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งานวิจัยน้ีศึกษาการนํากากมันสําปะหลังมาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตกรดแอล-แลกติกโดย 
Rhizopus oryzae NRRL 395 ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต โดยกอนเขาสูกระบวนการหมัก 
จะตองนํากากมันไปปรับสภาพและยอยเพื่อใหไดเปนสารละลายซึ่งจะนําไปเปนแหลงคารบอนในอาหาร
เล้ียงเชื้อ โดยเทคนิคทางเคมีกายภาพ กากถูกนําไปปรับสภาพภายใตอุณหภูมิและความดันสูง เพื่อ
ทําลายโครงสรางลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ทําใหสามารถยอยเซลลูโลสและแปงท่ีติดอยูไดงายข้ึน ในการ
ปรับสภาพจะศึกษาผลของเวลาท่ีใช (15-60 นาที) ความเขมขนของกากมัน (อัตราสวนของกากมันแหง
ตอสารละลาย 5-20 เปอรเซ็นต) และความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซด (0.1-1.0 นอรมอล) โดยภาวะ
ท่ีเหมาะสม คือ ใชกากมัน 20 เปอรเซ็นต นําไปปรับสภาพท่ี 121 องศาเซลเซียส ภายใตความดัน 15 
ปอนดตอตารางน้ิว นาน 15 นาที จากน้ันนํากากมันท่ีปรับสภาพไปยอยตอดวยเซลลูเลสและอัลฟาอะ
ไมเลสตามลําดับ โดยปจจัยท่ีศึกษา ไดแก ปริมาณเอนไซมท่ีใช (เซลลูเลส: 5.61 และ 33.15 ยูนิตตอ
กรัมกากมันแหงท่ีปรับสภาพแลว และอัลฟาอะไมเลส: 16.8 และ 33.6 ยูนิตตอกรัมกากมันแหงท่ีปรับ
สภาพแลว) และเวลาท่ีใชในการยอย (เซลลูเลส: 1 และ 6 ชั่วโมง และอัลฟาอะไมเลส: 15 และ 30 นาที) 
โดยภาวะการยอยท่ีเหมาะสมท่ีสุดใชเซลลูเลส 33.15 ยูนิตตอกรัมกากมันแหงท่ีปรับสภาพแลว ยอยนาน 
6 ชั่วโมง ตอดวยอัลฟาอะไมเลส 16.8 ยูนิตตอกรัมกากมันแหงท่ีปรับสภาพแลว นาน 15 นาที โดยได
นํ้าตาลออกมาสูงสุดท่ี 0.6 กรัมตอกรัมกากมันแหง คิดเปนปริมาณน้ําตาลท่ีไดท้ังหมด เทากับ 0.541 
กรัมตอกรัมกากแหง หลังจากน้ันสารละลายท่ีไดถูกนําไปใชเปนแหลงคารบอนในการหมักกรดแอล-แลก
ติกดวย R.oryzae ท่ีถูกตรึงในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต โดยไดความเขมขนของกรดแอล-แลก
ติกสูงสุดท่ี 25.41 กรัมตอลิตร คิดเปนคาปริมาณผลผลิตกรดแอล-แลกติก เทากับ 48.95% และคาอัตรา
การผลิตกรดแอล-แลกติกเทากับ 1.12 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง เมื่อเทียบกับการหมักภาวะอื่นๆ จากผล
การทดลองแสดงการใชแหลงคารบอนท่ีแตกตางกัน มีผลตอการผลิตกรดแลกติกของ R.oryzae 
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This study investigated L-lactic acid production from cassava pulp feedstocks by 
Rhizopus oryzae NRRL 395 in the static bed bioreactor. Prior to fermentation, cassava pulp 
was pretreated and hydrolyzed to obtain the hydrolysate to be used as the carbon source 
in the fermentation medium. By physicochemical pretreatment, cassava pulp was 
pretreated under high temperature and pressure to eliminate lignin and hemicellulose 
contents; thus, facilitating cellulose and starch hydrolysis later. The effects of pretreatment 
time (15-60 min), pulp concentration (ratio of dry pulp to solution: 5-20%), and NaOH 
concentration (0.1-1.0 N) were observed during pretreatment. The optimal pretreatment 

condition was at 20% w/v pulp concentration, 121C, and 15 psig for 15 min. After that 

cellulose and starch in the pretreated pulp were digested by cellulase and -amylase 
respectively. During hydrolysis, the effects of enzyme load (cellulase: 5.61 and 33.15 U/g 

dry pretreated pulp and -amylase: 16.8 and 33.6 U/g dry pretreated pulp) and digestion 

time (cellulase: 1 and 6 h and -amylase: 15 and 30 min) on fermentable sugar recovery 
were observed. The optimal enzyme hydrolysis condition was at cellulase digestion for 6 h 

(33.15 U/g dry pretreated pulp) followed by -amylase digestion (16.8 U/g dry pretreated 
pulp) for 15 min. The highest fermentable sugar yield of 0.6 g/g dry pulp and sugar 
recovery yeild of 0.541 g/g dry pulp were achieved under the conditions mentioned above. 
The hydrolysates obtained were tested as the carbon source during L-lactic acid 
fermentation. The final lactate concentration of 25.41 g/L, corresponding to the yield of 

48.95% and the production rate of 1.12 g/Lh was achieved. Comparison of the other 
fermentation condition, this result indicated that using of  various carbon sources  effect to 
lactic acid production by R.oryzae 
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โดยใชความเขมขนของกากมันเร่ิมตน 6.7%................................................... 
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4.6 กลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมดในรูปของ yield ของกลูโคส จากกระบวนการปรับ

สภาพดวยความรอนสูงภายใตความดัน และนํามายอยตอดวยเซลลูเลสและอะ
ไมเลส โดยใชความเขมขนของกากมันเร่ิมตน 5%........................................... 
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4.7 กลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมดในรูปของ yield ของกลูโคส จากกระบวนการปรับ

สภาพดวยความรอนสูงภายใตความดัน และนํามายอยตอดวยเซลลูเลสและอะ
ไมเลส โดยใชความเขมขนของกากมันเร่ิมตน 6.7%....................................... 
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สภาพดวยความรอนสูงภายใตความดันทีม่ีการเติมโซเดียมไฮดรอกไซด (0.5 
นอรมอล) และนํามายอยตอดวยเซลลูเลสที่ 50 องศาเซลเซียส และอะไมเลสที่ 
100 องศาเซลเซียส โดยใชความเขมขนของกากมันเร่ิมตน 6.7%..................... 
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4.9 ลักษณะสัณฐานของ R. oryzae ที่ถูกตรึงในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบด

สถิต อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH 6.0 อัตราการกวน 700 รอบตอนาที การ
ใหอากาศเทากับ 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในระยะการ
เจริญเติบโตที่เวลาการหมัก 48 ชั่วโมง ของการใชแหลงคารบอน 6 ชนิด .......... 
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4.10 ลักษณะสัณฐานของ R. oryzae ที่ถูกตรึงในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบด

สถิต อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH 6.0 อัตราการกวน 700 รอบตอนาที การ
ใหอากาศเทากับ 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในระยะการ
สรางผลิตภัณฑที่เวลาการหมัก 96 ชั่วโมง ของการใชแหลงคารบอน 6 ชนิด...... 
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4.11 ลักษณะการยึดเกาะของเซลลบนเบดสถิตดานนอก และดานในของเครื่อง

ปฏิกรณชีวภาพ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH 6.0 อัตราการกวน 700 รอบ
ตอนาที การใหอากาศเทากับ 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที 
ของการใชแหลงคารบอน 6 ชนิด.................................................................. 
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4.12 ความหนาของเซลลของ R. oryzae ที่ถูกตรึงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบเบด

สถิต อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH 6.0 อัตราการกวน 700 รอบตอนาที การ
ใหอากาศเทากับ 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ของการใช
แหลงคารบอน 6 ชนิด................................................................................. 
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4.13 ลักษณะเซลล R. oryzae ที่ตรึงอยูดานในของเบดสถิตในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ

แบบเบดสถิต อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH 6.0 อัตราการกวน 700 รอบตอ
นาที การใหอากาศเทากับ 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ของ
การใชแหลงคารบอน 6 ชนิด......................................................................... 
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4.14 จลนพลศาสตรของกระบวนการหมักกรดแลกติกโดย R. oryzae อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส pH 6.0 อัตราการกวน 700 รอบตอนาที การใหอากาศเทากับ 
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107 
   
   
   
   
   
   
   



ฒ 

 

ภาพที ่  หนา 
4.15 ลักษณะของเซลล R. oryzae บริเวณดานในของเบดสถิตที่กําลังขยาย 350 เทา 

โดยใชกลูโคส สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่
ไมผานการปรับสภาพ สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมัน
สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน  
สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับ
สภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน 
สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด และสารละลายแปงเปน
แหลงคารบอน…………………………………………………………………… 

 
 
 
 
 
 
 

111 
4.16 ลักษณะของเซลล R. oryzae บริเวณดานในของเบดสถิตที่กําลังขยาย 750 เทา 

โดยใชสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ไมผาน
การปรับสภาพ สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลัง
ที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน สารละลายที่ได
จากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใช
ความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน สารละลายที่ได
จากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด และสารละลายแปงเปนแหลงคารบอน 
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4.17 ลักษณะของเซลล R. oryzae บริเวณดานในของเบดสถิตที่กําลังขยาย 3,500 

เทา โดยใชสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่
ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับ
สารละลายแอลคาไลน และสารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวย
กรดเปนแหลงคารบอน………………………………………………………….. 
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4.18 ลักษณะโครงสรางของเสนใยผาฝาย และลักษณะการยึดเกาะของเซลล R. 

oryzae บนเสนใยผาฝายชนิดผาขนหนูบริเวณดานนอกของเบดสถิตที่
กําลังขยาย 350 เทา โดยใชสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกาก
มันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซม
ของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใต
ความดัน สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผาน
การปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลาย
แอลคาไลน สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด และ
สารละลายแปงเปนแหลงคารบอน………………………................................. 
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คําอธิบายสญัลักษณและคํายอ 

 
  %    เปอรเซ็นต 
  mL     มิลลิลิตร 
  L    ลิตร 
  mg     มิลลิกรัม 
  g     กรัม 
  g/L    กรัมตอลิตร 
  w/v     น้ําหนกัตอปริมาตร 
  h     ชั่วโมง 
  M     โมลาร 
  GM    อาหารเพื่อการเจริญเติบโต 
  PM    อาหารเพื่อการสรางผลิตภัณฑ 
  N    นอรมอล 
  U     ยูนิต (หนวยของเอนไซม) 
  g/g    กรัมผลิตภัณฑตอกรัมซับสเตรท 
  rpm    รอบตอนาท ี
  vvm    ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาท ี
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บทที่ 1 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 กรดแลกติก (กรด 2-ไฮดรอกซีโพรไพโอนิก, CH3CHOHCOOH) เปนกรดอินทรียชนิดหนึ่ง
ซึ่งประกอบไปดวยหมูไฮดรอกซิล (-OH) และหมูคารบอกซิล (-COOH) กรดแลกติกถูกนํามาใช
งานอยางแพรหลายในอุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมเคมี เคร่ืองสําอาง และเภสัชกรรม ปจจุบัน
มีการประยุกตใชกรดแลกติกเปนโมโนเมอรในการผลิตพอลิเมอรของกรดแลกติก หรือพอลิแลกติก
แอซิด (PLA) ซึ่งใชผลิตพลาสติกที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพ เปนมิตรตอส่ิงแวดลอม 
(Kadam และคณะ, 2006; Zhang และคณะ, 2007; Miura และคณะ, 2003) ทําใหแนวโนมความ
ตองการและราคาในตลาดโลกเพิ่มข้ึน ปจจุบันพบวาความตองการกรดแลกติกทั่วโลกประมาณ 
130,000 ถึง 150,000 ตันตอป และในป 2011 คาดวาจะมีแนวโนมของตลาด PLA โลกสูงถึง 
500,000 ตันตอป (Wee และคณะ, 2006; John และคณะ, 2007) ซึ่งในปจจุบันประเทศไทยตอง
นําเขากรดแลกติกจากตางประเทศเพื่อการใชงานในประเทศ ดังนั้นถาหากประเทศไทยสามารถ
ผลิตกรดแลกติกไดเองจะชวยลดปญหาการนําเขาและการขาดดุลกับตางประเทศได การผลิตกรด
แลกติกสามารถผลิตได 2 วิธีดวยกันคือ กระบวนการสังเคราะหทางเคมีและกระบวนการหมักโดย
จุลินทรีย ซึ่งพบวา กระบวนการสังเคราะหทางเคมีนั้น กรดแลกติกที่ผลิตไดจะอยูในรูปไอโซเมอร
ผสม คือกรดแอลแลกติกและดีแลกติก (Wee และคณะ, 2006; Zhang และคณะ, 2007; Tay และ 
Yang, 2002) และใชภาวะรุนแรงในกระบวนการสังเคราะหกอใหเกิดมลพิษตอส่ิงแวดลอม อีกทั้ง
วัตถุดิบที่ใชในการผลิตยังมาจากปโตรเคมี ซึ่งในปจจุบันมีราคาสูงข้ึนเร่ือยๆ (Kadam และคณะ, 
2006; Wee และคณะ, 2006) ในขณะที่กระบวนการหมักนั้นสามารถผลิตกรดแลกติกไดทั้งในรูป
ไอโซเมอรผสมและกรดแลกติกในรูปบริสุทธิ์ โดยข้ึนอยูกับจุลินทรียที่ใช ซับสเตรท และภาวะท่ีใช
ในกระบวนการหมัก (Zhang และคณะ, 2007) กรดแอลแลกติกบริสุทธิ์ เปนที่ไดรับความนิยม
มากกวากรดดีแลกติกบริสุทธิ์ เนื่องจากกรดดีแลกติกนั้นเปนอันตรายตอมนุษย จึงนิยมนํากรดแอ
ลแลกติกมาใชอุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมยา (Zhang และคณะ, 2007) โดยเฉพาะอยางยิ่ง
ในการผลิตพอลิแลกติกแอซิด (PLA) เนื่องจากสามารถใหพอลิเมอรที่มีความเปนผลึกสูงจึงเหมาะ
กับการนําไปใชในการผลิตพลาสติก (Oh และคณะ, 2005; Kadam และคณะ, 2006; Wee และ
คณะ, 2006; Lin และคณะ, 2007)  

ในกระบวนการหมัก กรดแลกติกผลิตโดยจุลินทรีย 2 กลุม คือแบคทีเรียและรา ซึ่ง 
Lactobacillus sp. เปนที่สนใจกันอยางกวางขวาง โดยใชกระบวนการหมักชนิดโฮโมเฟอรเมนเท
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ชันเปนสวนใหญ เนื่องจาก ใหอัตราผลผลิตสูงและกระบวนการหมักสามารถทําไดงายไมซับซอน 
(Oh และคณะ, 2005; Wee และคณะ, 2006; John และคณะ, 2007) จากงานวิจัยของ 
Michelson และคณะ (2006) พบวาแบคทีเรีย Bacillus coagulans SIM-7 DSM 14043 และ 
Lactobacillus delbrueckii ssp. Lactis DSM 20073 สามารถใหผลผลิตกรดแลกติกสูงถึง 9.9 
และ 5.6 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ในการหมักแบบไมตอเนื่องสามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงถึง 91.5 
กรัมตอลิตร แตอยางไรก็ตาม แบคทีเรียกลุมนี้ตองการสารอาหารพวกไวตามินและกรดอะมิโนใน
ปริมาณมากสําหรับการเจริญ และกรดแลกติกที่ผลิตไดประกอบไปดวยกรดแอลแลกติกและดีแลก
ติก ทําใหเกิดความซับซอนในการทําใหบริสุทธิ์กอนนําไปใชในการผลิตพอลิแลกติกแอซิด ซึ่งสงผล
ตอตนทุนในการผลิตที่สูงข้ึน (Lin และคณะ, 2007; Miura และคณะ, 2003) 

ในขณะที่ Rhizopus sp. สามารถผลิตกรดแอลแลกติกบริสุทธิ์จากวัสดุทางการเกษตรที่มี
ราคาถูก เนื่องจากราสามารถสรางอะไมเลสเพื่อยอยแปงและสามารถใชน้ําตาลคารบอน 5 
อะตอมซ่ึงพบในเฮมิเซลลูโลสเปนแหลงคารบอนได (Tay และ Yang, 2002; Wee และคณะ, 
2006; Zhang และคณะ, 2007) ทําใหกระบวนการหมักดวย R. oryzae มีตนทุนการผลิตทั้งดาน
วัตถุดิบและกระบวนการแยกบริสุทธิ์หลังกระบวนการหมักที่ตํ่ากวาการหมักโดยแบคทีเรีย ทําใหมี
นักวิจัยหลายกลุมใหความสนใจที่จะนํา R. oryzae  มาใชในกระบวนการผลิตกรดแอลแลกติก 
(Sun และคณะ, 1999; Zhang และคณะ, 2007) R. oryzae เปนราที่ตองการอากาศในการเจริญ 
ในภาวะที่ขาดอากาศราจะเปล่ียนวิถีเมแทบอลิซึมโดยจะเปล่ียนเปนเอทานอล ซึ่งราจะสามารถ
ดํารงชีวิตอยูไดในระยะหนึ่งและตายในท่ีสุด ดังนั้นการรักษาระดับออกซิเจนในกระบวนการหมัก
กรดแลกติกจึงมีความสําคัญอยางยิ่ง (Bai และคณะ, 2003; Wee และคณะ, 2006) จากลักษณะ
สัณฐานของ R. oryzae ซึ่งมีการเปลี่ยนแปลงในระหวางการหมักและข้ึนกับภาวะที่ใชในการหมัก 
กระบวนการหมักกรดแลกติกดวยเซลลแขวนลอยของ R. oryzae ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพมักจะ
ประสบปญหาเร่ืองการถายเทอากาศ ซึ่งจะสงผลโดยตรงตอการเจริญของราและการสรางกรดแลก
ติก (Skory และคณะ, 1998; Bai และคณะ, 2003) เพื่อกําจัดปญหาเร่ืองการเปลี่ยนแปลงของ
สัณฐาน จึงไดมีการพัฒนาเทคนิคการตรึงเซลลเพื่อใชในการควบคุมสัณฐานของราตามตองการ 
และพบวาการตรึงเซลลนอกจากจะใชในการควบคุมสัณฐานของราแลวยังสามารถเพิ่มความ
หนาแนนของเซลล อัตราการผลิตกรดแลกติกและผลผลิตกรดแลกติก (Tay และ Yang, 2002; 
Dong และคณะ, 1996) งานวิจัยของ Yin และคณะ (1997) ศึกษาการผลิตกรดแอลแลกติก ดวย 
Rhizopus sp. จํานวน 8 สายพันธุและเปรียบเทียบภาวะที่ใชในการหมักดวยระบบ Air-Lift โดยใช
แปงขาวโพดเปนแหลงคารบอน พบวา R. oryzae NRRL 395 สามารถผลิตกรดแอล (+)-แลกติก
ไดสูงสุดคือ 102 กรัมตอลิตร คิดเปนคา YP/S  เทากับ 85 % ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพขนาด 3 ลิตร 
งานวิจัยของ Tay และ Yang (2002) ศึกษาการผลิตกรดแอลแลกติกดวยการตรึง R. oryzae 
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NRRL 395 ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ rotating fibrous-bed bioreactor (RFB) โดยใชกลูโคส
เปนแหลงคารบอน พบวา การตรึงเซลลสามารถใชควบคุมสัณฐานของรา ทําใหมีอัตราการเจริญ
และผลผลิตสูง สามารถผลิตกรดแอลแลกติกไดสูงสุดคือ 127 กรัมตอลิตร คิดเปนคา YP/S  เทากับ 
90 % และอัตราการผลิตกรดแลกติก 2.5 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง และเมื่อใชแปงขาวโพดเปนแหลง
คารบอน พบวา สามารถผลิตกรดแอลแลกติก คิดเปนคา YP/S  เทากับ 100 % และอัตราการผลิต
กรดแลกติก 1.65 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง นอกจากเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเซลลตรึงดังกลาว
มาแลวขางตน กลุมผูวิจัยไดทําการพัฒนาเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิตเพื่อใชในการตรึง
เซลลรา และพบวาเครื่องปฏิกรณชีวภาพชนิดนี้สามารถชวยเพิ่มอัตราการผลิตกรดแลกติกเปน 
2.09 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ซึ่งสูงข้ึนเมื่อเทียบกับกระบวนการหมักแบบเซลลแขวนลอยในเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพ คือ 0.58 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ที่รอบการกวน 700 รอบตอนาที อัตราการให
อากาศเทากับ 0.50 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที  

จากที่ไดกลาวมาขางตนที่วากรดแลกติกนั้นสามารถใชผลิตพลาสติกที่สามารถยอยสลาย
ไดทางชีวภาพทําใหเปนมิตรตอส่ิงแวดลอม ซึ่งเปนประโยชนอยางยิ่งตอการขยายการตลาดของ
กรดแลกติกในอนาคตถาหากมีการพัฒนากระบวนการผลิตมากยิ่งข้ึนจากเดิม แตอยางไรก็ตาม
ประสิทธิภาพและเศรษฐศาสตรของการหมักกรดแลคติกที่ดีที่สุดนั้น ยังคงประสบปญหาที่เกิดจาก
หลายแนวทางดวยกันและองคประกอบที่สําคัญอยางยิ่งในการปรับปรุงนั้นคือกระบวนการผลิต มี
หลายงานวิจัยที่มุงเนนศึกษาและคนควาเกี่ยวกับการนําวัตถุดิบที่ราคาถูกและสามารถนํากลับมา
ใชใหม เชน กากน้ําตาล ซังขาวโพด กากมันสําปะหลัง และวัตถุดิบที่มีสวนประกอบของแปง มาใช
เปนซับสเตรทในการผลิตกรดแลกติก ปจจุบันนี้เปนที่ทราบกันดีกวา R. oryzae นั้นสามารถใชส่ิง
เหลือใชจากทางเกษตรกรรม รวมถึงของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมทางการเกษตรมาใชเปนซับส
เตรทได (Pandey และคณะ, 2000; Carta และคณะ, 1999) เนื่องจาก R. oryzae มีอะไมโลไลติก
แอคทิวิต้ีซึ่งสามารถเปลี่ยนแปงใหเปนกรดแอล(+)-แลกติกไดโดยตรง (Wee และคณะ, 2006) 

ในประเทศไทยอุตสาหกรรมแปงมันสําปะหลังมีขนาดใหญและเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ ซึ่งในการ
ผลิตแปงแตละคร้ังจะใชหัวมันสําปะหลังสดประมาณ 10 ลานตัน ซึ่งกอใหเกิดกากมันอยางนอยไม
ตํ่ากวา 1 ลานตันตอป (Sriroth และคณะ,  2000) ปจจุบันกากมันสําปะหลังสามารถนํามาทําเปน
อาหารสัตวซึ่งคอนขางมีมูลคาตํ่า แมวากากมันสําปะหลังคือสวนของลิกโนเซลลูโลสที่หลงเหลือ
อยู แตประกอบดวยแปงประมาณ 50-60% (โดยกรัมน้ําหนักแหง) (Carta และคณะ, 1999; 
Sriroth และคณะ, 2000; Pandey และคณะ, 2000) ซึ่งสามารถนํามาใชเปนซับสเตรทในการหมัก
สําหรับการผลิตผลิตภัณฑที่สามารถเพิ่มมูลคาไดมากข้ึน การประยุกตใชกากมันสําปะหลังในการ
หมักนั้น ไมเพียงใชเปนซับสเตรททางเลือกทางหนึ่งแตยังเปนการชวยลดและแกไขปญหาของ
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มลพิษของโรงงานอุตสาหกรรมแปรรูปมันสําปะหลังอีกดวย (Thongchul และคณะ, 2010) ถึง
อยางไรก็ตามการใชประโยชนทางเศรษฐกิจของสารชีวมวลที่มีองคประกอบหลักเปนแปงแตมีสวน
ของลิกโนเซลลูโลสอยูปนเล็กนอยอยางเชน กากมันสําปะหลัง เปนตนนี้ จําเปนตองมีพัฒนาให
งายข้ึน วิธีการปรับสภาพนั้นสงผลให yield ของน้ําตาลจากพอลิแซคคาไลน (แปง เซลลูโลส และ 
เฮมิเซลลูโลส) ที่มีอยูในกากมันสําปะหลังเพิ่มมากข้ึน เสนใยในกากมันสําปะหลังมีบทบาทสําคัญ
ตอการสกัดแยกสวนที่เปนแปงออกมาซ่ึงมันจะมีลักษณะเปนโครงรางตาขายหอหุมแกรนูลแปงอยู
ภายใน ในเซลลพืชผนังเซลลมีลักษณะเปนโครงสรางขนาดเล็กจะประกอบดวยเซลลูโลสที่ปรากฎ
ตัวในรูปของพอลิแซคคาไลน และเมทริกซของโปรตีนถูกหอมลอมดวยชั้นที่ประกอบสวนที่เปน    
เพคติน แกรนูลของแปงจะอยูในเมทริกซพอลิเมอรที่ซับซอนซ่ึงยากตอการที่จะถูกปลดปลอย
ออกมา ดังนั้นการพัฒนาการสกัดแปงออกจากกากมันควรตองมีการปรับปรุงโดยการไปทําลาย
เมทริกซเหลานั้นเพื่อที่แกรนูลของแปงจะสามารถถูกปลดปลอยออกมาภายนอกได  การทําลาย
เมทริกซที่เปนเสนใยสามารถทําไดโดยวิธีการปรับสภาพ (Sriroth และคณะ, 2000) เนื่องจากกาก
มันสําปะหลัง คือสวนของลิกโนเซลลูโลสที่หลงเหลืออยูดังนั้นกากมันจึงประกอบไปดวยเซลลูโลส 
เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน การปรับสภาพลิกโนเซลลูโลสนั้นมีจุดมุงหมายคือการปรับเปลี่ยนขนาด
และโครงสรางตําแหนงทางเคมีของสารชีวมวล ทําใหโครงสรางของลิกนินแตกสลายและทําลาย
โครงสรางผลึกของเซลลูโลสเพื่อเอนไซมสามารถที่จะเขาไปยอยเซลลูโลสไดงายข้ึน สงผลใหการ
ยอยสวนของแปงใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเด่ียวนั้นสามารถทําไดอยางรวดเร็วและได yield ที่สูงข้ึน 
กระบวนการยอยสลายสามารถเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญโดยการกําจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ลด
ความเปนผลึกของเซลลูโลส และเพิ่มชองวางดวยการผานกระบวนการปรับสภาพ (Kumar และ
คณะ, 2009) 

เนื่องจากแปงในกากมันสําปะหลังติดอยูในโครงสรางของลิกโนเซลลูโลสที่มีความแข็งแรง 
ซึ่งอาจสงผลตอกระบวนการยอยแปงโดยรา และการผลิตกรดแลกติก ทําใหอัตราผลผลิตตํ่ากวาที่
ควร ข้ันตอนการเตรียมวัตถุดิบกากมันสําหรับกระบวนการหมักที่เหมาะสมจะชวยเพิ่มอัตราการ
ยอยแปงและการผลิตกรดแลกติกได  ในงานวิจัยนี้ทีมผูวิจัยมีจุดมุงหมายที่จะทําการพัฒนา
กระบวนการปรับสภาพกากมันสําปะหลังเพื่องายตอการนําไปสูข้ันตอนการยอยดวยเอนไซม 
สงผลใหไดสารละลายที่ไดจากการยอยมี  yield ของน้ําตาลในปริมาณที่ สูง นอกจากนั้น
สารละลายที่ไดจากการยอยนี้จะตองเหมาะสมสําหรับใชในการหมักกรดแลกติกจาก R. oryzae
กากมันสําปะหลังจะถูกปรับสภาพดวยการใชไอน้ําและการใชโซเดียมไฮดรอกไซดในความเขมขน
ที่แตกตางกัน กอนที่จะนําไปสูข้ันตอนการยอยดวยเอนไซม ซึ่งทําการศึกษาผลของระยะเวลาที่ใช
ในการปรับสภาพ ปริมาณความเขมขนของกากมันในสารละลาย ความเขมขนของสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดในข้ันตอนการปรับสภาพ จากนั้นทําการศึกษาผลของความเขมขนของ
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เอนไซม และเวลาท่ีใชในการบมในข้ันการยอยดวยเอนไซม เพื่อใหได yield ของนํ้าตาลที่ได
ภายหลังจากการยอยกากมันสําปะหลังในปริมาณที่เหมาะสม เมื่อไดการปรับสภาพและ
กระบวนการยอยที่เหมาะสม สารละลายที่ไดจากการยอยนี้จะถูกนํามาเปนแหลงคารบอนสําหรับ
การหมักกรดแลกติกแบบเซลลตรึงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต โดยจะศึกษา
เปรียบเทียบจลนพลศาสตรของกระบวนการหมัก และความคุมทุนของกระบวนการในระดับ
หองปฏิบัติการ 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

เพื่อศึกษาเปรียบเทียบจลนพลศาสตรของกระบวนการผลิตกรดแลกติกจากสารละลายที่
ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรดและเอนไซม เทียบกับกระบวนการผลิตจากกลูโคส และ
สารละลายแปง ดวยเซลลตรึงของ R. oryzae ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต 

1.3 ขอบเขตของการวิจยั 

ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยใชสารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังเปนแหลง
คารบอนในกระบวนการหมักในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต โดยเปรียบเทียบแหลง
คารบอนท่ีใชในกระบวนการหมักที่แตกตางกัน ซึ่งจะเนนที่ศึกษาการนํากากมันสําปะหลังมาผาน
การปรับสภาพดวยวิธีที่แตกตางกัน ทําการศึกษาผลของระยะเวลาที่ใชในการปรับสภาพ ปริมาณ
ความเขมขนของกากมันในสารละลาย ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดในข้ันตอน
การปรับสภาพ และทําการศึกษาผลของความเขมขนของเซลลูเลสและอะไมเลส และเวลาท่ีใชใน
การบมในข้ันตอนการยอยกากมันสําปะหลังดวยเอนไซม เพื่อใหไดแหลงคารบอนที่มีประสิทธิภาพ
ตอจลนพลศาสตรของกระบวนการหมักกรดแอล(+)แลกติก  

1.4 วิธีดําเนินการวิจัย 

1.4.1 ศึกษาข้ันตอนการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรดและเอนไซม เพื่อเตรียม
สารละลายจากการยอยสําหรับกระบวนการหมักกรดแลกติก 

1.4.2 ศึกษากระบวนการหมักกรดแลกติกในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต โดย
เปรียบเทียบแหลงคารบอนตางชนิดกัน ไดแก กลูโคส สารละลายที่ไดจากการ
ยอยของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ สารละลายที่ไดจากการยอย
ของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความ
ดันดวยเอนไซม สารละลายที่ไดจากการยอยของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับ
สภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน
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ดวยเอนไซม สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด และ
สารละลายแปง 

1.4.3 วิเคราะหผล และเปรียบเทียบกระบวนการผลิตทั้ง 6 แบบ เพื่อใชในการพัฒนา
กระบวนการที่เหมาะสมสําหรับการผลิตกรดแลกติกจากกากมันสําปะหลัง 

1.5 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

ทราบจลนพลศาสตรของกระบวนการหมักกรดแลกติกจากสารละลายที่ไดจากการยอย
กากมนัสําปะหลังแบบเซลลตรึงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

2.1 กรดแลกติก 

ก ร ด แ ล ก ติ ก  (Lactic acid) เ ป น ก ร ด อิ น ท รี ย ช นิ ด ห นึ่ ง  ชื่ อ ท า ง เ ค มี  คื อ  2-
hydroxypropanoic acid มีสูตรทางเคมี คือ C3H6O3 กรดแลกติกถูกคนพบเปนคร้ังแรกใน
ผลิตภัณฑนมในป ค.ศ. 1780 โดยนักเคมีชาวสวีเดน กรดชนิดนี้มี 2 ไอโซเมอร คือ กรดดี(-)-แลก
ติก และกรดแอล (+)-แลกติก (Wee และคณะ, 2006 ; Zhang และคณะ, 2007) ซึ่งแตกตางกันที่
การวางตัวของหมูไฮดรอกซีตรงตําแหนงของไครัลคารบอนอะตอม แสดงในภาพที่ 2.1 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่2.1 โครงสรางของกรดแอล (+)-และดี (-)-แลกติก 

 

 ความแตกตางทางโครงสรางทางเคมีของกรดแลกติกทั้งชนิดแอล(+)- และดี(-)-ไอโซเมอร 
ทําใหไอโซเมอรทั้งสองชนิดนี้มีคุณสมบัติแตกตางกัน เชน จุดเดือดและจุดหลอมเหลว โดยกรด
แอล-แลกติกซ่ีงมีจุดเดือดที่ 82-85 องศาเซลเซียส และจุดหลอดเหลวท่ี 16.8-33 องศาเซลเซียส 
ซึ่งตํ่ากวากรดดี-แลกติกที่มีจุดเดือดที่ 103 องศาเซลเซียส และจุดหลอมเหลวที่ 52.8-53.6 องศา
เซลเซียส (Budavari และคณะ, 1989; Holten และคณะ, 1971) 

 กรดแลกติกที่มีความบริสุทธิ์สูงจะไมมีสี สามารถละลายในนํ้า เอทานอล อะซีโตนและ
อีเทอรได แตไมละลายในคลอโรฟอรม ปโตรเลียมอีเทอรและคารบอนไดซัลไฟด (Lockwook, 
1965) ตารางที่ 2.1 แสดงคุณสมบัติตางๆ ของกรดแลกติก 

 

 

 

 

กรดแอล (+)-แลกติก กรดดี (-)-แลกติก 
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ตารางที่ 2.1 คุณสมบัติของกรดแลกติก 

ลักษณะของกรดแลกติก  

 CAS number 50-21-5, 79-33-4(L), 10326-41-7(D) 

 EINECS number 200-018-0 

 สูตร CH3CH(OH)COOH 

 มวลโมเลกุล 90.08 

 H.S. code 2918.11 

 Toxicity Oral rat LD50:3543 mg/kg 

 Synonyms 2-hydroxypropanoic acid; 

1-hydroxyethanecarboxylic acid; 

Ethylidenelactic acid; 

Alpha-hydroxypropionic acid 

สมบัติทางกายภาพและสมบัติทางเคมี (99%)  

 Physical State Colorless to slightly yellow, syrupy liquid 

 จุดหลอมเหลว 17 องศาเซลเซียส 

 จุดเดือด 122 องศาเซลเซียส 

 Specific gravity 1.2 

 Solubility in water Miscible 

 NFP Aratings Health 3, Flammability 1, Reactivity 1 

 Flash point 112 องศาเซลเซียส 

 Stability Stable under ordinary conditions 

 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Vaidya และคณะ (2005) 
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2.2 ประโยชนของกรดแลกติก 

ดานอาหาร กรดแลกติกเปนกรดที่พบมากในผลิตภัณฑนม อาหารจําพวกหมักดอง มัก
นําไปใชเปนสารที่ใหรสเปร้ียว เปนสารปรับคาพีเอชในอุตสาหกรรมอาหารและเคร่ืองด่ืม 
นอกจากนี้ยังนิยมนําไปใชในการควบคุมการเจริญของจุลินทรียและเปนสารตานอนุมูลอิสระใน
ผลิตภัณฑหลากหลายชนิด รวมถึงใชเปนสารกันเสียและปองกันการเจริญของจุลินทรีย 

 ดานเภสัชกรรม กรดแลกติกถูกนํามาใชเปนสารปรับคาพีเอชและเปนวัตถุดิบในการ
สังเคราะหยา เปนสารเติมแตงเพื่อปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดช่ันในการเตรียมไวตามิน เปน
สวนประกอบของยาเพื่อเพิ่มคุณสมบัติในการละลายน้ํา เปนสารตัวกลางเพื่อชวยใหตัวยาผสมกัน
ไดดีข้ึน นอกจากนี้อนุพันธของกรดแลกติกยังถูกนํามาใชในการรักษาโรค เชน โรคโลหิตจาง โรค
ขาดแคลเซียมในกระดูกและฟน เปนตน 

 ดานเครื่องสําอาง กรดแลกติกเปนสวนผสมที่อยูในครีมหรือโลชั่นสําหรับทาเพื่อเพิ่ม
ความชุมช้ืนใหกับผิว เปนสารที่ผสมในเคร่ืองสําอางเพื่อกระตุนใหเกิดการหลุดลอกของผิวหนัง ใช
เปนสารชวยใหผิวขาวข้ึนโดยมีกลไกการยับยั้งการทํางานของไทโรซิเนส และยังใชเพื่อควบคุมคาพี
เอชและปองกันการเจริญของจุลินทรียในผลิตภัณฑเคร่ืองสําอางอีกดวย 

 ดานการฟอกหนังและทอผา กรดแลกติกถูกนําไปใชในการฟอกหนังใหนิ่มใน
อุตสาหกรรมฟอกหนัง และเปนตัวชวยในการติดสียอมและพิมพซึ่งจะชวยใหสีติดแนนยิ่งข้ึนใน
อุตสาหกรรมทอผา 

 ดานอุตสาหกรรมพลาสติก กรดแลกติกเปนสารต้ังต้ันสําหรับการผลิตพลาสติกชีวภาพ 
(พอลิแลกติกแอซิด) ที่สามารถยอยสลายไดตามธรรมชาติ เพื่อนํามาใชทดแทนพลาสติกที่
สังเคราะหจากวัตถุดิบทางอุตสาหกรรมปโตรเคมี โดยพอลิแลกติกแอซิดนี้สามารถนําไปใชในดาน
ตางๆ  ไดแก วัสดุทางการเกษตรและประมง เชน ฟลมคลุมพืช กระถางตนไม เชือกอวนและแห 
วัสดุกอสราง เชน ฉนวนกันความรอน ผนังกั้นหรือถุง วัสดุสํานักงาน เชน ซองเอกสาร แฟมใส ปก
หนังสือ เปนตน ตลอดจนถูกนํามาใชเปนบรรจุภัณฑอาหาร เชน ถาดอาหารหรือฟลมหอหุมอาหาร 
ผลิตอุปกรณเคร่ืองมือแพทย เชน วัสดุเย็นแผล วัสดุซอมแซมกระดูกช้ินเล็ก ๆ เนื่องจากพสาสติก
ชีวภาพสามารถยอยสลายไดงาย 

 ดานอ่ืนๆ กรดแลกติกสามารถนําไปใชในการผลิตแลกเกอร น้ําหมึก ใชในการผลิต
ผลิตภัณฑทําความสะอาด และสารฆาเชื้อปองกันการเจริญของจุลินทรีย เปนตน 

 



10 

 

จากการสํารวจการผลิตกรดแลกติกทั่วโลก พบวา มีการผลิตกรดแลกติกถึง130,000-
150,000 ตันตอป (Wee และคณะ, 2006 John และคณะ, 2009) มีการคาดการณวาในแตละป
การผลิตกรดแลกติกใน  และมีแนวโนมความตองการสูงข้ึนอยางตอเนื่อง ซึ่งในตลาดโลกจะเติบโต 
10% ถึง 15% ตอป (Wassewar, 2005; Vijayakumar และคณะ, 2008) บริษัทตนแบบการผลิต
พอลิแลกติกแอซิด (polylactic acid) ของสหรัฐอเมริกา รายงานวาในป 2010 ตลาดพอลิแลกติก
แอซิด (polylactic acid) มีเปาหมายตองการกรดแลกติกถึง 5,000,000 ตัน (Vijayakumar และ
คณะ, 2008) และในปจจุบันพบวาธุรกิจผลิตภัณฑเคร่ืองสําอางและอุตสาหกรรมการผลิต
พลาสติกชีวภาพมีความสนใจในการนํากรดแลกติกใชเปนสารต้ังตนในการผลิตมากข้ึนยิ่งข้ึน ซึ่ง
ในป 2012 มีการคาดการณวาจะสามารถผลิตกรดแลกติกไดมากกวา 200,000 ตันตอป 
(Maneeboon และคณะ, 2010)  โดยมีราคาประมาณ 1.59 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม ที่ความ
เขมขนของกรดแลกติกเทากับ 88 เปอรเซ็นต (Wee และคณะ, 2006; John และคณะ, 2009) 

