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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

วีรพันธุ์ ไชยขันธ์ : การผลิต 1,3 ไดไฮดรอกซีอะซิโตน จากเชื้อจุลินทรีย์ Gluconobacter 
oxydans ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศยกโดยใช้แหล่งไนโตรเจนจากของเสีย
อุตสาหกรรมการเกษตร (PRODUCTION OF 1,3 DIHYDROXYACETONE FROM 
MICROBIAL GLUCONOBACTER OXYDANS  IN AIRLIFT BIOREACTOR BY USING 
NITROGEN SOURCE FOR AGRO - INDUSTRIAL WASTE) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: 
รศ. ดร. กษิดิศ หนูทอง, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: อ. ดร. ชุติมณฑน์ สถิรพิพัฒน์กุล {,  
68 หน้า. 

การเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ Gluconobacter oxydans แบบกะเพ่ือผลิตสาร 1,3-ไดไฮดรอก
ซีอะซิโตน (ดีเฮชเอ)สามารถแบ่งได้เป็นสองส่วนหลัก ส่วนแรกท างานได้มุ่งเน้นในการศึกษาความ
เป็นไปได้ของการใช้ของเสียจากอุตสาหกรรมเกษตร ซึ่งประกอบด้วยน้ าแช่ข้าวโพด น้ ากากผงชูรส 
และน้ าย่อยกากถั่วเหลือง เพ่ือใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ ผลการทดลองพบว่าความ
เข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอลที่เหมาะสมมีค่าเท่ากับ 80 กรัม/ลิตร โดยน้ าแช่ข้าวโพดเป็นของเสียจาก
อุตสาหกรรมเกษตรให้การเจริญเติบโตขเซลล์สูงสุดซึ่งตรวจวัดได้โดยใช้ความเข้มข้นของโปรตีนที่  
3.78 ± 0.58 กรัม/ลิตร และความเข้มข้นของดีเฮชเอสูงสุดที่ 50.81 ± 6.59 กรัม/ลิตร ขณะที่ความ
เข้มข้นของดีเฮชเอเมื่อใช้น้ ากากผงชูรสและน้ าย่อยกากถั่วเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจนทีค่าเท่ากับ  
13.16 ± 0.36 และ 16.47 ± 1.39 กรัม/ลิตร ตามล าดับ นอกจากนี้ผลการทดลองยังระบุว่าความ
เข้มข้นของไนโตรเจนในน้ าแช่ข้าวโพดไว้ที่ 2.05 กรัม/ลิตร ให้การเจริญเติบโตและความเข้มข้นของดี
เฮชเอสูงสุด ในส่วนที่สองได้ท าการเพาะเลี้ยง G. oxydans แบบกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่มีขนาด
ใหญ่ขึ้น (32 ลิตร ปริมาตรใช้งาน) เมื่อเทียบกับการใช้งานขวดรูปชมพู่ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ในส่วน
แรก ผลการทดลองพบว่าถังปฏิกรณ์ชีวภาพอากาศยกแบบหมุนเวียนภายใน (IAB) มีสมรรถนะสูงกว่า
ถังปฏิกรณ์ชีวภาพอากาศยกแบบแผ่นแบบ (FAB) และถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบฟองอากาศ (BC) ซึ่ง
ยืนยันได้จากค่าความเข้มข้นของโปรตีนและดีเฮชเอจาก IAB ที่มากกว่า FAB และ BC อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) สภาวะเหมาะสมในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB พบว่าสามารถผลิตดีเฮชเอ
ได้สูงสุด (40.89 ± 1.20 กรัม/ลิตร) เกิดขึ้นเมื่อใช้ความเร็วอากาศที่ 0.37 เซนติเมตร/วินาที และ
อัตราส่วนพื้นที่ Riser ต่อ Downcomer ที ่1:1  
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WEERAPAN CHAIKHAN: PRODUCTION OF 1,3 DIHYDROXYACETONE FROM 
MICROBIAL GLUCONOBACTER OXYDANS  IN AIRLIFT BIOREACTOR BY USING 
NITROGEN SOURCE FOR AGRO - INDUSTRIAL WASTE. ADVISOR: ASSOC. PROF. 
KASIDIT NOOTONG, Ph.D., CO-ADVISOR: CHUTIMON SATIRAPIPATHKUL, Ph.D. {, 
68 pp. 

Batch cultivation of microbial Gluconobacter oxydans to produce 1,3-
dihydroxyacetone (DHA) was conducted in two parts. The first part focused on the 
feasibility of using agro-industrial wastes including corn steep liquor (CSL), glutamic 
mother liquor (GML) and soybean meal hydrolysate (SMH) as the substituted nitrogen 
source in the growth medium. The results indicated that the optimal initial glycerol 
concentrations obtained at 80 g/L. agro-industrial wastes chosen in this work were 
able to support cell growth and DHA formation with CSL yielded the maximum 
growth measured as protein concentrations at 3.78 ± 0.58 g/L and maximum DHA 
concentrations at 50.81 ± 6.59 g/L. DHA concentrations for GML and SMH were 
determined at 13.16 ± 0.36 and 16.47 ± 1.39 g/L, respectively. Moreover, maintaining 
nitrogen concentrations in CSL at 2.05 g/L, yielded the highest growth and DHA 
production as compared to other nitrogen concentrations. The second part involved 
the batch cultivation of G. oxydans in larger bioreactors (32 L working volume). The 
results indicated that the internal loop airlift bioreactor (IAB) outperformed the flat-
panel airlift bioreactor (FAB) and bubble column bioreactor (BC) as suggested by the 
statistically (p < 0.05) higher protein and DHA concentrations Subsequent cultivation 
of G. oxydans in IAB revealed that the optimal condition that produced the highest 
DHA concentrations measured at 40.89 ± 1.20 g/L were corresponded to the 
superficial velocity of 0.37 cm/s and the areal ratio of riser to downcomer of 1:1. 
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บทที่ 1  
บทน า 

 

1.1 ที่มาและความส าคัญของปญหา 
 
1,3-ไดไฮดรอกซีอะซิโตน (1,3-Dihydroxyacetone, C3H6O3) (Erni et al., 2006) หรือ DHA เป็น
สารเคมีที่ใช้กันอย่างแพรห่ลายในการผลิตเครื่องส าอางและทางการแพทย์ ยกตัวอย่าง เช่น ครีมบ ารุง
ผิวกาย ครีมป้องกันแดดและใช้ในกระบวนรักษามะเร็งผิวหนัง นอกจากนี้ DHA มีการใช้ในการผลิต
กรดแลคติกซึ่งสามารถน าไปผลิตพลาสติกที่ย่อยสลายได้ (Hu et al., 2010) ปัจจุบันการผลิต DHA 
นิยมใช้กระบวนการทางชีวภาพมากกว่ากระบวนการทางเคมี เนื่องจากกระบวนการทางเคมีใช้
พลังงานสูงและก่อให้เกิดมลพิษต่อสิ่งแวดล้อมรวมถึงต้นทุนการผลิตสูง จากการค้นคว้าพบว่า
จุลินทรีย์หลายสายพันธุ์สามารถผลิต DHA ยกตัวอย่าง เช่น Candida boidinii 2201 (Streekstra 
et al., 1987) Acetobacter xylinum A-9 (Nabe et al., 1979) Hansenula polymorpha CBS 
4732 (Kato et al., 1986) Klebsiella aerogenes (Neijssel et al., 1975) Escherichia Coli 
strain ECFS (Asnis & Brodie, 1953) Pichia membranifaciens (Liu et al., 2007) และ 
Gluconobacter oxydans (Hu et al., 2010) เป็นต้น ทั้งนี้จุลินทรียที่นิยมใช้ในการสังเคราะห 
DHA คือ G. oxydans เนื่องจากให้ผลไดของผลิตภัณฑ์ DHA สูง และมีผลิตภัณฑ์ข้างเคียงต่ า เมื่อ
เปรียบเทียบกับจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ ส่งผลให้ลดขั้นตอนและต้นทุนของการท าให้ผลิตภัณฑ์บริสุทธิ์ขึ้น 
(Svitel & Senkal, 1994)  

 
G. oxydans เป็นแบคทีเรียที่ต้องใช้ออกซิเจนในการด ารงชีวิตและต้องการออกซิเจนเป็นตัวรับ
อิเล็กตรอนสุดท้ายในกระบวนสังเคราะห DHA จากกลีเซอรอลโดยใช้เอนไซมกลีเซอรอลดีไฮโดรจิเนส  
(Hekmat et al., 2003a; Mishra et al., 2008; Svitel & Senkal, 1994) ดังนั้นการให้อากาศอย่าง
เพียงพอจึงเป็นปัจจัยที่ส าคัญต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์และการผลิต DHA  การผลิต DHA นิยม
ใช้ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถังกวน (Stirred Tank Bioreactor) เนื่องจากมีต้นทุนในการก่อสร้างและ
ติดตั้งต่ า อีกทั้งง่ายต่อการควบคุม อย่างไรก็ตามถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถังกวนมี ข้อจ ากัดด้านการ
ถ่ายเทมวลออกซิเจนเมื่อท าการขยายและภายใต้สภาวะความเข้มข้นของเซลล์ที่หนาแน่นและ
อุณหภูมิสูง (Lee et al., 1992) นอกจากนี้การเพ่ิมอัตราการปั่นกวนการไหลเพ่ือช่วยกระจายตัวของ
ออกซิเจนภายในถังปฏิกรณ์ชีวภาพส่งผลให้ใช้พลังงานสูงมากขึ้นอีกทั้งอาจเกิดแรงเฉือนจากใบพัด
กวนในระดับสูงซึ่งอาจเกิดผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของเซลล์และการสังเคราะห DHA ได้ 
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(Kaewpintong et al., 2007; Krichnavaruk et al., 2005; Lee, 1992) ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ
อากาศยก (Airlift Bioreactor) ได้ถูกเสนอเป็นทางเลือกในการผลิต DHA เนื่องจากสามารถถ่ายเท
ออกซิเจนได้ดี เกิดแรงเฉือนในระดับต่ าเนื่องจากไม่มีชิ้นส่วนที่เคลื่อนที่ และมีค่าใช้จ่ายในการเดิน
ระบบต่ า (Hu et al., 2010; Krichnavaruk et al., 2005; Lee, 1992) ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ
อากาศยกมีหลายรูปแบบ เช่น แบบหมุนวนภายใน (Internal-loop column) แบบหมุนวนภายนอก 
(External-loop column) แบบแผ่นกั้น (Flat-panel) แบบกรวยตรง (Cone-shape) และ แบบไมมี
แผ่นกั้น (Non-baffle flat-pane) โดยการเลือกใช้งานขึ้นอยู่ประเภทของจุลินทรีย์ ลักษณะอาหาร
เลี้ยงเชื้อ การท าปลอดเชื้อ รวมถึงขั้นตอนการติดตั้งและต้นทุนด าเนินการ เป็นต้น จากงานวิจัยก่อน
หน้านี้พบว่าการผลิต DHA โดยใช้งานถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศยกมีเพียงหนึ่งบทความเท่านั้น 
โดยท าการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ G. oxydans ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพอากาศยกแบบหมุนวนภายใน 2 
ลิตร (Hu et al., 2011) และยังขาดข้อมูลการเปรียบเทียบรูปแบบของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ รวมถึงการ
หาสภาวะเหมาะสมในการผลิต DHA 

 
จากการวิเคราะห์ค่าใช้จ่ายของกระบวนการผลิตเคมีภัณฑ์ด้วยกระบวนการทางชีวภาพพบว่าต้นทุน
อาหารเลี้ยงเชื้อเป็นค่าใช้จ่ายส่วนใหญ่ (Kaewrat, 2011) และจากการวิเคราะห์ค่าใช้จ่ายในการผลิต 
DHA จากจุลินทรีย์ G. oxydans โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรมาตรฐานพบว่าเปปโทน (Peptone) 
และสารสกัดยีสต (Yeast extract) ที่ใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนคิดเปน็ค่าใช้จา่ยประมาณร้อยละ 55 ของ
ราคาอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งหมด จากการค้นคว้าพบว่าการใช้งานผลพลอยได้หรือของเสียจาก
อุตสาหกรรมเกษตรสามารถน ามาใช้ทดแทนเปปโทนและสารสกัดยีสต์ได้ ในส่วนของประเทศไทย น้ า
แชขาวโพด (Corn Steep Liquor: CSL) น้ ากากชูรส (Glutamic mother liquor: GML) และ
น้ าย่อยเปลือกถั่วเหลือง (Soybean meal hydrolysate: SMH) เป็นของเสียที่พบได้ทั่วไปจากการ
ผลิตทางอุตสาหกรรมการเกษตร โดยมีราคาเท่ากับ 18 บาท/กิโลกรัม ส าหรับ น้ าแช่ข้าวโพด 330 
บาท/กิโลกรัม ส าหรับน้ ากากผงชูรส และ 9 บาท/กิโลกรัม ส าหรับน้ าย่อยเปลือกถั่วเหลือง ซึ่งน้อย
กว่าราคาของสารสกัดยีตส์ (3,840 บาท/กิโลกรัม) และเปปโทน (3,600 บาท/กิโลกรัม) เป็นอย่างมาก 
(บริษัทซีทีเคมิคอล จ ากัด) ดังนั้นการศึกษาถึงความเป็นไปได้ของการใช้งานน้ าแช่ข้าวโพด น้ ากากผงชู
รสและน้ าย่อยเปลือกถั่วเหลือง เพ่ือเป็นแหลงไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ G. oxydans จึงเป็นสิ่งที่
น่าสนใจซึ่งหากประสบผลส าเร็จจะท าให้ลดค่าใช้ในการผลิต DHA ลงไดอย่างมีนัยส าคัญ 
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1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
 

1.1.1. เพ่ือศึกษาความเป็นไปได้ของการใช้น้ าแช่ข้าวโพด น้ ากากผงชูรส และ น้ าย่อยเปลือกถั่ว
เหลือง เป็นแหล่งไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ G. oxydans ในการผลิต DHA 

1.1.2. เ พ่ือเปรียบเทียบรูปแบบของถังปฏิกรณ์ชี วภาพแบบอากาศยกส าหรับเพาะเลี้ ยง              
G. oxydans เพ่ือผลิต DHA  

1.1.3. เพ่ือหาสภาวะเหมาะสมส าหรับใช้งานถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศยกในเพาะเลี้ยง          
G. oxydans เพ่ือผลิต DHA  
 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 
 

สวนที่ 1 ศึกษาหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของกลีเชอรอล ประเภทของแหล่งไนโตรเจนจาก
อุตสาหกรรมเกษตร ความเข้มข้นของไนโตรเจนในของเสียจากอุตสาหกรรมเกษตร โดยการศึกษามี
ขอบเขตดังนี ้

 ความเข้มข้นกลีเซอรอลในช่วงตั้งแต่ 20 ถึง 120 กรัม/ลิตร และมีองค์ประกอบอ่ืนๆ ซึ่งระบุ
ไว้ในรายงานของ Kommanee (2010) 

 ท าการทดลองหาความเป็นไปได้การใช้ของเสียจากอุตสาหกรรมเกษตร คือ น้ าแช่ข้าวโพด 
น้ ากากผงชูรส และ น้ าย่อยเปลือกถั่วเหลือง เพ่ือเป็นแหล่งไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ G. 
oxydans ในการผลิต DHA  

 โดยใช้ความเข้มข้นของ DHA อัตราการผลิต DHA และการเจริญเติบโตของ G. oxydans 
เป็นเกณฑ์หลักในการคัดเลือกสภาวะที่เหมาะสม 
 

ส่วนที่ 2 ท าการศึกษาเปรียบเทียบถังปฏิกรณ์ชีวภาพประเภท (1) ถังปฏิกรณ์ชีวภาพอากาศยกแบบ
หมุนวนภายใน (Internal-loop airlift bioreactor: IAB) (2) ถังปฏิกรณ์ชีวภาพอากาศยกแบบแผ่น
กั้น (Flat panel airlift bioreactor: FAB) และ (3) ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบฟองอากาศ (Bubble 
column bioreactor: BC) ในการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ G. oxydans ในการผลิต DHA 

 ใช้ข้อมูลอาหารเลี้ยงเชื้อ G. oxydans ซึ่งเป็นผลการทดลองจากส่วนที่ 1 

 ท าการควบคุมอัตราการให้อากาศ 0.1 เซนติเมตร/วินาที และอัตราส่วนพื้นที่ระหว่าง Riser 
ต่อ Downcomer (AR/AD) ที่ 1:1 พิจารณาผลการทดลองโดยใช้ความเข้มขนของ DHA 
อัตราการผลิต DHA และการเจริญเติบโตของเซลล์เป็นเกณฑ์ 
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ส่วนที่ 3 ท าการทดลองเพ่ือหาสภาวะเหมาะสมของถังปฏิกรณ์ชีวภาพในการเพาะเลี้ยง G. oxydans 
เพ่ือผลิต DHA โดยการศึกษามีขอบเขตดังนี้ 

 ท าการศึกษาถึงผลกระทบของการปรับค่าอัตราการให้อากาศในช่วงตั้งแต่ 0.1 ถึง 0.6 
เซนติเมตร/วินาที และผลกระทบของการปรับ AR/AD ในช่วงตั้งแต่ 3:1 ถึง 1:1 พิจารณา
ผลการทดลองโดยใช้ความเขมขนของ DHA อัตราการผลิต DHA และการเจริญเติบโตของ
เซลล์เป็นเกณฑ์  

 ใช้ข้อมูลอาหารเลี้ยงเชื้อ G. oxydans ซึ่งเป็นผลการทดลองจากส่วนที่ 1 

 ประเภทของถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง G. oxydans เป็นผลการทดลองจาก
ส่วนที่ 2  
 

1.4 ประโยชน์ทีไ่ด้รบั 

 
เพ่ือเป็นแนวทางในการเลือกใช้ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศยกและสภาวะที่ เหมาะสมใน
กระบวนการหมักกลีเซอรอลด้วย G. oxydans เพ่ือผลิต DHA นอกจากนี้สามารถน าของเสียจาก
อุตสาหกรรมเกษตรมาทดแทนแหล่งไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ เพ่ือช่วยลดต้นทุนค่าใช้จ่ายของการ
ผลิต เพ่ิมมูลค่าของของเสียที่เกิดจากอุตสาหกรรมเกษตรและช่วยลดของเสียที่มีผลต่อสิ่งแวดล้อมได้ 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1 ไดไฮดรอกซีอะซิโตน 

 

ไดไฮดรอกซีอะซิโตน (Dihydroxyacetone, DHA) มีสูตรโครงสร้างทางเคมีคือ  (C3H6O3) ถือเป็น
น้ าตาลกลุ่มคีโตนที่มีโครงสร้างไม่ซับซ้อน รูปที่ 2.1  

 

  
รูปที่ 2.1 โครงสร้างของไดไฮดรอกซีอะซิโตน 

 

DHA เป็นสารเคมีที่ส าคัญในอุตสาหกรรมเครื่องส าอางโดยใช้งานอย่างกว้างขวางในผลิตภัณฑ์ดูแล
ผิวหนังและป้องกันแสงแดด ป้องกันรอยเหี่ยวย่นบนใบหน้าและผื่นภูมิแพ้บนผิวหน้ารวมถึงสภาวะตา
ต้อกระจก เป็นต้น โดยทั่วไปผลิตภัณฑ์ป้องกันแสงแดดประกอบไปด้วย DHA ร้อยละ 2 ถึง 5 ของ
น้ าหนัก ยกตัวอย่าง เช่น ครีม โลชั่น เจล และมูส เป็นต้น ราคาในช่วง $5 ถึง $150 ต่อ 100 กรัม 
โดยปัจจุบันได้มีการใช้ DHA ร่วมกับสารประกอบอื่นๆเพ่ือเพ่ิมมูลค่าและการใช้งานที่หลากหลาย เช่น 
สารสกัดจากลูกวอลนัท สารป้องกันแสงแดด SPF สารป้องกันออกซิเดชั่นและวิตามิน เป็นต้น 

