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The ultimate aim of this research project were to investigate the production of 

PHBV from glucose and propionic acid in fed-batch bioreacter. Effect of operating 
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lack of nitrogen source, and maximum molepercent of 3HV in copolymer was 18 of 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
 

1.1 ความสําคญัและที่มาของงานวิจัย 
 
 ในปจจุบันนี้ปญหาสิ่งแวดลอมที่เกิดจากขยะพลาสติกที่ไมสามารถยอยสลายได 

(synthetic polymer)  มีความรุนแรงมาก  เนื่องจากขยะดังกลาวตองอาศัยระยะเวลาในการยอย

สลายเปนเวลานาน  ทําใหมีการสะสมของขยะพลาสติกที่ไมสามารถยอยสลายไดในแตละป

เปนจํานวนมาก โดยพบมีการสะสมของพลาสติกที่ไมสามารถยอยสลายไดกวา  25  ลานตันตอ

ป  (Lee, 1991)    นอกจากนี้ประชากรบนโลกยังเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว ซ่ึงอาจทําให

ทรัพยากรธรรมชาติบนโลกหมดไปไดในอนาคตอันใกล   และถึงแมวาจะสามารถนําเอา

พลาสติกบางสวนกลับมาใชใหมได  และมีการผลิตพลาสติกที่สามารถยอยสลายไดดวย

แสงอาทิตย (photodegradable  polymer)  ซ่ึงเปนสารจําพวกแปงเปนองคประกอบอยูดวย  ก็

อาจลดปญหาสภาวะแวดลอมไดไมมากนัก (อรรถกร ปาละสุวรรณ, 2539) ทางแกไขที่ดีทาง

หนึ่ง    คือ   การนําพลาlติกที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพ  (biodegradable  polymer)   

เชน  พลาสติกในกลุมของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (polyhydroxyalkanoates; PHAs) และ

พลาสติกที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพในกลุมอื่นๆ ที่ สามารถยอยสลายไดในธรรมชาติ

และสามารถหมุนเวียนทําใหเกิดความสมดุลในสิ่งแวดลอมได (รูปที่1.1)  โดยพลาสติก

ดังกลาวมีคุณสมบัติทางกลและทางเคมีที่ดีเชนเดียวกับพลาสติกสังเคราะห   
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พอลิ(บีตา-ไฮดรอกซีบิวทีเรต) เปนพอลิเมอรที่พบเปนชนิดแรกในกลุม PHAs โดย 

Lemoigne (1927) ไดทําการศึกษาวิเคราะหคุณสมบัติทางเคมีและสังเกตการสราง PHB ของ 

Bacillus spp.  โดยพบวาการสะสม PHB ซ่ึง PHB เปนโฮโมพอลิเมอร (homopolymer)   ที่

ประกอบดวยโมเลกุลของ  3-hydroxybutyric acid   แตเนื่องจาก PHB มีจุดหลอมเหลว

ประมาณ 160  ถึง  180  องศาเซลเซียส  ทําใหตองใชพลังงานสูงมากในการหลอม  มีความแข็ง

และเปราะ  PHB จึงไมเหมาะสมที่จะนํามาใชในอุตสาหกรรมบางประเภท (อรรถกร ปาละ

สุวรรณ, 2539)  จึงไดมีการพัฒนาการผลิต PHAs ชนิดอื่นๆ โดยเฉพาะ PHAs ที่เปนโคพอลิ

เมอร  ซ่ึงทําใหพลาสติกที่ไดมีคุณสมบัตทิี่หลากหลาย    ตามอัตราสวนโดยโมลของโมโนเมอร

ที่ประกอบเปนโคพอลิเมอร   

พอลิ(บีตา-ไฮดรอกซีบิวทีเรต-โค-บีตาไฮดรอกซีวาเลอเรต) เปนโคพอลิเมอรที่

ประกอบดวยโมโนเมอรของ 3-hydroxybutyric acid (3HB) และ 3-hydroxyvaleric acid 

(3HV)  ซึ่งการประกอบดวยโมโนเมอร  2  ชนิดจะทําใหมีคุณสมบัติที่ดีกวา PHB กลาวคือ

สามารถลดความเปราะ โดยสามารถเพิ่มความเหนียวและความตานทานในแรงกระแทกเมื่อ

อัตราสวนโดยโมลของ 3-hydroxybutyric acid ในโคพอลิเมอรเพิ่มขึ้น (Lee , 1995)  

นอกจากนี้ PHBV  ยังสามารถลดอุณหภูมิหลอมตัว ทําใหสามารถผานกระบวนการแปรรูปที่

อาศัยความรอนได  ทั้งนี้สามารถนํา PHBV  ไปใชในลักษณะของฟลม (film)  ไฟเบอร (fibre) 

ชีท (sheet)  หรือหลอใหเปนรูปทรงตางๆไดตามตองการ  ซ่ึงทําให PHBVสามารถนํามาใช

ประโยชนไดอยางกวางขวางโดยเฉพาะสามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมการแพทยและเภสัช

กรรมเชนการผลิตเสนเลือดและกระดูกเทียม   ใชเปนวัสดุบรรจุหีบหอในอุตสาหกรรมทั่วไป     

ทั้งนี้การที่พลาสติกที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพดัง 
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กลาวสามารถยอยสลายไดโดยอาศัยเอ็นไซมที่มีอยูในจลิุนทรียตามธรรมชาติโดยยอยสลายให

กลายเปนสารที่ไมเปนอันตรายตอส่ิงแวดลอมคือ  คารบอนไดออกไซด น้ํา และ  กรดคารบอก

ซิลิก (อรรถกร ปาละสุวรรณ, 2539) 

งานวิจยันี้มุงศกึษาการผลิตพอลิ(บีตา-ไฮดรอกซีบิวทีเรต-โค-บีตา-ไฮดรอกซีวาลาเรต)  

โดยใชจุลินทรยี Alcaligenes eutrophus NCIMB 11599 จากกลูโคส และกรดโพรพิโอนิค ที่

อัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจน (C/N) ในชวง 4 ถึง 200 และรอยละโดยโมลของกรดโพ

รพิโอนิคในชวง 0 ถึง 200 

 
 

 
 

 
 
 
 
 

  Polymer 
   R = hydrogen Poly (3-hydroxypropionate) 
 R = methyl Poly (3-hydroxybutyrate) 
 R = ethyl Poly (3-hydroxyvalerate) 
 R = propyl Poly (3-hydroxyhexanoate) 
 R = pentyl Poly (3-hydroxyoctanoate) 
 R = hydrogen Poly (4-hydroxybutyrate) 
 R = hydrogen Poly (4-hydroxyvalerate) 

 
 
รูปที่ 1.2  สูตรโครงสรางทั่วไปของพอลไิฮดรอกซีอัลคาโนเอต (Lee, 1995) 

O      C        ( CH2 )         C
H 

R O 100-30,000

n

 n=1 

 n=3 
 n=2 
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วัตถุประสงค 

เพื่อศึกษาการผลิตพอลิ(บีตา-ไฮดรอกซีบิวทีเรต-โค-บีตา-ไฮดรอกซีวาลาเรต)      โดย

จุลินทรีย  Alcaligenes eutrophus NCIMB11599 จากกลูโคสและกรดโพรพิโอนิคในถังหมัก

แบบกึ่งตอเนื่อง 

ขอบเขตการวจิัย 

ทําการหมักเพื่อผลิต PHBV โดยใชจุลินทรีย  Alcaligenes eutrophus NCIMB 

11599 จากกลูโคส และ กรดโพรพิโอนิคในถังปฏิกรณชีวภาพแบบกึ่งตอเนื่อง  โดยศึกษา

อิทธิพลของอัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอไนโตรเจน (C/N)  และอัตราสวนโดยโมลของ

กรด  โพรพิโอนิคที่มีผลตอ 

- อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ  (µI) 

- อัตราการผลิตผลิตภัณฑจําเพาะ (ρi ) 

- อัตราการใชสารอาหารจําเพาะ (νI) 

-     รอยละโดยโมลของ บีตา-ไฮดรอกซีวาลาเรตในโคพอลิเมอร (%HV)  

- ผลไดของผลิตภัณฑจากสารอาหาร (YP/S)   

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

1. เปนขอมูลพื้นฐานสําหรับใชออกแบบ และควบคุมการผลิต  พอลิ(บีตา-ไฮดรอกซี

บิวทีเรต-โค-บีตา-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)จากจุลินทรีย Alcaligenes eutrophus 

NCIMB 11599  ในการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง 

2. เปนทางเลือกหนึ่งในการลดปญหาสิ่งแวดลอม  โดยการแทนที่พลาสตกิสังเคราะห

ดวยพลาสติกที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 
 

2.1 ความเปนมาของพอลิ(บีตา-ไฮดรอกซีบิวทีเรต-โค-บีตา-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)  
 

2.1.1 คุณลักษณะ คุณสมบัติ และการนําไปใชงานของ PHBV 

PHBV   ถูกคนพบครั้งแรกในป  ค.ศ. 1972   โดย  Wallen และ Davis   (Braunegg 

และคณะ, 1998)  โดยทําการสกัดแยกจากตะกอนบําบัดน้ําเสีย (activated sludge) โดยพบวา

พอลิเอสเทอรที่ไดมีคุณสมบัติทางฟสิกส และเคมีที่แตกตางไปจาก PHB ที่มีความแข็ง เปราะ 

และตองใชพลังงานในการหลอมตัวสูง โดยจากการวิเคราะหพบวาโมโนเมอรภายใน

ประกอบดวย 3-hydroxyvaleric acid (3HV)   และ   3-hydroxybutyric acid (3HB) เปนหลัก   

PHBV  มีลักษณะเปนของแข็งสีขาว   มีสูตรโครงสรางทั่วไปดังนี้ 

 

 
        CH3 

   CH3  O   CH2  O 
  O CH CH2 C  O CH CH2 C 
               X                                          Y 
 
    (บีตา-ไฮดรอกซีบิวทีเรต)     (บีตา-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) 
 
 
รูปที่ 2.1   โครงสรางทางเคมีของพอลิ(บีตา-ไฮดรอกซีบิวทีเรต-โค-บีตา-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) 
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PHBV เปนพอลิเมอรที่มีคุณสมบัติที่หลากหลาย โดยคุณสมบัติทางฟสิกสและทางเคมี

จะขึ้นอยูกับอัตราสวนโดยโมลของ บีตา-ไฮดรอกซีวาเลอเรตในโคพอลิเมอรซ่ึงสามารถแสดง

ไดดังตารางที่ 2.1 

ตารางที่ 2.1   คุณสมบัติของ PHBV และพอลิเมอรในกลุมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตอื่นๆ 

Polymers Melting 
point 

Young’s 
modulus  

Tensile strength Elongation  to  break  Notched  izod   
impact  strength 

 (  °C ) (GPA)  (Mpa) (%) (J/m) 
P(3HB) 179 3.5 40 5 50 

P(3HB-co-3HV)   

    3 mol% 3HV 170 2.9 38 -a 60 

    9 mol% 3HV 162 1.9 37 - 95 

    14 mol% 3HV 150 1.5 35 - 120 

    20 mol% 3HV 145 1.2 32 - 200 

    25 mol% 3HV 137 0.7 30 - 400 

P(3HB-co-4HB)b      

    3 mol% 4HB 166 - 28 45 - 

    10 mol% 4HB 159 - 24 242 - 

    16 mol% 4HB - - 26 444 - 

    64 mol% 4HB 50 30 17 591 - 

    90 mol% 4HB 50 100 65 1080 - 

P(4HB)c 53 149 104 1000 - 

P(3HHx-co-3HO)d 61  10 300 - 

Polypropylene 170 1.7 34.5 400 45 

Polyethylene- 262 2.2 56 7300 3400 

  terephthalate      

Polystyrene 110 3.1 50 - 21 
aData not available 

 bPoly(3-droxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate) 
 cPoly(4-hydroxybutyrate) 
 dPoly(3-hydroxyhexanoate-co-3-hydroxyoctanoate) 
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 ซ่ึงคุณสมบัติที่หลากหลายของ PHBV ดังกลาวจึงทําใหสามารถนํา PHBV มาใชได

อยางกวางขวาง ทั้งนี้สามารถแบงกลุมของการนํา PHBV ไปใชประโยชนไดเปน 2 กลุมคือ 

1. ใชเปนพลาสติกที่สามารถยอยสลายไดตามธรรมชาติ เชน ดานการเกษตรโดยนําไป

ขึ้นรูปเปนวัสดุสําหรับทําหบีหอ เชน แผนฟลมพลาติก  ถุงใสของ  ขวด  และกลองตางๆ  

นอกจากนี้ยังสามารถนําไปใชทําวัสดหุอหุมสารเพื่อการเจริญเติบโต หรือ สารกําจัดศัตรูพืชที่

สามารถยอยสลายไดในดิน 

 2. การประยุกตดานการแพทย  เชน การทําสารหอหุมที่ยอยสลายเพือ่คอยๆปลดปลอย

ยาที่บรรจุอยูภายในอยางชาๆ  วัสดุทางการศัลยกรรมตกแตง สารโครงสรางสําหรับใชทดแทน

กระดูก (bone plate) เปนตน 

2.1.2 กลไกการสังเคราะห PHBV  

การสะสม PHAs ใน Alcaligenes eutrophus  และแบคทีเรียหลายชนิด   จะเกิดขึ้น 

เมื่อจุลินทรียผานเขาสูระยะการเจริญสูงสุดแลว  และภายใตภาวะที่สารอาหารไมสมดลุ  คือมี

แหลงคารบอนมากเกนิพอ   แตมีปจจัยจํากัดบางอยาง   เชน  ออกซิเจน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส 

แมกนีเซยีม หรือซัลเฟอร (Byrom, D., 1987)  ซ่ึงกลไกการสังเคราะห PHBV จากกลูโคส และ

กรดโพรพิโอนิคแสดงไดดงัรูปที่ 2.2   

 บีตา-ไฮดรอกซีบิวทีเรต [(3HB)] จะถูกผลิตขึ้นจากอะซิติลโคเอ (acetyl-CoA) ซ่ึงได

จากแหลงคารบอนคือกลูโคส  ทั้งนี้การเปลี่ยนอะซิติลโคเอไปเปน  3HB จะอาศัยเอนไซม 3 

ชนิดคือ 3-คีโตไธโอเลส (3-ketothiolase) อะซิโตอะซิติลโคเอรีดักเตส (acetoacetyl-CoA 

reductase) และ พีเอชเอซินเทส (PHA synthase)  (Braunegg,และคณะ1998) ซ่ึงการ

สังเคราะหจะเริ่ม 
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จากการควบแนนอะซิติลโคเอ 2 โมเลกุลที่ไดจากกลูโคส เพื่อปลดปลอยโคเอนไซมเออิสระ 

(CoASH) ไดอะซิโตอะซิติลโคเอ (acetoacetyl-CoA) ดวยเอนไซม 3-คีโตไธโอเลส    ซ่ึงอะซิ

โตอะซิติลโคเอ จะถูกรีดิวซดวยเอนไซมอะซิโตอะซิติลโคเอรีดักเตส  ไดเปน อาร-3-ไฮดรอกซี

บิวทีริลโคเอ (R-3-Hydroxybutyryl-CoA)  ซ่ึงอาร-3-ไฮดรอกซีบิวทีริลโคเอจะเกิด

กระบวนการพอลิเมอรไรเซชั่น (polymerization) ดวยเอนไซม พีเอชเอซินเทส จนไดเปน 3HB 

สําหรับบีตา-ไฮดรอกซีวาเลอเรต [(3HV)]   กระบวนสังเคราะหจะเริ่มจากจุลินทรียทํา

การเปลี่ยนกรดโพรพิโอนิคใหเปน โพรพิโอนิลโคเอ (Propionyl-CoA)    โดยอาศัยโคเอนไซม

อิสระ    และโพรพิโอนิลโคเอ 1 โมเลกุลจะควบแนนกับอะซิติลโคเอ 1 โมเลกุล  ดวยเอนไซม 

3-คีโตไธโอเลส    ไปเปน 3-คีโตวาเลอริลโคเอ (3-ketovaleryl-CoA) ซ่ึง 3-คีโตวาลาริลโคเอ 

จะถูกรีดิวซดวยเอนไซมอะซิโตอะซิติลโคเอรีดักเตส  ไดเปน อาร-3-ไฮดรอกซีวาเลอริลโคเอ 

(R-3-Hydroxyvaleryl-CoA)  ซ่ึง  อาร-3-ไฮดรอกซีวาเลอริลโคเอจะเกิดกระบวนการพอลิเมอร

ไรเซชั่น (polymerization) ดวยเอนไซม พีเอชเอซินเทส จนไดเปน 3HV 
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รูปที่ 2.2  กลไกการสังเคราะห PHBV จากกลูโคสและกรดโพรพิโอนิค 

    ( Braunegg และคณะ 1998) 
 

Glucose 
CH3CO-SCoA 
Acetyl-CoA 

CH3CH2COOH 
Propionic acid 

CH3CH2CO-SCoA 
Propionyl-CoA 

CH3CH2COCH2CO-SCoA 
3-Ketovaleryl-CoA

CH3CH2CHCH2C-SCoA 
R-3-Hydroxyvaleryl-CoA 

O O 
O

OC

   

CH CH    
CH 2  

CH 3

CH3COCH2CO-SCoA 
Acetoacetyl-CoA

CH3CHCH2C-SCoA 
R-3-Hydroxybutyryl-CoA 

O O CH 3
O

CH  CH CO

3HB 

CoASH ATP 

AMP + PP

CO 2 

CoASH NADPH NADP CoASH 

CoASH NADPH NADP CoASH 

(1) 

(1) (2)

(2)

(3) 

(3) 

หมายเหต ุ
(1) 3-คีโตไธโอเลส   (3-ketothiolase) 
(2) อะซิโตอะซิติลโคเอรีดักเตส (Acetoacetyl-CoA reductase) 
(3) พีเอชเอซินเทส   (PHA synthase) 

3HV 
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2.1.3 เชื้อจุลินทรียและสารอาหาร 

มีจุลินทรียหลายชนิดที่สามารถสรางและสะสม  PHAs  ได      โดยจะพบ  PHAs   ใน 

ลักษณะของแกรนูล (granule)          ขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 0.2 ถึง 0.5 ไมโครเมตร

(Lee,1996)  ภายในเซลลของจุลินทรีย (รูปที่ 2.3)        โดยจุลินทรียที่สามารถสรางและสะสม 

PHAs สามารถแสดงไดดังตารางที่ 2.2 

 สําหรับอาหารที่จุลินทรียใชในการผลิต PHAs มีหลายชนิด  เชน เมทานอล  กาซ

ไฮโดรเจน กาซคารบอนไดออกไซด คารโบไฮเดรต กรดอินทรียและเอทานอลซึ่งชนิดของ

สารอาหารโดยทั่วไปจะเปนตัวกําหนดชนิดของโมโนเมอรในPHAs(Doi,1990) ดังแสดงใน

ตารางที่ 2.3 

 
ตารางที่ 2.2   ตัวอยางจุลินทรียที่สรางและสะสม PHAs (Byrom, 1987) 

 
 

Alcaligenes Methylobacterium 
Azotobacter Micrococcus 
Azospirillum Nocardia 
Bacillus Pseudomonas 
Bergerinckia Rhizobium 
Chlorogloea Rhodobacter 
Chromatium Rhodospillium 
Chromobacterium Sphaerotilus 
Derxia Spirillum 
Hemophilus Actinomyces 
Hyphomycrobium Vibrio 
Lampropaedia Zoogloea 
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รูปที่ 2.4  ภาพตัดของเซลล A.eutrophus จากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแสดง PHB 

แกรนูลภายในเซลล  (Doi,Y., 1990) 
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ตารางที่ 2.3 ปริมาณการสะสมและองคประกอบในโคพอลิเมอรของ PHAs ในจุลินทรีย                

P. oleovorans  เมื่อใชสารอาหารตางๆกัน  (Doi, Y.,1990) 

   
 PHA Content              PHA Composition (mol% of 3HA Unit) 

Substrate (wt%) C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 
3-Hydroxybutyrate 1.2 - - 22 - 57 - 21 
Butyrate 0.6 - - - - 33 - 67 
Pentanoate 0.7 95 - - - 35 - 65 
Hexanoate 3.3 - 100 5 - - - - 
Heptanoate 2.3 8 - - - - - - 
Octanoate 8.7 - 35 91 65 1 - - 
Nonanoate 9.1 8 - - - - - - 
Decanoate 12.5 - 28 75 59 17 - - 
Undecanoate 9.8 6 - - - - 13 - 
Dodecanoate 6.6 - 32 57 48 32 - 5 
Tridecanoate 5.4 7 - - - 5 14 - 
Tetradecanoate 10.6 - 32 59 47 30 - 4 
Pentadecanoate 5.3 8 - - - 8 13 - 
Hexadecanoate 3.4 - - 50 - 30 - 12 
Heptadecanoate No growth        
Octadecanoate No growth        
Hexane 2 100 - - - - - - 
Heptane 11.4 - 100 - - - - - 
Octane 25.3 11 - 89 - - - - 
Nonane 24.3 - 37 - 63 - - - 
Decane 21.9 10 - 66 - 24 - - 
Undecane 14.3 - 23 - 63 - 14 - 
Dodecane 5.8 2 - 31 - 36 - 31 
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ตารางที่ 2.4  สรุปการผลิต PHA จากเชื้อจุลินทรียและสารอาหารชนดิตางๆ  
 

ชนิดของเชื้อ 
จุลินทรีย 

PHA วิธีการผลิต สารอาหาร เวลาที่ใชในการ
ผลิต 

(ชั่วโมง) 

ความเขมขนของ
เซลล 

(กรัมตอลิตร) 

ความเขมขนของ
PHA  

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ  
PHA (%) 

อัตราผลผลิต  
(กรัมตอลิตรตอ

ชั่วโมง) 

เอกสารอางอิง 

Alcaligenes    
  eutrophus 

P(3HB) Fed  batch Glucose + 
Pentanoic acid 

48 9.8 6.4 65 0.13 Doi , (1990) 

Alcaligenes    
  eutrophus 

P(3HB) Glucose control  
fed  batch 

Glucose 49 124 92 74 1.87 Kim  และคณะ, 
(1994) 

Alcaligenes   
  eutrophus 

P(3HB) Glucose control  
fed  batch 

Glucose 50 164 121 76 2.42 Kim  และคณะ, 
(1994) 

Alcaligenes    
  eutrophus 

P(3HB) Recycled  gas 
Culture  system 

CO2/H2 40 85 61.5 72 1.54 Ishizaki  และ 

Tanaka, (1992)* 
Alcaligenes    
  eutrophus 

P(3HB) Two-stage 
continuous 

CO2/H2 - - 20 - 0.9 Ishizaki  และ 
Tanaka, (1992)* 

Alcaligenes    
  eutrophus 

P(3HB) Fed  batch Ethanol 50 63.5 47 74 0.94 Alderete  และคณะ
,(1993) 

Alcaligenes    
  eutrophus 

P(3HB-co-3HV) Glucose control  
fed  batch 

Glucose + 
Propionic acid 

46 158 117 74 2.55 Kim  และคณะ, 
(1994) 

          

*  ขอมูลจาก Lee, S. Y., 1996 
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ตารางที่ 2.4 (ตอ)          
          

ชนิดของเชื้อ 
จุลินทรีย 

PHA วิธีการผลิต สารอาหาร เวลาที่ใชในการ
ผลิต 

(ชั่วโมง) 

ความเขมขนของ
เซลล 

(กรัมตอลิตร) 

ความเขมขนของ
PHA  

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ  
PHA (%) 

อัตราผลผลิต  
(กรัมตอลิตรตอ

ชั่วโมง) 

เอกสารอางอิง 

Alcaligenes    
  eutrophus 

P(3HB-co-3HV) Glucose control  
fed  batch 

Glucose + 
Propionic acid 

39 113 64 56.5 1.64 Kim  และคณะ, 
(1994) 

Alcaligenes    
  eutrophus 

P(3HB) Batch CO2 , H2 , O2 40 91.3 61.9 67.6 1.55 Tanaka และ Ishizaki 
(1995) * 

Alcaligenes    
  eutrophus 

P(3HB) Fed  Batch กลูโคส 
 

74 281 232 80 3.14 Ryu และคณะ 
(1997) * 

Alcaligenes    
  latus 

P(3HB) Fed  Batch Sucrose D=0.16 h-1 - 162 - 2.6 Yamane 
(1996) 

Alcaligenes    
  latus 

P(3HB-co-3HV) One-Stage 
Continuous 

Sucrose + 
Propionic acid 

D=0.15 h-1 4.65 2 43 0.3 Ramsay และคณะ  
(1990) 

Azotobacter 
  vinelandii 

P(3HB) Glucose control  
fed  batch 

Glucose + 
Fish  peptone 

47 40.1 32 79.8 0.68 Page  
(1993)  

Azotobacter 
  vinelandii 

P(3HB-co-3HV) Fed  batch Beet molasses+ 
Pentanoic acid 

- - 19-22 59-71 - Page  
(1992)  