 

2.3 การผลิตกรดแลกติก 

2.3.1 กระบวนการสังเคราะหทางเคมี 

 การผลิตกรดแลกติกในกระบวนการทางอุตสาหกรรมโดยวิธีทางเคมี สวนใหญมักนิยมใช
การสังเคราะหผาน Lactonitrile โดยนํา HCN มาทําปฏิกิริยากับ Acetaldehyde ไดเปน 
Lactonitrile ตามสมการที่ 1 จากนั้นนํา Lactonitrile ที่ไดมาผานกระบวนการไฮโดรไลซิสโดยใช
กรดซัลฟูริกหรือกรดไฮโดรคลอริก ไดเปนกรดแลกติกและเกลือแอมโมเนียม ตามสมการที่ 2 
จากนั้นกรดแลกติกที่ไดจะถูกนําไปผานปฏิกิริยาเอสเทอรริฟเคชั่นดวยเมทานอล ไดเปนเมทิลแล็ก
เททตามสมการที่ 3 แลวนํามาทําใหบริสุทธิ์ดวยการกล่ันและผานปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ไดเปนกรด
แลกติกและเมทานอลตามสมการที่ 4  

 

ขั้นตอนท่ี 1: Addition of Hydrogen Cyanide 

CH3CHO    +    HCN                            CH3CHOHCN     (1) 

acetaldehyde         hydrogen cyanide                             lactonitrile 

ขั้นตอนท่ี 2: Hydrolysis by H2SO4 

CH3CHOHCN  +  H2O  +  ½H2SO4             CH3CHOHCOOH  + ½(NH4)2SO4     (2) 

   lactonitrile                   sulfuric acid                        lactic acid         ammonium salt 

catalyst 
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ขั้นตอนท่ี 3: Esterification 

CH3CHOHCOOH  +  CH3OH       CH3CHOHCOOCH3  +  H2O  (3) 

                  lactic acid          methanol                                           methyl lactate 

ขั้นตอนท่ี 4: Hydrolysis by H2O 

CH3CHOHCOOCH3  +  H2O       CH3CHOHCOOH  +  CH3OH  (4) 

     methyl  lactate       lactic acid          methanol 

ที่มา : Narayanan และคณะ (2004) 

 

 นอกจากที่กลาวไปแลวขางตน เรายังสามารถผลิตกรดแลกติกโดยวิธีทางเคมีผาน
กระบวนการอื่นๆ ไดอีก ไดแก การสังเคราะหโดยใช Propene เปนซับสเตรท (Vaidya และคณะ, 
2005) ปฏิกิริยาการยอยสลายดวยดาง (Varadarajan และ Miller, 1999) ปฏิกิริยาออกซิเดช่ันของ 
propylene glycol ปฏิกิริยาระหวาง Acetaldehyde กับคารบอนไดออกไซดและน้ํา ภายใต
อุณหภูมิและความดัน และปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ Chloropropionic acid เปนตน 

กระบวนการสังเคราะหกรดแลกติกโดยวิธีทางเคมีนั้นมีขอเสียคือ มีการใชภาวะรุนแรงใน
กระบวนการสังเคราะหกอใหเกิดมลพิษตอส่ิงแวดลอม และท่ีสําคัญวัตถุดิบที่ใชเปนซับสเตรทใน
การผลิตนั้นไดมาจากอุตสาหกรรมปโตรเคมี ซึ่งนับวันจะมีราคาสูงข้ึนเร่ือยๆ และยังกอใหเกิด
ปญหามลพิษภายหลัง (Kadam และคณะ, 2005; Wee และคณะ, 2006) นอกจากนี้กรดแลกติกที่
สังเคราะหไดจะอยูในรูปไอโซเมอรผสม คือ กรด-แอลแลกติกและดี-แลกติก (Wee และคณะ, 
2006; Zhang และคณะ, 2007; Tay และ Yang, 2002) ทําใหตองมีการทําใหกรดแลกติกมีความ
บริสุทธิ์กอนการนําไปใชเพื่อการบริโภค ทั้งนี้เนื่องจากกรดแลกติกที่เปนประโยชนสําหรับส่ิงมีชีวิต
และสามารถใชในอาหารและเภสัชกรรมมีเพียงชนิดแอลไอโซเมอรเทานั้น เนื่องจาก ส่ิงมีชีวิตไม
สามารถเมทาบอไลซกรดดี-แลกติกได เพราะขาดเอนไซมชนิดดีแลกเตทดีไฮโดรจีเนส ดังนั้นหาก
บริโภคกรดแลกติกที่มีปริมาณกรดดี-แลกติกปนเปอนในปริมาณมาก อาจสงผลใหมีปริมาณกรดดี-
แลกติกสะสมในกระแสโลหิตสูง เกิดภาวะความเปนกรดสูงในรางกาย (Hyper-acidity) และ
นอกจากนี้แลวพบวาในปจจุบันกระบวนการสังเคราะหพอลิแลกติกแอซิดมีความตองการกรดแลก
ติกในรูปบริสุทธิ์เพื่อเปนวัตถุดิบในการผลิตพอลิเมอรชนิดนี้อีกดวย จากที่กลาวมาขางตนเห็นไดวา
การสังเคราะหทางเคมีมีขอจํากัดหลายประการในกระบวนการผลิตในระดับอุตสาหกรรมตอไปใน
อนาคต และเม่ือเปรียบเทียบการผลิตกรดแลกติกโดยการสังเคราะหทางเคมีและกระบวนการหมัก 
แสดงดังภาพที่ 2.2 พบวา การผลิตกรดแลกติกดวยกระบวนการหมักโดยการใชจุลินทรีย จะให
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ผลผลิตกรดแลกติกในรูปของดีบริสุทธิ์ หรือแอลบริสุทธิ์อยางเดียว หรืออยูในรูปของไอโซเมอรผสม
ดีแอล ข้ึนอยูกับลักษณะของจุลินทรียที่นํามาใชในกระบวนการหมัก ในขณะที่การผลิตกรดแลกติ
กทางเคมีจะใหกรดแลกติกรูปของไอโซเมอรผสมเพียงอยางเดียว 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.2 เปรียบเทียบการผลิตกรดแลกติกจากกระบวนการสังเคราะหทางเคมี (1) และ
กระบวนการหมัก (2)  
ที่มา : Wee และคณะ, 2006 
 
 

2.3.2 กระบวนการหมัก 

2.3.2.1 กระบวนการหมักโดยแบคทีเรีย 

แบคทีเรียที่สามารถผลิตกรดแลกติกแบงเปน 2 กลุมคือ กลุมที่เปนโฮโม
เฟอรเมนเททีฟ คือ จะผลิตกรดแลกติกเพียงอยางเดียว ตัวอยางของแบคทีเรียในกลุมนี้ ไดแก 

i) Recent environmental issues 
ii) Limited nature of petrochemical resources 

Desirable due to 

Petrochemical resources 

Acetaldehyde (CH3CHO) 

Lactonitrile (CH3CHOHCN) 

Only racemic DL-Lactic acid 

(1) Chemical synthesis 

Addition of 
HCN and catalyst 

Hydrolysis by H2SO4 

Renewable resources 

Fermentable carbohydrates 

Fermented broth 

Optically pure L(+) or D(-)-lactic acid 

(2) Microbial fermentation 

Pre-treatment (acid hydrolysis  
and/or enzymatic saccharification) 

Microbial fermentation 

Recovery and purification 
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Lactobacillus sp. Bacillus sp. และ Lactococcus sp. เปนตน อีกกลุมคือ แบคทีเรียพวกเฮเทอ
โรเฟอรเมนเททีฟซ่ึงนอกจากจะผลิตกรดแลกติกแลวยังผลิตผลิตภัณฑอ่ืนๆ เชน เอทานอลและ
คารบอนไดออกไซด (Hofvendahl และ Hahn-Hagerdal, 2000) ดังแสดงในภาพที่ 2.3 แบคทีเรีย
พวกโฮโมเฟอรเมนเททีฟจะใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนแลวเขาวิถี Emden-Meyerhof pathway 
(EMP) โดยการเปล่ียนกลูโคสเปนไพรูเวทจากนั้นจึงเปล่ียนไพรูเวทไปเปนกรดแลกติก โดยกลูโคส
หนึ่งโมเลกุลสามารถผลิตกรดแลกติกไดสองโมเลกุล แตในกรณีที่ภาวะในระหวางกระบวนการ
หมักแปรผันไมเหมาะสม เชน คาความเปนกรด-ดาง ความเขมขนของสารอาหารอันมีสาเหตุจาก
การกวนที่ไมเปนเนื้อเดียวกัน ก็สามารถทําใหแบคทีเรียโฮโมเฟอรเมนเททีฟ เปล่ียนวิถีของการ
สังเคราะหไปเปนแบบ phosphoketolase (PK) ได โดยจะไดเปนกรดแลกติกเพียงหนึ่งโมเลกุล 
ทั้งนี้จะเกิดเปนผลิตภัณฑรวมอีกดวยดวย สงผลใหไดผลผลิตของกรดแลกติกลดลง (สาโรจน, 
2547) สวนพวกเฮเทอโรเฟอรเมนเททีฟ กลูโคสหนึ่งโมเลกุลสามารถผลิตกรดแลกติก เอทานอล 
และคารบอนไดออกไซด อยางละหนึ่งโมเลกุลออกมาดวยการเขาสูวิถี phosphoketolase (PK) ใน
งานวิจัยของ Zhao และ Ding (2008) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจาก Bacillus coagulans B179 
ทําการหมักแบบไมตอเนื่อง พบวา สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงถึง 36.2 กรัมตอลิตร เมื่อใช
กลูโคสความเขมขน 40 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน  

   Michelson และคณะ (2006) พบวา แบคทีเรีย Bacillus coagulans 
SIM-7 DSM 14043 และ Lactobacillus delbrueckii ssp. Lactis DSM 20073 ใหอัตราการผลิต
กรดแลกติกสูงถึง 9.9 และ 5.6 กรัมตอลิตรตอชั่วโมงตามลําดับ ในการหมักแบบไมตอเนื่องโดยใช
สารอาหารที่ประกอบดวยกลูโคส 126 กรัมตอลิตร Yeast autolysate 185.7 มิลลิลิตรตอลิตร 
KH2PO4 0.25 กรัมตอลิตร K2HPO4 0.024 กรัมตอลิตร MgCl2 0.03 กรัมตอลิตร MgSO4·7H2O 
0.08 กรัมตอลิตร และ Microelements solution 2.3 มิลลิลิตรตอลิตร แตเนื่องจากแบคทีเรียกลุม
นี้ตองการไวตามินและกรดอะมิโนหลายชนิดในการเจริญและไมสามารถใชแหลงคารบอนจําพวก
แปงและเซลลูโลสไดเนื่องจากไมมีเอนไซมที่ใชในการยอยทําใหตองเพิ่มข้ันตอนในการยอยแปง
ดวยเอนไซมหรือกรดกอนนํามาใชเปนวัตถุดิบในกระบวนการหมักสงผลใหการผลิตกรดแลกติกมี
ตนทุนที่สูง อีกทั้งยังพบวากรดแลกติกที่ไดจากแบคทีเรียพวกโฮโมเฟอรเมนเททีฟนั้นอยูในรูปของ
ไอโซเมอรผสมหรือกรดแอล (+) และดี (-) แลกติกทําใหเมื่อเสร็จส้ินกระบวนการหมักจึงตองแยก
ไอโซเมอรผสมของกรดแลกติกออกจากกันกอนนําไปใชในอุตสาหกรรมอ่ืนๆตอไป 
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ภาพที่ 2.3 เมแทบอลิซึมการผลิตกรดแลกติกแบบโฮโมเฟอรเมนเททีฟดวยวิถี glycolysis, 
Embden-Meyerhof-Parnas (A)  และเฮเทอโรเฟอรเมนเททีฟดวยวิถี phosphoketolase (B) จาก
แลกติกแอซิดแบคทีเรีย  ที่มา : http://textbookofbacteriology.net/lactics_2.html 

หมายเหตุ  (P = phosphate, ADP = adenosine 5'-diphosphate, ATP = adenosine 5'-
triphosphate, NAD+ = nicotinamide adenine dinucleotide, NADH = nicotinamide adenine 
dinucleotide) 
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2.3.2.2 กระบวนการหมักโดยรา 

   ราที่สามารถผลิตกรดแลกติกเปนราที่อยูในจีนัส Rhizopus Mucor  และ 
Monilia  เชน Rhizopus arrhizus  R. Delmar  R. elegans  R. japonicus  R. oryzae  R. 
stolonifer  และ R. chinensis เปนตน สําหรับการผลิตกรดแลกติกในระดับอุตสาหกรรมนิยมใช 
R. oryzae     เนื่องจากราสามารถผลิตกรดแอล-แลกติกบริสุทธิ์จากแปง น้ําตาล รวมทั้งวัสดุ
การเกษตรที่มีแปงเปนองคประกอบ รวมทั้งกากน้ําตาลซึ่งมีราคาถูก เนื่องจากรามีอะไมเลสและ
กลูโคอะไมเลสที่สามารถยอยแปงใหเปนน้ําตาล (Wee และคณะ, 2006) ในภาวะที่มีอากาศ 
สามารถเจริญเติบโตในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีแหลงไนโตรเจนอนินทรียเชนเกลือแอมโมเนียมหรือไน
เตรต อีกทั้งไมตองการไวตามินหรือกรดอะมิโนเสริมในกระบวนการหมักเหมือนแบคทีเรีย จึงทําให
กระบวนการหมักดวย R. oryzae มีตนทุนการผลิตทั้งดานวัตถุดิบและกระบวนการแยกบริสุทธิ์
หลังกระบวนการหมักที่ตํ่ากวาการหมักดวยแบคทีเรีย นอกจากนี้กระบวนการหมักกรดแลกติกจาก
ราสามารถผลิตที่อุณหภูมิสูงและพีเอชตํ่า ซึ่งจะชวยลดปญหาการปนเปอนจากเช้ือจุลินทรียชนิด
อ่ืนได รามีการหมักแบบเฮเทอโรเฟอรเมนเททีฟ  การหมักกรดแลกติกโดยราเมื่อใชน้ําตาลกลูโคส
เปนซับสเตรทในสภาวะที่มีการใหอากาศจะใหกรดแลกติก 1.5 โมลตอโมลของกลูโคส เม่ือ
เปรียบเทียบกระบวนการหมักกรดแลกติกโดย Lactobacillus sp. กับ R. oryzae ในตารางที่ 2.2 

งานวิจัยของ Mirdamadi และคณะ (2002) ไดทําการเปรียบเทียบการ
ผลิตกรดแลกติกระหวางแบคทีเรียและรา  พบวา สายพันธุที่ผลิตกรดแลกติกไดสูงไดแก  R. 
oryzae PTCC 5263 Lactobacillus plantarum PTCC 1058 และ L. bulgaricus PTCC 1332 
โดยสายพันธุ Lactobacillus sp. จะผลิตกรดแลกติกที่เปนไอโซเมอรผสมโดยมีกรดดีแลกติกอยู
ประมาณ 2 เปอรเซ็นต ซึ่ง R. oryzae PTCC 5263 สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงถึง 160 กรัมตอ
ลิตร คิดเปนคา YP/S  เทากับ 84 เปอรเซ็นตและอัตราการผลิตกรดแลกติก 4.10 กรัมตอลิตรตอ
ชั่วโมง เทียบกับ L. plantarum PTCC 1058 สามารถผลิตกรดแลกติกได 27 กรัมตอลิตร คิดเปน
คา YP/S  เทากับ 15 เปอรเซ็นตและอัตราการผลิตกรดแลกติก 0.56 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง และ L. 
bulgaricus PTCC 1332 สามารถผลิตกรดแลกติกได 30 กรัมตอลิตร คิดเปนคา YP/S  เทากับ 
16.67 เปอรเซ็นตและอัตราการผลิตกรดแลกติก 0.62 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง เมื่อใชกลูโคสความ
เขมขน 180 กรัมตอลิตร ทําการหมักในระดับขวดเขยาแบบไมตอเนื่อง  
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ตารางที่ 2.2 เปรียบเทียบกระบวนการหมักระหวาง Lactobacillus sp. กับ R. oryzae  

 Lactobacillus sp. R. oryzae 
Substrates medium unable to use starch and 

pentoses require complex 
growth nutrients 

able to use starch and 
pentoses simple medium 
composition 

Growth conditions anaerobic, pH > 4.5 aerobic, pH > 3 
Products   usually mixtures of L(+) and 

D(-)-lactic acids   
pure L(+)-lactic acid, plus other 
byproducts (e.g., ethanol,) 
fumarate, CO2 

Product yield from 
glucose 

0.85 - 0.95 g/g usually less than ~0.85 g/g 

Product concentration up to 150 g/L up to ~130 g/L 
Productivity  can be as high as 60 g/L·h usually lower than 6 g/L·h 

Reactor  operation Easy difficult due to the filamentous 
cell morphology 

 
ที่มา : Thongchul, 2005 
 
2.4 วิถีเมแทบอลิซึมของ R. oryzae 

จากงานวิจัยของ Wright และคณะ (1996) ไดศึกษาแบบจําลองวิถีเมแทบอลิซึมของ
กลูโคสและพัฒนาแบบจําลองวิถีเมแทบอลิซึมของรา R. oryzae จากทฤษฎีการควบคุมวิถีเม
แทบอลิซึม (Metabolic control theory) ภายใตภาวะที่ปจจัยที่ถูกควบคุมตางๆ คงที่ ดวยการ
ติดตาม (14C)-กลูโคสในวิถีไกลโคไลซีสและวัฏจักร TCA ดังภาพที่ 2.4 พบวา รา R. oryzae 
สามารถใชแปงเปนแหลงอาหารไดโดยตรง เนื่องจากในรามีอะไมเลสเพื่อใชในการยอยโมเลกุลของ
แปงโดยเปล่ียนแปงเปนกลูโคส จากนั้นจึงเปลี่ยนกลูโคสเปนไพรูเวท โดยวิถี Emden-Meyerhof 
pathway (EMP) นอกจากนี้ รายังสามารถใชน้ําตาลไซโลสเปนซับสเตรทโดยเปล่ียนไซโลสเปนไพรู
เวทโดยวิถีเพนโทสฟอสเฟต (HMP) ถาอยูในสภาวะที่มีน้ําตาลกลูโคสและปริมาณออกซิเจนที่
ละลายในอาหารเล้ียงเชื้อสูง ราจะเปล่ียนไพรูเวทเปนแล็กเททดวย NAD- dependent แล็กเททดี
ไฮโดรจีเนส (Pritchard, 1973) โดยมี NADH เปนตัวใหอิเล็กตรอน แตในสภาวะที่ปริมาณกลูโคส
ในอาหารเล้ียงเชื้อหมด หรือเมื่อรามีการสรางสปอร คาแอกทิวิต้ีของแล็กเททดีไฮโดรจีเนสจะลดลง 
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จะเกิดการปล่ียนแล็กเททกลับมาเปนไพรูเวทไดดวย NAD-independent แล็กเททดีไฮโดรจีเนส ดัง
สมการที่ 5 

NAD+ - dependent lactate dehydrogenase 

Pyruvic acid + NADH                                Lactic acid + NAD 
+  (5) 

NAD+ - independent lactate dehydrogenase 

 

นอกจากนี้ไพรูเวทที่เกิดข้ึนยังถูกนําเขาสูวัฎจักร TCA ในไมโทคอนเดรียเพื่อสรางเซลล
และพลังงานหรือเปล่ียนเปนกรดฟูมาริก สําหรับในภาวะที่ถูกจํากัดดวยอากาศ ราจะเปล่ียนไพรู
เวทไปเปนเอทานอลดวยแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส ดังนั้นในการผลิตกรดแลกติกโดยกระบวนการ
หมั กด วยรานอกจากได ก รดแลก ติกแล วยั งอาจ ได ผ ลิต ภัณฑ อ่ื น  เ ช น  กรดฟูมา ริก 
คารบอนไดออกไซด และเอทานอลข้ึนกับสภาวะที่ใชในการหมัก ดังนั้นการรักษาระดับออกซิเจนที่
ละลายภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพจึงมีความสําคัญตอกระบวนการผลิตกรดแลกติก (Bai และ
คณะ, 2003) 

 แตเนื่องจากลักษณะสัณฐานวิทยาของราที่เปนเสนใย ทําใหกระบวนการหมัก
กรดแลกติกดวยอาหารเหลวดวยเซลลแขวนลอยของ R. oryzae ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพมักจะ
ประสบปญหาเร่ืองเสนใยของราที่พันรอบแกนหมุนและใบพัด และเจริญเติบโตเกาะกลุมกันเปน
กอนตรงสวนใดสวนหนึ่งของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ ทําใหเกิดปญหาถายเทอากาศและอาหาร
ภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพซ่ึงจะสงผลโดยตรงตอการเจริญของรา และลักษณะสัณฐานของ R. 
oryzae ซึ่งมีการเปลี่ยนแปลงในระหวางการหมักจะมีผลตอการผลิตกรดแลกติก จึงมีลดปญหา
ดังกลาวนี้ดวยวิธีการยึดตรึงเซลล ซึ่งวิธีนี้สามารถชวยในการควบคุมการเปล่ียนแปลงลักษณะ
สัณฐานของราในระหวางกระบวนการหมักในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ ได 
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ภาพที ่2.4 กระบวนการเมแทบอลิซึมของกลูโคสในรา R. oryzae 
(ที่มา: Thongchul, 2005) 

 

2.5 ลักษณะสัณฐานของ R. oryzae 

รา R. oryzae ถูกจัดอยูใน Order Mucorales Family Mucoraceae เสนใยไมมีผนังกั้น 
เม่ือเจริญเติบโตเต็มที่จะสรางสปอรสีดํา ดังแสดงในภาพที่ 2.5  มีอับสปอรลักษณะคอนขางกลม 
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 40-350 ไมโครเมตร อยูที่ปลายกานชูอับสปอรซึ่งมีสีน้ําตาลเขมจนถึงสี
น้ําตาลอมดํา สปอรมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 4-11 ไมโครเมตร ลักษณะกลม หรือรูปไข (Ellis, 
1997) แสดงดังภาพที่ 2.5 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโต คือ 35 องศาเซลเซียส อุณหภูมิ
ตํ่าสุดที่สามารถเจริญเติบโตได คือ 5-7 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุดที่เจริญเติบโตได คือ 44-
49 องศาเซลเซียส 

Starch

Glucose 

Glucose-6-Phosphate 

Fructose-6-Phosphate 

Fructose-1,6-biphosphate

Phosphoenol pyruvate  Pyruvate

Aldehyde Lactate 

Ethanol 

Xylose 

Oxaloacetate

Malate Fumarate 

Mitochondrion 

Acetyl CoA Citrate 

Oxaloacetate Fumarate 

Malate 

CO2 

CO2 
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ภาพที ่2.5 ลักษณะของรา Rhizopus oryzae 

(ที่มา: Domsch และคณะ, 1980) 

ในกระบวนการหมักในอาหารเหลวลักษณะทางสัณฐานของราจะถูกกําหนดโดยสภาวะ
แวดลอมภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ เชน อาหารที่ใชเล้ียงเชื้อ อัตราการใหอากาศ อัตราการกวน    
เปนตน ลักษณะทางสัณฐานทั่วไปของราแบงเปน 2 กลุมไดแก Disperse mycelia และ Pellets 
ดังภาพที่ 2.6 ซึ่ง Disperse mycelia ยังแบงเปน Freely disperse และ Mycelial clumps โดย 
ลักษณะการเจริญแบบ Freely disperse ประกอบไปดวยเสนใย (Hyphal) มากกวา 3 สาย มา
เรียงซอนทับกันซึ่งลักษณะการเรียงแบบนี้นับเปน 1 Loop เมื่อเสนใยมาเรียงซอนทับกันมากกวา 3 
Loop เรียกวา Clumps หรือ การเจริญแบบกลุมกอน 

 ลักษณะการเจริญแบบ Pellets (Thongchul, 2005) แบงไดเปน 

  The outer zone หรือ Hairy zone เปนสวนที่อยูบริเวณรอบนอกของ Pellets มี
ลักษณะคลายขน ซึ่งขนเหลานี้ทําหนาที่ในการดูดซึมแรธาตุอาหารและอากาศเพื่อใชในการเจริญ
ของเซลลและผลิตกรดแลกติก 

Penetrated zone เปนโซนที่อยูถัดเขามาอีกช้ันของ Pellets ในโซนนี้แรธาตุ
อาหารและอากาศสามารถซึมผานเขาถึงเซลลได ทําใหเซลลเกิดกิจกรรมในการผลิตสารเมแทบอลิ
ซึม ซึ่งขนาดของโซนข้ึนกับ ความหนาแนนของ Pellets อัตราการเจริญและความเขมขนของ
อากาศที่ละลายในอาหาร 

Starvation zone เปนโซนที่อยูบริเวณดานในสุดของ Pellets ที่โซนน้ีแรธาตุ
อาหารและอากาศไมสามารถซึมผานเขาถึงเซลลบริเวณนี้ได ทําใหเซลลถูกจํากัดในเร่ืองของการ
ถายเทอาหารและอากาศ เมื่ออยูในสภาวะที่ไมเหมาะสมเซลลจะผลิตผลิตภัณฑอ่ืน เชน เอทานอล
และเกิด Autolysis (Cui และคณะ 1998) 
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ภาพที ่2.6 ลักษณะทางสัณฐานของรา 

(ที่มา: ดัดแปลงจาก Thongchul, 2005) 

 

 

 R. oryzae มีลักษณะสัณฐานที่เปล่ียนแปลงไปนั้น เนื่องมาจากมีกระบวนการหมักที่
แตกตางกัน และลักษณะสัณฐานแบบตางๆ ของ R. oryzae นั้นไดสงผลตอการผลิตกรดแลกติก
ดังแสดงในตารางที่ 2.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pellet morphology 

Hairy zone 
Starvation zone 

Penetrated zone 

Dispersed morphology 

Freely dispersed  

Clump  
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ตารางที่ 2.3 ลักษณะสัณฐานของ R. oryzae ที่มีผลตอการผลิตกรดแลกติก 

Morphology Process Cultivation system Yield (%) Productivity (g/(L·h)) Concentration (g/L)         Reference 

Cotton flocs Batch ALR 87 1.8 104.6 Park และคณะ (1998) 

Cotton flocs Batch STR 86 1.7 103.6 Kosakai และคณะ (1997) 

Small pellets Batch BCR 88 2.58 83 Zhou และคณะ (2000) 

Small pellets Repeated batch ALR - 1.07 85.7 Yin และคณะ (1998) 

Small pellets Repeated batch STR 62–74 2.9-6.2 60 Yang และคณะ (1995) 

Small pellets Repeated batch STR 74.2 - 74.92 Bai และคณะ (2003) 

Filamentous Semicontinuous STR 75.3 2.91 -- Martak และคณะ (2003)  

 

ที่มา : ดัดแปลงมาจาก Zhang และคณะ (2007) 

หมายเหตุ ALR : Air-lift reactor 

  BCR : Bubble column reactor 

  STR : Stirred tank reactor
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Du และคณะ (1998) พบวาลักษณะของเสนใยของ R. oryzae ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ
แบบ Bubble column ทําการหมักแบบไมตอเนื่อง มี 2 แบบ คือการเจริญแบบ Filamentous และ
แบบ Pellet ซึ่งการเกิดลักษณะรูปรางของเสนใยข้ึนกับคาพีเอชเร่ิมตนและการเติม CaCO3 เม่ือคา
พีเอชในอาหารเลี้ยงเชื้อเร่ิมตนเทากับ 5.5 เสนใยของราเจริญเปนแบบ Filamentous และสามารถ
ผลิตกรดแลกติกไดเทากับ 62.5 กรัมตอลิตร คิดเปนอัตราการผลิตเทากับ 1.46 กรัมตอชั่วโมงตอ
กรัม เมื่อทําการหมักเปนเวลา 27 ชั่วโมง สวนอาหารที่มีคาพีเอชเทากับ 2 เสนใยของราเจริญเปน
แบบ Pellet โดยสามารถผลิตกรดแลกติกไดเทากับ 66 กรัมตอลิตรคิดเปนอัตราการผลิตเทากับ 
1.46 กรัมตอช่ัวโมงตอกรัม เมื่อทําการหมักเปนเวลา 43 ชั่วโมง  

Bai และคณะ (2003) รายงานวา ลักษณะสัณฐานแบบ Pellet นั้นเกิดในข้ันตอนของการ
เตรียมหัวเช้ือเร่ิมตนจากการหมักในระดับขวดเขยาของรา R. oryzae โดยมีปจจัยที่กอใหเกิด 
Pellet ไดแก การเติมแคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) ปริมาณของหัวเชื้อเร่ิมตนและความเขมขน
ของแหลงไนโตรเจนในกระบวนการหมักกรดแลกติกดวยเซลลแขวนลอยในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ
เนื่องจากแคลเซียมคารบอเนตนั้นมีคุณสมบัติไมละลายน้ํา (Martak และคณะ, 2003) ดังนั้น เม่ือ
เติมแคลเซียมคารบอเนตมากเกินไปจึงทําใหสวนที่ไมละลายนํ้าจะไปอยูบริเวณดานลางของขวด
เมื่อเซลลเจริญเซลลจะไปเกาะกับแคลเซียมคารบอเนตทําใหลักษณะของเซลลมีการเจริญแบบ
กลุมกอน (Clump) และขนาดของ Pellet ที่เกิดข้ึนภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพนั้นจะข้ึนกับรอบ
การกวนและอัตราการใหอากาศ  

Yang และคณะ (1995) พบวา ลักษณะสัณฐานแบบ Pellet ที่มีขนาดเล็กในเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพนั้นเกิดจากการใชไซโลสเปนแหลงคารบอนในระหวางของข้ันตอนการเตรียมหัว
เช้ือในการหมักในระดับขวดเขยา Martak และคณะ (2003) พบวา อัตราการผลิตกรดแลกติกลด
ลงจาก 2.91 เปน 1.63 กรัมตอลิตรตอชั่วโมงและการผลิตกรดแลกติก คิดเปนคา YP/S  ลดลงจาก 
75.3 เปน 62.6 เปอรเซ็นต เมื่อลักษณะสัณฐานของรา R. arrhizus เปล่ียนเปนแบบ Pellet 
หลังจากการหมักที่ 152 ชั่วโมงในการหมักระบบ Periodical bleed and feed  

 Liu และคณะ (2006) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดย R. oryzae NRRL 395 ที่มีลักษณะ
การเจริญแบบ Clump เทียบกับการเจริญแบบ Pellet  ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพขนาด 5 ลิตร 
พบวา ลักษณะการเจริญแบบ Clump สามารถผลิตกรดแลกติกไดเทากับ 33 กรัมตอลิตร สวน
เซลลที่มีการเจริญ แบบ Pellet สามารถผลิตกรดแลกติกไดเทากับ 60 กรัม เมื่อทําการหมัก 2.5 วัน 
ที่ 200 รอบตอนาที อัตราการใหอากาศ 1.00 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ควบคุม
คาพีเอชเทากับ 7.0±0.1 ดวย 20 เปอรเซ็นต ของ Ca(OH)2  และอุณหภูมิที่ใชคือ 27 องศา
เซลเซียส 
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2.6 การตรึงเซลล R. oryzae 

กระบวนการหมักกรดแลกติกดวยเซลลแขวนลอยของ R. oryzae ในเคร่ืองปฏิกรณ
ชีวภาพมักจะประสบปญหาคือ เซลลเจริญกระจัดกระจายทั่วเครื่องปฏิกรณชีวภาพ ทําใหอาหาร
เกิดความหนืด สงผลใหตองเพิ่มแรงในการปนกวนมากข้ึน และท่ีสําคัญไมสามารถในการควบคุม
ลักษณะสัณฐานของ R. oryzae ได ซึ่งมีการเปล่ียนแปลงในระหวางการหมัก ทําใหประสบปญา
ในการถายเทอากาศและอาหารใหกับเซลลภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ สงผลโดยตรงตอการ
เจริญเติบโตของเซลลและความสามารถในการผลิตกรดแลกติก (Chotisubha-anadha และคณะ, 
2011; Znidarsic และ Pavko, 2001; Wang และคณะ, 2010; Thongchul และ Yang, 2004) 
เพื่อกําจัดปญหาดังกลาวการยึดตรึงเซลลจึงเปนวิธีทางเลือกหนึ่งในกระบวนการหมัก การยึดตรึง
เซลลสามารถควบคุมสัณฐานของเชื้อในระหวางการบวนการหมักได นอกจากนี้ยังพบวาการตรึง
เซลลยังสามารถชวยเพิ่มอัตราการผลิตกรดแลกติก เพิ่มอัตราการถายเทอากาศใหกับเซลล และ
การเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑภายในเครื่องปฏิกรณชีวภาพยังทําไดสะดวกมากขึ้นเมื่อเทียบกับ
กระบวนการหมักกรดแลกติกดวยเซลลแขวนลอย (Chotisubha-anadha และคณะ, 2011; Tay 
และ Yang, 2002) แสดงดังตารางที่ 2.4 ดังนั้น จึงไดมีการศึกษาและพัฒนาเทคนิคการยึดตรึง
เซลลที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติก แสดงในตารางที่ 2.5 และ 2.6 

วิธีการตรึงเซลลจุลินทรียแบงออกเปน 4 วิธี (Bicherstaff, 1997) (ภาพที่ 2.7) 

1) การตรึงเซลลจุลินทรียโดยวิธีการเช่ือมไขว (Cross linking method) 

  เซลลจุลินทรียเกิดการเช่ือมโยงระหวางเซลลดวยกันเอง เม่ือเติมสารเชื่อมไขว 
เชน glutaraldehyde, tolune di-isocyanate ซึ่งสารเหลานี้จะทําปฏิกิริยาที่กลุมอะมิโนอิสระ และ
กลุมคารบอกซิลอิสระบนผนังเซลล หรือการเติมสารจําพวก polyamines, polyethyleneimine 
หรือ polystyrene sulfonate ทําใหเกิดเปนกลุมเซลลจุลินทรียขนาดใหญ 

 2) การตรึงเซลลจุลินทรียโดยวิธีการยึดเกาะ (Adsorption method) 

  แรงยึดเกาะระหวางเซลลจุลินทรียกับวัสดุตรึงจะมีมากหรือนอยข้ึนอยูกบัชนดิของ
จุลินทรีย โดยวัสดุตรึงจะจับกับเซลลดวยแรงแวนเดอวาลส พันธะไอออนิก (เมื่อมีไอออนอ่ืนๆชวย 
เชน Ca2+, Fe2+, Fe3+, Al3+) หรือพันธะไฮโดรเจน แรงเหลานี้จะข้ึนอยูกับกลุมตางๆ ที่อยูบนผิวของ
ผนังเซลลจุลินทรีย ไดแก peptide, hexosamines และ diaminopimelic เนื่องจากกลุมเหลานี้จะ
มีประจุทําใหสามารถจับกับกลุมที่มีประจุของวัสดุตรึงได การตรึงเซลลจุลินทรียดวยวิธีนี้สามารถ
ทําไดงาย รวดเร็ว วัสดุตรึงราคาถูก ไมเปนอันตรายตอเซลล เนื่องจากไมมีการเติมสารเคมีลงไป 
แตการตรึงเซลลจุลินทรียดวยวิธีนี้ มีขอเสียคือ อาจจะเกิดการหลุดของเซลลไดงาย เนื่องจากการ
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ยึดเกาะนี้เกิดข้ึนแบบไมจําเพาะ อาจจะทําใหส่ิงแปลกปลอม (contaminate product) บางสวนไป
ยึดติดกับวัสดุตรึงแทนได นอกจากนี้การหลุดของเซลลสามารถเกิดข้ึนไดงาย เมื่อเกิดการ
เปล่ียนแปลงสภาพการเพาะเล้ียง เชน คาพีเอช อุณหภูมิ และคาไอออนิก เปนตน วัสดุตรึงที่นิยม
ใชในการยึดเกาะ ไดแก เรซินแลกเปล่ียนประจุชนิด DEAE-cellulose CM-cellulose เซรามิก อิฐ 
แกว ข้ีเล่ือย ฟองน้ํา เสนใยผา เปนตน 

 3) การตรึงเซลลจุลินทรียโดยวิธีการจับกันของพันธะโควาเลนซ (Covalent binding 
method) 

  เซลลจุลินทรียจะถูกตรึงจับกับวัสดุตรึงดวยพันธะโควาเลนซที่เกิดข้ึนระหวาง หมู
ฟงกชั่นที่ผิวของวัสดุตรึงกับหมูฟงกชั่นของกรดอะมิโนที่ผิวของเซลลจุลินทรีย โดยการใชสารพาหะ
ที่มีกลุมกัมมันตอยู ไดแก CNBr-cellulose และ glutaraldehyde-gelatin เปนตน ขอดีของการ
ตรึงโดยวิธีนี้คือ เซลลจุลินทรียจะถูกตรึงถาวร ดังนั้นจึงไมเกิดปญหาการหลุดของเซลลออกจาก
วัสดุตรึง นอกจากนี้เซลลตรึงยังสามารถดูดซึมอาหารไดโดยไมมีขอจํากัดในการแพรกระจาย
เหมือนกันกับการตรึงเซลลดวยวิธีการดักจับเซลลไวในพอลิเมอรอีกดวย 

4) การตรึงเซลลจุลินทรียโดยวิธีการดักจับ (Entrapment method) 

 การตรึงเซลลโดยวิธีการดักจับนี้จะมีการจํากัดการเคล่ือนที่ของเซลลจุลินทรียไว
ในวัสดุตรึงที่มีลักษณะเปนเจล การเกิดเจลนี้สามารถทําไดหลายวิธีดวยกันคือ 

1) การเกิดเจลเนื่องจากการพอลิเมอรไรเซช่ัน (Polymerization) ของสารอินทรีย 
เชน polyacrylamide 

2) การเกิดเจลเนื่องจากความรอน (Thermal gelation) เชน collagen gelatin 
agar agarose และ K-carrageenan เปนตน 

3) การเกิดเจลเนื่องจากการเชื่อมไขวเขากับไอออนของโลหะ (Ionotropic 
gelation) เชน alginate และ chitosan เปนตน 

4) การเกิดเจลเนื่องจากการควบแนน (Polycondensation gelation) เชน 
polyurethane และ epoxyresin เปนตน 

การคัดเลือกวัสดุตรึงใหเหมาะสมตอการตรึงเซลลจุลินทรีย ควรพิจารณาจากพื้นที่ผิว 
ขนาดและรูปรางที่เหมาะสม มีการซึมผานของสารได ไมละลายน้ํา เสถียรตอสารเคมี ความรอน
และแรงกระทบ สามารถนํากลับมาใชใหมได 
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ภาพที่ 2.7 วิธีการตรึงเซลลจุลินทรีย 

(ก) การตรึงเซลลจุลินทรียโดยวิธีการเชื่อมไขว (Cross linking method) 
(ข) การตรึงเซลลจุลินทรียโดยวิธีการยึดเกาะ (Adsorption method) 
(ค) การตรึงเซลลจุลินทรียโดยวิธีการจับกันของพันธะโควาเลนซ (Covalent binding 
method) 
(ง) การตรึงเซลลจุลินทรียโดยวิธีการดักจับ (Entrapment method) 

 

 

 

 

 

 

 

(ก)      (ข)   

(ค)      (ง)   
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ตารางที่ 2.4 การผลิตกรดแลกติกจากกระบวนการหมักโดยเซลลแขวนลอยในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ  

Fermentation conditions Substrate  Yield (%) Productivity 
(g/(L·h)) 