นอกจากนี้ DHA ใช้ในอุตสาหกรรมเคมีช่วยในการสังเคราะห์สารเคมีมากมาย (Hekmat et al., 
2003b) ยกตัวอย่างเช่น กรดแลคติก (Bicker et al., 2005) และ1,2 โพพาลีนไกลคลอ เนื่องจาก 
DHA เป็นสารไม่เกิดอันตรายต่อสิ่งแวดล้อมจึงสามารถน ามาใช้เป็นวัสดุที่สามารถย่อยสลายเองตาม
ธรรมชาติ นอกจากนี้ยังสามารถใช้เพ่ือการขนส่งยา (Drug delivery) ภายในร่างกาย อีกทั้ง DHA มี
ประโยชน์ในการท าให้รสชาติของไวน์มีรสหวาน อันเกิดจากกลไกของกลีเซอรอลที่อยู่ภายในช่องปาก
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ถูกเปลี่ยนเป็น DHA ด้วยแบคทีเรียกรดอะซิติกที่อยู่ในไวน์  อีกทั้ง DHA สามารถช่วยในการกระตุ้น
การคัดหลั่งของอินซูลิน และใช้เป็นยาถอนพิษไซยาไนต์ (Cyanide) โดยทางการแพทย์ถือว่ามีราคา
ค่อนข้างสูง 

 

ตารางท่ี 2.1 การใช้งานของ DHA ในรูปแบบต่างๆ 

 

 

 

 

 

 

 

ประเภทการใช้งาน การใช้งาน อ้างอิง 

Cosmetic industry Suntans Brown, (2001) 
Medical industry Drug delivery  
 Weight augmentation  

Fat loss 
Antioxidant Activity 
Increasing endurance capacity 

Stanko et al.(1990)  
Ivy,(1998)  Schlifke, 
(1999) 

 Vitiligo treatment Fesq et al. (2001) 
 Antidotal effect towards cyanide 

poisoning 
Niknahad and 
Ghelichkhani, 
(2002) 

Chemical industry Lactic acid 
1, 2 propylene glycol 

Bicker et al. (2005) 

 Versatile building block Hekmat et al., 
(2003) 

 Biomaterials  
 Organic synthesis  



 

 

7 

2.2 จุลินทรีย์ท่ีใช้ในการผลิต DHA 
 

ในปี คศ. 1898 ถือเป็นยุคแรกของการผลิต DHA ด้วยจุลินทรีย์ที่ใช้กลีเซอรอลเป็นสารตั้งต้น 
จุลินทรีย์ชนิดนี้เรียกว่า Sorbose bacillus โดย DHA เกิดจากการออกซิเดชั่นของกลีเซอรอลด้วย
เอนไซม์ Dihydroxyacetone synthase (DHAS)  ต่อมาได้ค้นพบว่าจุลินทรีย์หลากหลายชนิด
สามารถผลิต DHA ได้เช่นกัน เช่น  Carboxydobacterium Acinetobacter sp. strains JC1 DSM 
3803 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเมทานอล (Young et al., 1997) นอกจากนี้จุลินทรีย์ที่สามารถสังเคราะห์ 
DHA ได้แสดงในตารางที่ 2.2  
 
ตารางท่ี 2.2 สายพันธุ์จุลินทรีย์แบคทีเรียที่สามารถผลิต DHA 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ล าดับที่ ชื่อของสายพันธุ์จุลินทรีย์แบคทีเรีย 
1 Sorbose bacillus/Bacillus xylinum 
2 Acinetobacter sp. strain JC1 DSM 3803 
3 Acetobacter xylinum A-9 
4 Gluconobacter melanogenus IFO 3293 
5 G. melanogenus IFO 3294 
6 Hansenula polymorpha CBS 4732 
7 Candida boidinii 2201 
8 Klebsiella aerogenes 
9 Escherichia coli (strain ECFS) 
10 Gluconobacter oxydans ATCC 621 
11 Pichia membranifaciens 
12 Bacillus licheniformis B-05571 
13 Acetomonas sp. 
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ในกลุ่มจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเปลี่ยนกลีเซอรอลเป็น DHA นั้น พบว่า G. oxydans เป็นจุลินทรีย์ที่ใช้
งานอย่างกว้างขวาง เนื่องจาก G. oxydans ผลได้ของ DHA ที่สูงกว่า ผลพลอยได้น้อยกว่า (Kato, 
1986;Ma, 2010)  G. oxydans เป็นจุลินทรีย์ที่ใช้ในงานวิจัยอย่างกว้างขวางในการผลิต DHA เป็น
จุลินทรีย์ชนิดแกรมลบ ใช้ออกซิเจนในกระบวนการด ารงชีวิต และเป็นกลุ่มย่อยของแบคทีเรียสาย
พันธุ์อะซิโตนแบคเตอร์พบในดอกไม้และผลไม้ (Gupta et al., 2001) จุลินทรีย์ชนิดนี้สามารถผลิต 
DHA ด้วยการออกซิเดชั่นแบบไม่สมบรูณ์ (Incomplex oxidation) กับกลีเซอรอลด้วยเอนไซม์กลีเซ
อรอลดีไฮโดรจีเนส (Deppenmeier et al., 2002)เป็นเอนไซม์ที่มีความจ าเพาะต่อกลีเซอรอลในการ
ผลิต DHA ล่าสุดมีการน าจุลินทรีย์จากดินชื่อว่า Pichia membranifaciens สามารถผลิต DHA ได้
เช่นกัน โดยมีสภาวะที่เหมาะสมเท่ากับ  อุณหภูมิ 29.6 องศาเซลเซียส ค่าพีเอช 6.74 พบว่า ความ
เข้มข้นของ DHA เท่ากับ 12.96 กรัม/ลิตร ในเวลา 48.8 ชั่วโมงในการเพาะเลี้ยง (Liu et al., 2007) 
นอกจากนี้ยังมีจุลินทรีย์หลากหลายชนิดสามารถผลิต DHA ดังที่แสดงไว้ในตารางที่ 2.3  
 

ตารางท่ี 2.3  ลักษณะทั่วไปของแบคทีเรีย G. oxydans (De Ley and Swings, 1994) 

ชนิดแบคทีเรีย แบคทีเรียแกรมลบ 

รูปร่าง แท่งหรือทรงรีไข่ 

ความกว้าง (ไมโครเมตร) 0.5 ถึง 0.8 

ความสามารถในการออกซิเดชั่น กลุ่มคาร์โบไฮเดรตและแอลกอฮอล์ 

สารที่ได้จากการออกซิเดชั่น วิตามินซี กรดดี-กลูตามิก ไดไฮดรอกซีอะซิ
โตน กรดคีโตกลูตามิก ไซลิทอล น้ าส้มสายชู 

แหล่งที่พบ ดอกไม ้ผลไม้ ดิน 

สภาวะเจริญเติบโต แหล่งน้ าตาลเข้มข้น 

พีเอช 5.5 ถึง 6 

อุณหภูมิ 25 ถึง 30 องศาเซลเซียส 

เอนไซม์ในการผลิตไดไฮดรอกซีอะซิ
โตน 

เอนไซม์กลูโคโนแบคเตอร์ดีไฮโดจิเนจ 
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2.2.1. วิถีของจุลินทรีย์ G. oxydans 

 

การสังเคราะห์ไดไฮดรอกซิอะซิโตนด้วยกิจกรรมของเอนไซม์กลูโคโนแบคเตอร์ดีไฮโดจิเนจสามารถ
ท างานด้วยการเมทาบอลิซึมของจุลินทรีย์แบคทีเรีย G. oxydans โดยลักษณะกิจกรรมที่เกิดขึ้นของ

จุลินทรีย์แบคทีเรีย G. oxydans กับกลีเซอรอล อธิบายได้จาก รูปที่ 2.2 (Ohrem and Voβ, 
1996a) กระบวนการแยกของไดไฮดรอกซีอะซิโตนที่เกิดขึ้นระหว่างที่กลีเซอรอลเกิดการเมทาบอลิซึม
ซึ่งอธิบายด้วยหลักการของ  Claret (1992)  แบคทีเรียชนิดนี้ใช้กลีเซอรอลเกิดกระบวนการ 2 
เส้นทาง (Path way) ของ Catabolic pathway เส้นทางแรก (Pathway) คือ สร้างผลิตภัณฑ์ไดไฮ
ดรอกซีอะซิโตน (DHA) ด้วยเอนไซม์กลีเซอรอลดีไฮโดจิเนตบริเวณเมมเบรนบอน (membrane 
bound) ถือเป็นเอนไซม์ชนิดเดียวที่สร้าง DHA โดยการเกิดของไดไฮดรอกซีอะซิ-โตนจะไม่เกิด
ตัวกลาง NADH  เนื่องจากมีออกซิเจนเป็นตัวรับประจุตัวสุดท้าย (Claret et al., 1994) ทั้งนี้ DHA 
จะเกิดนอกเซลล์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ เส้นทางดังกล่าวจะมีผลเกี่ยวข้องกับเมมเบรนบอลดีไฮโดจิเนตซึ่ง
ใช้เป็นพลังงานในกระบวนการเมทาบอลิซึม เส้นทางท่ี 2 คือเกิดการเจริญเติบโตของเซลล์ด้วยวิถีไซโต
รพลาสซึม (Cytoplasmic pathway) เริ่มต้นกระบวนการฟอสโพรีเรชั่น (Phosphorylation) ของ
กลี เซอรอลหรือกระบวนการสัง เคราะห์ของ ATP ด้วยกระบวนการดีไฮโดจิ เนจชั่น 
(Dehydrogenation) เป็น DHAP ซึ่ง DHAP ที่เกิดขึ้นเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาด้วยวิถีเปปโทนฟอสเฟส 
(Pentose phosphate pathway) เพ่ือน าไปใช้ในเส้นทางเกิด DHA โดยเส้นทางทั้งสองจะท างาน
ร่วมกันเพื่อเกิด DHA และเซลล์ แสดงใน รูปที่ 2.2 และดังตารางที่ 2.4 และ 2.5 

 

ตารางท่ี 2.4 วิถีของการผลิตไดไฮดรอกซีอะซิโตนของ Gluconobacter oxydans  
 

ผลิตภัณฑ์ ไดไฮดรอกซีอะซิโตน 

วิถ ี

เอนไซม์ 

Catabolic pathway 

กลีเซอรอลดีไฮโดจิเนต 

ต าแหน่งเอนไซม์ Membrane bond 

ประจุ ไม่เกิดประจุหรือตัวกลาง NADH เพราะมีออกซิเจนเป็นตัวรับประจุ 

ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้น นอกเซลล์ 



 

 

10 

ตารางท่ี 2.5  วิถีของการเจริญเติบโตของเซลล์ของ G. oxydans  
 

ผลิตภัณฑ์ เซลล์ 

วิถ ี Cytoplasmic pathway 

ปฏิกิริยาเริ่มต้น Phosphorylation หรือกระบวนการสร้างพลังงาน ATP 

กระบวนการสร้าง
พลังงาน (ATP) 

ก าจัดไฮโดรเจนไปเป็น DHAP เพ่ือใช้เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา Pentose 
phosphate pathway เพ่ือผลิตไดไฮดรอกซีอะซิโตนในขั้นตอนต่อไป 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.2  วิถีเมทาบอลิซึมของ Gluconobecter oxydans ด้วยกลีเซอรอล (Mishra et al.,2008) 
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2.3 สภาวะอาหารเลี้ยงเชื้อและรูปแบบการหมักเพื่อใช้ในการผลิต DHA 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อในการผลิต DHA ส่วนใหญ่ประกอบไปด้วยกลีเซอรอล เกลือแร่และกรดอะมิโนหรือ
ไนโตรเจน ปัจจัยของการเจริญเติบโตแบคทีเรียจากการศึกษาพบว่า กรดพานโตเทนติกหรือวิตามินบี 
5 มีผลต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย  นอกจากนี้ได้มีการน าแหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ใช้เป็นอาหาร
เลี้ยงเชื้อโดยใช้เคซีนที่ได้จากการย่อยสลายร่วมกับกรดอะมิโนเพาะเลี้ยงเชื้อ พบว่า การน าเคซีนมาใช้
เป็นแหล่งไนโตเจนชนิดใหม่ร่วมกับแหล่งไนโตรเจนเดิม เป็นผลดีต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 
(Underkofler et al., 1943) ซึ่งถือเป็นข้อพิจารณาหนึ่งในการพัฒนาอาหารเพาะเลี้ยง G. oxydans 
 
ส าหรับอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งสังเคราะห์ที่ใช้ในการเจริญเติบโตและการผลิต DHA สามารถแบ่งออกเป็น 
3 ส่วน ที่จ าเป็นในการเจริญเติบโตประกอบด้วย ส่วนที่ 1 คือ วิตามิน (pantothenate  p-
aminobenzoic acid และ nicotinic acid ) และส่วนที่ 2 และ 3 คือ กรดอะมิโน (ซีรีน กลูตามีน) 
ช่วยลดปริมาณของสารสกัดยีสต์ได้ร้อยละ 5 ถึง 10 เมื่อเทียบกับการใช้สารสกัดยีสต์ในอาหารเลี้ยง
เชื้อเพียงอย่างเดียว (Wethmar & Deckwer, 1999) และพบว่าการใช้อาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งสังเคราะห์
แม้ว่าจะท าให้ผลได้ (Yield) มีค่าต่ าแต่อัตราการเกิด DHA มีค่าสูงเมื่อเทียบกับสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ
พ้ืนฐานเห็นได้จากตารางที ่2.6 
 
ตารางท่ี 2.6 ความแตกต่างระหว่างอาหารเลี้ยงเชื้อแบบพ้ืนฐานและอาหารเลี้ยงเชื้อแบบกึ่ง
สังเคราะห ์
 

คุณสมบัติ Complex  

media 

Semi synthesis  

media 

ความเข้มข้นกลีเซอรอลเริ่มต้น  

(กรัม/ลิตร) 

51 31 55 29.3 

Y (dry biomass/glycerol) 0.039 0.052 0.016 0.02 

μmax  (1/h) 0.3 0.38 0.24 0.38 

qDHA,max  (g/(g.h)) 6.3 7.8 10.3 10.4 
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2.3.1 การหมักแบบกะ (Batch) 
 

การหมักแบบกะที่ใช้ในกระบวนการสังเคราะห์ DHA เกิดขึ้นครั้งแรกในปี 1904 ด้วยการแยก DHA 
ออกจากกระบวนการเมทาบอลิซึมของเซลล์ ต่อมาได้มีการใช้  A. suboxydans ในการผลิตไดไฮดร
อกซีอะซิโตนโดยใช้กลีเซอรอลร้อยละ 4 ถึง 5 ของสารละลายกับสารสกัดยีสต์ร้อยละ 3 โดย
ก าหนดให้ค่าความเป็นพีเอชเท่ากับ 5.2 และท าการเก็บตัวอย่างเป็นเวลา 14 วัน พบว่าผลลัพธ์ดัง
แสดงในตารางที่ 2.7 นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยศึกษาการเปรียบเทียบให้ความเข้มข้นของกลีเซอรอล
เริ่มต้นตั้งแต ่50 ถึง 100 กรัม/ลิตร (Wethmar & Deckwer, 1999) และอีกหนึ่งงานวิจัยพบว่าผลได้
ของไดไฮดรอกซีอะซิโตน ในการหมักแบบกะ เท่ากับร้อยละ 87 และ 90 ตามล าดับ (Virtanen & 
Nordlund, 1933) 

 
ตารางท่ี 2.7 ผลไดข้องไดไฮดรอกซีอะซิโตนจากกลีเซอรอลในการเพาะเลี้ยงเชื้อแบบกะ  
 

ล าดับ pH 0.153 cc KMnO4/2.0 cc  

metabolism solution 

Dihydroxyacetone g  

in 1000 cc. 

Dihydroxyacetone % 

 from glycerol 

1 2.8 12.2 45.35 85.6 

2 - 12.5 46.65 88.0 

3 2.88 13.0 48.75 92.0 

4 - 12.3 45.85 86.6 

5 - 12.2 45.35 85.6 
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2.3.2 การหมักแบบเติมกะ (Fed Batch) 
 

กระบวนการหมักในระบบนี้ใช้เพ่ือผลิต DHA ที่ความเข้มข้นสูง โดยควบคุมความเข้มข้นของกลีเซ
อรอลในช่วงที่เหมาะสมและลดปัญหาการยับยั้งที่เกิดจากความเข้มข้นของกลีเซอรอลที่สูงในกระบวน
หมัก เมื่อความเข้มข้นของกลีเซอรอลอยู่ในช่วง 25 - 30 กรัม/ลิตร เป็นเวลา 40 ชั่วโมง พบว่าความ
เข้มข้นของ DHA เท่ากับ 108 กรัม/ลิตร ขณะที่การหมักแบบกะ (Batch) ใช้เวลา 60 ชั่วโมง พบว่า 
ความเข้มข้นของ DHAเท่ากับ 92.5 กรัม/ลิตร (Bories et al., 1991) รวมถึงอัตราเจริญเติบโต
จ าเพาะและผลได้สูงสุดเพ่ิมข้ึนตามล าดับเมื่อเทียบกับการหมักแบบกะ 
 
ต่อมาพบว่ามีการด าเนินการระบบแบบเติมกะอีกครั้ง (Repeated  Fed Batch) พบว่ามีข้อดีมากกว่า
ระบบการเติมแบบกะ (Fed Batch) ซึ่งได้รับการศึกษาโดย Hekmat et al. (2003) รวมถึงระบบท า
ความสะอาด ปลอดเชื้อและการบ่มเชื้อได้รับการปรับปรุงมากกว่าเปรียบเทียบกับแบบ (Fed Batch) 
นอกจากนี้กระบวนการ (Repeated  Fed Batch) ช่วยแก้ไขปัญหาการยับยั้งของกลีเซอรอลต่อเซลล์
และลดปัญหาปริมาณกลีเซอรอลเหลือน้อยจนเกินไปไม่ เพียงพอต่อการผลิตผลิตภัณฑ์ได้ โดยระบบ
การหมักการเติมกะอีกครั้ง (Repeated  Fed Batch) นั้นสามารถท าการเติมเป็นจ านวน 2 ขั้นตอน 
(Bauer et al., 2005) พบว่าความเข้มข้นของ DHA เท่ากับ 80 กรัม/ลิตร อีกทั้งยังสามารถหลีกเลี่ยง
ปัญหาการยับยั้งของกลีเซอรอลต่อเซลล์ได้ 
 
จุดมุ่งหมายหลักในกระบวนการอุตสาหกรรมการผลิต DHA ประกอบด้วย 2 จุดมุ่งหมาย คือ เพ่ิม
ความเข้มข้นของเซลล์และลดการยับยั้งที่เกิดจากความเข้มข้นกลีเซอรอลและ DHA ที่เกิดจาก
กระบวนการผลิต ในขณะเดียวกันต้องการผลิตภัณฑ์ที่มีคุณสมบัติที่ดีและใช้ต้นทุนในการผลิตที่ต่ า  
ทั้งนี้ปริมาณของเซลล์มีผลโดยตรงต่อเอนไซม์ยกตัวอย่างเช่น เอนไซม์กลีเซอรอลไดไฮโดรจีเนจ เพ่ือใช้
ในการเปลี่ยนกลีเซอรอลเป็นไดไฮ- 
ดรอกซีอะซิโตน ดังนั้นการเพ่ิมขึ้นของความเข้มข้นของเซลล์เป็นผลดีต่อกระบวนการหมักไดไฮดรอก
ซีอะซิโตน โดยพบว่าความหนาแน่นสูงสุดของเซลล์มีค่าประมาณ 6x109 เซลล์ต่อมิลลิเมตร (White 
and Claus, 1982) G. oxydans เป็นหนึ่งในสายพันธุ์ที่คัดเลือกจาก 10 สายพันธุ์ Gluconobacter 
เนื่องจากสายพันธุ์นี้ให้มวลของเซลล์ที่สูงเมื่อท าการทดลองในระดับขวดรูปชมพู่ นอกจากนี้มีหลาย
ปัจจัยที่ท าให้มวลของเซลล์มีค่าสูงสุด จากการทดลองท าการเลี้ยงเชื้อปริมาณ 200 มิลลิลิตรในขวดรูป
ชมพู่ขนาด 1 ลิตร อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียสและความเร็วปั่นเหวี่ยง 150 รอบ/นาที  ก าหนดใช้
แหล่งคาร์โบไฮเดรต เช่น กลูโคส มอลโทส แมนิทอลและซอลบิทอล เป็นต้น ซึ่งพบว่าแหล่งคาร์บอน
เหล่านี้ท าให้เซลล์มีการเจริญเติบโต อยู่ในช่วงระหว่าง 25 ถึง 200 กรัม/ลิตร พบว่าซอลบิทอลเป็น



