจนละลายเปนปจจัยที่มีอิทธิพลตอการเจริญเล็กนอย 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

ผลของความเขมขนกลีเซอรอลเริ่มตน คาออกซิเจนละลาย และคากรด-เบสตอการเจริญ
ของ H. polymorpha ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบถังกวน  

 จากงานวิจัยที่สนใจทําการศึกษาผลของความเขมขนของกลีเซอรอลเร่ิมตนที่ใชเปนแหลง

คารบอน คาออกซิเจนละลาย และคากรด-เบสของน้ําหมัก ที่มีผลตอกระบวนการหมักแบบแบตช

ของ H. polymorpha ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบถังกวน โดยทําการแปรผันปจจัยที่ตองการ

ศึกษา ไดแก ความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอลที่ 10, 30 และ 50 กรัมตอลิตร คากรด-เบสของน้ํา

หมักเปน 3.5 และ 5.5 และคาออกซิเจนละลายที่ 40 และ 80 เปอรเซ็นต พบวา การหมักที่ใชความ

เขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล 10 กรัมตอลิตร เหมาะสมตอการเจริญของ H. polymorpha โดยไม

เกิดการยับยั้งของสารอาหารต้ังตน และเม่ือใชความเขมขนของกลีเซอรอล 30 และ 50 กรัมตอลิตร 

ถึงแมวาจะไดน้ําหนักเซลลแหงเพิ่มมากข้ึน แตทําใหเกิดการยับยั้งของสารอาหารต้ังตน โดยสังเกต

จากอัตราการเจริญจําเพาะ, อัตราการผลิตมวลเซลล และผลผลิตมวลเซลลที่มีคาลดลงตามความ

เขมขนของกลีเซอรอลที่เพิ่มมากข้ึน สําหรับคาออกซิเจนละลายตอการเจริญของ H. polymorpha 

พบวา ระดับคาออกซิเจนสูง คือ 80 เปอรเซ็นต มีผลทําให H. polymorpha เจริญไดดีกวาที่คา

ออกซิเจนละลายที่ 40 เปอรเซ็นตแตมีความแตกตางกันเพียงเล็กนอย สวนคากรด-เบสที่เหมาะสม

ตอการเจริญของ H. polymorpha เทากับ 5.5 จากการทดลองกระบวนการหมักแบบแบตชทั้ง 12 

ภาวะ พบวา กระบวนการหมักที่มีการใชความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล 10 กรัมตอลิตร คา

ออกซิเจนละลาย เทากับ 40 เปอรเซ็นต และคากรด-เบส เทากับ 5.5 เปนกระบวนการหมักที่มี

ประสิทธิภาพมากที่สุด เมื่อทําการหมักเปนเวลา 24 ชั่วโมง ใหน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด เทากับ 

16.80 กรัมตอลิตร มีอัตราการเจริญจําเพาะ เทากับ 0.094 ตอชั่วโมง, อัตราการผลิตมวลเซลล 

เทากับ 0.724 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง และผลผลิตมวลเซลล เทากับ 1.217 กรัมตอกรัมกลีเซอรอล 

และการหมักดวยกระบวนการหมักแบบเฟดแบตช ดวยภาวะที่ใชความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซ

อรอล เทากับ 10 กรัมตอลิตร ควบคุมคากรด-เบสของน้ําหมักเปน 5.5 และคาออกซิเจนละลายที่

ระดับ 40 เปอรเซ็นต โดยเร่ิมทําการเติมกลีเซอรอลความเขมขน 100 กรัมตอลิตร ที่ชั่วโมง 12 ดวย

อัตราการเติมแบบเอ็กโพเนนเชียลโดยสารอาหารท่ีใชในการเติมมีอัตราสวนของแหลงคารบอน

และไนโตรเจน (C:N ratio) เทากับ 1.75 ภายหลังทําการหมักเปนเวลา 51 ชั่วโมง ไดน้ําหนักเซลล

แหงสูงสุด เทากับ 66.39 กรัมตอลิตร ที่ชั่วโมงที่ 45 มีอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด เทากับ 0.1114 

ตอช่ัวโมง (ชวง log phase ชม.ที่ 24 – 33) ผลผลิตมวลเซลล เทากับ 1.0613 กรัมตอกรัม            
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กลีเซอรอล และอัตราการผลิตมวลเซลล เทากับ 1.1445 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ซึ่งไดน้ําหนักเซลล

แหงสูงสุดเปนสองเทาของการหมักแบบแบตชที่ใชความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล เทากับ 50 

กรัมตอลิตร และกระบวนการหมักแบบเฟดแบตชที่สารอาหารที่ใชเติมมีอัตราสวนของแหลง

คารบอนและไนโตรเจน (C:N ratio) เทากับ 28 จากการคํานวณทางสถิติดวยวิธี 2-level factorial 

design จะเห็นวาปจจัยทั้ง 3 มีผลรวมกันตอการเจริญของ H. poloymorpha เม่ือพิจารณาปจจัย

ที่มีอิทธิพลตอการเพิ่มข้ึนของน้ําหนักเซลลแหง พบวา ความเขมขนของกลีเซอรอลเปนปจจัยที่มี

อิทธิพลทางบวกมากที่สุด แตกลับสงผลทางลบตออัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด, อัตราการผลิต

มวลเซลล และผลผลิตมวลเซลล ซึ่งเปนคาที่แสดงประสิทธิภาพของกระบวนการหมัก สําหรับ

ปจจัยที่มีอิทธิพลตอประสิทธิภาพกระบวนการหมักมากที่สุด ไดแก ปจจัยของคากรด-เบส และคา

ออกซิเจนละลายเปนปจจัยที่มีผลตอการเจริญนอยที่สุด    

ขอเสนอแนะ 

1. เมื่อทําการหมักดวยกระบวนการหมักแบบแบตช ที่ใชความเขมขนเร่ิมตนของสารอาหาร
ต้ังตนมากเกินจุดวิกฤติ อาจเกิดการยับยั้งของสารอาหารต้ังตนซ่ึงสงผลตอประสิทธิภาพ

ของกระบวนการหมัก เราสามารถแกไขปญหาที่เกิดข้ึนโดยทําการหมักซ่ึงใชกระบวนการ

หมักแบบเฟดแบตช และคาดหวังวาจะไดการเจริญเติบโตแบบความหนาแนนสูง  

2. การหมักแบบเฟดแบตชซึ่งมีการเติมสารอาหารแบบเอ็กโพเนนเชียส ควรทําการคํานวณ

อัตราสวนของแหลงคารบอนและไนโตรเจน (C:N ratio) ใหเหมาะสม ในงานวิจัยนี้อาศัย

ขอมูลพื้นฐานจากกระบวนการหมักแบบแบตชมาใชในการคํานวณหาคา C:N ratio ของ

สารอาหารที่เหมาะสมตอการเจริญของ H. polymorpha มีคาเทากับ 1.75 

3. เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของกระบวนการหมักอาจตองอาศัยเทคนิคอ่ืน ๆ เขามาเกี่ยวของ 

เชน ทําการหมักแบบเฟดแบตชโดยการเติมสารอาหารแบบตาง ๆ เชน การเติมสารอาหาร

ดวยอัตราคงที่, การเติมสารอาหารดวยอัตราแบบ step increase (0.5, 1.0, 1.3 มิลลิลิตร

ตอนาที) และ step decrease (1.6, 1.3, 1.0, 0.8, 0.5 มิลลิลิตรตอนาที) เปนตน (Lee 

และคณะ, 2003) หรือกระบวนการหมักแบบเฟดแบตชซึ่งมี online signal ทําการส่ังการ

อัตโนมัติในการเติมสารอาหาร สวนใหญการสั่งงานในลักษณะนี้จะข้ึนอยูกับคากรด-เบส 

(pH-stat) หรือคาละลายออกซิเจนในน้ําหมัก (DO-stat) (Hang และคณะ, 2009; Sun 

และคณะ, 2006; Lee และคณะ, 1999) เปน real-time monitor สามารถติดตามและ
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ควบคุมกระบวนการหมักใหเปนไปตามที่ตองการ และทําใหกระบวนการหมักมี

ประสิทธิภาพไดผลผลิตมวลเซลลและผลิตภัณฑสูง หรืออาจใชกระบวนการหมักประเภท

อ่ืน เชน การหมักแบบตอเนื่อง (Khannaและคณะ, 2008) (continuous) การหมักซํ้า 

(repeated batch) (Moeller และคณะ, 2011;Liu, 2004; Gary และคณะ, 1992;) เปน

ตน ซึ่งข้ึนอยูกับชนิดของจุลินทรียที่ตองการเพาะเล้ียง 

4. สามารถนําขอมูลที่ไดจากงานวิจัยนี้ ไปใชเปนพื้นฐานในการออกแบบกระบวนการหมักให
ไดผลผลิตมวลเซลลที่มีความหนาแนนเซลลสูง โดยใช H. polymorpha เปนเซลลเจาบาน

ในการผลิตโปรตีนที่มีมูลคาสูง เชน ยาปฏิชีวนะ และเอนไซมตาง ๆ   
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ภาคผนวก ก 

1. การเตรยีมสารสาํหรับวิเคราะหปริมาตรไนโตรเจน 

     1.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 N 

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1 N   = 40 กรัม 

ถาสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 N  = (40 x 0.1 ) / 1 

        = 4 กรัม 

นําสารโซเดียมไฮดรอกไซด 4 กรัม ละลายในนํ้ากล่ันแลวปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร หรือ

หากตองการเตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 100 มิลลิลิตร ตองละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 

0.4 กรัม 

 
1.2 การเตรยีมสารละลาย Potassium hydrogen phosphate (KHP) 

      KHP มีมวลโมเลกุล (M.W.) เทากับ 204.23 (1 N) 

      ดังนั้นสารละลาย KHP 0.1 N จะมสีาร KHP อยู = 204.23 x 0.1 = 20.423 กรัม 

สารละลาย KPH 20.4 กรัม ในน้ํากล่ัน 1 ลิตร หรือหากตองการเตรียมสารละลาย KPH 25 

มิลลิลิตร ตองละลายสาร KHP 0.51 กรัม 

 
1.3 การหาความเขมขนทีแ่นนอนของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด 

      โดยนําสารละลาย KHP ที่เตรียมจากขอ 1.2 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ใสขวดทดลอง

ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมอินดิเคเตอรฟนอลทาลีน (phenophthalein) 3 หยด จากนั้นนํามา

ไทเทรตกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่เตรียมจากขอ 1.1 เม่ือถึงจุดยุติ สารละลายในขวด

ทดลองจะเปล่ียนจากไมมีสีเปนสีชมพู บันทึกปริมาตรโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชไทเทรต แลว

คํานวณหาความเขมขนที่แนนอนของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด ดังนี้ 

N ของ NaOH = (ปริมาตรของ KHP x 1000) / M.W. x ปริมาตรของ NaOH ที่ใชไทเทรต 
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1.4 การเตรยีมสารละลายมาตรฐานไฮโดรคลอริก (HCl) 0.1N 

       เตรียมจากกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 37% (w/w) 