          
          
 
 

         
*  ขอมูลจาก Lee, S. Y., 1996 
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ตารางที่ 2.4 (ตอ) 
          

ชนิดของเชื้อ 
จุลินทรีย 

PHA วิธีการผลิต สารอาหาร เวลาที่ใชในการ
ผลิต 

(ชั่วโมง) 

ความเขมขนของ
เซลล 

(กรัมตอลิตร) 

ความเขมขนของ
PHA  

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ  
PHA (%) 

อัตราผลผลิต  
(กรัมตอลิตรตอ

ชั่วโมง) 

เอกสารอางอิง 

Haloferax 
  Mediterrani 

P(3HB-co-3HV) Continuous Starch D=0.02 h-1 - 1.5 - 0.03 Garcia และ Rodriguez 
(1990) * 

Klebsiella 
  Aerogenes 

P(3HB) Fed  batch Molasses 32 37 24 65 0.75 Zhang และคณะ 
(1994) * 

Paracoccus 
  denitrificans 

P(3HB-co-3HV) Fed  batch Methanol + 
n-amyl alcohol 

120 9 2.34 26 0.02 Ueda และคณะ 
(1992) * 

Protomonas 
  extorquens 

P(3HB) Fully  automatic 
Fed  batch 

Methanol 121 223 136 61 1.12 Suzuki และคณะ 
(1986) 

Recombinant 
  Escherichia- 
  Coli 

P(3HB) Fed  batch molasse - - - 80 4 Lee, (1999) 

 
 
*  ขอมูลจาก Lee, S. Y., 1996 
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2.2 การพัฒนากระบวนการหมัก 

สวนใหญกระบวนการผลิต PHAs สามารถแบงออกไดเปนสองขั้นตอนใหญ คือ การ

เพาะเลี้ยงจุลินทรียใหมีปริมาณและการสะสม PHAsมากจนเพียงพอ   จากนั้นนําเขาสูขั้นตอนที่

สองคือการแยกและการทําใหบริสุทธิ์  สําหรับการเพาะเลี้ยงจุลินทรียเพื่อผลิต PHBV มีหลาย

วิธีคือ 

2.2.1  การหมักแบบไมตอเนื่อง 

Senior  และคณะ (1972) ไดศึกษาการผลิต PHB ดวย Azotobacter beijerinckii  ใน

การเพาะเลี้ยงแบบไมตอเนื่อง  พบวาเมื่อใชสารเริ่มตนที่มีกลูโคสเปน 0.5 เปอรเซนตโดย

น้ําหนักตอปริมาตร (%w/v)  จะเกิดการสะสม PHB ในชวงปลายของระยะการเจริญเติบโต

แบบทวีคูณ   โดยจุลินทรียสามารถสะสม PHB ไดถึงรอยละ  35  ของน้ําหนักเซลลแหงภายใน

เวลา 22 ชั่วโมง  หลังจากนั้นกลูโคสจะถูกใชหมดไปและปริมาณ PHB ที่ถูกสะสมอยูจะลดลง

เหลือเพียงรอยละ  17.5  ของน้ําหนักเซลลแหง  ซ่ึงแสดงใหเห็นวาจุลินทรียสามารถใช PHB ที่

เปนแหลงพลังงานสํารองเพื่อยังชีพได   

Doi และคณะ (1988)   ไดทําการศึกษาการผลิต PHBV จากกรดบิวทีริค และกรดเพน

ทาโนอิค  ดวย Alcaligenes eutrophus NCIMB11599  ในการเพาะเลี้ยงโดยปราศจากแหลง

ไนโตรเจนในการเพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพูโดยพบวารอยละโดยน้ําหนักของกรดเพนทาโนอิค

จะมีผลตอรอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอร  โดยที่เมื่อเพาะเลี้ยงดวยกรดบิวทีริคเพียง

อยางเดียวพบวาจะไดโฮโมพอลิเมอรของ 3HB แตเพียงอยางเดียว แตเมื่อรอยละโดยน้ําหนัก

ของกรดเพนทาโนอิคเปน 50  
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จะไดรอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรเปน 26  และเมื่อเพาะเลี้ยงดวยกรดเพนทา

โนอิคเพียงอยางเดียวพบวาไดรอยละโดยโมลของ 3HV สูงถึงรอยละ 85  ทั้งนี้เมื่อทําการ

เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมซัลเฟตที่มีเขมขนตั้งแต 3 ถึง 10 กรัม

ตอลิตร ในการเพาะเลี้ยงดวยกรดบิวทีริค  หรือ กลูโคส ที่มีความเขมขน 20 กรัมตอลิตร  จะ

พบวาเมื่อทําการเพาะเลี้ยงดวยกรดบิวทีริคพบวาเมื่อเพาะเลี้ยงในสภาวะปราศจากไนโตรเจนจะ

ได PHB 4 กรัมตอลิตร  แตเมื่อเพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีไนโตรเจนเปน 0.5 กรัมตอลิตรจะได 

PHB เปน 5 กรัมตอลิตร  แตเมื่อเพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีไนโตรเจนสูงกวา 0.5 กรัมตอลิตร

พบวาจะได PHB ลดลงจนมีคาคงที่ที่ 2.5 กรัมตอลิตรเมื่อความเขมขนของไนโตรเจนสูงกวา 4 

กรัมตอลิตร  ในขณะที่เมื่อทําการเพาะเลี้ยงดวยกลูโคสเมื่อเพาะเลี้ยงในสภาวะปราศจาก

ไนโตรเจนจะได PHB สูงสุดเปน 5 กรัมตอลิตร แตเมื่อมีไนโตรเจนจะได PHB ลดลงจนไมมี

การผลิต PHB เมื่อความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตสูงกวา 3 กรัมตอลิตร 

Lee  และคณะ  (1993)      ไดทําการศึกษาอิทธิพลของคาอัตราสวนโดยโมลของ

คารบอนตอไนโตรเจนที่มีอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ  และการสะสม PHB ของ 

Alcaligenes eutrophus NCIMB11599   ในการเพาะเลี้ยงแบบไมตอเนื่อง พบวาเมื่อ

อัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอไนโตรเจนเพิ่มขึ้นที่ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต

ตางๆกัน        มีผลใหการเจริญเติบโตของจุลินทรียลดลง   แตเซลลสามารถสะสม PHB ไดมาก

ขึ้น   และที่อัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอไนโตรเจนเปน 32.8 เซลลจะสามารถสะสม 

PHB ไดสูงถึงรอยละ 90 ของน้ําหนักเซลลแหง  หลังจากเพาะเลี้ยงได 32 ชั่วโมง 
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2.2.2 การหมักแบบกึ่งตอเนื่อง  

Suzuki และคณะ (1986) ศึกษาการผลิต PHB จาก Pseudomonas sp. โดยใชเมทา 

นอลในสภาวะที่มีการจํากัดไนโตรเจน  เมื่อเพาะเลี้ยงดวยเมทานอลในชวง 0.1 ถึง 20 กรัมตอ

ลิตร  พบวาเมื่อคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะมีคาสูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงดวยเมทานอล 0.5 กรัม

ตอลิตร  แตเมื่อความเขมขนของเมทานอลเพิ่มขึ้นอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะจะมีแนวโนม

ลดลง 

Kim และคณะ (1991)  ศึกษาการผลิต PHB และ PHBV จาก R.eutropha  ดวยกลูโคส

ที่มีความเขมขนระหวาง 10 ถึง 20 กรัมตอลิตร  เปนเวลา 50 ชั่วโมง  พบวาสามารถผลิตเซลล

ได 164 กรัมตอลิตร  โดยมี PHB เปนรอยละ 76 ของน้ําหนักเซลลแหง  ดวยอัตราการผลิต  

PHB เปน2.42   กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง    

Kim และคณะ (1994)    ศึกษาการผลิต  PHBV  จาก  R. eutropha  ดวยวิธีการหมัก 

แบบกึ่งตอเนื่องโดยควบคุมความเขมขนของกลูโคสและกรดโพรพิโอนิค  พบวารอยละโดยโม

ลของ 3HV  ในโคพอลิเมอรจะเพิ่มขึ้นจาก  4.3  เปน  14.3  เมื่ออัตราสวนโดยโมลของกรดโพ

รพิโอนิคตอกลูโคสเพิ่มขึ้นจาก  0.17  เปน  0.52  โมลโพรพิโอนิคตอโมลกลูโคส         แต

อัตราการผลิต PHBV ลดลงจาก  2.55  เปน  1.64  กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง  และ ผลไดของ 3HV 

ในโคพอลิเมอร ตอกรดโพรพิโอนิคลดลงจาก  0.33  เปน  0.28  โมล 3HV ในโคพอลิเมอรตอ

โมลกรดโพรพิโอนคิ 

 Koyama  และ  Doi (1993)  ศึกษาการผลิต PHBV จาก Alcaligenes eutrophus  

จากกรดบิวทีริค และกรดเพนทาโนอิค  ในสภาวะที่มีอัตราสวนโดยโมลคารบอนตอไนโตรเจน

เปน  40  พบวาที่เวลา 
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ในการเพาะเลี้ยง 30 ช่ัวโมง   สามารถผลิต PHBV ได  13.5 กรัมตอลิตร  ที่รอยละโดยโมล 

3HV เปน  27  โดยเมื่อทําการเพาะเลี้ยงโดยการลดคาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน  จะ

พบวาเปนการยับยั้งการผลิตพอลิเมอร  แตกลับทําใหไดคารอยละ 3HV ในโคพอลิเมอรเพิ่มขึ้น   

Ramsay, B, A., และคณะ (1990)       ศึกษาการผลิต PHBV    ดวย    Alcaligenes  

eutrophus ATCC 29714     ในถังหมักแบบกึ่งตอเนื่องขั้นตอนเดียว  ในสภาวะที่มีการจํากัด

สารอาหารดวยไนโตรเจน  โดยควบคุมความเขมขนของกลูโคสในถังหมักใหอยูระหวาง 5 ถึง 

16 กรัมตอลิตรดวยการเติมสารละลายกลูโคสเขมขน 50 % W/V     พบวาสามารถผลิต PHB 

ได 24 กรัมตอลิตร  อัตราการผลิต PHB สูงสุด 2 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง   และอัตราการผลิต 

PHB จําเพาะเปน 0.14 ตอช่ัวโมง   และเมื่อทําการเติมดวยสารละลายกรดโพรพิโอนิคเขมขน 

1.8 % W/V  และสารละลายกลูโคสเขมขน   13.2 % W/V   โดยตองปอนสารละลายกรดโพรพิ

โอนิคใหมีความเขมขนนอยกวาความเขมขนที่ทําใหเกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย   

พบวาสามารถผลิต PHBV ได 17 กรัมตอลิตร  ไดรอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอร

เปน  5   และอัตราการผลิต PHBV เปน 0.74   กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง  และไดอัตราการผลิต 

PHBV จําเพาะเปน 0.05 ตอชั่วโมง  โดยผลไดของ 3HV ตอกรดโพรพิโอนิคมีคาเปน 0.1 กรัม 

3HV ตอกรัมกรดโพรพิโอนิค 

 Braunegg และคณะ (1995) ศึกษาการผลิต PHBV ดวย Alcaligenes latus  ในถัง

หมักขนาด 10 ลิตร  ดวยกลูโคสและโพรพิโอเนต  พบวาภายในเวลาการหมัก 33.75 ชั่วโมง  

สามารถผลิต PHBV ได 6.6  กรัม  คิดเปนรอยละ 72 ของน้ําหนักเซลลแหง  และมีรอยละโดย

โมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรเปน  28 



22 

Lee และคณะ (1994) ศึกษาการผลิต PHBV ดวย A.eutrophus NCIMB11599     

ดวยโพรพิโอเนต  และ  กลูโคส   และศึกษาอัตราการปลดปลอยไพรู เวทในจุ ลินทรีย 

A.eutrophus NCIMB11599 ที่ความเขมขนของกลูโคสและโพรพิโอเนตตางๆกัน       พบวา

เมื่อความเขมขนของโพรพิโอเนตมีคาสูงขึ้น  จุลินทรียจะปลดปลอยไพรูเวทเพิ่มขึ้น  ทําให

ผลไดของPHBV ตอโพรพิโอเนตจะลดลง   โดยที่เมื่อความเขมขนของโพรพิโอเนตคงที่ 

ปริมาณรอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรจะลดลงจาก  26  เปน  15  เมื่อเพิ่มปริมาณ

ความเขมขนของกลูโคสขึ้น  แตเมื่อทําการเพาะเลี้ยง  A.eutrophus NCIMB11599  ดวยโพรพิ

โอเนตเพียงอยางเดียวจะพบวาจุลินทรียจะสะสมพอลิเมอรในรูป 3HB มากกวา 3HV เนื่องจาก

โพรพิโอนิลโคเอ  จะเกิดปฏิกิริยาดีคารบอกซิเลชั่น (decarboxylation) โดยเปลี่ยนไปเปน อะ

ซิทิลโคเอ  ซ่ึงเปนสารตั้งตนในการผลิต 3HB  

Lee    และคณะ  (1995)   ไดทําการศึกษาประสิทธิภาพของเอนไซมเอซิลโคเอซินเทส 

(Acyl-CoA syntase) ในการเพาะเลี้ยง A.eutrophus NCIMB11599 ดวยโพรพิโอเนต และ   

วาเลอเรต  พบวาสําหรับการเพาะเลี้ยงดวยกลูโคสรวมกับโพรพิโอเนตนั้นเมื่อความเขมขนของ  

โพรพิโอเนตสูงจะทําใหกิจกรรมของเอนไซมเอซิลโคเอซินเทส จะมีคาเพิ่มขึ้น  และเนื่องจาก

3-คีโตไธโอเรสซึ่งเปนเอนไซมที่ใชในการเรงปฏิกิริยาการควบแนนของโพรพิโอนิลโคเอ

กับอะซี ติลโคเอ และอะซีติลโคเอ 2 โมเลกุล ใหเปน 3-คีโตวาลาริลโคเอ และ อะซีโตอะซีติล

โคเอ ตามลําดับ จะมีความจําเพาะเจาะจงกับอะซิติลโคเอมากกวาโพรพิโอนิลโคเอดวยเหตุนี้โพ 

รพิโอนิลจึงพรอมที่จะเกิดปฏิกิริยาดีคารบอกซิเลชั่นเพื่อกลายเปนอะซิติลโคเอในขณะที่วาลา 

เรตนั้นเมื่อทําปฏิกิริยาจนไดวาลาริลโคเอแลวจะสามารถเกิดปฏิกิริยาตอเปน3-คีโตเพนตะโน 
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อิลโคเอ (3-ketopentanoyl-CoA) โดยผานเอซิลโคเอดีไฮโดรจีเนส (Acyl-CoA 

dehydrogenes) โดยไมตองอาศัยเอนไซม 3-คีโตไธโอเลส จึงทําใหรอยละโดยโมลของ 3HV 

เมื่อเพาะเลี้ยงจุลินทรีย         ในวาเลอเรตจึงมีคาสูงกวาเมื่อเพาะเลี้ยงจุลินทรียในโพรพิโอเนต 

Shimizu, H., และคณะ (1998)  ไดศึกษาการผลิต PHBV ดวย A.eutrophus H16 

(ATCC17699)  ดวยกรดบิวทีริก และ กรดวาลาริกในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยศึกษาผลของ

อัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอไนโตรเจน (C/N) และ รอยละโดยโมลของกรดวาลาริก  

พบวาอัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรียจะลดลงเมื่อ อัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอ

ไนโตรเจนเพิ่มขึ้น  และพบวาเมื่อ C/N นอยกวา 20  คาอัตราการผลิต PHBV จําเพาะ  ผลได

ของ PHBV ตอสารอาหาร  จะมีคาลดลงเนื่องจากกรดอินทรียถูกใชในการผลิตเซลลและ

พลังงาน  แตเมื่อ C/N ไมเพียงพอตอการเจริญเติบโตของเซลล (20 ≤  C/N  ≤  200) พบวาคา

อัตราการผลิต PHBV จําเพาะ  ผลไดของ PHBV ตอสารอาหาร  จะมีคาเพิ่มขึ้น  โดยพบวา  C/N  

ที่เหมาะสมที่สุดคือ 75 และเมื่อ C/N > 75 คาผลไดของ PHBV ตอสารอาหารจะเพิ่มขึ้น แตคา

อัตราการผลิต PHBV จะลดลง  เนื่องจากประสิทธิภาพของเอนไซมตางๆในกระบวนการบีตา-

ออกซิเดชั่น (β-Oxidation) และในกระบวนการผลิต PHAs จะลดลงเมื่อมีการขาดแหลง

ไนโตรเจน 

2.2.3 การหมักแบบตอเนื่อง 

Ramsay, B, A., และคณะ (1990)  ศึกษาการผลิต PHBV ในถังหมักแบบตอเนื่องขั้น 



ตอนเดียวของจุลินทรีย  A.latus ATCC29714 ดวยซูโครสและกรดโพรพิโอนิค ดวยอัตราเจือ

จาง (dilution rate) เปน 0.15 ตอชั่วโมง   พบวาเมื่อปอนสารอาหารดวยกลูโคสเขมขน 5 กรัม

ตอลิตรเพียงอยางเดียวพบวาเซลลจะสะสม PHB เปนรอยละ 40 ของน้ําหนักเซลลแหง และ 
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เมื่อปอนสารอาหารดวยกลูโคส 5 กรมัตอลิตรรวมดวยกรดโพรพิโอนิคตั้งแต 0 ถึง 5 กรัมตอ

ลิตร พบวาเซลลจะสะสม PHBV โดยมีรอยละโดยโมลของ 3HV ตั้งแต 0 ถึง 20   

 Koyama และ Doi (1995) ศึกษาการผลิต PHBV ดวยจุลินทรีย R.eutropha จากฟรุก

โตส และกรดเพนทาโนอิค  ที่อัตราเจือจางและความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตในกระแส

ปอนตางๆกัน  พบวาอัตราการผลิต PHBV สูงสุดเปน 0.31 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  โดยรอยละ

ของ 3HV ในโคพอลิเมอรสามารถเพิ่มไดถึงรอยละ 41  และเซลลสามารถสะสมพอลิเมอรได

ถึงรอยละ 42 ของน้ําหนักเซลลแหง 

 สําหรับในงานวิจัยนี้มุงศึกษาอิทธิพลของคา C/N และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิ

โอนิคที่มีตอคาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตรของการเจริญเติบโต และการผลิต PHBV ดวย 

A.eutrophus NCIMB11599 โดยอาศัยหลักการออกแบบการทดลอง  โดยงานวิจัยนี้มีจุดเดน

คือผลการทดลองที่ไดจะแสดงในรูปสมการความสัมพันธระหวางคาตัวแปรที่สนใจ   (คา C/N 

และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค) กับคาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตรของการ

เจริญเติบโต และการผลิต PHBV   ซ่ึงขอบเขตของคาตัวแปรที่สนใจคือคา C/N ระหวาง 4 ถึง 

200 และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคระหวาง 0 ถึง 100 ทั้งนี้สมการที่ไดจะถูก

ตรวจสอบความเชื่อมั่นของสมการโดยอาศัยหลักทางสถิติดวยวิธีการวิเคราะหความแปรปรวน 

(ANOVA analysis) เพื่อหาวาสมการความสัมพันธที่ไดจะมีความนาเชื่อมั่นมากนอยเพียงใด 



บทที่ 3 
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3. การหมักแบบกึ่งตอเนื่อง 

 3.1 ลักษณะโดยทั่วไป 

 วิธีการหมักแบบกึ่งตอเนื่องเปนการหมักที่มีการเติมสารอาหารเขาสูถังหมักในระหวาง

กระบวนการหมัก โดยไมมีการดึงเอาของเหลวภายในถังหมักออกไปทําใหปริมาตรของเหลวใน

ถังหมักเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ (ดังรูปที่ 3.1)  การหมักแบบกึ่งตอเนื่องนี้เปนวิธีการเลี้ยงจุลินทรียที่มี

ประสิทธิภาพสูง สามารถนํามาประยุกตใชกบัการหมักในกรณีตางๆดังตอไปนี้คือ   

1. กรณีที่มีสภาวะยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียจากสารอาหารที่มีความเขมขน

สูงโดยควบคุมอัตราการเติมสารอาหารที่จะทําใหการเพาะเลี้ยงอยูในสภาวะที่เหมาะสมตอ

การเติบโตหรือผลิตภัณฑตลอดเวลา เชนการใชเมทานอล หรือเอทานอลเปนสารอาหารซึ่งเมื่อ

ใชสารอาหารในปริมาณสูงจะทําใหเชื้อจุลินทรียเจริญเติบโตชาลงจึงจําเปนตองคอยๆปอนสาร

เขาสูถัง  

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.1 กระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง (ก) เร่ิมตนการหมัก (ข) ระหวางการหมัก

จะมีการเติมสารอาหาร (ค) สิ้นสุดการหมกั (Michael, L. S., 1992) 

 
 
 
 
 
 
    (ก)                                                    (ข)                                               (ค) 
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หมักอยางชาๆ เพื่อปองกันมิใหมีการสะสมของปริมาณสารอาหารเพิ่มขึ้นจนถึงระดับที่ยับยั้ง

การเจริญเติบโต (สาโรจน ศิริศันสนียกุล และคณะ,2544)   

 2.กรณีที่เกิดการยับยั้งปฏิกิริยายอยสลายสารอาหาร (catabolic repression) 

เนื่องจากมีการใชสารอาหารที่ยอยสลายไดงายกวา เชนมีกลูโคสอยูในอาหารเพาะเล้ียง จะมี

ผลใหเกิดการหยุดการสรางเอนไซมหลายชนิดขึ้น 

 3. กรณีที่ตองการลดความหนืดของอาหารเพาะเลี้ยง ซึ่งเกิดจากการผลิตผลิตภัณฑ 

เชนในกระบวนการผลิต เดกซแทรน (dextran) หรือแซนแทนกัม (Xanthan gum) เปนตน 

 การหมักแบบกึ่งตอเนื่องเมื่อแบงตามการควบคุมการเพาะเลี้ยงแบงออกเปน 2 ชนิด

คือ(สาโรจน ศิริศันสนียกุล และคณะ, 2544) 

 1. การควบคุมแบบยอนกลบั (feedback control) เปนการควบคุมอัตราการเติม

สารอาหารดวยระบบอัตโนมัติ  ซึ่งอาจเปนการควบคุมดวยการวัดความเขมขนของสารอาหาร

โดยตรง หรือเปนการควบคุมทางออมโดยอาศัยตัวแปรของระบบตางๆที่มีความสัมพันธกับ

การเจริญเติบโตและการใชสารอาหารเชน  ปริมาณออกซิเจนละลาย (DO)  คาความเปนกรด-

ดาง (pH) เปนตน 

 2. การควบคุมแบบธรรมดา (without feed back control) อาจเปนการเติม

สารอาหารแบบอัตราคงที่ (constant rate)  เติมอาหารเปนระยะ (intermittent addition) หรือ

เติมดวยอัตราแบบเอกซโปเนนเชียล (exponential rate) เปนตน 
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 3.2 แบบจําลองทางคณิตศาสตรของการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง 

 กําหนดใหถังหมักแบบถังปฏิกริยาที่มีการผสมกันอยางสมบูรณ และมีการปอน

สารอาหารแบบเติมสารอาหารเปนระยะ  โดยไมมีการดึงน้ําหมักออกระหวางการเพาะเลี้ยง

ยกเวนการดึงน้ําหมักออกเพื่อการเก็บตัวอยางเทานั้น   

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.2 กระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง  
 
สมการสมดุลเชิงชีวมวล (biomass) 
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rorooutrfr
r XXFFXVX

dt
)VX(d

γ−−+µ=    (3.1) 

 
 

โดยมีสมมติฐานดังนี้ 
1. อัตราการเจริญเติบโตของเซลลมากกวาอัตราการตายของเซลล (µ >> γ) ดังนั้น

สามารถละเลยพจนสุดทายของสมการ (3.1) ได 
2. ไมมีการถายของเหลวออกจากถังหมัก (Fout =  0) 
3. ไมมีเซลลในกระแสปอน  

 
จะได 
 

VX
dt

)VX(d
r

r µ=         (3.2) 

 
 
สมการสมดุลเชิงสารอาหาร (nutrient) 
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29 
โดยมีสมมติฐานดังนี้ 

1. อัตราการใชสารอาหารเพื่อการเจริญเติบโตของเซลล และเพื่อยังชีพนอยมากเมื่อ
เทียบกับอัตราการใชสารอาหารเพื่อผลิตผลิตภัณฑ  

2.ไมมีการถายของเหลวออกจากถังหมัก (Fout =  0) 
 
สมการสมดุลเชิงผลิตภัณฑ 
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roX/ProoutX/PrfX/PrP VXYXFYFXYVX
dt

)PV(d
γ−−+ρ=  (3.4) 

 
 
 

โดยมีสมมติฐาน 
1. ในระยะการสรางผลิตภัณฑ  มีการสรางผลิตภัณฑมากกวาการยอยสลาย

ผลิตภัณฑ 
ดังนั้นสามารถละเลยพจนสุดทายของสมการ (3.4) ได 

2. ไมมีการเขาของผลิตภัณฑ 
3. ไมมีการถายของเหลวออกจากถังหมัก (Fout = 0) 

 
จะได 
 

VX
dt

)PV(d
rPρ=          (3.5) 
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สมการสมดุลเชิงปริมาตร (volume) 
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evapantifoambaseacid FFFF
dt
dV

−++= −          (3.6) 

 
 
โดยมีสมมติฐาน 

1. อัตราการเติม กรด-เบส  อัตราการเติมสารปองกันการเกิดฟอง และอัตราการ
ระเหยของน้ําหมักนอยมากเมื่อเปรียบเทียบกับอัตราการเติมอาหาร  ดังนั้น
สามารถละเลยพจนที่ 2 ถึง 4 ของสมการ (3.6) ได 

 
 
จะได 
 

     F
dt
dV

=            (3.7) 



บทที่ 4 
 

อุปกรณและวิธีการดําเนนิงานวิจัย 
 
 

4.1 อุปกรณ 

1. หมอฆาเชื้อดวยไอน้ํา (Autoclave) รุน AMA240S  ของบริษัท Astell ,Germany. 