 

 

14 

แหล่งคาร์บอนที่ท าให้เซลล์มีการเจริญเติบโตสูงสุด โดยมีความหนาแน่นของเซลล์เท่ากับ 4.3x1010 
เซลล์/มิลลิลิตร เป็นเวลา 43 ชั่วโมง ซึ่งมีค่ามากกว่า 7 เท่าของความหนาแน่นของเซลล์ที่ได้กล่าว
มาแล้วก่อนหน้านี้ นอกจากนี้ปัจจัยอ่ืนๆที่มีผลต่อการเจริญเติบโตนั้นสามารถยกตัวอย่าง เช่น ค่าพี
เอช ส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ ชนิดของถังปฏิกรณ์ (Albin et al., 2007) แม้ว่าผลได้ของการ
ทดลองข้างต้นจะให้ผลที่สูงแต่สิ่งที่ส าคัญอย่างหนึ่งในกระบวนการคือต้นทุนการผลิตที่ต่ า จาก
การศึกษาพบว่าการน าวัสดุราคาถูกหรือเหลือใช้จากการเกษตร ที่สามารถใช้แทนซอลบีทอลและสาร
สกัดยีสต์ด้วยน้ าข้าวโพดที่ได้จากการย่อยหรือน้ าข้าวโพดที่ได้จากการหมัก ซึ่งพบว่าผลได้ของวัสดุ
เหลือใช้จากการเกษตรมีค่าใกล้เคียงกับการใช้สารสกัดยีสต์และซอลบิทอลแต่จะสามารถลดต้นทุนได้
ร้อยละ 15 ของอาหารเลี้ยงเชื้อเดิม (Wei et al., 2007b) ดังนั้นกระบวนการลดต้นทุนด้วยการใช้
วัตถุดิบเหลือใช้ทางการเกษตรถือเป็นสิ่งที่ดีท่ีสามารถน าไปใช้ได้ 
 

2.4  ปัจจัยในการผลิต DHA ของ G. oxydans  
 
ปัจจัยหลักๆของการเจริญเติบโตและผลิตผลิตภัณฑ์ของจุลินทรีย์ G. oxydans สามารถแบ่งออกเป็น
ดังนี้ ส่งเสริมให้สามารถออกซิเดชั่นได้เป็น DHA โดยใช้ออกซิเจนเป็นตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้าย 
ล าดับต่อมาจุลินทรีย์ต้องการกลีเซอรอล เกลือแร่และแหล่งไนโตรเจน รวมถึงผลการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของกลีเซอรอลและ DHA ซึ่งความเข้มข้นของกลีเซอรอลและDHA ที่สูงจนเกินไปส่งผลให้
เซลล์ถูกท าลาย ดังนั้นปัจจัยในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมและสภาวะของถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่ดีย่อม
ส่งผลให้เซลล์เจริญเติบโตและผลิต DHA ได้มากขึ้นเช่นกัน  
 

2.4.1 อิทธิพลแหล่งคาร์บอน 
 

กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนที่ใช้สังเคราะห์ DHA ครั้งแรก หลากหลายงานวิจัยได้รายงานว่าการ
ผลิต DHA ด้วยกลีเซอรอลมักพบในแบคทีเรียประเภทกรด (acetic acid bacteria) โดยแหล่ง
คาร์บอนเป็นส่วนหนึ่งของการเจริญเติบโตและการผลิตผลิตภัณฑ์ในกระบวนวิถีของจุลินทรีย์ อีกท้ัง
แหล่งคาร์บอนมีผลต่อการยับยั้งการเจริญเติบโตเช่นกัน จากงานวิจัย Hu และคณะ (Hu et al., 
2010) ศึกษาความแตกต่างของแหล่งคาร์บอนเพ่ือใช้ในการผลิต DHA ประกอบด้วย แมนนิทอล กลี
เซอรอล กลูโคส ซูโครส กาแลกโตรส มอลโตส และฟรุกโตรส เป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารเลี้ยงเชื้อ
และก าหนดเปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจน ท าการทดลองในขวดรูปชมพู่  พีเอชเท่ากับ 5 ปั่นเหวี่ยง 
150 รอบ/นาที จากการทดลองพบว่ากลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนที่ดีที่สุดในการเจริญเติบโตต่อ
เซลล์ อย่างไรก็ตามแหล่งคาร์บอนจ าพวก แมนิทอล มอลโตรสและกลีเซอรอล ถือเป็นแหล่งคาร์บอน
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ที่เหมาะสมกับการผลิต DHA ในล าดับรองลงมา โดยพบว่ากลีเซอรอลผลิต DHA เท่ากับ  34.1 กรัม/
ลิตร ท าการตรวจวัดเป็น 2 เวลา คือ ช่วงเวลาแรกหรือช่วงเวลา 0 ถึง 24 ชั่วโมงพบว่าความเข้มข้น 
DHA เท่ากับ 6.2 กรัม/ลิตรและในช่วงเวลาหลัง 24 ชั่วโมงจนกระทั่งสิ้นสุดกระบวนการ พบว่าความ
เข้มขน้ของ DHA เท่ากับ 27.9 กรัม/ลิตร นอกจากกลีเซอรอลพบว่าแหล่งคาร์บอนอ่ืนที่เหมาะสม
ล าดับต่อมา คือ แมนนิทอล ความเข้มข้นของ DHA เท่ากับ 30.2 กรัม/ลิตร มีค่าการเปลี่ยนแปลงของ
กลีเซอรอลเป็นไดไฮดรอกซีอะซิโตนร้อยละ 75.5  ทั้งนี้กลีเซอรอลถือเป็นแหล่งคาร์บอนที่ส าคัญทั้งใน
ด้านการเจริญเติบโตและการผลิต DHA โดยภายใน G. oxydans มีเอนไซม์ทีจ่ าเพาะต่อกลีเซอรอล
เพ่ือผลิต DHA ได้โดยตรง ซึ่งเป็นปัจจัยหนึ่งของการเลือกใช้กลีเซอรอล 
 
ตารางท่ี 2.8 งานวิจัยของแหล่งคาร์บอนในการเพาะเลี้ยง G. oxydans  
 

อิทธิพล ช่วงในการทดลอง ช่วงที่เหมาะสม อ้างอิง 

ความเข้มข้น 

กลีเซอรอล 

(กรัม/ลิตร) 

20 - 200 20 - 100 
(Yu-Peng et 
al., 2013) 

5-15 5-15 
(Zhong-Ce et 

al., 2011) 

- 25 
(Hu et al., 

2010) 

ความเข้มข้นไดไฮ- 

ดรอกซีอะซิโตน 

(กรัม/ลิตร) 

0 - 100 67 
(Bauer et al., 
2005; Claret 
et al., 1993) 

ชนิดแหล่งคาร์บอน 

แมนนิทอล กลีเซ
อรอล กลูโคส กาแลก
โตส มอลโตส ฟรุกโต

รส 

กลีเซอรอล 
(Hu et al., 

2010) 
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2.4.2 อิทธิพลแหล่งไนโตรเจน 
 

ในกระบวนการหมักของ G. oxydans ส่วนใหญ่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีองค์ประกอบของสาร
สกัดยีสต์ ดี-ซอบิทอลและอ่ืนๆ ซึ่งพบว่าส่วนใหญ่ที่ใช้ คือ สารสกัตยีสต์และเปปโทน แต่กลับมีราคา
ต้นทุนที่สูง ดังแสดงตารางที่ 2.9  จึงเป็นสาเหตุในการค้นคว้าหาแหล่งไนโตรเจนที่ได้มาจาก
อุตสาหกรรมเกษตร เพ่ือลดต้นทุนการผลิต ยกตัวอย่างแหล่งไนโตรเจนจากงานวิจัยนี้ เช่น  
 

ตารางท่ี 2.9 ราคาแหล่งไนโตรเจน 
 

แหล่งไนโตรเจน ราคา (บาท)/กิโลกรัม อ้างอิง 

Yeast extract 3840 บริษัท ซีที เคมมิคอล จ ากัด 

Peptone 3600 บริษัท ซีที เคมมิคอล จ ากัด 

Corn steep liquid 
18 

บริษัท เฟรนด์ชิพ คอร์น สตาร์ช 
จ ากัด 

กากผงชูรส 
330 

บริษัท อายิโนะโมะโต๊ะ (ประเทศ
ไทย) จ ากัด 

กากถั่วเหลือง 9 เกษตรกร จังหวัด สุพรรณบุรี 

 

เปลือกถ่ัวเหลือง 

 
ถั่วเหลืองเป็นธัญพืชชนิดหนึ่งมีส่วนประกอบหลักคือโปรตีน เปลือกถั่วเหลืองที่ได้จากการ
บดละเอียดน ามาใช้ ในการทดลองสามารถให้ โปรตีนด้วยการปฏิกิริยา ย่อยสลาย 
(Hydrolysis) ภายใต้สภาวะควบคุม ทั้งนี้ส่วนที่ได้จากปฏิกิริยาย่อยสลายสามารถน ามาเป็น
ส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อได้เมื่อปรับความเป็นสภาวะพีเอชที่เหมาะสมกับเชื้อ
แบคทีเรียนั้นๆ ทั้งนี้ข้อสนใจหนึ่งจากการปฏิกิริยาย่อยสลายสามารถน าไปใช้เป็น
ส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อกับฟังไจ (fungi) และแบคทีเรียได้  นอกจากนี้การปฏิกิริยา
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ย่อยสลายนอกจากมีองค์ประกอบของไนโตรเจนแล้วยังมีประกอบของคาร์โบไฮเดรตด้วย
เช่นกัน จากการวิเคราะห์องค์ประกอบของถั่วเหลืองดังตารางที่ 2.10 

 

ตารางท่ี 2.10 องค์ประกอบถั่วเหลืองจากการปฏิกิริยาย่อยสลาย  (Mohammed et al., 2009) 
 

ผลการวิเคราะห์(กรัม/กรัม) ผลการวิเคราะห์  

ความชื้น (%) 4.1 - 5.8  

เถ้า (%) 7.8 - 13.5  

อะมิโน ไนโตรเจน (%) 3.1 - 2.3  

ผลรวมไนโตรเจน (%) 10.2 - 9.1  

สัดส่วนอะมิโนไนโตรเจนต่อผลรวมไนโตรเจน (%) 30 - 25  

พีเอชของ 2 %สารละลาย (หลังการต้มนึ่ง) 7 - 7.2  

โซเดียมไฮดรอกไซต์ (%) 0.8 - 0.4  

 
เปปโตนเป็นส่วนหนึ่งของโปรตีนเตรียมได้จากการใช้เอนไซม์หรือกรดในการย่อยสลายเพ่ือได้ให้
โปรตีนจากพืชพันธุ์ต่างๆ ยกตัวอย่างเช่น พอลิเปปทาย (polypeptides) ไดเปปทาย (dipeptides ) 
และกรดอะมิโน (amino acids) เป็นต้น  โดยการย่อยโปรตีนของแต่ละแหล่งธัญพืชมีความแตกต่าง
กันและโปรตีนที่ถูกการย่อยสลายมีคุณสมบัติต้องละลายในน้ าได้และไม่สลายตัวเมื่อถูกความร้อน ซึ่ง
คุณสมบัติเหล่านี้เป็นปัจจัยหลักน าไปใช้เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อ ทั้งนี้เปปโตนแบ่งออกได้เป็น 3 ประเภท 
meat peptone (เปปโทนสกัดสังเคราะห์จากเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย เช่น  ทริปโตน )  เปปโทนจาก
ธัญพืช (ถ่ัวเหลือง) และ เครซีน จากการสกัดจากนม (Bridson, 1995) 
 
ปฏิกิริยาย่อยสลายของโปรตีนเป็นการหยุดหรือตัดการท าปฏิกิริยาก่อตัวระหว่างของกรดอะมิโน
และเปปโตน โดยใช้พีเอชความเข้มข้นสูงหรือเอนไซม์ ทั้งนี้ปฏิกิริยาย่อยสลายด้วยกรดหรือด่างความ
เข้มข้นสูงเป็นวิธีการที่ไม่จ าเพาะซึ่งกรดและด่างจะท าลายพันธะเปปไทด์  โดยท าการย่อยโปรตีนและ
สายเปปไทด์ให้เป็นสายพันธะที่สั้นลงจนกระทั้งเป็นกรดอะมิโน มีความเหมาะสมในการย่อยธัญพืช
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และสัตว์ สามารถใช้ในการแต่งกลิ่นรสชาติ,ใช้ทอผ้าและมีความสามารถในการละลาย  นอกจากนี้
ข้อดีของการใช้กรดหรือด่างจะไม่ท าลายอะมิโนทั้งหมดในระหว่างกระบวนการย่อยแต่จะถูกท าลาย
เพียงบางส่วนเท่านั้น เช่น ทริปโทนพาน (tryptophan) เคซีน เซซีนและโทโรมิน (threonine) เป็น
ต้น แต่พบว่าระยะเวลาในการย่อยสลายนานจะส่งผลให้ส่วนประกอบต่างๆถูกท าลายเป็นผลของพิษที่
เรียกว่า ฮิวมิน ซึ่งแป็นสารดังกล่าวส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย (Friedman, 1985 : 
Haurowitz, 1970) โดยส่วนหนึ่งของการย่อยสลายของโปรตีนด้วยกรดหรือเบสจะได้ทั้งแอลฟาอะมิ

โน (α-amino) เปปไทด์ (peptides) และโพลิเปปไทด์ (polypeptides) ซึ่งจะแสดงในรูปที่ 2.5 
ข้างล่างนี้ 
 

 

 

รูปที่ 2.3 ปฏิกิริยาย่อยสลายของโปรตีนด้วยกรดหรือด่าง (Mohammed et al., 2009) 
 

น้ าแช่ข้าวโพด (Corn steep liquor) 

 

น้ าแช่ข้าวโพดเป็นของเสียจากกระบวนการบดแบบเปียกหรือกระบวนการแยกแป้ง จมูกข้าวโพด เส้น
ใยและกลูเตน เพ่ือน าไปใช้ในการผลิตเอทานอล แป้งข้าวโพด น้ ามันข้าวโพดและอาหารสัตว์ เป็นต้น 
ขั้นตอนการแช่ข้าวโพดในน้ าก่อนที่จะน าไปบดและท าการแยกส่วนต่างๆมีจุดประสงค์การน าไปใช้
ประโยชน์ต่างกัน 
 
โดยน้ าหมักแช่ข้าวโพดคือส่วนสุดท้ายของกระบวนบดเปียกเพ่ือน าไปใช้ในการผลิตภัณฑ์ที่มีมูลค่าสูง
ต่อไป และน้ าส่วนผลพลอยได้หรือส่วนที่เหลือใช้น าไปใช้เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการปรับสภาวะที่
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เหมาะสมและเป็นแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญเติบโตของเซลล์จุลินทรีย์  ทั้งนี้องค์ประกอบน้ าแช่
ข้าวโพดแสดงดังตารางที่ 2.11 
 
ตารางท่ี 2.11 องค์ประกอบของน้ าแช่ข้าวโพด (CSL) (Berger, 2014) 
 

ตัวอย่าง ไนโตรเจน% คาร์บอน% ไฮโดรเจน% 

Corn Steep Liquor (CSL) 6.49 37.77 6.74 

 

กากผงชูรส 

 

กากผงชูรส (Glutamic mother liquor) คือผลิตผลพลอยได้มาจากอุตสาหกรรมท าผงชูรส  ใน
ประเทศไทยส่วนใหญ่ท ามาจากแป้งมันส าปะหลังมาหมักด้วยจุลินทรีย์แล้วจึงแยกส่วนหลักไปท าผงชู
รส ส่วนของเหลวที่เหลือท าให้เข้มข้นเรียกส่วนนี้ว่ากากผงชูรส 
 
กากผงชูรสมีลักษณะเป็นของเหลวข้นสีน้ าตาลประกอบด้วยโปรตีนเป็นส่วนใหญ่ นอกจากนั้นเป็น
องค์ประกอบอื่น เช่น แร่ธาตุวิตามินและกรดอะมิโนโดยเฉพาะกรดอะมิโนกลูตามิกบางส่วน ในกากผง
ชูรสประกอบด้วย โปรตีนร้อยละ 24 - 45 แร่ธาตุวิตามินและกรดอะมิโน เช่น ร้อยละ 0.65 ของมีไล
ซีน ร้อยละ 0.24 ของเมทไทโอนีน ของน้ าหนักแห้ง  จากรูปที่ 2.4 แสดงการเกิดกากผงชูรสจาก
กระบวนการผลิตผงชูรส 
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รูปที่ 2 4 แผนผังกระบวนการเกิด Glutamic Mother Liquid (GML) 

 

เป็นที่ทราบกันว่าแหล่งไนโตรเจนเป็นส่วนส าคัญในการเจริญเติบโตของ G. oxydans (Wethmar, 
1999) จากงานวิจัยต่างๆได้ศึกษาชนิดของแหล่งไนโตรเจนที่หลากหลาย จากงานวิจัยของ Liu et al., 
2013 ศึกษาอิทธิพลชนิดแหล่งไนโตรเจนระหว่างอินทรีย์และอนินทรีย์ ท าการเปรียบเทียบกับสาร
สกัดยีสต์ (15 กรัม/ลิตร) ระดับการหมักขวดรูปชมพู่ แหล่งไนโตรเจนประกอบด้วย คาบามิน  2.9 
แอมโมเนียมซัลเฟส 6.3 โพแทสเซียมไนเตรต 9.6 เปปโทน 12 น้ าแช่ข้าวโพด 24 และสารสกัดบีฟ 
15 กรัม/ลิตร ตามล าดับ พบว่า แหล่งไนโตรเจนชนิดอนินทรีย์ท าให้เซลล์มีการเจริญเติบโตที่ต่ า 
ยกเว้นน้ าแช่ข้าวโพด (Corn steep liquor) เป็นแหล่งไนโตรเจนที่ผลิต DHA สูงสุด ในส่วนงานวิจัย
ของ Hu et al., (2009) ได้ศึกษาอิทธิพลแหล่งไนโตรเจนที่มีผลต่อการผลิต DHA ของ G. oxydans 
ZJB-065 ก าหนดให้ เปปโทน สารสกัดยีสต์ สารสกัดบีฟ น้ าแช่ข้าวโพด แอมโมเนียมคลอไรด์ แอมโน
เนียมซัลเฟตและ แอมโมเนียมไนเตรต เป็นแหล่งไนโตรเจนในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อและประกอบไป
ด้วยกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน ไดโพแทตเซียมฟอตเฟส 0.5 โพแทตเซียมไดฟอตเฟต 0.5 
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต 0.5 และแคลเซียมคาบอเนต 2 กรัม/ลิตร ตามล าดับ โดยก าหนด
แหล่งไนโตรเจนแต่ล่ะชนิด 5 กรัม/ลิตร แมนนิทอล 22.5 กรัม/ลิตร กลีเซอรอล 2.5 กรัม/ลิตร ความ
เป็นพีเอชเท่ากับ 5 พบว่า สารสกัดยีสต์เป็นแหล่งไนโตรเจนที่ให้ความเข้มข้นของ DHA สูงสุด เท่ากับ 
34.1 กรัม/ลิตร แต่ความเข้มข้น DHA ไม่ต่างจากแหล่งไนโตรเจนเปปโตนและน้ าแช่ข้าวโพด จากนี้
งานวิจัยของ Shengua Wei., (2007) ได้ศึกษาเปรียบเทียบแหล่งไนโตรเจนเพ่ือลดต้นทุนอาหารเลี้ยง

Tapia starch (Super high grade) 

Glucose 

 

Fermentation 

 

Glutamic separation 

 

Glutamic Mother Liquid Glutamic Crystallization 

 