        โดย HCl 1 ลิตร = 1.19 kg 

        ความหนาแนน = มวล / ปริมาตร = 1.19 kg/1000 ml ;1 ml = 1.19 g 

        น้ําหนักโมเลกุลของ HCl = 36; 1 N = 36 g 

       1 N HCl มีเนื้อ HCl อยู = 36 g 

       ถา 0.1 N HCl มีเนื้อ HCl อยู = 36 x 0.1 = 3.6 g 

      แตทําการเตรียมจาก HCl 37% 

       เนื้อสาร HCl 37 g มาจากสารละลาย = 100 g 

ถาเนื้อสาร HCl 3.6 g มาจากสารละลาย HCl = 100 x 3.6/37 = 9.7297 g 

HCl 1190 g มาจากสารละลาย HCl =  1000 ml 

ถา HCl 9.7297 g มาจากสารละลาย HCl = 1000 x 9.7297/1190 = 8.1762 ml 

ดังนั้น ในการเตรียมสารละลาย 0.1 N HCl ปริมาตร 1 ลิตร ตองใช HCl เขมขน 37% 

ปริมาตร 8.1762 มิลลิลิตร ละลายในนํ้าบริสุทธิ์ 1 ลิตร 

1.5 การหาความเขมขนทีแ่นนอนของสารละลายมาตรฐานไฮโดรคลอริก 0.1 N 

      โดยนํา HCl 0.1 N ที่เตรียมจากขอ 1.4 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ใสในขวดทดลองขนาด 

250 มิลลิลิตร มาไทเทรตกับ 0.1 N NaOH ที่ทราบความเขมขนที่แนนอนจากขอ 1.3 โดยใช 

Phenopthalein เปนอินดิเคเตอร เมื่อถึงจุดยุติสารละลายจะเปล่ียนจากไมมีสีเปนสีชมพู โดยสูตร

คํานวณหาความเขมขนที่แนนอนของ HCl ดังนี้ 

V1 N1 = N2 V2 

เมื่อ   V1 = ความเขมขนที่แนนอนของสาร NaOH  

   V2 = ปริมาตรของสาร NaOH ที่ใชไทเทรต 

   N1 = ความเขมขนที่แทจริงของ HCl ที่ตองการทราบ 

  N2 = ปริมาตรของ HCl ทีน่ํามาไทเทรต 
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1.6 การเตรียมสารละลายกรดบอริก (Boric acid) 4% 

      ละลายกรดบอริก 40 กรัม ในน้ําบริสุทธิ์ปริมาตร 1 ลิตร อาจใชความรอนชวยในการ

ละลาย 

 
1.7 การเตรียมอินดิเคเตอร (Mixed Indicator) 

นํา methyl red 0.001 กรัม ละลายในแอลกอฮอล 10 มิลลิลิตร และนํา bromcresol 

green 0.001 กรัม ละลายในแอลกอฮอล 10 มิลลิลิตร แลวนําสารละลายท้ังสองมาผสมกันใน

อัตราสวน 1:5 
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ภาคผนวก ข 

1. ตัวอยางการคํานวณหาอัตราการเจรญิจําเพาะตอชั่วโมง (specific growth rate), 
ผลผลิตมวลเซลล (yield) และอัตราการผลิต (productivity) 

ในการหาอัตราการเจริญเติบโตอาศัยสมการการเจริญเติบโตของ Monod (Monod’s growth 

equation) โดยกําหนดวาในสภาพที่ภายในอาหารเลี้ยงเชื้อมีความเขมขนของสารอาหารท่ีมีอยู

จํากัด อัตราการเจริญเติบโตจะสัมพันธกับความเขมขนของมวลเซลล และความเขมขนของ

สับสเตรท ดังนั้น 

 = f(x, s) 

เมื่อ  x = มวลของเซลลตอหนวยปริมาตร 

  s = ความเขมขนของสารอาหารที่มีจํากัด 

   = อัตราการเจริญเติบโต 

- อัตราการเจรญิจําเพาะตอชั่วโมง (specific growth rate, ตอชั่วโมง) หมายถงึ อัตรา

การเพิม่มวลของเซลลตอหนวยเวลาตอหนวยมวลของเซลล ดังนัน้ 

μ =  .  

หรือ สามารถหาอัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงไดจากการเขียนกราฟระหวาง ln x และ t จะได

กราฟเสนตรงที่มีความชนั เทากบั μ 

- ผลผลิตมวลเซลล(yield, กรัมตอกรัมกลีเซอรอล) หมายถงึ สัดสวนระหวางปริมาณ

เซลลที่เพิ่มข้ึน (∆X) ตอสารอาหารต้ังตนที่ถูกใชไป (∆S) ดังนัน้จะไดวา 

Y x/s =  = 
X X
S S

 

หรือ สามารถหาผลผลิตมวลเซลลไดจากการเขียนกราฟระหวาง X และ S จะไดกราฟเสนตรงที่มี

ความชนั เทากับ - Y x/s 

- อัตราการผลติ (productivity, กรมัตอลติรตอชั่วโมง) หมายถึง ผลผลิตที่ไดจากการ

หมักตอระยะเวลาที่ใช ต้ังแตเร่ิมใสกลาเชือ้จนกระทั่งส้ินสุดกระบวนการหมัก ซึง่มหีนวย
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เปนมวลของผลผลิตตอหนวยปริมาตรตอหนวยเวลา คาที่ไดเปนอัตราโดยเฉล่ียของการ

ผลิต ซึ่งสามารคํานวณไดจากสมการ 

                                            X - X0  

      t - t0 

หรือ สามารถหาผลผลิตมวลเซลลไดจากการเขียนกราฟระหวาง X และ t จะไดกราฟเสนตรงที่มี

ความชนั เทากับ อัตราการผลิต 

ตาราง ข.1 บันทึกน้ําหนักเซลลแหงและคาความขุนที่ 660 นาโนเมตร ระหวางการหมัก                      

H. polymorpha เมื่อความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล เทากับ 10 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจน

ละลาย 40 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้ําหมักเทากับ 3.5 เปนเวลา 24 ชั่วโมง    

 

ชั่วโมงที ่
น้ําหนกัเซลลแหง กลีเซอรอล  

(กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) 

0 2.17 10.870 

3 2.80 10.850 

6 3.80 9.326 

9 5.45 8.857 

12 8.40 6.938 

15 11.25 6.250 

18 12.51 4.300 

21 13.38 2.028 

24 13.08 0.492 
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y = 0.0833x + 0.8982

R² = 0.9283
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y = 0.1208x + 0.6319
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(1) ตารางการเจริญจําเพาะ (specific growth rate) 

(1.1) อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงตลอดกระบวนการหมัก เทากับ 0.083 ตอชั่วโมง    

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ข.1 อัตราการเจริญจําเพาะตลอดกระบวนการหมักของ H. polymorpha เม่ือความเขมขน

เร่ิมตนของกลีเซอรอล เทากับ 10 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 40 เปอรเซ็นต และคากรด-เบส

ของน้ําหมักเทากับ 3.5 เปนเวลา 24 ชั่วโมง   

 

(1.2) อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงในชวง log phase เทากับ 0.120 ตอชั่วโมง    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่ข.2 อัตราการเจริญจําเพาะในชวง log phase ของการหมักของ H. polymorpha เมื่อความ

เขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล เทากับ 10 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 40 เปอรเซ็นต และคา

กรด-เบสของน้ําหมักเทากบั 3.5 เปนเวลา 24 ชั่วโมง   
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(2) ผลผลิตมวลเซลล (yield) เทากับ 1.166 กรัมตอกรัมกลีเซอรอล 

 

 

ภาพที่ ข.3 ผลผลิตมวลเซลลของการหมัก H. polymorpha เมื่อความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล 

เทากับ 10 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 40 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้ําหมักเทากับ 

3.5 เปนเวลา 24 ชั่วโมง   

 

(3) อัตราการผลิต (productivity) เทากับ  0.547 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง (น้าํหนักเซลลแหง) 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ข.4 อัตราการผลิตของการหมัก H. polymorpha เม่ือความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล 

เทากับ 10 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 40 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้ําหมักเทากับ3.5 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง   
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2. ตัวอยางการคํานวณหาความเขมขนของกลีเซอรอลในนํ้าหมัก (กรัมตอลิตร) 
  
ตารางที่ ข.2 แสดงพืน้ที่ไดกราฟและปริมาณกลีเซอรอลที่ชั่วโมงตาง ๆ 

ชั่วโมงที ่
ปริมาณกลีเซอรอล (กรัมตอลิตร) 

พื้นที่ใตกราฟ กลีเซอรอล (กรัมตอลิตร) 

Std. 11,700 2 

0 7,159 12.238 

3 6,418 10.971 

6 6.083 10.398 

9 5,872 10.038 

12 4,532 7.747 

15 2,883 4.928 

18 0 0 

21 0 0 

24 0 0 

 

สารละลายมาตรฐานกลีเซอรอลความเขมขน 2 กรัมตอลิตร เมื่อทําการวิเคราะหดวย 

HPLC มีพื้นที่ใตกราฟ เทากับ 11,700 จากตัวอยางช่ัวโมงที่ 0 (ทําการเจือจางตัวอยาง 10 เทา) มี

พื้นที่ใตกราฟ เทากับ 7,159 ดังนั้น สามารถคํานวณความเขมขนของกลีเซอรอล ไดจากสมการ 

=  ความเขมขนสารละลายมาตรฐาน x อัตราการเจือจาง x พื้นที่ใตกราฟของสารตัวอยาง 

                                    พื้นที่ใตกราฟของสารละลายมาตรฐาน           \ 

=        
    ,

,
   

=   12.238 กรัมตอลิตร 

 

 



86 

 

 

ภาคผนวก ค 

การคํานวณหาอัตราการเติมสารอาหารแบบเอ็กโพเนนเชียล 

อัตราการเติมสารอาหารแบบเอ็กโพเนนเชียลในกระบวนการหมกัแบบเฟด – แบตช 

สามารถคํานวณไดโดยอาศัยสมดุลมวลของสารอาหารต้ังตน จากสมการ 

dS  =  F (Si – S) - μ X 

                                 dt       V     Yx/s    

เมื่อ 

S     =   ความเขมขนของสารอาหาร (กรัมตอลิตร) 

t       =   ระยะเวลาต้ังแตเร่ิมทาํการเติมสารอาหาร (ชั่วโมง) 

F      =   อัตราการเติมสารอาหาร (ลิตรตอชั่วโมง) 

V      =   ปริมาตรน้าํหมัก (ลิตร) 

Si     =   ความเขมขนของสารอาหารในอาหารที่ใชเติม (กรัมตอลิตร) 

μ      =   อัตราการเติบโตจําเพาะ (ตอชั่วโมง) 

Yx/s       =   ผลไดของเซลลจากสารอาหาร (กรัมเซลลตอกรัมสารอาหาร) 

X  =   ความเขมขนของเซลล (กรัมตอลิตร) 

ภายใตภาวะทีส่ารอาหารมีอยูอยางจํากัดจะทําใหคา S  0 นอกจากนีเ้มื่อพิจารณาให

ความเขมขนของสารอาหารในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพคงที่จะได dS/dt = 0 จากภาวะดังกวาทาํให

เราสามารถหาอัตราการเติมสารอาหารเร่ิมตน (F0) ไดดังสมการ   

F0  =  μ X0 V0 

                        Yx/s Si 

เมื่อ  

 F0  =  อัตราการเติมสารอาหารเม่ือเร่ิมตนการเติม (ลิตรตอช่ัวโมง) 

 V0  =  ปริมาตรน้ําหมักเมื่อเร่ิมตนการเติมสารอาหาร (ลิตร) 

 X0  =  ความเขมขนเร่ิมตนของเซลลเร่ิมตน   

ตัวอยางการคํานวณ 

 จากการหมักแบบแบตช ไดขอมูลดังนี ้

 V0  =  2  ลิตร 

 μ       =  0.127 ตอชั่วโมง 

 Yx/s   =  1.75 กรัมเซลลตอกรัมกลีเซอรอล 
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 X0      =   12.9 กรัมตอลิตร 

ความเขมขนของสารอาหารที่ใชเติมมีคา100 กรัมตอลิตร หรือ Si = 100 กรัมตอลิตร 

 

