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1,3-โพรเพนไดออลเป็นสารท่ีมีมูลค่าสูงและนิยมใชเ้ป็นโมโนเมอร์ในการผลิตพลาสติกท่ีย่อยสลายไดแ้ละในอีกหลายอุตสาหกรรม 

การผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลโดยวิธีทางชีวภาพอาศยัการหมกักลีเซอรอลกบัจุลินทรียใ์นสภาวะไร้อากาศ ในงานวิจัยน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อ
ศึกษาแนวทางการพฒันากระบวนการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล จากการหมกักลีเซอรอลรวมถึงแนวทางการลดตน้ทุนในการผลิต ในส่วนแรก
ของงานวิจยัไดท้ าการศึกษาการผลิตสาร 1,3 โพรเพนไดออลจากกลีเซอรอลบริสุทธ์ิและกลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลในระบบ
แบบต่อเน่ืองในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ีโดยการตรึงเช้ือ C. butyricum DSM 5431 บนวสัดุตรึง BCN-009 ซ่ึงพบว่าความเขม้ขน้ของ
สาร 1,3-โพรเพนไดออลสูงสุดเท่ากบั 35.86±0.19 และ 31.65±0.44 กรัมต่อลิตร อตัราการผลิตผลิตภณัฑ์เท่ากบั 10.76±0.06 และ 9.49±0.13  
กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และผลไดข้องผลิตภณัฑ์เท่ากบั 0.76 และ 0.70 จากการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิและกลีเซอรอลจากกระบวนการผลิต 
ไบโอดีเซลตามล าดบั เม่ือคงความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลขาเขา้ท่ี 60 กรัมต่อลิตร และอตัราการเจือจางเท่ากบั 0.3 ชม-1 ในส่วนท่ีสองของงานวิจยั
ได้ศึกษาแนวทางการลดตน้ทุนในการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล โดยการเจือจางความเขม้ขน้ของสูตรอาหารลดลง 5 และ 10 เท่าของสูตร
อาหารเล้ียงเช้ือเดิม  ปรับความบริสุทธ์ิของอาหารโดยเปล่ียนมาใชอ้าหารเล้ียงเช้ือท่ีใชส้ารเคมีเกรดโรงงาน ปรับชนิดของแหล่งไนโตรเจนใน
อาหารเล้ียงเช้ือโดยเปล่ียนจากสารสกดัยีสต์เป็นยูเรีย แอลไลซีน กากผงชูรส และแอมโมเนียมซัลเฟต และปรับสัดส่วนของสารอนินทรีย์
ไนโตรเจนต่อสารอินทรียไ์นโตรเจนในสูตรอาหารเดิมโดยคงจ านวนไนโตรเจนทั้งหมดในอาหารให้คงท่ี  ผลการทดลองหมกักลีเซอรอลท่ีความ
เขม้ขน้เร่ิมตน้เท่ากับ 40 กรัมต่อลิตร พบว่าความเขม้ขน้ของสาร 1,3-โพรเพนไดออล ท่ีสภาวะคงตวัมีค่าเท่ากบั 19.81±0.13, 11.32±0.26, 
5.28±0.11, 13.88±0.05, 15.80±0.15 10.79±0.21, 9.68±0.08, 12.79±0.21, 7.03±0.42, 10.15±0.09 และ 5.67±0.62  กรัมต่อลิตร เม่ือใชสู้ตรอาหาร
ปกติ  สูตรอาหารเจือจาง 5 และ10 เท่า  สูตรอาหารเกรดโรงงาน ยูเรีย  แอมโมเนียมซลัเฟต  แอลไลซีน  กากผงชูรส  สัดส่วนสารสกดัยีสตต์่อ
แอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:11, 1:16 และ 1:34 ตามล าดบั โดยรวมแลว้งานวิจยัน้ีสามารถสรุปไดว้่าการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลโดยการหมกั
กลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ีมีความเป็นไปได้ และสามารถควบคุมสภาวะความเป็น 
กรด-ด่างไดดี้กว่าถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดน่ิง นอกจากน้ีชนิดและความบริสุทธ์ิของกลีเซอรอลมีผลต่อการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล โดย
แบคทีเรีย C. butyricum DSM 5431 ดงันั้นจึงควรก าจดัส่ิงเจือปนในกลีเซอรอลก่อนด าเนินการหมกั  และผลการศึกษาการเจือจางจากสูตรอาหาร
ปกติลง 5 และ 10 เท่าของสูตรอาหารเดิมและการปรับเปล่ียนความบริสุทธ์ิของสารเคมีโดยใช้สารเคมีเกรดโรงงานพบว่าให้ปริมาณ  
1,3-โพรเพนไดออล ลดลง ซ่ึงคลา้ยคลึงกบัการปรับแหล่งไนโตรเจนและการปรับสัดส่วนปริมาณสารอินทรียต์่อสารอนินทรียไ์นโตรเจนใน
อาหารเล้ียงเช้ือ นอกจากน้ีการปรับมาใชง้านอาหารเล้ียงเช้ือจากสารเคมีเกรดโรงงานจะมีตน้ทุนในการผลิตต ่ากว่าการใชสู้ตรอาหารปกติและการ
ใชส้ารเคมีเกรดการวิเคราะห์มาก ซ่ึงท าใหมี้ความเป็นไปไดใ้นการพฒันาเพื่อใชง้านจริงในระดบัอุตสาหกรรม 
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1,3-propanediol (PD) is a highly valued chemical, which is commonly used as a monomer for biodegradable plastics as 

well as in other industrial applications.  PD production can be accomplished by glycerol fermentation with various bacteria strains 
under anaerobic condition.  Therefore, this research aimed to study the improvement of PD production process and examined the 
feasibility of reducing the expense associated with the production.  In the first part, the research examined the PD production by  
C. butyricum DSM 5431 with BCN-009 as cell carriers using pure and biodiesel based glycerol as the sole substrate.  The highest 
PD concentrations were 35.86±0.19 g/L and 31.65±0.44 g/L with the yield of 0.76 and 0.7 for pure and biodiesel based glycerol, 
respectively when the bioreactor was maintained with inlet glycerol of 60 g/L and dilution rate of 0.3 hr-1.  The steady state result 
also suggested the possibility of using biodiesel based glycerol as the substrate for this process but still recommended removing the 
purity before being used.  In the second part, the research explored several options for reducing the PD production expense 
including dilution of media to 5 and 10 folds of the original formula, lowering the purity of media reagent to industrial grade, 
changing the nitrogen source from yeast extract to urea, L-lysine, ami-ami, and ammonium sulfate, and finally changing the mass 
ratio of inorganic to organic nitrogen in the original media formula to 1:11, 1:16, and 1:34, while maintaining the constant total 
nitrogen.  The result indicated that, for the initial glycerol concentration of 40 g/L, the steady state PD concentrations were 
19.81±0.13 g/L, 11.32±0.26 g/L, 5.28±0.11 g/L, 13.88±0.05 g/L, 15.80±0.15 g/L, 10.79±0.21 g/L, 9.68±0.08 g/L, 12.79±0.21 g/L, 
7.03±0.42 g/L, 10.15±0.09 g/L, and 5.67±0.62 g/L for original media formula, 5-times dilution, 10-times-dilution, industrial grade 
reagents, urea, ammonium sulfate, L-lysine, ami-ami, 1:11 inorganic/organic nitrogen ratio, 1:16 inorganic/organic nitrogen ratio, 
and finally 1:34 inorganic/organic nitrogen ratio, respectively.   The result also pointed out that dilution and lowering the purity of 
the reagents led to decreasing PD concentrations, a trend that is similar to those when changing the nitrogen source and changing 
the mass ratio of inorganic to organic nitrogen.  In addition, using industrial grade reagents significantly reduced production cost in 
comparison to employing the original media formula or selecting analytical reagents, thereby suggesting the possibility of 
application in an actual industrial scale production. 
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บทที ่1 

บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

1,3-โพรเพนไดออลเป็นสารท่ีมีมูลค่าสูงและนิยมใชเ้ป็นโมโนเมอร์ในการผลิตพลาสติกท่ี
ยอ่ยสลายได ้นอกจากน้ีสาร 1,3-โพรเพนไดออล สามารถน าไปใช้ในการปรับปรุงคุณสมบติัทาง
กายภาพของสารอ่ืนๆ เช่น ใชเ้ป็นสารรักษาความคงตวัในสารประเภทซักลา้ง ใช้เป็นสารป้องกนั
การแข็งตวัจากการแช่เยือกแข็ง และใช้เป็นสารผสมในน ้ ามนัหล่อล่ืนเพื่อช่วยเพิ่มความทนทาน 
ต่อน ้ าและความดนัสูง  เป็นตน้  กระบวนการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลสามารถท าได้ทั้ง
กระบวนการทางเคมีและกระบวนการทางชีวภาพ โดยกระบวนการผลิตทางเคมีจะใชเ้อทิลีนหรือ
โพรพิลีนเป็นสารตั้งตน้ และด าเนินการผลิตภายใตส้ภาวะท่ีมีอุณหภูมิและความดนัสูง ซ่ึงแตกต่าง
จากกระบวนการผลิตทางชีวภาพท่ีท าการหมกักลีเซอรอลโดยใชจุ้ลินทรียส์ายพนัธ์ุชนิดต่างๆ เช่น 
Citrobacter fruendii  Klebsiella pneumoniae และ Clostridium butyricum  ทั้งน้ีจุลินทรีย์
Clostridium butyricum  สามารถผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล ไดป้ริมาณมากท่ีสุดและมีอตัราการ
ผลิตท่ีสูงท่ีสุด  

ส าหรับแนวคิดในการปรับปรุงการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล โดยกระบวนการทาง
ชีวภาพนั้น สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 3 แนวทางคือ (1) การปรับปรุงสายพนัธ์ุของจุลินทรียโ์ดยใช้
เทคนิคทางพนัธุวศิวกรรม (2) การปรับปรุงกระบวนการผลิตใหส้ามารถสร้างสภาวะท่ีเหมาะสมใน
การเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์และ (3) การลดต้นทุนท่ีเกิดข้ึนในระหว่างการผลิต ส าหรับใน
งานวิจยัเน้ืองานส่วนใหญ่จะเน้นในแนวทางท่ี (2) และ (3)  กระบวนการผลิตสาร 1,3-โพรเพน- 
ไดออลโดยการหมกักลีเซอรอลพบว่านิยมท าในระบบเซลล์แขวนลอยมากกว่าระบบท่ีมีการตรึง
เซลล ์ถึงแมว้า่ระบบตรึงเซลลโ์ดยทัว่ไปจะมีขอ้ดีคือ (1) มีความหนาแน่นของเซลล์สูง (2) มีปริมาณ
เซลลท่ี์ถูกชะออกจากระบบนอ้ยในสภาวะท่ีมีอตัราการเจือจางสูง (3) สามารถป้องกนัเซลล์จากแรง
เฉือนไดดี้ (4) สามารถทนต่อสภาวะท่ีเกิดการยบัย ั้งของสารตั้งตน้และการยบัย ั้งของผลิตภณัฑ์ไดดี้ 
และ (5) สามารถแยกเซลลจ์ากของเหลวและน าเซลลก์ลบัมาใชใ้หม่ไดง่้าย  ทั้งน้ีงานวจิยัในการผลิต
สาร 1,3-โพรเพนไดออลดว้ยระบบตรึงเซลล์ส่วนใหญ่นิยมใช้วิธีการกกัเซลล์ไวใ้นเจลเมทตริกซ์
หรือใช้กระบวนการดูดซับไวบ้นพื้นผิวของวสัดุตรึง เช่น โพลียูรีเทน โพลีสไตรีน หรือใยบวบ  
จากการศึกษาการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล จากกลีเซอรอลบริสุทธ์ิโดยตรึงเซลล์ Clostridium 
butyricum DSM 5431 บนพลาสติก BCN-009 ซ่ึงท าจากโพลีเอทิลีนในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบด
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เคล่ือนท่ี (Moving-Bed Bioreactor) พบว่าสามารถผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลได้ในระดบัความ
เขม้ขน้เป็นท่ีน่าพอใจ (35.86 กรัมต่อลิตร) และมีอตัราการผลิต (10.76 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) สูง
กว่าการใช้ระบบแบบแขวนลอยหรือเทคนิคการตรึงเซลล์แบบอ่ืน (ใจทิพย ์วุฒิสารสุกิจ, 2552) 
นอกจากการใช้งานถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ียงัสามารถควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่าง
และอุณหภูมิให้อยู่ในสภาวะเหมาะสมไดดี้ จากการคน้ควา้พบว่าในปัจจุบนัยงัขาดขอ้มูลเก่ียวกบั
การใช้งานถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ีเพื่อผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล จากการหมกั 
กลีเซอรอลท่ีมาจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยตรง 

นอกจากการปรับปรุงกระบวนการผลิตให้มีประสิทธิภาพสูงข้ึน การวิเคราะห์ค่าใช้จ่าย 
ท่ีเกิดข้ึนระหว่างการด าเนินงานพบว่าสารเคมีท่ีใช้ในการทดลองท่ีผ่านมาเป็นเกรดการวิเคราะห์ 
(Analytical Grade Reagent) ซ่ึงมีราคาสูง และอาจท าให้ไม่คุม้ค่าต่อผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล 
ในระดบัอุตสาหกรรม  จากตารางท่ี 1.1 จะเห็นไดว้่าค่าใชจ่้ายในส่วนของสูตรอาหารเพื่อผลิตต่อ
กิโลกรัมของสาร 1,3-โพรเพนไดออล มีช่วงระหวา่ง 1,000 – 2,700 บาท ซ่ึงสูงกวา่ราคาจ าหน่าย
ของสาร 1,3-โพรเพนไดอออลท่ีมีค่าเท่ากบั  905.10  บาทต่อกิโลกรัม (1 มกราคม 2555)  ซ่ึงหาก
น าไปผลิตจริงในระดบัอุตสาหกรรม จะท าให้ไม่คุม้ค่าในการผลิต  ดงันั้นวิทยานิพนธ์น้ีจึงมีความ
สนใจเพิ่มเติมในการศึกษาความเป็นไปไดข้องการปรับสูตรอาหารท่ีจะใชเ้ล้ียงเช้ือจุลินทรียเ์พื่อลด
ตน้ทุนการผลิต ซ่ึงอาจท าไดโ้ดยปรับระดบัความเขม้ขน้หรือปรับไปใชง้านสารเคมีท่ีมีราคาถูกลง  
และจากรูปท่ี 1.1 จะเห็นไดว้า่เปอร์เซ็นตร์าคาของกลีเซอรอล (Glycerol) ในอาหารเล้ียงเช้ือมีราคา
สูงท่ีสุด ซ่ึงกลีเซอรอลจะถูกใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารเล้ียงเช้ือ หากการน ากลีเซอรอลจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลมาใช้ทดแทนกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ ก็อาจช่วยลดค่าใช้จ่ายในส่วนของ
สารเคมีซ่ึงจะส่งผลคุม้ค่าต่อการผลิตสาร1,3-โพรเพนไดอออล นอกจากน้ีสารสกดัยีสต์  (Yeast 
extracts) ในอาหารเล้ียงเช้ือก็มีราคาสูงเช่นกนั สารสกดัยสีตจ์ะถูกใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนในอาหาร
เล้ียงเช้ือ การใชแ้หล่งไนโตรเจนประเภทอ่ืนทดแทนสารสกดัยสีตห์รือการปรับสัดส่วนของปริมาณ
สารอินทรียไ์นโตรเจนต่อสารอนินทรียไ์นโตรเจนในสูตรอาหาร ก็อาจจะท าให้ช่วยลดค่าใชจ่้ายใน
ส่วนของสารเคมีเช่นเดียวกนั  
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ตารางที ่1.1 ค่าใชจ่้ายของสูตรอาหารในการผลิตต่อ 1 กิโลกรัมของ1,3-โพรเพนไดออล 
 

  
ล าดบัที่ 

สูตรอาหาร Medium  เกรด AR (กรัมต่อลติร)  
คดิเป็นเงนิ (บาท) อ้างอิง Glycerol (NH4)2SO4   CaCO3 Yeast extract K2HPO4 KH2PO4 MgSO4•7H2O CaCl2•2H2O FeSO4•7H2O Trace element Fe solution 

1 43 2 2 1 3.4 1.3 0.2 0.02 - 1 ml 2 ml 1,811.60 Gunzel et al. (1991) 
2 50 2 2 1 1 0.5 0.2 0.015 0.005 2 ml - 2,634.12 Petitdemange et al. (1995) 
3 80 2 2 1 1 0.5 0.2 0.015 0.005 2 ml - 1,136.97 Pullsirisombat (2007) 
4 50 2 2 1 3.4 1.3 0.2 0.02 0.005 2 ml - 1,372.30 Asad-ur-Rehman et. al (2008) 
5 80 5 - 1 1 0.5 0.2 0.02 - 1 ml 1 ml 1,032.20 Laosirilurchakai (2008) 

 
* ราคาของ 1,3-โพรเพนไดอออลท่ีขายไดเ้ท่ากบั  905.10  บาทต่อกิโลกรัม (บริษทั ดูปองท ์(ประเทศไทย) จ ากดั) 
** ราคาของสารเคมีท่ีใชใ้นสูตรอาหาร จากบริษทัยแูอนด์ว ีโฮลด้ิง (ประเทศไทย) จ ากดั 
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(จ) 

รูปที ่1.1 (ก), (ข), (ค), (ง), (จ) เปอร์เซ็นตร์าคาสารเคมีแต่ละชนิด ท่ีใชใ้นสูตอาหารเล้ียงเช้ือ 
 

1.2 วตัถุประสงค์ของงานวจัิย 
1. เพื่อเปรียบเทียบการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิและกลีเซอรอลจากกระบวนการผลิต 

ไบโอดีเซลเพื่อผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลจากการตรึงเช้ือจุลินทรีย์ Clostridium butyricum  
DSM 5431  ภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ี 

2. เพื่อศึกษาความเป็นไปไดใ้นการปรับเปล่ียนสูตรอาหารเล้ียงเช้ือจุลินทรีย ์Clostridium 
butyricum DSM 5431 เพื่อลดตน้ทุนในการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล โดยการเจือจางสูตร
อาหาร การปรับความบริสุทธ์ิของสารเคมี และการปรับประเภทและสัดส่วนของแหล่งไนโตรเจน
ในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือ 

 
1.3 ขอบเขตของงานวจัิย 

1. ท า ก า ร ศึกษ า ท่ีห้ อ งป ฏิบั ติ ก า ร วิ ศ วก รรม ชี ว เค มี  ภ า ควิ ช า วิ ศ วก รรม เ ค มี 
คณะวศิวกรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

2. การผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล จะท าการหมกักลีเซอรอลในสภาวะไร้ออกซิเจน 
โดยใชเ้ช้ือจุลินทรีย ์Clostridium butyricum DSM 5431 ภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ี
โดยใชว้สัดุตรึง BCN-009 
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3. ศึกษาความสามารถของเช้ือจุลินทรีย ์Clostridium butyricum DSM 5431 ในการผลิตสาร 
1,3-โพรเพนไดออลแบบต่อเน่ืองจากการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิ (99.5%) และกลีเซอรอลจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซล (ความบริสุทธ์ิ 81.33%) ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ีโดย
ควบคุมสภาวะเหมาะสมส าหรับเช้ือจุลินทรีย ์

4. ศึกษาแนวทางการลดต้นทุนในการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล โดยเช้ือจุลินทรีย ์ 
Clostridium butyricum DSM 5431 โดยจะท าการทดลองภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ี
โดยควบคุมสภาวะการเติบโตใหเ้หมาะสมส าหรับเช้ือจุลินทรีย ์ ในการทดลองมีแนวทางดงัน้ี 

(1) เจือจางความเขม้ขน้ของสูตรอาหารลดลง 5 และ 10 เท่า ของสูตรอาหาร
เล้ียงเช้ือเดิม 

(2) ปรับความบริสุทธ์ิของสูตรอาหารโดยเปล่ียนจากอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใช้
สารเคมีระดบัวิเคราะห์ (Analytical Grade Reagent) ไปใชส้ารเคมีระดบั
อุตสาหกรรม (Industrial Grade Reagent) 

(3) ปรับชนิดของแหล่งไนโตรเจนในอาหารเล้ียงเช้ือโดยเปล่ียนจากสาร 
สกดัยสีต ์ เป็นยเูรีย (CO(NH2)2)  แอลไลซีน (C6H14N2O2HCl) กากผงชูรส 
(อามิ-อามิ)  และแอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4)   

(4) ปรับสัดส่วนของสารอนินทรียไ์นโตรเจนต่อสารอินทรียไ์นโตรเจนใน 
สูตรอาหารเดิม โดยคงจ านวนไนโตรเจนทั้งหมดในอาหารใหค้งท่ี  

 5. วิเคราะห์พารามิเตอร์ต่างๆ ของระบบ ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ของสาร 1,3-โพรเพนไดออล 
กรดบิวทิริก กรดอะซิติก และกลีเซอรอล ปริมาณน ้าหนกัแหง้ของเซลลท่ี์ตรึงและเซลลแ์ขวนลอย   
 
1.4 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
           1. ไดรั้บขอ้มูลในการใช้งานและแนวทางในการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล โดยใช้ถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ีและไดรั้บขอ้มูลท่ีเป็นประโยชน์ในการขยายก าลงัการผลิต 
 2. ไดรั้บแนวทางและขอ้มูลเพื่อลดค่าใช้จ่ายในการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล จากการ
หมกักลีเซอรอลโดยเช้ือจุลินทรีย ์Clostridium butyricum DSM 5431  

3. ลดปริมาณของเสียจากการผลิตไบโอดีเซลและสามารถเพิ่มมูลค่าของกลีเซอรอลท่ี
เกิดข้ึนในระหวา่งกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 
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บทที ่2 

เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

 
2.1 ไบโอดีเซล (Biodesel) 

ไบโอดีเซล เป็นช่ือเรียกเช้ือเพลิงท่ีเป็นสารเอสเตอร์ (Ester) และเป็นเช้ือเพลิงท่ีไดรั้บการ
ยอมรับในปัจจุบนั ซ่ึงผลิตไดจ้ากการน าน ้ ามนัพืชชนิดต่างๆหรือน ้ ามนัท่ีใช้ปรุงอาหารแลว้มาท า
ปฏิกิริยาทางเคมีกับแอลกอฮอล์ (เมทานอลหรือเอทานอล) ซ่ึงเรียกกระบวนการน้ีว่า ปฏิกิริยา 
ทรานส์เอสเตอริฟิเคชัน่ (Transesterification) เป็นปฏิกิริยาระหว่างไตรกลีเซอไรด์ (Triglyceride) 
ของไขมนัสัตวห์รือน ้ ามนัพืชกบัแอลกอฮอล์โดยมีเบสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา  ส าหรับผลิตภณัฑ์ท่ี
เกิดข้ึนคือ  เมทิลเอสเตอร์ (Methylester) หรือไบโอดีเซล และไดก้ลีเซอรอล เป็นผลพลอยได ้ซ่ึง
ปริมาณของกลีเซอรอลมีประมาณ 10  เปอร์เซ็นต์ ของไบโอดีเซลท่ีเกิดข้ึน ในการท าปฏิกิริยา 
ทรานส์เอสเตอริฟิเคชัน่มกัตอ้งการตวัเร่งปฏิกิริยาเพื่อเพิ่มอตัราการเกิดปฏิกิริยาและผลิตภณัฑ์  และ
เน่ืองจากปฏิกิริยาทรานส์เอสเตอริฟิเคชัน่สามารถด าเนินการแบบยอ้นกลบัไดก้ารใช้แอลกอฮอล์
มากเกินพอจะช่วยให้ปฏิกิริยาเกิดไปทางการผลิตไบโอดีเซลมากข้ึน ไบโอดีเซลถูกคน้พบและ
น ามาทดลองใชเ้ป็นเช้ือเพลิงในเคร่ืองยนตดี์เซล โดยนกัวิทยาศาสตร์ชาวเยอรมนัช่ือ Rudolf Diesel 
เม่ือปี ค.ศ.1893 แต่ไม่แพร่หลายเน่ืองจากเช้ือเพลิงฟอสซิล (Fossil fuel) มีราคาถูกกวา่มาก  

 

 
            Triglyceride                    Methanol                             Methylester                   Glycerol 

 
รูปที ่2.1 ปฏิกิริยาทรานส์เอสเตอริฟิเคชัน่  (Ma and Hanna, 1999) 
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2.2 กลเีซอรอล (Glycerol) 
กลีเซอรอล หรือเรียกอีกช่ือหน่ึงวา่ กลีเซอรีน (Glycerine)  หมายถึงสารจ าพวกโพลิไฮดริก

แอลกอฮอล์ (Polyhydric alcohol) ท่ีมีสูตรเคมี C3H5(OH)3 มีช่ือทางเคมีวา่ 1,2,3-โพรเพนไตรออล
(1,2,3-Propanetriol) (กิตติยา, 2545 และมอก.337, 2545) มีสูตรโครงสร้างดงัรูปท่ี 2.2 กลีเซอรอล  
ถูกคน้พบเม่ือปี ค.ศ. 1779 โดยนกัเคมีชาวสวีเดนช่ือ K.W. Scheele ในขณะท าการสกดัน ้ าเช่ือมจาก
น ้ ามนัมะกอกท่ีมีสังกะสีผสมอยู ่ สารท่ีคน้พบน้ีมีรสหวาน เลยให้ช่ือวา่กลีเซอรอล ซ่ึงมาจากภาษา 
กรีกวา่ Glykys มีความหมายวา่หวาน ต่อมามีการคน้พบวา่สารดงักล่าว สามารถสกดัไดจ้ากไขมนั
และน ้ามนั ในรูปของเอสเทอร์ (Ester) ท่ีเรียกกนัทัว่ไปวา่ กลีเซอไรด ์(David and Henry, 1996) 

 

 
 

 รูปที ่2.2 สูตรโครงสร้างของกลีเซอรอล  (Jungermann and Sonntag, 1991) 
 
2.2.1 สมบัติของกลเีซอรอล  (วภิา สุโรจนะเมธากุล, 2546) 
 - กลีเซอรอลเป็นของเหลวขน้ ไม่มีสี 
 - กลีเซอรอลมีจุดเดือด 290 °C 

-  กลีเซอรอลไม่สามารถถูกออกซิไดส์ (Oxidize) จึงมีความคงตวัสูง (High stability) 
-  ไม่เกิดการเปล่ียนแปลงของสี กล่ิน และรส เม่ือเก็บไวเ้ป็นเวลานาน 
-  ละลายไดดี้ในน ้ าและแอลกอฮอล์ จึงเหมาะส าหรับการน าไปใช้ในอุตสาหกรรม

หลายประเภท 
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-  มีความหนืด จึงสามารถน าไปใชเ้ป็นสารเพิ่มความหนืด (Thickening agent) หรือ
สารเพิ่มเน้ือสัมผสัส าหรับผลิตภณัฑท่ี์เป็นของเหลวและผลิตภณัฑ์ท่ีมีลกัษณะเป็น
เจล 

-   มีความดนัไอต ่า และไม่ระเหยท่ีอุณหภูมิปกติ เป็นสารไม่มีพิษต่อระบบการย่อย 
อาหาร ผวิหนงัและเน้ือเยือ่อ่อนๆ 

 
2.3 1,3-โพรเพนไดออล  (1,3-Propanediol) 

สาร 1,3-โพรเพนไดออล เป็นสารโมโนเมอร์มีสูตรโครงสร้างเป็น C3H8O2  ใชใ้นการผลิต 
ไฟเบอร์ เช่น โพลีเอสเตอร์ (Polyester) โพลีอีเทอร์ (Polyether) และโพลียูรีเทน (Polyurethane)  
ในกระบวนการโพลีคอนเดนเซชนั (Polycondensation) นอกจากน้ีสาร 1,3-โพรเพนไดออล ยงัถูก
ใชใ้นอุตสาหรรมส่ิงทอและการท าพรมเป็นหลกั (Besson et al., 2003; Kurosaka et al., 2008) ส่วน
การใชง้านในดา้นอ่ืนๆ เช่น เป็นตวัท าละลายและเป็นสารท่ีเติมลงไปในกระบวนการผลิตสารหล่อ
ล่ืน (Gunzel et al., 1991; Biebl et al., 1999) ทั้งน้ีการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล สามารถท าได้
ทั้ งกระบวนการทางเคมีและกระบวนการทางชีวภาพ ส าหรับกระบวนการผลิตทางเคมีจะใช ้
แอโครลีน (Acrolein) เป็นสารตั้งตน้ในการผลิต ภายใตส้ภาวะท่ีมีอุณหภูมิและความดนัสูงซ่ึงจะให้
สมบติัการคดัเลือกต ่า (Low selectivity) และสามารถผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล ไดป้ริมาณนอ้ย
ซ่ึงจะท าให้ผลิตภณัฑ์ท่ีไดมี้ราคาสูง (Zeng et al., 1996; Biebl et al., 1999) ในทางกลบักนั
กระบวนการผลิตทางชีวภาพสามารถผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล โดยกระบวนการหมัก 
กลีเซอรอลโดยใชจุ้ลินทรียซ่ึ์งใชอุ้ณหภูมิและความดนัปกติ  ทั้งน้ีจุลินทรียท่ี์ใชใ้นกระบวนการหมกั
กลีเซอรอลเพื่อผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล มีหลายชนิดเช่น Enterobacter agglomerans, 
Citrobacter fruendii, Klebsiella pneumoniae, and Clostridium butyricum (Gunzel et al., 1991; 
Pflugmacher et al., 1994; Zhao et al., 2006) ดงันั้น1,3-โพรเพนไดออล จึงไดเ้ขา้มามีบทบาทส าคญั
ต่ออุตสาหกรรมผลิตพลาสติกในปัจจุบัน  และคาดว่าจะมีการน า 1,3-โพรเพนไดออล  ไปใช้
ประโยชน์ในการปรับปรุงคุณสมบติัทางฟิสิกส์ของสารอ่ืนๆ  อยา่งแพร่หลายต่อไปในอนาคต 

 
 

รูปที ่2.3 โครงสร้างโมเลกุลของ 1,3-โพรเพนไดออล  (Kinneging, 1992) 
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2.3.1 กระบวนการผลติสาร 1,3-โพรเพนไดอลทางเคมี 
         การผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลทางเคมีเป็นกระบวนการผลิตท่ียากและปริมาณผลิตภณัฑ์ 
ท่ีเกิดข้ึนนอ้ย (Zeng et al., 2000; Besson et al., 2003) โดยกระบวนการผลิตมี 2 แบบ ส าหรับแบบ
แรกเป็นกระบวนการผลิตของเดกสัสา (Degussa) เป็นแบบท่ีมีการผลิตทัว่ไป โดยสารตั้งตน้ในการ
ผลิต 1,3-โพรเพนไดออล คือ แอโครลีน (Acrolein) ท่ีได้จากปฏิกิริยาการจ่ายอิเล็กตรอนของ  
โพรพิลีน (Propylene) โดยแอโครลิน (Acrolein) จะรับน ้าท่ีอุณหภูมิและความดนัปานกลาง จากนั้น
จะเปล่ียนเป็น 3-ไฮดรอกซีโพรพินอลดีไฮด์ (3-Hydroxypropionaldehyde) ในปฏิกิริยาขั้นท่ีสอง  
3-ไฮดรอกซีโพรพินอลดีไฮด์ (3-Hydroxypropionaldehyde) รับไฮโดรเจนเพื่อเป็นสาร  
1,3-โพรเพนไดออล โดยมีรูบิเดียม (Rubidium) เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ภายใตค้วามดนัสูง (90 บาร์) 
(Brossmer et al., 2000) ส าหรับกระบวนการผลิตในแบบท่ี 2 ของเชลล์ (Shell) สารตั้งตน้ท่ีใชใ้น
การผลิตคือ เอทีลีนออกไซด์ (Ethylene oxide) ซ่ึงไดจ้ากปฏิกิริยาการรับอิเล็กตรอนของเอทีลีน 
(Ethylene) โดยเอทีลีนออกไซด์จะถูกเปล่ียนให้อยู่ในรูปของ 3-ไฮดรอกซีโพรพานอล  
(3-Hydroxypropanal) ดว้ยก๊าซสังเคราะห์ในกระบวนการไฮโดรฟอมิวเลชัน่ (Hydroformylation) 
ภายใตค้วามดนัสูงมาก (150 บาร์) แอลดีไฮด์ถูกสกดัจากสารอินทรียด์ว้ยน ้ า และเกิดปฏิกิริยารับ
ไฮโดรเจน (Hydrogenation) โดยมีนิกเกิลเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ภายใตค้วามดนัเดียวกนั ทั้งน้ีผลได้
ของผลิตภัณฑ์ในกระบวนการผลิตแบบแรกและแบบท่ีสองเท่ากับ 65 เปอร์เซ็นต์ และ 80 
เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ เน่ืองจากเอทีลีนออกไซด์ (Ethylene oxide) มีราคาต ่ากว่าแอโครลีน 
(Acrolein) ดงันั้นกระบวนการผลิตของเชลล์ (Shell) จึงไดรั้บความนิยมมากกวา่กระบวนการผลิต
ของเดกสัสา (Degussa) 
 