Nutrient salts 

Vitamins, Amino acid 

Trace mineral 
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เชื้อด้วยการเปลี่ยนกลีเซอรอลเป็น DHA ใช้เซลล์ที่ตรึงบน PVA ท าการเปรียบเทียบระหว่าง 2 สูตร
อาหารเลี้ยงเชื้อ ระหว่าง สูตรที่ 1 ซอลบิทอลและสารสกัดยีสต์ พบว่าให้ความเข้มข้นเซลล์เท่ากับ 4 
กรัม/ลิตร, เอนไซม์กลีเซอรอลไดไฮโดรจิเนสเท่ากับ 5.35 U/ml และเมื่อเทียบกับแหล่งไนโตรเจน
และคาร์บอนที่จะน าทดแทนเพ่ือลดต้นทุนของอาหารเลี้ยงเชื้อด้วยน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้ จากการย่อย
ข้าวโพดด้วยเอนไซม์และน้ าแช่ข้าวโพดคือ สูตรที่ 2 พบว่ามวลเซลล์ 4.22 กรัม/ลิตร กลีเซอรอลได
ไฮโดรจิเนส 5.23 U/ml ซึ่งพบว่าเมื่อใช้แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนเพ่ือลดต้นทุนจะให้ผลลัพธ์หรือ
ความเข้มข้นของไดไฮดรอกซีอะซิโตนใกล้เคียงกับแหล่งไนโตรเจนและคาร์บอนเดิม แต่จะสามารถลด
ต้นทุนได้ร้อยละ 15 ด้วยเหตุผลที่หลากหลายการเลือกแหล่งไนโตรเจนการเลือกแหล่งไนโตรเจนได้ได้
จากของเสียของอุสาหกรรมเกษตรในประเทศไทยจึงเป็นผลดีต่อการเพ่ิมมูลค่าของของเสียและลด
ปริมาณของเสียโดยไม่ก่อให้เกิดประโยชน์ นอกจากนี้อิทธิพลต่างๆของแหล่งไนโตรเจนและปัจจัย
ต่างๆดังแสดงในตารางที่ 2.12 และ 2.13 
 

ตารางท่ี 2.12 อิทธิพลของแหล่งไนโตรเจนในการเพาะเลี้ยง G. oxydans ต่อการผลิต DHA 
 

อิทธิพล ช่วงในการทดลอง ช่วงที่เหมาะสม อ้างอิง 

ชนิดแหล่ง
ไนโตรเจน 

คาบามิน แอมโมเนีย โพแทสเซียม เปปโทน น้ า
แช่ข้าวโพด สารสกัดบีฟ 

น้ าแช่ข้าวโพด 
(Yu-Peng 

et al., 
2013) 

เปปโทน สารสกัดยีสต์ สารสกัดบีฟ น้ าแช่
ข้าวโพด แอมโมเนียมคลอไรด์ แอมโมเนียม
ซัลเฟต แอมโมเนียมไนเตรต 

สารสกัดยีสต์  

เปปโทน 

น้ าแช่ข้าวโพด 

(Hu et al., 
2010) 

เปรียบเทียบระหว่างซอลบิทอลและสารสกัด
ยีสต์กับน้ าตาลที่ย่อยจากข้าวโพดและน้ าแช่

ข้าวโพด 

น้ าตาลรีดิวและน้ า
แช่จากข้าวโพด 

(Shenghua 
et al., 
2006) 
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2.4.3 อิทธิพลอ่ืนๆ 
 
นอกเหนือจากอิทธิพลของแหล่งอาหารแล้ว สภาวะของอาหารเลี้ยงเชื้อก็มีความส าคัญ ซึ่งมีผลต่อการ
เจริญเติบโตและการผลิต DHA ได้เช่นกัน เห็นได้จากงานวิจัยต่างๆดัง ตารางที่ 2.13  
 
ตารางท่ี 2.13 อิทธิพลอ่ืนๆในการเพาะเลี้ยง G. oxydans ต่อการผลิต DHA 

อิทธิพล ช่วงในการทดลอง ช่วงที่เหมาะสม อ้างอิง 

พีเอช 

- 4.9 
(Zhong-Ce 

et al., 2011) 

4-7 5 
(Hu et al., 

2010) 

4-5.5 5 
(Liu et al., 

2008) 

- 6 
(Shenghua 
et al., 2006) 

ปริมาณเซลล์ 4-12 10 
(Hu et al., 

2010) 

การตรึงเซลล์ 

เปรียบเทียบตรึงเซลล์บนโพลิไวนิลแอลกอฮอล์ 
(PVC)กับเซลล์อิสระ 

ตรึงเซลล์บนโพลิ
ไวนิลแอลกฮ

ออล์ 

(Adlercreutz 
et al., 1985) 

เปรียบเทียบตรึงเซลล์บนแคลเซียมแอลจิเนส
กับเซลล์อิสระ 

ตรึงเซลล์บน
แคลเซียมแอล

จิเนส 

(Wei et al., 
2006) 

เปรียบเทียบตรึงเซลล์บนโพลิไวนิลแบบแคปซูล
กับเซลล์อิสระ 

ตรึงเซลล์บนโพลิ
ไวนิลแบบ
แคปซูล 

(Tramper et 
al., 1983) 
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2.5 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 

 

ถังปฏิกรณ์ชีวภาพมีหลากหลายประเภทยกตัวอย่างเช่น ถังปฏิกรณ์แบบเขย่า (Shaking bioreactor) 
แพ็คเบด (Packed-bed bioreactor) ฟองอากาศ (Bubble column bioreactor) ไหวเวียนภายใน
และภายนอก (external/internal-loop airlift bioreactor) ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกวน (Stirred 
tank bioreactor: STR) เป็นถังปฏิกรณ์ที่มักใช้กระบวนการหมักอย่างกว้างขวางทั้งในงานวิจัยและ
อุตสาหกรรม (Charles. & Marvin., 1985) ถังปฏิกรณ์ชีวภาพ STR มีข้อดีหลายประการขึ้นอยู่กับ
รูปแบบการใช้งาน โดยเฉพาะอย่างยิ่งเหมาะแก่ผลิตภัณฑ์ที่ใช้งานกับธรรมชาติและมนุษย์ หรือสภาวะ
ทีต่้องการออกซิเจนสูง (Nienow, 1990) อาศัยหลักการกลศาสตร์ในกระบวนการและการใช้พลังงาน
ต่อกระบวนการสูง  ปัญหาที่เกิดขึ้นส่วนใหญ่เกี่ยวเนื่องกับการถ่ายเทมวลและความร้อนเมื่ อขยาย
กระบวนการผลิต โดยเฉพาะกระบวนที่เกิดจากความหนืดสูงเมื่อเซลล์หนาแน่นส่งผลเสียต่อค่าใช้จ่าย
ในกระบวนการกวนและการป้อนอากาศเข้าสู่ระบบมากขึ้น ส่งผลต่อค่าใช้จ่ายเพ่ิมขึ้นร้อยละ 20 ของ
กระบวนการผลิต จึงเป็นหนึ่ง ในเหตุผลของการพัฒนาถังปฏิกรณ์ชีวภาพเพ่ือการลดพลังงาน
ด าเนินการ (Nienow, 1990) ด้วยการออกแบบและพัฒนาถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ดังนั้น การน าถัง
ปฏิกรณ์แบบอากาศยกเพ่ือใช้ทดแทนถังปฏิกรณ์แบบกวนเนื่องจาก ควบคุมทางกลน้อยกว่าลดการใช้
พลังงาน, หลีกเลี่ยงใช้งานทางกลในการปั้นกวน ต้นทุนในกระบวนการต่ า นอกจากนี้ถังปฏิกรณ์แบบ
อากาศยกให้อัตราการถ่ายเทออกซิเจนมากกว่าถังกวน และแรงเฉือนต่อระบบต่ ากว่า ทั้งนี้จุดเริ่มต้น
ของถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่สามารถถ่ายเทออกซิเจนได้สูงคือ ถังปฏิกรณ์แบบฟองอากาศ (Bubble 
column) เป็นถังปฏิกรณ์ที่ใช้ในกระบวนทางวิศวกรรมชีวเคมีด้วยโครงสร้างไม่ซับซ้อนรวมถึงการเกิด
แรงเฉือนที่ต่ าประกอบกับใช้พลังงานน้อย เพ่ิมการหมุนวนของของเหลวภายในระบบ จึงเป็นด้วย
เหตุผลข้างต้นจึงมีการคิดค้นถังปฏิกรณ์อากาศยกรูปแบบต่างๆ ยกตัวอย่างเช่น รูปแบบท่อกลวง แผ่น
กั้น เป็นต้น ได้รับการพัฒนามาจากถังปฏิกรณ์แบบฟองอากาศ  โดยอาศัยหลักการหมุนเวียนภายใน
ของของเหลวเกิดจากแรงดันที่เกิดจากเส้นทางต่างกันระหว่างของเหลวในทิศทางน้ าขาขึ้นและลง 
แม้ว่าถังปฏิกรณ์แบบอากาศหมุนวนจะมีข้อดีในด้านการถ่ายเทมวล แต่ยังคงประสิทธิภาพน้อยกว่าถัง
ปฏิกรณ์แบบฟองอากาศ (Bubble column) ดังนั้น จึงมีการพัฒนาและปรับปรุงถังปฏิกรณ์แบบ
อากาศยกโดยเฉพาะกับกระบวนการหมักของจุลินทรีย์ถือว่าการถ่ายเทอากาศเป็นสิ่งส าคัญและ
จ าเป็น ในกรณีที่เซลล์ต้องอาศัยอากาศในการสร้างพลังงาน (Aerobic fermentation) โดยสภาวะที่
มีผลต่อการถ่ายเทอากาศภายในระบบยกตัวอย่างได้เช่น อัตราส่วนพ้ืนที่อากาศขึ้นและลง  อัตราการ
ป้อนอากาศ รูปแบบและลักษณะของถังปฏิกรณแ์ละขนาดฟองอากาศและจ านวนฟองอากาศ เป็นต้น 
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ซึ่งจะมีผลโดยตรงต่อการถ่ายเทมวลและออกซิเจนภายในระบบ  นอกจากนี้ได้มีงานวิจัยหลากหลาย
ศึกษาสภาวะต่างๆในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ยกตัวอย่าง  

 

งานวิจัยเปรียบเทียบถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศยกและแบบฟองอากาศของ Ostergaard., (1966) 
จากการศึกษาถังปฏิกรณ์แบบอากาศยก 4 ท่อกลวงในการเพาะเลี้ยง Baker’s yeast พบว่าจ านวน
ฟองอากาศในถังปฏิกรณ์แบบอากาศยกมากขึ้น 50 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกับถังปฏิกรณ์แบบพ่น
อากาศร่วมถึงสัมประสิทธิ์การถ่ายเทมวลเพ่ิมขึ้นในผลลัพธ์เดียวกับข้างต้น นอกจากนี้งานวิจัยของ 
Kim et al., 1977 พบว่าการถ่ายเทอากาศถือเป็นส่วนส าคัญเป็นอย่างมากต่อระบบถังปฏิกรณ์
ชีวภาพในกระบวนการหมักที่มีจุลินทรีย์ที่จะต้องใช้ออกซิเจนในการเจริญเติบโตและการผลิต
ผลิตภัณฑ์ สัมประสิทธิ์ปริมาณการการถ่ายเทมวล (kL) คือ ตัวแปรที่ใช้ในการตรวจวัดประสิทธิภาพ
ของการถ่ายเทของออกซิเจน ทั้งนี้ค่าของ kL ขึ้นอยู่กับพ้ืนที่สัมผัสของฟองอากาศ ลักษณะทาง
กายภาพของของเหลว ขนาดฟองอากาศและจ านวนฟองอากาศภายในถังปฏิกรณ์ซึ่งมีผลต่อ
ประสิทธิภาพของการถ่ายเทของมวล  

งานวิจัยของ Kim et al., (1977) ศึกษาการลักษณะฟองอากาศและการถ่ายเทมวลในถังปฏิกรณ์แบบ
อากาศยกขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางท่อกลวง ก าหนดถังปฏิกรณ์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 29 เซนติเมตร 
และความสูง 300 เซนติเมตร 4 ท่อกลวง ตรวจวัดลักษณะของขนาดฟองอากาศ จ านวนฟองอากาศ 
อากาศภายในระบบ (Gas holdup) สัมประสิทธิ์ปริมาณการถ่ายเทมวล ภายใต้อัตราการป้อนอากาศ
ที่ต่างกัน พบว่า อัตราการป้อนอากาศไม่มีผลต่อขนาดของฟองอากาศ แต่ เมื่อท าการเปรียบเทียบ
รูปแบบของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ พบว่า ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศยก (Airlift reactor) มีอากาศ
ภายในระบบและสัมประสิทธิ์การถ่ายมากกว่าถังปฏิกรณ์แบบพ่นอากาศ (Bubble column) และถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศยกหมุนวนภายในมีประสิทธิภาพที่สูงกว่า  

จากงานวิจัยของ Tung et al., 2000 ท าการเปรียบเทียบระหว่างถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพ่นอากาศ 
(Bubble column) และถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศยก (Airlift reactor) พบว่าขนาดฟองอากาศ
เฉลี่ยของถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศยกขนาดเล็กกว่าถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบฟองอากาศภายใต้
ความเร็วการป้อนอากาศ (Usg) เดียวกัน นอกจากนี้จ านวนฟองอากาศเพ่ิมมากขึ้นเมื่อเพ่ิมอัตราการ
ป้อนอากาศขึ้นในทั้งสองถังปฏิกรณ์และถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศยกจะให้จ านวนฟองอากาศที่
มากกว่าถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบฟองอากาศภายใต้อัตราการป้อนอากาศเดียวกัน ทั้งนี้ท่อกลวงภายใน
หรือแผ่นกั้นของถังปฏิกรณ์อากาศยกมีผลต่อการเพ่ิมของจ านวนฟองอากาศ  และปริมาณก๊าซภายใน
ระบบ (Gas holdup) มีความเชื่อมโยงกับอัตราการป้อนอากาศ จากการทดลองพบว่า การเพ่ิมอัตรา
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การป้อนอากาศส่งผลให้ปริมาณก๊าซภายในถังปฏิกรณ์เพ่ิมขึ้นทั้งถังปฏิกรณ์ แต่รูปแบบท่อกลวง
ภายในให้ปริมาณก๊าซภายในถังมากกว่าถังปฏิกรณ์แบบฟองอากาศ ถึงร้อยละ 67 ในส่วนของ
สัมประสิทธิ์การถ่ายเทมวล (Volumetric mass transfer coefficient) พบว่า สัมประสิทธิ์การ
ถ่ายเทมวลขึ้นอยู่กับอัตราการป้อนอากาศทั้งในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศยกและฟองอากาศ แต่
สัมประสิทธิ์การถ่ายเทมวลของถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศยกมากกว่าถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
ฟองอากาศภายใต้อัตราการป้อนอากาศเดียวกัน เนื่องจากจ านวนฟองอากาศภายในระบบของถัง
ปฏิกรณช์ีวภาพแบบอากาศยกมากกว่าแบบฟองอากาศ  
 
ทั้งนี้หลากหลายงานวิจัยสนับสนุนการใช้ถังปฏิกรณ์แบบอากาศยกเห็นได้ชัดเจนงานวิจัยของ  
Zhong-Ce et al., 2011 พบว่า ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศยกระบบภายในเคลื่อนที่โดยอาศัย
สัดส่วนพ้ืนที่ป้อนอากาศและไม่ป้อนอากาศ (Ar/Ad) ภายในถังปฏิกรณ์ เมื่อฟองอากาศเคลื่อนที่
สัมผัสระหว่างของเหลวจะก่อให้เกิดความแตกต่างของความดันท าของเหลวเกิดการเคลื่อนที่และหมุน
วน ข้อดีของการใช้ถังปฏิกรณ์ชนิดนี้ ยกตัวอย่างเช่น การถ่ายเทมวลและความร้อนได้สูง ผลของแรง
เฉือนที่ต่ า ใช้พลังงานที่ต่ า การควบคุมที่น้อย และต้นทุนในการควบคุมน้อย ยกตัวอย่างการ
ประยุกต์ใช้ลักษณะการท างานของถังปฏิกรณ์ชนิดนี้ เช่น กระบวนการหมัก ปฏิกิริยาชีวภาพ และการ
บ าบัดน้ าเสียทางชีวภาพ (Kang et al., 2000; Klein et al., 2002; Sikula et al., 2007; Zheng et 
al., 2005, 2001)   
  
ปัจจัยของอัตราการป้อนอากาศต่อการผลิต DHA ยกตัวอย่างเช่น งานวิจัยของ (Maryam. et al., 
2003) ศึกษาผลของอัตราการป้อนอากาศ พบว่า เซลล์และ COD สูงสุดเมื่ออัตราการป้อนอากาศ
เท่ากับ 7.5 ถึง 8 vvm และเริ่มลดลงเมื่อเพ่ิมอัตราการป้อนอากาศตามล าดับ โดยระยะเริ่มต้นเซลล์
เกิดการเจริญเติบโตจนกระทั้งก่อนเกิดการไหลแบบ Churn – turbulent ท าให้เซลล์และ COD 
ลดลง ซึ่งก่อให้เกิดแรงเฉือนเพ่ิมขึ้นและเกิดการเติมสารป้องกันโฟมมากขึ้น เนื่องจากผลจากสัมประ
สิทธิการถ่ายเทมวลมีค่าลดลง  
 
ในส่วนของถังปฏิกรณ์อากาศยกชนิดแบบแผ่นกั้นในงานวิจัยเพาะเลี้ยงสาหร่ายเพ่ือเป็นแนวทางการ
ประยุกต์ใช้ในการผลิต DHA ในงานวิจัยของ Issarapayup et al. (2009) ศึกษาประสิทธิภาพของถัง
ปฏิกรณ์อากาศยกแบบแผ่นกั้น ด้วยก าหนดปัจจัยอัตราการป้อนอากาศ อยู่ในช่วง 0.2 0.4 และ 0.8 
เซนติเมตร/วินาที พบว่า อัตราการป้อนอากาศ เท่ากับ 0.4 เซนติเมตร/วินาที ส่งผลให้ความหนาแน่น
และอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์สูงสุด ซึ่งแม้ว่าการเพ่ิมอัตราการป้อนอากาศสูงขึ้นจะเพ่ิม
การถ่ายเทมวลและสัมผัสออกซิเจนของเซลล์มากขึ้นแต่ส่งผลให้การเจริญเติบโตเนื่องจากแรงเฉือน
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ของระบบที่เพ่ิมขึ้นเมื่ออัตราการป้อนอากาศสูงขึ้น (Gudin & Chaumont, 1991; Hata et al., 
2001)  
 
ส าหรับการออกแบบการพ้ืนที่ป้อนอากาศ ยกตัวอย่างเช่น งานวิจัย (Issarapayup et al., 2009) 
ศึกษาประสิทธิภาพของถังปฏิกรณ์อากาศยกแบบแผ่นกั้น โดยศึกษาทิศทางการไหลเวียนของอาหาร
เลี้ยงเชื้อในถังปฏิกรณ์ (Ar/Ad) พบว่าเป็นวิธีการหนึ่งในระบบที่มีการไหลของทิศทางอากาศและ
ของเหลวในทิศทางข้ึนและลงก าหนดทิศทางการไหลผ่านพ้ืนที่แผ่นกั้นในถังลักษณะสีเหลี่ยมพ้ืนผ้าวาง
ขวางในทิศทางตามความยาวของถังปฏิกรณ์และก าหนดสัดส่วนของพ้ืนที่หน้าตัด (Ar/Ad) เท่ากับ 0.4 
ถึง 3  เมื่อท าการเปรียบเทียบกับถังปฏิกรณ์แบบพ่นอากาศในปริมาตรเท่ากัน 17 ลิตร ก าหนดอัตรา
การป้อนอากาศ 0.4 เซนติเมตร/วินาที  เช่นเดียวงานวิจัยของ Kaewpintong et al (2006)  จาก
การศึกษาพบว่า ความหนาแน่นของเซลล์ เท่ากับ 4.1 × 105 เซลล์/มิลลิลิตรและอัตราการ
เจริญเติบโตจ าเจาะ 0.52  วัน -1 ในถังปฏิกรณ์อากาศยกแบบแผ่นกั้นที่สัดส่วน (Ar/Ad) เท่ากับ 0.4 
และมีค่าความหนาแน่นเซลล์และอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะลดลง เมื่อ (Ar/Ad) เพ่ิมขึ้น และพบว่า
ถังปฏิกรณ์แบบพ่นอากาศ (ตัวแปรควบคุม) มีค่าความหนาแน่นและอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ
น้อยที่สุด ค่า (Ar/Ad) ที่น้อยที่สุด เท่ากับ 0.4 แสดงให้เห็นว่า พ้ืนป้อนอากาศ (Ad) น้อยท าให้
ความเร็วในทิศขาขึ้นของระบบมากขึ้นส่งผลให้เซลล์เกิดการเคลื่อนที่และสัมผัสกับอากาศได้ดี ดังนั้น
การเจริญเติบโตของเซลล์ได้ดีเมื่อสัดส่วนพื้นที่ทิศน้ าลงต่อทิศน้ าขึ้นน้อยที่สุด  
 