2. ตูถายเชื้อแบบไหลราบเรียบ(Laminarflow) รุน VS-124 ของบริษัท ISSCO, USA. 

3. ถังหมักขนาด 2 ลิตรรุนBiostat® EDของบริษัท B.Braun BiotechInternation, 

Germany. 

4. ปมรีด (Peristaltic pump) รุน Watson-Marlow 505U ของบริษัทWatson-

Marlow Limited, England. 

5. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง(pHmeter) รุน MP220 ของบริษัทMettlerToledo, 

Switzerland 

6. เครื่องกาซโครมาโตกราฟ (Gas chromatography) รุน 1022 ของบริษัท Perkin 

Elmer, U.S.A. 

7. คอลัมนกาซโครมาโตกราฟ แบบ Packed column  ชนิด  Carbowax 20M   

8. เครื่องวัดคาการดูดกลืนคลืน่แสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic 20 

Genesys  ของบริษัท Spectronic Instruments, USA. 

9. เครื่องหมนุเหวี่ยง (Centrifuge)  รุน Immufuge II  ของบริษัท Baxter, U.S.A. 

10. เคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) รุน  Orbital shaker ของบริษัท 

Stuart scientific, U.K. 
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11. อางควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุน Shel Lab 1265 ของบริษัท Sheldon, 

U.S.A. 

12. ตูอบควบคุมอุณหภูมิ (Hot Air Oven) รุน ULM 500 บริษัท Memmert, 

Germany. 

4.2 เคมีภัณฑ 

1. กรดซัลฟวริก [H2SO4]  ของบริษัท  Merck, Germany.(1) 

2. กรดไดไนโตรซาลิไซลิก [C7H4N2O7] ของบริษัท  Fluka, Switzerland.(1) 

3. กรดไฮโดรคลอริก 35.4% [HCl]  ของบริษัท  Merck, Germany.(1) 

4. กลูโคส [C6H12O6] ของบริษัท  AJAX CHEMICAL, Australia.(2) 

5. คลอโรฟอรม [CHCl3] ของบริษัท  AJAX CHEMICAL, Australia.(1) 

6. คอปเปอรซัลเฟต [CuSO4.5H2O] ของบริษัท  Carloerba, Italy.(2) 

7. แคลเซียมคลอไรด [CaCl2.5H2O] ของบริษัท  Merck, Germany.(2) 

8. ซิงคซัลเฟต [ZnSO4.7H2O] ของบริษัท  AJAX CHEMICAL, Australia.(2) 

9. โซเดียมเตตราบอเรต [Na2B4O7.7H2O] ของบริษ ัAJAXCHEMICAL,Australia.(2) 

10. โซเดียมไนโตรพรัสไซด[Sodium nitroprusside]ของบริษทั Fluka,Switzerland.(1) 

11. โซเดียมไฮดรอกไซด [NaOH]  ของบริษัท  Merck, Germany.(2) 

12. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต [Na2HPO4.12H2O] ของบริษทั AJAX 

CHEMICAL, Australia.(2) 

13. โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต [KH2PO4] ของบริษัท AJAX CHEMICAL, 

Australia.(2) 
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14. ฟนอล [Phenol]  ของบริษัท  Merck, Germany.(1) 

15. เฟอรัสซัลเฟต [FeSO4.7H2O]  ของบริษัท AJAX CHEMICAL, Australia.(2) 

16. แมงกานิสซัลเฟต [MnSO4.5H2O]  ของบริษัท AJAX CHEMICAL, Australia.(2) 

17. แมกนีเซยีมซลัเฟต [MgSO4.7H2O]  ของบริษัท AJAX CHEMICAL, Australia.(2) 

18. เอทานอล 99.8% [C2H6O]  ของบริษัท Carlo elba. Italy.(1) 

19. เมทานอล 99.8% [CH3OH]   ของบริษัท Carlo elba. Italy.(1) 

20. แอมโมเนยีมซลัเฟต  [(NH4)2SO4] ของบริษัท AJAX CHEMICAL, Australia.(2) 

21. แอมโมเนยีมโมลิบเดต [(NH4)6Mo7O24] ของบริษัท AJAX CHEMICAL, 

Australia.(2) 

22. อาหารแข็ง NA (Nutrient Agar) บริษัท Difco laboratories, U.S.A. 

23. อาหารเหลว NB (Nutrient Broth) บริษัท Difco laboratories, U.S.A. 

24. เปบโตน Difco laboratories, U.S.A. 

25. สารสกัดจากเนื้อ Difco laboratories, U.S.A. 

26. สารสกัดจากยสีต Difco laboratories, U.S.A. 

27. กลีเซอรอล  

น้ําที่ใชในการทดลองทั้งหมดเปนน้าํกลัน่ 

(ความบริสุทธิข์องสารเคมี (1) ระดับ AR grade (2) ระดับหองปฏิบัตกิาร) 
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4.3 เชื้อจุลินทรีย 

 ในการทดลองใชเชื้อ  Alcaligenes eutrophus NCIMB 11599 (Alcaligenes 

eutrophus TISTR 1335)  ไดรับความอนเุคราะหจากสถาบันวิจัยวทิยาศาสตรและเทคโนโลยี

แหงประเทศไทย 

4.4 อาหารเลีย้งเชื้อ 

 4.4.1 อาหารสําหรับเก็บรักษาเชื้อจุลินทรยี  ใชอาหารนวิเทรียนเอการแบบแข็งเอียง  

 4.4.2 อาหารเหลวสาํหรับเตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย  ใชอาหารนิวเทรียนบรอทแบบเหลว  

4.4.3 อาหารเหลวสาํหรับใชเปนหวัเชื้อต้ังตน 

 ใชอาหารสูตรสมบูรณ (rich medium)  ในสารละลาย 1 ลิตรประกอบดวย  

  -  เปบโตน      10 กรัม 

  -  สารสกัดจากยีสต     10 กรัม 

  -  สารสกัดจากเนื้อ     5 กรัม 

  -  แอมโมเนียมซัลเฟต  [(NH4)2SO4]   5 กรัม 

 4.4.4 อาหารเหลวสาํหรับเลีย้งจุลนิทรียในถังหมัก 

 ใชอาหารสูตรเกลือแร (mineral salts medium : MSM) ในสารละลาย 1 ลิตร

ประกอบดวย (Kim และคณะ 1994) 

  -  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต [Na2HPO4.12H2O] 9 กรัม 

  -  โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต [KH2PO4]  1.5 กรัม 

  -  แมกนีเซียมซัลเฟต [MgSO4.7H2O]   0.2 กรัม 
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- สารละลายเกลือ (Salt solution)  1 มิลลิลิตร  

ซึ่งในสารละลายเกลือ  1  ลิตรประกอบดวย 

กรดไฮโดรคลอริก 35.4% [HCl]      10 มิลลิลิตร 

 คอปเปอรซัลเฟต [CuSO4.5H2O]        1 กรัม 

แคลเซียมคลอไรด [CaCl2.5H2O]       2 กรัม 

ซิงคซัลเฟต [ZnSO4.7H2O]   2.25 กรัม 

โซเดียมเตตราบอเรต [Na2B4O7.7H2O] 0.23 กรัม 

เฟอรัสซัลเฟต [FeSO4.7H2O]    10 กรัม 

แมงกานิสซัลเฟต [MnSO4.5H2O]  0.5 กรัม 

แอมโมเนียมโมลิบเดต [(NH4)6Mo7O24] 0.1 กรัม 

 ในการเตรียมอาหารสูตรเกลือแรนี้  ตองทําการฆาเชื้อดวยความรอนจากไอน้ําที่ความ

ดัน 1.5 บาร  เปนเวลา 20 นาที  โดยตองแยกกลูโคสและแมกนีเซียมซัลเฟตออกจากกันกอน

ทําการฆาเชื้อ หลังจากนั้นจึงนําสารทั้งหมดมาผสมกันดวยวิธีปลอดเชื้อ  แลวปรับคาความ

เปนกรด-ดางใหได 6.8 

4.5 วิธีการเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย 

  วิธีการเก็บรักษาแบบระยะยาว 

 เก็บรักษาเชื้อจุลินทรียดวยวิธีการแชแข็งดวยกลีเซอรอล 50 %(W/V) ดวยการเขี่ยเชื้อ

ลงในอาหารแข็งเอียงนิวเทรียนเอการ (NA) ในหลอดฝาเกลียวขนาด 5 มิลลิลิตร จํานวนเทาใด

ก็ไดตามตองการ โดยโคโลนีที่ไดมีลักษณะกลมเรียบ มีสีเหลืองปนขาว   บมที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง     ทําละลายเชื้อดวยอาหารเหลวนิวเทรียนบรอท (NB) ใน 
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หลอดฝาเกลียวขนาด 5 มิลลิลิตร ใชพาสเจอรไปเปตที่ทําการฆาเชื้อแลว ดูดเชื้อปริมาตร 0.5 

มิลลิลิตร หยดใสขวด Vial มีฝาเกลียวขนาด 2 มิลลิลิตรที่มีกลีเซอรอล 50 % (W/V) ปริมาตร 

0.5 มิลลิลิตรที่ผานการฆาเชื้อแลวอยู โดยวิธีการทําทั้งหมดจะตองทําในสภาวะปลอดเชื้อ  

เก็บในตูแชแข็งที่อุณหภภูมิ 0 องศาเซลเซียส 

 4.6 ข้ันตอนการทดลอง 

 4.6.1 การเตรียมหัวเชื้อจุลินทรียตั้งตน 

 นําเชื้อจุลินทรียที่เก็บไวดังหัวขอ 4.5  จํานวน 1 ขวด  Vial ซึ่งมีจุลินทรียกระจายอยู 1 

มิลลิลิตร  ถายลงในอาหารนิวเทรียนบรอทแบบเหลวที่ผานการฆาเชื้อปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 500 มลิลิลิตร   จากนั้นนําไปเลื้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาดวยความเร็ว

รอบ 180 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมงเพื่อเพิ่มปริมาณและ

บํารุงเซลลใหแข็งแรง   จากนั้นปเปตจุลินทรียที่ไดปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงในอาหารสูตร

สมบูรณ  (ในหัวขอ 4.4.3) ที่ผานการฆาเชื้อแลวจํานวนเทาใดก็ไดตามความตองการของแต

ละการทดลอง  จากนั้นนําไปเลื้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาดวยความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที  ที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 ชั่วโมง 
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รูปที่ 4.1 แสดงเชื้อจุลนิทรียที่เจริญบนอาหารนวิเทรียนเอการแบบแข็งเอียง 
 
 
 

 
รูปที่ 4.2 แสดงหวัเชื้อต้ังตนที่เพาะเลีย้งในอาหารสูตรสมบูรณ (ในหวัขอ 4.3.3)  

ในขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร 
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4.6.2 การเก็บเกี่ยวหัวเชื้อจุลินทรียเร่ิมตน 

 หลังจากทําการเพาะเลี้ยงหัวเชื้อจุลินทรียเร่ิมตนในอาหารสูตรสมบูรณเปนเวลา 21 

ชั่วโมงแลว  จะตองทําการเก็บเกี่ยวหัวเชื้อจุลินทรียโดยถายหัวเชื้อจุลินทรียลงในขวดที่ใชกับ

เครื่องหมุนเหวี่ยงในสภาวะปลอดเชื้อ  ทําการหมุนเหวี่ยงที่  3,000  รอบตอนาที  เปนเวลา  20  

นาที  เทสารละลายสวนบนทิ้ง  แลวลางจุลินทรียดวยน้ําเกลือ (0.85 เปอรเซนตน้ําหนักโดย

ปริมาตรของโซเดียมคลอไรด)  ทําซ้ํา 2 คร้ังเพื่อลางอาหารสูตรสมบูรณออกจากจุลินทรียจน

หมด  แลวกระจายในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ  300  มิลลิลิตร   ถายเชื้อที่ไดลงถงัหมัก 

4.6.3 การเพาะเลี้ยงเชื้อในถังหมัก 

           ในการเพาะเลี้ยงเชื้อในถังหมักแบบกึ่งตอเนื่อง (ดังรูปที่ 4.3 )  โดยถายหัวเชื้อจุลินทรีย 

(ตามวิธีในหัวขอ 4.6.2)  ลงในถังหมักที่มีอาหารเหลวสูตรเกลือแรปริมาตร 700 มิลลิลิตร ที่มี

กลูโคส กรดโพรพิโอนิค  และแอมโมเนียมซัลเฟต ปริมาณตามที่ไดจากการออกแบบการ

ทดลอง  โดยคิดปริมาตรสารดังกลาวโดยรวมของเหลวหัวเชื้อจุลินทรียแลว  ทั้งนี้เมื่อถายหัว

เชื้อจุลินทรียลงในถังหมักแลวจะมีปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร   ทําการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ  

33  องศาเซลเซียส  ปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน  6.8    ดวยกรดไฮโดรคลอริก 1 โมลาร  

และ โซเดียมไฮดรอกไซด  1  โมลาร   ควบคุมปริมาณกลูโคส  กรดโพรพิโอนิค  และ

แอมโมเนียมซัลเฟต  ดวยสารละลายกลูโคสเขมขน 250 กรัมตอลิตร  สารละลายกรดโพรพิโอ

นิค 25 กรัมตอลิตร  และสารละลายแอมโมเนียมซัลเฟต  100  กรัมตอลิตร  ควบคุมปริมาณ

ออกซิเจนละลายใหอ่ิมตัวเกิน 50 เปอรเซนต เก็บตัวอยางทุก 1.5 ชั่วโมงกอนเติมอาหารเพื่อ

วิเคราะหหาความเขมขนของสารอาหารตางๆเพื่อเปน     

 



39 

ขอมูลในการเติมสารอาหาร และเก็บตัวอยางหลังเติมอาหารเพื่อวัดปริมาณเซลล  กลูโคส  

ไนโตรเจน กรดโพรพิโอนิค  และ PHBV ทุก 2 ชั่วโมง 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.3 ถังหมักแบบกึ่งตอเนื่องขนาด  2 ลิตร 
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4.7 การวัดการเจริญของเชื้อ 

 4.7.1 การหาน้ําหนักเซลลแหง 

 เก็บตัวอยางน้ําหมักจากการเพาะเลี้ยง Alcaligenes eutrophus NCIMB11599 ใน

ถังหมักแบบกึ่งตอเนื่องทุกๆ 3 ชั่วโมง  ปริมาตร 15 มิลลิลิตร   ปเปตน้ําหมักที่ได 10 มิลลิลิตร

มาทําการปนแยกและลางเซลลดวยน้ํากลั่น 2 คร้ัง  ดวยเครื่องหมุนเหวี่ยง  ที่ความเร็วรอบ 

3,000  รอบตอนาที  เปนเวลา 30 นาที ทําละลายเซลลที่ไดดวยน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตร  ถาย

สารละลายเซลลที่ไดลงในถวยอลูมิเนียมที่อบแหงและทราบน้ําหนักที่แนนอนแลว   จากนั้น

นําไปอบที่ 80 องศาเซลเซียส  จนเซลลแหงใชเวลาประมาณ 18 ชั่วโมงแลวนํามาทําใหเย็นใน

โถดูดความชื้น   ชั่งน้ําหนัก   ทําซ้ําจนกระทั่งไดน้ําหนักเซลลคงที่ 

 4.7.2 การวัดคาความขุน 

 ปนแยกเซลลจากน้ําหมัก  5  มิลลิลิตร  ดวยเครื่องหมุนเหวี่ยง  ที่ความเร็วรอบ 3,000 

รอบตอนาที  นาน 30 นาที   จากนั้นกระจายเซลลที่ไดในน้ํากลั่น  วัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น  600 นาโนเมตร  ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร  นําคาที่ไดหาปริมาณ

น้ําหนักเซลลแหงจากกราฟมาตรฐาน 

4.8 การหาปริมาณน้ําตาลกลูโคส (Dobois, 1956) 

  ปเปตน้ําหมักที่ไดจากการปนแยกเซลลออกแลวมาเจือจางดวยน้ํากลั่นจนมีความเขม 

ขนอยูในชวงของกราฟมาตรฐาน (ความเขมขน 0-80 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)         ปริมาตร  

1.0  มิลลิลิตร  ใสในหลอดทดลอง  แลวเติมสารละลายฟนอล  1  มิลลิลิตร  แลวเติมกรด

ซัลฟวริกเขมขน 5 มิลลิลิตรลงไปอยางรวดเร็ว  ตั้งหลอดทดลองของสารผสมนี้ไวเปนเวลา 10 

นาที  เขยาแลวนํามาบมในอางควบคุมอุณหภูมิระหวาง 25 ถึง 30 องศาเซลเซียส     เปนเวลา 
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ประมาณ 10 ถึง 20 นาที  แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโน

เมตร  ความเขมขนของกลูโคสในสารละลายตัวอยาง คํานวณไดจาก 

 

ความเขมขนของกลูโคส        =        (คาการดูดกลืนแสงที่490นาโนเมตร)x(อัตราการเจือจาง) 
       (กรัมตอลิตร) 
 
 
หมายเหต ุ วิธีการเตรียมสารละลายฟนอลทําไดโดยชั่งฟนอล 5 กรัมเติมน้ํากลั่นอีก 95 กรัม   
 
4.9 การหาปริมาณไนโตรเจน (Weatherburn, 1967) 

 ปเปตน้ําหมักที่ไดจากการปนแยกเซลลออกแลวมาเจือจางดวยน้ํากลั่นจนมีความ

เขมขนอยูในชวงของกราฟมาตรฐาน (ความเขมขน 0-80 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)  ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร  แลวเติมสารละลายเอ 5 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  จากนั้นเติมสารละลาย บี 5 

มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  นําไปแชในอางควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 20 

นาที  แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 625 นาโนเมตร  ปริมาณไนโตรเจนในสารละลาย

ตัวอยางหาไดจาก 

 
ความเขมขนของไนโตรเจน          =        (คาการดูดกลืนที่625นาโนเมตร)x(อัตราการเจือจาง) 
         (กรัมตอลิตร) 
 
หมายเหต ุ วิธีเตรียมสารละลายเอ และบี 

 สารละลายเอ  ประกอบดวยฟนอล 10 กรัม  และโซเดียมไนโตรพรัสไซด 50 มิลลิกรัม

ทําละลายดวยน้ํากลั่นปริมาตร 1 ลิตร  บรรจุในขวดสีชา  เก็บไวที่อุณหภูมิหอง 

(ความชนัของกราฟมาตรฐาน) X 1,000 

(ความชนัของกราฟมาตรฐาน) X 1,000 
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สารละลายบี ประกอบดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 5 กรัมตอลิตร และโซเดียมไฮโป

คลอไรด 8.4 มิลลิลิตรตอลิตร  บรรจุในขวดสีชา  เก็บไวที่อุณหภูมิหอง 

4.10 วิธีหาปริมาณกรดโพรพิโอนิค 

ปเปตน้ําหมักที่ไดจากการปนแยกเซลลออกแลว 1 มิลลิลิตร  เติมสารละลาย

มาตรฐานภายใน 1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  นําไปวิเคราะหปริมาณกรดโพรพิโอนิ

คดวยเครื่องกาซโครมาโตรกราฟ 

 

ตารางที ่4.1 สภาวะที่ใชสําหรับวิเคราะหหาปริมาณกรดโพรพิโอนิค 
 
ชนิดของคอลัมน Carbowax 20M   
ความยาวคอลัมน 3  เมตร 
ตัวนําพา กาซฮีเลียม  40  Psi 
เครื่องตรวจวัด Frame ionization detector 
อุณหภูมิเครื่องตรวจวัด 230  องศาเซลเซียส 
อุณหภูมิ injector  200  องศาเซลเซียส 
อุณหภูมิ คอลัมน 160  องศาเซลเซียส 
ปริมาตรที่ฉีด 1 ไมโครลิตร 
 
หมายเหต ุ วิธีการเตรียมสารมาตรฐานภายใน 1   

 สารมาตรฐานภายใน 1 ประกอบดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 โมลารปริมาตร 25 

มิลลิลิตร และ กรดอะซิติกเขมขน 100 เปอรเซ็นต ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรใหเปน 

100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น 

 กรดโพรพิโอนิค   มีคา  Retention time  3.7 นาที 

 กรดอะซิติก มีคา  Retention time  2.8 นาที 
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คลอโรฟอรม  เก็บไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปวิเคราะหดวยเครื่องกาซ

โครมาโตรกราฟ 

ตารางที่ 4.2 สภาวะที่ใชสําหรับวิเคราะหหาปริมาณ PHBV 
 
ชนิดของคอลัมน Carbowax 20M   
ความยาวคอลัมน 3  เมตร 
ตัวนําพา กาซฮีเลียม  40  Psi 
เครื่องตรวจวัด Frame ionization detector 
อุณหภูมิเครื่องตรวจวัด 230   องศาเซลเซียส 
อุณหภูมิ injector  200   องศาเซลเซียส 
อุณหภูมิ คอลัมน 160   องศาเซลเซียส 
ปริมาตรที่ฉีด 1 ไมโครลิตร 
 
 
หมายเหต ุ วิธีการเตรียมสารมาตรฐานภายใน 2 

 สารมาตรฐานภายใน 2 ประกอบดวยกรดเบนโซอิค 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ของอะ

ซิดิคเมทานอล ซึ่งเตรียมไดโดยกรดซัลฟูริกเขมขน 3 มิลลิลิตร   ปรับปริมาตรใหเปน 100 

มิลลิลิตรดวยเมทานอล 

 3HB   มีคา Retention time 3.2 นาที 

 3HV   มีคา Retention time 4.1 นาที 

 กรดเบนโซอิค  มีคา  Retention  time 5.4 นาที 

 

 
 
 





บทที่ 5 
 

ผลการทดลอง และวเิคราะหผลการทดลอง 
 
 

 การศึกษาการผลิต PHBV ดวย Alcaligenes eutrophus NCIMB 11599  ใน

กระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องในงานวิจัยนี้แบงออกเปน 2 ข้ันตอนคือ  ข้ันตอนแรกศึกษา

ถึงรูปแบบของการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรียในขวดรูปชมพูเพื่อสรางชีวมวลในระยะเจริญเติบโต  

(growth stage) ใหเพียงพอระดับหนึ่งกอนที่จะนาํไปเพาะเลี้ยงตอไปในถังปฏิกรณแบบกึ่ง

ตอเนื่อง  ซึ่งในงานวิจัยนี้ไดอาศัยการออกแบบการทดลอง (Experimental Design) มาชวยใน

การวิเคราะหหาความสัมพันธระหวางคาอัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอไนโตรเจน และรอย

ละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตอคาพารามิเตอรตางๆทางจลนพลศาสตร  ซึ่งไดแก  

- อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ   

- อัตราการผลิต 3HB จําเพาะ 

- อัตราการผลิต 3HV จําเพาะ 

- รอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอร 

- รอยละโดยน้ําหนักของโคพอลิเมอรในเซลล 

- อัตราการใชกลูโคสจําเพาะ 

- อัตราการใชกรดโพรพิโอนิคจําเพาะ 

- อัตราการใชไนโตรเจนจําเพาะ  

- ผลไดของ 3HB ตอกลูโคส 

- ผลไดของ 3HV ตอกรดโพรพิโอนิค 
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5.1 การเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย Alcaligenes eutrophus NCIMB 11599ในขวดรูปชมพู 

 วัตถุประสงคของการศึกษาในหัวขอนี้เพื่อเปนการหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการ

เพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย  Alcaligenes eutrophus NCIMB 11599 เพื่อเปนหัวเชื้อต้ังตนสาํหรบั

ถายลงถังปฏิกรณชีวภาพตอไป  โดยทําการถายเชื้อจุลินทรียที่เก็บรักษาดวยวิธีการแชแข็งใน