2.3.2 กระบวนการผลติสาร 1,3-โพรเพนไดออลทางชีวภาพ 
       กระบวนการผลิตทางชีวภาพสามารถผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล โดยกระบวนการหมกั            
กลีเซอรอลโดยใชจุ้ลินทรียซ่ึ์งใชอุ้ณหภูมิและความดนัปกติ  ทั้งน้ีจุลินทรียท่ี์ใชใ้นกระบวนการหมกั 
มีหลายชนิดเช่น Enterobacter agglomerans, Citrobacter fruendii, Klebsiella pneumoniae, และ
Clostridium butyricum (Gunzel et al., 1991; Pflugmacher et al., 1994; Zhao et al., 2006)โดย
จุลินทรียส์ายพนัธ์ุ C. butyricum จะสามารถผลิต 1,3-โพรเพนไดออลไดม้ากท่ีสุด ดงัตารางท่ี 2.3 
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ตารางที ่2.1 จุลินทรียส์ายพนัธ์ุต่างๆท่ีใชใ้นการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล (ดดัแปลงจากใจทิพย ์
วฒิุสารสุกิจ, 2552) 
 

จุลนิทรีย์ 

ความ
เข้มข้น
เร่ิมต้น         

กลเีซอรอล 
(กรัมต่อ

ลติร) 

ความเข้มข้น                    
1,3-โพรเพน

ไดอออล 
ที่ผลติได้ 

(กรัมต่อลติร) 

ผลได้
ผลติภณัฑ์ 

อตัราการผลติ
ผลติภณัฑ์  

(กรัมต่อลติร
ต่อช่ัวโมง) 

ชนิดของการ
หมัก 

อ้างอิง 

C. butyricum 
DSM 5431 

 
43 25.0 0.70 2.20 

แบบกะ 
Gunzel et al.  
(1991) 

C. butyricum 
DSM 5431 

 
50 24.9 0.62 - 

แบบกะ 
Petitdemange et al. 
(1995) 

C. butyricum 
DSM 5431 

 
80 41.4 0.76 1.30 

แบบกะ 
Pullsirisombat  
(2007) 

C. butyricum 
DSM 5431 

 
50 26.0 0.52 1.85 

แบบกะ 
Asad-ur-Rehman et. al 
(2008) 

C. butyricum 
DSM 5431 

 
80 44.8 0.77 - 

แบบกะ 
Laosirilurchakai 
(2008) 

C. butyricum 
DSM 5431 

 
97 

 
50.0 

 
0.61 2.70 

แบบก่ึงกะ Gunzel et al. (1991) 

C. butyricum 
DSM 5431 

 
110 

 
56.0 

 
0.61 2.20 

แบบก่ึงกะ Deckwer (1995) 

C. butyricum 
DSM 5431 

 
22 

 
13 

 
0.69 - 

แบบก่ึงกะ Biebl et al (1998) 

C. butyricum 
DSM 5431 

 
56 

 
26.5 

 
0.58 13.30 

แบบต่อเน่ือง Reimann et al. (1998) 

C. butyricum 
DSM 5431 

 
60 

 
33.6 

 
0.58 - 

แบบต่อเน่ือง 
Papanikolaou et al. 
(2004) 

C. butyricum 
DSM 5431 

 
60 

 
32.3 

 
0.54 10.3 

แบบต่อเน่ือง 
Gonzalez-Pajuelo et al. 
(2005) 

C. butyricum 
DSM 5431 

 
60 

 
29.08 

 
0.75 6.11 

แบบต่อเน่ือง Suratago (2009) 

C. butyricum 
F2b 

 
90 

 
47.1 

 
0.53 3.58 

แบบกะ 
Papanikolaou et. al 
(2007) 

 
 
 

12 
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ตารางที ่2.1 จุลินทรียส์ายพนัธ์ุต่างๆท่ีใชใ้นการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล (ต่อ) 
 

จุลนิทรีย์ 

ความ
เข้มข้น
เร่ิมต้น         

กลเีซอรอล 
(กรัมต่อ

ลติร) 

ความเข้มข้น                    
1,3-โพรเพน

ไดอออล 
ที่ผลติได้ 

(กรัมต่อลติร) 

ผลได้
ผลติภณัฑ์ 

อตัราการผลติ
ผลติภณัฑ์  

(กรัมต่อลติร
ต่อช่ัวโมง) 

ชนิดของการ
หมัก 

อ้างอิง 

C. butyricum 
F2b 

 
90 

 
43.5 

 
0.49 1.74 

แบบต่อเน่ือง 
Papanikolaou et. al 
(2007) 

C. butyricum 
CNCM 1211 

 
70 

 
37 

 
0.64 

 
1.89 

แบบกะ Barbirato et al. (1998) 

C. butyricum 
CNCM 1211 

 
129 

 
67 

 
0.63 

 
- 

แบบกะ Himmi et al. (1999) 

C. butyricum 
CNCM 1211 

 
120 

 
63.7 

 
0.64 - 

แบบกะ Colin (2000) 

C. freundii DSM 
30040 

 
34.5 

 
19 

 
0.57 8.2 

แบบต่อเน่ือง 
Pflugmacher et al. 
(1994) 

K.  pneumoniae 
DSM2026 

 
20 

 
22.3 

 
0.53 

 
1.68 

แบบกะ Homann et al. (1990) 

K.  pneumoniae 
DSM2026 

 
125 

 
56.0 

 
0.45 

 
2.30 

แบบก่ึงกะ Deckwer (1995) 

K.  pneumoniae 
DSM2026 

 
60 

 
31 

 
0.62 

 
- 

แบบก่ึงกะ Biebl  et al  (1998) 

K.  pneumoniae 
DSM2026 

 
40 

 
18 

 
0.57 

 
1.62 

แบบก่ึงกะ Chen et al. (2003) 
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2.3.2.1 วฏัจักรการเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพจากกระบวนการหมักกลเีซอรอล 
 

 
รูปที ่2.4 วฏัจกัรการหมกัแบบไร้อากาศของกลีเซอรอลโดย Clostridium butyricum  (Zeng, 1996) 

 
วฏัจกัรการหมกัของกลีเซอรอลโดย C. butyricum เพื่อผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล ภายใต้

สภาวะไร้อากาศ กระบวนการหมกัจะเร่ิมตน้เม่ือกลีเซอรอลแพร่เขา้สู่เซลล์ โดยกลีเซอรอลส่วนแรกจะ
ถูกก าจดัไฮโดรเจน(Dehydrogenated) เป็นไดไฮดรอกซีอะซีโตน (Dihydroxyacetone) และเปล่ียนเป็น
ไพรูเวท (Pyruvate) ในวฏัจกัรไกลโคไลซิส (Glycolysis) จากนั้นไพรูเวท (Pyruvate) จะถูกเปล่ียนเป็น
แอซีติลโคเอนไซมเ์อ (Acetyl-CoA) โดยเอนไซมไ์พรูเวท (Ferredoxin oxidoreductase) และจากแอซีติล
โคเอนไซม์เอ (Acetyl-CoA) จะรับอิเล็กตรอนเกิดเป็นเอทานอลโดยมีอะซิทลัดีไฮด์ (Acetaldehyde) 
เป็นสารมธัยนัต ์(Intermediate) ส่วนบิวทาเรทจะเกิดจากการรับอิเล็กตรอนของบิวทิวริวโคเอนไซมเ์อ 
(Butyryl-CoA) ซ่ึงเป็นสารมธัยนัต์ จากนั้นจะปล่อยพลงังาน อะดิโนซีนไตรฟอสเฟต (ATP) และเกิด
เป็นบิวทาเรท ส่วนอะซีเตตจะเกิดจาการปลดปล่อยพลงังาน อะดิโนซีนไตรฟอสเฟต (ATP) ของ 
แอซีติลโคเอนไซมเ์อ (Acetyl-CoA) ซ่ึงพลงังานอะดิโนซีนไตรฟอสเฟต (ATP) เหล่าน้ีจะใชเ้ป็นแหล่ง
พลงังานส าหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์ทั้งน้ี กลีเซอรอลส่วนท่ีเหลือจะตอ้งท าการเอาน ้ าออกโดย
ใชว้ติามินบี 12 เพื่อเปล่ียนเป็น 3-ไฮดรอกซีโพรไพโอนอลดีไฮด์ (3-Hydroxypropionaldehyde) จากนั้น
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จะรับอิเล็กตรอนเกิดเป็นสาร 1,3-โพรเพนไดออล  ผลไดข้อง 1,3-โพรเพนไดออล ท่ีมากท่ีสุดจะเกิดข้ึน
เม่ือมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์ก๊าซไฮโดรเจนและกรดอะซิติกเป็นผลิตภณัฑข์า้งเคียงเท่านั้น (Deckwer, 
1995; Zeng, 1996; Biebl, 1999) ทั้งน้ีเม่ือปริมาณกลีเซอรอลจ ากดัจะส่งผลให้จ  านวนเซลล์เกิดข้ึนอยา่ง
เหมาะสมและเกิดเอทานอลเป็นผลิตภณัฑ์ขา้งเคียง และถ้าปริมาณกลีเซอรอลปานกลางจะส่งผลให ้
ผลไดข้องสาร 1,3-โพรเพนไดออลมีค่ามากท่ีสุดและปริมาณเอทานอลมากข้ึนซ่ึงอาจน ามาสู่การเกิดการ
ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลเ์น่ืองมากจากผลิตภณัฑข์า้งเคียง นอกจากน้ีพบวา่เม่ือปริมาณกลีเซอรอล
มากเกินพอจะเกิดกรดแลกติกเป็นผลิตภณัฑข์า้งเคียง (Biebl, 1999) 

 
2.3.2.2 กระบวนการหมักกลีเซอรอลเพื่อผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลในระบบเซลล์

 แขวนลอย 
              Gonzalez-Pajuelo et al. (2005) ไดศึ้กษาการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล เพื่อเพิ่มอตัราส่วน
ของผลไดแ้ละอตัราการผลิตผลิตภณัฑ์ท่ีสูง โดยใชจุ้ลินทรีย ์C. butyricum VPI 3266 ในกระบวนการ
หมกัแบบต่อเน่ือง โดยท าการศึกษาปัจจยัของอตัราการเจือจาง (D) ท่ีเท่ากบั 0.05-0.5 ชม.-1 และความ
เข้มข้นของกลีเซอรอลเร่ิมต้นท่ีป้อนเข้าสู่กระบวนการหมักแบบต่อเน่ือง ซ่ึงความเข้มข้นของ 
กลีเซอรอลเท่ากบั 30 และ 60 กรัมต่อลิตร โดยใชถ้งัปฏิกรณ์ขนาด 2 ลิตร มีปริมาตรใชง้านเท่ากบั 1250
มิลลิลิตร โดยท าการหมกัท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 7 และความเร็วรอบ
เท่ากบั 200 รอบต่อนาที ทั้งน้ีไดเ้ปล่ียนแปลงอตัราการเจือจางเท่ากบั 0.05-0.5 ชม.-1 เม่ือความเขม้ขน้
ของกลีเซอรอลเท่ากบั 30 กรัมต่อลิตร ท่ีอตัราการเจือจางเพิ่มข้ึนจนเท่ากบั 0.3 ชม.-1 จะมีปริมาณ 
กลีเซอรอลเหลือจากการหมกัเท่ากบั 1 กรัมต่อลิตร และท่ีอตัราเจือจางท่ีสูงกวา่ 0.3 ชม.-1 จะมีปริมาณ
กลีเซอรอลเหลือจากการหมกัเท่ากบั 12.5 กรัมต่อลิตร ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าปริมาณคาร์บอนต่อพื้นท่ีมี
ความส าคญัต่อปริมาณกลีเซอรอลท่ีถูกใชไ้ป ดงันั้นอตัราการเจือจางท่ีเหมาะสมท าให้ไดอ้ตัราการผลิต
ผลิตภณัฑ์สูงท่ีสุดเท่ากบั 0.3 ชม.-1 ทั้งน้ีความเขม้ขน้ของ 1,3-โพรเพนไดออลท่ีมากท่ีสุดและอตัราการ
ผลิตผลิตภณัฑ์เท่ากบั 30 กรัมต่อลิตร และ 10.3 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมงท่ีอตัราการเจือจางเท่ากบั 0.03 
ชม.-1 เม่ือความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร นอกจากน้ีมีงานวิจยัท่ีไดท้  าการศึกษาการ
ผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล ท่ีมากท่ีสุดโดยการหมักกลีเซอรอล เม่ือใช้ C .butyricum โดยใช้
กระบวนการหมกัแบบก่ึงกะ (Fed batch)  ซ่ึงการท างานของระบบก่ึงกะจะท างานโดยการควบคุมการ
ป้อนสารตั้งตน้ เน่ืองจากระบบก่ึงกะ จะสามารถหลีกเล่ียงการเกิดการยบัย ั้งของสารตั้งตน้ได ้ท าให้
สามารถผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลได้ในปริมาณมาก ในปี 1994 Saint-Amans และคณะ ได้
ท าการศึกษาการหมกัในระบบแบบก่ึงกะและแบบกะ ส าหรับระบบก่ึงกะสามารถผลิต 1,3-โพรเพน- 
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ไดออลเท่ากบั 65 กรัมต่อลิตร และผลไดข้องผลิตภณัฑ์เท่ากบั 0.57 ส่วนการหมกัแบบกะสามารถผลิต 
1,3-โพรเพนไดออลเท่ากบั 35 กรัมต่อลิตร และผลไดข้องผลิตภณัฑเ์ท่ากบั 0.54     
 

2.3.2.3 กระบวนการหมักกลเีซอรอลเพือ่ผลติสาร 1,3-โพรเพนไดออลในระบบตรึงเซลล์ 
การตรึงเซลล์เป็นการจ ากดัขอบเขตท่ีอยู่ของเซลล์เพื่อให้รักษาให้กิจกรรมการเร่งของเซลล์

ยงัคงอยู ่การตรึงเซลลด์ว้ยกลไกทางกายภาพแบ่งออกเป็น 4 วิธี (Pullsirisombat, 2007)  (1.) การยึดเกาะ
บนพื้นผิว (Attachment/Adsorption to a surface) (2.) การกกัเซลล์ภายในรูพรุนของเมทตริกซ์
(Entrapment within a porous matrix) (3.) การบรรจุเซลล์ขา้งหลงัตวัขวางกั้น (Containment behind a 
barrier) (4.) การรวมตวัของเซลล ์(Self-aggregation) 
 

 
 

รูปที ่2.5 การตรึงเซลลด์ว้ยวิธีต่างๆ คือ  (a) การยดึเกาะบนพื้นผวิ (b) การกกัเซลลภ์ายในรูพรุนของ
เมตริกซ์ (c) การบรรจุเซลลข์า้งหลงัตวัขวางกั้น (d) การรวมตวัของเซลล์  (Verbelen et al., 2006) 

 
1. การยดึเกาะบนพื้นผวิ (Attachment/Adsorption to a surface) 
การตรึงเซลลโ์ดยการดูดซบัเป็นวธีิการท่ีไดรั้บความนิยมอยา่งมาก เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีง่ายและมี

ความสะดวก รวดเร็ว (Pullsirisombat, 2007) การรวมตวัของเซลล์และวสัดุตรึงจะยึดกนัดว้ยแรงแวน
เดอร์วาล์ว การสัมผสักนัโดยตรงระหวา่งสารอาหารและวสัดุตรึงนบัวา่เป็นขอ้ดีของการตรึงเซลล์ดว้ย
วิธีน้ี (Budiraharjo, 2006) ทั้งน้ีปริมาณเซลล์ท่ีเกิดข้ึนจะข้ึนอยู่กบัช่องว่างภายในวสัดุตรึง ในกรณีท่ี
ช่องวา่งภายในตวักลางนอ้ย การแพร่ของสารอาหารเพื่อเขา้สู่เซลล์จะถูกจ ากดั ในขณะท่ีช่องวา่งภายใน
วสัดุตรึงท่ีมาก จะส่งผลในเร่ืองของพื้นท่ีผวิจ าเพาะต่อหน่วยปริมาตรของวสัดุตรึง ดงันั้นวสัดุตรึงควรมี
ขนาดของช่องวา่งใหเ้หมาะสม 
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2. การกกัเซลลภ์ายในรูพรุนของเมทตริกซ์ (Entrapment within a porous matrix) 
การกกัเซลลภ์ายในรูพรุนของเมทตริกซ์เป็นวิธีท่ีใชก้นัอยา่งกวา้งขวางอีกวิธีหน่ึง (Shuler et al. 

,2001) ซ่ึงเมทตริกซ์ท่ีใช้มีหลายชนิด เช่น โพลีเมอร์ท่ีมีรูพรุน (วุน้ อลัจิเนต ไคโตซาน เจลลาติน 
เซลลูโลส และคอลลาเจน) โพลียรีูเทน ซิลิกาเจล โพลีสไตรลีน เป็นตน้ (Liu et al., 1998; Ogbonna  
et al., 1994; Fujii et al., 1999; Sakurai et al., 2000; Bekers et al., 1999; Shinonaga et al.,  1992) โดย
วสัดุตรึงจะถูกเตรียมให้อยู่ในรูปของบีท (Bead) ซ่ึงภายในเม็ดบีท (Bead) จะมีจุลินทรียบ์รรจุอยู ่
จากนั้นจะเกิดกระบวนการการเกิดเจล (Gelation) หรือกระบวนการโพลิเมอไรเซชัน่ (Polymerization) 
เพื่อผลิตเจลโพลิเมอร์บรรจุเซลล์ไวอี้กชั้น การตรึงเซลล์ด้วยวิธีน้ีมีขอ้จ ากดัในเร่ืองการแพร่ซ่ึงเป็น
ปัญหาหลกัของการตรึงเซลลด์ว้ยวธีิน้ี  

 
3. การบรรจุเซลลข์า้งหลงัตวัขวางกั้น (Containment behind a barrier) 
การบรรจุเซลลข์า้งหลงัตวัขวางกั้นเป็นการตรึงเซลลใ์นอุดมคติ ซ่ึงใชใ้นหลากหลายระบบ  เม่ือ

ตอ้งการแยกปริมาณเซลล์ทั้งหมดหรือตอ้งการแยกผลิตภณัฑ์ท่ีจ  าเพาะเจาะจงออกจากสารขาออก โดย
ตวัขวางกั้นอาจมีอยูแ่ลว้ภายในระบบ (Hollow fibred และ Flat membrane reactors) หรือถูกสร้างข้ึนมา
เพื่อท าการตรึงเซลล ์(ไมโครแคปซูลและการกกัเซลลส์องเฟส) ทั้งน้ีเยือ่เลือกผา่นสังเคราะห์โดยปกติคือ 
โพลิเมอริคไมโครฟิวเตชัน่ (Polymeric microfiltration) หรืออลัตร้าฟิว-เตชัน่เมมเบรน (Ultra-filtration 
membranes) ถึงแมว้า่เยื่อเลือกผา่นท่ีใชมี้หลากหลายชนิด เช่น เซรามิค ยางซิลิโคน เป็นตน้  การถ่ายเท
มวลสารผ่านเยื่อเลือกผ่านไม่ได้ข้ึนอยู่กบัขนาดของรูพรุนและโครงสร้างแต่ข้ึนอยู่กบัความชอบน ้ า 
(Hydrophobicity) ความไม่ชอบน ้า (Hydrophilicity) และประจุอีกดว้ย(Pullsirisombat,2007) 
 

4. การรวมตวัของเซลล์ (Self-aggregation) 
ก า รต รึ ง เ ซลล์ ด้ ว ย วิ ธี น้ี เ ป็ นก า ร รวมตัว กันของ เซลล์ ซ่ึ ง เ กิ ด ข้ึ นต ามธ รรมช า ติ

(Pullsirisombat,2007)  ในอุตสาหกรรมจ านวนมากมีการผลิตผลิตภณัฑ์ท่ีผลิตข้ึนในเมทาบอลิซึมขั้น
แรกและเมทาบอลิซึมขั้นท่ีสอง เช่น กรดอะซีติก แอนติไบโอติก เซลลูไลติกเอนไซม์ เป็นต้น  
ในกระบวนการบ าบดัน ้ าเสียแบบไม่ใช้อากาศการรวมตวักนัของจุลินทรียจ์ะถูกใช้เป็นตวัเร่งการย่อย
สลายของกระบวนการเมทาโนจิโนสิส (Methanogenesis) และประสบความส าเร็จในกระบวนการ
บ าบดัน ้าเสียของอุตสาหกรรมมนัฝร่ังและผลไม ้เป็นตน้ นอกจากน้ียงัใชใ้นกระบวนการหมกัไวน์และ
เบียร์อีกดว้ย  
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          ข้อดีของการตรึงเซลล์   
- การตรึงเซลล์ท าให้เซลล์มีจ  านวนมากข้ึน เม่ือจ านวนเซลล์มีมากข้ึนส่งผลให ้

อตัราการผลิตผลิตภณัฑสู์งข้ึน 
- วสัดุตรึงท่ีใช้ในการตรึงเซลล์จะสามารถป้องกันเซลล์จากอุณหภูมิ ค่าความเป็น 

กรด-ด่างและโลหะหนกั 
- เซลลท่ี์ถูกตรึงจะเสถียรและมีกิจกรรมท่ียาวนานมากข้ึน  
- สามารถน าเซลลก์ลบัมาใชใ้หม่ได ้ 
- เพิ่มความคงทนให้กับเซลล์ เม่ือเกิดการยบัย ั้ งของสารตั้ งต้นและการยบัย ั้งของ 

ผลิตภณัฑ ์
- ลดปัญหาเซลล์ถูกชะลา้ง (Wash out) ออกจากระบบ เม่ือด าเนินการดว้ยอตัราการ 

เจือจางสูง 
- ป้องกนัเซลลจ์ากแรงเฉือน 

 
ทั้งน้ีไดมี้งานวิจยัท่ีท าการศึกษากระบวนการหมกักลีเซอรอลโดยการตรึงเซลล์ Zhao (2006) 

ท าการศึกษาการตรึงเซลล์ Klebsiella pneumoniae โดยการกกัเซลล์ดว้ย NaCS/PDMDAAC (Sodium 
cellulose sulfate/Poly-dimethyl-diallyl-ammonium chloride) เม่ือท าการทดลองแบบกะจะได้ความ
เขม้ขน้ของสาร 1,3-โพรเพนไดออลเท่ากบั 63.1 กรัมต่อลิตร และผลไดข้องผลิตภณัฑ์เท่ากบั 0.65 และ
เม่ือท าการทดลองแบบก่ึงกะ จะไดค้วามเขม้ขน้ของสาร 1,3-โพรเพน-ไดออลเท่ากบั 51.86 กรัมต่อลิตร 
ส่วนการทดลองแบบต่อเน่ืองจะได้ อัตราการผลิตผลิตภัณฑ์เท่ากับ 4.49 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง   
ความเขม้ขน้ของ 1,3-โพรเพนไดออลเท่ากบั 13.6 กรัมต่อลิตร และผลไดข้องผลิตภณัฑ์เท่ากบั 0.43 ท่ี
อตัราเจือจางเท่ากบั 0.33 ชม.-1 นอกจากน้ียงัพบว่าการตรึงเซลล์ดว้ยวิธีน้ีท าให้เกิดปัญหาในเร่ืองของ
การถ่ายเทมวลสาร ส่งผลให้ไม่สามารถควบคุมความเป็นกรด-ด่างท่ีเกิดข้ึนภายในแคปซูล ซ่ึงท าให ้ 
1,3-โพรเพนไดออลท่ีเกิดข้ึนมีปริมาณน้อย นอกจากน้ียงัส่งผลให้กลีเซอรอลถ่ายเทเข้าไปภายใน
แคปซูลไดป้ริมาณนอ้ย ท าให้เซลล์ถูกยบัย ั้งการเจริญเติบโตโดยสารตั้งตน้ เช่นเดียวกบั Pullsirisombat 
(2007) ท าการตรึงเซลล์ลงบน γ –อะลูมินาในเจลอลัจิเนท จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า ความ
เขม้ขน้ของสาร 1,3-โพรเพนไดออล ท่ีผลิตไดมี้ค่าน้อยกวา่ในระบบเซลล์แขวนลอย เน่ืองจากบริเวณ
พื้นท่ีผิวของ γ –อะลูมินา มีความหนาแน่นของประจุบวกสูงส่งผลให้รบกวนกิจกรรมของเซลล์และ 
ค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีลดลงจะยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลอี์กดว้ย 