ส าหรับสัดส่วนการออกแบบถังปฏิกรณ์มีผลต่อการผลิตผลิตภัณฑ์พบในจากงานวิจัยของ Maryam. 
et al., (2003) ท าการศึกษาถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพ่นอากาศ  (Bubble column)  การออกแบบ
ขนาด L/D ความสูงต่อเส้นผ่านศูนย์กลางของถังปฏิกรณ์ มีผลต่อค่าใช้จ่าย คุณสมบัติไฮโดรไดนามิค 
อัตราการเกิดปฏิกิริยา ปริมาตรถังปฏิกรณ์ที่ใช้ ความเข้มข้นของเซลล์และ COD ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
แบบฟองอากาศ โดยก าหนดอัตราการป้อนอากาศที่แตกต่างกันและความสูงที่แตกต่างกัน พบว่า L/D 
เพ่ิมข้ึนจะลด gas hold ที่อัตราการป้อนอากาศ 4.5 vvm  เซลล์เพ่ิมขึ้นร้อยละ 28 และเมื่อเพ่ิม L/D 
จาก 2.5 เป็น 4.7  ที่อัตราการป้อนอากาศ 7.5 vvm พบว่า เซลล์ไม่มีการเปลี่ยนแปลงเมื่อเพ่ิมความ
สูงของอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยทั่วไป การเพ่ิม L/D จะท าให้ Gas Holdup ลดลง มีผลให้การลด
สัมประสิทธิ์การถ่ายเทมวลเช่นกัน โดยการเพ่ิมความเร็วอากาศเป็นผลดีของ gas holdup และ
สัมประสิทธิ์การถ่ายเท มีผลให้เซลล์ในแง่การผลิตภัณฑ์และการถ่ายเทมวล ทั้งนี้สภาวะถังปฏิกรณ์
ชีวภาพต่างๆสรุปได้ดังตารางที่ 2.14 
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ตารางท่ี 2.14 งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการผลิต DHA ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบต่างๆ 
 

Reactor Condition Reference  

Stirred  tank G. oxydans  DSM 2003 Wei (2007a) 
1.5 vvm  30 C 30 h 600 rpm  

Batch  

Pichia ZJB 0009 Liu et al., (2008) 
0.8 vvm 29.6 C 48.8 h 300 rpm  

Batch  
G. frateurii CGMCC 5397 Yu-Peng, (2013) 

1.5 vvm 30 C 48 h 350 rpm  

Fed Batch  
G. oxydans DSM 2003 Wei (2007a ) 

1.5 vvm 30 C 30 h 600 rpm  

Batch   
Airlift G. oxydans ZJB09113 Hu et al., (2011) 
 1.5 vvm30 C 72 h   
 Inter loop  

 G. oxydans ZJB09112 Hu et al., (2010) 
 0.5 – 2.5 vvm 30 C 72 h  
 Bubble column  
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บทที่ 3  
วิธีการทดลองและการวิเคราะห์ 

 

3.1  จุลินทรีย์และการเตรียมหัวเชื้อ 
 
Gluconobacter oxydans PHD-59 ได้รับความอนุเคราะห์จากภาควิชาชีวเคมีและจุลชีววิทยา 
คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย หัวเชื้อบรรจุในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยมีองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง คือ  กลีเซอรอล 20 กรัม/ลิตร 
เปปโทน 10 กรัม/ลิตร กลูโคส 5 กรัม/ลิตร สารสกัดมันฝรั่ง 100 มิลลิลิตร/ลิตร และผงวุ้น 20 กรัม/
ลิตร (Kommanee et al., 2010) จากนั้นถ่ายหัวเชื้อสู่อาหารเหลวปริมาณ 30 มิลลิลิตร อาหารเลี้ยง
เชื้อเหลวมีองค์ประกอบเช่นเดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งแต่ไม่มีผงวุ้น อาหารเลี้ยงเชื้อได้ผ่านการฆ่า
เชื้อภายในหม้อนึ่งฆ่าเชื้อโรค (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
หลังจากนั้นน าไปบ่มในเครื่องเขย่า (115 รอบ/นาที) ที่ควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และพีเอช 
4  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 
3.2  การเตรียมของเสียจากอุตสาหกรรมเกษตร 
 
การทดลองนี้ใช้ของเสียจากอุตสาหกรรมการเกษตร ได้แก่ น้ าแช่ข้าวโพด จากบริษัทเฟรนชิฟคอน
สตีฟ จ ากัด น้ ากากผงชูรส จากบริษัทอายิโน๊ะโม๊ะโต๊ะ (ประเทศไทย) จ ากัด และเปลือกถั่วเหลืองซึ่ง
ซ้ือจากเกษตรกรจังหวัดสุพรรณบุรี น าน้ าแช่ข้าวโพดและน้ ากากผงชูรสมาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 2,000 
รอบ/นาที เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นแยกส่วนของเหลวใสด้านบนออกจากกากของแข็ง แล้วน า
ของเหลวใสไปเก็บรักษาไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในส่วนของการเตรียมน้ าย่อยกากถั่ว
เหลืองได้ด าเนินการตามวิธีการของ Al-Bahri et al (2009) เริ่มจากน าถั่วเหลืองไปแช่ในสารละลาย
กรด HCl (1 M) ในอัตราส่วนน้ าหนักของถั่วเหลือต่อกรดเท่ากับ 1:6 ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 20 ชั่วโมง จากนั้นกรองของแข็งออกจากของเหลว ปรับค่าพีเอชส่วนของเหลวให้เป็นกลาง
โดยเติม  2 M NaOH จากนั้นน าไปเก็บในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือคงคุณภาพ น า
ตัวอย่างของเหลวทั้ง 3 ชนิด ไปส่งวิเคราะห์เพ่ือหาองค์ประกอบ CHN ที่ห้องปฏิบัติการวิจัยและ
ทดสอบอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย พบว่า ความเข้มข้นไนโตรเจนของน้ าแช่
ข้าวโพด เท่ากับร้อยละ 4.28 น้ ากากผงชูรส เท่ากับร้อยละ 5.87 และน้ าย่อยเปลือกถั่วเหลือง เท่ากับ
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ร้อยละ 3.2 โดยน้ าหนัก ซึ่งเทียบกับความเข้มข้นของไนโตรเจนในหน่วยกรัม/ลิตรเท่ากับ 42.8  58.7
และ 32 ตามล าดับ  
 
3.3  ความเข้มข้นกลีเซอรอลที่เหมาะสม 
 
การทดลองในส่วนนี้ศึกษาความเข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอลที่เหมาะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ 
G. oxydans เริ่มจากการเตรียมหัวเชื้อปริมาตร 3 มิลลิลิตร จากหัวข้อ 3.1 ถ่ายเชื้อสู่อาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลวปริมาตร 27 มิลลิลิตร  ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่ได้ผ่านการฆ่าเชื้อในหม้อนึ่ง 
องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อใช้ตามข้อมูลในงานวิจัยของ Kommanee (2010) ก าหนดความ
เข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอลในช่วงระหว่าง 20 ถึง 120 กรัม/ลิตร ควบคุมสภาวะการทดลองภายใต้
ความเร็วรอบเหวี่ยง 115 รอบ/นาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และพีเอช 4.5 โดยเติม 2 M NaOH  
ท าการเก็บตัวอย่างครั้งละ 1 มิลลิลิตร ทุก 6 ชั่วโมง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง วิเคราะห์ความเข้มข้น
โปรตีน DHA และกลีเซอรอล 
 
3.4  ชนิดของแห่งไนโตรเจนจากอุตสาหกรรมการเกษตร 
 
การทดลองในส่วนนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือหาความเป็นไปได้ของการใช้แหล่งไนโตรเจนจากอุตสาหกรรม
เกษตรเพ่ือทดแทนสารสกัดยีสต์และเปปโตน ท าการถ่ายหัวเชื้อปริมาตร 3 มิลลิลิตร จากหัวข้อ 3.1 
ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 27 มิลลิลิตร ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว 
ก าหนดความเข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอลจากผลการทดลอง ในหัวข้อ 3.3 ท าการควบคุมอุณหภูมิที่ 
30 องศาเซลเซียส และควบคุมค่าพีเอช เท่ากับ 4.5 ด้วย 2 M NaOH การทดลองประกอบด้วยชุด
อาหารเลี้ยงเชื้อควบคุม (C) ซึ่งมีแหล่งไนโตรเจนเป็นเปปโตนและสารสกัดยีสต์ ในส่วนชุดทดลองได้
เติมแหล่งไนโตรเจนจากอุตสาหกรรมการเกษตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยชุดควบคุม T1 เติมน้ าแช่
ข้าวโพด ปริมาตร 1.44 มิลลิลิตร ชุดควบคุม T2 เติมน้ ากากผงชูรส ปริมาตร 1.48 มิลลิลิตร และชุด
ควบคุม T3 เติมน้ าย่อยเปลือกถั่วเหลือง ปริมาตร 1.92 มิลลิลิตร และก าหนดให้ความเข้มข้นของ
ไนโตรเจนทั้งหมดในอาหารเลี้ยงเชื้อมีค่าเท่ากับ 2.05 กรัม/ลิตร ในส่วนของชุดทดลอง T4 T5 และ 
T6 ใช้แหล่งไนโตรเจนจากอุตสาหกรรมเกษตรเหมือนกับชุดทดลอง T1 T2 และ T3  แต่ไม่มีการเติม
กลีเซอรอล  ตารางที่ 3.1 สรุปรายละเอียดของชุดควบคุมและชุดทดลอง ท าการเก็บตัวอย่างทุก 6 
ชั่วโมง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง และน าไปวิเคราะห์หาความเข้มข้นของโปรตีน DHA และกลีเซอรอล 
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ตารางท่ี 3 1 รายละเอียดของชุดควบคุมและชุดทดลองในการศึกษาการเลือกใช้แหล่งไนโตรเจนจาก
อุตสาหกรรมเกษตรส าหรับเพาะเลี้ยงเชื้อ G. oxydans เพ่ือผลิต DHA 
 

ชุดการทดลอง 
องค์ประกอบอาหารเลี้ยงเชื้อ 

กลีเซอรอล แหล่งไนโตรเจน อ่ืนๆ 

C หัวข้อ 3.3 เปปโตน และ สารสกัดยีสต์ Kommanee (2010) 
T1 หัวข้อ 3.3 น้ าแช่ข้าวโพด Kommanee (2010) 
T2 หัวข้อ 3.3 น้ ากากผงชูรส Kommanee (2010) 
T3 หัวข้อ 3.3 น้ าย่อยเปลือกถ่ัวเหลือง Kommanee (2010) 
T4 - น้ าแช่ข้าวโพด Kommanee (2010) 
T5 - น้ ากากผงชูรส Kommanee (2010) 
T6 - น้ าย่อยเปลือกถ่ัวเหลือง Kommanee (2010) 

 

3.5 ความเข้มข้นของไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ  
 

หลังจากเลือกแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมจากการทดลองหัวข้อ 3.4 จึงท าการศึกษาหาความเข้มข้น
ของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมท่ีให้การเจริญเติบโตของเซลล์และการผลิต DHA สูงสุด ท าการถ่ายหัว
เชื้อปริมาตร 3 มิลลิลิตร จากหัวข้อ 3.1 ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลวปริมาตร 27 มิลลิลิตร ที่ผ่านการฆ่าเชื้อมาแล้ว ก าหนดความเข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอลจาก
การทดลองในหัวข้อที่ 3.3 ท าการทดลองภายใต้สภาวะอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสและควบคุมค่าพี
เอชเท่ากับ 4.5 ด้วย 2 M NaOH การทดลองประกอบด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ 4 ชุดการทดลอง คือ T1 
T2 T3 และ T4 ซึ่งมีความเข้มข้นของไนโตรเจนจากของเสียเท่ากับ 0.51  1.025 4.1 และ 8.2 กรัม
ไนโตรเจน/ลิตร ขณะที่ชุดควบคุมมีความเข้มข้นของไนโตรเจนเท่า 2.05 กรัมไนโตรเจน/ลิตร ซึ่ง
เท่ากับความเข้มข้นในอาหารเลี้ยงเชื้อมาตรฐาน ท าการเก็บตัวอย่างทุก 6 ชั่วโมง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
จากนั้นน าตัวอย่างไปวิเคราะห์หาความเข้มข้นของโปรตีน DHA และกลีเซอรอล 
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3.6 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
 
ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศยกแบบหมุนวนภายใน (Internal-loop airlift bioreactor: IAB) มี
ลักษณะเป็นท่อกลวงทรงกระบอกซ้อนกัน 2 ชั้น โดยทรงกระบอกด้านนอกมีเส้นผ่านศูนย์กลางด้าน
ใน 20 เซนติเมตร  ความหนา 0.5 เซนติเมตรและสูง 135 เซนติเมตร ขณะที่ทรงกระบอกด้านในมี
เส้นผ่านศูนย์กลาง 10 เซนติเมตร ความหนา 0.5 เซนติเมตรและสูง 90 เซนติเมตร ถังปฏิกรณ์ท าจาก
อะคริลิคใสและมีปริมาตรใช้งาน 32 ลิตร ถังปฏิกรณ์ชีวภาพสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ส่วนคือ ส่วน
ให้อากาศ (Riser) และส่วนไม่ให้อากาศ (Downcomer) อากาศที่ป้อนเข้าสู่ถังปฏิกรณ์ชีวภาพจะผ่าน
กระดาษกรองที่มีรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร และกระจายออกจากบริเวณส่วนฐานของถังปฏิกรณ์
ชีวภาพด้วยหัวทราย ภาพที่ 3.1 แสดงภาพจ าลองของ IAB  
 

 

รูปที่ 3.1 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศยกแบบหมุนวนภายใน (Internal-loop airlift bioreactor: 
IAB) Ar/Ad เท่ากับ 1:1 (ไม่ตรงตามอัตราส่วน) 
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ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบฟองอากาศ (Bubble column bioreactor: BC) สร้างจากอะคริลิคใส และมี
ปริมาตรใช้งาน 32 ลิตร BC มีเส้นผ่านศูนย์กลางด้านในของถังปฏิกรณ์ 20 เซนติเมตร ความหนา 0.5 
เซนติเมตรและสูง 135 เซนติเมตร ท าการป้อนอากาศเข้าสู่ถังปฏิกรณ์ชีวภาพผ่านตัวกรองฆ่าเชื้อ
ขนาด 0.45 ไมโครเมตร และกระจายอากาศด้วยหัวทรายบริเวณส่วนฐานของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
ส่วนบนของถังปฏิกรณ์ชีวภาพติดตั้งมอเตอร์และใบพัดท าลายโฟมที่อาจเกิดขึ้นระหว่างการเพราะ
เลี้ยงเซลล์ ภาพที่ 3.2 แสดงภาพจ าลองของ BC  

 

 

รูปที่ 3.2 ถังปฏิกรณ์แบบฟองอากาศ (Bubble column bioreactor: BC) (ไม่ตรงตามอัตราส่วน) 
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ถังปฏิกรณ์ชีวภาพอากาศยกแบบแผ่นกั้น (Flat-panel airlift bioreactor: FAB) สร้างจากอะคริลิค
ใส ถังปฏิกรณ์ชีวภาพประกอบด้วยแผ่นอะคริลิคใส ความสูง 50 เซนติเมตร ความยาว 55 เซนติเมตร 
ความหนา 0.5 เซนติเมตร โดยความกว้างของถังปฏิกรณ์เท่ากับ 20 เซนติเมตร ภายในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพกั้นด้วยแผ่นอะคริลิคสี่เหลี่ยมผืนผ้า ความสูง 30 เซนติเมตร ยาว 55 เซนติเมตร หนา 0.5 
เซนติเมตร ส่วนฐานโค้งห่างจากแผ่นกั้น 5 เซนติเมตร ปริมาตรใช้งาน 32 ลิตร FAB แบ่งได้เป็นสอง
ส่วนคือ ส่วนให้อากาศ (Riser) และส่วนไม่ให้อากาศ (Downcomer) ท าการกระจายอากาศด้วยหัว
ทรายที่มีลักษณะเป็นแถบยาวตามแนวความยาวของถังปฏิกรณ์ โดยอากาศจะผ่านกระดาษกรอง
ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ภาพที่ 3.3 แสดงภาพจ าลองของ FAB 

 

รูปที่ 3 3 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพอากาศยกแบบแผ่นกั้น (Flat-panel airlift bioreactor: FAB) 
Ar/Ad เท่ากับ 1:1 (ไม่ตรงตามอัตราส่วน) 
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3.7 การเลือกถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 

 

ในส่วนนี้จะท าการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการใช้งานของถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่ได้อธิบายในหัวข้อ 3.6 
เริ่มจากเตรียมหัวเชื้อตามวิธีการในหัวข้อ 3.1 จากนั้นถ่ายหัวเชื้อลงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถังกวน
ขนาด 4 ลิตร (ปริมาตรใช้งาน 3 ลิตร จ านวน 3 ใบ) และเพาะเลี้ยงเชื้อแบบกะ จากนั้นถ่ายของเหลว
จากถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกวนลงใน IAB FAB และ BC อย่างละ 3 ลิตรต่อถังฏิกรณ์ชีวภาพ โดย
ความเข้มข้นเริ่มต้นของเซลล์ 10 กรัม/ลิตร จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีของเสียจากอุตสาหกรรม
เกษตร (ผลการทดลองจากส่วนที่ 3.3 3.4 และ 3.5) จนปริมาตรทั้งหมด 32 ลิตร ด าเนินการทดลอง
ภายใต้อุณหภูมิห้อง ค่าพีเอช 4.5 อัตราส่วน Ar/Ad เท่ากับ 1:1 และความเร็วอากาศ (Superficial 
velocity) เท่ากับ 0.1 เซนติเมตร/วินาที ท าการเก็บตัวอย่างปริมาตร 5 มิลลิลิตร ทุก 6 หรือ 12 
ชั่วโมง เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นน าตัวอย่างไปวิเคราะห์หาความเข้มข้นของ DHA กลีเซอรอล และ
โปรตีน 

 

3.8 สภาวะท่ีเหมาะสมของถังปฏิกรณ์ 

 

หลังจากเลือกถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่เหมาะสมจากหัวข้อที่ 3.7 ต่อมาจึงหาสภาวะที่เหมาะสมของการ
ออกแบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพ โดยก าหนด 2 แปรที่จะท าการศึกษาคือ ความเร็วการป้อนอากาศและ
สัดส่วนพ้ืนที่ระหว่างRiser และ Downcomer (Ar/Ad) เริ่มจากเตรียมหัวเชื้อความเข้มข้น 10 กรัม/
ลิตร ปริมาตร 3 ลิตร ถ่ายลงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ (ผลการทดลองส่วนที่ 3.3 ถึง 
3.5) ปริมาตร 29 ลิตร ท าการแปรค่าอัตราการให้อากาศ ระหว่าง 0.015 ถึง 0.078 vvm หรือคิดเป็น
ความเร็วอากาศ (Superficial velocity) ระหว่าง 0.1 ถึง 0.53 เซนติเมตร/วินาที ด าเนินการทดลอง
ภายใต้อุณหภูมิห้อง ค่าพีเอช 4.5  เก็บตัวอย่างปริมาตร 5 มิลลิลิตร ทุกๆ 6 หรือ 12 ชั่วโมง เป็นเวลา 
72 ชั่วโมง จากนั้นน าตัวอย่างไปการวิเคราะห์ความเข้มข้นของ DHA กลีเซอรอล และโปรตีน ค่าอัตรา
การให้อากาศที่เหมาะสมจะพิจารณาจากความเข้มข้นของ DHA อัตราการผลิต DHA และอัตราการ
เจริญเติบโตของเซลล์เป็นหลัก ในส่วนของอัตราส่วน Ar/Ad จะท าการแปรค่าอัตราส่วนในช่วงระหว่าง 
3:1 ถึง 1:1 โดยควบคุมอัตราการให้อากาศตามผลการทดลองก่อนหน้านี้ ชนิดของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
ตามผลการทดลองในส่วนที่ 3.7 และอาหารเลี้ยงเชื้อตามผลการทดลองในส่วนที่ 3.3 ถึง 3.5 
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3.9 ตรวจสอบและวิเคราะห์ผล 

 
น าตัวอย่างเซลล์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลล์ออกจากของเหลวที่ความเร็วรอบ 
2,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน าของเหลวใสด้านบนไปวิเคราะห์กลีเซอรอล โปรตีน 
และ DHA  ตามล าดับ การวัดความเข้มข้นของกลีเซอรอลสามารถอ้างอิงด้วยวิธีการไตเตรทตาม
มาตรฐาน ASTM D7637-2010 การวัดความเข้มข้นของ DHA ใช้วิธีไดฟีนีลามีนโดยตรวจวัดการ
ดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 615 นาโนเมตร (Karklinya et al., 
1985) ในส่วนการวัดปริมาณโปรตีนสามารถอ้างอิงได้จากวิธีของ Lowry (1951) โดยตรวจวัดการ
ดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร นอกจากนี้ได้ท าการ
ทดสอบข้อมูลเชิงสถิติวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (one-way ANOVA) และการทดสอบ HSD 
ของทูกีย์ ระดับนัยส าคัญ 0.05 (Montgomery and George, 2003) 

 
3.10 ค านวณค่าทางจลศาสตร์  
 

ท าการค านวณอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะสูงสุด (µmax) จากข้อมูลความเข้มข้นโปรตีน โดยใช้
สมการที่ 3.1 
 

µmax = (lnN1-InN2)/(t1-t2)   (สมการที่ 3.1) 
เมื่อ  N1 และ N2 คือความเข้มข้นโปรตีนของเซลล์ในระหว่างช่วงเวลา t1 และ t2 ของการ
เจริญเติบโตแบบ exponential phase   
 
ผลได้ของการเปลี่ยนกลีเซอรอลเป็นโปรตีน (YPt/s) และ DHA (YDHA/s)  ตามสมการที่ 3.2 และ 3.3 
ตามล าดับ 

YPt/S   = -ΔPProtein/ΔS    (สมการที่ 3.2) 
YDHA/S = -ΔDHA/ΔS    (สมการที่ 3.3) 
 

เมื่อ  ΔS  คือ ความเข้มข้นของกลีเซอรอลที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเชื้อ (กรมั/ลิตร) 

ΔPprotein  คือ ความเข้มข้นของโปรตีนในระหว่างการเพาะเลี้ยงเชื้อ (กรัม/ลิตร) 

ΔDHA  คือ ความเข้มข้น DHA ที่เกิดขึ้นระหว่างการเพาะเลี้ยงเชื้อ (กรัม/ลิตร) 
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บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิเคราะห์ผลการทดลอง 

 
4.1 ความเข้มข้นกลีเซอรอลที่เหมาะสม 
 

การทดลองนี้ต้องการศึกษาถึงความเข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอลที่เหมาะสมในอาหารเลี้ยง
เชื้อจุลินทรีย์ G. oxydans ซ่ึงด าเนนิการเพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพู่ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรมาตรฐานที่
อ้างอิงจากรายงานของ Kommanee (2010)  ระหว่างการทดลองสามารถควบคุมอุณหภูมิได้ที่ 30 
องศาเซลเซียส และพีเอช 4.5 ซึ่งเป็นสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์  จากรูปที่ 
4.1A ซ่ึงแสดงข้อมูลความเข้มข้นของโปรตีนในระหว่างการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ G. oxydans แบบกะ
ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรมาตรฐาน พบว่าจุลินทรีย์มีรูปแบบของการเจริญเติบโตของที่คล้ายคลึงกันใน
แต่ละความเข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอลที่ใช้ทดสอบ โดยเกิด Lag phase ประมาณ 6 ชั่วโมง ตาม
ด้วย Exponential phase ที่จุลินทรีย์เจริญเติบโตอย่างรวดเร็วเป็นเวลาประมาณ 18 ถึง 24 ชั่วโมง 
ก่อนเข้าสู่ Stationary phase ที่จุลินทรีย์มีอัตราการเจริญเติบโตคงที่ การค านวณค่าอัตราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะสูงสุด (µmax) ในระยะ Exponential phase พบว่ามีค่าเท่ากับ 0.82  0.39  0.54  
0.84  0.45 และ 0.55 ชั่วโมง-1 เมื่อก าหนดความเข้มข้นเริ่มต้นของกลเีซอรอลเริ่มเท่ากับ 20  40  60  
80 100 และ 120 กรัม/ลิตร ตามล าดับ  ส าหรับความเข้มข้นเฉลี่ยของโปรตีนในช่วง Stationary 
phase มีค่าเท่ากับ 1.08 ± 0.03  1.12 ± 0.14  1.44 ± 0.03  1.97 ± 0.04  1.84 ± 0.05 และ 
1.28 ± 0.12 กรัม/ลิตร เมื่อปรับความเข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอลเป็น 20  40  60  80  100 และ 
120 กรัม/ลิตร ตามล าดับ  จากรูปที่ 4.1 ซึ่งแสดงข้อมูลความเข้มข้นของ DHA ที่จุลินทรีย์สามารถ
สังเคราะห์ขึ้นได้จะพบว่ามีรูปแบบไปในทิศทางเดียวกันกับการเจริญเติบโต โดยการสังเคราะห์ DHA 
เกิดขึ้นอย่างชัดเจนในช่วงที่มีการเจริญเติบโตสูง ผลการทดลองที่ได้รับเป็นสิ่งยืนยันว่า DHA เป็น
ผลิตภัณฑ์ปฐมภูมิ (Growth associated product) (Shuler และ Kargi, 1992; Wei et al., 2007)   
ความเข้มข้นเฉลี่ยของ DHA ในช่วง Stationary  phase มีค่าเท่ากับ 16.7 ± 1.01  29.3 ± 4.0  
42.7 ± 2.18   54.1 ± 2.88  51.1 ± 0.88 และ  25.82 ± 2.32 กรัม/ลิตร เมื่อก าหนดค่าความ
เข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอลเป็น 20  40  60  80  100 และ 120 กรัม/ลิตร ตามล าดับ ในส่วน
ความเข้มข้นของกลีเซอรอลที่เหลือเมื่อสิ้นสุดการทดลอง พบว่ามีค่าเท่ากับ  19.85 ± 5.36  11.34 ± 
5.36  21.91 ± 4.29  33.42 ± 9.84   26.01 ± 2.9 และ 44.3 ± 8.59 กรัม/ลิตร เมื่อก าหนดความ
เข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอลเป็น 20  40  60  80  100 และ 120 กรัม/ลิตร ตามล าดับ  จากข้อมูล
ในข้างต้นจึงสามารถค านวณผลได้ของการเปลี่ยนกลีเซอรอลเป็นโปรตีน (YPt/s)  ซึ่งอยู่ในช่วงระหว่าง
ร้อยละ 1.7 ถึง 6.3 และหากตั้งสมมติฐานให้โปรตีนมีสัดส่วนประมาณร้อยละ 50 ของน้ าหนักเซลล์
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แห้งทั้งหมด (Lee, 1992) จะท าให้ค่าผลได้ของการเปลี่ยนกลีเซอรอลเป็นชีวมวล (Yx/s) อยู่ในช่วง
ระหว่างร้อยละ 3.4 ถึง 13 ซึ่งมากกว่าข้อมูลในงานวิจัยของ Claret et al. (1992) ที่รายงานค่า Yx/s 
ระหว่างร้อยละ 2.6 ถึง 5.2  เมื่อใช้ความเข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอลเริ่มต้นระหว่าง 31 ถึง 129 
กรัม/ลิตร  ส าหรับค่าผลได้ของการเปลี่ยนกลีเซอรอลเป็น DHA  (YDHA/s) พบว่าอยู่ระหว่างร้อยละ 92 
ถึง 99 เมื่อใช้ความเข้มข้นของกลีเซอรอลเริ่มต้นตั้งแต่ 20 ถึง 80 กรัม/ลิตร แต่ค่า YDHA/s ลดลงอย่าง
มากเหลือเพียงร้อยละ 31 เมื่อความเข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอลเพ่ิมเป็น 120 กรัม/ลิตร  นอกจากนี้
คณะวิจัยโดย Claret et al. (1993) ยังพบการลดลงของ YDHA/s  จากร้อยละ 90  เหลือเพียงร้อยละ 
80  เมื่อความเข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอลมากกว่า 100 กรัม/ลิตร 
 
จากรูปที่ 4.2 ซ่ึงสรุปความเข้มข้นเฉลี่ยของโปรตีนและ DHA ในช่วง Stationary phase พบว่าความ
เข้มข้นของโปรตีนเพ่ิมขึ้นจาก 1.08 ± 0.03 ถึง 1.97 ± 0.04 กรัม/ลิตร เมื่อปรับเพ่ิมความเข้มข้น
เริ่มต้นของ กลีเซอรอลจาก 20 ถึง 80 กรัม/ลิตร ความเข้มข้นของโปรตีนมีแนวโน้มลดลงเมื่อความ
เข้มข้นเริ่มต้นของ     กลีเซอรอลมากกว่า 100 กรัม/ลิตร  ในกรณีของ DHA พบว่าความเข้มข้นเฉลี่ย
ในช่วง Stationary phase มีแนวโน้มคล้ายคลึงกับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ กล่าวคือเมื่อปรับ
เพ่ิมความเข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอลจาก 20 ถึง 80 กรัม/ลิตร จะพบว่าความเข้มข้นของ DHA มี
ค่ามากขึ้นจาก 16.7 ± 1.01 ถึง 54.1 ± 2.88 กรัม/ลิตร และจะเริ่มลดลงอย่างชัดเจนเมื่อความ
เข้มข้นของกลีเซอรอลมากกว่า 100 กรัม/ลิตร โดยความเข้มข้นของ DHA มีค่าเหลือเพียง 25.82 ± 
2.32 กรัม/ลิตร เมื่อก าหนดความเข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอลที่ 120 กรัม/ลิตร  ในส่วนของอัตรา
การผลิต DHA พบว่าอัตราการผลิตสูงสุดที่ 0.62 กรัม-DHA/กรัม-โปรตีน/ชั่วโมง เกิดขึ้นเมื่อใช้ความ
เข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอลเท่ากับ 80 กรัม/ลิตร  การปรับเพ่ิมความเข้มข้นของกลีเซอรอลใน
อาหารเลี้ยงเชื้อจาก 20 เป็น 80 กรัม/ลิตร เป็นการเพ่ิมปริมาณสารตั้งต้นที่จ าเป็นต่อจุลินทรีย์ ส่งผล
ให้การเจริญเติบโตและผลิต DHA ของจุลินทรีย์มีประสิทธิภาพสูงขึ้น ขณะที่การปรับเพ่ิมความเข้มข้น
ของกลีเซอรอลให้มากกว่า 100 กรัม/ลิตร ซึ่งส่งผลกระทบในทางลบต่อการเจิรญเติบโตและผลิต 
DHA อาจเป็นผลของกระบวนการยับยั้งโดยสารตั้งต้น (Substrate inhibition)  งานวิจัยในอดีตได้
รายงานถึงการยับยั้งการเจริญเติบโตและการผลิต DHA เมื่อความเข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอลมีค่า
มากกว่า 100 กรัม/ลิตร (Bauer et al., 2005; Claret et al., 1994; Yamada et al., 1979) 
นอกจากนี้งานวิจัยโดน Liu et al. (2013) ยังพบการลดลงของชีวมวลและความเข้มข้นของ DHA ใน
จุลินทรีย์ G. frateruii ที่เพาะเลี้ยงด้วยกลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลที่มีความเข้มข้น
มากกว่า 100 กรัม/ลิตร นอกจากนี้รายงานในอดีตได้กล่าวถึงการยับยั้งการเจริญเติบโตและการผลิต 
DHA ในจุลินทรีย์ G. oxydans โดยผลิตภัณฑ์ DHA ซึ่งเกิดขึ้นเมื่อ DHAH ความเข้มข้นมากกว่า 65 
ถึง 85 กรัม/ลิตร (Bauer et al., 2005l Claret et al., 1993) จากข้อมูลดังกล่าวจึงอาจกล่าวได้ว่า
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กลไกการยับยั้งโดยผลิตภัณฑ์ DHA ไม่มีผลกระทบในงานวิจัยนี้  ดังนั้นหากเลือกใช้ความเข้มข้นของ 
DHA อัตราการผลิต DHA และความเข้มข้นของโปรตีน เป็นเกณฑ์หลักเพ่ือคัดเลือกสภาวะเหมาะสม 
จะสามารถสรุปได้ว่าความเข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอลในอาหารเลี้ยงเชื้อควรมีค่าเท่ากับ  80 กรัม/
ลิตร เพราะสภาวะดังกล่าวให้ความเข้มข้น DHA และความเข้มข้นของโปรตีนสูงสุด  
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รูปที่ 4.1 ความเข้มข้นของโปรตีนและความเข้มข้นของ DHA ในการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ G. 
oxydans แบบกะโดยใช้ความเข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอลในอาหารเลี้ยงเชื้อตั้งแต่ 20 ถึง 120 
กรัม/ลิตร 
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รูปที่ 4 2 ความเข้มข้นเฉลี่ยของโปรตีนและ DHA ในช่วง Stationary phase ของการเพาะเลี้ยง
เชื้อจุลินทรีย์  G. oxydans แบบกะโดยใช้ความเข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอลในอาหารเลี้ยงเชื้อตั้งแต่ 
20 ถึง 120 กรัม/ลิตร 
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4.2 ชนิดของแหล่งไนโตรเจนจากของเสียอุตสาหกรรมเกษตร          
 

การทดลองนี้ศึกษาความเป็นไปได้ของการใช้ของเสียจากอุตสาหกรรมเกษตรเพ่ือเป็นแหล่งไนโตรเจน
ในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย์ G. oxydans โดยของเสียจากอุตสาหกรรมเกษตรที่เลือกใช้ในการทดลองนี้ 
ได้แก่ น้ าแช่ข้าวโพด น้ ากากผงชูรส และ น้ าย่อยกากถั่วเหลือง  ระหว่างการทดลองได้ควบคุม
อุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส และค่าพีเอช 4.5 ซึ่งเป็นสภาวะที่เหมาะสมกับแก่การเจริญเติบโตของ
จุลินทรีย์ G. oxydans จากรูปที่ 4.3A ซึ่งแสดงข้อมูลความเข้มข้นของโปรตีนระหว่างการเพาะเลี้ยง
จุลินทรีย์ G. oxydans แบบกะ ซึ่งพบว่าจุลินทรีย์ในชุดควบคุม (C) และชุดทดลอง T1 T2 และ T3 
ซึ่งมีการเติมกลีเซอรอล 80 กรัม/ลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ มีการเกิด Lag phase (1 – 6 ชั่วโมง) 
ตามด้วย Exponential phase (6 – 36 ชั่วโมง) และตามด้วย Stationary phase (36 – 48 ชั่วโมง) 
โดยความเข้มข้นสุดท้ายของโปรตีนจะแตกต่างกันทั้งนี้ขึ้นกับประเภทของเสียที่ใช้เป็นแหล่งไนโตรเจน  
ในส่วนของการสังเคราะห์ DHA นั้นพบว่าเกิดขึ้นอย่างชัดเจนในช่วง Exponential phase ซึ่งผลการ
ทดลองที่ได้รับเป็นการยืนยันอีกครั้งว่า DHA เป็นผลิตภัณฑ์ปฐมภูมิ (รูปที่ 4.3B)  ในทางตรงข้ามผล
การเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ G. oxydans แบบกะโดยใช้แหล่งไนโตรเจนจากของเสียอุตสาหกรรมเกษตร
แต่ไม่เติมกลีเซอรอล (ชุดทดลอง T4 T5 และ T6) พบว่าจุลินทรีย์ไม่สามารถเจริญเติบโตและผลิต 
DHA ได้ โดยความเข้มข้นเฉลี่ยของโปรตีนและ DHA ตลอดการทดลองมีค่าน้อยกว่า 0.1 กรัม/ลิตร 
(รูปที่ 4.3B)  ผลการทดลองที่ได้รับเป็นสิ่งที่ไม่เหนือความคาดหมาย เนื่องจากกลีเซอรอลเป็นสารตั้ง
ต้นหลักในการเจริญเติบโตและการผลิต DHA ของจุลินทรีย์ G. oxydans (Hekmat et al., 2003; 
Svitel and Senkal, 1994)  