กลีเซอรอล 50% W/V ลงในอาหารสูตรสมบูรณ (ในหัวขอ4.4.3) ท่ีผานการฆาเชื้อแลวปริมาตร 

100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปเลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาดวย

ความเร็ว 180 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส ติดตามการเจริญของจุลินทรียทุก 3 

ชั่วโมงโดยวัดความขุนที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร  ควบคูไปกับการวัดน้ําหนักเซลลแหง 

รูปที่ 5.1 แสดงใหเห็นการเจริญของ เชื้อจุลินทรีย  A.eutrophus NCIMB 11599  โดย

เขาสูระยะคงที่(stationary phase) ที่เวลา 21 ชั่วโมง (น้ําหนักเซลลแหง 3.37 กรัมตอลิตร)

และมีระยะกึ่งกลางการเจริญแบบทวีคูณที่เวลา15ชั่วโมง(น้ําหนักเซลลแหง2.28กรัมตอลิตร) 

 
รูปที่ 5.1 การเจริญเติบโตของ Alcaligenes eutrophus NCIMB 11599  

ในอาหารสูตรสมบูรณ  
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 จากผลการทดลองที่ได  ทําใหทราบวาระยะเวลาที่ใชในการเพาะเลี้ยงจุลินทรียใน

อาหารสูตรสมบูรณควรเปนที่ 21 ชั่วโมงเพื่อใหไดปริมาณเซลลเร่ิมตนสูงที่สุด  

 

5.2 การเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย A.eutrophus NCIMB 11599 ในถังปฏิกรณชีวภาพแบบกึ่ง 

      ตอเนื่อง 

 วัตถุประสงคของการทดลองนี้เพื่อวิเคราะหหาความสัมพันธระหวางคาอัตราสวนโดย

โมลของคารบอนตอไนโตรเจน และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตอคาพารามิเตอรตางๆ

ทางจลนพลศาสตร โดยอาศัยการออกแบบการทดลอง ซึ่งประกอบดวยการทดลองแบบ

แฟคทอเรียล  การทดลองลอมรอบจุดศูนยกลางและการทดลองซ้ําที่จุดกึ่งกลาง ดังแสดง

รายละเอียดในภาคผนวก ก  (ตาราง ก1)  ซึ่งการออกแบบการทดลองที่นํามาใชในงานวจิัยนี้มี

ประโยชนหลายประการดังตอไปนี้  

- สามารถบงชี้ความสําคัญและอิทธิพลของตัวแปรดําเนินการซึ่งในที่นี้คือคา

อัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอไนโตรเจน และ รอยละโดยโมลของกรดโพรพิ

โอนิค ที่มีตอคาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตรตางๆของกระบวนการ 

- เปนการนําวิธีการทางสถิติมาใชควบคูกับการทดลองอยางถูกตองตามหลัก

วิชาการทางสถิติ ทําใหผลการทดลองมีความนาเชื่อถือ 
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5.2.1 ผลการเพาะเลี้ยง A.eutrophus NCIMB 11599 ในถังปฏิกรณชีวภาพ 

ในหัวขอนี้จะแสดงตัวอยางวิธีการควบคุมความเขมขนของสารอาหารที่ใชเพาะเลี้ยง 

จุลินทรีย A.eutrophus NCIMB 11599  ในอาหารสังเคราะหที่มีคา C/N เทากับ 32.7 และ

รอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเปน 14.7 ที่ตําแหนงรหัสโคดเทากบั -1 , -1   

รูปที่ 5.2    แสดงตัวอยางการเพาะเลี้ยง  A.eutrophus NCIMB 11599   และการ 

ควบคุมความเขมขนของสารอาหารที่คา C/N = 32.7  รอยละโดยโมลกรดโพรพิโอนิค 14.7 ซึ่ง

มีปริมาณความเขมขนของสารอาหารที่ตองควบคุมเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณความเขมขนใน

ถังปฏิกรณเปนดังตารางที่ 5.1  

ตารางที่ 5.1 เปรียบเทียบความเขมขนของสารอาหารที่ตองควบคุม  

     กับความเขมขนเฉลี่ยในถังปฏิกรณ 

 

สารอาหาร ความเขมขนควบคุม 
(กรัมตอลิตร) 

ความเขมขนในถังปฏิกรณ 
 (กรัมตอลิตร) 

เปอรเซนตความ
ผิดพลาด 

กลูโคส 1.17 0.974 -20 
กรดโพรพิโอนคิ 0.082 0.074 -11 
แอมโมเนยีมซลัเฟต 0.164 0.132 -24 
 
 

ซึ่งคิดความเขมขนของสารอาหารในถังปฏิกรณเฉลี่ยคิดเปนคา C/N เทากับ 40 และ

รอยละโดยโมลกรดโพรพิโอนิคเทากับ 12 
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(ก) 

(ข) 

(ค) 

รูปที่ 5.2 ผลการเพาะเลี้ยง A.eutrophus NCIMB 11599 ที่ตําแหนง –1,-1 

การควบคุมสารอาหารที่ C /N=32.7
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 จากผลการทดลองในรูปที่ 5.2 จะสังเกตเห็นวาความเขมขนของเรสิดวลไบโอแมส 

และผลิตภัณฑ (3HB และ 3HV) มีแนวโนมลดลงหลังจากเวลาในการหมักผานไปประมาณ 

15 – 18 ชั่วโมง  ทั้งนี้อาจเกิดจากปจจัยตางๆหลายประการเชน อาจเกิดจากปริมาณ

โซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชในการปรับคาความเปนกรด-ดาง ที่ถูกเติมลงไปในถังปฏิกรณมีคา

เพิ่มข้ึน  ซึ่ง Ryu และคณะ (1997) และพิมพชนก (2542) พบวาจะเปนพิษตอเซลลและเปน

สาเหตุใหปริมาณเซลลลดลง  ซึ่งในงานวิจัยนี้พบวาพบในการทดลองที่มีการเติมโซเดียมไฮดร

อกไซดเปนปริมาณมาก หรืออาจเกิดจากปริมาตรของน้ําหมักมากขึ้นเมื่อเวลาในการหมัก

เพิ่มข้ึนอันเนื่องมาจากการเติมสารอาหารทําใหเกิดการเจือจางจุลินทรีย   

5.2.2 ตัวแปรดําเนินการ 

 ในงานวิจัยนี้ศึกษาถึงอิทธิพลของตัวแปรดําเนินการซึ่งประกอบดวย  คาอัตราสวน

โดยโมลของคารบอนตอไนโตรเจน และ รอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค  โดยกําหนดให

ภาวะอื่นๆของกระบวนการคงที่ดังตอไปนี้ (Kim และคณะ, 1994) 

- คาความเปนกรด-ดางที่ 6.8 (ปรับคาความเปนกรด-ดางดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 

และกรดไฮโดรคลอริค 1โมลาร) 

- อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส   

- ความเร็วรอบใบกวน 400 รอบตอนาที 

- อัตราการใหอากาศ 1 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาที  โดยมีปริมาณ

ออกซิเจนละลายไมต่ํากวา 50 เปอรเซนตในทุกการทดลอง 
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ซึ่งความสําคัญของตัวแปรดําเนินการในงานวิจัยนี้ตอการเจริญเติบโตและการผลิต   

PHAs  ของ  Alcaligenes eutrophus NCIMB 11599   เปนดังตอไปนี้ 

 5.2.2.1 คาอัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอไนโตรเจน 

 คารบอน และ ไนโตรเจน  เปนธาตุองคประกอบที่มีความสําคัญยิ่งของเซลล  เชนใน 

Alcaligenes latus  DSM 1123    มีคาอัตราสวนเชิงโมลของคารบอนตอไนโตรเจนที่เปน

องคประกอบ ของเซลลเปน 8 ( Yamane และคณะ 1995 )    ดวยเหตุนี้อัตราสวนโดยโมลที่

เหมาะสมของคารบอนตอไนโตรเจนจึงเปนปจจัยหนึ่งที่สําคัญในการกําหนดวิถีการดํารงชีวิต  

การผลิต   ผลิตภัณฑ และการทํากิจกรรมอื่นๆของเซลล    ทั้งนี้จุลินทรียสวนใหญจะสามารถ

ผลิต PHAs  ไดเมื่อมีการจํากัดสารไนโตรเจนแตมีปริมาณคารบอนมากเกินพอ เชน 

Alcaligenes eutrophus   Azotobacter   Chromatium vinosum   Ectothiorhodopira  

และ P. oleovorans   เปนตน  (Lee , 1995)    โดยแหลงคารบอนจะถูกเปลี่ยนเปน อะซิติลโค

เอ และอนุพันธของอะซิติลโคเอ     โดยเมื่อขาดแหลงไนโตรเจนอะซิติลโคเอก็จะเขาสูกลไกการ

ผลิต PHAs         แตถามีแหลงไนโตรเจนมากเพียงพออะซิติลโคเอก็จะถูกเปลี่ยนเปนพลังงาน

และชีวมวล (รูปที่ 5.3)  

แตอยางไรก็ดียังมีจุลินทรียบางชนิดที่สามารถผลิต PHAs ไดแมไมมีการจํากัด

ไนโตรเจน เชน A.latus  (Hrabak , 1992) และ เซลลที่มีการกลายพันธุของ Azotobacter 

vinelandii  (Page และคณะ , 1989)   เปนตน    

 ในงานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาผลของคารบอน และ ไนโตรเจนที่มีตอการเจริญเติบโต 

และการผลิต PHBV ของ  Alcaligenes eutrophus NCIMB 11599  ในรูปของคาอัตราสวน

โดยโมลของคารบอนตอไนโตรเจน (C/N)  
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สารอาหาร 

 
 

อะซิติลโคเอ 

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 5.3  แสดงผลิตภัณฑจากอะซิติลโคเอในภาวะที่มีสารอาหารสมดุล และในภาวะที่มี

สารอาหารไมสมดุล แบบมคีารบอนมากเกินพอ (Byrom, 1987) 
 

5.2.2.2 คารอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค 

 กรดโพรพิโอนคิ และ กรดอนิทรียอ่ืนๆ   สามารถเปนสารตั้งตนที่ใชในการผลิตหนวย

ของโมโนเมอรที่ประกอบกนัเปน PHAs ที่เปนโฮโมพอลิเมอร และโคพอลิเมอร   โดยกรดโพรพิ

โอนิคจะถกูใชเปนสารตั้งตนในการผลิต 3HB  และ  3HV   นอกจากนี้จุลินทรียยงัสามารถใช

กรดโพรพิโอนคิเพื่อผลิตชีวมวลและพลงังานเพื่อการดํารงชีวิตโดยผานวิถีสงัเคราะหบีตา-ออก

ซิเดชั่น           (β-oxidation) ซึ่งจะควบคูไปกับกระบวนการสังเคราะห PHAs และวัฏจักร

เครปส ดังแสดงใน   รูปที่ 5.4 แตอยางไรก็ตามการเจรญิเติบโตของ Alcaligenes eutrophus 

จะถูกยบัยั้งเมือ่ความเขมขนของกรดโพรพโิอนิคสูงกวา  3  กรัมตอลิตร (Ramsay และคณะ , 

1990)    ซึ่งจากการทีเ่ซลลจะ 

พลังงาน 

ชีวมวล PHAs 

มีสารอาหารตางๆในปริมาณที่สมดุล มีสารอาหารตางๆในปริมาณ 
ที่ไมสมดุลกัน 
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ถูกยับยัง้ที่ความเขมขนของกรดโพรพิโอนคิสูงกวา 3 กรัมตอลิตรนี้จึงจําเปนอยางยิ่งที่ในการ

ทดลองที่มีรอยละโดยโมลของกรดโพรพโิอนิคเปน 100 จะมีความเขมขนของกรดโพรพิโอนิค

ไดไมเกิน 3 กรัมตอลิตร  ทั้งนี้เนื่องจากการปฏิบัติการจะเปนแบบกึง่ตอเนื่องที่จะตองมีการเติม

สารอาหารเปนชวงๆ  ซึ่งหากมีการเติมกรดโพรพิโอนิคจนมีความเขมขนเกนิ 3 กรัมตอลิตรก็จะ

ทําใหเซลลเกดิการยับยัง้การเจริญเติบโตได   ดังนัน้ในการทดลองทีม่ีการควบคุมความเขมขน

ของกรดโพรพโิอนิคเทากับ 100 โมลเปอรเซนต  จงึกําหนดใหความเขมขนของกรดโพรพิโอนิค

ในถังปฏิกรณเปน  2  กรัมตอลิตร ดังนั้นในแตละการทดลองจะตองควบคุมใหปริมาณโมล

คารบอนรวม (total mole carbon) มีคาเทากันซึ่งเทากับ 0.081 โมลคารบอนตอลิตร   

(คํานวณจากความเขมขนของกรดโพรพโิอนิคเทากับ 2 กรัมตอลิตร) ในงานวิจยันี้ศึกษาผล

ของกรดโพรพิโอนิค ในรูป   รอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค  ที่มตีอการเจริญเติบโต และ

การผลิต PHBV ของ Alcaligenes eutrophus NCIMB 11599   

 สวนรายละเอยีดเรื่องวิถกีารสังเคราะห PHBV จากกรดโพรพิโอนคิและกลูโคสได

กลาวรายละเอียดแลวในหวัขอ 2.1.2 
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5.2.3.1 อิทธิพลที่มีตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล 

รูปที่ 5.5 แสดงอิทธิพลรวมของคา C/N และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค ตอ

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของจุลินทรีย Alcaligenes eutrophus NCIMB11599 

 

 

รูปที่ 5.5  กราฟแสดงความสัมพันธรวมระหวางอัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอไนโตรเจน 

และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตออัตราการเจรญิเติบโตจําเพาะของเซลล 

 

ทั้งนี้เมื่อพิจารณาอิทธิพลของ C/N ตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ จะพบวาคา C/N 

ที่เหมาะสมที่สุดคือ  50     ซึ่งจากงานวิจัยของ Shimizu และคณะ (1998)  ซึ่งผลิต PHBV 
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จาก Alcaligenes eutrophus H16  ดวยกรดบิวทีริค และกรดวาลาริค  โดยพบวาที่

รอยละโดยโมลของกรดวาลาริคเทากับ 50 คา C/N ที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตจะอยู

ในชวง 4 ถึง 8  โดยสอดคลองกับอัตราสวนขององคประกอบของเซลล Alcaligenes 

eutrophus H16 ที่มีคา C/N ประมาณ 8   

แตจากผลการทดลองพบวาคา C/N ที่เหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรียไม

สอดคลองกับคาC/N ที่เปนองคประกอบของเซลล  โดยจากการทดลองสังเกตเห็นวาอัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะของเซลลจะมีคาเพิ่มข้ึนในชวง 7 ถึง 15 เปอรเซนตเมื่อคา C/N เพิ่มข้ึน

จาก 4 เปน 50  ซึ่งจากงานวิจัยของพิมพชนก (2542)  พบวาปริมาณไนโตรเจนที่มากเกินไป 

(ที่ C/N เทากับ 20  25 และ 30)  กลบัทําใหการเจริญของจุลินทรีย Alcaligenes eutrophus 

NCIMB11599 ลดลงและเกิดการเปลี่ยนแปลงรูปรางจากแทงสั้นกลายเปนสายยาว    ซึ่งใน

งานวิจัยของ Lee และคณะ (1994) พบการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลล  E.coli  เมื่อทําการ

เพาะเลี้ยงจุลินทรียดังกลาวในสารอาหารที่มีปริมาณไนโตรเจนมากเชนกัน    โดยที่ 

Alcaligenes eutrophus NCIMB11599  นาจะมีองคประกอบอยูในชวง C/N ระหวาง 4 – 8 

(พิจารณาอางอิงจากองคประกอบของเซลลโดยทั่วไป และจาก Yamane และคณะ 1995 ซึ่ง

รายงานองคประกอบของ Alcaligenes latus DSM1123 วาองคประกอบของเซลลมีคา C/N 

ประมาณ 8) โดยจากรายงานผลงานวิจัยของคณะนักวิจัยตางๆ (Shimizu และคณะ 1998, 

Peter A. และ Henri R. 1996) พบวาคา C/N ที่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตมีคาระหวาง 

4 – 8 ซึ่งเปนคาที่สอดคลองกับองคประกอบทางเคมีของจุลินทรียที่ใชในงานวิจัยนั้นๆทั้งสิ้น          

แตอยางไรก็ดีจุลินทรียที่ใชในงานวิจัยดังกลาวไมไดรายงานการเกิดการ 
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เปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลลเมื่อเพาะเลี้ยงในสภาวะความเขมขนของไนโตรเจนสูง   ดวยเหตุ

นี้จึงทําใหคา C/N ที่ใหจุลินทรียเจริญเติบโตไดสูงสุดมีคาเปน 50 แทนที่จะเปนที่ 8 ซึ่งเปนคา 

C/N ที่เปนองคประกอบของเซลล 

 ดังนั้นอาจเปนไปไดวา การเปลี่ยนรูปรางของเซลลจากแทงสั้นเปนสายยาวที่ C/N 

ในชวง 4  ถึง  30  จะมีผลทําใหคา C/N ที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตแตกตางจากคา C/N 

ในองคประกอบเซลลดังที่พบในงานวิจัยของทานอื่นๆ 

 จากผลการทดลองสังเกตเห็นวาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะจะลดลงเมื่อรอยละโดย

โมลของกรดโพรพิโอนิคลดลงจาก 25  เปน  0 (กลูโคส 100%)  ที่ทุกๆคา C/N แตจะเห็นผล

ชดัเจนที่สุดที่คา C/N = 200  ทั้งนี้เปนที่นาประหลาดใจเพราะกลูโคสนาจะเปนแหลงคารบอน

ที่งายที่สุดสําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  ซึ่งผูวิจัยยังไมสามารถคาดคะเนสาเหตุที่แน

ชัดไดเนื่องจากยังไมพบรายงานวิจัยใดที่เกี่ยวของ 

แตเมื่อเพิ่มกรดโพรพิโอนิคขึ้นจาก 25 ถึง 100 โมลเปอรเซ็นต  จะพบวาอัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะจะลดลงอยางตอเนื่องที่ทุกๆ คา C/N   โดยมีคาลดลงในชวงประมาณ 60 

ถึง 80  เปอรเซ็นตเมื่อเพิ่มปริมาณกรดโพรพิโอนิคจาก 25 เปน 100 โมลเปอรเซนต  ที่ภาวะ 

C/N เปน 50 และ 200 ตามลําดับ  ซึ่งแสดงใหเห็นวา Alcaligenes eutrophus 

NCIMB11599 สามารถเจริญเติบโตดวยกลูโคสไดดีกวาดวยกรดโพรพิโอนิค  ซึ่งสอดคลองกับ

งานวิจัยของ Lee และคณะ (1994)  ซึ่งพบวาจุลินทรียจะปลดปลอยไพรูเวทออกจากเซลล

มากข้ึนเมื่อเพาะเลี้ยงดวยโพรพิโอเนตความเขมขนสูงขึ้น ทําใหไพรูเวทที่เขาสูวัฏจักรเครปส

เพื่อผลิตพลังงานและชีวมวลจะมีปริมาณลดลงทําใหอัตราการเจรญิเติบโตของจุลินทรียลดลง 
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ผลงานวิจัยนี้พบภาวะการหมักที่ C/N = 50  และกรดโพรพิโอนิค 25 โมลเปอรเซนต

ใหคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุดซึ่งเทากับ 0.015 ตอชั่วโมง  ซึ่งมีคาต่ํากวารายงาน

ผลการวิจัยของ   Kim และคณะ (1994)        ซึ่งทําการเพาะเลี้ยง R.eutropha ในถงัหมกัแบบ

กึ่งตอเนื่องดวยกลูโคสเขมขนระหวาง 10 ถึง 20 กรัมตอลิตร      โดยควบคุมอัตราสวนโมลกรด

โพรพิโอนิคตอโมล กลูโคสในกระแสปอนระหวาง 0.17 ถึง 0.52 โดยจะไดอัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะของเซลลระหวาง  0.18  ถึง  0.27 ตอชั่วโมง  ซึ่งในงานวิจัยนี้มีความ

จําเปนตองควบคุมระดับปริมาณโมลคารบอนที่ 0.081 โมลคารบอนตอลิตร  ในขณะที่

งานวิจัยของ Kim และคณะ (1994) ควบคุมระดับปริมาณโมลคารบอนที่ประมาณ 0.91 ถึง 

1.18 ซึ่งตางจากงานวิจัยนี้ประมาณ 12 ถึง 15 เทาซึ่งแสดงใหเห็นวาปริมาณคารบอนที่

ควบคุมจะมีผลตอการเจริญเติบโต และการสะสม PHAs ของจุลินทรีย 

 สวนสภาวะที่ใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะต่ําสุด (0.004 ตอชั่วโมง) เปนภาวะการ

หมักที่ C/N = 200 และกรดโพรพิโอนิค 100 โมลเปอรเซนต  ท้ังนี้เพราะที่คา C/N = 200 จุลิ

นทรียอยูในสภาวะที่ขาดแคลนแหลงไนโตรเจนสําหรับการเจริญเติบโต  ดังนั้นอะซิติลโคเอซึ่ง

ถูกเปลี่ยนแปลงมาจากโพรพิโอนิลโคเอจะเขาสูวัฏจักรเครปสลดลง  โดยอาจเปลี่ยนจากวิถี

สังเคราะหเซลลมาเปนวิถีการสังเคราะห PHBV เพื่อเปนการเก็บสะสมคารบอนสวนเกิน

สําหรับใชในสภาวะขาดแคลนแหลงคารบอนตอไป  ดังนั้นที่ภาวะ C/N สูงเชนนี้จึงควรใหอัตรา

การผลิต PHBV สูงดวยเชนกัน  ซึ่งจะรายงานผลในสวนตอไปของงานวิจัยนี้ 
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5.2.3.2 อิทธิพลที่มีตออัตราการผลิต 3HB จําเพาะ 

รูปที่ 5.6 แสดงอิทธิพลรวมของคา C/N และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค ตอ

อัตราการผลิต 3HB จําเพาะ 

ทั้งนี้เมื่อพิจารณาอิทธิพลของคา C/N ตออัตราการผลิต 3HB จําเพาะ  จะพบวาคา 

C/N ที่เหมาะสมตอการผลิต 3HB คือที่คา C/N เปน 200  กลาวคือที่คา C/N ดังกลาวจะให

อัตราการผลิต 3HB จําเพาะสูงสุด  โดยที่อัตราการผลิต 3HB จําเพาะจะเพิ่มข้ึนระหวาง 55 

และ 45 เปอรเซนตเมื่อคา C/N เพิ่มข้ึนจาก 4 เปน 200  ที่คารอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอ

นิคเปน 0 และ 75 ตามลําดับ  ซึ่งแนวโนมที่คา C/N ดังกลาวจะเปนตลอดที่ทุกคาของรอยละ

โดยโมลของกรดโพรพิโอนิค  ยกเวนที่คารอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคสูงกวา 75         ซึง่

ที่ 100 โมลเปอรเซนตกรดโพรพิโอนิคพบวาอัตราการผลิต 3HB จําเพาะจะมีคาสูงสุดอยูที่คา 

C/N เปน  100  ไมใชที่ C/N เทากับ 200 เชนในกรณีอ่ืนๆ 

เมื่อพิจารณาอิทธิพลของรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตออัตราการผลิต 3HB 

จําเพาะจะพบวา  อัตราการผลิต 3HB จําเพาะจะลดลงถึงรอยละ 80 ถึง 95 เมื่อรอยละโดยโม

ลของกรดโพรพิโอนิคเพิ่มข้ึนจาก 0 เปน 100 ตามลําดับ ซึ่งจากการลดลงของอัตราการผลิต 

3HB จําเพาะแสดงใหเห็นวาการผลิต 3HB จะผลิตไดจากกลูโคสมากกวาผลิตจากกรดโพรพิ

โอนิค  ทั้งนี้เมื่อพิจารณารวมกับวิถีสังเคราะห PHAs จะพบวาในสภาวะที่มีการจํากัด

ไนโตรเจน  กลูโคสจะเกิดปฏิกิริยาไกลโคไลซิส (glycolysis) จนไดเปนอะซิติลโคเอซึ่งจะเขาสู

กระบวนการสังเคราะห 3HB ในขณะที่กรดโพรพิโอนิคจะเปลี่ยนเปนโพรพิโอนิลโคเอ     ซึ่ง

บางสวนของโพรพิโอนิลโคเอจะ 
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รูปที่ 5.6 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางอัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอไนโตรเจน 

และเปอรเซนตโดยโมลของกรดโพรพิโอนคิ ตออัตราการผลิต 3HB จําเพาะ 

 

 เปลี่ยนเปน 3HV และบางสวนจะผานวิถีสังเคราะหบีตา-ออกซิเดชั่นไดเปนอะซิติลโค

เอเพื่อผลิต 3HB ชีวมวล และพลังงาน ดังนั้นจึงทําใหการผลิต 3HB ดวยกลโูคสจึงมีปริมาณ