Concentration (g/L) Operation period Reference 

Free cells (pellet) in air-lift 
bioreactor 

Corn starch 90 g/L 75.8  
(cycle 1-6) 

2.02   
(cycle 1-6) 

91 (cycle 1-6) 
76 (cycle 7-9) 

9 repeated 
batches, 14 days 

Yin และคณะ (1998) 

Free cells (filamentous/pellet) 
in bubble bioreactor 

Glucose 78 g/L (filamentous) 
Glucose 76 g/L (filamentous) 

- - 62 (filamentous) 
66 (pellet) 

Batch, 27 h 
Batch, 43 h 

Du และคณะ (1998) 

Free cells in bubble column 
bioreactor 

Glucose 94 g/L 88 2.58 83 Batch, 32 h Zhou และคณะ (2000) 

Free cells in stirred tank 
bioreactor with a periodical 
bleed and feed (PBF) 

Glucose 100 g/L 67.3 2.31 

kg/m3h 

~80 14 PBF cycles, 10 
days 

Martak และคณะ (2003) 

Free cells (pellet) in stirred 
tank bioreactor 

Glucose 100 g/L 74.2 - 74.92 6 repeated batches Bai และคณะ (2003) 

Free cells (pellet) in stirred 
tank bioreactor 

Glucose 120 g/L - 3.40-3.85 81-95 Semicontinuous, 
 25 cycles 

Wu และคณะ (2010) 
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ตารางที่ 2.5 การผลิตกรดแลกติกจากกระบวนการหมักโดยเซลลตรึงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ 

Fermentation conditions Substrate  Yield (%) Productivity 
(g/(L·h)) 

Concentration (g/L) Operation period Reference 

Immobilized cells on fibrous 
matrix in a RFBB 

Glucose 70 g/L 
Corn starch 70 g/L 

90 
100 

2.5 
1.65 

226 
127 

Repeated batch and  
fed-batch 

Tay และ Yang (2002) 

Immobilized cells on 
honeycomb matrix in bubble 
column bioreactor  

Glucose 80 g/L 93.4 0.72 68.8 Repeated batch, 
 9 cycles 
 

Wang และคณะ (2010) 

Immobilized cells on cotton 
matrix in a static bed 
bioreactor 

Glucose 70 g/L 83 2.1 137 Batch Thongchul และ Yang 
(2004) 

Immobilized cells on cotton 
matrix in a static bed 
bioreactor 

Glucose 70 g/L 62 2.09 37.83 Batch Chotisubha-anandha 
และคณะ (2011) 
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ตารางที่ 2.6 การยึดตรึงเซลลรา R. oryzae ที่มีผลตอการผลิตกรดแลกติก  

Carrier Process Substrate Yield (%) Productivity 
(g/(L·h)) 

Concentration 
(g/L) 

Reference 

Calcium alginate Repeated batch Glucose 72 2.5 62 Hang และคณะ (1989) 
Calcium alginate Batch Glucose 65 1.6 73 Hamamci และ Ryu (1994) 
Cotton cloth 
 

Repeated batch and  
fed-batch 

Starch 
Glucose 

100 
90 

1.65 
2.5 

127 
226 

Tay และ Yang (2002) 

Cotton cloth Batch Glucose 83 2.1 137 Thongchul และ Yang (2004) 
Cotton like flocs  Batch Glucose 87 - 104.6 Park และคณะ (1998) 
Honeycomb Repeated batch Glucose 93.4 0.72 68.8 Wang และคณะ (2010) 
Loofa sponge Repeated batch Starch - 1.84 80.75 Ganguly และคณะ (2007) 
Polymer support Batch Glucose 65 - - Tamada และคณะ (1992) 
Polyurethane foam Repeated batch Glucose 78 4.6 40 Dong และคณะ (1996) 
Poly(vinyl alcohol)-cryogel Batch 

Semi-batch 
Glucose 
Glucose 

94 
78 

5.0 
2.8 

112 
173 

Efremenko และคณะ (2006) 

Rotating disc Batch and continuous Glucose 70 - - Lin และคณะ (1998) 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Zhang และคณะ (2007) 
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 Hang และคณะ (1989) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวยเทคนิคตรึง ของ R. oryzae 
NRRL 395 บน Calcium alginate ในระดับขวดเขยา ใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน พบวาเซลลตรึง
สามารถรักษาสภาพไดดี และสามารถนํากลับมาใชหมักซํ้าไดถึง 9 รอบ ในระยะเวลาการหมัก 18 
วัน โดยการหมักรอบที่ 5 สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงสุดเทากับ 62.4 กรัมตอลิตร ในขณะที่
กระบวนการหมักดวยเซลลแขวนลอยเมื่อนํามาหมักซํ้า พบวาปริมาณของกรดแลกติกที่ผลิตไดไม
คงที่ อัตราการผลิตกรดแลกติกจะสูงในชวงแรกของการหมัก และจะเร่ิมลดลงตามลําดับเมื่อทํา
การหมักตอไประยะยาว 

Hamamci และ Ryu (1994) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวยเทคนิคตรึง R. oryzae บน
Alginate ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ fluidized-bed โดยทาํการหมักแบบไมเนื่อง ใชกลูโคส
ความเขมขน 150 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน พบวา สามารถผลิตกรดแลกติกได 73 กรัมตอ
ลิตร คิดเปนคา YP/S เทากบั 64.8 เปอรเซ็นต เมื่อทาํการหมักนาน 44.5 ชั่วโมง 

Efremenko และคณะ (2006) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวยการตรึง R. oryzae บน 
Poly(vinyl alcohol)-Cryogel ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ โดยใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน พบวา 
สามารถผลิตกรดแลกติกได 112 กรัมตอลิตร คิดเปนคา YP/S เทากับ 94 เปอรเซ็นต และอัตราการ
ผลิตกรดแลกติก เทากับ 5.0 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง เม่ือทําการหมักแบบไมตอเนื่องและเมื่อทําการ
หมักแบบกึ่งตอเนื่อง พบวา สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงถึง 173 กรัมตอลิตร  

 Ganguly และคณะ (2007) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวยวิธีตรึงเซลล R. oryzae 
RBU2-10 บนใยบวบ โดยใสใยบวบขนาด 1.008 ลูกบาศกเซนติเมตร จํานวน 4 ชิ้นตออาหารเล้ียง
เช้ือ 100 มิลลิลิตร  ความเขมขนของหัวเช้ือเร่ิมตน 3 x 106 สปอรตอมิลลิลิตร พบวา สามารถผลิต
กรดแลกติกไดสูงสุด 80.75 กรัมตอลิตรเม่ือทําการหมักเปนเวลา 48 ชั่วโมง ดวยอัตราการผลิตกรด
แลกติก 1.66 – 1.84 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 

2.7 ซับสเตรทในกระบวนการหมักกรดแลกติก 

 การผลิตกรดแลกติกนั้นโดยสวนใหญแลวจะนิยมใชกลูโคสบริสุทธิ์เปนซับสเตรทใน
กระบวนการหมัก เนื่องจากหางาย และไมตองผานข้ันตอนตางๆ สามารถนํามาใชเปนแหลง
คารบอนในกระบวนการหมักไดโดยตรง แตในปจจุบันกลูโคสบริสุทธิ์มีราคาคอนขางสูง สงผลตอ
ราคาตนทุนในการผลิตที่สูงข้ึนตามอีกดวย ดังนั้นการเลือกใชวัตถุดิบมาใชเปนซับสเตรทจึงเปน
ส่ิงคัญอยางยิ่งตอการลดตนทุนของกระบวนการผลิต ปจจุบันจึงสนใจที่จะแกปญหาดังกลาวโดย
มุงเนนไปที่การเลือกใชซับสเตรท ซึ่งมีการเลือกใชวัตถุดิบที่ราคาถูก รวมถึงส่ิงเหลือใชจากทาง
เกษตรกรรมที่สามารถนํากลับมาใชใหมได ตลอดจนของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมทาง
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การเกษตร เชน มันฝร่ัง ซังขาวโพดและกากน้ําตาล ตามลําดับ โดยเฉพาะอยางยิ่งวัตถุดิบที่มีแปง
เปนองคประกอบเชน กากมันสําปะหลัง เปนตน มาใชเปนซับสเตรทในการผลิตกรดแลกติก และ
จากคุณสมบัติ R. oryzae ซึ่งเปนราที่มีอะไมโลไลติกแอคทิวิต้ี กลาวคือมีอะไมเลสและกลูโคอะ
ไมเลสที่สามารถยอยแปงใหเปนน้ําตาลกลูโคสได (Wee และคณะ, 2006) แตอยางไรก็ตามซับสเต
รทดังกลาวเหลานั้นบางตัวยังไมอยูในสภาพที่จะนําไปเขาสูกระบวนการหมักไดทันที จะตองผาน
การยอยเพื่อใหไดเปนน้ําตาลที่พรอมจะนําไปเขาสูกระบวนการหมักไดกอน (fermentable sugar) 
ซึ่งน้ําตาลที่ไดหลังจากผานการยอยแลวนั้น จะทําหนาที่เปนแหลงคารบอนในกระบวนการหมัก
ตอไป ซึ่งสามารถจําแนกซับสเตรทไดคราวๆออกเปน 3 ประเภท (ตารางที่ 2.7) ไดแก 

 2.7.1 ซับสเตรทที่อยูในรูปของน้ําตาลบริสุทธิ์ (pure sugar) เชน กลูโคส ซูโครส เปนตน 
กลูโคส (Glucose) เปนน้ําตาลโมเลกุลเด่ียว มีสูตรทั่วไปคือ C6H12O6 เนื่องจากกลูโคสเปนน้ําตาล
โมเลกุลเด่ียว  เชื้อจึงสามารถใชเปนแหลงคารบอนไดโดยตรงไมตองผานข้ันตอนการยอยกอนเขาสู
กระบวนการหมัก กลูโคสจะถูกเปลี่ยนเปนไพรูเวทดวยวิถี Emden-Meyerhof pathway (EMP) 
จากนั้นจึงเปลี่ยนเปนกรดแลกติก  

 2.7.2 ซับสเตรทที่อยูในรูปของแปงหรือมีแปงเปนองคประกอบ (starch/starchy 
materials) เชน แปงขาวโพด แปงมันสําปะหลัง มันฝร่ัง กากมันสําปะหลัง เปนตน ซับสเตรท
ประเภทนี้ ไมสามารถนําไปใชเปนแหลงคารบอนไดโดยตรง จําเปนตองผานการยอยใหไดน้ําตาล
โมเลกุลเด่ียวกอน (fermentable sugar) จึงจะสามารถนําใชในกระบวนการหมักได มีรายงานวา
รา Rhizopus spp. สามารถผลิตกรดแลกติกไดในปริมาณสูงจากการใชแหลงคารบอนจําพวก 
แปงขาวโพด แปงขาวเจา แปงมันสําปะหลัง เปนตน (Yu และ Hang, 1989) เนื่องจากรามี
เอนไซมอะไมเลสเพื่อยอยโมเลกุลแปง (Wee และคณะ, 2006) จึงสามารถใชแหลงคารบอนจาก
วัสดุการเกษตรที่มีแปงเปนองคประกอบโดยไมตองผานการยอย    

 2.7.3 ซับสเตรทที่อยูในรูปของลิกโนเซลลูโลส (lignocellulose) เชน ซังขาวโพด ชานออย 
เปนตน ซับเตรทประเภทนี้ ไมสามารถนําไปใชเปนแหลงคารบอนไดโดยตรง จําเปนตองผานการ
ยอยใหไดน้ําตาลโมเลกุลเด่ียวกอน  (fermentable sugar) จึงจะสามารถนําใชในกระบวนการหมัก
ได ลิกโนเซลลูโลสสวนมากจะประกอบเซลลูโลส (cellulose) เปนหลัก รองมาคือ เฮมิเซลลูโลส 
(hemicellulose) และลิกนิน (lignin) ตามลําดับ ซึ่งจากองคประกอบดังกลาวกอใหเกิดอุปสรรคตอ
การยอยใหไดเปนน้ําตาลโมเลกุลเด่ียว ดังนั้นจึงจําเปนตองมีการปรับสภาพ (pretreatment) กอน
การนําไปยอย (hydrolysis) ในข้ันตอนตอไปเพื่อใหไดเปนน้ําตาลออกมากอนที่จะนําไปใชใน
กระบวนการหมัก 
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ตารางที่ 2.7 ซับสเตรทที่สามารถนาํมาผลิตกรดแลกติก 
 

Raw material Microorganisms Lactic acid yield References 
Pure sugar Glucose Rhizopus oryzae NRRL 395 0.62 g/g substrate Chotisubha-anandha และคณะ (2011) 
 Glucose Rhizopus oryzae NRRL 395 0.90 g/g substrate Tay และ Yang (2002) 
 Sucrose Rhizopus oryzae GY18 ~0.81 g/g substrate Guo และคณะ (2010) 
Starchy Potato starch Rhizopus oryzae, R. arrhizus 0.87 to 0.97 g/g substrate Huang และคณะ (2005) 
 Cassava pulp hydrolysate Rhizopus oryzae NRRL 395 0.06 to 0.23 g/g substrate Thongchul และคณะ (2010) 
 Corn starch Rhizopus oryzae NRRL 395 ~1.00 g/g substrate Tay และ Yang (2002) 
Lignocellulose Corncob hydrolysate Rhizopus oryzae GY18 355 g/kg corncob Guo และคณะ (2010) 
 Corncob hydrolysate Rhizopus sp. MK-96-1196 0.24 g/g substrate  Miura และคณะ (2004) 
 Wood hydrolysate Rhizopus oryzae NRRL 395 > 0.85 g/g substrate Woiciechowski และคณะ (1999) 
 Waste paper Rhizopus oryzae > 0.8 g/g substrate Park และคณะ (1998) 
 
ที่มา : ดัดแปลงจาก John และคณะ, 2009 
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ตารางที่ 2.8 ผลิตภัณฑที่ไดจากการหมักซับสเตรทที่เปนส่ิงเหลือใชจากการเกษตร 

Products Substrates Microorganisms References 
Lactic acid Sugarcane 

bagasse 
Lactobacillus delbrueckii John และคณะ (2006) 

 Cassava bagasse,  Lactobacillus delbrueckii John และคณะ (2006) 
 Cassava pulp Rhizopus oryzae Thongchul และคณะ (2010) 
 Corncob Rhizopus oryzae Miura และคณะ (2004) 
Ethanol Cassava pulp Escherichia 

Clostridium 
saccharoperbutylacetomicum 

Apiwatanapiwat และคณะ 
(2011) 
Thang และคณะ (2010) 

Citric acid Cassava bagasse Aspergillus niger Vandenberghe และคณะ
(2004) 

Mushrooms 
production 

Cassava bagasse Pleurotus ostrreatus  Leifa และคณะ (2001) 

Coffee residues Flamulina velutipes  
Pleurotus ostreatus 

Leifa และคณะ (2000) 
Leifa และคณะ (2001) 

Aroma 
production 
 

Cassava bagasse 
Coffee husks 
 

Klyveromyces marxianus 
Ceratocystis fmlbriata  
 
Rhizopus sp. 
 

Christen และคณะ (2000) 
Bramorski และคณะ (1998) 
Soares และคณะ (2000) 
Medeiros และคณะ (2000) 
Bramorski และคณะ (1998) 
Brand และคณะ (2000) 

Fumaric acud Cassava bagasse Rhizopus sp. Carta และคณะ (1999) 

 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Soccol และ Vandenberghe (2003) 
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 Bulut และคณะ (2004) ไดทําการเปรียบเทียบแหลงคารบอน 5 แหลงในการผลิตกรดแลก
ติกไดแก กูลโคส ซูโครส กากน้ําตาลจากหัวบีท แครอบพอดและรําขาวสาลี พบวา สามารถผลิต
กรดแลกติกไดสูงสุด 60 กรัมตอลิตร คิดเปนคา YP/S เทากับ 60 เปอรเซ็นต เมื่อใชกลูโคสความ
เขมขน 150 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน ซึ่งกากน้ําตาลจากหัวบีทเมื่อผานการพลาสเจอรไร
เซชั่นสามารถผลิตกรดแลกติกไดเพิ่มข้ึนจาก 37 กรัมตอลิตรเปน 40 กรัมตอลิตรและยังพบวา เม่ือ
เติมสารสกัดจากยีสต 10 กรัมตอลิตร สามารถผลิตกรดแลกติกเปน 49 กรัมตอลิตร พืชทองถิ่น
อยางแครอบพอดยังสามารถใชเปนแหลงคารบอนในการผลิตกรดแลกติกโดยสามารถผลิตกรด
แลกติกได 58 กรัมตอลิตร สวนรําขาวสาลีไมเหมาะสําหรับการใชเปนแหลงคารบอนเพราะให
ปริมาณกรดแลกติกตํ่าเพียง 6 กรัมตอลิตร เมื่อใชความเขมขน 50 กรัมตอลิตร  

 Yin และคณะ (1997) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดย R. oryzae ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ
แบบกวน และเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบลอยตัว โดยใชแปงขาวโพดเปนแหลงคารบอนความ
เขมขน 120 กรัมตอลิตร พบวาราที่ทําการหมักในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบลอยตัว สามารถผลิต
กรดแลกติกไดเทากับ 92 กรัมตอลิตร ใชระยะเวลาการหมัก 3 วัน ในขณะที่ราที่ทําการหมักใน
เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบกวนสามารถผลิตกรดแลกติกไดเทากับ 82 กรัมตอลิตร ภายหลังจาก
การหมักเปนระยะเวลา 4 วัน จะเห็นวาความสามารถในการผลิตกรดแลกติกของราท่ีเล้ียงใน
เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบกวนนอยกวาการหมักในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบลอยตัว เนื่องจากรา
ที่เล้ียงในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบกวนมีการเจริญเกาะกลุมเปนกอนเซลลขนาดใหญ บางสวน
จะเกิดเปน wall growth ติดตามผนังภายในของเครื่องปฏิกรณชีวภาพ และอุดตันทอสงอากาศ ทํา
ใหประสิทธิภาพในการใชซับสเตรทและความสามารถในการผลิตกรดแลกติกลดลง 

Ruengruglikit และ Hang (2003) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดย R. oryzae โดยใชซัง
ขาวโพดเปนแหลงคารบอนโดยการหมักในระดับขวดเขยาที่ 200 รอบตอนาที 30 องศาเซลเซียส 
พบวา สามารถผลิตกรดแลกติกได 299±6.8 กรัมตอกิโลกรัมซังขาวโพดแหง ระยะเวลาการหมัก 
48 ชั่วโมง 

 Tay และ Yang (2002) ศึกษาการผลิตกรดแลกติก โดย R. oryzae NRRL 395 ในเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพแบบ Rotating fibrous-bed แบบ Fed-batch โดยใชแปงเปนแหลงคารบอน 
พบวา สามารถผลิตกรดไดสูงถึง 127 กรัมตอลิตร คิดเปนคา YP/S เทากับ 100 เปอรเซ็นตและอัตรา
การผลิตกรดแลกติก 1.65 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  
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 Park และคณะ (2004) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากของเหลือที่ไดจากสํานักงาน 
(Waste office) ไดแก กระดาษ จากนั้นนํากระดาษมาผานกระบวนการยอย กอนนํามาเปนวัตถุดิบ
ในการหมัก โดย R. oryzae NRRL 395 ทําการหมักแบบไมตอเนื่อง ในระดับขวดเขยา พบวา 
สามารถผลิตกรดแลกติกได 49.1 กรัมตอลิตร คา YP/S เทากับ 59 เปอรเซ็นต  

 Jin และคณะ (2005) เปรียบเทียบการผลิตกรดแลกติกระหวาง R. arrhizus 36017 กับ 
R. oryzae 2062 โดยใชของเสียอุตสาหกรรมการผลิตอาหารจากมันฝร่ัง ขาวโพด ขาวสาลีและ
สับปะรด เปนแหลงคารบอนที่ความเขมขนของแปงหรือน้ําตาล 20 กรัมตอลิตร พบวา R. arrhizus 
36017 สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงสุด คิดเปนคา Yp/s 0.94-0.97 กรัมตอกรัมของแปงหรือ
น้ําตาล ขณะที่ R. oryzae 2062 สามารถผลิตกรดแลกติกคิดเปนคา Yp/s 0.65-0.76 กรัมตอกรัม
ของแปงหรือน้ําตาล และยังพบวา เม่ือเติม (NH4)2SO4 สารสกัดจากยีสตและเปปโตนสามารถเพิ่ม
ผลผลิตกรดแลกติกข้ึน 8-15 เปอรเซ็นตและมีน้ําหนักเซลลเพิ่มข้ึน 10-20 เปอรเซ็นต 

2.8 กากมันสําปะหลัง 

 มันสําปะหลัง (cassava, tapioca, manioc, mandioca หรือ yuca) มีชื่อสามัญหรือชื่อที่
เรียกทั่วไปเปนภาษาอังกฤษวา cassava หรือ tapioca ในประเทศบราซิลและอารเจนตินา เรียกวา 
madioca ลักษณะทางพฤกษศาสตรของมันสําปะหลังเปนไมพุมยืนตน (ภาพที่ 2.8 (ก)) มีอายุอยู
ไดหลายป ลักษณะลําตนสูงแตกตางกันตามพันธุ และสภาพแวดลอมโดยอาจสูงถึง 1-5 เมตร 
ลักษณะของใบมันสําปะหลังเปนแบบใบเด่ียว (single leaf)  สีของใบแตกตางกันตามพันธุ
เชนเดียวกับสีของลําตน ระบบรากของมันสําปะหลังสามารถแบงไดเปน 2 ชนิด ไดแก รากจริง 
(true or wiry root) และรากสะสม (modified or storages roots) รากสะสมนี้จะเจริญกลายเปน
หัวมันสําปะหลัง โดยทั่วไปในตนมันสําปะหลังตนหนึ่งจะมีรากสะสมอาหารหรือหัวอยูประมาณ 5-
20  หัวตอตน มันสําปะหลังเปนพืชที่เก็บสะสมอาหารไวในราก เม่ือพืชมีการสรางอาหารจากใบ
และสวนเปนสีเขียวแลว จะสะสมในรูปของคารโบไฮเดรต คือ แปง ไวในราก จะเห็นวา
องคประกอบสวนใหญในรากนั้นนอกจากน้ําแลวคือแปง ซึ่งมีถึงรอยละ 70-80 เปอรเซ็นต เมื่อ
หัวมันสําปะหลังถูกนําเขาสูกระบวนการเพื่อเปลี่ยนใหเปนแปงมันสําปะหลังดิบ เมื่อเสร็จส้ิน
กระบวนการดังกลาวจะไดเปนสวนที่เปนกากออกมาในภายหลัง ซึ่งในประเทศไทยอุตสาหกรรม
แปงมันสําปะหลังมีขนาดใหญและเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ ผลิตแปงแตละคร้ังจะใชหัวมันสําปะหลังสด
ประมาณ 10 ลานตัน ซึ่งกอใหเกิดกากมันอยางนอยไมตํ่ากวา 1 ลานตันตอป (Sriroth และคณะ,  
2000)  
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ภาพที ่2.8 ลักษณะของตนมนัสําปะหลัง (ก), หัวมันสําปะหลัง (ข) และกากมันสําปะหลัง (ค) 

 

ตารางที่ 2.9 องคประกอบของกากมันสําปะหลัง  

องคประกอบ % (โดยน้ําหนกัเปยก) % (โดยน้ําหนกัแหง) 
แปง 17.80 ± 1.24 68.89 ± 4.00 
ความชืน้ 72.00 ± 0.08 - 
เถา   0.44 ± 0.00 1.70 ± 0.01 
โปรตีน 0.40 ± 0.00 1.55 ± 0.03 
เสนใย 7.17 ± 0.06 27.75 ± 0.20 
ไขมัน  0.03 ± 0.00 0.12 ± 0.01 
pH 4.99 4.99 
Values are the mean. S.E. of two determinations. 
ที่มา : Sriroth และคณะ, 2000 
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  กากมันสําปะหลัง (cassava pulp) เปนของแข็งที่เหลือจากกระบวนการผลิตแปง
มันสําปะหลัง มีลักษณะดังภาพที่ 2.8 (ค) ซึ่งมีแปงเปนองคประกอบหลักอยูในปริมาณมาก 
(ประมาณรอยละ 50-60 โดยน้ําหนักแหง (ตารางที่ 2.9) ทั้งนี้ข้ึนอยูกับคุณภาพหัวมันและ
กระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลังของโรงงาน) ซึ่งสามารถนํามาใชเปนซับสเตรทในกระบวนการ
หมัก และองคประกอบที่รองลงมาคือพวกเสนใย (fiber) หรือสวนที่เปนลิกโนเซลลูโลสอยูประมาณ 
30 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง ซึ่งรายละเอียดของแตละองคประกอบของกากมันสําปะหลังมีดังนี้ 

 2.8.1 แปงและโครงสรางของแปง 

  แปง (starch) เปนโฮโมพอลิแช็คคาไรด (homopolysaccharide) ที่ไดจาก
กระบวนการสังเคราะหแสงของพืช ประกอบดวยหนวยยอย คือ กลูโคส ซึ่งจะถูกเก็บสะสมไวที่สวน
ตางๆ ของพืช ไดแก ราก  ลําตนใตดิน ผล และเมล็ด ในธรรมชาติจะพบอยูในรูปเม็ดแปง แปง
ประกอบดวยพอลิเมอร 2 ชนิด ไดแก 

  2.8.1.1 อะไมโลส (amylose) มีอยูในแปงประมาณ 10-25% ประกอบดวย
กลูโคสที่เช่ือมตอกันดวยพันธะ α-1, 4-ไกลโคซิดิก เปนสายยาวไมแตกกิ่งหรือแขนง ดังแสดงใน
ภาพที่ 2.9 จึงขดเปนเกลียว helix อะไมโลสเปนผงสีขาว ไมมีรสหวาน เมื่ออยูในน้ําจะมีสีขุนขาว 
ทําปฏิกิริยากับสารละลายไอโอดีนใหสีน้ําเงินเขม เกิดจากการที่โมเลกุลของไอโอดีนแทรก 
(intercalate) เขาไประหวางเกลียว helix ของอะไมโลส ทําใหเกิดสีมวงข้ึนมา 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่2.9 โครงสรางของอะไมโลส(amylose) 

 

2.8.1.2 อะไมโลเพกติน (amylopectin) ประกอบดวยกลูโคสที่เชื่อมตอกันดวย
พันธะ α-1, 4-ไกลโคซิดิก และมีการแตกก่ิงที่เช่ือมตอกันดวยพันธะ α-1, 6 -ไกลโคซิดิก ทําใหมี
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โครงสรางเปนกิ่ง ดังแสดงในภาพที่ 2.10 เมื่อทําปฏิกิริยากับสารละลายไอโอดีนจะใหสีมวงแดง 
เนื่องจากมีการแตกกิ่งจํานวนมาก ทําใหไอโอดีนที่แทรกซืมเขาไปติดไดในปริมาณนอย ทําใหเกิด
สีมวงแดงข้ึนมา 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่2.10 โครงสรางของอะไมโลเพกติน (amylopectin) 

 

2.8.2 เสนใยหรือสวนที่เปนลิกโนเซลลูโลสในกากมันสําปะหลัง 

เสนใย (fiber) คือสวนที่เปนลิกโนเซลลูโลสที่หลงเหลืออยูในกากมันสําปะหลังซ่ึง
มาจากกระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลังของโรงงานอุตสาหกรรมแปง เสนใยนี้จัดไดวามีอยูใน
ปริมาณนอยมากถาเทียบกับสัดสวนขององคประกอบทั้งหมด ดังที่ไดกลาวมาแลววาเสนใยก็คือ
ลิกโนเซลลูโลส ซึ่งลิกโนเซลลูโลสสวนมากจะประกอบดวยเซลลูโลส (cellulose) เปนหลัก รองมา
คือ เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) และลิกนิน (lignin) ตามลําดับ ดังนี้ 

  2.8.2.1 เซลลูโลส (Cellulose)  พบในผนังเซลล (cell wall) ของพืช เปนพอลิเมอร
ของ β–D-กลูโคส เชื่อมตอกันดวยพันธะ β-1,4 ไกลโคซิดิก ซึ่งตางจากพอลิเมอรของอะไมโลส
และอะไมโลเพกติน พันธะ β-1, 4 ไกลโคซิดิก ทําใหพอลิเมอรของเซลลูโลสมีลักษณะยืดออกไป
เปนเสนตรง ในขณะที่พันธะ α-1, 4-ไกลโคซิดิก จะทําใหเกิดการขดเปนวง (helix) นอกจากนี้การ
เกิดพันธะ อินเตอร- และ อินตรา- เชน ไฮโดรเจน (inter- and intra-hydrogen bond) ทําให
เซลลูโลสมีความแข็งแรง และทนแรงดึงไดสูง เซลลูโลสจะถูกสลายดวยเซลลูเลสซ่ึงจะไดเปน
กลูโคสออกมา 

  2.8.2.2 เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose)   เปนสวนประกอบของผนังเซลลพืช 
ประกอบดวยโมเลกุลของน้ําตาลเชิงเด่ียว (monosaccharide) ชนิดตางๆ ต้ังแตสองชนิดข้ึนไปเปน
จํานวน 100 โมเลกุลที่มีคุณสมบัติในการละลายเหมือนกันคือ ละลายไดในสารละลายดาง น้ําตาล
เชิงเด่ียวนี้แบงไดเปน 2 ชนิดคือ เพนโทแซนส (pentosans) และ เฮกโซแชนสที่ไมใชเซลลูโลส 
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(non cellulose hexosans) น้ําตาลเชิงเด่ียวที่พบมากในเฮมิเซลลูโลสคือ ดี-ไซแลนส (D-xylans) 
และ ดี-กลูโค-ดีแมนแนนส (D-gluco-D-mannans) และมีไซดเซนสเปนน้ําตาลเชิงเด่ียวชนิดอ่ืนๆ 
เชน แอล-อะราบิโนส (L-arabinoses) 

  2.8.2.3 ลิกนิก (lignin) เปนสารประกอบพอลิเมอรไมมีรูปผลึก จะเกาะกันอยูใน
ชั้นระหวางเสนใย (middle lamella) ซึ่งทําหนาที่ ยึดเกาะเสนใยเขาดวยกัน และมีบางสวนผสมอยู
ในเสนใยดวย โครงสรางพื้นฐานของลิกนินคือ ฟนิลโพรเพน (phenylpropane) หรือสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนที่มีคารบอน 9 อะตอม ประมาณรอยละ 65–67เปนสารประกอบเชิงซอนที่มีนํ้าหนัก
โมเลกุลสูง มักพบอยูรวมกับเซลลูโลส ลิกนินไมละลายนํ้า ไมมีสมบัติทางการยืดหยุน เพราะฉะนั้น
จึงทําใหพืชที่มีลิกนินมากมีความแข็งแรงทนทาน เม่ือพืชตายลิกนินจะถูกยอยดวยเอนไซมลิกเนส 
(Lignase) หรือลิกนินเนส(Ligninase) 

  เนื่องจากองคประกอบสวนใหญของกากมันสําปะหลัง คือ คารโบไฮเดรท และมี
สวนของลิกโนเซลลูโลสอยูปนเล็กนอย จึงมีความเปนไปไดสูงในการนํากากมันสําปะหลังกลับมา
ใชประโยชน โดยการยอยกากมันสําปะหลังใหเปนสารละลายน้ําตาลกลูโคส เพื่อใชเปนแหลง
คารบอนในกระบวนการหมัก ไดมีการรายงานการนํากากมันสําประหลังมาใชเปนแหลงคารบอน
ในการผลิตผลิตภัณฑตางๆ เชน รายงานของ Kosugi และคณะ (2009) ไดทําการศึกษาการผลิต
เอทานอลจากกากมันสําปะหลังดวยยีสต Saccharomyces cerevisiae Kyokai no.7 (strain K7) 
โดยการยอยแปงที่อยูในกากมันโดยใชเอนไซมทางการคา ไดแก อัลฟา-อะไมเลส กลูโคอะไมเลส 
และเซลลูเลสในการยอยเสนใยเซลลูโลส เพื่อเปล่ียนใหเปนกลูโคส พบวา สามารถไดกลูโคส 37.2 
กรัมตอลิตร จากการใชกากมันสําปะหลัง 5 เปอรเซ็นต ในหนวยน้ําหนักตอปริมาตร ไดผลผลิตเอ
ทานอล 0.50 กรัมตอกรัมซับสเตรท อัตราการผลิต 0.77 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง คิดเปนคา Yp/s 

เทากับ 98 เปอรเซ็นต 

  แตอยางไรก็ตามเสนใยที่ เปนสวนของลิกโนเซลลูโลสที่อยูภายในกากมัน
สําปะหลังนี้มีบทบาทสําคัญตอการสกัดแยกสวนที่เปนแปงออกมา ซึ่งเสนใยจะมีลักษณะเปนโครง
รางตาขายหอหุมแกรนูลแปงอยูภายใน ในเซลลพืชผนังเซลลมีลักษณะเปนโครงสรางขนาดเล็กจะ
ประกอบดวยเซลลูโลสที่ปรากฏตัวในรูปของพอลิแซคคาไลน และเมทริกซของโปรตีนถูกหอมลอม
ดวยชั้นที่ประกอบสวนที่เปนเพคติน แกรนูลของแปงจะอยูในเมทริกซพอลิเมอรที่ซับซอนซ่ึงยากตอ
การที่จะถูกปลดปลอยออกมา ดังนั้นเสนใยเหลานี้จึงเปนอุปสรรคในการยอยใหไดกลูโคส ดังนั้น
การพัฒนาการสกัดแปงออกจากกากมันควรตองมีการปรับปรุงโดยการไปทําลายเมทริกซเหลานั้น
เพื่อที่แกรนูลของแปงจะสามารถถูกปลดปลอยออกมาภายนอกได  การทําลายเมทริกซที่เปนเสน
ใยสามารถทําไดโดยวิธีการปรับสภาพ (pretreatment) (Sriroth และคณะ, 2000) กากมัน
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สําปะหลังกอนการนําไปยอย (hydrolysis) ในข้ันตอนลําดับตอไปเพื่อใหไดเปนน้ําตาล 
(fermentable sugar) จากสวนที่เปนพอลิแซคคาไลน (แปง เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส) ที่อยู
ภายในกากมันสําปะหลัง กอนที่จะนําไปใชในกระบวนการหมัก 

2.9 กระบวนการผลิตกรดแลกติกจากวัตถุดิบเหลือใชจากทางอุตสาหกรรมเกษตรท่ีมี
สวนประกอบของลิกโนเซลลูโลส 

 การผลิตกรดแลกติกจากวัตถุดิบเหลือใชจากทางอุตสาหกรรมเกษตรที่มีสวนประกอบของ
ลิกโนเซลลูโลสประกอบดวยกระบวนการที่สําคัญ 3 ข้ันตอน คือ การปรับสภาพ (pretreatment) 
การยอยสลาย (hydrolysis) และกระบวนการหมัก (fermentation) 

2.9.1 การปรับสภาพ (pretreatment) 

การปรับสภาพวัตถุดิบเปนการแยกสวนประกอบของลิกโนเซลลูโลสออกจากกัน
เปน เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ดังแสดงในภาพที่ 2.11 วัตถุประสงคของการปรับสภาพ 
คือ เพื่อที่จะกําจัดลิกนินและเฮมิเซลลลูโลส ลดความเปนคริสตัลไลนของเซลลูโลส เพิ่มรูพรุนและ
พื้นที่ผิวใหกับวัตถุดิบ ทําใหวัตถุดิบถูกยอยสลายไดดีข้ึน (Kumar และคณะ, 2009) (ตารางที่ 
2.10) 

  กากมันสําปะหลังมีองคประกอบของสวนที่เปนเสนใยซ่ึงก็คือสวนของลิกโน
เซลลูโลสที่หลงเหลืออยูดังนั้นกากมันสําปะหลังจึงประกอบไปดวยแปง เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส 
และลิกนิน การปรับสภาพลิกโนเซลลูโลสนั้นมีจุดมุงหมาย คือการปรับเปล่ียนขนาดและโครงสราง
ตําแหนงทางเคมีของสารชีวมวล ทําใหโครงสรางของลิกนินแตกสลายและทําลายโครงสรางผลึก
ของเซลลูโลส โดยการกําจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ลดความเปนผลึกของเซลลูโลส และเพิ่ม
ชองวางดวยการผานกระบวนการปรับสภาพ (Kumar และคณะ, 2009) เพื่อเอนไซมสามารถที่จะ
เขาไปยอยเซลลูโลสไดงายข้ึน สงผลใหการยอยสวนของแปงใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเด่ียวนั้น
สามารถทําไดอยางรวดเร็วและได yield ที่สูงข้ึน  

 

 

 

 

 



40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่2.11 ลักษณะของลิกโนเซลลูโลสภายหลังจากการปรับสภาพ 

(ที่มา: ดัดแปลงจาก  Kumar และคณะ, 2009) 

การปรับสภาพท่ีดีตองมีลักษณะดังตอไปนี้ (Sun และ Cheng, 2002) 

1) เพิ่มความสามาถในการยอยสลายของเอนไซมได 
2) หลีกเล่ียงการทําลายคารโบไฮเดรต 
3) หลีกเล่ียงการเกิดผลิตภัณฑที่จะเปนตัวยับยั้งกระบวนการยอยสลายและ

กระบวนการหมักในภายหลัง 
4) มีคาใชจายที่ไมสูงจนเกินไป 

วิธีการปรับสภาพวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสแบงเปน 4 วิธี ดังตอไปนี้ 

  2.9.1.1 การปรับสภาพดวยวิธีทางกายภาพ (physical pretreatment)  

  การปรับสภาพดวยวิธีทางกายภาพเปนการลดขนาดและเพิ่มพื้นที่ของ
วัตถุดิบเพื่อใหเอนไซมสามารถเขายอยสลายไดดีข้ึน วัตถุดิบสามารถถูกบดใหละเอียดไดโดยการ
ใชหลายวิธีรวมกัน คือ การตัด การบด และการโม โดยปกติภายหลังจากการตัดแลววัตถุดิบจะมี
ขนาด 10 – 30 มิลลิเมตร และหลังจากการบดหรือโมแลววัตถุดิบจะมีขนาด 0.2 – 2 มิลลิเมตร 
(Sun และ Cheng, 2002) นอกจากน้ีการแยกสลายดวยความรอน (pyrolysis) ยังเปนการปรับ
สภาพดวยวิธีทางกายภาพอีกวิธีหนึ่งที่สามารถแยกสลายเซลลูโลสไดอยางรวดเร็วโดยใชอุณภูมิสูง 
(Sánchez และ Cardona, 2008) 
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ในการยอยสลายโดยใชเอนไซม หากมีการลดขนาดของวัตถุดิบแลวตาม
ดวยการปรับสภาพดวยวิธีอ่ืนๆ จะทําใหเกิดการยอยสลายไดดีข้ึน ดังนั้นถาไมมีการปรับสภาพตอ
จะสงผลใหปริมาณน้ําตาลที่ไดจากการยอยสลายดวยเอนไซมลดลง 20 เปอรเซ็นตของคาที่ดตาม
ทฤษฎี ในขณะที่หากมีการปรับสภาพตอจะทําใหไดปริมาณน้ําตาลสูงข้ึน 90 เปอรเซ็นตหรือ
มากกวา 

  2.9.1.2 การปรับสภาพดวยวิธีทางเคมีกายภาพ (physicochemical 
pretreatment)  