 
รูปที่ 4.4 แสดงข้อมูลความเข้มข้นเฉลี่ยของโปรตีนและ DHA ในช่วง stationary growth ของการ
เพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ G. oxydans แบบกะเมื่ออาหารเลี้ยงเชื้อมีแหล่งที่มาของไนโตรเจนที่แตกต่าง
กัน  ผลการทดลองพบว่าความเข้มข้นของโปรตีนในชุดควบคุม C ที่ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อมาตรฐาน มีค่า
เท่ากับ 1.97 ± 0.04    กรัม/ลิตร  ขณะที่ในชุดทดลอง T1 ที่ใช้น้ าแช่ข้าวโพด  ชุดทดลอง T2 ที่ใช้
น้ ากากผงชูรส และชุดทดลอง T3 ที่ใช้น้ าย่อยกากถั่วเหลือง มีความเข้มข้นของโปรตีนเท่ากับ 3.78 ± 
0.56 กรัม/ลิตร  1.25 ± 0.02 กรัม/ลิตร และ 1.36 ± 0.39 กรัม/ลิตร ตามล าดับ  จะเห็นได้ว่าความ
เข้มข้นของโปรตีนในชุดทดลอง T1 มีค่ามากกว่าความเข้มข้นของโปรตีนในชุดทดลอง T2 และ T3 
อย่างชัดเจน และมากกว่าความเข้มข้นของโปรตีนในชุดควบคุมซึ่งใช้เปปโตนและสารสกัดยีสต์เป็น
แหล่งไนโตรเจนเกินกว่า 2 เท่า  ส าหรับความเข้มข้นของ DHA นั้นพบว่ามีค่าเท่ากับ 54.1 ± 2.88 
กรัม/ลิตร ในชุดควบคุม (C)  50.8 ± 6.58 กรัม/ลิตร ในชุดทดลอง T1    12.9 ± 0.24 กรัม/ลิตร ใน
ชุดทดลอง T2 และ 16.7 ± 1.83 กรัม/ลิตร ในชุดทดลอง T3  จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่า
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จุลินทรีย์ G. oxydans สามารถใช้งานแหล่งไนโตรเจนจากน้ าแช่ข้าวโพดได้ดีกว่าน้ ากากผงชูรสและ
น้ าย่อยกากถั่วเหลือง  และแม้ว่าค่าความเข้มข้นของ DHA ในชุดควบคุม C และชุดทดลอง T1 จะไม่
แตกต่างกันมากนัก แต่พบว่าจุลินทรีย์ในชุดควบคุมมีประสิทธิภาพในการเปลี่ยนกลีเซอรอลเป็น DHA 
ได้ดีกว่าจุลินทรีย์ในชุดทดลอง T1 ซึ่งแสดงได้จากค่าอัตราการผลิต DHA ของชุดควบคุม (0.76 กรัม-
DHA/กรัม-โปรตีน/ชั่วโมง) ซึ่งมากกว่าในชุดทดลอง T1 ประมาณ 2 `เท่า  ส าหรับชุดทดลองที่เหลือ 
(T2 และ T3) พบว่าอัตราการผลิต DHA เมื่อใช้น้ ากากผงชูรสและน้ าย่อยกากถั่วเหลืองเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน มีค่าเท่ากับ 0.29 และ 0.34 กรัม-DHA/กรัม-โปรตีน/ชั่วโมง ตามล าดับ  อย่างไรก็ตามผล
การทดลองจากงานวิจัยนี้มีความแตกต่างจากผลการทดลองก่อนหน้านี้ คณะวิจัยโดย Hu et al. 
(2010) รายงานว่าการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ G. oxydans โดยใช้เปปโทน สารสกัดยีสต์และน้ าแช่
ข้าวโพดเป็นแหล่งไนโตรเจน สามารถผลิต DHA ได้ในระดับความเข้มข้นที่ไม่แตกต่างกันมากนัก 
นอกจากนี้ยังมีรายงานเกี่ยวกับการใช้งานน้ าแช่ข้าวโพดส าหรับเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ G. frateurii ซึ่ง
สามารถผลิต DHA ได้ถึง 70 กรัม/ลิตร แม้ว่าความเข้มข้นเริ่มต้นของกลี-เซอรอลจะอยู่ที่ประมาณ 
100 กรัม/ลิตร (Liu et al., 2013) และ Liu et al (2002) ได้แนะน าการใช้งานน้ าแช่ข้าวโพดส าหรับ
เป็นแหล่งไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์   จากผลการทดลองที่ได้รับจึงได้
คัดเลือกน้ าแช่ข้าวโพดเป็นแหล่งไนโตรเจนเพ่ือทดแทนเปปโตนและสารสกัดยีสต์ซึ่งมีราคาสูง  
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รูปที่ 4 3 ความเข้มข้นของโปรตีนและ DHA ระหว่างการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ G. oxydans แบบ
กะโดยใช้แหล่งไนโตรเจนที่แตกต่างกัน: ชุดควบคม (C) ใช้อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อสูตรมาตรฐานที่มีเป
ปโตนและสารสกัดยีสต์; ชุดทดลอง T1 T2 และ T3 เติมกลีเซอรอลและแหล่งไนโตรเจนจากน้ าแช่
ข้าวโพด น้ ากากผงชูรส และน้ าย่อยกากถ่ัวเหลือง ตามล าดับ; ชุดควบคุม T4 T5 และ T6 ไม่เติมกลีเซ
อรอลแต่ใช้แหล่งไนโตรเจนจากน้ าแช่ข้าวโพด น้ ากากผงชูรส และน้ าย่อยกากถั่วเหลือง ตามล าดับ 
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รูปที่ 4 4  ความเข้มข้นเฉลี่ยของโปรตีนและ DHA ในช่วง Stationary phase ของการเพาะเลี้ยง
เชื้อจุลินทรีย์ G. oxydans แบบกะโดยใช้แหล่งไนโตรเจนที่แตกต่างกัน: ชุดควบคม (C) ใช้อาหาร
เพาะเลี้ยงเชื้อสูตรมาตรฐานที่มีเปปโตนและสารสกัดยีสต์; ชุดทดลอง T1 T2 และ T3 เติมกลีเซอรอล
และแหล่งไนโตรเจนจากน้ าแช่ข้าวโพด น้ ากากผงชูรส และน้ าย่อยกากถ่ัวเหลือง ตามล าดับ; ชุด
ควบคุม T4 T5 และ T6 ไม่เติมกลีเซอรอลแต่ใช้แหล่งไนโตรเจนจากน้ าแช่ข้าวโพด น้ ากากผงชูรส 
และน้ าย่อยกากถ่ัวเหลือง ตามล าดับ   
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4.3 ความเข้มข้นของไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

การทดลองส่วนนี้ศึกษาถึงความเข้มข้นของไนโตรเจนในน้ าแช่ข้าวโพดที่ควรคงไว้ในอาหารเลี้ยง
เชื้อจุลินทรีย์ G. oxydans  ในการทดลองได้ก าหนดความเข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอลที่ 80 กรัม/
ลิตร  ชุดควบคุม (C)  เป็นอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อสูตรมาตรฐานใช้น้ าแช่โพดเป็นแหล่งไนโตรเจนแทนเป
ปโตนและสารกสัดยีสต์ โดยมีความเข้มข้นของไนโตรเจนเท่ากับ 2.05 กรัม-ไนโตรเจน/ลิตร ขณะที่ใน
ชุดควบคุม T1 T2 T3 และ T4 ได้ปรับความเข้มข้นของไนโตรเจนให้มีค่าเท่ากับ 0.51  1.03  4.1 
และ 8.2 กรัม/ลิตร ตามล าดับ ระหว่างการทดลองควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และค่าพีเอช 
4.5 ซึ่งเหมาะแก่การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ จากรูปที่ 4.5A แสดงความเข้มข้นของโปรตีนใน
ระหว่างการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ G. oxydans พบว่ารูปแบบการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์มีความ
คล้ายคลึงกันในแต่ละความเข้มข้นของไนโตรเจนที่ทดสอบ โดยแสดงช่วง  Lag phase (1 – 6 ชั่วโมง) 
ตามด้วย Exponential phase (6 – 30 ชั่วโมง) และ Stationary phase (30 – 48 ชั่วโมง) และ
ความเข้มข้นสุดท้ายของโปรตีนจะแตกต่างกันทั้งนี้ขึ้นกับความเข้มข้นของไนโตรเจนในน้ าแช่ข้าวโพด  
ในส่วนของการสังเคราะห์ DHA พบว่าเกิดขึ้นอย่างชัดเจนในช่วง Exponential phase เช่นเดียวกับ
การทดลองก่อนหน้านี้ (รูปที่ 4.5B) 
 
รูปที่ 4.6 แสดงความเข้มข้นเฉลี่ยของโปรตีนและ DHA ในช่วง Stationary phase ที่ความเข้มข้น
ของไนโตรเจนในน้ าแช่ข้าวโพดที่แตกต่างกัน  ผลการทดลองทั้งในส่วนของโปรตีนและ DHA พบว่ามี
แนวโน้มเพ่ิมขึ้นจนถึงค่าสูงสุดเมื่อปรับเพ่ิมความเข้มข้นของไนโตรเจนในน้ าแช่ข้าวโพดจาก 0.51 ถึง 
2.05 กรัม/ลิตร ก่อนที่จะเริ่มลดลง  ความเข้มข้นเฉลี่ยของโปรตีนในช่วง Stationary phase มีค่า
เท่ากับ 4.11 ± 0.13 กรัมลิตร ในชุดควบคุม C  1.56 ± 0.16 กรัม/ลิตร ในชุดทดลอง T1  2.78 ± 
0.29 กรัม/ลิตร ในชุดทดลอง T2   2.85 ± 0.42 กรัม/ลิตร ในชุดทดลอง T3 และ 1.41 ± 0.25 
กรัม/ลิตร ในชุดลอง T4  และความเข้มข้นเฉลี่ยของ DHA ในช่วง Stationary phase มีค่าเท่ากับ 
51.15 ± 4.29 กรัม/ลิตร ในชุดควบคุม C  32.68 ± 4.71 กรัม/ลิตร ในชุดทดลอง T1  39.5 ± 3.85 
กรัม/ลิตร ในชุดทดลอง T2   40.91 ± 4.29 กรัม/ลิตร ในชุดทดลอง T3 และ 29.25 ± 0.83 กรัม/
ลิตร ในชุดทดลอง T4  ผลการวิเคราะห์ทางสถิติได้ชี้ว่าความเข้มข้นของ DHA ในชุดควบคุมมีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญกับผลในชุดทดลอง T1 ถึง T4  (p < 0.05)  และเป็นที่น่าสนใจว่าอัตราการ
ผลิต DHA มีค่าอยู่ระหว่าง 0.26 ถึง 0.51 กรัม-DHA/กรัม-โปรตีน/ชั่วโมง  โดยอัตราการผลิต DHA 
สูงสุดไม่ได้เกิดขึ้นในชุดควบคุม แต่เกิดขึ้นในชุดทดลอง T1 ซึ่งปรับค่าความเข้มข้นของไนโตรเจนใน
น้ าแช่ข้าวโพดเป็น 0.51 กรัม-ไนโตรเจน/ลิตร  อย่างไรก็ตามการทดลองนี้ให้ความสนใจต่อระดับ
ความเข้มข้นของ DHA ที่จุลินทรีย์ G. oxydans สามารถสังเคราะห์ได้เป็นหลัก ดังนั้นจึงได้เลือก
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ความเข้มข้นของไนโตรเจนที่เหมาะสมในน้ าแช่ข้าวโพดเป็น 2.05 กรัม-ไนโตรเจน/ลิตร เพราะเป็น
สภาวะที่ให้ความเข้มข้นของ DHA ได้สูงสุด ความเข้มข้นของไนโตรเจนที่มากกว่า 2.05 g-N/L ส่งผล
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์เนื่องจากตัวยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ของน้ าแช่ข้าวโพด เช่น 
กรดแลคติด ซัลไฟล์ และโลหะหนักเป็นต้น ดังนั้นความเข้มข้นที่เจือจางจึงเหมาะสมส าหรับเป็น
อาหารเลี้ยงเชื้อ 
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รูปที่ 4 5 ความเข้มข้นของโปรตีนและ DHA ระหว่างการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ G. oxydans แบบ
กะโดยใช้น้ าแช่ข้าวโพดเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยจุลินทรีย์ในชุดทดลอง T1  T2  T3 และ T4 ได้รับ
ไนโตรเจนในปริมาณ 0.25  0.5  2 และ 4 เท่าของไนโตรเจนในชุดควบคุม (C) ที่มีไนโตรเจนใน
อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 2.05 กรัม-ไนโตรเจน/ลิตร  
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รูปที่ 4 6 ความเข้มข้นเฉลี่ยของโปรตีนและ DHA ในช่วง Stationary phase ระหว่างการเพาะเลี้ยง
เชื้อจุลินทรีย์ G. oxydans แบบกะโดยใช้น้ าแช่ข้าวโพดเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยจุลินทรีย์ในชุด
ทดลอง T1  T2  T3 และ T4 ได้รับไนโตรเจนในปริมาณ 0.25  0.5  2 และ 4 เท่าของไนโตรเจนใน
ชุดควบคุม (C) ที่มีไนโตรเจนในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 2.05 กรัม-ไนโตรเจน/ลิตร  
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4.4 การเลือกถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
 

การทดลองนี้ได้เปรียบเทียบและคัดเลือกรูปแบบของถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่ควรใช้เพาะเลี้ยงจุลินทรีย์  
G. oxydans เพ่ือผลิต DHA โดยมีถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 3 แบบ ที่ใช้ทดสอบ คือ ถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
อากาศยกแบบหมุนวนภายใน (Internal-loop airlift bioreactor: IAB)  ถังปฏิกรณ์ชีวภาพอากาศ
ยกแบบแผ่นกั้น (Flat-panel airlift bioreactor: FAB) และถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบฟองอากาศ 
(Bubble column: BC)  อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์มีแหล่งคาร์บอนเป็นกลีเซอรอลที่ความเข้มข้น
เริ่มต้น 80 กรัม/ลิตร และ แหล่งไนโตรเจนเป็นน้ าแช่ข้าวโพดที่ความเข้มข้น 2.05 กรัม-ไนโตรเจน/
ลิตร ท าการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ในแบบกะเป็นเวลา 72 ชั่วโมง โดยควบคุมอัตราความเร็วของอากาศที่ 
0.1 เซนติเมตร/วินาที อัตราส่วนพ้ืนที่ AR/AD ที่ 1:1 ส าหรับ IAB และ FAB และปริมาตรใช้งานของ
ถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่ 32 ลิตร  ระหว่างการทดลองพบว่าอุณหภูมิของเหลวในแต่ละถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
แกว่งในช่วงแคบระหว่าง 30 ถึง 32 องศาเซลเซียส พีเอช 4.5 และปริมาณออกซิเจนละลายน้ า (DO) 
มากกว่า 4.0 มิลลิกรัม/ลิตร  
 
จากรูปที่ 4.7A ซึ่งแสดงข้อมูลความเข้มข้นของโปรตีนระหว่างการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ G. oxydans 
ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ พบว่าลักษณะการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ในแต่ละถังปฏิกรณ์ชีวภาพมีความ
คล้ายคลึงกัน กล่าวคือเกิด Lag phase ในช่วง 6 ชั่วโมงแรกของการทดลอง ตามด้วยช่วง 
Exponential phase ระหว่าง 6 ถึง 36 ชั่วโมง และสุดท้ายเข้าสู่ช่วง Stationary phase จนสิ้นสุด
การทดลอง โดยค่าเฉลี่ยของระดับความเข้มข้นโปรตีนในช่วง Stationary phase มีค่าเท่ากับ 2.23 ± 
0.04 กรัม/ลิตร ส าหรับถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB 1.89 ± 0.04 กรัม/ลิตร ส าหรับถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
FAB  และ 1.91 ± 0.06 กรัม/ลิตร ส าหรับถังปฏิกรณ์ชีวภาพ BC  ส าหรับ DHA ซึ่งแสดงข้อมูลในรูป
ที่ 4.7B นั้น พบว่าการผลิตเกิดขึ้นอย่างชัดเจนในช่วงที่จุลินทรีย์เจริญเติบโตได้ดีซึ่งสอดคล้องกับผล
การทดลองที่ได้รับก่อนหน้านี้  และความเข้มข้นของ DHA ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB และ BC มีค่า
ใกล้เคียงกันจนสิ้นสุดช่วง Exponential phase ก่อนที่ความเข้มข้นของ DHA จะเริ่มเข้าสู่ค่าคงที่ใน
ถังปฏิกรณ์ชีวภาพ BC แต่มีค่าเพ่ิมขึ้นในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB  ในส่วนของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ FAB 
นั้นพบว่าความเข้มข้นของ DHA น้อยกว่าใน IAB และ BC อย่างชัดเจน ซึ่งลักษณะการเคลื่อนที่
ภายในของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB และ FAB มีลักษณะการเคลื่อนที่ของอาหารเลี้ยงเชื้อในทั้ง
สองทิศทางทั้งในส่วนป้อนอากาศและไม่ป้อนอากาศ  โดยส่วนไม่ป้อนอากาศมีลักษณะการเคลื่อนที่
แบบไหลตามกัน (Plug flow) ขนาดของฟองอากาศขนาดเล็กกว่าถังปฏิกรณ์แบบพ่นอากาศ ส าหรับ
ถังปฏิกรณ์แบบพ่นอากาศ  (BC) มีการเคลื่อนที่ของของอาหารเลี้ยงเชื้อและจุลินทรีย์  G. oxydans 
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บางส่วนด้วยฟองอากาศที่ป้อนให้กับถังปฏิกรณ์ชีวภาพและเกิดการหมุนวนแบบปั่นป่วน (Turbulent 
flown) ภายในถังปฏิกรณ์ในส่วนของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหลือ 
 
จากรูปที่ 4.8 ซึ่งแสดงค่าความเข้มข้นเฉลี่ยของโปรตีนและ DHA ในช่วง Exponential phase พบว่า
ความเข้มข้นเฉลี่ยของโปรตีนมีค่าเท่ากับ 2.23 ± 0.04 กรัม/ลิตร ส าหรับถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB   
1.89 ± 0.04 กรัม/ลิตร ส าหรับถังปฏิกรณ์ชีวภาพ FAB  และ 1.91 ± 0.06 กรัม/ลิตร ส าหรับถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพ BC  ในส่วนของ DHA นั้น ความเข้มข้นเฉลี่ยในช่วง Exponential phase มีค่า
เท่ากับ 16.53 ± 0.30 กรัม/ลิตร ส าหรับถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB   12.52 ± 0.66 กรัม/ลิตร ส าหรับ
ถังปฏิกรณ์ชีวภาพ FAB  และ 14.24 ± 0.17 กรัม/ลิตร ส าหรับถังปฏิกรณ์ชีวภาพ BC จะเห็นได้ว่า
ความเข้มข้นของโปรตีนที่ได้รับจากการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ G. oxydans ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 
32 ลิตร มีค่ามากกว่าเพียงเล็กน้อยเมื่อเทียบกับการเพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร 
ขณะที่ความเข้มข้นของ DHA จากการเพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 32 ลิตร น้อยกว่าความ
เข้มข้นจากการเพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพู่ถึงประมาณ 3 เท่า จากการสืบค้นวรรณกรรมยังไม่พบ
รายงานเกี่ยวกับผลของการขยายขนาดถังปฏิกรณ์ชีวภาพต่อการเจริญเติบโตและการผลิต DHA ของ
จุลินทรีย์ G. oxydans แต่พบรายงานที่ให้ผลขัดแย้งกันในจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ เช่น งานวิจัยโดย 
Issapayup et al. (2011) พบว่าการขยายขนาดถังปฏิกรณ์ชีวภาพ FAB จาก 17 ลิตร เป็น 200 ลิตร 
ส่งผลให้จ านวนเซลล์จุลสาหร่าย Haematococcus pluvialis ลดลงจาก 290 x 104 เหลือเพียง 
147 x 104 เซลล์/มิลลิลิตร ขณะที่งานวิจัยโดย Liu et al. (2006) ซึ่งเพาะเลี้ยงเชื้อ Rhizopus sp.
เพ่ือผลิตกรดแลกติกพบว่าการขยายขนาดถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศยกจากปริมาตร 3 ลิตร เป็น 
5,000 ลิตร ไม่ส่งผลต่อความเข้มข้นของกรดแลกติกที่ผลิตได้หากมีอัตราการถ่ายเทมวลออกซิเจน
เพียงพอ เป็นต้น ข้อมูลจากรูปที่ 4.8 ยังพบว่าถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB มีประสิทธิภาพในการเพาะเลี้ยง
จุลินทรีย์ G. oxydans เพ่ือผลิต DHA ได้มากกว่าถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ FAB และ BC  การ
วิเคราะห์ทางสถิติแสดงว่าความเข้มข้นของโปรตีนและ DHA จากถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB  มีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับถังปฏิกรณ์ชีวภาพ FAB และ BC  
นอกจากนี้ผลการค านวณอัตราการผลิต DHA พบว่าค่าสูงสุดเกิดขึ้นเมื่อใช้งานถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB 
เช่นกัน โดยมีค่าเท่ากับ 0.22 กรัม-DHA/กรัม-โปรตีน/ชั่วโมง ขณะที่อัตราการผลิต DHA ในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพ FAB และ BC มีค่าเท่ากับ 0.18 และ 0.20 กรัม-DHA/กรัม-โปรตีน/ชั่วโมง 
ตามล าดับ ระหว่างการทดลองเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ G. oxydans ได้สังเกตพบว่าฟองอากาศสามารถ
กระจายตัวได้ดีและเต็มพ้ืนที่ของส่วน Riser ของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB เมื่อเปรียบเทียบกับถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ FAB ซึ่งพบว่าฟองอากาศไม่สามารถกระจายตัวไปได้ถึงทุกส่วนของ Riser 
โดยเฉพาะในบริเวณมุมและขอบด้านล่าง ซึ่งข้อสังเกตดังกล่าวอาจใช้ในการอธิบายถึงประสิทธิภาพที่
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ต่ ากว่าของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ FAB  นอกจากนี้ทิศทางการไหลที่แน่นอนในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ
อากาศยก อาจมีข้อดีต่อการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ G. oxydans เนื่องจากสามารถควบคุมสภาวะ
การเพาะเลี้ยง (เช่น แรงเฉือนจากของเหลว ฟองอากาศและกากระจายตัวของสารอาหาร) ได้
ค่อนข้างคงที่ ซึ่งตรงกันข้ามกับจุลินทรีย์ที่เพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบฟองอากาศ ซึ่งมีทิศ
ทางการไหลไร้ทิศทางที่แน่นอน ส่งผลให้จุลินทรีย์อาจได้รับขนาดของแรงเฉื่อนเปลี่ยนแปลงและ
ปริมาณของสารอาหารเปลี่ยนแปลงตลอดเวลา (Kaewpintong et al., 2007) ดังนั้นจากข้อมูลที่ได้
น าเสนอในข้างต้น จึงเลือกถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB เพ่ือเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ G. oxydans ต่อไป 
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รูปที่ 4 7 ความเข้มข้นของโปรตีนและ DHA ระหว่างการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ G. oxydans แบบ
กะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB  FAB และ BC โดยควบคุมความเร็วอากาศท่ี 0.1 เซนติเมตร/วินาที 
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รูปที่ 4 8 ความเข้มข้นเฉลี่ยของโปรตีนและ DHA ในช่วง Stationary phase ของการเพาะเลี้ยง
เชื้อจุลินทรีย์ G. oxydans แบบกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB  FAB และ BC โดยควบคุมความเร็ว
อากาศท่ี 0.1 เซนติเมตร/วินาที 
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4.5 ความเร็วอากาศในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
 