มากกวาการผลิตดวยกรดโพรพิโอนิค 

 เมื่อพิจารณาสภาวะที่ใหการผลิต 3HB สูงสุด  พบวาเปนสภาวะที่มีคา C/N = 200 

และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเทากับ 0    ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Lee และ

คณะ (1993) ซึ่งพบวาเอนไซมกลูโคส-6-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส (glucose-6-phosphate  
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dehydrogenase) ฃึ่งเปนเอนไซมที่เปลี่ยนกลูโคสใหเปนสารตั้งตนที่เขาสูกระบวนการผลิต 

3HB จะไมขึ้นกับคา C/N ในขณะที่เอนไซม 3-คีโตไธโอเรส จะมีกิจกรรม (activity)  สูงขึ้นทันที

ที่ปริมาณไนโตรเจนลดลง จึงทําใหที่คา C/N เปน 200 จะผลิต 3HB สูงสุด 

5.2.3.3 อิทธิพลที่มีตออัตราการอัตราการผลิต 3HV จําเพาะ 

รูปที่ 5.7 แสดงอิทธิพลรวมของคา C/N และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค ตอ

อัตราการผลิต 3HV จําเพาะ   

เมื่อพิจารณาอิทธิพลของคา C/N ตออัตราการผลิต 3HV จําเพาะ จะพบวาอัตราการ

ผลิต 3HV จําเพาะจะเพิ่มรอยละ 27 ถึง 38 เมื่อคา C/N เพิ่มข้ึนจาก4 ถึง100 ที่รอยละโดยโมล 

 

รูปที่ 5.7 แสดงความสัมพนัธรวมระหวางอัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอไนโตรเจน 

และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตออัตราการผลิต 3HV จําเพาะ 
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ของกรดโพรพิโอนิคเปน 25   และ 100 ตามลําดับ         ทั้งนี้เนื่องเอนไซม 3-คีโตไธโอเลส จะมี

กิจกรรมสูงขึ้นเมื่อคา C/N เพิ่มข้ึน จึงทําใหโพรพิโอนิลโคเอเขาสูกระบวนการสังเคราะห 3HV 

เพิ่มข้ึน 

แตเมื่อคา C/N เพิ่มข้ึนจาก 100 ถึง 200 พบวาอัตราการผลิต 3HV จําเพาะจะมี

แนวโนมลดลงประมาณ 49 และ 22.5 เปอรเซ็นต  ที่รอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเปน  

25  และ 100 ตามลําดับ    ซึ่งอิทธิพลของคา C/N ตออัตราการผลิต 3HV จําเพาะในชวง C/N 

ดังกลาว Shimizu และคณะ (1998)   กลาววาเกิดจากปริมาณของไนโตรเจนที่จํากัดมาก

เกินไป (ที่คา C/N สูงกวา 100) จนทําใหเอนไซมตางๆในวิถสีังเคราะหเบตา-ออกซิเดชั่นมี

กิจกรรม ที่ลดลงโดยสามารถพบไดที่ทุกชวงของรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค 

เมื่อพิจารณาอิทธิพลของรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตออัตราการผลิต 3HV 

จําเพาะ  จากการทดลองพบวาเมื่อรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเพิ่มข้ึนจากรอยละ 0 

เปนรอยละ 50 อัตราการผลิต 3HV จําเพาะจะเพิ่มข้ึนรอยละ 50  และ  62  ที่คา C/N เปน 50 

และ 150 ตามลําดับ  แตเมื่อรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคสูงกวารอยละ 50 อัตราการ

ผลิต 3HV จําเพาะจะมีคาลดลงรอยละ 29  และ  27 ที่คา C/N เปน 50 และ 150 ตามลําดับ  

ซึ่งจากงานวิจัยของ Lee และคณะ (1994)  ซึ่งศึกษาการผลิต PHBV โดย Alcaligenes 

eutrophus NCIMB11599  ดวยโพรพิโอเนตพบวาเมื่อความเขมขนของโพรพโิอเนตมีคาสูง

กวา 2 กรัมตอลิตร  จุลินทรียจะสะสมพอลิเมอรในรูป 3HB มากกวา 3HV เนื่องจากโพรพิโอ

นิลโคเอจะเกิดปฏิกิริยา   ดีคารบอกซิเลชั่น (decarboxylation) โดยเปลี่ยนไปเปนอะซิทิลโคเอ  

ซึ่งเปนสารตั้งตนในการผลิต 3HB ไดมากขึ้น  นอกจากนี้ยังพบวาจุลินทรียจะปลดปลอยไพรู

เวทออกมาภายนอกเซลลมากขึ้นเมื่อความเขมขนของโพรพิโอเนตเพิ่มข้ึน 
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5.2.3.4 อิทธิพลที่มีตอรอยละ 3HV ในโคพอลิเมอร 

รูปที่ 5.9 แสดงอิทธิพลของคา C/N และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค ตอรอยละ

โดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอร 

 

รูปที่ 5.9 แสดงความสัมพันธรวมระหวางอัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอไนโตรเจน 

และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตอรอยละ 3HV ในโคพอลิเมอร 

 

เมื่อพิจารณาอิทธิพลของคา C/N ตอรอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรจะพบ 

วารอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรจะมีคามากที่สุดเทากับ 17.84 และ 18.43  ที่คา 

C/N เทากับ 50 ถึง 100 และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเทากับ 75 ซึ่งตางจากผลงาน 

วิจัยของ Shimizu และคณะ (1998) ซึ่งพบวาที่ C/N ในชวง   4  ถึง 12 จะใหคารอยละโดย 
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โมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรสูงสุด และงานวิจัยของ Doi,Y., (1990) ซึ่งพบวาในการ

เพาะเลี้ยงดวยฟรุกโตสและกรดเพนทาโนอิคพบวาคารอยละ 3HV ในโคพอลิเมอรจะไมขึ้นกับ

คา C/N    โดยเมื่อพิจารณาผลการทดลองนี้ที่คา C/N เทากับ 4 จะมีคาอัตราการใชกรดโพรพิ

โอนิคจําเพาะสูงกวาที่ C/N เทากับ 50 และ 100 แตในทางตรงขามที่คา C/N เทากับ 4 กลับให

คาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงกวาที่ C/N เปน 50 และ 100  ซึ่งแสดงใหเห็นวาที่ C/N 

เปน 4 กรดโพรพิโอนิคจะถูกใชในการผลิต    ชีวมวลมากกวาที่จะนําไปผลิตเปน 3HV   ซึ่ง

งานวิจัยนี้ใชกรดโพรพิโอนิคซึ่งตางไปจากงานวิจัยของ Shimizu และคณะ (1998)  ที่ใชกรด

บิวทีริคและวาเลอริค  และตางไปจากงานวิจัยของ Doi,Y.,(1990) ซึ่งใชฟรุกโตสและกรดเพน

ทาโนอิค ซึ่งแสดงใหเห็นวากรดอินทรยแตละชนิดจะมีผลตอกระบวนการผลิตชีวมวล และ

กระบวนการผลิต PHAs ที่แตกตางกัน    

แตเปนที่นาสังเกตวาในงานวิจัยของ Shimizu และคณะ (1998) พบวารอยละโดยโม

ลของ 3HV  ในโคพอลิเมอรจะมีคามากที่สุดที่คา C/N ในชวง 4 ถึง 12 ซึ่งใกลเคียงกับคา C/N 

ที่ใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุด (ที่ C/N ในชวง 4 – 8)  โดยในงานวิจัยนี้พบวารอยละ

โดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรจะมีคามากที่สุดที่คา C/N ในชวง 50 – 100  ซึ่งเปนคา C/N 

ที่ใหคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุดเชนกัน  นอกจากนี้ยังพบวาสภาวะที่ใหอัตราการ

ผลิต PHBV จําเพาะที่มีคาสูง (รูปที่ 5.10) คือคา C/N ประมาณ 100 ถึง 150  ซึ่งที่ C/N 

ดังกลาวในงานวิจัยพบวาใหรอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรสูงสุด  ซึ่งจะเปนขอดี

กลาวคือสามารถผลิตดวยอัตราการผลิต PHBV จําเพาะ และรอยละโดยโมลของ 3HV ในโค

พอลิเมอรที่มีคาสูงไปไดพรอมกัน  ซึ่งการที่รอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรที่มีคาสูงนี้

จะทําใหคุณสมบัติทางฟสิกสของพอลิเมอรที่ไดดีข้ึนดังที่ไดกลาวไวในหัวขอ 2.1  
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รูปที่ 5.10 กราฟแสดงความสัมพนัธรวมระหวางอัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอ  

 ไนโตรเจน และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค ตออัตราการผลิต PHBV จําเพาะ 

 เมื่อพิจารณาอิทธิพลของคารอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตอรอยละโดยโมลของ 

3HV ในโคพอลิเมอร  จะพบวารอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอร จะมีคาเพิ่มข้ึน

ประมาณ 85 และ 77 เปอรเซ็นต เมื่อรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเพิ่มข้ึนจาก 0 เปน 75 

ที่คา C/N เทากับ 4 และ 150 ตามลําดับ  แตเมื่อรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคสูงกวา 75 

พบวารอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรจะมีคาใกลเคียงกับที่รอยละโดยโมลของกรดโพ

รพิโอนิคเปน 75 ซึ่งคาดวาเกิดจากกิจกรรมของเอนไซมเอซิลโคเอที่เพิ่มข้ึนเมื่อความเขมขน

ของกรดโพรพิโอนิคเพิ่มข้ึนซึ่งทําใหโพรพิโอนิลโคเอจะเขาสูกระบวนการผลิตอะซิติลโคเอ      
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ชีวมวล  และ พลังงานเพิ่มข้ึน    ทําใหไดหนวยของ 3HV ในโคพอลิเมอรลดลงดังอธิบายไวใน

หัวขอ 5.2.3.3 ดังนั้นเมื่อตองการ เพาะเลี้ยงจุลินทรีย Alcaligenes eutrophus 

NCIMB11599  ใหไดปริมาณรอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรสูงสุดจึงควรเพาะเลี้ยง

ในสภาวะคา C/N เทากับ 100 และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเทากับ 75 โดยไม

จําเปนตองเพาะเลี้ยงในกรดโพรพิโอนิคแตเพียงอยางเดียว  ซึ่งนอกจากจะใหคารอยละโดยโม

ลของกรดโพรพิโอนิคใกลเคียงกันแลว  ยังจะไดอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลสูงกวา

ถึงรอยละ 50 ที่ C/N เทากับ 100 นี้ 

 เมื่อพิจารณาผลการทดลองพบวาใหคารอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรสูงสุด

ประมาณรอยละ 18  โดยเพาะเลี้ยงจุลินทรียที่ C/N = 100 และรอยละโดยโมลกรดโพรพิโอนิค

เทากับ 75  ซึ่งจากงานวิจัยของ  Byrom, D.,(1987 , 1992 และ 1994)  พบวาจะไดรอยละโดย

โมลของ 3HV สูงสุดประมาณรอยละ 24 ถึง 30 เมื่อเพาะเลี้ยง Alcaligenes eutrophus      

ดวยกรด โพรพิโอนิคเปนเวลา 60 ชั่วโมง   ในขณะที่ Doi ,Y., (1990) พบวาจะไดรอยละโดยโม

ลของ 3HV สูงสุดประมาณรอยละ 40 เมื่อเพาะเลี้ยง Alcaligenes eutrophus  ดวยกรดโพรพิ

โอนิค ที่เวลาในการเพาะเลี้ยง 48 ช่ัวโมง  

 

5.2.3.5 อิทธิพลที่มีตอรอยละโดยน้ําหนักของโคพอลิเมอร 

รูปที่ 5.11 แสดงอิทธิพลของคา C/N และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค ตอรอย

ละโดยน้ําหนักของโคพอลิเมอร 

 

 



69 

 

 

รูปที่ 5.11 กราฟแสดงความสัมพันธรวมระหวางอัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอ 

ไนโตรเจน และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค ตอรอยละโดยน้ําหนักของโคพอลิ

เมอรในเซลล 

เมื่อพิจารณาอิทธิพลของคา C/N และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตอรอยละ

โดยน้ําหนักของโคพอลิเมอรในเซลล  จากการทดลองพบวาเมื่อเพาะเลี้ยงดวยกลูโคสแตเพียง

อยางเดียว พบวาคารอยละโดยน้ําหนักของโคพอลิเมอรในเเซลลจะมีคาเพิ่มข้ึนเมื่อคาC/N 

เพิ่มขึ้น โดยจะเพิ่มข้ึนประมาณ 85 เปอรเซนตเมื่อคา C/N เพิ่มข้ึนจาก 4 เปน 200 แตเมื่อ

เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีกรดโพรพิโอนิคเพิ่มสูงขึ้นจะพบวาคาC/Nที่ใหคารอยละโดยน้ําหนัก

ของโคพอลิเมอรในเซลลจะเปลี่ยนไปกลาวคือในชวงรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคต่าํกวา 
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พบวาคา C/N ที่ใหรอยละโดยน้ําหนักของโคพอลิเมอรในเซลลสูงสุดคือที่ 150 และในชวงรอย

ละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคสูงกวา 50 พบวาคา C/N    ที่ใหคารอยละโดยน้ําหนักของโคพอ

ลิเมอรในเซลลสูงสุดคือที่ C/N เทากับ 100   โดยที่ C/N เทากับ 200 จะใหคารอยละโดย

น้ําหนักของโคพอลิเมอรต่ําสุด  ซึ่งในสภาวะดังกลาวจุลินทรียจะมีการเจริญเติบโตต่ําที่สุดและ

จากงานวิจัยของ Shimizu และคณะ (1998) ซึ่งพบวาเมื่อเพาะเลี้ยงจุลินทรียในสภาวะที่มีการ

จํากัดไนโตรเจนมากเกินไป (C/N มากกวา 100) พบวาเอนไซมตางๆในวิถีสังเคราะหบีตา-ออก

ซิเดชั่น และกระบวนการสังเคราะห PHAs จะมีกิจกรรมที่ลดลง  จึงทําใหเมื่อคา C/N สูงขึ้น

รอยละของโคพอลิเมอรในเซลลจึงมีคาลดลง 

 เมื่อพิจารณาอิทธิพลของรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตอรอยละโดยน้ําหนัก

ของโคพอลิเมอรในเซลล  พบวารอยละโดยน้ําหนักของโคพอลิเมอรในเซลลจะมีคาลดลง

ประมาณ 35 และ 85 เปอรเซ็นต เมื่อรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเพิ่มข้ึนจาก 0 ถึง 100 

ที่คา C/N เทากับ 50 และ 100 ตามลําดับ  ซึ่งจากงานวิจัยของ Lee และคณะ (1994) พบวา

รอยละโดยน้ําหนักของโคพอลิเมอรในเซลลจะมีคาลดลงเมื่อความเขมขนของโพรพิโอเนต

เพิ่มข้ึน 

  

 5.2.3.6 อิทธิพลที่มีตออัตราการอัตราการใชกลูโคสจําเพาะ 

รูปที่ 5.12 แสดงอิทธิพลของคา C/N และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค ตออัตรา

การใชกลูโคสจําเพาะ 
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รูปที่ 5.12 กราฟแสดงความสัมพันธรวมระหวางอัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอ 

ไนโตรเจน และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค ตออัตราการใชกลูโคสจําเพาะ 

 

 เมื่อพิจารณาอิทธิพลของคา C/N ตออัตราการใชกลูโคสจําเพาะ  ซึ่งจากการทดลอง

พบวาอัตราการใชกลูโคสจําเพาะจะมีคาเพิ่มข้ึนเมื่อคา C/N ลดลง  โดยอัตราการใชกลูโคส

จําเพาะจะเพิ่มข้ึนประมาณ 35 เปอรเซนตเมื่อ C/N ลดลงจาก 200 เปน 4  ซึ่งในการ

เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีปริมาณไนโตรเจนสูงจะพบวาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะจะมีคาสูง 

(รูปที่ 5.5) ซึ่งแสดงใหเห็นวาที่ปริมาณไนโตรเจนสูงนี้กลูโคสจะถูกนําไปใชสําหรับการผลิตชีว

มวลมากกวาการนําไปผลิตเปน PHBV (รูปที่ 5.10) 
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 เมื่อพิจารณาอิทธิพลของรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตออัตราการใชกลูโคส

จําเพาะ  จากการทดลองพบวาเมื่อรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเพิ่มข้ึนจาก 0 ถึง 100 

พบวาอัตราการใชกลูโคสจําเพาะจะลดลงอยางเปนเสนตรง  โดยจะลดลงประมาณ  84  และ  

98   เปอรเซนตที่คา C/N เปน 4 และ 200 ตามลําดับ  ซึ่งแสดงวาอัตราการใชกลูโคสจําเพาะ

จะเปนสัดสวนโดยตรงกับความเขมขนของกลูโคสในถังหมัก 

 นอกจากนี้จากการทดลองยังพบวาอัตราการใชกลูโคสจําเพาะจะมีคาสูงสุดที่สภาวะ 

C/N เทากับ 4  และเปอรเซนตโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเทากับ 0 โดยพบวาคาอัตราการใช

กลูโคสจําเพาะที่สภาวะดังกลาวจะมีคาสูงกวาที่สภาวะ C/N = 50 ที่เปอรเซนตโดยโมลของ

กรดโพรพิโอนิคคาเดียวกันซึ่งเปนสภาวะที่เหมาะสมกับการเจริญเติบโตสูงสุด   โดยจะมีคา

อัตราการใชกลูโคสจําเพาะสูงกวาประมาณ 5 เปอรเซ็นต ซึ่งแสดงใหเห็นวาที่สภาวะ C/N 

เทากับ 4 และเปอรเซนตโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเทากับ 0 อาจเปนไดวาเมื่อจุลินทรียเกิด

การเปลี่ยนแปลงรูปรางจากแทงสั้นไปเปนสายยาวอาจจะตองการกลูโคสจํานวนมากกวา

กลูโคสที่ใชในการเจริญเติบโตในกรณีที่เปนแทงสั้น 
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5.2.3.7 อิทธิพลที่มีตออัตราการอัตราการใชกรดโพรพิโอนิคจําเพาะ 

รูปที่ 5.13 แสดงอิทธิพลของคา C/N และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค ตออัตรา

การใชกรดโพรพิโอนิคจําเพาะเมื่อพิจารณาอิทธิพลของคา C/N ตออัตราการใชกรดโพรพิโอนิค

จําเพาะพบวาจะคลายกับอิทธิพลของคา C/N ตออัตราการใชกรดโพรพิโอนิคซึ่งจะมีแนวโนม

เพิ่มข้ึนประมาณ13 และ 15 เปอรเซ็นต              เมื่อคา C/N เพิ่มข้ึนจาก 4 ถึง 100 ที่รอยละ

โดยโมลของ 

 

 

รูปที่ 5.13 กราฟแสดงความสัมพันธรวมระหวางอัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอ 

ไนโตรเจน และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค ตออัตราการใชกรดโพรพิโอนิค

จําเพาะ 
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กรดโพรพิโอนิคเทากับ 25 และ 100 ตามลําดับ  ทั้งนี้พบวาสอดคลองกับอัตราการผลิต 3HV 

จําเพาะเชนกัน  ซึ่งแสดงใหเห็นวาอัตราการผลิต 3HV จําเพาะ  จะขึ้นกับอัตราการใชกรด           

โพรพิโอนิคจําเพาะ  นอกจากนี้อิทธิพลของคา C/N ตออัตราการใชกรดโพรพิโอนิคจําเพาะยัง 

สามารถยืนยันงานวิจัยของ Shimizu และคณะ (1998)  ไดวาเอนไซมในวิถีสังเคราะหบีตา- 

ออกซิเดชั่นจะมีกิจกรรมลดลงเมื่อเพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีการขาดแคลนไนโตรเจนมากเกินไป 

 เมื่อพิจารณาอิทธิพลของรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตออัตราการใช                 

กรดโพรพิโอนิคจําเพาะ    จะพบวาคลายคลึงกับอิทธิพลของคา C/N ตออัตราการผลิต 3HV 

จําเพาะเชนกัน โดยอัตราการใชกรดโพรพิโอนิคจําเพาะจะมีคาเพิ่มข้ึนประมาณ 95 และ 60 

เปอรเซนตเมื่อรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเพิ่มข้ึนจาก 0 ถึง 75 ที่คา C/N เทากับ 0 

และ 200 ตามลําดับ  โดยที่รอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเทากับ 75 จะใหคาอัตราการใช

กรดโพรพิโอนิคจําเพาะสูงสุด ซึ่งสอดคลองกับอัตราการผลิต 3HV จําเพาะที่จะใหคาสูงสุดที่

รอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเทากับ 75 ดวยเชนกัน    แตเมื่อรอยละโดยโมลของกรดโพ

รพิโอนิคสูงกวา 75 กลับพบวาคาอัตราการใชกรดโพรพิโอนิคจําเพาะจะมีคาลดลงประมาณ 

60 และ 35 เปอรเซนตเมื่อรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเพิ่มข้ึนจาก 75 ถึง 100  ซึ่งจาก

งานวิจัยของหยาดฝน (2542) พบวาอัตราการใชสารอาหารคารบอนของจุลินทรียจะขึ้นกับ

อัตราการเจริญเติบโตและปริมาณของจุลินทรีย  ซึ่งในสภาวะดังกลาวจะเปนสภาวะที่มีอัตรา

การเจริญเติบโตและปริมาณ   จุลินทรียต่ําสุด  จึงทําใหจุลินทรียตองการใชกรดโพรพิโอนิคที่ล

ดลงดวย 
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5.2.3.7 อิทธิพลที่มีตออัตราการใชไนโตรเจนจําเพาะ 

รูปที่ 5.14 แสดงอิทธิพลของคา C/N และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค ตออัตรา

การใชไนโตรเจนจําเพาะ 

เมื่อพิจารณาอิทธิพลของคา C/N ตออัตราการใชไนโตรเจนจําเพาะพบวาที่ C/N = 4 

จะใหอัตราการใชไนโตรเจนสูงสุด  โดยอัตราการใชไนโตรเจนจําเพาะจะมีแนวโนมลดลงเมื่อ

คา C/N เพิ่มข้ึนโดยลดลงประมาณ 73 และ 90 เปอรเซนตเมื่อคา C/N เพิ่มข้ึนจาก 4 เปน 200 

ที่เปอรเซนต 

 

 

รูปที่ 5.14 กราฟแสดงความสัมพันธรวมระหวางอัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอ 

ไนโตรเจน และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค ตออัตราการใชไนโตรเจนจําเพาะ 
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โดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเปน 0 และ 50 ตามลําดับ  แสดงใหเห็นวาอัตราการใชไนโตรเจน

จําเพาะขึ้นกับความเขมขนของไนโตรเจนที่อยูในถังปฏิกรณ  โดยไนโตรเจนที่ถูกใชไปในการ

ทํากิจกรรมตางๆของเซลลจะมีปริมาณที่แตกตางกัน  เชนที่ C/N = 50 เซลลจะใชแหลง

คารบอนไปในการผลิตชีวมวล  มากกวาการผลิต PHAs  ดังแสดงในผลการทดลองรูปที่ 5.5 

เมื่อพบวาที่ C/N เทากับ 50 จุลินทรย A.eutrophus NCIMB11599 จะมีอัตราการเจริญเติบโต

จําเพาะสูงสุด โดยคาดวาในกระบวนการผลิตชีวมวลจําเปนตองใชไนโตรเจนเปนปริมาณสูงจงึ

ทําใหที่ C/N ดังกลาวมีคาอัตราการใชไนโตรเจนจําเพาะสูง  แตที่เมื่อเซลลใชแหลงคารบอนไป

ในการผลิต PHAs ซึ่งในกระบวนการดังกลาวตองจํากัดปริมาณไนโตรเจน  จึงทําใหอัตราการ

ใชไนโตรเจนจําเพาะมีคาต่ําลงไปดวย 

เมื่อพิจารณาอิทธิพลของคารอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตออัตราการใช

ไนโตรเจนจําเพาะ   จากการทดลองพบวาเมื่อรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคมีคาสูงขึ้น

พบวาอัตราการใชไนโตรเจนจําเพาะจะมีแนวโนมลดลง  ทั้งนี้พบวามีคาลดลงประมาณ 35 

และ 70 เปอรเซนตเมื่อเปอรเซนตโดยโมลกรดโพรพิโอนิคเพิ่มข้ึนจาก 0 ถึง 100  ที่คา C/N 

เปน 4 และ 200 ตามลําดับ  ซึ่งแสดงใหเห็นวาเปนเหตุผลหนึ่งที่สนับสนุนวากรดโพรพโิอนคิจะ