การปรับสภาพดวยวิธีทางเคมีกายภาพเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพมากกวา
วิธีทางกายภาพ โดยวิธี steam explosion หรือ autohydrolysis เปนวิธีที่มีการศึกษามากที่สุด ใน
กระบวนการนี้จะใชไอน้ําที่ความดันสูงทําใหเกิดปฏิกิริยา autohydrolysis (Sánchez และ 
Cardona, 2008) วิธีนี้จะใชอุณหภูมิ 160 – 260 องศาเซลเซียส ความดัน 0.69 – 4.89 MPa เปน
เวลาไมกี่วินาทีจนถึง 2 – 3 นาที กอนที่วัตถุดิบจะกลับสูความดันบรรยากาศ เมื่อความดันลดลง
อยางรวดเร็วจะทําใหวัตถุดิบนั้นแตกออกเปนช้ินเล็กๆ (Sun และ Cheng, 2002) ทําใหเฮมิ
เซลลูโลสเกิดการยอยสลาย สามารถแยกเซลลูโลสออกจากเฮมิเซลลูโลสและลิกนินได ดังนั้นจึง
เปนการเพิ่มประสิทธิภาพของการยอยสลายเซลลูโลส ปจจัยที่สงผลตอการปรับสภาพดวยวิธี 
steam explosion คือ ระยะเวลาที่ใช อุณหภูมิ ขนาดของวัตถุดิบ และปริมาณความช้ืน วิธีนี้เปน
หนึ่งในวิธีที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดสําหรับใชในการปรับสภาพไมเนื้อแข็งและวัสดุเหลือทิ้งทาง
การเกษตร แตมีประสิทธิภาพนอยในไมเนื้อออน (Sánchez และ Cardona, 2008) 

การ เ ติมกรดซั ลฟ ว ริก  (อาจจะ เป นซั ล เฟอร ไดออกไซด ) ห รือ
คารบอนไดออกไซด ลงใน steam explosion สามารถเพิ่มการยอยสลายดวยเอนไซมไดอยางมี
ประสิทธิภาพ ลดการเกิดสารยับยั้ง และสามารถกําจัดเฮมิเซลลูโลสไดอยางสมบูรณมากข้ึน 
(Morjanoff และ Gray, 1987) 

นอกจากนี้ ammonia fiber explosion (AFEX) จัดเปนการปรับสภาพ
ดวยวิธีทางเคมีกายภาพอีกวิธีหนึ่งซึ่งวัสดุประเภทลิโนเซลลูโลสจะอยูในแอมโมเนียเหลวที่อุณหภูมิ
และความดันสูงเปนระยะเวลาหนึ่งกอนที่ความดันจะลดลงอยางรวดเร็ว (Sun และ Cheng, 2002) 

2.9.1.3 การปรับสภาพดวยวิธีทางเคมี (chemical pretreatment)  

มีการใชสารเคมีตางๆในการปรับสภาพวัตถุดิบ Sun และ Cheng (2002) 
ไดปรับสภาพดวยวิธีทางเคมีออกเปน 5 วิธี คือ 
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1) การปรับสภาพดวยกรด แบงออกเปน 

1.1) การใชกรดเขมขน เชนกรดซัลฟวริกหรือกรดไฮโดรคลอริก 
แมวาจะเปนสารที่ทําใหเกิดการยอยสลายเซลลูโลสไดดี แตกรดที่มีความเขมขนสูงจะมีความเปน
พิษ มีฤทธิ์กัดกรอนรุนแรง จึงตองการภาชนะที่ทนตอการกัดกรอนได นอกจากนี้ยังตองมี
กระบวนการนํากรดเขมขนกลับมาใชภายหลังการยอยสลายแลว เพื่อใหมีความคุมคาทาง
เศรษฐศาสตร (Sivers และ Zacchi, 1995) 

1.2) การใชกรดเจือจาง  เปนหนึ่งในวิธีการปรับสภาพที่มี
การศึกษามากที่สุด เกิดข้ึนที่อุณหภูมิปานกลางโดยมีการใชกรดเจือจาง เชน กรดซัลฟวริก กรด
ฟอสฟอริกและกรดไนตริก แตสวนใหญนิยมใชกรดซัลฟวริกเจือจาง หนาที่ของกรดออน คือ จะไป
ยอยสลายเฮมิเซลลูโลสใหกลายเปนน้ําตาล หรืออาจจะกําจัดเฮมิเซลลูโลสและลิกนินบางสวน
ออกไปเพื่อใหเซลลูโลสสามารถถูกยอยสลายไดดีข้ึน แมวาการใชกรดออนในการปรับสภาพจะ
สามารถเพิ่มการยอยสลายเซลลูโลสไดดี แตการใชวิธีนี้จะมีตนทุนสูงกวาการปรับสภาพดวยวิธี
ทางเคมีกายภาพบางวิธี เชน steam explosion หรือ AFEX เนื่องจากตองมีการทําใหคาพีเอชเปน
กลางซ่ึงมีความจําเปนสําหรับกระบวนการยอยสลายดวยเอนไซมและกระบวนการหมัก (Sun และ 
Cheng, 2002) นอกจากนี้การใชกรดออนยังกอใหเกิดการสรางสารประกอบ เชน กรดอะซิติกและ
เฟอรฟูรัลข้ึนในไฮโดรไลเสตซ่ึงมีความเปนพิษตอเช้ือที่ใชในกระบวนการหมัก 

2) การปรับสภาพดวยดาง   

วิธีนี้ใชอุณหภูมิและความดันตํ่ากวาการปรับสภาพดวยวิธีอ่ืนๆ 
สามารถเกิดข้ึนไดที่สภาวะหองแตใชระยะเวลานานเปนช่ัวโมงหรือเปนวัน การปรับสภาพดวยดาง
เปนการเพิ่มพื้นที่ผิว ลดปริมาณของลิกนินและเฮมิเซลลูโลสในชีวมวลโดยทําลายพันธะระหวางเฮ
มิเซลลูโลสและพันธะระหวางลิกนินที่เช่ือมกับคารโบไฮเดรต (Balat และคณะ, 2008) สามารถ
กําจัดลิกนินไดโดยไมสงผลกระทบตอองคประกอบอ่ืนๆ (McMillan, 1997) การปรับสภาพวัสดุ
ประเภทลิกโนเซลลูโลสดวยโซเดียมไฮดรอกไซดเจือจางจะทําใหวัตถุดิบเกิดการบวมพองสงผลให
พื้นที่ผิวภายในเพิ่มข้ึน เกิดการลดลงของ degree of polymerization สามารถแยกลิกนินออกจาก
คารโบไฮเดรตอ่ืนๆ เปนการทําลายโครงสรางของลิกนิน (Sun และ Cheng, 2002) นอกจากนี้การ
ปรับสภาพดวยดางอาจใชเปนแอมโมเนียหรือแคลเซียมไฮดรอกไซดไดเชนกัน 

3) การกําจัดลิกนินดวยการทําปฏิกิริยาออกซิไดเซชั่น (oxidative 
delignification)  

นิยมใชเปนไฮโดรเจนเพอรออกไซดที่มีความเปนดาง (คาพีเอช 
11.5) หรือเรียกวาอัลคาไลนเพอรออกไซด เปนวิธีที่สามารถละลายสวนที่เปนเฮมิเซลลูโลสและ
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ลิกนินออกจากวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสได และสามารถลดความเปนคริสตัลไลนของเซลลูโลส
ลง จากการศึกษาของ Saha และ Cotta (2006, 2007) พบวา ฟางขาวสาลีและแกลบที่ไดรับการ
ปรับสภาพดวยอัลคาไลนเพอรออกไซด เมื่อถูกยอยสลายดวยเอนไซมสามารถเปล่ียนน้ําตาลที่ใช
ในการหมักไดถึง 97 และ 96 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และไมเกิดสารยับยั้งที่เปนเฟอรฟูรัลและไฮดร
อกซีเมทิลเฟอรฟูรัล 

4) การใชโอโซน (ozonolysis) 

โอโซนสามารถยอยลิกนินและเฮมิเซลลูโลสวัสดุประเภทลิกโน
เซลลูโลสได การปรับสภาพดวยวิธีนี้มีขอดีคือ สามารถกําจัดลิกนินไดอยางมีประสิทธิภาพ ไม
กอใหเกิดสารพิษในกระบวนการ และสามารถเกิดปฏิกิริยาไดที่ความดันและอุณหภูมิหอง (Vidal 
และ Molinier, 1988) แตขอเสียคือ ตองใชโอโซนปริมาณมากทําใหกระบวนการนี้มีตนทุนสูง 

5) กระบวนการ organosolv 

เปนวิธีที่มีการผสมตัวทําละลายอินทรียกับตัวเรงปฏิกิริยาที่เปน
กรดอนินทรีย เชนกรดซัลฟวริกหรือกรดไฮโดรคลอริก เพื่อทําลายลิกนินและพันธะระหวางเฮมิ
เซลลูโลส ตัวทําละลายอินทรียที่ใชในกระบวนการน้ี ไดแก เมทานอล เอทานอล อะซิโตน เอทิลีน
ไกลคอล ไตรเอทิลีนไกลคอล และเตตระไฮโดรเฟอรฟูริลแอลกอฮอล นอกจากนี้กรดอินทรีย เชน 
กรดออกซาลิก กรดอะซิติลซาลิไซลิก และกรดซาลิไซลิก สามารถใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาใน
กระบวนการ organosolv ไดเชนกัน ตัวทําละลายที่ใชในกระบวนการน้ีตองมีการกําจัดออก 
อาจจะเปนการระเหยและควบแนนเพื่อหมุนเวียนกลับมาใชใหมซึ่งชวยลดตนทุนได การกําจัดตัว
ทําละลายออกจากระบบเปนส่ิงที่จําเปน เนื่องจากตัวทําละลายเปนสารยับยั้งในกระบวนการยอย
สลายดวยเอนไซมและยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียที่ใชในการหมัก (Sun และ Cheng, 
2002) 
 2.9.1.4 การปรับสภาพดวยวิธีทางชีวภาพ (biological pretreatment) 

 

เปนการใชจุลินทรียเชน brown-rot fungi white-rot fungi และ soft-rot 
fungi ในการยอยสลายลิกนินและเฮมิเซลลูโลส สวนใหญ brown-rot fungi จะยอยเซลลูโลส 
ในขณะที่ white-rot fungi และ soft-rot fungi จะยอยทั้งเซลลูโลสและลิกนิน  white-rot fungi เปน
จุลินทรียที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดในการปรับสภาพวัสดุประเภทเซลลูโลสดวยวิธีทางชีวภาพ 
(Sun และ Cheng, 2002) การยอยสลายลิกนินดวย white-rot fungi มักจะใชจุลินทรียซึ่งไดแก 
Phanerochaete chrysosporium Pleurotus ostreatus และ Trametes versicolor เปนตน โดย
ราเหลานี้สามารถผลิตเอนไซมยอยสลายลิกนิน (ligninase) ไดแก ลิกนินเพอรออกซิเดส 
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แมงกานีสเพอรออกซิเดส และแลคเคส ขอดีของการปรับสภาพดวยวิธีทางชีวภาพ คือ ใชพลังงาน
นอย และสามารถเกิดไดในสภาวะที่ไมรุนแรง แตขอเสีย คือ ตองใชระยะเวลานานในการยอย
สลายลิกนิน (Silverstein, 2004) 



 

 

45 

 
ตารางที่ 2.10 ผลของการปรับสภาพดวยเทคนิดตางๆ ตอองคประกอบทางกายภาพและทางเคมี หรือโครงสรางของลิกโนเซลลูโลส 

 

Pretreatment 
methods 

Increase accessible 
surface area 

Decrystallization 
cellulose 

Solubilization 
hemicellulose 

Solubilization lignin 
Formation furfural / 

HMF 
Alteration 

lignin structure 
Mechanical  + +     
ST / SE  +  + - + + 

LHW (batch)  + ND + - - - 

LHW (flow through)  + ND + + / - - - 

Acid  +  + - + + 

Alkaline  +  - + / - - + 

Oxidative  + ND  + / - - + 

Thermal + acid  + ND + + / - + + 

Thermal + alkaline 
(lime)  

+ ND - + / - - + 

Thermal + oxidative  + ND - + / - - + 

Thermal + alkaline + 
oxidative  

+ ND - + / - - + 

Ammonia (AFEX)  + + - + - + 

CO2 explosion  +  +    

ST / SE : Steam pretreatment/steam explosion LHW : Liquid hot water      AFEX : Ammonia fiber explosion 

+  = major effect,  -  = minor effect,  ND = not determined  

ที่มา: Hendriks และ Zeeman, 2009  
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2.9.2 การยอยสลาย (hydrolysis) 

  วัตถุดิบจากวัสดุเหลือใชจากทางอุตสาหกรรมเกษตรที่มีสวนประกอบของลิกโน
เซลลูโลส ประกอบดวยพอลิเมอรของกลูโคสตอกันเปนสายยาวที่อยูในรูปของเซลลูโลสและเฮมิ
เซลลูโลส และเม่ือถูกยอยจะไดเปนโมเลกุลของน้ําตาลที่มีขนาดส้ันลง 

กากมันสําปะหลังคือวัตถุดิบจากวัสดุเหลือใชที่มาจากกระบวนการผลิตแปงมัน
สําปะหลังดังนั้นจึงมีสวนของแปงเปนองคประกอบหลัก รองลงมาคือเสนใยซ่ึงเปนสวนของลิกโน
เซลลูโลสที่หลงเหลืออยูจากกระบวนการผลิตแปงมัน การยอยสลายแปง เซลลูโลสและเฮมิ
เซลลูโลส เพื่อใหไดน้ําตาลสําหรับใชในกระบวนการหมักนั้นสามารถทําได 2 วิธี คือ วิธีทางเคมี
โดยการใชกรด และวิธีทางชีวภาพโดยการใชเอนไซม 

2.9.2.1 การยอยสลายดวยวิธีทางเคมี (chemical hydrolysis)  

 วิธีที่นิยมใช คือ การยอยสลายดวยกรด (acid hydrolysis) สามารถใชได
ทั้งกรดเขมขนและกรดเจือจางในการยอยสลาย กรดที่นิยมใช ไดแก กรดไฮโดรคลอริกและกรด
ซัลฟวริก การใชกรดเขมขน เชนกรดซัลฟวริกความเขมขน 72 เปอรเซนต ที่อุณหภูมิหองจะทําใหได
ปริมาณน้ําตาลที่สูงมากถึงเกือบ 100 เปอรเซ็นต ของปริมาณน้ําตาลที่ไดตามทฤษฎี แตการใช
กรดในปริมาณมากนี้จําเปนที่จะตองมีกระบวนการนํากรดกลับมาใชใหม สวนการใชกรดเจือจาง 
เชน ที่ความเขมขน 1 เปอรเซนต เปนการใชปริมาณของกรดนอยกวาแตใชอุณหภูมิที่สูง ซึ่งทําให
ไดปริมาณน้ําตาลเพียง 55 – 60 เปอรเซ็นตของปริมาณน้ําตาลที่ไดตามทฤษฎีเทานั้น 
(Silverstein, 2004) Hamelinck และคณะ (2005) ไดรายงานการเปรียบเทียบการใชกรดเจือจาง
และกรดเขมขนในการยอยสลายเซลลูโลสดังตารางที่ 2.11 จะเห็นไดวาการใชกรดเจือจางจะใช
อุณหภูมิที่สูงกวาและใชเวลานอยกวาการใชกรดเขมขน แตปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่ไดจากการใช
กรดเขมขนจะมีคาสูงกวา 

ตารางที่ 2.11 เปรียบเทยีบการใชกรดเจือจางและกรดเขมขนในการยอยสลายเซลลูโลส 

กรดซัลฟวริก ความเขมขน 
อุณหภูม ิ

(องศาเซลเซียส) 
เวลาที่ใช 

ปริมาณน้าํตาลกลูโคส 
(เปอรเซนต) 

เจือจาง นอยกวา 1 % 215 3 นาท ี 50 – 70 
เขมขน 30 – 70 % 40 2 – 6 ชั่วโมง 90 
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ในระหวางการยอยสลายดวยกรด เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินจะถูกยอย
สลายกลายเปนน้ําตาลกลูโคส น้ําตาลแมนโนสหรือน้ําตาลไซโลส และสารประกอบฟโนลิก 
ตามลําดับ ในขณะที่เกิดโมโนเมอรชนิดตางๆ ข้ึนนี้ จะมีการยอยสลายเกิดข้ึนตอไปทําใหไดสาร
ตางๆ เชน 5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัล (HMF) จากนํ้าตาลคารบอนหกอะตอม และเฟอรฟูรัลจาก
น้ําตาลคารบอนหาอะตอม ซึ่งสารทั้งสองชนิดนี้จะถูกยอยสลายกลายเปนกรดลีวูลินิกและกรดฟอร
มิมิกตอไป นอกจากนี้กรดอะซิติกยังสามารถถูกปลอยออกมาจากหมูอะซิติลที่อยูในเฮมิเซลลูโลส
ไดอีกดวย ในขณะที่ลิกนินจะถูกยอยสลายและปลอยสารประกอบฟลิกออกมา (Purwadi, 2006) 
ผลพลอยไดตางๆ ที่เกิดข้ึนมาในระหวางการยอยสลายดวยกรดนี้สงผลตอกระบวนการหมัก
เนื่องจากเปนสารยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือที่ใชในการหมัก 

 
2.9.2.2 การยอยสลายดวยวิธีทางชีวภาพโดยการใชเอนไซม (enzymatic 

hydrolysis)  
 เอนไซมที่ใชในการยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสสามารถผลิตได

จากจุลินทรียหลายชนิด สวนใหญมักเปนราและแบคทีเรีย การยอยสลายดวยเอนไซมเปนวิธีที่มี
ความเปนมิตรตอส่ิงแวดลอม ปฏิกิริยาเกิดข้ึนไมรุนแรง เปนการยอยสลายแบบเฉพาะเจาะจง
ระหวางเอนไซมกับวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส ขอดีและขอเสียของการยอยสลายดวยกรดกับการ
ยอยสลายดวยเอนไซมดังตารางที่ 2.12 และ 2.13 
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ตารางที่ 2.12 ขอดีและขอเสียของการยอยสลายดวยกรด (Woodward, 1987; Parisi, 1989) 

ขอดี ขอเสีย 

1. สารเคมีที่ใชมีราคาถกู 
2. เปนกระบวนการท่ีทาํไดงาย 
3. วัตถุดิบไมตองผานการปรับสภาพ 
4. ปฏิกิริยาเกดิข้ึนเร็ว ใชเวลาส้ัน 
5. ปฏิกิริยาเกดิไดที่อุณหภูมิตํ่า (กรณีใชกรด
เขมขน) 
6. ใหปริมาณน้ําตาลสูง (กรณีใชกรดเขมขน) 

1. ตองมีการปรับสภาพน้าํตาลใหเปนกลางกอน
นําไปหมัก (neutralization) 
2. ตองมีกระบวนการนาํกรดกลับมาหมนุเวียน
ใชใหม 
3. ใชอุณหภูมิสูง (กรณีใชกรดเจือจาง) 
4. ปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนไมเฉพาะเจาะจง ทาํให
ผลิตภัณฑที่ไดไมบริสุทธิ์ 
5. น้ําตาลที่ไดจะเปลี่ยนเปนสารอ่ืน เชน เฟอร
ฟูรัล ซึ่งมีความเปนพิษตอเชื้อที่ใชใน
กระบวนการหมัก 
6. กรดที่ถูกทิ้งออกมากอใหเกิดมลพิษตอ
ส่ิงแวดลอม 
7. ตองใชเคร่ืองมือทีท่นตอการกัดกรอนของ
กรดไดซึ่งมีราคาแพง 
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ตารางที่ 2.13 ขอดีและขอเสียของการยอยสลายดวยเอนไซม (Woodward, 1987; Parisi, 1989) 

ขอดี ขอเสีย 

1. สภาวะที่ใชทั้งอุณหภูมิและความเปนกรด
ดางไมรุนแรง 
2. ปฏิกิริยามคีวามเฉพาะเจาะจงทําให
ผลิตภัณฑที่ไดมีความบริสุทธิ์สูง 
3. ผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนไมเปล่ียนเปนสารอ่ืน 
4. สามารถหมักน้ําตาลทีเ่กิดข้ึนไปพรอมกบัการ
ยอยได 
5. ไมจําเปนตองใชอุปกรณที่ทนตอการกดั
กรอน 

1. เอนไซมมีราคาสูง 
2. นําเอนไซมกลับมาใชใหมยาก 
3. ตองมีการปรับสภาพวัตถดิุบกอน 
4. ผลิตภัณฑที่ไดสามารถยบัยั้งปฏิกิริยาที่
เกิดข้ึน (product inhibition) 
5. อาจเกิดการสูญเสียเอนไซม เนื่องจากถูกดูด
ซับบนวัสดุที่ไมยอย 
6. เกิดความเสี่ยงตอการปนเปอน 
(contamination) ของเช้ือจุลินทรีย 
7. ถาระบบมสีารที่ขัดขวางปฏิกิยา เชน เฮมิ
เซลลูโลส หรือลิกนนิ จะทาํใหอัตราการ
เกิดปฏิกิริยาชาลง 
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2.9.2.2.1 เอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายโมเลกุลของแปง 

    เอนไซมที่สามารถยอยแปงไดคือ อะไมเลส เปนเอนไซมที่มี
หลายชนิด สามารถแบงออกเปนกลุมใหญๆ ได 3 กลุม ไดแก  

    1) อัลฟา-อะไมเลส (α-amylase) 

     ชื่อตามระบบ  α-1,4-glucan-4-glucanohydrolase, 
EC 3.2.1.1 เปนพวกเอนโดเอนไซม (endoenzyme) ที่มีความจําเพาะเจาะจงตอการยอยสลาย
พันธะอัลฟา-1, 4 กลูโคซิดิก ระหวางโมเลกุลกลูโคสภายในสวนของอะไมโลสและอะไมโลเพคติด
ภายในโมเลกุลของแปง ไดเปนพวกโอลิโกแชคคาไรค(oligosaccharide) และอัลฟา–ลิมิท-เด็ก
ตริน (α-limit-dextrins) ออกมา 

    2) บีตา-อะไมเลส (β-amylase) 

     ชื่อตามระบบ α-1,4-glucan maltohydrolase, EC 
3.2.1.2  มีความจําเพาะเจาะจงตอการยอยสลายพันธะไกลโคซิดิกของแปงที่ตําแหนงอัลฟา-1,4
ในลักษณะการตัดสายพอลิเมอรอยางเปนระเบียบจากปลายสาย ดานไมมีหมูรีดิวซ เขาไปสู
ภายในสายคร้ังละ 2 หนวยของโมเลกุลกูลโคส และจะหยุดปฏิกิริยาทันทีที่พบพันธะอัลฟา-1,6 
ไกลโคซิดิก  

    3) แกมมา-อะไมเลส (λ-amylase) หรือกลูโคอะไมเลส 
(glucoamylase) หรืออะมิโลกลูโคซิเดส (amiloglucosidase) 

     ชื่อตามระบบ λ-1,4-glucan glucohydrolase, EC 
3.2.1.3 เปนพวกเอ็กโซเอนไซม (exoenzyme) มีความจําเพาะเจาะจงตอการยอยสลายพันธะ
พันธะ α-1, 4 และ α-1, 6 กลูโคซิดิก โดยจะทําการตัดโมเลกุลของกลูโคสที่ตําแหนงปลายของอะ
ไมโลสและอะไมโลเพคติด ในลักษณะการตัดสายพอลิเมอรอยางเปนระเบียบจากปลายสาย ดาน
ไมมีหมูรีดิวซเขาไปสูภายในสายครั้งละหนวยของโมเลกุลกูลโคส ดังนั้นผลผลิตที่ไดจะเปนกลูโคส
เพียงอยางเดียว    

2.9.2.2.2 เอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายเซลลูโลส 

 เอนไซมที่ใชยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส คือ เอนไซม
ในกลุมของเซลลูเลส ซึ่งเปนกลุมของเอนไซมที่ทําหนาที่ยอยสลายเซลลูโลสใหกลายเปนน้ําตาล
กลูโคสประกอบดวยเอนไซมหลายชนิดที่มีความจําเพาะในการยอยสลายแตกตางกันมาทํางาน
รวมกัน สามารถแบงเอนไซมในกลุมของเซลลูเลสออกเปน 3 ชนิด (Sun และ Cheng, 2002) 
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 1.1) เอนโดกลูคาเนส (EG หรือ เอนโด-1,4-เบตา-กลูคาเนส 
หรือ คารบอกซีเมทิลเซลลูเลส: EC 3.2.1.4) เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ตัดพันธะเบตา-1,4-ไกลโคซิดิก
แบบสุมภายในบริเวณที่เปนอะมอรฟสของเซลลูโลส ทําใหไดผลิตภัณฑผสมหลายชนิด คือ กลูโคส 
เซลลโลไบโอสและเซลโลโอลิโกแซคคาไรด โดยกลูโคสจะไดในปริมาณที่นอยมาก 

 1.2) เอกโซกลูคาเนส (CBH หรือ เอกโซ-1,4-เบตา-กลูคาเนส 
หรือ เซลโลไบโอไฮโดรเลส: EC 3.2.1.91 ) เปนเอนไซมที่เปนองคประกอบหลักของเซลลูเลสที่ผลิต
จากรา โดยมีปริมาณ 40-70 เปอรเซ็นตของเซลลูเลสทั้งหมด (Howard และคณะ, 2003) ทําหนาที่
ตัดพันธะเบตา-1,4-ไกลโคซิดิกจากปลายดานที่เปน non-reducing ของสายเซลลูโลส และ
สามารถยอยเซลลูโลสบริเวณที่มีความเปนคริสตัลไลนสูงได ทําใหไดผลิตภัณฑเปนกลูโคสและเซล
โลไบโอส โดยจะไดเซลโลไบโอสเปนสวนใหญ 

 1.3) เบตา-กลูโคซิเดส (BGL หรือ เซลโลไบเอส: EC 3.2.1.21) 
เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ยอยสลายเซลโลไบเอสที่ไดจากการทํางานของเอนโดกลูคาเนสและเอก
โซกลูคาเนส ทําใหไดผลิตภัณฑเปนกลูโคส 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่2.12 การทํางานของเอนไซมในกลุมเซลลูเลสที่ตําแหนงตางๆ ของเซลลูโลส 

(ที่มา: Malherbe และ Cloete, 2002) 

 
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Yu และคณะ (2010) ศึกษาการยอยสวนที่เปนเฮมิเซลลูโลสและเซลลูโลสของ 
Eucalyptus grandis ดวยการปรับสภาพโดยวิธี Two-step liquid hot water pretreatment กอน
จากนั้นนําไปยอยดวยเอนไซม ซึ่งวิธีการปรับสภาพทํา 2 คร้ัง คร้ังแรกทําการ pretreatment ที่
อุณหภูมิ 180 ถึง 200 องศาเซลเซียส พบวาสามารถยอยไดเปนไซโลสที่มากสุดคิดเปน yield 
86.4% ในระยะเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส คร้ังตอมาทําการ pretreatment ที่
อุณหภูมิ 180 ถึง 240 องศาเซลเซียส เปนชวงเวลา 0 ถึง 60 นาที พบวา อุณหภูมิมีผลตออัตรา
การเปล่ียนของกลูแคนมากกวาเวลา ซึ่งภาวะที่เหมาะสมของข้ันตอนที่สองคือ อุณหภูมิ 200 องศา
เซลเซียส ระยะเวลา 20 นาที จากนั้นยอยดวยเอนไซม พบวาสามารถยอยไดปริมาณน้ําตาล
ทั้งหมดสูงถึง 96.63% โดยใชเวลา 72 ชั่วโมง 

Woiciechowski และคณะ (2002) ศึกษาการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรดและ
เอนไซม พบวาการยอยดวยกรดไฮโดรคลอริกสามารถผลิต reducing sugar ได 62.4 กรัมตอกาก
มันสําปะหลัง 100 กรัม ซึ่งมีปริมาณแปงอยู 66% คิดเปน 94.5% ของ reducing sugar recovery 
และการยอยดวยเอนไซมอัลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสสามารถผลิต reducing sugar ได 
77.1 กรัมตอกากมันสําปะหลัง 120 กรัม คิดเปน 97.3% ของ reducing sugar recovery 

 Zhao และคณะ (2009) ศึกษาการยอยชานออยดวยเอนไซม โดยผานการปรับ
สภาพดวยโซเดียมไฮดรอกไซดและกรดเปอรอะซีติก(PAA) พบวาเมื่อทําการปรับสภาพดวย 
โซเดียมไฮดรอกไซด 10% (โดยนํ้าหนักแหง) ดวยอัตราสวน 3:1 (น้ําตอของแข็ง) ที่อุณหภูมิ 90 
องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1.5 ชั่วโมง จากนั้นทําการขจัดลิกนินดวย PAA 10% (โดยน้ําหนัก
แหง) ที่อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 2.5 ชั่วโมง สามารถผลิต reducing sugar ได 
92.04% จากการยอยตอดวยเซลลูเลส ความเขมขน 15 ยูนิตตอกรัมของแข็ง 

 Sriroth และคณะ (2000) ศึกษาการยอยกากมันสําปะหลังดวยเอนไซม โดยใช 
เซลลูเลสความเขมขน 15 ยูนิตตอกรัมน้ําหนักแหง และเพคติเนสความเขมขน 122.5 ยูนิตตอกรัม
น้ําหนักแหง ใชระยะเวลาในการบม 60 นาที พบวาสามารถยอยแปงออกมาจากกากมันไดปริมาณ
สูงถึง 40% ของกากมัน 
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2.9.3 กระบวนการหมัก (fermentation) 

 ระบบการหมักมีความสําคัญตอประสิทธิภาพในผลิตกรดแลกติกในการนําไป
ประยุกตใชในระดับอุตสาหกรรม เนื่องจากระบบการหมักในแตละแบบนั้นมีผลโดยตรงตอ
ความสามารถของการผลิตกรดแลกติก ข้ันตอนการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ ตลอดจนการกําจัดของ
เสียภายหลังกระบวนการหมัก สามารถแบงได 2 ประเภทคือ กระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง 
(Solid-state fermentation: SSF) และกระบวนการหมักแบบอาหารเหลว (Submerged 
fermentation: SmF) 

2.9.3.1 กระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง (Solid-state fermentation: SSF) 
เปนกระบวนการหมักจุลินทรียบนอาหารแข็งที่มีความชื้น ในสภาวะที่ไมมีน้ําอิสระ แบคทีเรีย ยีสต 
และรา จํานวนมากมายที่สามารถเจริญอยูบนอาหารแข็งซ่ึงถูกคนพบและนําไปประยุกตเขาสู
กระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง วัตถุดิบที่นํามาใชในการหมักมีมากมายหลากหลาย วัตถุ
ประเภทนี้มักเปนพวกที่มีแปงหรือลิกโนเซลลูโลสเปนองคประกอบ มักเปนผลิตภัณฑที่ไดจาก
เกษตรกรรมเปนหลัก หรือของเหลือทิ้งจากโรงงานเกษตร เชน พวกธัญพืชและ byproduct  การ
หมักแบบอาหารแข็งมักนิยมนํามาใชในข้ัน primary screening ของการคัดเลือกจุลินทรียที่เปน
ประโยชน (Davis และ Blevins 1979) และการผลิตปราบแมลงศัตรูพืชข้ันตน เนื่องจากราสามารถ
สรางสปอรที่เหมาะสมบนอาหารแข็ง (Jackson, 1997) แตอยางไรก็ตามการหมักแบบอาหารแข็ง
นั้นก็ยังคงมีขอเสียในหลายประการดวยกันคือ หากทําการหมักในระยะยาว (long-term 
cultivation) การหมักแบบอาหารแข็งนี้จะการจํากัดของการถายเทสารอาหารและอากาศ สงผลให
เซลลสามารถผลิตผลิตภัณฑไดนอยลง ซับสเตรทบางชนิดที่นํามาทําการหมักแบบอาหารแข็ง
จําตองมีการผานการปรับสภาพ (pretreatment) กอนเพื่อใหเซลลสามารถนําซับสเตรทเหลานั้นไป
ใชเปนแหลงคารบอนใหมีประสิทธิภาพมากข้ึนยิ่งข้ึน โดยธรรมชาติของของแข็งนั้นจะพบปญหาใน
การวัดและควบคุมปจจัยในการหมัก ไดแก พีเอช ความช้ืน อุณหภูมิ อากาศ อาหาร และความ
เขมขนของเซลล (Toca-Herrera และคณะ, 2007) ดวยเหตุผลนี้จึงยังไมเปนที่นิยมใชในการผลิต
ผลิตภัณฑในระดับอุตสาหกรรม (Yu และคณะ, 1998) 

2.9.3.2 กระบวนการหมักแบบอาหารเหลว (Submerged fermentation: 
SmF) เปนกระบวนการหมักจุลินทรียในอาหารเหลว โดยท่ีซับสเตรทอยูในสภาพแวดลอมที่เปน
ของเหลว  ซึ่งอาหารเหลวนั้นจะมีแหลงคารบอนและธาตุอาหารอื่นที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโต 
การหมักในอาหารเหลวนั้นสามารถทําไดในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ (Bioreactor) ซึ่งสามารถจะ
ควบคุมสภาพแวดลอมตาง ๆ ไดเชน พีเอช การใหอากาศ อุณหภูมิ และจะใชพื้นที่นอยกวาการ
หมักแบบอาหารแข็ง การหมักแบบอาหารเหลวเปนที่นิยมในการหมักขนาด large-scale (Davis 
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และ Blevins 1979)  เนื่องจากระบบมีสภาพเปนของเหลวทําใหมีความเปนเนื้อเดียวกัน สงผลให
งายตอการควมคุม การตรวจติดตามในระหวางกระบวนการหมัก (Jackson, 1997) การแยก
ผลิตภัณฑออกจากเซลลสามารถใชวิธี centrifugation หรือ filtration ได (Davis และ Blevins, 
1979) ตลอดจนการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑซึ่งมีประสิทธิภาพดีกวา สามารถทําไดมากกวาการหมัก
แบบอาหารแข็ง ปจจุบันมีการใชอยางกวางขวางในระดับอุตสาหกรรม ซึ่งเทคนิคนี้ถือไดวาเปน
ความรูที่ใชกันเปนรูจักกันอยางแพรหลาย ประกอบกับในระดับอุตสาหกรรมไดมีการพัฒนาและ
การผลิตโดยการใชกระบวนการหมักแบบอาหารเหลวมาอยูกอนแลว ดังนั้นในการเลือกใชการหมัก
แบบอาหารเหลวจึงเปนอีกทางเลือกหน่ึงที่เปนที่นิยมนํามาใชในงานวิจัย เพื่อที่จะสามารถพัฒนา
ตอยอดในระดับอุตสาหกรรมไดตอไป 

Wee และคณะ (2004) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวย Enterococcus faecalis  
โดยใช wood hydrolysate 30 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน พบวาอัตราการผลิตกรดแลกติกและ
ความเขมขนของเซลล เทากับ 0.5 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง และ 2.1 กรัมตอลิตร ตามลําดับ แตเม่ือ
เปล่ียนความเขมขนของซับสเตรทเปน 25 ถึง 100 กรัมตอลิตร และ Yeast extract พบวาสามารถ
ผลิตกรดแลกติกได 24-93 กรัมตอลิตร และอัตราการผลิตกรดแลกติก เทากับ 1.7 ถึง 3.2 กรัมตอ
ลิตรตอชั่วโมง 

Woiciechowski และคณะ (1999) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวย Rhizopus 
oryzae โดยใช Hemicellulosic hydrolysate เปนแหลงคารบอน จาก Pinus taeda chips ทําการ
วิเคราะหทางสถิติพบวาอัตราสวนของ C/N ที่ 35 และความเขมขนของซับสเตรท 90 กรัมตอลิตร 
สามารถผลิตกรดแลกติกไดดีที่สุด  

Guo และคณะ (2010) ศึกษาการผลิตกรดแลกติก โดย Rhizopus oryzae GY18 
โดยใชสารละลายที่ไดจากการยอยซังขาวโพดดวยกรดเจือจางและเอนไซมเปนแหลงคารบอน  
พบวาสามารถผลิตไดภายใน 72 ชั่วโมง คิดเปน yield ของกรดแลกติก 355 กรัมตอกิโลกรัมของ 
corncob 

Miura และคณะ (2004) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวย Rhizopus sp. MK-96-
1196 โดยใชสารละลายที่ไดจากการยอยซังขาวโพดดวยเซลลูเลสจาก Acremonium ปริมาณ 10 
ยูนิตตอกรัมของซับสเตรท คิดเปนความเขมขนของกลูโคส 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน 
สามารถผลิตกรดแลกติกไดมากกวา 25 กรัมตอลิตร 
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ตารางที่ 2.14 ความแตกตางของกระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง (solid-state fermenatation) 
และอาหารเหลว (submerged fermentation) 

การหมกัแบบอาหารแข็ง การหมกัแบบอาหารเหลว 

– สามารถใชวัตถุดิบเปนสารอาหารและเปน
แหลงที่จุลินทรียเกาะติดไดโดยตรง 

– มีตนทุนตํ่า 
– ควบคุมการปนเปอนจากจุลินทรียชนิดอ่ืน

ไดงาย 
– อ าห า รที่ ใ ช ใ น ก ร ะบ วนก า รหมั ก มี

องคประกอบที่ไมซับซอนและหาไดงาย 
– ใชน้ําในปริมาณนอย ดังนั้นจุลินทรียที่จะ

นํามาใชจะตองเปนจุลินทรียจําพวกที่
สามารถเจริญที่ภาวะน้ํานอยได 

– ระบบอยูในลักษณะ Heterogeneous 

– เนื่องจากสวนมากอาหารที่ใชอยูในรูปของ
สารละลายสมบูรณทําใหซับสเตรทสัมผัสกับ
เชื้อไดอยางทั่วถึงเทากันทุกบริเวณ 

– ติดตามการเจริญเติบโตและการคํานวณหา
ปริมาณมวลชีวภาพไดงาย 

– ควบคุมคาความเปนกรด-ดางไดงาย  
– การใหอากาศทําไดงาย เนื่องจากในระบบมี

น้ําปริมาณมากทําใหออกซิเจนละลายไดดี 
– ระบบมีความเปน Homogeneous 
– มีการถายเทความรอนที่ดี 
– ปจจุบันเปนที่นิยมในระดับอุตสาหกรรม 
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2.10 ชนิดของเครื่องปฏิกรณชีวภาพ 

เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพเปนสวนประกอบหลักในการใชจุลินทรียเพื่อการผลิตสารชีวภาพที่มี
ประโยชน   เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพที่ถูกออกแบบอยางเหมาะสมตองสามารถควบคุมสภาวะ
แวดลอม เชน คาพีเอช อุณหภูมิภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพได สามารถรักษาสภาวะปลอดเช้ือ 
(Sterile condition) และใหการกวนผสมที่มีประสิทธิภาพ เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพที่นิยมในการผลิต
กรดแลกติก ไดแก 

 2.10.1 เครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบปนกวน (Stirred-tank reactor)  

ลักษณะของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ นิยมทําดวยแกว ที่ดานขางของเคร่ืองปฏิกรณ
ชีวภาพจะมี Baffle ติดต้ังอยูโดยทั่วไปจะมีอยู 4 อัน เพื่อปองกันการเกิด Vortex ซึ่งเกิดจากการ
หมุนของใบพัดที่ความเร็วรอบสูง ใบพัดของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพอาจติดต้ังอยูดานบนหรือ
ดานลางของตัวเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ ซึ่งอัตราสวนความกวางของใบพัดตอเสนผานศูนยกลางของ
เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพเปน 1:10 ถึง 1:12 แสดงดังภาพที่ 2.13 ใหอากาศทางดานลางของเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพ ขอดีของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพชนิดนี้คือ คาดําเนินการตํ่า และกระบวนการหมัก
สามารถทําไดงาย แตเนื่องจากลักษณะเสนใยของราที่มีการเจริญแบบ Freely disperse mycelia 
จะกอใหเกิดปญหาในการควบคุมระบบในการหมัก เนื่องจากเซลลไปเกาะที่บริเวณมาตรวัดคาพี
เอช (pH sensor) และมาตรวัดออกซิเจนที่ละลาย (DO Probe) อีกทั้งคาการละลายของออกซิเจน
ตํ่าลงและเกิดปญหาในการกวนภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ  

 

ภาพที ่2.13 ลักษณะของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบปนกวน (Stirred-tank reactor)  

(ที่มา: Thongchul, 2005) 