ดังนัน้    F0 =  0.127*12.9*2  =  0.0187 ลิตรตอชั่วโมง 

                        1.75*100 

เนื่องจากในกระบวนการหมกัแบบเฟด – แบตช ทัง้ปริมาตรและความเขมขนของเซลลมี

การเปล่ียนแปลงตลอดเวลา ซึ่งทาํใหอัตราการเติมสารอาหารเปล่ียนแปลงตลอดเวลาดวย หรือ

อาจกลาวไดวาอัตราการเติมสารอาหารเปนฟงกชนัของเวลา ซึง่สามารถคํานวณอัตราการเติม

สารอาหารไดจากสมการ      

F(t)  =  F0e
μt 

 

 ตาราง ค.1 อัตราการเติมสารอาหารแบบเอ็กโพเนนเชียลที่เวลาใด ๆ  

 

h VT (L) F(t) (mL/min)  h VT (L) F(t) (mL/min)  

0   0.312 5.5 2.15 0.627 

0.5 2.01 0.332 6 2.17 0.668 

1 2.02 0.354 6.5 2.19 0.711 

1.5 2.03 0.377 7 2.22 0.758 

2 2.04 0.402 7.5 2.24 0.808 

2.5 2.06 0.428 8 2.27 0.861 

3 2.07 0.456 8.5 2.30 0.917 

3.5 2.09 0.486 9 2.32 0.977 

4 2.10 0.518 9.5 2.36 1.041 

4.5 2.12 0.552 10 2.39 1.110 

5 2.13 0.588 10.5 2.42 1.182 
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ตาราง ค.1 อัตราการเติมสารอาหารแบบเอ็กโพเนนเชียลที่เวลาใด ๆ (ตอ) 

 

h VT (L) F(t) (mL/min) h VT (L) F(t) (mL/min) 

11 2.46 1.260 16.5 3.08 2.533 

11.5 2.50 1.343 17 3.16 2.699 

12 2.55 1.431 17.5 3.25 2.876 

12.5 2.59 1.524 18 3.34 3.065 

13 2.64 1.624 18.5 3.44 3.266 

13.5 2.69 1.731 19 3.54 3.480 

14 2.75 1.844 19.5 3.66 3.708 

14.5 2.81 1.965 20 3.77 3.951 

15 2.87 2.094 20.5 3.90 4.210 

15.5 2.94 2.231 21 4.04 4.486 

16 3.01 2.378 21.5 4.18 4.781 
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ภาคผนวก ง 

1. การเจริญของ H. polymorpha ในการหมักแบบแบตชในเครือ่งปฏิกรณชวีภาพแบบถัง
กวนขนาด 5 ลิตร เมื่อทาํการแปรผันปจจัยที่มีผลตอการเจริญในระหวางกระบวนการ
หมักท่ีภาวะตาง ๆ 

      1.1 ความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอล เทากบั 10 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 
40 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้าํหมักเทากับ 3.5      
 

ตารางที่ ง.1.1 ภาวะที่เกิดข้ึนในระหวางการหมัก H. polymorpha ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ

ถังกวน โดยใหความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล เทากับ 10 กรัมตอลิตร คาออกซิเจนละลาย 

เทากับ 40 เปอรเซ็นต และคาความเปนกรด – เบสของน้ําหมัก เทากับ 3.5 เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ คากรด-เบส 

คาออกซิเจน

ละลายในน้าํหมัก 

(%) 

อุณหภูมิ 

(⁰C) 

รอบการกวน 

(rpm) 

อัตราการใหอากาศ

(vvm) 

0 3.65 46.2 37.0 21 1.0 

3 3.52 35.6 37.0 333 1.0 

6 3.52 39.4 37.0 586 1.0 

9 3.52 39.4 37.0 660 1.0 

12 3.51 40.8 37.0 758 1.0 

15 3.50 39.7 37.0 800 1.0 

18 3.53 37.1 37.0 661 1.0 

21 3.50 42.6 37.0 770 1.0 

24 3.52 39.4 37.0 870 1.0 
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ตารางที่ ง.1.2 บันทึกน้ําหนักเซลลแหง คาความขุนที่ 660 นาโนเมตร ปริมาณกลีเซอรอลและ

ไนโตรเจนที่เหลือในน้ําหมักระหวางการหมัก H. polymorpha เมื่อความเขมขนเร่ิมตนของ        

กลีเซอรอล เทากับ 10 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 40 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้ํา

หมักเทากับ 3.5 เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

 

ชั่วโมงที ่
น้ําหนกัเซลลแหง (กรัมตอลิตร) คาความขุนที ่ กลีเซอรอล  ไนโตรเจน  

1 2 3 คาเฉลี่ย 660 นาโนเมตร (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) 

0 2.24 2.18 2.10    2.17 ± 0.07 1.68 10.870 2.190 

3 2.74 2.91 2.75    2.80 ± 0.10 1.80 10.850 2.120 

6 3.80 3.79 3.82    3.80 ± 0.02 2.08 9.326 2.080 

9 5.56 5.53 5.25    5.45 ± 0.17 10.95 8.857 1.900 

12 8.42 8.37 8.40    8.40 ± 0.03 21.15 6.938 1.690 

15 11.42 10.95 11.39 11.25 ± 0.26 64.00 6.250 1.580 

18 12.54 12.53 12.46 12.51 ± 0.04 67.10 4.300 1.290 

21 13.42 13.25 13.48 13.38 ± 0.12 74.20 2.028 1.250 

24 13.12 13.09 13.04 13.08 ± 0.04 76.10 0.492 1.220 

 

จากการทดลองพบวา (ตัวอยางการคํานวณดังแสดงในภาคผนวก ข.) 

1. น้ําหนักเซลลแหงสูงสุด เทากบั 13.38 กรัมตอลิตร 

2. เวลาที่ใหน้าํหนักเซลลแหงสูงสุดตอชั่วโมง คือ ชั่วโมงที่ 21 

3. อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมง (specific growth rate, μ)  

       3.1 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงตลอดกระบวนการหมกั เทากับ 0.083 ตอชั่วโมง    

                3.2 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงในชวง log phase เทากับ 0.120 ตอชั่วโมง   

4. ผลผลิตมวลเซลล (yield) เทากับ 1.166 กรัมตอกรัมกลีเซอรอล 

5. อัตราการผลิต (productivity) เทากับ 0.547 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง (น้ําหนกัเซลลแหง)       

6. ชั่วโมงที่ 24 พบกลีเซอรอลคงเหลือ เทากับ 0.492 กรัมตอลิตร และไนโตรเจนคงเหลือ  

    เทากับ 1.220 กรัมตอลิตร  
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1.2 ความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอล เทากับ 10 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 
80 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้าํหมักเทากับ 3.5  

 
ตารางที่ ง.1.3 ภาวะที่เกิดข้ึนในระหวางการหมัก H. polymorpha ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ

ถังกวน โดยใหความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล เทากับ 10 กรัมตอลิตร คาออกซิเจนละลาย 

เทากับ 80 เปอรเซ็นต และคาความเปนกรด – เบสของน้ําหมัก เทากับ 3.5 เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
     

ชั่วโมงที ่ คากรด-เบส 

คาออกซิเจน

ละลายในน้าํหมัก 

(%) 

อุณหภูม ิ

(⁰C) 

รอบการกวน 

(rpm) 

อัตราการใหอากาศ 

(vvm) 

0 3.50 78.2 37.2 349 1.0 

3 3.50 79.3 37.0 601 1.0 

6 3.52 79.4 37.0 824 1.0 

9 3.50 77.7 37.0 792 1.0 

12 3.50 82.1 37.0 806 1.0 

15 3.50 77.3 37.0 807 1.0 

18 3.50 71.3 37.1 806 1.0 

21 3.50 75.7 37.1 806 1.0 

24 3.50 87.6 37.0 806 1.0 
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ตารางที่ ง.1.4 บันทึกน้ําหนักเซลลแหง คาความขุนที่ 660 นาโนเมตร ปริมาณกลีเซอรอลและ

ไนโตรเจนที่เหลือในน้ําหมักระหวางการหมัก H. polymorpha เมื่อความเขมขนเร่ิมตนของ        

กลีเซอรอล เทากับ 10 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 80 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้ํา

หมักเทากับ 3.5 เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

 

ชั่วโมงที ่
น้ําหนกัเซลลแหง (กรัมตอลิตร) คาความขุนที ่ กลีเซอรอล  ไนโตรเจน  

1 2 3 คาเฉลี่ย 660 นาโนเมตร (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) 

0 1.60 1.50 1.30   1.47 ± 0.15 1.46 12.131 2.550 

3 1.78 1.69 1.73   1.73 ± 0.05 1.54 11.405 2.450 

6 2.56 2.54 2.61   2.57 ± 0.04 4.30 10.211 2.410 

9 5.04 5.01 5.23   5.09 ± 0.12 12.20 8.273 2.050 

12 9.32 9.28 9.31   9.30 ± 0.02 32.00 3.970 1.760 

15 11.92 11.54 11.90 11.79 ± 0.21 33.30 0 1.620 

18 12.74 12.50 12.75 12.66 ± 0.14 41.10 0 1.440 

21 13.56 13.26 13.42 13.41 ± 0.15 47.30 0 1.370 

24 14.16 15.59 14.25 14.67 ± 0.80 71.70 0 1.330 

 

จากการทดลองพบวา (ตัวอยางการคํานวณดังแสดงในภาคผนวก ค.) 

1. น้ําหนักเซลลแหงสูงสุด เทากบั 14.67 กรัมตอลิตร 

2. เวลาที่ใหน้าํหนักเซลลแหงสูงสุดตอชั่วโมง คือ ชั่วโมงที ่24  

3. อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมง (specific growth rate, μ)  

       3.1 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงตลอดกระบวนการหมกั เทากับ 0.107 ตอชั่วโมง    

                3.2 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงในชวง log phase เทากับ 0.140 ตอช่ัวโมง   

4. ผลผลิตมวลเซลล (yield) เทากับ 0.991 กรัมตอกรัมกลีเซอรอล 

5. อัตราการผลิต (productivity) เทากับ 0.637 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง (น้ําหนกัเซลลแหง)       

6. ชั่วโมงที่ 15 กลีเซอรอล เทากบั 0 กรัมตอลิตร และช่ัวโมงที ่24ไนโตรเจนคงเหลือ  

     เทากับ 1.330 กรัมตอลิตร  
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1.3 ความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอล เทากับ 10 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 
40 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้าํหมักเทากับ 5.5      

 
ตารางที่ ง.1.5 ภาวะที่เกิดข้ึนในระหวางการหมัก H. polymorpha ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ

ถังกวน โดยใหความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล เทากับ 10 กรัมตอลิตร คาออกซิเจนละลาย 

เทากับ 40 เปอรเซ็นต และคาความเปนกรด – เบสของน้ําหมัก เทากับ 5.5 เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ คากรด-เบส 

ออกซิเจนละลาย

ในน้าํหมัก 

(%) 

อุณหภูม ิ

(⁰C) 

รอบการกวน 

(rpm) 

อัตราการใหอากาศ 

(vvm) 

0 5.54 37.9 35.9 233 1.0 

3 5.50 39.5 37.0 587 1.0 

6 5.50 39.3 37.0 762 1.0 

9 5.50 39.1 37.0 486 1.0 

12 5.52 37.4 37.0 581 1.0 

15 5.60 37.7 37.0 901 1.0 

18 5.67 48.5 37.0 601 1.0 

21 5.56 44.3 37.0 501 1.0 

24 5.50 36.2 37.0 468 1.0 
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ตารางที่ ง.1.6 บันทึกน้ําหนักเซลลแหง คาความขุนที่ 660 นาโนเมตร ปริมาณกลีเซอรอลและ

ไนโตรเจนที่เหลือในน้ําหมักระหวางการหมัก H. polymorpha เมื่อความเขมขนเร่ิมตนของ         

กลีเซอรอล เทากับ 10 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 40 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้ํา

หมักเทากับ 5.5 เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

 

ชั่วโมงที ่
น้ําหนกัเซลลแหง (กรัมตอลิตร) คาความขุนที ่ กลีเซอรอล  ไนโตรเจน  

1 2 3 คาเฉลี่ย 660 นาโนเมตร (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) 

0 1.84 1.56 1.73   1.71 ± 0.14 1.68 10.038 2.190 

3 3.54 2.92 3.23   3.23 ± 0.31 3.70 10.971 2.400 

6 5.90 4.79 5.45   5.38 ± 0.56 10.35 10.398 2.330 

9 7.96 7.52 7.23   7.57 ± 0.37 21.25 7.747 2.330 

12 12.90 11.26 12.50 12.22 ± 0.86 49.60 4.928 1.910 

15 16.60 15.57 15.43 15.87 ± 0.64 56.30 0 1.600 

18 16.94 15.83 15.80 16.19 ± 0.65 57.20 0 1.390 

21 16.70 16.89 16.19 16.59 ± 0.36 58.50 0 1.560 

24 17.04 16.93 16.42 16.80 ± 0.33 60.05 0 1.320 

 

จากการทดลองพบวา (ตัวอยางการคํานวณดังแสดงในภาคผนวก ค.) 