เปนแหลงคารบอนที่จุลินทรียนําไปใชไดยากกวากลูโคส  กลาวคือที่คา C/N เทากับ 4 เมื่อ

เพาะเลี้ยงดวยกลูโคสแตเพียงอยางเดยีว พบวาจุลินทรียจะใชไนโตรเจนเพื่อการเจริญเติบโต

ในปริมาณที่สูงกวาเมื่อเพาะเลี้ยงดวยกรดโพรพิโอนิครวมกับกลูโคส ดังที่ไดกลาวไวแลวใน

หัวขอ 5.2.3.1 

จากการทดลองพบวาอัตราการใชไนโตรเจนจําเพาะจะมีคาสูงสุดที่สภาวะ C/N เทา 

กับ 4  และเปอรเซนตโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเทากับ 0 โดยพบวาคาอัตราการใชไนโตรเจน 
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จําเพาะที่สภาวะดังกลาวจะมีคาสูงกวาที่สภาวะ C/N = 50 ที่เปอรเซนตโดยโมลของกรดโพรพิ

โอนิคคาเดียวกันซึ่งเปนสภาวะที่เหมาะสมกับการเจริญเติบโตสูงสุด   โดยจะมีคาอัตราการใช

ไนโตรเจนจําเพาะสูงกวาประมาณ 35 เปอรเซ็นต ซึ่งจะพบวาเปนเชนเดียวกับกลูโคส ซึ่งแสดง

ใหเห็นวาที่สภาวะ C/N เทากับ 4 และเปอรเซนตโดยโมลของกรดโพรพิโอนคิเทากับ 0 ซึ่ง

พบวาจุลินทรียเกิดการเปลี่ยนแปลงรูปรางจากแทงสั้นไปเปนสายยาวจะตองการไนโตรเจน

จํานวนมากกวาไนโตรเจนที่ใชในการเจริญเติบโตแบบแทงสั้นตามปกติ  

เมื่อพิจารณาที่รอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเทากับ 100 และคา C/N ระหวาง 

100 ถึง 200 พบวาจะใหคาอัตราการใชไนโตรเจนต่ําที่สุด ทั้งนี้ที่สภาวะดังกลาวควรจะให

อัตราการผลิต PHBV จําเพาะสูงสุด แตกลับพบวาไมไดใหคาอัตราการผลิต PHBV จําเพาะ

สูงสุด โดยที่สภาวะที่ใหอัตราการผลิต PHBV จําเพาะสูงสุดคือที่ C/N = 150      รอยละโดยโม

ลของกรด      โพรพิโอนิคเทากับ 0 ซึ่งแสดงใหเห็นวาคาอัตราการผลิต PHBV จําเพาะ

นอกจากจะขึ้นกับคา C/N แลว ยังตองพิจารณารวมกับรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคดวย 

 

5.2.3.8 อิทธิพลที่มีตอผลไดของ 3HB ตอกลูโคส และผลไดของ 3HV ตอกรดโพรพิโอนิค 

รูปที่ 5.15 และ 5.16 แสดงอิทธิพลของคา C/N และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอ

นิค ตอผลไดของ 3HB ตอกลูโคส และตอผลไดของ 3HV ตอกรดโพรพิโอนิค ตามลําดับ 

เมื่อพิจารณาอิทธิพลของคา C/N ตอผลไดของ 3HB ตอกลูโคส และตอผลไดของ 

3HV ตอกรดโพรพิโอนิค จากการทดลองพบวาเมื่อ C/N เพิ่มข้ึน ผลไดของ 3HB ตอกลูโคส

และผลไดของ 3HV ตอกรดโพรพิโอนิคจะมีแนวโนมเพิ่มข้ึนเชนกัน  โดยผลไดของ 3HB ตอ

กลูโคสจะเพิ่มข้ึนประมาณ 80 และ 95 เปอรเซนตเมื่อ C/N เพิ่มข้ึนจาก 4 เปน 200 ที่รอยละ 
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รูปที่ 5.15 กราฟแสดงความสัมพนัธรวมระหวางอัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอไนโตรเจน 

และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค ตอ ผลไดของ 3HB ตอกลูโคส 

 
 
รูปที่ 5.16 กราฟแสดงความสัมพนัธรวมระหวางอัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอไนโตรเจน 

และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค ตอ ผลไดของ 3HV ตอกรดโพรพิโอนิค 
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โดยโมลของกรด       โพรพิโอนิคเปน 25 และ 75 ตามลําดับ              ซึ่งแสดงใหเห็นวาเมื่อคา 

C/N เพิ่มข้ึนอะซิติลโคเอ ที่เกิดจากกลูโคสจะเขาสูกระบวนการสังเคราะห 3HB มากกวาเขาสู

กระบวนการผลิตชีวมวลซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองในรูปที่ 5.5 และ  5.6 ซึ่งพบวาที่คา 

C/N เทากับ 200 จะมีคาอัตราการเจริญเติบโตจาํเพาะต่ําที่สุด แตจะมีอัตราการผลิต 3HB 

จําเพาะสูงที่สุด  และเมื่อพิจารณาผลไดของ 3HV ตอกรดโพรพิโอนิค พบวาเมื่อ C/N เพิ่มข้ึน 

ผลไดของ 3HV ตอ กรดโพรพิโอนิคจะมีแนวโนมเพิ่มข้ึนเชนกันซึ่งสอดคลองกับอัตราการผลิต 

3HV จําเพาะที่เพิ่มข้ึนเมื่อคาC/N เพิ่มข้ึน โดยผลไดของ 3HV ตอกรดโพรพิโอนิคจะเพิ่มข้ึน

ประมาณ 70 และ 62 เปอรเซ็นต เมื่อ C/N เพิ่มข้ึนจาก 4 เปน 200  ที่รอยละโดยโมลของกรด

โพรพิโอนิคเปน 25 และ 75 ตามลําดับ  ทั้งนี้พบวาสอดคลองกับงานวิจัยของ Shimizu และ

คณะ (1998) ซึ่งพบวาที่คา C/N สูงกวา 75 คาผลไดของ PHBV ตอกรดอินทรียจะมีแนวโนม

เพิ่มข้ึน 

 เมื่อพิจารณาอิทธิพลของรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตอผลไดของ  3HB  ตอ

กลูโคสพบวาในชวงรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคต่ํากวา  50  ผลไดของ  3HB  ตอ

กลูโคสจะมีแนวโนมเพิ่มข้ึนประมาณ  40  และ  20  เปอรเซ็นต    เมื่อรอยละโดยโมลของกรด

โพรพิโอนิคเพิ่มข้ึนจาก  0  เปน  50  ที่คา  C/N  เปน  4  และ  200  ตามลําดับ    ซึ่งแสดงให

เห็นวาโพรพิโอนิลโคเอจะเขาสูกระบวน การผลิต  3HB  ดวยตลอดที่ทุกคา  C/N    เนื่องจาก

ปริมาณของกลูโคสจะลดต่ําลงเมื่อรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเพิ่มข้ึน    แตในขณะที่  

3HB  ที่ไดจากอะซิติลโคเอที่ไดจากกลูโคส   และการเกิดปฏิกิริยาดีคารบอกซิเลชั่นของโพรพิ

โอนิลโคเอ  ยังคงมีคาสูงอยูดังนั้นจึงทําใหเสมือนวาผลไดของ  3HB  ตอกลูโคสจึงมีแนวโนม

เพิ่มข้ึน    และเมื่อรอยละโดยโมลของกรด 
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โพรพิโอนิคสูงกวา 50 พบวาผลไดของ 3HB ตอกลูโคสจะมีแนวโนมลดลง โดยเมื่อพิจารณา

รวมกับอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ อัตราการผลิต 3HB จําเพาะ และอัตราการใชกลูโคส

จําเพาะ จะพบวาคาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตรตางๆดังกลาวจะมีแนวโนมลดลงที่สภาวะ

ดังกลาวดวยเชนกัน อาจเปนไดวาเมื่อรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคสูงกวา 50 กรดโพรพิ

โอนิคจะถูกใชเพื่อการดํารงชีพมากขึ้นโดยจุลินทรียจําเปนตองนํากรดโพรพิโอนิคมาผลิตเปน

พลังงานโดยการผานวิถีสังเคราะหบีตา-ออกซิเดชั่น  ทั้งนี้พบวาสอดคลองกับงานวิจัยของ Lee 

และคณะ (1993) และ (1994)     ซึ่งพบวาเมื่อเพาะเลี้ยง A.eutrophus NCIMB11599  ดวย

โพรพิโอเนตความเขมขนสูงเอนไซมเอซิลโคเอซินเทสจะมีกิจกรรมสูงขึ้นทําใหเกิดการ

สังเคราะหพลังงานโดยผานวิถีสังเคราะหบีตา-ออกซิเดชั่น และวัฏจักรเครปสมากขึ้น 

เมื่อพิจารณาอิทธิพลของรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตอผลไดของ 3HV ตอ

กรด  โพรพิโอนิค  จากการทดลองพบวาในชวงรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคต่ํากวา 50 

ผลไดของ 3HV ตอกรดโพรพิโอนิคจะมีแนวโนมเพ่ิมข้ึนประมาณ 40 และ 56 เปอรเซ็นต เมื่อ

รอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเพิ่มข้ึนจาก 0 เปน 50 ที่คา C/N เปน 4 และ 200 

ตามลําดับ  เนื่องจากโพรพิโอนิลโคเอจะมีปริมาณเพิ่มข้ึนและเขาสูกระบวนการสังเคราะห 

3HV เพิ่มข้ึน แตเมื่อรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคสูงกวา 50 พบวาผลไดของ 3HVตอ

กรด    โพรพิโอนิคจะมีแนวโนมลดลงเชนเดียวกับผลไดของ 3HB ตอกลูโคส เนื่องจากอิทธิพล

ของกิจกรรมของเอนไซมเอซิลโคเอซินเทสที่เพิ่มข้ึนเมื่อความเขมขนของกรดโพรพิโอนิคเพิ่มสูง

ทําใหกรดโพรพิโอนิคถูกใชนํามาผลิตเปนพลังงานเพื่อความอยูรอดของเซลลโดยผานวิถี

สังเคราะหบีตา-ออกซเิดชั่นและ    วัฎจักรเครปสเพิ่มข้ึนดังที่ไดกลาวไวแลว 
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5.3 อิทธิพลของโมลอะตอมคารบอนตอคาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตร 

 การทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพื่อเปนการเปรียบเทียบอิทธิพลของปริมาณโมลอะตอม

คารบอนทั้งหมด (total mole carbon) ที่มีตอคาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตร  ผูวิจัยจึงได

ทําการทดลองการหมักแบบกึ่งตอเนื่องที่สภาวะที่มีโมลอะตอมคารบอนทั้งหมดในถังหมัก

เพิ่มข้ึนจากเดิมที่มีคาโมลอะตอมคารบอนเทากับ 0.081 กรัมโมลอะตอมคารบอนตอลิตร เปน

ที่ 0.44 กรัมโมลอะตอมคารบอนตอลิตร โดยควบคุมไดคา C/N เทากับ 70 และรอยละโดยโม

ลกรดโพรพิโอนิคเทากับ 45 ดังแสดงในรูปที่ 5.17 (ก) และ 5.17 (ข) 

  

รูปที่ 5.17(ก) ผลการเพาะเลีย้ง Alcaligenes eutrophus NCIMB11599  ในอาหารสูตร

สังเคราะหที่โมลอะตอมคารบอนเทากับ 0.44 
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รูปที่ 5.17(ข)  ผลการเพาะเลีย้ง A.eutrophus NCIMB11599 ในอาหารสูตรสังเคราะห 

ที่โมลอะตอมคารบอนเทากบั 0.44 

 ตารางที่ 5.2 แสดงการเปรียบเทียบคาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตรที่ไดจากการ

เพาะเลี้ยง Alcaligenes eutrophus NCIMB11599 ในอาหารสูตรสังเคราะหที่โมลอะตอม

คารบอนเทากับ 0.44 ที่สภาวะ C/N เทากับ 70  และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนคิเทากบั 

45   กับคาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตรที่ไดจากสมการความสัมพันธที่โมลอะตอมคารบอน

เทากับ  0.081   ที่สภาวะ  C/N เทากับ 70   และ    รอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเทากับ 

45   
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ตารางที่ 5.2 เปรียบเทียบคาพารามเิตอรทีไ่ดจากการเพาะเลี้ยง A.eutrophus NCIMB11599 

ที่โมลอะตอมคารบอน 0.081 และ 0.44 

 
คาพารามิเตอร คาพารามิเตอรที่ไดจากการทดลอง

ที่โมลอะตอมคารบอน 

0.44(ก) 

คาพารามิเตอรที่ไดจากการ
พยากรณที่ 

โมลอะตอมคารบอน 0.081(ข) 

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ 0.0285 0.14 
อัตราการผลิต 3HB จําเพาะ 0.0059 0.0034 
อัตราการผลิต 3HV จําเพาะ 0.0036 0.0017 
รอยละ 3HV ในโคพอลิเมอร 23.5 15.65 
รอยละโดยน้ําหนักของโคพอลิเมอร 18.51 8.04 
 
ความเขมขนเฉลี่ย 
(ก) กลูโคส 4.04 กรัมตอลิตร กรดโพรพิโอนิค 1.86 กรัมตอลิตร ไนโตรเจน 0.423 กรัมตอลิตร 

      คา C/N เทากับ 70   รอยละโดยโมลกรดโพรพิโอนิค 45 
 (ข) พยากรณที่คา C/N เทากับ 70 และรอยละโดยโมลกรดโพรพิโอนิค 45 
 

 ทั้งนี้พบวาคาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตรที่โมลอะตอมคารบอนเทากับ 0.44 จะให

คาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตรสูงกวาที่โมลอะตอมคารบอนเทากับ 0.081 ดังนี้ 

- อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ เพิ่มข้ึนประมาณ 55 เปอรเซ็นต 

- อัตราการผลิต 3HB จําเพาะ เพิ่มข้ึนประมาณ 36 เปอรเซ็นต 

- อัตราการผลิต 3HV จําเพาะ เพิ่มข้ึนประมาณ 33 เปอรเซ็นต 

- รอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอร เพิ่มข้ึนประมาณ 23.5 เปอรเซ็นต 

- รอยละโดยน้ําหนักของโคพอลิเมอรในเซลล เพิ่มข้ึนประมาณ 16 เปอรเซ็นต 
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ทั้งนี้พบวาคาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตรของการเจริญเติบโต และการผลิต  

PHBV ของ Alcaligenes eutrophus NCIMB11599 นอกจากจะขึ้นกับคาอัตราสวนโดยโม

ลของคารบอนตอไนโตรเจน และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคแลว  ยังพบวาจะขึ้นกับคา

โมลอะตอมคารบอนอีกดวย 

5.4 สภาวะที่ใหคาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตรสูงสุด (การหาคาสูงสุดอยูในภาคผนวก ข6) 

5.4.1 สภาวะที่ใหคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุด 

  คา C/N เทากับ 37.7 

  รอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค เทากับ 17 

5.4.2 สภาวะที่ใหคาอัตราการผลิต 3HB จําเพาะสูงสุด 

  คา C/N เทากับ 200 

  รอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค เทากับ 0 

5.4.3 สภาวะที่ใหคาอัตราการผลิต 3HV จําเพาะสูงสุด 

  คา C/N เทากับ 124 

  รอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค เทากับ 68.7 

5.4.4 สภาวะที่ใหคารอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรสูงสุด 

  คา C/N เทากับ 86.7 

  รอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค เทากับ 85.4 
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5.5 บทสรุปการวิเคราะหผลการทดลอง 

 จากการทดลองทั้งสิ้นจํานวน 13 การทดลองที่ไดจากการกําหนดคาตัวแปรที่สนใจอัน

ไดแกคา C/N และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค  ในตําแหนงของการทดลองที่ไดจาก

วิธีการออกแบบการทดลอง (Experimental design) แลวนั้น  เมื่อนําวิธีเซอรเฟสเรสปอนส 

(Surface response) มาวิเคราะหความสัมพันธของตัวแปรที่สนใจตอคาพารามิเตอรทาง

จลนพลศาสตรในรูปสมการความสัมพันธแบบควอดราติกอันดับ 2 และในรูปแบบกราฟ  จะ

ทําใหสามารถวิเคราะหอิทธิพลของตัวแปรที่สนใจตอคาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตรได

อยางครอบคลุมและสามารถพยากรณสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและการผลิต 

PHBV ได       

5.5.1 อิทธิพลของคา C/N และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตอคาพารามิเตอรทาง

จลนพลศาสตรในทางทฤษฎี 

5.5.1.1 อิทธิพลของคาC/N ตอคาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตรในทางทฤษฎี 

1. คา C/N ที่ใหคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของจุลินทรียสูงสุดจะมีคาประมาณ

คา C/N ที่เปนองคประกอบของเซลล (คาC/N ที่เปนองคประกอบเซลลของ 

Alcaligenes eutrophus มีคาประมาณ 4 ถึง 8) 

2. เมื่อทําการเพาะเลี้ยงจุลินทรียในสภาวะที่มีคา C/N ที่เหมาะสมตอการ

เจริญเติบโตของจุลินทรียจะทําใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะมีคาสูง  ในขณะที่

อัตราการผลิต 3HB จําเพาะมีคาต่ําเนื่องจากอะซิติลโคเอเขาสูวัฏจักรเครปสเพื่อ

ผลิตพลังงาน และชีวมวล      จึงทําใหผลไดของ 3HB ตอกลูโคส  รอยละโดย

น้ําหนักของ 
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โคพอลิเมอรในเซลลมีคาต่ํา  แตจะใหรอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรมีคาสูง 

3. เมื่อทําการเพาะเลี้ยงจุลินทรียในสภาวะที่มีคา C/N  ที่เหมาะสมตอการผลิต  

PHAs   (คา C/N มากกวา 100)       อะซิติลโคเอที่เขาสูวัฏจักรเครปสลดลง     คารบอนฟลักซ  

(carbon flux)   จึงเขาสูวิถีสังเคราะห PHAs  จึงทําใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะมีคาต่ําใน

ขณะที่อัตราการผลิต 3HB จําเพาะจะมีคาเพิ่มข้ึน   และ อัตราการผลิต 3HV จําเพาะยังคงมี

คาเทาเดิม  จึงทําใหในสภาวะที่มีไนโตรเจนจํากัดผลไดของ 3HB  ตอกลูโคส และรอยละโดย

น้ําหนักของโคพอลิเมอรในเซลลมีคาเพิ่มข้ึน  และรอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลเิมอรจงึมี

คาลดลง 

5.5.2 อิทธิพลของรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตอคาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตร

ในทางทฤษฎี เปนดังตอไปนี้ 

ในทางทฤษฎีแลวคารอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคจะมีผลตอคารบอนฟลักซ  ที่ 

เขาสูวิถีสังเคราะห 3HV ทั้งนี้เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีกรดโพรพิโอนิคแตเพียงอยาง

เดียว  ควรจะใหคาอัตราการผลิต 3HV จําเพาะ    ผลไดของ 3HV ตอกรดโพรพิโอนิคและรอย

ละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรมีคาสูงสุดเนื่องจากกรดโพรพิโอนิคจะเกิดปฏิกิริยา

กลายเปนโพรพิโอนิลโคเอซึ่งเนื่องจากเปนสารตั้งตนในการสังเคราะห 3HV               

เมื่อเปรียบเทียบผลการทดลองกับทฤษฎีดังกลาวขางตนจะพบวาอิทธิพลของคา C/N  

และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคที่มีอิทธิพลตอคาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตรจะ

พบวามีความสอดคลองและแตกตางกันดังนี้ 
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1. คา C/N ที่ใหคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุดของ A.eutrophus 

NCIMB11599 คือ C/N เทากับ 37.7 ซึ่งไมสอดคลองกับคา C/N ในองคประกอบ

ของเซลล  ซึ่งอาจเกิดจากในสภาวะที่มีไนโตรเจนในน้ําหมักมากเกินไป (C/Nต่ํา

กวา30) จะทําใหจุลินทรียเปลี่ยนรูปรางจากแทงสั้นกลายเปนสายยาว 

2. คา C/N ที่ใหคารอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรสูงสุดคือที่ C/N ระหวาง 

50 ถึง 100 ซึ่งสอดคลองกับทฤษฎีในแง    คา C/N ที่ใหคารอยละโดยโมลของ 

3HV ใน โคพอลิเมอรสูงสุดจะมีคาใกลเคียงกับคา C/N ที่เหมาะสมตอการ

เจริญเติบโตของ     จุลินทรีย 

3. อิทธิพลของคารอยละโดยโมลของกรดโพรพโิอนิคตออัตราการผลิต 3HV จําเพาะ 

และรอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรจะไมสอดคลองกับทฤษฎีโดยจาก

การทดลองพบวาเมื่อรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคสูงกวารอยละ 75 คา

อัตราการผลิต 3HV จําเพาะ และรอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรจะมีคา

ลดลง  เนื่องจากในรายงานการวิจัยของ Lee และคณะ (1994) พบวาอาจเกิด

จากการเกิดปฏิกิริยาดีคารบอกซิเลชั่นของโพรพิโอนิลโคเอจนกลายเปนอะซิติลโค

เอ จึงทําใหอัตราการผลิต 3HB จําเพาะ และรอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิ

เมอรมีคาลดลง 

5.5.3 การพยากรณสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิต PHBV 

การพยากรณสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิต PHBV นับเปนสิ่งที่สําคัญเนื่องจาก

สามารถนําสมการความสัมพันธมาใชพยากรณไดวาเมื่อตองการการผิต PHBV ที่มีคารอยละ

โดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรตามที่ตองการ (คุณสมบัติทางฟสิกสของ PHBV จะขึ้นกับ 



88 

รอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรดังที่อธิบายไวในหัวขอ 2.1)   จะตองทําการเพาะเลีย้ง

จุลินทรีย Alcaligenes eutrophus NCIMB11599  ดวยคา C/N และรอยละโดยโมลของกรด

โพรพิโอนิคเปนเชนใด  โดยจะไดคาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตรเปนอยางไร  ซึ่งสามารถ

นําเอาคาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตรดังกลาวมาใชในการออกแบบถังปฏิกรณชีวภาพให

เหมาะสมตอการผลิตได  ซึ่งตารางที่ 5.3 แสดงตัวอยางการนําสมการความสัมพันธที่ไดจาก

การออกแบบการทดลองมาใชพยากรณหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHBV ที่มีคารอยละ

โดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรตางๆกัน 

 

ตารางที่ 5.3 ตัวอยางการนาํสมการความสัมพันธมาใชพยากรณหาสภาวะที่เหมาะสมในการ

ผลิต PHBV ที่มีคารอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรตางๆกัน 

 

 

รอยละโดยโมลของ 3HV  

ในโคพอลิเมอร 

คา C/N รอยละโดยโมลของ 

กรดโพรพิโอนคิ 

0 50 0 

5 150 25 

10 200 25 

15 200 50 

 



บทที่ 6 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 

6.1 สรุปผลการทดลอง 

1. อิทธิพลของคา C/N และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตออัตราการเจริญเติบโต

จําเพาะ 

สามารถสรุปไดดังนี้ 

1.1 คา C/N ที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตจําเพาะเทากับ 37.7  โดยแตกตางจากคา 

C/N ที่เปนองคประกอบของเซลลซึ่งอาจเกิดจากในสภาวะที่มีความเขมขนของ

ไนโตรเจนในน้ําหมักสูงมากเกินไปจะทําใหจุลินทรียเปลี่ยนรูปรางจากแทงสั้นไป

เปนสายยาว 

1.2 Alcaligenes eutrophus NCIMB11599 สามารถเจริญเติบโตในกลูโคสไดดีกวา

ในกรดโพรพิโอนิค    

2.อิทธิพลของคา C/N และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตออัตราการผลิต 3HB  จําเพาะ  

     อัตราการผลิต 3HV จําเพาะ อัตราการผลิต PHBV จําเพาะ  และ รอยละโดยโมลของ 3HV  

ในโคพอลิเมอร สามารถสรุปไดดังนี้ 

2.1 อัตราการผลิต 3HB จําเพาะเมื่อเพาะเลี้ยงดวยกลูโคสแตเพียงอยางเดียวจะมีคา

เพิ่มข้ึนเมื่อ C/N เพิ่มข้ึน ทั้งนี้เนื่องจากกิจกรรมของเอนไซมกลูโคส-6-ฟอสเฟต ดี

ไฮโดรจีเนส ของ A. eutrophus NCIMB11599 ไมข้ึนกับคา C/N แตเมื่อรอยละ

โดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเพิ่มข้ึนพบวาอัตราการผลิตผลิตภัณฑจําเพาะตางๆ 
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และรอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอร ในชวงแรกจะมีคาเพิ่มข้ึนเนื่องจาก 