  

Impeller 

Air supply 
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2.10.2 เครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบ Packed bed  

ลักษณะของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพชนิดนี้ คือ ใหอากาศเขาทาง ดานลางของ
เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ สงผลใหเกิดการไหลวนดวยแรงดันของอากาศ คาแรงเฉือนจึงตํ่าเนื่องจาก
ไมมีใบพัด และมีพื้นที่ไวสําหรับใหเซลลยึดเกาะ ภายในมีลักษณะเปนชอง จึงเกิดการตรึงเซลล
ภายในชองดังกลาว (ภาพที่ 2.14) เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบนี้มักมีปญหาเร่ืองการควบคุมขนาด
ของเซลลทําใหเกิดการจํากัดการถายเทอากาศภายในเซลล 

                                            

ภาพที ่2.14 ลักษณะของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ Packed bed 

(ที่มา: Thongchul, 2005) 

 

 2.10.3 เครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบ Air-lift 

หลักการทํางานจะอาศัยความแตกตางของความถวงจําเพาะของของเหลวเมื่อมี
อากาศผสมอยูในปริมาตรแตกตางกัน การสงผานออกซิเจนเขาสูของเหลวในเคร่ืองปฏิกรณ
ชีวภาพเกิดข้ึนจากแรงดันของของเหลวภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ โดยเกิดมากสุดบริเวณฐาน
ของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ และนอยลงตามลําดับความสูงที่เพิ่มข้ึน แสดงดังภาพที่ 2.15 

 

 

 

Liquid in 

Air supply 
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ภาพที ่2.15 ลักษณะของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ Air-lift 

(ที่มา: Thongchul, 2005) 

 

 2.10.4 เครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบ Bubble column  

ลักษณะการทํางานคลายเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ Air-lift คือมีการใหอากา
กาศทางดานลางของเครื่องปฏิกรณชีวภาพ แตไมมีทอบังคับอากาศ (draft tube) แสดงดังภาพที่ 
2.16  

 

 ภาพที่ 2.16 ลักษณะของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ Bubble column 

(ที่มา: Thongchul, 2005) 

Downcomer 

Riser 

Air supply 

Sparger 

Air supply 
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  Martak และคณะ (2003) ศึกษาการผลิตกรดแลกติก โดย R. oryzae ในเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพ สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูง 80 กรัมตอลิตร เปนคา YP/S เทากับ 67.3 
เปอรเซ็นตและอัตราการผลิตกรดแลกติกเทากับ 2.31 กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตรตอช่ัวโมง ใช
กลูโคสความเขมขน 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน เมื่อทําการหมักแบบ Periodical bleed 
and feed (PBF)  

  Zhang และคณะ (2008) ศึกษาการเล้ียงรา R. arrhizus ในเคร่ืองปฏิกรณ
ชีวภาพเพื่อผลิตกรดแลกติก รวมถึงศึกษาขอจํากัดของการถายเทอาหารและการกวนท่ีเปนปญหา
จากสัณฐานของราในรูปกลุมกอนในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ พบวา การใชกรดไฮโดรคลอริกเพื่อ
ปรับคาพีเอชในการเตรียมหัวเชื้อเร่ิมตนนั้นสามารถควบคุมลักษณะสัณฐานของราได โดยลักษณะ
สัณฐานของราแบบ Pellet สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงถึง 85.7 กรัมตอลิตร คิดเปนคา YP/S 

เทากับ 86 เปอรเซ็นต เม่ือใชของเหลือที่ไดจากการผลิตแปงมันฝร่ัง (Waste potato starch) เปน
แหลงอาหาร 

  Sirisansaneeyakul และคณะ (2007) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกรด
แลกติกโดยเทคนิคการตรึงเซลล Lactococcus lactis IO-1 แบบ microencapsulated ในเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพ Packed bed แบบ Repeated Batch พบวา อัตราการผลิตกรดแลกติกเทากับ 
4.5 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง เมื่อใชกูลโคส 45 กรัมตอลิตร สารสกัดจากยีสต 10 กรัมตอลิตร สาร
สกัดจากเน้ือ 10 กรัมตอลิตร เปปโตน 7.5 กรัมตอลิตร และแคลเซียมคลอไรด 10 กรัมตอลิตรเปน
แหลงอาหาร คาพีเอชเร่ิมตน 6.85 และ 37 องศาเซลเซียส   

Yin และคณะ (1997) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวย Rhizopus sp.จํานวน 8 
สายพันธุและเปรียบเทียบสภาวะที่ใชในการหมักดวยระบบ Air-Lift โดยใชแปงขาวโพดเปนแหลง
คารบอน พบวา R. oryzae NRRL 395 สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงสุดคือ 102 กรัมตอลิตร คิด
เปนคา YP/S  เทากับ 85 เปอรเซ็นต ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพขนาด 3 ลิตร 

  Park และคณะ (1998) ศึกษาการผลิตกรดแลกติก โดย R. oryzae NRRL 395 
ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ Air-lift แบบไมตอเนื่อง พบวา สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงถึง 104.6 
กรัมตอลิตร คา YP/S เทากับ 87 เปอรเซ็นตและอัตราการผลิตกรดแลกติกเทากับ 1.8 กรัมตอลิตร
ตอชั่วโมง เมื่อใชกลูโคสความเขมขน 120 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน 
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  Du และคณะ (1998) ศึกษาการผลิตกรดแลกติก โดย R. oryzae ในเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพแบบ Bubble column พบวา ผลิตกรดแลกติกไดสูงถึง 62 กรัมตอลิตร คิดเปนคา 
YP/S เทากับ 80 เปอรเซ็นตและอัตราการผลิตแลกติกเทากับ 1.46 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง เมื่อใช
กลูโคสความเขมขน 78 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ทําการหมักนาน 27 ชั่วโมง 

 

2.11 การออกแบบและพัฒนาเครื่องปฏิกรณชีวภาพ 

 หนาที่สําคัญของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ ไดแก การทําใหเกิดสภาวะแวดลอมที่สามารถ
ควบคุมไดสําหรับการเจริญของจุลินทรีย เพื่อใหไดผลิตผลตามที่ตองการ ดังนั้นจึงตองออกแบบ
เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพใหมีความเหมาะสมกับกระบวนการหมักแตละชนิด (Liden, 2002) 

 Bruno-Barcena และคณะ (1999) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดย Lactobacillus casei 
ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบ Packed-bed 2 ระบบ (Two-stage systems) ทําการหมัก
แบบตอเนื่อง โดยลักษณะเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพนั้นประกอบดวย คอลัมนแจ็คเก็ตแกวเพื่อควบคุม
อุณหภูมิ ขนาดเสนผานศูนยกลาง 3 เซนติเมตร สูง 10 เซนติเมตรในถังแรก ถังที่สองมีขนาดของ
คอลัมนแจ็คเก็ตแกวเทากับ 3.5 เซนติเมตร สูง 14 เซนติเมตร ภายในบรรจุดวย Porous foam 
glass ขนาดเสนผานศูนยกลาง 2-4 มิลลิเมตร ดวยอัตราสวนปริมาตรตอชอง 60 เปอรเซ็นต หนา 
2 กรัมตอลูกบาศกเซนติเมตร ตัวคอลัมนประกอบดวย External Loop และมาตรวัดคาพีเอช (ภาพ
ที่ 2.17)  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่2.17 เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ 2 ระบบ (Two-stage systems) 
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 พบวาการสามารถผลิตกรดแลกติกได 57.5 กรัมตอลิตร คิดเปนอัตราการผลิตเทากับ 
9.72 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง อาหารที่ใชคือกลูโคสความเขมขน 150 กรัมตอลิตร ควบคุมอุณหภูมิ
ในถังแรกและถังที่สองที่ 42 และ 45 องศาเซลเซียสตามลําดับ และควบคุมพีเอชเทากับ 6.0   

Cottton และคณะ (2001) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดย Lactobacillus casei subsp. 
rhamnosus (ATCC 1143) ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ Plastic composite support (PCS) ทํา
การหมักแบบตอเนื่อง ลักษณะของ PCS เปน Biofilm หนา 3.5 มิลลิเมตร มีเสนผานศูนยกลาง 
10.5 มิลลิเมตร ระยะหางของ PCS เทากับ 10 เซนติเมตร ประกอบดวย PCS จํานวน 6 ตัว วาง
ตามแนวนอนช้ันละ 2 ตัวและมี 3 ชั้นที่ยึดอยูกับแกนใบพัด แสดงดังภาพที่ 2.18     

 

  

 

 

 

 

ภาพที ่2.18 ลักษณะของ Plastic composite support (PCS) 

 

โดยไดออกแบบการทดลองดังภาพที่ 2.19 เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพถูกดัดแปลงจากถังกวน 
เมื่อใชผลิตภัณฑจากการเกษตร 50 เปอรเซ็นต (w/w) เปนแหลงคารบอน พบวา คาเฉลี่ยของอัตรา
การผลิตกรดแลกติกเทากับ 9.0 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง เม่ืออัตราการไหลเทากับ 0.4 ลิตรตอชั่วโมง 
คิดเปนคา YP/S ประมาณ 70 เปอรเซ็นต 

 

 

 

 



62 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่2.19 แบบการทดลองในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ Plastic composite support (PCS) 

 

Lin และคณะ (2007) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวย R. oryzae ที่ถูกตรึงดวย Calcium 
alginate ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ Three-phase fluidized bed แสดงดังภาพที่ 2.20  

         

 

ภาพที ่2.20 ลักษณะของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ Three-phase fluidized bed 
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 ซึ่งภายในระบบประกอบดวยคอลัมนแกว 2 แทง โดยมีขนาดเสนผานศูนยกลางภายใน 70 
มิลลิเมตรและกวาง 420 มิลลิเมตร เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพจะประกอบดวย Water jacket เพื่อ
ควบคุมอุณหภูมิ บริเวณดานลางของถังจะบรรจุ Glass screen เพื่อรองรับเม็ดบีท โดยเติมหัวเช้ือ
เร่ิมตนกับเม็ดบีทลงในอาหารเล้ียงเชื้อปริมาตร 600 มิลลิลิตร อัตราการใหอากาศ 1.00 ปริมาตร
อากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที หลังจากหมัก 12 ชั่วโมง จึงเติมลงไปในคอลัมนซึ่งบรรจุดวย
อาหารเลี้ยงเช้ือ 1,200 มิลลิลิตร จึงเร่ิมกระบวนการหมัก ที่สภาวะการหมัก 35 องศาเซลเซียส 
ดวยอัตราการไหล 3.0 ลิตรตอช่ัวโมง โดยสามารถผลิตกรดแลกติกคิดเปนคาอัตราการผลิตกรด
แลกติกเทากับ 11 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  

 Tay และ Yang (2002) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนดวย
การตรึง R. oryzae NRRL 395 โดยไดออกแบบและพัฒนาเครื่องปฏิกรณชีวภาพข้ึนเปนเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพแบบ Rotating fibrous-bed bioreactor (RFB) โดยมีโครงรางแบบทรงกระบอก
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตร สูง 15 เซนติเมตร ทําจากสแตนเลสสตีล ซึ่งยึดอยูกับฝาบน
ของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพและใชตะแกรงสแตนเลสสตีลหุมเปนโครงราง RFB จากนั้นจึงหุมดวย
เสนใยผาฝาย 100 เปอรเซ็นต แสดงดังภาพที่ 2.21 

 

ภาพที ่2.21 ลักษณะของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ Rotating fibrous-bed bioreactor (RFB) 

 

 พบวา สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงสุดคือ 127 กรัมตอลิตร คิดเปนคา YP/S เทากับ 90 
เปอรเซ็นตและอัตราการผลิตกรดแลกติก 2.5 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง นอกเหนือจากกลูโคส เมื่อใช
แปงขาวโพดเปนแหลงคารบอน พบวา สามารถผลิตกรดแลกติก คิดเปนคา YP/S เทากับ 100 
เปอรเซ็นตและอัตราการผลิตกรดแลกติก 1.65 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
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บทที่  3 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 วัสดุอุปกรณและสารเคมี 

3.1.1 วัสดุอุปกรณ 

อุปกรณ รุน บริษัท ประเทศ 

กลองจุลทรรศน 
(Microscope) 

Alphaphot-2 
YS2 

Nikon Co., Ltd. ญ่ีปุน 

แผนนับเม็ดเลือดแดง 
(Heamacytometer) 

Neubauer 
Bright Line 

Bocco Co., Ltd. เยอรมัน 

เคร่ืองชั่งแบบละเอียด 
(Electronic balance) 

FX-180 A&D Co., Ltd. ญ่ีปุน 

เคร่ืองชั่งแบบหยาบ  
(Electronic balance) 

FX-3000 A&D Co., Ltd. ญ่ีปุน 

เคร่ืองวัดความเปนกรดดาง 
(pH meter) 

F-13 Horiba ญ่ีปุน 

เคร่ืองไฮเปอรฟอรมานซลิควิดโครมาโท 
กราฟ (High Performance Liquid 
Chromatography) 

Shimadzu 
LC-6A 

Shimadzu Co., 
Ltd. 

ญ่ีปุน 

ตูปลอดเช้ือ 
(Laminar flow hood) 

NK system 
clean bench 

International 
Scientific Supply 

ไทย 

ตูอบแหง (Oven) UL-80 Memmert Co., 
Ltd. 

เยอรมัน 

เคร่ืองเขยาผสม  
(Vortex mixer) 

Vortex-Genie 
No.2 

Scientific 
Industries Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

เคร่ืองอบฆาเชื้อดวยไอน้ํา 
 (Autoclave) 

KT-30 SD ALP Co., Ltd. ญ่ีปุน 
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3.1.2 สารเคมี 

สารเคม ี บริษัทผูผลิต ประเทศ 

Acetic acid (C2H4O2) Merck เยอรมัน 

Glucose (C6H12O6) สยามชัยเคมิคอล ไทย 

Hydrochloric acid (HCl) Merck เยอรมัน 

อุปกรณ รุน บริษัท ประเทศ 

ปมไหลวน  
(Peristaltic pump) 

P-3 Pharmacia Fine 
Chemical 

สหรัฐอเมริกา 

เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ ขนาด 5 ลิตร 
(Fermentor 5 L) 

MD 300-5L B.E. Marubishi ญ่ีปุน 

ชุดควบคุมสภาวะ 
(Bio process controller) 

MD 300-5L B.E. Marubishi ญ่ีปุน 

เคร่ืองอัดอากาศ 
(Air compressor) 

- Hitachi ญ่ีปุน 

เคร่ืองควบคุมระบบน้ําหลอเย็น 
(Circulation type hardy cooler) 

TRL-108 Thomas Kagaka ญ่ีปุน 

มาตรตรวจวัดความเปนกรดดาง 
(pH combination electrode) 

405-DPAS-
SC-K85/225 

Mettler toledo สวิตเซอรแลนด 

มาตรวัดออกซิเจนที่ละลาย 
(Dissolved oxygen electrode) 

O2sensor 
InPro 
6820/12/220 

Mettler toledo สวิตเซอรแลนด 

กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสแกน 
(Scanning electron microscope)  

JSM-5410LV Jeol ญ่ีปุน 

เคร่ืองวิเคราะหปริมาณน้ําตาล 
(YSI Select Biochemistry Analyzer) 

Model 2700  YSI Limited อังกฤษ 
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สารเคม ี บริษัทผูผลิต ประเทศ 

Magnesium sulfate (MgSO4·7H2O)  Carlo erba อิตาลี 

Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4)  Merck เยอรมัน 

Sodium hydroxide (NaOH) Merck เยอรมัน 

Sulfuric acid (H2SO4)  Merck เยอรมัน 

Urea (NH2)2CO Merck เยอรมัน 

Yeast extract (สารสกัดจากยีสต) Difco สหรัฐอเมริกา 

Zinc sulfate (ZnSO4·7H2O) Merck เยอรมัน 

 
3.2 จุลินทรียและการเตรียมกลาเชื้อ 

 

 3.2.1 จุลินทรียที่ใชในการวิจัย 

 จุลินทรียที่ใชในการศึกษาการผลิตกรดแลกติก คือ Rhizopus oryzae NRRL 395 จาก 
Northern Regional Research Laboratory, Peoria, Illinois ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 3.2.2 วิธีการเก็บรักษาจุลินทรีย 

 ใชเข็มเข่ียสปอรของรา R. oryzae NRRL 395 ลากลงบนอาหารวุนสําเร็จรูป Potato 
dextrose agar หรือ PDA 39 กรัมตอลิตร บมเช้ือที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน 
เมื่อเช้ือเจริญเต็มที่แลวนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และทําการถายเชื้อทุกๆ เดือน 

 3.2.3 การเตรียมกลาเชื้อ 

 เล้ียงรา R. oryzae NRRL 395 บนอาหารเล้ียงวุน PDA บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
เปนเวลาประมาณ 7 วัน เม่ือราเจริญเต็มที่แลวใชเข็มเข่ียสปอร ใสน้ํากล่ันที่ฆาเชื้อแลว 10 
มิลลิลิตร เข่ียสปอรใหกระจาย ปเปตสปอรแขวนลอยมาประมาณ 20 ไมโครลิตร ถายลงบน 
Haemacytometer ที่ปดดวย Cover slip นับจํานวนสปอรภายใตกลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 40 
เทา ตามแนวเสน ดังภาพที่ 3.1  
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การคํานวณหาความเขมขนโดยใช Haemacytometer 

 ปริมาตรใน 25 ชองใหญ (400 ชองเล็ก)  = 0.1  ลูกบาศกมิลลิเมตร 

 สมมติคาเฉลี่ยจํานวนสปอรใน 1 ชองใหญ  = X    เซลล 

 ใน 0.1 ลูกบาศกมิลลิเมตร มีจํานวนเซลลทั้งหมด  = (X)x25  เซลล 

 ใน 1 ลูกบาศกมิลลิเมตร มีจํานวนเซลลทั้งหมด = (X)x25x10  เซลล 

 ใน 1 ลูกบาศกเซนติเมตร มีจํานวนเซลลทั้งหมด = (X)x25x10x1000 เซลล 

= 25(X)x104   เซลล  

 โดยนับจํานวนสปอรตามแนวเสนทั้งหมด 5 ชอง นําคาที่ไดมาหาคาเฉล่ียเพื่อคํานวณ
ความเขมขนของสปอรแขวนลอย จากนั้นเตรียมสปอรแขวนลอยท่ีความเขมขน 107 สปอรตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เทลงไปในอาหารเพื่อการเจริญปริมาตร 3 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส พีเอชเร่ิมตนประมาณ 6.0 อัตราการกวนคือ 700 รอบตอนาทีและอัตราการให
อากาศคือ 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.1 ลักษณะของ Haemacytometer (1) ภาพที่มองจากดานบนของ chamber มีตารางอยู
กลางสไลด (2) ภาพขยายของตารางที่กําลังขยาย 10 เทาประกอบดวยส่ีเหล่ียมจัตุรัสขนาดใหญ
แตละดานยาว 1 มิลลิเมตร ภายในมีส่ีเหล่ียมจัตุรัสเล็กบรรจุอยู 25 ชองแตละชองมีเสน 3 เสน
ลอมรอบโดยแตละดานยาว 0.2 มิลลิเมตร ภายในมีส่ีเหล่ียมจัตุรัสขนาดเล็กบรรจุอยูอีก 16 ชอง 

ที่มา : คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี, (2551) 

(1) 

(2) 
1 มม. 
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3.3 สูตรอาหารท่ีใชในการหมัก 

อาหารเล้ียงเชื้อ R. oryzae NRRL 395 ใชตามงานวิจัยที่ผานมาของ Chotisubha-
anandha และคณะ (2011) โดยอาหารที่นํามาใชเล้ียงราแบงเปน 2 ชนิดไดแก อาหารเพื่อการ
เจริญ (Growth Medium) และอาหารเพื่อสรางผลิตภัณฑ (Production Medium) 

3.3.1 อาหารเพื่อการเจริญ (Growth Medium) ประกอบดวย 
แหลงคารบอน (สารละลายจากการยอยกากมันดวยเอนไซมหรือกรด สารละลาย

แปง และกลูโคส)  50 กรัมตอลิตร 
  สารสกัดจากยีสต  5 กรัมตอลิตร 

3.3.2 อาหารเพื่อสรางผลิตภัณฑ (Production Medium) ประกอบดวย 
แหลงคารบอน (สารละลายจากการยอยกากมันดวยเอนไซมหรือกรด สารละลาย

แปง และกลูโคส)  70  กรัมตอลิตร 
ยูเรีย    0.3 กรัมตอลิตร  
KH2PO4   0.6  กรัมตอลิตร  
MgSO4   0.25  กรัมตอลิตร 
ZnSO4   0.088  กรัมตอลิตร  

 
3.4 กากมันสาํปะหลงั 

กากมันสําปะหลังจากบริษัท แปงมันเอ่ียมเฮงอุตสาหกรรม จํากัด มีความช้ืนประมาณ 
81.50% โดยมีองคประกอบของแปง 85.66% เสนใย (ไฟเบอร) 11.85% โปรตีน 1.37% และเถา 
1.12% (โดยน้ําหนักแหง) (A.O.A.C.,1995) ซึ่งองคประกอบเหลานี้ข้ึนอยูกับกระบวนการผลิตแปง
มันสําปะหลังของแตละโรงงาน 

 

3.5 วิธีดําเนินการวิจัย  

การดําเนินการวิจัยแบงออกเปน 2 ข้ันตอนหลัก ไดแก การยอยกากมันสําปะหลังดวย
เอนไซม หรือกรด และการหมักกรดแลกติกโดยใชสารละลายจากการยอยกากมันเปนแหลง
คารบอน การยอยกากมันสําปะหลังดวยเอนไซมประกอบดวย 2 ข้ันตอนหลัก ในข้ันตอนแรก จะ
ทําการปรับสภาพกากมันสําปะหลังเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยดวยเอนไซมใหมากข้ึนโดยใช
อุณหภูมิและความดันสูงควบคูกับการเติมโซเดียมไฮดรอกไซด โดยปจจัยที่ศึกษา ไดแก เวลาที่ใช
ในการปรับสภาพ อุณหภูมิและความดัน ความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซด ที่เติมในกากมัน 
อัตราสวนของกากมันสําปะหลังที่ใชตอสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด หรือน้ํา ในข้ันตอนที่ 2 จะ
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นํากากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพแลวมายอยดวยเซลลูโลสและแปงดวยเอนไซม โดยแปร
เวลาที่ใชในการยอย และความเขมขนของเอนไซมที่ใช โดยสารละลายจากการยอยในข้ันตอนแรก 
จะนํามาใชเปนแหลงคารบอนในการหมักกรดแลกติก เทียบกับการหมักกรดแลกติกจากแหลง
คารบอนชนิดอ่ืน และการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรดไฮโดรคลอริก 0.1 นอรมอล เปนเวลา 15 
นาที (Thongchul และคณะ, 2010) 

3.5.1 การเตรียมสารละลายจากการยอยกากมันสาํปะหลงัดวยเอนไซม 

การยอยกากมันสําปะหลังดวยเอนไซม ประกอบดวย 2 ข้ันตอนคือ 

3.5.1.1 การปรับสภาพกากมันสําปะหลังกอนการยอย  
โดยใชวิธี physicochemical pretreatment ไดแก 
3.5.1.1.1 การปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน (steam 

pretreatment) 
นํากากมันสดมาเติมน้ําใหมีความเขนขนของกากมันอยูที่ 5 – 20% 

(น้ําหนัก/ปริมาตร) จากน้ันนําไปทําการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว (psig) โดยแปรระยะเวลาในการ autoclave ที่ 15 30 45 และ 60 นาที 

3.5.1.1.2 การปรับสภาพดวยการใชรอนสูงภายใตความดันพรอมกับการใช
สารละลายแอลคาไลน  (steam with combination of alkaline treatment) 

นํากากมันสดมาเติมสารละลายโซเดียมโฮดรอกไซด ที่ความเขมขนตางๆ
คือ 0.1 0.5 และ 1 นอรมอล (N) ซึ่งความเขนขนของกากมันอยูที่ 5% -10% (น้ําหนัก/ปริมาตร) 
จากนั้นนําไปทําการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
(psig) โดยแปรระยะเวลาในการ autoclave ที่ 15 30 45 และ 60 นาที 

ภายหลังการปรับสภาพแยกเอาสารละลายออกจากตัวอยาง แลวนํากากที่

เหลือจากการยอยไปอบแหงที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส แลวนํากากอบแหงที่ไดไปยอยดวย

เอนไซมตอไป สวนสารละลายที่แยกไดนําไปหาปริมาณน้ําตาลที่สูญเสียจากกากมันไปภายหลัง

การปรับสภาพดวยวิธีดังกลาวขางตน โดยสามารถสรุปวิธีการได ดังตารางที่ 3.1 

 
3.5.1.2 การยอยเซลลูโลสและแปง 

นํากากมันที่ผานการปรับสภาพจากขอ 3.5.1.1 มาทําการยอยสวนที่เปน

เซลลูโลสและแปงที่อยูในกากมัน (นํากากมันแหง 0.5 กรัม จากนั้นเติมน้ํา DI ปริมาตร 7 มิลลิลิตร 

ซึ่งจะมีความเขนขนของกากมันอยูที่ 6.7 % (น้ําหนัก/ปริมาตร)) ในการยอยลําดับแรกจะใชเซลลู
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เลส (Accellerase®1500, Genencor, USA, 2,200-2,800 CMCU/กรัม, ความถวงจําเพาะ

ประมาณ 1.00 กรัม/มิลลิลิตร) เพื่อทําการยอยสลายเซลลูโลสและทําใหแกรนูลของแปงที่อยู

ภายในโครงสรางของเซลลูโลสถูกปลดปลอยออกมา โดยแปรความเขมขนของเซลลูเลสที่ 5.61 

และ 33.15 ยูนิต/กรัมกากมันแหง บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส แปรระยะเวลาในการบมที่ 1 

และ 6 ชั่วโมง จากนั้นนําตัวอยางไปยอยตอดวย อะไมเลส (Spezyme ethyl, Genencor, USA, 

6,700–7,300 AAU/กรัม, ความถวงจําเพาะประมาณ 1.18–1.22 กรัม/มิลลิลิตร) แปรความเขมขน

ของอะไมเลสที่ 16.8 และ 33.6 ยูนิต/กรัมกากมันแหง โดยเติมอะไมเลสลงในสารละลาย ผสมให

เขากัน แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส แปรระยะเวลาในการบมที่ 15 และ 30 นาที 

สามารถสรุปวีธีการได ดังตารางที่ 3.2 

หลังการยอยนําตัวอยางไปปนเหวี่ยงและแยกสารละลายสวนใสเก็บไว

สําหรับใชเปนแหลงคารบอนในการหมักกรดแลกติกโดยปรับพีเอชเปน 6.0 แบงตัวอยาง

สารละลายสวนหนึ่งไวสําหรับวิเคราะหองคประกอบของน้ําตาล และสารประกอบอ่ืนๆ 

ตารางที่ 3.1 ปจจัยเคมีและทางกายภาพที่ศึกษาตอประสิทธิภาพของสารละลายที่ไดจากการยอย
กากมันสําปะหลังดวยเอนไซม ในข้ันตอนของการปรับสภาพกากมันสําปะหลังกอนนําไปยอยดวย
เอนไซม (ข้ันตอนที่ 1) 

ขั้น
ตอ

นที่
 1

  
กา
รป
รับ
สภ
าพ
กา
กมั
นสํ
าป
ะห
ลัง
กอ
นก
าร
ยอ
ย 

วิธีการปรับสภาพ 
ความเขมขนของกาก
มันสําปะหลังในการ

ทําปฏิกิริยา 

ความเขมขน
ของสารละลาย
แอลคาไลน 

ระยะเวลาที่ใช
ในการปรับ
สภาพ 

การปรับสภาพดวยการ
ใชความรอนสูงภายใต

ความดัน 
5, 10, 15 และ 20 % - 

15, 30, 45 และ 
60 นาท ี

การปรับสภาพดวยการ
ใชรอนสูงภายใตความ
ดันพรอมกับการใช

สารละลายแอคคาไลน 

6.7, 10 และ 20 % 
0.1, 0.5 และ 
1.0 นอรมอล 

 
 



71 

 

ตารางที่ 3.2 ปจจัยเคมีและทางกายภาพที่ศึกษาตอประสิทธิภาพของสารละลายที่ไดจากการยอย
กากมันสําปะหลังดวยเอนไซม ในข้ันตอนของการยอยสวนที่เปนเซลลูโลสและแปงดวยเอนไซม
เปนลําดับข้ันตอน (ข้ันตอนที่ 2) 

ขั้น
ตอ

นที่
 2

  
กา
รย
อย
สว
นท
ี่เป
นเ
ซล
ลูโ
ลส
แล
ะแ
ปง
ดว
ยเ
อน
ไซ
ม 

เอนไซมที่ใชในการยอย 
ความเขมขนของกาก
มันสําปะหลังในการ

ทําปฏิกิริยา 

ปริมาณความ
เขมขนของ
เอนไซม 

ระยะเวลาที่ใช
ในการบม 

เซลลูเลส 

6.7 % 

5.61 และ 
33.15 ยูนิต/

กรัมกากมันแหง 
1 และ 6 ชั่วโมง 

อะไมเลส 
16.8 และ 33.6 
ยูนิต/กรัมกาก
มันแหง 

15 และ 30 
นาท ี

 

3.5.2 กระบวนการหมักกรดแลกติกโดยเซลลตรึงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพเครื่อง
ปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต 5 ลิตร 

ในกอนการจะปฏิบัติการทดลองทุกคร้ัง เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพจะตองผานการสเตอริ
ฆาเ ช้ือ  (sterilization) เพื่อทําใหปราศจากเช้ือจุลินทรียตางๆ  และปองกันการ
ปนเปอน  (contamination) ในระหวางกระบวนการหมัก โดยตออุปกรณของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ
ครบสมบูรณแลวนําไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
(psig) เปนเวลา 30 นาที 

เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิตดัดแปลงจากเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ มีโครงราง
แบบทรงกระบอกขนาดเสนผานศูนยกลาง 15 เซนติเมตร สูง 19 เซนติเมตร ทําจากสแตนเลสสตีล 
ยึดอยูกับฝาบนของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพดังนั้นตัวเบดสถิตจึงไมเคล่ือนที่และใชตะแกรงสแตน
เลสสตีลที่มีขนาดชองตาขาย 0.5x0.5 ตารางมิลลิเมตร หุมเปนโครงรางตัวเบดสถิต จากนั้นจึงหุม
ดวยผาเสนใยฝายสําหรับเปนตัวยึดเกาะของ R. oryzae แสดงดังภาพที่ 3.2 
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ภาพที ่3.2 ลักษณะของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต 

ที่มา : (Chotisubha-anandha และคณะ, 2011) 

  ทําการหมักแบบเซลลตรึงในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต โดยถายหัวเชื้อ
เร่ิมตนปริมาตร 10 มิลลิลิตร เทลงไปในอาหารเพื่อการเจริญปริมาตร 3 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส พีเอชเร่ิมตนประมาณ 6.0 อัตราการกวนคือ 700 รอบตอนาทีและอัตราการให
อากาศคือ 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ทําการหมักจนครบ 48 ชั่วโมง แลว
เปล่ียนอาหารเปนอาหารเพื่อสรางผลิตภัณฑควบคุมคาพีเอชที่ 6.0 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขน 5 โมลาร ตลอดการหมัก ทําการหมักตอจนครบ 48 ชั่วโมง เก็บตัวอยางทุกๆ 8 ชั่วโมง เม่ือ
ครบเวลาที่กําหนดเปนระยะเวลา 96 ชั่วโมง ทําการเก็บเซลลและนําสารละลายตัวอยางที่ไดไป
วิเคราะหดวยเคร่ืองไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทกราฟ (HPLC) เพื่อหาปริมาณกรดแอล(+)
แลกติกตอไป (Chotisubha-anandha และคณะ, 2011) 

อาหารเพื่อการเจริญเติบโต และอาหารเพื่อสรางผลิตภัณฑที่ใชในกระบวนการหมักนี้
จะใชแหลงคารบอนที่แตกตางกันไดแก กลูโคส สารละลายที่ไดจากการยอยของกากมันสําปะหลัง
ที่ไมผานการปรับสภาพ สารละลายที่ไดจากการยอยของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ
ดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันดวยเอนไซม สารละลายที่ไดจากการยอยของกากมัน
สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอล
คาไลนดวยเอนไซม สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด และสารละลายแปง 
50 กรัมตอลิตรสําหรับอาหารเพื่อการเจริญเติบโต และ 70 กรัมตอลิตรสําหรับอาหารเพื่อสราง
ผลิตภัณฑ 
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3.6 การวิเคราะหผลการทดลอง 

3.6.1 การวิเคราะหปริมาณกลูโคสในสารละลายทีแ่ยกออกมาภายหลังการปรับ

สภาพกากมันและในสารละลายที่ไดจากการยอย 

นําสารตัวอยางไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 
เพื่อแยกสารละลายสวนใสออกจากสวนที่ตกตะกอน จากนั้นทําการเจือจาง 10 เทา แลวนําไปทํา
การวิเคราะหกลูโคสดวยเคร่ือง YSI 2700 Biochemistry Analyzer แลวนําผลที่ไดมาคํานวณ
ปริมาณ yield ของกลูโคสท่ีไดตอกรัมของกากมันสําปะหลังแหง สวนปริมาณน้ําตาลทั้งหมดในรูป
ของ glucose equivalent ในของเหลวที่แยกออกมาภายหลังการปรับสภาพกากมันและในสวน
สารละลายที่ไดจากการยอย หาไดจากการนําสารละลายที่ไดมาทําปฏิกิริยากับกรดไฮโดรคลอริก 
0.25 โมลาร  ในอัตราสวนของสารตัวอยางกับกรดไฮโดรคลอริกเปน 1 : 9 จากนั้นนําไปทําการ 
autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (psig) เปนเวลา 60 
นาที ทําใหเย็นลง จากนั้นนําตัวอยางไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
10 นาที เพื่อแยกสารละลายสวนใสออกจากสวนที่ตกตะกอน จากนั้นทําการเจือจาง 10 เทา แลว
นําไปทําการวิเคราะหกลูโคสดวยเคร่ือง YSI 2700 Biochemistry Analyzer แลวนําผลที่ไดมา
คํานวณปริมาณ yield ของกลูโคสที่ไดตอกรัมของกากมันสําปะหลังแหง 

3.6.2 การหานํ้าหนักเซลลแหง 

เมื่อส้ินสุดการหมัก นําเซลลที่เกาะอยูบนผาเสนใยฝายลางดวยน้ํากล่ัน จากนั้นนําไป
อบแหงที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส จนน้ําหนักคงที่ทิ้งใหเย็นในโถดูดความชื้นประมาณ 45 – 
60 นาทีนําไปชั่งน้ําหนัก หักลบกับผาเสนใยฝายที่ชั่งหาน้ําหนักที่แนนอนไวกอนหนาแลว จะได
น้ําหนักเซลลแหงของ R. oryzae 

 3.6.3 การวิเคราะหปริมาณกรดแลกติก กรดฟูมาริก เอทานอล ปริมาณนํ้าตาล
กลูโคสดวยเครื่องไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทกราฟ (HPLC)  

นําตัวอยางสวนใสที่ไดมาปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดสวนใสมาทํา
การเจือจางใหความเขมขนเปน 0.1 เทา นํามากรองผานกระดาษกรองเซลลูโลสอะซิเตทฉีด
สารละลายตัวอยางปริมาตร 20 ไมโครลิตร จากนั้นวิเคราะหดวยเคร่ืองไฮเพอรฟอรมานซลิควิด 
โครมาโทกราฟ (HPLC) เพื่อหาปริมาณกรดแลกติก กรดฟูมาริก เอทานอลและกลูโคส  

คอลัมน   Biorad Aminex HPX-87H ion exclusion organic acid  

   column ขนาด 300 มิลลิเมตร x 7.8 มิลลิเมตร  
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สารละลายตัวพา กรดซัลฟวริกที่ความเขมขน 0.005 mM 

อุณหภูมิ  45   องศาเซลเซียส 

อัตราการไหล  0.6  มิลลิลิตรตอนาที  

เคร่ืองตรวจวัด  RI detector (Shimadzu รุน RID-6A) 

 เวลาที่อยูในคอลัมน  45 และ 25 นาที 

คํานวณเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแลกติก กรดฟูมาริก เอทานอล และกลูโคสที่
ความเขมขน 2 กรัมตอลิตร 

 3.6.4 การหาคาสัมประสิทธิ์ของการถายเทออกซิเจนดวยวิธี Dynamic method of 
gassing out 

Dynamic method of gassing out สามารถใชการคํานวณหาคา  KLa ในกรณีที่สภาวะ
ของการหมักยงัมีเซลลที่มีชวีติอยู โดยในระหวางข้ันตอนการหมกันัน้จะหยุดการใหอากาศทําให
ความเขมขนของออกซิเจนทีล่ะลายในอาหาร (CL) ลดลงอยางตอเนื่องแตยังคงใหมีการกวนระดับ
ตํ่าอยูเพื่อคงใหคงความเปนเนื้อเดียวกนั ทาํการวัดความเขมขนของออกซิเจนที่ละลายในอาหาร
ทุกๆ 10 วินาทีจนกระทัง่คาความเขมขนของออกซิเจนทีล่ะลายในอาหารวัดไดคาคงที่ หลังจากนั้น
จึงใหอากาศตามเดิมแลวนําคาที่ไดไปเขียนกราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนของออกซิเจน

ที่ละลายในอาหารกับเวลา อยูในเทอมของ 
dt

dC L เพื่อหาความชันหรือ อัตราการใชออกซิเจนของ

เซลล (OUR) จากนั้นนําคาที่ไดมาคํานวณจากสูตร 

OUROTR
dt

dC L   

โดยอัตราการถายเทออกซิเจน (OTR) นั้นสามารถหาไดจาก 

OTR =  KLa x (CL*-CL) 

C* คือ คาการละลายของออกซิเจนในอาหาร (mM) และ KLa หรือคาสัมประสิทธิ์การ
ถายเทออกซิเจน (min-1) ในสภาวะท่ีไมมีอากาศ พบวาคา OTR = 0 และ คา OUR (mM/min) 
สามารถหาไดจากความสัมพันธระหวาง CL กับ เวลา (ไมมีอากาศ) แสดงดังภาพท่ี 3.3 ซึ่งทั้งคา 

KLa และคา C* สามารถหาไดจากความสัมพันธระหวางคา 
dt

dC L  + OUR กับ CL ซึ่งคา KLa คือ

สวนกลับของความชัน สวนคา C* เทากับ จุดตัดแกน Y ตอ KLa 
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ภาพที ่3.3 คาการละลายของออกซิเจนภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพดวยเทคนิค Gassing out 

  

3.6.5 Scanning electron microscope (SEM) และ Energy Dispersive X-ray 
spectrometer (EDX)  

แบงตัวอยางของเซลลยึดตรึงแบบเบดสถิตที่ไดจากขอ 3.5.2 มาเล็กนอย โดยตัดใหได
ขนาด 2.5x2.5 ตารางเซนติเมตร นํามาแชในสารละลายผสมระหวางกลูตารัลดีไฮด 2.5% กับ
ฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร pH 7.2 เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1 คืน 
จากนั้นลางเซลลดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.2 โมลาร pH 7.2 เปนเวลา 10 นาที จํานวน 2 คร้ังและ
น้ํา DI เปนเวลา 10 นาที อีก 1 คร้ัง ตอมาทําการดีไฮเดรทดวยเอทานอล (30% 50% 70% และ 
95% เปนเวลา 10 นาทีตอคร้ัง สุดทายใช absolute เอทานอล เปนเวลา 10 นาที จํานวน 3 คร้ัง 
เม่ือไดแลวนําเซลลไปทําใหแหงดวยวิธี Critical point (Critical point dryer, Balzer model CPD 
020) จากนั้นนําไปเคลือบติดดวยทอง (Sputter coater, Balzer model CPD 020) ข้ันตอน
สุดทายนํามาวิเคราะหดวยเคร่ืองกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสแกน (JEOL, model JSM-
5410LV) ของศูนยเคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เพื่อศึกษา
ดูโครงสรางของเสนใยและลักษณะของ R. oryzae ที่ยึดตรึงบนผาเสนใยฝาย อันเนื่องมาจากการ
ใชแหลงคารบอนตางชนิดกัน 
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บทที่  4 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