นอกจากการตรึงเซลล์ด้วยการกกัเซลล์ภายในรูพรุนของเมทตริกซ์ (Entrapment within a 
porous matrix)  แลว้ยงัมีงานวิจยัท่ีไดท้  าการศึกษาการตรึงเซลล์โดยใชว้ิธีดูดซบั(Adsorption) บนวสัดุ
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ตรึง ในปี 1994 Pflugmacher และคณะ ได้ท าการศึกษาการตรึง Citrobacter  freundii เพื่อผลิต  
1,3-โพรเพนไดออล ซ่ึงท าการตรึงเซลล์ลงบนโพลียูรีเทนท่ีไดมี้การดดัแปลง โดยใช้กลีเซอรอลเป็น
แหล่งคาร์บอนซ่ึงมีการป้อนกลีเซอรอลอยา่งต่อเน่ือง เพื่อใช้ในกระบวนการหมกัแบบไม่ใช้อากาศใน
เคร่ืองปฏิกรณ์แบบเบดน่ิงขนาด 500 มิลลิลิตร ทั้งน้ีระบบน้ีมีการเวยีนกลบัในขาออกท่ีอตัราการเจือจาง
เท่ากบั 3 ชม.-1 เพื่อท าให้ระบบเกิดการผสมกนัอย่างสมบูรณ์ จากนั้นมีท าการบ่มเช้ือในถงัหมกัเป็น 
เวลา 24 วนั อุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส ซ่ึงมีอตัราการเจือจางของการป้อนสารอาหารเท่ากบั 0.3 ชม.-1 
และความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 400 มิลลิโมลาร์ ทั้งน้ีปัจจยัท่ีท าการศึกษาคือ อตัราการ
เจือจางท่ีเท่ากบั 0.3, 0.4, 0.5 และ 0.6 ชม.-1 และความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 400, 500,  
550, 600, 650, 700, 750 และ 800 มิลลิโมลาร์ จากการท าการทดลองเร่ิมตน้ท าการศึกษาปัจจยัในเร่ือง
ของความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอล โดยท าการควบคุมอตัราการเจือจางท่ีต ่าท่ีสุดเท่ากบั 0.3 ชม.-1 
จากการทดลองพบว่า ท่ีความเข้มข้นเร่ิมต้นของกลีเซอรอลต ่า จะได้ผลได้ของสาร 1,3-โพรเพน- 
ไดออลสูง ทั้ งน้ีแสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นของกลีเซอรอลท่ีสูงข้ึนไม่ได้ส่งผลให้ผลได้ของสาร  
1,3-โพรเพนไดออลสูงข้ึน เน่ืองจากเกิดการยบัย ั้งของสารตั้งตน้ ดงันั้นจึงเลือกความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของ
กลีเซอรอลเท่ากบั 400 มิลลิโมลาร์ เพื่อใช้ในการศึกษาปัจจยัในส่วนของอตัราการเจือจาง จากการ
ทดลองพบวา่ ท่ีอตัราการเจือจางในช่วง 0.3-0.5 ชม.-1 จะท าให้ไดผ้ลไดข้องสาร 1,3-โพรเพนไดออลสูง
ข้ึนตามล าดบั และจะไดผ้ลไดต้  ่าลงเม่ืออตัราการเจือจางเท่ากบั 0.6 ชม.-1 ดงันั้นจึงเลือกอตัราการเจือจาง
เท่ากบั 0.5 ชม.-1 ซ่ึงไดอ้ตัราการผลิตผลิตภณัฑ์เท่ากบั 8.2 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และในปี 2009 
Suratago ไดศึ้กษาการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล โดยการตรึงเซลล์ Clostridium butyricum DSM 
5431 โดยใช้ใยบวบเป็นวสัดุตรึงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดน่ิง ซ่ึงงานวิจยัน้ีได้ศึกษาสภาวะท่ี
เหมาะสมส าหรับการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล พิจารณาจากความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้โดยท าการ
เปล่ียนแปลงความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 60, 80 และ 100 กรัมต่อลิตร และอตัราการเจือจาง
เท่ากบั 0.13, 0.17, 0.21 และ 0.25 ชม.-1 ผลการทดลองพบวา่เม่ือความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลเร่ิมตน้ท่ี  
60 กรัมต่อลิตรและอตัราการเจือจางเท่ากบั 0.21 ชม.-1 จะให้อตัราการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล ได้
สูงสุดท่ี 6.11 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง โดยมีความเขม้ขน้ของสาร 1,3-โพรเพนไดออลและผลได้ของ
ผลิตภณัฑท่ี์ 29.08 กรัมต่อลิตร และ 0.75 ตามล าดบั และพบวา่เม่ือความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลเร่ิมตน้ท่ี
สูงกวา่ 60 กรัมต่อลิตร และอตัราการเจือจางท่ีสูงกวา่ 0.21 ชม.-1 ความเขม้ขน้ของผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดข้ึนมี
ค่าลดลง เน่ืองจากเกิดการยบัย ั้งของสารตั้นตน้และอตัราการเจือจางท่ีสูง ส่งผลให้จุลินทรียท่ี์ยึดเกาะอยู่
บนตวักลางหลุดออกมาบางส่วน ทั้งน้ีการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลถูกยบัย ั้งเม่ือสภาวะภายในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพมีความเป็นกรดต ่ากวา่ 6.5  ทั้งน้ีการตรึงเซลลท์  าใหไ้ดอ้ตัราการผลิตผลิตภณัฑท่ี์สูงข้ึน 
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2.3.2.4 กระบวนการหมักกลเีซอรอลจากการผลติไบโอดีเซลเพือ่ผลติ 1,3-โพรเพนไดออล 
             งานวิจยัท่ีท าการศึกษาการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล โดยการเปรียบเทียบกลีเซอรอลจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซล เม่ือผ่านการท าให้บริสุทธ์ิดว้ยกระบวนการท่ีแตกต่างกนัและกลีเซอรอล 
บริสุทธ์ิ โดย Asad-ur-Rehman และคณะ (2008) ท าการศึกษาการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล เม่ือใช ้
กลีเซอรอลเป็นสารตั้งตน้ ซ่ึงท าการเปรียบเทียบกลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเม่ือผ่าน
การท าให้บริสุทธ์ิดว้ยกระบวนการท่ีแตกต่างกนัและกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ โดยใชเ้คร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพ
แบบกวนดว้ยแท่งแม่เหล็ก (Magnetically stirred bioreactor) ขนาด 1.5 ลิตร ทั้งน้ีการทดลองไดท้  า
เปรียบเทียบความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลท่ีใชใ้นการทดลองเท่ากบั 20 และ 50 กรัมต่อลิตร จาก
ผลการทดลองพบว่า เม่ือความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลทุกชนิดเท่ากบั 20 กรัมต่อลิตร จะผลิต  
1,3-โพรเพนไดออล ท่ีมีความเขม้ขน้อยูใ่นช่วง 10.3-10.7 กรัมต่อลิตร และเม่ือความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของ
กลีเซอรอลทุกชนิดเท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร จะไดค้วามเขม้ขน้สาร 1,3-โพรเพนไดออลในช่วง 25-26 
กรัมต่อลิตร ทั้งน้ีความเขม้ขน้ของสาร 1,3-โพรเพนไดออล ท่ีผลิตไดจ้ะใกลเ้คียงกนั เม่ือใชก้ลีเซอรอล 
บริสุทธ์ิและกลีเซอรอลท่ีเป็นผลิตภณัฑ์ขา้งเคียงเม่ือผา่นการท าให้บริสุทธ์ิ และในปี 2006 Ying Mu 
และคณะ ไดท้  าการศึกษาโดยเปรียบเทียบการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลโดย Klebsiella pneumoniae 
DSM 2026 จากการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 99 เปอร์เซ็นต์ กลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 70  เปอร์เซ็นต ์จาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยใช้เบสเป็นตัวเร่งและกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 85 เปอร์เซ็นต์ จาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยใชเ้อนไซม์ไลเปสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ทั้งน้ีไดท้  าการทดลองในระบบ
แบบกะ จากการทดลองในระบบแบบกะ ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลทุกชนิดเท่ากบั  20 กรัมต่อ
ลิตร พบวา่ความเขม้ขน้ของสาร 1,3-โพรเพนไดออลท่ีเกิดข้ึนเท่ากบั 9.4, 7.3, 8.4 กรัมต่อลิตร เม่ือใช ้
กลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 99 เปอร์เซ็นต ์กลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 70 เปอร์เซ็นต ์จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล
โดยใช้เบสเป็นตวัเร่งและกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 85 เปอร์เซ็นต์ จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยใช้
เอนไซมไ์ลเปสเป็นตวัเร่งตามล าดบั และในปี 1995 Petitdemange และคณะ ไดท้  าการศึกษาการหมกั 
กลีเซอรอลท่ีไดจ้ากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเพื่อผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล โดย C. butyricum 
E5 ซ่ึงท าการหมกัแบบก่ึงกะเม่ือความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากับ 109 กรัมต่อลิตร ความ
เขม้ขน้ของ 1,3-โพรเพนไดออลท่ีผลิตไดเ้ท่ากบั 58 กรัมต่อลิตร ถดัมาในปี 2000 Papanikolaou และ
คณะ ไดศึ้กษาการหมกักลีเซอรอลท่ีใช้ในอุตสาหกรรมเพื่อผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลโดยใช้เช้ือ  
C. butyricum F2b ซ่ึงท าการหมกัแบบต่อเน่ือง 1 ช่วง และ 2 ช่วง โดยการหมกัแบบต่อเน่ืองแบบ 1 ช่วง 
ท่ีอตัราการเจือจางเท่ากบั 0.02 ถึง 0.29 ชม-1 ภายในถงัปฏิกรณ์ขนาด 2 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 33 องศา
เซลเซียส ความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 7 โดยเปล่ียนแปลงความเขม้ขน้เร่ิมตน้กลีเซอรอลเท่ากบั 30, 60 
และ  90 กรัมต่อลิตร พบว่า เม่ือความเขม้ขน้เร่ิมตน้กลีเซอรอลเพิ่มสูงข้ึน ส่งผลให้ความเขม้ขน้ของ 
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1,3-โพรเพนไดออล เพิ่มสูงข้ึนดว้ย ซ่ึงความเขม้ขน้ของ 1,3- โพรเพนไดออลท่ีมากท่ีสุดเท่ากบั 35-48 
กรัมต่อลิตร เม่ืออตัราการเจือจางเท่ากบั 0.02-0.12 ชม-1 นอกจากน้ียงัพบวา่ เม่ืออตัราการเจือจางเพิ่ม
สูงข้ึน ส่งผลใหค้วามเขม้ขน้ของ 1,3-โพรเพนไดออลลดลง และความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลท่ีเหลือใน
ขาออกเพิ่มสูงข้ึน ส าหรับการหมกัแบบต่อเน่ือง 2 ช่วง ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 90 
กรัมต่อลิตร โดยในช่วงแรกจะใช้อตัราการเจือจางท่ีสูงเท่ากบั 0.08-0.3 ชม-1 เพื่อให้ไดอ้ตัราการผลิต
ผลิตภณัฑท่ี์สูง ส่วนในช่วงท่ีสองจะใชอ้ตัราการเจือจางต ่าเท่ากบั 0.03-0.12ชม-1 เพื่อให้ไดค้วามเขม้ขน้
ของสาร 1,3-โพรเพนไดออลสูง จากการทดลองแสดงให้เห็นวา่ เม่ือความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอล
เท่ากบั 90 กรัมต่อลิตร ความเขม้ขน้ของสาร1,3-โพรเพนไดออลท่ีมากท่ีสุดท่ีผลิตได้เท่ากบั 41-46  
กรัมต่อลิตร และอตัราการผลิตผลิตภณัฑท่ี์สูงท่ีสุดเท่ากบั 3.4 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง นอกจากน้ียงัพบวา่
เม่ืออตัราการเจือจางสูงข้ึนความเขม้ขน้ของ 1,3-โพรเพนไดออลลดลง และความเขม้ขน้ของกลีเซอรอล 
เพิ่มสูงข้ึน เน่ืองจากอตัราการเจือจางสูงข้ึน ส่งผลให้อตัราการไหลของกลีเซอรอลท่ีเหลือเพิ่มสูงข้ึน 
ท าให้จุลินทรียไ์ด้รับกลีเซอรอลไม่สามารถน ากลีเซอรอลมาใช้ไดอ้ย่างเพียงพอ จึงสามารถผลิตสาร 
1,3-โพรเพนไดออลไดป้ริมาณนอ้ย และในปี 2004 Papanikolaou และคณะไดท้ าการศึกษากระบวนการ
หมกักลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล เพื่อผลิต 1,3-โพรเพนไดออลแบบต่อเน่ือง โดยใช้
จุลินทรีย ์C. butyricum F2b ซ่ึงท าการศึกษาในเร่ืองของความเขม้ขน้ของกลีเซอรอล ท่ีมีผลต่อการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียแ์ละความเขม้ขน้ของสาร 1,3-โพรเพนไดออลท่ีผลิตได้ โดยเปล่ียนแปลง
ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลจาก 20 – 90 กรัมต่อลิตร จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่ เม่ือท า
การหมักแบบต่อเน่ืองท่ีสภาวะคงท่ี ท่ีอัตราการเจือจางเท่ากับ 0.04 ชม.-1 ความเข้มข้นของสาร  
1,3-โพรเพนไดออลท่ีผลิตไดเ้พิ่มสูงข้ึนเท่ากบั 44 กรัมต่อลิตร เม่ือความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอล
เท่ากบั 90 กรัมต่อลิตร ในปีถดัมา Papanikolaou และคณะ (2008) ไดท้  าการทดลองทั้งในแบบกะและ
แบบต่อเน่ือง ส าหรับการทดลองแบบกะ ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 90 กรัมต่อลิตร จาก
การทดลองพบวา่ เม่ือความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 39 และ 90 กรัมต่อลิตร จะมีอตัราการ
ใช้สารตั้งตน้ เท่ากบั 2.3 และ 3.4 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั เม่ือความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของ 
กลีเซอรอลเท่ากบั 90 กรัมต่อลิตร จะไดค้วามเขม้ขน้ของสาร 1,3-โพรเพนไดออล เท่ากบั 47.1 กรัมต่อ
ลิตร ทั้งน้ีการทดลองแบบต่อเน่ืองได้ท าการทดลองแบบ 2 ขั้น เน่ืองจากในขั้นแรกจะใช้อตัราการ 
เจือจางท่ีสูงท่ีสุดเพื่อให้ไดอ้ตัราการผลิตผลิตภณัฑ์สูงท่ีสุด ส่วนขั้นท่ีสองจะใชอ้ตัราการเจือจางต ่าสุด
เพื่อใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของสาร 1,3-โพรเพนไดออลมากท่ีสุด ซ่ึงทั้งสองขั้นท าการทดลองในถงัปฏิกรณ์
ขนาด 2 ลิตร และความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 90 กรัมต่อลิตร และอตัราการไหลเท่ากบั 
55 มิลลิลิตรต่อชัว่โมง โดยในขั้นแรกอตัราการเจือจางจะเท่ากบั 0.11 ชม.-1 และปริมาตรท่ีใช ้เท่ากบั 
 0.5 ลิตร ส่วนในขั้นท่ีสองจะมีอตัราการเจือจางเท่ากบั 0.04 ชม.-1  และปริมาตรท่ีใชเ้ท่ากบั 1.3 ลิตร 
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จากการทดลองพบวา่ในขั้นแรกไดค้วามเขม้ขน้ของเซลล์เท่ากบั 2.2 กรัมต่อลิตร ความเขม้ขน้ของสาร 
1,3-โพรเพนไดออลเท่ากบั 32.5 กรัมต่อลิตร และอตัราการผลิตผลิตภณัฑ์เท่ากบั 3.58 กรัมต่อลิตรต่อ
ชัว่โมง ส่วนในขั้นท่ีสองจะไดค้วามเขม้ขน้ของเซลล์เท่ากบั 1.4 กรัมต่อลิตร ความเขม้ขน้ของสาร  
1,3-โพรเพนไดออลเท่ากบั 43.5 กรัมต่อลิตรและอตัราการผลิตผลิตภณัฑ์เท่ากบั 1.74 กรัมต่อลิตรต่อ
ชัว่โมง  นอกจากน้ีในส่วนของขั้นท่ีสองจะพบวา่ผลไดข้องผลิตภณัฑ์ต่อสารตั้งตน้ อตัราการใชส้ารตั้ง
ตน้และความเขม้ขน้ของเซลล์จะมีค่าต ่ากวา่ขั้นแรก ซ่ึงอาจมีผลมาจากปฏิกิริยาการจ่ายอิเล็กตรอนของ 
3-ไฮดรอกซีโพรไพโอนอลดีไฮด์ (3-HPA) ท่ีไม่สมบูรณ์ซ่ึงเป็นสารมธัยนัต ์(Intermediate) ท่ีเกิดข้ึนใน
กระบวนการผลิต 1,3-โพรเพนไดออล ซ่ึงมีความเป็นพิษต่อสารอาหารท่ีเซลลใ์ชใ้นการเจริญเติบโต  
 

2.3.2.5 ปัจจัยทีม่ีผลต่อการผลติสาร 1,3- โพรเพนไดออล  
 
ความเป็นกรด-ด่าง 

             ความเป็นกรด-ด่างเป็นปัจจยัหน่ึงท่ีมีความส าคญัต่อการเจริญเติบโตของเซลล์และเป็นสภาวะท่ี
ต้องมีการควบคุมเพื่อให้เซลล์สามารถผลิตผลิตภัณฑ์ได้ปริมาณมาก Gunzel et al. (1991) ได้
ท าการศึกษาปัจจยัท่ีส่งผลต่อกระบวนการหมกักลีเซอรอลเพื่อผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล โดยท าการ
เปล่ียนแปลงค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 6.0-8.0 จากการทดลองพบวา่เม่ือค่าความเป็นกรด-ด่างเพิ่มข้ึน
จาก 6 -7 ความเขม้ขน้ของสาร 1,3-โพรเพนไดออลมีค่าเพิ่มสูงข้ึนและเม่ือค่าความเป็นกรด-ด่างสูงกวา่ 7 
ความเขม้ขน้ของสาร 1,3-โพรเพนไดออลลดลง  ดงันั้นค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีเหมาะสมเท่ากบั 7 และ
ในปี 2007 Pullsirisombat ไดท้  าการหมกักลีเซอรอล พบว่าเม่ือเวลาผ่านไป 12 ชั่วโมง ค่าความเป็น 
กรด-ด่างลดลงเท่ากบั 6 แต่ความเขม้ขน้ของสาร 1,3-โพรเพนไดออลท่ีไดมี้ค่าคงท่ี ทั้งน้ีความเขม้ขน้
เซลลท่ี์มีปริมาณเพิ่มข้ึน ในระหวา่งกระบวนการหมกั ส่งผลท าใหค้่าความเป็นกรด-ด่างมีค่าลดลงจาก 7 
เป็น 4 ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งมีการควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างให้เท่ากบั 7 เน่ืองจากความเป็นกรด-ด่าง 
มีความส าคญัต่อกระบวนการหมกั เช่น อตัราการเจริญเติบโตสูงสุดของเซลล์ ซ่ึงส่งผลต่อปริมาณ  
1,3-โพรเพนไดออลท่ีเกิดข้ึน  
 
 วติามินและแร่ธาตุ (Monot et al., 1982) 
 1. วิตามินท่ีให้แก่คลอสตริเดียมในกระบวนการผลิตตวัท าละลายยงัไม่แน่ชดั วิตามินท่ีจ าเป็น 
ไดแ้ก่ ไบโอติน (Biotin) และพาราอะมิโนเบนโซอิก (para-aminobenzoic acid) โดยปริมาณท่ีเหมาะสม 
คือ 0.01 กรัมต่อลิตร และ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั โดยวิตามินทั้งสองมีอยู่ในยีสต์สกดั ดงันั้น 
สามารถใชย้สีตส์กดัแทนวติามินทั้งสองได ้
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 2. แมงกานีส มีบทบาทต่อการเจริญเติบโตของเช้ือคลอสตริเดียม โดยปริมาณท่ีเหมาะสมอยู่
ระหว่าง 0-20 มิลลิกรัมต่อลิตร ถ้าปริมาณมากกว่าน้ี จะมีอิทธิพลต่อการผลิต โดยอตัราการเปล่ียน
น ้าตาลเป็นตวัท าละลายลดลง  
 3. แมกนีเซียม มีบทบาทส าคัญในการท างานของเอนไซม์ และการ เจริญเติบโตของ 
คลอสตริเดียม ปริมาณท่ีเหมาะสมอยู่ในช่วง 0.05-0.2 กรัมต่อลิตร จะท าให้การเจริญเติบโต  ผลผลิต 
ตวัท าละลาย และการใชน้ ้าตาลของคลอสตริเดียมดีท่ีสุด  
 4. เหล็ก มีบทบาทส าคญัในการท างานของเอนไซม์ และการเจริญเติบโตของคลอสตริเดียม  
ปริมาณเหล็กท่ีเหมาะสมคือ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือไม่เติมเหล็กในอาหารเล้ียงเช้ือจะท าให้การ
เจริญเติบโตชา้ลง น ้าถูกใชเ้พียง 40 เปอร์เซ็นต ์และเปล่ียนเป็นตวัท าละลายเพียง 25 เปอร์เซ็นต ์ 
 5. โปแตสเซียม มีบทบาทต่อการใช้กลูโคสของเช้ือคลอสตริเดียม ปริมาณท่ีเหมาะสมอยู่
ระหว่าง 0.6-0.8 กรัมต่อลิตร ถ้าปริมาณมากกว่าน้ี จะท าให้ผลิตกรดมากข้ึน และผลิตตวัท าละลาย
นอ้ยลง  
 6. แอมโมเนียมอะซิเตต มีบทบาทต่อการเจริญเติบโตและการผลิตตวัท าละลาย ปริมาณท่ี
เหมาะสมอยูร่ะหวา่ง 1.1-2.2 กรัมต่อลิตร ถา้ปริมาณมากกวา่น้ี จะท าให้ผลิตกรดมากข้ึน และผลิตตวัท า
ละลายนอ้ยลง  
 

อุณหภูมิ 
การเจริญเติบโตของเซลล์มีความจ าเป็นในการควบคุมอุณหภูมิให้เหมาะสม เพื่อให้เซลล์

สามารถผลิตผลิตภณัฑไ์ดป้ริมาณมาก โดยในปี 1991 Gunzel และคณะไดท้  าการศึกษาปัจจยัท่ีส่งผลต่อ
กระบวนการหมกัสาร 1,3-โพรเพนไดออล โดยท าการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิเท่ากบั 30 – 37 องศา
เซลเซียส ซ่ึงจากการทดลองพบวา่ เม่ืออุณหภูมิ 30 – 35 องศาเซลเซียส ความเขม้ขน้ของ 1,3-โพรเพน-
ไดออล มีค่าเพิ่มสูงข้ึน และท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเขม้ขน้ของ 1,3-โพรเพนไดออลลดลง 
อยา่งมาก ดงันั้นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมเท่ากบั 35 องศาเซลเซียสตามล าดบั โดยผลไดข้องผลิตภณัฑ์มีค่า
เท่ากบั 0.61   

 
ความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้และผลิตภณัฑ ์
ความเข้มข้นของสารตั้งต้นและผลิตภณัฑ์เป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีส าคญัของกระบวนการหมกั 

กลีเซอรอล เน่ืองจากความเข้มข้นของสารตั้ งต้นและผลิตภัณฑ์ท่ีสูง ส่งผลให้เกิดการยบัย ั้ งการ
เจริญเติบโตของเซลล์ ทั้งน้ี Colin (2000) ไดน้ี้ท าการศึกษาการเกิดการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล ์
C. butyricum ท่ีเกิดจากสารตั้นตน้ในกระบวนการหมกักลีเซอรอล เม่ือความเขม้ขน้ กลีเซอรอลเร่ิมตน้
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เท่ากบั 20-160 กรัมต่อลิตร ซ่ึงสามารถผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลท่ีมากท่ีสุดเท่ากบั 63.7 กรัมต่อลิตร 
และมีค่าลดลงอย่างต่อเน่ือง เม่ือความเข้มขน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร และไม่เกิด  
1,3-โพรเพนไดออล เม่ือความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 160 กรัมต่อลิตร เน่ืองจากเกิดการยบัย ั้ง 
ของสารตั้งตน้ นอกจากน้ียงัพบว่าเม่ือความเขม้ขน้ของ 1,3-โพรเพนไดออลท่ีเกิดข้ึนในกระบวนการ
หมกัสูงกวา่ 65 กรัมต่อลิตร จะท าให้อตัราการเจริญเติบโตสูงสุดของ  จุลินทรียล์ดลงเร่ือยๆ และในปี 
2007 Pullsirisombat ไดศึ้กษาปัจจยัในเร่ืองของการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ C. butyricum ของสารตั้ง
ตน้เช่นกนั โดยความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40-130 กรัมต่อลิตรซ่ึงท าการทดลองในขวด
รูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร พบวา่ความเขม้ขน้ของเซลล์ท่ีมากท่ีสุดเท่ากบั 1.74 กรัมต่อลิตร เม่ือความ
เขม้ขน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 80 กรัมต่อลิตร และเม่ือความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลเพิ่มสูงข้ึนมากกว่า 
100 กรัมต่อลิตร ความเขม้ขน้ของเซลล์จะลดลงและมีระยะปรับตวั (Lag phase) ท่ีชา้กวา่ปกติ ซ่ึงอาจ
เป็นผลเน่ืองมาจากการเกิดการยบัย ั้งของสารตั้งตน้ ต่อมาในปี 2009 Laosirilurchakai ท าการศึกษาโดย
ความเขม้ขน้กลีเซอรอลเร่ิมตน้เท่ากบั 60 – 120 กรัมต่อลิตร พบว่าความเขม้ขน้ของ กลีเซอรอลท่ี
เหมาะสมคือ 80 กรัมต่อลิตร ซ่ึงจะใหผ้ลไดข้องผลิตภณัฑเ์ท่ากบั 0.77 และผลไดข้องเซลล์เท่ากบั 0.042 
และเม่ือความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลมากกวา่ 80 กรัมต่อลิตรจะเกิดการยบัย ั้งของสารตั้งตน้ นอกจากน้ี
ยงัไดมี้การศึกษาการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ Klebsiella pneumoniae โดย Menzel et al. (1997) ท า
การเปล่ียนแปลงความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 200-1900 มิลลิโมลต่อลิตร พบว่าความ
เขม้ขน้ของสาร 1,3-โพรเพนไดออล อะซีเตต เอทานอลและแลคเตต มีค่าเพิ่มสูงข้ึนเม่ือความเขม้ขน้
เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 200 – 1100 มิลลิโมลต่อลิตร และเม่ือความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลสูงกวา่ 
1100 มิลลิโมลต่อลิตร ความเขม้ขน้ของผลิตภณัฑต์่างๆมีค่าลดลง เน่ืองจากเกิดการยบัย ั้งของสารตั้งตน้   

นอกจากน้ี Gonzalez-Pajuelo (2004) ได้ศึกษากระบวนการหมักกลีเซอรอลผลิตสาร  
1,3- โพรเพนไดออลในระบบแบบกะ โดยใชจุ้ลินทรีย ์Clostridium butyricum VPI 3266 ซ่ึงท าการหมกั
กลีเซอรอลท่ีเป็นผลิตภณัฑ์ขา้งเคียงจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลซ่ึงมีความบริสุทธ์ิ 65 เปอร์เซ็นต ์ 
92 เปอร์เซ็นต์ และกลีเซอรอลทางการคา้ซ่ึงมีความบริสุทธ์ิ 87 เปอร์เซ็นต์ ทั้งน้ีได้ศึกษาการเกิด 
การยบัย ั้งของสารตั้งตน้ โดยความเขม้ขน้เร่ิมตน้กลีเซอรอลทุกชนิดเท่ากบั 20 – 100 กรัมต่อลิตร พบวา่ 
การเจริญเติบโตของเซลล์ถูกยบัย ั้ง เม่ือความเขม้ข้นของกลีเซอรอลเพิ่มสูงข้ึน นอกจากน้ียงัพบว่า 
กลีเซอรอลท่ีมีความบริสุทธ์ิ 92 เปอร์เซ็นต ์และ 87 เปอร์เซ็นต ์การเจริญเติบโตของเซลล์จะใกลเ้คียงกนั 
ส่วนกลีเซอรอลท่ีมีความบริสุทธ์ิ 65 เปอร์เซ็นต์ เซลล์จะเจริญเติบโตน้อยกว่าใช้กลีเซอรอลบริสุทธ์ิ  
92 เปอร์เซ็นต ์และ 87 เปอร์เซ็นต ์เน่ืองจากกลีเซอรอลท่ีมีความบริสุทธ์ิ 65 เปอร์เซ็นตมี์ส่ิงเจือปนมาก
ท าให้เซลล์ถูกยบัย ั้งการเจริญเติบโต ไม่เพียงแต่ความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้ท่ีสูงจะส่งผลต่อการยบัย ั้ง
การเจริญเติบโตของเซลล์เท่านั้น ความเขม้ขน้ของผลิตภณัฑ์ท่ีมากเกินไปก็ส่งผลต่อการเจริญเติบโต
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ของเซลล์เช่นเดียวกนั ในปี 1991 Biebl ได้ท าการศึกษาปัจจยัในเร่ืองของการเกิดการยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของเซลล์ซ่ึงเกิดจากการสะสมของผลิตภณัฑ์ ในกระบวนการหมกักลีเซอรอลเพื่อผลิต  
1,3-โพรเพนไดออล จากการทดลองพบว่าการเจริญเติบโตของเซลล์จะถูกยบัย ั้งเม่ือความเขม้ขน้ของ
สาร 1,3-โพรเพนไดออลเท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร และความเขม้ขน้ของผลิตภณัฑ์ขา้งเคียงคือ กรดอะซิติก  
กรดบิวทิวริกเท่ากับ 27 และ 19 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ นอกจากน้ียงัพบว่าเม่ือความเข้มข้นของ 
กลีเซอรอลสูงกว่า 80 กรัมต่อลิตร เซลล์จะถูกยบัย ั้งการเจริญเติบโตเน่ืองจากการยบัย ั้งของสารตั้งตั้น 
อีกดว้ย 
 

แหล่งไนโตรเจน   
 จุลินทรีย ์มีไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบประมาณ 8-10 เปอร์เซ็นต ์ของน ้ าหนกัแห้งของเซลล ์
ความตอ้งการไนโตรเจนของจุลินทรียแ์ต่ละชนิดจะแตกต่างกนัไป จุลินทรียบ์างชนิดสามารถเจริญได้
ในอาหารท่ีมีอนินทรียไ์นโตรเจน แต่บางชนิดตอ้งการไนโตรเจนจากสารประกอบอินทรีย ์
 

1. แหล่งอนินทรียไ์นโตรเจน (Inorganic nitrogen)  
 แหล่งอนินทรีย์ไนโตรเจน ท่ีนิยมใช้ในอุตสาหกรรมการหมัก ได้แก่ แอมโมเนีย เกลือ
แอมโมเนีย และไนเตรท เป็นตน้   

 แอมโมเนีย อาจใช้ในรูปก๊าซ หรือสารละลายแอมโมเนียความเขม้ขน้ 25 เปอร์เซ็นต์ การใช้
แอมโมเนียเป็นแหล่งไนโตรเจนจะตอ้งระมดัระวงัในเร่ืองการเก็บรักษา เน่ืองจากแอมโมเนียระเหยง่าย
จึงตอ้งเก็บในภาชนะบรรจุท่ีป้องกนัการระเหย และทนต่อการกดักร่อนได ้
 เกลือแอมโมเนียม ท่ีมีราคาถูกท่ีสุดไดแ้ก่ แอมโมเนียมซลัเฟต ซ่ึงตามปกติจะท าให้เกิดสภาวะ
ท่ีเป็นกรดในอาหารเล้ียงเช้ือ เม่ือ NH4

+ ถูกใชไ้ป เพราะเกิด SO4
-2 ข้ึน  ในทางตรงขา้มก๊าซแอมโมเนีย 

และไนเตรทเม่ือถูกเมแทบอไลซ์ ตามปกติจะท าให้เกิดสภาวะท่ีเป็นด่างในอาหารเล้ียงเช้ือ แต่ในกรณีท่ี
ใช้แอมโมเนียมไนเตรท  ตามปกติในระยะแรก NH4

+ จะถูกใช้ไปก่อน ท าให้เกิดสภาวะท่ีเป็นกรด 
จนกระทัง่ NH4

+ หมด จุลินทรียจึ์งสังเคราะห์เอนไซม์ Nitrate reductase  และใช้ไนเตรทเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน ท าให้อาหารเล้ียงเช้ือมีค่าความเป็นกรด-ด่างสูงข้ึน ยกเวน้ใน Gibberella fujikuroiI ท่ี 
ไนเตรทจะยบัย ั้งปฏิกิริยาการยอ่ยสลาย NH4

+ ทีค่าความเป็นกรด-ด่าง 2.8-3.0  ดงันั้นไนเตรทจึงถูกใชไ้ป
ก่อน จนกระทัง่ค่าความเป็นกรด-ด่างสูงมากพอ  จึงจะมีการเมแทบอไลซ์ NH4

+  ได้ (สมใจ ศิริโภค, 
2550) 
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2. แหล่งอินทรียไ์นโตรเจน (Organic nitrogen)  
 แหล่งอินทรียไ์นโตรเจน อาจใชใ้นรูปกรดอะมิโน โปรตีน หรือยูเรีย ก็ได ้ไดยทัว่ไปจุลินทรีย์
จะเจริญในอาหารท่ีมีอินทรียไ์นโตรเจนได้เร็วกว่าอาหารท่ีมีอนินทรียไ์นโตรเจน จุลินทรียบ์างชนิด
โดยเฉพาะพวกมิวแตนท์ท่ีใช้ในกระบวนการผลิตกรดอะมิโน จะเจริญได้เฉพาะในอาหารท่ีมีกรด 
อะมิโนท่ีมนัตอ้งการอยู่ดว้ยเท่านั้น  แต่เน่ืองจากกรดอะมิโนบริสุทธ์ิมีราคาแพง ดงันั้นจึงนิยมใช้กรด 
อะมิโนจากสารประกอบเชิงซอ้น (สมใจ ศิริโภค, 2550)  
 วตัถุดิบอ่ืนๆ ท่ีนิยมใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนในอุตสาหกรรมการหมกั ได้แก่ น ้ าแช่ขา้วโพด  
ถัว่เหลือง กากถัว่เหลือง กากถัว่ลิสง ฟาร์มามีเดีย และสารสกดัยสีต ์เป็นตน้ 
 

Mohd และคณะ (2008) ไดศึ้กษาผลกระทบของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตไฮโดรเจน โดย
เช้ือ C. acetobutylicum NCIMB 13357 เม่ือใช้ สารสกดัยีสต ์เปปโทน และทริปโทน ซ่ึงเป็นแหล่ง
อินทรีย์ไนโตรเจนท่ีความเข้มข้นของไนโตรเจนเท่ากนัในสารอาหาร พบว่าสารสกดัยีสต์สามารถ 
ท าใหเ้ซลลเ์จริญเติบโตไดดี้ และสามารถผลิตไฮโดรเจนไดสู้งกวา่การใชเ้ปปโทน และทริปโทน เม่ือใช้
เกลือของแอมโมเนียม ซ่ึงเป็นแหล่งอนินทรียไ์นโตรเจน มาแทนแหล่งอินทรียไ์นโตรเจน ท าให้เซลล ์
มีการเจริญเติบโตไดช้า้ลง และสามารถผลิตไฮโดรเจนไดต้ ่า เม่ือเทียบกบัแหล่งอินทรียไ์นโตรเจน  

 
Khare และคณะ (1995) รายงานวา่ สามารถน ากากถัว่เหลืองมาใชใ้นเป็นอาหารเล้ียงเช้ือของ 

Aspergillus niger เพื่อให้เกิดการหมกั และสร้างกรดซิตริก เม่ือหมกัท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ค่า
ความเป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 8.3 จะสามารถผลิตกรดได ้5 – 10 กรัมต่อ100 กรัมน ้าหนกัแหง้  

 
Witjitra และคณะ (1996) ไดศึ้กษาผลกระทบของแหล่งสารอาหารต่อการเจริญเติบโต และการ

ผลิตอะซิเตต โดยเช้ือ  C. thermoaceticum ATCC 49707 พบวา่ในน ้ านมขา้วโพดมีแหล่งไนโตรเจนอยู่
เป็นจ านวนมาก ซ่ึงคร่ึงหน่ึงของไนโตรเจนทั้งหมดจะเป็นกรดอะมิโนอิสระ การหมกัด้วยน ้ านม
ขา้วโพดนั้น จุลินทรียจ์ะมีการเจริญเติบโตได้ดีเช่นเดียวกบัการใช้สารสกดัยีสต์ แต่จะผลิตอะซิเตต 
ลดลง ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากมีความเขม้ขน้ของสารอาหารนอ้ยกวา่สารสกดัยีสต ์โดยสารสกดัยีสต ์(Bacto 
yeast extract จาก difco) เป็นท่ีนิยมอย่างแพร่หลาย และมีรายงานว่าช่วยส่งเสริมให้จุลินทรีย์
เจริญเติบโตได้ดี แต่ยงัไม่มีรายงานแน่ชัดว่าในสารสกัดยีสต์นั้ นมีองค์ประกอบใดเป็นส าคัญ แต่  
Lundie และ Drake ในปี 1984 ไดร้ายงานวา่สารสกดัยีสตน์ั้นมีวิตามินมากมายท่ีสามารถละลายน ้ าได ้
ซ่ึงประกอบไปดว้ยกรดนิโคตินิก (nicotinic) ซ่ึงเป็นวติามินท่ีส าคญัส าหรับเช้ือจุลินทรีย ์
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Welsh และคณะ (1986) ได้ศึกษาผลของแหล่งอินทรีย์ไนโตรเจน และแหล่งอนินทรีย์
ไนโตรเจนต่อกระบวนการหมกั อะซิโตน บิวทานอล โดยเช้ือ C. acetobutylicum ATCC 824  พบว่า
การใช้แหล่งอินทรียไ์นโตรเจนร่วมกบัแหล่งอนินทรียไ์นโตรเจน ในกระบวนการหมกัแบบกะจะส่ง 
ผลใหเ้จริญเติบโตของเซลล ์และการผลิตตวัท าละลายเพิ่มสูงข้ึน  