การทดลองส่วนนี้ศึกษาถึงอิทธิพลของความเร็วอากาศในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB ขนาด 32 ลิตร ต่อ
การเจริญเติบโตและการผลิต DHA ของจุลินทรีย์ G. oxydans โดยปรับอัตราไหลของอากาศซึ่ง
เทยีบเท่ากับความเร็วอากาศในช่วงตั้งแต่ 0.1 ถึง 0.53 เซนติเมตร/วินาที ในระหว่างการทดลองพบว่า
อุณหภูมิเปลี่ยนแปลงเล็กน้อยในช่วงระหว่าง 30 ถึง 31 องศาเซลเซียส และพีเอชที่ 4.5 ซ่ึงเหมาะสม
แก่การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ จากรูปที่ 4.9 แสดงลักษณะการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ผ่านการ
ตรวจวัดโปรตีน พบการเกิด Lag phase ในช่วง 6 ชั่วโมงแรก ตามด้วยช่วง Exponential phase 
ตั้งแต่เวลา 6 ถึง 36 ชั่วโมง และสุดท้ายเป็นช่วง Stationary phase จนสิ้นสุดการทดลอง โดยความ
เข้มข้นสุดท้ายของโปรตีนขึ้นอยู่กับความเร็วอากาศที่ใช้ทดสอบ ส าหรับความเข้มข้นของ DHA นั้นจะ
เห็นได้ว่ามีค่าสูงขึ้นอย่างชัดเจนในช่วง Exponential phase ซึ่งเป็นการยืนยันอีกครั้งว่า DHA เป็น
ผลิตภัณฑ์ปฐมภูมิ   
 
รูปที่ 4.10 แสดงค่าความเข้มข้นเฉลี่ยของโปรตีนและ DHA ในช่วง Exponential phase ในแต่ละ
ความเร็วอากาศที่ท าการทดสอบ ผลการทดลองพบว่าความเข้มข้นสูงสุดของโปรตีนที่ 4.65 ± 0.16 
กรัม/ลิตร เกิดขึ้นเมื่อควบคุมความเร็วอากาศที่เข้าสู่ถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่ 0.37 เซนติเมตร/วินาที 
ความเข้มข้นของโปรตีนที่ความเร็วอากาศอ่ืนๆ มีค่าเท่ากับ 2.23 ± 0.04  4.58 ± 0.32 และ 4.41 ± 
0.17 กรัม/ลิตร เมื่อควบคุมความเร็วอากาศที่ 0.1  0.26 และ 0.53 เซนติเมตร/วินาที ตามล าดับ  
จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ G. oxydans เพ่ิมขึ้นอย่างมี
นัยส าคัญ เมื่อปรับเพ่ิมความเร็วอากาศที่เข้าสู่ถังปฏิกรณ์ชีวภาพให้อยู่ในช่วง 0.26 ถึง 0.53 
เซนติเมตร/วินาที โดยออกซิเจนที่เพิ่มมากขึ้นจะมีส่วนช่วยในกระบวนการหายใจและการเจริญเติบโต
จุลินทรีย์  อย่างไรก็ตามผลการทดลองที่ได้รับไม่ได้แสดงถึงค่าความเร็วอากาศที่เทียบเท่ากับค่าความ
เข้มข้นออกซิเจนวิกฤต (Critical oxygen concentration)  ซึ่งโดยทั่วไปจะพบว่าจุลินทรีย์ที่ต้องการ
ออกซิเจนจะมีอัตราการเจริญเติบโตคงที่ (Zero order) เมื่อความเข้มข้นของออกซิเจนในน้ ามากกว่า
ค่าความเข้มข้นออกซิเจนวิกฤต และมีความสัมพันธ์เป็นเส้นตรง (First order) เมื่อปริมาณออกซิเจน
ในน้ าน้อยกว่าค่าความเข้มข้นออกซิเจนวิกฤต อย่างไรก็ตามค่าความเข้มข้นออกซิ เจนวิกฤตอาจท า
การประมาณได้ โดยมีค่าประมาณร้อยละ 5 ถึง 10 ของความเข้มข้นออกซิเจนอ่ิมตัวที่สภาวะการ
เพาะเลี้ยง (Shuler and Kargi, 1992)   
 
การปรับความเร็วอากาศที่เข้าสู่ถังปฏิกรณ์ชีวภาพมีผลต่อความเข้มข้นของ DHA ที่จุลินทรีย์ G. 
oxydans สามารถสังเคราะห์ได้  ผลการตรวจวัดความเข้มข้นของ DHA ซึ่งแสดงในรูปที่ 4.10 พบว่า
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มีค่าเท่ากับ  16.53 ± 0.30   32.9 ± 1.44   40.89 ± 1.20 และ 33.16 ± 0.71 กรัม/ลิตร เมื่อ
ควบคุมความเร็วอากาศที่เข้าสู่ถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่ 0.1  0.26  0.37 และ 0.53 เซนติเมตร/วินาที 
ตามล าดับ จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าความเข้มข้นสูงสุดของ DHA เกิดขึ้นเมื่อควบคุมความเร็ว
อากาศ การปรับเพ่ิมความเร็วอากาศที่ 0.37 เซนติเมตร/วินาที  การเพ่ิมขึ้นของความเข้มข้นของ 
DHA เมื่อปรับเพ่ิมความเร็วอากาศ (0.1 ถึง 0.37 เซนติเมตร/วินาที ในการทดลองนี้) อาจอธิบายได้
จากกระบวนการสังเคราะห์ DHA จากเอนไซม์กลีเซอรอลดีไฮโดรจีเนสซึ่งต้องการออกซิเจนใน
ปฏิกิริยา ดังนั้นการเพ่ิมความเร็วอากาศซึ่งเป็นการเพ่ิมปริมาณออกซิเจนในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ จึง
ส่งผลให้ปฏิกิริยาดังกล่าวเกิดข้ึนได้อย่างมีประสิทธิภาพมากขึ้น นอกจากนี้การเพ่ิมความเร็วอากาศยัง
ช่วยให้การผสมของเหลวในถังปฏิกรณ์ชีวภาพเกิดขึ้นได้ดีขึ้น และช่วยให้การกระจายตัวของ
สารอาหารที่จ าเป็นในถังปฏิกรณ์ชีวภาพเกิดขึ้นได้ดี  อย่างไรก็ตามการควบคุมความเร็วอากาศที่มาก
เกินไป   (> 0.37 เซนติเมตร/วินาที ในการทดลองนี้) อาจส่งผลให้จุลินทรีย์เกิดความเครียดจากแรง
เฉือนที่เกิดขึ้นและส่งผลให้ความสามารถในการผลิต DHA ลดลง  เมื่อท าการเปรียบเทียบความ
เข้มข้นสูงสุดของ DHA ในงานวิจัยนี้ (40.89 ± 1.20 กรัม/ลิตร) พบว่ามีค่ามากกว่าผลการทดลองใน
อดีตที่เพาะเลี้ยงจุลินทรีย์  G. oxydan ด้วยถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB ขนาด 2 ลิตร ซึ่งปรับความเร็ว
อากาศในช่วงระหว่าง 1.89 ถึง 4.40 เซนติเมตร/วินาที และให้ผลิตภัณฑ์ DHA ที่มีความเข้มข้น
ประมาณ 28 ถึง 35 กรัม/ลิตร (Hu et al., 2011)  รายงานวิจัยดังกล่าวยังพบว่าอิทธิพลของ
ความเร็วอากาศต่อความเข้มข้นของ DHA มีลักษณะคล้ายคลึงกับผลการทดลองที่ได้รับในวิทยานิพนธ์
ฉบับนี้ กล่าวคือความเข้มข้นของ DHA เพ่ิมขึ้นจนถึงค่าสูงสุดเมื่อปรับเพ่ิมความเร็วอากาศที่เข้าสู่ถัง
ปฏิกรณ์ แต่มีค่าลดลงเมื่อยังคงปรับเพ่ิมความเร็วอากาศขึ้นต่อไป (Hu et al., 2011)   นอกจากนี้
ระหว่างการทดลองเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ G. oxydans ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB พบว่าได้เกิดโฟมขึ้น
เล็กน้อยเมื่อควบคุมความเร็วอากาศที่ 0.1 เซนติเมตร/วินาที และมีปริมาณโฟมเกิดเพ่ิมมากขึ้นเมื่อ
ปรับเพ่ิมความเร็วอากาศ จนมีความเสี่ยงที่จะเกิดการรั่วไหลของโฟมและของเหลวจากภายในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพ ซึ่งอาจน าไปสู่การปนเปื้อนและสูญเสียผลิตภัณฑ์ตามมา ดังนั้นจึงได้ท าการติดตั้ง
ใบพัดซึ่งต่อไว้กับมอเตอร์ที่ส่วนบนของถังปฏิกรณ์ชีวภาพเพ่ือท าลายโฟมที่เกิดขึ้นบริเวณผิวหน้า
ของเหลว ผลการด าเนินงานหลังจากติดตั้งอุปกรณ์ท าลายโฟมพบว่าถังปฏิกรณ์ชีวภาพสามารถใช้งาน
ได้อย่างปกต ิ
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รูปที่ 4 9 ความเข้มข้นของโปรตีนและ DHA ระหว่างการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ G. oxydans แบบ
กะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB โดยปรับความเร็วอากาศในถังปฏิกรณ์ชีวภาพในช่วงตั้งแต่ 0.1 ถึง 0.53 
เซนติเมตร/วินาที 
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รูปที่ 4 10 ความเข้มข้นเฉลี่ยของโปรตีนและ DHA ในช่วง Stationary phase ของการเพาะเลี้ยง
เชื้อจุลินทรีย์ G. oxydans แบบกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB โดยควบคุมความเร็วอากาศในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพในช่วงตั้งแต่ 0.1 ถึง 0.53 เซนติเมตร/วินาที 
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4.6 ผลของอัตราส่วนพื้นที่ป้อนอากาศและไม่ป้อนอากาศ (Ar/Ad) 
 

ท าการเลี้ยงจุลินทรีย์ G. oxydans แบบกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB ซึ่งควบคุมความเร็วอากาศใน
ถังฏิกรณ์ชีวภาพที่ 0.37 เซนติเมตร/วินาที และปรับค่าอัตราส่วนพ้ืนที่ Ar/Ad จาก 3:1 ถึง 1:1  
ระหว่างการทดลองอุณหภูมิของเหลวในถังปฏิกรณ์ชีวภาพเปลี่ยนแปลงในช่วงแคบระหว่าง 30 ถึง 32 
องศาเซลเซียส และมีค่าพีเอช 4.5 ซึ่งสภาวะดังกล่าวเหมาะสมแก่การเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ G. 
oxydans ข้อมูลการเจริญเติบโตซึ่งตรวจวัดในรูปความเข้มข้นของโปรตีนพบว่ามีลักษณะคล้ายคลึง
กับการทดลองก่อนหน้านี้ โดยแสดงการเกิด Lag phase ในช่วง 1 ถึง 6 ชั่วโมงแรกของการเพาะเลี้ยง 
ตามด้วย Exponential phase ตั้งแต่ชั่วโมงที่ 7 ถึง 36 และสุดท้ายเป็นช่วง Stationary phase จน
สิ้นสุดการทดลอง ในส่วนของ DHA พบว่าความเข้มข้นของผลิตภัณฑ์เพ่ิมขึ้นอย่างชัดเจนในช่วง 
Exponential phase เช่นเดียวกับผลของการทดลองอ่ืนๆ ก่อนหน้านี้ จากรูปที่ 11 ซึ่งแสดงค่าเฉลี่ย
ของความเข้มข้นโปรตีนและ DHA ในช่วง Stationary phase เมื่อปรับ อัตราส่วนพ้ืนที่ Ar/Ad จาก 
3:1 ถึง 1:1 พบว่าความเข้มข้นสูงของโปรตีน (4.41 ± 0.17 กรัม/ลิตร) และ DHA (40.89 ± 1.20 
กรัม/ลิตร) เกิดขึ้นเมื่อใช้งานอัตราส่วนพ้ืนที่ Ar/Ad เท่ากับ 1:1  ขณะที่ความเข้มข้นของโปรตีนและ 
DHA มีค่าเท่ากับ 3.31 ± 0.11 และ 22.04 ± 0.61 กรัม/ลิตร เมื่อใช้งานอัตราส่วนพ้ืนที่ Ar/Ad 
เท่ากับ 3:1 และเท่ากับ 3.57 ± 0.36 และ 25.19 ± 0.45 กรัม/ลิตร เมื่อใช้งานอัตราส่วนพ้ืนที่ Ar/Ad 
เท่ากับ 1.5:1 ตามล าดับ  การปรับค่าอัตราส่วนพ้ืนที่ Ar/Ad มีความสัมพันธ์กับการปรับความเร็ว
อากาศในถังปฏิกรณ์ชีวภาพในระดับหนึ่ง เนื่องจากค่าความเร็วอากาศสามารถเขียนได้ดังสมการ  v = 
Q/A  เมื่อ v คือความเร็วอากาศในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ  Q คืออัตราไหลเชิงปริมาตรของอากาศเข้าสู่ถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพ และ A คือพ้ืนที่หน้าตัดของส่วน Riser  อย่างไรก็ตามการปรับความเร็วอากาศด้วย
วิธีการนี้อาจด าเนินการได้ยากกว่าการปรับอัตราไหลของอากาศโดยตรง  ความเข้มข้นสูงสุดของ
โปรตีนและ DHA ที่ได้รับในการทดลองส่วนนี้เกิดขึ้นเมื่อใช้อัตราส่วนพ้ืนที่ Ar/Ad ที่ 1:1 และความเร็ว
อากาศที่ 0.37 เซนติเมตร/วินาที ซึ่งเหมือนกับสภาวะที่เหมาะสมของการทดลองเพ่ือศึกษาอิทธิพล
ของการให้อากาศ (ผลการทดลองของส่วนที่ 4.5) 
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รูปที่ 4 11 ความเข้มข้นเฉลี่ยของโปรตีนและ DHA ในช่วง Stationary phase ของการเพาะเลี้ยง
เชื้อจุลินทรีย์ G. oxydans แบบกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB โดยปรับอัตราส่วนพ้ืนที่ Ar/Ad จาก 3:1 
ถึง 1:1 โดยควบคุมความเร็วอากาศเข้าสู่ถังปฏิกรณ์ชีวภาพเท่ากับ 0.37 เซนติเมตร/วินาที 
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
1. การเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ G. oxydans แบบกะในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร พบว่า

จุลินทรีย์สามารถเจริญเติบโตและผลิต DHA ได้โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลีเซอรอลเป็น
แหล่งคาร์บอนและของเสียจากอุตสาหกรรมเกษตรเป็นแหล่งไนโตรเจน   งานวิจัยนี้พบว่า
จุลินทรีย์สามารถเจริญเติบโตและผลิต DHA ได้สูงสุดเมื่อใช้ความเข้มข้นเริ่มต้นของกลี-      
เซอรอลที่ 80 กรัม/ลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรมาตรฐาน และเมื่อท าการทดลองเพ่ือ
เปรียบเทียบระหว่างของเสียจากอุตสาหกรรมเกษตร 3 ชนิด ซึ่งประกอบด้วยน้ าแช่ข้าวโพด 
น้ ากากผงชูรส และน้ าย่อยกากถั่วเหลือง พบว่าจุลินทรีย์สามารถเจริญเติบโตและสังเคราะห์ 
DHA จากของเสียอุตสาหกรรมเกษตรที่ใช้ทดสอบได้ โดยน้ าแช่ข้าวโพดเป็นแหล่งไนโตรเจน
ที่ให้ความเข้มข้นของ DHA สูงสุดเท่ากับ 50.81 ± 6.59 กรัม/ลิตร ขณะที่ความเข้มข้นของ 
DHA เมื่อใช้น้ ากากผงชูรส (13.16 ± 0.36 กรัม/ลิตร) และน้ าย่อยกากถั่วเหลือง (16.47 ± 
1.39 กรัม/ลิตร) เป็นแหล่งไนโตรเจน มีค่าน้อยกว่าการใช้งานน้ าแช่ข้าวโพดอย่างมีนัยส าคัญ 
นอกจากนี้ผลการทดลองเพ่ิมเติมยังพบว่าควรคงค่าความเข้มข้นของไนโตรเจนในน้ าแช่
ข้าวโพดไว้ที่ 2.05 กรัม/ลิตร ซึ่งเทียบเท่าความเข้มข้นของไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร
มาตรฐาน 
 

2. ผลการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ G. oxydans แบบกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 32 ลิตร ซึ่งใช้
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอล 80 กรัม/ลิตร และน้ าแช่ข้าวโพดความ
เข้มข้น 2.05 กรัม/ลิตร และมีอัตราการให้อากาศที่ 0.1 เซนติเมตร/วินาที พบว่าการ
เจริญเติบโตและการผลิต DHA ของจุลินทรีย์ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB มีค่ามากกว่าในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพ FAB และ BC อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และเมื่อท าการทดลองปรับค่า
ความเร็วอากาศในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB เท่ากับ 0.37 เซนติเมตรต่อวินาทีและอัตราส่วน
พ้ืนที่ Ar/Ad ของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB เท่ากับ 1:1 จะได้ความเข้มข้นของโปรตีนและ DHA 
สูงสุดที่ 4.41 ± 0.17 และ 40.89 ± 1.20 กรัม/ลิตร ตามล าดับ ซึ่งน้อยกว่าการทดลองใน
ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร อย่างไรก็ดีผลการทดลองที่ได้รับจากงานวิจัยนี้ ได้ยืนยันถึง
ความเป็นไปได้ของการใช้งานของเสียจากอุตสาหกรรมเกษตร โดยเฉพาะน้ าแช่ข้าวโพดเพ่ือ
เป็นแหล่งไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ G. oxydans  และวิทยานิพนธ์นี้ยังเป็น



 

 

61 

รายงานฉบับแรกที่ได้กล่าวถึงการใช้ถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่มีขนาดใหญ่ขึ้นและนอกเหนือจากถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกวน รวมถึงการเปรียบเทียบสมรรถนะระหว่างถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
รูปแบบต่างๆ ในการเพาะเลี้ยง G. oxydans เพ่ือผลิต DHA  

 
3. การศึกษาเพ่ิมเติมในอนาคตสามารถด าเนินการได้ในหลายประเด็น อาทิ (1) การศึกษาถึง

รูปแบบของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ IAB ที่มีความสามารถในการถ่ายเทออกซิเจนที่สูงขึ้น รวมถึง
ผลของการขยายขนาดในแนวตั้ง (2) การศึกษาเปรียบเทียบระหว่างรูปแบบของการใช้งาน 
เช่น แบบกะ แบบต่อเนื่อง หรือกึ่งต่อเนื่อง เป็นต้น รวมถึงการค านวณความเป็นไปได้ในทาง
เศรษฐศาสตร์ และ (3) การประยุกต์ใช้งานจุลินทรีย์ G. oxydans ที่มีการดัดแปลงทาง
พันธุกรรมเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการสังเคราะห์ DHA 
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