1. น้ําหนักเซลลแหงสูงสุด เทากบั 16.80 กรัมตอลิตร 

2. เวลาที่ใหน้าํหนักเซลลแหงสูงสุดตอชั่วโมง คือ ชั่วโมงที ่24  

3. อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมง (specific growth rate, μ)  

       3.1 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงตลอดกระบวนการหมกั เทากับ 0.094 ตอชั่วโมง    

                3.2 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงในชวง log phase เทากับ 0.123 ตอช่ัวโมง   

4. ผลผลิตมวลเซลล (yield) เทากับ 1.217 กรัมตอกรัมกลีเซอรอล 

5. อัตราการผลิต (productivity) เทากับ 0.724 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง (น้ําหนกัเซลลแหง)       

6. ชั่วโมงที่ 12 กลีเซอรอล เทากบั 0 กรัมตอลิตร และช่ัวโมงที ่24ไนโตรเจนคงเหลือ  

     เทากับ 1.320 กรัมตอลิตร  
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1.4 ความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอล เทากับ 10 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 
80 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้าํหมักเทากับ 5.5      

 
ตารางที่ ง.1.7 ภาวะที่เกิดข้ึนในระหวางการหมัก H. polymorpha ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ

ถังกวน โดยใหความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล เทากับ 10 กรัมตอลิตร คาออกซิเจนละลาย 

เทากับ 80 เปอรเซ็นต และคาความเปนกรด – เบสของน้ําหมัก เทากับ 5.5 เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ คากรด-เบส 

คาออกซิเจน

ละลายในน้าํหมัก 

(%) 

อุณหภูมิ 

(⁰C) 

รอบการกวน 

(rpm) 

อัตราการใหอากาศ 

(vvm) 

0 5.50 86.2 36.4 21 1.0 

3 5.49 79.2 37.0 617 1.0 

6 5.54 79.3 37.0 850 1.0 

9 5.53 86.3 37.0 816 1.0 

12 5.54 80.5 37.0 816 1.0 

15 5.52 98.0 37.0 780 1.0 

18 5.54 80.9 37.0 761 1.0 

21 5.50 87.6 37.0 761 1.0 

24 5.55 88.9 37.1 761 1.0 
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ตารางที่ ง.1.8 บันทึกน้ําหนักเซลลแหง คาความขุนที่ 660 นาโนเมตร ปริมาณกลีเซอรอลและ

ไนโตรเจนที่เหลือในน้ําหมักระหวางการหมัก H. polymorpha เมื่อความเขมขนเร่ิมตนของ         

กลีเซอรอล เทากับ 10 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 80 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้ํา

หมักเทากับ 5.5 เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

 

ชั่วโมงที ่
น้ําหนกัเซลลแหง (กรัมตอลิตร) คาความขุนที ่ กลีเซอรอล  ไนโตรเจน  

1 2 3 คาเฉลี่ย 660 นาโนเมตร (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) 

0 2.50 3.48 3.00   3.00 ± 0.49 1.24 10.508 2.440 

3 3.20 3.62 3.58   3.47 ± 0.23 3.42 10.066 2.050 

6 4.80 5.74 5.52   5.35 ± 0.49 9.60 8.758 1.990 

9 7.20 8.52 8.57   8.10 ± 0.78 20.55 6.680 1.700 

12 10.26 14.24 12.35 12.28 ± 1.99 36.90 1.362 1.120 

15 14.60 14.50 14.28 14.46 ± 0.16 49.00 0 0.990 

18 16.22 14.78 16.50 15.83 ± 0.92 50.80 0 0.930 

21 16.58 16.46 16.82 16.62 ± 0.18 57.40 0 0.870 

24 18.02 17.36 18.25 17.88 ± 0.46 74.00 0 0.770 

 

จากการทดลองพบวา (ตัวอยางการคํานวณดังแสดงในภาคผนวก ค.) 

1. น้ําหนักเซลลแหงสูงสุด เทากบั 17.88 กรัมตอลิตร 

2. เวลาที่ใหน้าํหนักเซลลแหงสูงสุดตอชั่วโมง คือ ชั่วโมงที ่24  

3. อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมง (specific growth rate, μ)  

       3.1 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงตลอดกระบวนการหมกั เทากับ 0.081 ตอชั่วโมง    

                3.2 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงในชวง log phase เทากับ 0.138 ตอช่ัวโมง   

4. ผลผลิตมวลเซลล (yield) เทากับ 1.216 กรัมตอกรัมกลีเซอรอล 

5. อัตราการผลิต (productivity) เทากับ 0.701 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง (น้ําหนกัเซลลแหง)       

6. ชั่วโมงที่ 15 กลีเซอรอล เทากบั 0 กรัมตอลิตร และช่ัวโมงที ่24ไนโตรเจนคงเหลือ  

    เทากับ 0.770 กรัมตอลิตร 
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1.5 ความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอล เทากับ 30 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 
40 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้าํหมักเทากับ 3.5      
 

ตารางที่ ง.1.9 ภาวะที่เกิดข้ึนในระหวางการหมัก H. polymorpha ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ

ถังกวน โดยใหความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล เทากับ 30 กรัมตอลิตร คาออกซิเจนละลาย 

เทากับ 40 เปอรเซ็นต และคาความเปนกรด – เบสของน้ําหมัก เทากับ 3.5 เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ คากรด-เบส 

คาออกซิเจน

ละลายในน้าํหมัก 

(%) 

อุณหภูมิ 

(⁰C) 

รอบการกวน 

(rpm) 

อัตราการใหอากาศ 

(vvm) 

0 3.51 63.0 36.8 21 1.0 

3 3.51 43.2 37.0 137 1.0 

6 3.52 39.4 37.0 495 1.0 

9 3.52 39.7 37.0 629 1.0 

12 3.52 38.8 37.0 771 1.0 

15 3.50 37.4 37.0 802 1.0 

18 3.49 40.5 37.0 825 1.0 

21 3.50 40.2 37.0 829 1.0 

24 3.49 40.6 37.0 810 1.0 
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ตารางที่ ง.1.10 บันทึกน้ําหนักเซลลแหง คาความขุนที่ 660 นาโนเมตร ปริมาณกลีเซอรอลและ

ไนโตรเจนที่เหลือในน้ําหมักระหวางการหมัก H. polymorpha เมื่อความเขมขนเร่ิมตนของ         

กลีเซอรอล เทากับ 30 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 40 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้ํา

หมักเทากับ 3.5 เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

 

ชั่วโมงที ่
น้ําหนกัเซลลแหง (กรัมตอลิตร) คาความขุนที ่ กลีเซอรอล  ไนโตรเจน  

1 2 3 คาเฉลี่ย 660 นาโนเมตร (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) 

0 4.48 3.99 4.12   4.20 ± 0.25 1.36 32.262 18.930 

3 5.34 5.20 5.35   5.30 ± 0.08 2.05 31.460 18.930 

6 5.50 5.35 5.49   5.45 ± 0.08 2.60 31.389 2.630 

9 6.00 5.98 5.76   5.91 ± 0.13 7.10 31.096 2.590 

12 8.56 7.54 8.43   8.18 ± 0.56 18.90 30.713 2.370 

15 11.94 10.58 11.52 11.35 ± 0.70 33.60 24.209 2.120 

18 15.32 15.22 15.46 15.33 ± 0.12 61.50 19.047 1.940 

21 17.18 17.24 17.00 17.14 ± 0.12 64.10 10.984 1.730 

24 18.76 17.94 18.56 18.42 ± 0.43 67.05 4.356 1.730 

 

จากการทดลองพบวา (ตัวอยางการคํานวณดังแสดงในภาคผนวก ค.) 

1. น้ําหนักเซลลแหงสูงสุด เทากบั 18.42 กรัมตอลิตร 

2. เวลาที่ใหน้าํหนักเซลลแหงสูงสุดตอชั่วโมง คือ ชั่วโมงที ่24  

3. อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมง (specific growth rate, μ)  

       3.1 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงตลอดกระบวนการหมกั เทากับ 0.067 ตอชั่วโมง    

                3.2 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงในชวง log phase เทากับ 0.106 ตอช่ัวโมง   

4. ผลผลิตมวลเซลล (yield) เทากับ 0.518 กรัมตอกรัมกลีเซอรอล 

5. อัตราการผลิต (productivity) เทากับ 0.653 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง (น้ําหนกัเซลลแหง)       

6. ชั่วโมงที่ 24 พบกลีเซอรอลคงเหลือ เทากับ 4.356 กรัมตอลิตร และไนโตรเจนคงเหลือ  

    เทากับ 1.730 กรัมตอลิตร 
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1.6 ความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอล เทากับ 30 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจน

ละลาย 80 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้าํหมักเทากับ 3.5      

 
ตารางที่ ง.1.11 ภาวะที่เกิดข้ึนในระหวางการหมัก H. polymorpha ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ

ถังกวน โดยใหความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล เทากับ 30 กรัมตอลิตร คาออกซิเจนละลาย 

เทากับ 80 เปอรเซ็นต และคาความเปนกรด – เบสของน้ําหมัก เทากับ 3.5 เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ คากรด-เบส 

คาออกซิเจน

ละลายในน้าํหมัก 

(%) 

อุณหภูมิ 

(⁰C) 

รอบการกวน 

(rpm) 

อัตราการใหอากาศ 

(vvm) 

0 3.50 78.5 37.2 300 1.0 

3 3.49 79.5 37.0 526 1.0 

6 3.50 79.4 37.0 730 1.0 

9 3.51 85.2 37.0 696 1.0 

12 3.51 84.3 37.0 701 1.0 

15 3.51 82.5 37.0 701 1.0 

18 3.51 83.9 37.1 701 1.0 

21 3.49 85.1 37.1 671 1.0 

24 3.51 78.6 37.0 651 1.0 
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ตารางที่ ง.1.12 บันทึกน้ําหนักเซลลแหง คาความขุนที่ 660 นาโนเมตร ปริมาณกลีเซอรอลและ

ไนโตรเจนที่เหลือในน้ําหมักระหวางการหมัก H. polymorpha เมื่อความเขมขนเร่ิมตนของ         

กลีเซอรอล เทากับ 30 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 80 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้ํา

หมักเทากับ 3.5 เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

 

ชั่วโมงที ่
น้ําหนกัเซลลแหง (กรัมตอลิตร) คาความขุนที ่ กลีเซอรอล  ไนโตรเจน  

1 2 3 คาเฉลี่ย 660 นาโนเมตร (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) 

0 6.42 6.32 6.41   6.38 ± 0.06 5.70 30.704 3.050 

3 6.84 6.65 6.73   6.74 ± 0.10 5.05 29.647 3.010 

6 7.24 7.22 6.95   7.14 ± 0.16 9.70 28.139 2.940 

9 8.66 8.64 7.99   8.43 ± 0.38 30.80 27.945 2.690 

12 11.20 11.00 10.58 10.93 ± 0.32 47.20 26.525 2.320 

15 12.86 12.73 12.05 12.55 ± 0.44 63.70 17.381 2.250 

18 17.90 17.75 16.32 17.32 ± 0.87 69.00 11.119 2.180 

21 18.80 18.96 18.99 18.92 ± 0.10 61.50 5.839 2.030 

24 20.08 20.05 19.89 20.00 ± 0.10 67.30 0.877 1.890 

 

จากการทดลองพบวา (ตัวอยางการคํานวณดังแสดงในภาคผนวก ค.) 