ในงานวิจัยนี้ ผูวิจัยไดศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยใชสารละลายที่ไดจากการยอยกาก
มันสําปะหลังเปนแหลงคารบอนในกระบวนการหมักในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต โดย
เปรียบเทียบแหลงคารบอนที่ใชในกระบวนการหมักที่แตกตางกัน ซึ่งกากมันสําปะหลังจะตองผาน
กระบวนการยอยพื่อใหไดปริมาณของน้ําตาลที่ใชในการหมักที่เหมาะสมตอการนําไปใชใน
กระบวนการหมักกรดแลกติก (Balat และคณะ, 2008) ซึ่งข้ันตอนการยอยแปงที่หลงเหลืออยูใน
กากมันในงานวิจัยนี้ ประกอบดวย 2 ข้ันตอน ไดแก การปรับสภาพกากมันกอนการยอยโดย
เทคนิคทางเคมีกายภาพ (physicochemical pretreatment) และการยอยแปงและเซลลูโลส ซึ่งจะ
เนนที่ศึกษาการนํากากมันสําปะหลังมาผานการปรับสภาพดวยวิธีที่แตกตางกัน ทําการศึกษาผล
ของระยะเวลาท่ีใชในการปรับสภาพ ปริมาณความเขมขนของกากมันในสารละลาย ความเขมขน
ของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดในข้ันตอนการปรับสภาพ และทําการศึกษาผลของความ
เขมขนของเซลลูเลสและอะไมเลส และเวลาที่ใชในการบมในข้ันตอนการยอยกากมันสําปะหลัง
ดวยเอนไซม เพื่อใหไดแหลงคารบอนที่ประสิทธิภาพตอจลนพลศาสตรของกระบวนการหมักกรด
แอล(+)แลกติก 

4.1 การปรับสภาพกากมันสําปะหลังกอนนําไปยอยดวยเอนไซม 

ศึกษาและเปรียบเทียบการปรับสภาพกากมันสําปะหลังกอนนําไปยอยดวยเอนไซมดวยวธิี
ที่แตกตางกัน ทําการศึกษาผลของระยะเวลาที่ใชในการปรับสภาพ ปริมาณความเขมขนของกาก
มันในสารละลาย ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดในข้ันตอนการปรับสภาพ การ
ปรับสภาพกากมันกอนการยอยโดยเทคนิคทางเคมีกายภาพ (physicochemical pretreatment) 
ในข้ันตอนนี้จะศึกษาผลของการใชความรอนภายใตความดันสูงเพียงอยางเดียว (steam 
pretreatment) เปรียบเทียบกับการใชภาวะดังกลาวควบคูกับการเติมสารละลายแอลคาไลนไป
ดวย (steam with combination of alkaline treatment)  

การปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน จากการทดลองพบวาน้ําที่แยก
ออกมาจากกากมันภายหลังการปรับสภาพมีอนุภาคของแปงในรูปของกลูโคสหลุดออกมาจากกาก
มัน ไดผลดังกราฟภาพท่ี 4.1 (ก) ซึ่งเมื่อทําการเพิ่มระยะเวลาจาก 15 นาที เปน 30 นาที กลูโคส 
จะหลุดออกมามากข้ึน แตเมื่อเพิ่มเวลาในการปรับสภาพนานถึง 60 นาที พบวาปริมาณของ
อนุภาคแปงที่หลุดออกจากกากมันไมเพิ่มข้ึนมากไปกวาที่เวลา 30 นาที  โดยคิดปริมาณของแปงที่
หลุดออกจากกากมันในรูปของกลูโคส จะได yield ของกลูโคสประมาณ 0.5 กรัมตอกรัมกากมัน
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แหงที่นําไปปรับสภาพ และจะเห็นไดวาเม่ือใชกากมันที่ความเขมขนตํ่ากวา (5%) จะได yield ของ
กลูโคสสูงกวาเมื่อใชปริมาณกากมันเพิ่มข้ึน (ที่ความเขมขน 6.7%) ในกรณีของปริมาณความ
เขมขนของกากมันที่ 10% น้ําที่แยกออกมามีปริมาณนอยมากจึงไมสามารถนําไปวิเคราะห
ปริมาณกลูโคสได และเมื่อใชปริมาณกากมันมากเกินไป (20%) จะไมสามารถแยกสวนของ
สารละลายที่เกิดจากการปรับสภาพได เนื่องจากกากมันดูดซับสารละลายทั้งหมดไว และที่ความ
เขมขน 20% จะเปนความเขนขนของกากมันต้ังตนในการทดลองอยูแลวดวย โดยกากมันที่ไดจาก
การปรับสภาพโดยวิธีนี้ (ที่ความเขมขน 5% 6.7% และ 20%) จะนําไปยอยตอดวยเอนไซมใน
ข้ันตอนตอไป เพื่อใหไดเปนสารละลายจากการยอยซึ่งจะนําไปใชในการหมักกรดแอล-แลกติกใน
การทดลองอีกสวนหนึ่ง โดยวัตถุประสงคหลักของการปรับสภาพดวยวิธีนี้ คือ ทําใหเฮมิเซลลูโลส
เกิดการละลายและปรับเปล่ียนโครงสราง ทั้งนี้เพื่อใหเอนไซมสามารถเขาไปยอยเซลลูโลสและแปง
ไดดีข้ึน อีกทั้งเพื่อหลีกเล่ียงการกอตัวของสารยับยั้ง ซึ่งระหวางการเกิดปฏิกิริยาจะมีกรดอะซีติก
เกิดข้ึน โดยกรดที่เกิดข้ึนนี้จะทําหนาที่ยอยสวนที่เปนเฮมิเซลลูโลสไดเรียกวา “auto-cleave” 
(Hendriks และ Zeeman, 2009; Bulat และคณะ, 2008) อยางไรก็ตาม หลังกระบวนการปรับ
สภาพ ควรจะมีการกําจัดส่ิงเจือปนเหลานั้นออกกอนที่จะนําไปใชในกระบวนการหมัก เนื่องจากส่ิง
ปนเปอนดังกลาวอาจสงผลกระทบเชิงลบตอเซลลจุลินทรียที่จะใชในการหมักกรดแอล-แลกติก 
และกระบวนการทําใหบริสุทธิ์ภายหลังจากการหมัก 

วิธีปรับสภาพกากมันกอนการยอยดวยเอนไซมอีกวิธีหนึ่งที่ศึกษา คือ การใชความรอนสูง
ภายใตความดันพรอมกับการเติมสารละลายแอลคาไลนลงในกากมันที่นําไปยอย โดยสารละลาย
แอลคาไลนที่ใช ไดแก โซเดียมไฮดรอกไซด จากการทดลองพบวาน้ําที่แยกออกมาจากกากมัน
ภายหลังการปรับสภาพนั้นมีอนุภาคของแปงในรูปของกลูโคสหลุดออกมาจากกากมันเชนกันกับ
การปรับสภาพดวยวิธีแรก ไดผลดังกราฟภาพที่ 4.1 (ข) พบวาเม่ือเพิ่มความเขมขนของโซเดียมไฮ 
ดรอกไซดจาก 0.1 นอรมอล ถึง 1.0 นอรมอล อนุภาคของแปงจะหลุดออกจากกากมันไดมากข้ึน 
โดยคิดเปน yield ของกลูโคสที่เพิ่มข้ึนตามลําดับ อีกทั้งการเพิ่มปริมาณของกากมัน (จากความ
เขมขน 5% เปน 6.7 %) ก็สงผลใหอนุภาคแปงหลุดจากกากมันไดมากข้ึนเชนกัน สังเกตไดจาก 
yield ของกลูโคสที่เพิ่มมากข้ึน ทั้งนี้เนื่องจากเม่ือมีปริมาณของกากมันที่มากข้ึนสงผลใหความ
เขมขนของกลูโคสในน้ําที่แยกออกมามีปริมาณที่มากข้ึน ไมเกิดการเจือจางของสาระละลายสงผล
ให yield ของกลูโคสเพิ่มข้ึนตาม ในกรณีของปริมาณความเขมขนของกากมันที่ 10% น้ําที่แยก
ออกมามีปริมาณนอยมากจึงไมสามารถนําไปวิเคราะหปริมาณกลูโคสไดเชนเดียวกันกับการปรับ
สภาพดวยการใชความรอนภายใตความดันสูงเพียงอยางเดียว ในขณะเดียวกันการเพิ่มความเขน
ขนของโซเดียมไฮดรอกไซดสงผลใหโครงสรางลิกนินสามารถแตกสลายไดมากขึ้น (Mission และ
คณะ, 2009) สงผลใหกลูโคสหลุดออกมาไดมากเชนกัน และเมื่อเพิ่มระยะเวลาในการปรับสภาพ
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กากมันจาก 15 นาที จนถึง 60 นาที พบวา อนุภาคแปงที่หลุดออกจากกากมันเพิ่มมากข้ึน โดย
สังเกตไดจากปริมาณแปงที่วิเคราะหในรูปของกลูโคสที่อยูในสารละลายที่แยกไดจากการปรับ
สภาพเพ่ิมมากข้ึน ทั้งนี้เนื่องจากระยะเวลาที่ใชในการปรับสภาพที่มากพอควร มีผลตอการทํา
ปฏิกิริยาของโซเดียมไฮดรอกไซดสงผลให yield ของกลูโคสเพิ่มข้ึนตาม (Saha และคณะ, 2010; 
Kumar และคณะ, 2009) โดยสามารถคิดเปน yield ของกลูโคสที่หลุดออกจากกากมัน อยูที่
ประมาณ 0.4-0.5 กรัมตอกรัมกากมันแหง จากผลการทดลองในสวนนี้ พบวาเม่ือใชความเขมขน
ของกากมัน 6.7% และเติมโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.5 นอรมอล แลวนําไปปรับสภาพโดยใช
ความรอนภายใตความดันสูงนาน 60 นาที จะให yield ของกลูโคสสูงที่สุด คือ ประมาณ 0.541 
กรัมตอกรัมกากมันแหง ดังนั้น ในการทดลองตอไป จึงจะนําภาวะนี้เพื่อใชในการเตรียมปรับสภาพ
กากมันกอนนําไปยอยดวยเอนไซมตอไป 

ขอสังเกตที่ไดจากการปรับสภาพโดยวิธีนี้ เม่ือเทียบกับวิธีแรก จะเห็นวาสารละลายที่แยก
ออกมาภายหลังการปรับสภาพมีลักษณะหนืดเล็กนอย เนื่องจากมีการบวมของแกรนูลแปงที่ถูก
ปลดปลอยออกมาหลังจากที่มีการปรับสภาพดวยสารแอลคาไลนที่อุณหภูมิสูง (Wyman  และ
คณะ, 2005) ซึ่งการปรับสภาพดวยวิธีนี้จุดประสงคหลักคือ ทําใหลิกนินเกิดการละลาย แยกออก
จากกัน และทําใหโครงสรางของเซลลูโลสบริเวณที่เปนคริสตัลไลนมีการเปลี่ยนรูป (Hendriks และ 
Zeeman, 2009) ซึ่งการเติมสารละลายแอลคาไลนลงไปควบคูกับการใชความรอนสูงนั้นเพื่อที่จะ
เปนการแกไขปญหาในสวนของการเกิดกรดอะซีติกของข้ันตอนการปรับสภาพดวยการใชความ
รอนสูงภายใตความดันได (Bulat และคณะ, 2008) แตอยางไรก็ตามการที่ใชโซเดียมไฮดรอกไซดที่
มีความเขมขนมากเกินจะสงผลใหสารละลายที่ไดมีคาพีเอชสูง หากจะนําไปใชในการหมัก ตองมี
การปรับคาใหเปนกลาง สงผลใหเกิดเกลือในสารละลายมากเกินไป อาจสงผลเชิงลบตอการหมัก
กรดแลกติกโดย R. oryzae  
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(ก)  
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ภาพที ่4.1 อนภุาคแปงทีห่ลุดออกจากกากมัน รายงานในรูป yield ของกลูโคส (กรัม/กรัมกาก
มันแหง) ที่ปรากฏในของเหลวที่แยกไดจากกากมันภายหลังการปรับสภาพดวยสองวิธี ที่ความ
เขมขนของกากมัน ความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซด และเวลาที่ใชในการปรับสภาพตางกนั 

(ก) การปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน (steam pretreatment) 
(ข) การปรับสภาพดวยการใชรอนสูงภายใตความดันพรอมกับการใชสารละลายแอคคาไลน  

(steam with combination of alkaline treatment ) 
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4.2 การยอยกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยโดยเทคนิคทางเคมีกายภาพ 
(physicochemical pretreatment) มาแลว ดวยเอนไซม 

ในข้ันตอนนี้ไดนํากากมันที่ผานการปรับสภาพแลวดวยเทคนิคและภาวะตางๆกันมายอย
ดวยเอนไซม เพื่อยอยสวนที่เปนเซลลูโลสที่ยังไมถูกทําลายจากข้ันตอนของการปรับสภาพขางตน 
อีกทั้งเพื่อยอยสวนที่เปนแปง คงตัวเปนแกรนูลที่ถูกหอหุมอยูภายในสวนของลิกโนเซลลูโลส ดังนั้น
ปริมาณกลูโคสที่ไดออกมาภายหลังจึงเปนกลูโคสที่ไดมาจากการยอยสวนที่เปนเซลลูโลสและแปง 
โดยไดศึกษาและเปรียบเทียบปริมาณของกลูโคสที่ไดภายหลังจากการยอยดวยเซลลูเลส และอะ
ไมเลส โดยแปรความเขมขนของเซลลูเลส และอะไมเลสท่ีใช ระยะเวลาที่ใชในการบม (ยอย) ทั้งนี้ 
เพื่อใหไดปริมาณกลูโคสออกมาจากกากมันไดมากที่สุด เพื่อนําไปใชในการหมักกรดแอล-แลกติก 
ตอไป การยอยกากมันที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน มีสองข้ันตอน
คือ ข้ันตอนแรกนํากากมันที่ปรับสภาพแลวมายอยดวยเซลลูเลส ที่ความเขมขน 5.61 และ 33.15 
ยูนิต/กรัมกากมันแหง บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1 และ 6 ชั่วโมง จากนั้นนํา
สวนผสมทั้งหมดไปยอยตอดวยอะไมเลสที่ความเขมขน 16.8 และ 33.6 ยูนิต/กรัมกากมันแหง บม
ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสระยะเวลา 15 และ 30 นาที ไดผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 4.2 
ถึง 4.4 จะเห็นไดวา ความเขมขนของเซลลูเลสและเวลาที่ใชในการบมมีผลตอปริมาณกลูโคสที่ได
เมื่อทําการยอยกากมันที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันโดยเมื่อความ
เขมขนของเซลลูเลสที่มากข้ึน และเวลาที่ใชในการบมนานข้ึน จะใหคา yield ของกลูโคสมีแนวโนม
ที่มากข้ึนตามดวย อยางไรก็ดี จากการทดลองพบวาความเขมขนของอะไมเลสและเวลาในการบม
ในข้ันตอนนี้ไมมีผลตอการยอยกากมันที่ปรับสภาพแลว 

ดังนั้น จึงสรุปไดวา ในข้ันตอนการยอยกากมันดวยอะไมเลส ปริมาณอะไมเลส 16.8 ยูนิต
ตอกรัมกากมันแหง และระยะเวลาในการบม 15 นาที เพียงพอสําหรับการยอยกากมันที่ปรับสภาพ
ดวยวิธีขางตน และยอยดวยเซลลูเลสมาแลวเบ้ืองตน (ภาพที่ 4.2(ก) 4.3(ก) และ 4.4(ก)) ทั้งนี้
เนื่องจากการเลือกใชปริมาณของอะไมเลสที่นอยและระยะเวลาในการบมที่ส้ัน จะสามารถชวยลด
ตนทุนได นอกจากนี้จะเห็นไดวา เมื่อยอยกากมันดวยเอนไซมที่ภาวะเดียวกัน โดยเพิ่มปริมาณ
ความเขมขนของกากมันในข้ันตอนการปรับสภาพจาก 5% เปน 6.7% และ 20% ตามลําดับ จะได
คา yield ของกลูโคสสูงข้ึนตามไปดวย (ภาพที่ 4.2(ก) 4.3(ก) และ 4.4(ก)) 

จากผลการทดลองที่กลาวมาขางตน สามารถสรุปไดวา ภาวะที่เหมาะสมสําหรับยอยกาก
มันที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันดวยเซลลูเลส และอะไมเลส ได
ดังนี้ ปริมาณความเขมขนของกากมันสด 20% ปรับสภาพดวยความรอนสูงภายใตความดัน เปน
เวลา 15 นาที จากนั้นยอยตอดวยเซลลูเลส 33.15 ยูนิตตอกรัมกากมันแหง นาน 6 ชั่วโมง แลว
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ยอยตอดวยอะไมเลส 16.8 ยูนิตตอกรัมกากมันแหง นาน 15 นาที โดยได yield ของกลูโคสสูงสุด
ประมาณ 0.6 กรัมตอกรัมของกากมันแหง เมื่อเปรียบเทียบผลของการยอยดวยเซลลูเลสและอะ
ไมเลส จะเห็นไดวาข้ันตอนการยอยกากมันปรับสภาพแลวดวยเซลลูเลสมีบทบาทสําคัญมากกวา
ข้ันตอนการยอยดวยอะไมเลส กลาวคือ เมื่อความเขมขนของเซลลูเลสมากข้ึน และเวลาที่ใชในการ
ยอยนานข้ึน จะใหคา yield ของกลูโคสมีแนวโนมที่สูงข้ึน ในขณะที่ความเขมขนของอะไมเลสและ
เวลาที่ใชในการบม จะไมสงผลตอ yield ของกลูโคสมากนัก 

 ข้ันตอนการเตรียมสารละลายที่ไดจากการยอยกากมันอีกวิธีหนึ่ง คือ การนํากากมันที่ผาน
การปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลนมายอยตอ
ดวยเซลลูเลส และอะไมเลส ไดผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 4.5 พบวาความเขมขนของเซลลู
เลสและเวลาในการบมมีผลตอการยอยกากมันที่ผานการปรับสภาพดวยวิธีนี้เชนเดียวกันกับการ
นํากากมันที่ผานการปรับสภาพดวยความรอนสูงภายใตความดัน เห็นไดจากปริมาณของกลูโคสที่
ไดในสารละลายที่ออกมาภายหลังการยอย หากความเขมขนของเซลลูเลสมากข้ึนและใช
ระยะเวลาในการบมที่นานข้ึน จะได yield ของกลูโคสในปริมาณที่มากข้ึนตามไปดวย แตพบวา
ความเขมขนของอะไมเลสและเวลาในการบมไมมีผลตอการยอยเชนเดียวกับที่พบในการยอยกาก
มันที่ปรับสภาพดวยความรอนสูงภายใตความดัน แตอยางไรก็ตาม คา yield ของกลูโคสที่ไดนั้น
สูงสุดอยูที่ประมาณ 0.16 กรัมตอกรัมของกากมันแหง ซึ่งยังคงนอยกวาเม่ือเทียบกับการยอยกาก
มันที่ผานการปรับสภาพดวยวิธีดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน (ประมาณ 0.6 กรัมตอ
กรัมของกากมันแหง) ซึ่งนอยกวาเกือบ 4 เทา ผลการทดลองที่ไดอาจอธิบายไดจากการปรับสภาพ
ดวยวิธีใชความรอนสูงภายใตความดันควบคูกับการเติมโซเดียมไฮดรอกไซดลงไป ทําใหกากมันที่
ไดมีคาพีเอชสูง กอนทําการยอยดวยเอนไซมตองมีการปรับคาพีเอชใหอยูที่คาที่เหมาะสมสําหรับ
เอนไซมแตละตัว การปรับพีเอชสงผลใหมีปริมาณเกลือที่ปนในกากมันในจํานวนคอนขางมาก 
เกลือดังกลาวอาจสงผลกระทบตอการทํางานของเอนไซมแตละชนิดที่ใชก็อาจจะเปนได 
นอกจากนี้แลว ยังพบวาการปรับสภาพกากมันกอนนําไปยอยดวยเอนไซมนับเปนข้ันตอนที่มี
ความสําคัญเปนอยางยิ่ง เนื่องจากการปรับสภาพกากมันจะชวยทําใหโครงสรางลิกโนเซลลูโลสถูก
ทําลาย ทําใหเอนไซมเขาถึงแกรนูลของแปงที่อยูภายในโครงสรางของกากมันไดงายข้ึน 
(Thongchul และคณะ, 2010) 

 เมื่อส้ินสุดกระบวนการปรับสภาพและการยอยดวยเอนไซม สามารถวิเคราะหเปนปริมาณ
น้ําตาลกลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมด (glucose recovery yield) โดยคิดจากกากมันปะหลังต้ังตนใน
การทดลอง ผานเขาสูกระบวนการปรับสภาพซึ่งในข้ันตอนนี้จะมีปริมาณของแปงที่อยูในรูปของ
กลูโคสหลุดออกมาในน้ํา ซึ่งไดทําการแยกกากน้ําและกากออกเพื่อที่จะนําไปยอยดวยเอนไซม โดย
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จะนําปริมาณของกลูโคสที่หลุดออกมาในสวนนี้ไปคิดรวมกับกลูโคสที่ไดภายหลังการนํากากไป
ยอยดวยเอนไซม จากการทดลองในกระบวนการของการปรับสภาพดวยเทคนิคแรกพบวา กลูโคส
ที่หลุดออกมาในน้ําที่ทําการแยกกากจากกระบวนการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใต
ความดันเพียงอยางเดียว (ภาพที่ 4.1 (ก)) และกลูโคสที่ไดจากการนํากากมายอยตอดวยเอนไซม
เซลลูเลสและอะไมเลส (ภาพที่ 4.2(ก) 4.3(ก) และ 4.4(ก)) สามารถวิเคราะหเปนปริมาณน้ําตาล
กลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมดไดดังกราฟภาพท่ี 4.6 และ 4.7 (ที่ความเขนขนกากมันในข้ันตอนการ
ปรับสภาพ 5% และ 6.7% ตามลําดับ) ซึ่งคิดเปนกลูโคสประมาณ 0.7 กรัมตอกรัมของกากมันแหง 
สวนในกระบวนการของการปรับสภาพดวยอีกเทคนิคหนึ่งพบวา กลูโคสที่หลุดออกมาในน้ําที่ทํา
การแยกกากจากกระบวนการปรับสภาพดวยการใชรอนสูงภายใตความดันพรอมกับการใช
สารละลายแอคคาไลน (ความเขมขนของกากมัน 6.7% และเติมโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.5 
นอรมอล แลวนําไปปรับสภาพโดยใชความรอนภายใตความดันสูงนาน 60 นาที) และกลูโคสที่ได
จากการนํากากมายอยตอดวยเอนไซมเซลลูเลสและอะไมเลส (ภาพที่ 4.5) สามารถวิเคราะหเปน
ปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมดไดดังกราฟภาพท่ี 4.8 ซึ่งคิดเปนกลูโคสประมาณ 0.6 
กรัมตอกรัมของกากมันแหง ผลปรากฏวาในกระบวนการแรกนั้นสามารถใหปริมาณน้ําตาลกลูโคส
ที่ไดออกมาทั้งหมด (glucose recovery yield) ไดมากกวากระบวนการหลัง 

 เม่ือนํามาเปรียบเทียบกันระหวางสองกระบวนการ คือกระบวนการปรับสภาพดวยการใช
ความรอนสูงภายใตความดันเพียงอยางเดียวแลวนําไปยอยตอดวยเอนไซม กับ กระบวนการปรับ
สภาพดวยการใชรอนสูงภายใตความดันพรอมกับการใชสารละลายแอคคาไลนแลวนําไปยอยตอ
ดวยเอนไซม โดยเลือกเฉพาะภาวะที่เหมาะสมในการนําไปใชในข้ันตอนกระบวนการหมักในเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพ ผลปรากฏดังตารางที่ 4.1 พบวาในกระบวนการแรกคือการปรับสภาพดวยการใช
ความรอนสูงภายใตความดันเพียงอยางเดียวแลวนําไปยอยตอดวยเอนไซม ความเขมขนของกาก
มันมีผลตอปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมด ซึ่งพบวาการใชความเขมขนของกากมันใน
ปริมาณที่นอยจะสามารถใหปริมาณน้ําตาลไดมากสุด แตอยางที่กลาวมาแลวในขางตนวา ใน
ข้ันตอนของการปรับสภาพนั้น เราสนใจที่จะปรับสภาพกากมันเพื่อทําลายโครงสรางสวนที่เปนเฮมิ
เซลลูโลสและลิกนิน ดังนั้นในน้ําสวนที่แยกออกมาจึงควรจะสวนที่เราไมตองการหลุดออกมา แต
จากผลการทดลองกลับพบวา ในน้ําที่แยกออกจากกากในข้ันตอนของการปรับสภาพนั้นมีปริมาณ
ของน้ําตาลกลูโคสหลุดออกมาอยูในปริมาณที่คอนขางมาก ซึ่งที่ความเขมขนของกากมัน 5% และ 
6.7% คิดเปน 0.443 และ 0.426 กรัม ตามลําดับ ในขณะที่ความเขมขนกากมัน 20% นั้นสามารถ
แยกน้ําออกมาได จึงไมสามารถวัดปริมาณกลูโคสที่หลุดออกมาได จึงมาพิจารณาที่ข้ันตอนของ
การยอย โดยปริมาณน้ําตาลกลูโคสในสวนไฮโดรไลเซทภายหลังการยอยพบวา ซึ่งที่ความเขมขน
ของกากมัน 5% 6.7% และ 20% คิดเปน 0.232 0.232 และ 0.541 กรัม ตามลําดับ เห็นไดวาที่
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ความเขนขนของกากมัน 20% จะสามารถยอยดวยเอนไซมแลวใหปริมาณกลูโคสออกมาได
มากกวาที่ 5% และ 6.7% ทั้งนี้จึง เห็นไดวา ปริมาณแปงยังคงอยูในกากมัน ไมไดสูญหายไปใน
ระหวางข้ันตอนของการปรับสภาพ เม่ือมาพิจารณาปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมด
ภายหลังส้ินสุนกระบวนการ (glucose recovery yield) พบวากระบวนการของการใชความเขมขน
ของกากมันนอยในข้ันตอนการปรับสภาพนั้น จะไดปริมาณของน้ําตาลออกมามากในปริมาณที่สูง
กวา ดูจากผลการวิเคราะหของความเขมขนของกากมัน 5% 6.7% และ 20% เทากับ 0.675 0.658 
และ 0.541 กรัมตอกรัมน้ําหนักแหง ตามลําดับ แตภาวะที่เราเลือกนําไปใชในการยอยในระดับ
สเกลใหญเพื่อนําไปใชเปนซับสเตรทสําหรับการหมักในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ สําหรับกระบวนการ
ของเทคนิคการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันเพียงอยางเดียวแลวนําไปยอย
ตอดวยเอนไซมนั้น การที่เลือกใชความเขมขนกากมันนอย จะพบปญหาในเร่ืองการเจือจางของ
กลูโคสในไฮโดรไลเซท ทําใหตองมีข้ันตอนของการระเหยน้ํา (evaporation) เพื่อใหไดปริมาณ
ความเขมขนของกลูโคสที่มากพอสมควร และเหมาะสมตอการนําไปใชเปนแหลงคารบอนในการ
หมัก ดังนั้นจึงเลือกภาวะที่ใชความเขมขนของกากมันที่ 20% ของข้ันตอนการปรับสภาพ เพราะวา
การที่โฮโดรไลเซทนั้นมีปริมาณความเขนขนของกลูโคสสูง สงผลดีตอการเก็บเปน feedstock และ
นําไปใช เนื่องจากไมตองส้ินเปลืองพลังงานและชวยใหลดตนทุนในการระเหยนํ้าอีกดวย สวนใน
อีกกระบวนการหนึ่งคือ กระบวนการปรับสภาพดวยการใชรอนสูงภายใตความดันพรอมกับการใช
สารละลายแอคคาไลนแลวนําไปยอยตอดวยเอนไซม พบวาสามารถให ปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่ได
ออกมาทั้งหมดภายหลังส้ินสุนกระบวนการ (glucose recovery yield) เทากับ 0.612 กรัมตอกรัม
น้ําหนักแหง ซึ่งไฮโดรไลเซทที่ไดจากกระบวนการนี้จะมีเกลืออยูในสารละลายปริมาณมาก ซึ่งเกิด
จากการปรับพีเอชของสารละลายใหเหมาะสมตอการยอยของเอนไซม ดังนั้นถึงแมวาในไฮโดรไล
เซทจะมีปริมาณกลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมดมากกวากระบวนการแรก แตก็อาจจะไปยับยั้งการ
เจริญเติบโตการสรางผลิตภัณฑของรา สงผลเชิงลบตอการนําไปใชเปนแหลงคารบอนในการหมัก
ได (Thongchul และคณะ, 2010) 

 เม่ือทําการเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Thongchul และคณะ (2010) ซึ่งไดทําการศึกษา
เทคนิคการยอยกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ โดยใชเซลลูเลส 1.41 ยูนิตตอกรัมกาก
มันแหง เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นตามดวย อะไมเลส 48 ยูนิตตอกรัมกากมันแหง เปนเวลา 1 
ชั่วโมง แลวยอยตอดวยกลูโคอะไมเลส 4.8 ยูนิตตอกรัมกากมันแหง เปนเวลา 3 ชั่วโมง สามารถให
ปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมดภายหลังส้ินสุนกระบวนการ (glucose recovery yield) 
เทากับ 0.407 กรัมตอกรัมน้ําหนักแหง เห็นไดวาเทคนิคการปรับสภาพกากมันสําปะหลังกอนจะ
นําไปยอยดวยเอนไซมนั้น สามารถใหปริมาณกลูโคสท่ีไดออกมาทั้งหมดในปริมาณที่สูงข้ึน ดังนั้น
จึงสรุปได การปรับสภาพกากมันสําปะหลังดวยการทําลายโครงสรางของสวนที่เปนลิกโนเซลลูโลส 
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นั้นมีประโยชนตอการยอยของเอนไซม โดยท่ีวัตถุประสงคของการปรับสภาพคือ กําจัดลิกนินและ
เฮมิเซลลลูโลส ลดความเปนคริสตัลไลนของเซลลูโลส เพิ่มรูพรุนและพื้นที่ผิวใหกับวัตถุดิบ ทําให
วัตถุดิบถูกยอยสลายไดดีข้ึน (Kumar และคณะ, 2009) 
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ภาพที่ 4.2 กลูโคสท่ีไดในรูปของ yield ของกลูโคส จากการยอยกากมันที่ผานการปรับ
สภาพดวยความรอนสูงภายใตความดัน ดวยเซลลูเลสและอะไมเลส โดยใชความเขมขนของกาก
มันเร่ิมตน 5% (ก) อะไมเลส 16.8 ยูนิต/กรัมกากแหง 15 นาที; (ข) อะไมเลส 33.16 ยูนิต/กรัมกาก
แหง 15 นาที; (ค) อะไมเลส 16.8 ยูนิต/กรัมกากแหง 30 นาที; (ง) อะไมเลส 33.6 ยูนิต/กรัมกาก
แหง 30 นาที 
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(ค)        (ง) 

(ก)        (ข) 

 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม. 

 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 
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ภาพที่ 4.3 กลูโคสท่ีไดในรูปของ yield ของกลูโคส จากการยอยกากมันที่ผานการปรับ

สภาพดวยความรอนสูงภายใตความดัน ดวยเซลลูเลสและอะไมเลส โดยใชความเขมขนของกาก

มันเร่ิมตน 6.7% (ก) อะไมเลส 16.8 ยูนิต/กรัมกากแหง 15 นาที; (ข) อะไมเลส 33.16 ยูนิต/กรัม

กากแหง 15 นาที; (ค) อะไมเลส 16.8 ยูนิต/กรัมกากแหง 30 นาที; (ง) อะไมเลส 33.6 ยูนิต/กรัม

กากแหง 30 นาที 
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 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม. 

 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 
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ภาพที่ 4.4 กลูโคสท่ีไดในรูปของ yield ของกลูโคส จากการยอยกากมันที่ผานการปรับ

สภาพดวยความรอนสูงภายใตความดัน ดวยเซลลูเลสและอะไมเลส โดยใชความเขมขนของกาก

มันเร่ิมตน 20% (ก) อะไมเลส 16.8 ยูนิต/กรัมกากแหง 15 นาที; (ข) อะไมเลส 33.16 ยูนิต/กรัม

กากแหง 15 นาที; (ค) อะไมเลส 16.8 ยูนิต/กรัมกากแหง 30 นาที; (ง) อะไมเลส 33.6 ยูนิต/กรัม

กากแหง 30 นาท ี
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(ค)        (ง) 

(ก)        (ข) 

 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม. 

 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 
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ภาพที่ 4.5 กลูโคสท่ีไดในรูปของ yield ของกลูโคส จากการยอยกากมันที่ผานการปรับ
สภาพดวยความรอนสูงภายใตความดันที่มีการเติมโซเดียมไฮดรอกไซด (0.5 นอรมอล) ดวยเซลลู
เลสที่ 50 องศาเซลเซียส และอะไมเลสที่ 100 องศาเซลเซียส โดยใชความเขมขนของกากมัน
เร่ิมตน 6.7% 
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ความเขมของอะไมเลสและระยะเวลาในการบม

 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม. 

 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 
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ภาพที่ 4.6 กลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมดในรูปของ yield ของกลูโคส จากกระบวนการปรับ
สภาพดวยความรอนสูงภายใตความดัน และนํามายอยตอดวยเซลลูเลสและอะไมเลส โดยใช
ความเขมขนของกากมันเร่ิมตน 5% (ก) อะไมเลส 16.8 ยูนิต/กรัมกากแหง 15 นาที; (ข) อะไมเลส 
33.16 ยูนิต/กรัมกากแหง 15 นาที; (ค) อะไมเลส 16.8 ยูนิต/กรัมกากแหง 30 นาที; (ง) อะไมเลส 
33.6 ยูนิต/กรัมกากแหง 30 นาที 
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(ค)        (ง) 

(ก)        (ข) 

 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม. 

 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 
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ภาพที่ 4.7 กลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมดในรูปของ yield ของกลูโคส จากกระบวนการปรับ
สภาพดวยความรอนสูงภายใตความดัน และนํามายอยตอดวยเซลลูเลสและอะไมเลส โดยใช
ความเขมขนของกากมันเร่ิมตน 6.7% (ก) อะไมเลส 16.8 ยูนิต/กรัมกากแหง 15 นาที; (ข) อะ
ไมเลส 33.16 ยูนิต/กรัมกากแหง 15 นาที; (ค) อะไมเลส 16.8 ยูนิต/กรัมกากแหง 30 นาที; (ง) อะ
ไมเลส 33.6 ยูนิต/กรัมกากแหง 30 นาที 
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 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม. 

 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 
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ภาพที่ 4.8 กลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมดในรูปของ yield ของกลูโคส จากกระบวนการปรับ
สภาพดวยความรอนสูงภายใตความดันที่มีการเติมโซเดียมไฮดรอกไซด (0.5 นอรมอล) และนํามา
ยอยตอดวยเซลลูเลสที่ 50 องศาเซลเซียส และอะไมเลสที่ 100 องศาเซลเซียส โดยใชความเขมขน
ของกากมันเร่ิมตน 6.7%  
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ความเขมขนของอะไมเลสและระยะเวลาในการบม

 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม. 