 
 Lay และคณะ (2001) รายงานว่าการใช้แหล่งอินทรียไ์นโตรเจน คือ สารสกดัยีสต์ ทริปโทน 
และเปปโทน ในกระบวนการหมกัโดยเช้ือ C. acetobutylicum NCIMB 13357 จะท าให้สามารถ 
ผลิตไฮโดรเจนไดสู้งข้ึน  และเซลล์จะมีการใชน้ ้ าตาลท่ีเป็นสารตั้งตน้ไดเ้กือบสมบูรณ์ โดยท่ีสารสกดั
ยีสต์ เป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมท่ีสุด ท่ีสามารถท าให้เซลล์มีการเจริญเติบโตไดดี้ พร้อมทั้งยงั
ส่งเสริมใหอ้ตัราการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มสูงข้ึน  
 

Mongi และคณะ (2005) รายงานว่าแหล่งอินทรีย์ไนโตรเจนเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีมี
องค์ประกอบซบัซ้อน ซ่ึงประกอบดว้ยสเปกตรัมของเปปไทด์ และกรดอะมิโนอิสระ ในระหว่างการ
หมกัดว้ยเช้ือ C. saccharoperbutylacetonicum ATCC 27021 องคป์ระกอบเหล่าน้ีจะถูกใช้จากอาหาร
เล้ียงเช้ือโดยเซลล์ และรวมเขา้ไวใ้นโปรตีนโดยตรง หรือเปล่ียนไปเป็นองค์ประกอบไนโตรเจนอ่ืนๆ 
แต่ในทางตรงกนัขา้มนั้นเซลล์จะใช้พลงังาน และเวลาในการสังเคราะห์กรดอะมิโนส าหรับโปรตีนท่ี
สังเคราะห์จากแหล่งไนโตรเจนอนินทรียเ์ป็นจ านวนมาก ซ่ึงในหมู่ของแหล่งไนโตรเจนนั้นจะมีความ
แตกต่างของโปรตีน และกรดอะมิโน ซ่ึงอาจมีสัดส่วนท่ีแตกต่างกนัต่ออตัราการผลิต และผลไดข้อง
กระบวนการหมกั 

 
Xiaoyi และคณะ (2008) ได้ศึกษาผลกระทบของแหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจนท่ี

หลากหลายต่อการผลิตไฮโดรเจน โดยเช้ือ C. butylicum W5 พบวา่สามารถผลิตไฮโดรเจนไดโ้ดยการ
ใช้แหล่งคาร์บอน และไนโตรเจนท่ีหลากหลายทั้งวตัถุดิบท่ีสดใหม่ และของเสีย โดยท่ีสารสกดัยีสต ์
สามารถใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนได้ดีท่ี สุดส าหรับเซลล์  ซ่ึงจะท าให้เซลล์มีการเจริญเติบโต 
ได้ดี อีกทั้งยงัสามารถผลิตไฮโดรเจนได้สูงกว่าการใช้แหล่งไนโตรเจนอนินทรียจ์ากแอมโมเนียม 
ไนเตรท  

 
มลัลิกา บุญมี (2548) ไดศึ้กษาการน ากากยีสต์จากโรงงานผลิตเบียร์มาใช้แทนสารสกดัยีสต ์

เพื่อผลิตเอทานอลจากน ้ายอ่ยเมล็ดขา้วฟ่างหวาน จากการทดสอบพบวา่การใชส้ารสกดัยีสตเ์พียง 3 กรัม
ต่อลิตร เพียงพอต่อการเสริมการเจริญและผลิตเอทานอลของเช้ือทั้ง 2 ชนิดคือ ยีสต์ Saccharomyces 
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cerevisiae TISTR 5339 และแบคทีเรีย Zymomonas mobilis TISTR 548 ดงันั้นจึงใชก้ากยีสตท่ี์มีความ
เขม้ขน้โปรตีนเท่ากบัสารสกดัยีสต ์3 กรัมต่อลิตร โดยท าการทดสอบการลา้งและไม่ลา้งกากยีสตก่์อน 
ซ่ึงพบว่าเช้ือทั้ง 2 ชนิดสามารถเจริญได้ทั้ง 2 สภาวะ แสดงว่ากากยีสต์แห้งไม่มีสารท่ีอาจยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของเซลลแ์ละการผลิตเอทานอลแต่อยา่งใด นอกจากน้ีการเติมกากยีสตย์งัช่วยเพิ่มการผลิต
เอทานอลเช่นเดียวกบัการเติมสารสกดัยีสต ์อยา่งไรก็ตามเพื่อเพิ่มการปลดปล่อยโปรตีนในกากยีสตจึ์ง
น ามาผา่นกระบวนการ homogenization ก่อนน าไปยอ่ยซ่ึงพบวา่ไม่ไดช่้วยเพิ่มปริมาณโปรตีนมากนกั
เม่ือเทียบกบัการย่อยเพียงอยา่งเดียว โดยในการยอ่ยจะมี 2 วิธีคือ ออโตไลเสท และ ไฮโดรไลเสท ซ่ึง
การยอ่ยวธีิไฮโดรไลเสท โดยปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น 2.0 ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 
นาที ใหป้ริมาณโปรตีนประมาณ 17 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมากกวา่วิธีออโตไลเสท คือเฉล่ียประมาณ 11 กรัม
ต่อลิตร เม่ือน ากากยีสต์ท่ีผ่านการย่อยดว้ยกรดมาเติมในน ้ าย่อยเมล็ดขา้วฟ่างหวานเพื่อผลิตเอทานอล 
ในระดบัขวดเขย่า พบว่าเช้ือทั้งสองชนิดสามารถผลิตเอทานอลไดดี้เช่นเดียวกบัการเติมสารสกดัยีสต ์
โดยการเติมกากยีสต์ท่ีไม่ได้ป่ันเหวี่ยงแยกเซลล์ สามารถผลิตเอทานอลได้ 46-47 กรัมต่อลิตร ซ่ึง
มากกว่าการเติมส่วนใสท่ีไดจ้ากการป่ันเหวี่ยงแยกเซลล์กากยีสต์ คือ 42-44 กรัมต่อลิตร เม่ือเพิ่มขนาด
การผลิตเอทานอลในระดบัถงัปฏิกรณ์ชีวภาพโดยเติมกากยีสต์ท่ีไม่ได้ป่ันเหวี่ยงแยกเซลล์ในน ้ าย่อย
เมล็ดขา้วฟ่างหวาน พบวา่ S. cerevisiae สามารถผลิตเอทานอลได ้31 กรัมต่อลิตร โดยใชเ้วลาในการ
หมกั 35 ชัว่โมง ส่วน Z. mobilis สามารถผลิตเอทานอลได ้41 กรัมต่อลิตร และใชเ้วลาในการหมกั 27 
ชัว่โมง ซ่ึงเร็วกวา่ S. cerevisiae ประมาณ 8 ชัว่โมง  
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บทที ่3 

อปุกรณ์ เคมภีัณฑ์ และการด าเนินงานวจิยั 

 
3.1 อุปกรณ์ 

3.1.1 หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือโรค (Autoclave) SS-325, TOMY, Japan 
3.1.2 Vertical Laminar flow  (VS-124, ISSCO , U.S.A.)  
3.1.3  Vortex mixer (G-560E, Scientific Industries, Inc., U.S.A.) 
3.1.4  เคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ (Controlled Environment Incubator Shaker) New 

  Brunswich Scientific Co., U.S.A.  
3.1.5   เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centrifuger) Kubota 5100 apan, Kubota Corporation, Japan  
3.1.6 เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) UV-2450, Shimadzu, Japan 
3.1.7 เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH Meter) MP220, Mettler Toledo, Switzerland 
3.1.8 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ี (Modified Moving Bed Bioreactor)  

ขนาด 6 ลิตร 
3.1.9 ถงัหมกั (Fermentor) Biostat Q® , B Braun Biotech International, Germany 

ขนาด 1 ลิตร 
3.1.10 ตูอ้บ (Hot Air Oven) ULM 500, Memmert, Germany  
3.1.11 เคร่ืองกวน (stirrer) รุ่น RW 20 ZM.n. ของบริษทั lka labortechnik, Germany 
3.1.12 เคร่ืองและอุปกรณ์วดัโปรตีนดว้ยวธีิ Kjeldah method 
 Distillation Unit Nitrogen analyzer รุ่น BUCHI 339 
 Digestion Unit รุ่น BUCHI K 435 
 Control Unit รุ่น BUCHI B 436 
 Scrubber Unit รุ่น BUCHI B 414 
3.1.13 วสัดุตรึง BCN-009 ท าจากโพลีเอทิลีนท่ีมีค่าความหนาแน่นสูง (HDPE) มีพื้นท่ี 

  ผวิจ าเพาะเท่ากบั 834 ตร.ม./ลบ.ม. 
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รูปที ่3.1 วสัดุตรึง BCN-009 
 
3.2 เคมีภัณฑ์ 

3.2.1 แคลเซียมคลอไรด ์ (CaCl2·2H2O)  (APS Finechem, Australia1, 3)  
3.2.2 แคลเซียมคาร์บอเนต  (CaCO3)  (Ajax Finechem, Australia1, 3) 
3.2.3 โคบอลตค์ลอไรด ์ (CoCl2·2H2O)  (APS Ajax Finechem, Australia1) 
3.2.4 คอปเปอร์คลอไรด ์ (CuCl2·2H2O)  (Ajax Finechem, Australia1) 
3.2.5 เฟอรัสซลัเฟต  (FeSO4·7H2O)  (APS, Australia2)  
3.2.6  กรดบอริค  (H3BO3)  (Merck, Germany1, 3) 
3.2.7  กรดไฮโดรคลอริก  (HCl)  (Ajax Finechem, New Zealand1, 3) 
3.2.8  ไดโปตสัเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  (K2HPO4)  (Ajax Finechem, Australia1, 3) 
3.2.9  โปตสัเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  (KH2PO4)  (Ajax Finechem, Australia1, 3) 
3.2.10 แมงกานีสคลอไรด์เตรตะไฮเดรต  (MnCl2·4H2O)  (Ajax laboratory chemicals, 

  Australia1) 
3.2.11 แมกนีเซียมซลัเฟต  (MgSO4··7H2O)  (APS, Australia1, 3) 
3.2.12 โซเดียมโมลิปเดต  (Na2MoO4·2H2O)  (APS Ajax Finechem, Australia1) 
3.2.13 โซเดียมไฮดรอกไซด ์ (NaOH)  (Ajax Finechem, Australia1, 3) 
3.2.14  แอมโมเนียมซลัเฟต  (NH4)2SO4  (APS, Australia1, 3) 
3.2.15  ยเูรีย  CO(NH2)2  (Ajax Finechem, Australia1) 
3.2.16 นิกเกิลคลอไรด ์ (NiCl2·6H2O)  (Ajax Finechem, Australia1) 
3.2.17  ซิงคค์ลอไรด ์ (ZnCl2)  (APS, Australia1, 3) 
3.2.18 เอทานอล  (Ethanol)  (VWR, CE1) 
3.2.19 กลีเซอรอลบริสุทธ์ิ  (Glycerol)  (Fisher Scientific UK Limited, UK1) 

1 cm. 
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3.2.20 กลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล  (Crude Glycerol)  (จากบริษทั 
บางจากไบโอฟูเอล จ ากดั3 ) 

3.2.21 กรดบิวทิริค  (Butyric acid)  (Merck,Germany1) 
3.2.22 กรดอะซิติค  (Acetic acid)  (May & Baker,British1, 3) 
3.2.23 สารสกดัยสีต ์ (Yeast extracts)  (Himedia, India2) 
3.2.24 แอลไลซีน (C6H14N2O2HCl)  (จากบริษทั อายิโนะโมะโตะ๊ (ประเทศไทย) จ ากดั3 ) 
3.2.25 กากผงชูรส (อามิ-อามิ)  (จากบริษทั อายโินะโมะโตะ๊ (ประเทศไทย) จ ากดั3 ) 
3.2.26 1,3-propanediol (Acros Organics, U.S.A.2) 
3.2.27 Antifoam (Ajax Finechem, Australia2) 
3.2.28 Reinforced Clostridial Medium (Himedia , India2) 
 

 Remark:    1   Analytical reagent 
                              2   Laboratory reagent 

     3     Commerciel reagent  
 

3.3 จุลนิทรีย์ทีใ่ช้ในการหมัก           
จุลินทรียส์ายพนัธ์ุ Clostridium butyricum DSM 5431 จาก American Type Culture 

Collection (ATCC) BAA-557TM 
 
3.4 วธีิการทดลอง 
3.4.1 การเพาะเช้ือจุลนิทรีย์ 
 การเพาะเช้ือ Clostridium butyricum DSM 5431 ด าเนินการดงัรูปท่ี 3.2 เช้ือ C. butyricum 
อยูใ่นสารผสมระหวา่ง Reinforced Clostridial Medium (RCM)  กบักลีเซอรอล 10 เปอร์เซ็นต ์ดว้ย
อตัราส่วน 1:1 โดยปริมาตร ซ่ึงเก็บภายใตอุ้ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  ส าหรับการเตรียมถ่ายเช้ือ
เร่ิมตน้ท าการเตรียมอาหาร RCM ลงในหลอดแกว้ จากนั้นอาหารท่ีเตรียมไวจ้ะถูกน าไปฆ่าเช้ือท่ี
ภายในหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือโรค (Autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 1.5 บรรยากาศ เป็น
เวลา 15 นาที อาหารท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแลว้จะถูกก าจดัออกซิเจนโดยใช้ก๊าซไนโตรเจนท่ีอตัรา 0.1 
vvm เป็นเวลา 6 นาที แลว้จึงท าการถ่ายเช้ือ C. butyricum DSM 5431 10 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตรลง
อาหาร RCM ในหลอดแกว้ จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
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 ต่อมาท าการขยายจ านวนเช้ือโดยเตรียมอาหารของ กลีเซอรอล 20 กรัมต่อลิตร K2HPO4  1  
กรัมต่อลิตร KH2PO4  0.5 กรัมต่อลิตร (NH4)2SO4  2 กรัมต่อลิตร MgSO4·7H2O  0.2 กรัมต่อลิตร
CaCl2·2H2O 15 มิลลิกรัมต่อลิตร FeSO4·7H2O  5 มิลลิกรัมต่อลิตร CaCO3  2 กรัมต่อลิตร และสาร
สกดัยีสต์ 1 กรัมต่อลิตร จากนั้นอาหารท่ีเตรียมไวจ้ะถูกน าไปฆ่าเช้ือภายในหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือโรคท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 1.5 บรรยากาศ เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นอาหารท่ีผา่นการฆ่า
เช้ือแลว้จะน าไปก าจดัออกซิเจนโดยใชไ้นโตรเจนท่ีอตัรา 0.1 vvm เป็นเวลา 6 นาที แลว้จึงถ่ายเช้ือ 
C. butyricum ท่ีผา่นการเล้ียงในอาหาร RCM 10 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร ลงในอาหารPreculture 
จากนั้ นน าไปบ่ม ท่ี อุณหภู มิ  33 องศา เซล เซียสและเขย่าด้วยความเ ร็วรอบเท่ ากับ  100  
รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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รูปที ่3.2 การเพาะเช้ือ Clostridium butyricum DSM 5431 (Jaitip, 2009) 
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3.4.2 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพชนิดเบดเคลือ่นที่ 

 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ี (รูปท่ี 3.3 และ รูปท่ี 3.4) ท าจากอะครีลิก โดยมีขนาด  
6 ลิตร ความสูง 25 เซ็นติเมตร เส้นผา่นศูนยก์ลางภายในเท่ากบั 19 เซ็นติเมตร เส้นผา่นศูนยก์ลาง
ภายนอกเท่ากบั 20 เซ็นติเมตร ภายในมีแผน่กั้น (Baffle) 4 อนั ขนาด 1x9 เซ็นติเมตร ดา้นบนมีแท่น
แขวนวสัดุตรึงท่ีเจาะช่อง 3 มิลลิเมตร จ านวน 8 ช่อง เพื่อแขวนวสัดุตรึง BCN-009 ท่ีร้อยเป็นเส้น
และถ่วงน ้าหนกัดว้ยลูกแกว้  
 

 
 

รูปที ่3.3 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ี  (ใจทิพย ์วฒิุสารสุกิจ, 2552) 
 

เม่ือ A ถงัเก็บผลิตภณัฑ ์(1,3-PDO)  B ขวด NaOH            
C ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ี D ถงัก๊าซไนโตรเจน 
E สารขาออก    F เคร่ืองวดัอตัราการไหล 
G ก๊าซขาออก    H เคร่ืองวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH probe) 
I สารตั้งตน้    J แผน่กั้น (Baffle) 
K ตวักลาง BCN-009 ท่ีร้อยเขา้ดว้ยกนั L สารป้องกนัฟอง (Antifoam) 
M แท่งแม่เหล็กกวนสาร   N ก๊าซไนโตรเจน 
P เพอริสตลัติคป๊ัม (Peristaltic pump) Q ถงัเก็บสารอาหาร 
R โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH)   S ท่อเก็บสารตวัอยา่ง 
T เทอร์โมมิเตอร์    U ลูกแกว้    
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รูปที ่3.4 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ีแบบสามมิติ 
 
3.4.3 การตรึงเช้ือจุลนิทรีย์บนวสัดุตรึง  
 วสัดุตรึงเซลล์จุลินทรีย์ BCN-009 จ านวนทั้งหมด 480 ช้ิน จะถูกร้อยเป็นเส้น เส้นละ 15 
ช้ิน แต่ละเส้นจะถูกถ่วงน าหนักด้วยลูกแก้ว เพื่อป้องกันการลอยตวัและอดัแน่นของวสัดุตรึง 
เซลล์บริเวณผิวของของเหลว การแขวนวสัดุตรึงเซลล์ในลกัษณะดงักล่าวยงัเปิดโอกาสให้วสัดุ 
ตรึงเซลลเ์คล่ือนท่ีไดจ้ากอิสระตามการไหลวนของของเหลว วสัดุตรึงเซลล์ท่ีร้อยเป็นเส้นจะถูกฆ่า 
เช้ือโดยลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และแช่เอทานอลเป็นเวลา  
1 ชัว่โมง จากนั้นฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้าอีกคร้ัง 
 กระบวนการตรึงเช้ือจุลินทรีย ์C. butyricum DSM 5431 ภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีมีวสัดุ
ตรึงบรรจุอยู ่ด าเนินการโดยถ่ายเช้ือจุลินทรียป์ริมาตร 800 มิลลิลิตร จากหวัขอ้ 3.3.1 ลงในอาหาร
เล้ียงเช้ือปริมาตร 3200 มิลลิลิตร (โดยมีความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร K2HPO4   
1 กรัมต่อลิตร   KH2PO4 0.5 กรัมต่อลิตร   (NH4)2SO4 4 กรัมต่อลิตร   MgSO4·7H2O 0.2 กรัมต่อลิตร
CaCl2·2H2O 20 มิลลิกรัมต่อลิตร   Fe solution 1 มิลลิลิตร   Trace element 0.1 มิลลิลิตร   CaCO3 2 
กรัมต่อลิตร และสารสกดัยีสต ์1 กรัมต่อลิตร) ทั้งน้ีอาหารเล้ียงเช้ือไดมี้การให้ก๊าซไนโตรเจนใน
อตัรา 0.1 vvm เพื่อก าจดัออกซิเจนเป็นเวลา 10-15 นาที จากนั้นท าการบ่มเช้ือจุลินทรียท่ี์อุณหภูมิ  
33 องศาเซลเซียส โดยมีการควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 7.0 ดว้ย ดว้ยการเติมสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเขม้ขน้  2 โมลาร์ ท าการเปล่ียนอาหารเล้ียงเช้ือทุก 48 ชัว่โมง 
ภายใตส้ภาวะท่ีระบุในขา้งตน้ จนกระทัง่พบไบโอฟิลม์เกิดข้ึนบริเวณผวิของวสัดุตรึง 
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3.4.4 การผลิตสาร1,3-โพรเพนไดออลจากการหมักกลีเซอรอลบริสุทธ์ิและกลีเซอรอลจาก
กระบวนการผลติไบโอดีเซล 
 การทดลองในส่วนน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาขอ้มูลเพิ่มเติมส าหรับการใช้งานถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ีในการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล จากกลีเซอรอลจากการผลิตไบโอ
ดีเซลโดยตรง การทดลองจะใชเ้ช้ือจุลินทรีย ์C. butyricum DSM 5431 โดยจะหมกักลีเซอรอลจาก
แหล่งต่างๆดงัน้ี (1) กลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 99.5 เปอร์เซ็นต์ และ(2) กลีเซอรอลจากกระบวนการผลิต 
ไบโอดีเซล เร่ิมต้นกระบวนการหมักโดยน าเช้ือจุลินทรีย์ท่ีตรึงบนวสัดุตรึงจากหัวข้อ 3.4.3  
มาเปล่ียนอาหารเล้ียงเช้ือและน าอาหารเล้ียงเช้ือใหม่เขา้สู่ระบบ ทั้งน้ีอาหารเล้ียงเช้ือใหม่ไดผ้่าน 
การก าจดัออกซิเจนโดยใช้ไนโตรเจนเป็นเวลา 15 นาที ภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือน 
ท่ีมีการควบคุมความเป็นกรด-ด่างโดยชุดควบคุมอตัโนมติัเท่ากบั 7 อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส  
กวนดว้ยความเร็วรอบเท่ากบั 100 รอบต่อนาที และควบคุมอตัราการเจือจางเท่ากบั 0.3 - 0.6 ชม.-1 
โดยก าหนดความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลขาเขา้เท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร ในแต่ละสภาวะจะท าการ 
เก็บตวัอยา่งของเหลวภายในถงัปฏิกรณ์เป็นประจ าทุก 8 ชัว่โมง เพื่อวิเคราะห์หาความเขม้ขน้ของ
สาร1,3-โพรเพนไดออล กลีเซอรอล กรดบิวทิริก และกรดอะซิติก เพื่อน ามาวิเคราะห์หาขอ้มูลท่ี
สภาวะคงตวัของการทดลองในแต่ละชุด 
 
3.4.5 การศึกษาผลของการเจือจางสูตรสารอาหารต่อการผลติสาร1,3-โพรเพนไดออล 
 การทดลองในส่วนน้ีศึกษาความเป็นไปไดใ้นการลดตน้ทุนการผลิตโดยลดความเขม้ขน้
ของอาหารเล้ียงเช้ือโดยท าการเจือจางลง 5 และ 10 เท่าของสูตรอาหารเดิม ในการทดลองใชค้วาม
เขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลในทุกชุดความเจือจาง เท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร ท าการทดสอบโดยใช้
เซลล์จากหัวขอ้ 3.4.1 และท าการทดลองแบบกะภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ีโดย
ควบคุมความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 7 อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส และกวนดว้ยความเร็วรอบเท่ากบั 
100 รอบต่อนาที ท าการเก็บตวัอย่างเป็นประจ าทุก 8 ชัว่โมง เพื่อวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของสาร  
1,3-โพรเพนไดออล กลีเซอรอล กรดบิวทิริก และกรดอะซิติก  
 
3.4.6 การศึกษาผลของการปรับความบริสุทธ์ิของสารเคมีต่อการผลติสาร1,3-โพรเพนไดออล 

การทดลองในส่วนน้ีศึกษาความเป็นไปไดใ้นการลดตน้ทุนการผลิตโดยปรับเปล่ียนความ
บริสุทธ์ิของสารเคมีท่ีใช้ในการท าอาหารเล้ียงเช้ือ ในการทดลองใช้ความเข้มข้นเร่ิมต้นของ 
กลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร ท าการทดลองเพื่อเปรียบเทียบความสามารถของแบคทีเรีย  
C. butyricum DSM 5431ในการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลจากการใชสู้ตรอาหารท่ีแตกต่างกนั 
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คือ (1) สูตรอาหารท่ีท าจากสารเคมีเกรด Analytical Reagent (2) สูตรอาหารท่ีท าจากสารเคมีเกรด 
Industrial Reagent  ท าการทดสอบโดยใชเ้ซลล์จากหัวขอ้ 3.4.1 และท าการทดลองแบบกะภายใน
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ีโดยควบคุมความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 7 อุณหภูมิ 33 องศา
เซลเซียส และกวนดว้ยความเร็วรอบเท่ากบั 100 รอบต่อนาที ท าการเก็บตวัอยา่งเป็นประจ าทุก 8 
ชัว่โมง เพื่อวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของสาร 1,3-โพรเพนไดออล กลีเซอรอล กรดบิวทิริก และกรด 
อะซิติก  
 
3.4.7 การศึกษาผลของชนิดแหล่งไนโตรเจนในการผลติสาร1,3-โพรเพนไดออล  

การทดลองในส่วนน้ีศึกษาแนวทางการปรับเปล่ียนสูตรอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อลดตน้ทุนใน
การผลิตโดยจะเนน้ไปท่ีแหล่งไนโตรเจน   

(1) ท าการเปล่ียนประเภทของแหล่งไนโตรเจนจากเดิมซ่ึงใช้สารสกดัยีสต์เท่ากับ  
1 กรัมต่อลิตร (0.1097 กรัม-ไนโตรเจนต่อลิตร) ไปเป็นชนิดอ่ืน ไดแ้ก่  ยเูรีย  แอล
ไลซีน   กากผงชูรส  และแอมโมเนียมซัลเฟต  ในการทดลองจะควบคุมปริมาณ
ไนโตรเจนเร่ิมตน้ให้คงท่ี และจะใช้ซ่ึงคิดเป็นปริมาณยเูรียเท่ากบั 0.235 กรัมต่อ
ลิตร ปริมาณแอลไลซีนเท่ากบั 0.715 กรัมต่อลิตรปริมาณกากผงชูรสเท่ากบั 2.11 
กรัมต่อลิตร และปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตเท่ากับ 4.517 กรัมต่อลิตร  การ
ทดลองน้ีจะใช้ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร ท าการ
ทดสอบโดยใชเ้ซลล์จากหวัขอ้ 3.4.1 และท าการทดลองแบบกะภายในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ี โดยควบคุมความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 7 อุณหภูมิ 33 
องศาเซลเซียส และกวนดว้ยความเร็วรอบเท่ากบั 100 รอบต่อนาที ท าการเก็บ
ตวัอยา่งเป็นประจ าทุก 8 ชัว่โมง เพื่อวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของสาร 1,3-โพรเพน-
ไดออล  กลีเซอรอล  กรดบิวทิริก  และกรดอะซิติก 

 
(2) ท าการปรับสัดส่วนของไนโตรเจนจากแอมโมเนียมซัลเฟตซ่ึงเป็นสารอนินทรีย ์

และไนโตรเจนจากสารสกัดยีสต์ซ่ึงเป็นสารอินทรีย์ จากเดิมใช้สารสกัดยีสต ์
0.1097 กรัม-ไนโตรเจนต่อลิตร และใชแ้อมโมเนียมซลัเฟตเท่ากบั 0.8485 กรัม-
ไนโตรเจนต่อลิตร ซ่ึงมีค่าสัดส่วนของไนโตรเจนระหว่างสารสกัดยีสต์กับ
แอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:8  ท าการปรับสัดส่วนใหม่ไปเป็น  1:11  1:16  และ 
1:34  ตามล าดบั โดยจะควบคุมปริมาณไนโตรเจนเร่ิมตน้ในอาหารเล้ียงเช้ือเท่ากบั 
0.9582 กรัม-ไนโตรเจน ในการทดลองจะใชค้วามเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอล
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เท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร ท าการทดสอบโดยใช้เซลล์จากหัวขอ้ 3.4.1 และท าการ
ทดลองแบบกะภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ี โดยควบคุมความเป็น
กรด-ด่างเท่ากบั 7 อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส และกวนดว้ยความเร็วรอบเท่ากบั 
100 รอบต่อนาที ท าการเก็บตวัอยา่งเป็นประจ าทุก 8 ชัว่โมง เพื่อวิเคราะห์ความ
เขม้ขน้ของสาร 1,3-โพรเพนไดออล กลีเซอรอล  กรดบิวทิริก  และกรดอะซิติก 
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รูปที ่3.5 สรุปการด าเนินงานวจิยัทั้งหมด 
 

Industrial Grade Reagent 

Production of 1,3-Propanediol 

Analytical Grade Reagent 

Glycerol 

 

Crude Glycerol 

 

Immobilization 

 

Suspension 

 

สูตรอาหารปกต ิ

สูตรอาหารเจอืจาง 5 เท่า 

สูตรอาหารเจอืจาง 10 เท่า 

สูตรอาหารปกต ิ

เปลีย่นจากสารสกดัยสีต์ 
ปรับสัดส่วนสารสกดัยสีต์ต่อแอมโมเนียมซัลเฟต 

 
ยูเรีย 

แอลไลซีน 

กากผงชูรส 

ชูรส แอมโมเนียมซัลเฟต   

1 : 8 

1 : 11 

1 : 16 

1 : 34 

 

Nitrogen Source 

38 



39 

 

3.4.8 วธีิวเิคราะห์ 
 
ตารางที ่3.1 พารามิเตอร์และวธีิการวเิคราะห์ท่ีศึกษาในการทดลอง 
 
 

พารามเิตอร์ทีว่เิคราะห์ วธีิวเิคราะห์ 
ความเขม้ขน้ของกลีเซอรอล ใชเ้คร่ือง HPLC ด าเนินการท่ีศูนยเ์คร่ืองมือวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

ความเขม้ขน้ของ1,3-โพรเพนไดออล ใชเ้คร่ือง HPLC ด าเนินการท่ีศูนยเ์คร่ืองมือวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

ความเขม้ขน้ของกรดบิวทิริก ใชเ้คร่ือง HPLC ด าเนินการท่ีศูนยเ์คร่ืองมือวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

ความเขม้ขน้ของกรดอะซิติก ใชเ้คร่ือง HPLC ด าเนินการท่ีศูนยเ์คร่ืองมือวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

ความเขม้ขน้ของเซลล ์ ใชเ้คร่ือง Spectrophotometer ด าเนินการท่ีหอ้งปฏิบติัการวศิวกรรมชีวเคมี 

ภาควชิาวศิวกรรมเคมี  

คณะวศิวกรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

การตรึงจุลินทรียบ์นผิววสัดุตรึง ใชเ้ทคนิค SEM ด าเนินการท่ีศูนยเ์คร่ืองมือวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

การวเิคราะห์หาปริมาณไนโตรเจน  ใชว้ธีิ Kjeldah ด าเนินการท่ีหอ้งปฏิบติัการวศิวกรรมชีวเคมี ภาควชิา

วศิวกรรมเคมี คณะวศิวกรรมศาสตร์  

จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 
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3.4.8.1 การเกบ็ตัวอย่างน า้หมักเพือ่วเิคราะห์ปริมาณผลติภัณฑ์ทีเ่กดิขึน้ 