การจํากัดไนโตรเจนในปริมาณที่เหมาะสมจะทําใหเกิดการสังเคราะห PHAs ได          

      แตถามีการจํากัดไนโตรเจนมากจนเกินไปกลับเปนการทําใหเอนไซมในวิถี 

สังเคราะหบีตา – ออกซิเดชั่น และกระบวนการสังเคราะห PHAs มีกิจกรรมลดต่ํา 

ลงจึงทําใหอัตราการผลิตผลิตภัณฑจําเพาะตางๆ และรอยละโดยโมลของ 3HV  

ในโคพอลิเมอรมีคาลดลง 

2.2 อัตราการผลิต 3HB จําเพาะและอัตราการผลิต PHBV จําเพาะมีแนวโนมลดลง

เมื่อรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเพิ่มข้ึน  แตอัตราการผลิต 3HV จําเพาะ

และ    รอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอรจะมีแนวโนมเพิ่มข้ึนเมื่อรอยโดย

โมลของกรด   โพรพิโอนิคเพิ่มข้ึน  แตเมื่อรอยละของกรดโพรพิโอนิคสูงกวา 75 

จะพบวาอัตราการผลิต 3HV จําเพาะจะลดลง และรอยละโดยโมลของ 3HV ในโค

พอลิเมอรจะมีคาคอนขางคงที่  ซึ่งเกิดจากกิจกรรมของเอนไซมเอซิลโคเอซินเทส

ของ A.eutrophus NCIMB11599 จะมีคาสูงขึ้นเมื่อความเขมขนของกรดโพรพิโอ

นิคเพิ่มสูงขึ้น  แตโพรพิโอนิลโคเอกลับเกิดปฏิกิริยาดีคารบอกซิเลชั่นกลายเปนอะ

ซิติลโคเอมากขึ้น 

3 อิทธิพลของคา C/N และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตออัตราการใชกลูโคสจําเพาะ 

อัตราการใชกรดโพรพิโอนิคจําเพาะและอัตราการใชไนโตรเจนจาํเพาะสามารถสรุปไดดังนี้ 

3.1 อัตราการใชกลูโคสจําเพาะมีแนวโนมเพิ่มข้ึนเมื่อคา C/N ลดลง    แสดงใหเห็นวา 

 

 



91 

ปริมาณกลูโคสที่ใชในการผลิตชีวมวลจะมากกวาปริมาณกลูโคสที่ใชในการ

สังเคราะห PHAs  และอัตราการใชกลูโคสจําเพาะจะลดลงเปนเสนตรงเมื่อรอย

ละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเพิ่มข้ึน 

3.2 อัตราการใชกรดโพรพิโอนิคจําเพาะจะสอดคลองกับอัตราการผลิต 3HV จําเพาะ

และรอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอร 

3.3 อัตราการใชไนโตรเจนจําเพาะจะมีแนวโนมเพิ่มข้ึนเมื่อคา C/N ลดลง และอัตรา

การใชไนโตรเจนจําเพาะจะมีแนวโนมลดลงเมื่อคารอยละโดยโมลของกรดโพรพิ

โอนิคเพิ่มข้ึน  แสดงใหเห็นวาอัตราการใชไนโตรเจนจําเพาะจะขึ้นกับอัตราการ

เจริญเติบโตของจุลินทรีย 

4 อิทธิพลของคา C/N และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตอผลไดของ 3HB ตอกลูโคส 

และผลไดของ 3HV ตอกรดโพรพิโอนิค สามารถสรุปไดดังนี้ 

4.1 ผลไดของ 3HB ตอกลูโคสมีแนวโนมเพิ่มข้ึนเมื่อคา C/N เพิ่มข้ึนเนื่องจากเมื่อมี

การจํากัดปริมาณไนโตรเจนจะทําใหอะซิติลโคเอจากกลูโคสเขาสูกระบวนการ

ผลิต 3HB ไดมากขึ้น  และในชวงรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคต่ํากวา 50 

พบวาผลไดของ 3HB ตอกลูโคสจะมีแนวโนมเพิ่มข้ึนอยูซ่ึงอาจเปนไดวาใน

สภาวะดังกลาวโพรพิโอนิลโคเอจะเขาสูกระบวนการผลิต 3HB ในขณะที่กลูโคสที่

ใชในการหมักมีปริมาณที่ลดลง  แตเมื่อรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคสูงกวา 

50 พบวาโพรพิโอนิลโคเอจะเขาสูกระบวนการสังเคราะห 3HV เพิ่มมากขึ้นจึงทํา

ใหผลไดของ3HBตอกลูโคสมีคาลดลง 
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4.2  ผลไดของ 3HV ตอกรดโพรพิโอนิคมีแนวโนมเพิ่มข้ึนเมื่อคา C/N เพิ่มข้ึน

เนื่องจากเมื่อมีการจํากัดปริมาณไนโตรเจนจะทําใหโพรพิโอนิลโคเอจากกลูโคส

เขาสูกระบวนการผลิต 3HV ไดมากขึ้น  และในชวงรอยละโดยโมลของกรดโพรพิ

โอนิคต่ํากวา 50 พบวาผลไดของ 3HV ตอกรดโพรพิโอนิคจะมีแนวโนมเพิ่มข้ึน ซึ่ง

สภาวะดังกลาวโพรพิโอนิลโคเอจะมีปริมาณมากขึ้นทําใหเขาสูกระบวนการ

สังเคราะห 3HV ไดมากขึ้น  แตเมื่อรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคสูงกวา 50     

พบวาผลไดของ 3HV  ตอกรดโพรพิโอนิคจะมีแนวโนมลดลงเนื่องจากอิทธิพลของ

เอนไซมเอซิลโคเอซินเทสที่เพิ่มข้ึนทําใหโพรพิโอนิลโคเอเกิดปฏิกิริยาดีคารบอกซิ

เลชั่นกลายเปนอะซิติลโคเอไดมากขึ้น 

6.2 ขอเสนอแนะ 

1. จากการทดลองพบวาการเพาะเลี้ยง A.eutrophus NCIMN11599 เพื่อผลิต 

PHBV นอกจากคา C/N และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคจะเปนตัวแปรที่

สําคัญแลว ผูวิจัยยังพบวาปริมาณโมลอะตอมคารบอนยังเปนตัวแปรที่สําคัญอีก

ตัวแปรหนึ่งดวย ดังนั้นในงานวิจัยตอไปควรจะคํานึงถึงปริมาณโมลอะตอม

คารบอนดวย 

2. การออกแบบการทดลองที่ถูกนํามาใชในการวิเคราะหความสัมพันธระหวางคา 

C/N และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตอคาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตร

ที่นํามาใชในงานวิจัยนี้จะชวยประหยัดเวลาและทรัพยากรในการทํางาน  อีกทั้ง

ยังทําใหการรวบรวมขอมูลทําไดอยางครอบคลุมยิ่งขึ้น   แตจะเห็นวาวิธีการออก 
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แบบการทดลองและการตรวจสอบความถูกตองยังมีความยุงยากอยูบาง     แต

ปจจุบันมีโปรแกรมคอมพิวเตอรที่สามารถชวยลดความยุงยากในการใชงานการ

ออกแบบการทดลอง  ทําใหสามารถใชการออกแบบการทดลองไดสะดวกและลด

ความยุงยากไปไดมากนอกจากนี้ยังควรเพิ่มจุดการทดลองใหมากขึ้นซึ่งจะทําให

สมการความสัมพันธที่ไดจะมีความถูกตองและแมนยํามากยิ่งขึ้น 
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 ก1 กระบวนการวางแผนและออกแบบการทดลอง (Experimental Design) 

 การวางแผนและออกแบบการทดลองมีประโยชนในการชวยลดจํานวนการทดลอง อีก

ทั้งยังทําใหการรวบรวมขอมูลทําไดอยางครอบคลุมยิ่งขึ้น  วิธีการทางสถิติที่นํามาใชในการ

ออกแบบและวิเคราะหผลการทดลองเปนวิธีที่เรียกวาเรสปอนสเซอรเฟส (response surface)  

โดยขอมูลจะอยูในรูปของสมการความสัมพันธของตัวแปรอิสระที่สนใจ  ซ่ึงในโครงงานวิจัยนี้

ตัวแปรอิสระที่สนใจประกอบดวย  คาอัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอไนโตรเจน (ξ1) และ

คารอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค (ξ2) โดยผลของขอมูลคือพารามิเตอรทาง

จลนพลศาสตรที่สนใจเชน อัตราการเจริญจําเพาะของเซลล (Y1)  อัตราการผลิต 3HB จําเพาะ 

(Y2) และอัตราการผลิต 3HV จําเพาะ (Y3) เปนตน  ซึ่งในการทดลองนี้กําหนดชวงของคาตัว

แปรอิสระของคาอัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอไนโตรเจน เปน 4 ถึง 200    และคารอยละ

โดยโมลของกรดโพรพิโอนิคเปน  0  ถึง  100  เพื่อความสะดวกตอการคํานวณ   กําหนดคาตัว

แปรอิสระเปน   –1.414    ถึง   1.414    โดยอาศัยสมการที่ (ก1) 

 

b
aX n

n
−ξ

=      (ก1) 
 
 
 เมื่อ Xn เปนโคดของตวัแปรอิสระแตละตัว 

  ξn เปนคาจริงของตัวแปรอิสระ 

  a เปนจุดกึง่กลางของตัวแปรอสิระ 

  b  เปนชวงกวางที่ทาํการทดสอบในแตละตัวแปร 
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 ตัวอยางการแสดงการหาสมการแสดงความสัมพันธของตัวแปรอิสระทั้งสองตัวที่มีผล

ตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล  จากจํานวนการทดลองทั้งสิ้น  13 การทดลอง  

นํามาคํานวณหาสมการอันดับสอง  และทํานายผลการทดลองดวยสมการ 

 

Y1  =  β0 + β1X1 + β2X2 + β11X1
2 + β22X2

2 + β12X1X2 + ε (ก4) 

 

 โดยที่ β0 , β1 , β2 , β11 , β22  , β12  และ  ε   คือคาสัมประสิทธิ์ของสมการอันดับ

สอง และคาความผิดพลาดจากการทดลอง (experimental error) ตามลําดับ   ซึ่งการ

ประมาณคา  β0 , β1 , β2 , β11 , β22  , β12   จะใชวิธีกําลังสองนอยที่สุด (Least Square 

Method) ซึ่งเปนการหาคาของ  β0 , β1 , β2 , β11 , β22  , β12  ที่ทําให  L  =  Σ εi
2 = ε/ε  มี

คานอยที่สุด (Myer, 1971) 

นั่นคือ 

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛ β−⎟

⎠
⎞⎜

⎝
⎛ β−=

∧∧
XYXYL

/
   (ก5) 

 

การหาคา L  ที่ทําใหผลตางกําลังสองนอยที่สุดหาไดจาก 

 

0)XX(2YX2L // =β+−=
β∂

∂ ∧
∧   (ก6) 

ดังนั้นจะได 

I=1

n
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    ( ) YXXX // =β
∧

 

หรือ 

YX)XX( /1/ −∧
=β     (ก7) 

 

ซึ่งสามารถแสดงคาสมการใหอยูในรูปเมตริกเพื่อความสะดวกในการคาํนวณ โดยสําหรับการ

วิเคราะหการทดลองแบบ 2 ตัวแปร  จะได 
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คาของ Xij  แสดงโคดของตัวแปรที่คา i และj ตางๆกัน 
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โดยที่ i คือแสดงชนิดของตัวแปรประกอบดวยคา C/N และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิ

คซึ่งเปนตัวเลข 1 และ 2 ตามลําดับ 

และ j แสดงชุดการทดลองตั้งแต  1  ถึง  13  การทดลอง 

 

การคํานวณหาคาสัมประสิทธิ์ของสมการอันดับสองอาศัยการแกสมการที่แสดงไวใน

สมการ (ก6)  และ (ก7)   โดยตองหาคาอินเวอรสของเมตริก (X/X) คูณกับคาเมตริก (X/Y) 

แสดงขั้นตอนการคํานวณดังนี้ 
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ตัวอยางการหาคา X/Y  และ  β  ของอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล (Y1)  จะ

ได 
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ดังนั้นคาของสัมประสิทธิ์ของสมการอันดับสอง คือ 
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ดังนั้นสมการแสดงผลอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล  โดยมีตัวแปรคือโคด

ของคา C/N และโคดของคารอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิค ซึ่งมีคาตั้งแต –1.414 ถึง 1.41 

ไดความสัมพันธดังตอไปนี้คือ 
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21

2
2

2
1211

XX00108.0
X00203.0X00188.0X00279.0X00248.0013.0Y

+
−−−−=

 (ก8) 

เมื่อทําการแทนคาตัวแปรของ X1  และ  X2  ตามรหัสโคดในชุดการทดลองที่ 1   ถึง  

13  ที่แสดงไวในตารางที่ ก1 จะไดผลในตารางที่ ก2 
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ชุดการทดลอง Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8 Y9 Y10 Y11
X1 X2 C/N mol%P

1 -1 -1 32.7 14.7 0.0137 0.0036 0.0005 0.0047 8.34 0.0554 0.003 0.0518 0.0675 0.166 10.26
2 1 -1 171.3 14.7 0.0078 0.0073 0.0011 0.0081 5 0.0465 0.0025 0.0049 0.151 0.4577 0.138
3 -1 1 32.7 85.4 0.0074 0.0007 0.0004 0.0012 13.34 0.0202 0.0018 0.0074 0.0148 0.0254 4.03
4 1 1 171.3 85.4 0.0058 0.0011 0.0009 0.0015 14.4 0.016 0.0026 0.0015 0.0372 0.1758 1.76
5 -1.41 0 4 50 0.014 0.0018 0.0007 0.0016 17.38 0.0615 0.0028 0.0412 0.0518 0.2333 3.17
6 1.41 0 200 50 0.0053 0.0063 0.0016 0.0088 10.79 0.0195 0.0016 0.0018 0.2584 0.5559 15.1
7 0 -1.41 102 0 0.0143 0.0122 0 0.0127 0 0.0864 0 0.006 0.0848 0 3.67
8 0 1.414 102 100 0.0044 0.0011 0.0026 0.0029 20.92 0 0.0054 0.0022 0.0664 0.0791 10.34
9 0 0 102 50 0.0096 0.0052 0.0018 0.0097 12.04 0.0493 0.0044 0.0014 0.069 0.5084 11.02

10 0 0 102 50 0.0106 0.0037 0.0026 0.0098 11.72 0.0391 0.0042 0.0078 0.1131 0.5791 12.42
11 0 0 102 50 0.0152 0.0044 0.0019 0.007 14.99 0.041 0.0055 0.0062 0.1041 0.1872 7.88
12 0 0 102 50 0.0134 0.0019 0.0025 0.005 22.92 0.0519 0.0041 0.0027 0.0324 0.3954 10.52
13 0 0 102 50 0.0162 0.0033 0.0014 0.0049 17.87 0.022 0.0058 0.008 0.2207 0.2359 4.91

ตาราง ก1 แสดงคาการออกแบบการทดลองและผลของคาตัวแปรกระบวนการที่ไดจากการทดลอง

โคดของตัวแปร คาของตัวแปร
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 เมื่อทําการแทนคาตัวแปรของ X1 และ X2  ตามรหัสโคดในชุดการทดลองที่ 1 ถึง 13 ที่

แสดงไวในตารางที่ ก1 จะไดผลในตารางที่ ก2 

 

         ตารางที่ ก2  เปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลที่ไดจากสมการที่ (ก8) 

 

อัตราการเจริญจําเพาะของเซลล การทดลองที่ X1 X2 
การทดลอง คํานวณ 

เปอรเซนตความ
ผิดพลาด 

1 -1 -1 0.0137 0.01544 3.5 
2 1 -1 0.0078 0.00832 20 
3 -1 1 0.0074 0.0077 21.43 
4 1 1 0.0058 0.0049 33.78 
5 -1.414 0 0.014 0.0127479 23.21 
6 1.414 0 0.0053 0.0057344 64.16 
7 0 -1.414 0.0143 0.0128863 23.3 
8 0 1.414 0.0044 0.0049962 -28.11 
9 0 0 0.0096 0.013 -35.4 
10 0 0 0.0106 0.013 -22.6 
11 0 0 0.0152 0.013 14.5 
12 0 0 0.0134 0.013 2.98 
13 0 0 0.0162 0.013 19.7 

 

 

 หมายเหตุ   หนวยของอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล (ตอช่ัวโมง) 
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 ใชการวิเคราะหความแปรปรวนของการทดลอง (ANOVA) ในการวิเคราะหสมการ (ก

8) ไดดังตารางที่ ก3  ดังนี้ 

ตารางที่ ก3 การวิเคราะหความแปรปรวนของสมการอัตราการเจริญเตบิโตของเซลล (ก8)  

แหลงความแปรปรวน Sum of squares (SSQ) DF Mean squares 
(MS) 

F 

(1) การวิเคราะห       
                  Linear 0.001621541 2 0.000810771  
                  Quadratic and interaction 0.00016298 3 5.43268E-05  
(2) การวิเคราะห lack-of-fit(3)  8.32889E-06 3 2.7763E-06 0.341069 
      
(3) การวิเคราะห error (1)  3.256E-05 4 8.14E-06  
        
(4) การวิเคราะห total(2)  0.000203869 12   
 
(1)  ผลบวกกําลังสองของความคลาดเคลื่อนที่เกิดขึ้นจากการทดลอง  

      (Sum of square of experiment) 

 SSE  =     0.00962  + 0.01062 + 0.01522 +  0.01342 + 0.01622 – (0.0652/5) 

   =      3.256x10-5 
(2) ผลบวกกําลังสองของความคลาดเคลื่อนทั้งหมด (Pure error sum of square) 

 SSPE = (0.01372+0.00782+0.00742+0.00582+0.0142+0.00532+0.01432+  

     0.00442+0.00962+0.01062+0.01522+0.01342+0.01622)  

((0.0137+0.0078+0.0074+0.0058+0.014+0.0053+0.0143+0.0044 

+0.0096+0.0106+0.0152+0.0134+0.0162)/13) 

  = 0.000203869 
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(3)  ผลบวกกําลังสองของความคลาดเคลื่อนที่เกิดจากความไมเหมาะสมของสมการ 

   ความถดถอย  (Sum of Square lack of fit) 

 SSLF =       0.000203869 – 0.00016298   -  3.256 x 10- 5 

  = 8.32 x 10-6 

พิจารณาคา  F  วิกฤตที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอรเซ็นต  จะไดคาของ F วิกฤต ณ 

จุด F0.05 (3,4)  มีคาเปน 16.69  ซึ่งคา F ที่คํานวณไดมีคาเปน 0.34  ซึ่งมีคานอยกวาคา  F  

วิกฤตที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอรเซ็นต  แสดงวาสมการอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของ

เซลลที่ไดมีความเชื่อไดที่ระดับความเชื่อมั่น  99  เปอรเซ็นต 

 สําหรับคาตัวแปรกระบวนการอื่นๆ สามารถแสดงสมการที่ไดเปนดังตอไปนี้ 

อัตราการผลิต 3HB จําเพาะ 

Y2 = 0.0037  +  0.00131X1  -  0.0031X2  -  0.00037X1
2  +      

0.00093X2
2   -   0.00083X1X2   (ก9) 

 

อัตราการผลิต 3HV จําเพาะ 

 Y3 = 0.001952  +  0.000219X1  +  0.000256X2  -  0.000503X1
2  

 -  0.000302X2
2     +     0.000195 X1X2   (ก10) 

 

อัตราการผลิต PHBV จําเพาะ 

 Y4 = 0.00724   +  0.0018X1  -  0.00214X2  -  0.00183X1
2   

-  0.00275X2
2   -     0.00126X1X2   (ก11) 
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รอยละของ 3HV ในโคพอลิเมอร 

 Y5 = 16.35    -  1.057X1  +  4.477X2  -  2.413X1
2  -  2.225X2

2   

-     0.011X1X2      (ก12) 

 

อัตราการใชกลูโคสจําเพาะ 

 Y6 = 0.0396    -  0.0065X1  -  0.0248X2  -  (6x10 –8 )X1
2  -  0.0022X2

2   

+     0.0046X1X2     (ก13) 

 

อัตราการใชกรดโพรพิโอนิคจําเพาะ 

Y7 = 0.0047    +  (3.9x10-5)X1  +  0.0003X2  -  0.0012X1
2  

 -  0.00093X2
2  +     (2.77x10–5) X1X2         (ก14) 

 

อัตราการใชกรดไนโตรเจนจําเพาะ 

 Y8 = 0.00788   -  0.0149X1  -  0.00099X2  +  0.00804X1
2 

  -  0.0007X2
2  +     0.00144X1X2   (ก15) 

 

ผลไดของ 3HB ตอกลูโคส 

 Y9 = 0.10786  +  0.04975X1  -  0.00908X2  +  0.01699X1
2  

 -  0.04396X2
2  -     0.01528X1X2   (ก16) 
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ผลไดของ 3HV ตอกรดโพรพิโอนิค 

Y10 = 0.3812  +  0.11228X1  -  0.03883X2  +  0.00399X1
2  

 -  0.17354X2
2  - 0.03533X1X2   (ก17) 

 

รอยละโดยน้ําหนักของ PHBV ในเซลล 

Y11 = 9.35  +  2.34734X1  -  2.46296X2  -  2.23688X1
2  

 +  0.27313X2
2  + 1.6275X1X2   (ก18) 

 

ทั้งนี้การเปรียบเทียบคาตัวแปรของกระบวนการที่ไดจากการทดลอง   และที่ไดจากสมการ  

(ก9) ถึง (ก17) และการวิเคราะหความแปรปรวนของแตละสมการจะแสดงอยูในตารางที่ ก3      

ถึง   ก22 
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ตารางที่ ก4   เปรียบเทียบอัตราการผลิต 3HB จําเพาะที่ไดจากสมการที่ (ก9) 

อัตราการผลิต3HBจําเพาะ การทดลองที่ X1 X2 
การทดลอง คํานวณ 

เปอรเซนตความ
ผิดพลาด 

1 -1 -1 0.0036 0.00598 -49.1429 
2 1 -1 0.0073 0.00502 18.1034 
3 -1 1 0.0007 0.00144 -13.3333 
4 1 1 0.0011 -0.00284 -49.0909 
5 -1.414 0 0.0018 0.00481256 38.4509 
6 1.414 0 0.0063 0.00110788 22.378 
7 0 -1.414 0.0122 0.00622396 15.7387 
8 0 1.414 0.0011 -0.00254284 -6.91257 
9 0 0 0.0052 0.0037 28.8462 

10 0 0 0.0037 0.0037 0 
11 0 0 0.0044 0.0037 15.9 
12 0 0 0.0019 0.0037 -94.7 
13 0 0 0.0033 0.0037 -12.12 

 

หมายเหต ุ  หนวยของอัตราการผลิต 3HB จําเพาะ (ตอช่ัวโมง) 

ตารางที่ ก5 การวิเคราะหความแปรปรวนของสมการอัตราการผลิต 3HB จําเพาะ  (ก9)  

แหลงความแปรปรวน Sum of squares (SSQ) DF Mean squares (MS) F 
(1) การวิเคราะห        
           Linear 0.00031382 2 0.00015691  

Quadratic and interaction 0.000100992 3 3.36639E-05  
(2) การวิเคราะห lack-of-fit 1.55605E-05 3 5.18682E-06 3.379038

4 0.000001535  (3) การวิเคราะห error 6.14E-06 
   

(4) การวิเคราะห total 0.000122692 12   
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ตารางที่ ก6   เปรียบเทียบอัตราการผลิต 3HV จําเพาะที่ไดจากสมการที่ (ก10) 

อัตราการผลิต 3HV จําเพาะ การทดลองที่ X1 X2 
การทดลอง คํานวณ 

เปอรเซนตความ
ผิดพลาด 

1 -1 -1 0.0005 0.000225 21.1818 
2 1 -1 0.0011 0.000875 49.1667 
3 -1 1 0.0004 0.001115 -9.88889 
4 1 1 0.0009 0.001665 -0.94444 
5 -1.414 0 0.0007 0.000476144 62.5507 
6 1.414 0 0.0016 0.001324544 68.6008 
7 0 -1.414 0 0.000446422 -9.5776 
8 0 1.414 0.0026 0.001634182 69.9971 
9 0 0 0.0018 0.00204 55.6364 
10 0 0 0.0026 0.00204 21.5 
11 0 0 0.0019 0.00204 -7.37 
12 0 0 0.0025 0.00204 18.4 
13 0 0 0.0014 0.00204 -45.7 

 

หมายเหต ุ  หนวยของอัตราการผลิต 3HV จําเพาะ (ตอช่ัวโมง) 

 

ตารางที่ ก7 การวิเคราะหความแปรปรวนของสมการอัตราการผลิต 3HV จําเพาะ (ก10)  

แหลงความแปรปรวน Sum of squares (SSQ) DF Mean squares 
(MS) 

F 

(1) การวิเคราะห       
              Linear 3.05667E-05 2   
              Quadratic and interaction 5.64359E-06 3   
(2) การวิเคราะห lack-of-fit 2.48134E-06 3 8.27112E-07 3.269218
(3) การวิเคราะห error 0.000001012 4 2.53E-07  
(4) การวิเคราะห total 9.13692E-06 12   
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ตารางที่ ก8   เปรียบเทียบอัตราการผลิต PHBV จําเพาะที่ไดจากสมการที่ (ก11) 