 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 
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ตารางที่ 4.1 กลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมดในรูปของ yield ของกลูโคส จากกระบวนการการปรับสภาพดวยความรอนสูงภายใตความดันและผานการปรับสภาพดวย
ความรอนสูงภายใตความดันที่มีการเติมโซเดียมไฮดรอกไซด และนํามายอยตอดวยเซลลูเลสและอะไมเลส จากการยอยกากมันที่ผาน ดวยเซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัม
กากแหง 6 ชั่วโมง ตามดวยอะไมเลส 16.8 ยูนิต/กรัมกากแหง 15 นาท ี

ภาวะที่ใชการปรับสภาพกากมันสําปะหลัง 
yield ของกลูโคส
ในน้าํที่แยก

ออกมา(กรัม/กรัม
กากแหง) 

yield ของกลูโคสใน
ไฮโดรไลเซท(กรัม/
กรัมกากแหง) 

ปริมาณกลูโคสใน
น้ําที่แยกออกมา

(กรัม) 

ปริมาณกลูโคสใน
ไฮโดรไลเซท(กรัม) 

yield ของกลูโคสที่
ไดออกมาทัง้หมด

เมื่อสิ้นสุด
กระบวนการ (กรัม/
กรัมกากแหง) 

ความเขมขนของกาก
มัน (%) 

ความเขมขน
โซเดียมไฮดรอกไชด 

(นอรมอล) 

เวลาในการปรับ
สภาพ (นาท)ี 

กากมนัที่ผานการปรับสภาพดวยความรอนสูงภายใตความดัน 

5% - 15 0.443 0.416 0.443 0.232 0.675 

6.7%  - 15  0.426 0.405 0.426 0.232 0.658 

20%  - 15  ND*  0.541 ND* 0.541 0.541 

กากมนัผานการปรับสภาพดวยความรอนสูงภายใตความดันทีม่ีการเติมโซเดียมไฮดรอกไซด 

6.7% 0.5 60 0.541 0.155 0.541 0.071 0.612 

ND* คือ ไมสามารถวัดปริมาณกลูโคสไดเนื่องจากไมสามารกแยกน้ําออกมาจากสวนที่เปนกากได 
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4.3 กระบวนการหมักกรดแลกติกแบบเซลลตรึงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต 5 
ลิตร โดยใชแหลงคารบอนท่ีแตกตางกัน 

ศึกษาและเปรียบเทียบลักษณะสัณฐานและจลนพลศาสตรของกระบวนการหมักกรดแลก
ติกโดย R. oryzae โดยการใชซับสเตรทตางกันเปนแหลงคารบอน ไดแก กลูโคส สารละลายที่ได
จากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ สารละลายที่ไดจากการ
ยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความ
ดัน สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใช
ความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน สารละลายที่ไดจากการยอยกากมัน
สําปะหลังดวยกรด และสารละลายแปง 

การหมักกรดแลกติกแบบเซลลตรึงโดยใชแหลงคารบอนท่ีแตกตางกันนี้ จะทําการหมัก
เปนระยะเวลา 96 ชั่วโมง โดยแบงเปนสองชวงคือ ในชวง 0 – 48 ชั่วโมงจะเปน growth phase 
และในชวง 48 – 96 ชั่วโมงจะเปน production phase 

4.3.1 ลักษณะสัณฐานของ R. oryzae ที่ตรึงอยูบนเสนใยในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ 

ในกระบวนการหมักแบบอาหารเหลว R. oryzae สามารถเจริญเติบโตโดยมี
ลักษณะสัณฐานที่แตกตางกัน ข้ึนอยูกับปจจัยหลายอยางดวยกัน ยกตัวอยางเชน ขนาดของสปอร
เร่ิมตน (initial spore inoculum size) ซับสเตรทที่ใช คาพีเอช อัตราการปนกวน อัตราการให
อากาศ และ อุณหภูมิ เปนตน (Zhang และคณะ, 2007) ในงานวิจัยนี้ไดใชซับสเตรทที่แตกตางกัน
มาเปนแหลงคารบอนสําหรับใชในกระบวนการหมักกรดแลกติกโดย R. oryzae ที่ตรึงอยูบนเสนใย
ผาฝายชนิดผาขนหนู ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4.6 ถึง 4.10  

เม่ือพิจารณาลักษณะสัณฐานของ R. oryzae ในระยะการเจริญเติบโต (growth 
phase) ที่เวลาการหมัก 48 ชั่วโมง (ภาพที่ 4.9) พบวาเซลลมีการเจริญเติบโตเปนตัวเซลลแบบ
ลักษณะเสนใย โดยจัดวางตัวเปนชั้นๆ เกาะอยูบนเสนใยของผา ซึ่งจะมีรูปรางหนาตาเหมือนกัน 
แตตางกันที่ปริมาณเซลลที่เกาะอยูบนเสนใย และสีของตัวเซลล โดยจะข้ึนอยูกับแตละภาวะของ
แหลงคารบอนที่ใช กรณีภาวะที่ใชซับสเตรทกลูโคสเปนแหลงคารบอน เซลลมีสีขาวนวล แตมี
ปริมาณที่ไมมากนักเม่ือเทียบกับภาวะอ่ืน ดังแสดงในภาพที่ 4.9 (ก) สวนภาวะที่ซับสเตรทเปน
สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพและผาน
การปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันเปนแหลงคารบอนนั้น (ภาพที่ 4.9 (ข) และ 
4.9 (ค)) พบวา เซลลมีสีน้ําตาล เนื่องจากสีของอาหารที่ใชในการเจริญเติบโต (growth medium) 
และอาหารที่ใชในการสรางผลิตภัณฑ (production medium) ที่ผานการปรับสภาพและการยอย 
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เซลลมีการเจริญเติบโตคอนขางมาก ซึ่งสังเกตจากปริมาณของเซลลที่เกาะอยูบนผาในจํานวนที่
มากพอควร สงผลใหอาหารที่ใชในการเจริญเติบโต มีปริมาณนอย เนื่องจากถูกเซลลดูดน้ําเขาไป
เปนจํานวนมาก คาดวานาจะมาจากการที่สารอาหารที่ใชในการเปนอาหารสําหรับการเจริญเติบโต
และอาหารสําหรับการสรางผลิตภัณฑนั้นมีโปรตีนอยูคอนขางมาก ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ 
Thongchul และคณะ (2010) พบวากากมันสําหลังประกอบดวยโปรตีนประมาณ 5.3 % ทําให
สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังมีปริมาณของโปรตีนสูงเชนกัน ซึ่งเปนการเพิ่ม
ปริมาณของแหลงไนโตรเจนอีกทางหนึ่ง สงผลใหชวยสนับสนุนการเจริญเติบโตของเซลลใน
ปริมาณที่มากข้ึน (Yao และคณะ, 2010) สวนภาวะที่ซับสเตรทเปนสารละลายที่ไดจากการยอย
ดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน
พรอมกับสารละลายแอลคาไลนและสารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด (ภาพ
ที่ 4.9 (ง) และ 4.9 (จ)) พบวา เซลลมีสีน้ําตาลเขม และนํ้าตาลสมตามลําดับ เนื่องจากสีของ
อาหารที่ใชเชนกัน และในระหวางการหมักนั้นจะมีปริมาณของฟองเกิดข้ึนเปนปริมาณมากโดยจะ
เกิดเปนฟองลอยข้ึนมากอยางตอเนื่องตลอดเวลา จวบจนกระทั่งฟองคงที่ซึ่งใชเวลานานประมาณ 
24 ชั่วโมง และภาวะที่ซับสเตรทเปนสารละลายแปง (ภาพที่ 4.9 (ฉ)) พบวา เซลลมีสีขาวนวล แต
จะขาวกวาการใชกลูโคส เนื่องจากสีของสารละลายแปง และในชวงเร่ิมตนกระบวนการหมักนั้น 
สารละลายแปงที่ใชจะเกิดเจลาติไนเซชั่น ทําใหน้ําหมักมีความหนืดคอนขางสูง และเนื่องจาก
สารละลายแปงที่มีลักษณะเปนเจล จึงไปเกาะกับเสนใยผาฝายที่เตรียมไวสําหรับใหเซลลข้ึนไป
เกาะในขณะเจริญเติบโต จึงสงผลใหเซลลเกาะตัวบนผาฝายแบบไมแนนนัก แตเม่ือทําการหมักไป
ระยะหนึ่งประมาณชั่วโมงที่ 24 พบวา สารละลายแปงมีความหนืดลดลง อาจมาจากการที่มีการ
ปนกวนของใบพัดทําใหโมเลกุลของแปงส้ันลง อีกทั้ง R. oryzae มีเอนไซมในกลุมอะไมโลไลติกมา
ชวยยอยโมเลกุลของแปงใหมีขนาดเล็กลงความหนืดของอาหารจึงลดลง (Wee และคณะ, 2006)  

เมื่อพิจารณาลักษณะสัณฐานของ R. oryzae ในระยะการสรางผลิตภัณฑ 
(production phase) ที่เวลาการหมัก 96 ชั่วโมง (ภาพที่ 4.10) พบวา เซลลในแตละภาวะมีการ
เจริญเติบโตเพิ่มข้ึน โดยเฉพาะภาวะท่ีซับสเตรทเปนสารละลายท่ีไดจากการยอยดวยเอนไซมของ
กากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพและผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใต
ความดันเปนแหลงคารบอนนั้น (ภาพที่ 4.10 (ข) และ 4.10 (ค)) พบวาเซลลมีการเจริญเติบโตเพิ่ม
มากข้ึน สงผลใหเซลลบางสวนไมไดสัมผัสกับอาหารทําใหเซลลเจริญเปนสปอรในบริเวณดานบน
ของเบดสถิต สวนภาวะที่ซับสเตรทเปนสารละลายท่ีไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมัน
สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอล
คาไลนและสารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด (ภาพที่ 4.10 (ง) และ 4.10 (จ)) 
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พบวา เซลลมีการเจริญเติบโตมากข้ึนเชนกัน แตอยางไรก็ตามความถี่ของการเกิดฟองในระยะนี้จะ
มีมากกวาในระยะของการเจริญเติบโต 

เมื่อพิจารณาลักษณะการยึดเกาะของ R. oryzae บนเบดสถิตดานนอก และดาน
ใน (ภาพที่ 4.11) และความหนาของเซลล (ภาพที่ 4.12) พบวา เซลลมีการยึดเกาะบนเบดสถิตที่
หนาแนนและมีความหนาท่ีแตกตางกันไปในแตละภาวะ จะเห็นไดชัดเจนในกรณีของภาวะที่ซับส
เตรทเปนสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ
และผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันเปนแหลงคารบอน (ภาพที่ 4.11 
(ข) และ 4.11 (ค)) พบวา เซลลมีปริมาณมาก และเจริญเติบโต ขยายขนาดเกินบริเวณที่ยึดเกาะ
ของเบดสถิต เซลลมีลักษณะยึดเกาะกันอยางหลวมๆ ตัวเซลลมีความหนามากพอควร ดังแสดงใน
ภาพที่ 4.12 (ข) และ 4.12 (ค) มีการพองน้ําเนื่องมาจากการที่เซลลดูดน้ําเขาไปในระหวาง
กระบวนการหมัก น้ําหนักแหงของทั้งสองภาวะน้ีคือ 57.26 และ 58.09 กรัม ตามลําดับ ซึ่ง
มากกวาการใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนคือ 35.12 กรัม กรณีภาวะที่ซับสเตรทเปนสารละลายแปง 
(ภาพที่ 4.11 (ฉ)) พบวา เซลลมีปริมาณมากเชนกัน มีการเจริญเติบโตของเซลลที่มีขนาดคอนขาง
หนา ดังแสดงในภาพที่ 4.12 (ฉ) แตในภาวะนี้เซลลมีการหลุดออกจากเบดสถิตไดงาย เนื่องจากมี
การเกาะตัวกันอยางหลวมๆ ปนอยูกับสารละลายแปงที่ยังคงมีสภาพเปนเจล และมีการพองน้ํา
เชนกันดวย กรณีของภาวะที่ซับสเตรทเปนสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมัน
สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอล
คาไลนและสารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด (ภาพที่ 4.11 (ง) และ 4.11 (จ)) 
พบวา เซลลมีการเจริญเติบโต เกาะตัวกันอยางหนาแนนจึงสังเกตไดวาเซลลมีปริมาณนอย เจริญ
อยูบนเสนใยผาฝายเทานั้น และมีขนาดไมหนามากเกินไป ดังแสดงในภาพท่ี 4.12 (ง) และ 4.12 
(จ) ซึ่งภาวะขางตนที่ไดกลาวมานั้นแตกตางกับภาวะที่ใชซับสเตรทกลูโคสเปนแหลงคารบอน 
(ภาพที่ 4.11 (ก) ในภาวะนี้เซลลจะยึดเกาะเรียงตัวกันอยางเปนระเบียบ และเกาะตัวกันอยางไม
หนาแนนมากนัก ดังแสดงในภาพท่ี 4.12 (ก) ทําใหมีชองวางภายในตัวเซลล สงผลใหการถายเท
อาหารและอากาศเขาสูภายในตัวเซลลมีประสิทธิภาพมากกวาภาวะอ่ืนๆ เซลลจึงสามารถผลิต
กรดแลกติกไดมากข้ึน (Chotisubha-anandha และคณะ, 2011) 

เมื่อพิจารณาลักษณะเซลล R. oryzae ที่ตรึงอยูดานในของเบดสถิต (ภาพที่ 
4.13) พบวา บริเวณผิวของเซลลที่อยูดานในมีลักษณะดานและแข็งกวาเซลลที่อยูดานนอกของ
เบดสถิต  เนื่องมาจากเปนบริเวณที่อยู ติดกับอาหารเลี้ยงเชื้อมากกวาดานนอกของเบด 
(Thongchul, 2005; Chotisubha-anandha และคณะ, 2011) กรณีของภาวะท่ีซับสเตรทเปน
สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใช
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ความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลนและสารละลายท่ีไดจากการยอยกาก
มันสําปะหลังดวยกรด (ภาพที่ 4.13 (ง) และ 4.13 (จ)) พบวา ลักษณะที่ดาน แข็ง และมีการ
จัดเรียงกันแนนมากกวาภาวะอ่ืนๆ ทั้งนี้อาจจะมาจากการที่สารละลายมีความเขมขนของเกลือสูง 
ซึ่งการองคประกอบของอาการเล้ียงเชื้อนั้นสงผลโดยตรงตอรูปรางและลักษณะของเซลล (Zhang 
และคณะ, 2007) โดยน้ําหนักแหงของทั้งสองภาวะนี้คือ 64.42 และ 76.81 กรัม ตามลําดับ ซึ่งสูง
กวาการใชภาวะอื่น จึงเปนสามารถสรุปไดวา เซลลที่เกิดในสองภาวะนี้มีการแพ็คตัวอยูอยาง
หนาแนน และกรณีของภาวะที่ซับสเตรทเปนสารละลายแปง (ภาพที่ 4.13 (ฉ)) พบวา เซลลมี
ลักษณะที่นุม ไมมีความคงตัวของตัวเซลล หลุดขาดจากกันงาย แตยังมีบริเวณที่มีความแข็งอยู
บางเล็กนอย เนื่องมาจากการในภาวะนี้มีโมเลกุลของแปงที่มีลักษณะเปนเจล มาแทรกอยูระหวาง
ตัวเซลลกับเสนใยผาฝายที่ยึดตรึง ทําใหเซลลมีไมมีความคงตัวและหลุดออกจากกันงาย ทําใหมี
ตัวเซลลมีการหลุดออกมาบางในขณะท่ีทําการเปล่ียนถายอาหาร และยังสงผลใหปริมาณของ
น้ําหนักแหงของภาวะนี้มีคามากกวาคาที่เปนจริงเพราะมีน้ําหนักของโมเลกุลแปงปะปนไปดวย คือ 
33.77 กรัม 
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ภาพที่ 4.9 ลักษณะสัณฐานของ R. oryzae ที่ถูกตรึงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบเบด
สถิต อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH 6.0 อัตราการกวน 700 รอบตอนาที การใหอากาศเทากับ 
0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในระยะการเจริญเติบโตที่เวลาการหมัก 48 ชั่วโมง 
ของการใชแหลงคารบอน 6 ชนิด ไดแก กลูโคส (ก) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของ
กากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ (ข) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมัน
สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน (ค) สารละลายที่ไดจาก
การยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใต
ความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน (ง) สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวย
กรด (จ) และสารละลายแปง (ฉ) 
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ภาพที่ 4.10 ลักษณะสัณฐานของ R. oryzae ที่ถูกตรึงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบเบด
สถิต อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH 6.0 อัตราการกวน 700 รอบตอนาที การใหอากาศเทากับ 
0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในระยะการสรางผลิตภัณฑที่เวลาการหมัก 96 
ชั่วโมง ของการใชแหลงคารบอน 6 ชนิด ไดแก กลูโคส (ก) สารละลายที่ไดจากการยอยดวย
เอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ (ข) สารละลายที่ไดจากการยอยดวย
เอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน (ค) 
สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใช
ความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน (ง) สารละลายที่ไดจากการยอยกาก
มนัสําปะหลังดวยกรด (จ) และสารละลายแปง (ฉ) 
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ภาพที่ 4.11 ลักษณะการยึดเกาะของเซลลบนเบดสถิตดานนอก (ลูกศรสีน้ําเงิน) และดาน
ใน ลูกศรสีแดง) ของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH 6.0 อัตราการกวน 700 
รอบตอนาที การใหอากาศเทากับ 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ของการใชแหลง
คารบอน 6 ชนิด ไดแก กลูโคส (ก) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลัง
ที่ไมผานการปรับสภาพ (ข) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผาน
การปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน (ค) สารละลายที่ไดจากการยอยดวย
เอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอม
กับสารละลายแอลคาไลน (ง) สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด (จ) และ
สารละลายแปง (ฉ) 

 

 

 

ก  ข ค 

ง  จ
ฉ



100 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.12 ความหนาของเซลลของ R. oryzae (เสนสีแดง) ที่ถูกตรึงในเครื่องปฏิกรณ
ชีวภาพแบบเบดสถิต อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH 6.0 อัตราการกวน 700 รอบตอนาที การให
อากาศเทากับ 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ของการใชแหลงคารบอน 6 ชนิด 
ไดแก กลูโคส(ก) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับ
สภาพ (ข) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ
ดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน (ค) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมัน
สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอล
คาไลน (ง) สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด (จ) และสารละลายแปง (ฉ) 
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4.3.2 จลนพลศาสตรของกระบวนการหมักกรดแลกติกโดย R. oryzae ในเครื่อง
ปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต 

ศึกษาและเปรียบเทียบจลนพลศาสตรของกระบวนการหมักกรดแลกติกโดย R. oryzae 
ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิตที่อัตราการกวน 700 รอบตอนาที การใหอากาศเทากับ 0.5 
ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที โดยการใชซับสเตรทตางกันเปนแหลงคารบอน ไดแก 
กลูโคส สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ 
สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใช
ความรอนสูงภายใตความดัน สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่
ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน 
สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด และสารละลายแปง (ภาพที่ 4.14) พบวา
สามารถผลิตกรดแลกติกเทากับ 53.61 26.57 25.41 7.63 6.75 และ 33.77 กรัมตอลิตร คิดเปน
คา YP/S เทากับ 75.55%, 41.57% 44.48% 12.56% 12.84% และ 53.10% ตามลําดับ อัตราการ
ผลิตกรดแลกติกเทากับ 1.68 0.66 0.64 0.16 0.14 และ 0.70 กรัมตอลิตรตอชั่วโมงตามลําดับ 
โดยสามารถผลิตเอทานอลคิดเปนคา YP/S เทากับ 5.65% 18.68% 16.38% 21.32% 23.84% และ 
17.11% ตามลําดับ อัตราการผลิตเอทานอลเทากับ 0.13 0.49 0.38 0.27 0.26 และ 0.23 กรัมตอ
ลิตรตอชั่วโมงตามลําดับ แสดงดังตารางที่ 4.2 จากผลทดลองดังกลาวแสดงใหเห็นวาการเลือกใช
แหลงคารบอนที่แตกตางกัน สงผลตอความสามารถในการผลิตกรดแลกติกที่แตกตางกันดวย 
เพราะวาองคประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือที่ใชเปนแหลงคารบอนในแตละภาวะนั้นไมเหมือนกัน 
และ R. oryzae เปนราที่มีอะไมโลไลติกแอคทิวิต้ี กลาวคือมีอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสที่
สามารถยอยแปงใหเปนน้ําตาลกลูโคสได (Wee และคณะ, 2006) ความสามารถในการที่รานั้นจะ
นําเอาไปใชในแตละภาวะจึงมีประสิทธิภาพที่แตกตางกันดวย 

จากการทดลองพบวาการเลือกใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน (ภาพที่ 4.14 (ก)) จะ
สามารถผลิตกรดแลกติกไดมากที่สุดคือ 53.61 กรัมตอลิตรคิดเปนคา YP/S เทากับ 75.55% และ
อัตราการผลิตกรดแลกติกเทากับ 1.68 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง รองลงมาคือการแปง (ภาพที่ 4.14 
(ฉ))สามารถผลิตกรดแลกติกได 33.77 กรัมตอลิตรคิดเปนคา YP/S เทากับ 53.10% และอัตราการ
ผลิตกรดแลกติกเทากับ 0.70 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง จะเห็นไดวาเมื่อใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน
โดยตรง R. oryzae จะสามารถนําไปใชในวิถีเมแทบอลิซึมโดยเปล่ียนกลูโคสเปนไพรูเวทดวยวิถี 
Emden-Meyerhof pathway (EMP) ไดทันที (Thongchul, 2005) สงผลใหอัตราการผลิตกรดแลก
ติกสูงกวาการเลือกใชแหลงคารบอนชนิดอ่ืน ซึ่งพบวาเม่ือใชสารละลายแปงเปนแหลงคารบอนนั้น
จะมีความสามารถในการผลิตกรดแลกติกนอยกวาการใชกลูโคส ทั้งนี้เนื่องจากในข้ันตอนของการ
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นําแปงไปใชในวิถีแมทอบอรึซึมไดนั้น จะตองมีการกระบวนการตัดโมเลกุลของแปงใหมีขนาดเล็ก
จนไดเปนน้ําตาลโมเลกุลเด่ียวหรือโมโนแซคคาไรด (monosaccharide) กอน ราจึงสามารถนําเขา
สูวิถีแมทอบอลิซึมไดและสามารถผลิตเปนกรดแลกติกออกมาได ซึ่งสังเกตไดจากกราฟภาพที่ 
4.14 (ฉ) พบวาคาพีเอชในชวงแรกของระยะการเจริญเติบโต (growth phase) มีคาเพิ่มสูงข้ึน 
แสดงวาโมเลกุลของแปงมีการตัดใหส้ันลงเกิดเปนโมโนแซคคาไรดมากข้ึน สงผลใหมีความเปน
เบสเพิ่มข้ึนตาม เนื่องจากมีหมู reducing sugar ปรากฏออกมาเพิ่มข้ึน คาพีเอช จึงเพิ่ม (Williams 
และ Flowers, 1978) อาจจะสงผลตอการเจริญเติบโตและการสรางกรดแลกติกของราได 
เนื่องจากคาพีเอช ที่เหมาะสมตอการการเจริญเติบโตและการสรางผลิตภัณฑของ R. oryzae คือ 
6 (Chotisubha-anandha และคณะ, 2011) 

จากการทดลองพบวาซับสเตรทที่สามารถผลิตกรดแลกติกถัดมาจากกลูโคสและ
สารละลายแปงคือ ภาวะที่ซับสเตรทเปนสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมัน
สําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพและผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน
เปนแหลงคารบอน ซึ่งซับสเตรททั้งสองชนิดนี้มีความสามารถในการผลิตกรดแลกติกใกลเคียงกัน
ดังแสดงผลดังตารางที่ 4.2 คือ 26.57 และ 25.41 กรัมตอลิตรคิดเปนคา YP/S เทากับ 41.57% และ 
44.48 อัตราการผลิตกรดแลกติกเทากับ 0.66 และ 0.64 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ตามลําดับ พบวา 
สามารถผลิตกรดแลกติกไดประมาณ 0.5 เทาของการใชกลูโคส ซึ่งในสองภาวะนี้เซลลมีการเจริญ
ไปเปนตัวเซลลคอนขางมาก (ภาพที่ 4.11 (ข) และ 4.11 (ค)) คาดวานาจะมาจากการที่สารละลาย
มีโปรตีนสูงจึงทําใหสงเสริมการเจริญของเซลลทําใหอัตราการถายเทอาหารและอากาศภายในตัว
เซลลมีประสิทธิภาพตํ่า และซับสเตรทดังกลาวไมไดอยูในรูปของกลูโคสบริสุทธิ์ ซึ่งจะมี
องคประกอบของสารอื่นปะปนอยูดวย ซึ่งอาจจะไปสงเสริมการเจริญเติบโตของ R. oryzae ทําให
ภาวะที่เปนอยูนั้นกลับเขาสูระยะของการเจริญเติบโตอีกคร้ัง และราก็สามารถใชน้ําตาลหมดไป
อยางรวดเร็ว ซึ่งพบวาน้ําตาลของท้ังสองภาวะนี้หมดตั้งแตชั่วโมงที่ 72 และ 80 ตามลําดับ ดัง
แสดงในกราฟภาพท่ี 4.14 (ข) และ 4.14 (ค) ตามลําดับ อีกทั้งการยอยของกากมันสําปะหลังดวย
เอนไซมนี้อาจจะยังไมเกิดปฏิกิยาที่สมบูรณ เนื่องจากการยอยดวยเอนไซมนี้เปนการยอยที่ภาวะ
ไมรุนแรงสงผลใหโมเลกุลของแปงยังอยูในรูปของโอลิโกแชคคาไรค (oligosaccharide) ดังนั้น R. 
oryzae จึงตองสรางเอนไซมจําพวกอะไมโลไลติกออกมายอยใหไดกลายเปนกลูโคสบริสุทธิ์
เพื่อที่จะนําเขาสูวิถีเมแทบอลิซึมตอไป ทําใหเซลลมีสามารถผลิตกรดแลกติกไดในระดับหนึ่ง เมื่อ
มาพิจารณาตามคาสัมประสิทธิ์ของการถายเทออกซิเจนเทากับ 0.033 และ 0.049 ตอวินาที
ตามลําดับ เมื่อทําการหมักเปนระยะเวลา 96 ชั่วโมง แสดงในตารางที่ 4.2 พบวาประสิทธิภาพของ
การถายเทออกซิเจนของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพนั้นมีคอนขางตํ่ากวากากมัน
สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน และน้ําหนักเซลลแหง
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เทากับ 57.26 และ 58.09 กรัมตามลําดับ ซึ่งในปริมาณของเซลลที่ใกลเคียงกัน แตคาสัมประสิทธิ์
ของการถายเทออกซิเจนแตกตางกัน ดังนั้นจึงเห็นไดวาการปรับสภาพกากมันนั้น สงผลใหคา
สัมประสิทธิ์ของการถายเทออกซิเจนภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพมีคาที่สูงข้ึน ทําใหประสิทธิภาพ
ของการถายเทอาหารและอากาศมีมากข้ึน สงผลดีตอการเจริญของเซลลและการผลิตกรดแลกติก
ใหไดในปริมาณสูงในการหมักระยะยาว (Thongchul และ Yang, 2004) และจากผลการทดลอง
ในตารางที่ 4.2 พบวา ภาวะที่ซับสเตรทเปนสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมัน
สําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพและผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน 
มีน้ําหนักเซลลแหงที่ใกลเคียงกันกับภาวะที่ซับสเตรทใชแปงเปนแหลงคารบอน คือ 55.62 กรัม 
ในขณะที่ ภาวะที่ซับสเตรทเปนสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่
ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลนและ
สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรดเปนแหลงคารบอนนั้น ไดน้ําหนักเซลลแหง
ที่มากกวา คือ 64.42 และ 76.81 กรัม ตามลําดับ แสดงใหเห็นวา สารละละลายที่ไดจากการยอย
ดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพและผานการปรับสภาพดวยการใชความ
รอนสูงภายใตความดัน นาจะมีคุณสมบัติของอาหารเล้ียงเชื้อที่ใกลเคียงกับสารละลายแปงดวย 

จากการทดลองพบวาซับสเตรทที่สามารถผลิตกรดแลกติกไดในปริมาณที่ตํ่าคือ 
สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใช
ความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน และสารละลายที่ไดจากการยอย
กากมันสําปะหลังดวยกรดเปนแหลงคารบอน กรดแลกติกที่ไดมีปริมาณตํ่ากวาซับสเตรทชนิดอ่ืน
แสดงผลดังตารางที่ 4.2 คือสามารถผลิตกรดแลกติกไดเพียง 7.63 และ 6.75 กรัมตอลิตร อัตรา
การผลิตกรดแลกติกเทากับ 0.16 และ 0.14 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ตามลําดับ ทั้งนี้เนื่องจากซับสเต
รทสองชนิดนี้จําเปนตองมีการปรับคาพีเอช ใหเหมาะสมดวยกรดและเบสกอนที่จะนําไปเขาสูการ
ยอยดวยเอนไซม ดังนั้นจึงทําใหมีความเขมขนของเกลือในปริมาณที่สูงเชนกัน อีกทั้งอาจจะมี
ผลิตภัณฑรวมอ่ืนๆ เกิดข้ึนดวย  ซึ่งในกรณีของการยอยดวยกรดนั้นจะเกิดผลิตภัณฑรวมที่ไม
ตองการเชน เฟอรฟูรอล และสารประกอบฟโนลิก เปนตน ซึ่งกอใหเกิดอันตรายตอเซลล R. oryzae 
และเปนตัวยับยั้งกระบวนการหมักได (Woiciechowski และคณะ, 1999) ซึ่งในการทดลองนี้เพื่อ
เปนการประหยัดตนทุนใหมากที่สุด จึงไมไดมีการนําเกลือที่เกิดข้ึนออกไปกอนที่จะนําไปใชเปน
แหลงคารบอนในกระบวนการหมัก สงผลใหกรดแลกติกที่ไดจากการใชสารละลายที่ไดจากการ
ยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความ
ดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลนมาเปนแหลงคารบอนนั้นมีปริมาณที่ตํ่า มีกรดฟูมาริกเกิดข้ึนใน
ระหวางกระบวนการหมักของแหลงคารบอนทั้งสองชนิดดวยเชนกัน การใชสารละลายที่ไดจากการ
ยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความ
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ดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลนมาเปนแหลงคารบอน (ภาพที่ 4.14 (ง)) กรดฟูมาริกเกิดข้ึน
ในชวงช่ัวโมงที่ 40 ของระยะการเจริญเติบโต และช่ัวโมงที่ 24 ของระยะการสรางผลิตภัณฑ ซึ่ง
สามารถผลิตกรดฟูมาริกสูงสุด 6.20 กรัมตอลิตร สวนสารละลายที่ไดจากการยอยกากมัน
สําปะหลังดวยกรดมาเปนแหลงคารบอนนั้น (ภาพที่ 4.14 (จ)) กรดฟูมาริกเกิดข้ึนในชวงชั่วโมงที่ 
24 ของระยะการสรางผลิตภัณฑ ซึ่งสามารถผลิตกรดฟูมาริกสูงสุด 5.51 กรัมตอลิตร แตสองภาวะ
นี้จะเห็นไดวา R. oryzae มีการเจริญเติบโตที่ชากวาภาวะอ่ืนๆ ซึ่งเซลลจะเร่ิมโตภายหลังช่ัวโมงที่ 
24 ของระยะการเจริญเติบโตเปนตนไป สังเกตไดจากคาพีเอชที่เร่ิมลดลง เนื่องมาจากเซลลเร่ิมมี
การเจริญเติบโตและมีการผลิตกรดแลกติกออกมาจึงทําใหคาพีเอชลดลง ในขณะที่ภาวะอ่ืนนั้น
เซลลจะเร่ิมโตต้ังแตชั่วโมงที่ 16 ของระยะการเจริญเติบโตเปนตนไป และพบวาสองภาวะนี้มีการ
ผลิตเอทานอลเปนปริมาณสูงกวาการผลิตกรดแลกติก ซึ่งสามารถผลิตเอทานอลเทากับ 12.95 
และ 12.53 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ถึงแมวาจะราสามารถใชซับสเตรทจําพวกสารละลายที่ไดจาก
การยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใต
ความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลนกับสารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวย
กรดมาเปนแหลงคารบอนในการผลิตกรดแลกติกได  แตก็จําเปนตองมีกําจัดส่ิงเจือปน 
(detoxification) จําพวกสารยับยั้งในกระบวนการหมักเชน กรดอะซิติก เฟอรฟูรอล ไฮดรอกซีเมทิล
เฟอฟวรอล(HMF) และเกลือ เปนตน (Zhao และคณะ, 2009) เพื่อที่จะใหเช้ือมีประสิทธิภาพใน
การเจริญเติบโตและการสรางผลิตภัณฑไดมากข้ึน 

จากการทดลองพบวาภาวะที่ซับสเตรทเปนสารละลายที่ไดจากการยอยดวย
เอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันจะ
สามารถผลิตกรดแลกติกไดดีกวาภาวะที่ใชซับสเตรทเปนสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซม
ของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับ
สารละลายแอลคาไลน ทั้งนี้เนื่องมาจากการที่ซับสเตรทที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอน
สูงอยางเดียว ไมมีการใชสารเคมีซึ่งในที่นี้คือโซเดียมไฮดรอกไซดในระหวางข้ันตอนการปรับสภาพ
เขามาเกี่ยวของ สงผลใหไมจําเปนตองมีการปรับคาพีเอช ดวยกรดและเบสเพื่อใหไดพีเอชที่
ตองการ กอนที่จะนําไปเขาสูการยอยดวยเอนไซมตอไป จึงไมกอใหเกิดปริมาณของเกลือใน
สารละลายได ดังนั้นภาวะที่สารละลายที่ไดจากการยอยของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับ
สภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันเปนแหลงคารบอนน้ัน จึงมีความสามารถในการ
ผลิตกรดแลกติกไดมากกวา สงผลใหมีคา yield และอัตราการผลิตกรดแลกติกที่สูงกวาเชนกัน 
ดังนั้นการนํากากมันสําปะหลังมาประยุกตในกระบวนการผลิตกรดแลกติกนั้น พบวาการที่นํากาก
มันมาปรับสภาพดวยเทคนิคการใชความรอนสูงภายใตความดันเพียงอยางเดียวจะสามารถผลิต
กรดแลกติกไดในปริมาณระดับหนึ่ง (25.41 กรัมตอลิตร)  
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จากงานวิจัยนี้ไดทําการเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Thongchul และคณะ 
(2009) ทําการศึกษาผลิตกรดแลกติก จากกลูโคส สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลัง
ดวยกรดและเอนไซมเปนแหลงคารบอนความเขมขน 70 กรัมตอลิตร โดยการตรึงเซลล R.oryzae 
NRRL 395 บนเสนใยผาฝาย ทําการหมักในขวดเขยา พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกเทากับ 
23.76 4.47 และ 15.43 กรัมตอลิตร คิดเปนคา YP/S เทากับ 33% 6% และ 2.3% ตามลําดับ อัตรา
การผลิตกรดแลกติกเทากับ 0.46 0.13 และ 0.23 กรัมตอลิตรตอชั่วโมงตามลําดับ และสามารถ
ผลิตเอทานอลสามารถผลิตกรดแลกติกเทากับ 14.67 16.37 และ 24.25 กรัมตอลิตร คิดเปนคา 
YP/S  เทากับ 21% 28% และ 31% ตามลําดับ อัตราการผลิตเอทานอลเทากับ 0.29 0.60 และ 0.30 
กรัมตอลิตรตอชั่วโมงตามลําดับ จากผลการทดลองเห็นไดวาการใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน จะ
สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงที่สุด เนื่องจากกากมันสําหลังประกอบดวยโปรตีนประมาณ 5.3 % 
ทําใหสารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังมีปริมาณของโปรตีนสูงเชนกัน ซึ่งเปนการเพิ่ม
ปริมาณของแหลงไนโตรเจนอีกทางหนึ่ง สงผลใหชวยสนับสนุนการเจริญเติบโตของเซลลใน
ระหวางกระบวนการหมักมากข้ึนแทนที่จะไปสรางเปนกรดแลกติก และการทดลองนี้เปนการหมัก
ในระดับขวดเขยา ทําใหประสิทธิภาพของการถายเทออกซิเจนภายในขวดเขยาไมเพียงพอและมี
การ เนื่องจาก R. oryzae เปนราที่ตองการออกซิเจนในการเจริญเติบโตและการสรางผลิตภัณฑ 
ดังนั้นออกซิเจนจึงเปนปจจัยสําคัญวิถีเมแทบอลิซึมของเซลล ถาหากมีออกซิเจนไมเพียงพอสาเหตุ
จากการกวนที่ไมทั่วถึง จะเปล่ียนวิถีไปสรางเปนผลิตภัณฑอ่ืน เชน เอทานอล เปนตน (Zhang 
และคณะ, 2007) ดังนั้นสามารถแกปญหาเหลานี้ไดโดยการทําการหมักโดยการใชเคร่ืองปฏิกรณ
ชีวภาพซ่ึงจะสามารถควบคุมอัตราการปนกวนและใหอากาศอยางทั่วถึง สงผลใหการถายเท
ออกซิเจนและการผสมเปนเนื้อเดียวกันของอาหารมีประสิทธิภาพย่ิงข้ึน สอดคลองกับงานวิจัยของ 
Tay และ Yang (2002) ไดศึกษาการผลิตกรดแลกติก โดย R. oryzae NRRL 395 ในเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพแบบ Rotating fibrous-bed แบบ Fed-batch โดยใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน
ความเขมขน 70 กรัมตอลิตร พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงคิดเปน YP/S  เทากับ 90% 
เนื่องจากมีการตรึงเซลลบนเสนใยผาฝาย และมีการใหออกซิเจนที่ทั่วถึง และงานวิจัยนี้พบวาเมื่อ
ทําการหมักโดยใชเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ โดยใชแหลงคารบอนความเขมขน 70 กรัมตอลิตรเชนกัน 
พบวาสามารถชวยเพิ่มประสิทธิภาพของการผลิตกรดแลกติก อีกทั้งชวยลดปริมาณของการผลิตเอ
ทานอลไดอีกดวย แตอยางไรก็ตาม ซับสเตรทที่มาใชเปนแหลงคารบอนก็เปนอีกปจจัยสําคัญ ถา
หากมีองคประกอบที่เปนอุปสรรคตอการผลิตกรดแลกติก ก็จะสงผลใหประสิทธิภาพของการผลิต
กรดแลกติกลดลงอีกดวย โดยจะเกิดเปนผลิตภัณฑรวมคือ เอทานอล และกรดฟูมาริกแทน 
(Zhang และคณะ, 2007; Wee และคณะ, 2006; John และคณะ, 2007)  
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กลูโคส น้ําตาลทั้งหมด กรดแลกติก กรดฟูมาริก เอทานอล pH
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ภาพที่ 4.14 จลนพลศาสตรของกระบวนการหมักกรดแลกติกโดย R. oryzae อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH 6.0 อัตราการกวน 700 รอบตอนาที การให
อากาศเทากับ 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ของแหลงคารบอน 6 ชนิดไดแก กลูโคส (ก) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมัน
สําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพดวยเอนไซม (ข) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูง
ภายใตความดัน (ค) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับ
สารละลายแอลคาไลน (ง) สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด (จ) และสารละลายแปง (ฉ) 
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Growth Medium Production Medium Growth Medium Production Medium 

Growth Medium Production Medium 
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ตารางที่ 4.2 เปรียบเทียบการผลิตกรดแลกติกในการหมักแบบเซลลตรึงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิตที่สภาวะตางๆที่มีอาหารปริมาตร 3 ลิตร 

Carbon source 
YP/S lactic acid (%) 

Productivity lactic 
acid (g/(L·h)) 

YP/S ethanol (%) 
Productivity 

ethanol (g/(L·h)) 
Max lactic 
acid conc. 