1. น้ําหนักเซลลแหงสูงสุด เทากบั 20.00 กรัมตอลิตร 

2. เวลาที่ใหน้าํหนักเซลลแหงสูงสุดตอชั่วโมง คือ ชั่วโมงที ่24  

3. อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมง (specific growth rate, μ)  

       3.1 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงตลอดกระบวนการหมกั เทากับ 0.054 ตอชั่วโมง    

                3.2 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงในชวง log phase เทากับ 0.076 ตอช่ัวโมง   

4. ผลผลิตมวลเซลล (yield) เทากับ 0.470 กรัมตอกรัมกลีเซอรอล 

5. อัตราการผลิต (productivity) เทากับ 0.641 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง (น้ําหนกัเซลลแหง)       

6. ชั่วโมงที่ 24 พบกลีเซอรอลคงเหลือ เทากับ 0.877 กรัมตอลิตร และไนโตรเจนคงเหลือ  

    เทากับ 1.890 กรัมตอลิตร 
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1.7 ความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอล เทากับ 30 กรัมตอลิตร, คาออกซิแจน

ละลาย 40 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้าํหมักเทากับ 5.5    

  ตารางท่ี ง.1.13 ภาวะที่เกดิข้ึนในระหวางการหมัก H. polymorpha ในเคร่ืองปฏิกรณ

ชีวภาพแบบถงักวน โดยใหความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล เทากบั 30 กรัมตอลิตร คาออกซเิจน

ละลาย เทากบั 40 เปอรเซ็นต และคาความเปนกรด – เบสของน้าํหมัก เทากับ 5.5 เปนเวลา 24 

ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ คากรด-เบส 

คาออกซิเจน

ละลายในน้าํหมัก 

(%) 

อุณหภูม ิ

(⁰C) 

รอบการกวน 

(rpm) 

อัตราการใหอากาศ 

(vvm) 

0 5.54 34.0 37.2 120 1.0 

3 5.48 39.2 37.0 561 1.0 

6 5.50 39.1 37.0 737 1.0 

9 5.50 38.6 37.0 740 1.0 

12 5.51 38.4 37.0 746 1.0 

15 5.49 50.1 37.0 711 1.0 

18 5.50 46.1 37.1 491 1.0 

21 5.51 42.4 37.1 821 1.0 

24 5.50 41.5 37.0 846 1.0 
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ตารางที่ ง.1.14บันทึกน้ําหนักเซลลแหง คาความขุนที่ 660 นาโนเมตร ปริมาณกลีเซอรอลและ

ไนโตรเจนที่เหลือในน้ําหมักระหวางการหมัก H. polymorpha เมื่อความเขมขนเร่ิมตนของ        

กลีเซอรอล เทากับ 30 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 40 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้ํา

หมักเทากับ 5.5 เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

 

ชั่วโมงที ่
น้ําหนกัเซลลแหง (กรัมตอลิตร) คาความขุนที ่ กลีเซอรอล  ไนโตรเจน  

1 2 3 คาเฉลี่ย 660 นาโนเมตร (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) 

0 5.86 5.34 5.24   5.48 ± 0.33 1.40 33.707 2.690 

3 5.60 5.55 5.67   5.61 ± 0.06 3.40 33.402 2.310 

6 7.92 6.79 6.38   7.03 ± 0.80 10.70 31.754 2.150 

9 9.92 8.67 8.97   9.19 ± 0.65 21.35 26.038 2.020 

12 15.36 16.17 14.68 15.40 ± 0.75 39.10 23.337 1.600 

15 21.38 21.36 20.00 20.91 ± 0.79 60.70 11.853 1.350 

18 23.56 23.00 21.89 22.82 ± 0.85 72.90 2.192 1.090 

21 23.20 23.45 22.98 23.21 ± 0.24 74.80 0 1.030 

24 23.42 23.30 22.85 23.19 ± 0.30 76.40 0 0.930 

 

จากการทดลองพบวา (ตัวอยางการคํานวณดังแสดงในภาคผนวก ค.) 

1. น้ําหนักเซลลแหงสูงสุด เทากบั 23.21 กรัมตอลิตร 

2. เวลาที่ใหน้าํหนักเซลลแหงสูงสุดตอชั่วโมง คือ ชั่วโมงที ่21  

3. อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมง (specific growth rate, μ)  

       3.1 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงตลอดกระบวนการหมกั เทากับ 0.073 ตอชั่วโมง    

                3.2 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงในชวง log phase เทากับ 0.126 ตอช่ัวโมง   

4. ผลผลิตมวลเซลล (yield) เทากับ 0.530 กรัมตอกรัมกลีเซอรอล 

5. อัตราการผลิต (productivity) เทากับ 0.927 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง (น้ําหนกัเซลลแหง)       

6. ชั่วโมงที่ 21 กลีเซอรอล เทากบั 0 กรัมตอลิตร และช่ัวโมงที ่24 ไนโตรเจนคงเหลือ  

    เทากับ 0.930 กรัมตอลิตร 
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      1.8 ความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอล เทากบั 30 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 
80 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้าํหมักเทากับ 5.5      

 
ตารางที่ ง.1.15 ภาวะที่เกิดข้ึนในระหวางการหมัก H. polymorpha ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ

ถังกวน โดยใหความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล เทากับ 30 กรัมตอลิตร คาออกซิเจนละลาย 

เทากับ 80 เปอรเซ็นต และคาความเปนกรด – เบสของน้ําหมัก เทากับ 5.5 เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ คากรด-เบส 

คาออกซิเจน

ละลายในน้าํหมัก 

(%) 

อุณหภูมิ 

(⁰C) 

รอบการกวน 

(rpm) 

อัตราการใหอากาศ 

(vvm) 

0 5.52 84.3 36.8 21 1.0 

3 5.51 79.3 37.0 728 1.0 

6 5.49 82.3 37.0 821 1.0 

9 5.50 83.5 37.0 826 1.0 

12 5.49 76.7 37.0 871 1.0 

15 5.50 81.4 37.0 851 1.0 

18 5.53 80.8 37.0 901 1.0 

21 5.50 73.1 37.1 901 1.0 

24 5.49 85.2 36.9 881 1.0 
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ตารางที่ ง.1.16 บันทึกน้ําหนักเซลลแหง คาความขุนที่ 660 นาโนเมตร ปริมาณกลีเซอรอลและ

ไนโตรเจนที่เหลือในน้ําหมักระหวางการหมัก H. polymorpha เมื่อความเขมขนเร่ิมตนของ          

กลีเซอรอล เทากับ 30 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 80 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้ํา

หมักเทากับ 5.5 เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

 

ชั่วโมงที ่
น้ําหนกัเซลลแหง (กรัมตอลิตร) คาความขุนที ่ กลีเซอรอล  ไนโตรเจน  

1 2 3 คาเฉลี่ย 660 นาโนเมตร (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) 

0 3.66 4.00 3.42   3.69 ± 0.29 1.72 31.104 2.440 

3 4.88 4.20 3.48   4.19 ± 0.70 3.60 29.019 2.340 

6 6.14 5.98 5.48   5.87 ± 0.34 11.85 28.973 2.180 

9 7.52 9.62 6.64   7.93 ± 1.53 19.85 27.275 1.960 

12 16.34 15.26 15.20 15.60 ± 0.64 38.40 18.547 1.610 

15 21.56 18.88 19.50 19.98 ± 1.40 71.60 6.093 1.280 

18 25.00 22.08 23.64 23.57 ± 1.46 73.20 0.459 1.090 

21 25.62 23.64 23.86 24.37 ± 1.09 73.20 0 0.900 

24 24.88 23.34 23.54 23.92 ± 0.84 81.90 0 0.800 

 

จากการทดลองพบวา (ตัวอยางการคํานวณดังแสดงในภาคผนวก ค.) 

1. น้ําหนักเซลลแหงสูงสุด เทากบั 24.37 กรัมตอลิตร 

2. เวลาที่ใหน้าํหนักเซลลแหงสูงสุดตอชั่วโมง คือ ชั่วโมงที ่21  

3. อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมง (specific growth rate, μ)  

       3.1 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงตลอดกระบวนการหมกั เทากับ 0.091 ตอชั่วโมง    

                3.2 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงในชวง log phase เทากับ 0.117 ตอช่ัวโมง   

4. ผลผลิตมวลเซลล (yield) เทากับ 0.635 กรัมตอกรัมกลีเซอรอล 

5. อัตราการผลิต (productivity) เทากับ 1.049 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง (น้ําหนกัเซลลแหง)       

6. ชั่วโมงที่ 21 กลีเซอรอล เทากบั 0 กรัมตอลิตร และช่ัวโมงที ่24 ไนโตรเจนคงเหลือ  

    เทากับ 0.800 กรัมตอลิตร 
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      1.9 ความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอล เทากบั 50 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 
40 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้าํหมักเทากับ 3.5      
 

ตารางที่ ง.1.17 ภาวะที่เกิดข้ึนในระหวางการหมัก H. polymorpha ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ

ถังกวน โดยใหความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล เทากับ 50 กรัมตอลิตร คาออกซิเจนละลาย 

เทากับ 40 เปอรเซ็นต และคาความเปนกรด – เบสของน้ําหมัก เทากับ 3.5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมง

ที ่

คากรด-

เบส 

ออกซิเจนละลาย

ในน้าํหมัก (%) 

อุณหภูมิ 

(⁰C) 

รอบการ

กวน 

(rpm) 

อัตราการใหอากาศ 

(vvm) 

0 3.57 43.9 36.8 21 1.0 

3 3.49 39.1 37.0 622 1.0 

6 3.48 39.3 37.0 771 1.0 

9 3.52 40.3 37.0 671 1.0 

12 3.49 40.4 37.0 671 1.0 

15 3.47 40.4 37.0 681 1.0 

18 3.47 40.5 37.0 681 1.0 

21 3.48 43.7 37.0 661 1.0 

24 3.52 45.2 37.0 651 1.0 

27 3.51 56.3 37.0 646 1.0 

30 3.52 46.3 37.0 636 1.0 

33 3.51 57.5 37.0 681 1.0 

36 3.53 48.8 37.0 706 1.0 

39 3.54 41.2 37.0 751 1.0 

42 3.54 30.3 37.0 770 1.0 

45 3.54 30.3 37.0 791 1.0 

48 3.54 48.0 37.0 791 1.0 
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ตารางที่ ง.1.18 บันทึกน้ําหนักเซลลแหง คาความขุนที่ 660 นาโนเมตร ปริมาณกลีเซอรอลและ