 ใชห้ลอดฉีดยาดูดน ้ าหมกัท่ีตอ้งการวดัประมาณ 5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดขนาดเล็ก น าไป
ป่ันดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง (Centrifuge) ดว้ยอตัาการหมุน 2000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที  
ดูดสารละลายส่วนใสมาประมาณ 1 มิลิลิตร ใส่ในหลอดขนาดเล็กท่ีมีฝาปิด น าไปวิเคราะห์ปริมาณ
ผลิตภณัฑท่ี์เกิดข้ึนโดยใช ้High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ท่ีศูนยเ์คร่ืองมือวิจยั
วทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ีจุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

 

3.4.8.2 ความเข้มข้นสารตั้งต้นและผลติภัณฑ์ 

ความเขม้ขน้ของกลีเซอรอล 1,3-โพรเพนไดออล กรดบิวทาริกและกรดอะซิติกใช้การ
วิเคราะห์ดว้ย High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ดว้ย refractive index detector 
(RI) โดยคอลมัน์ (Lichrocart C18) ยาว 250 มม. เส้นผา่นศูนยก์ลางภายนอกเท่ากบั 4 มม. สารท่ีใช้
เป็นเฟสเคล่ือนท่ีคือ H3PO4 20 มิลลิโมลาร์ อตัราการไหลเท่ากบั 1.2 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิของ
คอลมัน์ 25 องศาเซลเซียส สารตวัอยา่งถูกฉีดดว้ยปริมาตร 50 ไมโครลิตร การวิเคราะห์ HPLC 
ด าเนินการท่ีศูนยเ์คร่ืองมือวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ีจุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

 

3.4.8.3 การหาความเข้มข้นของเซลล์ 

วิเคราะความเขน้เซลล์ดว้ยการหาน ้ าหนกัแห้งร่วมกบัการวดัค่าความขุ่น (Optical density, 
OD) การวดัค่าความขุ่นท าโดยใช้เคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ (UV-2450, Shimadzu, Japan) ท่ี
ความยาวคล่ืน 650 นาโนเมตร ส่วนการหาน ้ าหนักแห้งท าได้โดยการน าตวัอย่างน ้ าหมกั 20 
มิลลิลิตร ไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบเท่ากบั 2000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เทของเหลวส่วน
ใสท่ีอยูด่า้นบนออกทิ้งใหเ้หลือเฉพาะส่วนท่ีเป็นตะกอน ลา้งดว้ย HCl 0.1 โมลาร์ และป่ันเหวี่ยงอีก
คร้ัง เทส่วนใสออก แลว้เติมน ้ากลัน่ให้ไดป้ริมาตร 20 มิลลิลิตร ท าซ ้ าในลกัษณะเดียวกนัอีกคร้ัง เท
ลงในอะลูมิเนียมฟอยล์ท่ีอบแห้งและชั่งน ้ าหนักอะลูมิเนียมฟอยด์ก่อนการเท น าไปอบแห้งท่ี
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
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3.4.8.4 การตรึงจุลนิทรีย์ 

              การตรึงจุลินทรียบ์นผิววสัดุตรึง BCN-009 สามารถตรวจสอบโดยใชเ้ทคนิค SEM (JSM-
5410LV, JEOL, Japan)  SEM ด าเนินการท่ีศูนย์เคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี
จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

 

3.4.8.5 การวเิคราะห์หาปริมาณไนโตรเจน 

ท าการวเิคราะห์ดว้ยวิธี Kjeldah โดยใชเ้คร่ืองและอุปกรณ์วิเคราะห์ไนโตรเจน(Distillation 
Unit Nitrogen analyzer รุ่น BUCHI 339, Digestion Unit รุ่น BUCHI K 435, Control Unit รุ่น
BUCHI B 436 และ Scrubber Unit รุ่น BUCHI B 414) 
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บทที ่4 

ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 
4.1 การผลิตสาร1,3-โพรเพนไดออลจากกระบวนการหมักกลีเซอรอลบริสุทธ์ิและกลีเซอรอลจาก
กระบวนการผลติไบโอดีเซลโดยระบบแบบต่อเน่ืองในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคลือ่นที่ 

4.1.1 การตรึงเช้ือ C. butyricum DSM 5431 และการเร่ิมต้นกระบวนการหมักในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ   
แบบเบดเคลือ่นที ่
            ในกระบวนการตรึงเช้ือ C. butyricum DSM 5431 สังเกตพบการเกิดข้ึนของไบโอฟิล์มท่ีผิว
ของวสัดุตรึง BCN-009 หลงัจากเร่ิมตน้ตรึงเช้ือได ้144 ชัว่โมง ในช่วงเวลาดงักล่าวพบการเพิ่มข้ึน
ของไบโอฟิล์มและฟองก๊าซช่ึงคาดว่าเป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์บริเวณผิวของวสัดุตรึง BCN-
009 นอกจากน้ียงัไดก้ล่ินของกรดบิวทิริกเกิดข้ึน จากการเปรียบเทียบวสัดุตรึงโดยใช ้SEM พบวา่
วสัดุตรึง BCN-009 ท่ีไม่ผา่นการตรึงมีผวิขรุขระเล็กนอ้ย ซ่ึงแตกต่างจากวสัดุตรึงท่ีผา่นการตรึงเช้ือ
ซ่ึงพบจุลินทรีย์กระจายตวับนผิวเป็นจ านวนมาก (รูปท่ี 4.1 และ รูปท่ี 4.2) โดยลักษณะของ
เช้ือจุลินทรีย์มีรูปร่างเป็นแท่งต่อกันเป็นสายยาวและเจริญเติบโตเป็นชั้นๆ ลักษณะดังกล่าว
คล้ายคลึงกบัผลการทดลองงานวิจยัของ Suratago (2009) กบั Wuttisarnsukit (2009) และเม่ือ
เปรียบเทียบระหวา่งการใช้กลีเซอรอลบริสุทธ์ิและกลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลใน
การตรึงเช้ือ C. butyricum DSM 5431 พบวา่เม่ือใชก้ลีเซอรอลบริสุทธ์ิจะมีปริมาณของเช้ือจุลินทรีย์
กระจายตวับนผวิของวสัดุตรึงหนาแน่นกวา่การใชก้ลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล และ
จากตารางท่ี 4.1 และ ตารางท่ี4.2 พบว่าเม่ือใช้กลีเซอรอลบริสุทธ์ิจะมีความเขม้ขน้ของเซลล์ท่ีถูก
ตรึง และความเขม้ขน้ของเซลล์แขวนลอยมากกว่าการใช้กลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอ
ดีเซลเช่นกัน จึงส่งผลให้สามารถผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลได้มากกว่า จากนั้นท าการหมกั 
กลีเซอรอลท่ีความเข้มข้น 60 กรัมต่อลิตร และอัตราการเจือจ่างเท่ากับ 0.3 ชม.-1 ในระบบ
แบบต่อเน่ือง จากการวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลและสาร 1,3-โพรเพนไดออล พบว่า
ระบบเขา้สู่สภาวะคงตวัเม่ือเวลาผา่นไป 96 ชม. ทั้งกรณีของกลีเซอรอลบริสุทธ์ิและกลีเซอรอลจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซล 
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รูปที่ 4.1 ผิวของวสัดุตรึง BCN-009 ท่ีไม่ผา่นการตรึงเช้ือจุลินทรีย ์C. butyricum DSM 5431 (ซ้าย) 
และผิวของวสัดุตรึง BCN-009 ท่ีมีการตรึงเช้ือจุลินทรีย ์C. butyricum DSM 5431 โดยใช ้
กลีเซอรอลบริสุทธ์ิในกระบวนการหมกั  
 

      
 
รูปที่ 4.2 ผิวของวสัดุตรึง BCN-009 ท่ีไม่ผา่นการตรึงเช้ือจุลินทรีย ์C. butyricum DSM 5431 (ซ้าย) 
และผิวของวสัดุตรึง BCN-009 ท่ีมีการตรึงเช้ือจุลินทรีย ์C. butyricum DSM 5431 โดยใช ้
กลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลในกระบวนการหมกั 
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4.1.2 กระบวนการหมักกลเีซอรอลบริสุธ์ิและกลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยระบบ
แบบต่อเน่ืองในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคลือ่นที่ 
           การผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลโดยการหมักกลีเซอรอลบริสุธ์ิและกลีเซอรอลจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลในสภาวะไร้ออกซิเจนโดยตรึงเช้ือ C. butyricum DSM 5431 บนวสัดุ
ตรึง BCN-009 ภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ีในระบบแบบต่อเน่ือง ใชค้วามเขม้ขน้
ของกลีเซอรอลขาเขา้ท่ี 60 กรัมต่อลิตร และอตัราการเจือจางเท่ากบั 0.3,  0.4,  0.5  และ 0.6 ชม-1  
เน่ืองจากงานวิจยัของ Wuttisarnsukit (2009) ไดศึ้กษาความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลขาเขา้ในช่วง  
20-60 กรัมต่อลิตร พบว่าสามารถหลีกเล่ียงการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์เน่ืองมาจาก 
ความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้ได ้และเม่ือใช้ความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลขาเขา้เท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร
พบวา่สามารถผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลไดสู้งสุด ซ่ึงแตกต่างจากงานวิจยัก่อนหนา้น้ี (Suratago 
et al., 2009 Gunzel et al., 1991; Pullsirisombat, 2007) ไดท้  าการหมกักลีเซอรอลท่ีความเขม้ขน้ 
ขาเขา้เท่ากับ 80-100 กรัมต่อลิตร ซ่ึงส่งผลต่อเกิดการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของสารตั้งตน้ ผล 
การทดลองพบว่าถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ีสามารถควบคุมอุณหภู มิได้ท่ี  33  
องศาเซลเซียส และสามารถควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างให้อยูใ่นสภาวะเหมาะสมท่ี 6.97 – 7.0 
ตลอดการทดลอง ซ่ึงแตกต่างจากถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดน่ิงซ่ึงพบการลดลงของค่าความเป็น
กรด-ด่างน้อยกว่า 6.5 บริเวณส่วนกลางและบนของคอลมัน์ ซ่ึงท าให้อตัราการใช้กลีเซอรอลของ
แบคทีเรีย C. butyricum DSM 5431 ลดลง (Suratago, 2009) จากงานวิจยัของ Gunzel et al. (1991) 
พบว่าในกระบวนการหมกักลีเซอรอลเพื่อผลิตสาร 1,3-โพนเพนไดออล จ าเป็นตอ้งควบคุมความ
เป็นกรด-ด่างท่ีระดบั 7.0 และในปี 2008  Mongkolkajit et al. ไดท้  าการหมกักลีเซอรอลในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดน่ิงท่ีไม่มีระบบควบคุมความเป็นกรด-ด่าง และตรึงเซลล์จุลินทรีย ์ 
C. butyricum DSM 5431 ไวใ้น Alumina Alginate Gel โดยพบวา่การผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล
จะถูกยบัย ั้งเม่ือค่าความป็นกรด-ด่างต ่ากว่า 6.5 ส าหรับในวิทยานิพนธ์น้ีซ่ึงใช้ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ
แบบเบดเคล่ือนท่ีท่ีมีกลไลในการควบคุมความเป็นกรด-ด่าง ท าให้สามารควบคุมค่าความเป็น 
กรด-ด่างได้ตลอดการทดลองและมีระบบในการป่ันกวนท าให้สามารถกระจายสารละลาย 
บฟัเฟอร์ให้ท าปฏิกิริยากบักรดอินทรีย ์(เช่น กรดบิวทิริกและ กรดอะซิติก) ท่ีเกิดข้ึนในระหว่าง
กระบวนการหมกักลีเซอรอลไดอ้ยา่งทัว่ถึง  

ตารางท่ี 4.3 สรุปผลการด าเนินการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิแบบต่อเน่ืองในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ีโดยใชก้ลีเซอรอลขาเขา้เท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร ซ่ึงพบวา่ความเขม้ขน้ของ 
1,3-โพรเพนไดออลท่ีมากท่ีสุดเท่ากบั 35.86±0.19,  33.36±0.26,  31.15±0.2  และ  27.95±0.17 กรัม
ต่อลิตร และความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลท่ีเหลือเท่ากบั 12.85±0.33,  14.81±0.22,  16.00±0.35 และ 
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17.10±0.25 กรัมต่อลิตร เม่ืออตัราการเจือจางเท่ากบั 0.3,  0.4,  0.5 และ  0.6 ชม.-1 ตามล าดบั 
ดงันั้นอตัราการเจือจางเท่ากบั 0.3 ชม.-1 สามารถผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลไดป้ริมาณมากท่ีสุด 
ผลการทดลองท่ีได้สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Papanikolaou et al. (2008) ซ่ึงท าการศึกษาการหมกั 
กลีเซอรอลบริสุทธ์ิเพื่อผลิต 1,3-โพรเพนไดออล โดยใช้แบคทีเรีย C. butyricum F2b ในระบบ
แบบต่อเน่ือง โดยผลท่ีได้รับในงานวิจยัน้ีสามารถอธิบายได้ดงัน้ี อตัราการเจือจางท่ีเพิ่มสูงข้ึน 
ส่งผลให้อตัราการไหลของของเหลวภายในถงัปฏิกรณ์ไหลออกอยา่งรวดเร็ว ท าให้แบคทีเรียท่ีถูก
ตรึงไม่สามารถน ากลีเซอรอลมาใช้ได้อย่างเพียงพอ ท าให้สามารถผลิต 1,3-โพรเพนไดออล 
ไดป้ริมาณน้อย ในส่วนของอตัราการผลิตผลิตภณัฑ์และผลไดข้องผลิตภณัฑ์ พบว่ามีค่าสูงสุดท่ี
อตัราการเจือจางเท่ากบั 0.3 ชม.-1 เช่นกนั  

ตารางท่ี 4.4 ไดส้รุปผลการด าเนินการหมกักลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลใน
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ี ท่ีมีความเขม้ขน้ขาเขา้เท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร ผลการทดลองท่ี
สภาวะคงตัวพบว่า ความเข้มข้นของ 1,3-โพรเพนไดออลท่ีมากท่ีสุดเท่ากับ 31.65±0.44,  
28.02±0.70,  25.09±0.44  และ 20.37±0.56 กรัมต่อลิตร และมีความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลท่ีเหลือ
เท่ากบั 15.09±0.40,  17.91±0.46,  21.15±0.69  และ 25.54±1.12 กรัมต่อลิตร เม่ืออตัราการเจือจาง
เท่ากบั 0.3, 0.4, 0.5 และ 0.6 ชม.-1 ตามล าดบั จากผลการทดลองพบวา่ท่ีอตัราการเจือจางเท่ากบั 0.3 
ชม.-1 สามารถผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลไดค้วามเขม้ขน้สูงสุด และมีอตัราการผลิตผลิตภณัฑ์
และผลได้ของผลิตภัณฑ์มีค่าสูงสุดเช่นเดียวกัน จากผลการทดลองเม่ือท าการหมักโดยใช ้
กลีเซอรอลบริสุทธ์ิและกลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล จะเห็นว่า ความเขม้ขน้ของ 
1,3-โพรเพนไดออล กรดอะซิติกและกรดบิวทิริกมีความแตกต่างกนัทางนยัส าคญั (ตารางท่ี 4.3 และ 
ตารางท่ี 4.4) สามารถอธิบายไดจ้ากการท่ีกลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลมีส่ิงเจือปนท่ี
ติดอยู่ซ่ึงส่งผลให้เกิดการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ ท  าให้ความสามารถในการผลิต  
1,3-โพรเพนไดออลลดลงดว้ย ทั้งน้ีการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียจ์ากการหมกักลีเซอรอล 
จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Gonzalez-Pajuelo et al. (2004) ท่ีได้
ศึกษากระบวนการหมกักลีเซอรอลท่ีมีความบริสุทธ์ิ 65%, 87%  และ 92%  เพื่อผลิต 1,3-โพรเพน-
ไดออลในระบบแบบกะ โดยใชแ้บคทีเรีย Clostridium butyricum VPI 3266 พบวา่กลีเซอรอลท่ีมี
ความบริสุทธ์ิ 92% และ 87% จะมีการเจริญเติบโตของจุลินทรียท่ี์ใกลเ้คียงกนั ส่วนกลีเซอรอลท่ีมี
ความบริสุทธ์ิ 65% จุลินทรียจ์ะมีการเจริญเติบโตน้อยกว่าอย่างมีนยัส าคญั นอกจากน้ีในปี 2006 
Ying Mu et al. ไดท้  าการศึกษาโดยเปรียบเทียบการผลิต 1,3-โพรเพนไดออลโดยแบคทีเรีย 
Klebsiella pneumoniae จากการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 99% กลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 70% จาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยใช้เบสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาและกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 85% จาก
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กระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยใช้เอนไซม์ไลเปสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ผลการทดลองพบว่า 
กลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 99%  ให้ความเขม้ขน้ของสาร1,3-โพรเพนไดออลสูงสุด และกลีเซอรอลจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลจะเกิดการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียท์  าให้สามารถผลิตสาร 
1,3-โพรเพนไดออลลดลง โดยคาดวา่เป็นผลจากส่ิงเจือปนท่ีอยูใ่นกลีเซอรอลท่ีไดจ้ากกระบวนการ
ผลิตไบโอดีเซล เช่น เมทานอล เป็นตน้ และยงัสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Wuttisarnsukit (2009)  
ไดศึ้กษาชนิดและความบริสุทธ์ิของกลีเซอรอลมีผลต่อความสามารถในการผลิตสาร 1,3-โพรเพน-
ไดออลของแบคทีเรีย C. butyricum DSM 5431 จากผลการทดลองสรุปว่าความเขม้ขน้ของ  
1,3-โพรเพนไดออลมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัเม่ือใช้กลีเซอรอลบริสุทธ์ิ กลีเซอรอลท่ีใช้ใน
ระดบัอุตสาหกรรมและกลีเซอรอลท่ีมีเมทานอลปนเป้ือนซ่ึงมีความเขม้ขน้ของเมทานอลเท่ากบั 
0.8, 2, 3.2 และ 4.4 กรัมต่อลิตร ทั้งน้ีความเขม้ขน้ของเมทานอลท่ีเพิ่มสูงข้ึน ส่งผลต่อการยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย ์ท าใหส้ามารถผลิต 1,3-โพรเพนไดออลไดน้อ้ยลง 

 
ตารางที่ 4.1 ความเขม้ขน้ของ C. butyricum DSM 5431 เม่ือเสร็จส้ินจากการหมกักลีเซอรอล 
บริสุทธ์ิในระบบแบบต่อเน่ือง  

  

  ความเขม้ขน้ของเซลล ์

เซลลท่ี์ถูกตรึง (กรัมต่อลิตร)   19   

เซลลแ์ขวนลอย (กรัมต่อลิตร)   1   

 

ตารางที่ 4.2 ความเขม้ขน้ของ C. butyricum DSM 5431 เม่ือเสร็จส้ินจากการหมกักลีเซอรอลจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลในระบบแบบต่อเน่ือง 

 

  ความเขม้ขน้ของเซลล ์

เซลลท่ี์ถูกตรึง (กรัมต่อลิตร)   15   

เซลลแ์ขวนลอย (กรัมต่อลิตร)   0.90   
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ตารางที ่4.3 สรุปผลการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลโดยท าการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิในสภาวะ
ไร้ออกซิเจนโดยใชเ้ช้ือ C. butyricum DSM 5431  ภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ี โดย
ใชว้สัดุตรึง BCN-009  

 

ตวัแปร 
อตัราการเจอืจาง (ชม.-1) 

0.3 0.4 0.5 0.6 

ความเขม้ขน้กลีเซอรอลขาเขา้ (กรัมต่อลิตร) 60 60 60 60 

ความเขม้ขน้กลีเซอรอลท่ีเหลือ (กรัมต่อลิตร) 12.85±0.33 14.81±0.22 16.00±0.35 17.10±0.25 

ความเขม้ขน้ 1,3-โพรเพนไดออล (กรัมต่อลิตร) 35.86±0.19 33.36±0.26 31.15±0.2 27.95±0.17 

ความเขม้ขน้กรดอะซิติก (กรัมต่อลิตร) 1.26±0.05 1.17±0.15 1±0.01 0.98±0.01 

ความเขม้ขน้กรดบิวทิริก (กรัมต่อลิตร) 7.93±0.18 7.5±0.18 7.01±0.03 6.93±0.02 

อตัราการผลิต 1,3-โพรเพนไดออล (กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) 10.76±0.06 13.34±0.10 15.58±0.10 16.77±0.1 

ผลไดข้อง 1,3-โพรเพนไดออล 0.76 0.74 0.71 0.65 
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ตารางที่ 4.4 สรุปผลการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลโดยท าการหมกักลีเซอรอลจากกระบวนการ
ผลิตไบโอดีเซลในสภาวะไร้ออกซิเจนโดยใชเ้ช้ือ C. butyricum DSM 5431  ภายในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ี โดยใชว้สัดุตรึง BCN-009 

 

ตวัแปร 
อตัราการเจอืจาง (ชม.-1) 

0.3 0.4 0.5 0.6 

ความเขม้ขน้กลีเซอรอลขาเขา้ (กรัมต่อลิตร) 60 60 60 60 

ความเขม้ขน้กลีเซอรอลท่ีเหลือ (กรัมต่อลิตร) 15.09±0.40 17.91±0.46 21.15±0.69 25.54±1.12 

ความเขม้ขน้ 1,3-โพรเพนไดออล (กรัมต่อลิตร) 31.65±0.44 28.02±0.70 25.09±0.44 20.37±0.56 

ความเขม้ขน้กรดอะซิติก (กรัมต่อลิตร) 1.08±0.04 0.95±0.05 0.89±0.01 0.81±0.05 

ความเขม้ขน้กรดบิวทิริก (กรัมต่อลิตร) 6.10±0.61 5.58±0.53 5.60±0.72 5.11±0.64 

อตัราการผลิต 1,3-โพรเพนไดออล (กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) 9.49±0.13 11.21±0.28 12.54±0.22 12.22±0.34 

ผลไดข้อง 1,3-โพรเพนไดออล 0.70 0.67 0.65 0.59 
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ตารางที่ 4.5 สรุปผลการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลซ่ึงเปรียบเทียบระหวา่งงานวิจยัปัจจุบนัและ
งานวจิยัก่อนหนา้น้ีซ่ึงท าการตรึงเซลลแ์ละชนิดของการหมกัดว้ยวธีิท่ีแตกต่างกนั 

 

รายการอ้างอิง จุลนิทรีย์ 

ความเข้มข้น 

กลเีซอรอลขา

เข้า / กลเีซอรอล

ที่เหลอื (กรัมต่อ

ลติร) 

 

ความเข้มข้น 

1,3-โพรเพน

ไดออล (กรัม

ต่อลติร) 

อตัราการผลติ

ผลติภณัฑ์ (กรัมต่อ

ลติรต่อช่ัวโมง) /

ผลได้ของผลติภณัฑ์ 

วสัดุที่ใช้ในการ

ตรึง 

ชนิดของการ

หมัก 

Current work 
C. butyricum 

DSM5431 

60/12.82 35.95 10.76/ 0.76 BCN-009 Continues  

fermentation 60/ 15.09 31.65 9.49/ 0.70 BCN-009 

Suratago, 2009 
C. butyricum 

DSM5431 

60/21.23 29.08 6.11/ 0.75 ใยบวบ Continues  

fermentation 60/20.75 22.68 4.76/ 0.58 BCN-009 

Pullsirisombat, 

2007 

C. butyricum 

DSM5431 
80/47.71 15.5 0.48 

γ-อะลูมินา  

(γ-Al2O3) เจล 

Continues 

fermentation 

 

Zhao et al., 2006 

 

K. 

pneumoniae 

 

40/38.3 

 

13.6 

 

4.49/ 0.43 

 

NaCS/ 

PDMDAAC 

Continues 

fermentation 

Pflugmacher and 

Gottschalk, 1994 
C. freundii 36.8/2.3 16.34 8.2/ 0.57 

โพลียริูเทน

ดดัแปลง 

Continues 

fermentation 
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4.2 ผลของการเจือจางสูตรอาหารต่อการผลิตสาร1,3-โพรเพนไดออลและผลของการปรับความ
บริสุทธ์ิของสารเคมีต่อการผลติสาร1,3-โพรเพนไดออล โดยระบบแบบกะ 

การทดลองในส่วนน้ีศึกษาความเป็นไปได้ในการลดตน้ทุนการผลิตสาร 1,3-โพรเพน- 
ไดออล โดยลดความเขม้ขน้ของสูตรอาหารเล้ียงเช้ือโดยท าการเจือจางจากสูตรอาหารปกติลง 5 
และ 10 เท่าของสูตรอาหารเดิมและการปรับเปล่ียนความบริสุทธ์ิของสารเคมีโดยใชส้ารเคมีเกรด
โรงงาน (Industrial Reagent) ในการท าสูตรอาหารเล้ียงเช้ือ ในการทดลองจะควบคุมความเขม้ขน้
เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร  

 ผลการทดลองพบว่าความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลท่ีเหลือลดลงอย่างรวดเร็วในช่วง 0-40 
ชม. และเร่ิมคงท่ีเม่ือเวลา 48 ชม.ทุกชุดการทดลอง (รูปท่ี 4.3) ส าหรับผลการทดลองในส่วนของ
ความเขม้ขน้ของ 1,3-โพรเพนไดออล กรดอะซิติก และกรดบิวทิริก (รูปท่ี 4.4 ถึง รูปท่ี 4.6) พบวา่ 
ความเขม้ขน้ของ 1,3-โพรเพนไดออลท่ีผลิตไดเ้พิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วในช่วงเวลา 0-40 ชม. และเร่ิม
คงท่ีเม่ือเวลา 48 ชม.ทุกชุดการทดลอง ทั้งน้ีความเข้มข้นของกรดอะซิติกและกรดบิวทิริกมี
แนวโน้มในทิศทางเดียวกบัความเขม้ขน้ของ 1,3-โพรเพนไดออลทุกชุดการทดลองเช่นกนั โดย
ความเขม้ขน้ของ1,3-โพรเพนไดออลเท่ากบั 19.81±0.13, 11.32±0.26,  5.28±0.11  และ 13.88±0.05 
กรัมต่อลิตร ความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลท่ีเหลือเท่ากบั 5.36±0.14,  8.72±0.15, 18.12±0.05 และ 
7.93±0.03 กรัมต่อลิตร ความเขม้ขน้ของกรดอะซิติกเท่ากบั 0.82±0.02,  0.67±0.01, 0.54±0.02 และ 
0.72±0.01 กรัมต่อลิตร ความเขม้ขน้ของกรดบิวทิริกเท่ากบั 4.78±0.13,  3.87±0.04,  1.87±0.04  
และ 4.16±0.03 กรัมต่อลิตร โดยใชอ้าหารสูตรปกติ  โดยท าการเจือจางสูตรอาหารปกติลง 5 และ 
10 เท่าของสูตรอาหารเดิมและโดยการปรับเปล่ียนความบริสุทธ์ิของสารเคมีโดยใชส้ารเคมีเกรด
โรงงาน ตามล าดบั จากรูปท่ี 4.7 พบวา่มีการลดลงของเซลล์จุลินทรียใ์นกรณีของสูตรอาหารปกติ
เม่ือเวลามากกว่า 56 ชม. ซ่ึงคลา้ยกบักรณีของความเขม้ขน้ของเซลล์จากการปรับเปล่ียนความ
บริสุทธ์ิของสารเคมีโดยใช้สารเคมีเกรดโรงงาน และไม่มีการเปล่ียนแปลงการเจริญเติบโตของ
เซลลจุ์ลินทรียใ์นกรณีท่ีมีการเจือจางสูตรอาหารปกติลง 5 และ 10 เท่าของสูตรอาหารเดิม โดยความ
เขม้ขน้ของเซลลเ์ท่ากบั 4.6,  2.24,  0.77  และ 3.22 กรัมต่อลิตร โดยใชอ้าหารสูตรปกติ  โดยท าการ
เจือจางสูตรอาหารปกติลง 5 และ 10 เท่าของสูตรอาหารเดิมและโดยการปรับเปล่ียนความบริสุทธ์ิ
ของสารเคมีโดยใช้สารเคมีเกรดโรงงาน ตามล าดบั จากตารางท่ี 4.6 แสดงให้เห็นวา่ความเขม้ขน้
ของ 1,3-โพรเพนไดออล  ผลไดข้องผลิตภณัฑ์และอตัราการผลิตผลิตภณัฑ์ลดลงเม่ือท าการเจือจาง
จากสูตรอาหารปกติลง 5 และ 10 เท่าของสูตรอาหารเดิม และเม่ือปรับเปล่ียนความบริสุทธ์ิของ
สารเคมีโดยใชส้ารเคมีเกรดโรงงาน อาจเน่ืองมาจากความเขม้ขน้ของสารอาหารมีไม่เพียงพอต่อการ
เจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียใ์นกรณีท่ีมีการเจือจาง  และความบริสุทธ์ิของสารอาหารท่ีใชส้ารเคมี
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เกรดโรงงาน ท าให้เกิดการย ั้บย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล์จุลินทรีย ์และผลิต 1,3-โพรเพนไดออล 
ลดลง ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Monot et al.( 1982) ไดร้ายงานวา่วิตามินและแร่ธาตุ มีบทบาท
ส าคญัในการท างานของเอนไซม์ และการเจริญเติบโตของเซลล์จุลินทรีย ์ดงันั้นจึงควรจะได้รับ
วิตามินและแร่ธาตุในปริมาณท่ีเหมาะสม หากไดรั้บมากหรือนอ้ยเกินไปจะท าให้เกิดการย ั้บย ั้งการ
เจริญเติบโตของเซลลจุ์ลินทรีย ์และการผลิตผลิตภณัฑห์ลกั 
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รูปที่ 4.3 ความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลท่ีเหลือในระหว่างกระบวนการหมกักลีเซอรอลโดยความ
เขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร โดยใช้สูตรอาหารปกติ  สูตรอาหารปกติเจือ
จาง 5 เท่า  สูตรอาหารปกติเจือจาง 10 เท่า และสูตรอาหารเกรดโรงงาน  

 
 

รูปที่ 4.4 ความเขม้ขน้ของสาร 1,3-โพรเพนไดออลในระหวา่งกระบวนการหมกักลีเซอรอลโดย
ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร โดยใชสู้ตรอาหารปกติ  สูตรอาหารปกติ
เจือจาง 5 เท่า  สูตรอาหารปกติเจือจาง 10 เท่า และสูตรอาหารเกรดโรงงาน  
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รูปที่ 4.5 ความเขม้ขน้ของกรดอะซิติกในระหว่างกระบวนการหมกักลีเซอรอลโดยความเขม้ขน้
เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร โดยใชสู้ตรอาหารปกติ  สูตรอาหารปกติเจือจาง 5 เท่า  
สูตรอาหารปกติเจือจาง 10 เท่า และสูตรอาหารเกรดโรงงาน  

 
 

รูปที่ 4.6 ความเขม้ขน้ของกรดบิวทิริกในระหว่างกระบวนการหมกักลีเซอรอลโดยความเขม้ขน้
เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร โดยใชสู้ตรอาหารปกติ  สูตรอาหารปกติเจือจาง 5 เท่า  
สูตรอาหารปกติเจือจาง 10 เท่า และสูตรอาหารเกรดโรงงาน  
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รูปที่ 4.7 ความเขม้ขน้ของเซลล์ในระหว่างกระบวนการหมกักลีเซอรอลโดยความเขม้ขน้เร่ิมตน้
ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร โดยใชสู้ตรอาหารปกติ  สูตรอาหารปกติเจือจาง 5 เท่า  สูตร
อาหารปกติเจือจาง 10 เท่า และสูตรอาหารเกรดโรงงาน  
 