อัตราการผลิต PHBV จําเพาะ การทดลองที่ X1 X2 
การทดลอง คํานวณ 

เปอรเซนตความ
ผิดพลาด 

1 -1 -1 0.0047 0.00913 -22.83 
2 1 -1 0.0081 0.00721 23.09 
3 -1 1 0.0012 0.00471 31.67 
4 1 1 0.0015 -0.00033 -16.67 
5 -1.414 0 0.0016 0.00634139 59.41 
6 1.414 0 0.0088 0.00142067 40.73 
7 0 -1.414 0.0127 0.0107081 8.478 
8 0 1.414 0.0029 0.00225238 66.88 
9 0 0 0.0097 0.00728 0.274 

10 0 0 0.0098 0.00728 25.7 
11 0 0 0.007 0.00728 -4 
12 0 0 0.005 0.00728 -45.6 
13 0 0 0.0049 0.00728 -48.57 

 

หมายเหต ุ  หนวยของอัตราการผลิต PHBV จําเพาะ (ตอช่ัวโมง) 

 

ตารางที่ ก9 การวิเคราะหความแปรปรวนของสมการอัตราการผลิต PHBV จําเพาะ (ก11)  

แหลงความแปรปรวน Sum of squares (SSQ) DF Mean squares 
(MS) 

F 

(1) การวิเคราะห       
             Linear 0.000585264 2 0.000292632  
             Quadratic and interaction 0.000118463 3 3.94877E-05  
(2) การวิเคราะห lack-of-fit 2.08182E-05 3 6.93941E-06 1.199139
(3) การวิเคราะห error 0.000023148 4 5.787E-06  
(4) การวิเคราะห total 0.000162429 12   
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ตารางที่ ก10   เปรียบเทียบรอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอร ทีไ่ดจากสมการที่ (ก12) 

รอยละโดยโมล 3HV ในโคพอลิเมอร การทดลองที่ X1 X2 
การทดลอง คํานวณ 

เปอรเซนตความ
ผิดพลาด 

1 -1 -1 8.34 8.32341 0.707 
2 1 -1 5 3.22385 -23.78 
3 -1 1 13.34 17.11863 -29.36 
4 1 1 14.4 16.41907 -5.007 
5 -1.414 0 17.38 15.13458185 25.09 
6 1.414 0 10.79 11.03460401 7.036 
7 0 -1.414 0 1.687067137 0 
8 0 1.414 20.92 17.23430822 39.06 
9 0 0 12.04 15.908 -35.8 

10 0 0 11.72 15.908 -35.7 
11 0 0 14.99 15.908 -6.12 
12 0 0 22.92 15.908 30.59 
13 0 0 17.87 15.908 10.98 

 

 

 

ตารางที่ ก11 การวิเคราะหความแปรปรวนของสมการรอยละ 3HV ในโคพอลิเมอร (ก12)  

แหลงความแปรปรวน Sum of squares (SSQ) DF Mean squares 
(MS) 

F 

(1) การวิเคราะห       
                  Linear 2558.236238 2 1279.118119  
                  Quadratic and interaction 342.7374607 3 114.2458202  
(2) การวิเคราะห lack-of-fit 43.09218242 3 14.36406081 0.665303
(3) การวิเคราะห error 86.36108 4 21.59027  
(4) การวิเคราะห total 472.1907231 12   
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ตารางที่ ก12   เปรียบเทียบอัตราการใชกลูโคสจําเพาะที่ไดจากสมการที่ (ก13) 

อัตราการใชกลูโคสจําเพาะ การทดลองที่ X1 X2 
การทดลอง คํานวณ 

เปอรเซนตความ
ผิดพลาด 

1 -1 -1 0.0554 0.06955 -29.8014 
2 1 -1 0.0465 0.05379 -10.6022 
3 -1 1 0.0202 0.02495 -11.8317 
4 1 1 0.016 0.00447 57.3125 
5 -1.414 0 0.0615 0.049651994 19.2651 
6 1.414 0 0.0195 0.024030314 -23.2324 
7 0 -1.414 0.0864 0.072741058 15.809 
8 0 1.414 0 0.006339618 0 
9 0 0 0.0493 0.04066 17.5254 
10 0 0 0.0391 0.04066 -4.09 
11 0 0 0.041 0.04066 0.73 
12 0 0 0.0519 0.04066 21.6 
13 0 0 0.022 0.04066 -85 

 

หมายเหต ุ  หนวยของอัตราการใชกลูโคสจําเพาะ (ตอช่ัวโมง) 

 

ตารางที่ ก13 การวิเคราะหความแปรปรวนของสมการอตัราการใชกลูโคสจําเพาะ (ก13)  

แหลงความแปรปรวน Sum of squares (SSQ) DF Mean squares 
(MS) 

F 

(1) การวิเคราะห       
                  Linear 0.025013959 2 0.012506979  
                  Quadratic and interaction 0.00510031 3 0.001700103  
(2) การวิเคราะห lack-of-fit 0.000775129 3 0.000258376 1.873202
(3) การวิเคราะห error 0.000551732 4 0.000137933  
(4) การวิเคราะห total 0.006427171 12   
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ตารางที่ ก14   เปรียบเทียบอัตราการใชกรดโพรพิโอนิคจําเพาะที่ไดจากสมการที ่(ก14) 

อัตราการใชกรดโพรพิโอนิค การทดลองที่ X1 X2 
การทดลอง คํานวณ 

เปอรเซนตความ
ผิดพลาด 

1 -1 -1 0.003 0.00149 -14.6667 
2 1 -1 0.0025 0.00181 2.4 
3 -1 1 0.0018 0.00379 -145.556 
4 1 1 0.0026 0.00279 -7.03 
5 -1.414 0 0.0028 0.002461159 12.14 
6 1.414 0 0.0016 0.001980399 -23.75 
7 0 -1.414 0 0.001561148 0 
8 0 1.414 0.0054 0.003880108 28.1461 
9 0 0 0.0044 0.0048 -9.09091 

10 0 0 0.0042 0.0048 -14.3 
11 0 0 0.0055 0.0048 14 
12 0 0 0.0041 0.0048 -17 
13 0 0 0.0058 0.0048 17.2 

 

หมายเหต ุ  หนวยของอัตราการใชกรดโพรพิโอนิคจาํเพาะ (ตอช่ัวโมง) 

ตารางที่ ก15 การวิเคราะหความแปรปรวนสมการอัตราการใชกรดโพรพิโอนิคจาํเพาะ(ก14)  

แหลงความแปรปรวน Sum of squares (SSQ) DF Mean squares 
(MS) 

F 

(1) การวิเคราะห      
                  Linear 0.000169967 2 8.49834E-05  
                  Quadratic and interaction 2.30677E-05 3 7.68922E-06  
(2) การวิเคราะห lack-of-fit 1.00431E-05 3 3.3477E-06 5.356325
(3) การวิเคราะห error 2.5E-06 4 6.25E-07  
(4) การวิเคราะห total 3.56108E-05 12   
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ตารางที่ ก16   เปรียบเทียบอัตราการใชไนโตรเจนจาํเพาะที่ไดจากสมการที ่(ก15) 

การทดลองที่ X1 X2 อัตราการใชไนโตรเจน เปอรเซนตความ 
   การทดลอง คํานวณ ผิดพลาด 
1 -1 -1 0.0518 0.04506 13.0116 
2 1 -1 0.0049 0 152.245 
3 -1 1 0.0074 0.01126 -52.1622 
4 1 1 0.0015 0.00464 -209.333 
5 -1.414 0 0.0412 0.04246838 -3.07859 
6 1.414 0 0.0018 0.0041207 -128.928 
7 0 -1.414 0.006 0.015302895 -155.048 
8 0 1.414 0.0022 0 259.241 
9 0 0 0.0014 0.00522 -272.857 

10 0 0 0.0078 0.00522 33.0769 
11 0 0 0.0062 0.00522 15.8065 
12 0 0 0.0027 0.00522 -93.3333 
13 0 0 0.008 0.00522 34.75 

 

หมายเหต ุ  หนวยของอัตราการใชไนโตรเจนจําเพาะ (ตอช่ัวโมง) 

 

ตารางที่ ก17 การวิเคราะหความแปรปรวนของสมการอตัราการใชไนโตรเจนจําเพาะ (ก15)  

แหลงความแปรปรวน Sum of squares (SSQ) DF Mean squares 
(MS) 

F 

(1) การวิเคราะห       
          Linear 0.004389802 2 0.002194901  
          Quadratic and interaction 0.002819001 3 0.000939667  
(2) การวิเคราะห lack-of-fit 0.00025222 3 8.40735E-05 9.267359
(3) การวิเคราะห error 0.000036288 4 0.000009072  
(4) การวิเคราะห total 0.003107509 12   
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ตารางที่ ก18   เปรียบเทียบผลไดของ 3HB ตอกลูโคส ที่ไดจากสมการที่ (ก16) 

ผลไดของ 3HB ตอกลูโคส การทดลองที่ X1 X2 
การทดลอง คํานวณ 

เปอรเซนตความ
ผิดพลาด 

1 -1 -1 0.0675 0.15002 63.0519 
2 1 -1 0.151 0.08108 -2.64901 
3 -1 1 0.0148 0.13246 -152.297 
4 1 1 0.0372 0.0024 -185.699 
5 -1.414 0 0.0518 0.201579 -37.9985 
6 1.414 0 0.2584 0.060886 17.8885 
7 0 -1.414 0.0848 0.085778 _ 
8 0 1.414 0.0664 0.017736 89.2659 
9 0 0 0.069 0.10786 -56.3188 
10 0 0 0.1131 0.10786 4.63307 
11 0 0 0.1041 0.10786 -3.61191 
12 0 0 0.0324 0.10786 -232.901 
13 0 0 0.2207 0.10786 51.1282 

 

หมายเหต ุ  หนวยของผลไดของ 3HB ตอกลูโคส (กรัม 3HB ตอ กรัมกลูโคส) 

 

ตารางที่ ก19 การวิเคราะหความแปรปรวนของสมการผลไดของ 3HB ตอกลูโคส (ก16)  

แหลงความแปรปรวน Sum of squares (SSQ) DF Mean squares 
(MS) 

F 

(1) การวิเคราะห       
            Linear 0.156818754 2 0.078409377  
            Quadratic and interaction 0.032514951 3 0.010838317  
(2) การวิเคราะห lack-of-fit 0.011364074 3 0.003788025 0.75841 
(3) การวิเคราะห error 0.019978772 4 0.004994693  
(4) การวิเคราะห total 0.063857797 12   
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ตารางที่ ก20   เปรียบเทียบผลไดของ 3HV ตอกรดโพรพิโอนิค ที่ไดจากสมการที ่(ก17) 

ผลไดของ 3HV ตอกรดโพรพิโอนิค การทดลองที่ X1 X2 
การทดลอง คํานวณ 

เปอรเซนตความ 
ผิดพลาด 

1 -1 -1 0.166 0.10287 38.0301 
2 1 -1 0.4577 0.39809 13.0238 
3 -1 1 0.0254 0.09587 -277.441 
4 1 1 0.1758 0.24977 -42.0762 
5 -1.414 0 0.2333 0.23041367 1.23718 
6 1.414 0 0.5559 0.54794151 1.43164 
7 0 -1.414 0 0.08913044 _ 
8 0 1.414 0.0791 -0.0206808 100 
9 0 0 0.5084 0.3812 25.0197 
10 0 0 0.5791 0.3812 34.1737 
11 0 0 0.1872 0.3812 -103.632 
12 0 0 0.3954 0.3812 3.5913 
13 0 0 0.2359 0.3812 -61.5939 

 

หมายเหต ุ  หนวยของผลไดของ 3HV ตอกรดโพรพิโอนคิ (กรัม 3HV ตอ กรัมกรดโพรพิโอนิค) 

 

ตารางที่ ก21 การวิเคราะหความแปรปรวนสมการผลไดของ 3HV ตอกรดโพรพิโอนคิ (ก17) 

แหลงความแปรปรวน Sum of squares (SSQ) DF Mean squares 
(MS) 

F 

(1) การวิเคราะห       
            Linear 1.328906105 2 0.664453052  
            Quadratic and interaction 0.332426056 3 0.110808685  
(2) การวิเคราะห lack-of-fit 0.035967695 3 0.011989232 0.419593
(3) การวิเคราะห error 0.11429398 4 0.028573495  
(4) การวิเคราะห total 0.482687731 12   
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ตารางที่ ก22   เปรียบเทียบรอยละโดยน้ําหนักของ PHBV ที่ไดจากสมการที่ (ก18) 

รอยละโดยน้ําหนักของ PHBV ในเซลล การทดลองที่ X1 X2 
การทดลอง คํานวณ 

เปอรเซนตความ 
ผิดพลาด 

1 -1 -1 4.03 7.275547 -51.8 
2 1 -1 0.138 6.361893 -16.4694 
3 -1 1 1.76 3.104107 -153.28 
4 1 1 3.17 7.492453 -86.5 
5 -1.414 0 3.67 1.994547336 64.3627 
6 1.414 0 10.34 4.45115458 21.519 
7 0 -1.414 15.1 9.971088188 12.1502 
8 0 1.414 10.26 7.821186028 29.1211 
9 0 0 11.02 9.35 15.7967 

10 0 0 12.42 9.35 -103.633 
11 0 0 7.88 9.35 26.161 
12 0 0 10.52 9.35 -16.3312 
13 0 0 4.91 9.35 9.69894 

 

 

ตารางที่ ก23 การวิเคราะหความแปรปรวนของสมการผลได 3HV ตอกรดโพรพิโอนคิ (ก18) 

 

แหลงความแปรปรวน Sum of squares (SSQ) DF Mean squares 
(MS) 

F 

(1) การวิเคราะห       
            Linear 780.6495149 2 390.3247574  
            Quadratic and interaction 83.22893612 3 27.74297871  
(2) การวิเคราะห lack-of-fit 139.5315291 3 46.5105097 5.246947
(3) การวิเคราะห error 35.4572 4 8.8643  
(4) การวิเคราะห total 258.2176652 12   



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 
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ข  ตัวอยางการคํานวณผลการทดลอง 

 แสดงตัวอยางการคํานวณหาคาตัวแปรของกระบวนการที่ไดจากการทดลอง

เพาะเลี้ยง Alcaligenes eutrophus NCIMB 11599   บนอาหารสังเคราะหที่มี  คา C/N  เปน  

32.7  และ รอยละโดยโมลกรดโพรพิโอนิค เปน 14.7 ที่ตําแหนงรหัสโคด 1 , -1  

 
ตาราง ข1  แสดงตัวอยางผลการทดลองของการทดลองที ่ 1 

 

กลูโคส (กรัม) โพรพิโอนิค (กรัม) ไนโตรเจน (กรัม) เวลา น้ําหนัก 
เซลล (กรัม) กอนเติม หลังเติม กอนเติม หลังเติม กอนเติม หลังเติม 

3HB  
(กรัม) 

3HV 
 (กรัม) 

0 5.0078 1.07 1.204 0.094 0.094 0.216 0.216 0.070449 0.001732
3 5.7466 0.729 1.148 0.089 0.127 0.208 0.347 0.144851 0.005112
6 5.7782 0.743 1.236 0.078 0.139 0.217 0.235 0.186779 0.007019
9 5.957 0.584 1.19 0.079 0.085 0.084 0.136 0.263589 0.022334

12 6.3241 0.753 1.13 0.068 0.107 0 0.074 0.347407 0.032899
15 6.4237 0.845 1.37 0.095 0.102 0 0.023 0.377111 0.048939
18 6.6215 0.82 1.29 0.084 0.099 0 0.153 0.321159 0.065303
21 5.6061 0.552 1.25 0.078 0.122 0.075 0.238 0.213586 0.049662
24 4.5857 0.508 1.2 0.097 0.045 0.098 0.15 0.158734 0.022911

 

ข1 การคํานวณอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล (Specific growth rate of cell , µ) 

จากสมดุลมวลสารของเซลล (Cell mass balance) ในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง 

 

VXFX
dt

VdX
r

f
r

r µ+=    (ข1) 
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 เมื่อ Xr          = ความเขมขนของ Residual biomass (กรัมตอลิตร) 

  Xr
f
           =         ความเขมขนของResidual biomassในกระแสปอน 

(กรัมตอลิตร) 

  F  = อัตราการปอนสารอาหาร (ลิตรตอช่ัวโมง) 

  t  = เวลา (ชั่วโมง) 

  µ  = อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล (ตอช่ัวโมง) 

  V = ปริมาตรของน้ําหมัก (ลิตร) 

 

 พิจารณากระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องที่ไมมีเซลลอยูในกระแสปอน  จะได 

 

VX
dt

VdX
r

r µ=     (ข2) 

 

 จัดรูปสมการที่ (ข2) แลวทําการอินทริเกรตจะได 

∫ ∫µ=Xr
X

t
tr

r0r 0
dtdX

X
1  

 

)tt(XlnXln 00rr −µ=−        (ข3) 

 จากสมการ (ข3)  เขียนกราฟความสัมพันธระหวาง t  กับ  ln(XrV)  จะไดกราฟที่มี

แนวโนมเปนเสนตรง  ซึ่งแสดงดังรูปที่ ข1  ความชันของกราฟที่ไดคืออัตราการเจริญเติบโต

จําเพาะของเซลล (µ)  
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รูปที่ ข1 กราฟความสัมพันธระหวาง lnXrV-lnXrV0  และ t-t0 

ข2 การคํานวณอัตราการผลิต 3HB จําเพาะ (Specific production rate of 3HB , ρ3HB ) 

จากสมดุลมวลสารของ 3HB  ในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง 

 

VXFC
dt

VdC
rHB3

f
HB3

HB3 ρ+=    (ข4) 

 

เมื่อ ρ3HB = อัตราการผลิต 3HB จําเพาะ (ตอช่ัวโมง) 

 C3HB = ความเขมขนของ 3HB (กรัมตอลิตร) 

  

 พิจารณากระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องที่ไมมี  3HB  อยูในกระแสปอน  จะได 

 

      

y = 0.0137x + 1.6614
R2 = 0.8962

1.5
1.6
1.7
1.8
1.9

2

0 4 8 12 16 20
t-to  (ชั่วโมง)

lnX
rV

-ln
XrV

o (
กรั
ม)
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VX
dt

VdC
rHB3

HB3 ρ=      (ข5) 

 

 จัดรูปสมการที่ (ข5) แลวทําการอินทริเกรตจะได 

∫ ∫ρ=VC
VC

t
t rHB3HB3

HB3
0HB3 0

VdtXVdC  

 

∫ρ=− t
t rHB30HB3HB3 0

VdtX)VCVC(   (ข6) 

 

 จากสมการ (ข6)  เขียนกราฟความสัมพันธระหวาง [HB] – [HB]0  กับ       จะไดกราฟ

ที่มีแนวโนมเปนเสนตรง  ซึ่งแสดงดังรูปที่ ข2  ความชันของกราฟที่ไดคืออัตราการผลิต 3HB 

จําเพาะ 

 

รูปที่ ข2  กราฟความสัมพนัธระหวาง C3HB-C3HB0 และ intXrVdt 

y = 0.0036x + 0.0785
R2 = 0.9858

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5

0 20 40 60 80 100
intXrVdt (กรมั-ชัว่โมง)

[HB
]-[C

HB
]o 

(กรั
ม)
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ข3 การคํานวณอัตราการผลิต 3HV จําเพาะ (Specific production rate of 3HV , ρ3HBV) 

จากสมดุลมวลสารของ 3HV  ในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง 

 

VXFC
dt

VdC
rHV3

f
HV3

HV3 ρ+=      (ข7) 

 

เมื่อ ρ3HV = อัตราการผลิต 3HV จําเพาะ (ตอช่ัวโมง) 

 C3HV = ความเขมขนของ 3HV (กรัมตอลิตร) 

  

 พิจารณากระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องที่ไมมี  3HV  อยูในกระแสปอน  จะได 

 

VX
dt

VdC
rHV3

HV3 ρ=      (ข8) 

 

 จัดรูปสมการที่ (ข8) แลวทําการอินทริเกรตจะได 

∫ ∫ρ=VC
VC

t
t rHV3HV3

HV3
0HV3 0

VdtXVdC  

 

∫ρ=− t
t rHV30HV3HV3 0

VdtX)VCVC(    (ข9) 
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จากสมการ (ข9)  เขียนกราฟความสัมพันธระหวาง C3HV – C3HV0  กับ       จะไดกราฟที่มี

แนวโนมเปนเสนตรง  ซึ่งแสดงดังรูปที่ ข3  ความชันของกราฟที่ไดคืออัตราการผลิต 3HV 

จําเพาะ 

 

รูปที่ข3  แสดงความสัมพันธระหวาง CHV-CHV0 และ intXrVdt 

 

ข4 การคํานวณอัตราการผลิต PHBV จําเพาะ (Specific production rate of PHBV , ρPHBV) 

ความสัมพันธระหวาง PHBV  กับ  3HB และ 3HV เปนดังสมการ 

 

CPHBVV  = C3HBV +   C3HVV           (ข10) 

 

จากสมดุลมวลสารของ PHBV  ในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง 

 

y =  0.0005x
R 2 =  0.9238

0

0.02

0.04

0.06

0 20 40 60 80 100
intX rVdt (ก รัม-ช่ั วโมง )

[H
V]

-[H
V]

0 (
กรั
ม)



130 

VXFC
dt

VdC
rPHBV3

f
PHBV

PHBV ρ+=       (ข11) 

เมื่อ ρPHBV = อัตราการผลิต PHBV จําเพาะ (ตอช่ัวโมง) 

 CPHBV = ความเขมขนของ PHBV (กรัมตอลิตร) 

 พิจารณากระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องที่ไมมี  PHBV  อยูในกระแสปอน  จะได 

     VX
dt

VdC
rPHBV

PHBV ρ=                     (ข12) 

 จัดรูปสมการที่ (ข8) แลวทําการอินทริเกรตจะได 

∫ ∫ρ=VC
VC

t
t rPHBVPHBV

PHBV
0PHBV 0

VdtXVdC  

∫ρ=− t
t rPHBV0PHBVPHBV 0

VdtX)VCVC(                 (ข13) 

จากสมการ (ข13)  เขียนกราฟความสัมพันธระหวาง C3HV – C3HV0  กับ จะไดกราฟที่มี

เปนเสนตรงซึ่งแสดงดังรูปที่ข4ความชันของกราฟที่ไดคืออัตราการผลิต PHBV จําเพาะ 

 

รูปที่ ข4  แสดงความสัมพนัธระหวาง CPHBV-CPHBV0 

y =  0 .0 0 4 1 x +  0 .0 7 4 9
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ข5 การคํานวณรอยละโดยโมลของ 3HV ในโคพอลิเมอร 

 เนื่องจากปริมาณ 3HV จะแปรตามเวลา  ดังนั้นการคํานวณคารอยละโดยโมลของ 

3HV ในโคพอลิเมอรจะเปนการเฉลี่ยตลอดระยะเวลาการหมัก  ซึ่งรอยละโดยโมลของ 3HV ใน

โคพอลิเมอรที่เวลาใดๆสามารถแสดงไดดวยสมการ 

100

86

3

100

3
100

3

×
+

=
HBน้ําหนักHVน้ําหนัก

HVน้ําหนัก

HVmol%            (ข14) 

ข6 การคํานวณหาสภาวะที่ใหคาพารามิเตอรสูงสุด 

 จากสมการความสัมพันธระหวางคา C/N และรอยละโดยโมลของกรดโพรพิโอนิคตอ

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ 

Y1  =  0.013 - 0.00248X1 - 0.00279X2 - 0.00188X1
2  -  0.00203X2

2  +  0.00108X1X2   (ข15) 

 ดิฟเฟอเรนทิเอตเทียบกับตัวแปร X1 และ X2  ตามลําดับ แลวใหมีคาเทากับ 0 จะได 

0001080003760002480
21

1

1 =+−−=
∂
∂ XX
X
Y ...       (ข16) 

0004060001080002790
21

2

1 =+−−=
∂
∂ XX
X
Y ...                        (ข17) 

 

แกสมการ (ข16) และ (ข17) จะได 

  X1 = 0.93  , X2 = 0.93 

 

ซึ่งเปนคา C/N เทากับ 37.7 และรอยละโดยโมลกรดโพรพิโอนิคเทากับ 17 
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รูปที่ ง1  แสดงกราฟมาตรฐานสาํหรับหาปริมาณน้าํหนกัเซลลแหง 
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รูปที่ง.2 แสดงกราฟมาตรฐานสําหรับหาปริมาณ 3HB 
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รูปที่ง.3 แสดงกราฟมาตรฐานสําหรับหาปริมาณ 3HV 
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รูปที่ง.4 แสดงกราฟมาตรฐานสําหรับหาปริมาณกรดโพรพิโอนิค 
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รูปที่ง.5  แสดงกราฟมาตรฐานสาํหรับหาปริมาณกลูโคส 
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รูปที่ ง.6 แสดงกราฟมาตรฐานสาํหรับหาปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต 
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