ไนโตรเจนที่เหลือในน้ําหมักระหวางการหมัก H. polymorpha เมื่อความเขมขนเร่ิมตนของ          

กลีเซอรอล เทากับ 50 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 40 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้ํา

หมักเทากับ 3.5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง  

 

ชั่วโมงที ่
น้ําหนกัเซลลแหง (กรัมตอลิตร) คาความขุนที ่ กลีเซอรอล  ไนโตรเจน  

1 2 3 คาเฉลี่ย 660 นาโนเมตร (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) 

0 9.42  9.35   9.48   9.42 ± 0.07 1.90 53.007 3.010 

3  9.34  9.83  9.95   9.71 ± 0.32 2.80 52.839 2.650 

6  9.72  10.25  10.08 10.02 ± 0.27 5.25 52.706 2.540 

9  12.24  12.28  11.96 12.16 ± 0.17 17.40 50.299 2.380 

12  14.14  14.24  14.03 14.14 ± 0.11 29.10 45.91 2.320 

15  14.62  14.85  14.25 14.57 ± 0.30 40.50 42.157 2.140 

18  18.80  19.24  18.95 19.00 ± 0.22 44.00 36.158 2.100 

21  20.16  20.00  19.83 20.00 ± 0.17 71.40 28.482 1.740 

24  20.04  20.08  20.04 20.05 ± 0.02 78.40 23.683 1.710 

27  20.86  20.79  20.64 20.76 ± 0.11 78.60 19.374 1.710 

30  21.48  21.83  21.45 21.79 ± 0.21 86.80 12.892 1.890 

33  22.26  22.39  22.00 22.22 ± 0.20 88.20 6.985 1.890 

36  22.32  22.48  22.29 22.36 ± 0.10 91.00 2.98 1.880 

39  22.62  22.60  22.58 22.60 ± 0.02 93.00 1.418 1.880 

42  22.18  22.36  21.86 22.13 ± 0.25 95.80 0 1.880 

45  22.22  22.44  22.09 22.25 ± 0.18 105.60 0 1.880 

48  23.28  23.53 23.30  23.37 ± 0.14 114.40 0 1.880 
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จากการทดลองพบวา (ตัวอยางการคํานวณดังแสดงในภาคผนวก ค.) 

1. น้ําหนักเซลลแหงสูงสุด เทากบั 23.37 กรัมตอลิตร 

2. เวลาที่ใหน้าํหนักเซลลแหงสูงสุดตอชั่วโมง คือ ชั่วโมงที ่48  

3. อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมง (specific growth rate, μ)  

       3.1 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงตลอดกระบวนการหมกั เทากับ 0.019 ตอชั่วโมง    

                3.2 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงในชวง log phase เทากับ 0.045 ตอช่ัวโมง   

4. ผลผลิตมวลเซลล (yield) เทากับ 0.227 กรัมตอกรัมกลีเซอรอล 

5. อัตราการผลิต (productivity) เทากับ 0.315 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง (น้ําหนกัเซลลแหง)       

6. ชั่วโมงที่ 24 กลีเซอรอลคงเหลือ เทากับ 23.683 กรัมตอลิตร และไนโตรเจนคงเหลือ  

    เทากับ 0.171 กรัมตอลิตร เมื่อทาํการหมักตอจนกระทั่ง ชั่วโมงที่ 48 พบวา ชัว่โมงที ่42  

   กลีเซอรอล เทากบั 0 กรัมตอลิตร และช่ัวโมงที ่48 ไนโตรเจนคงเหลือ 1.880 กรัมตอ 

   ลิตร 
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1.10 ความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอล เทากับ 50 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจน 
      ละลาย 80 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้าํหมักเทากับ 3.5      
 

ตารางที่ ง.1.19 ภาวะที่เกิดข้ึนในระหวางการหมัก H. polymorpha ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ

ถังกวน โดยใหความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล เทากับ 50 กรัมตอลิตร คาออกซิเจนละลาย 

เทากับ 80 เปอรเซ็นต และคาความเปนกรด – เบสของน้ําหมัก เทากับ 3.5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ คากรด-เบส 
ออกซิเจนละลาย

ในน้าํหมัก (%) 

อุณหภูมิ 

(⁰C) 

รอบการกวน 

(rpm) 

อัตราการใหอากาศ 

(vvm) 

0 3.53 89.1 37.2 21 1.0 

3 3.51 79.2 37.0 410 1.0 

6 3.53 79.6 37.0 533 1.0 

9 3.52 88.7 37.0 685 1.0 

12 3.49 82.4 37.0 771 1.0 

15 3.49 87.7 37.0 804 1.0 

18 3.50 81.1 37.0 857 1.0 

21 3.47 81.7 37.0 851 1.0 

24 3.53 86.2 37.0 656 1.0 

27 3.48 93.2 37.6 661 1.0 

30 3.46 82.8 37.0 640 1.0 

33 3.55 89.9 37.0 641 1.0 

36 3.47 80.9 37.0 641 1.0 

39 3.52 66.7 37.0 621 1.0 

42 3.52 77.5 37.0 726 1.0 

45 3.52 88.8 37.0 726 1.0 

48 3.53 83.2 37.0 646 1.0 
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ตารางที่ ง.1.20 บันทึกน้ําหนักเซลลแหง คาความขุนที่ 660 นาโนเมตร ปริมาณกลีเซอรอลและ

ไนโตรเจนที่เหลือในน้ําหมักระหวางการหมัก H. polymorpha เมื่อความเขมขนเร่ิมตนของ         

กลีเซอรอล เทากับ 50 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 80 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้ํา

หมักเทากับ 3.5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง  

 

ชั่วโมงที ่
น้ําหนกัเซลลแหง (กรัมตอลิตร) คาความขุนที ่ กลีเซอรอล  ไนโตรเจน  

1 2 3 คาเฉลี่ย 660 นาโนเมตร (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) 

0 8.16 7.95 8.05   8.05 ± 0.11 1.90 51.707 3.300 

3 9.18 8.12 8.17   8.49 ± 0.60 2.80 47.832 3.120 

6 9.24 8.98 9.03   9.08 ± 0.14 5.25 46.729 2.720 

9 10.32 9.17 9.25   9.58 ± 0.64 17.40 44.789 2.540 

12 13.76 13.89 14.00 13.88 ± 0.12 29.10 43.916 2.320 

15 16.20 16.50 16.73 16.48 ± 0.27 40.50 43.517 2.180 

18 18.90 18.76 19.17 18.94 ± 0.21 44.00 35.418 1.850 

21 20.96 20.32 21.49 20.92 ± 0.59 69.60 24.230 1.810 

24 22.90 21.58 22.87 22.45 ± 0.75 73.00 21.507 1.870 

27 23.22 23.00 23.25 23.16 ± 0.14 73.40 16.006 2.030 

30 23.82 23.53 23.89 23.75 ± 0.19 79.00 13.178 1.600 

33 26.50 25.37 24.50 25.46 ± 1.00 85.80 8.692 1.960 

36 26.14 26.12 26.30 26.19 ± 0.10 90.80 4.427 1.960 

39 26.12 26.15 26.45 26.24 ± 0.18 93.00 1.297 1.670 

42 26.30 25.98 26.58 26.29 ± 0.30 96.00 0 1.960 

45 27.20 27.50 27.38 27.36 ± 0.15 105.60 0 1.960 

48 25.60 26.95 27.55 26.70 ± 1.00 98.40 0 1.450 
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จากการทดลองพบวา (ตัวอยางการคํานวณดังแสดงในภาคผนวก ค.) 

1. น้ําหนักเซลลแหงสูงสุด เทากบั 27.36 กรัมตอลิตร 

2. เวลาที่ใหน้าํหนักเซลลแหงสูงสุดตอชั่วโมง คือ ชั่วโมงที ่45  

3. อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมง (specific growth rate, μ)  

       3.1 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงตลอดกระบวนการหมกั เทากับ 0.027 ตอชั่วโมง    

                3.2 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงในชวง log phase เทากับ 0.053 ตอช่ัวโมง   

4. ผลผลิตมวลเซลล (yield) เทากับ 0.349 กรัมตอกรัมกลีเซอรอล 

5. อัตราการผลิต (productivity) เทากับ 0.454 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง (น้ําหนกัเซลลแหง)       

6. ชั่วโมงที่ 24 กลีเซอรอลคงเหลือ เทากับ 21.507 กรัมตอลิตร และไนโตรเจนคงเหลือ  

    เทากับ 0.187 กรัมตอลิตร เมื่อทาํการหมักตอจนกระทั่ง ชั่วโมงที่ 48 พบวา ชัว่โมงที ่42  

    กลีเซอรอล เทากับ 0 กรัมตอลิตร และช่ัวโมงที ่48 ไนโตรเจนคงเหลือ 1.450 กรัมตอ 

    ลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



111 

 

 

1.11 ความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอล เทากับ 50 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจน 
       ละลาย 40 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้าํหมักเทากับ 5.5      
 

ตารางที่ ง.1.21 ภาวะที่เกิดข้ึนในระหวางการหมัก H. polymorpha ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ

ถังกวน โดยใหความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล เทากับ 50 กรัมตอลิตร คาออกซิเจนละลาย 

เทากับ 40 เปอรเซ็นต และคาความเปนกรด – เบสของน้ําหมัก เทากับ 5.5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ คากรด-เบส 
ออกซิเจนละลาย

ในน้าํหมัก (%) 

อุณหภูมิ 

(⁰C) 

รอบการกวน 

(rpm) 

อัตราการใหอากาศ 

(vvm) 

0 5.49 58.1 37.1 21 1.0 

3 5.47 39.9 37.0 568 1.0 

6 5.46 39.0 37.0 791 1.0 

9 5.51 39.8 37.0 844 1.0 

12 5.47 36.4 37.0 841 1.0 

15 5.47 37.7 37.0 851 1.0 

18 5.47 38.5 37.0 851 1.0 

21 5.47 39.9 37.0 851 1.0 

24 5.46 38.6 37.0 851 1.0 

27 5.47 40.5 37.0 701 1.0 

30 5.54 56.0 37.0 701 1.0 

33 5.53 36.3 37.0 701 1.0 

36 5.54 43.3 37.0 701 1.0 

39 5.54 39.6 37.0 701 1.0 

42 5.54 43.2 37.0 701 1.0 

45 5.54 35.3 37.0 701 1.0 

48 5.54 36.2 37.0 701 1.0 
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ตารางที่ ง.1.22 บันทึกน้ําหนักเซลลแหง คาความขุนที่ 660 นาโนเมตร ปริมาณกลีเซอรอลและ

ไนโตรเจนที่เหลือในน้ําหมักระหวางการหมัก H. polymorpha เม่ือความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซ

อรอล เทากับ 50 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 40 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้ําหมัก

เทากับ 5.5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง  

 

ชั่วโมงที ่
น้ําหนกัเซลลแหง (กรัมตอลิตร) คาความขุนที ่ กลีเซอรอล  ไนโตรเจน  

1 2 3 คาเฉลี่ย 660 นาโนเมตร (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) 

0 3.16 9.06 8.60   6.94 ± 3.28 1.80 55.778 2.440 

3 5.64 9.34 9.35   8.11 ± 2.14 4.12 51.071 2.340 

6 8.46 10.46 10.25   9.72 ± 1.10 9.15 50.258 2.310 

9 11.44 12.04 12.46 11.98 ± 0.51 19.50 48.282 2.150 

12 17.18 13.78 13.39 14.78 ± 2.08 30.60 44.202 1.670 

15 23.12 19.26 19.21 20.53 ± 2.24 50.55 26.561 1.250 

18 28.74 21.14 22.47 24.12 ± 4.06 63.20 6.927 0.580 

21 28.82 24.72 25.32 26.29 ± 2.21 74.70 0.931 0.510 

24 28.54 27.94 28.56 28.35 ± 0.35 83.10 0 0.380 

27 30.89 30.82 30.95 30.89 ± 0.06 136.80 0 0.340 

30 30.68 30.72 30.64 30.68 ± 0.04 127.00 0 0.280 

33 30.71 30.66 30.75 30.71 ± 0.04 116.60 0 0.050 

36 30.73 30.70 30.98 30.84 ± 0.14 126.80 0 0.490 

39 31.27 31.28 31.26 31.27 ± 0.01 122.80 0 0.490 

42 31.31 31.08 31.54 31.31 ± 0.23 131.40 0 0.420 

45 31.68 31.36 32.00 31.68 ± 0.32 123.00 0 0.370 

48 31.92 31.88 31.95 31.92 ± 0.04 128.20 0 0.370 
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จากการทดลองพบวา (ตัวอยางการคํานวณดังแสดงในภาคผนวก ค.) 