 
 

รูปที่ 4.8 ผลไดข้องสาร 1,3-โพรเพนไดออลในระหว่างกระบวนการหมกักลีเซอรอลโดยความ
เขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร โดยใช้สูตรอาหารปกติ  สูตรอาหารปกติเจือ
จาง 5 เท่า  สูตรอาหารปกติเจือจาง 10 เท่า และสูตรอาหารเกรดโรงงาน  
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รูปที่ 4.9 อตัราการผลิตของสาร 1,3-โพรเพนไดออลในระหวา่งกระบวนการหมกักลีเซอรอลโดย
ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร โดยใชสู้ตรอาหารปกติ  สูตรอาหารปกติ
เจือจาง 5 เท่า  สูตรอาหารปกติเจือจาง 10 เท่า และสูตรอาหารเกรดโรงงาน  
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ตารางที่ 4.6 สรุปผลการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลโดยท าการหมกักลีเซอรอลในสภาวะไร้
ออกซิเจนโดยใชเ้ช้ือ C. butyricum DSM 5431  ภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ี โดยใช้
ระบบแบบกะ โดยใชสู้ตรอาหารท่ีแตกต่างกนั 

 

 

 

 

 

 

 

ตวัแปร 

                                                  สูตรอาหาร 

  

ปกต ิ

เจอืจาง 

 5 เท่า 

เจอืจาง 

 10 เท่า 

เกรด

โรงงาน 

ความเขม้ขน้กลีเซอรอลขาเขา้ (กรัมต่อลิตร) 40 40 40 40 

ความเขม้ขน้กลีเซอรอลท่ีเหลือ (กรัมต่อลิตร) 5.36±0.14 8.72±0.15 18.12±0.05 7.93±0.03 

ความเขม้ขน้ 1,3-โพรเพนไดออล (กรัมต่อลิตร) 19.81±0.13 11.32±0.26 5.28±0.11 13.88±0.05 

ความเขม้ขน้กรดอะซิติก (กรัมต่อลิตร) 0.82±0.02 0.67±0.01 0.54±0.02 0.72±0.01 

ความเขม้ขน้กรดบิวทิริก (กรัมต่อลิตร) 4.78±0.13 3.87±0.04 1.87±0.04 4.16±0.03 

ความเขม้ขน้เซลล ์ (กรัมต่อลิตร) 4.60 2.24 0.77 3.22 

อตัราการผลิต 1,3-โพรเพนไดออล (กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) 0.29±0.12 0.17±0.06 0.08±0.03 0.21±0.09 

ผลไดข้อง 1,3-โพรเพนไดออล 0.69 0.44 0.29 0.52 
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4.3 ผลของการศึกษาชนิดแหล่งไนโตรเจนในการผลติสาร1,3-โพรเพนไดออล 
การทดลองในส่วนน้ีศึกษาแนวทางการปรับเปล่ียนสูตรอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อลดตน้ทุนใน

การผลิตโดยจะเน้นไปท่ีแหล่งไนโตรเจน เน่ืองจากสารสกดัยีสต์ซ่ึงถูกใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนใน
อาหารเล้ียงเช้ือ มีราคาสูง ดงันั้นการใชแ้หล่งไนโตรเจนประเภทอ่ืนทดแทนสารสกดัยีสตห์รือการ
ปรับสัดส่วนของปริมาณสารอินทรียไ์นโตรเจนต่อสารอนินทรียไ์นโตรเจนในสูตรอาหาร ก็อาจจะ
ท าใหช่้วยลดค่าใชจ่้ายในส่วนของสารเคมีได ้ 
   
4.3.1 ผลของการเปลีย่นประเภทของแหล่งไนโตรเจน 

การศึกษาการเปล่ียนประเภทของแหล่งไนโตรเจนท าได้โดยการเปล่ียนประเภทของ 
แหล่งไนโตรเจน จากเดิมซ่ึงใชส้ารสกดัยีสต์ปริมาณ 1 กรัมต่อลิตร (0.1097 กรัม-ไนโตรเจนต่อ
ลิตร) ไปเป็นชนิดอ่ืน ได้แก่  ยูเรีย  แอลไลซีน   กากผงชูรส  และแอมโมเนียมซัลเฟต  ในการ
ทดลองจะควบคุมปริมาณไนโตรเจนเร่ิมตน้ให้คงท่ี และจะใช้ยเูรียเท่ากบั  0.235 กรัมต่อลิตร ใช้
แอลไลซีน เท่ากบั 0.715 กรัมต่อลิตร  ใชก้ากผงชูรสเท่ากบั 2.11 กรัมต่อลิตร  และใชแ้อมโมเนียม
ซลัเฟตเท่ากบั 4.517 กรัมต่อลิตร ซ่ึงสารดงักล่าวทุกชนิดจะมีปริมาณไนโตรเจนเร่ิมตน้ในอาหาร
เล้ียงเช้ือเท่ากบั 0.1097 กรัม-ไนโตรเจนต่อลิตรเท่าเดิม การทดลองทั้งส่ีส่วนจะใช้ความเขม้ขน้
เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร 

 ผลการทดลองพบว่าความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลท่ีเหลือลดลงอยา่งรวดเร็วเม่ือเวลา 0-40 
ชม. และเร่ิมคงท่ีเม่ือเวลา 48 ชม. (รูปท่ี 4.10) ส าหรับผลการทดลองในส่วนของความเขม้ขน้ของ 
1,3-โพรเพนไดออล กรดอะซิติก และกรดบิวทิริก (รูปท่ี 4.11 ถึง รูปท่ี 4.13) พบว่า ความเขม้ขน้ 
1,3-โพรเพนไดออลท่ีผลิตไดเ้พิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วเม่ือเวลา 0-40 ชม. และคงท่ีเม่ือเวลา 48 ชม. ทั้งน้ี
ความเข้มข้นของกรดอะซิติกและกรดบิวทิริกมีแนวโน้มในทิศทางเดียวกับความเข้มข้นของ  
1,3-โพรเพนไดออล โดยความเขม้ขน้ของ1,3-โพรเพนไดออลเท่ากบั 19.81±0.13, 12.79±0.21, 
7.03±0.42, 10.15±0.09 และ 5.67±0.62 กรัมต่อลิตร ความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลท่ีเหลือเท่ากบั 
5.36±0.14,  9.16±0.53, 11.39±0.56, 10.45±0.40 และ 15.23±0.41 กรัมต่อลิตร ความเขม้ขน้ของ
กรดอะซิติกเท่ากบั 0.82±0.02, 0.70±0.03, 0.55±0.02,  0.66±0.03 และ 0.50±0.03 กรัมต่อลิตร ความ
เขม้ขน้ของกรดบิวทิริกเท่ากบั 4.78±0.14,  3.96±0.07, 2.94±0.009, 3.69±0.14  และ 2.46±0.12 กรัม
ต่อลิตร เม่ือใช้แหล่งไนโตรเจนจากสารสกดัยีสต์ ยูเรีย  แอลไลซีน  กากผงชูรส และแอมโมเนียม
ซลัเฟต ตามล าดบั จากรูปท่ี 4.14 พบวา่มีการลดลงของเซลล์จุลินทรียใ์นกรณีของการใชส้ารสกดั
ยีสตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจนเม่ือเวลามากกวา่ 56 ชม. ซ่ึงคลา้ยกบักรณีของการใชย้เูรียและแอลไลซีน
เป็นแหล่งไนโตรเจน และไม่มีการเปล่ียนแปลงการเจริญเติบโตของเซลล์จุลินทรียใ์นกรณีท่ีใช้
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แอมโมเนียมซัลเฟตและกากผงชูรสเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยความเขม้ขน้ของเซลล์เท่ากบั 4.6,  
3.14, 1.59, 2.70 และ 1.48 กรัมต่อลิตร เม่ือใชแ้หล่งไนโตรเจนจากสารสกดัยีสต ์ ยเูรีย  แอลไลซีน  
กากผงชูรส และแอมโมเนียมซลัเฟต ตามล าดบั จากตารางท่ี 4.7 แสดงให้เห็นวา่ความเขม้ขน้ของ 
1,3-โพรเพนไดออลลดลงเม่ือใชย้เูรีย  แอลไลซีน  กากผงชูรส  และแอมโมเนียมซลัเฟต เป็นแหล่ง
ไนโตรเจนแทนสารสกดัยีสต ์อาจเน่ืองมาจากจุลินทรียไ์ม่สามารถท่ีจะน าสารอาหารท่ีจ าเป็นมาใช้
ในการเจริญเติบโตได ้หรืออาจกล่าวไดว้า่ในอาหารเล้ียงเช้ือนั้นมีสารอาหารและวิตามินไม่เพียงพอ
ต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์ส่งผลให้แหล่งไนโตรเจนไม่เหมาะสมและเพียงพอส าหรับการ
เจริญเติบโตและการผลิตผลิตภณัฑ์ของเช้ือจุลินทรีย ์เน่ืองจากสารสกดัยีสต์มีส่วนประกอบของ
วิตามิน ไดแ้ก่ ไบโอติน (Biotin) และพาราอะมิโนเบนโซอิก (para-aminobenzoic acid) ซ่ึงเป็น
วิตามินท่ีเช้ือจุลินทรียมี์ความจ าเป็นตอ้งใช้ในการเจริญเติบโต(สมใจ ศิริโภค, 2550) และยงั
สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Xiaoyi et al. (2008) ไดศึ้กษาผลกระทบของแหล่งไนโตรเจนจากอาหาร
ท่ีแตกต่างกนัในการผลิตไฮโดรเจน โดยเช้ือ C. butylicum W5 พบวา่สามารถผลิตไฮโดรเจนไดโ้ดย
การใชแ้หล่งไนโตรเจนจากอาหารท่ีมาจากทั้งวตัถุดิบท่ีสดใหม่และกากของเสีย โดยท่ีสารสกดัยีสต์
สามารถใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนไดดี้ท่ีสุดส าหรับเซลล์จุลินทรีย ์ ซ่ึงจะท าให้เซลล์จุลินทรียมี์การ
เจริญเติบโตได้ดี  อีกทั้ งย ังสามารถผลิตไฮโดรเจนได้สูงกว่าการใช้แหล่งไนโตรเจนจาก 
แอมโมเนียมไนเตรท นอกจากน้ีในปี 2001 Lay และคณะ รายงานว่าการใช้แหล่งไนโตรเจน คือ 
สารสกดัยีสต์ ทริปโทน และเปปโทน ในกระบวนการหมกัโดยเช้ือ C. acetobutylicum NCIMB 
13357 ในการผลิตไฮโดรเจน จะท าให้สามารถผลิตไฮโดรเจนไดสู้งข้ึน โดยท่ีสารสกดัยีสต์เป็น
แหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมท่ีสุด ท่ีสามารถท าให้เซลล์จุลินทรียมี์การเจริญเติบโตไดดี้ พร้อมทั้งยงั
ส่งเสริมใหอ้ตัราการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มสูงข้ึนเช่นกนั 
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4.3.2 ผลของการปรับสัดส่วนของไนโตรเจนจากแอมโมเนียมซัลเฟตซ่ึงเป็นสารอนินทรีย์และ
ไนโตรเจนจากสารสกดัยสีต์ซ่ึงเป็นสารอนิทรีย์ 

จากเดิมในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือซ่ึงใชส้ารสกดัยีสต ์0.1097 กรัม-ไนโตรเจนต่อลิตร และใช้
แอมโมเนียมซลัเฟตเท่ากบั 0.8485 กรัม-ไนโตรเจนต่อลิตร ซ่ึงคิดเป็นค่าสัดส่วนไนโตรเจนระหวา่ง
สารสกดัยีสตแ์ละแอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:8  ในการทดลองส่วนน้ีจะท าการปรับสัดส่วนใหม่ไป
เป็น  1:11 (0.0823 : 0.8759 กรัม-ไนโตรเจนต่อลิตร)  1:16 (0.0549 : 0.9033 กรัม-ไนโตรเจนต่อ
ลิตร)  และ 1:34 (0.0274 : 0.9308 กรัม-ไนโตรเจนต่อลิตร) ตามล าดบั โดยจะควบคุมปริมาณ
ไนโตรเจนเร่ิมตน้ในอาหารเล้ียงเช้ือเท่ากบั 0.9582 กรัม-ไนโตรเจน ทั้งน้ีเหตุผลในการปรับปริมาณ
สารสกดัยสีตเ์ป็นเพราะสารสกดัยสีตมี์ราคาสูงกวา่แอมโมเนียมซลัเฟต   

ผลการทดลองพบว่าความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลท่ีเหลือลดลงอย่างรวดเร็วเม่ือเวลา 0-40 
ชม. และเร่ิมคงท่ีเม่ือเวลา 48 ชม. (รูปท่ี 4.17) ส าหรับผลการทดลองในส่วนของความเขม้ขน้ของ 
1,3-โพรเพนไดออล กรดอะซิติก และกรดบิวทิริก (รูปท่ี 4.18 ถึง รูปท่ี 4.20) พบว่า ความเขม้ขน้ 
1,3-โพรเพนไดออลท่ีผลิตไดเ้พิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วเม่ือเวลา 0-40 ชม. และคงท่ีเม่ือเวลา 48 ชม. ทั้งน้ี
ความเข้มข้นของกรดอะซิติกและกรดบิวทิริก มีแนวโน้มในทิศทางเดียวกับความเข้มข้นของ  
1,3-โพรเพนไดออล โดยความเขม้ขน้ของ1,3-โพรเพนไดออลเท่ากบั 19.81±0.13, 15.80±0.15,  
10.79±0.21 และ 9.68±0.08 กรัมต่อลิตร ความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลท่ีเหลือเท่ากบั 5.36±0.14,  
7.95±0.14,  9.03±0.63 และ10.30±0.52 กรัมต่อลิตร ความเขม้ขน้ของกรดอะซิติกเท่ากบั 0.82±0.02,  
0.74±0.03,  0.65±0.02  และ 0.64±0.02 กรัมต่อลิตร ความเขม้ขน้ของกรดบิวทิริกเท่ากบั 4.78±0.13,  
4.09±0.06,  3.85±0.11 และ 3.26±0.08 กรัมต่อลิตร เม่ือใช้ค่าสัดส่วนระหว่างสารสกดัยีสต์กบั
แอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:8, 1:11, 1:16, และ 1:34 ตามล าดบั จากรูปท่ี 4.21 พบวา่มีการลดลงของ
เซลล์จุลินทรียใ์นกรณีของการใช้ค่าสัดส่วนระหว่างสารสกดัยีสต์กบัแอมโมเนียมซัลเฟตเป็น 1:8 
เม่ือเวลามากกว่า 56 ชม. ซ่ึงคล้ายกับกรณีของการใช้ค่าสัดส่วนระหว่างสารสกัดยีสต์กับ
แอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:11 และไม่มีการเปล่ียนแปลงการเจริญเติบโตของเซลล์จุลินทรียใ์นกรณี
ท่ีใชค้่าสัดส่วนระหวา่งสารสกดัยีสตก์บัแอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:16  และ 1:34 โดยความเขม้ขน้
ของเซลล์เท่ากบั 4.60, 3.36, 1.87 และ 1.48 กรัมต่อลิตร เม่ือใชค้่าสัดส่วนระหวา่งสารสกดัยีสต ์
กบัแอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:8, 1:11, 1:16, และ 1:34 ตามล าดบั จากตารางท่ี 4.8 แสดงให้เห็นวา่
ความเขม้ขน้ของ 1,3-โพรเพนไดออลลดลงเม่ือค่าสัดส่วนระหว่างสารสกดัยีสต์ต่อแอมโมเนียม 
ซลัเฟตสูงข้ึน อาจเน่ืองจากเม่ือค่าสัดส่วนระหวา่งสารสกดัยีสตต่์อแอมโมเนียมซลัเฟตสูงข้ึนส่งผล 
ให้สารสกดัยีสต์ซ่ึงเป็นสารอินทรียไ์นโตรเจนมีค่าน้อยลง  ท าให้เช้ือจุลินทรียส์ามารถผลิตสาร  
1,3-โพรเพนไดออลลดลง ในปี 2550 สมใจ ศิริโภค ไดก้ล่าวไวว้า่แหล่งอนินทรียไ์นโตรเจนเป็น
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สารอาหารท่ีจุลินทรียส์ามารถน าไปใช้ในการเจริญเติบโตไดใ้นระดบัหน่ึง แต่ไม่ดีเพียงพอท่ีจะ
สามารถสนับสนุนกระบวนการสร้างผลิตภัณฑ์ได้ เม่ือเปรียบเทียบกับการใช้แหล่งอินทรีย์
ไนโตรเจนจะพบว่าจุลินทรียมี์การเจริญเติบโตไดดี้กว่า และสามารถท่ีจะผลิตผลิตภณัฑ์ได้ดีกว่า 
เน่ืองจากแหล่งอินทรียไ์นโตรเจนเป็นอะตอมท่ีมีทั้งในโปรตีน และกรดนิวคลิอิค ซ่ึงโปรตีนเป็น
โมเลกุลท่ีประกอบเป็นโครงสร้างของเซลล์หรือเอนไซม์ ท่ีเก่ียวขอ้งกบัขบวนการเมตะบอลิซึม 
ของเซลล์ และกรดนิวคลิอิคเป็นองคป์ระกอบของดีเอ็นเอ และอาร์เอ็นเอ  ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้าง
โปรตีนภายในเซลล์ ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Mohd et al. (2008) ไดศึ้กษาผลกระทบของ 
แหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตไฮโดรเจน โดยเช้ือ C. acetobutylicum NCIMB 13357 เม่ือใช ้สารสกดั
ยีสต์ เปปโทน และทริปโทน ซ่ึงเป็นแหล่งอินทรียไ์นโตรเจนท่ีความเขม้ขน้ของไนโตรเจนเท่ากนั
ในสารอาหาร พบวา่สารสกดัยีสต์สามารถท าให้เซลล์จุลินทรียเ์จริญเติบโตไดดี้ และสามารถผลิต
ไฮโดรเจนไดสู้งกวา่การใช้เปปโทน และทริปโทน แต่เม่ือใช้เกลือของแอมโมเนียม ซ่ึงเป็นแหล่ง 
อนินทรียไ์นโตรเจน มาแทนแหล่งอินทรียไ์นโตรเจน ท าให้เซลล์จุลินทรียมี์การเจริญเติบโตไดช้้า
ลง และสามารถผลิตไฮโดรเจนได้ต ่า เม่ือเทียบกับแหล่งอินทรีย์ไนโตรเจน แต่ในงานวิจยัของ 
Himmi et al. (1999) พบว่าการใชส้ารสกดัยีสตซ่ึ์งเป็นสารอินทรียไ์นโตรเจนร่วมกบัแอมโมเนียม
ซัลเฟตซ่ึงเป็นสารออินทรียไ์นโตรเจนในอาหารเล้ียง สามารถผลิต 1,3-โพรเพนไดออลได้ใน
ปริมาณท่ีสูง (61.15 กรัมต่อลิตร) และมีผลไดข้อง1,3-โพรเพนไดออลสูง(0.66) แสดงให้เห็นวา่การ
ใชส้ารสกดัยีสต ์และแอมโมเนียมซลัเฟตร่วมกนัจะท าให้การผลิตผลิตภณัฑ์มีประสิทธิภาพท่ีดีข้ึน 
และงานวิจยัของ Welsh et al. (1986) ไดศึ้กษาผลของแหล่งอินทรียไ์นโตรเจน และแหล่งอนินทรีย์
ไนโตรเจนต่อกระบวนการหมกั อะซิโตน บิวทานอล โดยเช้ือ C. acetobutylicum ATCC 824  
พบวา่การใชแ้หล่งอินทรียไ์นโตรเจนร่วมกบัแหล่งอนินทรียไ์นโตรเจน ในกระบวนการหมกัแบบ
กะจะส่งผลใหเ้จริญเติบโตของเซลล์จุลินทรีย ์และการผลิตตวัท าละลายเพิ่มสูงข้ึน แต่สารสกดัยีสต์
ท่ีน ามาใช้นั้นมีราคาแพง ดงันั้นจึงควรศึกษาหาแหล่งไนโตรเจนอินทรียท่ี์ไดจ้ากวตัถุดิบเหลือทิ้ง
จากอุตสาหกรรมมาทดแทนในสูตรอาหารร่วมกบัการใชแ้อมโมเนียมซลัเฟตในการทดลองต่อไป 
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รูปที่ 4.10  ความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลท่ีเหลือในระหวา่งกระบวนการหมกักลีเซอรอลโดยความ
เขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร โดยใช้สารสกดัยีสต์  ยูเรีย  แอมโมเนียม
ซลัเฟต  แอลไลซีน  และกากผงชูรส  เป็นแหล่งไนโตรเจน 
 

 
 

รูปที่ 4.11  ความเขม้ขน้ของสาร 1,3-โพรเพนไดออลในระหว่างกระบวนการหมกักลีเซอรอลโดย
ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร โดยใชส้ารสกดัยีสต ์ ยเูรีย  แอมโมเนียม
ซลัเฟต  แอลไลซีน  และกากผงชูรส  เป็นแหล่งไนโตรเจน 

67 
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รูปที่ 4.12  ความเขม้ขน้ของกรดอะซิติกในระหว่างกระบวนการหมกักลีเซอรอลโดยความเขม้ขน้
เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร โดยใชส้ารสกดัยีสต ์ ยเูรีย  แอมโมเนียมซลัเฟต  แอล
ไลซีน  และกากผงชูรส  เป็นแหล่งไนโตรเจน 
 

 
 

รูปที่ 4.13  ความเขม้ขน้ของกรดบิวทิริกในระหว่างกระบวนการหมกักลีเซอรอลโดยความเขม้ขน้
เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร โดยใชส้ารสกดัยีสต ์ ยเูรีย  แอมโมเนียมซลัเฟต  แอล
ไลซีน  และกากผงชูรส  เป็นแหล่งไนโตรเจน 
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รูปที่ 4.14  ความเขม้ขน้ของเซลล์ในระหว่างกระบวนการหมกักลีเซอรอลโดยความเขม้ขน้เร่ิมตน้
ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร โดยใชส้ารสกดัยีสต ์ ยเูรีย  แอมโมเนียมซลัเฟต  แอลไลซีน  
และกากผงชูรส  เป็นแหล่งไนโตรเจน 
 

 
 

รูปที่ 4.15  ผลไดข้องสาร 1,3-โพรเพนไดออลในระหว่างกระบวนการหมกักลีเซอรอลโดยความ
เขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร โดยใชส้ารสกดัยีสต ์ ยเูรีย  แอมโมเนียซลัเฟต  
แอลไลซีน  และกากผงชูรส  เป็นแหล่งไนโตรเจน 
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รูปที ่4.16  อตัราการผลิตของสาร 1,3-โพรเพนไดออลในระหวา่งกระบวนการหมกักลีเซอรอลโดย
ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร โดยใช้สารสกดัยีสต ์ ยูเรีย  แอมโมเนีย
ซลัเฟต  แอลไลซีน  และกากผงชูรส  เป็นแหล่งไนโตรเจน 
 

 
 

รูปที่ 4.17  ความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลท่ีเหลือในระหวา่งกระบวนการหมกักลีเซอรอลโดยความ
เขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร โดยมีค่าสัดส่วนระหว่างสารสกดัยีสต์กบั
แอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:8   1:11  1:16  1:34   เป็นแหล่งไนโตรเจน 
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รูปที่ 4.18  ความเขม้ขน้ของสาร 1,3-โพรเพนไดออลในระหว่างกระบวนการหมกักลีเซอรอลโดย
ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร โดยมีค่าสัดส่วนระหวา่งสารสกดัยีสตก์บั
แอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:8   1:11  1:16  1:34   เป็นแหล่งไนโตรเจน 
 

 
 

รูปที่ 4.19  ความเขม้ขน้ของกรดอะซิติกในระหว่างกระบวนการหมกักลีเซอรอลโดยความเขม้ขน้
เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร โดยมีค่าสัดส่วนระหวา่งสารสกดัยีสตก์บัแอมโมเนียม
ซลัเฟตเป็น 1:8   1:11  1:16  1:34   เป็นแหล่งไนโตรเจน 
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รูปที่ 4.20  ความเขม้ขน้ของกรดบิวทิริกในระหว่างกระบวนการหมกักลีเซอรอลโดยความเขม้ขน้
เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร โดยมีค่าสัดส่วนระหวา่งสารสกดัยีสตก์บัแอมโมเนียม
ซลัเฟตเป็น 1:8   1:11  1:16  1:34   เป็นแหล่งไนโตรเจน 
 

 
 

รูปที่ 4.21  ความเขม้ขน้ของเซลล์ในระหว่างกระบวนการหมกักลีเซอรอลโดยความเขม้ขน้เร่ิมตน้
ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร โดยมีค่าสัดส่วนระหว่างสารสกดัยีสต์กบัแอมโมเนียม
ซลัเฟตเป็น 1:8   1:11  1:16  1:34   เป็นแหล่งไนโตรเจน 
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รูปที่ 4.22  ผลไดข้องสาร 1,3-โพรเพนไดออลในระหว่างกระบวนการหมกักลีเซอรอลโดยความ
เขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร โดยมีค่าสัดส่วนระหว่างสารสกดัยีสต์กบั
แอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:8   1:11  1:16  1:34   เป็นแหล่งไนโตรเจน 
 

 
 

รูปที ่4.23  อตัราการผลิตของสาร 1,3-โพรเพนไดออลในระหวา่งกระบวนการหมกักลีเซอรอลโดย
ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร โดยมีค่าสัดส่วนระหวา่งสารสกดัยีสตก์บั
แอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:8   1:11  1:16  1:34   เป็นแหล่งไนโตรเจน 
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ตารางที่ 4.7 สรุปผลการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลโดยท าการหมกักลีเซอรอลในสภาวะไร้
ออกซิเจน โดยใชเ้ช้ือ C. butyricum DSM 5431  ภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ี โดยใช้
ระบบแบบกะ โดยใชแ้หล่งไนโตรเจนท่ีต่างกนั 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตัวแปร 

แหล่งไนโตรเจน 

สารสกดั

ยสีต์  ยูเรีย 

แอมโมเนียม

ซัลเฟต แอลไลซีน กากผงชูรส 

ความเขม้ขน้กลีเซอรอลขาเขา้ (กรัมต่อลิตร) 40 40 40 40 40 

ความเขม้ขน้กลีเซอรอลท่ีเหลือ (กรัมต่อลิตร) 5.36±0.14 9.16±0.53 11.39±0.56 10.45±0.40 15.23±0.41 

ความเขม้ขน้ 1,3-โพรเพนไดออล (กรัมต่อลิตร) 19.81±0.13 12.79±0.21 7.03±0.42 10.15±0.09 5.67±0.62 

ความเขม้ขน้กรดอะซิติก (กรัมต่อลิตร) 0.82±0.02 0.70±0.03 0.55±0.02 0.66±0.03 0.50±0.03 

ความเขม้ขน้กรดบิวทิริก (กรัมต่อลิตร) 4.78±0.14 3.96±0.07 2.94±0.009 3.69±0.14 2.46±0.12 

ความเขม้ขน้เซลล ์ (กรัมต่อลิตร) 4.60 3.14 1.59 2.70 1.48 

อตัราการผลิต 1,3-โพรเพนไดออล (กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) 0.31±0.11 0.19±0.10 0.11±0.04 0.16±0.07 0.08±0.04 

ผลไดข้อง 1,3-โพรเพนไดออล 0.69 0.50 0.30 0.42 0.28 
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ตารางที่ 4.8 สรุปผลการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลโดยท าการหมกักลีเซอรอลในสภาวะไร้
ออกซิเจนโดยใชเ้ช้ือ C. butyricum DSM 5431  ภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ี โดยใช้
ระบบแบบกะโดยใชส้ัดส่วนระหวา่งสารสกดัยสีตก์บัแอมโมเนียมซลัเฟตท่ีแตกต่างกนั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตวัแปร 

ค่าสัดส่วนสารสกดัยสีต์ต่อแอมโมเนียมซัลเฟต 

1:8 1:11 1:16 1:34 

ความเขม้ขน้กลีเซอรอลขาเขา้ (กรัมต่อลิตร) 40 40 40 40 

ความเขม้ขน้กลีเซอรอลท่ีเหลือ (กรัมต่อลิตร) 5.36±0.14 7.95±0.14 9.03±0.63 10.30±0.52 

ความเขม้ขน้ 1,3-โพรเพนไดออล (กรัมต่อลิตร) 19.81±0.13 15.80±0.15 10.79±0.21 9.68±0.08 

ความเขม้ขน้กรดอะซิติก (กรัมต่อลิตร) 0.82±0.02 0.74±0.03 0.65±0.02 0.64±0.02 

ความเขม้ขน้กรดบิวทิริก (กรัมต่อลิตร) 4.78±0.13 4.09±0.06 3.85±0.11 3.26±0.08 

ความเขม้ขน้เซลล ์ (กรัมต่อลิตร) 4.60 3.36 1.87 1.48 

อตัราการผลิต 1,3-โพรเพนไดออล (กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) 0.29±0.12 0.23±0.10 0.16±0.06 0.14±0.05 

ผลไดข้อง 1,3-โพรเพนไดออล 0.69 0.60 0.42 0.39 

81 
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 จากตารางท่ี 4.9 สรุปผลการทดลองท่ีสามารถผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลไดดี้ท่ีสุด คือ
การใช้สูตรอาหารปกติโดยใช้สารเคมีเกรดวิเคราะห์  การใช้สูตรอาหารปกติมีค่าสัดส่วนระหว่าง
สารสกดัยีสต์กบัแอมโมเนียมซัลเฟตเท่ากบั 1:11 และการใช้สูตรอาหารปกติโดยใช้สารเคมีเกรด
โรงงาน เม่ือน าการปรับสูตรอาหารทั้งสามแบบมาค านวณตน้ทุนในการผลิตพบว่า เท่ากบั 1,472
บาทต่อกิโลกรัม เม่ือใชสู้ตรอาหารปกติโดยใชส้ารเคมีเกรดวิเคราะห์  635 บาทต่อกิโลกรัม เม่ือใช้
สูตรอาหารปกติท่ีมีค่าสัดส่วนระหว่างสารสกดัยีสต์กบัแอมโมเนียมซัลเฟตเท่ากบั 1:11 และ 392
บาทต่อกิโลกรัม เม่ือใช้สูตรอาหารปกติโดยใช้สารเคมีเกรดโรงงาน จะเห็นไดว้่าการใช้สารเคมี
เกรดวิเคราะห์มีตน้ทุนสูงท่ีสุดในกระบวนการผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล ถึงแมว้่าจะสามารถ
ผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลได้ปริมาณสูงท่ีสุด หากเราปรับสูตรอาหารมาใช้สารเคมีเป็นเกรด
โรงงาน และปรับสัดส่วนระหว่างสารสกดัยีสต์กบัแอมโมเนียมซัลเฟตเท่ากบั 1:11 นั้น สามารถ
ผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลได้ปริมาณน้อยก็จริง แต่เม่ือน ามาคิดความคุม้ค่าของตน้ทุนในการ
ผลิตจริงและราคาขายของสาร 1,3-โพรเพนไดออล แล้วการปรับสูตรอาหารมาใช้สารเคมีเป็น 
เกรดโรงงานจะได้ก าไรถึง 513 บาทต่อกิโลกรัม และการปรับสัดส่วนระหว่างสารสกดัยีสต์กบั
แอมโมเนียมซลัเฟตเท่ากบั 1:11 ก็ไดก้  าไร 267 บาทต่อกิโลกรัมเช่นเดียวกนั ในขณะท่ีการใช้สูตร
อาหารปกติโดยใช้สารเคมีเกรดวิเคราะห์ขาดทุน 567 บาทต่อกิโลกรัม ดังนั้นผลการทดลองท่ี
วทิยานิพนธ์น้ีไดศึ้กษาสามารถน าไปประยกุตใ์ชไ้ดใ้นระดบัอุตสาหกรรมเพื่อลดตน้ทุนในการผลิต 
แต่จะตอ้งมีการศึกษาเพิ่มเติมเก่ียวกบักระบวนการผลิตท่ีมีขนาดใหญ่ต่อไป      
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ตารางที่ 4.9 การผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลโดยท าการหมกักลีเซอรอลในสภาวะไร้ออกซิเจน
โดยใชเ้ช้ือ C. butyricum DSM 5431  ภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ี  