(g/L) 

Cell dry 
weight 

(g) 

KLa 
(s-1) 

 GM PM GM PM GM PM GM PM 

Glucose 8.25 75.55 0.12 1.68 23.06 5.65 0.33 0.13 53.61 35.12 0.045 

ECPHNP 6.70 41.57 0.08 0.66 30.22 18.68 0.35 0.49 26.57 57.26 0.033 

ECPHSP 8.99 44.48 0.09 0.64 35.35 16.38 0.34 0.38 25.41 58.09 0.049 

ECPHSNP 2.18 12.56 0.02 0.16 46.14 21.32 0.34 0.27 7.63 64.42 0.041 

HACPH 6.62 12.84 0.06 0.14 29.32 23.84 0.26 0.26 6.75 76.81 0.041 

GS - 53.10 - 0.70 - 17.11 - 0.23 33.77 55.62 0.043 
 

หมายเหตุ  GM     :     Growth medium, PM     :     Production medium ,  GS            :      Gelatinized Starch 

ECPHNP    :     Enzyme-treated cassava pulp hydrolysate by non-pretreatment 

ECPHSP    :     Enzyme-treated cassava pulp hydrolysate by steam pretreatment 

 ECPHSNP :     Enzyme-treated cassava pulp hydrolysate by steam with NaOH-pretreatment 

HACPH     :     HCl-treated cassava pulp hydrolysate 
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4.3.3 วิเคราะหลักษณะพื้นผิวและโครงสรางของ R. oryzae ที่ตรึงบนเสนใยและ
ภายในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต 

  เมื่อเสร็จส้ินกระบวนการหมักทําการเก็บตัวอยางเซลลที่ยึดตรึงในเคร่ืองปฏิกรณ
ชีวภาพแบบเบดสถิต ตัดใหไดขนาด 2.5 x 2.5 เซนติเมตร มาวิเคราะหโดยใชเคร่ือง Scanning 
Electron Microscope (SEM) พบวา ลักษณะเสนใยราของ R. oryzae ที่เจริญบนเสนใยผาฝาย
ชนิดผาขนหนูที่บริเวณภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิตที่กําลังขยาย 350 เทา (ภาพที่ 
4.15) โดยใชแหลงคารบอนที่แตกตางกันไดแก กลูโคส สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซม
ของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกาก
มันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน สารละลายที่ไดจาก
การยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใต
ความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด 
และสารละลายแปง พบวาการใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน (ภาพที่ 4.15 (ก)) เซลลมีลักษณะเรียว
ยาวและลักษณะการเกิดกิ่งเล็กๆ (Fragmentation) ภายในหนึ่งสาย ซึ่งไมแตกตางกับแหลง
คารบอนชนิดอ่ืนๆ โดยสามารถผลิตกรดแลกติกได 53.61 กรัมตอลิตร แสดงวาการใชกลูโคส
บริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน เซลลจะมีการเจริญเติบโตในลักษณะที่สมบูรณที่สุดและสามารถผลิต
กรดแลกติกไดมากที่สุด แตอยางไรก็ดีคาสัมประสิทธิ์ของการถายเทออกซิเจนก็ควรจะสูงตามไป
ดวยเพื่อแสดงถึงการถายเทอาหารและอากาศที่เพียงพอ  

  แตเม่ือพิจารณาลักษณะเสนใยราของ R. oryzae ที่เจริญบนเสนใยผาฝายชนิด
ผาขนหนูที่บริเวณภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิตที่กําลังขยาย 750 เทา พบวาการใช
สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใช
ความรอนสูงภายใตความดันเปนแหลงคารบอน (ภาพท่ี 4.16 (ข)) เซลลมีลักษณะอวน ยาวแต
บริเวณดานปลายจะขาด เนื่องจากเซลลมีการเจริญเติบโตที่คอนขางหนาแนน โดยดูจากภาพที่ 
4.11 (ค) พบวาเซลลนั้นมีปริมาณมาก ทําใหระยะหางระหวางเซลลและใบพัดมีนอย สงผลเซลล
เกิดการฉีกขาดจากแรงเฉือนจากใบพัดแตอยางไรก็ดีที่สภาวะนี้เซลลก็ยังสามารถผลิตกรดแลกติก
ไดถึง 25.41 กรัมตอลิตร 

  เมื่อพิจารณาการใชสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซม ของกากมัน
สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอล
คาไลน สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรดเปนแหลงคารบอน พบวาลักษณะ
เสนใยราของ R. oryzae ที่เจริญบนเสนใยผาฝายชนิดผาขนหนูที่บริเวณภายในเคร่ืองปฏิกรณ
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ชีวภาพแบบเบดสถิตที่กําลังขยาย 750 เทา (ภาพที่ 4.16 (ง) และ 4.16 (จ)) เซลลมีลักษณะที่ลีบ
แบนและมีผลึกมาเกาะอยูตัวเซลล และเมื่อทําการเพิ่มกําลังขยายเปนที่ 3500 เทา (ภาพที่ 4.17) 
พบวาผลึกที่มาเกาะอยูบนตัวเซลลนั้นมีลักษณะเปนรูปแฉกคลายลักษณะของผลึกของเกลือ 
(Fontana และคณะ, 2011) และเมื่อทําการวิเคราะหหาธาตุองคประกอบของผลึกดวย
เคร่ือง Energy Dispersive X-ray spectrometer (EDX) พบวาประกอบไปดวยธาตุคารบอน
ประมาณ 52% ออกซิเจนประมาณ 42% และโซเดียมประมาณ 6% ซึ่งผลึกที่เกิดข้ึนนี้สงผลให
ความสามารถในการผลิตกรดแลกติกของซับสเตรททั้งสองชนิดนี้มีประสิทธิภาพลดลง เห็นไดวา 
ในภาวะนี้เซลลผลิตกรดแลกติกไดเพียง 7.63 และ 6.75 กรัมตอลิตร ตามลําดับ  

  เมื่อพิจารณาลักษณะการยึดเกาะของ R. oryzae บนเสนใยผาฝายชนิดผาขนหนู
ที่บริเวณดานนอกของเบดสถิต แสดงดังภาพที่ 4.18 เมื่อเปรียบเทียบกับลักษณะของเสนใยผาฝาย
ชนิดผาขนหนูที่ไมมีเซลล (ภาพที่ 4.18 (ก)) กับเซลลที่ตรึงอยูบนเสนใย (ภาพที่ 4.18 (ข) ถึง ภาพที่ 
4.18 (จ)) พบวาเซลลมีการยึดเกาะที่มั่นคง มีการพันเกี่ยวกันระหวางเสนใยของเซลลและเสนใยผา
ฝาย ทําใหยากตอการหลุดออกมาในระหวางกระบวนการหมัก อันเนื่องจากแรงปนกวน การตรึง
เซลลสามารถชวยเพิ่มความหนาแนนของเซลลในการหมักระยะยาว และใชพลังงงานในการปน
กวนและการใหอาหารนอยลงเนื่องจากอาหารที่ใชในการหมักมีความหนืดตํ่า เพราะเซลลไดถูก
ตรึงไวแลว ดวยเหตุนี้เองยังสงผลใหการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑภายหลังเสร็จส้ินกระบวนการหมักแลว
เปนไปไดงายข้ึน (Thongchul, 2005; Chotisubha-anandha และคณะ, 2011) 

เมื่อพิจารณาการใชสารละลายแปงเปนแหลงคารบอน จากภาพที่ 4.18 (ฉ) 
พบวาการยึดเกาะของ R. oryzae บนเสนใยผาฝาย ไมแนนหนาเหมือนกับการใชซับสเตรทชนิดอ่ืน 
เนื่องจากมีโมเลกุลของแปงมาเกาะรวมอยูดวย เห็นไดจากมีเม็ดแปงลักษณะกลมๆ (Chen และ
คณะ, 2011) แทรกกระจัดกระจายอยูระหวางตัวเซลลและเสนใย ทําใหเซลลนั้นสามารถหลุดออก
จากเสนใยผาฝายไดงาย สงผลตอการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑภายหลังเสร็จส้ินกระบวนการหมัก และ
ยังสงผลใหน้ําหนักเซลลแหงของการใชแปงเปนแหลงคารบอนน้ันมีปริมาณสูงดวย เนื่องจากมี
น้ําหนักของโมเลกุลแปงเกาะอยูที่ตัวเซลลและบริเวณเสนใยที่ยึดตรึง แตอยางไรภาวะนี้เซลลก็ยัง
สามารถผลิตกรดแลกติกไดถึง 33.77 กรัมตอลิตร 
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ภาพที่ 4.15 ลักษณะของเซลล R. oryzae บริเวณดานในของเบดสถิตที่กําลังขยาย 350 
เทา โดยใชกลูโคส (ก) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการ
ปรับสภาพ (ข) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับ
สภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน (ค) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของ
กากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับ
สารละลายแอลคาไลน (ง) สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด (จ) และ
สารละลายแปง (ฉ) เปนแหลงคารบอน 
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ภาพที่ 4.16 ลักษณะของเซลล R. oryzae บริเวณดานในของเบดสถิตที่กําลังขยาย 750 
เทา โดยใชสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ 
(ก) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใช
ความรอนสูงภายใตความดัน (ข) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่
ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน (ค) 
สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด (ง) และสารละลายแปง (จ)เปนแหลง
คารบอน 
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ภาพที่ 4.17 ลักษณะของเซลล R. oryzae บริเวณดานในของเบดสถิตที่กําลังขยาย 3,500 
เทา โดยใชสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ
ดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน (ก) และสารละลายที่ได
จากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด (ข) เปนแหลงคารบอน 
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ภาพที่ 4.18 ลักษณะโครงสรางของเสนใยผาฝาย (ก) และลักษณะการยึดเกาะของเซลล 
R. oryzae บนเสนใยผาฝายชนิดผาขนหนูบริเวณดานนอกของเบดสถิตที่กําลังขยาย 350 เทา โดย
ใชสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ (ข) 
สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใช
ความรอนสูงภายใตความดัน (ค) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่
ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน (ง) 
สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด (จ) และสารละลายแปง (ฉ) เปนแหลง
คารบอน 
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บทที่  5 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

จากการวิจัยนี้ ศึกษาไปที่การนําเอากากมันสําปะหลังมาประยุกตใชใหเกิดประโยชนมาก
ข้ึน ซึ่งพบวา เราสามารถนํากากมันสําปะหลังที่เปนวัสดุเหลือใชทางเกษตรกรรมมาใชเปนแหลง
คารบอนในกระบวนการหมักแบบอาหารเหลวดวย R. oryzae แบบเซลลตรึงในเคร่ืองปฏิกรณ
ชีวภาพแบบเบดสถิต 5 ลิตรเพื่อผลิตกรดแลกติก ซึ่งนับวาเปนการเพิ่มมูลคาของวัสดุเหลือใชทาง
การเกษตรใหเปนผลิตภัณฑที่มีมูลคาสูงข้ึน 

การเตรียมสารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลัง 

จากการเปรียบเทียบเทคนิคในการเตรียมสารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลัง 
พบวาเทคนิคที่เหมาะสมที่สุดในการเตรียมสารละลายคือ การนํากากมันไปปรับสภาพดวยการใช
ความรอนสูงภายใตความดัน (steam pretreatment) จากน้ันนําไปยอยตอดวยเอนไซมเซลลูเลส
และอะไมเลส ซึ่งสังเกตไดจากคาของน้ําตาลทั้งหมดที่ไดภายหลังการยอย อีกทั้งการใชความรอน
สูงภายใตความดัน (steam pretreatment) ในข้ันตอนของการปรับสภาพนั้น จะไมสงผลตอ
กระบวนการหมักกรดแลกติกได เนื่องจากไมมีสารเคมีเขามาเกี่ยวของ จึงไมสงผลตอการยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเซลล และความสามารถในการผลิตกรดแลกติกได 

กระบวนการหมักกรดแลกติกแบบเซลลตรึงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต 5 ลิตร 
โดยใชแหลงคารบอนท่ีแตกตางกัน 

 จากการเปรียบเทียบการหมักกรดแลกติกแบบเซลลตรึงในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ
แบบเบดสถิต โดยใชแหลงคารบอนที่แตกตางกัน พบวา ซับสเตรทที่ใชเปนแหลงคารบอนซ่ึงไดจาก
การยอยกากมันสําปะหลังที่เหมาะสมที่สุดในการในการนํามาผลิตกรดแลกติก คือ สารละลายที่ได
จากการยอยดวยเอนไซม (enzymatic hydrolysis) ของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ
ดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน (steam pretreatment) และจากผลการทดลองน้ีเอง
พบวากากมันสําปะหลังสามารถนํามาผานการยอยดวยเอนไซมอยางเดียวก็ได ไมจําเปนตองผาน
การปรับสภาพในกรณีใชกระบวนการหมักในระยะส้ัน แตวาถาหากเปนกระบวนการหมักในระยะ
ยาว (long-term cultivation) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผาน
การปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันจะเหมาะสมที่สุด เนื่องจากลักษณะ
สัณฐานของเซลลที่เกิดข้ึนของแหลงคารบอนท้ังสองชนิดนี้มีลักษณะที่แตกตางกัน ซึ่งการใช
สารละลายที่ไดจากการยอยของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพดวยเอนไซมนั้นมีความ
หนาแนนของเซลลมากกวาสงผลใหอาจเกิดปญหาของ mass transfer กอใหเกิด diffusion 
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limitation และที่สําคัญอาจจะมีความเสถียรในระหวางทําการหมักระยะยาวไมดีเทากับการใช
สารละลายที่ไดจากการยอยของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูง
ภายใตความดันดวยเอนไซม โดยดูจากคาประสิทธิภาพของการถายเทออกซิเจนภายในเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพ (KLa) ซึ่งจากการหมักกรดแลกติกโดยใชสารละลายที่ไดจากการยอยของกากมัน
สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันดวยเอนไซม และการใช
สารละลายที่ไดจากการยอยของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพดวยเอนไซมเปนแหลง
คารบอน สามารถใหคา KLa เทากับ 0.049 และ 0.033 ตามลําดับ ในการหมักระยะยาวนั้น การใช
สารละลายที่ไดจากการยอยของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพดวยเอนไซมเปนแหลง
คารบอน เซลลจะมีปริมาณเพิ่มข้ึนและเนื่องจากเซลลมีความหนาแนนของเซลลมากกวา สงผลให
ประสิทธิภาพของการถายเทอาหารและอากาศลดนอยลงได และถาเทียบกับภาวะที่ใชสารละลาย
ที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูง
ภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน และสารละลายที่ไดจากการยอยกากมัน
สําปะหลังดวยกรดเปนแหลงคารบอนนั้น พบวา สองภาวะนี้มีเอทานอลเกิดข้ึนในปริมาณที่สูงกวา
ภาวะที่ใชสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวย
การใชความรอนสูงภายใตความดัน คือ 21.32% และ 23.84% ตามลําดับ อีกทั้งสารละลายยังมี
องคประกอบของสารเคมีเขามาเกี่ยวของ สงผลตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล และ
ความสามารถในการผลิตกรดแลกติกได เหตุผลดังกลาวจึงเปนตัวเลือกในการตัดสินใจอีกทางหนึ่ง 

 ดังนั้นเราสามารถเพิ่มมูลคาของกากมันสําปะหลังที่เปนวัสดุเหลือใชทางเกษตรกรรมได
โดยการนํากากมันสําปะหลังนี้มาทําการปรับสภาพดวยวิธีการใชความรอนสูงภายใตความดัน 
(steam pretreatment) เพื่อกําจัดส่ิงที่ไมตองการออกไปและทําใหอนุภาคของแปงที่หลงเหลืออยู
ในกากมันออกมาใหไดมากที่สุด จากนั้นจึงยอยอนุภาคแปงที่หลุดออกมาและเซลลูโลสที่ยัง
เหลืออยูดวยเอนไซม (enzymatic hydrolysis) เพื่อใหไดน้ําตาลที่ใชในกระบวนการหมัก
(fermentable sugar) มาเปนแหลงคารบอนในการผลิตกรดแลกติกแบบเซลลตรึงในเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต ถึงแมวาความเขมขนของกรดแแลกติกที่ไดจะตํ่ากวาคาที่ไดจากการ
หมักโดยอาหารเล้ียงเชื้อที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน อยางไรก็ดีหากมีการปรับสภาพสารละลาย
ที่ไดจากการยอย (post-treatment) กอนนําไปเปนแหลงคารบอนในการหมักจะชวยกําจัดสาร
ยับยั้งการเจริญและสรางผลิตภัณฑระหวางการหมักได จึงมีความเปนไปไดที่จะทําใหไดคาความ
เขมขน yield และ productivity ของกรด แลกติกเทียบเทากับการหมักโดยกลูโคสก็เปนได  
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ขอเสนอแนะ 

1. จากผลการทดลองในงานวิจัยนี้ พบวาการใชสารละลายที่ไดจากการยอยของกากมัน

สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันดวยเอนไซมมาเปนแหลง

คารบอนในการผลิตกรดแลกติกในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ Batch นี้ สามารถผลิตกรดแลกติก

ไดในปริมาณระดับหนึ่ง ดังนั้นในงานวิจัยตอไปควรมีการผลิตกรดแลกติกในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ

แบบ Fed-batch หรือ Continuous เพื่อใหไดปริมาณของกรดแลกติกเพิ่มมากข้ึน  

2. ในระหวางการหมักพบวา อาหารมีเกลือและส่ิงเจือปนทีเกิดจากการปรับคาพีเอชอยู

ดวยซ่ึงเปนตัวยับยั้งการหมัก ดังนั้นกอนการนําไปใชในกระบวนการหมักควรมีการกําจัดเกลือและ

ส่ิงเจือปนออกกอน เพื่อสงผลใหเชื้อสามารถเจริญเติบโตและผลิตกรดแลกติกไดอยางมี

ประสิทธิภาพมากข้ึน 
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ภาคผนวก ก 

การวิเคราะหหาคุณคาทางอาหาร (A.O.A.C.,1995) 

1. การหาปรมิาณรอยละของความชื้น  (% Moisture) 

อุปกรณ 

1) Aluminium foil 
2) Spatula stainless / plastic (ชอนตักสาร) 
3) Hot air oven 
4) เคร่ืองชั่งทศนยิม 4 ตําแหนง 
5) Desiccator 
6) Forcep 

วิธวีิเคราะห 

1) นํา Aluminium dish ไปอบในตูอบ (Hot air oven) ที่ 100+5oC  แลวนําไปใส 
Desiccator เพื่อทิ้งไวใหเย็น นําไปช่ังจนน้ําหนักคงที่ จดบันทึกน้ําหนัก 

2) ชั่งตัวอยาง 2 - 5 กรัม (ทศนิยม 4 ตําแหนง) ใสใน Aluminium dish 
3) นําไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 100+5oC  เปนเวลา 2 ชั่วโมง 
4) นํา Aluminium dish กับตัวอยางที่ผานการอบไปใส Desiccator เพื่อทิ้งไวใหเย็น 

นําไปช่ัง แลวนําไปอบจนไดน้ําหนักคงที่ จดบันทึกน้ําหนัก 

วิธีการคํานวณ 

% Moisture = 
(Wt. sample – Wt. sample หลังอบ) 

X 100 
Wt. sample 

 

2. การหาปรมิาณรอยละของไขมัน  (% Fat) 

อุปกรณ 

1) ชุดกล่ัน Soxhlet ประกอบดวย Condenser, Soxhlet apparatus และ Round 
bottom flask 

2) Spatula stainless / plastic (ชอนตักสาร) 
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3) Hot air oven 
4) เคร่ืองชั่งทศนยิม 4 ตําแหนง 
5) Desiccator 
6) Forcep 
7) Water bath 
8) Cooling 
9) Thimble 
10) กระดาษกรอง 
11) Cylinder / Beaker ขนาด 250 มล. 

สารเคม ี

1) Petroleum ether 

วิธวีิเคราะห 

2) ชั่งตัวอยางที่แหง 2 – 3 กรัม (ทศนิยม 4 ตําแหนง) ใสในกระดาษกรอง แลวนําไปใส
ใน Thimble ใน Extraction tube ของ Soxhlet apparatus 

3) ใส 250 มล. Petroleum ether ลงในขวดกนกลมที่ทราบน้ําหนักแนนอน 
4) นําไป Reflux บน Heating mantle (โดยใช Water bath แทน) ใชอุณหภูมิปานกลาง 

โดยใหอัตราการกล่ันตัวของ Petroleum ether 2 – 3 หยด / วินาที ใชเวลาในการ 
Reflux  ~ 10 ชั่วโมง 

5) ระเหยเอา Petroleum ether ออกจากขวดกนกลม  (Round bottom flask) ที่สกัด
ไขมัน 

6) จากนั้นนําไปอบในตูอบ (Hot air oven) ที่ 100+5oC  แลวนําไปใส Desiccator เพื่อ
ทิ้งไวใหเย็น นําไปช่ังจนน้ําหนักคงที่ จดบันทึกน้ําหนัก 

วิธีการคํานวณ 

% Fat = 
(Wt. ขวดกนกลมกับน้าํมนั  – Wt. ขวดกนกลม) 

X 100 
Wt. sample 
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3. การหาปรมิาณรอยละของโปรตีน  (% Protein) 

อุปกรณ 

1) ชุดยอย ประกอบดวย Kjeldahl flask, Digestion apparatus (เตาไฟ), Digestion 
rack 

2) ชุดกล่ัน (Distillation unit) 
3) Spatula stainless / plastic (ชอนตักสาร) 
4) เคร่ืองชั่งทศนยิม 4 ตําแหนง 
5) Erlenmeyer flask 250 มล. 
6) Burette ขนาด 25 มล. 
7) Hood (ตูดูดควัน) 
8) Volumetric flask 

สารเคม ี

1) Potassium sulphate 
2) Copper sulphate heptahydrate 
3) Sulfuric acid 
4) Sodium hydroxide 
5) Boric acid 
6) Hydrochloric acid 
7) Mixed indicator (methyl red + bromocresol green) 
8) DI water 

วิธวีิเคราะห 

1) ชั่งตัวอยางแหง 0.5 - 2 กรัม  ใสใน Kjeldahl flask 
2) เติม Catalyst 7 กรัม  (95 กรัม K2SO4 : 5 กรัม CuSO4.5H2O) 
3) เติม 15 มล. กรดซัลฟูริกเขมขน 
4) นําไปยอยบนเตาไฟจนไดของเหลวสีเขียวใส ต้ังทิ้งไวใหเย็น 
5) เติม 50 มล. DI water 
6) เติม 40% NaOH ลงใน Kjeldahl flask 
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7) นํา Erlenmeyer flask ขนาด 250 มล. ซึ่งบรรจุ 100 มล. 4% Boric acid และหยด 2 
– 3 หยด Mixed indicator ตอเขากับชุดกล่ันโดยใหปลายลางของ Condenser อยูใต
ระดับของเหลวใน Erlenmeyer flask 

8) กล่ันจนไดของเหลวประมาณ 200 มล.  นํา Erlenmeyer flask ออก ลางปลาย 
Condenser ดวย DI water 

9) นํามาทําการ titrate สารที่กล่ันไดกับ 0.1 N HCl ที่ทราบความเขมขนแนนอน 
(ทศนิยม 4 ตําแหนง) 

วิธีการคํานวณ 

       N                 =   (Vol. HCl titrate – Vol. HCl blank) x N HCl x 0.014007 

   % N  = 

N x 100 

Wt. 
sample 

      % Protein     =   % N  x  factor    

       หมายเหตุ :  factor ที่ใชคํานวณ  = 6.25 

 

4. การหาปรมิาณรอยละของเสนใยหยาบ  (% Fiber) 

อุปกรณ 

1) Erlenmeyer flask 500 มล. 
2) Spatula stainless / plastic (ชอนตักสาร) 
3) Hot air oven 
4) เคร่ืองชั่งทศนยิม 4 ตําแหนง 
5) Desiccator 
6) Forcep 
7) Cylinder 50 / 100 มล. 
8) Hot plate 
9) ชุดกรอง 
10) Suction pump 



137 

 

11) กระดาษกรอง 
12) เตาเผา 
13) Tong (ที่คีบถวย Crucible) 
14) Crucible 

สารเคม ี

1) Sulfuric acid 
2) Sodium hydroxide 
3) DI Water 
4) Ethyl alcohol 

วิธวีิเคราะห 

1) ชั่งตัวอยางแหงที่สกัดไขมันออกแลว (ยกเวนกรณีที่ไขมันนอยกวา 1%) 2 กรัม ใสใน 
Erlenmeyer flask 500 มล. 

2) เติม 50 มล. 5% H2SO4  และเติม 200 มล. DI Water 
3) ตมใหเดือดนาน 30 นาที บน Hot plate (ขณะตมใหหมุน Erlenmeyer flask เปนคร้ัง

คราวเพื่อไมใหมีสวนแข็งติด) 
4) นํามากรองในชุดกรองผานกระดาษกรองที่ทราบน้ําหนักแนนอน (ทศนิยม 4 ตําแหนง) 

โดยใช Suction pump ลาง Erlenmeyer flask ดวยน้ํารอน 50 – 70 มล. แลวเทลง
ผานกระดาษกรอง 

5) ใชน้ํารอน 50 มล. ลางซํ้าอีก 2 – 3 คร้ัง 
6) นํากากที่ไดใสใน Erlenmeyer flask เติม 50 มล. 5% NaOH  เติม 200 มล. DI Water 
7) ตมใหเดือดนาน 30 นาที บน Hot plate (ขณะตมใหหมุน Erlenmeyer flask เปนคร้ัง

คราวเพื่อไมใหมีสวนแข็งติด) 
8) กรองโดยใชวิธีเดียวกับขอ 4 และ 5 
9) ลางดวย 25 มล. 1.25% H2SO4  ลางตามดวยน้ํารอน 50 มล. และ 25 มล. Alcohol 

ตามลําดับ นํากระดาษกรองพรอมกากเสนใยใสใน Crucible ที่ทราบน้ําหนักแนนอน 
(ทศนิยม 4 ตําแหนง) 

10) นําไปอบในตูอบ (Hot air oven) ที่ 100+5oC  แลวนําไปใส Desiccator เพื่อทิ้งไวให
เย็น นําไปช่ังจนน้ําหนักคงที่ จดบันทึกน้ําหนัก 
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11) นําไปเผาที่อุณหภูมิ 600+5oC เปนเวลานาน 30 นาที ทําใหเย็นใน Desiccator ชั่ง
น้ําหนักอีกคร้ัง และนําไปเผาจนน้ําหนักคงที่ จดบันทึกน้ําหนัก  

วิธีการคํานวณ 

 

5. การหาปรมิาณรอยละของเถา  (% Ash) 

อุปกรณ 

1) Crucible 
2) Spatula stainless / plastic (ชอนตักสาร) 
3) Hot air oven 
4) เคร่ืองชั่งทศนยิม 4 ตําแหนง 
5) Desiccator 
6) Forcep 
7) Hood 
8) เตาเผา 
9) Tong 

วิธวีิเคราะห 

1) นํา Crucible ไปเผาที่เตาเผา ที่ 550+5oC  แลวนําไปใส Desiccator เพื่อทิ้งไวใหเย็น 
นําไปช่ังจนน้ําหนักคงที่ จดบันทึกน้ําหนัก 

2) ชั่งตัวอยาง 2 กรัม (ทศนิยม 4 ตําแหนง) ใสใน Crucible 
3) นําไปเผาบน Hot plate ในตูดูดควัน (Hood) จนหมดควันสีดํา 
4) นําไปเผาในเตาเผาที่ 550+5oC  แลวนําไปใส Desiccator เพื่อทิ้งไวใหเย็น นําไปชั่ง

น้ําหนัก และนําไปเผาจนน้ําหนักคงที่ จดบันทึกน้ําหนัก 

 

 

% Fiber = 
(Wt. sample หลังอบ – Wt.กระดาษกรอง) – Wt. sample หลังเผา 

X 100 
Wt. sample 



139 

 

วิธีการคํานวณ 

 

 

 

6. การหาปรมิาณรอยละของคารโบไฮเดรต  (% Carbohydrate) 

 

% Carbohydrate  =  100 – %Protein – %Fat – %Fiber - %Ash 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

% Ash = 
Wt. sample หลังเผา 

X 100 
Wt. sample 
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ภาคผนวก ข 

การคํานวณ 

ตัวอยาง การหมักแบบเซลลตรึงในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต ที่อัตราการกวน 700 รอบ
ตอนาที อัตราการใหอากาศ 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที 

1. การหาคาปริมาณผลผลิตผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นตอสารต้ังตนทีถู่กใชไป (Yield : YP/S)  

YP/S = 
P౪ି Pబ

Sబି S౪
 

จากตารางที่ ข.1  

1) YP/S ของกรดแลกติกในอาหารเพื่อการเจริญ 

YP/S = (กรดแลกติกt – กรดแลกติก0) / (กลูโคส0 – กลูโคสt)  

=  (5.73 - 0) / (69.43 - 0)  

= 0.0825 

คา YP/S ของกรดแลกติกในอาหารเพื่อการเจริญ เทากับ 0.0825 คิดเปน 8.25 % 

 

2) YP/S ของกรดแลกติกในอาหารเพื่อการสรางผลิตภัณฑ 

YP/S = (กรดแลกติกt – กรดแลกติก0) / (กลูโคส0 – กลูโคสt)  

=  (53.61 – 0) / (71.24 – 0.28)  

= 0.7555 

คา YP/S ของกรดแลกติกในอาหารเพื่อการเจริญ เทากับ 0.7555 คิดเปน 75.55 % 
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3) YP/S ของเอทานอลในอาหารเพื่อการเจริญ 

YP/S = (เอทานอลt – เอทานอล0) / (เอทานอล0 – เอทานอลt) 

=  (16.01 - 0) / (69.43 - 0)  

= 0.2306 

คา YP/S ของกรดแลกติกในอาหารเพื่อการเจริญ เทากับ 0.2306 คิดเปน 23.06 % 

 

4) YP/S ของกรดเอทานอลในอาหารเพื่อการสรางผลิตภัณฑ 

YP/S = (เอทานอลt – เอทานอล0) / (เอทานอล0 – เอทานอลt) 

=  (4.01 – 0) / (71.24 – 0.28)  

= 0.0565 

คา YP/S ของกรดแลกติกในอาหารเพื่อการเจริญ เทากับ 0.0565 คิดเปน 5.65 % 

 

2. การหาคาอัตราการผลติผลิตภัณฑ (Productivity (g/L·h)) 

Productivity (g/L·h) = 
P౪

T୧୫ୣሺ୦ሻ
 

จากตารางที่ ข.1  

1) Productivity ของกรดแลกติกในอาหารเพื่อการเจริญ 

Productivity = กรดแลกติกt (กรัมตอลิตร) / ระยะเวลา(ชั่วโมง)  

=  5.73 / 48  

= 0.12 

อัตราการผลิตกรดแลกติกในอาหารเพื่อการเจริญ เทากับ 0.12 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
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2) Productivity ของกรดแลกติกในอาหารเพื่อการสรางผลิตภัณฑ 

Productivity = กรดแลกติกt (กรัมตอลิตร) / ระยะเวลา(ชั่วโมง)  

= 53.61 / 32  

= 1.68 

อัตราการผลิตกรดแลกติกในอาหารเพื่อการเจริญ เทากับ 1.68 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 

 

3) Productivity ของเอทานอลในอาหารเพื่อการเจริญ 

Productivity = เอทานอลt (กรัมตอลิตร) / ระยะเวลา(ชั่วโมง)  

=  16.01 / 48  

= 0.33 

อัตราการผลิตกรดแลกติกในอาหารเพื่อการเจริญ เทากับ 0.33 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 

 

4) Productivity ของเอทานอลในอาหารเพื่อการสรางผลิตภัณฑ 

Productivity = เอทานอลt (กรัมตอลิตร) / ระยะเวลา(ชั่วโมง)  

= 4.01 / 32  

= 0.13 

อัตราการผลิตกรดแลกติกในอาหารเพื่อการเจริญ เทากับ 0.13 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
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ตารางที่ ข.1 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของกลูโคส ความเขมขนของกรดแลกติก ความเขมขนของเอทานอลกับเวลาในอาหารเพื่อการเจริญและการสราง
ผลิตภัณฑ 

สารตัวอยาง  เวลา (ชั่วโมง) 
ความเขมขนของกลูโคส  

(กรัมตอลิตร) 
ความเขมขนของกรดแลกติก  

(กรัมตอลิตร) 
ความเขมขนของเอทานอล  

(กรัมตอลิตร) 
G 0 h 0 69.43 0.00 0.00 
G 8 h 8 74.33 0.00 0.00 
G 16 h 16 71.12 0.00 0.00 
G 24 h 24 42.07 1.83 6.92 
G 32 h 32 15.03 4.84 14.36 
G 40 h 40 0.27 5.07 15.64 
G 48 h 48 0.00 5.73 16.01 
P 0 h 48 71.24 0.00 0.00 
P 8 h 56 63.43 0.00 0.00 
P 16 h 64 63.35 17.11 0.00 
P 24 h 72 11.69 40.16 3.53 
P 32 h 80 0.28 53.61 4.01 
P 40 h 88 0.00 50.68 0.00 
P 48 h 96 0.00 51.86 0.00 



144 

 

3. การหาคาสัมประสิทธิก์ารถายเทออกซิเจน (KLa) ในเครื่องปฏิกรณชวีภาพดวยวธิี 
Dynamic method of gassing out 

Dynamic method of gassing out สามารถใชการคํานวณหาคา  KLa ในกรณีที่สภาวะ
ของการหมักยงัมีเซลลที่มีชวีติอยู ซึ่งวิธนีี้มขีอดีกวาวธิีอ่ืนๆคือ ไมตองใชขอมูลสมมติฐานแตเปน
การใชขอมูลจากการทดลองจริง แตขอสําคัญคือ DO probe ตองใหคาที่ถกูตองจริงๆ โดยในการ
ทดลองการใหอากาศจะถูกหยุดทาํให dissolved oxygen concentration (CL) ในอาหารเล้ียงเชือ้
ลดลงแตยังคงใหมีการกวนระดับตํ่าอยูเพือ่คงใหคงความเปนเนื้อเดียวกัน  หลังจากนั้นจงึมกีารให

อากาศอีกคร้ัง ซึ่งการเปล่ียนแปลงของ CL กับเวลา อยูในเทอมของ 
dt

dC L และยังสัมพนัธกบัคา 

Oxygen uptake rate (OUR) และ คา  Oxygen transfer rate (OTR) ดวยดังสมการ 

OUROTR
dt

dCL   

โดยที ่                          OTR =  KLa × (CL*-CL) 

เมื่อ CL* คือ solubility of oxygen ในอาหารเล้ียงเชื้อ (mM) และ KLa คือ volumetric 
oxygen transfer coefficient (min-1)   

OUR
dt

dCL   

ขณะที่ไมมีการใหอากาศ  OTR = 0 นั่นคือ อัตราการเปล่ียนแปลงของออกซิเจนในเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพเทากับอัตราการนาํออกซิเจนไปใชของเซลล และ OUR (mM/min) สามารถหาได
จากคาความชันจากการสรางกราฟระหวาง CL กับ เวลาในชวงที่ไมมกีารใหอากาศ ดังภาพที่ ข.1 

 

 

 

 

ภาพที ่ข.1 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของออกซิเจนละลาย(CL) กับเวลา(วินาท)ี จาก
แบบจําลองในทางทฤษฎี 
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ในชวงที่สองท่ีมีการใหอากาศอีกคร้ังอัตราการเปล่ียนแปลงของออกซิเจนเทากับอัตราการ
ใหอากาศ ลบ อัตราการนาํออกซิเจนไปใชของเซลล 

OUROTR
dt

dCL   

แต                                                         )C*a(CKOTR
LLL

  

ดังนัน้                                         )C*a(CKOUR
dt

dC
LLL

L   

                                                                      *aCKaCK
LLLL

  

ชวงที่มีการใหอากาศ ซึ่งคา KLa เทากับคาติดลบของความชันของกราฟ  

 

 

 

 

 

ภาพที ่ข.2 ความสัมพันธระหวาง dCL/dt กับ CL จากแบบจําลองในทางทฤษฎี 

 

จากการทดลองนี้สมมติฐานใหอาหารเล้ียงเชื้อมีสภาพคลายน้ํา คาการอ่ิมตัวของ
ออกซิเจน 100 %  ที่อุณหภูมิ 30º C  มีคาการละลายของน้ําเทากับ 0.2436 mM H2O จากขอมูลที่

กําหนดใหสามารถคํานวณหาคา CL ไดจากสมการ CL  = 
100

0.2436DO%
 ไดผลดังตารางที่ ข.2 

นํามาสรางกราฟระหวาง CL กับ เวลาไดดังกราฟภาพที่ ข.3 

 

 

 

௅ܥ݀
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௅ܥ

௅ܽܭ



146 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่ข.3 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของออกซิเจนที่ละลายในอาหาร (CL) กับเวลา 
(วินาที) ในการทดลอง 

 

คํานวณหาคา OUR จากการหาคาความชันของกราฟระหวาง CL กับ เวลา ขณะที่ไมมีการให

อากาศ คา OTR = 0 ดังนั้น OUR
dt

dCL    ซึ่งสามารถสรางกราฟคํานวณหาคาความชันไดดัง

ภาพที่ ข.4 และไดคา OUR เทากับ 0.00005 mM/s  
 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่ข.4 ความสัมพันธระหวาง CL กับ เวลา (วินาที) ในชวงการไมมอีากาศ 
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จากนั้นคํานวณหาคา KLa หลังจากที่มีการใหอากาศอีกคร้ังหนึ่ง โดยคา CL ในแตละเวลาจะข้ึนอยู
กับ OUR  และ OTR ดังสมการ 

OUROTR
dt

dCL   

แต                                                  )C*a(CKOTR
LLL

  

เพราะฉะนัน้                       )C*a(CKOUR
dt

dC
LLL

L   

                                                              *aCKaCK
LLLL

  

   cxslopey   

ดังนัน้สามารถหาคา KLa จากการสรางกราฟระหวาง  OUR
dt

dCL   กับ CL  ไดดังภาพที ่ข.5 

และสามารถคํานวณหาคา KLa ไดเทากับ  0.045 s-1  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่ข.5 ความสัมพันธระหวาง dCL/dt+OUR กับ CL 

 

 

 

y = ‐0.044x + 0.011
R² = 0.982
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ตารางที่ ข.2 คาการละลายของออกซิเจน (DO) ความเขมขนของออกซิเจนละลายในอาหาร
(CL)กับเวลา (วินาที) (ตอ) 

Time (s) DO (%) CL (mM) dCL/dt OTR=dCL/dt+OUR 
0 103.7 0.252613 - - 

30 103.3 0.251639 3.25E-05 - 
60 102.7 0.250177 4.87E-05 - 
90 102.4 0.249446 2.44E-05 - 
120 102.1 0.248716 2.44E-05 - 
150 101.8 0.247985 2.44E-05 - 
180 101.4 0.24701 0.000032 - 
210 101.1 0.24628 0.000024 - 
240 100.8 0.245549 0.000024 - 
270 100.4 0.244574 0.000032 - 
300 99.9 0.243356 0.000041 - 
330 99.4 0.242138 0.000041 - 
360 98.9 0.24092 0.000041 - 
390 98.4 0.239702 0.000041 - 
420 97.8 0.238241 0.000049 - 
450 96.6 0.235318 0.000097 - 
480 96.0 0.233856 0.000049 - 
510 95.4 0.232394 0.000049 - 
540 94.7 0.230689 0.000057 - 
570 94.0 0.228984 0.000057 - 
600 93.3 0.227279 0.000057 - 
630 92.7 0.225817 0.000049 - 
660 92.0 0.224112 0.000057 - 
690 91.3 0.222407 0.000057 - 
720 90.6 0.220702 0.000057 - 
750 89.9 0.218996 0.000057 - 
780 89.1 0.217048 0.000065 - 
810 88.4 0.215342 0.000057 - 
840 87.7 0.213637 0.000057 - 
870 86.9 0.211688 0.000065 - 
900 86.2 0.209983 0.000057 - 
930 85.5 0.208278 0.000057 - 
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ตารางที่ ข.2 คาการละลายของออกซิเจน (DO) ความเขมขนของออกซิเจนละลายในอาหาร
(CL)กับเวลา (วินาที) (ตอ) 

Time (s) DO (%) CL (mM) dCL/dt OTR=dCL/dt+OUR 
960 84.7 0.206329 0.000065 - 
990 84.0 0.204624 0.000057 - 

1020 83.2 0.202675 0.000065 - 
1050 82.5 0.20097 0.000057 - 
1080 81.8 0.199265 0.000057 - 
1110 81.0 0.197316 0.000065 - 
1140 80.3 0.195611 0.000057 - 
1170 79.6 0.193906 0.000057 - 
1200 78.9 0.1922 0.000057 - 
1230 78.2 0.190495 0.000057 - 
1260 77.6 0.189034 0.000049 - 
1290 76.9 0.187328 0.000057 - 
1320 76.3 0.185867 0.000049 - 
1350 75.6 0.184162 0.000057 - 
1380 74.9 0.182456 0.000057 - 
1410 74.2 0.180751 0.000057 - 
1440 73.6 0.17929 0.000049 - 
1470 72.9 0.177584 0.000057 - 
1500 72.2 0.175879 0.000057 - 
1530 71.6 0.174418 0.000049 - 
1560 70.8 0.172469 0.000065 - 
1590 70.2 0.171007 0.000049 - 
1620 69.6 0.169546 0.000049 - 
1650 69.0 0.168084 0.000049 - 
1680 68.4 0.166622 0.000049 - 
1710 67.8 0.165161 0.000049 - 
1740 67.2 0.163699 0.000049 - 
1770 66.6 0.162238 0.000049 - 
1800 65.9 0.160532 0.000057 - 
1830 65.4 0.159314 0.000041 - 
1860 64.7 0.157609 0.000057 - 
1890 64.2 0.156391 0.000041 - 
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ตารางที่ ข.2 คาการละลายของออกซิเจน (DO) ความเขมขนของออกซิเจนละลายในอาหาร
(CL)กับเวลา (วินาที) (ตอ) 

Time (s) DO (%) CL (mM) dCL/dt OTR=dCL/dt+OUR 
1920 66.8 0.162725 0.000211 0.000261 
1930 77.6 0.189034 0.002631 0.002681 
1940 85.1 0.207304 0.001827 0.001877 
1950 90.8 0.221189 0.001389 0.001439 
1960 94.7 0.230689 0.000950 0.001000 
1970 97.6 0.237754 0.000706 0.000756 
1980 99.0 0.241164 0.000341 0.000391 
1990 100.4 0.244574 0.000341 0.000391 
2000 101.2 0.246523 0.000195 0.000245 
2010 101.7 0.247741 0.000122 0.000172 
2020 102.3 0.249203 0.000146 0.000196 
2030 102.7 0.250177 0.000097 0.000147 
2040 103.0 0.250908 0.000073 0.000123 
2050 103.2 0.251395 0.000049 0.000099 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

  นางสาว ศิริพร อุนแอบ เกิดวันที่ 25 ธันวาคม พ.ศ. 2529 ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร 
สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณทิต  ภาควิชาชีวเคมี  คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2550 ตอมาไดเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตร
มหาบัณทิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 
2551 

 

การเสนอผลงานวิจัย 

 Ounaeb, S.,  Sooksai, S. and  Thongchul, N., Production of L(+)-lactic acid from 
cassava pulp hydrolysate by immobilized Rhizopus oryzae in a static bed bioreactor, 
Part I: pretreatment of raw material. The 22ndAnnual Meeting of the Thai Society for 
Biotechnology “International Conference on Biotechnology for Healthy Living” October 
20-22, 2010, Prince of Songkla University, Trang Campus, Thailand. 
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