1. น้ําหนักเซลลแหงสูงสุด เทากบั 31.92 กรัมตอลิตร 

2. เวลาที่ใหน้าํหนักเซลลแหงสูงสุดตอชั่วโมง คือ ชั่วโมงที ่48  

3. อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมง (specific growth rate, μ)  

       3.1 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงตลอดกระบวนการหมกั เทากับ 0.031 ตอชั่วโมง    

                3.2 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงในชวง log phase เทากับ 0.045 ตอช่ัวโมง   

4. ผลผลิตมวลเซลล (yield) เทากับ 0.401 กรัมตอกรัมกลีเซอรอล 

5. อัตราการผลิต (productivity) เทากับ 0.574 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง (น้ําหนกัเซลลแหง)       

6. ชั่วโมงที่ 24 กลีเซอรอล เทากบั 0 กรัมตอลิตร และไนโตรเจนคงเหลือ เทากับ 0.038  

    กรัมตอลิตร เมื่อทาํการหมักตอจนกระทั่ง ชั่วโมงที่ 48 พบวา ชัว่โมงที ่48 ไนโตรเจน 

    คงเหลือ 0.370 กรัมตอลิตร 
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1.12 ความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอล เทากับ 50 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจน 
      ละลาย 80 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้าํหมักเทากับ 5.5   
    

ตารางที่ ง.1.23 ภาวะที่เกิดข้ึนในระหวางการหมัก H. polymorpha ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ

ถังกวน โดยใหความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอล เทากับ 50 กรัมตอลิตร คาออกซิเจนละลาย 

เทากับ 80 เปอรเซ็นต และคาความเปนกรด – เบสของน้ําหมัก เทากับ 5.5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ คากรด-เบส 
ออกซิเจนละลาย

ในน้าํหมัก (%) 

อุณหภูมิ 

(⁰C) 

รอบการกวน 

(rpm) 

อัตราการใหอากาศ 

(vvm) 

0 5.52 70.4 36.8 191 1.0 

3 5.51 79.3 37.0 901 1.0 

6 5.50 88.1 37.0 881 1.0 

9 5.49 75.0 37.0 891 1.0 

12 5.50 78.4 37.0 891 1.0 

15 5.52 78.8 37.0 891 1.0 

18 5.48 79.1 37.0 891 1.0 

21 5.50 76.4 37.0 871 1.0 

24 5.50 80.3 37.0 866 1.0 

27 5.49 72.1 37.0 891 1.0 

30 5.48 68.7 37.0 891 1.0 

33 5.48 87.8 37.0 891 1.0 

36 5.52 83.0 37.0 881 1.0 

39 5.52 76.2 37.0 881 1.0 

42 5.35 80.7 37.0 871 1.0 

45 5.48 75.1 37.0 881 1.0 

48 5.55 83.2 37.0 881 1.0 
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ตารางที่ ง.1.24 บันทึกน้ําหนักเซลลแหง คาความขุนที่ 660 นาโนเมตร ปริมาณกลีเซอรอลและ

ไนโตรเจนที่เหลือในน้ําหมักระหวางการหมัก H. polymorpha เม่ือความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซ

อรอล เทากับ 50 กรัมตอลิตร, คาออกซิเจนละลาย 80 เปอรเซ็นต และคากรด-เบสของน้ําหมัก

เทากับ 5.5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง  

 

ชั่วโมงที ่
น้ําหนกัเซลลแหง (กรัมตอลิตร) คาความขุนที ่ กลีเซอรอล  ไนโตรเจน  

1 2 3 คาเฉลี่ย 660 นาโนเมตร (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) 

0 4.26 3.32 7.26   4.95 ± 2.06 2.48 50.825 2.310 

3 7.82 5.04 7.80   6.89 ± 1.60 4.28 49.991 2.250 

6 9.30 6.10 9.28   8.23 ± 1.84 12.75 45.613 2.180 

9 13.04 9.64 13.04 11.91 ± 1.96 23.95 45.465 1.890 

12 18.10 16.26 20.00 18.12 ± 1.87 41.45 43.491 1.760 

15 22.52 18.22 22.12 20.95 ± 2.38 71.20 40.173 1.730 

18 28.68 23.86 25.08 25.87 ± 2.51 89.20 29.014 0.670 

21 31.44 30.36 29.78 30.53 ± 0.84 90.60 15.585 0.640 

24 31.16 29.56 31.12 30.62 ± 0.91 100.70 1.327 0.550 

27 31.60 29.34 28.60 29.85 ± 1.56 96.60 0 0.480 

30 33.96 30.08 30.66 31.57 ± 2.09 105.40 0 0.450 

33 33.52 29.52 30.20 31.08 ± 2.14 103.50 0 0.380 

36 35.34 27.22 31.48 31.35 ± 4.06 108.10 0 0.320 

39 36.66 31.52 35.92 34.70 ± 2.78 114.30 0 0.260 

42 36.04 32.40 32.14 33.53 ± 2.18 103.60 0 0.030 

45 34.76 31.00 34.06 33.27 ± 2.00 108.90 0 0.640 

48 36.06 33.80 33.22 34.36 ± 1.50 105.10 0 0.260 

 

 

 

 



116 

 

 

จากการทดลองพบวา (ตัวอยางการคํานวณดังแสดงในภาคผนวก ค.) 

1. น้ําหนักเซลลแหงสูงสุด เทากบั 34.70 กรัมตอลิตร 

2. เวลาที่ใหน้าํหนักเซลลแหงสูงสุดตอชั่วโมง คือ ชั่วโมงที ่39  

3. อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมง (specific growth rate, μ)  

       3.1 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงตลอดกระบวนการหมกั เทากับ 0.036 ตอชั่วโมง    

                3.2 อัตราการเจริญจําเพาะตอช่ัวโมงในชวง log phase เทากับ 0.059 ตอช่ัวโมง   

4. ผลผลิตมวลเซลล (yield) เทากับ 0.450 กรัมตอกรัมกลีเซอรอล 

5. อัตราการผลิต (productivity) เทากับ 0.637 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง (น้ําหนกัเซลลแหง)       

6. ชั่วโมงที่ 24 กลีเซอรอลคงเหลือ เทากับ 1.327 กรัมตอลิตร และไนโตรเจนคงเหลือ  

    เทากับ 0.055 กรัมตอลิตร เมื่อทาํการหมักตอจนกระทั่ง ชั่วโมงที่ 48 พบวา ชัว่โมงที ่27  

    กลีเซอรอล เทากับ 0 กรัมตอลิตร และช่ัวโมงที ่48 ไนโตรเจนคงเหลือ 0.260 กรัมตอ  

    ลิตร
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2. การเจริญของ H. polymorpha ในการหมักแบบเฟด-แบตชในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบถังกวนขนาด 5 ลิตร เมือ่ทําการแปรผันปจจัยที่มผีลตอการ
เจริญในระหวางกระบวนการหมักที่ภาวะตาง ๆ 

      2.1 การหมักแบบเฟดแบตช ทําการเติมกลีเซอรอลความเขมขน 100 กรัมตอลิตร ชั่วโมงที่ 12 ดวยอัตราการเติมแบบเอ็กโพเนนเชียล      
ดวยอัตราการเติมเริ่มตน เทากับ 0.3116 มิลลิลิตรตอนาที 
ตารางที่ ง.2.1 ผลการเจริญของ H. polymorpha ในกระบวนการหมักแบบเฟดแบตช ทําการเติมกลีเซอรอลความเขมขน 100 กรัมตอลิตร ชั่วโมงที่ 12 ดวย

อัตราการเติมแบบเอ็กโพเนนเชียล ดวยอัตราการเติมเริ่มตน เทากับ 0.3116 มิลลิลิตรตอนาที  

ชั่วโมงที่ ชั่วโมงที่ คากรด-เบส ออกซิเจนละลาย อุณหภูมิ รอบการกวน อัตราการใหอากาศ น้ําหนักเซลลแหง กลีเซอรอล ไนโตรเจน 

(เฟด-แบตช) ในน้ําหมัก(%) (⁰C) (rpm) (vvm) (g/L) (g/L) (g/L) 

0 - 5.49 74.6 36.9 21 1.0 2.94 10.765 2.59 

3 - 5.52 39.4 37 400 1.0 3.94 10.123 2.56 

6 - 5.54 39.9 37 584 1.0 5.56 8.765 2.45 

9 - 5.54 39.1 37 688 1.0 7.98 5.759 2.45 

12 0 5.55 54.9 37 706 1.0 14.08 1.671 2.19 

15 3 5.53 57.3 37 601 1.0 17.04 0 1.93 

18 6 5.47 50.2 37 616 1.0 17.56 0 1.47 

21 9 5.47 43.4 37 631 1.0 20.06 1.114 1.75 

24 12 5.47 46.1 37 641 1.0 20.74 3.645 1.47 

27 15 5.46 41.8 37 646 1.0 21.76 7.086 2.07 

30 18 5.46 38.7 37 651 1.0 23.60 12.44 1.25 

33 21 5.46 48.8 37 651 1.0 22.78 16.143 1.14 

36 - 5.45 36.4 37 651 1.0 26.02 16.212 1.23 
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      2.2 การหมักแบบเฟดแบตช ทําการเติมกลีเซอรอลความเขมขน 100 กรัมตอลิตร ชั่วโมงที่ 12 ดวยอัตราการเติมแบบเอ็กโพเนนเชียล  
 ดวยอัตราการเติมเริ่มตน เทากับ 0.3321 มิลลิลิตรตอนาที 

ตารางที่ ง.2.2 ผลการเจริญของ H. polymorpha ในกระบวนการหมักแบบเฟดแบตช ทําการเติมกลีเซอรอลความเขมขน 100 กรัมตอลิตร ชั่วโมงที่ 12 ดวย

อัตราการเติมแบบเอ็กโพเนนเชียล ดวยอัตราการเติมเริ่มตน เทากับ 0.3321 มิลลิลิตรตอนาที 

 

ชั่วโมงที่ 
ชั่วโมงที่ 

คากรด-เบส 
ออกซิเจนละลาย อุณหภูมิ รอบการกวน อัตราการใหอากาศ น้ําหนักเซลลแหง กลีเซอรอล ไนโตรเจน 

(เฟด-แบตช) ในน้ําหมัก(%) (⁰C) (rpm) (vvm) (g/L) (g/L) (g/L) 