 

ตัวแปร 

การลดค่าใช้จ่ายในการผลติ 

สูตรอาหารปกติ 

เกรดวิเคราะห์ 

สูตรอาหารปกติ 

 (1:11) 

สูตรอาหารปกติ 

เกรดโรงงาน 

ความเขม้ขน้กลีเซอรอลขาเขา้ (กรัมต่อลิตร) 40 40 40 

ความเขม้ขน้กลีเซอรอลท่ีเหลือ (กรัมต่อลิตร) 5.36±0.14 7.95±0.14 7.93±0.03 

ความเขม้ขน้ 1,3-โพรเพนไดออล (กรัมต่อลิตร) 19.81±0.13 15.80±0.15 13.88±0.05 

ความเขม้ขน้กรดอะซิติก (กรัมต่อลิตร) 0.82±0.02 0.74±0.03 0.72±0.01 

ความเขม้ขน้กรดบิวทิริก (กรัมต่อลิตร) 4.78±0.13 4.09±0.06 4.16±0.03 

ความเขม้ขน้เซลล ์ (กรัมต่อลิตร) 4.60 3.36 3.22 

อตัราการผลิต 1,3-โพรเพนไดออล (กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) 0.29±0.12 0.23±0.10 0.21±0.09 

ผลไดข้อง 1,3-โพรเพนไดออล 0.69 0.60 0.52 

ตน้ทุนการผลิต1,3-โพรเพนไดออล (บาทต่อกิโลกรัม) 1,471.98 635.44 391.93 

สรุป: เม่ือขาย 1,3-โพรเพนไดออล 905.10 บาทต่อกิโลกรัม* - 566.88 + 269.66 + 513.17 

 

* บริษทั ดูปองท ์(ประเทศไทย) จ ากดั (วนัท่ี 1 มกราคม 2555) 
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บทที ่5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการทดลอง 

1. ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ีสามารถควบคุมสภาวะความเป็นกรด-ด่างให้อยูใ่น
สภาวะเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย C. butyricum DSM 5431 ซ่ึงแตกต่างจากงานวิจยั
ท่ีผา่นมาซ่ึงใชถ้งัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดน่ิง ซ่ึงพบการลดลงของค่าความเป็นกรด-ด่างเขา้สู่ช่วงท่ี
ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์

2. ความบริสุทธ์ิของกลีเซอรอลมีผลต่อความสามารถในการผลิตสาร 1,3-โพรเพน- 
ไดออลโดยใชแ้บคทีเรีย C. butyricum DSM 5431 จากการทดลองในระบบแบบต่อเน่ืองโดยใช ้
กลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล พบว่ามีความเป็นไปได้เม่ือเปรียบเทียบกบัการใช ้
กลีเซอรอลบริสุทธ์ิ โดยความเขม้ขน้ของ 1,3-โพรเพนไดออลท่ีผลิตได้เท่ากบั 35.86±0.19 และ 
31.65±0.44 กรัมต่อลิตร เม่ือใชก้ลีเซอรอลบริสุทธ์ิ และกลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 
ตามล าดบั ซ่ึงสารปนเป้ือนในกลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลอาจส่งผลต่อการยบัย ั้ง
การเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์ท าใหส้ามารถผลิต 1,3-โพรเพนไดออลไดน้อ้ยลง  

3. ผลการศึกษาการเจือจางจากสูตรอาหารปกติลง 5 และ 10 เท่าของสูตรอาหารเดิม และ
การปรับเปล่ียนความบริสุทธ์ิของสารเคมีโดยใชส้ารเคมีเกรดโรงงาน จากการทดลองแสดงให้เห็น
ว่าความเขม้ขน้ของ 1,3-โพรเพนไดออล  ผลไดข้องผลิตภณัฑ์และอตัราการผลิตผลิตภณัฑ์ลดลง 
เม่ือท าการเจือจางสูตรอาหารหรือเปล่ียนมาใชอ้าหารจากสารเคมีเกรดโรงงาน ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจาก
ความเขม้ขน้ของสารอาหารมีไม่เพียงพอต่อการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรีย ์และความบริสุทธ์ิของ
สารอาหารท่ีใช ้

 4. ผลการศึกษาการเปล่ียนประเภทของแหล่งไนโตรเจนจากเดิมซ่ึงใชส้ารสกดัยีสตเ์ป็น
สารชนิดอ่ืนๆ ได้แก่  ยูเรีย  แอลไลซีน   กากผงชูรส  และแอมโมเนียมซัลเฟต  จากการทดลอง
แสดงให้เห็นว่า ความเข้มข้นของ 1,3-โพรเพนไดออล ผลได้ของผลิตภณัฑ์และอตัราการผลิต
ผลิตภณัฑ์ลดลง เม่ือใช้ยูเรีย  แอลไลซีน  กากผงชูรส  และแอมโมเนียมซัลเฟต เป็นแหล่ง
ไนโตรเจนแทนสารสกัดยีสต์ ซ่ึงเป็นเพราะในอาหารเล้ียงเช้ือนั้นมีสารอาหารและวิตามินไม่
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เพียงพอต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ ส่งผลให้แหล่งไนโตรเจนไม่เหมาะสมและเพียงพอ
ส าหรับการเจริญเติบโตและการผลิตผลิตภณัฑข์องเช้ือจุลินทรีย ์

5. การใช้แหล่งอินทรีย์ไนโตรเจนร่วมกับแหล่งอนินทรีย์ไนโตรเจนในอตัราส่วนท่ี
เหมาะสมในอาหารเล้ียงเช้ือจะส่งผลให้การเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์C. butyricum DSM 5431 เพิ่ม
สูงข้ึน และจะท าใหส้ามารถผลิต 1,3-โพรเพนไดออลไดสู้งมากยิ่งข้ึน จากการทดลองในระบบแบบ
กะเพื่อศึกษาผลของการปรับสัดส่วนของไนโตรเจนจากแอมโมเนียมซลัเฟตซ่ึงเป็นสารอนินทรีย์
และไนโตรเจนจากสารสกดัยีสต์ซ่ึงเป็นสารอินทรีย ์พบว่า ความเขม้ขน้ของ 1,3-โพรเพนไดออล 
ผลได้ของผลิตภณัฑ์และอตัราการผลิตผลิตภณัฑ์ลดลงเม่ือค่าสัดส่วนระหว่างสารสกดัยีสต์ต่อ
แอมโมเนียมซลัเฟตสูงข้ึน อาจเน่ืองจากค่าสัดส่วนระหวา่งสารสกดัยีสตก์บัแอมโมเนียมซลัเฟตสูง
ข้ึนส่งผลให้สารสกัดยีสต์ซ่ึงเป็นสารอินทรีย์ไนโตรเจนมีค่าน้อยลง  เน่ืองจากแหล่งอินทรีย์
ไนโตรเจนเป็นอะตอมท่ีมีทั้งในโปรตีน และกรดนิวคลิอิค ซ่ึงโปรตีนเป็นโมเลกุลท่ีประกอบเป็น
โครงสร้างของเซลล์หรือเอนไซม์ ท่ีเก่ียวข้องกับขบวนการเมตะบอลิซึมของเซลล์ และกรด
นิวคลิอิคเป็นองคป์ระกอบของดีเอ็นเอ และอาร์เอ็นเอ  ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างโปรตีนภายในเซลล ์
ดงันั้นเม่ือเปรียบเทียบกบัการใช้แหล่งอนินทรียไ์นโตรเจนจะพบว่าแหล่งอินทรียไ์นโตรเจนนั้น 
จะท าใหเ้ช้ือจุลินทรียมี์การเจริญเติบโตไดดี้กวา่ และสามารถท่ีจะผลิตผลิตภณัฑไ์ดดี้กวา่  

6. ในการทดลองน้ีพบวา่การใช้สูตรอาหารปกติโดยใชส้ารเคมีเกรดวิเคราะห์  การใชสู้ตร
อาหารปกติท่ีมีค่าสัดส่วนระหวา่งสารสกดัยีสตก์บัแอมโมเนียมซลัเฟตเท่ากบั 1:11 และการใช้สูตร
อาหารปกติโดยใชส้ารเคมีเกรดโรงงาน สามารถผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออลไดดี้ และเม่ือน าการ
ปรับสูตรอาหารทั้งสามแบบมาคิดความคุม้ค่าของตน้ทุนในการผลิตและเปรียบเทียบกบัราคาขาย
ของสาร 1,3-โพรเพนไดออล พบวา่การปรับสูตรอาหารมาใชส้ารเคมีเป็นเกรดโรงงานจะไดก้ าไร 
513 บาทต่อกิโลกรัม และการปรับสัดส่วนระหวา่งสารสกดัยสีตก์บัแอมโมเนียมซลัเฟตเท่ากบั 1:11 
จะไดก้ าไร 267 บาทต่อกิโลกรัม ในขณะท่ีการใชสู้ตรอาหารปกติโดยใช้สารเคมีเกรดวิเคราะห์จะ
ขาดทุน 567 บาทต่อกิโลกรัม 
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5.2 ข้อเสนอแนะ 

 1. การน ากลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลมาใชใ้นกระบวนการหมกัเพื่อผลิต
สาร 1,3-โพรเพนไดออลมีความเป็นไปได ้แต่ควรศึกษาถึงแนวทางการก าจดัส่ิงเจือปนท่ีติดมากบั
กลีเซอรอล เพื่อป้องกนัการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย C. butyricum DSM 5431 ซ่ึงจะ
ส่งผลต่อความสามารถผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล 

 2. เน่ืองจากการวเิคราะห์หาความเขม้ขน้ของกลีเซอรอล  1,3-โพรเพนไดออล  กรดอะซิติก 
และกรดบิวทิริก  ไม่สามารถท าไดท้นัที จึงควรศึกษาพฒันาวิธีการวิเคราะห์หรือเคร่ืองมือเคร่ืองใช้
ท่ีสามารถวเิคราะห์หาความเขม้ขน้ของพารามิเตอร์ต่างๆไดท้นัที 

 3. ควรศึกษาหาความเร็วรอบท่ีใช้ในการกวนผสมท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับการใช้ถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ีในกระบวนการหมกัเพื่อผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพของเช้ือจุลินทรียใ์นการผลิตผลิตภณัฑ์ให้มีปริมาณสูงข้ึน เพิ่มอตัราการถ่ายเทมวล 
และสามารถใชพ้ลงังานไดเ้หมาะสม 

 4. ควรศึกษาเพิ่มเติม โดยการน ากลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอเซล มาทดลองใน
ระบบเซลล์แขวนลอยในระบบแบบกะ เพื่อเปรียบเทียบผลท่ีไดจ้ากการทดลองโดยใชก้ลีเซอรอล 
บริสุทธ์ิ  

 5. ควรศึกษาเพิ่มเติม โดยน าผลการทดลองท่ีดีท่ีสุดในแต่ละสภาวะในชุดการทดลองใน
ระบบแบบกะ มาใช้ท าการทดลองร่วมกนัในระบบแบบต่อเน่ือง เพื่อศึกษาความเป็นไปไดใ้นการ
ผลิตสาร 1,3-โพรเพนไดออล 
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ภาคผนวก ก 

สูตรสารอาหารในการหมัก 

 
ตารางที่ ก.1 สารอาหารท่ีใช้ในการผลิตสาร1,3-โพรเพนไดออลจากการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิ
และกลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 
 

สารอาหาร ความเขม้ขน้สาร (กรัมต่อลิตร) 

สูตร 1 สูตร 2 

กลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 60 - 

กลีเซอรอลจากกระบวนการ
ผลิตไบโอดีเซล 

- 60 

(NH4)2SO4 4 4 

CaCO3 2 2 

Yeast extract 1 1 

K2HPO4 1 1 

KH2PO4 0.5 0.5 

MgSO4 7H2O 0.2 0.2 

CaCl2 2H2O 0.02 0.02 

Fe solution (ml/L) 1 1 

Trace element  (ml/L) 0.1 0.1 
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ตารางที ่ก.2 สารอาหารท่ีใชใ้นการเจือจางสูตรสารอาหารต่อการผลิตสาร1,3-โพรเพนไดออล 
 

สารอาหาร ความเขม้ขน้สาร (กรัมต่อลิตร) 

สูตร 1 สูตร 2 สูตร 3 

กลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 40 8 4 

(NH4)2SO4 4 0.8 0.4 

CaCO3 2 0.4 0.2 

Yeast extract 1 0.2 0.1 

K2HPO4 1 0.2 0.1 

KH2PO4 0.5 0.1 0.05 

MgSO4 7H2O 0.2 0.04 0.02 

CaCl2 2H2O 0.02 0.004 0.002 

Fe solution (ml/L) 1 0.2 0.1 

Trace element  (ml/L) 0.1 0.02 0.01 

หมายเหตุ สูตร 1 คือ สูตรอาหารปกติ 

  สูตร 2 คือ สูตรอาหารปกติเจือจาง 5 เท่า 

สูตร 3 คือ สูตรอาหารปกติเจือจาง 10 เท่า 
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ตารางที่ ก.3 สารอาหารท่ีใช้ในการปรับความบริสุทธ์ิของสารเคมีต่อการผลิตสาร1,3-โพรเพน- 
ไดออล 
 

สารอาหาร ความเขม้ขน้สาร (กรัมต่อลิตร) 

สูตร 1 สูตร 2 

กลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 40 - 

กลีเซอรอลจากกระบวนการ
ผลิตไบโอดีเซล 

- 40 

(NH4)2SO4 4 4 

CaCO3 2 2 

Yeast extract 1 1 

K2HPO4 1 1 

KH2PO4 0.5 0.5 

MgSO4 7H2O 0.2 0.2 

CaCl2 2H2O 0.02 0.02 

Fe solution (ml/L) 1 1 

Trace element  (ml/L) 0.1 0.1 

หมายเหตุ สูตร 1 คือ สูตรอาหารท่ีท าจากสารเคมีเกรด Analytical Reagent  

สูตร 2 คือ สูตรอาหารท่ีท าจากสารเคมีเกรด Commercial Reagent 
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ตารางที ่ก.4 สารอาหารท่ีใชใ้นการศึกษาผลของชนิดแหล่งไนโตรเจนในการผลิตสาร1,3-โพรเพน-
ไดออล 
 

สารอาหาร ความเขม้ขน้สาร (กรัมต่อลิตร) 

สูตร 1 สูตร 2 สูตร 3 สูตร 4 สูตร 5 

กลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 40 40 40 40 40 

(NH4)2SO4 4 4 4.52 4 4 

CaCO3 2 2 2 2 2 

Yeast extract 1 - - - - 

K2HPO4 1 1 1 1 1 

KH2PO4 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

MgSO4 7H2O 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 

CaCl2 2H2O 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 

Fe solution (ml/L) 1 1 1 1 1 

Trace element  (ml/L) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 

ยเูรีย   - 0.24 - - - 

แอลไลซีน    - - - 0.72 - 

กากผงชูรส   - - - - 2.11 
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ตารางที่ ก.5 สารอาหารท่ีใช้ในการปรับสัดส่วนของไนโตรเจนจากแอมโมเนียมซัลเฟตซ่ึงเป็น 
สารอนินทรีย์และไนโตรเจนจากสารสกดัยีสต์ซ่ึงเป็นสารอินทรียใ์นการผลิตสาร1,3-โพรเพน- 
ไดออล 
 

สารอาหาร ความเขม้ขน้สาร (กรัมต่อลิตร) 

สูตร 1 สูตร 2 สูตร 3 สูตร 4 

กลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 40 40 40 40 

(NH4)2SO4 4 4.13 4.26 4.39 

CaCO3 2 2 2 2 

Yeast extract 1 0.75 0.5 0.25 

K2HPO4 1 1 1 1 

KH2PO4 0.5 0.5 0.5 0.5 

MgSO4 7H2O 0.2 0.2 0.2 0.2 

CaCl2 2H2O 0.02 0.02 0.02 0.02 

Fe solution (ml/L) 1 1 1 1 

Trace element  (ml/L) 0.1 0.1 0.1 0.1 

หมายเหตุ สูตร 1  คือ สูตรอาหารมีค่าสัดส่วนระหวา่งสารสกดัยสีตก์บัแอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:8 

    สูตร 2  คือ สูตรอาหารมีค่าสัดส่วนระหวา่งสารสกดัยสีตก์บัแอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:11 

                 สูตร 3  คือ สูตรอาหารมีค่าสัดส่วนระหวา่งสารสกดัยสีตก์บัแอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:16 

                 สูตร 4 คือ สูตรอาหารมีค่าสัดส่วนระหวา่งสารสกดัยสีตก์บัแอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:34 
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ภาคผนวก ข 

วธีิการทดลอง 

 
ข.1 ความหนาแน่นของเซลล์ 
              ก ารว ัดความหนาแน่นของ เซลล์ ใช้วิ ธี ก าร  Optical density (OD) โดยใช้ เค ร่ือง 
spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 650 นาโนเมตร ท าการหาน ้ าหนกัเซลล์แห้งโดย centrifuge 
ตวัอย่างปริมาตร 20 มล. ท่ีความเร็วรอบเท่ากบั 2000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที จากนั้น 
เทของเหลวส่วนใสท่ีอยูด่า้นบนออก แลว้ลา้งส่วนท่ีตกตะกอนดว้ยน ้ ากลัน่และ centrifuge อีกคร้ัง 
ตวัอยา่งท่ีไดจ้ะถูกน าไปอบแหง้ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชม. 
 
ข.2 การหาน า้หนักแห้งของเซลล์ 
 1. ท าการแยกเซลล์ออกจากสารอาหารโดยการ Centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 2000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 15 นาที 
 2. ก าจดัส่วนท่ีลอยดา้นบนออก 
 3. เติม HCl 0.1 โมลาร์ ลงในเซลล ์ขอ้ 2. ท่ีผา่นการก าจดัส่วนท่ีลอยออก  
 4. จากนั้นท าการ Centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 2000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที 
 5. ก าจดัส่วนท่ีลอยอยูด่า้นบนออกอีกคร้ัง 
 6. จากนั้นลา้งเซลลด์ว้ยน ้ากลัน่ 
 7. ท าซ ้ าตามขอ้ท่ี 4-6 
 8. เทเซลลแ์ขวนลอยลงในถว้ยอะลูมิเนียมท่ีผา่นการชัง่น ้าหนกัแลว้ 
 9. จากนั้นท าใหเ้ซลลแ์หง้ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชม. 
 10. จากนั้นชัง่น ้าหนกัเซลล ์
 
ข.3 การหาความเข้มข้นของเซลล์แขวนลอย 
 เซลล์แขวนลอยท่ีทราบความเขม้ขน้ถูกน ามาใชเ้พื่อเป็นค่ามาตรฐาน โดยตวัอยา่งท่ีไดจ้าก
การหมกัซ่ึงน ามาวเิคราะห์เทียบกบัค่ามาตรฐาน 
 1. ตวัอยา่งท่ีน ามาวเิคราะห์ถูกเจือจางดว้ยน ้ากลัน่ 
 2. ท าการแยกเซลล์แขวนลอยโดยการ Centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 2000 รอบต่อนาที  
เป็นเวลา 15 นาที 
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 3. ก าจดัส่วนท่ีลอยอยูด่า้นบนจากขอ้ 2. 
 4. เติม HCl 0.1 โมลาร์ ลงในเซลล ์ขอ้ 3. ท่ีผา่นการก าจดัส่วนท่ีลอยออก 
 5. จากนั้นท าการ Centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 2000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที 
 6. ก าจดัส่วนท่ีลอยอยูด่า้นบนออกอีกคร้ัง 
 7. จากนั้นลา้งเซลลด์ว้ยน ้ากลัน่ 
 8. ท าซ ้ าขอ้ 5-7  
 9. วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนเท่ากบั 650 นาโนเมตร 
 
ข.4 การหาความเข้มข้นของเซลล์ทีถู่กตรึง 
 1. ตดัวสัดุตรึงท่ีมีเซลลเ์กาะอยูใ่หมี้ขนาดเล็กลง 
 2. ละลายวสัดุตรึงท่ีไดจ้ากขอ้ 1. ในน ้ากลัน่ 100 มล. 
 3. กวนวสัดุตรึงจากขอ้ 2. ภายในบีกเกอร์ซ่ึงจนเซลลท่ี์ติดอยูบ่นวสัดุตรึงหลุดออกหมด 
 4. ดึงวสัดุตรึงท่ีเซลลห์ลุดออกหมดจากสารแขวนลอย  

5. ท าการแยกเซลล์ออกจากสารอาหารโดยการ Centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 2000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 15 นาที 
 6. ก าจดัส่วนท่ีลอยดา้นบนออก 
 7. เติม HCl 0.1 โมลาร์ ลงในเซลล ์ขอ้ 2. ท่ีผา่นการก าจดัส่วนท่ีลอยออก  
 8. จากนั้นท าการ Centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 2000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที 
 9. ก าจดัส่วนท่ีลอยอยูด่า้นบนออกอีกคร้ัง 
 10. จากนั้นลา้งเซลลด์ว้ยน ้ากลัน่ 
 11. ท าซ ้ าตามขอ้ท่ี 4-6 
 12. เทเซลลแ์ขวนลอยลงในถว้ยอะลูมิเนียมท่ีผา่นการชัง่น ้าหนกัแลว้ 
 13. จากนั้นท าใหเ้ซลลแ์หง้ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชม. 
 14. จากนั้นชัง่น ้าหนกัเซลล ์
 
ข.5 การวเิคราะห์หาปริมาณโปรตีนด้วยวธีิ Kjeldah 
 ใส่สารตวัอย่าง 1 มิลลิลิตรลงในหลอดย่อยโปรตีน แล้วใส่ตวัเร่งปฏิกิริยา (Serenium 
reagent mixture) ลงไปประมาณ 1 ชอ้น จากนั้นเทกรดซลัฟิวริคเขม้ขน้ 10 มิลลิลิตรลงไปในหลอด
ยอ่ยโปรตีน แลว้น าหลอดยอ่ยโปรตีนท่ีใส่สารทั้งหมดครบ ประกอบใหค้รบชุดการยอ่ยโปรตีนแลว้
น าไปใส่ช่องส าหรับให้ความร้อนของเคร่ืองย่อยโปรตีนซ่ึงให้ความร้อน 200-360 องศาเซลเซียส 
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โดยในชุดเคร่ืองยอ่ยโปรตีนจะประกอบไปดว้ยเคร่ืองให้ความร้อนเพื่อยอ่ยโปรตีน, อุปกรณ์สครับ
กรด, เคร่ืองให้ความเย็น เราจะท้ิงให้เกิดการย่อยโปรตีนจนสมบูรณ์จะสังเกตได้จากสีของ
สารละลายในหลอดย่อยโปรตีนจะเป็นสารละลายไม่มีสีหรือสารละลายใส (เวลาในการย่อย
ประมาณ 60 นาที) หลงัจากย่อยโปรตีนเสร็จให้ทิ้งไวใ้ห้เยน็แลว้น าไปใส่ในเคร่ืองกลัน่ ซ่ึงเคร่ือง
กลัน่น้ีจะท าการไตเตรท และหาปริมาณกรดท่ีจะใช้ในการไตเตรท ปริมาณกรดน้ีเราจะใช้ในการ
ค านวณหาร้อยละของไนโตรเจนทั้งหมด ซ่ึงในขั้นตอนการกลัน่จะท าการใส่น ้ ากลัน่ปริมาตร 30 
มิลลิลิตรลงไปเพื่อเจือจางสภาพความเป็นกรด เคร่ืองจะท าการกลัน่สารละลายทั้งหมดท่ีป้อนเขา้ไป
จนได้ส่วนท่ีถูกกลัน่ ซ่ึงส่วนท่ีถูกกลัน่ออกมาจะถูกใส่สารละลายกรดบอริค 50 มิลลิลิตร และ
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 30 มิลลิลิตร ในส่วนน้ีสารละลายจะถูกเปล่ียนให้กลายเป็น
สารละลายสีน ้าเงินเขม้พร้อมกบัมีการให้ความร้อนแก่สารละลายทั้งหมด และจะมีการไตเตรทดว้ย
สารละลายกรดซลัฟิวริคความเขม้ขน้ 0.098 นอร์มลั โดยจุดยุติของการไตเตรทจะอยูท่ี่ค่าความเป็น
กรด-ด่างเท่ากบั 4.65 ซ่ึงเป็นค่าความเป็นกรด-ด่างของกรดบอริค 
  
 การค านวณ 
  %Total nitrogen = (1.4007 x NH2SO4 x V H2SO4)/ VSample 
   
  NH2SO4  = ความเขม้ขน้นอร์มลัลิต้ีของกรดซลัฟิวริคท่ีใชไ้ตเตรท 
  V H2SO4  = ปริมาตรของกรดซลัฟิวริคท่ีใชไ้ตเตรท 
  VSample  = ปริมาตรของสารตวัอยา่ง  
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ภาคผนวก ค 

ข้อมูลผลการทดลองและกราฟมาตรฐาน 

 
ค.1 ข้อมูลผลการทดลอง 
 
ตารางที่ ค.1.1 ขอ้มูลของกระบวนการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิท่ีความเขม้ขน้ขาเขา้ 60 กรัมต่อลิตร 
เพื่อผลิต 1,3-โพรเพนไดออล โดยการหมกัในระบบแบบต่อเน่ืองท่ีอตัราการเจือจางเท่ากบั 0.3 ชม.-1 
 

เวลา 
 (ชม.) 

Glycerol  
(g/L) 

1,3-Propanediol  
(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Butyric acid 
(g/L) 

Yield 
 

Productivity 
(g/L.hr) 

24 13.23 34.72 
  

0.74 10.41 

32 12.47 36.05 
  

0.76 10.82 

40 12.46 36.35 1.21 7.72 0.76 10.91 

48 12.46 36.17 
  

0.76 10.85 

56 12.8 35.73 
  

0.76 10.72 

64 12.89 35.89 
  

0.76 10.77 
72 13.17 35.72 1.28 8.03 0.76 10.71 

80 12.52 36 
  

0.76 10.8 

88 12.53 36.06 
  

0.76 10.82 

96 12.86 35.98 
  

0.76 10.79 

104 13.17 35.89 
  

0.77 10.77 

112 13.22 35.87 
  

0.77 10.76 

120 13.33 35.72 1.3 8.04 0.77 10.72 

AVERAGE 12.85 35.86 1.26 7.93 0.76 10.76 
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ตารางที่ ค.1.2 ขอ้มูลของกระบวนการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิท่ีความเขม้ขน้ขาเขา้ 60 กรัมต่อลิตร 
เพื่อผลิต 1,3-โพรเพนไดออล โดยการหมกัในระบบแบบต่อเน่ืองท่ีอตัราการเจือจางเท่ากบั 0.4 ชม.-1 
 

เวลา  
(ชม.) 

Glycerol  
(g/L) 

1,3-Propanediol  
(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Butyric acid 
(g/L) 

Yield 
 

Productivity 
(g/L.hr) 

24 14.91 33.05 
  

0.73 13.22 

32 15 33.41 1.16 7.36 0.74 13.36 

40 14.76 33.68 
  

0.74 13.47 

48 14.45 33.72 
  

0.74 13.49 

56 14.8 33.42 
  

0.74 13.37 

64 15.01 33.35 1.19 7.7 0.74 13.34 

72 15.01 33.22 
  

0.74 13.29 

80 14.73 33.72 
  

0.74 13.49 

88 14.4 33.55 
  

0.74 13.42 

96 14.7 33.32 
  

0.74 13.33 

104 15.2 33.05 
  

0.74 13.22 

112 14.73 33.25 1.16 7.43 0.73 13.3 

120 14.8 32.93 
  

0.73 13.17 

AVERAGE 14.81 33.36 1.17 7.50 0.74 13.34 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

95 
94 



94 

 

ตารางที่ ค.1.3 ขอ้มูลของกระบวนการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิท่ีความเขม้ขน้ขาเขา้ 60 กรัมต่อลิตร 
เพื่อผลิต 1,3-โพรเพนไดออล โดยการหมกัในระบบแบบต่อเน่ืองท่ีอตัราการเจือจางเท่ากบั 0.5 ชม.-1 
 
เวลา  
(ชม.) 

Glycerol  
(g/L) 

1,3-Propanediol  
(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Butyric acid 
(g/L) 

Yield 
 

Productivity 
(g/L.hr) 

24 15.31 30.96 1.01 7 0.69 15.48 

32 15.93 30.93 
  

0.7 15.47 

40 15.28 31.33 
  

0.7 15.66 

48 16 31.12 
  

0.71 15.56 

56 15.91 31.08 
  

0.7 15.54 

64 16.09 31.03 
  

0.71 15.52 

72 15.98 31.62 
  

0.72 15.81 

80 16.37 31.13 1 6.98 0.71 15.57 

88 16.09 31.38 
  

0.71 15.69 

96 15.98 31.34 
  

0.71 15.67 

104 16.3 31.04 
  

0.71 15.52 

112 16.34 31 
  

0.71 15.5 

120 16.34 31 1.01 7.05 0.71 15.5 

AVERAGE 16 31.15 1.01 7.01 0.71 15.58 
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ตารางที่ ค.1.4 ขอ้มูลของกระบวนการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิท่ีความเขม้ขน้ขาเขา้ 60 กรัมต่อลิตร 
เพื่อผลิต 1,3-โพรเพนไดออล โดยการหมกัในระบบแบบต่อเน่ืองท่ีอตัราการเจือจางเท่ากบั 0.6 ชม.-1 
 

เวลา 
 (ชม.) 

Glycerol  
(g/L) 

1,3-Propanediol  
(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Butyric acid 
(g/L) 

Yield 
 

Productivity 
(g/L.hr) 

24 17.12 27.85 
  

0.65 16.71 

32 16.78 27.75 0.98 6.94 0.64 16.65 

40 16.65 28.06 
  

0.65 16.83 

48 17.3 27.78 
  

0.65 16.67 

56 17.12 28.05 
  

0.65 16.83 

64 17.17 27.98 
  

0.65 16.79 

72 17.16 28.23 1 6.95 0.66 16.94 

80 17.02 27.81 
  

0.65 16.69 

88 17.01 28 
  

0.65 16.8 

96 16.82 28.28 
  

0.65 16.97 

104 17.4 27.99 
  

0.66 16.79 

112 17.17 27.82 
  

0.65 16.69 

120 17.53 27.8 0.97 6.91 0.65 16.68 

AVERAGE 17.1 27.95 0.98 6.93 0.65 16.77 
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ตารางที่ ค.1.5 ขอ้มูลของกระบวนการหมกักลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลท่ีความ
เขม้ขน้ขาเขา้ 60 กรัมต่อลิตรเพื่อผลิต1,3-โพรเพนไดออล โดยการหมกัในระบบแบบต่อเน่ืองท่ี
อตัราการเจือจางเท่ากบั 0.3 ชม.-1 
 

เวลา  
(ชม.) 

Glycerol  
(g/L) 

1,3-Propanediol  
(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Butyric acid 
(g/L) 

Yield 
 

Productivity 
(g/L.hr) 

24 14.76 32.14 
  

0.71 9.64 

32 15.23 32.08 
  

0.72 9.62 

40 15.67 31.14 1.04 5.54 0.70 9.34 

48 14.53 31.43 
  

0.69 9.43 

56 15.16 31.86 
  

0.71 9.56 

64 14.77 31.45 
  

0.70 9.43 

72 15.80 31.50 1.07 6.01 0.71 9.45 

80 15.42 32.13 
  

0.72 9.64 

88 14.93 32.22 
  

0.72 9.67 

96 15.05 31.36 
  

0.70 9.41 

104 14.56 31.05 
  

0.68 9.31 

112 15.31 32.02 
  

0.72 9.61 

120 14.93 31.03 1.11 6.74 0.69 9.31 

AVERAGE 15.09 31.65 1.08 6.10 0.70 9.49 
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ตารางที่ ค.1.6 ขอ้มูลของกระบวนการหมกักลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลท่ีความ
เขม้ขน้ขาเขา้ 60 กรัมต่อลิตรเพื่อผลิต 1,3-โพรเพนไดออล โดยการหมกัในระบบแบบต่อเน่ืองท่ี
อตัราการเจือจางเท่ากบั 0.4 ชม.-1 
 

เวลา 
 (ชม.) 

Glycerol  
(g/L) 

1,3-Propanediol  
(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Butyric acid 
(g/L) 

Yield 
 

Productivity 
(g/L.hr) 

24 17.87 28.94 
  

0.69 11.58 

32 17.07 27.22 0.91 5.61 0.63 10.89 

40 17.48 27.49 
  

0.65 11.00 

48 18.29 28.68 
  

0.69 11.47 

56 18.67 28.92 
  

0.70 11.57 

64 17.83 28.29 0.96 5.48 0.67 11.31 

72 18.13 27.19 
  

0.65 10.88 

80 18.32 28.37 
  

0.68 11.35 

88 17.91 28.86 
  

0.69 11.54 

96 17.66 27.71 
  

0.65 11.08 

104 17.26 27.42 
  

0.64 10.97 

112 18.39 28.07 1.00 6.46 0.67 11.23 

120 17.99 27.09 
  

0.64 10.84 

AVERAGE 17.91 28.02 0.95 5.85 0.67 11.21 
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ตารางที่ ค.1.7 ขอ้มูลของกระบวนการหมกักลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลท่ีความ
เขม้ขน้ขาเขา้ 60 กรัมต่อลิตรเพื่อผลิต1,3-โพรเพนไดออล โดยการหมกัในระบบแบบต่อเน่ืองท่ี
อตัราการเจือจางเท่ากบั 0.5 ชม.-1 
 

เวลา 
 (ชม.) 

Glycerol  
(g/L) 

1,3-Propanediol  
(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Butyric acid 
(g/L) 

Yield 
 

Productivity 
(g/L.hr) 

24 20.03 25.58 0.88 4.93 0.64 12.79 

32 20.88 25.52 
  

0.65 12.76 

40 21.32 24.58 
  

0.64 12.29 

48 20.56 24.87 
  

0.63 12.43 

56 21.56 25.30 
  

0.66 12.65 

64 21.18 24.89 
  

0.64 12.44 

72 22.21 24.94 
  

0.66 12.47 

80 21.83 25.57 0.88 5.50 0.67 12.78 

88 20.97 25.66 
  

0.66 12.83 

96 21.46 24.80 
  

0.64 12.40 

104 20.21 24.49 
  

0.62 12.24 

112 22.10 25.46 
  

0.67 12.73 

120 20.59 24.47 0.90 6.36 0.62 12.23 

AVERAGE 21.15 25.09 0.89 5.60 0.65 12.54 
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ตารางที่ ค.1.8 ขอ้มูลของกระบวนการหมกักลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลท่ีความ
เขม้ขน้ขาเขา้ 60 กรัมต่อลิตรเพื่อผลิต1,3-โพรเพนไดออล โดยการหมกัในระบบแบบต่อเน่ืองท่ี
อตัราการเจือจางเท่ากบั 0.6 ชม.-1 
 

เวลา  
(ชม.) 

Glycerol  
(g/L) 

1,3-Propanediol  
(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Butyric acid 
(g/L) 

Yield 
 

Productivity 
(g/L.hr) 

24 25.41 19.76 
  

0.57 11.85 

32 26.87 20.33 
 

4.43 0.61 12.20 

40 24.26 20.60 
  

0.58 12.36 

48 27.71 20.81 
  

0.64 12.49 

56 26.59 20.39 
  

0.61 12.23 

64 26.12 19.76 
  

0.58 11.85 

72 26.04 20.31 
 

5.18 0.60 12.18 

80 25.86 21.81 
  

0.64 13.09 

88 25.45 20.00 
  

0.58 12.00 

96 24.44 20.17 
  

0.57 12.10 

104 24.42 19.88 
  

0.56 11.93 

112 24.42 20.20 
  

0.57 12.12 

120 24.40 20.86 0.86 5.71 0.59 12.52 

AVERAGE 25.54 20.37 0.81 5.11 0.59 12.22 
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ตารางที่ ค.1.9 ขอ้มูลของกระบวนการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิโดยใช้สารอาหารปกติ เพื่อผลิต  
1,3-โพรเพนไดออล โดยการหมกัในระบบแบบกะ 
 
เวลา 
 (ชม.) 

Glycerol  
(g/L) 

1,3-Propanediol  
(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Butyric acid 
(g/L) 

Yield 
 

Productivity 
(g/L.hr) 

Cell Conc. 
(g/l) 

0 39.72 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.68 

8 35.08 0.94 0.11 1.58 0.23 0.12 1.74 

16 28.34 5.24 0.24 2.25 0.54 0.33 2.07 

24 20.80 10.63 0.39 2.87 0.67 0.44 2.22 

32 11.99 14.89 0.63 3.79 0.64 0.47 2.41 

40 5.36 19.81 0.82 4.78 0.69 0.50 5.21 

48 5.26 19.90 0.80 4.92 0.69 0.41 6.60 

56 5.13 19.85 0.80 4.78 0.69 0.35 8.26 

64 5.49 19.85 0.83 4.66 0.70 0.31 7.21 

72 5.50 19.83 0.81 4.73 0.70 0.28 6.88 

80 5.36 19.65 0.80 4.55 0.69 0.25 5.28 

88 19.96 0.83 4.93 0.69 0.23 5.27 5.24 

96 19.95 0.84 4.62 0.69 0.21 5.15 5.16 

104 19.79 0.82 4.78 0.69 0.19 4.73 5.45 

112 19.80 0.84 4.89 0.69 0.18 4.49 5.50 

120 19.53 0.80 4.93 0.68 0.16 4.44 5.46 

AVERAGE 19.81 0.82 4.78 0.69 0.29 4.60 5.36 
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ตารางที่ ค.1.10 ขอ้มูลของกระบวนการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิโดยการเจือจางสารอาหารปกติ 5 
เท่า เพื่อผลิต 1,3-โพรเพนไดออลโดยการหมกัในระบบแบบกะ 
 

เวลา  
(ชม.) 

Glycerol  
(g/L) 

1,3-Propanediol  
(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Butyric acid 
(g/L) 

Yield 
 

Productivity 
(g/L.hr) 

Cell Conc. 
(g/l) 

0 37.14 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.06 

8 25.57 1.68 0.06 0.34 0.14 0.21 3.14 

16 19.89 2.34 0.19 0.60 0.14 0.15 3.92 

24 15.66 5.09 0.24 1.75 0.25 0.21 2.93 

32 14.01 8.43 0.43 2.58 0.39 0.26 3.05 

40 8.82 11.01 0.67 3.87 0.43 0.28 2.95 

48 8.52 11.19 0.69 3.83 0.43 0.23 2.86 

56 8.99 11.70 0.67 3.82 0.46 0.21 2.64 

64 8.86 11.85 0.67 3.88 0.46 0.19 1.79 

72 8.87 11.08 0.69 3.93 0.43 0.15 1.67 

80 8.65 11.30 0.68 3.88 0.44 0.14 1.60 

88 8.69 11.14 0.68 3.91 0.43 5.27 1.54 

96 8.71 11.21 0.67 3.86 0.43 5.15 1.37 

104 8.68 11.30 0.65 3.84 0.44 4.73 1.51 

112 8.63 11.34 0.67 3.92 0.44 4.49 1.88 

120 8.48 11.37 0.67 3.82 0.44 4.44 1.85 

AVERAGE 8.72 11.32 0.67 3.87 0.44 4.60 2.24 
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ตารางที่ ค.1.11 ขอ้มูลของกระบวนการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิโดยการเจือจางสารอาหารปกติ 10 
เท่า เพื่อผลิต 1,3-โพรเพนไดออลโดยการหมกัในระบบแบบกะ 
 
เวลา 
 (ชม.) 

Glycerol  
(g/L) 

1,3-Propanediol  
(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Butyric acid 
(g/L) 

Yield 
 

Productivity 
(g/L.hr) 

Cell Conc. 
(g/l) 

0 36.21 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.40 

8 28.36 0.26 0.02 0.02 0.03 0.03 1.31 

16 24.17 1.33 0.13 0.29 0.10 0.08 0.87 

24 20.05 2.97 0.22 0.69 0.18 0.12 0.84 

32 19.64 3.67 0.36 1.42 0.22 0.11 0.76 

40 18.08 5.34 0.54 1.85 0.29 0.13 0.75 

48 18.16 5.49 0.53 1.85 0.30 0.11 0.73 

56 18.15 5.27 0.57 1.90 0.29 0.09 0.71 

64 18.07 5.31 0.55 1.87 0.29 0.08 0.68 

72 18.10 5.44 0.55 1.83 0.30 0.08 0.68 

80 18.19 5.16 0.52 1.90 0.29 0.06 0.65 

88 18.11 5.21 0.51 1.85 0.29 0.06 0.64 

96 18.15 5.24 0.52 1.82 0.29 0.05 0.61 

104 18.09 5.30 0.54 1.89 0.29 0.05 0.60 

112 18.17 5.21 0.55 1.94 0.29 0.05 0.59 

120 18.05 5.13 0.58 1.89 0.28 0.04 0.54 

AVERAGE 18.12 5.28 0.54 1.87 0.29 0.08 0.77 
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ตารางที่ ค.1.12 ขอ้มูลของกระบวนการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิโดยการใช้สารอาหารปกติท่ีท า 
จากสารเคมีเกรด Analytical Reagent เพื่อผลิต 1,3-โพรเพนไดออลโดยการหมกัในระบบแบบกะ  
 
เวลา  
(ชม.) 

Glycerol  
(g/L) 

1,3-Propanediol  
(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Butyric acid 
(g/L) 

Yield 
 

Productivity 
(g/L.hr) 

Cell Conc. 
(g/l) 

0 39.72 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.68 

8 35.08 0.94 0.11 1.58 0.23 0.12 1.74 

16 28.34 5.24 0.24 2.25 0.54 0.33 2.07 

24 20.80 10.63 0.39 2.87 0.67 0.44 2.22 

32 11.99 14.89 0.63 3.79 0.64 0.47 2.41 

40 5.36 19.81 0.82 4.78 0.69 0.50 5.21 

48 5.26 19.90 0.80 4.92 0.69 0.41 6.60 

56 5.13 19.85 0.80 4.78 0.69 0.35 8.26 

64 5.49 19.85 0.83 4.66 0.70 0.31 7.21 

72 5.50 19.83 0.81 4.73 0.70 0.28 6.88 

80 5.36 19.65 0.80 4.55 0.69 0.25 5.28 

88 5.24 19.96 0.83 4.93 0.69 0.23 5.27 

96 5.16 19.95 0.84 4.62 0.69 0.21 5.15 

104 5.45 19.79 0.82 4.78 0.69 0.19 4.73 

112 5.50 19.80 0.84 4.89 0.69 0.18 4.49 

120 5.46 19.53 0.80 4.93 0.68 0.16 4.44 

AVERAGE 5.36 19.81 0.82 4.78 0.69 0.29 4.60 
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ตารางที ่ค.1.13 ขอ้มูลของกระบวนการหมกักลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยการใช้
สารอาหารปกติท่ีท าจากสารเคมีเกรด Commercial Reagent เพื่อผลิต 1,3-โพรเพนไดออลโดยการ
หมกัในระบบแบบกะ 
 

เวลา 
 (ชม.) 

Glycerol  
(g/L) 

1,3-Propanediol  
(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Butyric acid 
(g/L) 

Yield 
 

Productivity 
(g/L.hr) 

Cell Conc. 
(g/l) 

0 36.79 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.16 

8 31.86 0.65 0.08 0.77 0.10 0.08 1.62 

16 27.09 4.14 0.24 1.58 0.39 0.26 1.95 

24 20.67 7.06 0.33 2.37 0.44 0.29 2.04 

32 11.65 11.16 0.59 3.02 0.48 0.35 2.85 

40 7.96 13.84 0.73 4.18 0.52 0.35 4.14 

48 7.92 13.90 0.73 4.15 0.52 0.29 5.36 

56 7.90 13.89 0.73 4.19 0.52 0.25 5.06 

64 7.95 13.86 0.73 4.18 0.52 0.22 4.12 

72 7.91 13.83 0.72 4.16 0.52 0.19 3.89 

80 7.95 13.94 0.73 4.11 0.53 0.17 3.68 

88 7.91 13.93 0.73 4.12 0.53 0.16 3.53 

96 7.92 13.84 0.72 4.11 0.52 0.14 3.23 

104 7.90 13.88 0.72 4.13 0.52 0.13 3.11 

112 7.96 13.96 0.72 4.19 0.53 0.12 3.03 

120 7.99 13.84 0.73 4.19 0.52 0.12 2.81 

AVERAGE 7.93 13.88 0.72 4.16 0.52 0.21 3.22 
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ตารางที่ ค.1.14 ขอ้มูลของกระบวนการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิโดยการใช้ยูเรียแทนสารสกดัยีสต์
เพื่อผลิต 1,3-โพรเพนไดออลโดยการหมกัในระบบแบบกะ 

 
เวลา 
 (ชม.) 

Glycerol  
(g/L) 

1,3-Propanediol  
(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Butyric acid 
(g/L) 

Yield 
 

Productivity 
(g/L.hr) 

Cell Conc. 
(g/l) 

0 38.92 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.18 

8 28.56 0.12 0.05 0.33 0.01 0.01 1.53 

16 21.88 0.16 0.24 0.98 0.01 0.01 1.66 

24 13.97 8.59 0.46 1.79 0.40 0.36 2.01 

32 12.41 10.16 0.59 2.55 0.45 0.32 2.21 

40 8.57 13.12 0.75 4.07 0.51 0.33 2.57 

48 9.31 12.29 0.67 3.90 0.48 0.26 4.41 

56 9.20 13.03 0.69 3.81 0.51 0.23 5.03 

64 8.44 12.49 0.71 4.01 0.48 0.20 5.85 

72 9.98 12.83 0.68 4.05 0.52 0.18 4.37 

80 9.74 12.69 0.71 3.96 0.51 0.16 3.86 

88 8.18 12.90 0.68 4.05 0.49 0.15 3.56 

96 9.91 13.03 0.74 4.02 0.52 0.14 3.29 

104 9.25 12.54 0.69 3.95 0.49 0.12 3.26 

112 8.65 12.82 0.72 3.93 0.50 0.11 2.81 

120 9.50 12.90 0.68 3.86 0.51 0.11 2.63 

AVERAGE 9.16 12.79 0.70 3.96 0.50 0.19 3.14 
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ตารางที่ ค.1.15 ขอ้มูลของกระบวนการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิโดยการใช้แอลไลซีนแทนสาร 
สกดัยสีตเ์พื่อผลิต 1,3-โพรเพนไดออลโดยการหมกัในระบบแบบกะ 

 
เวลา 
 (ชม.) 

Glycerol  
(g/L) 

1,3-Propanediol  
(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Butyric acid 
(g/L) 

Yield 
 

Productivity 
(g/L.hr) 

Cell Conc. 
(g/l) 

0 38.14 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.15 

8 29.58 1.23 0.03 0.36 0.14 0.15 1.91 

16 20.47 1.94 0.19 0.98 0.12 0.12 2.13 

24 16.51 7.18 0.38 1.49 0.37 0.30 2.29 

32 13.26 7.22 0.51 2.64 0.33 0.23 2.61 

40 10.25 10.01 0.69 3.82 0.41 0.25 3.15 

48 10.99 10.12 0.67 3.67 0.42 0.21 4.38 

56 10.68 9.89 0.61 3.58 0.41 0.18 4.75 

64 10.43 10.13 0.61 3.54 0.41 0.16 2.89 

72 10.04 10.51 0.64 3.44 0.42 0.15 2.94 

80 10.67 10.76 0.68 3.88 0.44 0.13 2.59 

88 10.13 9.98 0.69 3.52 0.40 0.11 2.74 

96 10.12 10.03 0.64 3.60 0.41 0.10 2.71 

104 10.79 9.96 0.67 3.84 0.41 0.10 2.54 

112 10.81 10.12 0.67 3.79 0.42 0.09 2.39 

120 10.09 10.15 0.65 3.93 0.41 0.08 2.08 

AVERAGE 10.45 10.15 0.66 3.69 0.42 0.16 2.70 
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ตารางที่ ค.1.16 ขอ้มูลของกระบวนการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิโดยการใช้กากผงชูรสแทนสาร 
สกดัยสีตเ์พื่อผลิต 1,3-โพรเพนไดออลโดยการหมกัในระบบแบบกะ  

 
เวลา 
 (ชม.) 

Glycerol  
(g/L) 

1,3-Propanediol  
(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Butyric acid 
(g/L) 

Yield 
 

Productivity 
(g/L.hr) 

Cell Conc. 
(g/l) 

0 38.19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.02 

8 35.38 0.03 0.07 0.27 0.01 0.00 1.10 

16 27.73 1.29 0.13 0.42 0.13 0.08 1.13 

24 20.12 2.21 0.27 1.52 0.13 0.09 1.35 

32 18.22 5.01 0.42 1.64 0.28 0.16 1.46 

40 15.21 6.33 0.52 2.32 0.31 0.16 1.69 

48 15.15 5.08 0.48 2.47 0.25 0.11 2.78 

56 15.00 5.25 0.54 2.44 0.25 0.09 2.76 

64 14.68 5.37 0.47 2.30 0.26 0.08 1.95 

72 15.97 5.84 0.49 2.65 0.29 0.08 1.47 

80 15.48 5.29 0.55 2.34 0.26 0.07 1.34 

88 14.67 5.58 0.50 2.62 0.27 0.06 1.28 

96 15.86 5.09 0.52 2.58 0.26 0.05 1.21 

104 15.10 5.18 0.51 2.39 0.25 0.05 1.06 

112 15.12 6.83 0.51 2.43 0.33 0.06 1.05 

120 15.29 6.51 0.46 2.47 0.32 0.05 1.01 

AVERAGE 15.23 5.67 0.50 2.46 0.28 0.08 1.48 
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ตารางที่ ค.1.17 ขอ้มูลของกระบวนการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิโดยการใช้แอมโมเนียมซัลเฟต 
แทนสารสกดัยสีตเ์พื่อผลิต 1,3-โพรเพนไดออลโดยการหมกัในระบบแบบกะ  

 
เวลา 
 (ชม.) 

Glycerol  
(g/L) 

1,3-Propanediol  
(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Butyric acid 
(g/L) 

Yield 
 

Productivity 
(g/L.hr) 

Cell Conc. 
(g/l) 

0 36.46 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.01 

8 31.05 0.36 0.03 0.34 0.05 0.04 1.09 

16 26.04 2.56 0.11 0.80 0.22 0.16 1.17 

24 20.07 3.89 0.32 1.60 0.24 0.16 1.36 

32 15.11 4.62 0.43 1.95 0.22 0.14 1.42 

40 11.68 6.88 0.52 2.86 0.29 0.17 1.55 

48 11.72 6.60 0.56 2.88 0.28 0.14 2.50 

56 11.22 7.90 0.55 3.01 0.33 0.14 2.69 

64 10.75 7.25 0.57 2.98 0.30 0.11 2.56 

72 10.59 6.72 0.56 2.86 0.28 0.09 1.89 

80 11.76 7.27 0.58 2.83 0.31 0.09 1.66 

88 12.10 6.61 0.55 3.05 0.29 0.08 1.53 

96 11.63 7.49 0.57 2.99 0.32 0.08 1.33 

104 10.58 7.10 0.60 2.97 0.29 0.07 1.46 

112 11.22 6.59 0.54 3.08 0.28 0.06 1.17 

120 12.11 6.87 0.52 2.87 0.30 0.06 1.04 

AVERAGE 11.39 7.03 0.55 2.94 0.30 0.11 1.59 
 

 

 

  
 

 

 

 

 

 

124 



109 

 

ตารางที่ ค.1.18 ขอ้มูลของกระบวนการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิมีค่าสัดส่วนระหวา่งสารสกดัยีสต์
กบัแอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:8 เพื่อผลิต 1,3-โพรเพนไดออลโดยการหมกัในระบบแบบกะ  

 
เวลา  
(ชม.) 

Glycerol  
(g/L) 

1,3-Propanediol  
(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Butyric acid 
(g/L) 

Yield 
 

Productivity 
(g/L.hr) 

Cell Conc. 
(g/l) 

0 39.72 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.68 

8 35.08 0.94 0.11 1.58 0.23 0.12 1.74 

16 28.34 5.24 0.24 2.25 0.54 0.33 2.07 

24 20.80 10.63 0.39 2.87 0.67 0.44 2.22 

32 11.99 14.89 0.63 3.79 0.64 0.47 2.41 

40 5.36 19.81 0.82 4.78 0.69 0.50 5.21 

48 5.26 19.90 0.80 4.92 0.69 0.41 6.60 

56 5.13 19.85 0.80 4.78 0.69 0.35 8.26 

64 5.49 19.85 0.83 4.66 0.70 0.31 7.21 

72 5.50 19.83 0.81 4.73 0.70 0.28 6.88 

80 5.36 19.65 0.80 4.55 0.69 0.25 5.28 

88 5.24 19.96 0.83 4.93 0.69 0.23 5.27 

96 5.16 19.95 0.84 4.62 0.69 0.21 5.15 

104 5.45 19.79 0.82 4.78 0.69 0.19 4.73 

112 5.50 19.80 0.84 4.89 0.69 0.18 4.49 

120 5.46 19.53 0.80 4.93 0.68 0.16 4.44 

AVERAGE 5.36 19.81 0.82 4.78 0.69 0.29 4.60 
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ตารางที่ ค.1.19 ขอ้มูลของกระบวนการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิมีค่าสัดส่วนระหวา่งสารสกดัยีสต์
กบัแอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:11 เพื่อผลิต 1,3-โพรเพนไดออลโดยการหมกัในระบบแบบกะ  

 
เวลา 
 (ชม.) 

Glycerol  
(g/L) 

1,3-Propanediol  
(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Butyric acid 
(g/L) 

Yield 
 

Productivity 
(g/L.hr) 

Cell Conc. 
(g/l) 

0 37.12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.33 

8 29.18 0.64 0.04 0.40 0.07 0.08 1.63 

16 20.16 3.08 0.18 1.51 0.19 0.19 1.93 

24 13.73 8.38 0.34 2.28 0.39 0.35 2.48 

32 10.12 11.81 0.59 3.03 0.48 0.37 3.17 

40 7.93 15.88 0.71 4.00 0.60 0.40 3.37 

48 8.01 15.76 0.75 4.17 0.60 0.33 5.08 

56 7.99 15.77 0.71 4.17 0.60 0.28 5.47 

64 7.72 15.93 0.74 4.13 0.60 0.25 4.83 

72 7.99 15.97 0.75 4.14 0.60 0.22 4.49 

80 8.09 16.00 0.77 4.09 0.61 0.20 3.97 

88 8.02 15.63 0.76 4.09 0.59 0.18 3.58 

96 7.89 15.79 0.72 4.09 0.60 0.16 3.33 

104 8.12 15.90 0.79 4.02 0.60 0.15 3.28 

112 7.68 15.57 0.77 4.02 0.58 0.14 2.98 

120 7.98 15.64 0.71 4.10 0.59 0.13 2.87 

AVERAGE 7.95 15.80 0.74 4.09 0.60 0.23 3.36 
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ตารางที่ ค.1.20 ขอ้มูลของกระบวนการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิมีค่าสัดส่วนระหวา่งสารสกดัยีสต์
กบัแอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:16 เพื่อผลิต 1,3-โพรเพนไดออลโดยการหมกัในระบบแบบกะ  

 
เวลา  
(ชม.) 

Glycerol  
(g/L) 

1,3-Propanediol  
(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Butyric acid 
(g/L) 

Yield 
 

Productivity 
(g/L.hr) 

Cell Conc. 
(g/l) 

0 35.64 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.01 

8 27.65 0.61 0.04 0.37 0.06 0.08 1.22 

16 24.38 2.93 0.13 0.82 0.23 0.18 1.46 

24 19.76 5.48 0.35 1.69 0.33 0.23 1.89 

32 15.91 7.88 0.45 2.09 0.40 0.25 2.07 

40 10.19 10.30 0.63 3.76 0.42 0.26 2.46 

48 9.14 10.84 0.67 3.82 0.43 0.23 3.33 

56 8.36 10.85 0.65 3.98 0.42 0.19 3.46 

64 9.22 10.68 0.64 3.79 0.42 0.17 2.83 

72 8.75 11.05 0.67 4.00 0.43 0.15 2.51 

80 9.41 10.75 0.66 3.75 0.43 0.13 1.69 

88 8.02 10.71 0.65 3.80 0.41 0.12 1.41 

96 8.27 10.87 0.64 3.97 0.41 0.11 1.30 

104 9.25 10.98 0.69 4.00 0.43 0.11 1.15 

112 9.57 10.65 0.68 3.75 0.42 0.10 1.12 

120 9.11 11.05 0.63 3.75 0.43 0.09 1.03 

AVERAGE 9.03 10.79 0.65 3.85 0.42 0.16 1.87 
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ตารางที่ ค.1.21 ขอ้มูลของกระบวนการหมกักลีเซอรอลบริสุทธ์ิมีค่าสัดส่วนระหวา่งสารสกดัยีสต์
กบัแอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:34 เพื่อผลิต 1,3-โพรเพนไดออลโดยการหมกัในระบบแบบกะ  

 
เวลา 
 (ชม.) 

Glycerol  
(g/L) 

1,3-Propanediol  
(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Butyric acid 
(g/L) 

Yield 
 

Productivity 
(g/L.hr) 

Cell Conc. 
(g/l) 

0 33.70 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.03 

8 27.26 0.25 0.02 0.36 0.02 0.03 1.05 

16 23.66 1.32 0.06 1.09 0.10 0.08 1.20 

24 19.84 3.62 0.12 1.68 0.22 0.15 1.37 

32 15.96 6.77 0.39 2.84 0.34 0.21 1.44 

40 10.68 9.73 0.60 3.31 0.40 0.24 1.74 

48 10.23 9.77 0.62 3.33 0.40 0.20 2.44 

56 9.91 9.70 0.63 3.05 0.39 0.17 2.57 

64 10.84 9.76 0.66 3.25 0.41 0.15 2.10 

72 10.35 9.73 0.65 3.29 0.40 0.14 1.53 

80 10.27 9.53 0.61 3.31 0.39 0.12 1.42 

88 10.27 9.76 0.65 3.29 0.40 0.11 1.33 

96 9.84 9.58 0.63 3.33 0.38 0.10 1.29 

104 10.93 9.67 0.65 3.34 0.40 0.09 1.13 

112 10.15 9.70 0.64 3.17 0.39 0.09 1.08 

120 9.82 9.53 0.65 3.22 0.38 0.08 1.01 

AVERAGE 10.30 9.68 0.64 3.26 0.39 0.14 1.48 
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ค.2 กราฟทีไ่ด้จากการทดลอง 

 
 

รูปที ่ค.2.1 ความเขม้ขน้ของ 1,3-โพรเพนไดออลท่ีผลิตได ้เม่ือความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 
ขาเขา้เท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร และอตัราการเจือจางท่ีแตกต่างกนั  

 
รูปที่ ค.2.2 ผลได้ของผลิตภณัฑ์และอตัราการผลิต 1,3-โพรเพนไดออล เม่ือความเขม้ขน้ของ 
กลีเซอรอลบริสุทธ์ิขาเขา้เท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร และอตัราการเจือจางท่ีแตกต่างกนั  
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รูปที่ ค.2.3 ความเขม้ขน้ของ 1,3-โพรเพนไดออลท่ีผลิตได้ เม่ือความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลขาเขา้เท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร และอตัราการเจือจางท่ีแตกต่างกนั 

 
 

รูปที่ ค.2.4 ผลได้ของผลิตภณัฑ์และอตัราการผลิต 1,3-โพรเพนไดออล เม่ือความเขม้ขน้ของ 
กลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลขาเขา้เท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร และอตัราการเจือจางท่ี
แตกต่างกนั 
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ค.3 กราฟมาตรฐานทีไ่ด้จากการทดลอง 
 

 
 

รูปที ่ค.3.1 กราฟมาตรฐานความเขม้ขน้ของ 1,3-โพรเพนไดออล 
 

 
 

รูปที ่ค.3.2 กราฟมาตรฐานความเขม้ขน้ของกลีเซอรอล 
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รูปที ่ค.3.3 กราฟมาตรฐานความเขม้ขน้ของกรดอะซีติก 
 

 
 

รูปที ่ค.3.4 กราฟมาตรฐานความเขม้ขน้ของกรดบิวทิริก 
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รูปที ่ค.3.5 กราฟมาตรฐานความเขม้ขน้ของเซลลท่ี์ใชส้ารอาหารปกติ 

 

 
รูปที ่ค.3.6 กราฟมาตรฐานความเขม้ขน้ของเซลลท่ี์เจือจางสารอาหารปกติ 5 เท่า 
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รูปที ่ค.3.7 กราฟมาตรฐานความเขม้ขน้ของเซลลท่ี์เจือจางสารอาหารปกติ 10 เท่า 

 

 
รูปที ่ค.3.8 กราฟมาตรฐานความเขม้ขน้ของเซลลท่ี์ใชส้ารอาหารปกติท่ีท าจากสารเคมี 

เกรด Analytical Reagent 
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รูปที ่ค.3.9 กราฟมาตรฐานความเขม้ขน้ของเซลลท่ี์ใชส้ารอาหารปกติท่ีท าจากสารเคมี 

เกรด Commercial Reagent 
 

 
รูปที ่ค.3.10 กราฟมาตรฐานความเขม้ขน้ของเซลลท่ี์ใชย้เูรีย 
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รูปที ่ค.4.11 กราฟมาตรฐานความเขม้ขน้ของเซลลท่ี์ใชแ้อลไลซีน 

 

 
รูปที ่ค.3.12 กราฟมาตรฐานความเขม้ขน้ของเซลลท่ี์ใชก้ากผงชูรส 
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รูปที ่ค.3.13 กราฟมาตรฐานความเขม้ขน้ของเซลลท่ี์ใชแ้อมโมเนียมซลัเฟต 

 

 
รูปที ่ค.3.14 กราฟมาตรฐานความเขม้ขน้ของเซลลท่ี์มีค่าสัดส่วนระหวา่งสารสกดัยสีต ์

กบัแอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:8 
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รูปที ่ค.3.15 กราฟมาตรฐานความเขม้ขน้ของเซลลท่ี์มีค่าสัดส่วนระหวา่งสารสกดัยสีต ์

กบัแอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:11 
 

 
รูปที ่ค.3.16 กราฟมาตรฐานความเขม้ขน้ของเซลลท่ี์มีค่าสัดส่วนระหวา่งสารสกดัยสีต ์

กบัแอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:16 
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รูปที ่ค.3.17 กราฟมาตรฐานความเขม้ขน้ของเซลลท่ี์มีค่าสัดส่วนระหวา่งสารสกดัยสีต ์

กบัแอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 1:34 
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ประวตัิผู้เขียนวทิยานิพนธ์ 
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จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ในปีการศึกษา 2553 
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