0   - 5.46 96.4 36.3 501 1.0 2.98 9.822 2.664 

3 - 5.53 39.4 37 417 1.0 3.42 9.589 2.629 

6 - 5.54 38.5 37 545 1.0 4.5 8.878 2.559 

9 - 5.54 39.5 37 716 1.0 8.46 6.909 2.173 

12 0 5.54 38.2 37 646 1.0 11.22 2.928 2.103 

15 3 5.47 53.9 37 621 1.0 16.2 0 1.893 

18 6 5.46 34.7 37 631 1.0 16.64 0 1.753 

21 9 5.46 41.9 37 636 1.0 18.66 1.129 1.928 

24 12 5.46 42.7 37 641 1.0 19.16 3.188 1.542 

27 15 5.47 35.9 37 651 1.0 19.36 5.642 1.577 

30 18 5.46 51.8 37 651 1.0 23.86 10.157 1.297 

33 21 5.46 57.4 37 661 1.0 23.84 15.916 1.157 

36 - 5.47 38.9 37 661 1.0 26.96 3.413 1.017 

39 - 5.46 50.6 37 661 1.0 31.7 11.723 0.946 
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     2.3 การหมักแบบเฟดแบตช ทําการเติมกลีเซอรอลความเขมขน 100 กรัมตอลิตร ชั่วโมงที่ 9 ดวยอัตราการเติมแบบเอ็กโพเนนเชียล          
 ดวยอัตราการเติมเริ่มตน เทากับ 0.3321 มิลลิลิตรตอนาที 

ตารางที่ ง.2.3 ผลการเจริญของ H. polymorpha ในกระบวนการหมักแบบเฟดแบตช ทําการเติมกลีเซอรอลความเขมขน 100 กรัมตอลิตร ชั่วโมงที่ 9 ดวย

อัตราการเติมแบบเอ็กโพเนนเชียล ดวยอัตราการเติมเริ่มตน เทากับ 0.3321 มิลลิลิตรตอนาที 

 

ชั่วโมงที่ 
ชั่วโมงที่ 

คากรด-เบส 
ออกซิเจนละลาย อุณหภูมิ รอบการกวน อัตราการใหอากาศ น้ําหนักเซลลแหง กลีเซอรอล ไนโตรเจน 

(เฟด-แบตช) ในน้ําหมัก(%) (⁰C) (rpm) (vvm) (g/L) (g/L) (g/L) 

0 - 5.55 85.2 36.6 21 1.0 3.12 10.432 2.734 

3 - 5.53 40.3 37 487 1.0 3.78 10.021 2.629 

6 - 5.54 39.1 37 661 1.0 5.22 8.747 2.629 

9 0 5.54 54.2 37 671 1.0 8.68 5.698 2.489 

12 3 5.46 46.2 37 681 1.0 14.38 2.669 1.718 

15 6 5.47 40.3 37 611 1.0 17.62 0 1.437 

18 9 5.47 43.2 37 621 1.0 21.08 0.733 1.577 

21 12 5.47 43.4 37 671 1.0 22.14 1.182 1.122 

24 15 5.46 45.1 37 701 1.0 24.82 2.151 0.981 

27 18 5.46 65.9 37 701 1.0 25.8 5.418 0.911 

30 21 5.47 47.9 37 701 1.0 26.82 12.041 0.911 

33 - 5.46 57.2 37 701 1.0 28.1 5.027 0.841 

36 - 5.46 57.2 37 701 1.0 32.72 0.408 0.911 

 



120 

 

 

120

     2.4 การหมักแบบเฟดแบตช ทําการเติมกลีเซอรอลความเขมขน 100 กรัมตอลิตร ชั่วโมงที่ 12 ดวยอัตราการเติมแบบเอ็กโพเนนเชียล          
 ดวยอัตราการเติมเริ่มตน เทากับ 0.3321 มิลลิลิตรตอนาที และควบคุมคา C:N ratio เทากับ 1.75 

ตารางที่ ง.2.4 ผลการเจริญของ H. polymorpha ในกระบวนการหมักแบบเฟดแบตช ทําการเติมกลีเซอรอลความเขมขน 100 กรัมตอลิตร ชั่วโมงที่ 12 ดวย

อัตราการเติมแบบเอ็กโพเนนเชียล ดวยอัตราการเติมเริ่มตน เทากับ 0.3321 มิลลิลิตรตอนาที ควบคุมคา C:N ratio เทากับ 1.75 

ชั่วโมงที่ 
ชั่วโมงที่ 

คากรด-เบส 
ออกซิเจนละลาย อุณหภูมิ รอบการกวน อัตราการใหอากาศ น้ําหนักเซลลแหง กลีเซอรอล ไนโตรเจน 

(เฟด-แบตช) ในน้ําหมัก(%) (⁰C) (rpm) (vvm) (g/L) (g/L) (g/L) 

0 - 5.53 63.1 36.9 21 1.0 2.34 10.553 3.085 

3 - 5.54 40.5 37 496 1.0 3.79 8.341 3.015 

6 - 5.54 38.6 37 687 1.0 5.24 7.160 3.059 

9 - 5.54 40.7 37 711 1.0 7.64 5.524 2.243 

12 0 5.51 52.7 37 701 1.0 9.99 1.506 2.384 

15 3 5.53 48.3 37 701 1.0 13.69 1.162 3.050 

18 6 5.52 52.4 37 711 1.0 19.14 0.707 3.856 

21 9 5.48 54.6 37 711 1.0 25.44 0 5.258 

24 12 5.47 59.3 37 711 1.0 32.54 0 7.536 

27 15 5.47 40.5 37 721 1.0 41.14 0.441 10.316 

30 18 5.47 45.0 37 721 1.0 50.29 0.842 13.398 

33 21 5.47 52.4 37 701 1.0 55.94 2.186 14.652 

36 - 5.48 57.1 37 611 1.0 56.00 0.786 16.040 
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ตารางที่ ง.2.4 ผลการเจริญของ H. polymorpha ในกระบวนการหมักแบบเฟดแบตช ทําการเติมกลีเซอรอลความเขมขน 100 กรัมตอลิตร ชั่วโมงที่ 12 ดวย

อัตราการเติมแบบเอ็กโพเนนเชียล ดวยอัตราการเติมเริ่มตน เทากับ 0.3321 มิลลิลิตรตอนาที ควบคุมคา C:N ratio เทากับ 1.75 (ตอ) 

ชั่วโมงที่ 
ชั่วโมงที่ 

คากรด-เบส 
ออกซิเจนละลาย อุณหภูมิ รอบการกวน อัตราการใหอากาศ น้ําหนักเซลลแหง กลีเซอรอล ไนโตรเจน 

(เฟด-แบตช) ในน้ําหมัก(%) (⁰C) (rpm) (vvm) (g/L) (g/L) (g/L) 

39 - 5.48 62.4 37 586 1.0 56.09 0 12.970 

42 - 5.48 65.0 37 521 1.0 59.34 0 15.143 

45 - 5.48 70.0 37 480 1.0 66.39 0 14.022 

48 - 5.48 60.6 37 431 1.0 60.64 0 15.723 

51 - 5.48 61.2 37 431 1.0 59.54 0 20.282 
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ภาคผนวก จ 

การคํานวณทางสถิต ิ

ตัวอยางการคํานวณการทดลองแบบ 2-level factorial design ของความเขมขนของ            
กลีเซอรอล 10 g/L กับ 30 g/L 

ตาราง จ.1 ปจจัยและระดับการทดลองแบบ 2-level factorial design ความเขมขนของกลีเซอรอล 10 

g/L และ 30 g/L 

ความเขมขนของกลีเซอรอล 

(กรัมตอลิตร) 

คาออกซิเจนละลาย 

(เปอรเซ็นต) 
คากรด-เบส 

-1 +1 -1 +1 -1 +1 

10 30 40 80 3.5 5.5 

 

ตาราง จ.2 การทดองแบบ 2-level factorial design ของความเขมขนของกลีเซอรอล 10 g/L และ 30 

g/L 

ลําดับที ่ ภาวะในการหมัก กลีเซอรอล pH % DO DCW (g/L) 

1 1% gly, pH 3.5, 40%DO 10 -1 3.5 -1 40 -1 13.38 

2 1% gly, pH 3.5, 80%DO 10 -1 3.5 -1 80 +1 14.67 

3 1% gly, pH 5.5, 40%DO 10 -1 5.5 +1 40 -1 16.80 

4 1% gly, pH 5.5, 80%DO 10 -1 5.5 +1 80 +1 17.88 

9 3% gly, pH 3.5, 40% DO 30 +1 3.5 -1 40 -1 18.42 

10 3% gly, pH 3.5, 80% DO 30 +1 3.5 -1 80 +1 20.00 

11 3% gly, pH 5.5, 40% DO 30 +1 5.5 +1 40 -1 23.21 

12 3% gly, pH 5.5, 80% DO 30 +1 5.5 +1 80 +1 24.37 
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1.1 การคํานวณผลของปจจัย (effect) 

ผลของความเขมขนของกลีเซอรอล 

= (-13.38 - 14.67 - 16.80 - 17.88 + 18.42 + 20.00 + 23.21 + 24.37)/4 = 5.82 

ผลของคากรด-เบส 

  = (-13.38 - 14.67 + 16.80 + 17.88 - 18.42 - 20.00 + 23.21 + 24.37)/4 = 3.83 

ผลของออกซิเจนละลาย 

   = (-13.38 + 14.67 - 16.80 + 17.88 - 18.42 + 20.00 - 23.21 + 24.37)/4 = 1.28 

 
1.2 การคํานวณหาผลของปจจัยรวม (Interaction effect) 

ตาราง จ.3 Table of Contrast ของ การทดองแบบ 2-level factorial design ของความเขมขนของ              

กลีเซอรอล 10 g/L และ 30 g/L 

ลําดับท่ี I G P D GP GD DP GDP DCW(g/L) 

1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 13.38 

2 +1 -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 14.67 

3 +1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 16.80 

4 +1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 -1 17.88 

5 +1 +1 -1 -1 -1 -1 +1 +1 18.42 

6 +1 +1 -1 +1 -1 +1 -1 -1 20.00 

7 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 23.21 

8 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 24.37 

 

หมายเหตุ I  คือ  Interaction effect 

G  คือ  ความเขมขนของกลีเซอรอล (g/L) 

P  คือ  คากรด-เบส 

D  คือ  คาออกซิเจนละลาย (%) 

DCW  คือ  นํ้าหนกัเซลลแหงสูงสุด (g/L) 
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Effect ของ GP เทากับ  

(+ 13.38 + 14.67 - 16.80 - 17.88 - 18.42 - 20.00 + 23.21 + 24.37)/4 = 0.63 

Effect ของ GD เทากับ  

(+13.38 - 14.67 + 16.80 - 17.88 - 18.42 + 20.00 - 23.21 + 24.37)/4 = 0.09 

Effect ของ DP เทากับ  

(+13.38 - 14.67 - 16.80 + 17.88 + 18.42 - 20.00 - 23.21 + 24.37)/4 = -0.16 

Effect ของ GDP เทากับ 

(-13.38 + 14.67 + 16.80 - 17.88 + 18.42 – 20.00 - 23.21 + 24.37)/4 = -0.05 

 
ซ่ึงสามารถสรุปประเด็นความสําคัญของแตละปจจัยไดดังตาราง จ.4 

ตาราง จ.4 สรุปผลของปจจัยที่มีผลตอการเจริญของ H. polymorpha 

1%-3%Gly 

Factor Effect on DCW 

G 5.82 

P  3.83 

D 1.28 

GP  0.63 

GD 0.09 

DP -0.16 

GDP -0.05 
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